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Vienalgsciai pirmuonys yra neatsiejama vandens ekosistemos dalis, pasizyminti didele tak-
sonomine ir morfologine jvairove. Juy gausa ir rusiné sudétis vandens telkiniuose nuolat kinta
priklausomai nuo aplinkos veiksniy: sezoniskumo, vandens temperaturos, pH ir maistiniy me-
dziagy koncentracijos. Dalis laisvai vandens aplinkoje gyvenanciy pirmuoniy yra vienalagsciai
parazitai, tarp kuriy, Apicomplexa tipo atstovai yra patogeniski tiek gyvunams, tiek Zmonéms.
Tarp Apicomplexa tipui priklausanc¢iy vienalasciy pirmuoniy Sarcocystis spp. genties parazitai
istirti maziausiai.

Sarcocystis spp. paplite visame pasaulyje ir turi privaloma dviejy Seimininky gyvybinj cik-
la. Sie patogeniniai mikroorganizmai kelia grésme ne tik gyviiny sveikatai, bet ir Zzmonéms,
sukeldami zarnyno sutrikimus arba raumeny sarkocistoze. | aplinka Siy vienalgs¢iy pirmuoniy
sporocistos patenka su galutiniy Seimininky iSmatomis. Sporocistos dél savo tvirtos sienelés yra
atsparios iSoriniams poveikiams ir ilga laikg gali islikti aplinkoje. Visgi duomeny apie sporo-
cisty gyvybingumo dinamika bei juy tolerancijg kintancioms aplinkos salygoms vis dar truksta.
Daugumoje publikuoty moksliniy darby apsiribojama tik Siy parazity paplitimo analize, o vie-
nalas¢iy pirmuoniy koncentracija aplinkoje bei ju gyvybingumas lieka nejvertinti.

Identifikuoti vienalgscius parazitus vandens meéginiuose yra sudétinga dél mazy genominés
DNR koncentracijy. Tradiciniai mikroskopijos metodai neuztikrina pakankamo jautrumo ru-
sinei identifikacijai, todél vis dazniau naudojami molekulinés biologijos metodai, pavyzdziui,
lizdiné PGR arba tikro laiko PGR. PGR metodas yra ribotas — jis neleidzia atskirti gyvybingy
lasteliy nuo negyvybingy, nes DNR gali biiti amplifikuojama ir po mikroorganizmo zuties. Siai
problemai spresti taikomas propidzio monoazido (PMA) dazas, kuris selektyviai blokuoja DNR
amplifikacija i$ lasteliy su pazeistomis membranomis.

Sis magistrinis darbas yra bakalauro studijy metu pradéty tyrimy tesinys. Iki Siol Sarco-
cystis rusiy paplitimas skirtingais mety laikais buvo vertinamas kokybiniais metodais. Truksta
duomeny apie sporocisty koncentracijy dinamika skirtingais mety laikais, bei vienalgsciy pir-

muoniy iSgyvenamuma esant skirtingoms temperaturoms.

Darbo tikslas: [vertinti vienalasciy parazity gyvybinguma ir rusing jvairove vandens me-
giniuose, bei taikant tikro laiko PGR metoda, istirti DNR kopijy skaic¢iaus dinamika skirtingais
mety laikais.

Darbo uzdaviniai:

1. Taikant molekulinius metodus jvertinti vienalasc¢iy pirmuoniy jvairove vandens méginiuo-

se, surinktuose skirtingais mety laikais.

2. Jvertinti vienalas¢iy pirmuoniy gyvybinguma esant skirtingoms temperaturoms naudojant

propidzio monoazido daza.

3. Lizdinio PGR metodu nustatyti Sarcocystis cruzi ir Sarcocystis bovifelis rusiy aptikimo

daznj skirtingais mety laikais surinktuose Bukiskio tvenkinio vandens méginiuose.
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. Kiekybiskai jvertinti Sarcocystis cruzi ir Sarcocystis bovifelis DNR kopiju skaic¢iy vandens

meéginiuose, surinktuose skirtingais mety laikais.

. Kiekybiniu tikro laiko PGR metodu nustatyti ar sezoniskumas daro jtaka Sarcocystis

cruzi ir Sarcocystis bovifelis DNR kopiju skaiciui.
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1.1. Vienalasciai pirmuonys vandens ekosistemoje

Vienalgsciai pirmuonys pasizymi didele taksonomine bei morfologine jvairove. Ju gausa ir
rusiné jvairoveé kinta priklausomai nuo buveinés (jury, pakranciy ar gelo vandens ekosistemos),
sezoniskumo, maistiniy medziagy koncentracijos ir vandens telkinio salygy. Dél iy priezaséiy
skirtingose aplinkose susiformuoja nevienalyté bendrijy sudétis.

Vienalasciai pirmuonys paplite tiek gélo vandens telkiniuose (Garner ir kt., 2022), tiek juri-
nese ekosistemose (Caron ir kt., 2012). Jie aptinkami net ir ekstremaliomis salygomis, pavyz-
dziui, Antarkties vandenyse arba Zemos temperaturos ir auksto slégio juros dugno buveinése
(Caron ir kt., 2012). Gélo vandens telkiniuose dazniausiai aptinkami vienalasciai dumbliai,
tokie kaip Chrysophyceae klasés atstovai (Ortiz—Alvarez ir kt., 2018). Chrysophyceae klasés
atstovai gélo vandens ekosistemose pasizymi ne tik gausa, bet ir funkcine jvairove — daugelis
ju yra miksotrofai, gebantys derinti fotosinteze su aktyvia bakteriju fagocitoze (Bock ir kt.,
2022), taip uztikrindami anglies bei kitu maistiniy medziagu apykaita. Taip pat nustatyta, kad
dazniausiai dominuoja fototrofiniai vienalgsc¢iai pirmuonys, o jurinése bendrijose— heterotrofai
(Singer ir kt., 2021). Kity tyrimy duomenimis, vienalgs¢iy pirmuoniy grupiy dominavimas
kinta priklausomai nuo sezoniskumo bei vandens telkinio gylio (Cruaud ir kt., 2019).

Pagrindiniai veiksniai, formuojantys pirmuoniy bendrijy struktura, yra pH lygis, vandens
temperatura ir maistiniy medziagy koncentracija (Yuan ir kt., 2024). Kai kurios vienalgsciy
pirmuoniy riisys patirdamos aplinkos stresa formuoja cistas (Salazar-Ardiles ir kt., 2022). Si
busena leidzia mikroorganizmams islikti gyvybingiems nepalankiais laikotarpiais. Sezoniskumas
taip pat turi jtaka: pavyzdziui, vasaros metu pakilusi vandens temperatura skatina didesne
rusine jvairove ir spartesne mikroorganizmy kaita (Esteban ir Maberly, 2023).

Vandens telkiniy ekosistemose greta vienalasc¢iy dumbliy aptinkama gausi vienalaséiy pa-
razity jvairove: Apicomplexa, Perkinsidae, Syndiniales, Ichthyosporea, Myxozoa ir Zoopago-
mycotina atstovai (Ortiz—Alvarez ir kt., 2018). Apicomplexa tipui priklausantys vienalasciai
pirmuonys aptinkami beveik visose vandens buveinése — nuo pavirsiniy vandeny iki giliavan-
deniy nuosédy (Del Campo ir kt., 2019). Kadangi tai yra obligatiniai parazitai, ju paplitimas
yra glaudziai susijes su potencialiy Seimininky tankiu. Apicomplexa tipo parazitus nustatyti
vandens telkiniuose sunkiausia dél mazy gDNR koncentracijuy. Vieni geriausiai istirty vandens
aplinkoje aptinkamy Apicomplexa atstovy yra Cryptosporidium genties rusSys, kurios daznai
siejamos su geriamojo vandens uzterstumu ir viduriavimo protrukiais (Baldursson ir Karanis,
2011). Taip pat Tozoplasma gondii oocistos, patekusios i vandens telkinius, gali islikti infekcinés
ir sukelti ligas tiek zmoneéms, tiek gyvunams (Miller ir kt., 2002).

Nepaisant gausiy tyrimy, atlikty su tokiais kokcidiniais pirmuoniais kaip Eimeria, Isospora,
Cryptosporidium, Cyclospora ar Toxoplasma, Sarcocystis genties parazity paplitimas vandens
aplinkoje isliecka maziausiai istirtas. Nors S§i vienalasc¢iy pirmuoniy gentis iki Siol yra menkai
tyrinéta Apicomplexa tipui priklausantys jos atstovai geba sukelti zoonotines ligas, kurios gali
kelti pavoju tiek gyvunams, tiek Zmonéms. Dél Sios priezasties iSsamesni Sarcocystis spp.
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tyrimai yra svarbus siekiant geriau suprasti ju pasiskirstyma ekosistemose ir jvertinti galima

infekcijy perdavimo rizika.

1.2. Vienalasciai pirmuonys ir jy gyvybinis ciklas

Sarcocystis — tai vidulasteliniy parazitiniy pirmuoniy gentis, kuri priklauso Apicomplexa
tipui, Conoidasida klasei ir Sarcocystidae Seimai. Sarcocystis genties parazitai paplite visame
pasaulyje ir jai priklauso daugiau nei 200 riisiy. Sie parazitai daznai aptinkami ropliuose
(Bezerra ir kt., 2023), zinduoliuose (J. P. Dubey, 1976) ir pauksc¢iuose (J. P. Dubey ir kt., 2016).
Sarcocystis spp. turi privaloma dviejy Seimininky cikla. Nelytinés dauginimosi stadijos vyksta
tarpiniame Seimininke, kuris dazniausiai yra zolédis arba visaédis. Sios genties parazitai lytiskai
dauginasi galutinio Sseimininko organizme, kuriuo dazniausiai tampa mésédis gyvunas. [prastai
tarpiniai ir galutiniai Seimininkai skiriasi tarp Sarcocystis rusiy. Pavyzdziui: trys Sarcocystis
rusys, kurios kaip tarpinius Seimininkus infekuoja kiaules (S. miescheriana, S. porcifelis, S.

suihominis), turi skirtingus galutinius Seimininkus: Sunis, kates, primatus (Badri ir kt., 2026).

]
~

Sarkocistos Nesporuliuota
Gametos \ p

AU WY
Y E
raumenyse J i “1' o ista
o )
n\h‘” Q

| Merozoitas

f P Sporuliuota
- oocista
kraujyje

Tarpiniai
Seimininkai

Antros kartos
Sizontai

£ Pirmos kartos
Sizontai

1 pav. Sarcocystis spp. gyvybinis ciklas (J. Dubey ir Rosenthal, 2023).

Neretai Sarcocystis spp. tarpiniais Seimininkais buna kanopiniai gyvunai pavyzdziui: brie-
dziai (Mahrt ir Colwell, 1980), ozkos (Buxton, 1998) ar galvijai (J. Dubey ir Rosenthal, 2023).
8
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Galutiniam Seimininkui suvalgius uzkrésta raumeninj audinj su sarkocistomis, virskinimo trak-
te tripsinas ir tulzis suardo cisty sienele, o islaisvinti bradizoitai patenka j zarnyno gleivinés
epitelinj sluoksnj (Fayer ir kt., 2015). Bradizoitai subresta j vyriskas ir moteriskas gametas
ir lytiskai dauginasi zarnyno gleivinéje (1 pav.). Kiekvienoje subrendusioje oocistoje yra dvi
sporocistos. Kai oocistos prasiskverbia pro jungiamajj audinj j plonosios zarnos vidy, juy sienelés
plysta, sporocistos iSsiskiria ir pasisalina i$ Seimininko organizmo kartu su iSmatomis (Fayer,
2004). Vienalasciai parazitai pasizymi spar¢iu plitimu, nes j aplinka patenka labai didelis kiekis
oocisty. Vienas uZzsikrétes gyviunas per 1 — 3 savaites gali iSskirti net iki 10% oocisty (Dumetre
ir Dardé, 2003). Kiekviena sporocista yra mazdaug 15um ilgio ir turi keturis sporozoitus (Fa-
yer ir kt., 2015). Tarpiniam Seimininkui prarijus maista (Zole) ar vandenj su sporocistomis,
issiskiria sporozoitai, kurie prasiskverbia pro zarnyno epitelj ir migruoja i kraujagysliy endotel;.
Kraujagysliy endotelyje vyksta nelytinio dauginimosi ciklai, po kuriy susidaro merozoitai, jie
sklinda kartu su krauju ir jsiskverbia j Sirdies arba skersaruoziy raumeny lasteles. Raumeny
lastelése susidaro sarkocistos, kuriose yra bradizoity. Sarkocistos tampa uzkreciamos tik po
subrendimo, kuris gali trukti iki 2 ménesiy (Fayer ir kt., 2015). Ciklas yra uzbaigiamas, kai

galutinis Seimininkas suvalgo tarpinio Seimininko Sarcocystis spp. parazitais uzkrésta mésa.

1.3. Sarcocystis spp. patogeniskumas

Sarcocystis genties pirmuonys yra pavojingi ne tik gyviinams, bet ir Zmonéms. Sie vie-
nalgsciai parazitai gali sukelti jvairiy sveikatos problemy, nuo lengvy simptomy, tokiy kaip
virskinimo sutrikimai, iki sunkesniy, pavyzdziui, raumeny sarkocistozés. Ligos eiga pasizymi
pla¢iu spektru — nuo besimptomiy formy iki mirtiny sisteminiy ligy. Europos Sajungos teisés
aktai deél sarkocisty kontrolés mésos apziuros metu néra griezti, todel kruopsti gyvuliy skerdeny
patikra skerdyklose néra privaloma. Daugelis sarkocisty aptinkamos atsitiktinai skerdimo metu,
taciau kelios rusys sukelia kliniskai reikSmingas ligas ir didelius ekonominius nuostolius. Globa-
liu mastu galviju tarpe uzsikrétimas siekia 63 %, o iki Siol nustatyta ne maziau kaip 12 skirtingu
rusiy, infekuojanciy galvijus kaip tarpinius Seimininkus (Shams ir kt., 2022). Sarcocystis cruzi
yra viena i$ patogeniskiausiy riisiy galvijams. Si riisis daznai nustatoma sveikuose galvijuose,
nés sarkocistozes issivystymas priklauso nuo parazity sporocisty kiekio, taip pat nuo gyvuno
fiziologinés bukleés ar kity neidentifikuoty veiksniy (J. Dubey ir Rosenthal, 2023). Sarcocys-
tis infekcijos siejamos su galvijy skersaruoziy raumeny uzdegimine liga — galvijy eozinofiliniu
miozitu (BEM). BEM paveikti galvijai dazniausiai neturi klinikiniy pozymiy, o liga nustatoma
po gyvuno skerdimo atliekant apziurg. Ligos paplitimui neturi jtakos lytis ar gyvuno veisle,
o pazeidimai gali apimti beveik visus skersaruozius raumenis (J. Dubey ir Rosenthal, 2023).
Dél skerdenos privalomo utilizavimo JAV, BEM sukelia reikSmingus ekonominius nuostolius.
Atlikus coxl geno analize, nustatyta, kad Sarcocystis cruzi paplitimas Japonijoje sieké 49,9%
(Murata ir kt., 2018), o Lietuvoje, tiriant i ukininky ir meésos perdirbimo jmoniy surinktus
meéginius, net 96,1% (Prakas ir kt., 2020).

Sarkocistozé yra paplitusi ne tik tarp galvijy. Infekcija nustatoma 66% aviy ir 52% ozky

9
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(Feng ir kt., 2023). Avims S. tenella ir S. arieticanis yra patogeniskos, perduodamos Suniniy
seimos galutiniams seimininkams. S. tenella infekcija avims gali pasireiksti anoreksija, svorio
kritimu, karsc¢iavimu, anemija, kailio slinkimu ar net gaisimu. Infekcijos paplitimas avyse ir
ozkose siejamas su amziumi ir lytimi, nustatant didesnj daznj vyresniems gyvunams ir pateléms
(Feng ir kt., 2023).

Sarcocystis parazitai aptinkami ne tik raumeniniame, bet ir nerviniame audinyje. Pavyz-
dziui, Sarcocystis neurona aptinkama arkliy centrinéje nervy sistemoje ir sukelia EPM (arkliy
pirmuoniy sukeliama mieloencefalita) (Reed ir kt., 2016). Arkliai uzsikrécia Sarcocystis neurona
per maista ar vandenj uzkrésta oposumo (galutinio Seimininko) iSmatomis. Arkliy centrinéje
nervy sistemoje sukelia pazeidimus smegenyse ir nugaros smegenyse, dél kuriy gyvunams gali
pasireiksti neurologiniai simptomai, tokie kaip nenormali eisena, rijimo sutrikimai, raumeny
atrofija ar net traukuliai (J. Dubey ir kt., 2015).

Didzioji dauguma Sarcocystis genties parazity yra nekenksmingi zmonéms, taciau keletas
rusiy zmones infekuoja kaip galutinius seimininkus: S. hominis, S. suihominis, S. heydorni,
S. nesbitti (Rosenthal, 2021) bei neseniai atrasta rusis — S. sigmoideus (Moniot ir kt., 2025).
Zmonés zarnyno sarkocistoze gali uzsikresti vartodami termiskai neapdorotg mésa: jautiena su
S. hominis, S. heydorni ar S. sigmoideus sarkocistomis bei kiaulieng arba Sernieng, kurioje yra
S. suihominis cisty. Zarnyno sarkocistozés simptomai apsiriboja fimiais, o tik retais atvejais
létiniais virskinimo trakto sutrikimais. Tyrimy metu dirbtinai sukeltos infekcijos simptomai
apima pykinima, pilvo skausmus, viduriavimag, o simptomy sunkumas priklauso nuo suvalgyto
mesos kiekio (Rosenthal, 2021). Ar uzsikrétes asmuo islieka be simptomuy, ar suserga, greic¢iau-
siai priklauso nuo uzkreciancios rusies, Seimininko veiksniy ir infekcinés dozés dydzio (Harris
ir kt., 2015). Zmogui valgant termiskai neapdorota arklio mésa su sarkocistomis Sarcocystis
fayeri isskirtas toksinas gali sukelti apsinuodijimo simptomus (Kamata ir kt., 2014).

Dauguma raumeny sarkocistozés atvejy buvo nustatyta zmonéms is tropiniy Azijos ar Piet-
ry¢iy Azijos saliy (Harris ir kt., 2015). Iki Siol atlikti tik riboti tyrimai apie Sarcocystis spp.
infekcijas zmoneése. Atlikus mokslinius tyrimus Pietryciy Azijoje buvo nustatyta, kad apie 20
% Malaizijos gyventoju kraujo serume aptinkami antikunai prie§ Siuos parazitus (Thomas ir
Dissanaike, 1978). Sarcocystis nesbitti yra tropikuose aptinkama Sarcocystis rusis, kurios ga-
lutinis Seimininkas yra gyvatés (Wassermann ir kt., 2017), o tarpinis Seimininkas — Zmogus
(Fayer ir kt., 2015). Aplinkos méginiy analizé Tiamono saloje parodé, kad S. nesbitti aptinka-
ma vandens méginiuose is vandens talpykly ir upiy, o tai leidzia daryti prielaida, jog vanduo gali
buti svarbus Sio parazito plitimo kelias (Shahari ir kt., 2016). Raumeny sarkocistozes atvejai
iprastai besimptomiai. Simptominiai atvejai gali buti susije su skausmingu raumeny patinimu,
kuris trunka iki 4 savaiciy. Dazniausi simptomai buvo karsé¢iavimas, mialgija, galvos skausmas,
silpnumas ir bronchy spazmai (Rosenthal, 2021).

Sarcocystis genties pirmuonys yra paplite tarp ukiniy gyvuny. Nors infekcija daznai buna be
simptomy, ji gali lemti sunkius patologinius sutrikimus ir reikSmingus ekonominius nuostolius
tikininkams. Zmonés $iais parazitais dazniausiai uzsikrécia vartodami termiskai neapdorotg

mésa ar uztersta vandenj, o ligos eiga, priklausomai nuo parazito rusies ir seimininko buklés,
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varijuoja nuo lengvy virskinimo sutrikimy iki sisteminiy raumeny pazeidimuy.

1.4. Sporocisty struktura ir atsparumas aplinkos salygoms

Nors informacijos apie Sarcocystis genties parazity sporocisty struktura, baltymus ir at-
sparumg aplinkos veiksniams yra nedaug, Sie pirmuonys yra panasus j kity Coccidia grupés
parazitus, pavyzdziui, Tozxoplasma, Neospora, Hammondia, Isospora ir Eimeria gentis (Mai ir
kt., 2009).

Siy pirmuoniy oocisty sienelés struktiira yra panasi visoje Coccidia grupéje (Berto ir kt.,
2014). Oocisty sienelé tvirta, todél ji atspari iSoriniams veiksniams. Ju mechaniniam pazei-
dimui butinas ilgas homogenizavimas (vorteksuojant) naudojant stiklo rutuliukus. Cheminis
oocisty pazeidimas pasiekiamas jas apdorojant balikliu, kaliodichromatu arba sieros rugstimi
(Mai ir kt., 2009). Vis délto oocisty sienelé yra pralaidi mazoms molekuléms bei lipiduose
tirpioms medziagoms, tokioms kaip metilbromidas ar amoniakas (Belli ir kt., 2006). Oocisty
sienelés formavime dalyvauja dvi specifinés organelés — sienele formuojantys 1 tipo (WFB1) ir
2 tipo (WFB2) kunai. Abu sienele formuojantys kunai aptinkami ankstyvosiose makrogame-
tos biogenezés stadijose. Atlikus F. tenella ir E. mazima biochemine oocisty sienelés analize
nustatyta, kad jos sudétyje yra nuo 0,6 iki 2,0 % angliavandeniy, nuo 1,4 iki 7,6 % lipidy ir
nuo 90,4 iki 98,3 % baltymy, tiek nesporuliavusiose, tiek sporuliavusiose oocistose (Mai ir kt.,
2009). Sporuliavusiose oocistose yra maziau angliavandeniy nei nesporuliavusiose. Sarcocystis
parazitai sugeba islikti gyvybingi aplinkoje dél barjeriniy sluoksniy, kurie apsaugo nuo aplinkos
poveikio (2 pav.). Oocista gaubia apsauginé sienelé, kuriai suirus, issilaisvina dvi membrano-
mis dengtos sporocistos. Kiekvienoje sporocistoje yra po keturis sporozoitus, kurie taip pat yra

apgaubti individualiais membrany sluoksniais.

2 pav. Sarcocystis spp. i$ zarnyno nuograndy.
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Vienas i$ oocisty atsparumo pavyzdziy yra Cryptosporidium parvum, kurios yra atsparios
iprastoms laboratorijoje naudojamoms dezinfekcijos priemonéms, tokioms kaip hipochloritas
ar 70 % etanolis. Nustatyta, kad dezinfekavimo priemoné, sudaryta i$ stiklo plovimo skyscio
ir amonio hidroksido, reikSmingai sumazino oocisty gebéjima sukelti infekcija tiek po 13, tiek
po 33 minuciy poveikio (Weir ir kt., 2002). Oocistos taip pat pasizymi dideliu atsparumu
temperaturos poveikiui. 7. gondii sporuliavusios oocistos laboratorinémis salygomis gali islikti
infektyvios 35 °C temperaturoje iki 32 dieny, 40°C — iki 9 dieny, o 45°C temperaturoje — iki
1 dienos. Be to Sios oocistos geba iSgyventi iki 54 ménesiy 4 °C temperaturoje ir iki 106 dieny
uzsaldytos —10°C temperaturoje (Petersen ir kt., 2010). Taip pat nustatyta, kad trumpalaikis
inkubavimas 100 °C temperaturoje néra pakankamas visiSkam oocisty sienelés suardymui. Net
ir po 15 minué¢iy virinimo (100°C) dalis oocisty islaiké nepazeisty sienele (Marciano ir kt.,
2020). Deél savo tvirtos sienelés ir gebéjimo islikti uzkre¢iamomis jvairiose temperaturose T.
gondii oocistos yra atsparios jvairiems aplinkos poveikiams. Vertinant Sias biologines savybes
uzkreciamyjy ligy kontekste butina atsirinkti efektyviausias kontrolés strategijas. 7T. gondii
apsaugine sienele formuoja 225 specifiniai baltymai, pasizymintys tirozino bei cisteino gausa ir
turintys specifinius PAN domenus (Freppel ir kt., 2019).

Nustatyta, kad Sarcocystis spp. sarkocistos mésos méginiuose islieka gyvybingos bent 7
dienas, méginius laikant 0°C ir 4°C temperaturose. Taciau méginius veikiant Sal¢iu (—20°C,
—30°C ir —80°C) cistos tapo nebegyvybingos iskart, kai tik mésos viduje buvo pasiekta tiksli-
né uzsaldymo temperatura (Honda ir kt., 2018). Terminé inaktyvacija yra patikima sarkocistu
prevencijos priemoné. Tyrimai patvirtino, kad terminis apdorojimas mikrobangomis yra efek-
tyvus budas parazitams naikinti: 30 sekundziy trukmes poveikis lémé visiska bradizoity zutj, o
tik po 15 sekundziy trukmeés apdorojimo isgyvenamumas dar sieké 74,4 % (Arafa ir kt., 2025).
Literaturoje pateikiama nedaug duomeny apie Sarcocystis spp. sporocisty atsparumag aplinkos
veiksniams. Nustatyta, kad S. cruzi sporocistos islieka gyvybingos ne trumpiau kaip 90 die-
ny esant kambario temperaturai, 4°C arba 37°C temperaturai, taip pat esant 18 %, 75 % ir
100 % santykiniam drégnumui. Palankiausios islikimo salygos buvo 4°C temperatura ir 100
% santykinis drégnumas — tokiomis sglygomis sporocisty gyvybingumas per 240 dieny nekito.
Tuo tarpu esant 100 % santykiniam drégnumui ir 37 °C arba kambario temperaturai, sporocisty

iSgyvenamumas per 120 dieny sumazéjo iki nulio (Savini ir kt., 1996).

1.5. Sarcocystis spp. identifikavimas morfologiniais ir molekuliniais me-

todais

Sarcocystis genties rusys gali buti identifikuojamos taikant molekulinius metodus tiek tar-
piniuose Seimininkuose, tiriant raumeninj audinj, tiek galutiniuose seimininkuose, analizuojant
zarnyno meginius, bei aplinkos méginiuose. Morfologiniai identifikavimo metodai dazniausiai
taikomi meéginiams is tarpiniy ar galutiniy Seimininky, nes aplinkos meginiuose Siy parazity
koncentracija yra labai maza. Iprasta PGR reakcija Sarcocystis spp. DNR aptikti nepavyko
(0%), o pritaikius méginiy filtravima ir lizdine PGR aptikimas isaugo iki 40 % (Strazdaite-
Zieliené ir kt., 2022). Vienas i$ morfologinés identifikacijos metody yra mikroskopija. Oocistos
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gali buti vizualiai aptinkamos naudojant Sviesinj (Olias ir kt., 2010) ar elektroninj mikroskopa
(Hu ir kt., 2017). Sarkocisty identifikavimas atliekamas analizuojant raumeninj audinj. Sarco-
cistomis uzkrésti raumeniniai audiniai, tiriami Sviesine mikroskopija, gali buti dazomi metileno
mélynuoju arba hematoksilino-eozino dazais (Kirillova ir kt., 2018). Siuo metodu dazniausiai
vertinamos sarkocisty strukturos arba laisvi bradizoitai. [vertinami ju matmenys (ilgis, plotis)
ir sienelés struktura, jskaitant pertvaras ir bradizoity forma (Lamu ir kt., 2026).

Tiriant démétuosius elnius Lietuvoje, aprasytos kelios Sarcocystis parazity rusys (Rudaityte-
Lukosiené ir kt., 2018). Hematoksilinu ir eozinu nudaZyty raumeny preparaty mikroskopiné
analize leido vizualizuoti audiniuose esancias sarkocistas. Parazity gausumas jvertintas skai-
¢iuojant sarkocistas, kurios matomos dazytuose preparatuose, o infekcijos plitimas nustatomas
kaip uzsikrétusiy ir visy istirty gyvuny santykis (Rudaityté-Lukosiené, 2020).

Priklausomai nuo rusies, pagal morfologinius pozymius sarkocistos susidariusios tarpinio
Seimininko audiniuose gali buti mikroskopinés (S. cruzi) ar makroskopines (S. gigantea, S.
muris) (Florin-Christensen ir Schnittger, 2018). Sarcocistos ilgis buna nuo 30 pm iki 3000 pm, o
plotis — nuo 20 pm iki 1000 pm (Portella ir kt., 2021). Sarkocisty sienelé buna jvairi, nuo cigaro
iki verpstés ar pirStus primenancios formos, o bradizoity, esanciy cistose, budingos banano
ar cigaro formos (3 pav.) (Rudaityte-Lukosiené ir kt., 2018). Pavyzdziui, TEM metodu, S.
taeniata sarkocistg raumeniniame audinyje galima identifikuoti pagal plong cistos sienele su
trumpais juostelés formos iskysuliais ir aiskiai matomais banano formos bradizoitais (Prakas
ir kt., 2016), o S. frondea turi i grybo forma panasius sienelés issikysSimus ir banano formos
bradizoitus (Rudaityteé-Lukosiené ir kt., 2018).

3 pav. Sarcocystis frondea n. sp. sarkocistos morfologija iS démétojo elnio diafragmos raume-
ninio audinio (Rudaityté-Lukosiené ir kt., 2018).

Mikroskopiniai metodai neuztikrina patikimos Sarcocystis rusiy identifikacijos, todél pasta-
raisiais metais vis dazniau taikomi imunologiniai ir molekuliniai metodai, sukurti Siems pa-

razitams aptikti. Vienas jy — 5. fusiformis visos cistos antigeno pritaikymas netiesioginiam

13



Literaturos apzvalga

ELISA metodui Sarcocystis parazitams nustatyti (Toaleb ir kt., 2025). Atlikus baltymy anali-
z¢ identifikuoti du pagrindiniai imunoreaktyvus polipeptidai (66 ir 32 kDa), kurie pasizyméjo
stipriu atsaku tiek su hiperimuniniais laboratoriniy ziurkiy, tiek su naturaliai uzsikretusiy bui-
voly serumais. Deél auksto jautrumo ir specifiSkumo ateityje Sis metodas gali buti taikomas
kaip efektyvi diagnostikos priemoneé, leidzianti identifikuoti uzsikrétusius gyvunus dar iki juy
paskerdimo.

Sarcocystis spp. sporocisty koncentracija aplinkoje yra labai maza, todél sudétinga Siuos
parazitus aptikti mikroskopijos metodu. Dél Sios priezasties rusims nustatyti naudojami jaut-
resni molekuliniai metodai, pavyzdziui, PGR. Dazniausiai naudojami molekuliniai Zymenys yra
188 ribosominé DNR, citochromo ¢ oksidazes I subvieneto (coz1) arba ITS sritys. Citochromo
¢ oksidazes I subvieneto seka leidzia geriau atpazinti artimas rusis nei 185 rRNR geno sekos,
kai tarpiniai Seimininkai yra elniai (Gjerde, 2013). Dél nedideliy 185 rRNR geno seky skirtumuy
storasienes Sarcocystis rusis sunku atskirti, todél corl genas islieka pranasesniu diagnostikos
jrankiu (Hoeve-Bakker ir kt., 2019). Pauksc¢iu Sarcocystis rusiy identifikavimui ITS-1 regiono
sritis yra tinkamesné uz 185 rRNR ar 285 rRNR geno sekas, nes uztikrina geresnj filogenetiskai
panasiy rusiy atskyrima (Prakas ir kt., 2014). Taikant naujos kartos sekoskaita amplifikuojant
285 rRNR geng vandens bei dirvozemio méginiuose nustatyta didesné Sarcocystidae genetiné
jvairové, palyginus su analize, pagrista 18S rRNR geno seka (Lee, 2019). Kiti genetiniai zZy-
menys, tokie kaip rpoB (Kirillova ir kt., 2018), ar rpl6 (Tang ir kt., 2023) taikomi reciau. Sie
genai gali buti informatyvus, taciau retai naudojami Sarcocystis atveju, nes standartiniai rDNR
ir coxl zymenys jau leidzia identifikuoti parazitus rusies lygmenyje, o siy baltymy lokusams
truksta universaliy pradmeny ir didesnio kiekio referentiniy seky duomeny bazése. Taip pat
Sarcocystis rusis galima identifikuoti PGR-RFLP (Polimerazés grandininés reakcijos restrikcijos
fragmenty ilgio polimorfizmo) analizés pagalba. Sis metodas apima PGR pagal specifinj gene-
tinj Zymenj ir amplikony skaidyma restrikcijos fermentais, sudarant rusiai budingus fragmenty
rastus agarozés gelyje. Dazniausia amplifikuojami rRNR regionai: 185 rRNR (Pestechian ir
kt., 2021), arba ITS1 (Sneideris ir kt., 2022), po kuriy gauti PGR produktai skaidomi in si-
lico parinktomis restrikcijos endonukleazémis, o fragmenty dydziy pasiskirstymas, nustatytas
agarozes gelio elektroforezéje, lyginamas su referentiniais pavyzdziais.

Sarcocystis rusys gali buti priskirtos rusiai/genciai naudojant tiek morfologinius, tick mole-
kulinés biologijos metodus. Taciau tradicine mikroskopija, kuri neuztikrina pakankamo rusinio
specifiskumo, vis dazniau keicia inovatyvus diagnostikos metodai. Imunologiniai jrankiai, tokie
kaip netiesioginis ELISA metodas, pasizymi dideliu jautrumu ir leidzia identifikuoti uzsikrétu-
sius gyvunus dar iki skerdimo, tuo tarpu molekuliniai metodai islieka pagrindiniu jrankiu tiriant
aplinkos méginius ir nustatant rusineg jvairove. Nors Siuos parazitus nesunku aptikti tarpiniy
Seimininky audiniuose ar galutiniy seimininky virskinamajame trakte, juy nustatymas aplinkos

meéginiuose islieka komplikuotas dél itin mazos DNR koncentracijos.
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1.6. Kiekybinés polimerazés grandininés reakcijos (qPGR) panaudojimas

vienalgsCiy pirmuoniy tyrimuose

Kiekybiné polimerazés grandininé reakcija yra pazangus diagnostikos metodas, leidziantis
identifikuoti ir tiksliai nustatyti pirmuoniy parazity koncentracijg gamtiniuose méginiuose. Dél
auksto jautrumo ir specifiSkumo sis metodas ypac efektyvus analizuojant aplinkos méginius,
pasizymincius itin mazais sporocisty kiekiais.

Kiekybiné polimerazés grandininé reakcija (QPGR), dar vadinama realaus laiko PGR, yra
efektyvus ir placiai taikomas metodas, skirtas specifiniy nukleorugsciy seky amplifikavimui ir
kiekybiniam nustatymui. Sis metodas yra klasikinés polimerazés grandininé reakcijos modifi-
kacija, integruojant fluorescencinius dazus ar zondus realiuoju laiku sekti amplifikacijos eiga (4
pav.) (Maddocks ir Jenkins, 2017). Tikro laiko PGR metu amplifikacija ir tikslines DNR ap-
tikimas vyksta vienu metu, o detekcija atlickama kiekviename cikle matuojant fluorescencijos

signala (Butz ir Patdcs, 2019).
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4 pav. Interkaliuojanciy dazy ir hidrolizés pagrindu veikiancio zondy detekcijos principy pa-
lyginimas. A — SYBR Green I fluorescencijos emisija prisijungus prie dvigrandés DNR
amplifikacijos metu, B — TagMan zondo skaldymas polimerazés ekzonukleaziniu akty-
vumu, atskiriant fluorofora nuo slopiklio (Adams, 2020).
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Taikant kiekybine polimerazés grandinine reakcija (qPGR), aplinkos méginiuose galima ne
tik aptikti specifiniy patogeny DNR, bet ir kiekybiskai jvertinti jy koncentracija. Minimali
genominés DNR kopijy aptikimo riba buvo 1,60 x 10* kopijos/uL bakterijose (Xue ir kt., 2025).
Sis molekulinis analizés metodas buvo panaudotas aptinkant bakterijas (E. coli, Legionella spp.
ir L. pneumophila) (Wolf-Baca ir Siedlecka, 2019) ir pirmuonis (Blastocystis sp., E. dispar ir T.
gondii) (Moreno-Mesonero ir kt., 2022) vandens méginiuose. Taip pat qPGR buvo pritaikytas
Sarcocystis cruzi aptikimui galviju Sirdies raumeniniame audinyje (Doi ir kt., 2023).

2025 metais Kinijoje atliktas tyrimas, kurio metu siekta pritaikyti gPGR metoda, skirta triju
Glaesserella parasuis serovary (5/12, 7 ir 11) greitam aptikimui ir diferenciavimui (Zhendong ir
kt., 2025). G. parasuis serovarai buvo identifikuoti naudojant specifinius geny zymenis (wcwk,
fun@ ir amtA). qPGR metodo specifiskumas patvirtintas atlikus reakcijas su kitais daznais
kiauliy patogenais, o gauti rezultatai patvirtino sio metodo jautruma — nustatyta aptikimo riba
siekia 10% geno kopijy/pL arba 100 kolonijas formuojanciy vienety.

Slenkstinis ciklas (Ct) yra pagrindiné kiekybinio PGR metodo israiska, kuri nurodo cikla,
kai PGR produkto fluorescencijos intensyvumas yra didesnis nei fono fluorescencija. Atlie-
kant kiekybine polimerazés grandining reakcija, nukleorugséiy analizé jprastai skirstoma j dvi
pagrindines grupes pagal tai, kaip aptinkami amplifikacijos produktai. Viena juy apima meto-
dus, leidziancius aptikti tiek specifinius, tiek nespecifinius amplifikacijos produktus, naudojant
dvigrande DNR surisancius fluorescencinius dazus. Antrai grupei priskiriami metodai, naudo-
jantys fluorescencinémis zymeémis pazenklintus oligonukleotidus, kurie uztikrina tik specifiniy
PGR produkty aptikimg. Siuo metu rinkoje sitilomas platus fluorescenciniy dazy asortimentas,
apimantis tokias medziagas kaip SYBR Green, SYBR Gold, SYTO, BEBO, BOXTO ar EvaG-
reen (Navarro ir kt., 2015). Pagrindiné siy dazy savybé yra gebéjimas saveikauti su bet kokia
reakcijos metu susidariusia dvigrande DNR struktura, todél galima stebéti ne tik tikslinius
amplifikacijos fragmentus, bet ir nespecifinius salutinius produktus bei pradmeny dimerus.

Nepaisant didelés komerciskai prieinamy fluorescenciniy DNR, dazy jvairovés, didzioji dalis
realaus laiko PGR tyrimy buvo atlikta naudojant SYBR Green. SYBR Green I — tai asi-
metrinis cianino grupes dazas, pasizymintis stipria saveika su dvigrande DNR. Standartinémis
polimerazés grandininés reakcijos salygomis Sis junginys turi du teigiamus kruvius, kurie lemia
stabily ir specifinj jungimasi prie nukleorugsciy. Susidares DNR ir dazo kompleksas efektyviau-
siai absorbuoja mélynos spalvos sviesa (Anax = 497 nm), o suzadintas skleidzia zalios spalvos
fluorescencija (Amax = 520nm) (Navarro ir kt., 2015). Nors SYBR Green I yra vienas daz-
niausiai naudojamy dazy realaus laiko PGR metoduose, jis turi tam tikry trukumy, tokiy kaip
ribotas stabilumas ir galimas PGR reakcijos slopinimas, priklausantis nuo dazo koncentraci-
jos (Sidstedt ir kt., 2020). SYBR Green I daZniausiai naudojamas patogenu identifikavimui,
geny ekspresijos analizei, mutacijy ir vieno nukleotido polimorfizmy nustatymui ar genetiskai
modifikuoty organizmy aptikimui (Navarro ir kt., 2015).

Atliktas tyrimas su skirtingais DNR dazais parodé, kad SYTO dazai yra perspektyvus juos
taikant tikro laiko PGR Eischeid (2011). Sie dazai priklauso didelei komerciskai prieinamuy

cianino dazy Seimai, kurios saveika su DNR yra kompeksiné ir priklauso nuo elektrostatiniy,
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van der Valso, hidrofobiniy ir steriniy saveiky, nulemty dazy cheminés strukturos. Lyginant su
kitais cianino dazais, SYTO grupés atstovai pasizymi didesniu hidrofobiskumu. Ju jungimasis
prie DNR molekulés pagrjstas kruviu ir dazniausiai vyksta mazajame DNR griovelyje. Tokie
dazai kaip SYTO 13, 16, 80 bei 82 uztikrina auksta reakcijos efektyvuma ir mazesneg inhibicija
net esant didesnéms dazy koncentracijoms.

Dazy alterantyva yra zondai — tai dirbtinai sukurtos oligonukleotidy sekos, jprastai pa-
zymetos fluoroforais ir slopikliais. TaqMan hidrolizés zondai yra vieni dazniausai naudojamy
kiekybinéje PGR dél didelio specifiskumo ir gebéjimo vienu metu analizuoti kelis taikinius (mu-
lipleksavimo) (He ir kt., 2026). Tac¢iau SYBR Green metodas yra pigesnis ir lengvesnis, nes
nereikalauja zonduy projektavimo ir sintezés (Tajadini ir kt., 2014). Naudojant SYBR Green
metoda, bet koks nespecifinis produktas gali duoti klaidingus teigiamus rezultatus, o iskreipti
duomenys gali sumazinti metodo nasuma. Taciau moksliniame straipsnyje pateikti rezultatai
rodo, kad SYBR Green dazas turi panasy efektyvuma, kaip ir TagMan zondas (5 pav.) (abieju
metody efektyvumas virs 97 %).

Gene Method

TagMan SYBR Green
AT 0.986 0.978
A2A 0.993 0.985
A2B 0.984 0.992
A3 0.982 0.991
B. actin 0.994 0.999

5 pav. Apskaiciuotas TagMan ir SYBR Green metody efektyvumas atliekant kiekybine poli-
merazés grandinine reakcija su adenozino receptoriy potipiais (Tajadini ir kt., 2014).

2023 metais Japonijoje buvo atliktas tyrimas, kurio metu buvo siekiama pritaikyti qPGR
metoda Sarcocystis cruzi aptikimui, naudojant acetil-CoA sintetazés geno zZymenis ir TagMan
zondus (Doi ir kt.; 2023). Tyrimo metu buvo analizuojami galvijy Sirdies raumens méginiai,
surinkti Saitamos prefekturos skerdyklose. S. cruzi buvo identifikuota visuose méginiuose pagal
siai rusiai budingas morfologines savybes (plona cistos sienelé ir | plaukus panasius isikiSimus).
Be morfologinio identifikavimo taip pat buvo atlikta PGR ir sekoskaita pagal cox! geno seka,
kurie patvirtino, kad aptiktos cistos priklauso Sarcocystis cruzi rusiai. Mokslininkai i§ Japoni-
jos pritaikée qPGR sistema, skirtg kiekybiniam S. cruzi jvertinimui, naudojant acetil-CoA geno
seka kaip genetinj zymenj. Metodo specifiSkumas buvo jrodytas atlickant qPGR. Si qPGR
sistema yra atranki, nes ji neamplifikuoja giminingos su Taxoplasma gondii DNR, taciau geba
fiksuoti labai mazas Sarcocystis cruzi parazito koncentracijas (nuo 10 geno kopijuy).

Tanzanijoje atlikto tyrimo metu tikro laiko PGR metodas pritaikytas sesiy pirmuoniy rusiy
aptikimui (E. dispar, E. histolytica, Cryptosporidium spp., C. mesnili, Blastocystis spp., G.
duodenalis) naudojant TagMan zondus (Lotz ir kt., 2025). Sio tyrimo metu nustatytos zemos
kiekybinio jvertinimo ribos, kurios sieké nuo 2 iki 20 geno kopiju/pL. qPGR sistema pasizymi
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aukstu specifiSkumu, nes leidzia tiksliai atskirti morfologiskai identiskas rusis, ko nejmanoma
padaryti anudojant Sviesinge mikroskopija.

qPGR sistema kartu su TagMan zondais taip pat pasizyméjo aukstu specifiskumu identifi-
kuojant zmogaus zarnyno pirmuonis: Entamoeba histolytica, Giardia lamblia iv Cryptosporidium
parvum (Zhang ir kt., 2022). Tyrimo metu buvo naudojami specifiniai TagMan zondai ir geny
zymenys: 16S-like SSTRNR (E. histolytica), gdh (G. lamblia), 185 rRNR (C. parvum). Tyri-
mas neuzfiksavo jokiy kryzminiy reakcijy tarp tiksliniy rusiy zondy, o pirmuoniy aptikimo riba
sieké 500 geno kopiju/pL.

Reikia pabreézti, kad SYBR Green dazas yra ekonomiskesnis sprendimas nei TagMan zondas.
Dél sios priezasties SYBR Green daznai taikomas pirminiuose tyrimuose tendencijoms identi-
fikuoti, o véliau gauti rezultatai patvirtinami arba patikslinami naudojant zondus. TagMan
zondai yra specifiSkesni nei fluorescenciniai DNR dazai, todél nereikalauja lydymosi kreives
analizes. Be to, vienas iS pagrindiniy TagMan privalumy yra galimybé atlikti multipleksines
reakcijas, o tai leidzia vienoje reakcijoje vienu metu aptikti ir kiekybiskai jvertinti kelis skirtin-

gus patogenus.

1.7. Mikroorganizmy gyvybingumo nustatymo metodai

Vienas i§ qPGR metodo apribojimy yra negebeéjimas atskirti gyvy ir negyvu lasteliy, nes
DNR gali islikti stabili ir po lasteliy zuties. Siekiant tiksliai jvertinti mikroorganizmy gyvybin-
guma, PGR metodas taikomas kartu su papildomais metodais.

Vienas tokiy metody — membranos vientisumo testas, naudojant etidzio monoazida (EMA-
qPGR) arba propidzio monoazidg (PMA-qPGR). Siy metody principas remiasi selektyviu foto-
aktyviy dazy prasiskverbimu j lagstele. Nepazeista plazminé membrana yra nepralaidi EMA ir
PMA molekuléms, o lasteliy su pazeistu apvalkalu viduje Sie dazai kovalentiskai prisijungia prie
nukleorugsciy. Po fotoaktyvacijos susidare stabilus DNR ir dazy kompleksai steriskai trukdo
DNR polimerazei, todél negyvybingu lasteliy DNR néra amplifikuojama (Tekgiil ir Adigiizel,
2025)(6 pav.).

Dél intensyvaus Sviesos
poveikio dazai tampa

Gyvybingumo daZas patenka j reaktyvas ir
negyvas Iast_eles ir prisijungia kovalenti$kai prisijungia
prie DNR prie DNR

_ N\ '
.=~ L. - -
A | ‘ ~\ ﬁ ’ \ \

6 pav. PMA veikimo schema. PMA dazas, veikiamas Sviesos, prisijungia prie negyvybingy
lasteliy DNR ir taip blokuoja jos amplifikacijg atliekant PGR.
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Lyginant su EMA, PMA pasizymi mazesniu toksiskumu ir didesniu selektyvumu, nes jis
patenka tik j lasteles su pazeistomis membranomis (Reyneke ir kt., 2017). Manoma, kad tai gali
buti susije su PMA didesniu teigiamu kruviu (+2) lyginant su EMA (+1), dél kurio siam dazui
daug sunkiau prasiskverbti pro neigiamai jkrautas gyvybinguy bakterijy membranas (Emerson
ir kt., 2017).

Nors PMA dazas dazniausiai naudojamas bakteriju gyvybingumui tirti (Schwendener ir kt.,
2025; Qin ir kt., 2025), taip pat atlikta tyrimy, kuriuose Sis dazas pritaikytas pirmuoniuy, tokiy
kaip Neoparamoeba perurans (Wynne ir kt., 2024), Giardia enterica, Cryptosporidium parvum
ar Tazoplasma gondii (Kim ir kt., 2021) gyvybingumo jvertinimui. PMA-qPGR metodas yra
placiai naudojamas, tac¢iau turi trukumy. Dél netipiskos membrany strukturos ar ju pazeidimy
galimi klaidingi rezultatai(Tekgiil ir Adigiizel, 2025). Aplinkos méginiuose (nuotekose, dirvo-
zemyje) didelis drumstumas ir organinés medziagos silpnina $viesa, todél PMA fotoaktyvacija
tampa maziau efektyvi. Tyrimai rodo, kad tokiais atvejais, lyginant su bakterijy suspensijomis
is gryny bakterijy kultury, butina naudoti didesne PMA koncentracijg ir ilgesnj apsSvietimo
laika, norint sékmingai nuslopinti Zuvusiy lasteliy DNR.

PMA-qPGR metodui itin svarbus PGR amplikono ilgis. Nustatyta, kad ilgesni amplikonai
(> 400 bp) kur kas efektyviau nuslopina zuvusiy lasteliy DNR signalus nei trumpi fragmen-
tai (< 200bp) (Martin ir kt., 2013; Wang ir Turechek, 2020). Naujausiy tyrimy metu buvo
nustatyta, kad amplikono ilgio poveikis PMA-qPGR rezultatams yra kompromisas tarp gyvy
ir negyvybingy lasteliy atskyrimo efektyvumo ir PGR reakcijos efektyvumo (Van Holm ir kt.,
2021). Nustatyta, kad amplikonai trumpesni nei 200 bp riboja efektyviai atskirti gyvas las-
teles. Optimalus amplikono ilgis bakterijose yra tarp 200 bp ir 400 bp. PGR efektyvumas ir
jautrumas pradeda mazéti virsijus 400 bp.

Lasteliy gyvybinguma galima jvertinti naudojant tékmeés citometrijos metoda. Sio metodo
pranasumas — gebé¢jimas greitai atlikti vienos lastelés analize. Srauto citometrijoje lazeriai nau-
dojami kaip Sviesos Saltiniai, o iSsklaidyta ir fluorescenciné $viesa registruojama detektoriais.
Sie signalai paveréiami elektroniniais impulsais, kuriuos véliau apdoroja kompiuteris (McKin-
non, 2018). Lasteliy gyvybingumo nustatymas srauto citometrijos metodu yra patikimas ir
paprastas metodas. Gyvybingumas jvertinamas pasitelkiant DNR dazus, kurie selektyviai jun-
giasi prie negyvybingy lasteliy DNR. Dél nepazeistos membranos gyvos lastelés lieka nenudazy-
tos, o negyvos lastelés prisijungia dazus ir tampa aiskiai atskiriamomis. Lasteliy gyvybingumo
tyrimuose daznai naudojami jvairuis citometrijos dazai leidziantys atskirti gyvybingas ir negy-
vybingas lasteles pagal membranos vientisumag arba metabolinj aktyvuma. Daznai naudojami
tokie dazai kaip tripano meélynasis, propidzio jodidas ir eozinas (Kamiloglu ir kt., 2020). Fluo-
rescuojantys nukleorugsciu dazai, tokie kaip GelRed su SYTO 9 (Zheng ir kt., 2025) ar SYTO
9 kartu su propidzio jodidu (Robertson ir kt., 2019) leidzia atlikti dviguba lasteliu dazyma.
Gyvos lastelés fluorescuoja zaliai, o negyvybingos lastelés — raudona spalva. Lyginant su tra-
diciniu propidzio jodido dazymu, GelRed/SYTO 9 kompleksas pasizyméjo didesniu tikslumu
nustatant maza negyvybingu lasteliu kiekj (Zheng ir kt., 2025).

Srauto citometrijoje taikomi jvairus fluorescenciniai regentai, kurie suteikia svarbios infor-
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macijos apie lasteliy savybes. Jie skirstomi j pagrindines grupes: fluorescenciniais Zymenimis
konjuguotus antikunus, DNR surisané¢ius dazus ir gyvybingumo dazus (McKinnon, 2018). Sie-
kiant palyginti skirtingus meginius butina standartizuoti dazymo protokolus, atsizvelgiant j
dazy koncentracija, buferius ir inkubacijos trukme. Taip pat svarbu naudoti kontrolinius mé-
ginius be dazy, kad buty galima atskirti méginio signala nuo aplinkos sukeliamo fono signalo.

Kitame lasteliy gyvybingumo vertinimo metode yra atliekama RNR analizé (Tekgul ir
Adigiizel, 2025). Sis metodas leidzia atskirti gyvas lasteles nuo Zuvusiy pasinaudojant trum-
pa RNR molekuliy puséjimo trukme ir sparcia ju degradacija negyvybingose lastelése. Tokie
metodai kaip atvirkstinés transkripcijos PGR suteikia informacijos apie metaboliskai aktyvias
lasteles, matuojant metaboliniy ar reaguliuojanciy geny transkripcijos lygj. Vienas sio metodo
trukumy — RNR molekulés pasizymi nestabilumu ir yra lengvai skaidomos, todél siekiant iSveng-
ti klaidingai neigiamy rezultaty, butina uztikrinti méginiy saugojimo ir ekstrakcijos procediry
kontrole.

Mikroorganizmy gyvybingumo vertinimui reikalingi skirtingi metodai, nes tradicinis qPGR
neatskiria gyvy ir negyvy lasteliy. PMA-qPGR islieka viena pagrindiniy strategijy, leidzianciy
selektyviai amplifikuoti tik vientisg membrang turinc¢iy lasteliy DNR, taciau jos efektyvumas
tiesiogiai priklauso nuo optimalaus amplikono ilgio parinkimo bei méginio matricy sudéties.
Srauto citometrija papildo Siuos tyrimus suteikdama galimybe greitai, vienos lastelés lygmeniu
analizuoti membranos vientisuma naudojant specifinius fluorescencinius dazus. Tuo tarpu RNR
analize gristi metodai, nors ir reikalaujantys itin kruopstaus meginiy paruosimo, yra reikSmingi
vertinant lasteliy funkcinj aktyvuma.

Vienalascius parazitus is aplinkos méginiy identifikuoti yra sunku dél mazos DNR kon-
centracijos (Strazdaité—Zieliené ir kt., 2022). Dazniausiai méginiai i$ aplinkos renkami vasara
(Baranauskaite ir kt., 2022) dél aktyvios gyvunuy migracijos ir optimalios temperaturos. Iki
siol néra aisku, kaip temperatura lemia sporocisty isgyvenamuma aplinkos méginiuose ir ar
tikslinga rinkti vandens méginius kitais mety laikais, todél sporocisty gyvybingumo vertinimo
tyrimai ir qPGR metodas nustatant parazity DNR koncentracijas galéty buti panaudojamas

siekiant gauti atsakymus j Siuos iskeltus klausimus.
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2. Medziagos ir metodai

2.1. Medziagos

2.1.1. Darbe naudota jranga

 Centrifuga Centrifuge 5418 (Eppendorf)

o Mini centrifuga/vorteksas FVL-2400N (Biosan)

« Elektros sroves Saltinis EPS 301

 Elektroforezés geliy jvaizdinimo sistema MiniBIS Pro (DNR Bio-Imaging Systems)
« Laminaras — II saugumo klasés (ESCO)

 Purtyklée S0200 (Labnet)

o Termocikleris Swift™ Maxi (ESCO)

o Termocikleris FastGene Ultra Cycler Gradient (NIPPON Genetics EUROPE)
o Termocikleris Quantstudiob

» Termostatas D1200 (Labnet)

o Termostatas 5320 (Eppendorf)

« Sviesos Saltinis LED (465 — 475 nm)

2.1.2. Darbe naudoti bakterijy kamienai ir plazmidiniai vektoriai

e FEscherichia coli DH105

o pJET1.2/blunt

2.1.3. Darbe naudotos bakterijy kultivavimo terpés

o Luria-Bertani (LB) maistiné terpé sudaryta i 1 % peptono, 1 % NaCl, 0,5 % mieliy
ekstrakto ir 2 % agaro. Terpé sterilizuojama autoklavu 30 minuciy, esant 121 °C tem-
peraturai. Transformanty kultivavimui j atvésintg terpe papildomai jdedama ampicilino,

galutiné koncentracija — 50 pg/mL.
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2.1.4. Pradmenys

Pavadinimas
SUNIF1
SUNIR1
V2erl
V2cr2
V2cr3c
V2crd
V2bo4
V2bob
V2bo7
V2bo8
V2qbfF1
V2qbfR4
V2qcrk2
V2qcrR4
pJET1.2Fw

pJET1.2Rw

1 lentelé. Darbe naudoti pradmenys ir juy sekos.

Seka (5'-3’)
ACCTGGTTGATCCTGCCAGT
TTCGCAGTAGTTCGTCTTTAACA
TACAATGTGCTGTTTACGCTCCA
GCAATCATGATAGTTACGGCAGA
TCCAAGTACACGGCATTATTTACC
AAACTACTTTACTGCCTACGGTACTC
GCCACATCATTGGTGCTTAGTCT
GCCGCTTGGATCGGTATTACT
GAATCCTGTACATCTGGGCAATC
GATGGTAACCGCAGAGAAGTATG
CAGTGTTCTGGGCTCCATC
CATAAGTACGGCACCGGTAAA
ACCATCCTGTTCTGTGGTGCT
ACCAGAATAAATGCTGATAAAGAAC
CGACTCACTATAGGGAGAGC

AAGAACATCGATTTTCCATG

2.1.5. Naudoti rinkiniai ir reagentai

o Thermo Scientific Genomic DNA Purification Kit™

o Thermo Scientific DreamTaq DNA Polymerase

e Thermo Scientific GeneRuler DNA Ladder Mix

o Thermo Scientific GeneJET PCR Purification Kit

o Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning Kit

Ilgis (bp)
950
950
776
776
268
268
696
696
386
386
154
154
159

159

Regionas

185 rRNR

185 rRNR

coxl
corl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
pJET1.2

pJET1.2
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e Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit

o Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction Kit

o PMA (Propidium Monoazide) dye, 20 mM in H,O

o SYBR™ Green PCR Master Mix

« Rapid Taq Master Mix (2x) (Vazyme)

« DNase I (Thermo Scientific)

« DNase I Buffer (10x) (Thermo Scientific)

« TAE Electrophoresis Buffer (50x)(Thermo Scientific)

« Ampicillin sodium salt (BioChemica)

2.1.6. Restrikcijos endonukleazés

2 lentelé. Darbe naudotos restrikcijos endonukleazés (M = A arba C).

Pavadinimas Atpazinimo seka (5-3’) Kirpimo vieta (5-3’)
HindIII AAGCTT AJAGCTT
Eco32l (EcoRV) GATATC GATJATC
Csp6l (CviQl)  GTAC GLTAC
Bful (BeiVI)  GTATCC GTATCC(6/5))
Accl (Xmil)  GTMKAC GTJMKAC
Rsal GTAC GTJAC
2.2. Metodai

2.2.1. Vandens méginiy surinkimas

Vandens meéginiai surenkami naudojant tris sterilias plastikines 1 L talpos taras. Vanduo
pasemiamas iS vandens telkinio pakrantés, pries tai ji sujudinus. Surinktas vanduo transpor-

tuojamas ir iskart vykdoma jo filtracija.
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2.2.2. Sarcocystis spp. sporocisty iSskyrimas i§ vandens méginiy filtravimo ir koncent-

ravimo metodu

Vandens filtravimui naudojami trys skirtingi filtrai:

o Pirmame filtravimo etape naudojamas metalinis sietelis (pory dydis 1 mm), skirtas pasa-

linti stambias priemaisas: smélj, augaly dalis ar dumblius.

o Antrg kartg meginys filtruojamas naudojant Whatman™ 4 klasés sterily filtravimo po-

pieriy, sulaikantj didesnes nei 15 pm lasteles.
» Treciajame etape naudojamos MF-Millipore® 5 pm pory membranos.

Antrojo ir treciojo filtravimo etapy metu naudojamas vakuuminis siurblys. Po galutinio
filtravimo membrana sterilioje Petri léksteléje nuplaunama 2 mL sterilaus vandens. Nuoplovos
perkeliamos j sterily 2 mL talpos mégintuvélj ir iki genominés DNR (gDNR) isskyrimo laikomos
22 °C, 4 °C ir -20 °C temperaturose.

2.2.3. PMA gyvybingumo testas

I mégintuvelj jpilama 200 pL tiriamojo meéginio. Meégintuvélis uzdengiamas folija, siekiant
blokuoti $viesa. Tamsoje i méginj pridedama PMA dazo (galutiné koncentracija — 100 pM).
Meéginys 10 min. inkubuojamas tamsoje kambario temperaturoje. Po inkubacijos megintuvélis
15 min. apsvieiamas mélyna Sviesa (fotoaktyvacija). Galiausiai iSskiriama genominé DNR ir

vykdoma PGR reakcija.

2.2.4. Genominés DNR iSskyrimas

Sarcocystis spp. gDNR buvo isskiriama naudojant Thermo Scientific Genomic DNA Pu-
rification Kit™ rinkinj. Meégintuvélyje 200 pL. nufiltruoto ir sukoncentruoto vandens méginio
(su PMA dazu arba be jo) sumaisoma su 400 L. lizés buferio ir suvartoma 5 kartus. Ipilama
20 nLL proteinazés K, suspenduojama ir sumaisoma apvercéiant mégintuvelj 5 kartus, po to mé-
ginys 30 min. inkubuojamas termostate 56 °C temperaturoje. | gautg misinj pridedama 20 pL
RNazés A, sumaiSoma ir laikoma 10 min. kambario temperaturoje. Tada jpilama 200 pL 96 %
etanolio, iSmaiSoma ir visas misinys perkeliamas j centrifugavimo kolonéle, kuri centrifuguoja-
ma 1 min. 6 000 g greiciu. Po pirmo centrifugavimo pakei¢iamas surinkimo mégintuvélis, j
kolonéle uzpilama 500 pL pirmo plovimo buferio (Wash Buffer I) ir méginys centrifuguojamas
1 min. 8 000 g grei¢iu, o supernatantas pasalinamas. Analogiskai j kolonéle jpilama 500 pL ant-
ro plovimo buferio ( Wash Buffer II), centrifuguojama 3 min. 12 000 g grei¢iu ir supernatantas
vel pasalinamas. Galiausiai ant kolonéléje esancio filtro uzpilama 25 nL sterilaus dejonizuo-
to vandens, palaikoma 2 min. kambario temperaturoje ir centrifuguojama 1 min. 8 000 g
grei¢iu. Si eliucijos procediira pakartojama dar kartg su papildomais 25 pL vandens. Isskirta
genominé DNR perkeliama j nauja sterily mégintuveélj ir iki tolimesniy tyrimy laikoma —20 °C

temperaturoje.
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2.2.5. Polimerazés grandininé reakcija

Siekiant jvertinti gyvybingy sporocisty kiekj buvo atliktos polimerazés grandininés reakcijos
su meéginiais naudojant universalius 185 rRNR geno pradmenis (1 lentelé). PGR buvo vykdoma
su meéginiais bei neigiama ir teigiama kontrolémis. Paruosiant 50 pL galutinio turio reakcijos
misinj, buvo sumaiSyta 25ulL 2x Rapid Taq Master Mix, po 2uL tiesioginio ir atvirkstinio
pradmeny (10 pM), 5 pl. DNR matricos bei sterilaus vandens iki 50 ul. turio. PGR reakcijai
paruosti misiniai talpinami j termociklerj, nustatomi vykdomos reakcijos parametrai. Salygos:
pirminé denaturacija — 95 °C 5 min., véliau seké 40 cikly, susidedanciy i$ denaturacijos (95 °C
15 s), pradmeny prilydimo (62 °C 15 s) ir grandinés ilginimo (72 °C 30 s). Reakcijos uzbaigimas
— 72 °C 10 min. Po amplifikacijos gauti DNR fragmentai analizuoti DNR elektroforezés metodu

agaroziniame gelyje.

2.2.6. Lizdiné polimerazés grandininé reakcija

Skirtingy Sarcocystis rusiy identifikavimui buvo naudojamas lizdinés polimerazeés grandini-
neés reakcijos metodas, susidedantis i$ dviejy etapy (7 pav.). Pirmojo etapo metu buvo naudo-
jami specifinés cox! geno pradmeny poros (V2crl/V2cr2; V2bo4/V2bo5) (1 lentelé). Antrame
PGR etape buvo naudojami S. cruzi ir S. bovifelis rusims specifinés pradmeny poros, kurios
amplifikuoja trumpesnj DNR fragmenta nei pirmame etape naudotos pradmeny poros. PGR
buvo vykdoma su gamtiniais méginiais ir neigiama kontrole. Reakcijos misinj, kurio galutinis
turis sieké 100 pL sudaré 5 pl genominés DNR, 10 ul. 10x PGR buferio, 10 pL. ANTP (2mM),
po 1 nL tiesioginiy ir atvirkstiniy pradmeny (1 pM), 1 pL. Dream Taq DNR polimerazés (5 U/nL),
sterilaus vandens iki 100 pL.. Reakcijos salygos: pirminé denaturacija — 95°C 5 min., denatu-
racija — 95°C 45 s, pradmeny prilydimas — 7' °C (temperatura 7' priklauso nuo naudojamuy
pradmeny nukleotidinés sudéties) 45 s, grandinés ilginimo reakcija — 72°C ¢t min. (laikas ¢ pri-
klauso nuo PGR produkto ilgio), reakcijos uzbaigimas — 72°C 10 min. Pirmame PGR etape 2-4
stadijos kartojamos 30 cikly. Antrame etape 2-4 stadijos kartojamos 40 cikly. Po amplifikacijos

gauti DNR fragmentai analizuoti DNR elektroforezés metodu agaroziniame gelyje.

—
i HH
_— Iéoll;i.nis pradmenuy
l’irmas PGR etapas rinKinys
) — Vi.din.is pradmenu
1 1 rinkinys
LI L1l
~

lAntras PGR etapas

7 pav. Lizdinés PGR schema.
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2.2.7. DNR elektroforezé agaroziniame gelyje

Elektroforezé agaroziniame gelyje skirta DNR fragmentams atskirti bei nustatyti juy dydj ir
koncentracija. Elektroforezés metu buvo naudojami 1 % agarozés geliai su etidZio bromidu. Sis
procesas vykdomas TAE buferyje esant 120 V jtampai. Elektroforezé agaroziniame gelyje buvo
vykdoma naudojant horizontaly gel-elektroforezés aparaty. FElektroforetiniai vaizdai stebimi

pereinancioje UV Sviesoje, naudojant ultravioletinés sviesos transliuminatoriy.

2.2.8. DNR fragmenty gryninimas i$ agarozés gelio

DNR fragmentai buvo iSgryninami is agarozeés gelio naudojant GeneJET Gel Eztraction Kit.
Agarozes gelio gabaléliai, turintys tikslinius DNR fragmentus, buvo ispjauti steriliu skalpeliu
ir perkelti j iS anksto pasvertus 1,5 mL mégintuvélius, nustatant gelio mase. | meégintuvélius
su geliu buvo pridétas suriimo buferis (Binding buffer) santykiu 1:1 (turis:masé). Meéginiai
buvo inkubuojami 56 °C 10 min. IStirpes gelis buvo perkeltas j GeneJET gryninimo kolonéles
ir centrifuguojama 1 min. 12000 g. Kolonélés plaunamos 700 nl. Wash Buffer tirpalu, centri-
fuguojama 1 min. 12000 g. Méginys papildomai centrifuguojamas 1 min. 12000 g, kad buty
pasalintas likes buferis. Galiausiai ant kolonéléje esancio filtro uzpilama 10 pL sterilaus dejo-
nizuoto vandens, palaikoma 2 min. kambario temperaturoje ir centrifuguojama 1 min. 12 000
g grei¢iu. Si eliucijos procediira pakartojama dar kartg su papildomais 10 pL vandens. ISskir-
tas DNR fragmentas perkeliamas j nauja sterily mégintuvelj ir iki tolimesniy tyrimy laikoma

—20 °C temperaturoje.

2.2.9. Plazmidiniy vektoriy konstravimas naudojant CloneJET PGR klonavimo rinkinj

Siekiant sudaryti kalibracines kreives ir jterpti 78S rRNR geno seka restrikcinei analizei,
plazmidiniai vektoriai buvo konstruojami naudojant CloneJET (Thermo Fisher Scientific) rin-
kinj. Klonavimui pasirinktas pJET 1.2/blunt vektorius, kuriame yra letalus genas. Sis genas
isveiklinamas ir j jo vieta jterpiamas tikslinis DNR fragmentas. Modifikuotos lastelés, kurio-
se yra Sis rekombinantinis vektorius, gali dalintis ir formuoti kolonijas. Taq DNR polimeraze
susintetinti produktai turi lipnius DNR fragmenty galus, kurie tarpusavyje nedera su pJET
1.2/blunt Klonavimo vektoriumi. PGR metu gauti DNR galai yra bukinami. Si reakcija vyk-
doma lede. Reakcijos metu naudojama 10l 2x reakcijos buferio, 1 pl. DNR fragmento, 1L
DNR galus bukinancio fermento (DNA Blunting Enzyme) ir vandens be nukleaziy iki 18 uL,
turio. Mégintuvélis su Siais komponentais yra vorteksuojamas ir centrifuguojamas 3 — 5 s, per-
keliamas j termostata 70 °C 5 min ir perkeliamas j ledg atvésinimui. Pridedama 1l pJET
1.2/blunt Cloning Vector (50ng/pL) ir 1 Lk T4 DNR ligazés. Mégintuveélis vorteksuojamas ir

centrifuguojamas 3 — 5 s. Ligavimo misinys inkubuojamas kambario temperaturoje 1 val.

2.2.10. Kompetentiniy E. coli lasteliy paruoSimas ir transformacija

E. coli DH10p bakterijos mikrobiologine kilpele uzséjamos i 5 mL LB terpés, kultivuojamos
per naktj 37 °C temperaturoje maisant 100 aps./min. grei¢iu. 50 uL naktinés lasteliy kultu-
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ros inokulivojama i 5 mL LB terpés ir auginama 37 °C temperaturoje, esant 100 aps./min.
grei¢iui. Lasteliy koncentracijai esant 0,3-0,6 OT (matuojant spektrofotometru esant 600 nm
bangos ilgiui) 1,5 mL dieninés kulturos perkeliama j atskira mégintuvélj ir centrifuguojama 2
min. 12000 aps./min. grei¢iu. Lastelés suspenduojamos 500 pL Salto CaCly (100 mM). Me-
gintuvélis perkeliamas j leda 10 min. Po to lastelés dar karta centrifuguojamos 2 min. 12000
aps./min. grei¢iu. Lastelés suspenduojamos 100 pL salto CaCly (100 mM) ir pridedama 10 pL
ligato misinio. Mégintuvélis perkeliamas j leda ir laikomas 30 min. Véliau mégintuvelis 2 min.
laikomas termostate 42 °C temperaturoje ir vél 2 min. perkeliamas j leda. Gautas miSinys
paskleidziamas ant standzios LB terpés su ampicilinu (50 pg/mL galutiné koncentracija) 12-16

val. inkubuojama 37 °C temperaturoje.

2.2.11. Plazmidinés DNR iSskyrimas i$ bakterijy

Atrinkus transformanty kolonijas, turincias rekombinantine DNR, jos mikrobiologine kilpele
perkeliamos j 5 ml LB terpe su ampicilinu (50 pg/pl galutiné koncentracija), auginama 24 val.
37 °C temperaturoje, maisant 100 aps./min. grei¢iu. 1,5 mL uzaugintos lasteliy kulturos
centrifuguojama 2 min. 12000 g greiciu. Supernatantas nupilamas, toliau veél jpilama 1,5 mL
lasteliy kulturos ir centrifuguojama 2 min. 12000 g grei¢iu. Po centrifugavimo vél pasalinamas
supernatantas.

Toliau plazmidinés DNR, skirta kalibraciniy kreiviy sudarymui, buvo gryninama naudo-
jant GeneJET Plasmid Miniprep Kit rinkinj. Mégintuvélyje esancios lastelés suspenduojamos
su 250 L. resuspendavimo tirpalu (Resuspension Solution). Bakterijos turi buti visiskai su-
spenduotos vortekso pagalba, kol nebelieka lasteliy gumuleéliy. [ misinj dedama 250 pL lizés
tirpalo ir sumaisoma. Pridedama 350 pL neutralizavimo tirpalo (Neutralization Solution) ir
sumaisoma vartant mégintuvélj 4-6 kartus. Mégintuvélis centrifuguojamas 12000 g greic¢iu 5
min. Vengiant balty nuosédy supernatantas perkeliamas j GeneJET centrifugavimo kolonéle ir
centrifuguojama 12000 g 1 min. Pasalinus surinkimo mégintuvélio turinj, jis grazinamas atgal
i kolonéle. Kolonélé plaunama du kartus po 500 nL. Wash buffer tirpalu, abu kartus centrifu-
guojama 12000 g greiciu 1 min. Plovimo tirpalo likuciai pasalinami papildomai centrifuguojant
tuscia kolonéle tomis paciomis salygomis. Galiausiai pakeitus surinkimo mégintuvélj i nauja
sterily meégintuvélj atliekama eliucija. Ant kolonéléje esancio filtro uzpilama 25 pl. sterilaus
dejonizuoto vandens, palaikoma 2 min. kambario temperaturoje ir centrifuguojama 1 min.
8 000 g grei¢iu. Si eliucijos procediira pakartojama dar kartg su papildomais 25 pL vandens.
Isskirta genominé DNR perkeliama j nauja sterily mégintuvelj ir iki tolimesniy tyrimy laikoma
—20°C temperaturoje.

Plazmidiné DNR restrikcinei analizei buvo isskiriama taikant Sarmineés lizés metoda be ko-
merciniy rinkiniy. Bakterijy lastelés buvo suspenduojamos 100 uL. 1x TE buferio tirpale. Lizei
vykdyti pridéta 200 pL svieziai paruosto II tirpalo (0,2M NaOH, 1% SDS) ir misinys inkubuo-
tas lede 3min. Neutralizacija atlikta pridéjus 150 pL III tirpalo (3 M natrio acetato, pH 5,2),
meéginius papildomai inkubuojant lede 2min. Po centrifugavimo (14 000 g, 5 min.), supernatan-

tas perkeltas j nauja meégintuvelj. Priemaisy salinimui atlikta ekstrakcija organiniais tirpikliais:
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i méginj pridéta po 200 pL chloroformo ir fenolo. Po pakartotinio centrifugavimo (14000 g,
5 min.), virSutiné vandeniné frakcija perkelta j nauja talpa, o plazmidiné DNR nusodinta pridé-
jus 1000 pL. 96 % etanolio. Precipitacija vykdyta 30 min. —20°C temperaturoje. Susidariusios
nuosédos nusodintos centrifuguojant (14000g, 10 min.), supernatantas pasalintas, o méginiai
isdziovinti. DNR nuosédos istirpintos 20 pl. demineralizuoto vandens, pridedant 0,5 pl. RNazés
A (10 mg/mL), ir inkubuotos 30 min. 37°C temperaturoje. Isskyrimo efektyvumas patikrintas
naudojant elektroforeze agarozés gelyje. RNazés pasalinimui méginio turis padidintas iki 60 pL
pridéjus HyO, atlikta pakartotiné ekstrakcija fenoliu ir chloroformu (po 30 uL.) bei nusodinimas
(150 pLk 96 % etanolio ir 6 nl. 3M natrio acetato). Po inkubacijos (1 val., —20°C) ir centri-
fugavimo (14000g, 10 min.), DNR nuosédos iSdziovintos ir istirpintos 20 nl. demineralizuoto

vandens. Plazmidiné DNR iki tolimesniy tyrimy buvo saugoma —20 °C temperaturoje.

2.2.12. DNR restrikciné analizé

Restrikcinei DNR analizei buvo naudojamos trys restrikcijos endonukleaziy poros (2 lentelé).

Pirmosios ir treciosios restriktaziy pory (HindIII/Eco32I ir Accl/Rsal) reakciju misiniai
buvo paruoSiami identiskai. 10 pL turio misinys, sudarytas is 1 uL. 10x reakcijos buferio (Buffer
R naudojamas HindIII/Eco32I restriktaziu porai, o Tango buffer — Accl/Rsal), 2 uL tiriamosios
DNR, po 0,5nL (10U/pL) (HindIII ir Eco32l arba Accl ir Rsal) restrikcijos endonukleaziy
bei demineralizuoto vandens iki galutinio 10 L turio. Reakcijos miSinys inkubuotas 37°C
temperaturoje 1 val.

Antrosios restriktaziy poros (Csp61/Bful) analizé buvo atliekama dviem etapais. Pirmajame
etape paruosiamas 10 pL turio misinys, kurj sudaré 1pL 10x Tango buffer, 4 nL tiriamosios
DNR, 0,5 nL (10 U/pL) Csp6l restrikcijos endonukleazeés ir demineralizuotas vanduo iki galutinio
turio. Misinys inkubuotas 37°C temperaturoje 1 val. Po inkubacijos i ta patj mégintuvelj
papildomai jpilta 10 pL reakcijos misinio, sudaryto i§ 3ul 10x Tango buffer, 0,5 pL (5U/uL)
Bful restrikcijos endonukleazés ir demineralizuoto vandens iki 10 pLi turio. Méginys pakartotinai

inkubuotas 37 °C temperaturoje 1 val.

2.2.13. Filogenetiné analizé

Filogenetiné analizé buvo atlikta naudojant 185 rRNR geno sekas. Daugiakryptis seky
suderinimas buvo atliktas naudojant MEGA12 programoje jdiegta ClustalW algoritma. Medis
sukonstruotas taikant didziausios tikimybés metoda (angl., mazimum likelihood). Evoliuciniai
atstumai buvo apskaiciuoti remiantis General Time-Reversible modeliu su gama pasiskirstymu
ir nekintamujy vietu proporcija (GTR+G+1I). Nustatytos medzio topologijos patikimumas buvo

jvertintas taikant bootstrap analize su 1000 pakartojimy

2.2.14. Kiekybiné polimerazés grandininé reakcija (QPGR)

Siekiant nustatyti S. bovifelis ir S. cruzi sporocisty koncentracija buvo taikoma kiekybiné

polimerazés grandininé reakcija. qPGR metu buvo naudojami rusiai specifiniai pradmenys.
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Tikslinio DNR fragmento pagausinimui paruosiamas reakcijos misinys, kurj sudaro: 5nL geno-
minés DNR, 50 pL. SYBR Green PCR Master Mix, 1 pL tiesioginiy ir 1 pLL atvirkstiniy pradmeny
(1 nM), sterilaus vandens iki 100 uL.. Reakcijos salygos: pirminé denaturacija — 95 °C 10 min.,
denaturacija — 95 °C 15 s, pradmeny prilydimas — 60 °C 60 s, grandinés ilginimo reakcija —
60 °C 60 s. Atlikus DNR pagausinimg qPGR metodu, gauti duomenys analizuojami Quant
Studio Design & Analysis programa.
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

Vanduo yra terpeé, kurioje gyvena daugybé mikroorganizmy grupiy: bakterijos, grybeliai,
vienalas¢iai pirmuonys ir vienalgsciai dumbliai. Yra atlikta nemazai tyrimy nagrinéjanciy ju
rusing jvairove, paplitima ir daroma jtaka kitiems gyviesiems organizmams (Pedros-Alio, 2006).
Taciau kai kurios vienalgsc¢iy pirmuoniy grupes tirtos salyginai maziau, pvz. tarp daznai tiria-
my Apicomplexa tipui priklausanciy parazitiniy pirmuoniy Eimeria, Isospora, Cryptosporidium,
Cyclospora ir Toxoplasma, Sarcocystis genties parazity tyrimy yra atlikta maziausiai (Wieser
ir kt., 2024). Mokslingje literaturoje truksta ne tik iSsamiy tyrimy apie Sarcocystis sporocistu
paplitimg ir rusine jvairove vandens telkiniuose, bet ir atsparuma jvairiems aplinkos veiksniams.
Si problema iglicka aktuali dél standartizuoty metody, skirty jvertinti pirmuoniy lasteliy gyvy-
binguma, trukumo ir mazos jy koncentracijos vandenyje.

Bakalaurinio darbo metu, taikant molekulinés biologijos metodus, buvo nustatytas Sarcocys-
tis genties parazity paplitimas skirtingais mety laikais (12 mén.) dviejuose vandens telkiniuose
Vilniaus rajono savivaldybéje. Taciau vienalasc¢iy pirmuoniy sporocisty gyvybingumo jvertin-
ti nepavyko. Sporocisty gyvybinguma vandens méginiuose buvo bandoma jvertinti, méginius
veikiant PMA dazu ir atliekant tikro laiko PGR. Bakalaurinio darbo tyrimo metu nustaty-
ta, kad PMA dazas néra tinkamas kiekybiniam Sarcocystis parazity gyvybingumo vertinimui
qPGR metodu tiriant gamtinius méginius. Buvo parodyta, kad atliekant PGR reakcijas su
pradmeny poromis, amplifikuojanc¢iomis trumpus specifinius DNR fragmentus (>400bp), amp-
lifikacija vyksta tiek meéginiuose su PMA dazu, tiek be jo. PrieSingai, naudojant pradmeny
poras, amplifikuojancias ilgesnius nei 500 bp fragmentus, PGR produktai gaunami tik i meégi-
niy be PMA dazo (kai lastelés yra negyvybingos). Si tendencija isliko nepriklausomai nuo to,
ar PGR reakcija buvo atliekama su Sarcocystis spp., bakterijy ar mieliy gDNR.

Sis magistrinis darbas yra bakalaurinio darbo tesinys. Dél PMA dazo panaudojimo ribo-
tumo liko neaiSku, kaip temperaturos pokyciai paveikia vienalas¢iy parazity iSgyvenamuma ir
kokia jtaka sezoniskumas turi vienalgsc¢iy pirmuoniy DNR kopijy skaiciaus dinamikai vandens
meéginiuose. Dél to, magistrinio darbo metu buvo siekiama nustatyti kokj poveikj temperatura
turi vienalasc¢iy pirmuoniy iSgyvenamumui ir kiekybiskai jvertinti dvieju Sarcocystis rusiy DNR

kopiju skaiciaus dinamika skirtingais sezonais mety eigoje.

3.1. Vandens méginiy analizé

2024-2026 m. laikotarpiu vandens méginiai buvo renkami is Bukiskio tvenkinio, Vilniaus
rajono savivaldybéje (8 pav.) uz siaurinés Vilniaus miesto ribos. Salia tvenkinio yra gyvena-
myjy namy ir misko teritorijos. Bukiskio tvenkinj jungia kanalas su Bukio ezeru. Gretima
misko teritorija sudaro salygas laukiniy gyvuny judéjimui prie vandens telkinio, o gyvenamo-
sios teritorijos dalis prisideda prie naminiy gyvuny (Suny, kaciy) reguliaraus lankymosi vandens
telkinio pakrantés zonoje. Ankstesni Genetikos laboratorijoje atlikti tyrimy rezultatai leidzia
teigti, kad sporocistos gali kauptis vandens telkinio dugne, todél pries imant méginius vanduo

buvo sumaisomas.

30



Rezultatai ir jy aptarimas

S
>

&
5
< ¢

@ - méginiy surinkimo vietos
A

Map data ©2026 Google

8 pav. Meéginiy surinkimo vietos Bukiskio tvenkinio teritorijoje.

Iki siol laboratorijoje vykdyty tyrimy mety, méginiai buvo renkami tik Siltuoju mety se-
zonu (birzelio 24 d. — rugpjucio 31 d.), nes tuo metu stebima dazniausia gyvuny migracija ir
buvo padaryta prielaida, kad tada didziausia tikimybeé aptikti parazitinius pirmuonis vandens
meéginiuose. Bakalaurinio darbo metu buvo nustatyta, kad Sarcocystis spp. DNR gali buti
aptinkama iStisus metus, todél norint nustatyti sezoniskumo jtaka tiek vienalgsciy pirmuoniy
koncentracijai, tiek gyvybingumui vandens méginiuose buvo nuspresta meéginius rinkti karta
per ménesj i$ triju skirtingu tvenkinio viety (tris biologiniai pakartojimai) istisus metus. Per
dvejus metus buvo surinkti 48 vandens meéginiai (2024-2025 m. — po 3 méginius kas ménesj,
2025-2026 m. — po 3 méginius karta per sezona). Dél itin mazos parazitiniy pirmuoniy koncent-
racijos vandens telkiniuose, buvo vykdomas butinas meéginiy koncentravimo etapas. Meéginiai
buvo koncentruojami naudojant trijy filtry sistema: pirmas buvo naudojamas sterilus meta-
linis sietelis (poru dydis 1 mm), skirtas pasalinti stambias priemaisas: smélj, augaly dalis ar
dumblius; antras — Whatman™ 4 klaseés sterilus filtravimo popierius, sulaikantis didesnes nei
15 1m lasteles; trecia buvo naudojama MF-Millipore® 5pm pory membrana, ant kurios buvo

sukoncentruojami nuo 5pm iki 15 pm dydzio mikroorganizmai.

3.2. Vienalasciy pirmuoniy identifikavimas vandens méginiuose

Surinkus visus vandens meéginius skirtingais mety laikais: pavasarj (balandzio meén.), va-
sara (liepos mén.), rudenj (spalio mén.) ir ziema (sausio mén.), jie buvo koncentruojami ir
skiriama aplinkos DNR, (eDNR). Pagrindiné uzduotis buvo istirti kokiu vienalas¢iy pirmuoniy
galima aptikti vandens meéginiuose skirtingais mety laikais ir ar jy sudétis skiriasi priklausomai
nuo mety laiko. Siai uzduodiai atlikti buvo pasirinkta klonavimo /sekoskaitos strategija. Visy
pirma buvo atlieckama standartiné PGR reakcija su universaliu eukariotiniams organizmams
185 rRNR genetiniu zymeniu. Pasirinkta pradmenuy pora (SUNIF1/SUNIR1) buvo sukurta
taip, kad buty universali Sarcocystis genties pirmuoniy DNR amplifikavimui, bet specifiskai
nedauginty stuburiniy gyvuny, augaly bei kity Sarcocystidae Seimai priklausanciy vienalaséiy

pirmuoniy DNR. Atlikus PGR reakcija, gauti DNR fragmentai buvo isgryninti ir klonuojami
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i pJET1.2/blunt vektoriy naudojant CloneJET (Thermo Scientific) rinkinj. Rekombinantinés
plazmidés buvo jterptos ir padaugintos naudojant Fscherichia coli DH10/3 laboratorinj kamie-
na. Siekiant jvertinti ar transformantai turi rekombinantines plazmides buvo atliktas PGR su
plazmidiniam vektoriui specifiniais pradmenimis (pJET1.2Fw/ pJET1.2Rw).

Tolimesnei analizei i$ kiekvieno sezono méginiy atsitiktinai buvo atrinkti 5 klonai. IS pa-
sirinkty klony buvo skiriamos rekombinantinés plazmideés ir atliekama restrikcijos fragmenty
ilgio polimorfizmo (RFLP) analizé panasiuy/skirtingy genetiniy profiliy identifikavimui. RFLP
atlikta su 3 restrikcijos endonukleaziy (RNaziy) fermenty poromis: HindIII ir Eco32I, Csp6l ir
Bful, Accl ir Rsal (2 lentelé). Sios RNazés atrinktos atlikus Sarcocystis spp. DNR. seky bioin-

formating analize. Atlikus restrikcijos reakcija rezultatai vizualizuoti 1% agaroziniame gelyje
(9 pav.).

1 l 11 g
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9 pav. Rekombinantiniy plazmidziy restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmo analizé. Naudo-
jamos trys restrikcijos fermenty poros: H/E — HindIII ir Eco32I, C/B — Csp6l ir Bful,
A/R — Accl ir Rsal, M — GeneRuler DNA Ladder Mix.
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[sanalizavus gautus restrikcinius profilius, nustatyta, kad vasarg surinktuose méginiuose 1
ir 3, bei 2 ir 5 klonai turi identiskus restrikcinius profilius, tai leidzia daryti prielaida, kad sie
klonai gali priklausyti tam paciam taksonui, tuo tarpu, 4 klono restrikcinis profilis yra unikalus.
Rudenj surinkty vandens eDNR 1, 4, ir 5 klony RFLP profiliai yra labai panasus, todél galima
daryti prielaida, kad jie gali priklausyti tai pac¢iai organizmy grupei, o 2 ir 3 klonai turi unikalius
restrikcinius profilius, tad galéty buti skirtingi. IS ziemos laikotarpiu surinkty meéginiy 1, 3 ir
5 klonai turi identiskus restrikcinius profilius, o 2 — unikaly. Pavasario laikotarpiu surinktuose
meéginiuose yra keturi skirtingi restrikciniai profiliai. Vienintelis atvejis kai DNR restrikciniai
profiliai sutampa tarp méginiy rinkty skirtingais mety laikais yra tarp ziemos 4 klono ir pa-
vasario 1 klono. Visais kitais atvejais skirtingais mety laikais buvo nustatyti skirtingi RFLP.
[sanalizavus 20 klony buvo nustatyta 12 skirtingy restrikciniy profiliy. Tai rodo gamtiniuose
vandens méginiuose esanciy vienalasciy organizmy heterogeniskuma bei leidzia daryti prielaida,
kad skirtingais mety laikais vandens telkinyje aptinkami ne tie patys mikroorganizmai. Atlikus
restrikcinj kartografavima 12 unikaly restrikcinj profilj turinc¢iy méginiy iSsiysti sekoskaitai.

Atlikus sekoskaitos rezultaty bioinformatine analize (BLAST), nustatyta, kad visos 18S
rRNR genu sekos priklauso Eukaryota domenui (3 lentelé). Gautu sekuy panasumas, lyginant
su sekomis i$ duomeny baziy (NCBI), svyravo nuo 89,41 % iki 99,09 %. Maziausias seky ta-
patumas nustatytas BV3 ir BP5 méginiy — sekos sutapo su Pararosarium sp. MZ663824.1
seka atitinkamai 89,44 % ir 89.41 %. Meginiai BV4, BR2, BZ4 ir BP6 buvo panaSiausi j ne-
kultivuojamuy pikoplanktony ar dinoflagelaty 78S rRNR geno sekas (EF196788.1, AY642744.1,
KX465156.1). BR4 ir BR5 méginiy sekos geriausiai sutapo su Colpodella edaz 185 rRNR geno
seka (AY234843.1), o BZ3 ir BP4 — su Woloszynskia sp. (97.81 %) PQ793414.1 seka. Di-
dziausias tapatumas (99,09 %) uzfiksuotas BP2 méginyje, ji lyginant su Borghiella pascheri
(PQ793411.1). Remiantis atlikta analize, méginius BR5, BZ3, BP2 ir BP4 pavyko identifikuoti
iki genties ar net rusies lygmens, nes jy seky panasumas virsijo 97 % ribg. Tuo tarpu likusios

sekos, kuriy panasumas nesieke 95 %, gali buti priskiriamos tik auksStesniems taksonominiams

vienetams.
lentelé 3: Tirty méginiy 7185 rRNR seky BLAST analizés suvestine.
NCBI
Meéginio Artimiausias atitikmuo NCBI . Sekuy
prieigos
ID (Organizmas / genas) . panasumas
numeris

BV3 Pararosarium sp. 18S ribosominés RNR genas MZ663824.1 89,44 %

Nekultivuojamo eukariotinio pikoplanktono 18S
BV4 ) o EF196788.1 90,67 %
ribosominés RNR genas

Nekultivuojamo eukariotinio pikoplanktono 18S
BR2 ) o AY642744.1 93,78 %
ribosominés RNR genas

Lentelés tesinys kitame puslapyje
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lentelé 3: Tirtuy méginiy 7185 rRNR seky BLAST analizés suvestiné. (lentelés tesinys)

Colpodella edazx 18S ribosominés RNR genas AY234843.1 93,38 %
BR5 Colpodella edax 18S ribosominés RNR genas AY234843.1 98,82 %
BZ2 Bicosoecida sp. 18S ribosominés RNR genas FJ971856.1 91,77 %
BZ3 Woloszynskia sp. 18S ribosominés RNR genas PQ793414.1 97,81 %
Nekultivuojamo dinoflagelato 18S ribosominés
BZ4 KX465156.1 93,76 %
RNR genas

BP2 Borghiella pascheri 18S ribosominés RNR genas PQ793411.1 99,09 %
BP4 Woloszynskia sp. 18S ribosominés RNR genas PQ793414.1 97,81 %
BP5 Pararosarium sp. 18S ribosominés RNR genas MZ663824.1 89,41 %

Nekultivuojamo eukariotinio pikoplanktonon 18S
BP6 ) o AY642744.1 93,91 %
ribosominés RNR genas

Filogenetiné analizé atilkta naudojant MEGA12 programine jranga, o sekos sulygiuotos
ClustalW algoritmu, papildomai jtraukiant giminingas sekas is GenBank duomeny bazés. Medis
sukonstruotas taikant didziausios tikimybés metoda (angl., mazimum likelihood), remiantis 185
rRNR geno sekomis (10 pav.). Sukurtas filogenetinis medis atspindi tirty izoliaty ir seky is

duomeny baziy evoliucinius rysius.
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—

100 BV3
BP2
55 BZ2
[ FJ971856.1 Bicosoecida sp.
81 B — LC683677.1 Hirugamonas aperieos
69— BR4
L FJ410541.1Uncultured apicomplexan
88 BR5
96 { AY234843.1 Colpodella edax
67 GU067926.1 Uncultured Colpodella

PQ793415.1 Woloszynskia sp.

99

99 PQ793414.1 Woloszynskia sp.
BZ3
77 476‘: PQ793411.1 Borghiella pascheri
MN604302.1 Borghiella verrucosa
94{ PV345712.1 Gymnodinium undulatum
79 PV345711.1 Gymnodinium undulatum
BV4
MZ663824.1 Pararosarium dinoexitiosum
BZ4
95 BR2
86 { AY642744.1 Uncultured eukaryotic picoplankton
94 KX465156.1 Uncultured dinoflagellate

10 pav. Vienalgséiy pirmuoniy filogenetiniai rysiai. Filogenetinis medis sudarytas remiantis
185 rRNR geno sekoskaitos duomenimis.

Gauti rezultatai leidzia daryti prielaida apie labai didelj tirty méginiy genetinj heterogenis-
kumag — izoliatai pasiskirsto j kelis diskretiskus klasterius. Virsutinéje medzio dalyje BP5, BV3,
BP2, BZ2 izoliatai formuoja filogenetiskai stabily klasterj (100 % bootstrap), kas rodo labai arti-
ma gimininguma. Si grupé filogenetiskai jungiasi su FJ971856.1 Bicosoecida sp. bei LC683677.1
Hirugamonas aperieos formuodami klasterj. Tiek Bicosoecida sp., tiek Hirugamonas aperieos
mikroorganizmai priklauso Stramenopiles grupei, kurie aptinkami visame pasaulyje vandens
telkiniy ekosistemose. Izoliatas BR4 sudaro bendra saka su nekultivuojamu Apicomplexa tipo
atstovu (FJ410541.1) (bootstrap 69 %), o BR5 méginys nustatytas kaip evoliuciskai artimiausias
Colpodella edar (AY234843.1) bei nekultivuojamos Colpodella (GU067926.1) sekoms (bootstrap
96 %). Colpodella gentis yra zinoma kaip laisvai gyvenantys arba parazitiniai alveolatai, dazni
gelavandeneése ekosistemose. Aukstos bootstrap reikSmeés indikuoja patikimg identifikacija mole-
kuliniu lygmeniu ir patvirtina metodikos patikimuma. BP4 glaudziai grupuojasi su Woloszyn-
skia sp. ir BZ3 sekomis (bootstrap 99 %). Sie rezultatai rodo, kad eDNR analizé leidZia aptikti
zinomus, taksonomiskai aprasytus protistus. BV4 méginys uzima tarpine pozicija, evoliuciskai
nutoles nuo pagrindiniy klasteriy. Meéginiai BP6 ir BR2 formuoja filogenetiskai stabily klaste-
ri (bootstrap 100 %), gimininga nekultivuojamam eukariotiniam pikoplanktonui (AY642744.1).
Tuo tarpu izoliatas BZ4 uzima tarpine pozicija tarp sio klasterio bei nekultivuojamo sarvuotojo
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dumblio (KX465156.1) ir nekultivuojamo pikoplanktono (AY642744.1). Remiantis filogenetiniu
medziu, galima teigti, kad tirtuose vandens méginiuose dominuoja alveolatai, kurie yra svarbus
mikrobinio tinklo nariai, plésrus, parazitiniai arba miksotrofiniai organizmai. Aptinkama dide-
lé eukariotiniy mikroorganizmy jvairove, net ir be kultivavimo, eDNA metodas leidzia aptikti
tiek zinomus, tiek nekultivuojamy mikroorganizmy taksonus, potencialiai dar neaprasytas ar
menkai istirtas linijas.

Apibendrinant gautus duomenys, buvo nustatyta, kad visais mety laikais vandens telkinyje
vyravo jvairus eukariotiniai mikroorganizmai i$ kuriy didziausia dauguma buvo priskirta SAR
supergrupei priklausantiems vienalgs¢iams organizmams. Toliau buvo tiriamas jy gyvybingu-

mas skirtingais mety laikais ir esant skirtingoms temperaturoms.

3.3. Vienalasciy pirmuoniy gyvybingumo kaita skirtingomis temperatiros
salygomis

Bakalaurinio darbo metu buvo nustatyta, kad tyrime taikyti gPGR pradmenys (<200 bp)
néra tinkami mikroorganizmy gyvybingumo tyrimams gamtiniuose méginiuose kartu su PMA
dazu ir tikro laiko PGR metodu. Dél to, vienalasciy pirmuoniy gyvybingumo vertinimui pasi-
rinkta standartiné PGR reakcija su PMA dazu paveiktais ir nepaveiktais (kontroliniais) meégi-
niais bei universaliais 185 rRNR genui pradmenimis (SUNIF1/SUNIR1) (1 lentelé). Po amplifi-
kavimo gaunamas 950 bp ilgio fragmentas. Gauty PGR fragmenty ryskumas elektroforetiniuose
vaizduose analizuojamas naudojant ImageJ programineg jranga. Gyvybingumas vertinimas lygi-
nant santykinius fluorescencijos intensyvumo skirtumus: PMA dazas, per pazeistas membranas
patekes | lasteliy vidy kovalentiskai prisijungia prie DNR ir slopina PGR amplifikacija, todel
negyvu lasteliy meéginiuose stebimas zenklus juostelés ryskumo sumazéjimas (11 pav. C) ly-
ginant su meéginiu be dazo (11 pav. B). Santykinis lasteliy gyvybingumas (%) apskaiciuotas
lyginant PMA paveikty méginiy juosteliy intensyvuma su PMA nepaveiktomis (kontrolinémis)
grupémis pagal zemiau pateikty lygtj.

Ipnia

Gyvybingumas (%) = x 100

kontrolé
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11 pav. Vienalasciy pirmuoniy gyvybingumo jvertinimas su ImageJ programa. A — apibreézia-
mos sritys aplink tiriamas DNR juosteles, B — iSmatuojamas méginio be PMA dazo
optinis tankis, C — iSmatuojamas méginio su PMA dazu optinis tankis.

Surinkti ir sukoncentruoti vandens méginiai 24 val. buvo inkubuojami 22°C; 4°C ir —20°C
temperatiirose. Sios trys temperatiiros buvo pasirinktos tam, kad biity imituojamos skirtingos
meéginiy laikymo salygos, kurios gali turéti jtakos lasteliy membrany vientisumui. Tai yra kriti-
nis veiksnys PMA-PGR metodu vertinant gyvybinguma. Po paros dalis méginiy sumaisoma su
PMA dazu, o kita dalis — kontroliniai méginiai — lieka be dazo. Isskyrus gDNR vykdoma PGR.
[Sanalizavus gautus rezultatus (12 pav.) ir apskai¢iavus fluorescencijos intensyvumo skirtumo
santykj tarp PGR fragmenty, nustatyta, kad pirmuoniy gyvybingumas 22 °C temperatiiroje bu-
vo nuo 74 % pavasario laikotarpiu iki 90 % vasaros. Padaryta prielaida, kad Sioje temperaturoje
pirmuoniy gyvybingumas islieka stabilus. Tuo tarpu temperaturos mazéjimas turi neigiama
itaka gyvybingumui. Lyginant su kontroline grupe, vienalasc¢iy iSgyvenamumas esant 4 °C tem-
peratiirai mazéja. Ziemos sezong surinktuose méginiuose vienalgséiy pirmuoniy iSgyvenamumas
buvo 77 %, o rudenj 62 %. Maziausias vienalgséiy pirmuoniy gyvybingumo rodiklis stebimas
—20°C temperaturoje. Nors Ziemos laikotarpiu stebimas salyginai aukstas gyvybingumas 79 %,
vélesniais sezonais jis mazéja pasiekdamas minimumag rudens laikotarpiu, kai vienalasciy gy-
vybingumas siekia 45 %. Maziausiais skirtumas tarp visy temperatury grupiy buvo nustatytas
meéginiuose surinktuose ziemos laikotarpiu. I$ gauty rezultaty galime daryti prielaida, kad
ziemos laikotarpiu vandenyje esantys vienalasciai pirmuonys yra atspariausi sal¢io poveikiui.
Ziema vandens temperatura islieka ganétinai pastovi, greidiausiai vandenyje islieka tik Sal¢iui
atspariausi mikroorganizmai. Rudenj nustatytas didziausias skirtumas tarp triju temperatu-
ros grupiy, kurj gali lemti po vasaros islikusi didesné mikroorganizmy jvairove, maziau atspari
zemoms temperaturoms. Apibendrinant gautus rezultatus galima teigti, kad vienalgsc¢iy mikro-
organizmy isgyvenamumas buvo didziausias meéginius laikant 22 °C temperaturoje, sumazinus
temperaturg iki 4 °C gyvybingumas Siek tiek sumazéjo, o —20°C gyvybingumas buvo maziau-
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sias. Taip pat buvo pastebétas ir sezoniskumas — vasara vienalgs¢iy pirmuoniy gyvybingumas

buvo didziausias lyginant su pavasario ir vasaros meéginiais.
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12 pav. Vienalaséiy pirmuoniy gyvybingumo kaita skirtingais mety laikais po 24 val. inkuba-
cijos skirtingose temperaturose.

Siekiant jvertinti gauty rezultaty patikimuma, buvo nuspresta atlikti statistine vienfakto-
ring ANOVA analize, rodancia ar skirtingos temperaturos poveikis méginiams turi statistiskai
reikSmingg jtaka ju gyvybingumui. Atlikta statistiné vertinimo analizé patvirtino désningg
temperaturinio veiksnio jtaka tirty méginiy fiziologiniam stabilumui. Taikant vieno faktoriaus
dispersinés analizés (ANOVA) metoda, nustatyta, kad temperaturos poveikis turi statistiskai
reikSmingus gyvybingumo rodikliy pokycius (F' = 26,52, p < 0,001). Gautos vertés leidzia teig-
ti, kad variacija tarp kontrolinés grupés ir Sal¢io stresg patyrusiy méginiy yra nulemta tyrimo
salygy, o ne atsitiktiniy imties svyravimy. Detalesnis porinis grupiy lyginimas, atliktas nau-
dojant Tukey HSD testa. Nustatyta, kad abi zemos temperaturos grupés pasizymi statistiskai
reikSmingu gyvybingumo lygio kritimu, lyginant su kontroline grupe (22°C). Tiek veikiant 4°C
temperaturai, tiek —20°C Salciui, gauta p-reikSmé (p < 0,001) indikavo akivaizdy neigiama
poveikj vienalas¢iu gyvybingumui (4 lentelé). Vidutinis gyvybingumo sumazéjimas, lyginant
su kontrole, buvo nuo ~15 % (4°C grupéje) iki ~22 % (—20°C grupéje).
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4 lentelé. Temperaturos poveikio grupiy palyginimo statistinio reikSmingumo jvertinimas.

Lyginamos grupeés p-reikSmeé
22 °C ir —20 °C < 0,001
22 °Cir 4 °C < 0,001
—20 °Cir 4 °C 0,064

Statistiskai reikSmingo skirtumo tarp 4°C ir —20°C temperatury poveikio nenustatyta
(p = 0,064). Nors gauti duomenys rodo tendencija i didesnj gyvybingumo slopinima esant
—20°C temperaturai, statistiné analizé leidzia daryti prielaida, kad vienalas¢iy gyvybingumo
lygis nesikeicia temperaturai mazéjant nuo 4°C iki —20°C. Dél siy priezasc¢iy, galima teig-
ti, kad vandens telkiniuose aptinkamiems vienalgs¢iams pirmuonims net ir nedidelis atsalimas
iki 4 °C sukelia fiziologinj stresa. Tuo tarpu tolesnis temperaturos maze¢jimas iki —20°C, nors
ir islieka zalingas, nesukelia proporcingai stipresnio poveikio, kuris buty laikomas statistiskai
patikimu. Kadangi tyrime buvo naudojami gamtiniai méginiai, turintys naturalig sezonine di-
namika, kiekvienu mety laiku aptinkama vienalgsc¢iy bendrijy rusiné kompozicija gali skirtis.
Deél sios priezasties tiesioginis gyvybingumo rodikliy lyginimas tarp skirtingy sezony naudojant
ANOVA testg néra tinkamas. Skirtingos vienalgsciy rusys yra nevienodai atsparios tempera-
turiniam stresui, todél stebimi pokyciai gali atspindéti ne tik sezoniskumo jtaka, bet ir rusine

sudeét;.

3.4. Sarcocystis rusiy paplitimo jvertinimas skirtingais mety ménesiais
lizdinio PGR metodu

[styrus vienalgs¢iy pirmuoniy atsparuma skirtingoms temperaturoms visais mety laikais,
toliau buvo siekiama jvertinti kaip kei¢iasi DNR molekuliy aptikimas priklausomai nuo sezono.
Siam uzdaviniui jvykdyti vandens méginiai buvo renkami iStisus metus kiekviena ménesj su
trimis biologiniais pakartojimais. Molekuliniai tyrimai, skirti Sarcocystis spp. identifikavimui
vandens meéginiuose kol kas yra mazai naudojami pasauliniu mastu — iki Siol yra atlikti tik keli
tokie tyrimai (Lee, 2019; Shahari ir kt., 2016). Lietuvoje molekuliniai tyrimai su gamtiniais
meéginiais vykdomi nuo 2019 mety, siekiant optimizuoti tyrimy metodus bei nustatyti viena-
laséiy parazity paplitima Lietuvoje (Baranauskaite ir kt., 2022) ir Baltijos juros ekosistemoje
(Baranauskaite ir kt., 2024).

Tyrimui buvo pasirinktos dvi Sarcocystis rusys, kurios dazniausiai buvo identifikuotos ba-
kalaurinio darbo metu: Sarcocystis cruzi iv Sarcocystis bovifelis. S. cruzi tarpiniai Seimininkai
yra galvijai, o galutiniai — Suniniai gyvunai (Florin-Christensen ir Schnittger, 2018). Lietuvoje
potencialus Sios rusies galutiniai Seimininkai yra naminiai Sunys, lapes ir vilkai. S. bovifelis
tarpiniai Seimininkai taip pat yra galvijai, o galutiniai Seimininkai — katiniy Seimos gyvunai
(Heydorn ir kt., 1975). Lietuvoje dazniausias katiniy Seimos atstovas yra naminés kateés. Ka-
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dangi dél urbanizuotos aplinkos aplink tiriama Bukiskio tvenkinj daznai vedziojami Sunys ir
lankosi katés, kurie yra galutiniai Siy parazity Seimininkai, buvo iskelta hipoteze, jog telkinyje
bus aptinkamos minéty rusiy sporocistos. Atlikus lizdine PGR su rusims specifiniais pradme-
nimis, buvo nustatyta, kad S. cruzi, ir S. bovifelis rusys vandenyje aptinkamos beveik istisus
metus (5 lentelé). Tyrimo metu nustatyta, kad S. cruzi vandens méginiuose aptinkama daz-
niau — identifikuota 10 is 12 méginiy (83,3 %) nei S. bovifelis — identifikuotas 8 iS 12 méginiuy
(66,7 %). Abi rusys vienu metu identifikuotos rudens (rugséjis-lapkritis), pavasario (balandis-
geguzé) bei ziemos (gruodis-sausis) ménesiais. Vasario ir kovo ménesiais tvenkinyje aptikta tik
S. cruzi, o birzelio ménesj — tik S. bovifelis. Rugpjutis buvo vienintelis ménuo, kai méginiuose

identifikuoti siy Sarcocystis rusiy nepavyko.

5 lentelé. S. cruzi ir S. bovifelis aptikimas skirtingais ménesiais Bukiskio tvenkinyje.

Ménesis Riusys
Gruodis S. cruzi, S. bovifelis
Sausis S. cruzi, S. bovifelis
Vasaris S. cruzi
Kovas S. cruzi
Balandis S. cruzi, S. bovifelis
Geguzé S. cruzi, S. bovifelis
Birzelis S. bovifelis
Liepa S. cruzi
Rugpjutis -

Rugséjis S. cruzi, S. bovifelis
Spalis S. cruzi, S. bovifelis
Lapkritis S. cruzi, S. bovifelis

Tikétina, kad urbanizuota aplinka ir naminiy Suny ar kity laukiniy Suniniy Seimos atstovy
populiacija gali sukurti palankesnes salygas S. cruzi sporocisty kaupimuisi vandenyje, lyginant
su S. bovifelis, kurio sporocisty paplitimas priklauso nuo katiniy Seimos gyvuny. I[Sanalizavus
gautus rezultatus galima teigti, kad sporocistos j vandens telkinius patenka atsitiktinai. Tai
gali priklausyti nuo meteorologiniuy salygu (krituliy intensyvumo, sniego ar ledo dangos, véjo)
ir /arba galutiniy Seimininky paplitimo, mitybinio rézimo ir aktyvumo gyvenvietéje. Sio tyrimo
metu gDNR buvo amplifikuota tiek iS gyvybingy, tiek iS negyvybinguy sporocisty, todél ne-
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imanoma jvertinti aptikty vienalgsciy gyvybingumo ir uzsikrétimo rizikos. Dél Sios priezasties,
siekiant nustatyti sporocisty gyvybinguma, butina taikyti papildomus metodus, leidziancius

atskirti gyvas sporocistas nuo negyvy.

3.5. Sarcocystis rusiy gDNR koncentracijos jvertinimas qPGR metodu

Norint jvertinti kaip keiciasi DNR kopijy skaicius skirtingais mety laikais buvo vykdoma
qPGR su S. cruzi ir S. bovifelis citochromo ¢ oksidazeés I subvieneto (coz!) genui specifiniais
pradmenimis ir SYBR Green. cozl genas yra koduojamas mitochondrijose ir yra molekulinis
zymuo naudojamas kalibraciniy kreiviy sudarymui, siekiant jvertinti parazity koncentracija.
Deél didelio kopijuy skaiciaus mitochondrijy cox! genas uztikrina jautry ir tiksly nustatyma
(Gjerde, 2013).

Visy pirma, buvo sudarytos kalibracinés kreivés. Kontroliné (S. cruzi ir S. bovifelis) DNR
buvo isskirta i$ izoliuoty vienos rusies sarkocisty (gauty is Molekulinés ekologijos laboratorijos,
VMTI GTC). Si DNR buvo padauginta su specifiniais pradmenimis (5. cruzi — V2erl/V2cr2, S.
bovifelis — V2bol/V2bo2) (1 lentelé) ir jklonuota j pJET 1.2 vektoriy. Gautos rekombinantinés
plazmideés padaugintos E. coli DH103. Nustatyta pradiné plazmidziy koncentracija kontroli-
niuose meéginiuose: S. cruzi — 282,45ng/ul, S. bovifelis — 231,95 ng/pL.. Kalibraciniy kreiviy
sudarymui buvo pasirinkti 5 taskai. Taikant serijinio skiedimo metoda S. cruzi corl geno frag-
menta turinéios rekombinantinés plazmidés buvo skiedZiamos nuo 1 x 1076 iki 1 x 1071%, 0 S.
bovifelis nuo 1 x 107° iki 1 x 107?. Standartiniy kreiviy patikimumas jvertinamas pagal de-
terminacijos koeficienta (R?) ir reakcijos efektyvuma (Eff%). Gautos R? reiksmés: S. bovifelis
R? = 0,996 (13 pav. A), S. cruzi R?> = 0,990 (13 pav. B). Determinacijos koeficiento reiks-
més rodo auksta tiesine priklausomybe tarp logoritminio DNR kopijuy skaiciaus ir C} verciy.
Reakcijos efektyvumo rodikliai naudojant SYBR Green patenka j rekomenduojamg optimaly
90% — 110% intervala: S. cruzi Eff% = 106,0, S. bovifelis = 104,9. Sie parametrai patvirtina,
kad optimizuota qPGR sistema uztikrina auksta preciziskuma bei analitinj jautruma, todél pa-
rengtos kalibracinés kreivés yra tinkamos norint nustatyti tiksly Sarcocystis spp. gDNR kopijy

skaic¢iy vandens méginiuose.
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13 pav. Standartiné kreives. A — su S. bovifelis pIDNR; B — su S. cruzi pIDNR.

Visais mety laikais i$ skirtingy Bukiskio tvenkinio viety buvo paimti trys vandens méginiai.
Trijy meéginiy rinkimas is skirtingy vandens telkinio viety leidzia jvertinti naturaly duomeny
kintamuma, bei sumazinti atsitiktiniy veiksniy jtaka gauty rezultaty statistiniam patikimumui.
Siy meéginiy analizés metu nustatyta, kad parazitai ekosistemoje pasiskirste netolygiai. Siekiant
suvienodinti duomeny skales ir vizualizuoti skirtingy eiliy dydzius, pradinés gDNR kopiju vertés
buvo transformuotos i logaritmine skale (log;,) (14 pav.). S. bovifelis rusis buvo sékmingai
identifikuota visuose trijuose biologiniuose pakartojimuose kiekvieno sezono metu. Didziausias
S. bovifelis DNR, kopiju skai¢ius buvo fiksuojamas rudenj (iki 3094 kopiju), o maziausia —
vasaros laikotarpiu (43 kopijos). ISanalizavus S. cruzi trijy biologiniy pakartojimu duomenis,
nustatyta, kad didziausias DNR kopijy skaicius taip pat buvo uzfiksuotas rudens sezono metu.
Siuo sezonu gDNR kiekis méginiuose buvo nuo 225 iki 3125 kopijy (log,, =~ 3,5). Ziemos ir
pavasario sezonais visuose trijuose méginiuose rusies gDNR kiekis isliko santykinai stabilus,
aptinkamas DNR kopijy skaicius nuo 160 iki 1260 kopijy. Vasaros laikotarpiu uzfiksuotas

minimalus S. cruzi corl DNR kopijuy skai¢ius: viename is meéginiy sios rusies gDNR nebuvo
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aptikta (0 kopiju), o kituose méginiuose nustatyta 30 ir 380 DNR kopiju.

log1o DNR kopijy skaicius

w
1

N
1

fary
1

@ S.cruzi
@ S.bovifelis

2ielma Pavalsaris Vaslara Ruauo
Mety laikai

14 pav. Sarcocystis spp. DNR kopijuy skaic¢iaus sezoniné kaita.

Tikro laiko PGR buvo atliekama naudojant SYBR Green fluorescentinj dazg. Kadangi

sis dazas pasizymi nespecifiniu jungimusi prie bet kurios dvigrandés DNR molekulés, jis gali

saveikauti ne tik su tiksline seka, bet ir su pradmeny dimerais ar salutiniais reakcijos produk-

tais. Siekiant patikrinti reakcijos specifiSkuma, po amplifikacijos cikly buvo atliekama lydymosi

kreiviy analizé. Sio etapo metu stebima tiriamai sekai buidinga lydymosi temperatiira, kurioje

dvigrandziai DNR produktai disocijuojasi j viengrande DNR. Tiek S. cruzi, tiek S. bovifelis ru-

siy lydymosi kreivése buvo stebima po vieng temperaturos virsune su nezymiomis paklaidomis

(6 lentelé.). Gauti rezultatai patvirtina, kad reakcijos metu buvo amplifikuojami tik tikslines

DNR fragmentai, o pasaliniai produktai nesusiformavo.

6 lentelé. S. cruzi ir S. bovifelis lydymosi kreiveés virsuneés temperatury vidurkiai ir standar-

tiniai nuokrypiai.

Lydymosi kreivés virsunés

Rusis ~
temperatura (°C)
S. bovifelis 80,05 £ 0,22
S. cruzi 80,98 £ 0,25

Siekiant jvertinti ar sezoniniai DNR kopijuy skaiciaus svyravimai yra désningi, buvo atlikta

vienfaktorine ANOVA analizé (7 lentelé). Nepaisant vizualiai matomy koncentracijos piky
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tendencijy rudenj ir ziemg, statistiné analizé parodé, kad né vienas sezoninis palyginimas néra
statistiskai reikSmingas (p > 0,05). Lyginant S. bovifelis gDNR kiekj tarp ziemos ir pavasario
sezony, gauta p = 0,37 reikSmeé, o atlikus visy sezony porine analize pastebéta dar didesné
variacija. Pavyzdziui, lyginant ziemos ir vasaros laikotarpius, S. bovifelis p reikSmeé sieké net

0,70. Analogiska situacija stebima ir S. cruzi atveju, kur p reikSmeés buvo nuo 0,12 iki 0,65.

7 lentelé. ANOVA analizés p reiksmés lyginant Sarcocystis spp. gDNR kiekj tarp skirtingy

sezon.

Lyginami sezonai (S. cruzi) p reikSmeé
Ziema / pavasaris 0,14
Pavasaris / vasara 0,56
Vasara / ruduo 0,25
Ziema / vasara 0,12
Ziema / ruduo 0,65
Pavasaris / ruduo 0,27

Lyginami sezonai (S. bovifelis) p reikSmeé
Ziema / pavasaris 0,37
Pavasaris / vasara 0,32
Vasara / ruduo 0,30
Ziema / vasara 0,70
Ziema / ruduo 0,38
Pavasaris / ruduo 0,24

[sanalizavus gautus rezultatus galima teigti, kad, nors tvenkinio vanduo nuolat yra veikia-
mas Sarcocystis spp. sporocisty tarsos, jos intensyvumas neturi aiskiai isreiksto ir statistiskai
reikSmingo sezoniskumo (p > 0,05). Tai rodo, kad parazity patekimas j vandens telkinj yra
atsitiktinis procesas, labiausiai priklausantis nuo aplinkos veiksniy, tokiy kaip krituliy kiekis,
tirpsmo vandens srautai ar galutiniy Seimininky (suny ir kaciy) fekalinés tarsos daznumas
pakrantése. Apibendrinant gautus rezultatus galima teigti, kad vandens telkinio tarsa sporo-
cistomis néra sezoninis reiskinys: meéginiy rinkimas Bukiskio tvenkinyje gali buti vykdomas

nepriklausomai nuo mety laiko.
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3.6. Gauty duomeny apibendrinimas ir analizé

Vienalgsciai pirmuonys vandens telkiniuose randami visame pasaulyje jvairiose ekosistemo-
se (jury, pakranciy ar gélo vandens). Vandens telkiniuose Apicomplexa tipui priklausanciy
vienalagsc¢iy parazity gDNR koncentracijos yra labai mazos, o jiems aptikti naudojami jautrus
molekuliniai detekcijos metodai: lizdinis (Monis, 2001) arba qPGR (Lotz ir kt., 2025). Lietuvo-
je gamtiniuose vandens meéginiuose aptinkamos Sarcocystis genties vienalgséiy pirmuoniy rusys,
i kuriy dazniausiai identifikuojamos S. arieticanis, S. cruzi ir S. bertrami (Baranauskaité ir
kt., 2024). Sio darbo metu buvo siekiama jvertinti vienalgs¢iy parazity jvairove bei gyvybingu-
ma vandens méginiuose, bei taikant tikro laiko PGR metoda, nustatyti DNR kopiju skaic¢iaus
dinamika skirtingais mety laikais.

Zinodami, kad Apicomplexa tipui ir Sarcocystis genciai priklausanciy organizmy aptikimas
yra sudétingas dél jy mazos koncentracijos vandens méginiuose buvo nuspresta nustatyti kokie
eukariotiniai mikroorganizmai vyrauja Bukigkio tvenkinyje skirtingais sezonais. Siam darbui
atlikti buvo pasirinkta eDNR klonavimo/sekoskaitos strategija. Pries tai, kitame Genetikos
laboratorijoje atliktame darbe, buvo panaudota tokia pat tyrimo strategija, taciau PGR buvo
vykdomas su meéginiais gautais i$ galutiniy Seimininky zarnyny (buvo skiriamos sporocistos),
po klonavimo nustacius rekombinantiniy plazmidziy DNR sekas didzioji dalis buvo priskirtos
Apicomplexa grupés parazitiniams organizmams (pvz. Cryptosporidium sp., Cystoisospora sp.,
Colpodella sp. ir pan.). Naudojant tuos pacius universalius 185 DNR Zymens pagrindu sukurtus
pradmenis buvo tikimasi vandens méginiuose aptikti Sarcocystis genciai ar bent Apicomplexa
tipui priklausanciy parazitiniy pirmuoniy DNR sekas. Nustatyta, kad tirtuose vandens meégi-
niuose visais mety laikais dominuoja jvairus eukariotiniai mikroorganizmai is kuriy dauguma
buvo priskirti SAR supergrupei alveolaty klasteriui priklausantiems vienalgs¢iams pirmuonims.
Tik kelias sekas pavyko identifikuoti iki genties lygmens: Borghiella, Woloszynskia ir Colpo-
della. Borghiella genciai priklausantys vienalgsciai pirmuonys daznai aptinkami gélo vandens
telkiniuose visoje Europoje, o ju specifiné savybé, kad tai yra sal¢iameégiai (kriofiliniai) mik-
roorganizmai (Moestrup ir kt., 2008). Jie vandens telkiniuose atsiranda rudenj ir gausiausiai
aptinkami ziema. Musy darbe Sios genties atstovas aptiktas pavasarj, taciau Lietuvoje 2025
ir 2026 m. pavasaris buvo labai vésus, tad Sio eukariotinio mikroorganizmo aptikimas neatsi-
tiktinis. Woloszynskia genties dinoflagelatai paplite visame pasaulyje gélo vandens telkiniuose.
Kaip ir Borghiella dauguma Woloszynskia rusiy yra prisitaikiusius prie salto vandens ir ziemos
viduryje, kai tirpsta ledas, gali pasiekti didelj tankuma uzsalusiuose pavirsiniuose vandenyse
(Nicholls, 2017). Musy darbe Woloszynskia sp. aptikta Ziema ir pavasarj surinktuose mégi-
niuose. Colpodella genties pirmuonys yra artimi Apicomplexa tipo parazitams. Sie vienalgséiai
maitinasi kitais pirmuoniais ir neretai aptinkami vandens telkiniuose (Zhao ir kt., 2025). Siame
darbe Colpodella sp. atstovai vandens meéginiuose aptikti rudens laikotarpiu. Tyrimo metu
Sarcocystis gendiai priklausanciy seky nenustatyta. Sis rezultatas leidzia daryti keletg prielaidy
apie taikytos metodikos ribotumus. Viena pagrindiniy priezasciy, kodel taikant eDNR klonavi-
mo/sekoskaitos metodika nebuvo aptiktos Sarcocystis spp. sekos gali buti nedidelé klony imtis

(po 5 klonus i$ kiekvieno sezono). Atsizvelgiant j tai, kad Siy parazity koncentracija aplinkos
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vandens meéginiuose jprastai yra labai maza, atsitiktiné klony atranka galéjo buti per mazos
apimties Sarcocystis rusims aptikti. Kitas svarbus metodo trukumas — pasirinkto 78S rRNR
zymens nepakankamas specifiSkumas tiriamajai grupei. Gautas tirty seky panasumas su duo-
meny bazése esanc¢iomis sekomis buvo labai jvairus: nuo labai panasiy seky, kuriy identiskumas
buvo 99 % iki labai mazo panasumo < 90 %. Tai leidZia daryti prielaidg, kad naudota pradmeny
pora nespecifiskai jungiasi prie jvairiy eukariotiniy mikroorganizmy eDNR, taip apsunkindama
vienalasc¢iy pirmuoniy identifikacija Zemesniuose taksonominiuose vienetuose. Vienas is Sios
problemos sprendimo varianty galéty buti kito genetinio Zymens pasirinkimas arba 185 rRNR
geno amplifikuojamo fragmento prailginimas (kuo ilgesné seka, tuo specifiskiau galima priskirti
organizma konkreciam taksonominiam vienetui). Apibendrinant galima teigti, kad eukariotiniy
mikroorganizmy jvairové vis dar menkai istirta, ypac¢ gélo vandens telkiniuose.

Vienas i$ pagrindiniy PGR ribotumy yra negebéjimas diferencijuoti DNR, isskirtos is gyvuy
ir negyvybingy mikroorganizmy. Siekiant nustatyti vienalgsc¢iy pirmuoniy gyvybinguma bu-
vo naudojamas propidzio monoazido dazas. Po fotoaktyvacijos PMA selektyviai prisijungia
prie DNR, esancios lastelése su pazeistomis membranomis. DNR su prisijungusiu dazu negali
buti amplifikuojama atliekant PGR. Tyrimui buvo naudojama standartiné PGR su pradme-
nimis, amplifikuojanc¢iais 950 bp fragmenta, o gauti rezultatai vertinami pasitelkiant ImageJ
programine jrangg elektroforetiniy juosty intensyvumo analizei. Taciau sis metodas turi keleta
trukumy. Standartiné PGR néra optimizuota tiksliam pradinés DNR koncentracijos nusta-
tymui, nes issekus reagentams arba susikaupus Salutiniams produktams, DNR amplifikacijos
eksponentinis augimas sustoja, todél skirtingos pradinés koncentracijos méginiy juostos gelyje
gali atrodyti vienodo intensyvumo. Tai sukelia rizika nuvertinti realius parazity gyvybingumo
skirtumus. Be to, rezultaty tikslumui didele jtaka turi techniniai veiksniai, ypac¢ pipetavimo
paklaidos. Kadangi kiekvieno PGR. ciklo metu DNR kiekis teoriskai dvigubéja, net ir minima-
lus turio nuokrypiai ankstyvosiose stadijose gali sukelti reikSmingas galutinio produkto kiekio
variacijas. Sios paklaidos dar labiau apsunkina vaizdy intensyvumo interpretacija. Tiriant
vienalasciy pirmuoniy gyvybinguma skirtingose temperaturose buvo pasirinktos trys tempera-
tliros: 22°C, 4°C, —20°C. Sios trys temperatiros imituoja realias meginiy laikymo salygas
— nuo nesaldytu (22°C), atsaldomu iki 4°C (Sioje temperaturoje daznai laikomas sukoncen-
truotas vandens meéginys iki eDNR skyrimo) iki uzsaldomy (—20°C laikomi méginiai, kurie
naudojami tik gDNR skyrimui), kurios gali turéti jtakos lasteliy membrany vientisumui. Ka-
dangi PMA dazas patenka tik j lasteles su pazeista membrana, tokia tyrimo schema suteikia
galimybe jvertinti kaip temperaturos pokytis gali paveikti gyvybinguma. Be to, 22°C tempera-
tura gali buti laikoma kontroline, o kitos dvi temperaturos imituoti naturalig vandens telkinio
temperatura skirtingais sezonais. 4 °C temperatura reprezentuoja budingg vandens temperatu-
ra Saltuoju mety laiku (rudenj, ziema ir pavasarj), o —20 °C temperatura imituoja ekstremalias
ziemisko sezono salygas ir visiska vandens uzsalima. ISanalizavus gautus rezultatus nustatyta,
kad trumpalaikis minusinés temperaturos poveikis (—20 °C) sukeélé ryskiausia gyvybingumo su-
mazejima, todél galima daryti prielaida, kad susidarant ledo kristalams vienalgséiy pirmuoniy

membranos yra pazeidziamos. Palaikius méginius 4 °C temperaturoje buvo stebimas nezymus

46



Rezultatai ir jy aptarimas

gyvybingumo sumazéjimas, todél galima teigti, kad si temperatura sukelia pirmuonims salcio
stresa, taciau membrany akivaizdziai nepazeidzia. Tuo tarpu 22°C temperaturoje laikytuose
meéginiuose pirmuonys buvo gyvybingiausi, taigi trumpalaikis laikymas kambario temperaturoje
membrany vientisumo nepazeidzia. Vienfaktoriné ANOVA analizé patvirtino, kad temperatura
turi statistiskai reik§minga poveikj vienalasciy gyvybingumui (F = 26,52, p < 0,001). Zema
temperatura (4 °C ir —20°C) sumazino gyvybinguma atitinkamai 15 % ir 22 %, taciau skirtu-
mas tarp siy dviejy sal¢io grupiy nebuva statistiskai reikSmingas (p = 0,064). Gauti rezultatai
rodo, kad vandens telkiniy vienalgsciai jautrus net ir nedideliam vandens atsalimui, tac¢iau to-
lesnis temperaturos mazéjimas nesukelia proporcingai stipresnio poveikio. Sezoniniai pirmuoniy
gyvybingumo skirtumai yra susije su juy rusine jvairove. Vienos rusys yra atsparesnés tempe-
raturos jtakai nei kitos, pvz., yra nustatyta, kad Apicomplexa tipui priklausanciy parazitiniy
pirmuoniy sporocity sienelés yra sudarytos is daugiasluoksnés, daug cisteino turinc¢iy baltymuy
matricos su kryzminiais disulfidiniais rysiais, uztikrinanc¢iais atsparuma tiek mechaniniam, tiek
cheminiam poveikiui (Freppel ir kt., 2019). Kitoje publikacijoje minima, kad sporocistos pate-
kusios j aplinka yra infektyvios nepriklausomai nuo oro salygy ir islieka gyvybingos aplinkoje
daugeli ménesiy. Jos yra atsparios Sal¢iui, Silumai ir daugeliui dezinfekciniy medziagy (jskaitant
ir chlora) (Weir ir kt., 2002).

Norint identifikuoti vandens telkiniuose esancias Sarcocystis rusis ir istirti ju aptikima skir-
tingais mety laikais, buvo vykdomas lizdinis PGR metodas panaudojant rusims specifiniy prad-
meny poras. Tiksliniai parazitai pasirinkti atsizvelgiant j vandens telkinio aplinka (Salia gyven-
vieté ir miskas). Tyrimo metu vandens méginiuose i§ Bukiskio tvenkinio nustatytos dvi rusys:
S. cruzi (tarpiniai Seimininkai — galvijai, galutiniai Seimininkai — katiniai ir Suniniai gyvunai) ir
S. bovifelis (tarpiniai Seimininkai — galvijai, galutiniai Seimininkai — katiniai gyvunai). Sarcocys-
tis spp. DNR vandens meéginiuose nustatyta visais mety ménesiais, isskyrus rugpjutj. Tikétina,
kad tai galéjo jvykti del gamtiniy méginiy atsitiktinés imties: sporocisty koncentracija vandens
telkiniuose yra labai maza, juy pasiskirstymas yra netolygus, o patekimas j vandens telkinj gali
priklausyti tiek nuo meteorologiniy salygu (krituliy intensyvumo, sniego ar ledo dangos, véjo),
tiek nuo galutiniy Seimininky buvimo bei jy aktyvumo tiriamoje aplinkoje.

Siekiant kiekybiskai jvertinti S. cruzi ir S. bovifelis DNR kopijy skaiciaus kitimg Bukiskio
tvenkinio vandenyje skirtingais mety laikais, buvo atlikta tikro laiko PGR. Taikant vienfak-
torinj dispersinés analizés (ANOVA) metoda nustatyta, kad DNR kopiju skaiciaus skirtumai
tarp skirtingy mety laiky yra statistiSkai nereiksmingi (p > 0,05). Buvo padaryta prielaida,
kad tirty Sarcocystis rusiy paplitimas vandens telkinyje yra santykinai stabilus iStisus metus,
todél aplinkos méginiy surinkimas yra tikslingas ir reprezentatyvus bet kuriuo mety sezonu.
Vertinant gautus rezultatus, butina atsizvelgti j taikyto SYBR Green dazo specifika. Priesingai
nei TagMan zondai, SYBR Green dazas néra specifinis sekai ir jungiasi prie bet kurios dvig-
randés DNR, todel kyla nespecifiniy produkty susidarymo rizika, galinti iSkreipti kiekybinius
rodiklius. Siekiant uztikrinti duomeny patikimuma, po kiekvienos reakcijos buvo atliekama ly-
dymosi kreiviy analizé. Tiksliniy produkty lydymosi temperaturos stabilumas patvirtino, kad

amplifikuota seka buvo specifiné, o pasaliniai produktai neturéjo reikSmingos jtakos galutiniams

47



Rezultatai ir jy aptarimas

skai¢iavimams. Dar vienas svarbus veiksnys interpretuojant duomenis — pasirinktas genetinis
Zymuo. Siame tyrime naudota mitochondrinio cozl geno seka pasizymi dideliu jautrumu ir
specifiskumu, taciau genas yra daugiakopijinis. Kadangi skirtingy Sarcocystis rusiy genomuose
corl geno kopiju skaicius gali varijuoti (Xiao ir kt., 2018), tiesioginis skirtingy rusiy gausu-
mo lyginimas pagal aptikta kopijy skaiciy néra korektiskas. Todél gautais duomenimis galime
jvertinti kaip konkreciy rusiy DNR kopijy skaic¢ius kinta keic¢iantis sezonams, taciau negalime
objektyviai palyginti skirtingy rusiy gausumo tarpusavyje.

Apibendrinant §io darbo rezultatus galime teigti, kad nors eDNR klonavimo/sekoskaitos
metodika buvo sékmingai pritaikyta identifikuojant SAR supergrupés vienalgsc¢iy pirmuoniy
jvairove Bukiskio tvenkinyje, taciau sis metodas neefektyvus Sarcocystis parazity aptikimui
dél ju mazos koncentracijos ir nepakankamo 18S rRNR zZymens specifiskumo. Gyvybingumo
vertinimas, atliktas naudojant standartine PGR kartu su PMA dazu, patvirtino, kad vandens
temperaturos pokyciai daro tiesiogine jtaka pirmuoniy fiziologinei buklei. Nustatyta, kad net
ir nedidelis atSalimas iki 4 °C sukelia lasteléms Salcio stresa, o ekstremalus uzsalimas (—20°C)
statistiskai reikSmingai mazina jy gyvybinguma, pazeisdamas lasteliy membrany vientisuma.
Tiesioginis Sarcocystis spp. gyvybingumo jvertinimas gamtiniuose méginiuose islieka sudétingas
dél kity mikroorganizmy didesniy genominés DNR kiekiy vandens aplinkoje ir optimizuotos me-
todikos stokos. Tolesniems Sarcocystis spp. tyrimams buty tikslinga panaudoti specifiskesnius
genetinius zymenis, ilgesnius PGR fragmentus arba alternatyvius metodus, tokius kaip tekmeés
citometrija, kurie leisty atskirti tikslinius parazitus nuo kity vandens telkinio mikroorganizmy

ir tiksliai jvertinty juy sezonine gyvybingumo dinamiksg gamtinéje aplinkoje.
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ISvados

ISvados

1. Taikant molekulinius metodus, vandens méginiuose nustatytos tiek laisvai gyvenanciy
vienalgsciy pirmuoniy Borghiella pascheri, Woloszynskia sp., Colpodella edaz, tiek nekul-

tivuojamy ir taksonomiskai neapibrézty eukariotiniy mikroorganizmy rusys.
2. Mazéjant temperaturai vienalasciy pirmuoniy gyvybingumas statistiSkai reikSmingai ma-
Zéja.

3. Atlikus lizdinj PGR désningo vienalgsciy parazity DNR aptikimo skirtingais mety laikais
nenustatyta, o S. cruzi (83,3 %) Bukiskio tvenkinyje aptinkama daZniau nei S. bovifelis

(66,7 %).

4. Kiekybinés analizes duomenimis, didziausias S. cruzi ir S. bovifelis DNR kopiju skaicius
nustatytas rudens laikotarpiu — atitinkamai 3125 ir 3094 kopijos, o maziausias — vasarg —

atitinkamai 0 ir 43 kopijos.

5. Sezony kaita nedaro statistiskai reiksmingos jtakos vandenyje aptinkamy parazitiniy pir-

muoniy Sarcocystis cruzi ir Sarcocystis bovifelis DNR kopijuy skaiciui.

49



Santrauka

VILNIAUS UNIVERSITETAS
GYVYBES MOKSLY CENTRAS

Modestas Petrauskas

Magistro baigiamasis darbas
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SANTRAUKA

Vienlasciai pirmuonys yra neatsiejama vandens ekosistemy dalis, tac¢iau parazitiniy rusiy,
ypac Sarcocystis genties atstovy, paplitimas ir gyvybingumas skirtingais mety laikais aplinkos
meéginiuose islieka menkai istirtas. Sio magistrinio darbo tikslas — jvertinti vienalgséiy parazity
gyvybinguma ir rusine jvairove vandens méginiuose, bei taikant tikro laiko PGR metoda, istirti
DNR kopijuy skaic¢iaus dinamikg skirtingais mety laikais.

Tyrimas buvo vykdomas Bukiskio tvenkinyje, Vilniaus rajono savivaldybéje. Dviejy me-
tu laikotarpyje (2024-2026) vandens meéginiai renkami i$ triju skirtingy tvenkinio viety kas
meénesj. VienalgsCiy pirmuoniy rusinei jvairovei nustatyti taikyti eDNR klonavimo ir seko-
skaitos metodai, naudojant universaly 78S rRNR genetinj Zymenj. Nustatyta, kad tirtuose
vandens meéginiuose vyrauja jvairus eukariotiniai mikroorganizmai, is kuriy daugelis priklausé
SAR supergrupei. Vienalgs¢iy pirmuoniy gyvybingumo jvertinimui taikytas propidzio monoa-
zido (PMA) ir standartinés PGR metody derinys. Buvo nustatyta, kad temperatura statistiskai
reikSmingai veikia vienalgs¢iy pirmuoniy gyvybinguma. Mazéjant temperaturai nuo 22°C iki
4°C ir —20°C, gyvybingumas sumazéjo atitinkamai ~15 % ir ~22 %.

S. cruzi ir S. bovifelis rusiy paplitimui vandens telkinyje skirtingais mety ménesiais vertinti
naudotas lizdinis PGR metodas su rusims specifiniais cox! geno pradmenimis. S. cruzi DNR
nustatyta 10 i$ 12 ménesiy méginiy (83,3 %), o S. bovifelis — 8 i$ 12 (66,7 %). Rugpjutis buvo
vienintelis ménuo, kai né vienos rusies DNR nenustatyta. Kiekybinei analizei taikyta tikro laiko
(PGR) su SYBR Green dazu. Didziausias DNR kopiju skaic¢ius abiejy rusiy méginiuose fiksuotas
rudenj, taciau vienfaktoriné ANOVA analizés rezultatai atskleidé, kad sezoniniai skirtumai
yra statistiSkai nereikSmingi (p > 0,05). Buvo padaryta iSvada, kad Sarcocystis sporocisty
paplitimas vandens telkinyje yra atsitiktinis, nuo sezoniskumo nepriklausantis procesas, kurj
lemia lokalus veiksniai: galutiniy Seimininky mityba, aktyvumas vandens telkinio pakrantéje ir

meteorologinés salygos.
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Modestas Petrauskas

Master's thesis

Identification of Unicellular Protozoa in Water Samples and Analysis of
Their Viability at Different Times of the Year

ABSTRACT

Unicellular protozoa are an integral part of aquatic ecosystems. However, the seasonal
prevalence and viability of parasitic species, particularly members of the genus Sarcocystis,
in environmental samples remain poorly understood. The aim of this master’s thesis was to
evaluate the viability and species diversity of unicellular parasites in water samples and to
investigate the dynamics of DNA copy numbers across different seasons using real-time PCR.

The study was conducted at Bukiskis pond, located in the Vilnius district. Over a two-
year period (2024-2026), water samples were collected monthly from three distinct locations
within the pond. To determine the species diversity of unicellular protozoa, eDNA cloning and
sequencing methods were applied using the universal 18S rRNA genetic marker. The analysis
revealed that various eukaryotic microorganisms were prevalent in the studied water samples,
the majority of which belonged to the SAR supergroup. A combination of propidium monoazide
(PMA) treatment and standard PCR was used to assess the viability of the unicellular protozoa.
It was determined that temperature has a statistically significant effect on the viability of these
microorganisms. As the temperature decreased from 22°C to 4°C and -20°C, viability decreased
by approximately 15% and 22%, respectively.

The prevalence of S. cruzi and S. bovifelis in the water body during different months of the
year was evaluated using nested PCR with species-specific corl gene primers. S. cruzi DNA
was detected in samples from 10 out of 12 months (83.3%), while S. bovifelis was identified in 8
out of 12 months (66.7%). August was the only month in which DNA from neither species was
detected. Quantitative analysis was performed using real-time PCR (qPCR) with SYBR Green
dye. The highest DNA copy numbers for both species were recorded in autumn; however, one-
way ANOVA results revealed that these seasonal differences were statistically non-significant
(p > 0.05). It was concluded that the prevalence of Sarcocystis sporocysts in the water body
is a random process independent of seasonality, driven by local factors such as the diet and

activity near the shoreline of definitive hosts, as well as meteorological conditions.
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Abstract

Pasture-based farming systems remain understudied as a source of antibiotic-resistant
bacteria and antagonistic yeasts under low-input management. In this study, soil, feed,
and freshwater samples from Lithuanian farms were analyzed to characterize resistance
phenotypes and inhibitory interactions among cultivable microorganisms. Bacterial and
veast isolates, representing 14 and 9 genera, respectively, were identified using molecu-
lar methods. Bacterial isolates recovered under antibiotic-selective conditions exhibited
resistance to at least one of four antibiotics (ampicillin, streptomycin, tetracycline, chloram-
phenicol), with 41% showing multidrug resistance and the highest frequencies observed
for ampicillin (539%) and streptomycin (48%). Microbial distribution was habitat-specific,
with soil containing the highest diversity of antibiotic-resistant bacteria and feed samples
harboring the greatest abundance of yeasts. Functional assays demonstrated consistent
antagonistic activity of several Wr'c'k:*rfr;::rru:rrg;c‘es anomalus strains against suscepﬁble yeasts
and antibiotic-resistant Bacillus spp. These findings highlight the coexistence of resis-
tance and antagonistic traits in pasture-associated microbiota and suggest their potential
interaction under controlled conditions.

Keywords: antibiotic-resistant bacteria; agrifultural ecosystems; antagonistic yeast;

microbial interactons; biocontrol yeast
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Detection of Sarcocystis parasites in environmental samples from
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ARTICLEINFO ABSTRACT
Keywords: Most studies on apicomplexan Sarcocystis spp. in domestic animals have primarily focused on
Sarcocysts examining animal carcasses using both morphological and molecular methods. However, to

Environmental samples
Zoonotic transmission
Molecular detection

accurately assess the risk of Sarcocystis infections in livestock and to develop effective prevention
strategies, it is essential to investigate the environmental reservoirs of these parasites. The aim of
this study was to identify Sarcocystis species with domestic animals as intermediate hosts by ana-
lysing environmental samples (water, hay, and soil) collected from Lithuanian farms and to
compare their occurrence across different sample types. In total, 90 environmental samples were
collected over 3 years and analysed for the presence of Sarcocystis spp. using nested polymerase
chain reactions targeting the coxI gene. The results indicated that livestock are most likely to ac-
quire infections via the ingestion of contaminated water or feed, while soil posed a lower risk of
transmission. An assessment of species distribution across sampled farms revealed that the type of
livestock raised did not influence the diversity of Sarcocystis spp. Notably, at least six of seven target
species (8. arieticanis, S. bertrami, S. bovifelis, 5. capracanis, 5. cruzi, 5. miescheriana, 5. tenella) were
detected at least once on eight of 10 farms. Additionally, two zoonotic Sarcocystis species, 5. hominis
and §. suthominis, were identified in environmental samples. This study emphasises the potential
risk of livestock infection through contaminated environmental and feed sources and highlights the
critical role of environmental monitoring in preventing the transmission of Sarcocystis spp. to farm
animals.
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