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Santrumpos
BLAST (angl. The Basic Local Alignment Search Tool) — seky panaSumg nustatanti programa

bp — baziy pora

ClpC — apikolpasto kazeino proteazés C genas

COl — citochromo oksidazes I genas

dH20 — distiliuotas vanduo

DNR — deoksiribonukleoriigstis

dNTP — deoksinukleozido-5"-trifosfatas

EDTA — etilendiaminotetraacto rugstis

NCBI (angl. National Center for Biotechnology Information) — duomeny bazé
PGR — polimerazés grandinine reakcija

rDNA (angl. ribosomal DNA) — DNR seka koduojanti ribosoming RNR
RNR — ribonukleino riigstis

TA-klonavimas — seky, kuriose yra timino ir adenino nukleotidai klonavimas
TBE — tris/borato/EDTA buferis

TE — tris-EDTA buferis

TRIS — tris(hidroksimetil)aminometanas



IVADAS

Hemosporidiniai parazitai (Apicomplexa: Hemosporida) — protisty grupé,
parazituojanti varliagyviy, ropliy, pauks$éiy ir Zinduoliy organizme. Siy parazity vystymosi
ciklui yra biitini bent du Seimininkai — stuburinis, kuriame parazitas dauginasi nelytiniu biidu,
ir dvisparnis kraujasiurbis vabzdys, kuriame parazitas dauginasi lytiniu ir nelytiniu badais.

Pastarasis yra galutinis Seimininkas ir perneséjas (Valkitinas, 2005).

Laukinéje gamtoje aptinkami Plasmodiidae Seimos maliariniai parazitai kaip
modeliniai objektai yra labai svarbiis zmogaus maliarijos tyrimuose. Maliarija placiai
paplitusi Siltuosiuose krastuose ir nuo $ios ligos kasmet mirsta daugiau nei 2 min. zmoniy
(Martisen ir kt., 2008). Haemoproteus genties parazitai yra tiriami maziau, ta¢iau jy tyrimai
taip pat yra labai reikSmingi, dél didziulés riiSiy jvairoves ir sukeliamy sunkiy ir daznai

mirtiny paukséiy ligy (Rollison D ir Hay SI, 2012).

Pauksciy maliarijos sukéléjai ir jiems giminingi hemosporidiniai parazitai yra
paplite visame pasaulyje iSskyrus Antarktida, jy jvairové labai didelé, todél pastaraisiais
metais jie intensyviai tiriami kaip modeliniai organizmai siekiant i$aiskinti parazito-
Seimininko sgveikas, poveiki Seimininkui: pastaruoju metu placiai pradéti taikyti jy tyrimai
molekuliniais metodais suteiké galimybe lengviau diagnozuoti parazitus ir atskleidé didelg jy
vidurti§ing jvairove — buvo iSaiSkinta daugybé §iy parazity genetiniy linijy (Valkiiinas, 2005;

Atkinson, 2008; Bensch ir kt., 2009; Braga ir kt., 2011; Perkins, 2014).

Tiriant pauks¢iy maliarijos sukéléjy ir jiems giminingy hemosporidiniy parazity
jvairove Seimininkuose iskyla misriy infekcijy viename $eimininke problema. Nustatyta, kad
miSrios infekcijos kai kuriose pauksciy riiSyse sudaro apie 80% visy uZsikrétimo atvejy
(Valkitnas ir kt., 2003, 2006; Beadell ir kt., 2004; Pérez-Tris ir Bensch, 2005; Dimitrov ir kt.,
2015). Pauksciai daznai uzsikréte ne vienu, o Keletui rasiy ar genetiniy linijy priklausanciais
parazitais, taciau tiriant juos PGR metodais, daZniausiai aptinkami tik vienos genetinés linijos
parazitai ir $is reiSkinys, néra tiesiogiai susijes Su skirtinga parazity koncentracija paukscéiy

kraujyje (Martinez ir kt., 2009).

Stengiantis i§spesti misriy pauk$¢iy hemosporidiniy parazity infekcijy nustatymo
molekuliniais metodais problema kuriami atskiroms parazity gentims specifiniai pradmenys,
kurie leisty tikslingiau aptikti ir nustatyti vienos kurios nors genties parazito rti§j Seimininko
organizme, taciau dél iy genciy filogenetinio panaSumo yra labai sunku sukurti specifines

pradmeny poras galin¢ias identifikuoti tik vienos genties parazitus. Nepaisant to yra kuriami



pradmenys specifiniai Haemoproteus ir Plasmodium gentims, o taip pat buvo sukurti
pradmenys specifiniai Plasmodium relictum riisies pSGS1 genetinés linijos parazitams
(Palinauskas ir kt., 2008). Gamtos tyrimy centro P. B. Sivickio parazitologijos laboratorijoje
yra sukaupta gausi pauksciy hemosporidiniy parazity medziaga, tod¢l naudojantis Sia
medziaga tirsiu kai kuriy pradmeny gebéjima nustatyti misrias pauks¢iy hemosporidiniy

parazity infekcijas.



Darbo tikslas: Nustatyti naudojamy pradmeny efektyvuma tiriant eksperimentiskai sukurtas

Plasmodium ir Haemoproteus genciy misrias infekcijas.
Darbo uzdaviniai:

1. IStirti méginius su pavienémis infekcijomis naudojant vieng genetinj Zymenj ir
parengti méginius su misriomis infekcijomis tolimesniems tyrimams;

2. Panaudojant septynis skirtingus geny fragmentus padauginancius pradmenis, nustatyti
ju jautruma eksperimentiskai sukurty misriy hemosporidiniy pauksciy parazity
infekcijy identifikavimui;

3. Nustatyti naudoty pradmeny jautruma atskiroms parazity gentims eksperimentiskai
sukurtose misriose infekcijose;

4. Rekomenduoti pradmenis, kurie galéty buiti naudojami misriy hemosporidiniy parazity

infekcijy nustatymui.



1. LITERATUROS APZVALGA

Hemosporidiniai parazitai yra paplite laukinéje gamtoje, dazniausiai paukséiy
kraujyje aptinkamos hemosporidijos priklauso trim gentims: Haemoproteus, Plasmodium ir
Leucocytozoon. Siy genéiy parazitai infekuoja raudonuosius kraujo kiinelius (Leucocytozoon
taip pat infekuoja ir baltuosius kraujo ktinelius) ir kitus organus Stuburiniame Seimininke
(Atkinson ir Van Riper, 1991, Valkianas 2005). Hemosporidiniy parazity tyrimai svarbiis
evoliucijos ir ekologijos mokslams, dél Siy parazity lengvo aptikimo infekuotame Seimininke
ir infekcijos intensyvumo nustatymo naudojant kraujo tepinéliy analiz¢. Tokiu budu yra

lengva atskirti uzkréstus pauks¢ius nuo sveiky (Valkitnas, 2005).
1.1. Pauks¢iy hemosporidiniy parazity vystymasis

Haemoproteus, Plasmodium ir Leucocytozoon genciy parazitai genetiniu pozitiriu
yra labai glaudziai susije, panasiis ir jy gyvenimo ciklai. Siy parazity vystymosi ciklui yra
batini bent du Seimininkai — stuburinis, kuriame parazitas dauginasi nelytiniu badu, ir
dvisparnis kraujasiurbis vabzdys, kuriame parazitas dauginasi lytiniu ir nelytiniu badais (1.1
pav.) (Valkitinas, 2005).

Bestuburis (galutinis Seimininkas ir perneséjas

Qocistos

Ookinetés
Zigotos ;5 E :
Gametos Sporozoitai

Gametocitai

Stuburinis (tarpinis $eimininkas)

1.1 pav. Bendriné hemosporidiniy parazity vystymosi schema (pagal Levin ir Parker, 2016).

Maitinimosi metu infekuotas vabzdys | paukscio organizma inokuliuoja
sporozoitus, kuriems patekus j jvairius organus vyksta nelytinis dauginimasis. Sio proceso
metu i$ sporozoity susiformuoja merozoitai, jie toliau migruoja j eritrocitus, kur subresta iki

mikrogametocity ir makrogametocity. Vabzdys, besimaitindamas tokio pauksc¢io krauju



isiurbia infekuotus eritrocitus ir jiems patekus j vabzdzio vidurinigja zarng gametocitai
inicijuoja parazito gametogeneze (lytinio dauginimosi procesg). Pagrinding jtaka
gametogenezés pradziai daro deguonies ir anglies dioksido koncentracijos pasikeitimas
gametocitais infekuotam kraujui patekus 1§ stuburinio j bestuburj. Gametogenezés metu
vyksta mikrogametocity ir makrogametocity susiliejimas, susiformuoja zigota, kuri virsta
ookinete. Ookineté prasiskverbia per peritrofing membrang ir viduriniosios Zarnos epitelj, ir
apsupta bazalinio sluoksnio virsta oocista. Oocistai plySus sporozoitai patenka j hemocelj 1§
kurio migruoja j seiliy liaukas. Kai kraujasiurbis vabzdys pakartotinai maitinasi stuburinio

gyvino krauju, ciklas kartojasi i$ naujo (Valkitinas, 2005).

Esminis skirtumas tarp Leucocytozoon ir Haemoproteus bei Plasmodium genciy
yra tas, kad Leucocytozoon genties parazitai nei vienoje vystymosi stadijoje neturi maliarinio
pigmento — hemozoino, kuris turi tendencijg kauptis mikrogametocity galuose. Pagrindinis
skirtumas tarp Haemoproteus ir Plasmodium genciy parazity vystymosi cikly — hemoproteidy
merontai vystosi tik vidaus organuose, o plazmodijy merontai gali vystytis ir organuose ir
eritrocituose, kas leidzia lengvai diagnozuoti maliariniy parazity sukeltg infekcija (Valkitinas,
2005; Peirce, 1989). Skiriasi $iy trijy genciy perneséjai: Haemoproteidae Seimos parazitus
dazniausiai pernesa smulkieji masalai, priklausantys Ceratopogonidae Seimai, ir retais atvejais
kraujasiurbés musés, priklausan¢ios Hippoboscidae seimai; Plasmodiidae $eimos parazity
vektoriais gali buti Aedes, Anopheles, Culex, Culiseta, Mansonia gen¢iy uodai, priklausantys
Culicidae seimai; Leucocytozoidae Seimos parazity perne$éjai dazniausiai biina kaujasiurbés
musés priklausanc¢ios Simulidae Seimai, ir labai retais atvejais smulkieji maSalai priklausantys

Ceratopogonidae Seimai (Valkitinas, 2005).

1.2.  Pauksciy hemosporidiniy parazity tyrimai tradiciniais ir molekuliniais
metodais

Hemosporidiniy parazity aptikimui laukin¢je gamtoje daZniausiai naudojama

pauksciy kraujo tepinéliy analizé arba polimerazés grandininé reakcija.

Kraujo tepinéliy analizé (jos metu Gimzos dazais dazyti preparatai tiriami
Sviesinés mikroskopijos biidu) ilga laika buvo vienas pagrindiniy hemosporidiniy parazity
aptikimo btidy, taciau dél kai kuriy Sio metodo trikumy paraleliai pradéti taikyti modernesni
molekuliniai tyrimy metodai. Vienas i§ trikumy yra tas, jog dél mazo parazitemijos
intensyvumo arba morfologiskai panasiy raiSiy daznai nejmanoma jvardinti paukséiy

hemosporidinio parazito rasies. Kitas trilkumas biity sudétinga méginiy analizé, dél kartais



pasitaikanciy atvejy, kai kraujo tepinéliai nusidazo prastai. Nepaisant Siy trakumy
mikroskopijos metodas yra geresné alternatyva tiriant misrias hemosporidines infekcijas nei
PGR pagrindu paremti metodai, ypac tais atvejais, kai miSrig infekcijg sudaro gerai
morfologiskai besiskiriancios parazity riiSys ir uzsikrétimo jais intensyvumas yra aukstas
(Valkitnas, 2005; Pérez-Tris ir Bensch, 2005). Sis metodas néra efektyvus tiriant keliy

morfologiSkai nesiskirianciy risiy misrias infekcijas.

Jau daugiau nei 20 mety PGR metodas yra naudojamas pauksc¢iy hemosporidiniy
parazity nustatymui. Pirmasis PGR pagrindu veikiantis metodas pauks¢iy hemosporidijy
nustatymui identifikavo Plasmodium genties parazitus kraujo méginiuose paimtuose i$
Havajuose gyvenanéiy paukséiy. Sio nustatymo metu buvo naudojami pradmenys
padauginantys ribosominés RNR 18S subvieneta. Siuo biidu buvo galima aptikti tik maza
Plasmodium genties parazity grupe, todél Sie pradmenys nebuvo taikomi placiai (Feldman ir
kt., 1995). S. Bensch su kolegomis (2000) sukiiré pirmg placiai naudojama PGR protokola,
kuriuo galima identifikuoti tiek Plasmodium, tiek Haemoproteus genéiy parazitus. Siame
protokole naudojamas mitochondrinés DNR citochromo b geno fragmentas. Minétas
protokolas kartu su kitais Siek tiek modifikuotais PGR protokolais (Hellgren ir kt., 2004;
Waldemstrom ir kt., 2004) ir dabar yra placiai naudojamas pauksciy hemosporidiniy parazity
tyrimuose (Bensch ir kt., 2009). Vadovaujantis Siais protokolais reikalingos dvi lizdinés PGR
reakcijos, padauginancios 619bp ir 478bp citochromo b geno fragmentus, — pirmasis PGR
jautrus visoms trims hemosporidiniy parazity gentims, o antrasis PGR identifikuoja tik
Haemoproteus ir Plasmodium gentims priklausancius parazitus (Bensch ir kt., 2000;
Waldemstrom ir kt., 2004; Hellgren ir kt., 2004). Nors metodas efektyvus nustatant
hemosporidiniy parazity DNR, tiriant didelius kiekius pavyzdziy sugaiStama nemazai laiko ir
reikia daug reagenty. Fallon su kolegomis sprgsdamas $ig problemg sukiiré standartini PGR
protokola, kurio metu padauginamas trumpesnis (154bp ilgio) koncervatyvios rDNA regiono
fragmentas (Fallon ir kt., 2003). Pradmenys jautriis nustatant Haemoproteus ir Plasmodium
gentis, tatiau neidentifikuoja Leucocytozoon genties parazity. Sis protokolas yra veiksmingas
aptinkant hemosporidinius parazitus, taciau yra mazai veiksmingas juos identifikuojant, nes
trumpa DNR seka yra mazai informatyvi ir negali tiksliai nustatyti patazito riiSies ar genetinés
linijos. Siekiant gilinti zinias apie hemosporidiniy parazity genetine jvairove bei didinti
parazity aptikimg naudojant PGR metoda pradéta kurti jvairius lizdinés PGR protokolus
siekiant nustatyti ir padauginti hemosporidiniy parazity DNR, kuriy parazitemijos

intensyvumas $eimininke yra zemas (Fecchio ir kt., 2003).
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Realaus laiko PGR tapo placiai naudojamu ir patogiu metodu nustatant ligos
sukéléjus (viruso, bakterijos, parazito DNR) Seimininko organizme (Wang ir kt., 2014; Xu ir
kt., 2015). Taip pat Sis metodas pradétas taikyti pauks$éiy hemosporidiniy parazity aptikimui,
dazniausiai parazitemijos lygiui arba naujy specifiniy linijy nustatymui (Bell ir kt., 2015). Bell
su kolegomis atliko bandyma, kurio metu naudodami realaus laiko PGR sékmingai
identifikavo pavienes Plasmodium, Haemoproteus ir Leucocytozoon genciy parazity
infekcijas (Lutz 2015). Prie$ bandyma méginiai buvo istirti naudojant lizdinés PGR
protokolus ir §viesine mikroskopija. Sio eksperimento metu tie patys kraujo méginiai tirti
trimis skirtingais metodais Zenkliy skirtumy neparodé, gauti rezultatai buvo panasis. Siuo
eksperimentu buvo jrodyta, jog realaus laiko PGR yra toks pats efektyvus kaip ir pries tai
naudoti standartings ir lizdinés PGR metodai tiriant pavienes paukséiy hemosporidines (Bell ir
kt., 2015).

PGR principu paremtiems pauks$ciy hemosporidjy tyrimams jgaunant pagreitj S.

Bensch su kolegomis (2009) sukiiré MalAvi duomeny baze, kurioje pateikti visi duomenys
apie pauks$ciy hemosporidiniy parazity genetines linijas. Pauks¢iy hemosporidiniy parazity
genetings linijos yra nustatomos pagal mitochondrinés DNR citochromo b geno fragmenta.
Daug informacijos taip pat yra sukaupta jvairiuose literatiiros Saltiniuose ir Geny banke
(NBCI), taciau Sia informacija sunku naudotis dél keliy priezas¢iy: skirtingos tyréjy
komandos kartais naudoja ne vienodus genetiniy linijy parazity pavadinimus; mokslininkai
naudoja skirtingus geny fragmentus padauginancius pradmenis parazity identifikavimui

(Bensch ir kt., 2009).

1.3.  Misriy pauks¢iy hemosporidiniy parazity infekcijy nustatymas

Naudojant molekulinius tyrimo metodus atrasta nepaprastai didelé
hemosporidiniy parazity vidurii§iné jvairove, taciau buvo pripazinta, jog Sis metodas néra
jautrus nustatant miSrias infekcijas ir daZniausiai gali parodyti tik vieng organizme esancia
parazito rii§] ar geneting linija. Misriy pauks§ciy hemosporidiniy parazity infekcijy nustatymo
molekuliniais metodais problemos issprendimas biity labai svarbus ne tik atliekant
ekologinius ir evoliucinius tyrimus, taciau ir tam, kad buty galima geriau jvertinti

hemosporidiniy parazity jvairove gamtoje ir suprasti Seimininko-parazito sgveika.
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1.3.1. Misriy pauks¢iy hemosporidiniy parazity infekcijy nustatymas Sviesinés
mikroskopijos ir PGR metodais
Dimitrov ir kt. (2014, 2015) istyre ty paciy pauks¢iy méginius tiek PGR, tiek

mikroskopijos budu nustaté, jog abiejy metody naudojimas padidina misriy hemosporidiniy
infekcijy aptikimo galimybes laukiniy pauk$¢iy populiacijose. Irodyta, kad PGR metodas yra
ne toks jautrus kaip kraujo méginiy mikroskopavimas nustatant misrias infekcijas rasiy,
kurios skiriasi morfologiniais pozymiais. Nepaisant to, ty paciy kraujo méginiy mikroskopijos
tyrimas gali neaptikti kraujyje esanéiy parazity, organizmo uzsikrétimo parazitais pradzioje,
arba esant labai zemai parazity koncentracijai kraujyje, taip pat mikroskopija yra visiskai
nejautri seseriniy (morfologiskai identisky, taciau priklausanciy skirtingoms genetinéms
linijoms ar risims) hemosporidiniy parazity rasiy nustatymui. PGR metodo jautrumo
problemos nustatant misrias infekcijas sietinos su skirtingu pradmeny jautrumu skirtingoms
parazity genetinéms linijoms arba Zemu vienos i§ genetiniy linijy intensyvumu tiriamoje
medziagoje, kas lemia maza iSskirtos DNR kiekj. J[domu tai, jog Zehtindjiev ir kt. (2012) ir
Schaer ir kt. (2015) publikavo straipsnius apie tai, kad skirtingi pradmenys aptinka skirtingas
genetines linijas nepriklausomai nuo to, kuri parazito raisis ar genetiné linija dominuoja
pauksc¢io organizme. Dar vienas jdomus faktas, jog V. Palinauskas su kolegomis (2015) atliko
eksperimentg, kurio metu tyré du skirtingus is to paties paukscio tg pacig dieng skirtingomis
valandomis paimtus méginius PGR metodu. Tiriamas paukstis buvo uzkréstas dviejy skirtingy
genetiniy linijy maliariniais parazitais. Ryte paimtame méginyje aptikta paviené Plasmodium
homocircumflexum (pCOLLA4 linijos) rasies parazito infekcija, o dienos metu paimtame
méginyje — paviené P. relictum (pLZFUSO1 linijos) riisies infekcija. Sis eksperimentas dar
kartg patvirtino, jog PGR metodas néra jautrus nustatant misrias pauks¢iy hemosporidijy
infekcijas ir priklausomai nuo parazito stadijos ar kity dar nezinomy priezasciy gali parodyti
tik vieng kraujo méginyje esancig infekcijg (Palinauskas ir kt., 2015). Pastaruoju metu tiriant
misrias pauks$ciy hemosporidines infekcijas rekomenduojama lygiagreciai taikyti tiek

tradicinius, tiek molekulinius tyrimo metodus (Bernotiené ir kt. 2010).

R. Bernotiené su kolegomis (2016) atliko tyrimus citochromo oksidazés I ir
apikoplasto kazeino proteazés C geno fragmentus padauginanéiy pradmeny jautrumo
eksperimentiskai sukurtose misriose infekcijose nustatymui. Eksperimento metu buvo
tiriamas dviguby piky elektroferogramose daznis esant misrioms infekcijoms. Nustatyta, jog
nei vieni minétus geno fragmentus padauginantys pradmenys néra jautriis misriy infekcijy

nustatymui. Svarbu paminéti tai, jog citochromo oksidazés I fragmentas pSGS1 ir pPGRW11
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genetiniy linijy parazituose yra identiskas, todél Sie pradmenys néra tinkami misriy infekcijy

nustatymui, jei parazituoja biitent $iy genetiniy linijy parazitai (Bernotiené ir kt., 2016).

Skirtingy pradmeny jautrumas nustatant misrias infekcijas dar néra gerai istirtas,
taCiau Sie tyrimai yra labai svarbiis tam, kad galétume identifikuoti gamtoje taip daznas
misrias infekcijas, o tuo paciu geriau suprastume ir daugiau suzinotume apie parazity jvairove

laukiniy pauksc¢iy populiacijose.

1.3.2. Misriy pauks¢iy hemosporidiniy parazity infekcijy aptikimas sekoskaitos
analizés ir TA-klonavimo metodu

Pérez-Tris ir Bensch (2005) pateiké paprastg ir patikimg metoda misriy pauksciy
hemosporidiniy parazity infekcijy nustatymui paremtg citochromo b geno fragmento
sekoskaitos analize. Po pirmo padauginimo dvigubos infekcijos nustatomos
elektroferogramose (1.2 pav.) aptikus dvigubus nukleotidy pikus (jie parodo, jog méginyje
pasireiSkia dviejy genetiniy linijy sekos). Jei méginyje yra randamas bent vienas dvigubas
pikas, toks méginys amplifikuojamas antrg kartg ir gautas PGR produktas klonuojamas jterpus
ji 1 vektoriy (Pérez-Tris ir Bensch, 2005).

Pagrindinés metodo problemos: PGR reakcijai naudojama totaliné parazito ir
Seimininko DNR (parazito DNR koncentracija méginyje lyginant su $eimininko DNR
koncentracija yra maza), todél tai gali sukelti DNR pakaitas amplifikacijos proceso metu,
ypac tuomet jei jos jvyksta pirmuose cikluose; dél dviguby piky intensyvumo pasikeitimo
elektroferogramose sunku jvertinti ar tiriamas individas tikrai yra uzsikrétes abiejy genetiniy
linijy parazitais (Pérez-Tris ir Bensch, 2005). Tais atvejais kai genetinés linijos yra Zinomos ir
skiriasi vos keliais nukleotidais, pagal dvigubus pikus galima identifikuoti abi genetines
linijas (lyginant su jau zinomomis sekomis), ta¢iau daugeliu atvejy kai dviguby piky méginyje
yra daug, identifikuoti jame esancias genetines linijas be TA-klonavimo yra nejmanoma

(Pérez-Tris ir Bensch, 2005).

Eksperimento metu buvo jrodyta, jog skirtingy genciy
(Haemoproteus/Plasmodium) misrias infekcijas gerokai sunkiau identifikuoti nei tos pacios
genties (Plasmodium/Plasmodium ar Haemoproteus/Haemoproteus) misrias infekcijas, nes
dauguma pradmeny yra sukurti naudojant koncervatyvias Plasmodium genties sekas (Richard
ir kt., 2002). Tokiu atveju yra tikimybé jog pirmiausia ir bus padauginami $io parazito genties

genai (Pérez-Tris ir Bensch, 2005). Sunku sukurti pradmenis, kurie galéty amplifikuoti

13



kiekvienos genties parazity DNR atskirai dél Siy genciy artimy filogenetiniy rysiy ir seky

panasumo (Hellgren ir kt., 2004).

Misri infekcija
TAN T LCATAET § CATAT T TAEZ CF T HY

Haemoproteus
T RXE"ECHET AT B T-ATFT AT T TAG €CAT €CAT AT

Plasmodium
T E T GA T 4
Y

1.2 pav. Pavieniy ir misriy infekcijy elektroferogramy fragmentai (pagal Pérez-Tris ir Bensch,
2005).

1.3.3. Misriy pauksc¢iy hemosporidijy nustatymas lazerinés mikrodisekcijos metodu

Haemoproteus ir Plasmodium genciy parazity stadijy tyrimai pavienése kraujo
lastelése ar pernes¢juose lazerinés mikrodisekcijos metodu, gali biiti naudojami ir tiriant
miSrias pauk$¢iy hemosporidiniy parazity infekcijas. IS pavieniy lasteliy, meronty ar oocisty
lazerinés mikrodisekcijos buidu “iskirpus” vieng lastele ar oocista (joje paprastai biina keli
Simtai genetiSkai identisky lasteliy) galima isskirti parazito DNR, kuri suteikty informacijos
apie parazity linijas esancias méginyje ir leisty kurti branduolinius Zymenis parazity
genetinéms linijoms nustatyti (Palinauskas ir kt., 2010). Sio metodo pagalba galima i$spresti
Péres-Tris ir S. Bensch (2005) aprasyta problema dél parazito ir Seimininko DNR

koncentracijy santykio kraujo méginyje (Pérez-Tris ir Bensch, 2005). IS tiriamy Kraujo



tepinéliy yra iSkerpama viena lastelé (1.3 pav.) ir i§ vienos lgstelés isskirta DNR toliau tiriama
PGR metodais ir sekvenuojama nustatant, kokiai genetinei linijai priklauso méginyje esantis
parazitas. Sis metodas puikiai tinka eksperimentiskai sukurtoms infekcijoms nustatyti, ta¢iau
taikyti jj tyrimuose norint nustatyti misrias parazity infekcijas kraujo méginiuose paimtuose i$
laukiniy pauksciy, gali buiti sudétinga dél parazity genetiniy linijy kombinacijy jvairovés
infekuotame individe bei jy morfologinio panasumo (Durrant ir kt., 2006; Palinauskas ir kt.,
2010). Be to i8 vienos lastelés iSskiriamas labai mazas DNR kiekis, kas daznai lemia prastus
PGR rezultatus. DNR isskyrimas i$ oocisty teikia didesnj DNR kiekj, taciau oocistos

formuojasi tik perneséjuose.

) )

P .8 : 8
- 2 - —r
i ) .’ £

s AP BPP = * C

1.3 pav. Lazerinés mikrosidekcijos biidu kerpamas parazito (Plasmodium relictum)
gametocitas. A — lgstelé membraniniame tepinélyje; B — membraninis tepinélis su iSkirpta
lastele; C — membraninis tepinelis po lastelés iSkirpimo. Skalé = 10um (pagal Palinauskg ir
kt., 2010)

15



2. TYRIMU METODAI IR MEDZIAGA
2.1. Medziaga

Tyrimuose naudota DNR medZziaga su pavienémis infekcijomis yra surinkta

Gamtos tyrimy centro P. B. Sivickio parazitologijos laboratorijoje dirbanéiy darbuotoju.

Naudoti ir tirti 26 méginiai su pavienémis pauks§¢iy hemosporidiniy parazity infekcijomis.

2.2. Reagentai

2.2.1. Pradmenys
Naudoti pradmenys atskiesti 10 karty.

AE0064 (tiesioginis pradmuo) — gamintojas UAB ,,Nanodiagnostika“
AE0066 (atvirkstinis pradmuo) — gamintojas UAB ,,Nanodiagnostika‘“
AE298 (tiesioginis pradmuo) — gamintojas UAB ,,Nanodiagnostika“
AE?299 (atvirkstinis pradmuo) — gamintojas UAB ,,Nanodiagnostika“
AE982 (atvirkstinis pradmuo) — gamintojas UAB ,,Nanodiagnostika“
AE986 (tiesioginis pradmuo) — gamintojas UAB ,,Nanodiagnostika“
AE987 (atvirkstinis pradmuo) — gamintojas UAB ,,Nanodiagnostika“
AE989 (tiesioginis pradmuo) — gamintojas UAB ,,Nanodiagnostika“
CIpCF (tiesioginis pradmuo) — gamintojas UAB ,,Nanodiagnostika“
ClpCF2 (tiesioginis pradmuo) — gamintojas UAB ,,Nanodiagnostika“
CIpCR (atvirkstinis pradmuo) — gamintojas UAB ,,Nanodiagnostika“
CIpCR2 (atvirkstinis pradmuo) — gamintojas UAB ,,Nanodiagnostika“
COIF (tiesioginis pradmuo) — gamintojas UAB ,,Nanodiagnostika“
COIF2 (tiesioginis pradmuo) — gamintojas UAB ,,Nanodiagnostika‘“
COIR (atvirkstinis pradmuo) — gamintojas UAB ,,Nanodiagnostika“
COIR2 (atvirkstinis pradmuo) — gamintojas UAB ,,Nanodiagnostika“
HaemF (tiesioginis pradmuo) — gamintojas UAB ,,Nanodiagnostika“
HaemNFI (tiesioginis pradmuo) — gamintojas UAB ,,Nanodiagnostika“
HaemNR3 (atvirkstinis pradmuo) — gamintojas UAB ,,Nanodiagnostika“
HaemR (atvirkstinis pradmuo) — gamintojas UAB ,,Nanodiagnostika“

2.2.2. Kitos naudotos medZziagos

2mM dNTP Mix (ANTP Mix 2mM each 1mL) — gamintojas ,,Thermofisher Scientific*
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6x MassRuler (DNA Loading Dye 1mL) — gamintojas ,, Thermofisher Scientific*

Agarozés gelis — gaminamas i$ 285ml distiliuoto vandens, 15ml 10xTBE buferio ir 6g
agarozés. MiSinys kaitinamas kol virsta vienaly¢iu skysciu.

DreamTaq (DreamTaq DNR polimerazé 5u/ul 500u) — gamintojas ,, Thermofisher Scientific*

DreamTaq buferis (10x DreamTagq buffer includes 20mM MgCl> 1,25mL) — gamintojas
,, Thermofisher Scientific*

DreamTaq MasterMix (2x) — gamintojas ,, Thermofisher Scientific*

Gene Ruler (100bp Plus DNA Ladder 0,5ug/puL 50ug) — gamintojas ,, Thermofisher
Scientific*

MgCl2 (25mM MgCl; 1,25mM) — gamintojas ,, Thermofisher Scientific*

MgCl2 (25nM MgClI; 0,6ml) — gamintojas ,,Thermofisher Scientific*

Midori Green — gamintojas ,,NIPPON Genetics Europe GmbH*

Phusion High-Fidelity PCR MasterMix — gamintojas ,,Thermofisher Scientific*

Taq buferis (10x Taq buffer with (NH4)2SO4 0,6ml) — gamintojas ,,Thermofisher Scientific*
Taq DNR polimerazé (5u/pl 100u) — gamintojas ,,Thermofisher Scientific*

Vanduo (Water nuclease-free 1,25mL) — gamintojas ,, Thermofisher Scientific*

2.3.  Metodai

2.3.1. DNR meéginiy paruoSimas tyrimui

Tyrimuose naudoti pauksciy kraujo méginiai su Haemoproteus ir Plasmodium
genciy infekcijomis buvo iSgauti 1§ natiiraliai infekuoty paukscéiy. Tyrimuose naudota DNR,
i§skirta amonio acetato i§skyrimo metodu, pamatuotas iSskirtos DNR kiekis ir visuose
meéginiuose jis buvo suvienodintas jpylus atitinkama TE buferio kiekj. Visuose méginiuose
bendra DNR koncentracija buvo vidutiniskai 41+16 ng/ml. Mikroskopijos biidu nustatyta, kad
méginiuose yra pavienés paukséiy hemosporidiniy parazity infekcijos. Sie darbai buvo atlikti

P. B. Sivickio parazitologijos laboratorijos darbuotojuy.

2.3.2. Polimerazés grandininé reakcija
Tyrimo metu naudoti tiek standartinés, tiek lizdinés PGR metodai. Reakcijoms
meégintuveliuose paruoSiami 25ul misiniai kuriy sudétyje yra: 2ul tiriamos DNR, 12.5ul
DreamTag Master Mix, 8.5ul vandens be nukleaziy ir po 1pul kiekvieno pradmens. Jsitikinti
jog tyrimas sékmingas paruoSiami neigiamas (vanduo be nukleazes) ir teigiamas (pavyzdys,
kuris buvo teigiamas tiriant mikroskopiniu biidu) méginiai. Pasirenkamos pradmenims ir

polimerazei optimaliausios temperatiiros ir leidZziama PGR.



479Dbp ilgio citochromo b geno fragmentas buvo padaugintas lizdinés PGR budu
vadovaujantis Bensch ir kt.,2000; Hellgren ir kt., 2004 protokolais ir naudojant dvi pradmeny
poras — HaemFNI/HaemNR3 ir HAEMF/HAEMRZ2. Pirmos PGR metu naudoti pradmenys
HaemFNI [5'-CATATATTAAGAGAAITATGGAG-3"] ir HaemNR3 [5'-
ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC-3] padaugina apie 619 baziy pory mitochondrinio
citochromo b geno fragmenta, 0 antros PGR metu pradmenys HAEMF [5°-
ATGGTGCTTTCGATATATGCATG-3"] ir HAEMR2 [5'-
GCATTATCTGGATGTGATAATGGT-3"] padaugina trumpesn;j 479bp citochromo b
fragmenta. Polimerazés grandininé reakcija atlickama ATC 401 Biotecha termocikleryje.
Pirmosios reakcijos terminé eiga tokia: pirminé denatiiracija — 3 min. 94°C; 30 cikly — 30s.
94°C, pradmeny prisijungimas 30s. 50°C, 45s. 72°C; galutinis pailginimas vyksta 10min.
72°C temperattiroje. Antrosios PGR metu su pradmenimis HAEMF/HAEMR?2 naudojama 2pl
pirmosios PGR produkto. Terminé eiga tokia pati kaip pirmosios tik vietoje 30 cikly atlickami
35 ciklai.

Visi masy tirti nepublikuoti pradmenys buvo sukurti Tempe universitete (JAV) ir
pirma kartg iSbandyti su Europoje aptinkamais hemosporidiniais parazitas. Naudojant dar
nepublikuotus AE989 [5'-TATGCAYGCTACHGGWGCTAC-3"] ir AE982 [5'-
AAACGACCATATAAAATRWARATAG-3 ] pradmenis standartinés PGR metodu
padauginamas 813bp citochromo b geno fragmentas. Reakcija vykdoma Eppendorf
Mastercycler gradient termocikleryje, jos terminé eiga: pirminé denattiracija — 3 min. 94°C;
33 ciklai — 30s. 94°C, pradmeny prisijungimas 30s. 57°C, 45s. 72°C; galutinis pailginimas

vyksta 5 min. 72°C temperatiiroje.

Kita taip pat nepublikuota pradmeny pora HaemF/AE982 Kkaip ir pries tai minéta
amplifikuojama standartinés PGR metodu ir gaunamas panasaus ilgio citochromo b
fragmentas. Reakcija vykdoma Eppendorf Mastercycler gradient termocikleryje, jos terminé
eiga: pirminé denatiracija — 3 min. 94°C; 35 ciklai — 30s. 94°C, pradmeny prisijungimas 30s.

50°C, 45s. 72°C; galutinis pailginimas vyksta 10min. 72°C temperatiiroje.

894bp ilgio citochromo b geno fragmenta lizdinés PGR metodu padauginantys
pradmenys AE298/AE299 ir AE0O064/AEQ0066 taip pat dar néra publikuoti. Pirmos PGR metu
pradmenys AE298 [5-TGTAATGCCTAGACGTATTCC-3"] ir AE299 [5'-
GTCAAWCAAACATGAATATAGAC-3"] padaugina mitochondrinio citochromo b geno
fragmentg, 0 antros PGR metu pradmenys AE0064 [5-TCTATTAATTTAGYWAAAGCAC-
3] ir AE0066 [5-GCTTGGGAGCTGTAATCATAAT-3"] padaugina 860bp ilgio citochromo
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b fragmenta. Polimerazés grandininé reakcija atliekama ATC 401 Biotecha termocikleryje.
Pirmosios reakcijos terminé eiga tokia: pirminé denatiiracija — 4 min. 94°C; 36 ciklai — 45s.
94°C, pradmeny prisijungimas 45s. 54°C, 1min. 30s. 72°C; galutinis pailginimas vyksta
10min. 72°C temperatiiroje. Antrosios PGR metu su pradmenimis AE0064/AE0066
naudojama 2l pirmosios PGR produkto. Termin¢ eiga tokia pati kaip pirmosios tik vietoje 36

atliekama 30 cikly ir pradmeny prisijungimo temperatiira nuo 54°C pakeliama iki 57°C.

Paskutinieji naudoti citochromo b geno fragmenta padauginantys pradmenys
AE986 [ 5'-AGTGGATGGTGYTTYAGATAYTTAC-3"] ir AE987 [5'-
AGGTGTTGCATATNTATYWACTGG-3"]. Reakcija vykdoma standartinés PGR metodu
Ependorf Mastercycler gradient termocikleryje. Gaunami 509bp ilgio fragmentai. Reakcijos
terminé eiga: pirminé denattiracija — 5 min. 94°C; 34 ciklai — 30s. 94°C, pradmeny

prisijungimas 30s. 59°C, 45s. 72°C; galutinis pailginimas vyksta 5min. 72°C temperatiroje.

Citochromo oksidazés | fragmentas padaugintas lizdinés PGR metodu naudojant
COIF/COIR ir COIF2/COIR2 pradmenis. Pirmos PGR metu pradmenys COIF [5'-
CTATTTATGGTTTTCATTTTTATTTGGTA-3"]ir COIR [5'-
AGGAATACGTCTAGGCATTACATTAAATCC-3"] padaugina mitochondrinio citochromo
oksidazés I geno fragmenta, 0 antros PGR metu pradmenys COIF2 [5'-
ATGATATTTACARTTCAYGGWATTATTATG-3"]ir COIR2 [5°-
GTATTTTCTCGTAATGTTTTACCAAAGAA-3"] padaugina 998 baziy pory ilgio

citochromo oksidazés I geno fragmentg. Polimerazés grandininé reakcija atlickama ATC 401
Biotecha termocikleryje. Pirmosios reakcijos terminé eiga tokia: pirminé denattracija — 4 min.
94°C; 35 ciklai — 20s. 94°C, pradmeny prisijungimas 30s. 60°C, 50s. 68°C; galutinis
pailginimas vyksta 7min. 68°C temperatiroje. Antrosios PGR metu naudojama 2l pirmosios
PGR produkto. Reakcijos terminé eiga: pirminé denatiiracija — 1 min. 94°C; 40 cikly — 20s.
94°C, pradmeny prisijungimas 20s. 52°C, 50s. 68°C; galutinis pailginimas vyksta 7min. 68°C

temperatiroje.

Apikoplasto kozeino protazé C geno fragmentas padauginamas lizdinés PGR
metodu naudojant dvi pradmeny poras — CIpCF/CIpCR ir CIpCF2/CIpCR2. Pirmo lizdinés
PGR etapo metu pradmenys CIpCF [5'-AAACTGAATTAGCAAAAATATTA-3]ir CIpCR
[5"-CGWGCWCCATATAAAGGAT-3"] padaugina clpC geno fragmentg, o antro etapo metu
pradmenys CIpCF2 [5'-GATTTGATATGAGTGAATATATGG-3"] ir CIpCR2 [5'-
CCATATAAAGGATTATAWG-3"] padaugina 523 baziy pory ilgio clpC geno fragmenta.

Polimerazés grandininé reakcija vyksta Ependorf Mastercycler gradient termocikleryje.
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Pirmosios reakcijos terminé eiga: pirminé denattiracija — 4 min. 94°C; 34 ciklai — 30s. 94°C,
pradmeny prisijungimas 30s. 45°C, 50s. 62°C; galutinis pailginimas vyksta 7min. 68°C
temperatiiroje. Antrosios reakcijos metu su pradmenimis naudojama 2ul pirmosios PGR
produkto. Antrosios reakcijos terminé eiga: pirminé denatiiracija — 1 min. 94°C; 39 ciklai —
30s. 94°C, pradmeny prisijungimas 30s. 48°C, 30s. 68°C; galutinis pailginimas vyksta 7min.
68°C temperatiroje.

2.3.3. Elektroforeze
Ruosiamas 2% agarozés gelis (285ml dH20, 15ml 10xTBE, 6g agarozés). DNR

elektroforezé vykdoma 2% agarozés gelyje panardintame j TBE buferj, naudojant 10V/cm
jtampg (Cleaver Scientific Ltd). | agarozés gelyje esancius Sulinélius dozatoriumi jleidziama
po 3ul PGR produkto sumaisyto su 1ul DNR dazo, taip pat po 3ul su 1ul DNR dazo
sumaiSytos teigiama (pavyzdys, kuris buvo teigiamas tiriant mikroskopijos buidu) ir neigiama
(vanduo be nukleazés) kontrolés, ir 1ul geny liniuotés sumaiSytos su 1ul DNR dazo.
LeidZziama elektros srové ir po elektroforezés geliai analizuojami ultravioletinéje Sviesoje

naudojant Cleaver Scientific Ltd transiliuminatoriy ir vaizdo kamerg (2.1 pav.).

2.1 pav. Citochromo b fragmentai 2% agarozés gelyje, panaudojus HAEMF/HAEMR2
pradmenis. K+ — teigiama konrolé, K- — neigiama kontrol¢, L — geny liniuoté, T — teigiami
meéginiai.

2.3.4. DNR nusodinimas

DNR nusodininimas vykdomas amonio acetato metodu. | méginj, kuriame po

elektroforezés liko 21ul PGR produkto, jpilame 11ul amonio acetato ir 37ul 99% etanolio
(kambario temperatiiros). 15 minuciy inkubuojame kambario temperatiroje, 10 minuciy
centrifuguojame (10,000 aps./min.). Supernatantas susiurbiamas ir i likusj PGR produkta
ipilame 150ul 70% etanolio (atsaldyto). Po 5 minuciy centrifugavimo (10,000 aps./min.)
pasaliname supernatantg ir palickame nakc¢iai i$dziati. Kitg dieng | méginius jpilame 16pul
vandens be nukleaziy ir uzsaldome. Tokie méginiai jau yra paruosti Sekvenavimui ir yra

siunc¢iami ] UAB ,,Nanodiagnostika®.
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2.3.5. Seky analizé

Po sekvenavimo gautos sekos analizuojamos naudojant BioEdit (Hall, 1999)
programg jas lyginant su NCBI duomeny bazéje esanc¢iomis sekomis panaudojus BLAST
paieska. Nagrinéjant elektroferogramas (2.2 pav.) ieskomi dvigubi pikai, kurie parodo, jog
tirtame méginyje pasireiskia abiejy parazity ampliflikuoto geno fragmento sekos arba tiriama,
kurj i§ dviejy parazity misrioje infekcijoje identifikuoja atitinkami pradmenys.
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.-‘«.TT‘: TTAATWTCWATWG TWACMGC TTTTATGGGTTAYGTATTACCTTG

,, I T T I ! fl

I'| : f"' .|r1.I Ir ,.||||h M
|} It '[ \ "ﬂ" '-""'f MUY \Jf'l. j\l,f'n,,m' | W il U'IM'H%L' I |

2.2 pav. SFC4/GRW11 eksperimentiskai sukurtos misrios infekcijos elektroferogramos
fragmentas. Rodyklémis pazyméti dvigubi pikai, rodantys skirtingus nukleotidus.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Rezultatali

3.1.1. Genetiniy linijy nustatymas méginiuose su pavienémis infekcijomis, parazity
aptikimas naudojant PGR
Visi pavieniy infekcijy méginiai buvo sékmingai amplifikuoti naudojant
HaemFNI/HaemNR3 ir HAEMF/HAEMR2 pradmenis amplifikuojant citochromo b geno
fragmentg pagal Bensch ir kt.,2000; Hellgren ir kt., 2004 protokola. Atlikus elektroforeze visi
teigiami méginiai buvo nusodinti ir atiduoti sekvenuoti ir pagal gautas sekas nustatytos genetines
linijos bei gentys (3.1 lentelé) parodé, jog naudoti pradmenys yra jautriis nustatant pavienes

paukscéiy hemosporidijy infekcijas.

3.1 lentelé. Tirty méginiy linijos bei gentys, kurioms jie priklauso.

Nr. Meéginys Citochromo b genas Rusis

1. 59/12¢ YWT1 Haemoproteus motacillae
2. 241 ROBIN1 H. attenuatus

3. 192/13c SFC4 Haemoproteus sp.
4, 98/13c SISKIN1 H. tartakovskyi

5. 446/11c PFC1 H. pallidus

6. 91/13c SISKIN1 H. tartakovskyi

7. 106/13c SISKIN1 H. tartakovskyi

8. 186/13c SISKIN1 H. tartakovskyi

9. 96/11c HAWF1 H. tartakovskyi

10. 269/14c ROFI2 Haemoproteus sp.
11. 52/14c LULUL H. balmorali

12. 426 YWT?2 H. motacillae

13. 399/14c SISKIN1 H. tartakovskyi

14, 287/14c HAWF2 H. concavocentralis
15. 1321 GRW4 Plasmodium relictum
16. 31 TURDUS?2 H. minutus

17. 446/11c PFC1 H. pallidus

18. 152/13c SISKIN1 H. tartakovskyi

19. Cc34/11c SGS1 P. relictum

20. 92/13c SISKIN1 H. tartakovskyi

21. 12/12c RBS1 H. subtilis

22. 134/12c SYBORO01 H. parabelopolskyi
23. Cc32/11 TURDUS1 P. circumflexum
24, Cc53/11 GRW?2 P. ashfordi

25. 96/11c HAWF1 H. tartakovskyi

26. 527 ERIRUBO1 P. elongatum
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3.1.2. Méginiy su miSriomis infekcijomis parengimas

méginiai su dvigubomis pauks¢iy hemosporidiniy parazity infekcijomis tolimesniems tyrimams —

dviejy méginiy i$skirta DNR buvo sumaiSyta vienodomis proporcijomis. Pries tai visy méginiy

IS méginiy su pavienémis pauksciy hemosporidiniy parazity infekcijomis paruosti

DNR koncentracija buvo suvienodinta atskiedziant juos TE buferiu. Méginiy, i$§ kuriy buvo isskirta

DNR parazitemija buvo panasi. Buvo sukurti tokie dviguby infekcijy deriniai, kurie daznai

sutinkami laukinéje gamtoje: buvo sukurta 17 Haemoproteus ir Plasmodium ir 4 dviejy genetiniy

linijy Plasmodium genties misriy infekcijy (3.2 lentelé).

3.2 lentelé. Dvigubos pauksciy hemosporidinés infekcijos sumaiSius jau nustatyty pavieniy

pauksciy hemosporidiniy infekcijy parazity genetines linijas.

Nr. | Eksperimentiskai sukurtos | Genetinés linijos
miSrios infekcijos

1. ROBIN/SGS1 Haemoproteus x Plasmodium
2. SFC4/SGS1 Haemoproteus x Plasmodium
3. | SISKIN1/SGS1 Haemoproteus x Plasmodium
4, TURDUS2/SGS1 Haemoproteus x Plasmodium
5. RB1/SGS1 Haemoproteus x Plasmodium
6. YWT1/SGS1 Haemoproteus x Plasmodium
7. HAWF1/SGS1 Haemoproteus x Plasmodium
8. SYBORO01/SGS1 Haemoproteus x Plasmodium
9. ROFI2/SGS1 Haemoproteus x Plasmodium
10. | PFC1/SGS1 Haemoproteus x Plasmodium
11. | LULU1/SGS1 Haemoproteus x Plasmodium
12. | HAWF2/SGS1 Haemoproteus x Plasmodium
13. | SYBOR1/ERIRUB1 Haemoproteus x Plasmodium
14. | SFC4/GRW11 Haemoproteus x Plasmodium
15. | SISKIN1/GRW11 Haemoproteus x Plasmodium
16. | HAWF1/GRW11 Haemoproteus x Plasmodium
17. | HAWF2/GRW11 Haemoproteus x Plasmodium
18. | TURDUS1/SGS1 Plasmodium x Plasmodium
19. | GRW4/SGS1 Plasmodium x Plasmodium
20. | GRW11/SGS1 Plasmodium x Plasmodium
21. | SGS1/ERIRUB1 Plasmodium x Plasmodium

3.1.3. HaemNFI/HaemNR3 ir HAEMF/HAEMR2 pradmenys

HaemNFI/HaemNR3 ir HAEMF/HAEMR?2 buvo jautriis nustatant hemosporidinius parazitus.
Jie sékmingai identifikavo parazitus esancius 90,5% méginiy, ta¢iau nebuvo specifiniai
nustatant vienos genties hemosporidinius parazitus. I$ visy sékmingai amplifikuoty méginiy
su miSriomis Haemoproetus spp. ir Plasmodium spp. parazity genties infekcijomis pradmenys

identifikavo 4 dvigubas infekcijas (23,5%), 0 misriuose Plasmodium spp. ir Plasmodium spp.

Citochromo b geno fragmenta lizdinés PGR metodu padauginantys pradmenys

23



méginiuose misriy infekcijy jie nenustaté (3.3 lentelé¢). Misriose Haemoproteus spp. ir
Plasmodium spp. parazity genties infekcijose Sie pradmenys identifikavo 41% Haemoproteus

ir 24% Plasmodium genties parazity.
3.1.4. AE989/AE982 ir HaemF/AE982 pradmenys

Abidvi citochromo b geno fragmentg standartinés PGR metodu padauginancios
pradmeny poros tyrimy duomenimis buvo jautrios identifikuojant tik Haemoproteus genties
parazitus. Méginiuose su miSriomis Haemoproteus spp. ir Plasmodium spp. infekcijomis jos
nustaté 64,7% ir 76,5% hemosporidijy atitinkamai. Sie pradmenys misriy infekcijy nenustaté.
Misy tyrimy rezultatai rodo, kad Sie pradmenys yra specifiniai Haemoproteus genties
parazitams ir neidentifikuoja Plasmodium genties parazity (3.3 lentel¢). Misriuose
Plasmodium spp. ir Plasmodium spp. méginiuose Sie pradmenys hemosporidiniy parazity
neaptiko.

3.1.5. AE986/AE987 pradmenys

Citochromo b geno fragmentg standartinés PGR metodu gausinantys pradmenys
AE986/AE987 musy tyrimy duomenimis buvo specifiniai nustatant Plasmodium genties
parazitus (3.3 lentel¢). Méginiuose su misriomis Haemoproteus spp. ir Plasmodium spp.
infekcijomis jie sékmingai aptiko 76,5% Plasmodium genties parazity, 0 eksperimentiskai
sukurtose méginiuose su misriomis Plasmodium spp. ir Plasmodium spp. infekcijomis

pradmenys identifikavo 1 dvigubg infekcijg (25%) ir 3 Plasmodium genties parazitus (75%).
3.1.6. AE298/AE299 ir AE0064/AE0066 pradmenys

Lizdinés PGR metodu citochromo b geno fragmentg amplifikuojantys pradmenys
AE298/AE299 ir AE0064/AE0066 sékmingai nustaté 80,1% hemosporidiniy parazity tirtuose
méginiuose (3.3 lentelé). Méginiuose su misriomis Haemoproteus spp. ir Plasmodium spp.
infekcijomis pradmenys identifikavo 17,6% dviguby infekcijy, 41% Plasmodium genciai
priklausanciy parazity infekcijy ir 23,5% Haemoproteus genties parazity infekcijy (tiriant
misrias Haemoproteus/Plasmodium infekcijas), o méginiuose su misriomis Plasmodium spp.
ir Plasmodium spp. genciy infekcijomis pradmenys nustaté 3 Plasmodium genciai

priklausancius parazitus (75%), misriy infekcijy neidentifikavo.
3.1.7. COIF/COIR ir COIF2/COIR2 pradmenys

Mitochondrinés citochromo oksidazés I geno fragmentg lizdinés PGR metodu
padauginantys pradmenys COIF/COIR ir COIF/COIR2 sékmingai identifikavo vos 52,4%
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hemosporidinius parazitus. Méginiuose, kuriuose buvo misrios Haemoproteus ir Plasmodium
genciy parazity infekcijos pradmenys nustaté 1 misrig infekcija (5,9%), 3 Plasmodium genciai
priklausanciy parazity infekcijas (17,6%) ir 4 Haemoproteus genciai priklausanciy parazity
infekcijas (23,5%), o méginiuose su misriomis Plasmodium spp. ir Plasmodium spp. genc¢iy
infekcijomis pradmenys nustaté 3 Plasmodium genciai priklausancius parazitus (75%).
Zinoma, kad pSGS1 ir pPGRW11 genetiniy linijy sekos amplifikuotame geno fragmente yra
identiSkos (Bernotiené ir kt., 2016), todél esant Siy dviejy genetiniy linijy miSriai infekcijai jos

identifikuoti naudojant COI sekas padauginané¢ius pradmenis biity nejmanoma (3.3 lentelé).

3.1.8. CIpCF/CIpCR ir CIpCF2/CIpCR2 pradmenys

Apikoplasto kozeino proteazés C geno fragmentg lizdinés PGR metodu
gausinantys pradmenys CIpCF/CIpCR ir ClpCF2/CIpCR2 buvo jautris nustatant
hemosporidinius parazitus (3.3 lentelé). I§ 21 tirto méginio jie sékmingai nustaté 20
hemosporidiniy parazity infekcijy (95,3%). Méginiuose, kuriuose buvo misrios Haemoproteus
ir Plasmodium genciy infekcijos pradmenys sékmingai identifikavo po 47% tiek
Haemoproteus, tiek Plasmodium infekcijy. Dviguby infekcijy pradmenys nenustaté. Tiriant
méginius su misriomis Plasmodium ir Plasmodium genciy infekcijomis pradmenys sékmingai
identifikavo parazitus visuose méginiuose. Buvo aptikta viena dviguba infekcija (25%) ir trys

pavienés infekcijos (75%)
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3.3 lentelé. Dvigubos pauk$¢iy hemosporidinés infekcijos sumaisius jau nustatyty pavieniy pauksciy hemosporidiniy infekcijy parazity

genetines linijas. Linijos nustatytos naudojant skirtingus pradmenis.

Eksperimentiskai sukurtos misrios

Linijos nustatytos naudojant skirtingus pradmenis

infekcijos

) HaemNFI/HaemNR3  AE989/AE982 HaemF/AE982  AE986/AE987 AE298/AE299 COIF/COIR CIpCF/CIpCR

HaemF/HaemR AE0064/AE0066 COIF2/COIR2 CIpCF2/CIpCR2

ROBIN/SGS1 ROBIN - - - ROBIN/SGS1 SGS1 ROBIN
SFC4/SGS1 SFC4 SFC4 SFC4 SGS1 SFC4/SGS1 SFC4/SGS1 -
SISKIN1/SGS1 SISKIN1 SISKIN1 SISKIN1 SGS1 SGS1 SISKIN1 SGS1
TURDUS2/SGS1 TURDUS2 - TURDUS2 SGS1 TURDUSO02 TURDUS2 TURDUS2
RBS1/SGS1 SGS1 RBS1 RBS1 SGS1 - - RBS1
YWT1/SGS1 SGS1 YWT1 YWT1 SGS1 - SGS1 SGS1
HAWF1/SGS1 HAWF1 HAWF1 HAWF1 SGS1 HAWF1 HAWF1 HAWF1
SYBORO01/SGS1 SYBORO01/SGS1 SYBORO1 SYBORO1 SGS1 SGS1 - SGS1
ROFI2/SGS1 - ROFI2 ROFI2 SGS1 ROFI2/SGS1 - ROFI2
PFC1/SGS1 PFC1/SGS1 - PFC1 SGS1 SGS1 SGS1 PFC1
LULU1/SGS1 LULU1 - - - SGS1 - LULU1
HAWF2/SGS1 SGS1 HAWF2 HAWF2 SGS1 HAWF2 HAWF2 HAWF2
SYBOR1/ERIRUB1 ERIRUBO1 SYBORO1 SYBORO1 ERIRUBO1 SYBORO01 - ERIRUBO1
SFC4/GRW11 SFC4/GRW11 SFC4 SFC4 GRW11 GRW11 - GRW11
SISKIN1/GRW11 SISKIN1/GRW11 SISKIN1 SISKIN1 GRW11 GRW11 - GRW11
HAWF1/GRW11 - - - - HAWF1 - GRW11
HAWF2/GRW11 HAWF2 - - - - - GRW11
TURDUS1/SGS1 SGS1 - - SGS1 TURDUS1 TURDUS1 SGS1
GRW4/SGS1 GRW4 - - SGS1 - - SGS1
GRW11/SGS1 GRW11 - - SGS1/GRW11 GRWI11 SGS1=GRWwW11 SGS1=GRwW11
SGS1/ERIRUB1 ERIRUBO1 - - ERIRUBO1 SGS1 SGS1 SGS1
Nustatyty misriy infekcijy kiekis (%)  4(19) 0(0) 0(0) 1(5) 3(14) 1(5) 0(0)
Nustatytos Plasmodium rtsys (%) 8(38) 0(0) 0(0) 16(76) 10(48) 7(33) 12(57)
Nustatytos Haemoproteus riisys (%) 7(33) 11(52) 13(62) 0(0) 4(19) 3(14) 8(38)

2 Abiejy genetiniy linijy sekos tirtame geno regione yra identisko
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3.1.9. Tirty pradmeny jautrumas Haemoproteus ir Plasmodium genciy parazitams

Tyrimy rezultatai parodé, kad kai kurie i$ tirty pradmeny pory yra ypac jautriis
vienos hemosporidiniy parazity genties identifikavimui ir visiskai nejautriis kitos genties
parazity nustatymui. Pavyzdziui tik Haemoproteus genties parazitus nustaté citochromo b
geno fragmentg ampifikuojantys pradmenys HaemF/AE982 ir AE989/AE982, priesingai
visiSkai nejautriis Haemoproteus genties parazitams, bet ypac jautriis Plasmodium genties
parazity nustatymui buvo AE986/AE987 pradmenys. Naudojant HaemF/HaemR2 pradmenis
misriose Haemoproteus ir Plasmodium infekcijose 7 atvejais i§ 17 buvo identifikuoti
Haemoproteus ir tik 4 atvejais — Plasmodium parazitai. Kiti pradmenys padaugino panasy
santykj abiems gentims priklausanciy parazity DNR: atitinkamai 5 ir 6; 4 ir 3; 8 ir 81§ 17
misriy skirtingoms gentims priklausanc¢iy parazity infekcijy tiriant su pradmenimis

AE0064/AE0066 ir COIF/COIR, ir CIpCF/CICR.

3.1.10. Optimaliy salygy paieska

Dél jvairiy priemaiSy tokiy kaip baltymai, RNR, nespecifiniai PGR produktai,
PGR reakcijos komponentai (pradmenys, dNTP, fermentai) ar organinés medziagos (etanolis)
kai kuriy méginiy elektroforezés gelio nuotraukose buvo matomos skirtingo ilgio fragmenty
ruozai (3.1 pav.). Siekiant i§spresti $ig problemg buvo méginama optimizuoti PGR salygas.
Tam tikslui buvo imtasi keturiy veiksmy — MgCl> koncentracijos keitimo PGR miSinyje,

temperatiiros keitimo pradmeny prijungimo etapo metu, skirtingy polimeraziy naudojimo bei

tiriamo méginio praskiedimo TE buferiu (x100).

3.1 pav. Citochromo b fragmentai 2% agarozés gelyje, panaudojus AE986/AE987 pradmenis.

K- — neigiama kontrolé; L — geny liniuoté; N — nes¢kmingai amplifikuotas méginys su
skirtingo ilgio fragmenty ruozais; T — teigiamas, s¢kmingai amplifikuotas meginys.
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Norint surasti optimaliausias saglygas efektyviam pradmeny veikimui PGR
misiniuose buvo kei¢iama MgCl, koncentracija. Eksperimentas buvo atliekamas naudojant
méginius su pavienémis hemosporidinémis infekcijomis, citochromo b geno fragmentg
padauginancius pradmenis HaemF/AE982 ir DreamTaq polimeraze. Eksperimento metu j
PGR miSinius buvo jpilta 0,5ul, 1ul ir 2ul MgCl.. Rezultatai parodé, kad Zymus pradmeny

efektyvumo skirtumas analizuojant agarozés gelj (3.2 pav.) neuzfiksuotas, $is optimizavimo

metodas tyrimuose su misriomis parazity infekcijomis naudotas nebuvo.

3.2 pav. Citochromo b fragmentai 2% agarozés gelyje, naudojant HAEMF/AE982 pradmenis
ir skirtingas MgCl, koncentracijas. A — méginiai su 0,5ul MgClz; B — méginiai su 1pul MgCl;
C — méginiai su 2ul MgClz; K- — neigiama kontrolé; L — geny liniuoté.

Siekiant optimizuoti citochromo b geno fragmenta gausinanc¢iy AE986/AE987 ir
AE298/AE299 hei AEO064/AEQ0066 pradmeny efektyvuma méginiai buvo ruosiami naudojant
ne DreamTaq MasterMix, o Phusion High-Fidelity PCR MasterMix (3.3 pav). Bandymai
didinti pradmeny efektyvumag naudojant skirtingas polimerazes buvo nesékmingi, todél visi

meéginiai toliau tirti ruoSiant meéginius su DreamTaq MasterMix.

3.3 pav. Citochromo b fragmentai 2% agarozés gelyje, naudojant AE986/AE987 pradmenis ir
skirtingas polimerazes. A — méginiai su DreamTaq MasterMix; B — méginiai su Phusion
High-Fidelity PCR MasterMix; K- — neigiama kontrolé; L — geny liniuoté.
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Geriausi rezultatai tiriant méginius lizdinés PGR metodu ir naudojant
AE298/AE299 ir AEO064/AE0066 pradmenis buvo pasiekti naudojant DreamTaq polimeraze
ir kei¢iant pradmeny prisijungimo etapo temperatiiras. Pirmosios PGR metu pradmeny
prisijungimo etapo temperatiira nuo 53°C pakelta iki 54°C, o antrosios PGR metu pradmeny
prisijungimo etapo temperattira nuo 56°C pakelta iki 57°C. Keliant temperatiirg dar auk$ciau
pradmeny efektyvumas maz¢jo. Siekiant surasti idealiausias salygas efektyviam
AE986/AE987 pradmeny veikimui PGR misiniai buvo ruo$iami naudojant DreamTaq
MasterMix ir po vieng laipsnj keliama pradmeny prisijungimo temperatiira (nuo 56°C iki

60°C). Geriausi PGR rezultatai buvo gauti naudojant 59°C pradmeny prisijungimo.

Norint pasiekti optimaliausiy rezultaty tiriant méginius standartinés PGR metodu
ir naudojant AE989/AE982 ir HaemF/AE982 pradmenis, tiriami eksperimentiskai sukurti
misriy infekcijy méginiai buvo atskiesti TE buferiu (x100). Hemosporidiniy parazity aptikimo
tikimybé naudojant pradmenis AE989/AE982 eksperimentiskai sukurtuose misriy
Haemoproteus/Plasmodium genc¢iy méginiuose nuo 23,5% padidéjo iki 76,5%, 0 naudojant
pradmenis HaemF/AE982 hemosporidijy aptikimo tikimybé nuo 58,8% isaugo iki 88,2%.
Tokj zenkly aptikimo tikimybés padidéjima gali lemti tai, jog atskiedus méginj jame sumazéjo
Seimininko (8iuo atveju paukséio) DNR koncentracija ir pradmenys galéjo gerokai lengviau
prisikabinti prie parazito DNR (Pérez-Tris ir Bensch, 2005). Su kitais pradmenimis §is

bandymas iSmégintas nebuvo, taciau tai galéty biti puikus sprendimas siekiant pagerinti PGR
iSeiga.
3.2. Rezultaty aptarimas

Remiantis gautais rezultatais nustatyta, kad HaemFNI/HaemNR3 ir
HAEMF/HAEMR?2 pradmenys efektyviai nustato pavienes infekcijas. Turimais duomenimis
Sie pradmenys néra jautriis identifikuojant eksperimentiSkai sukurtas misrias pauksciy
hemosporidiniy parazity infekcijas (nustaté tik 19% misriy infekcijy). Panasis rezultatai buvo
gauti Bernotienés ir kolegy (2016) atliktuose tyrimuose tiriant misrias
Haemoproteus/Plasmodium ir Plasmodium/Plasmodium genciy infekcijas, tac¢iau jdomu tai,
jog minéti pradmenys buvo jautriis nustatant dvigubas infekcijas misriose
Haemoproteus/Haemoproteus genciy infekcijose, o tokiy infekcijy mes Siame darbe

netyréme.

Hemosporidiniy parazity aptikimas eksperimentiskai sukurtose misriose infekcijose

naudojant PGR septynis skirtingus geno fragmentus padauginanc¢ius pradmenis buvo nuo 52,4% iki
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95,3%, nepaisant to, kad siekiant gauti kuo tikslesnius rezultatus PGR buvo kartojamas maziausiai
tris kartus. Tiriant kai kuriy pradmeny jautruma PGR buvo kartojamas tol, kol buvo gauti teigiami

rezultatai (apie tai placiau 3.1.8. optimaliy salygy paieSky skyriuje).

IS visy naudoty pradmeny hemosporidines infekcijas geriausiai identifikuoja
apikoplasto kazeino proteazés C geno fragmentg amplifikuojantys pradmenys ClIpCF/CIpCR
(20 i8 21) ir citochromo b geno fragmentg amplifikuojantys pradmenys HaemF/HaemR2 (19
18 21) (3.3 lentel¢). Nei vienas PGR protokolas neparodo visy misriy infekcijy, o amplifikuoja
tik vieno parazito, esan¢io méginyje, DNR. Dviguby infekcijy aptikimas naudojant septynis
skirtingus geno fragmentus méginiuose sieké nuo 0 iki 19% (3 lentel¢é) (kai kurie pradmenys
dviguby parazity infekcijy neidentifikavo visiskai). R. Bernotienés ir kolegy eksperimentiniy
tyrimy metu tiriant misrias Haemoproteus ir Plasmodium genciy infekcijas dviguby infekcijy
pradmenys HaemF/HaemR2 neaptiko, nors bendra misriy infekcijy aptikimo dalis buvo
panasi (20%).

Jautriausiai Haemoproteus genties parazitus eksperimentiskai sukurtose
infekcijose nustaté citochromo b geno fragmentg amplifikuojantys pradmenys HaemF/AE982
ir AE989/AE982 (62 ir 52% atitinkamai, Sie pradmenys visiskai neidentifikavo Plasmodium
infekcijy), 0 Plasmodium genties parazity nustatyme (76%) efektyviausi citochromo b geno
fragmenta amplifikuojantys pradmenys AE986/AE987 (3.3 lentel¢). Sie pradmenys dar néra
publikuoti, bet pagal gautus tyrimy rezultatus tikétina, jog jy panaudojimas kombinuojant juos

su kitais pradmenimis bus naudingas misriy hemosporidiniy infekcijy nustatyme.

Dabartiniai molekuliniai tyrimai paremti mitochondrinio citochromo b geno
fragmento analize atskleidé, kad pauks¢iy hemosporidiniy parazity genetiné jvairové yra
gerokai didesné nei jy morfologiné jvairové (Beadell ir kt., 2004; Pérez-Tris ir Bensch, 2005;
Dimitrov ir kt., 2013; Bernotien¢ ir kt., 2016). Naujy dar nezinomy rasiy nustatymas rodo,
kad vyksta fenomenali Seimininko-parazito koevoliucija, kurios metu parazitas periodiskai
pereina j naujas pauksc¢iy rasis (Bensch ir kt., 2000). Molekuliniy tyrimy plétojimas yra labai
svarbus hemosporidiniy parazity identifikavimui laukinéje gamtoje, nes parazitemijos lygis
laukinéje gamtoje gyvenanciuose pauksciuose daznai biina zemas ir parazity identifikavimas
Sviesinés mikroskopijos biidu yra labai sudétingas (Pérez-Tris ir Bensch, 2005). Norint
daugiau suzinoti apie pauks$ciy hemosporidiniy parazity jvairove geriausia yra derinti
tradicinius bei molekulinius tyrimy metodus (Valkitinas, 2005). Pastaruoju metu paukséiy
hemosporidiniy parazity nustatymas laukinéje gamtoje vykdomas vien tik naudojant PGR

metodus, tad metody, leisianciy identifikuoti misrias infekcijas naudojant tik PGR sukiirimas
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yra labai svarbus, nes misrios infekcijos yra labai daznos gamtoje (Bensch ir kt., 2000; Clark
irk t., 2014; Perkins, 2014). Daznai viename $eimininke aptinkama ne vienas ar du, o trys ar
net keturi skirtingi parazitai. Keliy skirtingy pradmeny naudojimas tiriant pauksciy
hemosporidinius parazitus galéty palengvinti misriy infekcijy identifikavimg. Pavyzdziui
tiriant miSrias Haemoproteus ir Plasmodium infekcijas naudojant HaemF/AE982 ir
AE986/AE987 pradmeny kombinacijg, misriy infekcijy aptikimas teoriskai biity apie 76%, 0
tiriant misrias Plasmodium ir Plasmodium infekcijas su AE986/AE987 ir lizdinés PGR
pradmenis AE298/AE299, AE0064/AEQ066, teorinis misriy infekcijy aptikimas biity apie
75%. Svarbu paminéti, kad visi tirti citochromo b geno fragmentai persidengia su citochromo
b fragmentu, pagal kurj yra identifikuojamos hemosporidiniy parazity genetinés linijos
(Bensch ir kt., 2009), todél naudojant $iuos pradmenis pagal gautas sekas galima nesunkiai
identifikuoti parazity genetines linijas (lyginant su MalAvi duomeny baze¢je deponuotomis

sekomis).

Misrios hemosporidiniy parazity infekcijos daznai yra virulentiSkesnés nei
pavienés infekcijos ir gali sukelti pauks¢iy zttj (Pérez-Tris ir Bensch, 2005; Dimitrov ir kt.,
2013) . Mirtiny hemosporidiniy parazity rasiy identifikavimas yra labai svarbus norint
sustabdyti masines infekcijas zoologijos soduose ir pauksciy tkiuose, kuriuose daugybinés
pauksc¢iy mirtys pridaro daug nuostoliy, taip pat ir norint i§saugoti nykstancias pauksciy rusis

(Levin ir kt., 2009; Hill ir kt., 2010; Chagas ir kt., 2016).

Lizdinés PGR metodas yra greiciausias ir pigiausias biidas hemosporidiniy
parazity genetiniy linijy nustatymui, lyginant su kitais gerokai brangesniais ir daug laiko
uzimanciais metodais. TA-klonavimo metodas biity puikus jrankis i§sprendziantis miSriy
infekcijy aptikimg gamtoje, taciau §is metodas yra brangus ir reikalauja daug laiko bei resursy
(Pérez-Tris ir Bensch, 2005). Kitas mano aptartas lazerinés mikrodislekcijos metodas taip pat
yra labai brangus ir uzimantis daug laiko, todél yra retai taikytinas hemosporidiniy parazity
genetiniy linijy nustatymui laukinéje gamtoje, taciau Sio metodo panaudojimas naujy
pradmeny kiirimui yra didziulis indélis lizdinés PGR metodo jautrumo gerinimui (Durrant ir
kt., 2006; Palinauskas ir kt., 2010).
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ISVADOS

Tirtuose 1§ pauksciy kraujo iSskirtos DNR méginiuose nustatytos 27 genetinés linijos
priklausanc¢ios Plasmodium ir Haemoproteus gentims, ir i$ $iy méginiy buvo sukurtas
21 méginys su dvigubomis pauks¢iy hemosporidiniy parazity infekcijomis
tolimesniems tyrimams;

Turimais duomenimis geriausiai hemosporidiniy pauksc¢iy infekcijas aptiko
apikoplasto kazeino proteazés C geno fragmenta (ClpCF2/CIpCR2) ir citochromo b
geno fragmenta (HaemF/HaemR?2) amplifikuojantys pradmenys.

Tirti geny fragmenty pradmenys néra jautris identifikuojant eksperimentiskai sukurtas
misrias hemosporidiniy pauksc¢iy infekcijas;

. Jautriausiai Haemoproteus genties parazitus identifikavo citochromo b geno
fragmento pradmenys HaemF/AE982, o Plasmodium genties parazitus — citochromo b
geno fragmento pradmenys AE986/AE987.

Tyrimas parod¢, kad siekiant nustatyti misSrias hemosporidiniy parazity infekcijas
bitina naudoti kelis PGR protokolus lygiagrec¢iai. Rekomenduojame:

a. Misriy Haemoproteus spp. ir Plasmodium spp. infekcijy nustatymui
rekomenduociau rinktis citochromo b geno fragmento pradmeny poras -
HaemF/AE982 ir AE986/AE987 naudojant juos lygiagreciai.

b. Misriy Plasmodium spp. ir Plasmodium spp. infekcijy nustatymui sitily¢iau
naudoti kelis pradmenis lygiagreciai: citochromo b geno fragmento pradmenis
- AE986/AE987 ir lizdinés PGR pradmenis AE298/AE299, AE0064/AE0066.
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SANTRAUKA

Misriy pauksciy hemosporidiniy parazity infekcijy identifikavimas naudojant
skirtingus pradmenis

Pauksc¢iy hemosporidiniai (Apicomplexa: Haemosporida) parazitai yra paplite
laukinéje gamtoje ir kai kurios rusys gali sukelti sunkias ar net mirtinas ligas tiek pauksc¢iams,
tiek kraujasiubiams vabzdziams. MiSrios hemosporidinés infekcijos tai skirtingy genciy, riisiy
arba genetiniy linijy sukeltos infekcijos vieno Seimininko organizme. Skirtingy tyrimy
duomenimis misriy hemosporidiniy infekcijy paplitimas laukinéje gamtoje yra nuo 6% iKi
80%. Naudojant tik PGR paremtus tyrimo metodus misrios pauks¢iy hemosporidiniy parazity
infekcijos néra nustatomos, todél prarandama labai didelé dalis informacijos apie $iy parazity

Ivairove gamtoje.

Darbo tikslas — nustatyti naudojamy pradmeny efektyvumg tiriant

eksperimentiskai sukurtas Haemoproteus ir Plasmodium gené¢iy misrias infekcijas.

Panaudojant gamtos tyrimy centre surinkta pauks¢iy hemosporidiniy parazity
medziagg buvo sukurtas 21 méginys Su misria hemosporidiniy parazity infekcija vienodomis
dalimis sumaiSant panaSios koncentracijos iSskirtos DNR méginius. Buvo tiriami 7 skirtingi
PGR protokolai, kuriy déka amplifikuojama mitochondriné ar apikoplasto DNR geny

fragmentai.

Nustatyta, kad geriausiai hemosporidiniy pauks¢iy infekcijas aptiko apikoplasto
kazeino proteazés C geno fragmentg ir citochromo b geno fragmenta (HaemF/HaemR2)
amplifikuojantys pradmenys. Nei viena pradmeny pora nebuvo jautri nustatant dvigubas
infekcijas — daugiausiai misriy infekcijy (19%) identifikavo HaemF/HaemR2 pradmenys.
Nustatyta, kad HaemF/AE982 ir AE989/AE982 pradmenys yra specifiniai Haemoproteus
genties parazitams, 0 AE986/AE987 — Plasmodium genties parazitams. Tyrimas parodé, kad
siekiant nustatyti miSrias hemosporidiniy parazity infekcijas biitina naudoti kelis PGR
protokolus lygiagreciai. Darbe rekomendavome PGR protokoly kombinacijas, kurias

naudojant lygiagreciai galima nustatyti daugiausiai misriy infekcijy.
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SUMMARY

Detection of avian haemosporidian parasite mixed infections using different primers

Avian hemosporidian (Apicomplexa: Haemosporida) parasites are widespread in
the wildlife and some species cause severe or even fatal diseases to avian hosts and blood
sucking insects. Mixed haemosporidian infections are infections caused by several parasides
depending to different genera, species or genetic lineages. Different studies revealed the
presence of mixed haemosporidian infections from 6% to 80% - in the wild. Mixed
hemosporidian infections can not be detected using only PCR methods, so PCR based

methods underestimate the biodiversity of these parasites in wildlife.

The main task of this study — to evaluate the efficacy of investigates primer set in

detection of experimentaly designed Plasmodium and Haemoproteus mixed infection.

According to Natural Research Center avian hemosporidian parasites material
were created 21 samples with mixed hemosporidian infection by mixing same amount of
similar concentrations extracted DNA samples. Mitochondrial and apicoplast DNA genes

fragments were analyzed by using seven different PCR protocols.

It was found that the most sensitive primer sets for detection of avian
hemosporidinian infections were CIpC primers (ClpCF2/CIpCR2) and cyt b primers (HaemF /
HaemR2). Neither one primer set was sensitive to detect mixed infections. The highest
number of mixed infections was identified (19%) using HaemF/HaemR2 primer set. It was
found that HaemF / AE982 and AE989 / AE982 primers were specific for Haemoproteus
parasites, and AE986 / AE987 primers were specific for Plasmodium parasite detection. The
experiment showed that application of several PCR-based assays in parallel would help o
detect mixed haemosporidian parasite infections. In this study we have recommended
combinations of PCR protocols which will help to identify mixed infections using PCR

methods.
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