GAMTOS TYRIMU CENTRO EKOLOGIJOS INSTITUTAS

VILNIAUS UNIVERSITETAS

Petras Prakas

LIETUVOS MEDZIOJAMOSIOS FAUNOS SARKOSPORIDIJU
(SARCOCYSTIS) IVAIROVE IR EKOLOGIJA

Daktaro disertacija

Biomedicinos mokslai, ekologija ir aplinkotyra (03 B)

Vilnius, 2011



Disertacija rengta 2007 — 2011 metais Gamtos tyrimy centro Ekologijos
nstitute.

Mokslinis vadovas:
Dr. Dalius Butkauskas (Gamtos tyrimy centro Ekologijos institutas,

biomedicinos mokslai, ekologija ir aplinkotyra — 03B)

Mokslinis konsultantas:
Prof. habil. dr. Aniolas Sruoga (Vytauto DidZiojo universitetas, biomedicinos

mokslai, biologija — 01B)



Turinys

SANTIUITIPOS -ttt ettt te ettt et e ettt e st te ettt e sabe e e sbbeesabeeeaaeeesabteesabeeeabeeesabeeeneeas 5
| B A7 TG T TSRS 6
2. LIteratliros aPZVAIZa........ccuverueieeieiieiiesrieetieeteereeteeeeeseeeseesseessaessaesesessseesseesseenns 13
2.1. Sarcocystis parazity SiStemMatika ..........coceeeiieiiieiieieeee e 13
2.1.1. Sarcocystis genties sistematiné padetis ........cocceeveeerieecieeieeniereeeeeee e 13
2.1.2. Sarcocystidae Seimos sistematinis SKirstymas...........ccoceeeveveereenenienencns 13
2.1.3. Sarcocystis gentis — gausi sistemating grupe .........oecceeveeecveneerceerseeereeeneen. 15
2.2. Sarcocystis parazity biolOZIja .......ccuvervierierieeie ettt 16
2.2.1. Sarcocystis parazity gyvybinis ciklas ..........ccoocevvieriieiiiiieeee, 16
2.2.2. Sarcocystis parazity CiStos SaNdara...........ceceerveerierieeiieeeeeeee e 18
2.2.3. Sarcocystis parazity tranSMiSTja.......cceveerveereeerienienieeieeeeee e eee e neees 19
2.2.4. Sarcocystis parazity geografinis pasiSKirstymas.........cccceeeveeveerereenencns 19
2.3. Sarcocystis parazitll PAOZENECZE .......cceeerveeereeereerirerreeieenreesseessaessressseesseesseennns 20
2.3.1. Patogeniskumas tarpiniams ir galutiniams Seimininkams......................... 20
2.3.2. Sarcocystis parazity infekciju patologiniai pozymiai............ceeeveereennennee. 21
2.3.3. Sarcocystis parazity infekcijos ekonominé Zala ir prevencija................... 23
2.4. Sarcocystis parazity [vairové tarpiniuose ir galutiniuose Seimininkuose......... 24
2.4.1. 7Zmoniy Sarcocystis PArAZital.............cocoeuvveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeese s 24
2.4.2. 7induoliy Sarcocystis PATAZItaI ............coc.ooveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeese s 25
2.4.3. PaukSCiy Sarcocystis PArazitai.........cccceueeeveeeeerveieieeireenieesrieseveeveeseeeeeens 26
2.4.4. Ropliy Sarcocystis Parazital ..........ccceeeeveeeieeieerieeieieereenreesreeseveeveeseeseenns 28
2.5. Sarcocystis parazity paplitimo ir gausumo 1Vertinimas............cceeeveeveecveeneeenne 28
2.5.1. Infekcijos ekstensyvumas ir intenSyVUMAaS.........cccveeeveerreesreeseveeveeneesneennns 28
2.5.2. Intensyvumo ir ekstensyvumo vertinimo problematika ............ccccevenee 30
2.5.3. Intensyvuma ir ekstensyvuma jtakojantys veiksniai ............ceccevervenuenncene 30
2.6. Sarcocystis riisiy identifikacija ir naujy risiy apraSymas..........cceceeeeeeeceeeneennne. 31
2.6.1. IStOrinis @aSPEKLAS. ......ccvieriieiieiieriiecie ettt st 31
2.6.2. Galutiniy Seimininky nustatymo tyrimai ..........cccceveeeveerreeneeseveeveeneeneeennes 33
2.6.3. Feneting analize ...........cccooveeivirinieniinienicieicictcceceteeee e 33
2.6.4. DNR QNalizZe@.........cceciviriniiiiiiiiiientcestctee ettt 35
2.7. Sarcocystis parazity specifiSkumas Seimininkui..........ccooevevievienieiiiiceeene, 36
2.7.1. Parazity specifiSkumas Seimininkui.........cc.ccceereveriienieeneesie e 36

2.7.2. Sarcocystis parazity specifiSkumas tarpiniam ir galutiniam Seimininkui..37
2.7.3. Sarcocystis rusiy mazesnio specifiSkumo tarpiniam Seimininkui irodymai

............................................................................................................................. 38
2.8. Sarcocystis 1iSiy filogenetiniai tyrimal .........cceeeeereveeeveerieenrienie e e ereeseeeens 39
2.8.1. Molekuliniai Zymenys, naudojami Sarcocystis genties rusiy filogenetingje
ANAIIZETC ..o ettt ettt ettt a e et e te et e e et e e teeneeneas 39
2.8.2. Sarcocystis genties monofilijos Klausimas ...........ccceeeevvevierieeciiereeneenne, 41
2.8.3. Sarcocystis rusiy filogenetiniy ry$iy désningumai ............ceeeveeveereennnnne. 42
2.9. Sarcocystis parazitai medZiojamuoSiUOSE ZVETYSE .....ccceevveereeereeereeerveaeeeneeenns 43
2.9.1. Tyrimai LICtUVOJE ...cecueeieiereieeie ettt et 43
2.9.2. Tyrimai Pasaulyje .......cccoueriieiieiieieeeeee e 46
2.10. Sarcocystis parazitai medziojamuosiuose paukSCiuoSse........ccvveeveerierveerneenne. 49
2.10.1. Tyrimai LICtUVOJE ..ccueeveieeeie ettt 49
2.10.2. Tyrimai Zasiniuose PAUKSCIUOSE .....ccerrererreerrieneienieeieeieeeeseeeeeeeeeeees 51
2.10.3. Tyrimai laukiniuose Karveliuose........cccccveveerienienieeie e 52



2.10.4. Tyrimai varniniuose ir kituose medziojamuose paukscéiuose................... 53

3. MedZiaga it MELOAAT .....eecvveeeiieieeiieeteee ettt et ere et e e s sraeseseesseenseens 55
4. Rezultatal it JU aPtariimas .......ccecveevierrierrieniieeieereeteesieeseeeseeseesseesseessseesseesseesseensns 63
4.1. Sarcocystis parazity infekcijos ekstensyvumas ir intensyvumas tirtuose
EYVUITUOSE ...veeevvreeureeentreesreeesreeseseeesseessseesssseessseessssessssessnssessssseesssesssssesssseessssesssses 63
4.2. Pauksciuose aptikty sarkocisty morfologinés analizés rezultatai...................... 67
4.3. Zinduoliuose aptikty sarkocisty morfologinés analizés rezultatai.................... 82
4.4. MedZiojamosios faunos sarkosporidijy genetiniy tyrimy rezultatai................. 88
4.5. Nauju Sarcocystis TUSIY aPTASYIMAS ...veeeeveereeereereerreereesreesseessaessseesseesseessesnsns 97
4.6. Sarcocystis 1iSiy filogenetiniy tyrimy rezultatai.........cccoeeeveevieeieeieesieeeeenne, 99
4.7. Rezultaty apibendrinimas ..........ccceeeerierieeieeieeieesie e seee e eeee e eneens 108
ISVAAOS .ttt ettt et ettt eeaeeateenneeneans 125
LIteratlifoS SATASAS ......coevvieeeeetreeeeeeieeeeeeteeeeeeireeeeeereeeeeeeseeeeeeesaeeeeeesseeeeessreeeeensreeeeens 126
Disertacijos tema publikuoti StraipSniai .........ceeeeeierieeieeiiere e 149
KONTETENCTJU tEZES ..ottt ettt ettt seaeeeee e eseens 150
PadEKOS ... ettt ee e et neens 152



Santrumpos

5.8 rRNR, 18S rRNR, 28S rRNR — ribosominés RNR genai

AFLP — amplifikuoty fragmenty ilgio polimorfizmas (angl. amplified fragment
length polymorphism)

bp — baziy pora

D — parazity agregacijos indeksas (angl. discrepancy index)

DNR - deoksiribonukleoriigstis

dNTP — deoksiribonukleotidtrifosfaty misinys

EDTA — etilendiamintetraacto riigStis

EPM — arkliy protozoinins mieloencefalitas (angl. equine protozoal
myeloencephalitis)

GTR + I+ G — evoliucinis DNR modelis

IFA — imunofluorescencinis testas (angl. immuno-fluorescent assay)

ITS—1 — vidinis transkribuojamas regionas esantis tarp 18S rRNR ir 5.8S rRNR
geny

PGR — polimerazin¢ grandininé reakcija

RAPD - atsitiktinai amplifikuotos DNR polimorfizmas (angl. random
amplified polymorphic DNA)

RFLP — restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmas (angl. restriction fragment
length polymorphism)

RNR - ribonukleoriigstis

rpm — apsisukimai per minutg

rRNR — ribosominé¢ RNR

S, STD, STD* — parazity specifiSkumo Seimininkui indeksai

SDS — natrio dodecilsulfatas

SDS-PAGE — natrio dodecilsulfato poliakrilamido gelio elektroforezé¢ (angl.
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)

Tris — tris(hidroksimetil) aminometanas



1. Jvadas

Darbo aktualumas. Sarcocystis genties Lankester, 1882 atstovai — tai
cistas sudaranciy kokcidiju grupés vienalasCiai parazitai. Sarcocystis genties
riSims paprastai biidingas obligatinis- heterokseninis gyvybinis ciklas,
paremtas aukos-plésrino ekologiniais santykiais. Tarpiniais Seimininkais
daZniausiai biina Zolédziai ir visaédziai, o galutiniai Seimininkai — mésédZiai
gyvinai. Nelytineé Sarcocystis ruSiy vystymosi fazé¢ vyksta tarpiniame
Seimininke, pasibaigianti sarkocistos susiformavimu Seimininko raumenyse.
Lytin¢ vystymosi stadija vyksta parazitui patekus { galutinio Seimininko
zarnyna, kuriame susiformuoja oocistos/sporocistos. Sarcocystis parazitams
biidingas platus Seimininky spektras: Zinduoliai, pauksciai, ropliai (Mehlhorn,
Heydorn, 1978). Sarcocystis gentis yra gausiausia Sarcocystidae Poche, 1913
Seimoje, kuriai §iuo metu priskiriama vir§ 200 rasiy.

Kai kurios Sarcocystis riSys yra svarblis Zmogaus bei naminiy gyviiny
patogenai, sukeliantys parazitoze — sarkocistozg. Sarkosporidiju infekcijos
zalingas poveikis daugiausia pasireiSkia tarpiniuose Seimininkuose, o
patogeniSkumas priklauso nuo tam tikros Sarcocystis riiSies bei uZzsikrétimo
intensyvumo. Kadangi gamtoje Zmogus neturi natiiraliy plésriiny, raumeninés
zmoniy sarkocistozés atvejai fiksuojami labai retai ir daugiausiai PietryCiy
Azijoje. Dvejy sarkosporidijuy rasiu (S. hominis (Railliet, Lucet, 1891) Dubey,
1976, S. suihominis (Tadros, Laarman, 1976) Heydorn, 1977) galutinis
Seimininkas yra Zzmogus. Suvalgius termiSkai neapdorotos jautienos, kiaulienos
ar Sernienos mesos, uzkréstos minéty Sarcocystis rusiy cistomis, gali
pasireiksti pykinimo, viduriavimo, vémimo, apetito netekimo, dusulio
simptomai (Fayer, 2004). Tarp naminiy gyviny didZiausias Sarcocystis
parazity infekcijos mastas nustatytas galvijuose, avyse, ozkose, taip pat
sarkocistos aptinkamos arkliuose, kiaulése, viStose, antyse ir Kkituose
domestikuotuose gyviunuose. Naminiuose gyviinuose sarkosporidijos sukelia
tvarius sveikatos sutrikimus galinCius pasibaigti vaisiaus ar gyviino Zitimi.

Sarkocistozeé gyvulininkystéje salygoja nemazus ekonominius nuostolius dél



makroskopinémis sarkocistomis uzkréstos mésos netinkamumo prekybai,
sumazéjusios mésos, vilnos, pieno produkcijos (Dubey ir kt., 1989).

Siame darbe tiriamos sarkosporidijos, aptinkamos  Lietuvos
medziojamojoje faunoje. IS medziojamy laukiniy gyviny didZiausias démesys
skirtas Lietuvoje populiariausiems medzZioklés objektams: stirnoms (Capreolus
capreolus), Sernams (Sus scrofa), tauriesiems elniams (Cervus elaphus),
laukinéms antims bei zasims (Anseriformes birys), taip pat analizuojami
briedziai (Alces alces), karveliai kerSuliai (Columba palumbus), varniniai
pauksciai (Corvidae Seima). Lyginant su naminiais gyviinais, laukiniuose
gyvinuose aptinkamos Sarcocytis riSys kol kas menkai tyrinétos. Sarcocystis
rasiné sudétis, Sarcocystis parazity infekcijos paplitimo mastas, poveikis
Seimininkui daugelyje laukinés faunos rusSiy néra tiksliai zinomas. Praktiniu
poziliriu medziojamuosiuose gyviinuose randamy sarkosporidijy tyrimai yra
svarbiis dél iy parazity potencialios grésmés zmogui. Registruoti atvejai, kai
valge intensyviai sarkocistomis uzkréstos Saldytos stirnienos Zmoneés
viduriavo, taip pat pasireiSké pykinimo ir vémimo simptomai (Schultze, 1988).
Manoma, jog negalavimus sukelé Sarcocystis parazity toksinas — sarkocistinas.
Zarnyno veiklos sutrikimai galimi suvalgius termikai neapdorotos $ernienos
uzkréstos S. suihominis sarkocistomis. Sumedzioty laukiniy anciy meésa,
kurioje plika akimi matomos S. rileyi (Stiles, 1893) Labbé, 1899 ryzio formos
sarkocistos yra netinkama maistui (Dubey ir kt., 2003a). Keturiy ménesiy
elniukams (Cervus canadensis nelsoni), uzkréstiems didelémis sarkocisty
Sarcocystis spp. dozémis, pasireiSké skeleto raumeny, Sirdies raumens,
smegeny, akies nervo uzdegimai, be to, uzkréstyjyu gyviiny masé¢ buvo
reik§mingai mazesné lyginant su kontroline grupe (Foreyt ir kt., 1995). Umios
natiiralios sarkocistozés atvejis laukiniuose stambiuose medZiojamuosiuose
zinduoliuose pirma karta fiksuotas devyniolikos ménesiy baltauodegio elnio
(Odocoileus virginianus) patelei (Duncan ir kt., 2000). Nurodoma, kad iki 75%
medziokliniy Suny gali buti uzsikréte¢ sarkosporidijomis ir toliau su iSmatomis
jas platina, uzkrésdami ivairias medziojamosios faunos rusis (cit. pagal

Malakauskas, Grikieniené, 2002). Teoriniu aspektu laukinés faunos



Sarcocystis rusiy tyrimai yra aktual@is vertinant Sarcocystis parazity paplitima,
patogenezg, specifiSkuma Seimininkui, tarpriiS§ing ir vidur@iSing geneting
ivairoveg, gilinant zinias apie infekcijos mechanizmus, gyvybiniy cikly
modelius, parazito evoliucinius rysius su Seimininkais.

Lietuvoje ieSkant Sarcocystis rusiy pauksciuose, intensyviausiai tyrinéti
Zasiniy burio pauksciai. Laukiniy pauks$ciy sarkosporidijy tyrimuose nagrinéti
infekcijos gausumo ir paplitimo klausimai, Sviesiniu ir elektroniniu
mikroskopu nustatyti kai kuriy Sarcocystis spp. cisty morfologiniai tipai, taip
pat iSaiSkintas vienos Sarcocystis sp. rusies, sudaranios sarkocistas
baltakaktéje Zasyje (Anser albiforns) gyvybinis ciklas (Kutkiené, Sruoga, 2004;
Kutkiené ir kt., 2006; Kutkiené ir kt., 2008). Pasauliniu mastu Zasiniuose,
varniniuose ir karveliniuose pauk$¢iuose (Columbiformes birys) kol kas
aprasytos tik keturios Sarcocystis rusys: S. rileyi, S. calchasi Olias, Grubber,
Hafez, Hafez, Heydorn, Mehlhorn, Lierz, 2010, S. columbae Olias, Olias,
Lierz, Mehlhorn, Grubber, 2010 S. kaiserae Odening, 1997 (Cawthorn ir kt.,
1981; Odening, 1997; Olias ir kt., 2010b; Olias ir kt., 2010c), o kitos Siose
pauksciy grupése gausiai randamos sarkosporidijos dél nepakankamy tyrimy
identifikuojamos tik iki genties ir ivardijamos Sarcocystis sp.

Lietuvoje Sarcocystis infekcijos intensyvumas ir ekstensyvumas
medziojamuosiuose stambiuosiuose Zvéryse (Sernuose, stirnose, tauriuosiuose
elniuose, démeétuose elnivose (Cervus nippon), briedZiuose) yra tyrinétas
(Grikienien¢ ir kt., 2001; Malakauskas, Grikienien¢, 2002). Remiantis
Sviesinés mikroskopijos analizés duomenimis nustatyta, jog Lietuvos
teritorijoje Sernuose aptinkamos dvi, stirnose — keturios, tauriuosiuose elniuose
— trys, briedziuose — dvi sarkosporidijy rasys (Grikieniené, Senutaité, 1995;
Kutkien¢, 2001; 2002; 2003). Pastaraisiais metais Norvegijoje, naudojant DNR
ir morfologinius tyrimus apraSytos SeSios naujos sarkosporidiju rusys,
aptinkamos briedZiuose, stirnose ir tauriuosiuose elniuose (Dahlgren, Gjerde,
2008; 2009; 2010a; Gjerde, 2011). Naujausiy tyrimy duomenys rodo, kad
siekiant nustatyti bei aprasSyti sarkosporidijuy, aptinkamy Lietuvos elniniuose,

rusing sudét] vien tik morfologinés analizés nepakanka.



Tradiciskai identifikuojant Sarcocystis risis remiamasi sarkocistos
morfologinémis charakteristikomis bei parazito gyvybiniu ciklu. Deja,
sarkosporidiju gyvybinio ciklo galutiniai Seimininkai iSaiskinti tik maziau negu
pusei visu Sarcocystis rusiy. Sarkocistos sienelés struktira, kuri tiriama
Sviesiniu ir/ar elektroniniu mikroskopu yra Sarcocystis rusiy svarbiausias
fenotipinis diagnostinis pozymis (Dubey, Odening, 2001). Kai morfologiSkai
labai panaSios sarkocistos randamos taksonomiskai giminingy Seimininky
rasyse, cisty sienelés ultrastruktiros ir kity morfologiniy tyrimy nepakanka
siekiant nustatyti tam tikra sarkosporidiju riiSi (Odening, 1998). Be to, kai
kurios sarkosporidijy riiSys néra grieZtai specifinés tarpiniam Seimininkui, t. y.
gali sudaryti sarkocistas daugiau negu vienoje Seimininky riiSyje, o tai
apsunkina Sarcocystis ruSiy atskyrima (Box ir kt., 1984). Kai kuriose
Seimininky grupése, misriy infekciju atveju, kai viename Seimininko individe
randamos dvejy ar daugiau skirtingy Sarcocystis riiSiy sarkocistos, tai taip pat
gali komplikuoti Sarcocystis rusiy identifikacija (Wesemeier, Sedlaczek,
1995a). Skirtingi DNR zymenys, daugiausiai 18S rRNR genas, 28S rRNR
genas, ITS—1 regionas sékmingai naudojami morfologiSkai panaSiy
sarkosporidiju riiSiy atskyrimui, parazito specifiSkumo Seimininkui nustatymui,
filogenetiniuose ir kituose tyrimuose (Dahlgren, Gjerde 2010a; Olias ir kt.,
2010b). Siuolaikiné Sarcocystis riisiy identifikacija yra sudétinga, paremta
morfologiniais ir DNR tyrimais.

Siekiant medZiojamos faunos sarkosporidijas {vertinti ekologiniais,
patogenezés, genetiniais, biocheminiais ir kitais aspektais, biitina Zinoti kokia
Sarcocystis rasis tiriama. Siame medZiojamos faunos sarkosporidijy
bioivairovés  tyrime nagrinéjamas  Sarcocystis  parazity infekcijos
ekstensyvumas, intensyvumas, ruSiné sudétis, specifiSkumas tarpiniam
Seimininkui, filogenija. Identifikuojant Sarcocystis rusis, naudojami klasikiniai
morfologiniai bei DNR analizés metodai, gauti skirtingy metodiky duomenys

glaudziai siejami tarpusavyje atsakant | ekologinius ir filogenetinius klausimus.



Darbo naujumas. Sarkosporidijy tyrimai Lietuvoje, nagrinéjant
Sarcocystis rasiy paplitima, gausuma, nustatant Sarcocystis ruSing sudéti tam
tikrame tarpiniame Seimininke apsiribodavo tradiciniais morfologiniais
metodais. Siame darbe, identifikuojant Sarcocystis rasis medziojamuosiuose
zinduoliuose ir pauk$¢iuose, greta Sviesinés mikroskopijos naudoti elektroninés
mikroskopijos bei DNR tyrimo metodai. Vertinant analizuojamy Sarcocystis
rusiy filogenetinius rySius naudoti molekuliniai Zymenys (18S rRNR ir 28S
rRNR genai, ITS-1 regionas). Sarkocistos pirma karta Lietuvoje aptiktos
baltaskruosCiy bernikliy, pilkyju Zasu, kovy, kuosy, varny, kéksty, kerSuliy,
sidabriniy kiry raumenyse. Sio tiriamojo darbo metu aptiktos iki $iol Lietuvoje
nenustatytos S. columbae, S. oviformis Dahlgren, Gjerde, 2009, S. hjorti
Dahlgren, Gjerde, 2011, S. silva Gjerde, 2011 r@Sys, parazituojancios
atitinkamai kerSuliuose, stirnose, tauriuosiuose elniuose ir briedziuose bei
stirnose ir briedziuose. Remiantis DNR seky tyrimais iSaiskinta, jog stirnose ir
tauriuosiuose elniuose egzistuoja dvi sarkosporidiju riiSys, kurios anksciau
buvo ivardijamos kaip viena i S. hofmanni Odening, Stolte, Walter, Bockhardt,
1994 panasi rusis. Pirma karta genetiSkai charakterizuota Sarcocystis sp.,
pasizyminti I cistos tipu, aptikta kuosoje. Siame darbe taip pat pirma karta
pateikiami S. rileyi infekcijos irodymai Europoje. Remiantis cisty sienelés
ultrastruktiiros ir DNR tyrimuy rezultatais, apraSytos keturios naujos
sarkosporidiju rasys: baltakaktéje zasyje — S. albifronsi Kutkiené, Prakas,
Sruoga, Butkauskas, 2011, baltaskruostéje bernikl¢je — S. wobeseri Kutkieng,
Prakas, Sruoga, Butkauskas, 2010, didziojoje antyje — S. anasi Kutkiené,
Prakas, Sruoga, Butkauskas, 2011 ir varnoje — S. cornixi Kutkiené, Prakas,

Sruoga, Butkauskas, 2009.

Moksliné ir praktiné darbo reik§mé. MedZiojamosios faunos
sarkosporidijos turi tiesiogines sasajas su zmoniy aplinka, kai kurios
Sarcocystis riiSys yra patogeninés, taip pat Siy parazity paplitimas tiriamyjy
laukiniy gyviny populiacijose gali daryti neigiama jtaka gyviiny sveikatai. Dél

minéty priezasciy, siekiant atsakyti | fundamentinius mokslinius bei praktinius
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klausimus, sarkosporidiju tyrimai medziojamuosiuose porakanopiuose
zinduoliuose (Artiodactyla biirys) bei pauks¢iuose yra aktuallis bei reikalingi.
Siame darbe vertintas Sarcocystis parazity infekcijos ekstensyvumas ir
intensyvumas labiausiai paplitusiose Lietuvos medziojamosios faunos risyse.
Sarkosporidiju  sarkocistos identifikuotos naudojant morfologinius ir
molekulinius tyrimy metodus. Dar karta fiksuotas aukstas Sarcocystis parazity
infekcijos ekstensyvumas Lietuvos medZiojamuosiuose porakanopiuose.
Aptiktas nelauktai didelis, intensyvios Sarcocystis parazity infekcijos mastas
stirnose, todél butini iSsamis sarkocistomis uzkréstos zvérienos tinkamumo
maistui tyrimai. Lietuvoje didZiosiose antyse rasty makrocisty priskyrimas S.
rileyi keiia supratima apie Sios rusies paplitima, nes iki Siol S. rileyi infekcija
buvo patvirtinta tik Siaurés Amerikoje. Tirtosios paukséiy sarkosporidijy riisys
kelia tolimesnj susidoméjima dél nustatyto artimo giminingumo patogeninéms
S. calchasi ir S. neurona Dubey, Davis, Speer, Bowman, de Lahunta,
Granstrom, Topper, Hamir, Cummings, Suter, 1991 ruSims. Analizuoty
Sarcocystis riusiy filogenetiniy rysiy jvertinimas pagal 18S rRNR, 28S rRNR
geny bei ITS—1 regiono sekas turi didelg reikSmg iSaiSkinant tirtyjy Sarcocytis
rasiy, galutinius Seimininkus. Parazito gyvybinio ciklo nustatymas, savo
ruoztu, padéty kurti prevencines programas, siekiant sumazinti aplinkos
uzterSima galutiniy Seimininky i§skiriamomis Sarcocystis rusiy sporocistomis.
Naudojant DNR analizg i$siaiSkinta, jog S. wobeseri, S. silva, S. hofmanni-like,
S. hjorti néra grieztai specifinés tarpiniam Seimininkui ir gali parazituoti
maziausiai dviejose skirtingose Seimininky riiSyse. Pauk$¢iy ir elniniy
zinduoliy (Cervidae Seima) grupése Sarcocystis rasiy mazesnio specifiSkumo
Seimininkui jrodymai svarbiis vertinant Sarcocystis genties rusiy specifiSkuma
tarpiniam Seimininkui bei parodant molekuliniy tyrimy naudinguma minétoje
problematikoje. Siame darbe aprasytos keturios mokslui naujos Sarcocystis
rasys, formuojancios sarkocistas pauks$c¢iuose, taip pat kelios sarkosporidijy
ruSys pirma karta aptiktos Lietuvoje. Parazitinés biologinés jvairovés
pazinimas yra labai svarbus medicinos ir ekologijos mokslams, o naujy rasiy

apraSymas yra esminis visy tolimesniy biologiniy tyrimy pagrindas.
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Darbo tikslas ir uZdaviniai. Sio darbo tikslas — Lietuvos

medziojamosios faunos riiSyse aptinkamy Sarcocystis ruSiy  paplitimo,

morfologinés ir genetinés jvairovés jvertinimas. Tikslui pasiekti buvo

suformuluoti uzdaviniai:

1.

Naudojant kompresinj-mikroskopini dazyty raumeny iSkarpy tyrimo
metoda palyginti skirtingose laukiniy Zzinduoliy ir paukséiy rasyse
aptinkamu Sarcocystis risiy infekcijos ekstensyvuma ir intensyvuma.
Tiriant Sviesiniu mikroskopu pagal morfometrines sarkocistuy ypatybes
pauksciuose rastas sarkocistas suskirstyti 1 morfologinius cisty tipus, o
zinduoliuose atrastas sarkocistas priskirti tam tikrai sarkosporidijy
rusiai.

Naudojant sarkocisty sienelés ultrastruktiros ir DNR analizg,
identifikuoti medziojamos faunos riiSyse parazituojancias Sarcocystis
rusis.

Naudojant 18S rRNR, 28S rRNR geny bei ITS-1 regiono seky analizg
nustatyti tiriamy Sarcocystis rusiy filogenetinius rySius Sarcocytidae

Seimoje.

. Ivertinti Sarcocystis ruSiy, parazituojanciy elniniuose ir tirtuose

pauksciuose specifiSkuma tarpiniam Seimininkui.

Ginamieji teiginiai:

1.

Kompleksiniai morfologiniai ir DNR tyrimai yra butini identifikuojant
medziojamoje faunoje aptinkamas sarkosporidijy riisis.

Siekiant atskirti artimai giminingas pauksciy sarkosporidiju risis
reikalingi ITS—1 regiono seky tyrimai.

Aprasytos keturios naujos mokslui pauksciy Sarcocystis rusys.

Ne visos Lietuvoje medzZiojamuose gyviinuose parazituojancios

Sarcocystis riiSys pasiZymi grieztu specifiSkumu tarpiniam Seimininkui.
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2. Literatiiros apzZvalga

2.1. Sarcocystis parazity sistematika

2.1.1. Sarcocystis genties sistematiné padétis

Organizmy taksonominis skirstymas iSlieka vienu 1§ daugiausia
diskusiju kelianéiu biologijos mokslo objektu. Zemiau pateikiama Sarcocystis
genties sistematiné padétis pagal Tenter ir Johnson (1997). Sarcocystis genties
atstovai yra vienalas€iai organizmai, priskiriami Apicomplexa Levine, 1979
tipui, kuriam priklauso daugiau kaip 4600 vien tik parazitiniy rasiy,
pasizymin¢iy gyvybinio ciklo invaziniy stadijy unikaliu apikaliniu kompleksu,
susidedanciu i§ specialiy organeliy, kurios palengvina parazito patekima i
Seimininko lastele. Apicomplexa tipo protistai klasifikuojami { Zzemesnius
taksonominius vienetus, remiantis tradiciniais poZymiais — morfologinémis

ypatybémis, gyvenimo ciklo pobtidZiu, vystymosi stadijy lokalizacija.

Domenas — Eukaryota
Karalysté — Protista
Tipas — Apicomplexa
Klas¢ — Sporozoea
Poklasis — Coccidia
Biirys — Eucoccidiida
Pobiiris — Eimeriina
Seima — Sarcocystidae
PoSeimis — Sarcocystinae

Gentis — Sarcocystis

2.1.2. Sarcocystidae Seimos sistematinis skirstymas
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Sarcocystidae Seima atskiriama nuo kity kokcidiniy pagal fakulatatyvini
arba obligatini heteroksenini (tarpinis ir galutinis Seimininkai yra butini tam,
kad parazitas uzbaigty savo gyvybini cikla) vystymosi cikla; sugeb¢jima
formuoti cistas tarpiniy Seimininky jvairiy tipy audiniuose; oocisty morfologija
(disporinés ir tetrazoinés oocitos). (Frenkel, 1977). Tarpiniame Seimininke,
kuriuvo dazniausiai tarnauja zolédis arba visaédis, vyksta vienas arba keli
merogonijos (Sizogonijos) ciklai, kurie baigiasi cisty formavimu audiniuose.
D¢l lytinio dauginimosi (gametogonijos), galutinio Seimininko, kuris
dazniausiai biina mésédis, Zarnyne susiformuoja oocistos. Sporogonijos metu,
galutiniame Seimininke arba aplinkoje formuojamos oocistos turin€ios dvi
sporocistas, 1§ kuriy kiekvienoje yra po keturis sporozoitus (Rommel, 1978;
Smith, 1981).

Sarcocystidae Seimos sistematiné padétis néra visuotinai priimta, tac¢iau
Siuo metu Sarcocystidae Seima dazniausiai skirstoma | du poSeimius:
Sarcocystinae ir Toxoplasmatinae. Sarcocystidae Seimos genciy suskirstymui
didziausia itaka turéjo gyvybinio ciklo iSaiSkinimas, skirtingose dauginimosi
stadijose susiformuojanciy cisty ultrastruktiry tyrimai bei molekuliniy—
filogenetiniy metody panaudojimas.  Sarcocystinae poSeimiui budingas
obligatinis vystymasis dvejuose Seimininkuose, sporogonijos stadija vyksta
galutiniy Seimininky Zarnyne, tokiu budu 1 aplinka paleidZziamos subrendusios
sporocistos. Toxoplasmatinae poSeimis skiriasi nuo Sarcocystinae, nes jis
pasizymi skirtingo tipo nelytiniu vystymusi tarpiniame Seimininke, papildoma
nelytinio dauginimosi stadija galutiniame Seimininke, o sporogonija vyksta
aplinkoje. (Mugridge ir kt., 1999). Sarcocystinae poseimi sudaro Sarcocystis ir
Frenkelia gentys, o Toxoplasmatinae poSeimiui tradiciskai buvo priskiriamos
Toxoplasma, Hammondia, Besnoitia, Neospora.

Frenkelia ir Sarcocystis gentys tradiciSkai atskiriamos viena nuo kitos
pagal nelytiniy stadijy lokalizacija ir morfologija tarpiniame Seimininke.
Frenkelia rusiy gyvybinio ciklo nelytiné¢ fazé vyksta tarpinio Seimininko
kepenyse ir turi tik viena merozoity karta, o daugumoje Sarcocystis rusiy

nelytinis vystymasis vyksta tarpinio Seimininko ivairiy organy kraujagysliy
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endotelio lastelése taip pat biidinga keletas merozoity vystymosi karty.
Frenkelia parazitai formuoja skiltelés ir rutulio formos cistas, kurios randamos
i§skirtinai centrin€je nervy sistemoje, o Sarcocystis parazity cistos dazniausiai
aptinkamos skeleto ar Sirdies raumenyse. Be to tik Frenkelia rusys gali sukelti
Seimininko Iasteliy branduolio hipertrofija. (Krampitz ir kt., 1976; Gobel ir kt.,
1978; Geisel ir kt., 1978).

Tarpiniai Seimininkai Galutiniai Seimininkai
05% 50y,
o% . o _—28%

W Zinduoliai B Zinduoliai

130& O Paukséiai B Pauksdiai

i O Ropliai

@ Ropliai s4%% P
Ifuvys D NeZinomas

W NezZinomas

~—11%

1 pav. Sarcocystis rusiy tarpiniai ir galutiniai Seimininkai. Skritulinés
diagramos nubraizytos autoriui apibendrinus literatiriniuose Saltiniuose

pateikiamus duomenis.

2.1.3. Sarcocystis gentis — gausi sistematiné grupé

Heterogeniné Sarcocystis gentis yra pati gausiausia i§ Sarcocystidae
Seimos genciy, kuriai priklauso daugiau riSiy negu sudéjus visas kitas
Sarcocystidae genciy rasis. Pavadinima turiniy Sarcocystis rusiy skaicius
labai sparciai augo praeitame Simtmetyje: 1926 — 35 riiSys, 1975 — 54, 1980 —
93, 1986 — 122 (Wenyon, 1926; Kalyakin, Zasukhin, 1975; Levine, Tadros
1980; Levine, 1986). Paskutinéje Sarcocystis parazity taksonominéje
apzvalgoje pateikiamas 189 raSiy sarasas (Odening 1998). Nauju
sarkosporidiju raSiy aprasymas nenutriiksta ir Siomis dienomis, o Sarcocystis
gendiai §iuo metu priskiriama per 200 rasiy. Sios genties radims budingas

sudétingas gyvybinis ciklas, kuris yra iSaiSkintas tik mazdaug pusei i§ ju.

15



Sarkosporidijos aptinkamos Zzinduoliuose, pauksciuose ir ropliuose (1 pav.).
ISimtis — S. salvelini Fantam, Porter, 1943, kurios tarpinis Seimininkas yra

v

lasiSiniy Seimos zuvis upoksninis Salvis (Salvelinus fontinalis).

2.2. Sarcocystis parazity biologija

2.2.1. Sarcocystis parazity gyvybinis ciklas

Sarcocystis gencCiai biidingas obligatinis dvejy Seimininky vystymosi
ciklas paremtas plésriino—aukos ekologiniais santykiais. Nelytinis dauginimasis
vyksta tarpiniame Seimininke, o lytinis — galutiniame Seimininke. Sarcocystis
parazity gyvybini cikla apibiidinamas reminatis S. cruzi (Hasselmann, 1923)
Wenyon, 1926 riiSimi, kurios tarpiniais Seimininkais gali biiti naminiai galvijai
(Bovinae poSeimis), o galutiniais Seimininkais Suniniy Seimos (Canidae)

pléSriinai — Sunys, kojotai, lapés, vilkai, Sakalai (2 pav.).

1\-']“{1'0 meta
GALUTINIS SEIMININKAS ‘

LYTINE FAZE

ﬁ . u STt
\ Merozoitas /@;

Sporocista

NELYTINE FAZE \
i N

TARPINIS
SEIMININKAS

2 pav. Sarcocystis parazity gyvybinis ciklas (Dubey ir kt., 1989).
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Galutinis  Seimininkas uzsikreCia sarkosporidijomis prarydamas
raumenini audini su subrendusiomis Sarcocystis parazity cistomis —
sarkocistomis. Cistozoitai atsipalaiduoja i§ sarkocistos maisto vir§kinimo metu,
skverbiasi | plonojo zarnyno gleiving ir transformuojasi i vyriskus (mikro) ir
moteriSkus  (makro) gamontus. Subrendusio mikrogamonto gametos
iSsivaduoja i§ mikrogamonto ir ziuzeliy pagalba aktyviai juda { makrogamonto
periferija. Po apvaisinimo apie zigota vystosi sienelé ir formuojamos oocistos.
Gametogonijos ir apvaisinimo procesas gali biiti uzbaigtas per 24 valandas.
Gametogonijos procesas yra asinchroninis, todél vienu metu galima aptikti
oocistas ir gamontus. Gametogonijos lokalizacija ir parazituojamy lasteliy tipai
varijuoja priklausomai nuo raSies ir gametogenezés stadijos. Oocistos
sporuliuoja plonojo Zarnyno jungiamojo audinio sluoksnyje (lot. lamina
propria). Sporuliacija vyksta asinchroniskai, todél tuo paciu laiku randamos
nesporuliavusios ir sporuliavusios oocistos. Po triju branduolio pasidalijimy
susiformuoja dvi sporocistos su keturiais sporozoitais. Sporocistos su
fekalijomis patenka i aplinka. Daugumos Sarcocystis risiy oocistos/sporocistos
1Smatose randamos po 7-14 dieny ir oocisty/sporocisty iSskyrimas dazniausiai
trunka iki keliy ménesiy.

Tarpinis Seimininkas uzsikrecia sarkosporidijomis per maistag arba
vandenj. Sporozoitai pasiSalina i§ sporocistos plonajame Zarnyne ir prasideda
merogonijos procesas. Merontai lokalizuojasi Seimininko lasteliy citoplazmoje,
tatlau neblina apsupti  parazitoforine vakuole. Merontai dalijasi
endopoligenijos biidu, o merozoitai formuojasi meronto periferijoje. Tam tikro
tipo audinyje pastebimi zymiis meronty dydzio ir formos skirtumai.
Merogonijos generacijy skaiCius ir Seimininko lastelés tipas, kuriame vyksta
merogonija priklauso nuo Sarcocystis rusies. Po merogonijos prasideda
sarkocistos formavimasis. Vidulastelinis merozoitas apsuptas parazitoforine
vakuole tampa metrocitu. Po keliy pasidalijimy metrocitai virsta cistozoitais,
kurie yra infektyviis galutiniam Seimininkui. Parazito vystymasis tarpiniame
Seimininke vidutiniskai trunka du su pus¢ ménesio, taciau brendimo laikas

skirtingoms Sarcocystis ruSims varijuoja (Dubey ir kt., 1989).
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Kol kas zinomos keletas galimy sarkosporidiju gyvybinio ciklo tarpiniy
ir galutiniy Seimininky kombinacijos, kurios iSdéstytos nuo dazniausios:
zinduolis/zinduolis,  zinduolis/roplys,  zinduolis/paukstis,  roplys/roplys,
paukstis/zinduolis, paukstis/paukstis.

Iprastai  Sarcocystis genties atstovai pasizymi diheterokseniniu
gyvybiniu ciklu (tarpiniu ir galutiniu parazito Seimininku biina skirtingos
Seimininky rasys). Nustatyta, kad trys sarkosporidiju rGSys pasizymi
dihomokseniniu vystymosi ciklu, kai nelytinis ir lytinis Sarcocystis parazity
dauginimasis gali vykti toje pacioje rusyje. S. gallotiae Matuschka, Mehlhorn,
1984 sarkocistos randamas Gallotia galloti drieZo uodegoje ir §io parazito
transmisija vyksta dél kanibalistinés elgsenos, kai drieZzai éda vienas kito
uodegas (Matuschka, Bannert 1987; Slapeta, 2001). S. rodentifelis Grikieniené,
Arnastauskien¢, Kutkiené, 1993 ir S. muris (Railliet, 1886) Labbé, 1899
tarpiniais Seimininkais tarnauja smulkiis grauzikai (Rodentia burys), o
galutiniu — katé (Felis silvestris catus). Alternatyvaus vystymosi atveju,
sporocistos ir oocistos subrgsta ziurkés (Rattus norvegicus) Zarnyne (S.
rodentifelis atvejis) arba pelés (Mus musculus) Zarnyne (S. muris atvejis).
Manoma, kad Ziurkés, pelés uZsikrecia dél kanibalistinés, kaprofaginés

elgsenos ( Koudela, Modry, 2000; Kutkiené, Grikieniene, 2003).

2.2.2. Sarcocystis parazity cistos sandara

Morfologiskai apibiidinant Sarcocystis genties risis, svarbiausias
pozymis yra cistos sandara. Sarcocista (gr. mésos puslelé¢) yra galutiné
sarkosporidiju nelytinio vystymosi stadija, randama tarpiniuose Seimininkuose.
Sarkocistos visada aptinkamos Seimininky lastelés citoplazmos parazitoforiniy
vakuoliy viduje. Vienoje Seimininko lastelé¢je galima aptikti daugiau negu vieng
sarkocista. Sarkocista susideda i§ cistos sienelés, kuri supa metrocitus ir
cistozoitus. Dauguma sarkocisty vystosi skeleto skersaruoziuose raumenyse,

taiau kai kurios sarkocistos aptinkamos lygiuosiuose raumenyse. Reciau
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sarkocistos randamos centring¢je nervy sistemoje, virSkinamajame trakte,
Sirdies Purkinjé lastelése. Sarkocisty dydis ir forma priklauso nuo parazito
rusies ir cistos amziaus. Sarkocistos pagal dydi skirstomos | makroskopines
(matomos plika akimi) ir mikroskopines.

Skirtingy Sarcocystis riisiy cistos sienelés sandara ir storis skiriasi, be to
brestant cistai  keiCiasi sienelés struktiiros ypatybés. Sarkocistos sienelé
histologiskai gali biiti lygi, ruozuota, vingiuota, su Sakotomis iSaugomis. I§
sarkocisty sienelés kilusi septa padalija zoity grupes i atskiras kameras.
Nesubrendgs zoitas yra rutulio ar kiauSinio formos ir vadinamas metrocitu. Po
keliy dalijimusi metrocitai produkuoja cistozoitus, kurie biina banano ar i ji
panasios formos. Sarkocistos viduje metrocitai lokalizuoti Zievéje, o cistozoitai
Serdyje. Senose, didelése sarkocistose cistozoitai kartais degeneruoja centrinéje

sarkocistos dalyje ir juos pakeicia granulés arba globulés (Dubey ir kt., 1989).

2.2.3. Sarcocystis parazity transmisija

Infektyviy sarkosporidiju stadijy nurijimas kartu su maistu ar vandeniu
1§ esmes yra vienintelis tarpinio Seimininko uZsikrétimo biidas. Nors apraSyti
gamtiniai placentinés infekcijos atvejai galvijuose, avyse, kai buvo atrasti
merontai abortuotuose embrionuose, taciau toks Siy parazity transmisijos kelias
labiau iSimtis nei désningumas. Sarkosporidijos tik viena karta aptiktos trijuy
dieny amziaus kumeliuke (Cunningham, 1973), tac¢iau daugiau panasiy atveju
neuzfiksuota. EksperimentiSkai nepatvirtinta uzsikrétimo galimybé laktacijos
metu per piena ar krekenas (Fayer ir kt., 1982). Subrendusiu sarkocisty,
turin€iy cistozoitus, prarijimas yra vienintelis zinomas galutinio Seimininko

uzsikrétimo Sarcocystis parazitais buidas.

2.2.4. Sarcocystis parazity geografinis pasiskirstymas
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Sarcocystis riSys paplitusios visame pasaulyje, taciau tam tikros raSys
gali buti randamos specifiniuose geografiniuose regionuose. Jy buvima tam
tikram regione daugiausiai apsprendzia risiai budingy tarpiniy ir galutiniy
Seimininky pakankamas kiekis. Pavyzdziui, S. falcatula Stiles, 1893 buvo rasta
tik Siaurés Amerikos Zemyne, nes §ios ri§ies galutinio §eimininko VirdZinijos
oposumo (Didelphis virginiana) arealas apribotas Siaurés ir Centrine Amerika
(Box ir kt., 1984). Norvegijoje Siauriniuose elniuose (Rangifer tarandus)
aptinkamos SeSios sarkosporidiju rusys (Dahlgren, Gjerde, 2007), o Islandijoje,
kurioje i§ Norvegijos Siauriniai elniai buvo atgabenti 1781-1787 metais, iStyrus
36 individus rastos trys Sarcocystis rusys (S. grueneri Yakimoff, Sokoloff,
1934, S. tarandivulpes Gjerde, 1984, S. hardangeri Gjerde, 1984) (Dahlgren ir
kt., 2007). VienareikSmio atsakymo, kodé¢l Siauriniuose elniuose Islandijoje
identifikuota maziau sarkosporidijy riasiy negu Norvegijoje, néra. Pagrindinés
numanomos priezastys — Islandijoje néra specifiniu Sarcocystis rasiy galutiniy
Seimininky, iStirta nepakankama imtis, introdukuoti Siauriniai elniai buvo

uzsikrete tik trimis sarkosporidijy riiSimis arba kitomis tik menkai.

2.3. Sarcocystis parazity patogenezé

2.3.1. PatogeniSkumas tarpiniams ir galutiniams Seimininkams

Sarkosporidijy patogeny sukeliama liga vadinama sarkocistoze arba
sarkosporidioze. Dauguma Sarcocystis ruSiy néra patogeninés, taCiau kai
kurios gali sukelti rimtus sveikatos sutrikimus naminiams gyviinams ir
zmonéms. Sarkocistozés klinikiniy poZymiy pasireiSkimas priklauso nuo
Sarcocystis rusies ir uzsikrétimo intensyvumo. Nenustatyta, jog Seimininko
dydis ar svoris itakoty atsparuma Sarcocystis parazity sukeliamoms ligoms.
Neéstumas, laktacija, maisto trilkumas ar kitos stresinés situacijos sunkina
sarkocistozés eiga. Pastebéta tendencija, jog Sarcocystis rusys, kuriomis

uzsikreciama per Suniniy Seimos Zinduolius yra labiau patogeninés, negu riisys,
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turin¢ios kitus galutinius Seimininkus. Pavyzdziui, avyse identifikuotos
keturios sarkosporidiju rasys: S. arieticanis Heydorn, 1985, S. gigantea
(Railliet, 1886) Ashford, 1977, S. medusiformis Collins, Atkinson, Charleston,
1979, S. tenella (Railliet, 1886) Moulé, 1886, i$ kuriu perneSamos per Suniniy
Seimos plésriinus (S. arieticanis, S. tenella) yra patogenings, o perneSamos per
katiniy Seimos (Felidae) pléSranus (S. gigantea, S. medusiformis) —
nepatogenings.

Svarbu atskirti Sarcocystis parazity poveiki galutiniam ir tarpiniam
Seimininkams. Sarcocystis parazity infekcijos pozymiai pasireiSkia tarpiniams
Seimininkams, o sarkosporidijy infekcija galutiniams Seimininkams paprastai nebtina
pavojinga. [vairiems pléSrinams: Sunims, katéms, lapéms, kojotams, meSkénams,
pelédoms, gyvatéms ir kitiems, sumaitinus skirtingomis Sarcocystis ruSimis
infekuotus audinius, $iy plésriiny zarnyne rastos sporocistos, ta¢iau nepastebéta jokiy
klinikiniy pozymiy. Kai kurie eksperimentiniai gyviinai véme, jiems pasireiSké
anoreksijos pozymiai. Zmonéms savanoriams suvalgius S. hominis ir S. suihominis
sarkocistomis uzkréstos mésos, nustatyti vémimo, diar¢jos, sunkaus kvépavimo
simptomai (Gajadhar, Marquardt, 1992; Berrocal, Lopez, 2003; Stanek ir kt., 2003;
Fayer 2004).

2.3.2. Sarcocystis parazity infekcijy patologiniai poZymiai

Nors sarkocistozé gamtoje dazniausiai pasireiSkia Svelnia eiga arba
klinikiniai pozymiai nepastebimi, taciau kartais ji gali pasibaigti uzsikrétusio
gyviino zitimi. Audiniy ar organy paZeidimai ankstyvojoje merogonijoje,
vykstanc¢ioje vidaus organy kraujagysliy endotelio lastelése paprastai yra
didesni negu tuo metu kai formuojamos sarkocistos raumeniniuose ar
nerviniuose audiniuose. Merogonijos metu meronty indukuota lokaliné lasteliu
ir audiniy nekrozé néra pakankamas veiksnys, galintis sukelti sunkius
susirgimus stambiems gyviinams. Smulkiems gyviinams kai kuriy Sarcocystis
rusiy, pavyzdziui S. falcatula, S. idahoensis Bledsoe, 1980 meronty

intensyvaus dauginimosi sukelta audiniy nekroze gali biiti gyvino Zities

priezastimi (Dubey ir kt. 1989; Ugla, Buxton, 1990; O'Donghue, Rommel,
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1992). Eozinofilinis miozitas (skersaruoziy raumeny uzdegimas dél eozinofily
susikaupimo) dazniausiai nustatytas naminiams jauciams (Bos taurus), kartais
avims (Ovis aries), retai kiauléms (Sus scrofa domesticus) ir arkliams (Equus
caballus). Nors eozinofilinio miozito priezastis nezinoma, manoma, kad Sis
sutrikimas gali biiti susijgs su sarkosporidijuy infekcija. (Jensen ir kt., 1986).
Néra specifiniy klinikiniy simptomy apibiidinan¢iy ~ sarkocistoze, o
sarkosporidiju infekcijos pozymiai priklauso nuo ligos sunkumo laipsnio,
lokalizacijos ir parazito rusies.

S. cruzi, S. tenella, S. capracanis Fischer, 1979, S. neurona, S. canis
Dubey, Speer, 1991 yra patogeniSkiausios naminiams bei laukiniams
gyvinams sarkosporidijy risSys. Sunkios sarkocistozés atvejais gali pasireiksti
hemoraginé¢ diatezé (padidéjgs jautrumas mechaniniams dirgikliams,
pasireiSkiantis kraujo iSsiliejimu odoje, gleivinése), hepatitas (kepeny
uzdegimas), encefalitas (galvos smegeny uzdegimas), encefalomielitas (galvos
ir nugaros smegeny uzdegimas). D¢l Sarcocystis parazity infekcijos
apvaisintos patelés gali prarasti vaisiy. Manoma, kad Sarcocystis parazitai
netiesiogiai itakoja vaisiaus sveikata, sustiprindami vaisiy Zalojanciy ligy
poveiki. Naminiams galvijams, avims, ozkoms (Capra aegagrus hircus) S.
cruzi, S. tenella, S. capracanis sukelia aibg klinikiniy simptomy — anemija,
anoreksija, sumazéjusia pieno ar vilnos produkcija, centrinés nervy sistemos
pazeidimus, vaisiaus ziiti ir abortus (Henderson ir kt., 1997). S. canis sukelia
hepatitus grizliams (Ursus arctos horribilis), juodiesiems lokiams (Ursus
americanus), SinSiloms (Chinchilla lanigera), Sunims (Canis lupus familiaris),
arkliams, stambiems jiry zinduoliams: jiiry lititams (Zalophus californianus),
ruoniams (Monachus schauinslandi), delfinams (Stenella coeruleoalba)
(Dubey ir kt., 2003b).

Didziuli susidomé¢jima pastaruoju metu kelia S. neurona, galinti sukelti
letalias neurologines ligas tarpiniams Seimininkams: arkliams, jurinéms
tUdroms (Enhydra lutris), paprastiesiems ruoniams (Phoca vitulina),
paprastiesiems meSkénams (Procyon lotor), devynjuosCiams Sarvuociams

(Dasypus novemcinctus), katéms, naminiams SeSkams (Mustela putorius furo),
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dryzuotiesiems skunsams (Mephitis mephitis), rudagalviams karviaganiams
(Molothrus ater) (Dubey ir kt., 1991a, 2001b, 2001c; Cheadle ir kt., 2001a,
2001b; Miller ir kt., 2001; Butcher ir kt., 2002; Mansfield ir kt., 2008; Britton
liga, turincia specialy pavadinima — arkliy protozoinis encefalomielitas (angl.
equine protozoal myeloencephalitis — EPM). Arkliams pasireskia Sie ligos
simptomai: ataksija, silpnumas, spazminé ar sustingusi eisena, raumeny
atrofija, snukio nervy paralyzius, galvos pakrypimas, sunkumai kramtant ar
praryjant maista, nukritgs akies vokas ar lipa, nenormaliis akiy judesiai,
nugaros skausmai, pozos pokyciai, jud¢jimas ratu, daznas gulé¢jimas,
priepuoliai, iSsekimas ir Zzutis. Histopatologiniai pakitimai budingi EPM
apraSyti ir kitiems S. neurona tarpiniams Seimininkams. EPM simptomai
varijuoja priklausomai nuo parazito lokalizacijos nervy sistemoje. Infekcijos
zidiniuose aptinkami nervy uzdegimai, pabrinkimai, neurony nekrozés (Fritz,

Dubey, 2002; Saville ir kt., 2002).

2.3.3. Sarcocystis parazity infekcijos ekonominé Zala ir prevencija

Dél Sarcocystis genties patogeny didziausiy ekonominiy nuostoliy
patiria Zemés ukio gyvulininkystés Saka. Nors ir nustatyta santykinai nedaug
infekcijos protriilkiuy naminiy gyviinu tarpe, taCiau apraSomi uzsikrétimo
sarkocistomis atvejai, salygojantys klinikines ligas bei kai kuriy naminiy
gyvuliy zuti. Dél meésos, vilnos, pieno sumenkusios produkcijos ar
suprastejusios kokybés galvijy, kiauliy, aviy, ozky, alpaku (Lama pacos)
augintojai patiria kasmetinius milijoninius nuostolius. Aiskiai matomomis
makroskopinémis sarkosporidijomis uZzkrésta galviju ar aviy mésa néra
tinkama prekybai. Sarkocistozés ekonominé Zala, su retomis iSimtimis, kol kas
beveik nebuvo vertinama (O'Donoghue, Rommel, 1992). Kol kas dar
nesukurtos vakcinos apsaugancios nuo klinikinés sarkocistozés. Pagrindinés

prevencings priemones prie§ sarkocistozés plitima pateikiamos Zemiau.

23



Nevertéty maitinti mésédzius nevirta mésa ar dvéseliena, o inkubuojant
uzkrésta mésa 20 minuciy, esant 55°C ir aukStesnei temperatirai,
sunaikinamos sarkocistos. Negyvus naminius gyviinus reikéty uzkasti ar
sudeginti, o ne palikti laukuose pléSrinams. PléSriinai neturéty patekti | gyvuliy

laikymo, maitinimo ir girdymo vietas (Dubey ir kt., 1989).

2.4. Sarcocystis parazity jvairové tarpiniuose ir galutiniuose Seimininkuose

2.4.1. Zmoniy Sarcocystis parazitai

Zmoniy sarkocistoze galima suskirstyti { Zarnyno (Zmogus Sarcocystis
risiy galutinis Seimininkas) ir raumeny (Zmogus rusiy Sarcocystis tarpinis
Seimininkas). Zmogus yra dveju Sarcocystis rasiy galutinis Seimininkas: S.
hominis, S. suihominis. Zmonés gali uzsikrésti S. hominis arba S. suihominis
valgydami termiSkai neapdorota jautiena arba kiauliena. S. hominis tarpiniai
Seimininkai yra galvijai, buivolai, bizonai, o S. suihominis — kiaulés, Sernai.
Lenkijoje ir Vokietijoje iStyrus vaiky fekalijas, atitinkamai 10,3% ir 7,3%
méginiy buvo surastos sarkosporidiju sporocistos (Fayer, 2004).

Iki Siol nustatyta vir§ Simto Zmonéms sarkocisty sukelty susirgimy.
DazZniausiai raumeny sarkocistozé buvo identifikuota tropiniuose arba
subtropiniuose regionuose, ypatingai PietryCiy Azijoje. Serologiniy tyrimy
Vakary Malaizijoje duomenimis 19,7% i§ 243 tirty zmoniy turéjo antikiinus
pries Sarcocystis parazity antigenus, o tai parodo, kad sarkocistozé yra dazna,
taciau retai identifikuojama infekcija Malaizijoje (Thomas, Dissanaike, 1978).
Masiskiausias uzsikrétimo sarkocistomis atvejis, kai i§ 15 JAV kariskiy grupés
Malaizijoje septyniems pasireiSké Sarcocystis parazity infekcijos pozymiai
(Arness ir kt., 1999). Raumeninés sarkocistozés simptomais gali buti
kars¢iavimas, patinimai, iSbérimai, chroniski raumeny skausmai, eozinofilija,
bronchospazmai, kraujagysliuy ar limfmazgiy uzdegimai (Pamplett,

O'Donoghue, 1990; Van den Enden ir kt., 1995). Kol kas néra zinoma kokia
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Sarcocystis rasis arba rii§ys Zmoniy raumenyse formuoja sarkocistas. Zmogus
yra atsitiktinis tarpinis Sarcocystis parazity Seimininkas. Manoma, kad zmogus
sarkocistomis uzsikreCia per pléSrino, mintan¢io primatais, fekalijomis
uzterSta maista arba vandeni (Fayer, 2004). 1 Ienteléje pateikiamas

apibendrintas Sarcocystis parazity Zzmonéms sukelty ligy pasireiSkimas.

1 Lentelé. Sarcocystis parazity sukeliamy ligy pasireiSkimas Zzmonése.

Savybés Raumeny infekcija Zarnyno infekcija

Infekcijos Saltiniai Nezinomo mésédzio ar Zalia mésa
visaédzio iSmatomis uzterstas
maistas ar vanduo

Rasys Nezinoma S. hominis, S.

suihominis

Laikas nuo uzsikrétimo | Savaités, ménesiai 3-6 valandos

iki simptomy

pasireiskimo

Simptomy pasireiskimo | Nuo keliy ménesiy iki keliy 36 valandos

trukmé mety

Simptomai Raumeny skausmai, Pykinimas, vémimas,
kar§¢iavimas, i8bérimai, apetito netekimas,
patinimai diaréja, dusulys

Terapija Antikokcidiniai preparatai Neéra

2.4.2. Zinduoliy Sarcocystis parazitai

Sarkosporidijos labiausiai paplitusios placentiniuose Zzinduoliuose.
Keletas Sarcocystis riSiu nustatyta sterbliniuose, 1§ kuriy daugiausia
oposumuose Australijoje, Siaurés ir Piety Amerikoje. Daugiausia Sarcocystis
risiy apraSyta atrajojanciuose porakanopiuose (Ruminantia pobiiris).

[Ssamiausiai tyrinétos ir didZiausia susidomejima dél ekonomiy,
socialiniy aspekty, bei galimo infekcijos perneSimo Zmonéms, kelia
domestikuotuose zinduoliuose randamos sarkosporidiju risys. Beveik visoms
naminiuose gyvinuose parazituojancioms Sarcocystis riSims nustatyti ju
galutiniai Seimininkai, jvertintas uZsikrétimo mastas, patogeneniSkumas, taip
pat tirtos genetinés bei imunologinés charakteristikos. Naminiy gyviiny

uzsikrétimo laipsnis Sarcocystis ruSimis svyruoja nuo 10% iki 100%. Paprastai
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labiausiai sarkocistomis btina apsikréte galvijai, avys, ozkos. Naminiuose
katiniy Seimos pléSrunai ir zmogus. Domestiky Zinduoliy raumenyse
identifikuoty Sarcocystis rusiy skaicius varijuoja nuo vienos iki SeSiy: lamose
(Lama glama), alpakose, triusiuose (Oryctolagus cuniculus) — po viena;
kupranugariuose (Camelus gentis), jakuose (Bos grunniens) — po dvi; ozkose,
kiaulése, — po tris; avyse, jauCiuose — po keturias; Azijiniuose buivoluose
(Bubalus bubalis) ir Siauriniuose elniuose — po SeSias. Kol kas lieka neaiSku
kiek riiSiy parazituoja arkliy raumenyse, manoma, kad S. bertrami Doflein,
1901, S. asinus Gadaev, 1978, S. equicanis Rommel, Geisel, 1975 ir S. fayeri
Dubey, Streitel, Stromberg, Toussant, 1977 yra sinonimai (Levine, 1986;
Dubey ir kt., 1989; Odening 1998).

Sarkosporidijomis taip pat gausiai uzsikréte elniniy Seimos bei grauziky
birio atstovai. Elniniy Seimos rusyse parazituoja daugiau kaip 25 Sarcocystis
rusys, o grauzikuose atrasta apie 40. PléSrieji zinduoliai (Carnivora biirys)
paprastai yra galutiniai sarkosporidiju Seimininkai (apie 60 Sarcocystis riisiu),
bei keleto rusiy (pavyzdziui, S. felis Dubey, Hamir, Kirkpatrick, Todd,
Rupprecht, 1992, S. canis, S. hofmanni, S. melis Odening, Stolte, Walter,
Bockhardt, 1994, S. erdmanae Odening, 1997) tarpiniai Seimininkai.

2.4.3. Pauksciy Sarcocystis parazitai

Pauksciy raumenyse sarkocistas sudaro daugiau kaip 25 Sarcocystis
rasys, deja gyvybinis ciklas iSaiSkintas tiktai deSimciai 1§ jy. ApraSytos dvi
vistu (Gallus gallus domesticus) sarkosporidijy rusys: S. wenzeli Odening,
1997, kurios galutinis Seimininkas yra Suo arba katé ir S. horvathi Rétz, 1909,
kurios galutinis Seimininkas nezinomas (Odening, 1997). Ivairiose anciy ruSyse
aptinkamos makroskopinés ryzio formos sarkocistos priskiriamos S. rileyi
raSiai, kuri gyvybini cikla uZbaigia dryZuotojo skunso Zarnyne. Si riiis

pasizymi tik Svelniu patogeniSkumu. EksperimentiSkai uZzkrétus antis,
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nepastebéta jokiy klinikiniy simptomy, o natiiraliai infekuotose antyse aptikta
raumeninio audinio granuloma (Dubey ir kt., 2003a). Zasyse ir kalakutuose
(Meleagris gallopavo) aptiktos sarkocistos iki Siol buvo apibudintos tik iki
genties (Sarcocytis sp.), nesuteikiant specifiniy lotynisky rtsies pavadinimy
(Wobeser ir kt., 1981; Dubey ir kt., 2000; Kutkiené, Sruoga, 2004).

Pauksciuose parazituoja kelios labai patogeniskos raSys: S. falcatula, S.
calchasi, S. neurona, galinCios sukelti pauk$¢iy zuti. S. falcatula tarpiniais
Seimininkais gali biiti zvirbliniy (Passeriformes), papuginiu (Psittaciformes),
karveliniy, gegutiniy (Cuculiformes) biirio pauks¢iai, o galutiniu Seimininku
yra Virdzinijos oposumas. S. falcatula biudinga daugiau meronty karty,
palyginus su kitomis sarkosporidijy riSims, taciau visi merozoitai struktiiri§kai
yra panasis. S. falcatula merozoity vystymasis, besitgsiantis net iki penkiy su
puse ménesio lemia $io parazito stipry patogeniskuma paukséiams. S. falcatula
sukelia mirtinas ligas, tuo atveju kai merogonija vyksta plauciy ar Sirdies
kapiliary endotelyje (Box, Duszynski, 1978; Box, Smith, 1982; Box ir kt.,
1984; Smith ir kt., 1989; Smith ir kt., 1990). S. neurona, liidnai pagarséjusi
kaip sukelianti encefalitus ivairiems Zinduoliams, neseniai buvo identifikuota ir
rudagalviam karviaganiui (Molothrus ater) (Mansfield ir kt., 2008). S. calchasi
sukelia centrinés nervy sistemos sutrikimus naminiams karveliams (Columbia
livia . domestica) ir yra perneSama vistvanagio (Accipiter gentilis). 2006-2008
metais Berlyne, Vokietijoje 1§ trijy pasto karveliy pulky iStyrus 244 individus,
depresija, Svelni diaré¢ja, tortikolis, paralyZius, drebulys (Olias ir kt., 2009;
2010a; 2010b).

Plésrieji pauksciai yra keliolikos Sarcocystis riiSiy galutiniai Seimininkai
(Cawthorn ir kt., 1984; Cernd, Kvasiovska, 1986; Espinosa ir kt., 1988; Yabsley ir
kt., 2009; Olias ir kt., 2010b), taciau kartais btina ir tarpiniais Seimininkais. Iki Siol
apraSytos tik dvi mésédziy pauksciu Sarcocystis rusys (S. nontenella Levine, Tadros,
1980 ir S. otus Krone, Rudolph, Jakob, 2000) — abi aptiktos paprastajame suopyje
(Buteo buteo) (Levine, Tadros, 1980; Krone ir kt., 2000). Sarkocistos taip pat buvo
aptiktos vanagu (Accipitrinae poseimis), sakaly (Falco gentis), pelédu (Strix gentis),
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grify (Aegypiinae poSeimis) raumenyse (Lindsay and Blagburn 1999).
Sarkosporidijos indukavo encafalitus viStvanagyje ir kilniajame erelyje (Aquila
chrysaetos) (Aguilar ir kt., 1991; Dubey ir kt., 1991b). Neseniai atskleistas jdomus
Sarcocystis parazity gyvybinio ciklo modelis, kai S. ovalis Dahlgren, Gjerde, 2008
formuojancios sarkocistas briedzio raumenyse galutiniu Seimininku nustatyta Sarka
(Pica pica). Be to manoma, jog S. ovalis galutiniu Seimininku gali bati ir kiti

varniniai pauksciai (Gjerde, Dahlgren, 2010).

2.4.4. Ropliy Sarcocystis parazitai

Ropliuose, kaip tarpiniuose Seimininkuose, parazituoja apie 20
sarkosporidijuy rusiy. Sarkocistos aptiktos ivairiy genciy driezuose (Lacertidae
Seima), gekonuose (Gekkonidae Seima), scinkuose (Scincidae Seima),
pitonuose (Pythonidae Seima), chameleonuose (Chamaeleonidae Seima),
vézliuose (Testudines biirys) (Matuschka, 1987). Nei viena Sarcocystis rusis
ropliams nesukelia jokiy pastebimy klinikiniy ligos simptomy. Raumeny
uzdegimas d¢l S. kinosterni Lainson, Shaw, 1971 sarkocisty buvo uzZfiksuotas
natiraliai  uZsikrétusiame skorpioniniame dumblavezlyje (Kinosternon
scorpioides) (Lainson, Shaw, 1971). Apie 25 Sarcocystis riiSys savo gyvybini
cikla uzbaigia vairiose ropliy riSyse. Dazniausiai tokiy sarkosporidijy rasiu
tarpiniais Seimininkais biina jvairts smulkils grauzikai: Ziurkes, pelés, pelénai,
ziurkénai ir kt. (Matuschka, 1987). Verta pazymeéti, jog Lietuvoje ropliai

ieSkant Sarcocystis risiy kol kas nebuvo tyrinéti.

2.5. Sarcocystis parazity paplitimo ir gausumo jvertinimas

2.5.1. Infekcijos ekstensyvumas ir intensyvumas

Parazity pasiskirstymas Seimininko populiacijoje retai buina atsitiktinis.
Dazniausiai dauguma Seimininko individy yra uzsikrét¢ mazu tam tikros
parazitinés rusies kiekiu, o keletas individy turi didelj parazity kieki. Toks

reiSkinys vadinamas parazity agregacija — netolygus parazity pasiskirstymas
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tarp Seimininky, kai dauguma infrapopuliacijy (tos pacios riiSies parazito
individai esantys tame paciame Seimininko individe) bus mazos ir keletas
dideliu. Todél parazity tankio vidurkis, t.y. parazity skaicius tenkantis vienam
Seimininkui yra nelabai tinkamas dydis apskai¢iuojant parazity paplitima.
Vertinant parazity paplitima Seimininko populiacijoje, Zymiai naudingiau
vartoti ekstensyvumo statistikas. Infekcijos ekstensyvumas apibiidinamas, kaip
uzsikrétusiy individy procentiné iSraiska tarp visy istirtyjy individy. Infekcijos
sunkumas skirtingai pasireiskia tarp Seimininko populiacijos individy ir
dazniausiai biina susijgs su parazity skai¢iumi tam tikrame individe arba, kitaip
sakant, priklauso nuo wuzsikrétimo intensyvumo. D¢l minéty priezasciy,
vertinant parazito gausuma, apskaiiuojamas infekcijos intensyvumas.
Infekcijos intensyvumas parodo infekcijos stiprumo laipsni viename
Seimininko individe.

Teoriskai, infekcijos intensyvumo ir ekstensyvumo kriterijai per ilga
laika pasizymi stabilumu tam tikroje Seimininky riiSyje, o per trumpa perioda
fiksuojamos variacijos. Intensyvumas svyruoja maziau tarp Seimininko
populiacijy, negu tarp skirtingy risiy. Tuo tarpu ekstensyvumas ryskiai
varijuoja tarp populiacijy (Poulin, 2007).

Ieskant sarkocisty tarpiniuose Seimininkuose, vertinamas Sarcocystis
parazity infekcijos ekstensyvumas ir intensyvumas. Dauguma sarkosporidiju
rusSiy formuoja mikroskopines cistas, tod¢l norint nustatyti sarkosporidiju
infekcijos intensyvuma tam tikrame individe, visy sarkocisty suskai¢iavimas
yra beveik nejmanomas ir betikslis. Naudojama keletas Sarcocystis parazity
paieskos bei ekstensyvumo ir intensyvumo jvertinimo metodu: kompresinis-
mikroskopinis, kompresinis-trichonoskopinis, histologinis, virSkinimo (arba
tripsinizacijos). Apzvelgus stirny sarkosporidiju ekstensyvumo tyrimus,
pastebétas rySys tarp naudoto metodo ir infekcijos ekstensyvumo (Malakauskas
ir kt., 2001). Netiksliausiu laikomas kompresinis-trichonoskopinis nedaZyty
raumeny iSkarpy tyrimo metodas. Nors raumeny virskinimo metodas laikomas
tiksliausiu, taciau $is metodas néra efektyvus sunaudojamo laiko atzvilgiu.

Histologinio tyrimo metu iStiriamas labai mazas raumeny kiekis. Kompresinio-
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mikroskopinio metodo esmé — raumeny sukarpymas, nudazymas ir $viesiniu
mikroskopu analizavimas kompresoriuje, suskaifiuojant sarkocistas. Kartais,
tiriant Siuo metodu, infekcijos intensyvumas skirstomas i kategorijas. Bogush
(1976) pasiiilé sarkosporidijy infekcijos intensyvumo grupavima kiaulienos 24
raumeny iSpjovose pagal cisty skaiciy 1 tris klases: silpna infekcija 1-10;

vidutiné infekcija 11-40; intensyvi infekcija 41 ir daugiau.

2.5.2. Intensyvumo ir ekstensyvumo vertinimo problematika

Dazniausiai labai sunku palyginti Sarcocystis parazity ekstensyvumo ir
intensyvumo duomenis. Pagrindinés autoriaus suklasifikuotos prieZastys
pateikiamos Zemiau. Naudojami skirtingi analizés metodai, tiriamos skirtingos
kiino dalys ar vietos, daZznas tirty im¢iy skirtingumas pagal amZines ar lytines
grupes, nevienodas medzioklés, kurios metu surenkami sumedZioty gyviiny
audiniai tyrimams, mety laikas. Taip pat vertéty atkreipti démesi i Zzmogiskaji
faktoriy, tai yra nevienoda tyréjy patirti. Jeigu infekcijos intensyvumas yra

labai maZzas, sarkocistos gali biiti neaptiktos iStyrus tik viena kompresoriy.

2.5.3. Intensyvuma3 ir ekstensyvuma jtakojantys veiksniai

Sarkocistos daznai atrandamos ne vienodu dazniu, skirtingose raumeny
grupése. Pavyzdziui, Irane iStyrus 400 vienakupriy kupranugariy (Camelus
dromedaries) nustatyti statistiSkai patikimi Sarcocystis parazity ekstensyvumo
skirtumai liezuvio, stemplés, Sirdies ir diafragmos raumeniniuose audiniuose
(Shekarforoush ir kt., 2006). Malakauskas ir Grikieniené¢ (2002) tauriuosiuose
elniuose, stirnose, démétuosiuose elniuose ir Sernuose aptiko Zymiai daugiau
sarkocisty Sirdies ir stemplés raumenyse, lyginant su diafragmos raumeny
grupe. Brazilijoje tiriant arkliy tas pacias raumeny grupes, didziausias
infekcijos daznis buvo nustatytas liezuvio ir stemplés raumenyse (Bonesi ir kt.,

1999). Kai kurios Sarcocystis riSys aptinkamos tik tam tikroje raumeny
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grup¢je, pavyzdziui S. grueneri aptikta tik Siauriniy elniy Sirdyje (Dahlgren,
Gjerde, 2007).

Daznai  pastebima sarkosporidijy infekcijos intensyvumo ir
ekstensyvumo priklausomybé nuo amziaus, kai senesniuose gyvinuose
aptinkama daugiau sarkocisty (Fukuyo ir kt., 2002; HvizdoSova, Goldova,
2009). Jauniklivose daugeliu atvejuy fiksuojamas Zymiai mazesnis infekcijos
ekstensyvumas, lyginant su kitomis amzinémis grupémis (Fedynich, Pence,
1992; Atkinson ir kt., 1993; Rajkovié¢-Janje ir kt., 2004).

Pasitaiko atvejy, kai fiksuojami patikimi infekcijos intensyvumo
skirtumai priklausomai nuo gyviino lyties. Slovakijoje laukiniy porakanopiy
zinduoliy patiny raumenyse nustatytas patikimai didesnis sarkosporidijy
infekcijos intensyvumas, lyginant su raumenimis (Goldovéa ir kt., 2008).
Vokietijoje tauriyjy elniy patinai buvo intensyviau uzsikréte sarkocistomis
negu patelés, taciau stirnose tarp skirtingy ly¢iy reikSmingi skirtumai
nepastebéti (Partenheimer-Hannemann, 1991).

Idomus atvejis registruotas Peru, kur aviganiy Suny, gyvenanciy prie
alpaky fermy, iSmatose ieskota Sarcocystis parazity sporocisty. Sunyse
nustatytas patikimai didesnis infekcijos ekstensyvumas lietingojo sezono metu,

lyginant su sausuoju sezonu (Choque ir kt., 2007).

2.6. Sarcocystis risiy identifikacija ir naujy rasiy apraSymas

2.6.1. Istorinis aspektas

Diagnostiniai naujuy Sarcocystis riSiy aprasymo, identifikacijos ir jau
zinomy risiy diferenciacijos metodai vystési tapdami vis sudétingesniais.
Pirmas pranesimas apie Sarcocystis parazitus uzfiksuotas Sveicarijoje 1843 m.,
kai Miescher aprasé ,,pieno baltumo siiilus* naminés pelés skeleto raumenyse.
Veéliau sarkosporidijos buvo vadinamos nevartojant genties pavadinimo, tiesiog
Miserio vamzdeliais. 1865 m. Kiihn atrado panaSy parazita kiaulés raumenyse

ir pavadino ji Synchytrium mieschierianum. Kadangi Sios genties pavadinimas
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jau buvo suteiktas kitai grupei, Lankester pasiiilé nauja Sarcocystis genties
varda (gr. sarco = raumuo), o Labbé pervadino Synchytrium mieschieriana i
Sarcocystis mieschieriana. Tokiu biidu S. mieschieriana (Kiihn, 1865) Labbé,
1899 tapo tipine genties rusimi, o Miescher peléje atrastam parazitui suteiktas
S. muris vardas (Dubey ir kt., 1989).

Véliau sarkosporidiju rtiSiy pavadinimai buvo suteikiami pagal
sarkocisty, atrasty tarpiniy Seimininky raumenyse morfologinius pozymius
apibiidintus stebint plika akimi ar $viesiniu mikroskopu. Tokiu biidu aprasytos
S. aramidis Splendore, 1907, S. colii Fantham, 1913, S. rileyi ir daug kity
sarkosporidijy rusiy (Kalyakin ir Zasukhin 1975).

[SaiSkinus Sarcocystis parazity gyvybini cikla, Sarcocystis rusys
pradétos vadinti kombinuojant tarpiniy ir galutiniy Seimininky pavadinimus.
Pagal Siuos principus, Heydorn ir kt. (1975) pasiiilé naujus pavadinimus trims
rusims, kuriy tarpiniai Seimininkai galvijai: S. bovicanis, S. bovifelis, S.
bovihominis ir dviems rusSims, kuriy tarpinis Seimininkas avys S. ovicanis ir S.
ovifelis. Vadovaujantis tarptautiniu zoologinés nomenklatiiros kodeksu, toks
naujy riiSiy sudarymo biidas buvo atmestas ir pasiliko senieji Sarcocystis riisiu
pavadinimai. Taip pat paaiSkéjo, jog Sarcocystis riSys daznai turi keleta
galimy galutiniy Seimininky, todél nauja sarkosporidiju rasis negali buti
apraSyta tik pagal viena galutini Seimininka (Levine, Tadros, 1980).

Transmisiné elektroniné mikroskopija palengvino skirtingy Sarcocystis
parazity gyvybinio ciklo stadijuy morfologing analizg. Sarkocistos sienelés
ultrastruktiira tapo pagrindiniu Sarcocystis riasiy diagnostiniu kriterijumi
(Mehlhorn, Heydorn, 1978; Dubey ir kt., 1989). Taciau sunku identifikuoti
Sarcocystis risis, kurios taksonomiskai artimuose tarpiniuose Seimininkuose
formuoja morfologiskai panaSias sarkocistas. Kai morfometriniai skirtumai
tarp sarkosporidijy rasiy néra reikSmingi, Sarcocystis riiSys atskiriamos taikant
DNR analizg. Pastaruoju metu keletas naujy sarkosporidijy rtiSiy aprasytos
derinant morfologiniy ir DNR tyrimy rezultatus (Dubey ir kt., 2001a;
Dahlgren, Gjerde, 2008, 2009, 2010; Olias ir kt., 2010b; 2010c).
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2.6.2. Galutiniy Seimininky nustatymo tyrimai

Pirma karta Sarcocystis parazity lytiné faze kultivuota in vitro 1972 m.,
kai sarkocisty cistozoitai i§ pauks¢iy raumeny inokuliuoti | stuburiniy lasteliu
kultiira, iSsivyste i lytinés stadijos oocistas (Fayer, 1972). Po keliy mety buvo
nustatyti galutiniai sarkosporidijy rii§iy Seimininkai, kurios sudaro galviju bei
aviy sarkocistas, Seimininkai (Heydorn ir kt., 1975). ISsiaiSkinta, jog aviy
raumenyse parazituoja dvi sarkosporidijy raSys, 1§ kuriy vienos galutinis
vystymasis vyksta Sunyse, kitos — katése; o galvijuose parazituoja trys
sarkosporidijuy rasys, viena formuoja oocistas Suny, kita kaciy, tre¢ia Zzmoniy
zarnyne. Sarcocystis parazity lytinés stadijos nustatymas paspartino naujy rasiy
atradima, bei pakoregavo kai kuriy anks¢iau aprasyty rasiy pavadinimus. Siuo
metu galutiniai Seimininkai Zinomi maZiau negu pusei visy sarkosporidiju

rusiy.

2.6.3. Fenetiné analizé

Sarkocistos forma ir dydis varijuoja bregstant sarkocistai, taip pat
priklauso nuo Seimininko lastelés tipo, iSskyrimo ar fiksavimo metodo, todél
identifikuojant Sarcocystis riSis, Siuos morfologinius parametrus vertéty
vertinti atsargiai (Levine, 1986; Tenter, 1995). Kai kurios Sarcocystis rusys,
kaip antai S. bertrami, S. medusiformis auga keleta mety jau po to, kai tampa
infektyviomis. Tos pacios riiSies sarkocistos Sirdies raumenyse ar centrinéje
nervy sistemoje visada yra maZesnés lyginant su randamomis skeleto
raumenyse. Sarkocistos forma gali priklausyti nuo lokalizacijos organizme,
pavyzdziui S. gigantea stempléje yra rutulio ar kriau$és formos, o diafragmoje
— plona ir i8tisusi. Sarkocistos visada yra smulkesnés fiksuotuose pavyzdZziuose
lyginant su natyviniais preparatais. Kadangi sarkocistos daZnai aptinkamos
susitraukianCiuose raumenyse, todél ju dydis varijuoja priklausomai nuo to,
kokioje biisenoje fiksavimo metu buvo Seimininko lastelé¢ — ar susitraukusi, ar

atsipalaidavusi (Dubey ir kt., 1989). Preparuojant (ypatingai i§ Sirdies raumens)
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galima pazeisti sarkocistos sienelés iSaugas, taip pat iSaugos gali buti
nepastebétos dél prie sarkocistos tampriai prigludusio skaidulinio sluoksnio
(Dahlgren ir Gjerde 2009).

Metrocity struktiira néra naudingas kriterijus nustatant Sarcocystis 1asi,
nes metrocitai daznai yra netaisyklingos formos, o ju dydis ypatingai greitai
keiciasi kiekviename dalijimosi etape (Mehlhorn, Heydorn, 1978). Cistozoitai
dazniausiai yra banano formos, o ju iSlinkimai labai varijuoja, todél ju
morfometrines charakteristikas sunku jvertinti, ta¢iau kai kurios Sarcocystis
rasys pasizymi tik joms biidingos formos cistozoitais ir gali buti vienas i
diagnostiniy kriterijy (Kutkiené ir kt., 2006). Merozoity struktiira yra ribotos
taksonominés vertés, nes merozoitai ypatingai stipriai skiriasi priklausomai
nuo vystymosi ciklo ir Seimininko Iastelés tipo. Oocisty ir sporocisty forma
svarbi identifikuojant kitus kokcidinius, taciau Sarcocystis gentyje Sie
pozymiai turi tik nedidele taksonoming verte. (Dubey ir kt., 1989).

Pats svarbiausias fenotipinis diagnostinis Sarcocystis ruSiy poZymis yra
sarkocistos sienelés struktira. Sarcocystis gentyje randamos ivairios sarkocisty
lastelés sienelés, ju sandara gali varijuoti nuo paprasty iki labai sudétingy
formy. Pirma karta Dubey ir kt. (1989) susistemino Sarcocystis rusiy cisty
ultrastruktiiros tyrimus ir jvardijo 24 sarkocisty sienelés tipus. Véliau Dubey ir
Odening (2001) 18skyré 37 sarkocisty sienelés tipus ir nuo to laiko naujiems
tipams nebuvo suteikiami specifiniai pavadinimai. Pirminé sarkocistos sienelé
susideda 1§ parazitoforinés vakuolés membranos ir elektronams tankaus
sluoksnio, esanCio Zemiau parazitoforinés vakuolés membranos. Griidétasis
sluoksnis yra Zemiau pirminés sarkocistos sienelés. IS grudétojo sluoksnio
susiformuoja septos, suskirstan¢ios sarkocista { kameras, kuriose randami
zoitai. Cistos sienelés diferencijuojamos pagal sienelés storj, sienelés iSaugu
ilgi ir forma. Sienelé¢ gali biti beveik lygi, pasizyméti nedideliu bangavimu
arba sudaryti jvairaus ilgio ir formos iSaugas, atstumai tarp kuriy varijuoja.
Kartais ant priminiy iSaugy pastebimi antriniai tam tikros formos iSsiki§imai-
iSaugos (Dubey, Odening, 2001). Tame paciame tarpiniame Seimininke

randamos Sarcocystis ruSys dazniausiai sékmingai identifikuojamos pagal

34



cistos sienelés struktiira naudojant Sviesing mikroskopija. Jeigu iskyla
abejoniy, reikalinga elektroninés mikroskopijos analiz¢ (Mehlhorn, Heydorn,
1978). Kai tas pats sarkocistos sienelés tipas randamas daugiau negu viename
tarpiniame Seimininke, cisty sienelés ultrastruktiiros ir daZniausiai apskritai
morfologiniy tyrimy nepakanka norint identifikuoti tam tikra sarkosporidijy
rusi. Be to pats primityviausias ir dazniausias randamas pirmas sarkocistos
sienelés tipas biidingas daugiau nei 20 Sarcocystis rusiy, kuriy tarpiniai
Seimininkai — taksonomisSkai tolimi gyviinai: grauzikai, dykaraginiai (Bovidae
Seima), kiSkiazvériai (Lagomorpha biirys), kiauniniai (Mustelidae Seima),
primatai (Primates biirys), banginiai (Cetacea birys), ruoniai (Pinnipedia

pobiiris), pauk$¢iai (Dubey ir kt., 1989).

2.6.4. DNR analizé

Tobul¢jant molekuliniams tyrimo metodams, identifikuojant Sarcocystis
risis ir nustatant Sarcocystis genties filogenetinius rySius, vis daZniau
naudojami DNR zymenys. Identifikuojant kai kurias filogenetiskai artimas
sarkosporidijy rusis fenetinés analizés neuztenka. Molekuliné analize,
padedanti patikslinti tam tikros Sarcocystis riiSies taksonomini statusa, daznai
naudojama kaip arbitrazinis metodas atskiriant rusi 1 dvi arba sujungiant i
viena. (Yang ir kt., 2001a; Olias ir kt., 2010c).

Sarcocystis  ruSiy  molekulinei identifikacijai ir diferenciacijai
dazniausiai naudojamas DNR pirminés sekos nustatymas (sekoskaita arba
sekvenavimas). Daugiausiai Sarcocystis ruSims nustatytos ir Geny banke
patalpintos 18S ir 28S ribosominés RNR (rRNR) genu sekos. Kai 18S ir 28S
rRNR  geny skiriamoji raiSka siekiant atskirti filogenetiSkai artimas
Sarcocystidae Seimos riiSis yra nepakankama, rekomenduojama naudoti pirmaji
vidini transkribuojama tarpikli, ITS—1 (angl. the first internal transcribed
spacer) (Morrison ir kt., 2004).
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ITS-1 regionas — tai nefunkciné rRNR, esanti tarp 18S rRNR ir 5.8S
rRNR geny, kuri brgstant rRNR pasalinama (Pellegrini ir kt., 1977). Lyginant
Sarcocystidae Seimos raSis, ITS—1 regionas pasizymi zymiai didesniu
variabilumu negu 18S ir 28S rRNR genai. ITS-1 seky analizé sékmingai
pritaikyta identifikuojant Toxoplasmatinae poSeimio Besnotia, Hammondia,
Neospora genéiy rasis (Ellis ir kt., 2000; Slapeta ir kt., 2002b; 2002c).
Sprendziant i§ 18S rRNR geno sekuy sulyginimo buvo manoma, jog
patogenezés poziiiriu labai svarbios S. neurona ir S. falcatula yra sinoniminés
rusys (Dame ir kt., 1995; Fengeer ir kt., 1995). Tacdiau véliau imunocheminiai
ir morfologiniai tyrimai parodé svarbius skirtumus tarp $iy raSiy (Lindsay ir
kt., 1999). Galiausiai, ITS—1 Zymuo panaudotas atskiriant S. neurona ir S.
falcatula rusis (Marsh ir kt., 1999; Tanhauser ir kt., 1999). Taip pat ITS-1
regionas s€¢kmingai pritaikomas tiriant Sarcocystis rusiy izoliaty i§ skirtingy
geografiniy sric¢iy ar i§ skirtingy tarpiniy Seimininky gimininguma (Dubey ir
kt., 2006a; Rosenthal ir kt., 2008).

Identifikuojant  kai  kurias  Sarcocystis  riiSis,  sarkosporidiju
vidur@i§iniuose tyrimuose kartais naudojami SDS-PAGE (angl. sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis), IFA (angl. immuno-
fluorescent assay), RAPD (angl. random amplified polymorphic DNA), AFLP
(angl. amplified fragment length polymorphism), RFLP (angl. restriction
fragment length polymorphism) molekuliniai metodai (Elsheikha ir kt., 2006;
Elsheikha, Mansfield, 2007; Jehle ir kt., 2009; Xiang ir kt., 2009).

2.7. Sarcocystis parazity specifiSkumas Seimininkui

2.7.1. Parazity specifiSkumas Seimininkui

Labai specifiSski Seimininkui parazitai gali parazituoti tik vienoje
Seimininky rusyje, o galimy Seimininky skai¢iui didéjant, specifiSkumo lygis
mazéja. SpecifiSkumas Seimininkui Zymiai maziau varijuoja tarp tos pacios

rusies populiacijy, negu tarp rasiy. SpecifiSkuma didina ,,susitikimo® ir
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,atitikimo* filtrai, apspresti ekologiniy, etiologiniy, morfologiniy, fiziologiniy,
imunologiniy priezasciy. Didelio specifiSkumo tam tikram parazitiniam
taksonui pranasumai — didesné parazity koncentracija viename Seimininke,
intensyvesni geny mainai tarp individuy ir didesné genetiné {vairove, tadiau
pagrindinis trilkumas, jog tam tikroje teritorijoje Seimininkas gali i$nykti.
Manoma, kad evoliucija vyksta tiek specifiSkumo Seimininkui didéjimo, tiek
mazéjimo kryptimis. Didelés parazity taksonominés grupés viduje, dauguma
parazity rusiy linkusios biiti labai specifinés Seimininkui (Poulin, 2007).
ApskaiCiuojant parazity specifiSkuma Seimininkui, naudojami skirtingi
indeksai: S, STD, STD*. Vertinant parazity specifiSkuma Seimininkui reikéty
atsizvelgti 1 ekologinius ir filogenetinius aspektus. Kai parazitas koncentruojasi
daugiausiai vienoje Seimininko rii§yje — specifiSkumas didé¢ja; kai pasiskirsto
po lygiai tarp Seimininky — specifiSkumas mazéja. Jeigu dvi parazity rasSys
naudoja ta patj Seimininky riiSiy skaiciy, labiau specifiSkesné parazity riisis bus
ta, kurios Seimininky ruSys yra giminingesnés. STD*  koeficientas yra
tiksliausias ir korektiSkiausias, apimantis ekologinius ir evoliucinius
specifiSkumo Seimininkui veiksnius. Apskaiiuojant STD*, suteikiami
svertiniai  koeficientai pagal taksonominj; gimininguma ir parazito
ekstensyvuma  skirtinguose Seimininkuose (Poulin, Mouillot, 2005).
SpecifiSkumo Seimininkui vertinimas turéty buti atsargus ir kritiSkas, o
didziausias neteisingos interpretacijos pavojus iSkyla dél menky Ziniy apie
parazitinés riaSies paplitima, gausuma. Pasitaiko atvejy, kai tam tikros
parazitings riiSies zinomy Seimininky skaiCius koreliuoja su atlikty tyrimuy

skai¢iumi (Poulin, 2007).

2.7.2. Sarcocystis parazity specifiSkumas tarpiniam ir galutiniam
Seimininkui

Iki Sio laiko vyrauja nuomoné, jog dauguma Sarcocystis ruSiy yra
grieztai specifinés tarpiniam Seimininkui, tai yra gali parazituoti tik vienoje

tarpiniy Seimininky rtsyje. Tuo tarpu sarkosporidiju specifiSkumas galutiniam
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Seimininkui yra Zymiai maZzesnis. Sarcocystis rusis galima suskirstyti pagal
transmisija per tam tikros stuburiniy klasés galutinius Seimininkus: roplius,
paukscius, zinduolius. Pastebétas aiSkus désningumas, jog Sarcocystis rasys,
plintancios per Suniniy Seimos plésrinus, negali uzkrato pernesti per katiniy
Seimos rus] ir atvirkSCiai. ISimtimi galbiit galima laikyti S. wenzeli ruSi.
Odening (1997) pateikia dvi Sarcocystis riisis, kuriy tarpiniai Seimininkai
viStos: S. wenzeli — galutinis Seimininkas Suo arba katé ir S. horvathi — galutinis
Seimininkas nezinomas. Kai kurie autoriai vis délto mano, kad S. wenzeli
galutiniu Seimininku tarnauja tik katés, o kitos viStu raumenyse sarkocistas
sudarancios S. horvathi riisies galutinis Seimininkas yra Suo (Olias ir kt., 2009).
Eksperimentiskai irodyta, jog Sarcocystis riisis, kuriy galutiniai Seimininkai yra
Suniniy Seimos Zinduoliai, platina keletas Suniniy Seimos plésruny. Pavyzdziui,
S. cruzi galutiniais Seimininkais gali buti vilkai (Canis lupus), Sunys, kojotai

(Canis latrans), rudosios lapés (Vulpes vulpes) (Dubey ir kt.,1989).

2.7.3. Sarcocystis rusiy maZesnio specifiSkumo tarpiniam
Seimininkui jrodymai

Remiantis literatliriniais Saltiniais galima iSskirti Sarcocystis risiy
specifiSkumo tarpiniam Seimininkui désningumus, priklausomai nuo tam tikros
Seimininky grupés. Manoma, kad maZesniu specifiSkumu pasizymi
sarkosporidijos parazituojan¢ios smulkiuose grauzikuose, elniniuose ir
pauksciuose (Box ir kt., 1984; Dubey ir kt., 1989; Wesemeier, Sedlaczek,
1995a; Dahlgren, Gjerde, 2010a).

MorfologiSkai panaSios sarkocistos daznai randamos skirtingose
tarpiniy Seimininky rasyse (Odening, 1998). Pavyzdziui, Zasiniuose
pauksciuose nustatyta keletas morfologiniy sarkocisty tipy, sutinkamu keliose
skirtingose Seimininky riiSyse (Drouin, Mahrt, 1980; Wobeser ir kt., 1981;
Kutkiené, Sruoga, 2004). Norint atsakyti 1 klausima ar taksonomiSkai artimose
Seimininky rasyse randamos morfologiskai neatskiriamos sarkocistos priklauso

vienai ar skirtingom Sarcocystis ruSims, reikalingi detalesni tyrimai:
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molekuliné analizé ar kryzminiai uzkrétimo eksperimentai. Eksperimentiskai
pademonstruota, jog maziausiai specifiné pauk$c¢iy sarkosporidjy riisis yra S.
falcatula, kuri parazituoja keturiy skirtingy pauksciy biiriy atstovuose (Box ,
Duszynski, 1978; Box, Smith, 1982; Box ir kt., 1984).

Remiantis molekuliniais tyrimais, iSaiskinta, jog kai kuriy Sarcocystis
rusiy specifiSkumas apribotas taksonominiu Seimos lygmeniu. Lyginant 18S
rRNR geny sekas, nustatyta, kad penkios Sarcocystis rusSys: S. hardangeri, S.
hjorti, S. ovalis, S. tarandi Gjerde, 1984, S. rangiferi Gjerde, 1984 aptinkamos
tiek briedziy, tiek tauriyjy elniy raumenyse (Dahlgren, Gjerde, 2010a), taciau
S. rangiferi genetiniy duomeny vertinimas yra prieStaringas. Taip pat
molekuline analize patvirtinta, jog S. cruzi, S. hirsuta Moulé, 1888, S. hominis
ir S. sinensis Zou, Chen, Li, Ma, Tang, Fan, Zhao, 1995 randamos ne tik
naminiy jauciy, bet ir Azijiniy buivoly raumenyse (Yang ir kt., 2001a; 2001b;
Jehle ir kt., 2009).

Naudojant skirtingus tyrimo metodus (morfologinius, imunologinius,
genetinius, klinikinius) nustatyta, kad maZiausiu specifiSkumu tarpiniam
Seimininkui 1§ visy Sarcocystis ruSiy pasiZymi S. neurona, parazituojanti
maziausiai devyniose taksonomiskai tolimose gyviiny riiSyse (Dubey ir kt.,
1991a, 2001b, 2001c; Cheadle ir kt., 2001a, 2001b; Miller ir kt., 2001; Butcher
ir kt., 2002; Mansfield ir kt., 2008; Britton ir kt., 2010).

SpecifiSkumo indeksy skaiCiavimas Sarcocystis rusiy atveju néra
tikslingas, nes dauguma Sarcocystis risiy yra specifinés vienam tarpiniam
Seimininkui, o galutiniy Seimininky nustatymas yra sudétingas, todeél
Sarcocystis rusiy specifiSkumo galutiniam Seimininkui ivertinimas galimas tik

retais atvejais.

2.8. Sarcocystis rusiy filogenetiniai tyrimai

2.8.1. Molekuliniai Zymenys, naudojami Sarcocystis genties risiy
filogenetinéje analizéje
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Sarcocystidae Seimos filogenetinéje analizéje dazniausiai naudojami
18S rRNR ir 28S rRNR geny fragmentai. Siy geny sékminga pritaikyma lemia
visuotinis paplitimas tarp eukarioty, pakankamas ilgis leidziantis daryti
patikimas filogenetines iSvadas, konservatyviy ir variabiliy fragmenty
optimalus santykis bei salyginai nesudétingas pradmeny parinkimas.
Mozaikiné rRNR struktiira suteikia filogenetiniams eksperimentams lanksty
pritaikomuma, nes galima tiri artimai giminingus ir maZziau susijusius
organizmus, o tai ypatingai svarbu analizuojant labai heterogeninés Sarcocystis
genties rusis (Mugridge ir kt., 2000; Morrison ir kt., 2004).

Sarcocystis genties rusiy filogenetiniai tyrimai daugiausia paremti 18S
rRNR geny seky sulyginimu. Populiaruma labiausiai lémé beveik dvigubai
trumpesnis 18S rRNR geno ilgis (~1850 bp), lyginat su 28S rRNR genu
(~3600 bp), todel 18S rRNR geno fragmenta techniskai lengviau ir pigiau
padauginti (amplifikuoti), bei nuskaityti jo pirming¢ seka. Pagrindinis 18S
rRNR geno pranasumas — tai, kad bitent Sio geno pilnos arba beveik pilnos
sekos nustatytos didziausiam Sarcocystis rusiy skaifiui ir yra laisvai
prieinamos Geny banke. 18S rRNR geno seky sulyginimas sékmingai
panaudotas daugelyje Sarcocystis genties rusiy filogenetiniy tyrimy (Barta ir
kt., 1991; Tenter ir kt., 1992; Ellis ir kt., 1994; Tenter ir kt., 1995; Jeffries ir
kt., 1997; Tenter, Johnson, 1997; Johnson ir kt., 1998; Votypka ir kt., 1998;
Dolezel ir kt., 1999; Holmdahl ir kt., 1999; Jenkins ir kt., 1999; Slapeta ir kt.,
2001; 2002a; Elsheikha ir kt., 2005; Dahlgren ir kt., 2008; Dahlgren, Gjerde,
2008; 2009; 2010a;).

Teigiama, kad tiriant Sarcocystidae Seimos rasiu filogenetinius rySius,
filogenetiniai medziai, gauti sulyginus 28S rRNR geno sekas, yra patikimesi uz
filogenetinius medzius, gautus i§ 18S rRNR geno seky informacijos (Mugridge
ir kt., 1999). Didelis informacijos kiekis duomeny masyve padeda iSvengti
atsitiktiniy klaidy ir todél galima suformuoti statistiSkai patikimesnes iSvadas.
Lyginat Sarcocystidae Seimos atstovus, 28S rRNR genas pasizymi didesniu
variabilumu, negu 18S rRNR genas. Taip pat nustatyta, kad filogenetinio

medzio, suformuoto naudojant tik 28S rRNR geno D2 ir D3 domenus, Saky
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grupavimasis atitinka filogenetinio medzio, sukonstruoto i§ viso 28S rRNR
geno seky, topologija (Mugridge ir kt., 2000). Analizuojant labiau informatyvy
geng galima patikimiau atskleisti filogenetinius rySius, taciau 28S rRNR geno
panaudojima apriboja mazesnis Sarcocystis risiu duomeny rinkinys, esantis
Geny banke, lyginant sul8S rRNR genu.

Nustatant sarkosporidiju filogenetinius rySius kai kuriais atvejais vieno
geno skiriamosios raiSkos nepakanka. Dél minétos priezasties, kai sulyginant
sekas dirbtinai suliejami 28S rRNR geno fragmentai, talpinantys
variabiliausius §io geno D2 ir D3 domenus su 18S rRNR geno fragmentais,
kartais taikoma kompleksiné 18S rRNR ir 28S rRNR geny fragmenty analizé
(Slapeta ir kt., 2003).

2.8.2. Sarcocystis genties monofilijos klausimas

Frenkelia genciai, kuri kartu su Sarcocystis gentimi jungiama |
Sarcocystinae poSeimi, priklauso dvi rii§ys: F. microti Henry, 1932 ir F.
glareoli Erhardova, 1955. Frenkelia risiy merogonija vyksta kepeny lastelése
— hepatocituose. Ju cistos aptinkamos centrin¢je nervy sistemoje. F. glareoli
formuoja rutulio formos cistas Clethrionomys genties pelénuose, o F. microti
skiltelés formos cistos randamos keliose skirtingose grauziky rasyse, o
dazniausiai aptinkamos pilkajame peléne (Microtus arvalis). Frenkelia parazity
galutiniai Seimininkai — suopiu genties (Buteo) plésrieji paukscéiai. (Rommel ir
kt., 1977; Gobel ir kt. 1978; Upton, McKown, 1992) F. glareoli transmisija
tarpiniame Seimininke gali biiti ir vertikali, perduota i§ motinos palikuoniui
(Tadros, Laarman, 1978).

Filogenetiniuose Sarcocystidae Seimos medZziuose, suformuotuose i
18S rRNR ar 28S rRNR genu seku, abi Frenkelia riiSys grupuojasi su
Sarcocystis risimis. 18S ir 28S rRNR genu analizé atskleidzia, kad Sarcocystis
gentis yra parafiletiné grupe, jeigu Fremkelia gentis laikoma galiojancia.
Frenkelia genties rusis priskyrus Sarcocystis genciai, Sarcocystis gentis tapty

monofiletiné. Kai kurie autoriai mano, kad remiantis morfologiniais,
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biologiniais, molekuliniais duomenimis, Frenkelia genties taksonominis rangas
néra teisingas ir Sios genties neturéty likti (Votypka ir kt., 1998; Mugridge ir
kt., 1999). Buvo pasiillyta F. glareoli pavadinima pakeisti 1 S. glareoli, F.
microti pervadinti | S. microti, o S. microti pasitlytas naujas S. jaypeedubeyi
vardas (Modry ir kt., 2004). Frenkelia genties taksonominio statuso klausimas
iSlieka diskusiju objektu, gincijamasi, ar Frenkelia genties iSskyrimas yra
teisingas, kokias savybes vertinti kaip Sarcocystis genties taksonominius
pozymius. Nepaisant to, kad molekuliniai rezultatai paremia Frenkelia ir
Sarcocystis genciy sinonimiSkuma, kol kas literatiiroje dazniausiai paliekami
F. miroti ir F. glareoli vardai. Siame darbe taip pat naudojami minétieji ir §iuo

metu galiojantys Frenkelia genties riiSiy pavadinimai.

2.8.3. Sarcocystis rusiy filogenetiniy rySiy désningumai

Tiriant Sarcocystis genties rusiy filogenetinius rySius, filogenetiniy
medziy topologija, gauta analizuojant 18S rRNR geny sekas, atitinka
topologija, gauta analizuojant 28S rRNR geny sekas (Mugridge ir kt., 2000).

Ivairiuose  Sarcocystinae  poSeimio  filogenetiniuose  tyrimuose
daZniausiai i$skiriamos trys pagrindinés filogenetinétinés grupés (Dolezel ir
kt., 1999; Slapeta ir kt., 2001; 2002a; 2003; Morrison ir kt., 2004; Elsheikha ir
kt. 2005; Dahlgren ir kt. 2008). Néra vieningos sistemos, suteikiant Sioms
grupéms tam tikrus vardus ar jas iSrikiuojant. Viename klasteryje apjungiamos
aucheniae Brumpt, 1913, S. cruzi, S. arieticanis, S. tenella, S. capracanis, S.
miescheriana, S. sinensis, S. hominis, S. gigantea, S. moulei, S. fusiformis
(Railliet, 1897) Bernard, Bauche, 1912, S. buffalonis Huong, Dubey, Nikkila,
Uggla, 1997, S. hirsuta, S. alces Dahlgren, Gjerde, 2008, S. gracilis Rétz,
1909, S. tarandivulpes, S. grueneri, S. hjorti, S. rangi Gjerde, 1984, S.
rangiferi S. alceslatrans Dubey, 1980, S. scandinavica Dahlgren, Gjerde, 2008,

S. tarandi, S. oviformis, S. ovalis, S. hardangeri); kitame, kuriy tarpiniai
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Seimininkai grauzikai, o galutiniai $eimininkai — ropliai (S. atheridis Slapeta,
Modry, Koudela, 1999, S. singaporensis Zaman, Colley, 1976, S. zamani
Beavei, Maleckar, 1981); dar kitame — jvairiu gyvenimo ciklu pasizymincios
sarkosporidjuy raSys (S. calchasi, S. columbae, S. falcatula, S. rileyi, S.
neurona, S. mucosa (Blanchard, 1885) Labb¢, 1899, §. lacertae Babudieri,
1932, S. gallotiae, S. dispersa Cerna, Sénaud, 1977, S. muris, S. rodentifelis)
bei abi Frenkelia rusys. Teigiama, kad pirmy dveju grupiu filogenetiniai rysiai
labiau priklauso nuo gyvybinio ciklo galutiniy Seimininky negu nuo tarpiniy
Seimininky (Dolezel ir kt., 1999; Holmdahl ir kt. 1999; Slapeta ir kt., 2001;
2003; Morrison ir kt., 2004; Elsheikha ir kt., 2005). Filogeneting grupg, kuria
sudaro porakanopiuose sarkocistas formuojancios Sarcocytis riSys, galima
1§skirti  tris pogrupius: pirmojo pogrupio galutiniai Seimininkai yra tik Suniniy
Seimos pléSrunai; antrojo — tik katiniy Seimos plésriinai; o tre€iaji sudaro trys
Sarcocystis riiSys. Neseniai nustatyta, kad vienos i§ ju, S. ovalis galutinis
Seimininkas — paukstis (Dahlgren, Gjerde, 2009; Gjerde, Dahlgren, 2010).
Reikia pabrézti, jog keliy Sios filogenetinés grupés rusiy, galutinis Seimininkas

kol kas néra zinomas.

2.9. Sarcocystis parazitai medZiojamuosiuose Zvéryse

2.9.1. Tyrimai Lietuvoje

Lietuvoje medziojamuosiuose zZvéryse sarkocistos buvo aptiktos Serny,
stirny, tauriyjy elniy, démétyjuy elniy, briedziy ir pilkyy kiskiu (Lepus
europaeus) raumenyse.

Sernuose Lietuvoje identifikuotos dvi sarkosporidiju rasys: S.
miescheriana ir S. suihominis. Sias rusis platina skirtingi Seimininkai, S.
miescheriana — Suniniy Seimos pléSrunai, o S. suihominis — zmogus. Lietuvos
mokslininkai pirma karta nustaté, kad ustrinis Suo (Nyctereutes procyonoides)

gali tarnauti S. miescheriana galutiniu Seimininku. Po suSérimo S.
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miescheriana sarkocistomis uzkrésta Serniena, usiirinio Suns fekalijose rastos
sporocitos, kurias plésriinas iSskyrinéjo 9 dienas (Grikieniené, Senutaité,
1995). Pazymétina, jog plonasienés S. suihominis sarkocistos aptinkamos
zymiai reciau, lyginant su storasienémis S. miescheriana sarkocistomis. IS 115
analizuoty Serny, 110 buvo uZzsikréte sarkocistomis, 1§ kuriy tik 8,3 % priklauso
S. suihominis riisiai (Grikieniené, Senutaité, 1995). Kitais atvejais, iStyrus 36 ir
55 Sernus, S. suihominis sarkocistos visai nebuvo identifikuotos (Kutkiené,
Baleisis, 2001; Malakauskas, Grikieniené, 2002). Lietuvoje sumedZiotuose
Sernuose infekcijos ekstensyvumas daugeliu atvejy buvo aukstas, jis svyravo
nuo 84,2% iki 97,2% (Grikieniené, Senutaité, 1995; Grikieniené ir kt., 2001;
Kutkiené, BaleiSis, 2001; Malakauskas ir kt., 2001; Malakauskas, Grikieniené,
2002), taciau Arnastrauskienés (1989) duomenimis, sarkosporidijos rastos tik
49,4 % Sernu.

Sarcocystis parazity cistas stirnose pirma karta Lietuvoje aptiko
Arnastrauskiené ir Kazlauskas (1984), taciau risiné sarkosporidiju sudétis
nebuvo nagrinéta. Lietuvoje sumedziotose stirnose identifikuotos trys
Sarcocystis rusys: S. capreolicanis Erber, Boch, Barth, 1978, S. gracilis, S. cf.
hofmanni (Grikieniene¢ ir kt., 2001; Kutkien¢, Baleisis, 2001). Naudojant
natyviniy preparaty Sviesinés mikroskopijos analizg, stebimi aiskis
morfologiniai Siy ruSiy skirtumai. Nepastebéti jokie esminiai morfologiniai
skirtumai tarp S. cf. hofmanni sarkocisty ir S. hofmanni, apraSytos barsuky
raumenyse Vokietijoje (Odening, 1994a). Kutkien¢ (2001) iSskyré dar viena
morfologini sarkocisty tipa stirnose, kuris buvo labai panaSus 1 S. gracilis.
Lietuvoje stirnose nustatytas labai aukStas sarkosporidiju infekcijos
ekstensyvumas, svyruojantis nuo 77,7% (14 uzsikrétusiy individy i$ 18 tirtyjy)
iki 94,2% (147 uzsikrétusiy individy i§ 156 tirtyju) (Grikieniené, Kutkieng,
1999; Grikieniené ir kt., 2001). Didziausiais infekcijos ekstensyvumas
nustatytas, iStyrus didziausia individy skai¢iy. Lietuvoje, tiriant
medziojamuosius Zveris, gausiausia Sarcocystis parazity infekcija uzfiksuota
daugiau kaip trijy mety amziaus Paneveézio rajone sumedziotos stirnos pateléje,

kurios 28 diafragmos raumeny iSkarpose rasta 400 sarkocisty (Malakauskas,
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Grikieniené, 2002). Kai kuriy stirny vienoje diafragmos iskarpoje rasta net iki
40 sarkocisty (Grikieniené ir kt., 2001).

Lietuvoje pirmi praneSimai apie tauriyjy elniy sarkosporidijy tyrimus,
spaudoje pasirodé¢ tik prie§ dvylika mety. ISanalizavus tauriyju elniy jvairiy
raumeny grupes, sarkocistos surastos 20 i§ 27 individy (74,0%) (Grikieniené,
Kutkiené, 1999). Tauriuosiuose elniuose aptiktos trys sarkosporidijy rasys: S.
cf. capreolicanis, S. cf. hofmanni, Sarcocystis sp. (Kutkiené, 2003). Tauriyjy
elniy raumenyse aptiktos S. cf. capreolicanis ir S. cf. hofmanni rusys
morfologiskai buvo identiSkos S. capreolicanis ir S. cf. hofmanni rusims
parazituojan¢ioms stirnoje. Kutkiené (2003) mano, jog Sarcocystis sp.
parazituojancios tauriuosiuose elniuose sarkocistos sienelés struktiira buvo
panasi 1 S. grueneri, apraSyta Siauriniuose elniuose. Lietuvos teritorijoje
sumedziotuose tauriuosiuose elniuose didziausias fiksuotas sarkosporidiju
infekcijos ekstensyvumas sieké 84,2% (32 uzsikrétusiy individy i§ 38 tirtyjy)
(Grikieniené ir kt., 2001).

Dél sarkosporidiozes, Lietuvoje démétuosiuos elnius tyré Malakauskas
ir Grikienien¢ (2002). ISanalizavus Kauno rajone 41 nelaisvéje gyvenancio
démeétojo elnio diafragmos, stemplés ir Sirdies raumenis, 38 individuose
aptiktos sarkocistos (92,7%). Vidutinis infekcijos intensyvumas skirtinguose
raumeny grupése svyravo: diafragmoje sudaré 16 cisty, stempléje — 27, Sirdyje
— 41, o daugiausiai buvo aptiktos 49 sarkocistos. Deja, kokios Sarcocystis
rusys parazituoja démeétuosiuose elniuose nebuvo tirta.

Arnastrauskiené¢ ir Kazlauskas (1984) Lietuvoje sumedZiotuose
briedziuose pirma karta aptiko sarkosporidijas, bet ju rusiné sudétis nebuvo
nustatyta. Lietuvoje, iStyrus daugiau kaip 50 briedziy, Sarcocystis parazity
infekcijos ekstensyvumas sudar¢ 83%, o infekcijos intensyvumas svyravo nuo
1 iki 27 sarkocisty 28 raumens pjiviuose (Malakauskas, Grikieniené, 2002).
Lietuvoje briedZiuose aptiktos sarkocistos priskirtos S. alceslatrans risiai, o
kitos sarkocistos neapibiidintos iki rusies (Grikieniené ir kt., 2001).

Sarcocystis sp. 18 briedzio sarkocistos sienelés struktiira buvo panasi | Dubey
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(1980) atrastos sarkosporodijos cistos struktiira, taciau sienelés storis skyrési
(Kutkiene, 2002).

Lietuvos medziojamyjuy porakanopiy tyrimuose, imciai virSijus 100
vienety, Sarcocystis parazity infekcijos ekstensyvumas varijavo nuo 80% iki
90%. Lyginant Sernus, stirnas, elnius bei briedzius, kol kas nebuvo nustatyta
statistiSkai  patikimy sarkosporidiju infekcijos ekstensyvumo  skirtumy.
Maziausiai sarkocisty aptinkama tauriuosiuose elniuose ir briedziuose, o
gausiausiai apsikrec¢ia stirnos. Nustatytas patikimai didesnis (p<0,05) vidutinis
infekcijos intensyvumas stemplés ir Sirdies raumenyse palyginus su diafragma.
Kai gyvinai buvo skirstyti 1 dvi amZiaus grupes, jaunesni ar vyresni negu trijy
mety amziaus, paaiSkéjo, jog sarkocisty infekcijos intensyvumas stirnos ir
briedZio diafragmos raumenyse priklauso nuo Seimininko amZiaus
(Malakauskas, Grikienien¢, 2002). Briedziuose, elniuose ir stirnose aprasSyti
misrios infekcijos atvejai, kai viename gyviine gali parazituoti nuo dveju iki
keturiy Sarcocystis risiy (Kutkiene 2001; 2002; 2003).

Lietuvoje sarkocistos rastos 7,3% tirty pilkyju kiskiy (Arnastrauskiené,
Kazlauskas, 1984). Véliau Kutkien¢ ir Baleisis (2001) iStyre 15 kiskiy, taciau
Sarcocystis parazity neaptiko. Per 1987-2000 metus Grikieniené ir kt. (2001)
iStyré septynioms rasims priklausanéius 65 pléSriuosius medziojamosios
faunos Zzvéris: pilkuosius vilkus, rudasias lapes, ustrinius Sunis, miSkines
kiaunes (Martes martes), akmenines kiaunes (Martes foina), Zebenkstis
(Mustela nivalis), juoduosius SeSkus (Mustela putorius), taciau sarkocisty
nerado. Kito tyrimo metu, vienuolika rudyjy lapiy ir keturi usiiriniai Sunys taip

pat nebuvo uzsikréte sarkocistomis (Kutkiené, Baleisis, 2001).

2.9.2. Tyrimai Pasaulyje

Stambiojoje medZziojamojoje faunoje Sarcocystis parazitai labiausiai
tyrinéti  elniniy  Seimoje  (Cervidae) ir Sernuose. Tiriamuosiuose
medziojamuosiuose  porakanopiuose  Sarcocystis  parazity  infekcijos

ekstensyvumas dazniausiai vir$ija 80% ar net 90% (Partenheimer-Hannemann,
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1991; Spickschen, Pohlmeyer, 2002; Goldova, 2008; HvizdoSova, Goldova,
2009). Ekstensyvi Sarcocystis parazity infekcija Sernuose uZzfiksuota
Vokietijoje ir Slovakijoje (atitinkamai 97%, 87%) (Erber, 1978; HvizdoSova,
Goldova, 2009). Zymiai maZesnis $erny uZsikrétimas sarkocistomis nustatytas
Vengrijoje 48% (12/25), Kazachijoje 31% (34/108), Naujoje Zelandijoje 28%
(7/25) (Kavai, Sugar, 1976; Esimov, 1990; Collins ir kt., 1980). Europoje ir
Siaurés Amerikoje stirnose, briedZiuose, tauriuosiuose elniuose, §iauriniuose
elniuose, juodauodegiuose elniuose (Odocoileus hermionus)  dazniausiai
nustatomas Sarcocystis parazity infekcijos ekstensyvumas, virSijantis 80%
(Mahrt, Colwell, 1980; Entzeroth 1982; Dubey, Speer, 1985; Lagerquist,
Foreyt, 1993; Dahlgren, Gjerde, 2007). Kartais fiksuojamas 100% infekcijos
ekstensyvumas. Pavyzdziui Norvegijoje, iSanalizavus 37 tauriyjy elniy Sirdies,
stemplés ir diafragmos raumenis, visuose individuose aptiktos sarkocistos
(Dahlgren, Gjerde, 2010a). JAV, Floridoje baltauodegiame elnyje nustatytas
tik 69% (108/150) sarkosporidiju infekcijos ekstensyvumas, taciau verta
paminéti, jog tirti tik liezuviy raumenys (Atkinson ir kt., 1993).

Kaip minéta anksciau, dél naudojamy skirtingy metody ivairiy Saliy
tyréju gauti sarkosporidijy infekcijos intensyvumo duomenys yra sunkiai
sulyginami, tadiau pastebimi ir tam tikri désningumai. Tiriant Sarcocystis
parazity infekcijos intensyvuma stambiojoje medZiojamojoje faunoje,
priklausomybé nuo Seimininko lyties dazniausiai nenustatoma. Lyginant su
senesniais gyviinais, jaunesniuose nei vieneriy mety medziojamy porakanopiy
individuose paprastai fiksuojamas mazesnis Sarcocystis parazity infekcijos
intensyvumas (Erber, 1978; Enteroth, 1982).

Sernuose aptinkamos dvi sarkosporidijy rasys: S. miescheriana ir S.
suithominis, pirmoji perneSama per Suniniy Seimos pléSriinus, o antrosios
galutinis Seimininkas — zmogus. S. suihominis aptinkama retai ir jos paplitimas
Sernuose nevirsija 10% (Esimov, 1990; Grikieniené, Senutaite, 1995).

Elniniuose aptinkamos 26 sarkosporidiju rtsys. S. sibirica Matchulski,
1947 laikoma S. gracilis ruSies sinonimu, o S. cervi Destombes, 1957 ir S.

capreoli Levchenko, 1963 traktuojamos kaip species inquirendae (abejotino
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identiteto riisys, reikalingi tolimesni tyrimai) (Odening, 1989). S. capreoli rusis
nepakankamai apraSyta ir negali buti atpazistama, manoma, jog ji yra S.
capreolicanis sinonimas tac¢iau tai nejirodyta (Sedlaczek, Wesemeier, 1995).
Sarcocystis rusiu parazituojanéiy elniniuose identifikacija ir taksonomija
komplikuota. Morfologiskai neatskiriamos ar panaSios Sarcocystis raGSys
randamos skirtinguose elniniy Seimos raSyse. IS elniniy Seimos riiSiy,
Siauriniuose elniuose parazituoja daugiausia Sarcocystis rusiy (Sesios). Jos
buvo anksciausiai charakterizuotos tiek morfologiskai, tiek genetiskai, be to
trims rasims — S. grueneri, S. tarandi, S. tarandivulpes, nustatyti galutiniai
Seimininkai — Suniniy Seimos plésriinai (Dahlgren, Gjerde, 2007).

ApZzvelgus literatlirinius duomenis ir remiantis Siauriniuose elniuose
aptinkamomis Sarcocystis riasimis, morfologiSkai neatskiriamos ar panasSios
Sarcocystis riiSys, randamos skirtinguose elniniy Seimos rasyse, suskirstytos {
SeSis dirbtinius tipus (2 lentelé). Klasifikuojant Sarcocystis rusis, labiausiai
atsizvelgta 1 Dahlgren ir Gjerde darbus bei pozilri. Verta pazyméti, jog
mokslininkai skirtingai vertina ir interpretuoja sarkocisty iSskirty i§ elniniy
morfologinius duomenis. Sudétinga, o kartais beveik neimanoma korektiskai
palyginti elniniuose aprasyty Sarcocystis spp. morfologija, nes naudojama
skirtinga tyrimo metodika (Sviesiné mikroskopija, transmisiné elektroniné
mikroskopija, skenuojanti elektroniné mikroskopija). Dél minéty priezasciy,
identifikuojant Sarcocystis rusis, butina atlikti molekulinius tyrimus ar
kryZminius uzkrétimo eksperimentus (Wesemeier, Sedlaczek 1995a). Kadangi
kryZminiai uzkrétimo eksperimentai yra brangiis ir sunkiai atliekami,
sprendziant pastaraji klausima buvo pasiiilyta naudoti 18S rRNR geno analize

(Odening, 1997).
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2 lentele. MorfologiSkai panaSios sarkosporidijy riisys, randamos elniniy

(Cervidae) Seimoje.

1 tipas 2 tipas 3 tipas 4 tipas 5 tipas 6 tipas
S. grueneri | S. rangi S. tarandivulpes S. tarandi S. rangiferi S.
(Siaurinis (Siaurinis (Siaurinis elnias) (Siaurinis (Siaurinis hardangeri
elnias) elnias) elnias, taurusis | elnias, taurusis | (Siaurinis
elnias) elnias) elnias,
taurusis
elnias)
S. sp. S. alceslatrans | S. alces (briedis) S. hemioni S. americana S. ovalis
(stirna) (briedis) (juodauodegis (juodauodegis | (briedis,
elnias) elnias) taurusis
elnias)
S. sp. S. S. gracilis (stirna) | S. youngi S. jorrini S. oviformis
(danielius) | capreolicanis (juodauodegis (danielius) (stirna)
(stirna) elnias)
S. S. cf. S. S. cf. S. sp.
cervicanis | capreolicanis | hemionilatrantis hofamanni (baltauodegis
(taurusis (danielius) (juodauodegis (stirna) elnias)
elnias) elnias)
S. wapiti S. cf. S. odocoileocanis | S. cf. hofimanni | S. sp.
(elnias capreolicanis | (baltauodegis (danielius) (démétasis
vapitis) (Indinis elnias) elnias)
zambaras)
S. sp. S. cf. S. cf. hofmanni | S. cf.
(briedis) capreolicanis (Indinis hofamanni
(taurusis zambaras) (stirna)
elnias)
S. sp. S. hjorti S. cf. hofmanni | S. cf. hofinanni
(démétasis | (taurusis (baltasnukis (danielius)
elnias) elnias, briedis) elnias)
S. sybillensis S. odoi S. cf. hofmanni
(elnias vapitis) (baltauodegis (Indinis
elnias) zambaras)
S. sp. S. scandinavica | S. cf. hofinanni
(baltauodegis (briedis) (baltasnukis
elnias) elnias)
S. sp. S. sp.
(démétasis (démétasis
elnias) elnias)

Lenteléje morfologiskai panasios Sarcocystis riSys apjungiamos i SeSis tipus. Skliausteliuose

nurodomi Sarcocystis parazity tarpiniy Seimininky riisys.

2.10.1. Tyrimai Lietuvoje
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2.10. Sarcocystis parazitai medZiojamuosiuose pauksciuose




Lietuvoje pirmi pauks¢iy sarkosporidijy tyrimai pradéti 1986 metais.
Per 12 mety Lietuvoje ir pietin¢je KurSiy Nerijoje (Kaliningrado sritis, Rusija)
sarkocisty ieSkota 375 laukiniy pauksciu (priklausan¢iy 5 buriams:
Passeriformes, Piciformes, Charadriiformes, Columbiformes, Strigiformes) ir
97 naminiy pauksc¢iy (76 vistos ir 21 kalakutas) kriitinés, sparno, kojos ar kaklo
raumenyse (Grikieniené, Iezhova, 1998). Autoriai nurodo, jog Sarcocystis spp.
cistos aptiktos trijuose zvirbliniuose pauks¢iuose ir vieno triju mety gaidzio
raumenyse, o aptiktos sarkocistos morfologiskai buvo pansios i S. horvathi
rasi.

Veéliau, intensyviausiai tyrinéti medZiojamajai faunai priskiriami Zasiniy
biirio (Anseriformes) pauk$ciai. 1997-1998 metais Pamario kraste, i§ 25
analizuoty Zasiniy pauksciy, sarkocistos aptiktos 5 baltakaktése Zasyse, 4
didziosiose antyse (4Anas platyrhynchos) ir vienoje urvingje antyje (Tadorna
tadorna) (Kutkiené ir kt., 1998). Platesnio tyrimo metu zasiniuose pauks¢iuose
uzfiksuotas 29,2% (1§ 342 istirty, 100 uzsikrétusiy) Sarcocystis parazity
infekcijos  ekstensyvumas  (Kutkiené¢, Sruoga, 2004). DidZiausias
ekstensyvumas nustatytas baltakaktéje Zasyje (65,8%), o didziausiais
intensyvumas registruotas baltakaktéje Zasyje ir ledingje antyje (Clangula
hyemalis), atitinkamai 66 ir 53 cistos 28 raumens pjiviuose. Pauksciy
raumenyse rastos mikroskopinés ir makroskopinés cistos. Makrocistos aptiktos
tik vienos didZiosios anties kaklo raumenyse ir remiantis morfologiniais
bruozais priskirtos S. rileyi riiSiai. Naudojant Sviesing mikroskopija buvo
18skirti 4 mikrocisty tipai (I, II, III, IV), kurie, autoriy nuomone, reprezentuoja
maziausiai 4 skirtingas Sarcocystis rusis, taciau dél i§samesniy tyrimy stokos,
rusies pavadinimai Sioms sarkosporidijoms nebuvo suteikti. Véliau atlikti
detalesni morfologiniai tyrimai ir transmisiniu elektroniniu mikroskopu
nustatytos triju Sarcocystis spp. (Sarcocystis sp. 1§ klykuolés (Bucephala
clangula) (1 cistos tipas), Sarcocystis sp. 1§ didziosios anties (II cistos tipas),
Sarcocystis sp. 1§ baltakaktés zasies (III cistos tipas) cistyu sieneliu
ultrastruktiiros (Kutkiené ir kt., 2006; Kutkiené ir kt., 2008). Atlikus uzkrétimo

eksperimentus iSsiaiSkinta, jog Sarcocystis sp. 1§ baltakaktés zasies (III cistos
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tipas) vienu i§ galimy galutiniy Seimininky yra poliariné lapé (Alopex lagopus)

(Kutkiené ir kt., 2006).

2.10.2. Tyrimai Zgsiniuose pauksciuose

Antyse sarkociatas pirma karta atrado C. V. Riley 1869 metais. Stiles
1893 ryzio formos, spalvos ir dydzio makrocistas SaukStasnapéje antyje (4nas
clypeata) pavadino S. rileyi (cit. pagal Dubey ir kt., 2003a). Kol kas tai buvo
vienintel¢ pavadinima turinti bei iSsamiausiai iStirta sarkosporidiju rusis
zasiniuose pauksciuose. Tuo paciu metu Kanadoje ir JAV nustatyta, jog S.
rileyi galutiniu Seimininku tarnauja dryZuotasis skunsas (Cawthorn ir kt., 1981,
Wicht, 1981). S. rileyi pasizymi unikalia Ziedinio kopiisto formos cistos
sienelés ultrastruktiira (Cawthorn ir kt., 1981; Dubey ir kt., 2003a). Naudojant
elektroning mikroskopija patvirtinta, jog kitas natiiralus S. rileyi tarpinis
Seimininkas be SaukS$tasnapés anties, yra didzioji antis (Dubey ir kt., 2010).
Siaurés Amerikoje makroskopinés sarkocistos rastos antyse, zasyse ir kai
kuriuose kituose vandens pauksciuose (Gower, 1938; Erikon, 1940; Wickware,
1944; Clark, 1958; Cornwell, 1963; Chabreck ir kt., 1965; Hoppe, 1976;
Wobeser, Cawthorn, 1982; Costanzo, 1990; Moorman ir kt., 1991; Fedynich,
Pense, 1992). SumedZiota pauks¢iy meésa uzkrésta sarkosporidijy
makrocistomis yra netinkama naudoti maistui (Chabreck ir kt., 1965). Siaurés
Amerikos antyse registruotas neaukStas uzsikrétimo ekstensyvumas
makroskopinémis sarkocistomis. Kanadoje 30 pauksciy 1§ 524 (5,7%) buvo
uzsikréte sarkosporidiju makro- ar mikrocistomis (Drouin, Mahrt, 1979).
Luizianoje, JAV, skaitlingiausio individy skai¢iumi tyrimo metu, makrocistos
rastos 365 i§ 1513 (24,1%) apzitiréty paukséiy (Chabreck ir kt., 1965). Siaurés
Dakotoje, JAV, isanalizavus 15 anciy rusiy, uzfiksuotas 4,5% (59/1312)
infekcijos ekstensyvumas sarkosporidiju makrocistomis (Hoppe, 1976). Kity
tyrimy JAV duomenimis, tamsiojoje antyje (4Anas rubripes) nustatytas 16,2%

(40/311), didZiojoje antyje 3,5% (8/231) infekcijos ekstensyvumas (Costanzo,
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1990; Fedynich, Pense, 1992). Pazymétina, jog visais atvejais jaunikliai buvo
statistiSkai patikimai (p<0,05) reCiau uzsikrét¢ Siuo parazitu. Didziausiais
78,3% (36/46) uzsikrétimo ekstensyvumas registruotas SaukStasnapés anties
suaugélivose (Chabreck ir kt., 1965). Europoje makroskopinés sarkocistos
lyginant su Siaurés Amerika, aptiktos labai retai. Lenkijoje ir Lietuvoje istyrus
148 ir 112 didziyjy anciy, atitinkamai, aptikta tik po viena individa, uzsikrétusj
S. rileyi primenanciomis sarkocistomis (Kalisinska ir kt., 2003; Kutkiené,
Sruoga, 2004). Makroskopinés sarkocistos didziosiojoje antyje ir jos
domestikuotose formose taip pat buvo rastos Bulgarijoje ir Vokietijoje
(Kalyakin, Zasukhin, 1975). Visais atvejais Europoje didZiosiose antyse rasty
makrocisty detali risiné priklausomybé nebuvo iSaiskinta.

Mikroskopinés sarkocistos kol kas tyrinétos menkai, apsiribojant
ekstensyvumo ir $viesinés mikroskopijos morfologine analize. Sviesiniu
mikroskopu pagal cistos sienelés morfometrines charakteristikas, sienelés stori
ir iSaugy ilgi bei atstumus tarp juy, Kanadoje antyse iSskirti 5 sarkocisty tipai, o
zasyse 2 tipai (Drouin, Mahrt, 1980; Wobeser ir kt., 1981). Taip pat
mikroskopinés Sarcocystis parazity cistos rastos Bulgarijoje, Vokietijoje,
Kazachstane (Kalyakin, Zasukhin, 1975; Pak, Eshtokina, 1984; Pinayeva ir
kt.,1998). Visais atvejais tiek antyse, tiek Zasyse surastoms sarkosporidiju

mikrocistoms specifiniai riiSiy pavadinimai nebuvo suteikti.

2.10.3. Tyrimai laukiniuose karveliuose

Neijvardintos Sarcocystis rusys laukiniuose karveliuose fiksuotos
Siaurés ir Pietu Amerikoje, Afrikoje, Europoje, Azijoje (Dylko, 1962;
Barrows, Hayes, 1977; Conti, Forrester, 1981; Kaiser, Markus, 1983a;
Pinayeva ir kt., 1998; Ecco ir kt., 2008). Pirma karta sarkocistos karveliniy
Seimoje (Columbidae) registruotos Baltarusijoje nejvardintoje karveliy rusyje
(Dylko, 1962). Laukiniuose karveliuose uzfiksuotas sarkosporidiju infekcijos

ekstensyvumas nebuvo auksStas ir svyravo nuo 4,3% iki 12,5% (Barrows,
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Hayes, 1977; Conti, Forrester, 1981; Kaiser, Markus, 1983a). JAV trys
Viktorijos kartinuotieji karveliai (Goura victoria) zuvo dél, kaip manoma, S.
falcatula sukeltos infekcijos (Suedmeyer ir kt., 2001). Piety Afrikoje, tiriant
elektroniniu  mikroskopu, Sarcocystis sp. nustatytos mazajame purplelyje
(Streptopelia senegalensis) sarkocistos sienelé turéjo neaukStas iSaugas su
mikrovamzdelias (Kaiser, Markus, 1983b). Véliau, Odening (1997)
remdamasis anksciau aprasyta morfologija, §ia sarkosporidijy rusi pavadino S.
kaiserae. Neseniai Olias ir kt. (2010c) aprasé nauja Sarcocystis risi, aptikta
karveliuose kerSuliuose Vokietijoje ir pavadino S. columbae. Sia sarkosporidijy
rasimi buvo uZsikréte visi penki tirtieji kerSuliai. Nepaisant neZymiy cistos
dydzio skirtumuy, tarp patogeninés anksciau aprasytos S. calchasi (Olias ir kt.,
2010b) i§ naminio karvelio ir S. columbae, Sios dvi rasys gali buti atskirtos tik

naudojant molekuling analizg.

2.10.4. Tyrimai varniniuose ir kituose medzZiojamuose pauksciuose

Sarkosporidijuy cistos varniniuose pauksciuose atrastos beveik visuose
kontinentuose. DidzZiausias 40% infekcijos ekstensyvumas uzfiksuotas
vakarin¢je Kanados dalyje. IS 80 tirty varniniy pauk$¢iy 32 buvo uzsikréte
Sarcocystis spp., o dazniausiai 60,5% (23/38) sarkocistos aptiktos Sarkoje
(Drouin, Mahrt, 1979). Kazachstane, iStyrus SeSias varniniy Seimos rasis,
sarkocistos rastos 7,4% (34 uzkrésty i§ 455 tirty) atveju (Pak, Eshtokina,
1984). Sarkosporidijos varniniuose pauki&iuose taip pat registruotos Cekijoje,
Baltarusijoje ir Australijoje (Dylko, 1962; Munday ir kt., 1979; Cerna, 1984).
Tiriant Sviesiniu mikroskopu, sarkocisty iSskirty i§ kovo (Corvus frugilegus) ir
kéksto (Garrulus glandarius), sienelé buvo plona ir lygi, o sarkocistos i§
varnos (Corvus cornix) histologiniuose preparatuose pasizymeéjo ruozuota arba
lygia sienelés struktiira (Cernd, 1984; Pak, Eshtokina, 1984). Specifinai riisiy

pavadinimai nei vienu atveju nebuvo suteikti.
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IS kity Lietuvos medziojamajai faunai priskiriamy pauksé¢iy, neskaitant
laukiniy zasu, anciy, karveliy ir varniniy pauksciy, rasies pavadinima turin¢ios
sarkosporidijos rastos paprastuosiuose fazanuose (Phasianus colchicus).
Fazanuose aprasyta S. peckai Odening, 1997 rasis, kuri morfologiskai panasi |
S. wenzeli, parazituojanéia vistose (Odening, 1997). Cekijoje istyrus 41 fazana,
penkiolikoje pauksciuy (36,5%) rasta sarkocisty, be to Sviesiniu mikroskopu
identifikuotas kitas morfologinis sarkocistos tipas besiskiriantis nuo S. peckai
sarkocisty (Cerna ,1984; Cerna, Pecka, 1984).

Svedijoje iStyrus 87 kurtinius (Tetrao urogallus), 53 nustatytas
Sarcocystis sp. sukeltas encefalitas (Gustafsson ir kt., 1997). Véliau, detaliau
i1Styrus viena kurtini, sarkosporidiju merontai aptikti smegenyse, plauciuose,
Sirdyje, kepenyse, bluznyje (Dubey ir kt., 1998). Manoma, kad §io tyrimo metu
aptikta patogeniné Sarcocystis sp. skiriasi nuo visy iki tol apraSyty, taciau

risies pavadinimas jai nesuteiktas.
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3. Medziaga ir metodai

Medziagos surinkimas. Pagal Lietuvos Respublikos aplinkos ministro
2000 m. birzelio 27 d. isakyma Nr. 258 ,,D¢l Medzioklés Lietuvos Respublikos
teritorijoje taisykliu patvirtinimo® su vélesniais pakeitimais (Zin., 2000, Nr.
53-1540; 2002, Nr. 97-4308; 2003, Nr. 9-318, Nr. 90-4088; 2004, Nr. 79-2814,
Nr. 185-6868; 2005, Nr. 45-1477, Nr. 113-4137, Nr. 119-4309; 2006, Nr. 10-
392, Nr. 60-2150, Nr. 130-4918; 2008, Nr. 42-1575; 2009, Nr. 3-63; 2010, Nr.
8-387; 2010, Nr. 110-5652), medziojamieji gyvinai — tai gyvinai, kurie dél
visuomeniniais ir asmeniniais tikslais grindZiamos vertés bei susiklos¢iusiy
tradicijy buvo medZiojami praeityje, yra Siuo metu medZiojami ar gali buti
medziojami ateityje.

Renkant medziaga tyrimams buvo laikomasi ES ir Lietuvoje galiojan¢iy
teisés akty. Leidimai surinkti biologing medZiaga iSduoti Lietuvos Respublikos
Aplinkos Ministerijos (jsakymuy numeriai — Nr. (11-1)-D8-2544, Nr. (11-1)-
D8-2614). Visi tyrime panaudoti laukiniy Zinduoliy raumeny pavyzdziai gauti
1§ Panevézio rajone isikiirusios Zzvérienos perdirbimo imones ,,Viltlit“. Dalis
analizuoty pauks$¢iy audiniy surinkta ekspedicijy metu bei bendradarbiaujant su
medziotojais. Pilkyjy Zzasuy, baltaskruos¢iuy bernikliy, smailiauodegiu anciy,
Saukstasnapiy anciy, pilkyjuy anciy, rudziy pavyzdziai, taip pat dalis didziyju
anciy, dryzgalviy krykliy, rudagalviy krykliy, cypliy medziagos gauta is
Nacionalinio Maisto ir Veterinarijos Rizikos vertinimo Instituto, kuriame buvo
vykdyta pauksciy gripo diagnostikos programa analizuojant Lietuvoje kritusius
vandens pauki¢ius. Siame darbe tirta 2005-2011 metais surinkta medZiaga,
kuri saugoma Gamtos tyrimy centro Ekologijos instituto Molekulinés
ekologijos laboratorijoje.

Ieskant Sarcocystis parazity cisty, tirti stirny, Serny, tauriyjy elniy ir
briedziy diafragmos raumenys, taip pat pauksciy kaklo, kojos ir kritinés
raumenys. Dazniausiai negautas viso paukscio lavonelis, o tik kaklo arba kojos
pavyzdziai, todel sarkosporidijy infekcijos ekstensyvumo ir intensyvumo

vertinimas, priklausomai nuo raumeny grupés nebuvo atlickamas. D¢l daugeliu
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atvejy detalios informacijos trukumo apie pavyzdzius, tirti individai nebuvo
skirstomi, nei pagal geografija, nei pagal amziy ar lyti.

Analizuotos 22 pauksciy rasys: baltakakté Zzasis (Anser albifrons),
pilkoji Zasis (Anser anser), zelmeniné Zzasis (Anser fabalis), baltaskruosté
bernikl¢ (Branta leucopsis), didzioji antis (Anas platyrhynchos), dryzgalvé
kryklé (Anas querquedula), rudagalvé kryklé (Anas crecca), cyplé (Anas
penelope), smailiauodegé antis (4Anas acuta), SaukStasnapé antis (Anas
clypeata), pilkoji antis (4Anas strepera) kuoduotoji antis (Aythya fuligula), rudé
(Aythya nyroca), klykuolé (Bucephala clangula), sidabrinis kiras (Larus
argentatus), varna (Corvus cornix), kovas (Corvus frugilegus), kuosa (Corvus
monedula), kranklys (Corvus corax), Sarka (Pica pica), kékstas (Garrulus
glandarius), kerSulis (Columba palumbus), 1§ viso 384 individai. IS
medziojamyjy zinduoliy tirti Sernai (Sus scrofa), stirnos (Capreolus capreolus),
taurieji elniai (Cervus elaphus), briedziai (4Alces alces), 1§ viso 177 individai (4

lentelé).

Mikroskopiné analizé. Sarcocystis parazity infekcijos ekstensyvumas
ir intensyvumas analizuotuose gyviinuose nustatytas naudojant kompresini-
mikroskopini dazyty raumeny iSkarpy metoda. I§ tiriamosios raumeny grupés
iSilgai raumeny skaiduly buvo iSkerpami 28 aviZos grido dydZio raumeny
gabaléliai, sudedami ant sintetinio tinklelio ir 20-30 minuciy perkeliami 1
meélynojo metileno dazy vandeninj tirpala (1 g metileno 500 ml vandens). I§
dazy iStrauktas tinklelis su pjiiviais padétas ant filtrinio popieriaus, tam, kad
dazy perteklius buty sugertas ir nuskaidrinimui 15-20 minuciy pamerkiamas i
1,5% acto rugsties tirpala. IStrauktas tinklelis vel uzdedamas ant filtrinio
popieriaus, o paskui pjiviai patalpinami { stiklini kompresoriy. Stikling
kompresoriy sudaro dvi stiklo ploksStelés, kurios suverZziamos varztais ir
raumeny iSpjovos tiriamos S$viesiniu mikroskopu. IStyrus viena pavyzdzio
kompresoriy, Sarcocystis parazity infekcijos mastas vertintas naudojant
Bogush (1976) pasitilyta metodika: 1-10 cisty — silpna infekcija; 11-40 cisty —

vidutiné infekcija; daugiau kaip 40 cisty —intensyvi infekcija.
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Sarkocisty morfologinés charakteristikos, morfologinis cisty tipas bei
preliminari Sarcocystis rusis buvo nustatoma Sviesiniu mikroskopu (Nicon
ECLIPSE 80i), remiantis morfometriniais kriterijais — cistos sienelés storiu,
iSaugy forma ir ilgiu bei cistozoity forma ir dydziu. Taip pat Sarcocystis
parazitai morfologiSkai apibudinti pagal cistos forma, ilgi ir ploti, taciau
diagnozuojant galima sarkosporidiju r@si, Sie pozymiai vertinti kaip
pagalbiniai. Sviesinés ir elektroninés mikroskopijos bei DNR analizei naudotos
tik subrendusios sarkocistos. Jeigu dazytuose preparatuose rastos Sarcocystis
parazity cistos, ruoSiami antriniai raumeny preparatai, pamerkiant raumeny
iSpjovas 3-5 minutéms 1 fiziologinj tirpala. Fiziologinio tirpalo prisisotinusios
sarkocistos tampa tamsesnémis ir natyviniuose preparatuose yra geriau
matomos, bei lengviau atskiriamomis nuo Seimininko miofibriliy. Pjuviai,
kuriuose rastos sarkocistos, perkeliami ant objektyvinio stiklelio ir vél tiriami
mikroskopu. Dvieju preparavimo adatéliy pagalba dauguma aplink sarkocistas
esanCiy raumeniniy skaiduly, atsargiai atskiriamos nuo sarkocistos ir
paSalinamos. MaZas raumens gabalélis su iSlindusia sarkocista, pridengiamas
dengiamuoju stikleliu ir cistos morfologija vertinama prie 40x bei 100x
mikroskopo padidinimy, naudojant vaizdo analizés sistema INFINITY3.
Sviesiniu mikroskopu nustac¢ius sarkocistos morfologines savybes, cista
iSpreparuojama ir su nedideliu miofibriliy kiekiu perkeliama 1 1,5 ml talpos
meégintuvel; su 70% etilo alkoholio tirpalu ir laikoma Saldiklyje (-20°C) iki
DNR i$skyrimo.

Elektroninio mikroskopavimo analizei, raumeninio audinio pavyzdziai
su sarkocistomis fiksuoti Kornovskio tirpale, paskui fiksuoti osmio tetrokside,
dehidratuoti ir ilieti | epoksidiniy dervy misini. Labai ploni pjuviai nudazyti
2% uranil acetatu ir §vino citratu bei tirti transmisiniu elektroniniu mikroskopu
JEOL JEM-100B. Elektroninés mikroskopijos analizé atlikta Inovatyvios

Medicinos Centro Eksperimentinés ir Klininkinés Medicinos Departamente.

Molekuliné analizé. IS pradziy genominés Sarcocystis parazity DNR

iSskyrimui 1§ sarkocisty ciztozoity naudotas univeralus DNR iSskyrimo i§
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tvairiy audiniy metodas (Aljanabi, Martinez, 1997). Keletas iSpreparuoty
sarkocisty buvo mechaniskai homogenizuojamos su stikline lazdele, pripylus
400 pl homogenizuojancio buferio (0,4 M NaCl, 10 mM Tris—HCI pH ir 8,0
mM EDTA pH 8,0). Véliau pridéta 40 pul 20% SDS, 8 ul Proteinazés K, gerai
1SmaiSyta ir maZiausiai valanda inkubuota termostate 60°C temperatiroje. Po
inkubacijos, pridéta 300 pl prisotinto 6M NaCl tirpalo, kratyta 30 s ir
centrifuguota 30 min. esant 10000 rpm (apsisukimai per minute).
Supernatantas perpiltas i kita sterily mégintuvéli, uzpilta 750 pl izopropanolio,
gerai iSmaiSyta ir valanda laikyta Saldiklyje. Po inkubacijos, DNR nusodinta
centrifuguojant 20 min., esant 10000 rpm, perplauta 70% etilo alkoholio
tirpalu, i8dZiovinta ir iStirpinta 100 pl dejonizuoto vandens. Véliau, siekiant
uztikrinti didesng iSskiriamos DNR koncentracija, DNR 1§ sarkocisty buvo
i§skiriama naudojant ,,Macherey-Nagel” firmos ,,NucleoSpin® tissue“ DNR
iSskyrimo 1§ audiniy rinkinj, vadovaujantis gamintojo pateiktomis
instrukcijomis ir rekomendacijomis.

Spektrofotometru buvo nustatomas DNR Svarumas ir kiekis. Visais
atvejais optiniy tankiy santykis 260nm/280nm svyravo 1,7-1,9 ribose, kas parodo
DNR tirpaly Svaruma. Véliau genominé DNR atskiesta iki 0,04 pg.

Sarkosporidijy rasys, i$skirtos i§ zinduoliy, genetiskai charakterizuotos
naudojant 18S rRNR geno sekuy analize. Kadangi paukSciuose cistas
sudarancios Sarcocystis riiSys pasizymi tarpusavio nedideliais 18S rRNR geno
seky skirtumais, juy genetinei analizei taip pat naudotos 28S rRNR geno dalinés
sekos ir ITS—1 regionas. Sulyginus duomeny bazése esancias Sarcocystis
rasiyl8S rRNR geno, 28S rRNR geno, Sarcocystidae Seimos 5.8S rRNR geno
sekas, nustatyti konservatyvils fragmentai. Naudojant Primer3 programa
(Rozen, Skaletsky, 2000), sukurtos septynios pradmenuy poros,
komplementarios dalinéms konservatyviy fragmenty sekoms, kurios
panaudotos darbe, pagausinant bei sekvenuojant 18S rRNR gena, ITS-1
regiong ir 28S rRNR geno fragmenta, talpinanti savyje labai variabilius ir
informatyvius D2 ir D3 domenus (3 lentelé). Pradmenys buvo susintetinti

,Bilomers® firmoje.
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3 lentelé. Pradmenuy poros skirtos 18S rRNR geno, 28S rRNR geno ir ITS-1

regiono padauginimui.

Nr | Pradmeny Regionas | Kairinis pradmuo Desininis pradmuo Pozicija
pora
1 SarAF\SarAR | 18S rRNR | ctggttgatcctgccagtag ttcccatcattccaatcact 4-23\506-
525°
2 | SarBF\SarBR | 18S gggaggtagtgacaagaaataacaa | ggcaaatgctttcgeagtag 462-
rRNR 486\942-
961°
3 SarCF\SarCR | 18S rRNR | tttaactgtcagaggtgaaattctt cctgttattgectcaaacttce | 899-
923\1417-
1438*
4 | SarDF\SarDR | 18S rRNR | ttccgttaacgaacgagacc gcaggttcacctacggaaa 1322-
1341\1775-
1793"
5 | KL-PIF\KL- | 28S rRNR | tacccgctgaacttaagcat cccaagtttgacgaacgatt 1-20\989-
PIR 1008"
6 | KL-P2F\KL- | 28S rRNR | aaccgacccgtcttgaaac tgctactaccaccaagatctge | 722-
P2R 740\1551-
1572°
7 | P-ITSF\P- 18S attgagtgttccggtgaatta gecatttgegttcagaaatc 1581-1601\
ITSR rRNR/ 2070-2089¢
ITS-1
/5.8S
rRNR

* Pagal Sarcocystis neurona (Genu Banko nr. U07812); ” Pagal S. neurona (Geny Banko nr.

AF092927); “Pagal Besnoitia besnoiti (Geny Banko nr. F1797432).

Polimeraziné grandininé reakcija (PGR) atlikta galutiniame 25 pl turyje,
susidedanc¢iam i§ 1 x PGR buferio (turin¢io 50 mM KClI), 0,2 mM dNTP, po 0,2
uM kiekvieno 1§ pradmeny, 1 vieneto (u) Taq polimerazés (MBI, Fermentas,
Lietuva), 2,5 mM MgCl, 0,04 ng genominés DNR ir likusio kiekio vandens.
Amplifikacija atlikta pradedant pirmu ,,karSto starto denattiracijos Zingsniu 5
min. 94°C temperatiiroje, toliau reakcija vykdyta 5 amplifikacijos ciklus: 45 s.
—94°C, 60 s. — 64°C, 70 s. — 72°C, toliau reakcija tgsta 30 amplifikacijos cikly
45 s. — 94°C, 60 s. — 58°C, 70 s. — 72°C, reakcija baigiama galutiniu
prailginimo zingsniu 10 min. — 72°C. Kiekvienos reakcijos metu naudotos dvi
neigiamos kontrolés — PGR miSinys su i§ Seimininko audinio i8skirta DNR ir
PGR miSinys be DNR.

Pagausinty DNR fragmentuy analizei naudota elektroforezés agarozés

gelyje metodika. Elektroforezé atlikta horizontaliame 1,7% agarozés gelyje,
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turinCiame lug/ml etidzio bromido (3 pav.). Siekiant nustatyti analizuojamy
fragmenty ilgi, 1 viena Sulin¢li ipiltas DNR fragmenty dydzio zymuo
GeneRuler™ 100 bp (MBI, Fermentas, Lietuva). Elektroforezé vykdyta 40 min.
per 1 TAE buferi panardinta gelj, leidziant 100 V jtampos elektros srove. Gelis
vizualizuotas UV S§viesoje, naudojant kompiuterizuota analizés sistema. Visais
atvejais Sulinéliuose su neigiamos kontrolés pavyzdziais, DNR fragmentai UV

Sviesoje nebuvo matomi.

3 pav. Elektroforezés agarozés gelyje, naudojant septynias pradmeny poras,
pavyzdys. Sulinélivose Sarcocystis rileyi padauginti DNR  fragmentai,
numeriai atitinka 3 lentelés pradmeny pory numerius. Z — DNR fragmenty
dydzio zymuo (GeneRuler™ 100 bp, MBI, Fermentas, Lietuva), N — neigiama

kontrolé.

Sékmingai padauginti PGR produktai, ruoSiant sekvenavimo reakcijoms,
buvo gryninami naudojant egzonukleaziy rinkini. 5ul PGR miSinys, kuriame
amplifikuotas dominantis fragmentas buvo sumaiSytas su 10 u koncentracijos
egzonukleaze I (0,5ul) ir 1 u koncentracijos CIAP egzonukleaze (1ul) arba
FastAP egzonukleaze (1pul) (MBI, Fermentas, Lietuva). Reakcija vykdyta 15
min. 37°C ir 15 min. 85°C temperatiiroje. Sekoskaita atlikta Biotechnologijos
Instituto Sekvenavimo centre automatinio sekvenatoriaus ABI Prism 377
pagalba, sekvenavimui naudojant tuos pacius pradmenis kaip ir pagausinant
DNR fragmentus. Kiekvieno analizuoto fragmento pirminé DNR seka

nustatyta su kairiniu ir deSininiu pradmenimis.
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Statistiné analizé. Sarcocystis parazity infekcijos ekstensyvumo ir
intensyvumo rodikliai tirtuose medziojamuosiuose gyviinuose apskaiciuoti
naudojant Quantitative Parasitology 3.0 programa (Rozsa ir kt., 2000).
Infekcijos ekstensyvumo pasikliautiniai intervalai apskaiCiuoti pagal Sterne
testa (Reicigel, 2003). Parazity agregacija, tai yra netolygus parazity
pasiskirstymas tarp Seimininky, ijvertintas naudojant D indeksa (angl.
discrepancy index), kuris parodo neatitikima tarp nustatyto ir tolygaus
pasiskirstymy (Poulin, 1993). Lyginant infekcijos ekstensyvumo skirtumus
tarp imciy, taikytas FiSerio testas. Sarkosporidijuy infekcijos intensyvumo
skirtumai analizuotose gyviiny ruSyse jvertinti naudojant Moodo testa, lyginant
infekcijos intensyvumo mediany reikSmes. StatistiSkai patikimi skirtumai
laikyti, kai p< 0,05. Sarcocystis parazity infekcijos intensyvumo Box-Whisker
grafikai nubraizyti naudojant SPSS 10.0 programini paketa (SPSS Inc.,
Chicago).

Gauty sekuy specifiSkumo ivertinimas atliktas BLAST programa,
lyginant Siame darbe nustatytas sekas su Geny banko skelbiamomis sekomis,
pasizyminciomis auk$¢iausiu genetinio panaSumo laipsniu naujai nustatytoms
sekoms (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Procentinés seky identiSkumo
vertés, gautos naudojant EMBOSS programa pagal numatytasias parinktis
(http://www.ebi.ac.uk/emboss/align/). Seku sulyginimas atliktas MUSCLE
algoritmu (Edgar, 2004), kuris idiegtas | MEGA 5.05 programinj paketa
(Tamura ir kt., 2011). Analizuotos sekos buvo sutrumpinamos tam, kad visos
sekos prasidéty ir pasibaigty ta pacia nukleotidu pozicija. Siekiant iSvengti
dviprasmiskai iSsidésciusiuy nukleotidy, seku sulyginimo korektiSkumas véliau
patikrintas rankiniu biidu. Filogenetiniu medziu Saky iSsidéstymas nustatytas
Bayesian metodu, MrBayes 3.1.2 programa (Ronquist, Huelsenbeck, 2003).
Filogenetiniai rySiai jvertinti panaudojus programoje {vesta pati sudétingiausia
nepriklausoma, baigtiniy viety DNR fragmente, griztamojo laiko evoliucini
modeli (GTR + I + G), kuris leidzia visoms SeSioms galimoms DNR pakaitoms

varijuoti kartu su pastoviy viety DNR fragmente proporcija ir gama formos
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pasiskirstymo dazniu visose DNR fragmento vietose (Tavaré, 1986).
Filogenetinése analizése iSorine grupe pasirinktos riisys, kurios taksonomiskai
artimiausios tiriamajai grupei. 18S rRNR ir 28S rRNR geny filogramose
iSorine grupe pasirinkta Besnoitia besnoiti, o ITS—1 regiono filogramoje — S.
tarandi. Filogenetiniai medziai nubraizyti naudojant TreeView programa

(Page, 1996).
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4. Rezultatai ir jy aptarimas

4.1. Sarcocystis parazity infekcijos ekstensyvumas ir intensyvumas tirtuose
gyviinuose

Tiriant 26 gyviny riisis, 18 i§ juy atrastos sarkocistos: baltakaktéje
zasyje, pilkojoje Zasyje, baltaskruostéje bernikléje, didziojoje antyje,
rudagalvéje krykléje, cypléje, kuoduotoje antyje, klykuoléje, sidabriniame kire,
varnoje, kove, kuosoje, kékste, kerSulyje, Serne, stirnoje, tauriajame elnyje,

briedyje (4 lentele).

4 lentelé¢. Sarkocisty aptinkamumas tirtose gyviiny risyse.

Rasis Uzsikrétusiy  individy | Rasis Uzsikrétusiy  individy
skaiCius/tirty  individy skaiCius/tirty  individy
skaiCius skaiCius

Baltakakté zasis 41/95 Klykuolé 2/5

Pilkoji zasis 5/11 Sidabrinis kiras 4/11

Zelmeniné Zasis 0/1 Varna 14/39

Baltaskruosté bernikle | 1/3 Kovas 1/20

Didzioji antis 26/130 Kuosa 2/8

Dryzgalvé kryklé 0/9 Kranklys 0/2

Rudagalvé kryklé 1/11 Sarka 0/4

Cyplé 4/7 Kékstas 1/1

Smailiauodegé antis 0/1 Kersulis 2/18

Saukstasnapé antis 0/3 Sernas 45/51

Pilkoji antis 0/1 Stirna 80/82

Kuoduotoji antis 2/3 Taurusis elnias 29/36

Rudé 0/1 Briedis 5/8

Dél dideliy biologiniy skirtumy, bendra parazity Seimininky imtis buvo
suskaidyta 1 pauksc¢iy ir Zinduoliy grupes. IStyrus 384 pauks$cius Sarcocystis
parazity cistos aptiktos 106 individuose, sarkosporidiju infekcijos
ekstensyvumas sudar¢ 27,6% (duomeny patikimumo pasikliautiniai intervalai
buvo nuo 23,3% iki 32,3%). Zymiai aukstesnis ekstensyvumas uzfiksuotas
zinduoliuose — 89,8% (159 wuzsikrétusiy i§ 177 tirtyjy, o duomeny patikimumo
pasikliautiniai intervalai buvo nuo 84,5%  iki 93,6%). Pauksc¢iuose
uzfiksuotas 11,1 infekcijos intensyvumo vidurkis, 4,0 infekcijos intensyvumo
mediana. Zinduoliuose infekcijos intensyvumo vidurkis buvo 62,0, o mediana

23,0. Lyginant paukséiy ir zinduoliy sistematines grupes, zinduoliuose
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nustatyti patikimai (p< 0,05) didesni Sarcocystis parazity infekcijos
ekstensyvumo bei intensyvumo rodikliai.

Detalesniam  Sarcocystis  parazity infekcijos ekstensyvumo ir
intensyvumo parametry palyginimui tarp atskiry medziojamosios faunos riisiy,
pasirinktos SeSios rusys, turin¢ios didziausia iStirty individy imti. Analizuota
po tris rasis, priklausanc¢ias paukséiy ir zinduoliy grupéms, tai yra baltakaktés
zasys, didziosios antys, varnos ir atitinkamai stirnos, Sernai, taurieji elniai.
Medziojamuosiuose pauksciuose infekcijos ekstensyvumas svyravo nuo 20,0%
(didziojoje antyje), iki 43,2 % (varnoje). Tarp medziojamyjy zinduoliy
didziausiu infekcijos ekstensyvumu iSsiskyré stirnos (97,6%), taip pat labai
aukStos infekcijos ekstensyvumo vertés nustatytos Sernuose (88,2%) ir
tauriuosiuose elniuose (80,6%) (5 lentel¢). Lyginant infekcijos ekstensyvuma
tarp pauksCiy ir zinduoliy risiy, nustatyti statistiSkai patikimi (p< 0,05)
skirtumai. Vertinant uzsikrétimo sarkocistomis ekstensyvuma, taip pat
statistiSkai patikimi skirtumai (p< 0,05) nustatyti tarp didZiosios anties —
varnos, didZiosios anties — baltakaktés Zasies, stirnos — Serno, stirnos — tauriojo
elnio pory. Patikimy skirtumy neuZfiksuota tik tarp dvejy poruy: varnos —

baltakaktés zasies, Serno — tauriojo elnio.

5 lentele. Sarcocystis parazity paplitimas SeSiose gyviiny rusyse.

Gyviino risis Istirty individy Infekcijos 95% duomeny patikimumo
skaiCius ekstensyvumas, % pasikliautiniai intervalai, %

Baltakakté zasis 95 35,9% 33,4 -53,7%

Didzioji antis 130 20,0% 13,7 - 28,0%

Varna 39 43,2% 21,9 -52,6%

Sernas 51 88,2% 76,6 — 94,8%

Stirna 82 97,6% 91,6 — 100%

Taurusis elnias 36 80,6% 64,0 —90,7%

Panasios infekcijos intensyvumo mediany vertés, svyruojancios nuo 2

iki 7,5, apskaiCiuotos beveik visose analizuotose riiSyse, iSskyrus stirnas,
kuriose Sis rodiklis sieké net 100,5 (4 pav., 5 pav.). Pacios intensyviausios
infekcijos atvejis zinduoliuose nustatytas stirnoje, sumedziotoje Sirvinty rajone
(388 sarkocistos 28-iuose diafragmos raumenuy pjiiviuose), o pauksciuose —

baltakaktéje Zasyje i§ Silutés rajono (165 sarkocistos 28-iuose kaklo raumeny
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5 pav. Varnos, baltakaktés Zasies ir didZiosios anties Sarcocystis parazity

infekcijos intensyvumo Box-Whisker grafikas.
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pjuviuose). Maziausias infekcijos intensyvumo vidurkis pauk$¢iuose buvo
didziosiose antyse (5,36), o baltakaktése Zasyse ir varnose §io parametro
reikimés buvo labai panasios (6 lentel¢). Zinduoliuose maZiausias infekcijos
intensyvumo vidurkis apskaiciuotas Sernuose (7,71), apie du kartus didesnis
nustatytas tauriuosiuose elniuose ir net apie 15 karty didesnis stirnose. Tarp
triju paukSciy rusiy neaptikta reikSmingy sarkosporidiju infekcijos
intensyvumo skirtumy (p> 0,05). PrieSingai, lyginant tris zinduoliy rasis,
nustatyti patikimi sarkocisty infekcijos intensyvumo skirtumai (p> 0,05), kurie
daugiausiai buvo salygoti stirnose aptikto gerokai didesnio infekcijos
intensyvumo, tod¢l statistiSkai reikSmingi skirtumai pastebéti ir tarp stirnos-
Serno, stirnos-tauriojo elnio imc¢iy pory. Pauk$¢iuose patikimai didesnis
infekcijos intensyvumas (p< 0,05) uzfiksuotas varnose, lyginant su
didziosiomis antimis. D indekso, parodancio parazity agregacija, vertés buvo
aukstesnés pauksciy rasyse, lyginant su zinduoliais (6 lentel¢). Mazesnés D
indekso reikSmés stirnose, tauriuosiuose elniuose ir Sernuose paaiSkinamos
nustatytu statistiSkai patikimai didesniu Sarcocystis parazity infekcijos
ekstensyvumu Zinduoliuose, negu pauksciuose. DidzZiausios D koeficiento
reikSmes fiksuotos baltakaktése zasyse, didzZiosiose antyse, varnose, kur
daugelyje individy atrasta santykinai mazai sarkocisty, o tik kai kuriuose
santykinai daug sarkocisty. Maziausios D indekso vertés apskaiciuotos stirnose
ir Sernuose, o tai parodo, kad Siose ruSyse Sarcocystis parazity cistos

pasiskirs¢iusios tolygiausiai 1§ analizuoty gyviny rasiy.

6 lentelé. Sarcocystis parazity infekcijos intensyvumo ir parazity agregacijos

parametrai SeSiose gyviiny rasyse.

Gyviino riisis Infekcijos intensyvumo vidurkis | Infekcijos intensyvumo mediana | D indeksas
Baltakakté zasis | 13,44 5,00 0,86
Didzioji antis 5,36 2,00 0,92
Varna 14,21 7,50 0,80
Sernas 7,71 5,00 0,49
Stirna 112,56 100,50 0,45
Taurusis elnias 14,79 4,00 0,70
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Sarcocystis parazity infekcijos intensyvuma sugrupavus | tris
kategorijas, paaiskeéjo, jog intensyvios infekcijos (> 40 sarkocisty) atvejy,
aptikta penkiose i§ SeSiy analizuoty gyviny riiSiy, intensyvi infekcija
nenustatyta tik didziosiose antyse (6 pav.). Daugiausia intensyvios infekcijos
atveju, net 62 (75,6%), nustatyti stirnose, o kitose riSyse intensyvios infekcijos
atvejai buvo labai reti arba pavieniai. StatistiSkai patikimi intensyvios
infekcijos skirtumai nustatyti, lyginant stirnas su tauriaisiais elniais ir Sernais
(p< 0,05). Vidutinés infekcijos didziausiomis reikSmémis tarp zinduoliy
pasizyméjo Sernai (17,7%) o tarp pauksciy — varnos (12,8 %), taciau lyginant

viduting infekcija, statistiSkai patikimy skirtumy nenustatyta (p> 0,05).

Baltakakté 23sis . 3 -
DidZioji antis g d l
; N
o

_— : E

i N ClNéra infekdjos

|

! : W 11-40 sarkocisty
Taurusis elnias ; | E -

= B > 40 sarkocisty

o 20 40 60 80 100
Infekcijos intensyvumas, %

6 pav. Sarcocystis parazity infekcijos intensyvumas SeSiose gyviiny risyse. 1-
10 cisty — silpna infekcija; 11-40 cisty — vidutiné infekcija; daugiau kaip 40

cisty — intensyvi infekcija.

4.2. Pauksciuose aptikty sarkocisty morfologinés analizés rezultatai

IS tirty 22 pauksCiy rasiu makroskopinés, pilka akimi matomos
sarkocistos atrastos tiktai didziosios anties keturiuose patinéliuose: dveju
individy tyrimams gauti tik kaklo pavyzdziai, o kity dviejy — analizuotas visas
paukscio lavoneélis. Pauks$céiy, kuriy tirtas visas kiinas, makroskopinés cistos

tankiausiai buvo i$sidésCiusios kriitinés raumenyse, taip pat kelios sarkocistos
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rastos pamatinéje kaklo dalyje. Cistos buvo gelsvai baltos spalvos 1,5-

2,0x4,2—7,0 mm dydZio ir savo i§vaizda priminé ryzio griida (7 pav.).

7 pav. Makroskopinés Sarcocystis parazity cistos didZioios anties kriitinés
raumenyse.

Sviesiniu mikroskopu tirtos cistos sienelé pasizyméjo sudétinga
struktiira, o jos storis sieké iki 5,6 um. Cistozoitai buvo tiesios formos — 15,3—
16,8 um ilgio (8A pav.). Tiriant elektroniniu mikroskopu, pirminé cistos
sienelé, susidedanti i§ parazitoforinés vakuolés membranos ir elektronams
tankaus sluoksnio, buvo labai banguota ir sudaré sudétingos formos ir skirtingo
dydzio iSaugas (iSaugy ilgis sieké iki 4,2 ym) (8B, C pav.). Elektronams tankus
sluoksnis buvo iki 0,08 pum storio ir kai kuriuose priminés cistos sienelés
tlinkimuose pertrauktas (8E pav.). Daugelyje iSaugy matomi sitiliniai dariniai ir
smulkios granulés (8D pav.). Grudétasis sluoksnis (iki 0,7 pm storio)
isiterpdavo { cistos vidy kaip septos ir padalindavo cista | kameras, pripildytas
cistozoity. Cistos sienelés iSaugos primin¢ ziedinio kopiisto forma ir pagal
Dubey ir Odening (2001) sarkocisty sieneliy ultrastruktiiros klasifikacijq atitiko
23 cistos sienelés tipa. Siuo tipu pasizymi tik S. rileyi rasies makrocistos,

i1§skirtos 1§ SaukStasnapés ir didZiosios anciy (Dubey ir kt. 2003a; 2010).
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Apibendrinant, pagal morfologines savybes, tirtosios makrocistos i§ didziosios
anties, priskirtos S. rileyi ruisiai.

Sviesiniu mikroskopu analizuojant paukséiy mikroskopines sarkocistas,
jos diferencijuotos | morfologinius cisty tipus pagal sienelés stori, sienelés
1Saugy ilgi ir forma bei cistozoity morfometrines ypatybes. Klasifikuojant
pauks¢iy sarkocistas, remtasi Kutkienés ir Sruogos (2004) sistema, kuria
zasiniy birio pauks¢iuose atrastos Sarcocystis parazity mikrocistos skirstomos
1 keturis tipus (I, II, III, IV). Véliau buvo iSskirtas V morfologinis mikrocistu
tipas. Sio darbo metu Kutkienés ir Sruogos (2004) pasitlyti I ir IV tipai buvo
sujungti 1 vieng ir pavadinti I tipu.

Sviesiniu  mikroskopu  identifikuotos  sarkocistos  apibendrintai
suskirstytos 1 sarkocistas, neturin¢ias iSaugy ant sienelés pavirSiaus (I tipas) ir
sarkocistas, turincias iSaugas (II, III, V tipai). I tipo sarkocistos pasizyméjo
plona (~ 1.0 pm) lygia ar truputi banguota cistos sienele, be aiSkiai matomy
1Saugy ir santykinai mazais (6,3-8,1 um ilgio) lanceto ar banano formos
cistozoitais (9A, B pav.; 10A-C pav.; 11A, B pav.; 12A-C pav.). II tipo
sarkocistos pasizymeéjo iki 1,5 pum storio cistos sienele turinia tankiai
1§sidésciusias 1Saugas, kurios formavo 1 tvorelg panasia struktiira, o cistozoitai
buvo 13,0-16,1 um ilgio, palinkusios formos, vienas galas Siek tiek platesnis
(13A, B pav.). III tipo sarkocistos pasizymejo santykinai stora (iki 2,4 pm)
cistos sienele su pirSto ar spenelio formos iSaugomis, o 10,0-13,5 um ilgio
cistozoitai buvo beveik tiesiis ir savo forma priminé Saudykle (14A, B pav.). V
tipo sarkocistos pasiZymeéjo ruozuota iki 2,5 pm ilgio cistos sienele ir smulkiais
(6,1-7,9 um ilgio) banano formos cistozoitais (15A, B pav.).

Siame darbe analizuotos Sarcocystis parazity mikrocistos, aptiktos 14-
oje pauksciy rasiy. Verta pabrézti, jog I tipo sarkocistos nustatytos visose
sarkosporidijomis uzsikrétusiy pauksciy rusyse. II tipo sarkocistos nustatytos
didziojoje antyje ir klykuoléje, III tipo sarkocistos identifikuotos baltakaktéje
zasyje, pilkojoje zasyje ir cypléje, V tipo sarkocistos iSimtinai nustatytos tik
varnoje. Baltakaktéje zasyje zymiai dazniau aptiktos III tipo sarkocistos,

lyginant su I tipo sarkocistomis. Kitose pauksciy rusyse, kuriose nustatyti du
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sarkocisty tipai, patikimy tendenciju apie skirtingy tipy sarkocisty
pasiskirstyma, iSskyrimas yra ribotas, dél menkos imties. Uzfiksuota miSrios
Sarcocystis parazity infekcijos atvejy, kai vienas paukstis uzsikre€ia daugiau,
negu vieno morfologinio tipo sarkocistomis. Kai kuriuose infekuotuose
individuose nepavyko nustatyti sarkocisty morfologinio tipo dél nesubrendusiy
cisty ar mazo infekcijos intensyvumo.

Remiantis fenotipinémis sarkocisty savybémis, sarkosporidijos, kurioms
atlikta mikrocisty elektroninés mikroskopijos analizé ir/ar DNR analizé
pavadintos: Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Branta leucopsis, Sarcocystis sp.
(I cistos tipas) ex Anas platyrhynchos, Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex
Columba palumbus, Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Corvus monedula,
Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Larus argentatus, Sarcocystis sp. (Il cistos
tipas) ex Anas platyrhynchos, Sarcocystis sp (Il cistos tipas) ex Anser
albifrons, Sarcocystis sp (V cistos tipas) ex Corvus cornix. Toks sarkosporidiju
rusiy ivardijimas paliktas, tol kol joms nebuvo suteikti specifiniai rasiy
pavadinimai. Elektroniniu mikroskopu tirta po viena tam tikros Sarcocystis sp.
rusies sarkocistos preparata. Detalus morfologiniy savybiy apraSymas
Sarcocystis rusiy 1izoliatams, kuriems atlikta elektroninés mikroskopijos

analiz¢, pateikiamas Zemiau.

Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Branta leucopsis (iS baltaskruostés

bernikles)

Sarkocistos kaspino formos, labai ilgos (ilgiausias fragmentas atrastas
natyviniuose preparatuose sieké 5,2 mm), bet santykinai plonos (iki 100 um).
Sarkocistos septy pagalba padalintos { cistozoitais pripildytas kameras.
Sviesiniu mikroskopu cistos sienelé (iki 1,0 um storio) atrodé lygi (9A pav.), o
banano formos cistozoitai buvo mazi (6.4—7.9 um; n=10; 9B pav.).

Tiriant elektroniniu mikroskopu, cistos sienelé (iki 1,1 um storio) buvo
banguota. Kai kuriose vietose bangos priminé iSaugas (9C pav.), kitose vietose

sienelé atrodé beveik lygi (9D pav.). Parazitoforinés vakuolés membrana turéjo
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daug smulkiy ilinkimy (9E pav.). Grudétasis sluoksnis isiterpdavo | cistos vidu
kaip septa. Pagal Dubey ir Odening (2001) klasifikacija cistos sienel¢ priklausé
1 tipui.

Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Anas platyrhynchos (1S didZiosios anties)

Sarkocistos kaspino formos, ilgos ir placios, didziausias surastas
fragmentas buvo 8,0x0,2 mm dydzio. Sarkocistos septomis padalintos |
kameras. Tiriant Sviesiniu mikroskopu, cistos sienelé atrodé banguota, o jos
storis sieke iki 1,0 um (10A pav.). Banano formos cistozoitai buvo mazi (6,7—
8,1 um; n=20; 10B pav.). Cistos pavirsius primin¢ bic¢iy kori (10C pav.).

Tiriant elektroniniu mikroskopu, cistos sienelé atrodé banguota, o jos
storis sieke iki 1,6 pum. Kai kuriuose cistos sienelés fragmentuose, bangos
priminé iSaugas (10D pav.), taciau kiti sienelés fragmentai buvo beveik lygis
(10E pav.). Parazitoforinés vakuolés membrana tur¢jo daug smulkiy ilinkimy
(10F pav.). Griidétasis sluoksnis isiterpdavo 1 cistos vidy kaip septa. Pagal
Dubey ir Odening (2001) klasifikacija cistos sienelé priklausé 1 tipui.

Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Columba palumbus (iS kersulio)

Sarkocistos kaspino formos, labai ilgos ir plonos (ilgiausias pastebétas
fragmentas 7 mm ilgio, o jo storis sieké 150 pm). Septa padalijo cistas 1 dideles
kameras. Cistozoity forma varijavo nuo lanceto iki banano, o ju ilgis buvo 6,3—
7,3 um (n=11; 11B pav.). Stebint §viesiniu mikroskopu, cistos sienelé¢ (1,0 pm
storio) atrodé lygi ar truputeli banguota (11A pav.).

Elektroninés mikroskopijos analizé parodé, jog cistos sienelé buvo
nezymiai ar aiSkiai banguota, be aiskiy iSaugy, o jos storis sieké 2,0 um. Kai
kuriose sienelés vietose bangos buvo aukstos, o kitur sienelé buvo beveik lygi
(11C, D pav.). Parazitoforinés vakuolés membrana pasizyméjo smulkiais

pabangavimais (11E pav.). Griidétasis sluoksnis nusitgsé | cistos vidu kaip
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septa. Pagal Dubey ir Odening (2001) klasifikacija cistos sienelé priklausé 1

tipui.

Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Larus argentatus (i sidabrinio kiro)

Kaspino formos sarkocistos buvo labai ilgos (sieké iki 6 mm) ir storos
(iki 220 pm). Tirtosios cistos buvo subrendusios, padalintos | kameras
pripildytas cistozoity. Nagrin¢jant sarkocistas Sviesiniu mikroskopu, iki 1,0pm
storio cistos sienelé atrodé lygi ar truputi banguota (12A pav.). Smulkis 6,5—
7,5 ilgio (n=21) cistozoitai buvo banano ar lanceto formos (12B pav.). Ziiirint
1§ virSaus, cistos pavirSius atrodé padengtas kalvelémis, o visa struktira
primine biciy kori (12C pav.).

Tiriant elektroniniu mikroskopu, cistos sienelé buvo lygi ar banguota ir
sieké iki 1,3 um storio (12D pav.). Parazitoforinés vakuolés membrana turéjo
daug smulkiy ilinkimy (12E pav.). Grudétasis sluoksnis nusidriekdavo { cistos
vidy kaip septa. Pagal Dubey ir Odening (2001) klasifikacija cistos sienelé

priklause 1 tipui.

Sarcocystis sp. (11 cistos tipas) ex Anas platyrhynchos (i$ didziosios anties)

Sarkocistos kaspino formos, plonos ir ilgos, didziausias rastas
fragmentas buvo 5 mm ilgio ir 80 um storio. Tiriant Sviesiniu mikroskopu,
cistos sienelé (iki 1,5 pm) pasizyméjo glaudziai susigrupavusiomis tvorelés
formos iSaugomis (13A pav.). Cistos buvo padalintos septomis | kameras,
pilnas cistozoity. Cistozoitai (13,0-16,1x1,8-2,5 um, n=31) buvo truputéli
palinke i viena puse, abu galai buki, i$ kuriy vienas platesnis, jie savo iSvaizda
priminé kuokas (13B pav.).

Analizuojant elektroniniu mikroskopu, cistos sienelé tur¢jo santykinai
trumpas (iki 1,3 pm) iSaugas, besiskiriancias viena nuo kitos savo dydziu ir
forma (13C, D pav.). Pirminé cistos sienel¢ turéjo antrines iSaugas, kurios

aiskiai buvo matomos istrizuose iSaugos pjiviuose (13E, F pav.). Pagal Dubey
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ir Odening (2001) klasifikacija, cistos sienelé buvo panasi i 9 tipa, taciau savo

forma ir mazesniu iSaugy dydziu skyrési nuo pastarojo tipo.

Sarcocystis sp. (111 cistos tipas) ex Anser albifrons (i$ baltakaktés Zasies)

Kaspino formos sarkocistos buvo iki 4 mm ilgio ir 750 pm storio.
Sviesiniu mikroskopu stebint sarkocista, jos sienel¢ (iki 2,4 pm storio)
pasizyméjo pirSto ar spenelio formos iSaugomis su aiSkiais tarp iSaugy
matomais tarpais (14A pav.). Preparuojant sarkocistas, vieny iSaugos buvo
palinkusios 1 kaire, kity 1 deSing, o iSaugy klasteriai kartais priminé kriiminius
dantis. Septos padalijo cistas i kameras, pripildytas cistozoity. Cistozoitai
(10,0-13,5x1,5-2,5 um, n=36) buvo beveik tiesiis ir savo forma priminé
Saudykle (14B pav.).

Tiriant elektroniniu mikroskopu, cistos sienelé turé¢jo iki 2,3 pum ilgio
pirSto ar spenelio formos iSaugas, kurios tarpusavyje skyrési savo ilgiu ir
plociu (14C, D pav.). ISaugy viduje buvo matomi fibriliniai elementai, kurie
nusitgs¢ nuo iSaugy virStniy 1 cistos griudétaji sluoksni (14E pav.).
Skersiniuose pjiuviuose buvo matomi parazitoforinés vakuolés membranos
tlinkimai. Pagal Dubey ir Odening (2001) klasifikacija cistos sienelé priklause
9 tipui.

Sarcocystis sp. (V cistos tipas) ex Corvus cornix (i§ varnos)

Sarkocistos kaspino formos, labai ilgos (ilgiausias fragmentas sieke 6,0
mm) ir storos (iki 0,3 mm). Sarkocistos septy padalintos 1 kameras, pripildytas
cistozoity. Tiriant Sviesiniu mikroskopu, cistos sienelé¢ atrodé ruozuota, jos
storis sieké iki 2,5 um (15A pav.), o banano formos cistozoitai mazi (6,1—
7,9x1,4-1,8 pm, n=20) (15B pav.).

Analizuojant elektroniniu mikroskopu, cistos sienelé sieké iki 2,1 pm
storio, turéjo kelmo forma primenancias iSaugas, kuriy dydis ir forma varijavo

(15C pav.). Parazitoforinés vakuolés membrana turéjo ilinkimus ir aiSkiai
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matomas (iki 0,2 um) antrines iSaugas, kuriy forma ir dydis smarkiai skyrési
(15D pav.). Santykinai storas (iki 1,5 pum) griidétasis sluoksnis, turintis mazas
granules, nusitgsdavo i cistos vidy kaip septa (15E pav.). Cistos sienelé

nepriskirtina nei vienam i$ anksc¢iau apraSyty cistos sienelés tipy.

—

D7 um.

8 pav. Sarcocystis rileyi makrocistos, 18skirtos 1§ didZiosios anties, morfologija:
A — cistozoity natyvinio preparato Sviesinés mikroskopijos nuotrauka; B-D —
cistos sienelés elektroninés mikroskopijos nuotraukos; B — cistos sienelés
fragmentas, rodyklémis pazZymétos skirtingos formos ir dydzio iSaugos; C —
cistos sienelés iSauga, rodyklés parodo mikrogranules ir mikrofilamentines
struktiiras; D — cistos sienelés iSauga, rodyklés pazymi iSaugos vietas, kuriose
elektronams tankus sluoksnis, esantis po parazitoforinés vakuolés membrana

yra pertrauktas; g — griidétasis sluoksnis.
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9 pav. Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Branta leucopsis morfologija: A, B —
natyviniy preparaty Sviesinés mikroskopijos nuotraukos; A — cistos fragmentas,
cistos sienelé pazyméta rodykle; B — cistozoitai; C-E — cistos sienelés
elektroninés mikroskopijos nuotraukos; C - cistos sienelés fragmentas, sienelés
pabangavimai parodyti rodyklémis; D — cistos sienelés fragmentas, beveik lygi
cistos sienelé parodyta rodyklémis; E — padidintas cistos sienelés fragmentas,
parazitoforinés vakuolés membranos ilinkimai pazyméti rodyklémis; g —

grudeétasis sluoksnis.
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10 pav. Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Anas platyrhynchos morfologija: A-C
— natyviniy preparaty Sviesinés mikroskopijos nuotraukos; A — cistos
fragmentas, rodyklés paZymi banguota cistos sienelg; B — cistozoitai; C —
cistos sienelés pavirSiaus fragmentas primenantis bi¢iy kori; D-F — cistos
sienelés elektroninés mikroskopijos nuotraukos; D — cistos sienelés
fragmentas, sienelés pabangavimai parodyti rodyklémis; E — cistos sienelés
fragmentas, lygi cistos sienelé pazyméta rodyklémis; F — padidintas cistos
sienelés fragmentas, parazitoforinés vakuolés membranos ilinkimai parodyti

rodyklémis; g — griidétasis sluoksnis.
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11 pav. Sarcocystis sp. (1 cistos tipas) ex Columba palumbus morfologija: A, B

— natyviniy preparaty Sviesinés mikroskopijos nuotraukos; A — cistos
fragmentas, rodykle pazZyméta lygi ar truputi banguota cistos sienelé; B —
cistozoitai; C-E — cistos sienelés elektroninés mikroskopijos nuotraukos; C -
cistos sienelés fragmentas, rodyklés parodo aukstas bangas; D — cistos sienelés
fragmentas, rodyklés parodo beveik lygia cistos sienelg; E — padidintas cistos
sienelés fragmentas, parazitoforinés vakuolés membranos ilinkimai parodyti

rodyklémis; g — grudétasis sluoksnis.
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12 pav. Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Larus argentatus morfologija: A-C —

natyviniy preparaty Sviesinés mikroskopijos nuotraukos; A — cistos fragmentas,
rodyklé parodo plona ir truput] banguota cistos sienelg; B — cistozoitai; C —
cistos sienelés pavirSiaus fragmentas primenantis bi¢iy kori; D, E — cistos
sienelés elektroninés mikroskopijos nuotraukos; D — banguotos cistos sienelés
fragmentas pazymétas rodyklémis; E — padidintas cistos sienelés fragmentas,
parazitoforinés vakuolés membranos ilinkimai parodyti rodyklémis; g —

griiddétasis sluoksnis.
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0,18 um

13 pav. Sarcocystis sp. (Il cistos tipas) ex Anas platyrhynchos morfologija: A,
B — natyviniy preparaty Sviesinés mikroskopijos nuotraukos; A — cistos
fragmentas, rodyklé parodo tvorelés formos sienelg; B — cistozoitai; C-F —
cistos sienelés elektroninés mikroskopijos nuotraukos; C —cistos sienelés
fragmento pjuvis, rodyklémis paZymétos iSaugos, kurios viena nuo Kkitos
skiriasi forma ir dydziu; D — istrizas cistos sienelés fragmento pjlvis, strélytés
rodo iSaugas; E, F — padidintas cistos sienelés fragmentas, rodyklés pazymi ant

cistos sienelés iSaugy esancias antrines iSaugas; g — grudétasis sluoksnis.
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14 pav. Sarcocystis sp. (111 cistos tipas) ex Anser albifrons morfologija: A, B —
natyviniy preparaty Sviesinés mikroskopijos nuotraukos; A — cistos fragmentas,
rodyklé parodo cistos sienele pasiZzymincia pirSto ar spenelio formos
1Saugomis; B — cistozoitai; C-E — cistos sienelés elektroninés mikroskopijos
nuotraukos; C, D — skersiniai cistos sienelés fragmenty pjiiviai, rodyklés
pazymi pirSto ar spenelio formos iSaugas; E — padidintas cistos sienelés
fragmentas, parazitoforinés vakuolés membranos ilinkimai parodyti

rodyklémis, strélytés pazymi fibrilinius elementus; g — griidétasis sluoksnis.
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15 pav. Sarcocystis sp. (V cistos tipas) ex Corvus cornix morfologija: A, B —
natyviniy preparaty Sviesinés mikroskopijos nuotraukos; A — cistos fragmentas,
rodyklé parodo ruozuota cistos sienelg; B — cistozoitai; C-E — cistos sienelés
elektroninés mikroskopijos nuotraukos. C — cistos sienelés fragmentas,
rodyklés parodo kelmo formos iSaugas; D — padidintas cistos sienelés
fragmentas, baltos rodyklés pazymi parazitoforinés vakuolés membranos
ilinkimus, o juodos rodyklés — antrines iSaugas; E — padidinta cistos sienelés
sudétingos formos iSauga, rodyklés parodo mikrogranules; g — griidétasis

sluoksnis. pr — cistos sienelés iSauga.
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4.3. Zinduoliuose aptikty sarkocisty morfologinés analizés rezultatai

Tiriant briedziy, stirny, tauriyjy elniy ir Serny raumeninius audinius,
kiekvienoje $eimininko rii§yje aptiktos mikroskopinés sarkocistos. Sviesiniu
mikroskopu natyviniuose preparatuose rastos cistos, remiantis cistos
morfologija, preliminariai priskirtos tam tikrai Zinomai Sarcocystis risiai.
Diferencijuojant sarkocistas, didziausias démesys skirtas cistos sienelés
ypatybiy vertinimui.

Ivertinus cisty morfologinius poZymius, stirnose nustatytos keturiy
morfologiniy tipy sarkocistos, trys i§ kuriy identifikuotos kaip S. capreolicanis
(16A pav.), S. gracilis (16B pav.) ir S. hofmanni-like (16C pav.). Verta
pazyméti, jog -like prieraSas prie Sarcocystis rusies pavadinimo, reiskia, jog
minima riSis yra panaSi | tam tikra sarkosporidiju rasi, apraSyta kitame
tarpiniame Seimininke, tafiau tyrimo rezultaty nepakanka teigti, kad tai tikrai
toji Sarcocystis rusis. Sios trys Sarcocystis 1iSys jau ankséiau buvo aptiktos
Lietuvoje ir ju morfologija Sviesiniu mikroskopu detaliai aprasyta (Kutkiené,
2001). Sarkocistos, kurios apibudintos kaip S. hofinanni-like, kai kuriose
stirnose Siek tiek skyrési, ju sienelés iSaugos buvo truputi aukStesnés ir
siauresnés, taciau priminé ta pacia, lyg 1§ pirStos formos iSaugy sudarytos
tvorelés struktiirg. Tiriant Sviesiniu mikroskopu nebuvo galima garantuoti, jog
S. hofmanni-like sarkocistas skaidant i du morfologinius tipus (pirmam tipui
priskiriant sarkocistas, turinias aukStesnes ir siauresnes sienelés iSaugas, o
antram tipui — trumpesnes ir platesnes iSaugas), kiekviena sarkocista bus
teisingai priskirta tam tikram tipui. Entzeroth (1982) stirnose nustaté SeSis
Sarcocystis spp. cisty sienelés tipus, i§ kuriu trys pirmi tipai atitinka S.
hofmanni-like rusi ir, autoriaus manymu, priklauso tai paciai riisiai, o
morfometriniai skirtumai atsirado dél nevienodo sarkocisty subrendimo lygio.
Todél visos sarkocistos, kuriy sienelé primena tvorelés struktiira, sudaryta i$
pirsto formos i$augy buvo identifikuojamos kaip S. hofinanni-like. Siame darbe
naujo morfologinio tipo sarkocistos aptiktos tik vienoje i§ visy tirty stirny.

Cistos pasizymejo kiauSiniska forma, juy dydis sieké iki 0,9%x0,4 mm (16D
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pav.). Sarkocistos buvo apgaubtos apie 6 pm storio skaidulinio sluoksnio
kapsule, kurios nepavyko atskirti nuo cistos pavirSiaus, esant kapsulei cistos
sienelé atrodé¢ lygi (16E pav.). Sarkocistos septy padalintos | kameras,
pripildytas cistozoity. Savo morfologinémis savybémis aptiktos kiauSinio
formos sarkocistos atitiko S. hardangeri, S. ovalis, S. oviformis riis. Siuo
atveju elektroninés mikroskopijos analizé nebuvo atlikta, nes lyginant cisty
sieneliy ultrastruktiiras, S. hardangeri, S. ovalis ir S. oviformis rusiy atskirti
nepavyksta, o naudojant 18S rRNR geno sekuy analiz¢ nustatyta, jog
Norvegijoje stirnose parazituoja S. oviformis rusis (Dahlgren, Gjerde, 2008b).

Siame darbe tirtose stirnose daZnai pasitaikydavo misri infekcija, kai
viename individe buvo randama daugiau, negu vienas skirtingas sarkocisty
morfologinis tipas, atitinkantis tam tikra sarkosporidijy rii$i. Detaliau
paanalizavus 13 Sarcocystis spp. cistomis uzsikrétusias stirnas, nustatyti keturi
dvigubos infekcijos atvejai: S. hofmanni-like + S. gracilis — 2 kartus ir po
viena karta S. hofmanni-like + S. capreolicanis bei S. capreolicanis + S.
gracilis. Taip pat aptikti penki trigubos infekcijos variantai: keturis kartus S.
hofmanni-like + S. capreolicanis + S. gracilis bei viena karta S. capreolicanis
+ S. hofmanni-like + kiauSinio formos sarkocistos.

Sernuose nustatytos vieno tipo sarkocistos, kurios diagnozuotos kaip S.
miescheriana rusis (17A pav.).

Tauriuosiuose elniuose nustatyti 3 sarkocisty tipai, kurie, vertinant
morfologines ypatybes, (vardinti kaip S. hofmanni-like (17B pav.), S.
capreolicanis-like (17C pav.) ir S. grueneri-like (17D pav.). S. capreolicanis-
like ir S. hofmanni-like riSys aptiktos tauriuosiuose elniuose pagal
morfologinius pozymius buvo identiSkos S. capreolicanis ir S. hofmanni-like
ri§ims, parazituojanéioms stirnose. Siame darbe elniuose rasti sarkocisty tipai
atitiko visus iki Siol Lietuvoje nustatytus sarkocisty tipus (Kutkiené, 2003).
Sesiuose tauriuosiuose elniuose, kuriuose aptiktos subrendusios cistos bei
pavyko identifikuoti sarkocisty morfologinius tipus, nustatyti du S.
capreolicanis-like, po viena S. grueneri-like, S. hofmanni-like, S. grueneri-like

+ S. capreolicanis-like ir S. grueneri-like + S. capreolicanis-like + S.
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hofmanni-like infekcijos atvejus. Taigi, tauriuosiuose elniuose, kaip ir stirnose,
pasitaiké miSrios infekcijos atvejy.

Briedziuose aptiktos tik vieno tipo sarkocistos, tai kaspino formos cistos
(iki 1,5 mm ilgio bei 0,1 mm storio). Sarkocistos septomis padalintos | kameras
su cistozoitais. Tiriant Sviesiniu mikroskopu, cistos sienelés pavirSius buvo
padengtas plauko formos iki 12 pum ilgio iSaugomis, kurios priklausomai nuo
preparavimo biido, buvo pasiSiaususios, palinkusios { kair¢ arba desing (18A
pav.). Cistozoitai stambis, banano formos (12,8-14,1%3,8-4,5 um, n=25) (18B
pav.). Kadangi tokios morfologinés iSvaizdos sarkocistos briedziuose Lietuvoje
anksCiau nebuvo aptiktos, atlikta sarkocistos sienelés elektroninés
mikroskopijos analizé. Analizuojant transmisiniu elektroniniu mikroskopu,
cistos sienelé tur¢jo 10 — 12 pm ilgio plauko formos palinkusias iSaugas, kurios
pamatinéje dalyje iSplatéjusios, o atstumai tarp iSaugy pagrindy buvo beveik
vienodi (18C pav.). ISaugos pasizyméjo netaisyklinga forma bei skirtingu
dydziu (18D pav.). Parazitoforinés vakuolés membrana turéjo ilinkimus, o
1Saugy viduje matomi fibriliniai elementai bei mikrogranulés (18E pav.). Pagal

Dubey ir Odening (2001) klasifikacija cistos sienelé buvo panasi i 6-7 tipus.
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16 pav. Sarcocystis risiy, aptikty stirny raumenyse, morfologija: A-E —
natyviniy preparaty Sviesinés mikroskopijos nuotraukos; A — S. capreolicanis;
B - S. gracilis; C — S. hofmanni-like; D, E —kiauSiniS8kos formos Sarcocystis

sp. cistos.
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17 pav. Sarcocystis rusiy, aptikty Serny ir tauriyjy elniy raumenyse,
morfologija: A-D — natyviniy preparaty Sviesinés mikroskopijos nuotraukos;
A — S. miescheriana 18 Serno; B — S. hofmanni- like 1§ tauriojo elnio; C — S.

capreolicanis-like i§ tauriojo elnio; D — S. grueneri-like i§ tauriojo elnio.
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18 pav. Sarcocystis sp., rastos briedyje, morfologija: A, B — natyviniy
preparaty Sviesinés mikroskopijos nuotraukos; A — cistos fragmentas, rodykle
parodo plauko formos sienelés iSaugas; B — cistozoitai; C-E — cistos sienelés
elektroninés mikroskopijos nuotraukos; C — cistos sienelés fragmento pjiivis,
rodyklémis pazymétos iSaugos; D — istrizas cistos sienelés fragmento pjiivis,
rodyklémis parodytos iSaugos; E — padidintas cistos sienelés fragmentas,
rodyklémis pazyméti parazitoforinés vakuolés membranos ilinkimai, strélytés

parodo fibrilinius elementus ir mikrogranules.
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4.4. Medziojamosios faunos sarkosporidijy genetiniy tyrimy rezultatai

Siekiant genetiSkai identifikuoti bei charakterizuoti Sarcocystis rusis,
parazituojancias pauksciuose, nustatytos ju 18S rRNR geno sekos, ITS-1
regiono sekos bei 28S rRNR geno dalinés sekos, apimancios apie 45% viso
geno. Sarkosporidijy, iSskirty 1§ medZiojamyjy stambiyjy Zinduoliy,
identifikavimui panaudotas 18S rRNR genas. Nustatytos sekos buvo
patalpintos 1 Geny Banko duomeny bazg, o sekoms priskirti identifikavimo

numeriai pateikti 7 lenteléje.

7 lentelé. Genetingje analizéje panaudotu kokcidiju riasiy Genuy banko
identifikavimo numeriai.

Risis 18S rRNR genas 28S rRNR genas ITS-1 regionas
Besnoitia besnoiti AF109678 AF076900 -
Frenkelia glareoli AF009245 AF044251 -
Frenkelia microti AF009244 AF044252 —
Sarcocystis alces EU282018 — -
Sarcocystis alceslatrans EU282033 — -
Sarcocystis arieticanis 124382 AF076904 —
Sarcocystis atheridis AF120114 — —
Sarcocystis aucheniae AF017123 — —
Sarcocystis buffalonis AF017121 — -
Sarcocystis calchasi GQ245670 FJ232949 FJ232948
Sarcocystis canis - - DQ176645
Sarcocystis capracanis L76472 AF012885 -
Sarcocystis capreolicanis | JN256129 - -
Sarcocystis columbae GU253883, HM 125054 GU253887, HM125053 GU253885 , HM125052
Sarcocystis cruzi AF017120 AF076903 -
Sarcocystis dispersa AF120115 — —
Sarcocystis falcatula - - AY082638, AY082639
AF098242—-AF098246
Sarcocystis felis - — AY190081
Sarcocystis fusiformis U03071 - —
Sarcocystis gallotiae AYO015112 — —
Sarcocystis gigantea 124384 U85706 -
Sarcocystis gracilis FJ196261, JN256131 — -
Sarcocystis grueneri EF056010 — —
Sarcocystis hardangeri EF056013, EF056014, - -
EF467654, GQ250987
Sarcocystis hirsuta AF017122 - -
Sarcocystis hjorti GQ250990, EU282017, - -
JN256124, JN256128
Sarcocystis hofmanni- EU282016, JN256132 - -
likel
Sarcocystis hofimanni- JN256125, IN256133— - -
like2 JN256137
Sarcocystis kalvikus — — GU200661
Sarcocystis lacertae AYO015113 - -
Sarcocystis lindsayi — — AF387164
Sarcocystis miescheriana | JN256123 AF076902 —
Sarcocystis moulei L76473 AF012884 -
Sarcocystis mucosa AF109679 — -
Sarcocystis muris M64244 AF012883 —
Sarcocystis neurona Uo07812 AF092927 AH009986, AY009113,
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AY082644, AY082648,
AY082634-AY082637,
AF081944, AF204230,

AF252407, DQ084483—
DQO084484, DQ084486—

Sarcocystis ovalis

EU282019, EU282034,
GQ250988, GQ250989

DQO084488

Sarcocystis oviformis

FJ196262, JN256130

Sarcocystis rangi

EF467655, EF056011

Sarcocystis rangiferi

GQ251024
GQ250977-GQ250986,
GQ251021- GQ251023,
GQ251025-GQ251030,
EF056015, EF056016

Sarcocystis rileyi

GU120092, HM185742

GU188426, HM185743

GU188427, HM185744

Sarcocystis rodentifelis

AYO015111

Sarcocystis scandinavica

EU282032
EU282020- EU282031

Sarcocystis singaporensis | AF434051, AF434054, AF237617 -
AF434057, AF434059
Sarcocystis tarandi GQ251019 - GQ250957
EF056017, EF056018,
GQ250967-GQ250976,
GQ251011-GQ251018,
GQ251020
Sarcocystis tarandivulpes | EF056012, EF467656 — -
Sarcocystis tenella 124383 AF076899 —
Sarcocystis zamani — AF237616
Sarcocystis | U97524 — —
Sarcocystis 11 AF513489 — —
Sarcocystis 111 AF513490 — -
Sarcocystis IV AF513491 — —
Sarcocystis V AF513487, AF513488 - -
Sarcocystis VI GU253884 GU253888 GU253886
Sarcocystis VII AB257156, - -
AB257154, AB257155,
AB257157-AB257162,
AB257085, AB257086,
AB251926
Sarcocystis sp 1 cistos JN256117 JN256118 JN256119
tipas ex Corvus monedula
Sarcocystis sp 1 cistos GQ922885 GQ922887 GU475111
tipas ex Branta leucopsis
Sarcocystis sp 1 cistos GQ922886 GQ922888 GU475112, IN256121
tipas ex Anas
platyrhynchos
Sarcocystis sp 1 cistos HM159419 HM159420 HM159421
tipas ex Larus argentatus
Sarcocystis sp 1 cistos EUS502869 EF079886 -
tipas ex Anser albifrons
Sarcocystis sp 1l cistos EUS553477 EF079887 JF520779
tipas ex Anas
platyrhynchos
Sarcocystis sp 111 cistos EUS502868 EF079885 JF520780, JN256122
tipas ex Anser albifrons
Sarcocystis sp V cistos EUS553478 EF079884 JF520781, JN256120

tipas ex Corvus cornix

Sarcocystis sp ex Cervus
elaphus

JN256126, JN256127

Pajuodintos Sarcocystis parazity sekos buvo nustatytos Siame tyrime.
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18S rRNR geno seku, gauty i§ Sarcocystis rusiy, sudaranciy cistas
medziojamuosiuose zinduoliuose, ilgiai svyravo nuo 1835bp iki 1915bp. S.
miescheriana, iSskirty 1§ keturiy Serny, sekos buvo identiSkos. Iki Siol
duomeny bazése buvo pasiekiamos S. miescheriana 18S rRNR geno dalinés
sekos (782bp, 844bp, 864bp), apimancios maziau negu pusg Viso geno.
Lyginant Siame darbe gauta 18S rRNR geno fragmenta, nustatytas 99,5—
99,9% seky identiSkumas su S. miescheriana sekomis (GU395554, EU327974,
DQ839352), kita genetiSkai artimiausia riiSis buvo S. suihominis (sekuy
identiSkumas sieké 97,3%), kurios tarpiniai Seimininkai - kiaulé ar Sernas, o
galutinis Seimininkas - Zmogus. Taigi, genetiSkai patvirtinta, jog Siame tyrime
1§ Serny raumeny iSskirtos sarkocistos priklauso S. miescheriana rusiai.
Sarcocystis sp. 18 briedzio 18S rRNR geno seka 100% sutapo su S. hjorti rusies
1§ tauriojo elnio GQ250990 ir briedzio EU282017 sekomis. Sarcocystis sp. 18
stirnos, kurios pasizymi kiauSinio sarkocisty forma 18S rRNR geno gauta seka
visiSkai sutapo su S. oviformis FJ196262 seka. Nenustatyti seky skirtumai tarp
dvieju S. capreolicanis izoliaty 1§ stirny bei tarp Sesiy S. gracilis 1zoliuoty taip
pat iS stirny. S. capreolicanis ruSies 18S rRNR geno sekos buvo nustatytos
pirma karta. Siame tyrime 3eSiuose izoliatuose nustatyta S. gracilis seka buvo
identiska S. gracilis FJ196261 sekai. Sekvenavus deSimt i§ stirny iSskirty S.
hofmanni-like izoliaty gautos 6 skirtingos sekos. Trys sekos buvo identiSkos ir
joms suteiktas JN256132 Genu Banko numeris, kitoms trims identiSkoms
sekoms priskirtas JN256137 Geny Banko identifikavimo numeris, o keturios
likusios sekos skyrési viena nuo kitos ir joms suteikti atitinkami Geny Banko
numeriai (JN256133-JN256136). JN256132 sekos identiSkumo skirtumai,
lyginant su kitomis S. hofmanni-like sekomis, svyravo nuo 3,8 iki 4,0%, tuo
tarpu tarp likusiy seky skirtumai buvo 0,1-0,3%. Dél reikSmingu genetiniy
skirtumy, lyginant 18S rRNR geno sekas, S. hofmanni-like iSskaidyta 1 S.
hofmanni-likel 1ir S. hofmanni-like2, nesuteikiant joms atskiry rasiy
pavadinimy, nes iSsamiis cisty sieneliy ultrastruktiiros palyginimai nebuvo
atlikti. JN256132 seka priskirta S. hofmanni-likel, o JN256133-JN256137

sekos - S. hofmanni-like2. S. hofmanni-likel sarkocisty sienelés iSaugos buvo
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aukstesnés ir siauresnés lyginant su zemesnémis ir platesnémis S. hofmanni-
like2 sarkocisty sienelés iSaugomis. S. hofmanni-likel JN256132 seka visiskai
sutapo su Sarcocystis sp. TypeD 1§ briedzio EU282016 seka. Tod¢l hofmanni-
likel ir Sarcocystis sp. TypeD vertintos kaip viena raisis. S. hofmanni-like 18
tauriojo elnio 18S rRNR geno JN256125 seka skyrési nuo S. hofmanni-like2
seky 18 stirnos tik 0,1-0,2%, todél $is izoliatas i§ tauriojo elnio irgi pavadintas
S. hofmanni-like2. Du S. capreolicanis-like izoliatai i§ tauriojo elnio pagal 18S
rRNR gena buvo identiski tarpusavyje bei taip pat sutapo, lyginant su S. hjorti
sekomis. Morfologiskai iStyrus i§ tauriojo elnio dvejy skirtingy individy
1§skirtas sarkosporidijas, jos buvo priskirtos S. grueneri-like tipui, o nustacius
18S rRNR geno sekas tirtieji izoliatai tarpusavyje skyrési 0,2%. Tuo tarpu S.
grueneri-like seky identiSkumas su S. gruemeri 1§ Siaurinio elnio sieke tik
96,3%, o tai parodo, jog tirtieji izoliatai nepriklauso S. grueneri. Lyginant 18S
rRNR geno sekas, S. grueneri-like skyrési nuo visy kity Sarcocystis riusiy
daugiau kaip 3,5%. S. grueneri-like negali biiti priskiriama nei vienai
sarkosporidiju rusiai, kuriai nustatytos 18S rRNR geno sekos, todél S.
grueneri-like laikinai vardinta Sarcocystis sp. ex Cervus elaphus, nesuteikiant
specifinio riiSies pavadinimo dél sarkocisty sienelés ultrastruktiiros tyrimy
trinumo. Apibendrinant, analizuojant 18S rRNR geno sekas tirtuose
medziojamuosiuose Zinduoliuose identifikuotos aStuonios Sarcocystis rusys:
stirnose — S. capreolicanis, S. gracilis, S. hofmanni-likel, S. hofmanni-like2, S.
oviformis; Sernuose — S. miescheriana; tauriuosiuose elniuose — S. hjorti, S.
hofmanni-like2, Sarcocystis sp. ex Cervus elaphus; briedziuose — S. hjorti, 1§
kuriy S. hjorti ir S. oviformis Lietuvoje aptiktos pirma karta. Dvi sarkosporidijy
rasys: S. hjorti ir S. hofmanni-like2 aptiktos dvieju skirtingy tarpiniy
Seimininky rasyse.

Laukiniuose zinduoliuose rasty sarkosporidijy viduriSiné genetiné
tvairové analizuojant 18S rRNR geno sekas buvo nedidelé, o seky skirtumai
buvo mazesni negu 0,4% (8 lentel¢). Skirtingos sekos tarp tirtyjy izoliaty
aptiktos tik S. hofmanni-like2 ir Sarcocystis sp. ex Cervus elaphus risims. Tuo

tarpu Sarcocystis parazity 1§ analizuoty zinduoliy tarpriiSiniai skirtumai
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svyravo nuo 87,3% (S. oviformis lyginant su S. capreolicanis) iki 96,9% (S.
hjorti lyginant su S. capreolicanis). S. oviformis ir S. miescheriana rusys
pasizyméjo maziausiai panaSiomis sekomis, lyginant su kitomis tirtomis
sarkosporidiju rasimis. Poriniuose seky sulyginimuose maziausias bendras
nukleotidy skirtumas, iskai¢iuojant ir tarpus, buvo 58, kuris uzfiksuotas tarp S.

hjorti ir S. capreolicanis.

8 lentelé. Medziojamuosiuose zinduoliuose aptikty Sarcocystis ruSiy genetinis
panasumas artimiausioms rasims (iSskirtos paryskintu sriftu), nustatytas lyginant 18S

rRNR geno sekas.

1 2 3 4 5 6 7 8
1 S. miescheriana 100 171 176 206 159 173 226 177
“@ [110] [122] [147] [124] [131] [141] [120]
2 S. hjorti 91,1 100 3) | 58 (30) | 111 130 148 236 79 [48]
[79] [90] [105] [165]
3 S. capreolicanis 91,0 | 96,9 100 (2) | 123 132 157 248 105
[93] [90] [107] [171] [74]
4 8. gracilis 89,6 | 94,2 93,7 100 (6) | 151 180 233 121
[106] [131] [155] [80]
5 S. hofmanni-likel | 91,7 | 93,1 93,1 92,2 100 (3) | 74 (41) 217 131
[153] [84]
6 S. hofmanni-like2 | 91,1 | 92,2 91,8 90,7 96,0 99,7— 237 136
99,9 (8) [168] [79]
7 S. oviformis 88,5 | 87,9 87,3 88,2 88,7 87,8 -1 211
[135]
8 S. sp. ex Cervus | 90,9 | 95,8 94,5 93,7 93,1 92,8 89,1 99,8
elaphus ?2)

Pajuodinti skaiciai jstrizainéje parodo vidurGsinio sekuy identiSkumo procentines vertes,
apvaliuose skliaustuose — tirty izoliaty skaicius. TarpriiSinio seky identiSkumo procentinés
vertés po istrizaine. Pirmas skaicius virs istrizainés nurodo bendra nukleotidy skirtuma, gauta

sulyginus dvi sekas, lauztiniuose skliaustuose — tarpy skaicius.

Pagal 18S rRNR geno sekas S. miescheriana artimiausia S. suihominis
i$ kiauleés bei S. hirsuta ir S. buffalonis riSims i§ naminiy galviju. (9 lentelé).
Sarkosporidijy rusys i§ stirnos, tauriojo elnio ir briedzio buvo genetiskai
panasiausios Sarcocystis rusims 1§ elniniu. S. hjorti, S. capreolicanis, S.
gracilis, Sarcocystis sp. ex Cervus elaphus giminingiausios Sarcocystis rasims,
kuriy galutiniai Seimininkai - Suniniy Seimos pléSrinai. S. oviformis
pasizymejo didziausiomis seky identiSkumo vertémis lyginant su pagal

sarkocistos morfologija neatskiriamomis S. ovalis ir S. hardangeri riSimis. Dvi
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rusys jvardintos kaip S. hofmanni-like buvo genetiskai artimiausios S. tarandi,
S. rangiferi ir riiSies pavadinimo neturinciai Sarcocystis sp. 1§ démétojo elnio.
Nustatyti tiriamyjy sarkosporidiju genetiniai skirtumai, lyginant su artimiausia
rasimi, svyravo nuo 1 iki 4%.

Pagal 18S rRNR geno sekas S. miescheriana artimiausia S. suihominis
1§ kiaulés bei S. hirsuta, ir S. buffalonis risims i§ naminiy galvijy. (9 lentelé).
Sarkosporidijy rusys i§ stirnos, tauriojo elnio ir briedzio buvo genetiskai
panasiausios Sarcocystis rusims 1§ elniniu. S. hjorti, S. capreolicanis, S.
gracilis, Sarcocystis sp. ex Cervus elaphus giminingiausios Sarcocystis rusims,
kuriy galutiniai Seimininkai Suniniy Seimos plésriinai. S. oviformis pasizyméjo
didziausiomis seky identiSkumo vertémis lyginant su pagal sarkocistos
morfologija neatskiriamomis S. ovalis ir S. hardangeri riSimis. Dvi ruSys
tvardintos kaip S. hofmanni-like buvo genetiskai artimiausios S. tarandi, S.
rangiferi ir riSies pavadinimo neturinCiai Sarcocystis sp. 1§ démétojo elnio.
Tiriamoms sarkosporidijoms su artimiausia rii§imi nustatyti skirtumai svyravo

nuo 1 iki 4%.

9 lentelé. GenetiSkai artimiausios ruSys medziojamuosiuose zinduoliuose

aptiktoms Sarcocystis ruSims (iSskirtos paryskintu Sriftu), lyginant 18S rRNR

geno sekas.

S. miescheriana S. suihominis 97,3 S. hirsuta 93,8 S. buffalonis 93,5

S. hjorti S. rangi 98,1 S. cruzi 97,7 S. alceslatrans 97,7

S. capreolicanis S. rangi 97,5 S. alceslatrans 97,5 | S. hjorti 96,9

S. gracilis S. alces 96,0 S. capracanis | S. grueneri 95,1

95,8%

S. hofmanni-likel S. sp. ex Cervus | S. tarandi 98,9 S. rangiferi 98,7
nippon 99,0

S. hofmanni-like2 S. hofmanni-likel | S. tarandi 95,9 S. rangiferi 95,8
96,0

S. oviformis S. ovalis 97,4 S. hardangeri 96,6 | S. scandinavica 90,1

S. sp. ex Cervus elaphus S. rangi 96,5 S. grueneri 96,3 S. hjorti 95,8

Skaiciai pazymi seky identiSkumo procentines vertes.

Siame darbe analizuojamoms Zinduoliy sarkosporidijy rigims uzfiksuoti
maziausi tarprii$iniai skirtumai (1%) buvo didesni uz vidurasinius skirtumus (<
0,4%), nustatytus lyginant tiriamyjuy rasiy skirtingus izoliatus. S. hofmanni-

likel pasizymeéjo labai aukStomis seky identiSkumo vertémis (98,7-99,0%),

93




lyginant su trimis artimiausiomis Sarcocystis rasimis. S. hofmanni-like2 ir S.
gracilis rusys pasizyméjo didziausiais seky skirtumais artimiausioms rasims.

Tiriant pauksciy sarkosporidijas, Siame darbe gauti 1765-1795bp ilgio
18S rRNR geno fragmetai, 1409—1510bp ilgio 28S rRNR geno fragmentai bei
832-942 ilgio ITS-1 regiono fragmentai. Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex
Anser albifrons rusiai pavyko amplifikuoti ir nusekvenuoti tik 18S rRNR ir
28S rRNR geny fragmentus. VidurtSinés genetinés jvairovés pradiniam
tvertinimui S. rileyi, Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Anas platyrhynchos,
Sarcocystis sp. (Il cistos tipas) ex Anas platyrhynchos, Sarcocystis sp (IlI
cistos tipas) ex Amnser albifrons, Sarcocystis sp (V cistos tipas) ex Corvus
cornix ruSims nustatytos tirtyjy genetiniy Zymeny sekos, priskiriamos vienos i$
tirtyjy sarcocystis rii$iy parazitams, iSskirtiems 1§ dvejuy skirtingy tos pacios
Seimininko rusies individu. To paties sarkocisty morfologinio tipo, iSskirto i§
tos pacios Seimininko rusies, bet dviejy skirtingy individy, 18S rRNR ir 28S
rRNR geny sekos buvo vienodos, o genetiniai skirtumai pastebéti tik lyginant
ITS-1 regiono sekas. Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Anas platyrhynchos
dvieju 1izoliuoty sekos skyrési dviem pakaitomis, Sarcocystis sp. (Il cistos
tipas) ex Anser albifrons — trim pakaitomis, Sarcocystis sp. (V cistos tipas) ex
Corvus cornix, atitinkamai, skyrési vieno nukleotido inercija ar delecija. Tuo
tarpu S. rileyi ir Sarcocystis sp. (Il cistos tipas) ex Anas platyrhynchos ruSims
genetiniy skirtumy tarp dvejy izoliaty visai nenustatyta. Vertinant procentiskai,
vidurtSinio seky identiSkumo vertés svyravo nuo 99,7 iki 100%.

Lyginant 18S ir 28S rRNR geny sekas (bendras fragmenty ilgis —
3082bp), Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Columba palumbus tirtosios sekos
buvo genetiskai identiSkos S. columbae, i$skirtos 1§ kerSulio, homologinéms
sekoms. Pagal ITS—1 regiona, Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Columba
palumbus seky identiSkumas su S. columbae sieké 99,9%. Remiantis DNR
tyrimy rezultatais Lietuvoje kerSuliuose pirma karta identifikuota Sarcocystis
rasis — S. columbae.

Siame darbe, remiantis morfologiniais tyrimai, didZiojoje antyje

nustatyta S. rileyi genetiSkai skyrési nuo S. rileyi, identifikuotos didziojoje
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antyje JAV, tik vienu nukleotidu, kai buvo sulygintos ITS—1 regiono sekos. Tai
pirmas genetiskai patvirtintas S. rileyi infekcijos atvejis Europoje.

Visos kitos 1§ pauksciy, kaip tarpiniy Seimininky, i$skirtos sarkosporidju
rasys genetiSkai charakterizuotos pirma karta. Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex
Branta leucopsis, Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Anas platyrhynchos,
Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Anmser albifrons, Sarcocystis sp. (I cistos
tipas) ex Larus argentatus 18S ir 28S rRNR geny sekos buvo vienodos.
Lyginant Sarcocystis parazity izoliaty, pasizymin¢iy pirmu morfologiniu cistos
sienelés tipu 1S baltaskruostés berniklés, didziosios anties ir sidabrinio kiro
ITS—-1 regiono sekas, seky identiSkumo vertés svyravo nuo 99,8 iki 100%.
DNR tyrimy rezultatai parodo, jog Sios sarkosporidijos 1§ triju skirtingy

tarpiniy Seimininky priklauso vienai riiSiai.

10 lentelé. Pauksciy sarkosporidijy 18S/28S rRNR geny (Zemiau diagonalés)

bei ITS—1 regiono (vir§ diagonalés) seky identiSkumo procentinés vertés.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1S. anasi ek 90,8 | 43,6 |453 453 [729 [450 [450 |451 |46,
2 S. albifronsi 99,7/ | **x* 473 | 451 |451 | 70,7 | 46,6 |46,6 |429 |454

99,2
3 S. calchasi 99,4/ | 99,3/ | #** 82,8 | 79,1 |44,5 |93,0 |93,0 | 73,6 | 820

96,1 | 96,1
4 S. columbae 99,3/ | 99,3/ | 99,9/ | *** 77,5 | 452 | 819 |8L9 | 722 | 93,6

95,7 957 |98
5 S. cornixi 99,1/ | 99,0/ | 99,6/ | 99,6/ | *** 45,1 | 794 | 794 | 77,1 | 772

952 954 |98,6 | 984
6 S. rileyi 99,4/ | 99,5/ | 99,4/ | 99,4/ | 99,1/ | *** 44,7 | 44,7 | 451 | 445

973 1973 1959 957 1950
7 S. wobeseri 99,4/ | 99,3/ | 100/ | 99,9/ | 99.6/ | 99.4/ | *** 99,9 | 73,7 | 82,2

959 1959 199,6 99,2 |987 |956
8 S. wobeseri-like 99,4/ | 99,3/ | 100/ | 99,9/ | 99.6/ | 99.4/ | 100/ | *** 73,7 | 82,2

95,9 1959 1996 |99,2 |987 |956 |100
9 S. sp. ex Accipiter | 99,4/ | 99,3/ | 99,9/ | 99,8/ | 99.6/ | 99.4/ | 99,9/ | 99,9/ | *** | 71,4
nisus 95,7 1957 1987 1988 1990 [955 [990 |99,0
10 S.sp. ex Corvus | 99,3 1992 1999 1999 |993 993 [999 |99,9 |998 | ***
monedula 95,6 1956 1992 199,7 1984 [956 [993 [993 |990

Sarcocystis sp. (Il cistos tipas) ex Anas platyrhynchos ivardinta S. anasi; Sarcocystis sp. (111
cistos tipas) ex Anser albifrons ivardinta S. albifronsi; Sarcocystis sp. (V cistos tipas) ex
Corvus cornix ivardinta S. cornixi; Sarcocystis sp. (1 cistos tipas) ex Branta leucopsis ir
Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Anas platyrhynchos ivardinta S. wobeseri; Sarcocystis sp. (1

cistos tipas) ex Larus argentatus ivardinta S. wobeseri-like.
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Analizuotos Sarcocystis spp. pasizyméjo didziausiais sekuy panaSumais
su Sarcocystis rusimis, kuriy tarpiniai Seimininkai — pauksciai, taip pat
pazymétinas tirtyju riSiy genetinis panasumas su Sarcocystis sp. ex Accipiter
nisus, kurios galutinis Seimininkas yra pauks$tvanagis, o tarpinis Seimininkas —
nezinomas. Sarcocystis rusiy i§ pauk$ciy 18S rRNR geno seky identiSkumo
skirtumai buvo labai nedideli ir nevir$ijo 1% (10 lentel¢). S. calchasi ir
Sarcocystis sp. (I cistos tipas) i§ baltaskruostés berniklés, didziosios anties,
baltakaktés Zasies ir sidabrinio kiro 18S rRNR geno sekos sutapo. Dél
nedidelio 18S rRNR geno seky kintamumo, kai lyginamos Sarcocystis rasys i$
pauksciy, buvo biitina pasirinkti labiau informatyvy genetini Zymenj, todél
toliau analizuotas 28S rRNR geno variabilus fragmentas. Analizuoty rasiy 28S
rRNR geno seky identiSkumo reik§més buvo mazesnés (95,2-99,7%), lyginant
su 18S rRNR genu. Pagal 28S rRNR gena genetiskai artimiausios buvo S.
columbae ir Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Corvus monedula. Nors pauksciu
Sarcocystis risiy viduriiSiniy skirtumy, lyginant 28S rRNR geno sekas, iki Siol
nebuvo nustatyta, taciau tarprisiniai skirtumai daugeliu atvejy buvo nedideli.

Siekiant pasirinkti didesnés skiriamosios gebos molekulini Zymen;i tirty
pauksciy Sarcocystis rusSiy molekuliniam identifikavimui naudotas labai
variabilus ITS—1 regionas. Lyginant tirty sarkosporidiju rasiy ITS—1 regiono
sekas, nustatytas labai didelis seky variabilumas, o seky identiSkumas, daugeliu
atvejuy, nesieké 50%. Didziausios ITS—1 regiono seky identiSkumo reikSmes,
virSijanc¢ios 90%, apskaiciuotos tarp Sarcocystis sp. (Il cistos tipas) ex Anas
platyrhynchos ir Sarcocystis sp. (111 cistos tipas) ex Anser albifrons; S. calchasi
ir Sarcocystis sp. (I cistos tipas) i$ baltaskruostés berniklés, didziosios anties,
baltakaktés Zasies, sidabrinio kiro; S. columbae ir Sarcocystis sp. (I cistos
tipas) ex Corvus monedula ruSiy pory. Maziausias nustatytas tarpriiSinis sekuy
identiSkumo skirtumas buvo 6,4%.

Remiantis DNR tyrimy rezultatais, gautais analizuojant 18S ir 28S
rRNR geny bei ITS-1 regiono sekas, Siame darbe pirma karta genetiskai
charakterizuotos penkios pauksciu Sarcocystis risys. Sarcocystis sp. (I cistos

tipas) ex Corvus monedula, Sarcocystis sp. (Il cistos tipas) ex Anas
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platyrhynchos, Sarcocystis sp. (111 cistos tipas) ex Anser albifrons, Sarcocystis
sp. (V cistos tipas) ex Corvus cornix vertintinos kaip keturios skirtingos rusys,
o penktai raisiai priskirtina Sarcocystis sp., pasizyminti I morfologiniu cistos
tipu, buvo iSskirta i§ baltaskruostés berniklés, didziosios anties ir sidabrinio

kiro.

4.5. Naujy Sarcocystis ruSiy apraSymas

Remiantis cisty sienelés ultrastruktiros tyrimy ir DNR analizés,
naudojant 18S rRNR, 28S rRNR, ITS-1 zZymenis rezultatais, buvo aprasytos
keturios naujos Sarcocystis rusSys, sudarancios cistas pauk$¢iy raumenyse.
Sarcocystis sp. (Il cistos tipas) ex Anmser albifrons, ivardinta Sarcocystis
albifronsi; Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Branta leucopsis ir Sarcocystis sp.
(I cistos tipas) ex Anas platyrhynchos, ivardintos Sarcocystis wobeseri;
Sarcocystis sp. (Il cistos tipas) ex Anas platyrhynchos, ivardinta Sarcocystis
anasi; Sarcocystis sp. (V cistos tipas) ex Corvus cornix, ivardinta Sarcocystis
cornixi. Pagal genetinius ir morfologinius tyrimy rezultatus, Sarcocystis sp.,
i$skirta 1§ sidabrinio kiro (Charadriiformes biirys), nesiskyré nuo S. wobeseri,
kurios tarpiniai Seimininkai — baltaskruosté berniklé ir didzioji antis
(Anseriformes birys). Iki Siol buvo zinomos tik dvi sarkosporidijuy rasys (S.
neurona ir S. falcatula), kuriy tarpiniai Seimininkai priklausyty skirtingiems
biiriams ar aukStesniems taksonominiams rangams. D¢l minétos prieZasties,
kol neatlikti kryzminiai uzkrétimo eksperimentai, Sarcocystis sp. (I cistos
tipas) ex Larus argentatus pavadinta S. wobeseri-like. Zemiau pateikiamos
trumpos taksonominés santraukos, skirtos Siame darbe aprasytoms naujoms

Sarcocystis riisims, kurioms suteikti lotyniski pavadinimai.

Sarcocystis albifronsi Kutkiené, Prakas, Sruoga, Butkauskas, 2011
Tipinis tarpinis Seimininkas: baltakakté zasis (Anser albifrons).
Galutinis seimininkas: vienas 1§ galutiniy Seimininky — poliariné lapé (4lopex

lagopus).
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Vieta: Silutés rajonas, vakary Lietuva.

Geny Banko identifikavimo numeriai: EU502868 (18S rDNR); EF079885 (28S
rDNR); JF520780, IN256122 (ITS—1 regionas).

Tipiniai pavyzdziai saugojami: transmisinés elektroninés mikroskopijos
medziaga ir histologiniai preparatai saugomi Gamtos Tyrimy Centro,
Ekologijos Instituto, Molekulinés Ekologijos Laboratorijoje, Vilnius, Lietuva.
Etimologija: baltakaktés Zasies lotyniSkas pavadinimas panaudotas sudarant

rusies varda.

Sarcocystis wobeseri Kutkiené, Prakas, Sruoga, Butkauskas, 2010

Tipinis tarpinis Seimininkas: baltaskruosté bernikl¢ (Branta leucopsis). Kitas
tarpinis Seimininkas — didZioji antis (Anas platyrhynchos).

Galutinis Seimininkas: nezinomas.

Vieta: Silutés rajonas, vakary Lietuva.

Geny Banko identifikavimo numeriai: GQ922885, GQ922886 (18S rDNR);
GQ922887, GQ922888 (28S rDNR); GU475111, GU475112, IN256121 (ITS—
1 regionas).

Tipiniai pavyzdzZiai saugojami: transmisinés elektroninés mikroskopijos
medziaga saugoma Gamtos Tyrimy Centro, Ekologijos Instituto, Molekulinés
Ekologijos Laboratorijoje, Vilnius, Lietuva.

Etimologija: rusis pavadinta veterinarinés patologijos tyrimais pasiZymeéjusio
Kanados mokslininko Gary Wobeser garbei, kuris pirmasis Zasyse surado

sarkocistas turincias 1 sienelés tipa.

Sarcocystis anasi Kutkiené, Prakas, Sruoga, Butkauskas, 2011

Tipinis tarpinis Seimininkas: didzioji antis (4nas platyrhynchos).

Galutinis Seimininkas: nezinomas.

Vieta: Silutés rajonas, vakary Lietuva.

Geny Banko identifikavimo numeriai: EU553477 (18S rDNR); EF079887 (28S
rDNR); JF520779 (ITS-1 regionas).
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Tipiniai pavyzdziai saugojami: transmisinés elektroninés mikroskopijos
medziaga saugoma Gamtos Tyrimy Centro, Ekologijos Instituto, Molekulinés
Ekologijos Laboratorijoje, Vilnius, Lietuva.

Etimologija: Plaukiojan¢iy anciy genties lotyniSkas pavadinimas panaudotas

sudarant rasies varda.

Sarcocystis cornixi Kutkiené, Prakas, Sruoga, Butkauskas, 2009

Tipinis tarpinis Seimininkas: varna (Corvus cornix).

Galutinis Seimininkas: nezinomas.

Vieta: Silutés rajonas, vakary Lietuva.

Geny Banko identifikavimo numeriai: EU553478 (18S rDNR); EF079884
(28S rDNR); JF520781, IN256120 (ITS—1 regionas).

Tipiniai pavyzdziai saugojami: transmisinés elektroninés mikroskopijos
medziaga ir histologiniai preparatai saugomi Gamtos Tyrimy Centro,
Ekologijos Instituto, Molekulinés Ekologijos Laboratorijoje, Vilnius, Lietuva.

Etimologija: varnos lotyniSkas pavadinimas panaudotas sudarant riiSies varda.

4.6. Sarcocystis rusiy filogenetiniy tyrimy rezultatai

Filogenetinio Sarcocystis genties rusiy tyrimo metu atlikti trijy skirtingy
DNR fragmenty homologiniy seky sulyginimai: 18S rRNR geno, 28S rRNR
geno ir ITS-1 regiono. 18S rRNR geno filogenetinéje analizéje panaudotos
sekos, apimancios daugiau kaip 85% viso geno, maziausias i analiz¢ itrauktos
S. gallotiae sekos ilgis sieké 1591bp. 28S rRNR geno filogenetinéje analizéje
tirtos sekos, kuriy sudétyje yra dideliu kintamumu Siame gene pasiZymintys D2
ir D3 domenai. Tais atvejais, kai buvo nustatyta daugiau negu po viena 18S
rRNR geno seka, priskiriama tai paciai Sarcocystis rusiai, konstruojant
filogenetinius medzius panaudota ta seka, kuri buvo artimiausia teorinei
vienodZiausiai sekai (tokios sekos 7 lentel¢je pateikiamos pirmos). 18S rRNR
geno seky sulyginimas atliktas panaudojus 55 taksony, priskiriamy skirtingoms

rasims, sekas, kurias sudaré 1858 nukleotidy pozicijos, iskaiCiuojant ir tarpus.
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28S rRNR geno seky sulyginimas atliktas panaudojus 23 sarkosporidijy rasiuy
sekas, kuriy ilgis 1625 nukleotidy pozicijos su trapais. ITS—1 regiono seku
sulyginima sudaré 44 taksonai ir 709 pozicijos, iskaiCiuojant ir tarpus. ITS-1
regiono filogenetin¢je analizé€je | tiriamaja grupg itrauktos Geny banke
prieinamos tos pacios rusies skirtingy izoliaty sekos.

Filogenetiniame medyje, sudarytame panaudojus 18S rRNR geno sekas,
i§skirtos keturios filogenetinés grupés (I, II, III, IV), kuriy buvima paremia
aukstos tikimybinés vertés (19 pav.). Daugiausia analizuoty sarkosporidjuy
rusiy, kuriy tarpiniai Seimininkai yra porakanopiai zinduoliai, iSsidésto IV
filogenetinio medzio grupéje (20 pav.). Si grupé suskaidyta i tris smulkesnes
(IVA, IVB, IVC) pagal galutinius Seimininkus nors IVB bei IVC i$siskyrima
paremia zema (0.61) tikimybiné reikSmé. I IVB grupg patenka tik tos
IVC grupe formuoja Sarcocystis rusys, kuriy galutiniai Seimininkai yra Suniniy
Seimos plésrunai, 1§ IVA grupe sudaranCiy triju Sarcocystis ruSiy gyvybinis
ciklas nustatytas tik S. ovalis raSiai, jos galutiniu Seimininku tarnauja
pauksCiai. S. aucheniae patikimai nesigrupavo su kitoms porakanopiy
sarkosporidijomis. S. aucheniae, S. miescheriana, S. scandinavica sekos
pasizyméjo didesniais tarpriiSiniais skirtumais lyginant su kitomis porakanopiy
Sarcocystis rusimis, todél jas buvo sunku sulyginti ir Siy ruSiy filogenetiné
padétis gali buti netiksli. Sarcocystis rusys, pasizymincios ,,grauzikai—gyvatés*
gyvybiniu ciklu, formuoja III grupg, o Sarcocystis ruSys, pasiZymincios
»grauzikai—katiniy Seimos* plésriinai gyvybiniu ciklu, apjungiamos II grupéje.
15 Sarcocystis rusiy ir du Frenkelia genties atstovai priskirti I filogramos
grupei. 18S rRNR Zzymens skiriamoji raiSka pasirodé esanti nepakankama,
siekiant daryti patikimas iSvadas apie filogenetinius rySius tarp I grupés riisiu.
Uzfiksuotos aukStos tikimybinés vertés paremiancios tik S. gallotiae ir S.
lacertae, S. anasi ir S. albifronsi ruSiy pory grupavimasi bei S. rileyi
grupavimasi su S. anasi, S. albifronsi Saka. Tuo tarpu kity rasiy filogenetinius
rySius sunku jvertinti. Visos Sarcocystis rusys, kuriy tarpiniai ar galutiniai

Seimininkai yra pauksciai, pateko | pirma grupe, todél, siekiant nustatyti tirty
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pauksciy sarkosporidijy filogenetinius rysius, papildomai panaudota 28S rRNR
geno ir ITS-1 regiono filogenetiné analize.

Tirtosios aStuonios Sarcocystis ruSys, iSskirtos 1§ medziojamyjy
porakanopiy zinduoliy, buvo iSskaidytos i tris filogenetines grupes. S.
oviformis 18 stirnos grupavosi su S. ovalis ir S. hardangeri. Minétosios trys
rasys pasizymi labai panaSia, sunkiai atskiriama sarkocisty morfologija, be to,
Ju sarkocistos aptiktos tik elniniy Seimos rusyse. S. hjorti, S. capreolicanis, S.
gracilis, Sarcocystis sp. ex Cervus elaphus filogenetiskai artimiausios
porakanopiy Sarcocystis rasims, kuriy galutiniai Seimininkai yra Suniniy
Seimos plésSriinai. Sarcocystis sp. ex Cervus elaphus 1§ tauriojo elnio
grupavimasi su S. grueneri 1§ Siaurinio elnio paremia auksta tikimybiné verté
(0.98). S. capreolicanis 1§ stirnos apjungiama su S. hjorti 1§ tauriojo elnio ir
briedzio, tafiau tokj riiSiu iSsidéstyma paremia zema (0.58) tikimybiné
reikSme. Morfologiskai S. capreolicanis ir S. hjorti néra atskiriamos Sviesiniu
mikroskopu analizuojant Siy rasiy sarkocisty struktiira. Pagal 18S rRNR
filograma S. gracilis artimiausia S. tarandivulpes, i$skirtai 1§ Siaurinio elnio, S.
alces — 18 briedzio, S. tenella — 1§ ozkos ir S. capracanis — 1§ avies. S.
hofmanni-likel — 1§ stirnos ir S. hofmanni-like2 — 1§ stirnos bei tauriojo elnio
yra apjungiamos [VB grupé¢je kartu su sarkosporidijy risimis, pasizymin¢iomis
»porakanopiai Zinduoliai—katiniy Seimos pléSrunai“ gyvybiniu ciklu. S.
hofmanni-likel  ir S.  hofmanni-like2  filogenetiSkai  artimausios
sarkosporidjoms, kuriy tarpiniai Seimininkai — elniniai: S. farandi, S. rangiferi
(parazituoja tauriuosiuose ir Siauriniuose elniuose), Sarrcocystis sp. VI
(parazituoja démétuose elniuose).

28S rRNR geno sekuy filogenetiniame medyje iSrySkéja pauksciy
Sarcocystis rusiy filogenetiniai ryS$iai, paremti aukStomis Saky grupavimosi
reikSmeémis (21 pav.). AnalogiSkai, kaip ir 18S rRNR geno seky filogramoje, S.
anasi, S. albifronsi ir S. rileyi apjungiamos 1 viena filogeneting grupe. S.
cornixi, S. columbae, S. wobeseri, Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Corvus
monedula sudaro viena filogeneting grupe kartu su S. calchasi, Sarcocystis sp.

ex Accipiter nisus ir dviem Frenkelia genties ruSimis. Siame klasteryje
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suporuojamos Frenkelia genties abejos rusys, S. cornixi su Sarcocystis sp. ex
Accipiter nisus, S. calchasi su S. wobeseri, S. columbae su Sarcocystis sp. (1
cistos tipas) ex Corvus monedula. Pazymétina, kad S. calchasi, Sarcocystis sp.
pauksciai, o S. rileyi ir S. albifronsi galutiniai Seimininkai — pléSrieji Zinduoliai.
Pauksciy sarkosporidiju risys filogenetiniame medyje atsiskiria { dvi grupes
pagal galutinius Seimininkus, atitinkamai, paukscius ar zinduolius. Taip pat
pastebétas kity Sarcocystis rusiy grupavimasis filogenetiniame medyje pagal
parazito gyvybini cikla. S. singaporesnsis, S. zamani patenka { 18S rRNR
geno seky filogramoje i8skirta III grupe, kuriai biidingas ,,grauZikai—gyvatés
gyvybinis ciklas; S. muris patenka 1 18S rRNR geno seky filogramoje iSskirta
Il grupg, kuriai budingas ,grauzikai—katiniy Seimos pléSrinai“ gyvybinis
ciklas; S. gigantea, S. moulei patenka i 18S rRNR geno sekuy filogramoje
i§skirta IVB grupe, kurios gyvybinis ciklas — ,,porakanopiai zinduoliai—katiniy
Seimos plésriinai®; S. cruzi, S. capracanis, S. arieticanis, S. tenella patenka 1
18S rRNR geno seky filogramoje i8skirta IVC grupe, kurios gyvybinis ciklas —
»porakanopiai Zinduoliai—Suniniy Seimos plésriinai®. S. miescheriana formavo
atskira Saka filogramoje bei patikimai nesigrupavo su S. gigantea, S. moulei ir
S. cruzi, S. capracanis, S. arieticanis, S. tenella klasteriais.

ITS—1 regiono pauksciy Sarcocystis rusiy bei joms giminingiausiy riasiy
filogenetiniame medyje atsiskleidzia ne tik tarpruSiniai, bet ir vidurtSiniai
skirtumai (22 pav.). Gautus duomenis reikéty vertinti atsargiai, nes tiriamosios
grupés skirtingy rusiy sekos labai skyrési viena nuo kitos, dél to Siuy sekuy
sulyginimo tikslumas abejotinas, taciau buvo aptikti tam tikri désningumai. S.
wobeseri, S. columbae, S. cornixi, S. rileyi, S. albifronsi, S. neurona vidurtis$iné
Ivairové buvo nezymi ir mazesné, lyginant su S. falcatula. Nustatyta tam tikra
genetiné struktira S. falcatula rusies viduje — pirma klasterj sudaro AF098242,
AY082638, AY082639 sekos, o antrasis klasteris apjungia AF(098243—
AF098246 sekas. Nepaisant pastebimos S. falcatula genetinés {vairovés rusies
viduje, analizuojant ITS—1 regiono sekas, skirtingi Sios raSies izoliatai

patikimai susigrupavo. S. anasi, S. albifronsi ir S. rileyi apsijungé su per
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oposuma, kaip galutinj Seimininka, plintan¢iomis S. /indsayi Dubey, Rosenthal,
Speer, 2001, S. neurona, S. falcatula ruSimis. Evoliuciskai tolimiausia
nagrinéjamoms raSims buvo S. lindsayi. Analogiskai, kaip ir 28S rRNR geno
seky filogenetiniame medyje, ITS—1 regiono filogramoje nustatytos tos pacios
Saky susigrupavimo poros: S. calchasi ir S. wobeseri, S. cornixi ir Sarcocystis
sp. ex Accipiter nisus, S. columbae ir Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Corvus
monedula. 1$vardintos ruSys buvo artimai giminingos S. kalvikus Dubey,
Reichard, Torretti, Garvon, Sundar, Grigg, 2010, S. canis, S. felis grupés
rasims, kurios sudaro sarkocistas plésriuosiuose zinduoliuose, tac¢iau ju bendras

grupavimasis nebuvo paremtas aukStomis Saky grupavimosi vertémis.
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19 pav. 18S rRNR geno Sarcocystis genties rusiy filograma. Filogenetinis

medis sukonstruotas naudojant Bayesian metodus. ISoriné grupé — Besnoitia
besnoiti. Saky ilgiai proporcingi evoliuciniam seky nukleotidy pakitimy
mastui. Skaiciai parodo tikimybines vertes, paremiancias atitinkama Saky
susigruvapima. M¢élynai paZzymétos Siame darbe tirtos risSys. Filogramoje
1§skirtos keturios filogenetinés grupés (I-1V), ketvirtoji suskaidyta { tris
smulkesnes (IVA, IVB, IVC).
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18S rRNR geno Sarcocystis genties rusiy filogenetiniy rySiy

dendrograma su nurodytais parazitinio taksono tarpiniais ir galutiniais

Seimininkais. Filogenetiné analizé atlikta naudojant Bayesian metodus. ISoriné

grupé — Besnoitia besnoiti. Mélynai pazymeétos Siame darbe tirtos rasys.
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21 pav. 28S rRNR geno Sarcocystis genties rusiy filogenetinis medis.
Filogenetinis medis nubraizytas naudojant Bayesian metodus. [Sorin¢ grupé —
Besnoitia besnoiti. Saky ilgiai proporcingi evoliuciniam seky nukleotidy
pakitimy mastui. SkaiCiai parodo tikimybines vertes, paremiancias atitinkama

Saky susigruvapima. Mélynai pazymétos Siame darbe tirtos rusys.
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22 pav. ITS-1 regiono Sarcocystis rusiy filogenetinis medis. Filogenetinis
medis nubraizytas naudojant Bayesian metodus. ISorin¢ grupe — S. tarandi.
Saky ilgiai proporcingi evoliuciniam seky nukleotidy pakitimy mastui. Skaiciai
parodo tikimybines vertes, paremiancias atitinkama Saky susigruvapima. Po

rusies pavadinimu pateikti Genuy banko identifikavimo numeriai. Mélynai

pazymétos Siame darbe tirtos rusys.
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4.7. Rezultaty apibendrinimas

Lietuvoje sarkosporidiju infekcijos tyrimai pauksSciuose iki Siol buvo
labai fragmentiski (Grikieniené, Iezhova, 1998), o iS§samiausiai tirti tik zasiniy
biirio pauksciai, sarkocistos aptiktos penkiolikoje $io biirio paukséiy rasiy
(Kutkiené, Sruoga, 2004). Siame darbe, ieskant Sarcocystis parazity cisty,
analizuoti 22 rais$iy pauksc¢iy kaklo, kojos ir kriitinés raumeny pavyzdziai. IS
tirtyjy rasiy 14 priklauso Zasiniams paukSc¢iams, SeSios — varniniams, po vieng
rasi — séjikiniams ir karveliniams paukS¢iams. Sarkocistos pirma karta
Lietuvoje aptiktos varniniuose, karveliniuose ir s¢jikiniuose pauksciuose
(kove, kuosoje, varnoje, kékSte, kerSulyje, sidabriniame kire), bei dvejose
7asiniy pauk$¢iy riasyse — baltaskruostéje bernikléje ir pilkojoje zasyje.
Sarkocisty nerasta astuoniose pauk$¢iy riisyse, kuriy tirta tik po kelis individus.
Nustatytas vidutinis 27,6% Sarcocystis parazity infekcijos ekstensyvumas
pauksciuose, taciau kai kuriose ruSyse sarkocisty greiciausiai neaptikta dél
nepakankamos imties. Apibendrinant galima teigti, kad tirty medziojamy
pauksciy grupéje sarkosporidijy infekcija yra neatsitiktinis reiskinys.

Vertinant Sarcocystis parazity infekcijos ekstensyvumo ir intensyvumo
parametrus varnoje, baltakaktéje Zasyje ir didziojoje antyje, patikimai mazesnis
ekstensyvumas nustatytas didziojoje antyje, bei apskaiciuotas patikimai
mazesnis intensyvumas, didziaja antj lyginant su varna. Makroskopinés
sarkocistos dazniausiai aptinkamos kriitinés raumenyse (Chabreck ir kt., 1965),
o Siame darbe analizuoti tik 20 didziyjy anciy lavonéliy, kitais 110 atvejy tirti
kaklo ar kojos raumenys, dél to markrocistos kai kuriais atvejai gal¢jo buti
neaptiktos dél metodiniy tyrimo ypatumuy. DidZiosiose antyse neaptiktos
makrocistos galéjo buti mazesnio infekcijos ekstensyvumo, lyginant su
fiksuotu varnose ir baltakaktése zasyse, priezastimi. Siekiant jvertinti anciy
uzsikrétimo lygi S. rileyi Lietuvoje bei visoje Europoje, reikalingi plataus
masto tyrimai skirtinguose Zemyno regionuose apzitrint pauksciy kriitinés
raumenis ir diferencijuojant paukscius pagal amzZiy, nes jaunikliuose

uzsikrétimas sarkocistomis diagnozuojamas patikimai rec¢iau (Hoppe, 1976).

108



Drouin ir Mahrt (1979) teigia, jog Sarcocystis parazity ekstensyvumo ir
intensyvumo skirtumai atskirose riiSyse néra atsitiktiniai ir priklauso nuo
pauks¢io amziaus, fiziologiniy, elgsenos savybiuy, geografiniy, ekologiniy
salygu, galutiniy Seimininky gausumo. Kadangi daugeliu atvejy informacija
apie paukscio amziy, lyti, geografing padéti buvo nepilna, priezastys, lémusios
Sarcocystis parazity infekcijos parametry skirtumus tirtose pauksciy raSyse
detaliau nenagrinéjamos.

Literatiriniuose Saltiniuose, kuriuose minimos tos pacios paukséiy
risys kaip ir Siame darbe, daugeliu atveju nurodomas 40% nevirSijantis
sarkosporidijy infekcijos ekstensyvumas tam tikroje pauks¢iy rusyje (Dylko,
1962; Chabreck ir kt., 1965; Hoppe, 1976; Drouin, Mahrt, 1979; Canaris ir kt.,
1981; Pak, Eshtokina, 1984; Fedynich, Pense, 1992; Kutkien¢, Sruoga, 2004).
Siame darbe fiksuotas 43,2% baltakakéiy Zasy sarkosporidiju infekcijos
ekstensyvumas, varny sarkosporidijy infekcijos ekstensyvumas sieké 35,9%, o
didziyjy anciy Sis rodiklis sieké 20,0%. Gauti rezultatai yra panaSus 1 kity
autoriy duomenimis.

Lietuvoje laukiniuose porakanopiuose anksciau nustatytas Sarcocystis
parazity infekcijos ekstensyvumas svyravo nuo 80 iki 90%: 81 uZsikrétusiy 18
101 tirty, 80,2% (Kutkiené, BaleiSis, 2001); 138 uzsikrétusiy i§ 160 tirty,
86,3% (Malakauskas ir kt., 2001); 212 uZzsikrétusiy i§ 243 tirty 87,2%
(Malakauskas, Grikieniene, 2002); 248 wuzsikrétusiy i§ 275 tirty, 90,2%
(Grikieniené ir kt., 2001). Siame darbe tirtuose medZiojamuosiuose Zvéryse
(briedZiuose, stirnose, Sernuose, tauriuosiuose elniuose) registruotas 89,8%
(159 uzsikrétusiy 18 177 tirty) Sarcocystis parazitais infekcijos ekstensyvumas.
Sio tyrimo metu uZfiksuotas labai panaSus ekstensyvumas, lyginant su
ankstesniy darby rezultatais, o nedideli skirtumai gal¢jo atsirasti dél
nevienodos tam tikros riiSies proporcijos, imties skirtumu pagal amziy, lytj ir
kitus veiksnius.

Nustatyti statistiSkai patikimai didesni infekcijos ekstensyvumo ir
intensyvumo rodikliai stirnose, lyginant su Sernais ir tauriaisiais elniais.

Ankstesniuose tyrimuose Lietuvoje taip pat buvo nustatytas patikimai
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aukstesnis sarkosporidiju infekcijos intensyvumas stirnose negu briedziuose,
tauriuosiuose elniuose, démétuose elniuose, Sernuose (Grikieniené ir kt., 2001;
Malakauskas ir kt., 2001; Malakauskas, Grikienien¢, 2002). Stirny Sarcocystis
parazity infekcijos dideli intensyvuma galéjo salygoti Sios rusies didesnis
gausumas lyginant su kitais laukiniais porakanopiais bei santykinai daZnesnis
stirny lankymas arti Zmoniy buveiniy, kur didelé rizika uzsikrésti per Suny
fekalijas paskleistomis sarkosporidiju oocistomis ir sporocistomis. Lyginant su
ankstesniais tyrimais Lietuvoje, kai intensyvi sarkosporidiju infekcija stirnose
nesieké 30% (Malakauskas ir kt., 2001; Malakauskas, Grikieniené, 2002),
Siame tyrime nustatyta reikSmingai daugiau intensyvios Sarcocystis parazity
infekcijos atveju, kurie sudaré net 75,6% nuo bendro tirty gyviiny skaiciaus.
Kol kas sunku biity pateikti pagristas prielaidas aiSkinancias §i reiSkini.
Pasigendama iSsamiy tyrimy, siekiant jvertinti sarkocistomis masiskai
uzkréstos medziojamy stambiy Zzinduoliy mésos tinkamuma maistui. Dél
galimo pavojaus sunegaluoti, esant intensyviai Sarcocystis parazity infekcijai,
rekomenduotina valgyti tik termiskai apdorota sumedziota Zvériena (Schultze,
1988).

UZfiksuotas Sarcocystis parazity 97,6% infekcijos ekstensyvumas
stirnose, 88,2% — Sernuose, 80,6% tauriuosiuose elniuose — vertintinas kaip
labai aukstas. Europoje ir Siaurés Amerikoje, daugeliu atvejy stirnose,
Sernuose ir tauriuosiuose elniuose taip pat nustatomas panaSiai labai aukstas
sarkosporidiju paplitimo mastas. Kai kuriais atvejais registruotas gerokai
mazesnis infekcijos ekstensyvumas Sernuose (24%, 48%) ir tauriuosiuose
elniuose (65%) Vengrijoje, Ispanijoje, Lenkijoje (Navarette ir kt., 1978;
Collins ir kt., 1980; Tropilo ir kt., 2001). Sarcocystis parazity infekcijos
ekstensyvumo rodikliy skirtumus galéjo lemti naudoti skirtingi ekstensyvumo
vertinimo metodai, tirty gyviiny variacija pagal amziy, raumeny grupg, tarpiniy
ir galutiniy Seimininky gausuma ir kitus veiksnius.

Reziumuojant, galima teigti, kad sarkosporidjy ruSys yra placiai
paplitusios Lietuvoje mésai medziojamuose pauksciuose ir zvéryse. Termiskai

neapdorotos sumedziotos mésos nedavimas Sunims ar kitiems naminiams
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mésédziams, galintiems platinti sarkosporidjas, yra pagrindinis nereikalaujantis
dideliy iSlaidy prevencinis veiksmas sarkosporidiju infekcijos sumazinimui.
Todél rekomenduojama medZziotojams iSsamiai susipazinti su Sarcocystis rasiu
biologija, bei juy plitimo keliais. Pavyzdziui, Lietuvos medziotojams triikksta
ziniy apie makroskopines cistas didZiyjy anciy raumenyse ir daZniausiai
sumedziotos antys ruoSiamos maistui nenulupus pauksciu odos bei
nepatikrinus ar mésoje néra plika akimi matomy sarkocisty.

Kutkien¢ ir Sruoga (2004), tirdami Sviesiniu mikroskopu, Zasiniuose
pauksciuose iSskyré keturis mikrocisty tipus. Autoriai konstatavo, jog I ir IV
cistos tipy atskyrimas yra sudétingas, tuo tarpu II ir III tipy cistos sienelés
morfologijos ir cistozoity formos skirtumai yra ryskis. I tipo sarkocistos turéjo
lygia cistos sienelg, o IV tipo sarkocistos pasizyméjo banguota cistos sienele,
be to I ir IV cistos tipu cistozoitai forma ir dydziu buvo labai panaSis.
Sviesinés mikroskopijos rezultatai gali Siek tiek skirtis nuo elektroninés
mikroskopijos rezultaty. PavyzdZiui, Sviesiniu mikroskopu  sarkocistos,
1§skirtos 1§ klykuolés raumeninio audinio, sienelé atrodé lygi, o analizuojant
elektroniniu mikroskopu, cistos sienelé buvo banguota (Kutkiené¢ ir kt., 2008).
Pagal Sio tyrimo rezultatus, analizuojant elektroniniu mikroskopu buvo
nustatyta, kad sarkocisty, iSskirty i§ didziosios anties ir baltaskruostés
berniklés, sienelés vienuose fragmentuose atrodé beveik lygios, o kituose
fragmentuose pasizyméjo smulkiais pasibangavimais, kai tuo tarpu tiriant
Sviesiniu mikroskopu sarkocistos, iSskirtos i§ baltaskruostés berniklés sienelé
pasirod¢ esanti lygi, o sarkocistos sienel¢ 1§ didZiosios anties — banguota. Pagal
Dubey (1989) Sarcocystis parazity cisty sieneliy ultrastruktiiros klasifikacijos
sistema, 1 cistos sienelés tipui priklausanc¢iy sarkocisty sienelés pasizymi
pavirSutiniSkais ar gilesniais pasibangavimais. Priklausomai nuo preparato
kokybés pirmam cistos sienelés tipui priklausanciy sarkocisty sienelé Sviesiniu
mikroskopu gali atrodyti lygi ar Siek tiek banguota. Siame $viesiniu
mikroskopu atliktame tyrime, dél minéty priezas¢iuy, sarkocistos atrodancios
kaip turin¢ios lygu ar truputi banguota pavirSiu buvo priskiriamos I sarkocisty

tipui.
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Analizuotose pauksc¢iy rasyse Sviesiniu mikroskopu identifikuoti keturi
Sarcocystis parazity mikrocisty tipai (I, II, III, V). Vertinant morfologinius
pozymius, mikrocistos priklausé maziausiai keturioms skirtingoms Sarcocystis
rasimis. Toje pacioje Seimininky riiSyje sarkosporidiju mikrocisty atskyrimas
buvo salyginai nesudétingas. II tipui priklausancios sarkocistos pasizymejo
panasiu 1 9 (pagal Dubey, Odening, 2001) cistos sienelés tipu, III tipui
priklausanc¢ios sarkocistos pasizyméjo 9 cistos sienelés tipu, V tipui
priklausancios sarkocistos turéjo iki Siol neapraSyta cistos sienelés tipa, I
sarkocisty tipui priklausancios sarkocistos, iSskirtos i§ baltaskruostés berniklés,
didziosios anties, kerSulio, sidabrinio kiro pasizyméjo tuo paciu 1 cistos
sienelés tipu. 1 cistos sienelés tipas nustatytas daugiau kaip 20 Sarcocystis
rasiy, kuriy Seimininkai priklauso jvairioms sistematinéms grupéms (Odening,
1998). S. calchasi, parazituojancios naminiame karvelyje ir S. columbae,
randamos kerSulyje cisty sienelés irgi priskirtinos 1 cisty sieneliy tipui (Olias
ir kt., 2010b; 2010c). Elektroninés mikroskopijos analizés duomenys dar karta
parodé, jog morfologiniy rezultaty nepakanka, siekiant atsakyti 1 klausima, ar
pauksciy sarkosporidijos, pasizymincios vienoda cistos sienelés ultrastruktiira,
priklauso tai paciai, ar skirtingoms rasims.

Siame darbe pauk$tiy Sarcocystis raSys identifikuotos naudojant
kompleksing morfologing ir DNR analizg. 18S rRNR, 28S rRNR genu bei
ITS—1 regiono DNR seky analizé parodé, jog tirtuose paukSciuose egzistuoja
maziausiai trys sarkosporidijy rasys (S. wobeseri, S. columbae, Sarcocystis sp.
(I cistos tipas) ex Corvus monedula) turin€ios I cistos sienelés tipa. S. wobeseri
rasis, apraSyta baltaskruostéje bernikl¢je, rasta ir didziojoje antyje. Taip pat
Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Anser albifrons 18S rRNR ir 28S rRNR genu
sekos sutapo su S. wobeseri sekomis, taciau siekiant patvirtinti, jog
balatakakté Zasis yra dar vienas S. wobeseri tarpinis Seimininkas, reikalingi
tolimesni ITS—1 regiono seky tyrimai. Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Larus
argentatus pagal tirtas morfologines ir genetines charakteristikas atitiko S.
wobeseri rusi. Kadangi vienos sarkosporidijy rasies parazitavimas skirtingiems

biriams priklausanc¢iose tarpiniy Seimininky raSyse yra labai retas reiskinys,
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kol kas Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Larus argentatus pavadinta S.
wobeseri-like. Vélesni kryZzminiai uzkrétimo eksperimentai turéty patvirtinti
arba paneigti S. wobeseri parazitavima sidabriniame kire.

Analizuoty pauk$éiy raumenyse be mikrocisty taip pat rastos
makrocistos keturiuose didziyjy anciy individuose. Makroskopinés sarkocistos
pasizyméjo unikalia ziedinio koptsto formos cistos sienelés ultrastruktira, kuri
biuidinga tik S. rileyi rusiai. Lyginant 18S rRNR geno, 28S rRNR geno ir ITS-1
regiono sekas patvirtinta, jog makroskopinés didziosios anties sarkocistos
priklauso S. rileyi riiSiai. Europoje rastos makroskopinés sarkocistos anksciau
detaliau nebuvo tiriamos, apzitréjus paukciy lavonélius buvo manoma, jog tai
greiciausiai S. rileyi rusis. S. rileyi infekcija pasauliniu mastu buvo Zinoma tik
Siaurés Amerikoje. Siame darbe cisty sienelés ultrastruktiiros ir DNR analizés
duomenimis jrodyta, jog didziosios antys S. rileyi riiSimi uzsikrétusios ir
Europoje. Uzkrétimo eksperimentais, atliktais Kanadoje ir JAV nustatyta, kad
S. rileyi galutinis Seimininkas yra dryzuotasis skunsas (Cawthorn ir kt., 1981;
Wicht, 1981). Pastarasis paplites iSimtinai S. Amerikoje, todél lieka neaisku,
koks gyviinas padeda platina $ia rasi Europoje.

Remiantis cisty sienelés ultrastruktiiros ir DNR tyrimy rezultatais
aprasSytos keturios naujos mokslui sarkosporidiju rasys (S. albifronsi, S.
wobeseri, S. anasi ir S. cornixi). Tirtuose Zasiniuose paukS¢iuose nustatytos S.
rileyi, S. anasi, S. albifronsi, S. wobeseri, varniniuose pauks¢iuose — S. cornixi
ir Sarcocystis sp. (1 cistos tipas) ex Corvus monedula, kerSulyje — S. columbae,
o sidabriniame kire — S. wobeseri-like. Elektroniniu mikroskopu nustacius
Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Corvus monedula cisty sienelés struktiira
tikimasi ateityje aprasSyti dar viena sarkosporidijy rusi.

Sernuose identifikuota viena ri§is — S. miescheriana, kuri pagal
sarkocisty morfologines ypatybes lengvai atskirta nuo reciau randamos S.
suihominis (Grikieniené, Senutaité, 1995). Anksciau buvo manoma, jog toje
pacioje elniniy rusyje aptinkamos skirtingy riiSiy sarkosporidijos gali biti
atskiriamos  Sviesiniu ~ mikroskopu  pagal sarkocisty = morfologines

charakteristikas, o morfologiskai panasiy Sarcocystis rasiy, i$skirty i$ skirtingy
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elniniy rasiy, palyginimui reikalingi iSsamesni tyrimai (Wesemeier, Sedlaczek,
1995a). Analizuojant stirny, tauriyjy elniy ir briedziy diafragmos raumenis,
aptiktas sarkocistas galima biity skirstyti i keturis tipus: kapsule apgaubtos
kiausinio formos sarkocistos; lygiasienés arba su nezymiomis iSaugomis;
sarkocistos, turin€ios plauko formos iSaugas; sarkocistos, pasizymincios pir§to
formos iSaugomis ir sudaran¢iomis tvorelés struktiira.

Tiriant Sviesiniu mikroskopu, Lietuvoje stirnose anksciau identifikuotos
keturiy tipy sarkocistos, priskiriamos S. gracilis, S. capreolicanis, S. cf.
hofmanni ir Sarcocystis sp. risims (Kutkiené, 2001). Sarcocystis sp. cistos
sienelé apibudinta kaip lygi, o S. gracilis cistos sienelé pasizyméjo kelmo
formos iki 1,3 um ilgio ir 0,5 pm plocio iSaugomis aiSkiausiai matomomis
apikalinéje cistos dalyje. Toks skirstymas kelia abejoniy, nes autore teigia, kad
1Saugy matomumo aiSkumas priklauso nuo preparato Sviezumo, o kai kuriose
vietose cistos sienelé¢ atrodo lygi. Kiti autoriai pazymi, jog S. gracilis
sarkocisty iSaugos matomos tik esant Svieziai medziagai cistos virSutiniame
kraste, o stebint skirtingais optiniais lygiais, iSaugos matomos kaip taskai
(Sedlaczek, Wesemeier, 1995; Dahlgren, Gjerde, 2009). Stebint Sviesiniu
mikroskopu stirnose sarkocistos lygiu sienelés pavirSiumi buvo aptiktos
Vokietijoje ir Italijoje (Santini ir kt., 1997; Schramlova, Blazek, 1978;
Entzeroth, 1982). Tiriant elektroniniu mikroskopu, Sios sarkocistos
morfologiskai skyrési nuo S. gracilis, bei buvo panasios 1 S. grueneri iSskirtas
1§ Siaurinio elnio, S. cervicanis Speer, Dubey, 1982 — i§ tauriojo elnio, S. wapiti
Hernandez-Rodriguez, Navarrete, Martinez-Gomez, 1981 — i§ elnio vapitis
(Cervus canadensis), Sarcocystis sp. — 18 danieliaus (Dama dama), Sarcocystis
sp. — 1§ briedzio. (Colwell, Mahrt, 1981; Hernandez-Rodriguez ir kt., 1981;
Speer, Dubey, 1982; Entzeroth ir kt., 1985; Gjerde, 1985). Minétyjy sarkocisty
sienelés pasizymi daugiasluoksne horizontalia struktiira. Kadangi Kutkiené
2001 mety tyrime sarkocisty sieneliy neanalizavo elektroniniu mikroskopu, jos
identifikuoty lygiasieniy sarkocisty palyginimas su Sarcocystis sp. iSskirtomis
1§ stirnos ir danieliaus, S. grueneri, S. cervicanis, S. wapiti néra jmanomas.

Siame darbe sarkocistos, kuriy pavirsius atrodé lygus ar turintis neaukstas (~
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1-1,5 um) tasko ar kelmo formos iSaugas buvo priskiriamos S. gracilis rusiai.
Sio darbo metu $ediy izoliaty i§ skirtingy stirny morfologiskai identifikuoty
kaip S. gracilis priklausyma bitent §iai rusiai patvirtino 18S rRNR geno seky
analizé. Taciau, bitina pabrézti, kad Sviesiniu mikroskopu lygiasieniy
sarkocisty, aptinkamy elniniuose atskyrimas nuo S. gracilis yra komplikuotas
(Schramlova, Blazek, 1978; Colwell, Mahrt, 1981; Enteroth, 1982; Santini ir
kt., 1997). Islieka tikimybe¢, jog Lietuvoje stirnose parazituoja morfologiskai {
S. gracilis panasi sarkosporidijy rusis — Sarcocystis sp.

Be anksciau Lietuvoje stirnose aptikty S. gracilis, S. capreolicanis, S.
cf. hofmanni-like rusiy taip pat rastos kiauSinio formos sarkocistos, kurios
genetiSkai identifikuotos kaip S. oviformis rusis. S. hofmanni tiSis,
parazituojanti barsuke, buvo apraSyta Vokietijoje (Odening ir kt., 1994a).
Morfologiskai nuo S. hofmanni neatskiriamos sarkosporidijos taip pat
identifikuotos elniniy Seimos riiSyse: stirnoje, tauriajame elnyje, danielyje,
baltasnukiame elnyje (Cervus albirostris), Indiniam zambare (Cervus unicolor)
(Sedlaczek, Wesemeier, 1995; Wesemeier, Sedlaczek, 1995a; Wesemeier,
Sedlaczek, 1995b; Odening, 1997). Sios sarkosporidijos buvo jvardijamos kaip
S. cf. hofimanni (S. cf. hofinanni atitinka S. hofinanni-like). Sio darbo metu
atlikti molekuliniai tyrimai parod¢, jog egzistuoja dvi riiys, kurios, remiantis
Sviesinés mikroskopijos analize anks¢iau buvo jvardijamos S. hofmanni-like
pavadinimu. Remiantis Sio darbo metu atlikta 18S rRNR geno seky analize S.
hofmanni-like i$skaidyta 1 S. hofmanni-likel ir S. hofmanni-like2, nesuteikiant
joms atskiry riiSiy pavadinimy, nes iSsamis cisty sieneliy ultrastruktiiros
palyginimai nebuvo atlikti. Taciau 4% 18S rRNR geno seky skirtumas tarp S.
hofmanni-likel ir tarp S. hofmanni-like2 vertintinas kaip tarprasinis skirtumas,
nes S. hofmanni-likel 18S rRNR geno sekuy skirtumai, lyginant su
artimiausiomis  Sarcocystis ruSimis, buvo gerokai mazesni (1-1,3%).
Analizuojant Sviesiniu mikroskopu buvo pastebéti morfologiniai cistos sienelés
skirtumai tarp S. hofmanni-likel ir S. hofmanni-like2, taciau kol kas $iy dveju
rusiy atskyrimas Sviesiniu mikroskopu yra problematiskas. Gjerde (2011)

remiantis cisty sienelés ir 18S rRNR geno seky ypatumais aprasé nauja stirny
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Sarcocystis 1as$i — S. silva. Si ri§is pagal morfologinius ir molekulinius
diagnostinius pozymius atitinka S. hofmanni-likel. Tikétina, kad detalesné
morfologiné analizé leisty ir S. hofmanni-like2 apraSyti kaip atskira raisi, taiau
kol Sie tyrimai neatlikti, S. hofmanni-likel ir S. hofmanni-like2 toliau darbe
vadinamos, atitinkamai, S. silva ir S. hofmanni-like.

Tiriant Sviesiniu mikroskopu briedziy diafragmos raumenyse rastos
vieno morfologinio tipo sarkocistos, turinfios plauko formos iSaugas ir
vertinant morfologinius pozymius nustatyta, kad 1§ briedzio iSskirtos
sarkocistos buvo panaSios 1 S. capreolicanis bei i1 S. hjorti rusis. Deja,
detalesnis morfologinis palyginimas Siame darbe atrastos Sarcocystis sp.,
1§skirtos 1§ briedzio, su S. hjorti praktiSkai negalimas, nes S. hjorti cistos
sienelés pavirSiaus struktiira tirta skenuojanciu, o ne transmisiniu elektroniniu
mikroskopu. Molekuliniai rezultatai parodé, jog plauko formos iSaugas
formuojan¢ios sarkocistos priklauso S. hjorti rusiai. Siame tyrime pirma karta
Lietuvoje aptikta S. Ajorti rusis morfologiskai ryskiai skyrési nuo iki Siol
briedZiuose identifikuoty Sarcocystis spp. (Grikieniené ir kt., 2001; Kutkiené,
2002).

Vokietijoje tauriuosiuose elniuose naudojant morfologinius poZymius
buvo identifikuotos trys Sarcocystis ruSys: S. cf. grueneri (anksciau jvardinta
kaip S. cervicanis), S. cf. capreolicanis, S. cf. hofmanni (Wesemeier,
Sedlaczek, 1995a). Autoriy nuomone S$ios sorkoporidijos yra anksciau
elniniuose apraSyty rii$iy sinonimai. Ankstesniy tyrimy metu Lietuvoje
tauriuosiuose elniuose buvo nustatytos tos pacios trys Sarcocystis spp.
(Kutkiené, 2003). Siame darbe tauriuosiuose elniuose aptikti morfologiniai
sarkocisty tipai sutapo su anksCiau nustatytaisiais. Norvegijoje, naudojant
morfologing ir geneting analizg, tauriuosiuose elniuose charakterizuotos
penkios sarkosporidijy rasys: S. tarandi, S. rangiferi, S. hjorti, S. hardangeri,
S. ovalis (Dahlgren, Gjerde, 2010). Siame tyrime pagal 18S rRNR geno sekas
tauriuosiuose elniuose identifikuotos S. hofmanni-like, S. hjorti, S. sp. ex
Cervus elaphus. Lygiasienes sarkocistas sudaranti S. sp. ex Cervus elaphus,

vertinant §viesiniu mikroskopu, buvo panaSi 1 S. cervicanis, apraSyta
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tauriuosiuose elniuose, taciau reikalingi tolimesni cisty sieneliy elektroninés
mikroskopijos tyrimai, siekiant iSsiaiskinti ar Sios rGsys yra sinonimai. S. silva
ir S. hofmanni-like sarkocistos tiriant Sviesiniu mikroskopu yra labai panasios i
S. tarandi, S. rangiferi sarkocistas. Minétyju risiy sarkocistos pasizymi pirSto
formos i3augomis, formuojanéiomis tvorelés struktiira. Siame darbe tik i3
vieno tauriojo elnio izoliuotos tokio morfologinio tipo sarkocistos
identifikuotos kaip S. hofmanni-like. Neatmestina tikimybe, jog S. tarandi, S.
rangiferi rusys Lietuvoje anksciau galéjo buti neteisingai identifikuojamos kaip
S. hofmanni-like. Norint iSsiaiskinti, kiek sarkosporidiju rusiy, formuojanciy
sarkocistas, kuriy pavirSius primena tvorelés struktiira, aptinkama Lietuvoje
tauriuosiuose elniuose, reikalingi i§samesni tyrimai, naudojant elektroninés
mikroskopijos analiz¢ bei genetiSkai analizuojant keliolika Sarcocystis spp.
izoliaty i§ skirtingy Seimininko individy. Paaiskéjo, jog briedziuose, stirnose,
elniuose aptinkamos plauko formos iSaugas turincios sarkocistos priklauso
dviem rii§ims — tauriuosiuose elniuose ir briedZiuose parazituoja S. hjorti, o
stirnose — S. capreolicanis. Tiriant Sviesiniu mikroskopu $iy rusiy atskyrimas
pagal morfologinius poZymius néra galimas.

S. hardangeri, S. ovalis, S. oviformis rusiy kiauSinio formos sarkocistos
Norvegijoje aptiktos 18 i§ 37 (49%) tirty tauriyju elniy, 16 1§ 35 (46%) tirty
briedziy ir vienoje i§ SeSiy tirty stirny (Dahlgren, Gjerde 2008; 2009; 2010).
Infekcijos ekstensyvumo duomenys parodé, jog briedZiy ir tauriyjy elniy
uzsikrétimas Sio morfologinio tipo sarkocistomis yra daZnas reiSkinys
Norvegijoje. Siame darbe istyrus 169 Zvéris, priskiriamus elniniy $eimai, S.
oviformis nustatyta tik vienoje stirnoje, o anksCiau Lietuvoje tokio tipo
sarkocisty elniniy riiSyse nebuvo atrasta. Kiausinio formos sarkocistos, aiskiai
matomos dazytuose raumeny preparatuose, yra lengvai atskiriamos nuo kity
tipu sarkocisty, todél tikimybé, jog jos buvo nepastebétos yra menka. Daroma
prielaida, jog kiauSinio formos sarkocistos Lietuvos elniniuose yra labai retas
arba atsitiktinis reiskinys.

Norvegijoje registruotas vienintelis atvejis, kai vienoje elniniy rasyje

buvo aptiktos dvi morfologiskai neatskiriamos Sarcocystis riaSys — S. ovalis ir
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S. hardangeri, parazituojanios tauriuosiuose elniuose (Dahlgren, Gjerde,
2010a). Taciau Sios dvi sarkosporidijy riasys buvo identifikuotos dvejose
skirtingose, geografiniais barjerais atskirtose elniy populiacijose.

Lietuvoje  sumedziotuose elniniuvose buvo apraSyti  miSrios
sarkosporidijy infekcijos atvejai, kai viename individe nustatoma daugiau negu
viena Sarcocystis rusis (Kutkiené, 2001; 2002; 2003). Siame darbe stirnose ir
tauriuosiuose elniuose taip pat fiksuoti misrios Sarcocystis infekcijos atvejai.

Misrios infekcijos galimybé bei morfologiskai panaSiai atrodancios
sarkocistos apsunkina skirtingy Sarcocystis rusiy atskyrima toje pacioje elniniy
riSyje naudojant tik $viesinés mikroskopijos analize. Siame tyrime DNR
1§skirta 18§ keliy viena morfologini tipa atitinkanciy sarkocisty, kuriy kiekvienos
morfologinés savybés buvo jvertintos natyviniuose preparatuose. Padauginus
tam tikros Sarcocystis sp. DNR fragmenta ir vertinant pirming jo seka,
analizuotos tik tokios seku chromotogramos, kuriose aiSkiai buvo matyti
viengubi nukleotidy pikai. Dviguby piky prieZastimi gali biiti miSri Sarcocystis
parazity infekcija. Nepaisant visy atsargumo priemoniy, kuriy imtasi siekiant
1Svengti dvigubos sarkosporidijuy infekcijos viename pavyzdyje, tolimesniuose
elniniy sarkosporidijy tyrimuose rekomenduotina naudoti DNR, i8skirta tik 18
vienos cistos. Sarcocystis parazity cistos sienelés ultrastruktiira anks¢iau buvo
beveik iSimtinai nustatoma trasnsmisiniu elektroniniu mikroskopu (Dubey ir
kt., 1989). Skenuojanciu elektroniniu mikroskopu kol kas tyrinétos Siauriniy
elniy, briedziy, stirny, tauriyjy elniy Sarcocystis riasiy sarkocistos.
Nepazeidziant sarkocistos struktiiros, skenuojanciu elektroniniu mikroskopu
galima jvertinti sarkocistos pavirSiaus morfologines charakteristikas ir ta pacia
cista panaudoti vélesnéms molekulinéms manipuliacijoms (Dahlgren, Gjerde,
2008). Autoriaus nuomone, toks elniniy sarkocisty morfologiniy, genetiniy
savybiy tyrimo metodas yra metodologiSkai teisingausias.

Dauguma Sarcocystis riisiy aptinkamos tik vienoje tarpiniy Seimininky
riSyje (Dubey ir kt., 1989). Kartais morfologiSkai panaSios sarkocistos
randamos taksonomisSkai artimose tarpiniy Seimininky riiSyse (Odening, 1998).

Siame darbe molekuliniais tyrimais parodyta, jog S. wobeseri tarpiniais
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Seimininkais tarnauja maziausiai dvi zasiniy pauksciy rusys (didzioji antis ir
baltaskruosté berniklé). Remiantis 18S rRNR geno seku analize pirma karta
nustatyta, kad S. silva sudaro sarkocistas stirnose ir briedziuose (Dahlgren,
Gjerde, 2008 jvardinta kaip Sarcocystis sp. TypeD), o S. hofmanni-like sudaro
sarkocistas stirnose ir tauriuosiuose elniuose, taip pat dar karta pavirtinta, jog
S. hjorti sudaro sarkocistas tauriuosiuose elniuose ir briedziuose. Pazymétina,
kad sarkosporidijy, parazituojanciy Siauriniuose elniuose, tauriuosiuose
elniuose, démétuose elniuose, stirnose ir briedziuose 18S rRNR geno sekas
nustaté dvi mokslininky grupés per pastaryju penkeriy mety laikotarpi
(Dahlgren, Gjerde 2007; 2008; 2009; 2010; Narisawa ir kt., 2008). Apjungus
kity tyréju bei Sio tiriamojo darbo rezultatus nustatyta, kad dvejose elniniy
Seimos riiSyse aptinkamos septynios Sarcocystis rasys, o S. gracilis, S.
capreolicanis — tik strinose, Sarcocystis sp. ex Cervus elaphus — tik
tauriuosiuose elniuvose, S. scandinavica, S. alces, S. alceslatrans — tik
briedziuose, S. rangi, S. grueneri, S. tarandivulpes — tik Siauriniuose elniuose,
Sarcocystis sp. — tik démétuose elniuose. IS esamy rezultaty kol kas negalima
spresti apie priezastis, lémusias kai kuriy sarkosporidijy rusiy adaptavimasi
parazituoti maziausiai dviejose elniniy risyje, kai kitos sarkosporidijy rasys
specializavosi ir prisitaiké gyventi vienoje Seimininko rasyje. Tolimesni
Sarcocystis ruSiy, parazituojanCiy  elniniy Seimos Zinduoliy raumenyse,
molekuliniai tyrimai buty labai svarbiis gilinant Zinias apie sarkosporidiju
gyvybinius ciklus, parazito-Seimininko evoliucinius rySius. Autorius taip pat
iSkelia hipotezg, kad didéjant sarkosporidijuy tyrimy skaiciui bus nustatytas
mazesnis Sarcocystis risiy specifiSkumas tarpiniam Seimininkui.

Naudojant molekuling analiz¢ Sio tiriamojo darbo metu nustatyta, jog
tirtosios pauksciy sarkosporidijy riiSys yra artimai giminingos patogeninéms S.
calchasi, S. falcatula, S. neurona ruSims. PaZzymétina, kad neseniai
identifikuota S. calchasi, sukelianti centrinés nervinés sistemos sutrikimus
naminiuose karveliuose, gali jtakoti pauksciy zuti. S. calchasi pagal 18S rRNR,
28S rRNR genus ir ITS—-1 regiona, filogenetiskai artimiausia Siame darbe

aprasytai S. wobeseri rusiai. IS visu sarkosporidju rusiu didZziausia
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susidoméjima mokslininkams kelia labai patogeniné S. neurona risis, kurios
transmisija gali vykti per keleta taksonomiSkai tolimy gyviiny. Kol kas
nezinoma galima pirmoji rusis, tarnavusi S. neurona tarpiniu Seimininku,
svarstoma, jog tai galéjo biti pauks¢iy risis. Sia hipoteze patvirtina naujausiy
tyrimy rezultatai. EksperimentiS8kai nustatyta, jog pauksciy rusis rudagalvis
karviaganis taip pat gali buti S. neurona tarpiniu Seimininku (Mansfield ir kt.,
2008). Be to, molekuliniais tyrimais nustatyta, kad S. neurona giminingiausia
kitai patogeniSkumu pasizyminciai pauksciy sarkosporidijy rusiai S. falcatula
(Marsh ir kt., 1999). Pagal ITS—1 regiono filograma, S. neurona taip pat
artimai gimininga Zasiniuose paukSciuose aptinkamoms S. rileyi, S. anasi, S.
albifronsi risims.

Lyginant su naujausiais Sarcocystis genties rusiy filogenetiniais
tyrimais, kuriy metu buvo naudojamos 18S rRNR geno sekos, bendra
sukonstruoto filogenetinio medzio topologija nepasikeité¢ po to, kai pirma
karta 1 analiz¢ buvo itrauktos S. anasi, S. albifronsi, S. capreolicanis, S.
cornixi, S. silva, hofmanni-like, S. miescheriana, S. wobeseri, Sarcocystis sp. (I
cistos tipas) ex Corvus monedula, Sarcocystis sp. ex Cervus elaphus riasiy
DNR sekos (Morrison ir kt., 2004; Dahlgren, Gjerde, 2010). Lyginant su
literatiiros duomenimis, papildomai buvo isSskirta S. muris, S. rodentifelis
filogenetin¢ grupe, nors ir §i1 grupé susideda tik i§ dveju nariy, taciau jos
atsiskyrima nuo kity stambiy Saky paremia auksta tikimybiné verte. S. muris ir
S. rodentifelis  pasizymi unikaliu ,grauzikai—katiniy Seimos pléSrunai‘
gyvybiniu ciklu, kuris nebiidingas kitoms filogramoje analizuojamoms
Sarcocystis ruSims. 28S rRNR geno Sarcocystis rusiy filogenetinéje analizéje
pirma karta panaudotos S. anasi, S. albifronsi, S. cornixi, S. wobeseri,
Sarcocystis sp. (I cistos tipas) ex Corvus monedula riisiu sekos. Pagrindiniy
28S rRNR geno filogenetinio medzio stambiausiy Saky susigrupavimas
nepasikeite, kai buvo jtrauktos penkios pauksciy sarkosporidijy riiSys (Dubey ir
kt., 2010). 18S rRNR ir 28S rRNR genu filogramu topologija buvo labai
panasi, o skirtumai atsirado dél nevienodo skaifiaus riiSiu panaudoty

atitinkamy genuy filogenetiniuose tyrimuose. Filogenetinio medzio,
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sukonstruoto pagal 28S rRNR geno sekas Saky susigrupavimas buvo paremtas
aukStesnémis tikimybinémis reikSmémis, lyginant su 18S rRNR geno
filogenetiniu medziu. Naudojant 28S rRNR geno sekas nustatyti filogenetiniai
rysiai tarp sarkosporidijuy, kuriy tarpiniai Seimininkai pauksc¢iai, tuo tarpu
pauksciy Sarcocystis rusiy filogenetiné padétis 18S rRNR filogramoje nebuvo
aiSki. Lyginant Sarcocystidae Seimos rtsis, 28S rRNR genas pasizymi
didesniu kintamumu uz 18S rRNR gena, todél 28S rRNR turi savyje daugiau
filogenetinés informacijos, bei yra tinkamesnis Sarcocystidae Seimos
filogenetiniuose tyrimuose (Mugridge ir kt., 2000).

18S rRNR geno filogenetiniame medyje pagal stambiausiy Saky
grupavimasi  buvo iSskirtos keturios pagrindinés grupés. Atskiry rasiy
filogenetinis susigrupavimas I grupéje buvo neaiSkus. Siame darbe tirty
aStuoniy 1§ porakanopiy iSskirty Sarcocystis rusiu (S. miescheriana, S. hjorti,
S. capreolicanis, S. gracilis, S. silva, S. hofmanni-like, S. oviformis,
Sarcocystis sp. ex Cervus elaphus) filogenetiniai rySiai nustatyti naudojant 18S
rRNR geno sekas. Analizuotos astuonios riSys buvo apjungtos IVA, IVB ir
IVC grupése. Sioms ri§ims nenustatytos 28S rRNR geno sekos dél menkos
palyginimo galimybés su giminingomis ruSimis. 28S rRNR geno sekos i§
porakanopiy sarkosporidiju kol kas Genuy banke prieinamos tik S. arieticanis,
S. capracanis, S. cruzi, S. gigantea, S. moulei ir S§. tenella ruSims.
Filogenetiniai kai kuriy Sarcocystis rusiy rysiai IVB ir IVC grupése vis délto
abejotini. Zvelgiant i§ ateities perspektyvos, didéjant Sarcocystis rasiy 18S
rRNR geno duomeny bazei, kils naujy sunkumy nustatant tam tikros
Sarcocystis rusies filogenetinius rySius. Autorius palaiko anksciau iSsakyta
nuomong, jog atskirai taikomas 18S rRNR Zzymuo yra nepakankamas
Sarcocystidae Seimos filogenetiniuose tyrimuose (Morrison ir kt., 2004). Todél
analizuojant Sarcocystis genties riiSiy filogenetinius rysius verta naudoti ir 18S
rRNR, ir 28S rRNR geno sekas (Slapeta ir kt., 2003; Olias ir kt., 2010c¢).

18S rRNR geno ir 28S rRNR geno filogramose Saky ilgiai tarp

Sarcocystis 1i8iy, kuriy tarpiniai Seimininkai pauksciai yra reikSmingai

.....
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zinduoliai ar ropliai. Manoma, jog pauk$¢iy sarkosporidijos yra jaunos,
neseniai atsiskyrusios riiSys. Daugeliu atveju fiksuoti nedideli (iki 1%)
tarprusiniai skirtumai lyginant pauks$¢iy sarkosporidijy 18S rRNR ir 28S rRNR
geny sekas. Pastebéta, jog kai kuriy zinduoliy ir ropliy Sarcocystis rusiy
viduri$iné jvairové yra didesné lyginant su pauksc¢iy sarkosporidijy tarpriiSine
ivairove (Slapeta ir kt., 2002a; Dahlgren, Gjerde, 2010). Dél minéty priezaséiy
identifikuojant pauksciy sarkosporidijas naudotas ITS—1 regionas. Pauks¢iy
Sarcocystis rasiy genetiniam atskyrimui kiti autoriai taip pat taiké ITS-1
regiono seky analize¢ (Marsh ir kt., 1999; Dubey ir kt., 2001a, 2006, 2010;
Olias ir kt, 2009, 2010c). Siame darbe gauta ITS-1 regiono filograma
vertintina nevienareik§miSkai, dél sunkiai sulyginamy filogenetiSkai maZiau
giminingy rusiy seky. Taciau ITS—1 regiono filogenetiniame medyje pauksciy
sarkosporidijos buvo iSskaidytos { du klasterius ir smulkesnis grupavimas
Siuose klasteriuose atitiko pauksciy sarkosporidijy jungimasi 28S rRNR geno
filogenetiniame medyje. Remiantis Sio darbo ir ankstesniy tyrimy rezultatais,
Sarcocystis genties riiSiy filogenetinei analizei labiausiai tinka 18S rRNR ir
28S rRNR zymenys, o artimai giminingy sarkosporidijy palyginimui labiausiai
tinkamas ITS—1 regionas. Pauksc¢iy sarkosporidijy, kaip labai giminingy rasiy
identifikacijai ir genetiniam palyginimui rekomenduotina naudoti ITS-1
regiono seky analizg.

Pastebéta, jog elniniy Sarcocystis riisSiy padétis 18S rRNR geno
filogenetiniame medyje priklauso nuo morfologiniy sarkocisty sieneliy
charakteristiky. KiauSinio formos sarkocistomis bei iStisusios netaisyklingos
liezuvio formos cistos sienelés iSaugomis pasizymincios S. hardangeri, S.
oviformis, S. ovalis buvo apjungtos IVA grup¢je. S. tarandi, S. rangiferi, S.
silva ir S. hofmanni-like rusiy formuojamos sarkocistos turi pir§to formos
iSaugas, sudrancias 1 tvorele panaSia struktiira, o S$ios rasSys grupuojasi
filogramoje tarpusavyje bei su Sarcocystis sp., parazituojancia démetojo elnio
raumenyse, taciau, Sios rusies morfologija nenurodoma. Sarkocistos su plauko
formos iSaugomis biudingos elniniy sarkosporidjy raSims — S. rangi, S.

alceslatrans, S. capreolianis, S. hjorti, kurios giminingiausios tarpusavyje bei
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filogenetiskai artimos morfologiSkai panasiai S. cruzi rusiai. S. tarandivulpes,
S. alces, S. gracilis 18S rRNR filogenetiniame medyje apjungiamos su S.
tenella, S. capracanis, visuy Siy sarkosporidijy sarkocisty pavirSius lygus su
santykinai neaukStomis iSaugomis. S. grueneri ir Sarcocystis sp ex. Cervus
elaphus grupuojasi filogramoje tarpusavyje, o ju sarkocisty sienelés, stebint
Sviesiniu mikroskopu, atrodo lygios (Dubey ir kt., 1989; Odening 1998;
Dubey, Odening, 2001; Dahlgren, Gjerde, 2008; Narisawa ir kt., 2008;
Dahlgren, Gjerde, 2009; 2010). Anks¢iau buvo nustatytas rySys tarp
naminiuose gyvuliuose parazituojanciy sarkosporidiju rusiy filogenetinio
giminingumo ir §iy rusiy fenotipiniy pozymiy, didziausia démesi kreipiant 1
sarkocisty sieneliy iSvaizda (Holmdahl ir kt., 1999). PanaSios morfologiniy
savybiy ir filogenetiniy rySiy sasajos pastebimos ir lyginant paukSciy
Sarcocystis rusis. S. anasi ir S. albifronsi pagal 18S rRNR ir 28S rRNR genus
bei ITS—1 regiona buvo genetiSkai artimiausios tarpusavyje, be to Sios rasys
pasiZzyméjo labai panaSia cistos sienelés pavirSiaus iSvaizda su pir§to formos
1Saugomis, formuojanciomis tvorelés formos struktira. S. wobeseri, S.
calchasi, S. columbae, Sarcocystis sp. (1 cistos tipas) ex Corvus monedula 28S
rRNR geno filogramoje jungesi | viena klastery, be to, Sios keturios riiSys buvo
labai panaSios morfologiskai — pasizyméjo Siek tiek pasibangavusiomis ar
lygiomis sarkocisty sienelémis, smulkiais cistozoitais.

Remiantis filogenetinés analizés rezultatais galima teigti, jog pauksciy ir
elniniy Sarcocystis risiy filogenetiniai rysiai taip pat priklauso nuo gyvybinio
ciklo, o riiSys grupuojasi labiau pagal galutinius, negu tarpinius Seimininkus.
Biitina pazyméti, jog ne visoms tirtosioms sarkosporidijy raSims Zzinomi
galutiniai Seimininkai, tad aukS¢iau iSdéstytaji teigini vertéty laikyti prielaida,
hipoteze. Verta pabrézti, jog $i prielaida mokslinéje literatiiroje Siuo metu néra
ginc¢ijama. Pastaruoju metu uzkrétimo eksperimentai planuojami atsizvelgiant {
ekologinius bei filogenetinius duomenis, susiaurinant galimy galutiniy
Seimininky rata bei optimaliausiai pasirenkant rusi, kuri bus uzkrésta tarpinio
Seimininko mésoje esanCiomis tam tikros Sarcocystis rusies cistomis.

Pastaraisiais metais nustatyti S. ovalis, S. hjorti, S. alces, S. calchasi galutiniai
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Seimininkai praktikoje patvirtina iSdéstyta hipoteze (Gjerde, Dahlgren, 2010;
Dahlgren, Gjerde, 2010b; Olias ir kt., 2010a). Siame darbe paukiciy
sarkosporidiju rasys 28S rRNR ir ITS-1 regiono filogramose padalintos i dvi
grupes pagal galutinius Seimininkus. Sprendziant i§ Sio tyrimo filogenetiniy
rezultaty, S. cornixi, S. wobeseri, S. columbae, Sarcocystis sp. (I cistos tipas)
ex Corvus monedula galimi galutiniai Seimininkai yra pauksciai, o S. anasi —
zinduoliai. Tirtosios porakanopiu Sarcocystis riSys apjungiamos trijose
iSskirtose IVA, IVB ir IVC filogenetinése grupése, kuriy atstovams budingi
Suniniy Seimos plésriinai. Pagal filogenetinius rezultatus, tikétini Sarcocystis
sp. ex Cervus elaphus galutiniai Seimininkai yra Suniniy Seimos pléSrinai, S.
oviformis — pauksciai. IVB grupe galima suskaidyti 1 du klasterius. Pirmaji
sudaro Sarcocystis ruSys, kuriy tarpiniais Seimininkais tarnauja avys, ozkos,
jauciai, buivolai, o galutiniai Seimininkai yra katiniy Seimos pléSriinai. Antraji
klasteri sudaro elniniy Sarcocystis ruSys (S. tarandi, S. rangiferi, S. silva, S.
hofmanni-like, Sarcocystis sp. iSskirta 1§ démeétojo elnio), kuriy galutiniai
Seimininkai nenustatyti. Neatmetama tikimybé, jog minétyjy elniniy
Seimos plésrinams. Verta pazyméti, kad vykdant eksperimenta S. rangiferi
riSimi nepavyko uZzkrésti katés, taip pat Zmogaus, penkiy lapiy bei Suns
(Dahlgren ir kt., 2008).

Apibendrinant galima teigti, kad Sarcocystis ruSiy filogenetinius rySius
atspindi morfologinés sarkocisty charakteristikos, o tai, kad Sarcocystis rusys
grupuojasi filogramose { bendrus klasterius priklausomai nuo galutiniy
Seimininky giminingo reiSkia, kad filogenetiskai artimos Sarcocystis rusys

parazituoja taksonomiskai artimose galutiniy Seimininky rasyse.
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ISvados

. AStuoniolikoje Lietuvos laukinés faunos riiSiy atrastos Sarcocystis
cistos, i§ ju septyniose (baltaskruostéje bernikl¢je, pilkojoje zasyje,
kove, kuosoje, varnoje, kekste, kerSulyje, sidabriniame kire) sarkocistos
aptiktos pirma karta. Zinduoliuose, lyginant su paukséiais, nustatyti
patikimai (p< 0,05) aukStesni infekcijos ekstensyvumo bei intensyvumo
rodikliai.

. Analizuojant  Sarcocystis parazity cisty sieneliy ir cistozoity
morfometrines charakteristikas tirtuose paukSciuose iSskirti keturi
morfologiniai mikrocisty tipai, o makrocistos aptiktos tik didZiojoje
antyje.

. Europoje pirma karta nustatyta S. rileyi rusis.

. Remiantis sarkocisty ultrastruktiros ir DNR analizés duomenimis
apraSytos keturios naujos mokslui pauk$¢iy Sarcocystis rusys: S.
albifronsi, S. wobeseri, S. anasi, S. cornixi.

. Panaudojus originaly molekuliniy tyrimy metoda risiy diagnostikai,
Lietuvoje pirma karta nustatytos S. columbae, S. oviformis, S. hjorti, S.
silva ruSys, parazituojanCios atitinkamai kerSuliuose, stirnose,
tauriuosiuose elniuose ir briedziuose bei stirnose ir briedZiuose.

. Tirtosios medziojamosios faunos Sarcocystis riSys 18S rRNR, 28S
rRNR geny filogenetiniuose medZziuose grupuojasi pagal sarkocisty
morfologiniy poZymiy panasuma bei filogenetiSkai artimos Sarcocystis
rasys parazituoja taksonomiskai artimose galutiniy Seimininky rasyse.

. Molekuliniy rezultaty analizé parod¢, kad kai kurios paukséiu ir elniniy
Sarcocystis 1asys (S. wobeseri, S. hjorti, S. silva, S. hofmanni-like) gali

parazituoti daugiau negu vienoje tarpiniy Seimininky riisyje.
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