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SUTRUMPINIM U SARASAS

A, C, G, T — adeninas, citozinas, guaninas, timinas

AFLP — amplifikuoty fragmeniy ilgio polimorfizmas (angl amplified fragment length
polymor phisms);

bp — bazi pora;

D — optinis tankis;

DNR — deoksiribonukleaigstis;

dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) — deoksiribonukleasid

EDTA — etilendiamintetraactaigstis;

EPM — arkliy protozoinins mieloencefalitas (aregjuine protozoal myeloencephalitis);

ITS — vidinis transkribuojamas tarpiklis ITS1 (angternal transcribed spacer);

ITS1 —tarp 18S rRNR ir 28S rRNR esantis ITS;

LDso — letali doz, kuriai esant #sta 50% tiriamjuy;

mg — miligramai;

ml — mililitrai;

mM — milimoliai;

ng — nanogramai;

nm — nanometrai;

nt — nukleotidas;

PGR — polimerazihgrandinir¢ reakcija;

RAPD — atsitiktinai amplifikuota polimorfinDNR (angl.random amplified polymorphic DNA);
rDNR — ribosomigs RNR genas;

RFLP - restrikcijos fragment ilgio polimorfizmas (angl. restriction fragment length
polymor phism);

RNR - ribonukleargstis;

rRNR — ribosomia RNR;

S — sedimentacijos koeficientas;

TAE — tris - acetatinis EDTA buferis;

Tris — tris(hidroksimetil) aminometanas;

V — voltai;

ul — mikrolitrai;

ug — mikrogramai.




IVADAS

Sarcocystis genties atstovai yra protozoiniai vidsteliniai parazitai, kuriemstdingas
obligatinis vystymasis dviejuose Seimininkuose. yiiBé parazito dauginimosi fazvyksta
tarpiniame Seimininke, kurio raumenyse ar cefjgimerw; sistemoje susiformuoja sarkocistos,
o lytinés stadijos oocistos sporuliuoja galutisieimininky zarnyne Sarcocystis raSiy Seimininkg
spektras platus: zinduoliai, padka, Saltakraujai gyenai. KeletasSarcocystis raSiy yra svarls
Zmogaus bei naminigyvinuy patogenai.

Sarkosporidij infekcijos daugiausia pasireiSkiay jtarpiniuose Seimininkuose, o0
patogeniskumas priklauso nuasies bei dozs. Zmoni; sarkosporidiogs atvejai gra dazni ir
daugiausiai fiksuojami Pietéjy Azijoje. Zmoniy sarkocistozei #idingi raumen skausmai,
kargiavimas, iSkrimai, bronchiospazmai, kardiomiopatija, patinimaliarja, pykinimas,
vémimas. Namini gyviny tarpe nustatytas didelis sarkosporidgpidemiologijos mastas.
Naminiuose gywnuoseSarcocystis genties #Sys sukelia neurologinius sutrikimus, sistemine
ligas, abortus. Sarkocistozgyvulininkysgéje salygoja didziulius ekonominius nuostoliusid
prekybai maziau tinkamos ésos, sumaijusio pieno, vilnos, @sos produktyvumo, Klinikimn
ligu, kartais pasibaigiaty mirtimi ar vaisiaus itimi. Paprastai paukgiose klinikiniu atzvilgiu
sarkocistoz néra sunki, tdiau kartaisSarcocystis infekcijos sukelia pauk# zati. Dél sunkiy
Sarcocystis infekciju pauk$ius lengviau sumedZiojagdrinai.

Pasigendama tyrim kuriuose analizuojamos padk$ose, kaip tarpiniuose
Seimininkuose, parazituojéies Sarcocystis raSys. DaZzniausiai nagiéjama pauk8y
Sarcocystis raSiy gyvybiniai ciklai, morfologija, patogenézpaplitimo laipsnis. ISaiskintas tik
dvieju Sarcocystis raSiy gyvybinis ciklas, kumi tarpiniai Seimininkai — paukg&i. DidZiausias
démesys buvo sutelktas Anseriformegrib atstovams. ldentifikuota kelet&arcocystis cisty
tipu Zasiniuose paukduose, téiau nustatytas tilSarcocystisrileyi galutinis Seimininkas.

Sarcocystis gentis priklauso Sarcocystidae Seimai. Sarcocystiddma iSskiriama is kit
kokcidiniy pagal dviej Seimininky vystymosi cikh, ju sugekjima formuoti cistas tarpimi
Seimininky jvairiy tipy audiniuose ir oocigt morfologija. Sarcocystis ir Frenkelia
suklasifikuotosi Sarcocystinae poSeimdel ju vystymosi tik Seiminink viduje ir obligatinio
vystymosi dviejuose Seimininkuose. Sarcocystidaen@® klasifikacija ir taksonomija yra
problematiSka, daugiausiai pg&ga fenotipiniais pozymiais.

Siame darbe panaudojant kompleksianotipire ir genetir analiz siekiama palyginti
skirtingose pauk3y raSyse parazituojdias Sarcocystis rasis, nustatytiy taksonomin padkti
bei atskleisti filogenetinius rySius Sarcocystidaenoje.[gyvendinant gtiksla atlikta sarkocist

morfologijos bei dalini18S ir 28S rDNR sakanaliz.




TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas: Skirtingose paukdy risyse, kaip tarpiniuose Seimininkuose parazitugjan

Sarcocystis riaSiy palyginimas bei taksonomis padties Sarcocystidae Seimoje nustatymas.

Darbo uzdaviniai

v’ Skirtinguose Seimininkuose aptiktisty palyginimas;

v IS baltakakis Zsies Anser albifrons), pilkosios zsies @Anser anser), didziosios anties
(Anas platyrhynchos) ir varnos Corvus cornix) iSskirty sarcocisai daliniy 18S ir 28S
rDNR sek; lyginamoji analiz;

v Sarcocystis rasSiy, parazituojatiy paukgiuose hostalinio specifiSkumo patvirtinimas arba
paneigimas;

v' Sarcocystis genties @iSiy koevuliucijos suy galutiniais Seimininkaigrertinimas.
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LITERATUROS APZVALGA

1. Sarcocystis sistematika ir taksonomija

1.1.Sarcocystis genties sistematia padetis

Domenas. Eukariotai (Eukaryota)
Karalyst. Gyviinai (Animalia)
Subkaralyst Vienahsciai (Protozoa)
Tipas. Sporagyviai (Apicomplexa)
Klas. Kokcidiniai (Coccidia)
Birys. Tikrieji kokcidiniai (Eucoccidiorida)
Palris. Eimerijos (Eimeriorina)
Seima. Sarkosporidijos (Saystidae)
PoSeimis. (Sarcocystinae)
Gentis. $arcocystis) (Odening 1998)

1.2. Sarcocystis genties taksonominis skirstymas Sarcocystidae Sedje

Heterogenif Sarcocystis gentis yra pati gausiausia iS $eSiarcocystidae Seimos gen
Sarcocystis gertiai priskiriama per 200aSiy, randana zinduoliuose, paukfuose, ropliuose,
Zuvyse.Sarcocystis genties @iSims mdingas suétingas vystymosi ciklas ir tik mazdaug pusei
Sios gentiesiSiy ju gyvybinis ciklas yra tiksliai iSaiSkintas bei apy#as (Odening 1998).

Sarcocystidae Seima priklauso sporagy{¢Apicomplexa) tipui. Tai vienakiiai du
Seimininkus savo vystymosi cikle turintys oblig@inarba fakultatyviniai kokcidiniai parazitai.
Sarcocystidae Seima iSskiriama iSykkokcidiniy pagal dviej Seimininky vystymosi cikd, ju
sugelkjima formuoti cistas tarpimi Seimininky jvairiy tipy audiniuose ir oocigt morfologija
(disporires ir tetrazoiis oocitos) (Dubey 1993)yJdytiné faze pasiekiama galutini Seimininky
Zarnyne, o cistas formuoja tarpinSeimininky jvairiy tipy audiniuose. Dvigj Seimininky
gyvybinis ciklas paremtas grobuonio-aukos santgkigbarcocystidae Seima suskirstyita
septynias cistas formuojéim kokcidiniu gentis: Sarcocystis, Frenkelia, Toxoplasma,
Hammondia, Hyaloklossia, Besnoitia ir Neospora. Sarcocystidae Seima pagal fenotipine
savybes padalytadu poSeimiusToxoplasma, Hammondia, Hyaloklossia, Besnoitia ir Neospora

gentys suklasifikuoto§ Toxoplasmatinae poSeimo Sarcocystis bei Frenkelia priskirtos

6

)




Sarcocystinae poSeimiui. Sarcocystinae poSeimidinigas vystymasis tik Seimininkviduje ir
obligatinis vystymasis dviejuose Seimininkuose. dmasmatinae posSeimis skiriasi nuo
Sarcocystinae, nes jis pasizymi papildomomis betisgomis nelytinio dauginimosi famis, o
sporogonija vyksta aplinkoje, tuo tarpu SarcocysirpoSeimio @Sys formuoja oocistas bei
sporuliuoja galutini Seimininky Zarnyne (Levine 1988; Linsay ir Todd 1993).

Kai kurie autoriai iSskiria dar téea Cystoisosporinae poSeimpagal Cystoisospora
genties monozoini cisty formavinmg fakultatyviniuose tarpiniuose Seimininkuoseciada beveik

visuotinai priimta Cystoisospora geni laikyti Isospora genties sinonimulsospora gentis

I

2. Jvadasij Sarcocystis genf

2.1.Sarcocystis genties istoriniai aspektai

Sarcocystis pirmas apras Miescher 1843 Sveicarijoje kaip ,pieno baltumailss”
namires pets (Mus musclus) skeleto raumenyse. Per sekias dvideSimt met parazitas buvo
Zinomas kaip MiSerio vamzdeliai. 1865 Kihn atracgma® paraziy kiaulkje ir pavadino j
Synchytrium mieschieriana. Kadangi Sios genties pavadinimas jau buvo uzintakbe pakedt
Synchytrium mieschieriana | Sarcocystis mieschieriana. Taigi, parazitas Sarcocystis
mieschieriana (Kihn, 1865) Labbe 1899 tapo tipine gentig&smi, o parazitas Miescher atrastas
pekje pervadintag Sarcocystis muris. Véliau Sarcocystis raSiy pavadinimai buvo suteikiami
pagal Seimininkus, kuri raumenyse Sios cistos buvo aptinkamosa ligika mokslininkai
gincijosi, kam priskirti Sarcocystis riasis — vienalsciams ar grybams.1967 metais elektroniniu
mikroskopu aptikti sarkocigtverpses ar pusrdnulio formos bradizoitai, kurie buvo pamas
Kity sporagyvi organelesSarcocystis gyvybinis ciklas buvo nezinomas iki 1970, kai saiki
bradizoitai iS pauk8y raumem inokuliuoti i stuburing lasteliy kultiira iSsivyse i lytinés stadijos
oocistas. Lytias stadijos nustatymas paspartino nadpiy atradin, bei pakoregavo kai kuri
anksiau nustatyd rasiy pavadinimus. Heydorn pasé naujus pavadinimus trim&igims, kurg
tarpiniai Seimininkai galvijai ir dviemsigims, kurg tarpinis Seimininkas avys, kombinuodamas
tarpiniy Seimininky ir galutiniy Seimininky pavadinimus. Vadovaujantis Tarptautiniu Zool@gin
Nomenklatiros Kodeksu, toks nawjraSiy sudarymo principas buvo atmestas ir pasiliko genie
Sarcocystis raSiy pavadinimai. Remiantis naujausiais molekulinigisntais, koreguojamas kai
kuriy Sarcocystidae SeimosiSiy taksonominis statusas, bei sistematpadcttis (Dubey ir kt
1989; Fayer 2004).




2.2.Sarcocystis genties pagrindiniai bruozai

Sarcocystis cistos randamos homotermjnir poikiloterminiy gyviiny raumenyse ir
centrirgje nerw; sistemoje. Parazito pagrinds savylss: obligatinis vystymasis dviejuose
Seimininkuose, nelytinis dauginimasis tarpiniamémggnke, kurio raumenyse ar cenitja
nerw sistemoje formuojamos cistos, Iirstadija galutini Seimininky Zarnyne, endogenin

oocisty sporuliacija (Dubey ir kt 1989).

1.Paveikstlis. Sarkocistos audiniuose. A. Mikroskopis sarkocistos B. Makroskopirs
sarkocistos.

3. Sarcocystis biologijos pagrindinés ypatybés

3.1.Sarcocystis cistos sandara

Sarkocystis genties svarbiausias fenotipinis diagnostinis pugyyra cistos sandara.
Sarcocista (gr. #sos mislek) yra galuti nelytinio vystymosi stadija randama tarpiniuose
Seimininkuose. Sarkocistskatius bei iSsidstymas kne svyruoja priklausomai nuo pragyt
organizmy skatiaus,Sarcocystis rasies ir Seimininko imunologés hiklés. Dauguma sarkocist
vystosi skeleto skersaruoziuose, stermptiafragmos, lieZzuvio ir Sirdies raumenysejaa kai
kurios sarkocistos aptinkamos lygiuosiuose raumenietai sarkocistos randamos cegjen
nerw; sistemoje, virSkinamajam trakte, Sirdies Purkihjstekse. Sarkocist dydis ir forma
varijuoja priklausomai nuo parazitamsies ir cistos amziaus (1.Paveis). Mikroskopires
sarkocistos varijuoja nuo labai igr siaum iki trumpy ir placiu. Makroskopirs sarkocistos

beveik visada aptinkamos skeleto ar stémphumenyse ir yra®inés (pvz.,Sarcocystis muris),
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ryzio giido (pvz.,Sarcocystis rileyi) ar rutulio (pvz.,Sarcocystis gigantea) formos. Sarkocistos
visada randamos Seiminipkasteks citoplazmos parazitoforipivakuoly viduje. Daugiau negu
viem sarkocisi galima aptikti vienoje Seimininkoadtekje. Sarkocista susideda iS cistos
sienets, kuri supa parazito metrocitus ar bradizoitugktmio dauginimosi stadijas.

Cistos sieneék sandara ir storis skiriasi taBarcocystis rasiy. Cistos sienék strukfiros
ypatyles ketiasi brstant pdiai sarkocistai. Sarkocistos sieédhistologiSkai gali bti lygi,
ruozuota, vingiuota, su Sakotomis iSaugomis. I&mast, siene¢s kilusi septa gali padalyti
Zoity grupesj atskiras kameras. Parazito stirlt sarkocistos viduje k&asi priklausomai nuo
sarkocistos subrendimo laipsnio. Nesubgsndaistozoitas yra rutulio formos ir vadinama
metrocitu. Po keli dalijimusi kai kurie metrocitai produkuoja banaf@mrmos bradizoitus.
Sarkocistos viduje metrocitai lokalizuoti zige, o bradizoitai Serdyje. Senose, didel
sarkocistose bradizoitai kartais degeneruoja a®feri sarkocistos dalyje ir juos paki
granuks arba globuis. Histologiniuose preparatuose, nudazius su hesiditm ir eozinu

metrocitai atrodo blySkesni negu bradizoitai (Dubéekt 1989).

3.2. Sarcocystis gyvybinis ciklas

Sarcocystis gertiai badingas obligatinis dvej Seimininky, aukos-grobuonio vystymosi
ciklas. Nelytires fazs vystosi tik tarpiniuose Seimininkuose -€3uiny aukose, o lytines fazes
parazitas pereina galutiniuose Seimininkuose ésédriuose. DaugumaiSarcocystis rGSiy
budingi specifiniai galutiniai ir tarpiniai Seiminiak PavyzdzZiui, galvijuose aptinkamos
pagrindires trys sarkosporidij raSys: Sarcocystis cruz, Sarcocystis hirsuta, Sarcocystis hominis.
Siy radiy galutiniai Seimininkai atitinkamai yra Suniniagtininiai ir primatai (Dubey ir kt 1989).

Sarcocystis gyvybincikla apibidinsiu remdamasis Sruzi raSimi, kurios galutiniai
Seimininkai gali Iati kojotai, lags, vilkai, Sakalai, me&kai, o tarpiniai Seimininkai - naminiai
jawiai ar bizonai (2.Paveikdis). Galutinis Seimininkas uZsiké®a prarydamas raumeninius
audinius su subrendusiomis sarkocistomis. Bradizo#ktyviai judtdami transformuojasi
zarnynej vyriskus (mikro) ir moteriSkus (makro) gamontusan®ntai randami parazitofotise
vakuokse, o makrogamomtir mikrogamonit santykis apytiksliai yra 95:5. Makrogamogra
nuo kiausiniSkos iki apvalios formos, turi vierbranduol su kompaktiSku chromatinu.
Mikrogamontai yra nuo kiausSiniSkos iki pailgos farsnir turi viem ar kelis branduolius.
Subrendusio mikrogamonto gametos turi kompaktiBkanduol ir du ZiuZelius. Skirtingose
raSyse mikrogamaetskatius jvairuoja. ISsivadavusios iS mikrogamonto mikrogareedktyviai
judai makrogamonto perifedj Po apvaisinimo susiformuoja oocistos. Gametogaspyocesas

yra asinchroninis, & to vienu metu galima aptikti ir oocistas ir gams Oocistos sporuliacijos
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metu, branduolys pasidalija tris kartus ir susifoaja dvi sporocistos su keturiais sporozoitais.
Sporuliacija vyksta asinchroniSkai, tdtuo p&iu laiku randamos nesporuliavusios ir
sporuliavusios oocitos. Sporozoitai iSsilaisvinap®rocisy ir su fekalijomis patenkaaplinka.

DaugumojeSarcocystis raSiy sporuliavusios oocistos randamos po 7-16ien

GALUTINIS SEIMININKAS M Mikrozzueta N
. LYTINE FAZE

Makrogameta

Sarkocista raumeny ar nervy lastelése

oocista

I Sarcocystis sp. seima\ Y/
Merozoitas - \ Sporulimusi

Sporocista
NELYTINE FAZE \
_ . TARPINIS
f k?{_ms . Mernzulta : ‘%\ C:I—;; SEIMININKAS

Pirmos kartos merontas
arterijose

I

2.Paveikstlis. Sarcocystis genties apibendrintas gyvybinis ciklas

Tarpinis Seimininkas uzsikém parazitu per maist arba vanden Néra zinomas
sporozoity likimas nuo patekima tarpin Seimininky iki vystymosi limfiniu mazg arterijose.
Pirmos kartos merontai aptinkami endotelistékse po 7-15 dien po uzsikétimo. Antros
kartos merontai randami daugiausia kapiliaruogp, gat smulkiose arterijose, faktiSkai visame
kune. Pastebimi zyos merong dydzio ir formos skirtumai, pavyzdziui, griduy raumem
merontai yra ilgesni, negu kitaudiniy merontai. Merontai lokalizuoti Seimininko citopianje,
tatiau neapsupti parazitoforine vakuole. dios kartos merozoitai randami kraujgstekse ir
aptinkami antx méneg po uzsikétimo. Merozoit; generacijy skatius skiriasi priklausomai nuo
Seimininko hsteks tipo, Sarcocystis rasies. Pavyzdziui, stambinaminiy gyviiny Sarcocystis
rasSys turi daugiau merozaikarty negu smulki Zinduoly. Paprastai merozaitorendimo laikas
yra limituotas, téiau pauksiy parazitasSarcocystis falcatula vystosi kraujagyske net iki

penkip su puse rnesio (Dubey ir kt. 2000a). Pasibaigus merogonpagsideda sarkocistos
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formavimasis raumeniniame arba nerviniame audinydulastelinis zoitas apsigaubia
parazitoforine vakuole ir virsta metrocitu. Po dtes pasidalijing, sarkocista prisipildo
bradizoitais ir galutinai substa. Parazito vystymasis tarpiniame Seimininke tunfikai trunka

du su pus meénesio, téiau brendimo laikas skirtingosgarcocystis raSyse varijuoja (Dubey
1982).

3.3. Sarcocystis geografinis pasiskirstymas

Sarcocystis ruSys paplitusios visame pasaulyjecida atskiros @Sys gali liti randamos
specifiniuose geografiniuose regionuose. PavyzdHaricocystis neurona yra Siaués ir Piety
Amerikos endemié rasSis. PrieSingai, ZzmoniZarnyno sarkocist@s atvejai aprasytivairiuose
pasaulio kontinentuose. Zmogaus raumeniaudini; sarkocistozs simptomatiniai atvejai
daugiausiai apasyti Piettiyy Azijoje, gretiausiai @&l specifiniy galutiniy Seimininky paplitimo
Sioje teritorijoje. Taip pat Europoje ir Amerikogatopsijos metu aptiktos sarkocistos Zmogau
raumeniniame audinyje (Arness ir kt 1999; Savillkti2002).

Pauksiai gali biti Sarcocystis neurona transportiniu Seimininku. Paukai praryja
Sarcocystis neurona galutinio Seimininko oposumo infektyvias iSmatBauksgiai per iSmatas
paskleidzig aplinka infektyvias sporocistas ir dideliais geografiniatstumais iSplatina parazit
Taip pat vabzdziai: més ir tarakonai gali #iti natiralis Sio organizmo vektoriai (Constanzo
1990; Moorman ir kt 1991).

3.4. Sarcocystis transmisija

Sporocist, ir oocisty nurijimas su maistu ir vandeniu IS e&smyra pagrindinis uzkrato
perneSimo tarpiniam Seimininkuiittas. Nors aprasSyti gamtiniai placegsnnfekcijos atvejali
galvijuose, avyse, kai atrasti merontai abortuctuesisiuose, taau tai pasitaiko labai retai.
Sarcocystis tik vieng kartg aptiktas trijp dieny amziaus kumeliuke, &&u daugiau panagiatvej
neuzfiksuota. EksperimentiSkai patikrinus uz&ikno galimyly per pien, laktacijos metu,
neaptikta joki transmisijosirodymy. Subrendusi srkocisty, turiniy bradizoitus prarijimas yra

vienintelis Zinomasias galutiniams Seimininkanigyti infekcija (Fayer ir kt 1982).
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4. Sarcocystis patogenez

4.1. Sarcocystis sukeliamos ligos

Sarcocystis patogeniSkumas iS esm priklauso nuo aSies ir dozs, kuri varijuoja
skirtingoseSarcocystis riiSyse.Sarcocystis genties @iSiy sukeliamas ligas galima suskirstiytris
pagrindinius Klinikinius sutrikimus:

> Encefalitai

» Sisteminés ligos

» Abortai

Sarcocystis infekcijos daugiausia pasireiSkia tarpiniuose Seimininkuosesarcocystis
tenella, Sarcocystis cruzi, Sarcocystis neurona, Sarcocystis canis yra patogeniskiausios namini
bei laukiniy gyviiny radys. Sios¥3ys sukelia aip klinikiniy simptomy: nuo Zties ir abort iki
centrires nery sistemos paZeidim anemijos, svorio netekimo, sunépisios pieno ar vilnos
produkcijos. Daugiausia neurologinius sutrikimugygoja Sarcocystis neurona infekcija.
Sarcocystis tenella ir Sarcocystis arieticanis gali sukelti neurologines ligas avims po jaunjkli
atsivedimo, oSarcocystis cruzi chroniSkos ligos atvejais pakenkia galvigentrinei nery
sistemai (Henderson ir kt 1997).

Sarcocystis canis, kurios galutinis Seimininkas éra nustatytas sukelia hepatitus
grizliuose, juoduosiuose lokiuose, SinSilose, Sanywkliuose, stambiuosary zinduoliuose:
banginiuose, gry liatuose, ruoniuose, delfinuose (Dubey ir kt 2003bidZiuli susidongjima
Siuo metu Kkelia Sarcocystis neurona sukelianti encefalitus tarpiniuose Seimininkuose:
mesknuose, Sarvuouose, skunkuosefidrose, katse, ruoniuose. Atsitiktiniai Sarcocystis
neurona Seimininkai — arkliai uzsike@a pavojinga liga, turitia special pavadinim — arkliy
protozoinins mieloencefalitas (angequine protozoal myeloencephalitis —. EPM).
Histopatologiniai pakitimai dingi EPM aprasyti ir kituos&arcocystis neurona tarpiniuose
Seimininkuose. Arkliuose aptinkamos nelg8nfazs merontai ir merozoitai, &&u rera
sarkocisi. Sarcocystis neurona infekcijos taikinys — centinerw; sistema, yp&smegealés.
EPM simptomai varijuoja priklausomai nuo parazivédlizacijos nery sistemoje. Simptomai
pasireiSkia abejose gymo kino pugse nevienodai. Infekcijos zZidiniuose aptinkami merv
uzdegimai, pabrinkimai, neuramekrozs (Fritz ir Dubey 2002; Saville ir kt 2002). Ardbse
pasireskia ligos simptomai:

e ataksija (valing judesiy koordinacijos sutrikimas), silpnumas, pagrinde akabiniy

galuniy srityje, gyvinas palaikydamas pusiausyyskeia kojas ar remiasigard,

e Spazmir ar sustingusi eisena,
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e raumenm atrofija daugiausia uzpakadise gailinése, taip pat veido, kaklo ar priekini

galiniy srityse,

e veido nery paralyZius, galvos pakrypimas, sunkumai kramtarpraryjant mais,

knarkimas, nukrifs akies vokas afipa, nenormais aki judesiai,

e nugaros skausmatdasimetrinio uzpakalini gakiniy naudojimo,

e pozos pokyiali,

e judéjimas ratu,

e daznas gujimas, gali staiga atsigulti ar uzmigti

e priepuoliai,

e iSsekimas, mirtis.

Sistemirg sarkocistoz pasireiSkia nusilpimu, anemija, ko riebal; netekimu,
kargiavimu, diagja, raumen trak¢iojimu, raumeim atrofija, plauki netekimu, padidintu
seikjimusi, laktacijos sumafimu ar laktacijos nutraukimu.

Dauguma Biu gyviny, uZzsikeétusiy sarkocistomis be joli pastebim infekcijos
pozymiy s¢kmingai iSnesSioja vaigj tatiau kai kurie gywnai patiria abortus. Eksperimentiskai
infekuoty nésCiy gyviiny motinos placentoje aptiktdSarcocystis, bet parazitas retai infekuoja
vaisiy ar vaisiaus membranas. Siuo metu nezinoma kakpaiatoz veikia vaisiaus sveikat
Kai kurie vaisiai lina infekuoti ir pazeisti, kiti — visiSkai nepaveikiMatomai Sarcocystis
netiesiogiaijtakoja vaisiaus sveikgtsustiprindamas povaiklinikiniy ligu, kurios zaloja vaisi
tuo p&iu metu.

Merontai sukelia dsteliy ir audiniy nekroz ir ju pazeidiny laipsnis priklauso nuo
Sarcocystis rasies, uzZsikitimo vietos ir iSies dauginimosi potencialo. Pavyzdzigay cocystis
falcatula intensyviai dauginasi pauks endotelio d4stekse, produkuoja kelgtmerozoit; karty,
sukelia kraujagysli uzdegimus, kurie gali pasibaigti Seiminink@timi. Sarcocystis idahoensis
infekcijos Ziurkknuose metu, meromt pasidauginimas atygoja hepatocit sunaikinim.
Dideliuose gyvnuose lokalia audiniy nekroz nelina pakankamai iSplitusi ir tétinesukelia
sunkiy ligy (Dubey ir kt 1989).

4.2.Sarcocystis patogeniSkumas tarpiniuose Seimininkuose

Ne visosSarcocystis raSys yra patogenés tarpiniams Seimininkams. Paprast@sys,
kurios uzkre¢iamos per Sunimi Seimos Zinduolius yra labiau patogersimegu @#Sys, turigios
kitus galutinius Seimininkus. Sarkocisész klinikiniy pozymiy pasireiSkimas priklauso nuo
rasies ir dozs. Seimininko dydis, svoris neturi jokiogakos Sarcocystis sukeliamy ligy
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atsparumui ar imlumui. &tumas, laktacija, maistaikumas ar kitos stresia situacijos sunkina
sarkocistozs eig.. Eksperimentuose, kuriuose naminiai gy&i buvo uzkésti pakankamu
parazito kiekiu (sporocigt doz LDsg), pasireiSk sarkocistogzs simptomai. Po #mesio

bandomuosiuose gimuose iSsivyst anoreksija, diaja, pasireiSk svorio sumagimas, didelis

seikjimasis, kar8iavimas, silpnumas, raumentrakciojimas, iSsekimas, anemija, audini
pazeidimai, kre§imo disfunkcija. Patogenés Sarcocystis riSys r&iuose gywinuose gali

sukelti per ankstyy gimdyma, abortus, gali gimti negyvas vaisus. Sie klinikirsimptomai gali
testis nuo keli dieny iki kelétos savaiiy. ChronisSkai infekcijai bdingi simptomai: lateralinis
guléjimas, eisena ratu, gymai tampa pernelyg sudiggnetenka plauk kaklo, pasturgalio ir
uodegos srityse. Kartais infekuoti gyai nudvesia. Uzsiktusiuose gyunuose pasireiSkia
zarnyno limfinp mazg edema ir nekraz Hemoragijos pastebimos vidaus organuose, Sirdie
skeleto raumenyse, akiodenoje. Atrofuojasi o riebalai, jie tampa mai, Zelatininiai.
Sarkocistozs sukelti audini ir organ; pazeidimai yra daugiau uzdegiminiai, negu
degeneratys. Sarcocystis patogenezei idinga raumen eozinofilija — specifinis uzdegimas,
apspestas eozinofi susikaupimo skersaruoziuose raumenyse (Gajadhitaiguardt 1992;

Berrocal ir Lopez 2003; Stanek ir kt 2003).

4.3. Sarcocystis patogeniSkumas galutiniuose Seimininkuose

Sarcocystis paprastai nesukelia liggalutiniuose Seimininkuose. Sunims,das, lagms,
mesSknams, kojotams, p&aloms, gyvaims sumaitinus skirtingomisSarcocystis rasSimis
infekuotus audinius, §i pléSrainy Zarnyne nustatytos sporocistos¢iaa nepastetia jokiy
klinikiniy pozymi. Kai kurie eksperimentiniai Sunys, kojotai vaedvi dienas po infekcijos
véme, neteko svorio, tdau tokius simptomus gr&ausiai jtakojo maisto pasikeitimas nuo
laboratorinioédalo Zalia mésa. Tafiau Zmorkms savanoriams, suvalgi&arcocystis hominis ir
Sarcocystis suihominis infekuot Zalia mésa, pasireiSk vémimo, diagjos, sunkaus kipavimo
simptomai. Si poZzymi; rySkesg ekspresija nustatyta pas savanorius, kurieévaigcocystis
suihominis uzkresty kiaulienos ndsa (Fayer 2004).

4.4. Sarkocistozs ekonomireé zala

Sarcocystis gertiai priskiriama keletas svatbizmogaus patogan tatiau didziausia
ekonomin nuostoj patiria zenis tikio gyvulininkyses Saka. ApraSytBarcocystis uzsiketimo

atvejai, alygoje kai kuriy naminiy gyvuliy zutj. Kiekvienais metais prarandami milijonatld

14




prekybai maziau tinkamos dsos, su aiSkiai matomomis sarkocistomis. Supkertinti el
sarkocistozs patirtus ekonominius nuostolius nes:
1) infekuoti beveik Simtas procangalviju bei aviy, todl sunku atskirti ligos pakenktus
gyvanus, nuo nepakenkt
2) ngmanoma nustatyti pinigs Zalos veds, slygotos mazo &imo efektyvumo,
sumazjusio augimo greiio, sumenkusios pieno ar vilnos produkcijos, repkmihiy
problemy ir galiausiai akivaizdziai pastebinklinikiniy ligu;
3) sunku diagnozuoti lignatiraliomis slygomis, nustatyta santykinai nedaug infekcijos
protrikiu gyvuliuose.
Taigi, €l plataus patogenini Sarcocystis rasiy paplitimo naminiuose gywnuose,
reikalingi tobulesni diagnostiniai testai bei kaniés mechanizmai (Dubey ir kt 1989).

4.5. Sarcocystis epidemiologija

Sarcocystis infekcija paplitusi po vig pasaul ir randama daugumoje gywy raSiy.
Nustatytas labai didelis sarkosporidyzsikiétimo lygis naminiuose gyinuose. TokmilziniSka
paplitima nulemia keletasa$/gu:

v Seimininkas gali uzsiksti bet kuria i3 jam fidingy Sarcocystis rasiy. Tarkime, avyse

aptinkamos keturios, o galvijuose keturiascocystis risys.

v' Gali dalyvauti keletas skirting galutiniy Seiminink;, perduodagiy Sarcocystis

infekcija. Galvijy sarkocistogs transmisy atlieka Suniniai, katininiai, primatai.

v' Laukiniai pkSrinai, ieSkodami maisto kiekviendiera jveikia nemaz distancig,

tokiu bidu parazitas iSplatinamas dideliais atstumais.

v Sarkosporidip oocistos ir sporocistos vystosi galutinseimininky Zarnyne bei

paskleidziami aplinkoje per keleinénesi;.

v' Sporocistos ir oocistos aplinkoje iSliekaail@ika gyvybingos.

v Sarcocystis produkuoja didelius sporociskiekius. Pavyzdziui, Sunims, surijusiems

250 gram infekuotos jautienos, viename grameagmat; randama nuo 100 iki 6000
sporocist. Taigi, per diea uzsikgtes Suo paskleidzigaplinka nuo 250000 iki dviej
milijony sporocist.

Ne visos Sarcocystis raSys yra plaiai paplitusios. DaugumaSarcocystis raSiy,
perduodam per kating Seimos Zinduolius randamoscie negu tos, kuyi infekcija platina
Suniniai. Tai nulemia keletas prieZas Katiy Seimos Zinduoliai menkai produkudarcocystis
sporocistas. Kai kurios per kates plintiens sarkosporidij raSys, tokios kaipSarcocystis
gigantea ir Sarcocystis medusiformis tampa infektyviomis tik po keliménesiy ar met; ir todl
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negali uzbaigti gyvybinio ciklo jaunuose dywose. Kai kurios SeimininkraSys nairaliai
jautriau reaguoja tam tikrus infekcinius agentus, lyginant su kitemiSimis. Pavyzdziui, retai
aptinkamos sarkosporidijomis uzsikusios antilops. Kai kurios peli linijos labiau linkusiog
Sarcocystis infekcija negu kitos linijos (Dubey ir kt 1989).

4.6. Sarcocystis kontrol é

Kol kas dar nesukurtos vakcinos apsadgen naminius gywnus nuo Klinikires
sarkocistozs. Eksperimentiniai duomenys paépdkad galviji, aviy, ozky, kiauliy, arkliy
imunizacija gyw sporocisi mazomis dozmis duoda teigiamrezultat;.. Tatiau ateityje tikimasi
sukurti vakcim nuo sarkocistaxs. Siekiant uzkirsti kedi sarkocistozei vegty taikyti Sias
priemones (Dubey ir kt 1989):

1. PIléSrinai netuéty patektii gyvuliy laikymo, maitinimo ir girdymo vietas.

2. Negalima maitinti msedZius nevirta résa ar disena. Saldymas radikaliai sumazina
mésoje esatiy sarkocist infektyvuma. Inkubuojant 20 mintiy 55°C ir aukStesie
temperairoje sunaikinamos sarkocistos.

3. Negyvus naminius gyinus veréty uzkasti ar sudeginti, o ne palikti laukuose
pléSrinams.

4. Galima naudoti antikokcidinius cheminius preparaitfilaktiSkai, norint susilpninti

uzkresty gyviny Kklinikiniy pozymi; pasireiskim arba siekiant iSvengtiizes.

5. Sarcocystis jvairiose organizmy grupése

5.1. Sarcocystis Zmonese

Zmores gali miti Sarcocystis rasiy tarpiniai arba galutiniai $eimininkai. Zmémnigyja
Sarcocystis hominis arba Sarcocystis suihominis valgydami nevie jautiery arba atitinkamai
kiauliers. Tik lytinis Siy rasiy dauginimasis tyriétas Zmogaus Zarnyne. Zmisngali tapti keleto
Sarcocystis riSiy atsitiktiniais tarpiniais Seimininkais. Nezinomggvybinis ciklas ir galutinis
Seimininkas jokiosSarcocystis rasies, kuri formuoja sarkocistas Znése. Raumenimni audiniy
sarkocistozs yra atsitiktigs ir daugiausiai aptiktos Pietiy Azijoje. Zmores gali it

s e e e

(Fayer 2004).
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5.2. Raumeninio audinio sarkocistoZ zmonése

Buvo padilytas Sarcocystis lindemanni pavadinimas visoms zmogaus raumenyse
randamoms sarkocistoms ¢iu morfologiniai cisy skirtumaijrodo, kad greiausiai keletas
Sarcocystis raSiy dalyvauja Zmonij infekcijose, todl toks pavadinimas daugiau nebevartojamas.
Nuo 25 iki 72 amziaus Zzméms identifikuota sarkocistéz Daugumoje atvegjinfekcija aptikta
tropiniuose arba subtropiniuose regionuose. IkiOl@%et; praneSta apie 46 sarkocistozinius
susirgimus, iS kuti daugiausia buvo iS Pietiiy Azijos. Remiantis histologiniais duomenimis,
iki 2004 met; nustatyti dar 46 atvejai, iS kuril3 Pietr¢iu Azijoje, 11 Indijoje, 5 Centigje ir
Piety Amerikoje, po 4 Afrikoje, Europoje ir JAV, lik iS kity regiony (Fayer 2004).
Skaitlingiausias ligos praikis ivyko Malaizijoje, kai sarkocistoze uzs#& septyni zmoés iS
penkiolikos karinio personalo. Serologiniai tyrimaikar Malaizijoje parod, kad 19.7% iS 243
tirtu Zmoni turi antikinus prieSSarcocystis antigenus. Auk8ausi titrai nustatyti tarp aborigen
toliau malay, indy ir kiny, greciausiai toks pasiskirstymas atspindi valgyrnprocius bei
aplinkos sanitarinesalygas. AukStas infekcijos paplitimo laipsnis Malg@z populiacijoje
parodo, kad sarkocistézyra dazna, retai identifikuojama infekcija Malgge (Thomas ir
Dissanaike 1978).

Dazniausiai uzsiktusiuose Zzmokse nepasireikSdavo jokie sarkocig®zsimptomai,
nepastetta uzdegiminio atsako. tmu deSimtyje atvej pastebtas kraujagysli uzdegimas
irfarba raumeninio audinio uzdegimas. Vienam kasdeSimtm&ui ameriki€iui keturis metus
keliavusiam po Azy liemens srityje, alinése, keliuose aptikti 1-2 centimetiskausmingi
patinimai. HistologiSkai iStyrus biopsgjjnustatyta artemj, ven; ir kapilianp uzdegimai, kuriuos
kaip manoma suké Sarcocystis. Malaizijoje septyniems kariSkiams, uzsikrsiemsSarcocystis
pasireiSk raumem skausmai, limfmazgiuzdegimas, eozinofilija, branchiospazmai, pakiiodk
temperaira, iSkeré king. Taip pat Olandijoje pacientui, uZzsitkmsiam Sarcocystis pakilo
temperaira, nustatyta eozinofilija, chroniSkas raumerzdegimas (Pamplett R. ir O'Donoghue
1990; Van den Enden ir kt 1995; Arness ir kt 1999)

Siuo metu gamtoje éna pkSriny, reguliariai mintatiy Zmoremis, tocl Zmores
grekiausiai uzsikréia valgydami maist arba gerdami vandgmniztersg plésiino, medziojatio
primatus. Taigi, Zmogus tokiualu yra atsitiktinisSarcocystis Seimininkas. KokigSarcocystis
raSis arba @#Sys zmoni raumenyse formuoja sarkocistasiran zinoma. Malaizijoje, kur
dazniausiai pasireiSkia zmansarkocistoz, primat; pléSrinai gali kiti pitonai arba Sunini,
katiniy Seimy grobuonys. Tropiniuose regionuose iStyrus penkaofrimat, raSiy, Sarcocystis
paplitimas jose buvo 21%, o tuo tarpu nei vien@éoratorijoje uzZaugintoje bezdZige

sarkosporidip nerasta (Andress ir kt 1999, Yang ir kt 2001).
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5.3. Zarnyno sarkosporidioz Zmonése

Dél riboty tyrimuy galimybiy zmoniy Zarnyno sarkocistézzymiai dazniau nustatoma
Europoje, lyginant su kitais Zemynais. ZmsnuZsikreia Sarcocystis hominis suvalgydami
termiSkai neapdoratjautiery arba Sarcocystis suihominis — kiauliera. Manoma, kad Zmoni
Zarnyno sarkosporidi@z gali sukelti ir kitos, kol kas dar nenustatyt&@arcocystis rasys.
Lenkijoje ir Vokietijoje iStyrus vaily fekalijas, atitinkamai 10.3% ir 7.3% é&giniy atrasta
sarkosporidip. Savanoriams, kurie suvalgydavo sarkocistomis askkrkiauliers ar jautien
pasireikSdavo vandeningas viduriavimas arba aisk¥iduriy uzkietjimas, pilvo skausmai,
iSsipatimas, pykinimas, &mimas, apetito sumagmas, sunkus kipavimas, greitas pulsas,
dusulys, Sie simptomai pasireikSdavo iki dyegieny. Pirmoje lentelje pateikiamas

apibendrintasarcocystis sukelty ligy pasireiSkimas zmase (Fayer 2004).

1.Lentelé. Sarcocystis ligy pasireiSkimas zmorse.

Savyles Raumen infekcija Zarnyno infekcija

Maistas arba vanduo uztersStas
Infekcijos Saltiniai nezinomo nasédzio ar Zalia arba nevirta #sa

visadzio iSmatomis

Laikas nuo maisto nurijimo iki _ o
Savaits, menesiai, sSimptoma

simptomy pasireiSkimo ir R _ _ 3-6 valandos, simptomai
_ R pasireiSkia kelis gnesius ar R
simptom pasireiSkimo pasireiSkia 36 valandas
metus
trukme
Raumen skausmai,

o o Pykinimas, ¥mimas, apetito
. . kar&iavimas, iSkrimai, . S
Simptomai _ ' netekimas, diaja, pilvo
bronchiospazmai, .
o B o patimas, dusulys
kardiomiopatija, patinimai

. Antikokcidiniai preparatai,
Terapija ) Néra
furazolidonas, albendazolas

5.4. Sarcocystis Zinduoliuose

Naminiuose gywnuose uZsilitimo laipsnisSarcocystis raSimis svyruoja nuo 10% iki
100%. Zenss ukio sektoriuje patiriami didZiuliai ekonominiai nstoliai &l sarkocistozs.

Patogenias Sarcocystis raSys gali sukelti sistemines ligas, pasibaigias mirtimi, sumaga
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mésos, pieno ar vilnos produktyvumas, kartais sadtogis padarinys — vaisiauditis (Dubey
ir kt 1989).

Galvijuose parazituoja maziausiai keturid@rcocystis rasys, IS kunyp labiausiai
patogenig yra Sarcocystis cruz. Sis parazitas sukelia anemikar&iavima, svorio sumagima,
plauky netekimy tam tikrose Kno srityse, silpnum raumem traukulius, abortus, sumgas
pieno produktyvuny, per didel seikjimasi, neurologinius sutrikimus ir netiz. Klinikiniy
simptomy; pasireiSkimas priklauso nuo izoliato ir praryt sporocisi skatiaus.
Eksperimentiniuose bandymuose nepriklausomai nzésdanfekcija pasireiSkia ketvigtsavait
nuo uzketimo. Prajus keliems mnesiams po infekcijos pradzios, kai kuriems imams
iISsivysto centias nery; sistemos sutrikimai, tokie kaip nistagmas (neas akies obuolio
trakciojimas), opistotonusas (nugaros raumemslungis), Sonié gulimoji pactis. Visi galvijali,
kuriems pasireisk centrires nerny sistemos pazeidimai, Zuvo. Pirmasunalios Sarcocystis
infekcijos atvejis apraSytas 1961 metais Kanad8jevideSimt penki uzkresty karviy, nudvése
septyniolika. Karéms pasireisSk trumpalaikis kar&avimas, anoreksija, diga, uodegos srityje
plauky praradimas, per didelis sgimasis, hemoraginis vaginitas (maksties uzdeginvakiti
sarkocistozei #dingi simptomai. 1S deSimties verSingkarviy tik viena iSgyveno. ¥iau
naftiralios sarkocistas atvejai galvijuose apraSyti Didziojoje BritanggjAirijoje, Norvegijoje,
Australijoje, JAV, Japonijoje, Kuboje ir kitose gaé (Dubey ir kt 1989; Houng ir kt 1997; Wee
ir kt 2001).

Nustatytos keturio&arcocystis raSys, parazituojafios avyse, iS kua patogeniskiausia
yra Sarcocystis tenella. Sarcocystis tenella sukelia anoreksij kiano svorio netekinp
kar&iavima, anemiy, abortus, vilnos suméjma, nervinius pazeidimus, raumenzdegimus ir
kartais #it;. Kadangi beveik Simtas procansubrendusi aviy yra uzsikétusios sarkocistomis,
sunku jvertinti sarkocistoZs poveik avyse (Henderson ir kt 1997). Ozkose aptinkamc
Sarcocystis capracanis, Sarcocystis hiricanis ir Sarcocystis moulei. OZky sarkocistogs badingi
pozymiai: kar8iavimas, nusilpimas, anoreksija, drebulys, irzlumabortai ir kartais liga
pasibaigia mirtimi. Po sarkocistez pasveikusios 0zkos iSlieka silpnos, vangios ulsnbs; kitas
infekcijas. Kiauése randamosSarcocystis mieschieriana, Sarcocystis suihominis, Sarcocystis
porcifelis, sukeliagios kino svorio netekirg, raudonas émes odoje, ypaausyse ir &menyse,
dusul, raumem drebu], abortus ir #tj. Sarcocystis paplitimas kiaudse yra santykinai zemas ir
siekia dvideSimt procent Kol kas nepasitaiknatiralios klinikinés sarkocistozs atvey kiaulese
(Dubey ir kt 1989). Keturios arkliuose parazitugjas Sarcocystis raSys pasizymi silpnu
patogeniSkumu. EksperimentiSkai udkis arklius sporocistomis, jie tapo apatiski, grei

pavargdavo, iSsivystanoreksija, neteko plauldaugiausia galvos ir kaklo srityse. Arklai taig pa
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tampa atsitiktiniais tarpiniaissarcocystis neurona Seimininkais ir suserga labai pavojinga
centrires nery, sistemos liga — arkliprotozoininiu mieloencefalitu (Fayer ir Dubey 1982
Mésédziai Zinduoliai yra galutiniai sarkosporidigeimininkai. Laukiniuose Zinduoliuose

Sarcocystis riaSiy paplitimas svyruoja. Pavyzdziui, Lietuvoje iStyrkanopiny sarkocistozias

infekcijos mast nustatyta, kad uZsidimo ekstensyvumas svyravo nuo 83.0% (briedzio) ik

92.7% (@métojo elnio) (Malakauskas ir Grikieniér2002).

5.5. Sarcocystis pauk&tiuose

Sarcocystidae Seimoje padiks gali hati tarpiniais ar galutiniais parazito Seimininkais.
Frenkelia gentis pasizymi labai dideliu morfologiniu beioiienetiniu panasumu $arcocystis
gentimi, to@l kai kurie autoriai mano, kaBrenkelia genties statusas ti bati panaikintas, o
Sios genties atstovdiraukti | Sarcocystis geni. Frenkelia genties atstay. Frenkelia glareoli ir
Frenkelia microti galutiniais Seimininkais tarnauja sugenties pisSrieji pauksiai. Sarcocystis
pauk$iai, o tarpiniai Seimininkai priklauso pelingeimai (Dubey ir kt 1989).

Dauguma pauk$uose parazituojaiy sarkosrporidip neturi patvirtinto #@Sies
pavadinimo ir yrajvardijamos kaip neapiiglintos, nepavadintosi$ys. Zinomas tik dvej
Sarcocystis raSiy gyvybinis ciklas, kurios naudoja pauk$s kaip tarpinius Seimininkus.
Sarcocystis rileyi antys ir skunsas atitinkamai yra tarpiniai ir giaiai Seimininkai.Sarcocystis
rileyi formuoja paukdy raumenyse ryzio gdo formos sarkocistas, o sarkocistos sierneti
badingas Ziedinio kofsto formos iSaugas. Siadis pasizymi tik Svelniu patogeniSkumu.
EksperimentiSkai uzktus antis, nepastéta jokiy Klinikiniy simptomy, o nafiraliai
infekuotuose antyse aptikta raumeninio audinio gi@ma (Dubey ir kt 2003a).] Sarcocystis
falcatula gyvybini cikla jeina zvirbliny, papiginiy, karveliniy bario pauk$iai ir oposumas.
Sarcocystis falcatula formuoja mikroskopines cistas, o siengiriklauso vienuoliktam tipui.
Sarcocystis falcatula budinga daug merozait karty, tafiau nepaisant to visi merozoitai
strukiiriSkai yra panass. Sarcocystis falcatula merozoit, vystymasis kraujyjeetesi iki penkiy
su puse rnesio, kas lemia Sio parazito stiggatogeniskump pauk$iams. Sarcocystis falcatula
mirtinas ligas sukelia, kai merogonijos stadijosaginamos platiy ar Sirdies kapiliar
endotelyje. Dauguma eksperimentiSkai @3ky papmigu zuvo pagrinde @ plawiy
nepakankamumo (Spalding ir kt 1994; Dubey ir kt@f0Goldova ir kt 2006).

Sarkosporidijomis infekuoti pau&®i gali biti randami iStisus metus,dau dazniausiai
aptinkami medZiokls sezono metu. Paprastai pallkSse nepastebima parazito sukelt
Klinikiniy simptomy, tafiau kartais Sarcocystis infekcijos pasibaigia pau&s; Zzatimi.
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Sarkosporidiogs pauksiuose gali sukelti platiy edema, kongestiy (kraujo priptidima), kepem
padictjima, miokardity (Sirdies raumens uzdegin splenit (bluznies uzdegin), hepatii
(kepem uzdegim), raumem eozinofilija. Sarcocystis uzsikitusiems pauk3ams kidingas
silpnumas, raumeninio audinio sumghas, to pasekiluoSumas, retais atvejais paralyZius
Sarkosporidiy sukelti encefalit atvejai apraSyti kilniajame erelyje, paadlyje, kurtinyje,
viStvanagyje, vistose ir zvirbliniuose padksse. @l sunkiy Sarcocystis infekciju pauksiai
lengviau tampa pBriiny aukomis (Spalding ir kt 2002).

Pasigendama tyrimp kuriuose analizuojamos padk$ose, kaip tarpiniuose
Seimininkuose, parazituojéins Sarcocystis raSys. Daugiausiadinesio skiriama morfologijai,
patogenezei ir gyvybinicikly iSaiSkinimui. Pauk8uose gausiausiai sarkosporidijos aptinkamo
Zasiniy pauk$iy buryje. Vandens paukfy sarkosporidijos yra gétinai daznai aptinkamos
Siaués Amerikoje. Europoje apradyti tik keli sarkosp@ids atvejai antyse beiagyse.
Zasiniuose paukSuose parazituojatiy Sarcocystis rasiy galutiniais $eimininkais gali G
skunkas, oposumas, kartais dapsuo, kat. Vandens pauk$; sarkocistos publikacijose
priskiriamos Sarcocystis rileyi arba tiksliai nenustatytomSarcocystis risSims (Kalisinska ir kt
2003; Kutkier ir Sruoga 2004; Kutkienir kt 2006).

6. Sarcocystis identifikacija, klasifikacija ir filogenez é

6.1. Sarcocystis fenetiné analizé

Sarcocystis genties #@Siy identifikavimui ir suklasifikavimui tradiciSkai daiausiali
naudojami morfologiniai, ypatingai sarkocistoms,i dety Sarcocystis gyvenimo stadij
pozymiai. Taip pat didzigl reikSnme Sarcocystis raSies nustatymui turi gyvybinio ciklo
atskleidimas bei tarpiniir galutiniy Seimininky jvardijimas. Taigi, Siuo metu sarkocistos sandar
yra pagrindinis patikimiausias kriterijus apras8atcocystis risj tam tikrame Seimininke.

IS daugelio sarkocistos morfologinsavybi; pati reikSmingiausia yra sieisl sandara.
Sarcocystis raSys (bent jau to paties tarpinio SeimininkaSyse) dazniausiai gali ab
identifikuotos Sviesiniu mikroskopu, jeigu iSkyldegoniy ar prieStaravim, reikalinga atlikti
analiz; su elektroniniu mikroskopusarcocystis raSiy cisty ultrastrukfiros tyrimai parod, kad
Sarcocystis gentyje randamoairios sarkocist lasteks sieneds ir ju struktira gali varijuoti nuo
paprasi iki labai sudtingy formy. Dubey ir Odening (2001) iSskyrtrisdeSimt septynis
sarkocist sienets tipus, tdiau manoma, kad papildomi tipai dar bus atrastmiPk sarkocistos

sienet susideda iS parazitofodis vakuots membranos ir elektronams tankaus sluoksni
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esartio Zzemiau parazitoforise vakuots. Grdétasis sluoksnis yra Zemiau pirmssarkocistos
sieneés. IS gndétojo sluoksnio susiformuoja septa, atskirianti sarkty i kameras, kuriose
aptinkami bradizoitai ir metrocitai. Cistos sietteldiferencijuojamos pagal siegel stof,
sieneés iSaug ilgj ir forma. Sienet gali bati beveik lygi, pasizyriti nedideliu bangavimu arba
sudaryti jvairaus ilgio ir formos iSsikiSimus, atstumai tagaug; varijuoja, kartais primiése
iISaugose pastebimi antriniai tam tikros formoskiSgnai. Daznai tame @&ame tarpiniame
Seimininke parazituojains keletasSarcocystis raSiy pasizymi skirtingais sarkocistsienets
tipais. Pavyzdziui, visos keturios gviSarcocystis raSys @arcocystis tenella, Sarcocystis
gigantea, Sarcocystis medusiformis, Sarcocystis arieticanis) turi morfologiSkai skirtingus
sieneliy tipus, nepaisant to, kadsarcocystis tenella lasteks sienel panaSi i ozkoje
parazituojagios Sarcocystis capracanis lasteks siengd. Cistos sienés sandara daznai atspindi
filogenetinius rySius. Pirmo tipo sarkogistienets dazniausiai aptinkamos smulkiuose artimai
gimininguose Zinduoliuose, penkiolikto tipo — tikiaiy Seimos zZinduoliuose, keturiolikto tipo —
avyse ir ozkose.

Sarkocistos forma ir dydis varijuoja gstant sarkocistai, priklauso nuo Seimininka
lasteks tipo ir iSskyrimo ar fiksavimo metodo. Tosts iSies sarkocistos Sirdies raumenyse ar
centrireje nerw sistemoje visada yra mazésmegu tos, kurios randamos skeleto raumenyse.
Sarkocistos forma irgi priklauso nuo lokalizacijé®avyzdziui,Sarcocystis gigantea stemptje
yra rutulio ar kriaué&s formos, o diafragmoje — plona ir j&isi. Sarkocistos visada yra
smulkesgs fiksuotuose pavyzdziuose lyginant suanaiais pavyzdziais. Kadangi sarkocistos
daZnai aptinkamos susitraukéunose raumenyse ¢dto ju dydis varijuoja priklausomai nuo to,
kokioje hisenoje fiksavimo metu buvo Seimininkstek, ar susitraukusi, ar atsipalaidavusi. Kai
kurios Sarcocystis raSys auga kelgetmet; jau po to, kai tapo injektyviomis. Atsizvelgiapt
aukgiau aptartus teiginius, identifikuojaarcocystis rasis reikia atsargiai vertinti sarkocistos
forma ir dydi.

Metrocity strukiira réera naudingas kriterijus nustata®rcocystis risj, nes metrocitali
daznai yra netaisyklingos formos, w glydis ypatingai greitai k&iasi kiekviename dalijimosi
etape. Bradizoit sandara irgi varijuoja. Vien Sarcocystis raSiy bradizoitai kompaktiskai
susipakuoja sarkocistoje, kitosaSyse bradizoitai randami iSsisklaidBradizoitai daZniausiai
yra banano formos, ajiSlinkimai labai varijuoja, to@él sunku tiksliai juosivertinti, tafiau kai
kurios Sarcocystis risys turi tik joms dingos formos bradizoitus. Merozgistrukiira pasizymi
ribota taksonomine verte, nes merozoitai ypatirsgi@iriai skiriasi priklausomai nuo vystymosi
ciklo ir Seimininko hsteks tipo. Oocisi ir sporocistt forma svarbi identifikuojant kitus

kokcidinius, td&iau Sarcocystis gentyje Sie pozymiai turi tik nedideltaksonomin vert.
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Neziarint { neZzyma sarkocisy ir oocist; jvairow, jos yra strukiriSkai panasios, aijdimensijos

skirtinguose Seimininkuose persidengia (Dubey 3&9).

6.2. Sarcocystis Seimininky specifiSkumas

Sarcocystis gentyje tarpinis ir galutinis Seimininkas yra labaarbus #Sies diagnostinis
Sarcocystis rasSys pasizymi didesniu specifiSkumu tarpiniams Seimkiams, negu galutiniams
Seimininkams. Pavyzdziui, jautis ir bizonas yranumeliai galimi tarpiniaiSarcocystis cruz
Seimininkai, o Sunys, vilkai, kojotai, meSiai, Sakalai, lags tarnauja kaip galutiniai
Seimininkai. KitasSarcocystis rasis, kuriy tarpiniai Seimininkai yra SuniniSeimos zinduoliai,
taip pat platina keletas Suningeimos atstay Nei vienaSarcocystis rasis, plintanti per Sunini
Seimos pisrinus, negali uzkrat pernesSti per katini Seimos @S, ir atvirkiai. Vienintek
Sarcocystis rasis, kuri perneSama nands kaes, Sarcocystis muris, turi dar viem galutin
Seimininky, tai yra SeSk Skirtingose Sarcocystis raSyse varijuoja specifiSkumas tarpiniam
Seimininkui. Mazesniu hostaliniu specifiSkumu pgsiz smulkiy zinduoliy Sarcocystis rasys,
lyginant su dideli Zinduoly Sarcocystis raSimis. Itin Zemas specifiSkumas tarpiniam
Seimininkui kmdingas Sarcocystis falcatula, kuri aptinkama banguotosiose pgglése,
kanatélése, karveliuose, kikiliuose (Box ir kt 1984; Dukiekt 1989).

Kai kuriy ropliy Sarcocystis riaSiy gyvybinis ciklas pagstas kanibalizminiu transmisijos
budu, kai lytinio ir nelytinio dauginimosi f&s vyksta skirtinguose tos fias 1isies individuose.
Toks gyvenimo ciklas vadinamas dihomoksenirgar.cocystis gallotiae, parazituojanti drieg
Gallotia galloti reprezentuoja takvystymosi cikh (Kuodela ir kt 1999; Slapeta ir kt 2001).
Sarcocystis rodentifelis taip pat pasizymi dihomokseniniu vystymosi cikl&arcocystis
rodentifelis tarpiniai Seimininkai yra péhai ir ziurkes, o galutiniai - kas, ta&fiau kartais kat
eliminuojama iS parazito vystymosi ciklo ir galutnSeimininko vaidmen atlieka Ziurk.
(Grikieniere ir kt 1998).

6.3. Molekuliniai Zymenys, naudojamiSarcocystis genties filogenetije analizéje

Tobukjant molekuliniams tyrimo metodams vis daZzniau rogaichi DNR Zymenys
identifikuojant Sarcocystis rasSis ir nustatant Sarcocystis genties filogenetinius rysius.
Fenotipiniais pozymiais arba parazito-Seimininkotgkiais pagista kokciding taksonomig
sistema tobulinama remiantis DNR tyrimais. MolekéllanaliZ2 daznai patikslina tam tikros
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Sarcocystis raSies taksonomirstatug, atskiriant @Sj i dvi arba sujungiantviena, pakoreguojant
filogenetirg packti.

Dazniausiai filogenetigje analizje naudojami ribosomis RNR mazojo arba didziojo
subvieneto fragmentai. 18S ir 28S rRNR genai igs&éslju pakankamu ilgiu, visuotiniu
paplitimu, konservatywi ir variabiliy fragmeniy optimaliu santykiu, beiadyginai nesudtingu
pradmemn parinkimu. Mozaikig ribosomirts RNR strukira suteikia filogenetiniams
eksperimentams lankstpritaikomum, nes galima tiri artimai giminingus ir maziau $usius
organizmus (Mugridge ir kt 2000). Svarbu tai, kaalgelio svarbiausi kokcidiniy raSiy Siy
gen; pilnos arba beveik pilnos sekos nustatytos iripai@os Gen banke. Ribosomizs RNR
genp tyrimai s£kmingai atskleidzia Sarcocystidae Seimos filogeniidausimus (Barta ir kt
1991; Tenter ir kt 1992; Ellis ir kt 1994:; Slapétkt 2003). Apicomplexa tipo Sarcocystidae
Seimos ir kity nariy filogenetiniai tyrimai daugiausia paremti maZzoRNR subvieneto geno
sekomis. Populiarumdaugiausiadmé mazesnis 18S rRNR dydisildo § fragmend techniskai
galima lengviau padauginti ir nuskaityti aekAtskleidziant tam tikg giminingy organizmy
rysius, 18S rDNR anakznebuvo pakankamai informatyvi, be to gauti priegigntys vienas
kitam filogenetiniai medziai (Jeffries 1997; TenterdJohnson 1997; Votypka ir kt 1998). Kai
kurie autoriai teigia, kad rRNR didziojo subvienetetodas yra patikimesnis (Mugridge ir kt
1999). Didelis informacijos kiekis duomgmasyve padeda iSvengti atsitiktjnklaidy ir todcél
galima suformuoti statistiSkai patikimesnes iSvaddasudojant labiau informatyvgery galima
patikimiau atskleisti filogenetinius rysius, tdlidZiojo ribosomigs RNR subvieneto genas yra
tinkamesnis, nes jis yra dvigubai ilgesnis uz mazd)osomirts RNR subvieneto genKartais
vieno geno skiriamosios raiSkos nepakanka, nugté&aonomin ar filogenetig packti, tockl
kai kuriy Sarcocystidae Seimos nariilogenetiniai rySiai nenustatyti. & minétos priezasties
kartais taikoma kompleksirdidZiojo ir maZojo rRNR subvienetnaliz (Slapeta ir kt 2003).

Kai ribosomirtss RNR metodas neatskleidzia filogenetimySiy, Sarcocystidae Seimos
filogenetireje analizje kartais naudojamas tarp 18S rRNR ir 28S rRNRntesavidinis
transkribuojamas tarpiklis ITS1 (anginternal transcribed spacer), kuris splaisingo metu
paSalinamas. ITS seglkanaliz dazniausiai taikoma atskiriant ir identifikuojdabai giminingas
Sarcocystidaesis ar izoliatus. Slapeta ir kt (200&kmingai pritaile ITS analiz atskiriant
Toxoplasmatinae poSeimidleospora ir Hammondia gertiy rasis. ITS1 zymuo naudotas
Sarcocystis neurona ir Sarcocystis falcatula identifikavimui (Tanhauser ir kt 1999Pubey ir kt
(2006) tye Sarcocystis neurona izoliaty iS skirtingy geografing sriciu ir iS skirtingy tarpiniy
Seimininky gimininguma. ITS1 yra perspektyvus diagnostinis Zymuo, ne$ daug kopij
genome, pasizymi konservatyvumu, varijuoja Apicoempl tipe, t&iau Siuo metu sukaupta
nedaug ITS1 fragmento seknformacijos, bet to ITS1 fragmentag&ra pakankamai didelis (apie
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1000 bp.) Identifikuojant kai kuriaSarcocystis rasSis taip pat naudojami RAPD (angandom
amplified polymorphic DNA), AFLP (angl amplified fragment length polymorphisms) ir RFLP
(angl. restriction fragment length polymorphism) metodai (Elsheikha ir kt 2006).

6.4.Sarcocystis ir Frenkelia gertiy filogenetiniai rysiai

Frenkelia gertiai priklauso dvi @iSys: Frenkelia microti ir Frenkelia glareoli. Jos
parazituoja grauzik smegenyse, o galutinis Seimininkas yra swagenties @iSys. Frenkelia
glareoli formuoja rutulio formos cista€lethrionomys genties pelnuose.Frenkelia microti
skilteles formos cistos infekuoja eilgrauziky: peles, Ziurkes, pahus, Ziurknus, SinSilas,
triudius, ta&iau daZniausiai aptinkamos pilkajame doel. Sie parazitai paveikia tarpini
Seimininky smegenis padidindami tikimgpkad grauzikus sumedziésenkelia genties galutinis
Seimininkas (Modry ir kt 2004; Svobodova ir kt 2004

Frenkelia ir Sarcocystis gentys jungiamo$ Sarcocystinae poSeinr iSskiriamos iS ki
Sarcocystidae Seimos nampagal dvej tipu zoity (metrocity ir bradizoity) formavim tarpiniy
Seimininky audiniuose, oocigtbrendimas ir sporuliacija vyksta galutinio Seimkw zarnyne.
Frenkelia ir Sarcocystis gentys tradiciSkai atskiriamos viena nuo kitosgbasty morfologija ir
lokalizacip tarpiniame SeimininkeFrenkelia raSys gyvybinio ciklo nelytin faz pereina
tarpinio Seimininko kepenyse ir turi tik vigmnerozoit; karty. Sarcocystis nelytinis vystymasis
vyksta tarpinio Seimininkgvairiy organ kraujagyshi endotelio 4stekse, be to daugumaiigiy
budinga keletas merozaitvystymosi kan. Frenkelia cistos randamos iSskirtinai centij@
nerw sistemoje, &arcocystis cistos aptinkamos Sirdies ar skeleto raumenysaad denotipires
savyles, kurios, kaip anksau manyta, tdingos tikFrenkelia gertiai, pastebtos ir Sarcocystis
genties #@Syse. Pavyzdziui, kai kuriose grauzikSarcocystis raSyse: Sarcocystis muris,
Sarcocystis dispersa, Sarcocystis cernae, Sarcocystis idahoensis, Sarcocystis rauschorum
merozoity vystymasis vyksta hepatocituosesarcocystis neurona, Sarcocystis tenella,
Sarcocystis arieticanis, Sarcocystis cruzi, Sarcocystis sybillensis, Sarcocystis kirmsei formuoja
cistas nerviniuose audiniuose. Taigi, pagtamet; tyrimai parodo, kad neteisingais pozymiais
paremtas §i gertiy atskyrimas. Kai kurie autoriai mano, jog weitpagrindiniais skiriamaisiais
pozymiais laikyti cistozoit dyd; ir galutinio Seimininko @Sj. Filogenetini rySiy atkirimas
remiantis fenotipinias pozymiais yra limituotass meeaisku, kuri fenotipinsavyle yra is tikmyju
homologire ir filogenetiskai informatyvi (Mugridge ir kt 1999

DidZiojo ir mazojo ribosomigs RNR subvienat geny tyrimy rezultatai prieStarauja
Sarcocystis ir Frenkelia gertiu suskirstymuii Sarcocystinae poseirbei abejojama ar pagtai

iISskiriamaFrenkelia gentis. 18S ir 28S rDNR analiatskleidzia, kadsarcocystis gentis yra
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parafiletire grupe, jeigu Frenkelia gent laikyti galiojartia. Frenkelia genties #Sis pervadinus
Sarcocystis genties @iSimis, Sarcocystis gentis tapf monofiletire. Taigi, molekuliniai rezultatai,
gauti analizuojanErenkelia ir Sarcocystis raSiy filogenetinius rysius, stipriai paremiaiertiuy
sinonimiskum. T&iau, kol abej gertiu filogenetiniai tyrimai yra riboti, taksonominiai
pakitimai aticliojami (Votypka ir kt 1998; Mugridge ir kt 1999n8th ir Frenkel 2003).

6.5. Sarcocystis filogenetiniai tyrimai

Filogenetiniai tyrimai Sarcocystidae Seimoje daugiai paremti 18S ir 28S rRNR gen
sely analize. Dazniau naudojamas 18S rDNRusBkjinimo metodas, nes jis yra techniskai
paprastesnis ir pigesnis. Filogenésinanalizs pradzia Apicomplexa tipe galima laikyti Sios
grupes pagrinding atstow; mazojo ribosomiés RNR subvieneto geno sggalyginimg (Johnson
ir kt 1988).V¢liau sek kity autoryy darbai (Barta ir kt 1991; Tenter ir kt 1992, Teritelohnson
1997; Holmdahl ir kt 1999; Elsheikha ir kt 2005)idBiojo ribosomirks RNR subvieneto geno

seky tyrimai pakoregavo ir patikslino filogenetiniusSiys, gautus remiantis 18S rDNR sekomis

(Mugridge ir kt 2000; Slapeta ir kt 2003). Kaupiant8S ir 28S rDNR sekduomen bazei,
formavosi filogenetinj tyrimy tendencijos. Galima iSskirti tris pagrindines dgiémetires analizs
Sarcocystidae Seimoje $arcocystis gentyje kryptis:

¢ Filogenetini rySiy rekonstravimas Sarcocystidae Seimoje;

¢ Sarcocystis monofilijos ar parafilijogrodymai;

%+ Sarcocystis genotipinip grupiy rySiy su fenotipigmis charakteristikomigsertinimas.

Sarcocystidae Seimos filogenetiniuose medziuoseskata Toxoplasmatinae ir
Sarcocystinae poseimiai. Sarcocystinae posSeimigkipamos Sarcocystis ir Frenkelia gentys.
Frenkelia genties vienintéks dvi fiSys: Frenkelia glareoli ir Frenkelia microti Sarcocystidae
Seimos filogenetiniuose medziuose susigrupuoj&asuocystis falcatula, Sarcocystis neurona,
Sarcocystis muris, Sarcocystis rodentifelis, Sarcocystis dispersa. Sios fdys pasizymi tam tikr
fenetiny charakteristiy panaSumu. Taigi, Sarcocystidae Seimos dendrogrgmosdo, kad
Sarcocystis gentis @iréty biti vertinama kaip parafiletintaksonomii grupe. Kai kurie autoriai
mano, kadFrenkelia genties taksonominis rangasra teisingas, d-renkelia genties atstovus
vertety pervadinti irjtraukti i Sarcocystis geni, tafiau kol kas Sis klausimas iSlieka diskusij
objektu ir rera galutinai iSspistas (Votypka ir kt 1998; Mugridge ir kt 1999; Smit Frenkel
2003).

Ivairiuose Sarcocystidae Seimos filogenetiniuoseimiypse iSskiriamos keturios
pagrindirets monofiletires linijos. Vienas Kklasteris apjungia Toxoplasmatingoseimio

Toxoplasma, Hammondia, Hyaloklossia, Besnoitia ir Neospora gentis, o Kkituose trijuose
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pasiskirstoSarcocystis genties #Sys, Frenkelia genties @iSys randamos viename klasteryje st
Sarcocystis rasimis (Mugridge ir kt 2000; Slapeta ir kt 2003; fi##kha ir kt 2005).

Kai kuriuose filogenetiniuos&arcocystis genties tyrimuose nustatyta koreliacija targ
raSiy fenotipiniy savybi; ir genotipiniy grupiy. NustatytaSarcocystis genties @iSiy koevuliucija
su ju Seimininkais. Pasteétas didesnis koevuliucijos laipsnis tarp panazit ju galutinig
Seimininky, negu tarp parazjtir ju tarpiniy Seimininky (Tenter ir kt 1992; Dolzel ir kt 1999;
Slapeta ir kt 2001; Elsheikha ir kt 2003pavyzdziui, Sarcocystis radys, kuriy tarpiniai
Seimininkai yra atrajojantys Zzinduoliai, o galuéiniSeimininkai Sunini ar katiniy Seimos
pléSrinai, pasizymi glaudziais rySiais tarp genotipigrupi ir fenotipiniy pozymi, tokiy kaip
Galutinio Seimininko ir filogenetimi grupiy stipri koreliacija Indinga Sarcocystis genties
atstovams, kuti gyvybiniame cikle dalyvauja grauzikai ir gyvat(Slapeta ir kt 2003). Teu
ne visomsSarcocystis raSims udinga koevuliucija suyj galutiniais Seimininkais, ypatingai toms,
kurios nepasizymi grieztu hostaliniu specifiSkundeffries ir kt 1997; Mugridge ir kt 2000;
Slapeta ir kt 2001; Slapeta ir kt 2003).
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MEDZIAGA IR METODAI

1. Medziagos pamimas

2005-2007 metais Baltijosijos pakranie netoli KurSiy mariy buvo sumedziotos trys
baltakakés zsys @nser albifrons) po viery pilkaja Zas; (Anas anas), varra (Corvus cornix) ir
didZiaja ani (Anas platyrhynchos). Siy pauk$iy kaklo, kojos ir kiitines raumenys tirti ieSkant
Sarcocystis cisty.

2. Mikroskopin é sarkocisty analizé

Subrendusias sarkocistas ggo skeleto raumenyse gfiusiai ir lengviausiai galima
aptikti kompresoriniu metodu. Tuo tikslu i$ tiriasios raumemn grupss iSilgai raumen skaiduly
iSkerpami 28 avizos gdo dydzio raumenn gabatliai, sudedami ant sintetinio tinklelio ir 20-30
minwiy perkeliamii mélynojo metileno daz vandenin tirpala (1g. metileno 500ml D). IS
daz; iStrauktas tinklelis su pyiais padedamas ant filtrinio popieriaus (sugerisnuaz
perteklius) ir nuskaidrinimui 15-20 mitiw pamerkiamas 1.5% acto igsties tirpad. I1Strauktas
tinklelis vél dedamas ant filtrinio popieriaus, o po taipai sudedamij stiklini kompresom
(stiklo plokSteés suverziamos varztais) ir tiriami Sviesiniu mikeopu.

Sarkosporidip raSys apiladinamos arba nustatomasy jcisty tipas remiantis
morfologiniais kriterijais, tai yra cigtsienets storiu, iSaug forma ir ilgiu bei cistozoit forma ir
dydziu. Tuo tikslu kompresoriuje mikroskopuojamiramiai raumem preparatai, kurie pries tai
3-5 minuém pamerkiami fiziologin; tirpala. Fiziologinio tirpalo prisigrusios sarkocistos tampa
tamsesas ir natyviuose preparatuose geriau matomosviddj kuriuose rastos sarkocistos,
perkeliami ant objektyvinio stiklelio ir & mikroskopuojami. Aplink sarkocistas es&s
miofibrilés dveji preparavimo adéliy pagalba atsargiai atskiriamos nuo sarkocistos
paSalinamos. Po to atskiriamas mazas ghbaarkocistos, pridengiamas dengiamuoju stiklelit
ir jvertinamos cistos morfologis ypatykés. Likusi cistos dalis su nedideliu miofibulkiekiu
perkeliama 70% etilo alkoholio tirpal ir mégintuwelyje, Saldiklyje laikoma iki DNR iSskyrimo.

Elektronio mikroskopavimo analizei, raumeairaudinio pavyzdziai su sarkocistomis
fiksuoti Kornovskio tirpale, po to fiksuoti osmi@ttokside, dehidruoti iflieti | epoksidini
derw; miSin.. Labai ploni piiviai nudazyti 2% uranil acetatu ir Svino citratu bei elektroniniu
mikroskopu JEOL JEM-100B.
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3. DNR iSskyrimas

Genomires sarkocist DNR iSskyrimui iS raumeninio audinio naudotas @ensalus DNR
iSskyrimo iSjvairiy audiniy metodas (Aljanabi ir Martinez 1997). Metodas nalksiuja brangj
reageni ir iSskirtos DNR kiekis bei kokybyra pakankama atlikti nemazai PGR reakcij
Medziagos:

1. Homogenizuojantis buferis 23.2gNaCl (0.4MNacCl)

1.21gTris (10mMTris-HCI)
0.744gEDTA (2mMEDTA)
iki 2000ml distiliuoto HO

2. 20%SDS: 20gSDS iki 100mLB

3. Proteinaz K: 20mg/ml HO

4. 6MNaCl: 17.4gNaCl 50ml }©

5. Izopropanolis

6. 70% GHsOH
Eiga:

1] sterilius ntgintuvelius sudedami 50-100 mg eritrogitsuspensijos arba audinio
gabaliukai, uzpilami 400 Homogenizuoja&io buferio ir jie 10-15 s trinami, pakratomi.

2. 1 kiekviem pavyzd pridedama po 40 20%SDS ir 8ml Proteingz K. Gerai
iSmaiSoma ir inkubuojama termostate 1 vatafad visy naki) 55-65°C.

3.Pridedama 3Q0 6MNacCl ir 30 s purtoma. Centrifuguojama 30 mih0Q00 aps/min
grekiu).

4.VirSutinis sluoksnis supilamaskita sterily mégintuvelj ir uzpilamas izopropanolio
spiritu (1:1). Gerai iSmaiSomas.

5.Inkubuojama 1 h Saldiklyje (-20°C).

6.Nuogdos praplaunamos 10070% spiritu, iSdZiovinamos. Suspenduojama 100u400

distiliuotame vandenyje.

4. DNR Svarumo ir kiekio nustatymas spektrofotometu

DNR tirpalai sugeria 260nm ultravioletinius spitida. Kai tirpalo sluoksnio storis yra 1
cm (kiuvets storis), o optinis tankis D = 1, dvigraisdDNR koncentracija tirpale atitinka

50ug/ml. Svarbu nustatyti DNR ir baltymkoncentracy tirpale. Svam DNR tirpal; optiniy
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tankiy santykis 260nm/280nm yra 1.7-2.0. Jei tirpalebakymy ar fenolio priemaig Sis santykis

bus mazesnis nei nurodyta. (Paulauskas ir kt. 2002)

5. Polimerazs grandininé reakcija

PGR yra nukleag<iy sinte2s in vitro metodas, kuriuo laboratoriniame:gmtu\elyje gali
bati specifiSkai padauginti (amplifikuoti) atskiri DRIfragmentai. PGR metodas yra labai jautrug tod
padauginti pasirinkta DNR atkarpa gali sudarytignatiena milijoning genomirts DNR dai.
Tai reiSkia, kad, naudojant PGR, galima amplifikuat ir vieninte¢ pasirinkto geno kopjj ar jo
fragmend (McPerson ir Moller 2000). 28S ribosoratn RNR geno fragmentas amplifikuotas
naudojant KL5a/KL2 ir KL1/KL3 pradmen poras (Mugridge ir kt 1999), o 18S rDNR
fragmentas padaugintas naudojant 1L ir 1H pradnpem (Yang ir kt 2001).

Medziagos:

Genomig DNR

H0

10 x PGR buferis

2mM dNTP

MgCl,

Pradmenys

Taq polimerag
Eiga:

Polimerazig grandires reakcija atlikta galutiniam abtiryje, susidedatiam isS 2.5l 10 x
PGR buferio, 2.pl. 2mMdNTP, po 0.iM pradmen, 0.5ul Taq polimerags, 2.5 MgCl, 0.2ug
genomires DNR ir likusio kiekio vandens. Amplifikacija dtta pradedant pirmu demahcijos
Zingsniu 3 min. 94°C tempefabje, reakcija toliau buvo vykdoma 30 amplifikasijoikly: 45s —
94°C, 45s — 65°C (KL5a/KL2), 45s - 44°C (KL1/KL3}5s - 62°C (1L/1H), prailginimo
zingsnis 1min. — 72°C ir viskas buvo uzbaigta galutprailginimo zingsniu 5min. — 72°C.

6. DNR elektroforez agarozs gelyje

Elektroforez agarozs gelyje naudota PGR padaugifdNR fragmenj analizei. DNR
elektroforez atliekama horizontaliame 0,65 — 3,0 % agesogelyje, turidiam Jug/ml etidZio
bromido. Elektroforez vykdoma leidzZiant elektros sroper gel, ko poveikyje DNR juda nuo katodo
link teigiamo poliaus — anodo. Fragmemidéjimo greitis gelyje priklauso nuayjdydzio: mazesni
fragmentai juda gré&iau, didesnidciau. Atsizvelgiani gelio dyd ir DNR fragmeni molekulire mas,
elektroforez vykdoma 30 — 60 min., esant 70 — 11@ampai (Paulauskas ir kt. 2002).
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MedZiagos:
e 50 x TAE buferis:

Lediné acto figStis 57ml

Tris 2429

0,5 M EDTA (pH 8,0) 100ml

dist. HO iki 2000ml
e 0,5MEDTA (pH 8,0):

EDTA X 2HO 186,1 g

dist. HO 800ml

e Agarozs milteliai
e Bromfenolio ntlio dazas
e Etidzio bromidas

Eiga:

Paimti reikiamagarozs milteliy kieki, istirpinti ji 1 x TAE buferyje kaitinant ir maiSant
tol, kol tirpalas pasidaro skaidrus ir vientisos&stencijos. Prigti etidzio bromido. ki 70 — 65°C
atvésinta agaroz supilamaj paruo& forma. Po toj gef istatomos "Sukés" ir forma paliekama
30 min. kambario tempefabje, kad gelis sustingt Sustingus geliui atsargiai iStraukiamos
Sukues. Prie§vedant néginj i susiformavusius "Sulilius”, gej istatytij elektroforezs vonet,
uzpildyta 1 x TAE buferiu taip, kad Sis apsendel. I kiekviery Sulirélj jvesti po DNR ngini
sumaisyq su bromfenolio rio dazais, o viema - molekulires mags zymeki Gene Ruler™

100bp. Po elektroforég gelis stebimas UV Sviesoje.

7. Pavyzdzy paruoSimas sekvenavimui

Amplifikuoty fragmeni iSgryninimui ir sekvenavimo reakgij paruoSimui naudotas
egzonukleazi rinkinys. il PGR miSinys, kuriame padaugintas mus dominamagnientas
sumaisytas su 10 vnt. egzonukleaze 1\(I).B 1 vnt. CIAP egzonukleaze (). Reakcija vykdyta
15 min. 37°C temperatoje ir atitinkamai 15 min. 85°C tempeiadje. Sekos nuskaitytos

Biotechnologijos Instituto Sekvenavimo centre.

8. Molekulini y duomeny analizé

Gauty seky specifiSkumojvertinimas atliktas BLAST programa, lyginant Siamiarbe
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nustatytas sekas su skelbiamomis eBanko sekomis, pasizymilomis aukgiausiu
homologijos laipsniu naujai nustatytoms sekomsp(Mtvw.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/). Gan
seky sulyginimas su identifikugt Sarcocystis riiSiy homologirgmis sekomis bei filogenetini
rySiy Sarcocystidae Seimoje rekonstravimas atliktas ojantt MEGA 3.1 versy. (Kumar ir kt
2004). Filogenetiniai medziai sukonstruoti naudojdeighbor-Joining metod,. Neighbor-
Joining analiz atlikta pagal nukleotid pakait; model|, naudojant Kimura 2 parametr
Bootstraping veriés gautos atlikus 500 pakeitim Siame darbe nustatytsek; santykinio
panasumo procentia reiksngs gautos naudojant FASTA program

(http://fasta.bioch.virginia.edu/).
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REZULTATAI IR J U APTARIMAS

IS Sedy pauksiy iSskirtos sarkocistos. Sarkoeignhorfologiniy pozymiy tyrimas atliktas
panaudojant 3viesinio ir elektroninio mikroskopagimanaliz. Sviesiniu mikroskopu
preliminariai apilndintos sarkosporidyj cistos, téiau siekiant nustatyti cisttipus ir identifikuoti
Sarcocystis raSis atlikta iSsamesnelektroninio mikroskopavimo anatizCistos diferencijuotos

pagal sienék stoj, sienets iSaug ilgi ir forma bei cistozoitt morfometrines ypatybes.

3.Paveikstlis. Sarkocisty cistozoitai. a Sarcocystis sp. (Anser anser cistos tipas ). b
Sarcocystis sp. (Anser albifrons cistos tipas Ill). ¢ Sarcocystis sp. (Anas platyrhynchos cistos
tipas II).

Pilkojoje Zsyje ir vienoje baltakakje Zasyje aptikti vienodos formos cistozoitai, kituose
pauk$iuose rasti skirting pavidal; cistozoitai (3. Paveikslis). Remiantis cist sienets ir
cistozoity morfologija, vienoje baltakalfe Zasyje aptiktos | tipo sarkocistos, didZiojoje antyje
rastos Il tipo sarkocistos, dviejose baltakakt zsyje ir pilkojoje asyje nustatytos Il tipo
sarkocistos, varnos cistos identifikuotos kaip \potisarkocistos. Sviesiniu mikroskopu
identifikuotos pirmo tipo sarkocistos apibendrintmvadintos lygiasieémis, o antro, tré&o,
penkto tim sarkocistos — turiios iSaugas (4. Paveiksk). Pirmo tipo cisi sienets buvo
lygios, antro ir tréio tipu cisty sienetms hidingos spenelio ar pirSto formos iSaugos, o penki
tipo cisty sienets tugjo tvoreks formos iSaugas. Elektrogsmikroskopijos analizparoa, kad
pirmo tipo sarkocist sieneé pasizymi smulkiu bangavimu, antro ir dire sarkocisy tipo
sienebms kidingos pirSto formos iSaugos, bet skiriasi isadgdis ir atstumai tarpyj penkto
sarkocist tipo sienelei charakteringos antsniSaugos (Kutkienir kt., nepublikuota). Pagal
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4. Paveikstlis. Sarkocisty sienely fragmenty mikroskopiné analizé. a-b Sviesi

mikroskopija, c-f elektroniné mikroskopija. a, ¢ - | tipo sarkocistos, b,d - Il tipo
sarkocistos, e - Il tipo sarkocistos, f - V tipo s&ocistos.
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Dubey ir Odening sarkocistsieneliy ultrastruktiros klasifikacig, | tipo sarkocistos turi 1 tipo
cisty sienet, Ill tipo sarkocistos — 9 tipo cistsienet, o didziojoje antyje ir varnoje aptiktos
sarkocistos nepriskirtinos nei vienam is trisdeSeytyni cisty sieneli; tipy. Pilkosios Zsies ir
baltakakés Zsies treiojo tipo raumenini audinii cistos bei cistozoitai tiriant Sviesiniu
mikroskopu buvo morfologisSkai identiski, t@dai tikriausiai yra tos paos Sarcocystis rasies
parazitavimo skirtinguose tarpiniuose Seimininkuasejis.

Remiantis fenotipiamis sarkocist savylemis, tyrimams panaudotos sarkosporidijos
atitinkamai pavadintosSarcocystis sp. @nser albifrons cistos tipas I),Sarcocystis sp. @Anas
platyrhynchos cistos tipas Il)Sarcocystis sp. @Anser anser cistos tipas lll) Sarcocystis sp. @Anser
albifrons cistos tipas Ill), irSarcocystis sp. Corvus cornix cistos tipas V). IS pauks;, kaip
tarpiniy Seimininkg, iSskirtos sarkocistos pagal morfologinius pozysmnebuvo priskirtos nei
vienai zinomai #Siai.

Siame darbe gauti 1391-1393bp ilgio 18S rDNRi(eit Toxoplasma gondii 18S rRNR
geno 99-1471 sek 645-649bp ir 1021-1036bp ilgio 28S rDNR fragnani(atitinka
Toxoplasma gondii 28S rRNR geno 266-1282 ir 2511-3167 sekas). 28$RrRgeno dalias
sekos skelbiamos GerBanke (EF079884 EF079885 EF079886 EF079887), kitetatytos
sekos kol kas nedeponuotos @GdBanke.Sarcocystis sp. @Anser anser cistos tipas Ill) @Siai
pavyko amplifikuoti ir nusekvenuoti tik 28S rDNR H4p fragment, ilgesniy fragment
amplifikacija nepasisekdél seno pavyzdzio ir degraduotos DNR.

Sarcocystis sp. @nser albifrons cistos tipas ) 18S rDNR fragmento 1391bp ilgikase
pasizyntjo aukgiausia homologija palyginus s&renkelia glareoli atitinkama seka; 28S rDNR
1678bp ilgio seka pasizygo aukEiausia homologija palyginus strenkelia glareoli atitinkama
seka.

Sarcocystis sp. @nas platyrhynchos cistos tipas 1l) 18S rDNR fragmento 1391bp ilgic
seka pasizy®gjo auk&iausia homologija palyginus s@arcocystis mucosa atitinkama seka; 28S
rDNR 1671bp ilgio seka pasizyo auk&iausia homologija palyginus ssarcocystis neurona
atitinkama seka.

Sarcocystis sp. @nser albifrons cistos tipas 1ll) 18S rDNR fragmento 1391bp ilgieka
pasizyntjo auk€iausia homologija palyginus $arcocystis mucosa atitinkama seka; 28S rDNR
1670bp ilgio seka pasizyio aukgiausia homologija palyginus ssarcocystis muris atitinkama
seka.

Sarcocystis sp. Anser anser cistos tipas Ill) 28S rDNR 649bp ilgio seka pagijo
auk&iausia homologija palyginus $arcocystis lindsayi atitinkama seka.

Sarcocystis sp. Corvus cornix cistos tipas V) 18S rDNR fragmento 1393bp ilgikase
pasizyngjo aukEiausia homologija palyginus dtrenkelia microti atitinkama seka; 28S rDNR
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fragmento 1681bp ilgio seka pasizgjmaukEiausia homologija palyginus $trenkelia glareoli
atitinkama seka.

Tiriamyju seky santykinio panasumo procerdmveres varijuoja nuo 95.80% iki 100%
(2. Lentet). Sarcocystis sp. @Anser albifrons cistos tipas I) pagal 18S rRNR ir 28S rRNRgen
dalines sekas artimiausiarenkelia glareoli (atitinkamai 99.50% ir 98.50%). Visais kitais

atvejais naujai iSskirtos sarkocistos pasizymiudagvio didziausiu homologijos laipsniu.

2.Lentele. Tirt y Sarcocystis sp. miSiy seky santykinio panasumo procentirés reikSmes. 18S

rRNR geno (po diagonale), 28S rRNR geno (virs diagalés).

1 2 3 4 5
1 95.80% 96.00% 98.40% 98.30%
2 99.30% 99.30% 99.30% 95.70%
3 99 20% 99.60% 100% 95.80%
4 i . . 98.50%

5 99.30% 98.60% 98.60% :

1 —Sarcocystis sp. @Anser albifrons cistos tipas 1), 2 -Sarcocystis sp. @nas platyrhynchos cistos
tipas Il), 3 —Sarcocystis sp. @nser albifrons cistos tipas 1), 4 -Sarcocystis sp. @Anser anser

cistos tipas lll), 5 —=Sarcocystis sp. Corvus cornix cistos tipas V).

Sarcocystis sp. @nser albifrons cistos tipas Ill) viduiSiné daliniy 18S ir 28S rRNR gen
seky analiz neparod jokio seky skirtumo. Pauk8ai buvo sumedZzioti toje @aje teritorijoje,
kurioje Sarcocystis sp. @nser albifrons cistos tipas Ill) galim pléSriny, tai yra lapi skatius yra
ribotas ir jos nemigruoja dideliais atstumais (Ketk ir kt. 2006). Sios priezastys, matymic
vidurasinés jvairoves nebuvim tarp baltakakis zsies tréio tipo sarkosporidij.

Baltakaktje ir pilkojoje Zsyje parazituojatiy bei formuojadiy trecio tipo cistas
sarkosporidij, 28S rRNR geno daléis sekos yra identiSkos. Nors tirtasis fragment&as n
pakankamai didelis (649bp),¢tau lyginant § fragmend kitose Sarcocystis raSyse nustatyti
nukleotid; suckties skirtumai. Remiantis sgkvienodumu ir morfologiniais sarkocissienets
bei cistozoity panasumais, galima teigti, kad baltakgkbei pilkojoje asyse parazituojainos Il
tipo sarkosporidijos gali priklausyti tai §gai rasiai.

llga laika sarkosporidiogs problemoje vyravo nuoménkad Sarcocystis rasSys pasizymi
grieztu specifiSkumu tarpiniam Seimininkui.clau Box ir kt. (1984) eksperimentiniais tyrimais
parod, kad Sarcocystis falcatula tarpiniais Seimininkais yra Passeriformes, Psittames ir
Columbiformes briy paukiai. Siy tyrimy pagrindu formavosi nuomeén kad kai kurios

Sarcocystis riaSys (yp& paukgiuose) rra grieztai specifies tarpiniam Seimininkui. #esni
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tyrimai taip pat parog kad tokios pé&os Sarcocystis cisty formos randamos keliose
Anseriformes brio pauks$iy raSyse (Wobesser ir kt. 1981; Kutkieir Sruoga 2004)Taigi,
rezultatai IS dalies patvirtina prielaid jog pauk8iy sarkosporidijos nepasizymi grieztu

hostaliniu specifiSkumu.

3. Lentek. Filogenetiniame Sarcocytidae Seimos tyrime panaotbs kokcidijy rasys.

Klasifikacija Taksonas Tarpinis Galutinis
Seimininkas Seimininkas

Tiriamoji grupe
Sarcocystinae
Sarcocystis  S.sp (Anser albifrons cistos tipas I) Paukgi ?
Sarcocystis  Sarcocystis spAhas platyrhynchos Pauksiali ?

cistos tipas Il)
Sarcocystis  S. sp Anser albifrons cistos tipas 1) Pauksai Suniniai
Sarcocystis  S. sp Corvus cornix cistos tipas V) Paukmi ?
Sarcocystis  S.neurona Arklys Oposumas
Sarcocystis  S.muris Peliniai Katiniai
Sarcocystis  S.capracanis Ozka Suniniai
Sarcocystis  S.tenella Avis Suniniai
Sarcocystis  S.gigantea Avis Katiniali
Sarcocystis  S.cruzi Galvijai Suniniai
Sarcocystis  S.moulel Ozka Katiniai
Sarcocystis  S.singaporensis Peliniai Gyvat
Frenkelia F. glareali Peliniai Pauk&ai
Frenkelia F.microti Peliniai Pauk&ai
Taxoplasmatinae
Besnoitia B besnaiti Galvijai Katiniai
Hammondia Hhammondii Peliniai Katiniai
Toxoplasma Tgondii Zinduoliai Katiniali
Neospora Ncaninum Galvijai Suniniai
ISoriné grupe
Eimeridae
Eimeria E.tenella Zinduoliai Pauké&ai
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Naudojant BLAST sek sulyginimo program parodyta, kad Siame darbe nustatytos 18S
ir 28S rDNR fragment sekos pasizydjo didziausia homologija Sarcocystidae Seimai
priskiriamy raSiy atzvilgiu, o yp@ Sarcocystis bei Frenkelia gentims.Frenkelia labai artima
Sarcocystis ir jos taksonomié packtis iSlieka diskusij objektu (Votypka ir kt. 1998; Mugridge
ir kt. 1999; Smith ir Frenkel 2003). Siekiant rektmioti filogenetinius rySius Sarcocystidae
Seimoje bei nustatyti tirianjuy rasiy taksonomin packtj, lygintos homologisSkai artimiausios
Geny Banke skelbiamos Sarcocystidasys. Palyginimui pasirinktoSarcocystis, Frenkelia, bei
keturios kity Sarcocystidageimos getiy svarbiausiosasSys, kury nustatytos irl8S rDNR, ir
28S rDNR sekos. ISorine grupe pasirinkta SarcoggetiSeimai giminingiausios Eimeridae
Seimos tipig rasis Eimeria tenella (3. Lentet). | Filogenetir analiz negtrauktos labai dideliu
homologijos laipsniu, Siame darbe tiriamom$ims pasizymi&ios Sarcocystis cf. falcatula,
Sarcocystis lindsayi, nes nenustatytos jL8S rDNR sekos, béarcocystis mucosa, kadangi ara
jos 28S rDNR sekos duomenRemiantis Neighbor-Joining metodu, atlikta Sarcocystidae
Seimos filogenetiéklasterire analiz.

Bendroje 18S ir 28S rRNR gerdaliniy seky dendrogramoje iSryska keturios grugs:
pirmoji apjungia Siame darbe tiriamassis suFrenkelia microti, Frenkelia glareoli, Sarcocystis
muris, Sarcocystis neurona, antroje iSsiskiria Sarcocystis singaporensis, kurios tarpinis
Seimininkas yra pelini Seimos zinduolis, o galutinis Seimininkas gyydteioje susigrupuoja
Sarcocystis genties @Sys, kurg gyvybiniame cikle dalyvauja tik zinduoliai, kettofi apjungia
Toxoplasmatinae posSeimio ketwrigertiy tipinius atstovus (5. Paveiksik). Filogenetinis
Sarcocystidae Seimos medis atskiria du poSeimiuarcoBystinae (1-3 klasteriai) ir
Toxoplasmatinae (4 klasteris). IS filogenetinio medmatome, kadSarcocystis gentis yra
parafiletire taksonomii grupe, jeigu Frenkelia genties statusas teisingai apitias. Kai kurie
autoriai mano, kad veitly Frenkelia genties #@Sis pervadinti irjtraukti { Sarcocystis geni
(Votypka ir kt. 1998; Mugridge ir kt. 1999, Elshaiir kt. 2005).

IS dendrogramos matome, k&drcocystis genties #iSims dinga koevuliucija suyj
Seimininkais. Filogenetinio medzio &reji monofiletiné grupe apjungiaSarcocystis rasis, kuriy
tarpiniai ir galutiniai Seimininkai Zinduoliai. Ardji grupé iSskiria specifiniu gyvenimo ciklu
pasizymirgia Sarcocystis singaporensis. Sarcocystis singaporensis tarpiniu Seimininku tarnauja
peks, o galutiniu — gyvat Tretia dendrogramos grgppadalina dvi pagrindis Sakos: viena
apjungia Sarcocystis gigantea ir Sarcocystis moulel, kita — Sarcocystis cruz, Sarcocystis
capracanis, Sarcocystis tenella. Sarcocystis gigantea ir Sarcocystis moulei galutiniai Seimininkai
yra katinip Seimos Zinduoliai, dsarcocystis cruz, Sarcocystis capracanis, Sarcocystis tenella

e e e w s

mastas tarp paraaitir ju galutinip Seimininky, negu tarp parazitir ju tarpinipy Seimininkg.
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Filogenetinio medzio pirmos grép msSims neldinga koevoliucija su y galutiniais
Seimininkais. Dendrogramos pirmo klasteriaSys: Frenkelia microti, Frenkelia glareali,
Sarcocystis muris, Sarcocystis neurona nepasizymi grieztu specifiSkumu tarpiniam ar galatn
Seimininkui. Sio darbo bei ankstesmyrimy rezultatai parodo, kad pawks sarkosporidijos taip
pat nepasizymi grieztu hostaliniu specifiSkumu. iRermiojant, galima teigti, jog ne visoms
Sarcocystis riSims idinga koevuliucija suyj galutiniais Seimininkais, ypatingai toms, kurios

nepasizymi grieztu hostaliniu specifiSkumu.

g4 — Sarcocystis sp (Anser albifrons )
9 Sarcocystis sp (Corvus cornix W)

25 Frenkelia glareali

100 Frenkelia microti

1 Grupe
100 Sarcocystis neurona

100 — sarcocystis sp (Anser albifrons 1)

100 L Sarcocystis sp (Anas platyrhynchos 1)

94 L Sarcocystis muris

Sarcocystis singaporensis | 2 Grupe

100 [~ Sarcocystis gigantea

23 L Sarcocystis moulei

Sarcocystis cruzi 3 Grupe
100 Sarcocystis capracanis
WE Sarcocystis tenella

Besnoitia besnoiti

100

100 NEDSFIDI’EI caninum

4 Grupe
100 | r Hammandia hammaondii -

95 L Toxoplasma gondii

Eimeria tenella ] Tfonne grupe
0.m

5. Paveikstlis. Sarcocystidae Seimos filogenetinis medis sukstruotas pagal 18S ir 28S
rRNR geny dalines sekas. Sakilgis proporcingas evoliuciniam nukleotidy sekos pakitimy

mastui, skakiai parodo 500 pakeitimy atitinkan ¢ias bootstraping vertes.
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Sarcocystis sp. Corvus cornix cistos tipas V) irSarcocystis sp. @nser albifrons cistos
tipas ), formuoja atskirSaky dendrogramoje, dsarcocystis sp. @Anser albifrons cistos tipas Ill)
jungiasi suSarcocystis sp. @nas platyrhynchos cistos tipas IlI). Antro-t@o tipy sarkocist
sienebs pasizymi morfologiniu panasumgarcocystis sp. Corvus cornix cistos tipas V) ir
Sarcocystis sp. @nser albifrons cistos tipas I) artimai giminingdsrenkelia genties #iSims. Tai
gakty bati susig su tuo, jog penkto tipo varnos sarkospouidij pirmo tipo baltakakis zsies
sarkosporidip galutiniai Seimininkai yra ne SunipiSeimos atstovai, kaip tai dalinai nustatyte
trecio tipo baltakakis Zsies sarkosporidijoms, betéplieji pauksiai, kurie yra Frenkelia
genties #Siy galutiniai Seimininkai. Sios prielaidos paneiginaui patvirtinimui kitini iSsamis
gyvybiniy cikly tyrimai. Filogenetid Sarcocystidae Seimos 18S ir 28S rRNRuygealiniy seky
analiz atsklei¢, kad filogenetinius rySius Sarcocystidae Seimogmaza dalimi lemia
sarkosporidij gyvybinio ciklo ypatylés bei Seiminink spektras.

Pazynttina, jog jungtinis 18S ir 28S rRNR gedaliniy seky medis yra patikimas, Sak
susigrupavim patvirtina auksStoshootstraping verés (maziausia reikSén85%, o visos Kkitos
virSija 90%). Duomenys parodo rDNR sekaip molekuling zymeny tinkamuna Sarcocystidae
Seimos filogenetiniuose ir taksonominiuose tyrimaios

Lyginamoji Sarcocystidae Seimos dalirii8S ir 28S rRNR gensek; analiz paroad, kad
nukleotid; pakait; skirtumai varijuoja nuo 0.1% iki 9.4% (4. Lerdel Dendrogramos pirmos
grupés 1Sy nukleotidy; skirtumai mazesni negu ties grugs sy, atitinkamai 1.95% (0.5-
3.6%) ir 4.96 % (0.6-8.3%). Tai parodo mazesniusligginius skirtumus tarp pirmos grép
atstow, kuriy daugumosasiy tarpinis ar galutinis Seimininkas — padile$ (iISskyrusSarcocystis
neurona ir Sarcocystis muris, ju Seimininkai tik zinduoliai), lyginant su @®s grugs mGsimis,
kuriy gyvybiniuose cikluose dominuoja zinduoliai. Pazyima, kad tréios Sarcocystidae Seimos
monofiletines grugs rsSys pasizymi grieztu specifiSkumu tarpiniam Seimimi, 0 pirmos
grupés asSims neldingas hostalinis specifiSkumas. Kadangi paigk&voliuciniu poZiriu yra
jaunesi taksonomia grup: negu zinduoliai, tad auksStas hostalinio specii&ulaipsnis gali
buti ilgiau trunkarios parazito ir Seimininko koevoliucijos pasekmTyrimo rezultatai
atskleidZia auk&tparazity ir ju Seimininky koevuliucijos laipsp tai patvirtina ir Sarcocystidae
Seimos @Siy 18S ir 28S rRNR gendaliniu seky procenting skirtumy analiz, parodanti jog
pauk$iy sarkosporidiy riSys evoliucisSkai #liau susiformavo, negu zinduaglisarkosporidijos.
Apskatiuotos nukleotid pakait; skirtumy reikSnes Toxoplasmatinae poSeimiui (1.42%), yra
Zymiai mazesés negu Sarcocystinae poseimiui (4.98%h{ammondia hammondii, Toxoplasma
gondii ir Neospora caninum nukleotid; skirtumai tesiek 0.31%. Sarcocystis genties nariali
pasizymi dideliu variabilumu 18S ir 28S rRNR gereiogaigi, Sarcocystis genties #Siy
atskyrimui tinka migtieji genai, prieSingai Toxoplasmatinae poSeinisiy 18S ir 28S rRNR
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gen; analiz ne visada atskleidZia Sios gégpkai kuriy atstow; filogenetinius rySius (Ellis ir kt.
1999).

4. Lentek. Sarcocystidae SeimosuiSiy santykiniai procentiniai skirtumai, remiantis
18S ir 28S rRNR gem seky palyginimu.

112 (3|4 |5,6| 7| 8| 9 10 11 12 13 14 15 (6 |17 |1¢
1 [=
2 |1.7] -
3 |1.7]| 05 -
4 05|19 1.9 -
5 |07 19 20 09 -
6 |09|21 22 13 06 -
7 [15] 19| 19 16 17 1y -
8 (32| 34| 36 33 33 34 34 -
9 |69|67 67 70 68 70 69 70 -
10|71|,68| 69 72 70 73 70 72 Q9 -+
11 | 65| 6.7| 6.7 6.§ 6.6 6.8 66 71 47 48 +
12 |6.8| 6.,5] 6.5 6.9 6.7 69 67 69 18 19 49 |-
13 6.6| 6.7 6.7 69 6.7 6P 68 712 48 49 06 |50 |-
14 |6.0| 63| 6.3 6. 6.0 6.2 60 70 §1 83 81 [7.9 |&1
15|/59| 64| 64 6.2 59 6.1 63 66 90 92 D3 9.3 |BB| -
16 |6.0| 6.3] 6.3 6.3 58 6.1 61 67 93 94 D2 94 BD| 26| —
17 |6.0| 6.3] 6.4 64 59 6.0 61 67 93 94 D2 94 |BH| 25 01 -
18 |6.1| 6.3] 6.3 6.3 58 6.p 6/0 68 93 94 D2 94 B3| 26| 0.3 03 -

1 —Sarcocystis sp. @Anser albifrons cistos tipas 1), 2 -Sarcocystis sp. @Anas platyrhynchos cistos
tipas 1), 3 —Sarcocystis sp. @Anser albifrons cistos tipas 1ll), 4 —Sarcocystis sp. Corvus cornix
cistos tipas V), 5 +Frenkelia glareoli, 6 — Frenkelia microti, 7 — Sarcocystis neurona, 8 —
Sarcocystis muris, 9 — Sarcocystis capracanis, 10 — Sarcocystis tenella, 11 — Sarcocystis
gigantea, 12 —Sarcocystis cruzi, 13 —Sarcocystis moulei, 14 —Sarcocystis singaporensis, 15 —
Besnoitia besnoiti, 16 —Hammondia hammondii, 17 — Toxoplasma gondii, 18 — Neospora
caninum.

Pazynttina, kad tik pagal 28S rRNR geno dalines sekasrsstkuota dendrograma
atitinka jungtin 18S ir 28S rRNR gen daliniy sek; filogenetin med, tafiau nustatytos
Zemesas Sak@ susigrupavim patvirtinargios reikSnés (6. Paveikslis). Sarcocystis neurona
filogenetire pacdtis gauta
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99

Frenkelia glareali

Sarcocystis sp (Anser albifrons [)

Sarcocystis sp (Conus comix V)

Frenkelia microti
Sarcocystis neurona

— Sarcocystis sp (Anser albifrons I

1o0 L Sarcocystis sp (Anas platyrhynchos I

Sarcocystis murs

100 - Sarcacystis gigantea

[ Sarcocystis moulei

Sarcocystis cruzi

100 { Sarcocystis capracanis
88 Sarcocystis tenella

Sarcocystis singaporensis

a8
95 100
Besnoitia besnaoiti
o Meospora caninum
100 | Hammaondia hammandii

94 L Toxoplasma gondii

d

100

Eimeria tenella

7g [ Sarcocystis sp (Anser albifrons 1)

73

Sarcacystis sp (Corus carnix v
Frenkelia glareali

Frenkelia micrati

Sarcocystis sp (Anser albifrons 1)
Sarcocystis sp (Anas platyrhynchos 1)
Sarcocystis nedrana

Sarcocystis muris

Sarcocystis singaporensis

100 [— Sarcocystis gigantea

- Sarcocystis moulei

Sarcocystis cruzi

100

Sarcocystis capracanis
H|7— Sarcacystis tenella

—— Besnoitia hesnoiti

s F Hammondia hammondii

100 Toxoplasma gondii
9
G0L Neospora caninum b

Eimetia tenella

bootstraping vertes.

nukleotidy sekos pakitimy mastui,

6. Paveikstlis. Sarcocystidae Seimos filogenetiniai medziai.) gpagal 18S rRNR geno
dalines, b) pagal 28S rRNR geno dalines sekas. $ialtgis proporcingas evoliuciniam

skatiai parodo 500 pakeitimg atitinkan ¢ias
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atliekant 18S rDNR dalini seky analiz neatitinka lokalizacijos bendrame 18S ir 28S rDNF
filogenetiniame medyje. Sarcocystidae filogenetmsaySiams atskleisti reikalingas pakankama
didelis fragmentas, kuriame iSlaikomas tinkamasabéy ir konservatywi segment santykis;
geriausia pilnas didysis arba mazasis ribosésRNR subvienetas, arba abu subvienetai. Siar
darbe naudotos 18S rDNR dalknsekos sudaro apytiksliai 80% viso 18S rRNR geng8S

rDNR dalires sekos sudaro apytikriai 52% viso 28S rRNR gétgrime panaudotas 28S rDNR
dalinés sekageina ir labai informatyvus virs 300 bp turintis B@8menas, kurio sekomis paremti
filogenetiniai medziai atspindi pagrindi®arcocystidae Seimos nasusigrupavim (Mugridge

ir kt. 2000). Filogenetiniai rySiai nustatyti paga8S, 28S rRNR gendalines sekas ir pagal 18S,
28S rRNR gen pilnas sekas sutampa (duomeys nepateikiami). Agitbeant, Siame darbe
panaudojus 18S ir 28S rRNR gesely analiz, patikimai atskleistas iS pauks, kaip tarpini

Seimininky, iSskirty sarkosporidij taksonominis statusas ir filogenetipacktis.
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ISVADOS

Siame darbe i§ pauk§, kaip tarpini Seimininky, iSskirtos sarkosporidijos apraSomos
pirma karta ir yra ngvardintos @Sys.

Baltakaktje bei pilkojoje asyse iSskirtos Il tipo sarkocistos ¢l biti tos p&ios
sarkocist riSies parazitavimo skirtingriSiy tarpiniuose Seimininkuose atvejis.
Tirlamos GSys filogenetiniame medyje susigrupuoja Bienkelia microti, Frenkelia
glareoli, Sarcocystis muris, Sarcocystis neurona.

Naudojant 18S ir 28S rDNR zymenis patikimai nudtatSiy raSiy filogenetire bei
taksonomig packtis.

Pagrindiniai veiksniai, jtakojantys Sarcocystidae Seimos filogenetinius usySiyra
sarkosporidij gyvybinio ciklo ypatyls, Seiminink spektras bei paragitspecifiSkumas
Seimininkui.

Sarcocystidae Seimos filogenetinrySiy tyrimas atskleid Sarcocystis raSiy su j

galutiniais Seimininkais koevoliucijos reiskin
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SUMMARY

INVESTIGATION OF THE PHYLOGENETIC RELATIONSHIPS OF
SARCOCYSTIS SPP. FOUND IN BIRDS USING 18S AND 28S rRNA GENE
PARTIAL SEQENCES

Petras Prakas
Institute of Ecology of Vilnius University, Labo@ty of Population Genetics, Vilnius, Lithuania

Based on cyst morpholog$arcocystis cysts type | were found in white-fronted goose

(Anser albifrons), cysts type Il in mallardAnas platyrhynchos), cyst type lll in one grey-lag
goose Anser anser) and two white-fronted geese, cyst type V in hoodexv (Corvus cornix).
The sarcocysts isolated from the infected birdsneermediate host have not been previousl
described and are unnamed. Type |l sarcocyststdeten white-fronted and greylag geese ma
illustrate the case of polyhostal nature of sarstyvhen the same-species parasites infestir
intermediate hosts of different species. The ole@il8S and 28S ribosomal RNA partial gen
sequences showed the highest homology for the g&arrocystis andFrenkelia. In the tree of
phylogenetic relationships, the species involvedthis study were grouped witRrenkelia
microti, Frenkelia glareoli, Sarcocystis muris and Sarcocystis neurona. Results show co-
evolution ofSarcocystis spp. with the final host. Based on data obtainembitld be stated that
phylogenetic relationships of Sarcocystidae fanaitg influenced by peculiarity of life cycle,
hosts spectrum and host specificity. Analysis ef plartial sequences of 18S and 28S ribosom
RNA revealed the phylogenetic and taxonomic statube investigate&arcocystis spp.
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SANTRAUKA

PAUKSCIUOSE APTINKAM U NEAPIBUDINT U SARCOCYSTISGENTIES
RUSIU FILOGENETINI U RYSIU TYRIMAS NAUDOJANT DALINES 18S
IR 28S rRNR GENU SEKAS

Petras Prakas
Vilniaus Universiteto Ekologijos Institutas, Popmdints Genetikos Laboratorija, Vilnius,

Lietuva.

Pagal cisi morfologija, baltakaktje Zasyje (Anser albifrons) aptiktos | tipo sarkocistos,
didziojoje antyje Anas platyrhynchos) rastos Il tipo sarkocistos, dviejose baltakaktzsyse ir
pilkojoje Zasyje (Anser anser) nustatytos Il tipo sarkocistos, varnoje&Cofvus cornix)
identifikuotos V tipo sarkocistos. 1S padkg kaip tarping Seimininky iSskirtos sarkosporidijos
aprasomos pirmkarta bei yra n¢vardintos fiSys. Baltakakije bei pilkojoje asyse iSskirtos Ill
tipo sarkocistos galiiili tos p&ios sarkocisf raSies parazitavimo skirtingraSiy tarpiniuose
Seimininkuose atvejis. Nustatytos 18S ir 28S rDNRgifent sekos pasizyajo didziausia
homologijaSarcocystis bei Frenkelia gentims. Filogenetini rySiy medyje sugrupuojamos Siame
darbe tiriamos aSys suFrenkelia microti, Frenkelia glareoli, Sarcocystis muris, Sarcocystis
neurona. Rezultatai atskleid Sarcocystis genties #@Siu koevoliucip su j galutiniais
Seimininkais. Remiantis tyrimo duomenimis, galimaigti, kad Sarcocystidae Seimos
filogenetinius rySius apsprendzia sarkospouidjyvybinio ciklo ypatyks, Seiminink spektras
bei parazii specifiSkumas Seimininkui. 18S ir 28S rRNR gelaliniy seky analiz atskleidzia
tirty Sarcocystis sp. 6Siy filogenetire bei taksonomi@ pacdkt;.
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