VILNIAUS UNIVERSITETAS
GYVYBES MOKSLU CENTRAS

NAGLIS GUDISKIS

Netipiniu Sarcocystis ruSiy nustatymas Lietuvoje auginamose naminése avyse
(Ovis aries)

Magistro baigiamasis darbas

Genetikos studijy programa

Darbo vadovas

Dr. Petras Prakas

Vilnius 2024



TURINYS

SANTRAUKA ...ttt ettt ettt et s bbbt st ene e st e st e b e besbeebeeneeneenes 3
SUMMARY ...ttt b ettt e a et e et e st e bt ebeeaeene e st enb e b e benteeneeneeneenes 4
TVADAS ettt ettt bttt a e n e n et et et eb e b eae st ens 5
1. LITERATUROS APZVALGA ....costiiiiiriieriieeiseeisssesss s ssesessssssones 7
1.1.  Sarcocystis genties parazity charakteristika.............ccocoeviiiiiiiiiiiniiineeceeeeee, 7
1.2.  Sarcocystis parazity gyvybinis CiKIas..........ccccevviiiiiiniiieiiinieee e 7
1.3, Sarcocystis Spp. MOTTOLOZIJA .....ecuvieiiiiiieiieeieeieeee ettt 10
1.4.  Suniniy $eimos plésriny vaidmuo platinant Sarcocystis parazitus............................ 11
1.5.  Sarcocystis parazity identifikavimo metodai ...........ccocvevevieriiiniienieniieieee e 12
1.6.  Avyse aptinkamy Sarcocystis TUSIY JVAITOVE .......cccveeruierieeniienieeniieeieeieesreeneeeseaeenne 14
1.7.  Sarcocystis parazity patogeniSkumas ir prevencija........occeeveeeeveereenveenieeneeeneenneenn. 16
1.8.  Tipiniy ir netipiniy Sarcocystis risiy avyse tyrimai pasaulyje .........cccoeceeveveerivennnne. 19
2. MEDZIAGOS IR METODAL......cociiiimiiimrireiseeeseesssessssssesssesssessssssssesssssssesssnnes 21
2.1, Tyrimo OBJEKLAS. .....eiiiiieiiieiieie ettt st 21
2.2, MEAZIAZOS ..cvveeneieiieeiieeiee ettt et ettt et e et e st e et e e tee et e ette et e e neeeabeebeeenseensaeenseenne 21
230 MO .ttt et sttt st nb et 23
2.3.1.  Sarcocystis rusiy nustatymas aviy raumeniniuose audiniuose............cceeeueerveenneens 23
2.3.2.  Sarkocisty identifikavimas molekuliniais metodais...........ccccovceeveriieniencnienennene 26
2.3.3.  Sarcocystis rusiy identifikavimas galutiniuose Seimininkuose .............cccceeeveeneen. 27
234, Geneting ANAlIZE ......cccvevuiiriiiiiiiieieee ettt 27
2.3.5.  StatiSting analiZe€..........covevuiiiiiiiiieieeteee e 28
3. REZULTATAL. ..ottt sttt ettt st ene s 29
3.1.  Sarcocystis riiSiné jvairové Lietuvoje auginamy aviy raumeniniuose audiniuose.....29
3.2.  Sarcocystis parazity identifikavimas dazytuose pavyzdZiuose ...........ccceeeveerreennnnnne 36
3.3.  Sarcocystis riisiy, parazituojan¢iy naminése avyse, paplitimas Lietuvoje................. 38
4. REZULTATU APTARIMAS ..ottt 40
ISVADOS ..ottt e s ee e e s tee e et en e eenaees 44
ASMENINIO INDELIO APRASYMAS .....vtiiumrimiineiineesesiseesssesssssssssesssesssesssssssssssseens 45
PADEKA ...ttt 46
LITERATUROS SARASAS ..ottt 47
PRIEDAL ...ttt sttt ettt ettt st b e st s e st et et e b et e sbesbeeneeneenes 58



VILNIAUS UNIVERSITETAS
GYVYBES MOKSLU CENTRAS

Naglis Gudiskis
Netipiniy Sarcocystis riSiy nustatymas Lietuvoje auginamose naminése avyse (Ovis aries)

Magistro baigiamasis darbas

SANTRAUKA

Sarcocystis parazitai infekuodami roplius, paukscius, Zinduolius, jskaitant Zzmoguy, gali sukelti
dideliy ekonominiy nuostoliy bei problemas gyvulininkystes sektoriuje. Iki Siol manyta, jog zemes
tkio gyviiliuose parazituojancios Sarcocystis ruSys pasizymi specifiSkumu tarpiniam Seimininkui,
tat¢iau naujausi duomenys veréia abejoti §ia teorija. Zinoma, jog naminé avis gali biiti Sesiy
Sarcocystis rusiy tarpiniu Seimininku: S. arieticanis, S. tenella, S. gigantea, S. medusiformis,

S. microps ir S. mihoensis.

Sio darbo metu buvo siekta identifikuoti netipiniy Sarcocystis riiiy jvairove Lietuvoje
auginamy aviy raumeniniuose audiniuose (diafragmoje, stemplgje ir Sirdyje), naudojant cox/ geno
analize. Siam tikslui pasiekti buvo iskelti trys uzdaviniai: identifikuoti netipines Sarcocystis riis
aviy audiniuose, iSbandyti ir optimizuoti gDNR skyrimg i§ izoliuoty sarkocisty dazytose
raumeninése iSkarpose, bei nustatyti kaip Lietuvoje sutinkami Suniniai plésriinai prisideda prie

darbo metu nustatyty riisiy platinimo.

Rytin¢je Lietuvos dalyje auginty 47 naminiy aviy raumeniniai pavyzdziai buvo surinkti i§
licenzijuotos skerdyklos, o $iy audiniy analiz¢ atlikta Gamtos tyrimy centro Molekulinés ekologijos
laboratorijoje. Darbo metu pirmg kartg pasaulio mastu identifikuotos netipinés naminéms avims
S. capracanis ir S. morae rusys. ISbandzius ir optimizavus gDNR skyrimo i$ izoliuoty pavieny
sarkocisty metodika, aptiktos tik itin daznai avyse parazituojanciy S. arieticanis ir S. tenella rusiy
sarkocistos. Identifikuojant trijy Lietuvoje aptinkamy Suniniy Seimos atstovy vaidmenj Sarcocystis
parazity platinime, dokumentuoti nauji avyse kaip tarpiniuose Seimininkuose parazituojanciy
Sarcocystis rusiy galutiniai Seimininkai. Pirmg kartg pasaulio mastu nustatyta, jog rudoji lap¢ gali
buti S. arieticanis ir S. morae rusiy, o pilkasis vilkas S. arieticanis ir S. tenella risiy galutiniais
Seimininkais. Taip pat pirma karta pasaulyje nustatyta, jog ustrinis Suo gali platinti S. morae ir

S. tenella rusies parazitus.
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SUMMARY

Sarcocystis parasites can cause significant economic losses and livestock problems by
infecting reptiles, birds, mammals, or humans. Until recently, Sarcocystis species were believed to
be very highly specific to the intermediate host. However, recent data has raised uncertainties
regarding this assumption. It is known that the domestic sheep can act as an intermediate host for
six Sarcocystis species: S. arieticanis, S. tenella, S. gigantea, S. medusiformis, S. microps, and S.

mihoensis.

This work aimed to identify the distribution of atypical Sarcocystis species in the muscle
tissues (diaphragm, oesophagus, and heart) of sheep reared in Lithuania using nucleotide sequence
analysis of the cox/ gene. To achieve this goal, three objectives were set: to identify atypical
Sarcocystis species in sheep tissues, to test and optimize gDNA extraction from isolated sarcocysts
in stained muscle sections, and to determine the contribution of canine predators in Lithuania to the

distribution of the species identified in the present study.

Muscle samples from 47 domestic sheep reared in the eastern part of Lithuania were collected
from a licensed slaughterhouse and analyzed in the Molecular Ecology Laboratory of the Nature
Research Centre. This work led to the first global identification of the atypical domestic sheep
species S. capracanis and S. morae. After testing and optimizing the gDNA extraction method from
isolated single sarcocysts, only sarcocysts of the widespread sheep-specific species S. arieticanis
and S. fenella were detected. By identifying the role of the three Canidae members found in
Lithuania in distribution Sarcocystis parasites, new definitive hosts have been documented for
Sarcocystis species parasitising sheep as intermediate hosts. For the first time, it has been
established that the red fox can be the definitive host of S. arieticanis and S. morae, and the grey
wolf is the definitive host of S. arieticanis and S. tenella. It is also the first documentation in the

world that the raccoon dog can spread S. morae and S. tenella parasites.



IVADAS

Infekuodami paukscius, roplius ar zinduolius Apicomplexa tipui priklausantys Sarcocystis
genties pirmuonys gali sukelti parazitinj susirgima — sarkocistoze. Ligos intesyvumas priklauso nuo
aplinkos veiksniy, Sarcocystis risies bei §eimininko imunologinés biklés (Dubey et al., 2015a). Siy
parazity iSgyvenimui yra reikalingas dviejy Seimininky (aukos—plésriino) gyvybinis ciklas
(Marandykina-Prakiené¢ et al., 2022). Tarpinis Seimininkas parazitais gali uzsikrésti vartodamas
sporocistomis uzkrésta maistg ar vandenj, o galutinis Seimininkas — per infekuotg tarpinio
Seimininko raumeninj ar nervinj audinj (Fayer et al., 2015). Sarkocistoz¢ yra pavojinga ir Zmonéms,
nes yra nustatyta, jog Zmogus yra maziausiai trijy Sarcocystis rusiy (S. hominis, S. heydorni ir S.

suihominis) galutinis Seimininkas (Rosenthal, 2021).

Naminé avis (Ovis aries) yra vienas i§ daugelio Sarcocystis rusiy tarpiniy Seimininky, visame
pasaulyje pladiai auginama dél savo vilnos ir mésos (Hong et al., 2016). Siuo metu zinoma, jog
naming¢ avis gali biiti maziausiai Sesiy skirtingy Sarcocystis risiy Seimininku (Marandykina-
Prakien¢ et al., 2022). Per katiniy Seimos atstovus perduodamos makroskopines cistas avyse
formuojancios S. gigantea ir S. medusiformis yra nepatogeniskos tarpiniam Seimininkui. Kita
makroskopines sarkocistas formuojanti S. mihoensis ir mikroskopines cistas avyse formuojanti
S. microps yra labai retos, o jy poveikis Seimininkui iki $iol lieka neaiSkus (Dubey et al., 2015a).
Tuo tarpu per Suniniy Seimos atstovus plintancios mikroskopines sarkocistas formuojancios S.
arieticanis ir S. tenella gali buti pavojingos avims, lemti produkcijos sumazéjima, imius

patologinius pakitimus ar netgi gyviino ziitj (Elmishmishy et al., 2018).

Ilga laikg buvo manoma, jog zemés tikio gyvuliuose aptinkamos Sarcocystis spp. pasizymi
grieztu tarpinio Seimininko specifiSkumu. Taciau pastaruoju metu literattiroje vis dazniau yra
pastebima, jog Sarcocystis riiSys yra aptinkamos netipiniuose Seimininkuose. Pavyzdziui, ozkose
parazituojancios S. moulei riiSies sarkocistos buvo aptiktos Azijiniuose buivoluose (Bubalus
bubalis), o laukinése ozkose (Capra aegagrus) aptikta avims specifing S. fenella riisis (Kalantari et
al., 2016; Dakhil et al., 2017). Nepaisant $iy atradimy, kai kuriy tyrimy rezultatai yra vis dar
diskutuotini mokslininky tarpe, todél yra reikalingi papildomi Sarcocystis parazity morfologiniai ir

molekuliniai tyrimai.

Nors anksciau Lietuvoje atlikty tyrimy metu naminiy aviy audiniuose identifikuotos tik
patogeniskos S. arieticanis ir S. tenella rusiy sarkocistos, iki Siol nebuvo ieskota kity, avims
netipiniy Sarcocystis risiy (Marandykina-Prakieng et al., 2022). Daugéjant duomeny apie netipiniy
Sarcocystis rusiy aptikima anks¢iau neaprasytuose Seimininkuose, pastebimas iSsamesniy tyrimy

poreikis Sioje srityje. D¢l Siy priezasciy, darbo metu netipiniy avims Sarcocystis parazity riisiy



jvairove tirta Lietuvoje auginamy naminiy aviy raumeniniuose audiniuose (diafragmos, stemplés ir

Sirdies) naudojant cox/ molekulinj Zymeni.

Darbo tikslas — nustatyti Lietuvoje auginamose naminése avyse iki $iol neaptikty Sarcocystis

parazity rsing jvairove skirtinguose raumeniniuose audiniuose, naudojant cox/ genetinj Zymenj.

Darbo uzdaviniai

1. Nustatyti Sarcocystis parazity risis aviy pavyzdziuose naudojant PGR.

2. Identifikuoti Sarcocystis rusis naudojant gDNR, i$skirtg i§ metileno méliu dazyty
sarkocisty.

3. Ivertinti Lietuvos Suniniy pléSriny vaidmen] pernesant Sarcocystis rusis, kuriy

tarpiniai Seimininkai yra avys.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Sarcocystis genties parazity charakteristika

Apicomplexa tipui priklauso daugiau nei 5000 filogenetiSkai giminingy protisty rasiy, kuriy
sukeliamos ligos yra pasauliné sveikatos prieziiiros problema (Wasmuth et al., 2009). Sarcocystis
genciai priklausantys parazitai ne tik atskleidzia mikroorganizmy pasaulio sudétinguma, bet ir yra
aktualiis pasauliniu mastu dél keliamy nuostoliy gyvulininkystéje. Pirmasis Sarcocystis parazitus
apras¢ Sveicary mokslininkas F. Miescher, aptikes baltus | siiilus panasSios struktiiros darinius
skersaruoziuose namings pelés raumenyse (Dubey et al., 2015a). Pra¢jus 20 mety nuo pirmojo
aptikimo, 1865 m. panasios struktiiros buvo rastos tiriant kiauliy raumeny pavyzdzius (Fayer,
2004). Kurj laika vieni mokslininkai mané, jog Sie dariniai yra grybai dél parazito gyvybinio ciklo
informacijos stokos. Kiti teige, jog Sie dariniai gali biiti protistai, taciau tyrimy trikumas neleido
patvirtinti $iy spekuliacijy. Hipoteze, jog Sarcocystis gali buti grybai atsirado dél eksperimenty,
kuriy metu sarkocistos buvo patalpintos i skirtingas mitybines terpes. Po keliy dieny méginiuose
buvo rasta hify, taciau dabar yra pripazjstama, jog tai buvo tiesiog uzterStumo rezultatas. Tik
1967 m., pasinaudojant elektroniniu mikroskopu, Siuose baltos spalvos dariniuose pastebétos
organelés, panaSios j kity Apicomplexa tipo protisty (Fayer et al., 2015). Dar po keliy mety i§
pauksciy raumenyse aptikty sarkocisty buvo isskirti bradizoitai ir patalpinti j kultiirines Zinduoliy
lasteles. Tokiu budu buvo pastebétos lytinés parazito stadijos, taip atrandant pagrindines Sarcocystis

parazity gyvybinio ciklo stadijas (Dubey et al., 2015a).

Siuo metu yra ne tik apradyta daugiau nei 200 skirtingy Sarcocystis rasiy, bet ir yra Zinoma,
jog Siems protistams yra reikalingas dviejy Seimininky gyvybinis ciklas. Nepaisant to, maZiau nei
puses 1§ zinomy Sarcocystis risiy, yra pilnai aprasytas gyvybinis ciklas, t.y. tiek tarpinis, tiek ir
galutinis Seimininkai (Bezerra et al., 2023). Modernesni prietaisai ir didéjanti genetiniy Sarcocystis
duomeny baze leidzia lengviau identifikuoti ne tik risis, bet ir parazity Seimininkus. Svarbu
pabrézti, jog 2015 metais buvo pilnai nuskaitytas S. neurona risies genomas (127 Mbp), kuris
daugiau nei du kartus didesnis uz kity kokcidijy genomus. Sis atradimas tik jrodo, jog Sarcocystis
genties parazitai yra itin sudétingi mikroorganizmai, reikalaujantys tolimesniy iSsamiy tyrimy

(Blazejewski et al., 2015).

1.2. Sarcocystis parazity gyvybinis ciklas

Sarcocystis pasizymi dviejy Seimininky (aukos-plésrino) gyvybiniu ciklu (1.1 pav.). Prie
Sarcocystis parazity plitimo gamtoje gali prisidéti ir vabzdziai ar jvairlis pauksc¢iai, perneSdami
skirtingas Sarcocystis pirmuoniy formas i$ vienos vietos i kitg (Fukuyo et al., 2002). Nors jprastai
tiek tarpinis, tiek ir galutinis Sarcocystis parazity Seimininkas yra skirtingas, taciau yra tam tikry

Sarcocystis rusiy, kurios savo gyvybinj ciklg gali pradéti ir uzbaigti toje pacioje gyviiny rasyje.



Viena i§ tokiy rusiy parazituoja driezuose, kurie gali biiti S. gallotiae rusies tarpiniu ir galutiniu
Seimininku (Matuschka & Bennert, 1987). Sarcocystis gallotiae savo gyvybini cikla pradeda ir
uzbaigia tame paciame Seimininke — kanariniame drieze (Gallotia galloti). Subrendusios

S. gallotiae ruSies sarkocistos yra aptinkamos Seimininko uodegoje. Ropliy gentyje yra paplites
kanibalizmas, todél infektyvios sporocistos sugeba susiformuoti driezy zarnyne, Siems prarijus kity
driezy uodegas, tokiu biidu uZbaigiant parazito gyvybinj cikla (Slapeta et al., 2001;

Mateo & Pleguezuelos et al., 2015). Kity dviejy risiy — S. cymruensis (syn. S. rodentifelis) ir

S. muris — tarpiniu ir galutiniu Seimininku gali buti pilkoji ziurkeé (Rattus norvegicus) (Grikieniené

& Kutkiené¢, 1998; Hu et al., 2011).
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1.1 pav. Sarcocystis riisiy gyvybinis ciklas (parengta pagal Dubey ef al., 1989)

Gamtoje aptinkamos infektyvios Sarcocystis parazito formos — sporocistos — infekuoja
maistg bei vandenj. Tokioje aplinkoje misdamas tarpinis Seimininkas uzsikrec¢ia Sarcocystis
parazitais, o sporocistos patenka j organizmg ir keliauja iki plonojo zarnyno (Fayer, 2004). Sioje
vietoje sporocistos sieneles sudarancios plokstelés yra suardomos, tokiu biidu iSlaisvinant keturis
viduje esancius infekcinius sporozoitus (Al Quraishy et al., 2014). Judriis sporozoitai migruoja
zarnyno epiteliu, patenka j endotelio lgsteles smulkiosiose arterijose, i§sidésCiusiose visame
organizme (Fayer, 2004). Sporozoitams pasiSalinus i§ Zarnyno, dazniausiai mezenteriniuose
limfmazgiuose jvyksta pirmoji i§ keliy Sizogonijos (nelytiniy) karty, kurios rezultatas daugybiniai
Sizontai (merontai) (Lindsay et al., 1995). Svarbu pabrézti, jog Sizogonijos karty skaicius kiekvienai

Sarcocystis rusSiai gali buti skirtingas (Verma et al., 2017). Antrosios kartos Sizogonijos procesas



vyksta kapiliaruose arba daugelyje kiino audiniy esan¢iose mazose arterijose (Dubey et al., 2015a).
Seimininko citoplazmoje lokalizuoti pirmyjy dviejy karty $izontai yra vienodi tiek forma, tiek ir
dydziu, taciau griau¢iy raumenyse aptinkami Sizontai yra iSskirtinai ilgesni nei kituose audiniuose
(Lindsay et al., 1995; Fayer et al., 2015). Paskutinés kartos merozoitai i$siskyre  kraujotaka
keliauja iki Sirdies ir skersaruoziy raumeny lasteliy (Lindsay et al., 1995). Merozoitams patekus i
raumenines lasteles, jie pradeda sarkocistos formavimg diferencijuodamiesi i vieng apvalig Igstele,
vadinamg metrocitu arba motinine lastele (Fayer et al., 2015). Per keleta dalijimysi susidaro
metrocity sankaupos, dél kuriy did¢ja ir besiformuojanti sarkocista. Lygiagreciai Siems procesams
vystosi ir sarkocistos sienelé, izoliuojanti ja nuo aplinkiniy raumeny (Dubey et al., 2015a).
Sarkocista laikoma subrendusia, kuomet po keliy karty, vykstant endodiogenijos procesui,
metrocitai suformuoja infekcinius pusménulio arba banano formos kiinelius — bradizoitus (Fayer,
2004). Paprastai sarkocistos tampa infektyviomis pra¢jus mazdaug 75 dienoms nuo tarpinio
Seimininko uzsikrétimo. Taciau §iy galutiniam Seimininkui infektyviy formy brendimas priklauso
nuo konkrecios Sarcocystis rusies, todél gali uztrukti du ménesius ar net ilgiau (Dubey et al., 2015a;

Fayer et al., 2015).

Galutiniais Sarcocystis parazity Seimininkais tampa pléSrinai, visaédziai ar dvésena
mintantys gyvinai. Subrendusios sarkocistos j galutinio Seimininko organizmg patenka jam mintant
tarpinio Seimininko nerviniu arba raumeniniu audiniu (Fayer, 2004). Tarpinio Seimininko audiniams
pasiekus Zzarnyna, virSkinamojo trakto fermentai pazeidzia sarkocistos sienel¢ arba $i jtruksta
mechaniSkai. Tokio proceso rezultatas yra judriy bradizoity iSlaisvinimas j Zarnyno ertm¢ (Dubey et
al., 2015a). Sie laisvi dariniai patenka j Zarnyno gleivinés jungiamojo audinio (lot. lamina propria)
lasteles, kur kiekvienas vidulgstelinis bradizoitas i$sivysto i vyriSka arba moteriska stadija. Vieni
bradizoitai formuoja daugiabranduolinius mikrogametocitus, i§ kuriy i$sivysto j spermatozoidus
panasios mikrogametos. Kiti formuoja makrogametas, panasSias j bebranduoles kiausSialgstes
(Rassouli et al., 2014). Sis mikrogamonty bei makrogamonty formavimosi procesas yra greitas,
trunkantis nuo 6 iki 18 valandy (Dubey et al., 2015a). Susiliejus Sioms dviems skirtingoms
gametoms, makrogametos citoplazma nuosekliai vystosi ir virsta subrendusia oocista, talpinancia
dvi sporocistas. Oocistos patenka j Zarnyno liumena, i$ kur j aplinkg pasiSalina kartu su iSmatomis
(Fayer, 2004). Nepazeistos oocistos iSmatose paprastai pastebimos tik pirmosiomis dienomis ir
atrodo kaip dvi greta esancios sporocistos, o pacios oocistos sienelé vos matoma. Taciau neretai Si
sienelé¢ jtriiksta, tokiu biidu i§laisvinamos viduje esancios sporocistos, kurios dazniausiai yra

vienintelé iSmatose pastebima stadija (Dubey et al., 2015a).



1.3. Sarcocystis spp. morfologija

......

apibtidinimo kriterijy buvo sarkocisty struktiira (Levine, 1986). Siy parazity struktiiroje yra
randamos organelés, buidingos eukariotiniams organizmams. Be branduolio, endoplazminio tinklo
ar ribosomy, Sarcocystis pirmuonyse iSskirtinai yra aptinkama tik Apicomplexa tipui buidingos

struktiiros, tokios kaip apikaliniai zZiedai, pelikulé ar mikronemos (Dubey et al., 2015a).

Subrendusios sarkocistos daugiausiai aptinkamos tarpiniy Seimininky skersaruoziuose
raumenyse, taciau jy skaicius ir pasiskirstymas visame organizme skiriasi priklausomai nuo
Seimininko rasies (Dong et al., 2018). Sarkocisty kiekiui ir infekcijos intensyvumui jtakos turi tiek j
organizmg patekusiy sporocisty skaicius, tiek ir Seimininko imunologin¢ biiklé (Dubey et al.,
2015a). Sarcocystis parazity nelytinés stadijos formas — sarkocistas — galima aptikti Sirdies,
stemplés, liezuvio, diafragmos ar skeleto raumenyse (Lau et al., 2014; Marandykina-Prakiené et al.,
2022; Muthusamy et al., 2022). Nepaisant to, literatiroje yra aprasyta atvejy, kuomet iki galo
nesubrendusios sarkocistos aptiktos ir lygiuosiuose zarnyno raumenyse (Dubey et al., 2015a). Verta
paminéti, jog labai mazais kiekiais jos gali buti aptiktos centrinéje nervy sistemoje bei Sirdies
Purkinjé skaidulose ir raumeny pluostuose (Powell et al., 1986). Susiformavus bradizoitams,
pasibaigia ir sarkocistos sienelés vyrstymasis, ji nekinta did¢jant sarkocistai. Sarkocisty sienelés
poky¢iy nebuvimas yra vienas i§ svarbiy kriterijy, norint identifikuoti Sarcocystis parazitus
(Nourollahi Fard et al., 2009). Priklausomai nuo Sarcocystis ruiSies, sarkocistos gali ilgéti dar
kelerius metus po to, kai tampa infektyviomis. Pavyzdziui, avyse parazituojancios S. medusiformis
rusies sarkocistos pasiekia maksimaly ilgj (15 mm) Seimininko audiniuose tik pra¢jus keturiems
metams nuo infekcijos pradzios. Taip pat pastebéta, jog sarkocisty forma varijuoja priklausomai
nuo vystymosi vietos organizme. Pavyzdziui, avyse parazituojancios S. gigantea rusies sarkocistos
diafragmoje yra matomos kaip pailgos ir plonos, o stempléje jos yra apvalesnés (Dubey et al.,

2015a).

Mazesniy parazito vystymosi stadijy dariniy, tokiy kaip bradizoity ir metrocity, morfologija
skiriasi, priklausomai nuo dalijimosi stadijos. Bradizoitai gali biiti i$sidéstg itin tankiai arba retai
sarkocistos viduje, o tai gali turéti jtakos jy dydziui ir formai (Fayer, 2004). Daugumos Sarcocystis
rasiy bradizoitai yra banano formos, taciau jy iSlenkimas labai skiriasi, todél tiksliai iSmatuoti yra
sunku. D¢l 8iy priezasCiy, bradizoitai kartu su kitomis sarkocista sudaranc¢iomis organelémis,
tokiomis kaip mitochondrijos ar mikronemos, néra naudojama kaip riisj apibudinantis kriterijus
(Dubey et al., 2015a). Unikalios sarkocistos sienele sudarancios strukttiros yra vis dar placiai
naudojamas rii$inio skirstymo kriterijus (Choi et al., 2018). Stebint transmisiniu elektroniniu

mikroskopu, sienelé gali atrodyti lygi, plaukuota, ruoZuota arba turinti jvairiy iSaugy. Siuo metu yra
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i8skiriama daugiau nei 40 skirtingy sienelés tipy, kurie leidZia stebimas sarkocistas priskirti vienai
ar kitai Sarcocystis rusiai. Nepaisant to, tik pagal sienelés struktiirinius komponentus atskirti
Sarcocystis rusis gali bti itin sudétinga. Pavyzdziui, S. tenella sienelés struktiira yra itin panasi |

namines ozkas (Capra hircus) parazituojancios S. capracanis rusies sienele (Dubey et al., 2015a).

Oocisty ir sporocisty struktiirinés ypatybés Sarcocystis taksonominéje klasifikacijoje yra
mazai vertingos arba neturi jokios taksonominés vertés (Lindsay et al., 1995). Daugumos riisiy
sporocistos ir oocistos, i§skyrus nedidelius dydziy skirtumus, yra labai panasios struktiiros.
Pavyzdziui, Suniniy Seimos plésruny (Canidae) i§skiriamos Sarcocystis spp. sporocistos yra
mazdaug 1510 um dydzio, o katiniy Seimos plésriiny (Felidae) iSskiriamos sporocistos — mazdaug

12x10 pm (Dubey et al., 2015a).

1.4. Suniniy Seimos pléSriiny vaidmuo platinant Sarcocystis parazitus

Canidae yra viena labiausiai paplitusiy plésriyjy zinduoliy Seimy, kuriai priklauso daugiau
nei 35 skirtingos vilky, kojoty, Sakaly ir lapiy rasys (Padilla & Hilton, 2015; Szynwelski et al.,
2023). Bent viena Sios Seimos rusis yra aptinkama kiekviename Zemyne, i§skyrus Antarktida
(Padilla & Hilton, 2015). Lietuvoje dazniausiai pastebimi trys Suniniy Seimos atstovai: pilkasis
vilkas (Canis lupus), rudoji lapé (Vulpes vulpes) ir usiirinis Suo (Nyctereutes procyonoides)
(Balciauskas et al., 1995; Baltrunaité et al., 2013; Jasiulionis et al., 2023). Tuo tarpu paprastasis
Sakalas (Canis aureus) pirma karta Lietuvoje aptiktas tik 2015 metais, todeél Sios riiSies paplitimas
iki $iy dieny yra mazas (Stratford, 2015). Pasaulio mastu pilkasis vilkas ir rudoji lapé yra vieni i$
dazniausiai sutinkamy laukiniy sausumos plésriiny pasaulyje (Wang et al., 2016; Reshamwala et al.,
2022). Ustrinis Suo yra sparciai Europoje plintanti invaziné rusis. Sékmingas prisitaikymas naujoje
aplinkoje leidZia Gisuriniams Sunims dél maisto i$tekliy konkuruoti net ir su didziausiais pléSriinais
(Kauhala & Kowalczyk, 2011; Diao et al., 2022). Itin aiskiai kova dél mitybos ploty tarp Siy
Canidae atstovy yra pastebima Siaurés Europoje, kuriai pagal Jungtiniy Tauty Organizacijos
skirstyma priklauso ir Lietuva (Selonen et al., 2022). Nors tarpriisiné konkurencija gali mazinti
parazity perneSimo potenciala, Sios trys Suniniy Seimos risys uzima skirtingas nisas ir minta
skirtingais maisto Saltiniais (Flemming et al., 2017). Mityba yra neatsiejama gyviiny ir parazity
ekologijos dalis, todél plésriyjy zinduoliy mitybos raciono duomenys yra itin svarbiis, siekiant

suvokti jy vaidmenj ekosistemoje (Soe et al., 2017).

Siuo metu yra Zinoma, jog Canidae atstovai gali biti daugelio skirtingy parazity perneséjais,
taciau jy vaidmuo platinant Sarcocystis rusis néra pakankamai istirtas (Tylkowska et al., 2019;
Basso et al., 2020; Maca, 2020; Siyadatpanah et al., 2020). Rudoji lapé¢ yra prisitaikiusi gyventi tiek
kaimo, tiek ir miesto vietovése, jskaitant ir didziyjy Europos miesty centrus (Mierzejewska et al.,

2021). Didesnj jy populiacijos tankumg miestuose gali lemti antropogeniniy maisto Saltiniy ar
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prieglobscio prieinamumas (Scott et al., 2014). Europoje rudosios lapés yra prisitaikiusios misti
grauzikais, augalais, bestuburiais, pauksciais, ropliais ir varliagyviais, taciau vis dazniau pastebima
padidéjusi mityba antropogeniniais maisto produktais ir naminiy gyvuliy meésa (Soe et al., 2017;
Castafieda et al., 2022). Lietuvoje yra nustatyta, jog tiek Siltuoju, tiek ir Saltuoju periodu, laukiniy
kanopiniy gyvuliy, kuriems priklauso ir avys, dvésena yra vienas i§ pagrindiniy rudosios lapés
maisto Saltiniy (Baltriinaité et al., 2002). Pilkasis vilkas yra mésédis, kuris priklauso nuo laukiniy
kanopiniy gyviny pazeidziamumo ir prieinamumo (Ferretti et al., 2019). Europos valstybése,
kuriose gyvulininkysté yra akcentuojama ne j avis, pagrindinis vilky grobis yra verSeliai ir galvijai
(Trbojevi¢ et al., 2020). Tam tikrais atvejais Sie pléSrtnai gali iSgyventi ir mintant antropogeninés
kilmeés maistu, taip pat gyvuliais, ar netgi Siukslémis (Flemming et al., 2017). Lietuvoje placiausiai
yra auginami galvijai, taciau del savo dydzio ir buvimo didelése grupése yra sunkiau sumedziojami
(Januskevicius et al., 2019). Dél iy priezasCiy, mazesnés ir pavieniui arba mazose grupése
gyvenancios avys yra lengvai sumedZziojamas grobis vilkams (Janeiro-Otero et al., 2020). Remiantis
anksciau atliktais tyrimais, Lietuvoje gyvenanciy vilky maisto racione vienas pagrindiniy $altiniy
yra naminés avys. Tyrimo metu nustatyta, jog 60,1-67,4 % visy mety dokumentuoty uzpuolimy
sudaro avys (Spinkyté-Backaitiené & Adeikis, 2021). Tuo tarpu usiiriniai $unys yra gerai Zinomi
keliy zoonotiniy ir patogeniniy infekcijy Seimininkai, keliantys potencialy pavojy Zmoniy ir gyviiny
sveikatai (Kjaer et al., 2021). Palyginus su lapémis ir vilkais, ustiriniai Sunys pasizymi placiausiu
maisto racionu, o jy mityba labai skiriasi priklausomai nuo vietovés ir maisto Saltiniy priecinamumo
(Jasulionis et al., 2023). Saltuoju mety laiku Lietuvoje $ios riiies maisto racione dominuoja
kanopiniy ir galvijy skerdenos, o §iltuoju vyrauja varliagyviai, augalai ir grauzikai (Baltriinaité et

al., 2002).

Literattiroje vis dazniau aprasomi netipiniy ruSiy tam tikram Seimininkui aptikimo atvejai
(Kolenda et al., 2015; Hong et al., 2016; Kalantari et al., 2016; Dakhil et al., 2017). Tai leidzia
daryti prielaida, jog turima informacija apie Sarcocystis gyvybinius ciklus, tarpinius ir galutinius
Seimininkus néra iki galo atskleista. Zinoma, jog $uniniy plésriny perneSamos Sarcocystis spp. yra
patogeniSkesnés lyginant su platinamomis Felidae Seimos atstovy. Dél Sios priezasties svarbu
jvertinti nustatomy netipiniy rii§iy paplitimg ne tik tarpiniuose, bet ir galutiniuose Seimininkuose,

jeigu jie yra Suniniy Seimos atstovai (Abdullah, 2021).
1.5. Sarcocystis parazity identifikavimo metodai

Ilga laikg Sarcocystis tematikoje tritkko Ziniy tiek apie patj parazita, tiek apie jo gyvybinj
ciklg ar daromg zalg. Tradiciniai Sarcocystis nustatymo metodai yra paremti makroskopiniy cisty
paieska, sarkocistos sienelés morfologija ir genetiniu charakterizavimu po atlikto raumeninio

audinio dirbtinio virskinimo (Abdullah, 2021; Pestechian et al., 2021; Nawshirwan et al., 2023).
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Sviesiné mikroskopija naudojama sarkocisty aptikimui raumeniniuose gyviiny audiniuose, o
sarkocisty dydis, forma ir sienelés strukttira gali padéti atskirti tam tikras Sarcocystis riisis. Deja,
gautuose méginiuose sarkocistos gali biiti nesubrendusios arba aiskiai nesimatyti dydziy skirtumy,
todél norint tiksliau nustatyti Sarcocystis ris}, papildomai yra remiamasi sarkocistos sienelés
ultrastruktiiros skirtumais (Dubey et al., 2015a). Siam tikslui jgyvendinti yra naudojama elektroniné
mikroskopija, taciau Sis metodas yra brangus, kaip ir Sviesin¢ mikroskopija ilgai trunkantis, todél
reciau taikomas dideliam meéginiy skaiciui (Xiang et al., 2009). Taip pat sienelés struktiiros savybés
gali biiti vienodos ar panasios daugiau nei vienai Sarcocystis rusiai (Dubey et al., 2015b). Dél $iy
priezas¢iy morfologiniai skirtumai §iuo metu yra naudojamas kaip pagalbinis kriterijus, papildantis

molekulinj rasiy charakterizavima (Xue et al., 2019).

Kompresinis-mikroskopinis nedazyty raumeny iSkarpy metodas yra viena i§ naujai pradéty
naudoti techniky Sarcocystis tyrimuose, ta¢iau esant itin mazam uzsikrétimui, sarkocisty aptikimas
uzima labai daug laiko ir reikalauja patirties bei ziniy (Dong et al., 2018). Sio metodo
optimizavimas, paveikiant pavyzdzius tam tikru dazu, pavyzdziui, Giemsa arba metileno méliu,
uztikrina net tris kartus jautresnj parazity aptikima (Nourollahi Fard et al., 2009; Ng et al., 2015).
Taciau dazo panaudojimas izoliuoty sarkocisty aptikime kelia problemy dél dazo poveikio pacioms
parazito lasteléms, taip apsunkinant tolimesnius genetinius tyrimus. Kitas placiai naudojamas
metodas yra dirbtinis audiniy virskinimas pepsinu, leidZiantis identifikuoti skirtingy formy ir dydziy
bradizoitus Sviesiniu mikroskopu (Abdullah, 2021). Taciau toks vir§kinimo metodo biidas paprastai
taip pat uzima daug laiko, todél dideliy im¢iy atveju yra re€iau naudojamas. Nors greitesnis
sarkocisty aptikimas yra uztikrinamas kompresoriniu-mikroskopiniu dazyty raumeniniy iskarpy
metodu, taciau jo jautrumas yra mazesnis nei raumeniniy audiniy virSkinimo pepsinu (Latif et al.,

1999).

Zymiai tikslesnis taksonomiskai artimy rsiy atskyrimas pastebétas pradéjus tyrimuose
naudoti genetinius Zymenis (Xue et al., 2019; Prakas et al., 2020). Pagrindiniai Sarcocystis
tyrimuose naudojami molekuliniai taikiniai yra /7:S-1 regionas, cox/, 185 rRNR ir 285 rRNR geny
sekos (Hu et al., 2017; Gjerde et al., 2020; Marandykina-Prakien¢ et al., 2022). /8S rRNR geno
kaip molekulinio zZymens ,,jsitvirtinimas‘ Sarcocystis tyrimuose yra pagrjstas istorinémis jo
naudojimo tendencijomis, kol kity rRNR geny naudingumas nebuvo jrodytas (Lee et al., 2021).
Pazymeétina, jog daugiausia yra publikuoty tyrimy naudojant /8S rRNR gena Sarcocystis rusiy
atskyrimui, taciau cox/ geno sekos tiksliausiai atskiria artimas parazito rusis, kuriy Seimininkai yra
kanopiniai zinduoliai (Gjerde, 2013; Prakas et al., 2020). Dideli tarprii$iniai seky skirtumai yra
pastebimi per pauksc¢ius ar mésédzius perneSamy Sarcocystis rusiy ITS-1 regione, todél i sritis yra

naudingas papildomas zZymuo risiy atskyrimui (Gjerde, 2014). Be $iy placiai naudojamy genetiniy
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zymeny tyrimuose pradedami naudoti kiti genetiniai Zymenys, tokie kaip cy¢B, rpoB ir clpC genai
bei ITS-1-5.8S rRNR-ITS?2 regionas (Watthanakaiwan et al., 2017; Kirillova et al., 2018; Prakas et
al., 2019; Pan et al., 2020; Jékel et al., 2023). Minétasis /7S-1-5.8S ¥YRNR-ITS?2 regionas ir 28S

rRNR genas tiksliau nurodo nukleotidy pasikeitimus tarp lyginamy seky, o tai reiskia, jog

Sarcocystis rusSys gali biiti geriau atskiriamos (Lee et al., 2021).

Nepaisant teigiamy molekuliniy metody panaudojimo aspekty, tiksliausi rezultatai yra

pasiekiami apjungiant kelias identifikavimo technikas tarpusavyje. Siekiant padidinti minéto

raumeniniy audiniy virSkinimo metodo jautruma, buvo pradéta ji kombinuoti su molekuline analize

(Mavi et al., 2020). Siuo metu pla¢iai Sarcocystis tyrimuose yra kartu naudojami dirbtinio

virskinimo ir tiesioginés arba lizdinés PGR metodai (Farhang-Pajuh et al., 2014; Dong et al., 2018;
Marandykina-Prakien¢ et al., 2022; Zhu et al., 2022).

1.6.

Avyse aptinkamy Sarcocystis rusiy jvairoveé

Naminés avys (Ovis aries) gali biiti maziausiai SeSiy Sarcocystis rusiy tarpiniais Seimininkais

(Marandykina-Prakiené¢ et al., 2022) (1.1 lentel¢).

1.1 lentelé. Naminése avyse apraSyty Sarcocystis risiy morfologinés savybés (parengta pagal Fayer,

2004; Dubey et al., 2015a; Fayer et al., 2015)

Sarc?vc:ystts Sarkoc.lstq Bradlzt_ntq Sarkocistos sienelé Spor1c1stq./00c1stq
rusis dydis struktiira dydis
Banano formos Plona (<1,0 pm), turinti
S. arieticanis | Mikroskopinés 5,0-9,0 um ilgio iSaugas | 15-16,5x9,8-10,5 pm
4,6-6,4x1,9-2,3 um . o -
primenancios plaukelius
Banano formos Plona (<2,0 pm), turinti
S. gigantea | Makroskopinés kalafiorg primenancias | 10,5-14,0x8,0-9,7 um
12,3%2,6 um ks
iSaugas
Plona (<2,0 pm), turinti
S. microps Mikroskopinés 8,5%3,0 um 0,6-0,7 um ilgio T-formos 14,0%9,1 um
iSaugas
Stora 10,0-12,0 pwm, turinti
S. mihoensis | Makroskopinés - iSaugas primenancias i§ | 15,0-16,0x8,0-9,0 um
statiniy sudarytg tvorele
S. medusiformis| Makroskopinés - Plona (<2,0 pm), turinti |, 5 13 .73 g g

trapecijos formos iSaugas
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1.1 lentelés tesinys. Naminése avyse apraSyty Sarcocystis rasiy morfologinés savybés (parengta

pagal Fayer, 2004; Dubey et al., 2015a; Fayer et al., 2015)

Sarc?vcystts Sarkoc.lstq Bradlzt_ntq Sarkocistos sienelé Sp0r1c1stq./ooc1stq
rusis dydis struktiira dydis

Plona (<2,0 pm), turinti iki
3,5 um ilgio ir iki 0,5 um plocio
iSaugas, panasias j ,,pirStus”

14,0-15,0x9-10,5
pm

Banano formos

S. tenella | Mikroskopinés 6,6-7,8x1,1=2,2 um

Patogeniskiausios S. tenella ir S. arieticanis riiSys formuoja mikroskopines sarkocistas
organizme, platinamas per Suniniy Seimos pléSrinus (Elmishmishy et al., 2018). Lyginant
tarpusavyje, S. arieticanis rusies sarkocistos (iki 900 um) yra Siek tiek didesnés uz S. tenella (iki
700 um). Abiejy rusiy sarkocistos sienelé yra plona, taciau S. tenella pasizymi i ,,pirstus”
panasiomis iSaugomis, o S. arieticanis yra Seriuota. Tuo tarpu katiniy Seimos plésriinai pernesa
makroskopines plonasienes sarkocistas formuojancias S. gigantea ir S. medusiformis (Metwally et
al., 2019). I ,,ryziy grudus* panasSios S. gigantea sarkocistos sugeba uzaugti iki 1 cm, o S.
medusiformis — iki 0,8 cm ilgio. StruktiiriSkai S. gigantea rusies sienelés iSaugos primena kalafiora,
o S. medusiformis iSaugos primena trapecijos forma. Sios keturios daZniausiai literatiiroje minimos
rasys skiriasi ir savo brendimo laikotarpiu. Pavyzdziui, S. tenella ir S. arieticanis tampa infektyvios
per 3 ménesius, o S. gigantea rusies sarkocistos gali nesubrgsti metus ar ilgiau (Dubey et al.,
2015a). Likusios riisys yra labai mazai dokumentuotos literatiiroje (1.2 lentel¢). Kinijoje aptikta S.
microps formuoja mikroskopines sarkocistas platinamas Canidae (Hu et al., 2017), o Japonijoje
(Saito et al., 1997) bei Ispanijoje (Gjerde et al., 2020) identifikuota per dvésena mintanc¢iy pauksciy

ekskrementus perneSama makroskopines sarkocistas formuojanti S. mihoensis.

1.2 lentelé. Naminése avyse aprasyty Sarcocystis riisiy Seimininkai ir paplitimas pasaulyje (parengta

pagal Fayer, 2004; Dubey et al., 2015a; Fayer et al., 2015)

Sarcocystis rusis Galutinis Seimininkas Aptikimo arealas

Afrika (Alzyras, Egiptas), Azija (Irakas, Kinija), Europa
(Italija, Ispanija, Jungtiné Karalysté, Lietuva, Turkija,
Vokietija), Piety Amerika (Brazilija)

Naminis Suo (Canis

S. arieticanis (1985) familiaris)

Afrika (Egiptas), Azija (Irakas, Iranas), Europa (Anglija,
S. gigantea (1866) | Namin¢ katé (Felis catus) | Italija, Ispanija, Norvegija), Piety Amerika (Argentina,
Brazilija)
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1.2 lentelés tesinys. Naminése avyse aprasyty Sarcocystis risiy Seimininkai ir paplitimas pasaulyje

(parengta pagal Fayer, 2004; Dubey et al., 2015a; Fayer et al., 2015)

Tikriausiai Suniniy Seimos

S. microps (1988) atstovai (nepatvirtinta)

Azija (Kinija)

Tikriausiai Suniniy Seimos

S. mihoensis (1997) atstovai (nepatvirtinta)

Azija (Japonija)

S. medusiformis

(1979) Namin¢ katé (Felis catus) | Azija (Iranas), Europa (Ispanija), Naujoji Zelandija

Afrika (Alzyras, Egiptas, Saudo Arabija, Tunisas), Azija
(Indija, Irakas, Iranas, Japonija, Kinija, Malaizija, Saudo
Arabija), Europa (Italija, Lietuva, Norvegija, Turkija),
Piety Amerika (Brazilija)

Naminis $uo, kojotas
S. tenella (1886)  |(Canis latrans), rudoji lapé
(Vulpes vulpes)

Seniausias zinomas Sarcocystis parazity tyrimas Lietuvoje auginamuose naminiuose
gyvuliuose pradétas dar 1976 metais (Prakas & Butkauskas, 2012). Sio tyrimo metu sarkocistozés
mastas buvo fiksuotas tik galvijuose ir kiaulése, o pirmojo dokumentuoto tyrimo avyse reikéjo
palaukti dar beveik 50 mety. 2012-2014 metais skerdyklose surinkty aviy (n = 61) mésos
pavyzdZziuose nustatytas 100 % Sarcocystis parazity uzsikrétimas. Dalyje tirty aviy (44,9 %)
uzfiksuota sunki infekcija, t.y. nustatyta daugiau nei 40 cisty viename grame méginio
(Januskevicius et al., 2019). Siame tyrime sarkocistos nebuvo morfologiskai identifikuotos, todél
Sarcocystis rusiy jvairové pirma kartg nustatyta tik dar po trijy mety. Naujausi tyrimai rodo, jog
Lietuvoje auginamas avis parazituoja tik dvi Sarcocystis genties riiSys: S. arieticanis ir S. tenella

(Marandykina-Prakiené et al., 2022)

1.7. Sarcocystis parazity patogeniSkumas ir prevencija

Sarkocistozé arba sarkosporidiozé yra viena labiausiai paplitusiy protisty ligy gyvuliuose,
kurig sukelia Sarcocystis parazitai (Fayer, 2004). Sis parazitinis susirgimas yra nustatomas visame
pasaulyje, tod¢l turi didele jtaka ekonomikos ir gyvulininkystés sektoriams. Galutiniame Seimininke
Sarcocystis riidys yra zoonotinés ir gali sutrikdyti Zmoniy sveikata (Rosenthal, 2021). Siuo metu yra
Zinoma, jog zmoneés gali biti trijy Sarcocystis rusiy galutiniu Seimininku: per galvijus perneSamoms
S. heydorni (Dubey et al., 2015b) ir S. hominis bei per kiaules ir Sernus plintanciai S. suihominis
(Dubey et al., 2015a). Zmogus taip pat gali biti ir atsitiktiniu tarpiniu S. nesbitti rasies $eimininku, j

organizma patekus Sios rusies sporocistoms (Lau et al., 2014).
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Sarcocystis rusiy pavojingumas Seimininkams priklauso nuo skirtingy veiksniy, tokiy kaip i
organizma patekusiy ir suvirSkinty sporocisty skaiciaus, gebéjimo greitai daugintis, $izogonijos
vietos bei galimybés pasiekti centring nervy sistemga (Castro-Forero et al., 2022). Infekcijos
intensyvumg skatina ir tokie veiksniai kaip néStumas, mitybos racionas, laktacija ir stresas (Fayer et
al., 2015). Nustatyta, jog nelytinis Sarcocystis parazity dauginimosi procesas yra jvairiy organy
audiniy irimo ar endotelio pazeidimy pradin¢ priezastis (Wiinschmann et al., 2009; Castro Forero et

al., 2022).

Priklausomai nuo Sarcocystis parazity lokalizacijos organizme, i$skiriami du Sios ligos tipai:
zarnyno ir raumeny sarkocistozé (Dubey et al., 2015a). Raumeny sarkocistozés atveju pastebimas
amus karS¢iavimas, skeleto raumeny uzdegimas ir skausmas, vaskulitas, bronchiné astma ar jvairiis
bérimai (Esposito et al., 2012; AbuBakar et al., 2013). Sis ligos tipas taip pat gali biti sicjamas su
nespecifinémis reumatinémis ligomis, tokiomis kaip skeleto raumeny uzdegimas (Abdul-Rahman et
al., 2002). Nors literatiiroje yra apraSoma atvejy, kai zmogus gali biiti tarpiniu Sarcocystis parazity
Seimininku, triikksta tyrimy, kurie leisty geriau suprasti tokio tipo sarkocistozés simptomus (Fayer,
2004). Be sukeliamy sunkiy sveikatos sutrikimy, raumeny sarkocistozé daro neigiama poveikj
gyvulininkystés sektoriui. Zemés fikyje Sarcocystis parazity sukeliama liga gali sumazinti aviy ir
galvijy pieno produkcija, ozky bei aviy vilna neretai tampa prastos kokybés, o pati skerdiena gali
buti pripazinta kaip netinkama vartojimui (1.2 pav.) (Poulsen & Stensvold, 2014). Tuo tarpu
zarnyno sarkocistoz¢ daznu atveju yra besimptomé ir savaime praeina, taciau gali buiti pastebimi
pilvo skausmai, vémimas ir reciau pasireiskiantys létiniai virSkinamojo trakto sutrikimai (Fayer et

al., 2015; Harris et al., 2015).
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1.2 pav. Sarcocystis riisiy, parazituojanciy naminése avyse ir ozkose, formuojamos sarkocistos: A)
Sarcocystis gigantea rusies makroskopinés sarkocistos avies stemplés pavyzdyje (Gjerde et al.,
2020); B) Sarcocystis moulei rusies makroskopinés sarkocistos ozkos stemplés pavyzdyje (El-
Morsey & Abdo, 2024)

Dideliu patogeniskumu tarpiniams Seimininkams pasizymi dalis Sarcocystis risiy, kurios net
ir lengvos infekcijos atveju gali sukelti mirtj (Castro-Forero et al., 2022). Labiausiai patogeniskos
yra atrajotojus infekuojanéios Sarcocystis risys, ypaé avis parazituojanti S. tenella. Sios rasies
susirgimai yra fiksuojami kaip labiausiai paplit¢ ir pavojingiausi Seimininkams (Dubey et al.,
2015a). Pirminis aviy uzsikrétimas S. fenella ar kita avims patogeniska S. arieticanis rusimi gali
sukelti imig ligg ar abortg ankstyvojoje infekcijos faze¢je bei léting liga jau vélyvojoje fazéje
(Pestechian et al., 2021). Sarcocystis gigantea yra maziau patogeniska avims, nes iSskyrus
karsc¢iavima, jokiy kity klinikiniy pozymiy néra nustatyta. Likusios trys Sarcocystis rusys —

S. medusiformis, S. microps ir S. mihoensis — §iuo metu literattiroje yra apraSomos kaip
nepavojingos avims, taciau jy patogeniskumui jvertinti vis dar yra reikalingi iSsamesni tyrimai
(Dubey et al., 2015a). Prisitaikymas iSgyventi aplinkoje nepalankiomis salygomis taip pat prisideda
prie Sarcocystis parazity patogeniSkumo. Pavyzdziui, dviejy avyse parazituojanciy S. gigantea ir

S. medusiformis rusiy formuojamos sporocistos gali biiti gyvybingos net ir prag¢jus 6—8 ménesiams
po patekimo | aplinka, taip pat yra atsparios Saldymui, o zusta tik dél iSdzitivimo ar sumazéjus

dirvozemio pH (McKenna & Charleston, 1992; Savini et al., 1996; Taggart et al., 2019).
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Siuo metu néra vienos veiksmingos Zarnyno ar raumeny sarkocistozés gydymo strategijos.
Nors ir buvo pastebéta, jog pirming parazito infekcijg iSgyvene gyviinai paprastai jgyja imunitetg
nuo Gimaus pakartotinio tos pacios Sarcocystis rusies uzsikrétimo, daugumoje atvejy toks
prevencinis pozifiris néra veiksmingas (Tenter, 1995). Siuolaikinés kontrolés strategijos yra
paremtos parazito plitimo slopinimu. Pavyzdziui, mazinamos galimybés jvairia¢dziams ar
pléSriinams praryti netinkamai termiSkai apdorotg ar visiSkai zalig mésa, kontroliuojamas vandens
bei pievy uzterStumas. Taip pat, dél iSliekancios uzkrato galimybés, gyvuliy paSaro laikymo

pastatuose negalima jleisti kaciy ir Suny (Fayer, 2004).

Literattiroje yra pateikiama klinikiniy vaisty panaudojimo nuo sarkocistozes tyrimy, taiau
ju veiksmingumas néra tinkamai ar iki galo iStirtas. Raumeny sarkocistozés atveju, in vitro buvo
nustatyta, jog trimetoprimas ir pirimetaminas pasizymi aktyvumu prie§ Sarcocystis patogenus,
taciau platesniy klinikiniy tyrimy iki $iol atlikta néra (Lindsay & Dubey, 1999). Taip pat pastebéta,
jog gydymas vien albendazolu arba kartu su prednizonu tam tikrais atvejais gali pagerinti paciento
biikle, taciau velgi truksta informacijos apie gydymo protokolus bei klinikinj atsakg (Arness et al.,
1999). Zarnyno sarkocistozés atveju taip pat néra atrasta jokiy veiksmingy profilaktikos metody,
nors dabartines rekomendacijos yra susijusios su ditiazanino, pirimetamino su silfizoksazolu
derinio, sulfametoksazolo su trimetoprimo derinio ir acetilspiramicino panaudojimu (Nimri, 2014;
Fayer et al., 2015). Nors literatiiroje ir yra pateikiama atlikty tyrimy duomenys, $iuo metu né vieno

i§ gydymo biidy negalima rekomenduoti kaip pranaSesnio ar tinkamesnio uz kitus (Fayer, 2004).
1.8. Tipiniy ir netipiniy Sarcocystis riiSiy avyse tyrimai pasaulyje

Sarcocystis parazity tyrimai avyse pasauliniu mastu suintensyvejo tik XX amziaus pabaigoje.
Eksperimentiniai aviy uzkrétimai katininiy ir Suniniy Seimos atstovy sporocistomis parodé, jog
Sarcocystis spp. gali plisti Suns-avies ciklu, formuojant mikroskopines sarkocistas, bei katés-avies
gyvybiniu ciklu, susiformuojant makroskopinéms sarkocistoms (Munday et al., 1975; Munday &
Obendorf, 1984). Nors visos dabar zZinomos avis parazituojancios Sarcocystis riSys buvo aptiktos ir
apraSytos dar iki XXI amziaus pradzios, pastaruoju metu daugéja praneSimy apie Siems
Seimininkams netipines rtsis (Dubey et al., 2015a). Pavyzdziui, oZkas parazituojancios
S. capracanis ir S. moulei riSys aptiktos Jungtin¢je Karalystéje, Irane ir Irake vykdyty tyrimy metu
avyse (Formisano et al., 2013; Kalantari et al., 2016; Rahdar & Kardooni, 2017; Swar & Shnawa,
2021; Shahabi et al., 2022). Diskusinius klausimus apie avyse aptinkamy Sarcocystis spp. rusing
ivairove bei specifiSkuma avims kelia S. gigantea ir S. tenella aptikimas kituose tarpiniuose

Seimininkuose, tokiuose kaip arkliai ir ozkos (Hong et al., 2016; Vorenesi et al., 2020).

Netipiniy avims Sarcocystis rusiy aptikimg apsunkina itin daznas tipiniy risiy aptikimas.

Remiantis atliktais tyrimais, Sarcocystis spp. uzsikrétimo ekstensyvumas tarp Lietuvoje auginamy
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aviy siekia 100 % (Januskevicius et al., 2019; Marandykina-Prakiené et al., 2022). Tyrimy metu
nustatyta, jog Lietuvoje parazituoja S. arieticanis ir S. tenella rusys aviy diafragmose, stemplése ir
Sirdyse (Marandykina-Prakiené et al., 2022). Aukstos sarkocistozés paplitimo vertés (65,1-100 %)
dokumentuojamos visame Europos Zemyne (Gokpinar et al., 2014; Dessi et al., 2022). Lyginant
Europos mastu publikuotus duomenis, dazniausiai nustatomos islieka tos pacios Sarcocystis spp.,
kurios nustatytos ir Lietuvoje (Haziroglu et al., 2003; Bacci et al., 2016; Pipia et al., 2016; Peris et
al., 2024). Be $iy parazito rusiy Italijoje, Norvegijoje ir Ispanijoje nustatyta maziau patogeniska S.

gigantea rusis (Gjerde, 2013; Gjerde et al., 2020), o iSskirtai tik Ispanijoje — avims nepavojinga S.

vvvvv

Intensyviausi aviy sarkocistozés tyrimai atliekami Azijos Zemyne, kuriame iki $iol aptiktos
keturios placiausiai aprasytos Sarcocystis rusys avyse — S. arieticanis, S. gigantea, S. medusiformis
ir S. gigantea (Hu et al., 2017; Sudan et al., 2019; Abdullah, 2021; Hussein et al., 2023).
Makroskopines sarkocistas formuojanciy rasiy nustatymo daznis (4,1-36,8 %) (Farhang-Pajuh et
al., 2014; Hussein et al., 2023; Newshirwan et al., 2023) Azijoje yra zymiai maZesnis lyginant su
mikroskopiniy sarkocisty aptikimo dazniu (52,1-100 %) (Bahari et al., 2014; Dong et al., 2018;
Abdullah, 2021). Panasios tendencijos pastebimos ir Afrikos Zemyno Salyse, tokiose kaip Alzyras,
Egiptas, Etiopija ir Tunisas. Sarcocystis arieticanis ir S. tenella riSys aptinkamos Zymiai dazniau
(86,8-93,0 %), lyginant su S. gigantea bei S. medusiformis risimis (0,74—13,2 %) (Amairia et al.,
2017; Mekibib et al., 2019; Dahmani et al., 2020; EI-Morsey et al., 2021). Skirtingai nei Azijoje ar
Afrikoje, Siaurés Amerikoje sarkocistozés paplitimas dokumentuojamas kaip itin aukstas (95,8—
100 %) (Bittencourt et al., 2016; Minuzzi et al., 2019; Portella et al., 2021). Zinoma, jog Brazilijoje
ir Argentinoje parazituoja S. arieticanis, S. gigantea ir S. tenella risys (Bittencourt et al., 2016;
Gual et al., 2017; Silva et al., 2021). ISskirtinai tik Australijoje auginamose avyse parazituojanciy
Sarcocystis rusiy jvairove iki Siol lieka nenustatyta, nors $iy parazity ekstensyvumas siekia tik

14,3 % (Phythian et al., 2018).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Tyrimo objektas
Darbo metu analizuoti 47 aviy individy pavyzdziai (i§ viso 141 méginys), kurie buvo auginti
rytin¢je Lietuvos dalyje. Aviy raumeniniy audiniy medziaga (diafragma, stemplé ir Sirdis)
Sarcocystis parazity identifikavimui buvo surinkta GTC Molekulinés ekologijos laboratorijos dr.
E. Juozaitytés-Ngugu i$ licenzijuotos skerdyklos ,,Alantos agroservisas, UAB*. Gauti raumeniniai

pavyzdziai buvo laikomi GTC Molekulinés ekologijos laboratorijoje —20 °C temperatiiroje.

2.2. Medziagos
Darbo metu naudoti komerciniai rinkiniai ir cheminés medziagos nurodytos 2.1 lenteléje, o

naudoti prietaisai — 2.2 lentel¢je. Tyrimo metu naudoti pradmenys pateikiami 2.3 lenteléje.

2.1 lentelé. Darbe naudotos medziagos ir komerciniai rinkiniai

Pavadinimas Paskirtis Gamintojas

Pepsinas ,,Pepsin from Porcine Stomach* LHAffymetrix/ USB™ JAV

70 % Druskos ragstis (HCI) Dirbtinis virskinimas _Fisher scientific*, JAV

pepsinu
NaCl UAB ,,Labochema LT*, Lietuva
,,PureLink Microbiome DNA Purification gDI.\VIR skyrlmq rinkinys
Kit” 1§ homogenizuoty . o
! méginiy UAB "Thermo Fisher Scientific

Baltics", Lietuva

PGR miSinys ,,DreamTaq Green PCR

Master Mix*
Tiesioginé ir lizdiné PGR
PGR pradmen ,,Metabion International AG*,
pradimenys Vokietija
I§ raumeniniy audiniy
96 % ctanolis izoliuoty sarkocisty »Vilniaus degtiné®, Lietuva
laikymas
Tris (trls(hldroks%met.ll)' aminometano) Carl Roth®, Vokictija
milteliai . .
gDNR skyrimas 1§
Proteinazé K izoliuoty sarkocisty
Fosfato buferinis tirpalas, pH 7,00 (PBS)
Molekulinés masés Zymuo ,,GeneRuler 100
bp Plus DNA Ladder*
Agarozés milteliai Elektroforezé UAB "Then.nouFis.her Scientific
Baltics", Lietuva
Etidzio bromidas
1x TAE (Tris-acetato-EDTA) buferis
Egzonukleaze I (20 U/ul) PGR metu gauty
FastAP sarming¢ fosfatazé (1 U/pl) produkty valymas
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2.2 lentelé. Darbe naudotos priemonés ir jranga

Prietaisas

Gamintojas

Agarozés geliy dokumentavimo sistema ,,BioDocAnalyse*

»Biometra®“, Vokietija

Autoklavas ,,STE-23-D*

»lcanclave®, Kinija

Centrifuga

,»Nippon genetics®, Vokietija

Elektroforezés aparatas ,,MultiSUB Mini”

,»Cleaver Scientific”, Anglija

Elektroforezés aparato maitinimo Saltinis ,,MP-300V*

UAB,,VILdoma*, Lietuva

Inkubatorius ,,Esco IFA-54-8

,,Esco®, Singapiiras

pH metras ,,pH211*

,,Hanna instruments®, JAV

Purtyklé ,,RS-VA10*

,,Phoenix Instrument“, Vokietija

Purtyklé-inkubatorius ES-20/60

,Biosan“, Latvija

Sviesinis mikroskopas ,,Nicon ECLIPSE 80i*

,,Nikon“, Japonija

Termocikleris ,,Mastercycler Personal*

»~Eppendorf, Vokietija

Termocikleris ,,TC1000-G*

»DLAB Scientific®, Kinija

Termocikleris ,,T-Personal 48

,Biometra®, Vokietija

Termocikleris ,,Veriti 96-Well Thermal Cycler*

~Applied Biosystems*, JAV

2.3 lentelé. Darbe naudoti pradmenys

Pradmuo Seka (5¢-39) Paskirtis Saltinis
SF1 ATGGCGTACAACAATCATAAAGAA Gjerde, 2013
Sarcocystis genties
coxI geno Marandykina-
SsunR3 CCGTTGGWATGGCRATCAT amplifikavimui Prakiené e al.,
2022
V2alcl CAGCGTACTCGGATCGATAAAC S, alces cox] geno
V2alc2 GCCAAAAACTGGCTTACTGGATAC amplifikavimas
Arieticanis7F | TAATTTCCTCGGTACTGTACTGTTTG | g pricticanis coxl
— eno amplifikavimas
Aricticanis7TR | TACTTACGCATTGCGATATTACG | & p Laboratorijos
kolekcija
V2ca3 ATACCGATCTTTACGGGAGCAGTA | g conracanis cox] ]
V2cad GGTCACCGCAGAGAAGTACGAT | geno amplifikavimas
V2capreol CATCGTAGAGCCCCGTACTC . capreolicanis cox]
V2capreo2 ACCGCTATACGCTGGAGCTG geno amplifikavimui
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2.3 lentelés tesinys. Darbe naudoti pradmenys

Pradmuo Seka (5¢-39) Paskirtis Saltinis
V2cr7 CAATGTGCTGTTTACGCTCCA .
S. cruzi coxI geno
Vaers TCGTACAGGCCCGTAGTTAG amplifikavimui
V2gr9 GTGCTCGGGGCAGTGAAC S. gracilis coxl
geno
V2grl0 GCCAGTAGTCATCATGTGGTGT amplifikavimui
V2hjol AAGGTACACGGCATTGTTCAC S, hjorti cox] geno
V2hjo2 GAAAACTACCCTGCCGCCTA amplifikavimas )
Laboratorijos
V2taelinl CGTAGACTGCATGACGACTTACAA S. linearis / S. kolekeija
taeniata coxl geno
V2taelin2 CAAAGATGGATTTGCTGCCTA amplifikavimui
V2morl GTGTGCTTGGATCGGTCAAC S. morae coxl1
geno
V2mor2 GCCGAATACCGGCTTACTTC amplifikavimui
Tenella8F AACCATCGTACAATCCAAAACTAAA | S. tenella coxl
geno
2.3. Metodai

2.3.1. Sarcocystis rusiy nustatymas aviy raumeniniuose audiniuose
2.3.1.1 Dirbtinis skirtingy audiniy vir§kinimas pepsinu

Sarcocystis rusiy identifikavimui molekuliniais metodais, surinkta aviy medziaga paruosta
vykdant modifikuotg dirbtinio virSkinimo protokola, kuris skirtas iSskirti Toxoplasma gondii 18
gyviny audiniy (Dubey, 1998). Atpjaunama 30+5 g tiriamojo raumeninio audinio, nuo jo
pasalinamas riebalinis audinys. Gautas mazesnis raumeninis audinys susmulkinamas j 1-2 cm
dydzio gabaliukus, kurie perkeliami j komercinj plaktuva. Uzpilama 150 ml fiziologinio tirpalo ir
gabaliukai homogenizuojami maiSant nedideliais intervalais. Gautas miSinys perpilamas }
Erlenmejerio kolbg ir papildomas 150 ml riigstinio pepsino tirpalu (0,78 g pepsino; 1,5 g NaCl;
150 ml distiliuoto vandens; pH 1,1-1,2). Homogenatas §velniai pamaiSomas ir véliau 2 val., 37 °C,
170 aps./min. grei¢iu inkubuojamas purtykléje—inkubatoriuje ES-20/60. Naudojant dviejy sluoksniy
medicinine marle miSinys filtruojamas, perkeliant dalj misinio j 50 ml centrifuginj mégintuvélj.
Véliau miSinys centrifuguojamas 10 min., 1200 x g. Supernatantas nupilamas, paliekant tik
susidariusias nuosédas. Susiformavusios nuosédos dar kartg uzpilamos po inkubavimo susidariusiu
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skysc€iu, centrifuguojama 10 min., 1200 x g, nupilamas supernatantas ir procediira kartojama, kol
nelieka pradinio skysc¢io. Po galutinio centrifugavimo, supernatantas nupilamas, nuoseédos
uzpilamos 45 ml fiziologinio tirpalo, centrifuguojama 10 min., 1200 x g, supernatantas nupilamas.

Gautas homogenatas laikomas 4 °C Saldytuve iki DNR skyrimo.

2.3.1.2 gDNR skyrimas i$§ homogenizuoty méginiy

gDNR skyrimui naudotos nuosédos, gautos po dirbtinio raumeniniy audiniy vir§kinimo
(2.3.1.1 skyrius). DNR skyrimui naudojamas komercinis rinkinys ,,Thermo Scientific PureLinkTM
Microbiome DNA Purification Kit“. 200 pl nuosédy pridedama j mégintuvélj su rutuliukais,
uzpilama 600 pl S1 lizés buferio ir 100 pl S2 lizés enhancerio. SumaiSoma ir inkubuojama 10 ml
65 °C. Mégintuvélis perkeliamas j maiSyklj, homogenizuojama 10 ml maiSantis rutuliukams.
Centrifuguojama 5 min. 14000 x g. Iki 400 pl supernatanto perkeliama j nauja meégintuvélj.
Pridedama 250 pl S3 praplovimo buferio, sumaiSoma ir 10 min. inkubuojama ant ledo.
Centrifuguojama 1 min. 14000 x g. Iki 500 pl supernatanto perkeliama j nauja meégintuvélj.
Pridedama 900 pl S4 suriSimo buferio ir sumaiSoma. 700 pl miSinio perkeliama j mégintuvélj su
kolon¢le ir centrifuguojama 1 min. 14000 x g. Pratekéjes skystis paSalinamas, ant kolonélés
uzpilamas likes skystis ir vél centrifuguojama. Kolonélé perkeliama j Svary surinkimo mégintuvélj,
pridedama 500 pl S5 praplovimo buferio ir centrifuguojama 1 min. 14000 x g. Pratekéjes skystis
pasalinamas, vél centrifuguojama 30 sek. 14000 x g. Kolonélé perkeliama j Svary mégintuvelj,
pridedama 100 pl S6 eliucijos buferio ir inkubuojama 1 min. kambario temperatiiroje.
Centrifuguojama 1 min. 14000 x g, kolonél¢ pasalinama, o surinktas skystis laikomas —20 °C

temperattiroje Saldiklyje iki molekulinés analizés.

2.3.1.3 Tiesioginis PGR ir lizdiné PGR

Sarcocystis rusys identifikuotos pagausinant DNR fragmentus tiesioginés PGR ir lizdinés
PGR metu. Tiesioginé PGR vykdoma 25 pl miSinyje, kuris yra sudarytas i§ komponenty: 12,5 ul
,»Thermo Scientific DreamTaq DNA Green Master Mix” (2X), po 0,5 ul (0,5 uM) tiesioginio ir
atvirkStinio pradmens, 4 pul gDNR (2.3.1.2 skyrius), o likes tiiris uzpildomas vandeniu be nukleaziy.
Teigiamoms kontroléms naudojama ankstesniy laboratorijoje atlikty tyrimy metu i§ sarkocisty
i8skirta Sarcocystis gDNR, taip uztikrinant Siame darbe tirtoms Sarcocystis ri§ims sukurty
pradmeny specifiSkuma (Prakas et al., 2019; Rudaityté-LukoSien¢ et al., 2020; Rudaityté-LukoSiené
et al., 2021; Marandykina-Prakien¢ et al., 2022). Tiesioginé¢ PGR ir lizdin¢ PGR atlieckamos
termocikleriuose, nurodytuose 2.2 lenteléje. Tiesioginés PGR ir lizdinés PGR salygos pateiktos 2.4

lenteléje.
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2.4 lentelé. Tiesioginés PGR, pirmosios bei antrosios lizdinés PGR salygos Sarcocystis rusiy
identifikavimui

Procesas Temperatira, °C Trukmé
Pradin¢ denattiracija 95 5 min.
DNR denaturacija 95 35 sek.
Pradmeny hibridizacija 53-65 45 sek. 35 ciklai
DNR sintezé 72 55 sek.
Galutin¢ sintez¢ 72 5 min.

Maza parazito DNR koncentracija méginiuose neleidZia tinkamai identifikuoti Sarcocystis
rusiy, todel papildomai naudota lizdiné PGR. Pirmosios reakcijos metu du iSoriniai pradmenys,
pagausina didesnj fragmenta nuo gDNR. Sis didesnis fragmentas kaip matrica véliau naudojamas
antrojoje lizdinés PGR reakcijoje, kurios metu du vidiniai pradmenys pagausina mazesnj tikslinj
fragmentg (Strazdaité-Zieliené et al., 2022). Pirmosios lizdinés PGR metu 25 pl reakcijos misinys,
sudarytas i§ 12,5 ul ,,Thermo Scientific DreamTaq DNA Green Master Mix” (2X), 0,5 ul (0,5 uM)
SF1 pradmens ir 0,5 pl (0,5 uM) SsunR3 pradmens (2.3 lentel¢), 4 ul gDNR, o likes tiiris
uzpildomas vandeniu be nukleaziy. Antrosios lizdinés PGR metu galutinis miSinys (25 pl) yra
sudarytas i§ 12,5 ul ,,Thermo Scientific DreamTaq DNA Green Master Mix” (2X), 0,5 ul (0,5 uM)
Sarcocystis rusiai specifiniy tiesioginio ir atvirksStinio pradmeny poros (2.3 lentel¢), 2 pl pirmosios
lizdinés PGR metu pagausinto fragmento, ir 9,5 pl vandens be nukleaziy. PGR metu gauti

amplikonai saugomi —20 °C temperatiiroje iki tolimesnés analizes.

2.3.1.4 Elektroforezé agarozés gelyje

Pagausinty fragmenty vizualizavimui yra naudojamas 1 % agarozés gelis (0,3 g agarozés
milteliy; 30 ml 1X TAE buferio). Atvésinus pakaitintg agarozes gelio miSinj, jis papildomas
1 pg/ml etidzio bromidu ir sustingdomas specialioje formoje. Gautas gelis jstatomas j elektroforezes
aparatg ,,MultiSUB Mini®, ant virSaus uzpilama 1X TAE buferio. | suformuotus Sulinélius
ileidziama po 5 ul PGR metu gauto méginio. Véliau, j vieng Sulinélj jleidziama 2 ul DNR
molekulinés masés Zymens ,,GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder®. PaleidZziama 90 V (6 V/cm)
elektros srove, elektroforez¢ vykdoma 25-30 min. produktams iSsifrakcionavus, gelis iSimamas i$

elektroforezés aparato ir vizualizuojamas bei fotografuojamas ,,BioDocAnalyze* sistemos prietaisu.
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2.3.1.5 PGR fragmenty gryninimas

Analizuojami teigiami méginiai paruoSiami sekoskaitai, juos i§valant nuo nejterpty pradmeny
ir suardant nejterptus nukleotidus. 5 pul PGR reakcijos produkto perkeliama i naujg mégintuvéli.
Pridedama 0,5 pl egzonukleazés I (10 U/ul) ir 1 pl FastAP temperatiirai jautrios Sarminés fosfatazés
(1 U/ul). Gerai sumaiSoma ir inkubuojama 15 ml 37 °C. Reakcija stabdoma miSinj pakaitinus
15 min. 85 °C. ISvalyty méginiy sekoskaita atlickama Gamtos tyrimy centro Molekulinés ekologijos

laboratorijos biologes Evelinos Maziliauskaités.

2.3.2. Sarkocisty identifikavimas molekuliniais metodais
2.3.2.1 Pavieniy sarkocisty izoliavimas i$ raumeniniy pavyzdziy

Netipiniy Sarcocystis rusiy sarkocisty aptikimui aviy raumeniniuose audiniuose naudotas
kompresorinis-mikroskopinis dazyty raumeniniy iSkarpy metodas (Prakas et al., 2020). Tiriamas
raumeninis audinys sukarpomas j 28 gabalélius (5—7 mm ilgio ir 1-2 mm ploc¢io), kuriy bendra
masé sudaro apie 1 g. Sukarpyti gabaliukai perkeliami ant sintetinio tinklelio ir 30 ml panardinami j
0,2 % metileno melio dazy vandeninj tirpalg (0,5 g metileno mélio; 250 ml distiliuoto vandens),
retkarciais pamaiSant. Kartu su sintetiniu tinkleliu, raumens gabaliukai yra nusausinami juos
sudedant 3—5 sek. ant filtrinio popieriaus. Nudazyti gabaliukai 20 ml panardinami j 1,5 % acto
rugsties tirpalg (7,5 ml acto riigsties; 500 ml distiliuoto vandens) ir kartais pamaiSomi, jog
gabaliukai nebiity sulipg. Raumens gabalé¢liai nusausinimui vél sudedami ant filtrinio popieriaus.
Sausi gabaliukai perkeliami ant stiklinio kompresoriaus, sudaryto i§ varztais suverzty dviejy stiklo
ploksteliy. Nudazyti raumens pavyzdziai mikroskopuojami Nikon ECLIPSE 801 $viesiniu
mikroskopu. Aptikta sarkocista izoliuojama i§ raumeninio audinio dviejy adatéliy pagalba ir
patalpinama j mégintuvelj, uzpildyta 96 % etanoliu. Mégintuvelis laikomas 2—4 savaites 4 °C

temperattiroje Saldytuve, priklausomai nuo dazo iSsiplovimo greicio.
2.3.2.2 gDNR skyrimas iS izoliuoty sarkocisty

gDNR skyrimas i§ raumens pavyzdziy izoliuoty pavieniy sarkocisty vykdomas pagal
modifikuotg prodotokola (Pozio & Rosa, 2003). ISskirta sarkocista yra perkeliama j 0,5 ml
meégintuvelj ir praplaunama 5 pl PBS tirpalo. Pridedama 2 pl Tris-HCl tirpalo (pH = 7,6) ir méginys
inkubuojamas 10 min. 90 °C temperatiroje. Reakcija stabdoma atSaldant meégintuvélj ant ledo.
Pridedama 3 pl proteinazés K tirpalo (100 pg/ml) ir inkubuojama 3 val. 48 °C temperatiiroje.
Reakcija stabdoma méginj pakaitinus 10 min. 90 °C temperatiiroje ir atSaldant ant ledo. ISskirta

gDNR i sarkocistos laikoma laikoma —20 °C temperatiiroje.
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2.3.2.3 Molekuliné izoliuoty sarkocisty analizé

Izoliuoty sarkocisty genetin¢ analiz¢ vykdoma taikant lizding PGR kaip aprasyta 2.3.1.4
skyriuje, amplikony dydziai tikrinami elektroforezés pagalba agarozés gelyje kaip aprasyta 2.3.1.5
skyriuje. Teigiami méginiai paruoSiami sekoskaitai juos iSvalant pagal 2.3.1.6 skyriuje aprasyta

protokola.

2.3.2.4 Sarcocystis riSiy identifikavimas galutiniuose Seimininkuose

Siekiant nustatyti, kokios avyse parazituojancios Sarcocystis risys yra paplitusios Lietuvoje,
papildomai buvo tirti trys plésrieji zinduoliai: rudoji lapé, pilkasis vilkas ir ustirinis Suo. DNR
meéginiai Siai tyrimo daliai paruosti GTC Molekulinés ekologijos darbuotojy, dirbanciy Lietuvos
mokslo tarybos finansuojamame projekte ,,Naminiy ir laukiniy Suniniy ir katiniy plésriiny vaidmuo

platinant Sarcocystis parazitus®.

2.3.2.5 Medziagos paruosimas Sarcocystis spp. identifikavimui molekuliniais metodais

Surinktuose trijy plésriiny pavyzdziuose esancios Sarcocystis spp. oocistos/sporocistos
i§skirtos i§ gyviiny zarnyno pagal modifikuotg protokola (Verma et al., 2017). Zarnyno epitelio
nuogrindos suspenduojamos 50 ml distiliuoto vandens, centrifuguojama 10 min. 1000 aps./min.
greiciu, 25 °C temperatiiroje. Supernatantas paSalinamas, kartojama centrifugavimo procediira, o
susidargs supernatantas nupilamas (Prakas et al., 2021). I§ 200 pl pakartotinai suspenduoty nuosédy

skiriama gDNR, naudojant komercinj rinkinj ,,GeneJET Genomic DNA Purification Kit®.

2.3.2.6 Genetiné Sarcocystis spp. paiesSka galutiniuose Seimininkuose

Sarcocystis rusys identifikuojamos galutiniuose Seimininkuose vykdant lizding PGR kaip
aprasSyta 2.3.1.4 skyriuje, tiksliniy fragmenty susidarymas vizualizuojamas agarozés gelyje kaip
aprasSyta 2.3.1.5 skyriuje. Teigiami méginiai paruoSiami sekoskaitai juos iSvalant pagal 2.3.1.6

skyriuje aprasyta metodika.
2.3.3. Genetiné analizé

Sekoskaitos metu gautos Sarcocystis riisSiy sekos analizuotos jas lyginant su NCBI Geny
banko duomeny bazg¢je esanciomis sekomis, panaudojant nukleotidy lyginimo jrankj BLAST
(Altschul et al., 1990; Sayers et al., 2022). Daugybinis gauty seky palyginys suformuotas naudojant
MUSCLE algoritma, integruota MEGA 11 programoje (Kimura et al., 2021). Filogenetiniy medziy
formavimui naudotas didziausio tikétinumo metodas. Filogenijos analizés patikimumas vertinamas

naudojant im¢iy kartojimo (angl. bootstraping) metoda ir 1000 iteracijy.
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2.3.4. Statistiné analizé

Blaker testas naudotas nustatyti 95 % pasikliautinuosius intervalus (PI) Sarcocystis spp.
aptikimo rodikliams. Statistiniai skirtumy tarp infekcijos dazniy reikSmingumai jvertinti naudojant
Pirsono (y2) arba FiSerio (angl. Fisher) tikslyjj testa, priklausomai nuo méginiy imties. Vienfaktoré
nepriklausomy im¢iy ANOVA analizé naudota siekiant nustatyti, ar skirtumai tarp uzsikrétimo
daznio vidurkiy yra statistiSkai reikSmingi. Esant statistiskai reikSmingam skirtumui tarp vidurkiy,
taikomas Tukey HSD (angl. honestly significant difference) kriterijus. Statistinés analizés rezultatai
apskaiciuoti Quantitative Parasitology 3.0 ir GraphPad Prism 10 programomis (Reiczigel et al.,

2019). Statistiskai reikSmingi skirtumai laikyti, kai p < 0,05.
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3.1.

3. REZULTATAI

Sarcocystis rusiné jvairové Lietuvoje auginamuy aviy raumeniniuose audiniuose

Ankstesnio tyrimo metu Lietuvoje tirtos ir nustatytos S. arieticanis ir S. tenella rusys, kurios

pasaulio mastu yra pa¢ios dazniausios naminése avyse (Marandykina-Prakien¢ et al., 2022). Sio

darbo tikslas buvo aptikti naminiy aviy audiniuose kitas, netipines Sarcocystis risis. Dél Sios

priezasties, darbo pradzioje, iSanalizavus duomeny bazéje esancig informacija apie Lietuvoje

atliktus Sarcocystis risiy tyrimus, buvo pasirinktos miusy Salyje dazniausios Sios genties parazity

rasys (3.1 lentelé).

3.1 lentelé. Dazniausios Lietuvoje aptinkamos Sarcocystis ruSys

Sarcocystis rusis

Tarpinis Seimininkas

Galutinis Seimininkas

S. alces

Briedis (4lces alces)

Poliariné lapé (4lopex lagopus), rudoji
lap¢, naminis Suo

S. arieticanis

Naminés avys, laukinés avys (Ovis
ammon)

Naminis $uo

S. capracanis

Ozka (Capra hircus)

Kojotas (Canis latrans), pilkasis vilkas,
savaniné lapé (Cerdocyon thous), rudoji
lapé

S. capreolicanis

Stirna (Capreolus capreolus)

Naminis Suo, rudoji lapé, poliariné lapé,
ustrinis Suo

S. cruzi

Gaiiras (Bos frontalis), bantengas (Bos
Javanicus), naminis jautis (Bos taurus),
bizonas (Bison bison), stumbras (Bison
bonasus), Azijinis buivolas (Bubalus
bubalis)

Kojotas, naminis suo, rudoji lapé

S. gracilis

Stirna (Capreolus capreolus), Sibiriné
stirna (Capreolus pygargus), naminis
jautis (Bos taurus)

Naminis Suo, rudoji lapé, ustrinis Suo

S. hjorti

Taurusis elnias (Cervus elaphus),
Ispanijos taurusis elnias (Cervus
elaphus hispanicus), briedis (4lces
alces)

Poliarin¢ lapé, rudoji lapé, naminis Suo

S. linearis

Démétasis elnias (Cervus nippon), stirna
(Capreolus capreolus)

Canidae $eimos atstovai*

S. morae

Taurusis elnias (Cervus elaphus),
danielius (Dama dama)

Naminis $uo

S. taeniata

Briedis (4lces alces), démétasis elnias
(Cervus nippon)

Canidae $eimos atstovai*

S. tenella

Naminés avys, laukinés avys

Naminis Suo, kojotas, rudoji lapé

*Eksperimentiskai néra nustatyta, taiau remiantis filogenetine analize, turéty bti Suniniy plésriinai
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Ilga laikg manyta, jog tikiniuose gyviinuose aptinkamoms Sarcocystis risims biidingas
grieZtas tarpinio Seimininko specifiSkumas, t.y. parazitavimas vienoje Seimininko rii§yje. Pastaruoju
metu daugéja praneSimy apie Sarcocystis ruisis, aptinkamas anksc¢iau neaprasytuose Seimininkuose.
Siekiant patikrinti, ar Lietuvoje auginamose naminése avyse parazituoja kitos, joms netipinés
Sarcocystis rusys, tyrimo pradzioje atsitiktiniu bidu pasirinkta 20 méginiy i$ skirtingy raumeniniy
audiniy (8 i$ diafragmos, 6 i$ stemplés ir 6 i§ homogenizuoty Sirdies méginiy). Vienas méginys
buvo pasirinktas tik i§ vieno avies individo, siekiant turéti kuo platesng méginiy imtj. Tuo pat metu
ieSkota ir tipiniy, S. arieticanis ir S. tenella rusiy, kurios Siame darbo etape buvo kaip kontrolés,

norint palyginti tipiniy ir netipiniy rasiy pasiskirstyma skirtinguose aviy audiniuose.

Pirmiausia, bandyta pagausinti tikslinius Sarcocystis rusiy fragmentus, naudojant tiesioging
PGR su rusiai specifinémis pradmeny poromos, taip taupant finansinius iSteklius (2.1 lentel¢).
Remiantis literatiira, Sarcocystis parazity DNR koncentracija homogenizuotuose méginiuose gali
biiti maza, todel daznu atveju tiksliniai fragmentai néra matomi po tiesioginio PGR. D¢l Sios
priezasties, tuose paciuose méginiuose buvo siekiama pagausinti fragmentus ir lizdinés PGR metu.
Pirmajame cikle naudota Sarcocystis genciai specifiné SF1/SsunR3 pradmeny pora, ta¢iau tiksliniy
fragmenty nesimaté. Antrojo lizdinés PGR ciklo metu, naudojant riisiai specifiniy pradmeny poras,
pavyko pagausinti DNR fragmentus. Bendras aptikimo daznis, nustatytas tiesiogine PGR buvo
20,7 % (95 % CI = 13,50-26,72), tuo tarpu lizdine PGR gautas zZymiai didesnis — 50,7 % (95 %
CI =42,49-58,94) (3.2 lentel¢). Gauti rezultatai parodé, jog naudojant dviejy zingsniy PGR
metodikg gaunama beveik du kartus daugiau teigiamy amplikony lyginant su tiesioginés PGR
rezultatais tiek tipiniy (S. arieticanis ir S. tenella), tiek ir netipiniy Sarcocystis riisSiy atveju.
StatistiSkai daugiau tipiniy avims S. arieticanis (y2 = 8,46; df = 1; p <0,05) ir S. tenella
(x2=11,61; df = 1; p <0,05) risiy buvo nustatyta naudojant lizding PGR lyginant su tiesiogine
PGR. Tokia pati tendencija pastebéta ir S. capracanis (y2 = 6,40; df = 1; p <0,05) bei S. morae
(x2 =28,27; df = 1, p < 0,05) riisiy atveju, kuomet lizdinés PGR metu gautas aptikimo daznis buvo

statistiSkai reikSmingai didesnis lyginant su tiesioginés PGR.

3.2 lentelé. Tipiniy ir netipiniy Sarcocystis rusiy nustatymas aviy raumeniniuose audiniuose

tiesiogine (PGR) ir lizdine PGR (nPGR)

Sarcocystis rusis Tiesioginé PGR Lizdiné PGR
S. arieticanis 8/20 (40,0 %) 17/20 (85,0 %)
S. capracanis 6/20 (30,0 %) 14/20 (70,0 %)

S. capreolicanis 0/20 (0 %) 5/20 (25,0 %)
S. hjorti 0/20 (0 %) 1/20 (5,0 %)
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3.2 lentelés tesinys. Tipiniy ir netipiniy Sarcocystis rusiy nustatymas aviy raumeniniuose

audiniuose tiesiogine (PGR) ir lizdine PGR (nPGR)

S. linearis 0/20 (0 %) 1720 (5,0 %)
S. morae 4/20 (20,0 %) 13/20 (65,0 %)
S. tenella 11/20 (55,0 %) 20/20 (100 %)

Gauti rezultatai parodo, jog Sarcocystis rusiy aptikimui i§ homogenizuoty meéginiy isskirtoje

DNR yra reikalingas jautresnis metodas uz tiesioging PGR. Maza Sarcocystis parazity DNR

koncentracija geriau ir specifiSkiau detektuojama lizdine PGR, kuri ir buvo naudojama

tolimesniuose darbo etapuose.

Atlikus kiekvienos Sarcocystis rusies pagausinty daliniy cox/ geno fragmenty teigiamy

meéginiy sekoskaita, nustatyta, jog tiriamose avyse dazniausiai parazituojancios rasys yra ir anksciau

dokumentuotos S. arieticanis ir S. tenella bei iki Siol avyse kaip tarpiniuose Seimininkuose

neaprasSytos S. capracanis, S. capreolicanis, S. hjorti, S. linearis ir S. morae. Elniniuose aptinkamos

S. alces, S. gracilis ir S. taeniata bei galvijus infekuojanti S. cruzi risys aviy audiniuose nebuvo

aptiktos. Nustatytos vidurtiSinio ir tarpriiSinio kintamumo reik§meés nepersidenge, todél tyrime

naudojama metodika yra tinkama tirty Sarcocystis riisiy identifikavimui (3.3 lentele).

3.3 lentelé. Aviy raumeniniuose audiniuose aptikty Sarcocystis risiy vidur@iSing ir tarprusiné

jvairoveé
Seky identiSk lyginant
. exiidentiskiimas lysinan Seky identiSkumas lyginant su NCBI Geny
Sarcocystis su NCBI Geny banko .. - .
. .. .. banko duomenuy bazéje esanciomis
rusis duomeny bazéje esanciomis

tos pacios rusies sekomis

taksonomiskai artimy rasiy sekomis

S. arieticanis 97,5-100 % 87,2-87,7 % S. hircicanis
S. capracanis 97,5-100 % 91,9-93,2 % S. tenella
S. capreolicanis 99,2—-100 % 94,8-95,2 % S. alceslatrans
S. hjorti 98,7-100 % 94,6-96,2 % S. pilosa
S. linearis 98,1-100 % 97,4-97.8 % S. taeniata
S. morae 96,6—100 % 83,2-84,6 % S. cervicanis
S. tenella 99,1-100 % 91,8-92,0 % S. capracanis
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Siekiant jvertinti, ar darbe nustatytos Sarcocystis riisiy dalinés cox! geno sekos grupuojasi su
kitomis NCBI Geny banko duomeny bazéje esanciomis tos pacios rusies sekomis, atlikta
filogenetin¢ analizé. Filogenetiniy medziy konstravimui pasirinktos dalinés cox/ geno sekos,
nustatytos Sio darbo metu, bei pagal NCBI Blast jrankio informacija trys artimiausios Sarcocystis
rasys. Nors patikimumo rodiklis tarp mokslininky vis dar yra diskutuotina tema, vieni tyréjai
patikimomis Saky jkély vertémis laiko didesnes arba lygias 50 %, kity nuomone §is rodiklis turi
virsyti 70 % (Dong et al., 2018; Mohd Fadil et al., 2019). Sios filogenijos analizés metu,
patikimomis im¢iy kartojimo vertémis laikytos didesnés arba lygios 50 %. Suformavus Caprinae
poseimio gyviinuose parazituojanciy Sarcocystis rusiy filogenetinius medzius, nustatyta, jog tiek
S. arieticanis, tiek S. capracanis, tiek ir S. tenella atvejais, Siame darbe nustatytos riiSys formuoja

atskirg klada su tos pacios riiSies sekomis, gautomis 1§ kity izoliaty (3.1 pav.)
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99, Sarcocystis arieticanis LT Oa (n=17)

A 99 Sarcocystis arieticanis LT Oa (n=3) B

g P ~ Sarcocystis tenella AT Oa (n=1)
Sarcocystis hircicanis KU820975 CN Ch Sarcocystis capracanis KU820974 CN Ch
100] Sarcocystis hircicanis OP470341 EG Ch . .
95| | Sarcocystis capracanis KU820977 CN Ch

89| Sarcocystis hircicanis OP470342 EG Ch 73

97 | Sarcocystis capracanis OP470344 EG Ch

Sarcocystis cervicanis KY973291 ES Ce

Sarcocystis heydorni KX057995 CN Bt
Sarcocystis cervicanis KY973290 ES Ce -
100/ Sarcocystis heydorni KX057994 CN Bt

Sarcocystis cervicanis KY973292 ES Ce

50 Sarcocystis gjerdei LC481086 JP Cn Sarcocystis gracilis MN339317 ES Cc

Sarcocystis gjerdei LC481085 JP Cn 100 Sarcocystis gracilis MN339308 ES Cc

Sarcocystis gjerdei LC481084 JP Cn Sarcocystis gracilis MN339306 ES Cc
N — — Sarcocystis bovifelis KT901287 AR Bt Sarcocystis bovifelis KT901287 AR Bt

0.20 —_

0.05

C 74 ;Sarcocystis capracanis LT Oa (n=14)

Sarcocystis capracanis ES Al (n=3)

Sarcocystis tenella MK419995 ES Oa

Sarcocystis tenella KC209731 NO Oa

Sarcocystis tenella MK419992 ES Oa
Sarcocystis heydorni KX057995 CN Bt
T 100/ Sarcocystis heydorni KX057994 CN Bt

Sarcocystis gracilis MN339319 ES Cc

99| | Sarcocystis gracilis MN339308 ES Cc
85| Sarcocystis gracilis MN339301 LT Ce

Sarcocystis bovifelis KT901287 AR Bt

—
0.05

3.1 pav. Namingése ir laukinése avyse bei ozkose parazituojanciy Sarcocystis rusiy filogenetiniai
medziai, suformuoti remiantis dalinémis cox/ geno sekomis. A) Avyse parazituojancios

S. arieticanis rusies filogenetinis medis; B) Avyse parazituojancios S. tenella ruiSies filogenetinis
medis; C) Sarcocystis capracanis rusies, parazituojancios ozkose, filogenetinis medis.
Filogenetiniai medziai nubraizyti naudojant didziausio tikétinumo metoda, taikant Kimura-2+G
evoliucinj nukleotidy seky pakaity modelj. Saky grupavimosi patikimumas vertinamas naudojant
iméiy kartojimo metoda su 1000 iteracijy. Sio darbo metu nustatytos sekos pazymétos zalia spalva.
Briuik$nin¢ linija, naudojama iSorinés grupés atveju, neatitinka tikryjy evoliuciniy atstumy. AT:
Austrija, CZ: Cekija, EG: Egiptas, ES: Ispanija, CN: Kinija, LT: Lietuva, NO: Norvegija, JP:
Japonija, Al: berberinis avinas (Ammotragus lervia), Bt: Bos taurus, Ch: Capra hircus, Cc:
Capreolus capreolus, Cn: Cervus nippon, Oa: Ovis aries, Pl: paprastasis meskénas (Procyon lotor)

Tokia pati tendencija pastebéta elniniuose gyviinuose parazituojanciy Sarcocystis riisiy
filogenetingje analizéje (3.2 pav). Visuose keturiuose daliniy cox/ geno fragmenty filogenetiniuose
medziuose matoma, jog darbo metu nustatytos Cervidae Seimoje parazituojancios risys grupuojasi
su tos pacios Sarcocystis riiSies sekomis, esan¢iomis NCBI Geny banko duomeny bazéje.

I8skirtinai, S. /inearis rusies atveju, kaip yra matoma i§ suformuoto filogenetinio medzio, labai
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genetiSkai artima rusis yra S. taeniata, todél Sioms dviems ruiSims sukurti atskiry riisiai specifiniy

pradmeny néra jmanoma. Sias rii§is nustatyti galima tik po atliktos sekoskaitos ir filogenetinés

analizés, kg galima pastebéti i§ Sio darbo metu suformuoto filogenetinio medzio (3.2 pav. C dalis).

A 90, Sarcocystis iberica MT070663 LT Ce
98| Sarcocystis iberica KY973286 ES Ce
Sarcocystis iberica MT070659 LT Ce
Sarcocystis pilosa MT070677 LT Ce
50| g7||Sarcocystis pilosa MT070670 LT Ce
98 ' Sarcocystis pilosa MT070673 LT Ce
Sarcocystis alceslatrans KC209592 CA Aa
97 [ Sarcocystis alceslatrans KF831251 CA Aa
52" Sarcocystis alceslatrans KC209588 CA Aa
Sarcocystis capreolicanis LT Oa (n=5)
Sarcocystis capreolicanis MN339287 LT Ce
98 Sarcocystis capreolicanis MIN339285 LT Ce
Sarcocystis capreolicanis MN339282 LT Cc
—— Sarcocystis bovifelis MT796924 LT Bt

C 58| Sarcocystis linearis MT070669 LT Ce
62| Sarcocystis linearis KY973311 ES Ce
Sarcocystis linearis MT070669 LT Ce

Sarcocystis linearis LT Oa (n=1)

Sarcocystis taeniata KU753901 LT Cn
79| Sarcocystis taeniata KF831268 CA Aa
70L Sarcocystis taeniata KF831262 CA Aa

99 Sarcocystis morae MMIN450916 LT Dd
Sarcocystis morae MMIN450914 LT Dd

Sarcocystis morae MN450917 LT Dd

Sarcocystis cervicanis KY973295 ES Ce
4W|75arcocysris cervicanis KY973292 ES Ce
Sarcocystis cervicanis KY973291 ES Ce

- — Sarcocystis bovifelis MT796924 LT Bt

e |

0.1

B Sarcocystis hjorti LT Oa (n=1)

100 | Sarcocystis hjorti MT070644 LT Ce
Sarcocystis hjorti MK234162 LT Aa
Sarcocystis hjorti OP617424 AT Cn

Sarcocystis pilosa 1.C466201 JP Cn
Sarcocystis pilosa MT070676 LT Ce
Sarcocystis pilosa KU753903 LT Cn

Sarcocystis gjerdei LC481086 JP Cn
Sarcocystis gjerdei 1LC349953 JP Cn
Sarcocystis gjerdei LC349951 JP Cn

Sarcocystis alceslatrans KF831248 CA Aa
Sarcocystis alceslatrans KF831251 CA Aa
Sarcocystis alceslatrans KC209590 CA Aa

— Sarcocystis bovifelis MT796924 LT Bt

—
0.05

85 Sarcocystis morae LT Oa (n=13)

Sarcocystis morae ES Dd (n=1)

Sarcocystis morae LT Dd (n=2)

Sarcocystis alces KF831247 CA Aa

100 | |Sarcocystis alces MK234159 LT Aa
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97 |Sarcocystis alces MK234141 LT Aa

Sarcocystis cervicanis KY973292 ES Ce

_____ 99| | Sarcocystis cervicanis KY973294 ES Ce

99. Sarcocystis cervicanis KY973293 ES Ce

Sarcocystis linearis KY973309 ES Ce

99 |r Sarcocystis linearis KY973312 ES Ce

Sarcocystis linearis MT070667 LT Ce

e Sarcocystis bovifelis MT796924 LT Bt

—
0.05

3.2 pav. Elniniuose gyvinuose parazituojanciy Sarcocystis riusiy filogenetiniai medziai, suformuoti
remiantis dalinémis cox/ geno sekomis. A) Sarcocystis capreolicanis rusies filogenetinis medis; B)
Sarcocystis. hjorti risies filogenetinis medis; C) Sarcocystis linearis rusies filogenetinis medis; D)
Sarcocystis morae rusies filogenetinis medis. Filogenetiniai medziai nubraizyti naudojant didziausio
tikétinumo metoda, taikant Kimura-2+G evoliucinj nukleotidy seky pakaity modelj. Saky
grupavimosi patikimumas vertinamas naudojant iteracijy metoda su 1000 pakartojimy. Sio darbo
metu nustatytos sekos pazymétos zalia spalva. Briik§niné linija, naudojama iSorinés grupés atveju,
neatitinka tikryjy evoliuciniy atstumy. IS: Islandija, CA: Kanada, NO: Norvegija, JP: Japonija, Aa:
Alces alces, Dd: Dama dama, Rt: Siaurinis elnias (Rangifer tarandus), Ss: kiaulé (Sus scrofa)

Gauti rezultatai rodo, jog dazniausios anksc¢iau avyse kaip tarpiniuose Seimininkuose

neaprasytos yra tik dvi Sarcocystis rusys, S. capracanis ir S. morae, kuriy toliau ieskota likusiuose
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meéginiuose. Siekiant palyginti, kaip skiriasi netipiniy ir tipiniy Sarcocystis risiy aptikimo daznis
avyse, visa tiriamy méginiy imtis (n = 141) analizuota naudojant S. arieticanis, S. capracanis,

S. morae ir S. tenella risiai specifinius pradmenis. Gauti rezultatai parode, jog kaip ir tikétasi, avyse
iprastai parazituojancios S. arieticanis ir S. tenella riSys yra labiau paplitusios lyginant su S.
capracanis ir S. morae (3.3 pav.). StatistiSkai reik§mingy skirtumy tarp uzsikrétimo dazniy vidurkiy
tirtuose naminiy aviy raumeniniuose pavyzdziuose nenustatyta tarp S. arieticanis ir S. tenella bei

tarp S. capracanis ir S. morae rusiy.
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3.3 pav. Tipiniy ir netipiniy Sarcocystis riusiy uzsikrétimo daznis Lietuvoje auginamose
naminése avyse. Stulpeliai ir klaidy juostos nurodo vidurkis = SN. Statistinis reikSmingumas

nurodytas zvaigzdutémis (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < (0,0001)

Analizuojant darbo metu nustatyty Sarcocystis rusiy pasiskirstyma tirtuose raumeniniuose
audiniuose, S. capracanis rusies uzsikrétimo daznis (42,50 %) diafragmoje (95 % CI = 28,51—
57,51) buvo statistiskai reikSmingai didesnis lyginant su aptikimo dazniu (23,40 %) Sirdyje (95 %
CI=13,21-37,52) (2 = 3,90; p < 0,05) (3.4 pav.). Taip pat nustatytas statistiSkai patikimai didesnis
S. tenella rusies paplitimas diafragmoje (100 %) (95 % CI = 92,03—-100) lyginant su parazito
aptikimu stempléje (85,11 %) (95 % CI = 71,5-92,85) (y2 = 7,56; p < 0,001). Kity darbe nustatyty
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Sarcocystis rusiy atveju, statistiskai reikSmingy uzsikrétimo dazniy skirtumy raumeniniuose aviy

audiniuose nenustatyta.

Il Diafragma
*kkk _
S. tenella —-l Bl Stemplé
| 1 Sirdis
S. morae-=

-

S. capracanis-= \ *

m—

S. arieticanis

0 50 100

Sarkocistozés daznis, %

3.4 pav. Tipiniy ir netipiniy Sarcocystis risiy uzsikrétimo daznis tirtuose naminiy aviy
raumeniniuose audiniuose. Statistinis reik§mingumas nurodytas zvaigzdutémis (* p < 0,05,

*xk p <0,001)
3.2. Sarcocystis parazity identifikavimas daZytuose pavyzdZiuose

Siekiant apraSyti Sarcocystis riiSis naujame tarpiniame Seimininke yra reikalingas
morfologinis sarkocisty apibiidinimas. Sarkocisty forma ir sienelés struktiira geriausiai galima
jvertinti taikant nedazyty raumeniniy iskarpy metoda. Sio metodo panaudojimas yra problematiskas
deél ilgai trunkancio proceso, specialiy igtidziy bei sunkumy aptikti sarkocistas, jeigu uzsikrétimas
parazitais yra itin mazas. D¢l $iy priezasciy, netipiniy Sarcocystis risiy sarkocisty paieska
raumeniniuose audiniuose buvo vykdyta naudojant modifikuotg raumeniniy iSkarpy metoda,
meéginius dazant metileno meliu. Tokiu biidu sarkocistos aiskiai yra matomos tiriamuose

raumeninivose audiniuose.

Avims tipiniy Sarcocystis riusiy (S. arieticanis ir S. tenella) paplitimas tirtuose raumeniniuose
audiniuose pasirod¢ itin daznas. Nebuvo nustatyta tokiy méginiy, kuriuose molekuline analize
nebity identifikuotos abi riiSys. Bent viena avims tipiné Sarcocystis rusis buvo nustatyta visuose
tirtuose (n = 141) meéginiuose. Toks didelis aptikimo daznis komplikuoja netipiniy Sarcocystis risiy

paieska pagal morfologinj kriterijy ar kitais mikroskopiniais metodais. Netipiniy Sarcocystis rusiy
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formuojamy sarkocisty aviy audiniuose paieska vykdyta tik tuose izoliaty pavyzdziuose, kuriuose
nebuvo aptikta morfologiskai panasiy avyse parazituojanciy tipiniy Sarcocystis rasiy. Jei
molekuliniais metodais i§ atitinkamo homogenizuoto raumeninio audinio pavyzdzio pavyko
pagausinti tik S. morae rusiai specifinj fragmenta, o | ja morfologiskai labai panasios S. arieticanis
rusies nebuvo nustatyta, tuomet tokiame raumeniniame audinyje buvo ieSkoma S. morae riisies
sarkocisty. Toks pat principas taikytas S. capracanis riisies atveju, pavyzdziuose, kuriuose nebuvo
aptikta S. tenella riisies. Modifikuoto trichinoskopijos metodu analizuota 14 skirtingy aviy izoliaty
raumeniniy audiniy. MikroskopiSkai jvertinus uzsikrétimo intesyvuma, nuspresta i§ kiekvieno

izoliato i$skirti po deSimt sarkocisty genetiniam identifikavimui (3.5 pav.).

3.5 pav. Sarcocystis spp. sarkocistos tirlamuose aviy raumeniniuose pavyzdziuose: A) diafragmoje;

B) stempléje; C) Sirdyje. Rodyklémis pazymétos raumenyse aptiktos sarkocistos

Kiekviena individuali sarkocista nufotografuota, iSmatuoti jos parametrai ir dviejy adatéliy
pagalba, izoliuota sarkocista perkelta | mégintuvélj su etanoliu. Jeigu infekcijos intesyvumas
tiriamame individe didelis ir sarkocisty matoma labai daug, stengtasi i$skirti kuo jvairesniy dydziy

sarkocisty (zr. 1 priedg). ISskyrus gDNR 1S kiekvienos sarkocistos, vykdyta lizdiné PGR su
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Sarcocystis genciai ir risiai specifinémis pradmeny poromis, atitinkamai pirmame ir antrame

lizdinés PGR etapuose.

Atlikus lizding PGR, amplifikuoti fragmentai matési tik naudojant tipiniy, S. arieticanis arba
S. tenella rusiy specifines pradmeny poras. Netipinéms S. capracanis ir S. morae ruSims specifiniy
fragmenty pagausinti nepavyko, todél galima teigti, jog netipiniy risiy formuojamos sarkocistos yra

itin retos ir jas sunku aptikti dél didelio tipiniy riiSiy intensyvumo.
3.3. Sarcocystis ruSiy, parazituojanciy naminése avyse, paplitimas Lietuvoje

Siekiant identifikuoti, koks yra Sarcocystis riisiy paplitimas Lietuvoje, toliau buvo
analizuojama i8 Suniniy pléSriny Zarnyny iSskirta Sarcocystis parazity DNR. Molekulinei analizei
naudota 13 rudyjy lapiy, 12 pilkyjy vilky ir 12 usiiriniy Suny DNR méginiy. Gauti rezultatai parode¢,
jog rudoji lapé¢ statistiSkai reikSmingai (p < 0,05) daugiau platina S. tenella (95 % CI = 22,4-73,95)
lyginant su S. morae rasimi (95 % CI = 0,4-34,15) (3.5 pav.). PrieSingai nei rudoji lapé,
pilkuosiuose vilkuose nustatyta didziausia S. arieticanis riiSies infekcija, o S. morae tirtuose §io
plésruno méginiuose neaptikta. Tuo tarpu, 66,67 % (95 % CI = 37,02—-87,71) i$ tirty usiiriniy Suny
buvo aptikta S. morae riisis ir 16,67 % (95 % CI = 3,05-45,71) S. tenella risies sporocisty. Didesnis
S. morae rusies aptikimo daznis usiiriniuose Sunyse yra statistiskai reikSmingai (p < 0,05) didesnis

lyginant su S. tenella rusies aptikimo dazniu.

3
|
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Bl S. arieticanis
: B S. capracanis

7 1 Bl S. morae
’ M 3 S. tenella

[
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3.5 pav. Plésriyjy zinduoliy perneSamy Sarcocystis risiy infekcijos daznis Lietuvoje.

Statistinis reik§Smingumas nurodytas zvaigzdute (* p < 0,05)
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Atlikus teigiamy méginiy sekoskaita, gautos Sarcocystis spp. sekos palygintos su NCBI Geny

banko duomeny bazéje esanciomis tos pacios riiSies ir taksonomiskai artimiausiy riisiy sekomis (3.4

lentelé).

3.4 lentelé. Lietuvos Suniniuose plésriinuose parazituojanciy Sarcocystis rasiy vidurtsing ir

tarprising jvairove

Sarcocystis
rasis

Vidurisiné jvairoveé su
NCBI Geny banko
sekomis

Tarprasiné jvairové su NCBI Geny banko duomeny

bazéje esanciomis sekomis

S. arieticanis

91,29-100 %

82,59-84,44 %

S. capracanis

81,86-82,56 %

S. cervicanis

81,19-81,68 %

S. alces

S. capracanis

97,88-100 %

92,17-93,59 %

S. tenella

86,47-87,22 %

S. gracilis

82,96-83,33 %

S. linearis

S. morae

96,23-100 %

84,67-85,27 %

S. cervicanis

82,25-84,44 %

S. linearis

81,23-81,91 %

S. taeniata

S. tenella

98,11-100 %

88,95-90,86 %

S. capracanis

87,10-86,83 %

S. heydorni

82,80-83,33 %

S. gracilis

Vidurtsinio ir tarprisinio kintamumo vertés nepersidengé, parodancios naudotos

identifikavimo metodikos tinkamumg. Apibendrinant, avyse jprastai parazituojancios ir $io darbo

metu nustatytos avims netipiné€s Sarcocystis ruSys yra pernasamos Lietuvos plésriyjy zinduoliy.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Siuo metu literatiiroje yra aprasyta daugiau nei 200 skirtingy Sarcocystis rasiy, ta¢iau ne visy
ju iki galo iSaiskinti tiek tarpiniai, tiek ir galutiniai Seimininkai (Rosenthal, 2021). Remiantis
pasauliniu mastu atliktais tyrimais, naminiy gyvuliy grupei priskiriamos naminés avys yra vienos
labiausiai Sarcocystis parazitais infekuojamy tarpiniy Seimininky (Feng ef al., 2023). Sarkocistozés
susirgimai avyse ne visada lemia patologinius pakitimus, ta¢iau imios infekcijos atveju, gali
sumazéti vilnos ar pieno produkcija, o krastutiniais atvejais — liga gali baigtis gyvulio Ziitimi
(Mahran et al., 2009; Pestechian et al., 2021). Sio darbo metu buvo tiriama Lietuvoje auginamy
naminése avyse aptinkamy Sarcocystis risiy jvairove. Januskevicius ir kt. (2019) nustaté, jog
Lietuvoje auginamos naminés avys yra 100 % uzsikrétusios Sarcocystis parazitais, taciau rasys
nebuvo nustatytos. Po trijy mety, Marandykina ir kt. (2022) aptiko dvi patogeniSkas naminéms
avims S. arieticanis ir S. tenella rusis, o bendras sarkocistozés daznis buvo gana aukstas (82,61—

100 %).

Europos mastu, Siy mikroskopines sarkocistas formuojanciy rusiy aptikimo daznis yra
santykinai aukstas 52,2—100 % (Gokpinar et al., 2014; Dessi et al., 2022; Marandykina-Prakiené et
al., 2022). Kituose zemynuose, patogenisky Sarcocystis rusiy paplitimas avyse yra labai panaSus.
Siaurés Amerikoje Sarcocystis infekcija uzfiksuota 95,8—100 % tirty individy (Bittencourt et al.,
2016; Portella et al., 2021). Azijoje uzsikrétimo mastai Siek tieck maZesni, kintantys nuo 50,0 % iki
100 % (Rad et al., 2020; Sun et al., 2021), priklausomai nuo naudoty metody. Afrikoje Siomis
mikroskopines sarkocistas formuojanc¢iomis raSimis uzsikréte 50,4-95,37 % tirty aviy (Amairia et
al., 2018; Elmishmishy et al., 2018). Tokie sarkocistozés reik§miy skirtumai atsiranda dél skirtingy
Sarcocystis parazity identifikavimui naudoty metody. Zinoma, jog tiksliausi rezultatai yra gaunami
kombinuojant morfologinius metodus ir molekuling analiz¢. Tyrimai atskleidé¢, kad S. fenella rusies
parazity daznis diafragmoje, stempléje ir Sirdyje reikSmingai nesiskiria (EI-Morsey et al., 2019;
Abdullah, 2021; Marandykina-Prakien¢ et al., 2022). Tuo tarpu S. arieticanis re€iau aptinkama
stempléje (Abdullah, 2021; Marandykina-Prakien¢ et al., 2022).

Toks aukstas sarkocistozés lygis rodo, jog S. arieticanis ir S. tenella yra kosmopolitiniai
parazitai, kuriy keliama grésmé gyvulininkystés sektoriui gali lemti didelius nuostolius. Iki Siol
mokslininkai maneé, jog Sarcocystis riSys pasizymi grieztu specifiSkumu tarpiniams Seimininkams,
taciau naujausi tyrimai privercia tuo abejoti. S. tenella, jprastai parazituojanti naminése avyse,
nustatyta gemzéje (Rupicapra rupicapra tatrica) ir namingje ozkoje (Kolenda et al., 2015; Hong et
al., 2016). Per ozkas plintanti S. moulei riisis aptikta naminése avyse dviejy tyrimy Irane ir vieno
tyrimo Irake metu (Kalantari et al., 2016; Swar & Shnawa et al., 2020; Shahabi et al., 2022). Taip

pat, S. moulei nustatyta Azijinio buivolo audiniuose (Dakhil et al., 2017).
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Sio darbo metu, pirma karta pasaulyje naminése avyse nustatyta iki §iol avyse kaip
tarpiniuose Seimininkuose neapraSyta S. morae riisis. Anksciau buvo parodyta, jog S. morae jprastai
parazituoja Lietuvoje gyvenanciuose elniniuose gyviinuose (Rudaityte-LukoSiené et al., 2020). Dél
Sios priezasties galima kelti prielaida, jog naminiy aviy mitybos plotuose yra S. morae riisies
sporocisty, taip patvirtinant $ios riiSies parazitavimg ir avyse. Ozkose kaip tarpiniuose
Seimininkuose parazituojanti patogeniska S. capracanis risis aptikta ne tik Sio darbo metu, bet ir
avies smegeny skyscio meéginyje Jungtinéje Karalystéje (Formisano et al., 2013). Remiantis
literatiira, pagal vienodus sarkocistos morfologinius poZymius S. capracanis yra apibréziama kaip
seserinis taksonas S. tenella riiSiai (El-Morsey et al., 2019). D¢l Sios priezasties yra tikétina, jog
Caprinae poseimj infekuojancios Sarcocystis rusys gali parazituoti ne tik joms budinguose

tarpiniuose Seimininkuose.

Sio tyrimo metu pirmga karta aprasytas modifikuotas trichinoskopijos ir DNR skyrimo
metodas. Pasaulio mastu placiai naudojamas nedazyty raumeniniy iSkarpy kompresorinis—
mikroskopinis metodas reikalauja praktiniy jgiidziy aptinkanat sarkocistas, patirties jas izoliuojant
i$ raumeninio audinio ir dideliy laiko sgnaudy (Feng et al., 2023). Nors tokia metodika turi
trikumy, taciau naujy rasiy morfologiniy savybiy nustatyme yra biitina. Modifikuotas
kompresorinis—mikroskopinis raumeniniy iSkarpy dazymo metileno méliu metodas palengvina
sarkocisty aptikima, esant mazam infekcijos intensyvumui ar sarkocistoms nepilnai subrendus.
Metileno mélynasis (3,7-bis(dimetilamino)-fenotiazin-5-iumchloridas) ir Giemsa yra jprastai
parazitologijoje naudojami dazai (Khanna et al., 2014; Abbas & Dijkstra, 2020). Taciau tik
metileno mélio efektyvumas ir pagerintas jautrumas Sarcocystis rusiy aptikime yra jrodytas
statistiSkai, lyginant nedazyty ir dazyty raumeniniy iSkarpy trichinoskopijos metodus. Pastebéta, jog
dazytose raumeninése iSkarpose sarkocistos buvo aptiktos tris kart dazniau lyginant su nedazytomis
raumeninémis iSkarpomis (Ng et al., 2015). Kity audiniy, tokiy kaip aviy smegeny ir Sirdies
raumeniniy audiniy tyrimai atliekami tik histopatologiniais arba molekuliniais metodais d¢l sunkaus
sarkocisty aptikimo nedazytose raumeninése iSkarpose (Bahari et al., 2014; Dong et al., 2018;
Marandykina-Prakien¢ et al., 2022). Taciau neseniai publikuotame darbe Sarcocystis parazity
formuojamos sarkocistos buvo identifikuotos smulkiyjy zinduoliy smegeny audiniuose naudojant
modifikuotg dazyty raumeniniy iSkarpy mikroskopinj—kompresorinj metoda (Prakas et al., 2024).
Molekuliniais metodais Sarcocystis parazity infekcija aptinkama Zymiai dazniau lyginant su
nedazyty raumeniniy iSkarpy rezultatais (Pipia et al., 2016; Zhu et al., 2022). Nepaisant $iy teigiamy
metodikos modifikavimo aspekty, iki Siol néra informacijos apie tolimesnj gDNR skyrimg i§
izoliuoty dazyty pavieniy sarkocisty. Iki Siol praktikoje naudotas dazyty iSkarpy kompresorinis-
mikroskopinis metodas nebuvo tinkamai adaptuotas taikyti tolimesn¢ molekuling analizg

izoliuotiems parazitams. Sio darbo metu, pirma karta pasaulyje aprasyta metodika, kurios metu
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galima vykdyti gDNR iSskirtos i§ izoliuoty pavieniy sarkocisty genetinj charakterizavima. Nors §io
metodo efektyvumas nebuvo jvertintas darbo metu, taciau sarkocisty aptikimas esant itin mazam
Sarcocystis rusiy intensyvumui méginyje yra zenkliai palengvinamas net ir patirties nedazyty

raumeniniy iSkarpy metodo taikyme turintiems asmenims.

Kombinuojant dirbtinj vir§kinimg pepsinu ir molekuling analiz¢, homogenizuotuose tirty aviy
raumeniniy audiniy méginiuose aptiktos netipinés avyse kaip tarpiniuose Seimininkuose
S. capracanis ir S. morae rusys. Taciau 1§ metileno meliu dazyty raumeniniy iSkarpy méginiy
izoliuojant pavienes sarkocistas, ir toliau taikant genetinj charakterizavima, $iy rasiy aptikti
nepavyko. Visuose tirtuose aviy méginiuose buvo nustatyta bent viena i$ tipiniy bei dazniausiai
parazituojanciy avyse Sarcocystis rusiy, S. arieticanis arba S. tenella. Nors darbo metu buvo
bandyta cisty izoliavimui atrinkti tik tam tikrus méginius, kad palengvinti netipiniy avims parazito
rusiy aptikima, taciau vizualiai matomy skirtimy tarp metileno méliu dazyty tipiniy ir netipiniy
rasiy formuojamy sarkocisty nebuvo pastebéta. Taip gal¢jo nutikti dél ne iki galo subrendusiy
sarkocisty raumeniniuose audiniuose, kai jy dydis ir forma néra pilnai iSreiksti. Taip pat tipiniy
Sarcocystis rusiy infekcijos intensyvumas méginiuose yra per didelis, jog i§ mazos imties biity

aptiktos netipiniy rusiy sarkocistos.

Suniniy $eimos plésriinai yra pazeidziami daugelio ektoparazity (blusy, erkiy ir utéliy) ir
endoparazity (nematody, cestody ir trematody) (Bridger & Whitney, 2009; Light et al., 2019).
Infekcijos atveju, tokiy tipy parazitai gali lengvai egzistuoti simpatrinéje populiacijoje (Otranto et
al., 2015). Suniniy plésriany organizme besivystan¢ios zarnyno ir kvépavimo taky parazity lervos
(oocistos ir kiauSinéliai) gali biiti iSskiriami j aplinka, taip palengvindami galima parazitiniy
infekcijy plitima ir Zmonéms (Elshahawy et al., 2023). Tyrimy metu jrodyta, jog Siai Seimai
priklausantys zinduoliai gali platinti ir Sarcocystis genties parazitus (Dubey et al., 2015a).
Uzkrétimo eksperimenty metu nustatyta, jog S. tenella ruSies galutiniais Seimininkais gali biiti
naminis Suo, kojotas ir rudoji lapé (Erber, 1982; Dubey, 1983). Tuo tarpu S. arieticanis rusies
atveju, eksperimentiskai jrodytas tik naminio Suns kaip Seimininko vaidmuo (Heydorn & Mehlhorn,
1987). Duomeny trikumas apie avyse parazituojanéiy Sarcocystis rusiy gyvybiniame cikle
egzistuojanéiy galutiniy §eimininky vaidmenj demonstruoja tokiy tyrimy reikalingumga. Sio darbo
metu, analizuojant rudyjy lapiy, pilkyjy vilky ir ustiriniy Suny méginius, nustatyta, jog visy trijy
rusiy plésriinai gali platinti S. tenella parazitus. Sarcocystis arieticanis atveju, $ios rusies platinime
dalyvauja tik rudosios lapés ir pilkieji vilkai. Iki Siol néra atlikta tyrimy Lietuvoje, kuriy metu bty
analizuota rudosios lapés, pilkojo vilko ir usiirinio Suns vaidmens avyse parazituojanciy Sarcocystis
rii$iy platinime. Siame darbe aviy audiniuose nustatytos netipinés S. capracanis rusies galutiniu

Seimininku gali biiti kojotas, pilkasis vilkas, savanin¢ ir rudoji lapé. Tuo tarpu kitos netipinés
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aviems rusies S. morae galutiniu Seimininku eksperimentiskai jrodytas tik naminis Suo. Informacija
apie galimus naujus $io tyrimo metu nustatyty Sarcocystis rusiy galutinius Seimininkus yra
dokumentuota pirma kartg pasaulio mastu, taip prisidedant prie Sarcocystis parazity duomeny bazés

plétros.

Apibendrinant, Siame darbe pirma karta pasaulio mastu nustatyta, jog avyse kaip tarpiniuose
Seimininkuose gali parazituoti S. capracanis ir S. morae. Modifikavus iki Siol naudota metileno
méliu dazyty raumeniniy iSkarpy kompresorinj—mikroskopinj metoda ir optimizavus tolimesnj
gDNR skyrima i§ pavieniy izoliuoty sarkocisty, uztikrinamas Sarcocystis riisiy identifikavimas.
Taip pat pirma kartg pasaulyje dokumentuota, jog rudoji lapé gali buti S. arieticanis ir S. morae
rusiy, pilkasis vilkas — S.arieticanis, S. capracanis ir S. tenella riiSiy, o usiirinis Suo — S. morae bei

S. tenella rusiy galutiniais Seimininkais.
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1.

ISVADOS

Be tipiniy S. arieticanis ir S. tenella rusiy, Siame darbe pirma karta pasaulio mastu
aptiktos avims kaip tarpiniams Seimininkams netipinés S. capracanis, S. capreolicanis,

S. hjorti, S. linearis ir S. morae rusys.

Kombinuojant kompresorinj—mikroskopinj metileno méliu dazyty raumeniniy iSkarpy
metoda su molekuline analize, naminiy aviy audiniuose nustatytos S. arieticanis ir

S. tenella rusiy sarkocistos.

Rudoji lapé, pilkasis vilkas ir usiirinis Suo yra svarbis avis infekuojanciy Sarcocystis riisiy
platintojai Lietuvoje. Dauguma tirty ruSiy Sivose galutiniuose Seimininkuose aptiktos

pirma kartg pasaulyje.
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ASMENINIO INDELIO APRASYMAS
Tyrimo metu atlikau visus laboratorinius darbus, i§skyrus Suniniy Seimos plésriiny Zarnyno
nuograndy paruo$img bei gDNR skyrima i§ paruosty plésriiny méginiy. Atlikau tyrimo metu gauty
rezultaty statisting analize, prisidéjau prie darbo tikslo ir uzdaviniy formavimo, tyrimo planavimo ir

iSvady formulavimo.
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(310,39+£237,8x46,74+29,39 um; n = 10)
115,37-231,09%42,88-76,04 um
111D S. morae
(184,91+47,11x60,88+12,68 um; n = 10)
35,2-310,67x12,1-80,8 1 um
113D S. morae
(133,54+74,52%33,16+14,26 um; n = 10)
140,47-240,55%30,16-94,8 um
117D S. morae
(190,88+37,29%53,39+20,17 um; n = 10)
92,2-330,4%22,12-121,91 ym
78E S. capracanis
(197,74+67,54x55,51 + 28,79 um; n = 10)
120,3-361,23%19,13-140,31 um
88E S. morae
(215,36+78,97x57,56+35,1 um; n = 10)
118,81-256,51x37,15-75,28 um
95E S. morae
(202,96+46,43%63,63+14,25 pm; n = 10)
40,3-302,12%12,3-84,21 um
97E S. morae
(120,42+56,52%36,28+10,26 um; n = 10)
113,4-258,51x21,2-77,28 um
112E S. capracanis
(192,01£53,74x58,57+20,23 pm; n = 10)
30,3-334,67%x12,1-91,23 um
114E S. capracanis
(100,34+54,52%54,23+10,25 pm; n = 10)
118,81-230,44%39,5-77,28 um
67H S. capracanis
(185,33+46,73%61,56+14,9 um; n = 10)
140,47-278,4%30,16-74,61 pum
92H S. capracanis
(197,10+46,6x54,29+14,86 um; n = 10)
66,8-290,57%x20,3-59,21um
106H S. capracanis
(100,54+34,24x35,65+10,33 pum; n = 10)
36,3-312,77x9,1-88,81um
118H S. morae
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