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Sissejuhatus

Perekond ehhinokokk (Echinococcus) kuulub neljanapaliste (Cyclophyllidea) seltsi paeluslaste
(Taeniidae) sugukonda. Ehhinokokid on imetajate parasiidid, kelle elutsiikliks on vaja 15pp-
ning vaheperemeest. Ehhinokokkide 15pp-peremeesteks on Kkiskjalised (Carnivora),
vaheperemeesteks peamiselt soralised (Artiodactyla) ning kabjalised (Perissodactyla), aga ka
inimene. Ehhinokokkide vastsestaadium tekitab eluohtlikku ehhinokokoosi (Eckert et al, 2001).

Ehhinokokkide perekonda kuuluv pdistang-paeluss (Echinococcus granulosus) on
kosmopoliitse leviku ning laia peremeesliikide ringi tottu vdga ohtlik parasiit, kes tekitab
tsiistilist ehhinokokoosi. Euroopas ning Aafrikas on pdistang-paeluss laialt levinud, iiheks
probleemsemaks piirkonnaks maailmas peetakse Vahemere ddrset ala. E. granulosus on
geneetiliselt viga varieeruv ning jaotatud liigisiseselt 10 tiiveks ehk genotiiiibiks, mis erinevad

peamiselt peremeesorganismide ning leviku poolest (Eckert & Deplazes, 2004).

Kiesoleva t66 eesmérgiks on leida lahendusi E. granulosus genotiiiipide senisest paremaks
lahutamiseks ning analiiiisida pdistang-paelussi geneetilist mitmekesisust ja fiilogeograafiat
mitokondriaalse DNA tidisjérjestuste alusel mitmetes riikides iile Euroopa ning Aafrikas

Sudaanis ja Keenias.

Mitmete pdistang-paelussi genotiitipide lahutamine on seni olnud problemaatiline ja vaja oleks
kindlamat geneetilist metoodikat nende lahutamiseks ning staatuse méaratlemiseks - kas tegu
on eraldiseisvate genotiilipidega v31 mitte. Kuna eri genotiiiipidel on ka erinev patogeensus, on
oluline digesti médrata ka parasiidi genotiiiibiline kuuluvus, mis lithikeste geenijérjestuse alusel
ei pruugi olla tuvastatav. Lisaks on siiani poistang-paelussi geneetilist mitmekesisust ja
fiilogeograafiat uuritud darmiselt puudulikult, piirdudes liihikeste geenijarjestuste alusel tehtud
analiiisidega {iiksikutes piirkondades. Moistmaks paremini parasiidi genotiilipide leviku
isedrasusi, seda mojutavaid protsesse ning genotiilipide Sisest ning vahelist varieeruvust
geograafilises kontekstis, on oluline aga ldbi viia ulatuslikum analiiiis pdistang-paelussi

geneetilise mitmekesisuse kirjeldamiseks.



To66 hiipoteesid:

1) seni kasutatutest oluliselt pikemad mtDNA jéirjestused voimaldavad eristada genotiiiipe

senisest oluliselt paremini,

2) pikemad DNA jirjestused annavad mérgatavalt parema lahutusvoimega geneetilised

vorgustikud, kui iiksikute geenide pohjal tehtud analiitisid,

3) reeglina on geograafiliselt 1dhedasemad isendid ka geneetiliselt 14hedasemad, kuid samas ei
kehti see reegel mitte alati, eelkdige intensiivse loomakaubanduse 14bi toimunud geenisiirde

tottu.



1. Valdkonna iilevaade

1.1 Mitokondriaalne DNA (mtDNA) geneetilise markerina
Paelusside mitokondri genoom on vdrreldes tuumagenoomiga oluliselt vdaiksem (~13 000
aluspaari), kaheahelaline mitokondrites asuv DNA. Erinevalt tuuma DNAst, mis péritakse
mdlemalt vanemalt, parandub mitokondriaalne DNA (MtDNA) reeglina emaliini pidi.
Mitogenoomis on 37 kodeerivat geeni, neist 13 kodeerivad valke, 22 tRNA-d ning 2 rRNA
suurt ja véikest alaiihikut (Castro et al, 1998; Schwartz & Vissing, 2002).

MtDNA on rakus kuni mitmete tuhandete koopiatena, reeglina ei rekombineeru ning muutub
ajas ja polvkondade vahel ainult sedavord, kui palju neisse aja jooksul mutatsioone koguneb.
Samuti omab genoom korget mutatsioonikiirust. Nende omaduste tottu on mtDNA viga
populaarseks markeriks geneetilise mitmekesisuse uurimiseks, nii liigisiseselt kui ka ldhedas

suguluses olevate liikide puhul (Brown et al, 1979; Castro et al, 1998).

1.2 Perekond ehhinokokk (Echinococcus)

Ehhinokokkide perekonnas eristatakse viit liiki: Echinococcus granulosus (poistang-paeluss),
E. multilocularis (alveokokk-paeluss), E. oligarthrus, E. vogeli ning hiljuti kirjeldatud E.
shiquicus (Xiao et al, 2005). Poistang-paeluss on kosmopoliitse levikuga, alveokokk-paelussi
leidub Kesk- ja Pohja-Euraasias ning PGhja-Ameerikas. E. oligarthrus ja E. vogeli on levinud
Kesk- ja Louna-Ameerikas ning E. shiquicus Tiibeti platool (Eckert et al, 2001; Xiao et al,
2005). Eriti ohtlik on koige laiema geograafilise leviku ning peremeesorganismide

mitmekesisuse poolest pdistang-paeluss.

1.3 Paistang-paeluss (Echinococcus granulosus)

Poistang-paeluss on kosmopoliitse levikuga parasiit. Eriti arvukalt leidub teda Euraasias,
Venemaal ning seda timbritsevates riikides, Vahemere déres, Ida- ning PGhja-Aafrikas, samuti
Lduna-Ameerikas ning Austraalias (McManus et al, 2003). Tdiskasvanud uss on 2-7 mm
pikkune, stroobila koosneb tavaliselt 3-4 liilist. Péisel on neli iminappa ning kahes reas

paiknevad noogud. Viimases liilis paikneb emakas munadega. Keskkonnas on munad



suhteliselt pilisivad ning voivad nakkusohtlikud piisida kuid kuni aastaid (Eckert et al, 2001,
Eckert & Deplazes, 2004).

Lopp-peremehena kasutab E. granulosus erinevaid koerlasi (Canidae), pohiliselt koer voi hunt
(Canis lupus), Aafrikas tiitipiliselt ka Saakal (C. mesomelas ja C. aureus), tahnikhiidgan (Crocuta
crocuta) ning hiiddnkoer (Lycaon pictus) (Eckert et al, 2001; Eckert & Deplazes, 2004). Samuti
on Aafrikas 16vilt (Panthera leo) leitud pdistang-paeluss, keda on pakutud ka eraldi liigiks E.
felidis (Hiittner et al, 2008; Thompson, 2008). Vaheperemeesteks on aga erinevad soralised
(Artiodactyla) ning kabjalised (Perissodactyla) nagu lammas (Ovis aries), metssiga (Sus
scrofa), hobune (Equus caballus), veis (Bos primigenius), pdder (Alces Alces), pohjapoder
(Rangifer tarandus) jt (Eckert et al, 2001; Eckert & Deplazes, 2004). Nakatuda voivad ka teised
imetajaliigid, sealhulgas niiteks janeselised (Lagomorpha), narilised (Rodentia), ka inimene.
Kuna parasiidi elutsiikkel eeldab kiskja-saagi suhte olemasolu, on inimene enamjaolt parasiidi
tupikperemeheks ning ei oma rolli haiguse edasikandumises (Eckert & Deplazes, 2004). Ida-
Aafrikas, niiteks Keenias Turkana piirkonnas, ei maeta surnuid. Koerad ning muud kiskjad
padsevad ligi inimjddnustele ning vdivad nakatuda. Sel juhul voib ka inimene olla haiguse

edasikandjaks (McManus et al, 2003).

1.3.1. Poistang-paelussi tiived ning fiillogeneetilised suhted

Suure varieceruvuse tottu on E. granulosus mtDNA alusel jaotatud kiimneks tiiveks ehk
genotiiiibiks (G1-G10) (McManus & Thompson, 2003; Lavikainen et al, 2003; Saarma et al,
2009). Poolas avastatud inimese-spetsiifilist tiive (G9) peetakse mittekehtivaks (Kedra et al,
1999). Lovi tiive staatus ei ole selge, kuid teda on erinevate allikate kohaselt pakutud kas
poistang-paelussi tiiveks voi eraldi liigiks E. felidis (Hiittner et al, 2008; Thompson, 2008;
Saarma et al, 2009).

Tiived erinevad pohiliselt peremeesorganismide ringi ning leviku poolest, aga ka
nakatamisvdime, morfoloogia ja muude tunnuste poolest. Genotiiiibid on nime saanud oma
peamise vaheperemehe jérgi, kuid voivad nakatada ka muid liike. Eristatakse lamba (G1),
Tasmaania lamba (G2), piihvli (G3), hobuse (G4), veise (GS5), kaameli (G6), sea (G7), hirvlaste
(G8), Fennoskandia hirvlaste (G10) ning 10vi tiive/liiki (vt Tabel 1). Genotiitipide numbrid
kajastavad jéarjekorda, milles genotiiiibid on kirjeldatud (Eckert et al, 2001; Moro & Schantz,
2009; Saarma et al, 2009).



Lamba tiivi on kosmopoliitse levikuga, Tasmaania lamba genotiilipi on kirjeldatud Aasias,
Ldouna-Ameerikas, Aafrikas, Euroopas ning Tasmaanial. Piihvli tiive on leitud Aasiast,
Euroopast ning hobuse tiivi levib Euroopas, Lahis-Idas ning Aafrikas. Veise genotiilip on
kirjeldatud Léhis-Idas, Aafrikas, Aasias, Louna-Ameerikas, Venemaal, kaameli tiivi Euroopas,
Lahis-idas, Aafrikas, Aasias, Louna-Ameerikas, sea genotiilip Euroopas, Venemaal, Louna-
Ameerikas ning Mehhikos. Hirvlaste tiived G8 ja G10 levivad Euraasias ning PGhja-Ameerikas.
Lovi tiivi on leitud vaid Aafrikast (Internet 1; Eckert et al, 2001; Eckert ja Deplazes, 2004;
Hiittner et al, 2008).

Tabel 1. Poistang-paelussi vdimalikud 16pp- ning vaheperemehed, genotiiiibid ning nende vdimalik liigiline
kuuluvus (Internet 1; McManus & Thompson, 2003; Obwaller et al, 2004; Busi et al, 2007; Nakao et al, 2007;
Varcasia et al, 2008; Hiittner & Romig, 2009; Saarma et al, 2009).

Genotiiiip/tiivi Lapp- Vaheperemehed Liik
peremehed
Lamba (G1) Koer, rebane,  Lammas, veis, siga, E. granulosus sensu stricto

kaamel, Kits, inimene,
ptihvel, hobune

Saakal, hiiddn

Tasmaania lamba (G2)  Koer Lammas, veis, kaamel, E. granulosus sensu stricto
inimene
Piihvli (G3) Koer Piihvel, lammas, inimene, E. granulosus sensu stricto
siga
Hobuse (G4) Koer Hobune ning teised E. equinus
kabjalised
Veise (G5) Koer Veis, kaamel, inimene, Kits, .
) N E. ortleppi
ammas, piihvel, sebra
Kaameli (G6) Koer Kaamel, Kits, inimene, veis, E. canadensis/E.
lammas intermedius
Sea (G7) Koer Siga, metssiga, kits, kobras, E. canadensis/E.
veis, inimene intermedius
Hirvlaste (G8) Hunt, koer Pdder, inimene, metskits E. canadensis
Fennoskandia Hunt, koer
Poder, pShjapdder, inimene  E. canadensis
hirvlaste (G10)
Lovi Lovi Sebra, antiloobid E. felidis

Perekonna Echinococcus klassifikatsiooni osas ei ole péris selgusele joutud. Fiilogeneesipuid
on koostatud nii mtDNA kui ka tuumageenide jérjestuse alusel (Nakao et al, 2007; Saarma et

al, 2009; Knapp et al, 2011). Kui mitokondri genoomijarjestuste alusel saadud fiilogenees



(Nakao et al, 2007) sarnaneb Knapp et al (2011) tuumageenide jarjestuse pohjal koostatud
fillogeneesipuuga, siis Saarma et al (2009), kes kasutasid erinevat valikut tuumageene vorreldes
Knapp et al (2011), said erineva puu. Peamiseks erinevuseks puude vahel on, see et Saarma et
al (2009) fiillogeneesil moodustavad E. granulosus tiived monofiileetilise klaadi ning E.
multilocularis on teiste ehhinokokkide sdsartakson, siis nii Nakao et al (2007) ja Knapp et al
(2011) kui ka varasemate mtDNA uuringute pohjal saadud tulemuste alusel moodustavad
genotiilibid aga parafiileetilise puu, millel E. multilocularis ja E. shiquicus on paigutatud
poistang-paelussi E. granulosus eri genotiitipide vahele. Lisaks erisustele on neis toodes saadud
fiilogeneesidel ka sarnasusi: koik kinnitavad, et genotiiiibid G1-G3 on ldhedalt suguluses ja
moodustavad klaadi koondnimetusega E. granulosus sensu stricto ning E. felidis on G1-G3
sOsartakson. Arvatakse, et E. felidis on omanud klaadiga tihist eellast, kuid hargnenud hiljem
eraldi liigiks (Hiittner et al, 2008; Thompson, 2008; Saarma et al, 2009). Samuti annavad nii
mtDNA kui ka tuumageenide analiiiis tulemuseks, et genotiiiibid G4 ning G5 voiksid olla eraldi
liigid, vastavalt E. equinus ja E. ortleppi. Saarma et al (2009) tuumageenide analiiiisi alusel
moodustavad G6/G7 klaadi nimega E. intermedius ning nende sosarklaadiks on G8/G10 klaad
liiginimega E. canadensis (vt Tabel 1). MtDNA analiiiis ning Knapp et al (2011) paigutaksid
aga G6-G10 tiived iihe liigi alla nimega E. canadensis (Nakao et al, 2007; Thompson, 2008;
Saarma et al, 2009; Knapp et al, 2011).

1.3.2. Elutsiikkel

Parasiidi edasikandumisel eristatakse kolme elutsiiklit: metslooma-, kodulooma- ning
segatsiikkel. Metsloomade tsiikli puhul nakatuvad vaid metsloomad, koduloomade tsiikli puhul
koduloomad ning segatsiikli vahe- ning 10pp-peremeesteks voivad olla nii mets- kKui ka

koduloomad (Eckert & Deplazes, 2004).

Parasiidi elutsiikliks on vaja 10pp-peremeest, kelles elutsevad tdiskasvanud ussid ning
vaheperemeest, kelles arenevad vastsed. Tdiskasvanud pdistang-paeluss elutseb 16pp-peremehe
peensooles ning toodab mune, mis sisaldavad esimese kasvujirgu vastset onkosfadri. Munad
vOi mune sisaldavad kiipsed lilid véljutatakse seedetrakti kaudu keskkonda, sobiv
vaheperemees nakatub neid sisse siilies. Peensoole ensiiiimide toimel vabaneb munast
onkosfddr, mis tungib ldbi soole seina ning kandub passiivselt vere- voi limfivooluga
erinevatesse organitesse, kus vastne ehhinokokipdieks ehk tsiistiks areneb. Parasiidi tsiistid on

enamasti unilokulaarsed, tiitartsiistid voivad areneda ka olemasoleva tsiisti sisse. Koige
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sagedamini nakatub maks ning kops, aga ka neer, porn, aju, lihased ning muud organid. Pdie
sisemisest, germinatiivsest kihist, arenevad haudekapslid, mille sisemisest kihist arenevad
mittesugulisel teel protoskooleksid. Pdies vabalt holjuvaid haudekapsleid ning
protoskoolekseid nimetatakse hiidatiidliivaks (hydatid sand). Tsiisti purunemisel vodivad
hiidatiidliivast areneda uued tsiistid. Pdies v3ib paikneda tuhandeid protoskoolekseid. Tstikkel
jouab 10pule, kui sobiv 1dpp-peremees soO0b vaheperemehe nakatunud organeid.
Protoskooleksid kinnituvad 10pp-peremehe peensoole limaskestale ning arenevad tdiskasvanud
ussiks. Taiskasvanud pdistang-paeluss on hermafrodiit ning paljuneb suguliselt. Uss saavutab
sugukiipsuse 4-5 nddala méodudes (vt Joonis 1) (Internet 1; Eckert et al, 2001; McManus et al
2003; Eckert & Deplazes, 2004; Moro & Schantz, 2009).

Vaheperemees ./

Joonis 1. Poistang-paelussi elutsiikkel. Poistang-paelussi 6pp-peremehest véljub kiips muna roojaga keskkonda
@. Inimene nakatub @ pdhiliselt koera kaudu. Munad vdivad kinni jadda koera karvadesse ning sattuda sealt
inimese suhu. Kuna inimene ei méngi enamasti rolli parasiidi edasikandumisel, nimetatakse teda tupikperemeheks.
Nakkust voivad aga edasi kanda erinevad soralised ja kabjalised, kes muna samuti alla vdivad neclata @.
Vaheperemehe seedekulglas viljub onkosfddr munast ® ning kandub vere- vdi liimfivooluga @ erinevatesse
organitesse. Onkosfadr areneb pdieks enamasti maksas ©. Koerlasest 15pp-peremees nakatub vaheperemehe
organeid siilies @. Pdies arenenud protoskooleksid kinnituvad 15pp-peremehe peensoolde. Téiskasvanud ussis

arenevad munad, mis kiipsedes ussist viljuvad @.

1.3.3. Tsistiline ehhinokokoos

Ehhinokokoos on laia levikuga zoonoos, mida tekitab perekonna Echinococcus vastsestaadium

vahe- voi tupikperemehes. Ehhinokoki liikidest pohjustavad haigust neli: E. granulosus
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tsiistilist, E. multilocularis alveolaarset ning E. vogeli ja E. oligarthus poliitsiistilist
ehhinokokoosi (Eckert & Deplazes, 2004; Moro & Schantz, 2009). Pdhjalikud andmed
ehhinokokoosi pohjustamisest tiive E. shiquicus kohta puuduvad (McManus et al, 2003; Moro
& Schantz, 2009). Tsiistiline ehhinokokoos on endeemiline Louna-Ameerikas, Vahemere
aarsel alal, Venemaa Iouna- ning keskosas, Kesk-Aasias, Hiinas, Austraalias ja Aafrikas (Moro
& Schantz, 2009).

Koige laiemalt on levinud tsiistiline ehhinokokoos, mida tekitab E. granulosus. Esmase
infektsiooni algus on alati astimptomaatiline, siimptomid tekivad alles hiljem, néiteks kui tsiist
puruneb, tekitades allergilist reaktsiooni v3i avaldades survet mdnele organile (Internet 1;
McManus et al, 2003; Moro & Schantz, 2008). Tsiistilist ehhinokokoosi peetakse mitmetes
piirkondades tdhelepanuta jddnud zoonoosiks, kuna endeemilised piirkonnad on iildiselt viga
vaesed alad, kus ei ole piisavalt ressursse olukorra parandamiseks, samuti ei pdora seal meedia
ehhinokokoosile suurt tdhelepanu (Batelli, 2009). Haiguse tottu suureneb kodu- ning
metsloomade suremus, samuti toob see kaasa suured majanduslikud kahjud, langeb liha, piima
voi villa kvaliteet (Batelli, 2009). Liihiealistel loomadel ei pruugi elu jooksul siimptomid
avalduda, pikaealistel loomadel, néditeks hobune, v&ib haigus tekitada aga tdsiseid

terviseprobleeme (Internet 1).

Inimestel voivad tsiistilist ehhinokokoosi tekitada mitmed tiived, kdige sagedamini on selleks
lamba genotiilip G1 (Eckert & Deplazes, 2004). Tsiistide suurus voib olla viga varieeruv.
Tavaliselt jadb diameeter vahemikku 1-15 c¢cm, aga on leitud ka suuremaid tsiiste. Inimesed
voivad nakkuse saada olles kontaktis nakatunud 16pp-peremehega voi nende roojaga. Munad

voivad sattuda ka puu- ning juurviljadele voi vette (Internet 1).

Tsiistilise ehhinokokoosi levimise ning piisimise pohjuseid on mitmeid (Eckert & Deplazes,

2004; Batelli, 2009):

hulkuvate koerte suur arv,

koertele soddetakse tapetud loomade sisikondi,

koertel on kerge juurdepdis nakatunud organitele,
illegaalne jirelvalveta koduloomade tapmine,

tihe labikdimine koerte ning teiste koduloomade vahel,
riikidevaheline loomakaubandus,

vaesed elamistingimused,

© N o 0o B~ w DN PE

rahalised piirangud.
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2. Materjal ja metoodika

2.1 Proovide kogumine
Kéesolevas t60s kasutatud 143 DNA proovi ning 144 koeproovi on kogutud paljudelt
rahvusvahelistelt koostéopartneritelt. Proovidega saadeti ka teadaolevad andmed nende

tdpsema péritolu, peremeeslooma, nakatunud organi ning genotiilibilise kuuluvuse kohta (vt

Lisad, Tabel S1).

2.2 DNA eraldamine
Koeproovidest eraldati DNA High Pure PCR Template Preparation Kit’iga (Roche) vastavalt

protokollile.

2.3 DNA amplifitseerimine

T66 algne eesmirk oli sekveneerida mitokondri tdisgenoomid. PCR-il kasutati Urmas Saarma

poolt eelnevalt vilja todtatud praimereid tdisgenoomi sekveneerimiseks.

Praimereid testiti eri genotiilipidega erinevatel PCR-1 tingimustel. Loplikku analiilisi kaasati
praimerid, mis to6tasid kdikide genotiilipidega ning selgitati PCR-i tingimused, millega
amplifitseerimise produkt oli tugevaim. Erinevateks testitud seondumistemperatuuride
vahemikeks olid 53°C — 48 °C, 58°C — 53°C ning 55°C - 50°C ning ensiilimideks 50x Phusion
I1, 50x Titanium ja Advantage 2 Taq poliimeraas (Clontech). Kdige sobivamaks osutus ensiiiim
50x Advantage 2 Taq poliimeraasi (Clontech) seondumistemperatuuril 55°C - 50°C. 13-st vilja
tootatud praimerist, kaasati analiiiisi 8 (vt Tabel 1). Vottes arvesse ka kehva kvaliteedi tottu
eemaldatud piirkonnad, on analiiiisiks olevate jarjestuste pikkuseks kokku 7188 aluspaari. T66s
kasutatava jdrjestuste hulka kuuluvad 14 tidispikkuses geeni: CYTB (717...1784), ND4L
(1789...2058), ATP6 (3473...3985), NAD1 (5100...5993), tRNA-GIn (3282...3343), tRNA-
Phe (3343...3405), tRNA-Met (3402...3467), tRNA-Val (4900...4962), tRNA-Ala
(4968...5031), tRNA-Asp (5032...5096), tRNA-Asn (6010...6075), tRNA-Thr (8358...8422),
tRNA-Cys (9400...9462) ning s-TRNA (9463...10162).
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Tabel 1. Analiiiisiks kasutatavad praimerid ning nende jérjestused.

Praimer Praimeri jérjestus
Efl TCGTTTTACACGCGATTGAACT
Erl ACCTGCTATGCAGCCCTATT
E4f2 GTGATCCTATTTTATTTCAAC
E4r TGCTACCTTTGCACAGTCAA
ESf ATGTATGTGGCTAGAAGGTC
ES5r CAAGAGTGAAATAATAGGTGGA
E6f TAAGGGTGATGCAATTTGAG
E6r ACAACCATCTACAGCACGAA
E10f GATTACTGTTACTGGTTTTCA
E10r CAACTTAAAAACAAGCATCATCA
E11f TTTTATGCTATTCTTCGGTGTA
Ellr CAAAAACACCTCATTAAACCAC
El2f TTGTGGTGTTTTTATGATG
El2r CACAGACGATAACCCAGA
E13f CGGGTCTTTTATTTTGATGTTG
E13r GATCCAAAAGCACATCGA

PCR viidi 18bi 20 pl-s ja reaktsioonisegu sisaldas 15,4 pl milli-Q puhtusega vett, 2 pl 10x

Advantage 2 puhvrit (Clontech), 0,4 ul ANTP-de segu (10mM, Fermentas; I6ppkontsentratsioon

0,2 mM), 1 ul vastavat praimeri segu (5 pmol/ul; I6ppkontsentratsioon 0,5 uM) ja 0,2 ul 50x

Advantage 2 Taq poliimeraasi (Clontech). Positiivsele proovile lisati 1 pl eraldatud DNAJ,

negatiivsele proovile DNAd ei lisatud.

PCR-i reaktsioonid viidi ldbi masinal Eppendorf Mastercycler® Pro kui ka Biometra®

TProfessional, tingimusteks olid:

95 °C 1 min
95 °C 20s
55°C 45s
68 °C 2 min
95 °C 20s
50 °C 45s
68 °C 2 min
68 °C 3 min
5°C paus

-0,5 °C iga tsiikli kohta, 10 tsiiklit

25 tstiklit
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Saadud PCR-i produktide olemasolu kontrolliti agaroos-geel-elektroforeesil 1XTAE (Tris-
acetate-EDTA, pH 8,0) puhvris. Produktist 10 pul, kanti geelile ja lahutati elektroforeesil 150 V
juures. Molekulmassi markerina kasutati O’GeneRuler 1 kb Plus (Fermentas), DNA
visualiseerimiseks lisati 50 ml geelile 7 ul etiidiumbromiidi (10 mg/ml, 1dppkontsentratsioon
1,4 pg/ml). Geel fotografeeriti UV-valguses UVIPro Gold masinaga ning tulemus salvestati
UVI Pro tarkvara abil.

Igale 10 ul PCR-i produktile lisati 1 ul puhastussegu, mille jaoks kasutati 0,05 pl eksonukleaas
| (EXO |, Fermentas, 20U/ul; 1dppkontsentratsioon 1U/ul) ning 1 ul aluselist fosfataasi
(FastAP, Fermentas, 1U/pul; Idppkontsentratsioon 1U/ul).

Puhastusreaktsioonid viidi l1dbi masinal Eppendorf Mastercycler® Pro kui ka Biometra®

TProfessional, tingimusteks olid:

37 °C 30 min
80 °C 15 min
4°C paus

2.4 Sekveneerimine
Puhastatud PCR-i produktid saadeti sekveneerimiseks nii Eesti Biokeskuse tuumiklaborisse,

kui ka firmasse Macrogen.

Osadele proovidele (14) tehti sekveneerimisreaktsioonid ise. Reaktsioonid viidi 1dbi kitiga
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) 10 ul-s ja reaktsioonisegu
sisaldas 4,7 ul vett, 2 ul BigDye 5x sekveneerimispuhvrit, 1,6 ul sekveneerimispraimerit (1
pmol/ul; 16ppkontsentratsioon 0,16 uM) ning 0,7 ul BigDye segu. Segule lisati 1 ul eelnevalt
puhastatud PCR-i produkti.

Sekveneerimisreaktsioonid viidi 1dbi masinal Eppendorf Mastercycler® Pro kui ka Biometra®

TProfessional, tingimusteks olid:

96 °C 1 min

96 °C 10s

50 °C 15s 25 tsiiklit
60 °C 4 min

7°C paus
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DNA sadestamiseks lisati sekveneerimisreaktsiooni produktile 2 pl dekstraanilahust (1.M
NaOAc/250mM EDTA/dekstraan) ja 33 ul etanooli (96%) ning hoiti -20°C juures 30 minutit.
Proovid tsentrifuugiti 25 minutit péodretel 11800 rpm (15°C). Seejérel eemaldati supernatant,
pesti 170 pl etanooliga (70%) ning tsentrifuugiti 5 minutit pooretel 11800 rpm. Siis eemaldati
supernatant ning lasti sademel kuivata toatemperatuuril 10 minutit. Seejérel lisati sademele 10
ul stopplahust (70% formamiid, ImM EDTA pH 8,0) ning lasti toatemperatuuril 10 minutit
lahustuda.

2.5 Andmeanaliiiis

DNA jérjestuste assambleerimiseks ning kontrollimiseks kasutati programme CodonCode
v4.2.7 ning BioEdit v7.2.5, joondamiseks kasutatud referentsjarjestuse GenBank ID:
NC_008075.1 (Yang et al, 2005).

Lisaks koostati vorgustikud ka NADH dehdrogenaasi subiihik 1 (NAD1) geenifragmendi (343
ap) pohjal (GenBank ID: KC579443; Andresiuk et al, 2013).

Fiilogeneetiliste vorgustike koostamiseks kasutati programme DnaSP v5.10.01 ning Network
v4.6.1.2.
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3. Tulemused

3.1 Kajastatud riigid, genotiiiibid ning peremehed

3.1.1 Euroopa
Praimerite seondumist testiti Euroopast kokku 251 proovil, kdik analiiiisi kaasatud 8 praimerit
tootasid 108 proovil — nende proovide asukohad, peremehed ning genotiiiibiline kuuluvus on

kantud paremaks {ilevaate saamiseks kaardile (vt Joonis 2).

Vaheperemehed:

- veis

- lammas
-siga

- kits

- metssiga
- hobune

- poder
- péhjapader

- metskits

BRSPS TEL LY |

-inimene

Lopp-peremehed:

h - hunt

Joonis 2. Euroopast analiiiisitud proovide asukohad, peremehed ning genotiiiibid. Loomadel toodud arvud nditavad

konkreetse peremehe proovide arvu antud piirkonnas.
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Euroopast on proove 13 riigist: Rootsist, Soomest, Venemaalt, Eestist, Slovakkiast, Ukrainast,
Hollandist, Albaaniast, Tiirgist, Rumeeniast, Kreekast, Itaaliast ning Hispaaniast.

Pohjalikumalt on esindatud Tiirgi ning Hispaania, kust on vastavalt 36 ning 23 proovi.

Genotiilipidest on esindatud G1, G3, G4 ning G7, esinedes pohiliselt Louna- ning Kesk-
Euroopas, samuti G8 ning G10, Pohja-Euroopas. Kdige rohkem esineb Euroopas genotiiiipi G1
(N=59), seejarel G10 (N=18), G3 (N=16), G7 (N=7), G8 (N=6) ning G4 (N=1).

Euroopas on proovidel ka lai peremeesloomade spekter. Nakatunud vaheperemeesteks olid
koduloomadest lambad, kitsed, veised, sead ja hobune, metsloomadeks metssiga, metskits,
pdder ning pohjapoder. Samuti on valimi hulgas tupikperemees inimene ning 16pp-peremees
hunt. Peale inimese, on Pdhja-Euroopas proovid metsloomadelt, Louna-Euroopas valdavalt

koduloomadelt.

3.1.2. Aafrika
Praimerite seondumist testiti Aafrikast kokku 28 proovil, koik analiitisi kaasatud 8 praimerpaari
tootasid 15 proovil - nende proovide asukohad, peremehed ning genotiiiibiline kuuluvus on

kantud parema iilevaate saamiseks kaardile (vt Joonis 3).

Vaheperemehed:

- kaamel

o
“‘ - vels
~

Y

!

- lammas

- kits

- inimene

Joonis 3. Aafrikast analiiiisitud proovide asukohad, peremehed ning genotiiiibid. Loomadel toodud arvud néditavad

konkreetse peremehe proovide arvu antud piirkonnas.
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Aafrikast on 14 proovi Sudaanist, kus on esindatud genotiilip G6 vaheperemeestel kaamelitel,
veistel, lammastel ja kitsedel ning 1 proov Keeniast, kus oli genotiiiibiga G6 nakatunud

inimene.

3.2 Genotiiiibid G1 ja G3
Klaadi E. granulosus sensu stricto kuuluvate genotiitipide G1 ning G3 proovide nimetused koos

tapsete asukohtadega on toodud Joonisel 4 jargnevate fiilogeneetiliste vorgustike paremaks

jélgimiseks.

- G1, tapne asukoht
® - G3, tapne asukoht

- G1, asukoht riigi tapsusega

+ - G3, asukoht riigi tapsusega

SPA4-6,10,11
14.1546.19—2%?‘\1 )
e ¢

48 TURI19-23,
TURLIS 30313336

Joonis 4. Euroopa G1 ning G3 genotiitipi kuuluvate proovide tipsed asukohad proovide nimetustega. Proovidel

toodud arvud néditavad proovide arvu antud piirkonnas.
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3.2.1 Genotiiiipide G1 ja G3 fiilogeneetilised vorgustikud
Klaadi E. granulosus s. s. (G1-G3) kuuluvate genotiilipide G1 ning G3 eristumise analiiiisiks

koostatud fiilogeneetiliselt vorgustikult ilmneb, et genotiilibid on selgelt eristatavad (vt Joonis
5).

Q.
Q
O Q ®)
09
o o
=
O
O
O. O
©)

Joonis 5. Genotiilipide G1 ning G3 fiilogeneetiline vorgustik. Genotiilipe ithendaval joonel olev arv tdhistab gruppe

eristavate mutatsioonide arvu.

3.2.1.1 Genotiiiibi G1 fiilogeneetiline vorgustik

Analiiisimaks G1 genotiilibi sisest variatsiooni, koostati kone all oleva tiive jaoks eraldi
fiillogeneetiline vorgustik (vt Joonis 6). Genotiilibiks G1 on maédratud 59 proovi, mis
moodustavad fiilogeneetilisel vorgustikul 49 haplotiitipi. G1 tiive puhul ilmneb suur
genotiiiibisisene varieeruvus, piirkonnad on geneetiliselt segunenud, ei teki konkreetseid
geograafilisi mustreid. Samuti ei esine mirkimisvairset grupeerumist vaheperemeeste jérgi,

vaid haplogruppides 2 ning 5 on vaheperemeesteks vaid veised.
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Eristub basaalne haplotiitip IT1, kuhu kuuluvad kaks proovi Itaaliast, millest 1dhtuvad kiirtena
nii iiksikud proovid kui ka eristatavad haplogrupid. Haplogruppides on iiksteisest
geograafiliselt suhteliselt kaugeid proove, niditeks leidub kahes haplogrupis proove nii Tiirgist
kui ka Hispaaniast. Seda nii haplogrupi 4 puhul, kuhu kuuluvad proovid TUR8, TUR36, TUR25
ning SPA2, kui ka haplogrupi 3 puhul, kuhu kuuluvad proovid TU3, SP3, SPA20. Samuti
moodustab proov TUR15 Tiirgist iihise haplogrupi 1 Albaania proovidega ALB2, ALB3.
Eristada saab ka haplogruppi 2 proovidega TUR13, TUR21, TUR30, TUR33 Tiirgist ning
ROM1 Rumeeniast.

6 SPA4
L)
SPAT11
(L)
(V)
s TUR200
5 v
(v 3
- TUR190)
4
SPA
(MS) ) (1) 6
>O\ FINITO) F”“G
a 3 spz
\ (L)
m2(2) TU B
TUR14(V)
TUR23(V)TUR1
PA10(L)
3 /6 TUR2(L) Hi
L) L O
OTUR3 ——QSPA22(1)
s s (1)
u1(3)

Joonis 6. Genotiiiibi G1 fiilogeneetiline vorgustik. Haplotiilipe- ning gruppe ithendavatel joontel kujutatud arvud
tahistavad mutatsioonide arvu. Haplotiilipide sees olevad arvud tdhistavad sinna kuuluvate proovide hulka.
Sulgudes on toodud proovile vastav peremees: L —lammas, V — veis, | — inimene, S — siga, MS — metssiga, K —
kits. Tabel haplotiiiipide ning —gruppide téhistustele vastavate proovidega koos infoga peremehe, organi ning

proovi asukoha kohta vt Lisad, Tabel S1. Kaart proovide nimetuste ning tipsete asukohtadega vt Joonis 4.
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Samas eristuvad kaks haplogruppi, kuhu kuuluvad proovid vaid iihest riigist, tdpsemalt
haplogrupp 5 proovidega TUR28, TUR19, TUR20, TUR27, TUR14 ja TUR13 Tiirgist ning
haplogrupp 6 proovidega SPA4, SPA11 ja SPA3 Hispaaniast. Ei eristu suuri haplotiiiipe, kuhu
kuuluksid paljud identsed proovid, kdige suurem on haplotiitip TU2, kuhu kuulvad 4 proovi
Tiirgist. Kolm proovi kuuluvad haplotiitipi TU1, kaks haplotiiiipidesse SP2, SP3, TU3, IT1 Kkui
ka IT2. Basaalsest haplotiiiibist kdige kaugemale jadvad proovid SPA4 ning SPA10, mdélemaid

eristab I1T1-st 10 mutatsiooni.

3.2.1.2 Genotiiiibi G3 fiilogeneetiline vorgustik
Analiiisimaks G3 genotiilibi sisest variatsiooni, koostati kdne all oleva tiive jaoks eraldi
fillogeneetiline vorgustik (vt Joonis 7).

TLRJ;O <
o IR

sLo1Q
(s) ]

/e

SPAIO-_ F a0
W —— \ /- 4

""’ ——— 7." ; n’"”*@ni{:)
spAglzo :

SPA1230D
(L) S
TURZ:
" )

TURID
Joonis 7. Genotiiiibi G3 fiilogeneetiline vorgustik. Haplotiilipe- ning gruppe iihendavatel joontel kujutatud ;il"VUd
tdhistavad mutatsioonide arvu. Haplotiilipide sees olevad arvud tdhistavad sinna kuuluvate proovide hulka.
Sulgudes on toodud proovile vastav peremees: L — lammas, V — veis, | — inimene, S — siga. Tabel haplotiiiipide
ning —gruppide téhistustele vastavate proovidega koos infoga peremehe, organi ning proovi asukoha kohta vt

Lisad, Tabel S1. Kaart proovide nimetuste ning tdpsete asukohtadega vt Joonis 4.
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Genotiitibiks G3 on méiratud 16 proovi, mis moodustavad fiillogeneetilisel vorgustikul 14
haplotiiiipi. Samuti ei eristu ka G3 genotiiiibi puhul geneetilises mitmekesisuses selget
geograafilist mustrit, kuigi suhteliselt sarnased on 5 Hispaania proovi SPA9, SPA 23, SPA12,
SPA7 ning SPA13. Eristuvad kaks haplotiilipi, SP1 ning FI1, kuhu kuuluvad 2 identset proovi
(haplotiitipidele vastavaid proove vt Lisad, Tabel S1). Suhteliselt kaugel teistest proovidest
paiknevad kaks tiirgi proovi, TUR27 ning TUR32.

3.3 Genotiiiibid G6-G8 ja G10

Genotiilipide G6, G7, G8 ning G10 proovide nimetused koos tipsete asukohtadega on toodud

Joonistel 8 ning 9 jargnevate flilogeneetiliste vorgustike paremaks jélgimiseks.

- G7, tépne asukoht

$+ @

- G7, asukoht riigi tdpsusega
- G8, tépne asukoht
- G10, tépne asukoht

40

- G10, asukoht riigi tpsusega

RUSI-4

Joonis 8. G7, G8 ning G10 genotiiiipi kuuluvate proovide tipsed asukohad proovide nimetustega Euroopas.

Proovidel toodud arvud néitavad proovide arvu antud piirkonnas.
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Joonis 9. G6 genotiiiibi proovide tdpsed asukohad proovide nimetustega Aafrikas. Proovidel toodud arvud néitavad

proovide arvu antud piirkonnas.

3.3.1 Genotiiiipide G6-G8 ja G10 fiilogeneetilised vorgustikud
Genotiitipide G6, G7, G8 ning G10 eristumise analiilisiks koostatud fiilogeneetiliselt

vorgustikult ilmneb, et genotiiiibid on selgelt eristatavad (vt Joonis 10).

GlO@
>

133

(:4;

o 9)G6
B &
G7

o
Joonis 10. Genotiiiipide G6-G8 ning G10 fiilogeneetiline vorgustik. Genotiiiipe ithendaval joonel olev arv tahistab

gruppe eristavate mutatsioonide arvu.
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G10 genotiilibi kaugus G6-st ning G7-st on markimisvaarselt vdaiksem kui G8-st.

3.3.1.1 Genotiiiipide G6 ja G7 fiilogeneetiline vorgustik
Analiitisimaks G6 ning G7 genotiilipide sisest variatsiooni, koostati kone all olevate tiivede

jaoks eraldi fillogeneetiline vorgustik (vt Joonis 11).

G6 genotiilipi kuuluvad 15 proovi, mis moodustavad 6 haplotiiipi. Esineb iiks suurem
haplotiitip SU2, kuhu kuulub 9 proovi Sudaanist. G6 genotiilibi hulka kuuluvad koik Sudaani
proovid ning ka KEN1 proov Keeniast, mis geneetiliselt suhteliselt ldhedane Sudaani
proovidele. G7 genotiiiipi kuuluvad 7 proovi, mis moodustavad 6 haplotiiiipi. Uhte haplotiiiipi
kuulub kaks Itaalia proovi (haplotiiiibi tdhistusele vastavaid proovide nimetusi vt Lisad, Tabel
S1). Suhteliselt kaugele jadb G7 genotiilibi puhul proov GRE2 Kreekast.
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Joonis 11. Genotiitipide G6 ja G7 fiilogeneetiline vorgustik. Haplotiilipe ning -gruppe iihendavatel joontel
kujutatud arvud tdhistavad mutatsioonide arvu. Haplotiilipide sees olevad arvud tdhistavad sinna kuuluvate
proovide hulka. Sulgudes on toodud proovile vastav peremees: L — lammas, V — veis, S — siga, K — kits, KA —
kaamel. Tabel haplotiilipide ning —gruppide tdhistustele vastavate proovidega koos infoga peremehe, organi ning

proovi asukoha kohta vt Lisad, Tabel S1. Kaart proovide nimetuste ning tédpsete asukohtadega vt Joonis 8 ja 9.
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3.3.1.2 Genotiiiipide G8 ja G10 fiilogeneetiline vorgustik
Analiiiisimaks G10 ning G8 genotiiiipide sisest variatsiooni, koostati kone all olevate tiivede

jaoks eraldi fiilogeneetilised vorgustikud (vt Joonis 12).

A 2 (pPR)

12

EST4O
B =

551@ i
(P,MK b8

EST.
#°

Joonis 12. Genotiiiibi G10 (A) ja G8 (B) fiilogeneetilised vorgustikud. Haplotiiiipe- ning gruppe iihendavatel
joontel kujutatud arvud tdhistavad mutatsioonide arvu. Haplotiiiipide sees olevad arvud téhistavad sinna kuuluvate
proovide hulka. Sulgudes on toodud proovile vastav peremees: P — pdder, H- hunt, PP — pdhjapdder, MK -
metskits. Tabel haplotiiiipide ning —gruppide téhistustele vastavate proovidega koos infoga peremehe, organi ning

proovi asukoha kohta vt Lisad, Tabel S1. Kaart proovide nimetuste ning tdpsete asukohtadega vt Joonis 8.
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Genotiitipi G10 kuuluvad 18 proovi, mis moodusavad 6 haplotiiiipi. Soomest ning Venemaalt
parit proovid haplotiiibinimedega FIN1, FI2, FR1 ning FR2, on selgelt eristunud Eesti
proovidest EST3 ning EST1. Genotiitipi G8 kuuluvad 6 proovi Eestist, mis moodustavad 3
haplotiiiipi nimedega ES1, EST2 ning EST4.

3.4 Genotiiiipide G1, G3, G4-G8 ja G10 fiilogeneetiline vorgustik

Saamaks iilevaadet genotiilipide vahelistest kaugustest ning {iiksteise suhtes paiknemisest,
vOttes analliiisi ka genotiilibid G4 ning G5, koostati flilogeneetiline vorgustik koikide
analiilisiks olevate genotiitipide pohjal (vt Joonis 13). Genotiilibi G5 proovide jérjestused on
saadud Teivi Laurimée magistritdost.

G10@ ®

\ g / /
. G7 ¢

G3© BG1
Joonis 13. Genotiitipide G1, G3-G8 ning G10 fiilogeneetiline vorgustik.

3.5 NAD1 geenifragmendi pohjal tehtud fiilogeneetilised vorgustikud

3.5.1 Genotiiiibid G1 ja G3
75 proovist, mis olid eelnevalt médratud genotiitipideks G1 ning G3, koostati NAD1
geenifragmendi pohjal fiilogeneetiline vorgustik, vordlemaks lahutusvdime erinevust pikemate

jarjestuste alusel tehtud vorgustikuga (vt Joonis 14).
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Joonis 14. G1 ning G3 genotiitipide fillogeneetiline vorgustik koostatud NAD1 geeni (343 ap) alusel. Haplotiiiipide

sees olevad arvud tdhistavad sinna kuuluvate proovide hulka.

Moodustus tidhekujuline vorgustik, koosnedes 10 haplotiiiibist. Keskseks haplotiiiibiks on
grupp, kuhu kuuluvad 46 proovi nii Tiirgist, Hispaaniast, Itaaliast, Soomest kui ka Rumeeniast.
Teise suuremasse haplotiiiipi, nimega 2EUR, kuuluvad 16 proovi Slovakkiast, Itaaliast,
Soomest, Tiirgist, Hispaaniast ja Albaaniast. Vorgustikul ei eristu genotiiiibid G1 ning G3

teineteisest.

3.5.2 Genotiiiibid G6-G8 ja G10

46 proovist, mis olid eelnevalt méaratud genotiitipideks G6, G7, G8 ning G10, koostati NAD1
geenifragmendi alusel fiilogeneetiline vorgustik, et vorrelda lahutusvdime erinevust pikemate
jérjestuste alusel tehtud vorgustikuga (vt Joonis 15). Eristatavad on genotiitibid G6-G8 ning
G10, kuid mitte genotiiiipidesisesed haplotiiiibid ega -grupid.
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Joonis 15. G6-G8 ning G10 genotiiiipide fiilogeneetiline vorgustik koostatud NAD1 geeni (343 ap) alusel.

Haplotiiiipide sees olevad arvud tdhistavad sinna kuuluvate proovide hulka.
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4. Arutelu

4.1 T66 olulisus ning hinnang valimile

Antud t66 holmas pdistang-paelussi geneetilise mitmekesisuse ja fiilogeograafia uurimiseks
Euroopat ja osa Aafrikast, mis on siiani geograafiliselt kdige laiaulatuslikum t606 selle parasiidi
kohta, varasemad uurimused on kisitlenud vaid tiksikuid piirkondi. Edaspidi oleks oluline
kaasata uurimusse veelgi enam proove nii Euroopas kui Aafrikast, et veelgi tugevdada iildpilti.
Kéesolev t66 on aga oluline andmaks esialgset geograafiliselt laiemat iilevaadet pdistang-
paeluss geneetilise mitmekesisuse ja fiillogeograafia kohta Euroopas ning vihemal maéral ka

Aafrikas, mis on siiani viheuuritud teema.

4.1.1 Euroopa

On teada, et Euroopas on tsiistiline ehhinokokoos kdige endeemilisemaks Vahemere regioonis,
eriti Itaalias, Kreekas, Tiirgis ning Hispaanias (McManus et al, 2003). Kdikidest mainitud
riikidest on ka kéesolevas to0s proove, eriti arvukalt Hispaaniast ning Tiirgist. Samuti on teada,
et Pohja-Euroopa riikides on parasiidil teadaolevalt levinud peamiselt metsloomatsiikkel, mujal
Euroopas peamiselt koduloomatsiikkel - ka kdesolevas t60s ilmneb Samasugune muster.
Varasema Kirjanduse pohjal on teada, et Euroopas on kdige laiema levikuga genotiiiip G1, ka
kéesolevas to0s oli G1 genotiilip kdige arvukam. Samuti on varasemalt leitud, et Kesk-Euroopas
on laialt levinud G7 genotiiiip (Kedra et al, 1999; Bart et al, 2006). Siin t66s on Kesk-Euroopast
G7-ks mairatud iiksikud proovid Ukrainast ning Rumeeniast. Teisi genotiilipe ei ole peetud
Euroopas laialt levinuteks. Kéesolevas t60s leiti tillatavalt palju genotiiiipi G3, mille pdhjuseks
voib olla see, et seni ei ole tihti suudetud geneetiliselt eristada G1 ning G3 genotiilipe ning
tegelikult voib olla G3 genotiiiibi esinemine Euroopas palju laialdasem kui seni arvatud. Senise
kirjanduse pohjal on lamba genotiilipi G1 Euroopast leitud sigadelt, inimestelt, veistelt, koertelt,
huntidelt, lammastelt, kitsedelt, vesipiihvlitelt ning $aakalitelt (Gonzales et al, 2002; Breyer et
al, 2004; Capuano et al, 2006; Schneider, 2010; Xhaxhiu, 2011). Siin t66s on nendest
peremeesliikidest G1 genotiilibiga nakatunud lambad, veised, kitsed, inimesed ja sead.
Peamiselt tuleks valimit suurendada 10pp-peremeeste koera, hundi ning Saakali ndol. G3
genotiilipt on Euroopas leitud veistelt, vesipiihvlitelt, lammastelt, inimestelt, kidesolevas t66d
on kajastatud nendest peremeestest veis, lammas, siga ning inimene (Capuano et al, 2006; Busi

et al, 2007). Kuna G3 genotiiiibi peamiseks peremeesliigiks peetakse vesipiihvlit, oleks
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jargnevateks analiilisideks oluline saada proove ka neilt. Huvitav leid on kdesolevas t66s G3
genotiilibiga nakatunud siga, mida ei ole varem Euroopast kirjeldatud. G4, G5 ega G6
genotiilibid ei ole Euroopas laialt levinud. On teada, et G4 genotiilipi esineb vidhesel méadral
Laane-Euroopas, G5 on leitud vaid iiksikutelt veistelt Itaaliast ning Sveitsist ning G6
genotiiiibiga on leitud ka iiks nakatunud inimene Austriast, tegemist olid patsiendiga Ghanast
(Bartetal, 2004; Casulli et al, 2008; Schneider, 2010). Ka siin t66s on genotiiiibiks G4 maaratud
vaid iiks proov Hollandist, genotiiipe G5 ega G6 Euroopas aga ei esinenud. G8 ning G10
genotiilipe on leitud Eestist, Soomest, Rootsist, Venemaalt pdtradelt, pdhjapdtradelt, hundilt,
sarnane levik ning peremeesliikide ring on ka esindatud ka siin t66s (Moks et al, 2006 & 2008;
Lavikainen et al, 2006). Voib &elda, kédesolevas analiiiisis on seni Euroopas Kirjeldatud

genotiiiipide levik ning peremeesorganismide ring viga sarnaselt esindatud.

4.1.2 Aafrika

Olemasoleva kirjanduse pohjal peetakse Aafrikas koige levinumateks genotiitipideks G1 ning
G6, koige endeemilisemateks piirkondadeks peetakse Pohja- ning lda-Aafrika. Molemad
genotiiiibid esinevad kontinendil siimpatriliselt ning omavad sarnast peremeesorganismide
ringi, kelleks on peamiselt kaamelid, veised, koerad ja lambad, aga ka inimesed. G4 ning G5
genotiiiipe on leitud vaid iiksikutel juhtudel, kuid genotiitipe G7, G8 ega G10 ei ole Aafrikast
leitud. Kuigi valim Aafrikast ei ole kéesolevas to6s suur, on esindatud G6 kui iiks levinumatest
genotiitipidest, peremeesorganismidel kaamelitel, veistel, kitsedel, lammastel ja inimesel ning
seda kahes endeemilisemas riigis, Sudaanis ning Keenias (Bardonnet et al, 2002; Dinkel et al,
2004; Abushhewa et al, 2010; Casulli et al, 2010; Dakkak et al, 2010; Hailemariam et al, 2012).
Aafrika kohta parema iilevaate saamiseks oleks vaja edaspidi sealt koguda proove

geograafiliselt mérksa laiemalt. Kéesoleva t66 pohirdhk on siiski Euroopal.

4.2 Pikemate mtDNA jérjestuste parem lahutusvoime

Eelnevad uurimust66d, mis uurivad poistang-paelussi geneetilist mitmekesisust, on kasutanud
analiiiisis lithikesi mtDNA jérjestusi, tavaliselt on analiiiisi kaasatud 1-2 geeni voi selle
fragmenti (reeglina 300-500 ap). Mitmed analiitisid on seni 1dbi viidud NAD1 geenifragmendi
pohjal (Turcekova et al, 2003; Schneider et al, 2008 & 2010; Blutke et al, 2010; Sadjjadi et al,
2013). On aga teada, et liihemad jarjestused ei pruugi anda piisavat lahutusvdoimet moistmaks

parasiidi geneetilist varieeruvust.
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Antud t60 tulemused kinnitavad, et pikemate jérjestuste analiilis annab maéarkimisviirselt
rohkem infot geneetilise varieeruvuse kohta, kuna fiilogeneetiliste vorgustike lahutusvoime
paranes oluliselt. Kdesolevas t60s kasutatud jérjestuste alusel eristuvad genotiitibid G1 ning G3
selgelt iiksteisest ning mdlema genotiiiibi siseselt ilmneb samuti suur geneetiline mitmekesisus.
NAD1 geenifragmendi alusel tehtud vorgustikul ei olnud aga voimalik kdnealuseid genotiilipe
eristada (vt Joonised 5-7 ja 10), rddkimata genotiilibisisese varieeruvuse esile toomisest. Samas
oli G6-G10 genotiitipide puhul nii antud t66s kasutatud jarjestuse kui ka NAD1 geenifragmendi
pohjal koostatud vorgustikel voimalik eristada vastavaid genotiilipe, kuid vorreldes pikema
jarjestuse alusel tehtud vorgustikuga, ei ilmnenud NAD1 geenijdrjestuse alusel genotiiiipide
siseseid haplotiilipe ega —gruppe (vt Joonised 10-12 ja 15). Samuti ei ndidanud lithema
jérjestuse alusel tehtud vorgustik genotiiipide G6-G10 vahelisi kaugusi proportsionaalselt
oOigesti. Kui iiksiku geeni alusel koostatud vorgustik niitas genotiitipide G8 ning G10 vahel 6
mutatsiooni ning G10 ning G6 vahel 7, siis pikema jéarjestuse alusel eristusid genotiiiibid G8
ning G10 221 mutatsiooni vorra ning G10 G6-st ning G7-st 133 mutatsiooni vorra. Tulemused
nditavad nii pdistang-paelussi taksonoomia kui ka mitmekesisuse analiiiisi seisukohast vajadust

kasutada analiitisis pikemaid jérjestusi, kui seda siiamaani tehtud on.

4.3 Genotiiiipide klaadidesisene eristamine ning selle olulisus

On leitud, et kdige sagedamini tekitavad tsiistilist ehhinokokoosi inimesel genotiiiibid G1 ning
G6 (McManus et al, 1994; Rojas et al, 2014). Just nende kahe genotiiiibi puhul ei ole joutud
selgusele, kas nende eristamine eraldi genotiiiipideks, vastavalt klaadides G1-G3 ning G6/G7,
on pdhjendatud. Kéesolev t66 aga demonstreerib mdlema genotiiiibi selget eristumist neile

ldhedastest genotiilipidest.

Klaadi E. granulosus sensu stricto kuuluvad genotiiiibid G1 ning G3 on antud t66 pohjal kiill
suhteliselt 1dhedased, kuid siiski iiksteisest histi eristatavad. On pakutud, et G1-G3 klaadi
eristamine eraldi genotiilipideks ei ole vajalik, kuna mitmetes 14bi viidud uurimustéddes, ei ole
suudetud neid geneetiliselt eristada (Vural et al 2008; Abusshewa et al, 2010; Nakao et al,
2013). On ka vilja pakutud, et sobivam oleks pidada neid eri genotiilipide asemel eri
haplotiitipideks (Nakao et al, 2013). Kuna genotiilip G1 on peamiseks tsiistilise ehhinokokoosi
tekitajaks inimesel on alust arvata, et genotiitip G1 erineb G3-st nakatamisvdime osas, eriti,
kuna genotiiiibid esinevad stimpatriliselt ning omavad sarnast peremeeorganismide ringi (Rojas

et al, 2014). Seega on nende genotiilipide eristamine olulise tdhtsusega. Jargnevateks
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analtiiisideks oleks vajalik kaasata analiiiisi ka vdhearvukas genotiiiip G2, mida on peetud ka
G1 voi G3 genotiiiibi mikrovariandiks (Vural et al, 2008; Rojas et al, 2014), et saada tdiendavat
informatsiooni E. granulosus s.s. klaadi olemuse kohta.

Ka genotiitipide G6-G8 ning G10 taksonoomia ning eristamise osas ei ole selgusele joutud
(Nakao et al, 2013; Rojas et al, 2014). Genotiiiibid G6, G7, G8 ning G10 olid kdesolevast t66s
selgelt eristatavad. G6 ning G7 genotiiiipide tiksteisest eristamist eri tiivedeks on samuti peetud
pohjendamatuks, kuna paljude uurimustédde puhul ei ole olnud voimalik genotiitipe eristada
(Mogoye et al, 2013; Nakao et al, 2013; Rojas et al, 2014). Antud t60s eristub aga genotiitip G6
selgelt genotiiibist G7. Huvitav on asjaolu, et G6 ning G7 genotiiiipide levik ning
peremeesloomade ring on viga erinevad, G6 on levinud eelkdige Aafrikas ning Lduna-
Euroopas, nakatades pohiliselt kaameleid, G7 aga Kesk-Euroopas nakatades pohiliselt sigu,
kuid geneetiliselt on tiived ka kidesoleva t66 pdhjal kiill selgelt eristuvad, kuid siiski 1ahedased.

On pakutud vélja késitleda G8 eraldi liigina genotiitipidest/klastrist G6-G7,G10 (Nakao et al,
2013; Rojas et al, 2014). Ka kdesolevas to0s paigutus genotiitip G8 genotiitipidest G6, G10 ning
G7 markimisvédrselt kaugele. See on aga iillatav, kuna G10 ning G8 esinevad stimpatriliselt
ning neil on viga sarnane peremeesorganismide ring. G8 ning G10 erisuste vdimalikuks
viljaselgitamiseks Euroopas, oleks tarvis jargnevatesse analiiiisidesse holmata proove Pohja-
Ameerikast, kus on samuti G8 ning G10 genotiiiipe leitud (Lavikainen et al, 2003; Macpherson

ja Torgenson, 2013).

On leitud, et eri genotiilipidel on eri haiguskulg, mis viitab ka erineva ravi vajadusele. On ka
vilja pakutud vajadust genotiiiibi-spetsifiiliste vaktsiinide jarele (Rojas et al, 2014). Seega on
genotiilipide eristamine ning digesti middramine oluline, kuna ekslikult méératud genotiitip voib
pohjustada vale ravi méidramise. Genotiilipide eristamiseks tuleks aga kasutada analiiiisil
pikemaid jérjestusi, kui 1-2 geenifragmenti, kuid edasiste analiitiside kdigus oleks tarvis vilja
selgitada, kas esinevad sellised liihemad piirkonnad genoomis, mille pdhjal saab genotiiiipe

eristada.

4.4 Genotiiiipidesisene mitmekesisus ning fillogeograafia
Nii genotiitibi G1 kui ka G3 puhul olid proovid geneetiliselt vdga varieeruvad, kuid piirkonniti
segunenud. Moningane grupeerumine riigi jargi ilmnes kiill Tiirgi ning Hispaania proovide

puhul, kuid kuna need olid riigid, kust proove oli kdige rohkem, on nende puhul ka tGendosus
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suurem, et mingi osa proove grupeeruvad kokku. V&ib 6elda, et G1 ega G3 genotiiiipide puhul
ei ole antud valmi korral geograafiliselt 1dhedamal asuvad proovid mérkimisvidirselt sarnased

geneetiliselt.

Proovid genotiiiibist G6 olid geneetiliselt suhteliselt sarnased. Antud valimi puhul ei saa kiill
vorrelda genotiilibi geneetilist mitmekesisust eri riikide vahel, kuna proove oli peamiselt vaid
Sudaanist, kuid kuna proovid olid riigi eri piirkondades, saab Gelda, et Sudaanis ei ole G6
genotlilip geneetiliselt vdga mitmekesine. Selle viljaselgitamiseks, kas G6 genotiiiibi sees
esinebki pigem vihene geneetiline mitmekesisus, vélja selgitamiseks, tuleks kindlasti suurenda

valimit Aafrikas ning ka Euroopas.

G7 genotiiiibi puhul esines eri proovide vahel suurem variatsioon, kui seda esines G6 genotiiiibi
siseselt. Kdesolevas to0s méadratleti G7 genotiiiibiks kiill proovid vaga mitmetest riikidest, kuid
vastavatest piirkondadest oli vaid iiksikuid proove, mis ei anna veel tiit iilevaadet geneetilisest
mitmekesisusest geograafilises kontekstis. Esialgsete andmete pdhjal v3ib aga delda, et G7
genotiilip on pigem geneetiliselt suhteliselt varieeruv. Genotiiiipi G8 kuulusid 6 proovi Eestist,
mis olid geneetiliselt suhteliselt ldhedased. G10 genotiilibi puhul olid erinevatest
geograafilistest piirkondadest proovid geneetiliselt erinevad. Eesti proovid olid eristunud

Soome ning Venemaa proovidest, samas Soome ja Venemaa proovid olid geneetiliselt sarnased.

Parasiitide fiilogeograafiliste mustrite kujunemisel on olulisel kohal peremeesorganismide
levik. Kuna pdistang-paeluss nakatab aga markimisvédrselt palju koduloomi, on parasiidi
levikut ning ka geneetilist mustrit suurel mééaral kujundanud inimene, seda eelk3ige intensiivse
loomakaubanduse ndol (Knapp et al, 2011), mis védhendab eri piirkondade
populatsioonidevahelist geneetilist mitmekesisust. Genotiiiipide puhul, mis nakatavad eelkoige
koduloomi, voiks eeldada suuremat geneetilist mitmekesisust, kuid vdhemat eristumist
piirkondade vahel, vorreldes peamiselt metsloomatsiikliga levivate genotiilipidega. Seda
hiipoteesi toetab ka kéesolev t66: Pohja-Euroopas metsloomatsiiklina ringleva genotiiiibi G10
puhul olid geograafiliselt eristunud proovid grupeerunud, koduloomatsiiklina levivate
genotiiiipide G1, G3, G7 puhul ilmnes aga viiksem geneetiline erinevus eri piirkondade vahel

ning suur genotiiiibisisene variatsioon.
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Kokkuvote

Poistang-paeluss (Echinococcus granulosus) on maailmas laialt levinud parasiit, kes tekitab
erinevatel mets- ning koduloomadel, aga ka inimesel, eluohtlikku haigust tsiistilist
ehhinokokoosi. Haigus esineb laialdaselt nii Euroopas kui ka Aafrikas.

Kéesolevas to0s analiiiisiti mitokondriaalse DNA alusel pdistang-paelussi geneetilist
mitmekesisust ning fillogeograafiat, hGlmates mitmeid riike nii Euroopast kui ka Aafrikast ning
kasutades analiitisis 7188 aluspaari pikkust mtDNA jarjestust, mis on seni kodige ulatuslikum
poistang-paelussi geneetilist mitmekesisust ning fiillogeograafiat késitlev t66, nii geograafiliselt
kui ka analiiiisi kaasatud jarjestuste pikkuste osas. Eelnevalt on analiiiisides piirdutud tiksikute

riikide analiilisiga 1-2 geeni voi selle fragmendi (reeglina 300-500 ap) alusel.

Too eesmirgiks oli analiilisida, kas oluliselt pikemad jirjestused annavad mérkimisvairselt
parema lahutusvdoime fiilogeneetilistel vorgustikel, voimaldades ka siiamaani tihti
kooskdsitletud 1dahedasi genotiilipe paremini eristada. Samuti anda {ilevaade pdistang-paelussi

geneetilisest mitmekesisusest geograafilises kontekstis.

Tulemused niitasid, et antud t66s kasutatud oluliselt pikemad genoomijirjestused, andsid ka
oluliselt parema lahutusvoime flilogeneetilistel vorgustikel, pikemad mitogenoomi jarjestused
voimaldasid ka selget eristamist ldhedas suguluses olevate genotiiiipide G1, G3 ning G6, G7
vahel. Kuna on teada, et eri genotiiiipidel on erinev nakkusvdime ning haiguskulg, on oluline
genotlilipe digesti madrata. Sellest jareldub vajadus nii pdistang-paelussi taksonoomia kui ka
mitmekesisuse analiiiisi seisukohast kasutada analiiiisides pikemaid jérjestusi, kui seda
silamaani tehtud on. Kéesolev uurimustdd nditas podistang-paelussi ddrmiselt mitmekesist
geneetilist struktuuri ning geneetiliselt lahedased haplotiiiibid olid tildiselt ka geograafiliselt
lahedased. Samas ei ilmnenud muster tihti koduloomade puhul, mille pShjuseks on ilmselt

intensiivne loomakaubandus, mis aitab kaasa parasiidi kiirele levikule.

Jargnevateks analiiiisideks on plaanis suurendada valimit nii Euroopas kui ka Aafrikas, et veelgi
tugevdada tildpilti. Kéesolev t66 on aga oluline andmaks esialgset lilevaadet pdistang-paelussi

geneetilise mitmekesisuse ning fiilogeograafia kohta Euroopas ning Aafrikas.
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Summary

Genotypic differentiation and phylogeography of Echinococcus granulosus

in Europe.
Liina Kinkar

Echinococcus granulosus is a widely distributed parasite that causes life-threatening illness
cystic echinococcosis in a wide spectra of wild and domesticated animals and also humans. The

disease is highly prevalent both in Europe and Africa.

The current thesis analyzed the genetic variability and phylogeography of E. granulosus in a
number of European and African countries, using 7188 basepairs (bp) of mitochondrial DNA
(mtDNA), which is the most comprehensive study so far on the topic, both geographically and
regarding the length of mtDNA. Previous analyses have been conducted usually in single

countries, using 1-2 genes or its fragments (~300-500 bp).

The aim of this study was to analyze whether using longer mtDNA sequences can give
remarkably better resolution for phygenetic networks, enabling also clear differentiation of
closely related genotypes that have been often thought to be indistinguishable. The aim was

also to give an overview of E. granulosus genetic variability in geographical context.

The results show that analysis of longer mtDNA sequence analysis provide indeed better
resolution for phylogenetic networks, enabling also clear differentiation of closely related
genotypes G1, G3 and G6, G7. As genotypes differ in pathogenity and course of disease,
genotype differentiation is of utmost importance. This highlights the necessity of using longer
MtDNA sequences in analysis than previously, regarding both E. granulosus taxonomy and
genetic variability. The current thesis demonstrated high genetic variability of E. granulosus
and genetically closely related haplotypes were usually found to be closest also geographically.
However, sometimes this ’rule’ was also violated, most likely due to intensive animal trade,

that contributes greatly to rapid spread of the parasite.

To further extend the knowledge on the topic, it is important to increase the number of samples
both from Europe and Africa. The current thesis is important to give first insight into the genetic

variability and phylogeography of E. granulosus in Europe and Africa.
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Tanuavaldused

Avaldan siigavat tdnu Urmas Saarmale kdesoleva magistritoé juhendamise eest, kelle

abivalmidus ning védrtuslikud nduanded olid t66 valmimisel asendamatud.

Samuti tdnan siidamest Teivi Laurimded meeldiva koost6o eest, muutes pikad laboripdevad

alati toredaks.

Lisaks sooviksin tidnada koostoopartnereid A. Casulli, G. Cringoli, H.-L. Gonzales, A.
Lavikainen, T. Romig, R. A. Omer, F. Ponce, S. Rehbein, S. Simsek, V. Snabel, H. Sprong ning

V. Varcasia.
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Tabel S1. Proovide analiiiisi- ning laborikoodid, fillogeneetilistel vorgustikel olevate haplotiilipide nimed ning info péritolu, peremeeslooma,

genotiiiibilise kuuluvuse kohta.

nakatunud organi ning

Koostoopartner | Analiitisikood | Haplotiiiibi nimi | Laborikood | Peremees | Organ Asukoht Genotiilip (saadetud | Meie madratud
A. Casulli ITAL - AC1 Veis - Itaalia, Sitsiilia Gl Gl
A. Casulli ITA2 ITl AC2 Lammas - Itaalia, Sitsiilia Gl Gl
A. Casulli ITA3 IT2 AC3 Lammas - Itaalia, Sitsiilia Gl Gl
A. Casulli ITA4 IT2 AC4 Lammas - Itaalia, Sitsiilia Gl Gl
A. Casulli ITAS Tl ACH Lammas - Itaalia, Sitsiilia Gl Gl
A. Casulli AC6 Veis - Itaalia, Sitsiilia G2 -
A. Casulli AC7 Veis - Itaalia, Latium G3 -
A. Casulli AC8 Veis - Itaalia, Latium G3 -
A. Casulli AC9 Veis - Itaalia, Umbria G3 -
A. Casulli AC10 Veis - Itaalia, Latium G3 -
A. Casulli AC11 Veis - Itaalia, Abruzzo Gl -
A. Casulli AC12 Veis - Itaalia, Latium Gl -
A. Casulli AC13 Veis - Itaalia, Veneto Gl -
A. Casulli AC14 Veis - Itaalia, Latium Gl -
A. Casulli AC15 Veis - Itaalia, Abruzzo Gl -
A. Casulli AC16 Veis - Itaalia, Latium Gl -
A. Casulli AC17 Veis - Itaalia, Latium Gl -
A. Casulli AC18 Veis - Itaalia, Latium Gl -
A. Casulli AC19 Lammas - Itaalia, Basilicata | G3 -
A. Casulli AC20 Veis - Itaalia, Lombardy | G5 -
A. Casulli KEN1 - CA2 Inimene - Keenia, Turkana | G6 G6
A. Casulli CA3 Inimene - Keenia, Turkana | G6 -
A. Casulli CA4 Inimene - Keenia, Turkana G6 -
A. Casulli CA5 Inimene - Keenia, Turkana G6 -
A. Casulli CA7 Inimene - Keenia, Turkana G6 -
A. Casulli CA8 Inimene - Keenia, Turkana | G6 -




Genotiiiip

Koostdopartner | Analiiiisikood | Haplotiiiibi nimi | Laborikood | Peremees | Organ Asukoht (saadetud info) Meie méératud genotiitip
A. Casulli CA9 Inimene - Keenia, Turkana | G6 -

A. Casulli ROM2 - CA10 Lammas - Rumeenia G7 G7
A. Casulli ROM3 - CAll Lammas - Rumeenia G7 G7
G. Cringoli L1 Vesipiihvel |- - G1 -

G. Cringoli L2 Vesipiihvel |- - G1 -

G. Cringoli L3 Vesipiihvel |- - G3 -

G. Cringoli L4 Vesipiihvel |- - G3 -
H-L Gonzales SPA1 - 1G Siga Maks Hispaania Gl Gl
H-L Gonzales SPA2 - 2G Inimene - Hispaania Gl Gl
H-L Gonzales 4G Inimene - Aafrika Gl -
H-L Gonzales 7G Inimene Maks Rumeenia Gl -
H-L Gonzales SPA3 - 12G Metssiga Soolest Hispaania G1 G1
A. Lavikainen FIN1 - Finl Poder - Soome G10 G10
A. Lavikainen FIN2 FR1 Fin2 Poder - Soome G10 G10
A. Lavikainen SWE1 FR2 Fin3 Pohjapdder | - Rootsi G10 G10
A. Lavikainen FIN4 FI2 Fin4 Pohjapoder | - Soome G10 G10
A. Lavikainen FINS FR1 Fin5 Poder - Soome G10 G10
A. Lavikainen FING FR1 Fin6 Poder - Soome G10 G10
A. Lavikainen FIN7 FI2 Fin7 Poder - Soome G10 G10
A. Lavikainen FIN8 FR1 Fin8 Pohjapdder | - Soome G10 G10
A. Lavikainen FIN9 FR1 Fin9 Pohjapoder | - Soome G10 G10
A. Lavikainen FIN10 FR2 Finl0 Pohjapoder | - Soome G10 G10
A. Lavikainen FIN11 FR1 Finll Pohjapoder | - Soome G10 G10
A. Lavikainen FIN12 FR1 Finl12 Pohjapdder | - Soome G10 G10
A. Lavikainen NedG5 Veis - Holland G5 -

A. Lavikainen FIN13 FI1 Finl3 Inimene - Soome Gl G3




Haplotiitibi Genotiilip Meie méératud
Koostdopartner | Analiilisikood | i Laborikood |Peremees |Organ |Asukoht (saadetud info) genotiiiip
A. Lavikainen FIN14 Fl1 Finl14 Inimene - Soome (nakatunud Ida-Euroopas) G1 G3
A. Lavikainen FIN16 - Finl6 Inimene - Soome (patsient PShja-Aafrikast) G1 Gl
A. Lavikainen FIN17 - Fin17 Inimene - Soome (patsient Pohja-Aafrikast) G1 G1
A. Lavikainen RUS1 FR2 Fin19 Pdder - Venemaa, Kargopol, Arkhangelsk G10 G10
A. Lavikainen RUS2 FR2 Fin20 Poder - Venemaa, Kargopol, Arkhangelsk G10 G10
A. Lavikainen RUS3 FR1 Fin21 Poder - Venemaa, Kargopol, Arkhangelsk G10 G10
A. Lavikainen RUS4 FR2 Fin22 Poder - Venemaa, Kargopol, Arkhangelsk G10 G10
T. Romig, R.A.Omer TR 1 Kaamel - Sudaan, Khartoum/Tamboul - -
T. Romig, R.A.Omer TR 2 Kaamel - Sudaan, Khartoum/Tamboul - -
T. Romig, R.A.Omer TR5 Veis - Sudaan, Khartoum/Tamboul - -
T. Romig, R.A.Omer TR 6 Veis - Sudaan, Khartoum/Tamboul - -
T. Romig, R.A.Omer TR 7 Lammas - Sudaan, Khartoum/Tamboul - -
T. Romig, R.A.Omer SUD1 - TR 9 Lammas - Sudaan, Khartoum/Tamboul - G6
T. Romig, R.A.Omer TR 10 Kits - Sudaan, Khartoum/Tamboul - -
T. Romig, RA.Omer | SUD2 - TR 13 Kaamel - Sudaan, Nyala - G6
T.Romig, RA.Omer | SUD3 SuU1 TR 14 Kaamel - Sudaan, Nyala - G6
T. Romig, R.A.Omer TR 15 Kaamel - Sudaan, Nyala - -
T. Romig, R.A.Omer TR 16 Veis - Sudaan, Nyala - -
T. Romig, R.A.Omer TR 17 Veis - Sudaan, Nyala - -
T. Romig, R.A.Omer TR 18 Veis - Sudaan, Nyala - -
T.Romig, RA.Omer | SUD4 SuU2 TR 19 Lammas - Sudaan, Nyala - G6
T.Romig, RA.Omer | SUD5 SuU2 TR 20 Lammas - Sudaan, Nyala - G6
T. Romig, RA.Omer | SUD6 - TR 21 Lammas - Sudaan, Nyala - G6
T. Romig, RA.Omer | SUD7 SuU2 TR 22 Kits - Sudaan, Nyala - G6




Genotiiiip Meie mairatud

Koostoopartner | Analiitisikood | Haplotiiiibi nimi | Laborikood | Peremees | Organ Asukoht (saadetud info) | genotiiiip
T. Romig, R.A.Omer TR 23 Kits - Sudaan, Nyala - -
T. Romig, RA.Omer | SUD8 SU1 TR 24 Kits - Sudaan, Nyala - G6
T.Romig, RAOmer | SUD9 SuU2 TR 25 Veis - Sudaan, Juba/Malkal - G6
T.Romig, RAOmer | SUD10 SuU2 TR 26 Veis - Sudaan, Juba/Malkal - G6
T. Romig, RA.Omer | SUD11 SU2 TR 27 Veis - Sudaan, Juba/Malkal - G6
T. Romig, R.A.Omer TR 28 Lammas - Sudaan, Juba/Malkal - -
T.Romig, RAOmer | SUD12 SuU2 TR 29 Lammas - Sudaan, Juba/Malkal - G6
T.Romig, RAOmer | SUD13 SuU2 TR 30 Lammas - Sudaan, Juba/Malkal - G6
T. Romig, R.A.Omer TR 32 goat - Sudaan, Juba/Malkal - -
T.Romig, RAOmer  |SUD14 SuU2 TR 33 goat - Sudaan, Juba/Malkal - G6
F. Ponce Pl Lammas Maks Kesk-Hispaania Gl -
F. Ponce SPA4 - P2 Lammas Maks Kesk-Hispaania Gl Gl
F. Ponce SPA5 SP2 P3 Lammas Maks Kesk-Hispaania Gl Gl
F. Ponce SPAG SP2 P4 Lammas Maks Kesk-Hispaania Gl Gl
F. Ponce SPA7 - P5 Lammas Maks Kesk-Hispaania Gl G3
F. Ponce P6 Lammas Kops Kesk-Hispaania Gl -
F. Ponce P7 Lammas Kops Kesk-Hispaania Gl -
F. Ponce SPAS8 SP1 P8 Lammas Kops Kesk-Hispaania Gl G3
F. Ponce P9 Lammas Maks Kesk-Hispaania Gl -
F. Ponce P10 Lammas Maks Kesk-Hispaania Gl -
F. Ponce SPA9 - P11 Lammas Maks Kesk-Hispaania Gl G3
F. Ponce P12 Lammas Maks Kesk-Hispaania Gl -
F. Ponce P13 Lammas Maks Kesk-Hispaania Gl -
F. Ponce P14 Lammas Maks Kesk-Hispaania Gl -
F. Ponce SPA10 - P15 Lammas Maks Kesk-Hispaania Gl Gl




Genotiiiip

Meie maéidratud

Koostoopartner | Analiitisikood | Haplotiiiibi nimi | Laborikood | Peremees | Organ Asukoht (saadetud info) | genotiiiip
F. Ponce SPA11 - P16 Lammas Maks Kesk-Hispaania Gl Gl
F. Ponce P17 Lammas Kops Kesk-Hispaania Gl -
F. Ponce SPA12 - P18 Lammas Kops Kesk-Hispaania Gl G3
F. Ponce SPA13 - P19 Lammas Kops Kesk-Hispaania Gl G3
F. Ponce SPA14 - P20 Lammas Kops Kesk-Hispaania Gl Gl
F. Ponce P21 Lammas Maks Kesk-Hispaania Gl -
F. Ponce p22 Lammas Maks Kesk-Hispaania Gl -
F. Ponce SPA15 - P23 Lammas Maks Kesk-Hispaania Gl Gl
F. Ponce P24 Lammas Maks Kesk-Hispaania Gl -
F. Ponce P25 Veis - Kesk-Hispaania Gl -
F. Ponce P26 Veis Kops Kesk-Hispaania Gl -
F. Ponce P27 Veis - Hispaania, Pamplona Gl -
F. Ponce P28 Veis - Kesk-Hispaania Gl -
F. Ponce P29 Veis - Hispaania, Toledo Gl -
F. Ponce P30 Veis Maks Kesk-Hispaania Gl -
F. Ponce P31 Veis Maks Kesk-Hispaania Gl -
F. Ponce P32 Hobune Maks Kesk-Hispaania G4 -
F. Ponce P33 Hobune Maks Kesk-Hispaania G4 -
F. Ponce P34 Hobune Maks Kesk-Hispaania G4 -
F. Ponce P35 Hobune Maks Kesk-Hispaania G4 -
F. Ponce P36 Hobune Maks Kesk-Hispaania G4 -
F. Ponce P37 Hobune Maks Kesk-Hispaania G4 -
F. Ponce P38 Hobune Maks Kesk-Hispaania G4 -
F. Ponce P39 Hobune Maks Kesk-Hispaania G4 -
F. Ponce P40 Hobune Maks Kesk-Hispaania G4 -




Genotiiiip Meie mairatud

Koostoopartner | Analiitisikood | Haplotiiiibi nimi | Laborikood | Peremees | Organ Asukoht (saadetud info) | genotiiiip
F. Ponce P41 Hobune Maks Kesk-Hispaania G4 -
F. Ponce P42 Siga Maks Hispaania, Segovia - -
F. Ponce P43 Siga Maks Hispaania, Segovia - -
F. Ponce P44 Siga Maks Hispaania, Segovia - -
F. Ponce P45 Siga Maks Hispaania, Segovia - -
F. Ponce P46 Siga Kops Hispaania, Segovia - -
F. Ponce SPA16 - P47 Siga Maks Hispaania, Segovia - Gl
F. Ponce P48 Siga Maks Hispaania, Segovia - -
F. Ponce SPA17 SP1 P49 Siga Kops Hispaania, Segovia - G3
F. Ponce SPA18 - P50 Siga Maks Hispaania, Segovia - G7
F. Ponce SPA19 SP3 P51 Kits Kops Kesk-Hispaania - Gl
F. Ponce SPA20 - P52 Kits Kops Kesk-Hispaania - Gl
F. Ponce SPA21 SP3 P53 Kits Kops Kesk-Hispaania - Gl
F. Ponce P54 Kits Maks Kesk-Hispaania - -
F. Ponce P55 Kits Maks Kesk-Hispaania - -
F. Ponce P56 Kits Maks Kesk-Hispaania - -
F. Ponce P57 Inimene - Hispaania, Valladolid - -
F. Ponce P58 Inimene - Hispaania, Valladolid - -
F. Ponce P59 Inimene - Hispaania, Madrid - -
F. Ponce P60 Inimene - Hispaania, Madrid - -
F. Ponce SPA22 - P61 Inimene Kops Hispaania, Madrid - Gl
F. Ponce P62 Inimene - Hispaania, Pamplona - -
F. Ponce SPA23 - P63 Inimene - Hispaania, Soria - G3
F. Ponce P64 Inimene Neer Hispaania, Madrid - -




Genotiiiip Meie mairatud
Koostoopartner | Analiitisikood | Haplotiiiibi nimi | Laborikood | Peremees | Organ Asukoht (saadetud info) | genotiiiip
S. Rehbein ALB1 - ALB1 Veis Kops Albaania, Lushnje - G3
S. Rehbein ALB2 - ALB3 Lammas Kops Albaania, Tirana - Gl
S. Rehbein ALB3 - ALB4 Lammas Maks Albania, Tirana - Gl
S. Rehbein ALB5 Lammas Maks Albaania, Tirana -
S. Simsek TUR1 TU1 S1 Lammas Kops Tirgi, Elazig G1 G1
S. Simsek TUR2 - S2 Lammas Kops Tirgi, Elazig G1 Gl
S. Simsek S3 Veis Kops Tiirgi, Elazig Gl -
S. Simsek S4 Lammas Maks Tirgi, Elazig G1 -
S. Simsek TUR3 - S5 Lammas Kops Tiirgi, Elazig Gl Gl
S. Simsek S6 Lammas Kops Tirgi, Elazig G1 -
S. Simsek TUR4 TUl S7 Lammas Maks Tiirgi, Elazig Gl Gl
S. Simsek S8 Lammas Maks Tiirgi, Elazig Gl -
S. Simsek TURS TU2 S9 Lammas Maks Tiirgi, Elazig Gl Gl
S. Simsek S10 Lammas Maks Tirgi, Elazig - -
S. Simsek TURG6 TU2 S11 Lammas Maks Tiirgi, Elazig Gl Gl
S. Simsek TUR7 TUl S12 Lammas Maks Tiirgi, Elazig Gl Gl
S. Simsek TURS - S13 Lammas Maks Tiirgi, Elazig Gl Gl
S. Simsek TUR9 - S14 Lammas Maks Tiirgi, Elazig Gl Gl
S. Simsek TUR10 TU2 S15 Lammas Kops Tiirgi, Elazig Gl Gl
S. Simsek TUR11 TU2 S16 Lammas Kops Tiirgi, Elazig Gl Gl
S. Simsek S 17 Veis Kops Tirgi, Elazig G1 -
S. Simsek S18 Lammas Maks Turkey, Kirsehir - -
S. Simsek TUR12 - S19 Veis Maks Tiirgi, Elazig G1 G1
S. Simsek TUR13 - S20 Veis Maks Tiirgi, Elazig G1 G1
S. Simsek TUR14 - s21 Veis Maks Tiirgi, Elazig G1 G1




Genotiiip Meie maératud

Koostoopartner | Analiitisikood | Haplotiiiibi nimi | Laborikood | Peremees | Organ Asukoht (saadetud info) genotiiiip
S. Simsek TUR15 - S22 Veis Kops Tiirgi, Elazig G1 G1
S. Simsek TUR16 - S23 Veis Maks Tiirgi, Elazig G1 G1
S. Simsek TUR17 TU3 S24 Veis Maks Tiirgi, Elazig G1 G1
S. Simsek TUR18 TU3 S25 Veis Maks Tiirgi, Elazig G1 G1
S. Simsek S26 Human Maks Tiirgi, Elazig G7 -
S. Simsek S27 Human Maks Tiirgi, Elazig - -
S. Simsek S28 Human Maks Tiirgi, Elazig - -
S. Simsek S29 Veis Maks Tiirgi, Erzurum - -
S. Simsek TUR19 - S30 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - Gl
S. Simsek S31 Veis Maks Tirgi, Erzurum |- -
S. Simsek TUR20 - S32 Veis Maks Tirgi, Erzurum |- G1
S. Simsek TUR21 - S33 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - Gl
S. Simsek TUR22 - S34 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - Gl
S. Simsek S35 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - -
S. Simsek TUR23 - S36 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - Gl
S. Simsek S37 Veis Kops Tirgi, Erzurum |- -
S. Simsek S38 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - -
S. Simsek S39 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - -
S. Simsek S40 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - -
S. Simsek S41 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - -
S. Simsek S42 Veis Kops Tirgi, Erzurum |- -
S. Simsek 543 Veis Kops Tirgi, Erzurum |- -
S. Simsek S44 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - -
S. Simsek S45 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - -
S. Simsek TUR25 - S46 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - Gl




Genotiiiip Meie mairatud

Koostoopartner | Analiilisikood | Haplotiiiibi nimi | Laborikood | Peremees | Organ Asukoht (saadetud info) | genotiiiip
S. Simsek S47 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - -
S. Simsek TUR26 - S48 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - Gl
S. Simsek TUR27 - S49 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - Gl
S. Simsek TUR28 - S50 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - Gl
S. Simsek S51 Veis Kops Tirgi, Erzurum - -
S. Simsek TUR29 - S52 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - G3
S. Simsek TUR30 - S53 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - Gl
S. Simsek S54 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - -
S. Simsek TUR31 - S55 Veis Maks Tiirgi, Erzurum - Gl
S. Simsek S56 Veis Kops Tirgi, Erzurum - -
S. Simsek S57 Veis Kops Tirgi, Erzurum - -
S. Simsek S58 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - -
S. Simsek TUR32 - S59 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - G3
S. Simsek S60 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - -
S. Simsek S61 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - -
S. Simsek TUR33 - S62 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - Gl
S. Simsek S63 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - -
S. Simsek S64 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - -
S. Simsek TUR34 - S65 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - Gl
S. Simsek S66 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - -
S. Simsek TUR35 - S67 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - G1
S. Simsek S68 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - -
S. Simsek TUR36 - S69 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - Gl
S. Simsek S70 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - -
S. Simsek S71 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - -




Genotiiiip Meie mairatud

Koostoopartner | Analiitisikood | Haplotiiiibi nimi | Laborikood | Peremees | Organ Asukoht (saadetud info) | genotiiiip
S. Simsek S72 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - -
S. Simsek S73 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - -
S. Simsek S74 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - -
S. Simsek TUR37 - S75 Veis Kops Tiirgi, Erzurum - G3
S. Simsek S76 Veis Kops Tirgi, Erzurum - -
V. Snabel B5 - - Ukraina, Krasne, Sumy | G7 -
V. Snabel UKR1 - B7 Siga - Ukraina, Krasne, Sumy | G7 G7
V. Snabel B8 - - Rumeenia, Romanesti lasi G7 -
V. Snabel B9 - - Tumeenia, Tutova-Vaslui | G7 -
V. Snabel B10 - - Poola G7 -
V. Snabel B11 - - Slovakkia, Komarno Gl -
V. Snabel SLO1 - B12 Siga - Slovakkia, Komarno G7 G3
V. Snabel B13 - - Rumeenia, Tutova-Vaslui Gl -
H. Sprong HS1 Siga - Holland G7 -
H. Sprong HS2 Veis - Holland - -
H. Sprong HS3 Veis - Rumeenia - -
H. Sprong ROM1 - HS4 Veis - Rumeenia - Gl
H. Sprong NET1 - HS5 Horse - Holland G4 G4
H. Sprong HS6 Inimene - Holland Gl -
H. Sprong HS7 Inimene - Tiirgi Gl -
H. Sprong HS8 Inimene - Maroko Gl -
A. Varcasia V1 Hobune - Itaalia, Sardiinia G4 -
A. Varcasia V2 Hobune - Itaalia, Sardiinia G4 -




Genotiiiip Meie mairatud
Koostoopartner | Analiilisikood | Haplotiiiibi nimi | Laborikood | Peremees | Organ Asukoht (saadetud info) | genotiiiip
A. Varcasia V3 Hobune - Itaalia, Tuscany G4 -
A. Varcasia V4 Lammas - Itaalia, Sardiinia Gl -
A. Varcasia V5 Lammas - Itaalia, Sardiinia Gl -
A. Varcasia V6 Lammas - Itaalia, Sitsiilia Gl -
A. Varcasia ITA6 - V7 Lammas - Itaalia, Sitsiilia Gl G3
A. Varcasia GRE1 - V8 Lammas - Kreeka Gl Gl
A. Varcasia GRE2 - V9 Kits - Kreeka G7 G7
A. Varcasia ITA7 IT3 V10 Siga - Itaalia, Sardiinia G7 G7
A. Varcasia ITA8 IT3 Vil Siga - Itaalia, Sardiinia G7 G7
A. Varcasia ITA9 - V13 Lammas - Itaalia, Emilia Romagna G3 G3
A. Varcasia V14 Siga - Itaalia, Sardiinia G7 -
A. Varcasia V15 Lammas - Itaalia, Emilia Romagna G3 -
A. Varcasia V16 Lammas - Itaalia, Emilia Romagna G3 -
A. Varcasia V17 Lammas - Kreeka G3 -
A. Varcasia V18 Lammas - Kreeka G3 -
EST1 - Eg9 Hunt Peensool | Eesti, Jirvamaa G10
EST2 - Eg 11 Poder Kops Eesti, Lahemaa G8
Eg 12 Poder Kops Eesti, Harjumaa, Nissi G8 -
EST3 - Eg 13 Poder Kops Eesti, Harjumaa, Aegviidu G10
EST4 - Eg 14 Pdder Maks Eesti, Raplamaa, Vahastu G8
Eg 15 Poder Kops Eesti, Harjumaa, Padise G8 -
EST5 ES1 Eg 16 Pdder Kops Eesti, Raplamaa, Kaiu G8
Eg 17 Pdder Kops Eesti, Harjumaa, Kuusalu -
Eg 18 Pdder Kops Eesti, Raplamaa, Vahastu | G8 -




Genotiiiip Meie maaratud
Koostoopartner | Analiilisikood | Haplotiiiibi nimi | Laborikood | Peremees | Organ Asukoht (saadetud info) | genotiilip
Eg 19 Poder Kops Eesti, Lddnemaa, Hanila G10 -
EST6 ES1 Eg 20 Pdder Kops Eesti, Raplamaa, Juuru G8
Eg 21 Poder Kops Eesti, Raplamaa, Mérjamaa G8 -
Eg 22 Poder Maks Eesti, Ladnemaa, Hanila G10 -
Eg 23 Poder Maks Eesti, Harjumaa, Aegviidu G8 -
Eg 23a Poder Maks Eesti, Harjumaa, Aegviidu G8 -
Eg 24 Pdder Maks Eesti, Harjumaa, Aegviidu G10 -
Eg 25 Poder Kops Eesti, Pdrnumaa, Tdstamaa G8 -
Eg 26a Pdder Kops Eesti, Raplamaa, Vardi -
Eg 27 Pdder Kops - G8 -
EST7 ES1 Eg28a Poder Kops -
Eg29 Poder Kops - -
ESTS8 ES1 Eg30 Metskits Kops Eesti, Soomaa, Tipu
Eg31 Pdder - Eesti, Liinemaa -
Eg32 Poder Emakas | Eesti, Konguta, Méeotsa -
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