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INFOLEHT

Pdistang-paelussi (Echinococcus granulosus sensu stricto) globaalne geneetiline

mitmekesisus ja fulogeograafia

Echinococcus granulosus sensu stricto (s.s.) ehk pdistang-paeluss on véike parasiit, kes
pdhjustab zoonootilist haigust nimega tsistiline ehhinokokoos. Parasiidi levik on globaalne ja
ta on ohtlik nii loomadele kui ka inimestele. URO Toidu- ja P&llumajandusorganisatsioon on
maailmas toiduga levivate haiguste seas kategoriseerinud pdistangpaelussi téhtsuselt teisele

kohale, mis néitab, kui suure rahvatervise probleemiga tegemist on.

Antud t60 eesmargiks on kaardistada Pakistanist, Indiast ja Ukrainast saadud proovide
genotlubid ja analtdsida nende geneetilist mitmekesisust MtDNA jarjestuste pohjal. Samuti
kaasates teiste poolt varem analiiisitud homoloogilisi mtDNA jdrjestusi, selgitada valja
analulsitud Pakistan, India ja Ukraina proovide evolutsioonilised seosed nendega ning

globaalse fullogeograafia eriparad, sh. peamised migratsiooni suunad.

T606s anallisiti Pakistanist, Indiast ja Ukrainast parinevaid proove. Kokku sekveneeriti 86 uut
mtDNA jérjestust pea kogu mitogenoomi ulatuses (11549 aluspaari). Andmeanalliusiks
taiendati valimit 335 eelnevalt sekveneeritud ja eri maailma piirkondadest périt E. granulosus
s.s. homoloogilise MtDNA jarjestuse vdrra, neist 280 kuulusid genotiilipi G1 ja 55 genotlupi

G3. Taiendatud andmekoguga teostati flilogeneetiline ja fllogeograafiline anals.

Analiuside tulemused néitasid, et nii G1 kui ka G3 genottipide geneetiline mitmekesisus on
vaga korge. Samas G1 on fulogeograafiliselt ndrgalt struktureeritud, st. samast regioonist péarit
proovid olid sageli geneetiliselt Uksteisest kauged. Eeldatavaks pdhjuseks on rahvusvaheline
loomakaubandus. Seevastu G3 on fullogeograafiliselt hasti struktureeritud ja geograafiliselt
ldhedased isolaadid olid enamasti ka geneetiliselt ldhedased. Seega kui G1 on
loomakaubanduse tottu geograafiliselt segunenud, siis G3 fiilogeograafiline jaotus on pigem

loodusliku leviku tulemus.

Maérksdnad: Echinococcus granulosus, ehhinokokoos, flilogenees, fllogeograafia

CERCS: B240 (Inimeste ja loomade) parasitoloogia



Genetic diversity and phylogenetic relations of Echinococcus granulosus sensu stricto

Echinococcus granulosus sensu stricto (s.s.) is a little parasitic worm that causes a zoonoses
called cystic echinococcosis. The parasite has a global distribution, and it is harmful to both
animals and humans. Even the Food and Agriculture Organization of the United Nations has
categorized the E. granulosus parasite as the second most important food-borne parasite in the

world, which asserts the severeness of echinococcosis as a matter of national healthcare.

The aim of this master’s thesis is to map out genotypes and analyse, on the basis of mMtDNA
sequences, the genetic diversity of samples from Pakistan, India, and Ukraine. Furthermore,
this thesis aims to compile a database that includes the samples from Pakistan, India, and
Ukraine combined with previously analysed homological mtDNA sequences, and clarify,
based on that database, the evolutionary connections of the analysed Pakistani, Indian and
Ukrainian samples in comparison to the previous samples. The author attempts to elucidate

global phylogeographical peculiarities with emphasis on migration directions.

Regarding this master’s thesis, the author analysed parasitic samples from Pakistan, India, and
Ukraine. Altogether, 86 new mtDNA sequences (11549 bp) were sequenced, and compiled into
a database. 335 previously sequenced samples were added to this database, of which 280
samples contained the genotype G1, and 55 samples the genotype G3. Phylogenetic and
phylogeographic studies were conducted for the group of 86 samples together with the 335

previous samples.

The phylogenetic analysis yielded that the genetic diversity of the G1 and G3 genotypes is
high. The phylogeographical analysis showed that the genotype G1 is frailly structured, which
means that samples from the same region were often genetically distant from each other. This
phenomenon can be explained with international animal trade. On the other hand, G3 is
phylogeographically well structured and geographically close isolates tended to also be
genetically close. Thus, we can conclude that while geographically G1 is primarily distributed

via animal trade, the phylogeography of G3 is likely to be a result of a natural spread.

Keywords: Echinococcus granulosus, echinococcosis, phylogenetics, phylogeography

CERCS: B240 Parasitology (human and animal)
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KASUTATUD LUHENDID

AE — alveolaarne ehhinokokoos

ddNTP — didesoksuribonukleosiidtrifosfaat

dNTP — desoksuribonukleotiidtrifosfaat

FAO — URO Toidu- ja P8llumajandusorganisatsioon

GTR mudel — general time-reversible nucleotide-substitution model

GTR +1 +G — GTR model with invariable sites and gamma distributed rate variation

MCMC — Markov Chain Monte Carlo meetod

mtDNA — mitokondriaalne DNA

PAIR — punkture-aspiration-injection-reaspiration

s.l. —sensu lato

S.S. — Sensu stricto

spp — kaks voi enam liiki sellest perekonnast

TE — tsUstiline ehhinokokoos

WHO — Maailma Terviseorganisatsioon



SISSEJUHATUS

Pdistang-paeluss  Echinococcus granulosus sensu lato (s.l.) kuulub lameusside
(Platyhelminthes) héimkonda, tsestoodide (Cestoda) klassi, neljanapaliste (Cyclophyllidea)
seltsi, sugukonda Taeniidae ja perekonda Echinococcus (Thompson, 2017). Pdistang-paeluss
on véga mitmekesine takson, mis sisaldab mitmeid erinevaid liike ja genotilpe. Siiamaani ei

ole veel kdik liigid taksonoomiliselt tapselt mééaratletud.

Perekonda Echinococcus kuuluvad paelussid on véikesed ja nende elutsiikkel baseerub kiskja-
saaklooma suhtel. PGistang-paelussi vastsed arenevad vaheperemehes ja taiskasvanud paeluss
elab 16pp-peremehe peensooles. Vastsete arenemise kéigus moodustuvad tsustid, mis on
nakatunu jaoks ohtlikud. Vaheperemeesteks on enamasti sdralised, kuid ka inimesed (Eckert
ja Thompson, 2017). Pdistang-paelussi nakkusest saadud haigust kutsutakse tsistiliseks
ehhinokokoosiks. Pdistang-paeluss on téhtsuselt teine toiduga leviv haiguse tekitaja maailmas.
Tegemist on tahtsa rahvatervise probleemiga, mis vdib ravimata kujul olla eluohtlik
(FAO/WHO, 2014; WHO, 2015).

Erinevatel pdistang-paelussi genotilipide (tuivedel) on erinev nakatumisvdime ning ka erinevad
levikumustrid. Seet6ttu on oluline erinevaid genotutpe tapselt diagnoosida ja uurida (Kinkar
et al., 2018a). Need teadmised vdimaldavad nii meditsiini- kui veterinaarvaldkonnas vétta
vastu paremaid otsuseid, et tbkestada ehhinokokoosi levikut ning parandada inimeste ja

loomade tervist (Laurimé&e et al., 2018a).

Eelnevalt on leitud, et G1 ja G3 genotulpe saab kasitleda kui Ghte liiki, milleks on E.
granulosus s.s. ja tuvastati, et G1 ja G3 on selgesti eristatavad genotuibid (Kinkar et al., 2017).
Samuti on leitud, et genotilipide G1 ja G3 geneetiline mitmekesisus on kérge (Kinkar et al.,
2018c). Genotliubi G1 levimus on globaalne ja levik on toimunud suuresti ténu
loomakaubandusele (Kinkar et al., 2018a). Samuti on mdtiskletud E. granulosus levimise
algupdrast ja on joutud tulemuseni, et G1 laiem levik v0is alguse saada Vahemere&arsetest

piirkondadest ning G3 pigem Lé&his-Ida ja India kandist (Kinkar et al., 2018c).

Antud t66s uuritakse Echinococcus granulosus sensu stricto (s.s.) parasiite, kuhu kuuluvad
genotliubid G1 ja G3. Uuritakse just E. granulosus s.s. parasiite, sest inimestel esineb kdige

enam infektsioone, mis on nende poolt péhjustatud. T66 eesmargiks oli kaardistada Indiast,
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Ukrainast ja Pakistanist saadud proovide genotulbid ja analtlsida nende geneetilist
mitmekesisust mtDNA jarjestuse pbhjal. Sellele lisaks analulsida proovide evolutsioonilisi
seoseid ja fllogeograafilisi eripdrasid, mille jaoks kaasati uuringusse varem anallisitud

homoloogilised mtDNA jarjestused.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Perekond Echinococcus

Zooloogias hakati nime Echinococcus kasutama aastal 1801 Carl Asmund Rudolphi poolt.
Pdistang-paeluss Echinococcus granulosus s.I. kuulub lameusside (Platyhelminthes)
hdimkonda, tsestoodide (Cestoda) klassi, neljanapaliste (Cyclophyllidea) seltsi, sugukonda
Taeniidae ja perekonda Echinococcus (Thompson, 2017). Ehhinokokid kuuluvad
monofuleetilisse gruppi, mis tdhendab, et grupis on viimane uhine eellane ja kdik tema
jareltulijad (Nakao et al., 2013). Algselt kirjeldati lausa 16 erinevat ehhinokokkide liiki, kuid
hiljem tunnustati nendest vaid nelja liiki: pdistang-paeluss E. granulosus sensu lato (edaspidi
E. granulosus), alveokokk E. multilocularis, E. oligarthra ja E. vogeli (Eckert ja Thompson,
2017). Liigid ei ole veel I6plikult maaratletud, kuid praeguseks ajaks on lisandunud E. felidis,
E. shiquicus, E. equinus ja E. ortleppi. Osade liikide staatus on veel selgitamisel (E. canadensis,

E. intermedius) (Laurimée et al., 2018a).

Perekond Echinococcus paelussid on vaikesed ning nende elutsiikli jaoks on vajalik kiskja-
saaklooma suhe. LOpp-peremeesteks on peamiselt koerlased ja kaslased, kelle peensooles
taiskasvanud paeluss elab ning vaheperemeesteks valdavalt soOralised ja narilised.
Vaheperemeestes arenevad paelussi vastsed ja moodustavad tslste. Inimesed ja ka ahvid
vOivad nakatuda paelussiga ning olla vaheperemeheks, kuid tegemist on sellisel juhul
tupikperemehega (Eckert ja Thompson, 2017). Inimeste nakatumine on seotud koertega, sest
inimesed on koertega l&bi aegade véaga léhestikku elanud. On ndidatud, et nakkusi esineb
rohkem pigem maapiirkondades kui linnades (Kinkar et al., 2017). Enim esineb nakatumist
piirkondades, kus toimub toidu saamise eesmérgil kodus illegaalne loomade tapmine. Selle
tegevuse tottu on rupskid koertele s60giks kattesaadavad ja toimub ka nakatumine. Samuti
mojutavad nakatumist veel Gihiskonna teadlikkuse puudumine ehhinokokoosi suhtes, hulkuvate
koerte populatsioonid ning madal higieeni tase (Kinkar et al., 2018a). Sellele lisaks v@ivad ka
nakatumise allikaks olla nditeks parasiidi munadega kontamineerunud metsamarjad, seened ja
taimed (Menghi et al., 2017), kuid ka muld, vesi ning kddgiviljad (Chaibane-Banaoues et al.,
2015). Munad on véga vastupidavad ja nad vdivad isegi kuni aasta séilida nakatusohtlikud, kui
keskkonna tingimused on soodsad. Soodsateks séilimistingimusteks on madalad temperatuurid
ning niiske keskkond. Munad on véga tundlikud kuivale ja kdrgetele temperatuuridele. Samas

suudavad nad taluda madalaid temperatuure, isegi kuni -50°C juures suudavad nad elada 24
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tundi (Eckert ja Deplazes, 2004). Inimesel pdhjustavad pdhiliselt kaks taksonit enhinokokoosi
ja nendeks on E. granulosus ning E. multilocularis. Echinococcus granulosus pdhjustab
tsustilist ehhinokokoosi ja E. multilocularis alveolaarset ehhinokokoosi. Arvatakse, et
esimesed juhtumid paelussi nakkusest avastati juba antiik ajal umbes 460-377 eKr, mida on

kirjeldanud ka Hippocrates enda aforismides (Eckert ja Thompson, 2017).

1.2. Echinococcus granulosus

Pdistang-paeluss on kdige mitmekesisem takson, kus on kirjeldatud 10 eri genotlupi (G1-
G10), milledest hetkeseisuga on G2 ja G9 tunnistatud mittekehtivateks. On néidatud, et G2 ei
moodusta eraldi monofiileetilist rihma ja kuulub G3 alla (Kinkar et al., 2017) ning G9 kuulub
G7 alla (Kedra et al., 1999). Kaheksast kehtivast genotitbist on moodustatud viis liiki: G1 ja
G3 on E. granulosus s.s., G4 E. equinus, G5 E. ortleppi, G6 ja G7 E. intermedius ning G8 ja
G10 E. canadensis. Nime E. intermedius sobivus on hetkel kiisimuse all (Laurimae et al.,
2018). Lisaks kuulub E. granulosus sensu lato liigikompleksi veel E. felidis — seega kokku on
seal kuus liiki. Liigid erinevad nii 16pp- ja vaheperemehe eelistuste pdhjal (Thompson, 2017),
aga ka morfoloogia, inimeste nakatamise, patogeensuse, antigeensuse ja arenemiskiiruse osas
(Eckert ja Thompson, 2017; Kinkar et al., 2017).

1.3. Pdistang-paelussi E. granulosus elutsukkel

Taiskasvanud paeluss Echinococcus granulosus on 3-6 mm pikk ning elab 16pp-peremehe
peensooles, milleks on enamasti koer voi koerlane (1) (Joonis 1; edaspidi on tekstis kdik 6
etappi toodud sulgudes). Peensooles elavast graviidsest proglotiidist ehk paelussililist
vabanevad munad, mis levivad keskkonda fekaalidega (2). Vaheperemees, kelleks on tihti
lammas, Kits, veis, hobune vdi kaamel, seedib munad &ra ning peensooles need kooruvad.
Munadest vabanevad onkosféérid ehk kerakujulised esimese kasvujargu vastsed. Vastsed on
vOimelised tungima l&bi sooleseina (3) ja kasutades veresoonkonna tsirkulatsiooni, on nad
vOimelised erinevatesse organitesse migreeruma. Peamiselt toimub migreerumine kopsudesse

ja maksa, kuid ka teised organid vdivad olla sihtmérgiks. Organites areneb onkosfaar jark-
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jargult kasvavaks tsustiks, mis toodab omakorda protoskoolekseid ja tltartsiiste (4).
Protoskooleksid on vastsed, kellel on pea, konksud ja iminapad (Galindo et al., 2002). Ldpp-
peremees nakatub sulies haigestunud vaheperemehe organeid, milles leidub fertiilseid tsuste.
Peale organite seedimist evagineeruvad protoskooleksid ehk keeravad end pahupidi nii, et
sisemine osa muutub valimiseks (5) ning seejarel nad kinnituvad soolelimaskesta kilge (6).
Seal arenevad nad 32 kuni 80 pédeva jooksul téiskasvanud paelussiks ning elutsikkel on téis.
Inimesed nakatuvad nii 6elda ,,kogemata®, kus enesele teadmata sutiakse ja seeditakse munasid
(2). Seejarel vabaneb onkosfaar samamoodi inimese seedekulglas (Joonis 1; inimese nr. 3) ja
tagajarjena moodustuvad tsustid erinevatesse organitesse (Joonis 1; inimese nr. 4) (Moro ja
Schantz, 2009).

Protoskooleks

o tsUstis/

LOopp-peremees

Munade allaneelamine
(13bi fekaalide)

sustide allaneelamine
(I3bi organite soomise)

Vaheperemees 9

Vabanenud
onkosfaarid

fekaalides

Hildatiivne
tslst erinevates

y organites
N7 ¢
. . / ,ﬁ\ Infektsioosne staadium
° Hudatiivne tstst 9 Onkosfaar koorub ja
d erinevates organites penetreerib sooleseina 4 Diagnostiline staadium

(enamasti kopsudes ja maksas)

Joonis 1. Pdistang-paelussi  Echinococcus  granulosus  elutsiikkel  (kohandatud

https://www.cdc.gov/ jérgi, 2019)
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1.4. Ehhinokokoos

Ehhinokokoos on zoonoos ehk inimesi nakatav loomade nakkushaigus. URO Toidu- ja
Pdllumajandusorganisatsioon (FAQO) kategoriseerib pdistang-paelussi téhtsuselt teiseks ja
alveokoki kolmandaks toiduga leviva haiguse tekitajaks maailmas ning WHO sdnul on
tegemist tdhtsa rahvatervise probleemiga, mis on diagnoosimata ja ravimata olukorras eluohtlik
(FAO/WHO, 2014; WHO, 2015). Eristatakse pohiliselt alveolaarset ehhinokokoosi (AE) ja
tsustilist ehhinokokoosi (TE) (Eckert ja Thompson, 2017). Tsustiline ehhinokokoos on kergem
haigus kui alveolaarne ehhinokokoos (Menghi et al., 2017). AE-I on korge letaalsus, tdpsemalt
on leitud, et ravimata patsientidest sureb 10 aasta jooksul simptomite esinemisest 90% ja 15
aasta jooksul 100% (Ammann ja Eckert, 1996). TE on palju vaiksema letaalsusega, vaid 2-4%
ravimata voi valesti ravitud patsientidest sureb. Vale ravi puhul vdib aga TE suremus palju
suurem olla (Brunetti et al., 2010).

Tsustilise ehhinokokoosi puhul esinevad tsistid kéige sagedamini maksas, teisena kopsudes
ning seejarel pdrnas. Samuti on leitud tslste neerudes, ajus, luudes, stidames, silmades,
pankreases, kilpnéarmes, neerupealistel ja siiljenddrmetes, kuid nendes véga vahesel maaral.
Tsusti diagnoosimine on enamasti hiline, sest suure osa ajast on haigus astimptomaatiline.
Stmptomid esinevad Uldjuhul alles siis, kui tsiist on piisavalt suureks kasvanud, et avaldada
naaberkudedele ja naaberorganitele survet (Menghi et al., 2017). Maksatsist kasvab reeglina
1-5 mm aastas (Nunnari et al., 2012) ning mdned sumptomid, mis vdivad surve pohjusel
tekkida on Kkollatdbi, maksatsirroos ja portaalhlpertensioon. Kdige ohtlikumaks
komplikatsiooniks peetakse, kui tsiist 16hkeb veresoonde, mis vdib pBhjustada anafiilaktilist
Sokki ja surma (Menghi et al., 2017).

TE puhul on pohiliselt neli ravivéimalust, milleks on kirurgiline, PAIR ravi, farmakoloogiline
ravi ning “vaatame ja ootame” meetod. Eelistatud on Kirurgiline ravi
(https://www.cdc.gov/parasites/echinococcosis/health_professionals/index.html#tx) ning
valikus on radikaalne vo6i konservatiivne operatsioon. Radikaalne on eelistatud, sest selle
edukus on parem (Tagliacozzo et al., 2011). Kui operatsiooniks esineb vastunaidustusi, siis
valitakse moni teine raviskeem. PAIR tdhendab punktuur-aspiratsioon-injektsioon-
reaspiratsioon protseduuri. Selle k&igus aspireeritakse tsusti, millesse on véikese ndelaga
eelnevalt tehtud torkeauk. Seejarel sisestatakse sobiv lahus, milleks on hupertooniline 20%

NaCl lahus v6i 95% etanool. Oodatakse tldjuhul 15 kuni 20 minutit ja tehakse reaspiratsioon.

11



PAIR meetodi puhul on ohuks anafulaksia, mistdttu see ei ole esmavaliku protseduur ja
protseduuri vOib labi viia vaid kuni 6 cm diameetriga tsusti puhul (McManus et al., 2012).
Farmakoloogiline ravi kujutab endast Gldjuhul albendasool ravimi kasutamist. Seda
kasutatakse enamasti kui operatsioon on vastu ndidustatud. Samuti kasutatakse ravimit ka 30
padeva enne operatsiooni tsusti inaktiveerimiseks ja 60 péeva peale operatsiooni
retsidiveerumise valtimiseks (Menghi et al., 2017). Viimaseks meetodiks on “ootame ja
vaatame” ldhenemine, mida kasutatakse kergete tsusti variantide puhul, mis on kuni 4 cm
diameetriga. Ultraheli abil teostatakse patsientidele kaks korda aastas kontroll ning kui esineb

kaltsifitseerumine, siis on teada, et tsuist muutub inaktiivseks (McManus et al., 2012).

Alveolaarse ehhinokokoosi puhul esinevad tslistid samuti enamasti maksas, mistdttu véivad
patsiendid korduva kollatdve ja hepatomegaalia all kannatada. Raskeimaks tisistuseks on
lumfaatiline ja hemaatiline levimine, mis t&hendab, et E. multilocularis prolifeerub ja
metastaseerub teistesse organitesse. Metastaasid tekivad enamasti kopsudesse, ajju ja
lumfis6lmedesse. Kuna AE puhul on Gldjuhul samad organid mdjutatud nagu TE puhul,
esinevad ka sarnased Kliinilised simptomid. Naiteks on maksatsisti puhul samuti algfaas
asimptomaatiline. Kuid kuna maksatsust kasvab sarnaselt pahaloomulisele kasvajale voib
tekkida nditeks maksatsirroos. WHO on valja pakkunud lausa sarnase Klassifitseerimise
kasvajatele, et kergendada diagnoosimist ja terapeutiliste otsuste vastuvétmist (Menghi et al.,
2017).

AE ravi kujutab endast alati bensimidasool klassi kuuluvaid ravimeid. Pohiliselt kasutatakse
albendasooli, kuid kui ravim pole kattesaadav v@i kui ravim ei ole talutav, siis kasutatakse
mebendasooli. Albendasool on tGldjuhul hasti talutav ja ravi vdib olla ajutine voi eluaegne. AE
puhul on samuti radikaalne kirurgia kohustuslik, vaid juhtudel, kus esineb vastundidustusi, ei
teostata operatsioone. Enne operatsiooni ei kasutata siin farmakoloogilist ravi nagu TE puhul.
Kuid peale operatsiooni peab patsient vahemalt kaks aastat tarvitama albendasooli
retsidiveerumise véltimiseks, samuti on véga oluline AE patsiente kimme aastat peale
operatsiooni jalgida. Patsiendid, kelle tsustid ei ole opereeritavad vOi vaid osaliselt
opereeritavad, peavad ravimit pikaajaliselt voi eluaegselt tarvitama. Samuti soovitatakse
patsientidel, kellele teostatakse maksa transplantatsioon, pikaajaliselt albendasooli tarvitada
(Reuter et al., 2000).
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RavivGimalused on l&bi aegade paranenud ja mitmekesistunud, mistdttu oodatav eluiga on
suurenenud ka ehhinokokoosi patsientidel. Sellegipoolest on oluline patsiente peale ravi
jalgida, sest retsidiveerumine on reaalne oht (Eckert ja Thompson, 2017). Néiteks néitas R. J.
Horton, et ravides tsiste albendasooliga, suri kdigest 30% tsustidest ja ravile reageerisid 40-
50% tsistidest, mis tdhendab, et mdned tsustid ei allunud uldse ravile (Horton, 1997). See

tdhendab, et ravi ei ole veel kdige efektiivsem ja see valdkond vajab tadiendamist.

1.5. Perekond Echinococcus liigid ja genotttbid

Geneetiliste, morfoloogiliste, elutsiikli ja peremehe erinevuste pdhjal eristatakse perekonna
Echinococcus liike Uksteisest (Thompson, 2017). Echinococcus granulosus sensu lato (s.1.) alla
kuuluvad koik Echinococcus liigid, mis pohjustavad inimestel ja loomadel tsistilist
ehhinokokoosi (Alvarez Rojas et al., 2014). E. granulosus s.l. geneetiline mitmekesisus on suur
ja liigid on jaotatud mitokondriaalse DNA (mtDNA) abil genotiilpideks (Laurimae et al.,
2018b). Sensu lato kompleksi kuuluvad genotuibid G1, G3-G8, G10 ja E. felidis. Kbéige enam
esineb inimestel infektsioone E. granulosus sensu stricto (s.s.) poolt péhjustatud parasiitide
poolt, kuhu kuuluvad E. granulosus G1 ja G3 genotutibid (Kinkar et al., 2018b).

E. granulosus s.s. genotliip G1 ehk lambativi on kdige suurema levikuga kdikidest
genotiiiipidest (nt Casulli et al., 2012; Snébel et al., 2009; Kinkar et al., 2018b). Peamisteks
vaheperemeesteks on lambad, veised, sead, kaamelid, kitsed ja kdngurud ning sagedasemateks
I6pp-peremeesteks koerad, dingod, Saakalid ja hiidgdanid (Thompson ja McManus, 2002). G1
genotliip on globaalse levikuga, kuid kdige laialdasemalt leidub teda eelkdige LO6una-
Euroopas, eriti Vahemere darsetes piirkondades, sh Albaanias, Hispaanias, Itaalias, Kreekas ja
Tirgis. Samuti on G1 levinud ka p6hjapoolsetes regioonides nagu néiteks Venemaal, Eestis,
Soomes ja Norras, kuid seda vahesel maaral (Kinkar et al., 2016).

G3 ehk puahvlitive olulisemateks vaheperemeesteks on pihvlid ja veised ning 16pp-
peremeesteks koerad (Thompson, 2008). Hiljutised uuringud on ndidanud, et
vaheperemeesteks voivad olla ka kitsed (Calderini et al., 2012), lambad ja sead (Maillard et al.,
2009). G3 kirjeldati algselt kahel India puhvlil ja on leitud, et seda genotulpi esineb ka

Austraalias, P6hja-Aafrikas, Lahis-idas, Louna-Ameerikas, Lduna-Euroopas ning osaliselt
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Aasias. Enim levinud on G3 genotliup aga Indias (Kinkar et al., 2018c). K&ige endeemilisemad
piirkonnad on Vahemere idapoolne piirkond, P6hja-Aafrika, Luna- ja Ida-Euroopa, Lduna-
Ameerika, Kesk-Aasia, Siber ja Laane-Hiina (WHO, 2015).

G4 genotulp kuulub liiki Echinococcus equinus ning tegemist on hobusetiivega, kelle
vaheperemeesteks on hobuslased. G5 genotulp kuulub liiki Echinococcus ortleppi, kelle
vaheperemeesteks on veised ja sellest tulenevalt on see nimetatud veisetiiveks. Genotiilip G6
esineb valdavalt kaamelitel ja kitsedel ning on nimetatud kaamelitliveks ja G7 peamiselt
sigadel, mistottu nimetatakse ka seatliveks. LOpp-peremeesteks on valdavalt koerad voi teised
koerlased (Thompson ja Jenkins, 2014). G6 genotulpi esineb rohkem kaamelikasvatus
piirkondades Aafrikas ja Lé&his-ldas. G7 genotilipi esineb seakasvatus alades Euroopas,
Vahemere &éres ja Kesk-Ameerikas (Laurimde et al., 2018b). Seega esineb G6/G7 genotuip
pigem ldunapoolsemates piirkondades nagu L&ane-Euroopas, Vahemere adrses piirkonnas,
Aafrikas, LAuna- ja Kesk-Ameerika ja Lahis-1das. G6 on teine kdige sagedasem TE pdhjustaja
inimestel ja arvatakse, et G7 on suurem nakkusepdhjustaja kui varasemalt Kirjeldatud
(Laurimae et al., 2018b). Nagu eespool mainitud, on G6-G7 liiginime E. intermedius sobivus
diskussiooni all.

Liigi Echinococcus canadensis alla kuuluvad genotilbid G8 ja G10 ning nende peamisteks
vaheperemeesteks on hirvlased, seetttu on neid nimetatud ka hirvlaste tliveks. LOpp-
peremeheks on valdavalt koerad ja hundid (Thompson, 2017). Méned teadlased liigitavad G6-
G10 uhe liigi E. canadensis alla (Nakao et al., 2008), kuid hiljutise uuringu valguses
moodustavad G6/G7 ja G8/G10 kaks liiki (Laurimée et al., 2018). G6/G7 genotiliupidele on
omane koduloomade tsiikkel, samas kui G8/G10 tsukkel hdlmab eelkbige metsloomi. Lisaks
paigutuvad tuumageenidel pdhinevates flilogeneetilistes uuringutes G6/G7 ja G8/G10 kindlalt
kahte klaadi (Saarma et al., 2009; Laurimae et al., 2018). K&iki andmeid koos arvestades tuleks
neid seega kasitleda erinevate liikidena. G8/G10 esineb pBhjapoolsetes piirkondades nagu

Pdhja-Euroopas, P6hja-Aasias ja Kanadas (Laurimae et al., 2018a).

Liiki Echinococcus felidis, mida tuntakse ka kui Idvitlive, esineb vaid Aafrika metsikutel
herbivooridel ja I6videl (Huttner et al., 2008). Vaheperemeesteks on tliigassead, sebrad, gnuud,
podsassead, puhvlid, antiloobid, kaelkirjakud ja joehobud ning I6pp-peremeheks on 16vi
(Thompson ja Jenkins, 2014). Liiki Echinococcus shiquicus leidub hetkel vaid Tiibeti platool
ja tema vaheperemeheks on platoo viiksjanes (Ochotona curzoniae) ning I8pp-peremeheks on
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Tiibeti rebane. On leitud, et ka kodustatud koerad vdivad nakatuda E. shiquicus parasiidi
munadega, kuid praeguseks ajaks on antud liigi kohta veel vahe teadmisi. E. vogeli liiki on
vOimalik kohata Ameerika maailmajaos. Liigi ainukeseks 10pp-peremeheks on pddsaskoer
(Speothos venaticus), mistdttu leidub E. vogeli parasiiti vaid pddsaskoera elupaikades.
Vaheperemeheks on suured nérilised, kelleks on aguutid ja pakad (Cuniculus paca). Uksikutel
juhtudel on avastatud nakatumist ka koertel ja inimestel, kui andmete nappuse tottu ei saa
otseseid jareldusi teha. E. oligarthra paelussi liiki leidub samuti Ameerika maailmajaos.
Arvatakse, et tema elutsiikkel pdhineb peamiselt suurtel narilistel ja metsikutel kassidel, kuid

piiratud andmete tdttu ei ole peremehed 18plikult méaaratletud (Romig et al., 2017).

1.6. Pdistang-paelussi geneetiline mitmekesisus

Oluline on erinevaid genotulipe mé&&rata ja uurida, sest erinevatel tuvedel on erinev
nakatamisvdime (Kinkar et al., 2017). Nagu eelnevalt mainitud, on G1 ja G3 genotubid enim
seostatud ehhinokokoosiga, mist6ttu on oluline tapne identifitseerimine ja dige genotilpide
eristamine (Kinkar et al., 2018a). Tdpne eristamine vOimaldab meditsiini- ja
veterinaariavaldkonnas paremini erinevaid liike mdista ning sellest lahtuvalt ka inimeste ja
loomade tervise seisukohtadest otsuseid vastu votta (Laurimae et al., 2018a). Samuti véimaldab
geneetiliste mitmekesisuse uurimine paremini mdista Echinococcus ja ehhinokokoosi levimise
mustrit (Kinkar et al., 2019).

Mitkondriaalne DNA (mtDNA) on aastaid olnud téhtis genoom perekonna Echinococcus
flilogeneetilistes ja populatsiooni struktuuri uuringutes. Samuti on mtDNA véaga oluline marker
flilogeograafilistes analtiiisides (Kinkar et al., 2019). Enamikes uuringutes on anallisitud
peamiselt COX1 (cytochrome c¢ oxidase subunit 1) geeni varieeruvust, harvem NAD1 (NADH
dehydrogemase subunit 1) (Bowles et al., 1992; Bowles ja Mcmanus, 1993). Geeni NAD1
jarjestuse pikkuseks on 894 aluspaari ja COX1 on 1608 aluspaari pikk (Addy et al., 2017).
Uurides aga ainult neid kahte geeni ei ole alati vGimalik sarnaseid genotiiipe Uksteisest
eristada, nagu naiteks G1 ja G3 genotlilpe, ega saada head Ulevaadet eri genotiipide
varieeruvusest. Seet6ttu on hakatud kasutama terve mtDNA analiiisi (Kinkar et al., 2018a),

mille kogupikkus on olenevalt genotiitbist ~13500 kuni 17675 aluspaari (Kinkar et al., 2019).

15



Hetkel on palju erinevatest regioonidest uuringuid, kus on kasutatud 16ike mtDNA-st ja need
ei ole erinevuste tottu omavahel alati vGrreldavad. Selle probleemi lahendab terve mtDNA
analuds, sest tanu terviklikule jarjestusele saab tulemusi omavahel vorrelda ja nii saab [6plikult
parema arusaama Echinococcus globaalse mitmekesisuse mustrist ja filogeograafiast (Kinkar
et al., 2018a). Mitokondriaalne DNA pérandub emaliini pidi (Spotin et al., 2018) ja rakkudes
esineb mtDNA-d mitme koopiana. See suurendab tema diagnostilist vaartust, sest nii on ka
degradeerunud proovidest voimalik informatsiooni saada. Mitokondriaalsel DNA-I p6hinev
evolutsiooniline sugupuu voib erineda tuuma DNA (tDNA) analliusil saadud sugupuust, sest
MtDNA-s ja tDNA-s aset leidvad protsessid erinevad Uksteisest. Esiteks ldbib tDNA
rekombinatsiooni, mida mtDNA puhul reeglina ei esine (Saarma et al., 2009). Teiseks
evolutsioneerub mtDNA tDNA-st kiiremini (Bowles et al., 1992) kdrge mutatsioonitaseme
tottu. Mutatsioonid kinnituvad juhuslikult piirkondadesse, mis ei ole selektsiooni all. Kui uued
mutatsioonid on Kkinnitunud, siis uus mitokondriaalne liin eraldub esivanema liinist ja uued
mutatsioonid stvendavad lahknemist veelgi Uksteisest. Samuti puuduv rekombinatsioon
vOimendab Uksteisest eristumist, kuid kui ei jargne reproduktiivne isolatsioon, siis pole
lahknemisel bioloogilist td4hendust ja tegemist ei ole eraldiseisvate Uksustega (Saarma et al.,
2009). Uheks naiteks erinevatest sugupuudest on G1 ja G3 genotiiiip. Genotiiiibid on eristatava
mitokondriaalse péritoluga ja nad on eraldiseisvad tksused, aga tDNA anallsi pdhjal need
kaks genotiitipi Uksteisest ei eristu (Kinkar et al., 2017). Seet6ttu oleks ka tuleviku uuringutes
moistlik kombineerida nii mtDNA-st kui tDNA-st saadud informatsiooni, et terviklik pilt
kokku saada (Kinkar et al., 2018c).
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2. ESPERIMENTAALQOSA

2.1. T66 eesmark

Kaardistada Pakistanist, Indiast ja Ukrainast saadud parasiidiproovide genotiibid ja
analliisida nende geneetilist mitmekesisust mtDNA jérjestuste pdhjal. Kaasates teiste poolt
varem analtdsitud homoloogilisi mtDNA jarjestusi, selgitada vélja analtiisitud India, Ukraina
ja Pakistani proovide evolutsioonilised seosed nendega ning globaalse flilogeograafia eripérad,

sh. peamised migratsiooni suunad.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Valim ja t66 ulesehitus

Kéesolevas uuringus kasutati kokku 86 proovi, millest parinesid neli Ukrainast, 22 Indiast ja
60 Pakistanist (6 Swatist, 4 Rawalakotist ja 50 Multanist; LISA 1). Proovide materjalideks olid
tsustide membraanid vdi protoskooleksid, mida sdilitati piirituses. Proovidega koos saadeti
informatsioon, millisest loomast tsiist parines ja mis organist tsiist parines. Samuti looma vanus
ning sugu. Peamiselt parinesid tsustid veistest, aga oli ka proove, mis parit kitsedelt, lammastelt
ja puhvlitelt (LISA 1).

T66 Ulesehitus:
LABORITOO

DNA eraldamine — membraanist vdi protoskooleksist

PCR (mtDNA, enamik genoomist)

PCR produktide puhastus

Geelelektroforees

Sanger sekveneerimine — teostatud TU genoomika instituudi tuumiklabori poolt

ANDMEANALUUS

CodonCode Aligner — konsensusjarjestusete loomine
BioEdit — seitsmenda lookuse kokku panek
MUSCLE - jarjestuste joondamine
BEAST - evolutsioonipuude rekonstrueerimine, fulogeograafiline analiiis
o BEAULi
o BEAST
o Tracer
o FigTree
e Network — fulogeneetiliste vorgustike koostamine
e DnaSP — geneetilise mitmekesisuse parameetrite arvutamine
e SpreaD3 — fulogeograafilise kaardi visualiseerimine



2.2.2. DNA eraldamine

Ehhinokokkide DNA eraldati tsiistide membraanidest voi protoskooleksitest ja selleks kasutati
DNA HighPure PCR Template Preparation Kit'ti (Roche Diagnostics). DNA eraldati 25-50
mg membraanist v6i 50 pl protoskooleksite segust. Materjale hoiustati piirituses, mistottu
kuivatati eelnevalt kasutav kogus. Kui piiritus oli aurustunud, siis lisati 200 pul Tissue Lysis
Buffer’it ja 40 ul Proteinase K-d. Seejarel viidi proovid 55 °C juurde vahemalt Gheks tunniks
inkubeerima, kus iga 20 minuti tagant kaidi neid kergelt segamas. Jargmisena lisati 200 pl
Binding Buffer’it, segati segu ja pandi kiimneks minutiks 70 °C juurde seisma. Selles etapis oli
oluline aega jalgida. Kui kimme minutit sai l&bi, lisatati 100 pl isopropanooli, millele jargnes
segamine vorteksil (véhemalt kiimme sekundit). Proovid tOsteti Umber spetsiaalsetesse

ranifiltriga tuubidesse ja tsentrifuugiti 11300 rpm juures ks minut.

Proovist tulenev materjal jéi filtrile kinni ja jargnes puhastamise etapp. Puhastamiseks esimese
etapis lisati 500 pl Inhibitor Removal Buffer it ja tsentrifuugiti 11300 rpm juures ks minut.
Jargmises etapis kasutati 500 pl Wash Buffer”it, tsentrifuugiti 11300 rpm juures ja seda viimast
etappi korrati. Kui kolmas pesu sai tehtud ja tsentrifuugitud, tsentrifuugiti proove veel kimme
sekundit kdrgematel pdoretel, et filter voimalikult kuivaks saada.

Algas elueerimise etapp, mille jaoks pidi 200 pl Elution puhvrit lisama. Proovid tsentrifuugiti

taaskord ning enam ei olnud DNA filtril, vaid oli kogunenud hoidmistuubi. DNA tosteti umber

1,5 ml Eppendorfi tuubidesse ja neid hoiustati -20 °C juures.

2.2.3. Praimerid

Selles toos kasutatavad praimerid (Tabel 1) olid eelnevalt disainitud TU OMI terioloogia

t60rihma poolt.
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Tabel 1. Pdistang-paelussi Echinococcus granulosus sensu stricto mtDNA PCR-il ja
sekveneerimisel kasutatavad praimerid (tdiendatud versioon Lauriméde et al., 2018b).
Positsioonid on vastavalt AF297617 koodile GenBankis.

Praimer Praimeri jarjestus Praimeri positsioon PCR produkt
Efl TCGTTTTACACGCGATTGAACT 4924...4945

Erl ACCTGCTATGCAGCCCTATT 6147...6166 1243 bp
E2fn GATGCTGTTAACTTCAAGAAATG 6034...6056

E2r2 CTCAAAGCATTCAAACGC 7053...7070 1037 bp
E3fn GTTGATTCGTGTTAATTTTTTGGAG 6873...6897

E3rn GAAAACATAGCAAACAACAACCC 7573...7595 723 bp
E4f2 GTGATCCTATTTTATTTCAAC 7436...7456

E4rn GCTACCTTTGCACAGTCAATATAC 8939...8962 1527 bp
E5fn GGTACCTAGTTTTTGTTATATTGT 8712...8735

E5rn GAATCGCTCACTGCCAAACCA 9813...9833 1122 bp
E6f TAAGGGTGATGCAATTTGAG 9588...9607

E6r ACAACCATCTACAGCACGAA 10 812...10 831 1244 bp
E7fn GATGCTGTTCCTGGTCGTCTTAATC 10 623...10 647

E7rn CAATCAACTTCAACAACATAAACC 11992...12 015 1393 bp
S7f* GTGTCGGTGTTTAGTCCTAATAG 11 053...11 076

E8fn GCTTATGTTACGGCCATAAGA 11716...11 736

E8rn TGCTTAGTAAAAAACACCCCA 12764...12 784 1069 bp
E9f3 ATTGGGGTGTTTTTTACTAAGCA 12 762...12 784

E9r3 CAATACCACGCCAACACAG 575...593 1420 bp
E10f GATTACTGTTACTGGTTTTCA 312...332

E10r CAACTTAAAAACAAGCATCATCA 1756...1778 1467 bp
E11f TTTTATGCTATTCTTCGGTGTA 1521...1542

Ellr CAAAAACACCTCATTAAACCAC 3278...3299 1779 bp
S11f* GGTGCTAATTTTAGGTTTGTATAGACA 2188...2215

E12f TTGTGGTGTTTTTATGATG 2922...2940

El2r CACAGACGATAACCCAGA 4204...4221 1300 bp
E13f CGGGTCTTTTATTTTGATGTTG 4003...4024

E13r GATCCAAAAGCACATCGA 5507...5524 1522 bp

*Praimerid, mida kasutati ainult sekveneerimises lisapraimeritena.
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2.24.PCR

PCR 16ppmahuks oli 20 pl, millest 18 ul oli mastermix ja 2 pl DNA. Mastermix-i kuulus vesi,
10x ADV2 (advantage 2) puhver (Takara Bio), 0,2 mM dNTP-sid (Thermo Fisher Scientific),
0,25 uM praimereid ja 1U ADV2 ensutimi. Kui mastermix oli kokku segatud, vorteksitati segu
kergelt ja 18 pl pipeteeriti igasse PCR tuubi. Jirgmisena lisati 2 ul DNA-d PCR tuubidesse,
segati kergelt nipsutades ning tilgad tsentrifuugiti pdhja. Seejarel asetati proovid PCR-
masinasse ja valiti vastavalt proovidele programmeeritud programm, mis on allpool vélja
toodud.

Tulemuste visualiseerimiseks valmistati 1,4% agaroosgeel. Selleks segati kokku 50 ml 1x
TAE-d (Tris-acetate-EDTA) ja 0,7 g agaroosi ning segu pandi neljaks minutiks mikrolaineahju
360 W juurde. Seejérel segati segu kergelt ja asetati veevanni jahtuma umbes 2 minutiks. Péarast
lisati 7 pl etiidiumbromiidi (10 mg/ml, 16ppkontsentratsioon 1,4 pug/ml) ja segu kallati valmis

pandud plaadile. Geel tahenes umbes 25 minutit, mille jarel saadi PCR produktid geelile kanda.

Enne, kui PCR-i produktid geelile kanti, segati nad 6x Orange LD vérviga (Thermo Fisher
Scientific) kokku. Geelile laks 10 pl PCR produkti koos 2 pl varviga ja keskmisele rajale
paigutati GeneRuler 1kb Plus (Thermo Fisher Scientific) marker. Kui kdik produktid olid

geelile kantud, jooksutati proove 150 V juures 15 minutit.

Jargnevateks toddeks oli vajalik PCR produktid puhastada. Selleks valmistati ensutmide
mastermix, kuhu lisati iga proovi kohta 0,05 ul eksonukleaasi Exol (20U/ul, Thermo Fisher
Scientific) ja 1 pl aluselist fosfaadi FastAP-d (1U/ul, Thermo Fisher Scientific). Segus oleva
kahe komponendi I8ppkontsentratsioon oli 1U/ul. PCR produktidele lisati 1 pl ensttmide
mastermixi ja seejarel pandi nad tagasi PCR-masinasse. Valiti eelnevalt programmeeritud
puhastuse programm, mis on vélja toodud allpool. Kui puhastus oli labitud, viidi proovid otse

sekveneerimisele voi asetati -20 °C juurde hoiustama.
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PCR-masina programmid:

Ehhl (PCR)

Antikehade denaturatsioon 95 °C 1 min

Denaturatsioon 95°C 20 sek

Praimerite seondumine 55 °C 45 sek 10 tstklit, iga tslikkel -0.5 °C
Ekstensioon 68 °C 2 min

Denaturatsioon 95°C 20 sek

Praimerite seondumine 50 °C 45 sek 25 tstiklit

Ekstensioon 68 °C 2 min

Inkubatsioon 68 °C 2 min

Sdilitamine 7°C

Puhastus (FastAP ja Exo t66tlus)
Enstiimide aktivatsioon 37°C 30 min
Enstiiimide deaktivatsioon 80 °C 15 min

Séilitamine 7 °C

2.2.5. Sanger sekveneerimine
Sanger sekveneerimine viidi labi TU genoomika instituudi tuumiklaboris, kuhu saadeti PCR

produktid vastavate praimeritega. Tuumiklaboris viiakse sekveneerimine labi kas Applied

Biosystems 3130xI vdi 3730xI DNA Analyzer masinal.
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2.2.6. Konsensusjarjestuste kokkupanek programmiga CodonCode Aligner

Enne jargmiste etappide juurde siirdumist oli vajalik tuumiklaborist saadud toorandmed (le
vaadata. Selleks kasutati CodonCode Aligner programmi, kus oli v@imalik
konsensusjarjestused kokku panna. Konsensusjérjestused kéidi tkshaaval dle ja selle juures
eemaldati ebakvaliteetsed piirkonnad ning tekkinud vead parandati. Algselt pandi jarjestused
uhel lookusel kokku, mis koosnesid 11R, 11F ja 11S praimeripaaridest saadud jarjestustest.
Seejérel jooksutati 161k koikidest saadud jarjestustest blastn
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch) andmebaasi vastu, mille

abil saadi esialgne genotiilibi méérang.

Tdo6tavate proovide puhul jatkati tlejaadnud lookuste PCR-iga. Praimeripaari nr 9 kasutati ainult
genotlupide G6 ja G7 puhul, mistottu peamiselt teostati jargnev PCR praimeripaaride 1, 2, 3,
4,5, 6, 7,8, 10, 12 ja 13. Viie proovi puhul kasutati ka nr 9 praimeripaari (Tabel 1.). Kdik
saadud PCR-produktid viidi TU genoomika instituudi tuumiklaborisse sekveneerimiseks ja
kdikide jarjestuste toorandmete poOhjal saadi 18plik konsensusjarjestus kokku panna

CodonCode Aligner programmis.

CodonCode Aligner’is kasutati referentsiks G1 ja G3 genotiiubi puhul G1 téispikka genoomi,
mis on 17675 bp pikk (Kinkar et al., 2019) ja G7 puhul kasutati referentsiks G6 genotilbi
taispikka genoomi, mis on 13554 bp pikk (Laurimée et al., 2018b). Toorandmete analttisimisel
ei suutnud CodonCode Aligner seitsmendat lookust Oigesti referentsjérjestusele paigutada.
SeetOttu vaadeldi tervet seitsmendat lookust BioEdit programmis, tdnu millele saadi teada, et
lookuses esineb umbes 100 aluspaari pikkune link. Seejarel muudeti CodonCode Aligner’is
parameetreid, et programm tuvastaks vastava liinga ning 18plikud konsensusjarjestused saadi

kokku panna.

2.2.7. Bayesi fulogeneetiline ja filogeograafiline analtiis programmiga BEAST

BEAST ehk Bayesian Evolutionary Analysis by Sampling Trees on programmi pakett, mis
koosneb BEAULi, TreeAnnotator ja paljudes muudest programmidest. Paketti on véimalik

internetist tasuta alla laadida ja kasutada ning antud t66s kasutati BEAST v1.10.4 versiooni
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(Suchard et al., 2018). Analliis algas BEAUti programmiga, milles oli véimalik luua dige fail
BEAST programmi jaoks. BEAULi s avati jarjestused, mis olid FASTA formaadis ja seal saadi
Oiged parameetrid vastava mudeli jaoks valida. Selles t66s oli kasutatavaks mudeliks GTR +G
+1 (Gu et al., 1995) ja kasutati ranget molekulaarset kella (Drummond ja Bouckaert, 2015).
Parameetri tree prior puhul valiti eksponentsiaalne kasv (Griffiths ja Tavaré, 1994) ja kasutati
kaasuvaid parameetreid. Aposterioorse tBendosuse hindamiseks kasutati MCMC (Markov
Chain Monte Carlo) meetodit, kus kasutati 10 miljonit iteratsiooni ning valimisse kaasati iga
1000 seisund. BEAUti programmist saadi XML-fail, mis on loetav BEAST programmi jaoks.
Kui avati saadud XML-file BEAST-is, siis hakkas programm analliisi jooksutama, mis
olenevalt andemamahust vdis kesta minuteid, tunde, péevi voi lausa paar kuud. Kui programm
oli 16pule joudnud, 161 see kolm faili: OPS-fail, LOG-fail ja TREES-fail. OPS-faili andis
jooksutatud andmete kohta kokkuvotte ja ka infot vdimalike probleemide kohta. LOG-fail oli
vajalik Tracer programmi joaks ja TREES-fail oli kasutatav TreeAnnotator programmis. Antud
t00s kasutati Tracer v1.7.2 versiooni (Rambaut et al., 2018), kus saadi teada, kas kasutatavad
parameetrid olid sobivad nagu nditeks, kas valitud jooksutamispikkus on mottekas ehk ega ei
kasuta ilma asjata liiga palju ressursse. Lopliku evolutsioonipuu saadi TreeAnnotator v1.10.4
programmi abil (Drummond ja Rambaut, 2007; Suchard et al., 2018), milles kasutati Burnin
parameetriks 100000. Puu visualiseerimiseks kasutati FigTree v1.4.4 programmi

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Fulogeograafiline analiiis teostati samuti BEAST programmide paketi abil ja analtts viidi l&bi
BEAST kodulehel oleva d&petuse fiilogeograafiline levik diskreetses ruumis jargi
(http://beast.community/workshop_discrete_diffusion). Fllogeograafia uurimiseks vaadeldi
genotliupe G1 ja G3 eraldi. Analiiis algas BEAULti programmiga, kus méératleti igale proovile
vastav riik, kust see pérines. Kasutatavaks mudeliks oli GTR +| +G ja kasutati ranget
molekulaarse kella mudelit. MCMC ahelaid jooksutati 10 miljonit iteratsiooni ja valim
moodustus igast 1000 seisundist. Saadav fail jooksutati BEAST programmis ja vastav puu
koostati TreeAnnotator abil. Tulemuste visualiseerimiseks kasutati SpreaD3 v.0.9.6
programmi (Bielejec et al., 2016).

23



2.2.8. Fulogeneetiline analiis programmiga Network

Network v10 (https://www.fluxus-engineering.com/sharenet.htm) on vabavara, mille abil sai
koostada fulogeneetilisi vorgustikke. Programmi kasutamisel oli vajalik eelnevalt soovitud
jarjestused joondada, mida tehti Muscle programmi (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/) abil ja
saadud FASTA-fail oli vajalik RDF-formaati panna. Selleks kasutati DnaSP v6.12.03
programmi (Rozas, 2009), mis oli vdimeline genereerima soovitud RDF-faili. Saadud failis oli
haplotuipide informatsioon ja kajastati ka vastav andmetabel, kus oli kdikide jarjestuste kohta
andmed. Seejdrel saadi faili Network programmis avada, mis arvutas vastava vorgustiku vélja
ja joonistas selle vélja. Saadud vorgustikul pidi haplotlbid késitsi tmber paugutama nii, et

kdik oleksid loetavad. Viimasena tuli ka haplotiipide koodid oma margistusega asendada.

Ké&esolevas t60s kasutati Network programmi ka I6plikute genotlipide mééaramiseks. Selle
jaoks analulsiti mitogenoomi jarjestustest nad5 geeni jarjestusi ja teostati joondus. Seejarel
koostati nende andmete pdhjal fiilogeneetiline vorgustik, kus haplotidbid paigutusid kahte
klaadi. Uks klaad vastas G1 genotiibile ja teine G3 genotilibile, tinu millele saadi kikidele

proovidele dige genotiilip méérata.
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2.3. Tulemused

Kéesoleva t60 raames sekveneeriti 86 uut mitokondri genoomi jarjestust. Saadi peaaegu

taielikud mitogenoomid, mille 16pp-pikkuseks on 11 549 aluspaari.

2.3.1. Pakistani, India ja Ukraina proovide genotiibid

Proovid Pakistanist, Indiast ja Ukrainast jagunesid kahte suuremasse klaadi — G1 genotip ja
G3 genotiip. Suurem, G3 genottitibiga, klaad jaotub omakorda kolmeks vaiksemaks klaadiks.
Suuremas klaadis on kokku 61 jarjestust, mis on kdik G3 genotiiibiga ning vaiksemas klaadis
on 25 jarjestust G1 genotilbiga (Joonis 2). Pakistani proovidest on 15 jarjestust G1
genotliubiga ja 45 G3 genotliubiga. India proovidest on kuus G1 genotulbiga ja 16 G3
genotliubiga ning kdik neli Ukraina proovi jaotusid G1 genotlubi alla. Genotliubid G1 ja G3
eristusid Uksteisest selgelt 42 mutatsiooniga, valja arvatud proov PAK64. Nimelt sisaldas
proov PAK64 mutatsioone, mis on omased nii G1 kui ka G3 genotiiiibile. Ulekaalus on G1
omased mutatsioonid, mist6ttu paigutub proov G1 klaadi poole ja kuulub vastavasse klaadi
(Joonis 3).

Kaheksakiimmend kuuest Pakistani, India ja Ukraina proovidest saadud haplotiipide
mitmekesisus oli kdrge (Hd=0,9992). Proovide hulgast, mis jaotusid G3 genotuubi alla, saadi
kolm hasti toetatud (aposterioorne tdendosus > 0,90) monofileetilist haplogruppi (Joonis 2).
Haplogrupid koosnevad nii Pakistani kui ka India proovidest, valja arvatud ks haplogrupp
(Joonis 2; B), kus on proovid ainult Pakistanist. G3 genotiiiibi (N=61) haplotidpide
mitmekesisus eraldi voetuna oli vaga kdrge (Hd=1) ja G1 (N=25) haplotiilipide mitmekesisus
samuti kdrge (Hd=0,9967). G1 genotlubi puhul saadi Uks hasti toetatud haplogrupp, mille
aposterioorne tdendosus oli eriti kdrge (=1). Haplogrupp koosneb proovidest, mis on
Pakistanist, Indiast ja Ukrainast.

Uuritud proovide haplotlupide mitmekesisus on Hd ~ 0,999 ja nukleotiidide mitmekesisus n
on 0,00256. Neutraalsusindeksitest Fu ja Li D testi ning Tajima D testi tulemused olid mélemad
negatiivsed ja statistiliselt olulised (FLD=-4,20736, p < 0,02; D=-1,81897, p < 0,05).

Negatiivsed tulemused viitavad jarsule ekspansioonile. Kogu valimist moodustasid Pakistani
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proovid peaaegu 70%, mistdttu teostati nende puhul neutraalsusindeksite testid eraldi. G1
genotliubiga proove on 15 ja neutraalsusindeksid on mdlemad negatiivsed ning statistiliselt
oluline on vaid Tajima D tulemus (FLD=-2,19895, p > 0,05; D=-1,82705, p < 0,05). G3
genotulbiga proove on 45 ja neutraalsusindeksid on samuti negatiivsed ning tulemused on
statistiliselt olulised (FLD =-3,64572, p < 0,02; D=-2,40626, p < 0,01).

30E4

Joonis 2. Pakistani, India ja Ukraina Echinococcus s.s. G1 (N=25) ja G3 (N=61) Bayesi
fulogeneetiline puu (programm BEAST). Varviliste kastidega on téhistatud neli klaadi (A-D),

mille aposterioorne tdendosus on >0,90 ja mis sisaldas viit voi enamat haplottdipi.
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Joonis 3. Pakistani, India ja Ukraina péritolu Echinococcus granulosus s.s. G1 (N=25) ja G3
(N=61) isolaatide fllogeneetiline vorgustik (programm Network). Kollased tapid tahistavad
Pakistanist, Indiast ja Ukrainast proove ning punased t&pid tahistavad mediaanvektorite
asukohti. Kahe klaadi vahel olevad arvud néitavad genotliipide G1 ja G3 vahelist
mutatsioonide arvu. Kollase tépi sees olev number tahistab, mitu genotlpi Ghes haplotidbis
on. Kui puudub arv, siis see néitab, et tegemist on Uhe genotiibiga thes haplotubis.

Varviliselt on tahistatud neli klaadi (A-D), mille aposterioorne téen&osus on >0,90.

2.3.2. Fulogenees laiendatud andmekogumi pdhjal

Autori poolt anallisitud 86 proovile veti lisaks juba eelnevalt sekveneeritud 280 genotiubi
G1 mtDNA jarjestust ja 55 genotiiibi G3 jarjestust. 280 mtDNA jarjestusest périnesid 211
Kinkar et al. (2018a) t66st ja 69 mtDNA jarjestust parinesid Maris Parna magistritdost (Parn,
2019). G3 genotiubi 55 mtDNA jérjestustest saadi 39 Kinkar et al. (2018b) t66st ja 16 Maris
Parna magistritoost. Kokku saadi 421 mtDNA jdrjestust, mis parinesid 24 erinevast riigist.
Jérjestused moodustasid kaks selgelt eristuvat klaadi. Uks klaad koosnes genotiiiip G1 ja teine

genotlup G3, mis olid tksteisest selgelt eraldatud 39 mutatsiooni vérra (Joonis 4).
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G3
(N=116)

Joonis 4. Echinococcus granulosus s.s. flilogeneetiline vorgustik (N=421; programm Network)
koos genotliupide G1 (N=305) ja G3 (N=116). Arv tahistab mutatsioone kahe klaadi vahel.

2.3.3. Genotulbi G1 fulogenees

Laiendatud andmestik sisaldas 305 mtDNA jarjestust, mis olid genotliibiga G1. Kokku
moodustus 256 haplotliupi ja haplotiidbi mitmekesisus oli suur (Hd=0,9972). Samuti
moodustus 26 haplotulpi, mis sisaldas kahte jarjestust, viis haplotitpi, mis sisaldas kolme
jarjestust ja tks haplotutpi, mis sisaldas 14 jarjestust. Haplotiiiibid moodustasid kokku 14

suuremat klaadi, milles aposterioorne téendosus oli suurem kui 0,90 (Joonis 5).

A haplogrupis on jarjestusi viiest Riigist: Armeenia, Albaania, Iraan, Moldova ja Turgi. B

haplogrupp koosneb Armeenia, Kreeka ja Turgi proovides, C haplogrupp Mongoolia ja Trgi

proovidest. D grupis esineb India, Iraani ja Pakistani proove, E grupis on ainult India ja

Pakistani proovid ning F haplogrupis on Tuneesia ja Alzeeria jarjestused. G haplogrupp

sisaldab jarjestusi viiest riigist: Armeenia, Hispaania, Iraan, Pakistan ja Turgi. H ja |
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haplogrupis on Armeenia, Pakistani ja Tlrgi proovid ning J grupis lisandub nendele riikidele
veel Iraan. K haplogruppi kuuluvad Argentiina, Brasiilia, Mchhiko ja Tsiili jarjestused. L
haplogrupis on kbige enam riike esindatud — Iraan, Moldova, Mongoolia, Rumeenia, Turgi ja
Ukraina. M haplogrupis on Alzeeria, Hispaania ja Itaalia jarjestused esindatud ning N
haplogrupis on Alzeeriast, Austraaliast, Hispaaniast, Soomest ja Tuneesiast périt proovid.
Enamasti on haplogruppides jarjestused, mis tulevad kdrvuti vOi lahestikku paiknevatest
riikidest. Erandiks on haplogrupid G, L ja N. G haplogrupis paigutuvad Turgi, Armeenia,
Pakistan ja Iraan jarjestikku, kuid grupis on ka Hispaaniast proov. Hispaania paigutub Turgi
poolt vaadatuna teisel pool Vahemerd. L grupis eristub Mongoolia oma asukoha poolest
Ukraina, Rumeenia, Turgi, Moldova ja lIraanist, mis paiknevad Musta mere Umbruses. N
haplogrupp on véga omapérane, sest Vahemere imbritsevate riikidele (Tuneesia, Alzeeria ja
Hispaania) lisanduvad proovid Austraaliast ja Soomest, mis ei paikne geograafiliselt 1ahestikku
(Joonis 6).

Nagu eelnevalt mainitud, on haplotutpide mitmekesisus kdrge. Nukleotiidide mitmekesisuse
nditaja T on 0,00134. Neutraalsusindeksitest on Fu ja Li D testi ning Tajima D testi tulemused
negatiivsed ja mdlemad on statistiliselt olulised tulemused, eriti Tajima D (FLD=-9,11980;
p < 0,02; D=-2,78441, p < 0,001). Koérge haplotulbi mitmekesisus ja madal nukleotiidide
mitmekesisus viitavad kiirele ekspansioonile, mida negatiivsed neutraalsusindeksid ka

kinnitavad.
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Joonis 5. Echinococcus granulosus s.s. genotitibi G1 (N=305) Bayesi fuillogeneetiline sugupuu.
Vérviliste kastidega on tahistatud 14 klaadi (A-N), mille aposterioorne tdendosus on >0,90 ja

mis sisaldas viit voi enamat haplotupi.
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Joonis 6. Echinococcus granulosus s.s. genotiiibi G1 (N=305) fulogeneetiline vorgustik.

Kollased tépid tahistavad proove ning punased tépid tadhistavad mediaanvektorite asukohti.
Kollase tapi sees olev number tahistab, mitu genotulpi Ghes haplotidbis on. Kui puudub arv,
siis see néitab, et tegemist on the genotiibiga thes haplotulbis. Varviliselt on nédidatud 14
klaadi (A-N), mille aposterioorne tdendosus Bayesi fllogeneesipuul on >0,90.
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2.3.4. Genotulbi G3 fulogenees

Laiendatud andmestikuga saadi kokku 116 mtDNA jarjestust, mis olid G3 genotiiubiga. Kokku
moodustus 107 haplottpi, millest seitse sisaldasid kahte jarjestust ja ks kolme jarjestust.
Haplotlubid moodustasid viis suuremat klaadi, mille aposterioorne tdendosus oli tle 0,90
(Joonis 7).

Haplogrupp A sisaldab jarjestusi, mis parinevad Indiast ja Pakistanist. B haplogrupp sisaldab
jarjestusi viiest riigist, milleks on: Alzeeria, Bulgaaria, Hispaania, Itaalia ja Prantsusmaa. C
haplogrupp sisaldab samuti jarjestusi viiest riigist, milleks on Armeenia, Iraan, Pakistan,
Rumeenia ja Turgi. D haplogrupp sisaldab proove Indiast ja Pakistanist ning E haplogrupp
koosneb lIraani ja Pakistani jarjestustest. K&ik moodustunud klaadid sisaldavad proove

geograafiliselt l1&hedastest piirkondadest.

Haplotlupide mitmekesisus on korge (Hd = 0,9985) ja nukleotiidide mitmekesisuse néitaja 7
on 0,00132. Neutraalsusindeksitest on Fu ja Li D testi ning Tajima D testi tulemused taaskord
negatiivsed ja mdlemad on statistiliselt olulised tulemused, eriti Tajima D (FLD=-6,32892;
p < 0,02; D=-2,71062, p < 0,001). Koérge haplotulbi mitmekesisus ja madal nukleotiidide
mitmekesisus viitavad kiirele ekspansioonile, mida negatiivsed neutraalsusindeksid

kinnitavad.
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Joonis 7. Echinococcus granulosus s.s. genotiitibi G3 (N=116) Bayesi fiilogeneetiline sugupuu.
Varviliste kastidega on tahistatud viis klaadi (A-E), mille aposterioorne tdendosus on >0,90 ja

mis sisaldas viit vOi enamat haplotidpi.
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Joonis 8. Echinococcus granulosus s.s. genotiiibi G3 (N=116) fllogeneetiline vdrgustik.

Kollased tépid tahistavad proove ning punased tépid tahistavad mediaanvektorite asukohti.

Kollase tapi sees olev number tahistab, mitu genotulpi Ghes haplotidbis on. Kui puudub arv,

siis see néitab, et tegemist on Uhe genotulbiga Uhes haplotulbis. Varviliselt on naidatud 5

klaadi (A-E), mille aposterioorne tdendosus Bayesi filogeneesipuul on >0,90.

2.3.5. Genotulbi G1 fulogeograafia

Genotlubi G1 proovid, milles koostati Bayesi fulogeograafiline anallius, parinesid 24 erinevast

riigist. Analiiusis tuli valja 22 levikuteed, mille Bayesi faktor oli Gile kimne. Levikuteedes on

kolme Bayesi faktor ile 1000 ning uheksal teel on Bayesi faktor lausa 95840 (Joonis 9).

Uldiselt kehtib reegel, et kui Bayesi faktor on iile kolme, siis on levikutee oluline (Kass ja

Raftery, 1995).
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Koige tugevamalt toetatud on teed Tsiilist Mongooliasse, Argentiinast Iraani, Brasiiliast
Marokosse, Albaaniast Marokosse, Kreekast Marokosse, Alzeeriast Marokosse, Hispaaniast
Marokosse, Rumeeniast Marokosse ja Marokost Soome. G1 genotulbi puhul on levik vaga
laialdane ja migreerumine toimub sagedasti ka geograafiliselt kaugematesse piirkondadesse.

Antud t66s kasutatavate proovide puhul on kdige massilisemalt toimunud migreerumine

Marokosse.

Joonis 9. Genotiulp G1 Bayesi fullogeograafilise analusi levikuteede kaart. Pruunid nooled
tahistavad levikuteesid, mille Bayesi faktor on tle 10. Roosad nooled tahistavad levikuteesid,
mille Bayesi faktor on (le 1000 ja kollased nooled tahistavad levikuteesid, mille Bayesi faktor
on vordne 95840.

2.3.6. Genotillbi G3 fulogeograafia

Genotutbi G3 proovid, millest koostati Bayesi flilogeograafiline analiilis, péarinesid 14
erinevast riigist. Analliusist saadi 15 levikuteed, mille Bayesi faktor oli tle viie. Nelja levikutee
puhul on Bayesi faktor ile 1000 (Joonis 10). Levikuteed Hispaaniast Bulgaariasse ja Turgist
Albaaniasse said kdige kdrgema Bayesi faktori (BF ~ 50811). Samuti on kbrge Bayesi
vaartusega levikuteed Kreekast Albaaniasse (BF ~ 3382) ja Alzeeriast Soome (BF = 1076).
Genotulbi G3 levimine toimub enamasti geograafiliselt 1&hedaste piirkondade vahel.
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Joonis 10. Genotlup G3 Bayesi fllogeograafilise analulsi levikuteede kaart. Pruunid nooled
tahistavad levikuteesid, mille Bayesi faktor on lle viie. Roosad nooled téhistavad levikuteesid,

mille Bayesi faktor on tile 1000.
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2.4. Arutelu

Antud t66 eesmargiks oli kaardistada Pakistanist, Indiast ja Ukrainast saadud parasiidiproovide
genotulbid ja analliisida nende geneetilist mitmekesisust mtDNA pdhjal. See vdimaldas
tdiendada olemasolevaid andmeid poistang-paelussi mitmekesisusest ja fulogeograafiast.
Eelnevatele olemasolevatele 22 riigi proovidele lisandus proove kolmest riigist. Kuna proovid
olid pohiliselt Lahis-Idast, aitasid need saada parema flilogeograafilise (levaate Lahis-lda
piirkonna kohta. L&his-lda ja Aasia piirkonnast oli olemas Armeeniast 37, Iraanist 29,
Kasahstanist iks, Mongooliast kolm ja Indiast viis proovi, millele lisandusid Pakistanist 60 ja
Indiast 22 proovi. Need tugevdasid fllogeograafia ldpilti, kus on proove veel Euroopast,

Ameerikast, Aafrikast ja Austraaliast.

Mitokondriaalse DNA analliusi pdhjal on voimalik genotliipe G1 ja G3 selgelt eristada.
Genotuibid eristusid tiksteisest 39 mutatsiooni vorra. Eelnevalt on teada, et E. granulosus s.s.
genotiiiip G1 on kdige suurema levikuga kdikidest genotiitipidest (nt Casulli et al., 2012; Snabel
et al., 2009) ja seda kinnitab ka kaesolev t60, kus 421 uuritavast proovist umbes 72% olid G1
genotliubiga. Antud t66 raames koostatud 86 uue mtDNA jarjestuste hulgas oli aga see-eest
ullatavalt palju G3 genotliiibiga proove — umbes 71%. See vGib tuleneda sellest, et maailma
mdistes on G3 genotuiibi osakaal kdige suurem Indias (Sharma et al., 2013). Pakistan on India

naaberriik, mistdttu vdib G3 osakaal ka Pakistanis suurem olla.

G1 ja G3 genotlubi levikumustrid on samuti selgelt eristatavad Uksteisest. G1 genotliup on
esindatud viiel kontinendil ning migratsioon ei ole geograafiliselt piiritletud. Selline levimine,
kus on ookeane ja suuri vahemaid Uletatud, vGivad tuleneda intensiivsest loomakaubandusest
(Kinkar et al., 2016). G3 genotudbi levik vdrreldes G1 genotliiibiga on tunduvalt vaiksem ja
on geograafiliselt piiritletud. Levik toimub pd&hiliselt naabruses olevate voi lahestikku
paiknevate riikide vahel, kus migratsioon saab toimuda loomulik teel. Mdned kaugemad
rannakud on tdendoliselt seotud loomakaubandusega. Nii G1 kui ka G3 genotiiibi puhul leidus
proove, mis parinesid inimeselt. See tdéhendab, et tdnapéeva globaalses maailmas voidi nakkus
mujalt saada kui kodumaalt, mis seletab samuti E. granulosus s.s. suuremaid migreerumise

vahemaid.

Arvatakse, et loomakaubandus sai alguse La&his-ldast, kus kaubeldi algselt sdralistega

(‘Yanagida et al., 2012) ning loomakaubandus on véga aktiivne olnud ka Vahemere &arsetes
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piirkondades (Kinkar et al., 2016). Seda mustrit on kohati ndha G1 ja G3 levimissuundades.
G3 puhul on levimist pdhiliselt néha Vahemere aarsetes piirkondades kui ka Lahis-1das. G1
genotlubil on tihe levimine Vahemere &&rses piirkonnas, kuid lejd&nud levimus on vdga
globaalne. Levimisteede pdhjal saab vaita, et suure tdendosusega algas levimus Vahemere ja
Lahis-Ida piirkonnast. Mdlemad genotiilibid on tugevalt esindatud Vahemere aarsetes

piirkondades ja G3, mis on pigem loomuliku levikuga, on Lé&his-1das tugevalt esindatud.

Antud t66 pohjal ndime, et G1 ja G3 genotilpide mitmekesisus on kdrge. Huvitaval kombel
on aga G1 genotuip fulogeograafiliselt ndrgalt struktureeritud ehk samast regioonist parinevad
isolaadid on tihti geneetiliselt Uksteisest kauged. Sellist fenomeni seletab samuti intensiivne
loomakaubandus, sest nii suurendatakse tahtmatult ja kuntslikult geneetilist mitmekesisust. G3
genotliubi puhul t&heldame vastupidist, kus genotulp on filogeograafiliselt hasti
struktureeritud. Geograafiliselt l&hedased isolaadid on ka suuremalt jaolt geneetiliselt
lahedased. Selle pdhjal saab jareldada, et G1 genotliip on loomakaubanduse téttu
geograafiliselt segunenud, kuid G3 genotulbi fllogeograafiline jaotus tuleneb pigem

looduslikust levikust.

Peremehe eelistuste pdhjal on G1 genottiubil rohkem erinevaid liike, mida suudab nakatada kui
G3 genotlup. Seda téheldati ka siin t66s, kus G1 genotlubi puhul oli 8 ja G3 genotiibil 6
erinevat peremeest. G1 genotulbi peamiseks vaheperemeheks on lambad, aga ka veised, sead,
kaamelid, Kkitsed ja k&ngurud on sagedase vaheperemehed (Thompson ja McManus, 2002).
Antud toos oli enim vaheperemeestest lambad esindatud (N=144). Teised vaheperemehed olid
aga samuti arvukalt esindatud. Nendeks olid veised (N=97), inimesed (N=39), kitsed (N=9),
pihvlid (N=7), sead (N=5) ja metssiga (N=1). Andmetes oli ka kolm proovi 18pp-peremehelt,
kelleks oli siin dingo. G3 genotulbi peamisteks vaheperemeesteks peetakse veiseid ja
pihvleid, aga ka kitsed lambad ja sead vdivad vaheperemehed olla (Calderini et al., 2012;
Maillard et al., 2009; Thompson, 2008). Seda kinnitavad ka siinsed andmed, kus peamisteks
peremeesteks olid veised (N=44), seejarel lambad (N=31), pihvlid (N=20), kitsed (N=6),
kaamelid (4) ja ka inimesed (11). See né&itab kui lai peremeeste valik on nii G1 ja G3

genotlubil, mis suurendab samuti levikuvéimalusi.

Echinococcus granulosus s.s. genotliipidest pdhjustab ehhinokokoosi enim G1 genotup.
Seetdttu arvatakse ka, et G1 ja G3 nakatumisvdime erineb (Alvarez Rojas et al., 2014).

Kéaesoleva t60 andmed nditavad samuti, et G1 nakatab rohkem inimesi kui G3. G1 genotlipi
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esines 39 inimesel ja G3 genotlilp Uheteistkimnel inimesel. Need tulemused kinnitavad, et
nakatumisvdime vdib genotlubiti erineda, mistdttu on oluline erinevaid genotilpe eristada ja

maarata.
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KOKKUVOTE

Pdistang-paeluss Echinococcus granulosus s.s. on globaalse levikuga véike parasiidist paeluss.
Paelussi elutsiikkel pdhineb saakloom-kiskja suhtel, kus vaheperemeesteks on enamasti
soralised ja narilised, I6pp-peremeesteks koerlased. Parasiit pdhjustab nakatumise korral
tsustilist ehhinokokoosi, mis on URO Toidu- ja P&llumajandusorganisatsiooni poolt
kategoriseeritud teiseks kdige enam toiduga levivaks haiguseks. Tegemist on suure

rahvatervise probleemiga, mistottu on oluline E. granulosus mitmekesisust ja levikut uurida.

Antud t06 kirjeldab peamiselt Echinococcus granulosus s.s. G1 ja G3 genottipe. T60s
analliusiti 86 parasiidiproovi, mis périnesid Pakistanist, Indiast ja Ukrainast. Kokku
sekveneeriti 86 uut peaaegu tdielikku mtDNA jarjestust (11549 aluspaari), millest 61 olid G3
ja 25 G1 genotiiubiga. Andmekogu téiendati eelnevalt sekveneeritud 280 G1 genottdbi ja 55
G3 genotulbi homoloogiliste mtDNA jérjestustega, millega koos teostati flilogeneetiline ja

flilogeograafiline analius.

Autori poolt sekveneeritud 86 mtDNA jarjestuse puhul oli valdav enamus (71%) G3
genotulbiga. See voib tuleneda sellest, et enamik proove oli parit Pakistanist, mis asub Indias
naabruses, kus on kdige suurem G3 genotiiiibi osakaal. Genotiilbid eristusid tUksteisest selgelt,
valja arvatud Uks proov, millel oli nii G1 kui ka G3 iseloomulikke mutatsioone. Kogu
andmestiku fulogeneetiline uuring Kinnitab, et G1 ja G3 genotulbid on (ksteisest selgelt
eristatavad. Samuti kinnitavad andmed, et G1 on suurema levikuga kui G3 genotup. Lisaks
sellele on genottiupide mitmekesisus kdrge ja nukleotiidide mitmekesisus madal, mis viitab

kiirele ekspansioonile.

Fulogeograafiline anallitis nditab G1 globaalset levimust, kus parasiiti leidub viiel kontinendil
ning levimine on toimunud geograafiliselt kaugetesse paikadesse. Olulisi migratsioonisuundi
oli G1 genottubil Gheksa, millest kuus suundusid Marokosse. Liikumine Marokosse toimus
Brasiiliast, Alzeeriast, Kreekast, Albaaniast, Rumeeniast ja Hispaaniast. Samuti olid olulised
levikusuunad veel Marokost Soome, T$iilist Mongooliasse ja Argentiinast Iraani. G3 genotiiiibi
puhul oli olulisi migratsioonisuundi neli, milleks olid Turgist Albaaniasse, Kreekast
Albaaniasse, Hispaaniast Bulgaariasse ja Alzeeriast Soome. Uldiselt on G3 genotiiiibi levimus
pigem lokaalne ja geograafiliselt piiritletud. Andmete pdhjal saab véita, et G1 leviku lahtepunkt

vOis olla VVahemere piirkond ja G3 genotubil rohkem Lé&his-lIda vdi India. Genotliibi G1
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levikut on mdjutanud suure tdendosusega kdige enam loomakaubandus, kuid G3 on valdavalt

loodusliku levikuga.
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SUMMARY

Echinococcus granulosus sensu stricto is a small parasitic worm that is globally distributed.
The tapeworm’s lifecycle is based on a prey-predator relationship, where the intermediate hosts
are usually ungulates or rodents, and the definite hosts are canids. The Food and Agriculture
Organization of the United Nations categorizes echinococcosis as the second most common
food-borne disease. Due to its wide spread and impact on a carrier, echinococcosis is
considered a severe healthcare issue that is transmitted through an infection by the parasitic
worm E. granulosus. Therefore, it is important to research the diversity of the species E.

granulosus and its distribution.

This master’s thesis gives an overview about the tapeworm Echinococcus granulosus s.s. and
its genotypes G1 and G3. 86 parasitic samples from Pakistan, India, and Ukraine were analysed
for this thesis. Altogether, 86 nearly complete mtDNA sequences were sequenced (11 549 bp),
of which 61 were with the genotype G3, and 25 G1. These samples were compiled into a
database. 280 sequenced genotype G1, and 55 genotype G3 sequences were added to the
aforementioned database. Phylogenetic and phylogeographic studies were conducted for the
additional group of 86 together with the 335 samples.

The majority (71%) of the 86 mtDNA sequences conducted by the author were with the
genotype G3. This may have resulted from the overall global representation of the G3
genotype, because India has the largest percentage of G3 per capita in the whole world and the
bulk of the samples came from Pakistan, which borders India. Overall, all genotypes were
distinguishable, except for one sample, which contained characteristic mutations from G1 and
G3 genotypes. The phylogenetic analysis of the increased database confirmed that G1 and G3
genotypes are clearly distinguishable. The results also confirm that G1 is more widely
represented in the world than G3. In addition to that, the genotype diversity is high, and the

nucleotide diversity is low, which indicate a fast expansion.

The phylogeographical analysis shows that G1 is globally distributed, which means that it is
present in five continents, and it has spread to geographically distant regions. The G1 genotype
had nine important migration directions of which six were headed to Morocco. The journey to
Morocco started from Brazil, Algeria, Greece, Albania, Romania, and Spain. Important

migration directions were also the paths from Morocco to Finland, Chile to Mongolia, and
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Argentina to Iran. The genotype G3 had four important migration directions, which were from
Turkey to Albania, Greece to Albania, Spain to Bulgaria, and Algeria to Finland. Altogether
the G3 genotype’s distribution is more local and geographically limited. Based on the results
of this thesis, it is possible to hypothesize that the origin of the spread of the G1 genotype is in
the Mediterranean region, and the origin of G3 is in the Middle East or India. It is highly likely
that the spread of the G1 genotype has been influenced by animal trade, in contrast to G3,

which has mainly spread through natural distribution.
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LISA1

Antud t66s sekveneeritud Pakistanist, Indiast ja Ukrainast 86 jarjestuse lisainformatsioon.

Haplotilp  Laborikood  Tsiisti tiilip Organ Loom Sugu Vanus (aasta) Piirkond
PAK1 M1 hidatiivne kopsud veis emane 2 Pakistan, Multan
PAK2 M2 hiidatiivne kopsud kits emane 1 Pakistan, Multan
PAK3 M3 hidatiivne kopsud Kits emane 1 Pakistan, Multan
PAK4 M5 hidatiivne kopsud veis isane 3 Pakistan, Multan
PAKS M6 hiidatiivne kopsud veis emane 4 Pakistan, Multan
PAKG6 M7 hidatiivne kopsud veis emane 6 Pakistan, Multan
PAKY M9 hiidatiivne kopsud veis emane 5 Pakistan, Multan
PAK8 M11 hiidatiivne kopsud veis emane 2,5 Pakistan, Multan
PAK9 M12 hidatiivne kopsud veis emane 3 Pakistan, Multan
PAK10 M13 hiidatiivne kopsud veis emane 4 Pakistan, Multan
PAK11 M14 hidatiivne kopsud veis emane 7 Pakistan, Multan
PAK12 M15 hidatiivne kopsud veis emane 2 Pakistan, Multan
PAK13 M17 hiidatiivne kopsud veis emane 4 Pakistan, Multan
PAK14 M18 hidatiivne kopsud veis emane 2,5 Pakistan, Multan
PAK15 M19 hiidatiivne kopsud veis emane 3 Pakistan, Multan
PAK16 M20 hiidatiivne kopsud veis emane 3,5 Pakistan, Multan
PAK17 M21 hidatiivne kopsud veis isane 5 Pakistan, Multan
PAK18 M22 hiidatiivne kopsud veis emane 2 Pakistan, Multan
PAK19 M23 hidatiivne kopsud veis emane 8 Pakistan, Multan
PAK20 M25 hiidatiivne kopsud veis isane 3 Pakistan, Multan
PAK21 M26 hiidatiivne kopsud veis isane 2 Pakistan, Multan
PAK?22 M28 hiidatiivne kopsud veis isane 55 Pakistan, Multan
PAK24 M30 hiidatiivne kopsud veis isane 2,5 Pakistan, Multan
PAK25 M31 hiidatiivne kopsud veis isane 3 Pakistan, Multan
PAK26 M32 hiidatiivne kopsud veis isane 2 Pakistan, Multan
PAK27 M33 hiidatiivne kopsud veis isane 3,5 Pakistan, Multan
PAK28 M34 hiidatiivne maks veis isane 3 Pakistan, Multan
PAK30 M36 hiidatiivne kopsud veis isane 6,5 Pakistan, Multan
PAK32 M39 hiidatiivne kopsud veis emane 7 Pakistan, Multan
PAK33 M40 hiidatiivne kopsud veis emane 25 Pakistan, Multan
PAK34 M41 hiidatiivne kopsud veis emane 3 Pakistan, Multan
PAK35 M42 hiidatiivne kopsud veis isane 6 Pakistan, Multan
PAK36 M43 hiidatiivne kopsud veis emane 15 Pakistan, Multan
PAK37 M44 hudatiivne maks veis isane 35 Pakistan, Multan
PAK39 M49 hiidatiivne kopsud veis emane 2 Pakistan, Multan
PAK40 M52 hiidatiivne kopsud veis isane 3 Pakistan, Multan
PAKA41 M54 hiidatiivne kopsud veis isane 2 Pakistan, Multan
PAK42 M55 hiidatiivne kopsud veis isane 3,5 Pakistan, Multan
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PAKA41
PAK44
PAK45
PAK46
PAK47
PAKA48
PAK49
PAKS0
PAK51
PAKS52
PAKS3
PAK54
PAKS5
PAK56
PAK57
PAKS58
PAK59
PAKG0
PAK61
PAKG62
PAKG3
PAKG64
UKR1
UKR1
UKR2
UKR3
IND1
IND2
IND3
IND4
INDS
INDG
IND7
IND7
INDS8
IND9
IND10
IND11
IND12
IND13
IND14
IND15
IND16
IND17

M58
M59
M60
M61
M62
M63
M64
M65
M66
M67
M68
M69
1S
2S
3S
4S
5S
7S
1R
2R
SR
7R
UKR4
UKR5
UKR7
UKRS
IND 1M
IND 1P
IND 2M
IND 2P
IND 3M
IND 3P
IND 4M
IND 4P
IND 5M
IND 5P
IND 6A M
IND 6A P
IND 6B M
IND 6B P
IND 6C M
IND 6C P
IND 6D M
IND 6D P

hudatiivne
hidatiivne
hudatiivne
hudatiivne
hidatiivne
hudatiivne
hidatiivne
hidatiivne
hudatiivne
hidatiivne
hudatiivne
hudatiivne
fertiilne
lubjastunud
fertiilne
lubjastunud
infertiilne
lubjastunud
kiips
kiips
kilips
ebakiips
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

maks
kopsud
kopsud
kopsud
kopsud
kopsud
maks
kopsud
kopsud
kopsud
kopsud
kopsud
kopsud
kopsud
kopsud
kopsud
kopsud
maks
maks
maks
maks
maks
NA
NA
kopsud
kopsud
maks
maks
maks
maks
maks
maks
maks
maks
maks
maks
maks
maks
maks
maks
maks
maks
maks
maks

veis
veis
veis
veis
veis
veis
veis
veis
veis
veis
veis
veis
Kits
kits
lammas
Kits
kits
Kits
lammas
veis
veis
veis
Kits
Kits
siga
siga
puhvel
puhvel
pihvel
puhvel
pihvel
pihvel
puhvel
pihvel
puhvel
puhvel
pihvel
puhvel
pihvel
pihvel
puhvel
pihvel
puhvel
puhvel
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emane
emane
isane
emane
isane
emane
emane
isane
isane
emane
emane
emane
isane
emane
emane
emane
isane
isane
isane
isane
emane
emane
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

2 kuni 4
tle 4
1 kuni 2
2 kuni5
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Pakistan, Multan
Pakistan, Multan
Pakistan, Multan
Pakistan, Multan
Pakistan, Multan
Pakistan, Multan
Pakistan, Multan
Pakistan, Multan
Pakistan, Multan
Pakistan, Multan
Pakistan, Multan
Pakistan, Multan
Pakistan, Swat
Pakistan, Swat
Pakistan, Swat
Pakistan, Swat
Pakistan, Swat
Pakistan, Swat
Pakistan, Rawalakot
Pakistan, Rawalakot
Pakistan, Rawalakot
Pakistan, Rawalakot
Ukraina, Poltava
Ukraina, Poltava
Ukraina, Kiiev
Ukraina, Kiiev
India
India
India
India
India
India
India
India
India
India
India
India
India
India
India
India
India
India



IND18 IND 6E M NA maks pihvel NA NA
IND19 IND 6E P NA maks pihvel NA NA
IND20 IND 6F M NA maks puhvel NA NA
IND21 IND 6F P NA maks puhvel NA NA
NA — andmed teadmata
LISA 2
Laiendatud andmekogumi proovid (N=421).
Genotlup G1
Haplotilp Laborikood Loom Riik
PAK1 M1 veis Pakistan
PAK2 M2 Kits Pakistan
PAK11 M14 veis Pakistan
PAK14 M18 veis Pakistan
PAK?24 M30 veis Pakistan
PAK30 M36 veis Pakistan
PAK39 M49 veis Pakistan
PAK44 M59 veis Pakistan
PAK46 M61 veis Pakistan
PAKA47 M62 Veis Pakistan
PAK51 M66 Veis Pakistan
PAK57 3S lammas Pakistan
PAKG62 2R veis Pakistan
PAKG63 5R veis Pakistan
PAKG64 7R Veis Pakistan
UKR1 UKR4 Kits Ukraina
UKR1 UKR5 Kits Ukraina
UKR?2 UKR7 siga Ukraina
UKR3 UKR8 siga Ukraina
IND5 IND 3M puhvel India
IND6 IND 3P puhvel India
IND11 IND 6A P puhvel India
IND15 IND 6C P puhvel India
IND17 IND 6D P puhvel India
IND18 IND 6E M puhvel India
IND25 MI2 puhvel India
MEX1 8G siga Mehhiko
ARGl A42 veis Argentiina
ARG2 Al7 lammas Argentiina
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India
India
India
India



ARG3
ARG4
ARG5S
ARG6
ARG7
ARG7
ARG7
ARG7
ARG7
ARG7
ARG7
ARG7
ARG7
ARG7
ARG7
ARG7
ARG7
ARG7
ARGS
ARG9
ARGI10
ARGI10
ARG11
ARG12
ARG13
ARG14
ARG15
CHI1
CHI2
CHI2
CHI3
CHI4
CHI4
BRA4
BRAS
BRAG
BRA7
BRAS
BRA9
BRA10
BRA1l
BRA12
BRA13
BRA13
BRA13
ARG16
ARG17
ARG18

A43
A40
A21
Al9
Al
A23
A24
A29
A30
A37
A47
A50
A52
AS53
A54
A55
H433
P68
A2
S0212
A35
H567
P69
AS57
A4l
Al0
Al3
TS15
TS6
TS14
TS16
TS12
TS18
H440
H442
H439
H574
H369
H172
H575
H404
H424
H408
H429
H585
P66
P67
P76

veis
veis
lammas
lammas
veis
lammas
lammas
lammas
lammas
veis
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
veis
veis
veis
lammas
veis
veis
veis
lammas
veis
siga
veis
veis
veis
veis
Veis
Veis
veis
veis
Veis
Veis
Veis
veis
veis
Veis
veis
veis
Veis
Veis
veis
veis
Veis
lammas
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Argentiina
Argentiina
Argentiina
Argentiina
Argentiina
Argentiina
Argentiina
Argentiina
Argentiina
Argentiina
Argentiina
Argentiina
Argentiina
Argentiina
Argentiina
Argentiina
Brasiilia
Argentiina
Argentiina
Argentiina
Argentiina
Brasiilia
Argentiina
Argentiina
Argentiina
Argentiina
Argentiina
Tsiili
Tsiili
Tsiili
Tsiili
Tsiili
Tsiili
Brasiilia
Brasiilia
Brasiilia
Brasiilia
Brasiilia
Brasiilia
Brasiilia
Brasiilia
Brasiilia
Brasiilia
Brasiilia
Brasiilia
Argentiina
Argentiina
Argentiina



ARGI19
SPA10
SPA1l
SPA12
SPA13
SPA14
SPA15
SPA16
SPA16
SPA17
SPA18
SPA19
SPA19
SPA20
TUR10
TUR11
TUR12
TURI13
TUR13
TUR14
TURI15
TURI16
TUR17
TUR17
TUR18
TUR19
TUR19
TUR20
TUR20
TUR20
TUR21
TUR22
TUR23
TUR24
TUR25
TUR26
TUR27
TUR28
TUR29
TUR30
TUR31
TUR32
TURS3
TUR34
TUR35
TUR36
TURS37
TURS8

P70
2G
P2
P16
P52
12G
P21
P3
P4
P15
P47
P51
P53
P61
83
69
119
E4
H46
31
S112
149
H11
H56
s121
H42
H47
9
s15
516
H38
s2
s13
H9
H43
T1
H55
30
$104
$107
H15
H14
S142
33
S141
S124
S77
135

lammas
inimene
lammas
lammas
Kits
metssiga
lammas
lammas
lammas
lammas
siga
Kits
Kits
inimene
veis
veis
lammas
veis
lammas
veis
lammas
veis
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
Veis
lammas
lammas
veis
lammas
inimene
lammas
veis
veis
lammas
veis
veis
lammas
Veis
lammas
lammas
Veis
lammas
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Argentiina
Hispaania
Hispaania
Hispaania
Hispaania
Hispaania
Hispaania
Hispaania
Hispaania
Hispaania
Hispaania
Hispaania
Hispaania
Hispaania
Targi
Turgi
Turgi
Turgi
Targi
Targi
Turgi
Turgi
Targi
Targi
Targi
Turgi
Turgi
Targi
Targi
Targi
Turgi
Turgi
Targi
Targi
Turgi
Turgi
Turgi
Targi
Targi
Turgi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi



TURS39
TUR40
TUR40
TUR41
TUR42
TURA43
TUR44
TUR44
TUR45
TURA46
TUR46
TUR47
TURA48
TURA49
TURS0
TURS51
TUR52
TURS3
TURS4
TURS5
TURS5
TURS5
TURS6
TURS7
TURS8
TUR59
TURGO
TURG1
TURG2
TURG3
TURG4
TURG5
TURG6
TURG7
TURGS
TURG9
TURT70
TUR71
TUR72
TURT73
TURT73
TUR74
TURT75
TURT76
TURT77
TURT78
TURT9
TURS0

H60
H25
H59
S144
S53
S154
S99
S120
S14
H24
H7
S78
H22
H51
H39
H29
S146
S138
H49
S1
S7
S12
H34
S136
H41
H53
H2
H12
H8
H1
S129
H32
H36
E3
S111
T10
H13
H5
T4
H16
H57
S117
H20
H58
S20
H50
S19
T2

lammas
lammas
lammas
lammas
veis
lammas
veis
lammas
lammas
veis
veis
veis
veis
lammas
lammas
veis
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
veis
lammas
lammas
lammas
veis
veis
veis
veis
lammas
lammas
veis
veis
lammas
inimene
Veis
veis
inimene
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
veis
lammas
Veis
inimene
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Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Turgi
Turgi
Turgi
Targi
Targi
Turgi
Turgi
Targi
Targi
Targi
Turgi
Turgi
Targi
Targi
Targi
Turgi
Turgi
Targi
Targi
Turgi
Turgi
Turgi
Targi
Targi
Turgi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi



TURS1
TURS82
TURS82
IRA7
IRA8
IRA9
IRA10
IRA11
IRA12
IRA13
IRA14
IRA15
IRA16
IRA17
IRA18
IRA18
IRA18
IRA19
IRA20
IRA20
IRA21
IRA22
IRA22
IRA23
IRA24
IRA25
ITAS
ITAG
ITA7
ITA8
ITA9
ITA10
ITALl
ITALl
ITA12
ITA13
ARM12
ARM13
ARM13
ARM14
ARM15
ARM16
ARM17
ARM18
ARM19
ARM20
ARM?21
ARM?22

S91
S109
S148
IR31
IR24
IR29

N1

IR18
IR49
IR33
IR51
IR19
IR13
IR32
IR11
IR12
IR14
IR35
IR46
IR47
IR27
IR22
IR23
IR17
IR52
IR21
VA3
VA7
HIP9
IT10

IT3
VA6
AC3
AC4
VAl

VAl4
ARM12
ARM11
ARM13
ARM35
ARM40

ARMS
ARM14

ARMb5

ARM33
ARM3

ARM31

ARM45

veis
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
Kits
lammas
velis
lammas
veis
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
Kits
inimene
inimene
lammas
lammas
lammas
lammas
veis
lammas
lammas
lammas
inimene
veis
Veis
lammas
lammas
lammas
Kits
lammas
Veis
lammas
lammas
inimene
veis
inimene
lammas
inimene
veis
inimene
Veis
lammas
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Turgi
Targi
Targi
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Itaalia
Itaalia
Itaalia
Itaalia
Itaalia
Itaalia
Itaalia
Itaalia
Itaalia
Itaalia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia



ARM?23
ARM?24
ARM?25
ARM26
ARM27
ARM?28
ARM?29
ARM30
ARM31
ARM32
ARM33
ARM34
ARM35
ARM36
TUN1
TUN2
TUN3
TUN3
TUN4
TUNS
TUNS
TUNG6
TUN7
TUNS8
TUN9
TUN9
TUNI10
TUN11
TUN12
TUN13
TUN14
TUNI15
TUN16
TUN17
TUN17
TUNI18
TUN19
TUN19
TUN19
TUNZ20
TUN21
TUN22
TUN22
TUN23
TUN24
TUN24
TUN25
TUN26

ARM46
ARM42
ARM49
ARM50
ARM15
ARM?2
ARM30
ARMA48
ARM43
ARM1
ARM29
ARM41
ARM32
ARM19
ou9
Oou1l7
U167
U183
u32
U66
uso
U3
ou14
OuU1l6
U120
Ou10
ou7
U33
ous
ou20
ouz1
OuU13
u17
Ou5
Ou6
us2
U30
Ou15
ou18
us
u62
U118
U141
Ou12
u44
us57
ouz23
U110

lammas
veis
lammas
lammas
lammas
lammas
inimene
lammas
velis
lammas
lammas
lammas
inimene
lammas
inimene
inimene
veis
veis
lammas
inimene
lammas
lammas
inimene
inimene
lammas
inimene
inimene
lammas
inimene
inimene
inimene
inimene
lammas
inimene
inimene
lammas
lammas
inimene
inimene
lammas
lammas
lammas
Veis
inimene
lammas
lammas
inimene
lammas
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Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia



TUN27
TUNZ28
TUN29
TUNBSO0
ALG2
ALG3
ALG4
ALGS
ALG6
ALG7
ALGS8
ALG9
ALG10
ALG11
ALG12
ALG13
AUS1
AUS2
AUS3
FRA3
FINZ2
KAZ1
MON1
MON1
MON?2
MOL1
MOL2
MOL3
MOR1
ROM2
ROM3
ALB2
ALB3
GRE3
GRE4
GRE4

Uils54
Uil
U117
ou2
ZA34
ZA25
ZA32
ZA13
ZA20
ZA26
ZA27
ZA24
ZA1l
ZA31
ZA23
ZA12
J1i
J2
J3
5455
FIN16
B20
J88
Jo1
J86
6187
6214
6200
4150
7G
HS4
ALB3
ALB4
VALl7
V8
VAl6

veis
lammas
lammas
inimene
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
dingo
dingo
dingo
veis
inimene
inimene
inimene
inimene
inimene
lammas
veis
lammas
veis
inimene
Veis
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas

Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
AlZeeria
AlZeeria
AlZeeria
AlZeeria
AlZeeria
AlZeeria
AlZeeria
AlZeeria
AlZeeria
AlZeeria
AlZeeria
AlZeeria
Austraalia
Austraalia
Austraalia
Prantsusmaa
Soome
Kasahstan
Mongoolia
Mongoolia
Mongoolia
Moldova
Moldova
Moldova
Maroko
Rumeenia
Rumeenia
Albaania
Albaania
Kreeka
Kreeka
Kreeka
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Genotuup G3

Haplotiip Laborikood Loom Riik
PAK3 M3 Kits Pakistan
PAK4 M5 veis Pakistan
PAK5 M6 veis Pakistan
PAKG6 M7 veis Pakistan
PAKY M9 veis Pakistan
PAKS M11 veis Pakistan
PAK9 M12 veis Pakistan

PAK10 M13 veis Pakistan
PAK12 M15 veis Pakistan
PAK13 M17 veis Pakistan
PAK15 M19 veis Pakistan
PAK16 M20 veis Pakistan
PAK17 M21 veis Pakistan
PAK18 M22 veis Pakistan
PAK19 M23 veis Pakistan
PAK?20 M25 veis Pakistan
PAK?21 M26 veis Pakistan
PAK?22 M28 veis Pakistan
PAK?26 M32 veis Pakistan
PAK27 M33 veis Pakistan
PAK?28 M34 veis Pakistan
PAK?29 M35 veis Pakistan
PAK32 M39 veis Pakistan
PAK33 M40 veis Pakistan
PAK34 M41 veis Pakistan
PAK35 M42 veis Pakistan
PAK36 M43 Veis Pakistan
PAK37 M44 Veis Pakistan
PAK40 M52 veis Pakistan
PAK41 M54 Veis Pakistan
PAK41 M58 veis Pakistan
PAKA42 M55 veis Pakistan
PAK45 M60 Veis Pakistan
PAKA48 M63 veis Pakistan
PAK49 M64 veis Pakistan
PAK50 M65 Veis Pakistan
PAKS52 M67 veis Pakistan
PAK53 M68 veis Pakistan
PAK54 M69 veis Pakistan
PAK55 1S Kits Pakistan
PAK56 2S Kits Pakistan
PAK58 4S Kits Pakistan
PAKS59 5S Kits Pakistan
PAKG60 7S Kits Pakistan
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PAKG61
IND1
IND2
IND3
IND4
IND7
IND7
IND8
IND9
IND10
IND12
IND13
IND14
IND16
IND19
IND20
IND21
IND22
IND23
IND23
IND24
IRAL
IRA2
IRA3
IRA4
IRAS
IRAG6
TUR1
TUR2
TURS3
TURS
TUR4
TUR4
TURS
TURG
TURY
TURS
TURS3
TURS84
TURS84
ARM1
ARM?2
ARM3
ARMA4
ARMS5
ARMG6
ARM7
ARMS

1R
IND 1M
IND 1P
IND 2M
IND 2P
IND 4M
IND 4P
IND 5M
IND 5P
IND 6A M
IND 6B M
IND 6B P
IND 6C M
IND 6D M
IND 6E P
IND 6F M
IND 6F P
MI3
MI21
MI22
MI6
IR44
N3
IR28
IR43
IR37
IR38
S75
S145
S84
ARM18
S131
S137
S52
S82
S127
T6
H37
E2
H44
ARM26
ARM?22
ARM44
ARM16
ARM17
ARM47
ARM24
ARM27

lammas
puhvel
puhvel
puhvel
puhvel
puhvel
puhvel
puhvel
puhvel
puhvel
puhvel
puhvel
puhvel
puhvel
puhvel
puhvel
puhvel
puhvel
puhvel
puhvel
puhvel
kaamel
lammas
lammas
kaamel
kaamel
kaamel
veis
lammas
veis
inimene
lammas
lammas
veis
Veis
lammas
inimene
lammas
lammas
lammas
lammas
inimene
lammas
inimene
inimene
lammas
Veis
lammas
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Pakistan
India
India
India
India
India
India
India
India
India
India
India
India
India
India
India
India
India
India
India
India
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Iraan
Turgi
Turgi
Turgi
Turgi
Turgi
Turgi
Turgi
Turgi
Turgi
Turgi
Turgi
Turgi
Turgi

Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia
Armeenia



ARMS9 ARM?23 inimene Armeenia
ARM10 ARM28 lammas Armeenia
ARM11 ARM?25 veis Armeenia

FIN1 FIN13 inimene Soome

FRA1 4902 lammas Prantsusmaa

FRA1 4895 lammas Prantsusmaa

FRA?2 6565 lammas Prantsusmaa

ROM1 B12 inimene Rumeenia

SPA1l P11 lammas Hispaania
SPA2 P5 lammas Hispaania
SPA3 P63 inimene Hispaania
SPA4 P17 lammas Hispaania

SPA4 P18 lammas Hispaania

SPA4 P19 lammas Hispaania

SPA5 P8 lammas Hispaania

ITAL VA5 lammas Itaalia
ITA2 VA8 lammas Itaalia
ITA3 V13 lammas Itaalia
ITA4 V7 lammas Itaalia

GRE1 VA18 lammas Kreeka

GRE?2 VA19 lammas Kreeka

ALG1 ZA41 inimene AlZeeria

BUL1 HB10 inimene Bulgaaria
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