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Poistang-paelussi (Echinococcus granulosus sensu lato) genotiiiipide G6 ja G7 geneetiline
mitmekesisus ja fiilogeograafia

Pdistang-paeluss  (Echinococcus granulosus sensu lato) on kosmopoliitse levikuga
liigikompleks, milles eristatakse viit liiki, mis jagunevad kaheksaks genotiiiibiks (ehk
mitokondriaalse DNA makrohaplogrupiks). Liigikompleks pdhjustab eluohtlikku zoonootilist
haigust nimega tsiistiline ehhinokokoos, millega on nakatunud maailmas hinnanguliselt kuni 1
miljon inimest. Genotiilipide G6 ja G7 klaster on iiks koige tiilipilisem inimnakkuste pohjustaja,
kuid selle geneetilise mitmekesisuse ja fiillogeograafia kohta on teavet vihe. Kiesolevas t60s
uuriti genotiiiipide G6 ja G7 isendeid kokku seitsmest riigist Euroopas, Aasias ja Louna-
Ameerikas. Analiilisiti 71 mitokondri genoomi pea tdielikku jarjestust (12156-12163 aluspaari),
millele lisati 103 varasemalt publitseeritud G6/G7 jérjestust. Tulemused niitasid, et
genotiilipide G6 ja G7 geneetiline mitmekesisus on mérksa suurem kui varem arvati —
analiiisitud jirjestused moodustasid kompleksse fiilogeneetilise vorgustiku, mida
iseloomustavad mitmed divergentsed haplotiiiibid ja uus divergentne haplogrupp Mongooliast,
mis positsioneerus G6 ja G7 vahele. Tulevikus oleks oluline uurida milline moju voiks

divergentsetel gruppidel olla selle parasiidi epidemioloogiale.

Genetic diversity and phylogeography of Echinococcus granulosus sensu lato genotypes
G6 and G7

Echinococcus granulosus sensu lato is a cosmopolitan species complex, in which five species
are recognized, which in turn are divided into eight genotypes (mitochondrial DNA
macrohaplogroups). This species cluster is the cause of a life-threatening zoonotic disease
known as cystic echinococcosis (CE), which affects an estimated 1 million people worldwide.
Genotypes G6 and G7 are one the most common etiological agents associated with human CE,
yet relatively little is known about the genetic diversity and phylogeography of these genotypes.
In this thesis, samples from seven countries originating from Europe, Asia and South America
were analyzed. 71 near-complete mitochondrial genomes (12156-12163 bp) were analyzed
together with 103 other previously published genotype G6/G7 sequences. The results of this
thesis showed that genotypes G6 and G7 are significantly more diverse than previously thought.
The analyzed samples formed a complex phylogenetic network, in which several previously
undetected divergent haplotypes emerged alongside a new haplogroup from Mongolia, which
positioned between G6 and G7. In the future, it would be interesting to assess whether these

divergent groups might have an impact on the epidemiology of this parasite.
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1. Sissejuhatus

Pdistang-paeluss (Echinococcus granulosus sensu lato) on Taeniidae sugukonda kuuluv
endoparasiitide liigikompleks, mis pdhjustab eluohtlikku zoonootilist haigust nimega tsiistiline
ehhinokokoos ehk pdistangtdbi (McManus et al. 2003; Moro ja Schantz 2009). Tegemist on
haigusega, mis esineb pea kogu maailmas, nakatades nii inimesi kui ka koduloomi (Cardona ja
Carmena 2013; Carmena ja Cardona 2013). Hinnangute kohaselt on selle haigusega nakatunud
kuni 1 miljon inimest ning sellest tulenev majanduslik kahju inimeste tervisprobleemide ja

loomasaaduste kadu tottu on kuni 3 miljardit eurot aastas (WHO 2021).

Pdistang-paelussile on omane kompleksne elutsiikkel, mille tiitipilisteks 1dpp-peremeesteks on
perekonna koer (Canis) litkkmed ja vaheperemeesteks soralised (Artiodactyla) voi kabjalised
(Perissodactyla) (Romig et al. 2017; Thompson 2017). Parasiidi elutsiikkel saab alguse munast
(Joonis 1.), mis sattub keskkonda 16pp-peremehe viljaheitega. Jirgmine elufaas algab parast
muna alla neelamist vaheperemehe poolt. Vaheperemehe soolestikus koorub munast onkosféér,
ehhinokokkide esmane elujirk, mis tungib lébi sooleseina vereringesse (McManus et al. 2003).
Vereringe kaudu liigub onkosfddr eri kehaosadesse, tavaliselt maksa voi kopsudesse, kus ta
areneb edasi tsiistiks. Tslisti sees hakkavad arenema tuhanded protoskooleksid, mis on kodik

voimelised nakatama lopp-peremeest (Eckert ef al. 2001; Moro ja Schantz 2009).

Parasiit jouab lopp-peremeheni kui 10pp-peremees so66b ehhinokoki tsiiste sisaldavaid
vaheperemehe tooreid organeid. Lopp-peremehe soolestikus protoskooleksid evagineeruvad ja
kinnituvad nookudega peremehe sooleseinale. Seal nad imavad soolestikust ldbivaid toitained
ja kasvavad kuni nad jouavad sugukiipsuseni. Koik isendid on hermafrodiitsed ehk neil
esinevad nii isas- kui ka emassuguorganid ja nad on vdimelised iseviljastuma (Lymbery 2017).
Munad valmivad isendi kdige viimases kehaliilis, mis kiipsuseni joudmisel eraldub ussi kehast
ja kandub viliskeskkonda 16pp-peremehe viljaheitega. Pérast seda hakkab valmima jdrgmine

munadega tiidetud kehaliili (Eckert et al. 2001; McManus et al. 2003; Thompson 2017).

Varasemalt kisitleti tsiistilise ehhinokokoosi haigustekitajat kui iihte liiki Echinococcus
granulosus, kuid samal ajal oli tdheldatud ka selle liigis vdga korget varieeruvust levikus,
peremehevalikus ja morfoloogias (Romig e al. 2015). Liigisiseste selgelt eristunud
populatsioonide kirjeldamiseks hakati kasutama mdistet ,,tiivi“ (ingl. strain) (Thompson ja
McManus 2001), samas nende tiivede kohta puudusid veel geneetilise andmed. Hilisemad t66d,
mis kasutasid mitokondriaalse DNA geenifragmente cytochrome c oxidase subunit I (cox1, 366

ap) ja NADH dehydrogenase subunit 1 (nadl, 471 ap), toetasid varem defineeritud tiivede



jaotust ning uute andmete valguses eristati liigisiseselt 10 erinevat genotiiiipi: G1-G10 (Bowles
et al. 1992; Bowles ja Mcmanus 1994; Scott et al. 1997; Lavikainen ef al. 2003). Niiiidisajal on
aga ametlikult tunnustatud neist kaheksa, kus genotiilip G2 on loetud G3 alamtiiiibiks (Kinkar

et al. 2017) ja G9 on loetud G7 alamtiilibiks (Kedra et al. 1999; Thompson 2008).
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Joonis 1. (CDC, Wikimedia Commons). Echinococcus granulosus sensu lato elutsiikkel.
1) Taiskasvanud uss reprodutseerub lopp-peremehe soolestikus. 2) Viljaheitega sattuvad
munad keskkonda. 3) Pdrast muna alla neelamist vaheperemehe poolt, koorub munast onkosféar,
mis tungib 1dbi sooleseina vereringesse. 4) Onkosfaarid migreeruvad eri kehaosadesse, kus nad
arenevad tsiistiks. Tsiistide see hakkavad arenema protoskooleksid. 5) Lopp-peremees s66b
parasiidiga nakatunud organeid voi tsiisti ning protoskooleksid jouavad tema soolestiku. 6)
Protoskooleksid evagineeruvad ning kinnituvad soolestiku seinale, kus nad kasvavad

sugukiipsuseni. Inimene on selles elutsiiklis juhuslik tupikperemees.

Ule aastate kogunes pdistang-paelussi genotiiiipide leviku, peremehevaliku ja morfoloogia
kohta rohkem andmeid, millele toetudes jagati genotiiiibid liikideks (Romig et al. 2015). Selle
tulemusena klassifitseeriti £. granulosus liikide kompleksiks E. granulosus sensu lato. Nendest
liikidest laialdaselt tunnustatud on E. granulosus sensu stricto (G1/G3), E. equinus (G4) ja E.
ortleppi (GS).



Vaidluse alla on jatkuvalt jaddnud genotiitipide G6—G8 ja G10 taksonoomiline klassifitseerimine.
Algselt oli pakutud G6—G8/G10 klastri liitmist {iheks liigiks - E. canadensis (Thompson ja
McManus 2001; Nakao et al. 2006). Hilisemad tuumageenide andmed toetasid klastri kaheks
erinevaks liigiks jagamist - E. intermedius (G6/G7) ja E. canadensis (G8/G10) (Saarma et al.
2009; Laurimée et al. 2018a). Vilja on pakutud ka jaotus, mis jagab klastri kolmeks: E.
intermedius (G6/G7), E. borealis (G8) ja E. canadensis (G10) (Lymbery et al. 2015a).
Tanapédevani pole G6-G8/G10 klastri fiilogeenes 10plikult vilja selgitatud, kuna hetkel pole
kiillalt pdhjaliku tuumagenoomi andmestikku liigistaatuse kinnitamiseks (Lymbery et al.
2015b; Nakao et al. 2015). Suur osa genotiilipidest on niilidseks jagatud eri liikideks, aga
genotiilibi termin kinnistus juba enne seda teaduskogukonnas, mistdttu on see termin

tanapdevani jatkuvalt kasutuses ehhinokokkide-alases teaduskirjanduses (Vuitton et al. 2020).

Pdistang-paelussi liigikompleksi genotiiiipidest on G1-G7 elutsiikkel enamasti seotud
kodustatud loomadega, nakatades vaheperemehena erinevaid kariloomi ja kasutades lopp-
peremehena koeri (Romig et al. 2017). Genotiiiibid G8 ja G10 aga nakatavad enamasti
metsikuid soralisi ja kasutavad hunti 10pp-peremehena (Thompson 2017). Genotiiiibi G6 kodige
sagedasemad vaheperemehed on kaamel ja kits ning genotiilibi G7 korral kodusiga, 15pp-
peremeheks on molemal genotiiiibil tavaliselt koer (Cardona ja Carmena 2013; Romig et al.
2017). Genotiitipidel G6/G7 on tdheldatud ka nakkusi metsloomades, néiteks metsseas (Onac
et al. 2013; Umhang et al. 2014; Sgroi et al. 2019) ja hundis (Ito et al. 2013; Guerra et al. 2013;
Kilinc et al. 2023). Metsikus looduses olevad vahe- ja 16pp-peremehe populatsioonid vdivad
seega kujuneda haiguse reservuaariks (Thompson 2013). Samas on hetkel leitud {iihest
regioonist metsloomade seas vaid nakatunud vahe- voi 10pp-peremees, kuid mitte mdlemat
korraga. Seetdttu puudub hetkel tdestus, et need genotiiiibid suudavad moodustada tervikliku

elutsiikli metsikus looduses (Romig et al. 2017).

Enamus podistang-paelussi liigikompleksi litkmetest on aga vdimelised nakatama palju
erinevaid imetajaid, kaasaarvatud inimesi (Cardona ja Carmena 2013). Erandiks sellele on vaid
E. equinus (G4) ja E. ortleppi (G5), kelle peremeeste ring on vdiksem ja inimnakkuste arv
peaaegu olematu (Romig et al. 2017). Alvarez Rojas et al. (2014) leidsid oma tilevaateartiklis,
et poistang-paelussi liigikompleksis on kdige laiema leviku ja peremehe valikuga kui ka kodige
sagedasem (88,4%) inimnakkuse pdhjustaja E. granulosus s.s. Teine koige tiiiipilisem (11,1%)
inimnakkuse pdhjustaja on genotiilipide G6/G7 klaster, millest omakorda sagedamini (7,3%)
on inimnakkustega seostatud genotiilip G6. Samas on genotiiiip G7 samuti kujunenud oluliseks

nakkuste allikaks inimestele (Schneider et al. 2010).
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Pdistangtdbi on levinud peaaegu tile kogu maailma, kus mitmes regioonis on see endeemne ehk
ehhinokokoos esineb nendel aladel pidevalt. (Alvarez Rojas et al. 2014). Kui genotiiiip G6 on
eelkdige endeemne Lidhis-Ida ja Pohja-Aafrika regioonides, siis genotiiiibi G7 korral on
olulisemad endeemsed alad Euroopas ja Louna-Ameerikas (Dakkak 2010; Carmena ja Cardona
2013; Deplazes et al. 2017). Endeemsed alad asuvad enamasti vaestes riikides voi regioonides,
kus enamus populatsioonist elab agraarkogukondades (Borhani et al. 2020). Ehhinokokkide
ohjamine on aga viga aja- ja rahakulukas, kuna probleemi tuleb lahendada mitmel tasemel (nt.
haridus, ravimid ja seire), mistdttu on see haigus jddnud paljudes endeemsetes alades
tdhelepanuta (Brunetti et al. 2011; Casulli et al 2012). Seega on Maailma
Terviseorganisatsioon (WHO) markinud ehhinokokoosi nende téhelepanuta jéetud troopiliste
haiguste nimekirja (WHO 2010), mille eesmérk on tuua rohkem téhelepanu nendele haigustele

ja aktiivselt neid haigusi ohjata.

Ehhinokokkide ohjamist on oluliselt raskendanud piiratud andmestik selle parasiidi levikust,
nakkusmustritest ja patogeensusest (Budke et al. 2017; Casulli et al. 2023). Tuleneb see nii
rahastus probleemidest kui ka parasiidi proovide (nt. munad, tsiist voi tdiskasvanud isend)
puudusest (Brunetti et al. 2011). Naiteks, puudub vaesemates regioonides adekvaatne
veterinaarne jérelevalve nii tapamajades kui ka koduste loomade tapmise korral (Baptista ef al.
2023). Sarnaselt on olnud probleeme ka tapamajade varustuse puudumisega, mille olemasolu
voimaldaks paremini tuvastada ja teavitada ehhinokokkide leide (Bardosh et al. 2016; Alvi et
al. 2021). Potentsiaalne probleem v4ib olla ka tapamajade tahtlik ehhinokokkide mitteteatamine,
kuna sellega v3ib kaasneda oluline majanduslik kahju. Tahtis on ka mérkida, et ehhinokokkide
tsiistide tuvastamine ja kogumine on samuti vaevarikkas t66 (Laurimée et al. 2023). Selle kdige

tottu on ehhinokoki proove tildiselt piiratud koguses.

Ehhinokokkide geneetika uuringud on enamasti 1dbi viidud kasutades samasid mitokondriaalse
DNA geenifragmentide jérjestusi (cox1, 366 ap; nadl, 471 ap) (Casulli et al. 2012; Addy et al.
2017; Hua et al. 2022), mida kasutati ka nende genotiiiipide algsel iseloomustamisel (Bowles
et al. 1992; Bowles ja Mcmanus 1994). Nende uuringute tulemusena moodustati esmane
andmebaas ehhinokokkide mitmekesisusest ja populatsiooni struktuuridest. Samas oli nendest
jérjestustest saadud informatsioon piiratud. See kajastus fiillogeneetilistes vorgustikes, milles
enamus proove koondusid reeglina iihte voi kahte kesksesse haplotiilipi, mille alusel oli
keeruline kirjeldada populatsiooni geneetilisi struktuure, mitmekesisust ja fiillogeograafiat.
Kohati jdi puudulikuks ka nende geenifragmentide jérjestuste varieeruvuse eristusvoime, kus

genotiilipide G6 ja G7 korral oli vihese geneetilise varieeruvuse tottu kohati voimatu eristada
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genotiilipe liksteisest, mistottu médrati proovi kuuluvuseks G6/G7 (Ito et al. 2013; Nakao et al.
2013). Hiljem hakati analiiiisima ka geenide tervikjarjestusi (nt. cox1, 1608 ap) (Yanagida et al.
2017; Bold et al. 2019), mille korral oli saadud geneetiline variatsioon kiill oluliselt suurem,

kuid mitte piisavalt, mistdttu eelpool mainitud probleemid jéid piisima.

Pikad (>8,000 ap) mitokondriaalse DNA jérjestusted on ehhinokokkide andmestikku
lisandunud alles hiljuti (Laurimée et al. 2016, 2018b; Kinkar et al. 2018a, b) ja sellealaseid
genotiilipide G6 ja G7 t6id on vaid iiksikuid (Laurimée et al. 2018b). Pikkade jarjestuste pohjal
on aga kujunenud oluliselt pohjalikum andmestik, mille analiilisil on leitud nendes
genotiiiipides varasemast oluliselt laiem mitmekesisus ja komplekssem fiilogeograafiline
struktuur. Néiteks, genotiiiibi G7 korral leiti, et see jaguneb kaheks haplogrupiks - G7a ja G7b,
kus varasemalt oli G7b proovid liihemate jéarjestuste korral médératud genotiitibiks G6 (Laurimée
et al. 2018b). Genotiilipide G6 ja G7, kaasa arvatud haplogruppide G7a ja G7b, médramiseks
ei ole vaja aga tdismitokondriaalset jérjestust, vaid niitidseks on leitud, et selleks sobivad ka
jarjestuste kombinatsioon NADH dehydrogenase subunit 2 (nad2, 714 ap) ja NADH
dehydrogenase subunit 5 (nad5, 680 ap) (Laurimide et al. 2019a). Tuumagenoomi korral on
ehhinokokke uuritud kasutades erinevaid geene (Saarma et al. 2009; Knapp et al. 2011; Kinkar
et al. 2017; Yanagida et al. 2017; Laurimie et al. 2018a), kuid tuumagenoomi laiemalt
holmavad mitmekesisuse uuringud veel puuduvad. Sellest tulenevalt ei ole hetkel tépset
arusaama, kas ja kuidas mitokondriaalne mitmekesisus kajastub tuumagenoomis ning kuidas

see mitmekesisus mdjutab parasiidi bioloogilisi tunnuseid ja funktsioone.

Ehhinokokkide uurimisel omavad populatsioonigeneetika uuringud suurt tdhtsust, kuna
tegemist on kriiptilise eluviisiga liigiga, mille kirjeldamine ja seiramine on keeruline.
Mitokondri geneetilised uuringud aga véimaldavad kirjeldada parasiitide populatsioone, nende
levikut, siseseid ja vahelisi geneetilisi struktuure ning fililogeograafiat. Sellistes
populatsioonigeneetika uuringutes kogutud informatsioon on {iiks oluline osa parasiitide
epidemioloogia mdistmisest, kuid see moodustab ka olulise alustala tulevastele uuringutele.
Niiteks saame tuumagenoomi uuringute kaasamisel tdpsustada kas ja mil mdiéral on
mitokondriaalse geneetilise mitmekesisuse mustrid peegeldunud tuumagenoomis, mis
omakorda rajaks alustala jargnevateks pohjalikeks uuringuteks (nt. vordlevad integreeritud
transkriptoomi/sekretoomi/metaboloomika/proteoomika uuringud erinevatel geneetilistel
variantidel), et paremini mdista selle parasiidi bioloogiat, levikut ja peremeesliikide eelistust.

Need tulemused panustavad ehhinokokkide ohjamisse, kus tdpne ja selge andmestik nende



populatsioonidest, isedrasustest ja mustritest, vOimaldab edasi arendada paremaid ja

efektiivsemaid ldhenemisi erinevate genotiitipidele/haplogruppide ohjamisel.

Selle t66 uurimisobjektiks oli pdistang-paelussi genotiiiibid G6 ja G7, mis on teine kdige
tiilipilisem inimnakkust pdhjustav genotiilipide paar podistang-paelussi liigikompleksis E.
granulosus s.s. (Gl ja G3) jérel (Alvarez Rojas et al. 2014). Samas on G6/G7 geneetiline
andmestik piiratud, eriti arengumaades, kus puuduvad ressursid sellisteks uuringuteks (Cardona
ja Carmena 2013). Kuigi viimaste aastatega on andmestik oluliselt tdiendunud uute pikemate
mitokondri jirjestuste sekveneermise ja analiiiisiga, on siiski jdinud nende genotiiiipidega
seotud teadmistes hulga liinki. Seniajani puudub pohjalik arusaam genotiitipide G6/G7
fiillogeograafiast ja levikust ning sellega kaasnevast geneetilisest mitmekesisusest ja struktuurist.
Sarnaselt, on leitud G6/G7 klastris varasemalt divergentseid haplotiilipe, kuid pole olnud

voimalust kindlaks teha, kas tegemist on tiksiku juhtumiga voi iseédrase haplogrupiga.
Seega, kdesoleva t66 eesmérgid olid jargnevad:

1) Analiitisida inimtervise seisukohast oluliste E. granulosus s.l. genotiilipide G6 ning G7
mitokondriaalset geneetilist mitmekesisust ja fiilogeograafiat, kaasates analiilisi proove ka seni

véhesel médéral uuritud piirkondadest.

2) Analiilisida potentsiaalsete divergentsete haplogruppide olemasolu piirkondadest, kust

varasemalt on tuvastatud vaid liksikud geneetiliselt divergentsed juhuleiud.
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2. Metoodika

2.1. Proovid

Kiesolevas magistritods analiitisiti kokku 286 proovi, neist 213 olid saadetud to6riihma
koostddpartnerite poolt koematerjali (tsiisti) kujul ning 73 puhastatud DNA kujul (Lisa 2.).
Algsest proovide valimist amplifitseeriti PCR meetodiga edukalt 207, millest 96, mis osutusid
genotiilipideks G6 ja G7, saadeti sekveneerimisele. Pérast sekveneerimist ja andmete
korrastamist kaasati 10ppanaliiiisi 71 proovi (Joonis 2.). Loppanaliilisi kaasatud proovid
parinesid kuuelt erinevalt vaheperemees-liigilt: inimene (n=13), kodusiga (n=33), kaamel
(n=18), kodukits (n=4), veis (n=2), lammas (n=1). Proovid olid pédrit 7 erinevast riigist:
Prantsusmaa (n=9), Poola (n=3), Moldova (n=1), Tiirgi (n=2), Argentiina (n=32), Mongoolia
(n=19) ja Iraan (n=5).

2.2. DNA eraldamine, PCR amplifikatsioon ja sekveneerimine

Parasiidi koeproovidest eraldati DNA Thermo Scientific GeneJET Genomic Purification
Kit’iga (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts). DNA eraldamisel jérgiti tootja
poolt koostatud protokolli. PCR amplifikatsiooniks kasutati Laurimée et. 4/ (2018b) t60s
kirjeldatud 13 praimeri paari. Esialgne PCR reaktsioon viidi 1dbi praimeripaariga nr. 11 ja neil,
mis osutusid positiivseks, viidi 1dbi PCR ka iilejdédnud 12 praimeripaariga. PCR reaktsioonid
tehti 20 pl-s, mis koosnes: 1x BD Advantage 2 PCR puhver (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA), 0,2 mM dNTP segu (10 mM, Thermo Fisher Scientific), 0,25 uM vastavaid praimereid,
1 U Advantage 2 poliimeraasisegu ja 20-50 ng puhastatud DNA-d.

Kasutatud PCR programm oli fouchdown programm varem avaldatud Laurimée et al. (2016)
t00s: algne DNA denatureerimine toimus 95 °C juures 1 min jooksul, millele jargnes 10 tstiklit
95 °C juures 25 s, 55 °C 45s (kus iga uue tsiikliga langes temperatuur 0,5 °C vorra) ja 68 °C
juures 2 min; selle jargnes 25 tsiiklit 95 °C juures 20s, 50 °C 45s ja 68 °C 2min; I6ppedes 68 °C

juures 3 min.

PCR produktist 10 pl kasutati geel-elektroforeesil, et kontrollida PCR produkti olemasolu.
Valmistati 1% agaroos geel 1x TAE puhvris, kasutades Atlas ClearSight Gold Agarose tablette
(BioAtlas, Tartu, Eesti) ning seejirel asetati geel 1x TAE puhvrisse elektroforeesiks. Ulejainud
10 pl produkti puhastati kasutades aluselist fosfataasi FastAP (1U, Thermo Fisher Scientific) ja
eksonukleaasi EXO I (1U, Thermo Fisher Scientific) segu. Seejirel inkubeeriti proove 37 °C

juures 30 min ja kuumutati 80 °C juures 15 minutit, et inaktiveerida ensiitimid.

Puhastatud proovid saadeti sekveneerimiseks Tartu Ulikooli genoomika instituudi
tuumiklaborisse.
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Joonis 2. To0s analiitisitud Echinococcus granulosus sensu lato G6 ja G7 proovide péritoluriigid ja vaheperemehed. Vaheperemehed on vilja
toodud legendis, number kujutise (vaheperemehe) sees néitab proovide arvu. ARG: Argentiina, FRA: Prantsusmaa, MDA: Moldaavia, MON:
Mongoolia, IRN: Iraan, POL: Poola, TUR: Tiirgi.
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2.3. Andmeanaliiiis
Konsensusjérjestus pandi kokku kasutades programmi Codon Code Aligner v.10.0.2.

Programmis Bioedit (Hall 1999) kontrolliti poliimorfsete positsioonide kvaliteeti ja digsust
kromatogrammi abil, vajadusel parandati. Samas programmis kasutati joondamiseks Clustal
W algoritmi (Thompson et al. 1994). Proovide genotiiiibi médramiseks korvutati need
erinevate E. granulosus s.l. mitokondrigenoomide jdrjestustega. Referentsjérjestused leiti
GenBankist: G6 ligipddsukood MH300929, G7 ligipddsukood MH300955, Gl
ligipadsukood MK 774655 ja G5 ligipddsukood AB235846.

Fiilogeneesi vorgustike loomiseks kasutati ithendatud mediaanide meetodit (Bandelt ef al.
1999) programmis Network v.10.2.0.0 (Fluxus Technology Ltd., 2004). Fiillogeneesipuud
arvutati programmiga MEGAX v.11.0.10 (Kumar et al. 2018) kasutades suurima tdepira
meetodit, puude toetuste arvutamiseks bootstrapiti puid 1000 korda. Evolutsioonimudeliks
valiti General Time-Reversible mudel (Waddell ja Steel 1997) ja mudeliks, mis voimaldab
mutatsioonimddrade pidevat varieerumist nukleotiidide 1dikes, valiti Gamma Distributed

With Invariant Sites (Uzzell ja Corbin 1971).

Programmiga DnaSP v.6.12.03 (Rozas et al. 2017) arvutati jargmised populatsiooni
mitmekesisuse indeksid: haplotiilipide arv (Hn), haplotiiiipide mitmekesisus (Hd) ja
nukleotiidide mitmekesisus (w). Programmiga Arlequin v.3.5.2.2 (Excoffier et al. 2007)
arvutati geneetilise diferentseerumise indeks (Fst) (Wright 1951). Mitmekesisuse indeksid
midrati eraldi jargmistele riithmadele: genotiilibid G6, G7, haplogrupid G7a, G7b ja

Mongoolia haplogrupp ning teised populatsioonid, millest oli périt rohkem kui 5 proovi.

2.4. Too autori roll
Parasiidi proovid koguti eri riikidest rahvusvaheliste koostdOpartnerite abil (Lisa 2.) Proovid

sekveneeriti Tartu Ulikooli genoomika instituudi tuumiklabori poolt. Ulejiainud magistritoo

osad (ehk laborit6o, andmete analiiiis ja to6 kirjutamine) viis autor 1dbi iseseisvalt.
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3. Tulemused
Selle t66 tulemusena sekveneeriti 71 E. granulosus s.1. genotiilipide G6 ning G7 mitokondri

genoomi jarjestust pikkusega 12156-12163 aluspaari (Lisa 3.). Mitokondri jirjestuste pohjal
kuuluvad selles t60s analiiiisitud proovidest 16 genotiiiipi G6, 16 Mongoolia haplogruppi ja

39 genotiilipi G7 (Lisa 1.).

3.1. Tdaiendatud andmestik
Proovide vordluseks ja andmete globaalsesse konteksti paigutamiseks loodi laiendatud

andmestik, milles oli nii kdesolevas t60s sekeveneeritud 71 proovi kui ka 103 lisaproovi
varasemalt avaldatud G6/G7 tdismitogenoomidest (Lisa 4.). Uue andmestiku proovide

pikkuseks sai 12156-12163 ap ning proovide koguarvuks 174.

3.1.1. Fiilogeneetiline vorgustik
G6 klastrisse kuulus 35 haplotiiiipi, millest enamus moodustasid iihe keskse klastri (Joonis

3.). Haplotiitipidel puudus geograafilise asukoha pdhine klasterdumine, kus geograafiliselt
eraldatud riikide haplotiilibid olid siiski geneetiliselt sarnased. Niiteks, Argentiina haplotiitip
ARGI14 oli Nigeeria haplotiilibist NGA1 eraldatud vaid 2 mutatsiooni vorra, kus Hiina
haplotiitip CHN1 oli Mauritaania haplotiiiibist MAU1 eraldatud vaid 4 mutatsiooni vorra.
Samas esines ka kolm divergentsed haplotiiiipi [raanist (IRN1,2,4), mis erinesid teistest G6

haplotiilipidest minimaalselt 12—16 mutatsiooni vorra.

Genotiilibi G7 klaster koosnes 52 haplotiiiibist, mis jagunesid kaheks haplogrupiks - G7a ja
G7b. G7a haplogruppi kuulus 43 ja G7b haplogruppi 9 haplotiiiipi. G7a klastri struktuur oli
kompleksne, kohati esines geograafilise asukoha pohist struktuuri, kohati see puudus.
Naiteks, moodustasid Argentiina proovid klastrid, mille siseselt erinesid haplotiiiibid
tiksteisest vaid 1-2 mutatsiooni vorra. Samas jagunesid Argentiina proovid kaheks klastriks,
kus klastrite vaheline kaugus oli minimaalselt 21 mutatsiooni. Sarnane struktuur esines
Prantsusmaa haplotiitipides, kus haplotiiiibid iildiselt erinesid iiksteisest 1-3 mutatsiooni
vorra, kuid maksimaalne erinevus kahe proovi vahel oli 15 mutatsiooni (FRA4 ja FRA11).
Samas esines ka haplotiilipe, mis olid geograafiliselt kaugetest regioonidest, kuid
geneetiliselt sarnased. Néiteks, erinesid Mehhiko haplotiitibid MEX2 ja MEX3 Hispaania

haplotiiiibist ESP1 vaid 1 mutatsiooni vorra.
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Joonis 3. Echinococcus granulosus sensu lato genotiiiipide G6 ja G7 tdiendatud
fiillogeneetiline vorgustik (n = 174). Lilla ringiga on tdhistatud selles t60s sekveneeritud
proovid, kollaste ruutudega on tdhistatud teistest t60des avaldatud proovid. Rohelisel
taustavérvil on genotiilip G6, hallil Mongoolia haplogrupp, kollasel G7b ja sinisel G7a
klaster. Punktiir joonega on imbrisetud genotiiiip G7. Haplotiiiibi nimed tulenevad nende
paritolu riigi rahvusvahelisest ISO koodist. Nime juures sulgudes olev tdht tdhistab
vaheperemees liiki, need on: (k) - kaamel, (g) - kits, (s) - siga, (i) - inimene, (1) - lammas, (V)
—veis, (y) - jakk. Ringi- ja ruudusisesed arvud tihistavad proovide arvu selles haplotiiiibis,

joonte kdrval olevad arvud tdhistavad mutatsioonide arvu.

G7b Kklastris jaotusid Prantsusmaa ja Itaalia haplotiiiibid iihte geneetiliselt sarnasesse
klastrisse, milles siseselt erinesid proovid 2—5 mutatsiooni vOrra. Prantsusmaa ja Itaalia
proovidest eraldi, jaotus G7b klastrisse 4 divergentset haplotiilipi: Iraanist IRNS, Tiirgist
TURT1 ja TUR2 ning Mongooliast MON4. Divergentsetest haplotiiiipidest olid geneetiliselt
lahedased vaid Tiirgi haplotiiiibid (3 mutatsiooni), teised haplotiiiibid erinesid iiksteisest

minimaalselt 16 mutatsiooni vorra.

Mongoolia haplogruppi kuulus 9 haplotiitipi Mongooliast. Mongoolia haplogrupp eristus
geneetiliselt nii G6 klastrist (14 mutatsiooni) kui ka G7 klastrist (17 mutatsiooni). Mongoolia
haplotiiiibid jagunesid kaheks haruks. Esimese haru litkmed erinesid iiksteisest 3-9
mutatsiooni vorra, kus kdige suurem erinevus oli 14 mutatsiooni (MON7 ja MON2). Teise
haru litkmed erinesid iiksteisest 1—7 mutatsiooni vorra, kus kdige suurem erinevus oli 15
mutatsiooni (MON9 ja MON1/MON3). Uksteisest olid kahe haru haplotiiiibid eraldatud

minimaalselt 16 mutatsiooni vorra.

3.1.2. Fiilogeneesipuu
Laiendatudandmestiku 174 proovi jaotusid nelja klaadi (Joonis 4.): G7a (sinine), G7b

(kollane), Mongoolia haplogrupp (hall) ja G6 (roheline). Kdigi nende klaadide jaotused olid
korge toetusega (bs > 95%).

G7a klastri siseselt klasterdusid geograafilise asukoha pdhiliselt vaid kahe riigi proovid -
Prantsusmaa ja Argentiina. Prantsusmaa proovid moodustasid iihe kdrge toetusega (bs =
99%) monofiileetilise klaadi, aga Argentiina proovid moodustasid kaks korge toetusega (bs
> 95%) monofiileetilist klaadi, millest vaid iiks oli klasterdunud geograafilise asukoha alusel,
kuna teises esines ka proov Poolast (POLS). Teised G7a klastri proovid samuti ei jaotunud

geograafilise asukoha alusel. G7b klastris oli korge toetusega (bs = 99%) monofiileetiline
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klaad vaid Korsika (Prantsusmaa)/Sardiinia (Itaalia) klaster. G6 klastri korral samuti puudus

geograafilise asukoha pdhiline klasterdumine. Kdrge toetusega (bs = 95%) oli divergentsete

Iraani haplotiiiipide lahknemine {ilejddnud G6 klastrist.
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Joonis 4. Echinococcus granulosus sensu lato genotiilipide G6 ja G7 proovidest (n = 174)

suurima toepédra meetodiga koostatud fiilogeneesipuu. Haplogrupp G7a on méargitud sinises,
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G7b haplogrupp kollases, Mongoolia haplogrupp hallis ja G6 haplogrupp rohelises. Puul on
kujutatud toetused tile 80%.

3.1.3. Populatsiooni neutraalsuse ja mitmekesisuse indeksid
Kui haplotiiiibi mitmekesisuse indeksi Hd vairtus oli genotiiiibil G7 korge (0,972), siis

genotiiiibil G6 oli see indeks vdiksem (Hd = 0,949). Nukleotiidide mitmekesisus oli G7
korral © = 0,00158, kus G6 korral oli see mirgatavamalt viiksem (m = 0,00063). Mongoolia
haplogrupi Hd véirtus oli védiksem (Hd = 0,735), kuid nukleotiidide mitmekesisus oli
korgem kui genotiiiibil G6 (= 0,00108). Haplogrupi G7a mitmekesisusindeksite vaartused
olid korged (Hd = 0,966, = = 0,00127). G7b indeksi vairtused olid mirgatavalt madalamad
(Hd = 0,853, = = 0,00091), kuid siiski kdrgema haplotiiiibi mitmekesisusega kui Mongoolia
haplogrupp.

G7 klastri siseselt oli kdige kdrgema mitmekesisusindeksiga Poola proovid (Hd = 0,972) ja
koige viaiksema mitmekesisusega Argentiina proovid (Hd = 0,870). Prantsusmaa proovide
mitmekesisus oli (Hd = 0,904) ja Mehhiko proovide korral (Hd = 0,933). Nukleotiidide
mitmekesisuse védrtustest oli kdige kdrgem Prantsusmaa proovidel (r = 0,00139) ja koige

madalam Argentiina proovidel (m = 0,00083).

G6 klastris oli korgeima haplotiilibi mitmekesisusega Iraani ja Nigeeria proovid (Hd = 1).
Argentiina proovide védrtused olid samuti kdrged (Hd = 0,943), kus Sudaani proovidel oli
aga margatavalt madalam véértus (Hd = 0,385). Nukleotiidide mitmekesisuse korral oli
suurima véartusega Iraani proovid (m = 0,00101), kus teiste vairtused jaid alla 0,00050.

Koige viiksema nukleotiidide mitmekesisuse vaddrtusega olid Sudaani proovid (m = 0,00015).

Tabel 1. Haplotiilibi ja nukleotiidi mitmekesisus indeksid Echinococcus granulosus sensu
lato genotiitipide G6, G7 ja Mongoolia haplogrupi proovidele mitokondri genoomi
jarjestuste pohjal (12155-121615 ap). n - proovide arv, Hn - haplotiiiipide arv, Hd -

haplotiilibi mitmekesisus, m - nukleotiidide mitmekesisus, ¢ - standardhélve.

Mitmekesisus
n Hn Hd+to T+G
Genotiiiip
Go6 50 35 0,949 + 0,024 0,00063 + 0,00007
G7 107 52 0,972 + 0,006 0,00158 + 0,00005
Mongoolia 17 9 0,735+ 0,117 0,00108 + 0,00018
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G7 haplogrupid

G7a 85 43 0,966 + 0,008 0,00127 + 0,00004
G7b 22 9 0,853 + 0,048 0,00091 + 0,00017
Go6 riigid
Argentiina 15 11 0,943 + 0,045 0,00031 + 0,00007
Iraan 8 8 1+£0,063 0,00101 + 0,00016
Nigeeria 5 5 1+0,126 0,00049 £+ 0,00013
Sudaan 14 3 0,385+ 0,149 0,00015 + 0,00006
G7 riigid
Argentiina 36 11 0,870 £ 0,032 0,00083 + 0,00008
Prantsusmaa 37 15 0,904 + 0,024 0,00139 + 0,00007
Mehhiko 10 8 0,933 + 0,077 0,00088 + 0,00015
Poola 9 8 0,972 + 0,064 0,00115 +0,00014

* statistiliselt oluline (p < 0,05)
** statistiliselt oluline (p < 0,01)

3.1.4. Populatsioonide eristumine
Koik leitud Fst védrtused olid statistiliselt olulised (p < 0,00001), véljaarvatud genotiiiibis

G6 esinenud Iraani ja Nigeeria proovide vaheline vdirtus. Genotiilipide G6 ja G7 proovide
vaheline geneetilise diferentseerumise indeksi vaartus oli korge (Fst =0,652). Fst véartus oli
Mongoolia haplogrupi ja genotiiiibi G6 (Fst = 0,699) vahel korgem kui Mongoolia
haplogrupi ja genotiiiibi G7 (Fst = 0,586) proovide vahel.

Haplogruppidest olid Fst véirtused koige suuremad G6/G7b (Fst = 0,762) ja G6/G7a
(Fst=10,721) proovide vahel. Haplogruppide G7a ja G7b liksteise vaheline Fst oli oodatavalt
kodige madalam (Fst = 0,495). Mongoolia haplogrupi proovide korral oli G7a ja G7b
vahelised védrtused sarnased, kus Mongoolia/G7a Fst vdirtus oli 0,660 ja Mongoolia/G7b
oli 0,668.

Riikide proovide vahelistest véartustest oli koige korgem Fst G6 klastris Argentiina ja
Sudaani proovide vahel (Fst = 0,550) ja G7 klastris Prantsusmaa ja Argentiina proovide
vahel (Fst = 0,410). Genotiilibi G6 klastri Sudaani proovid oli iildiselt kdige kdrgemate
vadrtustega, kus Fst véartused jdid vahemiku 0,400 — 0,550. G6 klastris oli kdige madalam
statistiliselt oluline Fst vddrtus Argentiina ja Nigeeria proovide vahel (Fst = 0,263). G7
klastris oli kdige madalam Fst védértus Poola ja Mehhiko (Fst = 0,164) proovide vahel.
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Tabel 2. Geneetilise diferentseerumise indeks FEchinococcus granulosus sensu lato
genotiiipide G6, G7 ja Mongoolia haplogruppi proovide vahel mitokondri genoomi

jérestuste pohjal (12155-121615 ap). Fst - geneetilise diferentseerumise indeks.

Genotiilibiti Riigiti
Fst G6 Fst G7 Fst

Mongoolia/G6 0,69932 IRN/ARG  0,25441 FRA/POL 0,31769
Mongoolia/G7 0,58621 IRN/SDN  0,40011 FRA/ARG 0,40975
G6/G7 0,65160 IRN/NGA  0,10464° FRA/MEX 0,28364
G7a/G7b 0,47959 ARG/SDN  0,54975 POL/ARG 0,32821
G6/G7a 0,72102 ARG/NGA 0,26277 POL/MEX 0,16432
G6/G7b 0,76192 SDN/NGA 0,41347 ARG/MEX 0,31096

Mongoolia/G7a 0,66065
Mongoolia/G7b 0,66895

© statistiliselt mitteoluline (p >0,05)
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4. Arutelu

Kéesolevas magistritoos analiiiisiti inimtervise seisukohast oluliste E. granulosus s.l.
genotiilipide G6 ning G7 geneetilist mitmekesisust ja flilogeograafiat pea
tdismitokondriaalsete jarjestuste alusel, mille tulemusena tdienesid oluliselt teadmised antud
genotiilipide sisestest ning vahelistest geneetilistest seostest. Varasemalt on genotiitipide G6
ning G7 mitmekesisust eelkdige uuritud {iiksikute mitokondriaalsete geenide voi
geenifragmentide alusel (nt. cox1, 366 ap voi 1608 ap), ning seejuures tdismitokondriaalset
DNA-d on kasutanud harva (Laurimie et al. 2018). Sellest tulenevalt on lahendamata jaénud
mitmed kiisimused. Nendest olulisemateks on nii antud genotiiiipide levik ja kompleksete
fiilogeneetiliste seoste parem moistmine kui ka seni tuvastamata divergentsete
haplogruppide olemasolu. Kéesoleva t66 tulemusena selgus, et genotiilipide G6 ja G7
geneetiline struktuur on mérksa komplekssem kui varem arvatud, moodustades haplogruppe,
mille genotiiiibiline kuuluvus on raskesti méératletav ning mille levik ulatub ka
piirkodadesse, kust varasemalt pole antud geneetilisi variante tuvastatud. Hetkel ei ole veel
teada, kas ja milline moju vdib nendel mitokondriaalsetel geneetilistel variantidel olla
parasiidi bioloogiale (nt. patogeensus, peremehe eelistus/spetsiifilisus, resistentsus
ravimitele) ning kas antud mitokondriaalne geneetiline struktuur on peegeldunud ka
tuumagenoomis. Samas moodustavad kéesoleva t66 tulemused olulise alustala edasisteks
pohjalikeks analiitisideks moistmaks paremini selle parasiidi epidemioloogiat, bioloogiat

ning levikut.

Genotiilipide G6/G7 struktuuri analiiiisist kdige silmapaistvam leid oli uue haplogrupi
tuvastamine Mongooliast (Joonis 3.). Esimene sinna haplogruppi kuuluv tdismitokondriaalne
jarjestus avaldati Laurimide et al. (2018b) t66s. Eelpool mainitud t66s oli tegu iiksiku
prooviga Mongooliast, mille osas tostatus kiisimus, kas tegemist vois olla iiksiku juhuleiuga
vOi on see haplotiilip eraldiseisva haplogrupi osa, mille peremeeste ring ning geograafiline
levik on laiem. Selle t66 andmestiku analiiiisil selgus, et tegemist on haplogrupiga, kuhu
kuulub proove nii kitselt (MOND9), inimeselt (MON10) kui ka kaamelitelt. Fiillogeneetilises
vorgustikus (Joonis 3.) on ndha, et Mongoolia haplogrupp on selgelt eristunud genotiitipidest
G6 (14 mutatsiooni) ja G7 (17 mutatsiooni), positsioneerudes nende kahe vahele. Sarnaselt
eristus Mongoolia haplogrupp geneetilise diferentseerumise indeksi (Fst) alusel, kus
Mongoolia haplogrupi ja genotiiiibi G6 vaheline Fst vdirtus oli 0,699 ning Mongoolia

haplogrupi ja genotiiiibi G7 vaheline Fst vdirtus oli 0,586. Samas fiilogeneesipuul
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(Joonis 4.) moodustab Mongoolia haplogrupp sosarrithma (bs = 99%) G6 Kklastrile.
Mongoolias on ehhinokokoos laialdaselt levinud (Jabbar ef al. 2011; Ito et al. 2014; Bold et
al. 2019), samas hetkel puuduvad teadmised Mongoolia haplogrupi rollist inimnakkuste seas.
Samuti ei ole teada, kas selle haplogrupi isenditel on bioloogilisi isedrasusi ning kas ja kuidas
need isedrasused voiksid mojutada kohalikku epidemioloogilist situatsiooni. Seetdttu oleks
tulevikus oluline pdhjalikumalt uurida antud haplogrupi mitokondriaalset genotiiiipilist
kuuluvust ja levikut 14bi tdpsustavate fiillogeneetiliste analiiliside, sealhulgas kaasates antud
piirkonnast ja ldhiregioonidest rohkem proove ning kasutades erinevaid iiksteist tdiendavaid

fiillogeneesi meetodeid.

Antud t60s tuvastati esmakordselt G7b haplogruppi kuuluvaid proove Tiirgist, Iraanist ja
Mongooliast, kus varasemalt on leitud G7b proove vaid Itaalia maismaal (Lauriméie et al.
2019b) ning Sardiinia ja Korsika (Prantsusmaa) saartel (Laurimie et al. 2018b). Mongooliast
on genotiilibi G7 isendeid varem tidheldatud (Bold ez al. 2019), kuid siin t66s on sealt riigist
esmakordselt tuvastatud haplogruppi G7b kuuluvaid proove. Tiirgi ja Iraani korral on samuti
genotiiiibi G7 isendeid varem identifitseeritud (Snabel et al. 2009; Mirbadie et al. 2019),
kuid erinevalt Mongooliast leidub Léhis-Idas vdhemal arvul genotiiiibi G7 eelistatud
peremeest, kodusiga (Gilbert et al. 2018). See kajastub genotiiiibi G7 levikus, kus see on
selles regioonis pigem haruldane leid (Sadjjadi 2006; Lymbery et al. 2015a). Sellest
hoolimata on Tiirgis aastate jooksul leitud iiksikuid genotiilibi G7 proove inimestest ja
lammastest (Snabel et al. 2009; Eryildiz ja Sakru 2012; Mehmood et al. 2020), ning samuti
on Iraanist hiljuti leitud genotiiiipi G7 ka kitsedelt (Fadakar et al. 2015). Oluline on aga
seejuures markida, et genotiilibile G7 on nii kitsed kui lambad pigem ebatiiiipilised
vaheperemehed (Romig et al. 2017), kelles G7 isendid tavaliselt ei moodusta
nakkusvdimelisi tsiliste ning ei panusta seetdttu parasiidi elutsiikli jitkamisse. Iraanis aga
leidub koeri, kes on samuti nakatunud genotiilibiga G7 (Mirbadie ef al. 2019), mis viitab
tdendoliselt toimivale kiskja-vaheperemees tsiiklile ja seeldbi {ihe vO0i mitme sobiliku
vaheperemeesliigi olemasolule antud regioonis. Lisaks siin t60s tuvastatud nakatunud
lambale, vOib potentsiaalseks vaheperemeheks antud piirkonnas olla ka kits, kellelt on
Kreekast varasemates toddes tuvastatud genotiiiibi G7 nakkusvoimelisi tsiiste (Varcasia et
al. 2007). Alternatiivselt voib Lahis-Idas vaheperemeheks olla ka metssiga, kellelt on varem
leitud genotiiiibi G7 nakkusvdimelisi tsiiste Euroopas (Onac et al. 2013; Sgroi et al. 2019).

Metsloomadelt voib genotiilip G7 jouda koerte kaudu koduloomade ja inimesteni. Seega
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moistmaks paremini antud piirkonnas selle genotiilibi levikut ja peremeesteringi, oleks

oluline uurida ka metssigade ja kitsede rolli nakkuse levikul.

Siin t60s tuvastati genotiilibil G6 kdrgem geneetiline mitmekesisus kui seda oli varem
taheldatud (Hd = 0,949, 1 =0,00063) Laurimée et al. (2018b) t66s (Hd = 0,828, = = 0,00040),
mis vOib viidata veel avastamata mitmekesisusele. Kuigi antud tulemus oli mdnevorra
oodatav, kuna kéesolevas to0s kaasati pea tdispika mitokondriaalse DNA analiiiisi
varasemalt sarnases analiilisis katmata jadnud piirkondadest périt genotiiiibi G6 proove (ntks
Argentiina), siis kdesoleva t60 tulemus siiski laiendas teadmisi seni kaardistamata
geneetilisest mitmekesisusest antud genotiiiibil. Samuti leiti paremini defineeritud struktuur
genotiilibis G6 (Joonis 3.), kus proovid moodustasid tiheda klastri. Klastrisiseselt olid
proovid véga sarnased, mida toetas ka G6 klastri proovide vahelised Fst védartused (Tabel 2.)
Klastris geograafilise asukoha pohine jaotumine enamasti puudus, ka geograafiliselt
eraldatud Argentiina ja Aafrika riikide proovid olid sarnased. See ndhtus vdib peegeldada
ajaloolist loomakaubandust nende riikide vahel (Andresiuk et al. 2013; Laurimie ef al. 2016).
Sarnasele jireldusele on joutud ka teiste genotiiiipide ja riikide proovide geneetiliste mustrite
uurimisel (Kinkar ef al. 2017, 2018a; Laurimie et al. 2018b). G6 klastris esines ka kolm
divergentset Iraani proovi (IRN1,2,4), mis jdid teistest proovidest minimaalselt 11-15
mutatsiooni eemale. Fiilogeneesipuul (Joonis 4.) moodustasid nad korge toetusega (bs =
95%) monofiileetilise sdsarriihma {ilejadanud G6 klastri proovidele, mis voib viidata

voimaliku divergentse populatsiooni olemasolule.

Kéesolev magistritod laiendas oluliselt teadmisi genotiiiipide G6 ja G7 geneetilisest
mitokondriaalsest mitmekesisusest, struktuurist ja divergentsetest haplogruppidest. Antud
to0s tuvastati uus Mongoolia haplogrupp, tdiendati oluliselt teadmisi G7b haplogrupi
levikust ja siivendati arusaama genotiiiibi G6 mitmekesisusest. Selle t66 tulemused
moodustavad iihe olulise osa selle parasiidi epidemioloogilistest teadmistest, samas need
tulemused loovad ka olulise taustainfo, millele saavad toetuda tuleviku uuringud. Need
uuringud voivad peale mitokondri andmestiku ka kaasata tuumagenoomi andmestiku ja
seeldbi leida, kas mitokondriaalne mitmekesisus kajastub ka tuumagenoomis, millele
toetudes saaks edasi uurida selle parasiidid bioloogilisi isedrasusi. Tulevikus on plaanis
jatkata ehhinokokkide mitokondriaalse genoomi ja tuumagenoomi uuringutega, mille
andmed voiks vdimaldada eelpool kirjeldatud edasisi pdhjalike uuringuid, mis tulevikus

voivad aidata ravimite ja ohjamisstrateegiate loomisel.
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Kokkuvote

Pdistang-paeluss (Echinococcus granulosus sensu lato) on kosmopoliitse levikuga
liigikompleks, milles eristatakse wviit liiki, mis jagunevad kaheksaks genotiilibiks
(mitokondriaalse DNA makrohaplogruppi). Need parasiidid pdhjustab eluohtlikku
zoonootilist haigust nimega tsiistiline ehhinokokoos, millega on nakatunud maailmas
hinnanguliselt kuni 1 miljon inimest. Selles liigikompleksis, on genotiilibid G6 ja G7 ithed
koige tiilipilisemad inimnakkuste pohjustajad, kuid nende geneetilise mitmekesisuse ja

fiilogeograafia kohta on teavet véhe.

Selle t66 eesmairgiks oli analiilisida genotiiipide G6 ja G7 geneetilist mitmekesisust ja
fiilogeograafiat, kaasates analiilisi ka proove varasemalt vihe uuritud regioonidest. Samuti
oli eesmirk analiiiisida potentsiaalsete haplogruppide olemasolu regioonides, kust

varasemalt on tuvastatud divergentseid haplotiiiipe.

Antud t60s analiilisiti genotiiipide G6 ja G7 geneetilist mitmekesisust, struktuuri ja
fiilogeograafiat kasutades pea-tdismitokondriaalseid DNA jérjestusi (12156—12163 ap).
Sekveneeritud proove oli 71 ning need parinesid seitsmest riigist Euroopas, Aasias ja Louna-
Ameerikas. Proovide vordluseks ja andmete globaalsesse konteksti paigutamiseks loodi
laiendatud andmestik varasemalt avaldatud tdismitokondriaalsetest jérjestustest ning 1oplik
analiiiisiks kasutatud andmestiku suurus oli 174 pea téielikku mitokondriaalse DNA

jérjestust.

Kéesoleva magistritoé tulemusel selgus, et genotiilipide G6/G7 mitmekesisus oli
margatavalt suurem kui seda varem oli tuvastatud ning gruppide sisesed ja vahelised
struktuurid olid keerukad. Mongooliast tuvastati uus haplogrupp, mis erines nii genotiiiibist
G6 kui ka G7, ning mille genotiiibilist kuuluvust oli seetdttu keeruline méérata. Genotiiiibi
G6 korral leiti, et klastri siseselt oli proovid vdga sarnased — ka geograafiliselt kauged
Argentiina ja Aafrika riikide proovid sarnanesid iiksteisele. Tiirgist, Iraanist ja Mongooliast
leiti esmakordselt proove haplogrupist G7b — varasemalt on G7b haplogrupi kuuluvaid

proove identifitseeritud vaid Vahemeremaadest.

Tulevikus oleks oluline uurida, kas erinevatel haplogruppidel ja/vdi genotiilipidel vdib
esineda erisusi sellistes bioloogilistes tunnustes nagu nditeks resistentsus ravimitele,
peremeesliikide eelistus ja/voi patogeensus. Seega on kdesolev magistritdo oluliseks aluseks

edasistele uuringutele selle parasiidi epidemioloogia paremaks moistmiseks.
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Summary

Genetic diversity and phylogeography of Echinococcus granulosus sensu

lato genotypes G6 and G7

Anti Biedermann

Echinococcus granulosus sensu lato is a cosmopolitan species complex, in which five
species are recognized, which in turn are divided into eight genotypes (mitochondrial DNA
macrohaplogroups). This species complex is the cause of a life-threatening zoonotic disease
known as cystic echinococcosis (CE), which affects an estimated 1 million people worldwide.
Genotypes G6 and G7 are one of the most common causes of human CE, yet relatively little

is known about the genetic diversity and phylogeography of these genotypes.

The aim of this thesis was to assess the genetic diversity and phylogeography of genotypes
G6 and G7 and to also include samples from regions that have so far not been
comprehensively studied. An additional aim was to explore whether the previously identified

single divergent haplotype represents a distinct haplogroup.

In this thesis, the genetic diversity, structure and phylogeography of genotypes G6 and G7
was explored using near-complete mitochondrial genome sequences (12156-12163 bp). A
total of 71 samples were sequenced which originated from seven different countries from
Europe, Asia and South America. To analyze and compare the acquired data in a global
context, an expanded dataset was compiled from previously published G6/G7 mitochondrial

genome sequences, bringing the total number of sequences included in the analysis to 174.

The current thesis showed that the genotypes G6 and G7 are significantly more genetically
diverse and that inter- and intra-cluster structures were far more complex than previously
thought. Several previously undetected divergent haplotypes emerged alongside a new
haplogroup from Mongolia, which positioned between G6 and G7, and for which the
genotypic identity remains to be determined. Additionally, samples belonging to a divergent
haplogroup of genotype G7 (namely G7b) were identified from Turkey, Iran and Mongolia.
This haplogroup has previously only been identified from the Mediterranean region. In the
future, it would be interesting to assess whether these divergent haplogroups and/or

genotypes might have an impact on the biology and epidemiology of this parasite.
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Lisa 1. Lisajoonised
Ainult selles t66s sekveneeritud proovidega koostatud fiilogeneetiline vorgustik (Joonis A.)

ja filogeneesipuu (Joonis B.).

Joonis (A). Echinococcus granulosus sensu lato genotiilipide G6 ja G7 fiilogeneetiline

vorgustik (n = 71). Roheline mérgib genotiiiip G6, punane Mongoolia haplotiiiip ja sinine

G7 klastrit. Haplotiiiibi nimed tulenevad nende péritolu riigi rahvusvahelisest ISO koodist.

Nime juures sulgudes olev tdht tdhistab vaheperemees liiki, need on: (k) - kaamel, (g) - kits,

(s) - siga, (i) - inimene, (1) - lammas, (v) - veis. Ringisisesed arvud tdhistav proovide arvu

selles haplotiiiibis, joonte korval olevad arvud tdhistavad mutatsioonide arvu.
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Joonis (B). Fiilogeneesipuu koostatud suurima tdepara meetodiga Echinococcus granulosus sensu lato G6 ja G7 proovides (n = 71). Genootiiiibi

G7 klaster on margitud sinises, Mongoolia haplogrupi klaster punases ja G6 klaster rohelises. Toetused kujutatud vaid s6lmedel, mille bootstrap
vadrtus oli korgem kui 80%.
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Lisa 2. Ulevaatlik tabel koikidest toos kisitletud proovidest

Tabel on Excel failina ja selles on vélja toodud iga proovi laborikood, leiuriik, genotiiiip,
PCR tulemused, sekveneeritud proovid, proovi tiilip (tsiist, protoskooleks, DNA) ja
koostddpartner, kellelt proovid olid saadud.
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Lisa 3. Selles toos sekveneeritud proovid

Selles t60s sekveneeritud proovid nimed, haplotiiiibi nimed, péritolu riigid ja genotiiiip.

Haplotiilip  Proovi nimi _ Riik Peremees Genotiilip

MON1 13216 Mongoolia kaamel Mongoolia haplogrupp
MON1 13217 Mongoolia kaamel Mongoolia haplogrupp
MON1 13219 Mongoolia kaamel Mongoolia haplogrupp
MON1 13221 Mongoolia kaamel Mongoolia haplogrupp
MON1 13222 Mongoolia kaamel Mongoolia haplogrupp
MON1 13223 Mongoolia kaamel Mongoolia haplogrupp
MON1 13224 Mongoolia kaamel Mongoolia haplogrupp
MON1 13228 Mongoolia kaamel Mongoolia haplogrupp
MON1 13232 Mongoolia kaamel Mongoolia haplogrupp
MON2 13229 Mongoolia kaamel Mongoolia haplogrupp
MON3 13233 Mongoolia kaamel Mongoolia haplogrupp
MON4 13235 Mongoolia kaamel G7

MON4 13238 Mongoolia kaamel G7

MON4 13239 Mongoolia kaamel G7

MONS5 13236 Mongoolia kaamel Mongoolia haplogrupp
MONG6 13240 Mongoolia kaamel Mongoolia haplogrupp
MON?7 13241 Mongoolia kaamel Mongoolia haplogrupp
MONS 13243 Mongoolia kaamel Mongoolia haplogrupp
MON9 13245 Mongoolia kits Mongoolia haplogrupp
POLI1 JK1 Poola siga G7

POL2 JK2 Poola siga G7

POL2 JK3 Poola siga G7

IRN1 NH1 Iraan inimene G6

IRN2 NH2 Iraan inimene G6

IRN3 NHS5 Iraan inimene G6

IRN4 NH10 Iraan inimene Go6

IRNS NHI15 Iraan inimene G7

ARGI1 PH14 Argentiina siga G7

ARG QH4.2 Argentiina siga G7

ARGI1 QH7.2 Argentiina siga G7

ARG QH7.3 Argentiina siga G7

ARGI1 QH9 Argentiina siga G7

ARG2 QHI11 Argentiina siga G7

ARG3 QHI3 Argentiina siga G7

ARG3 QH14 Argentiina siga G7

ARG4 QHIS5 Argentiina inimene Go6

ARG4 S424 Argentiina inimene G6

ARG4 S426 Argentiina inimene G6

ARGS5 QH2 Argentiina siga G7

ARGS5 QH19,20 Argentiina siga G7

ARGS5 QH22 Argentiina siga G7
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ARG5S QH5 Argentiina siga G7

ARG6 QH4 Argentiina siga G7

ARG7 QH7 Argentiina siga G7

ARGS S273 Argentiina veis G6

ARG9 S274 Argentiina veis G6

ARGI0 S330 Argentiina kits G6

ARGI11 S331 Argentiina kits G6

ARGI12 S367 Argentiina siga G7

ARG13 S368 Argentiina siga G7

ARG14 S425 Argentiina inimene G6

ARG14 S498 Argentiina inimene G6

ARGI15 S507 Argentiina siga G7

ARGI15 S509 Argentiina siga G7

ARGI15 S511 Argentiina siga G7

ARG16 S514 Argentiina siga G7

ARG17 S518 Argentiina kits G6

ARGI18 S587 Argentiina inimene G6

ARG19 S588 Argentiina inimene G6

TUR2 TIP-9 Tiirgi inimene G7

TURI S44 Tiirgi lammas G7
Prantsusmaa

FRA1 EM4647 (Korsika) siga G7
Prantsusmaa

FRA2 EM3648  Korsika) siga G7
Prantsusmaa

FRA3 EM4649 (Korsika) siga G7
Prantsusmaa

FRA3 EMBIL Korsika) siga G7
Prantsusmaa

FRA4 EM4651 (Korsika) siga G7
Prantsusmaa

FRAS EM4654 (Korsika) siga G7
Prantsusmaa

FRA6 EM4635 g orsika) siga G7
Prantsusmaa

FRA7 EM4656 (Korsika) siga G7
Prantsusmaa

FRAS EM$10 Korsika) siga G7

MDA EM12203  Moldova siga G7
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Lisa 4. Analiiiisiks andmebaasist GenBank kaasatud proovid
GenBanki andmebaasist analiiiisi kaasatud referentsjirjestused, proovide nimed,
haplotiilibi nimed, péritolu riigid, genotiilip ja allikas.

Haplotiilip Proovi nimi Riik Peremees  Genotiiiip Allikas
Mongoolia

MONI10  Sample43 Gmon  Mongoolia inimene haplogrupp  (Laurimie et al. 2018)
IRN6 Samplel IRA1 [raan kaamel G6 (Laurimée et al. 2018)
IRN7 Sample2 IRA2 Iraan kaamel G6 (Laurimée et al. 2018)
IRNS Sample3 IRA2 [raan kaamel G6 (Laurimée et al. 2018)
IRNO9 Sample4 IRA3 Iraan kaamel G6 (Laurimée et al. 2018)
ARG20  Sample5 ARGI Argentiina  kits G6 (Laurimée et al. 2018)
ARG21 Sample6  ARG2 Argentiina  kits G6 (Laurimée et al. 2018)
ARG22 Sample7 ARG3 Argentiina  kits G6 (Laurimée et al. 2018)
ARG23 Sample27 ARG4  Argentiina  siga G7 (Laurimée et al. 2018)
ARG23 Sample28 ARG5S  Argentiina  siga G7 (Laurimée et al. 2018)
ARG23 Sample29 ARG5  Argentiina  siga G7 (Laurimée et al. 2018)
ARG23 Sample30_ ARG5S  Argentiina  siga G7 (Laurimée et al. 2018)
ARG23 Sample31 ARG5  Argentiina  siga G7 (Laurimée et al. 2018)
ARG23 Sample32 ARG5S  Argentiina  siga G7 (Laurimée et al. 2018)
ARG23 Sample33 ARG6  Argentiina  siga G7 (Laurimée et al. 2018)
ARG23 Sample36 ARGS  Argentiina  siga G7 (Laurimée et al. 2018)
ARG23 Sample37 ARGY  Argentiina  siga G7 (Laurimée et al. 2018)
ARG23 Sample38 ARGI0 Argentiina  siga G7 (Laurimée et al. 2018)
ARG24 Sample34 ARG7  Argentiina  siga G7 (Laurimée et al. 2018)
ARG24  Sample35 ARG7  Argentiina  siga G7 (Laurimée et al. 2018)
ARG25 Sample39 ARGI11 Argentiina  siga G7 (Laurimée et al. 2018)
ARG26  Sample40 ARGI12 Argentiina  siga G7 (Laurimée et al. 2018)
ARG26 Sample41l ARGI12 Argentiina  siga G7 (Laurimée et al. 2018)
ARG26  Sample42 ARG12 Argentiina  siga G7 (Laurimée et al. 2018)
KENI1 Sample8 KEN1 Keenia inimene G6 (Laurimée et al. 2018)
KEN2 Sample9 KEN2 Keenia inimene G6 (Laurimée et al. 2018)
KEN3 Samplel0 KEN3  Keenia inimene G6 (Laurimée et al. 2018)
SDN1 Samplel1 SUDI Sudaan kaamel G6 (Laurimée et al. 2018)
SDN1 Samplel2 SUDI Sudaan lammas G6 (Laurimée et al. 2018)
SDN1 Samplel13 SUDI Sudaan lammas G6 (Laurimée et al. 2018)
SDN1 Samplel4 SUDI Sudaan lammas G6 (Laurimée et al. 2018)
SDNI1 Samplel5 SUD1  Sudaan kits Go6 (Laurimée et al. 2018)
SDN1 Samplel6 SUDI Sudaan veis G6 (Laurimée et al. 2018)
SDNI1 Samplel7 SUD1  Sudaan veis Go6 (Laurimée et al. 2018)
SDN1 Samplel8 SUDI Sudaan veis G6 (Laurimée et al. 2018)
SDN1 Sample19 SUDI Sudaan lammas G6 (Laurimée et al. 2018)
SDN1 Sample20 SUDI Sudaan lammas G6 (Laurimée et al. 2018)
SDNI1 Sample21 SUD1  Sudaan kits Go6 (Laurimée et al. 2018)
SDN2 Sample22 SUD2  Sudaan kaamel G6 (Laurimée et al. 2018)
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SDN2
SDN3
MRT1
MRT2
MEX1
MEX2
MEX3
MEX4
MEX4
MEX4
MEX5
MEX6
MEX7
MEX8
ROU1
ROU2
SRB1
ESP1
FRA9
FRA10
FRAI1
FRA12
FRAI12
FRA12
FRAI13
FRA13
FRAI13
FRA14
FRA14
FRA14
FRA14
FRA14
FRA14
FRA14
FRAIS
FRA16
FRA16
FRA16
FRA16
FRA16
FRA16
FRA17
FRA17
FRA17
FRA17

Sample23 SUD2
Sample24 SUD3
Sample25 MAUI1
Sample26 MAU2
Sample44 MEX1
Sample45 MEX2
Sample46 MEX3
Sample47 MEX4
Sample48 MEXS5
Sample49 MEXS
Sample50 MEX6
Sample51 MEX7
Sample52 MEXS
Sample53 MEX9
Sample54 ROM1
Sample55 ROM2
Sample56 SERI
Sample57 SPAI
Sample58 FRA1
Sample59 FRA2
Sample60 FRA3
Sample61 FRA4
Sample62 FRA4
Sample63 FRA4
Sample64 FRAS
Sample65 FRAS
Sample66 FRAS
Sample67 FRA6
Sample68 FRA6
Sample69 FRAG6
Sample70 FRA6
Sample71 FRAG6
Sample72 FRA6
Sample73 FRA7
Sample74 FRAS
Sample80_FRA9
Sample81 FRA9
Sample82 FRA10
Sample83 FRAI10
Sample84 FRA10
Sample85 FRAI10
Sample86 FRAI11
Sample87 FRAI12
Sample88 FRA13
Sample89 FRAI14

Sudaan
Sudaan
Mauritaania
Mauritaania
Mehhiko
Mehhiko
Mehhiko
Mehhiko
Mehhiko
Mehhiko
Mehhiko
Mehhiko
Mehhiko
Mehhiko
Rumeenia
Rumeenia
Serbia
Hispaania
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa
Prantsusmaa

kits
kaamel
kaamel
kaamel
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
lammas
lammas
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
siga
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G6
G6
G6
G6
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7
G7

(Laurimie et al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie et al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie et al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie et al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie et al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie et al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie et al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie ef al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie ef al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie et al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie et al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie et al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie et al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie et al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie et al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie et al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie ef al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie ef al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie ef al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie ef al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie et al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie et al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie et al. 2018)



POL3
POL4
POLS
POL6
POL7

POLS
ITAl
ITA1
LTU1
UKRI1
UKRI1

CHNI1

CHN2

NGAI

NGA2

NGA3

NGA4

NGAS

KAZ1

Sample75 POL1
Sample76_POL2
Sample77 POL3
Sample78 POL4

Sample79 POLS
GenBank:
AB235847.1

Sample90 ITAI
Sample9l ITAI
Sample92 LIT1
Sample93 UKRI

Sample94 UKRI
GenBank:
MN340039.1
GenBank:
MN340038.1
GenBank:
MT166290.1
GenBank:
MT166289.1
GenBank:
MT166288.1
GenBank:
MT166287.1
GenBank:
AB208063.1
GenBank:
MT166286.1

Poola
Poola
Poola
Poola
Poola

Poola
Itaalia
Itaalia
Leedu
Ukraina
Ukraina

Hiina

Hiina

Nigeeria
Nigeeria
Nigeeria
Nigeeria
Nigeeria

Kasahstan

inimene
siga
inimene
siga
inimene

siga
siga
siga
siga
siga
siga
lammas
jakk
kaamel
kaamel
kaamel
kaamel

kaamel

kaamel

G7
G7
G7
G7
G7

G7
G7
G7
G7
G7
G7

G6

G6

G6

G6

G6

G6

G6

G6

(Laurimie et al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie et al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie et al. 2018)

(Nakao et al. 2007)

(Laurimie et al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie et al. 2018)
(Laurimée et al. 2018)
(Laurimie et al. 2018)

(Ohiolei et al. 2019)
(Ohiolei ef al. 2019)
(Ohiolei et al. 2020)
(Ohiolei ef al. 2020)
(Ohiolei et al. 2020)
(Ohiolei ef al. 2020)
(Nakao ef al. 2020)

(Ohiolei et al. 2020)
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