TARTU ULIKOOL
OKOLOOGIA JA MAATEADUSTE INSTITUUT
ZOOLOOGIA OSAKOND
TERIOLOOGIA OPPETOOL

Maris Parn

POISTANG-PAELUSSI ECHINOCOCCUS GRANULOSUS SENSU STRICTO
GENEETILINE MITMEKESISUS ARMEENIAS JA TURGIS NING
FULOGENEETILINE SEOS TEISTE PIIRKONDADEGA

Magistritoo

Juhendaja:

PhD Urmas Saarma

Tartu 2019






Pdistang-paelussi Echinococcus granulosus sensu stricto geneetiline mitmekesisus

Armeenias ja Turgis ning flogeneetiline seos teiste piirkondadega

Ulemaailmse levikuga pdistang-paeluss Echinococcus granulosus sensu stricto (s.s.)
pdhjustab zoonootilist haigust nimega tsistiline ehhinokokoos. See zoonoos kujutab
ohtu nii kariloomade kui ka inimeste tervisele. E. granulosus s.s. jaguneb kaheks
uksteisest héstieristuvaks genotttbiks: G1 ja G3.

Antud t66s analtsit pdhjalikumalt Targist ja Armeeniast parit parasiidiproove. Kokku
sekveneeriti 85 proovi peaaegu tdielikud mitokondriaalse DNA jarjestused. Saadud
Armeenia (n=38) ja Turgi (n= 47) proovidele lisati fllogeneetiliste eneliside
labiviimiseks rahvusvahelisest andmebaasist Genbank 211 genotlipi G1 ja 39

genotlupi G3 kuuluvat peaaegu taielikku mtDNA jarjestust (11 675 aluspaari).

Saadud andmestike pBhjal nagime, et Armeenia ja Turgi proovid olid tihedalt seotud
teistest piirkondadest périt proovidega ning mdlema genotiitibi puhul vois tdheldada
alampopulatsioonide véhest geneetilist diferentseerumist. Vdhemlevinud genottiubi G3
leviku lahtepunkt asub Bayesi fllogeograafilise analtlsi tulemusena Lahis-lda

piirkonnas.

Genetic diversity and phylogenetic relations of Echinococcus granulosus sensu
stricto in Armenia and Turkey

Echinococcus granulosus sensu stricto (s.s.) has a worldwide distribution and causes a
zoonotic disease called cystic echinococcosis. This zoonosis poses a great threat to both
livestock and human health. E. granulosus s.s. is divided into two distinct genotypes:
G1 and G3.

Present study focused on samples from Armenia and Turkey. Overall 85 of near-
complete mitochondrial DNA samples were sequenced. A total of 211 genotype G1 and
39 genotype G3 mtDNA sequences (11,675 bp) sequences from Genbank were added to
perform phylogenetic analysis of Armenian (n = 38) and Turkish (n = 47) data.

Based on the resulting data, it can be concluded that the Armenian and Turkish samples
of both genotypes were closely related to samples from other regions, and in both cases,
low genetic differentiation within subpopulations was observed. Based on Bayesian
phylogeographic analysis the origin of the less-prevalent genotype G3 is in the Middle
East.
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Sissejuhatus

Ehhinokokid on vaikesed, mdne millimeetri pikkused paelussid, kes on siseparasiitidena
tuntud juba antiikajast. Hoolimata pikast ajaloost ning arvukatest ohjamiskatsetest on

ehhinokokid ka tanapaeval majanduslikult kulukad ja inimestele ohtlikud.

Ehhinokokkide perekond (Echinococcus) kuulub paeluslaste (Taeniidae) sugukonda ning
neljanapaliste (Cyclophyllidea) seltsi. Perekonda kuuluvad liigid pdhjustavad ohtlikku

zoonootilist parasiithaigust ehhinokokoosi (Eckert ja Thompson 2017).

Pdistang-paeluss Echinococcus granulosus sensu lato on tsistilise ehhinokokoosi
pohjustajana suureks ohuks nii inimeste kui loomade elule ja tervisele. Tsustilise
ehhinokokoosiga kaasnevad ka suured majanduslikud kahjud (Eckert ja Thompson 2017;
Otero-Abad ja Torgerson 2013). Tanu Ulemaailmsele levikule, kdrgele zoonootilisusele
ning laiale peremeesliikide hulgale on tsustilist ehhinokokoosi nimetatud Uheks
tdsisemaks inimeste parasiithaiguseks ja Maailma Terviseorganisatsioon on arvanud selle
17-ne olulisema troopilise haiguse hulka. Ta p&hjustab ohtu inimeste elule ning tervisele
ja 1abi kari- ja metsloomade ka suurt majanduslikku kahju (Eckert et al. 2001).

Maailmas pGeb tsustilist ehhinokokoosi samaaegselt umbes miljon inimest, see on
toiduga levivate parasiithaiguste hulgas nookpaelussi (Taenia solium) jarel olulisuselt
teisel kohal (FAO 2014). Labi ajaloo on mdningad katsed parasiiti ohjata olnud edukad,
kuid selliseid néiteid saab tuua vaid saartelt v6i véga hdreda inimasustusega aladelt.
Probleeme pohjustab see haigus eelkdige vaesemates maapiirkondades Aasias, Aafrikas,
aga ka Euroopa l6unaosas Vahemere piirkonna riikides, kus kokkupuude inimeste,

kariloomade ja vabalt elavate koerte vahel on tihe (Romig et al. 2017).

Pdistang-paeluss on keerukas liikide ja genotiiipide kompleks, mille taksonoomia on
siiani ebaselge. Ajalooliselt eristati mitokondriaalse DNA pd&hjal lausa kimmet
genotlupi, vastavalt G1-G10, kuid tdnapaeval saame raakida kaheksast genotubist, mis
jaotuvad 4-6 liigi vahel. Antud t606s on késitlusel vaid kdige laiema peremeeste valikuga
liik, kuhu kuuluvad genotutbid G1 ja G3 ning mille teaduslik nimi on Echinococcus

granulosus sensu stricto.

Vottes arvesse parasiidi Glemaailmset levikut ning majanduslikku kahju ja koormust
tervishoiuslsteemile, on pdistang-paelussi leviku, zoonootilisuse ja genotulbiliste
erinevuste valjaselgitamine olulise tdhtsusega. Paraku on neis teadmistes llinki veel

killaga. Kas ja kuidas erinevad genotliubid nakatumisvdime poolest ning millised on eri
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genotulipide peamised levikusuunad? Need on vaid mdned vastamata kusimused, mis
on olulised paelussi nakkusega vditlemiseks maailma eri piirkondades (Larrieu et al.
2015; Kinkar et al. 2018a)

Tsustiline ehhinokokoos on oma olemuselt ennetatav haigus ning inimtervise
seisukohalt on oluline erinevates piirkondades levivate genotulipide kindlakstegemine
ja levikumustrite uurimine. Olenevalt genotulbist vOivad peremehespetsiifilisus,
elutsuklimustrid ja haiguse kulgemise Kiirus erineda. Samuti pole teada, kas ja kuidas

mdjuvad valjatdotatud vaktsiinid erinevatele genotulpidele.

Antud t60s analtisin pdhjalikumalt nii Turgist kui ka Armeeniast périt proove. Kui
Turgist on peaaegu téieliku mitogenoomi pohjal pdistang-paelussi fllogeograafiat
varem uuritud, siis antud t66 on esimene, mis kaasab Armeeniast parit proovide
mitokondri genoomi. Lé&his-lda, kui paljude kariloomade kodustamise piirkonda on
peetud poistang-paelussi leviku alguspunktiks ning seetdttu vdib eeldada piirkonnas
parasiidi suuremat geneetilist mitmekesisust. Antud t66s uurin, kui palju erineb
Armeenia ja Tirgi populatsioonide geneetiline struktuur vorreldes tlejaanud maailmaga
ning kui tugevalt eristub Armeenia kui piirkonna populatsiooni struktuur muust

maailmast.
T60 hipoteesid:
1) Armeeniast périt proovid moodustavad fiilogeneetiliselt eristatava grupi.

2) Geneetiliselt on Tirgi ja Armeenia isendid ldahedasemad neile geograafiliselt

ldhemal asuvatest piirkondadest parit isenditega.

3) Genotlubi G3 puhul on Tirgi tks parasiidi leviku alguspunkte.



1. Pdistang-paeluss

Poistang-paelussidel on terve rida unikaalseid tunnuseid ja omadusi, mille pdhjal saab
neid hdlpsasti eristada teistest samasse sugukonda Taeniidae kuuluvatest liikidest.
Taiskasvanud pdistang-paeluss on ainult méne millimeetri pikkune ning harva kiundib
pikkus ule 7mm. Nende keha koosneb mitte ronkem kui kuuest ltlist, kusjuures mitmetel
teistel sugukonna Taeniidae liikidel on Ule tuhande lGli ning nad vdivad kasvada mitme
meetri pikkuseks. Paelussidele kohaselt ei ole pdistang-paelussil kehasisest

seedeelundkonda ning ainevahetus toimub keha valispinna kaudu (Eckert et al. 2001).

Tdiskasvanud isend elab kinnitununa 16pp-peremehe peensoole limaskesta hattudele ning
on hermafrodiitne. Kinnitumiseks paiknevad tal péisel neli iminappa ning kaks rida
nookusid. Paljunemine toimub suguliselt, eelistatud on sugurakkude vahetus, kuid
hdredama levialaga piirkondades on tavalisem enese viljastamine (Thompson 2017).
Viimane kehalili sisaldab sadu mune ning eraldub kiipsena stroobilast ning satub labi
peremehe  seedesiisteemi  valiskeskkonda. Munad vOivad  valiskeskkonnas
nakkusohtlikuna pisida kuid v6i sobivates oludes isegi aastaid (Eckert et al. 2001;
Thevenet et al. 2005).

1.1. Elutsukkel

Pdistang-paeluss vajab elutstkli labimiseks kahte peremeest: 16pp-peremeest, kelleks
vlivad olla erinevad koerlased ning herbivoorset vaheperemeest (Joonis 1), kelleks on

tinti kariloomad v6i soralised (McManus et al. 2003).

Parasiit suudab nakatada suurt hulka erinevaid peremeesliike. Tal on olemas nii
metsloomi kui ka koduloomi hélmav elutsiikkel ning teatud juhtudel vdivad need tsiiklid
olla omavahel pdimunud. Metsloomi hdlmav tsiikkel on eelkdige levinud héreda
inimasustusega aladel. Néiteks toimub metsloomatsikkel P6hja- Ameerikas huntide ja
pdhjapotrade vahel (Moro ja Schantz 2006). Austraalias on aga vaheperemeesteks
kukrulised nagu nditeks erinevad kangurud ning I8pp-peremeesteks dingod. Sealne
koduloomatsiikkel hélmab koeri ja kariloomi. Pole harvad juhud, kui parasiit kandub
metsloomadelt Gle koduloomadele. See teeb aga kodulooma tsikli ohjamise
keerulisemaks (Jenkins 2006). Enamasti hdlmabki parasiidi elutsiikkel koeri ning
kariloomi. VVaheperemeheks voivad olla erinevad kariloomad: lambad, kaamelid, sead,
hobused, alpakad, kitsed jt. (Romig et al. 2017).



Vaheperemees saab nakkuse keskkonnast, neelates alla paelussi mune. Paelussi munadest
véljub esimese kasvujargu vastne- onkosfaar, kes liigub labi vaheperemehe peensoole
seina tema vereringesse. Sealt kandub ta edasi suurematesse organitesse nagu kopsud voi
maks. Joudnud sobiva organini kinnitub ta nookudega siseorgani seina kiilge ning temast
hakkab arenema ehhinokokipdis (McManus et al. 2003). Ehhinokokipdie asukoht,
arenemiskiirus ja kuju voib olla erinevatel pdistang-paelussi genotuipidel erinev
(Thompson 2017).

N

Joonisl. Pdistang-paelussi elutstikkel. 1) Taiskasvanud uss elab 16pp-peremehe peensoole
seinale Kinnitunult. Valmivad mune téis kehaltlid. 2) Véljaheidetega satuvad munad
keskkonda. 3) VVaheperemees neelab munad alla, hakkab arenema onkosfaar. 4) Pdistangu
nakatava vastsejargu arenemine erinevates organites (kopsud, maks). 5) Vaheperemehe
siseelundite tarbimine 18pp-peremehe poolt. 6) Looteline pais vabaneb pdistangust ja

Kinnitub peensoole seinale.



Ehhinokokipdis on vedelikuga tdidetud struktuur, milles arenevad tuhanded
protoskooleksid ehk paelussi nakkusvB@imelised paised. Iga protoskooleks on vdimeline
nakatama peremeesorganismi. Elutsikli jatkumiseks on vajalik vaheperemehe
siseorganite tarbimine 10pp-peremehe poolt. Protoskooleksid liiguvad peremehe
peensoolde ning arenevad seal taiskasvanud isendiks (Eckert et al. 2001; Thompson
2017).

Parasiidi elutstikli jatkumiseks vajalikku kiskja- saaklooma suhet inimese puhul ei toimu
ning seetdttu nimetatakse inimest tupikperemeheks. Inimene saab tavaliselt nakkuse
kokkupuutel koertega. Parasiidi munad véivad Kkinnituda koerte karvade kilge ning
inimene vdib neid tahtmatult alla neelata. Suur osa nakatumisi kulgeb aga

asmptomaatiliselt (Eckert et al. 2001; Deplazes et al. 2017).

1.2. Genotudbiline jaotuvus

Echinococcus granulosus sensu lato on keerukas kompleks, kuhu kuulub kaheksa
genotlupi, mis jaotuvad 4-6 eri liigi vahel, s6ltuvalt kasitlusest (Laurimde 2018). Nii
liigid kui genotiitibid erinevad Uksteisest geneetiliselt, aga ka leviku, peremehevaliku,
osaliselt ka morfoloogia, patogeensuse ja inimeste nakatamisvéime poolest (Eckert et al.
2001; Thompson ja McManus 2002; Romig et al. 2017). Tapne liigiline méaratlus seisneb
nende puhul veel ees ja see on olulise tahtsusega nii teaduslikult kui ka praktilisel,

vbimaldades meedikutel ja veterinaaridel (iheselt aru saada, millise taksoniga on tegu.

Kui algselt eristati liike ja genotilipe morfoloogia ja peremeesliikide kaudu, siis
tanapdaeval on kasutusel nii tuuma- kui ka mitokondri genoomijarjestused. Algselt eristati
kiimme genotidipi, kuid genotulpi G9 ei peeta enam kehtivaks ning G2 arvatakse olevat
G3-e variant (Scott et al. 1997; Thompson ja McManus 2002; Laurimae 2018)

Erinevad genotlubid jaotuvad liikide vahel jargmiselt: E. granulosus s.s. (G1 ja G3), E.
equinus (G4), E. ortleppi (G5), kuid genotutpide G6, G7, G8 ja G10 staatus on ebaselge.
Viimased uuringud on néidanud, et nii G6/G7 kui G8/G10 moodustavad flilogeneetiliselt
kaks eraldi klastrit (Laurimde 2018). Genotutpide G6/G7 jaoks on vélja pakutud nimi E.
intermedius, kuid see ei ole paraku sobiv nimi, kuna artiklis, kus oli toodud E. intermedius

mdbtmed (Lopez-Neyra ja Soler Planas 1943), ei sobi need G6/G7 mdbtmetega, vaid



hoopis E. granulosus s.s. omadega (Saarma et al., avaldamata andmed). Genotlupidele
G8/G10 sobib nimi E. canadensis (Laurimae 2018).

1.3. Echinococcus granulosus sensu stricto levik

Pdistang-paelussi genotiipidest on Echinococcus granulosus sensu stricto kdige laiemalt
levinud ning 88% tsustilise ehhinokokoosi juhtudest on olnud pdhjustatud just selle liigi
poolt (Alvarez Rojas et al. 2014). Samuti on tema teadaolevate vaheperemeeste
nimekirjas kdige rohkem erinevaid loomaliike alustades kukrulistest ning kaamelilistest
ning IOpetades erinevate kodustatud ja metsikute soralistega. Levinuimad on siiski
lambad, veised, Kkitsed, sead ja puhvlid. Samuti vOib I6pp-peremeheks olla mitmeid
erinevaid koerlasi nagu néiteks hundid, koerad, $aakalid voi dingod (Romig et al. 2017).
G3 on olnud tuntud ka kui puhvli-tivi, kuna algselt leiti seda Indias vesipuhvlitelt, kuid
hiljem on seda tuvastatud ka paljudelt teistelt kariloomadelt ning parasiit vdib algselt parit
olla hoopis L&his-lda piirkonnast (Kinkar et al. 2018b). Seega kattuvad nii G3 kui ka G1
peremeeste loetelud suhteliselt suures ulatuses. G1 on nimetatud ka lamba tiiveks, kuid ta
on maailmas palju laiemalt levinud ning on erinevate peremeesliikide arvult kindlal
esikohal (Thompson 2017).

Uks suuremaid leviku keskpunkte on nii genotiiiibi G1 kui ka G3 puhul Lahis-Ida (Kinkar
et al. 2018a; 2018b). Lahis-Ida on tuntud paljude kariloomade nagu néiteks lamba, kitse
ja veise kodustamispiirkonnana. Ning antud liigid on védga olulised parasiidi
vaheperemehed. Ténapéeval on G1 levinud kéikjal maailmas, eriti Aafrikas, Austraalias,
Lduna-Euroopas, Louna-Ameerikas ning Aasias (Kinkar et al. 2018a). Levikule on kaasa
aidanud aktiivne loomakaubandus erinevate riikide ja maailmajagude vahel (Kinkar et al.
2016, 2018a; Yanagida et al. 2012).

1.4. Mitokondriaalne DNA

Algselt eristati liike nende morfoloogia ja peremeesliikide jargi, kuid teaduse arenedes
muutusid liikide eristamiseks valdavaks just molekulaarsed meetodid, mis paljuski
toetasid algselt eristatud gruppe (Thompson 2017). Peatselt hakati erinevaid tiivesid ning
genotulipe eristama kasutades mitokondriaalset DNA-d, tdpsemalt COXI ja NADH1
geene (Bowles et al. 1992; Bowles ja Mcmanus 1993).
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Pdistang-paelussi  mitokondri tadisgenoom on vdrreldes tuumagenoomiga oluliselt
vaiksem, varieerudes soltuvalt genotulbist 13,5 ja 17,7 tuhande aluspaari vahel (Kinkar
et al. 2019). Mitokondriaalne DNA reeglina ei rekombineeru ning parandatakse téies
ulatuses emaliini pidi. Samas koguneb genoomi aja jooksul mutatsioone ja et
mitogenoome vOib rakus leiduda paljudes kordustes, siis kasutatakse seda sageli
geneetilise mitmekesisuse, fulogeneesi ja flilogeograafia uuringutes (Castro et al. 1998).

11



2. Materjal ja meetodid

2.1. Proovide paritolu

Antud t66 raames analtlsiti 85 parasiidiproovi, millest 47 olid pé&rit Turgist ning 38
Armeeniast (Joonis 2). Tirgi proovid parinesid kahest Tirgi regioonist- Elazigist ja
Erzincanist. Armeenia koeproovid olid kogutud koosttdpartnerite poolt erinevatest

Armeenia piirkondadest.

Lisaks koostati flilogeneesi uurimiseks ning teiste maailma piirkondadega vordlemiseks
laiendatud andmekogum, kuhu lisati meie to6rihma poolt varem publitseeritud 211 G1

jarjestust ning 39 G3 jarjestust (Kinkar et al. 2018a; Kinkar et al. 2018b; Lisa 2).
5 = ’ Y

Joonis 2. Proovide péritolu. Turgi proovidest 39 olid kogutud Erzincani regioonist ning 8
Elazigist, kusjuures viie puhul oli peremeheks inimene. Armeeniast oli kokku 38 proovi,

millest kimne puhul oli peremeheks inimene.

2.2. DNA eraldamine, mtDNA lookuste amplifitseerimine ja sekveneerimine
Turgi proovid jéudsid koostoopartneritelt Tartusse juba eraldatud DNA kujul.

Armeeniast parit koeproovidest eraldati DNA HighPure PCR Template Preparation
Kitiga (Roche Diagnostics) vastavalt etteantud protokollile.

Mitokondriaalse DNA amplifitseerimiseks kasutati td6rihmas eelnevalt vélja to6tatud 12
praimeripaari (Kinkar et al. 2017).
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Tabel 1. Echinococcus granulosus sensu stricto mtDNA eri lookuste PCRIl ja

sekveneerimisel kasutatud praimerid (taiendatud versioon vorreldes Kinkar et al. 2017).

*Praimereid S7f ja S11f kasutati ainult sekveneerimisel (lisapraimeritena).

Praimer | Praimeri jarjestus Praimeri PCR
positsioon 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

ST* GTGTCGGTGTTTAGTCCTAATAG 11 053...11 076

E8fn GCTTATGTTACGGCCATAAGA 11,716...11 736

E8rn TGCTTAGTAAAAAACACCCCA 12764...12 784 1069 bp

E10f GATTACTGTTACTGGTTTTCA 312...332

E10r CAACTTAAAAACAAGCATCATCA 1756...1778 1467 bp

E11f TTTTATGCTATTCTTCGGTGTA 1521...1542

Ellr CAAAAACACCTCATTAAACCAC 3278...3299 1779 bp
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S11f* GGTGCTAATTTTAGGTTTGTATAGACA | 2188...2215
El2f TTGTGGTGTTTTTATGATG 2922...2940
El2r CACAGACGATAACCCAGA 4204...4221 1300 bp
E13f CGGGTCTTTTATTTTGATGTTG 4003...4024
E13r GATCCAAAAGCACATCGA 5507...5524 1522 bp

PCR viidi 1dbi Advantage 2 poliimeraasi seguga, I0ppmahuga 20 pl ning see sisaldas
10XP Advantage 2 PCR puhvrit, 0,2 mM dNTPde segu, 0,25uM vastavat praimerisegu

ning 1U Advantage 2 pollimeraasi. Segule lisati ka 20-50 ng puhastatud DNA-d.

Kasutati touchdown PCR programmi, mille tingimusteks olid:

95°C

1 minut

95°C

55°C

68 °C

20 sekundit

45 sekundit  -0,5 °C iga tsukli kohta, 10 tstklit

2 minutit

95°C

50°C

68 °C

20 sekundit

45 sekundit 25 tsuklit

2 minutit

68 °C

5°C

2 minutit

paus

PCR produktist 10ul puhastati, lisades sellele 1ul puhastussegu. Segu koosnes aluselisest
fosfaadist FastAP (1U/ul, Thermo Fisher Scientific) ja eksonukleaasist EXO 1 (20U/pl,

Thermo Fisher Scientific). Mdlema Idppkonsentratsioon segus oli 1U/pl.
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Puhastusreaktsiooni tingimusteks olid:

37°C 30 minutit

80 °C 15 minutit

4°C  paus

PCR produkti olemasolu kontrolliti geelelektroforeesil 1XTAE puhvris, agaroosgeelile
lisati DNA visualiseerimiseks 7ul etiiddiumbromiidi (10mg/ml, I1dppkonsentratsioon
1,4pg/ml). Molekulmassi markeriks oli O’GeneRuler 1kb Plus (Fermentas) ning
geeliplaat pildistati tles ultraviolettvalguses.

Puhastatud proovid saadeti sekveneerimiseks Eesti Biokeskuse tuumiklaborisse.

2.3. Andmeanaltilis

Kdik 85 konsensusjarjestust pandi kokku programmiga CodonCode Aligner v. 8.0.2
(Internet 1) ning parandati ja joondati kasitsi programmiga BioEdit v. 7.2.5 (Hall 1999).

Et vOrrelda Armeeniast ja Tlrgist périt E. granulosus s.s. isolaate teiste maailma
piirkondadega, koostasin nii genotitbi G1 kui ka G3 kohta eraldi laiendatud
andmekogumid kuhu kaasasin lisaks veel 211 G1 (Kinkar et al. 2018a) ja 39 G3 (Kinkar

et al. 2018b) mitogenoomi homoloogilist jéarjestust (Lisa 2).

Populatsiooniindeksid, nagu naiteks haplotitpide ja nukleotiidide mitmekesisus, arvutati
programmi DnaSp v5.10.01 (Rozas 2009) abil. Programmi Network v. 5.0.1.1 (Bandelt
et al. 1999) kasutati fulogeneetiliste vorgustike koostamisel thendatud mediaanide

meetodil.

Parima evolutsioonilise mudeli leidmiseks kasutati programmi PartitionFinder 2.1.1
(Lanfear et al. 2012, 2017). Bayesi fiilogeneetiline analtis viidi 1&bi programmidega
BEAST 1.8.4 ja BEAULi v.1.8.4 (Suchard et al. 2018). Aposterioorsed tden&osused
hinnati MCMC (Markov Chain Monte Carlo) meetodi abil (10 miljonit iteratsiooni,
valimisse kaasati iga 1000 seisund), saadud logifaile anallisiti programmiga Tracer v1.6

(Rambaut et al. 2018). Puu loomiseks viidi ldbi kolm s6ltumatut katset ning selle
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kuvamiseks kasutati programme TreeAnnotator v.1.8.4 (Drummond ja Rambaut 2007;
Suchard et al. 2018) ning FigTree v.1.4.3 (Internet 2).

Bayesi fulogeograafilise analliisi (Lemey et al. 2009) jaoks G3 andmestikule kohandati
BeEAULtis faili vastavalt kodulehel asuvale dpetusele fiilogeograafilise leviku kohta
diskreetses ruumis (Internet 3). Anallius teostati BEAST 1.8.4.-ga kasutades BEAGLE
teeki (Suchard ja Rambaut 2009; Ayres et al. 2012). MCMC ahelaid jooksutasin 30
miljonit iteratsiooni, valim moodustus igast 3000ndast seisundist. Bayesi faktoritega
kaart visualiseeriti kasutades programmi SpreaD3 1.0.7. (Guindon et al. 2010; Bielejec
etal. 2011, 2016).

2.4. Too autori roll

T60 autor viis kdik magistritéd osad labi iseseisvalt, vélja arvatud Armeenia proovidest
DNA puhastamise ning PCR-i praimeripaariga E11f ja E11r, mis viidi 14bi koost0os

valistudengi Hripsime Atoyaniga.
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3. Tulemused

T60 tulemusena koostati edukalt Echinococcus granulosus sensu stricto 85 uut peaaegu
taielikku mitokondri genoomi jarjestust kogupikkusega 12 319 aluspaari.

3.1. Armeenia ja Turgi proovid

Turgi ja Armeenia proovid jagunesid vorgustikus kahte suuremasse klaadi (Joonis 3).
Suuremasse klaadi kuulub 69 jarjestust, mis moodustavad 62 haplotiiipi ning nad
kuuluvad kdik genotiiipi G1. Vdiksemasse klaadi kuulub 16 jarjestust, mis moodustavad
15 haplotidpi ning kuuluvad genotitpi G3. Turgi proove oli kokku 47 ning nendest 43
kuulusid genotliupi G1 ja 4 genotulipi G3. Armeeniast périt proove oli kokku 38 ning
nendest kuulus genottiipi G1 26 proovi ja genotulpi G3 12 proovi. Mitokondriaalse DNA
pdhjal eristuvad genotiiibid Uksteisest selgelt ning erinevad Uksteisest 35 mutatsiooni

vorra.

Kdige sobivamaks evolutsiooniliseks mudeliks osutus Armeenia ja Turgi proovide puhul
mudel GTR + I+ G (GTR — general time-reversible) (Gu et al. 1995). Fllogeneesipuu

loomiseks valiti neutraalse molekulaarse kella mudel.

Haplotiitipide mitmekesisus antud proovide hulgas oli kdrge (Hd = 0,998). Genotiiiip G1
proovide hulgast tuli vélja kaheksa hasti toetatud (aposterioorne tdendosus >0,90)
monofuleetilist haplogruppi (Joonis 4). Kusjuures mitme klaadi puhul oli aposterioorne
tdenaosus eriti kérge (=1). G3 puhul oli hasti toetatud haplogruppe kolm. Haplogrupid
koosnevad enamasti nii Turgist kui ka Armeeniast parit proovidest, valja arvatud
haplogrupp I, kuhu kuulub ainult 3 Armeenia G3 proovi ning haplogrupid A, D ja G, mis
koosnevad ainult kahest kuni kolmest Turgi G1 proovist. Suuremate (n>3) klaadide puhul

geograafilist eristumist ei toimunud.

Haplotilpide mitmekesisus antud proovide hulgas on Hd= 0,998 (s.d. = 0,002).
Nukleotiidide mitmekesisus (m) oli 0,00238 (s.d. £ 0,00018). Neutraalsusindeksitest
Tajima D ja Fu olid negatiivsed ja mdlemad olid ka statistiliselt olulised. (D= -2,130, p<
0,05; Fs=-44,59, p< 0,02).
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Joonis 3. Turgi ja Armeenia péritolu Echinococcus granulosus sensu stricto G1 (n=69) ja

G3 (n=16) isolaatide fiilogeneetiline vorgustik. Kollasega on mérgitud Armeeniast ja
pruuniga Turgist parit proovid. Véikesed mustad ringid tahistavad mediaanvektorite

asukohti. Number klaadide vahel nditab genotiitp G3 ja G1 vahelist mutatsioonide arvu.

Erinevate varvidega on margitud aposterioorse tdendosusega >0,90 eristuvad klaadid.
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Joonis 4. Turgi ja Armeenia Echinococcus sensu stricto G1 (n=69) ja G3 (n=16)
pisolaatide fllogeneesipuu. Vérviliselt on ara mérgitud klaadid, mille aposterioorne

tdenaosus > 0,90. Haplotlupide nimekirja vaata Lisa 1.

3.2. Fulogenees laiendatud andmekogumi pdhjal

Kokku kasutasin analutsides 335 E. granulosus s.s. osalise mitokondriaalse DNA
jarjestust, mis olid 11 675 aluspaari pikad (Lisa 2). Sekveneeritud 69 G1 jarjestusele
lisasin 211 mtDNA jérjestust, mis on parit toost Kinkar et al. (2018a), kus jalgiti
genotlubi globaalseid levikumustreid. Genotutp G3 I6plik laiendatud andmekogum
sisaldas 16 minu sekveneeritud jarjestust ning 39 mtDNA jarjestust artiklist Kinkar et al.
(2018b), kus uuriti G3 mitmekesisust ja flilogeograafiat. Koostatud ulevaatelises
vorgustikus on eristatavad kaks suurt haplogruppi, mis on (ksteisest eraldatud 36

mutatsiooniga (Joonis 5).
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(n=55)

Joonis 5. E. granulosus s.s. fulogeneetiline vdrgustik (n=335), mis hdlmab nii
genotlupi G1 (n=280) kui ka G3 (n=55).

3.2.1. Genotutbi G1 fulogenees
Genotilp G1 on tlemaailmse levikuga ning antud andmed on parit viielt mandrilt, kuigi
Euraasia ja eriti Lahis-lda on vdaga tugevalt esindatud. 280 jarjestust jaotusid 232
haplotlipi. 201 proovi moodustasid eraldi haplotulbid, 25 haplotiilpi sisaldas kahte
proovi, 5 haplotlupi sisaldas kolme proovi ja ks haplotlip sisaldas lausa 14 proovi
(Joonis 7).

Kdige sobivamaks evolutsiooniliseks mudeliks osutus genotlubi G1 andmestiku puhul
mudel GTR + I+ G (Gu et al. 1995). Fulogeneesipuu loomiseks valiti neutraalse

molekulaarse kella mudel.

Antud monofileetilistest klaadidest moodustusid mdned geograafiliselt l&hedastest
haplotlipidest, nditeks kolmest Tuneesiast parit haplotidbist v6i kaks gruppi, mis
sisaldasid vaid Turgist parit haplotidpe (Joonis 6). Fllogeneetilisel vrgustikul on need
margistatud halli vérviga. Klaad D koosneb vaid Louna-Ameerikast parit proovidest ning
klaad G suuremas osas Lé&his-lda piirkonna proovidest, kuid viimases on ka paar
haplottdpi, mis on parit l1&hedasematest Euroopa riikidest nagu Rumeenia, Moldova ja
Albaania. Sellesse klaadi kuulub ka osa lisatud Armeenia ja Turgi proovidest, mis koos

Iraani proovidega moodustavad klaadist pdhiosa.
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Klaad F koosneb geograafiliselt kdige kaugematest piirkondadest périt haplotlupidest,
sisaldades haplotupe nii Aafrikast, Euroopast kui ka Austraaliast. Klaad B sisaldas lisaks

Iraani, Turgi ja Armeenia proovidele ka Uhte Hispaaniast périt haplotiitpi (SPAL).

Haplotiitipide mitmekesisus genotiilibis on suhteliselt korge Hd~ 0,997 (s.d. = 0,001).
Nukleotiidide mitmekesisus (m) oli 0,00135 (s.d. £ 0,00003). Neutraalsusindeksitest
Tajima D ja Fu olid negatiivsed ja mdlemad olid ka statistiliselt olulised. (D= -2,779 , p<
0,001; Fs= -353,91, p< 0,02).

TUNG @

TuNze'
L]

TUN27 MORL TUN1
e L ¢
ARG14

TUN2S,

TuR2S TUN3
ARGS, TUNLS s ARG12
. e o .‘.Rﬁ?(ma (sl
TURT2
TUN!} BRAS
Tunigg® //ARG107/ "o ARG
TUNZ
ALGE® TUNzs ve! Y 4 mgﬂo« s @ERAT
TUN \ \RGE.
. o TU 2..\\\ TUNS3 / iRy @ARCLL
AW / BKAJ PA10 @SPALL
ALG2, "\RB "1 PAu >
Aci® A 20 @RS
ITA6 — ITAL
a7 e o —— * P 9
TAS @ e — AUSL
. : ,7'-'752\\»\.\:«651." chas __@*RMs
BRa2®- ] . RALOg Sy \\., “@URseTURy —
= - . —gTURSD@ N2
TUR3Q = = L] .A OARMQ ®TURSD ___@TuRss
WRSJ. Risg 2 2 == .TURH = S5z
. KAZ1 =
s S e = *—®Turas 4ruks4
o "A\R‘ﬂ: — | . —— S = @TURIS
TUN2L Turad® fe A 3 —elREL TR
BRas .o VAL IR, . TURS? -
> L) AT s ARM20 ® TuR2
e ®rurT
TURS: ® OruRs2
®
* TJV\S.
TUN7, ALG3
L @ ARMS
o
e 0 .TUR3
-
.
\ Rerne WR“\’
TUN22@ Tunz2s® \“‘MZ 0%t ° UR1S

TUR7L
ARML1

ALG1Z

L3
ARM3

L4 IRA11

®TURLS

Joonis 6. Echinococcus granulosus sensu stricto genotlibi G1 flilogeneetiline
vOrgustik (n=280). Varviliselt on mérgitud klaadid, mille aposterioorne tGenéosus
Bayesi analitsil oli >0,95 ning mis sisaldasid 5 v&i rohkem haplottdpi (vt. Joonis
7). Halliga mérgitud klaadide aposterioorne tdendosus on samuti >0,95 ning need

sisaldavad kolm kuni viis haplottdipi.
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Joonis 7. Echinococcus granulosus sensu stricto genotlibi G1 288 proovi pdéhjal
koostatud Bayesi flllogeneetiline puu. Varviliselt on dra toodud seitse klaadi (A-G), mille

aposterioorne téendosus >0,95 ning mis sisaldasid viit vGi enamat haplotidpi.

22

m M O O



3.2.2. Genotuubi G3 fulogenees
Tanu esinemissageduste erinevusele on G3 mitogenoomi jarjestusi G1st tunduvalt véhem.
Seega moodustavad sekveneeritud 16 jarjestust peaaegu kolmandiku laiendatud
andmekogust. Kokku tuli valimi suuruseks 55 genotiilibi jarjestust, mis jagunesid 48
haplotitpi. 42 haptotliupi sisaldas vaid Uhte jérjestust, 5 haplotlupi sisaldas kahte proovi
(FRA2; ART1; TUR79; IND4; TUR81) ning SPA12 sisaldas kolme. Bayesi tdepdara
meetodil sai kdrge (>0,90) esinemise tdepdra seitse haplogruppi (Joonis 9) ning need on

erinevate vérvidega dra toodud ka fiilogeneetilisel vérgustikul (Joonis 8).

Kdige sobivamaks evolutsiooniliseks mudeliks osutus genotliiibi G3 puhul Tamura-Nei

nukleotiidi asendusmudel gamma-jaotusega (T93 + G) (Tamura ja Nei 1993).

Proovid erinevatest geograafilistest piirkondadest asetsesid reeglina tihes haplogrupis,
ning just G3 puhul on ndha haplotiiupide selgemat geograafilist eristumist. Klaadi F
kuuluvad proovid on Euroopa péritolu, kuid nende hulgas on ka iiks Alzeeriast périt
proov. Klaadis G on enamus proove Lahis-lda piirkonnast , kuid tks haplotlup on ka

Rumeenia paritolu.

Klaadid A, C ja E moodustavad vaid TUrgist ja Armeeniast parit haplotidibid, kusjuures
haplotliibi ART1 moodustavatest genotltpidest tiks on selle t66 kadigus sekveneeritud

Armeenia genotlup ning teine varasemalt sekveneeritud Tlrgi genotup.

Haplotiitipide mitmekesisus genotiiiibis on suhteliselt korge Hd~ 0,995 (s.d. £ 0,005).
Nukleotiidide mitmekesisus (m) oli 0,00147 (s.d. £ 0,00006). Neutraalsusindeksitest
Tajima D ja Fu olid negatiivsed ja mdlemad olid ka statistiliselt olulised. (D= -2,549, p<
0,001; Fs=-25,65, p< 0,02).
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Joonis 8. Echinococcus granulosus sensu stricto genotiiibi G3 (n=55) flilogeneetiline

IRAZO(L

vorgustik. Haplotipe t&histavate ringide varvid on vastavuses erinevate geograafiliste
regioonidega, musta varvi vaiksemad ringid tahistavad mediaanvektoreid. Ringi sees olev
number néitab mitu genotuipi sellesse haplotitpi kuulub, ilma numbrita haplotiitpides
on neid vaid tks. Varviliselt on &ra toodud 7 klaadi, mille aposterioorne tben&osus Bayesi
fllogeneesipuul oli >0,90 (vt. Joonis 9).
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Joonis 9. E. granulosus sensu stricto 55 proovi pdhjal koostatud genotulibi G3 Bayesi
filogeneetiline puu. Vérviliselt on dra margitud 7 klaadi, mille aposterioorne tdendosus
>0,90.

3.2.3. Genotuubi G3 levikusuunad
Genotuiibi G3 proovid olid périt 13 erinevast riigist. Bayesi fulogeograafilise analtitsi
tulemusena leidsin 13 erineva piirkonna peale 10 erinevat levikuteed, mille Bayesi faktor
(BF) oli lle kiimne (Joonis 1). Bayesi faktori vaartust télgendatakse (he hipoteesi
tdendite tugevusena teise Ule. Kolme levikutee puhul oli BF>1000 ja kolme puhul

BF>100. Bayesi faktori vaartuseid, mis on kolmest suuremad, peetakse hésti toetatuks.

Kolmest kdige tugevamalt toetatud levikuteedest kaks saavad alguse Iraanist ja Uks
Targist. Nii Iraan kui ka Ttrgi on Armeenia proovide lahtekohtadeks. Iraanist laheb ks
tugevalt toetatud levikutee veel Kreekasse. Kolm levikuteed, mille BF>100 saavad alguse
Euroopa eri osadest, ks Hispaaniast, ks Itaaliast ning ks Rumeeniast. Ka Rumeenia on
nende andmete pdhjal Armeenia proovide pdlvnemiskohaks. Teised levikuteed olid
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Hispaania ja Itaalia ning Itaalia ja Prantsusmaa vahel. Hispaaniat voib pidada ka Alzeeria

ja Bulgaaria populatsioonide alguspunktiks. Iraanist 1aheb tks levikutee veel India poole.

0

Joonis 10. Bayesi flilogeograafilise analusi levikuteede kaart genotiiiibile G3. Oranziga
on margitud levikuteed, mille puhul Bayesi faktor >1000 ning mustaga need, mille Bayesi
faktor oli 10-1000. Tumedaga on mérgitud kdik riigid, kust olid péarit analtiisi kaasatud
proovid.
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4. Arutelu

Pdistang-paelussi E. granulosus s.s. mitokondriaalse DNA anallusi pdhjal vaib kindlalt
Oelda, et genotiiibid G1 ja G3 on uUksteisest vaga hasti eristatavad. Fllogeneetilise
vorgustiku pdhjal moodustus kaks eraldiseisvat haplogruppi, mis erinesid tksteisest 36
mutatsiooni vorra. Genotlilp G1 leviala on palju laiem ning esinemissagedus
markimisvéarselt suurem genotutp G3 omast. Vaid 19% minu sekveneeritud proovidest
kuulus genotiiiipi G3. Laiendatud andmekogumi puhul moodustasid genottibi G3
proovid aga umbes 16% koigist proovidest. Haplotulbi mitmekesisusindeks ja
nukleotiidide mitmekesisus oli nii G1 kui G3 puhul kdrge, hoolimata nende
esinemissageduste erinevustest. See viitab asjaolule, et parasiidid laiendavad
introduktsioonijérgselt oma leviala edukalt ka uutes piirkondades (Yanagida et al. 2012;
Laurimée et al. 2016).

G1 fllogeneetilise vorgustiku pdhjal ndeme, et pdistang-paelussi geneetiline
mitmekesisus on (le kogu maailma kdrge ning parasiidi levik pole geograafiliste
piiridega takistatud. Erinevate piirkondade sarnasused vdivad olla aga pdhjustatud
intensiivsest loomakaubandusest (Kinkar et al. 2016; Kinkar 2018). Genotulbi G3
pdhjal koostatud flilogeneetilise puu pdhjal ndeme, et paljud monofileetilised klaadid
koosnevad lahipiirkondadest périt proovidest. Kuigi ks suuremaid klaade F koosneb
enamasti Euroopast pirit proovidest, on nende hulgas ka iiks AlZeeria proov.
Genotilpide alampopulatsioonides pole mérgata suurt geneetilist diferentseerumist
ning eri piirkondadest parit proovide paiknemine Uhes klaadis on tbenédoliselt

loomakaubanduse tagajérg.

Armeenia haplotidbid ei moodustanud theski fulogeneetilises vorgustikus muudest
piirkondadest eraldiseisvaid haplogruppe ning olid moodustunud klaadides alati koos
Turgist parit proovidega. G1 fulogeneetilise vorgustiku pdhjal saame 6elda, et Tlrgis on
E. granulosus s.s. geneetiline mitmekesisus vaga suur, kuid vGttes arvesse proovide

hulka, vdivad Turgist parit proovid olla andmestikus tileesindatud.

Bayesi fulogeograafiline analiius t0i esile vaga tugevalt toetatud levikuteed Lahis-Ida
piirkonnas, mis viitavad G3 levikult Iraanist Kreekasse ja Armeeniasse ning Turgist
Armeeniasse. lraanist vdis alguse saada ka parasiidi levik Albaaniasse ja Indiasse
(Joonis 10). Iraanis on tdheldatud ka teistest riikidest kdrgemat G3 esinemise tenéosust
(Sharbatkhori et al. 2011). Mitmed levikuteed saavad alguse ka Hispaaniast ning need
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ilmestavad loomakaubanduse liikumist. Tegu on teise to6ga, mis uurib just genotubi
G3 levikuteid ning suurem hulk Tirgi ja Armeenia proove on mdjutanud levikuteede
faktoreid Lahis- Idas. Eelnevalt oli teada, et tugevad levikuteed saavad alguse Turgist
ning lraanist (Kinkar et al. 2018b), kéesolevas t66d Trgi roll kaugemaid piirkondi
arvesse vottes justkui vahenes, kuid tugevad seosed lahiriikidega jd&vad. Sarnased
analulsid genotulbiga G1 osutavad samuti Turgile kui leviku alguskohale (Kinkar
2018). Kokkuvotvalt vdib vaita, et Turgi ja Lahis-lda piirkond on pdistang-paelussi
leviku lahtekohaks, seda toetavad ka parasiidi seotus kariloomadega ning karjakasvatuse
ajalugu (Kinkar et al. 2018a; Kinkar 2018).

Siiani kasutatakse E. granulosus s.s. leviku ja genotudbilise mé&&aramise uurimisel
luhikesi mtDNA osasid, mis on p&hjendatud liigi tuvastamiseks, kuid leviku mustrite
uurimiseks on nende muutlikkus siiski liiga vaike. P&istang-paelussi genotutpide G1 ja
G3 geneetiline mitmekesisus on suur ning selleks, et tdpsemalt levikumustreid uurida,
peaks analusides kasutama peaaegu téielikke mitogenoome. Genotubi G3 puhul véiks
lisada uuringutesse rohkem proove Indiast ning Iraani ja Turgi lahiimbrusest, antud t66s

esitatud jarjestused Armeeniast aitasid kaasa piirkonnasisese levikumusti maistmisele.
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Kokkuvote

Pdistang-paeluss Echinococcus granulosus sensu stricto (s.s.) on Glemaailmse levikuga
paeluss, kes pdhjustab zoonootilist haigust nimega tsustiline ehhinokokoos. See zoonoos
kujutab ohtu nii kariloomade kui ka inimeste tervisele ning on paljudele riikidele
majanduslikult suureks koormaks. E. granulosus s.s. jaguneb kaheks Uksteisest

héstieristuvaks genotudbiks: G1 ja G3.

Antud to6s uuriti, kui palju erineb kahe lahestikku asuva piirkonna: Armeenia ja Turgi
populatsioonide geneetiline struktuur vorreldes tlejadnud maailmaga ning kas sealsed
populatsioonid moodustavad ka eraldiseisvaid klaade. Kokku sekveneeriti 85 proovi
peaaegu téielikud mitokondriaalse DNA jarjestused. Fllogeneetiliste analilside
labiviimiseks lisati Armeenia (n=38) ja Turgi (n= 47) proovidele rahvusvahelisest
andmebaasist Genbank 211 genotliupi G1 ja 39 genotlipi G3 kuuluvat peaaegu téielikku
mMtDNA jarjestust (11 675 aluspaari).

Saadud andmestike pdhjal ndgime, et Armeenia ja Turgi proovid olid tihedalt seotud
teistest piirkondadest périt proovidega ning mdlema genotulbi puhul vois tédheldada
alampopulatsioonide véhest geneetilist diferentseerumist. MGlema genotlubi puhul saab
valja tuua vaga korget geneetilist ja nukleotiidset mitmekesisust, kuid G3 pole
ulemaailmselt nii laialt levinud ning tema esinemissagedus on G1 vorreldes palju

vaiksem. Antud andmestiku juures kuulus vaid 16% proovidest genotiipi G3.

Genotiulbi G3 pohjal sooritatud Bayesi fllogeograafilise analiilisi tulemusena tehti
kindlaks genotulbi G3 kohta kiimme tdendolist levikuteed. Kolmest kdige tugevamalt
toetatud levikuteest kaks said alguse Iraanist ning ks Turgist. Seega v6ime vaita, et
parasiidi leviku lahtepunkt asub L&his-1da piirkonnas.
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Summary

Genetic diversity and phylogenetic relations of Echinococcus granulosus sensu
stricto in Armenia and Turkey

Echinococcus granulosus sensu stricto is an internal parasite with a worldwide
distribution. Tapeworms within the species complex cause a zoonotic disease called
cystic echinococcosis. This zoonosis poses a threat to both livestock and human health
and causes a substantial economic burden in many countries. E. granulosus s.s. is divided

into two distinct genotypes: G1 and G3.

The aims of this thesis were to analyze the genetic structure of Echinococcus granulosus
s.s. populations from two neighbouring countries, Armenia and Turkey, and to find out
how much the populations differ from the rest of the world. A total of 85 near-complete
mitochondrial DNA samples were sequenced. Additional sequences from Genbank were
included to the resulting Armenian (n = 38) and Turkish (n = 47) samples to perform
phylogenetic analyses. A total of 211 genotype G1 and 39 genotype G3 mtDNA
sequences (11,675 bp) were added to the samples.

Based on the resulting data, it can be concluded that the Armenian and Turkish samples
of both genotypes were closely related to samples from other regions, and in both cases,
low genetic differentiation within subpopulations was observed. Both genotypes
demonstrated very high genetic diversity, but genotype G3 is significantly less prevalent
worldwide than G1. In given dataset only 16% of the samples belonged to the genotype
G3.

As a result of Bayesian phylogeographic analysis based on genotype G3, ten well-
supported diffusion routes were identified. Two of the three routes that received the BF
value above 1000 originated from Iran and one from Turkey. Thus, we can claim that the

potential origin for the spread of the parasite is in the Middle East region.
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Tanuavaldused

Soovin tdnada oma juhendajat Urmas Saarmat nGuannete ja toetuse eest magistritoo
valmimisel. Samuti tahaksin ténada erinevaid koostoOpartnereid tle maailma, kelle
saadetud materjalideta seda uurimist6édd ei oleks saanud l&bi viia. Siinkohal tdnan ka
Hripsime Atoyani, kellega koos alustasime Armeenia proovidega tegelemist. Tanan ka
Sander Joed, kelle IT-abita oleks paljud analliusid kordades ronkem aega vdtnud. Suured

tdnud perele ja sdpradele nende igakiilgse toetuse eest.
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Lisa 1.

Antud uurimuses sekveneeritud 85 Armeenia ja Tlrgi proovide haplotiilibi vastavus

laborikoodidele.

Haplottup Laborikood Peremeesliik Riik Genotuup
Al Arml lammas Armeenia Gl
A6 Armll lammas Armeenia Gl
A7 Arm12 veis Armeenia Gl
A6 Armi3 lammas Armeenia Gl
A8 Arml4 lammas Armeenia Gl
A9 Arm15 lammas Armeenia Gl
Al10 Arm16 inimene Armeenia  G3
All Arm17 inimene Armeenia  G3
Al2 Arm18 inimene Armeenia  G3
Al3 Arm19 lammas Armeenia Gl
A2 Arm2 lammas Armeenia Gl
Al4 Arm22 inimene Armeenia  G3
Al5 Arm23 inimene Armeenia  G3
Al6 Arm24 veis Armeenia  G3
Al7 Arm25 veis Armeenia  G3
Al8 Arm26 lammas Armeenia  G3
Al9 Arm27 lammas Armeenia  G3
A20 Arm28 lammas Armeenia  G3
A21 Arm29 lammas Armeenia Gl
A3 Arm3 inimene Armeenia Gl
A22 Arm30 inimene Armeenia Gl
A23 Arm31 veis Armeenia Gl
A24 Arma32 inimene Armeenia Gl
A25 Arm33 veis Armeenia Gl
A26 Arm35 inimene Armeenia Gl
A27 Arm40 veis Armeenia Gl
A28 Arm4l lammas Armeenia Gl
A29 Arm42 veis Armeenia Gl
A30 Arm43 veis Armeenia Gl
A3l Arm44 lammas Armeenia  G3
A32 Arm45 lammas Armeenia Gl
A33 Arm46 lammas Armeenia Gl
A34 Arm47 lammas Armeenia  G3
A35 Arm48 lammas Armeenia Gl
A36 Arm49 lammas Armeenia Gl
A4 Arm5 inimene Armeenia Gl
A37 Arm50 lammas Armeenia Gl
A5 Arm8 inimene Armeenia Gl
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T1

T2

T3

T4

T9

T10
T16
T11
T12
T15
T5

T13
T19
T14
T35
T20
T17
T21
T22
T24
T23
T18
T26
T34
T25
T1

T3

T34
T28
T29
T6

T30
T27
T31
T32
T9

T15
T35
T33
T14
T7

T8

T36
T40

E2
E3

E4

H1

H11
H12
H13
H14
H15
H16
H2

H20
H22
H24
H25
H29
H32
H34
H36
H37
H38
H39
H41
H42
H43
H44
H46
H47
H48
H49
H5

H50
H51
H53
H55
H56
H57
H59
H60
H7

H8

H9

T1

T10

veis
veis
veis
veis
lammas
veis
veis
veis
veis
lammas
veis
lammas
veis
veis
lammas
veis
lammas
veis
veis
lammas
veis
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
veis
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
veis
veis
veis
inimene
inimene
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Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi
Targi

G3
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
G3
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
G3
Gl
Gl
G1
Gl
G1
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
G1
Gl
G1
G1
Gl
G1
Gl
Gl



T37 T2 inimene Targi Gl
T38 T4 inimene Turgi Gl
T39 T6 inimene Targi G3
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Lisa 2

Laiendatud andmekogumis asuvad proovid (n=335).

Genotlup G1

Haplotiip Laborikood

GRE1
GRE1
ROM1
FIN1
ITAL
ITA2
ITA3
ITA4
ITA4
SPAl
ROM?2
SPA2
ALB1
ALB2
MOR1
FRAl
MOL1
MOL2
MOL3
SPA3
SPA4
SPA4
SPAS
SPAG6
SPAT7
SPAS8
SPA9
SPA9
SPA10
SPA11l
TUN1
TUNZ2
TUN3
TUN4
TUNS
TUNS
TUNS
TUNG

V8
VAL6
HS4
Finl6
IT3
IT10
HIP9
AC3
AC4
2G

Uil
u17
u30
Ou15
Ou18
u32

Peremeesliik Riik

lammas
lammas
veis
inimene
veis
veis
inimene
lammas
lammas
inimene
inimene
metssiga
lammas
lammas
veis
veis
lammas
veis
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
siga
Kits

Kits

Kits
inimene
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
inimene
inimene
lammas
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Kreeka
Kreeka
Rumeenia
Soome
Itaalia
Itaalia
Itaalia
Itaalia
Itaalia
Hispaania
Rumeenia
Hispaania
Albaania
Albaania
Maroko

Prantsusmaa

Moldova
Moldova
Moldova
Hispaania
Hispaania
Hispaania
Hispaania
Hispaania
Hispaania
Hispaania
Hispaania
Hispaania
Hispaania
Hispaania
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia
Tuneesia



TUNY
TUNS
TUNS
TUNS9
TUN10
TUNI10
TUN11
TUN12
TUNI13
TUN14
TUN14
TUNI15
TUN15
TUNI16
TUN17
TUN17
TUR1
TUR1
TUR1
TUR2
TUR3
TURS
TUR3
TURA4
TURS
TURG
TURY
TURS
TUR9
TURI10
TUR11
TUR12
TURI13
TUR14
TURI15
TURI16
TUR17
TUR17
TUR18
TUR19
TUR20
TUR20
TUR21
TUR22

U33
u44
us7
u62
u66
uso
us2
U110
U117
U118
U141
U120
ou10
U154
U167
U183
S1
S7
S12
S2
S9
S15
S16
S13
S14
S19
S20
S30
S31
S33
S53
S69
S77
S78
S83
S91
S99
S120
S104
S107
S109
S148
S111
S112

lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
lammas
veis
lammas
inimene
veis
veis
veis
lammas
lammas
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