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Kéiki kulusid on pdhjendatud lisas (vt. Lisa 1)

10. PROJEKTI ARUANNE (tehtud t66d, saadud uued teadmised ja tulemused jne):
Projekti eesmérgiks oli vilja selgitada tsiistilise ehhinokokkoosi tekitaja paelussi Echinococcus

granulosus levik ja genotiiiibid (tiived) Eestis ning nende fiilogeneetiline positsioon vorreldes teiste
genotiiiibigruppidega Euroopas ja mujal

Libi viidud tegevused ja tulemused

Projekti kidigus vaadati parasitoloogilise lahangu kéigus ldbi 2038 pdtra (Alces alces), 1044 metskitse
(Capreolus capreolus), 442 metssiga (Sus scrofa) ja 26 punahirve (Cervus elaphus) — kokku 3550 soralist
iile Eesti (koik loomad olid lastud legaalse jahi kdigus). Lahangu tulemusena leiti kokku 24
ehhinokokkpaelussi tsiisti 16. pddralt (osadelt mitu tsiisti, vt. joonised 1a-1c) ja tehti mitokondriaalse
geeni nadl sekveneerimise ja teiste GenBankis olevate ehhinokokkide nadl geenijérjestuste vordlemise
teel kindlaks, et tegemist on liigiga Echinococcus granulosus. Teistelt uurimise all olnud soralistelt

ehhinokoki tsiiste ei leitud. Seega leidsime, et ehhinokokkpealussiga Echinococcus granulosus on




nakatunud ~0.8% pddrapopulatsioonist. Nakatunud pddrad olid périt Harju-, Ld4dne-, Parnu- ja
Raplamaalt. Tegemist on esimeste parasiidi E. granulosus leidudega soralistel peale 1950ndaid aastaid,

mil tuvastati, et 0.6% soralistest olid selle parasiidiga nakatunud (Lesin$, 1955). Vahepealsetel aastatel

(tlle 50 aasta!) parasiiti E. granulosus ei tuvastatud (Jarvis, 2003).

Joonis 1a. Ehhinokokiga (Echinococcus granulou&) nakatunud podra (Alces alces) kops Eestis (foto 1.
Jogisalu)

Joonis 1b. Ehhinokokipdied pddra kopsust (foto 1. Jogisalu)




Joonis Ic. Ehhinokokipdied pddra kopsust Eestis fo L. Jogisalu)

Kuna epidemioloogiliselt on védga oluline teada E. granulosus genotiiiipi (seni on teada 10 erinevat E.
granulosus genotiiiibi gruppi, milledel on erinev spetsiifika peremeesorganismide, sealhulgas ka inimeste
nakatamise vdimes), siis selle kindlakstegemiseks kasutasime DNA analiiiisi. Selleks eraldasime ja
puhastasime koikidest tsiistidest genoomse DNA, kasutades selleks High Pure PCR Template Preparation
Kit (Roche Diagnostics) ja sekveneerisime 16. tsiistil mitokondriaalse DNA kolme geeni jirjestused.
Amplifitseeriti PCR (poliimeraasi ahelreaktsioon) meetodil kolm mtDNA geeni: atp6, nadl ja coxl
(jarjestuste kogupikkus iga proovi jaoks 1028 nukleotiidi). K&igi kolme geeni molemad DNA ahelad
sekveneeriti tsiikkkelsekveneerimis-meetodil, kasutades DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing
Kit’i (Amersham Biosciences) ja sekveneerimisproduktid lahutati geelelektroforeesil
automaatsekvenaatoriga. Saadud DNA jirjestused joondati ja DNA jérjestused kontrolliti tikshaaval iile
ning leitud sekveneerimisvead parandati kisitsi. Leiti, et Eesti esineb kaks E. granulosus genotiiiipi.
Vorreldes nende jérjestusi teadaolevate genotiiiipide jirjestustega andmebaasist, selgus, et liks genotiilip
(panime nimeks E8) kuulub genotiiiibigruppi G8. Seni oli genotiiiibigruppi G8 kuuluvaid ehhinokokke
leitud vaid Pohja-Ameerikast (Thompson jt. 2006) — seega on meie poolt leitud genotiilip esimene
genotiiiibigruppi G8 kuuluv genotiiiip Euraasias. Teine leitud genotiiiip (nimetasime E10) kuulub
genotiilibigruppi G10, millist on leitud nii Skandinaavias kui Péhja-Ameerikas ja mis on arvatavasti
Holarktilise levikuga. Genotiiiibi E8 esinemissagedus oli Eestis suurem kui E10 oma: 16st proovist 11
kandsid genotiiiipi E8 (69%) ja 5 genotiiiipi E10 (31%). Toodu fakt on tdhelepanuviirne, sest Soomes
seni analiiiisitud 32 tsiistist kuulusid koik genotiitibigruppi G10 (Lavikainen jt. 2006), seega ei ole mingil
pohjusel G8 veel Soome joudnud voi esineb seal viga madala sagedusega ja pole seetdttu tuvastatud.

Seejdrel asusime analiiiisima Eestist tuvastatud E. granulosus genotiiiipide E8 ja E10 fiilogeneetilist




positsiooni teiste evolutsiooniliselt 1dhedaste E. granulosus genotiiiibigruppide suhtes. Seni oli teada, et
genotiitibigrupid G8 ja G10 (kuhu kuuluvad siis vastavalt ka Eestist tuvastatud genotiitibid E8 ja E10)
paiknevad fiilogeneetiliselt 1dhestikku genotiitibigruppidega G5 ja G6/7. Samas ei olnud teada, milline on
nende genotiiiibigruppide omavaheline fiilogeneetiline seos — seniste uurimistulemuste pohjal oli vilja
pakutud kaks hiipoteesi (joonis 2A ja 2B), kuid polnud selge, milline neist v&iks olla dige, kuna
statistilised toetused koigile olulistele fiillogeneetilistele sdlmedele polnud piisavalt usaldusviirsed.
Antud t60 tulemusena niitasime aga selgelt (kodik neli kasutatud fiilogeneetilist meetodit andsid
samavéirse topoloogiaga fiillogeneesipuu ning kdik olulised sdlmed olid viga korge statistilise toetusega,
mis viitab tulemuse usaldusvéérsusele), et digeks osutus hiipotees, mis on toodud joonisel 2A. Et ndha
detailsemalt kdigi mitokondriaalsesse klaadi G5-G10 kuuluvate genotiiiibigruppide omavahelisi
fiillogeneetilisi suhteid, konstrueerisime parsimooniaprintsiibist ldhtuvalt geneetilise vorgustiku (joonis
2D). Antud joonis toob selgelt esile kdigi genotiiiibigruppide omavahelised geneetilised kaugused ja

nditab, et genotiiiibigrupp G10 on evolutsiooniliselt kdige 1dhem genotiilibigrupiga G6/7.

Detailsema iilevaate eelpoolkirjeldatud tulemustest leiate artiklist Moks E, Jogisalu I, Valdmann H,
Saarma U. 2008. First report of Echinococcus granulosus G8 in Eurasia and a reappraisal of the

phylogenetic relationships of “genotypes” G5-G10. Parasitology, 135: 647-654 (vt. lisa 2).
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Joonis 2

A ja B. Kaks seni teaduskirjanduses piistitatud alternatiivset hiipoteesi Echinococcus granulosus
mitokondriaalse klaadi G5-G10 kohta

C - Bayesi fiillogramm E. granulosus klaadist G5-G10, mis pdhineb kolme mtDNA geeni (ap6, nadl ja
coxl, kokku 1028 aluspaari) pohjal. Liiki E. multilocularis kasutati vilisgrupina. Kasutati nelja erinevat
fiillogeneetilist meetodit, iilalpool joont on statistilised toetused: Bayesi meetod (BI) ja suurima tdepira
meetod (ML) ning allpool joont sddstuprintsiibi meetod (MP) ja ldhinaabri (NJ) meetod. Antud t66
kontekstis olulised statistilised toetused on tumendatud kirjas Tédrniga on niidatud Eestist tuvastatud
genotiiiibid.

D - Fiilogeneetiline mediaanvorgustik E. granulosus klaadist G5-G10: genotiitibigruppide nimed on
toodud suures kirjas ja tumendatult




Siiani on perekonna Echinococcus fillogeneesi uurijad kasutanud peamiselt mitokondriaalseid geene, sh.
ka mitokondri tdisgenoomide jérjestusi (niit. Nakao jt. 2007), mis aga tdhendab, et tegelikult uuriti
emaliinide fiilogeneesi, eeldades, et see langeb kokku liikide ja perekonna fiilogeneesiga. Samas
tuumageenidel pohinev (annavad informatsiooni mdlema liini kohta tervikuna) fiillogenees seni puudus.
Leidsime, et lisaks mitokondriaalsetel geenijédrjestustel pShinevale analiiiisile on vaja leida ka
fillogeneetiliseks analiiiisiks sobivad tuumageenid, et teha kindlaks, kas meie poolt Eestist leitud
genotiitibigrupid G8 ja G10 on omavahel ka tuumagenoomi tasemel lahutunud nagu mtDNA jirjestuste
alusel sai niidatud v6i on hoopis fiilogeneetiliselt segunenud. Samuti oli plaanis teha selgeks perekonna
Echinococcus fiillogenees tervikuna ka tuumageenide alusel. T66 kdigus tootasime vilja tdiesti uudsed
praimerid 7 tuumageeni amplifitseerimiseks ja leidsime, et 5 geeni sobivad edasiseks analiiiisiks
(jarjestuse kogupikkusega 5086bp): elongatsioonifaktor 1 (ef1), transformeeriv kasvufaktor (zgf),
thioredoksiini peroksiidaas (¢h), kalretikuliin (cal) ja ezriin-radiksiin-moesiin (e/p). Kdigi geenide
molemad DNA ahelad sekveneeriti tsiikkkelsekveneerimis-meetodil, kasutades DYEnamic ET Terminator
Cycle Sequencing Kit’i (Amersham Biosciences) ja sekveneerimisproduktid lahutati geelelektroforeesil
automaatsekvenaatoriga ABI PRISM 377 (Applied Biosystems). Saadud DNA jérjestused joondati ja
jarjestuste homoloogia vordlemisel tuvastati, et genotiitibigrupid G8 ja G10 on kiill omavahel eristatavad,
kuid ei klasterdu selgelt eraldi nagu mitokondri DNA jérjestuste puhul (mitokondri jirjestuste korral
paigutusid fiillogeneesipuul G6/G7 hirvlaste genotiiiibigruppide G8 ja G10 vahele (Moks jt. 2008)). Antud
tulemus viitab selgelt asjaolule, et G8 ja G10 ei ole tegelikult eraldiseisvad bioloogilised iiksused nagu
seni on arvatud. Lisaks Eesti genotiilibigruppidele kaasasime analiiiisi ka mujal maailmas esinevad
genotiilibigruppe ja analiilisisime ka nende tuumageenide jérjestusi. Proovid kogusime rahvusvahelistelt
koostodpartneritelt (vt. lisa 3 artikli Saarma jt. autorite loetelu ja institutsioone) ja kaasasime ka DNA
jarjestusi GenBankist nii, et fiillogeneetilises analiiiisis olid esindatud kdik perekonna Echinococcus
esindajad (lisaks E. granulosuse genotiilibigruppidele veel E. multilocularis, E. shiquicus, E. oligarthrus
ja E. vogeli). Teostasime saadud jarjestuste alusel pohjaliku fiillogeneetilise analiiiisi Bayesi meetodil
(programmidega Beast ja MrBayes), seejuures jagasime andmed 11-ks erinevaks andmevariandiks ja
arvutasime koigile variantidele sobivad evolutsioonilised mutatsioonimudelid (programmiga Modeltest)
ning rakendasime neid fiilogeneetilises analiiiisis (detailsema metoodika kirjeldust vt. lisa 3 artikli
metoodika osast). Analiiiisil saadud fiilogeneetiline puu erines oluliselt varem publitseeritud perekonna
Echinococcus fiillogeneetilistest puudest (joonis 3). Peamised erinevused vorreldes varem publitseeritud
ja mitokondriaalse DNA jirjestustel pohinevast fiillogeneesipuust olid: 1) E. multilocularis paigutus
tuumageenide puul basaalse taksonina (mitokondri puul oli selleks E. vogeli), 2) kdik E. granulosus
genotiilibigrupid paiknesid tuumageenide puul monofiileetilise rithmana (mitokondri puul paigutusid E.
granulosus genotiilibigruppide vahele E. multilocularis ja E. shiquicus), 3) E. granulosus
genotiitibigrupid G8 ja G10 (need, mis ka Eestis esindatud on) moodustusid ithtse kogumi (mitokondri

jarjestuste analiiiisil paigutusid nende vahele G6 ja G7). Kuna tuumageenide pohjal tehtud perekonna




Echinococcus fiillogeneetiline puu erines oluliselt mitokondri jérjestuste pohjal varem saadust, siis tekkis
kohe ka ilmne kiisimus — kumb neist siis kirjeldab adekvaatsemalt perekonna Echinococcus fiilogeneesi?
Leidsime, et selleks on tuumageenid ja selgitasime, et peamine pdhjus peitub tdsiasjas, et mitokondri
DNA pirandub vaid emaliini pidi ja esindab seega iiksnes emaliinide fiillogeneesi, samas kui tuumageenid
esindavad liigi fiilogeneesi tervikuna (pikemat selgitust vt. lisa 3 artikli tulemuste ja arutelu osadest).
Esitasime perekonna Echinococcus uue fillogeneesipuu (joonis 3) koos taksonoomilise kokkuvdttega, kus
tdime nii oma toole kui hiljuti avaldatud taksonoomilisele iilevaatele (Thompon 2008) tuginedes vilja,
millised E. granulosus genotiitibigrupid védriksid omaette liigi staatust: genotiiiibigrupid G1, G2 ja G3
voiksid jddda staatusesse E. granulosus sensu stricto, G4 — E. equinus, G5 — E. ortleppi, G6, G7 ja G9 —
E. intermedius, G8 ja G10 — E. canadensis (tipsema taksonoomilise iilevaate leiate jdllegi lisa 3 artiklist).
Kiesoleva to6 tulemusel dnnestus seega niidata, et Eestis esinevate E. granulosus genotiilipide G8 ja
G10 vahel esineb rekombinatsioon ning et neid tuleks késitleda kui iihtset bioloogilist iiksust E.
canadensis. Lisaks nditasime, et perekonna Echinococcus fiilogenees on hoopis teistsugune kui varem
mitokondri jdrjestuste pohjal oli arvatud. Kui varasem mitokondri jirjestuste pdhjal saadud
fiillogeneesipuu oli teravas vastuolus perekonna Echinococcus nn. klassikalise taksonoomiga (vt.
Thompson 2008), siis tuumageenidel pohinev fiillogenees on sellega kenasti kooskdlas, lisades muidugi
viga mitmeid uusi tdiendavaid aspekte, millised olid varem teadmata (niiteks perek. Echinococcus

esindajate ja E. granulosus genotiiiibigruppide omavahelised detailsed evolutsioonilised suhted).
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Joonis 3

Perekonna Echinococcus fiillogenees: iilal varasem mitokondri geenijérjestustel pdhinev fiilogeneesipuu
ja all kdesoleva projekti kidigus tuumageenide alsuel saadud fiillogeneesipuu. Hallis kastis on liikide E.
multilocularis ja E. shiquicus positsioonid ning mustade ringidega on tdhistatud E. granulosus eri
genotiilipide positsioonid (osa varasematest E. granulosus genotiiiipidest on nimetatud iimber uuteks
liikideks)




Jareldused ning eeldatav pollumajanduslik ja majanduslik efekt

Projekti kdigus ldbiviidud tegevused ja tulemused olid kdik kooskdlas algselt piistitatud eesmirgiga.
Projekti kdigus viidi ldbi rahvusvahelisele teadustasemele vastav analiiiis nii inimesele kui loomadele
adrmiselt ohtliku parasiidi Echinococcus granulosus leviku ja genotiilipide identiteedi kohta Eestis.
Kokku analiiiisiti 3550 uluksoralist (pddrad, metskitsed , metssead, punahirved) ning parasiidi E.
granulosus tsiiste leiti 16. pddralt - seega 0.8% uuritud potradest olid nakatunud. Nakatunud pddrad olid
périt Harju-, Laédne-, Pdrnu- ja Raplamaalt. Tegemist on esimeste parasiidi E. granulosus leidudega
soralistel peale 1950ndaid aastaid. Tsiistidest eraldati genoomne DNA ja fiilogeneetilise uuringu tarvis
médrati kolme mitokondriaalse geeni DNA jérjestused (igast tsiistist 1028 aluspaari). Mitokondri
geenijdrjestuste fiilogeneetilisel analiiiisil selgus, et Eestis esineb kaks uut genotiiiipi E8 ja E10, mis
kuuluvad vastavalt genotiilibigruppidesse G8 ja G10. Seejuures oli tuvastatud genotiiiip E8 esimene
genotiiiibigruppi G8 kuuluv leid terves Euraasias. Miirati ka leitud genotiilipide fiillogeneetiline
positsioon ja tehti kindlaks mitokondriaalse klaadi G5-G10 omavahelised fiilogeneetilised suhted.

Et siiani olid perekonna Echinococcus fillogeneesi uurijad kasutanud peamiselt mitokondriaalseid geene,
mis aga tihendab, et tegelikult uuriti vaid emaliinide fiilogeneesi, eeldades, et see langeb kokku liigi
fillogeneesiga. Samas tuumageenide, mis annavad informatsiooni liigi kohta tervikuna, fiilogenees seni
puudus. Peapdhjus selleks oli sobivate tuumageenide jaoks praimerite puudumine, mille viljatdStamine
on iisna raske iilesanne. Siiski leidsime, et lisaks mitokondriaalsetel geenijérjestustel pShinevale
analiilisile on vaja kindlasti leida ka fiilogeneetiliseks analiilisiks sobivad tuumageenid. Projekti kdigus
tootasimegi vilja praimerid viie analiiiisiks sobiliku tuumageeni tarvis ja niitasime, et varasem
mitokondri geenijirjestustel pohinev perekonna Echinococcus fiilogenees ei peegelda tegelikku
perekonna Echinococcus evolutsiooni ja esitasime uue tuumageenidel pohineva fiilogeneesi ning
pohjendasime, miks tuumageenide fiilogenees niitab adekvaatsemalt evolutsioonilisi seoseid. Koik
kiesoleva projekti kdigus saadud tulemused nii liigi Echinococcus granulosus tiivede esinemise kohta eri
loomaliikidel Eestis kui ka ehhinokokkide perekonna tuumageenide alusel saadud uus fiilogeneesipuu on
miirava tdhtsusega mdistmaks selliste ilimalt eluohtlike parasiitide (nii mets kui koduloomadele, aga ka
inimestele) nagu seda on perekonna Echinococcus esindajad epidemioloogilist potentsiaali,
transmissiooni erinevate peremeesorganismide vahel, patogeneesi ja evolutsiooni. Olulisteks
lisavdirtusteks voiks lugeda: a) projekt oli interdistsiplinaarne, iihendades klassikalise parasitoloogia
moodsa fiilogeneetilise analiiiisiga; b) projekt oli rahvusvaheline, iihendades endas paljude maade
teadusrithmi; c) projekt oli uudne — selle kdigus tootati esmakordselt vilja rida fiilogeneetilisteks
analiilisideks sobivaid tuumageenide markereid (varasemad analiiiisid pShinesid suuresti mitokondri
geenide jarjestustel) ja ndidati nende abil, et perekonna Echinococcus fillogenees on hoopis teistsugune
kui varem mitokondri jérjestuste pohjal oli arvatud; d) projekti kdigus saadud tulemuste pdhjal valmis ja
kaitsti Tartu Ulikoolis 2008. a. doktorit66 (Epp Moks); ) projekti tulemuste pdhjal on avaldatud kaks

artiklit (iiks neist viga tunnustatud rahvusvahelises teadusajakirjas Parasitology.




Projekti tulemused annavad olulist teavet Eestis esinevate E. granulosus genotiilipide, nende
peremeesorganismide, geograafilise leviku ja fiillogeneetiliste seoste kohta teiste E. granulosus
genotiilibigruppidega iile maailma. Ajavahemikul, mil projekti ldbi viidi, ei leitud ehhinokokke tiheltki
koduloomalt, mis aga ei tdhenda, et see oleks 16plik tulemus. On végagi tdendoline, et litke E. granulosus
ja voimalik, et ka E. multilocularis esineb kodukoertel, eriti maapiirkondades elavatel koertel, kes saavad
vabalt ringi liikuda ja péddsevad s66ma metsas 10pnud loomakorjuseid (ka jahimehed sd6davad lastud
metsloomade sisikondi sageli koertele) ja voivad seega kergesti ehhinokokkidega nakatuda. See
omakorda kujutab potentsiaalset ohtu teistele koduloomadele (eelkdige sigadele, lehmadele ja
lammastele) kui inimestele. [lmekaks niiteks on viga virske uuring, kus tuvastati, et Leedus oli 13.2%
taludes ja 4.1% suurfarmides peetavatest sigadest olid ehhinokokkidega nakatunud (R. BruZinskaité, M.
Sarkiinas, P.R. Torgerson, A. Mathis, P. Deplazes Echinococcosis in pigs, intestinal infection
with Echinococcus spp. in dogs in southwestern Lithuania. Veterinary Parasitology, In Press,
Accepted Manuscript, Available online 17 November 2008). Arvatavasti pole meilgi olukord palju
teistsugune kui Leedus. Viimastel aastatel on ehhinokokkoos joudnud ka inimesteni - Eestis inimestel
registreeritud neli ehhinokokkidega nakatumise juhtu.

Ehhinokokkoosi uuringud ei piirdu aga vaid E. granulosus’ega (mis pdhjustab tsiistilist ehhinokokkoosi).
Oma varasemates uurimustes nditasime ka E. multilocularis’e (mis pdhjustab alveolaarset
ehhinokokkoosi) esinemist rebastel Eestis (Moks, E., Saarma, U. and Valdmann, H. 2005. Echinococcus
multilocularis in Estonia. Emerging Infectious Diseases 11, 1973-1974), kuid tegemist oli no.
pilootprojektiga, kus lédbi sai vaadatud vaid 17 rebast, mida on ilmselgelt liiga vihe, et delda, kui suur osa
rebaste populatsioonist Eestis on selle parasiidiga nakatunud ja milline on nakatunud rebaste
geograafiline jaotus Eestis. Peale marutaudivastase vaktsineerimise edukat kdivitumist on meil aga
rebaste (ja ka kihrikkoerte) arvukus tdusuteel, nagu see on juhtunud ka mujal Euroopas, aga arvukuse
tous sunnib osa rebaseid liikkuma jirjest 1ihemale inimasustustele ja iihes sellega suureneb nii
koduloomade kui inimeste nakatumise oht.

Seega tuleks edaspidi uurimistoddel keskenduda ehhinokokkpaelusside monitooringutele koertel,
rebastel, kdhrikkoertel ja koduloomadel ja teostada riskianaliiiis, nagu seda on teinud paljud Euroopa
riigid, et saada pohjalik iilevaade hetkeolukorrast ja teha kava, et véltida edasist ohtu nii koduloomadele
kui inimestele. Et ehhinokokkide néol on tegemist potentsiaalselt viga suure ohuga kogu Euroopas (on
leidnud ka viga laia meediakajastust paljudes Euroopa riikides), sh. ka Eestis, siis oleks edasiste
uuringute ja riskianaliiiisi teostamine hidatarvilik. SSltuvalt edasiste uuringute tulemustest saaks
otsustada, kas on vajalik algatada vastavaid kontrollprogramme ehhinokokkoosi viltimiseks vOi mitte.
Kiesoleval projektil on kindlasti oluline mdju nii avalikule sektorile nii hetkel kui ldhiaastatel (Euroopa
kogemus on ndidanud, et selliste uuringute mdju on aastakiimnete pikkune ja kestab seni, kuni
ehhinokokkoos saab nd. vélja juuritud). Projektis osalenud inimeste sulest vdi osalusel on ilmunud

ehhinokokke puudutavad artiklid iile-eestilistes véljaannetes nagu Postimees, Roheline védrav, Maaleht ja




plaanis on ldhiajal kirjutada ka iilevaatlik emakeelne populaarteaduslik artikkel ehhinokokkoosist Eestis
ja Euroopas. Projekti tulemustest 1dhtuvalt on voimalik tdsta inimeste teadlikkust ehhinokokkoosist kui
viga ohtlikust haigusest Eestis ja Euroopas, eriti aitab see tOsta veterinaaride ja arstide teadlikkust ning
voimaldab ndustada talunikest loomapidajaid ja toiduainesektoris tootavaid spetsialiste.

Projektist kasusaajad

Eesti loomakasvatajad, toiduainesektor, veterinaarid, meditsiinitootajad, haridus-, keskkonna- ja

jahindusspetsialistid ning talunikud.

11. LUHIKOKKUVOTE (Summary - kokkuvote inglise keeles kuni 2 1k):
Tapeworm Echinococcus granulosus is a major public health concern, causing life-threatening zoonotic

parasitic disease called cystic echinococcosis in most parts of the World. The parasite propagates in a
biphasic manner and its intermediate hosts, who suffer from cysts of the parasite in liver, lungs and other
organ systems, include both wild and domestic ungulates, but also humans. Definitive hosts of the
parasite are primarily wild and domestic canids, including grey wolf (Canis lupus) and dog. Based on
molecular genetic analyses of mitochondrial genes, ten different genotype groups G1-G10 (or strains as

often written earlier) have been proposed for E. granulosus.

The goal of the project was to analyse distribution and strains of E. granulosus in Estonia and to evaluate

the phylogenetic position of these genotype groups (strains)

In this study we investigated the presence of the tapeworm Echinococcus granulosus in wild ungulates in
Estonia, determined genotypes of E. granulosus isolates and used these genotypes together with those
available in a public database to infer the phylogeny of the E. granulosus mitochondrial clade G5-G10.
While 0.8% of investigated moose (Alces alces, 2038 specimens were examined) were found to be
infected with E. granulosus, the parasite was not detected in other wild ungulates, such as roe deer
(Capreolus capreolus, 1044 individuals were examined), wild boar (Sus scrofa, 442 individuals were
examined) and red deer (Cervus elaphus, 26 individuals examined). Altogether, 3550 wild bovids were
examined. During this project, no domestic animals were reported to be infected with Echinococcus.
Genetic analysis, based on sequences of concatenated mitochondrial atp6, nadl and cox1 genes (1028bp
in total), revealed that two new E. granulosus genotypes, namely E8 (11 samples, 69%) and E10 (5
samples, 31%), belonging to genotype groups G8 and G10 respectively, are present in Estonia. This is the
first record from Eurasia of an E. granulosus genotype belonging to genotype group GS8. Phylogenetic
analysis, using four different methods, demonstrated with considerable statistical support that genotype
group G6/7 forms a subclade together with G10, while G8 is a sister group for G6/7-G10. Verification of
the genotype groups (strains) of E. granulosus in Estonia helps to estimate the potential risk for humans,

domestic and game animals. The results are important for human and animal welfare.

The taxonomic status of Echinococcus, an important zoonotic cestode genus, has remained controversial,
despite numerous attempts to revise it. Although mitochondrial DNA (mtDNA) has been the source of

markers of choice for reconstructing the phylogeny of the genus, results derived from mtDNA have led to




significant inconsistencies with earlier species classifications based on phenotypic analysis. Here, we
used nuclear DNA markers to test the phylogenic relationships of members of the genus Echinococcus.
The analysis of sequence data for five nuclear genes revealed a significantly different phylogeny for
Echinococcus from that proposed on the basis of mitochondrial DNA sequence data, but was in
agreement with earlier species classifications. The most notable results from the nuclear phylogeny were:
(1) E. multilocularis was placed as basal taxon, (2) all genotypes of Echinococcus granulosus grouped as
a monophyletic entity, and (3) genotypes G8 and G10 clustered together. We conclude that the analysis
of nuclear DNA data provides a more reliable means of inferring phylogenetic relationships within
Echinococcus than mtDNA and suggest that mtDNA should not be used as the sole source of markers in
future studies where the goal is to reconstruct a phylogeny that does not only reflect a maternal lineage,
but aims to describe the evolutionary history at species level or higher.

Further details can be found from two enclosed manuscripts that are based on current study:

1) Moks E, Jogisalu I, Valdmann H, Saarma U. 2008. First report of Echinococcus granulosus G8 in
Eurasia and a reappraisal of the phylogenetic relationships of “genotypes” G5-G10. Parasitology, 135:
647-654

2) Saarma U, Jogisalu I, Moks E, Varcasia A, Lavikainen A, Oksanen A, Simsek S, Andresiuk V,
Denegri G, Gonzalez LM, Ferrer E, Garate T, Rinaldi L, Maravilla P. 2009. A novel phylogeny for the
genus Echinococcus based on nuclear data challenges relationships based on mitochondrial evidence.
Parasitology, in press (MS ID: PAR-2008-0243.R2, please find enclosed an e-mail from the editor of
Parasitoilogy Dr. R. Gasser)
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1. Aastal 2007, sihtfinantseeritav teadusteema ,,Rakulised, arengulised ja evolutsioonilised tegurid
organismide ontogeneesis ja loomastiku bioloogilise mitmekesisuse kujunemisel” (teema juht. prof. A.
Karis)

2. Aastal 2008, sihtfinantseeritav teadusteema ,,Fiilogeneetilised ja vordlev-6koloogilised uuringud
loomadel” (teema juht. prof. T. Tammaru)

3. Suurkiskjate ja nende parasiitide fiillogenees ning fiilogeograafia” (ETF grant 7040, U. Saarma)
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vt. lisa 3, artiklist Saarma jt. 2009)




14. TEEMA RAAMES ILMUNUD PUBLIKATSIOONID: oleme antud projekti tulemuste pohjal
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(Cambridge University Press):

1) Moks E, Jogisalu I, Valdmann H, Saarma U. 2008. First report of Echinococcus granulosus G8 in
Eurasia and a reappraisal of the phylogenetic relationships of “genotypes” G5-G10. Parasitology, 135:
647-654

2) Saarma U, Jogisalu I, Moks E, Varcasia A, Lavikainen A, Oksanen A, Simsek S, Andresiuk V,
Denegri G, Gonzalez LM, Ferrer E, Garate T, Rinaldi L, Maravilla P. A novel phylogeny for the genus
Echinococcus based on nuclear data challenges relationships based on mitochondrial evidence. Vastu
voetud avaldamiseks ajakirjas Parasitology 12.11.2008. MS ID: PAR-2008-0243.R2 (kaasas ka e-mail
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