-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byff CORE

provided by Helsingin yliopiston digitaalinen arkisto

Helsingin yliopisto
Eldinlaaketieteellinen tiedekunta
Eldinladketieteellisten biotieteiden osasto

Patologian ja parasitologian oppiaine

Trichinella spiralis ja Trichinella nativa -loisten erittyminen ulosteisiin

rotalla kokeellisen infektion jalkeen

Karoliina Tuomola, ELK
Lisensiaatin tutkielma
Syksy 2011

Helsinki


https://core.ac.uk/display/14922668?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Tiedekunta - Fakultet - Faculty Osasto - Avdelning - Department

Eldinladketieteellinen tdk Eldinladketieteellisten biotieteiden osasto

Tekija - Forfattare - Author@Karoliina Tuomola

Tyo6n nimi - Arbetets titel - Title

Trichinella spiralis ja Trichinella nativa -loisten erittyminen ulosteisiin rotalla kokeellisen infektion jélkeen

Oppiaine - Larodmne - SubjectBPatologian ja parasitologian oppiaine

Tyon laji - Arbetets art - Level Aika - Datum - Month and Sivumaara - Sidoantal - Number of pages
year
Lisensiaatin tutkielma 05/2011 32

Tiivistelma - Referat - Abstract

Trichinella-suvun loiset ovat maailmanlaajuisesti levinneita sukkulamatoja, jotka ovat infektiivisia useille eldinlajeille ja tarttuvat myos ihmiseen. Loiset
aiheuttavat ongelmia muun muassa lihateollisuudessa, haittaavat tuotantoeldinten terveyttd ja ovat elintarviketurvallisuusriski. Eri Trichinella-lajien
infektiivisyys eri isdntaeldinlajeissa vaihtelee. Esimerkiksi Trichinella spiralis aiheuttaa rotassa voimakkaamman infektion kuin Trichinella nativa, mutta syyta
loislajien erilaiseen infektiviteettiin samassa isdntaeldinlajissa ei tiedeta. Trichinella-loisten elamankiertoon kuuluu seka enteraali- eli suolistovaihe etta
parenteraalivaihe eli suoliston ulkopuolella tapahtuva vaihe. Vield on epdvarmaa, missa vaiheessa elamankiertoa loislajien selviytyminen rotassa eroaa

toisistaan.

Tutkielmani kokeellisen osuuden tarkoituksena oli selvittda rotan ulosteita tutkimalla, kiinnittyykd toinen tutkituista Trichinella-lajeista (T. spiralis tai T.
nativa) paremmin suolen seindmaan ja tuleeko toinen nopeammin ulos suolesta. Mikali rotan heikosti infektoivat T. nativa -loiset tulevat T. spiralis -loisia
nopeammin ulosteen mukana ulos suolistosta, voidaan olettaa suolistovaiheen immuunipuolustuksen olevan ainakin osatekija rotan kyvyssa puolustautua

T. nativa —infektioita vastaan.

Tyo suoritettiin infektoimalla kuusi rottaa T. spiralis -loisella ja kuusi rottaa T. nativa -loisella. Lisdksi tutkimuksessa oli mukana kolme kontrollirottaa, joita ei
infektoitu. Rottien ulosteet kerattiin seitseman viikon ajalta, ja naytteet tutkittiin FLOTAC-menetelmalla. Ulosteista etsittiin Trichinella-loisten aikuis- ja
toukkamuotoja. Ulostenaytteista ei 16ytynyt yhtdan loista. Kokeen jilkeen rotat lopetettiin ja niiden suolet tutkittiin, mutta suolistakaan ei I6ytynyt loisia.
Lopetettujen eldinten lihasndytteita tutkimalla eldinten todettiin infektoituneen kyseessa olleelle loislajille tyypillisella voimakkuudella. Kontrollirotista ei

|6ydetty loisia.

Koska rottien ulosteista tai suolista ei |0ytynyt loisia huolimatta onnistuneista infektoinneista, voidaan todeta kdytetyn menetelman olleen kokeeseen
sopimaton. Mikali loisia olisi 16ytynyt ulosteista, olisi ollut tarpeellista verrata eri lajeilla infektoitujen ryhmien tuloksia. Tieto siitd, tapahtuuko rotan
suolistossa jotain, mikd heikentda toisen Trichinella-lajin infektiivisyyttd, olisi ollut merkittdva. Saadut tulokset olisivat olleet hyddyksi pohdittaessa

parempia keinoja Trichinella-tartuntojen ennaltaehkaisyyn ja infektioiden hoitoon.

Avainsanat - Nyckelord - Keywords

Trichinella, spiralis, nativa, trichinellosis, rat, infectivity

Sailytyspaikka - Forvaringstélle - Where deposited@Viikin kampuskirjasto

Tyon johtaja (tiedekunnan professori tai dosentti) ja ohjaaja(t) - Instruktoér och ledare - Director and Supervisor(s)

tyon johtaja Antti Sukura, ELT, ohjaajat Antti Sukura ,ELT ja Niina Airas, ELL




L. JOHDANTO .ttt ettt ettt e e st e s et e e s sb e e e s b e e e e s amr e e e s enre e e e snreee s snreeesenreeas 1

2 KIRJALLISUUSKATSAUS ...ttt ettt e e e e ettt e e e e e e sttt e e e e s sssnnbebeeeeeeeessnnsrneeeeasssanan 2
2.1 Trichinella-lajit, taksonomia ja Morfologia......ccccccueiiiiiiiiiiiiiic e 2
2.0.0 TAKSONOMI c.etiiiiitieieet ettt ettt ettt et e b e s bt e sheesae e et e e beesbeesaeesanesabeebeenes 2
2.1.2 Lajit Ja BENOTYYPIT . ciiiiiiiiiiiiiie e e e e e 2
P2 1Y T o o] Lo} -{ - 1R Ut 3

2.2 EIGMENKIEITO ..veieiiieitie ettt ettt ettt ettt et s e st e s e e sat e e st e e sbe e e s beeebbeesreesaneeesareeenns 3
2.2.1 ENteraalingn KiertO. ..o o eeieee ettt e 3
2.2.2 Parenteraalingn Kierto .......cooeeiieiieiiieece e 4

2.3 THIKINEIOOST ..ttt ettt sb e st st b e e b e s b e sae e st e e b e e reennes 6
S TR T = {0 0 = TR O OOPPRP 6

P T A O 11 == TP PRSP OPPRPROR 7
2.3.3 ZOONOOTEISUUS ...oviiiiiiiiiiiiiiee ettt sre e e s sree e e s snreee s nnee 7

D oo [T 0 0] o [o}=4 - TSRS 8

2. 4.1 KONTFOHOINTE 1eveutieiiiieiieeeiee ettt ettt tee e st e st e e sbee e st e esabeesabeesneeesabeeenns 10

2.5 Trichinella spiralis ja Trichinella Nativa .......ccccoeveciiiiiciie e 12
2.5.1 1sant3el@ainadapltaatio ......cuvee i 12
2.5.2 TArtunta rotalla ..o 13

3. KOKEELLINEN OSUUS ...ttt ettt ettt st st b e sbeesbeesae e st sane et e enbeesaeesanenas 13
4, AINEISTO JAMENETELMAT ...vvevieeeteeeteeeetetete ettt ettt et etenseseesesesseseesessssesessenessennas 13
I S - 101 oY= [T o - T PSPPSRt 13
4.2 ROTAT ..t e e s e s e e e s enee 14
4.2.1 Kokeessa KAYLELYL FOTAt ....ccccuviei ettt e et bee e e ree e e e 14
4.2.2 Rottien yllapito ja SEUrANTa .....coiiiiiiei e 14
4.2.3 Rottien iNfeKTOINTi....ccveiiieieee e 15
4.2.4 ROTEIEN UIOSTEET ..eoveiiiiieiieeeteeee ettt s 16

A3 FLOTAC .ttt ettt ettt et b e bt s at e s at e et e et e e sbeesaeesabe st e et e e nbeenbeesbeesaeeenrean 16
4.3.1 FLOTAC -menetelman Peridalte......ccccccuiie ettt ettt 16
e A Y =TT o I T 1 =] PSSR 17
4.3.3 Naytteen tUtKimiNeN .......ooi i e 17

I 1= ] o o RN 18
4.5 SUOIEEN LULKIMINEN ...ciiitiiieee ettt sttt et be e b eae e e e s 18
D TULOKSET ettt ettt et e ettt e e e e e ettt e e e e e e s s bbbt e eeeeeasannbeeeeeeeeeaaannreneeeaeseannnn 19
5.1 ROLEIEN UIOSTEET ...ttt s s st 19
5.2 Rottien suolet ja lIhasnaytteet.......cccooviiiiieiiee e 19
S (o) i [T o I o - 11 o ) AN 20
6. POHDINTA JA JOHTOPAATOKSET ....cuuvuiieiriiieeeeie ettt seessse e saes 20

7. KIRJALLISUUSLUETTELO ...oeiiiiiiiii ittt 24



1. JOHDANTO

Trichinella-suvun loiset ovat maailmanlaajuisesti levinneitd sukkulamatoja, jotka
infektoivat useita eldinlajeja ja ovat zoonoottisia (Dupouy-Camet 2000, Gottstein ym.
2009, Kapel ym. 2003). Trichinella-sukuun kuuluu kahdeksan lajia sekad nelja eri
genotyyppia (Pozio ym. 2009, Taylor ym. 2007). Zoonoottisuutensa vuoksi Trichinella-
loiset ovat uhka ihmisille. Trichinella-loisten torjunta aiheuttaa kustannuksia
lihantarkastuksessa ja esiintyminen tuotantoeldimissa, kuten siassa, aiheuttaa riskin
elintarviketurvallisuudelle sekd kasvatettavien eldinten hyvinvoinnille (Pozio 2001,

Taylor ym. 2007).

Eldin tai ihminen saa Trichinella-infektion syomalla raakaa tai huonosti kypsennettya
lihaa, joka sisdltda infektiivisia toukkamuotoja (Taylor ym. 2007). Toukat vapautuvat
lihassoluista isanndan mahalaukussa, minka jalkeen loiset kulkeutuvat ohutsuoleen
kehittyakseen aikuisiksi. Aikuiset madot parittelevat, ja naaraat synnyttavat toukkia,
jotka kulkevat imu- ja verisuonia pitkin poikkijuovaisiin luurankolihaksiin. Yleensa
infektio aiheuttaa vain lievid oireita tai on oireeton, mutta pahimmillaan tartunta voi

johtaa kuolemaan (Gottstein ym. 2009, Taylor ym. 2007).

Trichinella-lajien infektivisyys eri isdntalajeissa vaihtelee (Pozio ym. 1992a). Trichinella
spiralis infektoi tehokkaasti rotan ja sian, toisin kuin Trichinella nativa. (Pozio ym.
1992a, Pozio 2000). Syyta eri Trichinella-lajien erilaiseen infektiokykyyn samassa

isdntdeldinlajissa ei tiedeta.

Tutkimuksemme tavoitteena oli selvittdad, eroaako kahden eri Trichinella-lajin (T.
spiralis ja T. nativa) aiheuttama infektio rotassa loisten elamankierron
suolistovaiheessa. Tutkimalla eri Trichinella-lajeilla infektoitujen rottien ulosteita
pyrimme selvittamaan, kulkeutuvatko toisen lajin loiset nopeammin ulos rotan
ruuansulatuskanavasta kuin toisen. Lisdksi tavoitteena oli tutkia, mitd eri
kehitysvaiheessa olevia loismuotoja ulosteen seasta loytyy. Hypoteesina oletimme,
ettd eri Trichinella-lajien kiinnittyminen rotan suolen seindmadian sekd rotan

puolustusmekanismit suolessa eroavat loislajien valilla.



2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Trichinella-lajit, taksonomia ja morfologia
2.1.1 Taksonomia

Trichinella-suvun loiset ovat sukkulamatoja, jotka kuuluvat Nemathelminthes-jakson
Nematoda-luokkaan (Taylor ym. 2007). Loisten suku, Trichinella, on yksi Trichuroidea

-heimon suvuista.

2.1.2 Lajit ja genotyypit

Trichinella-sukuun kuuluu kahdeksan lajia sekd nelja eri genotyyppia (Pozio ym. 2009,
Taylor ym. 2007). Lajit ovat T. nativa, T. spiralis, Trichinella britovi, Trichinella murrelli,
Trichinella nelsoni, Trichinella pseudospiralis, Trichinella papuae ja Trichinella
zimbabwensis. Genotyypit ovat nimeltdaan Trichinella T6, Trichinella T8, Trichinella T9

seka Trichinella T12.

Eri Trichinella-lajien valilla on eroja niiden maantieteellisessa jakautumisessa,
kylmankestavyydessa seka isantdeldinlajeissa (Taylor ym. 2007). Eri lajien erot on
listattu taulukkoon 1 (koonnnut Anu Nareaho 2006 lahteistda Dupoy-Camet ym. 1994,
Pozio 2000, Kapel ym. 2001, Oivanen ym. 2002, Pozio ym. 2004, taulukkoa lainattu ja

muokattu Anu Néreahon luvalla).

TAULUKKO 1. Tiivistelma Trichinella-lajeista ja genotyypeista.

Laji Kapseli Maantieteellinen Todettu Jaatymisen  Tavallinen

jakautuminen Suomessa kesto isanta

T1 T. spiralis on Maailmanlaajuinen  kylla - Sika

T2 T. nativa on Arktiset, kylla +++ Karhu, susi, kettu
subarktiset alueet

T3 T. britovi on Eurooppa, Aasia kylla + Kettu

T4 T. pseudospiralis ei Maailmanlaajuinen  kylla - Linnut, pussieldimet

T5 T. murrelli on Pohjois-Amerikka ei - Karhu, pesukarhu

T6 on Pohjois-Amerikka ei ++ Karhu, susi

T7 T. nelsoni on Afrikka ei - Hyeena, leijona

T8 on Etela-Afrikka ei - Hyeena, leijona

T9 on Japani ei - Karhu, pesukarhu,

koira
T10 T. papuae ei Papua-Uusi Guinea ei - Matelijat
T11 T.zimbabwensis ei Afrikka ei - Matelijat




2.1.3 Morfologia

Trichinella-loisen eri kehitysmuodot voidaan erottaa morfologisesti toisistaan (Dupouy-
Camet & Murrell 2007). Aikuiset loiset ovat varittémia ja muodoltaan molemmista
paistdan kapenevia (Soulsby & Monning 1968, Dupouy-Camet & Murrell 2007).
Trichinella-naaras on pituudeltaan 1,26—-3,35 mm ja leveydeltddn 29-38 um (Dupouy-
Camet & Murrell 2007). Urokset ovat pituudeltaan 0.62—1.58 mm ja leveydeltaan

25-33 um. Seka naaraalla etta uroksella on suojaava elastinen pintakerros, kutikula.

Trichinella-uroksella ei ole spikulaa, mutta sukupuolen voi tunnistaa loisen takaosassa
olevista lapista ja papilloista, jotka sijaitsevat kloaakkiaukon molemmin puolin (Soulsby
& Monning 1968, Taylor ym. 2007). Naaraalla vulva sijaitsee loisen etuosassa (Soulsby
& Monning 1968). Naaraalla on myos kohtu, jossa uudet toukat kehittyvdat munista,
jotka ovat kooltaan 3040 um (Soulsby & Mo6nning 1968). Naaras synnyttaad eldvia
toukkia (new born larvae, NBL), jotka ovat keskimaarin 110 um pitkia ja 7 um leveita,
eikd niiden sukupuolta voida maarittda ulkomuodon perusteella (Dupouy-Camet &

Murrell 2007).

Lihaksiin padasseet toukat, nk. lihaslarvat, ovat pituudeltaan 0,65-1,09 mm ja
leveydeltdan 25—-40 um (Dupouy-Camet & Murrell 2007). Naaraspuoliset toukat ovat
hieman uroksia suurempia (Dupouy-Camet & Murrell 2007). Kollageenikapselin
muodostavilla lajeilla lihaskystat ovat sitruunanmuotoisia, lapikuultavia, pituudeltaan
0,3-0,8 mm ja leveydeltdaan 0,2—0,4 mm (Taylor ym. 2007). Kapselittomia lajeja ovat T.

papuae, T. pseudospiralis ja T. zimbabwensis (Taylor ym. 2007).

2.2 Elamankierto
2.2.1 Enteraalinen kierto

Normaalisti isénta saa Trichinella-infektion syomalla raakaa tai huonosti kypsennettya
lihaa, joka sisdltdaa infektiivisia ensimmaisen asteen L1 -toukkamuotoja (Taylor ym.
2007). Toukat vapautuvat lihassoluista mahalaukussa, minkd jalkeen ne kulkeutuvat

ohutsuoleen kehittydkseen aikuisiksi (Taylor ym. 2007). Kehittyvat Trichinella-loiset



hakeutuvat etenkin ohutsuolen alkuosan nukkalisdkkeiden véleihin (Taylor ym. 2007).
L1-toukan aikuistuminen vaatii nelja kehitysvaihetta, ja toukat saavuttavat
sukukypsyyden noin 30 tuntia tartunnan jilkeen (Kozek 1971, Taylor ym. 2007).
Sukukypsat madot parittelevat, minka jalkeen urokset kuolevat, ja naaraat tunkeutuvat
syvalle ohutsuolen limakalvoon (Taylor ym. 2007). Eldvid naaraita voidaan havaita

suolessa ainakin seitseman viikon ajan infektion alkamisesta (Marti & Murrell 1986).

Ohutsuolen alkuosan olosuhteet ovat otolliset Trichinella-loiselle, ja alkuosaan
kiinnittyneet naaraat tuottavatkin enemman Ll-vaiheen toukkia kuin suolen
loppupdahan kulkeutuneet naaraat (Sukhdeo 1991). Suurin osa loisista jaa kuitenkin
suolen alkuosaan (Sukhdeo 1991). Aikuisten sukupuolijakauma on parittelun aikaan
sama sekd ohutsuolen alku- ettd loppuosassa: yhta urosta kohden on useita naaraita
(Sukhdeo 1991). Loiset kulkevat suolistossa passiivisesti, ja suolen motiliteetin on
todettu vaikuttavan loisten kiinnittymiskohtaan (Sukhdeo & Croll 1981). Motiliteettia
lisaamalla loiset on saatu kulkeutumaan normaalia pidemmalle ohutsuolessa ennen

kiinnittymista suolen seindmaan (Sukhdeo & Croll 1981).

Naaraat alkavat tuottaa L1-vaiheen toukkia (new born larvae, NBL) noin viikko
tartunnan jalkeen, ja runsaimmin toukkia muodostuu seuraavan viikon aikana (Marti &
Murrell 1986). Syntyneet L1-toukat tunkeutuvat imu- ja verisuoniin kulkeutuakseen
lihaksiin (Taylor ym. 2007). Naaras voi tuottaa toukkia noin kuuden viikon ajan
(Murrell 1985). Yksi naaras voi synnyttdad jopa 500-1500 Ilarvaa, mutta
poikastuotantoon vaikuttavat seka infektion aiheuttaneen Trichinella-loisen laji etta
isdnnan immuunipuolustuksen tehokkuus (Capd & Despommier 1996). Mastsolujen
vajavainen toiminta edistda loisten selviytymistd (Suzuki ym. 2008). Suolessa
kuolleiden T. spiralis-loisten DNA:n toteaminen kokeellisesti infektoitujen hiirten
ulosteista todensi, etta loisia on ulosteessa ainakin kolmen viikon ajan tartunnan

saamisesta (Golab ym. 2009).

2.2.2 Parenteraalinen kierto

Trichinella-naaraiden synnyttamat L1-toukat kulkevat imu- ja verisuonia pitkin
poikkijuovaisiin luurankolihaksiin, etenkin palleaan, kylkivalilihaksiin, kieleen ja

poskilihaksiin (Taylor ym. 2007). Trichinella-toukka saa lihassolussa aikaan muutoksia,



jotka johtavat solun muuttumiseen niin sanotuksi hoivasoluksi (Stewart & Read 1974).
Hoivasolun ymparille muodostuu suojaava kollageenikapseli lukuun ottamatta
infektioita, joissa aiheuttajana on niin kutsuttu kapseliton Trichinella-laji: T. papuae, T.
pseudospiralis tai T. zimbabwensis (Taylor ym. 2007, Baruch & Despommier 1991,
Pozio & Zarlenga 2005). Kollageenikapseli koostuu ldhinna tyyppien IV ja VI
kollageenisdikeistda, ja kapselissa voidaan havaita ainakin kaksi erillista kerrosta

(Polvere ym. 1997).

Hoivasolun pinnalle muodostuu verisuoniverkosto, joka mahdollistaa tehokkaan
jatteiden poiston solusta ja kuljettaa loiselle sen tarvitsemat ravintoaineet (Baruch &
Despommier 1991) Despommier 1993, Stewart & Read 1974). Verisuonten suuri
lapimitta hankaloittaa kuitenkin kaasujen siirtymistda suonten seindmien lapi, joten
hoivasolussa olevan toukan aineenvaihdunta on anaerobista (Capdé ym. 1998).
Hapettomissa olosuhteissa selviytymisestda on loiselle hyotya, silla toukka kykenee
sdilymaan viikkoja infektiivisena kuolleen eldimen lihassa (Despommier 1990,
Despommier 1998). Elavassa eldimessa toukat voivat sailya infektiivisind vuosia tai jopa

isantaeldimen koko elinidan ajan (Despommier 1975, Taylor ym. 2007).

Hoivasolun muodostumiseen kuluva aika vaihtelee Trichinella-lajien valilla (Pozio ym.
1992b). Varhaisimmin hoivasolun muodostamisen aloittaa T. spiralis (16 paivaa
tartunnan jalkeen), mutta hoivasolu on valmis vasta 37 padivaa tartunnan jalkeen.
Trichinella nativa -loisen hoivasolun muodostuminen alkaa 20 pdaivaa tartunnan
jalkeen, mutta on valmis jo kymmenen pdivdad mydhemmin. Hitaimmin hoivasolun

muodostuminen alkaa T. nelsoni -loisella.

Infektiiviset L1 -toukat vapautuvat hoivasoluistaan uuden isdannan mahalukussa (Taylor
ym. 2007). Vapautuneet loiset kulkeutuvat ohutsuoleen, aikuistuvat ja alkavat tuottaa

uusia L1 -toukkia.



2.3 Trikinelloosi
2.3.1 Tartunta

Trichinella-loisten isantakirjo on hyvin laaja: infektioita tavataan linnuilla, maa- ja
merinisakkailld sekd matelijoilla (Gottstein ym. 2009, Kapel ym. 2003). Myds ihminen
voi saada tartunnan (Taylor ym. 2007). Kaloissa Trichinella-loisten ei toistaiseksi ole
todettu lisdantyvan (Pozio & Rosa 2005). Sama isantdyksilo voi olla infektoitunut
kahdella eri Trichinella-lajilla (Pozio ym. 1995, Pozio ym. 1997, Liciardi ym. 2009,
Oivanen ym. 2002, Airas ym. 2010). Sekainfektioita on 16ytynyt esimerkiksi hevoselta,

supikoiralta, sudelta, punaketulta ja villisialta.

Eldin tai ihminen saa Trichinella-tartunnan syomalla raakaa tai puutteellisesti
kypsennettya lihaa, jossa on infektiivisia toukkamuotoja (Taylor ym. 2007). Infektion
voimakkuus riippuu isantdeldinlajin lisaksi tartunnan aiheuttavasta Trichinella-lajista
sekd isannan syomien toukkien maarasta (Dupouy-Camet & Murrell 2007). Ihmiselle
kliinisen taudin aiheuttavaa annosta on ollut vaikea maarittaa, ja arviot alhaisimmasta
infektiivisesta annoksesta vaihtelevat 70 toukan annoksesta 300 toukan annokseen
(Gottstein ym. 2009, Dupouy-Camet & Murrell 2007, Murrell & Bruschi 1994). Arviolta
1000-3000 larvaa aiheuttaa ihmiselle vakavan kliinisen sairauden (Dupouy-Camet &
Murrell 2007). Hiirelle pienin infektiivinen annos on viisi L1 -toukkaa hiirta kohden (Cui
ym. 2008). Trichinella-tartunnan saaminen ulosteen valityksellda on my6és mahdollista
vaikkakin epatodennakoista, silla toukat eivat kestd kauaa infektiivisind isdannan

ulkopuolella (Robinson & Olsen 1960).

Tuotantoeldimet voivat saada trikinelloosin saastuneesta rehusta (Taylor ym. 2007).
Infektoituneen rotan lihassa olevat toukat pysyvat infektiivisind erilaisissa rehuissa
useita viikkoja (Oivanen ym. 2002). On myo6s mahdollista, ettd Trichinella-infektio
siirtyy luonnoneldimista kotieldaimiin tai painvastoin (Gottstein ym. 2009). Sioilla
hannanpurenta sekad ruokinta ruuantdhteilla altistavat tartunnoille, lisdksi sika voi
saada tartunnan pyydystamalla sikalaan paasseen infektoituneen rotan (Taylor ym.
2007). Sikalaan paasevat rotat altistavat sikoja Trichinella-infektioille ja toimivat

loisreservoaarina (Leiby ym. 1990).



2.3.2 Oireet

Kotieldimilla Trichinella-infektio on tavallisesti lieva eika oireita yleensa ole (Taylor ym.
2007). Lihansyojat, kuten villit pedot, voivat kuitenkin saada sydémansa lihan mukana
suuria maaria infektiivisia toukkia. Talléin toukat voivat eldamankiertonsa
suolistovaiheessa aiheuttaa isantdeldimelle limaa erittavan tulehduksen ohutsuolessa
seka ripulin noin viikko tartunnan jalkeen. Kun lukuisat Trichinella-naaraiden
synnyttamat L1 -toukat etenevat lihaksiin, voi seurauksena olla akuutti lihastulehdus,
kuume tai sydanlihastulehdus 2-3 viikkoa tartunnan jalkeen. On kuitenkin huomattava,
ettd oireet riippuvat seka isdinnan immuunipuolustuksen tehokkuudesta etta infektion

voimakkuudesta. Eldinten Trichinella-infektioita ei yleensa hoideta.

2.3.3 Zoonoottisuus

Eniten tartuntoja ihmisille aiheuttaa saastunut sianliha, mutta myos villisian- ja
hevosenliha voivat olla riski kuluttajille (Gottstein ym. 2009, Frey ym. 2009).
Merinisakkaista, kuten hylkeesta ja jaakarhusta, saatavan lihan on myods todettu
aiheuttavan Trichinella -infektioita ihmisille (Mgller ym. 2005). Lisaksi infektoituneen
villiriistan sy0minen aiheuttaa tartunnan (Mcintyre ym. 2007, Mgller ym. 2005,

Schmitt ym. 1978, Madariaga ym. 2007, Dworkin ym. 1996).

Ihmisilla  Trichinella-infektion oireet saattavat olla hyvinkin vaihtelevia, mika
hankaloittaa taudin diagnostiikkaa (Gottstein ym. 2009, Dupouy-Camet & Murrell
2007). QOireina voivat olla muun muassa kuume, ruuansulatusvaivat sekd lihasten
arkuus (Gottstein ym. 2009). Hyvin vakavat infektiot saattavat johtaa sairastuneen
henkilon kuolemaan (Taylor ym. 2007). Ihmisten Trichinella-tartuntoja voidaan laakita
bentsimidatsoleilla (albendatsolilla tai mebendatsolilla) seka kortikosteroideilla

(yleensa prednisolonilla) (Dupouy-Camet ym. 2002, Gottstein ym. 2009).

Suomessa ihmisten Trichinella -tartuntoja on ollut suhteellisen vdhan, ja viimeisin
tunnettu humaanitartunta Suomessa on vuodelta 1977 (Oivanen & Oksanen 2009).
Ihmistartuntojen vahdisyys Suomessa johtunee muun muassa siitd, ettd suomalaiseen
ruokakulttuuriin kuuluu ruuan kunnollinen kypsentaminen (Oivanen & Oksanen 2009).
Lisdksi teurastamoissa tehtdva lihantarkastus ehkdisee saastuneen lihan péaasya

kuluttajille (Oivanen & Oksanen 2009). Elintarvikkeiden kuljettaminen maiden rajojen



yli lisda saastuneiden tuotteiden maaraa markkinoilla, mikali lihaa tuodaan maista,
joissa lihan laatuun ei kiinniteta tarpeeksi huomiota (Gottstein ym. 2009).
Elintarvikkeiden lisdksi Trichinella-tartunnat kulkevat ihmisten, kuten turistien ja

pakolaisten, mukana maasta toiseen (Gottstein ym. 2009).

2.4 Epidemiologia

Trichinella-loinen on yksi laajimmin levinneista parasiiteista maapallolla, ja kyseista
loista tavataankin ldhes kaikilla ilmastoalueilla (Dupouy-Camet 2000). Tarkkaa
prevalenssia ihmisten tai eldinten infektioista ei ole maailmanlaajuisesti saatu
maaritettyd. Monissa maissa trikinelloosi on kuitenkin endeemisena joko
villieldinpopulaatiossa tai kotieldimissa, minka lisaksi ihmisten taudinpurkaukset

ympari maailmaa todistavat Trichinella-loisten olemassaolon.

Kotieldimissa tapahtuvaa Trichinella-loisen kiertokulkua kuvataan domestiseksi
kierroksi (Pozio 2001). Domestinen kierto tapahtuu Iahinna sikojen keskuudessa. Siat
voivat saada Trichinella-tartunnan saastuneesta rehusta tai ruuantahteista, joita ei ole
kasitelty riittdvan tehokkaasti. Infektio levida myo6s sikojen keskindisessa
vuorovaikutuksessa, mikali hannanpurenta tai korvien pureminen on ongelma tilalla.
Kuolleet yksil6t voivat myos toimia tartunnanlahteend, mikali ruhojen havitys ei toimi
kunnolla, ja muut siat pddsevat syomadan kuolleita lajitovereitaan. Tarkein
domestisessa kierrossa oleva Trichinella-laji on T. spiralis, mutta kyseista lajia

havaitaan my0s luonnoneldimissa (Pozio 2000).

Lahelld ihmisasutusta eldavat eldaimet, kuten rotat, kissat ja ketut, voivat toimia
vektoreina Trichinella-loiselle (Pozio 2001). Tartunta voi mainittujen eldinten mukana
siirtyd luonnosta sikaloihin ja edelleen sikoihin. Trichinella-infektion kulkeutuminen
kotieldimista villieldimiin on myds mahdollista (Pozio 2000). Tata kiertoa koti- ja
villieldinten valilla kutsutaan synantrooffiseksi kierroksi (Pozio 2001). Rotat ovat
olennaisena osana synantrooffisessa kierrossa, mutta Trichinella-infektion levittamisen
lisdksi rotat voivat toimia loisreservoaarina sikaloissa ja siten pitdaa ylla tartuntoja
sioissa (Schad ym. 1987). Loisinfektio voi myds kulkeutua sikalasta toiseen rottien

mukana (Smith & Kay 1987).



Luonnossa tapahtuva sylvaatinen kierto kuvaa Trichinella-loisen kiertoa villeissa
lihansyojissa, jotka saavat tartunnan kannibalismin vuoksi tai raatoja syomalla (Pozio
2001). Sylvaattinen kierto on olemassa kaikilla mantereilla (Pozio 2000). Kaikki
Trichinella-lajit ja -gentoyypit voivat olla osallisina sylvaattisessa kierrossa (Pozio 2000,
Airas ym. 2010). Vaikka T. spiralis on lahinnd kotieldimissa esiintyva laji, tavataan
luonnossakin kyseista lajia (Wacker ym. 1999). Esimerkiksi Saksassa on ketuista
l6ydetty T. spiralis -loista (Wacker ym. 1999). Airas ym. (2010) totesivat, etta T. spiralis
-infektioita voi esiintyd luonnossa ilman kontaktia kotieldimiin. Lisaksi Suomessa
kasvatetuista villisioista on 10ytynyt useita Trichinella-lajeja (T. pseudospiralis, T. nativa
ja T. spiralis) joten sylvaattinen ja domestinen kierto eivat toimi taysin erilladn (Sukura

ym. 2001, Oivanen ym. 2000).

Trichinella-loisen laaja isdantdeldinkirjo seka infektiviteetin sdilyminen vaihtelevissa
olosuhteissa edesauttavat loisen levidmista ja elossa pysymista (Taylor ym. 2007, Dick
1983,Webster ym. 2002, Kotula ym. 1983). Trichinella-loisen on todettu selvidvan
infektiivisena seka hyvin matalissa etta suhteellisen korkeissa lampatiloissa (Kotula ym.
1983), Dick 1983). Kotula ym. (1983) todensivat, ettd T. spiralis -toukat sailyvat
infektiivisind nelja minuuttia 55°C:ssa ja viisi tuntia 49°C:n lammadssa. Kuumennus

60°C:een tappoi toukat kahdessa minuutissa.

Trichinella-loisen kylmankestdvyys vaihtelee lajeittain, mutta myds infektoituneen
isdnnan laji vaikuttaa loisen kykyyn sietdaa kylmaa ja jaatymista (Taylor ym. 2007, Dick
1983, Kjos-Hanssen, 1984). Trichinella nativa sietda hyvin jaatymista arktisilla alueilla
eldvissa eldimissda, mutta kylmankestavyys heikkenee laboratoriohiirissa (Pozio ym.
1992b). Naalin pakastetussa lihassa T. nativa -toukat voivat sailya infektiivisind jopa
nelja vuotta, kun taas samoissa olosuhteissa sdilytetystd rotan lihasta ei [6ydy
infektiivisid toukkia enda neljan viikon jalkeen (Malakauskas ym. 2001, Kapel ym.
1999). Pakastuslampdétila oli molemmissa tapauksissa -18°C. Trichinella nativa -toukat
sailyttavat infektivisyytensa hyvin myos tilanteessa, jossa sailytyslampotila vaihtelee
jaatymispisteen molemmin puolin (Davidson ym. 2008). Trichinella spiralis menettaa
infektivisyytensa rotan lihassa viikon kuluessa, jos liha varastoidaan -18°C:ssa
(Malakauskas ym. 2001). Sianlihassa T. spiralis kestda -18°C:n pakkasta 2,8 pdivaa,

mutta tuhoutuu 5,6 pdivassa (Kotula ym. 1990). Lampaanlihassa T. spiralis kestaa nelja
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viikkoa -18°C:ssa (Theodoropoulos ym. 2000). Elintarviketurvallisuutta ajatellen vain
sianlihaa voidaan pitaa kuluttajalle turvallisena jadadyttamisen jalkeen, mika tulee ottaa

huomioon muun muassa sdaadoksia laadittaessa (Kapel 2005).

Lisaksi Trichinella-loisen kylmankestdavyyteen vaikuttaa infektion kesto (Pozio ym.
1994, Kapel ym. 2003). Hylkeilld tehdyssa kokeessa todettiin, ettd T. nativa sailyy
kuolleen eldimen lihassa sitd kauemmin mita pidempaan eldin on ollut infektoitunut

(Kapel ym. 2003).

Trichnella-loinen voi sailya infektiivisena matanevassa lihassa yllattavan pitkia aikoja,
esimerkiksi T. papuae selvidd hajoavassa lihassa jopa viisi viikkoa (Webster ym. 2002,
Oivanen ym. 2002). Trichinella nelsoni sietaa Trichinella-lajeista parhaiten lampimia
sailytysolosuhteita, kun taas T. pseudospiralis on herkin lampo6tilojen kohoamiselle
(von Koller ym. 2001). Trichinella spiralis sailyy kolme kuukautta infektiivisena
sianlihassa, joka on haudattu maahan 30-100 cm:n syvyyteen lampdtilan vaihdellessa

4-13°C vlills (Jovic ym. 2001).

Vaikka Trichinella-infektio leviaa lahinna saastuneen lihan valitykselld, isdantakirjo on
laaja, ja my0Os kasvissyojat voivat infektoitua (Taylor ym. 2007, Smith ym. 1990, Pozio
ym. 2001). Trichinella-tartuntoja on todettu hevosissa, ja kokeellisesti on voitu
infektoida myds nautoja (Smith ym. 1990, Pozio ym. 2001). Varomaton hevosenlihan
nauttiminen on aiheuttanut useita ihmisten taudinpurkauksia etenkin Etela-
Euroopassa (Dupouy-Camet 2000). Esimerkiksi Italiassa yksi saastunut hevosen ruho

aiheutti Trichinella-infektion 538 ihmiselle vuonna 1991 (Dupouy-Camet 2000).

2.4.1 Kontrollointi

Trichinella-tartuntojen kontrolloimisessa tarkeda on infektioiden ennaltaehkaisy, jossa
oleellisena osana on tartuntojen havaitseminen lihantarkastuksessa (Taylor ym. 2007).
Sikaloissa on estettdvd muiden eldinten, etenkin rottien, paasy sisatiloihin. My0s
teurastamoissa on huolehdittava tuhoeldintorjunnasta. Sikaloissa raatojen
havittdmiseen on syyta kiinnittdd huomiota, silld raadot voivat toimia infektioldhteena
muille yksiloille. Sioille ei saa syottda ruuantdhteitd, ellei tdhteita ole kunnollisesti

kuumennettu. Kuluttajan valistaminen lihan kunnollisen kypsennyksen tarkeydesta voi
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olla tarpeen, samoin ihmisten tulisi olla tietoisia siitd, ettei infektoituneen lihan

pakastaminen valttamatta tuhoa lihassa olevia Trichinella-toukkia.

Suomessa kaikki teurastetut siat on tutkittu Trichinella-infektion varalta vuodesta 1954
lahtien (Oivanen & QOksanen 2009). Euroopan Unionin komission asetuksen (EY) N:o
2075/2005 mukaan jokaisesta teurastetusta siasta on otettava ndyte
trikiinitutkimukseen osana post mortem -tarkastusta. Asetus koskee vain myytavaksi
menevaa lihaa, omaan kulutukseen tarkoitetusta lihasta ei tarvitse ottaa ndytteita.
Lisaksi muiden Trichinella-tartunnalle alttiiden eldinlajien, kuten hevosten, villisikojen
seka muiden tarhattujen ja luonnonvaraisten eldinlajien ruhoista on otettava
jarjestelmallisesti naytteitd post mortem -tarkastuksissa. Sialta yhden gramman
painoinen ndyte otetaan palleapilarista, jalostuseldimesta otetun naytteen tulee olla
suurempi. Hevosesta, villisiasta seka riistaeldimista otettavien naytteiden tulee olla
kymmenen gramman painoisia, ja ne otetaan loisten tyypillisista esiintymispaikoista
lihaksistossa. Naytteen on oltava suurempi, jos kyseiset naytteenottokohdat eivat ole

saatavilla. Naytteet tutkitaan digestiomenetelmalla.

Digestiomenetelmalld voidaan tutkia samalla kertaa 50 sianlihandytetta. Villisiasta ja
hevosesta tulee ottaa suuremmat naytepalat kuin kotieldimena kasvaneesta siasta.
Maa- ja metsatalousministerion asetuksen nro 38/EEQ/2006 liitteen viisi mukaan
teurastamon on pidettava kirjaa ottamistaan naytteista ja tuloksista. Jos jossakin
ndytteessa havaitaan Trichinella-infektio, lahetetdan positiivisiksi todetut naytteet
Elintarviketurvallisuusvirastoon varmistettavaksi ja lajitunnistusta varten. Koko eldin

hylataan lihantarkastuksessa, mikali Trichinella-tartunta todetaan.

Suomessa ensimmaiset Trichinella-tartunnat ihmisilla todettiin vuoden 1890 paikkeilla,
ja vuoteen 2008 mennessa tapauksia on rekisteroity kahdeksan kappaletta (Oivanen &
Oksanen 2009). Siassa ensimmadinen kotimainen tartunta todettiin vuonna 1954
(Rislakki 1956). 1900-luvun loppuneljannekselld Trichinella-tartuntojen prevalenssi
sioissa oli korkeampi kuin useissa muissa Euroopan maissa, mutta prevalenssi on
laskenut viime vuosikymmenen aikana (Oivanen & Oksanen 2009). Syyna tdhan on

luultavasti muutos sianlihan tuotannossa, silla nykyaan sikoja kasvatetaan aikaisempaa
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suuremmissa yksikoissd, jotka ovat huolella suunniteltuja. Suomen luonnossa

Trichinella-infektioiden prevalenssi on edelleen korkea (Airas ym. 2010).

Suomessa tavataan neljaa Trichinella-lajia: T. spiralis, T. nativa, T. britovi seka T.
pseudospiralis (Airas ym. 2010). Villieldimissa yleisimmin esiintyy T. nativa. Kotieldaimia
eniten infektoiva laji, T. spiralis, voi esiintya luonnossa vaikkei kontaktia kotieldimiin
olisikaan. Tarkeimpana reservoaarina kaikille Suomessa tavattaville Trichinella-lajeille
toimivat supikoirat (Nyctereutes procyonoides) ja punaketut (Vulpes vulpes) (Airas ym.
2010). Sekainfektioita, joissa kaksi eri Trichinella-lajia on infektoinut saman
isdntadyksilon, on tavattu Suomessa villeilla lihansygjilla seka villisioilla (Oivanen ym.

2002, Airas ym. 2010).

2.5 Trichinella spiralis ja Trichinella nativa
2.5.1 Isantdeldinadaptaatio

Trichinella-lajien infektivisyys eri isdntalajeissa vaihtelee (Pozio ym. 1992a). Trichinella
spiralis infektoi tehokkaasti rotan ja sian, toisin kuin T. nativa. Trichinella nativa
aiheuttaa infektioita lahinna villieldimissa (Pozio ym. 1992a, Pozio 2000). Trichinella
nativa sietda paremmin kylmaa kuin T. spiralis, ja hyva kylmankestavyys parantaakin T.

nativa -loisen selviytymismahdollisuuksia arktisilla alueilla (Pozio ym. 1992b).

Eri isdantdlajien sappinesteet eroavat osittain toisistaan, ja eri Trichinella-lajien on
todettu sopeutuneen omien isdntaeldinlajiensa sappinesteeseen (Theodoropoulos ym.
2003). Theodoropoulos ym. (2003) infektoivat rottia kolmella Trichinella-lajilla (T.
spiralis, T. nativa ja T. nelsoni), minkd jalkeen rotille annettiin suun kautta eri
eldinlajien sappinestetta (kettu, lammas, sika, kana). Minkdaan sappinesteen anto ei
lisannyt T. spiralis -infektiossa lihaslarvojen maaraa, kun taas kahden muun Trichinella-
lajin kohdalla ketun sappineste nosti lihaksista I6ytyneiden toukkien maaraa.
Trichinella nativa -loinen on infektiivinen muun muassa villeille lihansygjille, mika voi

osittain johtua juuri lihansydjan sappinesteen positiivisesta vaikutuksesta loiseen.

Ensimmainen T. spiralis -infektio siassa saa yksilossa aikaan osittaisen immuniteetin
muodostumisen (Murrell 1985). Kun sika kohtaa T. spiralis -loisen toisen kerran,

poistuvat loiset sian suolistosta nopeammin kuin ensimmaiselld kerralla. Lisaksi
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naaraiden kyky lisdantya vahenee 75 % verrattuna ensimmadiseen tartuntakertaan.
Seka ensimmaiselld ettad toisella infektiokerralla loiset tulevat ulos suolistosta sita
nopeammin, mitd suurempi infektioannos on ollut. Suolistovaiheen immuniteetti

saattaa sialla vahentaa lihaksiin hakeutuvien toukkien maaraa.

2.5.2 Tartunta rotalla

Trichinella spiralis on T. nativa -loista infektiivisempi, kun isdantdnd on rotta
(Malakauskas ym. 2001). Rotan lihaksissa olevien toukkien maard on alhaisempi T.
nativa -infektioissa kuin T. spiralis -tartunnoissa, kun rotat infektoidaan
samankokoisilla annoksilla. Vasta-ainetasot pysyvat T. spiralis -infektioissa korkeina
pidempadan kuin T. nativa -tartunnoissa. Molemmat lajit aiheuttavat tartunnan alussa
vasta-ainetason jyrkdan nousun. Mielenkiintoista on, ettd rotan altistaminen T. nativa
-infektiolle ennen T. spiralis -tartuntaa alentaa T. spiralis -infektion voimakkuutta

(Smith 1987a).

3. KOKEELLINEN OSUUS

Kokeen tarkoituksena oli selvittda rotan ulosteita tutkimalla, kiinnittyykd toinen
tutkituista Trichinella-lajeista (T. spiralis, T. nativa) paremmin suolen seindmaan ja
tuleeko toinen nopeammin ulos suolesta. Mikali rotan heikosti infektoivat T. nativa
-loiset tulevat T. spiralis -loisia nopeammin ulosteen mukana ulos suolistosta, voidaan
olettaa suolistovaiheen immuunipuolustuksen olevan ainakin osatekija rotan kyvyssa

puolustautua T. nativa -infektioilta.

4. AINEISTO JA MENETELMAT
4.1 Eldinkoelupa

Koetta varten haettiin eldinkoelupa, koska kokeessa kaytettiin koe-eldimina rottia ja
hiirid. Lupaa kokeeseen haettiin eldinkoelautakunnasta ajalle 1.5.2010-30.6.2012, ja
lupa myodnnettiin. Eldinkoeluvan numero on ESAVI-2010-05072/Ym-23. Kokeen

hiiriosuutta varten oli jo olemassa erillinen eldinkoelupa (ESLH-2008-05570/Ym-23).
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4.2 Rotat
4.2.1 Kokeessa kaytetyt rotat

Kokeessa kaytetyt rotat olivat Hollannista tilattuja Wistar-rottia. Kaikki rotat olivat
uroksia ja saapuessaan kymmenen viikon ikaisia. Kokeen ajan rottia hoidettiin Eviran
koe-eldintiloissa. Rotat saapuivat Eviraan viikko ennen kokeen alkamista, jotta eldimet

saattoivat sopeutua uuteen ympadristoonsa.

Koetta varten rottia tarvittiin 15 kappaletta, kuusi kumpaankin eri Trichinella-lajilla
infektoitavaan ryhmaan seka kolme yksil6a kontrolliryhmaan. Jokainen rotta nimettiin
koodilla TriR, jonka perdaan jokaiselle rotalle tuli oma numero Vvalilta

11-25. Korvat lovettiin numeron mukaan, jotta rotat olisivat tunnistettavissa.

Rotat painoivat keskimaarin 222 grammaa saapuessaan Eviraan, painot vaihtelivat
valilla 208-233 grammaa. Infektoitujen rottien seka kontrollien painojen kehityksessa
oli hieman eroa, mutta eri lajeilla infektoitujen rottien kasvu oli tasaista. Kuukausi
kokeen alkamisen jdlkeen yksi rotta painoi keksimdarin 265 grammaa, painot

vaihtelivat valilla 251-296 grammaa.

4.2.2 Rottien yllapito ja seuranta

Rottien yleisvointia seurattiin paivittain, ja havainnot kirjattiin seurantakaavakkeeseen.
Rotat punnittiin kerran viikossa, rottien ruokasailiot taytettiin ja vesi vaihdettiin noin
joka toinen paiva. Jokaisen rotan ruuan- ja vedenkulutusta mitattiin koko kokeen ajan.
Ulosteen keruu tehtiin paivittdin lukuun ottamatta viikonloppuja. Ensimmaisena
viikonloppuna ulosteet saatiin kuitenkin kerattya paivittdin. Muina viikonloppuina
ulosteet kerattiin niin, ettd samaan pussiin kerattiin maanantaina seka lauantain,

sunnuntain ettd maanantaiaamun aikana tulleet ulosteet.

Rottia pidettiin kokeen ajan vyksittdishakeissd. Sekaannusten valttamiseksi hakit
sijoitettiin niin, ettd kukin ryhma oli omassa hyllykdssaan. Hakkien kuivikkeena
kaytettiin puuhaketta, lisdksi kussakin hakissa oli rotalle pesdantekomateriaalia.
Metaboliahdkkien tarpeellisuutta pohdittiin kokeen suunnitteluvaiheessa, mutta
todettiin, ettd ulosteiden keraaminen onnistuu normaalista rottahakista. Tavallinen

hakki on miellyttavampi rotalle kuin metaboliahakki.
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4.2.3 Rottien infektointi

Rotat infektoitiin Eviran hiirissa yllapidetyilla Trichinella-kannoilla 970 (T. spiralis) ja
2740 (T. nativa) syottamalla rotille infektiivista hiirenlihaa. Infektointipdivan aamuna
lopetetuista  hiiristd  tehtiin  jauhelihaa, jonka infektiotaso tarkastettiin
digestiomenetelmalld. Rottien infektioannosten suuruudet laskettiin hiirenlihan
infektiotasojen mukaan. Yhden rotan infektioannoksessa tuli olla 2000 Trichinella-
toukkaa. Annokset haluttiin pitdd sellaisina, etteivat rotat saisi infektiosta oireita.

Lievatkin oireet, kuten ripuli, ovat harvinaisia mainitulla annoksella.

Evirassa kasvatetuissa hiirissa infektiotasot vaihtelevat Trichinella-lajin mukaan, mika
piti ottaa huomioon laskettaessa rottien infektioannoksia varten tarvittavien hiirten
maara. Trichinella nativa -infektoiduissa hiirissa olevien toukkien maara on keskimaarin
300 toukkaa yhdessd grammassa hiirenlihaa. Hiiren lihapaino on keskimaarin 10
grammaa, joten T. nativa -infektoiduista hiirista saadaan keskimaarin 3000 toukkaa per
hiiri. Trichinella spiralis -infektoiduissa hiirissa infektiotaso on noin 600 toukkaa
vhdessa grammassa hiirenlihaa, joten yhdesta hiiresta saadaan arviolta 6000 toukkaa.
Trichinella spiralis -infektoituja hiiria tarvittiin siis yksi hiiri kolmea rottaa kohden, T.
nativa -hiiria puolestaan kaksi hiirta kolmea rottaa kohden. Naiden lisaksi varattiin

kayttd6n muutama ylimaarainen hiiri.

Rottaa paastotettiin  puoli vuorokautta ennen infektioannosten antamista.
Paastottamisella pyrittiin  siihen, ettd rotat olisivat néalkdisida saadessaan
infektioannokset ja siten soisivat annoksensa kokonaan ja mahdollisimman nopeasti.
Infektioannokset  pakattiin infektointia edeltdvana padivana kukin  omalle
petrimaljalleen, ja annoksia sailytettiin yon yli jddkaapissa Parafilmilla suojattuna.
Petrimaljat annoksineen siirrettiin rottien hakkeihin infektointipdivana. Rottien
syOmista tarkkailtiin annosten antamisen jalkeen, ja kaikki rotat séivat annetun lihan
ldahes heti. Viimeisinkin annos oli syoty noin 30 minuutin kuluttua annosten
antamisesta. Rottien infektoinnit tehtiin kahtena perakkdisenad paivana. Trichinella
spiralis -infektoinnit suoritettiin paivaa ennen T. nativa -infektointeja, jotta estettaisiin
ndytteiden ristikontaminaatiot laboratoriossa. Rotista otettiin seerumindytteet kaksi
viikkoa infektoinnin jalkeen, jotta saatiin maaritettya rottien Trichinella-vasta—aineet.

Rotista otettiin seerumindytteet myos lopetuksen yhteydessa. Verindytteet otettiin
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hantdasuonesta lukuun ottamatta lopetuksen yhteydessa otettuja ndytteitd, jotka
otettiin sydanpunktiolla. Infektoinnin onnistuminen varmistettiin lopetuksen jalkeen

digestiolla.

4.2 .4 Rottien ulosteet

Rottien ulosteiden kerdadaminen aloitettiin infektointipdivana ja sita jatkettiin seitseman
viilkon ajan. Jokaisen rotan hakista kerattiin paivittdain kaikki edellisen vuorokauden
aikana muodostuneet papanat. Ulosteet kerattiin valmiiksi merkattuihin minigrip-
pusseihin, joihin oli kirjoitettu rotan koodi, kerdamispaivamaara, monesko infektoinnin
jalkeinen vuorokausi on menossa sekd onko rotta infektoitu T. spiralis vai T. nativa
-lajilla. Ulosteet kerattiin joka arkipdiva seka paivittdin ensimmaisena viikonloppuna
infektoinnin jalkeen. Mydhempien viikonloppujen ulosteet kerattiin niin, etta kaikki
viikonloppuna tulleet ulosteet kerattiin samaan pussiin seuraavana maanantaina.
Kontrollirottien ulosteet kerattiin kiertavasti niin, etta paivittdin otettiin talteen vain
yhden kontrollirotan ulosteet. Kerdtyt ulosteet punnittiin rottakohtaisesti, ja

ulostepussit vietiin laboratorion pakastimeen myéhempaa tutkimista varten.

4.3 FLOTAC
4.3.1 FLOTAC -menetelman periaate

FLOTAC on nesteen nosteeseen perustuva menetelm3, jolla voidaan saada ulosteessa
olevat loiset ja niiden munat eroteltua nesteen pinnalle. Nesteen pinnalta loiset ja
munat voidaan kasittelyn jalkeen laskea valomikroskoopilla. My6s Trichinella-loiset
saadaan kellumaan FLOTAC-menetelman avulla, mutta flotaationesteena tulee kayttaa
sinkkisulfaattia tavallisesti kaytetyn magnesiumsulfaatin sijaan. Magnesiumsulfaattia
kdytettdessa aikuiset loiset eivat nouse nesteen pintaan, silla magnesiumsulfaatin

tiheys ei riita aiheuttamaan kyllin suurta nostetta aikuisten kelluttamiseksi.

FLOTAC-menetelmassa kdytetdan apuna laitetta, joka koostuu kolmesta
pddkappaleesta: sylinterimaisesta runko—osasta, translaatiolevysta seka
paallimmaisena olevasta lukulevysta. Kun laitteen kokoaa, voi lukulevya kadannella eri
suuntiin tarpeen mukaan, ja sylinterin sisdlle jaa kaksi viiden millilitran suuruista

ndytekammiota. Naytesuspensio laitetaan ndytekammioihin, joissa loiset nousevat
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sentrifugoinnin aikana nesteen pintakerrokseen ldhelle Ilukulevya. Kun lukulevy

kierretaan lukuasentoon, voidaan pinnassa olevat loiset nahda mikroskoopilla.

Ennen varsinaista koetta FLOTAC-menetelmaa testattiin ulosteella, johon oli lisatty
Trichinella-loisia (aikuisia sekd NBL-muotoja). Menetelmda sadadettiin tutkimuksen

tarpeisiin sopivaksi, ja loiset saatiin nakymaan mikroskoopissa.

4.3.2 Naytteen kasittely

Ennen FLOTAC -menetelmalld tutkimista ndyte otettiin pakkasesta, jossa kaikkia
ulostendytteita sadilytettiin. Kaikki tutkitut ndytteet olivat sokkoutettuja, eli naytteet
tutkinut henkilo ei tiennyt, minka rotan ndytetta han kulloinkin tutki tai mina padivana
ndyte oli keratty. Ulostepusseista otettiin yksi gramma ulostetta, joka sekoitettiin
yhdeksaan millilitraan sinkkisulfaattia. Osa naytteista tutkittiin yhdistden saman rotan
useamman padivan ulostetta samaan naytteeseen. Naytteitd yhdistettiin saman rotan
eri paivien ulosteista enintdan neljan paivan ajalta. Naytteet oli merkattu ylos niin, etta
tarvittaessa alkuperdiset naytteet oli helposti |0ydettavissa. Jokaisen naytteen
kasittelyssa kaytettiin puhtaita valineita, ja FLOTAC-laitteen kappaleet pestiin jokaisen

naytteen valissa vedelld ja pesuaineella.

4.3.3 Naytteen tutkiminen

Ulostendytteen tutkiminen FLOTAC-menetelmadlld aloitetaan tekemalld suspensio,
jossa on yksi gramma ulostetta ja yhdeksan millilitraa kylldista sinkkisulfaattiliuosta.
Muodostunut seos kaadetaan siivilan lapi astiaan, esimerkiksi kertakayttomukiin.
Suodatettu suspensio kaadetaan koeputkeen, ja koeputki tdytetdaan kymmeneen

millilitraan asti sinkkisulfaatilla.

Koeputkessa olevaa suspensiota sentrifugoidaan kaksi minuuttia 1500 rpm, jolloin
ulosteen suuret ja painavat partikkelit painuvat koeputken pohjalle ja ne saadaan
erotettua pois naytteestd. Sentrifugoinnin jalkeen koeputkesta pipetoidaan neste
FLOTAC-kammioihin. Pipetoinnissa on tarkedd, ettd neste imetddn pipettiin aina
nestepatsaan pinnasta, silla ndytteessa mahdollisesti olevat loiset ovat sentrifugoinnin

aikana nousseet nesteen pintaan. Jos FLOTAC-kammiot eivat tdyty naytenesteests,

17



voidaan kammiot tayttdaa lisaamallad niihin sinkkisulfaattia. Tdydet kammiot suljetaan

kiertamalla kansiosaa. Naytteita sentrifugoidaan viisi minuuttia 1000 rpm.

FLOTAC-laitteen kansiosaa kierretdaan sentrifugoinnin jalkeen niin, ettd kammioita
peittdva osa siirtyy lukuikkunoiden kohdalle. Kierrettdessa laitteen kansiosaa myods
ndytekammion nesteen pintaosa siirtyy lukuikkunan kohdalle. Jos naytteessa on loisia,
ne nousevat nesteen pintaan sentrifugoinnin aikana ja nakyvat lukuikkunassa
valomikroskoopin avulla. Kammioissa olevat ruudukot auttavat loisten laskemisessa.
Loisten eri kehitysasteet (aikuinen vai toukka) seka sukupuoli ovat erotettavissa

mikroskoopin avulla.

4.4 Digestio

Kokeessa kaytettyjen hiirten ja rottien lihaksissa olevien Trichinella-toukkien
eristamiseen kaytettiin digestiomenetelmaa. Digestion tarkoituksena on luoda
keinotekoisesti mahalaukun olosuhteita vastaava ymparist0, jossa Trichinella-toukat

vapautuvat hoivasoluistaan.

Digestio aloitetaan laittamalla tutkittava liha magneettisekoittimella varustettuun
dekkaan, jossa tulee olla lisaksi vetta, suolahappoa seka pepsiinid. Seosta digestoidaan
noin 30 minuutin ajan 44-46 °C:n lampdatilassa. Seos siivildidaan digestoinnin jalkeen.
Siiviloity neste kaadetaan 30 minuutin ajaksi erotussuppiloon, jossa toukat laskeutuvat
suppilon pohjalle. Lientd voidaan seisottaa erotussuppilossa taristdjan kanssa, mika
nopeuttaa larvojen vajoamista suppilon pohjalle. Suppilon pohjassa olevasta hanasta
toukat sisaltava sakka lasketaan mittalasiin, ja sakan annetaan seistd viela 15
minuuttia. Mittalasin pinnalta pipetoidaan nestettad pois, ja loppu neste kaadetaan

petrimaljalle mikroskopointia varten.

4.5 Suolten tutkiminen

Lopetettujen rottien suolet tutkittiin silta varalta, ettd osa loisista olisi jaljella
suolistossa seitseman viikkoa infektoinnin jalkeen. Ruhot avattiin, suolet poistettiin ja
leikattiin halki pituussuunnassa. Suolet laitettiin siivildan, joka asetettiin Falcon-putken
paalle. Suolet huuhdottiin vedell3, ja nesteen annettiin valua mittalasiin. Valunut neste

tutkittiin mikroskoopilla.
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5. TULOKSET

5.1 Rottien ulosteet

Rottien ulostendytteitd tutkittiin FLOTAC-menetelmallda yhteensa 125 kappaletta.
Yhdestakaan ei l6ytynyt Trichinella-loisia.

5.2 Rottien suolet ja lihasndytteet

Yhdeltdkdan rotalta ei |0ytynyt suolistosta Trichinella-loisia kokeen lopussa.

Lihasnaytteissa todettiin loisia (Kuva 1).
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Kuva 1. Infektoitujen rottien lihaksista todetut LPG-arvot. LPG-arvo kertoo, montako
toukkaa on yhdessd grammassa lihasta. Kuvaan on merkattu myods keskihajonnat.
P-arvo (student t-test) 0,000655.
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5.2 Rottien painot

Rottien painonkehitystd on havainnollistettu kuvassa 2.

340 /
JFU
220
e ravy

=0—T. spiralis

=f=T. nativa

Kontrollit

Kuva 2. Rottien painonkehitys. X-akselilla 0-kohtana on infektointipaiva ja painot on
kerrottu grammoina y-akselilla.

6. POHDINTA JA JOHTOPAATOKSET

Rottien ulosteista ei 16ytynyt FLOTAC-menetelmalla Trichinella-loisia, joten on syyta
miettia tulokseen johtaneita tekijoita. FLOTAC todettiin ennen kokeen alkua toimivaksi,
koska testindytteisiin lisatyt loiset 16ytyivdt menetelman avulla. On kuitenkin useita

tekijoita, jotka ovat saattaneet vaikuttaa tulokseen.

Rottien kaikki ulosteet pyrittiin kerdadamadan, mutta koska tyd tehtiin kasin, on osa
ulosteista saattanut jaada hakkeihin eikd niita ole tutkittu. On kuitenkin
epatodennakoistd, ettd juuri hdkkeihin jaddneet papanat olisivat sisdltdneet kaikki ulos
tulleet loiset. Jos loiset ovat tulleet ulos ryppdind, on osa papanoista sisaltanyt
runsaasti loisia ja osa ollut loisettomia. Koska kaikkia ulosteita ei tutkittu, ovat

runsaasti loisia sisdltaneet papanat voineet jaada tutkimatta.

Rotan luontaiseen kayttdaytymiseen kuuluu omien ulosteiden syonti. Rotat elivat
kokeen ajan hakeissd, joissa ne saattoivat helposti syoda ulosteitaan. Jos Trichinella-

loisilla on taipumus keraantya juuri niihin papanoihin, jotka rotta syo, ovat kokeessa
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keratyt ulosteet sisdltdneet vain vahan loisia. Loisten kutikula on kuitenkin hyvin
kestdva, joten toiseen kertaan ruuansulatuskanavaan joutuneista loisista olisi
luultavasti nakynyt jaanteita tutkimukseen keratyissa papanoissakin. Jos loisia on
puolestaan tullut tasaisesti ulosteen mukana koko kokeen ajan, ei yhteen yhden
gramman tutkittavaan naytteeseen ole osunut montaakaan loista. Jos kaikkien
ulosteiden tutkiminen olisi ollut mahdollista, olisi loisia |6ytynyt suuremmalla

todennakaoisyydelld kuin tutkittaessa vain osa papanoista.

Huolimatta siitd, ettd vain osa papanoista tutkittiin, oli loisten I6ytyminen hyvin
todennakaista. Infektoitujen rottien ulosteista tutkittiin 5 % eli yhteensa 125 naytettd,
joista jokainen painoi yhden gramman. Jokainen rotta infektoitiin 2000 larvalla, joten
rotan paivittdiseen ulostemaaraan suhteutettuna yksi gramma ulostetta sisalsi 9,7
toukkaa. Tama tarkoittaa sitd, etta tutkitusta ulostemaarasta olisi pitanyt [6ytya yli
1200 larvaa, mikali toukat olisivat tulleet ulos tasaisesti ja kehittymatta aikuisiksi.
Loisten madara ulosteessa oli todellisuudessa vieldakin suurempi ottaen huomioon
aikuisiksi kehittyneiden loisten tuottamat larvat seka kuolleet aikuiset. Koska yksi
naaras voi synnyttad 500-1500 toukkaa, on loisia ollut suolessa paljon enemman kuin

pelkka infektioannoksen loismaara.

Naytteen kasittelyssa pyrittiin varovaisuuteen, ja jokainen nayte kasiteltiin samalla
tavalla. Ennen kuin ndyte pipetoidaan FLOTAC-kammioihin, on naytettd kasitelty
useassa vaiheessa. Trichinella-loisilla on taipumus tarttua esimerkiksi muovisiin pipetin
karkiin. Jos loiset ovat naytteen kasittelyn yhteydessa kiinnittyneet valineiden tai
astioiden pintoihin, eivat loiset ole paatyneet FLOTAC-kammioihin asti. Tama on melko
epatodennakoista, sillda menetelmaa testattaessa loiset paatyivat kammioihin asti, kun
ulosteet ja niihin lisatyt loiset kasiteltiin samoin kuin varsinaisessa kokeessa. Jos loisten
tarttuminen muovipintoihin olisi ollut ongelma, olisi kokeessa voitu kayttaa valineitsa,
jotka eivat ole materiaaliltaan muovia. Esimerkiksi muovipipettien sijaan olisi voitu
kayttaa lasipipetteja. Muovipipetit olivat kuitenkin lasipipetteja kaytannollisempia, silla

lasipipettien pesu olisi vienyt paljon aikaa.

Rotat olivat lihasndytteiden perusteella infektoituneita, joten eldinten suolistoissa on

kokeen aikana varmasti ollut Trichinella-loisia. Rottien lopetuksen yhteydessa tutkitut
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suolet eivat kuitenkaan sisdltaneet loisia, joten toukkien voidaan olettaa tulleen
ulosteen mukana pois rottien ruuansulatuskanavista. Jos ulosteiden tutkimiseen olisi
FLOTAC-menetelman sijaan kaytetty kvantitatiivista PCR:3a, olisivat tulokset voineet
olla toisenlaiset. Ulosteista olisi talloin etsitty Trichinella-loisten DNA:ta. Naytteet
olisivat mita todennakdisimmin olleet positiivisia, koska loisia oli suolistossa ja niiden
DNA:ta olisi siten ollut myds ulosteessa. PCR olisi ilmaissut FLOTAC-menetelmaa
herkemmin loisten olemassaolon ulosteissa, mutta muu informaatio olisi jaanyt
puuttumaan. FLOTAC-menetelmaa kaytettiin, koska haluttiin selvittda ulos tulleiden
loisten maara, sukupuoli ja kehitysvaihe (aikuinen vai NBL). Lisdksi haluttiin selvittaa,
miten infektion alusta kulunut aika liittyy ulos tulevien loisten sukupuolijakaumaan,
maaraan sekd kehitysvaiheeseen. Ulosteesta olisi voitu myo6s etsia Trichinella-
antigeeneja ELISA-menetelmalld. Talldin positiivinen tulos olisi tarkoittanut, etta

Trichinella-antigeeneja ja siten myds loisia tai niiden osia olisi ollut ulosteessa.

Rottien lihaksista lasketut LPG-arvot olivat odotusten mukaiset, silla T. spiralis
-lajilla infektoiduilla rotilla LPG-arvot olivat suurempia kuin rotilla, joilla oli T. nativa
-infektio. Toisaalta lihaksista l0ytyneiden toukkien perusteella voidaan todeta, etta

infektoinnit olivat onnistuneet, ja loiset ovat lisdantyneet suolistossa.

Rottien painonkehitysta kuvaavasta kuvaajasta havaitaan mielenkiintoinen ero
infektoitujen rottien ja kontrolliyksildiden painojen kehityksessa. Infektointipdivaan
asti kaikkien rottien painot kohosivat tasaisesti, minka jalkeen infektoitujen rottien
painonkehitys hidastui verrattuna kontrollirottiin. Kahden infektoidun ryhman valilla
eroa kasvussa ei kuitenkaan havaita. Noin viikko infektointien jalkeen kasvuvauhti
kontrollirottien ja infektoitujen eldinten valilla alkoi tasoittua, mutta infektoidut rotat
jaivat pienemmiksi kuin kontrollit. Voidaan siis paatelld, ettd Trichinella-infektion
alkuvaiheessa, jossa loiset padsevat suolistoon, rotan kasvu hidastuu infektion
vaikutuksesta. Kasvun hidastuminen on kuitenkin ohimenevdd ja rotta jatkaa
normaalia kasvua pienen notkahduksen jalkeen. Vaikutus kasvuun ndyttdaa olevan
sama, olipa infektion aiheuttajan sitten T. nativa tai T. spiralis. Kayttamamme
infektioannokset oli laskettu sen mukaan, ettei rotille aiheutuisi vakavaa ja oireilevaa
infektiota. Rotat soivat, joivat ja olivat virkeita koko kokeen ajan, vaikka kasvu infektion

jalkeen hidastuikin. Syyta infektoitujen rottien kasvun hidastumiselle ei voi tarkkaan
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sanoa, mutta on mahdollista, etta infektio hairitsee ravintoaineiden imeytymista tai

aiheuttaa huonovointisuutta ja siten hieman alentunutta ruokahalua.

Jos loisia olisi 16ytynyt naytteistd, olisi ollut mielekasta kuvata loisten esiintymista
ulosteissa taulukon avulla. Kahta Trichinella-1ajia, joilla on eri infektivisyys rotassa, olisi
voitu vertailla ja todeta, poistuvatko T. nativa -loiset nopeammin rotan suolistosta kuin
T. spiralis -loiset. Jos poistuminen suolistosta ei eroa lajien valilla, on syyta olettaa, etta

rotan puolustus T. nativa -loista kohtaan tapahtuu parenteraalivaiheessa.
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