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1 JOHDANTO

Cryptosporidium parvum on itidelidihin kuuluva alkuelid, joka aiheuttaa ripulitauteja etenkin
nuorilla vasikoilla ja voi infektoida zoonoottisesti myds ihmisid. Immuunipuutteisilla potilailla
ja pienilla lapsilla tauti voi olla erittdin vakava, jopa henkea uhkaava. Nuorilla vasikoilla C.
parvum on yleisimpid ripulitaudin aiheuttajia ja johtaa merkittdvaan haittaan nautakarjatiloilla.
Liséksi sairastavuus lisdd kustannuksia niin nautakarjataloudessa kuin ihmisten
terveydenhoitokuluissa. Viime vuosina (2016-2017) C. parvum -lajin aiheuttamat
tautitapaukset ja positiiviset nayteloydokset ovat lisdantyneet runsaasti seké vasikoilla etta
ihmisilla Suomessa. Vuoden 2018 THL:n tartuntatautitilastojen mukaan ihmisten
Cryptosporidium-infektiot ovat yli kahdeksankertaistuneet parissa viime vuodessa (2015-
2017). Vasikoilla Cryptosporidium-10ydokset ovat kaksinkertaistuneet vuosien 2015 ja 2017
valilla (Eviran tilastot 2018).

C. parvum voi levitd sairastuneista vasikoista ihmisiin ja ympéristoon, seka
aiheuttaa suoria ja vélillisia tartuntoja tai jopa epidemioita. C. parvum voi aiheuttaa myos
laajoja vesi- ja elintarvikevalitteisia epidemioita Suomessa ja maailmalla (Caccio & Putignani
2014; Rimhanen-Finne 2013). Tartuntojen jaljityksessa ja ripulioireisten yksildiden sairauden
syyn selvittelyssd tehokas diagnostiikka on kulmakivi niin eldinten kuin ihmistenkin
tautitapauksissa. Vasikkaripuleissa diagnostiikka perustuu alkuelidon osoittamiseen eldimen
ulosteesta varjayksen ja mikroskopian avulla, sekd todetun alkuelion lajin tarkempaan
nimedmiseen 18S rRNA -geeniin perustuvalla PCR-RFLP -menetelmélla (PCR-tuotteen
katkokirjoanalyysi) tai sekvensoinnilla. Diagnostiikka on hidasta ja ty0lastd, ja usein infektio
on ohi ennen lopullista lajimdaritystd. Tarve nopeammalle analytiikalle on kasvanut
lisdantyneiden infektiotapausten myota. Tassd tutkimuksessa evaluoitiin Fassisi BoDia -
pikatesti, joka on tarkoitettu vasikkaripulin nopeaan diagnostiikkaan. Pikatesti testattiin C.

parvum -infektion ja mahdollisen sekainfektion osalta.

Cryptosporidium-lajeja on erittdin vaikeaa erottaa toisistaan ilman
molekyylibiologisia menetelmid (Uzal ym. 2016). Cryptosporidium-Ilajeille voidaan tehda
lajimadrityksen lisaksi alatyypitys soluseindn glykoproteiinia koodaavan gp60-geenin
sekvensoinnilla ja erottelulla (Sulaiman ym. 2005). Ihmisten ja vasikoiden C. parvum -infektiot



voivat levitd montaa eri reittid ja vaihdella maantieteellisesti ja kausittain, joten on térkeda
saada tietoa tartuntareiteista selvittdmalla infektioita ja epidemioita aiheuttavien C. parvum -
alkuelididen alatyyppi ja vertaamalla niiden esiintyvyyttd (Caccio & Putignani 2014).
Suomessa C. parvum -lajin alatyypitystd on tehty ainoastaan Elintarviketurvallisuusvirasto
Eviran Kuopion eldintautibakteriologian ja -patologian tutkimusyksikossa (Eviran tilastot
2018). Viimeisimmét vasikoiden alatyypitykset on tehty vuonna 2012. Ihmisten tautitapausten
yhteydessé C. parvum lajiméaarityksia on tehty Eviran toimesta my6s vuonna 2016. Téssé
tutkimuksessa mééritettiin vasikkaripulia aiheuttavia C. parvum-alatyyppeja nautakarjatiloilta
eri puolilta Suomea vuosilta 2012-2017, ja alatyyppien esiintyvyyttd verrattiin seké
aikaisempiin tuloksiin Suomesta ettd Kkirjallisuudessa esiintyviin alatyyppien jakautumiseen
maailmalla.  Lisédksi ~ madritettiin  yksittdisen  ihmisilld  ripulia  aiheuttaneen
kryptosporidioosiepidemian nadytteistd alatyyppi ja verrattiin tuloksia vasikoilla esiintyneisiin

alatyyppeihin tartuntareitin selvitysté varten.

2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Cryptosporidium parvum

2.1.1 Yleista

Cryptosporidium parvum on itiéeldaimiin (Coccidia) kuuluva solunsisdinen parasiitti, joka
kuuluu  Apicomplexa-padjaksoon,  Conoidasida-luokkaan,  Coccodiasina-alaluokkaan,
Eucoccidiorida-lahkoon, Eimeriina-alalahkoon, Cryptosporidiidae-heimoon ja
Cryptosporidium-sukuun (Siikamaki ym. 2010; Sun 1988). Genotyypin Bovine 2 C. parvum
esiintyy satunnaisesti uusimmassa Kkirjallisuudessa myos nimelld Cryptosporidium pestis,
mutta nimitys ei saanut ICZN:n (International Code for Zoological Nomenclature)
hyvaksynta, eika nain ollen ole vakiintunut viralliseen kéayttéon (Bauerfeind ym. 2016; Ryan
& Xiao 2014). Uudet molekulaariset tutkimukset muuttavat jatkuvasti Cryptosporidium-lajien
nimedmista ja sijoittumista fylogeneettisesti (Peek ym. 2018; Leitch & He 2011). C. parvum
genotyyppi 1 (Human genotype) infektoi p&éasiassa ihmisié ja genotyyppi 2 (Bovine genotype)



infektoi sekd ihmisid ettd nautoja (O’Connor ym. 2004). C. parvum genotyyppi 1 on nykyaan

erotettu omaksi lajikseen ja on nimeltd&n Cryptosporidium hominis (Morgan-Ryan ym. 2002).

Ihmisten ja nautojen lisdksi Cryptosporidium infektoi monia nisékaslajeja, muun
muassa apinoita, lampaita, hevosia, sikoja, koiria, kissoja ja jyrsijoitd, seké lintuja, kaloja ja
matelijoita (Mehlhorn 2008). Cryptosporidium esiintyy maailmanlaajuisesti ja sit4 on l0ydetty
yli 150 eldinlajilta (Bauerfeind ym. 2016; Schmidt & Roberts 2005). Cryptosporidium-lajeja
on tunnistettu 25 erilaista ja yli 40 erilaista genotyyppiad (Ryan & Xiao 2014). Uusimmassa
kirjallisuudessa lajiméaréksi mainitaan jo 30 eri Cryptosporidium-lajia, mutta nimedminen ja
tarkka lajien molekyylibiologinen erottaminen on osittain kesken (Peek ym. 2018).
Cryptosporidium-lajit eroavat toisistaan metaboliareiteiltddn ja proteiinirakenteiltaan. C.
parvum ja C. hominis -lajeilta puuttuu muun muassa mitokondriorakenteita ja proteiineja, joita
on muilla Cryptosporidium-lajeilla ja itidelioilla (Ryan & Xiao 2014; Xu ym. 2004). Nykyaan
Cryptosporidium-alkueliot nahdaankin liittyvdn laheisesti gregariinien alaluokkaan

solurakenteiden, elinkierron ja molekyylibiologisten ominaisuuksiensa perusteella.

Yleisimmat ihmiselld infektioita aiheuttavat Cryptosporidium-lajit ovat C.
hominis ja C. parvum, jotka ovat geneettisesti hyvin lahelld toisiaan (Ryan & Xiao 2014; Xu
ym. 2004). C. hominis infektoi p&&asiassa vain ihmisid ja C. parvum on nautaeldinten
patogeeni, joka infektoi padasiassa nuoria vasikoita (Bauerfeind ym. 2016; Gerba 2015). Muita
ihmisia infektoivia lajeja ovat C. felis (paaisantand kissa), C. meleagridis (padisantana
kalkkuna), C. canis (koira), C. baileyi (linnut) ja C. muris (jyrsijat), mutta naita diagnosoidaan
harvoin (DPDx 2017; Krauss ym. 2003). Nautael&dimi& infektoivat C. parvum -lajin liséksi C.
bovis, C. ryanae ja C. andersoni (Uzal ym. 2016; Robertson ym. 2014; Santin ym. 2008). C.
bovis, C. andersoni ja C. ryanae kuitenkin kolonisoivat vanhempia vasikoita tai aikuisia
nautoja, eivétka yleenséd aiheuta ripulitautia. Kyseiset lajit eivat mydskaan yleensa tartu
eldimista ihmisiin. Cryptosporidium on todettu ihmiselle patogeeniseksi ensimmaéisen kerran
vuonna 1976, jolloin se l16ydettiin aikuisen immuunisupressiopotilaan ja ripulitautia sairastavan
lapsen ulosteesta (Gerba 2015; Shikani & Weiss 2014). Eldimiltd C. parvum on l0ydetty ja
identifioitu jo vuonna 1907 (Jay ym. 2005; Schmidt & Roberts 2005). C. parvum -alkuelion
isantédnd voi toimia ihmisen ja nautaeldinten lisdksi hirvi, hevonen, lammas, vuohi tai sika
(Peek ym. 2018; Taylor ym. 2007).

C. parvum ja C. hominis tarttuvat ihmisiin ookystina pé&dasiassa

kontaminoituneen veden tai saastuneiden elintarvikkeiden valitykselld, suoraan ihmisesta



toiseen tai zoonoottisesti infektoituneen eldimen ulosteesta tai ulosteen saastuttamasta vedesta,
ja aiheuttavat kryptosporidioosiksi kutsutun taudin (Bauerfeind ym. 2016; DPDx 2017; Autio
ym. 2012; Sun 1988). Cryptosporidium infektoi useammin pienia lapsia kuin aikuisia (Caccio
& Putignani 2014). Vesivalitteisid kryptosporidioosi-epidemioita on raportoitu useita ympari
maailmaa (Caccio & Putignani 2014). Tunnetuin tautitapaus on Yhdysvaltain Milwaukeesta
kevéalla 1993, jolloin yli 400 000 ihmista sai kryptosporidioosin saastuneesta juomavedesta
(Siikaméki ym. 2010; MacKenzie ym. 1994). Vesivélitteisia tartuntoja on levinnyt myods
kylpyloistd, julkisista uimaloista ja vesipuistoista (Jay ym. 2005; Schmidt & Roberts 2005).
Cryptosporidium-ookystat leviavat myos kontaminoituneen ruuan valityksella tai hengitettyna
aerosolien mukana (Bauerfeind ym. 2016). Ookystat pysyvat infektiivisind jopa useita
kuukausia viiledsséd ja kosteassa ympdristdssd, ja ovat resistentteja useille yleisille
desinfektioaineille, muun muassa kloorille (Bauerfeind ym. 2016; Jay ym. 2005; Krauss ym.
2003). Ookystien kestavyys ja laaja reservuaari eldinkunnassa aiheuttaa niiden levidmisen
helposti pintavesistdihin ja edelleen vesilaitoksiin (O’Connor ym. 2004). Liséksi ookystien
pieni koko estdd niiden j&&misen Kiinni yleisesti vedenpuhdistuksessa kéytettyihin
suodatusmenetelmiin. Cryptosporidium aiheuttaakin haasteita talousvesijarjestelmille ja
talousveden laadun yllapitamiseen ja valvomiseen (Medema ym. 2006). Riskiryhmille, kuten
immuunipuutteisille  potilaille,  WHO (World Health Organization) suositteleekin

vesijohtoveden keittdmista ennen veden kéyttoa.

Nuorilla ja vastasyntyneilla vasikoilla C. parvum on yleinen ripulin aiheuttaja ja
lisaa siten merkittavasti nautakarjan hoitokustannuksia ja vasikkakuolleisuutta (Peek ym.
2018). C. parvum aiheuttaa suurimman osan alle kahden kuukauden iké&isten vasikoiden
kryptosporidiooseista (Robertson ym. 2014). Vasikoilla Cryptosporidium levid4 ookystien
valityksella uloste—suu -reittid, yleenséd juomaveden, rehun, likaisten juoma- ja ruokinta-
astioiden tai elinympariston kautta (Utriainen 2010). Kryptosporidioosia todetaan vasikoilla
maailmanlaajuisesti, esiintyvyys vaihtelee 0-100 % vélilla eri tutkimusten mukaan (Robertson
ym. 2014; Santin ym. 2008; Trotz-Williams ym. 2005). Tartunnan aiheuttavien ookystien
infektiivinen annos on pieni, vain satoja ookystia, ja toisaalta infektoitunut vasikka voi erittda
ympéristoonsa jopa yli 3,8 x 10%° ookystaa ulosteessaan, jolloin tarttuvuus vasikoiden parissa
on erittdin suuri (Peek ym. 2018; Nydam ym. 2001; DuPont ym. 1995).
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2.1.2 Elinkierto

C. parvum -alkuelion elinkierto tapahtuu yhdessa isanndssa (Jay ym. 2005; Sun 1988).
Levidminen isédnnasta toiseen tapahtuu kestévien ookystien kautta, padasiassa uloste—suu -
reittid. Paksuseindiset ookystat ovat erittdin kestdvia ja selviavat ympariston kuivuudesta,
kuumuudesta tai desinfioinnista (mm. kloori-, jodi-, natriumhydroksidi- ja aldehydipohjaiset
desinfektioaineet) huolimatta (Scott ym. 2004). Infektiivinen annos on pieni, jopa alle 10
ookystaa voi aiheuttaa taudin ihmisella (Mattila & Jarvinen 2011; Okhuysen ym. 1999).
Nieltynd Cryptosporidium-ookystat hajoavat ohutsuolessa sappisuolojen, lampétilan ja
vatsalaukun matalan pH:n vaikutuksesta ja vapauttavat nelja sporotsoiittia, jotka infektoivat
ruuansulatuskanavan limakalvon epiteelisoluja, enterosyytteja (Gerba 2015; Leitch & He 2011,
Taylor ym. 2007). Yleensa Cryptosporidium jakautuu ohutsuolen sykkyrasuolen soluissa,
mutta se voi levitd myds paksusuolen kooloniin tai umpisuoleen (Uzal ym. 2016).
Sisaénhengitettyina ookystat voivat infektoida hengitysteiden kudoksia sporotsoiittien
tunkeutuessa epiteelisolukkoon.

Solunsisdisesti parasiitit lisdantyvéat ensin aseksuaalisesti ja my6hemmin
seksuaalisesti muodostaen kahdenlaisia ookystia, paksuseindisid ulosteeseen erittyvia ja
ohutseinéisia autoinfektioon osallistuvia ookystia (Kuva 1) (Uzal ym. 2016; Taylor ym. 2007;
Krauss ym. 2003). Ensin sporotsoiitti kehittyy ohutsuolen epiteelisolujen mikrovilluksissa
trofotsoiitiksi ja edelleen skitsontiksi. Skitsontti jakaantuu aseksuaallisesti muodostaen kuusi
tai yleisimmin kahdeksan ensimmaisen polven (tyyppi I) merotsoiittia. Merotsoiitit vapautuvat
solusta ja infektoivat viereisid epiteelisoluja, jossa ne muodostavat joko uuden sukupolven
tyyppi I:n merotsoiitteja tai jakautuvat neljaksi toisen polven (tyyppi Il) merotsoiitiksi (Gerba
2015; Scott ym. 2004). Nama toisen polven merotsoiitit infektoivat edelleen uusia
epiteelisoluja ja kehittyvat suvullisiksi gametosyyteiksi. Gametosyyteista kehittyy edelleen
naaraspuolisia makrogamontteja tai urospuolisia mikrogamontteja. (Uzal ym. 2016; O’Hara &
Chen 2011). Gametosyytit jakautuvat muodostaen liikkumattomia makrogameetteja tai
lilkkuvia mikrogameetteja, jotka yhdistyvét diploidiksi tsykootiksi ja tuottavat suvullisia
ookystia (Caccio & Putignani 2014). Ookystien sisélla on nelja haploidia sporotsoiittia ja ne
muodostuvat kuroutumalla tsykootista, tapahtuma muistuttaa itiomuodostumista (O’Hara &

Chen 2011). Ookystien seindmé& on monimutkainen kompleksi, joka rakentuu sisemmasté ja
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ulommasta soluseinéstd, jotka puolestaan koostuvat proteiinien, lipidien ja hiilihydraattien
muodostamasta matriksista. Paksuseindiset ookystat erittyvat ulosteeseen ja kykenevat
infektoimaan uusia yksiloitd. Ohutseindiset ookystat ja&vat suolistoon ja ne kykenevat
infektoimaan saman yksilon uudestaan (autoinfektio) (Leitch & He 2011).

) Thick-walled
oocyst (sporulated)
= exits host

5 = X g’
\ i~ Auto-infection al N Asexual Cycle
A\ TN \ )
S\ U ' . Memzoitel

_ Niﬁ?ntiated f /T;f:: |

Merozoites
D ) Sexual Cycle

£

Kuva 1. Cryptosporidium-alkuelién elinkierto (DPDx 2017).

Thin-walled
oocyst
(sporulated)

Microgamont

Suurin osa Cryptosporidiumin kehitysvaiheista tapahtuu solunsisdisessd, sytoplasman
ulkopuolisessa rakkulassa epiteelisolun apikaalipuolella (Uzal ym. 2016; Ryan & Xiao 2014).
Ookystista vapautuneet sporotsoiitit tunkeutuvat seka suolen pinnan limakerroksen etta
enterosyyttien solukalvon lapi (Leitch & He 2011). Sporotsoiitin pintaproteiinit tunnistavat
kohdesolujen solukalvon rakenneproteiineja reseptorivalitteisesti, jolloin reseptoriin
kiinnittynyt sporotsoiitti nielaistaan lopulta solun sisain iséntasolun toimesta. Sporotsoiitti
kehittdd ymparilleen monikalvoisen rakkulan, jossa se aloittaa kehittymisen ja jakautumisen.
Parasiitti saa myds ravintonsa isantasoluun Kiinnittyneen rakkulan 18pi ja monelta
Cryptosporidium-lajilta puuttuukin merkittdva osa metaboliareiteista ja metaboliaan liittyvista
entsyymeistda (Xu ym. 2004). Rakkulaan kehittyy ravinnon hankkimisesta vastaava
soluorganelli, joka on yhteydessa isantasolun solulimaan ja jonka laheisyydessa suurin osa
kehitysvaiheista tapahtuu (Leitch & He 2011). Sporotsoiitista kehittynyt trofotsoiitti kehittyy
edelleen solun sisélla merontiksi, josta vapautuu solun ulkopuolelle merotsoiitteja. Merotsoiitit
kykenevat litkkumaan ja tunkeutumaan uusien enterosyyttien sisdén, muodostaen taas uuden
solunsisdisen rakkulan. Mekanismit solurakenteiden tunnistamisessa, soluun tunkeutumisessa

ja rakkulan muodostamisessa ovat samanlaisia kuin sporotsoiiteilla. Rakkula kehittyy joko
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uudeksi merontiksi tai gamontiksi, jotka erilaistuvat mikro- tai makrogamonteiksi.
Infektoidessaan epiteelisoluja Cryptosporidium aiheuttaa eriasteista mikrovillusten atrofiaa ja
villusten solurakenteen muutoksia, seké kryptojen hyperplasiaa (Uzal ym. 2016; Chalmers &
Davies 2010). Villusatrofia, solujen apoptoosi ja kehittymé&ttomét enterosyytit aiheuttavat
imeytymishairioitd ohutsuolessa. Tulehdusvalittdjaaineet, erityisesti prostaglandiini, lisadvat
limakalvon eritysté ja epiteelisolujen lapéisevyytta makromolekyyleille, mika on syyné ripulin
kehittymiseen (Uzal ym. 2016).

2.2 Esiintyvyys

2.2.1. Esiintyvyys ihmisilla

Lansimaissa ihmisten kryptosporidioositartunnat ovat paéasiassa lahtdisin ulkomaanmatkoilta,
eldinkontakteista (maatilat, karjanhoito) tai suoraan ihmiseltd toiselle (pdivakodit,
hoitolaitokset) (Caccio & Putignani 2014; Krauss ym. 2003). Esiintyvyydessa on suuria
vaihteluita alueittain ja eri tutkimusten mukaan. Vesi- ja elintarvikevalitteisia epidemioita
esiintyy myds enenevissa maarin (Rimhanen-Finne 2013). Suomessa Cryptosporidium-
alkuelion aiheuttamat todetut tautitapaukset ovat viimeisen vuoden aikana lisdantyneet
merkittavasti Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen (THL) yllapitdmén tartuntatautirekisterin
tilastotietokannan mukaan (2018) (Kuva 2). Suomen zoonoosikeskuksen ohjausryhmén ja
strategiatyoryhman (2013) mukaan voidaan arvioida, etta rekisteriin kertyy tietoa vain noin 10
% todellisista tapauksista, jolloin tartuntatautirekisterin tapausmaarat ovat merkittavasti
alhaisempia kuin vaeston todelliset tapausmaéarat. Rekisteriin kerataan laékareiden ja kliinisten
laboratorioiden ilmoitusten perusteella tietoja tartuntatautitapauksista, mutta kaikkia
tautitapauksia ei kuitenkaan ilmoiteta, eivéatkd kaikki sairastuneet hakeudu hoitoon. Lisaksi
kaikista hoitoon hakeutuneista ei oteta kliinisid ndytteitd, eikd kaikista ndytteistd onnistuta

eristdiméén taudinaiheuttajaa (Autio ym. 2012).



13

Kryptosporidioositapaukset Suomessa v. 1995-2017:
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Kuva 2. Kryptosporidioositautitapaukset Suomessa vuosina 1995-2017 (THL,
Tartuntatautirekisteri 2018).

Diagnostiikan kehittyminen ei yksin selitd positiivisten 10ydosten runsasta lisadntymisté.
Vaikka viime vuosina nukleiinihappo-osoitus (F-ParaNhO) on noussut diagnostisena
menetelmana vérjaysten ja antigeenitestien rinnalle, moni sairaanhoitopiiri kéyttaa edelleen
mikroskopointia ensisijaisena diagnostisena menetelmand tai nukleiinihappo-osoituksen
rinnalla (Savolainen L, sdhkopostiviesti 2.3.2018; Savolainen R, s&hkdpostiviesti 19.2.2018;
Kerttula A-M, séhkdpostiviesti 12.2.2018, Saha K, sahkopostiviesti 12.2.2018). Helsingin ja
Uudenmaan sairaanhoitopiirin alueella, Eteld- ja Pohjois-Pohjanmaan sekd Vaasan
sairaanhoitopiirien alueella Cryptosporidium-l6ydokset ovat lisadntyneet runsaasti (THL
2018), mutta diagnostiikka tai epidemiat eivat yksin selitd kasvua (Savolainen L,
séhkopostiviesti 2.3.2018). Todenndkdisesti taustalla ovat parantunut tiedotus hoitavien ja
diagnostiikkaa tekevien yksikoiden valilla, sek& liséantyneet Cryptosporidium-infektiot
nautatiloilla (Saha K, sdhkopostiviesti 12.2.2018).

Suomessa on todettu muutamia Cryptosporidium-alkuelion aiheuttamia
epidemioita. Vuonna 2008 Helsingissd todettiin  C. parvum -lajin aiheuttama

elintarvikevalitteinen kryptosporidioosiepidemia, jossa sairastui 72 henkil6d (Rimhanen-Finne
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2013; Ponka ym. 2009). Vuonna 2012 sekéd Kirkkonummella ettd Tampereella todettiin myos
elintarvikeperéiset epidemiat, joiden aiheuttajana oli C. parvum (Réasanen 2012). Sairastuneita
oli yhteens& 150. Lis&ksi vuonna 2012 oli kolme muuta epidemiaa Helsingissd ja Espoossa,
joissa aiheuttajaksi todettiin C. parvum (Aberg ym. 2015; Jaakola ym. 2013). Kaikkiaan
sairastuneita oli yhteensa yli 250, tartuntaldhteend oli todennékoisesti salaatti. Vuonna 2016
Pietarsaaren, limajoen ja Kurikan alueella oli epidemia, jossa useita henkil6ita oli sairastunut
C. parvum -lajin aiheuttamaan vesiripuliin (Evira 2016a). Syyskesalla 2017 Pietarsaaren
alueella oli toinen suurehko kryptosporidioosi-epidemia, mika selittdd osittain Vaasan

sairaanhoitopiirin kasvaneet nayte- ja I0ydosmaarat (Lumio 2018).

Kehittyvissda maissa kryptosporidioosin tarkkaa esiintyvyyttd ei tiedet,
esiintyvyyden arvioidaan vaihtelevan 3-20 % vaélilla (Medema ym 2006; Current & Garcia
1991). Etiopiassa Cryptosporidium-lajien esiintyvyys oli vuosina 2007-2008 7,6 % (Adamu
ym. 2010). Tutkimuksessa tutkittujen henkildiden ikdjakauma oli 1-45 vuotta. Pelkéstdan
HIV/AIDS-potilailla (human immunodeficiency virus/ acquired immune deficiency syndrome)
Cryptosporidium-alkuelion yleinen esiintyvyys vaihtelee 26,9-43,6 %, joista C. parvum-Ilajin
osuus on suhteellisen suuri. (Adamu ym. 2014; Krauss ym. 2003). Tulokset vaihtelevat
kuitenkin seké tutkimusten valilla ettd alueittain. Etiopiassa vuonna 2014 tehdyn tutkimuksen
mukaan HIV/AIDS-potilailla Cryptosporidium-alkuelion esiintyvyys oli 26,9 %, ja C. parvum
-lajin 17,7 % (Adamu ym. 2014). Vuonna 2017 julkaistussa tutkimuksessa C. parvum -lajin
esiintyvyys oli vain 3,1 % (Eshetu ym. 2017). Aliravituilla lapsilla, etenkin kehittyvissa
maissa, kryptosporidioosi on yleinen ja usein vakava, esiintyvyys vaihtelee 4,9-19,5 % (Hunter
& Nichols 2002; Sallon ym. 1988). Lansimaissa Cryptosporidium-lajien esiintyvyyttd on
tutkittu pééasiassa HIV/AIDS-potilailta ja kantajuus on Euroopassa noin 6,6 % ja
Yhdysvalloissa noin 3,8 % HIV-positiivisista tutkituista yksiloista (Hunter & Nichols 2002).
Esiintyvyys vaihtelee kuitenkin suuresti eri tutkimuksissa, Euroopassa on Cryptosporidium-
kantajuudeksi todettu jopa 15,6 % AIDS-potilaista (Lopez-Velez ym. 1995). C. parvum on
maailmanlaajuisesti yha yksi merkittavistd kuolinsyytekijoistd AIDS-potilailla (Schmidt &
Roberts 2005). Cryptosporidium-lajien kantajuus immunokompetenteilld yksil6illa vaihtelee
alle prosentista jopa kymmeniin prosentteihin, tulokset vaihtelevat sekd tutkimusten etta eri

maiden vélilla suuresti (Caccio & Putignani 2014).



15

2.2.2 Esiintyvyys vasikoilla Suomessa

Cryptosporidium-alkuelion merkitys vasikkaripulin aiheuttaja on kasvanut voimakkaasti
Suomessa viime vuosina Elintarviketurvallisuusvirasto Eviran laboratoriodiagnostiikan
tulosten mukaan (Eviran tilastot 2018). Vasikkaripulindytteistd varjayspositiivisia
Cryptosporidium-lajeja ja varmistettuja C. parvum -alkuelititd on Eviran El&intaudit Suomessa
2016 -julkaisun (2017) seka Eviran tilastojen mukaan I0ydetty enenevissd maarin (Kuva 3;
Kuva 4). Yhteensa C. parvum -alkueli6td on vuonna 2016 todettu kaikkiaan 57:It4 eri tilalta
Suomessa (Evira 2017) ja vuonna 2017 65:1td eri tilalta (Kuva 3). Vasikkaripulindytelahetysten
lisdksi C. parvum -16ydoksié on tehty patologis-anatomisissa sairauden syyn selvityksissé seka
muista tutkittavaksi tulleista ndytteista. Diagnostiikan muuttuminen ei selita 16yddsten kasvua,
koska menetelména konsentroitujen ja varjattyjen naytteiden mikroskopointi on edelleen ainoa

diagnostinen seulontatapa (Evira 2012).
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Kuva 3. Cryptosporidium-positiiviset vasikkaripulindytelahetykset Suomessa vuosina 2010—
2017 (Evira 2017). Sininen viiva kuvaa varjayspositiivisia Cryptosporidium-lajeja, oranssi
viiva PCR-RFLP-menetelmalld varmistettuja C. parvum -tapauksia.

Cryptosporidium-positiiviset
vasikkaripulilahetykset (%):
35,0
30,0
25,0
20,0

15,0

10,0

h I
0,0 O N

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

B % Kryptot: M % C. parvum:

Kuva 4. Cryptosporidium-1dydokset (%) alle 6 kk:n ikéisten vasikoiden
vasikkaripulil&hetyksissé vuosina 2010-2016 (Evira 2017). Sininen pylvés kuvaa
varjayspositiivisia Cryptosporidium-lajeja, oranssi pylvds PCR-RFLP-menetelmélla
varmistettuja C. parvum -tapauksia.
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2.3 Kryptosporidioosi

2.3.1 Kryptosporidioosi vasikoilla

Nuorilla vasikoilla C. parvum on yleinen ripulitaudin aiheuttaja (Robertson ym. 2014; Silverlas
ym. 2013). Alle kuukauden ikéisilla vasikoilla C. parvum on yleisimmin todettu
kryptosporidioosin aiheuttaja, ja alle kolmen viikon ikéisilla vasikoilla ainoa l6ydetty
Cryptosporidium-laji (Peek ym. 2018). Usein C. parvum aiheuttaa sekainfektion yhdessé
muiden enteropatogeenien kanssa (Krauss ym. 2003). Sekainfektiossa yleensa C. parvum
esiintyy yhdessa rota- ja/tai koronaviruksen kanssa, harvemmin Salmonella- tai Escherichia
coli -bakteerien kanssa (Taylor 2004). Yleensa sairastuneet vasikat ovat 1-2 viikon ikaisié (4—
20 vrk), yleinen sairastuvuusikd noin 11 vuorokautta (Uzal ym. 2016; Scott ym. 2004).
Ajallisesti C. parvum -alkuelion aiheuttama ripulitauti ajoittuu samaan aikaan
rotavirusinfektion kanssa ja on kliinisesti vaikea erottaa virusinfektioista. Koska C. parvum -
alkuelion ookystien eritys ulosteeseen alkaa vasta joitakin pdivia infektion alkamisesta,
sekainfektioissa Cryptosporidium voi usein jaédda diagnosoimatta ulostendytteiden jaadessa
naytteenottohetkelld negatiivisiksi (Peek ym. 2018). Infektio levidaa ookystien vélittdmana
vasikoiden keskuudessa nopeasti, kuitenkaan kaikki vasikat eivat sairastu ripuliin (Scott ym.
2004). C. parvum aiheuttaa vesiripulin, usein limaisen ja joskus verisen. Vasikoilla taudin
itdmisaika on 2-5 vuorokautta, infektio kestdd 2-14 vuorokautta (yleensd 7 vuorokautta)
aiheuttaen kuivumista, ruokahaluttomuutta ja depressiota. Ookystien eritys alkaa 2-6
vuorokautta infektion alusta ja kestdé péivasta jopa kahteen viikkoon (Robertson ym. 2014;
Fayer ym. 1998). Erittyvien ookystien maara vaihtelee 1,5 x 106 — 4 x 107 ookystaa grammassa
ulostetta (Nydam ym. 2001; Fayer ym. 1998). Ookystien erittyminen vaihtelee vasikan ian ja
infektion itdmisajan mukaan, sekd taudin oireiden ja niiden vakavuuden mukaan. Ruuan
imeytymishairiot ovat tavallisia ja johtuvat ohutsuolen tuhoutuneista enterosyyteistd ja
villusatrofiasta, imeytymishairiot puolestaan johtavat vasikan kasvun hidastumiseen (Uzal ym.
2016). Infektio on usein itsestdén rajoittuva ja hoidettuna kuolleisuus on vahaista (Scott ym.
2004). Sekainfektio on yleensd vakavampi oireiltaan, infektion ollessa laajemmalla alueella
suolistossa. Eri patogeenit infektoivat eri osia ohut- ja paksusuolesta muodostaen
epiteelisolukkoon leesioita ja soluvaurioita, joiden vakavuus vaihtelee patogeenien ja niiden

yhteisvaikutuksen mukaan (Uzal ym. 2016; Scott ym. 2004). Infektion aiheuttama
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immuunivaste on paaasiassa soluvélitteinen, ja pohjautuu CD4 T-lymfosyyttien (ns. auttaja-T
-lymfosyyttien) ja niiden erittdmien gamma-interferonien toimintaan (Uzal ym. 2016; Fayer
ym. 1998). Myos CD8 T-lymfosyyttien (ns. tappaja-T -lymfosyyttien) maarat, seka
interleukiini 12 -pitoisuudet nousevat infektion aikana. Vasta-ainevélitteisella
immuunipuolustuksella on todennékdéisesti myds osuutta immuunivasteen synnyssa, mutta ei
yhté& merkittavaa kuin soluvalitteisella (Hunter & Nichols 2002). Immuunipuutteisilla yksildilla
infektio on vaikeampi ja pitkakestoisempi. Ripuli saattaa kestdd immuunipuutteisilla vasikoilla
jopa kuukausia, minka katsotaan johtuvan ohutseindisten ookystien autoinfektiokierteesta
(Uzal ym. 2016; Scott ym. 2004). C. parvum voi infektoida vasikoilla myds haima- ja

sappitiehyitd, maksan seka hengitysteité.

Vastasyntyneilla ja nuorilla vasikoilla ripuli on merkittavé vasikkakuolleisuuden
aiheuttaja. Hoitamattomana nestehukka ja elimistén asidoosi voivat olla fataaleja (Scott ym.
2004). Ripuli ja suolistoinfektiot vaurioittavat suolta ja avaavat tien suoliston bakteereille
verenkiertoon ja ympéroiviin kudoksiin (Tenhunen 2011). Ripulin sekundadri-infektioina
voivat olla yleisimmin Escherichia coli -bakteerin aiheuttama sepsis tai meningiitti. Koska
tartunnan saaneet vasikat erittavat ookystia suuria méaria jopa viikkoja, ja infektion aiheuttava
ookystaméara on hyvin pieni, kryptosporidioosin sairastuvuus on suuri (Peek ym. 2018; Fayer
ym. 1998).

2.3.2 Hoito vasikoilla

Vasikoiden kryptosporidioosien hoidossa uusien tartuntojen ennaltaehk&isy on merkittdvéassa
asemassa (Peek ym. 2018). Karjasuojien puhdistus ja desinfektio, sekéd sairaiden eldinten
eristys ovat vélttamattomiad toimenpiteitd taudin levidmisen ehkaisemiseksi. Rakenteiden ja
ruokinta-astioiden huolellinen mekaaninen pesu kuumalla vedelld ja pesuaineella, seka
pestyjen pintojen kuivatus ovat suositeltavia ennen desinfiointiaineiden kayttéa (Tirkkonen
2018). Kryptosporideihin tehoavat fenoli-kloorikresolipohjaiset desinfiointiaineet, seka
fenolin glutaraldehydin ja kvarterndaristen ammoniumyhdisteiden yhdistelm& (Tirkkonen
2018; Taylor ym. 2007). Desinfiointiaineet ovat eldimille myrkyllisia, joten tilojen puhdistus

ja desinfiointi vaatii eldinten siirtdmisen pois tilojen laheisyydestd. Ennaltaehkdisyna
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infektioiden levidmiseen tehokkaimmat keinot ovat hyvésta hygieniasta huolehtimisen liséksi
vasikoiden mahdollisuus saada riittavasti vasta-aineita sisaltdvaa ternimaitoa ensimmaisen 24
elintunnin aikana (Uzal ym. 2016; Scott ym. 2004). Vasikoiden tulisi saada ensimmaéinen
ternimaitoannos neljan tunnin sisélla syntymaésté, jolloin vasta-aineet imeytyvét parhaiten
suolistosta (Utriainen 2010c). Vasikoiden immuunipuolustuksella on merkittdva vaikutus
kryptosporidioosiin sairastumisessa, tehokas luonnollinen ja soluvélitteinen immuunivaste
suojaa infektioilta (Uzal ym. 2016). Vasikoiden jakaminen eri ikdryhmiin ja ryhmakoon
pitaminen riittdvan pienend auttaa infektioiden ennaltaehk&isyssa (Huuskonen ym. 2014).
Vasikoiden stressin vélttdminen, elinolojen kehittdminen, tilojen jérjestely seké kuivituksen ja
ruokinnan tarkistus parantaa niiden immuunipuolustuksen tehoa ja vahentaa vasikkaripulien
esiintyvyyttd merkittavasti (Koikkalainen ym. 2015; Huuskonen ym. 2014). Rokotteita on
kehitetty C. parvum -infektioita vastaan, mutta tulokset niiden tehosta ovat edelleen vajaita tai
ristiriitaisia (Peek ym. 2018).

Ensisijainen hoito sairastuneelle vasikalle on riittdva nesteytys suun kautta (Peek
ym. 2018). Elektrolyytteja ja glukoosia siséltavat nesteytysliuokset ovat suositeltuja, jolloin
nestehukan aiheuttama elektrolyyttivaje ja imeytymishéirididen aiheuttama energian tarve
saadaan korjattua (Utriainen 2010b; Scott ym. 2004). Lisaksi maito- tai juomarehun juottoa
jatketaan normaalisti ja vasikan tilaa seurataan. Vaikeasti sairaille ja huonokuntoisille
vasikoille i.v. nesteytys ja ladkitys ovat tarpeen. Suomessa Eldinten Terveydenhuollon (ETU)
Nautatautiryhmd ohjeistaa  huonokuntoisten ripulivasikoiden hoidossa ensisijaisena
parenteraalisena nesteytyshoitona isotonista bikarbonaattia (1,4 % NaHCO3) tai fysiologista
suolaliuosta (0,9 % NaCl) painokilojen mukaan annettuna (Utriainen 2010). Nesteytyksell&
korjataan dehydraatiota, elektroniepatasapainoa seké asidoosia. Sairaan vasikan dehydraation
asteen ja mahdollisen asidoosin arvioiminen on oleellista oikeaa nestehoitoa valitessa.
Asidoosia voidaan hoitaa myds hypertonisella natriumbikarbonaattiliuoksella (5 tai 7,5 %),
talléin muu nesteytys on erityisen tarkedd (Utriainen 2010). Suonensisdisia glukoosipitoisia
nesteitd tulisi antaa ainoastaan hypotermisille vastasyntyneille vasikoille tai sepsistapauksissa.
Nesteytyksen liséksi yleisoireiselle vasikalle annetaan kipulddkettd (meloksikaamia tai
fluniksiinia). Tarvittaessa aloitetaan antibioottilaakitys, ensisijaisesti trimetopriimi-
sulfadiatsiini (sulfonamidi) -yhdistelma. Antibioottihoito tulisi aloittaa ainoastaan vasikoilla,
joilla on ripulin liséksi myds systeemisia oireita. My6s ripulitaudin aiheuttaja tulisi selvittaa

ennen mikrobildakityksen aloitusta. Toisaalta antibioottihoito voi olla tarpeellinen myds
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virusten tai parasiittien aiheuttamissa ripuli-infektioissa sekundééristen bakteeri-infektioiden
ehkaisemiseksi (Lahteinen 2012).

Spesifistd toimivaa antiparasiittiladkitysté ei kryptosporidioosin hoitoon ole, eika
vasta-aineiden antamisesta ole tuloksellista tutkimusnayttéa (Utriainen 2010c; Taylor 2004).
Spiramysiini-antibiootti voi olla mahdollinen hoitoladke, mutta tutkittua nayttoa sen tehosta ei
ole (Shikani & Weiss 2014; Taylor ym. 2007). Paromomysiini ja atsitromysiini ovat
mahdollisia antimikrobilddkkeitd kéytettdvaksi akuuttiin C. parvum -infektioon, mutta
laékkeiden tehosta ei ole ndyttod ja kustannukset asettavat usein rajoituksia niiden kéaytolle
(Dowling 2013; Apley & Coetzee 2013). El&inladkarin harkinnan mukaan on mahdollista
kayttad vasikoilla halofuginoni-laktaattia siséltavaa reseptivalmistetta muun hoidon tukena
(Tirkkonen 2018; Taylor ym. 2007). Halofuginoni-laktaatti vahentaa erittyvien ookystien
maarad, jolloin sitd voidaan kayttdd myos tartuntojen ehkaisyssa. Ladkkeen ei kuitenkaan ole
osoitettu vaikuttavan ripulin kestoon tai vaikeuteen sairastuneilla vasikoilla (Peek ym. 2018).
Liséksi tulokset ladkkeen vaikutuksesta ookystien eritykseen ja vasikoiden kuolleisuuteen ovat
ristiriitaisia. Halofuginoni-laktaatin turvallisuusmarginaali on pieni, liian suuri ladkeannos voi
aiheuttaa myrkytystapauksia ja jopa eldimen menehtymisen (Tirkkonen 2018). Suomessa

laéketta ei saa antaa heikossa kunnossa oleville vasikoille tai jos ripuli on kestanyt yli 24 tuntia.

2.3.3 Kryptosporidioosi ihmisilla

Ihmisilla taudin itdmisaika vaihtelee 2-14 vuorokauden valilla, yleensa oireet ilmeneviat 7
vuorokauden kuluttua infektiosta (Bauerfeind ym. 2016; Gerba 2015; Mattila & Jarvinen 2011,
Jay ym. 2005). Jopa 1-28 vuorokauden vaihteluvali itdmisajassa on mahdollinen.
Kryptosporidioosi aiheuttaa rajua vesiripulia, harvemmin pahoinvointia, vatsakipua ja lievaa
kuumeilua (Mattila & Jarvinen 2011; Siikaméki ym. 2010). Cryptosporidium-infektio voi olla
myo6s oireeton (Caccio & Putignani 2014). Ookystien eritys ulosteeseen kestdd noin 7
vuorokautta (vaihteluvali 1-15 vuorokautta) oireiden loppumisesta (Shikani & Weiss 2014;
Chalmers & Davies 2010; Chappell ym. 1996). Ookystia eritetadn noin 5,5, x 10* — 3,8 x 10°,
eritysméérat ovat yleensa riippuvaisia tautioireiden vakavuudesta. Immunokompetenteilla

henkil6illa tauti on yleensé itsestaan rajoittuva, oireet kestdvat muutamista péivista kolmeen
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viikkoon (Ryan & Xiao 2014). Immuunipuutteisilla potilailla kryptosporidioosi voi olla henked
uhkaava ja taudin kesto on yleensé pidempi, jopa kuukausia (Jay ym. 2005; Schmidt & Roberts
2005; Krauss 2003). Immuunipuutteisilla tauti on usein rajumpi, koleraa muistuttava, ja
nesteen menetys on jopa 20-25 litraa vuorokaudessa. Kryptosporidioosi aiheuttaa t&llgin
vaikeaa nestehukkaa, imeytymishairidita, painonlaskua ja kuihtumista (Krauss ym. 2003).
Vaikeasti immuunipuutteiselle, kuten AIDS-potilaalle, C. parvum voi aiheuttaa myos
hengitystie-, sappitie- tai haimatieinfektion (Siikaméki ym. 2010). Kehittyvissa maissa akuutit
Cryptosporidium-infektiot ovat yksi yleisimpid lasten ripulitaudin aiheuttajia ja viidenneksi
yleisin pienten lasten ripulitauteihin liittyvista kuolinsyisté alle viisivuotiailla lapsilla (Khalil
ym. 2018). Vuonna 2016 Cryptosporidium-infektioiden arvioidaan aiheuttaneen
maailmanlaajuisesti yli 57 000 kuolemaa, joista yli 48 000 oli pientd lasta. Imevadisten ja
pienten lasten Cryptosporidium-infektiot aiheuttavat lisdksi kasvuhairigitd, ravintoaineiden
imeytymishairioita, systemaattisia immuunipuolustuksen héiridita, aliravitsemusta ja
kognitiivisia kehityshairidita myés mychemmalla ialla (Borad & Ward 2010; Kirkpatric ym.
2006).

Ihmisen immuunipuolustusvasteen Cryptosporidium-infektiossa on todettu
olevan voimakkaasti yhteydessd CD4 T-lymfosyytteihin, jolloin kaikki Th-lymfosyyteihin (T
helper, eli auttaja-lymfosyytteihin) yhdistetyt immuunipuutesairaudet altistavat vakavalle
suolistoinfektiolle ja infektion levidmiselle suoliston ulkopuolelle (Uzal ym. 2016; Hunter &
Nichols 2002). Th-lymfosyyttien toimintaan liittyvia immuunipuutossairauksia ovat HIV-
infektion (human immunodeficiency virus) ja AIDS:n (acquired immune deficiency syndrome)
lisaksi lasten akuutti lymfaattinen leukemia (ALL), lasten SCID-oireyhtymé (severe combined
immunodeficiency syndrome), hyperimmunoglobuliini M -syndrooma (CD40-ligandin
puutos), elinsiirrot seké erilaiset syopataudit. Gamma-interferonien on todettu olevan myos
olennaisessa roolissa immuunipuolustuksessa Cryptosporidium-infektiota vastaan, jolloin
gamma-interferonien puutoksilla ja niihin liittyvill4 sairauksilla on osoitettu yhteytta infektion
vaikeuteen (Pollok ym. 2002; Mead & You 1998). CD8 T-lymfosyyttien (Tk-solujen) rooli on
vield osittain epaselvd, samoin NK-solujen (natural killer -solujen) ja muiden luonnollisen
immuunivasteen tekijoiden (Hunter & Nichols 2002). Luonnollinen immuunivaste on
kuitenkin tarkedssd osassa primadri-infektion yhteydessd, mutta gamma-interferonien ja
muiden sytokiinien merkitys on silloinkin olennainen (Leitch & He 2011; Borad & Ward

2010). Vasta-aineviélitteisen, eli B-lymfosyyttivalitteisen immuunivasteen ei oleteta olevan
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yht& merkittdvassa asemassa infektion torjunnassa kuin T-lymfosyyttivalitteisen (Shikani &
Weiss 2014).

2.3.4 Hoito ihmisilla

Vesiripulien ensimmaisend hoitoperiaatteena on nestetasapainon korjaus ja yllapito, jolloin
hoito riippuu nestetasapainohairion tasosta (Vesikari 2003). Nestetasapainosta huolehtiminen
on erityisen tarke&a pienill&d lapsilla. Ravitsemustilasta huolehtiminen on oleellista heti
nestetasapainon korjauksen jalkeen, ripuli ei vaikuta syomiseen. Vaikeassa dehydraatiossa
hoitona on nesteytys laskimoon, lievassa ja kohtalaisessa dehydraatiossa riittdd oraalinen
nesteytys. Oraaliseen nesteytykseen suositellaan elektrolyyttitason korjaavaa nesteliuosta, joka
sisaltdd natriumkloridia, kaliumkloridia, natriumsitraattia ja glukoosia. Laktoosia tulisi valttaa

ripulin aiheuttaman laktaasi-entsyymin menetyksen vuoksi (Shikani & Weiss 2014).

Perusterveilld aikuisilla ja lapsilla voidaan kayttdd parasiittilaakkeend
nitatsoksanidia (Sitkaméki ym. 2010). Annostus on aikuisille ja yli 12-vuotiaille lapsille 500
mg x 2, 1-2 -vuotiaille lapsille 100 mg x 2, 4-11 -vuotiaille 200 mg x 2 kolmen vuorokauden
ajan. Nitatsoksanidia voidaan kayttdd myos AIDS-potilaan kryptosporidioosin hoitoon etenkin
pidempdna kuurina, mutta sen teho on epéselvd (Schmidt & Roberts 2005).
Immuunipuutteisille potilaille voidaan kayttad my6s paromomysiind yksin seka atsitromysiinin
kanssa, paromomysiinin tehosta on tosin saatu ristiriitaisia tuloksia (Shikani & Weiss 2014;
Siikamaki ym. 2010). Spiramysiini on yksi mahdollinen hoitoladke kryptosporidioosin
hoidossa, mutta tehosta ei ole juurikaan tutkimusnayttoad (Peltola 1997). Muut makrolidit, kuten
atsitromysiini, roksitromysiini ja klaritromysiini ovat olleet satunnaisesti kaytssa
kryptosporidioosin hoidossa, mutta niidenkin kohdalla tutkimusndyttd on vajaata tai
ristiriitaista (Shikani & Weiss 2014). AIDS/HIV-potilaiden hoidon kulmakivi on HIV-
infektion yhdistelmalaakehoito (HAART tai ART), jolla pyritdéan yllapitdméaan ja palauttamaan
normaalit CD4 T-lymfosyyttitasot (Eskola ym. 2016; Shikani & Weiss 2014).



23

2.4 Diagnostiikka

2.4.1 Mikroskopointi

Cryptosporidium-lajien diagnostiikka perustuu perinteisesti alkuelién ookystien osoittamiseen
ulosteesta mikroskopoimalla konsentroitu ja vérjatty nayte (Uzal ym. 2016; Ryan & Xiao 2014;
Scott ym. 2004). Konsentrointiin ja vérjaykseen on tarjolla eri menetelmid, joista osa on
kaupallisia. ~ Yleisimmat  konsentrointiin  kdytetyt menetelmat ovat formaliini-
etyyliasetaattikonsentrointi, tai flotaatio-konsentrointi kdyttden hypertonista natriumkloridia
(Hartmeyer ym. 2017; Schmidt & Roberts 2005; Scott ym. 2004).  Formaliini-
etyyliasetaattikonsentrointi perustuu etyyliasetaattiin liukenevan, mikroskopointia hairitsevan
rasvaliukoisen ulostemateriaalin poistamiseen néytteesta (Jokiranta ym. 2003). Konsentroitu
vesiliukoinen ndytemateriaali sisaltaa alkuelion ookystia noin 5-10 kertaa alkuperaista naytetta
enemman. Flotaatio-konsentrointi perustuu kyllastetyn NaCl-liuoksen ja deionisoidun veden
kerrostumiseen koeputkessa, jolloin ookystat saadaan eroteltua ulostemateriaalista (Weber ym.
1992).

Varjaystekniikoista yleisimmaét ovat modifioitu Ziehl-Neelsen happovarjays (ns.
kryptovérjays) ja Giemsa-varjays (Schmidt & Roberts 2005). Suomessa tavallisin
diagnostiikassa kaytetty menetelma on modifioitu Ziehl-Neelsenin vérjays (Siikamaki ym.
2002). Mikroskopoitaessa etsitadn ulostendytteestd C. parvum -alkuelion erittdmid pyoreita tai
hieman soikeita ookystia, jotka ovat kooltaan n. 4,6-5,4 um x 3,8-4,7 um (DCDx 2016; Taylor
ym. 2007; Jay ym. 2005). Ookystan sisélla on nelja sukkulamaista sporotsoiittia, jotka voidaan
joskus nédhda mikroskoopissa (Schmidt & Roberts 2005). Histologisissa ohutsuolen vérjatyissa
kudosnéytteissa voidaan nahda sekd epiteelisolujen mikrovillusten atrofiaa ettd eri
kehitysvaiheissa olevia Cryptosporidium -alkuelion muodostamia rakkuloita epiteelisolujen
pinnassa (Uzal ym. 2016; Leitch & He 2011).

Varjéattyjen ulostendytteiden mikroskopointi on hidasta ja tyolasta, diagnostisena
menetelmand sen herkkyys ja tarkkuus ovat huonoja (Uzal ym. 2016). Mikroskopointi vaatii
osaamista ja kokemusta, eikd morfologian ja varjaytyvyyden perusteella eri Cryptosporidium-

lajeja voida erottaa toisistaan. (Peek ym. 2018; Scott ym. 2004; Verweij ym. 2004).
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2.4.2 PCR-menetelmat ja nukleiinihappo-osoitus

PCR (polymerase chain reaction, polymeraasiketjureaktio) on yleisesti kéytetty diagnostinen
menetelmd, joka on erittéin tarkka ja herkkd menetelma myds sellaisille mikro-organismeille,
joiden kasvatus on vaikeaa tai mahdotonta (Sachse 2003). Cryptosporidium-lajien erottamiseen
kaytetddn monistuskohteena yleisesti 18S rRNA-geenid tai hypervariaabelia soluseindn
glykoproteiinia koodaavaa gp60-geenia (Ryan & Xiao 2014). Diagnostiikassa ja lajien
nimedmisessd ribosomaalinen RNA-geeni (rRNA tai rDNA) on hyva kohde PCR-
monistukselle, koska ribosomaalinen DNA jakautuu monipuolisesti seka konservatiivisiin,
muuttumattomiin jaksoihin ettd suurta vaihtelua sisaltaviin jaksoihin. Ribosomi jakautuu
kahteen osaan, pieneen ja suureen alayksikkoon. Aitotumallisilla, kuten alkueli6illd, pieni
alayksikkd (SSU, Small SubUnit) on kooltaan 40 S (Svedberg unit) ja koostuu 18S RNA:sta ja
noin 30 ribosomaalisesta proteiinista (Madigan ym. 2015). 18S rRNA -geeni on noin 2300
emaésparin pituinen ja PCR-monistuksessa eri alukkeilla voidaan kopioida eri osia geenistéa.
PCR:ssa kaytettdvat denaturaatio-, kiinnittymis- ja pidentymislampaétilat valitaan templaatin ja
alukkeiden C+G-pitoisuuksien ja kaytettavan polymeraasi-entsyymin mukaan (Sachse 2003).
Nested-PCR -menetelméssd monistus tehdddn kahdesti, yleensd eri alukkeilla, jolloin
ensimmaisen PCR-monistuksen reaktiotuote toimii templaattina toiselle monistukselle (Nolte
& Wittwer 2016). Néin lisatddn huomattavasti menetelmén herkkyytta ja tarkkuutta. Nested-
PCR voidaan yhdistdd myos automatisoituun Real-Time PCR-menetelméan. PCR-
menetelmien kohteena ovat yleensa Cryptosporidium-alkuelién 18S rRNA -geeni, 70 kDa:n
kokoisen “heat shock”-proteiinin geeni, ookystan soluseindn proteiinin geeni (COWP,
Cryptosporidium oocyst wall protein), erilaisten syntetaasi-entsyymien  geenit,
adhesiiviproteiinien geenit, ribonukleotidi-reduktaasin geenin, sekd muutamien muiden

yksittéisten proteiinien geenit (Verweij ym. 2016; O’Connor ym. 2004).

Cryptosporidium-lajien erottamisessa toisistaan kaytetdan yleisesti (nested)
PCR-tuotteen katkokirjoanalyysia (PCR-RFLP) tai sekvensointia (Nichols ym. 2014;
O’Connor ym. 2003). Katkokirjoanalyysissa PCR-tuote on yleisimmin 18S rRNA-geenin
monistustuote ja kéytetyt restriktioentsyymit ovat Mboll, Sspl ja Vspl (Xiao 2009; Feng ym.
2007). PCR-tuotteen katkokirjoanalyysi on mahdollista tehdd myds muille geeneille (muun

muassa B-tubuliinille, ”heat shock” -proteiinille, ribosomaaliselle DNA:lle ja
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adhesiiviproteiinille), ndille kaytetdan eri restriktioentsyymeja kohdegeenien mukaan valiten
(O’Connor ym. 2004). Lajimadrityksen taso kuitenkin vaihtelee eri kohdegeenien mukaan.
Katkokirjoanalyysiin on yleens& yhdistetty agaroosigeelielektroforeesi, jolla entsymaattisesti
katkaistut PCR-tuotteet erotellaan juosteiden koon perusteella (Westermeier 2005).
Mikroskopointi ja PCR-tuotteen katkokirjoanalyysi ovat kuitenkin hitaita ja tyoldita
analysointimenetelmid, viime vuosina niiden rinnalle on kehitetty useita Real-Time PCR -
menetelmid, jotka ovat nopeita ja herkkia (Hartmeyer ym. 2017; Yang ym. 2013; Verweij ym.
2004).

Suomessa  parasitologiassa  mikroskopian rinnalle on diagnostiseksi
menetelmaksi viime vuosina noussut alkuelididen nukleiinihappo-osoitus (tutkimusnimike F-
ParaNhO) (Kerttula & Lavikainen 2017). Pé&aasiallisesti kéaytetty menetelmda on gPCR
(quantitative polymerase chain reaction) eli Real-Time PCR, jolloin DNAn monistumista
voidaan seurata reaaliaikaisena tietokoneelta. Real-Time PCR on saatavissa kaupallisena eri
valmistajien multiplex-kittina tai singleplex-menetelménd. Multiplex-PCR -menetelméssa
kohteena on useita eri DNA-jaksoja samassa analyysissa (Nolte & Wittwer 2016).
Menetelmien ongelmana on alkuelididen geneettinen erilaisuus, ja toisaalta Apicomplexa-
paajakson 18S rRNA -geenin hyvin konservatiiviset alueet, jolloin vaikeudet liittyvat 1ahinna
sopivien alukkeiden 16ytamiseen Cryptosporidium-lajien erottelemiseksi (Verweij ym. 2016;
Nichols ym. 2014). Kayttokelpoisena menetelménéd on kehitetty uusia multiplex-PCR -
menetelmid, joissa kdytetdan useille parasiiteille omia alukkeita samaan aikaan (Kerttula &
Lavikainen 2017). Ristireaktiota eri lajien vélilla ei kaikissa tutkimuksissa ole ilmennyt, mutta
ne ovat mahdollisia (Hartmeyer ym. 2017; Yang ym. 2013). Menetelmien kehitys on Suomessa
vield alussa, ja vain muutama parasitologian laboratorio tarjoaa nukleiinihappo-osoitusta
parasiitti-infektioiden diagnostiikkaan. Nukleiinihappo-osoitusta on kehitetty vasta viime

vuosina, joten menetelmien toimivuudesta ei vield voida sanoa paljoa.

Hedfield ym. (2015) raportoivat kokogenomisekvensoinnin mahdollisuuksista
tutkimuksissa C. hominis ja C. parvum -lajien aiheuttamissa infektioissa, mutta menetelmén
ongelmina ovat DNA:n riittdva eristdminen ookystista ja ndytteiden kontaminoituminen
muulla nukleiinihapolla. Menetelma antaa kuitenkin paljon uutta tietoa, jota voidaan kayttaa
diagnostiikan, la&kehoidon ja tyypityksen kehittdmisessd, sek& virulenssitekijoiden

tutkimuksessa.
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2.4.3 Alatyyppien erotus

C. parvum -lajin alatyyppien erottamiseen kaytetddn yleisesti soluseindn 60 kDa:n
glykoproteiinia (gp60) koodaavan geenin toistojaksojen erottelua (Nichols ym. 2014; Xiao
2009; Sulaiman ym. 2005). Gp60-geeni koodaa 60 kDa:n kokoista esiproteiinia, joka pilkotaan
proteolyyttisesti kahdeksi solun pinnan glykoproteiiniksi gp15:ksi ja gp40:ksi (Strong ym.
2000). Gpl5 ja gp40 kohdentuvat Cryptosporidium-alkuelion sporotsoiitti- ja
mertsoiittimuotojen soluseindn rakenneosaksi. Geenissd on sekd hypervariaabeli osa (3’
padssd) ettd mikrosatelliitti-sekvenssi, jossa on trinukleotidin toistojakso (5’ padssd). Gp60-
geenin sekvenssissa toistuvat seriini-aminohappoa koodaava trinukleotidi TCA, TCG tai TCT.
Trinukleotidien madrd toistojaksossa madrédd alatyypin nimen loppuosan. Sekvenssin
hypervariaabeliosa puolestaan madarittda alatyyppiperheen, jotka C. parvum -lajilla ovat
tyyppia lla-, llb-, llc-, Ild-, jne. ja C. hominis -lajilla la-, 1b-, Id-, jne. Alatyypin nimi
muodostuu siis alatyyppiperheestda (Il), trinukleotidi TCA:n toistojen madrasta (A),
trinukleotidi TCG:n toistojen maarasta (G) ja trinukleotidi TCT:n toistojen maarasta (T).
Liséksi joillain C. parvum -lajin alatyyppiperhe lla:n alatyypeilla on kaksi kopiota valittémasti
toistojaksoa seuraavasta sekvenssista ACATCA, jolloin alatyyppi nimeytyy R2:Kksi.
Useimmilla lla-perheen alatyypeilld on vain yksi toistojaksoa seuraava ACATCA-sekvenssi,
joilloin alatyyppi nimeytyy R1:ksi. Esimerkkind alatyypin nimestd on 11laA15G2R1, joka on C.
parvum, alatyyppiperhe lla, toistojaksossa trinukleotidi TCA esiintyy 15 kertaa, trinukleotidi
TCG kaksi Kkertaa ja toistojaksoa seuraa yksi ACATCA-sekvenssi. C. parvum
alatyyppiperheilla Ila, llc, I1d, Ile, llh, IIm ja llo yleisimmat trinukleotidit toistojaksossa ovat
TCA ja TCG, alatyyppiperheilla llb, 1If, 1ig, i, 1k, 11 ja lIn yleisin toistojaksossa on TCA
(Nichols ym. 2014).
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2.4.4. Immunomaaritykset

C. parvum -infektioiden diagnostiikkaan on tarjolla my0s useita kaupallisia immunologisia
testikitteja, jotka perustuvat suoriin immunofluoresenssiméérityksiin tai entsyymi-
immunomaarityksiin (IFA, EIA, ELISA) (O’Connor ym. 2004). Testien luotettavuus
ilmoitetaan yleensa testin herkkyytena ja tarkkuutena (Altman & Bland 1994) Immunologiset
menetelmat perustuvat yleensd antigeenind toimivien C. parvum -ookystien soluseindn
proteiinien tunnistukseen spesifisilla vasta-aineilla (Darwish 2006). Testien diagnostinen
herkkyys vaihtelee eri tutkimuksissa, yleensa herkkyys vaihtelee valilla 91-100 % ja
spesifisyys 97-100 % (Garcia & Shimizu 1997). Entsyymi-immuunimaaritysten herkkyys voi
vaihdella jopa 66,3100 % vililla (O’Connor ym. 2004). Immunologisten testien ongelmana
ovat usein eri lajien vasta-aineiden ristireaktiot (Yang ym. 2013). Immunologisia testeja seka
analyyttisesti ettd diagnostisesti herkempané ja tarkempana méaarityksend mainitaan myos
DNA-hybridisaatioon perustuva fluoresenssiméaéritys (Bandyopadhyay ym. 2007). Menetelma
erottaa toisistaan C. hominis ja C. parvum -lajit seka uloste- ettd ymparistonaytteista perustuen
ML-2:een (mikrosatelliittilokus 2) sitoutuvien leimattujen alukkeiden hybridisaatioon, joka on

mitattavissa virtaussytometrilla (Luminex 100).

2.4.5 Fassisi BoDia -pikatesti

Fassisi  BoDia-pikatesti on tarkoitettu vasikoiden ripulitautien In  vitro -
antigeenidiagnostiikkaan. Valmistajan (Fassisi 2017) mukaan testi tunnistaa nelja yleisinta
vasikoiden ripulin aiheuttajaa; rotaviruksen, koronaviruksen, Escherichia coli K99 -tyypin ja
Cryptosporidium parvum -alkuelién. Testi perustuu immunokromatografiaan ja tunnistaa
yksittdisen taudinaiheuttajan lisaksi myds sekainfektion. C. parvum -lajin aiheuttamassa
infektiossa testin diagnostinen menetelma perustuu monoklonaalisiin vasta-aineisiin, jotka
tunnistavat 62 kDa:n kokoisen spesifisen proteiinin (ell Constanze Dallman, Fassisi,

séhkopostiviesti 5.12.2017). Proteiinin alkuperéd on epéselvd, mutta todennakdisesti kyseessa



28

on ookystan soluseinan rakenneproteiini. Testille on luvattu valmistajan esitteessa C. parvum
-alkuelion kohdalla herkkyydeksi 99,99 % ja tarkkuudeksi 95,85 % (Fassisi BoDia 2017).

2.5 Nautakarjan kasvatus Suomessa

Suomessa  pidetddn elintarviketuotannossa nautakarjaa sekd  maidontuotannossa
lypsykarjatiloilla etta lihan tuotannossa lihanautakasvattamoissa ja emolehmatiloilla, seka
naiden sekamuodoissa (El&inten hyvinvointikeskus EHK 2018). Lypsykarja poikii noin kerran
vuodessa ja syntyneet vasikat erotetaan emosta usein valittémasti syntymén jalkeen.
Lehmavasikat voidaan kasvattaa samassa navetassa joko yksittdis- tai ryhmékarsinassa,
sonnivasikat siirretddn 2—4 viikon ikaisena terni(vasikka)kasvattamoihin. Ternikasvattamoista
vasikat siirretddn kuukauden kuluttua vélikasvattamoihin ja noin puolivuotiaina edelleen
loppukasvattamoihin. Rotulihakarjan vasikat kasvatetaan padasiassa emolehmatiloilla, joista
useimmat ovat Suomessa kylmapihattoja. Emolehmatiloilla vasikat saavat kasvaa emonsa

kanssa.

Navettarakenteilla ja ympariston olosuhteilla voidaan vaikuttaa suuresti
vasikoiden terveyteen ja mahdollistetaan fyysisesti ja psyykkisesti stressittémat elinolot (Aho
2002). Lypsylenmétiloilla vasikat tulisi sijoittaa syntymén jalkeen yksittdiskarsinaan noin
kahden viikon ik&an asti ja sen jalkeen siirtdd ryhmékarsinaan saman ikaisten vasikoiden
kanssa (Eldinten Terveydenhuolto 2011). Vasikoiden siirrossa voidaan vélissa kayttaa myods
parikarsinaa (Huuskonen ym. 2014). Tarkedd vasikoiden stressin vélttdmisen ja tautien
leviamisen kannalta on olla sekoittamatta eri-ikaisid vasikkaryhmia kesken&éan. Juomaveden,
maitorehun ja muun rehun laatuun ja puhtauteen, sek& ruokinta-astioiden puhtauteen tulee
kiinnittdd huomiota. Lisaksi karsinan hyva kuivitus, vedottomuus ja sijainti ovat merkittavia
tekijoita vasikan terveyden kannalta. Sekd valikasvattamot ettd lihanautakasvattamoiden
vasikkaosastot tulisi tayttaa ja tyhjentdd kerralla, jolloin tilat voidaan pestd ja desinfioida
kunnolla (Aho 2002). Kryptosporidioosin ennaltaehk&isyssa ja sairastapauksien levidmisen
estdmisessa on tarked&d puhdistaa tilat pesemalld ne lampimalla vedelld ja saippualla, seka
kuivattaa tilat kunnolla ennen uusien vasikoiden saapumista, asianmukainen desinfiointi

suoritetaan tarpeen mukaan pesun jalkeen (Peek ym. 2018). Ripulitautien ehkaisyssa tarkeinté
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vastasyntyinen vasikoiden hoidossa on riittdva hyvalaatuisen ternimaidon saanti (Utriainen
2010c). Emolehmatiloilla vasikka saa yleensé riittdvasti ternimaitoa eldessaan ensimmaiset
elinviikkonsa emonsa kanssa, mutta lypsylenmétiloilla emostaan erotettujen vasikoiden
ternimaidonsaanti on varmistettava (Utriainen 2010c; Riihikoski 1982). Lisaksi vieroitus ja
ravinnon muutos maidon ja kiintedn rehun valilla vaikuttaa vasikan ruuansulatuselimiston
mikrobiotan koostumukseen, mik& puolestaan vaikuttaa vasikan ruuansulatuskanavan

mahdolliseen infektoitumiseen (Meale ym. 2017; Meale ym. 2016).

3 TUTKIMUKSEN TAVOITE

Tutkimuksen tavoitteena on nopeuttaa C. parvum -alkuelion aiheuttamien nautakarjan
ripulitautien infektiodiagnostiikkaa ja selvittdd C. parvum -alatyyppien esiintyvyytta
Suomessa. Diagnostiikan kehittdmistd varten testataan kaupallinen antigeenin osoitukseen
perustuva Fassisi BoDia -pikatesti C. parvum -antigeenin osoituksen toimivuuden osalta.
Liséksi tutkimuksessa on tarkoituksena kartoittaa vasikoilla infektioita aiheuttavien C. parvum
-alatyyppien esiintyvyys Suomessa alueittain eri aikoina vuosina 2013-2017 ja verrata
tyypitystuloksia ihmisilla esiintyneisiin 16ydoksiin. C. parvum -alatyyppeja verrataan
Suomessa aikaisemmin tyypitettyihin 16ydoksiin, tutkittuihin epidemioihin ja yleisella tasolla

maailmalla tehtyihin alatyypityksiin.
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4 AINEISTOT JA MENETELMAT

4.1 Aineisto Cryptosporidium parvum -alatyypitysta varten

4.1.1 Naytteiden kerays

Aineisto keréttiin  Elintarviketurvallisuusvirasto Eviran Kuopion tutkimusyksikkdon
saapuneista vasikkaripulindytteista ja patologis-anatomiseen sairauden syyn tutkimukseen
tulleiden vasikoiden jatkotutkimuksiin lahetetyistd ulostendytteista. Aineisto sisélsi yhteensa
100 vasikoiden ulostendytetta 84:1ta eri tilalta vuosilta 2012-2017. Aineisto valikoitiin
mahdollisimman kattavasti eri puolelta Suomea tulleista naytteista ja vuosilta 2013-2017 noin
20 eri naytettd vuosittain (Kuva 5). Vuodelta 2012 tutkittiin vain kaksi naytettd. Aineiston
ulostendytteistd oli todettu C. parvum sekd osoittamalla ookystia mikroskopoimalla etta
tekemalla lajimaaritys PCR-RFLP-menetelmalla. Vasikoiden iat olivat padasiassa 4 vrk — 5
viikkoa (4—36 vrk) ja olivat vasikkaripulitutkimukselle asetetuissa rajoissa, yksi vasikoista oli
7 viikkoa (49 vrk) (Evira 2016b). Vasikoiden ian keskiarvo oli 11,6 vrk ja mediaani 9 vrk. 20
vasikan iasta ei ollut tarkkaa tietoa saatavilla. Suurin osa naytteista (82 kpl) tuli maitotiloilta,
emolehmiatiloilta oli viisi (5) ndytettd, lihatiloilta nelja (4) naytettd, ternivasikkakasvattamoilta
kaksi (2) naytetta ja valikasvattamoista yksi ndyte. Kuuden (6) naytteen tilatietoja ei ollut
saatavilla. Naytteistd 74 oli vasikkaripulindytteitd, loput sairauden syyn tutkimukseen tulleita
naytteita.
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Kuva 5. Tutkimuksessa kéytettyjen vasikkanaytteiden alkuperédn (84 tilaa) sijoittuminen
maantieteellisesti Suomessa v. 2012-2017. Kuva tehty Maanmittauslaitoksen Karttapaikka-
ohjelmistolla v. 2017.

Vasikoiden ulostenaytteiden lisaksi aineistoon kuului kymmenen (10) ihmisten ulostendytettd,
jotka olivat samasta epidemiasta Pietarsaaresta vuodelta 2017. Naytteet oli todettu
Cryptosporidium-positiivisiksi ja ne tulivat lajim&aritykseen ja alatyypitykseen Kuopion
eldintautibakteriologian ja -patologian tutkimusyksikkoon. Naytteille oli tehty ennen

tutkimusta lajiméaaritys ja ne késiteltiin alatyypityksen osalta kuten vasikkanaytteet.



32

4.1.2 Naytteille aiemmin tehty k&sittely ja lajimaaritys

4.1.2.1 Naytteiden konsentrointi, mikroskopointi ja DNA:n eristdminen

Kaikista vasikoiden ulostendytteistd oli jo aikaisemmin konsentroitu Cryptosporidium-
alkuelion ookystat kyllastettya NaCl-liuosta kayttaen, Eviran menetelmédohjeen 2045/1
mukaisesti (2012). Kasittelemé&ttomat néytteet séilytettiin +4 °C. Konsentroiduista naytteista
oli tehty objektilaseille Ziehl-Neelsen-varjays Eviran menetelméohjeen 2045/1 mukaisesti

(2012) ja varjatyt naytteet mikroskopoitiin 10 ja 40 x -objektiivia kdyttaen. Cryptosporidium-

ookystat varjaytyivat punaisiksi (Kuva 6). Varjdyspositiiviset konsentroidut néytteet
séilytettiin -20 °C DNA:n eristysta varten.

Kuva 6. Cryptosporidium-ookystat modifioidulla Ziehl-Neelsen -vérjayksella 40x
suurennoksena.
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Varjayspositiivisista ja pakastetuista (-20 °C) naytteista oli eristetty ja puhdistettu DNA:ta
Eviran menetelmaohjeen 2045/1 (2012) mukaisesti. DNA:n eristyksessa oli kaytetty MagNA
Lyser -ravistelijaa (Roche, Basel, Sveitsi) ja TeSeE Purification Kit -putkia (5144A, Bio-Rad,
Hercules, CA, USA), sekd Qiagen DNA MiniKit —kitti&d (51306, Qiagen, Hilden, Saksa)
valmistajien ohjeiden mukaisesti. Eristetty DNA séilytettiin -20 °C.

4.1.2.2 Cryptosporidium -nested PCR ja RFLP

Ulostenéytteista eristetystd ja puhdistetusta DNA:sta oli monistettu nested-PCR -menetelmalla
18S rRNA-geenin 826-864 emasparin pituinen jakso, jolle oli tehty katkokirjoanalyysi (RFLP)
lajinimen saamiseksi. Ensimmainen PCR-tuote oli 1325 emésparia ja siihen oli kaytetty
alukkeita KRYPTO_F (171113B027H06, 3/8, 1078, Metabion International AG, Steinkirchen,
Saksa), ja KRYPTO_R (171113B027A07, 4/8, 1078, Metabion International AG,
Steinkirchen, Saksa), (Xiao ym. 2000; Xiao ym. 1999). Toinen PCR-tuote oli 826-864
emaésparia ja siihen oli kaytetty alukkeita Krypton-F (171113B027F06, 1/8, 1078, Metabion
International AG, Steinkirchen, Saksa) ja Krypton-R (171113B027G06, 2/8, 1078, Metabion
International AG, Steinkirchen, Saksa) (Xiao ym. 2000; Xiao ym. 1999). PCR-reaktioseokset
ja PCR-laitteen (C1000 Touch, Thermal Cycler 00006335, Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
ohjelma noudattivat Eviran menetelmédohjetta 2045/1 (2012). PCR-reaktioseoksissa oli
kaytetty Fast Start Tag DNA -kitti& (Roche, Basel, Sveitsi).

RFLP (restriction fragment lenght polymorphism, eli katkokirjoanalyysi) oli
tehty nested-PCR-tuotteelle noudattaen Eviran menetelméohjetta 2045/1 (2012). Restriktiossa
oli kaytetty Mboll-entsyymid (R0148S, New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) ja (10x)
CutSmart-puskuria (B7204S, New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). Cryprosporidium
parvum -lajinimen varmistukseen oli ollut mahdollista kayttda lisdksi Sspl (R0132S, New
England Biolabs, Ipswich, MA, USA) ja Vspl (Asel, R0132S, New England Biolabs, Ipswich,
MA, USA) -restriktioentsyymeja. Katkaistut DNA-juosteet oli eroteltu 2 % SeaKem LE-
agaroosigeelielektroforeesiajossa (50004, Lonza, Basel, Sveitsi) menetelmdohjeen mukaisesti
(Kuva 7).
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Kuva 7. RFLP-agaroosigeelielektroforeesi: Cryptosporidium-lajiméaaritys. Kéaytetty
restriktioentsyymja Mboll (ylarivi) ja Sspl (alarivi), molekyylikokostandardina GeneRuler
100 bp Plus DNA Ladder. PK. C.R = Pos. kontrolli Cryptosporidium ryanae; PK. C.B = Pos.
kontrolli Cryptosporidium bovis; PK. C.P Pos. kontrolli Cryptosporidium parvum. Kuva:
Riikka Luukkanen.

4.2 Aineisto Fassisi BoDia -pikatestiin

Aineisto keréttiin  Elintarviketurvallisuusvirasto Eviran Kuopion tutkimusyksikkdon
saapuneista vasikkaripulindytteista ja patologis-anatomiseen sairauden syyn tutkimukseen
tulleiden vasikoiden jatkotutkimuksiin lahetetyistd ulostendytteista. Aineisto sisélsi yhteensa
68 vasikoiden ulostendytettd vuosilta 2016-2017, suurin osa néytteista (64 kpl) oli vuodelta
2017. Yksi naytteistd hylattiin tutkimuksista, koska ndytteen kohdalla oli vahva epaily
Cryptosporidium-lajimaérityksen epdonnistumisesta ja sen myota virheellisesta tuloksesta.
Lopullinen aineisto oli 67 ulostendytettd. Aineisto valikoitiin mahdollisimman kattavasti sek&

todetuista negatiiviseksi jaaneista naytteistd ettd positiivisista yksittéisinfektioista ja
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sekainfektioista. Ulostenédytteille oli tehty Vasikkaripuli-ELISA -testi, jossa oli osoitettu rota-
ja koronavirukset spesifisia vasta-aineita ja peroksidaasi-entsyymia kayttden Eviran tydohjeen
LAB2310/3 (2012) mukaisesti, sekd C. parvum -lajin mé&é&ritys mikroskopoimalla ja PCR-
RFLP -menetelmalld Eviran menetelméohjeen 2045/1 (2012) mukaisesti.

4.3 Menetelmat

4.3.1 DNA:n monistaminen gp60-geenin sekvensointia varten

C. parvum -positiivisten 16yddsten alatyypittdmiseen kaytettiin gp60-geenin monistamista ja
sekvensointia. Geenin monistamiseen kéytettiin nested-PCR -menetelm&&. Menetelmé valittiin
sen  herkkyyden vuoksi perustuen Eviran Kuopion tutkimusyksikon aiempiin
geenimonistuskaytantdihin C. parvum -lajin alatyypityksessa. C. parvum -alatyypit erotettiin
toisistaan sekvensoitujen geenien toistojaksojen perusteella (Sulaiman ym. 2005).
Ulostenéytteista eristetysté ja puhdistetusta DNA:sta monistettiin gp60-geenin DNA-juostetta
nested-PCR -menetelmalld Eviran menetelmdohjeen 2045/1 (2012) mukaisesti. Tutkimuksessa
kaytetyt alukkeet oli valittu tutkimusyksikon aiempien alatyypitysten ja Kirjallisuuden
perusteella (Sulaiman ym. 2005; Alves ym. 2003). Ensimmadinen PCR-tuote oli noin 920
emaésparia ja siihen kaytettiin (10 mM) AL3531-etualuketta (5682-047, Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, USA), ATA GTC TCC GCT GTATTC, ja (10mM) AL3535-taka-aluketta (5682-
048, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), GGA AGG AAC GAT GTA TCT, (Sulaiman
ym. 2005; Alves ym. 2003). Reaktioseos sisélsi 2 pl naytettd, 5 pl (10x) Fast Start Tag DNA -
puskuriliuosta (12161559001, Roche, Basel, Sveitsi), 1 pl (10mM) dNTP Mix -liuosta (0192,
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), 6 ul (25mM) MgCl> Stock Solution -liuosta
(11600770001, Roche, Basel, Sveitsi), 0,5 upl (5 U/ul) Fast Start Tag DNA -
polymeraasientsyymia (12032937001, Roche, Basel, Sveitsi) ja 33,5 pl Ultra Pure Disstilled
Water H20:ta (10977-049, Invitrogen, Carlstad, CA, USA). Reaktioseoksen tilavuudeksi tuli
50 pl, jokaisesta ndytteesta tehtiin nelja reaktioseosta, jolloin monistettua PCR-tuotetta saatiin
n. 200 ul. Jokaisen nédytteen jélkeen tehtiin negatiivinen kontrolli (Ultra Pure Disstilled Water,
10977-049, Invitrogen, Carlstad, CA, USA), jolla todennettiin PCR-tuotteiden puhtaus.
Positiivisena kontrollina kéytettiin Cryptosporidium parvum -lajiksi aiemmin todettua ja
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varmistettua naytettd. Ensimmdinen monistusreaktio tehtiin PCR-putkissa steriilin
mineraalioljyn alla (J217, 8042-47-5, Amresco LLC, Solon, OH, USA) kontaminaationriskin
valttdmiseksi. PCR-laitteella (C1000 Touch, Thermal Cycler 00006335, Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) kaytettiin ohjelmaa, jossa oli alkudenaturaatiolampdtila +95 °C (15 min), syklin
denaturaatiossa +94 °C (45 s), alukkeiden kiinnittymislampétilaa +50 °C (45 s),
pidentymislampdtilaa +72 °C syklin pidentymisvaiheessa (60 s) ja lopetuksessa (10 min), seké

jaadhtymislampdtilaa +4 °C. Sykleja toistettiin 35 kertaa.

Toinen PCR-tuote oli noin 400 emasparia ja siihen kaytettiin (10 mM) AL3532-
etualuketta (5682-049, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), TCC GCT GTA TTC TCA
GCC, ja (10mM) LX0029-taka-aluketta (5682-051, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA)
CGA ACC ACA TTA CAA ATG AAG T (Sulaiman ym. 2005). Reaktioseos sisalsi 2 pl
naytettd, 5 pl (10x) Fast Start Tag DNA -puskuriliuosta, 1 gl (10mM) dNTP Mix -liuosta,4 pl
(25mM) MgCl> Stock Solution -liuosta, 0,5 pl (5 U/ul) Fast Start Tag -polymeraasientsyymia
ja 35,5 pl Ultra Pure Disstilled Water H,O:ta. PCR-laitteella k&ytettiin samaa ohjelmaa kuin

ensimmaisessa ajossa.

Lopullinen nested-PCR-tuote tarkistettiin ja eroteltiin geelielektroforeesilla,
jossa kaytettiin 1,5 % SeaKem LE-agaroosia (50004, Lonza, Basel, Sveitsi) ja 1 x TAE-
puskuria (Tris-asetaatti-EDTA, pH 8) (Kuva 8). Geelissa kadytettiin SYBR Safe DNA gel stain
-véariainetta (S33102, Invitrogen, Carlstad, CA, USA). Molekyylikokostandardina oli
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (SM0322, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).
Ajolaitteessa (121128 300, MSMAXI, Cleaver Scientific, Rugby, Warwickshire, UK)
kaytettiin Electroforesis Power Supply -virtalahdettda (EPS600, Pharmacia, New Jersey, USA)
ajo-ohjelmalla 140 V, 400 mA ja 50 min. Geeli kuvattiin Image Lab 5.1 -ohjelmistoa (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) ja Universal Hood Il Gel Doc System -kuvauslaitetta (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) kéayttéen.
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Krypto gp60 PCR 1.(a) ja 2.(b), 14.2.18 HRa

Kuva 8. 1,5 % agaroosigeelielektroforeesi C. parvum gp-60-geenin nested-PCR -tuotteille.
Ylarivissé lopullisen PCR-tuotteen ndytemaara n. 200 pl, juosteen koko n. 400 emésparia.
Alarivissa rinnakkainen nadytteiden ensimmainen PCR-tuote (a), toinen PCR-tuote (b) ja
negatiivinen kontrolli (H20), seké rivin lopussa positiivinen kontrolli C. parvum (+K).
Molekyylikokostandardina GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (bp100+).

4.3.2 DNA:n eristys ja puhdistus agaroosigeelilta, seka pitoisuuden mittaus

Noin 400 emasparin kokoiset, 200 ul:n ndytemaaréllé ajetut DNA-juostevydhykkeet leikattiin
geelistd (Kuva 8). DNA:n puhdistukseen kaytettiin kahta eri kittid, joko Silica Bead DNA Gel
Extraction -kitti& (K0513, Fermentas, Waltham, MA, USA) tai MinElute Gel Extraction -kittia
(28604, Qiagen, Hilden, Saksa). Eristykset tehtiin valmistajien ohjeiden mukaisesti,
sentrifugaatioihin kéaytettiin Centrifuge 5424-sentrifuugia (22331, Eppendorf, Hamburg,
Saksa). Puhdistetun DNA:n pitoisuus mitattiin naytteistd kayttamalla Qubit dSDNA HS Assay
—kittid (Q32854, Invitrogen, Carlstad, CA, USA) tai Qubit dsSDNA BR Assay —kittid (Q32850,
Invitrogen, Carlstad, CA, USA) valmistajan ohjeiden mukaisesti. Mittaukseen kaytettiin Qubit
2.0 fluorometer -laitetta (Invitrogen, Carlstad, CA, USA).
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4.3.3 Gp-60-geenin sekvensointi ja alatyypitys

DNA-néytteet lahetettiin Helsinkiin sekvensoitaviksi. Né&ytteet sekvensoitiin Sangerin
menetelmalla Helsingin yliopiston biotekniikan instituutissa, Viikin biokeskuksessa.
Sekvensointiin kaytettiin etualuketta (5 pM) AL3532 (5682-049, Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, USA) ja taka-aluketta (5 pM) LX0029 (5682-051, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
USA). Naytteet sekvensoitiin ensin etualukkeella ja tarvittaessa myos taka-alukkeella.
Geenisekvenssien laatu tarkastettiin BioEdit-ohjelmalla (BioEdit Sequence Alignment Editor
2017, Ibis Therapeutics, Carlsbad, CA, USA) ja verrattiin NCBI:n BLAST-ohjelmalla
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 2018) tunnettuihin gp60-geeneihin. Tarvittaessa sekvenssit

analysoitiin sekd etu- ettd taka-alukkeella sekvensoituina ja kd&nnettiin taka-alukkeella tehdyt
sekvenssit Bio-Edit ohjelmalla laadullisesti riittdvan tuloksen saamiseksi. Sekvensseista
etsittiin toistojaksot ja trinukleotidien esiintyvyydet laskettiin kasin. Tuloksia verrattiin
BLAST-ohjelmalla (Basic Local Alignment Search Tool) saatuihin tuloksiin sek&

néytetietoihin.

4.3.4 Fassisi BoDia -pikatesti

Fassisi BoDia -pikatesti tehtiin valmistajan ohjeen mukaisesti (Fassisi BoDia 2017). Pakastetut
ulostenéytteet sulatettiin +4 °C:ssa yon yli. Ripuliulostetta siirrostettiin 3-6 tippaa pakkauksen
mukana tulleella pipetilla reagenssiliuosta sisaltdvaan nayteputkeen (Kuva 9). Mikali nayte oli
Kiintedd ulostetta, kéaytettiin siirrostuksessa pumpulitikkua. Naytettd siirrettiin  ohjeen
mukaisesti pieni maaré reagenssiliuosta sisdltadvaan nayteputkeen. Nayte ja reagenssiliuos
sekoitettiin vorteksoimalla tai ravistaen. Nayteputkesta tiputettiin 3-4 tippaa nayteliuosta
testikasetin jokaiseen neljadn kuoppaan. Testikasettia seisotettiin 10 minuuttia tasaisella
alustalla huoneenlammaossd. Tulos luettiin testikasetin ikkunoista: 1 kontrolliviiva =

negatiivinen, 2 viivaa = positiivinen tulos (Kuva 10).


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Kuva 9. Fassisi BoDia -pikatestin testikasetti, reagenssinayteputki ja pakkauksen mukana tullut
pumpulitikku ndytteen siirrokseen.

Kuva 10. Fassisi BoDia -pikatestikasetti. C. parvum -antigeenin (CRYP) osalta testitulos on
positiivinen. C = kontrolliviiva, joka kertoo testin onnistuneen; T = testiviiva, joka kertoo testin
tuloksen (vaaleanpunainen viiva = positiivinen tulos; ei ndhtdvaa viivaa = negatiivinen tulos).
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5 TULOKSET

5.1 Cryptosporidium parvum -alatyypit

Kaikki tutkitut 16ydokset kuuluivat alatyyppiperheisiin lla (106 kappaletta) ja 1ld (4
kappaletta). Vasikoilla C. parvum alatyyppia 11aA15G2R1 oli eniten, 63 kappaletta (63,0 %),
55:1t4 eri tilalta (Taulukko 1; Kuva 11). Toiseksi eniten oli alatyyppia 11aA17G1R1, 17
kappaletta (17,0 %). Ihmisnaytteisté 16ytyi ainoastaan alatyyppié 11aA18G1R1 (10 kappaletta).
I1d-alatyyppiperheeseen kuuluvia 16yddksié oli ainoastaan alatyyppi 11dA22G1. Yhdelta tilalta
l0ytyi kahta eri alatyyppid, naytteet olivat eri vuosilta (2013 ja 2017). Yleisimmat alatyypit
olivat jakautuneet melko tasaisesti eri vuosille (Taulukko 1).

Vasikkanaytteiden alatyyppien
suhteellinen esiintymisjakauma:

\ = 1laA15G2R1

| = 1aA17G1R1

\ = 1aA15G1R1(ACA)
llaA13G2R1

= [[dA22G1
= [|laA18G1R1

= [|]aA15G1R1

Kuva 11. Cryptosporidium parvum -alatyyppien jakautuminen vasikkandytteissa.
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Taulukko 1. Cryptosporidium parvum -alatyypit Suomessa vuosina 2012—2017.

Alatyyppi: Loyd6smaara: | Maakunnat: Tilat: Vuodet:
55 tilaa (joista 45
P-Savo, P-Pohjanmaa, Keski- maitotilaa, 3 lihakarjatilaa,
112A15G2R1 63 vasikkaa Pohjanmaa, E-Pohjanmaa, 3 emolehmitilaa, 2 2013-2017
Pohjanmaa, Keskisuomi, ternivasikkatilaa ja 1
Satakunta, E-Savo, Pdijathame valikasvattamo)
. Keski-Pohjanmaa, E-Pohjanmaa, 15 fulaa? (JOISta_ 13 o
112A17G1R1 17 vasikkaa . . maitotilaa, 1 lihakarjatila ja |2012-2017
Pirkanmaa, Satakunta, Uusimaa, o
1 emolehmatila)
Kymenlaakso
laA15G1R1(ACA) | 7 vasikkaa P-Savo, Paijathame, Varsinais- | 5 majtotilaa 2013-2017
Suomi
l1aA13G2R1 4 vasikkaa Keski-Pohjanmaa, E-Pohjanmaa | 3 maitotilaa 2012-2016
IdA22G1 4 vasikkaa E-Pohjanmaa, Pirkanmaa, 3 maitotilaa 2014-2015,
Kymenlaakso 2017
11laA18G1R1 3 vasikkaa, 10 | Vasikat: P-Savo, Uusimaz; - 2015-2017
ihmista ihmisndytteet: Pohjanmaa 3 maitotilaa
[1aA15G1R1 1 vasikka Pirkanmaa tilan toiminta ei tiedossa | 2014
1aA16G1R1 1 vasikka Pirkanmaa 1 emolehmitila 2017

Alatyypit jakautuivat maakunnittain (Taulukko 2). Pohjois-Pohjanmaalta, Keski-Suomesta,

Etela-Savosta ja Pohjanmaalta 10ytyi ainoastaan yhta alatyyppid; C. parvum I11laA15G2R1.

Alatyyppi 11aA15G2R1 on keskittynyt lantiseen Suomeen, etenkin Pohjanmaan alueelle.

Etelaisestd ja Keski-Suomesta loytyi eri alatyypit, yleisinta alatyyppid (11aA15G2R1) ei

I6ytynyt Varsinais-Suomesta, Uudeltamaalta, Kymenlaaksosta, eiké Pirkanmaalta. Varsinais-

Suomessa oli ainoastaan alatyyppia 11aA15G1R1(ACA-mutaatiolla).
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Taulukko 2. Vasikoiden C. parvum -alatyypit maakunnittain Suomessa vuosina 2012-2017.

11A15G2R1 11aA17G1R1  11aA15G1R1(A) 11aA13G2R1 [1dA22G1 112A18G1R1 11aA15G1R1 1laA16G1R1 Yht:
Pohjois-Savo: 3 - 1 2 6
Pohjois-Pohjanmaa: 14 14
Keski-Pohjanmaa: 11 2 2 15
Eteld-Pohjanmaa: 23 5 1 30
Pohjanmaa: 4 4
Keski-Suomi: 3 3
Pirkanmaa: - 7 1 1 11
Satakunta: 2 1 3
Eteld-Savo: 2 2
Pdijathdme: 2 - 1 3
Varsinais-Suomi: - - 5 5
Uusimaa: - 1 1 2
Kymenlaakso: - 1 2

5.2 Fassisi BoDia —pikatesti

Fassisi BoDia -pikatestissé saatiin C. parvum -alkuelion diagnostiikassa sensitiivisyydeksi

91,7 ja spesifisyydeksi 83,9 (Taulukko 3). Tuloksista vaaria positiivia oli viisi (5) ja vaaria

negatiivisia kolme (3).

Taulukko 3. Fassisi BoDia —pikatestin tulokset.

Rotavirus: Koronavirus:  C. parvum: E. coli (F5):
Oikeat positiiviset: 35 2 33 -
Oikeat negatiiviset: 29 58 26 -
Vaarat positiiviset: 3 4 -
Vaarat negatiiviset: 0 3 -
yht. 67 67 67 -
Sensitiivisyys (%): 100,0 40,0 91,7 -
Spesifisyys (%): 90,6 93,5 83,9 -
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6 TULOSTEN TULKINTAA

6.1 Cryptosporidium parvum -alatyypit

6.1.1 Tulosten luotettavuus

Nested-PCR -menetelmalld saadut gp60-geenimonistukset onnistuivat hyvin. Jokaisen
naytteen geenimonistuksen yhteydessd kaytettiin negatiivista kontrollia mahdollisten
kontaminaatioiden huomaamiseksi. Negatiiviset kontrollit onnistuivat, joten voidaan tehda
oletus, ettei kontaminaatiota muista naytteistd tapahtunut. Positiivista kontrollia kéytettiin
jokaisessa ndytesarjassa menetelmén toimivuuden tarkistamiseksi. Positiiviset kontrollit
onnistuivat poikkeuksetta. PCR-monistustuotteet tarkastettiin agaroosigeelielektroforeesin
avulla, jolloin voitiin arvioida juosteiden koko ja mé&érd. Muutama néyte jouduttiin uusimaan,
koska geelielektroforeesiajossa saatiin epéselva tulos, eikd selkedd juostevyohyketta

ilmaantunut. Uusituilla ndytteilla ei ongelmaa esiintynyt.

Sekvensoitavaksi lahetettyjen PCR-tuotteiden pitoisuudet olivat padasiassa 40—
360 ng/ul. Yhdessa naytesarjassa pitoisuudet olivat 20-40 ng/pl, miké oli kuitenkin riittava
pitoisuus sekvensoinnin onnistumiseen. Sekvensointitulokset analysoitiin BioEdit-ohjelmalla
ja jokaisen sekvenssituloksen laatu arviotiin Sangerin sekvensointimenetelmédn antamien
emaspiikkien koon ja mahdollisten tulosta hairitsevien tekijoiden osalta. Joidenkin nédytteiden
PCR-tuotteen puhtaus ei ollut taydellistd, mutta sekvenssitulos pystyttiin analysoimaan
vertaamalla etu- ja taka-alukkeen tuloksia toisiinsa, tai tarvittaessa uusimalla nayte. Yhteensa
yhdeksén vasikkandytteen kohdalla kaytettiin taka-alukkeella tehtyd sekvensointitulosta
etualukkeen tuloksen rinnalla, jotta saatiin riittdvan hyvé laatu ja emadsjarjestys voitiin
analysoida luotettavasti. Muutama yksittadinen ndyte jouduttiin uusimaan kokonaan, mutta
lopullinen tulos oli laadultaan riittava. Yhden naytteen kohdalla sekvenssitulos yhden emaksen
kohdalla j&i hieman epdvarmaksi ja tulos jouduttiin arvioimaan muiden esiintyneiden
alatyyppien perusteella. Té&mén ei kuitenkaan katsottu vaikuttavan merkittavasti
tutkimustulosten luotettavuuteen. BLAST-ohjelman mukaan jokainen sekvensoitu PCR-tuote

oli C. parvum-lajin gp60-geeni tai geenin toistojakson sisaltava osa.
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6.1.2 Alatyypit Suomessa

C. parvum -lajin alatyyppien sekvensointia on tehty Suomessa ainoastaan Eviran Kuopion
tutkimusyksikodssa. Aiemmin on sekvensoitu gp-60 alatyyppia vasikkandytteistd vuosilta
2005-2012, jolloin yleisimmat alatyypit ovat Eviran tilastojen mukaan olleet 1aA15G2R1 (11
vasikkaa, 11 eri tilaa), 11aA17G1R1 (8 vasikkaa, 8 eri tilaa) ja 11aA18G1R1 (9 vasikkaa, 7 eri
tilaa) (Autio 2013a). Lisédksi Eviran tilastojen (2018) mukaan vuosina 2005-2012 on I0ytynyt
alatyyppia 11aA15G1R1 12:lta vasikalta kuudelta eri tilalta, mutta sekvenssitulos on ollut
epavarma. Yhdelta tilalta on 16ytynyt alatyyppi 1ldA16G1 kahdeksalta vasikalta, samaa

alatyyppia ei 16ytynyt tdssa tutkimuksessa yhdestakaan tutkitusta vasikkandytteesté.

Alatyyppi 11aA15G2R1 yleistyminen vasikkanaytteissa on tdman tutkimuksen
mukaan ollut vuodesta 2013 ldhtien runsasta. On kuitenkin otettava huomioon aiemmin
tehtyjen tyypitysten véhdinen méara (47 vasikkaripuli- ja sairauden syyn selvitysnéytettd).
Liséksi tulee ottaa huomioon aiemmassa alatyyppiméaarityksesséd I6ytyneen alatyyppi
1a15G1R1:n epéaselvyys, ovatko kyseiset alatyypit todella olleet 1laA15G1R1-tyyppid, vai
mahdollisesti  11aA15G2R1? C. parvum alatyyppien gp60-geenin toistojaksojen
mutaatiofrekvenssista ei 10ytynyt Kirjallisuutta, mutta sill& ei todennédkoisesti ole merkittavaa
vaikutusta eri alatyyppien yleisyyden muuttumisessa. Yksittaisen nukleotidin pistemutaatiot
ovat tyypillisin geenimutaatio, joita esiintyy mikro-organismien genomissa (Lawrence 2006).
C. parvum gp60-geenin toistojakson trinukleotidit kuitenkin koodaavat kaikki samaa
aminohappoa, jolloin yksittéisill& pistemutaation aiheuttamalla nukleotidin vaihtumisella ei ole
merkitysta glykoproteiinien rakenteelle (Nichols ym. 2014). Yksittdisen nukleotidin
muutoksilla adenosiinista guanosiiniksi (tai toisinpdin) ei ole merkitystd alkuelion
patogeneesille. On siis mahdollista ettei gp60-geenin toistojaksojen alatyypitykseen vaikuttava
pistemutaatiofrekvenssi ole kovin suuri, jolloin silld ei olisi suurta merkitysté eri alatyyppien
vaihtumisessa (Cooper 2006). Suuremmat mutaatiot gp60-geenissa ovat mahdollisia, mutta

niiden esiintymisfrekvenssi on huomattavasti pienempi.

Alatyypin 11aA15G2R1 sijoittuminen péaasiassa Pohjanmaalle ja Keski-
Suomeen on pysynyt vasikkandytteissd samanlaisena verrattuna edellisiin tuloksiin. Tahan
saattaa vaikuttaa ndyteméérien jakautuminen eri maakuntien valillg, itdisestd Suomesta

vasikkaripulinaytteitd on tullut tutkittavaksi huomattavasti vdhemmaéan kuin lantisesta
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Suomesta. C. parvum -alatyyppi 11aA18G1R1 on aiemmin (v. 2006-2011) 16ytynyt Pohjois-
Karjalasta ja Pohjois-Savosta, nyt alatyyppi l0ytyi Pohjois-Savon lisaksi Uudeltamaalta.
Pohjois- ja Etela-Karjalasta ei ollut tassa tutkimuksessa yhtddn ndytettd, mika voi osaltaan
vaikuttaa kyseisen alatyypin véhéisiin 16ydosmaariin. Alatyyppi 11aA18G1R1 on aiheuttanut
vuosina 2009 ja 2011 Pohjois-Karjalassa ja Pohjois-Savossa ihmisten todettuja
kryptosporidiooseja (5 16ydostd), lisaksi alatyyppi 11aA15G2R1 on vuonna 2010 infektoinut
kolme ihmistd Pohjois-Pohjanmaalla. Tampereella oli vuonna 2012 epidemia, jossa
kryptosporidioosin aiheuttaja ihmisilla oli alatyyppi IldA17G1 (6 16ydostd). Tampereen
epidemian tartuntalahteend oli todennékdisesti salaatti, muut tartunnat olivat Eviran tilastojen
mukaan perdisin nautakarjatilojen vasikoista. Téassa tutkimuksessa kaikki ihmisten
tautitapaukset olivat alatyyppi 11aA18G1R1:n aiheuttamia. Kaikki tutkitut inmisnaytteet tulivat
Pietarsaaresta Pohjanmaalta (2017) ja on todenndkdistd, ettd tartuntaldhde on ollut sama tai
suurin osa tartunnoista on tapahtunut sairastuneiden vélilla. C. parvum alatyyppié 11aA18G1R1
ei loytynyt yhdestak&an tutkitusta vasikkanadytteestd koko Pohjanmaan alueella, jolloin
tartunnan lahdetta ei tdimén tutkimuksen perusteella voida osoittaa maatilalta peréisin olevaksi.
Tutkimuksessa kaytetty naytemaaré oli kuitenkin suhteellisen pieni, jolloin nautakarjatilalta
saatu tartunta on mahdollinen, sen osoittamiseksi tarvittaisiin kuitenkin laajempi tutkimus
isommalla nayteméaéaralla. Vaikka Suomessa ihmisten kryptosporidioositartunnat ovat usein
lahtoisin maatiloilta, vuoden 2017 Pietarsaaren tartuntojen l&hde on jaanyt epéselvaksi (Autio
2013b; Autio ym. 2012). Yhtend mahdollisuutena on ehdotettu tartuntaldhteen alkuperaksi
nautakarjan ulosteita, jolloin ookystat olisivat levinneet runsaiden sateiden myota juomaveteen
(Lumio 2018). Vesivalitteistd epidemiaa ei kuitenkaan ole virallisesti todettu, joten

tartuntaldhde jaa tassa tutkimuksessa selvittamatta.

Alatyyppiperhetta I1d edusti Suomessa tassa tutkimuksessa ainoastaan alatyyppi
[IdA22G1, jota l6ytyi vasikkanaytteista yksittaisind Eteld-Pohjanmaalta, Pirkanmaalta ja
Kymenlaaksosta. Alatyyppid on aiemmin (vuonna 2010) I0ytynyt pari yksittaistapausta
Pirkanmaalta ja Varsinais-Suomesta, joten sen esiintyvyys on pysynyt samankaltaisena.
Liséksi alatyyppid 11dA22G1 on aiemmin l6ytynyt vuohilta (6 10ydostd), jotka ovat samalta
tilalta vuosilta 2010 ja 2012. Tassé tutkimuksessa sekvensoitujen alatyyppi 11dA22G1
trinukleotiditoistojakson lopussa oleva ACATCA-toistojakso oli jokaisen neljan naytteen
sekvenssissd muotoa ACATCG ja trinukleotiditoistojaksoa edeltdvd GGGC-sekvenssi oli

muodossa GGGT. Kirjallisuudesta ei 16ytynyt mainintaa ovatko kyseiset mutaatiot tyypillisia
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alatyypille, mutta usean NCBI:n BLAST-ohjelmalla haetun alatyypin IldA22G1 eri isolaattien

gp60-geenien sekvenssit olivat timan tutkimuksen tuloksia vastaavat.

Kirjallisuudesta I0ytyi vain harvoja viitteita eri C. parvum-alatyyppien eroihin
alkuelion taudinaiheuttamiskyvyssé ja levidmisessd, tai epidemioiden aiheuttamisessa. Feng
ym. (2013) totesivat tutkimuksessaan 1laA15G2R1-alatyyppipopulaation  olevan
heterogeeninen, jolloin alatyyppiryhmén sisalla on eroja taudinaiheuttamiskyvyssa ja
leviamisessa. Alatyyppi 11aA15G2R1 on kuitenkin yleisimmin levinnyt infektioita aiheuttava
C. parvum-alatyyppi maailmalla, jolloin on olemassa mahdollisuus, ettd alatyypin
virulenssitekijat eroavat merkittdvasti muista alatyypeistd. T&ssd tutkimuksessa ei eroteltu
vasikoiden ripulitautien oireiden vaikeutta tai taudin kestoa ndytteittdin, mutta jokaisella
tutkitulla vasikkanaytteen l&hde-eldimelld oli kuitenkin todettu oireinen ripulitauti.
Tarkemman tutkimusnadytdn puuttuessa oletetaan tdman tutkimuksen mydté jokaisen Suomessa
ilmenevan alatyypin voivan aiheuttaa merkittavia ripulioireita vasikoille. Kuitenkin myos tassa
tutkimuksessa yleisimmaksi nousseen alatyypin 11aA15G2R1 runsas levidminen on
huomioitava mahdollisena tekijanad lisdantyneeseen epidemiariskiin niin vasikoilla kuin
ihmisilla, ja alatyypin mahdollisia virulenssitekijoitd olisi hyva tulevaisuudessa tutkia
enemman. Eri epidemioita aiheuttavien C. parvum ja C. hominis -populaatioiden geneettisia
eroja ja mahdollisia geenien rekombinaatioita on tutkittu jonkin verran, mutta tutkimuksissa ei
ole kaytetty gp60-geeniin perustuvaa alatyypitystd, joten virulenssitekijoiden eroja ei voida
verrata tdman tutkimuksen tuloksiin (Feng ym. 2014; Drumo ym. 2012). Taman tutkimuksen
tuloksilla ei pystyté osoittamaan selkeité tartuntareitteja tai C. parvum-alatyyppien zoonoottista
tarttumista vasikoista ihmiseen. Jatkotutkimuksissa tarvittaisiin suurempi ndytemaara ihmisilla
todetuista kryptosporidioosi-infektioista ja mahdollisesti haastatteluihin perustuva tiedonkeruu
tartuntareittien selvittamiseksi. Vasikoiden alatyyppien esiintyvyys ei vaikuta toistaiseksi
infektoituneiden vasikoiden hoitoon tai ripulitautien ehkéisyyn, mutta antaa tarkeaa tietoa eri

alatyyppien esiintyvyydesta ja leviamisestd my6hempid tutkimuksia varten.
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6.1.3 Alatyypit maailmalla

Maailmalla nautakarjan C. parvum -alatyyppien esiintyvyys vaihtelee (Robertson ym. 2014;
Imre & Darabus 2011). Euroopassa ehdottomasti yleisin alatyyppiperhe on lla, toiseksi yleisin
on Ild, mitkéd ovat yhtendiset tassé tutkimuksessa saatujen tuloksien kanssa (Nichols ym. 2014).
Alatyyppiperheille Ila ja 1ld on ominaista, ettd ne 10ytyvat seké karjasta ettd ihmisista, miké
viittaa zoonoottiseen leviamiseen. Verrattuna uudemmista julkaisuista (vuosilta 2007—-2013)
tehtyyn yhteenvetoon tdman tutkimuksen mukaan Suomessa talla hetkell& vasikoiden yleisin
alatyyppi 11aA15G2R1 on yleinen myds Iranissa (22/25), Italiassa (34/62), Romaniassa (8/13),
Espanjassa (26/27) ja Tsekeissa (48/131) (Robertson ym. 2014). Etiopiassa Cryptosporidium-
lajien ja alatyyppien esiintyvyytta ihmisilld on tutkittu seka yleisesti vuonna 2010 ettd
HIV/AIDS-potilailla vuonna 2014 (Adamu ym. 2014; Adamu ym. 2010). Yleisin ihmisia
infektoiva laji oli C. parvum (2010: 39/41; 2014: 92/140) ja sen alatyyppi 11aA15G2R1 (2010:
8/13; 2014: 60/82). Alatyyppiperhe Ila oli yleisin 10yd6s, ja sen katsottiin levinneen
zoonoottisesti karjasta aiheuttaen merkittavan infektioriskin.

Vanhemmissa julkaisuissa vuosilta 2000-2010 alatyyppia 11aA15G2R1 loytyi
lisdksi yleisimpéna C. parvum -alatyyppiné Belgiasta (98,4 %), Englannista (68,6 %), Saksasta
(81,1 %), Alankomaista (69,0 %), Portugalista (84,7 %), Sloveniasta (60,0 %) ja Espanjasta
(75,7 %) (Imre & Darabus 2011). Iranissa alatyyppid 1A15G2R1 16ytyi seké nautakarjasta (22)
ettd ripulioireisilta lapsilta (6), mutta tartuntareitti karjasta ihmisiin ei muiden tulosten
perusteella ole kuitenkaan yleistd (Nazemalhosseisi-Mojarad ym. 2011). Brasiliasta on
I6ydetty ainoastaan alatyyppié 11aA15G2R1, mutta ndytemadré on ollut pieni (7).

Alatyyppi 1IA17G1R1 esiintyy yleisena Englannissa ja Walesissa (10/13).
Vuoden 2003-2010 julkaisujen mukaan alatyyppi 11aA17G1R1 I6ytyi nautakarjalla yleisena
lisdksi Unkarissa (14,2 %) ja Alankomaissa (10,9 %), sekd muutamia tapauksia todettiin
Pohjois-Irlannista ja Sloveniasta (Imre & Darabus 2011). Ruotsissa puolestaan yleisimmaét
alatyypit ovat 11aA16G1R1 (58/171) ja 1laA17G1R1c (17/171), seka 1ldA20G1le (14/171)
(Silverlas ym. 2013). Ruotsissa alatyyppid 11aA15G2R1 loytyi vasikoilta huomattavasti
vahemman kuin Suomesta (4/171), samoin alatyyppida 11A17G1R1 (6/171). Kuwaitissa C.
parvum -alatyypit HA15G2R1 ja IldA20G1 olivat yleisimmét ripulitautia sairastuneilla lapsilla



48

(Sulaiman ym. 2005). Perussa on tutkittu pienten lasten Cryptosporidium-Ilajien ja alatyyppien

esiintyvyyttd (Cama ym. 2008), jolloin ainoa ldytynyt C. parvum -lajin alatyyppiperhe oli llc.

6.2 Fassisi BoDia -pikatesti

Kirjallisuuden mukaan nuorilla vasikoilla ripulin aiheuttaa usein sekainfektio, jossa yleisimmat
patogeenit ovat C. parvum ja rotavirus, harvemmin C. parvum ja koronavirus, joskus
sekainfektiossa on useita enteropatogeeneja (Scott ym. 2004). Vasikan iall& on huomattava
merKkitys infektion aiheuttajaan, alle kahden vuorokauden ikaisilla vasikoilla tyypillisin ripulin
aiheuttaja on ETEC (enterotoksinen Escherichia coli), kun taas noin kymmenen vuorokauden
ikaisill& vasikoilla yleisin aiheuttaja on rotavirus ja/tai C. parvum (Scott ym. 2004). Fassisi Bo
Dia -pikatesti 16ysi seké sekainfektiot ettd C. parvum -lajin aiheuttamat yksittdiset infektiot.
Tutkituissa naytteissa tyypillisin sekainfektio oli rotaviruksen ja C. parvum -alkuelion
aiheuttama. Fimbriaa ja sen antigeenia ilmentavdd F5 E. coli (K99) -kantaa ei ollut
kaytettavissa tutkimuksissa, joten E. colin (ETEC) osuutta sekainfektioissa ei voitu todeta.
Pikatestin tuloksissa oli C. parvum -antigeenin osalla viisi vaaraa positiivista tulosta.
Tuloksista nelja oli hyvin haaleita viivoja, joiden tulkinta oli epaselvéa, yksi tulos oli selvé
viiva, vaikka ndytteesta ei ollut 16ydetty Cryptosporidium-lajia. Yhdessa vaaran positiivisen
tuloksen saaneessa néytteessa oli Cryptosporidium bovis. Toisaalta kahdelle muulle C. bovis -
lajille positiiviseksi todetulle naytteelle pikatesti antoi oikean negatiivisen tuloksen.
Ristireaktion mahdollisuus eri Cryptosporidium-lajien vélilld on siis olemassa, mutta
nayteotanta oli niin pieni (3 kappaletta C. bovis -lajille positiiviseksi todettua naytettd) ettei
johtopéaatoksia testin toimivuudesta lajien erottamisessa voida tehdd. Fassisi BoDia -
pikatestilla saatiin myds kolme vaaréé negatiivista tulosta. Kaikista kolmesta néytteestd oli
madritetty C. parvum -laji sekd mikroskopoimalla ettd PCR-RFLP -menetelmalld. Kaksi
tuloksista olivat erittdin himmeitd “haamu”viivoja, yksi tulos oli selkedsti negatiivinen.
Kontrolliviivat ilmestyivat jokaiseen testiin kaikkien ndytteiden kohdalla. Testi todettiin
menetelmansé puolesta toimivaksi ja tulokset sen osalta luotettaviksi, jotta niita voitiin arvioida

tasséa tutkimuksessa.
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Fassisi BoDia -pikatestin suurin ongelma oli erittdin haaleiden viivojen ilmestyminen
testikasetin ikkunaan inkubaatioajan lopussa (Kuva 12). Tulosviivojen tulkinta oli vaikeaa ja
riippui valaistuksesta seka tulkitsijasta. Kysyttdessa muiden laboratoriossa tydskennelleiden
tyontekijoiden mielipiteitd, tulosten tulkinnat olivat keskendén eridvid. Samoin kavi valaistusta
vaihtamalla. Haamuviivat olivat liséksi seka vaarid positiivisia ettd vaarid negatiivisia, joten
yhtendista linjaa tulkintoihin ei voitu tehda. Tallaisia vaikeasti tulkittavia haamuviivoja oli C.
parvum -tulosten osalta yhteensé neljd, liséksi ilmeni kaksi heikkoa positiivista, joissa viiva oli
luettavissa, mutta se oli haaleampi kuin muilla positiivisilla tuloksilla. Haamuviivojen ja
heikosti positiivisten viivojen maara oli 9 % tuloksista, mika oli kohtalaisen paljon verraten
pikatestin tarkoitukseen toimia diagnostisena menetelmana eldinlaakéreiden ja karjatilojen

tyontekijoiden kéytdssd myos navettaolosuhteissa.

b © 9
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Kuva 12. Fassisi BoDia -pikatestin testiviivojen eroavaisuus inkubaatioajan lopussa.
Rotaviruksen (ROTA) ja Koronaviruksen (CORO) kohdalla on havaittavissa haalea
haamuviiva tulosviivan kohdalla (T), C. parvum (CRYP) kohdalla on puolestaan selke&
positiivinen testiviiva.
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Kaiken kaikkiaan Fassisi BoDia -pikatestin toiminta oli riittdvédn hyva, ettd testia voisi
suositella nautakarjatiloilla kayvien eldinlaakéareiden ja karjatilojen tyontekijoiden kayttoon
vasikkaripulidiagnostiikassa. Herkkyys (sensitiivisyys) 91,7 % ja tarkkuus (spesifisyys) 83,9
% eivat kuitenkaan yltaneet valmistajan maarittamiin tuloksiin (herkkyys 99,99 % ja tarkkuus
95,85 %) (Fassisi BoDia 2017). Testi oli kuitenkin helppo tehdéd ja ndytemateriaalia riitti
pienikin maara. Pikatestin kayttajia pitéisi ohjeistaa selkealla toimintamallilla, mikéli testin
tulkinnassa on epaselvyyttd. Kaikki positiiviset tapaukset tulisi varmistaa asianmukaisesti
naytteitd tutkivassa laboratoriossa, samoin tulisi tehd& negatiivisten naytteiden kohdalla, mikali
epéily kryptosporidioosista on olemassa. Pikatestin tulos antaisi kuitenkin suuntaa oikeassa
diagnostiikassa ja auttaisi oikean hoidon ja laékityksen valinnassa. Tassé tutkimuksessa kaikKi
pikatestin antamat epéselvat tulokset (haamuviivat) tulkittiin vaariksi, huolimatta olivatko ne
vaaria positiivisia vai vadria negatiivisia. Mikali tulosten tulkinta olisi tehty I0ysemmill&
kriteereilld, ja suhteutettu epéselvat tulokset ennalta tiedettyihin I6ydoksiin, olisi Fassisi BoDia
-pikatestissa paasty tassakin tutkimuksessa paasty herkkyydessa yli 97 %:n ja tarkkuudessa yli
90 %:n tulokseen. Tutkimuksessa haluttiin kuitenkin antaa mahdollisimman realistinen ja

kaytannon tulkintaongelmiin suhteutettu tulos.

7 POHDINTAA

Kryptosporidioosi on maééritelty zoonoosikeskuksen ohjausryhmdan ja strategiatyoryhmén
(2013) mukaan tyoperdiseksi zoonoositartunnaksi, jolle altistuvia riskirynmia ovat muun
muassa maatiloilla tydskentelevat, karjanhoitajat, teurastamotyontekijat ja eldinlaakérit
(Suomen  zoonoosistrategia 2013-2017). Lisaksi  Cryptosporidium-lajit —aiheuttavat
elintarvikkeiden ja talousveden vélitykselld levidvid zoonooseja. Elintarvikevélitteisten
tartuntatautien torjuntaan on vyleisia keinoja, kuten tautisuojaus ja hygieniakaytannot
maatilalla, mutta tydryhmamuistion mukaan paavastuu zoonoosien torjunnassa on kuitenkin
elinkeinon  toimijoilla. Tam& edellyttdd kehittyvad analytiikkaa zoonoottisten

taudinaiheuttajien toteamiseksi ja torjuntakeinojen aloittamiseksi.

Kryptosporidioositapausten lisdé&ntyminen on lisdnnyt tietoisuutta myos

nautaeldinten kanssa tydskentelevien parissa. Viime aikoina on todettu muutamia vakavia C.
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parvum -alkuelién aiheuttamia tautitapauksia, joissa tartunnan l&hde on ollut ripuliin
sairastunut vasikka (Tirkkonen 2018). Ruotsissa on dokumentoitu eldinlaakariopiskelijoiden
sairastuneen kryptosporidioosiin nautakarjatiloilla vierailun jalkeen, ja yhteys vasikoiden ja
sairastuneiden opiskelijoiden C. parvum -alatyyppien valilld on osoitettu tutkimuksissa
(Kinross ym. 2015).

Véeston sairastuminen zoonooseihin aiheuttaa suoria ja valillisia kustannuksia,
joita aiheutuu sairastuneiden toimintakyvyn heikkenemisestd, sairauspoissaoloista, tartuntojen
ehkaisysta ja hoidosta (Suomen zoonoosistrategia 2013-2017). Suomessa ei ole tehty kattavaa
terveystaloudellista kustannusarviointia zoonoosien osalta. Kryptosporidioosi on edelleen
merkittdva kroonisen ripulitaudin ja kuolleisuuden aiheuttaja HIV/AIDS-potilailla ja muilla
immuunipuutospotilailla, sekd vakavien ripulitautien aiheuttaja muilla immuunipuutteisilla
potilailla ja pienilld lapsilla (Adamu ym. 2014; Shikani & Weiss 2014). Liséksi
Cryptosporidium voi aiheuttaa immuunipuutteisilla ja perussairailla potilailla vakavia
yleisinfektioita ja  elinvaurioita  levitessadn  suoliston  ulkopuolelle,  pidentéen
sairaalahoitojaksoja merkittavasti ja lisaten sairastuneiden kuolleisuutta (Hunter & Nichols
2002). Tartuntojen vélttdminen on etenkin ndiden potilasryhmien kohdalla erittain tarkeaa.
Koska merkittdva osa kotimaisista kryptosporidioositartunnoista on arvioitu olevan peraisin
nautakarjasta, nautojen infektioiden diagnostiikan parantamisella on merkittdva vaikutus
ihmisten zoonoottisten tartuntojen torjuntaan (Coccia & Putignani 2014; Autio ym. 2012).
Lisaksi vesivalitteiset epidemiat ovat uhka my®ds Suomessa, jolloin Cryptosporidium-lajeja
epailtdessd tarkan ja nopean diagnostiikan merkitys on suuri ja yhteistyd eri
asiantuntijatahojatahojen kanssa tarkedd (Rimhanen-Finne 2013; Adamu ym. 2014).
Tulevaisuudessa tulisi parantaa mahdollisesti zoonoottisten Cryptosporidium -16yddsten laji-
ja alatyyppiméaritysten analytiikkaa, jolloin tartuntaldhde voitaisiin osoittaa paremmin.
Ihmisten kryptosporidioositapauksissa lajiméaaritysta ei useinkaan tehda, eika alatyypitykseen
laheteta isolaatteja kuin satunnaisesti. Vaikka tutkimuksessa selvitettyjen ihmisten
kryptosporidioositapausten tartuntal&hde on voitu Eviran tilastojen mukaan yhdistaé C. parvum
-alatyypityksen perusteella nautakarjatiloihin, naytteiden diagnostiikka on pysynyt vahaisena.
Terveydenhoidon piirissa tulisi kdyda keskustelua naytteiden kerddmisen ja diagnostiikan
jarjestamisesta epidemiatilanteissa tai sellaista epéiltdessd. Mahdollisissa epidemiatilanteissa
tartuntaldhteen selvittamiseksi tulisi olla ohjeistus ndytteiden analysointiin ja jatkotutkimuksiin
lahettdmisestd. Yhteistyon kehittdminen niin potilaita hoitavan tahon, diagnostiikkaa tekevien

yksikkdjen kuin elintarviketurvallisuusvirastonkin kanssa olisi ensisijaista. Tartuntaldhteiden
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selvitys etenkin vesivélitteisissd epidemioissa olisi térkeda tilanteen hoitamisessa ja
ennaltaehkaisyssa. Thmisilla kryptosporidioosi on edelleen alidiagnosoitu tauti ja infektion
aiheuttava laji ja4 yleensd madrittdmattd (Zoonoosikeskuksen ohjausryhmé ja
strategiatyoryhma 2013-2017; Autio ym. 2012). Tietoisuuden lisddminen, diagnostiikan
kehittdminen ja alatyyppien madrittdminen voisivat parantaa tutkimuksiin ohjattavien

potilaiden hoitoa ja véhentaa tartuntaléhteita ymparistosta.

Tuotantoeléinten kryptosporidioosien aiheuttamat kustannukset ovat merkittavat
(Uzal ym. 2016). Kustannukset muodostuvat eldinten kuolleisuudesta ja sairastuvuudesta, seké
sairauden hoidon ja ehkdisyn kustannuksista (Thrusfield 2005). Kustannuksia voidaan jaotella
tuotannon seka laadullisena ettd méarallisend heikkenemisend, tuotantotehokkuuden laskuna
seka tuotantoeldinten menetyksena. Lisdksi eldinten sairastumisella on seka vélittémia etta
pitkdaikaisia kustannuksia laékityksen, hoidon, eldintilojen puhdistuksen seké infektioiden
leviamisen ehkadisyn vuoksi. Maailmalla C. parvum -alkuelion aiheuttaman ripulitaudin
kuolleisuus voi nousta jopa yli 50 % etenkin sekainfektiossa (Peek ym. 2018). Vasikkaripuli
on Kestavé karjatalous -hankkeen vasikkatutkimuksien (2014) mukaan vasikoiden yleisin
sairaus, ja nain ollen suurin karjan hoitoon kuluvaa tyfaikaa ja kustannuksia lisadva tekija.
Nopea diagnostiikka auttaa oikean hoitomuodon, eristystoimenpiteiden seka tilojen
puhdistuksen toteutuksen valinnassa. Pikatestiin perustuva diagnostiikka voi tuoda nopeutta
jatkotoimenpiteiden toteutukseen, mutta menetelm&ssd on omat haasteensa. Alatyypitysten
lisddminen voi auttaa epidemioiden ja tartuntareittien selvittelyssd. Tulevaisuudessa olisi
tarpeellista tutkia alatyyppien yhteytta eri C. parvum-populaatioiden taudinaiheuttamiskykyyn
ja leviamiseen. Alatyypitysten perusteella olisi siten mahdollisuus kiinnittd4 huomiota vaikeita

tautimuotoa aiheuttavien isolaattien levidmisen ehkéisyyn.

Diagnostiikan lisaksi nautakarjataloudessa tulisi kiinnittaa erityisesti huomiota
ripulitautien ennaltaehkaisyyn. Vasikkaripulin ehkdisemisella vasikoiden oloja parantamalla,
stressid vahentdamalla seka ravinnon ja kuivituksen tarkistamisella on todettu merkittavia
vaikutuksia vasikkaripulitautien esiintyvyyteen ja vasikkakuolleisuuteen (Koikkalainen ym.
2015; Huuskonen ym. 2014). Vaikka vasikoiden stressill4 on todettu yhteys sairastuvuuteen,
vasikat erotetaan emaéastddn Suomessa ladhes heti syntymén jélkeen ja sijoitetaan
ryhmakarsinoihin (Huuskonen ym. 2014). Erotuksesta aiheutuvan stressin valttamiseksi,
ternimaidon riittdvan saannin turvaamiseksi ja luonnollisen ravinnonsaannin parantamiseksi

onkin ehdotettu vaihtoehdoksi myos lypsykarjatilojen vasikoiden pitdmistd emolehmén kanssa
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vierihoidossa noin kahden kuukauden ik&an asti (Wallenius 2014; Lappalainen 2012).

Valitettavasti kdytannon esteeksi muodostuvat tassakin kohonneet kustannukset.
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