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Leptospiroosi on zoonoottinen tauti, jonka aiheuttaa leptospira-bakteeri. Tautia esiintyy Suomessa
vain vahan, mutta sen esiintyvyys voi kasvaa ajan myota, kun hevoset ja inmiset likkuvat enemman
ympari maailmaa. Opinnaytetydssa kaydaan lapi leptospiroosi taudin diagnostisia menetelmia, tau-
tia, oireita, levinneisyytta, leviamistapaa seka hoitoa hevosilla. Opinnaytetydssa kaydaan lapi myos
bakteerin rakennetta ja sukua.

Kuvailevan kirjallisuuskatsauksen tavoitteena oli laatia tutkimus, jonka avulla tietoa leptospiroosi
taudin diagnostisista menetelmista hevosilla 10ytyisi suomeksi seka tietojen saatavuus helpottuisi
tutkimuksessa kaytettyjen lahteiden kautta. Tutkimusta varten suoritettiin tietokantahaku, jonka jul-
kaisujen aikavali rajattiin vuosiin 2017-2022. Sisaanottokriteereitd kayttden 17 kansainvalista tut-
kimusta ja artikkelia, seka 1 pro gradu valittiin mukaan tutkimukseen.

Tutkimuksessa selvisi, etta kaytetyin diagnostinen menetelma oli MAT eli mikroskooppinen agglu-
tinaatiotesti. Mikroskooppista agglutinaatiotestia kuvattiin leptospiroosi taudin kultaiseksi standar-
ditestiksi, mutta myds PCR oli hyvin suosittu menetelma. MAT:ssa positiivisissa tuloksissa oli hy-
vaksytty eri tittereita, mutta suurimmassa osassa aineistoista 1:100 laimennos, missa agglutinaa-
tioreaktio tapahtui, oli matalimpana rajana positiiviselle tulokselle. Naytemateriaaleista kaytetyin oli
seerumi.

Taudin yleistyessa tulevaisuudessa olisi hyva kartoittaa, mitk& diagnostiset menetelmat olisivat
parhaita kayttaa Suomessa, ja mita tutkimusmenetelmia on mahdollisesti tulossa. Taudin leviami-
sen takia myos kartoitus yleisimmista serovareista, jotka aiheuttavat taudin hevosille Suomessa
olisi hyadyllinen, koska siita ei ole ajankohtaista tietoa.
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Leptospirosis is zoonotic disease, which is caused by leptospira-bacteria. Leptospirosis is rare
disease in Finland, but amount of leptospirosis cases can grow, when human and horses travel
across the world. This thesis address diagnostic methods of leptospirosis, leptospirosis disease,
symptoms, appearance, way of transmitting and treatment in horses. This thesis covers leptospira-
bacteria's structure and genus.

Goal of this literature review was to compose a study, which can help to find information about
diagnostic methods of leptospirosis in horses in Finnish language and that more information would
be easier to find through the articles and studies. To this review was accepted 17 international
research and review articles and one Finnish master’s thesis. These researches, review articles
and master’s thesis were published during 2017-2022 to increase the reliability.

The most used diagnostic method was microscopic agglutination test. MAT was described to be
the golden standard test. Other used method was PCR. In microscopic agglutination test, different
titers for positive result were accepted. Most of the studies dilution of 1:100, where agglutination
happened was the lowest limit for the positive result. Serum was the most used sample in the
studies.

In the future the disease might spread easier in Finland. It would be good to do a study to find out
what diagnostic methods would be the best to use in Finland and what methods can be expected
to come. It would be necessary to understand and examine the most common serotypes, which
cause the disease to horses in Finland. There is not enough current knowledge about them,
because of the rareness of appearance in Finland.

Keywords: leptospirosis, leptospira, horse, diagnostics, zoonosis
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1 JOHDANTO

Leptospiroosi on zoonoottinen infektiotauti nisakkailld, minka aiheuttaa leptospira-bakteeri.
Zoonoottisuus tarkoittaa, ettd bakteeri voi siirtya elaimesta ihmiseen, ja toisinpain (Ruokavirasto
2022 c). Leptospiroosi tautia ei esiinny Suomessa paljoa, mutta muualla maailmassa se on ylei-
sempi tauti. Bakteerin lasndoloa voidaan etsia ja varmistaa diagnostisin menetelmin. Hevosten tar-
tuntatapauksissa leptospira-bakteereita on etsitty PCR-tutkimuksella, mikroskooppisella aggluti-
naatiotestilla, ELISA:lla, bakteerin osoituksella veresta tai kudoksista, virtsa-, veri- tai kudosnayte-
vilielylla ja naytteen mikroskopoinnilla tai immunohistokemiallisilla menetelmilla kuten fluoresens-

sivarjayksella. (Salonen 2018; Ruokavirasto 2022 a.)

Kuvailevassa kirjallisuuskatsauksessa kaydaan lapi leptospiroosi tautia, taudin oireita, taudin levia-
mista, ehkaisya seka hoitoa, keskittyen diagnostisiin menetelmiin. Leptospira-bakteeri ja sen ai-
heuttama tauti on harvinainen Suomessa, joten se on suhteellisen tuntematon. Maaréllisesti he-
vosten liikkkuminen Euroopassa seka maailmalla kasvaa jatkuvasti, jolloin tartunnan saamisen to-

dennakoisyys kasvaa. Sen takia on tarkeaa kartoittaa, miten leptospiroosia voidaan diagnosoida.



2 LEPTOSPIROOSI

Leptospiroosi on kuumetauti, jonka aiheuttaa leptospira-bakteerisuku. Kaikki leptospira-lajit eivat
aiheuta leptospiroosi tautia, vaikka serovareja on useampia. Serovari on synonyymi serotyypille,
millé tarkoitetaan bakteerien tai virusten alalajeja, jotka voidaan maarittaa vasta-aineiden avulla
(Terveyskirjasto 2016 a). Leptospiroosi taudilla on zoonoottinen luonne eli se voi tarttua eldimesta
ihmiseen. Leptospiroosi on tauti, jota ilmenee eri nisakaslajeilla, muun muassa naudoilla, hevosilla,
sioilla sekd kairilla. Eri eldinlajien leptospiroositartunnoissa on havaittu kyseiselle eldinlajille tyypil-

lisia serovareja. (Ruokavirasto 2022 a; Ruokavirasto 2022 b.)

2.1 Zoonoosi

Zoonoosi maaritellaan tartuntataudiksi, jonka aiheuttaja kykenee siitymaan ihmisesta elaimeen
seka elaimesta ihmiseen. Zoonoottisen tartuntataudin aiheuttaja voi olla bakteeri, virus, alkuelain,
loinen tai prioni. Inmisen on mahdollista saada tartunta joko suoraan tai valillisesti elaimesta. Valil-
lisella tartuntatavalla tarkoitetaan, etta tartunta tapahtuu jonkin toisen materian valityksella, esimer-
kiksi veden, hyonteisten tai elintarvikkeiden kautta. Zoonoottisten tartuntatautien kirjo on laaja,
joten tartunta vaihtelee lievan ja hengenvaarallisen valilla. Zoonooseja valvotaan seka kansalli-
sesti, etta kansainvalisesti, ja niiden esiintymisista tehdaan selvitykset, jotka nakyvat Euroopan
Elintarviketurvallisuus viranomaisten (EFSA) seka Euroopan tautien ehkaisyn ja valvonnan kes-
kuksen (ECDC) yhteenvetoraportista. Molemmat viranomaiset tekevat ty6ta Euroopan Unionin alu-
eella, ja ne keskittyvat zoonoosien torjuntaan seka zoonoosien ja niiden taudinaiheuttajien seuran-
taan. Terveyden ja hyvinvoinnin laitos (THL) keskittyy zoonoosien seurantaan ihmisissé ja Ruoka-

virasto elintarvikkeissa, eldimissa seka eldinten rehuissa. (Ruokavirasto 2022 c.)

2.2 Levinneisyys

Leptospiroosi tauti on maailmanlaajuinen, vaikka sité ilmenee eniten trooppisilla ja subtrooppisilla
alueilla eli lampimiss& maissa, joissa on kosteat olosuhteet. Suomen lahialueilla tautia esiintyy
muun muassa Baltiassa ja Luoteis-Venajalla. (Verma ym. 2013; Ruokavirasto 2022 a.) Suomessa
tauti on varmistettu ainakin kahdella ihmisella, joissa molemmissa tapauksissa tartunta oli saatu
ulkomailta (Salonen 2018).



2.3 Oireet

Leptospiroosi taudin oireet vaihtelevat runsaasti. Leptospiroosi taudin oireita hevosilla ovat kuume,
hemoglobiinivirtsaisuus, keskenmenot, akillinen maidontuotannonlasku, munuais- ja maksatuleh-
dukset seka hedelmattdmyys. Oireita ovat myds voimattomuus, painonputoaminen, sidekalvon pu-
noitus, silmien ja ihon keltaisuus, anemia, limakalvon verenpurkaumat, apaattisuus, munuaisten
vajaatoiminta erityisesti varsoilla, istukkatulehdus seka varsan syntyminen kuolleena (Verma ym.
2013). Oireiden moninaisuudesta johtuu, etta taudin vakavuus vaihtelee. Tauti voi olla lahes oiree-
ton, mutta se voi olla my6s yleisinfektio, joka johtaa kuolemaan. Leptospiroosi-infektiot ovat useim-
miten elaimillé subkliinisid. Subkliinisella tarkoitetaan piilevaoireista (Terveyskirjasto 2016 b). Jos
elain sairastaa leptospiroosi tautia kroonisesti, se voi pysya taudin kantajana ja oireettomana erit-
tajana kuolemaansa asti. Hevosilla krooninen leptospiroosi-infektio voi aiheuttaa silmaan jalkitau-
tina uusiutuvan uveiitin eli ERU:n (equine recurrent uveitis). (Ruokavirasto 2022 a.) Uveiitti on sil-
masairaus, jossa kovakalvon ja verkkokalvon valinen kerros uvea on tulehtunut (Askel Terveyteen
2021).

24 Leviamistapa

Leptospira-bakteeri tarttuu herkasti. Sen yleisin reitti elimistoon on limakalvojen kautta, esimerkiksi
suun tai hengitysilman valityksella. Leptospira-bakteeri leviaa yleensa eritteiden, esimerkiksi virt-
san tai eritteilla saastuneen materian, kuten veden valityksella. Leptospira-bakteeri voi sailya paivia
tai vikkoja maassa, vedessa tai jatteissa, mutta se ei kykene monistumaan niissa (Begon ym.
2018). Se tekee virtsasta eritteen, joka on tehokas bakteerin levittaja. Hevonen voi myds jaada
taudin oireettomaksi kantajaksi, jolloin se voi levittaa bakteeria ja tautia. (Ruokavirasto 2022 a.)
Vaikka se tarttuu herkasti, sen tartuntariskia ei pideta suurena. Riskin takia kuitenkin suositellaan
kaytettavaksi suojavarusteita, esimerkiksi abortoituneita sikioita tai sairastuneita hevosia kasitel-
lessa. (Salonen 2018.)

2.5 Hoito

Leptospiroosi taudin hoidossa kaytetaan antibiootteja, kuten penisilliinia, streptomysiinia seka tet-
rasykliinia, joista penisilliini seka streptomysiini ovat suosituimmat vaihtoehdot (Verma ym. 2013).

Carter ym. (2019) tutkimuksessa todettiin Pohjois-Amerikassa olevan yksi rokote, jota voidaan



kayttaa leptospiroosi tautia vastaan hevosilla. Vuonna 2022 seké Yhdysvalloissa etté Brasiliassa
oli yksi rokote, mik& oli hyvaksytty kayttéon hevosten leptospiroosi tautia vastaan. Silloin kaytdssa
olleissa rokotteissa kaytettiin inaktivoitua bakteeria, jossa oli alueen yleisimpien serovarien baktee-
riyhdistelma. Hevosten rokotukset eivat ole olleet yleisessa kaytossa, koska rokotteet ovat kehitetty
tietylle leptospira-bakteerin serovareille, jolloin rokotteen toimivuuden varmistamiseksi pitisi tietaa

mita bakteerin serovaria vastaan rokote annetaan. (Di Azevedo & Lilenbaum 2022.)
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3 LEPTOSPIRA-BAKTEERI

3.1 Leptospira-bakteerin rakenne

Leptospira on spirokeetta bakteeri, jonka solun ulkorakenne muistuttaa gram-negatiivista baktee-
ria. Viljelyliuoksessa se on ohut, kiemura seka vikkela likkeistaan (Terpstra, WHO & ILS 2003, 15).
Leptospiran mikroskooppitarkastelussa voidaan huomata, etta solun ymparilla on rakeinen rakenne
(Ackermann ym. 2021). Solun ulkopinnassa on lipopolysakkaridikerros, ja sen alla on solun kapseli.
Niilld on iso vaikutus bakteerin patogeneettisyyteen infektion aikana. Ulkoisen solukalvon eli kap-
selin alla on peptidoglykaanikerros eli solusein, ja sen jalkeen sisainen kalvo eli solukalvo. Solu-
kalvon ja soluseinan valissa on tila, jossa sijaitsee solun flagella eli siima. Flagella on solun moot-
tori, jonka avulla solu liikkuu seké tunkeutuu isantasoluun. Leptospira-bakteerilla on yksi flagella
kummassakin solun paassa. Solun paissa on myds koukkumainen muoto, joka muodostuu flagel-
lan ansiosta. Flagella ei kuitenkaan vaikuta solun spiraaliseen muotoon. Mita vahemman siimoja
bakteereilla on, sita huonommin ne pystyvat liikkumaan. Tasta huolimatta /eptospira-bakteerilla on
erittain hyva kyky liikkua. Bakteerien liikkuvuuteen vaikuttaa myos signaalien siirtyminen. Tama on
osa kemotaksia, joka tarkoittaa solujen kaavamaista ja suunnattua likkumiskayttaytymista. Kemo-
taksiassa kemiallinen aine voi toimia seka karkottavana ettd houkutin arsykkeena, joka aiheuttaa
likkumisen (Solunetti 2006). Marion-Poll & Wicherin (2018) mukaan bakteerin kemoreseptorit ovat
proteiineja tai proteiinikomplekseja, joiden tehtavana on vastaanottaa ympariston signaali, ja muut-
taa se solun ymmarrettavaksi viestiksi. Kun viestia muutetaan solun ymmartamaan muotoon, kayn-
nistyy solunsisainen signaalien sarja, jossa ympariston tietoa valittyy soluun (Marion-Poll & Wicher
2018). Leptospira-bakteerissa kemoreseptoreilla on luonteenomainen jarjestys, jossa ne ojentuvat
sisaiselta kalvolta ulospain. Bakteerin solulimassa on pyoreitd soluplasma kappaleita, joiden tiheys
voi olla korkea tai matala. Kappaleiden rooli solussa on epaselva, mutta on mahdollista, etta niiden
tarkoituksena on varastoida ravintoaineita. Sytoplasma ja pyoreat soluplasma kappaleet ovat tois-
tensa vieressa ilman ylimaaraista kalvoa. Bakteerin DNA:ta on levittaytynyt ympéri solua. Solussa
on myos alueita, joissa ei ole ribosomeja, seka sen sisalla on kuitumaisia rakenteita, jotka ovat
nippuuntuneet. Kuitumaiset rakenteet tayttavat solua, mutta niita ei I0ydy solun paista. Nama nip-
puuntuneet rakenteet siséltavat solun DNA:ta. (Haake ym. 2012.)
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KUVA 1. Leptospira-bakteeri (Virkkunen 2023).

3.2 Leptospira-bakteerin suku

Leptospira-bakteerien sukuun kuuluu 20 bakteerilajia, joista 9 on patogeenisia. Hevosilla leptospi-
roosi tautia aiheuttaa L. interrogans, L. borgpetersenii ja L. kirschneri bakteerit. Ne ovat maailman-
laajuisesti yleisimpia patogeenisia serotyyppeja. Bakteerit kehittyvat evoluution mukana, minka ta-
kia ne muuttuvat jatkuvasti. Talla hetkella leptospira-bakteerin suku pystytaan jakamaan kolmeen
eri linjaan riippuen niiden patogeneettisyydesta eli kyvysté aiheuttaa tautia. Nama kolme linjaa ovat
saprofyyttinen, intermediaarinen eli valimuotoinen, seka patogeeninen. Saprofyyttisella bakteerilla
ei ole patogeneettisyytta eli se ei aiheuta tautia. Valimuotoisessa linjassa patogeneettisyys on epa-
selva, eli bakteeri voi aiheuttaa tai olla aiheuttamatta tautia. Patogeeninen bakteeri taas aiheuttaa
tautia. (Apun ym. 2017; Salonen 2018.) Lipopolysakkaridikerros on erilainen saprofyyttisen ja pa-
togeenisen solun pinnassa, joka vaikuttaa bakteerin taudinaiheuttamiskykyyn. (Haake ym. 2013).
Patogeenista leptospira-bakteeria kantaa usein jyrsijat, kun taas saprofyyttisen linjan bakteeria |0y-

tyy usein maaperasta seka vedesta (Amran ym. 2013).
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4 DIAGNOSTISET MENETELMAT

Leptospiroosi tautia voidaan diagnosoida muutamilla eri menetelmilla. Bakteeri voidaan osoittaa
maarittdmalla sen vasta-aineen pitoisuus. Yleisimmat tavat maarittdéd seerumin vasta-ainepitoi-
suus, on joko mikroskooppisella agglutinaatiotestilla eli MAT:II4, tai ELISA:lla. Bakteeria voidaan
my0s osoittaa veresta tai kudoksista, PCR-tutkimuksella, vilielemalla virtsa-, veri- tai kudosnayte ja
mikroskopoida se tai kayttaa immunohistokemiallisia menetelmid, kuten immunofluoresenssivar-

jaysta. (Salonen 2018.)

41 Polymeraasiketjureaktio - Polymerase chain reaction

Bakteereilla on tunnusomaisia DNA-jaksoja (Airas 2013, 58). PCR eli polymeraasiketjureaktio-me-
netelmalla leptospira-bakteeri voidaan osoittaa havaitsemalla bakteerin DNA (Terpstra ym. 2003,
85). PCR-menetelmassa on kyse DNA:n monistumisesta synteettisesti. Siind DNA-polymeraasi
syntetisoi uutta DNA-jaksoa templaatista komplementaarisesti eli emaspari-saannon mukaisesti.
Emaésparisaannén mukaisesti nukleotidit C, G, T ja A liittyvat tiettyihin nukleotideihin eli ne kulkevat
pareittain. Nukleotideistda C — G ja T — A ovat pareja toisilleen. Templaatilla tarkoitetaan DNA:n
kohtaa, joka sisaltaa halutun kohdesekvenssin, jota monistetaan. DNA:n monistuminen tapahtuu
ymparistossa, joka on spesifisesti puskuroitu, tarkasti saadeltyja toimintoja hyddyntaen. (Hyvari-
nen, Mattila & Toivonen 2019, 5.)

PCR reaktiossa on kolme vaihetta, joita toistetaan mita enemman DNA-kopioita halutaan. Jokai-
sessa syklissa DNA-kopioiden lukumaara kasvaa eksponentiaalisesti. PCR-reaktion vaiheita ovat
denaturaatio, alukkeiden kiinnittyminen, ja uuden DNA:n syntetisoiminen. Denaturoituminen on re-
aktion ensimmainen vaihe, jossa reaktiolampdtila nostetaan 94-95 °C, jotta DNA:n juosteiden va-
liset vetysillat katkeavat. Vetysiltojen katketessa DNA:sta tulee yksijuosteista, joka mahdollistaa
alukkeiden kiinnittymisen juosteeseen. Alukkeet eli primerit ovat 20 nukleotidin mittaisia kom-
ponentteja, mitka maaraavat kohdealueen, joka halutaan monistaa. Alukkeiden ominaisuuksiin
kuuluu, etta ne kiinnittyvat vain tiettyihin templaatteihin. Lampdtilaa alennetaan alukkeen mukaan
40-72 celsiusasteeseen, jotta alukkeet kiinnittyvat juosteeseen emasparisdannon mukaisesti. Kun
alukkeet ovat kiinnittyneet, lampatilaa nostetaan, jotta DNA-polymeraasi voi rakentaa uutta DNA-

juostetta liittamalla deoksinukleotideja juosteeseen, jolloin DNA:sta tulee kaksijuosteista. Jos
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DNA:ta halutaan monistaa lisaa, sykli alkaa alusta. Kun reaktio on valmis, reaktioseos jaahdyte-

taan. (Hyvarinen ym. 2019, 5-7.)

PCR-menetelmassa on mahdollista monistaa perintdaines yhdesta solusta, tai jopa kokonainen
templaattimolekyyli eli geeni. (Hyvarinen ym. 2019, 5). Jos PCR-menetelmalla saadaan monistet-
tua havaittavaa DNA:ta spesifisilla alukkeilla, ndytteen voidaan todeta sisaltdvan kyseisen baktee-
rin DNA:ta. (Airas 2013, 26). Bakteeri voidaan tunnistaa myos sekvensoinnin avulla, jolloin baktee-
rin emasjarjestys selvitetdan ja sita verrataan tietokantojen tietoon (Airas 2013, 17, 26; Myllyla
2013, 6).

4.2 Mikroskooppinen agglutinaatiotesti

MAT on lyhenne mikroskooppisesta agglutinaatiotestista (Terpstra ym. 2003, 63). Agglutinaatiore-
aktio on immunokompleksien saostusmenetelma, joka perustuu suoraan havaitsemiseen. Saos-
tusmenetelma voi olla kvalitatiivinen tai kvantitatiivinen. Agglutinaatiossa vasta-aine ja antigeeni
reagoivat keskenaan, jolloin muodostuu sakkaa. Antigeenin ja vasta-aineen liséksi reaktiossa on

mukana mikropartikkeleita tai soluja. (Heikkinen, Moilanen & Virén 2014, 29.)

MAT on yksinkertainen tutkimusmenetelma. Siina tutkittavaa seerumia on laimennettu, jonka jal-
keen siihen sekoitetaan liuosta, jossa on leptospira-bakteerin tiettyja serotyyppeja. Seerumi ja se-
rotyypit sekoitetaan keskenaan, jonka jalkeen ne inkuboidaan (Chirathaworn ym. 2014). Sen jal-
keen niista arvioidaan agglutinaation eli saostumisen maaraa. MAT:a suoritetaan testaamalla eri
seerumilaimennoksia tiettya serotyyppia vastaan, jolloin voidaan maarittaa vasta-aineen maara
seerumissa. Talloin kyse on kvantitatiivisesta tutkimuksesta. Kvalitatiivisessa tutkimuksessa voi-
daan maarittaa mista serotyypista on kyse, testaamalla yhta seeruminaytetta useaa eri serotyyppia
vastaan. Mikroskooppinen agglutinaatiotesti vaatii pariseerumin, eli saman potilaan toisen seeru-
mindytteen, joka on otettu pari vikkoa myéhemmin diagnoosin varmistamiseksi, jolloin vasta-ai-
nepitoisuuden tulisi olla nelinkertainen (Liimatta ym. 2017). Titteri on mittayksikko, jolla tarkoitetaan
korkeinta laimennosta, jolla vasta-aineen pitoisuus ilmoitetaan tutkittavasta seerumista, jossa re-
aktio viela tapahtuu (Tieteen termipankki 2014 a). Agglutinaation maaran arvioimisessa kaytetaan

hyvaksi pimeakenttamikroskopointia. (Terpstra ym. 2003, 63, 65-66.)

14



Pimeakenttamikroskopoinnissa kaytetaan erityista kondensaattoria, joka hairitsee suoraa keskelta
tulevaa valoa, jolloin naytteelle siroaa sivuttainen valo. Leptospira-bakteeria ei voida havaita nor-
maalilla mikroskoopilla, koska niiden rakenne on liian ohut ja ne varjaytyvat huonosti yleisimmilla
varjaysmenetelmilla. Pimeakenttamikroskooppia kaytettaessa leptospira-bakteeri nakyy hopeisena

juosteena tummaa taustaa vasten. (Terpstra ym. 2003, 51.)

Positiivisessa tuloksessa laimennettu seerumi reagoi eli se agglutinoituu. Korkein laimennos eli
paatepiste, missa agglutinaatio tapahtuu 50 %:sti, mutta jattaa toiset 50 % soluja vapaiksi, kertoo
vasta-aineen pitoisuuden. Naytteet, joissa agglutinaatioreaktio tapahtuu vahintaan 50 %:sti, lue-
taan positiiviseksi tulokseksi. (Terpstra ym. 2003, 63-65.) Positiiviseksi tulokseksi luetaan myos

nelinkertainen nousu titterissa, joka tapahtuu akuutin ja toipuvan naytteissa (Agampodi ym. 2021).

4.3 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

ELISA muodostuu sanoista enzyme-linked immunosorbent assay (Heikkinen ym. 2014, 26). ELISA
on serologinen testi, joka tunnistaa vasta-aineita, jotka ovat spesifisia tietyille suvuille. Silla ei pysty
tunnistamaan eri seroryhmia. Testissa vasta-aine, seka antigeeni asetetaan samalle alustalle, jo-
hon on mahdollista lisata tai poistaa muita nesteita. Esimerkiksi kuoppalevy on tallainen alusta, jota
voi kayttaa testissa. Vasta-aine — antigeeniliuosta inkuboidaan, minka jalkeen niista poistetaan yli-
maarainen vasta-aine pesemalla niita. Pesujen jalkeen liuokseen lisataan anti vasta-ainetta, joka
konjugoituu entsyymiksi. Liuokseen lisataan tietynlainen kromogeeninen substraatti, koska entsyy-
min toiminta eli reaktio halutaan paattaa. Kromogeeninen substraatti tuottaa varia reagoidessaan
(DiaPharma 2023). Sen takia substraatin lisdyksen jalkeen liuos vaihtaa varia. Varin vahvuuden
perusteella voidaan maarittaa, kuinka paljon vasta-ainetta on naytteessa, koska varin vahvuus ker-
too, paljonko substraatti heikentyi. Substraatin heikentyminen on verrannollinen vasta-aineen maa-

raan naytteessa, jonka jalkeen vasta-aineen pitoisuus tiedetaan. (Terpstra ym. 2003, 66-67.)

4.4 Immunohistokemia

Leptospiroosi taudin yhtena tutkimusmenetelmana kaytetaan fluoresenssivarjaysta, joka on immu-
nohistokemiallinen menetelma. Immunohistokemiallisesssa varjayksessa tietyt antigeenit havai-
taan spesifisten vasta-aineiden avulla (Lindroos 2019, 5). Tutkimuksessa kaytettava nayte on

yleensa kudoksesta tai solusta. Tutkimuksessa antigeeni varjataan ja vasta-aineeseen liitetaan
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fluoresoiva leima, joka tunnistaa antigeenin solussa tai kudoksessa. Antigeenista tehdaan nakyva,
jolloin tietty kohta sateilee tietylla aallonpituudella. Reaktio nakyy varimuutoksena, mika voidaan

havaita kayttden mikroskooppia. (Hirvonen 2013, 16; Etela-Pohjanmaan sairaanhoitopiiri 2022.)

4.5 Bakteeriviljely

Leptospira-bakteeri on mahdollista viljella ja kudos-, virtsa tai verinaytteesta. Viljely voidaan tehda
my0s selkaydinnesteesta tai vainajan kudoksesta, kuten abortoituneesta sikiosta (Terpstra ym.
2003, 82). Naytetta viljellaan elatusaineessa, joka muodostuu B1- ja B12-vitamiineista, pitkaketjui-
sista rasvahapoista seka ammoniumsuoloista. 5-fluorourasiili-antibioottia saattaa olla lisattyna ela-
tusaineeseen, koska se estad kontaminanttibakteerien kasvua. Riippuen bakteerin serotyypista,
viljely voi kestaa muutamista viikoista useisiin kuukausiin. Viljely-aikaan vaikuttaa myds bakteerien
maara vilielyaineessa. Elatusaineessa ei saa olla likaa naytettd, koska liian suuri maara soluja
estaa bakteerin kasvua (Terpstra ym. 2003, 82). Viljelyn tapahtuessa 30 celsiusasteessa, naytteita
tulisi tarkistaa saanndallisin valiajoin. Bakteerien maara kasvaa viljelyn aikana, koska bakteeri ja-
kautuu elatusaineessa (Montonen 2016, 8). Jakautumisesta huolimatta bakteerien lopulliseen
maaraan vaikuttaa elinkelpoisten bakteerien maara viljelyn aikana, johon [ampdtila ja kuolemanjal-
keiset muutokset vaikuttavat herkasti (Terpstra ym. 2003, 82). Bakteeriviliely on menetelmana hi-
das, ja sen herkkyys on matala, mutta sen tarkkuus on korkea. (Salmela 2021, 16.) Vilielyn jalkeen
bakteeri voidaan tunnistaa esimerkiksi DNA-sekvensoinnilla tai mikroskopoimalla nayte (Airas
2013, 17; Salonen 2018).

4.6 Muita menetelmia

Bakteeri voidaan osoittaa suoraan pimeakenttamikroskopoimalla veri-, virtsa- tai aivo-selkaydin-
nesteesta. Pimeakenttamikroskopoinnin lisaksi bakteeri voidaan osoittaa elektronimikroskoopilla
(Terpstra ym. 2003, 52). Suoraan mikroskopointi vaatii riittdvan tuoreen naytteen, jossa bakteeria
esiintyy paljon, jotta bakteeri voidaan havaita. Bakteerin mikroskopointi on nopeaa seka edullista,
mutta se on haastavaa ja vaatii taitoa. Sen lisaksi menetelmana sen herkkyys ja tarkkuus ovat

heikkoja, jonka vuoksi sité ei suositella kaytettavaksi. (Salmela 2021, 15-16.)

Leptospira-bakteeria voidaan diagnosoida myos lateral flow-testilla (Boehmer ym. 2022). Lateral

flow-testi eli lateraalivirtaustesti on immunomaaritys -testi, joka havaitsee antigeenin fluoresoivalla
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tai kolloidisella kullalla leimatun vasta-aineen avulla. Positiivinen tulos on silminnahtavissa esimer-
kiksi kahtena viivana testiliuskalla, kun vasta-aine ja antigeeni kohtaavat. (Karppinen & Pirinen
2022, 14.)

Lateksi-agglutinaatiotesti voidaan kayttaa bakteerin diagnosointiin (Afsahr ym. 2020). Se on ollut
suosittu menetelma kehitettaessa testikitteja, joista vastaus tulee nopeasti. Lateksi agglutinaatio-
testissa vasta-aine reagoi antigeenin kanssa hyodyntaen lateksihelmia. Lateksihelmet pystyvat
imeyttamaan pinnallensa vasta-ainetta tai antigeenia. Agglutinaatio tapahtuu, jos lateksihelmen
pinnalla oleva vasta-aine tai antigeeni tunnistaa naytteesta vastinkappaleensa eli antigeenin tai
vasta-aineen, riippuen kumpaa lateksihelmen pinnalla on. (Abdullah, Che Hussin & Mahat 2014.)
Jos agglutinaatio on havaittavissa silmilla, tulos on positiivinen (Kyllonen, Lagus & Niskanen 2020,
12).

Mikroskopoinnista voidaan tehda herkempi menetelma varjadmalla naytteita. Leptospira-bakteerin
varjayksessa kaytettavia metodeja ovat hopea-, immunofluoresenssi- ja immunoperoksidaasivar-
jays seka in-situ hybridisaatio. In situ hybridisaatiossa leimataan vastinnukleiinihappojuoste, jonka
avulla paikannetaan tietty nukleiinihappojuoste (Tieteen termipankki 2014 b). Menetelmissa on
otettava huomioon, etta vaarien positiivisten ja negatiivisten mahdollisuus on suuri niin varjatyissa

naytteissa, kuin myds pimeéakenttamikroskopoinnissa. (Terpstra ym. 2003, 15, 52.)
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5 TARKOITUS, TAVOITTEET JA TUTKIMUSKYSYMYKSET

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on kuvata kirjallisuuskatsauksen avulla hevosilla kaytettyja
leptospiroosi taudin diagnostisia menetelmia. Opinnadytety0 on suunnattu bioanalyytikko-opiskeli-
joille, hevosten kanssa tydskenteleville ihmisille ja muille, joita leptospira-bakteerin diagnostiset

menetelmat kiinnostavat.

Opinnaytetyon tavoitteena on koota kuvailevan kirjallisuuskatsauksen avulla yhteen uusinta tutki-
mustietoa leptospiroosi taudin diagnostiikasta. Kuvaileva kirjallisuuskatsaus lisaa leptospiroosi tau-
din tunnettavuutta, mika on tarkeaa, vaikka kyseista tautia ei esiinny Suomessa paljoa. Leptospi-
roosi taudin esiintyvyys voi kuitenkin nousta, kun hevoset ja inmiset likkuvat ympari maailmaa kul-

jettaen tautia mukanaan.

Kuvailevan kirjallisuuskatsauksen tutkimuskysymyksia on vain yksi. Mita diagnostisia tutkimusme-
netelmia kaytetaan leptospiroosi taudin diagnosoimiseen hevosilla. Tutkimuskysymyksia on vain
yksi aiheen rajaamisen takia, ettei tutkimus laajenisi likaa. Kysymys valikoitui sen perusteella, etta
diagnostiset tutkimusmenetelmat ovat olennaisimpia keinoja, miten leptospira-bakteerin aiheut-
tama tauti voidaan todeta. Taudin oirekuva on hyvin laaja, eika sen diagnoosia voida tehda pelkas-

taan oireiden perusteella, koska ne voivat viitata my6s moneen muuhun tautiin.
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6 KIRJALLISUUSKATSAUS

6.1  Kuvaileva kirjallisuuskatsaus

Tama opinnaytetyd mukailee kuvailevaa kirjallisuuskatsausta yleiskatsauksen toteutustavalla. Kir-
jallisuuskatsaus on kriittinen ja tiivis erittely kirjallisuudesta, joka liittyy tutkimusongelman aikaisem-
piin tutkimuksiin. Sen tulee olla toistettavissa, systemaattinen seka tasmallinen. Kirjallisuuskatsaus
on synteesi, joka on tehty kriittisyyden ja tiiviin erittelyn pohjalta, jonka tarkoituksena on taydentaa
aiempia tutkimuksia aiheesta. Kirjallisuuskatsauksen avulla voidaan myds tunnistaa, arvioida ja
tiivistad valmiina olevia julkaistuja tutkimusaineistoja. Se on siis johtopaatos alkuperaisesta tutki-
mustyosta. (Salminen 2011, 5; Mannila 2021.)

Salmisen (2011) opetusjulkaisun mukaan kuvaileva kirjallisuuskatsaus luonnehditaan yleiskat-
saukseksi ilman tiukkoja ja tarkkoja saantoja seka siina kaytettavat aineistot voivat olla laajoja, eika
niiden valintaa rajaa metodiset sdannét. Julkaisun mukaan kuvaileva kirjallisuuskatsaus jaetaan
viela tarkemmin kahteen osaan. Nama kaksi osaa ovat narratiivinen ja integroiva muoto. Narratii-
visessa kirjallisuuskatsauksessa pystytaan kasittelemaan aiheen historiaa ja kehityskulkua eli sen
avulla epayhtenaista tietoa voidaan jarjestella niin, etta se helppolukuinen ja kronologisesti oike-
assa jarjestyksessa. Ajallisen jarjestyksen lisaksi se voi antaa laajan kuvan kasiteltavasta aiheesta.
(Salminen 2011, 6-7.)

Salminen (2011) julkaisussa todetaan, etta narratiivisessa katsauksessa on kolme toteutustapaa.
Nama toteuttamistavat ovat toimituksellinen, kommentoiva seké yleiskatsaus. Yleiskatsauksen kat-
sotaan olevan laajin toteuttamistapa, koska se on laajempi prosessi verrattuna toimitukselliseen tai
kommentoivaan tapaan. Se tiivistaa aiemmin tehtyja tutkimuksia eli sen yhteenveto on ytimekas ja

johdonmukainen. (Salminen 2011, 7.)

6.2 Tiedonhankinta ja aineiston kuvaus

Aineistohaku tehtiin Elsevier Science Direct, PubMed seka Google Scholar tietokannoissa. Haussa
aineistojen julkaisuvuosia rajoitettiin ja rajattiin vuosiin 2017-2022, jotta tieto olisi mahdollisimman
tuoretta. Kirjallisuuskatsaukseen kaytettavaa aineistoa haettiin ja kasiteltiin tammikuu 2023 — hel-
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mikuun 2023 valisena aikana. Aineistoa haettiin seka suomen, etté englannin kielen termeilla kayt-
taen hyodyksi Boolen operaattoreita. Kaytetyt hakusanat koottiin taulukkoon 2. Kaytetyt artikkelit ja
tutkimukset ovat kansainvalisia, koska leptospiroosi taudin diagnostisista tutkimusmenetelmista ei
ole kovin paljon tietoa suomen kielella. Artikkelien kokotekstien tuli olla saatavilla, seka niiden tuli
olla vertaisarvioitu ja muutoin luotettavista lahteista. Artikkelien tuli olla maksuttomia ja kasitella
leptospiroosi taudin diagnostisia menetelmia hevosilla. Artikkelien sisaanotto- ja poissulkukriteerit
koottiin taulukkoon 1. Tutkimukseen hyvaksyttiin mukaan ne artikkelit, joissa kasiteltiin leptospi-
roosi tautiin liittyvien muiden tautien diagnostiikkaa, kuten ERU:a, koska ainoastaan leptospiroosi
taudin diagnostiikkaan keskittyvia artikkeleita ei ollut riittdvasti. Tutkimukseen hyvaksyttiin myos ne
artikkelit, joissa puhuttin my6s muiden eldinten leptospiroosi taudista. Naista artikkeleista huomi-

oitiin osuus, jossa kasiteltiin hevosten naytteiden diagnostiikkaa.

TAULUKKO 1. Opinnéytetyén siséénotto- ja poissulkukriteerit

Sisaanottokriteerit Poissulkukriteerit

Tutkimukset ovat vertaisarvioitu tai muutoin | Lahde ei kasitellyt tutkimuskysymysta

luotettavista lahteista

Teksti oli saatavilla kokonaan Lahde ei ollut saatavilla kokonaan tai se on
maksullinen

Tekstikieli on suomi tai englanti Tekstikeli on jokin muu kuin suomi tai englanti

Tutkimukset kansallisia ja kansainvalisia Lahde ei ole luotettava

Lahteet kasittelevat leptospiroosi tautia hevo-

silla leptospira-bakteeria, seka sen diagnosti-

sia tutkimusmenetelmia
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TAULUKKO 2. Tiivistelmé aineistohaussa kéytetyisté sanoista, tietokannoista ja artikkeleista

Tietokanta Kaytetyt haku- | Tuloksia  yh- | Otsikoiden pe- | Kokonaisuu-
sanat teensa rusteella va-|tena mukaan
littu hyvaksytty
Elsevier Science | (Leptospirosis 128 13 4
Direct OR leptospira)
AND horse AND
diagnostics
PubMed (Leptospirosis 39 29 13

OR leptospira)
AND horse AND

diagnostics

Google Scholar | Leptospiroosi 6 1 1
AND  hevonen
AND  diagnos-
tiikka

Haku alkoi hakusanojen miettimiselld, ja kun ne oli paatetty, suoritettiin itse haku. Haun jalkeen
tutkimusten otsikot luettiin, ja niiden perusteella valittiin tutkimukset, joiden abstraktit luettiin. Otsi-
koiden ja abstraktien seka kokotekstien perusteella valikoitiin artikkelit ja tutkimukset, jotka hyvak-
syttiin mukaan sisaanotto ja poissulkukriteereita kayttaen. Tutkimukseen kaytettavia ainestoa vali-
koitui kaiken kaikkiaan 18 eri artikkelia, tutkimusta tai pro gradua. Pro gradu on suomenkielinen, ja
17 muuta artikkelia ovat kansainvalisia tutkimuksia tai artikkeleita. Materiaaliin perehdyttiin ja se
luettiin huolellisesti 1api tehden muistiinpanoja ja poimien niista toistuvat asiat eli teemat. Teemat

jasenneltiin ja ne kaydaan lapi tutkimuksen tuloksissa.

6.3 Tutkittavan ilmion kuvailu siséllonanalyysin avulla

Aineistoa tarkasteltiin laadullisen tutkimuksen aineistolahtéisella 1ahestymistavalla. Sisélldnanalyy-
sissa korostetaan tekstin eli aineiston sisalldllisia ja laadullisia merkityksia. Erityisesti kvalitatiivi-
sessa sisallonanalyysissa tavoitteena on saada systemaattinen ja kattava kuvaus aineistosta. Ai-

neiston analyysi tapahtuu yleensa sykleissa, eli se alkaa, kun aineisto luetaan ensimmaisen kerran
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yleiskuvan saamiseksi. Sen jélkeen sitd voidaan alkaa luokittelemaan, ja kun analyysi jatkuu, ka-
tegoriat muuttuvat ja kehittyvat. Kategoriat ovat joustavia valineita aineiston hahmottamiseen siita
huolimatta, etta prosessi on systemaattinen ja koko aineiston kattavaa. Luokittelussa kategorioihin
kdytetaan vastakkainasettelua ja vertailua ja sita kaytetdan koko analyysin ajan. Sen takia uusia

kategorioita voi syntya, kun analyysi etenee. (Seitamaa-Hakkarainen 2023.)

Aineistoa lukiessa kirjoitettiin ylos asioita, joita kerrottiin tutkimuskysymykseen liittyen. Nama asiat
luokiteltiin, ja niista muodostettiin teemoja. Teemat jarjestettiin, jotta tutkimus olisi helposti luetta-

vissa. Alla on selventava taulukko 3 synteesin muodostamisesta.

TAULUKKO 3. Yhteenveto synteesin muodostamisesta

Ylaluokat Alaluokat

Diagnostinen menetelma PCR, mikroskooppinen agglutinaatiotesti (MAT),
viliely, eristys, ELISA, hopeavarjays, fluoresenssi

vasta-ainetesti (FAT)

Naytemuoto Veri (seerumi), virtsa, kohdun lima, kohdun

pala/biopsia, silméan lasiaisen neste, silman kam-

mion neste
Menetelman tarkkuus Spesifisyys ja sensitiivisyys
Titteri Eri maiden kaytanto positiiviselle tulokselle.
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7 KIRJALLISUUSKATSAUKSEN TULOKSET

Kirjallisuuskatsauksen aineistojen tulokset kaydaan lavitse tassa osiossa. Aineistojen teemat luo-
kiteltiin, ja ne kaydaan lapi yksitellen taulukon 3 mukaisesti, jotta ne olisivat helposti luettavissa.
Aineistoa referoiden tarkastellaan, mita artikkelien ja tutkimusten tulokset ovat olleet ja kuinka ne

vastaavat tutkimuskysymykseen.

7.1 Kaytetyt diagnostiset menetelmat

Leptospiroosi taudin epidemiologiaa on tutkittu Kroatiassa, Pohjois-Italiassa seka@ Nicaraguassa.
Cvetnic ym. (2017) julkaisema tutkimusartikkeli kertoi leptospiroosi taudin epidemiologiasta seka
taudin kuvasta eldimissa Kroatiassa vuosien 2009-2014 valisena aikana. Tutkimus keskittyi uusiin
trendeihin niin ihmisen kuin elainten leptospiroosi-tartunnoissa. Tutkimuksessa he kayttivat nayt-
teitd, joita oli tutkittu mikroskooppisella agglutinaatiotestilla eli MAT:lI&. (Cvetnic ym. 2017.) Samoi-
hin aikoihin tehtiin leptospiroosi taudin epidemiologian tutkimus Italian pohjoisosissa, missa nayt-
teet oli keratty niin koti-, kuin villielaimilla vuosien 2002-2016 valisena aikana. Pohjois-Italiassa
tehdyssa tutkimuksessa naytteet analysoitiin MAT:lIa ja niista etsittiin anti-leptospiran vasta-ainetta.
(Bertelloni ym. 2019.) Duttmann ym. (2017) tutkimuksessa leptospira spp:n epidemiologista kayt-
taytymista analysoitiin kotielaimilla niilla alueilla, joissa leptospiroosi tautia oli todettu ihmisilla. Dia-
gnostisina menetelmina tutkimuksessa olivat MAT, PCR, DNA:n sekvensointi seka bakteeriviljely.
(Duttmann ym. 2017.) Spp liite leptospira-bakteerin nimessa tarkoittaa useita leptospira-baktee-

risuvun lajeja (Oregon State University 2023).

Leptospira-bakteerin serologista yleisyytta on tutkittu Etela-Brasiliassa, Iranissa seka Puolassa. Da
Silva ym. (2020) tutkimuksessa Etela-Brasiliassa kartoitettiin leptospira-bakteerilajien seroylei-
syytta seka tekijoita, jotka vaikuttavat leptospira-bakteerin aiheuttamaan infektioon seka bakteerin
lisdéntymiseen. Tutkimus tehtiin vuonna 2020, ja siind kaytetyt ndytteet analysoitiin MAT:II&. (Da
Silva ym. 2020.) Samana vuonna Iranissa kartoitettiin, kuinka yleinen leptospira spp on serologi-
sesti niin ihmisissa kuin elaimissa. Afshar ym. (2020) tutkimuksen aineisto oli tammikuun 1998 —
joulukuun 2017 véliselté ajalta. Tutkimuksen néytteet analysoitiin kayttden mikroskooppista agglu-
tinaatiotestia, seka lateksi agglutinaatiotestia. (Afshar ym. 2020.) Vuosi mydhemmin Puolassa jul-

kaistiin tutkimus, missa kartoitettiin leptospira-bakteerien serologista yleisyyttd Puolan isoimmilla
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arabiahevosrotua jalostavilla tiloilla vuosina 2011-2013. Puolassa julkaistussa tutkimuksessa nayt-

teet tutkittiin mikroskooppisella agglutinaatiotestilla. (Carter ym. 2021.)

ERU:n liitannaisyytta leptospira-bakteeriin on tutkittu serologisin ja PCR-menetelmaa kayttaen
muun muassa Israelissa, Iso-Britanniassa seka Belgiassa. Vuonna 2021 Baum ym. tutki hevosten
epidemiologista altistumista leptospira-bakteerille MAT:lla kahdella tilalla Israelissa. Baum ym.
(2021) tutkimuksessa todettiin L.pomona:n olevan mahdollisesti se leptospira-bakteerin laji, joka
aiheuttaa ERU:a eli hevosten kroonista uveiittia. Blundell ym. (2017) mukaan ERU on tunnettu tauti
Iso-Britanniassa. Tutkimuksessa arvioitiin erityisesti serologisen testin kykya varmistustestina
ERU:n diagnosoinnissa. Serologisena testina leptospira-bakteerin vasta-aineiden tunnistamiseen
kéytettin MAT:ia. Belgiassa Grauwels ym. (2018) tutkimuksessa tarkasteltiin intraokulaarisen eli
silmansisaisen leptospira spp:n yleisyytta. Grauwels ym. (2018) tutkimus tehtiin niin terveista sil-
mistd, kuin ERU-silmista. Naytteet tutkittiin kayttamalla diagnostisena menetelmana PCR-menetel-

maa. (Grauwels ym. 2018.)

Bjelica ym. (2022) tutkimuksessa selvitettiin leptospira-bakteerin DNA:n ja anti-leptospiran vasta-
aineiden korrelaatiota hevosten silmiin, joissa oli todettu ERU. Tutkimuksen naytteet olivat vuosien
2002-2017 valiseltd ajalta. Kaytetyt diagnostiset menetelmat olivat MAT, PCR seka ELISA.
ELISA:n rooli oli Iahtokohtaisesti olla tdydentava testi, jos MAT:n tuloksesta tuli negatiivinen. (Bje-
lica ym. 2021.)

Ackermann ym. (2021) tutkimuksessa tarkasteltiin /eptospira-bakteerin biofilmin muodostumista
hevosilla, joilla on ERU. Biofilmi tarkoittaa alustalla kasvavaa mikrobiyhteiséa (Talvitie 2014). Tut-
kimuksessa kaytettiin Warthin-Starry:n hopeavarjaysta seka immunohistokemiallista menetelmaa.
Tutkimuksessa kaytettiin naytteita, joissa tiedettiin olevan leptospira-bakteeria. Sen takia tutkimuk-
sen naytteet tutkittiin ensin PCR-menetelmélla seka MAT:II4, joilla tartunta voitiin varmistaa. Tutki-
mukseen hyvaksyttiin naytteet, jotka olivat positiivisia PCR-vastauksella. Naytteet varjattiin kayt-
taen Warthin-Starry:n hopeavarjaysta seka immunohistokemian menetelmaa ja niiden tulokset tar-

kastettiin kayttamalla valomikroskooppia. (Ackermann ym. 2021.)

Geiger, Gerhards & Wollanke (2021) tutkimuksessa verrattiin SNAP-pikatesti& eli rapid-ELISA-tes-
tia mikroskooppiseen agglutinaatiotestiin. SNAP-pikatesti on testi, joka tunnistaa bakteerilajin si-
salla anti-Lipl32 vasta-ainetta. Se on hyvin sensitiivinen seka spesifinen, kun kaytetaan intraoku-
laarisia naytteita eli lasiaisen tai kammion nestettd. Seerumin ja intraokulaaristen naytteiden tulok-

sia verrattiin toisiinsa, koska niiden tarkkuus on sama néaytemateriaalista riippumatta. Tutkimuk-
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sessa MAT todettiin epaspesifisemmaksi seeruminaytteille, verrattuna kammionesteeseen. Tutki-
muksen naytteet olivat terveista seka ERU-silmistad. Kammioneste naytteille tehtiin my6s PCR-tut-

kimus, jolla varmistettiin leptospiran-bakteerin olemassaolo. (Geiger, Gerhards & Wollanke 2021.)

Di Azevedo & Lilenbaum (2022) tutkimuksessa koottiin leptospiroosi taudin liittyvyyttd hevosten
lisdantymiseen. Tutkimuksessa pyrittiin siihen, etta hevosille voitaisiin ehdottaa uutta EGL-oireyh-
tymaa (equine genital leptospirosis), koska se on leptospira-bakteerin aiheuttama tauti, joka liittyy
erityisesti lisaantymiselimiin, ja sita iimenee hevosilla. Endotuksen pohjana oli lehmille todettu oma
oireyhtyma kyseisesta sairaudesta. Di Azevedo & Lilenbaum (2022) tutkimuksen aineisto oli vuo-
desta 1940 lahtien. Aineistoissa leptospira-bakteerin olemassaoloa oli tutkittu kayttden seka PCR-
menetelmaa ja MAT:4. (Di Azevedo & Lilenbaum 2022.)

Leptospira-bakteerin aiheuttama infektio voi aiheuttaa munuaisvaurion, ja erityisesti varsat ovat
herkkia saamaan kyseisen vaurion. Munuaisvaurion lisaksi varsat ovat herkempia saamaan akilli-
sen hengitysvajauksen. Hengitysvajauksessa keuhkot eivat pysty ottamaan riittavasti happea tai
tuulettamaan hiilidioksidia pois elimistosta (TYKS 2023). Leptospira-bakteerin aiheuttaman infek-
tion vaikutusta munuaisvaurioon kartoitettiin, jonka perusteella havaittiin, miten tarkea varhainen
diagnoosi on hoidon kannalta. Fouché ym. (2020) artikkelissa oli mukana nelja varsaa, joilla oli
leptospira interrogans -bakteerin aiheuttama munuaisvaurio. Artikkelissa kaytetyista naytteista lep-
tospira -bakteeria diagnosoitiin seerumista ja virtsasta kayttaen joko MAT:&, PCR-menetelma3 tai

molempia. (Fouché ym. 2020.)

Coloradossa kartoitettiin anti-leptospiran vasta-aineiden esiintyvyytta hevosilla, jotka vaikuttivat ter-
veille, ennen kuin niille annettiin rokote L. Pomonaa vastaan. Naytteet oli otettu Coloradon alueen
hevosilta heinakuu 2010 — tammikuun 2017 valisena aikana. Tutkimuksen hevoset vaikuttivat ter-
veille, mutta niilla oli aikaisemmin todettu anemia, joka oli yhteinen tekija tutkimuksen naytteissa.
Naytteet tutkittin PCR-menetelmélld tai MAT:II3, etsien L.interrogans:n nukleiinihappoa tai vasta-
ainetta. MAT:lIa tutkitut naytteet tarkastettiin viela kayttamalla fluoresenssimikroskooppia. (Fagre
ym. 2020.)

Boehmer ym. (2022) tutkimuksessa verrattiin kahta leptospira-bakteerin kantaa tutkien niita mikro-
skooppisella agglutinaatiotestilla. Riippuen naytemateriaalista, naytteet analysoitiin joko MAT:ll4 tai
PCR-menetelmalla. Tutkimuksen naytteet saatiin hevosilta Saksasta ja sen naapurimaista. (Boeh-
mer ym. 2022.)
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Carter ym. (2019) artikkelissa kuvattiin kattavasti leptospiroosi taudista hevosilla. Esimerkiksi missa
elimissa tauti on tekemisissa jonkin toisen sairauden kanssa, sen diagnostisista menetelmista seka
hoidosta. Artikkelissa puhuttiin yleisesti, ettd diagnostisia menetelmia ovat PCR, FAT, hopea-
varjays, ELISA seka MAT. (Carter ym. 2019.)

Salosen (2018) kirjallisuuskatsauksessa kerrottiin, etté yleensa leptospiroosi tauti diagnosoidaan
vasta-aineen maarityksella seerumista kayttden MAT:a tai ELISA:a. Todettiin myds, etté bakteeri
voidaan osoittaa veresta tai kudoksista. PCR:n suorittaminen on mahdollista, viljely voidaan tehda
virtsasta, veresta tai kudosnaytteesta, joka mikroskopoidaan. Lisaksi immunohistokemialliset me-

netelmat ovat mahdollisia tapoja varmistaa kliininen diagnoosi. (Salonen 2018.)

7.2 Naytemateriaali

Tutkimuksissa oli kaytetty eri naytemateriaaleja riippuen diagnostisesta tavasta. Kaytetyt diagnos-
tiset menetelmat riippuivat kaytossa olevista resursseista seka ajasta. Muutamissa tutkimuksissa
haluttiin verrata kahta eri ndytemateriaalia keskenaan, jolloin yhdessa tutkimuksessa voitiin kayttaa
useampaa eri naytemateriaalia seka menetelmaa. Naytteita kerattiin seka terveilta hevosilta, etta

hevosilta, joilla tiedettiin tai epailtiin olevan jokin tietty sairaus kuten ERU.

Artikkeleissa ja tutkimuksissa, joissa diagnostisena menetelméana oli MAT, néytemuotona oli
useimmiten verestd saatu seerumi, mutta muutamassa tutkimuksessa oli kaytetty myos siiman la-
siaisen nestettd seerumin tilalta. Tutkimukset, joissa oli kaytetty seerumia naytteend, olivat Cvetnic
ym. (2017), Bertelloni ym. (2019), Di Azevedo & Lilenbaum (2022), Da Silva ym. (2020), Boehmer
ym. (2022), Baum ym. (2021) seka Carter ym. (2021) tutkimukset. Blundell ym. (2017) tutkimuk-
sessa kaytettiin seka seerumia, etta kammionestetta, koska haluttiin verrata tuloksia eri ndytemuo-

tojen valilla kayttaen mikroskooppista agglutinaatiotestia.

Fagre ym. (2020) tutkimuksessa kaytettiin seerumia tutkien sitd sekd PCR-menetelmalla, etta
MAT:II4, jossa MAT:ssa korkein laimennos méaritettiin kayttdmalla fluoresenssi mikroskooppia.
Fouché ym. (2020) tutkimuksessa ndytemateriaaleina olivat seerumi, josta tehtiin MAT seka virt-
saa, josta tehtiin PCR-tutkimus. Afshar ym. (2020) tekemassa tutkimuksessa naytteiden analyysit
oli tehty veresta seka virtsasta. Veresta tehtiin MAT seka lateksi agglutinaatio -testi ja virtsa viljeltiin.

Duttmann ym. (2017) tutkimuksessa kaytetyt naytteet olivat verta seka virtsaa.
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Di Azevedo & Lilenbaum (2022) tutkimuksessa kaytettiin kohdun limakalvoa ja kohdun palasia,
joista tehtiin PCR-tutkimus seké seerumia MAT:n suorittamiseen. Boehmer ym. (2022) tutkimuk-
sessa kaytettiin niin seerumia, kuin lasiaisen ja kammion nestetta, jotka tutkittiin kayttaen MAT:a,
seka lasiaisen ja kammion nesteet tutkittiin lisaksi myos PCR:lla. Geiger ym. (2021) kayttivat tutki-
muksessaan seerumia seka silman kammionestetta tutkien niita rapid-ELISA:lla seka MAT:IIa. Car-
ter ym. (2019) kertovat artikkelissaan, etta leptospira-bakteerin diagnoosi voidaan tehda kohdun
kudoksesta tai nesteestd, istukasta, napanuorasta, sikion maksasta tai munuaisesta, virtsasta, sil-

man tai sikion nesteista ja veresta.

Bjelica ym. (2022) tutkimuksessa naytteena kaytettiin intraokulaarisia nesteita eli lasiaisen ja kam-
mion nesteita, joita tutkittin PCR:lla seké osaa naytteistd myos ELISA:lla. Ackermann ym. (2021)
tutkimuksessa naytemateriaalina oli lasiaisen nestettd, joita tutkittiin kayttden immunohistokemian
varjaysta seka Warthin-Starry hopeavarjaysta. Grauwels ym. (2018) kayttivat silman lasiaisen seka

kammion nestetta ja tutkivat naytteitd PCR-menetelmalla.

7.3 Menetelman ja ndytemateriaalin tarkkuus

Joissakin tutkimuksissa verrattiin kahden eri menetelman tai naytemateriaalin tarkkuutta. Serologi-
nen MAT, todettiin useammassa tutkimuksessa epaspesifiseksi, koska naytteiden vasta-ainepitoi-
suudet olivat matalia. Erityisesti ndin oli Di Azevedon & Lilenbaum (2022) tutkimuksessa. PCR:n
todettiin olevan nopea seka ratkaisukykyinen tutkimusmenetelma. Tutkimuksessa todistettiin elai-
men ollessa PCR positiivinen genitaalialueen naytteesta, vasta-ainepitoisuudet ovat yleensa niin
matalia, ettei niita voida tunnistaa MAT:IIa. MAT on kuitenkin hyodyllinen, jos epaillaan akuuttia
leptospiroosi tautia. MAT:lla voidaan myds arvioida, mika serovari saattaa olla liikkeella kiertavasti.
Niin kutsutussa hiljaisessa taudissa vasta-ainepitoisuus ei kasva niin korkeaksi, mika on rajoittava
tekija leptospiroosi taudin osoittamisessa MAT:ll4. PCR taas osoittaa sen huomattavasti paremmin

koska se on erittdin herkka seka spesifinen tutkimus. (Di Azevedo & Lilenbaum 2022.)

MAT on laadullinen tutkimus, jonka avulla voidaan selvittda, missa vaiheessa infektio on vasta-
ainepitoisuuden mukaan. Sen lisaksi sillé voi selvittaa bakteerin seroryhmén, joka aiheuttaa infek-
tion. ELISA:lla ei ole kykya tunnistaa infektion vaihetta kuten ei lateral-flow-testeillakaan. Boehmer
ym. (2022) mukaan PCR ei kuitenkaan ole luotettava menetelma jokaisessa taudin vaiheessa. Esi-

merkiksi kun bakteerin maara on viela liilan alhainen PCR:lla tunnistettavaksi. Tutkimuksessa tun-
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nistettiin MAT:& kayttaen prosentuaalisesti enemman vasta-aineita lasiaisen nesteesta kuin seeru-
mista, mika tukee tietoa siita, etté leptospiroosi voi olla enemman paikallinen infektio. MAT todetaan
kuitenkin arvokkaaksi seka joustavaksi menetelmaksi, koska se voidaan tehda monesta eri nayte-
materiaalista, vaikka sen suorittaminen on monimutkaisempaa verrattuna viljelyyn. (Boehmer ym.
2022.)

Blundell ym. (2017) viittaa toiseen tutkimukseen, jossa leptospira-bakteeri oli tunnistettu PCR:n
avulla. Heidan oman tutkimuksensa tulosta verrattiin toiseen tutkimukseen paatyen tulokseen,
jossa MAT seka PCR tunnistavat bakteerin paremmin lasiaisen nesteesta verrattuna viljelyyn tai
elektronimikroskoopilla tutkimiseen. Tutkimuksessa mainitaan kuitenkin MAT:n mahdollisuus risti-

reaktioon, jolloin tarkan seroryhman maaritys hankaloituu. (Blundell ym. 2017.)

Bjelica ym. (2022) tutkimuksessa ELISA seka MAT olivat yhta tarkkoja, ja molempien tulos oli 83
%. PCR:lla luku oli 72 %. Tarkkuuden arvioitiin olevan korkeampi MAT:lla siksi, koska vasta-aineet,
jotka agglutinoituvat ovat jakautuneet paremmin koko alueelle lasiaisnesteessa, seka niita tuote-
taan lisaa jatkuvasti. PCR:ssé taas leptospira-bakteerin DNA on vapaana nesteessa, jolloin DNA:ta
ei valttdmatta saada joka naytteeseen. Tutkimuksen mukaan biofilmi mik& tuotettiin lasiaisessa, ei
todennakdisesti vapauta bakteeria jatkuvasti, mika saattaa vaikuttaa siihen, ettd PCR ei ole niin

sensitiivinen. (Bjelica ym. 2022.)

PCR on nopeampi ja sensitiivisempi menetelma tunnistaa leptospira-bakteeri, kun sita verrataan
bakteeriviljelyyn ja eristamiseen, mutta siind on oma ongelmansa. Nukleiinihappo vapautuu ajoit-
tain, jonka takia nukleiinihappoa ei ole jatkuvasti naytteessa. Hyvana puolena MAT:ssa on, etta se
pystyy tunnistamaan molemmat IgG seké IgM vasta-aineet tiettyja serovareja kohtaan seerumista.
(Fagre ym. 2020.)

Ackermann ym. (2021) tutkimuksessa kaytetyt naytteet haluttiin tutkia ensin PCR:lla seka MAT:II3,
jotta ne voitiin varmistaa positiivisiksi naytteiksi. Naytteista (n=29) oli tutkittu ja varmistettu PCR:ll&
positiivisiksi, jonka jalkeen niille tehtiin MAT, joista 28 oli positiivisia. Kaikista laseista ei l0ydetty
leptospira spp:ta siita huolimatta kaytettiinko lasille hopeavarjaysta vai immunohistokemian mene-
telmaa. Tutkimuksen mukaan yhtena syyna voi olla se, ettd naytteita oli laimennettu, jonka takia
bakteeria oli pienemmassa suhteessa verrattuna alkuperaiseen naytteeseen. Seka hopeavarjayk-
sella, ettd immunohistokemian varjaykselld pystyttiin tunnistamaan ja erottamaan yksittaiset orga-

nismit toisistaan. (Ackermann ym. 2021.)
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Geiger ym. (2021) paatyivat tutkimuksessaan tulokseen, ettd kun nayte on intraokulaarinen, sen
herkkyys seka sensitiivisyys on sama niin MAT:Il& kuin SNAP leptolla. MAT ei kuitenkaan ylla sa-
malle tasolle spesifisyydessa, kun kyse on seeruminaytteesta, koska MAT antoi positiivisen tulok-
sen myos puolelle terveiden hevosten naytteista. Tutkimus osoitti, etta intraokulaarisesta nayt-
teesta tehty SNAP Lepto, on informatiivisesti arvokkaampi verrattuna seeruminaytteisiin. Seerumi-
naytteen ollessa negatiivinen MAT:II&, se oli myds useimmiten negatiivinen kaytettdessa SNAP
Leptoa. SNAP Lepto testia tehdessa huomattiin varin intensiivisyyden ero seerumin ja intraokulaa-
risen nesteiden valilla, joka on huomattavasti vahaisempi kaytettaessa seerumia. (Geiger ym.
2021.)

Fouché ym. (2020), tutkimuksessa tarkasteltiin hiukan eri diagnostisten menetelmien tarkkuutta.
Tutkimuksessa todettiin, ettda PCR on tehokas menetelma tunnistamaan leptospira-bakteerin ai-
heuttama abortti, kun sita verrattin MAT:in ja FAT:in. (Fouché ym. 2020.)

Carter ym. (2019) totesivat artikkelissaan, etta leptospira-bakteeriin liittyvissé aborteissa diagnoosi
on mahdollista tehda parhaiten PCR-menetelmélla abortoituneesta kudoksesta tai nesteesta. Vaih-
toehtoisesti diagnoosi voidaan tehda FAT:lla sikion maksasta tai munuaisesta, istukasta tai napa-
nuorasta. Molempien tutkimustapojen tarkkuus seka sensitiivisyys ovat lahelld 100 %, minka takia
ne ovat parhaimpia tutkimustapoja. Hopeavarjays, esimerkiksi munuaisesta on riskialtis, koska
vaarien positiivisten seka negatiivisten tulosten mahdollisuus on suuri. Artikkelin mukaan PCR-
menetelmaa suositaan myos nestemaisten naytemateriaalien analysoinnissa. Tallaisia naytemate-
riaaleja ovat virtsa, okulaarinesteet, sikiovesi ja veri. PCR-menetelman, viljelyn seké pimeékentta-
mikroskopoinnin tulokset ovat sensitiivisempia, jos potilas on saanut furosemidia ja virtsanayte on
annettu laékkeenoton jalkeen. Artikkelin kirjoittajat olivat etsineet tietoa I6ytamatta sita, kuinka sen-
sitiivinen seka spesifinen fluoresenssi vasta-ainetesti on tehtyna virtsanaytteesta. He olivat tehneet
kokeellisen tutkimuksen, jonka tuloksena fluoresenssi vasta-ainetutkimus ei ole sensitiivinen eika
spesifinen. Mikroskooppinen agglutinaatiotesti mainittiin kultaisena serologisena standarditestin.
ELISA:n kerrottiin olevan yhta herkka ja vasta-aineita tunnistava tutkimus kuin mikroskooppinen

agglutinaatiotesti. (Carter ym. 2019.)

Grauwels ym. (2018) tutkimuksessa kaytettiin lasiaisen ja kammion nestetta naytteena, joista mo-
lemmista ndytemateriaaleista etsittiin leptospira spp:td PCR-menetelmalla. Lopputuloksena kah-
deksan hevosen naytteet olivat positiivisia molemmista ndytemateriaaleista. Yhdeksalla hevosella

nayte oli positiivinen ainoastaan lasiaisen nesteesta ja kolmen hevosen naytteet olivat positiivisia
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ainoastaan kammion nesteesta. Tutkimuksessa kaytettin PCR-menetelmaéa, koska sen sensitiivi-

syys seka spesifisyys on korkea analyyttisesti. (Grauwels ym. 2018.)

Duttmann ym. (2017) tutkimuksessa analysoitujen naytteiden tulokset olivat positiivisia 35.10 %
MAT:II4, 30,31 % viliellen, seka 31.10 % PCR:lla. DNA:n sekvensoinnissa Ifb1 lokuksen analyy-

sissa |dydettiin 2 eri leptospiran kantaa hevosilta. (Duttmann ym. 2017.)

7.4 Titteri

Tutkimuksissa, joissa diagnostisena menetelmana oli MAT, oli kaytossa titteriraja, joka maaritteli
naytteen joko positiiviseksi tai negatiiviseksi. Titteri tarkoittaa korkeinta laimennosta, missa tapah-
tuu tutkittava reaktio, milla vasta-aineen pitoisuus ilmoitetaan (Tieteen termipankki 2014 a). 1:100
laimennoksen kerrottiin olevan matala joissakin tutkimuksissa, mutta tulos voitiin lukea positii-

viseksi. Nain todettiin esimerkiksi Bertelloni ym. (2019) tutkimuksessa.

Da Silva ym. (2020) katsoivat tuloksen positiiviseksi 1:100 laimennoksessa, jos siina tapahtui yli 50
% agglutinaatio. Naytetta laimennettiin lopullisen tuloksen saamiseksi niin kauan, etta agglutinaa-
tion maara oli alle 50 % (Da Silva ym. 2020). Fagre ym. (2020) tutkimuksessa naytteita laimennet-
tiin niin kauan, ettd agglutinaatio tipahti alle 50 %. Suurin laimennos tutkimuksessa oli 1:6400,
mutta nayte luettiin positiiviseksi jo 1:100 laimennoksessa (Fagre ym. 2020). Blundell ym. (2017)

tutkimus katsoi tuloksen positiiviseksi 1:100 laimennoksella, jos agglutinaatiota syntyi.

Bjelica ym. (2022) tutkimuksessa 1:100 tai korkeammat titterit luettiin positiivisiksi. Positiiviset tu-
lokset vaihtelivat runsaasti 1:100, 1:400, 1:800, 1:3200 ja 1:6400 tai korkeamman laimennoksen
valilla. Jos naytteessa tapahtui agglutinaatiota 1:25 tai 1:50 laimennoksilla, naytteille tehtiin lisatut-
kimuksia. (Bjelica ym. 2022.) Baum ym. (2021) tutkimuksessa serologinen tulos oli positiivinen, jos

titteri oli yli 200, epailyttava jos tulos oli 100, ja jos pitoisuus oli 50 tai alle, tulos oli negatiivinen.

Cvetnic ym. (2017) tutkimuksessa positiiviseksi tulokseksi laskettiin hevosilla 1:200 titteri L. Aust-
ralis ja L. Bratislava serovareille, mutta muille 1:400 titteri. Geiger ym. (2021) tutkimuksessa hyvak-
syttiin positiiviseksi 1:100 titteri vahintaan yhdessa tai useammassa serovarissa seka snap testissa

haalea sininen viiva. Fouché ym. (2020) tutkimuksessa ei kaytetty tiettya rajaa, mika luettiin posi-
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tiiviseksi tai negatiiviseksi tulokseksi. Seeruminaytteet tutkittin MAT:II&, joiden positiiviseksi tu-
lokseksi luettavat titterit vaihtelivat 1:100 ja 1:800 valilla riippuen seroryhmasta. Varsoista kolmen

virtsanaytteet tutkittiin PCR:II3, joista kaikille kolmelle tulos oli positiivinen. (Fouché ym. 2020.)
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8 TULOSTEN TARKASTELU

Tassa osiossa tarkastellaan tutkimuksen tuloksia, seka tuloksiin vaikuttavia asioita, joita tutkimuk-
sia lukiessa on ilmentynyt. Kirjallisuuskatsauksessa kaytettyjen tutkimuksien lisaksi tassa osiossa
on viitattu myds muihin tieteellisiin julkaisuihin, joissa on kayty lapi diagnostisiin menetelmiin vai-

kuttavia tekijoita.

8.1 Diagnostiset menetelmat

Jokaisella tutkimuksella oli tietty tapa analysoida naytteet, naista suosituin analysointitapa oli MAT.
Tutkimuksen oman diagnostisen menetelman lisaksi niissa ehdotettiin vaihtoehtoisia tapoja. Di
Azevedo & Lilenbaum (2022) ehdottivat bakteeriviljelya veresta, virtsasta tai kudoksesta. Fagre
ym. (2020) mainitsivat bakteeriviljelyn ja bakteerin eristdmisen. Fouché ym. (2020) tutkimuksessa
vaihtoehtoiset tavat olivat virtsanviljely seka virtsan fluoresenssivarjays ja munuaisten biopsia. Ac-
kermann ym. (2021) tutkimuksessa muistutettiin elektronimikroskoopin seka ELISA:n diagnostista

mahdollisuuksista eri varjayksien ohella.

Leptospiroosi taudin diagnostiikassa pitaisi ottaa huomioon muutamia eri asioita kuten milloin altis-
tuminen on tapahtunut, kliininen yleisiime seka laboratorioarvot kuten myds suorien ja epasuorien
testien tulokset. Erilaisia testeja tulisi tehda useampi, koska kyky havaita bakteeri vaihtelee infek-
tion eri vaiheessa. Suora tunnistusmenetelmé on yleensa tarkin menetelma infektion alkuvai-
heessa, jonka takia ei ole yhta oikeaa diagnostista testia. (Boehmer ym. 2022.) Suoralla tunnistus-
menetelmalla tarkoitetaan bakteerin osoittavia menetelmia kuten suora mikroskopointi, bakteerivil-
jely seka PCR-menetelma. Epasuorat diagnostiset menetelmat perustuvat vasta-aineiden havait-

semiseen, joita ovat esimerkiksi MAT ja ELISA (Salmela 2021.)

MyGs menetelmissa voi olla haasteita. Viljely tuli esille aikaa vievana tutkimusmenetelmana (Da
Silva ym. 2020; Boehmer ym. 2022). MAT:ssé on omat riskinsa liittyen spesifisyyteen, mika tunnis-
tettiin tutkimuksessa. Naytteessé olevat vasta-aineet voivat reagoida ristiin, jolloin tarkka serovarin

maarittdminen on hankalaa, erityisesti infektion alkuvaiheessa. (Blundell ym. 2017.)
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Leptospira-bakteerin kantojen varjayksessa huomattiin ero laboratorio-oloissa viljellyn kannan seka
luonnonoloissa kasvaneen kannan ero. Ackermann ym. (2021) varjasivat WHO:n (World Health
Organization) viljeltyja kantoja, sek& muita kantoja Warthin-Starry:n hopeavarjayksella, seka im-
munohistokemian menetelmalla. Tutkimuksessa huomattiin, etta luonnon leptospira spp. nayttaa
mikroskoopilla tarkasteltuna 1-2 mikrometria paksummalta sek& vahemman hauraalle verrattuna
WHO:n leptospira spp:n kantaan. Ero nakyi erityisen hyvin Warthin-Starry:n hopeavérjayksessa.

(Ackermann ym. 2021.)

Bjelica ym. (2022) tutkimuksessa kaytettiin ELISA:a tdydentavana menetelmana. ELISA:lla tutkittiin
naytteitd, jotka olivat negatiivisia MAT:II&. ELISA on sensitiivinen diagnostinen menetelma, koska
se pystyy tunnistamaa IgG, IgA seka IgM-vasta-aineita. ELISA jai taydentavaksi menetelméaksi sen
takia, koska se ei sopinut tutkimukseen budjetti- ja aikasyista. Artikkelissa mainittin Goldmann-
Witmer coefficient (GWC), joka on laskentamenetelma intraokulaaristen vasta-aineiden tuotannon
tunnistamiseen. Sita kaytettiin ennen kuin seerumitesteista tuli luotettava uveiitin diagnosoinnissa.
(Bjelica ym. 2022.)

8.2 Naytemateriaali

Ackermann ym. (2021) tutkimuksessa pohdittiin, miksi lasiaisen nesteesta otetut naytteet ovat use-
ammin positiivisia seka PCR:lla, etta viljeltdessa verrattuna kammionesteen naytteisiin, vaikka tu-
lehdus on tunnistettavissa molemmista naytemateriaaleista. Tutkimuksessa todettiin bakteerin ole-
van yleensa ensin lasiaisen nesteessa, mista se siirtyy kammionesteeseen veden valityksella, mika

voi olla yksi syy. (Ackermann ym. 2021.)

Intraokulaariset naytteet otetaan silmasta. Jos ERU on taudin loppuvaiheessa, silman intraokulaa-
riset rakenteet eivat ole fysiologisesti kunnossa. Se saattaa olla syy, miksi leptospira-bakteerin ai-
heuttama intraokulaarisen tulehduksen tunnistaminen epaonnistuu. Jos silmat ovat vahan vahin-
goittuneet taudin seurauksena, niiden ei pitdisi vuotaa proteiineja uvean eli suonikalvoston veri-
suonista. Bjelica ym. (2022) tutkimuksen mukaan sen takia naytteet, jotka ovat negatiivisia alle
1:100 laimennoksissa, pitéisi hyvaksya positiivisena. Jos uveiitti tulee uudelleen, pidetdan aiemmin
saatua tulosta vaarana negatiivisena. PCR:lla seka MAT:lla vaaran negatiivisuuden mahdollisuus

voi riippua mista ja milloin lasiaisen nayte on otettu. Erityisesti ERU:n ollessa taudin alkupuolella,
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kun immuunireaktio ja vasta-aineiden tuottaminen ei ole kaynnistynyt. Taudin edetessa ja muutos-
ten tullessa yha ilmiselvemmiksi, myds laboratoriotestien tulokset muuttuvat luotettavimmiksi. (Bje-
lica ym. 2022.)

Grauwels ym. (2018) tutkimuksen mukaan naytemateriaalin rakenne, voi vaikuttaa tulokseen. Esi-
merkiksi Grauwels ym. (2018) tutkimuksessa kaytetty lasiaisen neste on parempi kuin kammion
neste, koska sen hydrogeelisessa rakenteessa on enemman proteiineja. Hydrogeeli on veteen liu-
kenematon vahintaan kahden yhdisteen seos, joista toinen on nestemaisessa ja toinen kiintedssa

olomuodossa (Korhonen 2019).

Di Azevedo & Lilenbaum (2022) tutkivat leptospiroosi tautia lisdantymiselimissa, jonka takia he
kayttivat tutkimuksessaan ndytemateriaalina kohdun palasia seka limakalvoa, voidakseen osoittaa
leptospira-bakteeria niista. Juuri naitd ndytemuotoja kaytettiin, koska on tiedossa, ettd EGL-tau-

dissa leptospira-bakteeri siirtyy astutuksen yhteydessa. (Di Azevedo & Lilenbaum 2022.)

Duttmann ym. (2017) arvioi tutkimuksessaan, etta leptospira-bakteerien selviytymiseen vaikuttaa
virtsan pH. Esimerkkina tutkimuksessa kaytetaan lihansydjien virtsaa, jonka pH on matalampi ver-

rattuna kasvinsyajiin, milloin /eptospira-bakteerien maara on pienempi. (Duttmann ym. 2017.)

8.3 Menetelman tarkkuus

Agglutinaatiossa eli sakkautumisessa on kyse antigeenista seka vasta-aineesta, jotka reagoivat
keskenaan. Sakkautumisen maaraan vaikuttaa antigeenien seka vasta-aineen maarien suhde. Jos
toista on huomattavasti enemman kuin toista, se voi heikentad sakkautumista. Saostumisreak-
tiossa on tarkeaa, etté antigeenit ovat puhtaita, vasta-aineet ovat spesifisia ja partikkelit ovat yh-

denmukaisia seka stabiileja. (Heikkinen ym. 2014, 29.)

Da Silva ym. (2020) tutkimuksessa kaytettiin eldvia antigeeneja, mutta muissa tutkimuksissa ei
mainittu, oliko niissa kaytetty kuolleita vai elavia antigeeneja. Terpstra ym. (2003) mukaan elavien
ja kuolleiden antigeenien kaytto vaikuttaa agglutinaation maaraan MAT:ssa riippuen kumpaa anti-
geenia kaytetaan. Kuolleiden antigeenien kaytto oli sensitiivisempi, mutta ei niin spesifinen. Elavaa

antigeenia kaytettdessa spesifisyys on suurempi. (Terpstra ym. 2003, 64.)
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Serologisia metodeja pidetdan hyddyllisind leptospiroosi taudin seulonnassa seké& diagnosoin-
nissa. Siihen kuitenkin vaikuttaa infektion vaihe seka tartunnan saaneen eldimen immuunireaktio.
(Carter ym. 2021.) Immuunireaktio voi olla niin pieni, ettd vasta-aineiden mittaaminen ei onnistu
niiden takia (Ackermann ym. 2021). Sen lisaksi on mahdollista, etta nayte otetaan liian aikaisessa
vaiheessa, jolloin vasta-aineet eivat ole havaittavissa (Baum ym. 2020). MAT:a suorittaessa taytyy
kuitenkin ottaa huomioon sen kyvyttdmyys erottaa IgG ja IgM vasta-aineet toisistaan (Fagre ym.
2020) seka mahdollinen ristireaktio serovarien valilla (Blundell ym. 2017; Duttmann ym. 2017; Da
Silva ym. 2020; Fagre ym. 2020; Fouché ym. 2020).

Geiger ym. (2021) pitaé@ MAT:& haastavana menetelmana, koska se vaatii ammatillista osaamista,
jotta testin voi suorittaa. Ammatillisen osaamisen lisaksi saatavilla tulisi olla useita serovareja, jotta
tutkimuksen voi tehda. MAT:n spesifisyyden puute johtuu osittain siita, etta leptospira-bakteeria on
hevosilla paljon, eli sen tausta-arvo on liian suuri. Geiger ym. (2021) ottaa kantaa in-house ELISA
menetelmaan kertoen, etta se on hyvin sensitiivinen seka spesifinen, joista suurin osa pyrkii ha-
vaitsemaan IgA vasta-aineita. In house menetelmalla tarkoitetaan organisaation sisalla kehitettya
menetelmaa (Saarinen 2018). In-house ELISA:a kayttdessa on hyva huomioida, etta se tunnistaa
IgA vasta-aineita myds terveiltd hevosilta. ELISA on parempi infektion akuutissa vaiheessa, verrat-
tuna MAT:in, vaikka MAT:n kerrotaan olevan epaluotettava tutkimusmenetelma myods kroonisissa
tulehduksissa. SNAP Lepto ei ole spesifinen tietyille immunoglobuliineille, eli se tunnistaa kaikki
vasta-aineet eri immunoglobuliiniryhmista, joka on etu leptospiran-bakteerin tunnistamisessa.
PCR-menetelmaa ja MAT:4& verrattaessa toisiinsa todettiin PCR:n olevan parempi, koska se kyke-
nee havaitsemaan LipL32-geenin. Jos MAT:ssa ei ole tiettya serovaria kaytossa, se ei valttamatta

tunnista bakteeria. (Geiger ym. 2021.)

Terpstra ym. (2003) tukee Geiger ym. (2021) nakemysta ELISA:n kaytosta infektion alkuvaiheessa,
koska se voi antaa positiivisen vastauksen jopa 6-8 paivaa ensimmaisen kliinisen oireen ilmaan-
nuttua. Taudin edetessa ELISA voi antaa my0s nopeamman negatiivisen vastauksen kuin MAT.

Nopeuden lisaksi ELISA on sensitiivisempi IgM vasta-aineille. (Terpstra ym. 2003, 68.)

Grauwels ym. (2018) tutkimuksen mukaan serologinen tutkimus ainoastaan veresta ei ole luotet-
tava. Sen sijaan PCR-tutkimus on kaytanndllinen ja luotettava tutkimus niin elainldaketieteessa,
kuin ihmisten la&ketieteessa. Se ei kykene erottamaan serovareja, vaikka se on sensitiivinen seké
spesifinen, mutta se pystyy analysoimaan pienen maaran naytettd. DNA:n monistusprosessissa on

huomioitava, etta niissa on eroja, kuten esimerkiksi kaytetty kasvatusliuos voi olla erilainen, ja se
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voi vaikuttaa tulokseen. Sen lisaksi esimerkiksi seerumi- ja plasmanéaytteista on saatu erilaisia tu-
loksia. Grauwels ym. (2018) tutkimuksessa kultaisena standardina bakteeri-infektion diagnostii-
kassa on positiivinen viljelytulos. Viljelya pidettiin kuitenkin tyoteliaana ja pitkakestoisena metodina,

jossa vaarien negatiivisten riski oli olemassa. (Grauwels ym. 2018.)

Fouché ym. (2020) tutkimuksessa todetaan, ettd PCR on aikaisemmin osoittanut, etta se on teho-
kas menetelma, jopa tehokkaampi kuin MAT tai FAT. Diagnostiseksi tutkimusmenetelmaksi maini-
taan my0s virtsanviljely, joka nahtiin epakaytannallisena, koska organismit kasvavat pitkaan, jonka
takia tunnistaminen tapahtuu my6haan. Munuaisbiopsia oli toinen vaihtoehto, mutta sen suoritta-

misessa on riskeja, jotka tulee ottaa huomioon. (Fouché ym. 2020.)

Carter ym. (2019) artikkelissa kerrotaan PCR:n seka FAT:in sensitiivisyyden seka spesifisyyden
olevan hyvin lahelld 100 %, jos ndytteena on abortoitunut kudos tai nesteet kayttden PCR-mene-
telmaa. FAT:lla sensitiivisyys ja spesifisyys ovat lahella 100 %, jos tutkimus tehdaan istukasta,
napanuorasta, sikion maksasta tai munuaisesta. Hopeavarjays ei ole kovin tarkka vaarien positii-

visten ja negatiivisten suuren maaran vuoksi. (Carter ym. 2019.)

Leptospira spp. on spirokeettabakteeri, joka nakyy varjattyna. Taman takia hopeavarjays, jota Ac-
kermann ym. (2021) tutkimuksessa kaytettiin, on luotettava menetelma ja tekniikka. Menetelman
huono puoli on, etta silld ei pysty tunnistamaan fragmentteja leptospira-bakteerista, jos vain muu-
tama organismi on lasna. Immunohistokemian menetelmaa pidetdan spesifisena menetelmana
leptospira-bakteerin antigeeneille, koska silla pystytaan tunnistamaan antigeeneja monesta eri ku-

dospalasta seka tunnistamaan eri leptospira-lajeja. (Ackermann ym. 2021.)

8.4 Titteri

Eri tutkimuksissa positiivisen MAT-tuloksen laimennos vaihtelee (Bjelica ym. 2022). Saman asian
huomasi myés Carter ym. (2021), vaikka tutkimuksessa todetaan, etta WHO:n kansainvélisen oh-
jeistuksen mukaan agglutinaatio 1:100 laimennoksessa tulkitaan positiiviseksi. Carter ym. (2021)
tutkimuksessa mainitaan, etté suosituksen sijaan saatetaan kayttaa 1:200 tai 1:400 titteria alim-
pana rajana positiiviselle tulokselle. Geiger ym. (2021.) huomautti eri tittereista eri tutkimuksissa,
kayttaen kuitenkin 1:100 titteria rajana positiiviselle tulokselle sen suosituksen vuoksi ja, koska sita

kaytettiin useimmissa tutkimuksissa.
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9 POHDINTA

9.1 Johtopaatokset

Leptospiroosi on zoonoottinen tauti, minka diagnostisista menetelmistd hevosilla ei ole tehty mon-
taa tutkimusta Suomessa. Se ei ole kovin tunnettu tauti Suomessa, koska sita esiintyy harvoin.
Kansainvalisesti se on kuitenkin tunnettu tauti, ja siita on tehty tutkimuksia eri mantereilla ja maissa.
Tutkimuksissa oli my0s otettu huomioon muut taudit, jotka ovat liitannaisia leptospira-bakteerin ai-

heuttamaan tautiin.

Kaytetyimmat diagnostiset menetelméat ovat mikroskooppinen agglutinaatiotesti seka PCR. Naiden
kahden lisaksi monissa tutkimuksissa viljely on suosittu menetelma huolimatta sen tyolaydesta ja
pitkakestoisuudesta. ELISA todettiin sensitiiviseksi diagnostiseksi menetelmaksi. Sen avulla diag-
noosin pystyy tekemaan infektion eri vaiheissa, mutta se ei ole kustannustehokas menetelma. MAT
ei ole diagnostisista menetelmista spesifisin, koska ristireaktion mahdollisuus on suuri, eika sero-
varin maarittdminen ole sen takia aina mahdollista. Se on kuitenkin erinomainen menetelma, jos
vain halutaan tietaa, onko elimistossa leptospira-bakteeria. Tutkimuksissa se mainittiin useasti kul-
taisena menetelmana leptospira-bakteerin vasta-aineiden tunnistamisessa. MAT on kuitenkin an-
tanut hieman ristiriitaisia tuloksia sen sensitiivisyydesta ja hyodyllisyydesta kroonisessa leptospi-
roosi-infektiossa. PCR-menetelma on todettu seka sensitiiviseksi, etta spesifiseksi sen nopeuden
lisksi. Mutta se on diagnostinen menetelma, mité on kaytetty yllattdvan vahan. Yhtena syyna voi
olla, etta tutkimuksissa kaytetyt naytteet oli tutkittu kauan aikaa sitten, jolloin PCR-menetelma on
ollut harvinaisempi. Sen kustannukset ovat olleet kallimmat seka se ei valttdmatta ole ollut viela
niin kehittynyt menetelma. Varjaykselliset menetelmat eli hopeavarjays tai immunohistokemiallinen
menetelma eivat olleet suosittuja diagnostisia menetelmia, koska vaarien positiivisten seka nega-

tiivisten tuloksien mahdollisuudet ovat suuret, kun naytteita tarkastellaan mikroskoopista.

Eri diagnostiset menetelmat todettiin sopiviksi, seké niiden tarkkuudet ovat yhtenevaisia, vaikka
niissa on myds eroja. ldeaalisen menetelman valinta riippuu infektion vaiheesta seka kaytossa ole-
vasta ajasta ja resursseista. MAT sopii kaytettavaksi diagnostiseksi menetelmaksi akuuttia infek-
tiota epailtdessa, mutta ei aivan infektion alkuun, koska vasta-aineet eivat mahdollisesti ole viela
ehtineet muodostua. Talléin PCR olisi parempi menetelma. MAT:n avulla kuitenkin voisi arvioida,
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missa vaiheessa infektio on vasta-ainepitoisuuksia seuraten. Warthin-Starry:n hopeavarjays seka
immunohistokemian varjayksen tarkkuudesta ei voida olla taysin varmoja, koska leptospira-bak-
teeria ei l6ydetty, vaikka bakteerin tiedettiin olevan naytteessa. SNAP lepto on erittéin sensitiivinen

seka spesifinen, niin kuin nopeasta ELISA:sta voi osata odottaa.

Naytemateriaali kertoo sijaintinsa perusteella paljon leptospiroosi-infektiosta. Tutkimustuloksista
kay ilmi, etta infektio voi olla enemman paikallinen, kuin systeeminen. Sen takia taudit, jotka voivat
viitata leptospiroosi tautiin oireiden sijainnin perusteella, olisi hyva ottaa vakavasti ja niista kannat-
taa tutkia leptospira-bakteerin mahdollisuutta. Intraokulaariset nesteet seka seerumi ovat sensitii-
visia, mutta intraokulaariset naytteet voivat olla informatiivisempia, ja kertoa tulehduksen paikalli-

suudesta.

ERU:n on huomattu liittyvan vahvasti leptospira-bakteerin aiheuttamaan infektioon, jonka takia in-
traokulaaristen nesteiden kayttdminen ndytemateriaalina on yleista. Tulos silman naytteesta antaa
nopean vastauksen infektion aiheuttajasta. Leptospiroosi-infektion on arvioitu liittyvan myoés lisaan-
tymiseen, jonka takia infektion esiintyvyytta lisdantymiselimissa on tutkittu. Kuten ERU:ssa, myos

tassa tapauksessa on kaytetty naytteita suoraan kohdusta, jotta tulos olisi selkea.

WHO:n suositus on, etta jos agglutinaatio tapahtuu 1:100 laimennoksessa, tulos on positiivinen.
Siitd huolimatta tutkimuksissa kaytetaan eri laimennosrajaa, missa agglutinaatio tapahtuu riitta-
vasti. Suurimassa osassa tutkimuksia positiiviseksi tulokseksi luettiin riittava agglutinaatio 1:100

l[aimennoksessa.

9.2 Opinnaytetyon luotettavuus ja eettisyys

Hyvan tieteellisen kaytannon eli HTK:n mukaan luotettavuus, rehellisyys, arvostus seka vastuun-
kanto ovat perusperiaatteita eurooppalaisen tutkimuseettisen ohjeistuksen mukaan. Hyvan tieteel-
lisen kaytannon ohjeiden mukaan tieteellista ty6ta tehdaan suunnitellen, toteuttaen ja dokumentoi-
den toiminta huolellisesti. Tieteellista tyotad tehdessa noudatetaan avoimen tieteen periaatteita
mahdollisuuksien mukaan huomioiden aiempi tutkimustieto. Tieteellisessa toiminnassa tulee huo-
lehtia eettisyydesta, jolloin toiminta on tieteenalan saantojen ja ohjeistusten seka HTK-ohjeen mu-

kaisesti tehty. Tieteellisessa toiminnassa on myds huolehdittava mahdollisesti tarvittavat luvat,
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suostumukset seka eettisen ennakkoarvion tekemisesta ennen tutkimusaineiston keruun aloitta-

mista. (Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2023, 11-13.)

Opinnaytety6ta kirjoitettiin HTK-ohjeen mukaisesti. Tyon luotettavuutta tuotiin esille kayttamalla tut-
kimusmetodina kirjallisuuskatsausta, joka on kriittinen ja tiivis erittely kirjallisuudesta (Mannila
2021). Koska kirjallisuuskatsauksen tulee olla toistettavissa, systemaattinen seké tasmallinen, pi-
dettiin kirjallisuushaku lapinakyvana alusta loppuun asti. Tyovaiheiden esiintuominen, seka niiden
jarjestaminen, taulukoilla havainnollistaminen seka tyovaiheiden avaaminen sanallisesti ovat osa
lapinakyvyytta ja toistettavuutta, mika ilmenee luotettavuutena. Tydssa kaytetyt lahteet ovat ver-
taisarvioituja artikkeleita seka tutkimuksia tunnetuista tietokannoista, mika edistaa tyon luotetta-
vuutta. Luotettavuuden lisaamiseksi, kirjallisuuskatsauksen loppuosaan on koottu liitteeseen 1 tau-

lukko, johon on listattu kaikki tutkimuksessa kaytetyt artikkelit seka tutkimukset.

Hyvaa tieteellistd kaytantéad on kollegoiden, tieteellisen toiminnan osapuolien, yhteiskunnan,
ekosysteemien, ympariston ja kulttuuriperinndn arvostaminen (Tutkimuseettinen neuvottelukunta
2023, 12). Opinnaytetydssa kollegoiden ja tieteellisen toiminnan osapuolien arvostaminen tuotiin
ilmi teksti- ja lahdeviittauksin, viitaten teksteihin totuudenmukaisesti yksityiskohtia salaamatta. Re-
hellisyytta tuotiin ilmi lahestymalla aihetta neutraalisti raportoiden siita puolueettomasti seka yksi-
tyiskohtaisesti. HTK-ohjeen mukaisesti opinnaytetyossa otettiin huomioon mahdollisesti tarvittavat
luvat ja suostumukset, joita ei ollut tarpeen hakea, koska opinnaytetyd toteutettiin kirjallisuuskat-

sauksena.

Kirjallisuuskatsausta rajasivat siihen laaditut sisaanotto- seka poissulkukriteerit, jotka ovat koottu
taulukkoon 1. Niiden avulla kirjallisuuskatsauksessa kasiteltiin vain niita artikkeleita seké tutkimuk-
sia, jotka vastasivat tutkimuskysymykseen. Kirjallisuuskatsauksessa kaytetyn kirjallisuuden tuli olla
joko suomen- tai englanninkielistd. Englanninkielisissa artikkeleissa seka tutkimuksissa mahdolli-
sesti tapahtuneet kaanndsvirheet seka poissuljetut maksulliset aineistot saattoivat vaikuttaa tutki-

mukseen.
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9.3 Jatkotutkimusehdotukset

Tutkimuksissa ei tullut ilmi, mité diagnostisia menetelmia Suomessa kaytetaan leptospiroosi taudin
diagnostiikassa, koska ne olivat kansainvalisia tutkimuksia. Bakteerin ja taudin harvinaisuus Suo-
messa vaikuttavat asiaan, mutta olisi hyva tietaa, mitka diagnostiset menetelmat olisivat parhaita
kayttaa Suomessa, ja mita tutkimusmenetelmia on mahdollisesti tulossa. Tassa olisi hyva ottaa

huomioon myos diagnostisten menetelmien kehitys ja kustannustehokkuus.

Harvinaisuudesta huolimatta leptospiroosi tautia esiintyy Suomessa. On tiedossa, etta serovarit L.
Pomona, L. Bratislava, L. Icterohaemorrhagiae, L. Hardjo, L. Canicola, L. Grippotyphosa ja L.
Sejroe aiheuttavat eniten leptospiroosi tautia hevosille (Ruokavirasto 2022 a). Kuitenkaan ei ole

ajankohtaista tietoa, mitka serovarit ovat yleisimmat taudinaiheuttajat hevosille Suomessa.

9.4 Opinnaytetyon arviointi

Opinnaytetyon tarkoituksena oli kuvata kirjallisuuskatsauksen avulla hevosilla kaytettyja leptospi-
roosi taudin diagnostisista menetelmia. Kuvaileva kirjallisuuskatsaus suunnattiin bioanalyytikko-
opiskelijoille, hevosten kanssa tydskenteleville ja muille, joita leptospira-bakteerin diagnostiset me-

netelmat kiinnostavat.

Taman opinnaytetyon tavoitteena oli koota kirjallisuuskatsauksen avulla yhteen uusinta tutkimus-
tietoa leptospiroosi taudin diagnostiikasta. Aiheeseen paadyttiin, koska kyseinen tauti leviaa,
vaikka se on vield harvinainen Suomessa. Leviamisen takia olisi hyva, jos leptospiroosi tauti olisi

tunnetumpi.

Opinnaytety6ta tehdessa koin oppineeni enemman tiedonhausta, tutkimusmetodeista seka tutki-
musprosessista. Tiedonhaussa lahteiden I6ytdminen ja niiden luotettavuuden arviointi ovat osa
prosessia, missa koen kehittyneeni. Ongelmien ja kysymysten ilmaantuessa vastauksien 16ytami-
nen vaihtoehtoisilla tavoilla tai kielella kehittyi. Opinndytetydprosessin aikana itsenaisen tyon ja
suunnitelmallisuuden merkitys korostui, jonka takia opin suunnittelemaan paremmin ottaen huomi-
oon kaytossa olevat resurssit seka tyoskentelemaan itsenaisesti. Opinnaytetydn edetessa opin tar-

kastelemaan omaa tyotd paremmin. Silld pystyin varmistamaan keskittymisen oikeisiin asioihin
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seka kayttamaan luotettavia ja ajankohtaisia lahteitd. Opinnaytetydn teossa haasteet, seka ongel-
matilanteet opettivat taitoja, joiden uskon olevan hyddyllisia tulevaisuudessa. Opin kirjoittamaan

tieteellista tekstia paremmin seka kokoamaan yhteen tietoa samasta aiheesta.

Opinnaytetyon tekemisen liséksi opin paljon uutta niin leptospiroosi taudista, leptospira-bakteerista
seka diagnostisista menetelmista. Mielestani sain laadittua kirjallisuuskatsauksen, joka kertoo mo-
nipuolisesti leptospiroosi taudin diagnostisista menetelmista ottaen huomioon niiden hyvat ja huo-

not puolet.

9.5 Sovellutus bioanalyytikoille

Bioanalyytikko on naytteenoton ja kliinisen laboratoriotydn asiantuntija, joka voi tydskennella ter-
veydenhuollon laboratorioissa, tutkimusryhmissa, hoito- ja tutkimusyksikoissa tai laboratorioalan
yrityksissa (Opintopolku 2023). Suomessa on kaksi eri laboratoriota, jossa leptospira-bakteeria tut-

kitaan elaimiltd. Nama laboratoriot ovat Movet Oy seka Ruokaviraston laboratorio.

Movet Oy on eldindiagnostiikkalaboratorio, joka tuottaa laboratoriopalveluita eldinten naytteille.
Movet Oy tekee leptospira-tutkimuksia PCR:lla ja MAR:lla (microagglutination reaction), joka vas-
taa mikroskooppista agglutinaatiotestia yhteistydssa yhteistydlaboratorion kanssa. Movet Oy kayt-
tavat PCR tutkimuksessaan virtsaa tai verta. MAT:lla taas seerumia. (Movet Oy 2023 a; Movet Oy
2023 b; Movet Oy 2023 c.)

Ruokaviraston elaintautitutkimuspalveluja tarjotaan viranomaisille, elainlaakareille, yrityksille ja
henkiloasiakkaille. Palveluihin kuuluu eldintautien ja zoonoosien toteaminen seka maatiloilla iimen-
neiden elainten sairauksien ja terveysongelmien syiden selvittely. Ruokavirasto kasittelee tuotanto-
, harraste- seka luonnonvaraisten eldinten tautitilannetta. Taudin- tai kuolinsyy selvitetdan patolo-
gisanatomisella tutkimuksella. Patologisanatomisella tutkimuksella tarkoitetaan diagnoosia sairas-
tuneesta elimesta tai kudoksesta, joka tehdaan mikroskooppitutkimuksella (Synlab 2023). Labora-
toriotutkimusten avulla voidaan todeta taudinaiheuttajia, eli bakteereja, viruksia ja loisia. (Ruokavi-
rasto 2023 d.) Ruokavirastossa leptospira-bakteeria tutkitaan mikroskooppisella agglutinaatiotes-
tilla (MAT) seerumista. (Ruokavirasto 2022 a).
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Tassa tyossa kuvattiin leptospiroosi taudin tutkimusmenetelmia, niiden eroja, luotettavuutta seka
tarkkuutta. Bioanalyytikko voi tyoskennelld ylla mainittujen laboratorioiden kaltaisissa yrityksissa,
kayttaen erilaisia tutkimusmenetelmia, pureutuen niiden luotettavuuteen, tarkkuuteen seka nopeu-

teen ottaen huomioon kaytossa olevat resurssit.
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etsittin MAT-menetel-
maa kayttaen. Kayte-
tyt naytteet oli saatu
23 eri elainlajilta seka

ihmiselta.

Hevosilla leptospira-
bakteerin esiintyvyys
on 2.89 %.

Di Azevedo, M. &
Lilenbaum, W. 2022.

Kerata ja koota tietoa
hevosten lisaantymi-
seen liittyvasta lep-
taudista.

tulok-

sena haluttin ehdot-

tospiroosi

Tutkimuksen

taa uutta oireyhtymaa

hevosten  lisaanty-
miselinten  leptospi-
roosista.

Systemaattinen kat-
saus. Tutkimuksia al-

kaen vuodesta 1940.

EGL eli equine genital
leptospirosis on tauti,
jonka aiheuttaa L.

Bratislava serovari.
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Da Silva, A., Da Silva,
M., De Moura, A., Eu-
cares von Lauer, A,
Jaguezeski, A., La-
ber, I. & Lovato, L.
2020.

Tiedostaa leptospira
spp:n

yleisyys
Brasiliassa.

serologinen
hevosilla
Yleisyy-
den lisaksi kartoitettiin
infektion  riskitekijoita
seka sen vaikutuksia

lisd@ntymiseen.

Seeruminéytteet  oli-
vat 60 eri laumasta, ja
niita oli yhteensa 595

kappaletta.

Naytteistd 45.9 % oli-
vat serologisesti posi-
tivisia Hevosten si-
jainti, rotu, kontaktit
koiriin tai muihin koti-
eldimiin eivat ole riski-
tekijoita, mutta suku-
puoli on. Lisaantymis-
tauteihin leptospiroo-

silla ei ole vaikutusta.

J.,
Dohman, K., Goris,
M.,
Minder, K. & Ullerich,
A. 2022.

Boehmer,

Strutzberg-

Verrata L. Grippo-
typhosa  serovarin
kahta eri kantaa kayt-
taen mikroskooppista
agglutinaatiotestia

diagnostiikassa. Tay-
dentavat naytteet tut-
kittiin

PCR-menetelmaa.

kayttamalla

Seerumi-, lasiaisnes-
teen seka kammio-
nesteen naytteet oli-
vat keratty niin hevo-
seka

silta, Koirilta

sioilta. Hevosten
naytteita oli 115 kap-

paletta.

Molempien kantojen
tulos oli positiivinen
53 %, kun kaytettiin
MAT:a

Baum, M., Bernstein,
M., Blum, S., Kalir, B.,
Pe’er, O., Schvartz,
G., Shnaiderman-Tor-
ban, A., Steinman, A.
& Tirosh-Levy, S.

2021.

Tutkia hevosten epi-
demiologista  altistu-
mista leptospira-bak-
teerille.  Tunnistaa
leptospira seroryhma
L. Pomona, jonka ar-
vellaan aiheuttavan

ERU:a

Naytteet kerattiin kah-
delta eri tilalta ja ne
tutkittiin

MAT:4, 8 eri serovaria

kayttaen

vastaan.

7/13 naytteesta oli po-
sitiivinen serovari L.

Pomonalle.
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Carter, C., Cywinska,
A., Czopowicz, M.,
Kita, J., Markowska-
Daniel, I., Paschalis-
Trela, K., Trela, J.,
Wasinski, B, Wit-
kowski, L. &
‘Zychska, M. 2021.

Kartoittaa /leptospira-
infektion  serologista
esiintyvyytta Puo-
lassa arabiahevosro-

dussa.

Seeruminéytteet ke-
rattin  Puolan isoim-
milta  jalostustiloilta
vuosina 2011-2013,
ja ne otettiin 615 he-
voselta. Naytteet tut-
kittin MAT:Il

antigeeneja kayttéen

elavia

Hevosten
meista 33.2
204/615

loytyi vasta-ainetta. L.

seeru-
%

naytteesta

eli

Grippotyphosa sero-
varia vastaan tuli eni-

ten positiivisia.

Blundell, R., Mala-
lana, F., Mcgowan, C.
& Pinchbeck, C. 2017.

Osoittaa paljonko Iso-
Britanniassa on lep-
tospira spp:hen liitty-
vaa ERU:a. Tutkimuk-
sessa arvioitiin sero-
logisen testin el
MAT:n hyotya yksi-
naan varmistustestina
ERU:n

nissa.

diagnosoin-

Aineisto kerattiin ta-
paus-kontrolloidusti

niiltd hevosilta, joilla
tiedettiin olevan ERU.
Naytteet kerattiin huh-
tikuun 2013 - kesa-
kuun 2016 valisena

aikana.

Tutkimuksessa ver-

rattin ~ seerumi- ja
kammionestendyttei-
den tuloksia toisiinsa,
seka tunnistettiin
naytteissa olevia se-
rovareja.  Hevosilta,
joilta tiedettiin olevan
ERU, positiivisia lep-
tospira-bakteerin

vasta-aineille oli 6.7
%. Serologisella tes-
tilla ei voi varmuudella
diagnosoida leptospi-

raan liittyvaa uveiittia.

Fagre, A, Landolt, G.,
Mayo, C. & Pabilonia
K. 2020.

Vertailla anti-leptospi-
ran  vasta-aineiden
esiintyvyytta  ulkoi-
sesti terveille naytta-
ville hevosille, ennen
rokotteen antamista
L.Pomona serovaria

vastaan Coloradossa.

124 naytettd oli ke-
ratty aiemmin, heina-
kuusta 2010 — tammi-
kuun 2017 vélisena
aikana. Kontrollinayt-
teet oli keratty kesa-
ja syyskuun 2015 vali-
sena aikana. Naytteet
ajettiin 6 eri serovaria

vastaan.

Tutkimuksen  nayt-
teista 82 % olivat po-
sitiivisia yhden sero-
varin kohdalla, kun tit-
teri oli 1:100. 57 %
naytteista olivat posi-
tiivisia yhden tai use-
amman serovarin
kohdalla, kun

titteri oli 1:200.
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Bjelica, B., Geiger, T.,
Gerhards, H.,
Mackenthun, E. &
Wollanke, B. 2022.

Analysoida hevosten
intraokulaarisia nes-
PCR-menetel-
malla, MAT:lIa seka
osaa naytteista myos
ELISA:lla

niita

teita

verraten
silmalaakarin
|6ydoksiin, jotka viit-
taavat ERU:un.

Retrospektiivinen tut-
kimus, jossa naytteet
oli keratty 2002-2017

valisena aikana.

Tutkimukseen kayte-
tyistd ERU-silmista 83
%

positiivisia

olivat vasta-aine
titterilla
1:100 tai korkeampi.
72 % olivat positiivisia
PCR:lI4, 83 % olivat
positiivisia ELISA:lla.
Silmista, jotka olivat
terveita tai niissa oli
uveiitti, ei tullut positii-
visia tuloksia MAT:lla.
PCR:lla yksista ter-
veista silmista tuli po-

sitiivinen tulos.

Ackermann, K., Ger-
hards, H., Kenngott,
R., Maierl, J., Settles,
M. & Wollanke, B.
2021

Tarkoituksena oli ha-
vaita leptospira spp:n
muodostamaa  biofil-
mia hevosilla kayt-
taen Warthin-Starry:n
hopeavarjaysta seka

immunohistokemiaa.

Tutkimukseen valittiin
hevosia, joilla oli his-
toria seka Kkliininen
loydos, joka vaikutti
leptospiran  aiheutta-
malle uveiitille. Lep-
tospira-bakteerin las-
ndolo  varmistettiin

PCR:lla seka MAT:lla

Kaikista lasille teh-
dyista naytteista ei
loydetty leptospiraa,
asteisia

mutta eri

biofilmin ~ muodostu-
mista 10ydettiin joka
lasilta. Viljellyista lep-
tospira-naytteista i
|6ydetty biofilmin
muodostamista tuke-
via todisteita. Eli biofil-

mia ei muodostunut.

Geiger, T., Gerhards,
H. & Wollanke, B.
2021.

Verrata SNAP Lepto-
pikatestia  MAT-me-
netelmaan kaytetta-

€ssa seerumia.

Tutkimuksessa kay-
tettin 90 leptospira-
tartuntavarmistettua
ERU-hevosta,
103

omaavaa hevosta.

seka

terveet silmat

MAT
spesifimpi verrattuna
SNAP Leptoon, kun

kyse on seeruminayt-

on epa-

teesta.
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Fouché, N., Francey,
T., Gerber, V., Graub-
ner, C., Lanz, S. &
Schweighauser, A.

2020.

Tarkoituksena oli ko-
rostaa aikaisen diag-
noosin seka hoidon
merkitysta varsoilla,
joilla oli leptospira-
bakteerin  aiheutta-
man infektion akuutti

munuaisvaurio

4 varsaa oli tuotu he-
vosklinikalle akuutin
munuaisvaurion takia.
Artikkelissa  kuvattiin
varsojen infektiota ja
sen hoitoa. Seerumi-
naytteista tehtiin MAT
ja virtsasta PCR-tutki-

mus

Varsasta ja serova-
rista riippuen MAT oli
positiivinen  1:100,
1:200, 1:400, 1:600,
1:800 tittereilla. Myds
PCR oli positiivinen
varsoilla, joiden nayt-
teille se tehtiin. Lep-
tospiroosi-infektiota

pitaisi miettia diag-
noosina varsoilla, jos
ne osoittavat epa-

spesifisia oireita.

Carter, C., Chang, Y.,
Divers, T., Irby, N. &
Smith, J. 2019.

Kayda lapi leptospira-
bakteeria, sen aiheut-
tamaa tautia, siihen
litettyja  sairauksia,
diagnostisia menetel-
mia, hoitoa, estamista
seka zoonoottista vai-

kutusta ihmisiin.

Artikkeli.

Lasiaisen nesteen ja
seeruminaytteita ver-
ratessa vasta-ainei-
den maara ol eri,
miké todennakoisesti
viittaa bakteerin pai-
kallisuuteen. (Muuta

tama)

Afshar, D., Amiri, F.,
Esmaeili, S., Khalili,
M., Safat, A. & Sak-
haee, E. 2020.

Kartoittaa

roosi taudin serolo-

leptospi-

gista yleisyytta ihmi-
siss4, ja elaimissa Ira-

nissa.

Systemaattinen  kat-
saus seka meta-ana-
lyysi, jossa aineisto oli
tammikuun 1998 -
joulukuun 2017 vali-

selta ajalta.

Serologisen yleisyy-
den keskiarvo hevo-
silla oli 19.99 %.
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Grauwels, M., Elen-
sary, M., Hansen, P.,
Monclin, S. &
Sauvage, A. 2018.

Tarkastella intraoku-
laarisen  leptospira-
bakteerin esiinty-
vyytta hevosilla, kayt-
tden PCR-menetel-
maa, verraten lasiai-
sen- ja kammioneste-
naytteiden  tuloksia

keskenaan.

Poikittaistutkimus,
jossa kaytetyt nayt-
teet oli keratty touko-
kuun 2015 - joulu-
kuun 2017 aikana.

Hevosilla, joille oli to-
dettu ERU,
pira-bakteerin
syys oli 30,3 %. 9 he-

vosella

leptos-

ylei-

lasiaisen
nayte oli positiivinen
leptospira-bakteerille.
3 naytetta oli positiivi-
nen kammiones-
teestd seka 8 hevosta
oli positiivinen mo-

lemmista naytteista.

Duttmann, C., Flores,
B., Fuertes, H., Ha-
laihel, N., Jiron, W.,

Mizquiz, J., Pérez-

Analysoida leptospira
spp:n epidemologista
kayttaytymista  elai-

missa Nigaraguassa,

Poikittaistutkimus.
Naytteet oli keratty
vuosien 2007-2013

valisena aikana.

Tutkimus osoitti lep-
tospiroosi taudin en-
deemisyyden Nicara-

guassa. Leptospiroosi

Sanchez, T. & She- | ympéristdssa, jossa taudin  epidemologi-
leby-Elias, J. 2017. ihmiset elavat. nen kayttaytyminen
kotielaimilla on riskite-
kija ihmisten leptospi-
roosi-tapauksissa.
Salonen, E. 2018. Kasitella ~ hevosten | Kirjallisuuskatsaus

bakteeri-, virus- ja sie-
niperaisia  zoonoo-

seja.
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