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Sikadysenteriaa aiheuttavan
Brachyspira hyodysenteriae -bakteerin
serologinen diagnostiikka

Serology of Brachyspira hyodysenteriae, causative agent of the

swine dysentery

YHTEENVETO

Seitsemdiltd suomalaiselta sikatilalta eristetyn seitsemdn Brachyspira
hyodysenteriae -kRannan sekd kolmen ulkomaisen B. byodysenteriae
-viitekannan immunogeenisia pintarakenteita tarkasteltiin SDS-PAGE-
menetelmdilld. Silmdmididirdiisessd tarkastelussa kantojen kesken ei todet-
tu yhidldisid pintarakenteita, mikd viittaa immunologiseen heterogee-
nisyyteen mydos suomalaisten B. byodysenteriae -kantojen kesken. Kah-
delle kotimaiselle B. byodysenteriae -Rannalle ja Rolmelle ulkomaiselle
B. byodysenteriae -viitekannalle valmistetiujen byperimmuuniseerumei-
den avulla selvitettiin mikroagglutinaatio (MA), immunodiffuusio ja
mikroskooppisen agglutinaatio-testimenetelmdin diagnostista spesifisyyt-
td B. hyodysenterialle. Ristireagointia muiden braRyspiralajien Ranssa
todettiin kRaikilla Rolmella menetelmdilld. Kun antigeeni Rdisiteltiin Reit-
tdamedilld, MA-testimenetelmd muuttui sangen RantaspesifiseRsi ja tiitterit
alenivat. MA-menetelmdn diagnostista berkRRyytid Rroonisen B. byody-
senteriae -tartunnan osoittamiseen tuiRittiin Rolmelta sikatilalta saatu-
Jjen seerumeiden ja yhdeltd tilalta saatujen ternimaitojen avulla. MA-
testin berkRyys osoittautui sangen albaiseRsi.

SUMMARY

The immunogenic lipo-oligosaccharides (LOS) of the cell wall from seven
Finnish field strains and three ATCC strains of Brachyspira byodysente-
riae were compared by SDS-PAGE. The LOS profiles were beterogeneous
between the strains. Hyperimmune sera for five B. hyodysenteriae strains
were used to determine the diagnostic specificity of microagglutination,
immunodiffusion and microscopic agglutination tests. The byperim-
mune sera cross-reacted with the otber species of genus Bracyspira using
each of these metbods. The microagglutination test became strain-spe-
cific for B. byodysenteriae when the antigen was boiled. The boiling of
the antigen led to lowered titres. Serum samples from three and colos-
trum samples from one berd with a chronic B. byodysenteriae infection
were used to evaluate the diagnostic sensitivity of the microagglutina-
tion test in detecting the infection, its sensitivity was fairly low.

JOHDANTO

Brachyspira (B.) hyodysenteriaen
aiheuttama sikojen tarttuva veriri-
puli eli dysenteria heikentid voi-
makkaasti eldinten hyvinvointia ja
tuotantotaloutta. Dysenterian diag-
nosointi viljelymenetelmalld on hi-
dasta. Niytteenottovirheet ja ladki-
tys voivat johtaa viiriin negatiivi-
siin tuloksiin. Nopeampia serologi-
sia menetelmiid dysenterian diag-
nosointiin on ulkomailla tutkittu
vaihtelevin tuloksin (La ja Hampson
2001, Diarra ym. 1995). Brakyspira-
suvun bakteerien immunogeeniset
pintarakenteet ovat padasiallisesti
lipo-oligosakkarideja (LOS). Ulko-
maisissa tutkimuksissa ne on todet-
tu lajinsisdisesti sangen heterogee-
nisiksi (Halter ja Joens 1988). Ti-
man tutkimuksen tarkoitus oli arvi-
oida suomalaisten dysenteriabak-
teerikantojen immunogeenisten
pintarakenteiden LOS-profiileita
SDS-PAGE-menetelmilli seki selvit-
tdd mikroagglutinaatio (MA), immu-
nodiffuusio ja mikroskooppisen
agglutinaatiotestin diagnostista spe-
sifisyytta B. hyodysenterialle ja
MA-testin diagnostista sensitiivi-
syyttd B. byodysenteriae -tartunnan
diagnosointiin tilatasolla.

AINEISTO JA MENETELMAT

Aineisto koostui dysenteriaa kroo-
nisesti kantavan seitsemin suoma-
laisen porsastuotantotilan (tilat A-
G) naytteistd. Tilat eivit sijainneet
lihelld toisiaan. Osalla tiloista oli
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tunnistettu dysenterialle tyypillisid
oireita, ja osa tiloista oli oireetto-
mia. Kultakin tilalta tutkittiin yksi
(3 tilaa) tai kaksi (4 tilaa) B. hyody-
senteriae -eristysti. Tilalta A oli 16
ternimaitondytettd ja 5 seerumindy-
tettd. Tilalta B oli 23 seeruminiytet-
td ja tilalta C 15 seeruminiytetti.
Kontrolleina kaytettiin brakyspiro-
jen ATCC"-viitekantoja: kolme B.
hyodysenteriae -kantaa (ATCC'
27164, 31212 ja 49887, vastaten
serotyyppeji 1, 2 ja 8), B. interme-
dia (ATCC" 51140), B. pilosicoli
(ATCC" 51139) ja B. innocens
(ATCC" 29796). B. hyodysenteria-
en suhteen negatiivisina kontrolli-
ternimaitoina kiytettiin yhdeksii
ternimaitoniytetti terveysvalvonta-
sikalasta, jolla oli pitkdaikainen
historia hyvisti terveystilanteesta.
B. hyodysenteriaen ja B. pilosico-
lin suhteen negatiivista kontrolli-
seerumia saatiin neljistd varhaisvie-
roitetusta koesiasta.

Bakteereiden immunogeenisten
pintarakenteiden tarkasteluun otet-
tiin joka tilalta yksi B. hyodysente-
riae -kanta seki B. hyodysenteriae
-serotyyppeji 1, 2 ja 8 edustavat
ATCC"kannat. Kantojen LOS eks-
trahoitiin (Goldman ja Leive 1987),
denaturoitiin natriumdodekyylisul-
faatilla (SDS) ja ajettiin polyakryyli-
amidigeelielektroforeesissa (PAGE)
(Laemmli 1970). Saadut LOS-profii-
lit vertailtiin silmdmairdisesti valo-
pOydilla.

Kaneissa valmistettiin hyperim-
muuniseerumia kahden tilan B.
byodysenteriae -kannoille ja kol-
melle B. hyodysenteriae -serotyyp-
peji 1, 2 ja 8 edustaville ATCC"-kan-
noille. Bakteriini ja antiseerumi
valmistettiin ~ Hampsonin  ym.
(1989) mukaan, paitsi etti adju-
vanttina kiytettiin Freundin epatiy-
dellistd adjuvanttia. Kaikkia serolo-
gisia testejd varten antigeeni oli
0,3-prosenttinen formaliinilla inak-
tivoitu kokosolupreparaatti tai anti-
geeni oli inaktivoinnin lisiksi kei-
tetty tai sonikoitu.

MA

MA-testi suoritettiin 96-kuoppaisel-
la mikrotiitterilevylld (Parviainen
2003). Positiivinen tulos todettiin
silmamadriisesti harsomaisena agg-
lutinaationa. Tulos oli negatiivinen,
jos testilevyn kuopan pohjalla nikyi
nappimainen bakteerikasauma.
Hyperimmuuniseerumit testattiin
ristiin B. hyodysenteriae ja kontrol-
likantoja vastaan. Kolmen dysente-
riatilan seerumit ja yhden dysente-
riatilan ternimaidot testattiin tilan
B. byodysenteriae -kantaa ja kont-
rollikantoja vastaan. B. hyodysente-
riae -negatiiviset kontrolliseerumit
ja ternimaidot testattiin kolmea B.
byodysenteriae ATCC" -kantaa ja
kolmea muuta brakyspiralajia edus-
tavaa kontrollikantaa vastaan.

Immunodiffuusiotesti

Kaksoisimmunodiffuusiotesti suori-
tettiin Cogginsin agarilla (Parviai-
nen 2003). Levyja inkuboitiin kos-
teuskammiossa kahteen vuorokau-
teen asti ja tarkkailtiin silmimaarai-
sesti presipitaatioviivojen syntymis-
td. Kokeita tehtiin vain hyperim-
muuniseerumeilla, joita testattiin
ristiin B. hyodysenteriae -kantoja ja
kolmen muun brakyspiralajin kont-
rollikantoja vastaan.

Mikroskooppinen
agglutinaatiotesti

Mikroskooppinen agglutinaatiotesti
kokosolupreparaatilla suoritettiin
mikrotiitterilevylldi  (Parviainen
2003). Solujen agglutinoitumista
tarkasteltiin ~ pimeidkenttimikro-
skoopilla. Tiitterin antoi raja, jossa
vahintdin 50 prosenttia soluista
havaittiin agglutinoituneiksi.

TULOKSET

SDS-PAGE

Ajogeelit tarkasteltiin silmamairdi-
sesti valopOydalld. Kotimaisten ja
ulkomaisten kantojen kesken ei
voitu havaita tiysin identtisid profii-
leita. Tulos viittaa kantojen immu-
nogeeniseen erilaisuuteen.

MA-testi

Yli 1:80 tiitteri tulkittiin kohon-
neeksi ja vihintddn 1:320 tiitteri
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TAULUKKO 1 TABLE

Viiden byperimmuuniseerumin mikroagglutinaatiotiitterit viitici B. hyodysenteriae -kRantaa ja Rolmea nega-
titvikontrollina Rdéytettyd Brachyspira -suvun muita lajeja edustavaa kantaa vastaan.

Antibody titres in five byperimmune sera by microagglutination test. Five B. byodysenteriae strains and three
non-B. hyodysenteriae strains of the genus Brachyspira were used as antigens.

Antigeeni Antigeenin Hyperimmuuniseerumi
kasittely
Antigen Antigen Hyperimmune sera
treatment
ATCC ATCC ATCC Tila A Tila B
27164 31212 49887 Herd A Herd B
B. byo B. byo B. byo B. byo B. byo
ATCC 27164 keitetty® boiled 320 40 20 20 20
B. byodysenteriae  sonikoitu® sonicated 2560 2560 1280 640 1280
kokosolu® whole-cell 2560 2560 2560 1280 2560
ATCC 31212 keitetty boiled 10 320 -9 10 40
B. byodysenteriae  sonikoitu sonicated 320 2560 40 160 320
kokosolu whole-cell 160 2560 - 160 320
ATCC 49887 keitetty boiled 10 - 80 - -
B. byodysenteriae  sonikoitu sonicated 2560 5120 2560 2560 5120
kokosolu whole-cell 2560 5120 2560 2560 5120
Tila A keitetty boiled 20 - 20 320 20
B. byodysenteriae  sonikoitu sonicated 160 320 640 1280 320
kokosolu whole-cell 640 1280 1280 1280 1280
Tila B keitetty boiled 20 160 20 10 2560
B. byodysenteriae  sonikoitu sonicated 80 80 160 160 20480
kokosolu whole-cell 1280 2560 1280 640 20480
ATCC 51140 keitetty boiled - - - - 10
B. intermedia sonikoitu sonicated 20 20 80 80 160
kokosolu whole-cell 80 320 160 320 640
ATCC 29796 keitetty boiled - 10 10 - -
B. innocens sonikoitu sonicated - - - - -
kokosolu whole-cell - - - - -
ATCC 51139 keitetty boiled 20 20 20 20 20
B. pilosicoli sonikoitu sonicated 640 2560 2560 640 2560
kokosolu whole-cell 640 2560 2560 640 2560

» antigeeni on inaktivoinnin lisiksi keitetty
inactivated antigen was boiled

antigeeni on inaktivoinnin lisiksi sonikoitu
inactivated antigen was sonicated

9 inaktivoitu antigeeni

inactivated antigen

tiitteri < 10

titre < 10

b,

N

d

=
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TAULUKKO 2 TABLE

Dysenteriatilan A ternimaito- ja seerumindytteiden mikroagglutinaatiotiitterit homologiselle B. byodysenteriae
-kannalle sekd kolmelle muita Brachyspira-lajeja edustavalle kannalle.

The antibody titres by microagglutination test in colostrum and serum samples from berd A with a bistory of
swine dysentery. A homologous strain of B. byodysenteriae and three strains of different species of Brachyspira
were used as antigens.

Nayte Nro Antigeeni
Sample No. Antigen
B. ATCC 51140 ATCC 29796 ATCC 51139
hyodysenteriae B. intermedia B. innocens B. pilosicoli

Ternimaito 1 40" 40 40 80
Colostrum 2 40 40 40 80

3 40 40 40 40

4 80 (20)» 40 (-9) 80 (20) 80 (20)

5 40 40 80 80

6 40 160 80 80

7 40 40 40 80

8 80 (10) 80 (- 80 (40) 160 (40)

9 40 80 80 80

10 40 40 40 80

11 40 80 40 80

12 160 (20) 160 (10) 160 (20) 160 (40)

13 80 (10) 80 (10) 160 (20) 320 (20)

14 80 (20) 80 (10) 160 (40) 160 (40)

15 80 (20) 40 (-) 40 (40) 80 (20)

16 80 (20) 40 (10) 40 20) 320 (20)
Seerumi 1 80 (10) 80 (- 320 (160) 160 (20)
Serum 2 40 80 80 80

3 20 40 80 40

4 10 160 80 80

5 20 40 40 20

» tulos, kun antigeenina on kiytetty inaktivoitua kokosolupreparaattia
the result using an inactivated whole-cell suspension as an antigen
P suluissa tulos, kun inaktivoitu antigeeni on kisitelty keittimalla
in parentheses: the results using a boiled, inactivated antigen

9 tiitteri < 10
titre < 10

tulkittiin positiiviseksi. Hyperim-
muuniseerumeiden antamat tiitterit
B. hyodysenteriae -kokosoluprepa-
raattia vastaan olivat korkeat (tau-
lukko 1). Antigeenin keittiminen
alensi tiittereitd huomattavasti ja
kohonneita tai positiivisia tiittereitia
saatiin vain homologista antigeenii
kiytettiessi. Kun hyperimmuuni-
seerumeita testattiin kiyttien anti-
geeneina muista brakyspiralajeista
valmistettua antigeenipreparaattia,
todettiin sangen korkeita tiittereiti
silloin, kun antigeeni oli kokosolu-
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preparaatti tai sonikoitu (taulukko
1). B. pilosicoli ristireagoi voimak-
kaasti ja B. intermedia kohtalaises-
ti B. hyodysenteriae -antiseerumei-
ta vastaan kiytettiessi kokosolu- tai
sonikoitua antigeenivalmistetta.
Tilojen A, B ja C seerumi- ja terni-
maitondytteiden vasta-ainetasot B.
hyodysenteriaeta vastaan osoittau-
tuivat alhaisiksi (taulukko 2, tila A;
muiden tilojen tulokset saatavilla
pyydettiessd). Kontrollikannat B.
intermedia, B. innocens ja B. pilo-
sicoli antoivat useissa tapauksissa

korkeampia tiittereitd kuin tilalta
eristetty B. byodysenteriae -kanta.
Kun kiytettiin keitettyd antigee-
nipreparaattia, tilan A naytteiden
tiitterit jaivat vilille 1:10-1:20 ja ti-
lojen B ja C naytteiden tiitterit jai-
vit lihes poikkeuksetta alle 1:10.
B. byodysenteriae -tartunnan
suhteen negatiivisia kontrollisee-
rumeita tutkittaessa todettiin yli
1:160 tiittereitd B. hyodysenteri-
aen ATCCT 31212 -kantaa vastaan,
kun antigeeni oli kdsittelemiton tai
sonikoitu. Kontrolliternimaitojen
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tiitterit eivit ylittineet 1:80 milldin
antigeenin Kisittelytavalla (tulokset
saatavilla pyydettiessd).

Immunodiffuusiotesti

Immunodiffuusiotestissi hyperim-
muuniseerumeilla kaikki antigee-
neind kiytetyt B. hyodysenteriae
-kannat kayttiytyivit melko saman-
kaltaisesti. Suurin seerumilaimen-
nos, jolla vield saatiin positiivinen
tulos oli 1:2. Sekd homologinen
ettid heterologinen antigeeniprepa-
raatti antoi useimmiten positiivisen
tuloksen laimennoksella 1:2 (tulok-
set saatavilla pyydettidessi). Kont-
rollikantojen B. intermedia ja B.
innocens reaktiot B. hyodysente-
riae -hyperimmuuniseerumeita
vastaan olivat heikompia kuin B.
byodysenteriae -kantojen, mutta B.
pilosicoli antoi selvin ristireaktion.
Ainoastaan B. hyodysenteriae -kan-
nan ATCC" 49887 reaktiot voitiin
erottaa lajispesifisesti kontrollikan-
tojen positiivisista reaktioista: tima
kanta antoi kaikkia hyperimmuuni-
seerumeita vastaan identtisyysreak-
tion ja kontrollikantoja vastaan po-
sitiivisen, mutta epaidenttisyyttd
osoittavan reaktion.

Mikroskooppinen
agglutinaatiotesti

Testin soveltuvuutta oli mahdollista
tutkia vain kokosolupreparaattia
antigeenina kiyttien. Hyperim-
muuniseerumeiden antamat tiitterit
homologista antigeenid vastaan
vaihtelivat 1:160 ja 1:640 valilld.
B. byodysenteriae -kanta ATCC
31212:1le valmistettu hyperimmuu-
niseerumi ristireagoi B. interme-
dian ja B. pilosicolin kanssa. Kent-
tdseerumeita ja -ternimaitoja testat-
taessa ei saatu 1:80 vylittivid tiitte-
reitd yhdellikdin B. hyodysenteriae
-antigeenipreparaatilla  (tulokset
saatavilla pyydettiessd).

POHDINTA

Tyydyttivin serologisen testin tuli-
si tunnistaa B. hyodysenteriae -tar-
tunta ilman mainittavaa ristirea-
gointia muiden brakyspiralajien
kanssa. Epdspesifisid reaktioita voi-

tiin MA-testissd vihentdd vain, jos
antigeeni keitettiin. Haittana oli
testin herkkyyden huomattava ale-
neminen, jolloin dysenteria-tartun-
taa ei kenttindytteistd mahdollisesti
havaita.

Mikroskooppinen agglutinaatio-
testi osoittautui MA-testid epiher-
kemmiksi ja epispesifisemmaiksi.
Immunodiffuusiotestin herkkyys
luonnollisen tartunnan toteamisek-
si kenttandytteistd on myoOs erittdin
todennikoisesti MA-testid heikom-
pi, silli hyperimmuuniseerumia
voitiin laimentaa enintdian 1:2 posi-
tiivisen tuloksen saamiseksi. Havai-
tut ristireaktiot B. pilosicolin kans-
sa osoittivat immunodiffuusiotestin
my0s epispesifiseksi.

Egan ym. (1983) tutkivat Yhdys-
valloissa MA-menetelmilld 19 sika-
laa, joissa oli aiemmin todettu dy-
senteriaongelma. He kayttivit anti-
geenina B. hyodysenteriaen sero-
tyyppi 1:n kuumentamatonta koko-
solupreparaattia ja positiivisen tiit-
terin rajaksi oli asetettu 1:256. He
saivat positiivisia tiittereitd 12:n
(63 %) tilan seeruminiytteistd; niil-
14 tiloilla 10-54 prosenttia tutkituis-
ta eldimisti oli positiivisia. Todetta-
koon, etti Yhdysvalloissa oli tuol-
loin todettu esiintyvin vain sero-
tyyppeja 1 ja 2. Omassa tutkimuk-
sessamme saimme homologista ja
keittimatontd antigeenia kayttien
kolmen tilan seerumeista kohon-
neita (>1:80) ja enintadn 1:320 tiit-
tereitd 20, 23 ja 73 prosentilla tilan
naytteista. Tulosten luotettavuutta
heikentdi se, etti negatiivikontrol-
liseerumit antoivat jopa 1:640 tiitte-
reitd B. hyodysenteriaen Keittimit-
tOmilld antigeenipreparaatilla.

Diarra ym. (1995) tutkivat seitse-
maii kanadalaista dysenteriasikalaa
MA-menetelmalla kidyttien keitettyd
antigeenipreparaattia. He olivat
asettaneet positiivisen tuloksen ra-
jaksi niinkin alhaisen tiitterin kuin
1:10, jolloin tilojen sioista 70-95
prosenttia oli positiivisia. Meidian
tutkimuksessamme keitettyd homo-
logista antigeenia kidyttien yhden
tilan kaikkien niytteiden tiitterit
olivat alle 1:10, yhdelli tilalla yksi
(7 %) niyte antoi enimmilldin tiit-

terin 1:10 ja yhdella tilalla kaikki
keitetylld homologisella antigeenil-
la tutkitut niytteet antoivat tiitterit
1:10-1:20. Havaitsemamme sangen
alhaiset tiitterit dysenteriatilojen
naytteissd voivat selittyd myos in-
fektiopaineiden erilaisuudella suo-
malaisten ja niiden ulkomaisten
tartuntatilojen vililld, joissa tutki-
muksia on tehty.

Tutkimuksemme hyperimmuuni-
seerumeilla osoittivat, ettd keitettyd
heterologista B. hyodysenteriae an-
tigeenipreparaattia kiytettiessi tiit-
teri voi jaada alle 1:10. Tastd voimme
paatelld, etta MA-testi voi antaa luo-
tettavia positiivisia tuloksia vain, jos
antigeenipreparaatti on homologi-
nen tilan infektoineen brakyspira-
kannan serotyypin kanssa.

ELISA-testi on MA-testid herkem-
pi menetelmi dysenteriatartunnan
serologiseen osoittamiseen, mutta
se on serotyypille spesifinen (Mho-
ma ym. 1992, Egan ym. 1983).
Tutkimuksessamme, suomalaisten
B. byodysenteriae -kantojen keske-
naan erilaiset LOS-profiilit viittasi-
vat immunogeeniseen heterogeeni-
syyteen kantojen kesken. Hyperim-
muuniseerumeilla  tekemimme
tutkimukset tukevat selvisti oletta-
musta, ettd suomalaiset B. hyody-
senteriae -kannat edustavat useita
eri serotyyppeji. ELISA-testin kiyt-
t0 edellyttdisi testin radtilointid
kullekin serotyypille erikseen.

EELAn aineistossa B. hyodysente-
riae -10ydosten miird on selkedsti
vihentynyt viime vuosina. Sikaloi-
den saneeraukset dysenterian hivit-
timiseksi ovat olleet ilmeisen on-
nistuneita. Taudin kiydessi harvi-
naiseksi on mahdollista, etti B.
hyodysenteriae -serotyyppien mai-
rd Suomessa on vihentynyt. Koska
satunnaistenkin taudinpurkausten
ta viljelemalld on erittdin tyOldsta ja
kallista, ELISA-menetelmin sovelta-
misen edellyttimii kotimaisten B.
byodysenteriae -serotyyppien sel-
vittimista olisi aiheellista jatkaa.

Tutkimusta rahoitti maa- ja met-
siatalousministerion Maatilatalou-
den kehittimisrahasto (4183/501/
2001).
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