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Sikadysenteriaa aiheuttavan 
Brachyspira hyodysenteriae -bakteerin 

serologinen diagnostiikka

Serology of Brachyspira hyodysenteriae, causative agent of the 
swine dysentery

JOHDANTO

Brachyspira (B.) hyodysenteriaen 
aiheuttama sikojen tarttuva veriri-
puli eli dysenteria heikentää voi-
makkaasti eläinten hyvinvointia ja 
tuotantotaloutta. Dysenterian diag-
nosointi viljelymenetelmällä on hi-
dasta. Näytteenottovirheet ja lääki-
tys voivat johtaa vääriin negatiivi-
siin tuloksiin. Nopeampia serologi-
sia menetelmiä dysenterian diag-
nosointiin on ulkomailla tutkittu 
vaihtelevin tuloksin (La ja Hampson 
2001, Diarra ym. 1995). Brakyspira-
suvun bakteerien immunogeeniset 
pintarakenteet ovat pääasiallisesti 
lipo-oligosakkarideja (LOS). Ulko-
maisissa tutkimuksissa ne on todet-
tu lajinsisäisesti sangen heterogee-
nisiksi (Halter ja Joens 1988). Tä-
män tutkimuksen tarkoitus oli arvi-
oida suomalaisten dysenteriabak-
teerikantojen immunogeenisten 
pintarakenteiden LOS-profi ileita 
SDS-PAGE-menetelmällä sekä selvit-
tää mikroagglutinaatio (MA), immu-
nodiffuusio ja mikroskooppisen 
agglutinaatiotestin diagnostista spe-
sifi syyttä B. hyodysenterialle ja 
MA-testin diagnostista sensitiivi-
syyttä B. hyodysenteriae -tartunnan 
diagnosointiin tilatasolla.  

AINEISTO JA MENETELMÄT

Aineisto koostui dysenteriaa kroo-
nisesti kantavan seitsemän suoma-
laisen porsastuotantotilan (tilat A– 
G) näytteistä. Tilat eivät sijainneet 
lähellä toisiaan. Osalla tiloista oli 

YHTEENVETO

Seitsemältä suomalaiselta sikatilalta eristetyn seitsemän Brachyspira 
hyodysenteriae -kannan sekä kolmen ulkomaisen B. hyodysenteriae          
-viitekannan immunogeenisia pintarakenteita tarkasteltiin SDS-PAGE- 
menetelmällä. Silmämääräisessä tarkastelussa kantojen kesken ei todet-
tu yhtäläisiä pintarakenteita, mikä viittaa immunologiseen heterogee-
nisyyteen myös suomalaisten B. hyodysenteriae -kantojen kesken. Kah-
delle kotimaiselle B. hyodysenteriae -kannalle ja kolmelle ulkomaiselle 
B. hyodysenteriae -viitekannalle valmistettujen hyperimmuuniseerumei-
den avulla selvitettiin mikroagglutinaatio (MA), immunodiffuusio ja 
mikroskooppisen agglutinaatio-testimenetelmän diagnostista spesifi syyt-
tä B. hyodysenterialle. Ristireagointia muiden brakyspiralajien kanssa 
todettiin kaikilla kolmella menetelmällä. Kun antigeeni käsiteltiin keit-
tämällä, MA-testimenetelmä muuttui sangen kantaspesifi seksi ja tiitterit 
alenivat. MA-menetelmän diagnostista herkkyyttä kroonisen B. hyody-
senteriae -tartunnan osoittamiseen tutkittiin kolmelta sikatilalta saatu-
jen seerumeiden ja yhdeltä tilalta saatujen ternimaitojen avulla. MA-
testin herkkyys osoittautui sangen alhaiseksi.

SUMMARY

The immunogenic lipo-oligosaccharides (LOS) of the cell wall from seven 
Finnish fi eld strains and three ATCC strains of Brachyspira hyodysente-
riae were compared by SDS-PAGE. The LOS profi les were heterogeneous 
between the strains. Hyperimmune sera for fi ve B. hyodysenteriae strains 
were used to determine the diagnostic specifi city of microagglutination, 
immunodiffusion and microscopic agglutination tests. The hyperim-
mune sera cross-reacted with the other species of genus Bracyspira using 
each of these methods. The microagglutination test became strain-spe-
cifi c for B. hyodysenteriae when the antigen was boiled. The boiling of 
the antigen led to lowered titres. Serum samples from three and colos-
trum samples from one herd with a chronic B. hyodysenteriae infection 
were used to evaluate the diagnostic sensitivity of the microagglutina-
tion test in detecting the infection; its sensitivity was fairly low.  
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tunnistettu dysenterialle tyypillisiä 
oireita, ja osa tiloista oli oireetto-
mia. Kultakin tilalta tutkittiin yksi 
(3 tilaa) tai kaksi (4 tilaa) B. hyody-
senteriae -eristystä. Tilalta A oli 16 
ternimaitonäytettä ja 5 seeruminäy-
tettä. Tilalta B oli 23 seeruminäytet-
tä ja tilalta C 15 seeruminäytettä. 
Kontrolleina käytettiin brakyspiro-
jen ATCCT-viitekantoja: kolme B. 
hyodysenteriae -kantaa (ATCCT 
27164, 31212 ja 49887, vastaten 
serotyyppejä 1, 2 ja 8), B. interme-
dia (ATCCT 51140), B. pilosicoli 
(ATCCT 51139) ja B. innocens 
(ATCCT 29796). B. hyodysenteria-
en suhteen negatiivisina kontrolli-
ternimaitoina käytettiin yhdeksää 
ternimaitonäytettä terveysvalvonta-
sikalasta, jolla oli pitkäaikainen 
historia hyvästä terveystilanteesta. 
B. hyodysenteriaen ja B. pilosico-
lin suhteen negatiivista kontrolli-
seerumia saatiin neljästä varhaisvie-
roitetusta koesiasta.  

Bakteereiden immunogeenisten 
pintarakenteiden tarkasteluun otet-
tiin joka tilalta yksi B. hyodysente-
riae -kanta sekä B. hyodysenteriae 
-serotyyppejä 1, 2 ja 8 edustavat 
ATCCT-kannat. Kantojen LOS eks-
trahoitiin (Goldman ja Leive 1987), 
denaturoitiin natriumdodekyylisul-
faatilla (SDS) ja ajettiin polyakryyli-
amidigeelielektroforeesissa (PAGE) 
(Laemmli 1970). Saadut LOS-profi i-
lit vertailtiin silmämääräisesti valo-
pöydällä.

Kaneissa valmistettiin hyperim-
muuniseerumia kahden tilan B. 
hyodysenteriae -kannoille ja kol-
melle B. hyodysenteriae -serotyyp-
pejä 1, 2 ja 8 edustaville ATCCT-kan-
noille. Bakteriini ja antiseerumi 
valmistettiin Hampsonin ym. 
(1989) mukaan, paitsi että adju-
vanttina käytettiin Freundin epätäy-
dellistä adjuvanttia. Kaikkia serolo-
gisia testejä varten antigeeni oli 
0,3-prosenttinen formaliinilla inak-
tivoitu kokosolupreparaatti tai anti-
geeni oli inaktivoinnin lisäksi kei-
tetty tai sonikoitu.

MA

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

Immunodiffuusiotesti

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

Mikroskooppinen                         
agglutinaatiotesti

Mikroskooppinen agglutinaatiotesti 
kokosolupreparaatilla suoritettiin 
mikro tiitterilevyllä (Parviainen 
2003). Solujen agglutinoitumista 
tarkasteltiin pimeäkenttämikro-
skoopilla. Tiitterin antoi raja, jossa 
vähintään 50 prosenttia soluista 
havaittiin agglutinoituneiksi.  

TULOKSET

SDS-PAGE

Ajogeelit tarkasteltiin silmämääräi-
sesti valopöydällä. Kotimaisten ja 
ulkomaisten kantojen kesken ei 
voitu havaita täysin identtisiä profi i-
leita. Tulos viittaa kantojen immu-
nogeeniseen erilaisuuteen.

MA-testi

Yli 1:80 tiitteri tulkittiin kohon-
neeksi ja vähintään 1:320 tiitteri 

VAHVEMPI  600 mg
kefaleksiini
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TAULUKKO 1 TABLE 

Viiden hyperimmuuniseerumin mikroagglutinaatiotiitterit viittä B. hyodysenteriae -kantaa ja kolmea nega-
tiivikontrollina käytettyä Brachyspira -suvun muita lajeja edustavaa kantaa vastaan.

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

Antigeeni Antigeenin Hyperimmuuniseerumi
  käsittely
Antigen Antigen Hyperimmune sera
 treatment   

   ATCC ATCC ATCC Tila A Tila B
   27164 31212 49887 Herd A Herd B
   B. hyo  B. hyo B. hyo B. hyo B. hyo

ATCC 27164 keitettya) boiled 320 40 20 20 20
B. hyodysenteriae sonikoitub) sonicated 2560 2560 1280 640 1280
 kokosoluc) whole-cell 2560 2560 2560 1280 2560

ATCC 31212 keitetty boiled 10 320 –d) 10 40
B. hyodysenteriae sonikoitu sonicated 320 2560 40 160 320
 kokosolu whole-cell 160 2560 – 160 320

ATCC 49887 keitetty boiled 10 – 80 – –
B. hyodysenteriae sonikoitu sonicated 2560 5120 2560 2560 5120
 kokosolu whole-cell 2560 5120 2560 2560 5120

Tila A keitetty boiled 20 – 20 320 20
B. hyodysenteriae 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. hyodysenteriae 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

a)  antigeeni on inaktivoinnin lisäksi keitetty 
    inactivated antigen was boiled 
b)  antigeeni on inaktivoinnin lisäksi sonikoitu
    inactivated antigen was sonicated
c)  inaktivoitu antigeeni
    inactivated antigen
d)  tiitteri < 10
    titre < 10



314

Suomen Eläinlääkärilehti                                                                                                                           2004, 110, 6

TAULUKKO 2 TABLE

Dysenteriatilan A ternimaito- ja seeruminäytteiden mikroagglutinaatiotiitterit homologiselle B. hyodysenteriae 
-kannalle sekä kolmelle muita Brachyspira-lajeja edustavalle kannalle.
 
The antibody titres by microagglutination test in colostrum and serum samples from herd A with a history of 
swine dysentery. A homologous strain of B. hyodysenteriae and three strains of different species of Brachyspira 
were used as antigens.

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

Ternimaito 1  40a)  40  40  80
Colostrum 2  40  40  40  80
  3  40  40  40  40
 4  80 (20)b)  40 (–c) )  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

 a) tulos, kun antigeenina on käytetty inaktivoitua kokosolupreparaattia
 the result using an inactivated whole-cell suspension as an antigen
b) suluissa tulos, kun inaktivoitu antigeeni on käsitelty keittämällä
 in parentheses: the results using a boiled, inactivated antigen
c) tiitteri < 10
 titre < 10 

tulkittiin positiiviseksi. Hyperim-
muuniseerumeiden antamat tiitterit 
B. hyodysenteriae -kokosoluprepa-
raattia vastaan olivat korkeat (tau-
lukko 1). Antigeenin keittäminen 
alensi tiittereitä huomattavasti ja 
kohonneita tai positiivisia tiittereitä 
saatiin vain homologista antigeeniä 
käytettäessä. Kun hyperimmuuni-
seerumeita testattiin käyttäen anti-
geeneina muista brakyspiralajeista 
valmistettua antigeenipreparaattia, 
todettiin sangen korkeita tiittereitä 
silloin, kun antigeeni oli kokosolu-

preparaatti tai sonikoitu (taulukko 
1). B. pilosicoli ristireagoi voimak-
kaasti ja B. intermedia kohtalaises-
ti B. hyodysenteriae -antiseerumei-
ta vastaan käytettäessä kokosolu- tai 
sonikoitua antigeenivalmistetta.   

Tilojen A, B ja C seerumi- ja terni-
maitonäytteiden vasta-ainetasot B. 
hyodysenteriaeta vastaan osoittau-
tuivat alhaisiksi (taulukko 2, tila A; 
muiden tilojen tulokset saatavilla 
pyydettäessä). Kontrollikannat B. 
intermedia, B. innocens ja B. pilo-
sicoli antoivat useissa tapauksissa 

korkeampia tiittereitä kuin tilalta 
eristetty B. hyodysenteriae -kanta. 
Kun käytettiin keitettyä antigee-
nipreparaattia, tilan A näytteiden 
tiitterit jäivät välille 1:10–1:20 ja ti-
lojen B ja C näytteiden tiitterit jäi-
vät lähes poikkeuksetta alle 1:10.

B. hyodysenteriae -tartunnan 
suhteen negatiivisia kontrollisee-
rumeita tutkittaessa todettiin yli    
1:160 tiittereitä B. hyodysenteri-
aen ATCCT 31212 -kantaa vastaan, 
kun antigeeni oli käsittelemätön tai 
sonikoitu. Kontrolliternimaitojen 
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tiitterit eivät ylittäneet 1:80 millään 
antigeenin käsittelytavalla (tulokset 
saatavilla pyydettäessä).

Immunodiffuusiotesti

Immunodiffuusiotestissä hyperim-
muuniseerumeilla kaikki antigee-
neinä käytetyt B. hyodysenteriae  
-kannat käyttäytyivät melko saman-
kaltaisesti. Suurin seerumilaimen-
nos, jolla vielä saatiin positiivinen 
tulos oli 1:2. Sekä homologinen 
että heterologinen antigeeniprepa-
raatti antoi useimmiten positiivisen 
tuloksen laimennoksella 1:2 (tulok-
set saatavilla pyydettäessä). Kont-
rollikantojen B. intermedia ja B. 
innocens reaktiot B. hyodysente-
riae -hyperimmuuniseerumeita 
vastaan olivat heikompia kuin B. 
hyodysenteriae -kantojen, mutta B. 
pilosicoli antoi selvän ristireaktion. 
Ainoastaan B. hyodysenteriae -kan-
nan ATCCT 49887 reaktiot voitiin 
erottaa lajispesifi sesti kontrollikan-
tojen positiivisista reaktioista: tämä 
kanta antoi kaikkia hyperimmuuni-
seerumeita vastaan identtisyysreak-
tion ja kontrollikantoja vastaan po-
sitiivisen, mutta epäidenttisyyttä 
osoittavan reaktion. 
 

Mikroskooppinen                           
agglutinaatiotesti

Testin soveltuvuutta oli mahdollista 
tutkia vain kokosolupreparaattia 
antigeenina käyttäen. Hyperim-
muuniseerumeiden antamat tiitterit 
homologista antigeeniä vastaan 
vaihtelivat 1:160 ja 1:640 välillä.    
B. hyodysenteriae -kanta ATCC 
31212:lle valmistettu hyperimmuu-
niseerumi ristireagoi B. interme-
dian ja B. pilosicolin kanssa. Kent-
täseerumeita ja -ternimaitoja testat-
taessa ei saatu 1:80 ylittäviä tiitte-
reitä yhdelläkään B. hyodysenteriae 
-antigeenipreparaatilla (tulokset 
saatavilla pyydettäessä).  

POHDINTA

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

tiin MA-testissä vähentää vain, jos 
antigeeni keitettiin. Haittana oli 
testin herkkyyden huomattava ale-
neminen, jolloin dysenteria-tartun-
taa ei kenttänäytteistä mahdollisesti 
havaita.  

Mikroskooppinen agglutinaatio-
testi osoittautui MA-testiä epäher-
kemmäksi ja epäspesifi semmäksi. 
Immunodiffuusiotestin herkkyys 
luonnollisen tartunnan toteamisek-
si kenttänäytteistä on myös erittäin 
todennäköisesti MA-testiä heikom-
pi, sillä hyperimmuuniseerumia 
voitiin laimentaa enintään 1:2 posi-
tiivisen tuloksen saamiseksi. Havai-
tut ristireaktiot B. pilosicolin kans-
sa osoittivat immunodiffuusiotestin 
myös epäspesifi seksi.

Egan ym. (1983) tutkivat Yhdys-
valloissa MA-menetelmällä 19 sika-
laa, joissa oli aiemmin todettu dy-
senteriaongelma. He käyttivät anti-
geenina B. hyodysenteriaen sero-
tyyppi 1:n kuumentamatonta koko-
solupreparaattia ja positiivisen tiit-
terin rajaksi oli asetettu 1:256. He 
saivat positiivisia tiittereitä 12:n  
(63 %) tilan seeruminäytteistä; näil-
lä tiloilla 10–54 prosenttia tutkituis-
ta eläimistä oli positiivisia. Todetta-
koon, että Yhdysvalloissa oli tuol-
loin todettu esiintyvän vain sero-
tyyppejä 1 ja 2. Omassa tutkimuk-
sessamme saimme homologista ja 
keittämätöntä antigeenia käyttäen 
kolmen tilan seerumeista kohon-
neita (>1:80) ja enintään 1:320 tiit-
tereitä 20, 23 ja 73 prosentilla tilan 
näytteistä. Tulosten luotettavuutta 
heikentää se, että negatiivikontrol-
liseerumit antoivat jopa 1:640 tiitte-
reitä B. hyodysenteriaen keittämät-
tömällä antigeenipreparaatilla.

Diarra ym. (1995) tutkivat seitse-
mää kanadalaista dysenteriasikalaa 
MA-menetelmällä käyttäen keitettyä 
antigeenipreparaattia. He olivat 
asettaneet positiivisen tuloksen ra-
jaksi niinkin alhaisen tiitterin kuin 
1:10, jolloin tilojen sioista 70–95 
prosenttia oli positiivisia.  Meidän 
tutkimuksessamme keitettyä homo-
logista antigeenia käyttäen yhden 
tilan kaikkien näytteiden tiitterit 
olivat alle 1:10, yhdellä tilalla yksi 
(7 %) näyte antoi enimmillään tiit-

terin 1:10 ja yhdellä tilalla kaikki 
keitetyllä homologisella antigeenil-
la tutkitut näytteet antoivat tiitterit 
1:10–1:20. Havaitsemamme sangen 
alhaiset tiitterit dysenteriatilojen 
näytteissä voivat selittyä myös in-
fektiopaineiden erilaisuudella suo-
malaisten ja niiden ulkomaisten 
tartuntatilojen välillä, joissa tutki-
muksia on tehty. 

Tutkimuksemme hyperimmuuni-
seerumeilla osoittivat, että keitettyä 
heterologista B. hyodysenteriae an-
tigeenipreparaattia käytettäessä tiit-
teri voi jäädä alle 1:10. Tästä voimme 
päätellä, että MA-testi voi antaa luo-
tettavia positiivisia tuloksia vain, jos 
antigeenipreparaatti on homologi-
nen tilan infektoineen brakyspira-
kannan serotyypin kanssa.

ELISA-testi on MA-testiä herkem-
pi menetelmä dysenteriatartunnan 
serologiseen osoittamiseen, mutta 
se on serotyypille spesifi nen (Mho-
ma ym. 1992, Egan ym. 1983). 
Tutkimuksessamme, suomalaisten 
B. hyodysenteriae -kantojen keske-
nään erilaiset LOS-profi ilit viittasi-
vat immunogeeniseen heterogeeni-
syyteen kantojen kesken. Hyperim-
muuniseerumeilla tekemämme 
tutkimukset tukevat selvästi oletta-
musta, että suomalaiset B. hyody-
senteriae -kannat edustavat useita 
eri serotyyppejä. ELISA-testin käyt-
tö edellyttäisi testin räätälöintiä 
kullekin serotyypille erikseen. 

EELAn aineistossa B. hyodysente-
riae -löydösten määrä on selkeästi 
vähentynyt viime vuosina. Sikaloi-
den saneeraukset dysenterian hävit-
tämiseksi ovat olleet ilmeisen on-
nistuneita. Taudin käydessä harvi-
naiseksi on mahdollista, että B. 
hyodysenteriae -serotyyppien mää-
rä Suomessa on vähentynyt. Koska 
satunnaistenkin taudinpurkausten 
lähteen jäljittäminen ulostenäytteis-
tä viljelemällä on erittäin työlästä ja 
kallista, ELISA-menetelmän sovelta-
misen edellyttämää kotimaisten B. 
hyodysenteriae -serotyyppien sel-
vittämistä olisi aiheellista jatkaa. 

Tutkimusta rahoitti maa- ja met-
sätalousministeriön Maatilatalou-
den kehittämisrahasto (4183/501/
2001).
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