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MAJRJAN [<RóI]AIK

łnoczenie erytrytu w potogenezie brucelozy
z zakładl, ltigteny weterynalyJnej w Gdańsku

W patogenezie brucelozy podstawowe zna-
czenie posiada zdolność bruceli do przeżywania
i tozmnażania się wewnątrz fagocytów i komó-
rek układu siateczkowo-śródbłonkowego (usś).
To zjawisko wewnątrzkomórkowego pasożyt-
nictwa bruceli kryje w sobie wiele niewyjaś-
nionych zagadnień i pobudza licznych autorów
do podejmowania badań w tym kierrrnku. W
ostatnim dziesięcioleciu serię prac na temat
chemicznych podstaw zj adliwości Brucella ab or -
tus wykonał zespół autorów angielskich (5, 6,7,
12, l5, 18, 19, 27, 22, 24). Tematykę tę podjęii
także inni autorzy tozszetzając badania na cały
rodzaj Brucella (4, tt, 14, 16, 17). Badania te
doprowadziły do wykrycia erytrytu, normalne-
go składnika płynów płodowych niektórych ga-
tunków zwierząt, który w sposób swoisty pobu-
dza rozwój bruceli źn użuo i i:n ui,tro. 'Rzuca to
nowe światło na niektóre, niejasne dotąd za-
gadnienia w patogenezie brucelozy i pozwala
lepiej zrozumieć mechanizm przebiegu procesu
chorobowego tej groźnej zoonozy. Wyniki tych
badań posiadają także znaczenie praktyczne,
pozwalają bowiem na bardziej świadome postę-
powanie przy zwalczaniu i zapobieganiu bruce-
lozie, a ponadto mogą stanowić punkt wyjścia
w podejmowaniu badań z zakresu rozpozna:wa-
nia brucelozy.
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Powyższe względy zdecydowały o przygoto-
waniu przez autora niniejszego przeglądu piś-
miennictwa na temat erytrytu i jego roli w pa-
togenezie brucelozy.

1. Erytryt jako czynnik stymulujący rozwój
bruceli

W przebiegu procesu chorobowego brucelozy
u domowych zwierząt kopytnych takich jak
bydło, owce, kozy i świnie wyróżnić mozna po-
wolną infekcję dojrzałych tkanek (ta postać do-
minuje u zwierząt niekopytnych i człowieka)
oraz postać ostrej infekcji łozyska i młodocia-
nych tkanek płodu, prowadzącą do poronienia.
W brucelozie ciężarnych krów obserwuje się
wyraźną predylekcję bruceli do tkanek płodu.

Spostrzeżenia powyższe potwierdzone zostały
doświadczalnie przez Smith'a i wsp. (19), któ-
rzy zdrowym krowom w 5-6 miesiącu ciąży
podali dożylnie kuiturę zjadliwego szczepu Br.
abortus 544. Po 3-4 tygodniach od chwili za-
każenia, tuż ptzed zbliżającym się poronieniem,
zwierzęta poddane zostaŁy ubojowi i drobiazgo-
wym badaniom bakteriologicznym. Autorzy
stwierdzili, że z ogóInej ilości bruceli za:war-
tych w tkankach płodu i matki, kotyledony ło-
żyska zawierały 60-850/o, płyn omoczniowo-
-owodniowy 1-25ol0, kosmówka 2-8%. Do-
świadczalne zakażenie krów ograniczyło się
więc w zasadzie do jamy macicy.
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Z powyższych spostrzeżeń wyłoniło się oczy-
wiste pytanie, co decyduje o tej wybiórczej
zdolności bruceli do gwałtownego atakowania
tkanek łozyska i płodu. Odpowiedź na te pyta-
nia przyniosły wyniki dalszych badań wykona-
nych przez zespół mikrobiologów i biochemi-
ków pod kierunkiem Smith'a (9, 13, 78, 20, 24,
25).

Tab. 1. Zawartość erytrytu w wyciągach tkankowych
ciężarnej krowy i ich Ęłl,w na wzrost bruceli na

podłożach *)

Ntlciąg z ćkankt
zdŁdrlaśC

rkąnk. plodu
p{gn omcznioł7
ko5moyką
rożqsko (cz Prodouą)
nerkL
pfuca
uąćrcfu
śćedzżo,n

Tkanki ma&i
Iożgsko (cz maćki) xł)
nerki
śtedzćona
ptuca
nąćmóa
łłęz fg ch [onn e óiod ro we
Nr!mie

objaŚnienia: ł) : według smith
żyska matki zawierala tludne do
kotyledonów płoatu.

**) : częśó ło-
części nabłonka

W celu wykrycia substancji stymulującej we-
wnątrzkomórkowy rozwój bruceli, Pearce i wsp.
(1B) wykonali badania na modelu Br. abortus
544 w hodowli fagocytów bydlęcych. Badając
wpływ wyciągów uzyskanych z różnych tka-
nek doświadczalnie zakazonych krów, autorzy
stwierdzili, że aktywny biologicznie czynnik,
warunkujący rozplem bruceli w fagocytach,
znajdował się w surowym materiale wyosob-
nionym z płynu omoczniowo-owodniowego.
Dalsze badania tego materiału (dializa, rozdziatr
na kolumnach) wykazały, że czynnik ten jest
substancją drobnocząsteczkową o naturze cu-
krowcowei, Użycie chromatografii bibułowej
(eluowanie plam i określanie ich aktywności
biologicznej na wspomnianym wyżej mode-
1u) pozwoliło autorom na stwierdzenie, że
poszukiwanym czynnikiem jest wyżsizy ho-
molog glicerolu, mezo-erytryt o wzorze
CH2OH(CHOH)2CH2OH, który uzyskano w po-
staci krystalicznej (1B).

Początkowo autorzy sądzili, ze erytryt jest
produktem bruceli, który ułatwia im przeży-
wanie i rozwói w fagocytach bydlęcych. Jed-
nakże dalsze badania wykazały, że erytryt wy-
stępuje w płynie omoczniowo-owodniowym
zdrowych krów w ilościach takich samych, a
nawet większych niż u krów zakażonych (1B),
co dowodzi, że etytryt jest normalnym składni-
kiem płynów płodowych u bydła.

Williams i wsp, (2,4) określili zawartość erytry,tu w
tkankach pło,du i rnatki i wykazali, że erytryt jest
produktem płodu, występuje bowiem głównie w tych
tkankach, które ulegają siinemu zakażeniu brucelami,

a zdolność pobudzania wzrostu standardovlego §zczepu
Br. abortus 544 la podłożach przez wyciągi z tkanek
płodu i matki koirelowała z zawartością erytrytu w.
tych tkankach (tab. 1). Wiele danych wskazuje na to, '
że erytryt jest normalnym metaholitem przemian ,za-
.chodzących płodrr (by
w cyklu p ), a jęgo
przypomina nych cżyn
(20), Jako p,rodukt płodu erytryt łiryływa korzystnie
na usadowienie się i rozwój bruceli w tkankach pło-
du. ]Mykazano, że w łożysku zakażonych krów (15,
22) oraz na po,dłożach syntetycznych z d,ołdatkiem pły-
nu omoczniowego lub tylko erytrytu (6), zjadliwy
szczep Br. abortus 544 wytwarza w zewnętrznej war-
stwie kornórek (?) czynnik zjadliwości, który ułatwia
brucelom przeżywalność w fagocytach.

W doświadczeniu na 9 parach nowonarodzonych cie-
ląt zakaŻonJzch dootrze,wnowo kulturą Br. abmtus 5M
(w każdej parze jedno z cieląt ottzymywało przez
kilka dni podskórnie erytry,t), Williams i wsp. (24)

stwierdzili, że po 7-9 dniach od chwili zakażelia
7i,czba żywych bruceli w śledzionie cieląt traktowa-
ny.ch erytrytem była ż§|-4B ,tysięcy razy większa aiż
u cieląt, którym nie p,odawano erytrytu. Z dalycb
tych wynika, że erytryt styrnuluje ,wzrost i rozmnaża-
nie bruceli Ln uLtro (podłoża, hodowla fagocytów) ,i in.
,uioo (cielęta). Inne wieloalkohole nie wykazywały
takiej aktl,wności (cyt. za 20).

Tab. 2. Zawartość erytrytu w wyciągu łożysk niektó-
rych gatunków zvłierząt i człowieka *)

Gatunek
/mt

Kroua
Ołłca
Koza
Swinia
Krótćk
swinka morską
§zczur
Cz(onżek

**)

i wśp. (20)
oddzielenia

rgt

6o
42
27
22

<2
<2
<2
<2

objaśnienia: ł):według Keppie i wsp. (9); ł*)-średnia
wartość z 3-4 osobnlków.

I(eppie i wsp. (9) wykazaii następnie, że erytryt sty-
muluje ln uitro i in l:iuo nie ,tylko łvzrost Br. abot-
tus, lecz także Br. suis i Br. melitensi,s, I tak w wa_
runkach in l:itro dodatek erytrytu w ilości 4 !,tc na

zjadli-
in uiuo
u świ-
erytryt,

razwój procesu
kanie zakażenia
gało w doświadc
ilości erytrytu ,ni

Br. abortus i Br.
skanych przez Keppie i wsp. (9) na uwagę zasługuje
stwierdzenie znacznych i1,ości erytrytu nie tylko w ło-
żysku krów, ale również w łożysku'owiec, kóz i świń,
tzn. l tych gatunków zw,ierząt, u których podstawo-
wym objawem zakażenia u samic jest poronienie.
Nie wykryto natomiast erytrytu w łożyskłr królika,
świnki morskiej, szczDra i człowieka, u których b,ru-
coloza przebiega w innych postaciach ,(tab. 2), "Ąuto-rzy wykazali pona,dbo, że pęcherzyki nasienne ,i ją,dra
buhajów, tryków, kozłów i knurów zawierają sto-
sunkowo duże ilości erytrytu (9). Skądinąd wiadomo,
że częst}.rn objawem zakażenla u ltyoh zwierząt jest
epi,dżdimitis. Ostatnio Lowrie i I(ennedy (14) stwier-
dzili obecność erytrytu w łożysl<u suk. Autorzy przy-
puszczają, że u psów czynnik ten może sprzyjać po-
wstawaniu placenńtis na t7e zakażeń Br. canis.

ao

,Ą

8
2

30
<5
<3
<2
<2
<z
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2. Metabolizm erytrytu a zjadliwość bruceli

Williams i wsp. (25) wykazali, że żn ui,tro
erytryt stymuluje bardziej wzrost zjadliwych
szczepów Br. abortus niż szczepów starych ci

osłabionej zjadliwości. Różnic takich autorzy
nie wykazali wśród szczepów gatunku Br. me-
lżtensżs i Br, suis. Spostrzeżenie to przyczyni-
ło się do podjęcia przez innych autorów szcze-
gółowych badań nad metabolizmem erytrytu
i jego wpływem na zjadliwość bruceli. I tak
Andersen i Smith (1) stwierdzili, że niskie stę-
żenie erytrytu stymulują wzrost Br. abortus
w obecności dużvch ilości glikozy i wielu ami-
nokwasów w podłożu. W tych warunkach kilka
homologów erytrytu (od C3 do C6) nie wyka-
zywało takiej aktywności. Zastosowanie w pod-
łożach erytrytu z wbudowanym C14 pozwoliło
autorom wykazać, ze radioaktywny wĘgiel wy-
dalany jest z podłoża jako CO2 otaz tozmiesz-
czany równomiernie w wielu związkach che-
micznych zawartych w komórkach bruceli. Wy-
nika więc z powyższego, że erytryt wykorzy-
stywany jest ptzez brucele jako źródło energii
i węgla chętniej niż gllkoza. McCollough i Beal
(cyt. za B) wykazal| że Br. abortus rośnie na
podłożach, w których erytryt jest jedynym wę-
glowodanem.

Zależność między zjadliwością b,ruceli dla ś-winek
morskich, mierzoną ilością żywych bruceli ,w śledzio-
nie po 2I i 42 dniach od zakażenia, a szybkością utle-
niania erytryŁu przez hrucele na podłożach badali
Meyer A adali
po 15 s nku Br,
iBr.s że odz
wszystkie badane szczepy doibrze utleniały erytryt,
brak było istotny.ch różnic w Wm wzElędzie między
szczepami i gatunkami. Jedynym wyjątkiem był ame-
ryikański szczep S-19, który nie wykorzystywał ery-
trytu z po,dłoża (16). Fodobne wyniki autorzy uzyskali
badając szczepy świeżo izolowane. Na podstawie !zy-
skanych wyników autotzy wnioskują, że zjadliwość
b,ruceli jest cechą aiezależną ,od i,ch zdołności wyko-
rzy,stywania eryłtrytu, ńieżność ty,ch cech występ,uje
tylko u szczepu S-l19 (16). Stwierdzenie to zyskuje
poparcie w d,anych opu,blikowanych przez Crouch
i Elberga (4), ktirzy stwierdzili znaczlą szybkość
utl.eniania erytrytu za,r6wno przez wysoce zjadlirvy
szczep Br. melitensis 6015 jak i ptzez szczep o osła-
bionej ziaidHwości Br. melitensis Rev-l, używany do
szczepień ochr,onnych u i]<óz i owiec w postaci szcze-
pionki żywej.

W następnej pracy Meyer i wsp. (1) wykazali, Źe
muzealne szczepy Br. a,bortus przechowywane dłłrżej
niż 2 lata rosły dobrze na podłożach płynnych zarów-
no bez jak i z ,dod,atkiem erftr/tu, nato,rniast szczepy
świeżo izolo,wane, zja,dliwe dla świnek ;morskich, po-
budzane były we ,wzroście przez dodatek erytrytu.'W odniesieniu do szczepu S-19 dodatek erytrytu do
podłoża powodował osłabienie jego wzrostu.

To ostatnie spostrzeżenie potwierdzili Keppie i wsp.
(1,1), którzy wykazal,i na po,dłożu ptrynnym, że szczep
S-19 zliofilizowany w Ul§A w 19,41 roku, nie wzmagał
swego wzrostu pod wpły-wem erytrytu, przeciwnie stę-
żenie erytrytu powyżbj 1 ,p rnola na 1 ml podłoża ha-
mowało wzrost S-19, zaś stężenia niższe nie wykazy-
wały ł.tchwytnego wpływu. Inne szczepy o osłabionej
zjadliwości (Br. aborhl.s 58/20, 45l2a, angielski mutant
Sł19) stymulowane były -we wzroście przez erytryt w
stężeniach 2--1,0 p moli na 1 ml podłoża. Brown i wsp.
(3) przebadali 40 kultur szczepu S-19, rozdysponowa-
nych do użytku ,różnym firmom w różnych krajach
w łatach 19,54J968 oraz 8 kult,ur własnych tego szcze-
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pu i stwierdzill, że kultury używane do produkcji
szczepiornki po roku 1956 nie rosły na podłożach z do-
datkiem erytrytu w ilości 1 mg na 1 ml podłoża i nie
utleniały erytrytu, w ociróżnieniu od kontro nie uży-
,tego zja,dliwego szczep,u Br. abmtus 2308, który wy-
korzysty,wał erytryt z podłoża bardzo dobrze,

Przytoczone powyżej dane zdają się potwier-
dzać przydatność ;zczepv S-19 do produkcji ży-
wej szczepionki o osłabionej zjadliwości, gdyż
iak dotąd jest to jedyny zrrarry szczep bruceli,
który nie iest w stanie wykorzystywać erytrytu
płodowego. Podłoża z erytrytem mogłyby po-
nadto s\użyć do różnicowania szczepu S-19 od
innych szczepów Br. abortus zarówno zjadli-
wych iak i o osłabionej zjadiiwości.

Frzeprowadzone zostały także badania wpły-
wu erytrytu na wzrost innych drobnoustrojów
wywołujących poronienia u bydła, Hinton (B)
wykazał, że eryttyt nie pobudzał i nie hamował
źn uitro wzrostu salmonella dubltn. Trivet
i Meyer oraz Lowrie i Pearce (cyt, za B) wy-
kazal| że erytryt nie miatr także wpływu na
wzrost Lżsterża ?nonocatogenes i Vżbrio foetus.
Wydaje się więc, że Br, abortus jest jedynym
drobnoustrojem spośród wywołujących najczę-
ściej poronienia u bydła, który potrafi wyko-
rzystywaĆ erytryt płodowy.

W swych badaniach nad metabolizmem ery-
trytu Smith i wsp. (23) wyszli z założenia, że
analogi erytrytu winny działać na zasadzie an-
tymetabolitów i hamować wzrost i rozwój bru-
celi źn uitro i in użuo. Istotnie autorzy zdołali
wykazać, że bromo- i fluoropochodne erytrytu
hamowały prawie w równym stopniu rozwój
Br. abortus, BT. melżtensis i Br. sużs tak na
podłożach jak i w hodowli fagocytów bydlę-
cych. Podane świnkom morskim związki te nie
likwidowały wprawdzie zakażenia, jednakże
zmniejszały znamiennie ilość bruceli w śledzio-
nie. Dodatek erytrytu znosił działanie jego ana-
logów. Pochodne erytrytu okazały się nieto-
ksyczne nawet przy dłuższym podawaniu i były
szybko wydalane ptzez organizm świnek mor-
skich. Badania powyższe awtorzy podjęli w ce-
lu sprawdzenia, czy analogi erytrytu mogłyby
być zastosowane w leczeniu brucelozy, Jak do-
tąd brak dalszvch badań w tym kierunku.

Na zakończenie warto zwrócić uwagę, że
przedstawione powyżej wyniki badań podstĄ-
wowych mogą stanowić podstawę do zastoso-
wania erytrytu jako dodatku do podłoży róż-
nicujących. Stężenie erytrytu rzędu 1-5 pg na
1 ml podłoża pobldza wzrost zjadliwych szcze-
pów Br. abortus i Br. melżterr,sżs (9, 10), a jed-
nocześnie stężenia powyzej 2 pg na 1 ml podło-
ża hamuie wzrost szczepu S-19 (11). Przykła-
dem praktycznego wykorzystania wyników
wspomnianych badań może być zastosowanie
przez Bakera (2) dodatku erytrytu w ilości
200 mg na litr podłoża w rutynowych bada-
niach rozpoznawczych w kierunku brucelozy.
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objaśnienia: - : nie szczepiono; x : o-WD nie wykonano.

W preparatach mikroskopowych oraz posie-
wach bakteriologicznych mleka w żadnym
przypadku bruceli nie wykazano. SpoŚród Świ-
nek morskich zaszczepionych materiałem z

Siewstwo poleczek bruceli z mlekiem krow
Z zakżadu Hi8ieny weterynaryjnej w Białymstoku

Bruceloza utajona jest szczegóInie niebez-
pieczna w końcowej fazie walki z tą zarazą.
Wymię, między innymi narządami posiadając
wvbiórczą wrazliwość na zakażenie, mo,że być
,żródłem rozprzesŁrzeniania się choroby i jej
nawrotów w oborach na uzdrowieniu oraz
uznanych za wolne od tei choroby (6, 8). Zara-
zek wydalany z mlekiem moze być przenoszo-
ny na zdrowe kror,vy poprzez aparaty udojowe
i na rękach dojarzy, tym bardziej że kubki
aparatów udojovvvch nie są na ogół poddawane
odkazaniu po udoju poszczegóInych krów.

Biorąc pod uwagę powyższe postanowiono
wykonać badania mające na celu ustalenie w
jakim stopniu występuje siewstwo zarazka z
m]ekiem w wybranych oborach rł,oj. białostoc-
kiego. Równocześnie prześledzono zależność od-
czynów serologicznych lv mleku i krwi w przy-
padku zakażenia wymienia tym drobnoustro-
jem (ABR, aglutynacja, OWD) jak równiez
wpływ stanów zapalnvch baktervjnych i bez-
bakteryinych gruczołu mlecznego na swoistŃć
odczynów serologicznych rv mleku (ABR, aglu-
tynacia).

Materiał i metody

Badania wykonano na 245 krowach nieszczepionych
oraz szczepionych S19 w latach 196+69. Zwierzęta
pochodziły z trzech obór na uzdrowieniu, woln5,gh .6
gruźlicy, w kórych od 20 miesięcy nie stwierdzano
poronień na tle brucelozy. 'Wykrywane w tym czasie
pojedyńcze krowy reagujące wg klucza jako dodat-
nie - były niezwłocznie eliminowane ze stada. Udój
w oborach był przeprowadzany mechanicznie. Je-d-
nym aparatem dojono około 20 króu,, Kubków nie
poddawano dezynfekcji po wykonaniu udoju poszcze-
gólnych krów, a dopiero po wydojeniu całej grup],.

Materiałem do badań było mleko mieszane od po-
szczególnych krów i surowica krwi. Osiem prób mle-
ka pobrano od krów wykazujących kliniczne zapa-
lenia wymienia, pozostałe próby pochodziły od sztuk
z podklinicznymi bakteryjnymi i bezbakteryjnymi
stanami zapalnymi co najmnie j w 1 ćrv., oraz od
zwierząt niewykazujących takich stanów.

Przeprowadzono badania bakteriologiczne mleka (B)
i próby biologiczne na świnkach morskich dla wyka-
zania obecności pał. bruceli, badania cytologiczne
(TOK) i bakteriologiczne wykonywane przy mastitis
(9). Wykonano aglutynację i odczyn wiązania dopeł-
niacza (O'WD) z plazmą mleka i surowicą krwi, oraz
próbę pierścieniovlą (ABR) z mlekiem (7). Mleko do
aglutynacji i OWD odtłuszczono chloroformem, OWD
z mlekiem wykonano w oparciu o metodykę dla su-
rov",icy kru,i. Badania bakteriologiczirre i próbę pierś-
cieniową wykonano z mlekiern po przetrzymywaniu
prób w chłodni, przez l0 godzin ,"v temp. f4o.

wvniki i omórvienie
Wyniki badań ilustruje załączona tab, 1. W

poz. 1-5 tab. 1 zebrano wyniki badań krów
wykazujących pał. bruceli w mleku, w poz.
6-7 krowy tylko z wysokimi mianami seTolo-
gicznymi we krwi i mleku, oraz w poz. B-I2
zwierzęta z mianami ocenianymi zgodnie z k]u-
czem jako ujemne i wątpliwe na brucelozę.

Tab. 1, Wyniki badania mleka mieszanego od krów
w kierunku nosicielstwa pałeczek bruceli z zestawie-
niem do odczynów serologicznych w mleku i krwi
oraz badania klinicznego, cytologicznego i bakteriolo-
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