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MARIAN KROLAK

Znaczenie erytrytu w patogenezie brucelozy

Z Zakladu Higleny Weterynaryjnej w Gdansku

W patogenezie brucelozy podstawowe zna-
czenie posiada zdolnos$é bruceli do przezywania
i rozmnazania sie wewnatrz fagocytow i komo-
rek ukladu siateczkowo-srodblonkowego (uss).
To zjawisko wewngtrzkomoérkowego pasozyt-
nictwa bruceli kryje w sobie wiele niewyjas-
nionych zagadnien i pobudza licznych autoréw
do podejmowania badan w tym kierunku. W
ostatnim dziesiecioleciu serie¢ prac na temat
chemicznych podstaw zjadliwosci Brucella abor-
tus wykonal zesp6l autoréow angielskich (5, 6, 7,
12, 15, 18, 19, 21, 22, 24). Tematyke te podjeli
takze inni autorzy rozszerzajac badania na caly
rodzaj Brucella (4, 11, 14, 16, 17). Badania te
doprowadzily do wykrycia erytrytu, normalne-
go skladnika plynéw plodowych niektérych ga-
tunkéw zwierzat, ktéry w sposéb swoisty pobu-
dza rozwdéj bruceli in vivo i in vitro. Rzuca to
nowe $wiatlo na niektore, niejasne dotad za-
gadnienia w patogenezie brucelozy i pozwala
lepiej zrozumie¢ mechanizm przebiegu procesu
chorobowego tej groznej zoonozy. Wyniki tych
badan posiadaja takze znaczenie praktyczne,
pozwalaja bowiem na bardziej swiadome poste-
powanie przy zwalczaniu i zapobieganiu bruce-
lozie, a ponadto moga stanowié¢ punkt wyjscia
w podejmowaniu badan z zakresu rozpoznawa-
nia brucelozy.
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Powyzsze wzgledy zdecydowaly o przygoto-
waniu przez autora niniejszego przegladu pis-
miennictwa na temat erytrytu i jego roli w pa-
togenezie brucelozy.

1. Erytryt jako czynnik stymulujqcy ToZWoOj
bruceli

W przebiegu procesu chorobowego brucelozy
u domowych zwierzat kopytnych takich jak
bydlo, owce, kozy i $winie wyrézni¢ mozna po-
wolng infekcje dojrzatych tkanek (ta postaé¢ do-
minuje u zwierzat niekopytnych i czlowieka)
oraz postaé ostrej infekeji lozyska i mlodocia-
nych tkanek plodu, prowadzaca do poronienia.
W brucelozie ciezarnych krow obserwuje sie
wyrazng predylekcje bruceli do tkanek plodu.

Spostrzezenia powyzsze potwierdzone zostaly
doswiadczalnie przez Smith’a i wsp. (19), kto-
rzy zdrowym krowom w 5-—6 miesigcu ciazy
podali dozylnie kulture zjadliwego szczepu Br.
abortus 544. Po 3—4 tygodniach od chwili za-
kazenia, tuz przed zbliZajgcym sie poronieniem,
zwierzeta poddane zostaly ubojowi i drobiazgo-
wym badaniom bakteriologicznym. Autorzy
stwierdzili, ze z ogélnej iloSci bruceli zawar-
tych w tkankach plodu i matki, kotyledony to-
zyska zawieraly 60—85%, plyn omoczniowo-
-owodniowy 1—25%, kosmoéwka 2—8%. Do-
§wiadczalne zakazenie kréw ograniczylo sie
wigc w zasadzie do jamy macicy.
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Z powyzszych spostrzezen wylonilo sie oczy-
wiste pytanie, co decyduje o tej wybidrcze]j
zdolno$ci bruceli do gwaltownego atakowania
tkanek lozyska i plodu. OdpowiedZ na te pyta-
nia przyniosty wyniki dalszych badan wykona-
nych przez zespol! mikrobiologéw i biochemi-
kow pod kierunkiem Smith’a (9, 13, 18, 20, 24,
25).

Tab. 1. Zawarto$é erytrytu w wyciggach tkankowych
ciezarnej krowy i ich wplyw na wzrost bruceli na
podlozach *)

. v Zawarfodl Mt r,-fy; foze akligmne
Wyciqq z Ekankt erytrytu rorciencienie wyclagu
(gt wycigod) W poaloZd
Tkanke plodu
plyn omoczriowy 150 f:200
kosmowka 80 1: 100
lozysko (cz plodowa) 50 1:100
rerke 25 f: 30
pluca 16 {220
watroba 8 7320
sledziona 3 540
Tkanke matki
lozysko (tz.matki) **) 30 1:50
nerki 24 nieaktywny 1:10
sledzriona <3 I
pluca <2 "
watroba < 2 i
wezly chlopne biodrowe <2 i
wymie < 2 ]

Obja$nienia: *) = wedlug Smith i wsp. (20); **) = cze$¢ lo-
zyska matki zawierata trudne do oddzielenia czesci nablonka
kotyledonéw plodu.

W celu wykrycia substancji stymulujacej we-
wnatrzkomorkowy rozwdéj bruceli, Pearce i wsp.
(18) wykonali badania na modelu Br. abortus
544 w hodowli fagocytow bydlecych. Badajac
wplyw wyciggdw uzyskanych z réznych tka-
nek do$wiadczalnie zakazonych kréw, autorzy
stwierdzili, ze aktywny biologicznie czynnik,
warunkujacy rozplem bruceli w fagocytach,
znajdowal sie w surowym materiale wyosob-
nionym z plynu omoczniowo-owodniowego.
Dalsze badania tego materialu (dializa, rozdzial
na kolumnach) wykazaly, ze czynnik ten jest
substancjg drobnoczgsteczkowsa o naturze cu-
krowcowej. Uzycie chromatografii bibulowej
(eluowanie plam 1 okreslanie ich aktywnosci
biologicznej na wspomnianym wyzej mode-
* lu) pozwolilo autorom na stwierdzenie, ze
poszukiwanym czynnikiem jest wyzszy ho-
molog  glicerolu, mezo-erytryt o wzorze
CH,OH(CHOH),CH,OH, ktory uzyskano w po-
staci krystalicznej (18). ‘

Poczatkowo autorzy sadzili, ze erytryt jest
produktem bruceli, ktéry ulatwia im przezy-
wanie i rozwéj w fagocytach bydlecych. Jed-
nakze dalsze badania wykazaly, ze erytryt wy-
stepuje w plynie omoczniowo-owodniowym
zdrowych krow w iloSciach takich samych, a
nawet wiekszych niz u kréw zakazonych (18),
co dowodzi, ze erytryt jest normalnym skladni-
kiem plynéw plodowych u bydtla.

Williams i wsp. (24) okreslili zawarto$é erytrytu w
tkankach plodu i matki i wykazali, ze erytryt jest
produktem plodu, wystepuje bowiem gtéwnie w tych
tkankach, ktére ulegajg silnemu zakazeniu brucelami,

a zdolno$é pobudzania wzrostu standardowego szczepu
Br. abortus 544 na podlozach przez wyciggi z tkanek
pltodu i matki korelowala z zawarto$cig erytrytu w,
tych tkankach (tab. 1). Wiele danych wskazuje na to, "
ze erytryt jest normalnym metabolitem przemian za-

-chodzacych w tkankach plodu (by¢ moze posredniczy

w cyklu pentozonowym), a jego wplyw na brucele
przypomina dzialanie innych czynnikéw wzrostowych
(20). Jako produkt plodu erytryt wplywa Kkorzystnie
na usadowienie su: i rozwoj bruceli- w tkankach plo-
du. Wykazano, Zze w lozysku zakazZonych kréow (15,
22) oraz na podlozach syntetycznych z dodatkiem ply-
nu omoczniowego lub tylko erytrytu (6), zjadliwy
szczep Br. abortus 544 wytwarza w zewnetrznej war-
stwie komérek (7) czynnik zjadliwoéci, ktéry ulatwia
brucelom przezywalnos¢ w fagocytach.

W do$wiadczeniu na 9 parach nowonarodzonych cie-
lat zakaZonych dootrzewnowo kultura Br. abortus 544
(w kazdej parze jedno z cielat otrzymywalo przez
kilka dni podskérnie erytryt), Williams i wsp. (24)
stwierdzili, ze po 7T—9 dniach od chwili zakazenia
liczba zywych bruceli w $ledzionie cielat traktowa-
nych erytrytem byla 2,5~-28 {ysiecy razy wigksza niz
u cielgt, ktérym nie podawano erytrytu. Z danych
tych wynika, ze erytryt stymuluje wzrost i rozmnaza-
nie bruceli in vitro {podioza, hodowla fagocytéw) i in
vivo (cieleta). Inne wieloalkohole nie wykazywaly
takiej aktywnosci (cyt. za 20).

Tab. 2. Zawartoéé erytrytu w wyciggu lozysk niekt6-
rych gatunkéw zwierzat i czlowieka ¥)

Zawartosc erytrytu
Gatunek e, wy%cqgga)
Krowa 60 **)
owca 42
Afoza 27
Swinia 22
Krolik < 2
Swinka morska < 2
Szczur < 2
Czlowiek < 2
Objasnienia: *) = wedlug Keppie i wsp. (9); **) = Srednia

warto$¢ z 3 —4 osobnikéw.

Kepp1e i wsp. (9) wykazah nastepnie, ze erytryt sty-
muluje in vitro i in vivo nie tylko wzrost Br. abor-
tus, lecz takze Br. suis i Br. melitensis. I tak w wa-
runkach in vitro dodatek erytrytu w ilo$ci 4 pg na
1 ml podluza synietycznego pc-budzaz wzrost ZJadh—
wych szczepGw Br. melitensis 1 Br. suis, zad in vivo
podprogowa dawka tych bruceli powodowala u $wi-
nek morskich, ktorym podawano podskérnie erytryt,
rozw6j procesu chorobowego., Warto dodaé ze uzys-
kanie zakazenia podprogows dawka Br. suis wyma-
galo w do$wiadczeniu autordw 25-krotnie mmniejszych
iloéci erytrytu niz w przypadku analogicznych dawek
Br. abortus i Br. melitensis. Z dalszych wynikow uzy-
skanych przez Keppie i wsp. (9) na uwage zastuguje
stwierdzenie znacznych ilosci erytrytu nie tylko w lo-
zysku kréw, ale réwniez w tozysku owiec, kéz i dwin,
tzn. u tych gatunkéw zwierzat, u ktérych podstawo—
wym objawem zakazenia u samic jest poronienie.
Nie wykryto natomiast erytrytu w lozysku krélika,
§winki morskiej, szczura i czlowieka, u ktérych bru-
celoza przebiega w innych postaciach (tab. 2). Auto-
rzy wykazali ponadto, ze pecherzyki nasienne i jadra
buhajow, trykéw, koztéw 1 knuréw zawierajg sto-
sunkowo duze iloéci erytrytu (9). Skadinad wiadomo,
e czestym objawem zakazenia u tych zwierzat jest
epididimitis. Ostatnio Lowrie i Kennedy (14) stwier-
dzili obecno$é erytrytu w lozysku suk. Autorzy przy-
puszezaja, ze u pséw czynnik ten moze sprzyjaé po-
wstawaniu placentitis na tle zakazen Br. canis.
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2. Metabolizm erytrytu a zjadliwo$é bruceli

Williams i wsp. (25) wykazali, Ze in vitro
erytryt stymuluje bardziej wzrost zjadliwych
szczepow Br. abortus niz szczepoéw starych o
ostabionej zjadliwosci. Réznic takich autorzy
nie wykazali wéréd szczepdéw gatunku Br. me-
litensis 1 Br. suis. Spostrzezenie to przyczyni-
lo sie do podjecia przez innych autoréw szcze-
golowych badan nad metabolizmem erytrytu
i jego wplywem na zjadliwosé bruceli. I tak
Andersen i Smith (1) stwierdzili, Ze niskie ste-
zenie erytrytu stymulujg wzrost Br. abortus
w obecnosei duzych ilosci glikozy i wielu ami-
nokwaséw w podlozu. W tych warunkach kilka
homologow erytrytu (od C; do Cg) nie wyka-
zywalo takiej aktywno$ci. Zastosowanie w pod-
lozach erytrytu z wbudowanym C1¢ pozwolilo
autorom wykazaé, ze radioaktywny wegiel wy-
dalany jest z podtoza jako CO, oraz rozmiesz-
czany roéwnomiernie w wielu zwiazkach che-
micznych zawartych w komoérkach bruceli. Wy-
nika wiec z powyzszego, ze erytryt wykorzy-
stywany jest przez brucele jako zrodlo energii
i wegla chetniej niz glikoza. McCollough i Beal
(cyt. za 8) wykazali, ze Br. abortus rosnie na
podiozach, w ktorych erytryt jest jedynym we-
glowodanem.

Zalezno$é miedzy zjadliwo$ciag bruceli dla $winek
morskich, mierzong ilocig zywych bruceli w $ledzio-
nie po 21 i 42 dniach od zakazenia, a szybko$cig utle-
niania erytrytu przez brucele na podlozach badali
Meyer i wsp. (16, 17). Autorzy przebadali wstepnie
po 15 szezepéw z gatunku Br. abortus, Br. melitensis
i Br. suis i wykazali, ze niezaleZnie od zjadliwosei
wszystkie badane szczepy dobrze utlenialy erytryt,
brak bylo istotnych réznic w tym wzgledzie miedzy
szezepami i gatunkami. Jedynym wyjatkiem byl ame-
rykaniski szczep S-19, ktéry nie wykorzystywal ery-
trytu z podloza (16). Podobne wyniki autorzy uzyskali
badajac szczepy Swiezo izolowane. Na podstawie uzy-
skanych wynikéow autorzy wnioskuja, ze zjadliwo$é
bruceli jest cecha niezalezng od ich zdolnoSci wyko-
rzystywania erytrytu, zbiezno§é tych cech wystepuje
tylko u szczepu S-19 (16). Stwierdzenie to zyskuje
poparcie w danych opublikowanych przez Crouch
i Elberga (4), ktérzy stwierdzili znaczng szybkosé
utleniania erytrytu zaréwno przez wysoce zjadliwy
szczep Br. melitensis 6015 jak i przez szczep o osta-
bionej zjadliwo$ci Br. melitensis Rev-1, uzywany do
szezepien ochronnych u kéz i owiec 'w postaci szcze-
pionki Zywej.

W nastepnej pracy Meyer i wsp. (1) wykazali, Ze
muzealne szczepy Br. abortus przechowywane dluzej
niz 2 lata rosty dobrze na podlozach plynnych zaréw-
no bez jak i z dodatkiem erytrytu, natomiast szczepy
swiezo izolowane, zjadliwe dla S§winek morskich, po-
budzane byly we wzrosScie przez dodatek erytrytu.
W odniesieniu do szczepu S-19 dodatek eryirytu do
podtoza powodowal oslabienie jego wzrostu.

To ostatnie spostrzezenie potwierdzili Keppie i wsp.
(11), ktérzy wykazali na podlozu plynnym, ze szczep
S-19 zliofilizowany w USA w 1941 roku, nie wzmagal
swego wzrostu pod wplywem erytrytu, przeciwnie ste-
zenie erytrytu powyzej 1 w mola na 1 ml podloza ha-
mowalto wzrost S-19, za§ stezenia nizsze nie wykazy-
waly uchwytnego wplywu. Inne szczepy o oslabionej
zjadliwosei (Br. abortus 58/20, 45/20, angielski mutant
S-19) stymulowane byly we wzroscie przez erytryt w
stezeniach 2—10 n moli na 1 ml podloza. Brown 1 wsp.
(3) przebadali 40 kultur szczepu S-19, rozdysponowa-
nych do uzytku réznym firmom w réznych krajach
w latach 1954—1968 oraz 8 kultur wlasnych tego szcze-
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pu i stwierdzili, ze kultury uzywane do produkcji
szczepionki po roku 1956 nie rosty na podlozach z do-
datkiem erytrytu w ilo$ci 1 mg na 1 ml podloza i nie
utlenialy erytrytu, w odréznieniu od kontrolnie uzy-
tego zjadliwego szczepu Br. abortus 2308, ktéry wy-
korzystywal erytryt z podtoza bardzo dobrze.

Przytoczone powyzej dane zdajg sie potwier-
dza¢ przydatnosé szezepu S-19 do produkeji zy-
we]j szczepionki o oslabione] zjadliwosci, gdyz
jak dotad jest to jedyny znany szczep bruceli,
ktory nie jest w stanie wykorzystywacé erytrytu
plodowego. Podloza z erytrytem moglyby po-
nadto stuzyé do rdéznicowania szezepu S-19 od
innych szczepéw Br. abortus zardéwno zjadli-
wych jak i o ostabionej zjadliwosci.

Przeprowadzone zostaly takze badania wply-
wu erytrytu na wzrost innych drobnoustrojow
wywolujacych poronienia u bydla. Hinton (8)
wykazal, ze erytryt nie pobudzal i nie hamowal
in vitro wzrostu Salmonella dublin. Trivet
i Meyer oraz Lowrie i Pearce (cyt. za 8) wy-
kazali, ze erytryt nie mial takze wplywu na
wzrost Listeria monocytogenes i Vibrio foetus.
Wydaje sie wiec, ze Br. abortus jest jedynym
drobnoustrojem spoéréd wywolujacych najcze-
§ciej poronienia u bydla, ktéry potrafi wyko-
rzystywaé erytryt plodowy.

W swych badaniach nad metabolizmem ery-
trytu Smith i wsp. (23) wyszli z zaloZenia, ze
analogi erytrytu winny dziala¢ na zasadzie an-
tymetabolitow 1 hamowaé¢ wzrost i rozwoéj bru-
celi in vitro i in vivo. Istotnie autorzy =zdotali
wykazaé, ze bromo- i fluoropochodne erytrytu
hamowaly prawie w réwnym stopniu rozwdj
Br. abortus, Br. melitensis i Br. suis tak na
podlozach jak i w hodowli fagocytéw bydle-
cych. Podane §winkom morskim zwigzki te nie
likwidowaly wprawdzie zakazenia, jednakze
zmniejszaly znamiennie ilo§é bruceli w sledzio-
nie. Dodatek erytrytu znosit dziatanie jego ana-
logéw. Pochodne erytrytu okazaly sie nieto-
ksyczne nawet przy dluzszym podawaniu i byty
szybko wydalane przez organizm §winek mor-
skich. Badania powyzsze autorzy podjeli w ce-
lu sprawdzenia, czy analogi erytrytu mogltyby
byé¢ zastosowane w leczeniu brucelozy. Jak do-
tad brak dalszych badan w tym kierunku.

Na zakoniczenie warto zwrdci¢ uwage, ze
przedstawione powyzej wyniki badan podsta-
wowych moga stanowi¢ podstawe do zastoso-
wania erytrytu jako dodatku do podlozy roz-
nicujacych. Stezenie erytrytu rzedu 1—5 pg na
1 m! podloza pobudza wzrost zjadliwych szcze-
péw Br. abortus i Br. melitensis (9, 10), a jed-
nocze$nie stezenia powyzej 2 ng na 1 ml podlo-
za hamuje wzrost szczepu S-19 (11). Przykla-
dem praktycznego wykorzystania wynikéw
wspomnianych badann moze byé zastosowanie
przez Bakera (2) dodatku erytrytu w ilosci
200 mg na litr podloza w rutynowych bada-
niach rozpoznawezych w kierunku brucelozy.
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ANDRZEJ OLSZEWSKI, IRENA WIECZOROWSKA

Siewstwo pateczek bruceli z mlekiem kréw

Z Zakladu Higieny Weterynaryjnej w Biatymstoku

Bruceloza utajona jest szczegblnie niebez-
pieczna w koncowej fazie walki z tg zarazs.
Wymie, miedzy innymi narzgdami posiadajac
wybibreza wrazliwo$é na zakazenie, moze byc¢
zrodlem rozprzestrzeniania sie choroby i jej
nawrotéw w oborach na uzdrowieniu oraz
uznanych za wolne od tej choroby (6, 8). Zara-
zek wydalany z mlekiem moze by¢ przenoszo-
ny na zdrowe krowy poprzez aparaty udojowe
i na rekach dojarzy, tym bardziej ze kubki
aparatow udojowych nie sg na ogdl poddawane
odkazaniu po udoju poszczegdlnych krow.

Bicrge pod uwage powyzsze postanowiono
wykona¢ badania majace na celu ustalenie w
jakim stopniu wystepuje siewstwo zarazka z
mlekiem w wybranych oborach woj. bialostoc-
kiego. Rownoczesnie przesledzono zaleznos¢ od-
czynoéw serologicznych w mleku i krwi w przy-
padku zakazenia wymienia tym drobnoustro-
jem (ABR, aglutynacja, OWD) jak réwniez
wplyw stanéw zapalnych bakteryjnych i bez-
bakteryjnych gruczolu mlecznego na swoistos¢
odczynow serologicznych w mleku (ABR, aglu-
tynacja).

Materiat i metody

Badania wykonano na 245 krowach nieszczepionych
oraz szczepionych S19 w latach 1964—69., Zwierzeta
pochodzity z trzech obér na uzdrowieniu, wolnych od
gruzlicy, w koérych od 20 miesiecy nie stwierdzano
poronienn na tle brucelozy. Wykrywane w tym czasie
pojedyncze krowy reagujgce wg klucza jako dodat-
nie — byly niezwlocznie eliminowane ze stada. Udoj
w oborach byl przeprowadzany mechanicznie. Jed-
nym aparatem dojono okolo 20 kréw. Kubkéw nie
poddawano dezynfekcji po wykonaniu udoju poszcze-
gélnych kroéw, a dopiero po wydojeniu catej grupy.

Materiatem do badan bylo mleko mieszane od po-
szczegblnych krow i surowica krwi. Osiem préb mle-
ka pobrano od krow wykazujgeych kliniczne zapa-
lenia wymienia, pozostale préby pochodzily od sztuk
z podkliniczhymi bakteryjnymi 1 bezbakteryjnymi
stanami zapalnymi co najmniej w 1 ¢éw., oraz od
zwierzat niewykazujgcych takich stanéw.

Przeprowadzono badania bakteriologiczne mleka (8)
i préby biologiczne na §winkach morskich dla wyka-
zania cbecno$ci pal. bruceli, badania cytologiczne
(TOK) i bakteriologiczne wykonywane przy mastitis
(9). Wykonano aglutynacje i odczyn wigzania dopel-
niacza (OWD) z plazmg mleka i surowicg krwi, oraz
probe pierécieniows (ABR) z mlekiem (7). Mleko do
aglutynacji i OWD odtluszezono chloroformem, OWD
z mlekiem wykonano w oparciu o metodyke dla su-
rowicy krwi. Badania bakteriologiczme i prbbe pier§-
cieniowa wykonano z mlekiem po przetrzymywaniu
prob w chiodni, przez 10 godzin w temp. +4°.

Wyniki i omoéwienie
Wyniki badan ilustruje zalgczona tab. 1. W
poz. 1—5 tab. 1 zebrano wyniki badan krow
wykazujacych pal. bruceli w mleku, w poz.
6—7 krowy tylko z wysokimi mianami serolo-
gicznymi we krwi i mleku, oraz w poz. 8—12

zwierzeta z mianami ocenianymi zgodnie z klu-
czem jako ujemne i watpliwe na bruceloze.

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

gicznego na mastitis.
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Objasnienia: — = nie szczepiono; X = OWD nie wykonsno.

W preparatach mikroskopowych oraz posie-
wach bakteriologicznych mleka w zadnym
przypadku bruceli nie wykazano. Sposrod $wi-
nek morskich zaszczepionych materiatem z
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