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Pracownicy stuzby weterynaryjnej sg czesto
narazeni na zakazenie brucelami w trakcie wy-
konywania czynnosci zawodowych.

W laboratoryjnej diagnostyce brucelozy u
ludzi trudnosé sprawia przewlekla posta¢ scho-
rzenia, przy ktérej wynik badania bakteriolo-
gicznego jest zwykle ujemny i w ktorej czesto
zawodzi powszechnie stosowany odczyn agluty-
nacji (OA) (9, 20, 21, 23, 29, 38, 39).

W ostatnich latach wyniki badan immuno-
chemicznych zwrocily uwage na diagnostyczng
wartos¢ odczynu wigzania dopelniacza (OWD)
i odezynu antyglobulinowego (OAG) w rozpoz-
nawaniu brucelozy przewlektej. W badaniach
tych wykazano, ze w przebiegu brucelozy u
ludzi, podobnie jak u zwierzat, przeciwciala
anty-Brucella wystepujg zaré6wno w immuno-
globulinach (Ig) o niskim ciezarze czgsteczko-
wym (IgG, IgA) jak i w makroglobulinach
(IgM, IgD). Przeciwciala tych klas Ig réimia sie
fizykochemicznie, wystepuja w roéznych ilos-
ciach zaleznie od postaci schorzenia oraz roéiny
jest ich udzial w wymienionych odczynach se-
rologicznych (3, 9, 15, 22, 35, 38).

Przeciwciata IgM i IgD wystepuja jako agluty-
niny kompletne i nie wigza lub stabo wiazg do-
pelniacz (3, 15, 22, 23, 38).

Z danych pis$miennictwa wynika, Ze istnieje
mozliwo$¢ serologicznego roéznicowania ostrej i
przewleklej postaci brucelozy przy pomocy je-
dnoczesnego wykonania badan w OA, OAG i
OWD. W ostrej postaci przeciwciata anty- Bru-
cella pojawiaja sie w znacznych ilosciach naj-
pierw w IgM, a nieco pdZniej w IgG i IgA, co
jest przyczyng na og6él wysokich mian we
wszystkich trzech odczynach. W postaci prze-
wleklej stopniowo obniza sie poziom przeciw-
ciat w IgM, a narasta w IgG i IgA, stad nie-
rzadko ujemny wynik w OA oraz dodatni wy-
nik w OAG i OWD (9, 20, 21, 22, 23, 35, 39).

W $wietle powyzszych danych celowe wyda-
walo si¢ przeprowadzenie badan serologicznych
wérdd pracownikow shuzby weterynaryjnej w
wojewodztwie gdanskim przy pomocy OA,
OAG i OWD. Znaczne rozprzestrzenienie sig
brucelozy wsrod poglowia bydta w latach ubie-
gltych moglo by¢ przyczyng zakazen, a nastep-

Tab. 1. Wy{lil{ miareczkowania sqrowicy_antyglobulinowej (S_A_Gr) w powolnym wariancie metody___P_Iajdu

Standaryzowana zawiesina Br. abortus uczulona surowicg ludzkg

Rozeien~- ———
czenie anty-Brucella w rozciericzeniach normalng w rozcien-
SAG — . - y 7 s

1:10 | 20 | 40 | 80 | 160 | 320 640 | 1280 czeniu 1:10
1:50 4% 4 4 4 4— 2 0 0 0
100 4 4 4 4 4 3 + 0 0
200 4 4 4 4 4 3 + 0 0
400 4 4 4 4 4 3 + 0 0
800 3 4 3+ 3 2 1 0 0 0
1600 1 2 2 1 + 0 0 0 0
3200 = 0 0 0 0 0 0 0 0
|
- 0 0 0 o | o 0 o | o 0

Objasnienia: * — cyfry 0, 1, 2, 3, 4 oznaczaja odpowiednio 0, 25, 50, 75 i 100% aglutynacji uczulonych bruceli; ** — kon-
trola braku aglutynin kompletnych w inaktywowanej surowicy ludzkiej anty-Brucella, uczulone brucelle zawieszono w roz-

cienczalniku bez dodatku SAG.

W serologii brucelozy duze znaczenie przypi-
suje sie przeciwcialom IgG, ktore silnie wigzg
dopetniacz i w przewleklej brucelozie wyste-
puja jako aglutyniny niekompletne, wykry-
walne w OAG. Ich obecno$¢ $Swiadczy¢ ma o
czynnej formie zakazenia, za czym przemawia
znaczne obnizenie sie poziomu tych przeciw-
cial, obserwowane po pomy$lnym leczeniu an-
tybiotykami (9, 15, 20, 21, 35). Przeciwciala
IgA biorg udzial w procesach alergicznych sko-
ry i mozna je wykry¢ przy pomocy OAG.

nie rozwoju przewleklej postaci schorzenia u
wielu os6b majacych bezpos$redni kontakt z
chorymi zwierzetami.

Material i metody

Material do badad stanowily préby krwi pobrane
jednorazowo od 262 os6b, pracownikéw sluzby wete-
rynaryjnej wojewodztwa gdanskiego (tab. 2). Proéby
pobrano w okresie od lipca 1970 do marca 1971 roku.

Badania serologiczne przeprowadzono przy pomocy
trzech odczynow: aglutynacji, wigzania dopelniacza
i antyglobulinowego (Coombs’a).
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Odczyn aglutynacji (OA) wykonywano jako stan-
dardowa aglutynacje probowkowa w rzedzie rozcien-
czen badanej surowicy od 1:6,25. Stosowano technike
klasyczna; do rozcienczen badanej surowicy w obje-
tosci 0,5 ml dodawano po 0,5 ml antygenu rozcieficzo-
nego 1:10 (1, 34). Jako antygen uzyto standaryzowang
zawiesing Br. abortus barwiong przyzyciowo TTC (2),
produkowang przez ,Biowet” w Pulawach pod nazwag
Brucellognost. Jako rozcienczalnik stosowano 5% roz-
twér NaCl z dodatkiem 0,5% fenolu, Koncowe rozcien-
czenie antygenu w probie wynosito 1:20 i zapewniato
z surowicyg wzorcowg Weybridge, ISADbS-II (10), za-
dane miano 1:500+ -+ (25).

SAG wyprodukowano drogg uodparniania kroélikéw
stosujac jako antygen handlowg gamma-globuline
ludzka. Schemat uodparniania krélikéw polegal na
wstrzyknieciu serii malych dawek antygenu pod spo-
jowke gbérnej powieki oka oraz, po 30-dniowej przer-
wie, jednej duzej dawki antygenu z niekompletnym
adjuwantem Freunda domiesniowo (25). Kroliki
skrwawiano w 7 dniu po ostatniej iniekcji. Miarecz-
kowanie SAG wykonano metodag Hajdu (14, 41). Do
uczulenia standaryzowanej zawiesiny bruceli uzyto,
jako zZrédlo aglutynin niekompletnych, surowice pa-
cjenta chorego na przewlekla postaé¢ brucelozy, ktéra
po zinaktywowaniu wedlug Hajdu (14, 41) wykazy-

Tab. 2. Wyniki badan serologicznych w kierunku brucelozy pracownikdéw stuzby weterynaryjnej

w wo_je\_)v(')dztwie gdaﬁik_im_

Badane osoby

Wyniki w poszczegdlnych odczynach (miano — liczba os6b)

. . OA OAG OWD
staz Licz- |— —— — —_— =
srUpe rac ba t o ie- je=
i atey | os6b e l25+—12,5 25100 10 | 12550 100800 | % | 255 10—80
— ’ ! —
1— 5 30 22 6 2 15 14 1 25 3 2
1. JrEEanee i 6-10 | 15 | 11 3 1 9 3 3 11 1 3
ynary| 10 | 73 | 56 13 4 22 33 18 50 12 11
- . == === = — : 4 LT ==
II. Technicy i sa- 1-5 3 1 1 1 2 1 - 2 1 —
nitariusze 6 10 7 5 1 1 3 2 2 5 — 2
weterynaryjni >10 44 26 11 7 8 20 16 20 11 13
II1. Pracownicy 1— 5 44 43 1 - 39 5 — 43 1 —
administra- 6—10 15 14 1 — 12 3 J— 15 = —
cyjni i inni >10 31 30 1 — 29 2 — 31 — -
Razem 262 208 38 16 139 83 40 | 202 29 31
% 100 79,4 20,6 53,1 46,9 | 77.0 23,0
Objasnienia: * — miana w poszczegdlnych odezynach wyrazono odwrotnoscia rozcienczen badanych surowic.

Odczyn wigzania dopelniacza (OWD) wykonywano
technikg opisang uprzednio (40). Stosowano rzad roz-
diefczen badanej surowicy od 1:2,5. Jako antygen za-
stosowano standaryzowang zawiesine Br. abortus do
aglutynacji (Brucellognost) w rozcieniczeniu roboczym
1:150 (24). Jako rozcienczalnik bufor weronalowy z do-
datkiem jonoéw Ca i Mg, o pH 7,4 (1). Kontrole odczy-
nu stanowila surowica odniesienia whasna o mianie
1:160 (24, 40), z ktérej dla codziennego uzytku przygo-
towano trzy surowice kontrolne o mianie: nr
1—1:5+ 4+ +, nr 2—1:10+ + +, nr 3—1:20+ + +.
Czuloéé odezynu wyrazona [przy pomocy miana
ISABS-II (10) wynosita 1:3204 -+ 4+ (26).

Odczyn antyglobulinowy Coombs’a (OAG) wykony-
wano technikg klasyczng, jako dalszy ciag OA (41).
Po odezytaniu wynikéw OA, do OAG przeznaczano
co najmniej 5 kolejnych probéwek z rzedu rozcien-
czen badanej surowicy, poczynajgc od probowki, w
ktérej wynik OA byt ponizej ++ (50% aglutynacji).
Zawiesine bruceli w wybranych probéwkach prze-
mywano dwukrotnie w objetoSci 2 ml roztworu fi-
zjologicznego NaCl (r.f. NaCl) droga wirowania przy
2600 g, przez 20 minut. Po odwirowaniu supernatant
odrzucano i probéwki osuszano przez odwrdcenie ich
do gory dnem i przylozenie krawedzi otworu do lig-
niny. Préby odstawiano nastepnie na okres okoto
10 miinut, po czym osad bruceli rozbijano przez ener-
giczne wstrzasanie probéwkami, w tej dloci plynu,
ktéry sptynal na dno ze $§cian prob6wek. Rozbity
osad bruceli po drugim wirowaniu zawieszano w
1 ml surowicy antyglobulinowej (SAG) rozcieniczonej
1:200 w rf. NaCl z dodatkiem 0,5% tenolu. Inkuba-
cje prob i odczyt wynikéw przeprowadzano jak w
AO (1, 34).
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wala miano w OAG 1:320+++ (tab. 1). Jako kontro-
le uzyto surowtice ludzka normalng, nie zawierajaca
przeciwcial anty-Brucella. Miano SAG w powolnym
wariancie metody Hajdu wynosilo 1:400 (tab. 1), w
OAG zastosowano jg w rozcientczeniu roboczym 1:200.

Wymiki i omdéwienie

Wyniki przeprowadzonych badan przedsta-
wiono w tab. 2 1 3.

Sposrod badanych os6b wyodrebniono trzy
grupy, a w kazdej z nich trzy podgrupy w za-
leznosei od stazu w stuzbie weterynaryijnej
(tab. 2). W grupie I wsrod 118 badanych leka-
rzy weterynaryjnych odsetek oséb reaguja-
cych dodatnio wynosit : w OA — 24,6, w OAG
— 61,0 1 w OWD — 27,0. W grupie II liczby te,
w odniesieniu do 54 badanych technikéw i sa-
nitarfuszy weterynaryjnych, wynosity odpo-
wiednio : 40,7, 75,9 i 50,0. Wéréd 90 osdéb w
grupie III, do ktorej précz pracownikow admi-
nistracyjnych zaliczono takze kierowcow, do-
zorcOw oraz laborantki i pomoce laboratoryjne,
stwierdzono nieliczne i niskie reakcje dodatnie
w OA i OAG oraz brak reakcji w OWD. Wy-
jatek stanowila jedna osoba (pomoc laborato-
ryjna), u ktérej stwierdzono w OWD miano
1:5. Ogodlnie odsetek reakcji dodatnich we
wszystkich trzech grupach badanych oséb wy-
nosil : w OA — 20,6, w OAG — 46,9 i w OWD
—— 23,0 (tab. 2).
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Ponad polowa badanych oséb (50,4%) reago-
wala ujemnie we wszystkich trzech odczynach.
Liczba 0s6b reagujacych dodatnio w jednym,
dwéch lub  trzech odczynach wynosita 130
(49,6%). Wsrod tych 130 oséb odsetek reagujag-
cych tylko w OAG wynosil 38,5, we wszyst-
kich trzech odezynach — 26,1, w OAG i OWD
— 18,5, w OA i OAG — 11,5, tylko w OA —
3,81 tylko w OWD — 0,8 (tab. 3).

Tab. 3. Stosunek mian w odczynie aglutynacji

i wigzania dopelniacza (OWD)

Brucella abortus Serum (ISAbS), umozliwia
poréwnywalno§¢ wynikéw. Standardowa ge-
sto$¢ antygenu zastosowana w OA (1, 2) obniza
wprawdzie czulo§¢ odczynu, ale zapobiega wy-
stepowaniu zjawiska ,,prozone”, o ktorym
wspominajg inni autorzy stosujac mniej stezo-
ny antygen (5, 23). Ponadto standardowa ge-
sto§¢ antygenu umozliwia proste przeliczenie
mian na jednostki miedzynarodowe (43). Wy-

(OA) do mian w odczynie antyglobulinowym (OAG)

Osoby reagu- |

jace dodatnio 0OA OAG LD

liczba | 4 ~ |125°| 25 [ 50 [ 100 | 200 [ 400 | 800 | 25 | 5 | 10 | 20 | 40 | 8o

|

50 385| ujemny | 15 | 22 | 11 1 1 ol Rt e (PR, S SRR | P |
34 26,1| 6,25—50* | — | 3 9 9 8 | 5 | — 5 9 | 11 | 5 3 1
24 185 | ujemny | — 3 9 4 8 | — |-— 4 9 3 | 3 5 1
15 115 6,256—100 | — 5 6 2 T (SR LIS R | SR S| S S (.
5 ssle2—125] — | — | = =S = == — [ - | — =14 = | =
2 0,8 | ujemny — — o = = -— — 2 ! — — = =3 —

e |1 100,0 15 | 33 | 35 | 16 | 18 | 5 1 | 11| 18| 14| 8 8 1

Objasnienia: * — jak w tabeli 2.

Jak wynika z tab. 2, najwiecej dodatnich re-
akcji we wszystkich trzech odczynach stwier-
dzono wsrod oséb zaliczonych do I i II grupy.
Na uwage zastuguja osoby o stazu pracy ponad
10 lat, u ktdrych stwierdzono znaczng ilo$¢ re-
akcji w OWD | OAG. Jest to zrozumiale, bo-
wiem lekarze, technicy i sanitariusze wetery-
naryjni narazeni sg na czeste, bezposrednie
kontakty ze zroédlem zakazenia, jakim w wa-
runkach wojewodztwa gdanskiego bylo zakazo-
ne bydlo.

W badaniach autoréw polskich, wykonanych
w latach ubieglych, odsetek os6b reagujgcych
serologicznie dodatnio wséréd pracownikow
stuzby weterynaryjnej ksztaltowal sie w gra-
nicach od 12 do 72 (6, 7, 16, 18, 27, 28, 30, 33,
36, 37). Najwyzszy stopien zakazenia stwierdzo-
no woéwczas na terenach wojewddztw poélnoc-
nych i zachodnich, gdzie przewaza wielkostad-
na hodowla bydla (16, 31, 36, 37, 42). W woje-
wodztwie gdanskim Blawat, w 1952 roku, st-
wierdzit wsrod 42 badanych lekarzy weteryna-
ryjnych 24 osoby reagujgce dodatnio i 4 wat-
pliwie (6).

Wszystkie powyzsze badania wykonane zo-
staly przy pomocy OA i OWD, z wyjatkiem
badan Lutynskiego (28, 29), ktéory zastosowat
takze OAG. Z uwagi jednak na réznice metody-
czne w stosowanych odczynach i rdzne kryte-
ria rozpoznawcze, wyniki cytowanych autorow
nie zawsze sg poréwnywalne.

Z powyzszych wzgledow w pracy niniejszej
nieco wiecej uwagi poswiecono opisowi metod
stosowanych odczynow. Zastosowanie, jako u-
ktadu odniesienia, surowicy wzorcowej Wey-
bridge (10), International Standard for Amti-

stepowaniu zjawiska ,,prozone” w OWD zapo-
biegano w podobny sposob stosujac antygen
komorkowy w stezeniu wiekszym niz jego opti-
mum (24). Obnizenie czulosci OA i OWD, wy-
nikajace ze zwiekszonej gestosci antygenu, cze-
Sciowo zrekompensowano przez zastosowanie
nizszych wyjéciowych rozcienczen badanych
surowic, w OA od 1:6,25, w OWD od 1:2,5. W
OWD zastosowano technike opracowang dla
potrzeb rozpoznawania brucelozy ‘u bydla (25,
41).

W $wietle danych pismiennictwa (9, 20, 21,
22, 35, 38, 39) wysoki odsetek osob reagujg-
cych tylko w OAG lub w OAG i OWD (tab. 3)
moze przemawia¢ za wystepowaniem u wielu
pracownikoéw stuzby weterynaryjnej woje-
wodztwa gdanskiego przewleklej postaci bru-
celozy. Do zespolu objawoéw klinicznych tej po-
staci schorzenia zalicza sie: okresowe stany go-
rgczkowe, potliwosé, zmeczenie i zle samopo-
czucie, wysypka skorna, stany zapalne prze-
wodu pokarmowego, hole glowy, drazliwosé,
przygnebienie psychiczne, bezsenno$¢, zmiany
w ukladzie kostno-stawowym, bodle okolicy
krzyza, uszkodzenie narzadu stuchu, stany za-
palne watroby i inne (8, 11, 17, 19, 20, 21, 22, 23,
32). Wymienione objawy sa malto patognomoni-
czne, totez Kerr i wsp. (20, 21, 23) podkresla-
ja, ze rozpoznanie brucelozy przewleklej mozli-
we jest tylko na podstawie dodatniego wyniku
badan serologicznych przy uzyciu OA, OAG i
OWD. Autorzy ci uwazaja, ze ujemny wynik
badan serologicznych pozwala wykluczy¢ bru-
celoze, a wymienione objawy przypisa¢ innym
jednostkom chorobowym. Dyskusyjna pozosta-
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je wysoko$¢ mian poszczegélnych odczynow,
jako kryterium rozpoznawczego (11, 22, 23).

Dodatni wynik w OAG i OWD informuje o
obecno$ci przeciweial w IgG, co moze swiad-
czy¢ o czynnej formie zakazenia (15, 21, 22, 35,
39) lub tez, przy braku uchwytnych objawow
klinicznych, o dawno przebytym zakazeniu, a
poziom przeciwcial w IgG podtrzymywany jest
przez czesty kontakt z zakaZnikiem lub pro-
duktami jego rozpadu (9, 11, 23).

Niskie miana w OA, przy ujemnym wyniku
w OA i OWD, $wiadczy¢ majg o pojedynczym
kontakcie z zakaznikiem, powodujacym pow-
stanie przeciwcial tylko w IgM (9, 12). Taki
typ reakeji serologicznych stwierdzono u 3,8%
badanych osob (tab. 3), a wyniki te dotyczyty
gltownie III grupy badanych osob (tab. 2), ktoére
nie byly narazone na bezposredni kontakt z
chorymi zwierzetami. Coghlan i Weir (9) ba-
dali kilka tysiecy krwiodawcow i stwierdzili u
okolo 1,5% oséb niskie miana OA, przy ujem-
nym wyniku w OAG i OWD. Takze autorzy
polscy stwierdzili wystepowanie niskich mian
w OA u ludzj nie posiadajgcych bezposrednie-
go kontaktu z zakazonymi zwierzetami (4, 13).
Wydaje sie, ze tego typu odczynowo$¢ serolo-
giczna moze byé spowodowana spozywaniem
niepasteryzowanego mleka pochodzacego od
zakazonych krow,

Wmnioski

1. Znaczny odsetek dodatnich reakcji w OAG
i OWD stwierdzony u os6b o diugim stazu pra-
cy zawodowej $Swiadczy¢é moze o wystepowa-
niu przewleklej postaci brucelozy u wielu pra-
cownikow sluzby weterynaryjnej wojewodzt-
wa gdanskiego.

2. Badania serologiczne w kierunku brucelo-
zy os6b zawodowo narazonych na kontakt z
chorymi zwierzetami winny by¢ przeprowadza-
ne przy pomocy kilku odczynoéw (OA, OAG,
OWD).

3. Zapewnienie powtarzalnych i poréwny-
walnych wynikéw tych badan wymaga stan-
daryzacji stosowanych odczynow,
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Kpynagk M. — Ceponorndeckue ucéiefoBaHUA IO
Opyuemiez paGOTHMKOB BeTEePUHAPHON# CayxkObl B
T'IaHCKOM BOEBOJICTEE.

CepoJiorydecKyie mcclefA0BaHUA CBIBOPOTOK 262 Be-
TePUHAPHBIX PaboTHMKOE Ha Opylleiye3 IpoBeau IIPH
TOMOILM peaKIwm arraiotuHalmm (PA), aHTuriaobynm-
HoBOII pearumu mo Coombs (ATP) u peakuum cBA3LI-
panua gKomimeMenta (PCK). IlonmoxRmTenpHble De3yib-
TaTel Toayuuam y 130 pabGorEukoB (49,6%), B TOM
ypeae y 3¢ — 1o Bcex pearumuax, y 50 — mo ATP,
y 24 — no ATP n PCK, y 15 — mo ATP u PA, y 5
amn — 1o PA ny 2 — nmo PCK (tabn. 3). ITomoxu-
TeJbHble pe3yabrarkl mo AP m PCK ormeuanm riaas-
HbIM O00pPa30My BeTePHMHAPHBIX Bpadeil, (eabaIepoB
M CAHUTAPOB € MHOTOJNETHUM TPYHAOBBIM CTazkoM (tab.
2), uTO YyKaszblBaeT Ha 3aboyeBaHMe XPOHUYECKOH
chopmoit Gpyriennesa.

Krélak M. — Serological examinations for brucellosis
of the veterinary service staff in the district of
Gdansk.

Two hundred and sixty two persons were tested by
means of the standard agglutination test (SAT), and
antiglobulin test (Coombs test— AGT), and comple-
ment fixation test (CF). The positive reactions were
stated in 130 presons (49.6%); AGT gave positive
reaction in 50 persons, 34 people reacted positively in
all three tests, 24 persons in AGT and CF, 15 persons
in SAT and AGT, 5 persons only in SAT and 2 per-
sons only in CF (table 3). The positive reactions of
AGT and CF were mainly obtained from veterinary
surgeons and their technical assistants with long
practice (table 2). It may indicate that these persons
suffer fraom chronic brucellosis.



