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Bodonio serologiczne w kierunku brucelozy procowników służby
wełerynoryinei w woi. gdońskim

zakład Higieny Weterynaryjnej, Gdańsk-oliwa
Kierownik: dr E. sTĘzELEcKI

Pracownicy służ,by wete,rynaryjnej są często
narazeni na zakażenie brucelami w trakcie wy-
konwvania czynnośc,i zawodowych.

W laboratoryjnei diagnostyce brucelozy u
ludzi trudność ,sprawia ,p,rzewllelkła postać s,cho-
rzenilą, przy której wvnik badania bakteriolo-
giczne§o jest zwvkle ujeminy i w którei często
zaw odzi powszechnie stds,owany odczyn aglrurtv-
nacji (OA) (9, 20, 2!, 23, 29, 38, 39).

w ostatrlich latach wvniki badań immuno-
chemicznych zwróciły uwagę na d,iagnosty,c,zną
wartość od,czynu wiązania dopełni,acza (OWD)
i odczynu antyglolbulinowelgo (OAG) w tozpoż-
nawaniu lrrucelozy przewllekłej. W badaniach
tych wykazalto, że w prze,b,iegu bruce'lozy u
ludzi, podcibnie iak ll zwieruąt, przeciwciała
anty-Brucello występują zarówno w immuno-
gloibulinach (lg) o nisilłim aiężarze cząstec:,zko-
wym (trgG, IgA) iat< i w makroglobulinach
(IgM, IgD), Przeciwciała tych klas Ig różnią się
fizykochemicznie, wy,stępują w różnych iloś-
ciach zależnie od postaci schorzenia oraz różny
jest ich udział w wymienionych odczynach se-
rolo$icznvch (3, 9, I5, 22,3r5, 3B).

MARIAN KRÓLAK

Przec,iwciała LgM i IgD występują jako agrltrtv-
niny komple,tne i nie wiążą luh słaho wiążą do-
pełniacz (3, 15, 22, 23,3B).

Z danych piśmiennlctwa wynika, że istnieje
możliwośó serologicznego różnicowania ostre,i i
przewlekłei postaoi brucelozy przy ,pomocy ie-
d,no,czesnego wykonania badań w OA, OAG i
OWD. W ostrej postac,i przeciwciała anty- Bru-
cella poildwiaią się w znacznych iłościach naj-
pierw w IgM, a nieco późniei w IgG i IgA, co
jest przyczyną na ogół wysokich mian we
wszyst[<ich trzech odczynach. W postaci prze-
wilekłei stopniowo o|bniża s,ię poziom przeciw-
ciał w IgM, a nara,sta w IgG i IgA, stąd nie-
rzadko ujemnv wynik w OA oraz dodatni wy-
nik w OAG i OWD (9,20,2I,2'2,23, 35, 39).

W świetle powvżs,zych d,arnych cełorve wyda-
wało slę przeprowadzenie badań serologicznvch
wśród p,racowników służ,by wetervnaryjnej w
wojewódrztwie gdańskim przy pomocv OA,
OAG i OWD. Znaczne rozptze:sttzenienie s,ię
brucelozy wśród pogłowia bvdła w latach uibie-
gły,ch mogło być ,przy,czyną zan<ażeń, a następ-

Tab. 1. Wynik miareczkowania surowicy antyglobulinowej (SAG) w powolnym wariancie rnetody Hajdu

Standaryzowana zawiesina Br. abortus uczulona surowicą ludzką
anty -Bruc ello w rozcieńczeniach normalną w rozcień.
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W serologii bnucelozy duże znaczenie przvpi-
suje się p,rzeciwciałom IgG, które silnie wiążą
dopełniacz i w przew(ekłej bruicelozie wystę-
pują jako a§lutyniny niełkonlpletne, wŃry-
walne w OAG. Ich obecność św|iadczyć ma o
czynnej formie zakażenia, za czym przemawia
zr\ac,zTle ob,niżenie się poziomu tych p,rzeciw-
ciał, ob,serwowa,ne po pomvślnvm le,czeniu an-
tvibiotykami (9, 15, 2,0, 2l, 35). Przeciwciała
IgA biorą udział w pTocesach alerrgicznych skó-
ry i rno,żna je wy'kryć przy pomocy OAG.

nie rozwo,ju przewlekłei postaci schorzenia u
wielu osób maiącvch bezpośredni kontakt z
,chorymi zwierzętami,

Materiał i metody
Materiał do badań stanowiły próby lłcwi pobrane

jednorazowo od 262 osób, pracowników służby wete-
rynaryjnej wojewód,ztwa g,daństkiego (tab. 2). Próby
pobrano w ,okresie od lipca 1970 do marca 1971 roku.

Badania serologiczne przeprowadzono przy pomocy
trzech odczynów: aglutyrracjE, wiązaŃa dopełniacza
i antyglobulinowego (Coombs'a).
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Odczyn aglutynacji (OA) wykonywano jako stan-
dardową aglutynację probówkową w rzędzie rozcień-
czeń badanej surowicy od 1;6,25. Stosowano technikę
klasyczną; do rozcieńczeń bad,anej surowicy w o;bję-
tości 0,5 mI dodawano po 0,5 ml antygenu rozcieficza-
nego 1:10 (1, 34). Jako antygen użylo standaryzowaną
zawiesinę Br. abortus barwioną przyżyciowo TTC (2),
produkowaną 1xzez ,,Biowet" w Puławach pod nazwą
Brucellognost. Jako rozcieńczalnik stosowano 50h roz-
twór NaCl z dodatkiem 0,50ń fenolu. Końcorve rozcień-
czenie antygenu w próbie wynosiło 1:20 i z,apewniało
z surowicą wzofcową Weybridge, ISAbS-II (10), żą-
dane miano 1:500ł+ (25),

Licz-
ba

osób

I. Lekarze we-
terynaryjni

SAG wyprodukowarto drogą uodparniania królików
stosując jako antygen handlową gamma-globulinę
ludzką. Schemat uodparniania królików polegał na
wstrzyknięciu selłji małych dawek antygenu pod spo-
jówkę górnej powie}<li roka oraz, po 3O-dniowej przer-
wie, jednej dużej dawki ,antygenu z niekompletnym
ad juwantem Freunda domięśniowo (25). Króliki
skrwawiano w 7 dniu po ostatniej iniekcji. Miarecz-
kowanie SAG wykonano metodą Hajdu (14, 41). Do
uczulenia standaryzowanej zawiesiny bruceli użyto,
jako źródło aglutynin niekompletnych, surowicę pa-
cjenta chorego na przewlekłą postać brucelozy, która
po zinaktywowaniu według Hajdu (14, 4l) wykazy-

Tab. 2. Wyniki badań serologicznych w kierunku brucelozy pracowników służby weterynaryjnej
w województv,ie gdańskim
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objaśnienia: i - n]iana w poszczególnych odczynach

Odczyn wiązania dopełniaczą (OWD) wykonywano
techniką opisaną uprzednio (40). Stosowano rząd loz-
cieńczeń badanej surowicy od 1:2,5. Jako antygen za-
stosowano standaryzowaną zawiesinę Br, abortus do
aglutynacjli (Brucellognost) w rozcieńczeniu roboczym
1:150 (24). Jako rozcieńczalnik bufor wer,onalowy z do-
datkiem jonów Ca i Mg, o pH 7,4 (1). Kontrolę odczy-
nu stanowiła surowica ,odniesienia własna o mianie
1:160 (24, 40), z której dla co,dziennego użytku ptzyEo-
towano trzy surowice kontrolne o mtianie: nr
1-1:5t ł .1-, nr 2-1:10l f ł, nr 3-1:20* ł ] .

Czułość odczynu wyrażona przy pomocy miana
ISAbS-II (10) wynosiła 1:320* + + (26).

Odczyn antyglobulinowy Coombs'a (OAG) wykony-
wano technliką klasyczną, jako dalszy ciąg OA (41).

Po odczytaniu wyników OA, do OAG przeznaczano
co najmniej 5 kolejnych probówek z rzędu rozcień-
czeń badanej surowicy, poczynając od probówki, w
której wynik OA był poniżej ++ (50% aglutynacji).
Zawiesinę bruceli w wybranych probówkach prze-
mywano dwukrotnie w objętośei 2 ml roztworu fi-
zjologicznego NaCl (r.f. NaCI) drogą wir,owania przy
2600 g, przez 20 rninut. Po odwirowaniu supernatant
odrzucano i probówki o§uszano ptzez odwrócenie ich
do góry dnem i przyłożenie krawędzi otworu do lig-
niny. Próby odstawiano następnie na okres około
10 ńi,nut, po czym osad bruceli rozbijano przez ener-
giczne wstrząsanie probówkami, w tej tilości płynu,
który spłynął na dno ze ścian probówek. Rozbity
osad bruceli po drugim wirowaniu zawieszano w
1 ml surowicy antyglobulinowej (SAG) rozcieńczo,nej
1:200 w r.f. NaCl z dodatkiem 0,50/o tenolu, Inkuba-
cję prób i odczy't w,yników przeprowadzano jak w
Ao (1, 34).
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wyrażono odwrotnośclą rozcieńczeń badanych surowic,

wala miano w OAG 1:320*ł.| (tab..1). Jako kontro-
1ę użyto surowlicę ludzką normalną, nie zawierającą
przeciwciał anty-Brucello. Miano SAG w F}owolnym
wariancie metody Hajdu wynosiło l:400 (tab. 1), w
OAG zastosowano ją w rozcieńczeniu roboczym 1:200.

wy,niki i omówienie
Wyniki przepnowa,dzonych badań przedsta-

wiorrowtab.2i3.
Spośród badranr,łch osób wyodrQb,niono trzy

gnupy, a w każdej z nich trzv pod,grupy w za-
leżności od stażu w ,służbie weterynaryjnej
(tab. 2). W gpupie I w,śród 118 badanych leka-
yzy wetelynaryjny,ch o,dse,tek osób Teagują-
cych dodatnio wynotsił : w OA - 24,6, w OAG

- 61,,0 i w OWD - 27,0. W grupie II liczby te,
w odniersieni,u do 54 badanych techników i sa-
nitarłiuszy weterynaryjnvch, wynosiły odpo-
wiednio i 40,7,75,9 i 50,0. Wśród 90 osób w
grupie III, do którei lprócz pracowników a,dmi-
niśtracyjnych zallczomo także kie,rowców, do-
zorców oraz laiborantki i pomoce laiboratoryine,
stwierdzono nierliczne i niskie reakcie dodatrlie
w OA i OAG oraz brrak reakcii w OWD. Wy-
jątek sitanowiła iedna osdba (pomoc laiborato-
ryjna), u [<tórej stw,ierdzono w O,WD miano
1:5. Ogołnie odseteil< Iean<cji dodatnich we
w,szystkich trzecŁl g,rułpach badanyrch osób wy-
nosił : w OA - 20,6, w OAG - 46,9 i w OWD

- 23,0 (tab. 2).



Nr4 MEDYCYNA WETERYNARYJNA ROK XXVIII

P,onad połowa badanych osób (50,4%) reago-
wał,a ujernnie we wszystkich trzech odczynach.
Liczba ,osób reagujących dodatnio w jednym,
dwóch lub trze,ch odczynach wynosiła 130
(49,67o). Wśród tych 130 osób o,dsetek reagują-
cych tylko w OAG wynosił 3B,5, we wszyst-
kich trzech odczynach - 26,1, w OAG i OWD

- 1B,5, w OA i OAG - 11,5, tylko w OA -3,B i tylko w OWD - 0,B (tab. 3).

Tab. 3, Stosunek mian w odczynie
l

oAG

Brucella ubortus Serum (ISAbS), umożliwia
porównywalność wyników. Standardowa gę-
stość antygenu za]stosowana w OA (1, 2) obniża
wprawdzie czułość odczynu, ale zapobńega wy-
stępowaniu zjawislka ,,pTozorle", o którym
wspominają inni autorzy stosuiąc mniej stężo-
ny antygen (5, 23). Po,nadto standat'dowa 8ę-
stość antygenu umozliw,ia proste przeliczenie
mian na jednostki mię,dz5marodowe (43), Wy-

aglutynacji (OA) do mian w odczynie antyglobulinowym (OAG)
wiązania dopełniacza (OWD)

oWD

uJemny
6,25- 50*
uJemny
6,25 - r 00
6,25 - 12,6
uJemny

objaśnienia: * _ jak u, tabeli 2.

Jak wynika z tab. 2, najwięcei dodatnich re-
akcji we wszystki,ch trzech odozynach Ńwier-
dzono wśród o,sób zaliczonych do I i II grupy,
Na uwagę zasługują osoby o staŻ,u pracy ponad
10 lat, u którvch stwierdzono znaczną ilość re-
akcji w OWD i OAG. Jest to zroz,umiałe, bo-
wiem lekarze, technicy i sanitariusze wetery-
naryjni narażeni są na częste, bezpośrednie
kontal<ty ze żródłem zakażenia, iakim w wa-
runkach województwa gdańskiego było zakażo-
ne bydło,

W badaniach autorów polskich, wy'konanvch
w ]atach ubiegłych, odsetełk osób reagujący,ch
serologioznie dodartnio wśród pracownikow
służby weterynaryjnej kształtował się w gra-
nicach od 12 do 72 (6,7, 16, 18, 27,28,30, 33,
36, 37). Najwyższy stopień zakażenia stwierdzo-
no wówczas na terenach województw północ-
nych i zachodnich, gdzie ptzeważa wielkostad-
na hodowla by,dła (16, 31, 36, 37, 42). W woie-
wództwie $dańskim Bławat, w 1952 roku, st-
wierdził wśród 42 badanych lekarzy weteryna-
ryjnych 24 osoby reagujące dodatnio i 4 wąt-
płiwie (6).

Wszystkie powyższe bada,nia wykonane zo-
stały przv pomocy OA i OWD, z wyjątkiem
badań Lutvńskiego (28, 29), którv zasitosował
także OAG. Z uvlagi jednak rra różnice metody-
czne w stosoWanych odczynach i różne kryte-
ria rozyloznaw cze, wyniki cy,towanych autorów
nie zawsze są porównywalne.

Z powyższych względów w pracy ninieiszej
nieco więcei uwagi poświęcono opisowi me,tod
stosowa,nych odczynów. Zastosowanie, iako u-
kładu odniesienia, §urowicy wzorcowe-i Wey-
bridge (10), Internat,ionał Standard for .Ąnti-
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stępowaniu zjawiska llpTozo,fl€" w OWD zapo-
biegano w podobnv sposób srtols,ując antygen
komórkowy w,stężeniu większvm niż iego opti-
mum (24). Olbniże,nie czułości OA i OWD, wy-
nikające ze zwiększonei gęstoŚci antvgenu, czę-
ściowo zrekompensowano przez zastosowanie
niższych wyiściowych rozcieńczeń badanych
surowic, w OA od 1:6,25,, w OWD od 1:2,5. W
OWD zastosowarro technikę opra,cowaną dla
potrze,b rozpoznawania brucelozy ,u bydŁa (25,
41).

W śłvietle danych piśmiennictwa (9, 20, 2l,
22, 35, 38, 39) wysoki odsetek osób reagują-
cy,ch tylko w OAG lub w OAG i OWD (tab. 3)

może przemawiać za występowarriem u wielu
sł,użby wetervnarvjhei woje-

ńskiego przewlekłei postaci bru-
celozy. Do zespołu o,bjawów klinicznych tej po-
staci schorzenia zaIicza się: okresowe stany go-
tączkowe, p,otliwo,ść, zmę,czenie i złe samopo-
czucie, wvsypka skórna, stany za,palne prze-
wodu pokarmowego, bółe głowy, drażliwość,
przygnębienie psy,chiczne, bezse,nność, zmiany
w układzie kostno-stawowym, bóle okolicy
krzyża, uszkod,zenie narządu słuchu, stany za-
palne wątroby i irrne (B, 11, 77,1,9,20,2I,22,23,
32). Wymienione oibiawy są mało patognomoni-
,czne, toteż Kerr i wsp. (20, 27, 23) podkreśIa-
ją, że rozpoznanie brucelozy przew,lekłej możli-
we jest tylko na pod,stawie dodatrniego wyniku
badań serologicznych przy użyciu OA, OAG i
OWD. Autorzy ci uważają, że uiemny wynik
badań serologicżnych pozwala wykluczvć bru-
celozę, a wymie,nione objawy przvpisać innym
iednostkom chorobowym. Dyskusyjna po,zosta-
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Osoby reagu-
jące dodatnio
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ie wvsokość mian poszczególnyah odczvnów,
jako kryterium tozpoz,nawczego (ll, 22,23).

Dodatni wynik w OAG i OWD informuie o
obecności przeciwciał w IgG, co może świad-
czyć,g czynnej formie zakażeńa (L5, 21,, 22, 35,
39) lub też, ptzy braku uchwytnvch objawów
klinicznych, o daryvno przebytym zakażeniu, a
poziom przec,iwciał w IgG podtrzvmywanv jest
ptzez częsty kontakt z zakaźnikiem lub pro-
duktami jego rozpadu (9, 11, 23).

Niśkie m,iana w OA, przy ujemnym wyniktr
w OA i OWD, świadcayć mają o pojedytrrczym
kontakcie z zakaźntkiem, p,owod,ującym pow-
stanie przecli§Mciał tylko w IgM (9, 12). Taki
typ reafl<cji serologicznych stwierdzono u 3,BOh
badanych osób (tab. 3), a wyniki te dotyczyły
głównie III gnupy badanych osób (tab. 2), które
nie były na,rażone na bezpośredni kontakt z
chorymi zwierzę,tami. Coghlan i Weir (9) ba-
dałi ki,l]ka tysięcy krwiodawców i stwierdzi'Ii u
około 1,5% osób niskie miarna OA, przy ujem-
nym wyniku w OAG i OIMD. Także altoTzy
połscy stwierdzili występowanie niskich mian
w OA u ludzi nie posiadających bezpośrednie-
go kontaktru z zakażonymi zwierzętami (4, 13).
Wydaje się, że te6o typu odczy,nowość seroJ,o-
giczna może być §powodowana sp,ożywaniem
niepasteryzowanego mleka pochodzącego od
zakażonych krów.

Wn io s[< i
l. Znaczny odsete]r dodatnich reakcji w OAG

i OWD stwierdzony u osób o długim stażu pra-
cy zawodowej srviadczyć m,oże o wyistępowa-
niu p,rzewłekłej postaci b,rucełozy u wiełu pra-
cowników służby weterynaryjnej wojewodzt-
wa gdańśkiego.

2. Badania serologiczne w kier,u,n]k,u br,ucelo-
zy osó,b zawodowo narażonych na kontakt z
chorymi zwierzętami winny być ptzeptowadza-
ne pruy pomocy kil'ku odczyrnów (OA, OAG,
oWD).

3. Zapewnienie powtarza,lnych i porówny-
wałnych wynikow tych badań wymaĘa sta,n-
daryzacji stosowanych odczynów.
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Kpy.nax M, Ceponorllrecxue rłcó.negonarrrłn no
dpyqerrlee pa6orRnxor BeTeprrnapnofi clyrNdrr B
IAanoxotu BoeBoAcTBe.

Ceponorz.recKr{e rl ccJIeAoBarilła cblBoporox 262 se-
TeplHapHblx pa6orrulroe na 6pyqełae3 IIpoBeJII4 npr{
ItoMou]rf peaKI{rlrI arrJIIollHaqT4ul (PA), arrrzrło6y.rrr-
rłon,oż pearqzrł no Coombs (AfP) v pearl.1.jrvl cBfl3bl-
BaHI4fl KoM[IJIeMerrłTa (PCK), Tlolo><rztełlHble pe3yJIB-
TaTbI IIoJIyLIuJIvI y 130 padorHrxoe (49,6010), B ToM
gvcue y 34 - no Bcex peaKql4ax, y 50 - no AlP,
y 24 - no AIP z PCK, y 15 - no AlP tt PA, y 5
łlur1 - no PA IĄ y 2 - no PCK (ra6l, 3). Ilołorxrł-
TeJIr,HEIe pe3yJIbTaTbI no AIP n PCK oTMeqaJIil rJIaB-
rIunł o6pasoMy BeTepr{HapHbIx npa.łeń, Sełr4ruepoe
,{ canrlTap,oB c MHoroJIeT[łI{M TpyAoBF,nM cra>xonł (ta6.
2), qTo yKa3LIBaeT Ha ga6o,rrenarrue xporrzuecrolż
óop.lłoft 6pyqeł,rresa.


