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Trudnosci serologicznej diagnostyki
brucelozy bydla

Badania serologiczne stanowia cenny sposéb roz-
poznawania zakazen, jednak interpretacja uzyska-
nych wynikéw wymaga uwzglednienia wielu czyn-
nikéw oméwionych szczegétowo w innym artykule
(6). Dotyczy to takze brucelozy. Polska zostata uz-
nana za kraj wolny od tej choroby juz w 1980 r.
na podstawie spetnienia wymagad wynikajacych z
ustaled miedzynarodowych — odsetek stad wolnych
od tej choroby wigkszy niz 99,8% a badania po-
glowia wykazuja nie wigcej niz 0,5% zwierzat re-
agujacych serologicznie dodatnio (5); ten stan moni-
torowany jest przez coroczne badania przy uzyciu
testow serologicznych i stosowania kryteriéw ich
oceny omowionych przez Krélaka i wsp. (5).

Juz we wczesnych latach 80. na jednym z posie-
dzen Komitetu Mikrobiologii PAN skierowano pod
adresem weterynarii pytanie jak mozna pogodzi¢
likwidacje brucelozy bydta z wciaz duza liczba
stwierdzanych serologicznie nowych zakazen u lu-
dzi. Wyjasniliémy wtedy, ze te dodatnie wyniki
moga by¢ nastepstwem zakazenia cztowieka innymi
bakteriami wykazujacymi pokrewienstwo antygeno-
we z Brucella abortus, gtéwnie paleczka Yersinia
enterocolitica serotyp O9 (najczestszym Zrédtem tego
zarazka sa $winie); poniewaz brak pewnych metod
umozliwiajacych odréznienie reakcji na oba anty-
geny, rozstrzygajace znaczenie maja dodatkowe da-
ne epidemiologiczne i kliniczne.

Ostatnio wiele doniesien zagranicznych wskazuje
na problem fatszywie dodatnich wynikéw serologicz-
nego badania bydta, bedacych wyrazem krzyzowych
reakcji Brucella abortus z innymi bakteriami. Nie
mozna wykluczyé, ze takie trudnosci nie wystapia
takze u nas i dlatego wydaje si¢ celowe omowienie
prac dotyczacych tego zagadnienia wykonanych za
granica.

Johnson i wsp. (2) podjeli odpowiednie badania
w Kanadzie uznanej za wolng od brucelozy w 1985 .
(a wiec 5 lat pézniej niz nasz kraj). Okolo 4%
surowic badanych w ostatnich dwu latach dato wynik
dodatni w ptytowej buforowanej aglutynacji, ktory
nastepnie zweryfikowano jako fatszywie dodatni w
bardziej swoistym odczynie wigzania dopelniacza.
Autorzy ci omawiaja poznane dotad dane dotyczace
krzyzowych reakcji z brucelami, innych zarazkow
a mianowicie, oprécz wspomnianej juz Y. enteroco-
litica O9: E. coli serotyp 0157, Pseudomonas mal-

tophilia 1 Salmonella urbana O30, po sztucznym
zakazeniu nimi bydla. Johnson i wsp. (2) badali tez
krzyzowe reakcje w przebiegu naturalnych zakazen
bydta E. coli 0157 H7 przy uzyciu aglutynacji ply-
towej i probéwkowej oraz odczynu wigzania dopel-
niacza i wykazali w tych testach rzadkie wystepo-
wanie falszywie dodatnich reakcji u zwierzat
eksponowanych na ten patogen.

Obecnie powszechnie wiadomo, Ze najwazniej-
szym Zrédlem falszywie dodatnich wynikow sero-
logicznej diagnostyki brucelozy zwierzat i ludzi sa
zakazenia wywolane przez Yersinia enterocolitica
serotyp 09. Ta krzyZowa reaktywno$¢ obu zaraz-
kéw, bedaca wyrazem posiadania przez nie niemalze
identycznego lipopolisacharydowego (LPS) fancu-
cha O, stanowi wcigz wazny problem. Wielu krajom
udato sie bowiem uwolni¢ od brucelozy, niestety
od 1990 r. stwierdza sie znaczny wzrost liczby stad
bydla, w ktérych wystepuja dodatnie wyniki badar
serologicznych, np. w Belgii u 3,3%. we Francji u
2,08%, a w nicktorych regionach wskaznik ten osia-
ga warto$é 10% (cyt. wg 11). W tych stadach tylko
nieliczne zwierzgta byly seropozytywne, przy czym
wyniki te potraktowano jako fatszywie dodatnie wo-
bec braku klinicznych i innych dowoddw istnienia
tam brucelozy. Sprawa ta wymaga jednak ostroznej
oceny, zwlaszcza w zwiazku z doniesieniami o wy-
buchu w 1995 r. wielu ognisk brucelozy w péinocnej
Holandii; wedtug otrzymanych informacji choroba
ta zostata zawleczona z Francji poprzez Belgig (1).
" Grupa miedzynarodowych specjalistow z Nowe;
Zelandii, Belgii, Francji, Australii, Argentyny, USA,
Niemiec, Szwecji i Kanady (3, 4) oraz zespot ba-
daczy belgijskich (10, 11) przystapity do prac, kto-
rych celem jest znalezienie pewne) serologicznej
metody réznicowania brucelozy i jersiniozy. Prob
takich podejmowano poprzednio juz wiele, m.in.
jedna z pierwszych byto uzycie do serologicznego
badania antygenu rzgskowego Yersinia enterocoli-
tica, ktérego B. abortus nie posiada (7). Inne proby,
m.in. przy uzyciu EDTA inaktywujgcego nieswoiste
aglutyniny dla B. abortus lub przez uprzednie pod-
danie badanej surowicy dziataniu czynnika reduku-
jacego przypominaja autorzy najnowszych prac (3,
4, 10, 11).

Kittelberger i wsp. (3) opierajac si¢ na wynikach
innych autoréw, ktérzy wykazali, ze biatka zewne-
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trznej otoczki, OMP (outer membrane proteins) mo-
ga by¢ przydatne do swoistego wykrywania zakazen
B. abortus, podjeli prébe identyfikacji immunodo-
minujacych (najwazniejszych immunologicznie)
antygendw metoda immunoblottingu w odniesieniu
do surowic zwierzat naturalnie i sztucznie zakazo-
nych B. abortus. Tu warto krétko przyblizy¢ istote
tego coraz czgsciej stosowanego odczynu, byé moze
szerzej nieznanego naszym kolegom nie pracujacym
w laboratoriach rozpoznawczych. Metoda ta pozwala
wykry¢ oddzielnie obecne w badanej surowicy prze-
ciwciata dla poszczeg6lnych antygenéw zarazka. Za-
ktadajac istnienie pewnych réznic antygenowych
migdzy omawianymi drobnoustrojami, umozliwicé
powinna bardziej precyzyjna ocen¢ odpowiedzi im-
munologicznej. Istotg odczynu przedstawia ryc. 1.

Wymienieni autorzy (3) stosujac metod¢ immuno-
blottingu z uzyciem jako antygenéw r6znych ekstrak-
tow szczepdw B. abortus i Y. enterocolitica badali
surowice bydla naturalnie i sztucznie zakazonego
jednym lub drugim zarazkiem. Omawiajac swe ba-
dania, autorzy dochodza do wniosku, ze uzyskane
wyniki nie stwarzaja podstaw do opracowania pros-
tego, czutego 1 swoistego testu réznicowej serodiag-
nostyki naturalnych zakazen bydta B. abortus i Y.
enterocolitica.

W nastepnej pracy poSwigconej temu celowi Kit-
telberger i wsp. (4) uzyli do badain zewngtrznych
biatek Yersinia enterocolitica serotypu O9, YOPs
(Yersinia outer proteins) jako antygenéw w immu-
noblottingu. Uzyskanie YOPs jest proste, gdyz Y.
enterocolitica namnazana w pozywce pozbawionej
wapnia uwalnia je do podtoza. Przydatno$¢ YOPs
w odczynie ELISA i immunoblottingu wykazali inni

or

Ryc. 1. Istota odczynu immunoblottingu (wg 8); rozdzial elektroforetyczny
bialek zarazka w zelu poliakrylamidowym (1); przeniesienie frakcji biatko-
wych na nitroceluloze (2); pocigcie nitrocelulozy na paski i inkubowanie
ich z badanymi surowicami (3); stwierdzenie zv\}iazania przeciwciat za po-
moca koniugatu — znakowanych enzymem antyglobulin dla IgG badanych
gospodarzy (4); przy obecnosci w badanej surowicy przeciwcial dla bialek
zarazka nastapi zwiazanie koniugatu i dodany substrat ulegnie rozktadowi
pod wplywem enzymu, co wyrazi si¢ powstaniem barwnych prazkéw

autorzy do rozpoznawania jersiniozy owiec, ludzi i
krolikéw a takze do réznicowania brucelozy 1 jer-
siniozy u ludzi (cyt. wg 4). Postugujac sic YOPs
w immunoblottingu Kittelberger 1 wsp. (4) stwier-
dzili przydatnos$¢ tych antygenéw do rozpoznawania
jersiniony bydta, jednak nie pozwala to na wykrycie
zwierzat falszywie dodatnio reagujacych z antyge-
nem brucelozowym. Do takich samych wnioskéw
doszli Weynants i wsp. (11) uzywajacy w swych
badaniach YOPs w posrednim tescie ELISA. Dalszy
istotny problem w réznicowaniu infekcji omawia-
nymi zarazkami moze stanowi¢ podwdjne zakazenie
a takze mozliwos¢ stymulacji naturalnego zakazenia
jersiniami przez B. abortus (4). Jersinioza u bydta
przebiega bezobjawowo (11), co stwarza dodatkowa
trudno§¢ diagnostyczna. ’
Niewiarygodno$¢ wszystkich uzywanych dotad
metod serologicznych, wyrazajacych immunitet hu-
moralny (obecno$é przeciwcial swoistych dla dane-
go zarazka) do réznicowania brucelozy i jersiniozy
bydta, sklonita badaczy do zastosowania bardziej
ztozonych testéw odzwierciedlajacych immunitet
komérkowy. Taki wiasnie jest indukowany przez
drobnoustroje rodzaju Brucella, bgdace zarazkami
wewnatrzkomoérkowymi. Chukwa (cyt. wg 10) wy-
kazat przydatno$¢ do tego celu testu transformacji
blastycznej limfocytéw T, ktéry jest jednak dosé
ktopotliwy w technicznym wykonaniu i wymaga
kilku dni dla otrzymania wynikéw. Zakazenie bru-
celami, indukujac swoista odpowiedZ komérkowa,
umozliwia réwniez alergiczne, DTH (delayed-type
hypersensitivity) rozpoznawanie brucelozy przez
$rodskorne wprowadzenie alergenu. Takze ta metoda
ma pewne wady: wymaga dwukrotnego badania
zwierzat, intensywno$¢ odczynu jest zwykle dosé
mierna (na ogét osiaga jedna czwarta do jednej
trzeciej wystepujacej w dodatnim tescie tuberkuli-
nowym) a wyniki otrzymuje si¢ po 2-3 dniach (10).
Weynants i wsp. (10) opierajac si¢ na danych
innych autoréw wskazujacych na dobrg korelacj¢ mig-
dzy testem DTH (in vivo) a indukowaniem in vitro
interferonu gamma (IFN — gamma) przy gruZlicy
bydla, opracowali analogiczny do diagnostyki bru-
celozy. Do heparynizowanej catej badanej krwi do-
daje si¢ bruceling, stanowigcg swoisty bodziec anty-
genowy a po 18-24 godz. inkubowania w 37°C w
komorze wilgotnej zawierajacej 5% CO2, oznacza
si¢ w zebranym supernatancie ilo$¢ IFN — gamma
przy uzyciu handlowego zestawu ELISA. Ten gam-
ma — interferonowy test sprawdzono na 24 zwie-
rzetach (10 sztucznie 1 14 naturalnie zakazonych).
Pozwolit on wykazaé zakazenie u wigkszej liczby
zwierzat niz przy uzyciu jakiejkolwiek kombinacji
nastepujacych préb serologicznych: odczynu powol-
nej (probowkowej) aglutynacji w obecnos$ci EDTA
(kwasu etylenodwuaminoczterooctowego), odczynu
wigzania dopetniacza, testu ptytowego z rézem ben-
galskim (odpowiednik uzywanego w Polsce odczynu
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kwasnej aglutynacji ptytowej, OKAP) i ELISA; obec-
nosé przeciwciat w mleku stwierdzano proba pier-
Scieniowa i ELISA.

Test gamma — interferonowy umozliwil réwniez
wykazanie zakazenia wezesniej niz przy uzyciu préb
serologicznych, np. juz po 25 dniach, test ELISA
po 47 dniach. Testem interferonowym wykryto naj-
wiekszy odsetek zakazonych zwierzat, jednak nie
wszystkie, natomiast faczne jego uzycie z badaniami
serologicznymi pozwolito wykryé 90% zakazonych
juz po 25 dniach a 100% po 35 dniach. Wszystkie
uzyte w pracy zwierzeta poddano ubojowi i badaniu
bakteriologicznemu, ktére objeto: wezty chionne po-
zagardlowe, przyuszne, zuchwowe, nadtopatkowe,
nadwymieniowe, wewnetrzne biodrowe i Srodpier-
siowe; u zwierzat ciezarnych ponadto blony ptodowe
oraz watrobe, phuca i zawarto$¢ Zzotadka ptodu. Bak-
teriologicznie badano réwniez na obecno$¢ jersinii
kal zwierzat w stadach, w ktérych wystapily fat-
szywie dodatnie wyniki préb serologicznych w kie-
runku brucelozy. U zadnego z 23 zwierzat wyka-
zujacych taka reakcje test na IFN — gamma nie byt
dodatni.

Na podstawie wynikéw swych badai Weynants
i wsp. (10) uwazaja, Ze ten test zapewnia szybkie
rozpoznanie i stanowi doskonata pomoc w interpre-
tacji niejasnych wynikéw badai serologicznych. Au-
torzy zwracaja jednak uwage na koniecznoS¢ uzy-
wania jako bodZca antygenowego preparatu wolnego
od lipolisacharydu (LPS), ktéry moze uposledzac
test aktywujac nieswoista odpowiedZ komorkowa,
np. komérki NK, albo bezposrednio albo posrednio
w nastepstwie syntezy interleukiny 12. Test inter-
feronowy jest obecnie uzywany we Francji i w Belgii
w sytuacjach gdy podejrzewa sig¢ wystgpowanie fal-
szywie dodatnich wynikéw badai w kierunku bru-
celozy bydla. Autorzy sadza, ze metoda ta znajdzie
zastosowanie takze w eliminacji takich wynikow u
innych zwierzat.

Dotyczyé to moze zwlaszcza brucelozy Swin 1
warto t¢ sprawe krétko oméwi¢, gdyz moze si¢
okazaé aktualng tez u nas. Wrathall i wsp. (12)
podali, ze w W. Brytanii do 1987 r. dodatnie miana
serologiczne stwierdzano w odczynie aglutynacji
probéwkowej u 0,05% a w odczynie wigzania do-
petiacza (OWD) u 0,005% badanych Swin; w 1988 r.
odsetek reagujacych w odczynie aglutynacji nie ulegt
zmianie, natomiast w OWD wzrdst do 0,42% (1,04%
w ostatnim kwartale roku). W 1989 r. wartoSci te
wzrastaly dalej, jednak z przewaga OWD. Badania
chlewni, w ktérych u zwierzat stwierdzano dodatnie
wyniki, nie wykazywaty objawéw typowych dla
brucelozy. Na poczatku 1990 r. izolowano od $win
Y. enterocolitica serotyp 09, drobnoustrdj nie stwier-
dzany uprzednio u tych zwierzat w W. Brytanii.
Wiasnie jego rozprzestrzenianiu sig¢ przypisuje si¢

wzrost liczby zwierzat reagujacych falszywie do-
datnio z antygenem B. abortus.

Prébe rozwiazania tej trudno$ci diagnostycznej
podjeli Spencer i wsp. (9); celem byto zidentyfiko-
wanie antygenéw wykazujacych wigksza SWOIistose,
zapewniajacych rozstrzygajace serologiczne rozpo-
znanie brucelozy §wiri. W badaniach poshuzono si¢
metoda immunoblottingu, tak jak to robiono w od-
niesieniu do diagnostyki brucelozy bydta (3). Nie-
stety wyniki tych badai nie przyniosty oczekiwa-
nego rozwiazania i by¢ moze jedyna w tej chwili
nadziejg rozwiazania tego problemu stwarza uzycie
opracowanego testu gamma — interferonowego ( 10).
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MONGOMERY T. M., NELSON R. W., FELDMAN E.
C., ROBERTSON K., POLANSKY K. S.: Normalny isty-
mulowany glukagonem poziom C-peptydu w plazmie psow
zdrowych, pséw chorych na cukrzyc¢ oraz ps6w z nad-
czynno$cia kory nadnerczy. (Basal and glucagon-stimula-
ted plasma C-peptide concentrations in healthy dogs, dogs
with diabetes mellitus, and dogs with hyperadrenocorti-
cism). J. Vet. Intern. Med. 10, 116-122, 1996 (3)

Okreslono stezenie glukozy, insuliny i C-peptydu w plazmie krwi pséw
zdrowych (24 sztuki), pséw chorych na cukrzyce i nie otrzymujacych insuliny
(12 sztuk), pséw z cukrzyca leczonych insuling (30 sztuk) oraz pséw z nad-
ezynnosein kory nadnerczy (8 sztuk) po dozylnej inickeji glukagonu w dawce
I mg/zwierze. U zdrowych pséw poziom C-peptydu i insuliny w plazmie po
inickeji glukagonu ksztattowal si¢ bardzo podobnie, zas maksymalne stgzenie
badane parametry osiagaty po 15 minutach po iniekeji glukagonu Sredni
poziom C-peptydu i insuliny w plazmie pséw chorych na cukrzyeg, ale nie
poddanych leczeniu insuling oraz leczonych insuling nie zwigkszal sig w.spo-
s6b znamicnny po inickeji glukagonu. Zaréwno stgzenic C-peptydu jak i in-
suliny wzrastalo znamiennie u pséw z nadezynnoscig Kory nadnerczy, w
poréwnaniu do pséw zdrowych i psow z cukrzyca leczonych insulina przez
okres krétszy niz 6 miesiecy, w pordwnaniu do pséw leczonych przez ponad
rok.
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