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artykuł przeglądowy

Trudności serologic znlei diagnostyki
brucelozy bydła

Badania serologiczne stanowią cenny sposób roz-
poznawania zakaż retacja uzyska-
ńych wyników wy nia wielu czyn-
ników omówionyc innym artykule
(6). Dotyczy to takze brucelozy. Polska zostałauz-
nana za kraj wolny od tej choroby juz w 1980 r.
na podstawie spełnienia wymagań wynikających z
ustaleń międzynarodowych - odsetek stad wolnych
od tej choroby większy niż 99,87o a badania po-

oceny omówionych przez Królaka i wsp. (5).

Juz we wczesnych latach 80. na jednym z posie-
dzeń Komitetu Mikrobiologii PAN skierowano pod
adresem weterynarii pytanie jak mozna pogodzlć
likwidację brucelozy bydła z wctąż dlżą ltczbą
stwierdzanych serolo gtcznie nowych zakażęń tt lu-
dzi. Wyjaśniliśmy wtedy, że te dodatnie wyniki
mogą być następstwem zakażęnta człowieka innymi
bakteriami wykazującymi pokrewieństwo antygeno-
wę z Brucella abortus, głównie pałeczką Yersinia
enterocolitica serotyp 09 (najczęstszym źródłem tego

zarazka są świnie); poniewaz brak pewnych metod
umozliwiających odróznienie reakcji na oba anty-
geny, rozstrzygające znaczenie mają dodatkowe da-
ne epidemiologiczne i kliniczne.

Ostatnio wiele doniesień za1ranlczlych wskazuje
na problem fałszywie dodatnich wyników serologicz-
ne go b ad an i a bydła, będących w y r azem krzy żow y ch
reakcji Brucella abortus z innymi bakteriami. Nie
można wykluczyć , że takte trudności nie wystąpią
takze u nas i dlatego wydaje się celowe omówienie
prac dotyczących tego zagadnienia wykonanych za
granicą.

Johnson i wsp. (2) podjęli odpowiednie badania
w Kanadzie uznanej za wolną od brucelozy w 1985 r.
(a więc 5 lat później niż nasz kraj). Około  Vo

surowic badanych w ostatnich dwu latach dało wynik
dodatni w płytowej buforowanej aglutynacji, który
następnie zweryfikowano jakb fałszywie dodatni w
bardziej swoistym odczynie wiązania dopełniacza.
Autorzy ci omawiają poznane dotąd dane dotyczące
krzyżowych reakcji z brucelami, innych zarazków
a mianowicie, oprócz wspomnianej już Y. enteroco-
liticcł 09: E. coli serotyp OI51, Pseudomonas mal-

nlacza i wykazali w tych testach rzadkie występo-
wanie fałszywie dodatnich reakcji u zwterząt
eksponowanych na ten patogen.

Obecnie powszechnie wiadomo, że najważniej-
,3;

ica
serotyp 09. Ta krzyżowa reaktywność obu zataz-
ków, będąca wyrazem posiadania przez nie niemalze
identycznego lipopolisacharydowego (LPS) łańcu-
cha O, stanowi wctĘ ważny problem. Wielu krajom
udało się bowiem uwolnić od brucelozy, niestety
od 1990 r. stwierdza się znaczny wzrost liczby stad

bydła, w których występują dodatnie
serologicznych, np. w Belgii u 3,3Vo
2,08Vo, a w niektórych regionach wsk
ga wartość I\Vo (cyt. wg 11). W tych stadach ty]ko
nieliczne zwietzętabyły seropozytywne, pruy czym
wyniki te potraktowano jako fałszywie dodatnie wo-
bec braku klinicznych i innych dowodów istnienia
tam brucelozy. Sprawa ta wymaga jednak ostroznej
oceny, zwłaszcza w zwtązku z doniesieniami o wy-
buchu w 1995 r. wielu ognisk brucelozy w północnej
Holandii; według otrzymanych informacji choroba
ta została zawl,eczona z Francji poptzez Belgię (1).
^ Grupa międzynarodowych specjalistów z Nowej
Ze\andtt, B el gii, Fran cj i, Au strali i, Argentyn y, US A,
Niemiec, Szwecji i Kanady (3, 4) oraz zespół ba-

z pierwszych było ttżycie do serologrcznego
ia antygenu rzęskowego Yersinia enterocoli-

tica,którego B. abortus nie posiada (7). Inne próby,
m.in. przy uzyciu EDTA i nieswoiste
aglutyniny dla B. abortus ednie pod-
danie badanej surowicy d ka reduku-
jącego przypominają ańorzy najnowszych prac (3,

4, 10, 11),
Kittelberger i wsp. (3) opierając się na wynikach

innych autorów, którzy wykazalt, ze białka zewnę-
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trznej otoczki, OMP (outer membrane proteins) mo-
gą by ć pr zy datne do s w o i s te g o w ykryw ania zakażeń
B. abortus, podjęli próbę identyfikacji immunodo-
minujących (najważniejszych immunologicznie)
antygenów metodą immunoblottingu w odniesieniu
do surowic zwterząt naturalnie i sztucznie zakażo-
nych B. abortus. Tu warto krótko przybliżyć istotę
tego coraz częściej stosowanego odczynu, być może
szerzej nieznanego naszym kolegom nie pracującym
w 1 ab orator tach t ozpozn awczych. Metoda ta po zw ala
wykryć oddzielnie obecne w badanej surowicy prze-
ci w c i ał a dla p o szczeg ólnyc h anty gen ó w zar azka, Za-
kładając istnienie pewnych różnic antygenowych
między omawianymi drobnoustrojami, umozliwić
powi nn a bar dzie1 precy zy jną ocenę odpowiedzi im-
munologicznej, Istotę odczynu przedstawia ryc. 1.

Wymienieni autorzy (3) stosując metodę immuno-
blottingu zużyciem jako antygenów róznych ekstrak-
tów szczepów B. abortus t Y, enterocolitica badali
surowice bydła naturalnie i sztucznie zakażonego
jednym lub drugim zarazkiem. Omawiając swe ba-
dania, autorzy dochodzą do wniosku, ze uzyskane
wyniki nie stwarzają podstaw do opracowania pros-
tego, czułego i swoistego testu róznicowej serodiag-
nostyki naturalnych zakażeń bydła B. abortus i Y.
enterocolitica,

W następnej pracy poświęconej temu celowi Kit-
telberger i wsp. (4) llżyli do badań zewnętrznych
białek Yersinia enterocolitica serotypu 09, YOPs
(Yersinia outer proteins) jako antygenów w immu-
noblottingu. Uzyskanie YOPs jest proste, gdyż Y.
ent e r o c o lit i c a namnażana w pozywce pozb awionej
wapnia uwalnia je do podłoża. Przydatność YOPs
w odczynie ELISA i immunoblottingu wykazali inni

Ryc. l, Istota odczynu immunoblottingu (wg 8); rozdział elektroforetyczny
białek zarazka w żelu poliakrylamidowym (l); przeniesienie frakcji białko-
wych na nitrocelulozg (2); pocięcie nitrocelulozy na paski i inkubowanie

ich z badanymi surowicami (3); stwierdzenie związlnia przeciwciał za po-
mocą koniugatu - znakowanych enzymem antyglobulin dla IgG badanych
gospodarzy (4); przy obecności w badanej surowicy przeciwciał dla białek
zarazka nastąpi związanie koniugatu i dodany substrat ulegnie rozkładowi

pod wpływem enzymu, co wyrazi się powstaniem barwnych prążków

autorzy do rozpoznawania jersiniozy owiec, ludzi i

królików a także do róznicowania brucelozy i jer-
siniozy u ludzi (cyt. wg 4). Posługując się YOPs
w immunoblottingu Kittelberger i wsp. (4) stwier-
dzllt ptzy datno ść ty ch an ty genó w do t o zp oznaw ania
jersiniony bydła, jednak nie pozwala to na wykrycie
zwierząt fałszywie dodatnio reagljących z antyge-
nem brucelozowym, Do takich samych wniosków
doszli Weynants i wsp. (11) używający w swych
badaniach YOPs w pośrednim teście ELISA. Dalszy
istotny problem w róznicowaniu infekcji omawia-
ny mi zar azkami mo ze stan ow i ć p o dw ój n e zakażente
a także mozliwo ść stymul acj i n aturaln e g o zakażęnta
jersiniami pruez B. abortus (4). Jersinioza u bydła
przebte ga bezobj awowo ( 1 1 ), co stw arza dodatko wą
trudność diagnostyczną.

Niewiarygodność wszystkich uzywanych dotąd
metod serolo gi czn y ch, w y r ażający ch immun itet hu-
moralny (obecność przeciwciał swoistych dla dane-
go zarazka) do róznicowania brucelozy i jersiniozy
bydła, skłoniła badaczy do zastosowania bardziej
złożonych testów odzwierciedlających immunitet
komórkowy, Taki właśnie jest indukowany przez
drobnoustroje rodzaju Brucella, będące zarazkamt
wewnątrzkomórkowymi. Chukwa (cyt. wg 10) wy-
kazał przydatność do tego celu testu transformacji
blastycznej limfocytów T, który jest jednak dość
kłopotliwy w technicznym wykonaniu i wymaga
kilku dni dla otrzymania wyników. Zakażenie bru-
celami, indukując swoistą odpowiedź komórkową,
umozliwia r ów nteż alet gtczne, DTH (del ayed-type
hypersensitivity) rozpoznawanie brucelozy przez
śródskórne wprowadzenie alergenu. Takze ta metoda
ma pewne wady: wymaga dwukrotnego badania
zwierząt, intensywność odczynu jest zwykle dość
mierna (na ogół osiąga jedną czwartą do jednej
trzectej występującej w dodatnim teście tuberkuli-
nowym) a wyniki otrzymuje się po 2-3 dniach (10).

Weynants i wsp. (10) opierając się na danych
innych autorów wskazujących na dobrą korelację mię-
dzy testem DTH (in vivo) a indukowantem in vitro
interferonu gamma (IFN - gamma) przy gruź|icy
bydła, opracowali analogiczny do diagnostyki bru-
celozy. Do heparynizowanej całej badanej krwi do-
daje się brucelinę, stanowiącą swoisty bodziec anty-
genowy a po 18-24 godz. inkubowania w 37'C w
komorze wilgotnej zawierającej 5% COz, oznacza
się w zebranym supernatancie ilość IFN - gamma
przy Llżyciu handlowego zestawu ELISA, Ten gam-
ma - interferonowy test sprawdzono na 24 zwię-
rzętach (10 sztuczńie i 14 naturalnie zakażonych).
Pozwolił on wykazać zakażenie u większej liczby
zwierząt niż przy uzyciu jakiejkolwiek kombinacji
następujących prób serologicznych: odczynu powol-
nej (probówkowej) aglutynacji w obecności EDTA
(kw asu etylenodwuaminoczterooctowego), odczynu
wiązania dopełniacza, testu płytowego z różemben-
galskim (odpowiednik używanego w Polsce odczynu
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kwaśnej aglutynacji płytowej, OKAP) i ELISA; obec-
ność pizeciwciał w mleku stwierdzano próbą pier-

oraz wątrobę, płuca i zawartość żołądkapłodu, Bak-
teriologicznie badano również na obecność jersinii
kał zwterząt w stadach, w których wystąpiły fał-
szywie dodatnie wyniki prób serologicznych w kie-
runku brucelozy. U żadnego z 23 zwierząt wyka-
zujących taką reakcję test na IFN - gamma nie był
dodatni.

innych zwlerząt,
Óotyczyć to moze zwłaszcza brucelozy świń i

warto tę spfawę krótko omówić, gdyż moze się
okazać aktualną też u nas. Wrathall i wsp. (12)

zmianie,natomiast w OWD wzrósł do0,42Vo (I,a4Vo

w ostatnim kwartale roku). W 1989 r. wartości te
wzrastały dalej, jednak z przewagą OWD. Badania
chlewni, w których tl zwierząt stwierdzano dodatnie
wyniki, nie wykazywały objawów typowych_ dla
brucelozy. Na początku 1990 r. izolowano od świń
Y. entero,coliticaserotyp 09, drobnoustrój nie stwier-
dzany uprzednio u tych zwterząt w W. Brytanii.
WłaŚnie-je go rozptzestrzenianiu się przypisuje się

wzrost ticzby zwterząt reagujących fałszywie do-
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Określono stężenie glukozy, insuliny i C-peptydu w plazmie krwi psów

zdrowych (24 Śztuki), psów chorych na cukrzycę i nie otrzymujących insuliny

(12 sztuk), psów z cukrzycą leczonych insuliną (30 sztuk) oraz psów z nad-

porównaniu do psów zdrowych i psów z cukrzycą leczonych insuliną przez

okes krótszy niż 6 miesięcy, w porównaniu do psów leczonych ptzez ponld

rok' 
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