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Aktualne dane na temat diagnostyki
zakazen owiec i kéz paleczkami Brucella
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Bruceloza owiec i koz
wywolana przez Brucella melitensis

Gléwnym czynnikiem wywotujacym bruceloze
owiec i kéz jest Br. melitensis (biotyp 1, 2 lub 3).
Notowano takze zakazenia tych gatunkéw zwierzat
pateczkami Br. abortus lub Br. suis, lecz w tych
przypadkach posta¢ kliniczna choroby wystepuje
dosy¢ rzadko. Choroba stwierdzana jest najczgscie]
w krajach Basenu Morza Srédziemnego oraz w in-
nych czgsciach Swiata, zwlaszcza o klimacie tropi-
kalnym lub subtropikalnym. Uwaza sig, Ze Ameryka
P6inocna, podobnie jak Europa Péinocna, pofudnio-
wo-wschodnia Azja, Australia oraz Nowa Zelandia,
sq krajami wolnymi od zakazefi Br. melitensis (10).

W ostatnich latach w Polsce wraz z rosnacym
pogtowiem kéz, mozna si¢ liczy¢ ze zwigkszong
liczba seroreagentéw, zwlaszcza, ze zwierzeta te, a
przynajmniej pewien ich odsetek, pochodza z im-
portu, czesto z krajéw, w ktorych wystepuja zaka-
zenia Br. melitensis.

Br. melitensis jest wysoce patogenna dla cztowie-
ka. Wywoluje jedna z najpowazniejszych chordb
odzwierzecych. Zakazenie nastepuje gtownie droga
pokarmowa, lecz drogi oddechowe, spojowki oraz
uszkodzona skoéra sg takze bramg wejscia zarazka.
Zabiegi zwiagzane z udzielaniem pomocy przy po-
rodzie i strzyzeniem zwierzat sg gtéwna przyczyna
infekcji u ludzi. Dosy¢ duze ryzyko stwarza spo-
zywanie zakazonych produktow mleczarskich. Br.
melitensis mozna zakazi¢ sie réwniez w laborato-
riach diagnostycznych, jezeli nie jest przestrzegana
daleko idaca ostroznos$é podczas obchodzenia si¢ z
materiatem potencjalnie zakazonym. Badanie prébek
surowicy stwarza minimalne ryzyko infekcji perso-
nelu. Obowiazujace przepisy z zakresu BHP w pra-
cownicach mikrobiologicznych i serologicznych sa
wystarczajace (1, 10).

Patogeneza i epidemiologia zakazenia Br. meli-
tensis u owiec i koz sa bardzo podobne do zakazenia
wywotanego przez Br. abortus u bydta. W wigkszo-
sci przypadkéw Zrédlem infekcji sa: tozysko, wody
plodowe, wydzieliny z drg rodnych maciorek i k6z
podczas ronienia lub porodu. Notowano takze czgsty
obecno$é pateczek Brucella w wydzielinie z wymienia
oraz w nasieniu i w zmienionych zapalnie stawach.

Klinicznie choroba charakteryzuje si¢ ronieniem,
zatrzymaniem tozyska, zapaleniem jader, najadrzy
oraz rzadziej stawéw. Ronienie moze wystgpowac
u 50% owiec w stadzie. W niektérych przypadkach
brak jest objaw6w klinicznych i nie stwierdza si¢
przeciwcial w surowicy, natomiast udaje si¢ wyizo-
lowaé zarazek. Kozy po pierwszym poronieniu czg-
sto wydzielaja z mlekiem duzo zarazkow (2, 10, 11).

Niewatpliwa i pewna diagnoza brucelozy, wywo-
tanej przez Br. melitensis i inne pateczki z rodzaju
Brucella, moze byé podjeta na podstawie izolacji 1
identyfikacji zarazka. W sytuacji kiedy badanie
bakteriologiczne nie jest mozliwe, rozpoznawanie
opiera si¢ na testach serologicznych.

Metodami uzywanymi w badaniu surowic owiec
i k6z sa: odczyn kwasnej aglutynacji ptytowej (OKAP)
i odczyn wiazania dopetniacza (OWD). Odczyn aglu-
tynacji probéwkowej (OA) nie jest zbyt wiarygod-
nym testem w rozpoznawaniu brucelozy matych prze-
zuwaczy (10). Préba ta zgodnie z obowiazujaca w
Polsce instrukcja (7) zaliczana jest do testow obo-
wiazujacych w serodiagnostyce brucelozy, jednak
jako taka powinna by¢ wycofana. OKAP i OWD
sa u owiec i kéz testami miarodajnymi i szeroko
stosowanymi. OKAP jest dobrym testem przegla-
dowym do wykrywania stad zakazonych lub do
kontroli serologicznej stad uwalnianych i wolnych
od brucelozy, a OWD jest préba podstawowa w
indywidualnym badaniu zwierzat. Niezgodnosci
miedzy wynikami OKAP 1 OWD nie sa rzadkie u
zakazonych owiec i kéz i w zwiazku z tym wyniki
tych dwoch testéw powinny by¢ rozpatrywane jed-
nocze$nie. Antygenem do wykonania OKAP i OWD,
zalecanym przez OIE, jest antygen sporzadzony z
Brucella abortus biotyp 1, szczep 99 lub 1119-3.
Nalezy zwrécié uwage na to, ze w rutynowej diag-
nostyce serologicznej brucelozy owiec 1 koz, stosuje
sic antygen Br. abortus. Gatunek ten reaguje krzy-
70wo z przeciwciatami swoistymi dla dwoch pozo-
stalych gatunkéw (Br. melitensis, Br. suis), a nate-
zenie reakcji jest podobne jak ma to miejsce W
uktadzie homologicznym.

Mozna stosowaé tzw. ciepta lub zimna metode
odczynu wiazania dopetniacza. W metodzie cieplej
temperatura inkubacji wynosi 37°C przez 30 minut,
natomiast w metodzie zimnej sktadniki testu inku-
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buje si¢ w temperaturze 4°C przez 14-18 godzin.
Do badania uzywa si¢ surowic inaktywowanych w
temperaturze 60-63°C przez 30 minut. Zaréwno cie-
ple i zimne wigzanie dopelniacza ma swoje wady.
W zimnym wigzaniu dopelniacza widoczna jest anty-
komplementarna aktywnos¢ surowicy, natomiast in-
kubacja w temperaturze 37°C powoduje wzrost cze-
stosci 1 intensywno$ci zjawiska prozony. Oprdcz
techniki makro do wykonania OWD mozna stosowaé
wersj¢ mikro (10).

Wedhug OIE (10) surowica standardowa w bada-
niach diagnostycznych w kierunku brucelozy, wy-
konywanych przy uzyciu OWD jest ISABS II (Drugi
Migdzynarodowy Standard Surowicy Anty-Brucel-
la). Zawiera ona w 1 ml 1000 mjpwd (migdzynaro-
dowej jednostki przeciwcial wiazacych dopetniacz).
Surowica ta pozwala na okreslenie tzw. wspétczyn-
nika x dla stosowanego w odczynie antygenu. Stuzy
on do okreSlenia poziomu przeciwcial anty-Brucella
w badanej surowicy, wyrazonego w mjpwd. Jesli
np. miano ISABS II wzgledem uzytego antygenu
wynosi 200, wtedy wspdtczynnik x posiada warto$¢
5 (wynika to z ilorazu 1000:200=5). W zwiazku z
tym, jesSli miano surowicy badanej wynosito np. 10,
to 1 ml tej surowicy zawieral 50 mjpwd (wynika
to z iloczynu 10x5=50). Zastosowanie surowicy stan-
dardowej i wyrazanie wyniku w mjpwd zapewnia
mozliwo$¢ poréwnywania wynikéw uzyskanych w
réznych laboratoriach przy uzyciu r6znych antyge-
néw. Surowica standardowa Unii Europejskiej (EU)
posiada podobnie jak ISABS II 1000 jednostek EU
w ml. Ogoélnie za dodatnie uwaza si¢ surowice za-
wierajagce w 1 ml co najmniej 20 mjpwd (10).

Obecnie prowadzone sa badania nad wprowadze-
niem testu ELISA do diagnostyki serologicznej za-
kazen pateczkami Brucella u owiec i kéz (10).

Szeroko, jako badanie skriningowe lub dodatkowe,
stosowany jest u owiec i koz test alergiczny. Uwaza
si¢, ze antygeny uzywane w testach alergicznych
nie powinny zawiera¢ w swoim sktadzie lipopoli-
sacharydu, by nie indukowa¢ powstawania przeciw-
cial. Mogloby to wplywaé na wyniki badan sero-
logicznych. Prébe alergiczng u owiec i kéz wykonuje
si¢ wprowadzajac alergen pod spojéwke dolnej po-
wieki lub Srédskérnie. Wynik testu odczytuje si¢
po 48 godzinach od wykonanej iniekcji. Jakakolwiek
widoczna reakcja (zaczerwienienie, obrz¢k, zgru-
bienie powieki > 2 mm) interpretowana jest jako
dodatnia. Nie obserwuje sig¢ reakcji dodatniej u zwie-
rzat, ktére nie mialy kontaktu z drobnoustrojem.
Jednak zdarzaja si¢ osobniki zakazone, lecz nie re-
agujace w wymienionym tescie (2, 10, 11). Préby
alergicznej nie wykonuje si¢ u zwierzat szczepionych.

Bruceloza owiec wywolana przez Brucella ovis

Bruceloz¢ owiec wywotang zakazeniem Brucella
ovis okre§la si¢ jako zapalenie najadrza (ang. ovine

epididymitis). Drobnoustréj ten nie wystgpuje u in-
nych gatunkéw zwierzat ani u cztowieka (1, 2, 11).
Po raz pierwszy zostala opisana w 1953 r. w Nowe;j
Zelandii 1 Australii. Drobnoustréj wystepuje w for-
mie szorstkiej. Powoduje kliniczng lub subkliniczna
postaC choroby, ktéra charakteryzuje si¢ zaburze-
niami ze strony uktadu rozrodczego u trykéw, a u
maciorek zapaleniem tozyska i ronieniem. Gtéwny-
mi nastgpstwami choroby sa: zmniejszona ptodnosé
lub nieptodnos¢ trykéw, ronienia u owiec oraz ro-
dzenie stabo zywotnych jagniat. Jagnigta, ktdre zo-
staly donoszone, rodza si¢ martwe albo ging w pier-
wszych dniach po urodzeniu. Podczas kolejnych
porodow u wigkszosci zakazonych zwierzat nie ob-
serwuje si¢ zadnych odchylert od normy.

Pierwszym sygnatem choroby u trykéw moga by¢
zmiany jakoS$ciowe nasienia (zmniejszona ruchli-
wosC¢ 1 wysoki odsetek martwych plemnikéw). Moze
wystapi¢ powigkszenie jedno lub obustronne jader
oraz zapalenie najadrzy, przy czym dotyczy to cze-
Sciej ogona najadrza niz gtowy lub trzonu. W jadrach
moze wystapi¢ zwyrodnienie widkniste. Zmiany te
sa zazwyczaj trwale. Tryki z zapaleniem obu najadrzy
wykazuja obnizona ptodnos$é, a w czgéci przypadkéw
wystepuje u nich brak plemnikéw w ejakulacie.

Glownym sposobem zakazenia wydaje si¢ byc
przenoszenie zarazka droga plciows. Zakazone sa-
mice moga wydala¢ drobnoustroje wraz z wydzielina
z pochwy oraz z mlekiem. W zwiazku z tym droga
przenoszenia zarazka jest transmisja maciorka — ssa-
ce jagni¢ oraz maciorka — tryk. Tryczki juz w wieku
trzech miesigcy moga ulec zakazeniu po zetknieciu
si¢ z zakazonymi owcami dorostymi (2, 10, 11).

Stwierdzenie objaw6w klinicznych ze strony ukta-
du rozrodczego w postaci jedno lub obustronnego
zapalenia jader badZ najadrzy, moze wskazywac na
obecno$¢ infekcji w stadzie. Jednak rozpoznanie
kliniczne nie jest wystarczajaco wiarygodne, ponie-
waz tylko u okoto 50% trykéw zakazonych Br. ovis
wystepuja wymienione objawy kliniczne. Ponadto
rozpoznanie kliniczne nie wyklucza udziatu innych
bakterii powodujacych zapalenia jader i najadrzy.
Drobnoustrojami izolowanymi z przypadkéw epi-
didymitis moga réwniez by¢: Actinobacillus seminis,
A. actinomycetemcomitans, Haemophilus spp., Cory-
nebacterium pseudotuberculosis ovis, Brucella me-
litensis, Chlamydia psittaci (3, 4, 5, 9, 12, 13). Na
obszarach, gdzie wystgpuja zakazenia owiec na tle
Br. ovis moze wspoétistnieé Br. melitensis i w zwiazku
z tym nalezy zachowac¢ ostrozno§¢ w obchodzeniu
si¢ z materialem do badan, a w diagnostyce uwz-
glednié¢ oba gatunki Brucella (2, 10, 11).

W rutynowej diagnostyce laboratoryjnej prefero-
wane 1 zalecane (10) sa metody oparte na testach
serologicznych.

Wykorzystuje si¢: odczyn wigzania dopelniacza
(OWD), test immunodyfuzji w zelu agarowym
(AGID) oraz test immunoenzymatyczny ELISA.
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Czutoéci AGID i ELISA sa podobne, ale wyzsze
niz OWD. Kombinacja tych dwdch testéw wydaje
si¢ dawaé najlepsze rezultaty jesli chodzi o miaro-
dajne zwigkszenie liczby wykrywanych seroreagentow.

Biorac pod uwage koszty i prostote wykonania,
AGID jest testem chetniej stosowanym w krajach
rozwijajacych sie. Jedynym i zalecanym przez OIE
i EU testem w obrocie migedzynarodowym owiec
pozostaje nadal OWD.

Antygenem uzywanym w badaniach serologicz-
nych jest antygen (HS-ekstrakt) otrzymany z Bru-
cella ovis metoda ekstrakcji cieplnej z ptynem fi-
zjologicznym. Gléwnym jego skiadnikiem jest lipo-
polisacharyd (R-LPS) otrzymany ze szczepu szor-
stkiego Brucella ovis. HS-ekstrakt w zwigzku z dobra
rozpuszczalno$cia w wodzie uznawany jest za naj-
lepszy z dotad stosowanych antygenéw diagnostycz-
nych. Wykorzystywany on jest zarbwno w AGID,
OWD i ELISA. Antygen do AGID i ELISA, po-
winien zostaé miareczkowany stosujac zestaw su-
rowic dodatnich i uyjemnych, natomiast antygen uzy-
wany do OWD miareczkuje si¢ wzgledem Migdzyna-
rodowego Standardu Surowicy anty-Brucella ovis.

Odczyn wiazania dopetniacza wykonuje si¢ tech-
nika mikro (na mikroptytkach okragtodennych) lub
makro (w probéwkach). Ze wzgledu na dosy¢ duzy
koszt komercyjnych antygenéw i pozostatych kom-
ponentéw odczynu, proponuje si¢ wykonywanie go
technika mikro, lecz skladniki niezbedne do wyko-
nania testu zaleca sie mianowaé technika makro.

Surowice badane inaktywuje si¢ w tazni wodne]
o temperaturze 60-63°C przez 30 minut. Nastgpnie
na mikroptytkach wykonuje sig¢ rozcieficzenia kon-
cowe surowic. Po dodaniu antygenu i dopetniacza
w rozcieficzeniach roboczych, mikroptytki pokryte
tasma samoprzylepng inkubuje si¢ w tazni wodnej
o temperaturze 37°C przez 30 minut lub 14-18 godzin
w temperaturze 4°C. Po pierwszej inkubacji nalezy
zdjaé tasme z mikroplytki, doda¢ do wszystkich
basenikéw odpowiednia ilo$¢ uczulonych erytrocy-
téw i ponownie przykryé mikroptytke tasma. Po
doktadnym wymieszaniu sktadnikéw przeprowadza
sie ponowna inkubacje w tazni wodnej o tempera-
turze 37°C przez 30 minut. Wynik odczytuje si¢ po
odwirowaniu ptytek (1000 g przez 5 minut) lub
pozostawia si¢ je w temperaturze 4°C na okres 2-3
godzin celem opadnigcia krwinek. Plytki oglada si¢
na bialym tle stosujac pigciopunktowa skalg ocen
stopnia hamowania hemolizy (0%, 25%, 50%, 75%,
100%). Nalezy takze bra¢ pod uwage rozmiar guzika
osadu krwinek. Mianem surowicy badanej jest naj-
wyzsze jej rozcieiczenie, w ktérym wystepuje 50%
lub mniej hemolizy.

System standaryzacji OWD w EU oparty jest na
Miedzynarodowym Standardzie Surowicy anty-Bru-
cella ovis, ktéra zawiera 1000 mjpwd w 1 ml. Wyniki
badania powinny byé wyrazone w jednostkach mig-
dzynarodowych podobnie jak to ma miejsce w ba-

daniach w kierunku Br. melitensis. Blizsze dane na
temat sposobu okre§lania poziomu przeciwcial w
mjpwd podaje Krélak i wsp. (8). Surowice, w ktorych
poziom przeciwcial jest réwny lub wyzszy niz 50
mjpwd wg OIE oceniane sa jako dodatnie. W Polsce
odpowiada to 50% lub stabszej hemolizie w roz-
cieficzeniu surowicy 1/5.

W ocenie przydatnosci OWD w diagnostyce za-
kazefi Br. ovis nalezy wymieni¢ niektére jego wady
jak: konieczna inaktywacja surowic, antykomple-
mentarna aktywno$¢ niektérych surowic, trudnosci
w wykorzystaniu do badania surowicy zhemolizo-
wanej (10). Zimne wigzanie dopetniacza jest bardzie]
efektywne niz cieple, lecz czasem mniej specyficzne,
natomiast antykomplementarne reakcje, dosyc po-
wszechne u owiec, wystepuja czgdciej podczas zim-
nego wiazania dopelniacza.

AGID z powodu prostoty wykonania oraz tatwej
interpretacji wynikéw jest zalecany do rutynowej
diagnostyki serologicznej szczegblnie w niewy-
specjalizowanych laboratoriach. Odczyn ten nalezy
wykonywaé zgodnie z zaleceniami OIE (10). Anty-
gen uzywany w AGID powinien by¢ miareczkowany
wzgledem zestawu 20-30 surowic dodatnich pocho-
dzacych od naturalnie zakazonych Br. ovis owiec
oraz w stosunku do surowic zwierzat wolnych od
brucelozy. Optymalne rozcieficzenie antygenu win-
no dawaé wyrazng linie precypitacyjng z surowicami
dodatnimi, a nie reagowaé z surowicami ujemnymi.

Odczyn ELISA nalezy wykonaé i interpretowac
wg wskazafi OIE (10) przy uzyciu antygenu HS.
Majac na wzgledzie mozliwoS¢ istnienia surowic
ujemnych w te§cie ELISA, a dodatnich w AGID,
zalecana jest kombinacja obu tych metod. W takim
przypadku uzyskuje si¢ bardziej miarodajne wyniki
w odniesieniu do zwierzat zakazonych Br. ovis.
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