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Ze wzglêdu na masowo�æ badañ, diagnostyka labo-
ratoryjna brucelozy opiera siê przede wszystkim na
badaniach serologicznych. Polegaj¹ one na stwierdze-
niu obecno�ci specyficznych przeciwcia³ w organizmie
zwierzêcia indukowanych przez drobnoustroje Brucel-
la. Skala prowadzonych badañ w Polsce jest szcze-
gólnie du¿a w przypadku byd³a i odbywa siê zgodnie
z ustalonym algorytmem. Do tej pory 1/3 pog³owia
byd³a rocznie poddana jest badaniom skriningowym
przy u¿yciu odczynu kwa�nej aglutynacji p³ytowej
(OKAP) wykonywanym przez laboratoria ZHW (2).
W przypadku uzyskania wyniku dodatniego, labora-
toria te wykonuj¹ badania podstawowe przy u¿yciu
odczynu aglutynacji probówkowej (OA) i odczynu
wi¹zania dope³niacza (OWD) (1, 3). W ka¿dym przy-
padku uzyskania wyniku dodatniego w OWD (20 lub
wiêcej miêdzynarodowych jednostek przeciwcia³ wi¹-
¿¹cych dope³niacz w 1 ml � mjpwd/ml), zbadan¹ su-
rowicê nale¿y przes³aæ do Laboratorium Referencyj-
nego Brucelozy (LRB) przy PIWet � PIB w Pu³awach,
celem wykonania badania potwierdzaj¹cego (4). Na-
tomiast je�li surowica dodatnia w OKAP reaguje do-
datnio tylko w OA (wiêcej ni¿ 30 miêdzynarodowych
jednostek aglutynacyjnych w 1 ml � jm/ml), badanie

potwierdzaj¹ce wykonuje ZHW, a do badania nale¿y
pobraæ krew po 30 dniach od poprzedniego pobrania.
Badanie to wykonuje siê równie¿ metodami OA
i OWD. Ka¿dy wynik dodatni w OA i/lub w OWD
wymaga potwierdzenia przez LRB. Laboratorium
to bada surowicê przy u¿yciu OA, OWD, odczynu
z 2-merkaptoetanolem (OME), odczynu antyglobuli-
nowego (OAG) i ELISA. Surowicê uznaje siê za
reaguj¹c¹ dodatnio, je�li LRB potwierdzi wyniki do-
datnie uzyskane w OWD i/lub uzyska wyniki dodat-
nie w badaniach dodatkowych jedn¹ z trzech pozosta-
³ych metod � OME, OAG lub ELISA. Procedura jest
wiêc d³ugotrwa³a i pracoch³onna.

Pomimo wysokiej warto�ci diagnostycznej stosowa-
nych testów serologicznych, wci¹¿ nierozwi¹zanym
problemem jest niekiedy brak mo¿liwo�ci rozró¿nie-
nia reakcji swoistych � bêd¹cych wynikiem zaka¿enia
pa³eczkami Brucella, od reakcji krzy¿owych powodo-
wanych przez drobnoustroje o pokrewnej antygeno-
wo budowie. Szczególne problemy stwarzaj¹ w tym
wzglêdzie infekcje Yersinia enterocolitica O:9, Esche-
richia coli O:157, Francisella tularensis, Salmonella
urbana. Trudno�ci diagnostyczne wynikaj¹ st¹d, ¿e
niektóre, w tym wymienione, gatunki bakterii posia-

Zastosowanie odczynu fluorescencji w �wietle
spolaryzowanym w diagnostyce brucelozy byd³a

KRZYSZTOF SZULOWSKI, JOLANTA MURAT, WOJCIECH IWANIAK,
MARCIN WEINER, JÓZEF PILASZEK

Zak³ad Mikrobiologii Pañstwowego Instytutu Weterynaryjnego � Pañstwowego Instytutu Badawczego,
Al. Partyzantów 57, 24-100 Pu³awy

Szulowski K., Murat J., Iwaniak W., Weiner M., Pilaszek J.
Application of a fluorescence polarization assay in the diagnosis of brucellosis in cattle

Summary
In view of the large scale of surveys, the diagnosis of brucellosis is primarily based on serological

examinations. Regarding cattle, RBT, SAT, CFT, Coombs, 2-ME and ELISA are used in Poland. The process
is laborious and time-consuming. The problem of differentiation between positive reactions caused by
Brucella and antigenically cross-reactive bacteria remains unresolved. The aim of the study was an applica-
tion of a fluorescence polarization assay (FPA) for the examinations of sera from cattle for brucellosis. Four
hundred fifty sera from cattle, including 300 sera from healthy animals, 27 sera from infected animals and 123
sera originated from confirmatory investigations, were used. The results obtained in FPA were compared to
the results of RBT, SAT, CFT and ELISA. All sera from healthy animals were negative in FPA, whereas sera
from infected animals were positive. Among sera from confirmatory investigations, 8 sera were positive in
FPA. This likewise concerned sera positive both in CFT and ELISA. All sera positive only in RBT and SAT
were negative in FPA. The results of the examinations show that FPA is a useful method for the diagnosis of
brucellosis in cattle.

Keywords: diagnosis, serology, brucellosis, FPA



Medycyna Wet. 2008, 64 (8)1020

daj¹ identyczne lub podobne antygeny lipopolisacha-
rydowe (LPS). St¹d wci¹¿ trwaj¹ poszukiwania me-
tod o coraz lepszych parametrach diagnostycznych.
Metody takie powinny byæ czu³e, pozwalaj¹ce na wy-
krycie zaka¿eñ we wszystkich stadiach, w tym zaka-
¿eñ wczesnych i przewlek³ych, specyficzne, pozwala-
j¹ce na wyeliminowanie reakcji krzy¿owych i nieswo-
istych oraz szybkie, tanie i proste w wykonaniu.

Do grona takich metod aspiruje w ostatnich latach
odczyn fluorescencji w �wietle spolaryzowanym � FPA
(fluorescence polarization assay) (6, 13, 15-17). Zda-
niem badaczy, metoda ta charakteryzuje siê wysokimi
warto�ciami diagnostycznymi i mo¿e byæ stosowana
zarówno do badania surowic byd³a, jak i �wiñ. Miê-
dzynarodowy Urz¹d ds. Epizootii (OIE) wymienia tê
metodê, obok OKAP, OWD i ELISA, jako test zaleca-
ny do stosowania w diagnostyce brucelozy byd³a oraz
jako test alternatywny (obok OKAP) do badania suro-
wic �wiñ (5).

Celem badañ by³o zastosowanie FPA do badania
surowic byd³a i wstêpna ocena warto�ci tego odczynu
w porównaniu do metod dotychczas stosowanych.

Materia³ i metody
Zestaw diagnostyczny FPA. W badaniach u¿yto zesta-

wu diagnostycznego Brucella abortus antibody test kit �
Brucella FPA (USDA, USA). Badania przeprowadzano
w probówkach ze szk³a boro-krzemowego. Do kolejnych
probówek dodawano po 1 ml rozcieñczonego buforu do
przeprowadzenia reakcji, a nastêpnie po 10 µl kontroli ne-
gatywnej (w 3 powtórzeniach), kontroli pozytywnej oraz
badanych próbek surowic. Po dok³adnym wymieszaniu za-
warto�ci probówek przy u¿yciu mieszad³a typu vortex, prób-
ki inkubowano w temperaturze pokojowej (18-25°C) przez
5 min. Po umieszczeniu probówek w czytniku Sentry FPA
100 (Diachemix LLC, USA) dokonywano wstêpnego od-
czytu dla buforu i badanych próbek (próbki �lepe). Kolej-
no do probówek dodawano 10 µl koniugatu O-polisacha-
rydu z fluorescein¹ i ponownie mieszano. Poszczególne
próbki inkubowano w temperaturze pokojowej przez 2 min.,
a nastêpnie ponownie dokonywano odczytu warto�ci fluo-
rescencji wyra¿onej w jednostkach milipolaryzacji (mP),
uwzglêdniaj¹cej warto�ci dla próbek �lepych. Dla 3 pró-
bek kontroli ujemnej obliczano �redni¹ warto�æ mP. Test
spe³nia³ kryteria walidacyjne, je�li warto�æ mP dla kontroli
dodatniej mie�ci³a siê w przedziale 120-250 i �rednia war-
to�æ kontroli ujemnej znajdowa³a siê pomiêdzy 70-95 mP.
W przypadku, kiedy warto�ci dla tych kontroli znajdowa³y
siê poza granicami powy¿szych przedzia³ów, zgodnie z za-
leceniami producenta dokonywano ponownej kalibracji
czytnika. Interpretacji uzyskanych wyników dokonywano
poprzez okre�lenie parametru, o ile warto�ci mP dla bada-
nych próbek przekracza³y �redni¹ warto�æ mP uzyskan¹ dla
kontroli ujemnych, zgodnie z zasad¹ podan¹ w tab. 1.

Wszystkie próbki ocenione jako w¹tpliwe lub dodatnie
poddawano ponownemu badaniu z u¿yciem podwójnej
objêto�ci surowicy, czyli 20 µl. Wszystkie wyniki w¹tpli-
we lub dodatnie, uzyskane w tym badaniu, traktowano jako
ostateczne.

OKAP, OA, OWD. Testy te wykonywano wed³ug obo-
wi¹zuj¹cych instrukcji (1-3).

ELISA. U¿yto zestawu Brucellosis serum ELISA (Pour-
quier, Francja). Test wykonywano zgodnie z zaleceniami
producenta.

Surowice. Do badañ u¿yto 450 surowic byd³a. Stanowi-
³y je:

grupa I � surowice pochodz¹ce od zdrowych zwierz¹t,
reaguj¹ce ujemnie w OKAP, OA, OWD i ELISA, w liczbie
300,

grupa 2 � surowice pochodz¹ce od zwierz¹t uznanych
za zaka¿one (surowice otrzymane z Wlk. Brytanii, Francji
oraz pochodz¹ce z kolekcji Zak³adu Mikrobiologii PIWet-
-PIB w Pu³awach, sprzed roku 1990), w liczbie 27,

grupa 3 � surowice pochodz¹ce z badañ potwierdzaj¹-
cych prowadzonych przez LRB, z lat 2001-2007, w liczbie
123.

Wyniki i omówienie
W badaniu testem FPA 300 surowic pochodz¹cych

od zwierz¹t zdrowych uzyskano wszystkie wyniki
ujemne, podobnie jak w OKAP, OA, OWD i ELISA
(tab. 2).

Kolejno poddano badaniu 27 surowic byd³a pocho-
dz¹cych od zwierz¹t zaka¿onych (tab. 3). We wszyst-
kich tych surowicach stwierdzono obecno�æ przeciw-
cia³ anty-Brucella przy u¿yciu metod dotychczas sto-
sowanych. W OKAP wynik dodatni stwierdzono w 25
przypadkach. W OA we wszystkich surowicach wy-
kazano obecno�æ przeciwcia³ anty-Brucella, przy czym
w jednym przypadku ich poziom wynosi³ 25,5 jm/ml,
czyli poni¿ej warto�ci 30 jm/ml, stanowi¹cej doln¹
granicê dla warto�ci okre�lanych jako dodatnie w tym
odczynie. Wszystkie pozosta³e surowice okre�lono
jako dodatnie, a obserwowany poziom przeciwcia³
kszta³towa³ siê w przedziale 36-246 jm/ml. W przy-
padku OWD uzyskano wszystkie wyniki dodatnie
(20-640 mjpwd/ml), podobnie jak w ELISA. Surowi-
ce te w ka¿dym przypadku reagowa³y dodatnio w FPA.

jenmejuilortnokæ�otrawdanopPmæ�otraW kinyW

Pm01< ynmeju

Pm02-01 ywilpt¹w

Pm02> intadod

Tab. 1. Interpretacja wyników badania surowic w FPA

adoteM
ainadabkinyW

intadod ynmeju

PAKO 0 003

AO 0 003

DWO 0 003

ASILE 0 003

APF 0 003

Tab. 2. Wyniki badañ w kierunku brucelozy 300 surowic byd-
³a pochodz¹cych od zwierz¹t zdrowych
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Spo�ród 123 surowic byd³a pochodz¹cych z badañ
potwierdzaj¹cych, 103 reagowa³y dodatnio tylko
w OKAP i OA (tab. 4). Wszystkie te surowice by³y
ujemne w FPA. Z kolei w badaniu 20 pozosta³ych
surowic, reaguj¹cych dodatnio równie¿ w OWD,
w 8 przypadkach uzyskano dodatni wynik w FPA.
Dotyczy³o to surowic, w których potwierdzono obec-
no�æ przeciwcia³ anty-Brucella w ELISA. Spo�ród
9 takich surowic tylko jedna reagowa³a ujemnie w FPA.
Natomiast wszystkie surowice dodatnie w OWD, ale
ujemne w ELISA (11 sztuk), by³y ujemne równie¿
w FPA.

Na ryc. 1 przedstawiono rozk³ad warto�ci jednostek
mP uzyskany w FPA w badaniu próbek surowic po-
chodz¹cych od krów zdrowych i od zaka¿onych. Wy-
nika z niej, ¿e w badaniu surowic od krów zdrowych
najczê�ciej uzyskiwano warto�ci mP w przedzia³ach
od �20 do �10 mP (125 próbek) i od �30 do �20 (80
próbek). W badaniu próbek surowic od krów zaka¿o-
nych warto�ci rozproszone by³y do�æ równomiernie
w zakresie warto�ci od 20 do 190 mP.

Uzyskane wyniki badañ, które nale¿y traktowaæ jako
wstêpny etap oceny warto�ci metody FPA w warun-
kach naszego kraju, wskazuj¹ na mo¿liwo�æ zastoso-
wania tej metody w diagnostyce brucelozy byd³a. Ba-
dania walidacyjne dotycz¹ce tej metody przeprowa-

dzone zosta³y ju¿ w kilku krajach (6, 13, 15,
16). Autorzy badañ wskazuj¹, ¿e jest to me-
toda czu³a i swoista. Ponadto jest stosunko-
wa prosta w wykonaniu, pozwala na bardzo
szybkie uzyskanie wyniku i umo¿liwia za-
stosowanie w warunkach terenowych (15,
21). Zalet¹ metody jest jej mniejsza, w sto-
sunku do dotychczas stosowanych metod,
podatno�æ na wykrywanie przeciwcia³ indu-
kowanych przez drobnoustroje o pokrewnej
z brucelami budowie antygenowej, w tym
Yersinia enterocolitica O:9 i Escherichia coli
O:157 (19). Ponadto, w krajach gdzie stoso-
wane s¹ szczepienia, FPA pozwala na od-
ró¿nienie reakcji poszczepiennej od reakcji
bêd¹cej wynikiem zaka¿enia organizmu
zwierzêcia drobnoustrojami Brucella (21).
W przypadku byd³a podstawowym materia-

remuN
yciworus PAKO

AO
*)lm/mj(

DWO
**)lm/dwpjm( ASILE APF

1 + )5,15(+ )681(+ + +

2 + )5,16(+ )04(+ + +

3 + )5,201(+ )3,32(+ + +

4 � )63(+ )04(+ + +

5 + )5,201(+ )5,64(+ + +

6 + )63(+ )5,64(+ + +

7 � )5,15(+ )02(+ + +

8 + )5,52(� )04(+ + +

9 + )321(+ )08(+ + +

01 + )321(+ )08(+ + +

11 + )63(+ )5,64(+ + +

21 + )642(+ )5,64(+ + +

31 + )642(+ )424(+ + +

41 + )5,201(+ )3,32(+ + +

51 + )642(+ )023(+ + +

61 + )461(+ )08(+ + +

71 + )5,201(+ )5,64(+ + +

81 + )5,15(+ )08(+ + +

91 + )321(+ )02(+ + +

02 + )642(+ )02(+ + +

12 + )5,201(+ )08(+ + +

22 + )5,201(+ )3,32(+ + +

32 + )461(+ )3,32(+ + +

42 + )5,201(+ )681(+ + +

52 + )5,15(+ )681(+ + +

62 + )642(+ )046(+ + +

72 + )321(+ )212(+ + +

Tab. 3. Wyniki badañ w kierunku brucelozy 27 surowic byd-
³a pochodz¹cych od zwierz¹t zaka¿onych

Obja�nienia: * � jednostki miêdzynarodowe w 1 ml; ** � miê-
dzynarodowe jednostki przeciwcia³ wi¹¿¹cych dope³niacz w 1 ml

ciworusapurG
APFwñadabikinyW

enmeju eintadod

)301=n(AOiPAKOwoklyteintadodeciworuS 301 0

)02=n(DWOiAO,PAKOweintadodeciworuS 21 8

:mytw

)9=n(ASILEweintadod 11 8

)11=n(ASILEwenmeju 11 0

321=n:mezaR 511 8

Tab. 4. Wyniki badañ w kierunku brucelozy 123 surowic byd-
³a pochodz¹cych z badañ potwierdzaj¹cych prowadzonych
przez LRB

Ryc. 1. Wyniki badañ testem FPA w kierunku brucelozy surowic byd³a
pochodz¹cych od zwierz¹t zdrowych i zaka¿onych
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³em do badania w FPA jest surowica, ale metoda ta
mo¿e byæ u¿yta tak¿e do badania mleka, podobnie jak
ELISA (15, 18). FPA nie jest testem specyficznym
gatunkowo, dziêki czemu mo¿na go u¿yæ do badania
ró¿nych gatunków zwierz¹t. Nielsen i wsp. (17) pozy-
tywnie ocenili jego warto�æ w diagnostyce brucelozy
�wiñ. Ponadto metodê stosowano do badania w kie-
runku brucelozy surowic kóz, owiec, a nawet dzikich
zwierz¹t, takich jak bizony i foki (10, 14, 20, 22). Te
ostatnie mog¹ byæ zaka¿one przez odkryte w ostatnich
latach pa³eczki Brucella, okre�lane jako B. pinnipe-
diae (7, 9). FPA znajduje równie¿ zastosowanie w diag-
nostyce brucelozy ludzi (11). Uzyskane na materiale
pochodz¹cym od byd³a wyniki potwierdzi³y specyficz-
no�æ metody � wszystkie surowice pochodz¹ce od
zwierz¹t zdrowych by³y ujemne w FPA. Z drugiej stro-
ny, wszystkie surowice pochodz¹ce od zwierz¹t zaka-
¿onych reagowa³y dodatnio w FPA, co �wiadczy ¿e
metoda jest czu³a i pozwala na wykrycie obecno�ci
specyficznych przeciwcia³ anty-Brucella. Ciekawie
przedstawiaj¹ siê rezultaty badañ surowic pochodz¹-
cych z badañ potwierdzaj¹cych. Wskazuj¹ one na wiêk-
sz¹ specyficzno�æ FPA w stosunku do innych, dotych-
czas stosowanych metod, szczególnie do OKAP i OA,
ale te¿ i OWD. Zwraca uwagê fakt, ¿e czê�æ dodat-
nich wyników uzyskanych w OWD nie zosta³a po-
twierdzona dodatnim wynikiem w FPA. Mia³o to miej-
sce w sytuacji, kiedy wynikowi dodatniemu w OWD
nie towarzyszy³ dodatni wynik w ELISA. Mo¿e to
�wiadczyæ, ¿e za czê�æ dodatnich wyników w OWD
odpowiadaj¹ drobnoustroje reaguj¹ce krzy¿owo z an-
tygenem Brucella.

W warunkach naszego kraju du¿a specyficzno�æ
metody wskazuje na perspektywy jej wykorzystania
jako jednej z metod potwierdzaj¹cych, wykorzystywa-
nych przez Laboratorium Referencyjne Brucelozy,
w odniesieniu do byd³a. Nale¿y jednak nadmieniæ, ¿e
dotychczas nie dokonano pe³nej standaryzacji metody
w skali miêdzynarodowej, na co wskazuj¹ rezultaty
badañ uzyskane w ró¿nych krajach UE w ramach
testów porównawczych (12). Barier¹ do szerszego jej
wykorzystania jest te¿ konieczno�æ posiadania do�æ
kosztownego wyposa¿enia w postaci czytnika, probó-
wek ze szk³a boro-krzemowego i odczynników. Do-
�wiadczenia w³asne wskazuj¹ równie¿, ¿e metoda jest
wra¿liwa nawet na drobne zmiany warunków wyko-
nywania testu.

Badania maj¹ce na celu ocenê warto�ci diagnostycz-
nej FPA bêd¹ kontynuowane, w tym na materiale po-
chodz¹cym od �wiñ, gdzie potrzeba zastosowania no-
wych testów, pozwalaj¹cych na odró¿nienie reakcji
specyficznych indukowanych przez drobnoustroje Bru-
cella od reakcji krzy¿owych, jest jeszcze wiêksza ni¿
u byd³a.
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