728 Medycyna Wet. 2010, 66 (11)

Artykul przeglgdowy Review

Bakteriologia i epizootiologia brucelozy Swin

MARIAN TRUSZCZYNSKI, ZYGMUNT PEJSAK

Zaklad Choréb Swin Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego,
Al. Partyzantéw 57, 24-100 Putawy

Truszczynski M., Pejsak Z.
Bacteriology and epizootiology of porcine brucellosis

Summary

The paper presents the most recent data and opinions concerning Brucella (B.) suis and porcine brucellosis.
Included are up-to-date results concerning the classification of the genus Brucella into 9 species, among
them B. suis. Five biovars of this species are mentioned. Biovars 1, 2 and 3 (particularly 1 and 3) are highly
pathogenic for swine and for humans. The source of infection for swine are, besides swine, wild boar and hare.
The global distribution of swine brucellosis is presented with particular reference to the European Union
member countries. Since at present with the closed system swine production in the EU B. suis infection is not
diagnosed, the main goal of veterinary services is the complex action against the introduction of B. suis into
the national swine herds. The main risk factors are: importing of infected pigs from abroad and transmission
of B. suis from the wild boar or the hare to the domestic swine. In order to exclude these possibilities, besides
available directives and instructions, diagnostic laboratory investigations are of crucial importance. In the
paper direct and indirect tests for the identification of B. suis infection are described and assessed with respect
to their diagnostic value. Concerning direct diagnostic tests, besides traditional assays based on phenotypic
properties of the microorganism, several genotypic methods and among them particularly the polymerase
chain reaction (PCR) are characterized. Following this, indirect diagnostic methods, being serological tests
used in the diagnosis of porcine brucellosis, are discussed. Their diagnostic value is evaluated, including the
possibility of false positive and false negative reactions. The Brucellin allergic skin test, as a confirmatory test
of the serological results, is presented. In conclusion it is stated that the present epizootic situation concerning
porcine brucellosis in the EU member countries is satisfactory. In connection with this the importance of
prophylactic activity of the veterinary services against transmission of B. suis infection to domestic pigs of this

region is stressed.
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Ostatni opublikowany w pismiennictwie polskojeg-
zycznym artykut przegladowy na temat brucelozy swin
pochodzi z 2003 r. (17). Omoéwiono w nim, zgodnie
z 6wcezesnym stanem wiedzy, wlasciwosci czynnika
etiologicznego, epidemiologig, patogenezg, objawy
kliniczne, zmiany anatomopatologiczne, dlagnostykq,
zapoblegame 1 zwalczanie oraz bruceloz¢ §win jako
zoonozg. W ciagu 7 minionych od tego czasu lat do-
konat si¢ w tej tematyce znaczacy postep, zwlaszcza
w dziedzinie 1ab0ratoryjnej diagnostyki choroby. Okre-
slone zostaty rowniez sc1sleJ wytyczne dotyczace pro-
filaktyki brucelozy $win oraz jej zoonotycznego cha-
rakteru. Uzasadnia to uzupetienie danych zawartych
w cytowanym wyzej artykule. Przyczyna obecnej pu-
blikacji jest tez ogloszone w 2009 r. obszerne mono-
graficzne opracowanie pt.: ,,Bruceloza swin (Brucella
suis)”, przygotowane przez specjalistyczny zespot (pa-
nel) na prosbe¢ Dyrektoriatu Generalnego (DG) Zdro-
wie 1 Ochrona Konsumenta Komisji Europejskiej (2).
Zawarte tam informacje stanowia, poza rozdziatem

,Bruceloza §win” w podreczniku Swiatowej Organi-
zacji Zdrowia Zwierzat OIE z 2008 r. (1), zbidr naj-
nowszych, aktualnych danych, ktére szczegdlnie wy-
czerpujaco uwzgledniaja potrzeby panstwowych stuzb
weterynaryjnych 1 wspotpracujacych laboratoriow
diagnostycznych, tak w ramach kraju, jak tez w skali
migdzynarodowej (3).

Klasyfikacja rodzaju Brucella

Zgodnie z powyzszym, Brucella (B.) suis stanowi
1 z 9 gatunkoéw rodzaju Brucella (http://www.bacte-
rio.cict.fr/b/brucella.html), ustanowionych na podsta-
wie ich wlasciwosci fenotypowych, a zwlaszcza pre-
ferencji do wystgpowania szczegdlnie czgsto u okres-
lonego gospodarza. Sa to: B. abortus, B. melitensis,
B. suis, B. canis, B. ovis, B. neotomae, B. ceti, B. pin-
nipedialis. Dane dotyczace dwdch ostatnio wymienio-
nych gatunkéw przedstawia nastepujaca publikacja (8).
Zasada podziatu w oparciu o r6znice fenotypowe, ktora
obowiazywata rowniez poprzednio, zostata utrzyma-
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na, mimo coraz czgsciej obecnie stosowanych w tak-
sonomii bakterii metod genetyki molekularnej. Utrzy-
manie jej uzasadniaty r6zne wtasciwosci chorobotwor-
cze tradycyjnie okreslonych gatunkéw, w tym fakt, ze
w badaniu hybrydyzacji DNA-DNA reprezentuja one
bardzo zblizone genomy, czyli, w oparciu o t¢ metodg,
jeden gatunek. Dodac¢ jednak nalezy, ze preferencja do
okreslonego gospodarza wymienionych gatunkow Bru-
cella nie stanowi wylacznosci, gdyz np. u §win stwier-
dzane sa niekiedy tez infekcje wywolane przez B. abor-
tus, to jest gatunek o preferencji do bydta lub B. meli-
tensis o gldwnym powinowactwie do owiec i koz (2).

W ramach gatunku B. suis wyodrgbniono 5 biowa-
réw, sposrod ktorych zakazenie u §wini wywotuja 1,2
13. Szczegoblnie chorobotworcze sg biowary 11 3. Bio-
war 2 r6zni si¢ od 1 1 3 tez w geograficznym rozprze-
strzenieniu. Biowary 1 1 3 sa wysoce chorobotworcze
réwniez dla cztowieka, przeciwnie niz biowar 2, kto-
ry bardzo rzadko izolowano z tego Zroédia. Biowar 4
B. suis zakaza renifery caribou, tosie, bizony, poétnoc-
ne lisy 1 wilki, a biowar 5 dzikie gryzonie na obsza-
rach Rosji (1, 2).

Zrédtem lnfekC_]lB suis, oprocz $wini, jest dla Swin
1 czlowieka najczesciej d21k a rzadziej zajac, od kto-
rego czesto izolowany jest biowar 2 (5, 6, 16). Niekto-
re publikacje dotycza sporadycznych izolacji B. suis
od innych gatunkéw zwierzat (2). Dane te nie sa
w pismiennictwie szerzej udokumentowane. Nie ist-
niejg bowiem, w tym w krajach Unii Europejskiej,
obligatoryjne wymagania monitorowania i nadzoru
(surveillance) infekcji (18) wywolanych przez B. suis
u $win domowych, innych gatunkéw zwierzat domo-
wych 1 u zwierzat nieudomowionych. Z podsumowu-
jacej oceny cytowanego wyzej piSmiennictwa wyni-
ka, ze bruceloza §win oraz infekcje wywotane przez
B. suis u innych gatunkow zwierzat i u cztowieka sa
stwierdzane rzadko.

Wystepowanie na Swiecie

Zgodnie z najnowszymi danymi (http://www.oie.int/
wahis/public.php?page=home, 2), nigdy nie rozpozna-
no brucelozy $win w Finlandii, Szwecji, Norwegii
1 Wielkiej Brytanii. Sporadycznie u §win domowych
wystgpowala w Niemczech, Francji, Danii, Austrii,
Portugalii i Hiszpanii (12), a ostatnio w Rumunii, Re-
publice Czeskiej, Chorwacji, Serbii i Czarnogorze (2).
Najczesciej izolowanym w Europie okazatl si¢ bio-
war 2.

Dane dotyczace wystepowania bruceli u §win w kra-
jach cztonkowskich UE kolekcjonuje Europejski Urzad
Bezpieczenstwa Zywnosci (European Food Safety
Authority, EFSA). Sa one publikowane w wydawa-
nym przez EFSA Rocznym Sprawozdaniu dotyczacym
Zoonoz (Annual Zoonoses Report). Wobec jednak, jak
wspomniano, braku ustanowionego prawem obowiaz-
ku krajow cztonkowskich UE do monitorowania ich
populacji §win w kierunku B. suis 1 innych gatunkow
Brucella, obecne dane moga by¢ niekompletne i nie-
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wystarczajace, zgodnie z wymaganiami obowiazuja-
cymi przy migdzynarodowym obrocie $winiami (2).
Sktania to do zawierania dwustronnych umow mig-
dzy eksporterem a importerem $win lub ich nasienia.

Poza Europq B. suis izolowano w ciagu ostatniej
dekady od $win lub ludzi w krajach Ameryki Srodko-
wej 1 Ameryki Potudniowej, w tym wysoce chorobo-
tworczy biowar 1. Wymieniony gatunek stwierdzano
réwniez w szeregu krajow Azji, zwlaszcza w Chinach
oraz Japonii, jak tez w Australii (Queensland) oraz spo-
radycznie, bez podania biowaru, w krajach Afryki.

W nawiazaniu do przedstawionej sytuacji epizootio-
logicznej, dotyczacej wystepowania brucelozy $win na
swiecie — w Polsce ostatni przypadek choroby stwier-
dzono w 2000 r., a sporadycznie kilkakrotnie wczes-
niej (17).

Zatem zadania stuzby weterynaryjnej kraj ow czlon-
kowskich UE w odniesieniu do brucelozy §win spro-
wadzaja si¢ przede wszystkim do przec1wd21a1an1a
transmisji infekcji do rodzimych stad §win w nastgp-
stwie obrotu mlqdzynarodowego przy okazji importu
$win lub nasienia knuréw z innych krajow.

Bezposrednie metody diagnostyki laboratoryjnej

Badania bakteriologiczne, obejmujace izolacj¢ B. suis
1 innych ewentualnie wystgpujacych u §win gatunkow
bruceli oraz ich identyfikacjg na podstawie wlasciwos-
ci fenotypowch, stanowia najbardmej wiarygodna pod-
stawg bezposrednia w rozpoznawaniu brucelozy swin
(1). Z uwagi na pracochtonno$¢ sa one jednak stop-
niowo zastgpowane technikami genetyki molekular-
nej, rOwniez stanowiacymi pewne metody bezposred-
nio wykazujace lub wykluczajace brucele w badanym
materiale. Do identyfikacji bruceli, w tym B. suis, do-
stgpne sa obecnie testy z zastosowaniem polimerazo-
wej reakcji tancuchowej (PCR) 1 swoiste startery.

Oprocz PCR zastosowanie do identyfikacji bruceli
znalazty nastgpujace metody: polimorfizm dhugosci
fragmentoéw restrykcyjnych (Restriction Fragment
Length Polymorphism — RFLP), zmienna liczba tan-
demowych powtdrzen (Variable Number of Tandem
Repeats — VNTR) (14), hybrydyzacja northern (Nor-
thern Blotting), sekwencjonowanie cDNA (Sequencing
of Complementary DNA — cDNA), seryjna analiza
ekspresji genow (Serial Analysis of Gene Expression
— SA GE), mikromacierze cDNA 1 oligonukleotydo-
we wykorzystywane do diagnostyki drobnoustrojow
(Microbial Diagnostic Microarrays — MDM) (7). Ak-
tualnie okreslony zostat pelny genom B. abortus, B. ca-
nis, B. melitensis, B. ovis, B. suis, w tym ostatnim przy-
padku biowaru 112 (2, 4).

Mimo wysokiego stopnia homologii DNA gatun-
kéw rodzaju Brucella szereg z wymlenlonych metod
umozliwia do pewnego stopnia réznicowanie migdzy
tradycyjnie ustanowionymi gatunkami Brucella i nie-
ktorymi ich biowarami (3). Szczeg6lna wartos¢ ma
w tym wzgledzie nowa metoda multiplex PCR (15).
Opisano tez mozliwo$ci odrézniania gatunkéw Bru-
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cella, w ktorych wykorzystuje si¢ pojedynczy polimor-
fizm nukleotydéw (Single Nucleotide Polymorphism
— SNP) lub PCR w czasie rzeczywistym (PT-PCR) (9,
13). Sa to szybkie 1 wiarygodne testy, lecz moga by¢
wykonywane jedynie przez 0dp0w1edn10 wykwalifi-
kowany personel, w nowocze$nie wyposazonych la-
boratoriach.

PosSrednie metody diagnostyki laboratoryjnej

Najszersze zastosowanie praktyczne w wykrywaniu
u swin infekcji wywotanej przez B. suis maja, zalicza-
ne do metod posrednich, metody serologiczne, cho-
ciaz bardziej wiarygodna jest bezposrednia identyfi-
kacja B. suis, o ktorej byta mowa uprzednio. Fatszy-
wie dodatnie wyniki badan serologicznych zwiazane
sa z mozliwoscia wystgpowania w surowicy pochod-
nych odpornosci wrodzonej (innate immunity), tzw.
przeciwcial fizjologicznych, nie bedacych efektem
dziatania antygenow B. suis, lecz swoiScie si¢ z nimi
taczacych. Dotyczy to przeciwciat izotypu IgM. Oprocz
tego przyczyna falszywie dodatnich odczynow sero-
logicznych jest bardzo podobna swoisto$¢ antygeno-
wa lipopolisacharydu (LPS) B. suis, gtownego czyn-
nika w wyzwalaniu przeciwciat o znaczeniu diagnos-
tycznym, z lipopolisacharydowymi antygenami Yersi-
nia enterocolitica 0:9, Francisella tularensis, Salmo-
nella Urbana oraz niektorych innych bakterii Gram-
-ujemnych. Nieswoistoscia ta charakteryzuje si¢ w szcze-
g6lnie znaczacym stopniu powszechnie do niedawna
uzywany test aglutynacji probéwkowej (2, 10, 11).

W diagnostyce serologicznej brucelozy swin odczy-
nem wigzania dopetniacza (OWD) wystepuje inna nie-
dogodnos¢ niz wyzej wymienione odczyny krzyzowe.
Polega ona na obnizaniu czuto$ci tej metody 1 w efek-
cie na wyniku fatszywie ujemnym w zwiazku z wtas-
ciwoscia dopelniacza surowicy $wini, zwigkszajaca
aktywnos$¢ prokomplementarna dopetniacza $winki
morskiej. W konsekwencji istnieje niebezpieczenstwo
nie wykrycia $win, ktore faktycznie zakazone sa B. suis
(2).

W wyniku mozliwo$ci wystgpowania fatszywie do-
datnich i falszywie ujemnych wynikow badan serolo-
gicznych zastrzega sig (1), ze nie moga one stanowic¢
wystarczajacej podstawy ani do potwierdzenia, ani do
wykluczenia infekcji B. suis u indywidualnego zwie-
rzecia. Odpowiednie rozpoznanie przy ich uzyciu moze
dopiero by¢ sformutowane po ocenie wysokosci mian
swoistych przeciwciat wszystkich osobnikéw danego
stada, w wyniku co najmniej jego dwoch kolejnych
badan w odstepie kilku tygodni. Dodatkowo rekomen-
duje si¢ uzycie dwoch réznych serologicznych testow
u tego samego zwierzegcia, ktore okre$lono jako ,,do-
datnie”, jezeli co najmniej jedno badanie dato wynik
pozytywny, a drugie negatywny. Finalna klasyfikacja
zwierzegcia jako pozytywnego wymaga, by co najmniej
dwukrotne badanie dato wynik dodatni (1, 2).

Czulo$¢ 1 swoisto§¢ posredniej proby immunoen-
zymatycznej (indirect ELISA —iELISA) i kompeten-
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cyjnej préby immunoenzymatycznej (competitive
ELISA — cELISA), jak tez préby fluorescencyjnej
polaryzacji (Fluorescencje Polarisation Assay — FPA)
sa zblizone. Obecnie dwie pierwsze zalecane sa (1) do
stosowania w stadach podejrzanych o zakazenie lub
w celu jego wykluczenia, zwlaszcza w migdzynaro-
dowym obrocie §winiami lub w zwiazku z importem
nasienia. Natomiast FPA 1 testy ze zbuforowanym an-
tygenem Brucella (do ktorych zalicza si¢ odczyn kwas-
nej aglutynacji ptytowej — OKAP), jak tez odczyn z ro-
zem bengalskim (,,rose bengal test” — RBT) okreslane
sa jako testy alternatywne do badan przegladowych lub
przy remoncie stada (1, 2), w grupie $win, ktore maja
by¢ do niego wprowadzone.

RBT i OWD do uzytku u §win zostaty wystandary-
zowane wobec Migdzynarodowego Standardu OIE
(OIEISS). Dotychczas nie nastapito to w odniesieniu
do iELISA i cELISA oraz FPA dla surowic $§win z po-
wodu nie ukonczenia prac zmierzajacych do uzys-
kania surowicy standardowej spelniajacej kryteria
walidacji zalecane przez Manual OIE (1). Krajowe
laboratoria referencyjne do spraw brucelozy panstw
cztonkowskich OIE standard ten otrzymaja w celu mig-
dzynarodowej harmonizacji u siebie wykonywanych
badan serologicznych. Niektére kraje postuluja, by
$winie sprowadzane z zagranicy miaty w odczynach
zlepnych miana anty-B. suis < 30 jednostek miedzy-
narodowych w 1 ml surowicy, a w OWD <20 migdzy-
narodowych jednostek (International CF Test Units —
ICFTU).

Szczegblne znaczenie w profilaktyce brucelozy swin
ma wybor knuréw do produkcji nasienia wolnych od
infekcji wywolanej przez B. suis lub inne gatunki Bru-
cella, w akredytowanych do tego celu osrodkach oraz
obowiazkowe, rutynowe, kolejne badania w czasie ich
pobytu w tych stacjach wykluczajace taka infekcje.
W tym celu stosowane sa testy serologiczne, zwtasz-
cza posredni test ELISA. Ze wzgledu na wczesniej
omowione reakcje krzyzowe wynik dodatni musi by¢
jednak potwierdzony innymi testami.

Skorna proba alergiczna

Najczgsciej stosowana do potwierdzania wynikow
badan serologicznych metoda jest skorna proba aler-
giczna z bruceling jako alergenem. Jest nim wyciag
z B. melitensis szczepu B115, nie zawierajacy dajace-
go odczyny krzyzowe LPS. Proba ta stosowana jest
gtéwnie w diagnostyce brucelozy bydta. Okazata si¢
jednak réwniez przydatna w przypadku brucelozy swin
do potwierdzenia wyniku dodatniego badania sero-
logicznego.

Dodac¢ nalezy, ze skorna proba alergiczna wykrywa
dodatkowo jedynie infekcj¢ wywolana przez Ochro-
bacterium intermedium. Jednakze gatunek ten bardzo
rzadko wystgpuje w organizmie $wini, co nie przeszka-
dza w uznaniu testu skérnego za wysoce specyficzny
wylacznie dla gatunkdéw Brucella. Oprocz tego w przy-
padku alergicznego testu skornego chodzi o odporno$é
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komorkowa, a nie o krzyzowo reagujace przeciwciata
surowicy w testach serologicznych, stanowiace ele-
ment odpornosci humoralnej. Cechy te predysponuja
test skorny jako rozstrzygajacy, czy wynik dodatni
badania serologicznego jest efektem zakazenia przez
B. suis, czy tez zostal wywotany przez inny gatunek
bakterii, o podobnym pod wzglgdem swoisto$ci anty-
genie lipopolisacharydowym.

Korzystna sytuacja epizootiologiczna w UE

Z dostepnych danych obejmujacych okres do konca
2009 r. wynika, ze w zadnym znajdujacym si¢ w po-
mieszczeniach zamknigtych stadzie §win krajow czton-
kowskich UE nie wystepuje aktualnie infekcja wywo-
fana przez B. suis. Swiadczy to, Ze udaje si¢ skutecz-
nie zapobiega¢ transmisji tej choroby, mimo jej wy-
stgpowania na innych obszarach kuli ziemskiej, jak tez
zagrozen ze strony rodzimego rezerwuaru B. suis u dzi-
koéw 1 zajecy (5, 6, 16). Dowodzi to, Ze obowiazujace
przepisy weterynaryjne, tak UE, jak tez krajowe oraz
ich implementacja w praktyce sa wystarczajace do
utrzymania korzystnej w tym zakresie sytuacji epizoo-
tiologiczne;.
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