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ANDRZEJ STRYSZAK, MARIAN KRÓLAK

opartym na odczynach podstawowych (OA i
OWO) oraz zasad stosowania odczynów dodat-
kowybh (oAG i oME). Zagadnienia te są waż-
ne w okresie, gdy w kraju dobiegła końca rea-
Lizacja programu zulalczania brucelozy, W arty-
kule- omówiono ponadto schemat odpowiedzi
immunologicznej brganizmu na zakażenie bru-
celami oraz udział immunoglobulin (Ig) w posz-
czególnych odczynach serologicznych. Uznano,
że przypomnienie tych zagadnień ułatwi kry-
tyczną anaLizę wartości diagnostycznej stoso-
wanych obecnie w kraju metod serodiagnosty-
ki brucelozy.

I. Schemat odpowiedzi immunologicznej
organizmu na zakażenie brucelami

Odpowiedź organizmu gospodarza na zaka-
żenie brucelami przedstawiana jest w piśmien-
nictwie zwykle w dwóch aspektach: a) jako od-
powiedź na naturalne zakażenie oraz b) jako
odpowiedź po szczepieniach ochronnych (2, 72,
19, 5?, 72). Ten ostatni aspekt, wraz z różnico-
waniem reakcji poszczepiennych od zakażeń
naturalnych, pominięto, gdyż od kilku lat nie
stosuje się w Polsce szczepionki S-19 u bydła.
Zagadnienie to zostało omówione wcześniej
(39). Pominięto także zagadnienie odporności
komórkowej, gdyż aktualnie w diagnostyce te-
go schorzenia wykorzystuje się na szeroką skalę

Omówienie oktuolnego modelu serodiognoslyki brucelozy

zwierzql w Polsce
z pracovnni Badania Brucelozy Instytutu weterynarii w puławach z siódzibą w Gdańsku

Urzędowy program zwa7czania brucelozy
zwierząt w Polsce, podobnie jak w większości
krajów, zasadza się na serodiagnostyce opartej
na odczynie aglutynacji (OA) i odczynie wią-
zania dopełniacza (OWD). Skuteczność rozpo-
znawania osobników zakażonych brucelami na
podstawie wyników OA i OWD, ewentualnie
tylko OA, może być wystarczająca w pierw-
szym okresie z:walczania tej choroby, kiedy ist-
nieje duża liczba rozpoznawanych przypadków,
pod warunkiem rygorystycznego przestrzegania
przepisów w zakresie odchowu i obrotu zwie-
rzętami. Natomiast w końcowym okresie zwal-
czania brucelozy, w jakim aktualnie znajduje
się Polska, jak również na terenach uznanych
za wolne do tej zoonzy, wątpliwe lub nawet
dodatnie wyniki w wymienionych odczynach,
szczególnie w OA, przy nie budzącej zasttzeżeń
sytuacj i epizooty czne j, przysparzaj ą poważnych
trudności interpretacyjnych. Opisana sytuacja
zm|lsza do stosowania odczynów dodatkowych,

rwotne
oWD.
Polsce
(oAG)

i odczyn z Z-merkaptoetanolem (OME).
Intencją autorów niniejszego artykułu było

omówienie, na tle przeglądu piśmennictwa,
ptzyczyn trudności w tozpoznawaniu brucelozy
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obecność swoistych przeci-wciał w baclanym
oragniźmie.

Rozwój procesu chorobowego w brucelozie
bharakteryzuje się w;.raźną reakcją kornórko-
wą i syntezą Ig klasy M, G (podklasy G1 i G2)
oraz A. Jako pierwsze pojawiają się przeciw-
ciała IgM, około 5-7 dnia po zakazeniu, Naj-
wyższy poziom przeciwciał IgM obserwuje się
pomiędzy 73-2l dniem od zakażenia, po czyrn
poziom ich opada i po okło 60 dniach mogą one
byc 1uż niewykrywalne. Przeciwciała IgG po-
jawiają się nieco później, najwyższy poziom
osiągają po 20-40 dniach i utrzmują się
przez cały okres zakażenia, które w przewlek-
łym stadium choroby trwa_ć moze latami, Do-
dać należy, że poziom IgM, nawet w punkcie
szczytowym. nie przekracza nigdy szczytowego
poziomu IgG (19, 34, 57,72),

Obecność przeciwciał anty-Brucello w klasie
JgG traktowana jest jako wskaźnik czynnej
brucelozy. Teza ta ustalona została w oparciu
o wyniki licznych prac z zakresu immunologii
brucelozy i przedstawiona w materiałach Ko-
mitetu Ekspertów FAO/WHO d/ brucelozy (3,

34) oraz w materiałach z sympozjum poświęco-
nego brucelozie w 1975 r. (60).

Badania ilościowe przeciwciał anty-Brucella
poszczególnych klas i podklas w stadzie bydła
zakażonego brucelami wykonał Beh (12). Naj-
więcej przeciwciał występowało w IgG1, znacz-
nie mniej w IgG, i IgM. W cytou,anych bada-
niach Beh nie wykazał w surowicy krwi prze-
ciwciał IgA, natomiast wysoki ich poziom ob-
serwował w serwatce mleka, co było prawdo-
podobnie wynikiem lokalnej produkcji IgA
przez komórki limfoidalne gruczołu mlekowe-
go. Pewne ilości przeciwciał IgA w surowicy
krwi bydła chorego na brucelozę wykryli Wood
i Corbel (B4), stosując elektroforezę,

2. Rola klas Ig w poszczególnych odczynach
serologicznych

Zbadań wielu autorów wynika, ze w OA wy-
konyrnanym z surowicą krrvi reagują wszyst-
kie klasy Ig z wyjątkiem IgA, których aktyw-
ność aglutynacyjną wykryto tylko w serwatce
mleka (12). W świetle danych piśmiennictwa,
cluża aktywność przeciwciał IgM w OA jest
bezsporna (1, 11, 15, 34, 4B). Atlan i wsp. (1),

stosując oczyszczorre klasy Ig, stwierdzili w OA
1O-krotnie większą aktywność IgM niż IgG.
Dane odnośnie aglutynacyjnej aktywności IgG1
i IgG, są sprzeczne (11, 13, 30, 34,48,53, 58, 63).
Wydaje się jednak, że obie podklasy IgG są
aglutynabilne, 'aczkolwiek nie tak silnie jak
IgM. Według Haidu i wsp. (30), aglutynabilność
IgG1 wzrasta z siłą jonową środowiska reakcji.
potwierdza to słuszność stosowania w polsce
50/o roztworu NaCl jako rozcieńczalnika w OA,
w mieisce stosowanego dawniej 0,B5ło rozt-
woru NaCl.

W OWD reagują głównie przeciwciała IgG,,
natomiast IgG2, oraz IgA nie wiążą dopełnia-
cza|(e) w ogóle (2, 7l, 17,22, 30, 48,58, 63).

Przeciwciała IgM wykazują pewną aktywność
w OWD, jednak nie tak silną jak w OA (1, 11,
!5, 77, 34, 48, 63, 72). Zdaniem Chappela i wsp.
(17) rvynika to z unieczynnienia IgM w trakcie
inakty_wacji surowicy badanej, Allan i wsp. (1)
vlykazali, że oczyszczone IgM są termostabiI-
ne, natomiast zawarte w surowicy ulegają roz-
padowi w czasie jej ogrzewania,

Przeciwciała niekompletne, wykrywalne w
OAG, zdaniem większości autorów należą do
IgG, z ilościową przewagą IgG1 nad IgG, (11,
l3, 22, 30, 58, 69, B1). Występowanie przeciw-
ciał niekompletnych w klasie IgM i IgA jest
kwestionowane (13, 26). Te ostatnie wykazują
t;,lko nikłą aktywność w OAG wykonywanym
z serwatką mleka (13).

W OME redukcji ulegają przeciwciała IgM,
przy nie zmienionei aktywności obu podklas
IgG (3, 15,22,37,69,71, B0, B1). W dostępnym
piśmiennictwie brak jest danych tyczących
wpływu 2-merkaptoetanolu (2-ME) na aktyw-
ność IgA. W serodiagnostyce brucelozy prze-
ciwciała tej klasy mają raczej marginesowe
znaczenie.

3. Wartość rozpoznawcza obowiązujących
, odczynów podstawowych

Przystępując do krytycznego omówienia war-
tości rozpoznavłczej OWD, podkreślić nalezy,
że odczyn ten uwazany jest powszechnie za bar-
dzo wartościowy w diagnostyce brucelozy,Wy-
nika to z faktu, że biorą w nim udział wystę-
pujące w pl,zewadze, przeciwciała klasy IgG1.

Przyczyną fałszyrvie ujemnych wyników
OWD jest najczęściej zjawisko prozony. Wed-
ług niektórych autorów prozona moze wystę-
pować nawet w 109o badanych surowic (2B).

Według badań Placketta i Altona (68), potwier-
dzonych przez McNaught i wsp. (52), powodem
prozony są przeciwciała IgCr, które nie wiążą
i blokują ant;rgen dla czynnych w OWD
przeciwciał IgC1 i IgM. Zdaniem wymienionych
autor,ów fenomen prozony występuje często w
okresie okołoporodowym, kiedy zmniejsza się
w surowicy naturalny stosunek IgG, do IgG,
na skutek odciągnięcia tych pierwszych do gru-
czołu mlekowego. Na zakres prozony ma rów-
nież wpływ technika wykonania OWD, tzn.
ilość stosowanego w odczynie antygenu i do-
peł i czas inkubacji I
faz OWD na zimno (I
faz in) zakres prozony
ule unku do DWD na
ciepło (I faza w 37oC przez 30 mint). Chappel
i wsp. (1B), stosując ciepły wariant OWD, uzy-
skali 129o fałszywie ujemnych wyników, na-
tomiast w zimnym wariancie tyiko 57o z tej sa-
mej partii badanych surowic. Podkreślić nale-
ży, że wymienieni autorzy (4, 18) stosowali w
OWD duży nadmiar C' (5C' H56) oraz stosun-
kowo rnało antygenu. Wiadomo, że jeśli stosuje
się mniejszy nadmiar C', dla przykładu 3C'H50
oraz antygen zagęszczony w stosunku do roz-
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cieńczenia optymalnego, to zakres prozony ule-
ga zmniejszeniu (40, 46, 6B).

Wpływ na wyniki OWD może mieć takze
surowica badana. Niektóre jej składniki oddzia-
ływują antykomplementarnie (79), natomiast
surowice świń wykazują z reguły aktywność
prokomplementarną (27). Obie te cechy mogą
być przyczyną błędnego rozpozhawania.

Chociaz w opinii wielu autorów OWD nalezy
do odczynów wysoce swoistych przy brucelo-
zie (3, 28, 34,,60l to jednak i tu występować
może problem reakcji krżyzowych, na przykład
na tle jersiniozy (23, 24, 33), co każe niekiedy
kwestionować swoistość tego odczynu.

Wyniki OWD nie zawsze są zgodne z wyni-
kami badań bakteriologicznych. Dla przykładu,'Renoux i wsp. (73) uzyskali 6,4al0 ujemnych wy-
ników w OWD u zwterząt, od których izolowali
brucele. Odwrotnie, Trueman i wsp. (7B) uzy-
skali dodatnie wlmiki w OWD u Źurierząt ujem-

bakteriologicznych i bio]o-
wyniki uzyskano w bada-

). Z powyższego wynika, że
rozpoznanie oparte na wynikach OWD może
być niekiedy nieadekwatne do stanu faktycz-
nego,

O ile aktualnie w kraju liczba przypadków
nastręczających trudności w interpretacji wy-
ników OWD jest znikoma, o tyle coraz częściej
pojawiają się one przy ocenie wyników OA.
Trudności w rozpoznawnaniu brucelozy przy
pomocy OA są skutkiem udziału w tym odczy-
nie gł je to z
jednej reakcji
w oA ale ob-
raz ten bywa często wiklany reakcjami hetero-
swoistymi, o czym będzie mowa dalej, z dru-
giej zaś strony występowanie ujemnych wyni-
ków w OA w przewlekłym stadium zakażenla,
kiedy dominujĄ przeciwciała IgG (17, 18, 57,
60, B1).

Wyniki OA są często niezgodne z wynikami
badań bakteriologicznych, Alton i wsp. (4) skta-
syfikowali tnie w OA B9Vo bydła do-
datniego b czrtie, Renoux i rvsp. (73)
790/o, zaś N ) tylko 520/o.

Aktualnie najwięcej trudności w rutynowych
badaniach na brucelozę stwarza problem reakcji
nieswoistych w OA. Anczykowski (10) obliczył,
że u bydła zdrowego procent dodatnich wyni-
ków w OA wynosi 0,22, a wątpliwych 2,42. Po-
dobne wskaźniki uzyskano w badaniach,wła-
snych (42), Lewkowiczowa (49) oruz Karpiński
i wsp. (3B) ocenili zakres występou,ania nie-
swoislych mian w OA u świń na około -10/o, Po-
dobnie ilościowo problem ten, prezdstawia się
w innych krajach: w RFN u bydła notuje się
około 1% mian 20łł lub wyższych (76), w
Kanadzie ponizej 1ło (61), natomiast w NRD
0.3% (2B).

Jak wsopmniano, czynnikiem decydującym
o nieswoistości OA jest duży udział ,,v tym od-
czynie przeciwciał IgM. Według danych pi-
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śmiennictwa przeciwciała tej klasy są bardzo
aktywne jako aglutyniny krzyżovło reagujące
z antygenem Br, abortus (15, 21, 25, 44, 86).
Mogą one powstawać w wyniku stymulacji or-
ganizmu gospodarza przez inne drobnoustroje:
S almonella, Y er slnl,a, Fr ancisella, V żbrżo (Cam-
pglobacter), PTotel,Ls, Pasterella, Mtcrococcus,
Alcalźgenes, Histopłl,ilus, Actinobacżllus, Lep-
taspżra i E. coli (3, 5, 9, 14, 16, 20, 2I, 23-25,
29, 32-36, 38, 47, 50, 51, 54, 55, 62, 70, 74, 79).
Aglutyniny krzyżowo-reagujące z antygenem
Br. abortus mogą posiadać także charakter prze-
cjwciał naturalnych, których wysoki poziom
obserwowano u bydła (6, 7, B, 10).

Wydaje się, że najczęstszą przyczyną lvikła-
jącą serodiagnostykę brucelozy w OA są pał.
Salmonella. Z jednej strony są one szeroko roz-
powszechnione w każdym środowisku, z dru-
giej zaś, odpowiedź organizmu na zakażenie
salmonelami przejawia się powstaniem przeciw-
ciał głównie klasy IgM (21, 25, 86). Wiadomo,
ze serodiagnostyka salmoneloz ma wartość ogra-
niczoną w odniesieniu do pojedynczych zwie-
rząt (86), a zwykle właśnie nieliczne osobniki
w stadzie wykazują nieswoiste reakcje w OA z
antygenem Br. abortus. Stosowany przy sal-
monelozie OA jest mało czuły i swoisty (79),
brak jest korelacji między wynikami OA z an-
tygenem Salmonella i izolacją salmoneli z ka-
łu (31, 85). Wszystko to sprawia, że brak drob-
noustrojów (Salmonella, Brucella) jest odpo-
wiedzialny za powstawanie przeciwciał współ-
aglutynujących.

Najsilniejsze reakcje krzyżowe z Brucella
wywołuje serotyp 09 Yersźńu enterocolżtżca
(Y. e.). Wynika to z dużego pokrewieństw_a an-
tygenowego, za które odpowiedzialny jest bocz-
ny łańcuch lipopolisacharydowy ściany komór-
kowej, w którym wspólną dla obu organizmórv
komponentę stanowią ńonocukry gtrukoza i ga-
Iaktoza (3, 33, 50, 5]., 74). Próby róznicowania
krzyżowych reakcji między jersiniami i bruce-
Iami za pomocą stosunkowo prostych technik
serologicznych, takich jak OA, OWD, OAG,
krzyżowej adsorbcji, jak również ptzy pomocy
immunodyfuzjii i fluorescencji, nie dały ocze-
kiwanego efektu (23, 24, 3B). Przegląd piśmien-
nictwa na ten temat opublikowano wcześniej
(43). Aktualnie autorzy skandynawscy (16, 33)
duze nadzieje wiążą z immunoelektroforezą
ol,az 7 próbą enzyrnatycznej immunoabsorpcji.
(ang. ELISA). Prostą metodę różnicowania tych
dwóch schorzeń zaproponowali Mittal i Tizard
(54, 55, 56). Polega ona na wykorzystaniu an-
tygenu rzęskowego (H), który występuje obfi-
cie u jersinii namnażanych w temp. pokojowej,
a który nie występuje u bruceli. Wykazanie w
surowicy zwietzęcia aglutynin anty-Y. e. (H)
rna świadczyć o jersiniozie, natomiast brak ich,
przy dodatnich wynikach w QA z antygenem
Br, abottus, o brucelozie. Wyniki uzyskane
przez autorólv tej metody zachęcają do jej wy-
próbowania w warunkach krajowych,
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Jedną z prób eliminacji nieswoistych reakcji
w OA była zaproponowana pTzez Scheibnera

niach surowic bydła zdrowego oraz zakażone-
go lub szczepionego przeciwko brucelozie. Ba-
dania r,vłasne (44) nie potwicljziiy wartości
tej m

Jak
swoist
\ł,ową
opartej na tym odczynie. W znacznym stopniu,
problem ten może być rozwiązany ptzez za-
itosowanie dodatkowych odczynów aglutyna-
cyjnych typu OME i OAG.

4. Wartość rozpoznawcza obowiązujących
odczynów dodatkowych

W modelu badań odwoławczych, opracowa-

higieny weterynaryjnej (66, 67).
OAG został wprowadzony w Polsce jako do-

datkowy odczyn obowiążujący w 1978 roku
(66). Instrukcja wykonywania tego odczynu
(B3) opracowana została w oparciu o wyniki
badań doświadczalnych (4l, B2). OAG pozwa-
la wykryć brucelozę w przypadkach, gdy or-
ganizm zwierzęcia reaguje na zakażenie wy-
twarzaniem przeciwciał niekompletnych. Jest
on szczegÓInie przydatny w wykrywaniu zwie-
rz,ąt w przewlekłym stadium brucelozy, gdyz
przeciwciała wiążące ć i aglutyniny kompletne
zanikają wcześniej niz przeciwciała niekom-
pletne, występujące głównie w klasie IeG (77).

Drugi dodatkouly odczyn (OME) został
wprowadzony w roku 1979 (67). Instrukcja
wykonywania tego odczynu (45), a zwłaszcza
zawarte w niej kryteria diagnostyczne, zosta-
ły opracowane na podstawie wyników badań
własnych (42, 44). OME należy do grupy od-
czynów Ig. Używany w
tym od nol (2-ME) unie-
czynnia M poprzez reduk-
cję wiązań dwusiarczkowych w ich drobinach,
pozostawiając bez zmian drobiny IgG. Każda
dodatnia reakcja w OME jest więc spowodowa-
na przeż oporne na 2-ME przeciwciała IgG. Do-
datni wynik w OME może być traktowany za-
tem jako wskaźnik zakażenia lub co najmniej
jego podejrzenia (3).

W oparciu o wymienione wyżej właściwości
OAG i OME, w badaniach odwoławczych

przyjęto następujące zasady postępowania:
1. Oba odczyny dodatkowe stosuje się w

przypadkach wątpliwych lub dodatnich wyni-
ków OA, przy ujemnych wynikach OWD.
Kazdy dodatni wynik OWD świadczy bowiem
o obecności przeciwciał IgG i winien być na-
dal traktowany jako sygnał zakażenia.

2. Odczyny dodatkowe stosuje się w dru-
gim, a jeszcze lepiej w trzecim, kolejnym ba-
daniu kontrolnym, w odstępach co 21 dni, w
celu prześledzenia dynamiki przeciwciał u ba-
danego zwierzęcia. Dodatnia reakcja w OA
irroże być sygnałem wczesnego zakażenia, ce-
chującego się syntezą przeciwciał głównie IgM.
W przypadku zakazenia brucelami, w miarę
upływu chodzi iw-
ciał IgG ym idz do-
datnich OME,

3. Pró icy do AG
winny pochodzić od zwierząt nie szczepionych,
z gospodarstw wolnych od brucelozy. Niecelo-
wość badania zwierząt szczeptonych w prze-
szłości szczepionką S-19 wynika z faktu u-

się es czasu po-
pr IgM (ptze-
w od kilku lat

nie stosuje się w Polsce u bydła szczepionki
S-19, problem ten praktycznie nie ma znacze-
nia. Problem ten nie dotyczy także świń i o-

ch ze-
wdo
w nia
że za

wolne od brucelozy powinny być stosowane
kryteria diagnostyczne oparte na wynikach OA
i oWD.

Z bad,ań własnych wynika (42), że oba do-
datkowe odczyny aglutynacyjne są bardzo po-
mocne w różnicowaniu swoistych i nieswoi-
stych reakcji w OA. Jak wspomniano, prze-
ciwciała nieswoiste występują głównie w IgM,

ją równiez arne właściwości
badanych ;u wsp, (5B), biorąc
powyższe po stosowanie OAG
i OME u bydła wykazującego wątpliwe wy-
niki w OWD.

Skuteczność opisanego wyzej modelu badań
odwoławczych u bydła, świń i owiec potwier-
dzono w badaniach własnych (42, 44) oraz w
badaniach prób napływających do naszej Pra-
cowni z terenu całego kraju w okresie osta-
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tnic 4 lat. Pozostawienie w stadzie zwierzęcia
z nieswoistym mianem OA nie było jak do tej
pory przyczyną wybuchu nowego ogniska bru-
ceLozy.
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Wirusy wyosobnione (MVr20-3) z wyttazów z EaT-
dzieli i prostnicy no,rek z dwóch fmrn hodowlanych
zaliczomo na podsta-wie rvłaści,w,ości fizyko-cheirnicz-
nych do ,rodziny Picornaviridae, Nie byly one zo-
bojętniane przez swoiste surowice odpornośćiowe dla
caliciwirtrsów. Swoiste przeciwciała neurtnalizu jące wi-
rus MV20-4 występowały w surowicach B0-1000/o
norek na cziterech fermach hodowlanych i siedmiu fer-
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