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Nowe tendencije w diagnostyce brucelozy zwierzat

Z Pracowni Badania Brucelozy Instytutu Weterynarii w Putawach z siedziba w Gdansku

Bruceloza stanowi weciaz jeden z wazniej-
szych probleméw w dziedzinie choréb zakaz-
nych zwierzat na $wiecie. Nawet w takich kra-
jach jak Szwecja i RFN, ktore przed wielu juz
laty uzyskaly status wolnych od tej choroby,
nie obserwuje sie spadku zainteresowania jej
problematyks. Wynika to z cigglego zagrozenia
kazdego kraju wybuchem nowego ogniska bru-
celozy, na co wplywa import i eksport, czesto
brak kontroli nad obrotem zwierzat w kraju,
mozliwos¢ przenoszenia choroby przez mieko,
miegso i odpady poubojowe, bruceloza zwierzat
wolno zyjacych, brak skutecznych metod lecze-
nia oraz niedoskonalos¢ dotychezasowyeh me-
tod diagnostyki. Z punkiu widzenia weterynarii
o ostatnie zagadnienie jest najistotniejsze. Licz-
ba odezynéw, gléwnie serologicznych, przysto-
sowanych do wykrywania brucelozy siega osta-
tnio trzydziestu. Poszukiwania zmierzajg do o-
pracowania prostej i taniej metody, dostosowa-
nej do badan masowych, ktéra moglaby zasta-
pi¢ pracochlonng i kosztowng diagnostyke opar-
ta na odczynach klasycznych — odezynie aglu-
tynacji (OA) i odczynie dopelniacza (OWD).
Dazy sie¢ réwniez do tego, aby w razie podej-
rzenia brucelozy, dysponowaé szeroka gama od-
czynow umozliwiajacych wszechstronng anali-
ze sytuacji. Taki model postepowania jest szcze-
golnie odpowiedni dla kraju urzedowo uzna-
nego za wolny od tej choroby.

Sposérod wielu nowych metod nie stosowa-
nych w Polsce, oméwione zostaly jedynie te,
ktére znalazly juz szersze zastosowanie za gra-
nica, a mianowicie: odezyn kwasnej aglutynacji
piytowe] (OKAP), odczyn hemaglutynacji bier-
nej (OHB) oraz testy do badania odporno$ci
typu komoérkowego (OTK). Wszystkie one zna-
lazly sie na liScie testéw, nad ktérych wartos-
cig diagnostyczng prowadzone sz intensywne
prace, zgodnie z zaleceniami miedzynarodowego
sympozjum poswigconego brucelozie w Raba-
cie (12).

1. Odezyn kwadnej
(OKAP)

Odezyn ten w ostatnich latach wzbudzit duze
zeinteresowanie na calym $wiecie. Poczatkowo
zostal zastosowany w USA w badaniach tere-
nowych bydla jako tzw. ,,Card Test” (29, 39).
Po przebadaniu jego mechanizmu i wartosci
rozpoznawczej, odczyn ten pod nazwg Rose
Bengal Plate Test (RBPT) zostal wprowadzony
w Anglii i innych krajach do badan rutyno-
wych zwierzat na bruceloze (7, 8, 25, 26). Za-
miast drogiego i pracochlonnego badania w OA
i OWD, zwierzeta badane sa wstepnie w RBPT
i w przypadku wynikéw dodatnich badane
powtérnie w odczynach klasycznych.

aglutynacji plytowe;j

Wielu autoréw podkresla duza czulosé i swoi-
stos¢ OKAP, co umozliwia uzycie tego odczynu
do wstepnej selekcji badanych zwierzat (7, 8,
10, 35). Na podkreslenie zasluguje duza _swois-
tosc OKAP, przypisywana dominujacej roli
IgG, w tym odezynie, Decyduje o tym niskie
pH antygenu (pH 3,65) i jego duza sita bufo-
rowa, dzieki ktérej po dodaniu antygenu do ba-
danej surowicy kwasowosé $Srodowiska uléga
tylko nieznacznemu podwyzszeniu. Zdaniem
Corbela (8) w $rodowisku o pH 3,65, aktywne
sg tylko przeciwciala IgGy, natomiast przy pH
7 cZynne sg rowniez inne klasy Ig. Duza ak-
tywnos¢ IgGGy; w kwasnym Srodowisku Corbel
(8) thumaczy wzrostem aglutynabilnosei, wzgle-
dnie awidnodci.

W piSmiennictwie zgodnie podkreélana jest
duza aktywnosé IgG; w OKAP, wynikajaca z
niskiego pH, natomiast aktywnos$¢ innych klas
Ig jest dyskusyjna (1, 4, 7, 9, 21, 32, 33, 34,
48). Rola barwnika stosowanego do barwienia
antygenu (réz bengalski, od ktérego pochodzi
angielska nazwa odczynu) ogranicza sie tylko
do ulatwienia’ odczytu wynikow (8). Badania
wstepne wykonane w naszej Pracowni oraz w
Zakladach ,Biowet” w Pulawach (47) wykaza-
ly, ze z rownym skutkiem stosowane moga
by¢ w tym celu sole tetrazolu (TTC), uzywa-
ne do barwienia antygenu do OA (3).

Jedng z pierwszych prac na temat wartosci
diagnostycznej OKAP, w poré6wnaniu do wyni-
kéw OA i OWD ocenianych lacznie, opubliko-
wat w 1969 r. Morgan (26). Autor przebadal w
Anglii 6424 surowice bydlece i uzyskal 90,4%
wynikéw zgodnych. Rozklad wynikéw niezgo-
dnych byl nastepujgey: 7% ujemnych wynikéw
OA/OWD bylo dodainich w OKAP, spoérod
2,1% watpliwych wynikéw OA/OWD — 0.4%
bylo ujemnych, a 1,7% dodatnich w OKAP, na-
tomiast 0,48% dodatnich wynikow OA/OWD,
bylo ujemnych w OKAP. W tej ostatniej ka-
tegorii wynikéw tylko 18 surowic (0,28%) rea-
gowalo dodatnio w OWD, za$ pozostale suro-
wice reagowaly dodatnio tylko w OA. Jedli
przyja¢, ze dodatnie wyniki OWD &wiadcza
o brucelozie, to wymienione wyzej 0,28% suro-
wic dodatnich w OWD i ujemnych w OKAP
nalezaloby traktowaé jako sygnal niebezpie-
czenstwa stosowania OKAP do badan wstep-
nych (,,screening”). Odwrotnie, 7% dodatnich
wynikow w OKAP, przy ujemnych wynikach
OA/OWD, nie stanowi niebezpieczenstwa, gdyz
powtérne badanje tych surowic w odezynach
klasycznych pozwoliloby wykluczyé bruceloze.
Wyniki te $wiadcza jednocze$nie o duzej czu-
losci OKAP i mozliwodel uzycia go do badan
wstepnych.
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Wyniki uzyskane przez Morgana (26) zosta-
ly w latach nastepnych potwierdzone przez
wielu autorow (2, 4, 5, 10, 11, 23, 24, 265 27,
98, 30, 32, 35, 42, 44, 46). Niemal wszyscy
cytowani wyzej autorzy potwierdzaja mozli-
wos¢ prowadzenia badan rozpoznawezych na
bruceloze w oparciu o wstepne badania przy
uzyciu OKAP. Na uwage zasluguja w tych pra-
cach stwierdzenia, ze OKAP moze byc¢ stosowa-
ny w miejsce pracochionnego OWD, gdyz w
obu odezynach dominujacg role odgrywaja
przeciwciala IgG;. Notowana jest takze wyso-
ka zgodnoéé wynikéw OKAP i OWD (7, 23, 26,
27, 28, 35, 42). Corbel (7) uwaza OKAP za od-
czyn bardziej swoisty niz OWD. Nicoletti (29)
i Alton (2) podkreslajg duza zgodno$c wynikow
OKAP 2z wynikami badan bakteriologicznych.

W obszernym piémiennictwie na temat war-
toéci OKAP spotka¢ mozna takze nieliczne glo-
sy krytyezne (4, 32, 44). I tak, Beh (4) kwestio-
nuje uzytecznos¢ OKAP jako metody ..sereenin-
gowej”. Z jego badan wynika, ze W OKAP rea-
guja wszystkie klasy Ig, jednak ich aktywnose
jest obnizona przez kwasny antygen. co zda-
hiem autora obniza czulos¢ tego odezynu.
O'Reilly i Cunningham (32) stwiedzili wieksza
korelacje miedzy wynikami OKAP i OA niz
miedzy OKAP i OWD. Autorzy ci stosuja w
Irlandii OKAP jako odezyn dodatkowy przy
weryfikowaniu nieswoistych reakeji w OA, ich
zdaniem 50% watpliwych wynikéw OA wypa-
da ujemnie w OKAP. Zdaniem Sutherlanda i
Crasa (44) OKAP nie wykrywa wszystkich za-
kazonych zwierzat, Sposrod 9 zakazonych do-
swiadezalnie brucelami jaléwek, od ktorych
izolowano brucele, autorzy stwierdzili u jalo-
wek zmienne, okresowo ujemne wyniki OKAP.

Nalezy podkresli¢, ze Zzaden ze znanych od-
czynow serologicznych nie gwarantuje 100%
pewnoéel rozpoznania zakazonych zwierzat. Ba-
dania wstepne, wykonane przy uzyciu kilku
probnych serii krajowych antygenu, potwier-
dzily mozliwo$¢ uzycia OKAP w badaniach
rozpoznawezych na bruceloze (47). Badania nad
wartoscig rozpoznaweza tego odezynu s§ W na-
szej Pracowni kontynuowane.

2, Odezyn hemaglutynacji biernej (OHB)

Poza pracami autorow radzieckich i francu-
skich (8, 22, 36, 37, 38, 41, 43, 45) w pismien-
nictwie nie notuje sie wiekszego zainteresowa-
nia tym odezynem w odniesieniu do brucelozy.
Jednakze zachecajace wyniki badan cytowa-
nych wyzej autoréw sprawily, Zze grono eksper-
téw na sympozjum w Rabacie (12) zalecilo pro-
wadzenie badan nad wartoscia tego odezynu.

Gléwnym walorem OHB wydaje sie by¢
mozliwosé bardzo wezesnego wykrycia osobni-
kéw zakazonych w $wiezym ognisku brucelozy.
Jest to mozliwe dzieki duzej czulosci tej me-
tody. Renoux i wsp. (38), badajac zakazone do-
swiadezalnie brucelami 64 jatowki, stwierdzili
juz po dwéch dniach od zakazenia u wigkszos-
ci, a po 7 dniach u wszystkich zwierzat, miana
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OHB>>100, Miana te utrzymywaly sig przez
diuzszy okres czasu, a szezegolnie wysoki ich
poziom zbiegl sie z okresem wydzielania bru-
celi z drog rodnych oraz z ostatnim dniem
cigzy (miana>>1600). Natomiast w OA 1 oOwD
jedynie u 4 z wymienionych zwierzat wystapi-
ly zmienne miana dopiero po tygodniu od
zakazenia, Renoux (36) uzyskala wyniki, ktore
potwierdzaja wysoks czulo$¢ i swoistos¢ OHB
w badaniach zwierzat i ludzi oraz $wiadcezg o
mozliwodei régnicowania w tym odezynie jersi-
niozy i brucelozy.

Mozliwosé wezesnego wykryeia brucelozy
przy pomocy OHB jest szezegolnie wazna na
terenach wolnyeh od tej zoonozy. gdzie szybkie
sokalizowanie $wiezego ogniska i zapobiega-
nie rozprzestrzenianiu sig brucelozy jest zada-
niem podstawowym, wymagajacym radykal-
nych metod postgpowania. 7 tego tez wzgledu
w Pracowni Badania Brucelozy Instytutu We-
terynarii podjeto ostatnio proby przystosowa-

‘ nia OHB do wykrywania brucelozy w warun-

kach krajowych.

3. Testy do badania odpornosci typu ko=~
morkowego (OTK) '

Nowym kierunkiem w diagnostyce brucelozy
sq proby zastosowania testow do badania OTK.
Naleza do nich test transformacji limfoblasty-
cznej (TTL) i test zahamowania migracji leuko-
cytow (TZML).

Jak wiadomo OTK jest waznym mechaniz-
mem organizmu nha zakazenie drobnoustrojami
pasozytujacymi wewnatrzkomérkowo, do kto-
rych naleza rowniez brucele. Najwieksze zain-
teresowanie tym kierunkiem obserwuje sie W
USA, przy czym badania prowadzone sa glow-
nie w oparciu o TTL oceniany metodg izoto-
pPOWE.

TTL charakteryzuje wysoka swoistosé 1 ezu-
1oéé (19). Potwierdza to duza zgodno§é wynikow
tego tekstu z wynikami badan bakteriologicz-
nyeh (13, 14, 18, 19, 20). Kaneene i wsp. (19)
zbadali za pomoca TTL 21 sztuk bydla ujem-
nych w odezynach serologicznych, lecz pocho-
dzacych ze stada podejrzanego o bruceloze., W
ktérym wystepowala znaczna liezba seroreagen-
tow. U dwoch sztuk otrzymano wyniki TTL
wskazujace na zakazenie brucelozg i od obu izo-
lowano Br. abortus biotyp 1. Ponadto u osobni-
kow naturalnie zakazonych brucelami zawsze
obserwuje sie wyzszy indeks stymulujaey lim-
foeytow w porownaniu z osobnikami szczepio-
nymi Sy, i zdrowymi (13, 17, 18, 20,).

Wyniki badan Kaneene 1 wsp. (15, 17, 19, 20),
wskazuja na mozliwosc wykrycia za pomoca
TTL osobnikow bedacych we wezesnej fazie
zakazenia, niewykrywalnych tradyeyjnymi od-
czynami serologicznymi. Bydlo eksperymen-
talnie zakazone Br. abortus, szezep 2308, reago-
gowalo odpowiedzia typu komarkowego wykry-
walng w TTL po 1—2 tygoedniach od momentu
zakazenia, natomiast przeciwciala wykrywalne
w OA pojawily si¢ po uplywie 3 tyg. (17).
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Dotyczy to réwniez bydla zakazonego szczepami
terenowymi (20). Obok ostrej postaci brucelozy,
takze postaé przewlekls mozna ujawnié za po-
mocg TZML i TTL (17, 37, 40).

Stwierdzono wysoka korelacje miedzy wyni-
kami odeczynow serologicznych a wynikami
TTL u osobnikéw zakazonych, przy czym byla
ona wyzsza w badaniach calych grup zwierzat
niz u sztuk pojedynczych (13, 14, 18, 19, 29).
Nie stwierdzono natomiast takiej korelacji w
badaniach zwierzat szczepionych Sy i zdro-
wych (14, 18, 19, 20).

Z powodu dos¢ skapego jeszeze pismiennicwa
na tematy przydatnosci testéw do badania OTK
w diagnostyce brucelozy, trudno oceni¢ ich
przydatno$é w tym zakresie. Zdaniem Swider-
skiej {cyt. za 18) i Kaneene (19) zaréwno TTL,
jak 1 TZML stosowane moga by¢ jako testy
dodatkowe w rozpoznawaniu brucelozy ludzi
i zwierzat. Szersze ich stosowanie jest ogra-
niczone do$§¢ skomplikowang procedurg wyko-
nywania oraz faktem, ze uzywana tw nich pelna
krew musi by¢ wykorzystana do izolacji zy-
wych limfocytéw w ciagu 2 godzin. W USA,
gdzie w dalszym ciggu stosuje sie szczepionke
Siy, TTL uzywany jest do odrézniania prze-
trwatych mian poszczepiennych od naturalnego
zakazenia (16). Nyegers i Telegdy (31) proponu-
ja wykorzystanie TZML do wykrywania pod-
ostre] 1 chronicznej brucelozy u ludzi jako testu
bardziej bezpiecznego, niz skdérny test alergi-
czny.

Na zakonczenie nalezy stwierdzi¢, ze po uz-
naniu kraju za wolny od brucelozy, sposrod
omawianych odczynéw racjonalne bytoby wpro-
wadzenie OKAP do badan rutynowych. Poz-
woliloby to na znaczne uproszczenie i obnizenie
kosztéw diagnostyki tego schorzenia. Osob-
niki reagujace dodatnic w OKAP bylyby na-
stepnie badane w OA i OWD oraz w miare
potrzeby takze w wystandaryzowanych juz w
kraju dodatkowych odezynach aglutynacyj-
nych: antyglobulinowym (OAG) i z 2-merkap-
toetanolem (OME). Pozostale testy moglyby byé
wykorzystane w badaniach odwolawczych, wy-
konywanych w wyspecjalizowanych placéw-
kach, dla wyjasnienia bardziej zlozonych przy-
padkéw.
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AUGUSTINE P. C.: Wplyw polijondw, Ca*+ i enzyméw
na przenikanie sporozoitéw Eimeria meleagridis do
komorek hodowli {kankowej. (Effect of peolyions,
Cat+ and seme enzymes on peneilration of cullured
ceels by Eimeria meleagridis sporozoites). J. Parasitol.
66, 498—500, 1980 (3).

Hodowle komdrek nerki indykéw po eksponowaniu
na poly-l-histydyne, poly-l1-lizyne, jony wapnia, iryp-
syne lub chymotrypsyne zarazeno sporozoitami Ei-
meria meleagridis. Po 20 minutach po zarazeniu ho-
dowle poddane dzialaniu polijonéw i jonéw wapnia
zawieraly mniejsze ilosci sporozeitéw w poréwnaniu
do kontroli, Wraz ze wzrostem stezenia poly-l-histy-
dyny lub chymotrypsyny spadala liczba sporozoitow
wewnatrz komérek hodowli tkankowej. Jednakze po
2 godzinnej inkubacji zaréwno w hodowlach ekspono-
wanych jak i w kontrolach wystepowaly identyczne
ilosci wewnatrzkomérkowych sporozoitow. Poddanie
hodowli tkankowej dzialaniu DEAE dekstranu, hepary-
ny, siarczanu dekstranu lubk trypsyny nie wplywalo w
istotny sposéb na przenikanie sporozoitéw zaréwno po
20 minutowej jak i 2 godzinnej ekspozycji. .
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