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ZAGROZENIE GORACZKA Q ORAZ BRUCELOZA U ZWIERZAT
I LUDZI JAKO SKUTEK WZROSTU MIEDZYNARODOWEGO
OBROTU HANDLOWEGO

Streszczenie

Goraczka Q i bruceloza stanowig istotny problem zdrowotny ludzi i zwierzat.
Badania w kierunku goraczki Q wykonywano odczynem wigzania dopet-
niacza (OWD). W celu potwierdzenia obecnosci DNA C. burnetii w badanej
probce stosowano metode PCR w odmianie klasycznej i w czasie rzeczywi-
stym (real-time PCR). W diagnostyce brucelozy bydta stosowano odczyn
kwasnej aglutynacji ptytowej (OKAP), OWD, i-ELISA oraz odczyn fluorescen-
cji w Swietle spolaryzowanym - (FPA). W odniesieniu do badan wykonanych
w kierunku goraczki Q u bydta, stwierdzono od roku 2009 n=27 wynikow
dodatnich testem OWD, w roku 2010 liczba wynikéw dodatnich podwoita
sie i stwierdzono n=54 wyniki dodatnie. W kolejnych latach uzyskano odpo-
wiednio n=177 (2011), n=51 (2012) oraz n=12 (2013) wynikéw dodatnich.
Analiza materiatu genetycznego testem PCR w kierunku C. burnetii w bada-
nych prébkach wykazata obecnos¢ specyficznego DNA odpowiednio w n=3
(2011) i jednej prébce (2012). Na podstawie badan serologicznych wykona-
nych w kierunku brucelozy bydta stwierdzono w latach 2009 i 2011 po 13
wynikéw dodatnich, w 2010 za serologicznie dodatnie uznano n=34 sztuki
bydta. W roku 2012 liczba zwierzat serologicznie dodatnich wyniosta n=17,
w roku 2013 zanotowano jedynie n=5 wynikow dodatnich w odczynach se-
rologicznych. Badania bakteriologiczne jak i badania molekularne wykony-
wane technika PCR, nie wykazaty obecnosci pateczek Brucella.

Stowa kluczowe: bruceloza, gorgczka Q, diagnostyka, obrét miedzynarodowy

Wstep

Goraczka Q stanowi wciagz istotny problem zdrowotny ludzi i zwierzat.
Jest ona zakazng i zarazliwg chorobg zwierzat domowych i dzikich, stwier-
dzang na wszystkich kontynentach, ktéra przenosi sie czesto na cztowieka
powodujac masowe zachorowania [Gilsdorf i in. 2005]. U ludzi jest ona cho-
robg epidemiczng, o mato charakterystycznych objawach, czesto grypopo-
dobnych, dotyczacych ptuc, watroby, serca i nerek. Najczestszymi objawami
goraczki Q sa: dreszcze, podwyzszenie cieptoty wewnetrznej ciata, bole gto-
wy i mie$ni [Arricau-Bouvery i in. 2005].

Bruceloza jest chorobg zakazng o duzym znaczeniu ekonomicznym, epizo-
otycznym i epidemiologicznym wystepujaca zaréwno u zwierzat jak iu ludzi.
Czynnikiem etiologicznym tej jednostki chorobowej sg pateczki z rodzaju Bru-
cella, wsrod ktorych najistotniejsze znaczenie u zwierzat gospodarskich maja: B.
abortus bedace przyczyng brucelozy bydta, B. suis odpowiedzialne za bruceloze
$win oraz B. melitensis, bedace przyczyna brucelozy owiec i kdz [Corbel 1997].
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W Polsce pierwsze ognisko goraczki Q zostalo rozpoznane w 1956 r.
w miejscowosci Owczary w woj. nowosgdeckim. Od tej pory notowano
w kraju jeszcze kilka ognisk tej choroby, zaréwno uludzi jak izwierzat.
Wiekszos$¢ zarejestrowanych przypadkow dotyczy zwierzat (owce, bydto,
kozy) lub surowcéw od nich pochodzacych (skoéry i wetna) importowanych
do Polski [Niemczuk i in. 2011]. Wraz ze wzrostem miedzynarodowego ob-
rotu handlowego zwierzetami i produktami pochodzenia zwierzecego ist-
nieje w Polsce state zagrozenie wystgpienia gorgczki Q. Tym bardziej, Ze jej
endemiczne ogniska stwierdzane sg u naszych sgsiadéw [Dorko iin. 2010].
Wartym uwagi jest fakt, ze Polska, jako jeden z nielicznych krajéw wprowa-
dzita od czerwca 2010 r. program monitorowania wystepowania gorgczki Q
u przezuwaczy, zgodnie z zasadami okreSlonymi w rozporzadzeniu Ministra
Rolnictwa i Rozwoju Wsi, z dnia 17 grudnia 2004 r.,, w sprawie okreslenia
jednostek chorobowych, sposobu prowadzenia kontroli oraz zakresu badan
kontrolnych zakazen zwierzat (Dz. U. Nr 282 poz. 2813 z pdzn. zm.).

W Polsce, w latach powojennych problem brucelozy byt w przewazaja-
cym stopniu ograniczony do brucelozy bydta. Odnotowano tez kilka przypad-
koéw wystgpienia zakazen wywotywanych przez B. ovis oraz B. suis. W latach
1948-1956 badano rocznie od 41 do 350 tysiecy sztuk bydta hodowanego
w gospodarstwach panstwowych. Odsetek reakcji serologicznych u bydta wa-
hat sie w poszczeg6lnych latach od 7,2 do 22,8%), a liczba zakazonych zwie-
rzat wynosita od 1,1 do 2,1%. Z dniem 1 grudnia 1980 r. terytorium Polski
zostato uznane za urzedowo wolne od brucelozy bydta. Odsetek zakazonych
zwierzat wynosit wtedy mniej niz 0,5%, a zakazonych gospodarstw mniej
niz 0,2%. W 2006 r. Decyzjg Komisji 2006/169/WE z dnia 21 lutego 2006 .
urzedowo uznano Polske za wolng od brucelozy (B. melitensis), aw 2009 r.,
Decyzja Komisji 2009/600/WE z dnia 5 sierpnia 2009 r. oficjalnie wolng od
brucelozy bydta. W Polsce (stan na 24 czerwca 2014 r.) bruceloza znajduje
sie na liscie chorob zakaznych zwierzat podlegajacych obowigzkowi zwalcza-
nia, podlega zakazowi szczepien a pateczki Brucella stanowig odzwierzecy
czynnik chorobotwdrczy podlegajgcy monitorowaniu, zgodnie z zatgcznika-
mi Ustawy z dnia 11 marca 2004 r. o ochronie zdrowia zwierzat oraz zwal-
czaniu chorob zakaznych zwierzat (Dz. U. 2004 nr 69 poz. 625 z p4zn. zm.).

Goraczke Q wywotuje C. burnetii, drobnoustrdj pleomorficzny, pozba-
wiony mozliwosci ruchu. Jest Gram-ujemny, ale niekiedy barwi sie Gram-do-
datnio. Opisano trzy formy morfologiczne C. burnetii: pierwszg, okreslang,
jako wiekszy wariant komérkowy (large cell variants - LCV) (0,4 - 1,0 um);
druga, okreslang jako mniejszy wariant komdérkowy (small cell variants SCV)
(0,2 - 0,4 um) oraz maty wariant komoérkowy tzw. small dense cells (SDC).
Ta ostatnia forma nigdy nie wystepuje w postaci odrebnych komoérek lecz
towarzyszy wariantowi SCV, stanowigc najprawdopodobniej jego etap po-
$redni (Arricau-Bouvery iin. 2005). Gtéwnym rezerwuarem i Zrédiem za-
kazenia, zwtaszcza w ognisku przyrodniczym, jest ok. 40 gatunkdw kleszczy
przekazujacych transowarialnie zarazki z pokolenia na pokolenie. Kleszcze
odgrywaja zasadnicza role w utrzymaniu C. burnetii w Srodowisku. Do ich
zakazenia dochodzi po spozyciu krwi zakazonego ssaka, znajdujgcego sie
w okresie bakteriemii. Drobnoustroje namnazajg sie gléwnie w komérkach
nabtonkowych jelita Srodkowego kleszcza, nastepnie penetrujg Sciane jelita,
hemocyty i tkanke tgczng narzadéw wewnetrznych. Atakowane sg komorki
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hypodermalne i jajnikowe oraz pecherzyki gruczotow Slinowych. Zakazenie
u kleszczy ma zazwyczaj charakter uogoélniony, a rozprzestrzenianie sie za-
razkéw odbywa sie poprzez hemocyty. Raz zakazony kleszcz staje sie nosi-
cielem C. burnetii przez cate zycie. Bakterie z rodzaju Coxiella po wniknieciu
do organizmu fagocytowane sg przez komorki zerne gospodarza, gtéwnie
makrofagi. W fagolizosomach dochodzi do ich namnazania, po czym prze-
petione nimi komoérki pekaja, rozsiewajac patogeny po catym organizmie.
NajczeSciej u zwierzat Coxiella burnetii usadawiajg sie w ptucach, gruczole
mlekowym, jadrach, weztach chtonnych, zwtaszcza w weztach nadwymie-
niowych oraz macicy i tozysku. Proces chorobowy moze przenosic sie row-
niez na watrobe i uktad krazenia [Bildfell i in. 2000]. Poczatkowo wystepu-
je, zwykle niezauwazalne, nieznaczne podwyzZszenie cieptoty wewnetrznej
ciata, utrzymujace sie przez kilka dni. Ponadto stwierdza sie stan zapalny
gatek ocznych, objawiajacy sie wiekszg iloScig ptynu surowiczo-Sluzowego
wyptywajacego z worka spojowkowego i nosa. Wymienione objawy ogdlne
nie dajg jednak podstawy do podejrzewania goraczki Q. Na istnienie choroby
u zwierzat wskazywac moze dopiero fakt licznych zachorowan w tym samym
siedlisku u ludzi, z objawami przypominajgcymi ostrg grype, tak jak miato
to miejsce w 2005 r. w Niemczech [Gilsdorf iin. 2008]. CzeSciej natomiast
dochodzi do przedwczesnych porodéw iporonien uzwierzat, a wowczas
w tozysku, wodach ptodowych lub narzadach wewnetrznych poronionych
ptodéw stwierdza sie obecnos$¢ C. burnetii [Muskens iin. 2012]. W tozysku
zakazonych zwierzat mozna wowczas zaobserwowac obrzeki oraz lokalne
wylewy krwawe. Dalszy przebieg choroby zalezy od stopnia zjadliwosci za-
razka i stanu odpornosci zwierzat. W przypadku nasilenia choroby dotaczaja
sie objawy w postaci zapalenia ptuc, wymienia oraz stawoéw [Lepe i in. 1999].

Drobnoustroje zrodzaju Brucella s3 Gram-ujemnymi, nieurzesionymi
i nieruchomymi pateczkami o wymiarach 0,4-0,8 x 0,6-3,0 um, niewytwa-
rzajagcymi przetrwalnikéw. W preparatach mikroskopowych uktadajg sie
przewaznie pojedynczo, moga réwniez tworzy¢ pary zwrdcone ku sobie jak
i uktadac sie w tancuchy lub mate skupiska. Optymalng temperaturg wzrostu
drobnoustroju jest 37°C w atmosferze zawierajgcej 5-10% CO, z wytgcze-
niem biotypu 5 i biotypu 6 B. abortus oraz B. ovis. Do zakazenia u zwierzat
dochodzi na skutek spozycia zanieczyszczonej pateczkami Brucella paszy
lub wody jak réwniez przeniesienia drobnoustroju droga ptciowa podczas
naturalnego krycia oraz zabiegéw inseminacyjnych i ginekologicznych. Moz-
liwe jest przenikniecie pateczek Brucella poprzez btony Sluzowe, spojowki
oraz rany. U bydta do zachorowania dochodzi najczeSciej poprzez zjadanie
tozyska po porodzie, zawierajacego duzg ilo$¢ pateczek Brucella. U $win,
podobnie jak u bydta, do infekcji dochodzi najczesciej po spozyciu skazone;j
paszy, poprzez uszkodzong skére lub btony sluzowe. Lochy ulegaja zakaze-
niu podczas krycia. Sam drobnoustrodj jest przenoszony z gospodarstwa do
gospodarstwa lub nawet z kraju do kraju gtéwnie przez zwierzeta wolnozy-
jace oraz gospodarskie niewykazujgce objawéw chorobowych (Becker i in.
1978; Garin-Bastuji i in. 1999). U bydta zmiany chorobowe dotycza przede
wszystkim narzadow rodnych, a najczeSciej wystepujacym objawem jest ro-
nienie, ktére moze nastgpi¢ w kazdym okresie cigzy, przewaznie jednak ma
miejsce w 3 trymestrze. W poczatkowym okresie cigzy, gdy ptéd zostaje wy-
dalony wraz z btonami ptodowymi, choroba pozostaje niezauwazona. U sam-
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cow pateczki Brucella wywotujg zapalenie jader, najadrzy i nasieniowodow.
Zapalenie jadra (najczeSciej jednego) ma poczatkowo charakter ostry, prze-
chodzacy pézniej w proces przewlekty. Zmianie tej towarzyszy powiekszanie
sie masy jadra, wynikajgce ze zmian proliferacyjnych, tworzenie ognisk rop-
nych, martwicowych oraz obrzekéw. Dochodzi takze do zgrubienia powrodz-
ka nasiennego i obrzeku najadrzy. W tym czasie zwierze regularnie wydala
pateczki Brucella wraz z nasieniem, prowadzgc do rozprzestrzeniania cho-
roby. U samic, gdy infekcja dotyczy jedynie weztow chtonnych zlokalizowa-
nych w obrebie wymienia, nastepuje wydalanie pateczek Brucella z mlekiem.
Charakterystyczne dla brucelozy jest rowniez zapalenie stawéw konczyn,
przede wszystkim kolanowych i nadgarstkowych a takze pochewek Sciegni-
stych i kaletek maziowych, powodujace kulawizny. Ponadto pateczki Brucella
cechujg sie osteotropizmem, prowadzacym do umiejscowienia sie procesu
chorobowego w kosciach konczyn oraz kregostupie, co powoduje, oprocz
wspomnianych wyzej kulawizn, takze porazenia i obrzeki. Najbardziej nara-
zone na zakazenie pateczkami Brucella sa osoby majace bezposredni kontakt
z chorymi zwierzetami (lekarze i technicy weterynarii, obstuga zwierzat). Do
zachorowan dochodzi najczesciej po kontakcie z zakazonym tozyskiem, po-
ronionymi ptodami, wydzielinami z drég rodnych, przy wykonywaniu zabie-
gow ginekologiczno-potozniczych. Na zakazenie narazeni sg tez pracownicy
laboratoriow diagnostycznych, zajmujacy sie izolacja i identyfikacjg pateczek
Brucella. Do zachorowania dochodzi takze po spozyciu mleka i przetworéw
mlecznych niepoddanych obrébce termicznej, co gtdbwnie ma miejsce w kra-
jach basenu Morza Srodziemnego i dotyczy pateczek B. melitensis.

Materiatl i metody badan

Badanie mikrometoda OWD w kierunku goraczki Q wykonano zgodnie
z Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestial Animals [Manual
OIE 2012]. Za miano graniczne przyjeto rozcienczenie surowicy - 1:10. Przed
kazdym badaniem przeprowadzono kontrole wewnatrzlaboratoryjng. Wy-
konano mianowanie antygenu wobec surowicy kontrolnej pozytywnej oraz
sprawdzono aktywno$¢ pozostatych reagentéw uzytych w odczynie, celem
stwierdzenia ich zgodnosci z deklaracja producentéw. Prébki badanych su-
rowic, w ktorych wystapita petna hemoliza interpretowane byty jako ujem-
ne, tzn. nie zawierajace przeciwciat anty-C. burnetii. Probki, w przypadku
ktérych stwierdzono zahamowanie hemolizy oceniane na co najmniej (++)
w rozcienczeniu surowicy 1/10, interpretowane byty jako dodatnie. Bada-
nia wykonano z wykorzystaniem dwdch antygendéw specyficznych dla fazy
[i1l antygenu C. burnetii. 1zolacje DNA z badanego materiatu biologicznego
przeprowadzano przy zastosowaniu komercyjnego zestawu QIAamp DNA
Mini Kit (Qiagen), zgodnie z rekomendacja producenta. Wyizolowany DNA
wykorzystywano do badan poré6wnawczych metoda real-time PCR i PCR. Re-
akcje real-time PCR przeprowadzono w aparacie 7500 Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems), z wykorzystaniem pary starteréw: CoXbS (5’
GTA GCC CGA TAA GCA TCA AC 3’) oraz CoxAs (5’GCA TTC GTA TAT CCG GCA
TC 3’) komplementarnych dla fragmentu DNA specyficznego dla C. burnetii
(IS1111). Mieszanine reakcyjng o objetosci 20 ul stanowito: 2,5 ul 10 x ste-
zonego buforu PCR; 2,0 ul 50 mM MgCl; 2,0 ul 10 mM dNTPs; 2,0 pl kazdego
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ze starterow o koncentracji 10 pmoli; 0,75 pl 10 umoli sondy (CoxP: FAM-T-
CA TCA AGG CAC CAA TGG TGG CCA-TAMRA); 8,5 ul wody wolnej od DNAzy
i RNAzy oraz 0,25 pl Taq polimerazy (5U/ul), do ktérej dodawano 5 pl matry-
cy DNA. Po procesie wstepnej denaturacji w temp. 94°C przez 2 min. reakcja
real-time PCR obejmowata 45 nastepujacych po sobie cykli, z ktérych kaz-
dy sktadat sie z nastepujacych etapow: denaturacja nici DNA w temp. 94°C
przez 15 sek. oraz przytaczanie starteré6w i wydtuzanie nici DNA w temp.
60°C przez 30 sek. Pomiar fluorescencji mieszaniny reakcyjnej wykonywa-
no w czasie rzeczywistym na etapie wydtuzania nici komplementarnych do
matrycy DNA. Kontrole dodatnig DNA zar6wno w przypadku PCR jak ire-
al-time PCR stanowit certyfikowany materiat odniesienia (Genekam), nato-
miast kontrolg ujemng byta mieszanina reakcyjna zawierajgca wode wolng
od DNAzy i RNAzy w miejsce badanej préobki DNA. Ponadto, dla kazdej reak-
cji real-time PCR i PCR przeprowadzano kontrole ekstrakcji DNA (w miejsce
badanego materiatu w procesie ekstrakcji dodawano wode redestylowang).
Reakcje PCR przeprowadzano z wykorzystaniem starterow CoxP4 (5° TTA
AGG TGG GCT GCG TGG TGA TGG 3") oraz CoxM9 (5° GCT TCG TCC CGG TTC
AAC AAT TCG 3’) specyficznych dla C. burnetii, umozliwiajacych amplifikacje
fragmentu o dtugos$ci 448 pz. Mieszanine reakcyjng o objetosci 48ul stanowi-
to: 5 ul 10 x stezonego buforu PCR; 2,0 ul 50 mM MgCl,; 1,0 ul 10 mM dNTPs;
1,25 pl kazdego ze starteré6w o koncentracji 20 pmoli; 37,40 pl wody wolnej
od DNAzy i RNAzy oraz 0,1 pl Taq polimerazy (5U/ul); do ktérej dodawano
2 pl matrycy DNA. Reakcja PCR obejmowata 40 cykli, na ktére sktadaty sie:
denaturacja wstepna (96°C, 60 sek.); denaturacja (96°C, 60 sek.); przytacza-
nie starteréw (65°C, 60 sek.); wydtuzanie tancucha (72°C, 60 sek.); koncowe
wydtuzanie fanicucha (72°C, 60 sek.). Rozdziat produktéw amplifikacji prze-
prowadzono w aparacie do elektroforezy (Bio-Rad), w 1 % Zelu agarozowym
barwionym bromkiem etydyny, w czasie 35 min., przy statym napieciu 150
V. Wielkos$¢ produktu amplifikacji oceniano poréwnujac go do markera masy
molekularnej (Fermentas).

Testy stosowane w laboratoryjnej diagnostyce brucelozy wymienio-
ne zostaty zar6wno w Aneksie C do Dyrektywy 64/432/EWG jak réwniez
w wytycznych OIE (Manual OIE, 2012). OIE zaleca w diagnostyce brucelozy
bydia uzycie zbuforowanych testow z antygenem brucelozowym (ang. Buf-
fered Brucella Antigen Test, BBAT), ktorego odmiang jest odczyn kwasne;j
aglutynacji ptytowej (OKAP) (ang. Rose Bangal Test, RBT). Ponadto zaleca-
ne sg odczyn wigzania dopetniacza - OWD (ang. Complement Fixation Test,
CFT), i-ELISA i odczyn fluorescencji w Swietle spolaryzowanym - FPA (ang.
Fluorescence Polarisation Assay). Z drugiej strony Unia Europejska w Anek-
sie C do Dyrektywy 64/432/EWG wymienia BBAT, OWD, i-ELISA, FPA, probe
pierScieniowg z mlekiem oraz niewymieniany w Manual OIE (2012) odczyn
aglutynacji probéwkowej - OA (ang. Serum Agglutination Test, SAT). Wyko-
nanie odczynéw serologicznych oraz interpretacje wynikow przeprowadzo-
no zgodnie z wytycznymi OIE (Manual OIE, 2012). Odczyn OME wykonywa-
no wg instrukcji opracowanej przez Krolaka i Stryszaka (1979), natomiast
OAG wg Wisniowskiego i wsp. (1978).

Prébki materiatu biologicznego poddawano badaniu bakteriologiczne-
mu w kierunku izolacji pateczek Brucella. W tym celu materiat pochodzacy
od bydta inkubowano na podtozu statym (SDA-SS) oraz ptynnym SDB za-
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wierajagcym suplement selektywny (SDB-SS) wtemp. 37°C w atmosferze
z dodatkiem CO,. Co najmniej jeden raz w tygodniu przesiewano z SDB-SS
na SDA-SS i obserwowano w kierunku wzrostu pateczek Brucella. Przesiewy
z pozywKki ptynnej na statg wykonywano przez 6 tygodni. Natomiast w przy-
padku materiatu pochodzacego od $win, posiew wykonywano bezposrednio
na pozywke statg (SDA-SS) i obserwowano w ciggu okoto 7-14 dni. W przy-
padku stwierdzenia obecnosci typowych kolonii dla rodzaju Brucella, wyko-
nywano test aglutynacji szkietkowej z surowicami anty-Brucella oraz test na
oksydaze. Nastepnie wykonywano preparat mikroskopowy, ktéry barwio-
no metodg Grama, sprawdzano aglutynacje z surowicami monowalentnymi
anty-A i anty-M, jak rowniez wytwarzanie katalazy, oceniano wzrost w at-
mosferze zawierajacej CO,, wytwarzanie siarkowodoru i ureazy, wzrost na
pozywce zawierajacej fuksyne zasadows3 i tionine oraz wrazliwo$¢ na bakte-
riofagi. Na tej podstawie dokonywano oceny przynaleznos$ci gatunkowej oraz
przeprowadzano biotypowanie badanego izolatu.

Wyniki badan i omdéwienie

Rozpoznawanie goraczki Q na podstawie objawo6w klinicznych lub obra-
zu sekcyjnego jest bardzo trudne i praktycznie niemozliwe. Zwtaszcza, Ze ob-
jawy kliniczne u zwierzat zakazonych C. burnetii nie wystepuja zbyt czesto.
W celu zdiagnozowania choroby niezbedne jest wykonanie wtasciwych ba-
dan laboratoryjnych. Potwierdzenie lub wykluczenie obecnosci przeciwciat
anty-C. burnetii w stadzie mozliwe jest poprzez przeprowadzenie badan se-
rologicznych. Zgodnie z wytycznymi zawartymi w Manual of Diagnostic Tests
and Vaccines for Terrestial Animals wydanym przez OIE, aktualnie obowig-
zujacy i akceptowang metodg diagnostyki serologicznej goraczki Q, szczegol-
niew obrocie miedzynarodowym zwierzat, jest odczyn wigzania dopetniacza
(OWD). Do metod alternatywnych, stosowanych w diagnostyce tej choroby,
zalicza sie metode ELISA oraz test immunofluorescencji posredniej (IFA),
rzadziej natomiast aglutynacje w rurkach kapilarnych, odczyn neutraliza-
cji toksyn czy precypitacje w zelu agarozowym [Russet iin. 2007]. Metody
ELISA i IFA wykazuja wieksza czuto$¢ w poréwnaniu do OWDw przypadku
ostrej fazy choroby, kiedy dominujg przeciwciata klasy IgM, ale charakte-
ryzuja sie znacznie mniejszg czutoscig w przypadku wystepowania postaci
chronicznej (np. u ronigcych kréw), w czasie ktorej stwierdza sie przeciwcia-
ta klasy IgG [Sidi-Boumedine i in. 2010]. Duzym problemem w interpretacji
wynikéw badan serologicznych stanowig reakcje krzyzowe, ktore wystepuja
pomiedzy C. burnetii, Bartonella quintana, Legionella pneumophila i Legio-
nella micdadei [Dyer iin. 1988]. Niektére zakazone zwierzeta moga byc¢ se-
ropozytywne, ale nie sg siewcami C. burnetii. Notowane sg takze przypadki,
gdy zwierze jest seronegatywne, ale jest siewcga tego drobnoustroju. Szybka
i czutg technikg wykrywania siewcéw C. burnetii jest metoda PCR w odmia-
nie klasycznej i w czasie rzeczywistym (real-time PCR). Techniki te umozli-
wiajg potwierdzenie obecnosci DNA patogenu w badanej probce. Materiat
do badan hodowlanych oraz molekularnych stanowi¢ mogga: wycinki z na-
rzagdow wewnetrznych poronionych ptodow, fragmenty tozyska, wymazy
z drog rodnych, nasienie, krew petna lub wycinki z narzagdéw wewnetrznych
pobrane w czasie sekcji zwierzecia. Nalezy podkresli¢, ze w przypadku bada-
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nia materiatu biologicznego metodami molekularnymi, kiedy liczba komoérek
bakteryjnych w badanej probce jest niewielka, nalezy zastosowac technike
real-time PCR, ktora charakteryzuje sie wyzsza czuto$cig w poréwnaniu do
klasycznej jednostopniowej reakcji PCR [Niemczuk iin. 2011]. Metoda PCR
i real-time PCR s3 w stanie potwierdzi¢ obecno$¢ sekwencji DNA specyficz-
nej dla patogenu, ale nie rozrdzniajg, czy pochodzi z zywych czy martwych
komorek bakteryjnych. Mozliwe jest to dopiero po zastosowaniu metody ho-
dowlanej z wykorzystaniem linii komdrkowych oraz préby biologicznej na
zarodkach kurzych. Nalezy jednak podkresli¢, ze techniki te sa skompliko-
wane i bardzo czasochtonne, ponadto wymagaja specjalistycznych, izolowa-
nych pomieszczen III klasy bezpieczenstwa mikrobiologicznego oraz perso-
nelu o potwierdzonych kompetencjach [Arricau-Bouvery i in. 2005]. Dlatego
tez wykonywane sg najczeSciej w krajowych laboratoriach referencyjnych,
a w celach diagnostycznych stosuje sie je tylko wtedy, gdy metody serologicz-
ne i molekularne dajg niezadawalajgce wyniki.

W odniesieniu do badan wykonanych w kierunku goraczki Q u bydta,
stwierdzono od roku 2009 n=27 wynikow dodatnich testem OWD, w roku
2010 liczba wynikéw dodatnich podwoita sie i stwierdzono n=54 wyniki
dodatnie. W kolejnych latach uzyskano odpowiednio n=177 (2011), n=51
(2012) orazn=12 (2013) wynikoéw dodatnich. Analiza materiatu genetyczne-
go testem PCR w kierunku C. burnetii w badanych prébkach wykazata obec-
nos¢ specyficznego DNA odpowiednio w n=3 (2011) i jednej prébce (2012).

Podstawowa diagnostyka brucelozy opiera sie na badaniach serolo-
gicznych, jednak ze wzgledu na ich posredni charakter, istnieje ryzyko wy-
stgpienia zaréwno wynikéw fatszywie ujemnych jak i fatszywie dodatnich.
Polska uznana jest za kraj urzedowo wolny od brucelozy bydia oraz bruce-
lozy owiec i koéz. Ostatni przypadek izolacji B. abortus w Polsce miat miej-
sce przed 1980 r.,, B. melitensis nie izolowano nigdy, a przypadki brucelozy
u $win w Polsce miaty miejsce w 1994 r. (woj opolskie) iw 1999 r. (woj.
kujawsko-pomorskie). Nasz kraj wcigz zobligowany jest do prowadzenia
badan monitorujacych zakazenia pateczkami Brucella u bydta oraz, w mniej-
szym zakresie, owiec i kdz. W pewnych sytuacjach (obrét zwierzetami, po-
zyskiwanie nasienia) badania sg prowadzone takze w odniesieniu do swin
oraz innych gatunkéw zwierzat. Z tego tytutu wciagz zdarzajg sie dodatnie
wyniki badan serologicznych. W przypadku bydta KLRB dokonuje kilkuset
potwierdzajacych badan rocznie w celu wykrycia swoistych przeciwciat an-
ty-Brucella, a w przypadku dodatnich wynikéw serologicznych, prowadzone
sg badania w kierunku obecnoSci pateczek Brucella w badanym materiale.
Najpowazniejszym ograniczeniem stosowania metod serologicznych oraz
wtlasciwej interpretacji uzyskanych wynikéw sg reakcje krzyzowe na tle za-
kazen Y. enterocolitica 0:9 oraz E. coli 0157:H7 [Hilbink i in. 1995; Jungensen
iin. 2006]. Majgc na wzgledzie niedoskonato$¢ metod serologicznych, juz
wiele lat wczesniej Szulowski i wsp. (2001) zaproponowali przyjecie kryte-
riow pozwalajacych, w pewnym zakresie, na odréznienie rzeczywistych za-
kazen od reakcji krzyzowych w serologicznej diagnostyce brucelozy u swin.
Do tych kryteriow nalezy zaliczy¢ konieczno$¢ badania surowic zwierzat po
uptywie 30 dni, ocene odpowiedzi immunologicznej innych zwierzat w sta-
dzie, wartosci mian przeciwciat w OA i OWD, obecnos$¢ przeciwciat niepod-
dajacych sie inaktywacji 2-merkaptoetanolem oraz charakter utrzymywania
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sie przeciwcial anty-Brucella. Same wyniki badan serologicznych, pomimo
Swiadomosci istnienia powyzszych kryteriow, mogg by¢ trudne do zinterpre-
towania. Petne potwierdzenie zakazenia mozliwe jest jedynie w przypadku
wyizolowania w badaniu bakteriologicznym pateczek Brucella.

Coraz czestsze zastosowanie w diagnostyce brucelozy znajdujg testy
PCR, pozwalajace na zidentyfikowanie rodzaju Brucella, jak rowniez poszcze-
gblnych gatunkéw tych pateczek oraz umozliwiajace ocene pokrewienstwa
izolatow (Fekete iin. 1990). Biorgc pod uwage zalety techniki PCR, do kto-
rych nalezy wysoka specyficznos$¢, czesto przewyzszajaca metody hodowla-
ne, nalezy wspomnie¢ o ograniczeniach jakie niosg za sobg testy PCR, wy-
nikajace zryzyka uzyskiwania zaréwno wynikéow fatszywie ujemnych jak
i fatszywie dodatnich. Te pierwsze wynikaja przede wszystkim z obecnosci
inhibitoréw polimeraz, ktére zawarte sg w prébkach pochodzenia tkankowe-
go. Wykazano, ze zaréwno zelazo (hem), sole z6tci, albuminy, biatka mleka
oraz jony magnezu mogg dziata¢ hamujgco na aktywnos$¢ tancuchowej poli-
merazy. Na poprawnos$¢ przeprowadzenia PCR wptywa takze ilo$¢ uzytego
DNA. Paradoksalnie, zbyt duza ilo§¢ moze generowac wyniki fatszywie ujem-
ne. Z kolei wyniki falszywie dodatnie, obserwowane co prawda znacznie rza-
dziej, wynikajg z obecnosci u innych niz poszukiwane drobnoustroje genow,
ktdérych sekwencje odpowiadajg sekwencji przytaczanych starterow. Moze to
spowodowac powstanie niespecyficznych amplikonéw o wielkosci r6znej od
spodziewanego produkt reakcji PCR. Z drugiej strony znacznie trudniejszym
do wykrycia jest produkt niespecyficzny, odpowiadajacy wielko$cig poszuki-
wanemu amplikonowi [Fredriksson-Ahomaa i in. 2001].

Na podstawie badan serologicznych wykonanych w kierunku brucelozy
bydta stwierdzono w latach 2009 i 2011 po 13 wynikéw dodatnich, w 2010
za serologicznie dodatnie uznano n=34 sztuki bydta. W roku 2012 liczba
zwierzat serologicznie dodatnich wyniosta n=17, w roku 2013 zanotowano
jedynie n=5 wynikéw dodatnich w odczynach serologicznych. Badania bak-
teriologiczne jak i badania molekularne wykonywane technikg PCR, nie wy-
kazaty obecnosci pateczek Brucella w badanych prébkach jak i materiatu ge-
netycznego pochodzacego od tych drobnoustrojéw. RozbieznoSci pomiedzy
wynikami dodatnimi w odczynach serologicznych a matg liczbg wynikéw
dodatnich w badaniach PCR (goraczka Q) oraz ich braku (bruceloza) wyni-
ka¢ moze przede wszystkim ze zjawiska reakcji krzyzowych w odczynach
serologicznych, pomiedzy drobnoustrojami wykazujagcymi podobng budowe
antygenowa, np. C. burnetii i Bartonella quintana lub Legionella pneumophila
oraz Brucella spp. a Yersinia enterocolitica 0:9 lub Escherichia coli 0157.

Podsumowanie

Zakazenia wywotywane przez C. burnetii oraz pateczki Brucella maja
czesto asymptomatyczny charakter a zjawisko reakcji krzyzowych powoduje
spore trudnos$ci diagnostyczne. Z drugiej strony dane dotyczace stwierdza-
nia ognisk goraczki Q i brucelozy w Europie iryzyko ich przeniesienia do
Polski w zwigzku ze wzrostem miedzynarodowego obrotu handlowego sa-
mymi zwierzetami jak i uzyskiwanymi od nich produktami, zwracajg uwage
na fakt, iz jest to problem bardzo aktualny.
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