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Diagnostyka laboratoryjna gruzlicy bydlecej
u zwierzat wolno zyjacych z uwzglednieniem
Zubrow
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Laboratory diagnostics of bovine tuberculosis in wildlife including bison

Abstract: Free-ranging wild animals have been the subject of researches for years. Bovine
tuberculosis, Johne’s disease (paratuberculosis), yersiniosis, leptospirosis, brucellosis, anthrax,
salmonellosis and colibacteriosis are the most common bacterial diseases in wildlife. The
causative agent of bovine tuberculosis is Mycobacterium bovis — the member of the
Mycobacterium tuberculosis complex group (MTC). Polish researchers indicate that bovine
tuberculosis in bison used to be and still is evidenced in Poland. Until now tuberculosis has
been occurring only in the population of bison from the Bieszczady region. Without thorough
epidemiological survey, the source of infection can not be identified. The neighborhood of
Ukraine, where the disease remains uncontrolled, can be one of the infection risk factor. Mutual
contacts of wildlife and cattle at pastures and meadows, where mycobacteria can survive even
for many months, facilitate an interspecies transmission of tuberculosis.
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Wstep

Zwierzeta wolno zyjace od wielu lat sg przedmiotem badan naukowych (Thoen
1 in. 1988; Zanella i in. 2008; Kalicki, Krajewska 2011). NajczeSciej wy-
stepujacymi chorobami bakteryjnymi u zwierzat wolno zyjacych sg: gruzlica
bydleca, choroba Johnego (paratuberkuloza), jersinioza, leptospiroza, brucelloza,
pastereloza, waglik, salmonelloza oraz kolibakterioza (Mackintosh i in. 2002).
Czynnikiem etiologicznym gruzlicy bydlecej jest pratek bydlecy (Mycobacterium
bovis), zaliczany do kompleksu Mycobacterium tuberculosis (MTC). Badania
prowadzone przez polskich naukowcow wykazaty, ze gruzlica bydlgca u zubrow,
wystepowala i nadal wystepuje w Polsce (Zorawski, Lipiec 1997; Welz i in.
2005; Krajewska, Lipiec 2011). Do tej pory gruzlice stwierdza si¢ jedynie
w populacji zubréw zasiedlajacych teren Bieszczad (Brewczynski, Welz 2011;
Salwa i in. 2011). Bez dokladnych badan epidemiologicznych trudno wskazac
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zrodto zakazenia. By¢ moze wsrod czynnikow zwiekszajacych ryzyko zakazenia
pratkiem jest bliskie sgsiedztwo z Ukraing, gdzie nadal choroba ta jest bez
nadzoru medyczno-weterynaryjnego. Zakazeniu mogg rowniez sprzyjaé kon-
takty zwierzat wolno zyjacych z bydiem na wspolnych pastwiskach i igkach,
gdzie pratki mogg przezywaé nawet do kilkunastu miesiecy.

Diagnostyka przyzyciowa

Testem do przyzyciowej diagnostyki gruzlicy jest przede wszystkim srodskorny
test tuberkulinowy. Test ten jest migdzynarodowym standardem przyzyciowej
diagnostyki gruzlicy bydla. Jest wykorzystywany rutynowo w programach
zwalczania gruzlicy i polecany przez gwiatowq Organizacje Zdrowia Zwierzat
(OIE).

Wykonanie testu tuberkulinowego polega na $rodskornym podaniu tuber-
kuliny (bialtko ze S$ciany komoérkowej pratkow). U zakazonego gruzlicg
zwierzecia w miejscu podania tuberkuliny wystepuje miejscowy obrzgk zapalny.
Jest to reakcja nadwrazliwoSci pdznej na tuberkuling. Odczyt proby wykony-
wany jest po 72 godzinach od podania tuberkuliny. Ze wzgledu na powszechng
obecno$¢ w Srodowisku pratkéow atypowych, niegruzliczych (NTM - non-
-tuberculosis mycobacteria) mozliwe sa dodatnie odczyny nieswoiste u zwierzat
zakazonych NTM (wyniki falszywie dodatnie). Pratkiem nalezagcym do grupy
NTM jest czesto wystepujacy pratek ptasi (M. avium). W celu réznicowania
zakazenia pratkiem bydlecym od zakazenia pratkiem ptasim stosuje si¢
tuberkulinizacj¢ poréwnawcza. U zwierzgcia zakazonego pratkiem bydlecym
wystepuje silniejsza reakcja na tuberkuline pratka bydlecego niz na tuberkuling
pratka ptasiego. Test tuberkulinowy moze réwniez dawaé wyniki falszywie
ujemne (immunosupresja, Swieze zakazenie pratkiem, bledy w podaniu
tuberkuliny i inne).

Testami uzupelniajagcymi w diagnostyce gruzlicy moga by¢ test gamma-
-interferonowy (Bovigam, Prionics) oraz test ELISA (IDEXX M. bovis Ab
Test). Ten ostatni przeznaczony jest do badania bydia i wymaga pobrania od
zwierzecia surowicy. Test gamma-interferonowy jest testem immunoenzyma-
tycznym stuzacym do wykrywania interferonu y uwalnianego in vitro przez
leukocyty krwi po stymulacji tuberkuling. Jest stosowany do diagnostyki
gruzlicy bydla, owiec, koz, bawotéw afrykanskich i innych ssakéw z rodziny
Bovidae (Kita, Anusz 2009).

Diagnostyka laboratoryjna

Diagnostyka laboratoryjna gruzlicy bydlecej wykonywana jest zgodnie z In-
strukcja Glownego Lekarza Weterynarii i opiera si¢ na izolowaniu i iden-
tyfikacji drobnoustrojow z rodzaju Mycobacterium. Material do badan mikro-
biologicznych stanowig wezly chtonne i chorobowo zmienione narzady, pobrane



Monika Krajewska t inni 83

post mortem w sposob mozliwie jalowy. Badanie laboratoryjne obejmuje
nast¢pujace etapy: wstepne badanie anatomopatologiczne, bakterioskopie,
badanie hodowlane, probe biologiczng na §winkach morskich oraz dodatkowo
w ramach badan naukowych identyfikacje genotypows izolatow.

Bakterioskopia opiera si¢ na sporzadzeniu z kazdej probki co najmniej
dwoch preparatow mazanych lub odciskowych, ktére nastepnie barwi si¢
metodg wg Ziehl-Neelsena. Kwasoooporne bakterie z rodzaju Mycobacterium
barwig si¢ na kolor czerwony, podczas gdy inne drobnoustroje i tkanki barwig
sic na niebiesko. Niestety na podstawie samej bakterioskopii nie mozna
stwierdzi¢ do jakiego typu nalezg badane pratki.

W dalszym badaniu mikrobiologicznym material tkankowy zostaje bardzo
doktadnie rozdrobniony i opracowany zgodnie z Instrukcja, w celu uzyskania
osadu do posiewow na podloza hodowlane state: Stonebrinka, Petragnaniego,
Loewensteina-Jensena oraz do proby biologicznej na $winkach morskich
(Tab.1).

Tabela 1. Wrazliwos¢ zwierzat laboratoryjnych na iniekcje réznych typéw pratka gruzlicy

Pratek bydlecy

Pratek ludzki

Pratek ptasi

swinka morska + + -
krolik + - +
kurcze — — +

Jak wynika z danych w tabeli 1, Swinka morska jest wrazliwa na pratki typu
bydlecego (M. bovis). Dawka 0,1mg zawiesiny pratkéw powoduje rozlegte zmiany
sekcyjne w postaci typowych gruzetkéow gruzliczych na watrobie, $ledzionie,
krezce oraz wezlach chtonnych a nawet $mieré zwierzecia przed datg zakoncze-
nia do§wiadczenia. Swinka morska nie jest natomiast wrazliwa na pratek ptasi.

Dodatkowym badaniem diagnostycznym jest nieradiologiczny i w pelni
automatyczny system hodowli na podiozu ptynnym. Do badania wykorzystuje
sie ten sam osad, ktéry uzyskuje sie do posiewow na podtoza state. Do tego
celu niezbgdne jest wyposazenie laboratorium w Aparat BD BACTEC MGIT
320 (Krajewska, Lipiec, 2012). Dodatkowg zaletg tego systemu jest rowniez
mozliwo$¢ oznaczenia wrazliwoSci na leki przeciwgruzlicze: streptomycyne,
izoniazyd, rifampicyne, etambutol (S.I.LR.E.) oraz pyrazynamid (PZA). W we-
terynaryjnym aspekcie wykonanie testu lekowrazliwoSci nie ma znaczenia
klinicznego, a jedynie epidemiologiczne. Diagnostyka laboratoryjna gruzlicy
bydlecej trwa okolo 6 tygodni.

W badaniach naukowych wykorzystuje sie rowniez diagnostyke molekularng
pratkéw. Wyizolowane szczepy poddawane sa genotypizacij komercyjnym
testem GenoType MTBC Hain Lifescience&ae& (Niemcy). Test ten bazuje na
polimorfizmie genu kodujacego gyrase B. Procedura badania sklada si¢ z trzech
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etapow: wyodrebnienia ze szczepOw materialu genetycznego, amplifikacji przy
uzyciu primeréw wyznakowanych biotyng oraz hybrydyzacji. Dostarczony
w zestawie wzorzec umozliwia szybkg i prostg interpretacje (Safianowska,
Walkiewicz, 2007).

Podsumowanie

Przyzyciowa diagnostyka gruzlicy moze by¢ obarczona blgdem, dlatego
podstawe diagnostyki gruzlicy stanowi nadal izolacja pratka z materialu
pobranego od zwierzgcia. Ponadto wykonanie przyzyciowego badania w kierun-
ku gruzlicy wymaga bezposSredniego kontaktu ze zwierzeciem (podanie
tuberkuliny, pobranie krwi), co w przypadku zwierzat wolno zyjacych, takich
jak zubry, nierzadko wigze si¢ z koniecznoscig farmakologicznej immobilizacji
zwierzecia. Dodatkowo odczyt proby tuberkulinowej wymaga ponownego
kontaktu ze zwierzeciem. Stad w diagnostyce gruzlicy zwierzat wolno zyjacych,
wigkszo$¢ materialu do badan w dalszym ciagu pobierana jest post mortem.
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