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Kratak sadrzaj

Kada se bruceloza ustanovi u jednoj zemlji, medunarodni veterinarski propisi
namecu ograniCenja kretanja zivotinja i trgovine, Sto dovodi do velikih ekonomskih
gubitaka. Izolacija Brucella spp. konvencionalnim bakterioloSkim tehnikama
je dugotrajna, rizicna za laboratorijske radnike i niske osetljivosti zbog ceste
kontaminacije materijala. Negativna izolacija ne iskljucuje postojanje bruceloze.
Najbolji rezultati do sada su dobijeni kombinovanjem metoda izolacije i PCR metode
na Kklinickim uzorcima. Nedostatak PCR metoda baziranih na razlici medu sojevima
unutar vrste stimulisao je razvoj novih tehnika ,otisaka prstiju”. Podaci o sekvenci
celog genoma brucela omogucili su identifikaciju i razlikovanje brucela na nivou vrste,
biovara i uporedivanje sojeva $to je olakSalo pronalaZenje izvora infekcije. Indirektni
dijagnosticki testovi su zasnovani na detekciji imunskog odgovora izazvanog
infekcijom. Ovi testovi pokazuju razliCit stepen osetljivosti i specificnosti zavisno od
brojnih varijabli, poput stepena i nacina inficiranja, prisustva takozvanih , unakrsno
reaktivnih bakterija” antigenski slicnih Brucella spp, kinetike indukovanog imunskog
odgovora i prethodne vakcinacije. Imaju¢i u vidu kinetiku nastajanja imunskog
odgovora indukovanog nakon infekcije, vreme kada ¢e se razliciti testovi izvoditi ima
veliki uticaj na rezultate.
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Abstract

When brucellosis is detected in a country, international veterinary regulations im-
pose restrictions on animal movements and trade, which result in huge economic los-
ses. The isolation of Brucella spp. through conventional bacteriological techniques ta-
kes a long time, it’s risky for the laboratory workers, and has low sensitivity due to
the frequent contamination of materials. Negative cultures do not rule out the disease.
The best results have so far been obtained by combining culture and PCR detection on
clinical samples. The lack of PCR-based methods for differentiation among strains wit-
hin a species stimulate the development of new techniques-"fingerprinting methods”.
Data on the sequence of the genome of Brucella enabled the identification and diffe-
rentiation of Brucella at the level of species and biovar and comparison strains which
is easier to find the source of infection. Indirect diagnostic tests are based on the dete-
ction of immune responses induced by infection. These tests show different sensitivi-
ties and specificities depending on numerous variables, such as the infection dose and
route, the presence of so-called “cross-reactive bacteria” antigenically similar to Bru-
cella spp., the kinetics of the induced immune response, and previous vaccination. Be-
aring in mind kinetics of the immune response induced after infection, the time when
the different tests carried out has a major impact on the results.

Key words: Brucellosis, isolation, molecular methods, serology

Bruceloza je veoma stara bolest, ¢iji dine. Bruceloza na farmama dovodi i do
se tragovi mogu naci jo$ u starom Egiptu, velikih ekonomskih gubitaka usled po-
oko 1600 godina p.n.e. Jedna je od najce- bacaja, radanja slabo vitalnih mladuna-
$¢ih zoonoza u svetu, sa oko 500 000 no- ca ili steriliteta. Izluc¢ivanje brucela jav-
vih slucajeva oboljevanja ljudi svake go- lja se samo u odredeno vreme, uglavnom
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prilikom pobacaja, nakon koga se bru-
cele izlu€uju vaginalnim iscetkom u du-
gom vremenskom periodu (Carmichael
i sar,, 1990). Brucele se smatraju jednim
od najcescih izazivaca laboratorijskih in-
fekcija (Mohamed i sar., 2009).

Brucele su gram-negativne, fakulta-
tivno intracelularne bakterije koje mogu
da inficiraju mnoge vrste Zivotinja i cove-
ka. Do sada je otkriveno dvanaest vrsta
u okviru roda Brucella: Brucella abortus,
Brucella melitensis, Brucella suis, Brucella
ovis, Brucella canis, Brucella neotomae,
Brucella pinnipedialis, Brucella ceti, Bru-
cella microti, Brucella inopinata, Brucella
papionis (Whatmore i sar.,, 2014) i Bru-
cella vulpis (Scholz i sar., 2016). Klasifika-
cija se uglavnom zasniva na razlikama u
patogenosti i primarnom domacdinu (Mo-
reno i sar,, 2002). Razlika izmedu vrsta i
izmedu biotipova jedne vrste se vrsi po-
mocu diferencijalnih testova zasnovanih
na fenotipskim karakteristikama lipo-
polisaharidnih antigena (LPS), osetljivo-
sti na boje i bakteriofage, potrebi za CO,,
stvaranju H_S i metabolickim osobinama
(Alton i sar., 1988).

Otkrivanje prisustva bruceloze doma-
¢ih zZivotinja u Sto kra¢em roku je veoma
vazno zbog kontrole prisustva bolesti kod
Zivotinja, a indirektno i kod ljudi. Period
inkubacije kod nekih jedinki moZze biti ve-
oma dug, dok druge mogu ostati serolos-
ki negativne u duZem vremenskom peri-
odu nakon infekcije. Otkrivanje prisustva
bolesti kod jedne Zivotinje dovoljan je do-
kaz da je bolest prisutna i kod drugih zi-
votinja koje se nalaze u kohabitaciji. Uce-
Sce veterinarskih sluzbi, aktivna podrska

drzavnih institucija, edukacija vlasnika
Zivotinja, kao i brza i tacna dijagnostika
uslov su za pravovremenu eradikaciju bo-
lesti.

Dijagnosticki testovi se mogu pode-
liti na one kojima se direktno dokazu-
je prisustvo uzroc¢nika, kao Sto su bakte-
rioloske metode i PCR, i na one testove
koji detektuju imunski odgovor Zivotinje
na uzroc¢nika oboljenja, odnosno otkriva-
ju prisustvo antitela protiv Brucella spp.
[zolacija Brucella spp. ili detekcija DNK
Brucella spp. PCR metodom su jedine me-
tode koje omogucavaju sigurnu dijagno-
zu. Biotipizacija pruZa vredne epizootio-
loske informacije koje omogucavaju pra-
¢enje porekla i kretanja infekcije do nje-
nih izvora u zemljama u kojima postoji i
kruzi nekoliko biovara. Medutim, kada je-
dan biovar ubedljivo preovladuje, klasic-
ne dijagnosticke metode nisu od koristi
jer ne dozvoljavaju diferencijaciju izolata
koji pripadaju istom biovaru iste vrste. U
tom kontekstu, novim metodama ,otisa-
ka prstiju” kao Sto su analiza broja uza-
stopnih ponavljanja na viSe lokusa (MLVA
- multiple locus variable number of tan-
dem repeat analysis), koja meri broj tan-
dem ponavljanja u datom lokusu i anali-
za viSe genskih lokusa (MLSA - multilo-
cus sequence analysis) mogu se razliko-
vati izolati u okviru biovara. Ove metode
dobijaju sve Siri znacaj i ulaze u rutinsku
dijagnostiku u epizootioloske svrhe (Le
Fleche i sar., 2006, Maquart i sar., 2009,
Whatmore i sar., 2009).

Za postavljanje dijagnoze bruceloze,
izbor uzoraka zavisi od klinickih znakova.
U slucaju klini¢ke bruceloze, validni uzor-
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ci obuhvataju pobacene fetuse ili njihove
organe (Zeludac, slezina i plu¢a), postelji-
ce, vaginalni iscedak, kolostrum, mleko,
spermu i te¢nosti uzorkovane iz zglobo-
va u slucaju artritisa ili sadrZaj higroma.
Kada god ih je moguce uzorkovati, tki-
va izbora su reproduktivni organi, lim-
fni ¢vorovi, slezina i mlec¢na zlezda sa pri-
padaju¢im limfnim c¢vorovima. Za izola-
ciju Brucella spp. najcesce su u upotrebi
Farrell medijum, bifazni Castaneda me-
dijum, Thayer Martin. Ove podloge sadr-
Ze antibiotike sposobne da inhibiraju rast
ostalih bakterija prisutnih u klinickim
uzorcima. Nekim Brucella spp. kao $to je
B. abortus potreban je CO, za rast, dok
drugima nije (Alton i sar., 1988). Porast
bakterija se moze pojaviti posle 2-3 dana,
ali kulture se obi¢no smatraju negativnim
posle 2-3 nedelje inkubacije (Alton i sar,
1988). Identifikacija Brucella spp. zasniva
se na morfologiji, bojenju i metabolickom
profilu (katalaza, oksidaza i ureaza testo-
vi) (Alton i sar., 1988). Bojenje po Stampu
se Cesto koristi i daje korisne informaci-
je, iako ova tehnika nije specificna jer se
i neke druge bakterije takode oboje crve-
no. Brucella spp. je kokobacil, duzine 0.6-
1.5 pum, i Sirine 0.5-0.7 um. Obi¢no se jav-
ljaju pojedinacno ili u grupama od dve ili
viSe bakterija. Brucella spp. su gram-ne-
gativne bakterije. Izolacija Brucella spp.
konvencionalnim bakterioloskim tehni-
kama je dugotrajna, rizi¢na za laborato-
rijske radnike i niske osetljivosti zbog Ce-
ste kontaminacije materijala. Kada je ma-
terijal kontaminiran u znacajnoj meri,
izolacija je neuspesna i pored primene
selektivnih podloga (Carmichael i sar.,
1990). Neuspehu izolacije doprinosi re-

lativno spor rast brucela u poredenju sa
kontaminentima i Cinjenici da se brucele
u ispituju¢em materijalu mogu nalaziti u
malom broju. Izolacija bakterija je teSka
jer postoji moguc¢nost da bakterije nisu
prisutne u odredenom uzorku, pogotovo
ako su zivotinje prethodno primile antibi-
otsku terapiju. Takode, prilikom izolacije
veoma je vazno i prakti¢no iskustvo labo-
ratorijskog radnika. Bakterioloska izola-
cija je spora, skupa i komplikovana, ali se
preporucuje kada god je to moguce da bi
se sa sigurnoscu potvrdila dijagnoza. Ne-
gativna izolacija ne iskljucuje postojanje
bolesti.

Biotipizacija Brucella spp. se vrsi po-
mocu razlicitih testova, od kojih su naj-
vazniji testovi aglutinacije sa antitelima
protiv hrapavih-R ili glatkih-S LPS, oset-
ljivost na bakteriofage, potreba za CO, za
rast, stvaranje H,S, rast u prisustvu ba-
znog fuksina ili tionina i aglutinacija sa
akriflavinom (Alton i sar,,1988).

Nekoliko PCR metoda je razvijeno za
dijagnostiku bruceloze. Najbolje validi-
rane metode su zasnovane na otkriva-
nju specificnih sekvenci Brucella spp.,
kao Sto su 16S-23S geni, IS711 insercio-
na sekvenca ili bcsp31 gen koji kodira 31-
kDa protein (Baddour i sar.,, 2008, Oua-
hrani-Bettache i sar.,, 1996). Za tipizaciju
Brucella spp., Cesto se koristi multipleks
AMOS PCR (abortus, melintensis, ovis,
suis). Ovaj PCR i PCR protokoli izvedeni
iz njega omogucavaju razlikovanje izme-
du Brucella vrsta i izmedu vakcinalnih i
divljih sojeva. Oni, medutim, ne omogu-
¢avaju razlikovanje svih biotipova datih
Brucella vrsta (Bricker i sar., 1994, Bric-
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ker 2002, Bricker i sar., 2003). Multipleks
“Bruce ladder” PCR je prvi metod dizajni-
ran da identifikuje i razlikuje sve poznate
vrste Brucella i vakcinalne sojeve u istom
testu (Garcia-Yoldii sar., 2006). Ove tehni-
ke su prvobitno razvijene na bakterijskim
izolatima i sada se koriste za otkrivanje
DNK Brucella spp. u klinickim uzorcima.
Zna se da metode ekstrakcije DNK utic¢u
na osetljivost PCR testova i potrebno ih je
proceniti (Dauphin i sar.,, 2009). PCR me-
tode u dijagnostici bruceloze imaju nizu
osetljivost od metoda izolacije bakterija,
iako je njihova specificnost blizu 100%
(Bricker, 2002, Leyla i sar.,, 2003, Maria-
nelli i sar, 2008). Razlog neuspeha PCR
metoda u detekciji DNK brucela u klinic-
kim uzorcima moZe biti vrlo mala, nede-
tektabilna koli¢ina DNK u uzorcima tkiva.
Osim toga, uzorci tkiva u sebi sadrze in-
hibitorne komponente koje ometaju PCR
reakciju. Takode, postoji i problem raspo-
redenosti Brucella tj. DNK u tkivima koja
su uzorkovana. Sve nabrojano moze biti
razlog dobijanja lazno negativnih rezulta-
ta u PCR. Najbolji rezultati do sada su do-
bijeni kombinovanjem izolacije i PCR me-
tode na Klini¢ckim uzorcima (Leyla i sar.,
2003, Marianelli i sar., 2008, Hini¢ i sar,
2009).

Nedostatak PCR metoda baziranih na
razlici medu sojevima unutar vrste sti-
mulisao je razvoj drugih tehnika mole-
kularne tipizacije Brucella spp. Nekoliko
novih tehnika ,otisaka prstiju” pokazuju
perspektive za razlikovanje izolata unu-
tar istog biovara date vrste: polimorfizam
jednog nukleotida koji detektuje razlike u
jednom nukleotidu u DNK sekvenci pri-
padnika jedne vrste, MLSA koji detektuje

varijacije DNK sekvence u nizu housekee-
ping gena i karakteriSe sojeve njihovim
jedinstvenim alelnim profilima i MLVA
koja analizira varijabilnost lokusa koji sa-
drzi ponovljene sekvence (Le Fleche i sar.,
2006, Maquart i sar,, 2009, Whatmore i
sar., 2009). Podaci o sekvenci celog geno-
ma brucela omogudili su identifikaciju i
razlikovanje brucela na nivou vrste, bio-
vara i uporedivanje sojeva Sto je olaksa-
lo pronalazenje izvora infekcije. Analiza
broja uzastopnih ponavljanja na vise lo-
kusa (multiple locus variable number of
tandem repeat analysis - MLVA) je me-
toda koja se istice kao jednostavna, sta-
bilna, ponovljiva i epizootioloski korisna.
Dostupna je velikom broju istrazivaca i
dobijeni rezultati se lako mogu uporedi-
vati na medunarodnom nivou i na taj na-
¢in se dobijaju vazni epizootioloski poda-
ci. Medunarodna baza podataka (http://
mlva.u-psud.fr) je osnovana 2006. godine
na Univerzitetu Paris Sud u Orsayu i za-
sniva se na postupku identifikacije , otisa-
ka prstiju”. U bazi se nalaze podaci o izo-
latima iz razli¢itih delova sveta. Za izvo-
denje MLVA se Kkoristi neinfektivni mate-
rijal. Ova metoda se upotrebljava za do-
kazivanje izvora zaraze, za razlikovanje
pojave nove infekcije od ve¢ postojecih,
razlikovanje vakcinalnih od terenskih so-
jeva.

Indirektni dijagnosticki testovi su za-
snovani na detekciji imunskog odgovora
izazvanog infekcijom. Ovi testovi poka-
zuju razliCit stepen osetljivosti i specific-
nosti zavisno od brojnih varijabli, poput
stepena i nacina inficiranja, prisustva ta-
kozvanih ,unakrsno reaktivnih bakte-
rija” antigenski sli¢nih Brucella spp., ki-
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netike indukovanog imunskog odgovo-
ra i prethodne vakcinacije (Saegerman i
sar,, 2004, Sutherland, 1984). Serologija
je metoda izbora za skrining ili progra-
me iskorenjivanja. Nakon izlaganja bru-
celama u organizmu zZivotinje indukovan
je jak humoralni imunski odgovor. IgG na-
staju 3-4 nedelje nakon infekcije i mogu
se detektovati tokom dugog vremenskog
perioda (do nekoliko godina). Nasuprot
tome, IgM se ubrzano indukuju, 2-3 ne-
delje nakon ekspozicije, i mogu nestati
nakon nekoliko meseci (Saegerman i sar.,
2004, Sutherland, 1984, Godfroid i sar,
2002). Celijski posredovan imunski od-
govor (indukovan 3-4 nedelje nakon izla-
ganja), detektovan testom preosetljivosti
koZe je dugotrajan i moZe se detektovati i
nakon nekoliko godina (Saegerman i sar.,
1999). Imajuci u vidu kinetiku nastajanja
imunskog odgovora indukovanog nakon
infekcije, vreme kada Ce se razliciti testo-
vi izvoditi ima veliki uticaj na rezultate.
Kinetika proizvodnje i nestanka glavnih
izotipova imunoglobulina tokom infekci-
je iaktivnost ovih imunoglobulina u razli-
Citim seroloskim testovima, obi¢no omo-
gucava razliku izmedu akutnih i hronic-
nih infekcija. Istovremeno prisustvo IgM
i IgG sugeriSe na akutnu brucelozu, a hro-
ni¢nu brucelozu karakteriSe samo prisu-
stvo IgG.

Seroloska dijagnostika bruceloze obic-
no se izvodi koriS¢enjem istog antigena
jer su imunodominantni antigeni brucela
povezani sa glatkim LPS koji deli vecina
vrsta brucela: B. abortus, B. melitensis, B.
suis, B. neotomae, B. ceti, B. pinnipedialis
i B. microti. Veéina seroloskih testova za
dijagnostiku bruceloze jo$ uvek nije stan-

dardizovana. B. canis i B. ovis imaju hra-
pav R, a ne gladak antigen celijskog zida
(Carmichael i sar., 1968). Antigen B. ovis
se koristi i kao antigen u dijagnostici bru-
celoze pasa zbog njegove sli¢nosti sa B.
canis i jednostavne proizvodnje (Brown
i sar, 1976, George i sar, 1974). Testovi
koji su u upotrebi su brzi test aglutina-
cije na plocici (rapid slide agglutination
test - RSAT i ME-RSAT), spori test agluti-
nacije u epruveti (tube agglutination test
- TAT), test indirektne imunofluorescen-
cije (IFA), agar gel imunodifuzioni test
sa antigenima ¢elijskog zida (AGIDcwa),
agar gel imunodifuzioni test sa citoplaz-
matskim antigenima (AGIDcpa), ELISA.
Prisustvo antibruceloznih antitela poka-
zuje izloZenost zZivotinje Brucella spp., ali
ne ukazuje koja vrsta brucela je induko-
vala proizvodnju tih antitela. Serokonver-
zija ne znaci da Zivotinje imaju tekucu ili
aktivnu infekciju u vreme uzorkovanja.
[strazivanja pokazuju da skoro sve Zivo-
tinjske vrste osetljive na infekciju mogu
izgubiti titar antitela. Titar antitela moze
varirati ¢ak i tokom bakterijemije. Visina
titra ne odrazava fazu bolesti. To znaci da
stvarna prevalencija bruceloze moZe biti
veca od one koja se utvrdi detekcijom an-
titela.

Prilikom izvodenja seroloskih testo-
va aglutinacije ispituje se prisustvo an-
tigena cCelijskog zida ili citoplazmatskih
proteinskih antigena. Rezultati mogu biti
negativni tokom prve 3-4 nedelje infek-
cije (Greene i Carmichael, 2006) i infekci-
ja se moZe detektovati nakon ovog perio-
da. Ispituju¢i serum se mesa sa suspen-
zijom obojenih (Rose-Bengal) i toplotom
inaktivisanih Brucella spp. na plocici. Ako
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se pojavi aglutinat test se smatra pozitiv-
nim i dalje se sprovode precizniji testovi.
RSAT se smatra veoma osetljivim (detek-
tuje istinski inficirane Zivotinje), ali ne i
specificnim (razlika izmedu stvarno pozi-
tivnih i stvarno negativnih). Retko se jav-
ljaju lazno negativne reakcije (Flores-Ca-
stro i sar,, 1977, Wooley i sar.,, 1978), ali
u ¢ak 50-60% dolazi do lazno pozitivnih
rezultata (Brown i sar, 1976, Flores-Ca-
stro i sar.,, 1977). Nedostatak RSAT je po-
java unakrsnih reakcija sa Bordetella, Pse-
udomonas, Moraxella i drugim gram ne-
gativnim bakterijama (Carmichael, 1979,
Carmichael, 1976). U dijagnostici bruce-
loze goveda i malih preZivara Rose Bengal
test ponekada moze dati lazno pozitivne
rezultate kod vakcinisanih Zivotinja. I po-
red toga ovaj test je dobar skrining test
za otkrivanje inficiranih stada ili kao test
kojim Ce se iskljuciti prisustvo infekcije u
zapatima slobodnim od bruceloze (OIE,
2016).

Modifikovana metoda RSAT (ME -
RSAT) podrazumeva dodatak 2-merkap-
toetanola (2-ME) u cilju inaktivacije nes-
pecificnih IgM i povecanja specificnosti
testa. ME-RSAT je skrining test i koristan
je kao slededi korak u testiranju seruma
koji su se pokazali kao RSAT pozitivni
(Badaksh i sar., 1982). Zivotinje mogu biti
pozitivne 30 meseci nakon Sto je bakte-
rijemija prosla, mada se lazno negativne
reakcije mogu javiti tokom prvih 8 nede-
lja od pocetka infekcije.

Testom spore aglutinacije u epruveti
(TAT) detektuju se antitela protiv B. ca-
nis kod pasa koji su bili pozitivni na RSAT
ili ME-RSAT. Test je pozitivan kod Zivoti-

nja 2-4 nedelje nakon infekcije. Razlicita
razblaZenja testiranog seruma se dodaju
u razblazeni antigen B. canis. Titar 1:200
smatra se aktivnom infekcijom (Fredrick-
soniBarton, 1974, Rhoades i Mesfin, 1980,
Flores-Castro i Carmichael, 1977, Hender-
son i sar., 1974). Postoji dobra korelacija
izmedu visine titra 1:200 i izolacije bru-
cela iz krvi. Zivotinje kod kojih se utvrdi
titar antitela ispod 1:200 treba ponovo
testirati 2 nedelje kasnije. Test je osetljiv,
ali ne i dovoljno specifi¢an (lazno pozitiv-
ni rezultati).

Prilikom izvodenja agar gel imunodi-
fuzionog testa (AGID) u agaroznom gelu
se iseCe sedam bunarciéa, Sest perifernih
ijedan centralni. U periferne bunarcice se
unose ispitujuéi, poznati pozitivni i nega-
tivni serumi, a u centralni antigen. Antite-
la difuzno putuju ka centru, a antigen ka
njima i formiraju vidljivi oStar precipitin-
ski luk (Zoha i Carmichael, 1982). U upo-
trebi su dva antigena, antigen poreklom
od celijskog zida i citoplazmatski antigen.
Test sa lipopolisaharidnim antigenom iz
Celijskog zida bakterije je manje specifi-
Can od testa u kome se koristi unutrasnji
citoplazmatski antigen. AGIDcwa je veo-
ma osetljiv test, ali ipak se javljaju i lazno
pozitivne reakcije. Pozitivan test se oce-
kuje 8-12 nedelja od pocetka infekcije pa
do 3 do 4 godine posle. Citoplazmatski
antigen ¢ine rastvorljivi proteini koji su
ekstrahovani iz B. canis ili B. abortus. Ovaj
najspecifi¢niji, a najmanje osetljiv anti-
gen reaguje sa antitelima protiv Brucella
vrsta. Test je negativan na pocetku infek-
cije. Sli¢cno kao i kod antigena celijskog
zida, pozitivna reakcija javlja se 8-12 ne-
delja nakon infekcije i traje duZe od 5 go-
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dina. Agar gel imunodifuzioni test je Ce-
sto u upotrebi prilikom dijagnostikovanja
infekcija izazvanih B. ovis. Xavier i sar. su
uporedujuci tri metode uocili nedostatke
ovog testa koji se ogledaju u smanjenoj
osetljivosti u slucaju hronic¢nih infekcija,
kao i razlikama u kvalitetu komercijalno
dostupnih antigena (Xavier i sar,, 2011).

Postoje dve kategorije ELISA testova
koje se koriste za dijagnostiku brucelo-
ze, indirektna ELISA (iELISA) i kompeti-
tivna ELISA (cELISA). Veéina iELISA sadr-
Zi preciSc¢ene glatke LPS kao antigen. Ve-
¢ina iELISA otkriva uglavnom IgG ili IgG
podklase. Njihov glavni kvalitet je njihova
visoka osetljivost, ali su osetljivi i na nes-
pecificne reakcije kao kod infekcije Yer-
sinia enterocolitica serotip 0:9. Ove una-
krsne reakcije u iELISA testovima dovele
su do razvoja cELISA testa. O-lanac glat-
kih LPS Brucella spp. sadrZi specificne
epitope koje ne dele sa LPS-om Yersinia
enterocolitica serotip 0:9. Tako je koris-
¢enjem monoklonskih antitela usmere-
nih protiv konkretnih epitopa na Brucella
LPS, razvoj specifi¢nijih cELISA omogu-
¢en. Ovi testovi su specificni, ali manje
osetljivi nego iELISA (Nielsen i sar., 1995,
Weynants i sar., 1996).

Test fluorescentne polarizacije se za-
sniva na fizickom principu: brzina okre-
tanja molekula u tecnom medijumu u ko-
relaciji je sa njegovom masom. Molekuli
male veli¢ine okrecu se brze i depolari-
zuju polarizovan snop svetlosti viSe, dok
se veci molekuli vrte sporije i, samim tim,
depolarizuju svetlost manje. Test fluores-
centne polarizacije meri stepen depola-
rizacije u milipolarizacionim jedinica-

ma (mP). Tokom testa, uzorci seruma se
inkubiraju sa specificnim antigenom B.
abortus obelezenim fluorescein izotioci-
janatom. U prisustvu antitela protiv Bru-
cella spp., formiraju se veliki fluorescen-
tni kompleksi. U negativnim uzorcima,
antigen ostaje slobodan. Ovi manji mole-
kuli se brze okrecu i izazivaju vecu depo-
larizaciju svetlosti nego uzorci pozitivni
na Brucella spp. Ovaj test moze biti lako
automatizovan i veoma je brz, jer nakon
mesSanja obeleZzenog antigena i seruma
oCitavanje je gotovo trenutno. Osetljivost
testa izgleda nesto niZe nego iELISA (Mc-
Given i sar., 2003). Specifi¢nost varira iz-
medu 98.8199.0% (Greiner i sar.,, 2009).

Seroloske metode su najcesce koris-
¢ene metode u dijagnostici bruceloze, ali
usled znacajnog broja lazno negativnih
rezultata istice se vaznost direktnih me-
toda dijagnostike, poput izolacije bakte-
rija i PCR-3a, a u cilju poboljsanja dijagno-
stike bruceloze. U dijagnostici brucelo-
ze seroloski testovi su veoma zastuplje-
ni uglavnom kao skrining testovi. lako su
dosta unapredeni po pitanju osetljivosti i
specifi¢nosti i dalje imaju dosta nedosta-
taka, ajedan od njih je nemoguc¢nost razli-
kovanja vakcinisanih od obolelih jedinki.
Trebalo bi uvek kao skrining uraditi neki
od brzih, najjednostavnijih, a dovoljno
osetljivih seroloskih testova, a zatim po-
zitivne uzorke testirati specifi¢nijim te-
stovima u cilju postavljanja konacne dija-
gnoze. OIE preporucuje Rose Bengal test,
reakciju vezivanja komplementa, ELISA
test i test fluorescentne polarizacije kao
skrining testove u dijagnostici bruceloze
goveda i malih preZivara (OIE, 2016). Za
dijagnostiku bruceloze ovaca izazvane B.
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ovis najpouzdanije je Koristiti AGID iiELI-
SA test zajedno. Za potrebe medunarod-
nog transporta koristi se reakcija veziva-
nja komplementa jer druge metode nisu
standardizovane (OIE, 2015). Zlatni stan-
dard u dijagnostici bruceloze ostaje izo-
lacija Brucella spp. Molekularne metode
se trenutno najviSe koriste u epizootio-
loske svrhe, ali u skoroj buduénosti mo-
gle bi postati rutinske tehnike u labora-
torijama.
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