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LISTA NA KRATENKI 

 

 A (a) – adenine 

 BAB test – test na brza aglutinacija na plo~ka 

 BCSP31– gen koj kodira 31- kilodaltinski nadvore{en membranski                     

protein (31 kDa OMP) 

 bp – bazni parovi 

 C (c) – cytosine 

 CD4+ – Th1, pomo{ni~ki (helper)  limfocit-T 

 CD8+ – Tc- citotoksi~en limfocit-T 

 CDC – Center for Disease Control and Prevention, Atlanta, USA 

 Coombs – antihuman globulinski test 

 DNA – dezoksiribonukleinska kiselina 

 ELISA –  Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

 G (g) – guanine 

 
2
 – Hi  kvadrat test 

 IFN (, ,) – interferoni (, ,) 

 IL (1-12) – interleukini (1-12) 

 IS711 (IS6501) – inserciska sekvenca IS711 

 kDa – kilodaltoni 

 LN – la`no negativni rezultati kaj bolni 

 LP – la`no pozitivni rezultati kaj zdravi  

 LPS –lipopolisaharid 

 Ly-T – T-limfociti 

  
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 Mabs – monoklonski antitela 

 OD – opti~ki denzitet 

 OMP–nadvore{en membranski protein 

 p – statisti~ka signifikantonst   kaj  
2
-testot 

 PCR – Polimerase Chain Reaction 

 PG – peptidoglikan 

 PV
+ 

– prognosti~ka (prediktivna) vrednost na pozitivni naodi 

 PV
- 
– prognosti~ka (prediktivna) vrednost na negativni naodi 

 PMK – polimorfonuklearni kletki 

 RAPID –Ruggedized Advanced Pathogen Identification Device 

 RBT – Rose Bengal Test 

 RVK – reakcija na vrzuvawe na komplement 

 SD – standardna devijacija 

 SS – stepen na sloboda 

 T(t) – tymine 

 TMB – hromogen substrat (3,3',5,5'-tetra-methyl-benzidine) 

 VN – vistinski negativni rezultati kaj  zdravi 

 VP – vistinski pozitivni rezultati kaj bolni 

 WHO – Svetska zdravstvena organizacija 

 Wright – Reakcija na bavna aglutinacija vo epruveti 
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IZVADOK 

 

 Vo periodot od 1980 do 2000 godina vo Republika Makedonija se 

registrirani vkupno 8.229 slu~ai na humana bruceloza, od koi vo 

poslednite {est godini (1995-2000) okolu 3.500. Vo laboratoriite niz 

Republikata naj~esto koristeni serolo{ki testovi se BAB, Wright i 

Coombs no so niv ne mo`e da se utvrdi koi antitela (IgM i/ili IgG) se 

prisutni vo serumot, a so toa ni fazata na bolesta kako i odgovorot na 

antibiotskiot tretman.  

 Cel na ispituvaweto e unapreduvawe i kompletirawe na dijagnosti-

kata na humanata bruceloza vo Republika Makedonija so voveduvawe na 

ELISA i PCR vo rutinskata dijagnostika.  

 Ispituvawata se sprovedeni vo tekot na 1997-2000 godina.   

 So serolo{ki reakcii ispitani se vkupno 1.100 serumi, i toa: 1. od 

100 bolni vo akutna faza na bolesta, 400 serumi po eden primerok pri:         

a) priemot vo bolnica, b) po zavr{etokot na lekuvaweto, v) po tri i g) {est 

meseci od lekuvaweto, 2. od 100 lica lekuvani od bruceloza, so prodol`i-

telni simptomi, 200 serumi, po dva primeroka na rastojanie od {est 

meseci, 3. od 100 lica lekuvani od bruceloza, bez simptomi, 200 serumi, po 

dva na rastojanie od {est meseci, 4. od 300 zdravi, dobrovolni krvo-

dariteli, 300 serumi, po eden serum od sekoj. Istovremeno, od istite lica e 

zeman po eden primerok krv za PCR od: 100 bolni so akutna bruceloza, 100 

lica lekuvani od bruceloza so prodol`itelni simptomi, 100 lica lekuvani 

od bruceloza bez simptomi, i od 30 zdravi lica. 

 Za odreduvawe na IgM i IgG brucella antitela vo serumot na 

pacientite so ELISA, koristeni se mikroplo~i i reagensi na NOVUM 

Diagnostica i ELISA Tecan-Clasic.  

 Amplifikacija e vr{ena so RAPID
TM

 PCR pri {to  se koristeni 

prajmeri i probi za detekcija na Brucella melitensis genite IS711 i BCSP31. 

PCR e izveduvana kako "two step" PCR: 1. na 94
0
C/2min  (eden ciklus), 2. na 

60
0
C/20 sec. i  94

0
C/0sec. (40 ciklusi). 

 Dobiena e senzitivnost na ELISA metodot od 98% {to e statisti~ki 

zna-~ajno povisoka vo odnos na Wright (82%) i Coombs (89%). Ne e dobiena 
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razlika vo specifi~nosta na ELISA, Wright i Coombs (100% kaj site 

testovi).  

 Pozitivnite (PV
+
) i negativnite (PV

-
) prognosti~ki vrednosti kaj 

ELISA (PV
+
  98% i PV

-
 98%) se statisti~ki zna~itelno povisoki vo odnos 

na Wright (PV
+
  82% i PV

-
 84,7%) i  Coombs (PV

+
  89% i PV

-
 90%). 

 Rezultatite dobieni so ELISA se visoko reproducibilni, metodot e 

ekonomi~en i se izveduva za kuso vreme. Zaradi nabroenite prednosti 

ELISA treba da bide referenten metod vo serolo{ka dijagnostika na 

humanata bruceloza. 

 Vo PCR ispituvawata, od testiranite prajmeri, podobar par za RAPID 

PCR, bea prajmerite za utvrduvawe na genot BCSP31, koj go kodira 31kDa 

(OMP) nadvore{niot membranski protein na Brucella melitensis, so senzitiv-

nost od 56%, specifi~nost od 100%, pozitivna prognosti~ka vrednost od 

100%, negativna prognosti~ka vrednost od 40,5% i limit na detekcija od 

100fg DNA. Senzitivnosta kaj primerocite na periferna krv zemani vo 

po~etokot na bolesta, koga bakteriemijata bila s# u{te prisutna, e  

zna~itelno povisoka. 

 Od 90 kultivirani primeroci na polimorfonuklearni kletki 

dobieni se 16 izolati na Brucella melitensis. Site izolati bea potvrdeni i so 

PCR vo vreme od 30 min. Utvrduvaweto na brucella DNA so PCR od kulturi i 

hemokulturi se izveduva pobrzo, poekonomi~no e od standardnite metodi na 

izolacija i identifikacija, i ovozmo`uva izbegnuvawe na rizikot za 

vrabotenite od intralaboratoriski infekcii.  

 Rutinska primena na ELISA i PCR ovozmo`uva nadminuvawe na 

poznatite problemi vo dijagnostikata na humanata bruceloza i e zna~i-

telna pomo{ vo lekuvaweto na bolnite i vo tekot na epidemiolo{kite 

studii. 
 

KLU^NI ZBOROVI: Bruceloza, ELISA, RAPID PCR, IS711, BCSP31, BAB, 

Wright, Coombs. 
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ABSTRACT 

 During the period 1980 to 2000 a total of 8.229 cases of human brucellosis were 

reported in the Republic of Macedonia, about 3.500 during the last six years (1995-

2000). Mostly used serologic tests in the laboratories across the Republic are: BAB, 

Wright and Coombs, but they cannot distinguish which antibodies are present in the sera 

(IgM and/or IgG), therefore it's not possible to distinguish the phase of the disease and 

the response to antibiotic treatment.  

 The aim of this study is improving and completing the diagnosis of human 

brucellosis in the Republic of Macedonia, by establishing ELISA and PCR as routine 

diagnostic procedures. 

 The testing were done during 1997-2000. 

A total of 1.100 sera were tested serologically: 1. From 100 patients in acute phase of 

disease 400 sera: a) 100 sera from patients when admitted at the hospitals, b) 100 sera 

after completing the treatment, c) 100 sera three months after treatment and d) 100 sera 

six months after treatment; 2. From 100 persons treated for brucellosis, with prolonged 

symptoms, 200 sera, two samples of each patient, within six months sampling distance; 

3. From 100 persons treated for brucellosis, without symptoms, 200 sera, two samples 

of each patient, within six months sampling distance; 4. From 300 healthy blood donors, 

300 sera, one sample from each person. Simultaneously, from the same persons, 

peripheral blood for PCR, one sample from each person, were collected, including: 100 

patients in acute phase of disease, 100 patients previously treated for brucellosis, with 

prolonged symptoms, 100 patients previously treated for brucellosis, without symptoms, 

and 30 healthy persons. 

To detect IgM and IgG brucella antibodies in patients sera by ELISA, a microplates and 

reagents from NOVUM Diagnostica and ELISA Tecan-Classic, were used. 

PCR amplifications were made by The RAPID
TM

-PCR. Primers and probes for Brucella 

melitensis genes IS711 and BCSP31 detection were used. Two steps PCR was used:     

1. at 94
0
C for 2 min (one cycle), then 2. 40 cycles as follows: 60

0
C for 20 sec, 94

0
C for 0 sec. 

 ELISA method was found to have sensitivity of 98%, which was statistically 

significant higher then Wright test (82%), and Coombs test (89%). Statistical significant 

differences in specificity between ELISA, Wright and Coombs were not found (100% in 

all tests).  
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 The positive (PV
+
) and negative (PV

-
) prognostic values of ELISA (PV

+  
98% 

and  PV
-
 98%) were statistically higher than in Wright (PV

+  
82% and  PV

-
 84,7%) and 

Coombs (PV
+  

89% and  PV
-
 90%). 

 The ELISA results were highly reproducible, the method is economical, and 

takes short time to be performed. Due to all mentioned advantages compared with 

classical serological tests, ELISA should be a reference method in diagnosis of human 

brucellosis. 

 The primers for detecting the gen BCSP31 that codes a 31kDa (OMP) outer 

membrane protein of Brucella melitensis, from tested primers, were better pair for 

RAPID PCR, with sensitivity of 56% and specificity of 100%, positive prognostic value 

of 100% and negative prognostic value of 40,5%, and limit of detection of 100 fg of 

DNA. The sensitivity was much higher for samples of peripheral blood obtained in the 

beginning of the disease, when the bacteriemia was still present. 

 A total of 16 isolates were obtained from 90 cultivated samples of 90 PMC (poli-

morphonuclear cells). All isolates were confirmed by PCR in 30 min. Determining the 

brucella DNA with RAPID PCR from cultures and hemocultures is faster, more 

economical than the standard methods of isolation and identification, and avoids the risk 

for employees from intralaboratory infections. 

 The possibility of routine use of ELISA and PCR, enables to overcome the well-

known problems in diagnosis of human brucelosis and provides significant help in 

treatment of patients and during epidemiological studies. 

 

 

KEY WORDS: Brucelosis, ELISA, RAPID PCR, IS711, BCSP31, BAB, Wright, 

Coombs. 
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1.1. Poim  



 

 17 

Brucelozata (Brucellosis, Gastric intermitent fever, Febris undulans, Malta 

fever, Mediterran fever, Neapolitan fever, Melitococcosis, Texas fever, Rio Grande 

fever, Bang s  disease, Febris melitensis) e infektivno zaboluvawe od grupata 

zoonozi, pri~ineta od bakterii od rodot Brucella (FAO/WHO 1986;  

Sokolovski et al., 1999). Primarno zaboluvaat golem broj doma{ni (ovci, kozi, 

goveda, kowi, kamili, sviwi, ku~iwa, ma~ki) i divi `ivotni, kaj koi se 

manifestira so pometnuvawe na gravidnite edinki (Sokolovski et al., 1994). 

Pod odredeni uslovi bolesta mo`e da se prenese od `ivotnite na lu|eto. 

Rodot Brucella vrz osnova na kulturelnite, metabolnite i antigenskite 

karakteristiki e podelen na {est vidovi: B. melitensis, B. abortus, B. suis,     

B. ovis, B. canis i Brucella neotomae (Corbel, 1984). Bolest kaj lu|eto mo`e da 

pri~inat: B. melitensis, B. abortus, B. suis i B. canis. Polimorfizmot vo 

klini~kata slika pri~inuva brojni pote{kotii vo postavuvaweto na 

dijagnozata i ~esti dijagnosti~ki gre{ki. Brucelozata pretstavuva 

veterinaren, ekonomski, epidemiolo{ki I zdravstven problem  na zemjite 

vo razvoj  (Matyas et al., 1984;  FAO/WHO 1986), no I vo svetski razmeri (Salle, 

1974), osobeno onamu kade sto~arstvoto e glavna stopanska granka  (Alausa, 

1980; Wkly Epid Rec, 1984; Madkour, 1985). Lesniot prenos na brucelozata 

preku aerosoli ja ~ini da bide eden od kandidatite za upotreba kako 

biolo{ko oru`je (Taleski, 1998). Vo 1942 godina SAD zapo~nale so razvoj na 

vakva programa. Brucelite gi smestuvale vo bombi i gi testirale vo tekot 

na 1944-1945 godina. Od 1967 godina SAD ja napu{tile ovaa programa kako 

ofanzivna, i od toga{ pravat napori za razvivawe na odbrambena programa 

zaradi zagri`enosta od mo`na upotreba kako biolo{ko oru`je protiv 

nivnite sili (Hoover et al., 1998; Eldridge, 1998). 

1.2. Istorijat. Rodot Brucella ima {est vidovi. B. melitensis e izoli-

rana od slezina na vojnik umren od Malta Fever vo 1887 godina na ostrovot 

Malta (Bruce, 1887; Young et al., 1989; Brinley-Morgan et al., 1990).  

Vo 1897 godina, vo Kopenhagen, Bang ja otkril B. abortus kaj bolni 

kravi koi imale infektivni pometnuvawa. Vo 1914 godina, Traum ja izoli-

ral B. suis od fetus na sviwa. Buddle i Boyes vo 1953 godina, na Nov Zeland, ja 
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izolirale B. ovis od ovci so zaboluvawa na genitaliite. B. neotomae ja 

izolirale Stoenner i Lackman vo 1957 godina, vo Juta (Utah), SAD, od {umski 

staorci. B. canis ja otkrile Carmichael I Bruner vo 1968 godina, kako pri~i-

nitel na abortusi kaj ku~ki vo SAD (Brinley-Morgan et al., 1990). Bolesta kaj 

lu|eto prv ja opi{al Hipokrat  kako neregularna, dolgotrajna febrilna 

sostojba,  bez  krizi (Stitt, 1922; Vershilova et al., 1972), a  angliskiot lekar 

Marston vo 1861 godina prv ja izdvojuva kako posebno zaboluvawe. Marston i 

samiot oboluvaj}i od bruceloza, dal opis na klini~kata slika I ja narekol  

Gastric intermitent fever (Madkour, 1985; Brinley-Morgan et al., 1990). 

1.3. Geografska distribucija. Brucelozata ja ima vo celiot svet, a 

osobeno vo mediteranskite zemji I Afrika (Matyas et al., 1984). Ja ima i vo 

Indija, Kina, Severna i Ju`na Amerika (Brinley-Morgan et al., 1990), kade 

najverojatno e prenesena od Mediteranot. Rizi~ni faktori za pojava na 

bruceloza vo Mediteranot se mnogubrojni: golema gustina na stadata kozi i 

ovci, golema mobilnost zaradi barawe pasi{ta, razviena trgovija, ~esti 

kontakti me|u stadata na pasi{tata I poili{tata (Mantovani et al., 1995).  

1.4. Morfologija. Brucelite se sitni, nepodvi`ni, aerobni, asporo-

geni, bez kapsula, gram-negativni kokobacili ili kusi bacili (0,5 do 0,7 so 

0,6 do 1,5 m), rasporedeni poedine~no, vo parovi ili kusi verigi (Drndarski, 

1989). 

1.5. Kulturelni osobini. Site vidovi bruceli se razmno`uvaat vo 

normalna atmosfera, osven B. abortus za koja e potrebno zgolemeno prisus-

tvo  na CO2 (5-10%) osobeno pri primarna izolacija. Optimalnata tempera-

tura za razmno`uvawe e 37C
o  (grani~ni temperaturi od 22C

o
 do 40C

o
), pri 

pH 6,6-7,4. Kultiviraweto e mo`no samo na zbogateni posevki koi sodr`at 

aminokiselini, vitamini (tiamin, niacin, biotin) i minerali (Holt et al., 

1994). Vo placentata na `ivotnite se sozdava erythrol, koj ima specijalno 

stimulira~ko dejstvo za rast na brucelite (Brinley-Morgan, 1990). Zaradi ova 

gravidnite edinki se mnogu osetlivi i go pometnuvaat plodot, {to e i eden 

od prvite znaci na pojava na bruceloza kaj `ivotnite. Za razlika od 
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`ivotnite, kaj lu|eto vo placentata nema erythrol i vakva osetlivost, 

pometnuvawe, ne se javuva (Young, 1983a).  

Na povr{inata na cvrsti posevki koloniite se pojavuvaat po inku-

bacija od dva dena. Po ~etiri dena koloniite se 2-3 mm vo pre~nik, 

nehemoliti~ni, nepigmentirani, kru`no-konveksni, so mazni, sjajni povr-

{ini i jasni rabovi sli~ni na kapki rosa (Drndarski,1989; Holt et al.,1994; 

Erski-Biljic et al., 1998). Koloniite so vakov opis se vo S-forma (S-smooth), pri 

{to imaat slaba sinkavo-bela opalescencija pri reflektira~ko svetlo, 

dodeka pri transmisivno svetlo tie se translucentni so bledo`olta boja. 

 Drugi mo`ni varijacii na koloniite se: R (R-rough)-rapavi i matni i   

M (M-mucoid)-sluzavi pri {to bojata im varira od bela do kafeava pri 

reflektorno ili transmisivno svetlo. Vakvite kolonii se obi~no trans-

lucentni, no mo`e da se i neproyirni (opaque) (Mayer, 1990). Mo`ni se i 

intermediernite formi SI i I. Brucelite vo S-forma se virulentni, a vo R 

i M forma se slabo virulentni ili avirulentni (Holt et al.,994; Mayer, 1990).  

Mo`no e spontano preminuvawe na kolonii od S-formi vo R-formi i 

obratno. Pove}eto vidovi na rodot Brucella rastat oskudno vo peptonski 

te~en medium i ne mo`at da porasnat ako e mal inokulumot, dodeka vo 

peptoni kako Tryptase i Trypticase soya, so dodavawe na 1-5% serum, rastot se 

podobruva. Pri porast vo te~nite posevki se javuva sredna zamatenost, slab 

sediment I tenka membrana (pelikula) na povr{inata (Holt et al., 1994).                             

L-formi. Brucelite se podlo`ni na L-transformacija pri ekspo-

zicija na antibiotici ili hemiski supstanci, kako pri eksperimentalni 

uslovi taka i za vreme na tretman na pacientite. Morfologijata na 

kletkite se menuva vo tek na procesot na L-transformacijata i se 

karakterizira so heteromorfni formi: sferoplasti od 1-15 m, top~esti 

kletki od 2-7 m, golemi tela do 50 m, filamentozni strukturi i elemen-

tarni telca. L-formite se ~esto samoaglutinabilni, no ne aglutiniraat vo 

specifi~ni antiserumi. Virulentnosta na L-formite opa|a vo tekot na 

transformacijata. Tie se obi~no vo S-forma, i nemaat lipopolisahariden 

endotoksin, za razlika od kletkite so intakntni nadvore{ni membrani. 

Reverzija na L-formite ponekoga{ se javuva po pasa`a  in vitro ili in vivo, 
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pri {to antigenskata gradba, virulentnosta i hemiskiot sostav obi~no ne 

se celesno obnoveni kako kaj roditelskite soevi (WHO, 1986).    

1.6. Klasifikacija i  tipizacija na rodot Brucella   

 Sega{niot sistem na taksonomija na rodot Brucella e vrz osnova na 

odredbite na Potkomitetot za taksonomija na Brucella na Internacional-

niot komitet za bakteriolo{ka nomenklatura od 1963 godina, kako i 

izve{taite od 1975, 1982, 1984 i 1986 godina (Holt et al., 1994; WHO, 1986; 

International Committee, 1986; 1988; Moyer et al., 1991). Brucelite taksonomski 

se smesteni vo -2 podgrupata na klasata Proteobacteria, slika 1 (Moreno et al., 

1990; Jumas-Bilak et al., 1998; Gupta, 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 1. Filogenetsko steblo na genomskata organizacija na organizmite 

{to pripa|aat na -2 podgrupata na klasata Proteobacteria (plus Rhodobacter 

species, koj pripa|a na 3 podgrupa). Organizmite so kompleksni genomi se 

podvle~ni (Moreno et al., 1990). 

 So ovie odredbi e definiran rodot Brucella  i negovite {est vidovi i 

pove}e biotipovi, slika 2 (Michaux-Charchon  et al., 1997): 

 1. Brucella  melitensis      (so  tri biotipovi: 1, 2, 3)                           
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rubi 

Agrobacterium  

vitis 

Agrobacterim 

tumefaciens 

Rhizobium 

leguminosarum 

Agrobacterium   

rhizogenes 

Rhizobium 

meliloti 

Rhizobium 

fredii 

Brucella 

melitensis 
Ochrobactrum 

anthropi 

Brayrhizobium 
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myrsinacearum 

Mycoplasma 

dymorpha 
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capsulatus (3) 

Rhodobacter 

spheroides (3) 
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 2. Brucella  abortus             (so osum  biotipovi : 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9)       

 3. Brucella  suis       (so ~etiri biotipovi : 1, 2, 3, 4) 

 4. Brucella ovis 

 5. Brucella  neotomae   

 6. Brucella  canis 

 

  

 

 

 

 

 

 

Slika 2. Filogenetsko steblo na {este vidovi Brucella 

 Sli~nostite na nukleotidnite sekvenci me|u site {est vidovi 

bruceli, doka`ani so DNA-DNA hibridizacija, se tolku golemi (96 +/- 4%), 

zaradi {to Verger i sorabotnicite (1985), sledej}i gi internacionalnite 

preporaki za bakteriska klasifikacija, predlagaat rodot da se smeta za 

monospecifi~en, eden vid, koj bi se narekol B. melitensis, so pove}e pod-

vidovi (Corbel, 1991). No i pokraj ova, rodot Brucella s# u{te e podelen na 

{est vidovi, vrz osnova na razli~nata virulentnost na sekoj od niv, iako 

virulentnosta kako taksonomski kriterium ne se zema predvid. 

 

 Referentni soevi i nivni biotipovi se (Corbel, 1983): 

 1.  B. melitensis   16M          biotip 1 

B.suis biotip 1 

B.canis B.suis biotip 3 

 

B.suis biotip 2 

 

B.suis biotip 4 

 

B.neotomae 

 

B.abortus 

biotipovi 5 do 9 
 

B.abortus 

biotipovi 1 do 4 

 

B.melitensis 

biotip 2 

 

B.melitensis 

biotip 3 

 

B.melitensis 

biotip 1 

 

B.ovis 
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                                                          63/9        biotip 2 

                                              Ether       biotip 3 

 B. melitensis naj~esto se sre}ava vo zemjite na Mediteranot i e naj-

patogena za lu|eto. Primarni doma}ini se kozi i ovci. Kako pri~initel na 

brucelozata vo Republika Makedonija e identifikuvan biotip 2. 

 2. B. abortus                          544         biotip 1   

                                                 86/8/59  biotip 2  

       Tulya   biotip 3  

       292   biotip 4  

       B3196   biotip 5  

       870   biotip 6                     

       63/75   biotip 7 

       C68   biotip 9 

 B. abortus e pomalku patogena za lu|eto od B. melitensis. Primarni 

doma}ini se govedata. Vo razli~ni zemji se zastapeni razli~ni biotipovi. 

 3.  B. suis    1330   biotip 1  

      Thomsen  biotip 2  

      686   biotip 3  

       40   biotip 4 

 Biotipovite 1, 2 i 3 se patogeni za sviwi, a biotipot 4 za severni 

eleni, karibui i nekoi vidovi glodari. Biotipot 1 e tipi~en pretstavnik. 

Biotipot 2 e pomalku patogen za lu|eto a biotipot 3 e naj~esto izoliran vo 

SAD   (Ray, 1979). 

4. B. ovis    63/290          (nema biotipovi)  

5. B.neotomae   5K33           (nema biotipovi)       

6. B. canis    RM6/66       (nema biotipovi)  

Potkomitetot za taksonomija na rodot Brucella (Holt et al., 1994; WHO, 

1986) prepora~uva pokraj morfolo{kite, kulturelnite, metabolnite i 
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serolo{kite osobini, vo identifikacijata  na vidovite i tipovite da se 

koristat slednite testovi (Corbel, 1990): 

a) konvencionalni testovi (potreba za CO2, osetlivost kon boi, pro-                                                                                                              

izveduvawe na H2S, ureazna aktivnost i aglutinacija vo mono-

specifi~ni serumi) i   

b)  testovi na fagoliza.          

 Pri izolacija na epidemiolo{ki zna~ajni kulturi, kako i za potvrda 

na identifikacijata FAO/WHO, prepora~uvaat ispra}awe na kulturite vo 

nekoj referenten centar na FAO/WHO. Potvrdni testovi se potrebni i vo 

slu~aj na atipi~ni izolati koi se vr{at vrz osnova na:    

 a) ispituvawe na sostavot na DNA (odnosot na purinskite i pirimi-

dinskite bazi, DNA-DNA hibridizacija),   

      b) testovi za odreduvawe na oksidativniot mehanizam i  

 v) Gasno-te~na hromatografija za odreduvawe na karakteristi~niot   

profil na masnokiselinskata struktura .  

 

1.7. Struktura na kleto~nite  membrani  (Moriyon,  1997). 

Brucelite se gram negativni bakterii. Nivni kleto~ni membrani se: 

vnatre{na (citoplazmatska membrana) i nadvore{na (kleto~en zid). 

A. Vnatre{nata (citoplazmatska) membrana e dvoslojna lipidna  

obvivka odgovorna za pove}e funkcii kako {to se: transport na elektroni 

i produkcija na energija (adenozin trifosfat-ATP), odr`uvawe na mem-

branskiot potencijal so jonski pumpi i prifa}awe i osloboduvawe na 

razni metaboliti so transportni proteini. 

 

 

 


 1. WHO Mediterranean Zoonoses Control Centre Athens-Greece, 2. FAO/WHO Collaborating Centre 

for Reference and Research on Brucellosis, CVL-New Haw-Addlestone-England  

 Enzimskiot sistem na rodot Brucella e definitivno odreden. Metabolizmot e  oksidati-

ven. Raspolagaat so citohrom “ C “ oksidaza i katalaza (Dranovskaya, 1994). 

B. Kleto~niot zid se sostoi od: 
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1. Peptidoglikan (Mucopeptide, Murein) 

2. Periplazmatski prostor 

3. Nadvore{na membrana 

1. Peptidoglikanot (PG) e mnogu tenka obvivka (2-4 nm) koja vo vid na 

rigidna mre`a ja obvitkuva citoplazmatskata membrana. Izgraden e od 

linearni polisaharidni verigi vo vid na ja`e, popre~no povrzani so 

peptidi. Polisaharidite se sostojat od povtoruva~ki disaharidi na            

N-acetil-glukozamin (GlcNAc, NAG, G) i N-acetil-muraminska kiselina        

(MurNAc, NAM, M). Tetrapeptidi se vrzani za MurNAc (Murray et al., 1997). 

Komparativni studii so elektronska mikroskopija poka`ale deka kaj 

Brucella, interakcijata na PG so nadvore{nata membrana e mnogu pocvrsta 

otkolku kaj Escherichia coli (Dubray, 1976), so {to bi mo`ela da se objasni 

rezistencijata na Brucella kon fizi~ka dezintegracija. 

2. Periplazmatski prostor e prostorot pome|u nadvore{nata povr-

{ina na citoplazmatskata membrana i vnatre{nata strana na nadvo-

re{nata membrana. Vo nego ima razli~ni hidroliti~ni enzimi (proteazi, 

fosfatazi, lipazi, nukleazi, enzimi za razgraduvawe na jaglenihidrati) 

koi se va`ni vo razgraduvaweto na makromolekulite va`ni vo metabo-

lizmot. Ovoj prostor sodr`i i komponenti na transportniot sistem za 

{e}eri i drugi vrzuva~ki proteini koi go olesnuvaat vnesot na razli~ni 

metaboliti i drugi soedinenija (Murray et al., 1997). Kaj B. abortus vo ovoj 

prostor doka`ano e postoewe na dva va`ni detoksira~ki enzimi: Cu/Zn 

superoksid dismutaza i katalaza. 

3. Nadvore{nata membrana (Outher membrane-OM) e kako gusta 

platnena vre}a okolu bakterijata koja ja odr`uva bakteriskata struktura, 

permeabilnosta za golemi molekuli, i obezbeduva za{tita od nadvore{ni 

vlijanija. OM ima dvoslojna lipidna struktura (Moriyon, 1997; Murray et al., 

1997; Karakashevik, 1989): 

3.1. Nadvore{en sloj koj po hemiski sostav e lipopolisaharid (LPS),  

e endotoksin, a se sostoi od tri strukturelni komponenti:   
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 3.1.1. Lipid-A, esencijalna komponenta na LPS e esencijalen i za    

opstanok na bakteriite. Odgovoren e za endotoksi~nata aktivnost na LPS. 

Spored nekolku studii (Quireshi et al., 1994; Velasco, 1997) lipidot-A e 

izgraden od (kostur) disaharidi na 2,3-diamino-2,3-dideoksi-D-glukoza          

( GLcN3N) vo -1,6 vrska, kade -hidroksi  masni kiselini (C12, C14 i C16) 

se amidno vrzani. Esterski vrzani masni kiselini se najdeni samo vo acil-

oksiacil grupite i imaat acilni verigi ednakvi ili podolgi od C16. 

Disaharidite se ~esto zameneti so fosfati. Iako strukturata na {e}er-

nata komponenta izgleda konstantna, postoi heterogenost kaj lipidot-A, 

{to e verojatno povrzano so stepenot na fosforilacija i acilnata substi-

tucija (Freer et al., 1995;  Velasco, 1997). 

3.1.2. Jadreni polisaharidi. Strukturata na jadrenite polisaharidi 

ne e potpolno objasneta. Komponenti na jadroto se mannose i 2-amino-2,6-

dideoksi-D-glukoza (quinovosamine), 3-deoksi-D-mano-2-oktulosonat (Kdo) a 

postojat i dokazi za postoewe na 2-amino-2-deoksi-D-glukoza (GlcN). 

Verojatno Kdo e vrzan za nereduciran {e}er na disaharid  na lipidot-A a 

quinovosamine bi mo`el da go premostuva jadroto so O-verigata.  

3.1.3. O-antigen (O-veriga) O-antigenot e somatski antigen na 

Brucella, postoi samo kaj S-formite (smooth) na bakteriite, dodeka kaj          

R-formite (rough) go nema. Toj e dolg linearen polisaharid koj se sostoi od 

50-100 povtoruva~ki monosaharidni edinici sostaveni od 4 do 7 {e}eri po 

edinica. Kaj B. melitensis biotip 1, O-antigenot se sostoi od povtoruva~ki 

blokovi od pet N-formil-perozaminski ostatoci (~etiri -1,2-vrzani i 

edna -1,3-vrzana). Prose~niot broj na monosaharidi e procenet na 96 za    

B. abortus (25 do 92 za B. abortus 2308), 35 do 130 za B. melitensis 16M (Moriyon,  

1997). O-antigenot e povrzan so jadroto. Relativnata frekvencija na -1,2 i 

-1,3 vrskite ja objasnuva epitopskata struktura na O-verigata. Pove}e 

avtori ja prifa}aat modifikacijata na Douglas i Palmer (1988) za A+M 

antigenskata struktura, spored koja B. abortus e nositel na A (abortus) 

epitop, B. melitensis e nositel na M (melitensis) epitop, a imaat zaedni~ki       

C epitop/i  odgovorni za vkrstenite reakcii (Brinley-Morgan et al.,1990; 

Mayer, 1990; Jawetz et al.,1976; Moriyon,1997). B. suis sodr`i podednakvi 
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koli~ini na A i M antigeni (Drndarski, 1989). A-antigenot e pretstaven so 

linearni nerazgraneti homopolimeri na -1,2-vrzani-4,6-dideoksi-4-for-

mamido--D-manopiranozilni edinici {to zavr{uvaat so jadrenite oligo- 

saharidni komponenti. M-antigenot go sodr`i istiot {e}er no izgraden 

kako povtoruva~ki pentasaharidni edinici sostaveni od ~etiri -1,2-4,6-

di-deoksi-4-formamido--D-manopiranozilni edinici vrzani vo -1,3 za 

posledniot monosaharid na sekvencata (Perry et al., 1986;  Zygmunt et al., 1991). 

 3. 2. Vnatre{en sloj-izgraden e od fosfolipidi (Moriyon, 1997). 

Lipidniot sostav zavisi od mediumot i starosta na kulturata. Glaven 

fosfolipid kaj B. abortus i B. melitensis e fosfatidilholin (PC), 37% od 

vkupnite fosfolipidi. Drugi fosfolipidi se: fosfatidiletanolamin 

33%, kardiolipin 20% i  fosfatidilglicerol 10%. 

 Brucelite sodr`at i neutralni masti od koi ima zna~ajni koli~ini 

na ornitin, kako i materii sli~ni na vosok. Pome|u dvata sloja, nadvo-

re{niot i vnatre{niot, se nao|aat stolp~esti formacii na proteini. 

3.3. Proteinite (OMPs) se podeleni vo tri grupi spored moleku-

larnata masa: 1. Grupa 1 (88 - 94 kD ); 2. Grupa 2 (36-38 kD), ovaa grupa ja 

kodiraat genite omp2a i omp2b; 3. Grupa 3 (31-34 kD i 25-27 kD), ovaa grupa ja 

kodiraat genite omp25 i omp31.  

 Glavni OMPs se omp25, omp31 i omp26. Drugi nadvore{no membra-

nski proteini se nekolku nisko molekularni lipoproteini identifiku-

vani kako minor Omps: omp19, omp16, omp10. Na povr{inata na S-formite 

doka`ano e prisustvoto na endotoksi~niot S-lipopolisaharid (S-LPS)  i 

drug polisaharid antigenski sli~en na S-LPS, nare~en nativen hapten 

(NH), (Tibor et al., 1994; 1996). 

 Soevite na B. melitensis, B. canis i B. ovis sodr`at proteini od grupata               

25-27 kD, mnogu pove}e od B. abortus koja sodr`i pove}e proteini od grupata  

36-38 kD (Dranovskaya, 1994).   

 1.8. Antigenska  gradba. Nekolku va`ni protektivni i/ili dijagnos-

ti~ki antigeni se identifikuvani na nadvore{nata membrana, periplaz-

matskiot prostor i citoplazmata (Cloeckhart, 1997): 
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A. Antigeni na nadvor{nata membrana. Nadvore{nata membrana  

sodr`i lipopolisaharidni i proteinski antigeni. 

1. Lipopolisaharidite (LPS) mo`at da bidat: (Smooth) mazni-lipo-

polosaharidi (S-LPS) kaj S-bruceli, koi sodr`at O-veriga ili (Rough) 

grubi-lipopolisaharidi (R-LPS) kaj R-bruceli, koi nemaat O-veriga.          

O-verigata ili O-polisaharidot (O-PS) e glavniot imunodominanten anti-

gen vo serolo{kiot odgovor pri infekcija so S-bruceli, i  doka`ano e deka 

e najeksponiranata antigenska struktura na povr{inata na S-brucelite.    

O-PS e isto taka protektiven antigen (doka`an so eksperimenti na modeli 

na gluvci so pomo{ na pasivna imunizacija so anti O-PS monoklonski 

antitela (Mabs) ili so aktivna imunizacija so purificiran S-LPS ili O-PS 

kowugiran so proteinski nosa~i. O-PS sodr`i nekolku epitopi identifi-

kuvani so Mabs kako: A, M i  zaedni~ki C-epitop koj e odgovoren za vkrste-

nite cross-reakcii. Cross-reakcii se mo`ni so Escherichia coli O:116 i O:157, 

Francisella tularensis, Salmonella group N (O:30) Pseudomonas maltophilia, Vibrio 

cholerae i Yersinia enterocolitica 0:9 a titrite mo`at da bidat zna~ajni 

(Sokolovski et al., 1994; WHO, 1986). 

 2. Nadvore{no membranski proteini (OMPs). So upotreba na tehniki 

na Mabs (monoklonski antitela), ELISA, imunoelektronska mikroskopija i 

Flow-citometrija, doka`ano e deka OMPs (str.24-25; 3.3) se eksponirani na 

povr{inata na brucelite. No, tie se mnogu pomalku dostapni kaj S otkolku 

kaj R-bruceli-te, verojatno zaradi prisustvoto na strani~na O-veriga kaj 

dolgiot S-LPS. Ovoj fakt isto taka mo`e da objasni zo{to kaj model na 

gluvci, MAbs kon OPMs se slabo ili voop{to neprotektivni pri 

vakcinacija so S-B. abortus. Za razlika od ova, Mabs za OMPs za R-B.ovis, isto 

taka na model so gluvci, se poka`al kako visoko protektiven.  

        B. Periplazmatski proteini. Identifikuvani se nekolku 

imunogeni periplazmatski proteini: BCSP31, Cu-Zn supereoksid dismutaza 

i neodamna bp26 (isto taka nare~en omp28). Vsu{nost, bp26(omp28) izgleda e 

interesen dijagnosti~ki antigen bidej}i e najden kako imunodominanten 

kaj inficirani goveda, ovci, kozi i lu|e. Ovoj antigen u{te ne e ispitan vo 
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odnos na negovata za{titna aktivnost. Imunizacijata na gluvci so 

rekombinanten BCSP31 ili Cu-Zn supereoksid dismutaza ne obezbeduvala 

za{tita protiv   B. abortus (Cloeckaert, 1997). 

V. Citoplazmatski proteini. Vo ovaa grupa spa|aat: stress-proteinite 

groEL, groES, dnaK, htrA, L7/L12 ribozomski protein, Ss i uvrA proteini, 

bacterioferritin, kako i proteini so nepoznata funkcija nare~eni p15, p17 i 

p39. Za nekoi od ovie proteini kako L7/L12, uvrA, groEL i groES, doka`ano e 

deka stimuliraat celularen imun odgovor od Th1-tip so produkcija na IL-2 

i IFN-, no do sega siguren protektiven imunitet e doka`an samo za L7/L12. 

Drugite proteini, kako p15, p17 i p39, se od mal interes samo za serolo{ka 

dijagnostika. 

1.9. Genetika. Genomot na Brucella ne e celosno sekvencioniran. Toj se 

sostoi od dva cirkularni hromozomi: podolg od 2.100 kbp i pokus od        

1.150 kbp, i pribli`no 58% GC (Halling, 1997). Se ~ini deka pokusiot 

hromozom e pomalku konzerviran od podolgiot, i sodr`i mali insercii (IS) 

i delecii. IS se najdeni kaj dvata hromozomi. Klasi~nite soevi, osven          

B. canis, imaat prose~no 8 do 35 kopii na inserciska sekvenca IS711 (IS6501). 

Dve sli~ni povtoruva~ki sekvenci Bru-RS1 i Bru-RS2 od pribli`no 100 bp se 

najdeni vo okolu 35 kopii, no dosega ne se povrzani so niedna funkcija.  

 Identifikuvani se okolu 50 brucella geni (tabela 1). Mnogu od niv 

kodiraat nadvore{no-membranski proteini, i se izu~uvaat kako virulent-

ni faktori i kako specifi~ni dijagnosti~ki reagensi. Isto taka se 

identifikuvani geni involvirani vo vo celuranite procesi, biosintezata 

na purini i pirimidini i iskoristuvaweto na glukozata. Nivnite genski 

produkti se visoko imunogeni.  

 Od poseben interes vo ponatamo{noto ispituvawe se IS711 i BCSP31. 

IS711 se sostoi od 845 bp (bazni parovi), i toa: 198 a (adenin), 237 c (cito-

zin), 222 g (guanin) i 188 t (timin) (Hernandez et al., 1998). 

BCSP31 e gen koj kodira 31-Kda nadvore{en membranski protein. Se sostoi 

od 1037 bp, i toa: 233 a; 273 c; 263 g; 268 t (Vizcaino et al., 1996). 
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Tabela 1. Brucella geni vo GenBank 

 

Funkcionalni grupi Gen/protein oznaka 

Kleto~na obvivka omp 1, omp 2a, omp 2b, omp 10, omp 16A, omp 19, 

omp 25, omp 28, bpm18, bp26, BA41, CP24, cdsA, 

lpxD, fabZ, IpxA, mepA, BCSP31 

Celularni procesi htrA, htraA-like, dnaD, dnaJ, dnaK, groEL, groES 

Energetski metabolizam GLK, GLUp, ERY 

DNA RNA grade`ni blokovi purE, purK, purA 

Respiratorna funkcija KatE, sodC 

Replikacija RecA, uvrA, adenine methyl transferase 

Translacija 16S dRNA, 23S dRNA 

Nepoznato  p39, ORFP17 

Povtoruva~ki DNAs IS711 ( IS6501), Bru-RS1, Bru-RS2 

 

1.10. Otpornost. Vo soodvetni uslovi, Brucella organizmite mo`e da 

pre`iveat vo nadvore{nata sredina dolgo vreme (WHO, 1986, Goldman, 1986, 

Flores-Castro et al., 1979).   

A. Osetlivost kon fizi~ki agensi. Brucelite lesno se ubivaat so 

zagrevawe koga se vo razredena suspenzija. Pasterizacijata brzo gi ubiva. 

Mnogu gusta suspenzija nemo`e da bide kompletno inaktivirana so sredno 

zagrevawe, zaradi {to potrebno e pove}ekratno zagrevawe do to~ka na 

vriewe. Osetlivi se na normalni sterilizira~ki dozi na jonizira~ka 

radijacija, no potrebna e kompletna ekspozicija. Brucelite pre`ivuvaat 

su{ewe, osobeno vo mediumi koi sodr`at proteini. Prili~no se osetlivi 

na direktna son~eva svetlina. Vo pra{ina i zemja mo`e  da opstanat do 10 
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nedeli, vo voda 10-70 dena (podolgo pri poniski temperaturi, a mnogu 

godini ako se zamrznati). Vo izmet na govedo pre`ivuvaat najmalku 120 

dena, vo abortiran fetus 75 dena, vo eksudat na uterus 200 dena i vo te~no 

|ubre pri temperatura blizu 0C
o
 2,5 godini. Vo mlado sirewe mo`e da 

pre`iveat 100 dena, vo kiselo mleko 30 dena (pri pH 4 samo 1 den), vo kefir 

11 dena, vo puter 25 do 142 dena, vo soleno meso 40 do 113 dena, vo slanina do 

tri meseci (Corbel, 1990; Sokolovski et al., 1994). 

B. Osetlivost kon hemiski agensi. Vo vodena suspenzija, golem broj 

dezinficiensi gi ubivaat brucelite. Rastvor na fenol (10 g/l) gi ubiva vo 

vodena suspenzija po 15 minutna ekspozicija na 37C
o
. Prisustvoto na 

organski materii mo`e da ja namali efikasnosta na dezificiensot.  

Rastvor na fenol i alkohol se koristat za dezinfekcija na ko`ata. 

 V. Osetlivost kon boi (tionin i bazen fuksin) se koristi vo dife-

rencijacijata na oddelni biotipovi na Brucella.  

 G. Osetlivost kon antibiotici. In vitro brucelite se osetlivi kon 

golem broj antibiotici, dodeka in vivo toj broj e pomal. Najosetlivi se kon: 

streptomicin, tetraciklini, rifampicin, doksiciklin, novite hinolon-

ski preparati, gentamicin, kanamicin, sulfametoksasol/trimetoprim. 

1.11 Epidemiologija 

1.11.1. Rasprostranetost. Spored podatocite na WHO, vo svetot 

godi{no od bruceloza zaboluvaat okolu 500.000 lu|e (Williams, 1988). Vo 

Azija, brucelozata e prijavena od 19 zemji, so mnogu visok morbiditet vo 

Iran, Saudiska Arabija, Kuvajt i Laos (WHO Weekly Epid, 1986; Kiel et al., 

1987; Lulu et al., 1988). Vo Afrika brucelozata e registrirana vo 37 zemji,   

osobeno vo zemjite na Mediteranot. Na Amerikanskiot kontinet, bruce-

lozata epidemiolo{ki e zna~ajna vo Sredna i Ju`na Amerika (Peru, 

Argentina i Meksiko). Se javuva i vo SAD i Kanada, no poretko, naj~esto 

se importirani slu~ai kaj lu|e koi konsumirale mle~ni proizvodi so 

poteklo od Meksiko (J Infect Dis, 1977; Center for Diseases Control, 1977; 1978;  

Weekly Epid, 1984). Vo Avstralija brucelozata e pod kontrola. Vo Evropa 
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godi{no se registriraat me|u 10 i 20 iljadi zaboleni. Od evropskite zemji 

najvisok morbiditet imaat [panija, Grcija, Italija i Malta (Velimirovik, 

1984). Velika Britanija e primer na zemja kade uspe{no e izvr{ena 

eradikacija na brucelozata. Tamu, vo sedumdesetite godini imalo po okolu 

600 slu~ai godi{no, a poslednive godini samo po nekolku i toa importi-

rani slu~ai (Great Britain Ministry of Agriculture, 1983; Brit Med J, 1987). 

  Vo Republika Makedonija do 1980 godina brucelozata ne bila 

zna~ajno zaboluvawe. Vo 1980 godina vo Bitola zapo~nala epidemija no ne 

bila na vreme prepoznaena. Vkupno zabolele 104 lica, a slednata godina 

112. Vo periodot od 1980 do 2000 godina vo Republikava se registrirani 

vkupno 8.225 slu~ai, od koi vo poslednite {est godini (1995-2000) okolu 

3.500 (grafikon 1). Bolesta e registrirana vo sekoja op{tina vo Republi-

kava. Najgolem intenzitet na zaboleni e registriran vo op{tina Radovi{ 

vo 1991 godina: 267 zaboleni, so morbiditet od  875,4 na 100.000 `iteli 

(Sokolovski et al., 1995). 
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     Grafikon 1. Incidenca na humanata bruceloza vo Republika Makedonija  

(1980-2000) 
 

1.11.2. Rezervoar i izvor na zaraza. Za lu|eto patogeni vidovi 

bruceli se: B. melitensis, B. abortus, B. suis i B. canis. Rezervoar se doma{nite 

`ivotni: ovci, kozi, goveda, sviwi, ku~iwa, kowi, kamili i dr., no 

ponekoga{ i divi `ivotni mo`at da bidat privremeni rezervoari. Izvor 

na zaraza se inficirani `ivotni. Bolesta se prenesuva so mleko, meso, 
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mo~ka, plodova voda i urogenitalni sekreti. Najpatogena za lu|eto e          

B. melitensis, zaradi {to vo Makedonija najgolemo epidemiolo{ko zna~ewe 

imaat ovcite i kozite koi se primarni doma}ini za ovaa brucela. Brojot na 

zaboleni lu|e e vo direktna korelacija so intenzitetot na epizootijata. 

Od golema va`nost e brojot na bacilite koj se la~i preku mlekoto. 

Rezultatite na Eyre poka`ale deka vo 1 ml nevareno kozjo mleko imalo 

okolu 30.000 bruceli (Todorovik et al., 1972). Kaj nas, za razlika od nekoi 

zapadnoevropski zemji, mal e brojot na zarazeni goveda zaradi {to i 

nivnata uloga vo zarazuvaweto na lu|eto so B. abortus e mala. B. suis e 

zna~ajna vo zaboluvawata kaj lu|eto vo SAD. Vo poslednite godini ima 

trudovi vo koi se opi{uva bruceloza predizvikana od B. canis (Hall et al., 

1970;  Munford et al., 1975;  Polt et al., 1982).  

1.11.3. Pati{ta na prenos. Brucelozata naj~esto se prenesuva preku 

kontakten i alimentaren pat, a poretko aerogeno i so inokulacija 

(Birtasevik et al., 1989). Spored naodite na Sokolovski i sor. (1995), vo 

Republika Makedonija do 1993 godina, od 4.080 zaboleni, po kontakten pat 

se zarazeni 1.142 (32,3%), po alimentaren 712 (20,1%), kaj 1.370 (38,7%) 

postoela mo`nost i za dvata, a kaj 316 (8,9 %) ne mo`el da se doka`e patot 

na prenos. Kontaktniot pat na zaraza se ostvaruva pri pru`awe pomo{ na 

gravidni `ivotni, abortirawe, manuelno vadewe na placentata, pri 

stri`ewe, kolewe i prerabotka na surova ko`a. Kaj alimentarniot pat 

najzna~ajni se mlekoto i mle~nite proizvodi ako se upotrebuvaat bez 

prethodna termi~ka obrabotka (Birtasevik et al., 1989; Lulu et al., 1988; Sixl et 

al., 1990). Po aerogen pat naj~esto se javuva zarazuvawe vo laboratorii i vo 

klanici. Stazzniewicz i sor. (1991) opi{uvaat laboratoriska epidemija so    

B. melitensis  biotip 3, vo 1988 godina, koga po aerogen pat zabolele 8 lica. 

Izve{taite za laboratoriskite infekcii vo Britanija vo tekot na 1988-

1989 godina prika`uvaat samo eden slu~aj so bruceloza, pri~inet so            

B. melitensis (Grist et al.,1991). Vo tekot na 1996 godina inficirani se dvajca 

vraboteni vo laboratorija na Veterinarniot institut vo Skopje.   

Interhumaniot prenos na bolesta e isklu~itelno redok. Opi{ani se 

slu~ai na prenesuvawe na bolesta, od bolna majka na doen~e  preku maj~ino 
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mleko (Lubani et al., 1988;  Mofada et al., 1993),  kako i slu~aj na mo`en prenos 

preku sperma od zabolen ma` (Stanik-Pavlinik et al., 1983; Ruben et al., 1991; 

Kosanovik-Ketkovik, 1981;  Nikolovski, 1992).    

Zarazuvaweto so inokulacija naj~esto e akcidentalno (laboratorii, 

prosektura). Mo`na e i infekcija preku transfuzija na krv (Elberg, 1981; 

Wood, 1955). Prenos od lu|e na `ivotni nema.    

1.11.4. Sezona na zaboluvaweto. Brucelozata vo Makedonija ima 

sezonski karakter. Brojot na zaboleni dostignuva maksimum vo maj i juni, a 

minimum vo noemvri i dekemvri. Ova e povrzano so aktivnostite na 

ov~arite pri jagnewe, jarewe, molzewe i stri`ewe pri {to se vklu~eni 

celi semejstva. Toga{ e najgolemo i izla~uvaweto na brucelite od infici-

ranite `ivotni (Sokolovski et al., 1995;  Birtasevik et al., 1989).  

1.11.5. Zna~ewe na profesijata, pol, vozrast i mesto na `iveewe. Vo 

Makedonija najgolemiot broj zaboleni (81%) bile od selsko naselenie. 

Najmnogu zaboluvale lu|e od preku 50 godi{na vozrast, pri {to ma`ite 

zaboluvale dva pati pove}e od `enite. Najgolem rizik za zaboluvawe bil 

kaj onie profesii koi imale direkten kontakt so inficirani `ivotni: 

ov~ari, sto~ari, veterinarni rabotnici i doma}inki na selo (Sokolovski et 

al., 1995). Opi{ani se i familijarni epidemii so zaboluvawe na pogolem 

broj ~lenovi (Wallach et al., 1994). 

1.12. Patogeneza. Brucelite se invazivni mikroorganizmi. Vo orga-

nizmot mo`at da prodrat preku povredi na ko`ata (naj~esto na racete), 

preku sluznicite, orofaringsot, kowuktivite ili so vdi{uvawe preku 

respiratorniot sistem. Golem broj od brucelite se fagocitira i uni{tuva, 

no pri golem inokulum, po limfen pat, izvesen broj doa|aat do regional-

nite limfni jazli (aksilarni, submandibularni i supraklavikularni) 

(Sokolovski et al., 1994; Kosanovik-Ketkovik et al., 1981). Vo regionalnite 

limfni jazli, brucelite intenzivno se razmno`uvaat vo tek na celiot 

period na inkubacija, a potoa preku krvta (so polimorfonuklearite i 

monocitite) se raznesuvaat do sinusoidite na crniot drob, sleskata, 

koskeniot mozok i limfnite jazli. Brucelite se razmno`uvaat lokalno, a 

potoa niv gi fagocitiraat makrofagite vo tkivata kade {to se 
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razmno`uvaat. Brucelite se relativno otporni na makrofagnoto ubivawe, 

zaradi {to izvesen broj mo`e da pre`ivee. Ne e jasno dali tie pre`ivuvaat 

zaradi vrodena otpornost ili “nesposobnost“ na makrofagite da gi 

ubivaat. Vo makrofagite brucelite mo`at da ja inhibiraat fuzijata na 

fagozomite i lizozomite i da se repliciraat vo fagozomite (Harmon et al., 

1988). Klini~kite manifestacii na bolesta po ovaa faza zavisat od 

sposobnosta na organizmot da go spre~i razmno`uvaweto na brucelite. 

Patogenosta na brucelite e delumno zavisna od sostavot na lipopoli-

saharidite (LPS) na maznite (S) virulentni soevi. Mo`ebi LPS pridone-

suvaat za usporena degranulacija na specifi~nite granuli vo polimorfo-

nuklearite vo koi se nao|aat brucelite (Stites et al., 1987). Intrakleto~nata 

lokalizacija gi {titi brucelite od dejstvoto na antitelata i od dejstvoto 

na golem broj antibiotici. Karakteristi~na reakcija na infekcijata e 

sozdavawe na granulomi vo nekoi tkiva. Po adekvatna antibiotska terapija 

granulomite mo`e da se povle~at i izgubat. Pri golemi inokulumi, i kaj 

neadekvatno lekuvani pacienti, granulomite mo`e da stanat prili~no 

golemi, da zagnojat i da se sozdavaat apscesi. Apscesite po~esto se javuvaat 

pri infekcija so B. melitensis i B. suis, a granulomi pri infekcija so            

B. abortus  (Davion et al., 1987; Med hyg, 1990; Abd-Elzrak, 1991; Yildimark et 

al.,1995; Young, 1983b). Vo ponatamo{nata evolucija brucelite mo`e da ja 

napu{tat krvta i da se naselat na sinovijalnite membrani na zglobnite 

~auri, tendovaginalnite pripoi na muskulite i vo svrznoto tkivo. Vo niv 

isto taka mo`e da predizvikaat toksoalergiski i granulomatozni promeni 

koi podocna vo faza na regresija na bolesta se pretvoraat vo svrzno tkivo 

ili kalcificiraat. Od granulomite brucelite povtorno mo`at da navle-

zat vo krvta i da predizvikaat recidivi (Velkovski, 2000). 

1.13. Imun odgovor. Infekcijata so Brucella rezultira so indukcija 

na humoralen i celularen imun odgovor. Intenzitetot na ovie odgovori 

zavisi od mnogu faktori kako {to se: virulencijata na infektivnite 

soevi, goleminata na inokulumot, starost, pol, bremenost i imunolo{kiot 

status na doma}inot. Dvata vida na imuniot odgovor imaat dijagnosti~ka 
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vrednost, no mnogu pove}e vo upotreba se serolo{ki testovi za odreduvawe 

na humoralniot imun odgovor (WHO, 1986). 

 A. Celularniot imun odgovor e posreduvan od kletki, prete`no 

limfociti-T (Ly-T) i makrofagi. Obi~no se javuva pri navleguvawe na 

nekoi vnatre{nokleto~ni bakterii, virusi, kletki na transplatanti i 

tumori. Osnovniot mehanizam na dejstvo e direktno citotoksi~no dejstvo 

na Ly-T i nivnite humoralni produkti-limfokini (Allegreti et al., 1987). 

 Brucelite se intrakleto~ni mikroorganizmi. Virulentnite soevi, 

po fagocitiraweto od strana na makrofagite i polimorfonuklearite, 

sposobni se da pre`iveat i opstanat vo niv vo tek na dolg vremenski 

period.  Ovaa rezistencija na brucelite mo`e da pridonese za hronicitet 

na infekcijata (WHO, 1986). Aktivacijata na makrofagite se javuva koga  

T-limfocitite (Ly-T) od soodvetnata subpopulacija se stimulirani da 

oslobodat limfokini (interleukini-citokini). Citokinite se proteini 

(obi~no glikoproteini) so relativno mala molekulska masa od 8-25 kDa, 

~esto sostaveni samo od edna veriga. Tie reguliraat va`ni biolo{ki 

procesi kako {to se: kleto~en rast, kleto~na aktivacija, inflamacija, 

imunitet, obnova na tkivata, fibroza i morfogeneza. Nekoi se hemotak-

ti~ki faktori. Najdobro prou~eni limfokini se: interferoni-IFN (,  i ) 

i interleukini (IL-1 do IL-12).       

 Ly-T se pretstaveni kako TCR 1+ i TCR 2+ (Roitt et al., 1993):       

  1. TCR 1+ (CD4-/CD8- i CD8+) se mala subpopulacija na cirkulira~ki, 

citotoksi~ni Ly-T, zastapeni do 15% od Ly-T,                      

2.TCR 2+ (CD4+), pomo{ni~ki Ly-T (Th1-T-helper), gi ima od 85-95 %. 

  Celularniot imun odgovor ima fundamentalno zna~ewe vo odbrana-

ta na organizmot pri infekcija so Brucella (Pavlov et al., 1982). CD4+ 

primarno produciraat IFN-, koj gi stumilira makrofagite za bakteri-

cidna aktivnost, dodeka CD8+ deluvaat so lizirawe na kletkite vo koi ima 

bakterii, so {to tie se osloboduvaat i mo`at da bidat fagocitirani i 

ubieni od aktiviranite makrofagi (Schurig 1991; Golding et al., 1995; Zaitzeva 

et al., 1995; Cheers, 1997). Zhan i sor. (1995) na animalen model poka`ale deka 

kletkite na sleska inficirani so Brucella produciraat IFN- i IL-2, dodeka 
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pri imunizacija produciraat zna~ajna koli~ina na IL-2 i IL-4 a nedekti-

bilni koli~ini na IFN-. Santiago i sor. (1991) utvrdile deka kaj pacientite 

so hroni~na bruceloza ima signifikanten porast na CD8+. Cheers i sor. 

(1997) utvrdile deka in vivo IL-12 se producira samo vo prisustvo na `ivi 

bakterii (brucella ili listeria). IL-12 ima sna`en efekt vrz indukcijata na 

IFN- (Zhan et al., 1995), dodeka IL-10 ja namaluva makrofagnata aktivnost i 

produkcijata na IFN- (Fernandes et al., 1995). 

 B. Humoralniot imun odgovor e posreduvan so antitela. Po navle-

guvaweto na brucelite vo organizmot, kako odgovor na organizmot na 

bruceloznite antigeni se aktiviraat B-kletkite koi po~nuvaat da produ-

ciraat antitela od klasite: IgM, IgG (IgG1, IgG2, IgG3, IgG4) i IgA. Nekolku 

dena po infekcijata se pojavuvaat IgM antitela, titarot brzo raste i 

dostignuva najvisoko nivo vo tretiot mesec od bolesta, a potoa opa|a. IgG 

se pojavuvaat dve do tri nedeli po infekcijata. Titarot na IgG e najvisok 

vo {estiot mesec od po~etokot na zaboluvaweto i ostanuva povi{en u{te 

{est meseci kaj adekvatno lekuvani, a najmalku edna godina kaj nelekuvani 

bolni. Odr`uvaweto na povi{en titar na IgG antitelata kaj hroni~nite 

slu~ai e usloveno od prisustvo na vitalni intrakleto~nite bruceli vo RES 

ili vo drugi fokusi (WHO, 1986; Mikolich et al., 1990; Klerk et al., 1985; Pellicer 

et al., 1988). Pojavata na IgG vo zna~ajni koli~ini ima negativen povraten 

mehanizam na imunolo{kiot odgovor, pri {to se o~ekuva opa|awe na IgM na 

ponisko nivo (White, 1978). 

IgA se pojavuva istovremeno so IgG. IgA antitelata mo`at da bidat 

neaglutinabilni i mo`at da se doka`at so: Coombs-ov antiglobulinski 

test ili ELISA. Kaj pacientite so relaps na bolesta zgolemuvaweto na 

titarot na IgG antitela e sledeno so zgolemuvawe na titarot na IgA 

antitelata vo okolu 60% od slu~aite (Araj, 1988b). 

 Ispituvaj}i ja kinetikata na specifi~nite IgE antitela, Araj i sor. 

(1990) utvrdile deka IgE go ima vo pribli`no ista zastapenost kako kaj 

akutnata (89%) taka i kaj hroni~nata bruceloza (81%).    

 1.14. Klini~ka slika i tek na bolesta. Brucelozata e te{ko infek-

tivno zaboluvawe koe trae so nedeli i meseci. Klini~kata slika e 
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polimorfna, {to pri~inuva golemi te{kotii vo postavuvaweto na dijagno-

zata i ~esti dijagnosti~ki gre{ki. Periodot na inkubacija obi~no e edna 

do ~etiri nedeli, no mo`e da bide i do 60 dena (Elberg, 1981).  

Tekot na bolesta mo`e da bide akuten ili hroni~en (Todorovik et al., 1972).

 Golem broj na avtori spored vremetraeweto bolesta ja delat na: 

 akutna         (do tri meseci);  

 subakutna   (do {est meseci);        

 hroni~na    (pove}e od 6-8 meseci).    

 Zaboluvaweto naj~esto po~nuva kako akutno (Bennet, 1986; Lulu et al., 

1988), a vo mal broj po~nuva kako primarno hroni~no.      

A. Akuten tek na bolesta. Se karakterizira so neo~ekuvan po~etok,                       

povi{ena temperatura, potewe, bolki vo zglobovi i muskuli.   

 - Temperaturata mo`e da trae so meseci. Tipot na temperaturata 

naj~esto e undulanten, poretko remitenten ili intermitenten. Skok na 

temperaturata i treska se javuvaat pri povtoren prodor na brucelite od 

`ari{tata vo krvotokot. Subfebrilnite periodi se pokratkotrajni od 

febrilnite, a antipireticite ne deluvaat. Svesta na bolniot e so~uvana. 

 - Poteweto e mnogu karakteristi~no. Bolniot se kape vo pot 

osobeno no}e. Poteweto ne prestanuva nitu vo afebrilniot period, a 

potta ima miris na skapana slama. Diurezata e namalena.    

 - Bolkite se vo vid na artralgii i mialgii. Nepostojani se po 

intenzitet i traewe, se premestuvaat od mesto na mesto, od den na den. 

Naj~esto se javuvaat vo polovinata i vratot. Zafateni se site a osobeno 

golemite zglobovi. Podvi`nosta e ograni~ena.  

Objektivni znaci na bolesta se izrazeni duri vo tretata nedela od 

po~etokot na zaboluvaweto. Op{tata sostojba na bolniot, osven umerena 

psihofizi~ka  iscrpenost, ne e mnogu izmeneta. Postoi umereno gubewe na 

te`inata, pojava na bledilo i otok na liceto. Zaradi zafatenosta na RES 

prisutni se: splenomegalija, hepatomegalija, adenopatija (edna ili pove}e 

`lezdi se lesno ote~eni, tvrdi, poedine~ni i bezbolni).   

 Od hematolo{kite naodi prisutni se: umerena hipohromna anemija i 

leukopenija (limfocitoza so neutropenija).   
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 Akutniot oblik na nelekuvana bruceloza trae tri do {est meseci. 

 B. Hroni~niot tek na bolesta vo najgolem broj slu~ai se nadovrzuva 

na akutnata bruceloza, a kaj eden broj zapo~nuva kako primarno hroni~no 

zaboluvawe. Hroni~nata bruceloza trae edna do tri godini. Ovaa forma na 

bolesta se javuva zaradi nelekuvawe, neadekvatno lekuvawe, zadocnet 

po~etok na lekuvaweto, kako i kaj mal broj pravilno lekuvani (Nikolovski, 

1991). Recidiv na bolesta mo`e da se javi vo tekot na prvite tri godini od 

izlekuvaweto, a naj~esto e vo prvata godina (Kotljarov et al., 1985; Mukovozova 

et al., 1987; Renoux, 1980). Pojavata na recidivi i hronicitet e uslovena od 

intracelularnoto parazitirawe na brucelite, so {to se za{titeni od 

razni {tetni vlijanija i od antibiotici (Kaufmann, 1987).   

V. Komplikacii. Klasi~ni komplikacii na akutnata bruceloza se 

orhit, epididimit, salpingit, pnevmonija. Kaj hroni~nata bruceloza ~esto 

se javuvaat koskeno-zglobni promeni so kontrakturi i ankilozi. Mo`e da 

se javi meningit, miokardit, neurit i dr.  

G. Prognoza. Pri navremeno otkrivawe i celosno sproveduvawe na 

terapijata brucelozata pretstavuva lesno zaboluvawe so dobra prognoza i 

retki komplikacii. Smrtnosta kaj netretirani pacienti e 2-3% pri infek-

cija so B. abortus i 3-6 % pri infekcija so B. melitens i B. suis (Eldridge, 1998).  

 1.15. Dijagnozata na humanata bruceloza se zasnova na epidemio-

lo{ki podatoci, klini~ki manifestacii i laboratoriski testovi (Pellicer 

et al., 1988; Pokrovski et al., 1989). Dijagnosti~kite testovi opfa}aat bakte-

riolo{ki, serolo{ki i alergolo{ki testovi.    

Spored CDC (Center for Diseases Control and Prevention, Atlanta) (1977; 

1978) bruceloznoto zaboluvawe se smeta za :  

1. Potvrden slu~aj ako od zabolen so klini~ka slika na bruceloza 

se izolira Brucella, a reakcijata na spora aglutinacija (Wright) e  1 : 160. 

 2. Verojaten slu~aj ako od zabolen so klini~ka slika na bruceloza 

nema izolacija a Wright  e  1 : 160.      

 Diferencijalna dijagnoza. Zaradi polimorfnata klini~ka slika i 

prodol`eniot tek na bolesta, brucelozata mo`e da li~i na: tuberkuloza, 

tifus, bakteriski endokardit, kala-azar, malarija, leukoza, infektivna 
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mononukleoza, kolagenoza, akuten i hroni~en revmatizam, artriti, osteo-

mieliti i dr. (Kosanovik-Ketkovik, 1982).  

1.15.1. Bakteriolo{ka dijagnoza. Patolo{ki materijali od koi 

brucelite najlesno mo`e da se izoliraat se: krv i sternalen punktat. Drugi 

tkiva za izolacija se: limfni `lezdi, likvor, urina, apscesi. Retko se 

izoliraat od sputum, placenta, maj~ino mleko, vaginalen sekret, seminalna 

te~nost i dr. (Pellicer et al., 1988). Vo ispituvaweto na Shehabi i sor. (1990), 

hemokulturite bile pozitivni vo 44,4%, signifikantno posenzitivni od 

kulturite na koskena srcevina so 27,7%. 

 Spored WHO (Laboratory biosafety manual) rodot Brucella e klasifi-

ciran vo Rizi~na grupa , {to zna~i deka pretstavuva visok rizik za 

vrabotenite (Microbiology manual. Merck, 1994). Rabotata so kulturi na 

bruceli ili so silno inficirani primeroci kako {to e abortiran 

materijal, pretstavuva seriozen rizik za infekcija na laboratoriskite 

rabotnici. Rabotite so Brucella mora da se vr{at vo Sigurnosni komori 

(Biosafety cabinets) od III ili IV stepen, koi obezbeduvaat kompletno 

zadr`uvawe na infektivniot materijal  i aerosolite. Vrabotenite treba 

da se dobro izve`bani i mora da nosat za{titna obleka (Corbel, 1979; WHO, 

1983; Centers for Disease Control, 1988). Vo prostorijata treba da ima venti-

lacija so pritisok ne{to ponizok od okolinata. Yidovite da se nepro-

pustlivi a prozorcite zatvoreni. Pristap na gluvci i insekti mora da bide 

onevozmo`en.  

 Ispituvaweto na serumi, pri voobi~aeni sigurnosni merki, e so 

minimalen rizik.  

 Kultiviraweto  na Brucella e mo`no samo na zbogateni posevki od koi 

se prepora~uvaat nekolku vida (Biolife manual, 1991):    

 1. Brucella agar. Modifikuvana posevka spored Wundt, se upotrebuva  

za izolacija i kultivacija od klini~ki materijali i prehranbeni 

proizvodi. 

 2. Brucella-selektiven agar se koristi, pri izolacija od kontamini-

rani materijali pri {to porastot na pridru`nata mikroflora se supri-
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mira so dodavawe na antibiotici (Bacitracin 25.000 IU/l, Polymyxin B sulphate 

6.000 IU/l, Cyclohexamide 100 mg/l, Ethyl violet 1,25mg). 

 Za primarna kultura inkubacijata se vr{i vo 10% CO2, ~etiri do pet 

dena na 37C
o
, dodeka porastot stane vidliv. Ako nema vidliv porast, se 

obnovuva CO2 atmosferata i se inkubira do 21 den. Koloniite se vo 

pre~nik od 2-7 mm, kru`ni, so boja na bled }ilibar, slabo opalescentni i 

translucentni (Biolife manual., 1991;  Microbiology manual Merck, 1994). 

3. Tryptose agar (Biotone agar-Biolife). Na ovaa posevka koloniite se 

rozevi, translucentni, so mazni rabovi i mazna poovr{ina, polukru`ni, so 

pre~nik od 1-5 mm.  

4. Tryptose bujon (Biotone broth-Biolife) se prepora~uva za izolacija, 

kultivirawe i diferencijacija na Brucella.   

 Diferencijalni posevki za odreduvawe na vidot na brucelata mo`at 

da se podgotvat so dodavawe na 0,1% rastvori na boite tionin i fuksin. 

Boite se dodavaat na Bioton agar ili Serum glukosat medium vo 

proporcii: tionin 1: 25.000, 1: 50.000 i 1: 100.000, bazen fuksin 1: 50.000 i   

1: 100.000. 

 Za hemokulturi mo`e da se koristat :   

  1. Tryptose citrate bujon  

  2. Vital AER (bioMerieux) 

                  3. BBL
TM

SEPTI-CHEK
TM 

(BECTON DICKINSON) 

 Vo poslednive godini razvieni se i se koristat moderni sistemi za 

hemokulturi, kako {to se: API 20 NE (Batchelor et al., 1992), Bact/Alert ™, Bactec 

NR 660 (Yagupski, 1994), Bactec NR 730 (Gamazo et al., 1993), Bactec 9240 (Hussain 

et al., 1995), VITAL-BioMerieux, no i so niv e potrebna najmalku 10-dnevna 

inkubacija. Isto taka, vo poslednive godini razvieni se tehniki so mnogu 

golema senzitivnost i specifi~nost (so mo`nost za otkrivawe na 10 pg 

DNA) vrz baza na amplifikacija na DNA, kako {to e PCR (Polimerase Chain 

Reaction) (Baily et al., 1992; Romero et al., 1994; 1995). 

 1.15.2. Serolo{ka dijagnoza. Serolo{kite testovi go odreduvaat 

specifi~niot humoralen odgovor kaj pacientite. Postojat nekolku grupi 
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na serolo{ki testovi koi se koristat vo dijagnoza na humanata bruceloza 

vo Republikava. 

A. Aglutinira~ki testovi: 

1. Test na brza aglutinacija na plo~ka (Rose Bengal test-RBT, BAB- 

test, Brucelloslide test) e visoko senzitiven. Mo`e da bide la`no negati-

ven pri postoewe na neaglutinira~ki antitela, a la`no pozitiven pri 

nekoi hroni~ni degenerativni zaboluvawa. Se koristi samo kako skrining 

test. Se izveduva za ~etiri minuti. Pozitivnite serumi se ispituvaat i so 

drugite serolo{ki metodi. So ovoj test ne mo`e da se utvrdi dali agluti-

nacijata se dol`i na IgM ili IgG antitelata.  

2. Reakcija na bavna aglutinacija vo epruveti (Wright-Serum 

agglutination test-SAT). Najgolem procent na pozitivni naodi na ovoj test 

ima vo akutnata, pomal vo subakutnata a najmal pri hroni~nata faza na 

bolesta. So ovoj test ne mo`e da se utvrdi dali aglutinacijata se dol`i na 

prisustvoto na IgM ili IgG antitelata. 

3. 2-Mercaptoethanol (2-ME) test. 2-ME gi reduciraat disulfidnite 

vrski na IgM so {to se gubi nivnata sposobnost za aglutinacija, dodeka IgG  

ostanuvaat aktivni (WHO, 1986; Robertson et al., 1980). So ova mo`e da se 

utvrdi dali aglutinacijata se dol`i na IgM, IgG ili dvata imunoglobuli-

ni, {to e neophodno vo odreduvaweto na fazata na bolesta. Testot e prvpat 

voveden vo upotreba vo Republika Makedonija vo 1996 godina (Taleski, 1996).  

4. Antihuman globulinski test (Coombs antihuman globulin test). Se 

koristi za doka`uvawe na neaglutinira~ki antitela. Testot e pozitiven 

ako postoi aglutinacija za dve ili pove}e razreduvawa od Wright-testot.  

B. Reakcija na vrzuvawe na komplement (RVK, Complement fixation 

test-CFT). IgG ima svojstvo da go vrze komplementot dodeka IgM ~esto ne go 

vrzuva, taka {to vo ranite fazi na brucelozata, koga e prisuten samo IgM, 

reakcijata na vrzuvawe na komplementot (RVK) e negativna. Kaj akutnata 

forma na brucelozata titrite na RVK po~nuvaat da rastat od vtoriot 

mesec od zaboluvaweto a maksimumot go dostignuvaat vo ~etvrtiot mesec. 
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Kaj subakutna i hroni~na forma RVK e obi~no pozitivna. Visoki titri 

mo`e da se odr`at i po 12 meseci od po~etokot na bolesta. 

Nedostatok na site ovie testovi e {to so niv ne mo`e precizno da se 

utvrdi na koi antitela se dol`i aglutinacijata. Za poto~na dijagnoza 

neophodno e izveduvawe na site testovi za {to se potrebni dva do tri dena. 

Upotrebata na 2-ME ja unapredi dijagnostikata, no 2-ME e mnogu toksi~en 

zaradi {to  ne naide na primena i vo drugi laboratorii.    

1.16. Terapija. Se upotrebuva kauzalna i simptomatska terapija. 

Pravilnoto lekuvawe na brucelozata ima golema va`nost za tekot na 

bolesta, prevencija na recidivi, komplikacii i preminuvawe na bolesta vo 

subakutna i hroni~na forma. Se smeta deka ako so terapija se zapo~ne vo 

rok od eden mesec od po~etokot na bolesta, istata mo`e kompletno da se 

izlekuva (Sokolovski et al., 1994). 

Pred izborot na kombinacijata na antibioticite treba da se znae 

slednoto (Stavreas, 1993):     

 Brucelite se intracelularni mikroorganizmi, {to bara zadovo-

litelno penetrirawe na antibioticite vo kletkite i tkivata;   

 Doka`ano e deka kombinirana antibiotska terapija e poefikasna od 

monoterapija;          

 Minimalen vremenski tretman e {est nedeli;     

 Re~isi site na~ini na tretman ja kontroliraat akutnata faza na 

bolesta. Pri komplikaciite e potrebna prodol`ena kombinirana 

terapija.  

Prvobitno predlo`enata kombinirana terapija od strana na WHO 

po {ema: Tetracycline peroralno na sekoi 6h vo doza od 500 mg vo tek na {est 

nedeli, zaedno so Streptomycin intramuskulno vo doza od 1,0 g na den vo 

prvite tri nedeli, ne dala zadovolitelni rezultati i ne e pove}e tretman 

na izbor. Podobri rezultati se dobivaat so terapija so Rifampicin vo doza 

od 600-900 mg na den kombiniran so Doxycycline po 200 mg na den. Dvata leka 

se davaat nautro vo ednokratna doza. Relapsite se nevoobi~aeni po vakov 
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tretman, koj trae najmalku {est nedeli (WHO, 1986; Benet, 1986; Rakel, 1986; 

Williams, 1988).  

Co-trimoxasole (trimethoprim 160 mg + sulfametoxasol 800 mg) e isto taka 

efikasen, no ako se dava kako monoterapija relapsite se ~esti duri i pri 

podolgotraen tretman (WHO, 1986; Stavreas, 1993). Doziraweto e 3H2 table-

ti dnevno vo tek na tri nedeli, a potoa 2H2 tableti do {est nedeli.          

Cotrimoxasol-ot mo`e da se kombinira so rifampicin ili streptomicin, chloram-

phenicol ili ciprofloxacin, davani za vreme od najmalku tri nedeli.

 Rezultatite na dve multicentri~ni studii, objaveni od Acocella i sor. 

(1989) i Grassi (1993), poka`ale deka prodol`en tretman (45 dena) so: 

doxycycline  200 mg na den zaedno so edine~na doza od 900 mg rifampicin, ili 

doxycycline so streptomycine (1 g im , vo prvite 21 den) pri~inuva izlekuvawe 

vo 95-96% slu~ai, {to e mnogu poefikasno od preporakite na WHO za 

terapija so tetracycline i streptomycine (izlekuvawe vo 59% slu~ai). Spored 

studijata na Colmenero i sor. (1994), kombinacijata na rifampicin so doxycyc-

line se poka`ala poslaba od kombinacijata doxycycline so streptomycine. Vo 

nekoi institucii se upotrebuvaat po tri antibiotici istovremeno: 

aminoglikozidi (streptomicin) vo traewe od 28 dena i tetraciklini i sulfonamidi vo 

traewe od 42 dena (Velkovski, 2000). Za tretman na deca so bruceloza, Wendell 

(1990) prepora~uva: za deca pod osum godi{na vozrast rifampicin 15 mg/kg, 

oralno, vo tek na 45 dena, a za deca nad osum godini doxycycline 100 mg, 

oralno, 30 dena vo kombinacija so rifampicin 900 mg oralno 30 dena, a za 

bremeni `eni doxycycline 100 mg, oralno, 45 dena. Vo terapijata na bremeni 

`eni, spored WHO, lek na izbor e rifampicin (WHO, 1986). Spored Sanford-

oviot vodi~ za antimikrobna terapija od 1998 godina, za terapija na 

brucelozata se prepora~uva: za vozrasni i deca postari od osum godini  

doxycycline + gentamicin ili doxycycline + streptomicine, a za deca pomali od 

osum godini Co-trimoxasole (trimethoprim 160 mg + sulfametoxasol 800 mg) + 

gentamicin (Gilbert et al., 1998). 

Fluorokinolonite (ciprofloxacin, ofloxacin, pefloxacin, lomefloxacin), 

zaradi nivnata oralna upotreba, visokata koncentracija vo tkivata, 

evidentnata intracelularna koncentracija (vo fagocitite) zna~ajna vo 
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odnos na ekstracelularnata koncentracija, in vitro aktivnosta kon Brucella, 

gi pravat atraktivni za primena. Vo sekoj slu~aj, studiite in vitro poka`ale 

deka fluorokinolonite ne treba da se koristat vo po~etnata (primarna) 

terapija zaradi selekcijata na razistentni soevi i neefikasnata anti-

bakteriska aktivnost pri dostignata intracelularna koncentracija pri  

pH 5 ({to e pH na fagolizozomite) (Stavreas, 1993). Studijata na Printzis i 

sor. (1994) za tretman na anergi~ni pacienti, poka`ala deka terapijata so 

Interferon 2b rezultirala so signifikantni klini~ki i imunolo{ki 

dokazi i golemi vetuvawa vo terapijata na hroni~nata bruceloza. Terapi-

jata so levamisole dala poslabi rezultati, a konvencionalnata terapija ja 

vlo{ila sostojbata na bolnite.  

Novite makrolidi (pr. clarithromycin) i azalidi (pr. Azithromycin) se 

mnogu poaktivni od eritromicin-ot (Garcia et al., 1993). Nivnata klini~ka 

upotreba e vo faza na ispituvawe.  

1.17. Eradikacija i prevencija. Eradikacijata na brucelozata kaj 

lu|eto zavisi od eradikacijata kaj `ivotnite. Toa e dolgotraen i skap 

proces za koj se potrebni ogromni materijalni sredstva. Vo SAD bile 

potrebni 50 godini za eradikacija na brucelozata, {to traelo do 1997 

godina. Vo Velika Britanija eradikacija na brucelozata e proglasena vo 

1985 godina.  

So vakcinacija na dobitokot drasti~no mo`e da se namali 

morbiditetot kaj naselenieto (Roux, 1979). Vo upotreba bile razli~ni 

vakcini. Najuspe{ni bile atenuiranite, `ivi vakcini, kako {to se:  

 1. B. abortus 19 e vakcina napravena od atenurian soj 19, vo S-forma. 

Glaven problem za upotreba na ovaa vakcina e prisustvoto na O-verigata 

koja inducira produkcija na antitela, zaradi {to so serolo{ki testirawa 

ne mo`e da se razlikuva vakcinirano od inficirano govedo (Schuring, 1997).

 2. B. melitensis Rev.1 e `iva, atenuirana vakcina (WHO, 1986). I ovaa 

vakcina inducira produkcija na antitela, zaradi {to so serolo{ki 

testirawa ne mo`e da se razlikuva vakcinirano od inficirano govedo. 

 3. Drugi `ivi vakcini koristeni vo minatoto: B. suis 2 (M-mukoidna 

varijanta) i B. abortus 104-M, bile koristeni vo Kina, no ne nai{le na 



 

 45 

po{iroka primena. Za{titata trae edna godina, po {to se vr{i revakci-

nacija (WHO, 1986; Drankin et al., 1972;  Strady et al., 1993).                                              

4. Vakcini napraveni od mrtvi bruceli ili od antigenski frakcii.    

Vr{eni se brojni ispituvawa pri {to se koristeni celi ubieni bakterii, 

kleto~ni obvivki, OMPs, ekstrakti od kleto~ni obvivki, hemiski modifi-

cirani brucela proteini, sintetski peptidi i dr., no ovie vakcini ne bile 

prifateni vo praksata (Bentejac et al., 1984; Desmettre et al., 1984).  

5. Vakcina od R-soevite na B. abortus 45/20 davaat dobra za{tita, no  

vakcinata ne e stabilna, t.e. R-formite preminuvaat vo S-formi, pri {to 

kaj `ivotnite po vakcinacijata poradi O-verigata se javuvaat antitela, 

{to pravi dijagnosti~ki problemi.  

 6. Vakcinata RB51 e `iva, atenuirana vakcina od R-soj na B. abortus.                

R-formata kaj ovaa vakcina e mnogu stabilna i zaradi nepostoeweto na     

O-veriga nema indukcija na antitela i ne se javuvaat dijagnosti~ki pro-

blemi kako kaj drugite vakcini. Za{titata so ovaa vakcina trae edna 

godina. Vo SAD e proglasena za oficijalna vakcina, so {to e isfrlena od 

upotreba B. abortus 19. 

7. Drugi R-vakcini koi se o~ekuva da se koristat vo idnina se: 

VTRM1 (R-mutant od B. melitensis) i VTRS1 (R-mutant na B. suis). 

8. Rekombinirani vakcini i od neodamna ~ista DNA se s#u{te vo 

faza na ispituvawe, no se ~ini deka vo ovoj moment se prili~no skapi. 
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2. MOTIV ZA IZRABOTKA NA DISERTACIJATA 

Postavuvaweto na klini~kata dijagnoza na humanata bruceloza vo 

Republika Makedonija se vr{i vrz osnova na klini~kata slika, epidemio-

lo{ka anketa i standardni serolo{kite testovi (BAB, Wright, Coombs). So 

ovie serolo{ki testovi ne mo`e da se odredi vidot (IgM i/ili IgG) i  

to~niot titar na antitelata {to e neophodno za odreduvawe na fazata i 

tekot na bolesta,  i odgovorot na antibiotskiot tretman. Osobeno e golem 

problemot pri postoewe na simptomi kaj pacientite po zavr{etokot na 

lekuvaweto od bruceloza, koga klini~arot te{ko mo`e da se odlu~i dali e 

potreben ili ne ponatamo{en antibiotski tretman. So komparativna pro-

cenka na rezultatite na ELISA vo odnos na standardnite serolo{ki metodi, 

mo`e da se utvrdi vrednosta na ELISA i mo`nosta za nadminuvawe na 

navedenite problemi vo serolo{kata dijagnostika na humanata bruceloza. 

Voveduvaweto na ELISA dijagnostikata bi go skratilo vremeto na utvrdu-

vawe na dijagnozata na 2-3 ~asa namesto 2-3 dena koi se potrebni za 

ostanatite metodi, a cenata na testot e dosta poniska. 

Do denes vo na{ata Republika ne e vovedena bakteriolo{ka dijag-

nostika na humanata bruceloza vo rutinska rabota zaradi potrebata od 

posebni uslovi , specijalna oprema, rizikot pri rabota so Brucella, dolgoto 

vreme na inkubacija, razli~en uspeh na izolacija (10-90%). Vo sekojdnevna-

ta rabota, osobeno po voveduvaweto na avtomatski sistemi za hemokulturi 

vo nekoi laboratorii, ne e isklu~ena mo`nosta od izolacija na bruceli. 

Zaradi nesoodvetnite uslovi za rabota (nemawe bezbednosni komori od 

III/IV stepen), postoi golema opasnost za vrabotenite od intralabora-

toriska infekcija. PCR dava mo`nost za identifikacija na brucelite bez 

opasnost po vrabotenite. Vremeto na identifikacija zna~itelno bi se 

skratilo, od nekolku dena potrebni za biohemiski reakcii na pomalku od 

eden ~as. Mo`nosta za utvrduvawe prisustvo na brucelite vo perifernata 

krv na bolnite bi gi nadminala site nabroeni problemi vo vrska so 

izolacijata i identifikacijata. Voveduvaweto na PCR i ELISA vo dijagnos-

tikata na humanata bruceloza }e ovozmo`i ustanovuvawe na referentna 

laboratorija vo Republikava. 
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3. CELI NA ISPITUVAWETO 

 

 

 Osnovna cel na ispituvaweto e unapreduvawe i kompletirawe na 

dijagnostikata na humanata bruceloza preku voveduvawe na ELISA i PCR vo 

rutinskata dijagnostika, zaradi {to se postaveni slednite celi: 

 

 

1. Komparativna procenka na dijagnosti~kata vrednost na ELISA vo odnos 

na standardnite serolo{ki metodi (BAB, Wright, Coombs) vo dijagnos-

tikata na humanata bruceloza vrz osnova na statisti~kite pokazateli za 

dobienite rezultati (specifi~nost, senzitivnost, pozitivna i negativ-

na prognosti~ka vrednost i reproducibilnost). 

2. Komparativna procenka na vrednostite na naodite od ELISA vo odnos na  

PCR vo dijagnostikata na humanata bruceloza vrz osnova na statisti~-

kite pokazateli za dobienite rezultati (specifi~nost, senzitivnost, 

pozitivna i negativna prognosti~ka vrednost). 

3. Odreduvawe na najdobriot par prajmeri za detekcija na brucella DNK so 

PCR. 

4. Utvrduvawe na specifi~nosta, senzitivnosta, pozitivnata i negativ-

nata prognosti~ka vrednost na PCR vo dijagnostikata na humanata 

bruceloza preku detekcija na brucella DNK od periferna krv i od 

bakteriolo{ki kulturi na brucella. 
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4. MATERIJAL I METODI 

4.1. MATERIJAL 
 

 Ispituvawata se sprovedeni vo tekot na 1997-2000 godina. Krv se 

zema{e i e dobivana glavno od pacienti od oddelenijata za zarazni bolesti: 

[tip, Prilep, Tetovo, Strumica i Voena Bolnica-Skopje, kako i vo ramki 

na terenski studii i ispituvawa vo sorabotka so zavodite za zdravstvena 

za{tita: Prilep, [tip (Radovi{), Tetovo, Strumica i Zavodot za preven-

tivna medicinska za{tita pri Centar na voenozdravstveni ustanovi 

(CVZU)-Skopje. Vo ramkite na terenskite ispituvawa kompletno se 

opfateni selata: Selce ([tip), Gabrevci (Radovi{), Kanatlarci (Prilep), 

Visoka Maala (Strumica) i Brodec (Tetovo). Odreden broj primeroci 

dobivme i od Klinikata za infektivni bolesti pri Medicinskiot fakul-

tet-Skopje. Krv od zdravi dobrovolni krvodariteli dobivme od Stanicata 

za transfuzija na krv pri CVZU-Skopje. 

4.1.1. Serumi 

 Serolo{ki ispituvawa se izvr{eni na vkupno 1.100 serumi i toa : 

 

 od 100 bolni vo akutna faza na bolesta 400 primeroci serumi, po ~etiri 

serumi od sekoj bolen, po eden serum pri priemot vo bolnica, po 

zavr{etokot na lekuvaweto, po tri i {est meseci od lekuvaweto; 

 

 od 100 lica lekuvani od bruceloza so prodol`itelni simptomi, 200 

serumi, po dva primeroka na rastojanie od {est meseci; 

 

 od 100 lica lekuvani od bruceloza bez simptomi, 200 serumi, po dva  

serumi od sekoe lice, zemeni na rastojanie od {est meseci; 

 

 po eden serum od 300 zdravi dobrovolni krvodariteli, vojnici od 

Armijata na Republika Makedonija, vkupno 300 serumi. 

 

4.1.2. Krv za PCR 

 

 Istovremeno, pri zemaweto krv za serolo{ki reakcii, od istite 

lica e zemena po 4 ml krv vo epruveti so antikoagulans (EDTA) za PCR, i  

toa : 

 

 od 100 bolni so akutna bruceloza pri priemot vo bolnica, 100 prime-

roci krv, po eden primerok od sekoj bolen; 
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 od 100 lica lekuvani od bruceloza so prodol`itelni simptomi, 100 

primeroci krv, po eden primerok od sekoe lice; 

 

 od 100 lica lekuvani od bruceloza bez simptomi, 100 primeroci krv, po 

eden primerok od sekoe lice; 

 

 po eden primerok krv od 30 zdravi lica, dobrovolni krvodariteli, 

vojnici od Armijata na Republika Makedonija. 
  

4.1.3. Prajmeri i probi vo RAPID PCR 

 

 Vo tekot na ispituvaweto se koristeni slednite prajmeri: 

 

A. IS711 

Brucella abortus: 

Preden prejmer (Fa144) 

 5’ CAT TGA AGT CTG GCG AGC A 3’     (19) 

Zaden prajmer (R 301)  

 5’ TAT CGT CGT ATT GCG CTG C 3’      (19) 

 

Brucella melitensis: 

Preden prejmer (Fm 167) 

 5’ AGC GTG ACG AAG CAC TGT CT 3’   (20) 

Zaden prajmer (R 301)  

 5’ TAT CGT CGT ATT GCG CTG C 3’       (19) 

 

Brucella suis: 

Preden prejmer (Fs 194) 

 5’ AGC GTG ACG AAG CAC TGT CT 3’  (20) 

 

Zaden prajmer (R 301)  

 5’ TAT CGT CGT ATT GCG CTG C 3’       (19) 

 

TagMan Probe  (230)  

 6FAM-CGG TTG CAC AGG CCC CGA CA -TAMRA  (20) 

 

Zadnite primeri (R 301) i TagMan Probe se potpolno isti, specifi~nosta  

zavisi od razlikata na prednite prajmeri. 

 

B. BCSP31 

Preden prejmer (F 622) 

 5’ GCG TTG GGA GCG AGC TTT 3’  (18) 

 

Zaden prajmer (R 681)  

 5’ GCC AGT GCC GAT ACG GAA 3’  (18) 

 

TagMan Probe  (640)  
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 6FAM-CGG TTG CAC AGG CCC CGA CA-TAMRA  (20) 

4.2. METODI 

 

 Laboratoriskite analizi se izveduvani vo slednite institucii: 

CVZU - Skopje, vo Institutot za patologija, oddel za mikrobiologija, na 

armijata na SAD vo Va{ington DC (AFIP- Armed Forces Institute of Pathology-

Washington DC-USA), Makedonska akademija na naukite i umetnostite, 

Centar za genetski in`enering i biotehnologija (MANU). 

 Serolo{kite ispituvawa so klasi~nite serolo{ki metodi, ELISA, 

kako i del od RAPID-PCR se izvr{eni vo mikrobiolo{koto oddelenie vo 

CVZU. Glavniot del od RAPID-PCR ispituvawata kako i izolacijata i 

identifikacijata na kulturite na Brucella se izvr{eni vo AFIP, Gel-

elektroforeza na del od amplificiranite brucella DNA vo MANU. 

 

4.2.1. Standardni serolo{ki metodi: 

 

4.2.1.1. Test na brza aglutinacija na plo~ka (RBT, BAB-test) 

 

 Testot se upotrebuva za rana detekcija na brucella-specifi~ni 

antitela (brucella melitensis, abortus i suis). Antigenot e napraven od 

koncentrirana suspenzija na B. abortus 99 (soj Weybridge) inaktiviran so 

zagrevawe i fenol (0,5%) vo aciden pufer (laktat, pH 3,65), potoa oboen so 

crvena boja (Rose Bengal test, RBT-bioMerieux-Lyon) ili sina boja (BAB test, 

Inep-Zemun).   

 Testot se izveduva spored upatstvoto na proizvoditelot. Reagensite i 

serumot pred upotreba treba da ja dostignat sobnata temperatura (18-25
0
C). 

Vo krugot na plo~kata koja se dobiva so reagensite, se stava po 30 l od 

primerokot na serumot {to se ispituva i 30 l od antigenot (prethodno 

dobro izme{an). Se me{aat so plasti~no stap~e, potoa se stavaat na 

rotator, na bavna rotacija za postojano me{awe za vreme od to~no ~etiri 

minuti. ^itaweto se vr{i to~no po ~etiri minuti, zatoa {to po ova vreme 

mo`ni se la`no pozitivni, nespecifi~ni reakcii. Testot e pozitiven ako 

se javi aglutinacija, koja zavisno od prisutnata koli~ina na antitela ima 
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razli~en intenzitet, koj nekoi avtori go ozna~uvaat so: + (sitnozrnesta 

aglutinacija), ++ (krupno-zrnesta aglutinacija, koja se javuva vo tek do 

~etiri minuti)  i +++ (krupno-zrnesta aglutinacija koja se javuva za mnogu 

pokuso vreme od ~etiri minuti). Duri i slaba, sitnozrnesta aglutinacija 

ozna~uva pozitivnost na testot. Ovoj test e skrining test i e pogoden za 

masovni ispituvawa na lu|e i `ivotni. Pozitivnite serumi treba da se 

ispitaat so drugi serolo{ki metodi. Testot e negativen ako nema agluti-

nacija. 

4.2.1.2. Test na bavna aglutinacija vo epruveti (Wright) 

 Testot se izveduva spored standaren metod, vo epruveti. Vo prvata 

epruveta se stava 0,8 ml 0,85% fiziolo{ki rastvor (NaCl) i 0,2ml serum, a vo 

slednite samo po 0,5 ml NaCl. Potoa se prefrla po 0,5 ml od razredeniot 

serum, koj dobro se resuspendira, od prvata vo vtorata epruveta, od vtorata 

vo tretata i t.n. Od poslednata epruveta se isfrlaat 0,5 ml. Na razredeniot 

serum vo sekoja epruveta se dodava po 0,5 ml 10% Brucella-antigen (Brucella 

abortus 99-Weybridge-Veterinarski zavod Zagreb), so {to se dobivaat razre-

duvawa na serumot od 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640 i 1/1280. 

Rezultatite se ~itaat so aglutinoskop ili lupa po inkubacija vo 

termostat, vo vreme od od 24h na 37
0
C. Pozitivni se naodite so aglutinacija 

vo titar  1/160, {to se dol`i na prisustvoto na aglutinira~ki IgM i/ili 

IgG antitela. Intenzitetot na aglutinacijata se odreduva po slednoto 

(Sokolovski et al., 1994): 

++++    = 100% aglutinacija, ima celosna aglutinacija i sedimentacija, 

te~nosta nad talogot e bistra, a so protresuvawe talogot se razbiva vo 

pomali krp~iwa; 

+++      = 75% aglutinacija, re~isi celosna aglutinacija i sedimentacija, 

te~nosta nad talogot e sosema malku zamatena, a talogot so protresuvawe se 

razbiva vo pomali krp~iwa; 

++          = 50% aglutinacija, s# u{te ima izrazena aglutinacija, te~nosta 

nad talogot e silno zamatena, so protresuvawe talogot se razbiva na mnogu 

sitni ~esti~ki; 
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+          = 25% aglutinacija, nema vidliva aglutinacija, te~nosta nad talogot 

e silno zamatena, a so protresuvawe talogot se razbiva na mnogu sitni, 

edvaj vidlivi ~esti~ki; 

-           = nema aglutinacija, te~nosta e potpolno zamatena, pri protresuva-

we nema  nikakvi vidlivi ~esti~ki. 

4.2.1.3. Antihuman globulinski test (Coombs) 

 Princip na testot e otkrivawe na neaglutinira~ki antitela (IgG 

i/ili IgA). Izveduvawe na testot: po ~itawe na Wright testot istite epru-

veti se centrifugiraat 20 minuti na 3.000 do 4.000 vrte`i vo minuta, po 

{to se otfrla supernatantot a na sedimentot se dodava 1 ml 0,85% NaCl. Se 

me{a sedimentot i povtorno se centrifugira 20 minuti na 3.000 do 4.000 

vrte`i vo minuta. Ovaa postapka se povtoruva u{te dva pati. Na krajot vo 

sekoja epruveta se dodava po 1 ml 0,85% NaCl i po 0,1 ml Coombs-reagens 

(zaja~ki antihuman globulin, anti IgM, IgG, IgA-Imunolo{ki zavod-Zagreb), 

razreden 1/20. Se inkubira vo termostat vo vreme od 24h na 37
0
C i potoa se 

~ita so aglutinoskop. So ovoj test se otkrivaat neaglutinira~ki antitela  

(IgG i/ili IgA) koi ne mo`at da se doka`at so Wright testot. Pozitivni 

naodi se onie kade ima aglutinacija vo titar  1/160, vo razreduvawe ~etiri 

pati ili pove}e (dve ili pove}e razreduvawa) od rezultatite na Wright 

testot . 

 

4.2.2. ELISA 

 

4.2.2.1. Princip na rabota. 

 

 ELISA e metod za kvalitativno i kvantitativno odreduvawe na 

antitelata vo serumot. Za odreduvawe na IgM i IgG brucella antitela so 

ELISA vo serumot na pacientite koristeni se BRUCELLA IgM i IgG 

mikroplo~i na NOVUM Diagnostica, oblo`eni so Brucella LPS antigen. 

 Pri odreduvaweto na IgM antitelata, serumite se razreduvaat i isto-

vremeno se vr{i apsorpcija so IgM sample diluent koj sodr`i anti-humani IgG 

antitela za eliminacija na kompetitivnata inhibicija od specifi~nite 
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IgG antitela, i go otstranuva i reumatoidniot faktor, koj mo`e da dade 

la`no pozitivni rezultati ako e prisuten. 

 Razredenite serumi se stavaat vo soodvetnite bunar~iwa na mikro-

plo~kata. Za vreme na prvata inkubacija specifi~nite brucella IgM i IgG 

antitela na pozitivnite serumi se vrzuvaat za antigenite so koi se 

oblo`eni bunar~iwata na mikroplo~ata. Po ispiraweto i otstranuva-

weto na nevrzanite primeroci, vo bunar~iwata se stava kowugat (anti-

humani IgM i IgG antitela kowugirani so enzimot horseradish peroksidaza). 

Za vreme na vtorata inkubacija kowugatot se vrzuva za antitelata koi 

prethodno ze vrzale za antigenot, {to rezultira so formirawe na enzim-

ski vrzani imuni kompleksi. So vtoroto ispirawe se otstranuva nevrza-

niot kowugat, a formiranite imuni kompleksi (vo slu~aj na pozitiven 

rezultat) se detektiraat po inkubacija so TMB hromogen supstrat (3,3',5,5'-

tetra-methyl-benzidine) i razvivawe na sina boja. Sinata boja preminuva vo 

`olta po dodavawe na Stopping solution (rastvor za stopirawe na reakcijata 

vo koj ima sulfurna kiselina). Intenzitetot na bojata e proporcionalno 

zavisen od koli~inata na specifi~nite brucella IgM i IgG antitela vo 

serumot. 

4.2.2.2. Podgotovka na reagensite i serumite 

 Rastvorot za ispirawe (Washing solution) se razreduva vo odnos 1/20      

(pr.10 ml rastvor +190 ml voda) so sve`a, sterilna, redestilirana voda. 

Razredeniot rastvor za ispirawe e stabilen ~etiri nedeli ako se ~uva na 2-

8
0
C. 

 Sekoj serum se razreduva so IgM/IgG diluent vo odnos 1:101 (10 l  

serum +1 ml diluent) i se me{a.  

 

4.2.2.3. Izveduvawe na testot 

 

 Mnogu e va`no pred po~etokot na rabotata site reagensi i serumi da 

bidat na sobna temperatura (18-25
0
C). 

 Prvoto bunar~e (A1) na mikroplo~ata se ostava prazno (slepa proba), 

vo vtoroto (B1) i tretoto (C1) se stava po 100 l od negativnata kontrola, vo 
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~etvrtoto bunar~e (D1) 100 l od pozitivnata kontrola, a vo ostanatite 

bunar~iwa po 100 l od sekoj serum na pacientite (prethodno razreden). Se 

pokriva mikroplo~ata so folija i se inkubira vo termostat vo vreme od    

1h/37
0
C. 

 Po inkubacijata mikroplo~ata se mie tri pati, vo atomatski mija~ 

TECAN-Washer, i se otstranuva vi{okot na te~nosta so tapkawe na popivna 

hartija. 

 Se stava po 100 l Brucella anti-IgG/IgM kowugat vo site bunar~iwa 

osven vo prvoto (A1) i se pokriva so folija. 

 Se inkubira 30 min. na sobna temperatura, pri {to mora da se 

za{titi od direktno dejstvo na son~eva svetlina. 

 Po inkubacijata se mie mikroplo~ata tri pati, i se otstranuva 

vi{okot na te~nosta so tapkawe na popivna hartija. 

 Se stava po 100 l TMB rastvor vo site bunar~iwa i povtorno se 

pokrivaat.  

 Se inkubira to~no 15 min. na sobna temperatura i vo temno. 

 Se stava po 50 l od rastvorot za stopirawe na reakcijata vo site 

bunar~iwa po istiot redosled kako {to e stavan TMB rastvorot i ne`no se 

prome{uva.  

 So ~ita~ot na aparat TECAN-Classic se meri opti~kiot denzitet 

(OD), t.e. apsorpcijata na sekoe bunar~e so filter od 450 nm, i so 

referenten filter od 620 nm.  

4.2.2.4. Interpretacija na rezultatite 

 Rezultatite na ELISA ispituvawata se tolkuvani vo odnos na 

dobienite naodi na opti~kite denziteti (OD) za Cut off-ot.  Vrednosta na 

Cut-off (CO) se odreduva po formulata CO=MN + 0.250, pri {to MN 

pretstavuva sredna vrednost na rezultatot od dvete negativni kontroli. 

 Pozitivni bea site naodi so rezultat na OD povisok za 10% od Cut 

off-ot (gorna granica),  

 

 Negativni onie za 10% poniski od Cut off-ot (dolna granica).  
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 Site rezultati so vrednosti na OD pome|u vrednostite na dolnata 

i gornata granica bea rezultati vo sivata zona (+/-). Za ovie 

serumi testovite se povtoruvaa.  

 Dobienata vrednost na OD na serumite se deli so vrednosta na Cut 

off-ot i dobienite vrednosti se interpretiraat spored slednoto: 

                         Tabela 2. Interpretacija na ELISA naodite  

 

Pozitivni (+)  1.10 

Siva zona   (+/-) 0.91  do  1.09 

Negativni  (-)  0.90 

 

 

  

4.2.3. PCR 

- PCR-RAPID 

 PCR amplifikacija e vr{ena so RAPIDTM-PCR (Ruggedized Advanced 

Pathogen Identification Device) na Idaho-Technology, koj e modificiran Light-

Cycler
TM

 (Roche), otporen, transportibilen, pogoden za rabota i vo terenski 

uslovi. RAPID e avtomatski instrument so kapacitet od 32 primeroci. 

Zagrevaweto i ladeweto e so vozduh i e isklu~itelno brzo (>25
0
C/sec) 

zaradi {to RAPID e najbrziot termocajkler (mo`e da se napravat 40 

ciklusi za < 20 min).               

 Postojaniot fluorimetriski monitoring na dvojno-veri`nata DNA 

boja SYBR® Green ili TaqMan® probi (6-FAM-oligo-TAMRA,) ja eliminira 

potrebata od posledovatelna analiza (gel elektroforeza) po amplifika-

cijata. 

 Vo ispituvaweto se koristeni TaqMan probi, koi se specifi~ni 

segmenti na Brucella DNA (20 bp) na ~ii kraevi se vrzani dve fluorescentni 

boi: 6-FAM
TM

 (Perkin Elmer) vrzana za 5' i TAMRA
TM 

(Perkin Elmer) vrzana za 3'. 

Maksimalna apsorpcija na 6-FAM e 494 nm, a na TAMRA 560 nm. Maksimalna 

emisija na FAM-6 e 522 nm a na TAMRA 582 nm. Fluorescentnite boi se 
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mnogu stabilni, samo 6% od aktivnosta se gubat po 30 amplifikaciski 

ciklusi. 

 Vo po~etokot na amplifikacijata, vo reaktivnata sme{a ima 

denaturirana DNA, prajmeri i TaqMan probi. Nevrzanite TaqMan probi 

produciraat minimalen (background) fluorescenten signal. Po vrzuvaweto 

na prajmerite (anilirawe) se zgolemuva imitacijata na fluorescencijata 

(slika 3). Za vreme na elongacijata se' pove}e TaqMan probi se vrzuvaat za 

novosintetiziranata DNK, {to postojno se monitira. Fluorescencijata se 

meri po sekoj ciklus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                     

 

Slika 3. Fluorescencija so TaqMan probi 

 

 Amplifikacijata se vr{i vo stakleni kapilari (slika 4) koi se 

perfektni kapilarni sadovi za ultrabrza termocikli~na upotreba zaradi 

visokiot odnos povr{ina/volumen. Kapilarite imaat nadvore{en dija-

metar od 1,5 mm i dol`ina od 3 cm, mo`at da dr`at volumen od 5-20 l.  

 

FAMTMTAMRATM 
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Slika 4. Stakleni kapilari 

 

 Vo reakcijata se koristi enzimot PLATINUM


Taq DNA polimeraza 

(Life Technologies). Taa e rekombinirana Taq DNA polimeraza, za koja e vrzan 

specifi~en inhibitor zaradi {to e neaktivna. Vo tek na denaturacijata, 

na 94
0
C enzimot se aktivira, so {to se ovozmo`uva avtomatski "hot-start" na 

reakcijata. Na ovoj na~in se zgolemuva senzitivnosta, specifi~nosta, 

~istotata na  produktot, povisoka koncentracija i eliminacija na nespeci-

fi~ni amplifikacii. Enzimot se dobiva vo pakuvawa so koncentracija od 

5 U/l. Enzimskata aktivnost e okolu 500 bp za 10 sec. 

4.2.3.1. Ekstrakcija na DNA se vr{e{e so DNA kit za izolacija PURGENE   

(Gentra Systems, 2000) spored protokolot za brza izolacija (okolu 25 min.) na 

DNA od 300 l polna krv, na sledniot na~in: 

 Liza na krvni kletki i bakterii 

  Vo mikroepruveti od 1,5 ml se stava 300 l polna krv i 900 l RBC 

Lysis Solution. Se inkubira 1 min. na sobna temperatura, se prevrtuva ne`no 

10 pati za vreme na inkubacijata. Ako se raboti so sve`a krv, zemena vo rok 
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od 1 h, se zgolemuva vremeto na inkubacija na 3 min. za da se obezbedi  

kompletna liza na eritrocitite. 

  Se centrifugira 20 sec. na 14.000 x g. Se isfrla so pipeta super-

natantot kolku e mo`no pove}e ostavaj}i vidliv talog od belite krvni 

kletki i okolu 10-20 l od ostanatata te~nost. 

  Epruvetite silno se me{aat na vorteks 10 sec. da se resuspendiraat 

belite krvni kletki i ostanatata te~nost, {to ovozmo`uva liza na belite 

krvni kletki. Talogot od belite krvni kletki po me{aweto so vorteksot 

ne se gleda. 

 Se dodava 300 l Cell Lysis Solution na resuspendiranite kletki i se 

pipetira gore dole da se liziraat kletkite. Primerocite se stabilni vo 

Cell Lysis Solution najmalku 18 meseci na sobna temperatura. 

 Se me{a so vorteks 20 sec. Se stavaat epruvetite na 80
0
C/5 min. za da 

se liziraat bakteriite. 

 Precipitacija na proteinite 

  Se dodava 100 l Protein Precipitation Solution na kleto~niot lizat 

prethodno oladen na sobna temperatura. Se me{a silno so vorteks so 

golema brzina 20 sec. za da se izme{a Protein Precipitation Solution 

ednomerno so kleto~niot lizat. 

  Se centrifugira na 14.000 x g 1 min. Precipitiranite proteini 

formiraat cvrst, temnokafeav talog. Ako proteinskiot talog ne e 

cvrst, se povtoruva postapkata so inkubacija od 5 min. na mraz. 

 DNA precipitacija 

   Se prefrla supernatantot vo koj se nao|a DNA (ostavaj}i go protein-

skiot precipitiran talog) vo ~isti mikroepruveti od 1,5 ml vo koi ima 

300 l  100% Isopropanol (2-propanol). 

  Se me{aat primerocite so prevrtuvawe 50 pati. 

  Se centrifugira na 14.000 x g 1 minuta, po {to DNA }e bide vidliva 

kako mal bel talog. 

  Se istura supernatantot i epruvetite brzo se su{at na ~ista popivna 
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hartija. Se dodava 300 l Ethanol i se prevrtuvaat tubite nekolku pati za da 

se izmie DNA talogot. 

  Se centirfugira na 14.000 x g 1 min. Vnimatelno se istura Ethanol-ot, 

za da ne se isturi i talogot. 

   Se prevrtuvaat i su{at epruvetite na ~ista popivna hartija za 5 sec. 

 DNA hidratacija se vr{i na sledniot na~in: 

  Se dodava 100 l DNA Hydratation Solution (ako koli~inata na DNA vo 

primerokot e 10 g, dobienata koncentracija }e bide 10 g/100 l t.e.        

100 g/ml).  

 Se me{a na vorteks so sredna brzina 5 sec. 

 Se inkubiraat primerocite na 65
0
C 5 min za da se zabrza hidrata-

cijata.    

 Se me{a na vorteks 5 sec. so sredna brzina i centrifugira kratko da 

se sobere primerokot na dnoto na epruvetata. 

  DNA se ~uva na 4
0
C. Za dolgotrajno ~uvawe, primerocite se ~uvaat na  

temperatura od -20
0
C do -80 

0
C. 

4.2.3.2. Podgotovka na Master Mix za RAPID PCR 

dH2O  6l 

10 X PCR Buffer  2l            500mM Tris-HCl, 50 mM MgCl 

10 X dNTP   2l              2mM od sekoja dNTP 

Forward primer  2l              5M     

Reverse primer              2l              5M  

TaqMan Probe  2l           0.3M  

Taq Platinum   2l           0.4 edinici 

4.2.3.3. Izveduvawe na PCR 

 Se zemaat onolku ependorfovi epruvetki kolku ima primeroci za 

ispituvawe i u{te po edna za za negativna i za pozitivna proba . 

 Vo sekoja epruveta se stava po 38 l (za dve probi, se raboti vo duplikat)  

od master mixot, a potoa se dodava:  

 

1. Vo prvata epruveta  2 l H2O  (negativna kontrola) 

2. Vo vtorata  2l od pozitivna kontrola 

3.   Vo slednite po  2l (2ng DNA) od primerokot {to se ispituva. 
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Zna~i, vo sekoja ependorf epruveta ima po 40 l , i od niv po 20 l se stavaat 

vo kapilarnite cev~iwa, koi potoa se stavaat vo RAPID cajklerot i se 

startuva PCR. Reakcijata e izveduvana vo dve fazi (Two steps PCR): 

1. na 94
0
C/2min (eden ciklus),  

2. potoa 60
0
C/20 sec. i 94

0
C/0sec. (40 ciklusi). 

 

4.2.4. KULTIVIRAWE 

Vo tekot na izrabotkata na studijata, vo AFIP-Washington DC, vo 

bezbednosna komora od IV stepen kultiviravme 90 primeroci na polimor-

fonuklearni kletki (PMK) vo te~en medium BBL
TM

SEPTI-CHEK
TM 

(BECTON 

DICKINSON). PMK gi dobivavme po centrifugirawe na 6-8 ml krv vo  

VacutainerCPT
TM 

(Cell preparation tube with Sodium Citrate) epruveti. Epruve-

tite bea centrifugirani so 1.500-1.800 vrte`i vo min. vo tek na 20 min. 

PMK po centrifugiraweto se nao|aat nad poliesterskiot gel, se 

prefrlaat vo ~isti epruveti i potoa se ispiraat so PBS (fosfaten pufer) 

koj se dopolnuva vo epruvetite do 15 ml. Epruvetite se prevrtuvaat 5 pati 

za da se izme{a sodr`inata  i potoa se centrifugira so 300 vrte`i vo min. 

vo tek na 15 minuti. U{te edna{ se resuspendira talogot od kletki so PBS 

do 10 ml, epruvetite se prevrtuvaat pet pati za da se izme{a sodr`inata i 

potoa se centrifugira so 300 vrte`i vo minuta vo tek na 10 min. Se 

aspirira i se otfrla supernatantot. Vo talogot se nao|aat polimorfo-

nuklearni kletki vo koi, vo slu~aj na bruceloza, se o~ekuva da se nao|aat 

brucelite.                                                                                                                                                                                          

 Mediumite bea inkubirani na 37
0
C vo vreme do ~etiri nedeli. Sekoja 

nedela se vr{e{e presaduvawe od te~nite mediumi na Brucella agar koj se 

inkubira{e, na 37
0
C vo atmosfera od 10% CO2 vo vreme do edna nedela. 

Koloniite bea kru`ni, bledi, slabo opalescentni so pre~nik od 2-6 mm. Od 

porasnatite kolonii e praven preparat po Gram i PCR. Vo ponatamo{niot 

tek na ispituvaweto  napravena e i biohemiska tipizacija na izoliranite 

bruceli  spored konvencionalni metodi. 
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4.2.5. STATISTI^KA OBRABOTKA 

4.2.5.1. Vrednosta na ELISA vo odnos na standardnite serolo{ki metodi, 

procenka na najpogodniot par prajmeri, procenka na dijagnosti~kata 

vrednost na PCR e vr{ena vrz osnova na  
2
-testot, so tablici 2H2, so eden 

stepen na sloboda (SS), so nivo na zna~ajnost (signifikantnost) 
2 

>3,84,   

r< 0,05, so upotreba na Yates-ova korekcija (Petz, 1985). 

4.2.5.2. Senzitivnosta na ELISA i PCR e odreduvana (so kalkulacija na 

naodite od bolnite) po formulata: 

Senzitvnost =  VP/(VP+ LN) h100 

VP=vistinski pozitivni kaj bolni, LN=la`no negativni kaj bolni 

4.2.5.3. Specifi~nosta na ELISA i PCR e odreduvana (so kalkulacija na 

naodite od zdravite) po formulata: 

Specifi~nost = VN/(VN+ LP) h100 

VN=vistinski negativni kaj zdravi, LP=la`no pozitivni kaj zdravi 

4.2.5.4. Reproduktibilnosta na ELISA e presmetuvana po testirawe na 

primerocite vo duplikat so pomo{ na odreduvawe na standardna devijacija 

(SD) spored formulata :   

SD =  d/2N 

 d =  zbir od razlikite na ODs me|u duplikatite 

N= broj na parni serumi 

4.2.5.5. Prognosti~kata (prediktivna) vrednost na pozitivnite testovi 

(PV
+
) e odreduvana spored formulata: 

PV
+ 

=VP/(VP+LP)h100 

 VP=vistinski pozitivni kaj bolni, LP=la`no pozitivni kaj zdravi 

 

4.2.5.6. Prognosti~kata  (prediktivna) vrednost na negativnite testovi 

(PV
-
)  e odreduvana spored slednite formuli (Dawson-Saunders, 1990): 

PV
-
 = VN/(VN+LN) h100 

 VN=vistinski negativni kaj zdravi, LN=la`no negativni kaj bolni 
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5. REZULTATI 

5.1. Rezultati od serolo{kite reakcii  

 

 Vo tekot na studijata so serolo{ki testirawa (ELISA, BAB, Wright i 

Coombs) ispitani se vkupno 1.100 serumi. Dobienite rezultati se inter-

pretirani spored opisot daden vo metodite na rabota. 

 Prose~nite vrednosti na OD (opti~kite denziteti) dobieni so ELISA 

pri odreduvaweto na Brucella IgM i IgG antitelata, vo odnos na koi se 

tolkuvani rezultatite, se prika`ani na tabela 3. 

 

Tabela 3. Prose~ni vrednosti na opti~kite denziteti 

 

 IgM IgG 

Gorna granica OD 0,412 OD 0,346 

Cut Off OD 0,375 OD 0,315 

Dolna granica OD 0,337 OD 0,283 

 

  

5.1.1. Rezultati od serolo{kite reakcii kaj lica so akutna bruceloza 

 

5.1.1.1. Serolo{ki rezultati pri priem vo bolnica 

 

 Od ovaa grupa se ispitani serumi od vkupno 100 pacienti. Rezulta-

tite na serolo{kite reakcii se prika`ani na tabela 4 i grafikon 2.  

Tabela 4. Serolo{ki rezultati pri priem vo bolnica 

I serumi 

 

 

ELISA  IgM (1) 

 

ELISA  IgG (2) 

+ +/- - + +/- - 

    982,4,5
 1 1    351,3,4,5

 1 64 

BAB      (3) 
+ 982

 98 0 0 35 0 63 

- 2 0 1 1 0 1 1 

Wright  (4) 
+ 821,2

 81 1 0 35 1 46 

- 18 17 0 1 0 0 18 

Coombs (5) 
+ 891,2

 87 1 1 35 1 53 

- 11 11 0 0 0 0 11 

 

1,2,3,4,5,
 - Statisti~ka zna~ajnost (

2
 > 3,84,  p < 0,05) 
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Grafikon 2. Serolo{ki rezultati pri priem vo bolnica 

 

 

 Od ispitanite 100 serumi, BAB pozitivni rezultati se utvrdeni kaj  

98, negativni samo dva, Wright be{e pozitiven kaj 82 a negativen kaj 18, i 

Coombs be{e pozitiven kaj 89 a negativen kaj 11 serumi. 

ELISA IgM be{e pozitiven kaj 98 serumi, dva serumi bea negativni (eden 

prethodno +/-, pri povtorno ispituvawe negativen).  

ELISA IgG be{e pozitiven kaj 35, negativen kaj 65 (prethodno eden +/-, pri 

povtorno ispituvawe negativen).  

Spored  rezultatite  dobieno e slednoto: 

 Rezultatite na ELISA IgM vo odnos na BAB testot bea identi~ni. So 

ELISA IgM se dobieni statisti~ki zna~itelno pogolem broj pozitivni 

naodi vo odnos na Wright (
2
=12,48, p<0,05) i Coombs testot (

2
=5,26, 

p<0,05). 

 So ELISA IgG se dobieni statisti~ki zna~itelno pomal broj na 

pozitivni naodi vo odnos na BAB (
2
=47,68, p<0,05), Wright (

2
=43,56, 

p<0,05) i Coombs testot (
2
=59,6,  p<0,05), kako i vo odnos na ELISA IgM 

(
2
=86,26,  p<0,05). 
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5.1.1.2. Serolo{ki rezultati po zavr{etok na lekuvawe 

 

 Od ovaa grupa ispitani se vkupno 100 serumi po zavr{etokot na 

lekuvaweto vo traewe od 42 dena. Rezultatite od serolo{kite ispituvawa 

se prika`ani na tabela 5 i grafikon 3. 

 

Tabela 5. Serolo{ki rezultati po zavr{etok na lekuvawe 
 

II serumi 

 

 

ELISA  IgM (1) 

 

ELISA  IgG (2) 

+ +/- - + +/- - 

   523,4 1 47      533,4,5 2 45 

BAB      (3) 
+ 971,2 52 1 44 53 2 42 

- 3 0 0 3 0 0 3 

Wright  (4) 
+ 341,2 34 0 0 32 1 1 

- 66 18 1 47 21 1 44 

Coombs (5) 
+ 392 39 0 0 35 2 2 

- 61 13 1 47 18 0 43 

1,2,3,4,5,
 - Statisti~ka zna~ajnost (

2
 > 3,84,  p < 0,05) 

 

 

Grafikon 3. Serolo{ki rezultati po zavr{etok na lekuvawe 

 

 

 Od ispitanite 100 serumi, BAB pozitivni rezultati se utvrdeni kaj  

97 serumi , negativni  tri, Wright be{e pozitiven kaj 34 a negativen kaj 66, i 

Coombs be{e pozitiven kaj 39 a negativen kaj 61 serum. ELISA IgM be{e 

pozitiven kaj 52 serumi, negativen kaj 48 (prethodno eden +/-, pri povtorno 
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ispituvawe negativen), ELISA IgG pozitiven kaj 54, negativen kaj 46 (pret-

hodno dva +/-, pri povtorno ispituvawe eden + , eden -).  

Spored rezultatite dobieno e slednoto: 

 Brojot na pozitivni ELISA IgM naodi vo odnos na BAB testot e 

statisti~ki zna~itelno pomal (
2
=50,94, p<0,05), vo odnos na Wright 

testot statisti~ki e zna~itelno pogolem (
2
=5,89,  p<0,05) i vo odnos na 

Coombs nema statisti~ki zna~ajna razlika (
2
=2,9,  p>0,05). 

 So ELISA IgG se dobieni statisti~ki zna~itelno pomal broj na pozitiv-

ni naodi vo odnos na BAB testot (
2
=47,68, p<0,05), no statisti~ki 

zna~itelno pogolem broj vo odnos na Wright (
2
=7,32, p<0,05) i Coombs 

testovite (
2
=3,92,  p<0,05). 

 Ne e dobiena statisti~ki zna~ajna razlika vo dobienite naodi za ELISA 

IgM i ELISA IgG (
2
=0,076,  p>0,05). 

 

5.1.1.3. Serolo{ki rezultati tri meseci po zavr{etok na lekuvawe  

 

 Od ovaa grupa se ispitani vkupno 100 serumi. Rezultatite od sero-

lo{kite ispituvawa se prika`ani vo tabela 6 i grafikon 4. 

 

Tabela 6. Serolo{ki rezultati tri meseci po zavr{etok na lekuvawe 

III serumi 

 

 

ELISA  IgM (1) 

 

ELISA  IgG (2) 

+ +/- - + +/- - 

 273 3 70  383 1 61 

BAB      (3) 
+ 941,2 27 3 64 38 1 55 

- 6 0 0 6 0 0 6 

Wright  (4) 
+ 18 18 0 0 12 1 5 

- 82 9 3 70 26 0 56 

Coombs (5) 
+ 24 15 3 6 20 1 3 

- 76 12 0 64 18 0 58 

1,2,3,4,5,
 - Statisti~ka zna~ajnost (

2
 > 3,84,  p < 0,05) 
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Grafikon 4. Serolo{ki rezultati tri meseci po zavr{etok na lekuvaweto 

 

 BAB pozitivni rezultati se utvrdeni kaj 94 serumi, negativni kaj 

{est, Wright be{e pozitiven kaj 18 a negativen kaj 82, i Coombs be{e 

pozitiven kaj 24 a negativen kaj 76 serumi. ELISA IgM be{e pozitiven kaj 27 

serumi, 73 bea negativni (prethodno tri +/-, pri povtorno ispituvawe site 

negativni), ELISA IgG pozitiven kaj 38, negativen kaj 62 (prethodno eden +/-, 

pri povtorno ispituvawe negativen). 

Spored rezultatite dobieno e slednoto: 

 Brojot na pozitivni ELISA IgM naodi vo odnos na BAB testot e 

statisti~ki zna~itelno pomal (
2
=97,44,  p<0,05), no vo odnos na Wright 

(
2
=1,8,  p>0,05) i Coombs (

2
=0,098,  p>0,05) testovite nema statisti~ki 

zna~ajna razlika. 

 So ELISA IgG se dobieni statisti~ki zna~itelno pomal broj na 

pozitivni naodi vo odnos na BAB (
2
=67,38,  p<0,05) testot i statisti~ki 

zna~itelno pogolem broj pozitivni naodi  vo odnos na Wright (
2
=8,94,   

p<0,05) i Coombs testovite (
2
=3,94,  p<0,05). 

 Nema statisti~ki zna~itelna razlika vo naodite na ELISA IgG vo odnos 

na ELISA IgM  (
2
=2,28,  p>0,05). 
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5.1.1.4. Serolo{ki rezultati {est meseci po zavr{etok na lekuvawe  

 

 Od ovaa grupa se ispitani vkupno 100 serumi. Rezultatite od sero-

lo{kite ispituvawa se prika`ani vo tabela 7 i grafikon 5. 

 

Tabela 7. Serolo{ki rezultati {est meseci po zavr{etok na lekuvawe 

 

IV serumi 

 

 

ELISA  IgM (1) 

 

ELISA  IgG (2) 

+ +/- - + +/- - 

 163 3 81      263,4,5 1 73 

BAB       (3) 
+ 891,2 13 3 73 26 1 62 

- 11 3 0 8 0 0 11 

Wright  (4) 
+ 82 5 3 0 7 1 0 

- 92 11 0 81 19 0 73 

Coombs (5) 
+ 92 6 3 0 9 0 0 

- 91 10 0 81 17 1 73 

1,2,3,4,5,
 - Statisti~ka zna~ajnost (

2
 > 3,84,  p < 0,05) 

Grafikon 5. Serolo{ki rezultati {est meseci po zavr{etok na lekuvawe     

 

 

 BAB pozitivni rezultati se utvrdeni kaj 89 serumi, negativni 11, 

Wright be{e pozitiven kaj osum a negativen kaj 92, i Coombs be{e pozitiven 

kaj devet a negativen kaj 91 serum. ELISA IgM be{e pozitiven kaj 16 serumi, 

negativen kaj 84 (prethodno tri +/-, pri povtorno ispituvawe site nega-

tivni), ELISA IgG pozitiven kaj 26, negativen kaj 74 (prethodno eden +/-, pri 

povtorno  ispituvawe negativen).  
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Spored rezultatite dobieno e slednoto: 

 Brojot na pozitivni ELISA IgM naodi vo odnos na BAB testot e statis-

ti~ki zna~itelno pomal (
2
=103,9,  p<0,05), no vo odnos na Wright (

2
=2,32,  

p>0,05) i Coombs (
2
=1,64,  p>0,05) nema statisti~ki zna~itelni razliki. 

 So ELISA IgG se dobieni statisti~ki zna~itelno pomal broj na 

pozitivni naodi vo odnos na BAB testot (
2
=78,6,  p<0,05), no statisti~ki 

zna~itelno pogolem broj vo odnos na Wright (
2
=10,24,  p<0,05) i Coombs 

(
2
=8,84,  p<0,05) testovite. 

 Brojot na pozitivni ELISA IgG naodi vo odnos na ELISA IgM nema 

statisti~ki zna~itelni razliki (
2
=2,43,   p>0,05). 

5.1.2. Rezultati od serolo{ki reakcii kaj lica lekuvani od bruceloza so 

prodol`itelni simptomi 

 

 Od ovaa grupa se ispitani 200 serumi, po dva od sekoe lice na 

rastojanie od {est meseci ("prvi" serumi pri prvoto zemawe i "vtori" 

serumi pri zemaweto po {est meseci). Naj~esti simptomi na koi se `alea 

bolnite bea: bolki vo zglobovi, bolki vo polovinata, potewe, isto{tenost. 

5.1.2.1. Rezultati od serolo{ki reakcii kaj lica lekuvani od bruceloza so 

prodol`itelni simptomi - "prvi serumi" 

 

 Od ovaa grupa se ispitani  vkupno 100 serumi. Dobienite rezultati  

se prika`ani vo tabela 8 i grafikon 6.  

Tabela 8. Serolo{ki rezultati kaj lica lekuvani od bruceloza so 

simptomi - "prvi serumi" 

I cerumi od porano 

bolni so simptomi 

 

ELISA  IgM (1) 

 

ELISA  IgG (2) 

+ +/- - + +/- - 

   72,3 1 92    191,4 0 81 

BAB      (3) 
+  311 7 1 23 19 0 12 

- 69 0 0 69 0 0 69 

Wright  (4) 
+ 72 3 0 4 7 0 0 

- 93 4 1 88 12 0 81 

Coombs (5) 
+ 12 5 0 7 12 0 0 

- 88 2 1 85 7 0 81 

1,2,3,4,5,
 - Statisti~ka zna~ajnost (

2
 > 3,84,  p < 0,05) 
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Grafikon 6. Serolo{ki rezultati kaj lica lekuvani od bruceloza so 

simptomi, "prvi serumi" 

 

 BAB pozitivni rezultati se utvrdeni kaj 31 serumi, negativni 69, 

Wright be{e pozitiven kaj sedum a negativen kaj 93, i Coombs be{e poziti-

ven kaj 12 a negativen kaj 88 serumi. ELISA IgM be{e pozitiven kaj sedum 

serumi, negativen kaj 93 (prethodno eden +/-, pri povtorno ispituvawe 

negativen), ELISA IgG pozitiven kaj 19, negativen kaj 81.  

Spored  rezultatite dobieno e slednoto: 

 Brojot na pozitivni ELISA IgM naodi vo odnos na BAB e statisti~ki 

zna~itelno pomal (
2
=17,8,  p<0,05), a vo odnos na Wright (ist rezultat) i 

Coombs (
2
=0,92,  p>0,05) testovite nema statisti~ki zna~ajna razlika.  

 So ELISA IgG ne se dobieni statisti~ki zna~itelni razliki vo odnos na 

BAB (
2
=2,48,  p>0,05) i Coombs (

2
=1,36,  p>0,05) testovite no statisti~ki 

zna~itelno pogolem broj vo odnos na Wright  testot (
2
=5,32,  p<0,05). 

 Brojot na pozitivni ELISA IgG naodi vo odnos na ELISA IgM e 

statisti~ki zna~itelno pogolem (
2
=5,32,  p<0,05). 
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5.1.2.2. Rezultati od serolo{ki reakcii kaj lica lekuvani od bruceloza, so 

prodol`itelni simptomi -"vtori serumi" 

 

 Od ovaa grupa se ispitani vkupno 100 serumi. Dobienite rezultati  

se prika`ani vo tabela 9 i grafikon 7.  

 

Tabela  9. Serolo{ki rezultati kaj lica lekuvani od bruceloza, so  

simptomi-"vtori serumi" 

II cerumi od porano 

bolni so simptomi 

 

ELISA  IgM (1) 

 

ELISA  IgG (2) 

+ +/- - + +/- - 

4 0 96    144,5 0 86 

BAB       (3) 
+ 11 4 0 7 11 0 0 

- 89 0 0 89 3 0 86 

Wright  (4) 
+ 12 1 0 0 1 0 1 

- 99 3 0 96 13 0 85 

Coombs (5) 
+ 02 0 0 0 0 0 0 

- 100 4 0 96 14 0 86 

1,2,3,4,5,
 - Statisti~ka zna~ajnost (

2
 > 3,84,  p< 0,05) 

 

Grafikon 7. Serolo{ki rezultati kaj lica lekuvani od bruceloza, so 

simptomi, "vtori serumi" 

 

 BAB pozitivni rezultati se utvrdeni kaj 11 serumi, negativni 89, 

Wright be{e pozitiven kaj eden a negativen kaj 99, i Coombs be{e negativen 

kaj site 100 serumi. ELISA IgM be{e pozitiven kaj ~etiri serumi, negativen 

kaj 96, ELISA IgG pozitiven kaj 14, negativen kaj 86.  

Spored rezultatite dobieno e slednoto: 

96
86 89

99 100

4
14 11

1 0
0

20
40
60
80

100
120

Ig
M

+
Ig

M
-

Ig
G

+
Ig

G
-

BA
B+

BA
B-

W
ri

gh
t+

W
ri

gh
t-

C
oo

m
bs+

C
oo

m
bs-



Vaso Taleski: IMUNOENZIMSKI  METOD  (ELISA)  I POLIMERAZA VERI@NA REAKCIJA  (PCR)                    

VO DIJAGNOSTIKATA  NA HUMANATA BRUCELOZA 

 

 

 

 71 

 Brojot na pozitivni ELISA IgM naodi vo odnos na  BAB (
2
=2,58,  p>0,05), 

Wright (
2
=0,82,  p>0,05) i Coombs (

2
=2,29,  p>0,05) nema statisti~ki 

zna~ajna razlika. 

 So ELISA IgG se dobieni ednakvi naodi so BAB testot, no statisti~ki 

zna~itelno pogolem broj pozitivni naodi vo odnos na Wright (
2
=7,16,  

p<0,05) i Coombs (
2
=9,6,  p<0,05). 

 Brojot na pozitivni ELISA IgG naodi vo odnos na ELISA IgM ne e 

statisti~ki zna~aen (
2
=2,58,  p>0,05). 

 

5.1.3. Rezultati od serolo{ki reakcii kaj lica lekuvani od bruceloza, bez 

simptomi 

 Od ovaa grupa se ispitani 200 serumi, po dva od sekoe lice na 

rastojanie od {est meseci ("prvi" serumi pri prvoto zemawe i "vtori" 

serumi pri zemaweto po {est meseci). Ovie lica po terapijata nemale 

nikakvi simptomi i se ~uvstvuvale zdravi. 

5.1.3.1. Rezultati od serolo{ki reakcii kaj lica lekuvani od bruceloza, 

bez simptomi-"prvi serumi" 

 

  Od ovaa grupa se ispitani 100 serumi. Dobienite rezultati se 

prika`ani vo tabela 10 i grafikon 8.  

Tabela 10. Serolo{ki rezultati kaj lica lekuvani od bruceloza, bez  

simptomi-"prvi serumi" 

I serumi od porano 

bolni bez simptomi 

 

ELISA  IgM (1) 

 

ELISA  IgG (2) 

+ +/- - + +/- - 

 33 0 97 9 0 91 

BAB       (3) 
+ 181 3 0 15 9 0 9 

- 82 0 0 82 0 0 82 

Wright  (4) 
+ 5 3 0 2 5 0 0 

- 95 0 0 95 4 0 91 

Coombs (5) 
+ 6 3 0 3 6 0 0 

- 94 0 0 94 3 0 91 

1,2,3,4,5,
 - Statisti~ka zna~ajnost (

2
 > 3,84,  p < 0,05) 
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Grafikon 8. Serolo{ki rezultati kaj lica lekuvani od bruceloza, bez  

simptomi, prvi serumi 

 BAB pozitivni rezultati se utvrdeni kaj 18 serumi, negativni kaj 72, 

Wright be{e pozitiven kaj pet a negativen kaj 95, i Coombs be{e pozitiven 

kaj {est a negativen kaj 94 serumi. ELISA IgM be{e pozitiven kaj tri 

serumi, negativen kaj 97, ELISA IgG pozitiven kaj devet, negativen kaj 91.  

 Spored   rezultatite  dobieno e slednoto: 

 Brojot na pozitivni ELISA IgM naodi vo odnos na BAB testot e 

statisti~ki zna~itelno pomal (
2
=10,4,  p<0,05), a vo odnos na Wright 

(
2
=0,12  p>0,05) i Coombs (

2
=0,49,  p>0,05) testovite nema statisti~ki 

zna~ajna razlika. 

 So ELISA IgG ne se dobieni statisti~ki zna~itelni razliki vo naodite 

vo odnos na BAB (
2
=2,72, p>0,05), Wright (

2
=0,68, p>0,05) i Coombs 

(
2
=0,28,  p>0,05) testovite. 

 Brojot na pozitivni ELISA IgG naodi vo odnos na ELISA IgM ne e 

statisti~ki zna~itelno razli~en (
2
=2,2,  p>0,05). 
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5.1.3.2.Rezultati od serolo{ki reakcii kaj lica lekuvani od bruceloza, bez 

simptomi -"vtori serumi" prika`ani se vo tabela 11 i grafikon 9. 

  

Tabela 11. Serolo{ki rezultati na lica lekuvani od bruceloza, bez 

simptomi-"vtori serumi" 

II serumi od porano 

bolni bez simptomi 

 

ELISA  IgM (1) 

 

ELISA  IgG (2) 

+ +/- - + +/- - 

 03 0 100 23 0 98 

BAB       (3) 
+ 121,2 0 0 12 2 0 10 

- 88 0 0 88 0 0 88 

Wright  (4) 
+ 1 0 0 1 1 0 0 

- 99 0 0 99 1 0 98 

Coombs (5) 
+ 0 0 0 0 0 0 0 

- 100 0 0 100 2 0 98 

1,2,3,4,5,
 - Statisti~ka zna~ajnost (

2
 > 3,84,  p < 0,05) 

Grafikon 9. Serolo{ki rezultati kaj lica lekuvani od bruceloza, bez 

simptomi, "vtori serumi" 

 

 BAB pozitivni rezultati ima{e kaj 12 serumi, negativni kaj 88, 

Wright be{e pozitiven kaj eden a negativen kaj 99, i Coombs be{e negativen 

kaj site 100 serumi. Rezultatite na ELISA IgM vo odnos na IgG nema razlika 

(
2
=2,02, p>0,05), vo odnos na BAB testot bea statisti~ki zna~itelno 

poniski (
2
=11,64,  p<0,05), a vo odnos na Wright (

2
=1,00,  p>0,05) i Coombs 

(isti naodi) nema{e razliki. Rezultatite na ELISA IgG vo odnos na BAB 

testot bea statisti~ki zna~itelno poniski (
2
=6,2, p<0,05) a vo odnos 

naWright (
2
=0,32, p>0,05) i Coombs (

2
=2,02, p>0,05), nema{e statisti~ki 

zna~itelni razliki.   
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5.1.4. Rezultati od serolo{ki reakcii kaj zdravi dobrovolni krvodariteli 

 

 Od ovaa grupa se ispitani serumi na 300 dobrovolni krvodariteli, 

vojnici na Armijata na Republika Makedonija. Dobienite rezultati se  

prika`ani vo tabelata 12 i grafikon 10. 

Tabela 12. Serolo{ki rezultati kaj zdravi krvodariteli 

Serumi od zdravi 

krvodariteli 

 

ELISA  IgM  (1) 

 

ELISA  IgG (2) 

+ +/- - + +/- - 

3 3 294 0 5 295 

BAB       (3) 
+ 8 3 3 2 0 5 3 

- 292 0 0 292 0 0 292 

Wright  (4) 
+ 0 0 0 0 0 0 0 

- 300 3 3 294 0 5 295 

Coombs  (5) 
+ 0 0 0 0 0 0 0 

- 300 3 3 294 0 5 295 

1,2,3,4,5,
 - Statisti~ka zna~ajnost (

2
 > 3,84,  p < 0,05) 

Grafikon 10. Serolo{ki rezultati na zdravi krvodariteli 

 

 BAB pozitivni rezultati se utvrdeni kaj osum serumi, negativni kaj 

292, Wright i Coombs bea negativni kaj site 300 serumi (tri serumi so nizok, 

negativen titar 1/20 i dva serumi so 1/40), ELISA IgM bea pozitivni (la`no) 

kaj tri a negativni kaj 297 serumi (prethodno tri +/- a pri povtorno site 

negativni), ELISA IgG be{e negativna kaj site 300 serumi (prethodno pet +/- 

a pri povtorno testirawe site negativni). 
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5.2. Rezultati od  PCR 

 

Vo tabelite 13, 14, 15, 16, 17 i grafikonite 11, 12, 13, 14, 15, prika`a-

ni se rezultatite na primeroci krv od vkupno 330 pacienti.  

5.2.1. PCR rezultati od bolni so akutna bruceloza 

 Ispitani se primeroci krv od vkupno 100 bolni so akutna bruceloza, 

zemani pri priemot vo bolnica. Rezultatite se prika`ani vo tabela 13 i 

grafikonite 11 i 12. 

 

Tabela 13. PCR rezultati kaj bolni so akutna bruceloza 
 

Bolni so akutna bruceloza 

PCR 

IS 711 BCSP31 

+ - + - 

10* 90 56* 44 

ELISA 

IgM+/IgG- 65 7* 58 41* 24 

IgM+/IgG+ 35 3* 32 15* 20 

* Statisti~ka zna~ajnost (
2
 > 3,84,  p < 0,05) 

 

 Od vkupno 100 ispitani primeroci na bolni vo akutna faza na 

bolesta dobieni se slednite naodi: so IS711 prajmerite 10 pozitivni i 90 

negativni, a so BCSP31 prajmerite 56 pozitivni i 44 negativni, {to e 

statisti~ki zna~ajno (
2
=45,6,  p<0,05). 

 Kaj pacientite so IgM+/IgG- (primeroci dobieni na samiot po~etok 

na bolesta, se' u{te ne se razvile IgG antitela), dobieni se slednite naodi: 

so IS711 prajmerite sedum  pozitivni i 58 negativni, a so BCSP31 prajmerite 

41 pozitivni i 24 negativni, {to e statisti~ki zna~ajno (
2
=35,8, p<0,05). 

ELISA rezultatite na ovie serumi vo odnos na rezultatite na PCR so 

podobriot par prajmeri (BCSP31) se statisti~ki zna~itelno povisoki 

(
2
=27,02,  p<0,05). 
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 Kaj pacientite so IgM+/IgG+ (primeroci od bolni kade bolesta 

po~nala ne{to porano i ve}e se razvile i IgG antitela) dobieni se 

slednite naodi: so IS711 prajmerite tri pozitivni i 32 negativni, a so 

BCSP31 prajmerite 15 pozitivni i 20 negativni, {to e statisti~ki zna~ajno 

(
2
=9,04,  p<0,05). ELISA rezultatite na ovie serumi vo odnos na rezultatite 

na PCR (BCSP31) se statisti~ki zna~itelno povisoki (
2
=25,26,  p<0,05). 

    Grafikon 11.  PCR rezultati na bolni so akutna bruceloza, IgM+/IgG- 

   Grafikon 12. PCR rezultati na bolni so akutna bruceloza, IgM+/IgG+ 
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5.2.2. PCR rezultati kaj lica lekuvani od bruceloza so prodol`itelni 

simptomi  

 

 Ispitani se primeroci krv od vkupno 100 lekuvani lica so prodol-

`itelni simptomi po lekuvaweto. Naj~esti simptomi na koi se `alea 

bolnite bea: bolki vo zglobovi, bolki vo polovinata, potewe, isto{tenost. 

 Rezultatite se prika`ani vo tabela 14 i grafikonite 13, 14 i 15. 

 

Tabela 14. PCR rezultati na lekuvani bolni so prodol`itelni simptomi 
 

Lekuvani od bruceloza so simptomi 

PCR 

IS 711 BCSP31 

+ - + - 

 2* 98  17* 83 

ELISA 

IgM-/IgG- 77 0 77 0 77 

IgM-/IgG+ 16  1* 15  11* 5 

IgM+/IgG+ 7  1* 6  6* 1 

* Statisti~ka zna~ajnost (
2
 > 3,84,  p < 0,05) 

 

 Od vkupno 100 ispitani primeroci na lekuvani pacienti so prodol-

`itelni simptomi dobieni se slednite naodi: so IS711 prajmerite dva  

pozitivni i 98 negativni, a so BCSP31 prajmerite 17 pozitivni i 83 

negativni, {to e statisti~ki zna~ajno (
2
=11,38,  p<0,05). 

 Kaj pacientite so IgM-/IgG- dobieni se slednite naodi: so IS711 

prajmerite nieden pozitiven i 77 negativni, so BCSP31 prajmerite isto 

taka nieden pozitiven i 77 negativni. 

 Kaj pacientite so IgM-/IgG+ dobieni se slednite naodi: so IS711 

prajmerite eden pozitiven i 15 negativni, a so BCSP31 prajmerite 11 

pozitivni i pet negativni, {to e statisti~ki zna~ajna razlika (
2
=10,78, 

p<0,05). ELISA rezultatite na ovie serumi  vo odnos na rezultatite na PCR 

(BCSP31) ne se statisti~ki zna~itelno razli~ni (
2
=3,78,   p>0,05). 
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 Kaj pacientite so IgM+/IgG+ dobieni se slednite naodi: so IS711 

prajmerite eden pozitiven i {est negativni, a so BCSP31 prajmerite {est 

pozitivni i eden negativen, {to e statisti~ki zna~ajno (
2
=4,56, p<0,05). 

ELISA rezultatite na ovie serumi vo odnos na rezultatite na PCR (BCSP31) 

ne se statisti~ki zna~itelno razli~ni (
2
=1,76,  p>0,05). 

 

Grafikon 13. PCR rezultati kaj lekuvani bolni, so prodol`itelni  

simptomi, IgM-/IgG- 

 

Grafikon 14. PCR rezultati kaj lekuvani bolni, so prodol`itelni 

simptomi, IgM-/IgG+ 
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Grafikon 15. PCR rezultati kaj lekuvani bolni, so prodol`itelni 

simptomi, IgM+/IgG+ 

 

5.2.3. PCR rezultati kaj lica lekuvani od bruceloza, bez simptomi  

 

 Ispitani se primeroci krv od vkupno 100 lekuvani lica bez 

simptomi po lekuvaweto. Rezultatite se prika`ani vo tabela 15. 

 

Tabela 15. PCR rezultati na lekuvani bolni bez simptomi po lekuvaweto 

 

Lekuvani od bruceloza, 

 bez simptomi 

PCR 

IS 711 BCSP31 

+ - + - 

0 100 2 98 

ELISA 

IgM-/IgG- 91 0 91 0 91 

IgM-/IgG+ 6 0 6 0 6 

IgM+/IgG+ 3 0 3 2 1 

 

 

 Od vkupno 100 ispitani primeroci na lekuvani bolni bez simptomi 

dobieni se slednite naodi: so IS711 prajmerite nieden pozitiven i 100 

negativni, a so BCSP31 prajmerite dva pozitivni i 98 negativni, {to ne e 

statisti~ki zna~ajno (
2
=2,02,  p>0,05). 
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 Kaj pacientite so IgM-/IgG- dobieni se slednite naodi: so IS711 

prajmerite nieden pozitiven i 91 negativni, so BCSP31 prajmerite isto 

taka  nieden pozitiven i 91 negativni. 

 Kaj pacientite so IgM-/IgG+ dobieni se slednite naodi: so IS711 

prajmerite nieden pozitiven i {est negativni, a so BCSP31 prajmerite 

nieden pozitivni i {est negativni. 

 Kaj pacientite so IgM+/IgG+ dobieni se slednite naodi: so IS711 

prajmerite nieden pozitiven i tri negativni, a so BCSP31 prajmerite dva 

pozitivni i eden negativen, {to ne e statisti~ki zna~ajno (
2
=3,  p>0,05). 

5.2.4. PCR rezultati kaj zdravi lica 

 Ispitani se 30 primeroci krv, po eden primerok od 30 zdravi lica, 

dobrovolni krvodariteli, vojnici na Armijata na Republika Makedonija. 

Rezultatite se prika`ani vo tabela 16. 

 

Tabela 16. PCR rezultati kaj zdravi lica 

 

Zdravi 

PCR 

IS 711 BCSP31 

+ - + - 

0 30 0 30 

ELISA 

IgM-/IgG- 30 0 30 0 30 

IgM+/IgG- 0 0 0 0 0 

IgM+/IgG+ 0 0 0 0 0 

IgM-/IgG+  0 0 0 0 0 

 Site primeroci na zdravite lica bea serolo{ki negativni a isto 

taka PCR negativni i so IS711 i BCSP31 prajmeri. 

 

5.2.5. PCR rezultati kaj ~isti kulturi na Brucella 

 Od kultivirani 90 primeroci na PMK dobieni se 16 (17%) izolati na 

Brucella melitensis. Site izolati bea potvrdeni so RAPID PCR (specifi~nost 

100% i senzitivnost 100%) . Dobien e limit na detekcija od 100 fg DNA 

(okolu 20 bakterii). 
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6. DISKUSIJA 

 

 Vo Republika Makedonija do 1980 godina brucelozata ne bila 

zna~ajno zaboluvawe, no od toga{ se javuva vo epidemiska forma. Vo peri-

odot od 1980 do 2000 godina registrirani se vkupno 8.225 slu~ai, od koi, vo 

poslednite {est godini (1995-2000) okolu 3.500. Bolesta e registrirana vo 

sekoja op{tina vo Republikava (Sokolovski et al., 1997). Vo prvite godini od 

po~etokot na epidemijata, iskustvata i poznavawata na bolesta vo odnos na 

epidemiologijata, patogenezata, terapijata, prevencijata i dijagnostikata 

bea dosta skromni. Poslednive godini dijagnozata se postavuva relativno 

brzo a terapijata e naj~esto spored preporakite na WHO. Postavuvaweto na 

dijagnozata se vr{i vrz osnova na epidemiolo{kata anketa, klini~kata 

slika i serolo{kite testovi.  

 

6.1. Serolo{ki ispituvawa 

 

 Klasi~nite serolo{ki ispituvawa se izveduvaat spored preporakite 

na referentni centri (Robertson et al., 1980; Alton et.al. 1986; Sokolovski, 1990; 

1992; 1994). Klasi~ni serolo{ki testovi se: 1. BAB test (RBT, Brucelloslide 

test), 2. Wright  test (test na bavna aglutinacija vo epruveti), 3. Coombs test 

(anti-human globulinski test), 4. RVK (reakcija na vrzuvawe na komple-

ment) i 5. 2-Merkaptoetanol test. Vo laboratoriite niz Republikata 

naj~esto se koristat BAB i Wright, a samo vo nekoi e voveden i Coombs 

testot. Serolo{kata dijagnostika na humanata bruceloza vo Republikava 

od po~etokot e usovr{ena i potoa prenesena i niz drugite laboratorii od 

strana na prof. d-r Borivoje Sokolovski i negoviot tim. Edinstveno vo 

mikrobiolo{kata laboratorija na Centarot na voenozdravstveni ustanovi 



Vaso Taleski: IMUNOENZIMSKI  METOD  (ELISA)  I POLIMERAZA VERI@NA REAKCIJA  (PCR)                    

VO DIJAGNOSTIKATA  NA HUMANATA BRUCELOZA 

 

 

 

 82 

se izveduva i 2-Merkaptoetanol testot, voveden vo 1996 godina (Taleski, 

1996; 1997a). Pokraj klasi~nite tehniki na izveduvawe na nabroenite 

testovi, usvoeni se i mikrotehniki na istite pri koi se upotrebuva 

zna~itelno pomali koli~ini na antigeni (Nikolovski 1990;  Taleski 1997b). 

 IgM se pojavuva nekolku dena po infekcijata, titarot brzo raste i 

dostignuva najvisoko nivo (pik) vo tretiot mesec od bolesta, po {to 

titarot opa|a. IgG se pojavuvaat po dve do tri nedeli od infekcijata, so 

najvisok titar vo {estiot mesec od po~etokot na zaboluvaweto. Titarot na 

IgG ostanuva povi{en najmalku edna godina kaj nelekuvani bolni, dodeka 

kaj adekvatno lekuvani obi~no is~eznuvaat za {est meseci. Odr`uvaweto 

na povi{en titar na IgG antitelata mo`e da e usloveno od prisustvo na 

vitalni intrakleto~ni bruceli vo RES ili vo drugi fokusi (WHO,1986;  

Mikolich et al., 1990). Pri relapsi raste titarot na IgG a titarot na IgM ne se 

menuva. IgG i IgA antitelata mo`at da bidat prisutni i pove}e godini po 

infekcijata, a IgM se najdeni samo kaj okolu 33% slu~ai so hroni~na 

bruceloza (James, 1998). Kaj pacienti so prele`ana bruceloza, 12 meseci po 

terapijata, Ariza so sor. (1992) utvrdil postoewe na 25% IgM i 89% IgG 

pozitivni naodi. Precizno utvrduvawe na nivoto na IgM i IgG antitelata e 

neophodno za odreduvawe na fazata na bolesta, tekot na bolesta i sledewe 

na odgovorot na antibiotskiot tretman. So postoe~kite serolo{ki 

testovi te{ko mo`e da se utvrdi postoeweto na edna od hroni~nite formi 

na bruceloza, i zaradi sozdavaweto na neaglutinira~ki IgG i IgA antitela. 

Osobeno e golem problemot pri postoewe na simptomi kaj pacientite po 

zavr{etokot na lekuvaweto od bruceloza, koga klini~arot te{ko mo`e da 

se odlu~i dali e potreben  ili ne ponatamo{en antibiotski tretman. 

 Objaveni se trudovi vo vrska so upotrebata na ELISA vo dijagnostika-

ta na animalnata bruceloza, pri {to glavno se odreduvani IgG antitela. 

ELISA prvpat e vovedena vo dijagnostikata na animalnata bruceloza vo 

Avstralija i Kanada, i se poka`ala kako posenzitivna no pomalku 

specifi~na od RVK testot (Alton et al., 1986; Nielsen et al.,1996). Koristej}i 

modifikacii na ELISA metodot, Nielsen so sor. (1989) dobil senzitivnost od 

100% i specifi~nost 96-98%. Za nadminuvawe na problemot vo razliku-
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vawe na inficirani od vakcinirani `ivotni, kako i problemot so 

vkrsteni reaktivnite antitela koi davaat la`no pozitivni rezultati, 

Nielsen i Macmillan go razrabotile i vovele metodot na kompetetivna ELISA              

(c-ELISA), kaj koja so upotreba na monoklonski antitela se odreduvaat 

antibrucelozni IgG antitela (Nielsen et al., 1989;  Adams, 1990). Ima nekolku 

studii vo koi c-ELISA e koristena i vo dijagnostika na humanata bruceloza 

pri {to se poka`ala kako posenzitivna i pospecifi~na od klasi~nite 

testovi  (Lucero et al., 1999;  Taleski et al., 1997c). 

 Pokraj utvrduvawe na specifi~nite antitela vo serumot, mo`no e 

nivno doka`uvawe i vo mleko, osobeno vo zbirno mleko od pove}e primero-

ci (pul). Bo{wakovski i sor. (1997) doka`ale mo`nost na dijagnosticira-

weto na samo eden pozitiven primerok vo  pul od 200 kravji, 100 ov~i ili 

100 kozji primeroci mleko.  

Od momentot na prijavuvaweto na doktoratot do pred dve godini 

ELISA kitovite bea "in-house" podgotvuvani kitovi, vakvi ispituvawa se 

pravea samo vo odredeni laboratorii a metodite ne bea standardizirani.  

 Na sostanokot na Rabotnata grupa na WHO koja rabotela na 

problemot na dijagnostika na humanata bruceloza, odr`an na 6-7 septemvri 

1993 godina (WHO, 1993), formirana e osum~lena grupa so cel da se standar-

dizira ELISA metodot, a izve{taj se' u{te ne e dostaven. 

 

Vrz ELISA rezultatite mo`at da vlijaat (Wright et al., 1990):       

1. Tipot na polistirenskata mikroplo~a; 

2. ^istotata na antigenot S-LPS. Osven S-LPS vo nekoi laboratorii kako 

antigen se koristeni jaglenohidratni i proteinski antigeni; 

3. Vidot na enzimskiot supstrat; 

4. Upotreba na poliklonski/monoklonski antitela;  

5. Rabotnata  koncentracija na kowugatot. 

 Vo 1995 godina za prv pat vo Republika Makedonija se napraveni 

ELISA ispituvawa vo dijagnostika na humanata bruceloza (Bo{wakovski i  

Taleski) na Veterinarniot institut vo Skopje. Dobieni se zadovolitelni 
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rezultati koi ne se objaveni. Spored dostapnata literatura, na prostorot 

na Balkanot toa bea prvite ELISA ispituvawa.  

 ELISA metodot ima visoka senzitivnost i specifi~nost vo utvrduvaweto 

na IgM i IgG (i IgA) antitela vo serumot na bolni so akutna i hroni~na  

bruceloza kako i relapsi na bolesta (Araj et al., 1988b; Piffareti et al., 1987; 

Krteva et al., 1999). Barbudhe i sor. (1994) vo ELISA studija na 80 serumi 

utvrdile senzitivnost od 89% i specifi~nost od 77%, {to bile signifi-

kantno povisoki vo odnos na Wright testot. Colmenero i sor. (1994) vo 

prospektivna studija kaj 50 akutni bolni utvrdile senzitivnost 90% za IgM 

i 68% za IgG. Araj i sor. vo 1986 godina objavile rezultati od studija na 173 

pacienti vo koja utvrdile specifi~nost i senzitivnost na ELISA IgM i IgG 

od 98%, a dve godini podocna vo edna pogolema studija na 573 serumi 

utvrdile specifi~nost i senzitivnost na ELISA IgM i IgG od 100% (Araj et 

al., 1986; 1988). La`no negativnite rezultati dobieni so klasi~nite  

testovi zaradi neaglutinira~kite antitela i fenomenot prozone (otsustvo 

na aglutinacija zaradi vi{ok na antitela), bil nadminat so ELISA 

testovite. ELISA go minimizira rizikot od vkrsteni reakcii (Gazapo et al., 

1989) a specifi~nosta i senzitivnosta pri niski titri na drugite reakcii 

bile pogolemi.  

 

6.1.1. Serolo{ki rezultati kaj bolni so akutna bruceloza 

 

6.1.1.1. Senzitivnost i specifi~nost 

 

  Vo napravenite ispituvawa kaj licata so akutna bruceloza dobieni 

se statisti~ki zna~ajni razliki (zna~ajno pogolem broj pozitivni naodi) na 

rezultatite na ELISA vo odnos na klasi~nite serolo{ki reakcii (p<0,05 ). 

Specifi~nosta i senzitivnosta na ELISA mo`e da se odredi spored titarot 

na IgM antitelata pri priemot na bolnite, zatoa {to kako rezultat na 

ponatamo{niot razvoj na bolesta i vlijanieto na antibiotskata terapija 

doa|a do zna~ajni promeni na odnosite na IgM i IgG antitelata. Vo ovie 

ispituvawa dobivme senzitivnost na ELISA IgM od 98% i specifi~nost od 



Vaso Taleski: IMUNOENZIMSKI  METOD  (ELISA)  I POLIMERAZA VERI@NA REAKCIJA  (PCR)                    

VO DIJAGNOSTIKATA  NA HUMANATA BRUCELOZA 

 

 

 

 85 

100 %, dodeka so klasi~nite serolo{ki reakcii (BAB senzitivnost od 98%, 

specifi~nost od 97%, Wright senzitivnost od 82% i specifi~nost od 100%, 

i Coombs senzitivnost 89% i specifi~nost od 100%. Senzitivnosta na 

ELISA IgM vo odnos na Wright i Coombs e statisti~ki zna~ajno povisoka       

(p<0,05). Rezultatite na BAB testot se visoki i {est meseci od po~etokot 

na bolesta, bez ogled na klini~kiot odgovor kon antibiotskiot tretman, 

zaradi {to nema zna~ewe vo sledeweto na bolesta i mo`e da se koristi 

samo kako skrining metod. 

 

6.1.1.2. Prognosti~ka (prediktivna) vrednost 

 

Pozitivnata prognosti~ka (prediktivna) vrednost za ELISA IgM e   

98%, kako i negativnata prognosti~ka vrednost 98%, {to pretstavuva 

stepen na doverba vo pozitivnite odnosno negativnite rezultati. Pozitiv-

nata prognosti~ka vrednost za Wright e 82%, a negativnata prognosti~ka 

vrednost 84,7%. Pozitivnata prognosti~ka vrednost za Coombs e 89%, a 

negativnata  prognosti~ka vrednost 90%. 

 

6.1.2. Serolo{ki rezultati kaj lekuvani bolni so simptomi 

 

  Vo napravenite ispituvawa kaj lekuvani lica so simptomi, dobieni 

se statisti~ki zna~ajni razliki (zna~ajno pogolem broj pozitivni naodi) na 

rezultatite na ELISA vo odnos na klasi~nite serolo{ki reakcii (p<0,05). 

Kaj ovie bolni zna~eweto e vo odreduvaweto na IgG antitelata koi se 

indikatori za hronicitet ili relaps na bolesta. I kaj prvite i kaj vtorite 

serumi, kaj ovie bolni pozitiven titar na IgG antitelata e statisti~ki 

zna~ajno povisok od IgM antitelata, a isto taka i pogolem e brojot na 

pozitivni rezultati vo odnos na klasi~nite reakcii. So odreduvaweto na 

ELISA IgG antitelata od prvite serumi, otkrieni se 19 bolni so hronicitet 

/relaps za razlika od klasi~nite reakcii so koi se otkrieni samo pet vakvi 

bolni. Od vtorite serumi na ovie bolni, po nivniot tretman, utvrdeno e  
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opa|awe na titarot na IgG antitelata, no pozitivni naodi s# u{te ima{e 

kaj 11 bolni so ELISA a samo eden so klasi~nite reakcii. 

 

 

6.1.3. Serolo{ki rezultati kaj lekuvani bolni  bez simptomi 

 

  Kaj lekuvani lica bez simptomi na bolesta po lekuvaweto ne e 

najdena statisti~ki zna~ajna razlika vo brojot na pozitivni ELISA IgG 

rezultati vo odnos na ELISA IgM i vo odnos na klasi~nite reakcii. Kaj 

prvite serumi se najdeni devet IgG pozitivni, a kaj vtorite samo dva 

pozitivni. Na ovie lice ne im e davana terapija, i pozitivnite treba da se 

sledat do negativizirawe na rezultatite. 

6.1.4. Serolo{ki rezultati kaj zdravi krvodariteli 

 Od vkupno ispitani 300 zdravi krvodariteli, so ELISA se najdeni la`no 

 pozitivni rezultati kaj  tri lica, a so klasi~nite reakcii kaj pet lica se 

najdeni titri do 1/40. Vo nekoi zemji so zna~ajni problemi so brucelozata 

praveni se skrining ispituvawa na krvodariteli. Vo edna takva studija 

napravena vo Argentina, na 1.075.051 slu~ai na{le 0,94% pozitivni serumi 

za bruceloza (Bianco et al., 1993). Zaradi sli~ni rezultati dobieni i vo drugi 

zemji, no na pomal broj slu~ai, nekoi predlagaat zadol`itelno testirawe 

na krvta na krvodaritelite zaradi opasnosta od prenesuvawe bruceloza 

preku transfuzija. Na{ite ELISA rezultati od 1% (la`no) pozitivni naodi 

uka`uvaat deka se' u{te nema potreba za voveduvawe, pokraj zadol`i-

telnite ispituvawa, i na skrining ispituvawa na krvta na krvodaritelite 

za bruceloza. 

 

6.1.5. Reproduktibilnost: 

 Za odreduvawe na reproduktibilnosta, napraveni se ispituvawa vo 

duplikat na 30 pozitivni (IgM+/IgG+) i 30 (IgM-/IgG-) negativni serumi. 

Site naodi (pozitivni i negativni) bea isti vo parnite ispituvawe, pri 

{to se dobija slednite prose~ni razliki na opti~kite denziteti (OD):  
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IgM
+
 = 0,155;  IgM

- 
= 0,054;  IgG

+ 
= 0,134 i IgG

- 
= 0,036. 

 

 

 

Upotrebuvaj}i ja formulata (Brew et al., 1995):    

 

SD = (d)/2N  (d)= zbir na razlikite na OD 

      N=broj na parni serumi 

dobieni se slednite standardni gre{ki na standardni devijacii: 

SD
IgM+

= 30x0,155/2x30 = 0,077  (1 SD = 0,077,   2 SD = 0,154,   3 SD = 0,231) 

SD
IgG+

= 30x0,134/2x30 = 0,067    (1 SD = 0,067,   2 SD = 0,134,   3 SD = 0,201)   

SD
IgM -

= 30x0,054/2x30 = 0,027   (1 SD = 0,027,   2 SD = 0,054,   3 SD = 0,081) 

SD
IgG -

= 30x0,036/2x30 = 0,018   (1 SD = 0,018,   2 SD = 0,036,   3 SD = 0,054) 

 Vo intervalite od: +/- 1 SD pripa|aat 68,26% od rezultatite, +/- 2 SD 

95,44% i vo intervalot od +/- 3 SD 99,73% od rezultatite. Malite otstapu-

vawa na rezultatite na parnite serumi uka`uvaat na visoka reprodukti-

bilnost na ELISA rezultatite. Toa zna~i golema sigurnost i doverba vo 

to~nosta na rezultatite pri izveduvawe samo po edno testirawe za eden 

serum.  
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6.2. PCR 

 

Polimeraza veri`na reakcija (PCR) e revolucioneren metod na 

molekularnata biologija za in vitro amplifikacija na specifi~ni DNA 

sekvenci. Ovoj metod ovozmo`uva utvrduvawe na baraniot del od genetskata 

informacija i pravewe od nego milioni kopii koi potoa lesno mo`at da se 

identifikuvaat. PCR e otkriena, razviena, imenuvana i patentirana od 

Kary Mullis i negovite sorabotnici (Saiki et al., 1985), vraboteni vo amerikan-

skata biotehnolo{ka firma Cetus Corporation (Rosche, 1992;  Innis et al., 1990). 

 Nabrzo po otkrivaweto, PCR e vovedena (me|u prvite vo Evropa) vo 

laboratoriska dijagnostika vo Centarot za genetski in`enering i bioteh-

nologija, pri Makedonskata akademija na naukite i umetnostite (MANU) 

od strana na Akademik prof. d-r \or|i Efremov (Efremov et al., 1991a; 

1991b). 

 Vo prvite PCR reakcii opi{ani od Saiki i sor. (Saiki et al., 1985), 

upotrebuvan e Klenow fragment na DNA polimeraza na Escherichia coli. Ovoj  

enzim e termolabilen zaradi {to sve` moral da se dodava vo sekoj ciklus 

po denaturacijata i hibridizacijata na prajmerite. So voveduvaweto na 

termostabilniot enzim Taq polimeraza (dobien od bakterijata Thermus 

aquaticus, mikroorganizam najden vo toplite izvori na SAD vo nacional-

niot park Yellowstone) ovozmo`ena e avtomatizacija na reakcijata (Saiki et 

al., 1988). Perkin-Elmer-Cetus pred okolu dve godini voveduva nova termosta-

bilna Taq polimeraza (AmpliTaqGold
TM

), koja se dobiva kako inaktivirana, a 

se aktivira so zagrevawe na temperatura od 80-95
0
C za vreme od 10 min. So 

ovaa polimeraza e ovozmo`eno prethodno me{awe na site reagensi na 

sobna temperatura, i "hot-start" na PCR, pri {to specifi~nosta na 

amplificiranite produkti e zna~itelno zgolemena (Efremov, 1998). Vo 

na{ive ispituvawa koristevme PlatinumTaq DNA Polimerase (Life-techno-

logies), koja e rekombinirana Taq DNA Polimerase, {to vo svojot kompleks 

ima i soodvetni antitela koi ja inhibiraat polimeraznata aktivnost. 

PlatinumTaq DNA Polimerase se aktivira na 94
0
C, t.e. na temperaturata na 
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denaturacija. So ova e ovozmo`en avtomatski "hot start" na PCR reakcijata, 

so {to se zgolemuva senzitivnosta i specifi~nosta i izbegnuvawe na 

nespecifi~ni amplifikacii. Enzimskata aktivnost na PlatinumTaq DNA 

Polimerase za fragment do 100 bp e 0 sec, 100-200 bp 5 sec, 200-400 bp 10 sec,    

400-600 bp 15 sec, {to zna~i deka ostanatoto vreme od sekoj ciklus (97%) e 

zaguba na vreme. 

PCR e proces koj se odviva vo tri fazi:  

1. Denaturacija na DNA; 

2. Vrzuvawe na prajmerite; 

3. Ekstenzija so pomo{ na Taq polimerazata. 

 Vo prvata faza, na temperatura od 94
0
C se raskinuvaat slabite 

vodorodni vrski me|u bazite na dvojnata veriga na DNA, so {to se  

razdvojuva  na dve edine~ni verigi. 

 Vo vtorata faza prajmerite (preden i zaden) se vrzuvaat na edine~-

nite verigi na komplementarnite sekvenci. Prajmerite se mali, 

sintetizirani ednovri`ni sekvenci DNA, dolgi 18-30 bazi (Rosche, 

1992; Taylor, 1992; Efremov et al., 1998), sostaveni od 50-60% G+C (Innis et 

al., 1990). Prajmerite ne smeat da bidat komplementarni za da ne se 

vrzat me|u sebe. Tie mora da se unikatni, t.e. da gi ima samo vo 

genomot koj se doka`uva (Ruano et al.,1995). Temperaturata na vrzuva-

weto na prajmerite e 40-60
0
C, i zavisi od dol`inata i baznite 

sekvenci na prajmerite. 

 Vo tretata faza enzimot Taq polimeraza, po~nuvaj}i od 3' krajot na 

prajmerite, dodava nukleotidi komplementarni na osnovnite 

edine~ni verigi (na temperatura od 72
0
C), pri {to nastanuvaat 

dvojni verigi na DNA, identi~ni na po~etnata. Teoretski, po 20 

vakvi ciklusi se dobivaat milion kopii na baranata DNA, po 30 

ciklusi milijarda kopii, no vo praksa potrebni se 25 ciklusi za 

dobivawe milioni kopii. Identifikacijata na amplifikuvanata 

DNA naj~esto se vr{i so gel-elektorforeza. Spored protokolot na 

konvencionalniot PCR, potrebni se do tri ~asa za 30 ciklusi, dodeka 

so RAPID sistemot koj go koristevme vo ovaa studija mo`e da se 
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napravat 40 ciklusi za pomalku od 20 min. Pokraj toa {to klasi~nite 

PCR se zna~itelno pospori, kaj niv se koristi 50-100 l reagensi koi 

se stavaat vo plasti~ni mikrotubi, zaradi {to temperaturata vo 

reagensite ne e podednakva i docni zad temperaturata vo blokot za 

zagrevawe. Prednosti na RAPID PCR se toa {to se koristat 20 l 

reagensi, se koristat stakleni kapilari vo koi temperaturata e 

ramnomerna vo celiot reagens i izvonredno brzo se prenesuva zaradi 

golemiot odnos povr{ina/volumen na kapilarite.  

 PCR reakcijata vo RAPID sistemot e celosno kontrolirana preku 

specijalen kompjuterski softver. Na laptop kompjuterot se sledi sekoj 

ciklus na reakcijata i mo`e da se vidi koga to~no se javuva pozitiven 

signal (Real Time PCR), i po potreba reakcijata mo`e da se prekine. Site 

rezultati se memoriraat vo kompjuterot i mo`at poedine~no da se 

analiziraat. 

 PCR ima {iroka primena kako vo dijagnostika na: 

 pri~initeli na  infektivni zaboluvawa (Bordetella pertusis, Legionella 

pneumopphila, HIV, Mycobacterium tuberculosis, Mycoplasma pneumoniae, 

Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorhoeae, Treponema palidum, Helico-

bacter pyloti i dr.);  

 detekcija na vrodeni zaboluvawa (hemofilija, leukemia, cisti~na 

fibroza, muskulna distrofija, talasemii, srpasto kleto~na anemija 

i dr.); 

 rana dijagnoza na kancer (leukemija, belodroben kancer, kancer na 

gradi i na kolon); 

 transplantacija na organi (za odreduvawe na kompatibilnosta na 

tkivata na recepientite i donatorite preku brza proverka na 

specifi~ni HLA sekvenci, minimalna rezidualna bolest);  

 sudska  medicina (utvrduvawe na tatkovstvo) 

 kriminalistika (utvrduvawe na potekloto, pripadnosta na biolo{ki 

materijali); 
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 evolucija (komparacija na arheolo{ki DNA fragmenti so fragmenti 

na `ivi rastenija i `ivotni). 

Genomot na Brucella ne e sekvencioniran do kraj. Toj se sostoi od dva 

cirkularni hromozoma: podolg od 2.100 kbp i pokus od 1.150 kbp, i 

pribli`no 58% GC (Halling, 1997). Vo GenBank ima okolu 50 brucella geni 

(tabela 1).  

Vo literaturata se opi{ani studii vo koi se koristeni prajmeri za 

odreduvawe na: 16S rRNA, (Romero et al., 1995a), omp-2 genot (Klevezas et al., 

1995; Rincon et al., 1997), inserciskata sekvenca IS711 (IS6501) (Bricker et al., 

1994; 1995), genot BCSP31 (Matar et al., 1996; Quiepo-Ortuno et al., 1997; Morata et 

al., 1998).  

Fekete i sor. (1990) upotrebuvaj}i prajmeri za amplifikacija na 635 bp 

fragment na 43 kDa nadvore{en membranski protein, utvrdile nivo na 

detekcija od 0.1 pg DNA ({to zna~i pomalku od 100 brucella mikroorga-

nizmi). Romero i sor. (1995b) so odreduvawe na 16S rRNA mo`ele da 

detektiraat DNA vo koli~ina od okolu 80 fg (pomalku od 20 bakterii). 

Klevezas i sor. (1995) so amplifikacija na omp-2 genot, utvrdile visoka 

senzitivnost na PCR vo detekcija na duri i pomalku od 10 brucella mikro-

organizmi  vo 1 ml mleko. Vo studijata na Da Costa i sor. (1996) so prajmeri 

za BCSP31 objaveno e nivo na detekcija od 13,5 fg. 

Vo na{eto ispituvawe dobivme limit na detekcija na brucella melitensis DNA 

so TagMan RAPID PCR od 100 fg, ili najmalku 20 bakterii.  

Objaveni se nau~ni trudovi za upotreblivosta na konvencionalniot 

PCR vo dijagnostikata na humanata bruceloza, no nema podatoci za koris-

tewe na RAPID PCR vo dijagnostikata na humanata bruceloza od periferna 

krv. 

Vo studija na 47 pacienti so bruceloza, upotrebuvaj}i specifi~ni praj-

meri za BCSP31, Quiepo-Ortuno i sor. (1997) dobile senzitivnost na konven-

cionalen PCR od 100% i specifi~nost 98,3%. Isto taka utvrdile deka ne se 

javuva degradacija na DNA vo primeroci ~uvani na –20
0
C {est meseci pred 

procesiraweto. Vo na{eto ispituvawe nie dobivme pozitivni rezultati i 
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od primeroci ~uvani na –20
0
C pove}e od edna godina, {to go potvrduva i 

naodot na prethodnite avtori deka ako DNA e prisutna vo primerokot 

dolgo vreme ne se degradira i mo`e uspe{no da se detektira so PCR.          

Vo pismoto do izdava~ot kako odgovor na rezultatite na studijata na 

Quiepo-Ortuno, Navaro i sor. (1999) objavile rezultati od nivna studija na 10 

pacienti so bruceloza i pet zdravi lica, pri {to rabotej}i spored istite 

metodi na Quiepo-Ortuno, dobile senzitivnost od 50% i specifi~nost od     

60 %. Romero i sor. vo studija vo koja ispituvale mleko na 37 inficirani 

kravi na{le senzitivnost na konvencionalniot PCR od 87,5% i ELISA (za 

brucella antitela) vo 98,2% (Romero et al., 1995c).  

So koristewe na arbitrarni prajmeri, t.e. istovremeno pove}e 

prajmeri za razli~nite soevi na bruceli, mo`e da se doka`e sojot na 

brucelite. Vo po~etokot na studijata koristevme prajmeri za B. melitensis,            

B. abortus i B. suis, no dobivme pozitivni naodi samo za B. melitensis, koja e 

edinstveniot pri~initel na bruceloza kaj ispituvanite lica. Zaradi ova 

vo ponatamo{niot tek na studijata koristevme prajmeri i TagMan probi za 

odreduvawe na delovi od IS711 i BCSP31 na B. melitensis. Dol`inite na 

amplikonite bea: za IS711 -134 bp i za BCSP31 -60 bp. 

6.2.1. PCR rezultati kaj bolni so akutna bruceloza 

Vo na{ata studija na 100 lica bolni od akutna bruceloza, 

prethodno potvrdeni slu~ai vrz osnova na klini~kata slika i serolo{kite 

naodi so ELISA, dobivme PCR pozitivni naodi od 10% pri koristewe na 

parajmeri za IS711 i 56% so prajmeri za BCSP31. Od pacientite 65 bea na 

samiot po~etok na zaboluvaweto (prisutni samo IgM) i kaj niv PCR be{e 

pozitiven vo sedum slu~ai (10,7%) za IS711 i vo 41 slu~aj (63%) za BCSP31. 

Kaj ostanatite 35 slu~ai, pacientite ne se primeni vo samiot po~etokot na 

bolesta (prisutni i IgM i IgG), pozitiven PCR naod ima{e kaj tri (8,6%) za 

IS711 i 15 (42,8%) za BCSP31. Razlikata vo brojot na pozitivni naodi za 

BCSP31 e statisti~ki zna~ajna vo zavisnost od momentot na priem na 

pacientite t.e. od momentot na zemawe na primerocite na krv. Ovie naodi 

potvrduvaat deka bakteriemijata so odminuvawe na vremeto od po~etkot na 
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bolesta e se poretka i brucelite preku polimorfonuklearite se lokali-

ziraat vo ostanatite tkiva.  

  Kaj ovaa forma na bruceloza brojot na pozitivni rezultati dobieni 

so ELISA e zna~itelno povisok od onoj dobien so PCR, zatoa {to anti-

telata perzistiraat zna~itelno podolgo vo krvta od vremetraeweto na 

bakteriemijata koga PCR e pozitivna. PCR e pozitivna na samiot po~etok 

na bolesta, koga serolo{kite testovi s# u{te negativni, zaradi {to PCR 

mo`e da pretstavuva edinstven na~in za rana dijagnostika na brucelozata. 

 

6.2.2. PCR rezultati kaj lica lekuvani od bruceloza, so prodol`itelni  

 simptomi 

 

  Od ispitanite 100 primeroci dobivme PCR pozitivni naodi vo dva 

slu~ai pri koristewe na parajmeri za IS711 (2%), i 17 (17%) so prajmeri za 

BCSP31. So ELISA se dobieni 23 pozitivni rezultati, zna~itelno pove}e od 

onie dobieni so PCR. Od sedum lica so IgM+/IgG+, {est bea BCSP31 pozitiv-

ni, (samo edno so IS711), so {to vo ovie {est slu~ai se potvrdi postewe na 

hroni~na bruceloza. 

  Hronicitet be{e potvrden i vo 11 slu~ai (PCR+) so IgM-/IgG+, a kaj 

pet (PCR-) be{e isklu~en. 

   Kaj 77 lica, so simptomi po lekuvaweto no so negativni serolo{ki 

naodi, (IgM-/IgG-) PCR be{e negativna vo site slu~ai, so {to kaj site be{e 

isklu~eno postoewe na bruceloza. 

  Vo site 17 slu~ai so pozitivni serolo{ki i PCR naodi, hronicitetot 

i potrebata za ponatamo{na antibiotska i simptomatska terapija be{e 

potvrdena, a vo {est slu~ai pozitivnite serolo{ki naodi koi odea vo 

prilog na hronicitet ne bea potvrdeni so PCR.  

  Kaj ovaa grupa na pacienti, kako i vo prethodnata, brojot na 

pozitivni rezultati dobieni so ELISA be{e povisok od onoj dobien so PCR,  

zatoa {to titarot na antitelata perzistira ili raste zaradi intracelu-

larnata lokalizacija na brucelite vo razli~ni organi i tkiva, a bakteri-

emijata ne e kontinuirana i ne mo`e sekoga{ da se doka`e. Vo ovie slu~ai 
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pozitiven naod na PCR so sigurnost uka`uva na hroni~na bruceloza ili 

relaps na bolesta. Kaj negativnite naodi so PCR od periferna krv, 

brucelite mo`e da se doka`at od punktati na organi ili tkiva vo koi se 

lokalizirani. 

6.2.3. PCR rezultati kaj lica lekuvani od bruceloza bez simptomi 

Vo ovaa grupa od vkupno 100 ispitani primeroci dobivme samo dva   

pozitivni naodi so BCSP31, i toa kaj lica so IgM+/IgG+. Za ovie pacienti 

be{e potrebna ponatamo{na terapija, a kaj pacientot so pozitivni sero-

lo{ki naodi, PCR negativen, bez simptomi, be{e potrebno sledewe na 

serolo{kite naodi, no antibiotskata terapija ne e prepora~liva. Kaj site 

pacienti (vkupno 91) so negativni serolo{ki (IgG-/IgG-) i negativni PCR 

naodi se rabote{e za izlekuvani lica. 

 

6.2.4. PCR rezultati na zdravi  lica  

Site rezultatite od 30 zdravi lica bea  negativni i so PCR i so ELISA. 

 

6.2.5. Senzitivnost i specifi~nost na PCR 

 

Vo ovaa studija gi dobivme slednite pokazateli za RAPID PCR: 

 senzitivnost za IS711  10%, za BCSP31  56%, 

 specifi~nost za IS711  100% i za BCSP31  100%,  

 pozitivnata prognosti~ka (prediktivna) vrednost za IS711 100% i za  

BCSP31  100%, {to zna~i deka PCR pozitivnite se sigurno pozitivni, 

 negativnata prognosti~ka (prediktivna) vrednost za IS711 25% i za  

BCSP31 40,5%, {to zna~i deka i doverbata vo negativnite naodi t.e. 

nepostoewe na bruceloza pri PCR negativni naodi ne e visoka. 

Ovie rezultati uka`uvaat deka bolnite ne se primani na lekuvawe na 

samiot po~etok na bolesta zaradi nenavremeno barawe na medicinska 

pomo{ od nivna strana ili zaradi zadocneta dijagnoza. Senzitivnosta bi 

bila zna~itelno povisoka vo slu~aj na nadminuvawe na ovoj problem, a PCR 
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bi bil edinstven metod za dijagnostika vo samiot po~etok na bolesta, pred 

razvivaweto signifikantni titri na antitela koi mo`at da se doka`at so 

serolo{kite reakcii. 

  Pokraj toa, za vrednosta na rezultatite na PCR postojat odredeni 

ograni~uva~ki momenti. Pri koristewe na PCR za utvrduvawe na Brucella od 

polna krv, problemite se javuvaat zaradi inhibitornoto dejstvo na hemot 

od eritrocitite (Biotech, 1996). Morata i sor. (1998) utvrdile deka visoki 

koncentracii na leukocitna DNA i komponenti na hemot od eritrocitite 

mo`at da ja inhibiraat PCR reakcijata. Spored niv, ovie inhibitori 

mo`at efikasno da se suprimiraat so zgolemuvawe na brojot na miewata na 

~etiri ili pet i namaluvawe na koli~inata na DNA na vkupno 2 do 4 g, so 

{to bi se izbegnale la`no negativni rezultati. Vo ovaa studija vo podgo-

tovkata na Master-mix-ot se koristeni po 2 g na DNA koja se ispituva{e. So 

poseben metod mo`e od krvta da se izdvojat polimorfonuklearite (PMK). 

Nie koristevme Vacutainer CPT (Cell Preparation Tube-BECTON DICINSON) za 

izdvojuvawe na polimorfonuklearni kletki od periferna krv. Izolacija 

na DNA se vr{e{e so DNA kit za izolacija PURGENE (Gentra Systems, 2000) 

spored protokolot za brza izolacija, so {to maksimalno bea otstranuvani 

eventualnite inhibitori od krvta. 

 Drug va`en moment e {to brucelite se intracelularni mikroorga-

nizmi i te{ko mo`e da se odredi momentot na bakteriemijata. Mo`nosta 

za utvrduvawe prisustvo na bruceli vo polimorfonuklearnite kletki na 

perifernata krv (PMK) na bolnite gi nadminuva site nabroeni problemi 

vo vrska so izolacijata i identifikacijata. Vo literaturata ima mal broj 

trudovi od ovaa oblast. 

 Do denes vo na{ata Republika ne e vovedena bakteriolo{ka dijagnos-

tika na humanata bruceloza vo rutinska rabota. Za ova postojat pove}e 

pri~ini: potrebata od posebni uslovi, specijalna oprema, rizikot pri 

rabota so Brucella, dolgoto vreme na inkubacija. ^esto, i pri ispolnuvawe 

na site neophodni uslovi, osobeno pri hroni~na bruceloza, izolacijata ne 

e uspe{na. Spored postoe~kite podatoci, rezultatite na pozitivna 
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izolacija se mnogu razli~ni i se dvi`at od 10-90%. Moreno i sor. (1992) kaj 

ispituvanite 119 pacienti utvrdile senzitivnost na hemokulturi od 70%, a 

prose~nata dol`ina na inkubacija bila 13,6 dena. Eissa i sor. (1990) kaj 87 

pacienti utvrdile senzitivnost na hemokulturite od 75%. Shehabi i sor. 

(1990) vo studija na 106 pacienti utvrdile pozitivni hemokulturi vo 44,4% 

a od koskena srcevina 27,7%. Vo poslednive godini razvieni se i se 

koristat moderni sistemi za hemokulturi kako {to se: API 20 NE (Batchelor 

et al., 1992), Bact/Alert ™ , Bactec NR 660 (Yagupski, 1994),  Bactec NR 730 (Gamazo 

et al., 1993), Bactec 9240 (Hussain et al., 1995), VITAL-BioMerieux, no i so niv e 

potrebna najmalku 10-dnevna inkubacija. 

Vo sekojdnevnata rabota so hemokulturi, posebno po voveduvaweto na 

avtomatski sistemi za hemokulturi vo nekoi laboratorii, ne e isklu~ena 

mo`nosta od izolacija na bruceli. Zaradi nesoodvetnite uslovi za rabota  

(nemawe na bezbednosni komori od III/IV stepen) postoi golema opasnost od 

intralaboratoriska infekcija na vrabotenite. PCR dava mo`nost za 

identifikacija na brucelite bez opasnost po vrabotenite. Isto taka, 

vremeto na identifikacija zna~itelno bi se skratilo, od nekolku dena 

potrebni za biohemiski reakcii na pomalku od eden ~as. Vo tekot na 

studijata vo AFIP-Washington DC, vo bezbednosna komora od IV stepen, 

kultiviravme 90 primeroci na PMK vo mediumot BBL
TM

SEPTI-CHEK
TM 

(BECTON DICKINSON), pri {to dobivme 16 (17%) izolati na Brucella 

melitensis. Site izolati bea potvrdeni so PCR. So ponatamo{ni biohemiski 

ispituvawa potvrden e sojot Brucella melitensis biotip 3. Edinstveniot 

dosega izoliran soj na Brucella vo Makedonija, potvrden vo referenten 

centar za bruceloza vo Anglija, be{e Brucella melitensis biotip 2.  
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7. ZAKLU^OCI 

 

8.1. ELISA metodot e statisti~ki zna~ajno posenzitiven vo odnos na 

klasi~nite serolo{ki reakcii kaj lica so akutna bruceloza pri priemot 

vo bolnica, tri i {est meseci po lekuvaweto. 

8.2. Senzitivnosta na ELISA metodot e statisti~ki zna~ajno povisoka vo 

odnos na klasi~nite serolo{ki reakcii, vo otkrivawe na hronicitet kaj 

lekuvani bolni so prodol`itelni simptomi. Za site ovie slu~ai potreben 

e prodol`en antibiotski tretman. 

8.3. Senzitivnosta na ELISA metodot ne e statisti~ki zna~ajno razli~na vo 

odnos na klasi~nite serolo{ki reakcii kaj lica bez simptomi po 

lekuvaweto. Vakvite lica treba da se sledat do 3 godini, t.e. do negativi-

zirawe na titrite na antitelata. Pri porast na titrite (recidiv, relaps) 

treba da se dava antibiotska terapija. 

8.4. Ne postoi razlika vo specifi~nosta me|u ELISA metodot i klasi~nite 

serolo{ki reakcii.  

8.5. Prognosti~kite (prediktivni) vrednosti, t.e. doverbata vo dobienite 

rezultati, na ELISA se statisti~ki zna~ajno povisoki vo odnos na 

vrednostite na klasi~nite serolo{ki reakcii.  

8.6. Rezultatite dobieni so ELISA se visoko reproduktibilni, zaradi {to 

ne e neophodno testirawe vo duplikat. 

 8.7. Dobienite ELISA rezultati od serumite na zdravi krvodariteli              

(1% la`no pozitivni) uka`uvaat deka s# u{te nema potreba, pokraj zadol-

`itelnite ispituvawa za odredeni zaboluvawa, da se vovedat i skrining 

ispituvawa na krvta na krvodaritelite i za bruceloza. 
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8.8. ELISA e visoko senzitiven, specifi~en i ekonomi~en metod, so visok 

stepen na doverba vo dobienite rezultati, se izveduva za kratko vreme,  

zaradi {to  pretstavuva referenten metoda vo sledewe na titrite na anti- 

bruceloznite antitelata a so toa odreduvawe na fazata na bolesta i odgo-

vorot na antibiotskiot tretman.      

8.9. Od ispituvanite prajmeri podobar par za RAPID PCR, so senzitivnost 

od 56%, specifi~nost od 100%, pozitivna prognosti~ka vrednost od 100% i 

negativna prognosti~ka vrednost od 40,5% i limit na detekcija od 100 fg 

DNA, bea prajmerite za utvrduvawe na genot BCSP31 koj go kodira 31kDa 

(OMP) nadvore{niot membranski protein na Brucella melitensis. Senzitiv-

nosta e zna~itelno povisoka kaj primerocite na periferna krv koi se 

zemani vo po~etokot na bolesta, koga bakteriemijata s# u{te bila 

prisutna.  

8.10. So ELISA metodot dobieniot broj pozitivni naodi e statisti~ki 

zna~ajno povisok vo odnos na pozitivnite naodi PCR zatoa {to antitelata 

koi se otkrivaat so ELISA perzistiraat dolgo vreme po infekcijata a 

prisustvoto na Brucella DNA (bakteriemija) vo perifernata krv e mnogu 

pokratko. Pozitivnite naodi na PCR, pri pozitivni ELISA naodi, se 

siguren pokazatel za akutna odnosno hroni~na infekcija, za koja e 

neophodna antibiotska terapija.   

8.11. Utvrduvaweto na brucella DNA so RAPID PCR od ~isti kulturi, kako i 

od pozitivni hemokulturi, se izveduva pobrzo, poekonomi~no e od standard-

nite metodi na izolacija i identifikacija, i ovozmo`uva izbegnuvawe na 

rizikot za vrabotenite od intralaboratoriski infekcii.   

8.12. Mo`nosta od rutinska primena na ELISA i PCR ovozmo`uva 

nadminuvawe na poznatite problemi vo dijagnostikata na humanata 

bruceloza, zna~itelna pomo{ vo lekuvaweto na bolnite i vo epidemio-

lo{kite studii. 
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9.1. ELISA naodi za IgM antitela 

 

ZPMZ-MIKROBIOLOGIJA 
Test    #    :  10      Date of measurement    Date of calculation     Measfilter:  450   nm 

Testname  :  BRUCELLA / IgM Date:   14.11.2000  Date:   14.11.2000   Reffilter    :  620   nm 

Plate ID    :  F   Time:   15 : 27  Time:   15 : 28 

Operator   :  _____________________________                           Comments   : ______________________________ 

 

BLK: 0.029  NC: 0.055  PC: 1.005 

QUALIFICATION  MODE:   NEG/ * /POS 

Cutoff  =  0.305   =   NC+0.250 

Upper Limit =  0.335   =   C+C*0.1 

Lower Limit =  0.274    =   C-C*0.1 

VALIDATION 

TRUE /    NC<0.200 

TRUE /    PC>=NC+0.250 

 
        1     2      3      4       5        6        7         8          9         10          11         12    
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BLK      
 

0.029 

SMP 5 
 

3.000 

POS. 

SMP13 
 

Overfl. 

POS. 
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3.234 

POS. 

SMP29 
 

Ovrefl. 

POS. 

SMP37 
 

Overfl. 

POS. 

SMP45 
 

0.482 

POS. 

SMP53 
 

2.048 

POS. 

SMP61 
 

0.076 

NEG. 

SMP69 
 

Overfl. 

POS. 

SMP77 
 

0.169 

NEG. 

SMP85 
 

0.110 

NEG. 
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NC        
 

0.055 
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POS. 
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POS. 
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3.365 

POS. 
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POS. 
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0.241 
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SMP54 
 

1.527 
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SMP70 
 

2.948 

POS. 

SMP78 
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PC   

      

1.005 
 

SMP 8 

 

1.863 
POS. 
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POS. 
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POS. 
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POS. 
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POS. 
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NEG. 

 

G 

 

 

SMP 3 
 

0.037 

NEG. 

SMP11 
 

2.094 

POS. 

SMP19 
 

0.541 

POS. 

SMP27 
 

3.007 

POS. 

SMP35 
 

1.337 

POS. 

SMP43 
 

1.347 

POS. 

SMP51 
 

0.994 

POS. 

SMP59 
 

Overfl. 

POS. 

SMP67 
 

1.704 

POS. 

SMP75 
 

0.312 

* 

SMP83 
 

0.188 

NEG. 

SMP91 
 

0.062 

NEG. 

 

H 

SMP 4 

 

0.469 
POS. 

SMP12 

 

3.741 
POS. 

SMP20 

 

Overfl. 
POS. 

SMP28 

 

1.035 
POS. 

SMP36 

 

Overfl. 
POS. 

SMP44 

 

Ovefl. 
POS. 

SMP52 

 

1.973 
POS. 

SMP60 

 

0.060 
NEG. 

SMP68 

 

0.166 
NEG. 

SMP76 

 

0.127 
NEG. 

SMP84 

 

1.573 
POS. 

SMP92 

 

0.187 
NEG. 

      1    2     3      4       5        6        7        8         9         10         11          12 

 

ID 

WELL  OD 

OD 

RESULT 

STATISTICS  number  average   OD  standard dev. 

neg.  samples :     22         0.122        0.059 

gray  zone samples :       1         0.312         

pos.  samples :     69         1.923                     1.170 

total  :     92         1.397        1.280 
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9.2. ELISA naodi za IgG antitela 

 

ZPMZ-MIKROBIOLOGIJA 
Test    #    :  11      Date of measurement    Date of calculation     Measfilter:  450   nm 

Testname  :  BRUCELLA / IgG Date:   14.11.2000  Date:   14.11.2000   Reffilter    :  620   nm 

Plate ID    :  I   Time:   15 : 13  Time:   15 : 14 

Operator   :  _____________________________                            Comments   : ______________________________ 

 

BLK: 0.018  NC: 0.048  PC: 1.181 

QUALIFICATION  MODE:    NEG/ * /POS 

Cutoff  =  0.298  =     NC+0.250 

Upper Limit =  0.328   =     C+C*0.1 

Lower Limit =  0.268   =     C-C*0.1 

VALIDATION 

TRUE /    NC<0.200 

TRUE /    PC>=NC+0.250 
 

         1    2     3      4       5       6        7        8         9         10          11          12 
 

A 

BLK      

 

0.018 

SMP 5 

 

0.851 
POS. 

SMP13 

 

0.682 
POS. 

SMP21 

 

0.968 
POS. 

SMP29 

 

0.644 
POS. 

SMP37 

 

0.846 
POS. 

SMP45 

 

0.845 
POS. 

SMP53 

 

1.121 
POS. 

SMP61 

 

0.980 
POS. 

SMP69 

 

1.221 
POS. 

SMP77 

 

0.444 
POS. 

SMP85 

 

0.643 
POS. 

 

B 

NC        

 
0.047 

0.048 

SMP 6 

 
1.666 

POS. 

SMP14 

 
1.483 

POS. 

SMP22 

 
1.090 

POS. 

SMP30 

 
0.812 

POS. 

SMP38 

 
1.338 

POS. 

SMP46 

 
1.321 

POS. 

SMP54 

 
0.489 

POS. 

SMP62 

 
1.218 

POS. 

SMP70 

 
0.123 

NEG. 

SMP78 

 
0.873 

POS. 

SMP86 

 
0.490 

POS. 

 

C 

 

 

NC        
 

0.049 

 

SMP 7 
 

0.929 

POS. 

SMP15 
 

0.674 

POS. 

SMP23 
 

1.207 

POS. 

SMP31 
 

0.747 

POS. 

SMP39 
 

1.186 

POS. 

SMP47 
 

0.668 

POS. 

SMP55 
 

0.467 

POS. 

SMP63 
 

0.728 

POS. 

SMP71 
 

0.075 

NEG. 

SMP79 
 

0.752 

POS. 

SMP87 
 

0.620 

POS. 

 

D 

PC   
      

1.181 

 

SMP 8 
 

2.012 

POS. 

SMP16 
 

1.152 

POS. 

SMP24 
 

1.365 

POS. 

SMP32 
 

1.206 

POS. 

SMP40 
 

1.179 

POS. 

SMP48 
 

1.216 

POS. 

SMP56 
 

0.578 

POS. 

SMP64 
 

0.230 

NEG. 

SMP72 
 

1.474 

POS. 

SMP80 
 

0.084 

NEG. 

SMP88 
 

0.910 

POS. 

 

E 

SMP 1 

 

0.563 
POS. 

SMP 9 

 

0.820 
POS. 

SMP17 

 

1.463 
POS. 

SMP25 

 

0.038 
NEG. 

SMP33 

 

0.480 
POS. 

SMP41 

 

1.206 
POS. 

SMP49 

 

0.727 
POS. 

SMP57 

 

0.549 
POS. 

SMP65 

 

0.158 
NEG. 

SMP73 

 

0.559 
POS. 

SMP81 

 

0.608 
POS. 

SMP89 

 

0.900 
POS. 

 

F 

SMP 2 

 

0.846 
POS. 

SMP10 

 

0.863 
POS. 

SMP18 

 

1.076 
POS. 

SMP26 

 

0.885 
POS. 

SMP34 

 

1.279 
POS. 

SMP42 

 

1.296 
POS. 

SMP50 

 

1.351 
POS. 

SMP58 

 

0.701 
POS. 

SMP66 

 

1.008 
POS. 

SMP74 

 

1.098 
POS. 

SMP82 

 

0.108 
NEG. 

SMP90 

 

0.260 
NEG. 

 

G 

SMP 3 

 
0.731 

POS. 

SMP11 

 
0.669 

POS. 

SMP19 

 
0.581 

POS. 

SMP27 

 
0.557 

POS. 

SMP35 

 
0.337 

POS. 

SMP43 

 
0.729 

POS. 

SMP51 

 
0.579 

POS. 

SMP59 

 
1.061 

POS. 

SMP67 

 
0.337 

POS. 

SMP75 

 
0.291 

* 

SMP83 

 
0.494 

POS. 

SMP91 

 
0.364 

POS. 

 

H 

SMP 4 
 

0.479 

POS. 

SMP12 
 

1.157 

POS. 

SMP20 
 

0.789 

POS. 

SMP28 
 

0.206 

NEG. 

SMP36 
 

1.452 

POS. 

SMP44 
 

0.728 

POS. 

SMP52 
 

0.504 

POS. 

SMP60 
 

1.201 

POS. 

SMP68 
 

0.570 

POS. 

SMP76 
 

0.783 

POS. 

SMP84 
 

0.399 

POS. 

SMP92 
 

0.678 

POS. 

      1     2     3      4       5         6        7         8          9         10         11         12   

 

ID 

WELL  OD 

OD 

RESULT 

 

STATISTICS  number  average   OD  standard dev. 

neg.  samples :      9         0.142       0.076 

gray  zone samples :      1         0.291         

pos.  samples :    82         0.885         0.345 

total  :    92         0.806       0.398 
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10.3. Podgotovka na PCR Master Mix 

 

 

 

Vkupno  

( primeroci h2   

+ 2 kontroli) 

 

X  l 
33 

(14+2) 

31 

(13+2) 

29 

(12+2) 

27 

(11+2) 

25 

(10+2) 

1 dH2O X 6  198 186 174 162 150 

2 10 X PCR Buffer X 2  66 62 58 54 50 

3 10 X dNTP X 2  66 62 58 54 50 

4 Forward primer* X 2  66 62 58 54 50 

5 Reverse primer* X 2  66 62 58 54 50 

6 TaqMan Probe** X 2  66 62 58 54 50 

7 TaqPlatinum*** X 2  66 62 58 54 50 

 

8 DNA  X 2  66 62 58 54 50 

 

 

*Forward primer i *Reverse primer se Stock solutions (5 UM), se razreduvaat 1/20 i od toa se 

zema potrebna koli~ina zavisno od brojot na primeroci koi se ispituvaat:  
 

Vkupno  

( primeroci h2   

+ 2 kontroli) 

33 

(14+2) 

31 

(13+2) 

29 

(12+2) 

27 

(11+2) 

25 

(10+2) 

 l l l l l 

dH2O 62.7 58.9 55.1 51.3 47.5 

Forward primer* 

(Reverse primer*) 

3.3 3.1 2.9 2.7 2.5 

Vkupno 66 62 58 54 50 

 

 

** TaqMan Probe e Stock solutions (88 UM), se razreduvaat 1/10 i od toa se zema potrebna 

koli~ina zavisno od brojot na primeroci koi se ispituvaat:  
 

Vkupno  

( primeroci h2   

+ 2 kontroli) 

33 

(14+2) 

31 

(13+2) 

29 

(12+2) 

27 

(11+2) 

25 

(10+2) 

 l l l l l 

dH2O 63.7 59.9 56 52.2 48.3 

TaqMan Probe** 2.3 2.1 2 1.8 1.7 

Vkupno 66 62 58 54 50 

 

 

** TaqPlatinum e Stock solutions (5U/l), se razreduvaat 1/12.5 i od toa se zema potrebna 

koli~ina zavisno od brojot na primeroci koi se ispituvaat:  
 

Vkupno  

( primeroci h2   

+ 2 kontroli) 

33 

(14+2) 

31 

(13+2) 

29 

(12+2) 

27 

(11+2) 

25 

(10+2) 

 l l l l l 

dH2O 60.7 57 53.3 49.7 46 

TaqPlatinum*** 5.3 5 4.7 4.3 4 

Vkupno 66 62 58 54 50 
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10.4. Tabelaren prikaz na PCR naodi  
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10.5. Prikaz na PCR pozitivni kontroli i dobieni rezultati 
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10.6. Monitoring na fluorescencijata kaj RAPID PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


