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Υπηρέτησα σαν έφεδρος αξιωματικός Υγειονομικού στον Ελληνικό στρατό από το 

1991 έως το 1993 με τους τελευταίους 12 μήνες ως ειδικευόμενος Παθολογίας στο 

Στρατιωτικό Νοσοκομείο. 

Εκπλήρωσα υπηρεσία υπαίθρου σαν αγροτικός ιατρός από το 1993 έως το 1994  

στη Θεόπετρα Καλαμπάκας Τρικάλων. 

Ειδικεύθηκα στην Παθολογία ένα έτος στο Γ.Ν. Τρικάλων και ολοκλήρωσα την 

ειδίκευσή μου στο Νοσοκομείο «ΕΥΑΓΓΕΛΙΣΜΟΣ» Αθηνών. 

Από το 2000 μέχρι και σήμερα υπηρετώ σε θέση ιατρού ΕΣΥ στο Γ.Ν. Τρικάλων 

Μετεκαπαίδευση  για 2 χρόνια στο ιατρείο Λιπιδίων, Διαβήτου και Παχυσαρκίας 

του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ιωαννίνων υπό την διεύθυνση του Καθηγητού                

κ. Ελισάφ. 

Επιστημονικός υπεύθυνος του ιατρείου Λιπιδίων και Παχυσαρκίας Γ.Ν. Τρικάλων. 

Μέλος της Ελληνικής Εταιρείας Αθηροσκλήρωσης, Ελληνικής εταιρείας 

Εσωτερικής Παθολογίας, εταιρείας Παθολογίας Βορείου Ελλάδας, Διαβητολογικής 

εταιρείας  Βορείου Ελλάδας και της Ελληνικής Αντικαρκινικής Εταιρείας. 

 Έχω αριθμό  δημοσιεύσεων σε ελληνικά περιοδικά και συμμετοχή σε ελληνικά 

και διεθνή συνέδρια. 

Είμαι παντρεμένος και πατέρας δύο παιδιών.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/05/2024 18:46:41 EEST - 18.217.190.162



7 

 

 

ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ 

 

ΠΡΟΛΟΓΟΣ  11 

ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ        13 

1. ΙΣΤΟΡΙΚΗ ΑΝΑΔΡΟΜΗ       14                                                        

2. ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ        16 

2.1 Η Brucella ως βιολογικό όπλο      20 

3. ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΑ       22 

3.1  Μορφολογία        22 

3.2  Φυσιολογία        22 

3.3  Μεταβολισμός – Βιοχημικές ιδιότητες     23 

3.4  Καλλιέργεια        24 

3.4.1 Καλλιέργεια παρουσία χρωστικών     26 

3.5  Αντιγονική δομή       27 

3.5.1  Επιφανειακά αντιγόνα      27 

3.5.2  Ενδοκυττάρια αντιγόνα      29 

3.6  Γονιδιακή δομή        30 

3.6.1  Πλασμίδια και ανταλλαγή γενετικού υλικού   31 

3.6.2  Φάγοι        32 

4. ΕΠΙΔΗΜΙΟΛΟΓΊΑ – ΟΙΚΟΛΟΓΙΑ     33 

4.1  Γεωγραφική κατανομή – Επιδημιολογικά χαρακτηριστικά  33 

4.2  Τρόποι μετάδοσης       41 

5. ΛΟΙΜΟΓΟΝΟΙ ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ – ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑ   42 

5.1 Η Brucella αλλάζει την ενδοκυττάρια κυκλοφορία εντός   

 των κυττάρων  ξενιστών      45 

5.1.1 Το σύστημα BvrRS        45 

5.1.2 Το σύστημα έκκρισης τύπου IV     46 

5.2 Φυσιολογική προσαρμογή της Brucella στο ενδοκυττάριο περιβάλλον 47 

5.2.1  Αντίσταση στην οξειδωτική ζημιά     47 

5.2.2  Αντίσταση στα προϊόντα ενεργού αζώτου    47 

5.2.3  Αντίσταση στο όξινο Ph      48 

5.2.4  Αντίσταση σε αντιμικροβιακά πεπτίδια    48 

5.2.5  Αντίσταση στη στέρηση θρεπτικών συστατικών   48 

5.3  Άλλοι πιθανοί λοιμογόνοι παράγοντες     48 

5.4  Αντίσταση των φαγοκυττάρων στην απόπτωση   49 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/05/2024 18:46:41 EEST - 18.217.190.162



8 

 

5.5  Λοιμογονικότητα στα rough στελέχη της Brucella   49 

5.6  Ανοσιακή απάντηση στη Brucella      50 

6. ΠΑΘΟΓΟΝΟΣ ΔΡΑΣΗ                  52 

6.1  Κλινικές εκδηλώσεις       52 

6.2  Επιπλοκές        54 

6.2.1  Σκελετικό σύστημα       54 

6.2.2  Ηπατοχοληφόρο σύστημα      54 

6.2.3  Νευρικό σύστημα       55 

6.2.4  Καρδιαγγειακό σύστημα      55 

6.2.5  Ουρογεννητικός σωλήνας      55 

6.2.6  Αιματολογικές επιπλοκές      56 

6.2.7  Αναπνευστικό σύστημα      56 

6.2.8  Οφθαλμικές επιπλοκές      56 

6.3  Η βρουκέλλωση στην παιδική ηλικία     56 

6.4  Ειδικές καταστάσεις       57 

6.4.1  Βρουκέλλωση και εγκυμοσύνη     57 

6.4.2  Υποτροπές         57 

6.4.3  Βρουκέλλωση και ανοσοκατασταλμένοι 

6.4.4  Βρουκέλλωση και θεραπεία με anti-TNF-α παράγοντες               58 

7. ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΔΙΑΓΝΩΣΗ      60 

7.1  Μη ειδική        60 

7.2  Ειδική         60 

7.2.1  Καλλιέργεια       60 

7.2.2  Ορολογικές μέθοδοι      67 

7.2.2.1  Συγκολλητινοαντίδραση Wright (Serum agglutination  

test – SAT)       69 

7.2.2.2  Συγκολλητινοαντίδραση Wright σε πλάκες μικροαραιώσεων 

(Microagglutination test – MAT)    70 

7.2.2.3  Συγκολλητινοαντίδραση με 2-Μερκαπτοαιθανόλη (2 – ΜΕ) 70 

7.2.2.4  Συγκολλητινοντίδραση Rose Bengal σε πλάκα ή σε σκληρό  

χαρτί (Rose Bengal plate or card test)   71 

7.2.2.5  Δοκιμή αντιανθρώπινης σφαιρίνης (Coombs)  71 

7.2.2.6  Brucella capt (Vircell, Granada, Spain)   72 

7.2.2.7  Δοκιμή συνδέσεως συμπληρώματος (Complement fixation  

test – CFT)       72 

7.2.2.8  Ανοσοενζυμική μέθοδος (Enzyme-linked immunosorbent  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/05/2024 18:46:41 EEST - 18.217.190.162



9 

 

assay – ELISA)     73 

7.2.2.9  Έμμεσος ανοσοφθορισμός (Indirect fluorescent antibody  

test – IFA)       74 

7.2.2.10 Ραδιοανοσολογική μέθοδος (Radioimmunoassay – RIA) 47 

7.2.3  Μοριακές τεχνικές        76 

7.2.3.1 Άμεση ανίχνευση      76 

7.2.3.2 Ταυτοποίηση – Τυποποίηση     84 

7.3.2.1 PCR ενίσχυσης πολλαπλών στόχων (multiplex PCRs) 84 

7.3.2.2 Amplified fragment length polymorphism (AFLP)  84 

7.3.2.3 PCR τυχαία πολλαπλασιασμένου πολυμορφικού DNA  

(random amplified polymorphic DNA PCR/RAPD-PCR) 84 

7.3.2.4 Πολλαπλασιασμός και ανάλυση με περιοριστικά ένζυμα  

(PCR-restriction fragment length polymorphism /  

  PCR-RFLP)       85 

7.3.2.5 Multiple locus variable number of tandem repeats analysis  

           (MLVA)       85 

8. ΘΕΡΑΠΕΙΑ – ΠΡΟΦΥΛΑΞΗ      86 

8.1  Θεραπεία        86 

8.2  Πρόληψη – Προφύλαξη      94 

 

ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ                                                                                         97 

 
1.ΣΚΟΠΟΣ                                                                                                   98 

2. ΑΣΘΕΝΕΙΣ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ                                                                 98 

     Α. ΑΣΘΕΝΕΙΣ                                                                                        98 

     Α.1. Κλινικά κριτήρια λοίμωξης από βρουκέλλα                                    99 

     Α.2 Ορολογικά κριτήρια λοίμωξης από βρουκέλλα                                99 

     Α.3 Πρωτόκολλο καταγραφής ασθενών                                                  99 

          Α.3.1 Δημογραφικά στοιχεία                                                              99 

          Α.3.2 Κλινικό πρωτόκολλο                                                                99 

          Α.3.3. Εργαστηριακό πρωτόκολλο                                                    100 

          Α.3.4  Θεραπευτικό πρωτόκολλο                                                      100 

                Α.4 Πληθυσμός ασθενών                                                            100 

 

             Β. ΜΕΘΟΔΟΙ                                                                               102 

             Γ. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ                                                                104 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/05/2024 18:46:41 EEST - 18.217.190.162



10 

 

             Δ. ΣΥΖΗΤΗΣΗ – ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ                                107 

 

              ΠΕΡΙΛΗΨΗ                                                                            109 

 

              ABSTRACT                                                                            110 

 

               ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ                                                                   111 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/05/2024 18:46:41 EEST - 18.217.190.162



11 

 

 

ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

 
   Η βρουκέλλωση είναι η συχνότερη ζωονόσος βακτηριακής προέλευσης, με περισσότερες 

από μισό εκατομμύριο νέες περιπτώσεις ετησίως, αποτελώντας σημαντικό πρόβλημα 

δημόσιας υγείας αλλά και σοβαρών οικονομικών απωλειών λόγω προσβολής του ζωϊκού 

κεφαλαίου, ιδιαίτερα για τις αναπτυσσόμενες χώρες. Όσον αφορά την Ελλάδα, μια χώρα 

μέτριας ενδημικότητας, το ετήσιο οικονομικό κόστος εξαιτίας της ανθρώπινης 

νοσηρότητας μόνο, υπολογίζεται ότι ακολουθεί το αντίστοιχο της φυματίωσης, της 

μηνιγγίτιδας και της ηπατίτιδας Β. 

   Τα τελευταία χρόνια έχει επανατοποθετηθεί στο επίκεντρο του επιστημονικού 

ενδιαφέροντος εξαιτίας: 

 της επιδημιολογίας της νόσου που αλλάζει λόγω νέων εστιών που σχετίζονται με 

συγκεκριμένα κοινωνικοοινομικά γεγονότα 

 της παρουσίας της Brucella σε όλες τις λίστες πιθανών βιολογικών παραγόντων, αν 

και αυτό μπορεί να είναι κυρίως ιστορικής σημασίας 

 της αλλαγής στην οικολογία της Brucella, με την αναγνώριση νέων πληθυσμών σε 

υψηλό κίνδυνο έκθεσης 

 της εξελισσόμενης επιστημονικής συζήτησης σχετικά με την ταξινόμηση των 

ειδών αλλά και του γένους σαν σύνολο 

 της αναγνώρισης ότι η ανθρώπινη νόσος μπορεί να μιμηθεί τη φυματίωση όσον 

αφορά την τάση της να προκαλεί χρόνια, λανθάνουσα λοίμωξη.  

   Tο γένος Brucella ανήκει στα α2-proteobacteria και αποτελείται από Gram αρνητικά 

κοκκοβακτηρίδια. Θεωρείται πλέον «δυνητικά ενδοκυττάριο, εξωκυττάριο παράσιτο» και 

από τα έξι ιστορικά αναγνωρισμένα είδη, η B. melitensis είναι η κύρια αιτία ανθρώπινης 

βρουκέλλωσης παγκοσμίως καθώς και το είδος με την μεγαλύτερη λοιμογόνο δύναμη. Αν 

και η νόσος που προκαλεί είναι σπάνια θανατηφόρα, ωστόσο μπορεί να είναι αρκετά  

καταβλητική με μεγάλο ποσοστό επιπλοκών και αυξημένο κίνδυνο υποτροπών, αλλά και 

μετάβασης σε χρονιότητα, λόγω ενδοκυττάριας εντόπισης του παθογόνου και της 

ικανότητας του να διαφεύγει των αμυντικών μηχανισμών του ξενιστή χρησιμοποιώντας 

πολύπλοκες παθοφυσιολογικές οδούς που είναι ακόμα υπό διερεύνηση. 

   Η βρουκέλλωση μπορεί να μιμηθεί ποικίλες κλινικές οντότητες, τόσο λοιμώδεις όσο και 

μη λοιμώδεις και αυτή η ετερογένεια στην κλινική εικόνα καθιστά τη διάγνωση δύσκολη. 

Η εργαστηριακή επιβεβαίωση της νόσου βασίζεται είτε στην απομόνωση της Brucella από 

καλλιέργειες αίματος, που αποτελεί και τη μέθοδο αναφοράς, είτε στην ανίχνευση ειδικών 

αντισωμάτων. Ωστόσο η ευαισθησία των αιμοκαλλιεργειών ποκίλει από 53-90%, ανάλογα 
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με το στάδιο της νόσου, το είδος Brucella, το καλλιεργητικό υλικό, την ποσότητα των 

κυκλοφορούντων βακτηρίων και τη μέθοδο που χρησιμοποιείται. Επιπλέον, είναι 

χρονοβόρες και μπορούν να καθυστερήσουν τη διάγνωση περισσότερο από 7 ημέρες, 

χωρίς να μπορεί να αγνοηθεί ο κίνδυνος για το προσωπικό του εργαστηρίου. Οι 

ορολογικές δοκιμασίες από την άλλη, είναι εύκολες στην εκτέλεση και ταχείες, αλλά η 

ερμηνεία τους είναι συχνά δύσκολη ιδιαίτερα στο αρχικό στάδιο της νόσου που τα επίπεδα 

των αντισωμάτων είναι χαμηλά, σε περιπτώσεις υποτροπών και επαναλοιμώξεων, σε 

ενδημικές περιοχές, σε άτομα επαγγελματικά εκτειθέμενα και στη χρόνια μορφή της 

νόσου. 

   Η ραγδαία εξέλιξη των μοριακών τεχνικών τα τελευταία χρόνια, τις καθιστά χρήσιμο 

εναλλακτικό μέσο για τη διάγνωση της βρουκέλλωσης με μεθόδους που βασίζονται στην 

ενίσχυση γενετικού υλικού της Brucella. Τέτοιες μέθοδοι είναι αυτή της αλυσιδωτής 

αντίδρασης πολυμεράσης (polymerase chain reaction-PCR) συνδυασμένης με 

ενζυμοσυνδετική-ανοσολογική μεθοδολογία (PCR-enzyme-linked immunosorbent 

assay/PCR-ELISA), στην οποία το στάδιο πολλαπλασιασμού ακολουθείται από τεχνική 

υβριδισμού για την ανίχνευση του προϊόντος, προκειμένου να αυξηθεί η ευαισθησία της 

μεθόδου, καθώς και της πραγματικού χρόνου PCR (Real Time PCR/RT-PCR) στην οποία 

η αντίδραση πολλαπλασιασμού και η ανίχνευση του προϊόντος γίνονται ταυτόχρονα στο 

ίδιο σωληνάριο. Επίσης, στη δεύτερη αυτή μεθοδολογία, παρέχεται η δυνατότητα 

ποσοτικοποίησης του βακτηριακού φορτίου που μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την 

παρακολούθηση ασθενών μετά τη θεραπεία. Επιπλέον, μπορεί να συμβάλλει στην 

καλύτερη κατανόηση της πραγματικής φυσικής ιστορίας της νόσου και στην διερεύνηση 

του πως και πότε το παθογόνο «εκριζώνεται» από τον ανθρώπινο οργανισμό. 

Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν η αξιολόγηση της ανταπόκρισης της νόσου στα 

εφαρμοσθέντα σήμερα θεραπευτικά σχήματα, η κλινική παρακολούθηση των ασθενών και 

η αξιολόγηση του ποσού DNA του μικροοργανισμού πριν, κατά τη διάρκεια και μετά το 

τέλος της θεραπείας και η πιθανή συσχέτισή του με το ληφθέν θεραπευτικό σχήμα. 
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1. ΙΣΤΟΡΙΚΗ ΑΝΑΔΡΟΜΗ 

 
Κλινικές καταστάσεις συνώνυμες με βρουκέλλωση έχουν περιγραφεί από την 

εποχή του Ιπποκράτη το 450 π.Χ. (Cutler et al, 2005). Είναι ακόμη γνωστό από γραπτές 

πηγές, ότι τα αιγοπρόβατα  ήταν τα βασικά οικόσιτα ζώα κατά την περίοδο της Ρωμαϊκής 

Αυτοκρατορίας. Το γάλα από μικρά μηρυκαστικά ζώα χρησιμοποιούνταν για την 

παρασκευή τυριού που αποτελούσε ένα από τα βασικά συστατικά στη Ρωμαϊκή κουζίνα. 

Σ’ αυτό βασίστηκε η υπόθεση ότι το γάλα και τα προϊόντα του ήταν σημαντικές πηγές μιας 

λοιμώδους «εκ τροφίμων» νόσου που αργότερα έγινε γνωστή ως «πυρετός της Μάλτας» 

(Godfroid et al, 2005). 

Η ρωμαϊκή πόλη Herculaneum καταστράφηκε από την ηφαιστειακή έκρηξη του 

Βεζούβιου τον Αύγουστο του 79 μ.Χ. Ο L. Capasso βρήκε οστικές βλάβες τυπικές 

βρουκέλλωσης, σε υπολείμματα σκελετού ηλικιωμένων ανθρώπων που σκοτώθηκαν κατά 

την πρώτη έκρηξη του Βεζούβιου. Επίσης η ανάλυση με ηλεκτρονικό μικροσκόπιο 

σάρωσης θαμμένου, απανθρακωμένου τυριού, ανέδειξε την παρουσία κοκκοειδών 

μικροοργανισμών, μορφολογικά σύμφωνων με Brucella spp. (Capasso, 2002). 

Η πρώτη ακριβής περιγραφή ανθρώπινης βρουκέλωσης έγινε το 1861 απ’ τον J.A. 

Marston, γιατρό χειρούργο του Βρετανικού στρατού στη Μάλτα, κατά τη διάρκεια του 

πολέμου της Κριμαίας (Young, 2005). Περιέγραψε τα συμπτώματα της νόσου στον εαυτό 

του σαν «γαστρικό, υφέσιμο πυρετό». Ο αιτιολογικός παράγοντας ήταν άγνωστος μέχρι το 

1886, οπότε ο Sir David Bruce, ένας γιατρός από τη Σκωτία, παρατήρησε πολυάριθμους 

κοκκοειδείς μικροοργανισμούς σε χρωματισμένες ιστολογικές τομές απ’ το σπλήνα 

θανάσιμα μολυσμένου στρατιώτη και απομόνωσε καλλιεργητικά ταυτόσημο 

μικροοργανισμό απ’ το σπληνικό ιστό τεσσάρων άλλων στρατιωτών, θυμάτων κι αυτών 

του πυρετού της Μάλτας (Corbel, 1998;Godfroid et al, 2005). Ονόμασε το 

μικροοργανισμό αυτό Micrococcus melitensis και διαπίστωσε ότι προκαλούσε υφέσιμο 

πυρετό. Μετά από ενοφθαλμισμό σε πιθήκους·, ένα ζώο πέθανε απ’ την λοίμωξη και ο 

μικροοργανισμός απομονώθηκε με καλλιέργεια απ’ το ήπαρ και το σπλήνα. Ο 

μικροοργανισμός πήρε το όνομα του είδους από τη λέξη «Μελίτα» (μέλι), το ρωμαϊκό 

όνομα του νησιού της Μάλτα. O ML Hughes, σε μια μονογραφία του 1897, παρουσίασε 

με μεγάλη λεπτομέρεια τα ευρήματα στους ανθρώπους, δίνοντας έμφαση στον τύπο του 

πυρετού και πρότεινε το όνομα «κυματοειδής πυρετός» (Mantur et al, 2007). 

Το 1897, οι Wright και Smith, περιέγραψαν μια συγκολλητινοαντίδραση για την 

ανίχνευση αντισωμάτων προς τον M. melitensis στον ορό ανθρώπων και ζώων (Corbel, 

1998). Μ’ αυτή τη συγκολλητινοαντίδραση ο Themistocles Zammit, νέος γιατρός από τη 

Μάλτα, δουλεύοντας με την Επιτροπή Πυρετού της Μεσογείου (1904-1907), ανίχνευσε 
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λοίμωξη σε ντόπιες κατσίκες, ενώ με άλλες μεθόδους έδειξε ότι ο φυσικός ξενιστής του M. 

melitensis είναι οι κατσίκες·και ο άνθρωπος μολύνεται απ’ την κατανάλωση άβραστου 

γάλακτος ή τυριού (Williams, 1989). Το 1897 ο καθηγητής Bernard Bang, ένας Δανός 

κτηνίατρος απομόνωσε ένα μικροοργανισμό που ονόμασε Bacillus abortus από 

περιστατικά αποβολών σε αγελάδες (Lindquist et al, 2007).  

Λίγα χρόνια αργότερα, το 1918, η Alice C. Evans, μια Αμερικανίδα βακτηριολόγος 

διαπίστωσε υψηλό επίπεδο ομοιότητας ανάμεσα στους μικροοργανισμούς M. melitensis 

και B. abortus. Δημοσίευσε αναφορές που περιείχαν πειστικά στοιχεία για την 

μορφολογική ομοιότητα των μικροοργανισμών αυτών καθώς και για τις παρόμοιες 

καλλιεργητικές και βιοχημικές ιδιότητες. Περιέγραψε όμως αντιγονικές διαφορές που 

αποδεικνύονταν με συγκολλητινοαντίδραση. Η ίδια πρότεινε επίσης πιθανή παθογόνο 

δράση του δεύτερου μικροοργανισμού για τον άνθρωπο, η οποία επιβεβαιώθηκε από 

άλλους, συμπεριλαμβανομένου και του Bevan (1921-22). Οι Meyer και Shaw, το 1920, 

πρότειναν το γενικό όνομα Brucella για τους δυο μικροοργανισμούς, προς τιμή του Sir 

David Bruce (Mantur et al, 2007). 

Το 1929 ο Hubbleston πρότεινε ένα τρίτο είδος τη B.suis, για στελέχη που 

απομονώθηκαν αρχικά απ’ τον Traum το 1914, από έμβρυα χοίρων που είχαν αποβληθεί. 

Ένα τέταρτο είδος, η B. neotomae, απομονώθηκε το 1957 από τους Stoenner και Lackman, 

από τρωκτικά των δασών στη Γιούτα των Ηνωμένων Πολιτειών Αμερικής. Η B. οvis 

ταυτοποιήθηκε σχεδόν ταυτόχρονα, το 1953, απ’ τους Simmons και Hall στην Αυστραλία 

και τους Buddle και Boyes στην Νέα Ζηλανδία, ως αίτιο λοιμώδους επιδιδυμίτιδας 

προβάτων (κριαριών) (Corbel, 1998). Το 1968 οι Carmichael και Bruner περιέγραψαν ένα 

έκτο είδος τη B.canis, αιτία αποβολών στα σκύλους ράτσας Beagle (Lindquist et al, 2007).  

Από τα μέση περίπου της δεκαετίας του 1990, αρκετές μελέτες έχουν περιγράψει 

την απομόνωση στελεχών Brucella από θαλάσσια θηλαστικά. Πιο συγκεκριμένα, το 1994, 

απομονώθηκε Brucella από φώκιες (Phoca vitulina), γουρουνόψαρα (Phocoena phocoena) 

και κοινά δελφίνια (Delphinus delphis) στις ακτές της Σκωτίας (Ross et al, 1994), καθώς 

και από το αποβληθέν έμβρυο ενός αιχμάλωτου δελφινιού (Turciops truncatus) στην 

Καλιφόρνια (Εwalt et al, 1994). Στη συνέχεια, αναγνωρίστηκαν και άλλα στελέχη που 

προέρχονταν από διάφορα θαλάσσια θηλαστικά. Τα στελέχη αυτά αποτελούσαν 

τουλάχιστον δύο βιότυπους ανάλογα με την προέλευση από φώκιες ή από θαλάσσια κήτη, 

και το όνομα “Brucella maris” προτάθηκε γι’ αυτά (Jahans et al, 1997). Τα στελέχη που 

απομονώθηκαν από τα αποβληθέντα έμβρυα του δελφινιού επίσης χαρακτηρίστηκαν και 

προτάθηκε το όνομα “Brucella delphini” (Miller et al, 1999).  
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Η ανάλυση με μοριακές μεθόδους έχει δείξει ότι όλα αυτά τα στελέχη που 

βρέθηκαν σε διάφορα θαλάσσια θηλαστικά είναι είδη Brucella, αλλά διαφέρουν τόσο 

μεταξύ τους όσο και από τα υπάρχοντα είδη από πολλές απόψεις, συμπεριλαμβανομένου 

της δομής του λιποπολυσακχαριδίου (Lipopolysaccharide-LPS) και των πρωτεϊνών της 

εξωτερικής μεμβράνης (Bricker et al, 2000; Baucheron et al, 2002). Έχει προταθεί, με 

βάση την προτίμηση σε ξενιστή και τις μοριακές μεθόδους ταξινόμησης, ότι τα στελέχη 

από τόσο διαφορετικά είδη θαλάσσιων θηλαστικών συνθέτουν τουλάχιστον δύο νέα είδη: 

τη Brucella ceti, που κατά προτίμηση μολύνει θαλάσσια κήτη, και τη Brucella 

pinnipedialis, που κατά προτίμηση προσβάλει φώκιες (Gotfroid et al, 2005).  

Σχετικά πρόσφατα ένα νέο είδος, η Brucella microti , απομονώθηκε από τον κοινό 

αρουραίο (Microtus arvalis) και τις κόκκινες αλεπούδες. Δεν έχει συνδεθεί ακόμη με 

ανθρώπινη νόσο αλλά αν αποκτήσει τέτοια δυνατότητα, οι κυνηγοί θα είναι στην πρώτη 

γραμμή κινδύνου (Scholz et al, 2008). Δύο ακόμη νέα είδη περιγράφηκαν πρόσφατα, η 

Brucella inopinata που απομονώθηκε από εμφύτευμα ανθρώπινου μαστού και συνδέεται 

φυλογενετικά με τη B. ovis (De et al, 2008; Mayer-Scholl et al, 2010; Scholz et al,2010) 

και το ΒΟ2 (B. inopinata like strain), που παρουσιάζει ομοιότητες με το προηγούμενο, και 

απομονώθηκε από ασθενή με χρόνια πνευμονική νόσο (Tiller et al, 2010). Έχει αναφερθεί 

επίσης και νέο στέλεχος με τυπικά χαρακτηριστικά Brucella, αλλά διακριτό από τα ήδη 

περιγεγραμμένα είδη, προερχόμενο από δύο μεγάλους πιθήκους με θνησιγενή έμβρυα 

(Schlabritz-Loutsevitch et al, 2009). 

 

2. ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ 

 
Με βάση την αλληλουχία βάσεων του γονιδίου του 16S rRNA (Moreno et al, 1990) 

και την ανάλυση πρωτεϊνών της εξωτερικής μεμβράνης (Cloeckaert et al, 1996), το γένος 

Βrucella ταξινομείται στην α2 υποδιαίρεση της φυλής Proteobacteria μαζί με τα 

Ochrobactrum, Rhizobium, Rhodobacter, Agrobacterium, Bartonella και Rickettsia 

(Moreno et al, 1990). Το γένος Βrucella καθώς και τα Mycoplana και Ochrobactrum 

ανήκουν στην οικογένεια Βrucellaceae. Τα είδη του γένους Μycoplana είναι 

μικροοργανισμοί του εδάφους που δεν έχουν συνδυασθεί με ανθρώπινη νόσο, ενώ το 

Οchrobactrum anthropi είναι επίσης μικροοργανισμός του εδάφους, αλλά ευκαιριακά 

παθογόνο για τον άνθρωπο (Lindquist et al, 2007). Ένα νέο είδος το Ochrobactrum 

intermedium κατέχει φυλογενετικά θέση ανάμεσα στο O. anthropi και τη Brucella 

(Velasco et al, 1998). H στενή φυλογενετική σχέση των μελών της οικογένειας 

Βrucellaceae, αποτελεί ένδειξη κοινής προέλευσης από μικροοργανισμό του εδάφους. 
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Η οικογένεια Brucellaceae ανήκει στην υποτάξη (order) Rhizobiales, που υπάγεται 

στην τάξη (class) Alphaproteobacteria της φυλής (phylum) Proteobacteria και domain 

Bacteria (Garrity and Holt, 2001). Στα Rhizobiales ανήκουν επίσης τα γένη Bartonella, 

Afipia, Methylobacterium και Roseomonas. 

Τα κριτήρια για την ταξινόμηση ενός μικροοργανισμού ως μέλους του γένους 

Βrucella έχουν καθοριστεί από την Υπο-Επιτροπή για τη Βrucella της Διεθνούς Επιτροπής 

για τη Συστηματική Βακτηριολογία (Corbel and Morgan, 1975): 

- Gram αρνητικά κοκκοβακτηρίδια, ακίνητα που το DNA τους περιέχει το ζεύγος 

G+C σε αναλογία 58-59 mol% και παρουσιάζει τουλάχιστον 90% ομολογία με το 

DNA των στελεχών αναφοράς, ενώ η ομολογία της αλληλουχίας των βάσεων του 

5S και του 16S rRNA πρέπει να είναι πλήρης. 

- Σύμπτωση στις περισσότερες πρωτεϊνικές μπάντες με αυτές των στελεχών 

αναφοράς, στην ηλεκτροφόρηση σε gel πολυακριλαμίδης. 

- Χαρακτηριστική σύνθεση λιπαρών οξέων. 

- Λιποπολυσακχαρίδιο (Lipopolysaccharide-LPS) χωρίς επτόζες και με τα πολυμερή 

της Ο αλυσίδας αποτελούμενα από 4-formamido-4,6-dideoxymannose. 

- Oρολογικές διασταυρούμενες αντιδράσεις ενδοκυτταρικών αντιγόνων με αυτά των 

στελεχών αναφορας. 

 

 Όπως αναγράφεται στο προηγούμενο κεφάλαιο υπάρχουν έξι ιστορικά 

αναγνωρισμένα είδη Βrucella: B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. neotomae και Β. 

ovis. Ο διαχωρισμός γίνεται με βάση τους φυσικούς ξενιστές, την επιδεκτικότητα στη 

λύση από συγκεκριμένους φάγους και την οξείδωση μιας ποικιλίας από 

υδρογονάνθρακες και αμινοξέα. 

 Τα πρώτα τρία είδη διαχωρίζονται περαιτέρω σε βιότυπους με βάση την 

ικανότητα τους να αναπτύσσονται σε υλικά που περιέχουν ορισμένες χρωστικές της 

ανιλίνης, συγκολλητινοαντιδράσεις με μονοειδικούς αντιορούς και την παραγωγή 

υδρόθειου. Έτσι η B. melitensis υποδιαιρείται σε 3 βιότυπους (1-3), η B. abortus σε 7 

βιότυπους (1-6, 9) και η B. suis σε 5 βιότυπους (1-5) (Corbel and Brinley-Morgan, 1984). 

Για τα υπόλοιπα είδη δεν έχουν διαχωρισθεί βιότυποι αλλά υπάρχουν στοιχεία 

ετερογένειας για τις B. ovis και B. canis (Corbel and Thomas, 1985).  

 Όλα τα είδη Βrucella φαίνεται να έχουν προέλθει από ένα κοινό πρόγονο που 

μοιάζει σημαντικά με τον βιότυπο 3 της B. suis (Moreno et al., 2002). Ωστόσο, μελέτες 

του γενετικού υλικού (DNA/DNA υβριδισμός, αλληλουχία του 16S rRNA) και 

πολυεστιακής ηλεκτροφόρησης ενζύμων προτείνουν ότι όλα αυτά τα είδη 

συμπεριλαμβανομένων και των πρόσφατα απομονωθέντων στελεχών από θαλάσσια 
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θηλαστικά, αντιπροσωπεύουν ένα και μόνο είδος (B. melitensis) και ότι τα αναγνωρισμένα 

είδη πρέπει να θεωρούνται βιότυποι της B. melitensis (Verget et al, 1985; Yanagi and 

Yamasato, 1993; Bricket et al, 2000; Candara et al, 2001). Αυτή η πρόταση δεν έχει γίνει 

γενικά αποδεκτή λόγω των βιοχημικών και ορολογικών διαφορών ανάμεσα στα είδη, τους 

διαφορετικούς φυσικούς ξενιστές, τις αναγνωρισμένες διαφορές στην παθογόνο δράση και 

την παρουσία ειδικών για κάθε είδος πρωτεϊνών στη εξωτερική μεμβράνη (outer 

membrane proteins-ΟMPs) καθώς και γονιδίων (Moreno et al, 2002). 

 Mοριακές γενετικές μελέτες (χαρτογράφηση με τη βοήθεια περιοριστικών 

ενδονουκλεασών) απεκάλυψαν πολυμορφισμούς σε γονίδια μεταξύ των ειδών (Αllardet-

Servent et al, 1988; Vizcaino et al, 2000). Ένα από τα πολυμορφικά γονίδια που βοηθούν 

στην διαφοροποίηση των ειδών του γένους Βrucella είναι το γονίδιο της πορίνης omp2, 

που κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη της εξωτερικής μεμβράνης 36-kDa, υπεύθυνη για τον 

καθορισμό της επιδεκτικότητας στις χρωστκές που χρησιμοποιείται για την ταυτοποίηση 

των συμβατικών ειδών (Fight et al, 1989).  

 Ο όρος “nomenspecies”, αντί για είδη, προτιμάται από πολλούς γιατί 

αντανακλά την έλλειψη πειστικών στοιχείων για διαφορετικά γενετικά είδη. Τα στελέχη 

που απομονώθηκαν από θαλάσσια θηλαστικά ταυτοποιήθηκαν ως μέλη του γένους 

Brucella με βάση μορφολογικά, χρωστικά χαρακτηριστικά, τις βιοχημικές ιδιότητες, τη 

συγκόλληση με μονοειδικούς αντιορούς, τη λύση με ειδικούς βακτηριοφάγους και τη 

μεταβολική τους δραστικότητα. Ωστόσο, τα γενικά τους χαρακτηριστικά δεν ήταν 

απολύτως συμβατά με αυτά των έξι ήδη αναγνωρισμένων ειδών (Jahans et al, 1997; Foster 

et al, 2002). Το αποτύπωμα της αλληλουχίας IS711 έδειξε ότι μεγαλύτερος αριθμός 

αντιγράφων της αλληλουχίας αυτής υπάρχει στο γένωμα των στελεχών αυτών σε σχέση με 

αυτά των χερσαίων στελεχών (Βricker et al, 2000), καθώς και ότι βρίσκεται σε 

διαφορετική θέση στο χρωμόσωμα. Ένας ειδικός δείκτης των στελεχών αυτών είναι η 

εντόπιση ενός αντιγράφου κάτω (downstream) από το γονίδιο bp26 (Cloeckaert et al, 

2000). Eπιπρόσθετα, ενώ τα έξι ιστορικά αναγνωρισμένα είδη περιέχουν δύο γονίδια omp2 

αποτελούμενα από ένα αντίγραφο omp2a και ένα αντίγραφο omp2b, τα θαλάσσια στελέχη 

φέρουν δύο αντίγραφα του γονιδίου omp2b. Η ανάλυση της αλληλουχίας των γονιδίων 

αυτών απεκάλυψε επίσης και σημαντική ετερογένεια μεταξύ των θαλάσσιων στελεχών, 

καταδεικνύοντας ότι αυτοί οι μικροοργανισμοί αποτελούν περισσότερα του ενός είδη (“B. 

maris”), που είχε αρχικά προταθεί. Με σεβασμό στην τρέχουσα ταξινόμηση των ειδών 

Brucella σύμφωνα με την προτίμηση σε ξενιστή αλλά και τον πολυμορφισμό του omp2 

γονιδίου, προτάθηκαν τα νέα είδη B. pinnipedialis και Β. ceti (Foster et al, 2007).  

 Ένα νέο είδος B. microti απομονώθηκε στην Κεντρική Ευρώπη σε αρουραίους 

και κόκκινες αλεπούδες, αλλά και σε δείγματα εδάφους, χωρίς ακόμη να έχει συσχετιστεί 
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με νόσο στον άνθρωπο, αν και οι κυνηγοί μπορεί να αποτελούν μια ομάδα κινδύνου 

μόλυνσης από το συγκεκριμένο είδος Βρουκέλλας (Scholz et al., 2008). Σε δείγματα από 

ανθρώπους απομονώθηκαν τα είδη: (i) B. inopinata, σε προσθετικό υλικό μαστού μετά 

από μαστεκτομή, γενετικά συνδεόμενο με B. ovis και με άγνωστη μέχρι στιγμής 

προέλευση και αποθήκη (Scholz et al., 2010) και (ii) BO2, από ασθενή με χρόνια 

πνευμονική νόσο, με γενετική ομοιότητα με τη B. inopinata (Tiller et al., 2010). Τέλος ένα 

νέο είδος με τυπικά χαρακτηριστικά Βρουκέλλας απομονώθηκε από δύο μπαμπουίνους, οι 

οποίοι γέννησαν νεκρό έμβρυο, γεγονός που θέτει το ερώτημα μήπως μετά τη θάλασσα το 

μικρόβιο πέρασε στη ζούγκλα (Schlabritz-Lootsevitch et al., 2009). 

 Οι νέοι τρόποι ταξινόμησης έχουν συσχετίσει καλύτερα τους διάφορους 

βιότυπους των παλαιότερων ειδών, με αποτέλεσμα την απάλειψη ορισμένων από αυτούς, 

ώστε να γίνει καλύτερα κατανοητή η συσχέτιση των διαφόρων ειδών Βρουκέλλας (Εικόνα 

1). Βέβαια αυτό έχει οδηγήσει και σε διαφωνίες. Η πρώτη και πιο σημαντική είναι αν 

τελικά το γένος της Βρουκέλλας αποτελείται από ένα μόνο είδος, τη B. melitensis, και όλα 

τα υπόλοιπα είδη δεν είναι τίποτα άλλο παρά βιότυποί της. Και η δεύτερη αν τελικά η 

Brucella αποτελεί γένος από μόνη της ή αποτελεί είδος που ανήκει εντός του γένους 

Orchobactrum (Lebuhn et al., 2006). Από πρακτικής άποψης, τέτοιες διαφωνίες μπορεί να 

αποβούν επικίνδυνες. Ταξινομώντας οποιαδήποτε Βρουκέλλα ως B. melitensis δε δίνεται η 

απαραίτητη σημασία στους φυσικούς ξενιστές και κατ’ επέκταση στον τρόπο μετάδοσης 

και στη σοβαρότητα της νόσου που προκαλεί στον άνθρωπο. Επιπρόσθετα, βάζοντας τη 

Βρουκέλλα κάτω από την «ομπρέλλα» του Orchobactrum, παθογόνου των φυτών, χάνεται 

η σημασία ενός ανθρώπινου παθογόνου το οποίο προκαλεί μια ιδιαίτερη νοσολογική 

οντότητα (Pappas, 2010) 

 

Στον Πίνακα 1, συνοψίζονται τα είδη, παλαιά και νέα, με τους αντίστοιχους ξενιστές (από 

Pappas, 2010; Pappas et al, 2005a; Corbel, 1998 ;Young, 2005): 

 
Είδη Βιότυποι Φυσικοί ξενιστές Πρώτη περιγραφή 

Παλαιά είδη    

B. melitensis 1 – 3 Αιγοπρόβατα, καμήλες Bruce, 1887 

B. abortus 1 – 6, 9 Βοοειδή  
(καμήλες, βουβάλια, άλογα, ) 

Bang, 1897 

B. suis 1 και 3 

2 

4 
5 

Χοίροι 

Χοίροι, άγριοι λαγοί 

Τάρανδοι, 
Άγρια τρωκτικά 

Traum, 1914 

B. canis - Σκύλοι, κογιότ, αλεπούδες Carmichael και Bruner, 

1968 

B. ovis - Πρόβατα Buddle και Boyes 
(Αυστραλία) 

Simmons και Hall 
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(Ν. Ζηλανδία) 

B. neotomae - Άγρια τρωκτικά Stoenner and Lackman, 

1957 

Νέα είδη    

B. pinnipedialis,  
B.ceti (προσωρινά) 

- Φώκιες, 
Θαλάσσια κήτη  

Ewalt και Ross, 1994 

B. microti - Αρουραίοι 

Κόκκινες αλεπούδες 
Scholz et al., 2008 

B. inopinata - Άγνωστοι Scholz et al., 2010 

BΟ2 - Άγνωστοι Tiller et al., 2010 

Απομόνωση από 
μπαμπουίνους 

- Μπαμπουίνοι Schlabritz-Lootsevitch et 

al., 2009 

 

 

Εικόνα 1. Φυλογενετική συσχέτιση των διαφόρων αναγνωρισμένων, παλαιών και νέων, 

ειδών Brucella (από Pappas, 2010) 

 

 

2.1. Η Brucella ως βιολογικό όπλο 

 Με την έναρξη του Β΄ Παγκοσμίου Πολέμου η Brucella συγκέντρωνε αρκετά 

πλεονεκτήματα για τη χρησιμοποίηση της στην πρόωρη, τότε, βιομηχανία του βιολογικού 

πολέμου. Μπορεί να προκαλέσει παρατεταμένη και δύσκολη στη θεραπεία με αντιβιοτικά 

νόσο, με πολύ χαμηλή θνητότητα, με αποτέλεσμα μεγάλος μέρος των εχθρικών 

στρατευμάτων να εξουδετερωθεί και, ταυτόχρονα, ένα σημαντικό ποσοστό των μη 

προσβεβλημένων στρατιωτών να ασχολείται με τη φροντίδα τους. Μπορεί επίσης να 

μεταδοθεί με αερογενή διασπορά (εισπνοή λίγων μόνο μικροοργανισμών είναι επαρκής να 

προκαλέσει νόσο) και έχει την ικανότητα να επιζεί στο έδαφος και το νερό για αρκετές 

εβδομάδες, παρέχοντας έτσι άμεση και καθυστερημένη περίοδο μολυσματικότητας. Τα 
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χαρακτηριστικά αυτά σε συνδυασμό με την έλλειψη ασφαλών και αποτελεσματικών 

εμβολίων για τον άνθρωπο, κατέστησαν το παθογόνο αυτό ελκυστικό υποψήφιο 

παράγοντα βιοτρομοκρατίας (Godfroid et al, 2005; Pappas et al, 2006b). 

 Tα είδη του γένους αυτού ταξινομήθηκαν τόσο από το Center for Disease 

Control and Prevention (CDC), όσο και από το National Institute of Allergy and Infectious 

Diseases (NIAID) στην κατηγορία Β των παθογόνων που μπορεί να χρησιμοποιηθούν για 

βιολογικό πόλεμο. Η κατηγορία αυτή περιλαμβάνει παράγοντες (παθογόνα ή τοξίνες) που 

μεταδίδονται σχετικά εύκολα, προκαλούν μέτριου βαθμόυ νοσηρότητα και χαμηλή 

θνητότητα και αποτελούν πρόκληση για την ικανότητα ενός έθνους όσον αφορά την 

επιτήρηση και την διάγνωση. Συμπεριλαμβάνονται παθογόνα που μεταδίδονται 

τροφογενώς ή υδατογενώς π.χ. είδη Salmonella spp., Shigella dysenteriae, Escherichia 

coli O157:H7, Vibrio cholerae και Cryptosporidium parvum (Humes and Snyder, 2007). 

 H Brucella ήταν ενας από τους παράγοντες με τους οποίους πειραματίστηκε η 

Ιαπωνία στην 731 μονάδα της Μαντζουρία πριν και κατά τη διάρκεια του Β΄ Παγκοσμίου 

Πολέμου. Στις Ηνωμένες Πολιτείες Αμερικής (ΗΠΑ), η B. suis πρωτοχρησιμοποιήθηκε 

για την κατασκευή βομβών το 1952 και εκτεταμένες ασκήσεις με τις βόμβες αυτές έλαβαν 

χώρα αργότερα (Christopher et al, 2005). Στην πρώην Σοβιετική Ένωση, η Brucella 

χρησιμοποιήθηκε για αμυντικούς σκοπούς στα πλαίσια του εκτεταμένου Σοβιετικού 

προγράμματος βιολογικών όπλων Biopreparat. Ο Ken Alibek, ένας πρώην αναπληρωτής 

διευθυντής που μετακόμισε στις ΗΠΑ το 1992, ανέφερε ότι μη θεραπεύσιμες, ανθεκτικές 

στα αντιβιοτικά μορφές είχαν αναπτυχθεί  τόσο σε ξερή όσο και σε υγρή μορφή με 

ικανότητα παραγωγής που έφτανε τους 100 τόνους βακτηρίων και με μέσα μεταφοράς του 

παθογόνου εξαιρετικά εξελιγμένα. Εκτεταμένες ασκήσεις έλαβαν χώρα στο νησί 

Vozroshdeniye, στην θάλασσα Αράλη. Ωστόσο, στο τέλος του 20
ου 

αιώνα το ενδιαφέρον 

για τη  Brucella εξασθένησε: αναφέρεται χαρακτηριστικά ότι εγκαταλείφθηκε από το 

Σοβιετικό πρόγραμμα προς χάριν της Burkolderia pseudomallei, που θεωρήθηκε πιο 

ισχυρή (Pappas et al, 2006b).  

 Γενικά, η χρησιμοποίηση βιολογικών όπλων έχει το πλεονέκτημα του χαμηλού 

κόστους παραγωγής, καθώς και ότι ο εξοπλισμός διασποράς αεροσταγονιδίων από 

εμπορικές πηγές μπορεί να προσαρμοστεί για τη διάδοση τους. Σε ένα θεωρητικό μοντέλο 

βιοτρομοκρατικής επίθεσης, από τα 100.000 άτομα που θα εκτεθούν στη Β. melitensis, 

82.500 θα νοσήσουν, απαιτώντας παρατεταμένη θεραπεία, και 413 θα αποβιώσουν. Η 

οικονομική ζημιά υπολογίζεται σε 477,7 εκατομύρια δολλάρια (Kaufmann et al, 1997).  
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3. ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΑ 

 
3.1. Μορφολογία 

 

Οι βρουκέλλες είναι μικρά Gram-αρνητικά κοκκοβακτηρίδια, αλλά κοκκοειδείς και 

βακτηριακές μορφές επίσης παρατηρούνται. Τα κύτταρα είναι κοντά και λεπτά με ευθύ 

άξονα, αποστρογγυλεμένα άκρα και πλευρές παράλληλες ή κυρτές προς τα έξω. Το μήκος 

τους ποικίλλει από 0,6 έως 1,5 μm και η διάμετρος τους από 0,5 έως 0,7 μm. Είναι 

μικρότερα απ’ όλους τους άλλους Gram-αρνητικούς κόκκους. Η Β.melitensis τείνει να 

είναι περισσότερο κοκκοειδή στη μορφή, σε σχέση με τη Β. abortus, και σπάνια ξεπερνά 

το 1μm σε μήκος, ενώ οι βακτηριακές μορφές των Β. abortus και B. suis είναι περισσότερο 

εμφανείς όταν αναπτύσσονται σε πλούσιο υλικό, όπου μεμονωμένα κύτταρα μπορεί να 

φθάσουν μήκος 2-3 μm. 

 Διατάσσονται μοναχικά, κατά ζεύγη, σε μικρές ομάδες και μερικές φορές σε 

κοντές αλυσίδες 4-6 μελών, κυρίως σε υγρά υλικά. Είναι ακίνητα, άσπορα και συνήθως 

δεν φέρουν έλυτρο. Χρωματίζονται καλά με τις συνήθεις χρωστικές, αλλά μπορεί να 

εμφανιστεί διπολική χρώση, καθώς και ανομοιογένεια στο χρώμα κυρίως σε παλιά 

καλλιεργήματα με ανώμαλες μορφές. L-μορφές έχουν απομονωθεί από φυσικές πηγές και 

από καλλιέργειες υπό την επίδραση πενικιλλίνης, γλυκίνης και ορμονών. Έχουν την 

μορφολογία και τη δομή βακτηρίων με ελαττωματικό κυτταρικό τοίχωμα. Αν και έχουν 

απομονωθεί από μολυσμένα άτομα, δεν έχει αποδειχθεί ότι διατηρούν την παθογένεια τους 

(Corbel, 1998). 

 Αν και έχουν αρκετά δομικά χαρακτηριστικά κοινά με τα άλλα Gram-αρνητικά 

βακτήρια έχουν και σημαντικές διαφορές με την Escherichia coli (ένα τυπικό Gram-

αρνητικό βακτήριο). Σε μελέτες με τη βοήθεια του ηλεκτρονικού μικροσκοπίου, η 

επιφάνεια του κυττάρου εμφανίζεται πτυχωτή, πιθανώς απ’ την παρουσία δομών 

σχηματιζόμενων από συμπλέγματα λιποπολυσακχαριδίου(LPS)-πρωτεϊνών που 

περιλαμβάνουν και την εξωτερική μεμβράνη. Αυτό το στρώμα, πάχους περίπου 9 nm, 

περικλείει ένα στρώμα πεπτιδογλυκάνης 3-5 nm παχύ, που είναι πολύ περοσσότερο 

προεξέχον στη Brucella σε σχέση με την E. coli ( Dubray and Plommet, 1976). Εσωτερικά 

βρίσκεται ο περιπλασματικός χώρος. Στενά συνδεδεμένα με την κυτταροπλασματική 

μεμβράνη είναι συμπλέγματα πολυριβοσωματίων. Το κυτταρόπλασμα περιέχει μικρά 

κενοτόπια και κοκκία που περιέχουν πολυσακχαρίδια (Dubray, 1972) καθώς και το 

χρωμοσωματικό υλικό.  

 

3.2. Φυσιολογία 
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Άριστη θερμοκρασία ανάπτυξης είναι 37˚C, με εύρος 20-40˚C (η βιωσιμότητα των 

καλλιεργειών πέφτει γρήγορα σε θερμοκρασίες πάνω από 45˚C). Το άριστο pH είναι 

κοντά στο ουδέτερο (6,6-7,4). Πολλά στελέχη παράγουν αλκάλεα κατά τον μεταβολισμό 

τους γι’ αυτό είναι βασικό να χρησιμοποιούνται υλικά με καλά ρυθμισμένο pH μεταξύ 6,6 

και 6,8 ώστε να εμποδισθεί η αναστολή της ανάπτυξης απ’ την παραγωγή αλκάλεων 

(Corbel, 1998). Τα περισσότερα στελέχη είναι εξαιρετικά ανθεκτικά στα οξέα και μπορούν 

να επιβιώσουν μετά από έκθεση σε pH 4 για πάνω από 24 ώρες με μικρή επίδραση στη 

βιωσιμότητα και γενικά η Brucella είναι πολύ περισσότερο ανθεκτική σε σχέση με τα 

Εντεροβακτηριακά σε εξαιρετικά χαμηλό pH (pH 3,2) (O ’Callaghan and MacMillan, 

2002).  

Σε υδάτινα εναιωρήματα μέτριας πυκνότητας καταστρέφονται με θέρμανση στους 

60˚C για 10 λεπτά, αλλά σε πολύ πυκνά εναιωρήματα μπορούν να επιζήσουν πολύ 

υψηλότερων θερμοκρασιών (Swann et al, 1981). Τα καλλιεργήματα σε άγαρ, κρατημένα 

σφραγισμένα στους 4˚C, γενικά επιζούν τουλάχιστον για ένα μήνα, ενώ σε 

λυοφυλιοποιημένη μορφή επιζούν για δεκαετίες. Καταστρέφονται με την παστερίωση του 

γάλακτος και το ηλιακό φως. Σκοτώνονται ταχέως με την υπεριώδη και την ακτινοβολία γ. 

Η αιθανόλη, η ισοπροπανόλη, οι φαινόλες, το υποχλωριώδες, το οξείδιο του αιθυλενίου 

και η φορμαλδεΰδη είναι αποτελεσματικά απολυμαντικά (π.χ. σκοτώνονται με φαινόλη 

1% σε 15 λεπτά) (Corbel, 1998). 

 

3.3. Μεταβολισμός – Βιοχημικές ιδιότητες 

Όλα τα στελέχη βρουκέλλας είναι αερόβια, χρησιμοποιώντας το οξυγόνο σαν 

τελικό δέκτη ηλεκτρονίων στο σύστημα μεταφοράς ηλεκτρονίων του κυτοχρώματος. Δεν 

αναπτύσσονται σε αυστηρά αναερόβιο περιβάλλον, αν και έχει αναφερθεί ότι τα νιτρικά 

μπορούν να αντικαταστήσουν το μοριακό οξυγόνο σε μερικές περιπτώσεις. Πολλά 

στελέχη Β. abortus και σχεδόν όλα της B.ovis χρειάζονται για την ανάπτυξη τους 

ατμόσφαιρα 5-10% CO2 που χρησιμεύει σαν μεταβολίτης και δεν μειώνει απλά το pH ή 

την τάση οξυγόνου, όπως έχουν αποδείξει μελέτες με ραδιοενεργά ισότοπα στις οποίες 

σημασμένο CO2 ενσωματώνεται σε αλανίνη, γλυκίνη και πυριμιδίνες (Newton et al, 1954).  

Αν και η παραγωγή οξέος από υδρογονάνθρακες μπορεί να καταδειχθεί κάτω από 

ορισμένες συνθήκες, ο μεταβολισμός τους είναι κατά κύριο λόγο οξειδωτικός και έχει σαν 

υποστρώματα υδρογονάνθρακες και πολυυδροξυλιακές αλκοόλες (Lindquist et al, 2007). 

Οι αλκοόλες αυτές καταβολίζονται μέσω του κύκλου των μονοφωσφορικών εξοζών και 

του τρικαρβοξυλικού οξέος. Έχουν την ικανότητα να χρησιμοποιούν μια σακχαριδική 

αλκοόλη, την ερυθριτόλη και μάλιστα κατά προτίμηση σε σχέση με τη γλυκόζη. Aυτό 

αφορά κυρίως στελέχη της B. melitensis, B. abortus και Β. suis. Το γεγονός ότι ο 
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πλακούντας των μηρυκαστικών περιέχει ερυθριτόλη σε υψηλές συγκεντρώσεις ίσως εξηγεί 

την προτίμηση τους γι’ αυτό το όργανο. Θεωρητικά, ο καταβολισμός της ερυθριτόλης 

παράγει 27 μόρια ΑΤΡ, με αποτέλεσμα να είναι καλύτερη πηγή άνθρακα για τη Βrucella 

που χρησιμοποιεί τον μη αποδοτικό κύκλο των μονοφωσφορικών πεντοζών παρά τη 

γλυκόλυση για τον καταβολισμό της γύκόζης (Sperry and Robertson, 1975). H B. ovis 

δείχνει μικρή δραστικότητα και για τα δύο υποστρώματα. 

Είναι καταλάση θετικά και, εκτός από τη B. ovis, τη Β. neotomae, και μερικά 

στελέχη Β.canis και οξειδάση θετικά. Τα περισσότερα στελέχη ανάγουν τα νιτρικά σε 

νιτρώδη και μερικά μπορεί επίσης να ανάγουν τα νιτρώδη σε αέριο, ειδικά ο βιότυπος 1 

της Β. suis. Παράγουν υδρόθειο από αμινοξέα που περιέχουν θείο και μάλιστα στελέχη της 

B. abortus, της Β. neotomae και ο βιότυπος 1 της Β. suis σε επαρκείς ποσότητες που 

βοηθούν στην ταυτοποίηση τους, ενώ τα άλλα είδη σε μικρές ποσότητες ή καθόλου. 

Δίνουν αρνητικές τις δοκιμές παραγωγής ινδόλης από τρυπτοφάνη, τη Voges-Proskauer 

(VP-παραγωγή ακετυλομεθυλοκαρβινόλης από γλυκόζη), τη δοκιμή ερυθρού του 

μεθυλίου (methyl red-MR), χρησιμοποίησης κιτρικών και παραγωγής β-γαλακτοσιδάσης ή 

υδρόλυσης της ο-νιτρο-φαινυλ-γακτοπυρανισίδης (o-Nitrophenyl-β-D-galactopyranoside-

ONPG) (Corbel, 1998). 

Oυρεάση  παράγεται από τα περισσότερα στελέχη. Συγκεκριμένα η Β.canis και η 

Β. suis δίνουν κόκκινο χρώμα στο υλικό Christensen εντός 5 λεπτών (έντονη αντίδραση 

ουρεάσης). Στο άλλο άκρο, η B. ovis παράγει ουρεάση ασθενώς και μερικά στελέχη 

μπορεί να δίνουν αρνητικές αντιδράσεις, ακόμη και μετά από επώαση 7 ημερών. Η B. 

abortus, η B. melitensis και η Β. neotomae συνήθως δίνουν θετικές αντιδράσεις μετά από 

μία ώρα ή περισσότερο. Ωστόσο, ποικίλλες αντιδράσεις παρατηρούνται μεταξύ των 

στελεχών και η δοκιμασία είναι περιορισμένης αξίας για την ταυτοποίηση των ειδών 

(Corbel and Henry, 1985).  

 

3.4. Καλλιέργεια 

 Επειδή η Βrucella έχει μικρότερο ρυθμό ανάπτυξης από πολλά βακτήρια που 

συναντάμε στο κλινικό εργαστήριο, μοιάζει περισσότερο απαιτητική απ’ ότι πραγματικά 

είναι. Εκτός από τις διαφορετικές απαιτήσεις σε CO2 που αναφέρθηκαν στην προηγούμενη 

ενότητα, όλα τα μέλη του γένους Βrucella ταιριάζουν στις καλλιεργητικές ιδιότητες. Στο 

θρεπτικό άγαρ αναπτύσσονται αργά και με μικρές αποικίες. Αρκετά αμινοξέα, θειαμίνη, 

βιοτίνη, νικοτιναμίδιο, μαγνήσιο, σίδηρος και μαγγάνιο απαιτούνται για την ανάπτυξη ενώ 

έχει ήδη αναφερθεί η σημασία της ερυθριτόλης. Η ανάπτυξη ενισχύεται από την προσθήκη 

αίματος, ορού και ιστικού εκχυλίσματος. Αναπτύσσονται σε θρεπτικά υλικά πλούσια σε 

τρυπτικάση όπως είναι το ΤSΑ (Trypticase soya agar) αν και τα πιο απαιτητικά στελέχη 
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της B. ovis, του βιότυπου 2 της B. abortus καθώς και μερικά στελέχη των βιοτύπων 3 και 4 

απαιτούν υλικά εμπλουτισμένα με αίμα ή ορό. Λιγότερο απαιτητικά στελέχη, ειδικά της Β. 

melitensis και Β. suis, αναπτύσσονται σε υλικά με άλατα χολής, όπως είναι το MacConkey 

άγαρ μετά από 48-72 h και με μικρές άχρωμες αποικίες. Στο αιματούχο άγαρ δεν 

προκαλούν πραγματκή αιμόλυση, αλλά αποχρωματισμό του υλικού γύρω από την αποικία 

(Corbel, 1998). Το Brucella άγαρ σχεδιάστηκε αρχικά για την απομόνωση της Brucella 

από γαλακτοκομικά προϊόντα. Το άγαρ αυτό με 5% αίμα αλόγου, μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί σαν γενικής χρήσης υλικό για την απομόνωση τόσο αερόβιων 

απαιτητικών όσο και αναερόβιων μικροοργανισμών. Η θρεπτική βάση περιλαμβάνει μίγμα 

πεπτονών, μεταξύ των οποίων και πεπτονών κρέατος, δεξτρόζη και εκχύλισμα μυκήτων 

(Chapin KC and Lauderdale T, 2007). 

Σε άγαρ δεξτρόζης με ορό ή σε παρόμοιο υλικό, μετά από επώαση στους 37˚C για 

48 h, συνήθως θα δούμε αποικίες σε λεία (S-Smooth) μορφή δηλαδή κυρτές, κυκλικές, 

ημιδιαφανείς 0,5-1mm σε διάμετρο. Σε καλλιέργημα που παρέμεινε για περισσότερο από 4 

ημέρες ή και μετά από ανακαλλιέργεια η μορφολογία των αποκιών καθώς και η 

λοιμογονικότητα του στελέχους, οι αντιγονικές ιδιότητες και η ευαισθησία σε φάγους θα 

αλλάξουν. Οι αποικίες είναι λιγότερο κυρτές και περισσότερο θαμπές, αδιαφανείς με 

κιτρινόλευκη κοκκιώδη εμφάνιση (αποικίες σε τραχειά [R-Rough] μορφή). Οι βλεννώδεις 

αποικίες είναι διάφανες, γκρι ή ανεπαίσθητα πορτοκαλί και γλοιώδεις. Πρέπει να 

σημειωθεί ότι αποικίες απ’ τις δύο τελευταίες μορφές αυτοσυγκολλώνται σε μη 

ρυθμισμένα αλατούχα διαλύματα και παρουσία ακριφλαβίνης. Η διάκριση μεταξύ S- και 

R-αποικιών μπορεί να αυξηθεί με χρώση π.χ. με αραιό διάλυμα κρυσταλλικού ιώδους 

0,05%, κατά την οποία οι R- αποικίες χρωματίζονται ερυθροϊώδεις (Corbel, 1998). 

Για την απομόνωση της Brucella από επιμολυσμένα υλικά μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν εκλεκτικά υλικά που περιέχουν αμφοτερικίνη Β, βακιτρακίνη, 

κυκλοεξιμίδη/ναταμυκίνη, d-κυκλοσερίνη, ναλιδιξικό οξύ, πολυμυξίνη Β και 

βανκομυκίνη. Αυτό το μείγμα αντιβιοτικών είναι κατάλληλο για την απομόνωση των 

περισσότερων στελεχών B. abortus, Β. melitensis και Β. suis, αλλά μπορεί να είναι 

ανασταλτικό για στελέχη B. abortus των βιοτύπων 2,3 και 4 και μερικών στελεχών Β. 

melitensis, B. ovis και Β. canis. Για την αποφυγή ανασταλτικής επίδρασης, μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί μείγμα βανκομυκίνης, κολιστιμεθανικού νατρίου, νιτροφουραντοϊνης και 

νυστατίνης (Dahook, 2003). Εκλεκτικά υλικά για την απομόνωση της Neisseria 

gonorrheae, όπως το Martin-Lewis ή το Tayer-Martin άγαρ, είναι κατάλληλα και για την 

απομόνωση Βρουκέλλας (Lindquist et al, 2007). Καλή ανάπτυξη μπορεί να επιτευχθεί και 

σε BCYE άγαρ (Buffered Charcoal Yeast Extract) που χρησιμοποιείται για την 

απομόνωση της Legionella spp. (Raad et al, 1990).     
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Το τροποποιημένο εκλεκτικό για Brucella (modified Brucella selective-MBS) 

υλικό, που περιέχει βελτιωμένο μείγμα αντιβιοτικών, ερυθριτόλη σαν μόνη πηγή άνθρακα 

και ουδέτερο ερυθρό σαν δείκτη pH, έχει καλή εκλεκτική ικανότητα απομόνωσης 

στελεχών B. abortus, συμπεριλαμβανομένου και του στελέχους του εμβολίου RB51. Οι 

αποικίες της Brucella με ρόδινο χρώμα στο κέντρο τους, διακρίνονται εύκολα απ’ αυτές 

των άλλων μικροοργανισμών. Έτσι το υλικό αυτό μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την 

απομόνωση στελεχών Βrucella και από επιμολυσμένα δείγματα καθώς και από δείγματα 

που περιέχουν μικρό αριθμό βιώσιμων μικροοργανισμών. Επιπλέον, με την εφαρμογή του 

στον έλεγχο περιβαλλοντικών δειγμάτων είναι χρήσιμο σε επιδημιολογικές έρευνες που 

στόχο έχουν την εξακρίβωση της πηγής διασποράς της νόσου (Her et al, 2010). 

Οι B. abortus, Β. melitensis, Β. suis και Β. canis αναπτύσσονται στη 

χοριοαλλαντοϊκή μεμβράνη εμβρύου όρνιθας όπου πολλαπλασιάζονται και προκαλούν 

θάνατο του εμβρύου σε λίγες μέρες με βλάβες στο σπλήνα και στο συκώτι. 

 

 3.4.1. Καλλιέργεια παρουσία χρωστικών 

Ο Huddleson το 1929 επινόησε μια μέθοδο για τη διάκριση μεταξύ B. abortus, Β. 

melitensis, και Β. suis με βάση τη διαφορετική επιδεκτικότητα τους στην αναστολή από 

ορισμένες συνθετικές χρωστικές με βακτηριοστατική επίδραση. Η μέθοδος αυτή όμως δεν 

βοηθά στον απόλυτο διαχωρισμό των ειδών αυτών γιατί η ευαισθησία ποικίλει μεταξύ των 

βιοτύπων, ειδικά όσον αφορά τη Β. abortus. Οι πιο χρήσιμες χρωστικές είναι η βασική 

φουξίνη και η θειονίνη που ενσωματώνονται σ’ένα κατάλληλο βασικό υλικό όπως το άγαρ 

δεξτρόζης με ορό σε τελική συγκέντρωση 20 μg/ml. Τα αποτελέσματα της μεθόδου αυτής 

καθώς και οι βιοχημικές και καλλιεργητικές διαφορές που παρατηρούνται μεταξύ των 

διαφόρων ειδών και βιοτύπων της Brucella συνοψίζονται στον πίνακα 2. 

Όσον αφορά τη δοκιμή ευαισθησίας στις χρωστικές, έχουν παρατηρηθεί 

διαφοροποιήσεις, όπως στην περίπτωση στελεχών του βιότυπου 1 της Β. suis από τη 

Βόρεια Αμερική που συχνά είναι ανθεκτικά στη βασική φουξίνη. Δύο άλλες χρήσιμες 

χρωστικές είναι η μπλε θειονίνη και η σαφρανίνη Ο. Η μπλε θειονίνη σε συγκέντρωση 2 

mg/L επιτρέπει την ανάπτυξη των 3 κύριων ειδών, αλλά αναστέλλει το εξασθενημένο 

στέλεχος εμβολίου B. abortus S19 και τον βιότυπο 2 της B. abortus. Η σαφρανίνη Ο σε 

συγκέντρωση 100-200 mg/L αναστέλλει τη Β. suis αλλά, με λίγες εξαιρέσεις, όχι άλλα 

στελέχη Brucella (Corbel, 1998). 

 Η ευαισθησία στις χρωστικές βασίζεται μοριακά στην έκφραση συγκεκριμένων 

πορινών (πρωτεϊνών της εξωτερικής μεμβράνης 36 kDa)  (Douglas et al, 1984). Τα 

αντίστοιχα γονίδια έχουν κλωνοποιηθεί και είναι πολυμορφικά (Fight et al, 1989). Στη B. 
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abortus υπάρχουν 2 ποικιλίες του γονιδίου της πορίνης: τα omp2a και omp2b. Μόνο το 

τελευταίο εκφράζεται κάτω από φυσιολογικές καλλιεργητικές συνθήκες. 

 

Πίνακας 2: Διαχωριστικές ιδιότητες των ειδών και βιοτύπων της Βrucella (από Corbel, 

1998; O ’Callaghan and MacMillan, 2002) 

 
Είδη Βιότυπος Συγκόλληση με 

μονοειδικό αντιορό 

Ανάγκη 

CO2 

Παραγωγή 

H2S 

Υδρόλυση 

ουρίας 

Ανάπτυξη 

παρουσία 1/50.000 

(20 μg/ml) 

  A M R    θειονίνη Βασική 

φουξίνη 

B.melitensis 1 - + - - - ποικίλη + + 

 2 + - - - - ποικίλη + + 

 3 + + - - - ποικίλη + + 

B.abortus 1 + - - (+)1 + 1 – 2 h - + 

 2 + - - (+) + 1 – 2 h - - 

 3 + - - (+) + 1 – 2 h + 2 + 

 4 - + - (+) + 1 – 2 h - (+) 

 5 - + - - - 1 – 2 h + + 

 6 + - - - - 1 – 2 h + 2 + 

 9 - + - - + 1 – 2 h + + 

B.suis 1 + - - - + 0– 30 min + (-) 

 2 + - - - - 0– 30 min + - 

 3 + - - - - 0– 30 min + + 

 4 + + - - - 0– 30 min + (-) 

 5 - + - - - 0– 30 min + - 

B.canis  - - + - - 0– 30 min + (-) 

B.ovis  - - + + - - + (-) 

B.neotomae  + - - - + 0– 30 min - - 

B.”maris”  + +ή+ - + ή - - ποικίλλη + + 
1.
 (+): τα περισσότερα στελέχη θετικά 

     (-): τα περισσότερα στελέχη αρνητικά 

2.
  Ο βιότυπος 3 της B. abortus αναπτύσσεται παρουσία 1/.25.000 θειονίνη, ενώ ο βιότυπος 

6 όχι 

 

3.5. Αντιγονική δομή 

 
3.5.1. Επιφανειακά αντιγόνα 

Αντιγόνα λιποπολυσακχαριδίου (Lipopolysaccharide-LPS) 

  Όπως και στα άλλα Gram-αρνητικά βακτήρια το LPS είναι βασικό συστατικό της 

εξωτερικής μεμβράνης αποτελούμενο από τρία μέρη: το λιπίδιο Α, ένα υδρόφοβο λιπιδικό 

μόριο που αποτελεί το τοξικό μέρος, ο πολυσακχαριδικός πυρήνας που συμβάλλει στη μη 

διαπερατότητα της εξωτερικής μεμβράνης και η πλευρική πολυσακχαριδική αλυσίδα που 

αποτελεί το σωματικό Ο-αντιγόνο μιας και συνίσταται από επαναλαμβανόμενα 

ολιγοσακχαρίδια, συχνά με μεγάλη ποικιλία ακόμη και μεταξύ στελεχών του ίδιου είδους. 

Η δομή του λιπιδίου Α της Βrucella διαφέρει απ’ αυτή των Εντεροβακτηριακών. Περιέχει 

διαμινογλυκόζη επιπρόσθετα με τη γλυκοζαμίνη ενώ δεν περιέχει αιθανολαμίνη, ουδέτερα 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/05/2024 18:46:41 EEST - 18.217.190.162



28 

 

σάκχαρα και φώσφορο. Ο πολυσακχαριδικός πυρήνας επίσης διαφέρει έχοντας σαν κύρια 

συστατικά γλυκόζη, μανόζη και 2-αμινο-2,6-διδεοξυ-D-γλυκόζη ενώ απουσιάζουν οι 

επτόζες (O ’Callaghan and MacMillan, 2002).   

 H αντιγονική σύνθεση της επιφάνειας του κυττάρου της Βrucella εξαρτάται από τη 

φάση της αποικίας και την αντίστοιχη φαινοτυπική μορφή: λεία (S-LPS) και τραχειά (R-

LPS). Το  S-LPS βρίσκεται στα περισσότερα άγρια στελέχη των περισσότερων ειδών και 

βιοτύπων, ενώ το R-LPS στα είδη Β. canis και Β. ovis. To S-LPS περιέχει 2 κύριους 

αντιγονικούς καθοριστές αποκαλούμενους Α (για την ‘Abortus’) και Μ (για την 

‘Melitensis’) (Βundle et al, 1992). Οι πλευρικές πολυσακχαριδικές αλυσίδες του S-LPS 

αποτελούνται από ομοπολυμερή 4,6-διδεοξυ-4-φορμαμιδο-D-μανόζης. Στη Β. abortus η 

Ο-αλυσίδα περιέχει περίπου 100 μόρια 4,6-διδεοξυ-4-φορμαμιδο-D-μανόζης σχεδόν όλα 

συνδεδεμένα με α-1,2 γλυκοσιδικούς δεσμούς και με μικρό ποσοστό α-1,3 γλυκοσιδικών 

δεσμών (Α καθοριστές). Στη Β. melitensis οι δεσμοί α-1,2 και α-1,3 εμφανίζονται σε 

αναλογία 4:1. Η διαφορά στη σύνδεση επηρεάζει το σχήμα των επιτόπων του LPS. Το Α 

αντιγόνο έχει σχήμα ραβδίου λόγω των 5 συνεχών α-1,2 συνδεδεμένων μορίων, ενώ το Μ 

αντιγόνο είναι κεκαμένο γιατί το τέταρτο μόριο συνδέεται με το πέμπτο με α-1,3 δεσμό. Η 

κοινή παρουσία μη τελικών τετρασακχαριδικών μονάδων α-1,2 συνδεδεμένων 4,6-

διδεοξυ-4-φορμαμιδο-D-μανόζης εξηγεί τις διασταυρούμενες αντιδράσεις που 

παρατηρούνται μεταξύ όλων των στελεχών σε S-φάση. Οι ειδικοί επίτοποι Α και Μ 

υπάρχουν ως μειοψηφία και στους 2 τύπους του LPS. Στην περίπτωση Β. abortus 

βιότυπου 1, οι Ο-αλυσίδες περιέχουν κυρίως Α επιτόπους με μικρή αναλογία Μ επιτόπων 

λόγω των λίγων α-1,3 συνδεδεμένων μορίων ενώ στην περιπτωση Β. melitensis  βιότυπου 

1 ισχύει το αντίθετο. 

 Συγκολλητινοαντίδραση σε πλάκα ή ενζυμοανοσολογική μέθοδος (Enzyme 

immunoassay-ΕΙΑ) με τη βοήθεια μονοκλωνικών ή πολυκλωνικών αντισωμάτων ειδικών 

για τους Α και Μ επιτόπους, χρησιμοποιούνται για τον καθορισμό της επικράτησης του Α 

ή του Μ αντιγόνου συμβάλλοντας έτσι στο διαχωρισμό των στελεχών σε βιοτύπους 

(Bundle et al, 1992). H παρουσία της 4,6-διδεοξυ-4-φορμαμιδο-D-μανόζης στο LPS είναι 

επίσης υπεύθυνη για διασταυρούμενες αντιδράσεις με την Yersinia enterocolitica O:9 και 

πιο σπάνια με τα βακτήρια: Francisella tularensis, Vibrio cholerae 0:1, Escherichia 

hermannii, E. coli O:157 και Salmonella O:30 (Ko et al, 2003). 

 H δομή του R-LPS είναι βασικά ίδια με αυτή του S-LPS, εκτός του ότι η Ο-αλυσίδα 

είναι είτε απούσα ή περιορίζεται σε λίγα μόρια. Η ειδικότητα του R-LPS καθορίζεται κατά 

κύριο λόγο από τον πολυσακχαριδικό πυρήνα με τα μόρια γλυκόζης και μανόζης να είναι 

οι κύριοι καθοριστές. Διασταυρούμενες αντιδράσεις έχουν αναφερθεί μεταξύ R-στελεχών 
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και Actinobacillus equuli, Pasteurella multocida και βλενωδών στελεχών Pseudomonas 

aeruginosa (Corbel, 1998). 

 To S-LPS δεν αποτελεί μόνο το κυρίαρχο αντίγονο αλλά είναι και ο κύριος 

παράγοντας παθογόνου δράσης. Έχει δράση ενδοτοξίνης (λιπίδιο Α), αλλά λόγω των 

δομικών διαφορών που αναφέρθηκαν είναι λιγότερο τοξικό απο το αντίστοιχο των 

Εντεροβακτηριακών και επίσης δεν συνδέει κατιονικά πεπτίδια, όπως η πολυμυξίνη, με 

αποτέλεσμα αντοχή σε αυτά. 

 

Άλλα πολυσακχαριδικά αντιγόνα 

Η Brucella παράγει κυκλική β(1-2) γλυκάνη, ένα πολυσακχαρίδιο χαμηλού 

μοριακού βάρους, γνωστό και ως πολυσακχαρίδιο Β, που παράγεται επίσης και από τα 

είδη Agrobacterium και Rhizobium, άλλα δύο μέλη των α-proteobacteria. H σύνθεσή της 

εξαρτάται από μια συνθετάση της εσωτερικής μεμβράνης. Μεταλλάξεις στο αντίστοιχο 

γονίδιο προκαλούν μειωμένη λοιμογόνο ικανότητα στα ποντίκια (O Callaghan and 

MacMillan, 2002). Είναι μη αντιγονική κυκλική D-γλυκόζη που σχηματίζει συμπλέγματα 

με το LPS. 

 

Πρωτεΐνες της εξωτερικής μεμβράνης 

Χωρίζονται σε 3 κύριες ομάδες: Η ομάδα 1 περιλαμβάνει 88-94 kDa υψηλού 

μοριακού βάρους πρωτεϊνες. Η ομάδα 2 αποτελείται από τις πορίνες με μοριακό βάρος 43 

kDa και 36-38 kDa. Η ομάδα 3 περιλαμβάνει πρωτεϊνες 25-27 kDa καθώς και μικρές 

πρωτείνες 15-31 kDa. Μια λιποπρωτεΐνη 8 kDa συνδέεται επίσης με την πεπτιδογλυκάνη. 

Οι πρωτεΐνες αυτές υπάρχουν σ’ όλα τα είδη με ποσοτικές διαφορές. Επιπρόσθετα η  Β. 

melitensis περιέχει δύο άλλες πρωτεΐνες με ΜΒ 31 kDa και 39-40 kDa. Σ’ όλα τα στελέχη 

οι πορίνες της ομάδας 2 είναι είναι οι αφθονότερες. Δύο γονίδια, τα omp2a και omp2b, 

που είναι ομόλογα σε ποσοστό >85% κωδικοποιούν τις πορίνες 36 kDa που πλέον 

ονομάζονται Omp2a και Οmp2b αντίστοιχα (Cloeckaert et al,1996). Ο προστατευτικός 

τους ρόλος άφορά κυρίως αντιδράσεις κυτταρικής ανοσίας μιας και μονοκλωνικά και 

πολυκλωνικά αντισώματα έδειξαν χαμηλή δραστικότητα απουσία αντισωμάτων στο S-

LPS. 

 

3.5.2. Ενδοκυττάρια αντιγόνα 

Πρόκειται για πρωτεΐνες, γλυκοπεπτίδια και πεπτίδια που απελευθερώνονται κατά 

τη ρήξη των κυττάρων της Brucella. Διαγνωστικές δοκιμασίες βασιζόμενες σε τέτοια 

αντιγόνα είχαν χαμηλή ευαισθησία μιας και η ανοσογόνος δράση τους είναι πολύ 

μικρότερη αυτής του LPS. Το ενδιαφέρον αναζωπυρώθηκε με ριβοσωμικές πρωτεΐνες. Οι 
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L7/L12 ριβοσωμιακές πρωτεΐνες διεγείρουν αντιδράσεις κυτταρικής ανοσίας. Προκαλούν 

αντιδράσεις επιβραδυνόμενης υπερευαισθησίας ως συστατικά της βρουκελλίνης (Βachrach 

et al,1994). 

 

3.6. Γονιδιακή δομή 

Το γενετικό υλικό της Brucella αποτελείται από δύο κυκλικά χρωμοσώματα  

μεγέθους περίπου 2,1 και 1,2 Μb, με ποσοστό  G+C 58-59%. Το ποσοστό αυτό είναι 

αρκετά διαφορετικό από τα αντίστοιχα των ειδών Bordetella bronchiseptica και 

Francisella tularensis που είχαν αρχικά ταξινομηθεί ως είδη Brucella ενώ είναι ταυτόσημο 

με του Ochrobactrum anthropi και πολύ κοντά στα ποσοστά των Agrobacterium, 

Rhizobium και Phylobacterium (Corbel, 1998). Σε αντίθεση με το μεγαλύτερο χρωμόσωμα 

I, το μικρότερο χρωμόσωμα II έχει περιοχή έναρξης αντιγραφής και γενετικό περιεχόμενο 

που προτείνουν αρχική προέλευση από μεγαπλασμίδιο. Kαθώς όμως κάθε χρωμόσωμα 

κωδικοποιεί λειτουργίες βασικές για τον πολλαπλασιασμό και την επιβίωση του 

μικροοργανισμού ταξινομούνται ως χρωμοσώματα και όχι ως πλασμίδια. 

Αρχικά τα δύο κυκλικά χρωμοσώματα βρέθηκαν στο στέλεχος 16Μ της Β. 

melitensis (Michaux et al., 1993), αλλά γρήγορα η γνώση αυτή εξαπλώθηκε σε τυπικά 

στελέχη όλων των κύριων ειδών με εξαίρεση το βιότυπο 3 της Β. suis που περιέχει ένα 

κυκλικό χρωμόσωμα μεγέθους 3,3 Μb (Paulsen et al., 2002) αλλά με γενετικό περιεχόμενο 

παρόμοιο με αυτό των άλλων ειδών καθώς η ομολογία στο DNA μεταξύ των ειδών είναι 

>95%. Ειδικότερα στο στέλεχος 16Μ (βιότυπου 1, ATCC 23456)  της Β. melitensis το 

μέγεθος του γενώματος είναι 3,29 Μb και κατανέμεται σε δύο κυκλικά χρωμοσώματα 

μεγέθους  2,12 και 1,18 Μb αντίστοιχα (DelVecchio et al., 2002) με προσδιορισμένη την 

πλήρη νουκλεοτιδική αλληλουχία. Γονίδια που κωδικοποιούν την αντιγραφή του DNA, 

σύνθεση πρωτεϊνών, το μεταβολισμό του πυρήνα και τη βιοσύνθεση του κυτταρικού 

τοιχώματος βρέθηκαν και στα δύο χρωμοσώματα. 

Η αλληλουχία του γενώματος του στελέχους 1330 (σταθερό στέλεχος αναφοράς 

για τον βιότυπο 1 της Β. suis) είναι επίσης γνωστή. Αποτελείται από δύο κυκλικά 

χρωμοσώματα μεγέθους 2.107.792 bp και 1.207.381 bp αντίστοιχα (Paulsen et al., 2002) 

ενώ έχει ήδη αναφερθεί  η εξαίρεση του βιότυπου 3. Οι βιότυποι 2 και 4 έχουν επίσης δύο 

κυκλικά χρωμοσώματα μεγέθους 1,85 και 1,35 Μb αντίστοιχα. Έχει προταθεί ότι τα 

διαφορετικά στελέχη Brucella εξελίχθηκαν από ένα πρόγονο με ένα κυκλικό χρωμόσωμα, 

δομή αντίστοιχη με του βιότυπου 3 (Jumas-Bilak et al, 1998). 

Mε την ολοκλήρωση του προσδιορισμού της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του 

γενώματος του στελέχους 9-941 της Β.abortus (Halling et al, 2005) και τη σύγκριση με τις 

αντίστοιχες των Β. melitensis και Β. suis καταδείχθηκε ότι το περιεχόμενο και η οργάνωση 
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του γενώματος είναι σε μεγάλο βαθμό διατηρημένα μεταξύ των ειδών και έχει ομοιότητες 

με τους συμβιώντες οργανισμούς των φυτών Μesorhizobium loti και Sinorhizobium 

meliloti καθώς και με το παθογόνο Agrobacterium tumefaciens. Το χρωμόσωμα I της 

Brucella περιέχει περίπου 2,100 με 2,200 ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης (open reading 

frames, ORFs) ενώ το χρωμόσωμα II 1,100 με 1,200 αντίστοιχα. Μεταξύ των τριών 

γνωστών νουκλεοτιδικών αλληλουχιών στελεχών Brucella, η μεγάλη πλειοψηφία των  

ORFs μοιράζεται ταυτότητα αλληλουχίας μεγαλύτερη από 99%. Ωστόσο, με συγκριτικές 

γενετικές μελέτες, ένας περιορισμένος αριθμός ειδικών για τα είδη ORFs καθώς και 

ποικίλων ORFs, σημαντικός αριθμός των οποίων κωδικοποιεί πρωτεΐνες επιφάνειας, έχει 

ταυτοποιηθεί  (Halling et al, 2005). 

Η σύγκριση των γενωμάτων έδειξε επίσης ότι η πλειοψηφία (>90%) των γονιδίων 

των Β. melitensis και Β. suis είναι σε ποσοστό 98-100% ταυτόσημα σε επίπεδο 

νουκλεοτιδίων. Τα περισσότερο ποικίλα γονίδια (<95% ταυτότητα ) ίσως να συμβάλλουν 

σημαντικά  στις διαφορές στην παθογένεια και στους διαφορετικούς φυσικούς ξενιστές 

μεταξύ των δύο ειδών. Είναι αξιοσημείωτο ότι μόνο 32 γονίδια της Β. melitensis 

απουσιάζουν πλήρως από το γενετικό υλικό της Β. suis ενώ μόνο 42 γονίδια της Β. suis 

από το γενετικό υλικό της Β. melitensis αντίστοιχα (Paulsen et al, 2002). 

Ανάλυση με περιοριστικές ενδονουκλεάσες κατέδειξε πολυμορφικά γονίδια όπως 

το γονίδιο omp 2 που κωδικοποιεί μια πρωτείνη της εξωτερικής μεμβράνης 36 kDa 

υπεύθυνη για την ευαισθησία στις χρωστικές (Fight et al, 1988). H διαγραφή ενός 

τμήματος 7,2 kbp στο γονίδιο του γονιδίου ery στο στέλεχος 19 της Β. abortus μπορεί να 

εξηγεί την ευαισθησία του στην ερυθριτόλη που είναι σημαντικός παράγοντας της 

εξασθένησης του (Sangari et al,1994). 

Λεπτομερής εξέταση του γενώματος για κλασσικούς λοιμογόνους παράγοντες 

όπως κάψα, ινίδια και τοξίνες είχε σαν αποτέλεσμα αξιοσημείωτη απουσία αντίστοιχων 

γονιδίων (Delrue et al., 2004). Αντίθετα ταυτοποιήθηκαν γονίδια που κωδικοποιούν 

υποτιθέμενα συστατικά βλεφαρίδων. Μιας και η Brucella είναι ακίνητη το αν αυτά τα 

γονίδια είναι λειτουργικά και εκφράζονται είναι αντικείμενο έντονης συζήτησης. Πιθανά 

να έχουν κάποιο ρόλο in vivo που μένει να αποσαφηνισθεί (Cutler et al, 2005). 

 

3.6.1. Πλασμίδια και ανταλλαγή γενετικού υλικού 

Φυσικά (λυτικά) πλασμίδια δεν έχουν ανχνευθεί στη Brucella. Παρόμοια, δεν έχει 

αναφερθεί σύζευξη ή μεταμόρφωση από χρωμοσωμικό DNA. Aυτή η σχετική έλλειψη 

στοιχείων για ανταλλαγή γενετικού υλικού μεταξύ των βρουκελλών, μπορεί να είναι 

αποτέλεσμα της προτίμησής τους να παραμένουν προστατευμένες στη φωλιά τους εντός 

των κυττάρων, συνεπώς να τυγχάνουν μειωμένων ευκαιριών (Cutler et al., 2005). Ωστόσο, 
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έχει δειχθεί μεταφορά με σύζευξη του πλασμιδίου R751 από την E. coli στη Brucella και 

μεταξύ των ειδών Brucella με αποτέλεσμα αντοχή στην τριμεθοπριμη (Verger et al., 

1993). Μεταβίβαση αντοχής στην τετρακυκλίνη μέσω πλασμιδίου προερχόμενου επίσης 

από την E. coli έχει επίσης αναφερθεί (Rigby and Fraser, 1989). Η μεταγωγή αντοχής στα 

αντιβιοτικά μέσω φάγων απομονωμένων από άτυπα στελέχη Brucella έχει επίσης 

περιγραφεί (Corbel, 1998). 

 

3.6.2. Φάγοι 

Αν και η ύπαρξη βακτηριοσινών ειδικών για τη Brucella δεν έχει επιβεβαιωθεί, 

έχουν απομονωθεί αρκετοί λυτικοί φάγοι. Πρόκειται για στενά σχετιζόμενους DNA 

φάγους της ίδιας μορφολογικής ομάδας (Pedoviridae). Έχουν ταξινομηθεί σε 6 ομάδες με 

βάση τους αντίστοιχους ξενιστές: 1=Tbilisi (Tb), 2=Firenze(Fi75/13), 3=Weybridge (Wb), 

4=Berkeley (BK2), 5=R(rough) και 6=Izatnagar (Iz) (Corbel,). H λυτική δραστηριότητα 

των τεσσάρων πρώτων ομάδων συνοψίζεται στον Πίνακα 3. Οι φάγοι R (R/O και R/C) 

είναι λυτικοί για rough στελέχη B. abortus, B. ovis ή B. canis (Corbel and Thomas, 1985). 

Οι φάγοι της έκτης ομάδας είναι λυτικοί για smooth καλλιέργειες όλων των ειδών και για 

rough καλλιέργειες κυρίως των B. melitensis και Β. suis. Έχει προταθεί και μια έβδομη 

ομάδα, οι φάγοι Νepean (Np) που μοιάζουν με την πρώτη ομάδα ως προς τους ξενιστές 

(Corbel, 1998).  

 

Πίνακας 3: Λύση παρουσία φάγου σε RTD
4 
(από Corbel, 1998; O ’Callaghan and 

MacMillan, 2002) 

 

Είδη Βιότυπος Tb 

(Tbilisi) 

Bk2 

(Berkeley) 

Wb 

(Waybridge) 

Fi 

(Firenze) 

 

B. melitensis 1 ΟΛ
3
 Λ ΟΛ ΟΛ 

 2 ΟΛ Λ ΟΛ ΟΛ 

 3 ΟΛ Λ ΟΛ ΟΛ 

B. abortus 1 Λ Λ Λ Λ 

 2 Λ Λ Λ Λ 

 3 Λ Λ Λ Λ 

 4 Λ Λ Λ Λ 

 5 Λ Λ Λ Λ 

 6 Λ Λ Λ Λ 

 7 Λ Λ Λ Λ 

 8 Λ Λ Λ Λ 

 9 Λ Λ Λ Λ 

B. suis 1 ΟΛ Λ Λ ΜΛ 

 2 ΟΛ Λ Λ ΜΛ 

 3 ΟΛ Λ Λ ΜΛ 

 4 ΟΛ Λ Λ ΜΛ 

 5 ΟΛ Λ Λ ΜΛ 
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B. canis  ΟΛ ΟΛ ΟΛ ΟΛ 

B. ovis  ΟΛ ΟΛ ΟΛ ΟΛ 

B. neotomae  ΜΛ Λ Λ Λ 

4.  RTD: Routine test dilution 

3.  ΟΛ: ΟΧΙ Λύση, Λ: Λύση, ΜΛ: Μερική Λύση 

 

4. ΕΠΙΔΗΜΙΟΛΟΓΙΑ-ΟΙΚΟΛΟΓΙΑ 

 

 
4.1. Γεωγραφική κατανομή-Επιδημιολογικά χαρακτηριστικά 

Η βρουκέλλωση είναι η συνηθέστερη ζωονόσος παγκοσμίως με πάνω από 500.000 

νέες περιπτώσεις ετησίως (Cutler and Whatmore, 2005; Surucuoglu et al, 2009)). Η 

κλασική αντίληψη σχετικά με την επιδημιολογία της νόσου είναι ότι αυτή παραμένει 

ενδημική σε χώρες της Μέσης Ανατολής, της Ανατολικής Ασίας, της υπο-Σαχάριας 

Αφρικής, της Νοτίου Αμερικής, καθώς και σε χώρες γύρω από τη λεκάνη της Μεσογείου 

(Young, 1995). Όμως, τα τελευταία 15 χρόνια, κοινωνικοοικονομικές παράμετροι, 

βελτίωση των συστημάτων καταγραφής, εφαρμογή μεγάλων προγραμμάτων εξάλειψης της 

νόσου στα ζώα, καθώς και το φαινόμενο της παγκοσμιοποίησης, τόσο στη διακίνηση ζώων 

και τροφίμων, όσο και στη μετακίνηση ανθρώπων (διεθνής τουρισμός) (Mernish and 

Balkhy, 2004), έχουν οδηγήσει σε αλλαγές του «παγκόσμιου χάρτη» της βρουκέλλωσης 

στον άνθρωπο (Εικόνα 1). 

Μόνο 17 χώρες ισχυρίζονται ότι έχουν εξαλείψει τη νόσο όπως αρκετές χώρες της 

Β. Ευρώπης μεταξύ των οποίων και το Ηνωμένο Βασίλειο (Cutler and Whatmore, 2005). 

Στις Ηνωμένες Πολιτείες Αμερικής (ΗΠΑ) η επιτυχής εφαρμογή των προγραμμάτων 

εκρίζωσης της βρουκέλλωσης στο ζωικό κεφάλαιο έχει μειώσει την επίπτωση σε λιγότερες 

από 0,5 περιπτώσεις ανά 100.000 πληθυσμό (Young, 2005). Για την περίοδο 1993-2002 

1.056 περιπτώσεις καταγράφηκαν εκ των οποίων πάνω από τις μισές προέρχονταν από το 

Τέξας και την Καλιφόρνια. Το 2002 παρατηρήθηκε μια μικρή μείωση. Οι περισσότερες 

περιπτώσεις οφείλονται στη Β. melitensis. Στις βόρειες πολιτείες πιθανά αντιπροσωπεύουν 

εισαγόμενη νόσο λόγω διεθνούς τουρισμού ή κατανάλωσης μολυσμένων τροφίμων 

εισαχθέντων από ενδημικές περιοχές. Αυτό δεν ισχύει για τις νοτιοδυτικές κεντρικές, 

ορεινές και τις πολιτείες του Ειρηνικού όπου παρουσιάζεται η πραγματική εικόνα της 

βρουκέλλωσης στις ΗΠΑ σήμερα: νόσος προκαλούμενη από Β. melitensis, που 

προσβάλλει τον ισπανικό πληθυσμό, και εντοπίζεται σε περιοχές που γειτνιάζουν με το 

Μεξικό (Doyle and Bryan, 2000; Fosgate et al, 2002), απ’ όπου εισάγεται μέσω 

μολυσμένων γαλακτοκομικών προϊόντων, ειδικά μεξικάνικου μαλακού τυριού.  

Από τις χώρες της Λατινικής Αμερικής το Μεξικό παραμένει μια από τις πιο 

σημαντικές δεξαμενές ανθρώπινης βρουκέλλωσης με 3008 καταγεγραμμένα περιστατικά 
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το 2003 (Pappas et al, 2006a). Η Νότιος Αμερική παραδοσιακά θεωρείται ενδημική 

περιοχή με επικρατούσα τη Β. melitensis στο Περού και τη Δυτική Αργεντινή και τη Β. 

abortus στην Ανατολική Αργεντινή και τις υπόλοιπες χώρες (Trujillo and Zavala, 1994; 

Samartino, 2002). Με εξαίρεση το Περού και την Αργεντινή, η Νότιος Αμερική πρέπει να 

εξαιρεθεί από τις υψηλά ενδημικές περιοχές παγκοσμίως.   

 

Εικόνα 2α: Παγκόσμια ετήσια επίπτωση ανθρώπινης βρουκέλλωσης ανά εκατομμύριο 

πληθυσμού από Pappas et al, 2006a). 

 
 

Aπό τις χώρες της Ερωπαϊκής Ένωσης ως ελεύθερες βρουκέλλωσης (officially 

brucellosis free, OBF) έχουν κατοχυρωθεί οι χώρες: Σουηδία, Δανία, Φινλανδία, 

Γερμανία, Ηνωμένο Βασίλειο (με εξαίρεση τη Β. Ιρλανδία), Αυστρία, Ολλανδία, Βέλγιο, 

Λουξεμβούργο, Νορβηγία και Ελβετία (Pappas et al, 2006a). Οι περισσότερες από τις 

χώρες αυτές αναφέρουν ένα μικρό αριθμό περιπτώσεων ετησίως, κυρίως σε ταξιδιώτες σε 

ενδημικές περιοχές ή σε μετανάστες από ενδημικές περιοχές (Eriksen et al, 2002). Από τις 

χώρες της λεκάνης της Μεσογείου, η Γαλλία είναι ένα παράδειγμα επιτυχούς εξάλειψης με 

μόνο 44 περιπτώσεις το 2000 και με χαμηλό ετήσιο αριθμό τα επόμενα χρόνια που αφορά 

κυρίως τοπικές εξάρσεις στις νότιες επαρχίες, σχετιζόμενες με την κατανάλωση 

γαλακτοκομικών προϊόντων εισαγόμενων από Ισπανία (Eικόνα 2) (Pappas et al, 2006a).  

Αν και μαζικά προγράμματα έχουν επιτύχει τη μείωση της νόσου στην Ισπανία, η 

χώρα έχει ακόμη μια από τις υψηλότερες ετήσιες επιπτώσεις στην Ευρώπη με 642 

περιπτώσεις το 2003 (αριθμός που αντιπροσωπεύει ουσιαστική και συνεχή μείωση στην 

ετήσια επίπτωση για την περίοδο 1997-2003) και παραμένει ενδημική περιοχή. Η 

Πορτογαλία έχει επιτύχει σημαντική πρόοδο στον περιορισμό της ανθρώπινης 
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βρουκέλλωσης με μείωση στην ετήσια επίπτωση από 70 περιπτώσεις ανά εκατομμύριο το 

1999 σε λιγότερες από 14 το 2003. Ωστόσο, η ετήσια επίπτωση παραμένει υψηλή στις 

νότιες περιοχές που γειτνιάζουν με την ενδημική περιοχή Extremadura της Ισπανίας. Στην 

γειτονική μας Ιταλία η νόσος έχει ταξιδέψει τα τελευταία χρόνια στο νότο λόγω 

κοινωνικοοικονομικών παραγόντων με 488 (93,2%) από τις 520 περιπτώσεις που 

καταγράφηκαν το 2003 να προέρχονται από νότιες περιοχές (Pappas et al, 2006a). 

 

Eικόνα 2β: Η βρουκέλλωση στην Ευρώπη (από Pappas et al, 2006a). 

 

 
 

Η Ελλάδα παραμένει στη λίστα των 25 χωρών με την υψηλότερη επίπτωση 

παγκοσμίως. Από το 1981 έως το 1992, παρατηρήθηκε σημαντική μείωση στις 

αναφερόμενες περιπτώσεις ανθρώπινης βρουκέλλωσης, λόγω της εφαρμογής του 

προγράμματος εξάλλειψης της νόσου στο ζωϊκό κεφάλαιο. Στο μεσοδιάστημα ανάμεσα 

1994 και 2004 καταγράφηκε νέα αύξηση στον αριθμό των κρουσμάτων και πάνω από 350 

νέες περιπτώσεις είχαν αναφερθεί για κάθε χρόνο στο Υπουργείο Υγείας (Mitka et al, 

2007). Ανάμεσα στο 2000 και το 2007 η μέση ετήσια επίπτωση της βρουκέλλωσης ήταν 

2.9/100.000 πληθυσμού. Η ετήσια επίπτωση δείχνει πτωτική τάση, αφού ήταν 5 το 2000 

και 1.38 το 2007. Η νόσος παρατηρείται κυρίως στις αγροτικές περιοχές της ηπειρωτικής 
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χώρας ενώ η πλειοψηφία των νησιών είναι ελεύθερη κρουσμάτων (Vorou et al, 2008). 

Προβληματισμός υπάρχει για το αν τα στοιχεία αντιπροσωπεύουν την πραγματική 

κατάσταση. Για παράδειγμα σύμφωνα με μια πρόσφατη επιδημιολογική μελέτη που 

αφορούσε τη βορειοδυτική περιοχή της Ηπείρου κατά τη διετία 2002-2004, μόνο 21 

περιπτώσεις δηλώθηκαν στο Υπουργείο Υγείας, ενώ κατεγράφησαν 152 (στη χώρα μας η 

δήλωση των κρουσμάτων είναι υποχρεωτική ) (Avdikou et al, 2005).  

Εκτός από την ανεπαρκή επαγρύπνηση των ιδιωτικών ιατρείων, για την ελλειπή 

αναφορά ευθύνεται και το γεγονός ότι ένα ποσοστό νέων περιπτώσεων αποτελείται από 

ασθενείς που ζουν στην νότια Αλβανία και πολύ συχνά αναζητούν ιατρική συμβουλή στην 

Ελλάδα, χωρίς να καταγράφονται ούτε στην Ελλάδα ούτε στην Αλβανία. Ακόμη και με 

επίσημες εκτιμήσεις η επίπτωση είναι αυξημένη στην Ήπειρο – πάνω από 70 περιπτώσεις 

ανά εκατομμύριο ανά έτος με ποικίλες παραμέτρους υπεύθυνες: παράνομη διακίνηση 

αγελών ή ακόμη και γαλακτοκομικών προϊόντων στα Ελληνοαλβανικά σύνορα, ανεπαρκή 

εφαρμογή προγραμμάτων περιορισμού (Godfroid and Kasbohrer, 2002), φτωχή ιατρική 

γνώση τόσο του γενικού πληθυσμού όσο και των ιατρών, φόβος οικονομικών απωλειών 

λόγω σφαγής των μολυσμένων ζωντανών που ανήκουν σε ασθενείς που βρίσκονται σε 

επιδημιολογική επιτήρηση, και κυρίως η γενική κοινωνικοοικονομική κατάσταση της 

περιοχής. Νόσο στη χώρα μας προκαλεί σχεδόν αποκλειστικά η Β. melitensis, η οποία 

προσβάλλει τα αιγοπρόβατα και τα βοοειδή και κατ’ επέκταση τον άνθρωπο (Κανσουζίδου 

και συν, 2002). Στο Γράφημα 1 παρουσιάζεται η διαχρονική επίπτωση του νοσήματος 

στην Ελλάδα (από www.keelpno.gr) 

Κατά τη χρονική περίοδο 2005-2011, το ΚΕΕΛΠΝΟ παρέλαβε 1.410 δηλώσεις 

βρουκέλλωσης και η μέση ετήσια δηλούμενη επίπτωση του νοσήματος για αυτό το 

χρονικό διάστημα ήταν 1,8 κρούσματα ανά 100.000 πληθυσμού. Συνολικά το 65% των 

δηλωθέντων κρουσμάτων αφορούσε σε άρρενες, ενώ η διάμεση ηλικία των κρουσμάτων 

ήταν 44 έτη (εύρος: 0-89 έτη). Το νόσημα παρουσιάζει τη μικρότερη συχνότητα 

εμφάνισης στην ηλικιακή ομάδα 0-4 ετών (Γράφημα 2, από www.keelpno.gr). Η 

επίπτωση του νοσήματος είναι αυξημένη κατά την περίοδο από το τέλος της άνοιξης έως 

τις αρχές καλοκαιριού, με κορύφωση τους μήνες Απρίλιο, Μάιο και Ιούνιο (Γράφημα 3, 

από www.keelpno.gr). Η αναλογία μεταξύ αρρένων και θηλέων, η ηλικιακή κατανομή και 

η εποχικότητα των κρουσμάτων στη χώρα μας συμβαδίζει με τα αντίστοιχα δεδομένα των 

χωρών της Ευρωπαϊκής Ένωσης. 
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Η υψηλότερη μέση ετήσια επίπτωση για το διάστημα 2005-2011 καταγράφεται στη 

Θεσσαλία (8,0/100.000 πληθυσμού), ενώ η χαμηλότερη στα νησιά του Αιγαίου 

(0,3/100.000 πληθυσμού) (Γράφημα 4, www.keelpno.gr).  

 

 

Οι παράγοντες κινδύνου που συνδέονται με τη νόσο για το διάστημα 2005-2011, 

είναι η επαφή με παραγωγικά αγροτικά ζώα (αιγοπρόβατα και βοοειδή) (56%) και το 

επάγγελμα υψηλού κινδύνου (55%), με τους κτηνοτρόφους να αποτελούν το 45% των 

κρουσμάτων. Κατανάλωση μη παστεριωμένων γαλακτοκομικών αναφέρθηκε στο 48% 

των κρουσμάτων (Γράφημα 5, www.keelpno.gr). Κάτοικοι εξωτερικού συνολικά ήταν το 

0,8% (n=11) των κρουσμάτων. Πραγματοποίηση ταξιδιού ή παραμονή στο εξωτερικό 

μέχρι και δύο μήνες πριν την έναρξη των συμπτωμάτων έχει αναφερθεί στο 4% (n=59) 

των κρουσμάτων. Η συχνότερη χώρα ταξιδιού ή παραμονής ήταν η Αλβανία (59%, n=35), 

ενώ το 76% (n=45) των ασθενών με ιστορικό ταξιδιού ήταν αλλοδαπής εθνικότητας.  
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Εκτός από την Ελλάδα δύο άλλες χώρες στη Βαλκανική χερσόνησο έχουν την 

υψηλότερη επίπτωση στην Ευρώπη. Στη FYROM η ανθρώπινη βρουκέλλωση είναι σχεδόν 

επιδημία, αν και η ετήσια επίπτωση σταδιακά μειώνεται, ενώ η επίπτωση είναι επίσης 

υψηλή στην Αλβανία (Pappas et al, 2006a).  

Γενικά, στα Βαλκάνια, πέραν της κατάρρευσης των κομμουνιστικών καθεστώτων, 

η πρόσφατη ιστορία στιγματίστηκε από το βίαιο σχηματισμό νέων κρατικών δομών, 

μακροχρόνιες πολεμικές συρράξεις και αδιάκοπες μη-εθελοντικές μετακινήσεις 

πληθυσμών. Η τρέχουσα κατάσταση, με τις παρουσίες πολλαπλών μειονοτήτων και τη 

χαλαρότητα των συνοριακών σχηματισμών κυριολεκτικά και σε θέματα ελέγχου 

διακίνησης/μετακίνησης ανθρώπων, ζώων και προϊόντων, επέτρεψε τη ραγδαία εξάπλωση 

της νόσου ακόμη και σε περιοχές προγενέστερα ελεύθερες βρουκέλλωσης, όπως η 

Βουλγαρία, όπου η νόσος εισήχθη από την Ελλάδα (μέσω εργαζομένων σε μολυσμένα 

κοπάδια) και από τη Τουρκία (με εντόπιση σε μουσουλμανικές περιοχές της νότιας 

Βουλγαρίας) (Russo et al., 2009). Η κύρια εστία ενδημικότητας των Βαλκανίων παραμένει 

η Αλβανία, με την έκταση της νόσου σε μεγάλο βαθμό ακόμη υποτιμημένη από τα 

επίσημα στοιχεία- η δυναμική της ενδημικότητας αυτής όμως είναι αναγνωρισμένη και εν 

πολλοίς υπαίτια για τη σταθερή υψηλή ενδημικότητα που παρατηρείται στη FYROM παρά 

τις συντονισμένες απόπειρες ελέγχου της νόσου, την υπαρκτή, σε άγνωστη έκταση 

παρουσία της νόσου (όπως και πληθώρας άλλων ζωονόσων) στο Κοσσυφοπέδιο, αλλά 

κυρίως για την εγκατάσταση και επακόλουθη, εκρηκτική, με γεωμετρική πρόοδο αύξηση 

της ετήσιας επίπτωσης της βρουκέλλωσης στην Βοσνία- Ερζεγοβίνη, η οποία αποτελεί 

πλέον την ενδημικότερη περιοχή της Ευρώπης. Το επιδημιολογικό αυτό πλαίσιο 

αναπόφευκτα επηρεάζει αρνητικά και τις απόπειρες εκρίζωσης της νόσου στην Ελλάδα. 

Στη Μέση Ανατολή βρίσκονται οι χώρες με την υψηλότερη επίπτωση τόσο στην 

ανθρώπινη όσο και στην βρουκέλλωση των ζώων: η Συρία (έχει την υψηλότερη ετήσια 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/05/2024 18:46:41 EEST - 18.217.190.162



40 

 

επίπτωση παγκοσμίως), η Σαουδική Αραβία, το Ιράν, the Palestinian Authority, η Ιορδανία 

και το Αμάν (Refai, 2002). Στις 25 χώρες με τον μεγαλύτερο αριθμό κρουσμάτων ετησίως 

ανήκουν και επτά δημοκρατίες της πρώην Σοβιετικής Ένωσης, ενώ άλλη μια χώρα αυτής 

της περιοχής, η Μογγολία, κατατάσσεται δεύτερη. Η κατάσταση στην Κεντρική και 

Δυτική Ασία είναι δραματική: η βρουκέλλωση στο Κιργκιστάν ανακυρήχθηκε πρόσφατα 

από την κυβέρνηση του σε «εθνική τραγωδία» (Pappas and Papadimitriou, 2007). Στο 

Ταζικινσταν και στο Καζακστάν οι περιπτώσεις που αναφέρονται ετησίως αυξάνονται 

ταχέως. Στο Αζερμπαϊτζάν η ετήσια επίπτωση μειώνεται ενώ παραμένει σταθερή στην 

Αρμενία, τη Γεωργία, το Ουζμπεκιστάν και το Τουρκμενιστάν. Αυτές οι χώρες έχουν 

αναδειχθεί στις πιο σημαντικές εστίες ανθρώπινης βρουκέλλωσης παγκοσμίως τα 

τελευταία χρόνια (Pappas et al, 2006a). 

Aν και η Β. abortus έχει την ευρύτερη γεωγραφική κατανομή, η B. melitensis είναι 

η κύρια αιτία ανθρώπινης βρουκέλλωσης παγκοσμίως (Lindquist et al, 2007) ενώ η B. 

canis αποτελεί το σπανιότερο αίτιο και τα περισσότερα κρούσματα οφείλονται σε έκθεση 

στο εργαστήριο (Young, 2005). Η Β. melitensis θεωρείται το είδος με την μεγαλύτερη 

λοιμογονικότητα για τον άνθρωπο και ακολουθείται από τις Β. suis και Β. abortus. H  

νόσος προσβάλλει όλες τις ηλικίες, συχνότερα άνδρες απ’ ότι γυναίκες γεγονός που ίσως 

οφείλεται στον μεγαλύτερο κίνδυνο λόγω της επαγγελματικής έκθεσης (Mantur et al, 

2006). Κατ’ εξαίρεση στο Λίβανο νοσούν συχνότερα γυναίκες γεγονός που αντανακλά 

πιθανά την αυξημένη μετάδοση διαμέσου της κατανάλωσης γάλακτος ή την αυξημένη 

συμμετοχή των γυναικών σε διαδικασίες όπως το άρμεγμα (Pappas et al, 2006a). Δεν είναι 

σπάνια στα παιδιά ενώ οι κλινικές εκδηλώσεις είναι παρόμοιες σε νεογνά, παιδιά και 

ενήλικες (Young, 2005). 

H Β. melitensis των βοοειδών έχει αναδειχθεί σε σοβαρό πρόβλημα δημόσιας 

υγείας σε χώρες της Ν. Ευρώπης, το Ισραήλ, το Κουβέιτ και τη Σαουδική Αραβία ως 

αποτέλεσμα της κατανάλωσης μη παστεριωμένου γάλακτος, καθώς μπορεί να αποικίζει 

τους μαστούς των ζώων αυτών. Η Β. melitensis βρίσκεται στα βοοειδή σχεδόν πάντα λόγω 

έμμεσης επαφής με μολυσμένα κοπάδια αιγοπροβάτων και γι’ αυτό είναι πιθανό να μην 

προκαλεί επιμένουσες λοιμώξεις (Godfroid et al, 2005; Corbel, 1997). Aντίθετα εκτρώσεις 

σε αιγοπρόβατα και χοίρους οφειλόμενες σε Β. abortus έχουν αναφερθεί σπάνια στο 

παρελθόν χωρίς να έχουν αποδειχθεί. Στις χώρες της Β. Ευρώπης εκτός από μερικές 

οικιακές περιπτώσεις λοιμώξεων από Β. abortus τα περισσότερα κρούσματα 

βρουκέλλωσης είναι εισαγόμενα και οφείλονται στη Β. melitensis (Godfroid and 

Kasbohrer, 2002). 

Παρόμοιο πρόβλημα έχει παρατηρηθεί στο Μεξικό και σε μερικές χώρες της Ν. 

Αμερικής (κυρίως στην Κολομβία και τη Βραζιλία) όπου η Β. suis βιότυπος 1 έχει 
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εδραιωθεί επίσης στα βοοειδή με αποτέλεσμα σε μερικές περιοχές των χωρών αυτών τα 

βοοειδή να θεωρούνται πιο σημαντική πηγή του βιότυπου αυτού για τον άνθρωπο σε 

σχέση με τους χοίρους (Godfroid et al, 2005). 

Τα κρούσματα βρουκέλλωσης που προκαλούνται από τους βιοτύπους 1 και 3 της 

Β. suis είναι πολύ λιγότερα σε σχέση με αυτά των B. melitensis και Β. abortus και 

παρατηρούνται κυρίως σε εργάτες σε σφαγεία ή στη συσκευασία κρεάτων. Ο βιότυπος 4 

της Β. suis, που ενδημεί στην Αλάσκα, το Β. Καναδά και τη Ρωσσία, προκαλεί λοίμωξη 

που κλινικά και επιδημιολογικά είναι παρόμοια με αυτή που προκαλείται από τις Β. 

melitensis και Β. abortus (Corbel, 1998). 

Άλλη μια ανησυχητική πτυχή της σύγχρονης επιδημιολογίας της νόσου είναι η 

παρουσία της βρουκέλλωσης στην άγρια ζωή με αποτέλεσμα να είναι δυνατή η συνεχής 

μετάδοση στα κατοικίδια ζώα. Για παράδειγμα ο βιότυπος 2 της Β. suis είναι ευρέως 

διαδεδομένος στους αγριόχοιρους στην Ευρώπη αποτελώντας πηγή μετάδοσης τόσο για τα 

βοοειδή όσο και για τους χοίρους ελεύθερης βοσκής. Ο βιότυπος αυτός δεν είναι 

παθογόνος για τον άνθρωπο και δεν επιμένει στα βοοειδή (Godfroid, 2002).  

 

4.2. Tρόποι μετάδοσης 

Στα ζώα η βρουκέλλωση είναι μια χρόνια λοίμωξη που επιμένει εφ’ όρου ζωής. Οι 

κύριες εκδηλώσεις, που είναι οι αποβολές και η στειρότητα, οφείλονται στην εγκατάσταση 

της Brucella στα όργανα αναπαραγωγής. Αν και το ζώο μπορεί να αποβάλλει μόνο μια 

φορά, η φορεία είναι ισόβια. O μικροοργανισμός αποβάλλεται σε μεγάλους αριθμούς στο 

γάλα, τα ούρα και τα προϊόντα της κύησης του μολυσμένου ζώου. Η κατανάλωση μη 

παστεριωμένου γάλακτος και προϊόντων γάλακτος (όπως τυρί και ξινόγαλο) είναι ο κύριος 

τρόπος μετάδοσης (Godfroid et al, 2005). Η Βrucella παραμένει για αρκετές μέρες στο 

γάλα (ακόμα και όταν ξινίζει) ενώ το φρέσκο μαλακό τυρί από γάλα μικρών 

μηρυκαστικών αποτελεί ευνοϊκό περιβάλλον για την ανάπτυξη της. Παραμένει επίσης για 

εβδόμάδες στο παγωτό και για μήνες στο βούτυρο (Memish and Balkhy, 2004). Τα 

προϊόντα του κρέατος σπάνια αποτελούν πηγή μόλυνσης γιατί συνήθως δεν τρώγονται 

ωμά ενώ παράλληλα ο αριθμός των μικροοργανισμών στον μυϊκό ιστό είναι χαμηλός 

(Young, 2005). Αξίζει εδώ να αναφερθεί ότι στο Εκουαδόρ συνηθίζουν να τρώνε τα 

αποβληθέντα έμβρυα των μολυσμένων ζώων.   

Η άμεση δερματική επαφή, αν υπάρχει λύση της συνέχειας του δέρματος, με 

πάσχοντα ζώα και τα απεκκρίματα τους, αποτελεί άλλη οδό μόλυνσης και αφορά κυρίως 

κτηνοτρόφους, κτηνιάτρους, εργαζόμενους σε σφαγεία, βυρσοδεψία. Οι επαγγελματίες 

αυτοί κινδυνεύουν επίσης και μέσω της εισπνοής ή του ενοφθαλμισμού στον επιπεφυκότα 
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μολυσμένης σκόνης και μικροσταγονιδίων (Λεβειδιώτου-Στεφάνου και Παπαπαρασκευάς, 

2005).  

Οι κτηνίατροι και οι κτηνοτρόφοι κινδυνεύουν επίσης και από άστοχο χειρισμό 

(κατά λάθος τραυματισμός με τη σύριγγα εμβολίου ή εκτόξευση μικροσταγονιδίων στον 

επιπεφυκότα) των εμβολίων των ζώων. To στέλεχος 19 της Β. abortus και το στέλεχος 

‘Rev 1’ της Β. melitensis είναι δύο ζωντανά στελέχη που διατηρούν μια χαμηλή 

λοιμογονικότητα για τον άνθρωπο και μπορούν να προκαλέσουν νόσο (Sadusk et al., 

1957; Young, 1983). To 1997 στο Κάνσας, εννέα άτομα μολύνθηκαν όταν συμμετείχαν 

στον επιχειρούμενο τοκετό και τη νεκροψία ενός θνησιγενούς εμβρύου βοός που πέθανε 

από το στέλεχος RB51 της Β. abortus. Το κόψιμο του ομφάλιου λώρου νεογέννητων 

αμνών με τα δόντια καθώς και το γδάρσιμο αποβληθέντων εμβρύων αποτελούν δύο άλλες 

επικίνδυνες συνήθειες στα πλαίσια της επαγγελματικής ενασχόλησης (Godfroid et al, 

2005).  

Η βρουκέλλωση αποτελεί μια από τις συχνότερες αιτίες μολύνσεων για το 

προσωπικό των εργαστηρίων και αντιπροσωπεύει το 2% των λοιμώξεων που 

συνδυάζονται με έκθεση στο εργαστήριο. Ο κύριος τρόπος μετάδοσης είναι μέσω έκθεσης 

των ματιών, της μύτης και του στόματος σε μικροσταγονίδια (Robishaud et al, 2004).  

Η μετάδοση από άνθρωπο σε άνθρωπο είναι σπάνια. Μπορεί να γίνει μέσω 

μεταμόσχευσης μυελού των οστών  ή μετάγγισης μολυσμένου αίματος ενώ έχει αναφερθεί 

και μέσω της σεξουαλικής επαφής. Μάλιστα έχει απομονωθεί Brucella σε τράπεζα 

σπέρματος (Vandercam et al, 1990). Αναφέρεται στη βιβλιογραφία περίπτωση πιθανής 

σεξουαλικής μετάδοσης μεταξύ συζύγων και απομόνωσης του παθογόνου από το σπέρμα, 

ενώ απουσίαζαν τα συμπτώματα από το γεννητικό, με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

(Polymerase chain reaction-PCR) (Meltzer et al, 2010). Αξιοσημείωτη είναι και η 

μετάδοση λόγω εισαγωγής βόιου ιστού για κοσμητικούς λόγους (O ’Callaghan and 

MacMillan, 2002). Η νεογνική λοίμωξη μπορεί να γίνει διαμέσου του πλακούντα κατά τη 

διάρκεια του τοκετού ή λόγω θηλασμού με μολυσμένο μητρικό γάλα (Palanduz et al, 

2000; Tikare et al, 2008).  

 

5. ΛΟΙΜΟΓΟΝΟΙ ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ – ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑ 

 
Η Brucella ζει σε στενή συσχέτιση με τους ξενιστές της και όχι ελεύθερα στο 

περιβάλλον. Αν και σε πολλά κείμενα αναφέρεται ως δυνητικά ενδοκυττάριο παράσιτο, 

έχει προταθεί ότι ο πιο σωστός όρος είναι «δυνητικά εξωκυττάριο ενδοκυττάριο 

παράσιτο» (Moreno and Moriyon, 2002). Αυτό βασίζεται στο γεγονός ότι, αν και 

καλλιεργείται εύκολα σε τεχνητά υλικά, στους ξενιστές της ανευρίσκεται κυρίως 

ενδοκυττάρια. Καταλαμβάνει «επαγγελματικά» και «μη επαγγελματικά» φαγοκύτταρα 
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(όπως είναι οι τροφοβλάστες του πλακούντα στους φυσικούς ξενιστές και τα επιθηλιακά 

κύτταρα) και οι αλληλεπιδράσεις της με αυτά τα κύτταρα-ξενιστές καθορίζουν το 

αποτέλεσμα της λοίμωξης (Κohler et al, 2003). 

Εισβάλλει στο ανθρώπινο σώμα διαμέσου του γαστρεντερικού σωλήνα, του 

αναπνευστικού σωλήνα, του επιπεφυκότα και του δέρματος. Οι αλληλεπιδράσεις του 

βακτηρίου στους βλενογονικούς αυτούς φραγμούς με τα επιθηλιακά κύτταρα του ξενιστή 

είναι βασικής σημασίας για την αρχική επαφή μεταξύ παθογόνου και ξενιστή. Η 

αποτελεσματικότητα με την οποία η Brucella εισβάλλει στα επιθηλιακά κύτταρα είναι 

μικρή και έχει προταθεί ότι τα τα Μ κύτταρα στις βλενογονικές επιφάνειες αποτελούν την 

κύρια θέση εισόδου στον οργανισμό ( Martin Roop II et al, 2009). 

Στη συνέχεια φαγοκυτταρώνεται από πολυμορφοπύρηνα που φθάνουν στο σημείο 

του ενοφθαλμισμού με χημειοταξία. Μέσω των λεμφαγγείων φθάνει στους επιχώριους 

λαμφαδένες και αιματογενώς σε διάφορα μέρη του δικτυοενδοθηλιακού συστήματος όπως 

το ήπαρ, ο σπλήνας και ο μυελός των οστών (Μemish et al, 2000). Στα μέρη αυτά τα 

πολυμορφοπύρηνα τελικά εκφυλίζονται και απελευθερώνουν τους ενδοκυττάριους 

μικροοργανισμούς που ενδοκυτταρώνονται από μακροφάγα και μονοκύτταρα. Ο 

πολλαπλασιασμός συνεχίζεται εντός των κυττάρων αυτών που τελικά σκοτώνονται 

απελευθερώνοντας τους μικροοργανισμούς. Ο κυματοειδής πυρετός της βρουκέλλωσης 

είναι αποτέλεσμα της περιοδικής απελευθέρωσης των βακτηρίων και των συστατικών τους 

από τα φαγοκύτταρα. Η απελευθέρωση στη περιφερική κυκλοφορία καταλήγει σε 

αιματογενή διασπορά σε άλλα όργανα και ιστούς με αποτέλεσμα τις ποικίλες κλινικές 

εκδηλώσεις της νόσου (Corbel, 1998).  

Ως εδοκυττάριο παθογόνο, όχι μόνο αντιστέκεται στη θανάτωση από τα 

πολυμορφοπύρηνα μετά τη φαγοκυττάρωση, αλλά επίσης πολλαπλασιάζεται εντός των 

μακροφάγων και των «μη επαγγελματικών» φαγοκυττάρων (Dornand et al, 2002). Ως εκ 

τούτου οι μηχανισμοί ενδοκυττάριας επιβίωσης είναι απαραίτητο να διευκρινισθούν για 

την κατανόηση της παθογένειας . 

Δε διαθέτει τους κλασσικούς λοιμογόνους παράγοντες όπως εξωτοξίνες, 

κυτταρολυσίνες , έλυτρο, ινίδια, βλεφαρίδες ή πλασμίδια (Gorvel and Moreno, 2002). Το 

λιποπολυσακχαρίδιο των στελεχών σε λεία φάση (S-LPS) θεωρείται ο κύριος καθοριστής 

της παθογόνου δράσης αλλά και το ανοσοκυρίαρχο αντιγόνο. Ωστόσο συγκρινόμενο με το 

LPS των Εντεροβακτηριακών έχει σχετικά χαμηλή τοξικότητα, χαμηλή πυρετογόνο 

ικανότητα και χαμηλή ικανότητα πρόκλησης υποσιδηραιμίας (Corbel, 1997). Eπίσης είναι 

ασθενής επαγωγέας της φλεγμονώδους απάντησης του ξενιστή: επάγει ασθενώς την 

παραγωγή προφλεγμονωδών κυτταροκινών, όπως IL-1β, IL-6 ή TNF-α και δεν 

ενεργοποιεί την εναλλακτική οδό του συμπληρώματος. Οι διαφορές αυτές αποδίδονται 
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στις βιοχημικές διαφορές του λιπιδίου Α σε σχέση με το κλασσικό λιπίδιο Α άλλων Gram-

αρνητικών βακτηρίων (Roop RM II et al, 2009). 

Επιπρόσθετα με την ικανότητα τους να αποτρέπουν την πλήρη επαγωγή 

φλεγμονώδους αντίδρασης από τον ξενιστή, τα στελέχη της Βrucella ενεργώς εμπλέκονται 

και στην επίκτητη ανοσολογική αντίδραση. Η Ο αλυσίδα του LPS αποδομείται φτωχά από 

τα μακροφάγα και σχηματίζει συμπλέγματα με συστατικά του τάξης ΙΙ μείζονος 

συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας (Major histocompatibility complex-MHC) αυτών των 

φαγοκυττάρων, γεγονός που εμπλέκεται με την αντιγονοπαρουσιαστική τους ικανότητα 

(Forestier et al, 2000). 

Eντός των πολυμοφοπυρήνων, η Brucella απελευθερώνει μονοφωσφορική αδενίνη 

και μονοφωσφορική γουανίνη, και αναστέλλει το αλατοειδές σύστημα 

μυελοϋπεροξειδάσης - υπεροξειδίου του υδρογόνου, παραβλάπτοντας την αποκοκκίωση. 

Διαθέτει ένζυμα όπως η δισμουτάση του υπεροξειδίου και η καταλάση που περιορίζουν τις 

τοξικές ελεύθερες ρίζες οξυγόνου και αναστέλλει επίσης την αναπνευστική οξειδωτική 

έκρηξη των πολυμορφοπυρήνων (Young, 2005). 

 

Εικόνα 3: Σχηματική αναπαράσταση των γεγονότων κατά την είσοδο της βρουκέλλας στα 

κύτταρα του ξενιστή (από Pappas et al, 2005a). 

 
 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/05/2024 18:46:41 EEST - 18.217.190.162



45 

 

5.1. Η Βrucella αλλάζει την ενδοκυττάρια κυκλοφορία εντός των κυττάρων ξενιστών 

Η ικανότητα του βακτηρίου να επιβιώνει και να πολλαπλασιάζεται για 

παρατεταμένες περιόδους εντός των μακροφάγων μπορεί να προκαλέσει χρόνιες 

λοιμώξεις. Αυτή η ενδοκυττάρια φωλιά προσφέρει προστασία έναντι του συμπληρώματος 

και των αντισωμάτων κατά την περίοδο διασποράς εντός του ξενιστή. Επίσης η εντόπιση 

επίμονα μολυσμένων μακροφάγων σε όργανα του ΔΕΣ δημιουργεί χρόνιες εστίες (Kohler 

et al, 2003). Διεισδύει στο μακροφάγο διαμέσου μιας συγκεκριμένης δομής που βρίσκεται 

στα ευκαρυωτικά κύτταρα, τα λιπιδικά rafts. Συγκεκριμένα η Ο-αλυσίδα του S-LPS 

αλληλεπιδρά με μια κυτταρική prion πρωτεΐνη του μακροφάγου (PrpC), αγκυροβολυμένη 

στα λιπιδικά rafts. Αυτή η αλληλεπίδραση μεσολαβείται από την μεμβρανική έκφραση της  

πρωτεΐνης HSP60 της βρουκέλλας (Watarai et al, 2003). 

Tα κενοτόπια που περιέχουν τη Brucella (Brucella containing vacuoles-BCVs) 

μπαίνουν σε ένα ενδοκυττάριο μονοπάτι κυκλοφορίας που καταλήγει στην ανάπτυξη των 

πολλαπλασιαστικών φαγοσωμάτων ή βρουκελλοσωμάτων (brucellosomes) (Kohler et al, 

2003). Η αλληλεπίδραση ανάμεσα στην Ο-αλυσίδα του S-LPS και τα λιπιδικά rafts του 

μακροφάγου είναι σημαντική για την ανάπτυξη του πολλαπλασιαστικού φαγοσώματος. Η 

καταστροφή με φάρμακα των λιπιδικών  rafts οδηγεί σε φαγοκυττάρωση με άλλο 

μηχανισμό και στην εξόντωση όλων των βακτηρίων (Porte et al, 2003). H σημασία της 

αλληλεπίδρασης αυτής και συγκεκριμένα του S-LPS για την ενδοκυττάρια επιβίωση της 

Brucella, αναδεικνύεται και από το γεγονός ότι στελέχη με R-LPS φαγοκυτταρώνονται με 

μηχανισμό που δεν εμπλέκει τα λιπιδικά rafts και γρήγορα καταλήγουν στα λυσοσώματα 

με αποτέλεσμα την εξάλλειψη τους (Porte et al, 2003).  

Κατά τα αχικά στάδια της ενδοκυττάριας κυκλοφορίας τους τα BCVs υφίστανται 

παροδικές αλληλεπιδράσεις με τα λυσοσώματα (Starr et al, 2008), με αποτέλεσμα την 

οξινοποίηση τους (Arenas et al, 2000). Τα κενοτόπια αυτά στη συνέχεια αντιδρούν 

εκτεταμένα με το ενδοπλασματικό δίκτυο και τελικά το pH τους αυξάνει σε επίπεδο που 

επιτρέπει τον ενδοκυττάριο πολλαπλασιασμό των μικροβίων. Αφού επιτευχθεί ο 

πολλαπλασιασμός τα μικρόβια απελευθερώνονται πιθανά χρησιμοποιώντας αιμολυσίνες. 

Έχει βρεθεί ότι αιμολυσίνες της Legionella spp. σχηματίζουν πόρους και διαλύουν το 

κενοτόπιο και τις κυτταρικές μεμβράνες σύντομα μετά τον ενδοκυττάριο 

πολλαπλασιασμό. Ένα παρόμοιο φαινόμενο θα μπορούσε να ισχύει και για τη Brucella 

(Gorvel and Moreno, 2002). 

 

5.1.1. Το σύστημα ΒvrRS 

Το αποτελούμενο από δύο συστατικά ρυθμιστικό σύστημα ΒvrRS που διαθέτει η 

Brucella ρυθμίζει την έκφραση βακτηριακών γονιδίων, δια μέσου ενός καταρράκτη 
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φωσφορυλίωσης πρωτεινών και θεωρείται σημαντικός παράγοντας στην προσκόλληση και 

είσοδο στα κύτταρα του ξενιστή. Έχει προφανές αποτέλεσμα στην έκφραση διαφόρων 

επιφανειακών πρωτεϊνών μεταξύ των οποίων η Οmp25(ή Οmp3a) και η Οmp22(ή 

Οmp3b). Υποστηρίζεται ότι η αλλαγμένη έκφραση των επιφανειακών πρωτεϊνών επιτρέπει 

στο παθογόνο να συνδεθεί και να εισέλθει στα κύτταρα του ξενιστή αποφεύγοντας 

παράλληλα το μονοπάτι των λυσοσωμάτων (Franco et al, 2007). Tο σύστημα αυτό 

ρυθμίζει επίσης την έκφραση γονιδίων, τα προϊόντα των οποίων συμβάλλουν στη σωστή 

ακυλίωση του λιπιδίου Α του LPS. Τα γονίδια αυτά παίζουν σημαντικό ρόλο στο υψηλό 

επίπεδο αντοχής των στελεχών βρουκέλλας σε αντιμικροβιακά κατιονικά πεπτίδια 

(Manterola et al, 2005).  

 

5.1.2. Το σύστημα έκκρισης τύπου IV 

Η Brucella διαθέτει σύστημα έκκρισης τύπου IV παρόμοιο με το σύστημα VirB 

του φυτοπαθογόνου Agrobacterium tumefaciens. Πρόκειται γενικά για σύστημα έκκρισης 

μακρομορίων, είτε στο περιβάλλον  ή απευθείας στα κύτταρα του ξενιστή. Παρόμοια 

συστήματα διαθέτουν επίσης η Bortetella pertusis, η Legionella pneumophila και το 

Helicobacter pylori. Στη Brucella είναι απαραίτητο για την ανάπτυξη του 

πολλαπλασιαστικού κενοτοπίου, άρα για την ενδοκυττάρια επιβίωση και τον 

πολλαπλασιασμό του μικροβίου (Boschiroli et al, 2001). Κωδικοποιείται από την περιοχή 

virB της οποίας τα 12 γονίδια αποτελούν ένα οπερόνιο. Ο εκκινητής του virB επάγεται 

αφού το παθογόνο βρεθεί εντός των μακροφάγων και μάλιστα εντός τριών ωρών από τη 

λοίμωξη. Το όξινο pH και η στέρηση θρεπτικών συστατικών αποτελούν σημαντικούς 

επαγωγείς. Έχει βρεθεί ότι το pH εντός του φαγοσώματος πέφτει στο 4,0 ταχέως μετά την 

πρόσληψη του παθογόνου. Μπλοκάροντας την οξινοποίηση με φάρμακα όπως η 

βαφιλομυσίνη  ή ουδετεροποιώντας το pH με χλωριούχο αμμώνιο στα πρώιμα στάδια της 

λοίμωξης αναστέλλεται ο ενδοκυττάριος πολλαπλασιασμός. Οι τακτικές αυτές, ωστόσο, 

δεν έχουν αποτέλεσμα αν εφαρμοστούν επτά ώρες μετά τη λοίμωξη, γεγονός που δείχνει 

ότι η πρώιμη οξινοποίηση του φαγοσώματος επάγει βασικούς λοιμόγόνους παράγοντες  

και το οπερόνιο  virB είναι ένας από αυτούς (Boschiroli et al, 2001). 

Το σύστημα έκκρισης τύπου IV αλληλεπιδρά με το ενδοπλασματικό δίκτυο κατά 

τέτοιο τρόπο ώστε το pH να γίνει ουδέτερο, νιτρικά ιόντα να χρησιμοποιηθούν για 

αναερόβια αναπνοή και η Brucella να πολλαπλασιαστεί (Cutler et al, 2005). Πρόσφατα 

έχουν ταυτοποιθεί δύο πρωτεΐνες που πιθανά εκκρίνονται από το σύστημα έκκρισης τύπου 

IV της B. abortus 2308, οι VceA και VceC (de Jong et al, 2008). Οι βιολογικές τους  

λειτουργίες απομένει να διευκρινισθούν. 
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Ένας άλλος λοιμογόνος παράγοντας που βοηθά στην ενδοκυττάρια επιβίωση είναι 

η περιπλασματική κυκλική β-1,2-γλυκάνη, ένα πολυσακχαρίδιο χαμηλού μοριακού 

βάρους. Διασπά την ακεραιότητα των  λιπιδικών rafts στην μεμβράνη των BCVs κατά την 

ενδοκυττάρια κυκλοφορία τους, εμποδίζοντας έτσι εκτεταμένες αλληλεπιδράσεις με τα 

λυσοσώματα (Arellano-Reynoso et al, 2005). 

 
5.2. Φυσιολογική προσαρμογή της Brucella στο ενδοκυττάριο περιβάλλον 

Αν και τα στελέχη της Brucella μπορούν να αλλάξουν την ενδοκύττάρια 

κυκλοφορία των BCVs ώστε να αποτραπεί η σύντηξή τους με τα λυσοσώματα και να 

αποφύγουν την επαγωγή μιας πλήρους φλεγμονώδους αντίδρασης, έχουν ωστόσο να 

αντιμετωπίσουν ποικίλες καταστάσεις stress ώστε να προσαρμοσθούν στο ενδοκυττάριο 

περιβάλλον των μακροφάγων. Τέτοιες καταστάσεις αντιμετωπίζουν και εντός των «μη 

επαγγελματικών» φαγοκυττάρων όπως είναι τα επιθηλιακά κύτταρα αλλά είναι λιγότερο 

σοβαρές (Roop RM II et al, 2009). 

 

5.2.1. Αντίσταση στη οξειδωτική ζημιά 

Προϊόντα ενεργού οξυγόνου, όπως είναι το ανιόν υπεροξειδίου (Ο2) και το 

υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2), παράγονται είτε ενδογενώς, σαν αποτέλεσμα του 

αερόβιου μεταβολισμού του μικροβίου, είτε εξωγενώς από το μακροφάγα. Επειδή το Ο2
- 

είναι φορτισμένο μόριο δεν διαπερνά εύκολα τις βακτηριακές μεμβράνες. Κατά συνέπεια 

τα βακτήρια διαθέτουν διαμερισματοποιημένους μηχανισμούς άμυνας εναντίον του όπως 

είναι οι περιπλασματικές δισμουτάσες του υπεροξειδίου (Superoxide dismutase-SOD) (π.χ. 

η Cu/Zn δισμουτάση). Κυτταροπλασματικές δισμουτάσες, όπως είναι η Mn δισμουτάση 

(SodA), προστατεύουν από το εδογενές Ο2
- 

(Lynch and Kuramitsu, 2000). Το Η2Ο2 

αποδομείται από την περιπλασματική καταλάση KatE και την υπεροξειρεδοξίνη AhpC. Η 

Brucella μπορεί έμμεσα να αποφύγει την οξειδωτική ζημιά. Διαθέτει τελικές οξειδάσες 

του κυττοχρώματος (οι οξειδάσες bd και οι τύπου cbb3 c οξειδάσες) που έχουν υψηλή 

συγγένεια με το Ο2 απομακρύνοντας το. Επίσης διαθέτει μηχανισμούς επισκευής των 

βλαβών του DNA που προκαλούνται από το οξειδωτικό stress (Roop RM II et al, 2009).  

 

5.2.2. Αντίσταση στα προϊόντα ενεργού αζώτου 

ΗBrucella διαθέτει το ένζυμο αναγωγάση του μονοξειδίου του αζώτου που 

απομακρύνει το αντίστοιχο οξείδιο (ΝΟ). Το προϊόν αυτό πιθανά συμμετέχει στον έλεγχο 

του ενδοκυττάριου πολλαπλασιασμού του μικροβίου (Jiang X et al, 1993). H αντίδραση 

μεταξύ του Ο2
- 

και του ΝΟ έχει σαν προϊόν ένα υβρίδιο (ΟΝΟΟ
-
) με ισχυρή 
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μικροβιοκτόνο δράση. Το ένζυμο AhpC δρα πιθανά και σαν αναγωγάση με υπόστρωμα το 

υβρίδιο αυτό (Bryk et al, 2000). 

 

5.2.3. Αντίσταση στο όξινο pH 

Διάφορα γονιδιακά προϊόντα έχουν συνδεθεί με τη λειτουργία αυτή όπως οι 

πρωτεΐνες HdeA και Αsp24. Τα περισσότερα στελέχη παράγουν μια λειτουργική ουρεάση 

που τα προστατεύει από εξαιρετικά χαμηλό pH (pH 2) σε συνθήκες εργαστηρίου όταν η 

ουρία είναι παρόν στο θρεπτικό υλικό. Αν και το ένζυμο αυτό πιθανά προστατεύει από τις 

όξινες συνθήκες που συναντά το παθογόνο στο γαστρεντερικό σωλήνα του ξενιστή, δεν 

ασκεί την ίδια δράση και εντός των κυττάρων (Roop RM II et al, 2009).  

 

5.2.4. Αντίσταση σε αντιμικροβιακά πεπτίδια 

Τα στελέχη της Brucella έχουν εγγενώς μεγαλύτερη αντοχή σε βακτηριοκτόνα 

κατιονικά πεπτίδια σε σχέση με άλλα Gram-αρνητικά παθογόνα γεγονός που συνδέεται με 

την κατάσταση ακυλίωσης του λιπιδίου Α του LPS (Manterola et al, 2005). Tο γνώρισμα 

αυτό πιθανά παρέχει προστασία και από τα λυτικά πεπτίδια των λυσοσωμάτων, κατά τις 

παροδικές αλληλεπιδράσεις των κενοτοπίων που περιέχουν Brucella με τα οργανίδια αυτά 

των κυττάρων του ξενιστή (Starr et al, 2008).  

 

5.2.5. Αντίσταση στη στέρηση θρεπτικών συστατικών 

Ένα από τα κύρια συστατικά υπό περιορισμό στο περιβάλλον αυτό είναι το 

μοριακό οξυγόνο. Η Brucella χρησιμοποιώντας τις οξειδάσες του κυττοχρώματος bd και 

τις τύπου cbb3 c που έχουν υψηλή συγγένεια με το Ο2, μπορεί να αναπνέει 

αποτελεσματικά σε χαμηλές συγκεντρώσεις Ο2. Επίσης έχει τη δυνατότητα να 

χρησιμοποιεί ΝΟ3
-
 σαν τελικό δέκτη ηλεκτρονίων (Roop RM II et al, 2009). 

 

5.3. Άλλοι πιθανοί λοιμογόνοι παράγοντες  

Αν και είναι ακίνητο μικρόβιο στοιχεία της γονιδιακής ανάλυσης δείχνουν ότι έχει 

το γενετικό υλικό για την παραγωγή βλεφαρίδων. Επιπλέον κάτω από ορισμένες συνθήκες 

ανάπτυξης το στέλεχος 16Μ της Β. melitensis παράγει πολικό οργανίδιο που μοιάζει με 

βλεφαρίδα (Fretin et al, 2005). To οργανίδιο είναι μάλλον μια συσκευή έκκρισης και δεν 

έχει σχέση με την κινητικότητα.  

Τα στελέχη της Brucella έχουν εξωτερικές μεμβράνες πλούσιες σε 

φωσφατιδυλχολίνη, ένα φωσφολιπίδιο που τυπικά συνδέεται με τις μεμβράνες των 

ευκαρυωτικών κυττάρων. Πιθανολογείται ότι παίζει σημαντικό ρόλο στην διατήρηση της 

ακεραιότητας και των χαρακτηριστικών της διαπερατότητας της εξωτερικής μεμβράνης 
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και συγκεκριμένα μπορεί να εμπλέκεται στην αντίσταση στο συμπλήρωμα και σε άλλα 

αντιμικροβιακά πεπτίδια (Conde- Alvarez et al, 2006). 

 

5.4. Aντίσταση των φαγοκυττάρων στην απόπτωση 

Αρκετοί μικροοργανισμοί όπως η Shigella flexneri, η Legionella pneumophila και 

η Yersinia enterocolitica προκαλούν την καταστροφή των μονοκυτταρικών φαγοκυττάρων 

μέσω της απόπτωσης (δηλαδή του προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου), 

καταστρατηγώντας έτσι την πρώτη γραμμή άμυνας. Η Brucella, ωστόσο, λειτουργεί 

αντίθετα αναστέλλοντας την αυτόματα εμφανιζόμενη απόπτωση των μονοκυττάρων του 

ανθρώπου. Η παρεμπόδιση αυτή δεν μεσολλαβείται από το λιποπολυσακχαρίδιο και 

απαιτεί επιβίωση του βακτηρίου εντός των μολυσμένων κυττάρων. Προστατεύονται τόσο 

τα κύτταρα που έχουν προσβληθεί όσο και τα μη προσβεβλημένα, γεγονός που 

υποδεικνύει ότι στο φαινόμενο αυτό εμπλέκονται διαλυτοί μεσολαβητές, πιθανά 

κυτταροκίνες όπως η IL-1, η IL-6 και η IL-12 Ανάλυση των μολυσμένων με Brucella 

μονοκυττάρων αποκάλυψε υπερέκφραση του Α1 γονιδίου, που αποτελεί μέλος της 

οικογένειας bcl-2. H οικογένεια αυτή εμπλέκεται στην επιβίωση των αιμοποιητικών 

κυττάρων. Προστασία στα μονοκυτταρικά φαγοκύτταρα παρέχεται επίσης και έναντι της 

επαγόμενης από το σύνδεσμο (ligand) Fas ή την ΙFΝ-γ απόπτωση (Gross et al, 2000). Με 

τον τρόπο αυτό το παθογόνο εμποδίζει την εξάλλεψη των κυττάρων ξενιστών του που του 

παρέχουν ένα προστατευτικό περιβάλλον για την επιβίωση και τον πολλαπλασιασμό του.   

 

5.5. Λοιμογονικότητα στα rough στελέχη της Brucella 

Τα στελέχη των Β. canis και Β. ovis, αν και εγγενώς στερούνται την Ο-αλυσίδα του 

LPS, προκαλούν νόσο στους φυσικούς τους ξενιστές. Προσλαμβάνονται από τα κύτταρα 

του ξενιστή με μεγαλύτερη αποτελεσματικότητα σε σχέση με τα smooth στελέχη, δεν 

πολλαπλασιάζονται όμως όπως αυτά. Αυτό συμβαίνει γιατί όπως έχει ήδη αναφερθεί δεν 

φαγοκυτταρώνονται δια μέσω των λιπιδικών rafts και συνεπώς τα κενοτόπια που τα 

περιέχουν συντήκονται περισσότερο με τα λυσοσώματα οδηγώντας στην εξάλλειψη τους 

(Ferrero et al, 2009). 

Rough στελέχη Β.abortus εγαστηριακά προερχόμενα, επιδεικνύουν 

κυτταροτοξικότητα σε καλλιέργειες μακροφάγων. Με βάση αυτό έχει υποστηριχθεί ότι η 

αυθόρμητη εμφάνιση τέτοιων κυτταροτοξικών μεταλλακτών μπορεί να διευκολύνει την 

εξάπλωση από κύτταρο σε κύτταρο των smooth στελεχών in vivo. Ωστόσο, είναι 

αξιοσημείωτο ότι στελέχη Β. canis και B. ovis δεν είναι κυτταροτοξικά σε καλλιέργειες 

μακροφάγων (Pei and Ficht, 2004). 
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5.6. Ανοσιακή απάντηση στη Brucella 

Όπως συμβαίνει και με άλλα ενδοκυττάρια βακτήρια, ενώ παράγονται αντισώματα, 

οι μηχανισμοί της κυτταρικής ανοσίας είναι απαραίτητοι για την αναχαίτιση του 

παθογόνου. Στο πρώιμο στάδιο της λοίμωξης επιστρατεύονται οι μηχανισμοί της φυσικής 

(innate) ανοσίας με σκοπό τη μείωση του αρχικού αριθμού των βακτηρίων που εισέβαλαν 

στον οργανισμό και τη δημιουργία περιβάλλοντος κατάλληλου για την ανάπτυξη ειδικής 

ανοσοαπάντησης προερχόμενης από τα Τ1 βοηθητικά (Τ helper 1-Τh1) κύτταρα (Ko and 

Splitter, 2003).  

Στα πλαίσια της φυσικής ανοσίας δρουν το συμπλήρωμα, τα ουδετερόφιλα, τα 

φυσικά κυτταροκτόνα (natural killer-NK) κύτταρα και τα μακροφάγα. Γενικά τα smooth 

στελέχη είναι περισσότερο ανθεκτικά στη βακτηριοκτόνο ικανότητα του ορού, σε σχέση 

με τα rough, γιατί δεν ενεργοποιούν τη εναλλακτική οδό του συμπληρώματος (Hoffmann 

and Houle, 1983). Τα ουδετερόφιλα είναι πιθανά τα πρώτα κύτταρα του ανοσοποιητικού 

συστήματος που συναντούν τη Brucella. Η κύρια λειτουργία τους είναι η φαγοκυττάρωση 

μετά από οψωνοποίηση των μικροβιακών κυττάρων (Young et al, 1985).  

Οι λειτουργίες της επίκτητης (adaptive) ανοσίας στη βρουκέλλωση μπορούν να 

ταξινομηθούν σε τρεις μηχανισμούς και επιτελούνται μέσω των αβ CD4
+ 

, CD8
+ 

και γδ Τ 

λεφοκυττάρων, των Β λεμφοκυττάρων και πλήθους κυτταροκινών. Πιο συγκεκριμένα, η 

IFN-γ που παράγεται από τα CD4
+
, CD8

+ 
και γδ Τ κύτταρα ενεργοποιεί τη βακτηριοκτόνο 

λειτουργία των μακροφάγων. Τα κυτταροτοξικά CD8
+ 

και γδ Τ κύτταρα σκοτώνουν τα 

μολυσμένα μακροφάγα. Οι ισότυποι των αντισωμάτων IgG2a και IgG3, αποτέλεσμα της 

ανάπτυξης του τύπου Τh1 της ειδικής ανοσίας, οψωνινοποιούν το παθογόνο 

διευκολύνοντας τη φαγοκυττάρωση (Ko and Splitter, 2003).  

Οι κυτταροκίνες που διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη βρουκέλλωση είναι η 

IL-12, η IFN-γ και ο ΤΝF-α. Η IL-12 παράγεται από τα Β κύτταρα και τα μακροφάγα και 

οδηγεί την Τh1 ανοσοαπάντηση, με αποτέλεσμα την παραγωγή IFN-γ από τα Τ κύτταρα. 

Η IFN-γ ενεργοποιεί τη βακτηριοκτόνο λειτουργία των μακροφάγων με τη σύμπραξη και 

του ΤΝF-α που παράγεται από τα μακροφάγα και τα ΝΚ κύτταρα (Ko and Splitter, 2003). 

Έχει βρεθεί ότι μια πρωτεΐνη της εξωτερικής μεμβράνης της Brucella και 

συγκεκριμένα η Οmp25 αναστέλλει την παραγωγή  ΤΝF-α από τα μακροφάγα (Jubier-

Maurin et al, 2001). Η πρωτεΐνη αυτή ανήκει στην ομάδα 3 των πρωτεϊνών της εξωτερικής 

μεμβράνης που είναι σε μεγάλο βαθμό διατηρημένο μεταξύ των ειδών, των βιοτύπων και 

των στελεχών της Brucella και έχει ομολογία στην αλληλουχία με την ΟmpA των 

Eντεροβακτηριακών (Cloeckaert et al, 1996). 

Τα Τ λεμφοκύτταρα που έχουν τον γδ υποδοχέα φυσιολογικά αποτελούν το 0,5-4% 

των Τ λεμφοκυττάρων του περιφερικού αίματος. Η πλειοψηφία τους (περίπου 90%) 
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χρησιμοποιεί έναν υποδοχέα Τ κυττάρων (T cell receptor-TcR) που περιλαμβάνει το 

ζεύγος των Vγ9 και Vδ2 περιοχών (Dornand et al, 2002). O αριθμός των Vγ9Vδ2 Τ 

κυττάρων αυξάνει δραματικά στο περιφερικό αίμα ασθενών με λοίμωξη από Β. melitensis 

φθάνοντας το 30% των Τ λεμφοκυττάρων (Bertotto et al, 1993). Αυτό είναι αποτέλεσμα 

της έκκρισης από τη Brucella ή από τα μονοκύτταρα τα μολυσμένα με Brucella ενός 

χαμηλού μοριακού βάρους (<3000 Kd) μη πεπτιδικού κλάσματος (Brucella soluble factor-

BSF). Ο παράγοντας αυτός διεγείρει τον πολλαπλασιασμό των Vγ9Vδ2 Τ κυττάρων και 

την παραγωγή από αυτά κυτταροκινών, όπως ο ΤΝF-α και η IFN-γ. Επιπλέον τα κύτταρα 

αυτά γίνονται κυτταροτοξικά τόσο για τα μονοκύτταρα τα μολυσμένα με Brucella, όσο και 

τα ίδια τα βακτήρια (Ottones et al, 2000). 

H έκβαση της λοίμωξης μπορεί να υποτεθεί ότι εξαρτάται από τις ακόλουθες 

αντιφατικές διεργασίες, που προκαλλούνται από το βακτήριο στην αρχή της λοίμωξης και 

ευνοούν είτε αυτό είτε το ξενιστή. Η αναστολή της παραγωγής ΤΝF-α από τα μακροφάγα 

από την Οmp25 έχει τις ακόλουθες επιπτώσεις: η αυτοκρινή ενεργοποίηση των 

μακροφάγων και η ενεργοποίηση των ΝΚ κυττάρων παραβλάπτονται. Η παραγωγή IFN-γ 

και η κυτταροτοξική δράση των ΝΚ κυττάρων αναστέλλονται. Επιπρόσθετα λόγω της μη 

ενεργοποίησης των μακροφάγων, από την απουσία ΤΝF-α και IFN-γ, αναστέλλεται η 

παραγωγή IL-12 και η ανάπτυξη της Τh1 ανοσοαπάντησης. Η διεργασία αυτή είναι 

απαραίτητη για την παραγωγή CD4
+ 

Τ κυττάρων, που παράγουν IFN-γ, και 

κυτταροτοξικών CD8
+ 

 Τ κυττάρων και τελικά την εξάλειψη του παρασίτου. Παράλληλα η 

ενεργοποίηση και ο πολλαπλασιασμός των Vγ9Vδ2 Τ κυττάρων μέσω του BSF, έχει σαν 

αποτέλεσμα την παραγωγή ΤΝF-α και IFN-γ (γεγονός που αντισταθμίζει την απουσία του 

ΤΝF-α) και επάγει την ενεργοποίηση των μακροφάγων και των ΝΚ κυττάρων και την 

ανάπτυξη της Τh1 ανοσοαπάντησης (Dornand et al, 2002). 

Το μονοπάτι  μεταβίβασης σημάτων (signaling pathway) cAMP/PKA των 

μακροφάγων εμπεριέχει μέρος των παραπάνω παρατηρήσεων. Η είσοδος της Brucella στα 

μακροφάγα προκαλεί αύξηση της κυκλικής μονοφωσφορικής αδενοσίνης (cyclic 

adenosine 5´-monophosphate- cAMP) με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση μιας κινάσης 

πρωτεϊνών (protein kinase-PKA) (Gross et al, 2003). H ενεργοποίηση του μονοπατιού 

cAMP/PKA έχει σαν αποτέλεσμα να επάγει την αντίσταση των μακροφάγων στην 

απόπτωση μέσω των μεταγραφικών παραγόντων cAMP και CREB, που είναι και 

αντιαποπτωτικοί μεσολαβητές. Η αύξηση του cAMP, ενός αναστολέα της παραγωγής 

ΤΝF-α από τα μακροφάγα, πιθανά επαυξάνει την αναστολή της παραγωγής  ΤΝF-α που 

μεσολαβείται από την Οmp25 κατά τη διάρκεια της λοίμωξης. Η αντίσταση στην 

ενεργοποίηση από την IFN-γ των μακροφάγων των μολυσμένων με το βακτήριο μπορεί να 

σχετίζεται με τις επιδράσεις του μονοπατιού cAMP/PKA. Συνοψίζοντας η Brucella 
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χρησιμοποιεί το μονοπάτι αυτό του κυττάρου ξενιστή προς όφελος της (Jimenez de 

Bagues et al, 2005). 

 

6. ΠΑΘΟΓΟΝΟΣ ΔΡΑΣΗ 

 
6.1. Κλινικές εκδηλώσεις 

Η βρουκέλλωση έχει ένα ευρύ φάσμα κλινικών εκδηλώσεων γεγονός που την 

καθιστά έναν απ` τους «μεγάλους μιμητές» (μαζί με τη σύφιλη και τη φυματίωση). Η 

περίοδος επώασης ποικίλλει από μία εβδομάδα έως δύο με τρεις μήνες, αν και έχει 

αναφερθεί ότι μπορεί να διαρκέσει και δέκα μήνες (Georgiou and Young, 1991). To μήκος 

της περιόδου αυτής εξαρτάται από τη λοιμογονικότητα του στελέχους, την ποσότητα του 

μικροβίου που εισήχθη στον οργανισμό, την πύλη εισόδου και την αντίσταση του ξενιστή. 

Η μολυσματική δόση, ειδικά για τη Β. melitensis είναι πολύ χαμηλή (10 μικροοργανισμοί).  

Η έναρξη των συμπτωμάτων μπορεί να είναι αιφνίδια, κυρίως όταν το αίτιο είναι η 

Β. melitensis, ή να εκδηλωθούν σε μια περίοδο αρκετών ημερών έως και πάνω από μια 

εβδομάδα. Ποικίλα μη ειδικά συμπτώματα όπως πυρετός, νυχτερινές εφιδρώσεις, ρίγη, 

κακουχία, σοβαρή κεφαλαλγία, μυαλγίες, αρθραλγίες, ανορεξία και απώλεια βάρους 

παρατηρούνται στις περισσότερες περιπτώσεις (Memish et al, 2000). Ο δύσοσμος ιδρώτας 

θεωρείται σχεδόν παθογνωμονικός (Pappas et al, 2005a).  

To πιο συχνό σύμπτωμα είναι ο πυρετός. Πρόκειται για κυματοειδή πυρετό λόγω 

των περιοδικών κυμάτων που μπορούν να εμφανισθούν σε μια περίοδο εβδομάδων, μηνών 

ή ακόμα και ετών (Young, 1995). Οι πυρετοί συνήθως εμφανίζονται κατά τη διάρκεια του 

απογεύματος και της νύχτας, ενώ η θερμοκρασία παραμένει φυσιολογική κατά τη διάρκεια 

της ημέρας, σε μια περίοδο δύο έως τριών εβδομάδων. Μετά από αυτό μπορεί να 

ακολουθήσουν αρκετές ημέρες κατά τις οποίες ο ασθενής είναι απύρετος και αισθάνεται 

σχετικά καλά μέχρι το επόμενο πυρετικό κύμα. 

Η μέγιστη θερμοκρασία συνήθως κυμαίνεται μεταξύ 38-41ºC, αλλά μπορεί να 

είναι και υψηλότερη. Η πτώση της θερμοκρασίας είναι γρήγορη και συνοδεύεται από 

έντονη εφίδρωση. Η υπερπυρεξία, που εμφανίζεται σε μερικές περιπτώσεις, είναι 

σημαντική αιτία θανάτου. Αυτή η περιοδική εμφάνιση των συμπτωμάτων οφείλεται στην 

συγκράτηση του μικροοργανισμού σε κοκκιώματα στους ιστούς και στην επακόλουθη 

απελευθέρωση του (ή απελευθέρωση συστατικών του όπως το LPS) στην κυκλοφορία. 

Σε αντίθεση με την πληθώρα των συμπτωμάτων τα ευρήματα της αντικειμενικής 

εξέτασης μπορεί να είναι λίγα και συνήθως πρόκειται για ηπατομεγαλία, σπληνομεγαλία 

και λεμφαδενοπάθεια (Namiduru et al, 2003). 

Η βρουκέλλωση ανάλογα με την διάρκεια των συμβατών με αυτή σημείων και 

συμπτωμάτων διακρίνεται, αν και κάπως αυθαίρετα, σε οξεία (διάρκεια μικρότερη των 
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δύο μηνών), υποξεία (διάρκεια δύο έως δώδεκα μήνες) και χρόνια (διάρκεια μεγαλύτερη 

του έτους) (Mantur et al, 2007). Η χρόνια βρουκέλλωση οφείλεται συνήθως σε επίμονες εν 

τω βάθει εστίες, όπως διαπυημένες βλάβες οστών, αρθρώσεων, ήπατος, σπλήνα ή νεφρών. 

Σε αντίθεση, μερικοί ασθενείς παραπονιούνται για καθυστερημένη ανάρρωση, με επίμονα 

μη ειδικά συμπτώματα, αλλά χωρίς αντικειμενικά σημεία νόσου ή ανεβασμένους τίτλους 

αντισωμάτων. Η αιτία της κατάστασης αυτής δεν έχει γίνει σαφής, αλλά κάποιοι 

συγγραφείς πιστεύουν ότι μπορεί να αντιπροσωπεύει προϋπάρχουσα ψυχονευρωτική 

διαταραχή που επιτείνεται από τη λοίμωξη (Young, 2005). 

Tο σύνδρομο αυτό των επίμονων αλλαγών στη συμπεριφορά που συνοδεύεται από 

παθολογικά νευρολογικά σύνδρομα, απώλεια βάρους και κόπωση, σε απουσία 

εργαστηριακών ευρημάτων υποτροπής της νόσου μοιάζει εντυπωσιακά με το σύνδρομο 

χρόνιας κόπωσης (chronic fatigue syndrome-CFS). Πρόκειται για ένα εξίσου ασαφές στην 

περιγραφή σύνδρομο που παρουσιάστηκε σε βετεράνους μετά τον πρώτο πόλεμο του 

κόλπου. Η βρουκέλλωση ήταν ενδημική στην εμπόλεμη περιοχή και ο φόβος της 

εσκεμμένης έκθεσης σε αεροσταγονίδια Brucella από το στρατό του Ιράκ, προεξείχε 

επίσης. Γι’ αυτό η νόσος αυτή ήταν από τις πρώτες διαγνώσεις που ενεπλέχθησαν στη 

μελέτη του CFS, χωρίς ωστόσο να υπάρξουν ακόμη σημαντικές αποδείξεις (Pappas et al, 

2006b).  

Υπάρχουν αναφορές που συσχετίζουν τα νέα είδη Brucella, τα προερχόμενα από 

τα θαλάσσια θηλαστικά, με ικανότητα πρόκλησης νόσου στον άνθρωπο. Στην Αγγλία, 

ένας εργαζόμενος σε εργαστήριο μολύνθηκε και κατόπιν ανέπτυξε νόσο γιατί χειριζόταν 

καλλιεργήματα στελέχους Brucella που απομονώθηκε από φώκια (Brew et al, 1999). Tον 

Απρίλιο του 2003, δημοσιεύτηκε  η πρώτη αναφορά ανθρώπινης λοίμωξης στην κοινότητα 

σχετιζόμενης με στελέχη από θαλάσσια θηλαστικά (Sohn et al, 2003). Συγκεκριμένα σε 

δύο ασθενείς με νευροβρουκέλλωση και εγκεφαλικά κοκκιώματα, ταυτοποιήθηκαν τα 

στελέχη αυτά. Επρόκειτο για δύο νέους άνδρες από το Περού και η πηγή της λοίμωξης δεν 

βρέθηκε. Μια πιθανή πηγή ήταν η κατανάλωση μολυσμένων προϊόντων από θαλάσσια 

θηλαστικά. Mια άλλη εκδοχή  είναι η πιθανή μεταφορά των στελεχών αυτών από άλλα 

είδη ζώων. Έχει αναφερθεί ορομετατροπή και απόβολή σε βοοειδή πειραματικά 

μολυνθέντα από στέλεχος Brucella προερχόμενο από φώκια (Phoca vitulina richardsi). Tο 

στέλεχος αυτό απομονώθηκε και από τα νεκρά έμβρυα, αποδεικνύοντας ότι είναι 

παθογόνο και για τα θαλάσσια θηλαστικά (Rhyan et al, 2001).  

Ένα άλλο περιστατικό λοίμωξης στην κοινότητα από θαλάσσιο στέλεχος αφορά 

έναν ασθενή στη Νέα Ζηλανδία με οστεομυελίτιδα στη σπονδυλική στήλη (McDonald et 

al, 2006). Στη Νορβηγία, υπάρχει μεγάλη παράδοση κατανάλωσης κρέατος από θαλάσσια 

θηλαστικά που κατά καιρούς έχουν βρεθεί μολυσμένα με Βrucella. Ωστόσο, βρουκέλλωση 
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δεν έχει αναφερθεί σε άτομα επαγγελματικά εκτεθειμένα στη Νορβηγία (π.χ. κυνηγούς 

φώκιας ή φάλαινας). Στην Ιαπωνία επίσης, παρόλο που οι φάλαινες κυνηγιούνται για 

ανθρώπινη κατανάλωση και βρουκέλλωση έχει αναγνωριστεί σε είδη φαλαινών του 

Βορειοδυτικού Ειρηνικού ωκεανού, δεν υπάρχει αναφορά τροφογενούς βρουκέλλωσης 

λόγω κατανάλωσης ωμού κρέτατος από τα ζώα αυτά (Godfroid et al, 2005).  

 

6.2. Επιπλοκές 

 
6.2.1. Σκελετικό σύστημα 

Η οστεοαρθρική νόσος είναι παγκοσμίως η πιο συχνή επιπλοκή της 

βρουκέλλωσης. Συνήθως πρόκειται για περιφερική αρθρίτιδα μη διαβρωτική, που αφορά 

τα γόνατα, τους αγκώνες, τα ισχία και τους καρπούς. Μπορεί να είναι λοιμώδης με 

μονοαρθρική συμμετοχή και απομόνωση της Brucella από το αρθρικό υγρό ή 

αντιδραστική  με συμμετοχή πολλών αρθρώσεων και αποτυχία στην προσπάθεια 

απομόνωσής της. Οι προσθετικές αρθρώσεις μπορούν επίσης να προσβληθούν στην 

περιφερική αρθρίτιδα. Ακολουθεί η ιερολαγονίτιδα (Pappas et al, 2005a).  

Η τρίτη μορφή οστεοαρθρικής νόσου είναι η σπονδυλίτιδα που προσβάλλει κυρίως 

την οσφυϊκή μοίρα της σπονδυλικής στήλης. Θεραπεύεται δύσκολα και συχνά έχει σαν 

αποτέλεσμα υπολειπόμενη βλάβη (Solera et al, 1999). Μια πολύ λιγότερο συχνή επιπλοκή 

είναι τα επισκληρίδια αποστήματα της σπονδυλικής στήλης που προκαλούν συμπίεση του 

νωτιαίου μυελού (Ates et al, 2005). Οι οστεοαρθρικές επιπλοκές συνδέονται μερικές φορές 

με γενετική προδιάθεση  και προτείνεται συσχέτιση με το φαινότυπο HLA –B39 (Bravo et 

al, 2003). 

 

6.2.2. Hπατοχοληφόρο σύστημα 

Επειδή το ήπαρ είναι το μεγαλύτερο όργανο του δικτυοενδοθηλιακού συστήματος, 

εμπλέκεται σχεδόν σε όλες τις περιπτώσεις βρουκέλλωσης. Ωστόσο η τρανσαμινασαιμία 

είναι συνήθως ήπια. Ο ίκτερος και το ηπατικό απόστημα είναι σπάνια (Αriza et al, 2001). 

To φάσμα των ιστολογικών ευρημάτων στην ηπατίτιδα από Brucella ποικίλλει. Η λοίμωξη 

από Β. abortus χαρακτηρίζεται από κοκκιώματα. Σε αντίθεση, η Β. melitensis παράγει 

βλάβες που ποικίλλουν από μικρές συσσωρεύσεις από μονοπύρηνα κύτταρα που 

περιβάλλουν νεκρωτικές εστίες διασκορπισμένες σε όλο το παρέγχυμα έως μια διάχυτη, 

μη ειδική φλεγμονή που προσομοιάζει με ιογενή ηπατίτιδα. Η Β. suis μπορείνα 

προκαλέσει διαπυημένα αποστήματα του ήπατος και του σπλήνα. Οι ηπατικές βλάβες 

υποστρέφουν με την αντιμικροβιακή θεραπεία και δεν καταλήγουν σε κίρρωση. Άλλες 

σπανιότερες επιπλοκές είναι η οξεία χολοκυστίτιδα, η παγκρεατίτιδα και η αυθόρμητη 

βακτηριακή περιτονίτιδα (Young, 2005). 
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6.2.3. Νευρικό σύστημα 

Αν και η κατάθλιψη είναι συνήθης στη βρουκέλλωση, η άμεση εισβολή στο 

κεντρικό νευρικό σύστημα εμφανίζεται σε λιγότερο από το 5% των περιπτώσεων 

(Υοung,1995). Με πιο συχνή επιπλοκή τη μηνιγγίτιδα (οξεία ή χρόνια) άλλες επιπλοκές 

είναι η εγκεφαλίτιδα, η μυελίτιδα, το εγκεφαλικό απόστημα, απομυελινωτικά  και 

μηνιγγοαγγειακά σύνδρομα. Η μηνιγγίτα μπορεί να εμφανιστεί στην αρχή ή αργότερα 

στην πορεία της νόσου. Η αυχενική δυσκαμψία εμφανίζεται σε λιγότερο από 50% των 

περιπτώσεων (Bouza et al, 1987).  

H ανάλυση του εγκεφαλονωτιαίου υγρού (ΕΝΥ) δείχνει επικράτηση των 

λεμφοκυττάρων, αυξημένα επίπεδα πρωτεΐνης και χαμηλά έως φυσιολογικά επίπεδα 

γλυκόζης. Η καλλιέργεια είναι θετική σε λιγότερο από 15% των περιπτώσεων. Η 

διάγνωση γίνεται με τα ειδικά αντισώματα που βρίσκονται στον ορό και στο ΕΝΥ (Mantur 

et al, 2006, Sanchez-Sousa et al, 1990). Η νευροβρουκέλλωση θεωρείται ασυνήθης αιτία 

παροδικών ισχαιμικών επεισοδίων (Bingol  and Togay-Isikay, 2006). 

 

6.2.4. Καρδιαγγειακό σύστημα  

Η ενδοκαρδίτιδα εμφανίζεται σε λιγότερο από 2% των περιπτώσεων αλλά 

ευθύνεται για την πλειοψηφία των θανάτων που σχετίζονται με τη βρουκέλλωση. Η 

αορτική βαλβίδα προσβάλλεται συχνότερα. Μπορούν να προσβληθούν τόσο οι φυσικές 

όσο και οι προσθετικές βαλβίδες (Reguera et al, 2003). Συνήθως απαιτείται συνδυασμός 

θεραπείας με αντιβιοτικά και χειρουργική αντικατάσταση βαλβίδας με ικανοποιητικά 

αποτελέσματα και βελτίωση της ποιότητας ζωής (Sasmazel et al, 2010). 

 

6.2.5. Ουρογεννητικός σωλήνας 

Η ορχεοεπιδιδυμίτιδα είναι η πιο συχνή ουρογεννητική επιπλοκή στους άνδρες και 

μπορεί να μπερδευτεί με καρκίνο των όρχεων ή φυματίωση (Navarro-Martinez A et al, 

2001). Έχει περιγραφεί και περίπτωση προστατικού αποστήματος (Dakdouki and Al 

Awar, 2005). Aν και η Brucella έχει απομονωθεί από τα ούρα ασθενών με βρουκέλλωση, 

η συμμετοχή των νεφρών είναι ασυνήθης. Διάμεση νεφρίτιδα, εξιδρωματική 

σπειραματονεφρίτιδα, πυελονεφρίτιδα και IgA νεφροπάθεια έχουν αναφερθεί. Στις 

γυναίκες, σε σπάνιες περιπτώσεις, έχουν παρατηρηθεί σαλπιγγίτιδα, τραχηλίτιδα και 

πυελικά αποστήματα (Young, 2005). Ασυνήθης εκδήλωση είναι και η ουρολοίμωξη 

(Mantur et al, 2006). 
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6.2.6. Αιματολογικές επιπλοκές 

Συνήθως παρατηρείται ήπια λευκοπενία με σχετική λεμφοκυττάρωση, ήπια 

αναιμία και θρομβοπενία (Pappas et al, 2005a). Στο μυελό των οστών ανευρίσκονται 

μικρά κοκκιώματα στο 75% των περιπτώσεων. Σοβαρή θρομβοπενία με πορφύρα (πιο 

συχνή σε παιδιά) μπορεί να είναι αποτέλεσμα της παρουσίας αντιαιμοπεταλιακών 

αντισωμάτων, υπερσπληνισμού ή αντιδραστικής αιμοφαγοκυττάρωσης (Young, 2005).  

 

6.2.7. Αναπνευστικό σύστημα 

Η συμμετοχή του αναπνευστικού κυμαίνεται από συμπτώματα που μοιάζουν με 

γρίππη και φυσιολογική ακτινογραφία θώρακος μέχρι βρογχίτιδα, βρογχοπνευμονία, 

πνευμονικά οζίδια, αποστήματα, κεχροειδείς βλάβες, πυλαία λεμφαδενοπάθεια και 

πλευριτικές συλλογές (Young, 2005).  

 

6.2.8. Οφθαλμικές επιπλοκές 

Η ραγοειδίτιδα είναι γενικά μια καθυστερημένη εκδήλωση αποτελούμενη από 

χρόνια ιριδοκυκλίτιδα, νομισματοειδή κερατίτιδα, πολυεστιακή χοριοειδίτιδα και οπτική 

νευρίτιδα. Θεωρείται μη λοιμώδους, ανοσολογικής αιτιολογίας που απαντά στη θεραπεία 

με κορτικοστεροειδή (Walker et al, 1992). Έχουν επίσης αναφερθεί σπάνιες περιπτώσεις 

ενδογενούς ενδοφθαλμίτιδας στις οποίες η Brucella έχει απομονωθεί από το υαλοειδές 

σώμα (Al Faran, 1990).  

 

6.3. Η βρουκέλλωση στην παιδική ηλικία 

Η βρουκέλλωση στα παιδιά είναι πολύ συχνή ειδικά λόγω  Β. melitensis. Αφορά 

κυρίως παιδιά σχολικής ηλικίας και συνήθως συνυπάρχουν κρούσματα και σε άλλα μέλη 

της οικογένειας. Έχει περισσότερο καλοήθη πορεία σε σχέση με τους ενήλικες όσον 

αφορά τη συχνότητα και τη σοβαρότητα των επιπλοκών και την απάντηση στη θεραπεία. 

Η πιο συχνή οστεοαρθρική επιπλοκή είναι μονοαρθρίτιδα γόνατος ή ισχίου (Franco et al, 

2007). H λευκή πιτυρίαση σε συνδυασμό με πυρετό είναι σταθερό εύρημα. Μια σπάνια 

επιπλοκή που έχει αναφερθεί σε παιδί είναι η οξεία παράλυση του αριστερού προσωπικού 

νεύρου (Mantur et al, 2007). Αντίθετα η συμμετοχή του ήπατος και οι αιματολογικές 

επιπλοκές είναι συνήθεις. Η νόσος πρέπει να θεωρείται πιθανή διάγνωση σε παιδιά με 

πανκυτταροπενία και θρομβοπενική πορφύρα σε ενδημικές περιοχές (Citak et al, 2010). 
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6.4. Ειδικές καταστάσεις 

 

6.4.1. Βρουκέλλωση και εγκυμοσύνη 

Η Brucella μπορεί να προκαλέσει αποβολή αλλά δεν έχει ξεκαθαριστεί αν η 

συχνότητα είναι μεγαλύτερη σε σχέση με άλλα λοιμογόνα αίτια (στον ανθρώπινο 

πλακούντα δεν υπάρχει ερυθριτόλη). Η έγκαιρη θεραπεία με αντιβιοτικά (cotrimoxazole ή 

cotrimoxazole/rifampincin) προστατεύει από ενδεχόμενη αυτόματη αποβολή (Khan et al, 

2001). Σε μια τελευταία μελέτη του 2011, η βρουκέλλωση κατά την εγκυμοσύνη δεν 

επηρεάζει την επίπτωση των συγγενών ανωμαλιών ή τη γέννηση νεκρών εμβρύων. Ο 

πρόωρος τοκετός και η γέννηση ελλιποβαρών νεογνών μπορεί να είναι επιπλοκές της 

νόσου. Ο συνδυασμός ceftriaxone/rifampicin ήταν ο πιο αποτελεσματική θεραπεία εγκύων 

γυναικών με βρουκέλλωση (Gulsun et al, 2011). 

 

6.4.2. Υποτροπές 

Οι υποτροπές εμφανίζονται σε ποσοστό περίπου 10% και πιο συχνά εντός 6 μηνών 

από την αρχική λοίμωξη αν και μπορούν να παρουσιαστούν ακόμη και δύο χρόνια μετά τη 

θεραπεία. Είναι συνήθως ηπιότερες σε σχέση με την αρχική νόσο και μπορούν να 

αντιμετωπισθούν με επανάληψη κάποιου από τα συνήθη σχήματα αντιβιοτικών (Solera et 

al, 1998). Οι περισσότερες περιπτώσεις οφείλονται σε ανεπαρκή θεραπεία ή σχετίζονται 

με χαρακτηριστικά της αρχικής λοίμωξης όπως διάρκεια νόσου  10 ημερών ή λιγότερο 

πριν την έναρξη της θεραπείας, ανδρικό φύλο, βακτηριαιμία και θρομβοπενία (Ariza et al, 

1995). H υποτροπή συνήθως δεν οφείλεται σε αντοχή στα αντιβιοτικά γιατί τα στελέχη 

που απομονώνονται έχουν την ίδια ευαισθησία με το αρχικά απομονούμενο στέλεχος. 

 

6.4.3. Βρουκέλλωση και ανοσοκατασταλμένοι 

  Αν και είναι γνωστή η σχέση μεταξύ βρουκέλλωσης και ανοσολογικής απάντησης 

μέσω των Τ κυττάρων, η νόσος δεν είναι ευκαιριακή λοίμωξη για τους ασθενείς που 

φέρουν τον ιό της ανθρώπινης ανοσοανεπάρκειας (Human immunodeficiency virus-HIV) 

ή έχουν AIDS, ακόμη και σε ενδημικές περιοχές. Οι περισσότεροι ασθενείς με  λοίμωξη 

από HIV και βρουκέλλωση έχουν καλοήθη κλινική πορεία στα αρχικά στάδια της 

λοίμωξης, σύμφωνα με τον αριθμό των CD4+ T λεμφοκυττάρων (Moreno et al, 1998). 

Ωστόσο, σε ανοσοκατασταλμένους ασθενείς σε χημειοθεραπεία, παρατεινόμενη 

εμπύρετη ουδετεροπενία που δεν ανταποκρίνεται σε ευρέως φάσματος αντιβιοτικά μπορεί 

να υποκρύπτει λοίμωξη από Brucella, ειδικά σε ενδημικές περιοχές (Sari et al, 2002).  

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/05/2024 18:46:41 EEST - 18.217.190.162



58 

 

6.4.4. Βρουκέλλωση και θεραπεία με αντι-TNF-α παράγοντες 

 Όπως έχει ήδη αναφερθεί η τελική εξάλλειψη της Brucella εξαρτάται από την 

επαρκή ενεργοποίηση των μακροφάγων μέσω της Τh1-μεσολαβούμενης ανοσίας. Οι 

κυτταροκίνες που επαυξάνουν την δραστικότητα των ενεργοποιημένων μακροφάγων 

εναντίον της Brucella, περιλαμβάνουν τον TNF-α και την INF-γ (Zhan and Cheers, 1998). 

Οι αντι-TNF-α παράγοντες, π.χ. infliximab (μονοκλωνικό αντίσωμα που εξουδετερώνει τις 

δράσεις του TNF-α) και etanercept, χρησιμοποιούνται ευρέως στη θεραπεία της 

ρευματοειδούς αρθρίτιδας και γενικά των ρευματικών νοσημάτων. Από τις πιο σημαντικές 

παρενέργειες αυτής της θεραπείας είναι τροποποιήσεις και καθυστερήσεις στην κυτταρική 

ανοσία. Ο TNF-α είναι απραίτητος για το σχηματισμό και τη διατήρηση των κοκκιωμάτων 

(Roach et al, 2002). H συσχέτιση μεταξύ φυματίωσης και άλλων κοκκιωματωδών 

νοσημάτων όπως η ιστοπλάσμωση, η λιστερίωση και η ασπεργίλωση και θεραπείας με 

αντι-TNF-α παράγοντες είναι γνωστή (Wintrop and Chiller, 2009). 

 Tρεις περιπτώσεις βρουκέλλωσης συνδυασμένης με τέτοιου είδους θεραπεία έχουν 

αναφερθεί μέχρι τώρα. Στην πρώτη περίπτωση επρόκειτο για επανενεργοποίηση της 

νόσου. Η ασθενής, που έπασχε από ρευματοειδή αρθρίτιδα, είχε βρουκέλλωση τέσσερα 

χρόνια νωρίτερα και είχε λάβει θεραπεία με rifampicin και doxycycline. Η νόσος 

επανενεργοποιήθηκε μετά την τρίτη έγχυση infliximab. Οι συγγραφείς κατέληξαν ότι 

πρόκειται για επανενεργοποίηση και πρότειναν έλεγχο για ενεργό νόσο πριν την έναρξη 

χορήγησης αντι-TNF-α παράγοντα σε ενδημικές περιοχές, όπως γίνεται για την 

φυματίωση. Ιδιαίτερα αν ο ασθενής έχει ιστορικό βρουκέλλωσης, το ενδεχόμενο 

υποτροπής πρέπει πάντα να υπάρχει κατά νου. Η συγκεκριμένη ασθενής εννέα μήνες μετά 

την ολοκλήρωση της θεραπείας για την επανενεργοποίηση της βρουκέλλωσης ξεκίνησε εκ 

νέου χορήγηση αντι-TNF-α παράγοντα (etanercept) και για τα δύο επόμενα χρόνια δεν 

παρουσίασε σημεία νέας υποτροπής (Jimenez et al, 2005). 

 Η δεύτερη αναφορά αφορά μια γυναίκα ασθενή 69 ετών με ψωριασική αρθρίτιδα 

που έλαβε θεραπεία με infliximab για έξι μήνες. Κατά τον έκτο μήνα παρουσίασε πόνο 

χαμηλά στην οσφύ που αρχικά θεωρήθηκε ότι οφείλεται στην νόσο. Λόγω της επιδείνωσης 

του πόνου και του πυρετού έγινε λήψη αιμοκαλλιεργειών και διαγνώσθηκε βρουκέλλωση. 

Η εμπλοκή της σπονδυλικής στήλης απεικονίστηκε στην μαγνητική τομογραφία. 

Θεωρήθηκε ότι η λοίμωξη ήταν πρόσφατη εξαιτίας κατανάλωσης μολυσμένων 

γαλακτοκομικών προϊόντων και προτάθηκε η διενέργεια συκολλητινοαντίδρασης Wright, 

όταν υπάρχει υπόνοια, με προσεκτική ερμηνεία του τίτλου (Papagoras et al, 2009). 

 Στην πιο πρόσφατη αναφορά, ένας πενηνταεπτάχρονος άνδρας ασθενής με 

ρευματοειδή αρθρίτιδα νόσησε από βρουκέλλωση κατά τη διάρκεια θεραπείας με 

infliximab παρουσιάζοντας νυχτερινή εφίδρωση και πυρετό, ενώ ο τίτλος στη 
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συγκολλητινοαντίδραση Wright ήταν 1/1280. Επισημαίνεται η ανάγκη να περιλαμβάνεται 

η Brucella στη λίστα ελέγχου όταν υπάρχει υπόνοια λοίμωξης σε ενδημικές περιοχές, 

καθώς η βρουκέλλωση σε ασθενή με ρευματοειδή αρθρίτιδα που έχει λάβει 

ανοσοκατασταλτικούς παράγοντες μπορεί να προκαλέσει σοβαρή πολυοργανική 

συμμετοχή. Οι αρθρώσεις πασχόντων από ρευματοειδή αρθρίτιδα είναι περισσότερο 

επιρρεπείς σε λοιμώξεις και τα φάρμακα που χρησιμοποιούνται για τη θεραπεία τους 

μπορούν να αλλάξουν την άμυνα του ξενιστή και/ή να καλύψουν τα συμπτώματα της 

βρουκέλλωσης, με αποτέλεσμα καθυστερημένη διάγνωση και χειρότερη πορεία νόσου. 

Εξάλλου η ιερολαγονίτιδα και η σπονδυλίτιδα είναι από τις συχνότερες εντοπίσεις της 

οστεοαρθρικής νόσου της βρουκέλλωσης και ως εκ τούτου είναι προφανής η δυσκολία 

διάκρισής της σε ασθενείς με σπονδυλαθροπάθειες όπως η αγκυλοποιητική σπονδυλίτιδα 

και η ψωριασική αρθρίτιδα (Αkgul and Ozgocmen, 2011). 

 

Στον Πίνακα 4, συνοψίζονται οι κλινικές εκδηλώσεις της ανθρώπινης βρουκέλλωσης (από 

Pappas et al, 2005a): 
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7. ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΔΙΑΓΝΩΣΗ 
 

7.1. Μη ειδική 

 Η γενική αίματος στη βρουκέλλωση παρουσιάζει απουσία της αναμενόμενης λόγω 

λοίμωξης λευκοκυττάρωσης και μερικές φορές ουδετεροπενία με συνοδό θρομβοπενία. 

Από τον περεταίρω έλεγχο, υπάρχει αύξηση της C-αντιδρώσας πρωτεΐνης (CRP) και μικρή 

αύξηση των τρανσαμινασών. Η γενική εξέταση του αρθρικού υγρού, σε περίπτωση 

αρθρίτιδας, δείχνει αύξηση των λευκοκυττάρων (>10.000/mm
3
), με επικράτηση των 

πολυμορφοπύρηνων. Η γενική εξέταση ΕΝΥ, σε περίπτωση νευροβρουκέλλωσης, δείχνει 

αύξηση των λευκοκυττάρων, με τύπο συνήθως λεμφοκυτταρικό, αύξηση του λευκώματος 

και μερικές φορές μείωση του σακχάρου ΕΝΥ (Maurin, 2005). 

 

7.2. Ειδική 

 
7.2.1. Καλλιέργεια 

Λόγω των ειδικών παθογενετικών χαρακτηριστικών του μικροβίου η βακτηριαιμία 

από Brucella μπορεί να είναι ένα παροδικό, αρχικό γεγονός, ακολουθούμενο από την 

είσοδο στα μακροφάγα. Μετά τον ενδοκυττάριο πολλαπλασιασμό, η βακτηριαιμία μπορεί 

να είναι συνεχόμενη ή διαλείπουσα. Καθώς η νόσος εξελίσσεται, τείνει να είναι απούσα 

όπως συμβαίνει στην πλειονότητα των περιπτώσεων χρόνιας βρουκέλλωσης. Επιπλέον 

εκτός του ότι το μικροβιακό φορτίο που απαιτείται για την πρόκληση λοίμωξης μπορεί να 

είναι εξαιρετικά χαμηλό (10-100 μικροοργανισμοί), η Brucella διπλασιάζεται αργά (κατά 

μέσο όρο σε 2-3h) (Pappas et al, 2007). Τα χαρακτηριστικά αυτά εξηγούν, εν μέρει, τη 

δυσκολία απομόνωσης του μικροβίου. 

 

 Δείγμα: συλλογή και διατήρηση: Η απομόνωση της Brucella μετά από 

καλλιέργεια ισοδυναμεί με απόδειξη της νόσου. Aπομονώνεται πιο συχνά κατά την οξεία 

φάση της λοίμωξης από Β. melitensis ή Β. suis  και λιγότερο από Β. abortus. Δείγματα 

οποιουδήποτε υγρού του σώματος ή ιστού που συλλέγεται χειρουργικά ή κατά τη διάρκεια 

νεκροψίας μπορούν να καλλιεργηθούν. Δείγματα που πιθανά περιέχουν Brucella πρέπει να 

καλλιεργούνται εντός δύο ωρών μετά τη λήψη ή, αν αυτό δεν είναι δυνατόν, να 

διατηρούνται σε θερμοκρασία 2-8
ο
C. Τα δείγματα ιστών πρέπει να διατηρούνται υγρά π.χ. 

προσθέτοντας αρκετές σταγόνες φυσιολογικού ορού. Η Brucella σπάνια απομονώνεται 

από δείγματα που περιέχουν ανταγωνιστική μικροβιακή χλωρίδα (Corbel, 1997). 

Συνήθως πρόκειται για δείγματα αίματος και μυελού των οστών. Ιστορικά, η καλλιέργεια 

μυελού των οστών είναι η μέθοδος αναφοράς (gold standard) λόγω της μεγάλης 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/05/2024 18:46:41 EEST - 18.217.190.162



61 

 

συγκέντρωσης του μικροβίου στο δικτυοενδοθηλιακό σύστημα (ΔΕΣ) με αποτέλεσμα 

μεγαλύτερη ευαισθησία ειδικά σε περιπτώσεις χρόνιας βρουκέλλωσης και όταν ο ασθενής 

έχει ήδη λάβει θεραπεία με αντιβιοτικά. Επιπλέον, η εξάλειψη του μικροβίου από το μυελό 

των οστών ισοδυναμεί με εκρίζωση (Gotuzzo et al, 1986). 

 

 Απομόνωση από τα συνήθη δείγματα (αίμα-μυελός οστών): Η εργαστηριακή 

απόδειξη της βακτηριαιμίας είναι σημαντική γιατί βοηθά στη διαφορική διάγνωση όταν η 

οροδιάγνωση είναι αρνητική. Επίσης η βακτηριαιμία ενέχει αυξημένο κίνδυνο για 

υποτροπή, δευτεροπαθή διασπορά και πρόκληση εστιακών επιπλοκών και αυτό πρέπει να 

ληφθεί υπόψη για την πιθανή τροποποίηση του θεραπευτικού σχήματος (Pappas and 

Papadimitriou, 2007). Tα δείγματα αίματος που προορίζονται για καλλιέργεια πρέπει να 

λαμβάνονται κατά τη φάση του πυρετού και κατά προτίμηση όταν η θερμοκρασία 

ανεβαίνει. Το ποσοστό απομόνωσης μπορεί να βελτιωθεί αν αρκετά δείγματα συλλέγονται 

κατά τη διάρκεια του εικοσιτετραώρου. Ανάλογα με τις πρακτικές των επιμέρους 

εργαστηρίων, το μικροβιακό φορτίο του δείγματος και τις μεθόδους που χρησιμοποιούνται 

το ποσοστό των περιπτώσεων με θετικές καλλιέργειες κυμαίνεται από 15-70% (Alişkan, 

2008). 

Τα συνήθη δείγματα, αίμα και μυελός των οστών, ενοφθαλμίζονται σε αερόβιες 

και αναερόβιες φιάλες αιμοκαλλιεργειών. Όταν πρόκειται για αίμα ενοφθαλμίζονται 20 

ml/set για ενήλικα και 1-20 ml/set (ανάλογα με το βάρος σώματος) για παιδί που 

μεταφέρονται στο εργαστήριο εντός 2 ωρών σε θερμοκρασία δωματίου. Προτείνεται η 

λήψη τριών ζευγών/24h. Όταν το δείγμα είναι μυελός των οστών εμβολιάζεται σε φιάλες 

αιμοκαλλιεργειών ή σε σωληνάριο του συστήματος λύσης φυγοκέντρησης 1,5 ml και 

μεταφέρεται στο εργαστήριο εντός 24h σε θερμοκρασία δωματίου (μία λήψη/24h) 

(Thomson, 2007). Λόγω του αργού ρυθμού ανάπτυξης της Βrucella οι συμβατικές 

αιμοκαλλιέργειες πρέπει να επωάζονται στους 37
ο
C για τουλάχιστον 4 εβδομάδες με 

τυφλές ανακαλλιέργειες ανά 3-5 ημέρες σε κατάλληλο στερεό θρεπτικό υλικό. 

Οι συχνές ανακαλλιέργειες μπορούν να αποφευχθούν με τη χρήση του διφασικού 

συστήματος Castaneda. Η φιάλη καλλιέργειας περιέχει υγρό θρεπτικό υλικό (π.χ. brain 

heart infusion broth) καθώς και ένα στρώμα του ίδιου υλικού στερεοποιημένο με την 

προσθήκη 2-3% άγαρ. Κάθε δεύτερη με τρίτη μέρα οι πλευρές του άγαρ πρέπει να 

ελέγχονται και σε απουσία ανάπτυξης να υγραίνονται ξανά γέρνοντας τη φιάλη (Mantur 

and Mangalgi, 2004). Ωστόσο, και με το σύστημα αυτό ανακαλλιέργειες σε στερεό 

θρεπτικό υλικό πρέπει να γίνονται όταν παρατηρηθεί ανάπτυξη για την αποφυγή 

μετάπτωσης των αποικιών από την S (smooth) στην R (rough) φάση. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/05/2024 18:46:41 EEST - 18.217.190.162



62 

 

Με τη μέθοδο λύσης-φυγοκέντρησης επιτυγχάνεται οσμωτική ή χημική (π.χ. με 

σαπωνίνη) λύση των ερυθροκυττάρων, ακολουθούμενη από συγκέντρωση των βακτηρίων 

με φυγοκέντρηση και άμεσο ενοφθαλμισμό του ιζήματος σε θρεπτικό υλικό. Τα τρυβλία 

επωάζονται στους 37
ο
C, με και χωρίς CO2,  για 7 ημέρες. Η μέθοδος αυτή έχει καλύτερη 

ευαισθησία και μικρότερο χρόνο ανίχνευσης σε σχέση με το διφασικό σύστημα. Επειδή 

είναι απλή τεχνολογικά, είναι αναμφισβήτητα προτιμότερη από το σύστημα Castaneda για 

εργαστήρια που δεν έχουν αυτόματα συστήματα αιμοκαλλιεργειών (Etemadi et al, 1984 ; 

Mantur and Mangalgi, 2004). Επιπλέον, είχε καλύτερα αποτελέσματα σε σχέση με τον 

άμεσο ενοφθαλμισμό όταν καλλιεργήθηκε αρθρικό υγρό (Yagupsky and Peled, 2002). 

Στον Πίνακα 5, δίνονται συγκριτικά κάποια χαρακτηριστικά των παραπάνω μεθόδων. 

 

Πίνακας 5: Χαρακτηριστικά και ευαισθησία των μεθόδων καλλιεργειών κλινικών 

δειγμάτων (από Franco et al, 2007). 

 

 Χρόνος επώασης Tυφλές 

ανακαλλιέργειες 

Ευαισθησία 

(στάδιο νόσου) 

Ruiz - Castaneda 7 – 21ημέρες Ναι 70 – 80 % (οξεία) 

< 50 %  (χρόνια) 

Μέθοδος λύσης - 

φυγοκέντρησης 

2- 4 ημέρες Όχι > 90 % (οξεία) 

70 % (χρόνια) 

Καλλιέργεια 

μυελού οστών 

 

4 – 7 ημέρες Ανάλογα με τη μέθοδο-

υλικά που 

χρησιμοποιούνται 

97 % (οξεία) 

90 % (υποξεία) 

50 % (χρόνια) 

 
Τα αυτόματα, ραδιομετρικά ή συνεχούς παρακολούθησης μη ραδιομετρικά 

συστήματα αιμοκαλλιεργειών, όπως το BACTEC (Becton Dickinson, Germany) ή το 

BACT/ALERT (BioMerieux, France), έχουν μειώσει την προαναλυτική διαδικασία και 

βελτιστοποιήσει την παρακολούθηση της ανάπτυξης και την ταχύτητα ανίχνευσης. 

Ανιχνεύουν τη βακτηριακή ανάπτυξη μετρώντας την επακόλουθη απελευθέρωση CO2  και 

θεωρούνται ικανοποιητικά για την απομόνωση της Βrucella (Ruiz et al, 1997). 

Συγκρινόμενη με τις πρώιμες εκδοχές των συστημάτων αυτών, όπως το BACTEC 

460 και το BACTEC NR, η μέθοδος της λύσης-φυγοκέντρησης είχε μειωμένους χρόνους 

ανίχνευσης, αλλά σε κάποιες περιπτώσεις τα αυτόματα συστήματα είχαν καλύτερη 

ευαισθησία (Kolman et al, 1991). Νεότερες μελέτες όμως, με τις πιο σύγχρονες εκδοχές 

τους, καταδεικνύουν την ικανότητα τους να πετυχαίνουν χρόνους ανίχνευσης που είναι 

μικρότεροι αυτών της λύσης-φυγοκέντρησης (>95% θετικές καλλιέργειες εντός 7 ημερών 

επώασης) και καλύτερη ευαισθησία (Yagupsky et al, 1997). Σε γενικές γραμμές τα 

σύγχρονα αυτόματα συστήματα αιμοκαλλιεργειών μπορούν να ανιχνεύσουν τη Brucella 
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εντός του συνήθους χρόνου επώασης (Baron et al, 2005), μειώνοντας το χρόνο 

απομόνωσης στις 2-4 ημέρες (Baysallar et al, 2006).  

H μεγαλύτερη ευαισθησία των σύγχρονων αυτόματων συστημάτων 

αιμοκαλλιεργειών καθιστά την πιο επεμβατική διαδικασία καλλιέργειας μυελού των οστών 

απαραίτητη μόνο σε περιπτώσεις όπου υπάρχει διαγνωστικό πρόβλημα και οι 

αιμοκαλλιέργειες είναι αρνητικές.  

Mετά τη θετικοποίηση της καλλιέργειας ακολουθεί ανακαλλιέργεια σε στερεό 

θρεπτικό υλικό. Η Βrucella αναπτύσσεται στα περισσότερα υλικά που χρησιμοποιούνται 

στο εργαστήριο, όπως το αιματούχο, το σοκολατόχρωμο, το Βrucella και το τρυπτικάση 

σόγια άγαρ (trypticase soy agar-TSA). Κάποια στελέχη αναπτύσσονται και στο 

MacConkey άγαρ. Επειδή αναπτύσσεται αργά, μπορεί να χρειαστούν 48-72h για να 

εμφανιστούν ορατές αποικίες (Dahook et al, 2003).  

 

 Ταυτοποίηση: Λόγω του αποδεδειγμένου κινδύνου εργαστηριακής μετάδοσης της 

βρουκέλλωσης, τα δείγματα που πιθανά είναι θετικά για Βrucella καθώς και όλοι οι 

χειρισμοί των καλλιεργειών πρέπει να γίνονται σε θάλαμο βιολογικής ασφάλειας με 

πρακτικές βιολογικής ασφάλειας επιπέδου 3 (Biosafety Level 3, BSL-3). Χειρισμοί που 

μπορεί να δημιουργήσουν αεροσταγονίδια πρέπει όσο γίνεται να αποφεύγονται 

(Robichaud et al, 2004). 

H Βrucella μπορεί να ταυτοποιηθεί με βάση μορφολογικά, καλλιεργητικά και 

ορολογικά χαρακτηριστικά: Μετά από επώαση 48-72h οι αποικίες είναι μικρές (με 

διάμετρο <=1mm), ημιδιαφανείς, απαλές και εύκολα ομογενοποιούμενες. Στο αιματούχο 

άγαρ είναι μη αιμολυτικές. Στη χρώση κατά Gram βλέπουμε πολύ μικρά, Gram-αρνητικά 

κοκκοβακτηρίδια. Με εξαίρεση τη Francisella tularensis, είναι ο πιο μικρός Gram-

αρνητικός μικροοργανισμός που μπορεί να συναντήσει κανείς στο κλινικό εργαστήριο. Σε 

κάποιες περιπτώσεις, ειδικά όταν ο αποχρωματισμός είναι ανεπαρκής, μπορεί να 

φαίνονται Gram-θετικά, οδηγώντας σε παραπλάνηση (Noviello et al, 2004). 

Eκτός από τη μορφολογία στη χρώση Gram, οι θετικές δοκιμασίες καταλάσης (με 

προσθήκη υπεροξειδίου του υδρογόνου 3%), οξειδάσης (η Βrucella πρέπει να αναπτύξει 

χρώμα εντός 10-30 sec από τον ενοφθαλμισμό) και υδρόλυσης της ουρίας συνηγορούν ότι 

πρόκειται για Βrucella. Στον Πίνακα 6, περιλαμβάνονται μερικά οξειδάση και ουρεάση 

θετικά, Gram-αρνητικά βακτήρια, από τα οποία, μαζί με τον Haemophilus spp., πρέπει να 

γίνει διαφορική διάγνωση. Η διαφορά στο μέγεθος είναι χρήσιμη στη διάκριση του 

Psychrobacter phenylpyruvicus από τη Βrucella. Η μορφολογία καθώς και η κινητικότητα 

είναι χρήσιμες για τη διαφοροποίηση της Bordetella bronchiseptica και του Οchrobactrum 

anthropi. Ουρεάση θετικοί βιότυποι Haemophilus spp., επιπρόσθετα με την απαίτηση σε 
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παράγοντες V και X (ή μόνο V), διαφέρουν από τη Βrucella και στο ότι δεν 

αναπτύσσονται σε αιματούχο άγαρ. Η Οligella ureolytica μπορεί να είναι πιο δύσκολο να 

διακριθεί. Αν και περιγράφεται ως κινητή, η κινητικότητα μπορεί να είναι καθυστερημένη 

ή δύσκολο να καταδειχθεί. Συνήθως απομονώνεται από ούρα που δεν είναι συνηθισμένη 

πηγή για τη Βrucella. Επίσης σε υλικό ζύμωσης-οξείδωσης η Βrucella παράγει οξύ από 

την ξυλόζη ενώ η Ο. ureolytica όχι (Lindquist et al, 2007). 

H επιβεβαίωση ότι πρόκειται για αποικία Βrucella μπορεί να γίνει και ορολογικά 

με συγκολλητινοαντίδραση σε σωληνάριο ή σε πλάκα χρησιμοποιώντας πολυδύναμο 

αντιορό. Φτιάχνεται ένα εναιώρημα του απομονωθέντος στελέχους ισοδύναμο με 2 

McFarland σε 1% αλατούχο διάλυμα φορμαλίνης. Το εναιώρημα αφήνεται για 24h ώστε 

να σκοτωθούν οι μικροοργανισμοί και χρησιμοποιείται ως αντιγόνο. Αποικίες σε S-φάση 

πρέπει να χρησιμοποιούνται για να αποφευχθεί αυτοσυγκόλληση. Η Β. canis δεν 

συγκολλάται με αυτό τον αντιορό αλλά η διαδικασία αυτή μπορεί να επιβεβαιώσει ως 

Βrucella τα είδη που προκαλούν πιο συχνά ανθρώπινη βρουκέλλωση: Β. melitensis, B. 

abortus και Β. suis (Lindquist et al, 2007). Διασταυρούμενες αντιδράσεις με άλλους 

μικροοργανισμούς όπως Afipia clevelandensis, Francisella tularensis, Vibrio cholerae, 

Escherichia coli O:157, Xanthomonas maltophilia, Salmonella O:30 και Yersinia 

enterocolitica O:9 έχουν αναφερθεί. 

 

 Ταυτοποίηση είδους: Βασίζεται στα ακόλουθα χαρακτηριστικά: 

- Ανάγκη για CO2 : Ο ύποπτος μικροοργανισμός επωάζεται σε Columbia αιματούχο 

ή σοκολατόχρωμο άγαρ σε ατμόσφαιρα με και χωρίς 5-10% CO2. Καλύτερη 

ανάπτυξη παρουσία CO2 παρατηρείται όταν πρόκειται για B. abortus και Β. ovis 

(Corbel and MacMillan, 1998).  

- Παραγωγή υδρόθειου (Η2S): Το υδρόθειο παράγεται από αμινοξέα που περιέχουν 

θείο. Μια χάρτινη ταινία οξεικού μολύβδου αναρτάται πάνω από λοξό 

καλλιέργημα σε σωληνάριο που περιέχει TSA ή Brucella άγαρ. Η ταινία 

διαβάζεται και αλλάζει καθημερινά για το πολύ 6 ημέρες ή μέχρι η ταινία να 

μαυρίσει. Πρέπει να αποφεύγεται επαφή της ταινίας με το άγαρ ή την επιφάνεια 

της αποικίας. Στελέχη Β. abortus, B. neotomae και Β. suis βιότυπου 1 παράγουν 

υδρόθειο σε επαρκή ποσότητα για να προκαλέσουν μαύρο χρωματισμό της ταινίας. 

- Υδρόλυση ουρίας: Η ουρεάση παράγεται από τα περισσότερα στελέχη αλλά η 

δραστικότητα της ποικίλλει σημαντικά μεταξύ των ειδών. Άγαρ ουρίας κατά 

Christensen σε σωληνάριο ενοφθαλμίζεται με αρκετό υλικό από τις ύποπτες 

αποικίες και αφήνεται σε θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά. Σ’ αυτό το χρονικό 

διάστημα θετική αντίδραση (ανάπτυξη κόκκινου χρώματος) θα δώσουν η  Β. suis, 
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η Β. canis και μερικά στελέχη Β. melitensis. H B. abortus και τα περισσότερα 

στελέχη Β. melitensis θα χρειασθούν επιπλέον επώαση στους 37ºC, καθ’ όλη τη 

διάρκεια της νύχτας για δώσουν θετική αντίδραση (Lindquist et al, 2007). 

- Ευαισθησία στις χρωστικές: Οι δοκιμασίες ανάπτυξης παρουσία χρωστικών 

βασίζονται στη βακτηριοστατική τους επίδραση στη Brucella που ποικίλλει 

ανάλογα με το είδος. Xρησιμοποιούνται η βασική φουξίνη και η θειονίνη που 

προστίθενται συνήθως σε συγκέντρωση 20μg/ml σε κατάλληλο υλικό όπως το 

Brucella άγαρ. Αφού ενοφθαλμιστεί το ύποπτο μικροβιακό εναιώρημα, τα τρυβλία 

επωάζονται στους 37ºC για 3-4 ημέρες σε ατμόσφαιρα 5-10% CO2. Εναλλακτικά 

μπορούν να χρησιμοποιηθούν εμπορικά διαθέσιμες χάρτινες ταινίες εμποτισμένες 

με τις παραπάνω χρωστικές σε αραιώσεις 1:25.000, 1:50.000 και 1:100.000. Όταν 

πρόκειται για στέλεχος Brucella ευαίσθητο στη χρωστική παρατηρείται ζώνη 

αναστολής  >= 4mm γύρω από την ταινία. Η Β. abortus αναπτύσσεται παρουσία 

βασικής φουξίνης (εκτός από τον βιότυπο 2 και κάποια στελέχη του βιότυπου 4) 

αλλά όχι παρουσία θειονίνης. Η Β. melitensis αναπτύσσεται παρουσία και των δύο 

χρωστικών. Η Β. suis αναπτύσσεται μόνο παρουσία θειονίνης αλλά όχι φουξίνης 

(εκτός από τον βιότυπο 3). Η Β. neotomae αναστέλλεται από τη βασική φουξίνη 

καθώς και στελέχη της  Β. canis και Β. ovis (Dahook et al, 2003). 
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Πίνακας 6: Διαφοροποίηση ειδών Francisella και Brucella από παρόμοια gram-αρνητικά είδη
a
 (από Lindquist et al, 2007) 

 

 
Δοκιμασία Brucella spp. F. tularensis Bartonella 

spp.b 
Acinetobacter 

spp. 
Psychrobacter 

phenylpyruvicusc 
Oligella 

ureolytica 
Bortetella 

bronchiseptica 
Haemophilus spp.d Ochrobactrum 

antropi 

Oxidase + - - - + + + v + 

Urease + - - - + + + v + 

Gram stain morphology Tiny ccb Very tiny ccb Thin rob Broad ccb Broad ccb Small to 

tiny ccb 

Thin rod Small ccb Medium rod 

Specimen source Blood, bone 

marrow 

Ulcer, 

wound, 

blood, 

aspirates 

Blood, bone 

marrow, 

lymph node 

v v Urinary tract V Blood, 

cerebrospinal fluid, 

other 

v 

X and/or V factor 

requirement 

- - - e - - - _ + - 

Motility - - - - - + + - + 

 
a +, greater than or equal to 90% positive; -, less than oro equal to 10% positive; v, variable (11 to 89% positive); ccb, coccobacilli. 
b Does not include Bartonella bacilliformis, which is the only motile species. 
c Formerly Moraxella phenylpyruvica. 
d Haemophilus spp. requiring X and V factors or V factor only. 
e While not required, X factor ( hemin) enhances growth for many strains. 
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- Eυαισθησία στον φάγο Tbilisi (Tb): Αρκετές κηλίδες εναιωρήματος Brucella 

ενοφθαλμίζονται σε Brucella άγαρ. Μια σταγόνα του φάγου Tbilisi σε RTD 

(routine test dilution) και μια σε αραίωση 10
4
xRTD προστίθενται στο κέντρο 

των ενοφθαλμισμένων κηλίδων. Τα τρυβλία επωάζονται στους 37ºC σε 

ατμόσφαιρα 5-10% CO2 μέχρι 48h. H B. abortus λύεται και στις δύο 

συγκεντρώσεις. Το ίδιο ισχύει και για τη Β. neotomae. H Β. melitensis και η Β. 

suis δεν λύονται σε καμία συγκέντρωση (η Β. suis λύεται μερικά από τον 

φάγο σε συγκέντρωση 10
4
xRTD) (Dahook et al, 2003). 

- Προσδιορισμός της S-(Smooth) ή R-(Rough) φάσης: Η Β. canis (βρίσκεται σε 

R-φάση) θα αυτοσυγκολληθεί σε διάλυμα ακριφλαβίνης ενώ η Β. melitensis, η 

Β. suis και η B. abortus όχι. Για τη δοκιμασία αυτή εναιωρείται μια μικρή 

ποσότητα καλλιεργήματος σε μια σταγόνα διαλύματος ουδέτερης 

ακριφλαβλινης 1:100.000 και παρατηρείται για πιθανή συγκόλληση 

(Lindquist et al, 2007). 

 

7.2.2. Ορολογικές μέθοδοι 

Οι περισσότεροι ασθενείς με οξεία βρουκέλλωση αναπτύσσουν ΙgM 

αντισώματα εναντίον κυρίως του λιποπολυσακχαριδίου (S-LPS), εντός των πρώτων 

7-10 ημερών από την έναρξη της νόσου. Ακολουθεί γρήγορα, μετά τη δεύτερη 

εβδομάδα, η εμφάνιση των ΙgG και σε μικρότερο βαθμό των IgA αντισώμάτων. Την 

τρίτη ή την τέταρτη εβδομάδα της νόσου παρατηρούνται οι υψηλότεροι τίτλοι και 

στην συνέχεια πέφτουν αργά. Ωστόσο, συνήθως τα αντισώματα επιμένουν καθ’ όλη 

τη διάρκεια της ενεργού φάσης της νόσου και σε μερικές περιπτώσεις και για πολύ 

αργότερα. Στην υποξεία και τη χρόνια βρουκέλλωση , η ορολογική απάντηση 

συνίσταται σε επίμονη παραγωγή  ΙgG και σε μερικές περιπτώσεις IgA αντισωμάτων. 

Σε υποτροπή της νόσου παρατηρείται αύξηση των  ΙgG και IgA αντισωμάτων ενώ τα 

επίμονα υψηλά επίπεδα ΙgG αντισωμάτων ή η μικρότερη μείωση του τίτλου μετά τη 

θεραπεία σε ασθενείς χωρίς υποτροπή, έχει συνδυασθεί με εστιακή νόσο (Ariza et al, 

1992). Σε μερικούς ασθενείς έχουν βρεθεί και ΙgΕ αντισώματα. Στον Πίνακα 7 και 

στην Εικόνα 4 βλέπουμε την άνοδο των ειδικών ανοσοσφαιρινών ανάλογα με το 

στάδιο της νόσου. 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί η μέθοδος αναφοράς για τη διάγνωση της 

βρουκέλλωσης είναι η απομόνωση και ταυτοποίηση του υπεύθυνου βακτηρίου 

Ωστόσο η διαδικασία αυτή απαιτεί εργαστήριο με υψηλό επίπεδο ασφάλειας, καλά 
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εκπαιδευμένο προσωπικό και αρκετό χρόνο. Για τους λόγους αυτούς η νόσος 

συνήθως διαγιγνώσκεται από την ανίχνευση υψηλού επιπέδου αντισωμάτων στον ορό 

ή σε άλλο βιολογικό υγρό. Μέχρι σήμερα καμιά ορολογική δοκιμασία δεν είναι 100% 

ακριβής και συνήθως χρησιμοποιείται μια δοκιμασία διαλογής υψηλής ευαισθησίας 

ακολουθούμενη από επιβεβαιωτική εξέταση υψηλής ειδικότητας (Nielsen and Yu, 

2010). 

Πρέπει να επισημανθεί ότι τα συνήθη ορολογικά tests ανιχνεύουν αντισώματα 

εναντίον του S-LPS των στελεχών Βrucella. Για τη διάγνωση, επομένως, λοιμώξεων 

από Β. canis και Β. ovis απαιτείται η χρήση δοκιμασιών που ανιχνεύουν αντισώματα 

εναντίον πρωτεϊνών της εξωτερικής μεμβράνης ως αντιγόνων, μιας και οι αποικίες 

των ειδών  αυτών βρίσκονται σε rough φάση και κατά συνέπεια δεν μοιράζονται 

διασταυρούμενα αντιγόνα με τα άλλα είδη (Αraj and Kaufman, 1989). 

 

Πίνακας 7: Αύξηση των ειδικών αντισωμάτων ανάλογα με το στάδιο της νόσου (από 

Araj, 1999 και Lulu et al, 1988) 

Στάδια 

βρουκέλλωσης 

IgM IgG IgA 

Οξεία 

 
↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ (IgG1 και IgG3) ↑ 

Χρόνια 

 
ø ↑ ↑ (IgG1 και IgG4) ↑ ↑ 

Υποτροπή 

 
ø ↑ ↑ ↑ 

 

Εικόνα 4. Εξέλιξη της ανοσολογικής απάντησης – κινητική αντισωμάτων 
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7.2.2.1. Συγκολλητινοαντίδραση Wright (Serum agglutination test-SAT) 

Aν και εισήχθη το 1897 από τον Wright και τους συνεργάτες του, παραμένει 

το πιο δημοφιλές και παγκοσμίως χρησιμοποιούμενο διαγνωστικό εργαλείο για την 

οροδιάγνωση της βρουκέλλωσης. Ανιχνεύει IgG και IgM αντισώματα έναντι B. 

melitensis, B. abortus και B. suis. H αντίδραση γίνεται σε σωληνάρια με διαδοχικές 

αραιώσεις του ορού του ασθενούς από 1:20 μέχρι 1:1280. Το αντιγόνο που 

χρησιμοποιείται συνήθως είναι εναιώρημα καλλιεργήματος του στελέχους 1119-3 της 

Β. abortus, σε S-φάση, προσαρμοσμένο σε pH 7.2-7.4. Το μείγμα επωάζεται σε 

υδατόλουτρο στους 37ºC για 24 ώρες και εξετάζεται οπτικά η συγκόλληση στο κάτω 

μέρος των σωληναρίων. Τίτλος συγκόλλησης είναι η μεγαλύτερη αραίωση του ορού 

που δίνει συγκόλληση τουλάχιστον 50%. Τετραπλάσια αύξηση στον τίτλο σε 

διαδοχικά δείγματα που λαμβάνονται με διαφορά 10-15 ημερών υποδεικνύει νόσο. 

Τίτλος συγκόλλησης >= 1:160 σε ένα δείγμα είναι ενδεικτικός οξείας λοίμωξης  

(Lindquist et al, 2007). Μικρότεροι τίτλοι αξιολογούνται ανάλογα με το αν πρόκειται 

για συμτωματικό ή όχι ασθενή, αν κατοικεί σε αστική ή αγροτική περιοχή όπου 

ενδημεί ή νόσος και αν υπάρχει επαγγελματική έκθεση. 

H SAT έχει χρησιμοποιηθεί και σε περιπτώσεις ανθρώπινης βρουκέλλωσης 

από θαλάσσια θηλαστικά. Από τις τρεις αναφερόμενες περιπτώσεις στις δύο ήταν 

θετική η αντίδραση και στη μία αρνητική (Lindquist et al, 2007). 

Η αντίδραση μπορεί να είναι ψευδώς θετική λόγω διασταυρούμενων 

αντιδράσεων με άλλα παθογόνα: Francisella tularensis, Escherichia coli O:157, 

Salmonella group N, Xanthomonas maltophilia, Vibrio cholerae και Yersinia 

enterocolitica O:9 (Corbel et al, 1984). Oι αντιδράσεις αυτές μπορούν να 

εξαλειφθούν με την προσθήκη EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid-EDTA). Το 

EDTA αναστέλλει την μη ανοσογενή συγκόλληση που προκαλείται από τη σύνδεση 

της περιοχής Fc της IgM ανοσοσφαιρίνης με το αντιγόνο της Β. abortus. Μιας και οι 

ορολογικές διαγνωστικές μέθοδοι, εκτός λίγων εξαιρέσεων ανοσοενζυμικών 

τεχνικών, στηρίζονται στην ανίχνευση αντισωμάτων έναντι του S-LPS, το 

μειονέκτημα των διασταυρούμενων αντιδράσεων είναι κοινό. Eπίσης η παρουσία 

ρευματοειδούς παράγοντα (rheumatoid factor-RF) μπορεί να δώσει ψευδώς θετική 

την αντίδραση. Ο RF μπορεί να αποσπασθεί από τα ανοσοσυμπλέγματα μειώνοντας 

την τιμή του pH (Dahook et al, 2003).  

Ψευδώς αρνητική μπορεί να είναι η αντίδραση στην αρχή της νόσου, λόγω 

χαμηλού τίτλου αντισωμάτων, αλλά και εξαιτίας του φαινομένου προζώνης. Το 
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φαινόμενο προζώνης οφείλεται είτε σε περίσσεια αντισωμάτων, οπότε η συγκόλληση 

γίνεται εμφανής σε μεγαλύτερες αραιώσεις, είτε στην παρουσία ατελώς δεσμευτικών 

αντισωμάτων στον ορό του ασθενούς.  Η προσθήκη αντιανθρώπινης σφαιρίνης 

εξαλείφει το φαινόμενο αυτό (Young, 1991). Tέλος, πρέπει πάντα να λαμβάνεται 

υπόψη η πιθανότητα λοίμωξης από Β. canis.  

Συμπερασματικά η συγκολλητινοαντίδραση Wright είναι κατάλληλη για την 

αρχική διαλογή των ασθενών με συμπτώματα και σημεία οξείας βρουκέλλωσης. Η 

χρήση της είναι επισφαλής στην περίοδο επώασης της νόσου καθώς και στις 

επιπλεγμένες και χρόνιες περιπτώσεις. 

 

7.2.2.2. Συγκολλητινοαντίδραση Wright σε πλάκες μικροαραιώσεων 

(Microagglutination test-MAT) 

Πρόκειται για προσαρμογή της Wright σε πλάκες μικροαραιώσεων. Έχει το 

πλεονέκτημα ότι χρησιμοποιεί μικρότερους όγκους ορού και αντιδραστηρίου και 

μπορούν να εξεταστούν πολλαπλά δείγματα ταυτόχρονα στην ίδια πλάκα (Baum et al, 

1995). Για τη γρήγορη, εντός λεπτών, διάγνωση υπάρχει και η ταχεία 

συγκολλητινονοαντίδραση Wright στην πλάκα στην οποία το εναιώρημα του 

στελέχους 1119-3 της Β. abortus είναι χρωματισμένο με κρυσταλλικό ιώδες και 

στίλβον πράσινο και η τιμή του pH κυμαίνεται από 6.4-7.0.  

 

7.2.2.3. Συγκολλητινοαντίδραση με 2-Μερκαπτοαιθανόλη (2-ΜΕ) 

Με τη μέθοδο αυτή προσδιορίζεται ο τίτλος των ειδικών IgG αντισωμάτων 

κατόπιν προσθήκης 0.05Μ 2-ΜΕ στη δράση της οποίας είναι ευαίσθητα τα IgM 

αντισώματα (Mantur et al, 2007). Tόσο η 2-ΜΕ όσο και η διθειοθρεϊτόλη 

(dithiothreitol-DTT), έχουν την ικανότητα να διασπούν τους δισουλφιδικούς δεσμούς 

με αποτέλεσμα τον αποπολυμερισμό των πενταμερών των IgM αντισωμάτων ενώ δεν 

επηρεάζουν ην συγκολλητική ικανότητα των ΙgG αντισωμάτων. Επομένως αν 

παρατηρηθεί συγκόλληση οφείλεται σε  ΙgG αντισωμάτα. Η DTT είναι καλύτερη από 

τη 2-ΜΕ γιατί είναι άοσμη και δεν ερεθίζει του βλενογόνους (Klein and Behan, 

1981). 
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7.2.2.4. Συγκολλητινοαντίδραση Rose Bengal σε πλάκα ή σε σκληρό χαρτί (Rose 

Bengal plate or card test) 

Πρωτοχρησιμοποιήθηκε στις Ηνωμένες Πολιτείες Αμερικής σαν γρήγορη 

δοκιμασία ελέγχου των οικιακών βοοειδών, ειδικά στις ενδημικές περιοχές. 

Στηρίζεται στη συγκολλητινοαντίδραση του ορού με εναιώρημα κυττάρων  Β. 

abortus σε S-φάση, χρωματισμένο με Rose Bengal και pH 3.65+/-0.05. Η 

οξινοποίηση αλλάζει το ηλεκτροστατικό φορτίο τόσο στις ειδικές όσο και στις μη 

ειδικές συγκολλητίνες από αρνητικό σε θετικό. Καθώς το αντιγόνο συνδέεται πιο 

σταθερά με την ειδική παρά με τη μη ειδική συγκολλητίνη, η αλλαγή στο φορτίο 

μπορεί να χαλαρώσει το δεσμό του αντιγόνου με την μη ειδική συγκολλητίνη  πιο 

εύκολα. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα καλύτερη ευαισθησία και ειδικότητα σε σχέση με 

τη SAT. Επιπλέον, το χαμηλό pH δεν επηρεάζει τη συγκολλητική ικανότητα. Η 

ευαισθησία της δοκιμασίας κυμαίνεται από 96-100% ανάλογα με το εμπορικό 

σκεύασμα (Dahook et al, 2003). 

Προτιμάται η χρησιμοποίηση αντιγόνου Β. abortus, καθώς έχει καλύτερη 

ευαισθησία και ειδικότητα συγκρινόμενο με τη B. melitensis. Η ταυτόχρονη χρήση 

και των δύο αντιδραστηρίων δεν πλεονεκτεί έναντι της χρήσης του αντιγόνου της Β. 

abortus μόνο (Dabdoob and Abdulla, 2000). Μπορεί να χρησιμοποιηθεί και για την 

ταχεία επιβεβαίωση νευροβρουκέλλωσης, αρθρίτιδας, επιδιδυμορχίτιδας και 

υδροκήλης λόγω Brucella, αν η αντίδραση αποβεί θετική στο εγκεφαλονωτιαίο, στο 

αρθρικό υγρό, στο σπέρμα και στο υγρό της υδροκήλης αντίστοιχα (Mantur et al, 

2007). 

Aνιχνεύονται ολικά αντισώματα (IgM, IgG και IgA) έναντι B. melitensis, Β. 

abortus και Β. suis. Είναι απλή στη εφαρμογή, ταχεία (εντός 5-10 λεπτών) και έχει 

σχετικά καλά αποτελέσματα στη διάγνωση ασθενών με οξεία βρουκέλλωση, αλλά 

δίνει υψηλό ποσοστό ψευδώς αρνητικών αποτελεσμάτων σε χρόνιες και επιπλεγμένες 

περιπτώσεις (Araj, 2010). Γενικά οι δοκιμασίες που χρησιμοποιούν εναιώρημα 

αντιγόνου σε ρυθμιστικό διάλυμα (buffered plate antigen tests) με pH 3.7+/-0.03 

έχουν αποδειχθεί χαμηλού κόστους δοκιμασίες ελέγχου με μειωμένες μη ειδικές 

αντιδράσεις συγκριτικά με τη SAT (Lucero and Bolpe, 1998).  

 

7.2.2.5. Δοκιμή αντιανθρώπινης σφαιρίνης (Coombs) 

Ανιχνεύει ατελή ή δεσμευτικά αντισώματα που συνήθως δεν προκαλούν 

συγκόλληση στις συμβατικές συγκολλητινοαντιδράσεις εκτός και αν είναι παρόντα 
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σε πολύ υψηλές συγκεντρώσεις όπως στην οξεία φάση της νόσου. Ανήκουν κυρίως 

στα IgG και IgA κλάσματα των ανοσοσφαιρινών. Τα αντισώματα αυτά 

προσκολλώνται άμεσα και ειδικά στα αντίστοιχα αντιγόνα. Η συγκόλληση επάγεται 

στη συνέχεια με την προσθήκη αντιανθρώπινης γ-σφαιρίνης (αντιδραστήριο 

Coombs). H φυγοκέντρηση σε υψηλές στροφές μπορεί επίσης να επάγει μηχανικά τη 

συγκόλληση των ατελών αντισωμάτων με συγκρίσιμα αποτελέσματα σε σχέση με την 

περισσότερο «μπελαλίδικη» δοκιμή Coombs (Dahook et al, 2003).  

Δεν είναι κατάλληλη για διαγνωστικά εργαστήρια που δέχονται μεγάλο 

αριθμό ύποπτων δειγμάτων ορού λόγω του χρόνου (48h) και των αντιδραστηρίων που 

απαιτούνται. Είναι καλή δοκιμασία για χρόνιες (τα ατελή αντισώματα εμφανίζονται 

αργότερα στην πορεία της νόσου) καθώς και για επιπλεγμένες περιπτώσεις και χάνει 

περίπου το 7% των περιπτώσεων σε σχέση με την ELISA (Araj and Awar, 1997). 

 

7.2.2.6. Brucellacapt (Vircell, Granada, Spain) 

Βασίζεται σε immunocapture agglutination τεχνική και ανιχνεύει μη 

συγκολλούντα IgG και IgA αντισώματα, αλλά και συγκολλητίνες. Συγκεκριμένος 

όγκος από κάθε αραίωση του υπό εξέταση ορού προστίθεται σε μικροπλάκα με 

πηγαδάκια σε σχήμα U προεπικαλυμένα με αντιανθρώπινη ανοσοσφαιρίνη. Αφού 

προστεθεί και το έγχρωμο εναιώρημα του αντιγόνου (ολόκληρα κύτταρα  B. 

melitensis αδρανοποιημένα με φορμαλδεΰδη) η πλάκα επωάζεται για 18-25h στους 

37ºC πριν διαβαστεί οπτικά για ενδεχόμενη συγκόλληση. Η δοκιμασία αυτή αποτελεί 

μια πολύτιμη εναλλακτική στη δοκιμή Coombs. Έχει παρόμοια ευαισθησία και 

ειδικότητα, ειδικά στη διάγνωση χρόνιων και επιπλεγμένων περιπτώσεων, και το πιο 

σημαντικό είναι ταχύτερη και πιο εύκολη στη εκτέλεση (Orduna et al, 2000). 

 

7.2.2.7. Δοκιμή σύνδεσης συμπληρώματος (Complement fixation test-CFT) 

Συνιστάται σαν επιβεβαιωτική δοκιμασία στη διάγνωση της βρουκέλλωσης. 

Το IgG κλάσμα των αντισωμάτων έναντι της Brucella συνδέει έντονα το 

συμπλήρωμα, το IgM σε μέτριο βαθμό ενώ το IgA όχι. Θεωρείται διαγνωστικό 

εργαλείο επιλογής ειδικά για την περίοδο της επώασης και στο χρόνιο στάδιο της 

νόσου όταν τα αποτελέσματα της Wright είναι αρνητικά ή συγκεχυμένα. Μπορεί να 

ανιχνεύσει δεσμευτικά αντισώματα. Τίτλος  >= 1:64 είναι αποδεικτικός οξείας 

λοίμωξης (Dahook et al, 2003).  
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7.2.2.8. Ανοσοενζυμική μέθοδος (Enzyme-linked immunosorbent assay-ELISA) 

Η ELISA είναι η δοκιμασία επιλογής για επιπλεγμένες, εστιακές και χρόνιες 

περιπτώσεις βρουκέλλωσης, ειδικά όταν οι άλλες μέθοδοι είναι αρνητικές και η 

κλινική υποψία έντονη. Μπορεί να ανιχνεύσει είτε ολικά αντισώματα είτε χωριστά 

IgG, IgM και IgΑ ανοσοσφαιρίνες, γρήγορα (σε 4-6h), με υψηλή ευαισθησία και 

ειδικότητα. Μπορεί επίσης να ανιχνεύσει και IgE αντισώματα καθώς και υποτάξεις 

των IgG. H έμμεση ELISA πραγματοποιείται σε μικροπλάκα με 96 πηγαδάκια που 

είναι προ-επικαλυμένα με ποικίλα αντιγόνα, κυρίως Β. abortus και B. melitensis 

(ολόκληρα κύτταρα, S-LPS, πρωτεΐνες της εξωτερικής μεμβράνης και 

κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες). Είναι μέθοδος εκλογής για τη διάγνωση της 

νευροβρουκέλλωσης (Araj, 2010). 

Για καλύτερη ευαισθησία, τόσο η IgM- όσο και η IgG-ELISA πρέπει να 

πραγματοποιούνται σε κάθε δείγμα ορού. Ο συνδυασμός τους αυξάνει την 

ευαισθησία έως και 100% σε σύγκριση με το 80% της IgM-ELISA. Η απόδοση της 

IgM-ELISA είναι χαμηλή στις υποξείες και χρόνιες περιπτώσεις σε σύγκριση με την 

IgG-ELISA (Osoba et al, 2001).  

Η ELISA είναι η πιο βοηθητική δοκιμασία για τη διαφοροποίηση των σταδίων 

της βρουκέλλωσης. Ασθενείς με οξεία λοίμωξη έχουν πολύ υψηλά επίπεδα  IgG και 

σημαντικά επίπεδα IgM και IgΑ αντισωμάτων. Ασθενείς με χρόνια νόσο έχουν IgG 

αντισώματα μετρίως αυξημένα. Υγιή άτομα ακόμα και μετά από αρκετό χρονικό 

διάστημα από την πλήρη ανάρρωση, μπορεί να έχουν ένα χαμηλό τίτλο IgG 

αντισωμάτων (Magee, 1980). 

Ένας αξιόπιστος και ειδικός δείκτης ενεργού νόσου αποτελεί η ανίχνευση με 

ELISA αντισωμάτων έναντι των κυτταροπλασματικών και περιπλασματικών 

πρωτεϊνών. Τα αντισώματα αυτά αυξάνονται μόνο στο ενεργό στάδιο της 

βρουκέλλωσης και είναι καλύτερος προγνωστικός δείκτης σε σχέση με τα 

αντισώματα έναντι του LPS (Baldi et al, 1996). 

H ανταγωνιστική (competitive) ELISA χρησιμοποιεί μονοκλωνικό αντίσωμα, 

ειδικό για ένα κοινό και επαναλαμβανόμενο επίτοπο της Ο-πολυσακχαριδικής 

αλυσίδας του S-LPS, με αποτέλεσμα να είναι λιγότερο επιρρεπής σε 

διασταυρούμενες αντιδράσεις. Η sandwich ELISA μπορεί να ανιχνεύσει άμεσα 

αντιγόνα Brucella στο ανθρώπινο αίμα. Έχει ειαισθησία 100% και ειδικότητα 99.5% 

σε ασθενείς με θετική καλλιέργεια αίματος. Επομένως η απομάκρυνση του 
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παθογόνου από την κυκλοφορία μετά από επιτυχή θεραπεία, μπορεί να αποδειχτεί με 

αυτή την άμεση μέθοδο ανίχνευσης (Dahook et al, 2003)  

 

7.2.2.9. Έμμεσος ανοσοφθορισμός (Indirect fluorescent antibody test-IFA) 

Σε σύγκριση με τις συμβατικές ορολογικές μεθόδους πλεονεκτεί στο ότι 

μπορεί να ανιχνεύει διαφορετικές τάξεις αντισωμάτων. Ο προς εξέταση ορός, σε 

υποδιπλάσιες αραιώσεις, αντιδρά με αντιγόνα βρουκέλλας μονιμοποιημένα σε 

αντικειμενοφόρο πλάκα. Αφού προστεθεί αντιανθρώπινη (αντί-IgM, αντί-IgG και 

αντί- IgA), σημασμένη με φθορισεΐνη,  σφαιρίνη, προσδιορίζεται ο τίτλος που 

αντιστοιχεί στη μεγαλύτερη αραίωση που δίνει θετικό φθορισμό. Είναι ταχεία 

δοκιμασία (2-3h) αλλά ενέχει το υποκειμενικό στοιχείο κατά τη μικροσκόπηση καθώς 

και χαμηλή ευαισθησία και ειδικότητα στην ανίχνευση των IgA αντισωμάτων (Araj et 

al, 1990). 

 

7.2.2.10. Ραδιοανοσολογική μέθοδος (Radioimmunoassay-RIA) 

Έχει υψηλή ευαισθησία και μπορεί να ανιχνεύσει αντισώματα επιτυχώς, 

συχνά με αρνητικές τις συμβατικές ορολογικές μεθόδους. Χρησιμοποιεί 

αντιανθρώπινες σφαιρίνες σημασμένες με Ι
125

 και ανιχνεύει ξεχωριστά IgM, IgG και 

IgA αντισώματα ανεξάρτητα από τη βιολογική τους δραστικότητα. Μπορεί να 

προσφέρει χρήσιμες πληροφορίες για τη διάγνωση πιθανής υποτροπής (Dahook et al, 

2003). 

Στον Πίνακα 8, αποτυπώνεται η καταλληλότητα των πιο συχνά 

χρησιμοποιούμενων ορολογικών μεθόδων για τη διάγνωση της βρουκέλλωσης στα 

διάφορα στάδια της νόσου (από Dahook et al, 2003) 
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Πίνακας 8: Οι συχνότερα χρησιμοποιούμενες ορολογικές μέθοδοι για τη διάγνωση της βρουκέλλωσης στον άνθρωπο 
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Τέλος, υπάρχουν και οι ακόλουθες ταχείες και σχετικά απλές δοκιμασίες που μπορούν 

να χρησιμοποιηθούν σαν προκαταρκτικές εξετάσεις (field tests) σε απομακρυσμένες 

περιοχές και σαν point-of-care assays σε μονάδες υγείας (νοσοκομεία και κέντρα υγείας), 

που δεν έχουν ούτε το εξειδικευμένο προσωπικό αλλά ούτε και τον απαραίτητο εξοπλισμό 

που απαιτούν οι πιο κλασσικές ορολογικές μέθοδοι: 

 Ανοσοχρωματοφραφική lateral flow assay (LFA): Ανιχνεύει IgM και IgG 

αντισώματα χρησιμοποιώντας μια σταγόνα ολικού αίματος ή ορού. Δεν απαιτεί 

ειδική εκπαίδευση, ερμηνεύεται εύκολα και μπορεί να γίνει δίπλα από το κρεβάτι 

του ασθενούς εντός 10-15 λεπτών. Η ευαισθησία και η ειδικότητα είναι υψηλή 

(περισσότερο από 95%) και μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε όλα τα στάδια της νόσου 

(Mizanbayeva et al, 2009). 

 Fluorescence polarization assay (FPA): Ένα δείγμα ορού (ή ολικού αίματος) 

επωάζεται με το Ο-πολυσακχαριδικό αντιγόνο της βρουκέλλας που είναι 

συνδεδεμένο με φθορίζοντα ιχνηθέτη. Η ευαισθησία της μεθόδου είναι 96% και η 

ειδικότητα 98%. Είναι γρήγορη (απαιτεί λίγα λεπτά), αλλά χρειάζεται ειδικό 

εξοπλισμό και αντιδραστήρια γεγονός που αυξάνει το κόστος  (Franco et al, 2007). 

 Dipstick assay: Ταχεία και αξιόπιστη εναλλακτική δοκιμασία για τη διάγνωση 

οξείας βρουκέλλωσης (ανιχνεύει IgM αντισώματα). Χρησιμοποιεί ταινίες 

νιτροκυτταρίνης που περιέχουν το αντιγόνο και μονοκλωνικά αντι-IgM 

αντισώματα που είναι συνδεδεμένα σε κολλοειδή σωματίδια χρωστικής (Casao et 

al, 2003). 

 Latex agglutination assay: Λευκές κάρτες συγκολλητινοαντιδράσεων περιέχουν 

έγχρωμα σωματίδια latex επικαλυμένα με λιποπολυσακχαρίδια βρουκέλλας. Αφού 

προστεθεί σταγόνα ορού παρατηρείται για μακροσκοπική συγκόλληση. Η 

ευαισθησία καθορίστηκε στο 89.1% και η ειδικότητα στο 98.2% (Abdoel and 

Smits, 2007).   

 

7.2.3. Μοριακές τεχνικές 

 

7.2.3.1. Άμεση ανίχνευση 

Η απομόνωση της Brucella από αίμα ή άλλο κλινικό δείγμα παραμένει η μέθοδος 

αναφοράς. Ωστόσο, η ευαισθησία της καλλιέργειας είναι χαμηλή σε ασθενείς με υποξεία ή 

χρόνια νόσο ή αν έχει προηγηθεί χορήγηση αντιβιοτικών πριν τη λήψη των δειγμάτων 
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(Yagupsky, 1999). Oι ορολογικές μέθοδοι που χρησιμοποιούνται εναλλακτικά, με κύρια 

τη συγκολλητινοαντίδραση Wright, έχουν ευαισθησία που κυμαίνεται από 65%-95%. 

Επίσης, η χαμηλή ειδικότητα λόγω διασταυρούμενων αντιδράσεων είναι ένας σημαντικός 

περιορισμός. Έτσι, μέθοδοι βασιζόμενοι στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

(Polymerase chain reaction – PCR) έχουν αναπτυχθεί τις τελευταίες δύο δεκαετίες για την 

ανίχνευση της Brucella σε ανθρώπινα δείγματα (Debeaumont et al, 2005). 

Οι μοριακές τεχνικές είναι ταχείες, μπορούν να εφαρμοστούν σε ποικίλα κλινικά 

δείγματα, με δυνατότητα κατάψυξης των δειγμάτων στους –80
ο
C μέχρι την επεξεργασία 

τους, έχουν σχετικά υψηλή ευαισθησία και ειδικότητα καθώς και μειωμένο κίνδυνο 

μόλυνσης του προσωπικού του εργαστηρίου συγκριτικά με την καλλιέργεια. Οι κυριότεροι 

περιορισμοί τους αφορούν ψευδώς θετικά και ψευδώς αρνητικά αποτελέσματα. Ψευδώς 

θετικά αποτελέσματα μπορεί να προκύψουν από επιμόλυνση από άλλο δείγμα ή από το 

DNA προηγούμενης αντίδρασης καθώς και λόγω ανίχνευσης DNA άλλων βακτηρίων 

όπως το Ochrobactrum spp. Tα ψευδώς αρνητικά αποτελέσματα μπορεί να οφείλονται στη 

παρουσία αναστολέων, στα δείγματα αίματος κυρίως, όπως είναι το ανθρώπινο DNA, τα 

αντιπηκτικά, η αιμοσφαιρίνη και ένζυμα π.χ. DNase, RNAase. Επίσης, ένας άλλος 

παράγοντας είναι η πολύ μικρότερη ποσότητα δείγματος που χρησιμοποιείται στις 

μοριακές τεχνικές σε σχέση με τα 8-10 ml αίματος των αιμοκαλιεργειών (Zerva et al, 

2001; Morata et al, 2003; Navarro et al, 2004; Yu and Nielsen, 2010). H έλλειψη 

προτύπωσης των μεθόδων αυτών καθώς και η σχετική πολυπλοκότητα τους, μπορούν να 

θεωρηθούν παράγοντες που περιορίζουν την αποτελεσματικότητα και την εφαρμογή τους 

(Queipo-Ortuno et al, 2008). 

Η PCR μπορεί να δώσει θετικό αποτέλεσμα 10 ημέρες μετά τον ενοφθαλμισμό του 

βακτηρίου (Pappas et al, 2005a) και μπορεί, όπως προαναφέρθηκε, να εφαρμοστεί σε 

ποικίλα κλινικά δείγματα: αίμα (ολικό αίμα, στιβάδα λευκών, ορός), υγρά παρακεντήσεων 

(π.χ. εγκεφαλονωτιαίο υγρό, ασκιτικό, πλευριτικό), ιστικά δείγματα, ούρα, σπέρμα κ.α. Το 

ολικό αίμα και ο ορός είναι τα πιο συχνά χρησιμοποιούμενα (Navarro et al, 2004). H 

απομόνωση του DNA είναι το πρώτο βήμα. Μπορεί να γίνει είτε με την εφαρμογή 

συγκεκριμένων πρωτοκόλλων είτε χρησιμοποιώντας έτοιμα, εμπορικά συστήματα. Τα 

τελευταία απλοποιούν τη διαδικασία και μειώνουν τον απαιτούμενο χρόνο. Επιτρέπουν 

επίσης την προτύπωση (standardization ) μεταξύ διαφορετικών εργαστηρίων.  

Έχουν αναπτυχθεί ποικίλες τεχνικές συμβατικής PCR που χρησιμοποιούν 

γονιδιακούς στόχους ειδικούς για το γένος Brucella. Μιας και η ταυτοποίηση του είδους 
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δεν είναι απαραίτητη για την έναρξη της θεραπείας, μια PCR μεθοδολογία ειδική για το 

γένος είναι επαρκής. Η πρώτη δημοσιευμένη μελέτη έγινε το 1990 από τους Fekete και 

συν. Σαν στόχο χρησιμοποίησαν ένα τμήμα 635 bp του γονιδίου που κωδικοποιεί μια 

πρωτεΐνη της εξωτερικής μεμβράνης 43 kDa του στελέχους 19 της B. abortus (Fecete et al, 

1990). Οι εκκινητές (primers) και η αλληλουχία των ζευγών βάσεων του γονιδιακού 

στόχου δεν δημοσιεύτηκαν ποτέ. 

Ο επόμενος γονιδιακός στόχος ήταν το γονίδιο 16S rRNA (Herman and De Ridder, 

1992; Romero et al, 1995). Tα ολογονουκλεοτίδια που χρησιμοποιήθηκαν ως εκκινητές 

από το γονίδιο αυτό της Β. abortus μπορoύν να ταυτοποιούν όλα τα υπόλοιπα είδη καθώς 

η ομολογία του RNA του γένους πλησιάζει το 100%. Η ειδικότητα της δοκιμασίας 

εκτιμήθηκε χρησιμοποιώντας DNA από στελέχη με στενή φυλογενετική σχέση με τη 

Brucella και βακτήρια που δίνουν διασταυρούμενες ορολογικές αντιδράσεις. Μόνο το 

Ochrobactrum anthropi έδωσε ψευδώς θετικό αποτέλεσμα. Η χρησιμότητα του στόχου 

αυτού περιορίζεται στην ταυτοποίηση σε επίπεδο γένους λόγω της υψηλής 

διατηρισιμότητας της γονιδιακής αλληλουχίας μεταξύ των ειδών (Gee et al, 2004). Όταν 

επιλέχθηκαν ζεύγη εκκινητών από την 16S-23S rRNA interspace περιοχή η ειδικότητα 

ήταν 100%. Οι spacer περιοχές δεν υπόκεινται σε υψηλή πίεση επιλογής, σε αντίθεση με 

τα δομικά γονίδια,  και γι’ αυτό παρουσιάζουν ποικιλομορφία στην αλληλουχία των 

βάσεων που μπορεί να επιτρέψει διαφοροποίηση από μικροοργανισμούς με στενή 

φυλογενετική σχέση όπως το Ο. anthropi (Dahook et al, 2003). 

To 1992 οι Baily και συν., ανέπτυξαν μια νέα PCR μεθοδολογία που χρησιμοποιεί 

ως αλληλουχία-στόχο ένα τμήμα 223-bp του γονιδίου που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη 

BCSP 31 της B. abortus. Πρόκειται για μια ανοσογόνο πρωτεΐνη της εξωτερικής 

μεμβράνης μεγέθους 36 kDa (Baily et al, 1992). Έχει ευρέως χρησιμοποιηθεί στην κλινική 

πράξη αν και οι εκκινητές Β4 και Β5 που χρησιμοποιεί έχουν πολλαπλασιάσει και DNA 

του  Ο. anthropi. Ωστόσο, το γεγονός αυτό έχει κλινικά μικρή σημασία καθώς οι 

λοιμώξεις από Ochrobactrum είναι πολύ σπάνιες και αποκτώνται κυρίως 

ενδονοσοκομειακά από ανοσοκαταστάλμένους ασθενείς (Casanas et al, 2001). Τη 

μεθοδολογία αυτή χρησιμοποίησε και η πρώτη μελέτη με κλινικά δείγματα από ασθενείς 

με βρουκέλλωση (Queipo-Ortuno et al, 1997). 

Στην πρώτη μελέτη με δείγματα ορού από τους Zerva και συν. το 2001, που επίσης 

βασίστηκε στην παραπάνω μεθοδολογία, η ευαισθησία με τα δείγματα ορού ήταν πολύ 

μεγαλύτερη απ’ ότι με το ολικό αίμα (94% και 61% αντίστοιχα) (Zerva et al, 2001). Αφού 
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η Brucella είναι ενδοκυττάριο βακτήριο και το φορτίο στα δείγματα είναι συνήθως μικρό, 

οι περισσότερες μελέτες για τη διαγνωστική απόδοση της PCR μεθοδολογίας 

χρησιμοποιούν δείγματα ολικού αίματος με σκοπό τη μείωση των ψευδώς αρνητικών 

αποτελεσμάτων. Ωστόσο, η παρουσία πιθανών αναστολέων στα δείγματα αυτά, όπως 

αντιπηκτικά (π.χ. EDTA, ηπαρίνη), συστατικά αίμης από τα αιμολυμένα ερυθροκύτταρα 

και ανθρώπινο DNA, μπορεί να εξηγήσει την μεγαλύτερη ευαισθησία των δειγμάτων ορού 

στη μελέτη αυτή. Όσον αφορά την προέλευση των παθογόνων νουκλεϊκών οξέων στα 

δείγματα ορού, πιθανά πρόκειται για προϊόντα αποδόμησης κατά τη διάρκεια της 

βακτηριαιμίας. Στον Πίνακα 9, συγκρίνεται η παραπάνω μεθοδολογία με την καλλιέργεια 

(από McLean et al, 1992; Queipo-Ortuno et al, 1997; Zerva et al, 2001; Morata et al, 2001; 

Vrioni et al 2004): 

 

Πίνακας 9: Ευαισθησία και ειδικότητα της PCR σε σύγκεριση με αυτές της καλλιέργειας 

σε αίμα και άλλα κλινικά δείγματα 

 

 Αίμα Άλλα δείγματα 

 PCR Καλλιέργεια PCR Καλλιέργεια 

Ευαισθησία 

(%) 

97-100 ~70 97,1 23,8-29,4 

Ειδικότητα 

(%) 

98,3-100 100 94,1 100 

 

Διαφορετικά αποτελέσματα έχουν άλλες μελέτες όπως αυτή των Mitka και συν. 

του 2007. Εφαρμόστηκαν τέσσερις διαφορετικές PCR μεθοδολογίες σε 4.926 δείγματα 

ολικού αίματος, ορού και στιβάδας λευκών. Τα δείγματα με επιστοίβαση λευκών είχαν 

ευαισθησία 100%. Η ευαισθησία των δειγμάτων ολικού αίματος κυμαίνονταν από 98-

100% ενώ η αντιστοιχη ευαισθησία για τα δείγματα ορού ήταν 95,5-97%, παρόμοια με 

αυτή των Zerva και συν. 

Το γονίδιο μιας άλλης πρωτεΐνης της εξωτερικής μεμβράνης, της Omp-2 της Β. 

abortus, πρωτοχρησιμοποιήθηκε ως στόχος το 1995 (Leal-Klevezas et al, 1995). Tα 

ολιγονουκλεοτίδια που χρησιμοποιήθηκαν ως εκκινητές (JPF/JPR) δεν ανιχνεύουν τους 

βιότυπους 2, 3 και 4 της B. suis, τη B. canis και τη B. ovis. Είναι αξιοσημείωτο ότι αυτή η 

μέθοδος δεν πολλαπλασιάζει το O. anthropi (Zerva et al, 2001) δίνοντας ψευδώς θετικά 

αποτελέσματα. 
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Η ανίχνευση του προϊόντος πολλαπλασιασμού των συμβατικών PCR απαιτεί 

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης, που είναι μάλλον υποκειμενική και μπορεί να 

χρειαστεί επιβεβαίωση με ανάλυση dot ή Southern blot, ακόμη και sequencing. Eπιπλέον 

το βρωμιούχο αιθίδιο που χρησιμοποιείται συνήθως στη ηλεκτροφόρηση είναι τοξικό 

προϊόν (Romero et al, 1995; Queipo-Ortuno et al, 1997; Zerva et al, 2001). Για να 

ξεπεραστούν οι περιορισμοί αυτοί οι Morata και συν. ανέπτυξαν μια PCR-

ενζυμοσυνδετική-ανοσολογική μεθοδολογία (PCR-enzyme-linked immunosorbent 

assay/PCR-ELISA), στην οποία το προϊόν πολλαπλασιασμού ανιχνεύεται με τη βοήθεια 

ιχνηθέτη (probe) σημασμένου με βιοτίνη σε μικροπλάκα ELISA (Morata et al, 2003). 

Χρησιμοποιήθηκαν δείγματα περιφερικού αίματος με ευαισθησία 94,9% και ειδικότητα 

96,5%. 

Σε αντίστοιχη μεθοδολογία με PCR-ELISA από τους Vrioni και συν (2004) σε 

δείγματα ολικού αίματος και ορού από 243 ασθενείς με οξεία βρουκέλλωση και 

χρησιμοποίηση των Β4/Β5 εκκινητών (από Baily et al., 1992) και BMpr probe (από 

Morata et al., 2003), η ειδικότητα της PCR-ELISA υπολογίστηκε σε 100%, ενώ η 

ευαισθησία της ήταν 81,5% στο ολικό αίμα, 79% στον ορό και 99,2% στο συνδυασμό 

τους. Για το λόγο αυτό οι συγγραφείς προτείνουν το συνδυασμό δειγμάτων, ολικό αίμα και 

ορός, για την ανίχνευση του DNA της Brucella στην έγκαιρη και ακριβή διάγνωση της 

οξείας βρουκέλλωσης στον άνθρωπο (Vrioni et al., 2004). 

Αρκετά ζεύγη εκκινητών έχουν χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση του γένους της 

Brucella (Πίνακας 10). Ωστόσο, μόνο λίγα από τα ζεύγη αυτά σε ανθρώπινα δείγματα. 

Στη συγκριτική μελέτη σε δείγματα περιφερικού αίματος των Νavarro και συν., η 

αναλυτική ευαισθησία των εκκινητών των πρωτεϊνών BCSP-31 και Omp-2 της εξωτερικής 

μεμβράνης B4/B5 και JPF/JPR αντίστοιχα, ήταν μικρότερη από αυτή των εκκινητών του 

16S rRNA, F4/R2 (Navarro et al, 2002). Ωστόσο σε μια άλλη συγκριτική μελέτη με τα ίδια 

ζεύγη εκκινητών που πολλαπλασιάζουν τους ίδιους γονιδιακούς στόχους χρησιμοποιώντας 

τρία διαφορετικά πρωτόκολλα PCR, το ζεύγος Β4/Β5 είχε την υψηλότερη ευαισθησία 

(98%) και το ζεύγος F4/R2 τη χαμηλότερη (53,1%) (Βaddour and Alkhalifa, 2008). 

Aντίθετα με τις κλασικές PCR, η real-time PCR (πραγματικού χρόνου PCR) δεν 

απαιτεί διαδικασία ανίχνευσης μετά τον πολλαπλασιασμό του στόχου, αφού και τα δύο 

αυτά στάδια γίνονται ταυτόχρονα στο ίδιο σωληνάριο κατά τη διάρκεια της αντίδρασης. 

Κατά συνέπεια τα αποτελέσματα παίρνονται πολύ γρηγορότερα (σε λιγότερο από δύο 

ώρες) και μειώνεται ο κίνδυνος επιμόλυνσης (Surucuoglu et al, 2009). Δίνει επίσης τη 
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δυνατότητα ποσοτικοποίησης του βακτηριακού φορτίου που μπορεί να χρησιμοποιηθεί για 

την παρακολούθηση των ασθενών μετά το τέλος της θεραπείας.  

 

Πίνακας 10. Εκκινητές ειδικοί για την ανίχνευση Brucella DNA με PCR (από Navarro et 

al, 2004)  

Primers Sequence Gene 

target 

Amplicon 

size (bp) 

Threshold Cross-reaction 

with Ochrobactum 

anthropi 

Ref. 

NP NP 43-kDa outer 

membrance 

protein of 

B.abortus 

635 0.1 pg N1 [8] 

B4/B5 TGGCTCGGTTGCC 

AATATCAA/CGCG 

CTGCCTTTCAGGTCTG 

31-kDa  

B.abortus 

protein 

223 10 – 100 fg 
+

§
 

[27] 

JPF/JPR GCGCTCAGGCTGC 

CGACGCAA/ACCA 

GCCATTGCGGTCGGTA 

Mebrane 

extern 

B.abortus 

protein 

(omp-2) 

193 0.025 fg - [12] 

Ba148-167F/ 

Ba928-948R 

TGCTAATACCGTA 

TGTGCTT/TAACCGCGA 

CCGGGATGATGTCAA 

B.abortus 

16S rRNA 

800 NT + [10] 

F4/R2 TCGAGCGCCCGCA 

AGGGG/AACCATA 

GTGTCTCCACTAA 

B.abortus 

16S rRNA 

905 80 fg + [11] 

§Primers not tested by Baily and  conworkers [27], although were tested by Da Costa and conworkers [32] and Casanas and conworkers 

[25].  NP: never published;  NT: never tested. 

 

Απόδειξη του πολλαπλασιασμού εμφανίζεται κατά τη διάρκεια της αντίδρασης σε 

πραγματικό χρόνο, με τη χρησιμοποίηση ομογενούς μίγματος αντίδρασης. Στο μίγμα αυτό 

η φθορίζουσα χρωστική, που χρησιμοποιείται για την ανίχνευση του προϊόντος 

πολλαπλασιασμού, περιέχεται στο ίδιο σωληνάριο με τα υπόλοιπα συστατικά της 

αντίδρασης και συνδέεται με το αμπλικόνιο καθώς αυτό παράγεται.  

Υπάρχουν διάφορα φθορίζοντα μόρια που μπορούν να χρησιμοποιηθούν στις 

μεθόδους ανίχνευσης του προϊόντος: α)τα μη ειδικά, που συνδέονται με οποιοδήποτε 

πολλαπλασιαζόμενο νουκλεϊκό οξύ π.χ. η χρωστική SYBR Green I και β) τα ειδικά, που 

είναι συνδεδεμένα με ολιγονουκλεοτίδια (probes). Οι probes αυτοί, υβριδοποιούνται σε 

συγκεκριμένη αλληλουχία βάσεων παρούσα στο αμπλικόνιο. Στη δεύτερη αυτή 

κατηγορία, ανήκουν: i) οι hydrolysis ή TaqMan probes που η χημεία τους βασίζεται στην 

5΄→ 3΄ δράση νουκλεάσης της Thermus aquaticus (Taq) DNA πολυμεράσης. 

Χρησιμοποιείται ένας TaqMan probe και φθορισμός εκπέμπεται όταν αποσπαστεί από το 

προϊόν της αντίδρασης. ii) οι fluorescence resonance energy transfer (FRET) probes, που 
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λειτουργούν μέσω μεταφοράς ενέργειας με αποτέλεσμα την εκπομπή φθορισμού, όταν 

συνδεθούν στο αμπλικόνιο πολύ κοντά ο ένας με τον άλλο (Dahook et al, 2004). Ο 

φθορισμός ανχνεύεται από το οπτικό σύστημα ειδικού κυκλοποιητή (π.χ. LightCycler). 

H real-time PCR δίνει ακόμη τη δυνατότητα και ποιοτικής ανάλυσης του 

σχηματιζόμενου προϊόντος με τη μελέτη της καμπύλης τήξης (melting curve analysis). H 

μελέτη της καμπύλης αυτής αυξάνει την ειδικότητα επιβεβαιώνοντας ότι το σήμα 

φθορισμού κατά τη διάρκεια της αντίδρασης, προέρχεται από το ειδικό προϊόν 

πολλαπλασιασμού με χαρακτηριστική θερμοκρασία τήξης (melting temperature-Tm) 

(Queipo-Ortuno et al, 2005).  

H πρώτη μελέτη για την ανίχνευση Brucella με real-time PCR έγινε από τους 

Redkar και συν. το 2001. Χρησιμοποιήθηκε ως γονιδιακός στόχος η αλληλουχία IS711 για 

την ανίχνευση B. abortus, B. melitensis και του βιότυπο 1 της Β. suis. Aκολούθησαν 

διάφορες μελέτες με ποσοστά ευαισθησίας και ειδικότητας που κυμαίνονταν από 64,7 έως 

93,3% και από 94,6-100%, αντίστοιχα (Colmenero et al, 2003; Queipo-Ortuno et al, 

2005a; Queipo-Ortuno et al, 2005b; Debeaumont et al, 2005; Kattar et al, 2007; 

Surucuoglu et al, 2009). Στη μελέτη των Surucuoglu και συν., είναι αξιοσημείωτη η 

διαφορά στο ποσοστό ευαισθησίας της μεθόδου μεταξύ οξείας και χρόνιας νόσου (91,2% 

και 66% αντίστοιχα) που μπορεί ίσως να εξηγηθεί από το χαμηλό βκτηριακό φορτίο στους 

ασθενείς της δεύτερης κατηγορίας. Σημαντική επίσης είναι η διαφορά μεταξύ της 

ευαισθησίας της real-time PCR και της καλλιέργειας αίματος στο σύνολο των ασθενών 

ανεξάρτητα από τις κλινικές εκδηλώσεις (88% και 36% αντίστοιχα). 

Μια ποσοτική real-time PCR με εκκινητές και TaqMan probe του bcsp 31 γονιδίου 

αναπτύχθηκε για τη διαφοροποίηση μεταξύ ανενεργούς, οροθετικής και ενεργούς 

ανθρώπινης βρουκέλλωσης. Η τιμή του cut-off που μεγιστοποιούσε το ποσοστό 

ευαισθησίας και ειδικότητας ανάμεσα στην ενεργό και στην παλιά νόσο ήταν 5x10
3 

copies/ml (Queipo-Ortuno et al, 2008). 

Μια άλλη σημαντική εφαρμογή των μοριακών τεχνικών είναι στην πρώιμη 

διάγνωση των επιπλοκών, των υποτροπών, καθώς και στην εκτίμηση της πορείας της 

θεραπείας. Στη μελέτη των Morata και συν. του 2001, από τα 34 δείγματα (όχι αίμα) των 

32 ασθενών με εστιακές επιπλοκές, τα 33 (97%) ήταν θετικά, ενώ η καλλιέργεια είχε 

ποσοστό ευαισθησίας 29,4% μόνο. Αυτό το χαμηλό ποσοστό σχετίζεται με την ευρεία 

χρήση αντιβιοτικής θεραπείας λόγω μη υποψίας της νόσου σε ασθενείς χωρίς αιτιολογική 

διάγνωση. Η real-time PCR έχει εφαρμοστεί σε ΕΝΥ για τη διάγνωση της 
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νευροβρουκέλλωσης, με ευαισθησία 100%, έναντι 33,3% της καλλιέργειας και 66,6% της 

συγκολλητινοαντίδρασης Wright (Colmenero et al, 2005). Είναι αξιοσημείωτη η γρήγορη 

(εντός 24 ωρών) διάγνωση της σπονδυλίτιδας από Brucella ακόμη και με αρνητικές τις 

καλλιέργειες αίματος και τις ορολογικές δοκιμασίες (Navarro-Martinez et al, 2008). Στη 

μελέτη των Surucuoglu και συν., από τους ασθενείς με εστιακή νόσο η real-time PCR  

ήταν θετική σε ποσοστό 90%, ενώ η συγκολλητινοα ντίδραση Wright και η καλλιέργεια 

αίματος σε ποσοστό 100% και 40% αντίστοιχα (Surucuoglu et al, 2009). 

H real-time PCR έχει δείξει την παρουσία βακτηριακού DNA σε χαμηλά επίπεδα 

στον ορό ασθενών που πήραν θεραπεία, με ποσοστό 38,8%, από αυτούς (7 ασθενείς) να 

παραμένουν θετικοί ακόμη και 1-2 χρόνια μετά το τέλος της θεραπείας. Απ’ αυτούς 4 

υποτροπίασαν και 3 όχι (Navarro et al, 2006). Η μεθοδολογία αυτή μπορεί να είναι 

χρήσιμη στη διάγνωση ασθενών με χρόνια βρουκέλλωση αφού αποκαλύπτει τη 

μακροχρόνια παραμονή γενετικού υλικού σε ασθενείς με μη εστιακή νόσο που 

παραπονιούνται για μη ειδικά συμπτώματα και παραμένουν αδιάγνωστοι με τις κλασσικές 

μεθόδους (Castano and Solera, 2009). Στη μελέτη των Μitka και συν., από τους 200 

ασθενείς που παρακολουθήθηκαν για ένα χρόνο μετά το τέλος της θεραπείας, οι 17 (8,5%) 

που υποτροπίασαν, παρέμειναν θετικοί σε όλα τα δείγματα και στις τέσσερις διαφορετικές 

PCR μεθοδολογίες. Τα αποτελέσματα αυτά καταδεικνύουν ότι το βακτήριο μπορεί να 

παραμένει στο αίμα ασθενών που έλαβαν θεραπεία για μεγάλο χρονικό διάστημα, πιθανά 

εντός των μακροφάγων, γεγονός που μπορεί ίσως να εξηγήσει τα υψηλά ποσοστά 

υποτροπών (Mitka et al, 2007). 

Σε αντίστοιχη μελέτη διάγνωσης και παρακολούθησης 39 ασθενών με οξεία 

βρουκέλλωση από τα Ιωάννινα (Vrioni et al., 2008), διαπιστώθηκε ότι η πλειονότητα των 

ασθενών (87% στο τέλος της θεραπείας, 77% μετά 6 μήνες και 70% μετά 12 μήνες από το 

τέλος της θεραπείας) παρουσίαζε ανιχνεύσιμα επίπεδα Brucella DNA, παρά του γεγονότος 

ότι ήταν ασυμπτωματικοί. Σε τρεις ασθενείς που παρουσίασαν υποτροπή, το φορτίο 

Brucella DNA δεν παρουσίασε στατιστικά σημαντική διαφορά ούτε κατά τη διάρκεια της 

νόσου, ούτε και μετά το τέλος της θεραπείας, σε σχέση με αυτούς που δεν παρουσίασαν 

υποτροπή. Η συγκεκριμένη μελέτη δείχνει, ότι παρά την άριστη κλινική εικόνα των 

ασθενών, το μικρόβιο μπορεί να παραμένει σε ανιχνεύσιμα επίπεδα για μεγάλο χρονικό 

διάστημα (Vrioni et al., 2008) 
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7.2.3.2 Ταυτοποίηση-Τυποποίηση 

7.3.2.1. PCR ενίσχυσης πολλαπλών στόχων (πολυπλεκτικές ή multiplex PCR) 

 Παρά τη μεγάλη γενετική ομολογία μεταξύ των ειδών Brucella (>90%) (Verger et 

al, 1985), αρκετές multiplex PCRs έχουν περιγραφεί για την ταυτοποίηση σε επίπεδο 

είδους και εν μέρει σε επίπεδο βιότυπου, χρησιμοποιώντας διαφορετικούς συνδυασμούς 

εκκινητών. Η πρώτη ονομάζεται AMOS PCR (από τα αρχικά των ειδών που ταυτοποιεί, 

δηλαδή Abortus, Melitensis, Ovis και Suis). Βασίστηκε στον πολυμορφισμό που 

προκύπτει από την ειδική για τα διαφορετικά είδη, εντόπιση της αλληλουχίας IS711 εντός 

του χρωμοσώματος και χρησιμοποίησε 5 primers. Ανιχνεύει τους βιότυπους 1, 2 και 4 της 

B. abortus, όλους τους βιότυπους της Β. melitensis, τον βιότυπο 1 της B. suis και τον 

βιότυπο 1 της B. ovis (Bricker et al, 1994). Δεν μπορεί να διαφοροποιήσει επιμέρους 

βιότυπους εντός του ίδιου είδους. 

 Μια άλλη PCR μεθοδολογία (Bruce-ladder) μπορεί επιπλέον να ταυτοποιήσει τα 

είδη B. canis, B. ovis, B. neotomae, B. ceti, B. pinnipedialis, τους βιότυπους 3, 5, 6, 7 και 9 

της B. abortus, τους βιότυπους 2, 3, 4 και 5 της B. suis καθώς και τα στελέχη των 

εμβολίων B. abortus S19, B. abortus RB51 και Β. melitensis Rev. 1. Ωστόσο δεν μπορεί 

επίσης να διαφοροποιήσει βιοτύπους του ίδιου είδους (Lopez-Goni et al, 2008). 

Βασιζόμενη στη Bruce-ladder, μια βελτιωμένη PCR αναπτύχθηκε για τη διαφοροποίηση 

και των εννέα αναγνωρισμένων ειδών, συμπεριλαμβανομένων και των πρόσφατα 

περιγεγραμμένων ειδών B. microti, B. inopinata, B. ceti και B. pinnipedialis, καθώς και 

των βιοτύπων τους (Mayer-Scholl et al, 2010).  

 

7.3.2.2. Amplified fragment length polymorphism (AFLP) 

Η μέθοδος αυτή δημιουργεί το αποτύπωμα ολόκληρου του γενώματος και 

βασίζεται στον επιλεκτικό πολλαπλασιασμό με PCR τμημάτων του γενετικού υλικού που 

προκύπτουν από τη χρήση συγκεκριμένων περιοριστικών ενζύμων. Η διαφοροποίηση 

φθάνει σε επίπεδο είδους και, σε κάποιες περιπτώσεις, σε επίπεδο ορσμένων βιοτύπων 

κάνοντας την εφαρμογή της σε επιδημιολογικές μελέτες απίθανη (Whatmore et al, 2005). 

 

7.3.2.3. PCR τυχαία πολλαπλασιασμένου πολυμορφικού DNA (random amplified     

polymorphic DNA PCR/RAPD-PCR)  

Οι εκκινητές, που έχουν μικρό μέγεθος, επιλέγονται αυθαίρετα  και στοχεύουν σε 

μη ειδικές αλληλουχίες με αποτέλεσμα τη δημιουργία του γενετικού αποτυπώματος του 
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υπο-εξέταση μικροοργανισμού. Σε μια πρόσφατη μελέτη, βασισμένη στη μεθοδολογία 

αυτή,  επιλέχθηκαν 19 primers για την ανάπτυξη μιας multiplex PCR χρήσιμης για την 

ταχεία ταυτοποίηση της Brucella σε επίπεδο είδους και βιοτύπου (Huber et al, 2009). 

 

7.3.2.4. Πολλαπλασιασμός και ανάλυση με περιοριστικά ένζυμα (PCR-restriction 

fragment length polymorphism/PCR-RFLP) 

Το γονίδιο-στόχος, με μεγάλο βαθμό ποικιλομορφίας μεταξύ των ειδών Brucella, 

πολλαπλασιάζεται με PCR και ακολουθεί πέψη με περιοριστικές ενδονουκλεάσες ώστε να 

παραχθούν αποτυπώματα περιοριστικών ειδικών πολυμορφικών θέσεων βακτηριακού 

DNA. Χρησιμοποιήθηκαν διάφορα γονίδια πρωτεϊνών της εξωτερικής μεμβράνης. Το 

μεγαλύτερο πολυμορφισμό έδειξε το omp2 γονίδιο. Μικρότερης αξίας είναι τα γονίδια 

omp25 και omp31. Η μέθοδος αυτή μπορεί να διαφοροποιήσει στελέχη σε επίπεδο είδους 

και, σε κάποιες περιπτώσεις σε επίπεδο βιοτύπου. Έχει περιορισμένη αναλυτική ικανότητα 

και επιπλέον με την omp25 PCR πολλαπλασιάστηκε και DNA του Ochrobactrum (Cutler 

etal, 2005). 

 

7.3.2.5. Multiple locus variable number of tandem repeats analysis (MLVA) 

Βραχείες επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες παρούσες σε διαφορετικές θέσεις (loci) 

εντός του γενώματος της Brucella, δείχνουν μεγάλη ποικιλία στον αριθμό των 

επαναλήψεων μεταξύ των ειδών και των στελεχών. Ο πολλαπλασιασμός με PCR μιας 

ομάδας loci, που περιέχουν αυτές τις επαναλήψεις, έχει επιτρέψει το χαρακτηρισμό 

μεμονωμένων και μοναδικών στελεχών ακόμη και από την ίδια περιοχή. Η μέθοδος αυτή 

έχει εφαρμογή σε επιδημιολογικές μελέτες για την εντόπιση της πηγής της μόλυνσης. 

Επιπλέον, μπορεί να αποβεί χρήσιμη για τη διάκριση μεταξύ επαναλοίμωξης και 

υποτροπής (Αl Dahook et al, 2007). Tη μεθοδολογία αυτή χρησιμοποιεί και η τεχνική 

“Hoof-Prints” (Hypervariable Octameric Oligonucleotide Finger-Prints). Πρόκειται για 

τεχνική PCR, η οποία βασίζεται στην στην επανάληψη σε οκτώ περιοχές εντός του 

γονιδιώματο της Brucella της αλληλουχίας “AGGGCAGT”. Έχει μεγάλη διακριτική 

ικανότητα ακόμη και μεταξύ μη σχετιζομένων στελεχών (Bricker et al, 2003).  

Mια multiplex PCR χρησιμοποιώντας οκτώ multi-locus variable number tandem 

repeat analysis (MLVA) primers μπόρεσε να διακρίνει τη B. melitensis από άλλα είδη 

Brucella και επέτρεψε τυποποίηση στελεχών. Χρησιμοποιήθηκε για την ταυτοποίηση  
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επτά επιδημιολογικά συνδεδεμένων  ομάδων στελεχών (clusters)  B. melitensis και για την 

εντόπιση της προέλευσης μιας λοίμωξης που αποκτήθηκε εργαστηριακά (Rees et al, 2009). 

 

Αναφέρονται και οι ακόλουθες μέθοδοι μοριακής τυποποίησης (Bricker et al, 2003): 

 Arbitary primed-PCR (AP-PCR) 

 Enterobacterial repetitive intergenic consencus sequence-PCR (EPIC-PCR) 

 Repetitive intergenic pallindromic sequence-PCR (REP-PCR) 

 

Όλες αυτές οι μέθοδοι είναι περισσότερο απαιτητικές από τις άλλες τεχνικές PCR και 

απαιτούν ειδικό εξοπλισμό με αποτέλεσμα η χρήση τους να είναι περιορισμένη στο 

διαγνωστικό εργαστήριο (Yu and Nielsen, 2010).   

 

8. ΘΕΡΑΠΕΙΑ – ΠΡΟΛΗΨΗ - ΠΡΟΦΥΛΑΞΗ 

 
8.1. Θεραπεία 

Για να είναι αποτελεσματική η θεραπεία παίζουν ρόλο αρκετοί παράγοντες όπως: η 

έγκαιρη έναρξη, ο συνδυασμός φαρμάκων που μπορούν να διεισδύουν εντός των 

μακροφάγων (η Brucella έχει ενδοκυττάρια εντόπιση) και να δρουν στο όξινο 

ενδοκυττάριο περιβάλλον, καθώς και η παρατεταμένη χορήγησή τους. Η αγωγή με 

συνδυασμό φαρμάκων είναι απαραίτητη, αφού οι μονοθεραπείες έχουν μη αποδεκτά 

υψηλά ποσοστά υποτροπής. Παράμετροι όπως η βέλτιστη διάρκεια θεραπείας, το κόστος, 

η ευκολία στη χορήγηση των φαρμάκων, φαρμακοκινητικοί, φαρμακοδυναμικοί, καθώς 

και τοπικοί λοιμογόνοι παράγοντες ή αντένδειξη για χρήση κάποιου φαρμάκου (π.χ. 

εγκυμοσύνη, παιδιά, ηπατικές παθήσεις κλπ) πρέπει να συνεκτιμώνται για την επιλογή του 

θεραπευτικού σχήματος (Pappas et al, 2005; Mantur et al, 2007).  

Για την οξεία βρουκέλλωση των ενηλίκων έχουν προταθεί το 1986 από τον 

Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας (World Health Organization – WHO) δύο σχήματα. Το από 

του στόματος σχήμα αποτελείται από 200 mg δοξυκυκλίνης (ένα παράγωγο της 

τετρακυκλίνης με μεγαλύτερη λιποδιαλυτότητα και μεγαλύτερο χρόνο ημίσειας ζωής στον 

ορό) σε συνδυασμό με 600-900 mg ριφαμπικίνης ημερησίως για περίοδο έξι εβδομάδων. 

Η ριφαμπικίνη έχει καλή in vitro δραστικότητα και καλή ενδοκυττάρια διείσδυση. Μια in 

vitro μελέτη έχει δείξει ότι η δοξυκυκλίνη και η ριφαμπικίνη διατηρούν επαρκή 
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δραστικότητα σε pH 5 (το pH των φαγολυσοσωμάτων που περιέχουν το παθογόνο) και ότι 

η  δραστικότητα της ριφαμπικίνης αυξάνεται σε χαμηλό pH (Akova et al, 1999). 

Το εναλλακτικό από του στόματος/παρεντερικό σχήμα αντικαθιστά τη ριφαμπικίνη 

με 15mg/Kg στρεπτομυκίνη ημερησίως για τις πρώτες 2-3 εβδομάδες της θεραπείας μόνο. 

Xoρήγηση της στρεπτομυκίνης για μεγαλύτερο χρονικό διάστημα δεν έχει αποδειχθεί ότι 

είναι πιο αποτελεσματική. Και οι δύο συνδυασμοί αποτελούν τα πιο δημοφιλή σχήματα 

παγκοσμίως. Ωστόσο το δεύτερο σχήμα με τη στρεπτομυκίνη είναι πιο αποτελεσματικό 

στην πρόληψη της υποτροπής (Solera et al, 1994). Aυτό μπορεί να οφείλεται σε πιθανή 

αλληλεπίδραση μεταξύ δοξυκυκλίνης και ριφαμπικίνης. O χρόνος ημίσειας ζωής της 

δοξυκυκλίνης είναι σημαντικά μικρότερος παρουσία ριφαμπικίνης, καθώς και η περιοχή 

κάτω από την καμπύλη (area under the curve – AUC), σε σύγκριση με το συνδυασμό 

δοξυκυκλίνης-στρεπτομυκίνης (Colmenero et al, 1994).  

Η γενταμικίνη φαίνεται ότι μπορεί να υποκαταστήσει τη στρεπτομυκίνη. Ωστόσο 

καμιά προοπτική μελέτη δεν έχει συγκρίνει τις αμινογλυκοσίδες και η βέλτιστη δόση 

καθώς και η διάρκεια της αντίστοιχης θεραπείας πρέπει να καθοριστούν (Solera et al, 

1997a). Τα αποτελέσματα μιας τυχαιοποιημένης κλινικής μελέτης που δημοσιεύτηκε 

πρόσφατα, δείχνουν ότι η χορήγηση γενταμικίνης για πέντε ημέρες σε συνδυασμό με 

δοξυκυκλίνη για οκτώ εβδομάδες δεν έχει καλύτερη αποτελεσματικότητα σε σχέση με με 

το κλασσικό σχήμα της χορήγησης στρεπτομυκίνης για δύο εβδομάδες σε συνδυασμό με 

δοξυκυκλίνη για σαράντα πέντε ημέρες (Roushan et al, 2010). H παρεντερική χορήγηση 

της στρεπτομυκίνης απαιτεί είτε εισαγωγή σε νοσοκομείο ή την ύπαρξη επαρκούς δικτύου 

υγείας που συνήθως απουσιάζουν από τις ενδημικές περιοχές. Από την άλλη πλευρά, η 

χρήση της ριφαμπικίνης σε περιοχές όπου η βρουκέλλωση ενδημεί, όπου ενδημεί επίσης 

και η φυματίωση, ενέχει τον κίνδυνο ανάπτυξης αντοχής στη ριφαμπικίνη στην κοινότητα 

(Pappas et al, 2005a). 

Παρά τον αρχικό ενθουσιασμό για τη χρήση της κοτριμοξαζόλης (τριμεθοπρίμη-

σουλφομεθοξαζόλη), επακόλουθες συγκριτικές μελέτες απεκάλυψαν υψηλό ποσοστό 

υποτροπής (Young, 2005).  

Oι κινολόνες πετυχαίνουν καλές συγκεντρώσεις εντός των φαγοκυττάρων. 

Διάφοροι συνδυασμοί που περιλαμβάνουν σιπροφλοξασίνη και οφλοξασίνη έχουν 

δοκιμαστεί κλινικά πετυχαίνοντας παρόμοια αποτελεσματικότητα με τα κλασσικά 

σχήματα (Karabay et al, 2004). Για τη μοξιφλοξασίνη και τη λεβοφλοξασίνη υπάρχουν 

μόνο in vitro παρατηρήσεις (Lopez-Merino et al, 2004). Ωστόσο, η μονοθεραπεία με 
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κινολόνη είχε απογοητευτικά αποτελέσματα και πρέπει να χρησιμοποιούνται σε 

συνδυασμό με άλλα φάρμακα (Akova et al, 1993).  

Oι μακρολίδες έχουν εξασθενημένη δράση στο όξινο περιβάλλον των 

φαγολυσοσωμάτων με αποτέλεσμα να μην είναι χρήσιμες στη θεραπεία της 

βρουκέλλωσης (Solera et al, 2001).  

Οι νεότερες κεφαλοσπορίνες, όπως η κεφτριαξόνη, έχουν συνδυασθεί με 

θεραπευτική αποτυχία και δεν συστήνονται (Lang et al, 1992). 

Tριπλά φαρμακευτικά σχήματα έχουν δοκιμασθεί στην προσπάθεια να αποφευχθεί 

πιθανή υποτροπή, καθώς και ανάπτυξη αντοχής στη ριφαμπικίνη, σε περιοχές όπου 

ενδημεί η φυματίωση. Η προσθήκη γενταμικίνης για τις πρώτες 7-10 ημέρες στο κλασικό 

από του στόματος σχήμα έχει προταθεί (Solera et al, 1997). Oι Mantur και συν. δεν 

παρατήρησαν υποτροπή μεταξύ των 93 ασθενών που έλαβαν τριπλή αγωγή με 

γενταμικίνη, δοξυκυκλίνη και ριφαμπικίνη (Mantur et al, 2004). Για τους ίδιους λόγους, 

βελτιωμένοι μέθοδοι μεταφοράς των αντιβιοτικών όπως μικροσφαιρίδια επικαλυμμένα με 

αντιβιοτικά, έχουν χρησιμοποιηθεί για τη μείωση της διάρκειας, των ανεπιθύμητων 

ενεργειών και την μεγαλύτερη αποτελεσματικότητα της θεραπείας (Lecaroz et al, 2006).   

Οι τετρακυκλίνες γενικά αντενδείκνυνται στην εγκυμοσύνη και σε παιδιά κάτω 

των οκτώ ετών. Τόσο η ριφαμπικίνη όσο και η κοτριμοξαζόλη φαίνεται να είναι ασφαλείς 

για τη θεραπεία της βρουκέλλωσης κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης (Kahn et al, 2001). 

Σε παιδιά μικρότερα των οκτώ ετών μπορεί να χρησιμοποιηθεί ριφαμπικίνη σε συνδυασμό 

με κοτριμοξαζόλη ή αμινογλυκοσίδη (Young, 2005). 

Για τη θεραπεία των επιπλοκών, πρέπει να δίνεται ιδιαίτερη προσοχή στην 

ικανότητα διείσδυσης και στη δραστικότητα των σκευασμάτων στο συγκεκριμένο ιστό 

που εμπλέκεται. Η επιλογή και η διάρκεια του θεραπευτικού σχήματος πρέπει να 

εξατομικεύεται και παρατεταμένη θεραπεία χρειάζεται σε επιπλοκές όπως ενδοκαρδίτιδα ή 

νευροβρουκέλλωση (Franco et al, 2007). Στη νευροβρουκέλλωση, η στρεπτομυκίνη 

αντενδύκνειται γιατί δεν μπορεί να πετύχει θεραπευτικά επίπεδα στο εγκεφαλονωτιαίο 

υγρό. Η παρατεταμένη χορήγηση τριπλού σχήματος (π.χ. δοξυκυκλίνη, ριφαμπικίνη και 

κοτριμοξαζόλη) χρησιμοποιείται. H προσθήκη κορτικοστεροειδών δεν έχει αποδεχθεί ότι 

έχει πάντα ευεργετικό αποτέλεσμα. Για τη θεραπεία της ενδοκαρδίτιδας απαιτούνται 

βακτηριοκτόνα επίπεδα φαρμάκων. Ο συνδυασμός δοξυκυκλίνης, ριφαμπικίνης και 

κοτριμοξαζόλης έχει επίσης χρησιμοποιηθεί με επιτυχία (Young, 2005). Αν και 

περιπτώσεις ενδοκαρδίτιδας έχουν θεραπευτεί μόνο με αντιμικροβιακή αγωγή, 
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χειρουργική παρέμβαση (π.χ. αντικατάσταση βαλβίδας) συνδυαζόμενη με αντιβιοτική 

θεραπεία είναι η καλύτερη προσέγγιση (Hadjinikolaou et al, 2001). Αποστήματα όπως 

επισκληρίδιο, εγκεφαλικό ή σπληνικό απαιτούν επίσης χειρουργική αντιμετώπιση αφού 

συνήθως είναι ανθεκτικά στα αντιβιοτικά. Η σπονδυλίτιδα πρέπει να θεραπεύεται για 

τουλάχιστον τρεις μήνες χωρίς η ανωτερότητα κάποιου συγκεκριμένου σχήματος να έχει 

αποδειχθεί (Pappas et al, 2004). 

H υποτροπή της νόσου μπορεί να αντιμετωπισθεί με επανάληψη ενός από τα 

συνήθη σχήματα (Pappas et al, 2005a). Έχουν γίνει κάποιες προσπάθειες για την 

πρόβλεψη της υποτροπής. Οι Ariza και συν., έχουν καθορίσει ως ανεξάρτητους 

παράγοντες κινδύνου τη «λιγότερο αποτελεσματική» αντιβιοτική θεραπεία, τη θετική 

αιμοκαλλιέργεια κατά την αρχική νόσο, διάρκεια νόσου 10 ημερών ή λιγότερο πριν την 

έναρξη της θεραπείας, το ανδρικό φύλλο και αριθμό αιμοπεταλίων ≤ 150.000/μl (Ariza et 

al,1995). Οι Solera και συν., έχουν προτείνει ένα πολυποίκιλο μοντέλο για την κατάταξη 

του παράγοντα κινδύνου για υποτροπή εντός 12 μηνών σε ομάδες μικρής (4-5)%, μέσης 

(32%) και υψηλής (67%) πιθανότητας. Οι ανεξάρτητοι προγνωστικοί παράγοντες ήταν 

θερμοκρασία 38,3
ο
C ή υψηλότερη, θετική αιμοκαλλιέργεια και διάρκεια των 

συμπτωμάτων πριν τη θεραπεία μικρότερη των 10 ημερών (Solera et al, 1998). 

Τα ποσοστά αποτυχίας της θεραπείας κυμαίνονται από 4,6%-24% για το από του 

στόματος σχήμα και από 5%-8% για το από του στόματος/παρεντερικό σχήμα. Η αιτία 

αποτυχίας παραμένει ασαφής. Μιας και η αντίσταση στα αντιβιοτικά δεν μπορεί να 

θεωρηθεί σημαντικός παράγοντας, η μη συμμόρφωση του ασθενούς με τη θεραπευτική 

αγωγή μπορεί να ευθύνεται σε σημαντικό βαθμό. Η σημασία επίσης της ανεύρεσης 

επίμονα θετικής PCR παρά την «επιτυχή» ή βέλτιστη θεραπεία, πρέπει να αξιολογηθεί 

(Franco et al, 2007; Mitka et al, 2007). 

Για τη θεραπεία της χρόνιας βρουκέλλωσης έχει μελετηθεί και η ανοσοθεραπεία με 

ανοσοτροποποιητικά φάρμακα όπως η levamisole. H levamisole είναι ένα 

ανοσοενισχυντικό συνθετικό φάρμακο που χρησιμοποιείται σαν αντιελμινθικό ενάντια 

στους νηματώδεις σκώληκες. Το ανοσοτροποιητικό της αποτέλεσμα εκδηλώνεται κατά τη 

διάρκεια της θεραπείας με αύξηση του αριθμού και της λειτουργικής ικανότητας των 

κυκλοφορούντων λεμφοειδών κυττάρων, με μείωση της δυσαναλογίας των 

ανοσορυθμιστικών κυττάρων και της ποσότητας των κυκλοφορούντων 

ανοσοσυμπλεγμάτων (Mukovozova, 1988). Έχει καταδειχθεί ότι βελτιώνει τη 

φαγοκυτταρική ικανότητα των μονοκυττάρων του περιφερικού αίματος και ότι αυξάνει τα 
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Τ λεμφοκύτταρα με αποτέλεσμα σημαντική ειδική κυτταρική ανοσία έναντι των 

αντιγόνων της Βrucella (Boura et al, 1984). Σε μια μελέτη που παρουσιάζει την πιθανή 

ευεργετική επίδραση της levamisole, όλοι οι ασθενείς, εκτός από έναν, βελτιώθηκαν 

κλινικά με μείωση ή και αρνητικοποίηση των τίτλων των ειδικών αντισωμάτων 

(Raptopoulou-Gigi et al, 1980).  

Η κλινική αποτελεσματικότητα της levamisole έχει συγκριθεί με αυτή της 

εμβολιοθεραπείας σε μια ελεγχόμενη μελέτη που περιελάμβανε 311 ασθενείς, κατά την 

οποία η levamisole ήταν περισσότερο αποτελασματική στη μείωση του ποσοστού των 

χρόνιων μορφών της νόσου (Mukovozova, 1986). Σε μια άλλη μελέτη με 32 ασθενείς με 

χρόνια νόσο, μελετήθηκε η ανοσοθεραπεία σε σύγκριση με τη συμβατική θεραπεία. Όσον 

αφορά την κλινική και ανοσολογική βελτίωση, η ανοσοθεραπεία είχε καλύτερα 

αποτελέσματα και πιο συγκεκριμένα η αγωγή με interferon-α ήταν περισσότερα 

υποσχόμενη θεραπευτική προσέγγιση της χρόνιας βρουκέλλωσης σε σχέση με τη 

levamisole (Printzis et al, 1994). Στην πρώτη μελέτη που συγκρίνει την κλασσική 

θεραπεία με rifampicin και doxycycline και το συνδυασμό της κλασσικής θεραπείας με 

levamisole, ο παράγοντας αυτός αποδείχθηκε αρκετά αποτελεσματικός σε όλους τους 

ασθενείς παρέχοντας επαρκή κλινική και εργαστηριακή ανταπόκριση σε σύγκριση με την 

εφαρμογή μόνο της κλασσικής αντιβιοτικής θεραπείας (Irmaket al, 2003). Το συμπέρασμα 

αυτό έρχεται σε αντίθεση με μια πιο πρόσφατη μελέτη, στην οποία η προσθήκη της 

levamisole στην κλασσική αντιμικροβιακή θεραπεία, δεν υπερτερούσε στο 

ανοσοδιεγερτικό αποτέλεσμα όσον αφορά τους υποπληθυσμούς των λεμφοκυττάρων και 

την ικανότητα φαγοκυττάρωσης (Dizer et al, 2005). 

H ανάπτυξη αντοχής της Brucella δεν έχει ακόμη παρατηρηθεί. Αυτό οφείλεται εν 

μέρει στην έλλειψη πλασμιδίων. Επιπρόσθετοι λόγοι για τη μη διενέργεια σε ρουτίνα τεστ 

ευαισθησίας in vitro, είναι η πτωχή συσχέτιση μεταξύ υψηλής in vitro δραστικότητας και 

κλινικής αποτελεσματικότητας για πολλά αντιβιοτικά, συμπεριλαμβανομένων των β-

λακταμικών και των κινολονών, η έλλειψη καλά καθορισμένων ερμηνευτικών κριτηρίων 

καθώς και λόγοι ασφάλειας του προσωπικού των εργαστηρίων (Lindquist et al, 2007). 

Ωστόσο, η ανάπτυξη αντοχής είναι πιθανή και ειδικά σε περίπτωση εκδήλωσης 

βιοτρομοκρατίας υπάρχει η πιθανότητα «κατασκευασμένης» αντοχής. Για την ανίχνευση 

πιθανής αντοχής, στανταρισμένες μέθοδοι μικροαραιώσεων σε ζωμο για την 

πραγματοποίηση τεστ ευαισθησίας καθώς και αντίστοιχα ερμηνευτικά κριτήρια έχουν 
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καθοριστεί και δημοσιευτεί από το CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute-

CLSI). 

 

Πίνακας 11: Μέθοδος αραιώσεων σε ζωμό για προσδιορισμό της Ελάχιστης 

Ανασταλτικής Συγκέντρωσης (MIC) και συνυστόμενα QC στελέχη (από CLSI, 2010). 

Medium: Brucella broth, pH adjusted to 7.1 ± 0.1  

Inoculum: Direct colony suspension in CAMHB
1
, equivalent to a 0.5 McFarland 

standard    

Incubation: 35±2
o
C; ambient air; 48h. Incubation in CO2 may be required for 

growth of some strains of Brucella spp., especially B. abortus  

Recommended 

QC strains: 

E. coli ATCC 25922, S. pneumoniae ATCC 49619 

(1: cation-adjusted Mueller-Hinton broth)  

 

Όλες οι διαδικασίες για την πραγματοποίηση του τεστ ευαισθησίας πρέπει να γίνονται 

σε συνθήκες βιολογικής ασφάλειας επιπέδου 3 (Biosafety Level -BSL 3), δεδομένου ότι 

κατά την παρασκευή του εναιωρήματος είναι πιθανή η παραγωγή αεροσταγονιδίων. 

Εργαστήρια που δεν διαθέτουν τέτοια υποδομή πρέπει να στέλνουν τα στελέχη σε ένα 

κατάλληλα εξοπλισμένο εργαστήριο αναφοράς (Hindler and Patel, 2007). 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί η Brucella θεωρείται ευαίσθητη στους αντιμικροβιακούς 

παράγοντες που προτείνονται από τον WHO, με αποτέλεσμα να μην πραγματοποιείται 

τεστ ευαισθησίας σε ρουτίνα. Οι υποτροπές συνήθως οφείλονται σε ανεπαρκή θεραπεία 

και σπάνια στελέχη ανθεκτικά σε αντιβιοτικά αποτελούν την αιτία της θεραπευτικής 

αποτυχίας (Turkmani et al, 2006). Ωστόσο, στελέχη με μειωμένη ευαισθησία στη 

ριφαμπικίνη και την κοτριμοξαζόλη έχουν αναφερθεί (Baycam et al, 2004; Lopez-Merino 

et al, 2004; Turkmani et al, 2006). Οι μέθοδοι όμως που χρησιμοποιήθηκαν είχαν το 

μειονέκτημα της έλλειψης επαρκούς προτύπωσης. Επίσης, τα στελέχη αυτά δεν 

χαρακτηρίσθηκαν από καθοριστές αντοχής ή τυχόν μεταλλάξεις. Γι’ αυτό ο ορισμός της 

αντοχής στη ριφαμπικίνη ή την κοτριμοξαζόλη παραμένει ασαφής (Hindler and Patel, 

2007).  

Στη συνέχεια παρατίθενται τα αντιβιοτικά που προτείνονται για έλεγχο με τα 

αντίστοιχα ερμηνευτικά κριτήρια (από CLSI, 2010): 
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Antimicrobial 

Agent 

MIC Interpretive Standard 

μg/mL 

Comments 

S I R  

AMINOGLYCOSIDES 

Gentamicin ≤4 – – 1 

Streptomycin ≤8 – – 1,2,3 

TETRACYCLINES                                                                                               4 

Tetracycline ≤1 – – 1,2 

Doxycycline ≤1 – – 1,2 

FOLATE PATHWAY INHIBITORS 

Trimethoprim-

sulfamethoxazole 

≤2/38 – – 1,2 

  (1): For some organisms/antimicrobial agent combinations, the absence or rare accurrence of 

resistant strains precludes defining any results categories other than “susceptible”. For strains 

yielding results suggestive of a “nonsusceptible” category, organism identification and 

antimicrobial susceptibility test results should be confirmed. 

 (2): Incubation of broth in CO2  may increase the MIC of aminoglycosides and decrease 

the MIC of tetracyclines, usually by one doubling dilution 

 (3): The streptomycin-susceptible breakpoint is ≤16 μg/mL when the test is incubated in 

CO2 and ≤ 8 μg/mL when it is incubated in air. 

 (4): Organisms that are susceptible to tetracycline are also considered susceptible to 

doxycycline. 

 

Όπως είναι γνωστό, η βακτηριοκτόνος δράση της ριφαμπικίνης οφείλεται στην 

ικανότητα της να συνδέεται με τη β υπομονάδα της DNA εξαρτώμενης RNA 

πολυμεράσης, που κωδικοποιείται από το γονίδιο rpoB. Μεταλλάξεις στο γονίδιο αυτό 

έχουν ανιχνευθεί σε ανθεκτικά στη ριφαμπικίνη στελέχη Escherichia coli και 

Μycobacterium tuberculosis. Υπάρχουν επίσης δεδομένα που αποδεικνύουν ότι η 

προσθήκη ριφαμπικίνης στα υλικά τείνει να μετατρέψει καλλιεργήματα B. abortus σε 

rough και ότι τα στελέχη με αντοχή στη ριφαμπυκίνη είναι λιγότερο λοιμογόνα. Γι’ αυτό 

και η ριφαμπικίνη έχει χρησιμοποιηθεί για την δημιουργία του σταθερού, εξασθενημένου 

στελέχους της Β. abortus RB51, που χρησιμοποιείται για τον εμβολιασμό των βοοειδών. 

Οι μεταλλάξεις που έχουν βρεθεί σε δύο περιοχές του rpoB γονιδίου τόσο στο στέλεχος 
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RB51 όσο και σε εργαστηριακά προερχόμενα μεταλλαγμένα στελέχη Brucella ανθεκτικά 

στη ριφαμπικίνη, δεν βρέθηκαν σε στελέχη ευαίσθητα στον παράγοντα αυτό (Marianelli et 

al, 2004). 

Σε μια πρόσφατη μελέτη χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος MLVA (multiple locus variable 

analysis – MLVA) για τη μοριακή ανίχνευση των rpoB και gyrA/gyrB/parC/parE 

μεταλλάξεων, που είχαν περιγραφεί προηγουμένως σε in vitro Brucella spp. μεταλλάκτες 

και είχαν σχετισθεί με αντοχή στη ριφαμπικίνη και τις φθοριοροκινολόνες αντίστοιχα. Η 

απουσία rpoB μεταλλάξεων σαφώς σχετιζόμενες με αντοχή στη ριφαμπικίνη σε κλινικά 

στελέχη B. melitensis, ενισχύει τη χρησιμοποίηση της ως πρώτη επιλογή για τη θεραπεία 

πρώτου επεισοδίου βρουκέλλωσης. Ωστόσο, η απουσία topoisomerase II-IV μεταλλάξεων 

δεν μπορεί να αποκλείσει αντοχή στις φθοριοκινολόνες λόγω ενδεχόμενης συνεμπλοκής 

διαφορετικών μηχανισμών (Valdezate et al, 2010). 

Στον Πίνακα 12, συνοψίζονται τα δεδομένα για τα αντιβιοτικά που χρησιμοποιούνται 

για τη θεραπεία της βρουκέλλωσης και οι συστάσεις για τους προτεινόμενους 

συνδυασμούς (από Pappas et al, 2005a και Ariza et al., 2007).  

 

Antibiotic Dose Combinations 

Doxycycline 100 mg twice for 6 wk Doxycycline combined with streptomycin with 

rifampin, with gentamicin, or with ciprofloxacin; 
doxycycline and streptomycin combined with rifampin 

or trimethoprim-sulfamethoxazole; doxycycline 

combined with rifampin and trimethoprim-
sulfamethoxazole 

 

Streptomycin 15 mg/kg or body weight 
intramusculary for 2-3 wk  

Streptomycin and doxycyclin; streptomycin and 
doxycyclin combined with rifampin or trimethoprim- 

sulfamethoxazole 

 

Rifampin 600-1200 mg/day for 6 wk Rifampin and doxycycline; rifampin and doxycycline 
combined with streptomycin or trimethoprim-

sulfamethoxazole; rifampin and ofloxacin; rifampin and 

ciprofloxacin 
 

Gentamicin 5 mg/kg/day in 3 divided 

intravenous doses for 5-7 days 

 

Gentamicin and doxycycline 

Trimethoprim-

sulfa- 

methoxazole 

960 mg twice daily for 6 wk Trimethoprim-sulfamethozazole combined with 

doxycycline, with rifampin, or with streptomycin; 

trimethoprim-sulfamethoxazole and doxycycline 
combined with streptomycin or with rifampin 

 

Ofloxacin 400 mg twice daily for 6 wk Ofloxacin and rifampin 
 

Ciprofloxacin 500 mg twice daily for 6 wk Ciprofloxacin with doxycycline or rifampin 
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Πίνακας 13: Θεραπευτικά σχήματα για τη βρουκέλλωση σύμφωνα με τον Παγκόσμιο 

Οργανισμό Υγείας (WHO, 1999) 

 

Αντιβιοτικό Α + Αντιβιοτικό Β Συνθήκες 

Δοξυκυκλίνη 

200 mg/ημέρα x 6 

εβδομάδες 

Στρεπτομυκίνη 

1 g/ημέρα x 2-3 εβδομάδες 

ή 

Ριφαμπικίνη 

600–900 mg/ημέρα x 6 

εβδομάδες 

ή 

Γενταμυκίνη 

5mg/kg/ημέρα x 7-10 ημέρες 

Θεραπεία σε ενήλικες και 

παιδιά >8 ετών 

 Ριφαμπικίνη 

(x 45 ημέρες) 

ή 

Κοτριμοξαζόλη 

Σε περιπτώσεις 

εγκυμοσύνης η 

προτεινόμενη θεραπεία έχει 

αβέβαια αποτελέσματα 

Κοτριμοξαζόλη 

(2 x 8/40 mg/kg/ημέρα x 

6 εβδομάδες 

Στρεπτομυκίνη 

30 mg/kg/ημέρα x 3 εβδομάδες 

ή 

Γενταμυκίνη 

(5 mg/kg /ημέρα x 7-10 ημέρες) 

ή 

Ριφαμπικίνη 15 mg/kg/ημέρα 

Σε παιδιά ≤8 ετών 

η προτεινόμενη θεραπεία 

δεν έχει καθοριστεί 

οριστικά 

 

8.2. Πρόληψη – Προφύλαξη  
 

Η πρόληψη της ανθρώπινης βρουκέλλωσης εξαρτάται από τον έλεγχο και την 

εξάλλειψη της νόσου στα οικόσιτα ζώα. Σε περιοχές με χαμηλή επίπτωση ισχύει το 

καθεστώς της σφαγής κατόπιν θετικού ελέγχου. Ο εμβολιασμός δεν επιτρέπεται γιατί 
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καθιστά αδύνατη τη διάκριση μεταξύ εμβολιασμένου και μολυσμένου ζώου. Η εφαρμογή 

της τακτικής αυτής δεν είναι εφικτή σε περιοχές με υψηλή επίπτωση. Το κόστος 

αποζημίωσης των κτηνοτρόφων για τις απώλειες τους θα ήταν πολύ υψηλό. Επίσης, το  

διαθέσιμο ελεύθερο από βρουκέλλωση ζωικό κεφάλαιο θα ήταν ανεπαρκές. Στην δεύτερη 

αυτή περίπτωση, η ευρεία χρήση ενός εγκεκριμένου εμβολίου είναι πολύ αποτελεσματική 

στη μείωση της επίπτωσης σε επίπεδο όπου η σφαγή μετά από θετικό έλεγχο να είναι 

εφικτή (O ’Callaghan and MacMillan, 2002).  

Τρία εξασθενημένα ζωντανά εμβόλια χρησιμοποιούνται για τον εμβολιασμό των 

ζώων. Το στέλεχος Rev-1 της Β. melitensis χρησιμοποιείται στα αιγοπορόβατα, είναι 

λοιμογόνο για τον άνθρωπο και αποτελεί συχνή αιτία νόσησης για τους κτηνιάτρους και 

τους κτηνοτρόφους. Το στέλεχος 19 της B. abortus έχει χρησιμοποιηθεί στα βοοειδή με 

μεγάλη αποτελεσματικότητα. Ένα άγριο μεταλλαγμένο στέλεχος του βιότυπου 1 της B. 

abortus, το RB51, έχει ευρέως αντικαταστήσει το στέλεχος 19 στις Ηνωμένες Πολιτείες 

Αμερικής, και φαίνεται να είναι λιγότερο παθογόνο για τον άνθρωπο. Έχει επίσης το 

πλεονέκτημα ότι δεν αυξάνει τα αντισώματα που ανιχνεύονται με τις συμβατικές 

ορολογικές μεθόδους (Young, 2005). Όλα τα διαθέσιμα εμβόλια είναι αποτελεσματικά σε 

συγκεκριμένους ξενιστές και διασταυρούμενη προφύλαξη δεν επιτυγχάνεται εύκολα. Δεν 

υπάρχει εμβόλιο διαθέσιμο για την προφύλαξη των χοίρων από τη βρουκέλλωση. Το 

εμβόλιο RB51 έχει δοκιμαστεί με μικτά αποτελέσματα (Cutler et al, 2005). Οι 

κτηνοτρόφοι πρέπει να ενημερώνονται για τη σημασία του εμβολιασμού και να 

ενθαρύνονται προς αυτή την κατεύθυνση με στόχο την προστασία τόσο του ζωικού τους 

κεφαλαίου όσο και της δημόσιας υγείας. 

Από την άλλη πλευρά, δεν θα πρέπει να παραλείπεται η χρησιμοποίηση 

προστατευτικού ρουχισμού από το ιατρικό και παραϊατρικό προσωπικό κατά τον χειρισμό 

είτε νεκρών ζώων ή προϊόντων απόβολής καθώς και ύποτων δειγμάτων και 

καλλιεργημάτων. Οι χειρισμοί που αφορού τα τελευταία πρέπει να γίνοται σε θάλαμο 

βιολογικής ασφάλειας με πρακτικές βιολογικής ασφάλειας επιπέδου 3. Η αποφυγή 

κατανάλωσης μη παστεριωμένων γαλακτοκομικών προϊόντων πρέπει να θεωρείται 

αυτονόητη για το γενικό πληθυσμό (Mantur et al, 2007). 

To ερώτημα της λήψης ή όχι προφυλακτικής αγωγής προκύπτει συχνά μετά από 

πιθανή εργαστηριακή έκθεση στη Brucella. Δεν υπάρχουν γενικά αποδεκτές πρακτικές σε 

αυτές τις περιπτώσεις. Κάποιοι προτείνουν πλήρη θεραπεία έξι εβδομάδων αν η έκθεση 

ήταν σημαντική (Solera et al, 1997b). Έχουν επίσης αναφερθεί λήψη μόνο δοξυκυκλίνης 
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για μία εβδομάδα αμέσως μετά την έκθεση (Zervos and Bostic, 1997), καθώς και αγωγή 

τριών εβδομάδων με τον κλασσικό συνδυασμό δοξυκυκλίνης και ριφαμπικίνης (Robishaud 

et al, 2004).  

Προς το παρόν δεν υπάρχει διαθέσιμο, εγκεκριμένο εμβόλιο για τον άνθρωπο. Η 

γνώση για την παθογένεια της νόσου σε μοριακό επίπεδο είναι ακόμα ατελής και τα 

εμβόλια που χρησιμοποιούνται στα ζώα παραμένουν λοιμογόνα για τον άνθρωπο (Pappas 

et al, 2005a). Πολυάριθμα εμβόλια έχουν δοκιμαστεί στο παρελθόν, αλλά χωρίς να τύχουν 

ευρείας αποδοχής. Τέτοια είναι τα προεχόμενα από το στέλεχος 19 της B. abortus που 

χρησιμοποιήθηκαν στην πρώην Σοβιετική Ένωση. Μια ποικιλλία από ζωντανά 

εξασθενημένα στελέχη, όπως το στέλεχος 19ΒΑ της B. abortus ή 104Μ της Β. melitensis, 

έχουν επίσης χρησιμοποιηθεί στην πρώην Σοβιετική Ένωση ή στην Κίνα, αντίστοιχα, 

αλλά με περιορισμένη αποτελεσματικότητα και έντονες αντιδράσεις.  

Επιπρόσθετα, ποικίλλα κλάσματα Brucella έχουν μελετηθεί, αλλά με ασαφή 

αποτελεσματικότητα. Μεταξύ αυτών και ένα αδιάλυτο στη φαινόλη κλάσμα B. abortus ή 

Β. melitensis, το κλάσμα ΡΙ, που αποτελείται κυρίως από πεπτιδογλυκάνη, πρωτεϊνες και 

smooth λιποπολυσακχαρίδια. Αυτό το παρασκεύασμα εμβολίου φαινόταν αποτελεσματικό. 

Ήταν ανοσογόνο για τον άνθρωπο αλλά προκαλούσε έντονο πόνο τοπικά στο σημείο της 

ένεσης καθώς και πυρετό μετά τον εμβολιασμό (Hadjichristodoulou et al, 1994). Πλέον 

δεν παράγεται.  

Ένα ιδανικό εμβόλιο για χρήση στον άνθρωπο θα πρέπει να είναι ασφαλές, 

αποτελεσματικό (ανοσογόνο) και να παρέχει μακροχρόνια προστασία. Η εφαρμογή ενός 

τέτοιου εμβολίου θα ήταν ευεργετική σε άτομα επαγγελματικά εκτεθειμένα, στον γενικό 

πληθυσμό που ζει σε ενδημικές περιοχές ή σε περίπτωση βιοτρομοκρατικού σεναρίου 

καθώς και στο στρατιωτικό προσωπικό σε ενδεχόμενη χρήσης της Brucella ως βιολογικού 

όπλου. Η οδός χορήγησης πρέπει να είναι ικανή να προκαλεί την κατάλληλη ανοσολογική 

απάντηση αλλά και να λαμβάνει υπόψη πρακτικές παραμέτρους. Ζωντανά εξασθενημένα 

εμβόλια, εμβόλια που φέρουν υπομονάδες ή βασίζονται σε ανασυνδυασμένες πρωτείνες, 

εμβόλια που χρησιμοποιούν ως «φορείς» αντιγόνων άλλους  μικροοργανισμούς (π.χ. 

Lactococcus lactis) ή περιέχουν DNA είναι υπό μελέτη για την παρασκευή του 

κατάλληλου ανθρώπινου εμβολίου (Perkins et al, 2010). 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/05/2024 18:46:41 EEST - 18.217.190.162



 

  97 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/05/2024 18:46:41 EEST - 18.217.190.162



 

  98 

1. ΣΚΟΠΟΣ 

 

Η βρουκέλλωση αποτελεί νόσο ενδημική στον ελλαδικό χώρο κατά βάση 

επαγγελματικό νόσημα, με την πλειοψηφία των κρουσμάτων να καταγράφονται σε 

κτηνοτρόφους, κτηνιάτρους ή κρεοπώλες. Η Θεσσαλία εξάλλου, όπου διενεργήθηκε η 

μελέτη, σύμφωνα με τα στοιχεία του ΚΕΕΛΠΝΟ, αποτελεί μια από τις περιοχές της 

Ελλάδας με την υψηλότερη επίπτωση της νόσου (8,0/100.000 πληθυσμού). 

 

Σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν  

1. Εκτίμηση της ανταπόκρισης με τα εγκεκριμένα τρέχοντα θεραπευτικά σχήματα 

2. Κλινική ανταπόκριση στα θεραπευτικά σχήματα σε συνάρτηση με το χρόνο 

3. Υποστροφή επιπλοκών 

4. Εργαστηριακή ανταπόκριση στα σχήματα όπως προκύπτει από μοριακές τεχνικές 

ελέγχου βρουκέλωσης (ΡCR)· 

 

2. ΑΣΘΕΝΕΙΣ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

Α. ΑΣΘΕΝΕΙΣ 

Πρόκειται για μια προοπτική μελέτη καταγραφής της κλινικής εικόνας, της 

εργαστηριακής εξέλιξης και της απάντησης στην ειδική θεραπεία των ασθενών που 

προσήλθαν με εικόνα συμβατή με βρουκέλλωση στην Β΄ Παθολογική Κλινική του 

Γενικού Νοσοκομείου Τρικάλων, τα έτη 2007-2010. 

Έγινε λεπτομερής καταγραφή της κλινικής εικόνας, τόσο κατά την εισαγωγή και 

την διάρκεια της νοσηλείας τους όσο και μετά την έξοδο. Κάθε ασθενής εξετάσθηκε στα 

Εξωτερικά ιατρεία τουλάχιστον δύο φορές μετά την έξοδο. 

Για την μελέτη των αιματολογικών και βιοχημικών παραμέτρων των ασθενών 

ελήφθησαν τρία δείγματα αίματος. Η πρώτη λήψη αίματος έγινε κατά την εισαγωγή του 

ασθενούς (κατά μεσο όρο 7 ημέρες μετά την έναρξη της νόσου) και η δεύτερη λήψη 

περίπου 10 ημέρες μετά από την πρώτη. Τρίτο δείγμα αίματος ελήφθη από τους ασθενείς 

12-24 μήνες μετά την ολοκλήρωση της θεραπείας τους. 

Απαραίτητη προϋπόθεση για να συμπεριληφθεί ένας ασθενής στην παρούσα 

μελέτη ήταν το να πληρεί τόσο τα κλινικά όσο και τα ορολογικά κριτήρια της νόσου. 
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Α.1 Κλινικά κριτήρια λοίμωξης από Βρουκέλλα  

 

1. Παρουσία υψηλού πυρετού > από 38
ο
C 

2. Παρουσία ιδρώτων 

3. Παρουσία αρθραλγιών 

4. Επιμονή των συμπτωμάτων και υποτροπή αυτών παρά τη λήψη κοινής 

αντιβιοτικής αγωγής για λοίμωξη  

 

Α.2 Ορολογικά κριτήρια λοίμωξης από Βρουκέλλα 

 Οι οροί εξετάσθηκαν με Rose Begal test και αντίδραση Wright. Με την αρχική 

διάγνωση της νόσου εστάλη δείγμα PCR (γενική αίματος) σε όλους τους ασθενείς καθώς 

και την επανεξέτασή τους μετά από ένα έτος. 

 Για να θεωρηθεί ότι οι τίτλοι  αντισωμάτων ήταν ενδεικτικοί οξείας λοίμωξης 

επιλέχθηκε οι ασθενείς της μελέτης να έχουν όλοι θετική αντίδραση Wright σε τίτλο πάνω 

από 1/160 και θετική αντίδραση Rose Begal.  

 Η εξέταση PCR ήταν θετική σε όλους τους ασθενείς,  

 

Α.3 Πρωτόκολλο καταγραφής ασθενών 

Για τις ανάγκες καταγραφής του ιατρικού φακέλου των κλινικών και 

εργαστηριακών  παραμέτρων των ασθενών που πληρούσαν τα ανωτέρω κλινικά και 

ορολογικά κριτήρια, και κατά συνέπεια διαγνώσθηκαν σαν νέες κλινικές περιπτώσεις της 

νόσου, δημιουργήθηκε ένα πρωτόκολλο καταγραφής. Στο πρωτόκολλο αυτό εισήχθησαν 

οι ασθενείς που πληρούσαν τα κλινικά, εργαστηριακά δεδομένα της νόσου καθώς και τα 

επιδημιολογικά κριτήρια επαφής με ζώα ή κατανάλωσης γαλακτοκομικών προϊόντων 

δικής τους παραγωγής. 

1. Δημογραφικά στοιχεία: Καταγράφηκαν η περιοχή διαμονής του ασθενούς, η 

εργασία του και η σχέση του με ζώα, τόσο σαν κύρια εργασιακή απασχόληση, όσο 

και σαν δευτερεύουσα απασχόληση ή ψυχαγωγία καθώς και η εργασία του για την 

παραγωγή προϊόντων γάλακτος. 

2. Κλινικό πρωτόκολλο: Περιελάμβανε πλήρη καταγραφή των συμπτωμάτων και 

κλινικών ευρυμάτων των ασθενών ανά σύστημα. 

3. Εργαστηριακό πρωτόκολλο: Περιελάμβανε καταγραφή των κυριότερων 

εργαστηριακών ευρημάτων των ασθενών κατά τη διάρκεια της νοσηλείας τους, 
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καθώς και follow up 12-24 μήνες μετά την ολοκλήρωση της φαρμακευτικής 

αγωγής τους 

Η παρακολούθηση των ασθενών περιλάμβανε εκτός από τις βασικές 

εργαστηριακές εξετάσεις (αιματολογικές, βιοχημικές, α/α θώρακος) και 

υπερηχογράφημα κοιλίας για έλεγχο των διαστάσεων του σπληνός 

4. Θεραπευτικό πρωτόκολλο: Σε όλους τους ασθενείς χορηγήθηκε τουλάχιστον 

διπλό θεραπευτικό σχήμα που περιλάμβανε Doxycycline 100 mg δύο φορές την 

ημέρα για 6 εβδομάδες και Streptomycin 15 mg ανά κιλό σωματικού βάρους σε 

ενδομυική ένεση για δύο εβδομάδες. 

Στους ασθενείς με προσβολή περισσότερων συστημάτων δόθηκε και τρίτο 

αντιβιοτικό Rifampin 600 mg την ημέρα για 6 εβδομάδες. 

Όλα τα παραπάνω είναι σύμφωνα με τα χορηγούμενα θεραπευτικά σχήματα για τη 

βρουκέλλωση.  

 

      Α.4 Πληθυσμός ασθενών 

 

Συνολικά μελετήθηκαν 36 ασθενείς (21 άνδρες και 15 γυναίκες). Οι ασθενείς 

ανήκαν σε ηλικίες από 16-84 ετών και κατατάχθηκαν σε τρεις ηλικιακές ομάδες: 16-35 

ετών, 36-60 ετών και άνω των 60 ετών, με σκοπό να μελετηθεί η ανταπόκριση των 

θεραπευτικών σχημάτων σε κάθε ηλικιακή ομάδα χωριστά.  

 

 
 

Από το σύνολο των ασθενών, με κριτήριο την βαρύτητα της νόσου και την 

προσβολή περισσότερων συστημάτων (μυοσκελετικό, αρθρώσεις, όρχεις κ.λ.π) επιλέχθηκε 

να λάβουν τριπλή θεραπεία 22 ασθενείς και διπλή θεραπεία 14 ασθενείς. 
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Μελετήθηκε ξεχωριστά η ανταπόκριση των θεραπευτικών σχημάτων (διπλό ή 

τριπλό) τόσο στους άνδρες όσο και στις γυναίκες ασθενείς. 

 

        
 

 

Πίνακας 14: Επιδημιολογικά, κλινικά και μικροβιολογικά χαρακτηριστικά των ασθενών 

με βρουκέλλωση  

 

Χαρακτηριστικά Αριθμός 

Δημογραφικά   

No. (%) ανδρών 

No. (%) γυναικών 

Μέση ηλικία σε έτη (εύρος) 

21 (58) 

15 (42) 

56 (16-84) 

 

Κλινικά   

No. (%) ασθενών με πυρετό 36 (100) 

No. (%) ασθενών με αρθραλγίες 36 (100) 

No. (%) ασθενών με οστεο-αρθρικές επιπλοκές 22 (61) 

 

Διαγνωστικές δοκιμασίες  

No. (%) ασθενών με τίτλο Wright test ≥1/160  33 (92) 

No. (%) ασθενών με RBP test (από 2+ έως 4+) 36 (100) 

No. (%) ασθενών με θετική PCR test 36 (100) 
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Β. ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

Ελήφθησαν δείγματα αίματος από όλους τους ασθενείς τόσο κατά την πρώτη 

διάγνωση της νόσου, όσο και 12-24 μήνες μετά την αποθεραπεία τους. Οι ορολογικές 

δοκιμασίες που χρησιμοποιήθηκαν ήταν: Rose Bengal Plate test (RBP) και δοκιμασία 

Wright. Αυτές έγιναν όπως περιγράφονται στη διεθνή βιβλιογραφία (Alton et al., 1975). 

Παράλληλα όλα τα δείγματα ελέγθηκαν με τη μέθοδο της ποσοτικής PCR 

πραγματικού χρόνου (Real Time PCR), σύμφωνα με την παρακάτω μεθοδολογία 

Η απομόνωση του γενετικού υλικού του βακτηρίου έγινε από ολικό αίμα με 

αντιπηκτικό EDTA (γενική αίματος), σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή (Qiagen, 

USA). Αρχικά γινόταν λύση των κυτταρικών μεμβρανών σε 200 μl ολικού αίματος με την 

επίδραση 20 μl πρωτεϊνάσης Κ για την απελευθέρωση του βακτηριακού DNA, παρουσία 

ρυθμιστικού διαλύματος σε θερμοκρασία 56
o
C για 10 min. Ακολουθούσε προσθήκη 

αιθανόλης και μεταφορά του δείγματος στην ειδική στήλη πυριτίου (silica column). Μετά 

τη φυγόκεντρης για την συγκράτηση του βακτηριακού DNA στον πυθμένα της στήλης, 

γινόταν πλύσεις με ρυθμιστικά διαλύματα για την απομάκρυνση τυχόν επιμολύνσεων. 

Τέλος, μετά την έκλουση του καθαρού βακτηριακού DNA από τη στήλη πυριτίου, αυτό 

φυλασσόταν στους -80
ο
C έως το στάδιο του πολλαπλασιασμού και της περαιτέρω μελέτης. 

Ο πολλαπλασιασμός και ανίχνευση του DNA της βρουκέλλας έγινε με την 

LightCycler-based hybridization probes Real-time PCR (RTPCR) μεθοδολογία (Roche 

Diagnostic). Αρχικά γινόταν πολλαπλασιασμός της 207-bp DNA αλληλουχίας του 

γονιδίου που κωδικοποιεί για την σύνθεση της 31-kDa ειδικής πρωτεΐνης του τοιχώματος 

των βακτηρίων τους γένους Brucella (BCSP31). Η ανίχνευση του ειδικού προϊόντος 

γινόταν με τη βοήθεια ανιχνευτών σημασμένων με φθοριόχρωμα LightCycler Red 640, ο 

φθορισμός του οποίου γινόταν στο κανάλι F2 του LightCycler (FastStart DNA Master 

Hybridization Probes, Roche Diagnostic) (Εικόνα 5). Ο σχεδιασμός των εκκινητών 

(primers) και ανιχνευτών (probes) έγινε από την Tib Molbiol (Berlin, Germany) 

Οι καμπύλες φθορισμού αναλύθηκαν με το λογισμικό LightCycler software v. 3.5 

και η μελέτη της καμπύλης τήξης του προϊόντος της RTPCR (melting curve analysis) 

καθόρισε την ειδικότητα του πολλαπλασιασμένου γενετικού υλικού. 

Για την εκτίμηση της ποιότητας του χειρισμού των δειγμάτων και την 

ποσοτικοποίηση του αποτελέσματος χρησιμοποιούνταν αρνητικοί και θετικοί μάρτυρες: 
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 Αρνητικός μάρτυρας (απεσταγμένο νερό) που χρησιμοποιούταν σε όλα τα 

στάδια, αρχίζοντας από αυτό της απομόνωσης του γενετικού υλικού, για τον 

έλεγχο πιθανών επιμολύνσεων 

 Θετικοί μάρτυρες που περιείχαν υποδεκαπλάσιες συγκεντρώσεις (από 10
1
 ως 

10
7
) Brucella BCSP31 DNA, με αποτέλεσμα να είναι δυνατή η ποσοτική, και 

όχι μόνο η ποιοτική, έκφραση των αποτελεσμάτων (δημιουργία καμπύλης και 

εύρεση, βάση αυτής, του ποσού DNA στα υπο εξέταση δείγματα).  

 

Εικόνα 5: Σχηματική απεικόνιση του τρόπου λειτουργίας των Hybridization probes (από 

Technical Note No. LC18/2004, Roche Applied Science) 

 

 
 

 

Στατιστική ανάλυση. Για τη σύγκριση των ποιοτικών μεταβλητών μεταξύ των ασθενών 

χρησιμοποιήθηκε η δοκιμασία χ
2
, ενώ για τα ποσοτικά χαρακτηριστικά η δοκιμασία του t-

test. Παράλληλα εξετάστηκε η συσχέτιση ηλικίας και φύλου ως συγχητικών παραγόντων 

στο ιικό φορτίο στους ασθενείς που έλαβαν διπλό και σε αυτούς που έλαβαν τριπλό σχήμα 

θεραπείας. Ως στατιστικά σημαντική θεωρήθηκε τιμή  P <0.05. Η στατιστική ανάλυση 

έγινε με το λογισμικό SPSS 13.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL). 
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Γ. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

Η RTPCR μέθοδος πολλαπλασίασε επιτυχώς τη σειρά των θετικών μαρτύρων και 

δημιουργήθηκε η καμπύλη αναφοράς για την ποσοτικοποίηση του αποτελέσματος. Το 

όριο ανίχνευσης ήταν 10 αντίγραφα DNA / 5 μL απομονούμενο DNA (Εικόνα 6). Η 

καμπύλης τήξης του προϊόντος της RTPCR (melting curve analysis) για όλα τα Brucella 

(+) δείγματα έδωσε τα αναμενόμενα αποτελέσματα, ως προς την ειδικότητα του 

προϊόντος: θερμοκρασία τήξης 68-69
ο
 C (Εικόνα 7). 

 

Εικόνα 6. Παράδειγμα αποτελεσμάτων RTPCR και της καμπύλης αναφοράς 

 

  

Οι τιμές του φορτίου Brucella DNA στο ολικό αίμα κατά τη διάγνωση ήταν:  

  Στους 36 ασθενείς: μέση τιμή (± SD) 1948 ± 1037 copies/5μL DNA extract 

(εύρος, 530-4321 copies/5μL extract).  

 Στους 22 που έλαβαν τριπλό σχήμα: μέση τιμή 1939 ± 1051 copies/5μL extract και 

 Στους 14 που έλαβαν διπλό σχήμα: μέση τιμή 1958 ± 958 copies/5μL extract. 

 

1. Σήματα έντασης φθορισμού 

σε συνάρτηση με τον αριθμό 

των κύκλων για τις αραιώσεις 

των θετικών μαρτύρων (1-8) 

και για δείγματα (9-15) και 

για τον αρνητικό μάρτυρα 

(16) 

2. Λογαριθμική καμπύλη 

αναφοράς 

1 

2 
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Εικόνα 7. Παράδειγμα αποτελεσμάτων RTPCR μετά την melting curve 

ανάλυση

 

 

 Στους 12-24 μήνες επανεξέτασης: 

 οι 19/22 ασθενείς (86.4%) που έλαβαν τριπλό θεραπευτικό σχήμα 

αρνητικοποίησαν την PCR [μέσος χρόνος επανεξέτασης (± SD) 17,6 ± 2,7 μήνες, 

εύρος 14-24 μήνες], 

 οι 7/14 ασθενείς (50%) που έλαβαν διπλό θεραπευτικό σχήμα αρνητικοποίησαν 

την PCR [μέσος χρόνος επανεξέτασης (± SD) 16,6 ± 3 μήνες, εύρος 12-24 months] 

(P=0.026).  

Δημογραφικά χαρακτηριστικά, όπως φύλο και ηλικία δεν φαίνεται να έπαιξαν ρόλο 

στη μη ανίχνευση του βακτηριακού φορτίου (τιμές P=0.842 και 0.146, αντίστοιχα). 

 

Μεταξύ των 10 ασθενών που συνέχισαν να έχουν θετικό PCR αποτέλεσμα μετά το 

τέλος της θεραπείας, μόνο τρεις από αυτούς παρουσίασαν συμπτώματα συμβατά ενεργού 

νόσου (δύο από αυτούς είχαν λάβει τριπλό θεραπευτικό σχήμα και ένας διπλό). Οι 

υπόλοιποι ασθενείς στη φάση επανεξέτασης ήταν ελεύθεροι συμπτωμάτων.  

Στον Πίνακα 15 φαίνονται τα χαρακτηριστικά των ασθενών πριν την έναρξη της 

θεραπείας και κατά την επανεξέταση 
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Πίνακας 15: Χαρακτηριστικά των ασθενών με βρουκέλλωση στη διάγνωση και κατά την 

επανεξέταση. 

 

Ηλικία 

(έτη) / 

φύλο 

Αποτελέσματα πριν θεραπεία 

Θεραπεία 

Αποτελέσματα μετά θεραπεία 

WRIGHT RBT 

PCR  

(copies/ 5μl 

DNA extract) 

WRIGHT RBT 

PCR 

(copies/5μl 

DNA extract) 

16/Α 1/160 Θετικό 2950 Τριπλή Αρνητικό Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

54/Θ 1/320 Θετικό 4100 Τριπλή Αρνητικό Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

67/Α 1/800 Θετικό 2400 Τριπλή Αρνητικό Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

58/Α Αρνητικό Θετικό 724 Τριπλή Αρνητικό Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

67/Θ 1/160 Θετικό 562 Τριπλή 1/5120 Θετικό Μη ανιχνεύσιμο 

57/Θ 1/320 Θετικό 621 Τριπλή Αρνητικό Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

45/Θ 1/1600 Θετικό 1440 Διπλή Αρνητικό Αρνητικό 98 

72/Α Αρνητικό Θετικό 735 Διπλή Αρνητικό Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

27/Α Αρνητικό Θετικό 873 Διπλή Αρνητικό Αρνητικό 85 

84/Α 1/160 Θετικό 745 Διπλή Αρνητικό Αρνητικό 137 

41/Α 1/3200 Θετικό 3585 Διπλή Αρνητικό Αρνητικό 120 

62/Θ 1/320 Θετικό 1235 Τριπλή Αρνητικό Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

73/Θ 1/800 Θετικό 2500 Διπλή 1/80 Αρνητικό 130 

68/Θ 1/320 Θετικό 530 Διπλή Αρνητικό Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

66/Α 1/320 Θετικό 650 Διπλή Αρνητικό Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

82/Α 1/3200 Θετικό 3402 Τριπλή Αρνητικό Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

79/Θ 1/3200 Θετικό 1209 Τριπλή Αρνητικό Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

36/Α 1/400 Θετικό 1770 Διπλή Αρνητικό Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

80/Θ 1/320 Θετικό 3200 Διπλή 1/40 Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

81/Α 1/1600 Θετικό 2840 Διπλή Αρνητικό Αρνητικό 65 

36/Α 1/3200 Θετικό 2150 Τριπλή Αρνητικό Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

45/Θ 1/3200 Θετικό 4321 Τριπλή 1/40 Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

27/Α 1/320 Θετικό 834 Τριπλή 1/320 Θετικό 125 

52/Α 1/320 Θετικό 1840 Τριπλή 1/2560 Θετικό 1950 

33/Α 1/1600 Θετικό 2150 Τριπλή 1/40 Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

77/Θ 1/800 Θετικό 1750 Διπλή Αρνητικό Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

37/Α 1/800 Θετικό 2332 Τριπλή 1/80 Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

52/Α 1/160 Θετικό 1930 Τριπλή 1/40 Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

68/Α 1/800 Θετικό 2580 Τριπλή Αρνητικό Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

56/Θ 1/160 Θετικό 1650 Τριπλή Αρνητικό Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

60/Θ 1/320 Θετικό 3165 Τριπλή Αρνητικό Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

62/Α 1/1600 Θετικό 2203 Τριπλή Αρνητικό Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

50/Α 1/3200 Θετικό 1970 Τριπλή 1/80 Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

52/Α 1/800 Θετικό 1075 Διπλή Αρνητικό Αρνητικό Μη ανιχνεύσιμο 

54/Θ 1/400 Θετικό 1850 Τριππλή 1/5120 Θετικό 2950 

54/Θ 1/800 Θετικό 2250 Διπλή 1/5120 Θετικό 3520 
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Δ. ΣΥΖΗΤΗΣΗ-ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 
Από τότε που έχουμε διαθέσιμα αντιβιοτικά για την θεραπεία της βρουκέλλωσης 

δεν έχει λυθεί το ερώτημα της επιλογής του κατάλληλου θεραπευτικού σχήματος (Pappas 

2008). Τα πιο συχνά χρησιμοποιούμενα και ενδεικνυόμενα θεραπευτικά σχήματα είναι 

αυτά που περιλαμβάνουν δοξικυκλίνη με μία αμινογλικοσίδη ή ριφαμπικίνη (Αriza 2007). 

Επιπλέον καθώς η βρουκέλλα είναι ενδοκυττάριο παθογόνο, η επιτυχία ή όχι της 

θεραπείας δεν μπορεί αντικειμενικά να μετρηθεί και αποτελεί ένα γεγονός που βασίζεται 

κυρίως σε κλινικά κριτήρια, όπως η απουσία των συμπτωμάτων ή αντίθετα η υποτροπή 

της νόσου. Έτσι, μέχρι τώρα η εκρίζωση της βρουκέλλωσης βασίστηκε στα κλινικά 

ευρήματα της απουσίας των συμπτωμάτων και της ύφεσης ή υποτροπής της νόσου (Pappas 

2005) .  

Την τελευταία δεκαετία γίνεται όλο και περισσότερο πιο αποδεκτό ότι τα κλινικά 

ευρήματα πρέπει να αξιολογούνται μαζί με μικροβιολογικές εξετάσεις και ειδικά την PCR 

πραγματικού χρόνου, κατά την παρακολούθηση των ασθενών με βρουκέλλωση (RT PCR). 

Η RT PCR αποτελεί ένα χρήσιμο εργαλείο στον υπολογισμό του βακτηριακού φορτίου, 

τόσο κατά την διάγνωση όσο και κατά την επανεξέταση των ασθενών με βρουκέλλα, σε 

σύγκριση με τις κλασικές μικροβιολογικές μεθόδους (Castano 2009), καθώς και για την 

διάκριση ενεργούς ή παλιάς λοίμωξης από βρουκέλλα ( Queipo-Ortuno, 2008). Ωστόσο σε 

μελέτη των Vrioni και συν. (2008) με αυτή την τεχνική ανιχνεύθηκα βακτηριακό DNA της 

βρουκέλλας στην πλειονότητα των ασθενών ανεξάρτητα από τη χορηγούμενη αντιβιοτική 

θεραπεία και την κλινική επανεξέταση.  

Εδώ θα πρέπει να σημειωθεί ότι με την RT PCR τροποποιήθηκε η κλασσική 

εκδοχή της «εκρίζωσης». Η αρνητικοποίηση των καλλιεργειών είχε επί μακρόν 

χρησιμοποιηθεί σαν το gold standard σε κλινικές μελέτες για αρκετές λοιμώξεις, 

προκειμένου να αποσαφηνιστεί ο βαθμός ίασης ή και η ανταπόκριση στη θεραπεία. 

Ωστόσο, τα δεδομένα αυτά πιθανά να μην ισχύουν σε μια δυνητικά χρόνια ενδοκυττάρια 

λοίμωξη όπως η βρουκέλλωση. Κατά συνέπεια, το μικροβιακό φορτίο με μοριακές 

τεχνικές μπορεί να χρησιμοποιηθεί σαν έμμεσος δείκτης της παρουσίας ή μη του 

παθογόνου.  

Από την μελέτη των Vrioni και συν. (2008) δεν μπορούν να εξαχθούν ειδικά 

θεραπευτικά συμπεράσματα με βάση την μακρόχρονη παρουσία του βακτηριακού 

φορτίου, γιατί η πλειοψηφία των ασθενών έλαβε το ίδιο θεραπευτικό σχήμα. Γι’ αυτό το 
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λόγο στην παρούσα μελέτη επιλέχθηκε να λάβουν οι 22 από τους 36 ασθενείς με σοβαρά 

συμπτώματα τριπλό θεραπευτικό σχήμα και οι 14 από τους 36 ασθενείς διπλό θεραπευτικό 

σχήμα. Δεκαεννιά από τους παραπάνω 22 ασθενείς, συγκρινόμενοι με τους μισούς από 

αυτούς που έλαβαν διπλό θεραπευτικό σχήμα (7 στους 14), είχαν αρνητικά αποτελέσματα 

PCR στο δείγμα επανεξέτασης μετά από 12 έως 24 μήνες από την έναρξη της θεραπείας. 

Αυτή η διαφορά ήταν στατιστικά σημαντική (P=0.026), σε αντίθεση με ανάλογη ισπανική 

μελέτη όπου χρησιμοποιήθηκαν κάποια δείγματα, αλλά ο μικρός αριθμός ασθενών κάθε 

ομάδας δεν επέτρεψε την εξαγωγή στατιστικών αποτελέσματων (Navarro, 2006). 

Επισημαίνεται ότι στην παρούσα μελέτη οι δύο ομάδες ασθενών είχαν παρόμοιο 

βακτηριακό φορτίο πριν την θεραπεία, παρά την διαφορετική κλινική εικόνα.  

Η μελέτη των Vrioni και συν. (2008) έδωσε έναυσμα για μελλοντικές έρευνες. 

Μερικά βήματα προς αυτή την κατεύθυνση γίνονται με την παρούσα μελέτη, που εξετάζει 

τη μείωση του DNA της βρουκέλλας σε μη ανιχνεύσιμα επίπεδα για συγκεκριμένα 

αντιβιοτικά θεραπευτικά σχήματα. 

Τα συμπεράσματα της παρούσας μελέτης δείχνουν ότι, πέρα από τα κλινικά 

δεδομένα, η μείωση του βακτηριακού DNA του ασθενούς μετά από συγκεκριμένο 

θεραπευτικό σχήμα θα πρέπει να λαμβάνεται σοβαρά υπόψη σε μια νόσο από 

ενδοκυττάριου παθογόνο, όπως η βρουκέλλα, με σκοπό την πρόληψη μελλοντικών 

υποτροπών της νόσου, που είναι γνωστό ότι συχνά συμβαίνουν ακόμα και μετά από 

μεγάλο χρονικό διάστημα. Γίνεται, τελικά, αποδεκτό ότι ένα χαμηλό ή μη ανιχνεύσιμο 

DNA βρουκέλλας μετά τη θεραπεία είναι επιθυμητό για ένα μεγάλο χρονικό διάστημα 

μετά το πέρας της θεραπείας και προς την κατεύθυνση αυτή συμβάλλουν περισσότερο 

επιθετικά θεραπευτικά σχήματα. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 
ΣΚΟΠΟΣ: Η επιλογή της κατάλληλης αντιβιοτικής αγωγής για την θεραπεία της 

ανθρώπινης βρουκέλλωσης δεν έχει πλήρως οριστικοποιηθεί. Με την παρούσα μελέτη 

συγκρίναμε την αποτελεσματικότητα ενός τριπλού έναντι ενός διπλού θεραπευτικού 

σχήματος σε ασθενείς με οξεία βρουκέλωση . 

 

ΥΛΙΚΟ – ΜΕΘΟΔΟΣ: Μελετήθηκαν 36 ασθενείς χωρίς προηγούμενη βρουκέλλωση που 

επισκέφτηκαν τα Εξωτερικά ιατρεία του μοναδικού Νοσοκομείου ενός Νομού με υψηλή 

ενδημικότητα της νόσου (κτηνοτροφικός κατ’εξοχήν Νομός). Οι ασθενείς έλαβαν 

δοξικυκλίνη - στρεπτομυκίνη – ριφαμπικίνη ή μόνο δοξικυκλίνη - στρεπτομυκίνη. Η 

αντίδραση PCR πραγματικού χρόνου (RT-PCR) επιλέχθηκε για τη μέτρηση του 

βακτηριακού φορτίου της βρουκέλλας πριν την έναρξη της θεραπείας και στην 

επανεξέταση 12 έως 24 μήνες μετά την έναρξη της θεραπείας.  

 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ: Πριν την αντιβιοτική θεραπεία σε όλους τους ασθενείς (36) 

ανιχνεύθηκε βακτηριακό DNA (μέσο φορτίο 1948 copies / 5 ml extract DNA). Στην 

επίσκεψη επανελέγχου δεν ανιχνεύτηκε βακτηριακό φορτίο στους 19 από τους 22 ασθενείς 

με τριπλό θεραπευτικό σχήμα συγκρινόμενο με 7 σε 14 ασθενείς του διπλού θεραπευτικού 

σχήματος (P=0.026). Οι περισσότεροι ασθενείς είχαν την επιθυμητή κλινική απάντηση 

στη θεραπεία και ήταν ασυμπτωματικοί (33/36, 91.7%). Τρεις ασθενείς που 

επανεμφάνισαν συμπτώματα αποδόθηκαν σε επαναλοίμωξη και το βακτηριακό φορτίο 

τους παρέμεινε υψηλό τόσο πριν τη θεραπεία όσο και στην επανεξέταση. 

 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ: Η κλινική βελτίωση και η υποχώρηση των συμπτωμάτων είναι το 

ίδιο καλή στους ασθενείς που λαμβάνουν τριπλό ή διπλό θεραπευτικό σχήμα για τη 

θεραπεία της οξείας βρουκέλλωσης. Όμως το βακτηριακό φορτίο της Brucella 

ελαττώνεται πολύ περισσότερο σε αυτούς που έλαβαν τριπλό θεραπευτικό σχήμα, με 

πιθανή προφύλαξη αυτών των ασθενών από μελλοντικές υποτροπές της νόσου.  
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ABSTRACT 

 

Background. The optimal antibiotic regimen for the treatment of human brucellosis still 

remains to be determined. We compared and present herein the effect of a triple versus a 

standard double regimen on residual bacterial DNA load, in patients suffering from acute 

brucellosis. 

 

Methods. Thirty-six patients without previous brucellosis history, visiting an outpatient 

clinic in a highly endemic region, were treated with a standard doxycycline-streptomycin 

regimen or with a triple doxycycline-streptomycin-rifampicin scheme when having severe 

clinical presentation or osteoarticular complications. A quantitative real-time PCR assay 

was applied for measuring bacterial DNA load in brucellosis-affected patients prior to 

treatment initiation and at a follow-up visit 12-24 months post-treatment.  

 

Results. Prior to antibiotic treatment, the mean load of patients’ Brucella DNA was 1948 

copies/5μL DNA extract. At their follow-up visit, no detectable bacterial load was found in 

19/22 patients administered the triple regimen, compared with 7/14 patients having 

received a double regimen (P=0.026). Most patients (33/36, 91.7%) had favorable clinical 

response, while three patients exhibited a clinical relapse during the follow-up period. 

 

Conclusion. Brucella melitensis DNA commonly persists after double antibiotic treatment 

while is efficiently eliminated when receiving triple regimen, indicating its 

appropriatenessfor the treatment of acute brucellosis. 
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