                                ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Η Βρουκέλλωση στην Ελλάδα είναι νόσος ενδημική και αποτελεί σημαντικό πρόβλημα Δημόσιας Υγείας. Η υποδήλωση των κρουσμάτων της καθιστά την πραγματική της συχνότητα άγνωστη και πολλαπλάσια της επισήμως καταγεγραμμένης. Σ’ αυτό συμβάλλει η μορφή της νόσου, η οποία μπορεί να υποδυθεί ποικίλες κλινικές οντότητες, καθώς και οι υποκλινικές ή αυτοπεριοριζόμενες περιπτώσεις της. Η χρόνια Βρουκέλλωση ιδιαίτερα χαρακτηρίζεται και από μη ειδικές νευροψυχιατρικές εκδηλώσεις, εκ των οποίων οι καταθλιπτικές και αγχώδεις είναι συχνές. Στις περιπτώσεις που επικρατούν τα συμπτώματα της κατάθλιψης, είναι δυνατό αντί της χρόνιας Βρουκέλλωσης να τεθεί η διάγνωση συναισθηματικής διαταραχής ή νεύρωσης. Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν η διερεύνηση της ύπαρξης αντιγόνων της Βrucella στο αίμα ασθενών με τεκμηριωμένη κλινική εικόνα ή με τελική διάγνωση συναισθηματικών διαταραχών, για τους οποίους δεν είχε τεθεί υποψία ή διάγνωση χρόνιας Βρουκέλλωσης. 

Η μελέτη περιλάμβανε συνολικά εβδομήντα οκτώ (78) κατοίκους κοινοτήτων ενδημικής για Βρουκέλλωση περιοχής, οι οποίοι χωρίσθηκαν σε τρεις ομάδες (ασθενείς – θετικοί μάρτυρες – αρνητικοί μάρτυρες) με κριτήριο την ύπαρξη ή μη διάγνωσης συναισθηματικής διαταραχής και το θετικό ή αρνητικό ιστορικό νόσησης από Βρουκέλλωση. Τα 78 δείγματα ολικού αίματος τα οποία συλλέχθηκαν αναλύθηκαν με την Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (PCR) με χρήση συγκεκριμένων εκκινητών όπως είχε πρόσφατα περιγραφεί. Ανιχνεύθηκε ειδικό DNA βρουκέλλας στα δείγματα τριών (3) από τα είκοσι (20) άτομα που αποτέλεσαν την ομάδα των ασθενών (15%), ενώ δεν ανιχνεύθηκε σε κανένα από τα δείγματα των άλλων δύο ομάδων. Από τα αποτελέσματα της μελέτης φαίνεται πως η εμφάνιση νευροψυχιατρικών και κυρίως καταθλιπτικών εκδηλώσεων σε κατοίκους ενδημικών για Βρουκέλλωση περιοχών είναι σκόπιμο να αποτελεί βάση υποψίας για πιθανή χρόνια Βρουκέλλωση και περαιτέρω διερεύνηση προς αυτή την κατεύθυνση. Κάτι τέτοιο ίσως συμβάλει στην ορθότερη καταγραφή του νοσήματος στη χώρα μας.

                                ABSTRACT

Human Brucellosis is a common zoonosis in Greece and an important Public Health issue. The true incidence of the disease remains unknown and is higher than the reported one, due to underdiagnosis and underreporting of the disease. This is largely attributed to the protean nature of the disease as well as its subclinical and self- limited cases. The non specific manifestations of Brucellosis are a main feature of the chronic form of the disease. In such cases depressive and other neurophychiatric symptoms may dominate the picture and lead to an erroneous diagnosis of emotional disorder or neurosis instead of chronic Brucellosis. The purpose of this study was the identification of Brucella antigens in blood specimens of patients diagnosed as having an emotional disorder or related symptomatology without the suspicion of chronic Brucellosis. 

The study included a total of  seventy eight (78) inhabitants of communities of an endemic for Brucellosis part of Greece. They were categorized in three groups (patients – postitive controls – negative controls) according to the existence or not of a diagnosis or documented clinical picture of an emotional disorder and their Brucellosis history. The 78 whole blood specimens collected were analyzed by the Polymerase Chain Reaction (PCR) with the use of specific primers. Specific Brucella DNA was isolated in three (3) of the twenty (20) members (15%) of the members  of the patients’ group and in none of the members of the other two groups. The results of the study point to the fact that the appearance of psychiatric and mainly depressive symptoms in inhabitants of areas that are endemic for Brucellosis should raise the suspicion of an underlying chronic Brucellosis which should be included in the differential diagnosis by the clinician. This might improve the recognition and subsequent reporting of the disease.

                          ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

ΓΕΝΙΚΗ ΑΝΑΣΚΟΠΗΣΗ ΤΗΣ ΒΡΟΥΚΕΛΛΩΣΗΣ

Ιστορική αναδρομή
Ως συνώνυμα της Βρουκέλλωσης αναφέρονται ο Πυρετός της Μεσογείου, ο Πυρετός της Μάλτας ή Μελιταίος Πυρετός, ο Πυρετός της Κύπρου, ο Κυματοειδής Πυρετός, Μεσογειακός Γαστρικό Υφέσιμος Πυρετός κ.λπ. Αναφορές της νόσου ξεκινούν από την αρχαιότητα με κοινό χαρακτηριστικό την περιγραφή του πυρετικού κύματος με σχετικά ομαλές υφέσεις ή διαλείψεις, ακόμη και από την εποχή του Ιπποκράτη, το 450 π.Χ. (Mantur et al., 2007). 

Η πρώτη σαφής περιγραφή της κλινικής εικόνας της Βρουκέλλωσης δόθηκε από τον Marston το 1861 στην αναφορά ”Army Medical Department Report on Malta Fever”, στην οποία συμπλήρωσε προγενέστερες περιγραφές της νόσου με πιο λεπτομερή στοιχεία σχετικά με συμπτώματα όπως ταχυκαρδία, κατάθλιψη και ανησυχία. Η νόσος ονομάσθηκε  τότε Μεσογειακός Γαστρικός Υφέσιμος Πυρετός. Εντούτοις, η αιτιολογία της νόσου παρέμεινε άγνωστη έως το 1887, όταν ο David Bruce αναγνώρισε τον αιτιολογικό παράγοντα της νόσου απομονώνοντας το βακτήριο, το οποίο ονόμασε Micrococcus melitensis, από τον σπλήνα νεκρών Βρετανών στρατιωτών στους οποίους ως αιτία θανάτου σημειωνόταν ο Πυρετός της Μάλτας. Η πρώτη μονογραφία για τη Βρουκέλλωση γράφτηκε από το συνεργάτη του Bruce, Hughes (Dossey, 1998). Το 1893 ο Bernard Bang απομόνωσε, από αγελάδες που απέβαλαν, μικροοργανισμό τον οποίο ονόμασε Bacillus abortus και τον οποίο περιέγραψε ως αίτιο αποβολών στα ζώα (Μπίκας, 2003). Το 1919 το βακτήριο μετονομάσθηκε σε Brucella από την Alice Evans αντίστοιχα η νόσος σε Βρουκέλλωση, προς τιμή του Bruce. Η ίδια έδειξε τη συσχέτιση μεταξύ των αιτιολογικών παραγόντων του Πυρετού της Μάλτας και της νόσου του Bang των αγελάδων (Dossey, 1998). 

Μικροβιολογία

Ταξινόμηση

Η ταξινόμηση των βρουκελλών παραμένει ακόμη αδιευκρίνιστη και υπό συζήτηση. Οι βρουκέλλες είναι Gram αρνητικά αερόβια ή μικροαερόφιλα κοκκοβακτηρίδια ακίνητα, μη σπορογόνα. Φυλογενετικά το γένος Brucella φαίνεται να σχετίζεται με μικροοργανισμούς της Α2 υποκατηγορίας της τάξεως Proteobacteria, όπως Agrobacterium, Rhizobium κ.λπ.., τα οποία έχουν ικανότητα ενδοκυττάριας ανάπτυξης (Mantur et al., 2007, DelVecchio et al., 2002). Σύμφωνα με την ισχύουσα ταξινόμηση και βάσει σημαντικών διαφορών στην παθογένεια, τις βιοχημικές ιδιότητες και την ειδικότητα των ξενιστών, το γένος Brucella περιλαμβάνει 6 βασικά είδη: B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. ovis, B. canis και B. neotomae (Μήτκα, 2005). Εντός των παραπάνω ειδών έχουν διαπιστωθεί 7 βιότυποι για την B. abortus, 3 για την B. melitensis και 5 για την B. suis, ενώ τα υπόλοιπα είδη δεν έχουν διαφοροποιηθεί σε βιοτύπους (Corbel, 1997). Πρόσφατα ο Verger και συνεργάτες διαπίστωσαν με τη χρήση μοριακών μεθόδων ότι τα διάφορα είδη της Brucella εμφανίζουν μεγάλη ομολογία DNA (Mantur et al., 2007). Με βάση τη διαπίστωση αυτή έχει αναγνωρισθεί πως το γένος Brucella περιλαμβάνει μόνο το είδος B. melitensis με πολλαπλούς βιότυπους (biovars) (Brooks et al., 1998). Παρ’ όλα αυτά η πρόταση για υιοθέτηση αυτής της ονοματολογίας δεν έχει γίνει αποδεκτή, για πρακτικούς κυρίως λόγους (Corbel, 1997).
Είδη

Η κλασική ταξινόμηση, η οποία εφαρμόζεται ακόμη, χωρίζει το γένος Brucella σε έξι κύρια είδη: B. melitensis, B. abortus, B. canis, B. suis, B. ovis και B. neotomae (International Committee on Systematic Bacteriology, 1988). Κάθε είδος παρουσιάζει σχετικό τροπισμό προς ορισμένα είδη ξενιστών. Η B. melitensis μολύνει πρόβατα και αίγες, η B. abortus προκαλεί αποβολές σε βοοειδή, η B. suis μολύνει χοίρους, η B. canis σκύλους, η B. ovis πρόβατα και ειδικότερα τους κριούς και η B. neotomae άγρια τρωκτικά (DelVecchio et al., 2002). ΄Εχουν επίσης προταθεί και δύο νέα είδη τα οποία απομονώθηκαν πρόσφατα από θαλάσσια θηλαστικά (Garcia-Yoldi et al., 2006). Τα χαρακτηριστικά των στελεχών αυτών διαφέρουν σαφώς από εκείνα των έξι ειδών της Brucella και αρχικά προτάθηκε πως αποτελούν ένα νέο είδος, το επονομαζόμενο B. maris (Cloeckaert et al., 2001). Η ετερογένεια που παρουσιάζουν μεταξύ τους όμως, τόσο σε μοριακό επίπεδο όσο και σε προτίμηση θαλάσσιου ξενιστή, καθιστά ορθότερη την ταξινόμησή τους σε δύο τουλάχιστον νέα είδη, την B. pinnipediae και τη B. cetaceae (Cloeckaert et al., 2001, Foster et al., 2002, Cloeckaert et al., 2003) (Πίνακας 1). Από τα είδη των βρουκελλών, οι B. abortus, B. melitensis, B. suis και B. canis αποτελούν παθογόνα για τον άνθρωπο (Alton and Forsyth, 1996, Mantur and Amarnath, 2008). 

Μορφολογία

Σε νεαρές καλλιέργειες οι βρουκέλλες εμφανίζονται είτε ως κόκκοι ή ως βακτηρίδια. Συνήθως απαντώνται και οι δύο μορφές με υπεροχή των κοκκοβακτηριδίων. Οι διαστάσεις τους είναι 0,6 – 1,5 μm x 0,5 – 0,7 μm (Παπαπαναγιώτου, 1996). 

Καλλιέργεια

Οι αποικίες γίνονται ορατές σε εμπλουτισμένα θρεπτικά υλικά εντός 2 – 5 ημερών (Brooks et al., 1998). Άριστη θερμοκρασία ανάπτυξης είναι 37º C και άριστο pH ανάπτυξης 6,7 – 7,4 (Παπαπαναγιώτου, 1996). Οι αποικίες διακρίνονται σε smooth (λείες) και rough (αδρές), οι οποίες σχηματίζονται από λοιμογόνους και μη λοιμογόνους μικροοργανισμούς αντίστοιχα (Μπίκας, 2003). 

Χαρακτηριστικά των ειδών

Μορφολογικές διαφορές δεν υπάρχουν μεταξύ των διαφόρων ειδών. Η διαφοροποίηση μεταξύ των ειδών Brucella ή των βιοτύπων είναι δυνατή βάσει: 
1. Της χαρακτηριστικής τους ευαισθησίας σε χρωστικές 
2. Της απαίτησης ή όχι CO2    5 – 10% για την ανάπτυξη

3. Της ικανότητας παραγωγής H2S (Brooks et al., 1998)

Αντιγονική σύσταση – γενετική 

Πολλά αντιγόνα έχουν αναγνωρισθεί στο κυτταρικό τοίχωμα, και στο περίπλασμα των βρουκελλών, το κύριο όμως αντιγόνο επιφάνειας είναι ο λιποπολυσακχαρίτης του κυτταρικού τοιχώματος (Lipopolysaccharide - LPS). Στον λιποπολυσακχαρίτη της φάσης S (Smooth) των βρουκελλών απαντώνται δύο διαφορετικές Ο – αλυσίδες οι οποίες ονομάζονται Α και Μ και η παρουσία τους εξαρτάται από το βιότυπο του στελέχους (Alton and Forsyth, 1996). 

Οι γνώσεις μας γύρω από τη μοριακή γενετική του γένους Brucella εξελίχθηκαν ουσιαστικά τα τελευταία δέκα χρόνια (Corbel, 1997) με το πλήρες γονιδίωμα της B. melitensis, B. suis και B. abortus να έχει αναλυθεί (Franco et al., 2007, DelVecchio et al., 2002 ). Το γονιδίωμα της Brucella περιέχει δύο χρωμοσώματα με εξαίρεση τον βιότυπο 3 της B. suis, που διαθέτει μοναδικό χρωμόσωμα (Halling et al., 2004). Τα χρωμοσώματα της βρουκέλλας κωδικοποιούν πρωτεΐνες αναγκαίες για βασικές λειτουργίες μεταβολισμού και πολλαπλασιασμού, επομένως δεν πρόκειται για πλασμίδια (Mantur et al., 2007), τα οποία βάσει των μέχρι τώρα μελετών φαίνεται πως απουσιάζουν εγγενώς από το γένος (International Committee on Systematic Bacteriology, 1988, DelVecchio et al., 2002). 
Ανθεκτικότητα

Οι βρουκέλλες καταστρέφονται με την παστερίωση του γάλακτος. Παρουσιάζουν μέτρια ευαισθησία στα οξέα, ενώ καταστρέφονται εύκολα από το ηλιακό φως και την υπεριώδη ακτινοβολία (Παπαπαναγιώτου, 1996). Είναι ανθεκτικές στην άλμη και στην κάπνιση και μπορούν να επιβιώσουν για  περίπου 24 ώρες σε φρέσκο γάλα εάν διατηρηθεί στους 25-37º C, για 48 ώρες αν διατηρηθεί στους 8º C και για 2,5 έτη εάν καταψυχθεί στους –40º C (Παπαδογιαννάκης, 2009). Η Β. melitensis  επιζεί για 2-3 μήνες στο τυρί το οποίο παρασκευάσθηκε από μη παστεριωμένο μολυσμένο γάλα προβάτων και αιγών (Παπαπαναγιώτου, 1996). Στο περιβάλλον η βρουκέλλα είναι δυνατό να επιβιώσει έως και 100 ημέρες σε υδάτινες συλλογές, ανάλογα με τη θερμοκρασία, 2-3 μήνες σε υγρό έδαφος και  40 ημέρες σε ξηρό, 1 ημέρα – 1 έτος σε κόπρανα  ζώων και σε αποβληθέντα έμβρυα και εμβρυικούς υμένες από 2,5 – 6 μήνες (Παπαδογιαννάκης, 2009). Οι βρουκέλλες καταστρέφονται από τη φαινόλη (10 g/l σε νερό για 15 min στους 37º C), ενώ για την αντισηψία του δέρματος συνιστάται η χρήση διαλυμάτων φαινόλης και αιθυλικής αλκοόλης.

Επιδημιολογία

Γενικά
Η Βρουκέλλωση είναι η συχνότερη ζωοανθρωπονόσος στον κόσμο, με περισσότερα από 500 000 κρούσματα ετησίως (Mantur and Amarnath, 2008). Βασική πηγή μόλυνσης αποτελούν τα μολυσμένα ζώα. Τα είδη των ζώων που εμπλέκονται ιδιαίτερα στη μόλυνση του ανθρώπου είναι κυρίως τα κατ’ εξοχήν χρησιμοποιούμενα στην κτηνοτροφία, όπως βοοειδή, πρόβατα, αίγες, χοίροι κτλ. Ο εκάστοτε κίνδυνος νόσησης του ανθρώπου και η σοβαρότητα της νόσου εξαρτώνται σημαντικά από το είδος της Brucella στο οποίο έχει εκτεθεί και το οποίο με τη σειρά του εξαρτάται από το ζώο ξενιστή, που αποτελεί την πηγή της μόλυνσης (FAO/OIE/WHO, 2006).

Τα τρία είδη τα οποία αποτελούν σημαντικό πρόβλημα και ενοχοποιούνται για το μεγαλύτερο μέρος του φορτίου της νόσου είναι η B. abortus (βοοειδή), η B. suis (χοίροι) και η B. melitensis (αίγες, πρόβατα). Τα είδη αυτά είναι δυνατόν, κάτω από κατάλληλες συνθήκες, να μεταδοθούν και σε άλλα είδη ζώων. Πράγματι, η μόλυνση των βοοειδών από B. melitensis αποτελεί σημαντικό αναδυόμενο πρόβλημα δημόσιας υγείας σε αρκετές χώρες (Corbel, 1997), ενώ σε κάποιες χώρες της Ν. Αμερικής, ιδιαίτερα στη Βραζιλία και την Κολομβία, η μόλυνση των βοοειδών από B. suis έχει απολήξει σε κρούσματα και στον άνθρωπο. 

Η Βρουκέλλωση έχει παγκόσμια κατανομή (Gul and Khan, 2007), εκτός από τις χώρες εκείνες όπου η B. abortus έχει εκριζωθεί. Οι πηγές της μόλυνσης ποικίλουν ανάλογα με την περιοχή (Robinson, 2003) και εξαρτώνται από τις γεωργοκτηνοτροφικές δραστηριότητες και πρακτικές που υιοθετούνται σ’ αυτή (Mantur and Amarnath, 2008). Έτσι η Βρουκέλλωση απαντάται συχνότερα σε χώρες με υποβαθμισμένη υγειονομικά κτηνοτροφική δραστηριότητα και ανεπαρκή προγράμματα Δημόσιας Υγείας. Από αυτή την άποψη, η νόσος χαρακτηρίζεται κυρίως ως επαγγελματική, η οποία προσβάλλει κυρίως κτηνοτρόφους, εκδοροσφαγείς, κτηνιάτρους κτλ. (Gul and Khan, 2007). Αν και η επίπτωση και επιπολασμός της νόσου, όπως καταγράφονται, ποικίλουν από χώρα σε χώρα, η Βρουκέλλωση των βοοειδών από B. abortus είναι η πιο ευρέως διαδεδομένη μορφή. Στον άνθρωπο όμως, η πιο σημαντική κλινικά είναι εκείνη που οφείλεται σε μόλυνση από B. melitensis. Η νόσος είναι ενδημική, κυρίως στις χώρες της Μεσογείου, τον Αραβικό Κόλπο, την Ινδική Xερσόνησο, περιοχές της Kεντρικής και Nότιας Aμερικής και το Mεξικό. Στις ενδημικές περιοχές, η επίπτωση ποικίλει και μπορεί να φθάσει μέχρι και 200 κρούσματα/ 100 000 πληθυσμού ετησίως (Mantur et al., 2007). Η πραγματική όμως επίπτωση της Βρουκέλλωσης στον άνθρωπο παραμένει άγνωστη, λόγω υποδήλωσης ή λανθασμένων διαγνώσεων των περιπτώσεών της και υπολογίζεται ότι μπορεί να είναι μέχρι και 25 φορές υψηλότερη της καταγεγραμμένης σε αρκετές από τις ενδημικές χώρες (Mantur et al., 2007, Corbel, 1997). 

Σε γενικές γραμμές, κρούσματα Βρουκέλλωσης διαπιστώνονται κάθε εποχή του χρόνου (Gul and Khan, 2007), εντούτοις η νόσος εμφανίζει εποχιακή κατανομή, με μεγαλύτερη επίπτωση κατά την άνοιξη και τους καλοκαιρινούς μήνες στις χώρες του βορείου ημισφαιρίου, γεγονός το οποίο συμπίπτει με την περίοδο γεννήσεων και ενδεχομένων αποβολών των ζώων. Στο νότιο ημισφαίριο, η αντίστοιχη περίοδος εκτείνεται από τους μήνες Οκτώβριο έως Δεκέμβριο (Μπίκας, 2003).  

Ελλάδα

Στη χώρα μας η Βρουκέλλωση ενδημεί. Από το 1995 έως το 2001 παρατηρήθηκε σημαντική αύξηση των περιπτώσεων Βρουκέλλωσης του ανθρώπου με το μεγαλύτερο αριθμό κρουσμάτων κατά το έτος 2000 (Minas et al., 2007). Η εξέλιξη αυτή αντικατοπτρίζει την κακή εφαρμογή των μέτρων ελέγχου της νόσου στα ζώα. Ειδικότερα, το πρόγραμμα καταπολέμησης ξεκίνησε στη χώρα μας το 1975 και αρχικά σημείωσε επιτυχία,  με μείωση των κρουσμάτων κατά τα έτη 1981 – 1992, τόσο στα ζώα όσο και στον άνθρωπο. Στη συνέχεια όμως, η εφαρμογή του ήταν αποσπασματική και ως εκ τούτου αναποτελεσματική. Η διακοπή του εμβολιασμού των αιγών και προβάτων από το 1994 έως το 1997 είχε ως συνέπεια την αύξηση των περιπτώσεων Βρουκέλλωσης του ανθρώπου, η οποία οφείλεται στην αντίστοιχη αύξηση της νόσου στα ζώα (Μπίκας, 2003). 
Από το 1977 εφαρμόζεται συστηματικός έλεγχος των βοοειδών, με αποτέλεσμα την ελάττωση του ποσοστού μόλυνσης των βοοειδών σε 0,4% το 1995, παρατηρείται εντούτοις αύξηση της Βρουκέλλωσης των βοοειδών από B. melitensis (Μήτκα, 2005). 

Η επιδημιολογική επιτήρηση της Βρουκέλλωσης στους ανθρώπους από το 1998 έχει ανατεθεί στο Κέντρο Ελέγχου και Πρόληψης Νοσημάτων (ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ.). Πιστεύεται πως μεγάλος αριθμός περιπτώσεων της νόσου δεν δηλώνεται, με αποτέλεσμα ο πραγματικός αριθμός των κρουσμάτων να είναι μεγαλύτερος του καταγεγραμμένου, ιδιαίτερα σε περιοχές όπως Θεσσαλία, Στερεά Ελλάδα, Μακεδονία και Ήπειρο (Μήτκα, 2005).

Τρόπος μετάδοσης

Η Βρουκέλλωση είναι ζωοανθρωπονόσος, δηλαδή νόσος των παραγωγικών ζώων και  ο άνθρωπος αποτελεί τυχαίο ξενιστή (FAO/OIE/WHO, 2006). Η νόσος μεταδίδεται σχεδόν αποκλειστικά από τα μολυσμένα ζώα και τα προϊόντα τους στον άνθρωπο, εντούτοις είναι πλέον τεκμηριωμένη και η από άνθρωπο σε άνθρωπο πιθανότητα μετάδοσής της (Mantur and Amarnath, 2008). Συνοπτικά, ο άνθρωπος μπορεί να μολυνθεί από το γαστρεντερικό σύστημα με κατάποση του μικροοργανισμού ή με επαφή των βλεννογόνων με μολυσμένα δάκτυλα, από το αναπνευστικό σύστημα με εισπνοή μολυσμένων αερολυμάτων, με ενοφθαλμισμό του μικροβίου από τους επιπεφυκότες, καθώς και διαδερμικά μέσω λύσεων της συνέχειας του δέρματος (Alton and Forsyth, 1996, FAO/OIE/WHO, 2006). 

Τροφιμογενής μετάδοση

Τα γαλακτοκομικά προϊόντα από μη παστεριωμένο γάλα είναι δυνατόν να περιέχουν υψηλές συγκεντρώσεις βακτηρίων, ως εκ τούτου η κατανάλωσή τους αποτελεί σημαντική αιτία Βρουκέλλωσης. Έτσι στο γενικό πληθυσμό αποτελεί στο συχνότερο τρόπο μετάδοσής της (Mantur and Amarnath, 2008). Το κρέας από την άλλη δεν σχετίζεται τόσο συχνά με τη μετάδοση της νόσου, καθώς σπανίως καταναλώνεται ωμό (Alavi et al., 2007). Σε γενικές γραμμές, ασθενείς οι οποίοι πάσχουν από αχλωροϋδρία ή βρίσκονται υπό αγωγή με γαστροπροστατευτικά σκευάσματα διατρέχουν αυξημένο κίνδυνο νόσησης από Βρουκέλλωση τροφιμογενούς προέλευσης, καθώς παρουσιάζουν υψηλότερο γαστρικό pH (FAO/OIE/WHO, 2006). 
Επαγγελματική έκθεση

Η νόσηση από επαγγελματική έκθεση είναι συχνή και αφορά αγρότες, κτηνοτρόφους, εκδοροσφαγείς, κρεοπώλες, κτηνιάτρους (Alavi et al., 2007, Gul and Khan, 2007, Brooks et al., 1998), καθώς και προσωπικό διαγνωστικών ή ερευνητικών εργαστηρίων. Ιδιαίτερα για το προσωπικό εργαστηρίων, ο πιο συχνός τρόπος μόλυνσής του είναι μέσω της αναπνευστικής οδού (Brown et al., 2008, Yagupsky and Baron, 2005).

Μόλυνση από το περιβάλλον

Οι μολύνσεις από το περιβάλλον είναι δύσκολο να περιγραφούν, αλλά πιθανώς συμβαίνουν συχνότερα από όσο έχει αναγνωριστεί, καθώς ο μικροοργανισμός μπορεί να επιβιώσει για μακρά χρονική περίοδο στη σκόνη, το νερό, τα απoβληθέντα έμβρυα, το χώμα, την κοπριά κ.τλ. (FAO/OIE/WHO, 2006, Παπαδογιαννάκης, 2009). 

Από άνθρωπο σε άνθρωπο

Αν και σπάνιες, έχουν περιγραφεί κάποιες περιπτώσεις σεξουαλικής μετάδοσης της νόσου, καθώς και μέσω μεταγγίσεων αίματος,  μεταμοσχεύσεων ιστών (FAO/OIE /WHO, 2006), αλλά και διαπλακουντικά από τη μητέρα στο έμβρυο    (Robinson, 2003). 

Παθογένεια

Οι βρουκέλλες είναι υποχρεωτικά ενδοκυττάρια βακτήρια και προσβάλλουν τόσο φαγοκύτταρα όσο και κύτταρα διαφόρων ιστών. Η ενδοκυττάρια φύση του βακτηρίου είναι υπεύθυνη για τη μεγάλη διάρκεια της νόσου, τη δυσκολία ίασης και τις χρόνιες μορφές. Μετά την είσοδο των βρουκελλών στον οργανισμό δια μέσου του επιθηλίου, του δέρματος, του επιπεφυκότος, του φάρυγγα ή του πνεύμονα, οι μικροοργανισμοί φαγοκυτταρώνονται  από τα ουδετερόφιλα και τα μακροφάγα των ιστών και καταλήγουν στους επιχώριους λεμφαδένες. Εάν οι αμυντικοί μηχανισμοί εντός των λεμφαδένων υπερνικηθούν, ακολουθεί βακτηριαιμία. Στη συνέχεια, χωρίς να είναι ξεκάθαρο εάν τα βακτήρια μεταφέρονται εντός των φαγοκυττάρων ή αιματογενώς εξωκυττάρια, αν και το πιθανότερο είναι το πρώτο, διασπείρονται ευρέως και εντοπίζονται σε όργανα του δικτυοενδοθηλιακού  συστήματος (ΔΕΣ), όπου πολλαπλασιάζονται ενδοκυτταρίως και σχηματίζουν κοκκιώματα (Alton and Forsyth, 1996, Salata, 2000). Εάν ο αριθμός των μικροβίων που ενοφθαλμίσθηκαν είναι μεγάλος και ο ασθενής δεν λάβει αγωγή, είναι δυνατόν να σχηματισθούν εκτεταμένα κοκκιώματα, τα οποία αποτελούν πηγή εμμένουσας βακτηριαιμίας, με πιθανότητα διασποράς σε πολλαπλά όργανα (Salata, 2000). Η βρουκέλλα έχει την ικανότητα όχι απλώς να διαφεύγει των βακτηριοκτόνων δράσεων των ουδετερόφιλων, αλλά και να πολλαπλασιάζεται εντός των μακροφάγων και άλλων φαγοκυττάρων, ενώ η ενδοκυττάρια επιβίωση επιτρέπει στο βακτήριο να αποφεύγει τους εξωκυττάριους αμυντικούς μηχανισμούς του ξενιστή, όπως το συμπλήρωμα και τα αντισώματα. Εντός των μακροφάγων η βρουκέλλα επιβιώνει και πολλαπλασιάζεται στα φαγοσώματα. Οι μηχανισμοί με τους οποίους επιτυγχάνεται αυτό δεν έχουν διερευνηθεί πλήρως, εντούτοις ποικίλες μελέτες καταδεικνύουν το ρόλο του Λιποπολυσακχαρίτη (LPS). Ο LPS της βρουκέλλας έχει χαμηλότερη ανοσογονικότητα και πυρετογόνο δράση από εκείνον των εντεροβακτηριοειδών, γεγονός το οποίο φαίνεται να συμβάλλει στην επιβίωση του μικροοργανισμού στα φαγοκύτταρα. Επίσης, φαίνεται να διαδραματίζει ρόλο στην είσοδο του μικροοργανισμού στα κύτταρα και στη μειωμένη αντιγονοπαρουσιαστική ιδιότητά τους, ενώ είναι πιθανό να σχετίζεται και με την αναστολή της απόπτωσης των μολυσμένων κυττάρων, η οποία έχει παρατηρηθεί τόσο σε ασθενείς με οξεία όσο και με χρόνια Βρουκέλλωση (Franco et al., 2007). Άλλοι παράγοντες λοιμοτοξικότητας είναι η παραγωγή αναστολέων στη σύντηξη του φαγολυσσοσώματος, όπως η μονοφωσφορική αδενοσίνη και γουανίνη (Mantur et al., 2007), καθώς και η σύνθεση πρωτεϊνών οι οποίες ευνοούν την επιβίωση της βρουκέλλας στο δυσμενές περιβάλλον του φαγοσώματος, που χαρακτηρίζεται από απουσία αμινοξέων, ανεπάρκεια θρεπτικών συστατικών και χαμηλό pH (Jubier-Maurin et al., 2004).
Παθογένεια της Χρόνιας Βρουκέλλωσης

Οι μηχανισμοί με τους οποίους η βρουκέλλα διαφεύγει του ανοσοποιητικού συστήματος του ξενιστή είναι κατά το πλείστον αδιευκρίνιστοι και δεν είναι ακόμη πλήρως γνωστοί οι ανοσιακοί παράγοντες οι οποίοι οδηγούν σε χρόνια νόσο. Μελέτες ασθενών με χρόνια Βρουκέλλωση που έχουν διεξαχθεί, περιγράφουν μειωμένο πολλαπλασιασμό και ποσοστό των CD4+ Τ κυττάρων, μειωμένη παραγωγή IFNγ και ιντερλευκίνης 2 (IL2) σε ασθενείς με χρόνια νόσο και ιδιαίτερα στην υποτροπιάζουσα μορφή της, έναντι ασθενών με οξεία Βρουκέλλωση. Η διαφορά αυτή που παρατηρείται σε δύο διαφορετικές μορφές νόσου οι οποίες προκαλούνται από τον ίδιο μικροοργανισμό, πιθανώς αντικατοπτρίζει την ύπαρξη διαφορετικών προτύπων διαφοροποίησης των Τ κυττάρων και παραγωγής κυτταροκινών (Kinikli et al., 2005, Skendros et al., 2007). 

Ανοσιακή απάντηση

Αν και η ανοσιακή απάντηση στη βρουκέλλα είναι τόσο χυμική όσο και κυτταρική, η ενδοκυττάρια φύση του μικροοργανισμού καθιστά αναγκαία την ανάπτυξη της δεύτερης για την καταπολέμησή του (Baldwin and Goenka, 2004). Οι μηχανισμοί της ανοσιακής απάντησης στη Βρουκέλλωση μπορούν να κατηγοριοποιηθούν σε τρία είδη: 

1. την παραγωγή ιντερφερόνης γάμμα  (IFNγ)  από τα CD4+ και CD8+ Τ λεμφοκύτταρα, η οποία ενισχύει τις βακτηριοκτόνες δράσεις των μακροφάγων. 

2. την κυτταροτοξική δράση των CD8+ Τ λεμφοκυττάρων, η οποία στρέφεται εναντίον των προσβεβλημένων μακροφάγων. 

3. την παραγωγή IgG2a και ΙgG3 αντισωμάτων τα οποία λειτουργούν ως οψωνίνες, καθιστώντας τους μικροοργανισμούς ευκολότερα ευάλωτους από τα φαγοκύτταρα (Ko and Splitter, 2003)
Πρόσφατες μελέτες καταδεικνύουν την αυξημένη σημασία του προστατευτικού ρόλου των CD8+ T κυττάρων έναντι των CD4+ T κυττάρων στην καταπολέμηση της βρουκέλλας (Ko and Splitter, 2003). Και οι δύο πληθυσμοί παράγουν IFNγ, η οποία βάσει ερευνών είναι καθοριστική για τον έλεγχο της νόσου (Baldwin and Goenka, 2004, Mantur et al., 2007). Καθώς ο κύριος πληθυσμός των Τ λεμφοκυττάρων είναι τα CD4+ Τ κύτταρα, ο ρόλος και αυτών των κυττάρων δεν είναι αμελητέος. Σχετικά με το ρόλο της χυμικής ανοσιακής απάντησης στη Βρουκέλλωση, αυτός φαίνεται να περιορίζεται στην οψωνινοποίηση του βακτηριδίου και θεωρείται αμφιλεγόμενος, καθώς υπάρχουν ενδείξεις πως η υψηλή συγκέντρωση IgG αντισωμάτων κατά την ενεργό νόσο ευνοεί τη φαγοκυττάρωση σε βάρος της εξωκυττάριας λύσεως του μικροοργανισμού, με αποτέλεσμα την περαιτέρω εξάπλωση της νόσου (Ko and Splitter, 2003).

Κλινική συμπτωματολογία

Κλινικό φάσμα

Η Βρουκέλλωση του ανθρώπου είναι μία οξεία ή υποξεία εμπύρετος νόσος, η οποία άνευ αγωγής δύναται να επιμείνει για εβδομάδες ή μήνες. Η οξεία φάση της νόσου ενδέχεται να εξελιχθεί σε χρόνια, χαρακτηριζόμενη από υποτροπές, εντοπισμένες λοιμώξεις ή από εικόνα ενός μη ειδικού συνδρόμου (FAO/OIE /WHO, 2006).  Η νόσος διαθέτει χρόνο επώασης ποικίλης διάρκειας (από μερικές ημέρες έως και μήνες) (Robinson, 2003) αν και συνήθως κυμαίνεται μεταξύ 2 – 4 εβδομάδων. (Alton and Forsyth, 1996). Η Βρουκέλλωση είναι μία νόσος γνωστή για την πολυμορφία των εκδηλώσεών της (Πίνακας 2) καθώς και τη μη ειδικότητα των συμπτωμάτων της (Mantur et al., 2007, Al-Nassir et al., 2006). Η κλινική της εικόνα εξαρτάται κυρίως από το στάδιο της νόσου, καθώς και από τα συστήματα τα οποία έχουν προσβληθεί (Franco et al., 2007) και περιλαμβάνει γενικά συμπτώματα όπως κόπωση, ανορεξία, απώλεια βάρους, πυρετό, κεφαλαλγία, αρθραλγία (FAO/OIE/WHO, 2006), με τον πυρετό να αποτελεί το συχνότερο εύρημα (Al-Nassir et al., 2006), ακολουθούμενο από τις οστεοαρθρικές εκδηλώσεις, την εφίδρωση και τα γενικά συμπτώματα (Franco et al., 2007). Στις ηπιότερες των περιπτώσεων η έναρξη της νόσου προσομοιάζει με γριππώδη συνδρομή, ενώ συχνές είναι και οι υποκλινικές μορφές. Εάν οι ασθενείς δεν τεθούν υπό αγωγή κατά την οξεία φάση της νόσου, τα συμπτώματα μπορεί να επιμείνουν για δύο με τέσσερις εβδομάδες. Στη συνέχεια, μπορεί να επέλθει αυθόρμητη ανάρρωση ή μετά από μία περίοδο ύφεσης να εμφανιστούν εξάρσεις των συμπτωμάτων της νόσου με περίπου δεκαήμερο διάστημα μεταξύ δύο διαδοχικών (Alton and Forsyth, 1996), ενώ πιθανός είναι και ο εντοπισμός των βακτηριδίων σε ποικίλους ιστούς και η υποξεία ή χρόνια νόσηση (Mantur et al., 2007). Η ευρύτητα αυτή του κλινικού φάσματος της Βρουκέλλωσης δυσχεραίνει τη διάγνωση των περιστατικών της, πολλά από τα οποία παραμένουν αδιάγνωστα και συχνά αντιμετωπίζονται θεραπευτικά ως π.χ. «πυρετός αγνώστου αιτιολογίας» (WHO, 1997). Κατά συνέπεια, κρίνεται απαραίτητη η εργαστηριακή επιβεβαίωση είτε της ύπαρξης του μικροοργανισμού ή της ειδικής ανοσιακής αντίδρασης του οργανισμού στα αντιγόνα του (FAO/OIE /WHO, 2006). Παρ’ όλη τη δυσκολία διατύπωσης ενός πλήρους ορισμού της Βρουκέλλωσης, ο προτεινόμενος από τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας είναι ο εξής: «Ασθένεια η οποία χαρακτηρίζεται οξεία ή υποξεία έναρξη, συνεχή διαλείποντα ή ακανόνιστο πυρετό ποικίλης διάρκειας, έντονη εφίδρωση ιδιαιτέρως κατά τις νυκτερινές ώρες, ανορεξία, απώλεια βάρους, κεφαλαλγία, αρθραλγία και γενικευμένα άλγη με πιθανή την εντοπισμένη λοίμωξη οργάνων» (Robinson, 2003).

Κλινικές μορφές 

Αν και το φάσμα των κλινικών μορφών της Βρουκέλλωσης είναι δύσκολο να κατηγοριοποιηθεί, εντούτοις στη βιβλιογραφία η νόσος διακρίνεται σε υποκλινική, οξεία, εστιακή, άτυπη και χρόνια (Πίνακας 3). Στην περίπτωση της υποκλινικής μορφής η διάγνωση τίθεται μετά από ορολογικό έλεγχο ατόμων χωρίς προφανές ιστορικό οξείας ή χρόνιας Βρουκέλλωσης και συνήθως αφορά επαγγελματίες υψηλού κινδύνου (Young, 1983, Gilbert and Hawes, 1981). 
Η εστιακή μορφή της Βρουκέλλωσης αναφέρεται στις περιπτώσεις εκείνες της νόσου στις οποίες ο μικροοργανισμός δεν είναι παρών στο αίμα, αλλά σε ιστούς όπως οστά, αρθρώσεις, κεντρικό νευρικό σύστημα, ήπαρ, σπλήνα, δέρμα (Young, 1983). Ο εντοπισμός της νόσου σε κάποιο/α σύστημα/τα μπορεί να διαπιστωθεί στα πλαίσια οξείας νόσησης ή να αποτελεί ακόμη και μοναδική εκδήλωση χρόνιας νόσου. Και στις δύο περιπτώσεις, ο εντοπισμός μπορεί να αναφέρεται ως επιπλοκή (Al-Nassir et al., 2006).

Ενδεικτικά οι επιπλοκές (Πίνακας 4) αφορούν στο μυοσκελετικό σύστημα με τις οστεοαρθρικές να αποτελούν τη συχνότερη μορφή όλων των επιπλοκών (40% των περιπτώσεων), το καρδιαγγειακό με την ενδοκαρδίτιδα ως την πιο συχνή (2% όλων των περιπτώσεων), καθώς και την πλέον σοβαρή, υπεύθυνη για το 5% της ολικής θνησιμότητας από Βρουκέλλωση στον άνθρωπο (Franco et al., 2007), το κεντρικό νευρικό σύστημα (νευροβρουκέλλωση), το δέρμα, το αναπνευστικό, το γαστρεντερικό, ενώ αν και σπάνιες, δεν λείπουν ακόμη και οι οφθαλμικές αλλοιώσεις (FAO/OIE /WHO, 2006).
Οι άτυπες μορφές της νόσου αναγνωρίζονται με όλο και μεγαλύτερη συχνότητα και περιπλέκουν τη διάγνωση  (Corbel, 1997, Mantur and Amarnath, 2008, Alton and Forsyth, 1996, Ariza, 1996). Μπορεί να χαρακτηρίζονται από μη ειδικά και υποκειμενικά συμπτώματα, όπως κόπωση, σωματικά άλγη, καταβολή, καταθλιπτική συνδρομή, συμβατά με διάφορα λοιμώδη και μη λοιμώδη νοσήματα (FAO/OIE /WHO, 2006, Young, 1983 Yagupsky and Baron, 2005, Lulu et al., 1988, Colmenero et al., 1996, Jacob et al., 2008). 

Κατά συνέπεια, η διαφορική διάγνωση των περιστατικών της νόσου περιλαμβάνει ένα ευρύτατο φάσμα παθήσεων, όπως εντερικό πυρετό, ελονοσία, ρευματοειδή αρθρίτιδα, φυματίωση, εγκεφαλίτιδα, συναισθηματική διαταραχή, περιφερική νευρίτιδα (Mantur and Amarnath, 2008). 

Χρόνια μορφή 

Η χρόνια μορφή της νόσου αποτελεί ίσως την πλέον αντιφατική και μυστηριώδη νοσολογική οντότητα της Βρουκέλλωσης του ανθρώπου. Κατά τον Spink, ως χρόνια Βρουκέλλωση ορίζεται η επιμονή των συμπτωμάτων της νόσου για παραπάνω από δώδεκα μήνες μετά την αρχική διάγνωση. Λόγω της ενδοκυττάριας φύσης του βακτηρίου η Βρουκέλλωση έχει τάση μετάπτωσης προς χρονιότητα (Franco et al., 2007), η οποία ενισχύεται από τυχόν καθυστερημένη έναρξη αγωγής ή από χορήγηση λανθασμένης αγωγής, γεγονός το οποίο προκύπτει συχνά, λόγω της ήπιας ή άτυπης συμπτωματολογίας κάποιων περιστατικών (Μήτκα, 2005, Corbel, 1997, Al-Nassir et al., 2006, McDevitt, 1973). Αδρά, η χρόνια Βρουκέλλωση μπορεί να κατηγοριοποιηθεί σε δύο μορφές: την Ειδική και τη Μη Eιδική. Η Ειδική μορφή χαρακτηρίζεται από αντικειμενικά συμπτώματα και σημεία, τα οποία μπορούν να αποδοθούν σε μακροχρόνια νόσηση από Βρουκέλλωση, με σημαντικότερα εκείνα τα οποία σχετίζονται με προσβολή του κεντρικού νευρικού συστήματος (νευροβρουκέλλωση) και του μυοσκελετικού. Χαρακτηριστική είναι η αρθραλγία και η βρουκελλική σπονδυλίτις, η οποία συνήθως προσβάλλει τους οσφυικούς σπονδύλους και συχνά οδηγεί σε μόνιμη ανικανότητα. Η μη ειδική μορφή χαρακτηρίζεται από γενικά συμπτώματα, όπως ανορεξία, αναιμία, αϋπνία, κόπωση, καταβολή, νευρικότητα και κατάθλιψη, τα οποία καθιστούν δυσχερή τη διαφορική διάγνωση και το διαχωρισμό της από ψυχονεύρωση ή άλλες νευροψυχιατρικές παθήσεις, ιδιαίτερα στις περιπτώσεις εκείνες μακροχρόνιας νόσησης ατόμων με προδιάθεση προς νευρωτικές διαταραχές (Dossey, 1998). 

Μία άλλη κατηγοριοποίηση της χρόνιας Βρουκέλλωσης τη διακρίνει σε τρεις κατηγορίες. Στην πρώτη περιλαμβάνονται οι ασθενείς με υποτροπές της νόσου χωρίς εντοπισμό σε κάποιο συγκεκριμένο σύστημα οργάνων, αλλά με αντικειμενικά κλινικά συμπτώματα και εργαστηριακά ευρήματα ενεργού νόσησης. Στη δεύτερη κατηγορία συγκαταλέγονται οι ασθενείς εκείνοι με χρόνια συμπτώματα, τα οποία οφείλονται σε εντοπισμένη μορφή της νόσου. Στην τρίτη κατηγορία, η οποία περιλαμβάνει το 20% όλων των περιπτώσεων χρόνιας Βρουκέλλωσης, κατατάσσονται οι ασθενείς εκείνοι οι οποίοι δεν εμφανίζουν αντικειμενικά, αλλά μη ειδικά και υποκειμενικά συμπτώματα της νόσου. Η πρώτη κατηγορία είναι συχνά δύσκολο να διαχωριστεί από τις υποτροπές που οφείλονται σε ανεπαρκή θεραπεία της αρχική οξείας νόσησης, ενώ στην τρίτη κατηγορία η φύση των συμπτωμάτων καθιστά δύσκολη την απόλυτη απόδοσή τους στη Βρουκέλλωση (Young, 1983). 
Διάγνωση

Η εργαστηριακή διάγνωση της Βρουκέλλωσης γίνεται με την απομόνωση της βρουκέλλας με καλλιέργεια, με ορολογικές δοκιμασίες και με μοριακές μεθόδους. 
Καλλιέργεια

Η απομόνωση της Brucella από καλλιέργεια θέτει με βεβαιότητα τη διάγνωση της Βρουκέλλωσης (Lulu et al., 1988), ιδιαίτερα κατά τις εμπυρέτους περιόδους της νόσου. Τα βιολογικά δείγματα τα οποία χρησιμοποιούνται είναι συνηθέστερα το αίμα (Ariza, 1996), αλλά και ο μυελός των οστών, οι λεμφαδένες, υλικά από ηπατική βιοψία κ.λπ. (Παπαπαναγιώτου, 1996). Η καλλιέργεια του αίματος γίνεται σε υγρό θρεπτικό υλικό ή κατά προτίμηση σε διφασικό θρεπτικό υλικό κατά Castaneda (Παπαπαναγιώτου, 1996), αλλά και με αυτοποιημένα συστήματα, τα οποία χρησιμοποιούνται με καλά αποτελέσματα. Ο μικροοργανισμός αναπτύσσεται βραδέως και συνήθως οι καλλιέργειες θετικοποιούνται μεταξύ της 7ης και 21ης ημέρας με το υλικό κατά Castaneda (Ariza, 1996). Η ευαισθησία της καλλιέργειας κυμαίνεται από 50 - 90% ανάλογα με το στάδιο της νόσου, το είδος της βρουκέλλας, το θρεπτικό υλικό κ.λπ. (Mantur et al., 2006). Η απομόνωση του μικροοργανισμού με καλλιέργεια μυελού των οστών είναι επιτυχής στο 90% των περιπτώσεων, αλλά επώδυνη, γι’ αυτό δεν συστήνεται ως μέθοδος ρουτίνας (Mantur et al., 2006, Ariza, 1996). 

Ορολογικές δοκιμασίες

Η ορολογική διάγνωση της Βρουκέλλωσης, δηλαδή η αναζήτηση ειδικών αντιβρουκελλικών αντισωμάτων στον ορό του αίματος των ασθενών υπολείπεται της καλλιέργειας σε διαγνωστική αξία. Οι τεχνικές δυσκολίες της δεύτερης όμως και ο μακρύς χρόνος επώασης συμβάλλουν στη συχνότερη χρήση ορολογικών τεχνικών για τη διάγνωση της Βρουκέλλωσης στην καθημερινή πράξη. Οι συνηθέστερα χρησιμοποιούμενες δοκιμασίες είναι η Συγκολλητινοαντίδραση (ΣΑ) σε σωληνάρια (Wright), η ΣΑ με 2 – μερκαπτοαιθανόλη (2 –ΜΕ), η Συγκολλητινοαντίδραση σε πλάκα, η Δοκιμασία Σύνδεσης του Συμπληρώματος, η Έμμεση αντίδραση Coombs, ο Έμμεσος Ανοσοφθορισμός, η Δοκιμασία Rose Bengal και Ανοσοενζυμικές και Ραδιοανοσοβιολογικές τεχνικές. Από τις παραπάνω χρησιμοποιούνται κυρίως οι ΣΑ σε σωληνάρια και η ταχεία ΣΑ σε πλάκα, η Rose Bengal, η Έμμεση αντίδραση Coombs, η Δοκιμασία Σύνδεσης του Συμπληρώματος και η Ανοσοενζυμική μέθοδος (Παπαπαναγιώτου, 1996, Salata, 2000). 

Συγκολλητινοαντίδραση (ΣΑ)
Η Συγκολλητινοαντίδραση σε σωληνάρια ή πλάκα χρησιμοποιεί ως αντιγόνο εναιώρημα βρουκελλών. Ως θετικός τίτλος θεωρείται η μεγαλύτερη αραίωση του ορού που παρουσιάζει τουλάχιστον 50% συγκόλληση. Ως θετικός αξιολογείται τίτλος ≥ 160 (Μαμάση και συν., 1997). Με την οροσυγκόλληση παρουσία 2 – μερκαπτοαιθανόλης τα αντισώματα IgM απενεργοποιούνται, έτσι η αντίδραση ελέγχει μόνο τις IgG ανοσοσφαιρίνες. Επομένως η ΣΑ ανιχνεύει τη συνολική ποσότητα των ανοσοσφαιρινών (IgG, IgM), ενώ η Συγκολλητινοαντίδραση παρουσία 2 –ΜΕ τις IgG, οι οποίες θεωρούνται πιο αξιόπιστη ένδειξη ενεργής νόσου σε σύγκριση με τις IgM (Young, 1991). 

 Δοκιμασία Rose Bengal

Η Rose Bengal (Δοκιμασία ερυθρού της Βεγγάλης) είναι μέθοδος αναζήτησης αντιβρουκελλικών αντισωμάτων με χρήση εναιωρήματος αντιγόνου σε όξινο ρυθμιστικό διάλυμα χρωματισμένο με τη χρωστική. Η τεχνική είναι απλή, ταχεία και οικονομική και φαίνεται να δίνει ταυτόσημα αποτελέσματα με την Wright. Ανιχνεύει τις IgG και IgM και χάρις στο χαμηλό pH του διαλύματος αναστέλλονται οι μη ειδικές συγκολλήσεις. Η Wright όμως πλεονεκτεί στο ότι δίνει καλύτερες πληροφορίες για τον τίτλο και μπορεί να συνδυαστεί με τη 2 – ΜΕ για τη διαπίστωση της τάξης των ανοσοσφαιρινών (Μπασούκου-Μαμάση και Δανιηλίδης, 1987). 

 Δοκιμασία Έμμεσης αντίδρασης Coombs

Η δοκιμασία Έμμεσης αντίδρασης Coombs χρησιμοποιείται για την ικανότητά της να ανιχνεύει ειδικά ατελή βρουκελλικά αντισώματα, τα οποία είναι ενδεικτικά της χρόνιας διαδρομής της νόσου (Young, 1991). Τα ατελή αυτά αντισώματα προσκολλώνται επί των μικροβιακών κυττάρων, χωρίς όμως να τα συγκολλούν και προσδιορίζονται στη συνέχεια με την προσθήκη αντιανθρωπείου σφαιρίνης (ορός Coombs), με την οποία επιτυγχάνεται η συγκόλληση. Ως θετικοί χαρακτηρίζονται τίτλοι τουλάχιστον τετραπλάσιοι από εκείνους προ της προσθήκης του αντισφαιρινικού ορού (Παπαπαναγιώτου, 1996). 
Δοκιμασία Σύνδεσης του Συμπληρώματος
Η Δοκιμασία Σύνδεσης του Συμπληρώματος (Complement Fixation, CF) εκτελείται σύμφωνα με τις βασικές αρχές με τις οποίες εφαρμόζεται η μέθοδος και για άλλα νοσήματα (Μαμάση και συν., 1997). Ουσιαστικά υπερτερεί έναντι των υπολοίπων ορολογικών μεθόδων μόνο λόγω της πρωιμότερης ανίχνευσης των αντισωμάτων, την οποία καθιστά εφικτή και δεν θεωρείται ιδιαίτερα χρήσιμη ως μέθοδος ορολογικής διάγνωσης της Βρουκέλλωσης του ανθρώπου (Young, 1991). Στη βιβλιογραφία όμως αναφέρεται από πολλούς συγγραφείς μεγαλύτερη αναλογία θετικών αποτελεσμάτων έναντι της ΣΑ στις χρόνιες μορφές της νόσου (Μαμάση και συν., 1997, Παπαπαναγιώτου, 1996). 

Ανοσοενζυμική μέθοδος
Η Ανοσοενζυμική μέθοδος (Enzyme Linked Immunosorbent Assey, ELISA) προσδιορίζει την τάξη των ανοσοσφαιρινών και συμβάλλει στον καθορισμό του σταδίου της νόσου. Είναι μία εύκολη, ειδική και ευαίσθητη μέθοδος και φαίνεται να υπερτερεί έναντι όλων των μεθόδων για τη διάγνωση της οξείας, χρόνιας και των υποτροπών της νόσου (Araj et al., 1986, Heizmann et al., 1985, Μαμάση και συν., 1997, Lulu et al., 1988, Gazapo et al., 1989).

Μοριακή διάγνωση
Η εργαστηριακή διάγνωση της Βρουκέλλωσης στην καθημερινή πράξη στηρίζεται κυρίως στην καλλιέργεια του αίματος των ασθενών και σε ορολογικές μεθόδους (Kattar et al., 2007). Η καλλιέργεια όμως παρουσιάζει τεχνικές δυσκολίες και απαιτεί μακρό χρόνο επώασης (Μπασούκου-Μαμάση και Δανιηλίδης, 1987), ενώ η ευαισθησία της αιματοκαλλιέργειας είναι συχνά χαμηλή και εξαρτώμενη από το στάδιο της νόσου (Μπασούκου-Μαμάση και Δανιηλίδης, 1987, Mantur et al., 2006, Lulu et al., 1988). Οι ορολογικές μέθοδοι χαρακτηρίζονται από χαμηλή επαναληψιμότητα και ευαισθησία, ειδικά σε ενδημικές περιοχές, ενώ η απουσία συγκεκριμένου διαγνωστικού τίτλου συχνά απαιτεί επαναλήψεις των δοκιμασιών μέχρι τη θετικοποίησή τους σε ασθενείς με χαμηλό αρχικό τίτλο. Παράλληλα, η ορολογική διάγνωση είναι δυσχερής όταν το νόσημα μεταπίπτει σε χρονιότητα και υποτροπιάζει, καθώς οι τίτλοι είναι δυνατό να παραμείνουν υψηλοί σε ασθενείς που έχουν λάβει αγωγή και δεν παρουσιάζουν εμφανή κλινική συμπτωματολογία (Μαμάση και συν., 1997, Kattar et al., 2007, Araj et al., 1986, Colmenero et al., 1996, Gazapo et al., 1989). 
Η σχετικά πρόσφατη ανάπτυξη από ομάδες ερευνητών μεθόδων ανίχνευσης του γονιδιώματος της βρουκέλλας χρησιμοποιώντας την τεχνική της Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction – PCR) είναι πολλά υποσχόμενη, καθώς φαίνεται να αποτελεί μία γρήγορη, ευαίσθητη και ειδική εναλλακτική διαγνωστική δυνατότητα (Ariza, 1996, Kattar et al., 2007, Mantur et al., 2006, Sauret and Vilissova, 2002, Μήτκα, 2005, Al-Nakkas et al., 2005). Η PCR διαθέτει δυνατότητα ανίχνευσης 10-100 fg DNA, ποσότητα η οποία αναμένεται να ανευρίσκεται σε κάθε κλινικό δείγμα ασθενούς με ενεργό λοίμωξη και η οποία είναι τόσο μικρή ώστε να μην καθίσταται ανιχνεύσιμη με άλλα μέσα (Colmenero et al., 2002, Μήτκα, 2005). Επιπλέον, η PCR έχει τη δυνατότητα πολλαπλασιασμού ενδοκυτταρίων μικροοργανισμών ή ακόμα και μικροοργανισμών εξασθενημένων λόγω προηγούμενης αγωγής, οι οποίοι δεν θα ήταν δυνατό να ανιχνευθούν με καλλιέργεια (Colmenero et al., 2002, Colmenero et al., 2004). Ειδική αναφορά αξίζει να γίνει στη συμβολή της PCR στην αναγνώριση ενός νέου είδους βρουκέλλας, τη Brucella maris, από τον Cloeckaert και συνεργάτες (Cloeckaert et al., 2001, Cloeckaert et al., 2003). Οι μοριακές τεχνικές, αν και πολλά υποσχόμενες, μέχρι πρόσφατα δεν είχαν μελετηθεί σε όλες τις μορφές της νόσου και κυρίως στην παρακολούθηση της χρόνιας μορφής, των υποτροπών, αλλά και του θεραπευτικού αποτελέσματος. Σε μία πρόσφατη μελέτη της Μήτκα και συνεργατών εφαρμόσθηκαν μοριακές τεχνικές παράλληλα με τις κλασσικές σε 4996 κλινικά δείγματα ασθενών και αξιολογήθηκε συγκριτικά η συμβολή τους στη διάγνωση της Βρουκέλλωσης σε όλες τις μορφές της νόσου, καθώς και στην εργαστηριακή παρακολούθηση της πορείας της και στον έλεγχο της αποτελεσματικότητας της θεραπευτικής αγωγής. Με βάση την ανωτέρω εργασία, η συμβολή της PCR στη διάγνωση όλων των μορφών της νόσου βρέθηκε σημαντική και να υπερτερεί έναντι όλων των κλασσικών μεθόδων. Ταυτόχρονα βρέθηκε να αποτελεί αξιόπιστο προγνωστικό δείκτη της επιτυχούς έκβασης της θεραπείας ή της μετάπτωσης της νόσου σε χρονιότητα (Mitka et al., 2007). 
Η PCR είναι μία τεχνική εκθετικού πολλαπλασιασμού η οποία χρησιμοποιείται για τον άμεσο πολλαπλασιασμό σπάνιων ειδικών αλληλουχιών DNA όταν τα άκρα τους είναι γνωστά (Lodish et al., 1995). Ένας κύκλος PCR αποτελείται από τα εξής στάδια: 

1. Αποδιάταξη του δίκλωνου DNA
2. Υβριδισμός των εκκινητών με την αλληλουχία στόχο

3. Σύνθεση συμπληρωματικών κλώνων του DNA (Αναστασιάδου και Καπράνος, 1998)

Αναλυτικότερα, κατά την PCR το δίκλωνο DNA αποδιατάσσεται με αύξηση της θερμοκρασίας στους 95º C. Στη συνέχεια προστίθενται συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια συμπληρωματικά των 3΄ άκρων του τμήματος που ενισχύεται και η θερμοκρασία χαμηλώνεται στους 50 – 60º C (θερμοκρασία υβριδισμού), ώστε τα ολιγονουκλεοτίδια να υβριδιστούν στις συμπληρωματικές τους αλληλουχίες. Τα υβριδισμένα ολιγονουκλεοτίδια λειτουργούν ως εκκινητές για τη σύνθεση του DNA, η οποία λαμβάνει χώρα με την προσθήκη δεοξυριβονουκλεοτιδίων και μίας θερμοάντοχης DNA πολυμεράσης στους 72º C. Το ένζυμο αυτό προέρχεται από τον Thermus aquaticus, ένα βακτήριο το οποίο διαβιεί σε θερμές πηγές και ονομάζεται Taq polymerase. Επαναλαμβανόμενοι κύκλοι σύνθεσης και αποδιάταξης πολλαπλασιάζουν το τμήμα στόχο. Μετά από κάθε κύκλο ο αριθμός των κλώνων του DNA μεταξύ των θέσεων των εκκινητών έχει διπλασιασθεί (Lodish et al., 1995). 
Θεραπεία

Η θεραπεία της Βρουκέλλωσης έχει ως στόχο τη βράχυνση της συμπτωματικής περιόδου, την αποτροπή των υποτροπών και των επιπλοκών της. Οι πιο πρόσφατες θεραπευτικές οδηγίες εκδόθηκαν από τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας (ΠΟΥ) το 1986 και δεν έχουν τροποποιηθεί έκτοτε αν και χαρακτηρίζονται από υψηλά ποσοστά αποτυχίας και υποτροπών, τα οποία κυμαίνονται από 4 – 24% για την από του στόματος αγωγή και 5 – 8% για την αγωγή που συνδυάζει από του στόματος και παρεντερική χορήγηση. Τα αίτια των υψηλών αυτών ποσοστών αποτυχίας της αγωγής παραμένουν ακόμη απροσδιόριστα (Franco et al., 2007). Η κατά τον ΠΟΥ προτεινόμενη από του στόματος αγωγή αποτελείται από χορήγηση 600 – 900 mg rifampicin   σε συνδυασμό με 100 – 200 mg doxycycline ημερησίως για ένα ελάχιστο 6 εβδομάδων (Mantur et al., 2007). Στο συνδυαστικό σχήμα με από του στόματος και παρεντερική χορήγηση, η rifampicin αντικαθίσταται από 15 mg/ kg streptomycine κατά τις 2 – 3 πρώτες εβδομάδες της αγωγής (Franco et al., 2007). Εναλλακτικά σχήματα περιλαμβάνουν co – trimoxazole και συνδυασμούς τους με rifampicin. Οι κινολόνες μπορούν να χορηγηθούν εναλλακτικά, αν και ακόμη δεν υπάρχουν αρκετά δεδομένα για την αποτελεσματικότητά τους. Μια μετα-ανάλυση της αποτελεσματικότητας των διαφόρων θεραπευτικών σχημάτων που εφαρμόζονται στη Βρουκέλλωση κατέληξε στην υπεροχή των διπλών ή τριπλών σχημάτων με θεραπεία εκλογής το συνδυασμό doxicyclin- aminoglycoside- rifampicin (Skalsky et al., 2008). Η διάρκεια της αγωγής κρίνεται σκόπιμο να παραταθεί σε ασθενείς με συμπτώματα συμβατά με υποτροπή τα οποία δεν υποχωρούν, ενώ σε περιπτώσεις εστιακών εντοπίσεων της νόσου η επιλογή και διάρκεια του θεραπευτικού σχήματος θα πρέπει να εξατομικεύεται. Σε ειδικές περιπτώσεις είναι πιθανό να κριθεί αναγκαία ακόμη και χειρουργική επέμβαση (Franco et al., 2007). 

ΣΥΝΑΙΣΘΗΜΑΤΙΚΕΣ ΔΙΑΤΑΡΑΧΕΣ – ΚΑΤΑΘΛΙΨΗ

Γενικά

Στη νοσολογική έννοια των Συναισθηματικών Διαταραχών αντιστοιχούν οι ψυχικές εκείνες διαταραχές οι οποίες χαρακτηρίζονται από παθολογική, ποιοτική και ποσοτική του συναισθήματος. Βασικά δομικά υλικά των διαταραχών αυτών αποτελούν κυρίως δύο συναισθήματα – η χαρά και η θλίψη – και η έκφρασή τους θεωρείται παθολογική όταν: 

· Χαρακτηρίζονται από μεγάλη ένταση και μακρά διάρκεια
· Συνυπάρχουν με συμπτώματα από τη σωματική σφαίρα 
· Παρεμποδίζουν την ικανότητα εκτέλεσης των καθημερινών δραστηριοτήτων
· Συνυπάρχουν με ψυχωσικά συμπτώματα 
· Θέτουν σε κίνδυνο τη ζωή του ανθρώπου ο οποίος τα βιώνει ή των γύρω του
Η ταξινόμηση των συναισθηματικών διαταραχών δεν είναι απόλυτη και αποτελεί ακόμη και σήμερα σημείο αντιδικίας. Μία αδρή ταξινόμησή τους βασίζεται στη μονοπολικότητα ή τη διπολικότητά τους με τη μονοπολική (μείζων) κατάθλιψη, τη μονοπολική μανία, τη δυσθυμία και τη χρόνια μανία να υπάγονται στην πρώτη και τη διπολική καθώς και την κυκλοθυμική διαταραχή να υπάγονται στη δεύτερη κατηγορία (Χριστοδούλου, 2000). 

Η κατάθλιψη ειδικότερα είναι η συχνότερη ψυχική διαταραχή. Αποτελεί ένα από τα συνηθέστερα ιατρικά προβλήματα πρωτοβάθμιας φροντίδας και εκτιμάται ότι έως το έτος 2020 θα αποτελεί τη συχνότερη ασθένεια στον ανεπτυγμένο κόσμο και τη δεύτερη αιτία ανικανότητας στον κόσμο (Μαλλιώρη και συν., 2007). Ένα χαρακτηριστικό της κατάθλιψης με μείζονα κλινική σημασία είναι η πολυμορφία της, εξαιτίας της οποίας χαρακτηρίζεται και ως «πρωτεϊκή». Κατά συνέπεια, εξαιτίας της ανωτέρω ποικιλίας των μορφών της, οι οποίες εκφράζονται συχνά με σωματικά συμπτώματα και υποδύονται σωματικά νοσήματα (λανθάνουσες καταθλίψεις) και λόγω της ετερογένειας των κλινικών της συνδρόμων, η κατάθλιψη παρουσιάζει εγγενείς δυσκολίες διάγνωσης. Παράλληλα, τόσο το σύμπτωμα «κατάθλιψη» όσο και η ίδια η νόσος έχουν προκαλέσει σύγχυση στον τομέα των επιδημιολογικών ερευνών. Παρόλη τη σύγχυση αυτή, οι μελέτες αποκαλύπτουν πως η κατάθλιψη ως σύμπτωμα, αλλά και ως κλινική οντότητα παρουσιάζονται σε μεγάλο μέρος του πληθυσμού (Χριστοδούλου, 2000). 

Κλινική εικόνα

Η κλινική εικόνα της κατάθλιψης δεν είναι κοινή για όλους τους ασθενείς, ενώ το σύμπτωμα «κατάθλιψη» δεν είναι πάντα παρόν. Στις τυπικές μορφές κατάθλιψης η έναρξη της συμπτωματολογίας είναι προοδευτική, αν και δεν είναι σπάνιες οι περιπτώσεις οξείας εγκατάστασής της. Κάποια από τα συνηθέστερα συμπτώματα της κατάθλιψης είναι τα παρακάτω: 

· Καταθλιπτικό συναίσθημα: χαρακτηρίζει περίπου το 90% των ασθενών οι οποίοι πάσχουν από Συναισθηματικές Διαταραχές

· Άγχος

· Διαταραχές σκέψης: τόσο ως προς τη μορφή όσο και ως προς το περιεχόμενο

· Διαταραχές ομιλίας

· Διαταραχές ψυχοκινητικής δραστηριότητας

· Διαταραχές γνωσιακών λειτουργιών

· Διαταραχές ύπνου

· Διαταραχές όρεξης

· Λοιπά σωματική συμπτώματα: δυσκοιλιότητα, υπόταση, ξηροστομία κτλ. 

· Διαταραχές σεξουαλικής λειτουργίας

· Υποχονδριακά συμπτώματα

· Άτυπα συμπτώματα: τα συμπτώματα αυτά δυσχεραίνουν περαιτέρω τη διάγνωση. 

· Διαταραχές αντίληψης

· Αυτοκτονικές τάσεις (Χριστοδούλου, 2000)

Κλινικές μορφές

Έχουν περιγραφεί ποικίλες μορφές της κατάθλιψης, οι κυριότερες από τις οποίες είναι οι παρακάτω: 

· Κατάθλιψη στα πλαίσια μονοπολικής ή διπολικής συναισθηματικής διαταραχής (μείζων κατάθλιψη)

· Ήπια ή ελάσσων κατάθλιψη

· Δυσθυμική διαταραχή

· Κατάθλιψη με ψυχοκινητική επιβάρυνση

· Ενδογενής κατάθλιψη

· Αντιδραστική κατάθλιψη

· Ψυχωσική κατάθλιψη

· Νευρωσική κατάθλιψη

· Άτυπη κατάθλιψη

· Λανθάνουσα κατάθλιψη, «κατάθλιψη χωρίς κατάθλιψη» ή περιφερική κατάθλιψη, δηλαδή κατάθλιψη εκφραζόμενη με περιφερικά συμπτώματα και όχι με το κεντρικό καταθλιπτικό σύμπτωμα. 

Είναι ιδιαίτερης σημασίας η ικανότητα του οικογενειακού ιατρού να διακρίνει την κατάθλιψη πίσω από τις ατυπίες που τη χαρακτηρίζουν (Χριστοδούλου, 2000).

Διαφορική διάγνωση

Η διαφορική διάγνωση της κατάθλιψης πρέπει να γίνει από μία μεγάλη ποικιλία ψυχικών διαταραχών, καθώς το σύμπτωμα «κατάθλιψη» μπορεί να είναι παρόν σε πολλές από αυτές, αλλά και από καταστάσεις οργανικής αιτιολογίας (Χριστοδούλου, 2000). Πράγματι, όπως υπάρχουν ψυχιατρικές διαταραχές υποδυόμενες σωματική νόσο (συγκαλυμμένη κατάθλιψη), ομοίως και ψυχιατρικά συμπτώματα μπορεί να συνοδεύουν ορισμένες σωματικές παθήσεις, ακόμη και να τις επικαλύψουν. Τα κυριότερα ψυχιατρικά συμπτώματα κατά τη διαδρομή των σωματικών νόσων είναι η κατάθλιψη και το άγχος. Τα κύρια σωματικά νοσήματα που συνήθως παρουσιάζουν καταθλιπτικές εκδηλώσεις, αλλά και που αποτελούν κύριες οργανικές αιτίες της κατάθλιψης είναι τα ακόλουθα: 

· Λοιμώδεις νόσοι (φυματίωση, ηπατίτιδα, Βρουκέλλωση κτλ.) 

· Παθήσεις Κεντρικού Νευρικού Συστήματος (νόσος Parkinson, νεοπλάσματα κτλ.)

· Νόσοι ενδοκρινών αδένων (υποθυρεοειδισμός, υπολειτουργία παραθυρεοειδών κτλ.)

· Αιματολογικές νόσοι (αναιμία κτλ.)

· Νόσοι πεπτικού συστήματος (καρκίνος κεφαλής παγκρέατος, ηπατική εγκεφαλοπάθεια κτλ.)

· Νόσοι αναπνευστικού (Ραμπαβίλας, 2000)

ΣΥΝΑΙΣΘΗΜΑΤΙΚΕΣ ΔΙΑΤΑΡΑΧΕΣ ΚΑΙ ΒΡΟΥΚΕΛΛΩΣΗ

Νευροψυχιατρικές εκδηλώσεις αναφέρονται κατά την οξεία και κυρίως κατά τη χρόνια Βρουκέλλωση (Βακάλης, 1998, Lulu et al., 1988, McDevitt, 1973). Το εύρος των συμπτωμάτων είναι μεγάλο και περιλαμβάνει κατάθλιψη (από ήπιες έως και σοβαρές μορφές της), αϋπνία, νευρικότητα, αγχώδεις εκδηλώσεις, αίσθημα κόπωσης, διάσπαση προσοχής κ.λπ., τα περισσότερα εκ των οποίων συμβαδίζουν με την κλινική εικόνα των συναισθηματικών διαταραχών. Οι καταθλιπτικές και αγχώδεις εκδηλώσεις της Βρουκέλλωσης αποτελούν ιδιαίτερα συχνά ευρήματα και είναι δυνατό να παρατηρηθούν μέχρι και στο ήμισυ των περιπτώσεων. Εάν σ’ αυτές συμπεριληφθούν και άλλες, λιγότερο ειδικές εκδηλώσεις, όπως εύκολη κόπωση, καταβολή, απώλεια όρεξης, τότε η πλειοψηφία των ασθενών με κλινικά εμφανή Βρουκέλλωση διαθέτει κάποιου είδους νευρολογική επιπλοκή και η εικόνα συναισθηματικής διαταραχής αποτελεί κυρίαρχο μέρος της χρόνιας Βρουκέλλωσης  (Young, 1983, Dossey, 1998, Imboden et al., 1959). Ενώ όμως οι καταθλιπτικές εκδηλώσεις είναι συχνές, η πλειοψηφία αυτών δεν αναφέρεται στα πλαίσια νευροβρουκέλλωσης, καθώς η προσβολή του κεντρικού νευρικού συστήματος λαμβάνει χώρα μόνο στο 2-5% των ασθενών (Dossey, 1998). Εντούτοις, τα τελευταία χρόνια οι αναφορές στη συμβολή της νευροβρουκέλλωσης, η οποία μπορεί να αναπτυχθεί σε οποιοδήποτε στάδιο της νόσου, στις διαταραχές του συναισθήματος πληθαίνουν, καθώς τα νευρολογικά ευρήματα είναι συχνότερα από ότι θεωρούνταν. Οι περισσότερες περιπτώσεις νευροβρουκέλλωσης έχουν χρόνια πορεία και χαρακτηρίζονται από απουσία ή ηπιότητα των ειδικών συμπτωμάτων, με τα καταθλιπτικά συμπτώματα να υπερισχύουν ( Eren et al., 2006, Bourgeois and Tignol, 1971). 
Αν και η ύπαρξη νευροψυχιατρικών διαταραχών ή εκδηλώσεων στη Βρουκέλλωση είναι γνωστή και ιδιαίτερα στη χρόνια μορφή της νόσου, της οποίας πολλές φορές αποτελούν μόνη ένδειξη, οι μηχανισμοί οι οποίοι έχουν προταθεί ως υπεύθυνοι για την αιτιοπαθογένεσή τους ακόμη δεν έχουν διερευνηθεί πλήρως. Ως γενεσιουργό αίτιο έχει προταθεί ένας μηχανισμός αντίδρασης υπερευαισθησίας στα αντιγόνα της Brucella, χωρίς όμως να έχει επιβεβαιωθεί. Στις περιπτώσεις ψυχιατρικών συμπτωμάτων στα πλαίσια νευροβρουκέλλωσης το παθολογικό υπόβαθρο είναι πιθανώς πολυπαραγοντικό. Αλλοιώσεις που έχουν προταθεί είναι η νέκρωση νευρόνων, η χρόνια αγγειίτιδα, τα πολλαπλά μη τυροειδοποιημένα κοκκιώματα και πρόσφατα η αποτιτάνωση των βασικών γαγγλίων του εγκεφάλου (Alapin, 1976, Young, 1983, Harris and Kemple, 1954, Eren et al., 2006, Bahemuka et al., 1988, Fincham et al., 1963, Bourgeois and Tignol, 1971, McDevitt, 1973, Mousa et al., 1987, Casanova and Araque, 2003). Παράλληλα, το μακροχρόνιο φορτίο της νόσου σε ασθενείς με χρόνια Βρουκέλλωση, ακόμη και σε εκείνους οι οποίοι δεν έχουν αντικειμενικές ενδείξεις ενεργού νόσησης, καθώς και το σύνδρομο Χρόνιας Κόπωσης το οποίο φαίνεται να εξελίσσεται σε μέρος των ασθενών με καθυστερημένη ανάρρωση, παίζουν ρόλο στην εμφάνιση συμπτωμάτων νευροψυχιατρικής φύσης (Imboden et al., 1959, Alapin, 1976). Επιπλέον, η νόσηση με Βρουκέλλωση στις περιπτώσεις εκείνων των ασθενών οι οποίοι φαίνεται να διέθεταν νευρασθενικές τάσεις είναι πιθανό να υποβοηθά στην εκδήλωσή τους (Cluff et al., 1959), καθώς η νόσος δύναται να δράσει ως εκλυτικός παράγοντας στην αναζωπύρωση υποκείμενων παθήσεων του ασθενούς (Jacob et al., 2008). 

                                   ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

ΣΚΟΠΟΣ

Σκοπός της παρούσας μελέτης είναι η διερεύνηση της ύπαρξης αντιγόνων της Brucella spp. με την Αλυσιδωτή Αντίδρασης Πολυμεράσης (PCR) στο αίμα κατοίκων ενδημικής για Βρουκέλλωση περιοχής, με κλινική εικόνα συμβατή με συναισθηματικές διαταραχές, για τους οποίους δεν έχει τεθεί υποψία Βρουκέλλωσης κατά το χρόνο διεξαγωγής της. Οι μοριακές τεχνικές που θα εφαρμοσθούν στη συγκεκριμένη μελέτη έχουν πρόσφατα περιγραφεί και εκτιμηθεί σε σχέση με τις χρόνιες μορφές της νόσου και βρέθηκε να έχουν μεγάλη ειδικότητα και ευαισθησία.  Η Βρουκέλλωση χαρακτηρίζεται από πολυμορφία συμπτωμάτων η οποία συμβάλλει στην υποδιάγνωση της νόσου, ειδικά σε ενδημικές περιοχές όπου οι υποκλινικές και αυτοπεριοριζόμενες μορφές της είναι συχνές. Οι χρόνιες μορφές της νόσου ιδιαίτερα χαρακτηρίζονται από μία μη ειδική εικόνα, στην οποία νευροψυχιατρικά συμπτώματα παρόμοια με εκείνα των συναισθηματικών διαταραχών περιπλέκουν περισσότερο τη διάγνωση. Σ’ αυτό συμβάλλει και η χαμηλή ευαισθησία των κλασσικών μικροβιολογικών τεχνικών στις χρόνιες και εντοπισμένες μορφές της Βρουκέλλωσης. Υπάρχει περιορισμένος αριθμός μελετών στη διεθνή βιβλιογραφία οι οποίες  αναφέρονται σε ψυχικές διαταραχές κατά το στάδιο της χρόνιας Βρουκέλλωσης, ενώ δεν υπάρχουν μελέτες που να συσχετίζουν τις ψυχικές διαταραχές με την παρουσία αντιγόνων της Brucella χρησιμοποιώντας την Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (PCR), η οποία έχει μεγαλύτερη ευαισθησία από τις συμβατικές μικροβιολογικές τεχνικές σε αυτές τις μορφές της νόσου. Στη χώρα μας όπου το νόσημα είναι ενδημικό δεν υπάρχουν σχετικές μελέτες που να αναφέρονται είτε στις ψυχικές διαταραχές των ασθενών μετά την αποδρομή της οξείας φάσης της νόσου είτε, πολύ περισσότερο, σε αυτές σε άτομα με ασυμπτωματική μόλυνση. 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

Άτομα που εξετάστηκαν – Κριτήρια ένταξης

Όλα τα άτομα που εξετάστηκαν στη μελέτη ήταν εθελοντές. Όλοι ήταν κάτοικοι συγκεκριμένων οικισμών ευρύτερης γεωγραφικής περιοχής, ώστε να διαθέτουν όσο το δυνατόν κοινά δημογραφικά και κοινωνικοοικονομικά χαρακτηριστικά. Κριτήριο επιλογής των οικισμών  αποτέλεσε η σχεδόν αποκλειστικά κτηνοτροφική ή γεωργοκτηνοτροφική φύση των επαγγελματικών ή μη δραστηριοτήτων των κατοίκων. Τα κριτήρια αποκλεισμού ήταν η τεκμηριωμένη διάγνωση χρόνιας ή οξείας Βρουκέλλωσης κατά το χρόνο της μελέτης, καθώς και η ύπαρξη συμπτωματολογίας συναισθηματικών διαταραχών προγενέστερης της νόσησης με οξεία Βρουκέλλωση. Οι εθελοντές, μετά από ενημέρωση σχετικά με τη φύση της μελέτης, προσεγγίσθηκαν για τις περαιτέρω διαδικασίες στους χώρους των αγροτικών ιατρείων ή σε χώρους που διέθετε η εκάστοτε κοινότητα. Στη συνέχεια, κατά τη διάρκεια λήψης ιστορικού του κάθε εθελοντή ξεχωριστά, συμπληρωνόταν ένα κοινό ερωτηματολόγιο που περιείχε κλειστές και ανοιχτές ερωτήσεις. Ο χρόνος λήψης του ιστορικού ήταν επίσης κατά προσέγγιση κοινός. Κατόπιν ακολουθούσε η συλλογή των κλινικών δειγμάτων. 
Συγκρότηση των ομάδων 

Εξετάσθηκαν συνολικά εβδομήντα οκτώ (78) άτομα, τα οποία αρχικά χωρίσθηκαν σε δύο ομάδες (ασθενείς – μάρτυρες). Η ομάδα των ασθενών αποτελούνταν από άτομα με κλινική εικόνα συμβατή με συναισθηματική διαταραχή (20) και η ομάδα των μαρτύρων από άτομα κλινικά υγιή (58). Για την κατάταξη των εθελοντών σε μία από τις δύο κατηγορίες, χρησιμοποιήθηκαν, εκτός από το ατομικό ιστορικό και δεδομένα από το βιβλιάριο υγείας τους. 

Για την επιλογή του πληθυσμού των ασθενών ελήφθη υπόψη το γεγονός ότι σε αυτά τα νοσήματα είναι δυσχερής η αιτιολογική διάγνωση, λόγω αλληλοεπικαλυπτόμενης συμπτωματολογίας, ενώ συχνά ο συνταγογραφών γιατρός δεν είναι ψυχίατρος ή νευρολόγος. Παράλληλα, είναι συχνό φαινόμενο, ειδικά σε πληθυσμούς όπως αυτοί που  συμπεριελήφθησαν στη μελέτη, δηλαδή σχετικά απομονωμένους γεωγραφικά και χωρίς  τακτική ιατρική παρακολούθηση, να λαμβάνουν φαρμακευτική αγωγή χωρίς η ένδειξη της νόσου που είναι καταγεγραμμένη στα βιβλιάρια υγείας να είναι απόλυτη, π.χ. η αϋπνία ή η νευροφυτική διαταραχή (ΝΦΔ) ως ένδειξη χορήγησης βενζοδιαζεπινών μπορεί να εντάσσεται στη γενικότερη συμπτωματολογία κάποιας συναισθηματικής διαταραχής. 

Στη συνέχεια, η ομάδα των υγιών μαρτύρων χωρίσθηκε σε δύο υποομάδες με βάση την ύπαρξη ή μη ιστορικού νόσησης με οξεία Βρουκέλλωση (θετικοί μάρτυρες – αρνητικοί μάρτυρες). 
Ομάδες

Οι τρεις ομάδες που προέκυψαν είχαν ως εξής: 

α. Η ομάδα Α περιελάμβανε είκοσι (20) ασθενείς με συμπτώματα συμβατά με συναισθηματικές διαταραχές. Εξ αυτών οι δεκαπέντε (15) δεν εμφάνιζαν ιστορικό νόσησης από οξεία Βρουκέλλωση, ενώ οι πέντε (5) εμφάνιζαν ιστορικό νόσησης από οξεία Βρουκέλλωση, η οποία εθεωρείτο ιαθείσα. 

β. Η ομάδα Β περιελάμβανε δεκαέξι (16) θετικούς για Βρουκέλλωση μάρτυρες, δηλαδή άτομα τα οποία δεν εμφάνιζαν συμπτωματολογία συναισθηματικών διαταραχών και τα οποία είχαν νοσήσει στο παρελθόν από οξεία Βρουκέλλωση. 

γ. Η  ομάδα Γ περιελάμβανε σαράντα δύο (42) αρνητικούς για Βρουκέλλωση μάρτυρες, δηλαδή άτομα τα οποία δεν εμφάνιζαν ιστορικό νόσησης από Μελιταίο Πυρετό ούτε  συμπτωματολογία συμβατή με συναισθηματική διαταραχή. 

Κλινικά δείγματα

Συλλέχθηκαν άσηπτα συνολικά 78 δείγματα περιφερικού αίματος 2,5 ml σε φιαλίδια με EDTA αντιπηκτικό, τα οποία και φυλάχθηκαν στους –28º C μέχρι να εξετασθούν. 

Ερωτηματολόγιο

Η καταγραφή των στοιχείων που συλλέχθηκαν από τους ασθενείς και τους μάρτυρες με λήψη ιστορικού πραγματοποιήθηκε με τη συμπλήρωση συγκεκριμένου ερωτηματολογίου κατά τη διάρκεια της συνέντευξης από τον ερευνητή, το οποίο περιείχε κλειστές και ανοιχτές ερωτήσεις και χωριζόταν στα εξής μέρη: 

· Ενότητα ερωτήσεων που αφορούν στα δημογραφικά χαρακτηριστικά του εξεταζομένου

· Ενότητα ερωτήσεων που αφορούν σε επαγγελματικές και μη δραστηριότητες του εξεταζομένου και σχετικές με τους τρόπους μετάδοσης των βρουκελλών

· Ενότητα ερωτήσεων που αφορούν στο ιστορικό νόσησης από μελιταίο πυρετό του εξεταζομένου

· Ενότητα ερωτήσεων που αφορούν στο νευροψυχιατρικό ιστορικό του εξεταζομένου

· Ενότητα ερωτήσεων που αφορούν στα λοιπά δεδομένα του ατομικού ιατρικού ιστορικού του εξεταζομένου

Απομόνωση DNA 

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε για την απομόνωση DNA η Μέθοδος στηλών Qiagen σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστού (QIAamp DNA Blood Mini Kit). Η αρχή της μεθόδου στηρίζεται στη μεθοδολογία των στηλών πυριτίου κατόπιν λύσης των κυττάρων η οποία επιτυγχάνεται με επώαση των δειγμάτων στους 70º C με το λυτικό διάλυμα και κατεργασίας με πρωτεϊνάση Κ για διάσπαση των πρωτεϊνών. Η δέσμευση του DNA είναι αναστρέψιμη και ειδική και επιτυγχάνεται με την προσθήκη αιθυλικής αλκοόλης στο προϊόν της λύσης και το DNA δεσμεύεται στη στήλη πυριτίου. Ακολουθεί η απομάκρυνση των λοιπών στοιχείων του δείγματος κατόπιν πλύσης των στηλών με αλκοολούχο ρυθμιστικό διάλυμα και η έκλουση του DNA με ειδικό διάλυμα ή νερό. 

Τα αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν για την εκχύλιση DNA με στήλες Qiagen είναι:
1. Λυοφιλοποιημένη πρωτεϊνάση Κ (20 mg) η οποία ενυδατώνεται με 1 ml απεσταγμένου νερού και προκύπτει διάλυμα συγκέντρωσης 20 mg/ml. Το διάλυμα διατηρείται στους 2 – 4º C για 2 μήνες ή μοιράζεται σε σωληνάρια και φυλάσσεται στους – 20º C. 

2. Ρυθμιστικό διάλυμα λύσης των κυττάρων το οποίο περιέχει 50 mM KCl, 20 mM Tris-HCl, 2,5 mM MgCl2  0,5% Tween 20 και έχει pH 8,3.
3. Ρυθμιστικό διάλυμα Α πλύσης και καθαρισμού του DNA, το οποίο περιέχει 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA και έχει pH 7,5. Αραιώνεται με 25 ml αιθανόλης 96-100% και φυλάσσεται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος 15 – 20º C για ένα χρόνο. Έτσι προκύπτει τελικός όγκος ρυθμιστικού διαλύματος πλύσης 44 ml.

4. Ρυθμιστικό διάλυμα Β πλύσης και καθαρισμού του DNA, το οποίο περιέχει 20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA και έχει pH 7,5. Αραιώνεται με 30 ml αιθανόλης 96-100% και φυλάσσεται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος 15-20º C για ένα χρόνο. Έτσι προκύπτει τελικός όγκος ρυθμιστικού διαλύματος πλύσης 43 ml. 

5. Αιθανόλη 96-100%.
6. Το ρυθμιστικό διάλυμα απομάκρυνσης του DNA από τη στήλη, το οποίο περιέχει 10 mM Tris-HCl και έχει pH 8,5. 
Διαδικασία απομόνωσης DNA με τη μέθοδο των στηλών Qiagen (QIAamp DNA Blood Mini Spin):

1. Τοποθετήθηκαν 200 μl δείγματος, 200 μl ρυθμιστικού διαλύματος λύσης και 20 μl διαλύματος πρωτεϊνάσης Κ στον πυθμένα ενός σωληναρίου Eppendorf 2,5 ml. 

2. Ακολούθησε ανακίνηση σε ανακινητήρα για 15 sec και το δείγμα παρέμεινε σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για 10 min.
3.  Στη συνέχεια, το δείγμα επωάσθηκε στους 60º C για 10 min σε υδατόλουτρο.
4. Κατόπιν, στο δείγμα που είχε υποστεί κυτταρική λύση προστέθηκαν 200 μl αιθανόλης και ακολούθησε ανακίνηση σε ανακινητήρα για 15 sec.

5. Το δείγμα μεταφέρθηκε στη στήλη πυριτίου (QIAamp spin column) η οποία είχε προηγουμένως τοποθετηθεί σε σωληνάριο συλλογής των 2 ml (QIAamp collection tube). Η στήλη φυγοκεντρήθηκε σε 8000 x g για 1 min. 

6. Στη συνέχεια προστέθηκαν στη στήλη 400 ml ρυθμιστικού διαλύματος Α πλύσης και καθαρισμού DNA και η στήλη φυγοκεντρήθηκε σε 8000 x g για 1 min.
7. Ακολούθησε επανάληψη του προηγούμενου σταδίου, δηλαδή η στήλη με το προσκολλημένο σ’ αυτή DNA μεταφέρθηκε σε καινούργιο σωληνάριο συλλογής και επαναλήφθηκε πλύση με διάλυμα Α πλύσης και φυγοκέντρηση της στήλης για να αυξηθεί η καθαρότητα του δείγματος. 

8. Η στήλη με το προσκολλημένο σ’ αυτή DNA μεταφέρθηκε σε καινούργιο σωληνάριο συλλογής και προστέθηκε σ’ αυτή ποσότητα 400 μl ρυθμιστικού διαλύματος Β πλύσης και καθαρισμού DNA και φυγοκεντρήθηκε σε 12 000 x g για 1 min. 

9. Στη συνέχεια η στήλη με το προσκολλημένο σ’ αυτή DNA μεταφέρθηκε εκ νέου σε καινούργιο σωληνάριο συλλογής και επαναλήφθηκε το παραπάνω στάδιο. 

10. Η στήλη μαζί με το σωληνάριο συλλογής μεταφέρθηκε σε ένα δεύτερο σωληνάριο συλλογής και εκλούσθηκε με 200 ml ρυθμιστικό διάλυμα απομάκρυνσης DNA και φυγοκεντρήθηκε σε 12 000 x g για 2 min.
11. Το υγρό έκλουσης μέσα στο οποίο είναι διαλυμένο το DNA συλλέχθηκε σε σωληνάριο Eppendorf. 5 μl εξ αυτού χρησιμοποιήθηκαν για τις μοριακές τεχνικές.

Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR)

Στην παρούσα μελέτη εφαρμόσθηκαν δύο διαφορετικές PCR, (I) και (II), με υψηλή διαγνωστική ευαισθησία και ειδικότητα, όπως έχει πρόσφατα περιγραφεί (Μήτκα, 2005). Με την PCR (I) εξετάσθηκαν 67 εκ των 78 δειγμάτων. Τα δείγματα τα οποία ανευρέθηκαν θετικά επανεξετάσθηκαν για επιβεβαίωση του αποτελέσματος. Επιπλέον κάποια δείγματα εξετάσθηκαν με την PCR (I) παρουσία θετικού μάρτυρα για την αναγνώριση στο δείγμα τυχόν αναστολέων PCR.    

Η PCR (II) εφαρμόσθηκε στα 11 δείγματα εκ των 78, τα οποία δεν είχαν εξετασθεί με την PCR (I), καθώς και επιλεκτικά σε όσα δείγματα βρέθηκαν θετικά με την PCR (I). Στην εξέταση των θετικών δειγμάτων με την PCR (ΙΙ) χρησιμοποιήθηκε θετικός μάρτυρας συγκέντρωσης 50 μg/ ml σε 3 διαδοχικές αραιώσεις (10-3, 10-6, 10-7) για τον καθορισμό της ευαισθησίας της μεθόδου, η οποία αξιολογήθηκε στα 2,5 x 10-10 μg/ml.

Κατά την PCR (I) χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές Β4 και Β5 οι οποίοι ενισχύουν τμήμα 223 bp του γονιδίου BCSP 31 της Brucella spp. Το γονίδιο αυτό κωδικοποιεί μία πρωτεΐνη του κυτταρικού τοιχώματος μοριακού βάρους 31 ΚDa. Το τμήμα του γονιδίου που ενισχύεται είναι το 789 – 1012 και η θέση των Β4 και Β5 εκκινητών στο γονίδιο είναι:
Β4: η περιοχή 789 – 809 του γονιδίου BCSP 31 της Β. abortus
B5: η περιοχή 1012 – 992 του γονιδίου BCSP 31 της B. abortus
Η PCR (II) ενισχύει τμήμα 193 bp του γονιδίου omp2 της B. abortus, το οποίο κωδικοποιεί μία πρωτεΐνη της εξωτερικής μεμβράνης 36 KDa με τη χρήση των εκκινητών JPF και JFR. Αναλυτικά η θέση των εκκινητών στο γονίδιο είναι:

JPF: η περιοχή 2307 – 2327 του omp2 

JFR: η περιοχή 2498 – 2479 γονιδίου omp2

PCR
Βακτηρίδιο
Εκκινητής Ι
Εκκινητής ΙΙ
PCR DNA – Προϊόν ενίσχυσης

(I)
Brucella DNA

Melitensis
B4
B5
223 bp

(II)
Brucella DNA

Melitensis
JPF
JFR
193 bp

Όλες οι αντιδράσεις PCR έγιναν σε θερμοκυκλοποιητή Gene Amp PCR system

97000 Applied Biosystems. 

Στην PCR (Ι) ο τελικός όγκος της κάθε αντίδρασης ήταν 50 μl εκ των οποίων 5 μl δείγματος DNA προς εξέταση, PCR buffer 1x, 2,5 mM MgCl2, 200 μΜ από κάθε dNTP, 1,0 μΜ αντίστοιχων εκκινητών (50 pMol ανά 50 μl). Για την PCR (I) σε κάθε μία αντίδραση αναμίχθηκαν αναλυτικά τα παρακάτω αντιδραστήρια: 

Master – Mix without Taq DNA Polymerase

    Μητρικό διάλυμα αντιδραστηρίων χωρίς Taq DNA Πολυμεράση

Αντιδραστήρια
Σε μία εξέταση PCR
Τελική συγκέντρωση ανά PCR

Η2Ο
34,1 μl


PCR buffer 10x, pH 8,8 without MgCl2
5 μl
1x

MgCl2 25 mM
5 μl
2,5 mM

dATP 100 mM

dGTP 100 mM

dCTP 100 mM

dTTP 100 mM
0,1 μl

0,1 μl 

0,1 μl

0,1 μl
200 μΜ

200 μΜ
200 μΜ
200 μΜ

B4 – Primer 200 μM
0,25 μl
1,0 μΜ

B5 – Primer 200 μM
0,25 μl
1,0 μΜ

Ολικός όγκος
45 μl


Προς 45 μl PCR Αντίδραση αντιστοιχούν 2 Units Taq DNA Polymerase. 

Ακολούθησε ενίσχυση του DNA με την PCR (I), ακολουθώντας το παρακάτω πρόγραμμα στο θερμοκυκλοποιητή: 

1. Αποδιάταξη DNA στους 93º C για 5 min
2. 40 επαναλαμβανόμενοι κύκλοι:
· Αποδιάταξη DNA στους 90º C για 1 min 

· Υβριδισμός εκκινητών στους 60º C για 1 min

· Σύνθεση DNA στους 72º C για 1 min

3. Σταθεροποίηση DNA στους 72º C για 10 min 

Στην PCR (ΙΙ) ο τελικός όγκος της κάθε αντίδρασης ήταν 50 μl εκ των οποίων 5 μl δείγματος DNA προς εξέταση, PCR buffer 1x, 2,5 mM MgCl2, 200 μΜ από κάθε dNTP, 1,0 μΜ αντίστοιχων εκκινητών (50 pMol ανά 50 μl). Για την PCR (II) σε κάθε μία αντίδραση αναμίχθηκαν αναλυτικά τα παρακάτω αντιδραστήρια:

Master – Mix without Taq DNA Polymerase

Μητρικό διάλυμα αντιδραστηρίων χωρίς Taq DNA Πολυμεράση

Αντιδραστήρια
Σε μία εξέταση PCR
Τελική συγκέντρωση ανά PCR

Η2Ο
34,1 μl


PCR buffer 10x, pH 8,8 without MgCl2
5 μl
1x

MgCl2  25 mM
5 μl
2,5 mM

dATP 100 mM

dGTP 100 mM

dCTP 100 mM

dTTP 100 mM
0,1 μl

0,1 μl 

0,1 μl

0,1 μl
200 μΜ

200 μΜ
200 μΜ
200 μΜ

JPF – Primer 200 μM
0,25 μl
1,0 μΜ

JFR – Primer 200 μM
0,25 μl
1,0 μΜ

Ολικός όγκος
45 μl


Προς 45 μl PCR Αντίδραση αντιστοιχούν 2 Units Taq DNA Polymerase. 

Ακολούθησε ενίσχυση του DNA με την PCR (IΙ), ακολουθώντας το παρακάτω πρόγραμμα στο θερμοκυκλοποιητή: 

1. Αποδιάταξη DNA στους 94º C για 4 min
2. 35 επαναλαμβανόμενοι κύκλοι:
· Αποδιάταξη DNA στους 94º C για 1 min 

· Υβριδισμός εκκινητών στους 58º C για 1 min

· Σύνθεση DNA στους 72º C για 1 min

3. Σταθεροποίηση DNA στους 72º C για 10 min 

Μετά το τέλος της αντίδρασης τα δείγματα μεταφέρθηκαν στους 4º C, όπου φυλάχθηκαν μέχρι να ηλεκτροφορηθούν για την ανίχνευση των προϊόντων της PCR.

Ηλεκτροφόρηση

Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 2% που περιέχει 1μg/ml βρωμιούχο αιθίδιο. Η φωτογράφηση των ζωνών DNA έγινε σε πηγή υπεριώδους φωτός με φωτογραφική μηχανή Polaroid.

Στατιστική Ανάλυση

Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων έγινε με ηλεκτρονικό υπολογιστή στον οποίο χρησιμοποιήθηκε το ειδικό πρόγραμμα SPSS student version 15.0. Για τις στατιστικές συγκρίσεις χρησιμοποιήθηκαν η δοκιμασία Pearson chi square καθώς και η Fisher’s exact test όπου κρίθηκε απαραίτητο. Σε όλες τις συγκρίσεις ως επίπεδο σημαντικότητας υιοθετήθηκε το 5%. 
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Τα εβδομήντα οκτώ (78) δείγματα ολικού αίματος των ατόμων που έλαβαν μέρος στη μελέτη εξετάσθηκαν με την Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης. Ανιχνεύθηκε ειδικό DNA βρουκέλλας σε δείγματα τριών από αυτούς. Και τα τρία θετικά δείγματα ανήκαν σε άτομα της ομάδας Α, δηλαδή της ομάδας των είκοσι (20) ασθενών με συναισθηματική διαταραχή (Εικόνα 1) και αντιπροσωπεύουν το 15% των ατόμων της ομάδας αυτής. Δεν ανιχνεύθηκε ειδικό DNA βρουκέλλας σε κανένα από τα δείγματα των δεκαέξι (16) θετικών μαρτύρων της ομάδας Β και των σαράντα δύο (42) αρνητικών μαρτύρων της ομάδας Γ (Πίνακας 5). 

[image: image1.jpg]




Εικόνα 1. Θετικά αποτελέσματα PCR 

Πίνακας 5. Αποτελέσματα μοριακής ανάλυσης στις 3 ομάδες των ατόμων που 

έλαβαν μέρος στη μελέτη

Ομάδα
Αριθμός ατόμων
Χαρακτηριστικά ατόμων
Αριθμός θετικών δειγμάτων
Ποσοστό θετικών δειγμάτων 

     (%)

      Α (ασθενείς)
20
Συμπτωματολογία συναισθηματικής διαταραχής
3
15

      Β (θετικοί μάρτυρες)
16
Απουσία συμπτωματολογίας συναισθηματικής διαταραχής, θετικό ιστορικό νόσησης από οξεία Βρουκέλλωση
0
0

      Γ (αρνητικοί μάρτυρες)
42
Απουσία συμπτωματολογίας συναισθηματικής διαταραχής, αρνητικό ιστορικό νόσησης από οξεία Βρουκέλλωση
0
0

Η Βρουκέλλωση συχνά χαρακτηρίζεται από υποκλινικές μορφές και έλλειψη χαρακτηριστικών κλινικών συμπτωμάτων, γεγονός το οποίο δυσχεραίνει την κλινική της διάγνωση και συνεπώς αυξάνει την πιθανότητα μετάπτωσης της νόσου σε χρονιότητα. Στην παρούσα μελέτη η υψηλή διαγνωστική αξία της PCR οδήγησε σε απομόνωση βρουκέλλας τόσο σε άτομα για τα οποία δεν είχε τεθεί ποτέ κλινική υποψία οξείας ή χρόνιας Βρουκέλλωσης (13% αυτών) όσο και σε άτομα τα οποία είχαν νοσήσει στο παρελθόν από οξεία Βρουκέλλωση που είχε θεωρηθεί ιαθείσα (20% αυτών) και τα οποία είχαν επιλεγεί να συγκροτήσουν την ομάδα των ασθενών (ομάδα Α) της μελέτης βάσει παρουσίας κλινικής εικόνας συναισθηματικής διαταραχής (Πίνακας 6).

Πίνακας 6. Αποτελέσματα απομόνωσης βρουκέλλας σε αδιάγνωστα για Βρουκέλλωση άτομα κατά το χρόνο της μελέτης, σε σχέση με την παρουσία συναισθηματικής διαταραχής 









Αριθμός ατόμων
Αριθμός θετικών αποτελεσμάτων PCR
        
Ποσοστό

%

Άτομα αδιάγνωστα για Βρουκέλλωση, άνευ συναισθηματικής διαταραχής 
42
0
0

Άτομα αδιάγνωστα για Βρουκέλλωση, με συναισθηματική διαταραχή
15
2
13

Άτομα αδιάγνωστα για Βρουκέλλωση, με ιστορικό οξείας νόσου, άνευ συναισθηματικής διαταραχής
16
0
0

Άτομα αδιάγνωστα για Βρουκέλλωση, με ιστορικό οξείας νόσου, με συναισθηματική διαταραχή
5
1


20



Η ομάδα Α (ομάδα ασθενών) περιλάμβανε 15 άτομα χωρίς ιστορικό Βρουκέλλωσης και 5 άτομα με ιστορικό Βρουκέλλωσης, η οποία εθεωρείτο επιτυχώς θεραπευμένη. Δύο από τα άτομα με ιστορικό Βρουκέλλωσης είχαν εμφανίσει και υποτροπή. Από τα τρία δείγματα στα οποία ανιχνεύθηκε ειδικό DNA βρουκέλλας τα δύο ανήκαν σε άτομα χωρίς ιστορικό Βρουκέλλωσης και το ένα σε άτομο με θετικό ιστορικό νόσησης, το οποίο είχε εμφανίσει και υποτροπή (Πίνακας 7). 

Πίνακας 7. Ανάλυση αποτελεσμάτων των ασθενών της ομάδας Α σε συνδυασμό με το ιστορικό Βρουκέλλωσης


Ιστορικό Βρουκέλλωσης   Αριθμός ατόμων                    Αποτελέσματα PCR

                                                                            Θετικό   Ποσοστό   Αρνητικό    Ποσοστό 

                                                                                                %                                    %

Οξεία Βρουκέλλωση                                                                                 

με υποτροπή                              2                             1            50                1                  50

Οξεία Βρουκέλλωση

άνευ υποτροπής                         3                             0             0                 3                100

Αρνητικό ιστορικό

Βρουκέλλωσης                         15

   2           13
         13
       
    87


Στον Πίνακα 8 παρατίθενται αναλυτικά τα νευροψυχιατρικά συμπτώματα των ατόμων της ομάδας Α (ομάδα ασθενών) σε σχέση με το ιστορικό Βρουκέλλωσης όπως προέκυψαν. Αναλυτικότερη καταγραφή των νευροψυχιατρικών συμπτωμάτων των τριών ατόμων στα οποία ανιχνεύθηκε ειδικό DNA βρουκέλλας δίδεται στον Πίνακα 9.

Πίνακας 8. Νευροψυχιατρικά συμπτώματα ομάδας Α (ασθενών) σε συνδυασμό με το ιστορικό Βρουκέλλωσης

Νευροψυχιατρική συμπτωματολογία
Αριθμός ατόμων ομάδας Α με ιστορικό νόσησης από οξεία Βρουκέλλωση
Αριθμός ατόμων ομάδας Α με αρνητικό ιστορικό νόσησης από οξεία Βρουκέλλωση

Κατάθλιψη
5
10

Διαταραχές ύπνου
5
12

Νευρικότητα – Εκνευρισμός
3
5

Άγχος
3
14

Διαταραχές όρεξης
1
0

Αίσθημα κόπωσης
2
4

Πίνακας 9. Νευροψυχιατρικά συμπτώματα ατόμων με θετικό αποτέλεσμα PCR

Άτομα με θετικό αποτέλεσμα PCR
Νευροψυχιατρική συμπτωματολογία

Ασθενής   1
Κατάθλιψη

Διαταραχές ύπνου

Νευρικότητα – εκνευρισμός

Άγχος



Ασθενής   2
Κατάθλιψη

Διαταραχές ύπνου

Άγχος



Ασθενής   3
Διαταραχές ύπνου

Άγχος



Η Βρουκέλλωση μεταδίδεται στον άνθρωπο κυρίως με άμεση επαφή με τα μολυσμένα ζώα ή τα προϊόντα τους. Σε γεωργοκτηνοτροφικούς πληθυσμούς οι επαγγελματικές πρακτικές, αλλά και οι παραδοσιακοί τρόποι διατροφής (κατανάλωση άβραστου γάλακτος ή φρέσκου τυριού) αποτελούν τους συχνότερους παράγοντες κινδύνου μετάδοσης της νόσου. Στον Πίνακα 10 παρατίθενται οι παράγοντες κινδύνου που πιθανώς συνδέονται με το θετικό ιστορικό νόσησης των ατόμων της παρούσας μελέτης. Στα άτομα με θετικό ιστορικό νόσησης συμπεριλαμβάνονται και όσοι ανευρέθηκαν θετικοί με την PCR. 

Στον Πίνακα 11 αναφέρονται οι αριθμοί των δύο φύλων κατά ομάδα και αποτέλεσμα. 

Πίνακας 10. Παράγοντες κινδύνου σε συνδυασμό με το ιστορικό των ατόμων της μελέτης
Παράγοντες κινδύνου
Ναι / Όχι
Άτομα χωρίς ιστορικό νόσησης (57)
Ποσοστό

%
Άτομα με ιστορικό νόσησης (21)
Ποσοστό

%

Κατανάλωση άβραστου γάλακτος
Ναι

Όχι
9

48
16

84
3

18
14

86



Κατανάλωση φρέσκου τυριού
Ναι

Όχι
48

9
84

16
18

3
86

14

Ατελή μέτρα επαγγελματικής προστασίας
Ναι

Όχι
44

13
77

23
20

1
95

5

Πίνακας 11. Αριθμοί των δύο φύλων κατά ομάδα και αποτέλεσμα

Φύλο
Ομάδα Α
Ομάδα Β
Ομάδα Γ
Θετικό αποτέλεσμα PCR

Άνδρες
6
14
25
1

Γυναίκες
14
2
17
2

Στον Πίνακα 12 παρουσιάζονται συγκεντρωτικά τα αποτελέσματα της μελέτης μας σε σχέση με το ιστορικό Βρουκέλλωσης. Από αυτά το 73% δεν εμφάνιζε ιστορικό Βρουκέλλωσης, το 27% εμφάνιζε ιστορικό Βρουκέλλωσης, ενώ στο 4% ανιχνεύθηκε ειδικό DNA βρουκέλλας με την PCR. 

Πίνακας 12. Κατάσταση υγείας σχετικά με Βρουκέλλωση

Κατάσταση υγείας σχετικά με Βρουκέλλωση
Αριθμός

ατόμων
Ποσοστό

%

Άτομα με αρνητικό ιστορικό Βρουκέλλωσης και αρνητικά αποτελέσματα με την PCR
55
70

Άτομα με θετικό ιστορικό Βρουκέλλωσης και αρνητικά αποτελέσματα με την PCR
20
26

Άτομα με αρνητικό ιστορικό Βρουκέλλωσης και θετικά αποτελέσματα με την PCR
2
3

Άτομα με θετικό ιστορικό Βρουκέλλωσης και θετικά αποτελέσματα με την PCR
1
1

Στη στατιστική σύγκριση μεταξύ των τριών ομάδων (Α, Β και Γ) σε σχέση με τα αποτελέσματα της PCR βρέθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά υπέρ της ομάδας Α σε σχέση με το θετικό αποτέλεσμα. Στη σύγκριση μεταξύ εθελοντών οι οποίοι εμφανίζουν ιστορικό συμβατό με το κλινικό φάσμα των συμπτωμάτων ή επιπλοκών της Βρουκέλλωσης (πλην των νευροψυχιατρικών) και όσων δεν εμφανίζουν παρόμοιο ιστορικό σε σχέση με τα αποτελέσματα της PCR, βρέθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά υπέρ των πρώτων σε σχέση με το θετικό αποτέλεσμα. Δεν βρέθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά στις συγκρίσεις των δύο φύλων καθώς και στις συγκρίσεις του ιστορικού νόσησης με Βρουκέλλωση (θετικό, θετικό με υποτροπή, αρνητικό) των εθελοντών, σε σχέση με τα αποτελέσματα της PCR.

ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Η Βρουκέλλωση είναι μία πολυσυστηματική νόσος με ένα ευρύ φάσμα κλινικών εκδηλώσεων και επιπλοκών από όλα σχεδόν τα συστήματα του ανθρώπινου οργανισμού (Mantur et al., 2006). Αυτή η πολυμορφία της νόσου ευθύνεται για το γεγονός ότι η Βρουκέλλωση συχνά συμπεριλαμβάνεται στη διαφορική διάγνωση επαγγελματιών υγείας διαφόρων ειδικοτήτων (Colmenero et al., 1996), αλλά και για την υποδιάγνωση της νόσου, ειδικά σε ενδημικές περιοχές όπου υποκλινικές και αυτοπεριοριζόμενες μορφές της είναι συχνές (Colmenero et al., 2002). Η πρωτεϊκή φύση της Βρουκέλλωσης περιπλέκεται ακόμα περισσότερο στις χρόνιες μορφές της, οι οποίες συχνά χαρακτηρίζονται από υποκειμενικά συμπτώματα και στις οποίες οι κλασσικές μικροβιολογικές τεχνικές έχουν χαμηλή ευαισθησία. Η καλλιέργεια του μικροοργανισμού σ’ αυτές τις περιπτώσεις είναι συχνά αρνητική (Harris et al., 1954, Μαμάση και συν., 1997, Mantur et al., 2006) και οι ορολογικές μέθοδοι αδυνατούν να κάνουν διάκριση απουσία χαρακτηριστικών συμπτωμάτων, μεταξύ υγιών ατόμων που έχουν εκτεθεί στη βρουκέλλα και των νοσούντων από χρόνια Βρουκέλλωση (Araj et al., 1986, Young, 1991). 

Όπως προκύπτει από την ανασκόπηση της βιβλιογραφίας, η σχέση της χρόνιας Βρουκέλλωσης με τα νευροψυχιατρικά συμπτώματα και ιδιαίτερα με κλινική εικόνα παρόμοια με εκείνη των συναισθηματικών διαταραχών είναι γνωστή. Αν και έχουν γίνει πολλές απόπειρες να διερευνηθεί η αιτιοπαθογένεια αυτών των συμπτωμάτων και να μελετηθεί η σχέση τους με τη νόσο, υπάρχει μία σύγχυση στη βιβλιογραφία, καθώς ενδεχομένως κανένα άλλο νόσημα δεν παρουσιάζει αυτή την αντίφαση. Η συνύπαρξη συμπτωματολογίας συναισθηματικών διαταραχών και χρόνιας Βρουκέλλωσης θεωρείται από πολλούς συγγραφείς κάθε άλλο παρά τυχαία και μπορεί να αποδοθεί στην επιμένουσα λοίμωξη, αλλά η δυσκολία διάγνωσης της νόσου σ’ αυτές τις περιπτώσεις καθιστά δυσχερή μία τέτοια απόπειρα συσχέτισης (Βακάλης, 1998, Lulu et al., 1988, McDevitt, 1973, Eren et al., 2006, Alapin, 1976, Bahemuka et al., 1988, Bourgeois and Tignol, 1971, Fincham et al., 1963, Shakir et al., 1987, Dossey, 1998, Young, 1983, Harris and Kemple, 1954). 

Μέχρι στιγμής δεν έχουν δημοσιευθεί μελέτες που συσχετίζουν τις συναισθηματικές διαταραχές με την παρουσία αντιγόνων της βρουκέλλας, χρησιμοποιώντας την Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (PCR), η οποία έχει μεγαλύτερη ευαισθησία  από τις συμβατικές μικροβιολογικές τεχνικές στη διάγνωση των χρόνιων και εντοπισμένων μορφών της Βρουκέλλωσης, καθώς ανιχνεύει πολύ μικρές ποσότητες του DNA του υπεύθυνου μικροοργανισμού οι οποίες δεν θα μπορούσαν να ανιχνευτούν διαφορετικά (Colmenero et al. 2002, Colmenero et al., 2004, Mitka et al., 2007). Οι μοριακές τεχνικές που εφαρμόστηκαν στην παρούσα μελέτη έχουν πρόσφατα περιγραφεί και εκτιμηθεί σε σχέση με τις χρόνιες και εντοπισμένες μορφές της νόσου καθώς και με τις υποτροπές της από τη Μήτκα και συνεργάτες και βρέθηκε να έχουν υψηλή ειδικότητα και ευαισθησία που αγγίζουν το 100% (Μήτκα, 2005, Mitka et al., 2007).

Στην παρούσα μελέτη βρέθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά υπέρ της ομάδας των ασθενών σε σχέση με την ανίχνευση του ειδικού DNA της βρουκέλλας με την  PCR. Η ομάδα των ασθενών απαρτιζόταν από άτομα τα οποία κατά το χρόνο της μελέτης εμφάνιζαν τεκμηριωμένα συμπτώματα συμβατά με συναισθηματικές διαταραχές. Κανείς από τους ασθενείς δεν νοσούσε εκείνο το χρονικό διάστημα από οξεία Βρουκέλλωση ή υποτροπή της και για κανέναν δεν είχε τεθεί διάγνωση ή υποψία χρόνιας Βρουκέλλωσης. Είναι σημαντικό το γεγονός ότι όλα τα άτομα που συμπεριελήφθησαν στη μελέτη προσεγγίσθηκαν στην κοινότητα και όχι σε νοσηλευτικά ιδρύματα. Οι δύο από τους ασθενείς που βρέθηκαν θετικοί δεν είχαν ιστορικό νόσησης από οξεία Βρουκέλλωση, ενώ ο τρίτος είχε νοσήσει 18 έτη πριν το χρόνο διεξαγωγής της μελέτης, με μία υποτροπή 6 μήνες μετά  την αρχική διάγνωση. Τα κυρίαρχα συμπτώματα από τη λήψη του νευροψυχιατρικού ιστορικού ήταν και για τους τρεις η κατάθλιψη, η αϋπνία (κυρίως επελεύσεως) και το άγχος. Οι δύο έφεραν διάγνωση Κατάθλιψης, ενώ ο τρίτος Νευροφυτικής Συνδρομής – Οργανικού Ψυχοσυνδρόμου. Με βάση τα ανωτέρω φαίνεται πως σε ενδημικές για τη Βρουκέλλωση περιοχές η εκδήλωση κάποιας συναισθηματικής διαταραχής ή συμβατής συμπτωματολογίας με αυτή ενδέχεται να αποτελεί μέρος του κλινικού φάσματος της χρόνιας Βρουκέλλωσης σε άτομα τα οποία εκτίθενται σε παράγοντες κινδύνου για  μόλυνση από τον αιτιολογικό παράγοντα. Η υπόθεση αυτή φαίνεται να ενισχύεται από τα αποτελέσματα μιας προοπτικής μελέτης 400 ασθενών νοσηλευόμενων με Βρουκέλλωση στο ενδημικό για τη νόσο Κουβέιτ. Με βάση τα αποτελέσματά της, το 6% των ασθενών εκδήλωσε ψυχιατρικές επιπλοκές με την κατάθλιψη και τη νευρικότητα να κυριαρχούν (5,5%) και να αφορούν στη χρόνια μορφή της νόσου (Lulu et al., 1988).
Παράλληλα, το γεγονός ότι δεν ανευρέθηκαν στη μελέτη μας θετικά (για DNA βρουκέλλας) δείγματα στις άλλες δύο ομάδες (θετικοί μάρτυρες – αρνητικοί μάρτυρες) συνηγορεί υπέρ της αυξημένης διαγνωστικής σημασίας που ενδέχεται να έχει η παρουσία νευροψυχιατρικών συμπτωμάτων, επειδή πιθανώς τα συμπτώματα αυτά  αποτελούν μία ένδειξη μετάπτωσης της νόσου στη χρόνια φάση της, ιδιαίτερα των  μορφών εκείνων της νόσου οι οποίες εξελίχθηκαν χωρίς να έχει προηγηθεί έκδηλη οξεία φάση, γεγονός το οποίο θεωρείται συχνό (Alapin, 1976).

Αν και έχουν γίνει μελέτες με σκοπό τη διερεύνηση της σχέσης των συναισθηματικών διαταραχών με τη χρόνια Βρουκέλλωση, δεν είναι πρόσφατες και στις περισσότερες από αυτές η ομάδα των ασθενών έγινε με επιλογή ατόμων τα οποία νοσηλεύονταν κατά τη φάση διεξαγωγής των μελετών με διεγνωσμένη Βρουκέλλωση ή υποψία της. Μία μελέτη ορόσημο σ’ αυτή την κατεύθυνση είναι εκείνη των Harris & Kemple (Harris and Kemple, 1954), οι οποίοι μελέτησαν 108 ασθενείς που νοσηλεύονταν με υποψία Βρουκέλλωσης, για να καταλήξουν στην κατηγοριοποίησή τους σε τρεις ομάδες: α) εκείνων που διέθεταν ιστορικό νόσησης με Βρουκέλλωση και των οποίων τα συμπτώματα υποτροπίαζαν μετά από συναισθηματική πίεση, β) εκείνων που διέθεταν ιστορικό νόσησης με εμμένουσα ενεργό νόσο η οποία ενδεχομένως ήταν η αιτία της ψυχιατρικής συμπτωματολογίας και γ) εκείνων οι οποίοι, απουσία επιβεβαιωμένου ιστορικού νόσησης με Βρουκέλλωση, διέθεταν νευροψυχιατρική συμπτωματολογία η οποία δεν μπορούσε να αποδοθεί στη νόσο, αλλά ούτε να θεωρηθεί ανεξάρτητη από αυτή με βεβαιότητα (Harris and Kemple, 1954). Στη δική μας μελέτη η υψηλή διαγνωστική αξία των μοριακών τεχνικών που εφαρμόστηκαν έδωσε τη δυνατότητα ανίχνευσης του αιτιολογικού παράγοντα σε ασθενείς που ανήκαν στις δύο τελευταίες κατηγορίες που αναφέρθηκαν παραπάνω.

Σε μία άλλη μελέτη η οποία διερεύνησε τις ψυχιατρικές και νευρολογικές εκδηλώσεις της χρόνιας Βρουκέλλωσης και στην οποία διενεργήθηκαν λεπτομερείς νευροψυχιατρικές εξετάσεις 130 ασθενών, οι οποίοι νοσηλεύονταν με υποψία Βρουκέλλωσης, διαπιστώθηκε ότι το 95% των ασθενών στους οποίους η διάγνωση επιβεβαιώθηκε υπήρχε συμπτωματολογία συμβατή με βλάβη του νευρικού συστήματος, με συχνότερη (80%) την εκδήλωση ενός ψευδονευρωτικού συνδρόμου (Alapin, 1976). Μελέτες με μεθοδολογία πλησιέστερη σ’ αυτή που ακολουθήθηκε από την παρούσα μελέτη είναι εκείνες του McDevitt (1973) και των Imboden και συνεργατών (1959). Στην πρώτη, μελετήθηκαν ομάδες ατόμων με επαγγελματική έκθεση στον αιτιολογικό παράγοντα, ανεξάρτητα από ιστορικό νόσησης από Βρουκέλλωση σε σχέση με το φάσμα των συμπτωμάτων της χρόνιας μορφής της και με ιδιαίτερη έμφαση στα συμπτώματα κατάθλιψης, αϋπνίας, νευρικότητας. Με βάση τα αποτελέσματα, τα τελευταία συσχετίστηκαν περισσότερο με την ομάδα η οποία διέθετε τους περισσότερους παράγοντες κινδύνου έκθεσης στο μικροοργανισμό. Στη δεύτερη μελέτη, η συμπτωματολογία συναισθηματικών διαταραχών διερευνήθηκε σε σχέση με τη χρόνια Βρουκέλλωση, σε άτομα τα οποία διέθεταν ιστορικό νόσησης με την οξεία μορφή της 2 - 8 έτη πριν από τη μελέτη. Τα άτομα αυτά κατηγοριοποιήθηκαν, με βάση τη συμπτωματολογία που εμφάνιζαν κατά το χρόνο της μελέτης, σε ομάδα οξείας ιαθείσας νόσου, ομάδα χρόνιας ιαθείσας και ομάδα χρόνιας συμπτωματικής νόσου. Συναισθηματική διαταραχή βρέθηκε συχνότερα στην ομάδα ατόμων με χρόνια συμπτωματική νόσο και θεωρήθηκε κυρίαρχο μέρος του κλινικού φάσματος της χρόνιας Βρουκέλλωσης (Imboden et al., 1959, McDevitt, 1973). Και στις δύο παραπάνω μελέτες όμως, σε αντίθεση με τη δική μας, δεν υπήρχε δυνατότητα απομόνωσης του αιτιολογικού παράγοντα, γεγονός το οποίο ίσως επιβεβαίωνε τη διάγνωση και ενίσχυε την υπόθεση. 

Στην παρούσα μελέτη δεν βρέθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά σε άτομα με θετικό, θετικό με υποτροπή ή αρνητικό ιστορικό νόσησης από Βρουκέλλωση με βάση τα αποτελέσματα της PCR. Αυτό ενδεχομένως σημαίνει ότι η ανίχνευση του DNA του υπεύθυνου μικροοργανισμού είναι ανεξάρτητη από το ιστορικό νόσησης, καθώς φαίνεται ότι η νόσος μεταπίπτει σε χρονιότητα, κυρίως στις περιπτώσεις εκείνες οι οποίες είτε διέφυγαν της διάγνωσης είτε υποθεραπεύθηκαν, δηλαδή στις περιπτώσεις στις οποίες το ιστορικό νόσησης του ασθενούς είναι ασαφές (Lulu et al., 1988, Corbel, 1997). Εξάλλου, σε επαγγελματικά εκτεθειμένα άτομα, όπως εκείνα που έλαβαν μέρος στην παρούσα μελέτη, δεδομένης της γνωστής πιθανότητας υποκλινικής νόσησης, η Βρουκέλλωση δύσκολα μπορεί να αποκλεισθεί και είναι ενδεδειγμένη η χορήγηση θεραπευτικής αγωγής σε ασυμπτωματικά άτομα με αύξηση του τίτλου των ειδικών αντιβρουκελλικών αντισωμάτων (Young, 1991). Επίσης οι υποτροπές της νόσου συχνά υποδιαγιγνώσκονται, επειδή συνήθως είναι ήπιες και αποπροσανατολίζουν τον κλινικό, ενώ η πιθανότητα απομόνωσης του μικροοργανισμού με καλλιέργεια ελαττώνεται σημαντικά όσο χρονίζει η νόσος (Ariza et al, 1995). Παρόμοια αποτελέσματα με τα δικά μας, ενδεικτικά της σχετικής σημασίας που έχει το ιστορικό νόσησης στη διάγνωση ιδιαίτερα των μορφών εκείνων της νόσου με χρόνια εξέλιξη, είχε μία μελέτη της Χρόνιας Ηπατοσπληνικής Εμπυηματικής Βρουκέλλωσης, στην οποία οι έξι μόνο από τους δεκαπέντε ασθενείς που μελετήθηκαν είχαν ιστορικό νόσησης από οξεία Βρουκέλλωση (Ariza et al., 2001). 

Στη στατιστική σύγκριση μεταξύ ατόμων με ή χωρίς κλινική εικόνα συμβατή με το φάσμα των εκδηλώσεων και επιπλοκών της Βρουκέλλωσης, με βάση τα αποτελέσματα της PCR, βρέθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά υπέρ της ομάδας με συμβατή κλινική εικόνα. Τα άτομα τα οποία βρέθηκαν θετικά διέθεταν ιστορικό παθήσεων όπως σπονδυλίτιδα, αρθρίτιδα, ψωριασική δερματίτιδα και υπέφεραν συστηματικά από μυοσκελετικά άλγη. Τα αποτελέσματα αυτά πιθανώς υπογραμμίζουν τη σημασία της συνεκτίμησης των νευροψυχιατρικών συμπτωμάτων με τα συμπτώματα από άλλα συστήματα και όργανα ως ένδειξη για περαιτέρω διερεύνηση της αιτιολογίας τους ως πιθανή Βρουκέλλωση. Σύμφωνα με τη διεθνή βιβλιογραφία, οι νευροψυχιατρικές διαταραχές της Βρουκέλλωσης συνυπάρχουν με τα χαρακτηριστικά συμπτώματα της νόσου και κυρίως με αρθραλγίες και χρόνια κόπωση (McDevitt, 1973, Lee et al., 2007, Young, 1991, Lulu et al., 1988). Η έγκαιρη διερεύνηση παρόμοιων περιστατικών αυξάνει την πιθανότητα διάγνωσης και κατ’ επέκταση καταγραφής της νόσου, ενώ η έγκαιρη χορήγηση αγωγής ενδεχομένως βελτιώνει την πρόγνωσή της και την κοινωνικοοικονομική κατάσταση του ασθενούς. Τα αποτελέσματα της μελέτης μας είναι σε συμφωνία με εκείνα άλλης μελέτης στην οποία το ποσοστό των αδιάγνωστων χρόνιων μορφών της νόσου σε ενδημική γι’ αυτήν περιοχή βρέθηκε να είναι 7,8% και των υποκλινικών μορφών της 29,4%. Όλοι οι ασθενείς εμφάνιζαν συμπτώματα συμβατά με την κλινική εικόνα της Βρουκέλλωσης, χωρίς όμως αυτά να έχουν κατευθύνει τη διάγνωση (Mantur et al., 2006).  

Στη σύγκριση των δύο φύλων, με βάση τα αποτελέσματα της PCR, δεν βρέθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ τους. Αυτό πιθανώς οφείλεται στο ότι στην παρούσα μελέτη προσεγγίσθηκαν σχεδόν αμιγώς γεωργοκτηνοτροφικοί πληθυσμοί στους οποίους οι άνδρες και οι γυναίκες έχουν συστηματική επαφή με τα ζώα και τα προϊόντα τους και στους οποίους είναι συχνή η κατανάλωση φρέσκου τυριού, η οποία αποτελεί σημαντικό παράγοντα για τη μετάδοση της νόσου. Το αποτέλεσμα αυτό είναι σε αντίθεση με επιδημιολογικές μελέτες που έχουν διεξαχθεί σε διάφορα μέρη του κόσμου και αναφέρουν ότι η Βρουκέλλωση προσβάλλει τους άνδρες συχνότερα από ότι τις γυναίκες, λόγω της αυξημένης ενασχόλησης των πρώτων με τα ζώα (Mantur et al., 2007, Μπίκας, 2003, Glynn, 2008). Εντούτοις, αναφέρεται στη βιβλιογραφία πως σε ενδημικές για τη νόσο περιοχές, όταν η έκθεση σε παράγοντες κινδύνου είναι κοινή, η συχνότητα νόσησης μεταξύ των δύο φύλων δεν διαφέρει, καθώς η πιθανότητα μόλυνσης είναι παρόμοια για άνδρες και γυναίκες (Minas et al., 2007). 
ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Ανεξάρτητα από τους μηχανισμούς οι οποίοι εμπλέκονται στην αιτιοπαθογένεια της Βρουκέλλωσης και οι οποίοι ακόμη δεν έχουν διευκρινισθεί πλήρως, η εκδήλωση συναισθηματικών διαταραχών αποτελεί μέρος του φάσματος της κλινικής της εικόνας. Τα συμπτώματα αυτά, σπανίως λαμβάνονται υπόψιν στη διαφορική διάγνωση από τους κλινικούς ιατρούς, ιδιαίτερα δε στις περιπτώσεις που δεν υπάρχει ιστορικό οξείας Βρουκέλλωσης, απουσία ειδικής για τη νόσο συμπτωματολογίας ή ασυμπτωματικών ασθενών. Με την εφαρμογή της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης (PCR) απομονώθηκε ειδικό DNA βρουκέλλας σε τρεις από τους ασθενείς με συμπτωματολογία συμβατή με συναισθηματικές διαταραχές, για κανένα εκ των οποίων δεν είχε τεθεί υποψία Βρουκέλλωσης. Επιπλέον δύο από αυτούς δεν είχαν ποτέ νοσήσει εμφανώς από την οξεία μορφή της νόσου. Για την εξαγωγή ασφαλών συμπερασμάτων απαιτείται περαιτέρω μελέτη και σε μεγαλύτερο αριθμό ατόμων, εντούτοις φαίνεται ότι η εμφάνιση νευροψυχιατρικών εκδηλώσεων και κυρίως της κατάθλιψης σε κατοίκους ενδημικών της Βρουκέλλωσης περιοχών, θεωρείται σκόπιμο να τίθεται η υποψία για πιθανή χρόνια Βρουκέλλωση εκ μέρους του γενικού ιατρού ή του ψυχιάτρου. Αυτό θα συμβάλει στην ορθότερη ανίχνευση και καταγραφή του νοσήματος στη χώρα μας και κατ’ επέκταση στη μείωση της επίπτωσης της νόσου τόσο στα ζώα όσο και στον άνθρωπο, καθώς η υποδιάγνωσή της αποτελεί έναν από τους κυριότερους λόγους για τους οποίους ο έλεγχός της είναι δυσχερής. Παράλληλα, επειδή η νόσος αντιμετωπίζεται δύσκολα όταν μεταπέσει στη χρόνια μορφή της, η έγκαιρη διάγνωσή της, βασισμένη στη διερεύνηση αρχόμενων νευροψυχιατρικών συμπτωμάτων, αυξάνει την πιθανότητα επιτυχούς ίασης του ασθενούς. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ

Πίνακας 1. Ζώα ξενιστές και γεωγραφική κατανομή των ειδών του γένους Brucella (Πηγή: Al-Nassir et al., 2006, τροποποιημένος)
Μικροοργανισμός
Ζώα ξενιστές
Γεωγραφική κατανομή

B. melitensis
Κατσίκες, πρόβατα, καμήλες
Μεσόγειος, Ασία, Λατινική Αμερική, τμήματα Αφρικής και μερικές χώρες της Ν. Ευρώπης

B. abortus
Βοοειδή, βουβάλια, καμήλες,
Παγκοσμίως

B. suis
Χοίροι
Ν. Αμερική, Ν.Α. Ασία, ΗΠΑ

Brucella canis
Σκύλοι
Κοσμοπολίτικη

Brucella ovis
Πρόβατα
Δεν υπάρχουν γνωστές ανθρώπινες περιπτώσεις

Brucella neotomae
Επίμυες
Δεν υπάρχουν γνωστές ανθρώπινες περιπτώσεις

Brucella pinnipediae

Brucella cetaceae
Θαλάσσια θηλαστικά, φάλαινες, δελφίνια, φώκιες
Πρόσφατες αναφορές περιγράφουν κάποιες ανθρώπινες περιπτώσεις (κυρίως νευροβρουκέλλωση)

Πίνακας 2. Συμπτώματα και σημεία σε 500 ασθενείς με Βρουκέλλωση από B. melitensis (Πηγή: FAO/OIE/WHO, 2006)
Συμπτώματα και Σημεία 
     Αριθμός ασθενών
                     %

Πυρετός

464
93

Ρίγη

410
82

Εφίδρωση
437
87

Άλγη
457
91

Καταβολή δυνάμεων
473
95

Αρθραλγία

431
86

Αρθρίτις 
202
40

Σπονδυλική ευαισθησία

241
48

Κεφαλαλγία

403
81

Ανορεξία
388
78

Απώλεια βάρους
326
65

Δυσκοιλιότητα
234
47

Κοιλιακά άλγη

225
45

Διάρροια

34
7

Βήχας


122
24

Άλγος όρχεων / επιδιδυμίτις/ ορχίτις
62
21

Εξάνθημα

72
14

Διαταραχές ύπνου

185
37

Όψη πάσχοντος
127
25

Ωχρότης

110
22

Λεμφαδενοπάθεια
160
32

Σπληνομεγαλία

125
25

Ηπατομεγαλία


97
19

Ίκτερος



6
1

Ανωμαλίες Κεντρικού Νευρικού Συστήματος

20
4

Καρδιακό φύσημα

17
3

Πνευμονία

7
1

Πίνακας 3. Κλινικές μορφές της Βρουκέλλωσης (Πηγή: Salata, 2000, τροποποιημένος) 


Διάρκεια συμπτωμάτων πριν τη διάγνωση
Κύρια συμπτώματα και σημεία
Διάγνωση
Σχόλια

Υποκλινική

Ασυμπτωματική
Θετική (χαμηλός τίτλος) ορολογική, αρνητική καλλιέργεια
Εμφανίζεται σε προσωπικό σφαγείων, αγρότες και κτηνιάτρους

Οξεία και υποξεία 
Έως 2-3 μήνες και 3 μήνες-1 έτος
Καταβολή, ρίγη, εφίδρωση, κόπωση, κεφαλαλγία, ανορεξία, αρθραλγίες, πυρετός, σπληνομεγαλία, λεμφαδενοπάθεια, ηπατομεγαλία
Θετική ορολογική, θετική καλλιέργεια (αιμοκαλλιέργεια ή καλλιέργεια μυελού)
Οι εκδηλώσεις μπορεί να είναι ήπιες, αυτοπεριοριζόμενες (B. abortus) ή κεραυνοβόλες με σοβαρές επιπλοκές (B. melitensis)

Εντοπισμένη
Σχετίζεται με οξεία ή χρόνια νόσο άνευ αγωγής ή υποθεραπευμένη
Ανάλογα με την εντόπιση
Θετική ορολογική, θετική καλλιέργεια σε ειδικούς ιστούς
Πιο συχνή η προσβολή οστών/ αρθρώσεων, ουρογεννητικού συστήματος, ήπατος, σπληνός

Υποτροπιάζουσα
2-3 μήνες μετά την αρχική νόσο
Όμοια με την οξεία μορφή, αλλά το πυρετικό κύμα μπορεί να είναι υψηλότερο, εντονότερη κόπωση, καταβολή, ρίγη και εφίδρωση
Θετική ορολογική, θετική καλλιέργεια
Η διαφοροποίηση υποτροπής από επαναμόλυνση ενδέχεται να είναι ιδιαίτερα δυσχερής

Χρόνια
Άνω του έτους
Μη ειδικά, αλλά τα νευροψυχιατρικά συμπτώματα και ο πυρετός είναι τα πλέον συχνά
Χαμηλός τίτλος ή αρνητική ορολογική, αρνητική καλλιέργεια
Η πιο αμφιλεγόμενη κατηγορία, μπορεί να συνυπάρχει με εντοπισμένη νόσο

                 Πίνακας 4. Επιπλοκές Βρουκέλλωσης (Πηγή: Mantur

                  and Amarnath, 2008, τροποποιημένος) 

Επιπλοκές

Ουροποιητικό – Αναπαραγωγικό 


Επιδιδυμορχίτις


Υδροκήλη


Απόφραξη ουροποιητικού συστήματος


Πυελονεφρίτις


Στειρότης

ΝευροΒρουκέλλωση

                       Μηνιγγίτις


Μηνιγγοεγκεφαλίτις


            Χορεία

                        Περιφερική νευρίτις


Παράλυση προσωπικού

Ενδοκαρδίτις

Δερματικές αλλοιώσεις

Γαστρεντερικό σύστημα


           Χρόνια ηπατική νόσος


           Σπλενικό απόστημα


           Χολοκυστίτις
Αναπνευστικό σύστημα


           Πνευμονία


           Βρογχίτις

Αιματολογικές επιπλοκές

                       Αναιμία βαριάς μορφής

ΕΡΩΤΗΜΑΤΟΛΟΓΙΟ

ΘΑ ΣΑΣ ΚΑΝΩ ΟΡΙΣΜΕΝΕΣ ΕΡΩΤΗΣΕΙΣ. ΟΙ ΑΠΑΝΤΗΣΕΙΣ ΠΟΥ ΘΑ ΜΟΥ ΔΩΣΕΤΕ ΘΑ ΚΡΑΤΗΘΟΥΝ ΑΠΟΛΥΤΩΣ ΕΜΠΙΣΤΕΥΤΙΚΕΣ

1. Φύλο:                                                                                        ΔΘ:

2. Ποια χρονιά γεννηθήκατε;                                                  ΔΞ/ΔΘ:

3. Πόσα χρόνια έχετε πάει σχολείο;                                       ΔΞ/ΔΘ:

4. Οικογενειακή κατάσταση:    Άγαμος                 Έγγαμος                       

 Σε διάσταση                   Διαζευγμένος / η                        Χήρος / α                     

5. Έχετε παιδιά;       Ναι:                Όχι:                            ΔΘ

Αν ναι, πόσα αγόρια;                         Πόσα κορίτσια;

6. Εργάζεσθε;

                                Ναι:  

              Τι επάγγελμα κάνετε;

                          Όχι:  

           Γιατί;

            Άνεργος / η:                

            Συνταξιούχος:              

            Οικιακά:                       
            Άλλο (τι):                    

                     ΔΘ:

7. Μήπως εργαζόσασταν στο παρελθόν;   Ναι:         Όχι:          ΔΘ:

Τι επάγγελμα κάνατε; 

                                                                                                    ΔΘ:



8. Συνήθειες / επαγγελματικές δραστηριότητες:

Είστε ιδιοκτήτης ζώων; (κοπάδι ή οικόσιτα)        Ναι:                Όχι:
Είδος ζώων:                                                   

Αριθμός ζώων:

Ήσασταν ιδιοκτήτης ζώων στο παρελθόν;        Ναι:                    Όχι:

Μέχρι πότε;

Είδος ζώων:                                                           

 Αριθμός ζώων:

Ασχολείσθε / έχετε ασχοληθεί με:

Άρμεγμα:                                              Ναι:                   Όχι:

Κούρεμα ζώων:                                    Ναι:                   Όχι:

Γέννες:                                                   Ναι:                   Όχι:

Σφαγή:                                                  Ναι:                   Όχι:

Καθαρισμός εγκαταστάσεων:             Ναι:                   Όχι:

Φύλαξη ζώων:                                     Ναι:                    Όχι:

Κατά τις δραστηριότητες αυτές χρησιμοποιείτε:

Μπότες                Μάσκα               Γάντια                  Φόρμες             Τίποτα από τα παραπάνω

Καταναλώνετε άβραστο γάλα;                            Ναι:                   Όχι:

Καταναλώνατε άβραστο γάλα στο παρελθόν;    Ναι:                   Όχι:

Παρασκευάζετε / ζατε τυρί;                                 Ναι:                   Όχι:

Καταναλώνετε τυρί πριν περάσουν 2 μήνες;       Ναι:                   Όχι:

Καταναλώνατε τυρί πριν περάσουν 2 μήνες στο παρελθόν;     Ναι:             Όχι:



                                                 ΑΤΟΜΙΚΟ ΙΣΤΟΡΙΚΟ

9. Υπάρχει ιστορικό νόσησης από μελιταίο πυρετό;          Ναι:                   Όχι:

Έχετε μολυνθεί από επαγγελματική έκθεση στο εμβόλιο; Ναι:                   Όχι:

Πότε νοσήσατε από μελιταίο;        

Αν πάνω από μία, πόσες φορές;

Αν πάνω από μία φορά, μετά πόσο καιρό από την πρώτη διάγνωση παρουσιάσθηκε υποτροπή;
Συμπτώματα που παρουσιάσατε:
Πυρετός                                          Ναι:                 Όχι:

Ρίγος                                                Ναι:                Όχι:
Αδυναμία                                        Ναι:                 Όχι:

Νυχτερινή εφίδρωση                     Ναι:                 Όχι:

Άλγη οστών                                    Ναι:                 Όχι:

Κοιλιακά άλγη                               Ναι:                 Όχι:

Διάρροιες                                        Ναι:                 Όχι:

Άλλα
Λάβατε θεραπευτική αγωγή;            Ναι:                   Όχι:

Ποια αγωγή λάβατε;

Υποχώρησαν τα συμπτώματα μετά την αγωγή;           Ναι:                   Όχι:

Η υποτροπή είχε:        Όμοια          Ηπιότερη             Βαρύτερη συμπτωματολογία
Έχει νοσήσει κάποιο μέλος της οικογένειάς σας από μελιταίο; Ναι:            Όχι:

Ποιος  /  ποιοι;
Πότε;
Ταυτόχρονη νόσηση;                      Ναι:                   Όχι:

10. Μήπως παρουσιάσατε ποτέ κάποιο από τα παρακάτω νοσήματα;


ΝΑΙ
ΟΧΙ
Αν ναι, ηλικία κατά την 1η διάγνωση

Διαβήτης




Υποθυρεοειδισμός




Έμφραγμα




Ενδοκαρδίτις




Ηπατίτιδα Β




Κάταγμα Οστού  




Καρκίνος  (εντόπιση)




Έλκος στομάχου




Parkinson




Φυματίωση




Αιμορροΐδες




Γαστρορραγία




Παγκρεατίτιδα




Λοιπά:



                                    11.  Νευροψυχιατρικό ιστορικό

Υπάρχει ιστορικό ψυχιατρικής διαταραχής;         Ναι:            Όχι:         

Ποια είναι η διάγνωση;

                                                                                                                 ΔΞ/ΔΘ

Συμπτωματολογία:
Πολύ συχνά

Κάθε μέρα 
Συχνά

1-2 / εβδομ.
Σπάνια

5-6 φορές/ χρόνο                                   
Ποτέ

Μελαγχολία





Ευσυγκινησία





Διαταραχές ύπνου (αϋπνία επελεύσεως, αϋπνία πρώιμης αφύπνισης, υπερυπνία)





Νευρικότητα, Εκνευρισμός





Άγχος





Διαταραχές όρεξης





Αμνησία





Αίσθημα κόπωσης





Πονοκέφαλος





Ίλιγγος, ζαλάδες





Λοιπά:







Έναρξη συμπτωματολογίας:

Στρεσσογόνα γεγονότα:

Οικογενειακό ιστορικό:

Φαρμακευτική αγωγή:



                     12. Έχετε ή είχατε κάποιο από τα παρακάτω συμπτώματα


Πολύ συχνά

Κάθε μέρα
Συχνά 

1-2 / εβδομ.
Σπάνια

5-6 φορές/ χρόνο
Ποτέ



Ακοή





Υγρά από το αυτί





Πόνος στο αυτί





Βούισμα στο αυτί





Αναπνευστικό





Δυσκολία στην αναπνοή





Εκκρίσεις από τη μύτη





Εκκρίσεις αίματος από τη μύτη





Πόνος στο λαιμό





Βραχνή φωνή





Ξηρός βήχας





Βήχας με πτύελα





Βήχας με αίμα και πτύελα





Βήχας κατά τη διάρκεια όλης της ημέρας





Κρίσεις άσθματος





Δύσπνοια σε ανηφόρα ή σκαλιά





Βράσιμο στο στήθος





Κυκλοφορικό





Βάρος στο στήθος





Πόνος στο στήθος στην ανάπαυση





Μούδιασμα στα χέρια





Αίσθημα βάρους στα πόδια





Πρήξιμο στα χέρια





Πρήξιμο στα πόδια





Πόνος και άσπρες κηλίδες στα χέρια κατά την έκθεση στο κρύο






Πολύ συχνά

Κάθε μέρα
Συχνά 

1-2 / εβδομ.
Σπάνια

5-6 φορές/ χρόνο
Ποτέ

Ουροποιητικό





Πόνος στους νεφρούς





Συχνή ούρηση κατά τη διάρκεια της ημέρας





Συχνή ούρηση κατά τη διάρκεια της νύχτας





Δυσκολία στην ούρηση





Πόνος κατά την ούρηση





Αίμα στα ούρα





Πεπτικό





Πόνος στα δόντια 





Αιμορραγία από τα ούλα





Πόνος στην κατάποση





Καούρα στο στομάχι





Πόνος στο στομάχι





Πόνος στην κοιλιά





Δύσκολη χώνευση





Υπνηλία μετά τα γεύματα





Απέχθεια στο κρέας





Τάση προς εμετό μετά το γεύμα





Πόνος κατά την αφόδευση





Αίμα στα κόπρανα





Δυσκοιλιότητα





Διάρροιες





Μυοσκελετικό





Πόνος στον αυχένα





Πόνος στην πλάτη





Πόνος στη μέση





Πόνος στα χέρια





Πόνος στους μηρούς





Πόνος στα γόνατα





Πόνος στους αγκώνες





13. Σας είπε ο γιατρός σας ότι έχετε πίεση (υπέρταση);            Ναι:                      Όχι: 

                                                                                                                     ΔΞ/ΔΘ

Ηλικία διάγνωσης:                                                                                       ΔΞ/ΔΘ 


14. Ποια είναι συνήθως η πίεσή σας τον τελευταίο χρόνο;  
Συστολική:                                        Διαστολική:                                        ΔΞ/ΔΘ

15. Παίρνετε τώρα φάρμακα για την υπέρταση;    Ναι:             Όχι:           ΔΞ/ΔΘ 

16. Τι φάρμακα παίρνετε τώρα για την υπέρτασή σας; 

                                                          Σκεύασμα
                                                                                                                      ΔΞ/ΔΘ



17. Έχετε μετρήσει ποτέ τη χοληστερόλη σας;  Ναι:           Όχι:                 ΔΞ/ΔΘ
Αν ναι, ο γιατρός σας είπε ότι ήταν:     φυσιολογική                 

                                                              λίγο αυξημένη       

                                                              πολύ αυξημένη 

18. Θυμάστε την τιμή;     Ολική χοληστερόλη:      

                 «Καλή» (HDL):                          «Κακή»  (LDL):                      ΔΞ/ΔΘ

19. Παίρνετε / παίρνατε ποτέ φάρμακα για τη χοληστερόλη;

Πολύ συχνά:           Συχνά:           Σπάνια:           Ποτέ:                               ΔΞ/ΔΘ

Κυριότερα σκευάσματα:

Συνολική διάρκεια σε έτη:                                                                            ΔΞ/ΔΘ 

Πολύ συχνά: κάθε μέρα          συχνά: κάθε εβδομάδα         σπάνια: κάθε μήνα

Αν ίδια συχνότητα, αναφέρετε όλα τα σκευάσματα. Αν διαφορετική συχνότητα, αναφέρετε αυτό που καταναλώνεται συχνότερα.
 20. Παίρνετε / παίρνατε ποτέ φάρμακα για τον πόνο (αναλγητικά);

Πολύ συχνά:            Συχνά:                  Σπάνια:             Ποτέ:                       ΔΞ/ΔΘ
Κυριότερα σκευάσματα:                                                                                ΔΞ/ΔΘ 
Συνολική διάρκεια σε έτη:                                                                             ΔΞ/ΔΘ 


Πολύ συχνά: κάθε μέρα          συχνά: κάθε εβδομάδα         σπάνια: κάθε μήνα

Αν ίδια συχνότητα, αναφέρετε όλα τα σκευάσματα. Αν διαφορετική συχνότητα, αναφέρετε αυτό που καταναλώνεται συχνότερα.
                      21.  ΚΑΠΝΙΣΜΑΤΙΚΕΣ ΣΥΝΗΘΕΙΕΣ

Καπνίζετε;                                                 Ναι:              Όχι:

Μήπως καπνίζατε στο παρελθόν;             Ναι:             Όχι:

Πότε αρχίσατε (ηλικία):                                                                ΔΞ/ΔΘ



Πότε σταματήσατε για τελευταία φορά (ηλικία):                         ΔΞ/ΔΘ



Καπνίζετε ακόμη:     Ναι:               Όχι:                                        ΔΞ/ΔΘ

Πόσα τσιγάρα την ημέρα καπνίζετε (-ατε) κατά μέσον όρο;

                                                                                                       ΔΞ/ΔΘ

                                   ΕΡΩΤΗΜΑΤΟΛΟΓΙΟ ΓΥΝΑΙΚΩΝ



1). Έχετε περίοδο;              Ναι:                Όχι:                                 ΔΞ/ΔΘ

2). Η περίοδός σας είναι φυσιολογική;        Ναι:           Όχι:            ΔΞ/ΔΘ



3). Κάθε πότε έχετε περίοδο;

α. κάθε 30 ημέρες

β. κάθε 30-40 ημέρες

γ. περισσότερο από 40 ημέρες

δ. ΔΞ/ΔΘ

4). Πόσες ημέρες διαρκεί η περίοδός σας;
α. μέχρι 3 ημέρες

β. 4-6 ημέρες

γ. Περισσότερο από 6 ημέρες

δ. ΔΞ/ΔΘ

5). Σε ποια ηλικία άρχισε η περίοδός σας;                                                      ΔΞ/ΔΘ

6). Πόσες φορές έχετε μείνει έγκυος;                                                              ΔΞ/ΔΘ



7). Πόσα ζωντανά κορίτσια γεννήσατε;                                                                ΔΘ

8). Πόσα ζωντανά αγόρια γεννήσατε;                                                                   ΔΘ

9). Έχει σταματήσει η περίοδός σας;
Ναι:                    Όχι:                   Είμαι τώρα στην κλιμακτήριο                          ΔΘ

Αν ναι, σε ποια ηλικία σταμάτησε η περίοδός σας;                                        ΔΞ/ΔΘ



10). Έχετε κάνει αφαίρεση μήτρας; Ναι:                      Όχι:                           ΔΞ/ΔΘ 

11). Πήρατε ορμόνες ή φάρμακα για εξάψεις στην κλιμακτήριο ή μετά την εμμηνόπαυση; Ναι:                      Όχι:                                                            ΔΞ/ΔΘ

Αν ναι, σε ποια ηλικία αρχίσατε;                                                                    ΔΞ/ΔΘ



12). Παίρνετε ακόμα ορμόνες ή φάρμακα για εξάψεις; Ναι:      Όχι:            ΔΞ/ΔΘ
Αν δεν παίρνετε ακόμη, σε ποια ηλικία σταματήσατε;                                  ΔΞ/ΔΘ



13). Πήρατε ή παίρνετε αντισυλληπτικό χάπι ή φάρμακο για ρύθμιση του κύκλου;

Ναι:                  Όχι:                                                                                        ΔΞ/ΔΘ

14). Κάνατε Test pap;                Ναι:            Όχι:                                           ΔΞ/ΔΘ                        Εάν ναι, πότε κάνατε τελευταία φορά;                                                           ΔΞ/ΔΘ








1, 2, 3: Θετικά δείγματα (ανιχνεύσιμο DNA βρουκέλλας – προϊόν 223 bp)


-   : Αρνητικός μάρτυρας


+  : Θετικός μάρτυρας (DNA βρουκέλλας)


L: Κλίμακα – Ladder 100 bp
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