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ΥΠΟΓΡΑΦΗ……………………….

ΠΕΡΙΛΗΨΗ
ΣΗΜΑΣΙΑ: Η αρθρίτιδα αποτελεί ένα σοβαρό πρόβλημα δημόσιας υγείας εξαιτίας της αυξημένης επίπτωσης και των συνακόλουθων προβλημάτων που προκαλεί. Στην αιτιοπαθογένειά της εμπλέκονται πολλοί παράγοντες, μεταξύ των οποίων και λοιμώξεις, όπως η Βρουκέλλωση και η Λεϊσμανίαση. 

ΣΚΟΠΟΣ: Σκοπός της μελέτης είναι η διερεύνηση της συχνότητας ειδικών αντισωμάτων IgG έναντι της Brucella και της Leishmania στον ορό ασθενών με αρθρίτιδα σε μια πρώτη προσπάθεια καθορισμού του ρόλου τους στην παθογένεια των συχνότερων μορφών αρθρίτιδας στην Ελλάδα. Επιπλέον, θα προσδιοριστούν τα επίπεδα του συμπληρώματος καθώς των ολικών ανοσοσφαιρινών  στο ορό για την περαιτέρω διερεύνηση της σχέσης τους με τη νόσο. 

ΥΛΙΚΟ & ΜΕΘΟΔΟΙ: 100 δείγματα ορού (60 ασθενών με αρθρίτιδα- ομάδα Α και 40 μαρτύρων – ομάδα Β) συλλέχθηκαν με τη μέθοδο της στρωματοποιημένης τυχαίας δειγματοληψίας (stratified random sampling). Τα δείγματα εξετάσθηκαν με τη μέθοδο ELISA για την ανίχνευση anti-Brucella IgG, με ανοσοφθορισμός (IFA) για την ανίχνευση anti-Leishmania IgG και με νεφελομετρία ροής για τον προσδιορισμό των επιπέδων των ολικών ανοσοσφαιρινών IgG, IgM, IgA και των παραγόντων C3 και C4 του συμπληρώματος. 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ: Κατά τον εργαστηριακό έλεγχο , 8 ασθενείς (13,3%) βρέθηκαν οροθετικοί για anti-Brucella IgG. Ειδικά αντισώματα IgG έναντι Leishmania δεν ανιχνεύθηκαν. Στατιστικά σημαντική σχέση βρέθηκε μόνο μεταξύ Βρουκέλλωσης και αρθρίτιδας (p<0,05). Όσον αφορά τις IgG, IgM και  IgA ανοσοσφαιρίνες και τους παράγοντες C3 και C4 του συμπληρώματος, δεν βρέθηκε στατιστικά σημαντική σχέση με τις αρθρίτιδες που μελετήθηκαν.


ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ: Η Brucella εμπλέκεται στην αιτιοπαθογένεια της αρθρίτιδας στην Ελλάδα. Συνυπολογίζοντας τα κλινικά και τα δημοπαθολογικά ευρήματα της μελέτης, προκύπτει ότι η αρθρίτιδα που προκαλεί η Brucella αποτελεί ένα σοβαρό αλλά υποεκτιμημένο πρόβλημα δημόσιας υγείας στη χώρα, για την πρόληψη και τον έλεγχο του οποίου απαιτούνται περαιτέρω έρευνα και οργανωμένες δράσεις.
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	ΠΡΟΛΟΓΟΣ


Οι διάφορες μορφές αρθρίτιδας αποτελούν τις συχνότερες παθήσεις του μυοσκελετικού συστήματος που αντιμετωπίζουμε στο χώρο της υγείας. Με βάση στοιχεία του Παγκόσμιου Οργανισμού Υγείας (2009), η αρθρίτιδα αποτελεί ένα σημαντικό πρόβλημα δημόσιας υγείας τόσο σε ανεπτυγμένες όσο και σε αναπτυσσόμενες χώρες εξαιτίας της αυξανόμενης επίπτωσής της, των συνακόλουθων λειτουργικών ελλειμμάτων και των κοινωνικο-οικονομικών προβλημάτων που προκαλεί στο άτομο και το σύνολο. Τα ανωτέρω προβλήματα οδήγησαν πολλούς φορείς σε παγκόσμιο επίπεδο (Π.Ο.Υ, CDC, κ.α.) να αναπτύξουν προγράμματα ελέγχου και πρόληψης της νόσου. Κεφαλαιώδους σημασίας στόχος της στρατηγικής αυτής είναι, εκτός των άλλων, η διερεύνηση των παραγόντων που σχετίζονται με την αιτιοπαθογένεια της αρθρίτιδας.

Στην παρούσα εργασία μελετώνται οι αρθρίτιδες που σχετίζονται με λοιμογόνους παράγοντες και με διαταραχές του ανοσοποιητικού συστήματος. Με γνώμονα αυτά τα στοιχεία, έγινε προσπάθεια διερεύνησης της σχέσης των συχνότερων μορφών αρθρίτιδας που συναντώνται στο ελληνικό σύστημα υγείας με 2 λοιμογόνους παράγοντες (Brucella και Leishmania) και με 5 παράγοντες του ανοσοποιητικού συστήματος  (C3, C4 παράγοντες του συμπληρώματος και ανοσοσφαιρίνες IgG, IgA, IgM) που έχουν ενοχοποιηθεί για την εμφάνιση αρθρίτιδας.  

Επιλέχτηκε η μελέτη της Βρουκέλλωσης και της Λεϊσμανίασης επειδή και τα 2 νοσήματα είναι ενδημικά στην Ελλάδα και δυνητικά εμπλέκονται στην αιτιοπαθογένεια της αρθρίτιδας. 

Για την καλύτερη γνώση των 2 ζωοανθρωπονόσων αλλά και της αρθρίτιδας έγινε ανασκόπηση της βιβλιογραφίας η οποία παρουσιάζεται στο πρώτο μέρος της εργασίας. 

Συγκεκριμένα, στα δυο πρώτα κεφάλαια του πρώτου μέρους δίδονται βασικά στοιχεία παθολογίας, κλινικής συμπτωματολογίας, διάγνωσης, θεραπείας και κυρίως επιδημιολογίας της Βρουκέλλωσης και της Λεϊσμανίασης.

 Στο 3ο κεφάλαιο γίνεται αναφορά σε γενικά χαρακτηριστικά των ολικών ανοσοσφαιρινών  IgG,IgA, IgM και των παραγόντων C3 και C4| του συμπληρώματος.

To 4o κεφάλαιο αναφέρεται στην αρθρίτιδα δίδοντας έμφαση στα τελευταία ερευνητικά δεδομένα που αφορούν τη σχέση της αρθρίτιδας με τη Βρουκέλλωση, τη Λεϊσμανίαση και τους παράγοντες του ανοσοποιητικού συστήματος που μελετώνται στην εργασία.   

Στο δεύτερο μέρος παρουσιάζονται ο σκοπός, η μεθοδολογία που ακολουθήθηκε και τα αποτελέσματα που εμπλουτίζονται από συγκεντρωτικούς πίνακες και γραφήματα. Τέλος, η εργασία κλείνει με τη συζήτηση των αποτελεσμάτων που στηρίζεται στα δεδομένα της πρόσφατης διεθνούς βιβλιογραφίας, τα συμπεράσματα και τον κατάλογο των βιβλιογραφικών πηγών.
Από τη θέση αυτή αισθάνομαι την ανάγκη να εκφράσω τις βαθύτατες ευχαριστίες μου στον Καθηγητή της έδρας της Κτηνιατρικής Δημόσιας Υγείας κ. Εμμανουήλ Παπαδογιαννάκη για την αμέριστη επιστημονική και ηθική συμπαράστασή του καθ’ όλη τη διάρκεια της μελέτης. Οι συμβουλές και οι παρεμβάσεις του ήταν πολύτιμες ενώ η κατανόηση και η υπομονή που έδειξε σε κάθε στάδιο της εργασίας αυτής υπήρξαν αξιομνημόνευτες. 

Θερμές ευχαριστίες ανήκουν επίσης στον υπεύθυνο του Μεταπτυχιακού Προγράμματος Τ.Ε.Ι- Ε.Σ.Δ.Υ., καθηγητή κ. Χαρίλαο Κουτή για τις καίριες και αποφασιστικές παρεμβάσεις του στη συγγραφή του πονήματος αυτού.
Θα ήθελα ακόμη να ευχαριστήσω θερμά τον καθηγητή της έδρας της Κτηνιατρικής Δημόσιας Υγείας κ. Βασίλειο Κοντό για τη συγκατάθεσή του στη διεξαγωγή και στη χρηματοδότηση αυτής της εργασίας. 
 Ευχαριστίες ανήκουν ακόμη στη Διευθύντρια του Ανοσολογικού Τμήματος κα Κάρλε Α. και στο Διευθυντή της Ορθοπαιδικής Κλινικής του «Τζανείου» Γενικού Νοσοκομείου κ. Τσαρουχά Θ. για την έγκριση διεξαγωγής της μελέτης στο Νοσοκομείο. 

Ολόθερμες ευχαριστίες όμως, θα πρέπει να εκφράσω στις ιατρούς του Ανοσολογικού Εργαστηρίου του «Τζανείου» Νοσοκομείου, κα Περιμένη Δέσποινα, Επιμελήτρια και την κα Δήμου Μαρία, Αναπληρώτρια Διευθύντρια  καθώς και στις τεχνολόγους Σταθακοπούλου Αναστασία και Κατσή Ειρήνη για την αμέριστη βοήθειά τους, επιστημονική και ηθική. Χωρίς τη συμβολή τους θα ήταν αδύνατη η πραγματοποίηση των εργαστηριακών ελέγχων  . 

Στους ιατρούς της Ορθοπαιδικής Κλινικής του «Τζανείου» Νοσοκομείου θα ήθελα να εκφράσω επίσης ευχαριστίες για τη βοήθεια τους. Ιδιαίτερα ευχαριστώ τους ορθοπαιδικούς ιατρούς κ. Νικολάου Δ., τον κ. Κασαρτζιάν Α. και τους ειδικευόμενους ιατρούς, Δρακουτό Ε. και Μαλιφάβα Δ. για την αμέριστη βοήθεια κατά τη συλλογή του δείγματος και τον κλινικό έλεγχο των ασθενών. Ευχαριστίες ανήκουν επίσης στον Κλαψάκη Δ., Ξυμητήρη Σ., Τριανταφυλλόπουλο Δ., Μυλιώνη Α., Καραβήση Ε. και Κατσιμαλή Α. .
Αμέριστη ήταν και είναι η συμβολή στη συγκεκριμένη εργασία αλλά και σε κάθε βήμα της επιστημονικής μου πορείας, των:  Παγγού Β., Ανδριοπούλου Μ., Σπυρόπουλου Χρ. φυσικοθεραπευτών, της Πανδή-Αγαθοκλή Β. Δρ. χημικός,ερευνήτριας, της ομάδας γυναίκα & υγεία της Χ.Ε.Ν. Ν. Φαλήρου, των Στάθη Κ. και Πισσία Μ.  ιατρών, καθώς και της Μαρίνου Ζ.. 

Ευχαριστώ θερμά την εταιρεία Printtec για την ευγενική της χορηγεία, τον καθηγητή κ. Ζάβρα Δ. για τη βοήθεια του στην επιλογή των κατάλληλων στατιστικών ελέγχων, τον Κύριο και όλους όσους συμμετείχαν στην εργασία αυτή. 

Τέλος, ευχαριστώ θερμά τα παιδιά μου, το σύζυγό μου και τους γονείς μου για τη συνεχή αρωγή τους σε κάθε μου προσπάθεια.  

ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
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1.1 Γενικά χαρακτηριστικά
Με βάση το MeSH (Medical Subject Headings United States National Library of Medicine 2009) η Βρουκέλλωση είναι λοίμωξη που προκαλείται από βακτήρια του γένους Brucella και χαρακτηρίζεται από πυρετό, αδυναμία και απώλεια βάρους. Η διεθνής ονοματολογία και η ταξινόμηση της Βρουκέλλωσης στις κυριότερες βάσεις δεδομένων φαίνονται στον πίνακα 1.
	Διεθνής Ονοματολογία και Ταξινόμηση της Βρουκέλλωσης

	Βάση Δεδομένων
	Ταξινόμηση
	Διεθνής Ονοματολογία
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Πίνακας 1: Διεθνής Ονοματολογία και Ταξινόμηση της Βρουκέλλωσης
 (πηγή: MeSH 2009, Wikipedia 2009, τροποποιημένος)

1.2 Ιστορική αναδρομή

Τα κλινικά σημεία της Βρουκέλλωσης στον άνθρωπο περιγράφηκαν για πρώτη φορά το 1861 από τον J. A. Martson, χειρουργός του Βρετανικού Στρατού. Η νόσος ονομάστηκε τότε «πυρετός της Μάλτας» ή «Μεσογειακός γαστρικός υφέσιμος πυρετός» (Μπίκας 2003, Young 1995).
Αργότερα το 1887, ο χειρουργός David Bruce  απομόνωσε τον υπεύθυνο μικροοργανισμό, ένα κοκοβακτηρίδιο που ονόμασε micrococcus melitensis, από τους σπλήνες νεκρών στρατιωτών που έπασχαν από τη νόσο.To 1919,  το κοκοβακτηρίδιο μετονομάστηκε σε Brucella και η νόσος σε Βρουκέλλωση προς τιμήν του Bruce. Στην Ελλάδα επειδή η Μάλτα ονομαζόταν και Μελίτη, η νόσος είναι γνωστή και ως μελιταίος πυρετός (Μπίκας 2003).

1.3 Αιτιολογία

Η Βρουκέλλωση είναι νόσημα που προκαλείται από βακτηρία του γένους Brucella spp.. Το γένος Brucella, για πρακτικούς λόγους (κυρίως επιδημιολογικούς) διαχωρίζεται σε 6 κύρια είδη: B. melitensis, B. abortus, B. canis, B. suis, B. ovis και B. neotomae (WHO 2006) (πίνακας 2). 
Πρόσφατα απομονώθηκαν από θαλάσσια θηλαστικά, και νέα στελέχη που ονομάστηκαν, Β. maris (Young 1995). Τα στελέχη αυτά ανήκουν σε τουλάχιστον 3 ομάδες που διαφέρουν μεταξύ τους και μπορεί να θεωρηθούν ως νέα είδη  “nomen species” (WHO 2006). Μεταξύ των 6 ειδών υπάρχει πολύ μεγάλη γενετική ομολογία (>95%), όπως έδειξαν πρόσφατες μέθοδοι DNA- DNA υβριδισμού, ώστε να θεωρείται ότι το γένος Brucella αποτελείται από 1 είδος (το είδος B. melitensis, για καθαρά ιστορικούς λόγους) με πολλούς βιότυπους (WHO 2006). 
	Ειδη 

	Ορότυποι

	B. melitensis
	1,2,3

	B. abortus
	1,2,3,4,5,6,9

	B. suis
	1,2,3,4,5

	B. neotomae
	

	B. ovis
	

	B. canis
	


Πίνακας 2: Είδη και Ορότυποι του γένους Brucella
(Πηγή: Alton and Forsyth 1996, τροποποιημένος)

Την άποψη αυτή ενισχύει το γεγονός ότι τα μορφολογικά χαρακτηριστικά των ειδών και οι ιδιαιτερότητές τους κατά την καλλιέργεια δεν θεωρούνται επαρκή κριτήρια διαφοροποίησης των ειδών μεταξύ τους (πίνακας 3). Επίσης, και το είδος του ξενιστή από το οποίο απομονώνεται ο μικροοργανισμός δεν αποτελεί κριτήριο διαφοροποίησης των ειδών (WHO 2006). 

	Είδη
	Μορφολογία Αποικιών
	Ξενιστές

	B. melitensis
	Smooth
	Αιγοπρόβατα

	B. abortus
	Smooth
	Βοοειδή

	B. suis
	Smooth
	Ορότυπος 1: χοίροι

	
	
	Ορότυπος 2: χοίροι

	
	
	Ορότυπος 3: χοίροι

	
	
	Ορότυπος 4:ελάφια

	
	
	Ορότυπος 5: άγρια τρωκτικά

	B. neotomae
	Smooth
	Αρουραίοι δασών

	B. ovis
	Rough
	Πρόβατα 

	B. canis
	Rough
	Σκύλοι


Πίνακας 3::  Χαρακτηριστικά των ειδών του γένους Brucella
  (Πηγή: Alton and Forsyth 1996, τροποποιημένος)

Παρόλη τη γενετική ομολογία, κάθε είδος φαίνεται να προτιμά συγκεκριμένο είδος ξενιστή. Έτσι, η B. abortus συχνά συναντάται στα βοοειδή, η B. melitensis στα αιγοπρόβατα, η B.suis στους χοίρους (παρόλο που οι ορότυποι (biovars) 4 και  5  προσβάλλουν αντίστοιχα τα ελάφια και τα τρωκτικά). Η  B. ovis προκαλεί λοίμωξη ειδικά στα πρόβατα και δεν έχει αναφερθεί προσβολή σε άνθρωπο (WHO 2006). Η B. canis συναντάται συνήθως σε σκύλους και περιστασιακά σε ανθρώπους. Η B. neotomae έχει απομονωθεί σε ελάχιστες περιπτώσεις και δεν έχει ποτέ απομονωθεί σε άνθρωπο. Τέλος, ο άνθρωπος προσβάλλεται συχνότερα από B. melitensis και B. suis. Έχουν αναφερθεί όμως κρούσματα από B. abortus, αλλά και από B. canis (WHO 2006).
Η ευπάθεια του ανθρώπου στη Βρουκέλλωση εξαρτάται από διαφόρους παράγοντες μεταξύ των οποίων η κατάσταση του ανοσοποιητικού, οι οδοί εισόδου του λοιμογόνου παράγοντα, το εύρος της εμβολιαστικής κάλυψης και σε μικρότερη έκταση το είδος της Brucella. Σε γενικές γραμμές, τα είδη  B. melitensis and B. suis είναι πιο παθογόνα για τον άνθρωπο από τη B.abortus και τη B. canis.  Ωστόσο, όλα τα είδη μπορεί να προκαλέσουν σοβαρές επιπλοκές στον οργανισμό του πάσχοντος (WHO 2006). 

1.4 Μικροβιολογία 

Οι βρουκέλλες είναι μικρά Gram αρνητικά κοκκοβακτηρίδια, ακίνητα, αερόβια με μεγάλη ικανότητα επιβίωσης εντός των φαγοκυττάρων (Παπαδογιαννάκης 2007). Η καλλιέργεια τους επιτυγχάνεται εύκολα σε εμπλουτισμένα θρεπτικά υλικά που περιέχουν λευκωματούχες ουσίες φυτικής ή ζωικής προέλευσης μετά από κατεργασία με πεπτικά ένζυμα. Η ανάπτυξη των βρουκελλών είναι ευκολότερη με την παρουσία CO2 (Μπίκας 2003) (Εικόνα 1).
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Εικόνα 1:  Μορφολογία Brucella melitensis σε ηλεκτρονική μικροσκοπική
ανίχνευση x3,600  (Πηγή: Dennis Kunkel Microscopy, Inc. 2004)

1.5 Παθοφυσιολογία

Οι βρουκέλλες είναι ενδοκυτταρικοί, δυνητικά λοιμογόνοι παράγοντες για τον άνθρωπο - ξενιστή. Ο μηχανισμός με τον οποίο επιβιώνουν μέσα στο κύτταρο του ξενιστή δεν είναι πλήρως γνωστός (WHO 2006). Οι Caron et al. (1995) αναφέρουν ότι κάποιοι μικροοργανισμοί  θα επιβιώσουν και θα πολλαπλασιαστούν μέσα στα κύτταρα χάρη στην παραγωγή μονοφωσφορικής αδενοσίνης και γουανίνης. Μέσω των ουσιών αυτών αναστέλλεται η σύντηξη και η αποκοκκίωση των λυσοσωματίων, η παραγωγή του παράγοντα νέκρωσης (tumor necrosis factor - T.N.F.) και η ενεργοποίηση του συστήματος μυελοπεροξειδάσης. Έρευνες των τελευταίων ετών έχουν δείξει ότι πολύ σημαντικοί παράγοντες για την επιβίωση και αναπαραγωγή του βακτηρίου στο κύτταρο είναι οι λιποσακχαρίτες (Smooth Lipopolysaccharide,S-LPS) της Brucella (Cardoso et al. 2006, WHO 2006). Οι μικροοργανισμοί τελικά θα απομονωθούν μέσα στα μονοκύτταρα και τα μακροφάγα του δικτυοενδοθηλιακού συστήματος (RES- reticuloendothelial system) , σε όργανα όπως οι λεμφαδένες, το ήπαρ, ο σπλήνας και ο μυελός των οστών (WHO 2006) (Εικόνα 2).
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Εικόνα 2: Όργανα που προσβάλλει η Βρουκέλλωση
(Πηγή: Baron  2002)

1.6 Μετάδοση 

Η λοίμωξη στον άνθρωπο είναι σχεδόν πάντα, αποτέλεσμα άμεσης ή έμμεσης επαφής με μολυσμένα ζώα, κυρίως βοοειδή, αιγοπρόβατα και χοίρους. Στους φυσικούς αυτούς ξενιστές, μόλυνση συχνά υπάρχει μόνο στη γεννητική οδό. Οι εκκρίσεις της γεννητικής οδού και το μη παστεριωμένο γάλα θεωρούνται οι κυριότερες πηγές μόλυνσης στον άνθρωπο (WHΟ 2006). 
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Εικόνα 3:  Κύριες Οδοί Μετάδοσης Brucella 
 (Πηγή: Alton and Forsyth 1996)
Κύριες οδοί μετάδοσης είναι η στοματική, η αναπνευστική και η δερματική οδός (Εικόνα 3).Το μικρόβιο όμως μπορεί να εισέλθει και από άλλες οδούς όπως διαμέσου των βλεννογόνων (π.χ. επιπεφυκότες των οφθαλμών), κατά την μετάγγιση αίματος ή τη μεταμόσχευση μυελού των οστών (WHΟ 2006). Επίσης έχουν αναφερθεί και περιπτώσεις κάθετης μετάδοσης (από τη μητέρα στο έμβρυο είτε διαμέσου του πλακούντα είτε μέσω του μητρικού θηλασμού) και οριζόντιας μετάδοσης μέσω της σεξουαλικής οδού. Ωστόσο η μετάδοση μέσω της σεξουαλικής οδού δεν έχει τεκμηριωθεί με απομόνωση του μικροβίου από το σπέρμα (Goossens et al. 1983).

1.7 Ανοσολογικά Δεδομένα

Η ανοσολογική απάντηση του ανθρώπινου οργανισμού έναντι της Βρουκέλλωσης είναι σύνθετη και παίζει ρόλο στην εκδήλωση ή όχι της νόσου. Σε αυτήν αποδίδεται και η ποικιλομορφία των κλινικών εκδηλώσεων (οξεία, χρόνια ή υποκλινική). Στο συμπέρασμα αυτό κατέληξαν οι Serre et al. (1987) αναλύοντας διάφορους παράγοντες της ανοσολογικής απάντησης σε μια προσπάθεια συσχέτισης των κλινικών εκδηλώσεων της νόσου με ανοσολογικές παραμέτρους.

Ο κύριος ανοσολογικός μηχανισμός είναι η κυτταρική ανοσία παρόλο που και τα αντισώματα της χυμικής ανοσίας παίζουν κάποιο ρόλο. Η κυτταρική ανοσία περιλαμβάνει τη δημιουργία ειδικών Τ-λεμφοκυττάρων, δενδριτικών κυττάρων καθώς και την ενεργοποίηση των μακροφάγων (Skendros et al. 2008). Η αντιβακτηριδιακή δράση των μακροφάγων διευκολύνεται με την απελευθέρωση κυτοκινών, όπως η γάμμα ιντερφερόνη και ο παράγοντας T.N.F. από ειδικά βοηθητικά Τ λεμφοκύτταρα. Σημαντικός είναι επίσης και ο ρόλος των κυτοκινών–μεσολαβητών στην κυτταρική ανοσία κατά την οξεία Βρουκέλλωση (WHO 2006). Τα αντιγόνα της Brucella προκαλούν την παραγωγή των κυτοκινών στον άνθρωπο (Schaible et al. 1999, Yingst et al. 2003, Golding et al. 2001, Zaitseva et al. 1995). Επιπρόσθετα, τα Th1 λεμφοκύτταρα είναι απαραίτητα για τον περιορισμό της λοίμωξης. 
Από την άλλη, η Brucella μπορεί να επιβιώσει και να πολλαπλασιαστεί στα μακροφάγα και τα δενδριτικά κύτταρα του ξενιστή αποφεύγοντας τους προστατευτικούς ανοσολογικούς μηχανισμούς της χυμικής ανοσίας (Billard et al. 2007, Baldwin and Goenka 2006). Τα ανθρώπινα δενδριτικά κύτταρα που μολύνονται από ζώντες μικροοργανισμούς Brucella συμβάλλουν ελάχιστα στην παραγωγή ανώριμων Τ-λεμφοκυττάρων  και ιντερλευκίνης (IL)-12 που θεωρούνται απαραίτητα για την απόκριση της Th1 ανοσολογικής απόκρισης (Billard et al. 2007). 

Από την άλλη, οι Bertrand και συν (1984) συσχέτισαν την κυτταρική ανοσία με τη χρόνια Βρουκέλλωση. Για την εκτίμηση της κυτταρικής ανοσίας χρησιμοποίησαν την ενδοδερμική αντίδραση. Περιορισμένη παραγωγή Th1 κυτοκινών (IFNγ and IL-2) σχετίζεται με ελαττωμένη αντίδραση, «αδράνεια» των Τ-κυττάρων έναντι των αντιγόνων της Brucella σε χρόνια λοίμωξη (Giambartolomei et al. 2002, Zacharioudaki 2003, Rafiei et al. 2006). Επιπρόσθετα, σημαντικά περιορισμένη βρέθηκε η αντίδραση αναπαραγωγής των CD4+ T-λεμφοκυττάρων σε φυτοαιμοσφαιρίνη (PHA) και η συχνότητα των ex vivo και PHA-cultured CD4+  T-λεμφοκύτταρων (εκφραζόμενων ως IL-2 υποδοχείς α (CD25)) σε ασθενείς με χρόνια Βρουκέλλωση (Kinikli et al. 2005, Skendros et al. 2007). Την ίδια στιγμή που ενεργοποιείται η κυτταρική ανοσία, ο ξενιστής συχνά εμφανίζει καθυστερημένη δερμική υπερευαισθησία στα αντιγόνα των βρουκελλών (Mitka et al. 2007) .

Όσον αφορά τη χυμική ανοσία, τα συγκολλητινογόνα IgM αντισώματα παράγονται πρώτα, μια εβδομάδα μετά την είσοδο των βρουκελλών στον ξενιστή. Όταν τα IgM φτάσουν στο υψηλότερο επίπεδο (περίπου την 4η εβδομάδα), εμφανίζονται και τα IgG αντισώματα. Εφόσον υπάρξει θεραπεία τα επίπεδα IgG ακολουθούν μια σταθερά φθίνουσα πορεία έως ότου μετά τον 1ο χρόνο να ανιχνεύονται σε πολύ χαμηλά επίπεδα (Moreno-Lafont et al. 1995). 

1.8 Επιδημιολογία Βρουκέλλωσης 

1.8.1 Παγκόσμια Κατανομή 

Η Βρουκέλλωση είναι μια ζωοανθρωπονόσος με παγκόσμια εξάπλωση τόσο στα ζώα όσο και στον άνθρωπο,. Παρόλο που σημειώνεται σημαντική πρόοδος στον έλεγχο της νόσου, σε πολλές χώρες, ιδιαίτερα στις αναπτυσσόμενες, παραμένει αδιάγνωστη και συνήθως δεν καταγράφεται. Μεγάλη επίπτωση της νόσου στον άνθρωπο εμφανίζουν οι Μεσογειακές χώρες, η Βόρεια και Ανατολική Αφρική, η Μέση Ανατολή, η Νότια και Κεντρική Ασία καθώς και η Κεντρική και Νότια Αμερική (WHO 2006).

Υπάρχουν ωστόσο και ελάχιστες χώρες που θεωρούνται επίσημα ελεύθερες Βρουκέλλωσης (OBF, officially Brucellosis free), παρόλο που και σε αυτές τις χώρες σημειώνονται κάποια κρούσματα σε ανθρώπους που επιστρέφουν από ταξίδια σε ενδημικές χώρες (WHO 2006). 

Σε πολλές χώρες, η πρόληψη του νοσήματος στηρίζεται σε οργανωμένα συστήματα επιτήρησης τόσο για τον άνθρωπο όσο και για τα ζώα. Στην Ευρώπη τα συστήματα επιτήρησης παρουσιάζονται στον πίνακα 4  (ECDC 2007). 

1.8.2 Η Βρουκέλλωση στην Ευρώπη 

Η Βρουκέλλωση είναι ένα από τα 49 λοιμώδη νοσήματα τα οποία απασχολούν ιδιαίτερα την Ευρωπαϊκή Κοινότητα σύμφωνα με στοιχεία της 1ης επιδημιολογικής αναφοράς για τα λοιμώδη νοσήματα που εξέδωσε το E.C.D.C. (Ευρωπαϊκό κέντρο για την πρόληψη και τον έλεγχο των λοιμωδών νοσημάτων) το 2007. Η αναφορά παρουσιάζει τα αποτελέσματα έρευνας που πραγματοποιήθηκε το διάστημα 1995-2004 και στηρίχθηκε σε επίσημα δεδομένα που δόθηκαν στο σύστημα επιτήρησης BSN (the Basic Surveillance Network) από 25 Ευρωπαϊκές Χώρες.
Χαρτογράφηση Βρουκέλλωσης στην Ευρώπη

Σε γενικές γραμμές, παρατηρείται μια τάση μείωσης της επίπτωσης της Βρουκέλλωσης τόσο στις χώρες της Ευρωπαϊκής Ένωσης όσο και σε άλλες ευρωπαϊκές χώρες όπως η Νορβηγία και η Ισλανδία. 

Κάποιες χώρες χαρακτηρίζονται ως «Επίσημα Ελεύθερες Βρουκέλλωσης» (OBF- officially Brucellosis free) ή «Επίσημα Ελεύθερες Β. melitensis (ObmF- officially B. Melitensis free) (ECDC 2007) (πίνακας 4). 

Ο συνολικός αριθμός των κρουσμάτων Βρουκέλλωσης για τις 28 χώρες που μελετήθηκαν στην επιδημιολογική μελέτη του E.C.D.C (2007) παριστάνεται γραφικά ανά χρονολογία ,στο γράφημα 1 .
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Γράφημα 1: Αναφερόμενες περιπτώσεις Βρουκέλλωσης σε χώρες μέλη της EU και EEA/EFTA, 1995–2004 (πηγή:ECDC 2007, τροποποιημένο)
Στον πίνακα 4 παρατίθενται αναλυτικά για κάθε χώρα τα κρούσματα Βρουκέλλωσης για το διάστημα 1999 – 2004. Τα περισσότερα κρούσματα παρουσιάζονται στις Μεσογειακές χώρες, μεταξύ των οποίων και η Ελλάδα. Ωστόσο, παρατηρείται σημαντική μείωση των περιπτώσεων στις περισσότερες χώρες (ECDC 2007) .

	Χώρα/ Έτος
	1999
	2000
	2001
	2002
	2003
	2004

	Ισπανία
	1519
	1104
	924
	886
	596
	589

	Ιταλία
	1129
	801
	343
	820
	-
	398

	Πορτογαλία 
	686
	507
	40
	206
	139
	39

	Ελλάδα
	451
	334
	379
	327
	255
	223

	Γαλλία
	55
	43
	22
	36
	27
	21

	Γερμανία 
	55
	43
	22
	36
	27
	21

	Ιρλανδία
	19
	15
	14
	4
	5
	60

	Ηνωμένο Βασίλειο(OBF / ObmF*)
	17
	20
	27
	38
	24
	31

	Πολωνία
	3
	6
	3
	2
	4
	1

	Αυστρία  (OBF / ObmF)
	2
	2
	2
	4
	1
	1

	Σλοβακία
	2
	0
	0
	0
	1
	0

	Ουγγαρία 
	2
	1
	4
	0
	0
	0

	Σλοβενία
	1
	0
	1
	1
	1
	0

	Βέλγιο (OBF / ObmF)
	1
	0
	1
	1
	0
	8

	Δανία (OBF / ObmF)
	1
	1
	18
	16
	14
	4

	Λουξεμβούργο
	1
	0
	0
	1
	0
	0

	Ολλανδία (OBF/ ObmF)
	1
	3
	1
	5
	4
	8

	Εσθονία
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	Φινλανδία (OBF / ObmF)
	0
	0
	1
	0
	1
	1

	Κύπρος
	0
	1
	1
	7
	5
	1

	Τσεχία (OBF / ObmF)
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	Λετονία
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	Λιθουανία
	0
	0
	0
	0
	0
	1

	Μάλτα
	0
	0
	0
	1
	0
	0

	Σουηδία (OBF / ObmF)
	0
	1
	2
	5
	3
	3

	Συνολικά Ευρωπαϊκή Ένωση 
	3911
	2866
	1808
	2395
	1107
	1421

	Ισλανδία
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	Λιχνενστάιν
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Νορβηγία
	1
	1
	2
	3
	3
	2

	Συνολικά
	3912
	2867
	1810
	2398
	1110
	1423


Πίνακας 4: Κρούσματα Βρουκέλλωσης σε κάθε χώρα, 1999-2004
 (πηγή: ECDC 2007, τροποποιημένος)
Επίπτωση Βρουκέλλωσης για 28 Ευρωπαϊκές Χώρες μέλη EU and EEA/EFTA (2005)

Το 2005 αναφέρθηκαν 1429 περιπτώσεις Βρουκέλλωσης στον άνθρωπο στις 28 ευρωπαϊκές χώρες που συμμετείχαν στην 1η επιδημιολογική μελέτη του ECDC (2007) (πίνακας 5). Η συνολική επίπτωση ήταν 0,31 /100 000. Πιο αναλυτικά, η Πορτογαλία εμφάνιζε τη μεγαλύτερη επίπτωση (1,40/100000) και η Ελλάδα κατείχε την 8η θέση (0,04/100000).

	Χώρα
	Τύπος Αναφοράς*
	Επιβεβαιωμένες Περιπτώσεις
	Επίπτωση /100000

	Πορτογαλία
	Π
	147
	1,4

	Ιρλανδία
	Π
	53
	1,29

	Ιταλία
	Π
	678
	1,16

	Ισπανία
	Π
	314
	0,73

	Κύπρος
	Π
	2
	0,27

	Σουηδία
	Π
	14
	0,16

	Γαλλία
	Π
	35
	0,06

	Ελλάδα
	Π
	127
	0,04

	Γερμανία
	Π
	31
	0,04

	Ολλανδία
	Π
	5
	0,03

	Φινλανδία
	Π
	1
	0,02

	Αυστρία
	Π
	2
	0,02

	Βέλγιο
	Π
	2
	0,02

	Ηνωμένο Βασίλειο
	Π
	12
	0,02

	Ουγγαρία
	Π
	1
	0,01

	Τσεχία
	Π
	1
	0,01

	Πολωνία
	Π
	3
	0,01

	Δανία
	Π
	0
	0

	Εσθονία
	Π
	0
	0

	Λετονία
	Π
	0
	0

	Λιθουανία
	Π
	0
	0

	Λουξεμβούργο
	Π
	0
	0

	Μάλτα
	Π
	0
	0

	Σλοβακία
	Π
	0
	0

	Σλοβενία
	Π
	0
	0

	Ευρωπαϊκή Ένωση
	
	1428
	0,31

	Ισλανδία
	-
	-
	-

	Λιχνενστάιν
	-
	-
	-

	Νορβηγία
	Π
	1
	0,02

	Σύνολο
	
	1429
	0,31


*Π: Αναφορές Περιστατικών ,0: Κανένα Αναφερόμενο Περιστατικό, -: Δεν υπάρχει αναφορά                                                   
Πίνακας 5: Επίπτωση Βρουκέλλωσης στην Ευρώπη

(Πηγή: ECDC 2007,τροποποιημένος)

Κατανομή της επίπτωσης της Βρουκέλλωσης κατά ηλικία σε Ευρωπαϊκές Χώρες μέλη EU and EEA/EFTA , 2005

Με βάση την 1η επιδημιολογική μελέτη, η μεγαλύτερη επίπτωση Βρουκέλλωσης παρατηρείται στην ηλικιακή ομάδα 45-64 ετών (0,43/100000) και ακολουθεί η ηλικιακή ομάδα 25-44 ετών (0,39/100000) (ECDC 2007) (γράφημα 2).
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 * Αναφορές από τις ακόλουθες χώρες: Αυστρία, Κύπρος, Τσεχία, Γαλλία, Γερμανία, Ουγγαρία, Ιρλανδία, Ιταλία, Πολωνία, Πορτογαλία, Ισπανία και Σουηδία

Γράφημα 2: Κατανομή της επίπτωσης κατά ηλικία στην Ευρώπη, 2005
(Πηγή : ECDC 2007)

Κατανομή κατά φύλο σε Ευρωπαϊκές Χώρες μέλη EU and EEA/EFTA  (2005)
Με βάση την 1η επιδημιολογική μελέτη του E.C.D.C (2007), το ποσοστό των ανδρών με Βρουκέλλωση ήταν μεγαλύτερο του ποσοστού των γυναικών (αναλογία 1,7:1) (πίνακας 6). Σε ορισμένες όμως χώρες, όπως στη Γερμανία και στη Σουηδία, τα κρούσματα Βρουκέλλωσης ήταν περισσότερα στις γυναίκες.

	Χώρες
	Άνδρες
	Γυναίκες
	Άγνωστο
	Άνδρες
	Γυναίκες

	Αυστρία 
	2
	0
	0
	0,05
	0

	Βέλγιο
	0
	0
	2
	-
	-

	Γαλλία
	20
	15
	0
	0,07
	0,05

	Γερμανία
	13
	16
	2
	0,03
	0,04

	Δανία
	-
	-
	-
	-
	-

	Ελλάδα
	-
	-
	-
	-
	-

	Εσθονία
	0
	0
	0
	0
	0

	Ηνωμένο Βασίλειο
	0
	0
	12
	-
	-

	Ιρλανδία
	49
	4
	0
	2,39
	0,19

	Ισπανία
	153
	37
	6
	0,72
	0,17

	Ιταλία
	399
	279
	0
	1,41
	0,93

	Κύπρος
	2
	0
	0
	0,54
	0

	Λετονία
	0
	0
	0
	0
	0

	Λιθουανία
	0
	0
	0
	0
	0

	Λουξεμβούργο 
	0
	0
	0
	0
	0

	Μάλτα
	0
	0
	0
	0
	0

	Ολλανδία
	0
	0
	5
	-
	-

	Ουγγαρία
	1
	0
	0
	0,02
	0

	Πολωνία
	3
	0
	0
	0,02
	0

	Πορτογαλία
	80
	67
	0
	1,57
	1,23

	Σλοβακία
	-
	-
	0
	-
	-

	Σλοβενία
	0
	0
	0
	0
	0

	Σουηδία
	3
	9
	2
	0,07
	0,2

	Τσεχία
	0
	0
	1
	-
	-

	Φινλανδία
	0
	0
	1
	-
	-

	Ευρωπαϊκή Ένωση
	725
	427
	31
	0,33
	0,19

	Ισλανδία
	-
	-
	-
	-
	-

	Λιχνενστάιν
	
	
	
	 
	 

	Νορβηγία
	0
	1
	0
	0
	0,04

	Σύνολο
	725 (61%)
	428 (36%)
	31 (3%)
	0,33
	0,19


Πίνακας 6:Αριθμός (Ν) και επίπτωση κρουσμάτων Βρουκέλλωσης κατά Φύλο, 2005 (Πηγή : ECDC 2007)

Εποχικότητα Βρουκέλλωσης σε Ευρωπαϊκές Χώρες μέλη EU and EEA/EFTA (2005)

Το 2005, τα περισσότερα κρούσματα Βρουκέλλωσης αναφέρθηκαν τους θερινούς μήνες (στοιχεία από 16 Ευρωπαϊκές χώρες)(γράφημα 3). Συγκεκριμένα, το 40% των αναφερόμενων κρουσμάτων αφορούσαν το διάστημα Ιουνίου – Αυγούστου (ECDC 2007).   
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 *Αναφορές  Αυστρίας, Κύπρου, Βελγίου, Τσεχία, Φινλανδίας, Γαλλίας, Γερμανίας, Ουγγαρίας, Ιρλανδίας, Ιταλίας, Πολωνίας, Πορτογαλίας, Ισπανίας, Σουηδίας, Ηνωμένου Βασιλείου και Νορβηγίας)

Γράφημα 3:Κατανομή κρουσμάτων Βρουκέλλωσης κατά μήνα, 2005,

(n= 448)  (Πηγή: ECDC 2007)
1.8.3 Η Βρουκέλλωση στην Ελλάδα

Η Ελλάδα είναι μια χώρα ενδημική της Βρουκέλλωσης. Η νόσος ανήκει στα υποχρεωτικώς δηλούμενα νοσήματα που συστηματικά καταγράφονται και επιτηρούνται. Από το 1998 η συστηματική επιτήρηση της νόσου στον άνθρωπο έχει ανατεθεί στο τμήμα Επιδημιολογικής Επιτήρησης και Παρέμβασης στο ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ (Κέντρο Έλεγχου και Πρόληψης Νοσημάτων). Ένα σημαντικό πρόβλημα που εξακολουθεί να υπάρχει στη χώρα μας, όπως και σε άλλες χώρες, είναι το μεγάλο ποσοστό υποδήλωσης (Μπίκας 2003). Ο αριθμός των ατόμων με Βρουκέλλωση παρουσιάζει πτωτική τάση ιδιαίτερα μετά το 2005 (ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ 2008) (γράφημα 4).Το 2005, η Ελλάδα εμφάνιζε την 8η μεγαλύτερη επίπτωση της νόσου σε 28 Ευρωπαϊκές χώρες που συμμετείχαν στην 1η επιδημιολογική μελέτη του E.C.D.C. (2007). 
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Γράφημα 4: Συνολικός αριθμός κρουσμάτων Βρουκέλλωσης στην Ελλάδα, Έτη 1998- 2008  (πηγή ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ 2008)

Κατά φύλο κατανομή της Βρουκέλλωσης στην Ελλάδα ,έτη 1998 -2008

Στην Ελλάδα, οι άνδρες φαίνεται να εμφανίζουν σχεδόν διπλάσιο αριθμό κρουσμάτων Βρουκέλλωσης σε σχέση με τις γυναίκες (πίνακας 7).  Ωστόσο, εξακολουθούσε μέχρι το 2006 να υπάρχει ένας μεγάλος αριθμός δηλώσεων όπου δεν αναγράφονταν το φύλο. 

	Έτη
	Σύνολο
	Άνδρες


	Γυναίκες


	Άγνωστο
	Αναλογία ανδρών/ γυναικών

	
	Ν
	%
	Ν
	%
	Ν
	Ν
	

	1998
	419
	62,30
	261
	24
	102
	56
	2,6/1

	1999
	537
	50,65
	272
	25,14
	135
	130
	2,01 /1

	2000
	548
	62,22
	341
	24,82
	136
	71
	2,5/1

	2001
	405
	62,92
	255
	28,88
	117
	33
	2,2/1

	2002
	331
	57,70
	191
	26,59
	88
	52
	2,17/1

	2003
	239
	62,76
	150
	29,29
	70
	19
	2,14/1

	2004
	233
	65,24
	152
	28,33
	66
	15
	2,3/1

	2005
	337
	59,94
	202
	29,08
	98
	37
	2,06/1

	2006
	284
	64,44
	183
	23,60
	67
	34
	2,73/1

	2007
	153
	67,32
	103
	32,68
	50
	
	2,06/1

	2008 Μάιος
	137
	62,77
	86
	37,23
	51
	
	1,68/1

	Σύνολο
	3623
	
	2196
	
	980
	
	2,24/1


Πίνακας 7: Κρούσματα Βρουκέλλωσης κατά φύλο (n & %), σύνολο χώρας, 1998- 2008 (πηγή:  Κ.Ε.ΕΛ.Π.Ν.Ο 2008)
Κατά ηλικία κατανομή της Βρουκέλλωσης στην Ελλάδα, έτη 1998– 2008 
Με βάση τα επίσημα στοιχεία του ΚΕ.Ε.Λ.Π.ΝΟ (2008), όλες οι ηλικιακές ομάδες μπορούν να προσβληθούν από Βρουκέλλωσης. Ωστόσο οι περισσότερες περιπτώσεις αφορούν τις ηλικιακές ομάδες 25– 45 ετών και 45 - 64 ετών (πίνακας 8 και γράφημα 5). 
	Ηλικιακή ομάδα
	1998
	1999
	2000
	2001
	2002
	2003
	2004
	2005
	2006
	2007
	Μαϊ-08

	0-4
	5
	8
	8
	2
	3
	5
	4
	6
	1
	6
	3

	5 -14
	30
	27
	37
	30
	21
	18
	19
	28
	15
	18
	11

	15-24
	46
	59
	50
	51
	44
	27
	19
	31
	38
	9
	19

	25-44
	86
	91
	143
	102
	70
	56
	55
	83
	71
	48
	43

	45-64
	108
	121
	138
	126
	89
	59
	51
	81
	60
	46
	41

	65+
	60
	79
	89
	63
	51
	46
	49
	55
	51
	23
	20

	άγνωστη
	84
	152
	83
	31
	53
	28
	36
	53
	48
	3
	


Πίνακας 8: Κρούσματα Βρουκέλλωσης, ηλικία, σύνολο χώρας, 1998-2008
(Πηγή: ΚΕ.Ε.Λ.Π.ΝΟ 2008)
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Γράφημα 5:  Κατανομή  κρουσμάτων Βρουκέλλωσης κατά ηλικία,

σύνολο χώρας, έτος 2007 (πηγή: ΚΕ.Ε.Λ.Π.ΝΟ 2008)

1.9 Κλινική Συμπτωματολογία Ανθρώπινης Βρουκέλλωσης 
Η Βρουκέλλωση δεν προκαλεί χαρακτηριστική κλινική εικόνα ούτε στον άνθρωπο ούτε στα ζώα. Μάλιστα το φάσμα των κλινικών εκδηλώσεων της νόσου είναι ευρύτατο και μπορεί να παρατηρηθεί συμπτωματολογία από όλα τα συστήματα. Η νόσος χαρακτηρίζεται από πυρετό ποικίλης διάρκειας και ύψους, και συνοδεύεται από μία σειρά συμπτωμάτων (πίνακας 9) που μπορεί να επιμείνουν για εβδομάδες ή μήνες αν δεν ακολουθηθεί η κατάλληλη θεραπευτική αγωγή (WHO 2006). Τα τυπικά σημεία είναι ελάχιστα. Συνήθως παρατηρείται σπληνομεγαλία, ηπατομεγαλία και/ή αύξηση του μεγέθους των λεμφαδένων χωρίς να αποκλείεται και η εμφάνιση σημείων από οποιοδήποτε άλλο όργανο. 

	Συμπτώματα και σημεία βακτηριαιμικής βρουκέλλωσης από B. melitensis

	Πυρετός

	Εφίδρωση

	Κεφαλαλγία 

	Αρθραλγίες

	Μυαλγίες

	Αδυναμία

	Ανορεξία 

	Απώλεια Βάρους  

	Αρθρίτιδα

	Δυσκοιλιότητα

	Διάρροια

	Έμετοι 

	Σπληνομεγαλία

	Ηπατομεγαλία

	

	Επίσταξη


Πίνακας 9: Συμπτώματα και σημεία βακτηριαιμικής βρουκέλλωσης από B. melitensis (πηγή: Παπαδογιαννάκης 2007)
Στη βιβλιογραφία έχουν αναφερθεί διάφορες μορφές της νόσου. Οι συχνότερα αναφερόμενες μορφές είναι η οξεία, η χρόνια και η ασυμπτωματική ή υποκλινική μορφή. Χρησιμοποιείται επίσης και ο όρος «εντοπισμένη» Βρουκέλλωση (localized Brucellosis) για να περιγράψει την περίπτωση κατά την οποία τα συμπτώματα σχετίζονται αποκλειστικά με ένα όργανο (WHO 2006).

Οξεία Βρουκέλλωση
 Η νόσος είναι οξεία σχεδόν στο 50% των περιπτώσεων με χρόνο επώασης 2 με 3 εβδομάδες. Στις υπόλοιπες περιπτώσεις, η έναρξη της νόσου είναι λανθάνουσα, με σημεία και συμπτώματα που αναπτύσσονται σε μια περίοδο εβδομάδων ή μηνών μετά την είσοδο του μικροοργανισμού (WHO 2006). Κατά την οξεία φάση δεν εμφανίζεται χαρακτηριστική κλινική εικόνα. Οι ασθενείς συνήθως αισθάνονται καλύτερα τις πρωινές ώρες ενώ τα συμπτώματα χειροτερεύουν κατά τη διάρκεια της ημέρας. Αναφέρεται έντονη επιθυμία κατάκλισης και κατάθλιψη. Αν δεν υπάρξει αγωγή, ο πυρετό εμφανίζει εξάρσεις και υφέσεις για πολλές ημέρες (κυματοειδής πυρετός) . Η οξεία φάση μπορεί προοδευτικά να εξελιχθεί ή σε χρόνια νόσο που χαρακτηρίζεται από υποτροπές και ανάπτυξη επίμονης εντοπισμένης λοίμωξης ή σε μη καθορισμένο σύνδρομο που ομοιάζει με  το «σύνδρομο χρόνιας κόπωσης» (WHO 2006).

Υποκλινική ή Ασυμπτωματική Βρουκέλλωση
Στην υποκλινική ή ασυμπτωματική μορφή, το άτομο δεν εμφανίζει συμπτώματα παρά μόνο αυξημένο τίτλο αντισωμάτων στον ορό του αίματος. H ασυμπτωματική μορφή είναι συχνότερη σε άτομα που έρχονται σε συστηματική επαφή με ζώα (κυρίως λόγω επαγγέλματος) ή καταναλώνουν συστηματικά ζωικά προϊόντα που δεν πληρούν τα απαιτούμενα υγειονομικά μέτρα (WHO 2006).
Χρόνια Βρουκέλλωση
Στη διεθνή βιβλιογραφία ο όρος χρόνια Βρουκέλλωση δεν είναι κοινά αποδεκτός. Οι περισσότεροι συγγραφείς χρησιμοποιούν τον όρο αυτό για ασθενείς των οποίων τα κλινικά συμπτώματα επιμένουν για διάστημα μεγαλύτερο ή ίσο των 12 μηνών. Με βάση αυτό το κριτήριο οι ασθενείς με χρόνια Βρουκέλλωση κατηγοριοποιούνται σε ασθενείς με : 1) υποτροπιάζουσα (relapse), 2) χρόνια εντοπισμένη (Chronic localized infection) και 3) καθυστερημένης ανάρρωσης (delayed convalescence)  λοίμωξη (WHO 2006).

 Υποτροπιάζουσα Βρουκέλλωση 
Η υποτροπιάζουσα (relapse) Βρουκέλλωση ορίζεται ως η μορφή κατά την οποία επανεμφανίζονται τα κύρια συμπτώματα και σημεία της νόσου (με ή χωρίς θετική καλλιέργεια) αφού έχει ολοκληρωθεί το θεραπευτικό σχήμα. Οι ασθενείς με υποτροπιάζουσα μορφή της νόσου παρουσιάζουν χαρακτηριστικά αντικειμενικά ευρήματα λοίμωξης, όπως πυρετό και επίμονα υψηλά επίπεδα IgG αντισωμάτων στον ορό. Οι περισσότερες υποτροπές συμβαίνουν σε διάστημα 6 μηνών μετά τη διακοπή της θεραπείας. Η υποτροπή δεν είναι συνήθως αποτέλεσμα επανεμφάνισης ανθεκτικών στελεχών σε αντιβιοτικά, παρόλο που έχουν αναφερθεί τέτοιες περιπτώσεις μετά από θεραπεία μόνο με rifampicin ή streptomycin. Η θεραπεία των υποτροπών γίνεται με επανάληψη της ίδιας φαρμακευτικής αγωγής (WHO 2006).

Χρόνια Εντοπισμένη Βρουκέλλωση
Ο όρος αυτός χρησιμοποιείται για περιγράψει την κατάσταση κατά την οποία επανεμφανίζονται συμπτώματα ή σημεία (με ή χωρίς θετική καλλιέργεια του μικροοργανισμού στο αίμα) εξαιτίας αδυναμίας περιορισμού μιας μεγάλης εστίας λοίμωξης, όπως μεγάλων αποστημάτων στους ιστούς. Οι ασθενείς με εντοπισμένη λοίμωξη έχουν επίσης αντικειμενικά σημεία όπως ο πυρετό και επίμονα αυξημένα επίπεδα των IgG αντισωμάτων. Η χρόνια εντοπισμένη Βρουκέλλωση μπορεί να χρειαστεί χειρουργική παρέμβαση για να περιοριστεί η εστία της λοίμωξης σε συνδυασμό με αντιμικροβιακή φαρμακευτική αγωγή (WHO 2006).
Βρουκέλλωση Καθυστερημένης Ανάρρωσης 

(Delayed Convalescence) 

Ο όρος αυτός αναφέρεται στην περίπτωση κατά την οποία τα συμπτώματα εμμένουν χωρίς να υπάρχουν αντικειμενικά σημεία λοίμωξης σε ασθενείς που έχουν ολοκληρώσει κάποιο θεραπευτικό σχήμα και στους οποίους οι τίτλοι των αντισωμάτων έχουν μειωθεί ή μηδενιστεί. Η αιτιολογία της νόσου είναι άγνωστη. Ωστόσο ψυχολογικές μελέτες δείχνουν αυξημένη επίπτωση διαταραχών προσωπικότητας σε ασθενείς με Βρουκέλλωση Καθυστερημένης Ανάρρωσης που τις περισσότερες φορές προϋπάρχουν της νόσου. Επιπλέον, οι ασθενείς αυτοί δεν φαίνεται να ωφελούνται από διάφορα σχήματα αντιμικροβιακής θεραπείας (WHO 2006). 

1.10 Επιπλοκές 

Οστεοαρθριτικές επιπλοκές 

Οι κλινικές εκδηλώσεις από τα οστά και τις αρθρώσεις είναι οι πιο συχνές επιπλοκές της Βρουκέλλωσης και ανευρίσκονται σε ποσοστό υψηλότερο του 40% των περιπτώσεων. Με τις οστεοαρθριτικές επιπλοκές της Βρουκέλλωσης θα ασχοληθούμε ιδιαίτερα στο 3ο κεφάλαιο. 

Νευρολογικές Επιπλοκές   

Ο όρος “Neurobrucellosis” αναφέρεται σε μια σειρά νευρολογικών επιπλοκών που οφείλονται σε Βρουκέλλα. Άμεση προσβολή του κεντρικού νευρικού συστήματος (Κ.Ν.Σ.) συμβαίνει στο 5% των περιπτώσεων Br.melitensis. Μηνιγγίτιδα και μηνιγγοεγκεφαλίτιδα είναι οι πιο συχνές νευρολογικές διαταραχές. Η μηνιγγίτιδα από Brucella μπορεί να είναι οξεία ή χρόνια (πίνακας 10). Στις περισσότερες περιπτώσεις  εμφανίζεται στην πορεία της νόσου (WHO 2006). 

	Νευρολογικές Επιπλοκές

	Επιπλοκές Κεντρικού τύπου
	Επιπλοκές Περιφερικού τύπου

	μηνιγγίτιδα
	νευροπάθεια

	μηνιγγοεγκεφαλίτιδα
	ριζίτιδα

	παρεγκεφαλιδική αγγεϊίτιδα
	σύνδρομο Guillain-Barre

	παρεγκεφαλιδική αταξία
	πολυομυελιτιδικά σύνδρομα

	έμφρακτα,
	αποτιτανώσεις βασικών γαγγλίων

	ανευρίσματα,
	

	αποστήματα,
	

	αιμορραγίες εγκεφάλου και επισκληρίδιου χώρου
	


Πίνακας 10: Νευρολογικές Επιπλοκές Βρουκέλλωσης
(πηγή: WHO 2006)
Επιπλοκές από άλλα συστήματα 

Η ανθρώπινη Βρουκέλλωση προσβάλλει και άλλα συστήματα μεταξύ των οποίων το γαστρεντερικό, το αναπνευστικό, το καρδιαγγειακό, το ουροποιητικό σύστημα, το δέρμα, το ήπαρ και τους οφθαλμούς προκαλώντας ένα ευρύ φάσμα επιπλοκών (WHO 2006).  Οι κυριότερες επιπλοκές από τα συστήματα αυτά παρουσιάζονται στους πίνακες  11 και 12. 
	Γαστρεντερικές
	Αναπνευστικού Συστήματος
	Ουροποιητικού Συστήματος

	Ναυτία
	Πυλαία λεμφαδενοπάθεια
	Ορχίτιδα (συχνή)

	Έμετο
	Παρατροχίλια λεμφαδενοπάθεια
	Επιδιδυμίτιδα (συχνή)

	Κοιλιακό άλγος
	Δίαμεση πνευμονία
	Προσβολή των νεφρών (σπάνια)

	Κολίτιδα
	Βρογχοπνευμονία
	Αποστημάτων στη λεκάνη (σπάνια)

	Ειλεΐτιδα
	Πνευμονικά Οζίδια
	Σαλπιγγίτιδα (σπάνια)

	Αυτόματη βακτηριδιακή περιτονίτιδα
	Επίδρωμα υπεζωκότα (Υδροθώρακας)
	

	
	Διήθηση υγρών
	

	
	Εμπύημα
	


Πίνακας 11: Κυριότερες επιπλοκές γαστρεντερικού, αναπνευστικού και ουροποιητικού συστήματος (πηγή: WHO 2006)
Από τις σοβαρότερες επιπλοκές είναι οι καρδιαγγειακές καθώς μπορεί να οδηγήσουν σε θάνατο. Η κυριότερη καρδιαγγειακή επιπλοκή από βρουκέλλα και η συνήθης αιτία θανάτου είναι η μολυσματική ενδοκαρδίτιδα (2%). Όσον αφορά τις ηπατοχολικές επιπλοκές, αξίζει να σημειωθεί ότι το ήπαρ προσβάλλεται συχνά στη Βρουκέλλωση παρόλο που οι ηπατικές δοκιμασίες μπορεί να είναι φυσιολογικές ή ήπια ανεβασμένες (WHO 2006).
	Δερματικές 
	Οφθαλμικές 
	Καρδιαγγειακές 

	Εξανθήματα
	Ραγοειδίτιδα
	Μολυσματική ενδοκαρδίτιδα

(συνήθης αιτία θανάτου)

	Οζίδια
	Χρόνια ιριδοκυκλίτιδα
	Ανεύρυσμα του κοιλώματος του κόλπου Valsalva

	Βλατίδες
	«Νομισματοτοειδής» κερατίτιδα
	Μυκοτικό ανεύρισμα μέσης σπονδυλικής αρτηρίας

	Ερυθηματώδη οζίδια
	Πολυεστιακή χοριοειδίτιδα
	

	Πετέχειες
	Οπτική νευρίτιδα
	

	Πορφύρα
	
	

	Δερματικά έλκη
	
	

	Αποστήματα
	
	

	Διαπυητική λεμφαγγειίτιδα
	
	


Πίνακας 12: Δερματικές, Οφθαλμικές και Καρδιαγγειακές Επιπλοκές Βρουκέλλωσης (πηγή : WHO 2006)
Εμφάνιση Βρουκέλλωσης κατά την εγκυμοσύνη και το θηλασμό

Η Βρουκέλλωση κατά τη διάρκεια εγκυμοσύνης εμπεριέχει τον κίνδυνο αυτόματης αποβολής ή ενδομήτριας μετάδοσης στο έμβρυο. Συγκεκριμένα, βακτηριαιμία από βρουκέλλα μπορεί να οδηγήσει σε αποβολή ιδιαίτερα στα πρώτα τρίμηνα. Ωστόσο, η έγκαιρη διάγνωση και η θεραπεία μπορεί να είναι σωτήρια για το έμβρυο. Κατά τη διάρκεια θηλασμού έχουν αναφερθεί πολύ λίγες περιπτώσεις μετάδοσης από τη μητέρα στο βρέφος που θηλάζει (WHO 2006).  
Βρουκέλλωση στα παιδιά
Παλαιότερα θεωρούνταν σπάνια η εμφάνιση Βρουκέλλωσης σε παιδιά. Σήμερα, η νόσος έχει αποδειχθεί ότι μπορεί να προσβάλλει άτομα κάθε ηλικίας ,ιδιαίτερα σε ενδημικές περιοχές. Η πορεία της λοίμωξης  και η συχνότητα των συμπτωμάτων στα παιδιά είναι παρόμοια με των ενηλίκων (WHO 2006).  
1.11 Διάγνωση Ανθρώπινης Βρουκέλλωσης 

 1.11.1 Κλινική διάγνωση

Η διάγνωση της ανθρώπινης Βρουκέλλωσης δεν μπορεί να στηριχθεί αποκλειστικά στα κλινικά ευρήματα εξαιτίας του εύρους των κλινικών εκδηλώσεων της νόσου. Η σωστή και λεπτομερής λήψη ιστορικού (Εικόνα 4) σε εμπύρετα άτομα που ζουν ή έχουν πρόσφατα ταξιδέψει σε ενδημικές περιοχές της νόσου θεωρείται σημαντικό στοιχείο για να τεθεί η υποψία της διάγνωσης. Ο προσεκτικός κλινικός έλεγχος θα μπορούσε να συνδυαστεί με γρήγορες, screening δοκιμασίες, όπως η Rose-Begal για να αποφευχθεί η καθυστέρηση της διάγνωσης. Ωστόσο για την  διάγνωση της Βρουκέλλωσης στον άνθρωπο έχουν θεσπιστεί κλινικά και εργαστηριακά κριτήρια (Evidence), η ύπαρξη των οποίων ενισχύει την επιβεβαίωση της διάγνωσης (WHO 2006)  (πίνακας 13). Τα κλινικά σημεία σε συνδυασμό με τα εργαστηριακά ευρήματα αποτελούν τη βάση της διάγνωσης της ανθρώπινης Βρουκέλλωσης. Στην εικόνα 4 απεικονίζεται σχηματικά η κλινική και η εργαστηριακή διάγνωσης της ανθρώπινης Βρουκέλλωσης (Alton & Forsyth  2002) 
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Εικόνα 4: Ιστορικό & Κλινική Εξέταση Ασθενών με υποψία Βρουκέλλωσης 
(πηγή:  Alton and Forsyth 1996,τροποιημένο)

Κλινικά και εργαστηριακά Κριτήρια (Evidence) απαραίτητα για τη διάγνωση 
Η Βρουκέλλωση πάντα οφείλεται σε προσβολή του οργανισμού από βακτηρίδιο του γένους Brucella και η διάγνωση πρέπει να επιβεβαιώνεται με εργαστηριακό έλεγχο που υποδεικνύει την ύπαρξη του μικροοργανισμού ή την ύπαρξη ειδικών αντισωμάτων έναντι του μικροοργανισμού (WHO 2006). Για τη διάγνωση της Βρουκέλλωσης στον άνθρωπο έχουν θεσπιστεί από τον Π.Ο.Υ. (2006) τα ακόλουθα κριτήρια – αποδείξεις (πίνακας 13): 
	Κλινικά & Εργαστηριακά Κριτήρια

	Ιστορικό: 

  1)πρόσφατη έκθεση σε γνωστή ή πιθανή πηγή του γένους  Brucella spp. Ως πηγές θεωρούνται κοινά είδη ξενιστών, κυρίως βοοειδή, αιγοπρόβατα, χοίροι, καμήλες, σκύλους, βουβάλια ή yaks

	  2) κατανάλωση φρέσκου ή μη παστεριωμένου γάλακτος ή προϊόντων γάλακτος, και 

	  3) πιο σπάνια κατανάλωση κρέατος και εντοσθίων προερχόμενων από κάποιον από τους προαναφερθέντες ξενιστές. 

	  4) κίνδυνος μόλυνσης από το περιβάλλον θεωρείται πιθανός σε περίπτωση υψηλής μολυσματικής ικανότητας και ανθεκτικότητας του μικροοργανισμού (αν και σχεδόν πάντοτε είναι δύσκολο να αποδειχθεί αυτή η περίπτωση). 

	  5) Η επαγγελματική έκθεση και/ ή η παραμονή σε μια ενδημική περιοχή για τη νόσο, μπορεί να αυξήσει την πιθανότητα επιβεβαίωσης της διάγνωσης της νόσου. (WHO 2006)



	• Εργαστηριακά κριτήρια για τη διάγνωση

	1. Απομόνωση είδους Brucella spp. από κλινικό δείγμα (WHO 2006)

	2. Ανίχνευση με αξιόπιστη μέθοδο αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης

	3.  (PCR -polymerase chain reaction) του γενετικού υλικού της Brucella σε δείγμα αίματος ή άλλου ιστού (WHO 2006)

	4. Ανίχνευση αντισωμάτων Brucella από το αίμα ή δείγμα άλλου ιστού με αξιόπιστη ορολογική μέθοδο (WHO 2006)

	5. Ανίχνευση αυξημένου τίτλου αντισωμάτων σε οποιαδήποτε ορολογική μέθοδο ανίχνευσης της  brucellosis όταν υπάρχει απουσία έκθεσης σε  οποιαδήποτε γνωστή πηγή  «cross-reacting» αντιγόνων (WHO 2006).

	6. Ανίχνευση «εμμένοντα» (sustained) αυξημένου τίτλου αντισωμάτων IgG σε δοκιμασία συγκόλλησης (agglutination),σύνδεσης συμπληρώματος (complement fixation) ή ανοσοενζυμικές μεθόδους ELISA με τυποποιημένα  (standardized) αντιγόνα (WHO 2006) .

	7. Τίτλος αντισωμάτων στη συγκολλητινοαντίδραση π.χ. SAT (Standard Tube Αgglutination Τest), αντίδραση Wright ≥ 160, σε ένα ή περισσότερα δείγματα που ελήφθησαν μετά την εκδήλωση των συμπτωμάτων (WHO 2006).

	8.  ELISA (IgA, IgG, IgM), 2-Mercaptoethanol test, σύνδεση συμπληρώματος, (CFT), έμμεση Coombs, Fluorescent Antibody Test (FAT) και ραδιοανοσοενζυμική μέθοδος για την ανίχνευση αντιλιποπολυσακχαριδικών αντισωμάτων και ανοσοηλεκτροφόρηση (CIEP)                           


Πίνακας 13:  Κλινικά & Εργαστηριακά Κριτήρια για τη διάγνωση της Βρουκέλλωσης (Πηγή : WHO 2006)

1.11.2 Εργαστηριακή Διάγνωση 

Καλλιέργειες

Η οριστικοποίηση της διάγνωσης γίνεται με απομόνωση και ταυτοποίηση της Brucella από καλλιέργειες κλινικών δειγμάτων του ασθενούς (Μέθοδος αναφοράς) (Εικόνα 5). Η απομόνωση είναι χρήσιμη για επιδημιολογικούς σκοπούς και για τον έλεγχο του εμβολιαστικού προγράμματος των ζώων. Η Βρουκέλλα μπορεί να απομονωθεί από το εγκεφαλονωτιαίο υγρό, το μυελό των οστών, λύσεις στο δέρμα, το ήπαρ, τους λεμφαδένες κ.α. (WHO 2006). Παρόλα αυτά ως μέθοδος εκλογής θεωρείται η καλλιέργεια αίματος (WHO  2006, Zerva  2001).

Έχει αναφερθεί ότι η συγκέντρωση και η λύση του λευκοκυτταρικού κλάσματος πριν την καλλιέργεια διευκολύνει το βαθμό απομόνωσης του μικροοργανισμού. Η διφασική μέθοδος Casteneda συστήνεται ως η πιο ενδεδειγμένη τεχνική καλλιέργειας για τη διάγνωση της Βρουκέλλας. Στη μέθοδο αυτή χρησιμοποιείται και το στερεό και το υγρό μέσο (WHO 2006). 

Οι νεότερες ημιαυτόματες μέθοδοι (BACTEC 9204 & BAC/Alert) συντόμευσαν αισθητά το χρόνο ανίχνευσης. Η βρουκέλλα μπορεί να ανιχνευθεί με τις τεχνικές αυτές από την 3η ημέρα επώασης. Παρόλα αυτά, υπάρχουν λίγες δημοσιεύσεις που να επιτρέπουν τη σύγκριση των παραδοσιακών μεθόδων με τις σύγχρονες μεθόδους καλλιέργειας. Θα πρέπει να επισημανθεί ότι παλαιότερα ημιαυτόματα συστήματα  (BACTEC ΝR 730) απέτυχαν να ανιχνεύσουν ένα σημαντικό αριθμό δειγμάτων που ανεβρέθηκαν θετικά με τα παραδοσιακά συστήματα καλλιέργειας (WHO 2006). 

Τέλος, θα πρέπει να επισημανθεί ότι οι καλλιέργειες δεν χρησιμοποιούνται τόσο συχνά στην καθημερινή πράξη κυρίως γιατί εμφανίζουν ένα υψηλό ποσοστό ψευδώς αρνητικώς αποτελεσμάτων, ιδιαίτερα σε οξείες λοιμώξεις (WHO 2006). H ευαισθησία κυμαίνεται από 50 με 90 % και εξαρτάται από το στάδιο της νόσου, το είδος της Brucella, το καλλιεργητικό μέσο, την ποσότητα του βακτηριδίου που κυκλοφορεί καθώς και τη μέθοδο καλλιέργειας που χρησιμοποιείται (Zerva 2001).
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Εικόνα 5: Καλλιέργεια Brucella στο εργαστήριο 
(πηγή: WHO 2006)
PCR (Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης)

Για την προκαταρτική ανίχνευση των στελεχών της βρουκέλλας σε επίπεδο γένους μπορεί να πραγματοποιηθεί εναλλακτικά αν υπάρχει, μια αξιόπιστη μέθοδος μοριακής ανίχνευσης, όπως η αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) με εκκινητές (primers) για ειδικές ακολουθίες του γένους  IS 711 ή IS650 ,ή ακολουθίες του γένους 16S-23SrRNA, BCPS31 και omp 2a (Zerva et al. 2001, WHO 2006). Το στέλεχος που απομονώνεται με τη μέθοδο αυτή πρέπει να μεταφέρεται σε εργαστήριο αναφοράς για την ακριβή αναγνώριση των ειδών και των βιοτύπων, παρέχοντας έτσι πολύτιμα επιδημιολογικά δεδομένα. 

Αν και τα τελευταία χρόνια έχουν χρησιμοποιηθεί μοριακές μέθοδοι ανίχνευσης μικροοργανισμών βρουκέλλας στο αίμα, ο Π.Ο.Υ. (2006) θεωρεί  ότι χρειάζεται περισσότερη εμπειρία προτού αντικατασταθούν οι κλασικές μέθοδοι καλλιέργειας αίματος. Συγκεκριμένα, απαιτείται αξιολόγηση της ειδικότητας, της ευαισθησίας και της επαναληψιμότητας των μεθόδων καθώς και η θέσπιση ειδικών κριτήριων αποφυγής εργαστηριακής μόλυνσης από δείγματα με βακτηριδιακό DNA ή ενισχυμένα αντίγραφα (amplified replicons) στο εργαστήριο (WHO 2006).

Ορολογική Διάγνωση
Η ορολογική διάγνωση θεωρείται η πιο κοινά αποδεκτή διαγνωστική προσέγγιση της ανθρώπινης Βρουκέλλωσης. Μάλιστα υπάρχουν αρκετές ορολογικές μέθοδοι που χρησιμοποιούνται. Οι μέθοδοι που προτείνονται από τον Π.Ο.Υ. (2006) είναι οι ακόλουθες: 

α) Rose Bengal plate test (RBT),
β) Δοκιμασία συγκόλλησης (agglutination), 

γ)Συγκολλητινοαντίδραση με 2-μερκαπτοαιθανόλη (2-Mercaptoethanol test) ή DTT  (WHO, 2006.Basappa G et al., 2003)
δ) Δοκιμή σύνδεσης συμπληρώματος (complement fixation, CFT). Η μέθοδος  χρησιμοποιείται κυρίως για την ανίχνευση IgG και IgA αντισωμάτων σε χρόνιες ή υποκλινικές λοιμώξεις (WHO 2006).
ε) Ανοσοενζυμικές μεθόδους ELISA με τυποποιημένα (standardized) αντιγόνα. Διάφορες παραλλαγές της μεθόδου έμμεσης ELISA έχουν περιγραφεί. Οι τεχνικές χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση χωριστά  IgG, IgM και IgA αντισωμάτων, έναντι LPS ή  κυτταροπλασματικών πρωτεϊνών. Ο Π.Ο.Υ. (2006) προτείνει να χρησιμοποιούνται μόνο εκείνες οι εμπορικές δοκιμές που χρησιμοποιούν B. abortus ή B. melitensis s-LPS. 

στ) Δοκιμή αντιανθρώπινης σφαιρίνης (έμμεση Coombs)
Με τη μέθοδο ανιχνεύονται IgG και IgA (WHO 2006).

Ο Π.Ο.Υ (2006) προτείνει για την ορθή ορολογική διάγνωση της ανθρώπινης Βρουκέλλωσης να χρησιμοποιούνται ολικά κύτταρα στη φάση S. Για τη διάγνωση της ανθρώπινης Βρουκέλλωσης χρησιμοποιούνται και συνδυασμοί των ανωτέρω ορολογικών μεθόδων όπως SAT και Coombs με σκοπό να αξιολογηθεί το στάδιο  της νόσου. Παρόλα αυτά οι δοκιμές ELISA με σύζευξη κατάλληλων IgM, IgG και S-LPS, θεωρούνται ικανές να αντικαταστήσουν τις καθιερωμένες μεθόδους εφόσον ολοκληρωθεί η τυποποίηση και η εγκυρότητά τους (Εικόνα 6). Οι υπόλοιπές μέθοδοι μπορεί να είναι χρήσιμες αλλά είναι λιγότερο ειδικές και δεν έχουν αξιολογηθεί πλήρως (WHO 2006). 
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Εικόνα 6: Έμμεση ELISA
(πηγή WHO 2006)

Η διαγνωστική σημασία των αντιγόνων και των ανοσοσφαιρινών 

 Τα αντιγόνα Brucella που κυρία χρησιμοποιούνται για τη διάγνωση της ανθρώπινης Βρουκέλλωσης είναι ο λιποπολυσακχαρίτης (Smooth Lipopolysaccharide,S-LPS) της εξωτερικής κυτταρικής μεμβράνης και οι εσωτερικές πρωτεΐνες του κυτταροπλάσματος. Η επιφάνεια της βρουκέλλας, όπως και των άλλων Gram αρνητικών βακτηριδίων, είναι μια εξωτερική μεμβράνη που περιέχει S-LPS και είναι εκτεθειμένη στο περιβάλλον. Ο λιποπολυσακχαρίτης είναι το κυρίαρχο ανοσολογικά αντιγόνο. Ωστόσο είναι και μόριο που φέρει κοινούς αντιγονικά επίτοπους με άλλα αρνητικά κατά Gram μικρόβια (όπως Vibrio cholerae, Francisella tularensis, Yersinia enterocolitica 0:9, Escherichia coli 0: 157 Salmonella urbana 0:30 κ.α.), με τα οποία μπορεί να προκληθεί διασταυρούμενη αντίδραση (WHO 2006). 

Για την ανίχνευση αντισωμάτων των S-LPS μπορεί να εφαρμοστεί η δοκιμασία συγκόλλησης ορού (SAT, serum agglutination test) ή παραλλαγές της μεθόδου σε μικροαραιώσεις που χρησιμοποιούν ολικά κύτταρα που έχουν νεκρωθεί με διεργασίες θέρμανσης και φαινόλης. Η ανίχνευσή των αντισωμάτων έναντι των S-LPS  μπορεί επίσης να γίνει και με άλλες δοκιμασίες όπως η ELISA. Καθώς οι S-LPS είναι τα ανοσολογικά κυρίαρχα αντιγόνα, αντισώματα των πρωτεϊνών ανιχνεύονται με προπαρασκευάσματα S-LPS ελεύθερων πρωτεϊνών του κυτταροπλάσματος. Αξίζει να σημειωθεί ότι ποτέ δεν έχει αναφερθεί διασταυρούμενη αντίδραση του ορού με τις πρωτεΐνες αυτές, παρόλο που είναι πιθανή η διασταυρούμενη αντίδραση με άλλα βακτηρία που εμφανίζουν γενετική ομοιογένεια με τη βρουκέλλα (όπως το Ochrobactrum). Έτσι, αυτές οι πρωτεΐνες μπορεί να χρησιμοποιηθούν για το διαχωρισμό μολύνσεων που οφείλονται σε βρουκέλλα από μολύνσεις προκαλούμενες από άλλα βακτήρια που προκαλούν διασταυρούμενη αντίδραση σε επίπεδο S-LPS (WHO 2006).  

Κατά την αρχική φάση της ανθρώπινης Βρουκέλλλωσης εμφανίζονται τα IgM αντισώματα ενώ τα IgG εμφανίζονται αργότερα. Η ELISA με S-LPS μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τη μέτρηση της εξέλιξης των ανοσοσφαιρινών που ακολουθούν τη μόλυνση και την περίοδο μετά τη θεραπευτική αγωγή. Έχει αναφερθεί μάλιστα καλή συσχέτιση μεταξύ ELISA-IgM και τίτλου συγκόλλησης ορού. Τα IgG αντισώματα μπορούν να υπολογιστούν αν στο αντιδραστήριο προστεθεί 2-μερκαπτοαιθανόλη (2-ΜΕ) ή διθειοθρεϊτόλη. Οι ουσίες αυτές  αναστέλλουν τη συγκόλληση των IgM αντισωμάτων με τα αντιγόνα όχι όμως και των IgG αντισωμάτων (WHO 2006, Μπίκας 2003).

Ένας τίτλος αντισωμάτων μεγαλύτερος ή ίσος με 1/160 θεωρείται ενδεικτικός παλαιότερης ή ενεργού νόσου. Η σταδιακή άνοδος του τίτλου των αντισωμάτων και κυρίως η εμφάνιση κλινικών συμπτωμάτων είναι υπέρ της πρόσφατης λοίμωξης από Brucella (WHO 2006, Μπίκας 2003).

Τίτλους αντισωμάτων έως 1/160 είναι δυνατόν να παρουσιάσουν άτομα τα οποία έχουν επαγγελματικό κίνδυνο για την ανάπτυξη της νόσου χωρίς να εμφανίζουν κλινικό σύνδρομο. Αποτελέσματα ερευνών από διάφορες χώρες (Ιταλία, Ισπανία, Ιορδανία, Μεξικό κ.α.) έδειξαν ότι το ποσοστό των οροθετικών ατόμων κυμαίνεται ανάλογα με την περιοχή από 3-11,9% (Μπίκας 2003).

Ψευδώς θετικό αποτέλεσμα είναι δυνατόν να παρουσιαστεί όταν υπάρχει λοίμωξη με τα αρνητικά κατά Gram μικρόβια που αναφέρθηκαν πιο πάνω, τα οποία μπορεί να προκαλέσουν διασταυρούμενη αντίδραση (WHO 2006). Θα πρέπει να σημειωθεί ότι η μέτρηση ειδικών αντισωμάτων του IgM ισοτύπου παρουσιάζει προβλήματα καθώς η παρουσία αυξημένης τιμής του ρευματοειδούς παράγοντα στον ορό μπορεί επίσης να οδηγήσει σε ψευδώς θετικά αποτελέσματα (Καφάση  2000, Khateeb et al. 1990).Ψευδώς αρνητικό αποτέλεσμα εμφανίζεται όταν υπάρχει περίσσεια αντισωμάτων και τότε δεν πραγματοποιείται συγκόλληση των αντισωμάτων σε χαμηλές συγκεντρώσεις του ορού. Το φαινόμενο είναι γνωστό ως φαινόμενο προζώνης (Μπίκα 2003). Τα προβλήματα αυτά αντιμετωπίζονται με τη χρήση sandwich ELISA (Καφάση  2000, Khateeb et al. 1990).
Ορολογικές Δοκιμασίες για την ανίχνευση αντισωμάτων εναντία σε S-LPS 
Rose Begal plate Test
 Πρόκειται για γρήγορη, screening δοκιμασία με αυξημένη ευαισθησία (πάνω από 99%) που μπορεί να εφαρμοστεί στο αρχικό στάδιο του κλινικού ελέγχου και της λήψης ιστορικού για να κατευθύνει τη διάγνωση, ιδιαίτερα σε περιοχές με αυξημένη επίπτωση της νόσου. Στη περίπτωση που η δοκιμασία είναι θετική, απαιτείται επιβεβαίωση της διάγνωσης με ειδικές εργαστηριακές εξετάσεις όπως βακτηριολογική καλλιέργεια και δοκιμασίες ανίχνευσης συγκολλητινών και άλλων αντισωμάτων. Οι ειδικές εργαστηριακές δοκιμασίες θεωρούνται επιβεβλημένες ακόμα και στην περίπτωση που η δοκιμασία Rose Begal είναι αρνητική αλλά από τον κλινικό έλεγχο προκύπτει αυξημένη πιθανότητα προσβολής από Βρουκέλλα. Ψευδώς θετικά αποτελέσματα μπορεί να εμφανιστούν σε ασθενείς με Y.Enterocolitica 0:9 ή με άλλους μικροοργανισμούς που εμφανίζουν διασταυρούμενη αντίδραση.  Ψευδώς θετικά αποτελέσματα μπορεί να εμφανιστούν και σε υγιείς που έχουν έρθει σε επαφή με S-Brucella και δεν έχουν νοσήσει (WHO 2006).   

SAT -Δοκιμασία συγκόλλησης ορού (serum agglutination test) 

Η δοκιμασία είναι πολύ χρήσιμη για τη διάγνωση της ανθρώπινης Βρουκέλλωσης όταν πραγματοποιείται με τυποποιημένη αντιγονική προετοιμασία. Οι τίτλοι που μπορεί να εκφραστούν σε διεθνή συστήματα (ΙU), σχετίζονται καλά με κλινικά στάδια της λοίμωξης. Προκειμένου να γίνει η δοκιμασία πιο κατατοπιστική , θα πρέπει να εφαρμόζεται παράλληλη συγκόλληση (Agglutination parallel), χρησιμοποιώντας ένα ρυθμιστικό διάλυμα φωσφατάσης (diluent phosphate buffer)  που περιέχει 2-μερκαπτοαιθανόλη (2-ΜΕ) σε τελική συγκέντρωση 0.05 Μ  ή DTT σε τελική συγκέντρωση 0.005 Μ και το οποίο καταστρέφει την αντίδραση συγκόλλησης των IgM και των IgA. Ωστόσο, εξακολουθεί να υπάρχει ασυμφωνία σχετικά με την χρήση του τίτλου SAT ως ενδεικτικού οξείας λοίμωξης. Σε γενικές γραμμές κάθε ασθενής εμφανίζει μια συγκεκριμένη αντίδραση και δεν είναι δυνατόν να προβλεφθεί η συμπεριφορά αυτή. Δεν μπορεί επίσης να εξηγηθεί το γεγονός ότι κάποιοι ασθενείς εμφανίζουν υψηλά επίπεδα συγκολλητινών σε αντίθεση με άλλους (WHO 2006).   
Σύνδεση του συμπληρώματος CF
Η σύνδεση του συμπληρώματος (CF) αν και είναι μέθοδος ρουτίνας δεν συστήνεται σε μικρά εργαστήρια εξαιτίας των τεχνικών δυσκολιών και των προβλημάτων που υπάρχουν με την προτυποποίηση. Με βάση στοιχεία του Π.Ο.Υ. (2006) οι δοκιμές CF και η SAT είναι θετικές στο 91,7% των περιπτώσεων. Οι τίτλοι CF είναι υψηλότεροι των τίτλων της SAT μετά από την 4η ή τον 5ο μήνα της νόσησης. Αρνητικό αποτέλεσμα CF με σημαντικά υψηλό τίτλο της συμβαίνει κατά προσέγγιση στο 4,6% των ασθενών, ειδικά στις πρώτες ημέρες ή εβδομάδες της λοίμωξης. Αρνητικό αποτέλεσμα με υψηλό τίτλο εμφανίζεται στο 3,7% των περιπτώσεων, και αντιστοιχεί σε ασθενείς με χρόνια νόσο ή σε ασθενείς που έχουν αναρρώσει.

ELISA & Coombs
Μεταξύ των αποτελεσμάτων IgG ELISA και Coombs έχει βρεθεί σημαντική συσχέτιση. Παρόλα αυτά, οι δοκιμασίες Coombs και IgG ELISA παραμένουν θετικές για μεγαλύτερο διάστημα από άλλες δοκιμασίες συγκόλλησης. Οι τίτλοι της δοκιμής Coombs είναι συνήθως πολύ υψηλοί όταν η λοίμωξη με βρουκέλλα είναι παρούσα πολύ πριν τη διάγνωση. Στην οξεία Βρουκέλλωση, οι τίτλοι της Coombs είναι συνήθως 4 με 16 φορές υψηλότεροι των τίτλων  της SAT , ενώ για ασθενείς με μεγάλη χρονική διάρκεια νοσήσεως χωρίς θεραπεία οι τίτλοι είναι 16 – 356 φορές υψηλότεροι (WHΟ 2006).   

Αν και ο ανοσοφθορισμός και ο ραδιοϊσοτοπικός ανοσοπροσδιορισμός έχουν επίσης χρησιμοποιηθεί στο παρελθόν, η πιο ενδεικτική μέθοδος μελέτης των ανοσοσφαιρινών είναι η έμμεση ELISA. Η ELISA είναι χρήσιμη για τη μέτρηση IgG αντισωμάτων. Μάλιστα είναι πιθανό να αντικατασταθεί η δοκιμή Coombs με έμμεση ELISA S-LPS ή anti-IgG conjugates.Η ELISA S-LPS θεωρείται μια πολλά υποσχόμενη μέθοδος. Ωστόσο υπάρχουν αρκετά προβλήματα ακόμη (όπως η προτυποποίηση, η ποιότητα των εμπορικών αντενεργών κ.α.) τα οποία θα πρέπει να λυθούν με καθιέρωση πιστοποιημένων υλικών αναφοράς (WHO 2006).  Η ευαισθησία και η ειδικότητα της IgG ELISA κυμαίνεται από 95% - 100% (Ariza et al. 1992, Lucero et al. 2003).

 Ορολογικές Μέθοδοι για την ανίχνευση των αντισωμάτων έναντι των πρωτεϊνών του κυτταροπλάσματος
Τα αντισώματα έναντι των κυτταροπλασματικών πρωτεϊνών του αντιγόνου της Βρουκέλλας έχουν μελετηθεί με τις μεθόδους αντί ανοσοηλεκτροφόρηση (CIEP, counter-immunoelectrophoresis), ELISA και Western blotting. Με τη μέθοδο CIEP έχει βρεθεί ότι ο ορός των ασθενών με ανθεκτικά αντισώματα στη μέθοδο 2-ΜΕ και υψηλούς τίτλους Coombs παράγουν επίσης ένα σημαντικό αριθμό στοίχων καθίζησης και υψηλών τίτλων αντισωμάτων έναντι των κυτταροπλασματικών πρωτεϊνών. Οι αντιδράσεις των ασθενών αυτών είχαν μεγαλύτερη περίοδο εξέλιξης. Το γεγονός αυτό μεταφράζεται ως αύξηση του αριθμού των στοίχων καθίζησης καθώς η νόσος εξελίσσεται χωρίς διάγνωση και θεραπεία. Μελέτες με τη χρήση ELISA έχουν δείξει ότι  αντισώματα έναντι πρωτεϊνών του κυτταροπλάσματος ανευρίσκονται κυρίως σε άτομα με οξεία λοίμωξη ενώ αντισώματα έναντι S-LPS εμφανίζονται κυρίως σε άτομα που έχουν έρθει σε επαφή με το μικροοργανισμό αλλά δεν έχουν αναπτύξει κλινική συμπτωματολογία. Επιπλέον, αυξημένοι τίτλοι αντισωμάτων έναντι των κυτταροπλασματικών πρωτεϊνών παρουσιάζονται σε άτομα με εμμένουσα ή υποτροπιάζουσα λοίμωξη. Αντίθετα, σε άτομα που έχουν αναρρώσει τα αντισώματα έναντι των πρωτεϊνών του κυτταροπλάσματος εξαφανίζονται (WHO 2006). 

Ωστόσο, οι μέθοδοι (CIEP, ELISA και Western blotting) που χρησιμοποιούνται  για την ανίχνευση αντισωμάτων έναντι των πρωτεϊνών του κυτταροπλάσματος εμφανίζουν κάποια μειονεκτήματα όπως:1) μη ποιοτικό έλεγχο, 2) υποκειμενική ερμηνεία αποτελεσμάτων,3) έλλειψη αξιόπιστων πληροφοριών και 4) δυσκολία διάθεσης αντιδραστηρίων (WHO 2006).

Ενδοδερμική Δοκιμή

Κατά την ενδοδερμική δοκιμή αναπτύσσεται καθυστερημένη υπερευαισθησία μετά από ενδοδερμική χορήγηση αντιγόνων βρουκέλλας σε άτομα με παλαιά λοίμωξη. Ωστόσο, ο Π.Ο.Υ δεν συστήνει τη χρήση της για τη διάγνωση της νόσου καθώς δεν υπάρχουν σαφώς καθορισμένα και τυποποιημένα πρωτόκολλα παρασκευής αντιγόνων Βρουκέλλας που να αποτρέπουν τις διασταυρούμενες αντιδράσεις αντισωμάτων με άλλα αντιγόνα (WHO 2006).
1.12 Θεραπεία

Λόγω της ενδοκυτταρικής εντόπισης της βρουκέλλας, η θεραπεία τόσο στον άνθρωπο όσο και στα ζώα είναι δύσκολη. Το κλειδί στη θεραπευτική αγωγή όλων των μορφών βρουκέλλωσης είναι η χορήγηση κατάλληλων αντιβιοτικών για κατάλληλο χρονικό διάστημα. Ο Π.Ο.Υ. προτείνει, στην οξεία μορφή της νόσου στον άνθρωπο να χορηγούνται ημερήσια 600mg έως 900mg rifampicin μαζί με 200mg doxycycline για τουλάχιστον 6 εβδομάδες (WHO 2006, Παπαδογιαννάκης 2007)

Προφύλαξη μετά από έκθεση σε Βρουκέλλα 

(Post-exposure prophylaxis)
Η αυξημένη χορήγηση εμβολίων σε βοοειδή (B. abortus strain 19 and RB 51) και σε αιγοπρόβατα (B. melitensis strain Rev 1) από ζώντες μικροοργανισμούς Brucella έχει πολλαπλασιάσει τον κίνδυνο «κατά λάθος» τραυματισμού των κτηνιάτρων. Για το λόγο αυτό, επειδή υπάρχει ένας πιθανός κίνδυνος μόλυνσης θεωρείται σκόπιμο να παρέχεται επιπλέον τοπική φροντίδα των τραυμάτων και να χορηγείται tetanus toxoid (όταν ενδείκνυται) και φαρμακευτική αγωγή με doxycycline για 6 εβδομάδες. Θα πρέπει να σημειωθεί ότι το B.abortus RB 51 είναι ανθεκτικό σε rifampicin. Εκτός από τα ατυχήματα με βελόνα συχνά είναι και τα ατυχήματα ενοφθαλμισμού του επιπεφυκότα (conjunctival inoculation) με ζώντες μικροοργανισμούς Brucella των εμβολίων. Στην περίπτωση αυτή απαιτείται τοπική φροντίδα του οφθαλμού και χορήγηση 1 ή 2 φαρμάκων για διάστημα 6 εβδομάδων. Επιπλέον, θα πρέπει να πραγματοποιείται ορολογική ανίχνευση των αντισωμάτων Brucella όσο το δυνατόν συντομότερα, για να υπάρχει μια βάση παρακολούθησης σε περίπτωση που εμφανιστούν συμπτώματα (WHO 2006).

Θεραπεία Βρουκέλλωσης κατά τη διάρκεια της Εγκυμοσύνης
Η αντιμικροβιακή θεραπεία των εγκύων με Βρουκέλλωση μπορεί να αποβεί σωτήρια για το έμβρυο. Η χορήγηση φαρμάκων κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης και της λοχείας θα πρέπει να γίνεται με μεγάλη προσοχή καθώς όλα τα φάρμακα, σε κάποιο βαθμό, διαπερνούν τον πλακούντα και μπορεί να προκαλέσουν προβλήματα στο έμβρυο. Ενδεδειγμένη θεραπεία για τη Βρουκέλλωση κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης δεν έχει ακόμα αποφασιστεί. Η χορήγηση Co-trimoxazole έχει εφαρμοστεί με επιτυχία σε μεμονωμένες περιπτώσεις (WHO 2006).

Θεραπεία Βρουκέλλωσης σε παιδιά κάτω των 8 ετών 

Δεν έχει ακόμη αποφασιστεί η πιο ενδεδειγμένη θεραπεία της Βρουκέλλωσης σε νεογνά και παιδιά κάτω των 8 ετών. Γενικά συστήνεται η χορήγηση αminoglycosides, co-trimoxazole και rifampicin (WHO 2006).

Θεραπεία των επιπλοκών 

Οστεοαρθριτικές επιπλοκές

Κάποιες οστεοαρθριτικές εκδηλώσεις, όπως η ιερολαγονίτιδα, δεν απαιτούν εξειδικευμένη θεραπεία. Αντίθετα, περιπτώσεις σπονδυλαρθρίτιδας και οστεομυελίτιδας που εκδηλώνονται κυρίως ως παρασπονδυλικά ή επισκληρίδια αποστήματα, χρήζουν συνήθως παρατεταμένης θεραπευτικής αγωγής με doxycycline για διάστημα ίσο ή μεγαλύτερο των 8 εβδομάδων. Τέλος, χειρουργική παρέμβαση σπάνια απαιτείται για την αντιμετώπιση των οστεοαρθριτικών επιπλοκών που οφείλονται στη βρουκέλλα (WHO 2006).
Νευροβρουκέλλωση
Η θεραπεία των επιπλοκών του Κ.Ν.Σ είναι συνήθως περίπλοκη. Ο Π.Ο.Υ. προτείνει τη χρήση φαρμάκων, όπως rifampicin ή co-trimoxazole, τα οποία έχουν την ικανότητα να διαπερνούν το «φράγμα» του αίματος ή του εγκεφάλου. Τα φάρμακα αυτά χορηγούνται συγχρόνως με doxycycline και streptomycin για διάστημα μεγαλύτερο των 6 με 8 εβδομάδων ανάλογα με τα κλινικά συμπτώματα (WHO 2006).
Ενδοκαρδίτιδα

Η ενδοκαρδίτιδα είναι μια επιπλοκή που μπορεί να οδηγήσει σε θάνατο και για το λόγο αυτό, η θεραπεία της είναι ιδιαίτερα κρίσιμη και θα πρέπει να γίνεται όσο το δυνατόν συντομότερα για να αποφευχθεί η προοδευτική καταστροφή των βαλβίδων που συχνά παρατηρείται εξαιτίας της καθυστερημένης διάγνωσης. Στις περισσότερες περιπτώσεις ενδοκαρδίτιδας, η θεραπεία είναι συνδυασμός αντιμικροβιακής χημειοθεραπείας και χειρουργικής διόρθωσης των βαλβίδων. Ο παγκόσμιος οργανισμός συστήνει τη χρήση συνδυασμένης χορήγησης doxycycline και aminoglycoside με rifampicin ή co-trimoxazole για παρατεταμένο διάστημα (τουλάχιστον 8 εβδομάδες) μετά τη χειρουργική αντικατάσταση των βαλβίδων (WHO 2006).

Εμβόλια και ενεργοποιητές του ανοσοποιητικού συστήματος  

Δεν υπάρχουν επαρκείς αποδείξεις για την ωφέλεια των εμβολίων με στελέχη Brucella ή της αντιγονικής προετοιμασίας ή των ενεργοποιητών του ανοσοποιητικού συστήματος (όπως levamisole) στη θεραπεία της ανθρώπινης Βρουκέλλωσης. Προσοχή θα πρέπει να δίδεται επίσης και  στη χορήγηση αντιφλεγμονωδών φαρμάκων για την αντιμετώπιση των τοπικών επιπλοκών (WHO 2006). 

1.13  Μεθοδολογία Πρόληψης & Παρέμβασης σε ατομικό επίπεδο και επίπεδο δημόσιας υγείας
Παρέμβαση σε ατομικό επίπεδο 

Α) Παρακολούθηση του ασθενή

Μετά τη θεραπευτική αγωγή και τον έλεγχο της οξείας μορφής της νόσου, ο ασθενής θα πρέπει να παρακολουθείται ιατρικά ανά τακτά χρονικά διαστήματα, επειδή η νόσος μπορεί να εξελιχθεί στη χρόνια μορφή ή να παρουσιάσει σοβαρές επιπλοκές. Ιδιαίτερα, στην περίπτωση που υπάρξει ανοσοκαταστολή (π.χ. AIDS, νεοπλασματική νόσος, ανοσοκατασταλτικά φάρμακα κ.λ.π) μπορεί η Βρουκέλλωση να υποτροπιάσει. Επιπρόσθετα, ασθενείς στους οποίους η νόσος δεν φαίνεται να μεταδόθηκε με ένα από τους προαναφερθέντες τρόπους , θα πρέπει να ελέγχονται σχολαστικά για υποκείμενη νόσο που οδηγεί σε ανοσοκαταστολή κατά κύριο λόγο της κυτταρικής ανοσίας  (Παπαδογιαννάκης 2007)

Β) Κατά τη νοσηλεία του ασθενούς

Το ιατρικό και νοσηλευτικό προσωπικό (καθώς και εκείνο του εργαστηρίου) θα πρέπει να φορά γάντια μιας χρήσης όταν έρχεται σε επαφή με άρρωστο ή χειρίζεται μολυσμένα υλικά από βρουκέλλα. Τα δείγματα ιστών για εργαστηριακές εξετάσεις θα πρέπει να αποστέλλονται στο εργαστήριο μέσα σε στεγανούς και άθραυστους περιέκτες. Δεν υπάρχει λόγος απομόνωσης του ασθενούς παρά μόνο σε σπάνια περίπτωση που έχει προσβληθεί το αναπνευστικό σύστημα και υπάρχει πιθανότητα αερογενούς μόλυνσης (Παπαδογιαννάκης 2007).
Γ) Μέτρα πρόληψης της νόσου στο οικογενειακό περιβάλλον

Μετά την θεραπεία του ο ασθενής δεν εγκυμονεί κίνδυνο για τα άτομα της οικογένειάς του. Όμως δεν επιτρέπεται ο θηλασμός του νεογνού από μητέρα που έχει βρουκέλλωση, ενώ η σεξουαλική επαφή με

άτομο που έχει προσβληθεί από τη νόσο συνιστάται να γίνεται με χρήση προφυλακτικού. Άτομο που νόσησε από βρουκέλλωση δεν μπορεί να γίνει δότης για μετάγγιση αίματος ή μεταμόσχευση μυελού των οστών (Παπαδογιαννάκης 2007).
Παρέμβαση σε επίπεδο δημόσιας υγείας 

Α) Δήλωση του νοσήματος στις αρμόδιες αρχές 

Η Βρουκέλλωση είναι νόσημα υποχρεωτικής δήλωσης (πίνακας 14) . Η δήλωση βοηθά στην εντόπιση και αντιμετώπιση της πηγής μόλυνσης και στη λήψη αναγκαίων μέτρων για τον έλεγχο και την εκρίζωση της νόσου (Παπαδογιαννάκης 2007, WHO 2006) 

	Κατηγορίες Δήλωσης Βρουκέλλωσης 

	Ύποπτη: ΔΕ (δεν εφαρμόζεται)

	Πιθανή: Κλινικά συμβατή περίπτωση με επιδημιολογική σύνδεση ή έχει ένα μεμονωμένα υψηλό τίτλο αντισωμάτων (όταν πρόκειται για ενδημική περιοχή).

	Βεβαιωμένη: Κλινικά συμβατή περίπτωση η οποία επιβεβαιώνεται εργαστηριακά.


Πίνακας 14: Κατηγορίες Δήλωσης Βρουκέλλωσης
 (πηγή Κ.ΕΛ.Π.ΝΟ 2008)

	2ο ΚΕΦΑΛΑΙΟ: ΛΕΪΣΜΑΝΙΑΣΗ




	Λεϊσμανίαση


2.1 Γενικά χαρακτηριστικά

Η Λεϊσμανίαση (Leishmaniasis) αποτελεί ένα σύνολο νοσημάτων που προκαλούνται από μόλυνση με πρωτόζωα, παράσιτα του γένους Leishmania. Η μόλυνση μεταδίδεται από τσίμπημα φλεβοτόμων μολυσμένων με το παράσιτο (Desjeux 1996, Cochrane Collabolation 2008). Με βάση το MeSH (2008), η Λεϊσμανίαση προκαλείται από διάφορα είδη πρωτόζωων του γένους Leishmania. Υπάρχουν 4 κύριες κλινικές μορφές της νόσου: 1) η Δερματική (Cutaneous Leishmaniasis, Old and New World), 2) η Ψευδοδερματική (Diffuse Cutaneous Leishmaniasis), 3) Η  Βλεννογονο-Δερματική (Mucocutaneous Leishmaniasis) και 4) η Σπλαχνική (Visceral Leishmaniasis). Η ονοματολογία και η ταξινόμηση της Λεϊσμανίασης στις κυριότερες βάσεις Δεδομένων  φαίνονται στον πίνακα 15
	Διεθνής Ονοματολογία και Ταξινόμηση της Λεϊσμανίασης

	Βάση Δεδομένων
	Ταξινόμηση
	Διεθνής Ονοματολογία

	ICD-10
	B

 HYPERLINK "http://www.who.int/classifications/apps/icd/icd10online/?gb50.htm+b55" \o "http://www.who.int/classifications/apps/icd/icd10online/?gb50.htm+b55" 55.
	Leishmaniasis

	ICD-9
	085
	Leishmaniasis

	MeSH
	D007896
	Leishmaniasis

	MedlinePlus
	001386
	Leishmaniasis

	eMedicine
	emerg/296
	Leishmaniasis

	DiseasesDB
	3266 29171 3266 7070
	Leishmaniasis


Πίνακας 15: Διεθνής Ονοματολογία και Ταξινόμηση της Λεϊσμανίασης

(πηγή Wikipedia 2009, τροποποιημένος)
2.2 Ιστορική Αναδρομή

Από αναπαραστάσεις σε αγγεία και σε άλλα αντικείμενα της προ-Ίνκας εποχής στο Περού, το Εκουαδόρ και σε άλλα μέρη της Αμερικής, φαίνεται ότι η νόσος είναι γνωστή από πολύ παλιά. Μάλιστα οι αναπαραστάσεις στην περιοχή του Περού χρονολογούνται από τον 1ο μ.Χ. αιώνα. Αναφορές για τη νόσο σε Αφρική και Ασία υπάρχουν τουλάχιστον από τα μέσα του 18ου αιώνα. Το παράσιτο Leishmania περιγράφηκε για πρώτη φορά το 1901 από τον Άγγλο στρατιωτικό χειρουργό William B. Leishman. Την ίδια περίοδο ο Charles Donovan απομόνωσε το παράσιτο από σπλήνα ασθενών στην Ινδία. Το όνομα του παρασίτου, Leishmania Donovani, δόθηκε προς τιμή των 2 ιατρών. Ο ρόλος των φλεβοτόμων στη μετάδοση της νόσου αποδείχθηκε το 1931- 1934 στην Ινδία (Κανσουζίδου-Κανακούδη 2006) .
2.3 Αιτιολογία

Η Λεϊσμανίαση οφείλεται στο ενδοκυττάριο παράσιτο του γένους Leishmania (πίνακας 16). Συνολικά έχουν περιγραφεί 30 είδη του παρασίτου Leishmania, εκ των οποίων τα 21 μπορεί να προβάλουν τον άνθρωπο (Παπαδογιαννάκης 2007, Κανσουζίδου-Κανακούδη 2006). 
	Τάξη
	Kinetoplastida

	Οικογένεια
	Trypanosomatide

	Γένος
	Leishmania

	Είδος 
	Leishmania Infantum (στην Ελλάδα) 


Πίνακας 16:: Γένος Leishmania (Πηγή: Παπαδογιαννάκης  2007)

Τα κυριότερα παθογόνα είδη για τον άνθρωπο παρουσιάζονται στον πίνακας 17.

	Υπογένος
	Σύμπλεγμα 
	Είδος
	Γεωγραφική Κατανομή
	Κλινικές Εκδηλώσεις

	Παλαιού Κόσμου
	
	
	
	

	Leishmania
	L. donovani
	L. donovani
	Ινδία .Υπο-σαχάριες χώρες, Κίνα,Πακιστάν 
	Σπλαχνική (Visceral) ή Μετά Καλ αζάρ Δερματική Λεϊσμανίαση (PKDL)

	
	
	L. infantum*  (L. infantum and L. chagasi πιστεύεται ότι είναι ο ίδιος μικροοργανισμός)
	Μεσόγειο, Μέση Ανατολή, Βόρεια Αφρική, Υποσαχάριες χώρες,Κίνα 
	Σπλαχνική 

	
	L. major
	L. major
	Μέση Ανατολή, Αφρική,Κίνα,

Ινδία
	Δερματική ("wet ulcer")

	
	L. tropica
	L. tropica
	Μέση Ανατολή, 

Ινδία,Νότια Ευρώπη, Δυτική Ασία 
	Δερματική ("dry ulcer") / Σπλαχνoτροπική 

	
	L. aethiopica
	L. aethiopica
	Αιθιοπία, Κένυα, Υεμένη
	Δερματική /Diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL)

	Νέου Κόσμου 
	
	
	
	

	Leishmania
	L. donovani
	L. chagasi*
	Λατινική Αμερική 
	Σπλαχνική 

	
	L. mexicana
	L. venezuelensis
	Βενεζουέλα 
	Δερματική 

	
	
	L. mexicana
	Μεξικό, Κεντρική Αμερική, Τέξας, Οκλαχόμα 
	Δερματική /
Diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL)s

	
	
	L. amazonensis
	Amazon basin, Brazil
	Δερματική,

DCL)s , Σπλαχνική 

	
	
	L. m. pitanol
	
	

	Viannia
	L. braziliensis
	L. braziliensis
	Λατινική Αμερική 
	Δερματική /Βλενογονοδερματική 

	
	
	L. peruviana
	Περού και Αργεντινή 
	Δερματική 


	
	L. guyanensis
	L. guyanensis
	Χώρες Νοτίου Αμαζονίου 
	Δερματική 


	
	
	L. panamensis
	Παναμάς, Κόστα Ρίκα, Κολομβία 
	Δερματική 


	
	
	L. m. garnhami
	
	


Πίνακας 17: Τα κυριότερα παθογόνα είδη Leishmania για τον άνθρωπο

(Πηγή: Τζανέτου  2005, WHO 2009, Chappuis et al. 2007)
Τα είδη δεν παρουσιάζουν σημαντικές μορφολογικές διαφορές (Παπαδογιαννάκης 2007) (Εικόνες 7-8). Οι κυριότερες διαφορές είναι  διαφορές στη γεωγραφική κατανομή, στους ξενιστές, στη φύση καθώς και στις κλινικές εκδηλώσεις που προκαλούν (Κανσουζίδου-Κανακούδη 2006, Herwaldt 1999). Όσον αφορά τη γεωγραφική κατανομή η L. Infantum ανευρίσκεται στις Μεσογειακές χώρες, την Κίνα, την Ανατολική Αφρική, την Κεντρική και Νότια Αμερική. Από την άλλη, η L.Donovani συναντάται κυρίως στην Ινδία, την Ανατολική Αφρική και την Κίνα (Κανσουζίδου-Κανανούδη 2006, Dereure et al. 2003)
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	Leishmania_donovani
(πηγή: easypedia.gr)
	Leishmania infantum
(πηγή: Leishmaniasis.info 2009)
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	Αμαστιγωτή μορφή Leishmania tropica σε μια τομή βιοψίας από το δέρμα (πηγή: dpd.cdc.gov 2009)
	Αμαστιγωτή μορφή Leishmania (Viannia) panamensis 

touch-prep stained with Giemsa 

(πηγή: dpd.cdc.gov 2009)


Εικόνες  7 - 8: Διάφορα είδη Leishmania
2.4 Μικροβιολογία

Τα διάφορα είδη, όπως προαναφέρθηκε, δεν παρουσιάζουν μορφολογικές διαφορές. Για το λόγο αυτό δεν μπορεί να γίνει διάκριση μεταξύ τους με κριτήριο τη μορφολογία. Η βασική διάκριση γίνεται με κριτήριο τις διαφορετικές φάσεις του βιολογικού κύκλου του παρασίτου. Με βάση αυτή τη διάκριση , το παράσιτο υπάρχει σε δυο μορφές: την προμαστιγωτή και την αμαστιγωτή (Κανσουζίδου-Κανακούδη 2006).

Η προμαστιγωτή μορφή ή λεπτομονάδα συναντάται μέσα στο διαβιβαστή καθώς και στα καλλιεργητικά υγρά (Εικόνα 9).  Η μορφή έχει διαστάσεις 12- 25 μm, περιέχει πυρήνα, κινητοπλάστη και φέρει μαστίγιο κοντά στο πρόσθιο άκρο (Παπαδογιαννάκης 2007, Κανσουζίδου-Κανακούδη 2006).  
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Εικόνα 9: Προμαστιγωτή μορφή Leishmania
(πηγή: www. dedureinstitute.be, www.dpd.cdc.gov 2009)

Η αμαστιγωτή μορφή ή λεϊσμάνια (Εικόνα 10) ανευρίσκεται μέσα στα μακροφάγα των κυρίως ξενιστών (ζώα, άνθρωπο). Έχει διαστάσεις 2- 5μm, σχήμα σφαιρικό ή ωοειδές και  περιέχει πυρήνα και κινητοπλάστη ή παραβασικό σωμάτιο (κοκκιώδες ή σα ράβδο) (Κανσουζίδου-Κανακούδη 2006). 
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Εικόνα 10: Αμαστιγωτή μορφή Leishmania
(πηγή: www.dpd.cdc.gov 2009)
2.5 Βιολογικός Κύκλος – Τρόποι Μετάδοσης

Τα παράσιτα του γένους Leishmania μεταδίδονται με 30 περίπου είδη φλεβοτόμων. Οι φλεβοτόμοι είναι φορείς του παρασίτου και αποτελούν διάμεσους ξενιστές (εικόνα 11). Οι φλεβοτόμοι συνήθως ζουν σε υγρά, σκιερά μέρη με άφθονα οργανικά υλικά σε αποσύνθεση, όπως υπόγειες φωλιές τρωκτικών, σπήλαια, δασικές περιοχές, σωροί κοπριάς, στάβλοι, κοτέτσια, μαντρότοιχοι κ.α (WHO 2009, Παπαδογιαννάκης 2007, Κανσουζίδου-Κανακούδη 2006). Στην Ευρώπη η νόσος μεταδίδεται με φλεβοτόμους του γένους Phlebotomus ενώ στην Αμερική με φλεβοτόμους του γένους Lutzomyia (WHO 2009).
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Εικόνα 11: Φλεβοτόμος Phlebotomus
(Πηγή: www.liv.ac.uk 2009 ,www.sciencenewsforkids.org 2009)

Ο άνθρωπος μολύνεται με δήγμα μολυσμένου θηλυκού φλεβοτόμου (εικόνα 12). Οι θηλυκοί φλεβοτόμοι  πίνουν αίμα πριν από κάθε ωοτοκία  και μολύνονται από το μολυσμένο ξενιστή (ζώο ή άνθρωπο) με μακροφάγα που φέρουν την αμαστιγωτή μορφή του παρασίτου (CDC 2009, Παπαδογιαννάκης 2007).


Εικόνα 12: Βιολογικός Κύκλος Λεϊσμανίασης
(πηγή: www.who.it  2009)

Μέσα στο έντερο του φλεβοτόμου οι αμαστιγωτές μορφές μετατρέπονται σε προμαστιγωτές, οι οποίες με τη σειρά τους γίνονται λοιμογόνες, μέσα σε 7 ημέρες, φράζοντας το φάρυγγα και το υποστόμιο του παρασίτου. Κατά την επόμενη λήψη αίματος ο φλεβοτόμος διαμέσου του δέρματος εισάγει τις προμαστιγωτές μορφές του παρασίτου στο σώμα ξενιστή. Οι λεϊσμάνιες φαγοκυτταρώνονται από τα μονοπύρηνα μακροφάγα και μετατρέπονται σε αμαστιγωτές μορφές μέσα σε μισή ώρα από τη μόλυνση. Εν συνεχεία πολλαπλασιάζονται  ενδοκυττάρια με σχιζογονία. Όταν τα μακροφάγα ρήγνυται, οι αμαστιγωτές μορφές εισέρχονται στην κυκλοφορία του αίματος και περνούν σε άλλα κύτταρα μέσα στα οποία πολλαπλασιάζονται. Ο ρυθμός πολλαπλασιασμού τους είναι 200 παράσιτα/κύτταρο σε 12- 24 ώρες). Οι αμαστιγωτές μορφές προσβάλλουν διάφορα όργανα- στόχους ανάλογα με το είδος του παρασίτου (Κανσουζίδου-Κανακούδη 2006).

Κύριοι ξενιστές του παρασίτου είναι οι σκύλοι, τα τσακάλια, οι αλεπούδες, άγρια τρωκτικά, γάτες, άλογα, πρόβατα αλλά και ο άνθρωπος. Ο σκύλος αποτελεί τη μόνη αποθήκη για τη L. Infantum ενώ ο άνθρωπος αποτελεί τη μόνη αποθήκη για τη L. Donovani (Κανσουζίδου-Κανακούδη 2006, Guerin et al. 2002, Mazloumi- Gavgani et al. 2002).
Η συμμετοχή του ανθρώπου στη μετάδοση της νόσου είναι διπλή. Ο άνθρωπος είτε μολύνεται τυχαία στην περίπτωση που τα ζώα είναι οι αποθήκες του παρασίτου είτε αποτελεί τη μόνη πηγή μόλυνσης και τη μόνη αποθήκη (WHO-TDR 2008). 
Θα πρέπει να επισημανθεί ότι στις Μεσογειακές χώρες ο σκύλος είναι η κύρια πηγή μόλυνσης και ο άνθρωπος μολύνεται τυχαία (Παπαδογιαννάκης 2007). Στις περιοχές που ενδημεί η νόσος, όπως στην Ελλάδα, ο έλεγχος του αριθμού των μολυσμένων σκύλων είναι σημαντικός για τη δημόσια υγεία καθώς οι σκύλοι αποτελούν πηγή του παρασίτου για τους φλεβοτόμους και συμμετέχουν στη μετάδοση της νόσου στον άνθρωπο (Κανσουζίδου-Κανακούδη 2006).

Όσον αφορά τους τρόπους μετάδοσης, η νόσος μεταδίδεται στον άνθρωπο, όπως προαναφέρθηκε, με τσίμπημα μολυσμένων θηλυκών φλεβοτόμων του γένους phlebotomus στον Παλαιό Κόσμο και του γένους Lutzomyia στο Νέο Κόσμο (Παπαδογιαννάκης 2007). Οι λεϊσμάνιες μπορούν να μεταδοθούν στον άνθρωπο και με μετάγγιση μολυσμένου αίματος καθώς επιβιώνουν για τουλάχιστον 8 ημέρες σε φιάλες αίματος θερμοκρασίας 4ο C (Κανσουζίδου-Κανακούδη 2006). Τέλος κάθετη μετάδοση από τη μητέρα στο έμβρυο διαμέσου του πλακούντα θεωρείται πιθανή αλλά είναι σπάνια (Meinecke et al. 1999) 

2.6 Παθογένεια – Ανοσολογία


Για την παθογένεια της νόσου και το μηχανισμό λοιμογόνου δράσης της Leishmania, λίγα είναι γνωστά. Ωστόσο φαίνεται ότι πρωταρχικό ρόλο διαδραματίζουν παράγοντες που αφορούν τόσο το παράσιτο όσο και τον ξενιστή.

Στη λοιμογόνο δράση του παρασίτου φαίνεται ότι είναι σημαντικές οι επιφανειακές πρωτεάσες των πρωμαστιγωτών μορφών (Yao et al. 2003) και η λεϊσμανολυσίνη (63kDa), μεταλλοπρωτεΐνη της επιφάνειας του παρασίτου (GP63) (Joshi et al.  2002).Το αντιγόνο paple22 στη  L. Infantum προκαλεί την παραγωγή IL-10, συμβάλλοντας στην παθογένεια της νόσου, στην παραμονή του παρασίτου μετά την κλινική υποχώρηση καθώς και στην αναζωπύρωση παλαιάς νόσου σε άτομα με ανοσοκαταστολή. Οι λοιμογόνες μετακυκλικές, προμαστιγωτές μορφές εισέρχονται στον οργανισμό με το δήγμα φλεβοτόμου, προκαλώντας άμεση, τοπική φλεγμονώδης αντίδραση και συγκέντρωση μακροφάγων στο σημείο του δήγματος. Στην προσέλκυση τους παίζει σημαντικό ρόλο και η χημειοτακτική δράση του σιέλου των φλεβοτόμων (Suffia et al. 2000, Κανσουζίδου-Κανακούδη 2006, Βακάλης 2004).

Εν συνεχεία, οι προμαστιγωτές μορφές φαγοκυτταρώνονται από μακροφάγα, μέσα στα φαγολυσοσώματα των οποίων επιβιώνουν και πολλαπλασιάζονται (Εικόνα 13). Στη φαγοκυττάρωση των προμαστιγωτές μορφές συμμετέχουν επίσης και δενδριτικά κύτταρα του χορίου (Παπαδογιαννάκης 2007). 
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Εικόνα 13 : Έγχρωμη εικόνα ηλεκτρονικού μικροσκοπίου μακροφάγου τη στιγμή που εγκολπώνει ένα παράσιτο του γένους Leishmania
(πηγή: www.biologyreference.com 2009)

Οι λεϊσμάνιες διαθέτουν μηχανισμούς εξουδετέρωσης της άμυνας του οργανισμού όπως φαίνεται στον πίνακα 18, οι οποίοι διευκολύνουν την είσοδο και εγκατάσταση τους (Saha et al. 2006, Παπαδογιαννάκης 2007). 

	Λεϊσμανιακοί Μηχανισμοί Εξουδετέρωσης της Άμυνας Του Ανθρώπου



	Ενεργητική καταστολή της σύνθεσης οξειδίου του αζώτου στα μακροφάγα

	Παθητική προστασία του παρασίτου έναντι αντιλεϊσμανιακών παραγόντων μέσα στα κύτταρα –στόχους από ΑΠΚ 

	Τροποποίηση των προστατευτικών κυτταροκινών 

	Μη ενεργοποίηση ειδικών Τ- λεμφοκυττάρων εξαιτίας μη ενεργοποίησης των ανωτέρω  προστατευτικών παραγόντων 


Πίνακας 18: Λεϊσμανιακοί Μηχανισμοί Εξουδετέρωσης της Άμυνας Του Ανθρώπου (πηγή: Saha et al. 2006, Παπαδογιαννάκης 2007).
Από πειραματικές μελέτες σε ποντίκια βρέθηκε ότι η φύση και το μέγεθος της απάντησης των Τ- κυττάρων και των κυτταροκινών προσδιορίζει κατά ένα βαθμό την έκβαση της νόσου (Herwaldt 1999, Dereure et al. 2003).

Τα διάφορα είδη λεϊσμάνιας προκαλούν παραγωγή διαφορετικών κυτταροκινών, με αποτέλεσμα διαφορετική διαδικασία παθογένειας και κλινικής μορφής της νόσου. Η L. major  προάγει τη συγκέντρωση πολλών κυττάρων και τον περιορισμό της νόσου στο σημείο ενοφθαλμισμού. Από την άλλη, η L. Donovani προκαλεί πολύ μικρή συγκέντρωση λευκών αιμοσφαιρίων στο σημείο του ενοφθαλμισμού με αποτέλεσμα το παράσιτο να εξαπλώνεται στα όργανα- στόχους.

Η αντοχή στη μόλυνση είναι αποτέλεσμα επαρκούς ενεργοποίησης της κυτταρικής ανοσίας, κυρίως την παραγωγή κυτταροκινών IL-2,IL-12,IFN-γ και TNF. Οι προστατευτικές αυτές κυτταροκίνες ενεργοποιούν την παραγωγή ΝΟ στα μακροφάγα για την εξουδετέρωση του παρασίτου (Ghersetich et al. 1999, Saha et al. 2006, Παπαδογιαννάκης 2007).

Από άλλα πειράματα σε ποντικούς που μολύνθηκαν με L. Infantum βρέθηκε ότι η ιντερλευκίνη IL-12 διεγείρει τη διαφοροποίηση των Τ-κυττάρων σε Th-1 κύτταρα καθώς και την παραγωγή INF-γ (Herwaldt 1999). Αντίθετα, η IL-10 καταστέλλει την ανοσιακή απάντηση Th-1 (Παπαδογιαννάκης 2007). Επιπλέον, από άλλες μελέτες σε ποντίκια που μολύνθηκαν με L. major  έδειξαν ότι η Th-1 ανοσιακή αντίδραση παρέχει αποτελεσματική αντίσταση στη νόσο σε αντίθεση με την Th-2 ανοσιακή απάντηση η οποία δεν φαίνεται να παρέχει επαρκή αντοχή στη νόσο (Dereure et al. 2003, Κανσουζίδου-Κανακούδη 2006). Αξίζει ακόμα να επισημανθεί ότι τα μολυσμένα μακροφάγα σε ανθρώπους και ζώα εμφανίζουν μειωμένη έκφραση των Β7 συνδιεγερτικών μορίων που ενεργοποιούν τα Th-1 κύτταρα (Ghersetich et al. 1999). Η μειωμένη αυτή έκφραση των Β7  ευνοεί την ενεργοποίηση των Th-2 λεμφοκυττάρων σε ποντίκια (Παπαδογιαννάκης 2007). Η παραγωγή INF-γ συμβάλλει στην ενδοκυττάρια καταστροφή των λεϊσμανιών, αυξάνοντας την αντίσταση στη σπλαχνική λεϊσμανίαση (Saha et al. 2006, Κανσουζίδου-Κανακούδη 2006). 

Όσον αφορά τη χυμική ανοσία, τα αντισώματα εμφανίζονται αμέσως μετά τη μόλυνση με λεϊσμάνια. Ωστόσο, ο αριθμός τους ποικίλλει στις διάφορες μορφές της νόσου. Στη σπλαχνική και τη βλεννογονοδερματική λεϊσμανίαση παρατηρείται μεγάλη αύξηση του αριθμού των αντισωμάτων, αντίθετα με ό,τι παρατηρείται στη δερματική μορφή. Η παραγωγή IgG αντισωμάτων, κυρίως IgG1 εμφανίζεται από τα αρχικά στάδια της νόσου. Ακολούθως, παράγονται IgE, IgM και IgA (Anam et al. 1999, Matte and Olivier 2002). Η παραγωγή των αντισωμάτων δεν επηρεάζεται από την έναρξη ή όχι της θεραπείας ενώ τα επίπεδα τους (κυρίως των IgG1 και IgG3) μειώνονται αν εφαρμοστεί ένα επιτυχημένο θεραπευτικό σχήμα (Κανσουζίδου-Κανακούδη 2006). 

2.7. Κλινικές Μορφές Λεϊσμανίασης 

2.7.1 Σπλαχνική Λεϊσμανίαση
Αίτια 
Η Σπλαχνική Λεϊσμανίαση (Κala – azar) προκαλείται κυρίως από τα είδη: L. d.donovani, L.d.infantum (στις Μεσογειακές χώρες) και L.d.chagasi 
Στον πίνακα 19 , παρατίθενται τα αίτια της σπλαχνικής Λεϊσμανίασης ανάλογα με τα κλινικά σύνδρομα, τη γεωγραφική κατανομή και τις δεξαμενές του παρασίτου.
	Αίτια
	Κλινικά Σύνδρομα
	Δεξαμενές παρασίτου


	Γεωγραφική κατανομή

	L.d.infantum
	Σπλαχνική Λεϊσμανίαση

	Σκύλοι/ Αλεπούδες
	Ελλάδα, Μεσογειακές Χώρες, Δυτική Αφρική, Πακιστάν, Ιράν, Βόρεια Κίνα



	L.d.donovani
	· Σπλαχνική Λεϊσμανίαση
· Μετά Kala azar δερματική Λεϊσμανίαση (PKDL)
	Άνθρωπος
	Ανατολική Αφρική, Ινδία, Νεπάλ, Μπαγκλαντές

	L.d.chagasi
	Σπλαχνική Λεϊσμανίαση

	Σκύλοι/ Αλεπούδες
	Κεντρική και Νότια Αμερική 

	L. (L) tropica
	Σπλαχνoτροπική Λεϊσμανίαση
(Viscerotropic) 
	Τρωκτικά 
	Σαουδική Αραβία 


Πίνακας 19: Αίτια, κλινικά σύνδρομα, δεξαμενές του παρασίτου & γεωγραφική κατανομή της σπλαχνικής Λεϊσμανίασης (πηγή: Τζανέτου 2005 )
Στη βιβλιογραφία έχουν αναφερθεί περιστατικά της σπλαχνικής μορφής και από άλλα είδη όπως: L. Mexicana, L. major και L. amazonensis L. tropica. (Τζανέτου 2005)

Συμπτώματα 

Τα συμπτώματα που χαρακτηρίζουν τη Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης παρουσιάζονται στον πίνακα 21. Στις περισσότερες περιπτώσεις, η νόσος είναι ασυμπτωματική ή συνοδεύεται από την εμφάνιση ήπιων συμπτωμάτων τα οποία τελικά υποχωρούν με την ανάπτυξη προστατευτικής ανοσιακής απάντησης στο άτομο- ξενιστή. 

	Κύρια Κλινικά Ευρήματα και Συμπτώματα



	Υψηλός πυρετός

	Ανορεξία

	Απώλεια βάρους

	Βήχας

	Γαστρεντερικές Διαταραχές (κυρίως Διάρροια) 

	Ζάλη 

	Ηπατοσπληνική διόγκωση

	Διόγκωση λεμφαδένων

	Δερματικές εκδηλώσεις

	Λεπτοί, τριζόντιοι ρόγχοι κατά την ακρόαση των πνευμόνων


Πίνακας 20: Κύρια Κλινικά Ευρήματα και Συμπτώματα Λεϊσμανίασης
Στις περιπτώσεις που αναπτύσσονται συμπτώματα (κυρίως σε παιδιά μικρής ηλικίας) η εμφάνιση τους είναι είτε αιφνίδια είτε βαθμιαία, σταδιακή. Κατά την αιφνίδια έναρξη εμφανίζεται ξαφνικός, υψηλός πυρετός (Malla and Mahajan 2006) που χαρακτηρίζεται από την εμφάνιση 2 πυρετικών κυμάτων που διαχωρίζονται από διάστημα απυρεξίας (Τζανέτου 2005). Κατά τη σταδιακή, βαθμιαία εμφάνιση της νόσου το αρχικό σύμπτωμα είναι ο βήχας. Ακολουθεί εμφάνιση πυρετού που ανέρχεται βαθμιαία, συνοδεύεται από ρίγος και έχει διαλείπουσα μορφή (κάθε 3- 4 μέρες). Κατά την ύφεση του πυρετού υπάρχει ύφεση και των υπόλοιπων κλινικών συμπτωμάτων (Τζανέτου 2005).

Στα συνοδά συμπτώματα ανήκουν: ζάλη, αδυναμία και απώλεια βάρους. Στα πρώιμα συμπτώματα περιλαμβάνονται: ο πόνος στο δεξί υποχόνδριο, γαστρεντερικές διαταραχές (συνήθως διάρροια), εφίδρωση και κόπωση (Τζανέτου 2005).

Στα κλινικά ευρήματα περιλαμβάνονται: α) ηπατοσπληνική διόγκωση (η διόγκωση του σπλήνα συχνά φθάνει μέχρι τη λαγόνια ακρολοφία και παραμένει μήνες μετά τη θεραπεία) (εικόνα 14), β) διόγκωση λεμφαδένων, γ) δερματικές εκδηλώσεις και δ) λεπτοί, τριζόντιοι ρόγχοι κατά την ακρόαση των πνευμόνων (χωρίς ανεύρεση άλλων κλινικών χαρακτηριστικών πνευμονίας) (Τζανέτου 2005).
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Εικόνα 14: Ηπατοσπληνική διόγκωση στη Σπλαχνική Λεϊσμανίαση
(πηγή: WHO 2009, www.leishrisk.net 2009)
Στα προχωρημένα στάδια της νόσου κυρίως στη χρόνια μορφή, παρατηρούνται απίσχναση και πολύ χαμηλή ανοσιακή αντίσταση. 
Σε βαριές περιπτώσεις αναφέρονται σύγχυση, τρόμος και λήθαργος, ενώ υπάρχουν σημεία κυάνωσης (Τζανέτου 2005).

Στις συχνότερα αναφερόμενες επιπλοκές ανήκουν: α) αναιμία, β) αιμορραγίες του βλεννογόνου (κυρίως του εντέρου) καθώς και γ) οίδημα, ασκίτης, υδροθώρακας λόγω υπολευκωματιναιμίας. Βαρεία προγνωστικά σημεία αποτελούν η έντονη δύσπνοια, η κυάνωση, ίκτερος, η ταχυκαρδία και σημεία από το Κ.Ν.Σ. (εικόνα 15) Στην Ινδία, οι ασθενείς συχνά εμφανίζουν υπέρχρωση δέρματος στην κοιλία, τα άνω και τα κάτω άκρα. Η υπέρχρωση είναι πιο ευδιάκριτη σε άτομα της λευκής φυλής από ότι σε σκουρόχρωμα άτομα .Η συνήθης αιτία εισαγωγής στο νοσοκομείο είναι η πνευμονία, ενώ η συνήθης αιτία θανάτου (90% των περιπτώσεων) είναι επιπρόσθετες λοιμώξεις (Τζανέτου 2005, Soares et al. 2008).
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Εικόνα 15: Κλινικά συμπτώματα και σημεία Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης

(Πηγή: www.nature .com 2009)

Εργαστηριακά Ευρήματα
Το πιο χαρακτηριστικό εύρημα είναι η λευκοπενία (<2.000/mm3). Άλλα εργαστηριακά ευρήματα είναι η ουδετεροπενία, η μείωση των ηωσινόφιλων, η σχετική λεμφοκυττάρωση,η αναιμία (νορμόχρωμη, νορμοκυτταρική), η θρομβοπενία, και η υπεργαμμασφαιριναιμία (ΙgG).Σε βαριές περιπτώσεις παρατηρούνται διαταραχές του πηκτικού μηχανισμού και υπολευκωματιναιμία (Βακάλης 2004,Τζανέτου 2005).

Διαφορική διάγνωση 

Η σπλαχνική Λεϊσμανίαση θα πρέπει να διαφοροδιαγνωστεί από ένα μεγάλο αριθμό νοσημάτων στα οποία ανήκουν: α) Βρουκέλλωση, ελονοσία, λέμφωμα, λευχαιμία, φυματίωση, κίρρωση ήπατος με πυλαία υπέρταση και υπερσπληνισμό, λοιμώδη ενδοκαρδίτιδα, ηπατοσπληνική σχιστοσωμίαση, αφρικανική τρυπανοσωμίαση, τυφοειδής πυρετός, ιστοπλάσμωση και τροπική σπληνομεγαλία (Herwaldt 1999,Τζανέτου 2005).
Περίοδος Επώασης 

Στον άνθρωπο η περίοδος επώασης κυμαίνεται κατά μέσο όρο από 2 έως 6 μήνες. Οι διαφορές αυτές οφείλονται στην ανοσολογική αντίδραση του ατόμου κατά την εισβολή του πρωτόζωου και στον αριθμό των προμαστιγωτών μορφών που εισέρχονται (Παπαδογιαννάκης 2007).

Πρόγνωση

Η θνητότητα της νόσου αγγίζει το 90% των περιπτώσεων αν δεν εφαρμοστεί κανένα θεραπευτικό σχήμα. Με συνεχή αγωγή η νόσος θεραπεύεται (Τζανέτου 2005, Κανσουζίδου-Κανακούδη 2006)
2.7.2 Δερματική Λεϊσμανίαση Παλαιού Κόσμου 

Η δερματική λεϊσμανίαση του παλαιού κόσμου εντοπίζεται στην Αφρική, την Ασία και την Ευρώπη και προκαλείται συνήθως από τα είδη L. tropica, L.major και  L. aethiopica (εικόνα 16) (Griffiti 1987, Τζανέτου 2005).
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Εικόνα 16: Δερματική Λεϊσμανίαση
(πηγή: www.teaching.path.com.ac.uk 2009)

Οι κλινικές εκδηλώσεις της δερματικής λεϊσμανίασης του παλαιού κόσμου μπορούν να διακριθούν κύρια σε 2 κατηγορίες:1) στην οξεία και 2) στη χρόνια δερματική λεϊσμανίαση Τα αίτια, οι κύριες και δευτερεύουσες κλινικές εκδηλώσεις της νόσου φαίνονται στον πίνακα 21.  
	Δερματική Λεϊσμανίαση Παλαιού Κόσμου

	Αίτια

	L. tropica, L.major και  L.aethiopica.(συνήθεις αιτίες)

L.d.donovani και στην L.d.infantum  (Τζανέτου 2006).

	Κλινικές Εκδηλώσεις 

	1) οξεία
	2) χρόνια δερματική λεϊσμανίαση

	α)αστική ξηρού τύπου (urban dry type)
	β) αγροτική υγρού τύπου
	α)χρόνια μη επουλωμένη
	β)

υποτροπιάζουσα ή μερικώς επουλούμενη    (recidivans, lupoid)
	γ) διάχυτη ανενεργό δερματική-diffuse anergic cutaneous

	Κύριο  κλινικό σύμπτωμα:

	Ερυθηματώ
δης βλατίδα
	
	ερυθηματώδεις πλάκες και οζίδια
	
	διάσπαρτες οζώδεις αλλοιώσεις


Πίνακας 21 :Αίτια, κλινική εικόνα Δερματικής Λεϊσμανίασης Παλαιού Κόσμου
2.7.3 Δερματική Λεϊσμανίαση Νέου Κόσμου

Η Δερματική Λεϊσμανίαση του Νέου Κόσμου παρατηρείται στην Κεντρική και Νότια Αμερική. Στον πίνακα 22 περιγράφονται τα αίτια και η κλινική εικόνα της νόσου (Τζανέτου 2005).  

	Δερματική  Λεϊσμανίαση Νέου Κόσμου

	Αίτια
	Κλινική Εικόνα

	L. braziliensis complex
	L. Mexicana complex
	απλή δερματική αλλοίωση

	L. b. braziliensis
	L.m. mexicana
	βλεννογονοδερματικές αλλοιώσεις (L.b.braziliensis),

	L. b. guyanensis
	L. m. amazonensis
	διάχυτες αλλοιώσεις (L. m. amazonensis, L. pifanol).

	L. b. panamensis
	L. m.venezuelensis
	πολλαπλά έλκη (L. b. guyanensis)

	L. b. peruviana
	L.m. pifanol
	απλά δερματικά έλκη (L. b. braziliensis)

	
	L.m garnhami
	διογκωμένα οζιδία στα προσαγωγά λεμφαγγεία (L. b. panamensis)

	
	
	μονήρη, οζώδη αλλοίωση 

(L.m. Mexicana)


Πίνακας 22 :Αίτια και κλινική εικόνα Δερματικής Λεϊσμανίασης Νέου Κόσμου
2.7.4 Βλεννογονοδερματική Λεϊσμανίαση 

Ο τύπος αυτός της Λεϊσμανίασης (espundia) χαρακτηρίζεται από προσβολή των βλεννογόνων κυρίως της μύτης, του στόματος, του φάρυγγα και του λάρυγγα. Η προσβολή αποτελεί συνήθως δευτεροπαθή εκδήλωση λοίμωξης που αναπτύσσεται μέσα σε διάστημα λίγων εβδομάδων ή μηνών από το πρωτοπαθές έλκος. Μπορεί να εκδηλωθεί όμως και μετά από πολλά χρόνια από την ίαση. Δεν επουλώνεται αυτόματα και μπορεί να προκαλέσει εκτεταμένες παραμορφωτικές αλλοιώσεις αν δεν χορηγηθεί κατάλληλη θεραπεία. Στις παρατηρούμενες αλλοιώσεις το παράσιτο σπάνια ανευρίσκεται και δύσκολα αναπτύσσεται σε καλλιεργητικά υλικά (Τζανέτου 2005). 

2.8 Διάγνωση

Η διάγνωση της ανθρώπινης Λεϊσμανίασης στηρίζεται σε 2 παραμέτρους: 1) στον προσεκτικό κλινικό έλεγχο (συμπτώματα και κλινικά ευρήματα) και 2) στα εργαστηριακά ευρήματα.

Υπάρχουν αρκετά προβλήματα τόσο κατά την ανίχνευση μεμονωμένων περιπτώσεων όσο και διαγνωστικών δυνατοτήτων στα περιφερικά κέντρα υγείας όπου συνήθως απευθύνονται οι ασθενείς για θεραπεία. Μέχρι τώρα η οριστικοποίηση της διάγνωσης στηρίζεται σε απομόνωση του παρασίτου σε καλλιέργεια. Ωστόσο, τα περισσότερα νοσοκομεία δεν διαθέτουν τα μέσα ούτε για συλλογή και ανίχνευση του παρασίτου στο μυελό των οστών, ούτε για την εφαρμογή δερματικών τεστ. Στις περιπτώσεις αυτές απαιτούνται γρήγορες και εύκολα εφαρμοζόμενες δοκιμασίες (Chappuis et al. 2007) . 

2.8.1 Εργαστηριακή Διάγνωση Ανθρώπινης Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης  

Καθώς ο κλινικός έλεγχος της Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης δεν χαρακτηρίζεται από μεγάλη ειδικότητα, χρειάζονται εργαστηριακές δοκιμασίες για την επιβεβαίωση της διάγνωσης. Οι δοκιμασίες αυτές θα πρέπει να έχουν μεγάλη ευαισθησία (>95%) καθώς η νόσος μπορεί να αποβεί μοιραία αν δεν διαγνωστεί και δεν αντιμετωπιστεί έγκαιρα και σωστά. Επίσης θα πρέπει να διαθέτουν μεγάλη ειδικότητα καθώς τα φάρμακα που χρησιμοποιούνται μέχρι σήμερα για τη θεραπεία είναι πολύ τοξικά. Κάτω από ιδανικές συνθήκες, οι δοκιμασίες θα πρέπει να μπορούν να διαχωρίζουν την οξεία νόσο από την ασυμπτωματική μόλυνση, αφού κανένα φάρμακο δεν είναι μέχρι τώρα ασφαλές στην αντιμετώπιση των ασυμπτωματικών μολύνσεων. Επιπρόσθετα, οι δοκιμασίες χρειάζεται να είναι απλές και οικονομικές (Chappuis et al. 2007).
Μέχρι σήμερα ο Π.Ο.Υ. (2008) έχει θεσπίσει εργαστηριακά κριτήρια για τη διάγνωση της Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης (πίνακας 23)  και προτείνει την εφαρμογή 3 γρήγορων διαγνωστικών μεθόδων με μεγάλη ευαισθησία και ειδικότητα. Οι προτεινόμενες μέθοδοι είναι: 1) ανασυνδυασμένη δοκιμασία  k39 (recombinant test k39), 2) μέθοδος άμεσης συγκόλλησης με κατεψυγμένα- ξηρά αντιγόνα (dipstick agglutination test with freeze-dried antigen) και 3) μέθοδος συγκόλλησης δια σωματιδίων Latex (latex agglutination test to detect antigen in urine) (WHO 2008, Chappuis et al. 2007). 
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Πίνακας 23: Εργαστηριακά κριτήρια διάγνωσης Λεϊσμανίασης
(πηγή :WHO 2008)

Μη ειδικές λεϊσμανιακές δοκιμασίες

 Η ανεύρεση παγκυτταροπενίας (μειωμένου αριθμού λευκών, ερυθρών και αιμοπεταλίων) βρέθηκε ότι έχει σχετικά μεγάλη ειδικότητα (98%) σε ύποπτα κλινικά δείγματα στο Νεπάλ αλλά μικρή ειδικότητα (16%) (Boelaert et al. 2004, Schenkel et al. 2006). Η μεγάλη πολυκλωνική υπεργαμμασφαιριναιμία που αποτελεί πολύ συχνό εύρημα στη Σπλαχνική Λεϊσμανίαση, μπορεί να ανιχνευθεί με τη δοκιμασία γέλης φορμόλης FGT (Formol gel test ή Aldehyde test). Η δοκιμασία αυτή χρησιμοποιείται ακόμη στην Ανατολική Αφρική και την Ασία λόγω της ευκολίας και του χαμηλού κόστους της. Παρόλα αυτά, η ευαισθησία της είναι πολύ χαμηλή και πολλοί προτείνουν την κατάργησή της (Boelaert et al. 2004, Boelaert et al. 2008, Chappuis et al. 2007).  

Δοκιμασίες Ανίχνευσης Παρασίτου

Παρασιτολογική επιβεβαίωση με μικροσκοπική εξέταση 

Η παρασιτολογική επιβεβαίωση με μικροσκοπική εξέταση γίνεται με άμεση ανεύρεση των αμαστιγωτών μορφών του παρασίτου σε δείγματος μυελού των οστών, σπλήνα και λεμφαδένων (Τζανέτου 2005, Chappuis et al. 2007). Ως δείγμα χρησιμοποιείται είτε επίχρισμα υλικού αναρρόφησης είτε εντύπωμα υλικού βιοψίας σπλήνα, μυελού ή λεμφαδένων που βάφονται κατάλληλα με Giemsa για να εξεταστούν. Επίσης, η τυποποίηση του παρασίτου γίνεται και σε ιστολογικές τομές του υλικού βιοψίας που βάφονται με αιματοξυλίνη-ηωσίνη,Giemsa ή Giemsa-colophonium. Για την βέβαιη διάγνωση απαιτείται η ανεύρεση αμαστιγωτών μορφών με χαρακτηριστικό μέγεθος (2-4 μm διάμετρο), κυκλικό ή ωοειδές σχήμα και εσωτερικά οργανίδια (Herwaldt 1999). Η διαφορική διάγνωση από άλλους ενδοκυττάριους οργανισμούς όπως Toxoplasma ή Histoplasma, γίνεται με τυποποίηση του χαρακτηριστικού κινετοπλάστη (Τζανέτου 2005). 

Η μέθοδος που γίνεται με υλικό αναρρόφησης σπλήνα, μυελού των οστών ή λεμφαδένων θεωρείται ως μέθοδος αναφοράς της Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης καθώς εμφανίζει μεγάλη ειδικότητα. Ωστόσο, η ευαισθησία της μεθόδου ποικίλλει ανάλογα με το υπό εξέταση υλικό. Η μέθοδος κατά την οποία χρησιμοποιείται υλικό αναρρόφησης από σπλήνα είναι η πιο ευαίσθητη (93-99%). Από την άλλη, η ευαισθησία της μεθόδου μειώνεται αρκετά όταν χρησιμοποιείται υλικό μυελού (53-86%) ή λεμφαδένων (53-65%) (Τζανέτου 2005, Chappuis et al. 2007). Αξίζει να επισημανθεί ότι η αναρρόφηση σπλήνα εγκυμονεί κινδύνους για τη ζωή των ασθενών εξαιτίας αιμορραγία σε ποσοστό 0,1% . Για το λόγο αυτό, θα πρέπει να διενεργείται από έμπειρο άτομο και θα πρέπει να υπάρχει δυνατότητα νοσηλευτικής επιτήρησης, μετάγγισης αίματος και χειρουργικής παρέμβασης (Herwaldt 1999, Chappuis et al. 2007). Επιπλέον, η ακρίβεια της μικροσκοπικής εξέτασης εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από την ικανότητα του εργαστηριακού ιατρού και την ποιότητα των αντιδραστηρίων που χρησιμοποιούνται (Chappuis et al. 2007).

Καλλιέργειες Παρασίτου
Η καλλιέργεια αίματος ή υλικών αναρρόφησης και βιοψίας οργάνων θεωρείται πιο ευαίσθητη μέθοδος ανίχνευσης από την μικροσκοπική εξέταση (κατά 10%) και επιπλέον επιτρέπει την τυποποίηση του παρασίτου με ισοενζυμική ανάλυση ή μοριακές τεχνικές (Τζανέτου 2005, Chappuis et al. 2007). Το μειονέκτημα των τεχνικών αυτών παραμένει η περιορισμένη εφαρμογή τους μόνο σε ειδικά νοσοκομεία, κέντρα αναφοράς και ερευνητικά κέντρα, παρ’ όλες τις προσπάθειες που έχουν γίνει για τη διεύρυνση και απλοποίηση της χρήσης τους στη συνήθη κλινική πράξη. Ωστόσο οι καλλιέργειες θεωρούνται απαραίτητες για μια πλειάδα λόγων, όπως για: 1) την παραγωγή μικροοργανισμών και αντιγόνων που θα χρησιμεύσουν στις ορολογικές μεθόδους,2) την in vitro δοκιμή νέων φαρμακευτικών σκευασμάτων, 3) την παροχή μικροοργανισμών για πειραματικές μελέτες καθώς και 4) την οριστικοποίηση της διάγνωσης (Sundar and Ral 2002).

Μοριακές Μέθοδοι Ανίχνευσης Παρασίτου

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) έχει αποδειχθεί ως μια ταχεία, ευαίσθητη και ειδική μέθοδος διάγνωσης και τυποποίησης των ειδών της Leishmania (Τζανέτου 2005, Chappuis et al. 2007, Spanakos et al. 2002, Κανσουζίδου και συν 2005). Για την ανίχνευση του DNA του παρασίτου με PCR έχουν αξιολογηθεί πολλοί στόχοι πολλαπλασιασμού χρησιμοποιώντας εκκινητές (Primers) που καθορίζονται από τα είδη των ενδημικών περιοχών. Στους στόχους  περιλαμβάνονται: 1) πυρηνικό DNA (π.χ. μικρή υπομονάδα του γονιδίου rRNA –SSUrRNA, την περιοχή του γονιδίου beta-tubulin,τη γονιδιακή θέση gp63 και τη θέση ITS)  ή 2) DNA του κινετοπλάστη (π.χ. αλληλουχία μικροκύκλων) (Τζανέτου 2005). Τελευταία εφαρμόζεται και ποσοτική real-time PCR που φαίνεται να προσφέρει τη δυνατότητα προσδιορισμού του παρασιτικού φορτίου (Bossolasco et al. 2003).

Αν και τα πλεονεκτήματα των μοριακών τεχνικών είναι πολλά, ωστόσο, η εφαρμογή τους στο κλινικό εργαστήριο είναι δύσκολη κυρίως επειδή απαιτείται ειδικός και υψηλού κόστους εξοπλισμός για την πραγματοποίησή τους .Παρ’ όλες τις προσπάθειες που έχουν γίνει για την απλοποίηση των μεθόδων αυτών, η εφαρμογή τους, μέχρι τώρα, περιορίζεται μόνο σε κέντρα αναφοράς και ερευνητικά εργαστήρια (Chappuis et al. 2007).

Δοκιμασίες Ανίχνευσης Αντισωμάτων 
Έχουν περιγραφεί αρκετές δοκιμασίες ανίχνευσης ειδικών αντι-λεϊσμανιακών αντισωμάτων που εφαρμόζονται κυρίως όταν υπάρχουν δυσκολίες λήψης και εξέτασης υλικού αναρρόφησης ή βιοψίας. Ωστόσο όλες οι δοκιμασίες εμφανίζουν κάποιους περιορισμούς. Πρώτον, τα επίπεδα των αντισωμάτων στον ορό μειώνονται αμέσως μετά την επιτυχημένη θεραπεία (Kumar et al. 2001) αλλά παραμένουν ανιχνεύσιμα για πολλά χρόνια μετά την ίαση (De Almeida Silva et al. 2006). Έτσι μια ενδεχόμενη υποτροπή της νόσου δεν μπορεί να διαγνωστεί με ορολογικές δοκιμασίες (Chappuis et al. 2007).

Δεύτερον, ένα μεγάλο ποσοστό υγιών ατόμων που ζουν σε ενδημικές περιοχές της νόσου βρίσκονται θετικοί για αντι-λεϊσμανιακά αντισώματα, χωρίς να υπάρχει ιστορικό νόσου εξαιτίας ασυμπτωματικών λοιμώξεων. Η ορολογική συχνότητα στον υγιή πληθυσμό κυμαίνεται από < 10%  (σε περιοχές με μικρή ή «μέτρια» ενδημικότητα) έως >30%  (σε περιοχές με υψηλή ενδημικότητα) (Sundar et al. 2006, Chappuis et al. 2007).

Τρίτον, αν και στο 95% των ασθενών ανευρίσκονται υψηλοί τίτλοι αντισωμάτων, σε ανοσοκατεσταλμένους ασθενείς (π.χ. ασθενείς με συνύπαρξη HIV-λοίμωξης) και σε στρατιώτες με Σπλαχνοτροπική Λεϊσμανίαση υπήρχαν χαμηλοί ή μη ανιχνεύσιμοι τίτλοι (Τζανέτου  2005).

Τέταρτον, παρατηρούνται διασταυρούμενες αντιδράσεις με άλλους μικροοργανισμούς (π.χ. ελονοσίας και τρυπανοσωμίασης) (Τζανέτου 2005). Για τους ανωτέρω λόγους, οι δοκιμασίες ανίχνευσης αντισωμάτων θα πρέπει να συνδυάζονται με τα κλινικά ευρήματα για τη διάγνωση της Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης (Chappuis et al. 2007)

Ορολογικές δοκιμασίες για ανίχνευση αντισωμάτων 

 Ένας μεγάλος αριθμός ορολογικών μεθόδων τόσο ειδικών όσο και μη ειδικών έχει εφαρμοστεί για τη διάγνωση της Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης. 

Στις μη ειδικές μεθόδους ανήκουν η ανοσοδιάχυση, η έμμεση αιμοσυγκόλληση και η αντίθετη ανοσοηλεκτροφόρηση, οι οποίες σήμερα σπάνια χρησιμοποιούνται (Τζανέτου 2005).

Στις ευρύτατα χρησιμοποιούμενες ειδικές μεθόδους ανήκουν ο έμμεσος ανοσοφθορισμός (IFA), η ανοσοενζυμική δοκιμή (ELISA), η δοκιμή άμεσης αιμοσυγκόλλησης (DAT), η δοκιμή western blot και η rK39-ανοσοχρωματογραφία(ICT) (Τζανέτου 2005, Chappuis et al. 2007).

Έμμεσος Ανοσοφθορισμός (IFA- Indirect Fluorescence Antibody)

O έμμεσος ανοσοφθορισμός έχει αυξημένη ευαισθησία και ανιχνεύει αντισώματα πολύ νωρίς κατά την πορεία της νόσου ενώ 6-9 μήνες μετά την επιτυχημένη θεραπεία δεν ανευρίσκονται αντισώματα. Η ανίχνευση τίτλου αντισωμάτων θεωρείται ένδειξη υποτροπής της λοίμωξης. Ως αντιγόνα χρησιμοποιούνται οι προμαστιγωτές ή οι αμαστιγωτές μορφές του παρασίτου. Θετικοί διαγνωστικοί είναι οι τίτλοι > 1/80  ή 1/100 και ύποπτοι οι τίτλοι που είναι > 1/20 .Διασταυρούμενες αντιδράσεις παρατηρούνται με ελονοσία και τρυπανοσωμίαση (Βακάλης 2004, Τζανέτου 2005).

Άμεση Συγκόλληση (DAT – Direct Agglutination Test) 

Η δοκιμασία άμεσης συγκόλλησης αποτελεί μέθοδος πρώτης επιλογής για τις αναπτυσσόμενες χώρες καθώς είναι απλή στην εκτέλεση, με υψηλή ευαισθησία και ειδικότητα (Τζανέτου 2005,Chappuis et al. 2007). Η μέθοδος DAT είναι μια ημι-ποσοτική δοκιμασία που χρησιμοποιεί πλάκες μικροτίτλων με τις οποίες πολλαπλά διαλύματα ορού ή αίματος αναμειγνύονται με κατάλληλα κεχρωσμένες προμαστιγωτές μορφές L. donovani (Chappuis et al. 2007).

Αν υπάρχουν συγκεκριμένα αντισώματα, η συγκόλληση είναι ορατή μετά από 18 ώρες με γυμνό οφθαλμό (Chappuis et al. 2007). Θετικοί διαγνωστικοί τίτλοι είναι μεγαλύτεροι από 1/3200 και αρνητικοί είναι τίτλοι μικρότεροι από 1/800 (Βακάλης 2004). Οι τίτλοι παραμένουν αυξημένοι ακόμη και μετά από 7 χρόνια μετά τη θεραπεία. Η δοκιμασία έχει εκτεταμένη εφαρμογή στις περισσότερες ενδημικές περιοχές. Πρόσφατη μετα-ανάλυση 32 μελετών (Chappuis et al. 2006) έδειξε ευαισθησία κατά μέσο όρο 94,8% (εύρος 92,7- 96,4%) και ειδικότητα ≈ 97,1% (εύρος 93,9- 98,7%). Η πραγματοποίηση της δοκιμασίας δεν επηρεάζεται ούτε από την περιοχή ούτε από το είδος της Λεϊσμάνιας. Κατεψυγμένα-ξηρά αντιγόνα (Freeze-Dried Antigen) είναι πιο κατάλληλα από τα υγρά αντιγόνα (Liquid Antigen) (Chappuis et al. 2006, Chappuis et al. 2007).Στα μειονεκτήματα της μεθόδου ανήκουν: 1) ο σχετικά μεγάλος χρόνος επώασης (>18 ώρες), 2) η χρήση ειδικού εξοπλισμού όπως πλάκες μικροτίτλων και μικροπιπέτες,3) καλά εκπαιδευμένο εργαστηριακό προσωπικό, 4) συχνό έλεγχο ποιότητας, 5) πολλές αραιώσεις και 6) οι αποθήκες των αντιγόνων γίνεται στους 2-8ο c αφού έχουν διαλυθεί (Τζανέτου 2005, Chappuis et al. 2007).

Μια ταχεία ποιοτική δοκιμασία συγκόλλησης (FAST- Fast Agglutination Screening Test) έχει επίσης περιγραφεί για την ανίχνευση αντι-λεϊσμανιακών αντισωμάτων. Η μέθοδος αυτή είναι πιο απλή (μια αραίωση ορού με κατώφλι 1/800 ή 1/1600), πιο γρήγορη (2-3 ώρες) και εμφανίζει ανάλογη ευαισθησία και ειδικότητα με τη DAT. Ωστόσο, η μέθοδος χρειάζεται περαιτέρω πιστοποίηση (Τζανέτου 2005, Chappuis et al.  2007).

Ανοσοενζυμική δοκιμασία (ELISA- Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

H δοκιμασία ELISA θεωρείται μια από τις πιο αξιόπιστες ορολογικές μεθόδους ανίχνευσης αντισωμάτων. Η ευαισθησία και η ειδικότητά της κυμαίνεται από 67-100% και 76,5- 100% αντίστοιχα και εξαρτάται από το είδος του αντιγόνου που χρησιμοποιείται (Saha et al. 2006). Υπάρχει μεγάλη ποικιλία ανασυνδυασμένων αντιγόνων (όπως rGBP από την L.donovani, rORFF από την L.Infantum και rgp63, rK9, rK26 και  rK39 από την L.chagasi). Από αυτά η χρήση του rK39 προσδίδει στη δοκιμασία πολύ μεγάλη ευαισθησία (93 – 100%) και ειδικότητα (97- 98%) H rK39 ELISA έχει εφαρμογή στην εκτίμηση των αποτελεσμάτων της θεραπείας και την ανίχνευση των υποτροπών (Εικόνα 20). Αν η θεραπεία είναι αποτελεσματική ο τίτλος αντισωμάτων μειώνεται απότομα. Σε περίπτωση υποτροπής παρουσιάζεται και πάλι αύξηση του τίτλου  (Τζανέτου 2005,Chappuis et al. 2007).
Η ELISA εξελίχθηκε σε ταχεία ανοσοχρωματογραφική μέθοδο ICT ή dipstick, η οποία ήταν πιο κατάλληλη για κλινική χρήση (Τζανέτου 2005, Chappuis et al. 2007). Μια μετα-ανάλυση μελέτη 13 αξιόπιστων ερευνών έδειξε ότι η rK39- ICT εμφανίζει ευαισθησία και ειδικότητα που κυμαίνονται κατά μέσο όρο σε 93,9% και 95,3% αντίστοιχα (Chappuis et al. 2007). Η διαγνωστική αξία της rK39- ICT επιβεβαιώθηκε στην Ινδία και το Νεπάλ αλλά όχι σε χώρες της Ανατολικής Αφρικής (Chappuis et al. 2007 , Boelaert  2004, Boelaert et al. 2008)
Στα πλεονεκτήματα της μεθόδου ανήκουν :1) υψηλή ειδικότητα και ευαισθησία, 2) ευκολία στη χρήση, 3) ο μικρός χρόνος εκτέλεσης της μεθόδου (10-20 min), 4)το χαμηλό κόστος (κατά μέσο 1$ το τεστ) και 5) η επαναληψιμότητα των αποτελεσμάτων. Εξαιτίας των πολλών πλεονεκτημάτων της, η rK39- ICT θεωρείται μια από τις πιο κατάλληλες μεθόδους διάγνωσης της Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης που μπορεί να εφαρμοστεί εύκολα ακόμη και σε απομονωμένες περιοχές. Ωστόσο για να εδραιωθεί ως μέθοδος απαιτείται περαιτέρω κριτήρια τυποποίησης και πιστοποίησης (Chappuis et al. 2007 ,Saha et al. 2006).
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Εικόνα 17: Ορολογική διάγνωση της Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης.α) άμεση συγκόλληση ,β) rK39 immunochromatographic test strip

(Πηγή: Chappuis et al. 2007)
Δοκιμασίες Ανίχνευσης Αντιγόνων Λεϊσμάνιας
Οι δοκιμασίες ανίχνευσης αντιγόνων, θεωρητικά, θα έπρεπε να είναι πιο ειδικές από τις δοκιμασίες ανίχνευσης αντισωμάτων, αφού δεν συμβαίνουν διασταυρούμενες αντιδράσεις και είναι εύκολη η διάκριση οξείας λοίμωξης από παλαιότερη. Στις δοκιμασίες ανίχνευσης αντιγόνων ανήκει και η πολλά υποσχόμενη μέθοδος συγκόλλησης δια σωματιδίων Latex (Latex agglutination test). Η δοκιμασία έχει πολύ καλή συσχέτιση (97-100%) με την ίαση μετά από την εφαρμογή αντι-λεϊσμανιακής θεραπεία. Η ειδικότητα της μεθόδου φαίνεται να είναι πολύ καλή με βάση μελέτες που έχουν γίνει στην Ανατολική Αφρική και την Ινδία. Παρόλα αυτά, η μέθοδος παρουσιάζει κάποια μειονεκτήματα όπως: 1) χαμηλή ευαισθησία (48 – 87%), 2) δυσκολία στην εκτέλεση, καθώς τα ούρα θα πρέπει να θερμανθούν σε σημείο βρασμού ώστε να αποφευχθούν ψευδώς θετικές αντιδράσεις και 3)προβλήματα που σχετίζονται με την επαναληψιμότητα της δοκιμασίας εξαιτίας της δυσκολίας διάκρισης των ύποπτων θετικών αποτελεσμάτων από τα αρνητικά (Chappuis et al. 2007).

Τέλος η δερματική δοκιμασία στη λεϊσμανίνη (Montenegro skin test), κατά την οποία γίνεται ενδοδερμική ένεση αντιγόνου Leishmannia, δεν έχει διαγνωστική αξία κατά τη διάρκεια ενεργής νόσου καθώς ανιχνεύει μόνο παρελθούσα λοίμωξη. Για το λόγο αυτό χρησιμοποιείται μόνο για επιδημιολογικούς σκοπούς (Τζανέτου 2005).

2.8.2 Εργαστηριακή Διάγνωση Ανθρώπινης Δερματικής Λεϊσμανίασης Παλαιού Κόσμου

Η διάγνωση της Δερματικής Λεϊσμανίασης Παλαιού Κόσμου βασίζεται κυρίως σε τυποποίηση της αμαστιγωτής μορφής σε υλικού της δερματικής βλάβης και σε ανάπτυξη της προμαστιγωτής μορφής σε καλλιέργεια (εικόνα 18). Οι ορολογικές μέθοδοι δεν έχουν μεγάλη διαγνωστική αξία στη Δερματική Λεϊσμανίαση καθώς ο τίτλος αντισωμάτων είναι είτε πολύ χαμηλός είτε απουσιάζει. Στη διάχυτη δερματική λεϊσμανίαση η διάγνωση είναι παρασιτολογική καθώς η δερματική αντίδραση Montenegro και οι ορολογικές δοκιμές είναι αρνητικές (Τζανέτου 2005).
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Εικόνα 18: Leishmania m. σε βιοψία υλικού από το δέρμα χρωσμένo με hematoxylin και  eosin (πηγή: www.dpd.cdc.gov  2009)
2.8.3 Εργαστηριακή Διάγνωση Δερματικής Λεϊσμανίασης Νέου Κόσμου

Κατά τη Δερματική Λεϊσμανίαση Νέου Κόσμου είναι πολύ σημαντική τόσο για τη θεραπεία όσο και για την πρόγνωση, η διάκριση μεταξύ λοίμωξης από L.braziliensis και λοίμωξης από L.mexicana. Η διάκριση είναι σημαντική γιατί η  L.braziliensis κάνει μεταστάσεις στους βλεννογόνους σε αντίθεση με την L.mexicana, η οποία δε δίνει μεταστάσεις. Η διάκριση γίνεται κυρίως με καλλιέργεια και ισοενζυμική ανάλυση.Τα τελευταία χρόνια χρησιμοποιείται επίσης και η μοριακή μέθοδος PCR  (ειδικότητα και ευαισθησία (100%)) για την ανίχνευση του DNA του παρασίτου και την άμεση τυποποίηση τόσο του είδους όσο και του υποείδους. Αντίθετα, οι δοκιμασίες ανίχνευσης αντισωμάτων έχουν σημασία μόνο στη βλεννογονοδερματική μορφή (Τζανέτου 2005).
2.9 Επιδημιολογία Λεϊσμανίασης 

2.9.1 Παγκόσμια Κατανομή

 Η Λεϊσμανίαση ενδημεί σε περισσότερες από 88 χώρες παγκοσμίως κυρίως στην Κεντρική και Νότια Αμερική, την Αφρική, την Ινδία, τη Μέση Ανατολή, την Ασία και τη Νότια Ευρώπη (κυρίως στις Μεσογειακές χώρες).  Η Αυστραλία και οι χώρες του Νοτίου Ειρηνικού δεν θεωρούνται ενδημικές περιοχές της νόσου. Ο επιπολασμός της νόσου συνεχώς αυξάνεται και υπολογίζεται σε 12 εκατομμύρια άτομα παγκοσμίως. Επιπλέον, 350 εκατομμύρια άνθρωποι κινδυνεύουν να νοσήσουν (WHO 2009). Η ετήσια επίπτωση της νόσου κυμαίνεται σε 2 εκατομμύρια νέων περιπτώσεων, 1.5 εκατομμύρια Δερματικής και 500.000 Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης  (WHO 2009, CDC 2009). Η Βλεννογονοδερματική Λεϊσμανίαση είναι λιγότερο συχνή. Η επίπτωση είναι υψηλότερη σε τροπικές και υποτροπικές χώρες όπου οι συνθήκες ευνοούν την επιβίωση και τη δραστηριότητα των φλεβοτόμων. Στους χάρτες (εικόνες 19,20) παρουσιάζονται το 90% των κρουσμάτων Δερματικής Και Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης παγκοσμίως (WHO 2009). Παλαιότερα, η Λεϊσμανίαση θεωρούνταν νόσος των αγροτικών και φτωχών περιοχών, ενώ σήμερα ο κίνδυνος της νόσου παρουσιάζει αύξηση και στις αστικές περιοχές (Desjeux 2001).  
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Εικόνα 19: Ενδημικές περιοχές (90% των κρουσμάτων) της Δερματικής Λεϊσμανίασης (πηγή: WHO 2009)
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Εικόνα 20: Ενδημικές περιοχές (90% των κρουσμάτων) της Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης  (πηγή: WHO 2009)

Θνησιμότητα, Θνητότητα, Νοσηρότητα και Ανικανότητα

Η νόσος προκαλεί ετησίως 80.000 θανάτους σε όλο τον κόσμο. Ο υποσιτισμός, η μόλυνση, η  HIV λοίμωξη, η χρήση ενδοφλέβιων ουσιών, η ανοσοκαταστολή, υποκείμενα νοσήματα (λευχαιμία, σακχαρώδης διαβήτης, σαρκοείδωση, συστηματικός ερυθηματώδης λύκος), σπληνεκτομή, εγκυμοσύνη και άλλοι στρεσογόνοι παράγοντες θεωρούνται προδιαθεσικοί παράγοντες για την αύξηση του ποσοστού θνησιμότητας και θνητότητας  Επιπλέον τα ποσοστά αυτά μεγιστοποιούνται κάτω από συνθήκες έκτακτης ανάγκης, μαζικής μετανάστευσης και λοιμού (Κανσουζίδου- Κανακούδη 2006, WHO 1996, WHO 2008) .
Η σπλαχνική Λεϊσμανίαση είναι προοδευτική νόσος και αν δεν δοθεί θεραπευτική αγωγή οι ασθενείς καταλήγουν σε σύντομο διάστημα (Hsia  and Halpern 2008, WHO 1996). Τα ποσοστά θνητότητας κυμαίνονται από 75 - 95 % στις περιπτώσεις που δεν έχει δοθεί θεραπεία και μπορεί να αγγίξουν και το 100% μέσα σε 2 χρόνια στις αναπτυσσόμενες χώρες. Από την άλλη, οι περιπτώσεις Δερματικής Λεϊσμανίασης που δεν έχουν θεραπευτεί μπορεί προοδευτικά να εξελιχθούν σε διάσπαρτη Βλεννογονοδερματική μορφή. Στις περιπτώσεις αυτές ο θάνατος επέρχεται ως αποτέλεσμα δευτεροπαθούς λοίμωξης (Hsia and Halpern 2008). Η νόσος μπορεί να προκαλέσει παραμορφώσεις, ουλές και σοβαρή ανικανότητα και σχετίζεται με 2,4 εκατομμύρια DALYs ετησίως (Desjeux  2004, WHO 2008).  

Επιπτώσεις στη Δημόσια Υγεία 

Κοινωνικο-οικονομικές Επιπτώσεις 
Για πολλά χρόνια, οι επιπτώσεις της νόσου για τη δημόσια υγεία είχαν υποεκτιμηθεί, κυρίως λόγω έλλειψης επίγνωσης της σοβαρότητας της νόσου. Την τελευταία όμως δεκαετία παρατηρείται στροφή στον τομέα αυτό, λόγω της εξάπλωσης των ενδημικών περιοχών και των αναφερόμενων κρουσμάτων. Παρόλα αυτά, εξακολουθεί να μη υπάρχει ακριβής εικόνα του προβλήματος εξαιτίας κυρίως της υποδήλωση του νοσήματος (η δήλωση είναι υποχρεωτική μόνο σε 32 από τις 88 ενδημικές περιοχές). Η υποδήλωση οφείλεται κυρίως στο γεγονός ότι τα άτομα που προσβάλλονται κατοικούν σε απομονωμένες περιοχές. Επιπλέον τα άτομα αυτά, που είναι κυρίως γυναίκες, στιγματίζονται εξαιτίας των ουλών και των παραμορφώσεων που προκαλεί η νόσος (Κανσουζίδου- Κανακούδη 2006, WHO 2008). Η ανικανότητα ως απότοκος των παραμορφώσεων αλλά και ο κοινωνικός στιγματισμός που ακολουθεί τους πάσχοντες οδηγεί σε μείωση της παραγωγικότητας και σε σοβαρά κοινωνικο-οικονομικά προβλήματα που στέκονται τροχοπέδη στην ανάπτυξη και την πρόοδο των περισσότερων ενδημικών περιοχών. Από την άλλη, η Λεϊσμανίαση, κυρίως η Σπλαχνική μορφή, έχει κατά διαστήματα προκαλέσει μεγάλης έκτασης και θνητότητας επιδημίες σε αρκετές περιοχές (π.χ. τις χώρες του Αμαζονίου, τη Σαουδική Αραβία, το Μαρόκο, το Σουδάν, την Ινδία και άλλες τροπικές περιοχές), με αποτέλεσμα να υπάρχει σημαντική καθυστέρηση αναπτυξιακών προγραμμάτων δράσης και μεγιστοποίηση των κοινωνικο- οικονομικών προβλήματων. Τέλος, δεν θα πρέπει να λησμονηθεί ότι η νόσος σχετίζεται με τον υποσιτισμό, με πολέμους και με άλλους παράγοντες κινδύνου που μπορεί να αποδεκατίσουν μια χώρα (Κανσουζίδου- Κανακούδη 2006, WHO 2008).
Κατανομή της νόσου κατά φύλο

Οι άνδρες προσβάλλονται συχνότερα από τις γυναίκες κυρίως εξαιτίας της αυξημένης έκθεσής τους στους φλεβοτόμους. Συγκεκριμένα, οι άνδρες εμφανίζουν σχεδόν διπλάσια ποσοστά νόσησης σε σχέση με τις γυναίκες (Hsia and Halpern 2008,WHO 2008).  

Ηλικιακή Κατανομή

Στις ενδημικές περιοχές η νόσος προσβάλλει κυρίως τα παιδιά κάτω των 15 ετών. Συγκεκριμένα είδη Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης επηρεάζουν ορισμένες ηλικιακές ομάδες παιδιών. Για παράδειγμα η L.  infantum που προκαλεί Σπλαχνική Λεϊσμανίαση στις Μεσογειακές χώρες προσβάλλει κυρίως νήπια ηλικίας 1- 4 ετών (Hsia and Halpern  2008) .

Παράγοντες Κινδύνου 


Από τα μέσα της δεκαετίας του 1990 η παγκόσμια κατανομή της νόσου έχει επεκταθεί. Η επέκταση αποδίδεται σε συνδυασμό παραγόντων όπως : η αύξηση της επιτήρησης, εκτεταμένη έρευνα, δημογραφικές αλλαγές (π.χ. μετακίνηση πληθυσμού από αγροτικές σε αστικές περιοχές και από μη ενδημικές σε ενδημικές περιοχές της νόσου), αλλαγές στο μικροκλίμα, στις συνήθειες και στο περιβάλλον (αποψίλωση των δασών, κατασκευή φραγμάτων και νέων αρδευτικών συστημάτων). Οι παράγοντες που συμβάλλουν όμως περισσότερο στην επέκταση των ορίων της νόσου είναι η αστικοποίηση και η επέκταση της μετάδοσης της HIV  λοίμωξης στις αγροτικές περιοχές (WHO 2008, Hsia and Halpern 2008).
Επίδραση περιβαλλοντικών και κλιματικών αλλαγών στον κίνδυνο ανάπτυξης της νόσου

Η μετάδοση της νόσου μέσω των φλεβοτόμων εξαρτάται από μια σειρά παραγόντων που επηρεάζονται από τον καιρό. Στους παράγοντες αυτούς ανήκουν: 1) η ποικιλία, 2) η επιβίωση,3) ο ρυθμός τσιμπήματος (γονοτροπικός κύκλος),  4) την περίοδο επώασης των φλεβοτόμων και 5) το εύρος της περιόδου μετάδοσης. Η θερμοκρασία και η υγρασία είναι από τους 2 κυριότερους παράγοντες που επηρεάζουν την επιβίωση, την ανάπτυξη και τη δραστηριότητα των φλεβοτόμων και κατ’ επέκταση της νόσου. Η θερμοκρασία συγκεκριμένα επηρεάζει τη δραστηριότητα του τσιμπήματος των φλεβοτόμων αλλά και το ίδιο το παράσιτο. Οι φλεβοτόμοι μπορούν να επιβιώσουν σε περιοχές με πολύ μεγάλη θερμοκρασία και ξηρασία αλλά και σε ψυχρά κλίματα σε περιόδους που συνδυάζουν χαμηλές θερμοκρασίες και μειωμένη ηλιοφάνεια για μεγάλο διάστημα (4 – 8 μηνών).Τέλος, αξίζει να σημειωθεί ότι υπάρχουν και έμμεσες συσχετίσεις μεταξύ του κλίματος και της μετάδοσης της νόσου ποτ επηρεάζονται από 1) την κατανομή των ξενιστών, 2) την τοπική βλάστηση (έχει σημασία ως πηγή σακχάρων κι περιοχή ανάπαυσης) και 3) τους τρόπους έκθεσης των ανθρώπων με τους διαβιβαστές φλεβοτόμους (Lindgren et al. 2008).

2.9.2  Η Λεϊσμανίαση Στην Ευρώπη

Χαρτογράφηση  της Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης στην Ευρώπη 

Η Σπλαχνική Λεϊσμανίαση στην Ευρώπη θεωρείται μια σπάνια νόσος. Παρόλα αυτά, την τελευταία δεκαετία η επίπτωση της παρουσιάζει μια αξιοσημείωτη αύξηση ενώ παράλληλα παρατηρούνται αλλαγές στην κατανομή της νόσου στις Ευρωπαϊκές χώρες. Ως αίτια της αύξησης ενοχοποιούνται 2 κυρίως παράγοντες: 1) το μεγάλο ποσοστό της συνύπαρξης Leishmania και HIV λοίμωξης, που κυμαίνεται στο 25-70% των ενήλικων με Leishmania και HIV, και 2) στην καλύτερη καταγραφή της νόσου μετά την εγκατάσταση συστήματος επιτήρησης από τον  WHO (Lindgren et al. 2008 , Desjeux et al. 2000).  Στην εικόνα 21 φαίνεται ο συνολικός αριθμός των κρουσμάτων Leishmania και HIV λοίμωξης, ανά χώρα για το  διάστημα 1990- 1998 και 1996- 1998 (Desjeux et al. 2000). 
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Εικόνα 21:  Συνολικός αριθμός των κρουσμάτων Leishmania και HIV λοίμωξης, ανά χώρα, διάστημα 1990- 1998 και 1996- 1998 (Desjeux et al. 2000)

Η επίπτωση των κρουσμάτων Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης, χωρίς την ύπαρξη HIV λοίμωξης, έχει αυξηθεί επίσης στην Ιταλία και τη Γαλλία (συμπεριλαμβανομένης της τετραπλάσιας αύξησης των κρουσμάτων στις Άλπεις). Όσον αφορά την αλλαγή στην κατανομή της νόσου, θα πρέπει να επισημανθεί κυρίως το γεγονός ότι έχουν παρουσιαστεί  κρούσματα Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης σε περιοχές όπου δεν προϋπήρχαν αυτόχθονες περιπτώσεις της νόσου. Στις νέες ενδημικές περιοχές ανήκουν: η Βορείως Ιταλία, η Βορείως Κροατία, η Ελβετία και η Γερμανία  (Lindgren et al. 2008). Η κατανομή της Λεϊσμανίασης επηρεάζεται από την κατανομή του φλεβοτόμου. Στην Ευρώπη παρατηρείται εξάπλωση των φλεβοτόμων, ενδιάμεσων ξενιστών της L. infantum, της αιτίας της Ευρωπαϊκής Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης (πίνακας 24) (Lindgren et al. 2008, Naucke and Schmitt  2004) .

	Ενδιάμεσος ξενιστής (Vector)
	Ευρωπαϊκές Χώρες

	P. ariasi
	Γαλλία, Ιταλία, Πορτογαλία, Ισπανία

	P. neglectus
	Ελλάδα, Αλβανία, Ιταλία, Μάλτα, Ρουμανία, Νότια Αυστρία και Χώρες της Πρώην Γιουγκοσλαβίας (Βοσνία- Ερζεγοβίνη, Κροατία, Σερβία, Σκόπια)

	P. perfiliewi
	Ελλάδα, Αλβανία, Ιταλία, Χώρες της Πρώην Γιουγκοσλαβίας

	P. perniciosus
	Γαλλία (και Κορσική), Γερμανία, Ιταλία, Μάλτα, Πορτογαλία, Γερμανία, Ιταλία, Ισπανία , Νότια Αυστρία

	P. tobbi
	Κύπρος, Αλβανία, Ελλάδα, Ιταλία, Χώρες της Πρώην Γιουγκοσλαβίας

	P. mascittii
	Βέλγιο, Γερμανία, Γαλλία, Ιταλία, Μονακό, Ισπανία, Χώρες της Πρώην Γιουγκοσλαβίας, Ελβετία


Πίνακας 24: Κατανομή των ειδών των φλεβοτόμων που δρουν ως ενδιάμεσοι ξενιστές της L. infantum στην Ευρώπη  (πηγή: WHO/ TRP 2008)

Κατανομή Λεϊσμανίασης κατά Περιοχή και Πληθυσμιακή Πυκνότητα

Στην Ευρώπη  η εξάπλωση των ειδών των φλεβοτόμων και η αλλαγή στην  γεωγραφική κατανομή της νόσου αποδίδεται στους ίδιους παράγοντες  που  εντοπίζονται και στις υπόλοιπες περιοχές του κόσμου . Όσον αφορά την περιοχή και την πυκνότητα του πληθυσμού, οι περισσότερες περιπτώσεις λοίμωξης αναφέρονται σε ιδιαίτερα πυκνοκατοικημένες περιφέρειες και σε παράκτιες περιοχές (75%). Στην εικόνα 22 φαίνεται η γεωγραφική κατανομή της Σπλαχνικής και της Δερματικής Λεϊσμανίασης στην Ευρώπη (Lindgren et al.  2008).   





Εικόνα 22:Η εκτιμώμενη κατανομή στην Ευρώπη της Σπλαχνικής (αριστερά) και της Δερματικής (δεξιά) Λεϊσμανίασης καθώς και των ενδιάμεσων ξενιστών τους (πηγή: Lindgren et al.  2008).

Πληθυσμοί Σε Κίνδυνο Λεϊσμανίασης Στην Ευρώπη 

Οι πληθυσμοί που κινδυνεύουν περισσότερο από τη Λεϊσμανίασης είναι κυρίως όσοι ζουν σε αγροτικές και ημι-αγροτικές περιοχές όπου είναι αυξημένος ο αριθμός των φλεβοτόμων και των ζώων - ξενιστών της νόσου. Τα τελευταία χρόνια όμως και τα αστικά κέντρα έχουν μετατραπεί σε περιοχές υψηλού κινδύνου εξαιτίας του AIDS και της ενδοφλέβιας χρήσης ουσιών (Lindgren et al. 2008, Desjeux et al. 2000).  

Άτομα με Leishmania και HIV λοίμωξη στην Ευρώπη

Ο συνολικός αριθμός των κρουσμάτων συν-λοίμωξης στην Ευρώπη υπολογίζεται σε 580.000 (WHO 2001). Στις μεσογειακές χώρες το 1,5 – 9% των ασθενών με HIV αναπτύσσει και σπλαχνική Λεϊσμανίαση (WHO 2000). Ο αριθμός των ατόμων με συν-λοίμωξη παρουσίασε αύξηση στα τέλη της δεκαετίας του 1990 σε σχέση με τον αριθμό των πασχόντων από HIV (Desjeux et al. 2000). Πρόσφατα όμως άρχισε να πέφτει στις χώρες της Νότιας Ευρώπης (πίνακας 25) εξαιτίας κυρίως των νέων θεραπευτικών σχημάτων (π.χ. αντιρετροϊκής θεραπείας HAARTs) (Lindgren et al. 2008).

	Χώρα
	1990–1995
	1996–1998
	1999–2001

	Γαλλία
	127
	132
	59

	Ιταλία
	144
	85
	106

	Πορτογαλία
	29
	88
	42

	Ισπανία
	473
	412
	214


Πίνακας 25:  Αριθμός αναφερόμενων περιπτώσεων Leishmania και HIV VL/HIV λοίμωξη στη Νότια Ευρώπη, διάστημα 1990–2001 (πηγή: Lindgren et al. 2008, τροποποιημένο)
Οι πληθυσμοί υψηλού κινδύνου για Σπλαχνική Λεϊσμανίαση στα αστικά κέντρα είναι κυρίως άτομα με HIV λοίμωξη και χρήστες ουσιών που μοιράζονται τις ίδιες σύριγγες. Συγκεκριμένα, σε άτομα με Leishmania και HIV λοίμωξη που είναι χρήστες ενδοφλέβιων ουσιών παρατηρείται η υψηλότερη συχνότητα (71%) Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης Η  γεωγραφική εντόπιση των κρουσμάτων με συν-λοίμωξη αφορά κυρίως τη Γαλλία, την Ιταλία, την Πορτογαλία και την Ισπανία και ακολουθούν η Αλβανία, η Ελλάδα κ.α  Όσον αφορά την πυκνότητα του πληθυσμού, οι περισσότερες περιπτώσεις συν-λοίμωξης αναφέρονται σε ιδιαίτερα πυκνοκατοικημένες περιφέρειες και σε παράκτιες περιοχές (75%) . Πιθανότατα η αυξημένη εντόπιση των λοιμώξεων στις περιοχές αυτές να σχετίζεται, κατά ένα μέρος, με το γεγονός ότι τα κέντρα επιτήρησης του Π.Ο.Υ. βρίσκονται στις περιοχές αυτές κυρίως κοντά σε μεγαλουπόλεις (Lindgren et al. 2008, Desjeux et al. 2000).   
Ηλικιακή Κατανομή 

H Σπλαχνική Λεϊσμανίαση στην Ευρώπη εντοπίζεται κυρίως σε παιδιά. Τα τελευταία χρόνια όμως παρατηρείται αύξηση της συχνότητας της νόσου στους ενήλικες και μείωση της ευπάθειας των παιδιών. Η αλλαγή αυτή πιθανότατα να οφείλεται σε πολλούς παράγοντες όπως: 1) αλλαγές στους τρόπους έκθεση του ανθρώπου, 2) περιβαλλοντικές αλλαγές, 3) βελτίωση στη διάγνωση και στην καταγραφή των κρουσμάτων και  4) βελτίωση της διατροφής και της γενικής υγείας των παιδιών .Η ηλικία των ατόμων με Leishmania και HIV λοίμωξη κυμαίνεται μεταξύ 31 και 50 ετών στην Ευρώπη (Lindgren et al. 2008).  

Κλιματολογικοί και Περιβαλλοντικοί Παράγοντες που επηρεάζουν την κατανομή της νόσου στην Ευρώπη 
Η κατανομή της Σπλαχνικής Λεϊσμανίαση στην Ευρώπη είναι σημαντικά μικρότερη από την κατανομή των διαβιβαστών φλεβοτόμων. Η θερμοκρασία και η υγρασία επηρεάζουν την επιβίωση, την ανάπτυξη και τη δραστηριότητα των φλεβοτόμων στην Ευρώπη. Η δραστηριότητά των ενήλικων ειδών είναι καθαρά εποχική, παρατηρείται κυρίως τους καλοκαιρινούς μήνες και μειώνεται σημαντικά όταν η θερμοκρασία είναι μικρότερη των 20ο C. Παρόλα αυτά, κάποια είδη παραμένουν ενεργά και σε πολύ χαμηλότερες θερμοκρασίες, όπως η P. Neglectus (στην Ελλάδα) παραμένει ενεργή σε 13ο C.  Το είδος L. infantum είναι συχνό σε θερμοκρασίες 5-10ο C τον Ιανουάριο και 20-30ο C τον Ιούλιο, σε υψόμετρο 400 - 600m πάνω από το επίπεδο της θάλασσας. Ο περιορισμός στην κατανομή των παρασίτων και των ξενιστών στην Ευρώπη αποδίδεται κυρίως σε 10ο C ετήσιας ισοθερμίας (Lindgren et al. 2008). 

2.9.3 Η Λεϊσμανίαση στην Ελλάδα

Η Ελλάδα θεωρείται μια χώρα ενδημική της Λεϊσμανίασης. Η νόσος ανήκει στα υποχρεωτικώς δηλούμενα νοσήματα που η συστηματική καταγραφή και επιτήρηση γίνονται από το ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ. 
Η πρώτη περίπτωση Σπλαχνικής και η πρώτη περίπτωση Δερματικής Λεϊσμανίασης αναφέρθηκαν στην Κρήτη στις αρχές του αιώνα (1907 και 1909, αντίστοιχα). Στην Ελλάδα, η Σπλαχνική Λεϊσμανίαση προκαλείται από την L. infantum και η Δερματική από τη L. tropica (Κανσουζίδου-Κανακούδη 2006).

Οι ενδιάμεσοι ξενιστές της νόσου στην Ελλάδα είναι οι φλεβοτόμοι:  P. Perfiliewi, P. tobbi (L. infantum), P neglectus, P. papatasi και P. sergent (L. tropica). Ο αριθμός των κρουσμάτων της νόσου για το σύνολο της χώρας παρουσιάζει πτωτική τάση, ιδιαίτερα μετά το 2005 (γράφημα 6, ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ  2008).Η κύρια αποθήκη του παρασίτου στη χώρα μας είναι ο σκύλος. Η συχνότητα μόλυνσης στο σκύλο κυμαίνεται από 6,8 - 48,4% (Κανσουζίδου-Κανακούδη 2006).

Συχνότητα & Γεωγραφική Κατανομή της Λεϊσμανίασης στην Ελλάδα

Με βάση στοιχεία του ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ και της στατιστικής υπηρεσίας (2008), τα κρούσματα από το 1951 έως το 1979 ήταν συνολικά 1395 (781 Σπλαχνικής και 177 Δερματικής). Στον πίνακα 26 και το γράφημα 6 παρουσιάζεται ο συνολικός αριθμός κρουσμάτων Λεϊσμανίασης από το 1980 έως το 2008.  

	Έτη
	Σύνολο
	Έτη
	Σύνολο
	Έτη
	Σύνολο

	1980
	50
	1990
	29
	1999
	29

	1981
	68
	1991
	7
	2000
	52

	1982
	83
	1992
	1
	2001
	46

	1983
	67
	1993
	2
	2002
	53

	1984
	68
	1994
	0
	2003
	21

	1985
	53
	1995
	4
	2004
	53

	1986
	85
	1996
	6
	2005
	50

	1987
	55
	1997
	3
	2006
	35

	1988
	42
	1998
	24
	2007
	53

	
	
	
	
	2008 (Μαϊος)
	11


Πίνακας 26: Συνολικός Αριθμός Κρουσμάτων Λεϊσμανίασης, Σύνολο χώρας, 1980-2008 (πηγή : Κ.ΕΛ.Π.ΝΟ 2008)
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Γράφημα 6:  Συνολικός Αριθμός Κρουσμάτων Λεϊσμανίασης στην Ελλάδα,

Έτη 1998- 2008 (πηγή: ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ.  2008)
Με βάση τα στοιχεία του γραφήματος 6, η νόσος παρουσίασε σημαντική ελάττωση από το 1987 έως το 1997. Από το 1998 όμως εμφανίστηκε εκ νέου αύξηση της νόσου. Τα αίτια αυτής της αύξησης δεν έχουν επίσημα αναζητηθεί. Πιστεύεται όμως ότι η αύξηση οφείλεται στη μεγάλη αύξηση των αδέσποτων σκύλων (Κανσουζίδου-Κανακούδη 2006).Η μεγαλύτερη επίπτωση της νόσου παρατηρείται σε Αττική, Κρήτη, Μεσσηνία, Καβάλα, Αργολίδα, Δράμα κ.α. (Κανσουζίδου-Κανακούδη 2006, Παπαδογιαννάκης 2007)
Κατά φύλο κατανομή της Λεϊσμανίασης στην Ελλάδα ,έτη 1998 -2008

Στον πίνακα 27 παρουσιάζεται η κατά φύλο κατανομή της νόσου στην Ελλάδα, για τα έτη 1998 -2008. Οι άνδρες φαίνεται να εμφανίζουν σχεδόν διπλάσιο αριθμό κρουσμάτων σε σχέση με τις γυναίκες (Γράφημα 7). 

	Κρούσματα Λεϊσμανίασης

	Έτη
	Άνδρες
	Γυναίκες
	Άγνωστο

	
	Ν
	%
	Ν
	%
	

	1998
	9
	36%
	4
	16%
	12

	1999
	20
	56%
	14
	39%
	2

	2000
	36
	69,23%
	16
	30,77%
	 

	2001
	29
	63%
	17
	37%
	 

	2002
	26
	49,05%
	27
	50,95%
	 

	2003
	12
	57,14%
	6
	28,57%
	3

	2004
	33
	63,46%
	19
	36,54%
	 

	2005
	35
	70%
	14
	28%
	1

	2006
	26
	74,30%
	9
	25,71%
	 


	2007
	34
	64,15%
	19
	35,85%
	 

	2008 (Μαϊος)
	7
	63,63%
	4
	36,37%
	 

	Σύνολο
	267
	61,52%
	149
	34,33%
	


     Πίνακας 27 :Αριθμός κρουσμάτων Λεϊσμανίασης κατά φύλο, σύνολο χώρας, έτη δήλωσης 1998- 2008 (πηγή: Κ.Ε.ΕΛ.Π.Ν.Ο, 2008)
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Γράφημα 7::  Ποσοστό ανδρών – γυναικών με Λεϊσμανίαση, Σύνολο Χώρας, έτη 1998 -2008 (πηγή: Κ.Ε.ΕΛ.Π.Ν.Ο  2008)

Κατά ηλικία κατανομή της Λεϊσμανίασης στην Ελλάδα, 
έτη 1998 – 2008 

Με βάση τα επίσημα στοιχεία του ΚΕ.Ε.Λ.Π.ΝΟ (2008), η Λεϊσμανίαση στην Ελλάδα προσβάλλει όλες τις ηλικιακές ομάδες. Αν και σε άλλες χώρες τα περισσότερα κρούσματα είναι παιδιά ηλικίας κάτω των 15, στην Ελλάδα η νόσος προσβάλλει πιο συχνά τους ενήλικες (πίνακας 28 και γράφημα 8).

	Έτη
Ηλικία
	1998
	1999
	2000
	2001
	2002
	2003
	2004
	2005
	2006
	2007
	5/08

	0- 4
	4
	8
	4
	7
	7
	1
	8
	4
	5
	11
	1

	5 - 14
	1
	5
	4
	3
	4
	2
	5
	6
	4
	7
	2

	15-24
	
	3
	10
	6
	8
	2
	12
	7
	3
	18
	3

	25-44
	4
	10
	12
	11
	15
	7
	8
	14
	11
	7
	

	45-64
	3
	4
	14
	11
	14
	2
	9
	11
	6
	10
	5

	65+
	
	3
	6
	7
	5
	4
	8
	7
	6
	8
	1

	άγνωστο
	13
	3
	2
	1
	
	3
	2
	1
	
	
	


Πίνακας 28: Αριθμός κρουσμάτων Λεϊσμανίασης κατά ηλικία, Σύνολο χώρας,
 1998- 2008 (πηγή: ΚΕ.Ε.Λ.Π.ΝΟ 2009)
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  Γράφημα 8 : Κατανομή  κρουσμάτων Λεϊσμανίασης κατά ηλικία, Σύνολο χώρας, έτος  2007 (πηγή  ΚΕ.Ε.Λ.Π.ΝΟ 2008)

2.10 Θεραπεία

Η έγκαιρη διάγνωση και θεραπεία θεωρούνται σημαντικά τόσο για τον άνθρωπο όσο και για τη κοινότητα. Οι ασθενείς που μένουν χωρίς θεραπεία δρουν ως αποθήκες του παρασίτου συμβάλλοντας στην περαιτέρω μετάδοση της νόσου σε περιοχές που ενδημεί η Λεϊσμανίαση ως ανθρωπονόσος. Έτσι, η έγκαιρη χορήγηση του σωστού θεραπευτικού σχήματος συμβάλλει στον αποτελεσματικό έλεγχο της νόσου και στη μείωση των συνακόλουθων κοινωνικών και οικονομικών προβλημάτων που προκαλεί η νόσος ιδιαίτερα στις αναπτυσσόμενες χώρες (Chappuis et al. 2007).

H θεραπεία της Λεϊσμανίασης στηρίζεται σε ειδικά αντι-λεϊσμανιακά φάρμακα και στην επιθετική διαχείριση των συνακόλουθων (βακτηριακών ή παρασιτικών) λοιμώξεων και των άλλων συνοδών προβλημάτων (όπως η αναιμία, η ολιγαιμία και ο υποσιτισμός). Τα φάρμακα που έχουν χρησιμοποιηθεί για τη θεραπεία της Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης σε διάφορες ενδημικές περιοχές είναι οι πεντασθενείς ενώσεις του αντιμονίου, η amphotericin B, το miltefosine, το aminosidine, το sitamaquine, το pentamidine isethionate κ.α.  (Chappuis et al. 2007). Το μειονέκτημα των περισσότερων φάρμακων είναι οι σοβαρές και απειλητικές για τη ζωή παρενέργειες (π.χ. νεφροτοξικότητα) κυρίως σε παιδιά ηλικίας <2 ετών και σε ενήλικες > 45 που εμφανίζουν σημεία προχωρημένης λοίμωξης ή υποσιτισμού. Τα τελευταία χρόνια, πολλοί ειδικοί θεωρούν τη χρήση συνθέσεων της Amphotericin B με λιπίδια ως το ιδανικό σχήμα για τη θεραπεία της Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης (Chappuis et al. 2007, WHO 2008). 

Όσον αφορά τη Δερματική Λεϊσμανίαση, το 90% των περιπτώσεων επουλώνεται αυτόματα μέσα σε 3 -18 μήνες, ανεξάρτητα το υπεύθυνο είδος του παρασίτου. Οι ενώσεις του αντιμονίου χρησιμοποιούνται από το 1940 για τη θεραπεία κυρίως των ασθενών με υποτροπιάζουσα Δερματική ή Βλεννογονο-δερματική μορφή. Πρόσφατη ανασκόπηση της Cochrane Collaboration σε 49 μελέτες ,έδειξε ότι για τη θεραπεία της L.Major υπάρχουν καλές αποδείξεις κατά τη χορήγηση από το στόμα 200mg fluconazole για 6 εβδομάδες, τοπική χρήση paromomycin και 12% merhylbenzerhonium chloride (MBCL), photodymanic θεραπεία και δια στόματος χορήγηση penroxifylline αντί της ενδομυϊκής χορήγησης meglumine antimoniate.Όσον αφορά τη θεραπεία της L. tropica, υπάρχουν καλές πειραματικές αποδείξεις για τη χρήση intralesional sodium stibogluconare και θερμοθεραπείας συγκριτικά με ενδομυϊκή χορήγηση stibogluconate (Gonzalez et al., 2008).  

Το μειονέκτημα των θεραπειών που δρουν μέσα στο σημείο της βλάβης είναι ο πόνος. Από την άλλη, τα ενδομυϊκά και τα ενδοφλέβια φάρμακα έχουν σοβαρές αντενδείξεις. Αξίζει να σημειωθεί ότι καμία μελέτη δεν έχει επικεντρωθεί στις λειτουργικές και αισθητικές βλάβες και την ποιότητα ζωής των ασθενών (Gonzalez et al. 2008).

Σε ασθενείς που συνυπάρχει και HIV λοίμωξη η εφαρμογή αντιρετροϊκής θεραπείας (HAART) μειώνει τις υποτροπές μειώνοντας το ιικό φορτίο και αυξάνοντας τα CD4 λεμφοκύτταρα. Ως δευτεροπαθής προφύλαξη χορηγούνται 20 mg/kg sodium stibogluconate ή meglumine antimonate ενδοφλεβίως ή ενδομυϊκώς μια φορά το μήνα. (Τζανέτου 2005). 

Σε γενικές γραμμές, για τη θεραπεία τόσο της Σπλαχνικής και της Δερματικής Λεϊσμανίασης εφαρμόζονταν συνδυασμοί φαρμάκων που χαρακτηρίζονται από αποτελεσματικότητα, πρόληψη της ανάπτυξης φαρμακευτικής αντίστασης, μείωση της διάρκειας της θεραπείας και μείωση του κόστους. Για παράδειγμα αναφέρεται η ταυτόχρονη χορήγηση sodium stibogluconate και paromomycin ή liposomal amphotericin B και miltefosine για τη θεραπεία της Σπλαχνικής μορφής (Chappuis et al.  2007).

Τέλος, ως δείκτης ίασης της Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης θεωρείται η έλλειψη κλινικών υποτροπών για τουλάχιστον 6 μήνες (Τζανέτου 2005). Για τον  έλεγχο της αποτελεσματικότητας της θεραπείας εκτιμάται η κυτταρική ανοσολογική απάντηση προσδιορίζοντας τους λεμφοκυτταρικούς υποπληθυσμούς CD4+ και CD8+ στο περιφερικό αίμα καθώς και καταμετρώντας τις ενδοκυττάριες κυτταροκίνες, τους IFN-γ και IL-4 με τη βοήθεια της κυτταρομετρίας ροής και την χρησιμοποίηση κατάλληλων μονοκλωνικών αντισωμάτων (Παπαδογιαννάκης 2007).

2.11 Μεθοδολογία Πρόληψης & Παρέμβασης Σε Ατομικό Επίπεδο Και Σε Επίπεδο Δημόσιας Υγείας
Παρέμβαση Σε Ατομικό Επίπεδο 
Παρακολούθηση του ασθενή

Μετά τη θεραπευτική αγωγή και τον έλεγχο της οξείας φάσης, ο ασθενής θα πρέπει να παρακολουθείται συστηματικά για την αποφυγή ενδεχόμενης υποτροπής ή επαναμόλυνσης. Η λεϊσμανίαση αν και συχνά παραμένει ασυμπτωματική για μεγάλο χρονικό διάστημα, σε περιπτώσεις  ανοσοκαταστολής (π.χ. AIDS, νεοπλασματική νόσος, ανοσοκατασταλτικά φάρμακα κ.λ.π) μπορεί να εμφανιστούν συμπτώματα. Ασθενείς με τη συμπτωματική μορφή της λεϊσμανίασης θα πρέπει να ελέγχονται για τυχόν υποκείμενη νόσο που οδηγεί σε καταστολή του ανοσοποιητικού συστήματος κυρίως της κυτταρικής ανοσίας (Παπαδογιαννάκης 2007) .

Κατά τη νοσηλεία του ασθενούς

Η απομόνωση του ασθενούς δεν είναι απαραίτητη. Το ιατρικό και νοσηλευτικό προσωπικό δεν χρειάζεται να πάρει καμία ειδική προφύλαξη εφόσον αρχίσει η θεραπεία του ασθενούς ενώ το δωμάτιο νοσηλείας θα πρέπει να είναι απροσπέλαστο από τις σκνίπες (Παπαδογιαννάκης 2007).

Μέτρα πρόληψης της νόσου στο οικογενειακό περιβάλλον

Μετά τη θεραπεία ο ασθενής δεν εγκυμονεί κανένα κίνδυνο για το οικογενειακό του περιβάλλον. Εάν ο ασθενής είναι ιδιοκτήτης σκύλου το ζώο θα πρέπει να εξεταστεί από κτηνίατρο και να γίνει εργαστηριακός έλεγχος για λεϊσμανίαση. Σε περίπτωση που ο σκύλος πάσχει από τη νόσο θα πρέπει να ακολουθείται είτε θεραπεία ή ευθανασία. Η χρήση συρμάτινου πλέγματος, ειδικά στο κατάλυμα του σκύλου θεωρείται απαραίτητη. Συνιστάται η καταπολέμηση των φλεβοτόμων (σκνιπών) μεταδοτών με περιοδική εφαρμογή εντομοκτόνων υπολειμματικής δράσης σε πιθανές εστίες ανάπτυξής τους, όπως πέτρινους τοίχους, καταλύματα ζώων και σωρούς χαλικιών. .Επειδή δεν υπάρχει εμβόλιο, επιβάλλεται η χρήση εντομοαπωθητικών για προστασία από τα δήγματα των φλεβοτόμων ειδικά σε περιόδους που είναι πιο επιθετικοί (αυγή και δύση του ηλίου) μεταξύ των μηνών Απριλίου – Οκτωβρίου, διάστημα που η σκνίπα μεταδότης είναι ενεργή (Παπαδογιαννάκης 2007). 

Παρέμβαση σε επίπεδο δημοσίας υγείας 

Επιτήρηση του Νοσήματος (Σκοπός & Δήλωση) 

Η επιτήρηση είναι χρήσιμη στην αποτύπωση της εξάπλωσης του νοσήματος, στην αξιολόγηση των προληπτικών προγραμμάτων και στην έγκαιρη ανίχνευση και αντιμετώπιση των εξάρσεων κρουσμάτων και των επιδημιών (Κ.Ε.ΕΛ.Π.Ν.Ο 2009).

Η Λεϊσμανίαση ως νόσημα υποχρεωτικής δήλωσης θα πρέπει να δηλώνεται στις αρμόδιες αρχές. Κατά τη δήλωση του νοσήματος χρειάζεται για να μελετηθούν οι επαφές του ασθενούς και να αναζητηθεί η πιθανή πηγή μόλυνσης. Υπάρχουν 3 κατηγορίες δήλωσης (πίνακας 29) 

	Κατηγορίες Δήλωσης Λεϊσμανίασης



	Ύποπτη: Η περίπτωση είναι συμβατή με την κλινική περιγραφή του νοσήματος,.


	Πιθανή: όταν η ύποπτη περίπτωση έχει επιδημιολογική σύνδεση 



	Βεβαιωμένη: η ύποπτη περίπτωση επιβεβαιώνεται εργαστηριακά



Πίνακας 29 : Κατηγορίες Δήλωσης Λεϊσμανίασης 
(πηγή : ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ 2009)
Επιτήρηση Λεϊσμανίασης Σε Παγκόσμιο Επίπεδο 
Ο Π.Ο.Υ έχει αναπτύξει ένα πρόγραμμα επιτήρησης και ελέγχου της νόσου σε παγκόσμιο επίπεδο. Σκοπός του προγράμματος είναι η μείωση της επίπτωσης της νόσου σε κάθε χώρα. Οι στόχοι που έχουν τεθεί για επίτευξη του σκοπού αυτού παρατίθενται στον πίνακα 30 (W.H.O 2009).

	Στόχοι του προγράμματος επιτήρησης και ελέγχου της Λεϊσμανίασης του Π.Ο.Υ.

	Διευκόλυνση της έγκαιρης διάγνωσης και της κατάλληλης θεραπείας

	Έλεγχος του πληθυσμού των φλεβοτόμων με εντομοκτόνων ψεκασμούς των σπιτιών και τη χρήση ειδικών δικτυωτών καλυμμάτων των κρεβατιών

	Υγειονομική Εκπαίδευση και Προμήθεια κατάλληλων εκπαιδευτικών υλικών 

	Ανίχνευση και έλεγχος επιδημιών σε πρώιμο στάδιο 

	Συμβολή στην πρόληψη και την κατάλληλη θεραπεία ασθενών με Leishmania/HIV λοίμωξη


Πίνακας 30:  Στόχοι του προγράμματος επιτήρησης και ελέγχου της Λεϊσμανίασης του Π.Ο.Υ (πηγή: WHO 2009)

Στα πλαίσια του προγράμματος έχει δημιουργηθεί ένα δίκτυο επιτήρησης της Leishmania/HIV συνλοίμωξης (εικόνα 23)
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Εικόνα 23 :: Δίκτυο επιτήρησης της Leishmania/HIV συνλοίμωξης

(πηγή: WHO 2009)
Δημιουργία Εμβολίου έναντι της Λεϊσμανίασης 

Η δημιουργία εμβολίου έναντι της νόσου θεωρείται πιθανή λόγω της απλοϊκής φύσης του κύκλου του παρασίτου και του γεγονότος ότι η επούλωση και η αποκατάσταση προστατεύουν το άτομο από επαναλοίμωξη. Μέχρι τώρα όμως δεν έχει σημειωθεί σημαντική πρόοδος στον τομέα αυτό για τα διάφορα είδη Λεϊσμανίασης (Chappuis et al. 2007).

	ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3Ο: ΑΝΟΣΟΣΦΑΙΡΙΝΕΣ & ΣΥΜΠΛΗΡΩΜΑ



ΓΕΝΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ

3.1. Ανοσοσφαιρίνες 

Οι ανοσοσφαιρίνες είναι μια ανομοιογενής ομάδα γλυκοπρωτεϊνών που παράγονται από τα πλασμοκύτταρα, ανευρίσκονται στο πλάσμα και σε άλλα βιολογικά υλικά ή ιστούς καθώς και στην επιφάνεια μερικών κυττάρων. Η κύρια ιδιότητά τους είναι η αντισωματική δράση τους (ικανότητα ένωσης με το αντιγόνο, την ουσία δηλαδή που προκάλεσε την παραγωγή τους). Οι ανοσοσφαιρίνες διακρίνονται με βάση τις φυσικοχημικές και βιολογικές τους ιδιότητες στις εξής κατηγορίες: IgG,IgA,IgM,IgD και IgE (Παυλάτου  1997).

Η IgG αποτελεί το 75% των ανοσοσφαιρινών του ορού και φυσιολογικά ανευρίσκεται σε πυκνότητα 800-1600 mg/dl. Οι κυριότερες λειτουργίες της είναι: 1) συνδέει το συμπλήρωμα (οι IgG3, IgG1,IgG2 συνδέουν το συμπλήρωμα με την κλασική οδό ενώ η IgG4 το συνδέει με την εναλλακτική οδό), 2) εξουδετερώνει τις μικροβιακές τοξίνες, 3) διευκολύνει τη φαγοκύτωση, 4) αποτελεί την κύρια πρωτεΐνη δευτερογενούς αντίδρασης, 5) παίζει ρόλο στη φαγοκύτωση μικροοργανισμών καλλυμένων με IgG (οψονίνες) (Παυλάτου 1997). 
H IgA υπάρχει στον ανθρώπινο ορό ως μονομερές 7S (85-90%) και ως πολυμερές (10-15%). Οι υποτάξεις της (IgA1 και IgA2) υπάρχουν τόσο στον ορό όσο και στις εκκρίσεις. Η IgA2 παράγεται από πλασμοκύτταρα που βρίσκονται κάτω από τους βλεννογόνους (κυρίως έντερο) και συμβάλλει στην προστασία τους από παθογόνους μικροοργανισμούς. Η IgM αποτελεί το 10% των ανοσοσφαιρινών του ορού και βρίσκεται ως πενταμερής μορφή. Η IgM υπό τη μονομερή της μορφή αποτελούν μαζί με την IgD υποδοχείς του αντιγόνου της μεμβράνης των Β-λεμφοκυττάρων. Η σύνδεση αυτών των υποδοχέων με το αντιγόνο οδηγεί στον πολλαπλασιασμό και τη διαφοροποίηση του λεμφοκυττάρου σε πλασμοκύτταρο. Τα IgM αντισώματα παρουσιάζουν τις ακόλουθες ιδιότητες:1) εμφανίζονται κατά την πρωτογενή ανοσιακή απάντηση, 2) είναι δραστικά σα συγκολλητίνες και 3) είναι οι πιο δραστικές ανοσοσφαιρίνες για τη σύνδεση του συμπληρώματος (Παυλάτου 1997). 

Η IgD βρίσκεται σε μικρή ποσότητα στον ορό και η δράση της δεν έχει διερευνηθεί πλήρως. Μαζί με την IgM αποτελεί υποδοχέα των Β-λεμφοκυττάρων σε ορισμένες φάσεις της διαφοροποίησής τους. Τέλος η ΙgE βρίσκεται σε πολύ μικρές ποσότητες στον ορό και συμμετέχει κυρίως στην αντίδραση υπερευαισθησίας τύπου Ι (Παυλάτου 1997).

Αυξημένες συγκεντρώσεις ανοσοσφαιρινών παρατηρούνται σε οξείες και χρόνιες λοιμώξεις, σε ηπατικές νόσους, αυτοάνοσες παθήσεις, περιγεννετικές λοιμώξεις κ.α. Μειωμένες είναι οι συγκεντρώσεις των ανοσοσφαιρινών σε συνθήκες πρωτοπαθούς και δευτεροπαθούς ανοσοανεπάρκειας όπως κακοήθης νεοπλασίες, λευχαιμία κ.α (Παυλάτου 1997, Βολανάκης 1990, Janeway et al. 2005).

3.2 Συμπλήρωμα 

Το συμπλήρωμα (complement) είναι ένας από τους σημαντικότερους μηχανισμούς άμυνας έναντι επιβλαβών ερεθισμάτων και μικροοργανισμών καθώς παράγει πολλαπλούς βιολογικά ενεργούς παράγοντες που παίζουν σημαντικό ρόλο όχι μόνο στη λύση των κυττάρων αλλά και σε αγγειοκινητικές, φαγοκυτταρικές, χημειοτακτικές και αμυντικές λειτουργίες (Βολανάκης 1990, Janeway et al. 2005). Το συμπλήρωμα περιλαμβάνει μια ομάδα πρωτεϊνών που όταν ενεργοποιηθούν παράγουν πεπτίδια και πρωτεϊνικά συμπλέγματα που παίζουν σημαντικό ρόλο σε μηχανισμούς άμυνας αλλά και στην παθογένεια ορισμένων νοσημάτων. Στο συμπλήρωμα περιλαμβάνονται 30 περίπου πρωτεΐνες που είναι είτε διαλυτές στον ορό είτε συνδεδεμένες με μεμβράνες κυττάρων (Βολανάκης 1990).

Με βάση τη λειτουργία τους, οι πρωτεΐνες του συμπληρώματος ταξινομούνται σε 3 ομάδες. Στην 1η ομάδα ανήκουν οι πρωτεΐνες που συμμετέχουν στις οδούς ενεργοποίησης του συμπληρώματος. Η 2η ομάδα περιλαμβάνει πρωτεΐνες ρύθμισης της ενεργοποίησης και των βιολογικών δραστηριοτήτων του συστήματος. Και στην 3η ομάδα ανήκουν κυτταρικοί υποδοχείς των βιολογικά ενεργών παραγώγων του συμπληρώματος.

Οι 11 πρωτεΐνες που συμμετέχουν στην ενεργοποίηση της κλασικής οδού ονομάζονται παράγοντες του συμπληρώματος και συμβολίζονται με C και ένα αριθμό από το 1-9. Ο πρώτος παράγοντας C1 είναι ένα μακρομοριακό σύμπλεγμα που περιλαμβάνει 3 πρωτεΐνες τις C1q, C1r  και C1s που δρουν σα λειτουργική μονάδα (Βολανάκης 1990). 

3.3. Ενεργοποίηση του συμπληρώματος

Η ενεργοποίηση του συμπληρώματος είναι μια κλιμακωτή, αυτορρυθμιζόμενη μερική πρωτεόλυση των διαλυτών πρωτεϊνών (παραγόντων ενεργοποίησης) του συστήματος. Η ενεργοποίηση του συμπληρώματος ακολουθεί αρχικά την κλασική (Classical) ή την εναλλακτική (Alternative) ή την οδό ενεργοποίησης της λεκτίνης (Lectin pathway) που οδηγούν στο σχηματισμό ενεργοποιημένου C3 και καταλήγουν σε κοινή πορεία, την τελική οδό (μηχανισμό προσβολής της μεμβράνης) (Παυλάτου 1997, Davies 2006). Οι οδοί ενεργοποίησης του συμπληρώματος απεικονίζονται σχηματικά στις εικόνες 24-27.
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Εικόνα 24:  Ενεργοποίηση και Ρύθμιση Συμπληρώματος

(πηγή: Expert Reviews in Molecular Medicine, http://www.expertreviews.org/ 2003)

Η κλασική οδός ενεργοποιείται με διάφορες ουσίες κυρίως ανοσοσυμπλέγματα με IgG ή IgM αντισώματα, RNA, DNA, πολυανιόντα  κ.α. (Παυλάτου 1997) (εικόνα 25). 
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Εικόνα 25: Κλασική Οδός Ενεργοποίησης του Συμπληρώματος

(πηγή: BioCarta  2009)

Σε γενικές γραμμές η εναλλακτική οδός ενεργοποίησης του συμπληρώματος είναι ένας χυμικός μηχανισμός άμυνας, ένας μηχανισμός θετικής ανάστροφης αλληλορύθμισης που λειτουργεί ακατάπαυστα και προφυλάσσει το μη άνοσο ξενιστή ως την ανάπτυξη ειδικής ανοσιακής απάντησης. Για την ενεργοποίησή της δεν απαιτείται η παρουσία κανενός ενεργοποιητή (Παυλάτου 1997) (εικόνα 26 ). 
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Εικόνα  26 : Εναλλακτική Οδός Ενεργοποίησης του Συμπληρώματος

(πηγή: BioCarta 2009)

H οδός ενεργοποίησης της Λεκτίνης (Lectin) είναι ανεξάρτητη της Αb.  Η οδός αυτή λαμβάνει χώρα όταν μια πρωτεΐνη του ορού, η MBL (mannose-binding lectin), συνδέεται με μανόζη ή φλουκτόζη σε κυτταρικά τοιχώματα βακτηρίου ή σε ιούς. Η οδός της Λεκτίνης ,κατά τα άλλα, ομοιάζει με την κλασική οδό ως προς τη δομή και τη λειτουργία (Davies 2008, Suankratay et al. 1999)  (εικόνα 27).
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Εικόνα 27: Οδός ενεργοποίησης της Λεκτίνης (Lectin Pathway)

(πηγή: BioCarta 2009)

Η  ενεργοποίηση του συμπληρώματος ακολουθείται από μια σειρά βιολογικών φαινομένων που καθιστούν το σύστημα καθοριστικό παράγοντα μη ειδικής ανοσίας και σημαντικό παράγοντα εξέλιξης της μη –ειδικής ανοσιακής απάντησης.. Οι κυριότερες επιδράσεις της ενεργοποίησης του συμπληρώματος είναι :  1) προαγωγή της φλεγμονώδους διεργασίας με την παραγωγή αναφυλατοξινών ( C4a, C3a, C5a), 2) οψονιμοποίηση και φαγοκύτωση, 3) αναστολή των διαλυτών ανοσοσυμπλεγμάτων μετά την ενεργοποίηση της κλασικής οδού, 4) διάσπαση των Fc- Fc δεσμών και διάλυση των ανοσοσυμπλεγμάτων (Παυλάτου 1997) .

3.4 Διαταραχές στις συγκεντρώσεις των παραγόντων του συμπληρώματος

Αυξημένες συγκεντρώσεις των παραγόντων C3 και C4 παρατηρούνται σε φλεγμονώδεις παθήσεις , ενώ μειωμένες είναι οι συγκεντρώσεις σε ενεργό συστηματικό ερυθηματώδη λύκο, σπειραματονεφρίτιδες κ.α. (Παυλάτου 1997, Janeway et al. 2005)
3.5 Τεχνικές μέτρησης ανοσοσφαιρινών και παραγόντων συμπληρώματος 

Ο ποσοτικός προσδιορισμός των ανοσοσφαιρινών και των παραγόντων του συμπληρώματος γίνεται με διάφορες τεχνικές όπως η νεφελομετρία, η κυκλοτερή ανοσοδιάχυση, ανοσοενζυμικές (ELISA) και ραδιοανοσολογικές (RIA) μεθόδους.  

Από τις τεχνικές αυτές, η νεφελομετρία θεωρείται μια απλή και ευαίσθητη μέθοδος που μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τον προσδιορισμό πολλών παραγόντων του ορού μεταξύ των οποίων οι ανοσοσφαιρίνες και το συμπλήρωμα. Άλλα πλεονεκτήματα της μεθόδου είναι ο αυτοματισμός και οι μικροί όγκοι δείγματος που απαιτούνται. Επίσης, τα αιμολυτικά ή ικτερικά δείγματα δεν επηρεάζουν το αποτέλεσμα.  Η νεφελομετρία στηρίζεται στη μέτρηση της σκέδασης φωτεινής δέσμης που περνά μέσα από διάλυμα μέσα στο οποίο γίνεται αντίδραση καθίζησης μεταξύ αντιγόνου και αντισώματος. Η μέθοδος χρησιμοποιείται ευρύτατα στην κλινική πράξη ως μια απλή, γρήγορη και ευαίσθητη τεχνική με δυνατότητα προσδιορισμού πολλών παραγόντων του ορού . Από την άλλη, οι τεχνικές ΕLISA και RIA έχουν μεγάλη ευαισθησία αλλά χρησιμοποιούνται περισσότερο για ερευνητικούς σκοπούς ως πιο σύνθετες τεχνικές με μεγαλύτερο κόστος εφαρμογής (Μουτσόπουλος 1997, Hunziker et al. 2003)

	ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4ο : ΑΡΘΡΙΤΙΔΑ 




	ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4ο : ΑΡΘΡΙΤΙΔΑ


4.1 Εισαγωγή 
Η αρθρίτιδα περιλαμβάνει 100 διαφορετικούς όρους και παθήσεις των αρθρώσεων που σχετίζονται με κάποια αρθρική βλάβη (WHO 2009, CDC 2009). Η ταξινόμησή της στις κυριότερες βάσεις δεδομένων παρουσιάζεται στον πίνακα  31 . 
	Ταξινόμηση Αρθρίτιδας στις κυριότερες Βάσεις Δεδομένων
 

	ICD-10
	M

 HYPERLINK "http://www.who.int/classifications/apps/icd/icd10online/?gm00.htm+m00" \o "http://www.who.int/classifications/apps/icd/icd10online/?gm00.htm+m00" 00.-M

 HYPERLINK "http://www.who.int/classifications/apps/icd/icd10online/?gm20.htm+m25" \o "http://www.who.int/classifications/apps/icd/icd10online/?gm20.htm+m25" 25.

	ICD-9
	710-719

	DiseasesDB
	15237

	eMedicine
	topic list

	MeSH
	D001168


Πίνακας 31: Ταξινόμηση της Αρθρίτιδας στις κυριότερες Βάσεις Δεδομένων 

(πηγή: Wikipedia 2009, τροποποιημένος)

Οι πιο συχνές μορφές αρθρίτιδας είναι η οστεοαρθρίτιδα (Ο.Α.) και η ρευματοειδής αρθρίτιδα (Ρ.Α.) (CDC 2009, MeSH 2009). Στα πλαίσια αυτής της εργασίας θα αναφερθούμε περιληπτικά στις αρθρίτιδες που οφείλονται σε λοιμογόνους παράγοντες ή σε διαταραχές του ανοσοποιητικού συστήματος.
	Κυριότερες Μορφές Αρθρίτιδας

	Οστεοαρθρίτιδα
	Προοδευτική, εκφυλιστική αρθρική πάθηση  που προσβάλλει κυρίως ηλικιωμένα άτομα 

	Ρευματοειδής Αρθρίτιδα
	Χρόνια, συστηματική πάθηση, κυρίως των αρθρώσεων, που χαρακτηρίζεται από φλεγμονώδεις αλλαγές στον αρθρικό υμένα και τις αρθρικές δομές, διάχυτη εκφύλιση των κολλαγόνων ινών των μεσεγχυματικών ιστών και ατροφία και αραίωση των οστικών δομών.

	Λοιμώδης Αρθρίτιδα
	Αρθρίτιδα που προκαλείται από Βακτήρια, μυκόπλασμα, ιούς, μύκητες και παράσιτα

	Αντιδραστική Αρθρίτιδα “Reactive Arthritis”
	Άσηπτη, φλεγμονώδης αρθρίτιδα που αναπτύσσεται δευτερογενώς σε μια πρωτογενής εξωαρθρική λοίμωξη και σχετίζεται ισχυρά με το αντιγόνο HLA-B27. Οι αρχικοί παθογόνοι παράγοντες που συνήθως  πυροδοτούν τη μορφή αυτή της αρθρίτιδας είναι Shigella; Salmonella; Yersinia; Campylobacter;  Chlamydia Trachomatis, Brucella κ.α.

	Συστηματικός Ερυθηματώδης Λύκος
	Χρόνια, υποτροπιάζουσα, φλεγμονώδης πάθηση του συνδετικού ιστού που χαρακτηρίζεται από συμμετοχή του δέρματος, των αρθρώσεων, των νεφρών και ορογόνων μεμβρανών. 

	Σπονδυλοαρθροπάθειες 
	Ετερογενής ομάδα αρθριτικών διαταραχών που εμφανίζουν όμοια κλινικά ευρήματα και εργαστηριακά σημεία. Σχετίζονται με το αντιγόνο HLA-B27 και κάποιες μορφές μπορεί να προκαλούνται από λοίμωξη. Οι περισσότερες σπονδυλαρθρίτιδες αφορούν τις αξονικές αρθρώσεις της Σπονδυλικής Στήλης, ιδιαίτερα την ιερολαγόνιο άρθρωση. Σε κάποιες περιπτώσεις όμως προσβάλουν και ασύμμετρες περιφερικές αρθρώσεις. Στην κατηγορία αυτή ανήκουν : η αγκυλοποιητική σπονδυλίτιδα , η αντιδραστική αρθρίτιδα, η ψωριασική αρθρίτιδα κ.α. 


Πίνακας 32: Κυριότερες Μορφές Αρθρίτιδας
(πηγή: CDC 2009,MeSH 2009)

4.2 Κλινική Εικόνα

Τα συνήθη συμπτώματα όλων των μορφών αρθρίτιδας είναι: πόνος, δυσκαμψία και οίδημα μέσα και γύρω από την άρθρωση (εικόνες 28, 29). Μερικές μορφές αρθρίτιδας, όπως η Ρ.Α. και ο συστηματικός ερυθηματώδης λύκος (Σ.Ε.Λ), μπορεί να προσβάλλουν και άλλα όργανα και να προκαλέσουν διάχυτα συμπτώματα (CDC 2009). 


	
	[image: image40.jpg]hi
(Late

stage)

Boutonniere
deformity.
of thumb

<

Ulnar deviation of
metacarpophalangeal
Joints

Swan-neck deformity.
of fingers






Εικόνα 28: Ρευματοειδής Αρθρίτιδα άκρας χείρας

(πηγή: www.nlm.nih.gov ,www.MedicineWorld.Org 2009)
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Εικόνα 29: Οστεοαρθρίτιδα Γόνατος (πηγή: www.nature.com 2009)

4.3  Αιτιολογία & Παθογένεια 

Οι έρευνες των τελευταίων ετών έχουν στραφεί στον εντοπισμό των αιτιολογικών παραγόντων και των παθογενετικών μηχανισμών των διαφόρων μορφών αρθρίτιδας σε μια προσπάθεια πρόληψης και καλύτερης αντιμετώπισης των παθήσεων αυτών (WHO 2000, Aigner & Dudhia 2003, Bijlsma & Knahr 2007,  Felson et al. 2008). Παρόλα αυτά, η  αιτιολογία και η παθογένεια των διαφόρων μορφών αρθρίτιδας δεν έχουν διευκρινιστεί πλήρως αν και έχουν ενοχοποιηθεί πολλοί παράγοντες κυρίως εμβιομηχανικοί και βιοχημικοί. 
Όσον αφορά  τις αυτοάνοσες ρευματικές παθήσεις, πολλοί παράγοντες εμπλέκονται στην αιτιοπαθογένειά τους (πίνακας 33) 
	Πιθανοί Αιτιολογικοί Παράγοντες και Παράγοντες Κινδύνου

Αυτοάνοσων Παθήσεων

	Γενετικοί

	Ορμονολογικοί (π.χ. Διαβήτης, υποθυρεοειδισμός)

	Ανοσολογικοί

	Περιβαλλοντικοί

	Άλλοι


Πίνακας 33:  Πιθανοί Αιτιολογικοί Παράγοντες και Παράγοντες Κινδύνου των Αυτοάνοσων Παθήσεων (πηγή: Ελληνικό Ίδρυμα Ρευματολογικών Ερευνών 2009)

Όσον αφορά την οστεοαρθρίτιδα, οι παράγοντες που έχουν ενοχοποιηθεί για τη νόσο παρουσιάζονται στον πίνακα 34. 
	Πιθανοί Αιτιολογικοί Παράγοντες και Παράγοντες Κινδύνου της Οστεοαρθρίτιδας

	Γενετικοί  (Γενετικά Ελλείμματα που καταστρέφουν την προστατευτική αρχιτεκτονική του χόνδρου –π.χ. Ehler-Dalos)

	Συγγενείς Ανωμαλίες (σκελετικές ανωμαλίες που προκαλούν παθολογική ανατομική και διαταραχή της εμβιομηχανικής των αρθρώσεων) 

	Εμβιομηχανικοί (π.χ. χαλαρότητα αρθρώσεων, μυϊκή αδυναμία)  

	Φλεγμονώδεις Παθήσεις (π.χ. Λοιμώδεις αρθρίτιδες  από Βακτήρια, ιούς, μύκητες κ.α. , Αυτοάνοσες Ρευματικές παθήσεις)

	Μεταβολικές Διαταραχές ( π.χ. ασθένεια Paget, Wilson)

	Τραυματικά – Μετατραυματικά Αίτια ( Μακροτραυματισμοί (π.χ. Ενδαρθρικά κατάγματα) και Μικροτραυματισμοί εξαιτίας επαναλαμβανόμενων φορτίσεων (π.χ. Επαγγελματικά σύνδρομα)

	Ενδοκρινολογικοί – Ορμονολογικοί (π.χ. Διαβήτης, υποθυρεοειδισμός)

	Νευροπαθολογικά Αίτια

	Διατροφικά Προβλήματα 

	Άλλα (Περιβαλλοντικοί Παράγοντες)  

	Παράγοντες που αφορούν τον τρόπο ζωής (παχυσαρκία, αθλητική δραστηριότητα, μυϊκή αδυναμία, 


Πίνακας 34: Πιθανοί Αιτιολογικοί Παράγοντες και Παράγοντες Κινδύνου της Οστεοαρθρίτιδας (πηγή: WHO 2000, Bijlsma & Knahr 2007, Aigner & Dudhia 2003,  Felson et al. 2008)

Κάθε μορφή αρθρίτιδας εμφανίζει διαφορετική παθογένεια. Σε γενικές γραμμές η ρευματοειδής αρθρίτιδα προκαλείται από παθολογικούς μηχανισμούς του ανοσοποιητικού συστήματος. Οι μηχανισμοί αυτοί ενεργοποιούν τα κύτταρα που εμπλέκονται στην παρουσίαση και αναγνώριση του εξωγενούς ή ενδογενούς αντιγόνου και παράγουν μια σειρά κυτταροκινών, κυριότερες των οποίων είναι ο παράγοντας νέκρωσης TNF και η lL-1. Από τη δράση των κυτταροκινών ενεργοποιούνται πολλά άλλα κύτταρα και εκκρίνονται ποικίλες ουσίες που οδηγούν με τη σειρά τους στην ανάπτυξη φλεγμονής, στην υπερπλασία του αρθρικού υμένα και την εκφύλιση των αρθρώσεων (Ελληνικό Ίδρυμα Ρευματολογικών Ερευνών 2009).
Πρόσφατες έρευνες έδειξαν ότι στην παθογένεια της Ο.Α. παίζουν σημαντικό ρόλο 3 ιστοί: ο αρθρικός χόνδρος, ο αρθρικός υμένας και ο μυελός του υποχονδριακού οστού. Μοριακές μελέτες απέδειξαν τη συντονισμένη απελευθέρωσή τους. Και οι 3 ιστοί  εμφανίζουν αλλοιώσεις στη δομή τους ως αποτέλεσμα εμβιομηχανικών και βιοχημικών αλλαγών που συμβαίνουν στην περιοχή. Σε μοριακό επίπεδο, πρόσφατες έρευνες απέδειξαν ότι υπάρχει συντονισμένη απελευθέρωση κυταροκινών, πρωτεασών, αυξητικών παραγόντων και άλλων παραγόντων φλεγμονής και από τους 3 ιστούς που συμβάλλουν στην εξέλιξη της νόσου (Golding & Golding 2007, Samuels et al. 2008). Ωστόσο, απαιτούνται περαιτέρω έρευνες στον τομέα της κυτταρικής βιολογίας που θα αποδείξουν την ύπαρξη ειδικών βιοδεικτών που παίζουν ρόλο στην παθογένεια και την πορεία της νόσου (Samuels et al. 2008). Στην εικόνα 30 φαίνεται σχηματικά η παθογένεια της φλεγμονής. 


	


Εικόνα 30: Παθογένεια της φλεγμονής σχηματικά. (πηγή: Copeman 2006 )
4.4 Αρθρίτιδα και Δημόσια Υγεία

Αρκετά εκατομμύρια άνθρωποι σε όλο τον κόσμο, τόσο στις αναπτυσσόμενες όσο και στις ανεπτυγμένες χώρες, υποφέρουν από κάποια μορφή αρθρίτιδας. Με βάση στοιχεία του C.D.C. (2009) για το διάστημα 2003- 2005, υπολογίζεται ότι 46 εκατομμύρια ενήλικες (1/5 του πληθυσμού) στις Η.Π.Α. παρουσιάζουν κάποια μορφή διαγνωσμένης αρθρίτιδας. Καθώς ο πληθυσμός γερνά, τα νούμερα αυτά ενδέχεται να αυξηθούν δραματικά. Το C.D.C (2009) προβλέπει ότι το 2030 οι ασθενείς με αρθρίτιδα στις Η.Π.Α. θα αυξηθούν σε 67 εκατομμύρια, εκ των οποίων ένα μεγάλο ποσοστό θα εμφανίζει μειωμένη δραστηριότητα ως αποτέλεσμα της νόσου. Οι θάνατοι που σχετίζονταν με αρθρίτιδα υπολογίζονταν σε 9.500 (εικόνα 31) .
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Εικόνα 31: Προβλήματα Δημόσιας Υγείας που προκαλεί η Αρθρίτιδα

στις Η.Π.Α. (σχηματικά)  (πηγή: CDC 2008)
Η αρθρίτιδα είναι η πιο συχνή αιτία ανικανότητας. Στις Η.Π.Α. το διάστημα 2003 - 2005, 19 εκατομμύρια ενήλικες κατά μέσο όρο αναφέρουν μειωμένη δραστηριότητα εξαιτίας κάποιας μορφής αρθρίτιδας. Επίσης, 1 στους 20 ενήλικες παραγωγικής ηλικίας (18-64 ετών) στο γενικό πληθυσμό και 1 στους 3 με αρθρίτιδα παρουσιάζουν περιορισμένη δραστηριότητα εξαιτίας της αρθρίτιδας. Κάθε χρόνο, η αρθρίτιδα οδηγεί σε 750.000 εισαγωγές σε νοσοκομείο και 36 εκατομμύρια επισκέψεις σε εξωτερικά ιατρεία (CDC 2008). Όσον αφορά την οικονομική επιβάρυνση της αρθρίτιδας, μόνο στις Η.Π.Α. υπολογίζεται ότι το 1,2% του εθνικού ακαθάριστου προϊόντος (128 δισεκατομμύρια $)  προορίστηκε σε δαπάνες που αφορούσαν την αρθρίτιδα το 2003 (CDC 2009).

Αναφορικά με την ηλικιακή κατανομή, η αρθρίτιδα προσβάλλει όλες τις ηλικιακές ομάδες, ακόμα και παιδιά. Η μεγαλύτερη συχνότητα αναφέρεται σε ενήλικες ενώ το 2/3 των ατόμων με αρθρίτιδα είναι κάτω από 65 ετών. Όσον αφορά το φύλο, η μεγαλύτερη συχνότητα παρατηρείται σε γυναίκες (CDC 2009). 

Ο ΠΟΥ έχει υπολογίσει την παγκόσμια επιβάρυνση της Οστεοαρθρίτιδας και της Ρευματοειδούς αρθρίτιδας (Symmons et al.  2000). Αναφορικά με την Ο.Α. , το φορτίο ασθένειας μετρημένο σε YLDs (Years lived with Disability) έχει αυξηθεί από 2,8% των συνολικών YLDs το 1990, σε 3,0%  YLDs το 2000 (γραφήματα 9 και 10). Με βάση αυτά τα στοιχεία, το 1990 αποτελούσε την 10η κύρια αιτία μη – θανατηφόρου φορτίου ενώ το 2000 έγινε η 4η αιτία (Symmons et al.   2000).

[image: image43.emf]
Γράφημα 9 :Παγκόσμιο Φορτίο ασθένειας Ο.Α (YLDs/1,000)  στους άνδρες, 1990 & 2000 (πηγή : WHO Symmons et al. 2000)
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Γράφημα 10:: Παγκόσμιο  Φορτίο ασθένειας Ο.Α (YLDs/1,000)  στις γυναίκες, 1990 & 2000 (πηγή : WHO Symmons et al. 2000)

Από την άλλη, η Ρευματοειδής αρθρίτιδα παρουσίασε αύξηση στο φορτίο ασθένειας από 0,7% το 1990 σε 0,8% το 2000 και έγινε από την 40η αιτία ασθένειας το 1990,  31η το 2000 (γραφήματα 11 και 12) (WHO Symmons et al.  2000).
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Γράφημα 11 :  Παγκόσμιο  Φορτίο ασθένειας Ρ.Α (YLDs/1,000)  στους άνδρες, 1990 & 2000 (πηγή : WHO Symmons et al. 2000)
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Γράφημα 12:  Παγκόσμιο Φορτίο ασθένειας Ρ.Α. (YLDs/1,000)  στις γυναίκες, 1990 & 2000 (πηγή : WHO Symmons et al.  2000)

4.5 Προγράμματα ελέγχου και πρόληψης της αρθρίτιδας

Για την επίλυση των ανωτέρω προβλημάτων που προκαλεί η αρθρίτιδα έχει αρχίσει μια προσπάθεια ελέγχου και πρόληψης της νόσου από διάφορους φορείς (WHO 2000, CDC 2000, κ.α.) σε παγκόσμιο επίπεδο. Το CDC στα πλαίσια πρόληψης των χρονιών παθήσεων, βελτίωσης της ποιότητας ζωής και μείωσης των ανισοτήτων στην υγεία έχει αναπτύξει ένα στρατηγικό σχέδιο δράσης  με Τίτλο “National Arthritis Action Plan: A Public Health Strategy” . Στόχοι του σχεδίου είναι: η οικοδόμηση προγραμμάτων πρόληψης, θεραπείας και αποκατάστασης στις διάφορες Πολιτείες, η ενημέρωση του κοινού, η βελτίωση της επιστημονικής γνώσης, η μέτρηση του φορτίου ασθένειας καθώς και πολιτειακές και αλλαγές του συστήματος υγείας (CDC 2009).

Από την άλλη, κλειδί του προγράμματος ελέγχου και πρόληψης της λοιμώδους αρθρίτιδας που εφαρμόζει η Ευρωπαϊκή εταιρεία λοιμώξεων οστών και αρθρώσεων, είναι η γρήγορη ταυτοποίηση του αιτιολογικού παράγοντα της λοίμωξης και η βαθειά γνώση της επιδημιολογίας της λοίμωξης σε κάθε χώρα (EBJIS 2007)


4.5 Λοιμώδης αρθρίτιδα
4.5.1 Αιτιολογία 

 Η παρούσα εργασία ασχολείται ιδιαίτερα με τη λοιμώδη αρθρίτιδα η οποία σχετίζεται με τις ζωοανθρωπονόσους που μελετώνται.

Με βάση το MeSH (2009) η λοιμώδης αρθρίτιδα (infectious arthritis) είναι μια λοίμωξη των αρθρώσεων που μπορεί να προκληθεί από βακτήρια, ρικέτσιες, μυκόπλασμα, ιούς, παράσιτα και μύκητες. Η αντιβακτηριδιακή δράση των μακροφάγων διευκολύνεται με την απελευθέρωση κυτοκινών, όπως η γάμμα ιντερφερόνη και ο παράγοντας T.N.F.  από ειδικά βοηθητικά Τ λεμφοκύτταρα. Όπως έχουν καταδείξει αρκετές μελέτες των τελευταίων ετών, ο ρόλος των κυτοκινών –μεσολαβητών στην κυτταρική ανοσία είναι σημαντικός κατά την οξεία λοίμωξη (WHO 2006).

4.5.2 Τρόποι Μετάδοσης

Οι λοιμογόνοι παράγοντες (βακτήρια, ιοί κ.α.) μπορεί να εισέλθουν σε μια άρθρωση με  τους ακόλουθους τρόπους.:

1) Αιματογενώς. Αποτελεί τη συνήθη οδό μετάδοσης κυρίως στα παιδιά. Οι λοιμογόνοι  παράγοντες εισέρχονται στην κυκλοφορία του αίματος από άλλη εστία λοίμωξης και περνούν στα οστά και τις αρθρώσεις, 2) Μέσω άμεσου τραύματος στην άρθρωση. Μέσω ανοικτού τραύματος οι μικροοργανισμοί καταφέρνουν να περάσουν στην άρθρωση και να πολλαπλασιαστούν, 3) Κατά τη διάρκεια χειρουργικής επέμβασης. Είναι σπάνια επιπλοκή χειρουργικής παρέμβασης και συμβαίνει κυρίως μετά από αρθροσκόπηση (Munoz  2008, Mathews and Coakley 2008).  

4.5.3 Λοιμώδης Αρθρίτιδα που προκαλείται από Βρουκέλλα

Οστεοαρθριτικές επιπλοκές 
Οι κλινικές εκδηλώσεις από τα οστά και τις αρθρώσεις είναι οι πιο συχνές επιπλοκές της Βρουκέλλωσης και ανευρίσκονται σε ποσοστό υψηλότερο του 40% των περιπτώσεων. Στις συχνότερα αναφερόμενες οστεοαρθρικές επιπλοκές ανήκουν: ιερολαγονίτιδα,  σπονδυλαρθρίτιδα, περιφερική αρθρίτιδα, οστεομυελίτιδα, θυλακίτιδα και τενοντοθυλακίτιδα (WHO 2006, Khateeb et al. 1990). 
Η αρθρίτιδα που προκαλείται από Βρουκέλλωση προσβάλλει κυρίως τον αξονικό σκελετό στους ενήλικες ενώ στα παιδιά εστιάζεται κυρίως στις περιφερικές αρθρώσεις. Η συγκεκριμένη αυτή κατανομή μπορεί να συνδέεται με τη σύγκλειση της μετάφυσης και την ανακατανομή του μυελού των οστών από τα μακρά οστά στον αξονικό σκελετό που λαμβάνει χώρα τη δεύτερη δεκαετία της ζωής μας. Η ιερολογονίτιδα και η σπονδυλική οστεομυελίτιδα αποτελούν το 80% των περιπτώσεων αρθρίτιδας οφειλόμενης σε Brucella (McGill 2003).  




Εικόνα 32: Σπονδυλαρθρίτιδα ως επιπλοκή Brucella 

(πηγή:  download.imaging.consult.com 2009)

Ιερολαγονίτιδα

Η ιερολαγονίτιδα που οφείλεται σε Brucella είναι ιδιαίτερα συχνή (Khateeb et al. 1990, McGill 2003). Οι ασθενείς με αυτή τη μορφή αρθρίτιδας προσέρχονται με πυρετό και πόνο στην οσφύ που αντανακλά στα κάτω άκρα (ισχιαλγία). Αρχικά ο ακτινολογικός έλεγχος (ακτινογραφίες και σπινθηρογραφήματα οστών) μπορεί να παρουσιάζεται φυσιολογικός ενώ την ίδια στιγμή η ψηφιακή τομογραφία (CT) ή η μαγνητική τομογραφία (NMR) μπορεί να απεικονίζουν στενώσεις στο μεσοσπονδύλιο διάστημα. Σπονδυλική οστεομυελίτιδα είναι ήδη εμφανής στις τομογραφίες με τη μορφή εκφύλισης των σπονδυλικών σωμάτων κυρίως της οσφυϊκής μοίρας της Σπονδυλικής Στήλης (εικόνα 33). Παρασπονδυλικά αποστήματα δεν είναι τόσο συχνά στη Βρουκέλλωση. Έχει επίσης περιγραφεί μετα-λοιμώδης σπονδυλοαρθροπάθεια πολλών αρθρώσεων που οφείλεται σε διαταραχές ανοσολογικής αιτιολογίας (WHO 2006).
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Εικόνα 33: Μαγνητική τομογραφία ετερόπλευρης ιερολαγονίτιδας

σε ασθενή με Βρουκέλλωση (πηγή: Colmenero et al. 1996)

Σπονδυλίτιδα

Συμβαίνει κυρίως σε ηλικιωμένα άτομα και είναι η πιο σοβαρή μορφή αρθρίτιδας οφειλόμενης σε Brucella. Η συνήθης κλινική εκδήλωση είναι υποξεία ή χρόνια οσφυαλγία. Η ακτινογραφική εικόνα είναι παθολογική και απεικονίζει χαρακτηριστική σκλήρυνση των άνω πρόσθιων τμημάτων του σπονδύλου (Rajapakse 1995) (εικόνες 34-35). Η μαγνητική τομογραφία επιπλέον αποκαλύπτει συμμετοχή των μαλακών ιστών, των νευρικών ριζών ή του νωτιαίου μυελού (McGill 2003). 
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Εικόνα 34: Σπονδυλίτιδα οφειλόμενη σε brucella
( πηγή: Rajapakse 1995)

	[image: image52.emf]
	[image: image53.emf]

	Εκφύλιση δίσκου, τελικής πλάκας και  οστική σκλήρυνση τυπικών σε Βρουκέλλωση
	Οστεολυτική βλάβη οσφυϊκής μοίρας και Κυψελοειδής απόστημα 


Εικόνα 35: Αλλοιώσεις Σ.Σ. οφειλόμενες σε brucella
(πηγή McGill 2003)

Η Αρθρίτιδα από Brucella επηρεάζει συχνότερα την οσφυϊκή μοίρα από ότι τη θωρακική και την αυχενική. Συχνή είναι και η εμφάνιση σπονδυλαρθρίτιδας σε περισσότερα από ένα επίπεδα. Η κατανομή αυτή μπορεί να βοηθήσει στη διαφορική διάγνωση της σπονδυλαρθρίτιδας που οφείλεται στη Brucella από εκείνη που οφείλεται σε φυματίωση, τυφοειδή οστεομυελίτιδα και σε άλλες λοιμώξεις. Η λοιμώδης αυτή σπονδυλαρθρίτιδα που προκαλεί η Brucella μπορεί να αποβεί σοβαρή καθώς προκαλεί σημαντικές εκφυλιστικές αλλοιώσεις που ίσως χρειαστούν χειρουργική διόρθωση στην περίπτωση που υπάρχει παγίδευση νεύρων ή του νωτιαίου μυελού, παρασπονδυλικοί όγκοι ή όγκοι στο νωτιαίο σωλήνα ή σπονδυλολίσθηση (McGill 2003).

Περιφερική Αρθρίτιδα 

Είναι πιο συχνή σε παιδιά και σε νεαρά άτομα. Αφορά συνήθως το γόνατο, το ισχίο και την ποδοκνημική άρθρωση χωρίς να αποκλείεται και η εμπλοκή άλλων αρθρώσεων ακόμη και αρθροπλαστικών. Η συνήθης κλινική εκδήλωση είναι μονοαρθρίτιδα μεγάλης περιφερικής άρθρωσης ή ολιγοαρθρίτιδα. 
Παθοφυσιολογία αρθρίτιδας που προκαλείται από βρουκέλλα

Οι ακριβείς παθοφυσιολογικοί μηχανισμοί της αρθρίτιδας που προκαλείται από βρουκέλλα δεν έχουν πλήρως διευκρινιστεί. Οι 

Gotuzzo και συν θεωρούν ότι υπάρχουν δυο παθογενετικοί μηχανισμοί: η σηπτική και η αντιδραστική. Κατά το σηπτικό μηχανισμό , η βρουκέλλα περνά στην άρθρωση μέσω της κυκλοφορίας του αίματος . to
Κατά την αντιδραστική αρθρίτιδα (reactive) που προκαλείται από βρουκέλλα, εμφανίζονται συμμετρικές κλινικές εκδηλώσεις στις αρθρώσεις των 2 ημιμόρια του σώματος με το μηχανισμό που φαίνεται στην εικόνα 36 (Toivanen and Toivanen 2004). 


[image: image54] Εικόνα 36:  Παθογένεια αντιδραστικής αρθρίτιδας

(πηγή: Toivanen and Toivanen 2004)

Οι ασθενείς προσέρχονται κατά κύριο λόγο με οξεία ή υποξεία συμπτώματα Βρουκέλλωσης όπως πυρετό, ηπατομεγαλία και λεμφαδενοπάθεια. Υπάρχουν όμως και περιπτώσεις εμφάνισης και αρθριτικών διαταραχών σε άτομα με χρόνια Βρουκέλλωση. Ο εργαστηριακός έλεγχος των ατόμων αυτών εμφανίζει αυξημένα επίπεδα ESR/CRP. 

Ο ακτινογραφικός έλεγχος δεν παρουσιάζει παθολογικά ευρήματα στα πρώιμα στάδια καθώς και στις περιπτώσεις που έχει δοθεί έγκαιρη και σωστή θεραπευτική αγωγή για τη νόσο. Το αρθρικό υγρό είναι φλεγμονώδης και συνήθως στείρο μικροβίων ενώ η βιοψία δεν δείχνει ειδικές φλεγμονώδεις αλλοιώσεις. Οστεομυελίτιδα σε μακρά οστά ή πλευρές καθώς και θυλακίτιδα (προεπιγονατιδική ή ωλεκρανική) έχουν περιγραφεί αλλά είναι σπάνιες (McGill 2003).
earlier diagnosis and treatment. 
Αρθρίτιδα προκαλούμενη από Brucella σε παιδιά

Στα παιδιά η πιο κοινή κλινική εκδήλωση είναι οξεία μονοαρθρίτιδα σε άρθρωση η οποία δέχεται φόρτιση. Η αρθρίτιδα αυτή τείνει να γίνει χρόνια και υποτροπιάζουσα. Η ιερολαγονίτιδα και η σπονδυλαρθρίτιδα σε παιδιά είναι σπάνια (McGill 2003, Davies and Copeman 2006). 

4.5.4 Λεϊσμανίαση και Αρθρίτιδες 

Η συσχέτιση της Λεϊσμανίασης με την αρθρίτιδα διερευνάται τα τελευταία χρόνια τόσο στον άνθρωπο όσο και στα ζώα.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    Υπάρχουν λίγες μελέτες που αναφέρουν τη Leishmania ως υπεύθυνο μικροοργανισμό που μπορεί να πυροδοτήσει την ανάπτυξη αρθρίτιδας ανοσολογικής φύσεως. Σε σκύλο έχει περιγραφεί πολυαρθρίτιδα οφειλόμενη σε Leishmania πιθανότατα ως αποτέλεσμα φλεγμονώδους αντίδρασης είτε στο μικροοργανισμό είτε στα ανοσοσύμπλοκα του αρθρικού υμένα (McConkey et al. 2002). Όσον αφορά τον άνθρωπο, η ύπαρξη ρευματικού παράγοντα (Rheumatoid Factor- RF) έχει περιγραφεί σε κάποιες περιπτώσεις ατόμων με Σπλαχνική Λεϊσμανίαση που ζούσαν σε χώρες ενδημικές της νόσου και πιθανολογείται ότι η Leishamania μπορεί να εμπλέκεται στην αιτιολογία και την παθογένεια της ρευματοειδούς αρθρίτιδας (Salama 1990, Atta et al. 2007). Σε πρόσφατη μελέτη των Atta και συνεργατών (2007) βρέθηκε στατιστικά σημαντική συσχέτιση μεταξύ του παράγοντα RF-IgM και της ανάπτυξης Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης στη Βραζιλία, περιοχή ενδημική της νόσου. Οι ερευνητές κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι τα υψηλά επίπεδα του παράγοντα  RF-IgM στον ορό σε συνδυασμό με σποραδική ή μέτρια σύνθεση αντισώματος CCP-Ab (anti-cyclic citrulinated peptide antibody) μπορεί να θεωρηθούν χαρακτηριστική αυτοάνοση αντίδραση του οργανισμού στη Σπλαχνική Λεϊσμανίαση (Atta et al. 2007).  Από την άλλη, στη βιβλιογραφία έχουν περιγραφεί κάποιες περιπτώσεις εμφάνισης Λεϊσμανίασης σε άτομα που ήδη πάσχουν από ανοσολογικής φύσεως αρθρίτιδα. 

Όπως αναφέρθηκε στο 2ο κεφάλαιο το εύρος των κλινικών εκδηλώσεων της Λεϊσμανίασης είναι ευρύ και επηρεάζεται από τη σχέση παρασίτου και ξενιστή. Η αντοχή στη μόλυνση και η μη εκδήλωση νόσου είναι αποτέλεσμα επαρκούς ενεργοποίησης της κυτταρικής ανοσίας, κυρίως της παραγωγής κυτταροκινών IL-2,IL-12,IFN-γ και TNF (Ghersetich et al. 1999, Saha et al. 2006, Παπαδογιαννάκης 2007). Συγκεκριμένα ο παράγοντας TNF-alpha  εμπλέκεται τόσο στην ενεργοποίηση των μακροφάγων όσο και στο σχηματισμό κοκκιώματος στους ιστούς, δυο δραστηριότητες που σχετίζονται με τον έλεγχο της ενδοκυττάριας σπλαχνικής μόλυνσης που προκαλείται από τη Leishmania donovani (Tumang et al. 1994, Pizzorni et al. 2007). 

Από την άλλη, μετρήσιμα επίπεδα TNF-α και TNF-β παραγόντων έχουν βρεθεί σε αρθρικό υγρό ασθενών με ρευματοειδή αρθρίτιδα και οστεοαρθρίτιδα. Μάλιστα ο ρόλος του TNF-α είναι πολύ σημαντικός στην παθογένεια και στην αρθρική φλεγμονή που παρατηρείται στη ρευματοειδή αρθρίτιδα και τα τελευταία χρόνια η θεραπεία της ρευματοειδούς αρθρίτιδας στηρίζεται στην αναστολή της δράσης αυτού του παράγοντα (Pizzorni et al. 2007). Συγκεκριμένα, πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι η χορήγηση anti-TNF θεραπειών (anti-TNF therapies) βελτιώνει δραστικά την κατάσταση υγείας ασθενών με βαρείας μορφής ρευματοειδή αρθρίτιδα (Dixon et al. 2006). Όμως η αναστολή της δράσης του παράγοντα ενέχει τον κίνδυνο ανάπτυξης λοιμώξεων καθώς ο παράγοντας συμμετέχει ενεργά, όπως προαναφέρθηκε, και  στην αντίσταση του οργανισμού έναντι των λοιμώξεων (Dixon et al. 2006, Tektonidou and Skopouli 2007). 

Όσον αφορά τη Λεϊσμανίαση, ο κίνδυνος αυτός αν και είναι ιδιαίτερα σπάνιος, επιβεβαιώθηκε σε κάποιες περιπτώσεις ρευματοειδούς κα ψωριασικής αρθρίτιδας ατόμων που ζούσαν σε ενδημικές περιοχές της νόσου (Pizzorni et al. 2007). Οι Fabre και συνεργάτες (2005) ανέφεραν την εμφάνιση Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης σε ασθενή από τη Γαλλία με ρευματοειδή αρθρίτιδα μετά τη χορήγηση 9 εκχύσεων infliximab (anti-TNF βιολογικού παράγοντα) και azathioprine. Οι Bassetti και συν (2006) αναφέρουν την ανάπτυξη της σπλαχνικής μορφής της νόσου σε μια γυναίκα 69 ετών από τη Βόρεια Ιταλία με ρευματοειδή αρθρίτιδα στην οποία χορηγήθηκε ανθρώπινο anti-TNF μονοκλωνικό αντίσωμα, το adalimuumab. Για τη θεραπεία της λοίμωξης χρησιμοποιήθηκε prednisone και διακόπηκε η χορήγηση adalimuumab. Ανάλογη περίπτωση περιέγραψαν οι Pizzorni και συν (2007). Αναφέρονταν σε ασθενή από την Ιταλία, με ρευματοειδή αρθρίτιδα, στον οποίο χορηγήθηκε για μεγάλο διάστημα το adalimuumab. Οι Bagalas et al. (2007) περιέγραψαν την ανάπτυξη της νόσου σε μια 60-χρονη γυναίκα από την  Ελλάδα, με ρευματοειδή αρθρίτιδα στην οποία δόθηκε θεραπεία με άλλο anti-TNF βιολογικού παράγοντα, το etanercept. Σπλαχνική Λεϊσμανίαση παρουσιάστηκε επίσης και σε ασθενής από την Ελλάδα με ψωριασική αρθρίτιδα μετά από χορήγηση infliximab (anti-TNF βιολογικού παράγοντα). O 45-χρονου άνδρα παρουσίασε υψηλό πυρετό, ρίγος, σπληνομεγαλία, αντιδρώσες πρωτεΐνες και παγκυτταροπενία. Επιπλέον, στο ιστορικό του αναφέρθηκε ότι ο σκύλος του είχε πεθάνει πριν από 5 χρόνια από Λεϊσμανίαση. Στην περίπτωση αυτή, η χρήση anti-TNF βιολογικού παράγοντα μπορεί να πυροδότησε είτε την εμφάνιση νέας λοίμωξης είτε την επανεμφάνιση παλαιότερης υποκλινικής μόλυνσης από Leishmania (Tektonidou and Skopouli 2007). Τα περιστατικά αυτά μας οδηγούν στο συμπέρασμα ότι η χορήγηση anti-TNF θεραπειών σε ασθενείς με αυτοάνοσες αρθρίτιδες όπως ρευματοειδής ή ψωριασική αρθρίτιδα, σχετίζεται στενά με την εμφάνιση Σπλαχνικής Λεϊσμανίασης.  Για το λόγο αυτό, ιδιαίτερα σε ενδημικές περιοχές θα πρέπει, πριν τη χορήγηση anti-TNF θεραπειών, να ελέγχεται πλήρως η ανοσολογική κατάσταση του ασθενούς και να δίδεται ιδιαίτερη προσοχή στο ιστορικό του για να αποφευχθεί ο κίνδυνος νέας λοίμωξης ή υποτροπής παλαιότερης (Dixon et al. 2006, Tektonidou and Skopouli 2007, Pizzorni et al. 2007). 

Σε πρόσφατη μελέτη βρέθηκε ότι το λιπίδιο της Leishmania (Leishmanial lipid) έχει ισχυρή ανοσοκατασταλτική δράση για τα κύτταρα του ξενιστή. Συγκεκριμένα, το λιπίδιο απομονώθηκε από την προμαστιγωτή μορφή της Leishmania donovani (MHO/IN/1978/UR6) και μελετήθηκε η δράση του σε διάφορους παράγοντες φλεγμονής καθώς και στα μονοκλωνικά κύτταρα του αρθρικού υγρού (adherent synovial fluid mononuclear cells – SFMCs). Στη μελέτη αυτή βρέθηκε ότι το λιπίδιο αναστέλλει την απελευθέρωση του TNF-a, της ιντερλευκίνης- 1β, και του ΝΟ σε καλλιέργεια. Επιπλέον, μειώνει τα επίπεδα της cytosolic πρωτεΐνης και του NF-kappaB p65 στα κύτταρα SFMCs. Είχε το αντίθετο αποτέλεσμα στα επίπεδα της ιντερλευκίνης- 10. Τέλος, το λιπίδιο προκάλεσε απόπτωση που συμπεριελάμβανε την ενεργοποίηση του caspase 3, caspase 9, and Bax, την απελευθέρωση κυτοχρώματος c,αλλαγή στη μιτοχονδριακή μεμβράνη και μείωση της ρύθμισης του Bcl-2. Με βάση αυτά τα στοιχεία, οι ερευνητές κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι το λιπίδιο παρουσιάζει ισχυρή αντιφλεγμονώδη δράση και διεγείρει το μηχανισμό απόπτωσης στα SFMCs κύτταρα ασθενών με ρευματοειδή αρθρίτιδα μέσω της μιτοχονδριακής οδού. Η αναστολή της φλεγμονώδους διεργασίας στα αρθρικά κύτταρα μέσω της πρόκλησης απόπτωσης είναι ένας από τους κυριότερους στόχους της θεραπευτικής παρέμβασης σε ασθενείς με αρθρίτιδα και χρειάζεται περαιτέρω διερεύνηση για τη χρήση του λιπιδίου στη θεραπεία της ρευματοειδούς αρθρίτιδας (Majumdar et al. 2008).

 Με βάση τα ανωτέρω δεδομένα, η Leishmania μπορεί είτε να θεωρηθεί ως αιτιολογικός παράγοντας της ρευματοειδούς αρθρίτιδας είτε να πυροδοτήσει την εμφάνιση δευτερογενούς λοίμωξης σε άτομα που ήδη πάσχουν από αρθρίτιδα μέσω της χορήγησης ανοσοκατασταλτικών φαρμάκων. Τέλος, θα πρέπει να αναφερθεί ότι η πολυαρθρίτιδα που οφείλεται σε Leishmania μπορεί να προσβάλλει άτομα με HIV λοίμωξης (Perelló-Roso et al.  1996) 

Λεϊσμανίαση και Ρευματικά Νοσήματα σε παιδιά 

Στον τομέα της παιδιατρικής ρευματολογίας, η Λεϊσμανίαση παρόλο που δεν προκαλεί ειδικά μυοσκελετικά συμπτώματα και σημεία μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως διαφορική διάγνωση σε ασθενής με σύνδρομο ενεργοποίησης μακροφάγων (macrophage activation Syndrome- MAS). Το σύνδρομο MAS είναι μια απειλητική για τη ζωή επιπλοκή κάποιων φλεγμονωδών ρευματικών παθήσεων (κυρίως του συνδρόμου SoJIA (systemic onset juvenile idiopathic arthritis)) που προϋπάρχει της επίσημης εκδήλωσης της ρευματικής νόσου. Έτσι, παιδιά που έρχονται από ενδημικές περιοχές της Leishmania πρέπει να ελέγχονται προσεκτικά για να τεθεί η σωστή διάγνωση πριν τους δοθεί θεραπεία με στεροειδή φάρμακα που χρησιμοποιούνται για αντιμετώπιση του MAS και του SoJIA συνδρόμου  (Sawhney and Saad Magalha˜es 2006) .

3.7. Ανοσοσφαιρίνες και Συμπλήρωμα σε αρθρίτιδες ανοσολογικής φύσεως
 Κληρονομικές και επίκτητες διαταραχές του συμπληρώματος και των ανοσοσφαιρινών 

Όλες οι ανεπάρκειες του συμπληρώματος προδιαθέτουν την εκδήλωση αυτοάνοσων νοσημάτων (π.χ αυτοάνοσων ρευματικών νοσημάτων) και λοιμώξεων (Βολανάκης 1990, Παυλάτου 1997).

Κληρονομικές Ανεπάρκειες των παραγόντων της κλασικής οδού

Ο Σ.Ε.Λ. και άλλα νοσήματα ανοσοσυμπλεγματικής αιτιολογίας συνοδεύουν ομόζυγες ανεπάρκειες των παραγόντων της κλασικής οδού και σπανιότερα την ετερόζυγη ανεπάρκεια του C2. Επιπλέον η επίπτωση του Σ.Ε.Λ. έχει βρεθεί αυξημένη σε άτομα που φέρουν 1 ή περισσότερα σιωπηλά γονίδια ενός ή δυο ισοτόπων του C4 (Wenderfer et al. 2007,  Cook  and Botto M 2006).

Επίκτητες ανεπάρκειες 

Οι επίκτητες ανεπάρκειες διακρίνονται σε 1) ιδιοπαθείς που είναι άγνωστης προέλευσης και χαρακτηρίζονται από μειωμένα επίπεδα ανοσοσφαιρινών, 2) δευτεροπαθείς που συνοδεύουν νεοπλασματικές νόσους (π.χ. λευχαιμίες, πολλαπλό μυέλωμα) ή νοσήματα από λοιμώξεις (βακτήρια ή ιούς) που προκαλούν καταστολή της ανοσιακής απάντησης και καθιστούν το άτομο ευπαθή σε δευτερογενείς λοιμώξεις ,3) ιατρογενής που προκαλούνται από χορήγηση φαρμάκων, ακτινοβολίας κ.α. (Παυλάτου 1997). 

 Ο ρόλος του συμπληρώματος και των ανοσοσφαιρινών στις φλεγμονώδεις, ανοσολογικής φύσεως αρθρίτιδες

Η κλασική και η εναλλακτική οδός του συμπληρώματος θεωρούνται απαραίτητα για τη φάση πρόκλησης της αρθρίτιδας όπως έδειξε πειραματική μελέτη (Hietala et al. 2004). Το C3 θεωρείται κύριος παράγοντας του συμπληρώματος και η μελέτη της εμπλοκής του στις φλεγμονώδεις αρθρίτιδες είναι ιδιαίτερα σημαντική. Η σημασία της μελέτης του παράγοντα έγκειται στο γεγονός ότι: 1) συμμετέχει σε όλες τις οδούς ενεργοποίησης του συμπληρώματος και στην ενεργοποίηση άλλων μηχανισμών πρόκλησης (effector mechanisms), 2) η τοπική και συστηματική σύνθεση του έχουν καλά περιγραφεί (Monach et al. 2007 Abbink et al. 1992). Μέχρι πριν λίγα χρόνια, το ήπαρ θεωρούνταν η πηγή παραγωγή του. Σήμερα είναι γνωστό ότι η σύνθεση των πρωτεϊνών του συμπληρώματος γίνεται από λευκοκύτταρα. Τα C3 που προέρχονται από λευκοκύτταρα βρέθηκε ότι είναι επαρκές για τη γένεση αντιδράσεων αντισωμάτων σε ένα μοντέλο αντιγόνου – αντισώματος. Επίσης βρέθηκε ότι είναι απαραίτητο και επαρκές για την κατάλληλη αντισωματική απάντηση σε λοίμωξη από ενδοδερμικό ερπητοϊό σε ποντίκια (Monach et al. 2007). 

Στις αυτοάνοσες ρευματικές νόσους παρατηρείται αυξημένη συγκέντρωση ανοσοσφαιρινών (υπερανοσοσφαιριναιμία) λόγω υπερπλασίας πολυκλωνικής και ολιγοκλωνικής Ig. Στις οροθετικές ρευματοειδείς αρθρίτιδες ανευρίσκονται τις περισσότερες φορές  IgG ανοσοσφαιρίνες.  Λιγότερο συχνή είναι η ανίχνευση  IgA και IgM στο αρθρικό υγρό και τον ορό (Oka et al. 1990)
Ρευματοειδής Αρθρίτιδα – Ανοσοσφαιρίνες & Συμπλήρωμα 

Τα κυριότερα ανοσολογικά ευρήματα της Ρ.Α. είναι οι ρευματοειδείς παράγοντες στον ορό και στο αρθρικό υγρό. Με βάση την παρουσία IgM ρευματικού παράγοντα, η Ρ.Α διακρίνεται σε οροθετική ή οροαρνητική. Στις οροαρνητικές Ρ.Α ο ασθενής μπορεί να έχει ή 7S IgG ή IgM ρευματικό παράγοντα ή και κυκλοφορούντα ανοσοσυμπλέγματα. Ο παράγοντας IgA όταν ανευρίσκεται σε αρχικά στάδια θεωρείται κακός προγνωστικός παράγοντας της νόσου (Παυλάτου 1997) .

Η παθογένεια της Ρ.Α μπορεί να σχετίζεται και με ανεπάρκεια της γλυκοζυλίωσης της IgG. Επίσης έχει βρεθεί συσχέτιση μεταξύ έλλειψης IgG γαλακτόζης και δραστηριοποίησης της Ρ.Α. Μάλιστα, η IgG γλυκοζυλίωσης θεωρείται χρήσιμος δείκτης στην πρώιμη Ρ.Α. και είναι ένδειξη φτωχής πρόγνωσης (Gindzienska- Sieskiewicz et al. 2005).   Η έκταση των αλλαγών είναι ανάλογη της σοβαρότητας της αρθρίτιδας. Συγκεκριμένα, οι αλλαγές είναι πιο έντονες κατά την οξεία φάση και επανέρχονται κατά την ύφεση. Κατά τη χρόνια φλεγμονή της μεμβράνης του αρθρικού υμένα παίζει ρόλο η συγκέντρωση της ανοσοσφαιρίνης IgG στην προσβεβλημένη άρθρωση που οδηγεί σε ενεργοποίηση του συμπληρώματος (Malhotra et al. 1995, Parekh et al. 1985, Parekh et al. 1989). 
Ο παράγοντας C3 ανευρίσκεται τοπικά στο αρθρικό υγρό σε ασθενείς με Ρ.Α. και η τοπική σύνθεση του μπορεί να είναι σημαντική στην ενεργοποίηση και αναπαραγωγή της φλεγμονής (Rindfleisch & Muller  2005, Monach et al. 2007). 

Οι περισσότερες μελέτες στον άνθρωπο δείχνουν ότι στη ρευματοειδή αρθρίτιδα δεν παρατηρούνται σημαντικές διαταραχές του συμπληρώματος στον ορό εκτός αν συνυπάρχουν αγγειίτιδα και συστηματικές εκδηλώσεις της νόσου. (Παυλάτου 1997, Rindfleisch & Muller 2005). Οι Monach και συν (2007)  σε πειραματικές μελέτες, βρήκαν ότι σε ποντίκια όπου η ενεργοποίηση της εναλλακτικής οδού είναι κρίσιμη για την πρόκληση της αρθρίτιδας με αυτοαντισώματα, το C3 που κυκλοφορεί είναι απαραίτητο και επαρκές στοιχείο για την πρόκληση της αρθρίτιδας.

 Έχουν επίσης ανευρεθεί προϊόντα ενεργοποίησης του συμπληρώματος και σε πλάσμα ασθενών με Ρ.Α. (Shadforth and McNaughton 2008). Επίσης, οι παράγοντες C3 και C4 έχουν απομονωθεί και από αρθρικό υγρό ασθενών με Ρ.Α. (Müller et al. 2002). Από την άλλη, οι Shadforth and McNaughton (2008) έδειξαν ότι όταν αφαιρούνταν ιόντα Ca και Mg, δεν ανευρίσκονταν πια τα προϊόντα στο πλάσμα ασθενών με Ρ.Α. και υγιών μαρτύρων. Όταν δεν υπήρχε η αφαίρεση στο ρυθμιστικό διάλυμα, η ενεργοποίηση του συμπληρώματος αυξάνονταν σε ασθενής με Ρ.Α. υποδηλώνοντας ότι το πλάσμα έχει την ικανότητα επαναφοράς της ενεργοποίησης του συμπληρώματος (Shadforth and McNaughton 2008). 

Σε άλλη πειραματική μελέτη βρέθηκε ότι η μειωμένη ανοσιακή απάντηση που εμφανίστηκε σε ποντίκια με έλλειψη C4  υποδηλώνει ότι η προκαλούμενη από αντίσωμα Ρ.Α είναι ανεξάρτητη της κλασικής οδού και της οδού της λεκτίνης καθώς και του C4b (Solomon et al. 2001). 

Συστηματικός Ερυθηματώδης Λύκος (Σ.Ε.Λ) - Ανοσοσφαιρίνες & Συμπλήρωμα

Ο Σ.Ε.Λ χαρακτηρίζεται από υπεργαμμασφαιριναιμία (Παυλάτου 1997). Όσον αφορά το συμπλήρωμα, θεωρείται σημαντικός μεσολαβητής στη βλάβη των ιστών στο Σ.Ε.Λ και σε άλλες ανοσοσύμπλοκες παθήσεις (Παυλάτου 1997,Wenderfer et al. 2007).Ο ρόλος του συμπληρώματος στην παθογένεια της νόσου είναι σύνθετος. Όπως προαναφέρθηκε γενετικές-κληρονομικές ανεπάρκειες των πρώτων παραγόντων της κλασικής οδού (C1αναστολέα, C1q, C1r,C1s , C2 και C4) θεωρούνται παράγοντες κινδύνου για την ανάπτυξη Σ.Ε.Λ. Πιστεύεται ότι αυτό είναι αποτέλεσμα του ρόλου των αρχικών παραγόντων της κλασικής οδού στην αναστολή των ανοσοσυμπλόκων και των κυττάρων απόπτωσης (Wenderfer et al. 2007). 

Η συστηματική ενεργοποίηση του συμπληρώματος, παρόλο που χαρακτηρίζεται από ελάττωση των επιπέδων του C3 και του C4, σχετίζεται με έξαρση της νόσου (Wenderfer et al. 2007). Και σε άλλες έρευνες έχει βρεθεί ότι τα επίπεδα του συμπληρώματος μειώνονται σε περιόδους έξαρσης και αυξάνονται σε περιόδους ύφεσης. Ο παράγοντας που πρώτος ελαττώνεται και τελευταίος αποκαθίσταται μετά την κρίση είναι ο C4. Οι μεταβολές του C4 και η συγκέντρωση προϊόντων αποδόμησης του C3 θεωρούνται δείκτης ευαισθησίας της νόσου (Παυλάτου 1997). 
Οστεοαρθρίτιδα - Ανοσοσφαιρίνες & Συμπλήρωμα

Όσον αφορά τις ανοσοσφαιρίνες, σε μελέτη των Ηopkinson και συν (1992) βρέθηκαν χαμηλά επίπεδα ανοσοσφαιρίνης IgA σε ασθενείς με γενικευμένη οστεοαρθρίτιδα. Ανοσοσύμπλοκα (ανοσοσφαιρίνες και συμπλήρωμα) έχουν ανιχνευθεί στις αρθρικές μεμβράνες και τον αρθρικό χόνδρο ασθενών με Οστεοαρθρίτιδα. Δεν έχουν ανιχνευτεί ακόμη σε αρθρικό υγρό (Altman 2006).
Με βάση ανοσοιστοχημικές μελέτες, οι παράγοντες C1q, C1s,C4 και C2 της κλασικής οδού του συμπληρώματος έχουν βρεθεί σε χονδροκύτταρα αρθρικού χόνδρου ασθενών με οστεοαρθρίτιδα. Τα C1q, C1s,C2 έχουν ανιχνευθεί στην επιφανειακή ζώνη των χονδροκυττάρων ενώ το C4 στη μέση ζώνη. Επιπλέον, στην ίδια έρευνα βρέθηκε ότι οι κυτοκίνες πιθανότατα ρυθμίζουν στη σύνθεση του συμπληρώματος σε ανέπαφους, υγιείς χόνδρους (Bradley et al. 1996).Επιπρόσθετα, σε άλλη μελέτη βρέθηκαν C3c και C9 στα αρθρικά αγγεία ασθενών με διάφορες μορφές αρθρίτιδας σε οξεία φάση (οστεοαρθρίτιδα, βακτηριδιακή και αντιδραστική αρθρίτιδα). 
Αντίθετα οι παράγοντες αυτοί δεν ανευρέθηκαν σε χρόνιας μορφής εκφυλιστικές αρθρίτιδες (οστεοαρθρίτιδα και οστεοχονδρίτιδα) και σε αρθρίτιδες μηχανικής αιτιολογίας (από εξάρθρημα επιγονατίδας ή ρήξη μηνίσκου)  (Kontiinen et al. 1996). Όπως αναφέρεται σε ανασκόπηση των Johnet και συν (2007), το συμπλήρωμα φαίνεται να συμμετέχει στη δευτερογενή απόπτωση των χονδροκυττάρων σε ασθενείς με μετατραυματική αρθρίτιδα. 
Τέλος, καινούργιο τομέα έρευνας αποτελούν τόσο ο ρόλος του συμπληρώματος στη μετατραυματική φλεγμονή του αρθρικού χόνδρου όσο και η επίδραση του στη φαρμακευτική θεραπεία  ανάπλαση του χόνδρου (Johnet et al. 2007). 

	ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΑΠΟ ΤΗΝ ΑΝΑΣΚΟΠΗΣΗ ΤΗΣ ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑΣ 


Οι διάφορες μορφές αρθρίτιδας αποτελούν τις συχνότερες παθήσεις του μυοσκελετικού συστήματος  με σημαντικές επιπτώσεις για τη Δημόσια Υγεία. Συγκεκριμένα, η αυξανόμενη επίπτωση, τα λειτουργικά προβλήματα και κυρίως η οικονομική επιβάρυνση του συστήματος υγείας οδήγησε στην ανάπτυξη προγραμμάτων ελέγχου και πρόληψης της νόσου (WHO 2000, CDC 2000).

Κύριος στόχος των προγραμμάτων αυτών είναι η ανεύρεση των παραγόντων που σχετίζονται με την αιτιοπαθογένεια της αρθρίτιδας. Από τους σημαντικότερους παράγοντες κινδύνου είναι οι λοιμώξεις και τα προβλήματα του ανοσοποιητικού συστήματος. Με βάση τα στοιχεία της EBJIS (2007) οι λοιμώξεις του μυοσκελετικού συστήματος έχουν αυξηθεί με γεωμετρική πρόοδο τα τελευταία χρόνια και για τον έλεγχό τους θα πρέπει να ακολουθείται ειδικό πρόγραμμα. Κύριοι άξονες του προγράμματος αυτού είναι η γρήγορη ταυτοποίηση του λοιμογόνου παράγοντα και η βαθειά γνώση της επιδημιολογίας της λοίμωξης κάθε χώρας. Τα δυο αυτά στοιχεία θα βοηθήσουν στη σωστή χρήση της αντιμικροβιακής θεραπείας, στην αποφυγή της διασποράς των πολυανθεκτικών μικροβίων ,στη σωστή αποκατάσταση των ασθενών και μακροπρόθεσμα στην πρόληψη της λοίμωξης . 

Με γνώμονα την ανωτέρω στρατηγική θελήσαμε να διερευνήσουμε την επίδραση 2  λοιμογόνων παραγόντων της Brucella και της Leishmania στην αιτιοπαθογένεια της αρθρίτιδας. 

Η εργασία αυτή αποτελεί μια πρώτη προσπάθεια αποτύπωσης της εμπλοκής ενδημικών λοιμογόνων και ανοσολογικών παραγόντων στην παθογένεια της χρόνιας αρθρίτιδας στην Ελλάδα.  

Αν και παρόμοιες μελέτες έχουν πραγματοποιηθεί σε άλλες χώρες, στη χώρα μας δεν έχει δημοσιευθεί ανάλογη μελέτη που να αφορά την ορολογική διερεύνηση των ειδικών αντισωμάτων έναντι της Brucella και Leishmania σε ασθενείς με αρθρίτιδα. Η διερεύνηση των 2 αυτών παραγόντων θα έχει ιδιαίτερη σημασία για τη χώρα μας καθώς οι παράγοντες αυτοί είναι ενδημικοί, έχουν σημαντικές επιπτώσεις για τη δημόσια υγεία και μπορεί να προκαλέσουν μεταξύ των άλλων επιπλοκών και αρθρίτιδα. 

ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

	ΣΚΟΠΟΣ


Σκοπός της παρούσας μελέτης είναι να ανιχνεύσει την τυχόν ύπαρξη ειδικών αντισωμάτων IgG κατά της Brucella και της Leishmania στον ορό αίματος ασθενών με αρθρίτιδα επειδή και τα δυο αυτά ενδοκυττάρια βακτήρια μπορούν να προκαλέσουν αρθρίτιδα. Επιπλέον, θα προσδιοριστούν τα επίπεδα των παραγόντων C3 και C4 του συμπληρώματος καθώς και εκείνα των ολικών ανοσοσφαιρινών IgG, IgM και IgA  στο ορό του αίματος, για πιθανή εμπλοκή τους στην παθογένεια της νόσου.  


ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΣ
Ασθενείς (ομάδα Α): 

Στην ομάδα Α συμπεριλήφθησαν 60 ασθενείς (30 γυναίκες και 30 άνδρες) που εμφάνιζαν αρθρίτιδα. Οι ασθενείς ήταν άτομα που προσέρχονταν για εξέταση, θεραπεία (συντηρητική ή χειρουργική) ή αποκατάσταση από την ευρύτερη περιοχή του Πειραιά. 

Μάρτυρες (ομάδα Β): 

Στην ομάδα αυτή συμπεριλήφθησαν 40 άτομα (20 γυναίκες και 20 άνδρες) που δεν παρουσίαζαν αρθρίτιδα και προσέρχονταν για εξέταση στα εξωτερικά ιατρεία και το ανοσολογικό τμήμα του «Τζανείου» Νοσοκομείου Πειραιά για διάφορους λόγους. 

Τα δημογραφικά χαρακτηριστικά των ασθενών και των μαρτύρων ήταν παρόμοια προκειμένου να ελαττωθούν τα συστηματικά σφάλματα.
Συγκρότηση των ομάδων : 
Για την συγκρότηση των ομάδων χρησιμοποιήθηκε στρωματοποιημένη τυχαία δειγματοληψία (stratified random sampling).

Για τη συγκρότηση της ομάδας Α επιλέγονταν τυχαία 6 άτομα κάθε εβδομάδα για 10 εβδομάδες από 100 ασθενείς με αρθρίτιδα που προσέρχονταν σε 3 θεραπευτικές μονάδες του Πειραιά και δέχονταν να συμμετάσχουν στη μελέτη κατόπιν συνέντευξης. Η συνέντευξη, διάρκειας 5 λεπτών, γίνονταν με το ημι-δομημένο ερωτηματολόγιο στο χώρο εξέτασης των ασθενών. Κατά τη διάρκεια της συνέντευξης εξηγούνταν ο σκοπός και η διαδικασία της έρευνας και συμπληρώνονταν το ερωτηματολόγιο. 

Για την συγκρότηση της ομάδας Β επιλέγονταν 4 άτομα την εβδομάδα για 10 εβδομάδες από 100 αρνητικούς μάρτυρες που προσέρχονταν στα εξωτερικά ιατρεία και το ανοσολογικό τμήμα του «Τζανείου» Νοσοκομείου και είχαν παρόμοια δημογραφικά χαρακτηριστικά με τα άτομα της ομάδας Α. 
 Από τη μελέτη αποκλείονταν άτομα τα οποία εμφάνιζαν αρθρίτιδα που οφείλονταν σε συγγενείς ανωμαλίες, νεοπλασίες, σύνδρομα υπέρχρησης, τραυματισμούς. Επίσης στη μελέτη δεν συμπεριελήφθησαν άτομα στα οποία χορηγούνταν αντιβιοτικά και γενικότερα ανοσοκατασταλτικά φάρμακα. 
Ερωτηματολόγιο: 

Η συλλογή στοιχείων από τους ασθενείς και τους αρνητικούς μάρτυρες πραγματοποιήθηκε με προσωπικές συνεντεύξεις (ημι-δομημένες)  με ερωτηματολόγιο το οποίο χωρίζονταν σε 3 μέρη. Η πρώτη ενότητα περιελάμβανε ερωτήσεις που αφορούσαν δημογραφικά χαρακτηριστικά (φύλο, ηλικία, οικογενειακή κατάσταση, εθνικότητα, τόπος κατοικίας, μορφωτικό επίπεδο, εργασία κ.α.). Στο δεύτερο μέρος, οι ερωτήσεις αφορούσαν το ιατρικό ιστορικό των ατόμων (διάγνωση της αρθρίτιδας, φαρμακευτική αγωγή, χειρουργεία κ.α. ). Το τρίτο μέρος αναφέρονταν στον πόνο (ένταση, διάρκεια, εντόπιση). Για τη μέτρηση της έντασης του πόνου χρησιμοποιήθηκε η αναλογική κλίμα 0-10 (McGill Pain Intensity Scale) η οποία έχει αξιολογηθεί για την αξιοπιστία της. 
Αιμοληψία:

Στα άτομα που δέχονταν να συμμετάσχουν στη μελέτη, γίνονταν αιμοληψία 8 ml από τη βραχιόνιο φλέβα. Το αίμα στη συνέχεια φυγοκεντρούνταν και ο ορός φυλάσσονταν στην κατάψυξη (-20ο C) μέχρι να εξεταστεί.  
Εργαστηριακές Μέθοδοι:

1) Ανοσοενζυμική μέθοδος (ELISA): 

Για την ανίχνευση των ειδικών αντισώματων (IgG)  έναντι Brucella χρησιμοποιήθηκε η δοκιμασία ELISA, η οποία εμφανίζει υψηλή ευαισθησία και ειδικότητα (WHO 2006). Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκε ELISA με in vitro διαγνωστικά αντιδραστήρια (ΙBL Hamburg- RE 56841) για ποιοτικό και ποσοτικό προσδιορισμό των anti-Brucella IgG αντισωμάτων στον ορό. Η ασφάλεια, η αποθήκευση, η διατήρηση και η χρήση των αντιδραστηρίων έγινε με βάση το πρωτόκολλο της ΙBL Hamburg.

 Αρχή Δοκιμασίας : Η δοκιμασία ακολουθεί τη αρχή “sandwich ή διπλού αντισώματος ” κατά την οποία χρησιμοποιούνται εμβυθίσματα επιχρισμένα με το ειδικό αντιγόνο. Τα ειδικά αντισώματα του δείγματος δεσμεύονται με το υπάρχον αντιγόνο των εμβυθισμάτων. Για να γίνει ορατή η αντίδραση του ορού, χρησιμοποιούνται άλλα αντισώματα εξακρίβωσης, συζευγμένα με ένζυμο (enzyme conjugated antibody (E-Ab)) ειδικά για ανθρώπινη ανοσοσφαρίνη IgG. Τα αντισώματα αυτά περιέχουν αντι-ανθρώπινης IgG, είναι συζευγμένα με peroxidase και σταθεροποιημένα με πρωτεϊνούχο σταθεροποιητικό διάλυμα. Όταν προστίθεται το υπόστρωμα, διακρίνεται μια αντίδραση ενζύμου- υποστρώματος, με αποτέλεσμα να εμφανίζεται ένα χρωματισμένο κόκκινο τελικό προϊόν. Η ένταση του χρώματος που εμφανίζεται είναι ανάλογη της περιεκτικότητας των ειδικών IgG αντισωμάτων. Τα στοιχεία που χρησιμοποιήθηκαν στη δοκιμασία και η σύνθεσή τους παρουσιάζονται στον πίνακα 35.
	
	Στοιχεία που χρησιμοποιήθηκαν στη δοκιμασία ELISA

	4x 2 ml
	Τυποποιημένοι Οροί Ελέγχου (Calibrators – Standard A-D): 

IgG αντισώματα κατά της Brucella σε φωσφορικό ρυθμιστικό διάλυμα με πρωτεΐνη και σταθεροποιητές. 

Standard A: αρνητικός ορός ελέγχου, Standard B: ορός ελέγχου Cut-off,  Standard C: ασθενώς θετικός ορός ελέγχου, Standard D: θετικός ορός ελέγχου

	1x 14ml 
	Ένζυμο σύζευξης (Enzyme Conjugate IgG) 

Κόκκινου χρώματος, έτοιμο προς χρήση, περιέχει αντι- ανθρώπινα IgG, συζευγμένα με περοξιδάση, σταθεροποιημένα σε πρωτεϊνούχο, σταθεροποιητικό διάλυμα

	1x 12x 8 
	Πλάκα μικροτιτλοποίησης (Microtiter Plate) 

Χωριζόμενες δοκιμαστικές λωρίδες με επίστρωση αντιγόνου ανά 8 μεμονωμένες κοιλότητες. 

	1x 14 ml 
	Διάλυμα υποστρώματος (ΤΜΒ Substrate solution) 

	1x 14 ml
	Διάλυμα παύσης (TMB stop solution)
0.5 Μ H2SO4

	1x 60 ml 
	Αραιωτικό Διάλυμα (Diluent Buffer)

Φωσφορικό ρυθμιστικό διάλυμα (PBS) , ΒSA, 

Συντηρητικά Μέσα:< 0.1% NaN3 

	1x 60 ml 
	Συμπυκνωμένο Διάλυμα Πλύσης (Wash Buffer) 10Χ  περιέχει  φωσφορικό ρυθμιστικό διάλυμα με Tween 20

	2x
	Προστατευτικό κάλυμα (Adhensive Foil ) για τη διάρκεια της επώασης 


Πίνακας 35: Στοιχεία που χρησιμοποιήθηκαν στη δοκιμασία ELISA
Τα δείγματα ορού που συλλέχθηκαν στη μελέτη αυτή δεν ήταν αιμολυτικά, λιπαιμικά ή ικτερικά για να αποφευχθεί αρνητική επίδραση.
Προετοιμασία δειγμάτων και αντιδραστηρίων: Πριν την έναρξη της δοκιμασίας τόσο τα δείγματα όσο και τα αντιδραστήρια προετοιμάστηκαν κατάλληλα. Συγκεκριμένα, αποψύχθηκαν έτσι ώστε να λάβουν θερμοκρασία δωματίου (18-25οC) και ακολούθησε ελαφρά ανάδευσή τους. Για την προετοιμασία των αντιδραστηρίων ακολουθήθηκαν τα εξής βήματα: Σε 60 ml του συμπυκνωμένου διαλύματος (Wash Buffer) προστέθηκαν 600 ml απεσταγμένου νερού σε αναλογία 1:10 .Το διάλυμα θερμάνθηκε στους 37ο C προκειμένου να διαλυθούν οι κρύσταλλοι και ακολούθησε «βίαιη» ανάδευση. Το διάλυμα φυλάχθηκε σε θερμοκρασία 2-8Ο C και σταθερότητα 8 w. Οι οροί ελέγχου, το ένζυμο σύζευξης, το ρυθμιστικό διάλυμα αραίωσης των δειγμάτων και το διάλυμα παύσης ήταν έτοιμα προς χρήση. Όσον αφορά τα δείγματα, έγινε αραίωση 1: 101 στο ρυθμιστικό διάλυμα αραίωσης (Diluent Buffer) πριν τη χρήση.

Εκτέλεση Δοκιμασίας: Με την ολοκλήρωση της προετοιμασίας, ξεκίνησε η εκτέλεση της δοκιμασίας. Τα στάδια που ακολουθήθηκαν ήταν τα εξής: 1)Έγινε διανομή με αποστειρωμένα άκρα πιπετών, 100μl από κάθε έτοιμο πρότυπο ορό (standard) και κάθε αραιωμένο δείγμα (diluted sample) στα αντίστοιχα βυθίσματα της πλάκας μικροτιτλοποίησης (microtiter plate), 2)Τα βυθίσματα καλύφθηκαν με το προστατευτικό κάλυμα (adhensive foil) και ακολούθησε επώαση 60 min σε θερμοκρασία 18-25οC, 3) με το τέλος του χρόνου επώασης αφαιρέθηκε το προστατευτικό κάλυμα, απομακρύνθηκε το διάλυμα επώασης και ακολούθησε πλύση της πλάκας μικροτιτλοποίησης με 300 μl από το πλυστικό διάλυμα (wash buffer). Η διαδικασία της πλύσης έγινε 3 φορές. Τα τυχόν υπολείμματα απομακρύνθηκαν χτυπώντας την αναστραμμένη πλάκα σε απορροφητικό χαρτί., 4) Προστέθηκαν 100μl συζευκτικού διαλύματος (Enzyme Conjugate) σε κάθε βύθισμα, 5) Καλύφθηκαν εκ νέου τα βυθίσματα με το προστατευτικό κάλυμα και έγινε επώαση 30 min σε θερμοκρασία 18-25ο C, 6) Με το τέλος του χρόνου επώασης ακολουθήθηκε η διαδικασία της πλύσης με το πλυστικό διάλυμα κατά τον ίδιο τρόπο που προαναφέρθηκε στο τρίτο στάδιο, 7) Με οκτακάναλη μικροπιπέτα προστέθηκαν 100 μl του έτοιμου προς χρήση διαλύματος υποστρώματος (TMB substrate solution) σε κάθε βύθισμα, προσέχοντας να μη δημιουργηθούν φυσαλίδες αέρος, 8) Εν συνεχεία έγινε επώαση  του υποστρώματος για 20min σε θερμοκρασία 18-25ο C σε σκοτεινό χώρο χωρίς την τοποθέτηση του προστατευτικού καλύμματος στα βυθίσματα, 9) Ακολούθησε παύση της αντίδρασης του υποστρώματος προσθέτοντας με πιπέτα 100 μl του διαλύματος παύσης (TMB stop solution) σε κάθε βύθισμα. Για να επιτευχθεί καλή μίξη πραγματοποιήθηκε ελαφρά ανάδευση της πλάκας. Στο στάδιο αυτό παρατηρήθηκε αλλαγή χρώματος από μπλε σε κόκκινο, 10) Τέλος, μετρήθηκε η απορρόφηση (OD–optical density) με τη χρήση φωτόμετρου στα 450nm έναντι του κενού υποστρώματος (μήκος κύματος 600 – 650nm), εντός 60 min από την προσθήκη του διαλύματος παύσης. 
Ερμηνεία των αποτελεσμάτων: Για τη δημιουργία του γραφήματος της πρότυπης καμπύλης χρησιμοποιήθηκε αυτοματοποιημένη μέθοδος όπου οι οπτικές απορρόφησης των πρότυπων ορών απεικονίζονταν στον άξονας y (γραμμικός) και οι δεδομένες συγκεντρώσεις τους στον άξονα x (λογαριθμικό). Για τον υπολογισμό της καμπύλης εφαρμόστηκε κάθε ένδειξη των ορών ελέγχου. 

Οι συγκεντρώσεις των δειγμάτων προσδιορίστηκαν άμεσα με τη χρήση της πρότυπης καμπύλης. Η αρχική αραίωση λαμβάνονταν υπ’ όψιν κατά τον προσδιορισμό των αποτελεσμάτων στο γράφημα. Αποτελέσματα δειγμάτων με υψηλότερη τιμή προαραίωσης πολλαπλασιάστηκαν με τον παράγοντα αραίωσης. Δείγματα με συγκεντρώσεις μεγαλύτερες των ορών ελέγχου, έπρεπε να αραιωθούν εκ νέου με βάση τη διαδικασία που περιγράφηκε στο στάδιο της προετοιμασίας των δειγμάτων και των αντιδραστηρίων. 
Τα αποτελέσματα της δοκιμασίας αξιολογήθηκαν ως εξής: 

αρνητικό θεωρείτο το αποτέλεσμα που έχει τιμή < 8 U/ml, 

οριακό αυτό με τιμή μεταξύ 8- 12 U/ml και 

θετικό εκείνο που έχει τιμή >12 U/ml.  

Περιορισμοί της δοκιμασίας : 
Ψευδώς θετικά αποτελέσματα μπορεί να προκύψουν από διασταυρούμενες αντιδράσεις με άλλα αρνητικά κατά Gram μικρόβια (όπως Vibrio cholerae, Francisella tularensis, Yersinia enterocolitica 0:9, Escherichia coli 0: 157 Salmonella urbana 0:30 κ.α).

.
Θα πρέπει να σημειωθεί επίσης ότι με τη χρήση της μεθόδου sandwich ELISA ελαχιστοποιείται ο κίνδυνος εμφάνισης ψευδώς θετικών αποτελεσμάτων  που προκαλεί η παρουσία αυξημένης τιμής του ρευματοειδούς παράγοντα στον ορό (Καφάση  2000, Khateeb et al. 1990).

Ψευδώς αρνητικό αποτέλεσμα εμφανίζεται όταν υπάρχει περίσσεια αντισωμάτων και τότε δεν πραγματοποιείται συγκόλληση των αντισωμάτων σε χαμηλές συγκεντρώσεις του ορού.Επιπλέον, τα αζίδια (Azide) και το thimerosal σε συγκεντρώσεις > 0.1 %  μπορεί να εμποδίσουν τη δοκιμασία αυτή και να οδηγήσουν σε ψευδώς αρνητικά αποτελέσματα ( IBL- Hamburg,Germany 2004). 
Για την αποφυγή στατιστικών σφαλμάτων τα οριακά αποτελέσματα που μπορεί να προέρχονταν από διασταυρούμενες αντιδράσεις, συμπεριελήφθησαν στα αρνητικά αποτελέσματα.
Χαρακτηριστικά Απόδοσης:
Τα χαρακτηριστικά της μεθόδου φαίνονται στον πίνακα 36. 

	Χαρακτηριστικά Απόδοσης ELISA

	Ακρίβεια
	Mean (U/ml)
	CV (%)
	

	Για τον ίδιο προσδιορισμό
	36
	8,7
	

	Μεταξύ διαφορετικών προσδιορισμών
	40
	7,9
	

	Γραμμική παλινδρόμηση
	Εύρος (U/ml)
	Διαδοχική αραίωση μέχρι
	Εύρος (%)

	
	2,1- 48
	1/8
	80-115

	Ευαισθησία 
	> 95%
	
	

	Ειδικότητα
	> 95%
	
	


Πίνακας 36: Χαρακτηριστικά Απόδοσης ELISA
2) Έμμεσος ανοσοφθορισμός (IFA):

Η ανίχνευση αντισωμάτων IgG έναντι Leishmania infantum στον  ορό  (ποιοτικός και ποσοτικός προσδιορισμός)  έγινε με τη δοκιμασία του έμμεσου ανοσοφθορισμού (IFA). Η δοκιμασία αυτή χρησιμοποιήθηκε καθώς είναι μια απλή, γρήγορη ανοσοιστοχημική τεχνική που εμφανίζει αυξημένη ευαισθησία και ειδικότητα όπως έδειξε η ανασκόπηση της βιβλιογραφίας. Για τη δοκιμασία χρησιμοποιήθηκαν in vitro διαγνωστικά αντιδραστήρια ( kit Leishmania ιnfantum Zymodeme Mon, BVT VIRBAC, FRANCE) 1) και μικροσκόπιο φθορισμού 40Χ10 με προσπίπτοντα φωτισμό .  

Αρχή Δοκιμασίας: Με βάση την αρχή της μεθόδου, η αντίδραση πραγματοποιείται όταν προστεθεί το δείγμα σε πλάκα ανοσοφθορισμού επενδυμένη με ειδικό αντιγόνο L. Infantum (Zymodeme Mon). Στη συνέχεια, τα αντισώματα που έχουν «αντιδράσει» ή προσκολληθεί στα αντιγόνα, αποκαλύπτονται με μαρκαρισμένα σφαιρίδια ανοσοσφαιρίνης (fluoresceine labeled globuline). Η ανίχνευση των αντισωμάτων είναι και ποσοτική και ποιοτική. Ποσοτικός έλεγχος γίνεται στην περίπτωση που ανευρίσκεται θετικό ποιοτικό τεστ σε μια απλή σειρά αραιώσεων.

Τα ακόλουθα στοιχεία χρησιμοποιήθηκαν στη δοκιμασία : 

	Στοιχεία που χρησιμοποιήθηκαν στη δοκιμασία ανοσοφθορισμού

	Πλάκες με βυθίσματα επενδυμένα με αντιγόνο Leishmania infantum

	Φιαλίδιο με θετικούς ορούς ελέγχου σε αραίωση 1/20

	Φιαλίδιο με αρνητικούς ορούς σε αραίωση 1/50

	Φιαλίδιο με 50 μl συζευκτικής αντι-σφαιρίνης που χρειάστηκε αραίωση και διαχωρισμός σε μικρές ποσότητες (aliquot) προκειμένου να γίνει αποθήκευση σε θερμοκρασία -20οC


Πίνακας 37: Στοιχεία που χρησιμοποιήθηκαν στη δοκιμασία ανοσοφθορισμού

[image: image55]
Εικόνα 37: Πλάκες Ανοσοφθορισμού
Προετοιμασία πριν την εκτέλεση της δοκιμασίας:  Οι πλάκες ανοσοφθορισμού καθώς και τα δείγματα ορού αποψύχθηκαν και αφέθηκαν για 20 min σε θερμοκρασία δωματίου (18-25Ο c ).
Για τον ποιοτικό έλεγχο χρειάστηκαν: 1) δείγμα σε αραίωση 1/50 και 2) δείγμα σε αραίωση 1/100, 3) αρνητικός ορός ελέγχου σε αραίωση 1/50 και 4) θετικός ορός ελέγχου σε αραίωση 1/20. Η αραίωση των δειγμάτων 1/50 έγινε προσθέτοντας 10μl του ορού σε 500μl φωσφορικού ρυθμιστικού διαλύματος (PBS) . Η αραίωση των δειγμάτων 1/100 έγινε προσθέτοντας 10μl του ορού σε 1000μl PBS.
Εκτέλεση δοκιμασίας: Τα βήματα που ακολουθήθηκαν για την εκτέλεση της δοκιμασίας ήταν: 1) Με αποστειρωμένα άκρα πιέτας προστέθηκαν στα βυθίσματα της πλάκας 15 μl από τον αρνητικό ορό ελέγχου, 15μl από το θετικό ορό ελέγχου, 15μl από το δείγμα σε αραίωση 1/50 και 15μl από το δείγμα σε αραίωση 1/100, 2) Ακολούθησε επώαση για 30 min σε θερμοκρασία 37οC σε υγρό θάλαμο, 3)  Με το πέρας του χρόνου επώασης, έγινε πλύση της κάθε πλάκας με βύθιση σε διάλυμα PBS Teen (Το διάλυμα Teen PBS έγινε με την προσθήκη 2 σταγόνων Tween 80 σε 1l  διαλύματος PBS). Η πλύση έγινε 2 φορές 5 min. Ακολούθως έγινε γρήγορο ξέπλυμα με αποστειρωμένο νερό, στέγνωμα και αφύγρανση, 4) Εν συνεχεία αποψύχθηκε μια σειρά από μικροποσότητες (Aliquot) συζευκτικής αντι-σφαιρίνης που αραιώθηκαν εκ νέου 1/40 σε PBS-Evans Blue (1 σταγόνα  Evans Blue σε 5 ml PBS). Η αραιωμένη συζευκτική αντισφαιρίνη προστέθηκε σε κάθε μια από τις 4 κηλίδες . Συγκεκριμένα, 15 μl προστέθηκαν στο βύθισμα με τον αρνητικό ορό ελέγχου, 15 μl στον ορό με το θετικό ορό ελέγχου και 15μl σε κάθε αραιωμένο δείγμα, 5) Ακολούθησε επώαση για 30 min σε θερμοκρασία 37οC σε υγρό θάλαμο, 6) Τέλος, έγινε πλύση των πλακών με βύθιση σε  PBS Tween 2 φορές 5 min, γρήγορο ξέπλυμα με αποστειρωμένο νερό, στέγνωμα και αφύγρανση. 
Στη συνέχεια το παρασκεύασμα ελέγχτηκε σε μικροσκόπιο φθορισμού προκειμένου να ανιχνευφθεί η ύπαρξη ειδικών αντισωμάτων έναντι της Leishmania infantum. 
Ερμηνεία αποτελεσμάτων: Ο αρνητικός ορός δεν φθορίζει. Οι Leishmanie είναι χρωσμένες κόκκινες και είναι δύσκολο να ανιχνευφθούν. Οι θετικοί οροί ελέγχου (ειδικά η μεμβράνη) πρέπει να φθορίζουν έντονα. Το μαστίγιο επίσης φθορίζει. Το δείγμα θα πρέπει να φθορίζει λιγότερο από το θετικό ορό ελέγχου.

Για το Θετικό ποιοτικό έλεγχο ορίστηκε η αραίωση 1/50 ως Cut-off κατώφλι ενώ για το θετικό ποσοτικό φθορισμό cut-off ήταν η αραίωση 1/100.
Χαρακτηριστικά δοκιμασίας: Η μέθοδος του έμμεσου ανοσοφθορισμού έχει μεγαλύτερη ευαισθησία από την άμεση μέθοδο λόγω των περισσότερων σημείων σύνδεσης του μη φθορίζοντος συμπλέγματος που δρα ως αντιγόνο με το σημασμένο αντίσωμα. Οι ευαισθησία και η ειδικότητα της IFA φαίνονται στον πίνακα 38
	Χαρακτηριστικά Απόδοσης IFA

	Ευαισθησία 
	80-100%

	Ειδικότητα
	96-100% 


Πίνακας 38: Χαρακτηριστικά Απόδοσης IFA
3) Νεφελομετρία ροής για τον ποσοτικό προσδιορισμό των παραγόντων του συμπληρώματος (C3, C4) στον ορό 

Για τον ποσοτικό προσδιορισμό των παραγόντων C3 και C4 του συμπληρώματος στον ορό του αίματος εφαρμόστηκε νεφελομετρία ροής και χρησιμοποιήθηκαν in vitro διαγνωστικά αντιδραστήρια Dade Behring (Marburg GmbH, Germany) και νεφελόμετρο BNII -Dade Behring (Marburg GmbH, Germany). 
Αρχή Δοκιμασίας: Σε μια ανοσοχημική αντίδραση, οι πρωτεΐνες που περιέχονται στο δείγμα ανθρώπινου ορού σχηματίζουν ανοσοσύμπλοκα με ειδικά αντισώματα. Τα σύμπλοκα αυτά σκεδάζουν μια δέσμη φωτός που διέρχεται μέσω του δείγματος. Η ένταση του σκεδαζόμενου φωτός είναι ανάλογη προς τη συγκέντρωση της σχετικής πρωτεΐνης στο δείγμα. Το αποτέλεσμα αξιολογείται μέσω σύγκρισης με ένα πρότυπο γνωστής συγκέντρωσης. 

Υλικά που χρησιμοποιήθηκαν: Ως αντιδραστήρια χρησιμοποιήθηκαν Ν αντιοροί σε ανθρώπινο C3c  (OSAP) και Ν αντιοροί C4 (OSAO) έτοιμοι προς χρήση. Οι Ν αντιοροί είναι υγροί οροί ζώων και παράγονται από ανοσοποίηση κουνελιών με υψηλής καθαρότητας παράγοντες ανθρώπινου συμπληρώματος (C3c και C4).Τα ασταθή συστατικά αφαιρούνται από τους αντιορούς με ειδική διαδικασία. Η μικροβιακή μόλυνση αποκλείεται με διήθηση και προσθήκη αζιδίου του νατρίου ως συντηρητικού (<1 g/l).Οι τίτλοι αντισωμάτων προσδιορίζονται με ακτινωτή ανοσοδιάχυση και υποδηλώνουν τη ποσότητα του αντιγόνου σε mg, το οποίο θα καθιζάνει σε πήγμα αγαρόζης από 1ml του αντίστοιχού αντιορού. Τα υπόλοιπα υλικά που χρησιμοποιήθηκαν για τη δοκιμασία παρουσιάζονται στον πίνακα 39 
	Υλικά που χρησιμοποιήθηκαν για τη νεφελομετρία

	Ν πρότυπο πρωτεϊνών SL (ανθρώπινων)

	Ν/Τ μάρτυρας πρωτεϊνών SL/L ,M και H (ανθρώπινων)

	Ν ρυθμιστικό διάλυμα αντίδρασης 

	Ν αραιωτικό 

	Πώματα εξάτμισης ΒΝ* ΙΙ


Πίνακας 39: Υλικά που χρησιμοποιήθηκαν για τη νεφελομετρία κατά τον προσδιορισμό των παραγόντων του συμπληρώματος (C3 και C4)
Διαδικασία: Δεν απαιτήθηκε εξισορρόπηση των αντιδραστηρίων και των δειγμάτων  πριν την εξέταση με το σύστημα ΒΝ*ΙΙ. 

Όλα τα βήματα εκτελέστηκαν αυτόματα από σύστημα ΒΝ* ΙΙ με βάση πρωτόκολλα προσδιορισμού που έχουν δοθεί στο λογισμικό του οργάνου.
Οι πρότυπες καμπύλες αναφοράς κατασκευάζονται με βαθμονόμηση πολλαπλών σημείων. Διαδοχικές αραιώσεις του Ν πρότυπου πρωτεϊνών SL παρασκευάζονται αυτόματα από το όργανο με τη χρήση Ν αραιωτικού. Οι πρότυπες καμπύλες αναφοράς χρησιμοποιήθηκαν με την προϋπόθεση ότι οι μάρτυρες ακριβείας (Ν/Τ μάρτυρας πρωτεϊνών SL/L, M και H) αναπαράγονταν εντός των αντίστοιχων διαστημάτων εμπιστοσύνης τους. 
Για τον προσδιορισμό των δειγμάτων, τα δείγματα υποβλήθηκαν σε αυτόματη αραίωση 1:20 με Ν αραιωτικό και μετρήθηκαν . Για τις μετρήσεις που ήταν εκτός πεδίου τιμών μέτρησης, ο προσδιορισμός επαναλήφθηκε με χρήση μεγαλύτερης ή μικρότερης αραίωσης του δείγματος. 
Αποτελέσματα: Τα αποτελέσματα αξιολογήθηκαν αυτόματα μέσω συνάρτησης τύπου “logit-log” . 
 Για τον παράγοντα C3 οι αναμενόμενες τιμές για δείγματα υγιών ενηλίκων κυμαίνονταν μεταξύ 0,9- 1,8 g/l (2.5-97.5 εκατοστημόριο). 
Για τον παράγοντα C4 οι αναμενόμενες τιμές για δείγματα υγιών ενηλίκων κυμαίνονταν μεταξύ 0,1-0,4 g/l (2.5-97.5 εκατοστημόριο). 

Περιορισμοί διαδικασίας: Η θολερότητα και τυχόν σωματίδια στο δείγμα ενδέχεται να επιδράσουν στον προσδιορισμό. Για το λόγο αυτό φυγοκεντρήθηκαν πριν την εξέταση. Λόγω τεχνικών αιτιών σχετικών με την κατασκευή ή/και τη γήρανση δειγμάτων, τα αποτελέσματα που λαμβάνονται για τα δείγματα ελέγχου και τα δείγματα έρευνας μεταξύ των εργαστηρίων  ενδέχεται να διαφέρουν ανάλογα με τη μέθοδο προσδιορισμού που χρησιμοποιείται. Για το λόγο αυτό είναι απαραίτητο να εκτιμούνται τα αποτελέσματα σε σχέση με τις τιμές – στόχους για τη συγκεκριμένη μέθοδο

Χαρακτηριστικά Απόδοσης:

Τα χαρακτηριστικά της μεθόδου φαίνονται στον πίνακα 40 . 

	Χαρακτηριστικά Απόδοσης Νεφελομετρίας 

για τον προσδιορισμό των C3 και C4

	Ακρίβεια
	C3
	C4

	
	 Μέση τιμή (g/l)
	Σ.Δ (%)
	 Μέση τιμή (g/l)
	Σ.Δ (%)

	Για τον ίδιο προσδιορισμό
	0,71
	1,9
	0,15
	1,8

	Μεταξύ διαφορετικών προσδιορισμών
	0,72
	5,9
	0,16
	2,9

	Γραμμική παλινδρόμηση
	y(BN*)= 0,91X (RID)+ 0,02g/l 
	y(BN*)= 0,65X (RID)+ 0,02g/l

	Συντελεστής συσχέτισης
	0,96
	0,97

	Ευαισθησία 
	> 95%
	
	
	

	Ειδικότητα
	> 95%
	
	
	


Πίνακας 40:  Χαρακτηριστικά Απόδοσης Νεφελομετρίας κατά τον προσδιορισμό των C3 και C4
4) Νεφελομετρία ροής για τον ποσοτικό προσδιορισμό των  ολικών ανοσοσφαιρινών  (IgG, IgA, IgM) 
Για τον ποσοτικό προσδιορισμό των ολικών ανοσοσφαιρινών (IgG, IgA και IgM) εφαρμόστηκε νεφελομετρία και χρησιμοποιήθηκαν in vitro διαγνωστικά αντιδραστήρια Dade Behring (Marburg GmbH, Germany) και νεφελόμετρο BNII -Dade Behring (Marburg GmbH, Germany). 

Η βασική αρχή της μεθόδου είναι ίδια με αυτή που περιγράφηκε για τον προσδιορισμό των παραγόντων C3 και C4 του συμπληρώματος. 
Υλικά που χρησιμοποιήθηκαν: Ως αντιδραστήρια χρησιμοποιήθηκαν 1) Ν αντιορός στην ανθρώπινη IgG (OSAS), 2) Ν αντιορός στην ανθρώπινη IgA (OSAR), 3) Ν αντιορός στην ανθρώπινη IgM (OSAT). Οι Ν αντιοροί ήταν έτοιμοι προς χρήση.

Οι Ν αντιοροί είναι υγροί οροί ζώων και παράγονται από ανοσοποίηση κουνελιών με υψηλής καθαρότητας ανθρώπινη ανοσοσφαιρίνη (IgG, IgA και IgM).  Τα ασταθή συστατικά αφαιρούνται από τους αντιορούς με ειδική διαδικασία. Η μικροβιακή μόλυνση αποκλείεται με διήθηση και προσθήκη αζιδίου του νατρίου ως συντηρητικού (<1 g/l). Οι τίτλοι αντισωμάτων προσδιορίζονται με ακτινωτή ανοσοδιάχυση και υποδηλώνουν τη ποσότητα του αντιγόνου σε mg, το οποίο θα καθιζάνει σε πήγμα αγαρόζης από 1ml του αντίστοιχού αντιορού. Τα υπόλοιπα υλικά που χρησιμοποιήθηκαν για τη δοκιμασία παρουσιάζονται στον πίνακα 41.
	Υλικά που χρησιμοποιήθηκαν για τη νεφελομετρία κατά τον προσδιορισμό των ανοσοσφαιρινών (IgG, IgA,IgM)

	Σύστημα ΒΝ* 

	Ν πρότυπος ορός βαθμονόμησης πρωτεϊνών SL (ανθρώπινων) (ΟQIM)

	N/T πρότυπος ορός ελέγχου πρωτεϊνών Sl/L, M H (OQIN,OQIO OQIP

	Ν/Τ πρότυπος ορός ελέγχου πρωτεϊνών LC (ανθρώπινων) (OQLW)

	Ν ρυθμιστικό διάλυμα αντίδρασης Ν Reaction Buffer (OUMS)

	N αραιωτικό (N Diluent ) (OUMT)

	Ν συμπληρωματικό αντιδραστήριο/καθίζηση (N supplementary reagent) (OUMU)

	Πώματα εξάτμισης ΒΝ* ΙΙ 


Πίνακας 41 : Υλικά που χρησιμοποιήθηκαν για τη νεφελομετρία κατά τον προσδιορισμό των ανοσοσφαιρινών (IgG, IgA,IgM)
Διαδικασία: Δεν απαιτήθηκε εξισορρόπηση των αντιδραστηρίων και των δειγμάτων  πριν την εξέταση με το σύστημα ΒΝ*ΙΙ. 

Όλα τα βήματα εκτελέστηκαν αυτόματα από σύστημα ΒΝ* ΙΙ με βάση πρωτόκολλα προσδιορισμού που έχουν δοθεί στο λογισμικό του οργάνου.

Οι πρότυπες καμπύλες αναφοράς κατασκευάζονται με βαθμονόμηση πολλαπλών σημείων. Διαδοχικές αραιώσεις του Ν πρότυπου πρωτεϊνών SL παρασκευάζονται αυτόματα από το όργανο με τη χρήση Ν αραιωτικού. Οι πρότυπες καμπύλες αναφοράς χρησιμοποιήθηκαν με την προϋπόθεση ότι οι μάρτυρες ακριβείας (Ν/Τ μάρτυρας πρωτεϊνών SL/L, M και H) αναπαράγονταν εντός των αντίστοιχων διαστημάτων εμπιστοσύνης τους. 

Για τον προσδιορισμό των δειγμάτων, τα δείγματα αραιώθηκαν αυτόματα σε αναλογία 1:400 (IgG) και 1:20 (ΙgM και IgA) και μετρήθηκαν. Για τις μετρήσεις που ήταν εκτός πεδίου τιμών μέτρησης, ο προσδιορισμός επαναλήφθηκε με χρήση μεγαλύτερης ή μικρότερης αραίωσης του δείγματος. 

Αποτελέσματα: Τα αποτελέσματα αξιολογήθηκαν αυτόματα μέσω συνάρτησης τύπου “logit-log”. Οι αναμενόμενες τιμές (2.5-97.5 εκατοστημόριο) για δείγματα υγιών ενηλίκων κυμαίνονταν  από 7-16g/ l για την IgG, 0,7 – 4 g/l   για την IgA και 0,4 – 2,3 g/l για την  IgM. 
Περιορισμοί διαδικασίας: Η θολερότητα και τυχόν σωματίδια στο δείγμα ενδέχεται να επιδράσουν στον προσδιορισμό. Για το λόγο αυτό φυγοκεντρήθηκαν πριν την εξέταση. Λόγω τεχνικών αιτιών σχετικών με την κατασκευή ή/και τη γήρανση δειγμάτων, τα αποτελέσματα που λαμβάνονται για τα δείγματα ελέγχου και τα δείγματα έρευνας μεταξύ των εργαστηρίων  ενδέχεται να διαφέρουν ανάλογα με τη μέθοδο προσδιορισμού που χρησιμοποιείται. Για το λόγο αυτό είναι απαραίτητο να εκτιμούνται τα αποτελέσματα σε σχέση με τις τιμές – στόχους για τη συγκεκριμένη μέθοδο.
	Χαρακτηριστικά Απόδοσης Νεφελομετρίας 

για τον προσδιορισμό των IgG, IgA, IgM

	Ακρίβεια
	IgG
	IgA
	IgM

	
	 Μέση τιμή (g/l)
	Σ.Δ (%)
	 Μέση τιμή (g/l)
	Σ.Δ (%)
	 Μέση τιμή (g/l)
	Σ.Δ (%)

	Για τον ίδιο προσδιορισμό
	13,5
	2,1
	2,78
	2
	1,13
	2,7

	Μεταξύ διαφορετικών προσδιορισμών
	13,2
	2,7
	2,96
	3,5
	1,17
	1,9

	Γραμμική παλινδρόμηση
	y(BN*)= 1,09X (RID)-0,02g/l 
	y(BN*)= 0,99X (RID)+0,06g/l
	y(BN*)= 0,99X (RID)-0,06g/l

	Συντελεστής συσχέτισης
	0,97
	0,99
	0,99

	Ευαισθησία 
	> 95%
	
	

	Ειδικότητα
	> 95%
	
	
	


Πίνακας 42:Χαρακτηριστικά Απόδοσης Νεφελομετρίας κατά τον προσδιορισμό IgG,IgA ,IgM.
Ο έλεγχος των δειγμάτων με τις επιλεγμένες εργαστηριακές δοκιμές έγινε 2 φορές. Για να αποφεύγονταν οι επαναλαμβανόμενοι κύκλοι κατάψυξης- απόψυξης, τα δείγματα ορού αποψύχθηκαν και ελέχθησαν με όλες τις εργαστηριακές μεθόδους την ίδια ημέρα. Ο εργαστηριακός έλεγχος έγινε σε 2 φάσεις. Αρχικά, αποψύχθηκαν και ελέχθησαν τα πρώτα 50 δείγματα ορού με όλες τις εργαστηριακές δοκιμές και στη συνέχεια, ελέχθησαν εργαστηριακά και τα υπόλοιπα δείγματα ορού.  Τα δείγματα ορού που βρέθηκαν θετικά ή οριακά θετικά για Brucella  ελέχθησαν εκ νέου με τη μέθοδο Wright από άλλο μικροβιολογικό εργαστήριο. Τα δείγματα ορού που βρέθηκαν θετικά για Leishmania, ελέχθησαν εκ νέου με τη μέθοδο του έμμεσου ανοσοφθορισμού στο ανοσολογικό εργαστήριο του «Τζανείου» Νοσοκομείου. 

Τέλος, τα δείγματα που εμφάνιζαν οριακά μη φυσιολογικές τιμές για την IgG, IgA, IgM , C3 και C4 ελέχθησαν 2 φορές με τη μέθοδο της νεφελομετρίας ροής. 

Στατιστική ανάλυση:

Οι διαφορές ανάμεσα στα αποτελέσματα μεταξύ των ομάδων Α και Β που μελετήθηκαν προσδιορίστηκαν με τη στατιστική δοκιμή Chi- square (x2-Fisher’s exact test). Σε όλες τις συγκρίσεις ως επίπεδο σημαντικότητας υιοθετήθηκε το 5% (p<0.05). Η στατιστική επεξεργασία έγινε σε ηλεκτρονικό υπολογιστή στον οποίο χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα SPSS v. 8.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) 


ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Δείγμα

Από τους 100 συμμετέχοντες στην έρευνα, 60 παρουσίαζαν αρθρίτιδα (ασθενείς) και 40 ήταν αρνητικοί μάρτυρες (γράφημα 13, πίνακας 43) . 
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Γράφημα 13: Δείγμα

	Συμμετέχοντες (Δείγμα)
	Ασθενείς
	Μάρτυρες 

	Σύνολο 
	60
	40


Πίνακας 43: Δείγμα 
Δημογραφικά Χαρακτηριστικά:

Όσον αφορά τα δημογραφικά χαρακτηριστικά όπως φαίνεται στους πίνακες 44 - 50  έγινε προσπάθεια οι δύο ομάδες να είναι όσο το δυνατόν πιο ομοιογενείς ως προς το φύλο, τη μέση ηλικία, την ηλικιακή κατανομή κατά φύλου, τον τόπο κατοικίας, το επάγγελμα, το μορφωτικό επίπεδο και την οικογενειακή κατάσταση έτσι ώστε να ελαττωθεί η πιθανότητα εμφάνισης συστηματικών σφαλμάτων.

Φύλο 

Όσον αφορά το φύλο, προεπιλέχθηκε ίσο ποσοστό ανδρών και γυναικών και στις 2 ομάδες (πίνακας 44, γράφημα 14). Στη μελέτη συμμετείχαν συνολικά 50 άνδρες και 50 γυναίκες. 
	                 Φύλο

Ομάδα
	Άνδρες
	Γυναίκες

	 
	Ν
	%
	Ν
	%

	Ασθενείς 
	30
	30
	30
	30

	Μάρτυρες
	20
	20
	20
	20

	Σύνολο
	50
	50
	50
	50


Πίνακας 44 : Ποσοστό ανδρών / γυναικών στις 2 ομάδες
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Γράφημα 14: Αναλογία ανδρών /γυναικών στις 2 ομάδες
Ηλικία

Η μέση ηλικία του δείγματος ήταν 59,96 έτη (SD: 16,80). Τα άτομα της ομάδας Α είχαν μέση ηλικία 61,53 (SD: 16,55), ενώ στα άτομα της ομάδας Β η μέση ηλικία ήταν 57,60 (SD: 17,11). Η διάμεση τιμή για την ομάδα Α ήταν 62 έτη και για την ομάδα Β ήταν 60 έτη (πίνακας 45). 

	Ηλικία
	Σύνολο
	Ασθενείς
	Μάρτυρες

	Mean
	59,96
	61,53
	57,60

	Median
	60,50
	62,00
	60,00

	Std. Deviation
	16,80
	16,55
	17,11


Πίνακας 45:Μέση ηλικία (και σταθερή απόκλιση-SD)
των ατόμων των ομάδων Α και Β

Στον πίνακα 46 και το γράφημα 15 παρουσιάζεται η ηλικιακή κατανομή των 2 ομάδων. Η πλειονότητα των ασθενών (31,7%) και των μαρτύρων (32,5%) ανήκε στην ηλικιακή ομάδα 55-65 ετών. 
	Ηλικιακή Κατανομή των ατόμων στις 2 ομάδες

	Ηλικιακές ομάδες (έτη)
	
	<35
	35- 44
	45 - 54
	55- 64
	65 -74
	>75

	Ασθενείς με Αρθρίτιδα
	%
	3,30
	3,30
	10
	31,70
	25
	26,70

	
	Ν
	2
	2
	6
	19
	15
	16

	Μάρτυρες
	%
	20
	17,50
	7,50
	32,50
	7,50
	15

	
	Ν
	8
	7
	3
	13
	3
	6

	Σύνολο
	%
	10
	9
	9
	32
	18
	22

	
	Ν
	10
	9
	9
	32
	18
	22


Πίνακας 46: Ηλικιακή Κατανομή των 2 ομάδων
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Γράφημα 15: Ηλικιακή κατανομή των 2 ομάδων
Κατοικία 

Όσον αφορά το σύνολο του δείγματος, 86 (86%) των ατόμων που συμμετείχαν στη μελέτη κατοικούσαν σε αστική περιοχή, 7 σε ημι-αστική και 7 σε αγροτική περιοχή (πίνακας 47). Στην ομάδα Α αλλά και στην ομάδα Β τα περισσότερα άτομα κατοικούσαν σε αστική περιοχή (86,6 % και 85% αντίστοιχα) (Γράφημα 16).

	
	Αστική
	Ημι-αστική
	Αγροτική
	Σύνολο

	
	Ν
	%
	Ν
	%
	Ν
	%
	

	Ασθενείς
	52
	86,6
	4
	6,7
	4
	6,7
	60

	Μάρτυρες
	34
	85
	3
	7,5
	3
	7,5
	40

	Σύνολο
	86
	86
	7
	7
	7
	7
	100


Πίνακας 47 : Κατανομή των ατόμων των ομάδων Α και Β ανάλογα με τον τόπο κατοικίας


[image: image59.emf]86,60%

85%

86%

6,7%

7,5%

7%

6,7%

7,5%

7%

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

Αστική Ημι-αστική Αγροτική

Τόπος κατοικίας

Ασθενείς Μάρτυρες Σύνολο


Γράφημα 16: Τόπος κατοικίας
Επάγγελμα

Όπως φαίνεται στο γράφημα 17, τα περισσότερα από τα άτομα που συμμετείχαν στην μελέτη ασχολούνταν με επαγγέλματα που δεν ανήκαν στην ομάδα υψηλού κινδύνου για Βρουκέλλωση (πχ. κτηνοτρόφοι, αγρότες, κτηνίατροι κ.α.). Το μεγαλύτερο ποσοστό τόσο στο σύνολο του δείγματος (25%) όσο και στις 2 ομάδες ασχολούνταν με οικιακές εργασίες (26% και 24 % αντίστοιχα). Παρόμοιο ποσοστό (26%) κατείχαν και οι συνταξιούχοι στην ομάδα Α (πίνακας 48). 

	Επάγγελμα (%)
	Ασθενείς
	Μάρτυρες
	Σύνολο

	Συνταξιούχοι
	26
	10
	21

	Δημόσιοι Υπάλληλοι
	5
	14
	8

	Ιδιωτικοί Υπάλληλοι
	16
	21
	17

	Οικιακά
	26
	24
	25

	Αγρότες
	3
	3
	3

	Ελεύθεροι Επαγγελματίες
	16
	7
	13

	Φοιτητές
	2
	7
	3

	Σώματα Ασφαλείας
	2
	4
	2

	Ναυτικοί
	3
	7
	6

	Άνεργοι
	1
	3
	2

	Σύνολο
	100
	100
	100


Πίνακας 48:Επάγγελμα
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Γράφημα 17: Επαγγελματική Κατάσταση (%)

Μορφωτικό επίπεδο

Το μεγαλύτερο ποσοστό του συνόλου του δείγματος (44%) αλλά και των 2 ομάδων (43% και 38% αντίστοιχα) ήταν απόφοιτοι δημοτικού (πίνακας 49).  Το 17% του συνόλου του δείγματος είχαν τελειώσει το γυμνάσιο, το 20% ήταν απόφοιτοι λυκείου, το 14% ήταν απόφοιτοι Πανεπιστημίου ή Τ.Ε.Ι-Α, το  3%  ήταν αγράμματοι και το 2% είχαν μεταπτυχιακό ή διδακτορικό τίτλο (γράφημα 18).

	Μορφωτικό επίπεδο (% )
	Ασθενείς
	Μάρτυρες
	Σύνολο

	Αγράμματοι
	2
	5
	3

	Δημοτικό
	43
	38
	44

	Γυμνάσιο
	21
	10
	17

	Λύκειο ή παλαιό 6τάξιο Γυμνάσιο
	28
	24
	20

	Πανεπιστημίου ή Τ.Ε.Ι-Α 
	5
	18
	14

	Μεταπτυχιακό/ Διδακτορικό Τίτλο
	1
	5
	2


Πίνακας 49: Μορφωτικό επίπεδο των ατόμων που συμμετείχαν στη μελέτη
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Γράφημα 18:  Μορφωτικό επίπεδο των ατόμων που συμμετείχαν στη μελέτη

Οικογενειακή Κατάσταση 

Όπως φαίνεται στον πίνακα 50, η πλειοψηφία των συμμετεχόντων και στις 2 ομάδες ήταν έγγαμοι (63% και 60% αντίστοιχα). Όσον αφορά το σύνολο του δείγματος, το 62% ήταν έγγαμοι, το 18% ήταν χήροι, το 14% άγαμοι και το 6% ήταν διαζευγμένοι (Γράφημα 19). 

	%
	Άγαμοι
	Έγγαμοι
	Διαζευγμένοι
	Χήροι

	Ασθενείς
	12
	63
	6
	18

	Μάρτυρες
	15
	60
	6
	19

	Σύνολο
	14
	62
	6
	18


Πίνακας 50 :Οικογενειακή κατάσταση των ατόμων που συμμετείχαν στη μελέτη
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Γράφημα 19: Οικογενειακή κατάσταση των ατόμων που συμμετείχαν στη μελέτη
Συχνότερες μορφές αρθρίτιδας στην ομάδα Α
Στη μελέτη η πλειονότητα των ασθενών εμφάνιζε οστεοαρθρίτιδα (68,3%), χρόνιας μορφής.  Οι συχνότερες μρφές παρουσιάζονται στον πίνακας 51  και το Γράφημα 20
	
	Oστεοαρθρίτιδα
	Αυτοάνοσες Ρ. Αρθρίτιδες 
	Άλλες Μορφές Αρθρίτιδας  

	Ν
	41

	17
	2

	%
	68,3%
	28,3%
	3,4%


Πίνακας 51: Μορφές αρθρίτιδας στην ομάδα Α
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Γράφημα 20: Μορφές αρθρίτιδας στην ομάδα Α

Διάρκεια /Ένταση/ Εντόπιση άλγους 

Το 70 %  των ασθενών εμφάνιζαν χρόνια μορφή αρθρίτιδας (Mean: 14 έτη), το 23,2 υποξεία (Mean: 4,5 εβδομάδες) και το 5,2% οξεία (Mean: 1 εβδομάδα). Το 77% ανέφερε άλγος βαθμονομημένης έντασης 7 στην αναλογική κλίμακα McGill 0-10 (όπου το 0 αντιστοιχεί σε κατάσταση αλγησίας και το 10: χαρακτηρίζει το εντονότερο άλγος που έχει βιώσει το άτομο). Η εντόπιση του άλγους φαίνεται στον πίνακα 52.

	Εντόπιση άλγους
	Ν
	%

	Πολυαρθρίτιδα
	21
	48,86

	Σπονδυλική Στήλη
	4
	9,3

	Ιερολαγόνιος Άρθρωση
	2
	4,65

	Γόνατο
	9
	20,94

	Ισχίο
	2
	4,65

	Ποδοκνημική
	1
	2,32

	Ώμος
	2
	4,65

	Αγκώνας
	1
	2,32

	Δάκτυλα
	1
	2,32

	Σύνολο
	60
	100


Πίνακας 52 :  Εντόπιση άλγους

Ανίχνευση ειδικών αντισωμάτων (IgG) για τη Brucella:

Στην ομάδα Α ανιχνεύτηκαν ειδικά αντισώματα (IgG) κατά της Brucella σε 8 άτομα (13.3%), ενώ στην ομάδα Β σε κανένα (Πίνακας 53, Γράφημα 21).   
	Anti-Brucella IgG 
στον ορό
	Σύνολο
	Ομάδα Α
	Ομάδα Β

	
	Ν
	%
	Ν
	%
	Ν
	%

	Οροαρνητικοί*
	92
	92%
	52
	86,7%
	40
	100%

	Οροθετικοί
	8
	8%
	8
	13,3%
	0
	0


* συμπεριλαμβανομένων και των οριακά θετικών αποτελεσμάτων 

Πίνακας 53: Οροθετικά άτομα για αντισώματα κατά της Brucella στις δύο ομάδες
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Γράφημα 21 :Ορολογική Συχνότητα anti-Brucella IgG στην ομάδα Α
Χαρακτηριστικά ατόμων με αρθρίτιδα και οροθετικών στη Brucella 

Τα χαρακτηριστικά των ατόμων με αρθρίτιδα και οροθετικών για βρουκέλλωση παρουσιάζονται στους πίνακες 54-57 . Η συχνότητα των οροθετικών ανδρών ήταν 62,5% και των γυναικών 37,5% (γράφημα 22) 
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Γράφημα 22: Ποσοστό οροθετικών ανδρών & γυναικών

6 άτομα (75%) κατοικούσαν σε αστική περιοχή (Αθήνα, Πειραιάς και ευρύτερη περιοχή της Αττικής) και 2 άτομα (25%) σε ημι-αστική περιοχή  (Σαλαμίνα). Ο μέσος όρος ηλικίας των ασθενών με αρθρίτιδα τα οποία ήταν οροθετικά για τη Brucella ήταν 62,55 έτη. Όσον αφορά το μορφωτικό επίπεδο των οροθετικών για βρουκέλλα ατόμων της ομάδας Α, 4 (50 %) ήταν απόφοιτοι Λυκείου (ή πρώην 6τάξιου Γυμνασίου), 3 (37,5%) είχαν ανώτατη μόρφωση (Α.Ε.Ι/Τ.Ε.Ι) και 1 (12,,5%) ήταν αγράμματος (πίνακας 54, γραφήματα 23-29 Παράρτημα) .
	
	anti-Brucella IgG
	Φύλο
	Ηλικία (έτη)
	Κατοικία
	Μόρφωση

	1. 
	Οροθετικό
	Άνδρας
	90
	Αστική
	Αγράμματος

	2. 
	Οροθετικό
	Άνδρας
	41
	Ημιαστική
	Πανεπιστήμιο

	3. 
	Οροθετικό
	Γυναίκα
	60
	Αστική
	Λύκειο

	4. 
	Οροθετικό
	Γυναίκα
	62
	Αστική
	Λύκειο

	5. 
	Οροθετικό
	Γυναίκα
	60
	Αστική
	Λύκειο

	6. 
	Οροθετικό
	Άνδρας
	77
	Αστική
	Τ.Ε.Ι

	7. 
	Οροθετικό
	Άνδρας
	75
	Ημιαστική
	Πανεπιστήμιο

	8. 
	Οροθετικό
	Άνδρας
	40
	Αστική
	Λύκειο


Πίνακας 54: Δημογραφικά xαρακτηριστικά των οροθετικών για βρουκέλλα ατόμων της ομάδας Α

Αναφορικά με το επάγγελμα, κανένας δεν ασχολούνταν με επαγγέλματα υψηλού κινδύνου (κτηνοτρόφοι, κτηνίατροι, σφαγείς κ.α.). 5 (62,5%) ήταν έγγαμοι, 2 (25%) χήροι και 1 (12,5%) άγαμος 

(παράρτημα, γράφημα 26). 
	
	anti-Brucella IgG
	Οικογενειακή Κατάσταση
	Επάγγελμα
	Πιθανός Τρόπος μετάδοσης

	1. 
	Οροθετικό
	χήρος
	Συνταξιούχος
	Κατανάλωση φρέσκου  τυριού

	2. 
	Οροθετικό
	έγγαμος
	Αστυνομικός
	Εισπνοή σταγονιδίων σε μολυσμένη στάνη στο Μεσολόγγι

	3. 
	Οροθετικό
	έγγαμος
	Δημ. Υπάλ.
	Συστηματική κατανάλωση φρέσκων  τυριών

	4. 
	Οροθετικό
	χήρος
	οικιακά
	-

	5. 
	Οροθετικό
	άγαμος
	Λογίστρια
	Συστηματική κατανάλωση φρέσκων  τυριών

	6. 
	Οροθετικό
	έγγαμος
	Συνταξιούχος Αστυνομικός
	-

	7. 
	Οροθετικό
	έγγαμος
	Δημόσιος Υπάλληλος
	-

	8. 
	Οροθετικό
	έγγαμος
	Ελεύθερος Επαγγελματίας
	Κατανάλωση μολυσμένης φέτας από κτηνοτρόφο της Σαλαμίνας


Πίνακας 55:  Δημογραφικά Χαρακτηριστικά και τρόπος μετάδοσης της βρουκέλλωσης

Οι περισσότεροι (50%) ανέφεραν πιθανή μόλυνση από κατανάλωση φρέσκου τυριού. Επίσης, σε 1 άτομο η βρουκέλλωση ήταν αποτέλεσμα εισπνοής σταγονιδίων σε μολυσμένη στάνη. Στα υπόλοιπα άτομα δεν κατέστει δυνατόν να προσδιοριστεί ο τρόπος μετάδοσης (πίνακας 55, γράφημα 27).
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Γράφημα 27: Τρόπος μετάδοσης Βρουκέλλωσης στους οροθετικούς για βρουκέλλα  ασθενείς
Τέλος, αναφορικά με τα εργαστηριακά ευρήματα, δεν αναφέρθηκαν σημαντικές διαταραχές στα επίπεδα των ανοσοσφαιρινών (IgG, IgA, IgM) και των παραγόντων (C3 και C4) του συμπληρώματος στα οροθετικά για τη Brucella άτομα της ομάδας Α (πίνακες 56- 57).

	
	Anti-Brucella IgG
(ELISA)
	C3

(0,9- 1,8 g/l)
	C4

(0,1-0,4 g/l)

	1ο 
	Οροθετικό
	
	0,95
	0,19

	2ο 
	Οροθετικό
	
	0,92
	0,20

	3ο 
	Οροθετικό
	
	0,91
	0,5

	4ο 
	Οροθετικό
	
	1,20
	0,3

	5ο 
	Οροθετικό
	
	0,99
	0,21

	6ο 
	Οροθετικό
	
	1,10.
	0,25

	7ο 
	Οροθετικό
	
	1,22
	0,21

	8ο 
	Οροθετικό
	
	0,89
	0,25


Πίνακας 56: C3 και C4 στα οροθετικά για βρουκέλλα άτομα της ομάδας Α

	
	Anti-Brucella IgG
 (ELISA)
	IgG
(7-16g/l)
	IgA

(0,7-4 g/l)
	IgM

(0,4- 2,3g/l)

	1ο 
	Οροθετικό
	13,00
	2,61
	0,55

	2ο 
	Οροθετικό
	10,80
	2,94
	0,47

	3ο 
	Οροθετικό
	9,16
	2,15
	0,58

	4ο 
	Οροθετικό
	13,00
	1,87
	0,92

	5ο 
	Οροθετικό
	14,00
	1,66
	2,91

	6ο 
	Οροθετικό
	12,00
	2,45.
	0,75

	7ο 
	Οροθετικό
	12,60
	2,33
	0,70

	8ο 
	Οροθετικό
	11,40
	3,56.
	0,56.


     Πίνακας 57: Συγκέντρωση των IgG, IgA και IgM στα οροθετικά για βρουκέλλα 
άτομα της ομάδας Α

Ανίχνευση ειδικών αντισωμάτων (IgG) για τη Leishmania infantum:

Σε κανένα άτομο της ομάδας Α και της ομάδας Β δεν ανιχνεύθηκαν ειδικά αντισώματα (IgG) κατά της Leishmania infantum.

Συγκέντρωση της ολικής ανοσοσφαιρίνης IgG στον ορό του αίματος:
Η συγκέντρωση της ολικής ανοσοσφαιρίνης IgG στον ορό του αίματος για κάθε ομάδα ξεχωριστά παρουσιάζεται στον πίνακα 58. Στην ομάδα Α, το 5% παρουσίαζε μειωμένες και το 6,7% αυξημένες τιμές. 
	
	Ασθενείς
	Μάρτυρες

	
	Ν
	%
	Ν
	%

	Μειωμένες τιμές

(<7g/l)
	3
	5
	3
	7,5

	Φυσιολογικές τιμές

(7-16g/l)
	51
	85
	37
	92,5

	Αυξημένες Τιμές (>16g/l)
	4
	6,7
	-
	-

	Σύνολο
	58
	96,7
	100
	100

	Ελλιπή
	2
	3,3
	-
	-

	Σύνολο
	100
	100
	100
	100


Πίνακας 58: Συγκέντρωση της ολικής ανοσοσφαιρίνης IgG στον ορό
του αίματος των ομάδων Α και Β

Συγκέντρωση της ολικής ανοσοσφαιρίνης IgΑ στον ορό του αίματος:
Η συγκέντρωση της ολικής ανοσοσφαιρίνης IgΑ στον ορό του αίματος για κάθε ομάδα ξεχωριστά παρουσιάζεται στον πίνακα 59. Στην ομάδα Α, το 3.3% παρουσίαζε αυξημένες και το 93,3% φυσιολογικές τιμές, ενώ δεν καταγράφηκαν μειωμένες τιμές. 
	
	Ασθενείς
	Μάρτυρες

	
	Ν
	%
	Ν
	%

	Μειωμένες τιμές (<0,7g/l)
	-
	-
	1
	2,5

	Φυσιολογικές Τιμές 

(0,7 -4g/l)
	56
	93,3
	39
	97,5

	Αυξημένες Τιμές (>4g/l)
	2
	3,3
	-
	-

	Σύνολο
	58
	96,7
	40
	100,0

	Ελλιπή
	2
	3,3
	60
	100,0

	Σύνολο
	60
	100,0
	40
	100,0


Πίνακας 59: Συγκέντρωση της ολικής ανοσοσφαιρίνης IgΑ στον ορό του αίματος των ομάδων Α και Β

Συγκέντρωση της ολικής ανοσοσφαιρίνης IgΜ στον ορό του αίματος:
Η συγκέντρωση της ολικής ανοσοσφαιρίνης IgΜ στον ορό του αίματος για κάθε ομάδα ξεχωριστά παρουσιάζεται στον πίνακα 60. Στην ομάδα Α, το 6.7% παρουσίαζε μειωμένες τιμές.  
	
	Ασθενείς
	Μάρτυρες

	
	Ν
	%
	Ν
	%

	Μειωμένες τιμές (<0,4 g/l)
	4
	6,7
	4
	10,0

	Φυσιολογικές Τιμές

(0,4- 2,3g/l)
	54
	90,0
	35
	87,5

	Αυξημένες Τιμές (>2,3 g/l)
	-
	-
	1
	2,5

	Σύνολο
	58
	96,7
	40
	100,0

	Ελλιπή
	2
	3,3
	-
	-

	Σύνολο
	60
	100,0
	40
	100,0


Πίνακας 60:Συγκέντρωση της ολικής ανοσοσφαιρίνης IgΜ στον ορό του αίματος των ομάδων Α και Β

Συγκέντρωση του παράγοντα C3 στον ορό του αίματος:
Η συγκέντρωση του παράγοντα C3 στον ορό του αίματος για κάθε ομάδα ξεχωριστά παρουσιάζεται στον πίνακα 61. Στις ομάδες Α και Β, καταγράφηκαν μειωμένες τιμές σε ποσοστό 6.7% και 7.5%, αντίστοιχα. Αυξημένες τιμές δεν παρατηρήθηκαν σε καμία ομάδα. 
	
	Ασθενείς
	Μάρτυρες

	
	Ν
	%
	Ν
	%

	Μειωμένες τιμές (<0,9 g/l)
	4
	6,7
	3
	7,5

	Φυσιολογικές Τιμές

(0,9- 1,8 g/l)
	54
	90,0
	37
	92,5

	Αυξημένες Τιμές (> 1,8 g/l)
	-
	-
	-
	-

	Σύνολο
	58
	96,7
	40
	100,0

	Ελλιπή
	2
	3,3
	-
	-

	Σύνολο
	60
	100,0
	40
	100,0


Πίνακας 61: Συγκέντρωση του παράγοντα C3 στον ορό του αίματος των ομάδων Α και Β

Συγκέντρωση του παράγοντα C4 στον ορό του αίματος:
Η συγκέντρωση του παράγοντα C4 στον ορό του αίματος για κάθε ομάδα ξεχωριστά παρουσιάζεται στον πίνακα 62. Αυξημένες τιμές παρατηρήθηκαν στο 7.5% των ατόμων της ομάδας Α, ενώ στην ομάδα Β παρατηρήθηκαν μειωμένες τιμές στο 2.5%.   
	
	Ασθενείς
	Μάρτυρες

	
	Ν
	%
	Ν
	%

	Μειωμένες τιμές (>0,4g/l)
	-
	-
	3
	7,5

	Φυσιολογικές Τιμές

(0,1-0,4 g/l)
	58
	96,7
	39
	97,5

	Αυξημένες Τιμές (> 0,4 g/l)
	-
	-
	1
	2,5

	Σύνολο
	58
	96,7
	40
	100

	Ελλιπή
	2
	3,3
	-
	-

	Σύνολο
	60
	100
	40
	100


Πίνακας 62: Συγκέντρωση του παράγοντα C4 στον ορό του αίματος των ομάδων Α και Β

Συγκρίσεις των αποτελεσμάτων μεταξύ των ομάδων Α και Β

Στη σύγκριση μεταξύ των ομάδων Α και Β βρέθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά υπέρ της πρώτης ως προς τον αριθμό των ατόμων στα οποία ανιχνεύθηκαν ειδικά αντισώματα (IgG) κατά της Brucella (p<0.05) (Παράρτημα, πίνακας 63).  

Στη σύγκριση μεταξύ των ομάδων Α και Β δεν βρέθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά ως προς τη συγκέντρωση της ολικής ανοσοσφαιρίνης IgG, IgA, IgM καθώς και των παραγόντων C3 και C4 του συμπληρώματος (p>0.05 σε όλες τις συγκρίσεις) (Παράρτημα, πίνακες 64-68)


ΣΥΖΗΤΗΣΗ
ΣΥΖΗΤΗΣΗ


Όπως προκύπτει από την ανασκόπηση της διεθνούς βιβλιογραφίας, η χρόνια αρθρίτιδα αποτελεί ένα μυοσκελετικό πρόβλημα με ιδιαίτερη σημασία για τη Δημόσια Υγεία εξαιτίας της ολοένα και αυξανόμενης συχνότητάς του, του άλγους, των λειτουργικών διαταραχών και των κοινωνικο-οικονομικών προβλημάτων που προκαλεί σε εκατομμύρια ανθρώπους σε όλο τον κόσμο (WHO 2000, CDC 2009). 

Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της μελέτης αυτής, μόνο η βρουκέλλωση εμφάνιζε στατιστικά σημαντική σχέση με την χρόνια αρθρίτιδα, σε αντίθεση με τη λεϊσμανίωση. 

Η αρθρίτιδα που εμφανίζεται ως επιπλοκή της βρουκέλλωσης αποτελεί ένα σοβαρό πρόβλημα Δημόσιας Υγείας σε πολλές χώρες της Μέσης Ανατολής, της Μεσογείου, της Κεντρικής και της Νότιας Αμερικής (Khateeb et al. 1990, Rajapakse 1996, McGill 2003). Με βάση πρόσφατα στοιχεία του W.H.O. (2006), οι οστεοαρθριτικές επιπλοκές της οξείας βρουκέλλωσης παρατηρούνται σε υψηλό ποσοστό (μέχρι και 40%) παρά τις προσπάθειες που γίνονται για τον έλεγχο της νόσου και την έγκαιρη και αποτελεσματική χορήγηση φαρμακευτικής αγωγής. Στην Ελλάδα, σε παλαιότερη μελέτη είχε βρεθεί ότι 9 από τους 40 ασθενείς (συμπτωματικούς) με βρουκέλλωση παρουσίαζαν περιφερική αρθρίτιδα (Andonopoulos  1986). 

Η επιλογή της ορολογικής μεθόδου ELISA για την ανίχνευση των ειδικών αντισωμάτων IgG κατά της βρουκέλλας έγινε επειδή η μέθοδος αυτή, σύμφωνα με τη διεθνή βιβλιογραφία, παρουσιάζει υψηλή ευαισθησία και ειδικότητα (> 95%). Με βάση τα εργαστηριακά κριτήρια που έχει θεσπίσει ο Π.Ο.Υ (2006) θεωρείται κατάλληλη για την ανίχνευση των ειδικών αντισωμάτων κατά της Brucella.

Στη δική μας μελέτη, στο 13.3% των ατόμων της ομάδας Α (ασθενείς με αρθρίτιδα χωρίς ιστορικό νόσησης από βρουκέλλωση) ανιχνεύθηκαν ειδικά IgG αντισώματα κατά της Brucella spp. Ο αριθμός των οροθετικών ανδρών ήταν διπλάσιος από εκείνο των γυναικών, γεγονός που ερμηνεύεται ως προδιάθεση των ανδρών για την εμφάνιση χρόνιας αρθρίτιδας σε περίπτωση ασυμπτωματικής μόλυνσης από τη βρουκέλλα. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της μελέτης αυτής, το μορφωτικό επίπεδο στο γενικό πληθυσμό δεν φαίνεται να παίζει ρόλο στη μόλυνση, επειδή αυτή γίνεται κατά κύριο λόγο με την κατανάλωση μολυσμένων γαλακτοκομικών προϊόντων.  

Αν και για τον ακριβή προσδιορισμό του ρόλου της βρουκέλλας στην παθογένεια της αρθρίτιδας στα άτομα της ομάδας Α χρειάζονται περαιτέρω εξετάσεις, είναι πολύ πιθανόν να εμπλέκεται η Brucella σε σημαντικό βαθμό. Η υπόθεση αυτή ενισχύεται και από το γεγονός ότι βρέθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά υπέρ της ομάδας Α σε σχέση με την ομάδα Β όσον αφορά τα οροθετικά άτομα για τη βρουκέλλωση. Είναι γνωστό ότι η αρθρίτιδα αποτελεί μία από τις επιπλοκές της βρουκέλλωσης μετά την αποδρομή της οξείας φάσης της νόσου, σε ποσοστά που κυμαίνονται από 11% έως 56% (Gottuzzo et al. 1982, Khateeb et al.. 1996, WHO 2006, Andonopoulos  1986, Mauridis  1984). Η πρόκληση αρθρίτιδας από τη βρουκέλλα είναι κατά κύριο λόγο ανοσολογικής μορφής και όχι σηπτική (παρουσία του βακτηρίου στην άρθρωση). Η ανοσολογική φλεγμονή της άρθρωσης πιθανόν οφείλεται κυρίως σε διασταυρούμενη αντίδραση των αντισωμάτων της βρουκέλλας με επίτοπους ίδιων δομικών πρωτεϊνών των αρθρώσεων και σε μικρότερο βαθμό σε εναπόθεση ανοσοσυμπλόκων στη βασική μεμβράνη του αρθρικού υμένα της άρθρωσης. Αξίζει να σημειωθεί ότι τα άτομα της ομάδας Α που εξετάστηκαν στην παρούσα μελέτη, δεν ανήκαν σε ομάδες του πληθυσμού που παρουσιάζουν αυξημένο κίνδυνο για τη νόσο (κτηνίατροι, εκτροφείς παραγωγικών ζώων, εκδοροσφαγείς). Αυτό σημαίνει ότι σε ένα σημαντικό ποσοστό (13.3%) η βρουκέλλωση στην Ελλάδα μπορεί να μεταδοθεί στο γενικό πληθυσμό (ο οποίος δεν σχετίζεται με τη ζωική παραγωγή) είτε με την κατανάλωση μολυσμένων γαλακτοκομικών προϊόντων ή με εισπνοή, χωρίς να προκληθεί η οξεία μορφή της νόσου και τα άτομα αυτά να εμφανίσουν αρθρίτιδα που συχνά δεν συνοδεύεται από αιτιολογική διάγνωση. Σε πρόσφατη ορολογική μελέτη για τη βρουκέλλωση αλλά και άλλες ζωοανθρωπονόσους που έγινε στην Ελλάδα σε κλινικά υγιή άτομα που εργάζονταν στον τομέα της ζωϊκής παραγωγής, ανιχνεύθηκαν αντισώματα σε ποσοστό 9,9% (Papadogiannakis  2007). Προβλήματα στην αξιολόγηση των αποτελεσμάτων από την εφαρμογή της ELISA για την ανίχνευση των ειδικών αντισωμάτων IgG για την Brucella spp δημιουργούν οι διασταυρούμενες αντιδράσεις με την Yersinia enterocolitica O:9, τη Francisela tularensis, το Vibrio cholerae, τη Salmonella O:30 και την E. coli O:157 (Chereshsky  1997, Avhoven  1969). Με δεδομένη τη σπανιότητα των νόσων αυτών και το ότι οι υερσινιώσεις στη χώρα μας οφείλονται κυρίως στην Yersinia enterocolitica O:3, οι διασταυρούμενες αντιδράσεις θεωρούνται απίθανες και τα αποτελέσματα της μελέτης αυτής αντιπροσωπεύουν ποσοστό ασυμπτωματικών μολύνσεων από τη βρουκέλλα. Είναι πιθανόν, το ποσοστό των μολυσμένων ατόμων της ομάδας Α με βρουκέλλα να είναι μεγαλύτερο από εκείνο που ανιχνεύθηκε στη μελέτη αυτή, καθώς έχει βρεθεί ότι η εφαρμογή σύγχρονων μοριακών μεθόδων (PCR) με την χρησιμοποίηση ειδικών εκκινητών παρουσιάζει πολύ μεγαλύτερη ευαισθησία από τις ορολογικές δοκιμές (Μήτκα 2005). Από την άλλη πλευρά, η μη ανίχνευση αντισωμάτων ΙgG κατά της βρουκέλλας σε μολυσμένο ασυμπτωματικό άτομο είναι πιθανή καθώς ενδέχεται το άτομο αυτό να ενεργοποίησε σε σημαντικό βαθμό την κυτταρική ανοσία του με αποτέλεσμα την εξουδετέρωση του βακτηρίου σε βαθμό τέτοιο ώστε να μην είναι δυνατόν να ανιχνευτεί ένας πιθανόν πολύ χαμηλός τίτλος αντισωμάτων με την ELISA ή την μέθοδο Wright που χρησιμοποιήθηκαν. Η βρουκέλλωση είναι μια ενδοκυτταρική λοίμωξη και η κατάλληλη ενεργοποίηση της κυτταρικής με ταυτόχρονη καταστολή της χυμικής ανοσίας μπορεί να περιορίσει τον πολλαπλασιασμό και την διασπορά ή ακόμη να εξοντώσει ολοκληρωτικά το βακτήριο, γεγονός που έχει ως αποτέλεσμα τον περιορισμό ή την ελαχιστοποίηση της παραγωγής των ειδικών αντισωμάτων κατά του βακτηρίου (Papadogiannakis  2007). 

Ανίχνευση ειδικών IgG αντισωμάτων κατά της Brucella, μπορεί να σχετίζεται με αναμόλυνση ή παρατεταμένη έκθεση στο λοιμογόνο παράγοντα και παρουσιάζεται συνήθως σε χρόνιες, ασυμπτωματικές ή υποκλινικές μορφές (Papadogiannakis  2007).

Τα αποτελέσματα της μελέτης αυτής κατέδειξαν σημαντικά στοιχεία για τη βρουκέλλωση που σχετίζονται με τη Δημόσια Υγεία.  Συγκεκριμένα, τα περισσότερα άτομα ανέφεραν κατανάλωση φρέσκων γαλακτοκομικών προϊόντων από κτηνοτρόφους του τόπου καταγωγής τους ή της περιοχής κατοικίας τους, ενώ ένα άτομο ανέφερε πιθανή αερογενή μετάδοση από μολυσμένη στάνη. Τα στοιχεία αυτά αποκαλύπτουν ότι ο τρόπος μετάδοσης της βρουκέλλωσης στην Ελλάδα συνδέεται με ορισμένες συνήθειες των Ελλήνων. Πολλοί Έλληνες εξακολουθούν να διατηρούν στενές επαφές με τον τόπο καταγωγής τους που είναι συνήθως κάποια αγροτική περιοχή όπου δεν εφαρμόζονται τα απαραίτητα μέτρα υγιεινής στις κτηνοτροφικές μονάδες (που είναι κατά κύριο λόγο μικρές, μη οργανωμένες, οικόσιτες μονάδες) ούτε η εξυγίανση των γαλακτοκομικών προϊόντων. Επιπλέον, αρκετοί συμπολίτες μας φαίνεται ότι δεν είναι κατάλληλα ενημερωμένοι για τα μέτρα πρόληψης της βρουκέλλωσης ή δεν θεωρούν το νόσημα σημαντικό. Για την αλλαγή των ανωτέρω αντιλήψεων, απαιτούνται κατάλληλα προγράμματα αγωγής υγείας που να στοχεύουν κυρίως στην πρόληψη της νόσου.

Μνεία θα πρέπει να γίνει στις κλινικές εκδηλώσεις, τα λειτουργικά προβλήματα αλλά και στις κοινωνικο-οικονομικές προεκτάσεις της αρθρίτιδας που σχετίζεται με τη Brucella, χωρίς η τελευταία να έχει συμπεριληφθεί στη διαφορική διάγνωση της αρθρίτιδας.  Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της μελέτης αυτής, τρία άτομα της ομάδας Α παρουσίαζαν έντονο άλγος, εκφυλιστικές διαταραχές των προσβεβλημένων αρθρώσεων και σημαντικά λειτουργικά προβλήματα (δυσκολία στη βάδιση, σε δραστηριότητες τις καθημερινής ζωής και στην εργασία, πρόωρη συνταξιοδότηση κ.α.). Εξαιτίας των παραπάνω προβλημάτων  χρειάστηκε να υποβληθούν σε χειρουργική επέμβαση (2 υποβλήθηκαν σε αρθροσκόπηση και 1 σε ολική αρθροπλαστική ισχίου) και μακρόχρονο πρόγραμμα αποκατάστασης καθώς η συντηρητική αγωγή (κυρίως με αντιφλεγμονώδη φάρμακα) δεν ήταν αποτελεσματική. Επιπλέον, αν ληφθεί υπόψη το υψηλό κόστος των παραπάνω παρεμβάσεων, η οικονομική επιβάρυνση του συστήματος υγείας, των ασφαλιστικών φορέων αλλά και των ίδιων των ασθενών είναι αρκετά μεγάλη.  Για την δευτερογενή και τριτογενή πρόληψη της αρθρίτιδας που προκαλεί η βρουκέλλα, η έγκαιρη ανίχνευση του λοιμογόνου παράγοντα και η χορήγηση της κατάλληλης φαρμακευτικής αγωγής θα συμβάλλουν στην αποτελεσματική θεραπεία των ασθενών και τον περιορισμό των παραπάνω προβλημάτων (Khateeb et al. 1996, WHO 2006, Ευρωπαϊκή εταιρεία λοιμώξεων οστών και αρθρώσεων 2007). Στα άτομα της ομάδας Α που ανιχνεύθηκαν αντισώματα για τη βρουκέλλα, συστήθηκε ομάδα ειδικών (λοιμωξιολόγου, ορθοπαιδικού, φυσιάτρου και φυσικοθεραπευτή) για τον περαιτέρω έλεγχο και τη χορήγηση κατάλληλης θεραπείας και αποκατάστασης. 

Η επίδραση της Brucella αλλά και άλλων λοιμογόνων παραγόντων συχνά υποεκτιμάται στην κλινική πράξη. Αν και η Brucella δεν θεωρείται συχνό αίτιο αρθρίτιδας, ωστόσο θα πρέπει να συμπεριλαμβάνεται στη διαφορική διάγνωση κυρίως αρθρίτιδων που φαίνεται να εμφανίζουν ανοσολογικό υπόβαθρο, ιδιαίτερα σε ενδημικές για τη βρουκέλλωση χώρες όπως η δική μας (Khateeb et al. 1996). 

Η λεϊσμανίαση (Leishmania infantum) είναι ενδημική νόσος στην Ελλάδα. Η συχνότητα του νοσήματος παρουσιάζει αύξηση τα τελευταία χρόνια κυρίως εξαιτίας της αύξησης του αριθμού των αδέσποτων σκύλων που αποτελούν τη βασική «δεξαμενή» του παρασίτου στη φύση. Παρόλα αυτά, στη μελέτη αυτή δεν ανιχνεύθηκαν ειδικά αντισώματα IgG κατά της Leishmania infantum σε καμία από τις δύο ομάδες που μελετήθηκαν με την ορολογική δοκιμή του IFA. Παρά το ότι ο έμμεσος ανοσοφθορισμός θεωρείται μέθοδος με υψηλή ευαισθησία και ειδικότητα, υπάρχει το ενδεχόμενο ένα μικρό ποσοστό των ατόμων της ομάδας Α να εμφάνισαν ψευδώς αρνητικά αποτελέσματα, αν και η επίπτωση της νόσου στον άνθρωπο είναι πολύ μικρή στην Ελλάδα (Papadopoulou et al. 2005). Σε αντίθεση με ότι παρατηρήθηκε για τη βρουκέλλα, φαίνεται ότι δεν υπάρχει σχέση της Leishmania infantum με τη πρόκληση αρθρίτιδας, αν και το παράσιτο αυτό είναι ενδοκυττάριο και η μόλυνση με αυτό ενεργοποιεί παρόμοιους ανοσολογικούς μηχανισμούς με εκείνους που ενεργοποιούνται μετά τη μόλυνση από τη βρουκέλλα. Πιθανόν, τα σχηματιζόμενα αντισώματα IgG κατά της Leishmania infantum να μην εμφανίζουν διασταυρούμενη αντίδραση με επίτοπους δομικών πρωτεϊνών των αρθρώσεων (όπως στην βρουκέλλωση) ή τα ανοσοσύμπλοκα που δημιουργούνται να εναποτίθεται κυρίως σε άλλα όργανα πλην των αρθρώσεων. Είναι πιθανόν ένας μικρός αριθμός ατόμων της ομάδας Α που εξετάστηκαν να είχαν μολυνθεί από τη Leishmania infantum αλλά να ενεργοποίησαν επαρκώς την κυτταρική τους ανοσία με παραγωγή των κυτταροκινών IL-2, IL-12, IFN-γ και TNF-α οι οποίες καταστέλλουν τη χυμική ανοσία και την παραγωγή ειδικών αντισωμάτων με αποτέλεσμα να μη είναι δυνατή η ανίχνευση αντισωμάτων στον ορό του αίματος (Παπαδογιαννάκης 2007). 

Τα οροαρνητικά αποτελέσματα της μελέτης όσον αφορά τη λεϊσμανίωση δεν μπορούν να αποδοθούν στον έλεγχο του αριθμού των σκύλων, επειδή ο αριθμός των αδέσποτων σκύλων εμφανίζει αύξηση τα τελευταία χρόνια (Τζανέτου 2005). Η χρήση αποτελεσματικών εντομοαπωθητικών καθημερινά μετά τη δύση του ηλίου και καθόλη την περίοδο μεταξύ Μαρτίου και Οκτωβρίου καθώς και η ευκολότερη πρόσβαση του εντόμου στο σκύλο από ότι στον άνθρωπο, ερμηνεύει (τουλάχιστον εν μέρει) την μη ανίχνευση αντισωμάτων κατά της Leishmania infantum και στις δύο ομάδες που μελετήθηκαν σε αυτή τη μελέτη (Papadogiannakis et al. 2007).  


 Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της μελέτης αυτής, δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές στη συγκέντρωση των παραγόντων C3 και C4 του συμπληρώματος καθώς και των ολικών ανοσοσφαιρινών IgG, IgA και IgM στον ορό μεταξύ των δύο ομάδων. Αυτό πιθανόν οφείλεται στο ότι οι αρθρίτιδες που μελετήθηκαν στη μελέτη αυτή ήταν χρόνιας και όχι οξείας διαδρομής. Τα αποτελέσματα αυτά είναι σύμφωνα με εκείνα της μελέτης του Konttinen  (1996), σύμφωνα με την οποία δεν παρατηρείται ενεργοποίηση του συμπληρώματος σε χρόνιες εκφυλιστικές αρθρίτιδες, σε αντίθεση με τις οξείες μορφές αρθρίτιδας. Επιπλέον, είναι γνωστό από την ανοσολογία, ότι το συμπλήρωμα συνιστά κατά κύριο λόγο στοιχείο της μη ειδικής ανοσολογικής αντίδρασης του οργανισμού που συνοδεύει συνήθως τις οξείες φλεγμονώδεις αντιδράσεις και σπανιότερα τις χρόνιες. 



ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

	Συμπεράσματα


Συμπερασματικά, η Brucella spp είναι ένα βακτηρίδιο που φαίνεται να εμπλέκεται στην παθογένεια της χρόνιας μορφής αρθρίτιδας στη χώρα μας. Η ανίχνευση σε ένα σημαντικό ποσοστό (13.3%) των ειδικών αντισωμάτων IgG κατά της Brucella σε ένα αστικό πληθυσμό με χρόνια αρθρίτιδα χωρίς να έχει νοσήσει από την οξεία μορφή της νόσου, υποδηλώνει ότι ένα μέρος του πληθυσμού μπορεί να είναι ασυμπτωματικοί φορείς της βρουκέλλας και κυρίως το ότι η βρουκέλλωση θα πρέπει να μπαίνει πάντα στη διαφορική διάγνωση σε περιστατικά χρόνιας αρθρίτιδας, ιδιαίτερα σε ενδημικές περιοχές όπως η χώρα μας. Με βάση τα αποτελέσματα της μελέτης αυτής, η βρουκέλλωση και η αρθρίτιδα που μπορεί να προκληθεί ακόμη και σε ασυμπτωματικούς ασθενείς, φαίνεται ότι εξακολουθούν να αποτελούν ένα σοβαρό αλλά υποεκτιμημένο πρόβλημα Δημόσιας Υγείας στη χώρα μας. Για το λόγο αυτό, απαιτούνται οργανωμένες δράσεις που θα στοχεύουν κυρίως στη πρόληψη της νόσου για την αποφυγή σοβαρών επιπλοκών όπως η χρόνια αρθρίτιδα.  

	ABSTRACT




BACKGROUND: Arthritis is an important public health problem with growing incidence and high morbidity, which could be caused by various infectious agents such as Brucellosis and Leishmaniasis.  

OBJECTIVE: To determine the seroprevalence of Brucellosis and Leishmaniasis in patients with arthritis in an endemic country like Greece. The role of complement components (C3 and C4) and global immunoglobulins (IgG, IgM and IgA) in pathogenesis of arthritis is also investigated  

MATERIALS & METHODS: Serum samples were collected from 100 subjects (60 patients with arthritis- Group A and 40 controls- Group B) using stratified random sampling. ELISA was used for detection of specific IgG antibodies against Brucella, IFA for IgG antibodies against Leishmania and nephelometry for C3 and C4 complement components and global immunoglobulins (IgG, IgA and IgM). 

RESULTS: Anti- Brucella antibodies were detected in 8 (13,3%) patients with arthritis. Anti-Leishmania IgG antibodies were not detected. Statistical significant relation found between Brucellosis and arthritis (p< 0.05). When comparisons were made for complement components (C3 and C4) and global immunoglobulins (IgG,  IgA and IgM), there was no statistical significant difference between two groups.

CONCLUSION: The findings of the study suggest that Brucella is an infectious agent that could be involved in pathogenesis of arthritis in Greece. Taking into account the clinical signs and the demographic characteristics of the patients presenting Brucella arthritis, we conclude that Brucella arthritis is an important but underestimated public-health problem in Greece. Therefore, further investigation is needed in this field in order to design preventive and control measures for Brucella arthritis. 
Key Words: Brucellosis, Leishmaniasis, Brucella melitensis, Leishmania infantum, serological studies, complement components, immunoglobulins.  
ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ

Παράρτημα Γραφημάτων 


[image: image67.emf]0%

0%

25%

37%

13%

25%

<35 35- 44 45- 54 55- 64 65 -75 > 75


Γράφημα 23: Ηλικιακή κατανομή των οροθετικών για βρουκέλλα ατόμων
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Γράφημα 24: Τόπος κατοικίας οροθετικών για βρουκέλλα ατόμων
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Γράφημα 25: Μορφωτικό επίπεδο οροθετικών για βρουκέλλα ατόμων
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Γράφημα 26: Οικογενειακή κατάσταση των οροθετικών για βρουκέλλα  ατόμων 
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Γράφημα 27: Τρόπος μετάδοσης Βρουκέλλωσης στους οροθετικούς για βρουκέλλα  ασθενείς

Παράρτημα Πινάκων 
	
	
	Ομάδα
	Σύνολο

	
	
	Ασθενείς
	Μάρτυρες
	

	Anti-Brucella IgG
	οροαρνητικοί
	Count
	52
	40
	92

	
	
	Expected Count
	55,2
	36,8
	92,0

	
	οροθετικοί
	Count
	8
	0
	8

	
	
	Expected Count
	4,8
	3,2
	8,0

	Σύνολο
	Count
	60
	40
	100

	
	Expected Count
	60,0
	40,0
	100,0

	Έλεγχος Fischer exact test
	x2 =5,797 ,df= 1 ,p=0,020


Πίνακας 63: Συγκρίσεις μεταξύ ομάδων ως προς τη συχνότητα anti-Brucella IgG
	
	
	Ομάδα
	Σύνολο

	
	
	Ασθενείς
	Μάρτυρες
	

	IgG
	Φυσιολογικές τιμές

(7-16 g/l)
	Count
	51
	37
	88

	
	
	Expected Count
	52,1
	35,9
	88,0

	
	Παθολογικές τιμές

(< 7 και >16 g/l)
	Count
	7
	3
	10

	
	
	Expected Count
	5,9
	4,1
	10,0

	Σύνολο
	Count
	58
	40
	98

	
	Expected Count
	58,0
	40,0
	98,0

	Έλεγχος Fischer exact test
*1 κελί είχε αναμενόμενη συχνότητα μικρότερη από 5.
	x2 =0,539 , df= 1, p=0,5


Πίνακας 64: Συγκρίσεις μεταξύ ομάδων ως προς τη συχνότητα παθ. τιμών IgG 

	
	 
	Ομάδα
	Σύνολο

	 
	 
	Ασθενείς
	Μάρτυρες
	 

	IgΑ
	Φυσιολογικές τιμές 

(0,7 - 4g/l)
	Count
	56
	39
	95

	 
	 
	Expected Count
	56,2
	38,8
	95,0

	 
	Παθολογικές τιμές 

(< 0,7 και >4 g/l)
	Count
	2
	1
	3

	 
	 
	Expected Count
	1,8
	1,2
	3,0

	Σύνολο
	Count
	58
	40
	98

	
	Expected Count
	58,0
	40,0
	98,0

	Έλεγχος Fischer exact test 

*  2 κελιά είχαν αναμενόμενη συχνότητα μικρότερη από 5
	x2 =0,072 , df= 1, p=0,6.


Πίνακας 65: Συγκρίσεις μεταξύ ομάδων ως προς τη συχνότητα παθ. τιμών IgΑ 

	
	
	Ομάδα
	Σύνολο

	
	
	Ασθενείς
	Μάρτυρες
	

	IgΜ
	Φυσιολογικές τιμές

(0,4- 2,3g/l)
	Count
	54
	35
	89

	
	
	Expected Count
	52,7
	36,3
	89,0

	
	Παθολογικές τιμές

(< 0,4 και >2,3 g/l)
	Count
	4
	5
	9

	
	
	Expected Count
	5,3
	3,7
	9,0

	Σύνολο
	Count
	58
	40
	98

	
	Expected Count
	58,0
	40,0
	98,0

	Έλεγχος Fischer exact test
*1 κελί είχε αναμενόμενη συχνότητα μικρότερη από 5
	x2 = 0,891, df= 1, p=0,48.




. 

Πίνακας 66: Συγκρίσεις μεταξύ ομάδων ως προς τη συχνότητα παθ. τιμών IgΜ

	
	
	Ομάδα
	Σύνολο

	
	
	Ασθενείς
	Μάρτυρες
	

	C3
	Παθολογικές τιμές (<0, 9 g/l)
	Count
	4
	3
	7

	
	
	Expected Count
	4,1
	2,9
	7,0

	
	Φυσιολογικές τιμές

(0,9- 1,8 g/l)
	Count
	54
	37
	91

	
	
	Expected Count
	
	37,1
	91,0

	Σύνολο
	Count
	58
	40
	98

	
	Expected Count
	58,0
	40,0
	98,0

	Έλεγχος Fischer exact test
* 2 κελιά είχαν αναμενόμενη συχνότητα μικρότερη από 5
	x2 =0,013, df= 1, p=1


Πίνακας 67: Συγκρίσεις μεταξύ ομάδων ως προς τη συχνότητα παθ. τιμών του C3 παράγοντα του συμπληρώματος 

	
	
	Ομάδα
	Σύνολο

	
	
	Ασθενείς
	Μάρτυρες
	

	C4
	Παθολογικές τιμές (>0,4g/l)
	Count
	58
	39
	97

	
	
	Expected Count
	57,4
	39,6
	97,0

	
	Φυσιολογικές τιμές

( 0,1-0,4g/l)
	Count
	0
	1
	1

	
	
	Expected Count
	,6
	,4
	1,0

	Σύνολο
	Count
	58
	58
	98

	
	Expected Count
	58,0
	58,0
	98,0

	Έλεγχος Fischer exact test
* 2 κελιά είχαν αναμενόμενη συχνότητα μικρότερη από 5.
	x2 = 1,465, df= 1, p=0,4


Πίνακας 68:  Συγκρίσεις μεταξύ ομάδων ως προς τη συχνότητα παθ. τιμών του C4 παράγοντα του συμπληρώματος  
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