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LONG TERM OBSERVATIONS ON SHEEP EXPERIMENTALLY INFECTED WITH 
BRUCELLA MELITENSIS 

By 

O. PAPADOPOULOS*, K. SARRIS* and M. PAPANASTASOPOULOU 

S U M M A R Y 

Six pregnant ewes were subcutaneously injected with 5 x10 s live Brucella melitensis biotype 
1 organisms. Observations on their serological response during the first six months post infection 
have been published earlier (Madad, 1979). In this paper, the observations during the following 
24 month period, up to the 30th month, are reported. Four ewes that survived to the end of the 
experiment were still positive in the serum agglutination (titres 160, 212, 106 and 40 i.u./ml), 
complement fixation (titres 288, 384, 288 and 36 EEC u./ml) and Rose Bengal Plate tests. Two 
female lambs, born a few weeks post infection, remained negative during the present period of 
observation. Two rams, that were housed with the group from the 6th to the 30th month, remai­
ned negative. Three lambs, born on the 18th, 27th and 29th months had antibodies, that were 
considered to be of maternal origin. At the end of the experiment, brucellae were not detected by 
culture or guinea pig inoculation of material from the udder, uterus, retropharyngeal, internal i-
liac and supramammary lymph nodes of any of the surviving animals. 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Σέ εργασία πού έγινε πριν από 4 χρόνια στο εργαστήριο Μικροβιολογίας καί αποτέλεσε θέ­
μα διατριβής (Madad, 1979), μελετήθηκε για 6 μήνες ή ανοσολογική απάντηση προβάτων, πού 
εμβολιάσθηκαν μέ το εμβόλιο Rev 1 ή μολύνθηκαν πειραματικά μέ καλλιέργεια Brucella meli-

1. Ή δρευνα αυτή ενισχύθηκε οικονομικά άπό τό 'Υπουργείο Γεωργίας. 
2. 'Ανακοινώθηκε στο Ιο Πανελλήνιο Συνέδριο Γεωτεχνικών Ερευνών (Μάιος 1981). 
* Εργαστήριο Μικροβιολογίας καί Λοιμωδών Νόσων Κτηνιατρικής Σχολής Α.Π.Θ. Laborato­

ry of Microbiology and Inf. Diseases, Faculty of Veterinary Medicine, Aristotelian University, 
Thessaloniki. 
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tensis (βιότυπος 1). Για το σκοπό αυτό κατά διαστήματα λαμβάνονταν όροι αίματος και εξετά­
ζονταν μέ τις ορολογικές δοκιμές: Rose Bengal, όροσυγκόλληση, σύνδεση του συμπληρώμα­
τος, θερμική αδρανοποίηση, αναγωγή τοΰ δισουλφιδικοΰ δεσμοϋ μέ διθειοθρεϊτόλη και Coom­
bs. Επίσης, καθορίσθηκαν οί κλάσεις των άνοσοσφαιρινών (IgM, IgG), πού επικρατούσαν μετά 
τόν εμβολιασμό και τη μόλυνση. 

Τα αποτελέσματα άπό τήν Ερευνά εκείνη ήταν τα έξης: 
α) Άπό τα πρόβατα πού εμβολιάσθηκαν, δλα τα νεαρά ζώα ηλικίας 5-7 μηνών, στό τέλος 

της εξάμηνης παρακολουθήσεως, είχαν φθάσει σέ αρνητικά επίπεδα σέ δλες τις ορολογικές δο­
κιμές. Αντίθετα, στά ενήλικα οί τίτλοι εί^αν μειωθεί, χωρίς δμως νά φθάσουν σέ αρνητικά επί­
πεδα. 

β) Στά πρόβατα πού μολύνθηκαν, δλες οί δοκιμές διατηρήθηκαν θετικές μέχρι τό τέλος τοΰ 
πειράματος καϊ οί τίτλοι ήταν αρκετά ψηλοί. 

Ή εργασία αυτή αποτελεί συνέχεια της παραπάνω, διάρκεσε 24 μήνες και απέβλεπε νά δώ­
σει απάντηση στά έξης ερωτήματα: α) Ποια θα ήταν ή πορεία τών αντισωμάτων κατά τήν τριε­
τή συνολικά διάρκεια της παρακολουθήσεως; β) Τα μολυσμένα πειραματόζωα θα παρέμεναν 
φορείς τοΰ μικροβίου καί θα ήταν ίκανά νά τό μεταδώσουν σ' άλλα ζώα ή στους απογόνους 
τους; 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

Στο διάστημα τών 24 μηνών, δηλ. άπό τόν 7ο ώς τόν 30ό μήνα μετά τήν 
αρχική μόλυνση τών προβάτων, πού διάρκεσε ή εργασία αυτή, συνεχίσθηκε ή 
άρχισε ή παρακολούθηση τών έξης (Πίνακας 1): 

α) Έξι θηλυκών προβάτων άπό τά αρχικά, πού είχαν μολυνθεί πειραματι­
κά μέ Br. melitensis ένώ ήταν έγκυο (1ml εναιωρήματος βακτηρίων, πού πε­
ριείχε SxlO8 ζωντανά βακτήρια, υποδόρια). 

β) Δύο θηλυκών αμνών, πού είχαν γεννηθεί άπό τις προβατίνες στή διάρ­
κεια του αρχικού πειράματος. 

γ) Δύο υγιών καί μή μολυσμένων κριαριών, πού για δλο τό διάστημα τών 
24 μηνών έμειναν σ' επαφή μέ τά μολυσμένα πρόβατα. 

δ) Τεσσάρων αμνών, πού γεννήθηκαν άπό τις παραπάνω προβατίνες καί 
τά παραπάνω κριάρια κατά τή διάρκεια τών 24 μηνών. 

Ά π ' δλα τά πειραματόζωα λαμβάνονταν κατά διαστήματα όροι αίματος 
καί εξετάζονταν μέ τις δοκιμές: Rose Bengal (Παπαδόπουλος και Κοπτόπου-
λος, 1978), όροσυγκολλήσεως καί συνδέσεως τοΰ συμπληρώματος (Γιαντζής, 
1980). 

Στό τέλος τοΰ πειράματος (30ός μήνας), δλα τά επιζώντα πειραματόζωα 
θανατώ&ηκαν καί στους ίστούς αναζητήθηκαν βρουκέλλες. 'Εξετάσθηκαν όπι-
σθοφαρυγγικά, όπισθομαστικά καί έσω ίλιακά λεμφογάγγλια, μήτρα και μα­
στός, τόσο μέ καλλιέργειες σέ tryptose agar χωρίς ορό (Alton καί συν., 1975), 
δσο καί μέ ενοφθαλμισμό σέ Ϊνδοχοιρίδια (Alton, Jones καί Pietz, 1975). 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

'Ορολογικές εξετάσεις 

Οί οροί τών μολυσμένων προβατίνων, μέχρι τό τέλος τοΰ πειράματος, ή-
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ταν θετικοί στην όροσυγκόλληση (40-536 UI/ml) και στη σύνδεση τού συμ­
πληρώματος (36-480 UCEE/ml), ένώ στη δοκιμή Rose Bengal παρατηρήθη­
καν και ορισμένες αρνητικές αντιδράσεις (Πίν. 1). 

Οί οροί των θηλυκών αμνών, πού γεννήθηκαν κατά τή διάρκεια του πρώ­
του πειραματισμού, ήταν πάντοτε αρνητικοί και στις τρεις ορολογικές δοκι­
μές. 

Οί οροί των κριαριών, μέ τή δοκιμή Rose Bengal και τή σύνδεση τού συμ­
πληρώματος βρέθηκαν πάντοτε αρνητικοί. Μέ τήν όροσυγκόλληση δμως, στο 
κριάρι Β παρουσιάσθηκαν καί θετικές αντιδράσεις (μέχρι 80 UI/ml). 

Οί οροί τών 4 αμνών, πού γεννήθηκαν άπό τις μολυσμένες προβατίνες καί 
τα δύο υγιή κριάρια, έδωσαν τα παρακάτω αποτελέσματα: 

'Αμνός 44α: Οί οροί ήταν θετικοί στο Rose Bengal καί στην όροσυγκόλ­
ληση (40-47 UI/ml). Σύνδεση του συμπληρώματος δέν έγινε. \ 

'Αμνός 13α: Οί οροί ήταν αρνητικοί στο Rose Bengal καί στή σύνδεση 
του συμπληρώματος καί θετικοί στην όροσυγκόλληση (34-40 UI/ml). 

'Αμνός 14α: Τους δύο πρώτους μήνες άπό τή γέννηση, οί οροί ήταν θετι­
κοί στο Rose Bengal καί στην όροσυγκόλληση (34 UI/ml). Στή συνέχεια έ­
φθασαν σέ αρνητικά επίπεδα. Μέ τή σύνδεση του συμπληρώματος δμως, έδι­
ναν πάντοτε θετικά αποτελέσματα (36-320 UCEE/ml). 

'Αμνός 15α: Οί οροί ήταν θετικοί και στίς τρεις ορολογικές δοκιμές. 

Βακτηριολογικες εξετάσεις 

Όλες οί καλλιέργειες πού έγιναν άπό τά πειραματόζωα πού θανατώθηκαν, 
ήταν αρνητικές για βρουκέλλα. Τά ένοφθαλμισμένα ίνδοχοιρίδια, πού παρακο­
λουθήθηκαν για 35 ήμερες, δέν παρουσίασαν κανένα παθολογικό σύμπτωμα. 
Οί καλλιέργειες καί οί ορολογικές εξετάσεις πού έγιναν μετά τή θανάτωση 
τους, ήταν καί αυτές αρνητικές. 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Στις πειραματικά μολυσμένες προβατίνες, ή δοκιμή τής συνδέσεως του 
συμπληρώματος διατηρήθηκε θετική σέ δλα τά πειραματόζωα, για δλο τό διά­
στημα τής παρακολουθήσεως· ή δοκιμή τής όροσυγκολλήσεως διατηρήθηκε 
επίσης θετική (πάνω άπό 30 UI/ml) μέ εξαίρεση τό πειραματόζωο 14, στο 
όποιο παρατηρήθηκε καί τίτλος αρνητικός· ή δοκιμή Rose Bengal διατηρήθη­
κε καί αυτή θετική, μέ εξαίρεση τό πειραματόζωο 13, τρία δείγματα του 14 
καί ένα του 44. 

Σύμφωνα μέ τά βιβλιογραφικά δεδομένα, πού προέρχονται δμως άπό έρευ­
νες πού έγιναν σέ αγελάδες καί οχι σέ πρόβατα (Goyon, 1965· 1967· 1971 · 
Alton καί συν., 1975), ή σύνδεση του συμπληρώματος θεωρείται ώς ή δοκιμή 
πού ανταποκρίνεται καί ανιχνεύει τήν κατάσταση τής ενεργού λοιμώξεως. 
Επομένως, μέ βάση τά στοιχεία πού προαναφέρθηκαν, συμπεραίνουμε δτι για 
δλο τό διάστημα τής παρακολουθήσεως δλες οί προβατίνες διατήρησαν τή 
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ΠΙΝΑΚΑΣ I 

Στοιχεία ορολογικής παρακολουθήσεως προβατίνων, πού μολύνθηκαν πειραματικά μέ 
Brucella melitensis, αμνών, πού γεννήθηκαν από αυτές, καθώς και κριαριών, πού ε'ζησαν μα 

ζύ τους για διάστημα 24 μηνών. 

ΜΗ ΟΡΟΛΟ 
ΝΕΣ ΓΙΚΗ 
Μ.Μ. ΔΟΚΙΜΗ 

R.B.T. 
7 ΟΡΟΣ. 

ΣΥΝΔ. 

R.B.T. 

11 ΟΡΟΣ. 

ΣΥΝΔ. 

R.B.T. 

14 ΟΡΟΣ. 

ΣΥΝΔ. 

R.B.T. 
17 ΟΡΟΣ. 

ΣΥΝΔ. 

R.B.T. 
18 ΟΡΟΣ. 

ΣΥΝΔ. 

R.B.T. 

24 ΟΡΟΣ. 

ΣΥΝΔ. 

R.B.T. 

26 ΟΡΟΣ. 

ΣΥΝΔ. 

R.B.T. 

27 ΟΡΟΣ. 

ΣΥΝΔ. 

R.B.T. 
28 ΟΡΟΣ. 

ΣΥΝΔ. 

R.B.T. 

29 ΟΡΟΣ. 
ΣΥΝΔ. 

R.B.T. ν 

30 ΟΡΟΣ. 

ΣΥΝΔ. 

ΠΡΟΒΑΤΙΝΕΣ ΑΜΝΟΙ Α ΚΡΙΑΡΙΑ ΑΜΝΟΙ Β' 

04 13 44 15 16 14 Ια 2α Α Β 44α 13α 14α 15α 

+ — + + + + — — — — 

134 80 134 536 212 106 

384 160 384 480 384 384 

+ — + + + + - - - -

186 53 67 372 186 160 — — 

384 160 384 480 384 384 

+ — + + + + — — — — 

93 93 47 424 160 80 

384 144 384 480 384 384 - - -

— + + + + - — — — + 
XX 80 80 268 186 93 - - 40 

72 384 384 384 384 

— + + + + — — _ — + — 
80 93 268 186 40 - ' - 47 40 
72 320 384 384 320 -

+ + + — — — — — — 

XX 93 640 320 47 - - - - XX 40 

320 384 288 320 

+ + + — — — — — — 

93 372 134 47 - - - - 40 

320 384 288 320 

— + 
67 34 

320 

+ + + + — — — — — + 

93 268 186 27 - - - 23 - 34 

288 384 288 72 - 320 

— + · + + — — — — _ _ + 

80 106 106 80 - - - 80 20 - 160 
288 384 288 72 - 36 384 

+ + + + — — — — _ _ + 

160 212 106 40 40 34 - 186 

288 384 288 36 - 36 384 

R.B.T.: + = θετική - = αρνητικό. XX = πέθανε. Μ.Μ. = μετά μόλυνση. 

ΟΡΟΣΥΓΚΟΛΛΗΣΗ: Τίτλοι σέ διεθν. μονάδες, - = τίτλος κάτω των 17 δ.μ. 

ΣΥΝΔΕΣΗ ΣΥΜΠΛΗΡΩΜΑΤΟΣ: Τίτλοι σέ ιιονάδες EEC, - τίτλος κάτω των 9 μ.ΕΕΟ 
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βρουκελλική λοίμωξη. Tò συμπέρασμα δμως αυτό, δέ συμφωνεί μέ άλλα απο­
τελέσματα της μελέτης μας, δπως τη μη απομόνωση βρουκελλών από τους 
ίστούς των πειραματόζωων και τη μή μετάδοση της βρουκελλώσεως στα 
κριάρια. Ή μή απομόνωση της Br. melitensis άπό τους ίστούς των πειραματό­
ζωων, θά μπορούσε νά προκαλέσει αμφιβολίες δσο άφορα την ευαισθησία των 
μεθόδων απομονώσεως βρουκελλών. "Αν καί έγινε καλλιέργεια σε tryptose a-
gar, πού συνιστάται επίσημα άπό τις επιτροπές εμπειρογνωμόνων FAO/OMS 
(Comité, 1971) καί ενοφθαλμισμός σε ίνδοχοιρίδια, *πού αποτελεί μια πολύ 
ευαίσθητη μέθοδο, δέ μπορεί νά αποκλεισθεί ή περίπτωση, πώς ό αριθμός των 
βρουκελλών ήταν υπερβολικά χαμηλός, πέρα άπό τα δρια ευαισθησίας των 
μεθόδων. 'Ακόμα, δέ μπορεί νά αποκλεισθεί ή εκδοχή, δτι υπήρχαν βρουκέλ-
λες, εντοπισμένες δμως σέ άλλους ίστούς καί δχι σ' αυτούς πού εξετάσθηκαν. 

Ή μή μόλυνση τών κριαριών, αποδεικνύει τήν απουσία βρουκελλών στις 
εκκρίσεις καί απεκκρίσεις τών προβατίνων, μέ τίς όποιες αυτά έζησαν σέ στε­
νή επαφή γιά 24 μήνες, κατά τή διάρκεια τών οποίων έγιναν καί 4 τοκετοί. Οί 
χαμηλοί τίτλοι στην όροσυγκόλληση του ενός κριαριοΰ, μπορούν νά ερμηνευ­
θούν ως ψευδής θετική αντίδραση. 

Ένα άλλο ενδιαφέρον στοιχείο, είναι ή περίπτωση τών αμνών Ια καί 2α. 
Οί αμνοί αυτοί ήταν θηλυκοί, γεννήθηκαν αμέσως μετά τήν πειραματική μό­
λυνση τών μητέρων τους καί έζησαν συνεχώς μαζί τους. 'Αρχικά είχαν μητρι­
κά αντισώματα, δμως μέχρι τήν ηλικία τών 2 περίπου ετών οπότε θανατώθη­
καν, δέν ανέπτυξαν αντισώματα, καί τελικά δέ βρέθηκαν βρουκέλλες στους 
ίστούς τους. Σύμφωνα μέ παρατηρήσεις άλλων' ερευνητών, πού έγιναν δμως 
σέ αγελάδες (Gaumont, 1964), σε τέτοιες περιπτώσεις τα νεαρά ζώα είναι δυ­
νατό νά διατηρήσουν αφανή λοίμωξη μέχρι τήν πρώτη τους κυοφορία, οπότε 
αποβάλλουν καί στή συνέχεια αναπτύσσουν αντισώματα. Δέ μπορούμε νά 
αποκλείσουμε μέ βεβαιότητα τήν περίπτωση κυοφορίας καί πρώιμης αποβο­
λής στα ζώα αυτά. Όψιμη δμως αποβολή ή τοκετός δέν παρατηρήθηκαν. 

Οί τρεις αμνοί, πού γεννήθηκαν αντίστοιχα 18, 27 καί 29 μήνες μετά τή 
μόλυνση τών μητέρων τους, είχαν αντισώματα πού ήταν προφανώς μητρικής 
προελεύσεως. Καί στα πειραματόζωα αυτά δέ βρέθηκαν βρουκέλλες, Οταν εξε­
τάσθηκαν μετά τή θανάτωση τους σέ ηλικία 12, 3 καί 1 μηνός αντίστοιχα. 

Τά συμπεράσματα πού βγαίνουν ύστερα άπό τή συζήτηση αυτή, μπορούν 
νά συνοψισθούν ως έξης: 

α) Στις έγκυες προβατίνες πού μολύνθηκαν πειραματικά, δέν υπήρξαν εν­
δείξεις παρουσίας ή άπεκκρίσεως βρουκελλών 7-30 μήνες μετά τή μόλυνση, 
παρ' δλο πού οί ορολογικές δοκιμές ήταν θετικές γιά δλο αυτό τό διάστημα. 

β) Οί απόγονοι τών προβατίνων αυτών, καθώς καί τά δύο κριάρια πού έ­
ζησαν μαζί μέ τίς προβατίνες γιά 24 μήνες, δέ μολύνθηκαν. 

"Αν τά συμπεράσματα αυτά επιβεβαιωθούν μέ πειραματισμούς σέ δλλα ελ­
ληνικά πρόβατα καί μέ άλλα στελέχη βρουκέλλας, θά σημαίνουν δτι τό πρό­
βατο παρουσιάζει άξισημείωτη ανθεκτικότητα στή βρουκέλλωση καί αύτοαπο-
στειρώνεται, δπως αναφερόταν καί άπό παλιότερους συγγραφείς (Stazzi καί 
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Mirri, 1956· Ceccarelli, Farina καί Cavrini, 1970· Χριστοδούλου, 1975· Roux, 
1979). Θα σημαίνουν επίσης, δτι ίσως χρειασθεί αναθεώρηση των τίτλων αν­
τισωμάτων πού δηλώνουν ενεργό λοίμωξη στα πρόβατα καί ακόμα, δτι ή 
εκρίζωση της βρουκελλώσεως του προβάτου, με τή μέθοδο της σφαγής των 
ζώων πού αντιδρούν θετικά, θα είναι ίσως πιο εύκολη άπό τήν εκρίζωση της 
βρουκελλώσεως των αγελάδων. 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Σέ προηγούμενη εργασία, περιγράφηκε ή πειραματική μόλυνση εγκύων 
προβατίνων με καλλιέργεια Brucella melitensis (βιότυπος 1) καί ή επί 6 μήνες 
παρακολούθηση της ανοσολογικής τους απαντήσεως. Στην εργασία αυτή, πε­
ριγράφεται ή συνέχιση τής παρακολουθήσεως για άλλους 24 μήνες, μέ τίς δο­
κιμές Rose Bengal, οροσυγκόλληση καί σύνδεση του συμπληρώματος. Οί μο­
λυσμένες προβατίνες, μέχρι τό τέλος του πειράματος, παρέμειναν θετικές μέ 
τίς δοκιμές όροσυγκολλήσεως (40-536 UI/ml) καί συνδέσεως του συμπληρώ­
ματος (36-480 UCEE/ml), ένώ στο Rose Bengal παρατηρήθηκαν καί ορισμέ­
νες αρνητικές αντιδράσεις. Δύο κριάρια, πού αναμίχθηκαν μέ τίς προβατίνες 
τον 6ο μήνα μετά τή μόλυνση, παρέμειναν αρνητικά για δλο τό διάστημα των 
24 αυτών μηνών. Δύο θηλυκοί αμνοί πού γεννήθηκαν κατά τό πρώτο μέρος 
του πειράματος, παρέμειναν αρνητικοί μέχρι τό τέλος. Τρεις αμνοί, πού γεν­
νήθηκαν τό 18ο, 27ο καί 29ο μήνα, είχαν στο τέλος τίτλους, πού θεωρούνται 
μητρικής προελεύσεως. Στο τέλος του πειράματος (30ός μήνας), δλα τά επι­
ζώντα πειραματόζωα θανατώθηκαν καί έγιναν καλλιέργειες καί ενοφθαλμισμοί 
σέ ίνδοχοιρίδια άπό τό μαστό, τή μήτρα, τά όπισθομαστικά, τά έσω ίλιακά καί 
τά οπισθοφαρυγγικά λεμφογάγγλια. Σέ καμμιά περίπτωση δέν απομονώθηκε 
βρουκέλλα. 
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