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Diagnosis of human brucellosis

The diagnosis of human brucellosis 

is greatly dependent on 

• patient’s medical and epidemiological history

• clinical signs 

• radiological examination 

• hematological and biochemical testing 

• Brucella-specific laboratory tests 



Εργαστηριακή διάγνωση 
βρουκέλλωσης

✓Καλλιέργειες

✓Ορολογικές δοκιμασίες

✓Μοριακές μέθοδοι



Bottle Type Media Formulation Specimen Type Specimen 
Volume

Standard 
Aerobic

40 ml supplemented tryptic soy broth (TSB) Blood or normally sterile 
body fluid (SBF)

Up to 10 ml

Aerobic 
30 ml peptone-enriched TSB, supplemented with 

Brain Heart Infusion (BHI) solids and activated 
charcoal

Blood or SBF Up to 10 ml

Blood culture→ “gold standard”

✓Υψηλή ευαισθησία

❖ Υψηλής ποιότητας θρεπτικοί ζωμοί

❖ Καλλιέργειες μυελού: υψηλότερη απόδοση κατά 15-30%

❖ Λήψη κ/ων κατά τη φάση του πυρετού

✓Επώαση 5-10 ημέρες

✓ Ευκολία μεθόδου

✓ 24/7/365



Brucella spp. isolation

• After a positive culture

✓ Gram stain 

✓ subcultures in various media

(Brucella agar and SOC agar)
BA growth  after 24 hours incubation

'Honey droplet' like colonies on BA
after 72 hours incubation



Brucella spp. identification 

• Gram-negative coccobacilli

• oxidase and catalase positive

• urease positive

• motility negative 

• H2S production

• serological identification with specific antiserum

• biochemical and metabolic characteristics 

(Gram negative ID card, VITEK 2, Biomerieux, France)



Brucella spp. 
Antimicrobial Susceptibility Testing

MIC determination by E-test 

• Azithromycin

• Ciprofloxacin

• Doxycycline

• Gentamicin

• Levofloxacin

• Moxifloxacin

• Rifampicin

• Streptomycin

• Tetracycline

• Tigecycline

• SXT



Oρολογική διάγνωση βρουκέλλωσης

• SAT (Wright / Rose-Bengal)

• Έμμεση Coombs

• Elisa (IgG-IgM-IgA)

• IFA (IgG-IgM-IgA)

• Complement Fixation

• Counter Immuno Electrophoresis



SAT - ” Wright ’’

1:10

1:160

1:401:20 1:160

• ανιχνεύει αντισώματα (IgG+IgM+IgA) κατά του s-LPS

• θετικός τίτλος ≧1/80 (σε ενδημικές περιοχές ≧1/160)

• ψευδώς αρνητική στα αρχικά στάδια της νόσου

• «φαινόμενο «προζώνης»: ψευδώς αρνητικά αποτελέσματα

• διασταυρούμενη αντίδραση: Yersinia enterocolitica O:9, Escherichia 
hermanni, Escherichia coli O:157, Salmonella O:30, Stenotrophomonas
maltophila, Vibrio cholerae O:1, Francisella tularensis, Xanthomonas
maltophilia, Afipia clevelandensis



• Εξέταση 2 δειγμάτων

✓ 1ο : ≤ 7 ημέρες από την έναρξη των συμπτωμάτων

✓ 2ο : 2-4 εβδομάδες αργότερα

• Eυαισθησία

✓ Οξεία νόσος 90%

✓ Χρόνια νόσος 60%

SAT- ” Wright ’’



Pappas et al, Clin Infect Dis 2003,  Dakouko et al, Expert Rev Anti  Infect Ther 2011

• ανίχνευση ολικών ή /και μεμονωμένων IgM, IgG, IgA

έναντι κυτταροπλασματικών πρωτεϊνών

• χαμηλή ευαισθησία IgM στη διάγνωση οξείας λοίμωξης

• πιο ευαίσθητη μέθοδος σε χρόνιες περιπτώσεις βρουκέλλωσης

• δεν γίνεται διάκριση ενεργού  από παρελθούσα λοίμωξη

• μειωμένη αξία στην παρακολούθηση της ανταπόκρισης στη θεραπεία 
λόγω της παραμονής υψηλών τίτλων για μακρό χρονικό διάστημα

• πιο ακριβή μέθοδος συγκριτικά με τις συγκολλητινοαντιδράσεις

Oρολογική διάγνωση - ELISA



Αντίδραση Wright –Coombs

✓ανίχνευση αντισωμάτων τα οποία δεν προκαλούν 
συγκόλληση (incomplete or non-agglutinating Abs)
✓πιο ευαίσθητη μέθοδος σε χρόνιες περιπτώσεις 
βρουκέλλωσης

Ανοσοδεσμευτική τεχνική

✓Παρόμοια αποτελέσματα
✓Πιο εύχρηστη

Oρολογική διάγνωση





Oρολογική διάγνωση

• Οξεία βρουκέλλωση

IgM, IgG, IgA → SAT, ELISA

• Χρόνια βρουκέλλωση

IgG, IgA → Coombs, ELISA/ IFA



ΒΡΟΥΚΕΛΛΩΣΗ

OΡΟΛΟΓΙΚΗ
ΔΟΚΙΜΑΣΙΑ

ΟΞΕΙΑ ΧΡΟΝΙΑ ΥΠΟΤΡΟΠΗ

Wright ++ - +/-

Rose-Bengal +++ - +/-

Έμμεση Coombs +/- +++ +++

Complement 
Fixation

+ +++ ++

Elisa IgM +++ - -

Elisa IgG ++ +++ +++

Elisa IgA + +++ +++



Μοριακές μέθοδοι

• Detection of Brucella spp in clinical samples

✓ polymerase chain reaction (in house PCR)

✓ real-time PCR (Brucella Real TM – SaCycler 96)

• Identification at species level

✓ multiplex PCR

• Distinguishing Brucella species and biovars

for epidemiological and taxonomic studies

✓ PCR-RFLP
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Baily et al., Trop Med Hyg, 1992 

BSCP31 gene

100bp

223-bp fragment 
of BSCP31 gene

Brucella spp PCR 



Brucella spp PCR 
A΄ PCR

Reaction mixture SAMPLE BLANK CONTROL

10x buffer 5.0μl 5.0μl 5.0μl
MgCl2 1.5 μl 1.5 μl 1.5 μl
dNTP 0,4 μl 0,4 μl 0,4 μl
B4 0,4 μl 0,4 μl 0,4 μl
B5 0,4 μl 0,4 μl 0,4 μl
Taq 0,4 μl 0,4 μl 0,4 μl
DNA 3,0 μl 0,0 μl 1.0 μl
H2O 38,9 μl 41,9 μl 40,9 μl
Total  volume 50 μl 50 μl 50 μl

SEMI-NESTED PCR

Reaction mixture SAMPLE BLANK CONTROL

10x buffer 5.0μl 5.0μl 5.0μl
MgCl2 1.5 μl 1.5 μl 1.5 μl
dNTP 0,4 μl 0,4 μl 0,4 μl
B815 0,4 μl 0,4 μl 0,4 μl
B5 0,4 μl 0,4 μl 0,4 μl
Taq 0,4 μl 0,4 μl 0,4 μl
DNA 7μl 1,0 μl 1.0 μl
H2O 34.9μl 40,9 μl 40,9 μl
Total  volume 50 μl 50 μl 50 μl

✓ initial denaturation at 93°C - 5 min

✓ 40 cycles 

template denaturation at 90°C - 60 sec 

primer annealing at 58°C - 30 sec  

primer extension at 72°C - 60 sec 

✓ final extension at 72°C - 7 min 

100bp

200bp



Multiplex PCR
Identification at species level

Bricker et al., J Clin Microbiol, 2008100bp

B. suis

B. melitensis

B. ovis

B. abortus



Real-time PCR 

223-bp fragment 
of BSCP31 gene

✓Brucella Real TM - SaCycler 96, Sacace

✓Light mix kit Brucella genus – Light  Cycler 2.0, 

Roche Diagnostics 





Eργαστήριο Μικροβιολογίας
ΔΠΘ, ΠΓΝΑ

Test Samples accepted 

Culture ✓whole blood
✓serum, plasma
✓tissue 
✓bone marrow
✓cerebrospinal fluid
✓wounds
✓purulent discharge
✓joint fluid

PCR ✓whole blood
✓ serum
✓ tissue 

SAT (serology) ✓serum

ELISA IgG/IgM/IgA ✓serum, plasma





Laboratory of Clinical Microbiology
Medical School, D.U.T.H

Laboratory Diagnosis 
of Human Brucellosis



Laboratory of Clinical Microbiology, DUTH
• provides diagnoses for almost 35,000 specimens each year

• is equipped with state-of-the-art instruments and assays 

• has unique experience in developing specialized testing methods 

• faculty expertise includes bacteriology analysis, antimicrobial susceptibility testing, 

mycology, virology, tick-borne pathogens, mycobacteriology, epidemiology, 

parasitology and immunology 

• offers a growing number of PCR diagnostics for detection and identification of 

bacterial and viral pathogens including Brucella spp., Mycobacterium spp., HBV, 

HCV, EBV, HSV1/2, CMV, Influenza virus, HPV genotyping, Chlamydia trachomatis, 

Mycoplasma spp, and Ureaplasma urealyticum

• Internal Quality Control (IQC) and External Quality Assessment (EQA) programmes, 

provided by the European Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-

Net) 


