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Α. ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Στο πλαίσιο διερεύνησης με σκοπό τη βελτίωση της αποτελεσματικότητας

του ελέγχου και της απομάκρυνσης ζώων ως μέτρου αντιμετώπισης της

παραφυματίωσης, διενεργήσαμε μία προκαταρκτική μελέτη χρησιμοποιώντας

ELISA και real time PCR για να εκτιμήσουμε εάν η θετικότητα των προβάτων

στην παραφυματίωση κυμαίνεται μεταξύ συγκεκριμένων σταδίων

αναπαραγωγής, σε πληθυσμό ζώων με υποκλινική παραφυματίωση. Στο

προκαταρκτικό στάδιο της ανάλυσης, δείγματα κοπράνων και αίματος

συλλέχθηκαν από 42 ενήλικα θηλυκά ζώα, πριν (ΡΡ1) και μετά τον τοκετό (ΡΡ2),

και πριν από την περίοδο οχείας. Μόνο ένα από τα ζώα αυτά αντέδρασε θετικά

στην ELISA (2.38%, 1 στα 42), που αντιστοιχεί στο 2.8% των θετικών στην PCR

ζώων (1 από 36). Ως εκ τούτου, το τελικό στάδιο της έρευνας διεξήχθη

χρησιμοποιώντας μόνο real time PCR, η οποία εφαρμόστηκε σε δείγματα

κοπράνων που συλλέχθηκαν από 85 ζώα σε 5 περιόδους δειγματοληψίας: 4-15 /

1-3 ημέρες (FP1 / FP2) πριν και μετά τον τοκετό (FP3 / FP4) και πριν από την

περίοδο οχείας (FP5). Το αποτέλεσμα της προκαταρκτικής ανάλυσης έδειξε ότι η

θετικότητα της PCR, τόσο ως προς τον αριθμό των προβάτων όσο και ως προς

την ποσότητα του ΜΑΡ, είναι στατιστικά σημαντικά χαμηλότερη πριν από τον

τοκετό (PP1), ενώ αντίστοιχα της τελικής μελέτης, υψηλότερη στην FP4 σε

σύγκριση με την FP5. Σημαντικά υψηλότερα επίπεδα θετικότητας στην PP2 και

FP4 καταγράφηκαν επίσης σε σχέση με ζώα που αντέδρασαν θετικά στην PCR

περισσότερες από μία φορά. Συμπερασματικά, στα πρόβατα με υποκλινική

παραφυματίωση, η περίοδος 4-15 ημερών μετά τον τοκετό είναι πιο κατάλληλη
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για την εφαρμογή μέτρων ελέγχου και απομάκρυνσης με στόχο την αντιμετώπιση

της νόσου, χρησιμοποιώντας real time PCR. Η χρήση της ELISA για τον ίδιο

σκοπό δεν ενδείκνυται σε σχέση με τη συγκεκριμένη κατηγορία ζώων, λόγω της

χαμηλής ευαισθησίας της μεθόδου.

Επιστημονικό πεδίο: Γεωργικές Επιστήμες, Επιστήμες Ζωικής Παραγωγής.

Λέξεις κλειδιά: Παραφυματίωση, πρόβατο, PCR, ELISA, μυκοβακτήριο,

τοκετός.
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Β. ABSTRACT

Within the context of an investigation focused at improving the

effectiveness of test-and-removal for the control of ovine paratuberculosis, we

recently conducted a preliminary study using ELISA and real time PCR to assess

whether parturition affects test-positivity, in animals with subclinical

paratuberculosis. Samples of faeces and blood were collected from 42 adult

female animals, before (PP1) and after parturition (PP2), and before mating. In

the preliminary stage of the analysis, only one of the tested animals, reacted

positively to ELISA (2.38%, 1 of 42), which corresponds to 2.8% of PCR-

reactors (1 of 36). Therefore, the final stage the investigation was conducted

using only real time PCR, which was applied to test samples of faeces collected

from 85 animals, in 5 periods of sampling: 4-15/1-3 days (FP1/FP2) before and

after parturition (FP3/FP4), and before mating (FP5). The result of the

preliminary analysis indicated that PCR-positivity in terms of the number of

shedders and the amount of MAP, is statistically significantly lower before

parturition (PP1), whereas that of the final, higher in FP4 compared to FP5.

Significantly higher levels of positivity in PP2 and FP4 were also recorded in

connection with animals reacting positively to PCR more than once. In

conclusion, in sheep with subclinical paratuberculosis, the period of 4-15 days

postpartum is more suitable for the application of test-and-removal aiming to the

control of the disease, using real time PCR. The use of ELISA for the same

purpose is not recommended in the specific category of animals, due to low

sensitivity.
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Γ. ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Η παραφυματίωση ή αλλιώς νόσος του Johne (JD), είναι μια χρόνια

φλεγμονώδης νόσος του εντέρου κυρίως των μηρυκαστικών αλλά και πολλών

άλλων ζωικών ειδών, συμπεριλαμβανομένων της αλεπούς, των ιπποειδών, του

κουνελιού και του λαγού, της όρνιθας, του ποντικού, των πρωτευόντων, του

σκύλου και του χοίρου (EFSA AHAW Panel, 2017).

Η παραφυματίωση προκαλείται από το Mycobacterium avium subspecies

paratuberculosis (ΜΑP), ένα μικρό σε μέγεθος (0.5 - 1.5 μm), κυλινδρικό,

οξεάντοχο (Acid-Fast Bacilli, AFB), θετικό κατά Gram και προαιρετικά αερόβιο,

αργής ανάπτυξης, μη κινητό βακτήριο, το οποίο πολλαπλασιάζεται αποκλειστικά

ενδοκυτταρικά. Το MAP ταξινομείται ως υποείδος του M. avium complex (MAC)

μαζί με τα M. avium subsp. avium, M. avium subsp. silvaticum, και το M. avium

subsp. hominissuis (Mijs et al., 2002). Διακριτικό χαρακτηριστικό γνώρισμα του

ΜΑΡ από τα άλλα υποείδη του είδους M. avium, αποτελεί η εξάρτησή του από τη

μυκοβακτίνη για την καλλιέργειά του in vitro (Lambrecht et al., 1988, Homuth et

al., 1998), καθώς και η παρουσία της αλληλουχίας ένθεσης IS900 (Insertion

Sequence) στο γενετικό του υλικό (Karcher et al., 2008).

Οι πρώτες ενδείξεις για την προσβολή των μηρυκαστικών από το ΜΑΡ

αναφέρθηκαν το 1895 από τον Heinrich Albert Johne (10 December 1839 – 5

December 1910) με την απομόνωση άφθονων οξεάντοχων βακίλων σε τεμάχια

εντερικού ιστού αγελάδας που είχε πεθάνει λόγω μη ανταποκρινόμενης
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διάρροιας (Johne and Frothingham, 1895). Στην Ελλάδα η παραφυματίωση

διαγνώστηκε για πρώτη φορά το 1968 με την ανίχνευση των χαρακτηριστικών

παθολογοανατομικών αλλοιώσεων της νόσου στην αίγα (Leontides et al., 1975).

Έκτοτε έχει διαπιστωθεί ότι η διάδοση της παραφυματίωσης και στην Ελλάδα

είναι πολύ μεγάλη, ενώ λόγω του κτηνοτροφικού προσανατολισμού της χώρας,

επιβαρύνει ιδιαίτερα την απόδοση της εκτροφής μικρών μηρυκαστικών.

Επισημαίνεται ότι αυτό ισχύει ιδίως για το πρόβατο που νοσεί συνήθως

ασυμπτωματικά, με αποτέλεσμα ο έλεγχος της νόσου να είναι πολύ δύσκολος.

Δεδομένου μάλιστα ότι η αντιμετώπιση της παραφυματίωσης σε επίπεδο

πρόληψης βασίζεται πρωτίστως στον έλεγχο και την απομάκρυνση των ζώων που

αντιδρούν θετικά σε συγκεκριμένες διαγνωστικές δοκιμές, το γεγονός ότι το

πρόβατο νοσεί υποκλινικά, η επιτυχής εργαστηριακή διάγνωση της νόσου

ανάγεται σε θέμα κομβικής σημασίας για τον περιορισμό της αρνητικής

επίπτωσης της συγκεκριμένης νόσου στην προβατοτροφία. Για τον λόγο αυτόν η

παρούσα μελέτη εστιάζεται στο πρόβατο, σε σχέση με τη μεταβολή

συγκεκριμένων εργαστηριακών διαγνωστικών δεικτών γύρω από την περίοδο του

τοκετού, με σκοπό τη βελτίωση της αποτελεσματικότητας του ελέγχου και της

απομάκρυνσης θετικών ζώων για τον αποτελεσματικό έλεγχο της νόσου.
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2. ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑ ΤΗΣ ΠΑΡΑΦΥΜΑΤΊΩΣΗΣ

Η προσβολή του προβάτου από το ΜΑΡ γίνεται κυρίως δια της στοματικής

οδού, όταν η μολύνουσα δόση αρκεί για την προσκόλλησή του στον εντερικό

βλεννογόνο και την εγκατάσταση λοίμωξης.

Από μελέτες in vivo προκύπτει ότι ο αποικισμός του εντέρου από το ΜΑΡ

ξεκινά εντός λίγων ωρών μετά την είσοδό του στον οργανισμό (Ponnusamy et

al., 2013; Abendaño et al., 2014). Αυτό το στάδιο μόλυνσης αναφέρεται ως

πρώιμη ή λανθάνουσα λοίμωξη και δεν συνδέεται κατ’ ανάγκη με αυξημένη

αποβολή του ΜΑΡ στα κόπρανα, μακροσκοπικές αλλοιώσεις στο έντερο, ή

κλινικά συμπτώματα. Για τα ζώα που αναπτύσσουν ιστολογικές αλλοιώσεις, το

λανθάνον στάδιο της λοίμωξης μπορεί να είναι σχετικά μικρής διάρκειας, ενώ οι

εντερικές αλλοιώσεις αρχίζουν να εμφανίζονται μερικές εβδομάδες μετά την

έκθεση στο παθογόνο (Begara-McGorum et al., 1998). Οι εντερικές αλλοιώσεις

των φυσικά μολυσμένων προβάτων εντοπίζονται κυρίως στις πλάκες του Peyer

της νήστιδας και της ειλεοτυφλικής βαλβίδας, καθώς και στους μεσεντέριους

λεμφαδένες. Το λεπτό έντερο, ειδικότερα το τοίχωμα του ειλεού, επηρεάζεται

βαρύτερα (Kluge et al., 1968; Dennis et al., 2010; Preziuso et al., 2012) και φέρει

μεγαλύτερο αριθμό ΜΑΡ συγκριτικά με τους λεμφαδένες (Clarke and Little,

1996; Dennis et al., 2010).

Βάσει της έκτασης και της βαρύτητας των ιστολογικών αλλοιώσεων που

αναπτύσσονται στο έντερο προβάτων με παραφυματίωση, έχει καθιερωθεί ένα

σύστημα βαθμονόμησής τους με σκοπό την πρόγνωση (Pérez et al., 1996). Σε

αυτό το πλαίσιο περιγράφεται ο τύπος αλλοιώσεων 1 που συνίστανται σε μικρά

εστιακά κοκκιώματα επιθηλιοειδών κυττάρων που περιορίζονται στις πλάκες του
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Peyer, ενώ οι αλλοιώσεις τύπου 2 επεκτείνονται και στον εντερικό βλεννογόνο

δίπλα από αυτές. Ο τύπος αλλοιώσεων 3 χαρακτηρίζεται από πολυεστιακή ή

διάχυτη κυτταρική διήθηση, η οποία εκτείνεται σε περιοχές του βλεννογόνου που

δεν σχετίζονται με τους λεμφοειδείς ιστούς (Pérez et al., 1996). Αυτού του τύπου

οι αλλοιώσεις εκτείνονται στον υποβλεννογόνιο ιστό (Clarke and Little, 1996),

και έχουν ως αποτέλεσμα την πάχυνση του εντερικού βλεννογόνου και την

ατροφία των εντερικών λαχνών. Σε αυτή την περίπτωση προκαλείται σύνδρομο

δυσαπορρόφησης και αυξάνεται η πιθανότητα κλινικής νόσου. Οι τύποι 3b και

3c, που αντιστοιχούν σε διάχυτη κοκκιωματώδη εντερίτιδα, είναι οι πιο

εκτεταμένοι τύποι αλλοιώσεων (Pérez et al., 1996; Clarke, 1997) και

εκδηλώνονται με τα τυπικά, για τη νόσο, νεκροτομικά ευρήματα, δηλαδή με

διάχυτη ελκώδη αιμορραγική εντερίτιδα που εξελίσσεται σε νεκρωτική (Pérez et

al., 1996).

Βάσει της ποσότητας του ΜΑΡ στους προσβεβλημένους ιστούς, οι

αλλοιώσεις διακρίνονται επίσης σε «ολιγοβακτηριακές» στις οποίες ανιχνεύονται

λίγοι ή καθόλου βάκιλοι, και σε «πολυβακτηριακές» στις οποίες υπάρχουν

άφθονοι βάκιλοι (Clarke and Little, 1996; Kurade et al., 2004). Όλοι οι τύποι

αλλοιώσεων είναι συνήθως ολιγοβακτηριακοί, εκτός τις τύπου 3b. Η εξέλιξη των

πολυβακτηριακών αλλοιώσεων στο τελικό τμήμα του ειλεού είναι συνήθως μη

αναστρέψιμη (Dennis et al., 2010) και συνδέεται με σταθερή αποβολή μεγάλου

αριθμού κυττάρων ΜΑΡ στα κόπρανα (Whittington et al., 2000; Kurade et al.,

2004; Reddacliff et al., 2006; Kawaji et al., 2011). Οι διάχυτες εντερικές

αλλοιώσεις αμφότερων τύπων 3b και 3c, συνδέονται σχεδόν πάντα έκδηλη

κλινικά εικόνα τόσο στα φυσικά, όσο και τεχνητά μολυσμένα πρόβατα (Clarke

and Little, 1996; Whittington et al., 2000; Kurade et al., 2004; Reddacliff et al.,
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2006; Dennis et al., 2010; Preziuso et al., 2012). Όταν αυτές οι αλλοιώσεις είναι

πολυβακτηριακές παρουσιάζουν ισχυρή τάση μετάστασης από το έντερο σε

άλλους ιστούς, κυρίως στο ήπαρ και σε λεμφαδένες του ήπατος και του μαστού

(Bower et al., 2011; Preziuzo et al., 2012).

Μετά την εγκατάσταση του ΜΑΡ στο έντερο και στους επιχώριους

λεμφαδένες, αρχίζει η αποβολή του από τα κόπρανα. Η κατάσταση αυτή

αντιδιαστέλλεται από την απλή διέλευση του ΜΑΡ από την πεπτική οδό, η οποία

οφείλεται στη μεγάλη διάδοσή του στη φύση και δεν σχετίζεται με προσβολή του

ζώου. Εκτός από τη μεγάλη διαφορά του αριθμού ΜΑΡ που αποβάλλεται από τα

πρόβατα που παρουσιάζουν ολιγο- ή πολυβακτηριακές αλλοιώσεις, στην πρώτη

περίπτωση, η αποβολή είναι συχνά, μόνο διαλείπουσα (Stewart et al., 2004; Begg

et al., 2010) ενώ στη δεύτερη, σταθερή (Whittington et al., 2000). Η μέση

αποβολή ΜΑΡ εκτιμήθηκε σε 2,4 × 106 cfu / ημέρα και σε 1 × 1011 cfu / ημέρα,

για τα ζώα αντίστοιχα με ολιγοβακτηριακές και πολυβακτηριακές αλλοιώσεις

(Whittington et al., 2000). Αντιθέτως, η παθητική αποβολή του ΜΑΡ συμβαίνει

συνήθως σε πολύ μολυσμένες εκτροφές και έχει αποδειχθεί ότι μειώνεται μετά

την απομάκρυνση των φορέων της νόσου (Fecteau et al., 2010; Kralik et al.,

2014). Τα σχετικά πειραματικά δεδομένα υποδηλώνουν ότι η παθητική αποβολή

του ΜΑΡ στο πρόβατο μπορεί να ξεκινήσει έως και 10 ημέρες μετά την από του

στόματος λήψη του (Whittington and Sergeant, 2001). Στην πράξη είναι δύσκολο

να διαφοροποιηθεί η παθητική αποβολή από την πρώιμη παροδική (ενεργή)

αποβολή, ενώ κατά σύμβαση, η παθητική αποβολή του ΜΑΡ θεωρείται

ισοδύναμη με τη λανθάνουσα μόλυνση (Smith et al., 2009), δεδομένου ότι ακόμη

και χαμηλές δόσεις του βακτηρίου επαρκούν για να μολυνθεί ένα πρόβατο.

Επισημαίνεται άλλωστε ότι η βραχυχρόνια παροδική αποβολή του ΜΑΡ που
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ακολουθείται από ανάκαμψη, και η παθητική αποβολή δίχως μόλυνση, έχουν το

ίδιο αποτέλεσμα (Mitchell et al., 2015).

Η ανοσοποιητική αντίδραση που ακολουθεί την εγκατάσταση λοίμωξης

είναι δυο κυρίως τύπων, από τους οποίους ο ένας χαρακτηρίζεται από την

επικράτηση της κυτταρικής ανοσίας και των λεμφοκυττάρων Th1, και ο άλλος

από την επικράτηση της χυμικής ανοσίας και των Th2. Αυτή η διαφοροποίηση

καθορίζεται από πολλούς παράγοντες και κυρίως από την ενεργοποίηση

κυτταρικών υποδοχέων και την παραγωγή διαφόρων κυτταροκινών, με

κυριότερες την ιντερφερόνη γάμμα (ΙFΝ-γ) και την ιντερλευκίνη-10 (IL-10),

(Abendaño et al., 2014). Στην πραγματικότητα η ιντερλευκίνη-12 είναι η πρώτη

κυτταροκίνη που εκκινεί τα Τ λεμφοκυττάρα για την παραγωγή της ΙFΝ-γ (Silva

et al., 2001). Σημαντικό να αναφερθεί είναι το γεγονός ότι εκτός των

προαναφερθέντων υποπληθυσμών Τ λεμφοκυττάρων και άλλοι υποπληθυσμοί

λεμφοκυττάρων αλλά και αντιγονο-παρουσιαστικών κυττάρων, όπως τα

μακροφάγα και τα δενδριτικά (Εικόνα 1) έχουν αναγνωριστεί και μεσολαβούν

κατά την αντιγονο-παρουσίαση (Chen and O’Shea, 2008; Koets et al., 2015),

αλλά είναι εκτός του αντικειμένου της παρούσης εργασίας για να αναλυθούν

περαιτέρω.

Η προφλεγμονώδης IFN-γ (Interferon gamma) μεσολαβεί στην

ανοσοαπόκριση έναντι των ενδοκυτταρικών παθογόνων όπως είναι το ΜΑΡ

(Koets et al., 2015) και για τον λόγο αυτόν θεωρείται δείκτης πρόσφατης

έκθεσης στο MAP (Whittington and Sergeant, 2001; de Silva et al., 2013).

Υψηλά επίπεδα IFN-γ παρατηρούνται στα πρώιμα στάδια της λοίμωξης, ενώ η

μείωση της IFN-γ είναι προγνωστικής σημασίας για την εκδήλωση κλινικής

νόσου και την έντονη αποβολή του ΜΑΡ μέσω των κοπράνων (de Silva et al.,
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2013). Επισημαίνεται ότι γενετικής αιτιολογίας αύξηση της έκφρασης του

γονιδίου της IFN-γ παρατηρείται σε εντερικούς ιστούς προβάτων που έχουν την

τάση να αναπτύσσουν ολιγοβακτηριακές αλλοιώσεις μετά την έκθεσή τους στο

ΜΑΡ (Smeed et al., 2007).

Αντιθέτως, η IL-10 (Interleukin 10) είναι μια αντιφλεγμονώδης

κυτταροκίνη που επάγεται από το MAP για να αναστείλει την Τh1 (T helper type

1) ανοσοποιητική απόκριση, γεγονός που συμβάλλει στην επιβίωσή του στα

μακροφάγα (de Silva et al., 2013; Koets et al., 2015). Στα πρώιμα στάδια

μόλυνσης παρατηρήθηκε in vitro συσχέτιση μεταξύ αυξημένης αντι-αποπτωτικής

απόκρισης μολυσμένων μακροφάγων και της επιβίωσης του ΜΑΡ στα

μακροφάγα αυτά (Abendaño et al., 2014). Το επίπεδο της IL-10 αυξάνεται

προοδευτικά σε μολυσμένα ζώα καθώς προχωρά η ασθένεια (de Silva et al.,

2011, 2013). Ωστόσο, ο ακριβής ρόλος της IL-10 δεν έχει ακόμη διευκρινιστεί

πλήρως. Η κυτταροκίνη αυτή πιστεύεται ότι σχετίζεται με την ανεπάρκεια της

Th1 ανοσοποιητικής απόκρισης και ως εκ τούτου χρησιμοποιείται ως δείκτης

δυσμενούς πρόγνωσης. Ωστόσο, η αύξηση των επιπέδων της IL-10 στο

περιφερικό αίμα μπορεί να παρατηρηθεί ήδη 4 μήνες μετά τον ενοφθαλμισμό

πειραματικώς μολυσμένων προβάτων (de Silva et al., 2011), και φαίνεται ότι

συνδέεται με την αντίστασή τους στην ασθένεια κατά τη διάρκεια της εξέλιξής

της (de Silva et al., 2013). Αυτό υποδηλώνει ότι η ανοσοκατασταλτική δράση της

IL-10 μπορεί να έχει προστατευτική επίδραση περιορίζοντας τη βλάβη στους

εντερικούς ιστούς (de Silva et al., 2013; Koets et al., 2015), δίχως όμως να είναι

σαφές εάν σε αυτήν αντικατοπτρίζεται επαρκώς το επίπεδο της τοπικής εντερικής

ανοσίας (Koets et al., 2015). Μία παραλλαγή της προσαρμοστικής

ανοσοαπόκρισης και ιδιαίτερα της έκφρασης της IL-10 μπορεί να παρατηρηθεί
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στο αίμα συγκριτικά με τους μεσεντέριους λεμφαδένες και τον εντερικό ιστό

στην περιοχή του ειλεού. Προκύπτει ότι η έκφραση της IL-10 διαφέρει σαφώς

μεταξύ των προβάτων με ολιγοβακτηριακές και πολυβακτηριακές αλλοιώσεις

(Marquetoux et al., 2018). Η IL-10 υπερ-εκφράζεται στο τοίχωμα του ειλεού σε

πρόβατα με πολυβακτηριακές αλλοιώσεις (Smeed et al., 2007), ενώ υπο-

εκφράζεται στους μεσεντέριους λεμφαδένες (de Silva et al., 2011).

Αυτή η ανοσοποιητική διαφοροποίηση τύπου Th1 και Th2 (T helper cell

type 2) είναι δυναμική (Clarke, 1997). Η πρώτη (Th1), αντιστοιχεί σε ελεγχόμενη

λοίμωξη κατά το πρώιμο στάδιο και σε ολιγοβακτηριακές αλλοιώσεις, ενώ η

δεύτερη (Th2) συνδέεται με πολυβακτηριακές αλλοιώσεις και με την έναρξη της

κλινικής νόσου. Παράγοντες από τους οποίους καθορίζεται η μεταβολή της

δυναμικής ισορροπίας μεταξύ Th1 και Th2 ανοσίας είναι η εξάντληση των Τ-

κυττάρων κυτταρικής ανοσίας, το μέγεθος της έκθεσης στο ΜΑΡ, και ο βαθμός

της καταστροφής των μακροφάγων (Koets et al., 2015).

Από πρόσφατες έρευνες προκύπτει ότι ενδεχομένως το πρότυπο της

ανοσοποιητικής αντίδρασης στη λοίμωξη από ΜΑΡ είναι περισσότερο σύνθετο

από αυτό που βασίζεται απλώς στην εναλλαγή μεταξύ Th1 και Th2 κυτταρικής

ανοσίας. Αυτό προκύπτει από την παρατήρηση ότι τα μισά από τα πρόβατα που

μολύνονται πειραματικά με ΜΑΡ παρουσιάζουν σε πρώιμο στάδιο έναν

συνδυασμό αυτού του τύπου των αντιδράσεων (Begg et al., 2011), ενώ πρόβατα

που εμφάνισαν μόνο εστιακές εντερικές αλλοιώσεις παρουσιάζουν επιπροσθέτως

μειωμένη σύνθεση IFN-γ (Fernandez et al., 2015). Από τα παραπάνω

υποδηλώνεται ότι η εξέλιξη της ασθένειας θα μπορούσε να αποτελεί συνέπεια

μιας γενικότερης ανοσοποιητικής απορρύθμισης που πιθανότατα επάγεται από το
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ίδιο το ΜΑΡ, και οδηγεί σε αποτυχία της Th1 αντίδρασης και επικράτηση της

Th2.

Εικόνα 1. Σχηματική απεικόνιση της ανοσιακής ανταπόκρισης της προσβολής

από ΜΑΡ, σε κυτταρικό επίπεδο.
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3. ΕΠΙΖΩΟΤΙΟΛΟΓΙΑ

3.1. ΠΑΓΚΟΣΜΙΑ ΕΞΑΠΛΩΣΗ

Η παραφυματίωση είναι ενζωοτικό νόσημα στις περισσότερες

κτηνοτροφικά ανεπτυγμένες χώρες και η εξάπλωσή της είναι παγκόσμια λόγω

της εκτεταμένης μετακίνησης ζωικού κεφαλαίου. Υπολογίζεται πως ο

επιπολασμός της νόσου στο πρόβατο κυμαίνεται μεταξύ 2% και 32% αναλόγως

της χώρας ή της γεωγραφικής περιοχής (Begg and Whittington, 2010).

Η παραφυματίωση στα μικρά μηρυκαστικά έχει εξαπλωθεί σε πολλές

χώρες (Εικόνα 1), μεταξύ των οποίων η Αυστραλία, η Νέα Ζηλανδία, η Νότιος

Αφρική, η Ελλάδα, η Ισπανία, η Πορτογαλία, το Μαρόκο, η Ιορδανία (Benazzi et

al., 2010; Djenne, 2010; Hailat et al., 2010; Windsor, 2015), η Γαλλία, η

Νορβηγία, η Ελβετία, η Κροατία, ο Καναδάς, οι Ηνωμένες Πολιτείες και η Χιλή

(Barkema et al., 2010; Windsor, 2015).

Στην Ελλάδα, αν και η παραφυματίωση ενζωοτεί και αποτελεί νόσημα

υποχρεωτικής δήλωσης (Kostoulas et al., 2006; Ikonomopoulos et al., 2007;

Dimareli-Malli et al., 2013), δεν υπάρχουν επίσημα στοιχεία για τον επιπολασμό

της νόσου μετά από την τελευταία σχετικά αναφορά του Παγκόσμιου

Οργανισμού για την Υγεία των Ζώων (ΟΙΕ) το 2004, στην οποία καταγράφονται

18 κρούσματα σε κοπάδια αιγών και 20 κρούσματα σε κοπάδια προβάτων. Στην

ίδια έκθεση αναφέρεται ότι ο συνολικός αριθμός των προσβεβλημένων ζώων

ήταν 339 αίγες και 806 πρόβατα, από τα οποία επέζησαν αντίστοιχα 67 και 577.

Σύμφωνα με την Ελληνική Στατιστική Αρχή (ΕΛΣΤΑΤ), ο συνολικός πληθυσμός
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των αιγών για το έτος 2004 ήταν 5.209.138, και των προβάτων 8.912.952, από τα

οποία οι 8.030 αίγες και τα 18.737 πρόβατα ήταν εμβολιασμένα κατά της

παραφυματίωσης. Από το έτος 2005 έως και το 2016, στις εκθέσεις του

Παγκόσμιου Οργανισμού για την Υγεία των Ζώων γίνεται αναφορά στη διάδοση

της παραφυματίωσης στην Ελλάδα, αλλά χωρίς αναλυτικά στοιχεία, ενώ και από

τις αρμόδιες κτηνιατρικές αρχές της χώρας δεν υπάρχει επίσημη αναφορά για τον

επιπολασμό της νόσου. Βάσει ερευνητικών δεδομένων προκύπτει ότι κατά την

περίοδο 1987-2003, 322 από τις 777 (41,4%) αίγες και 97 από τα 458 (21,1%)

πρόβατα που εξετάσθηκαν, βρέθηκαν ορολογικά θετικά σε ΜΑΡ στη Βόρεια

Ελλάδα (Dimareli-Malli et al., 2009). Σε άλλη ερευνητική μελέτη του 2014

αναφέρεται πως σε σύνολο 1599 αιγών στη Βόρεια Ελλάδα, η οροθετικότητα

στην παραφυματίωση ανήλθε στο 10%, ενώ τουλάχιστον ένα ζώο ανά κοπάδι

βρέθηκε οροθετικό στο ΜΑΡ σε ποσοστό 24.1% του συνόλου των κοπαδιών που

εξετάσθηκαν (Angelidou et al., 2014).

Εικόνα 2. Παγκόσμια εξάπλωση της παραφυματίωσης (IAP, 2017).
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3.2. ΜΕΤΑΔΟΣΗ

Η κύρια οδός μετάδοσης του ΜΑΡ είναι η κοπρανοστοματική. Μέσω της

συγκεκριμένης οδού προσβάλλονται κατά κύριο λόγο τα νεαρά ζώα, κατά τον

θηλασμό λόγω της μόλυνσης του μαστού με ΜΑΡ που προέρχεται από τα

κόπρανα. Σημαντική πηγή μόλυνσης για τα ζώα αποτελεί επίσης το περιβάλλον

της εκτροφής όπου το ΜΑΡ επιβιώνει για διάστημα πολλών μηνών (Chiodini et

al., 1984; Whittington and Sergeant, 2001; Lambeth et al., 2004; Nebbia et al.,

2006).

Η έκθεση των ζώων που γαλουχούν στο ΜΑΡ δεν περιορίζεται στον

μολυσμένο με κόπρανα μαστό, αλλά μπορεί να γίνει και μέσω του γάλακτος

(Lambeth et al., 2004), δεδομένου ότι σε προχωρημένο στάδιο της νόσου το

συγκεκριμένο βακτήριο εντοπίστηκε και στον μαστικό ιστό (Preziuso et al.,

2012). Σε αρκετές περιπτώσεις στοιχειοθετείται και ενδομήτρια μετάδοση

(Lambeth et al., 2004), ενώ είναι πιθανή η μετάδοσή του μέσω άγριων ζώων

(Stevenson et al., 2009).

Η είσοδος της νόσου σε ένα μη μολυσμένο ποίμνιο μπορεί να γίνει μέσω

έμμεσης έκθεσης στο ΜΑΡ κατά τη βόσκηση σε περιοχές που χρησιμοποιούνται

για τον ίδιο σκοπό από μολυσμένα ζώα (Rast and Whittington, 2005; Marquetoux

et al., 2016). Ο συγκεκριμένος τρόπος μετάδοσης είναι σημαντικός για τη

μόλυνση μεμονωμένων προβάτων όλων των ηλικιών, συμπεριλαμβανομένου των

ενηλίκων (Reddacliff et al., 2004; McGregor et al., 2012).

Η επιβίωση του MAP στο περιβάλλον είναι καθοριστικός παράγοντας της

δυναμικής που μπορεί να έχει η μετάδοσή του μέσω μολυσμένης βοσκής. Σε
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μολυσμένο βοσκότοπο, το έδαφος, τα χόρτα και το νερό απορροής είναι συνήθως

μολυσμένα με MAP, το οποίο επιβιώνει για διάστημα έως και 55 εβδομάδες στο

έδαφος και 16-24 εβδομάδες στο χόρτο, ιδίως υπο σκιερές συνθήκες

(Whittington et al., 2004; Eppleston et al., 2014) και σε αργιλώδες έδαφος

(Dhand et al., 2009).

3.3. ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΚΙΝΔΥΝΟΥ

Η έκβαση της λοίμωξης από το ΜΑΡ εξαρτάται από έναν αριθμό

βιολογικών μεταβλητών όπως η ηλικία του προβάτου, η μολύνουσα δόση, η

λοιμογόνος δύναμη του μικροβιακού στελέχους, και η ευαισθησία του ξενιστή

(Hines et al., 2007; Begg and Whittington, 2008; Marquetoux et al., 2018). Οι

παράγοντες αυτοί αναλύονται παρακάτω:

3.3.1. Η ηλικία του προβάτου

Παλαιότερα, επικρατούσε η άποψη ότι η ευαισθησία του προβάτου στο

ΜΑΡ είναι αντιστρόφως ανάλογη προς την ηλικία, κάτι που είχε επιβεβαιωθεί

για τα βοοειδή (Whittington and Sergeant, 2001; Windsor and Whittington,

2010). Ωστόσο, από μελέτες που έγιναν ειδικά στο πρόβατο προκύπτει ότι τα

ενήλικα ζώα είναι επίσης ευπαθή στη μόλυνση από το συγκεκριμένο παθογόνο

όταν εκτεθούν κατ’ επανάληψη σε μεγάλο αριθμό βακτηριακών κυττάρων

(Fecteau et al., 2010; McGregor et al., 2012). Μάλιστα σε in vivo πειράματα

διαπιστώθηκε ότι δεν υπάρχει διαφορά σε ότι αφορά την προσβολή από το ΜΑΡ

μεταξύ νεαρών και ενήλικων ζώων (Reddacliff et al., 2004; Dennis et al., 2010;
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McGregor et al., 2012; Delgado et al., 2013). Πιο συγκεκριμένα, ενήλικα

πρόβατα ηλικίας 2 έως 10 ετών μολύνθηκαν μετά από πρόκληση με MAP ακόμη

και με χαμηλή δόση (103 cfu), ενώ τα πρόβατα που εκτέθηκαν σε υψηλές δόσεις

ΜΑΡ ανέπτυξαν ιστοπαθολογικές αλλοιώσεις, ανεξαρτήτως ηλικίας (Delgado et

al., 2012, 2013).

Αντιθέτως προς την ευπάθεια στη μόλυνση, η πιθανότητα εκδήλωσης της

κλινικής νόσου φαίνεται ότι σχετίζεται με την ηλικία. Σε πειραματικές μελέτες, ο

αριθμός και η έκταση των κοκκιωμάτων στο έντερο προβάτων ηλικίας ενός

μηνός ήταν σημαντικά μεγαλύτερες από ότι σε ενήλικα ζώα (Delgado et al.,

2012, 2013). Παρόμοια αποτελέσματα παρατηρήθηκαν και σε πρόβατα που

μολύνθηκαν φυσικά με ΜΑΡ. Πιο συγκεκριμένα, τα πρόβατα ηλικίας έως 2 ετών

ανέπτυσσαν σημαντικά περισσότερες και πιο σοβαρές αλλοιώσεις στο έντερο

μετά από βόσκηση σε μολυσμένους βοσκότοπους, συγκριτικά με τα ζώα που

εκτέθηκαν στο ΜΑΡ μετά τη συγκεκριμένη ηλικία (McGregor et al., 2012).

Μάλιστα, η αποβολή του ΜΑΡ μέσω των κοπράνων ξεκίνησε νωρίτερα στα ζώα

της πρώτης ομάδας (ηλικίας κάτω των 2 ετών). Σε μια σχετική μελέτη διάρκειας

7 ετών, αναφέρεται ότι μόνο τα πρόβατα που εκτέθηκαν στο ΜΑΡ σε ηλικία

μικρότερη του ενός έτους το απέβαλλαν στα κόπρανά τους για μεγάλο χρονικό

διάστημα, και μόνο αυτά τα ζώα του κοπαδιού διαπιστώθηκε ότι εκδήλωναν

κλινική νόσο (Rast and Whittington, 2005).

3.3.2. Η μολύνουσα δόση

Η ελάχιστη λοιμογόνος δόση για το πρόβατο υπολογίζεται σε περίπου σε

103 κυττάρων ΜΑΡ, αλλά φαίνεται ότι αυτή δεν επαρκεί για την ενεργό

προσβολή του εντέρου (Brotherston et al., 1961; Delgado et al., 2012). Αύξηση
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της μολύνουσας δόσης σε 108 κυττάρων ΜΑΡ επιφέρει βαριά προσβολή του

εντέρου, μόλις 7-14 εβδομάδες μετά τη μόλυνση (Nisbet et al., 1962; Reddacliff

and Whittington, 2003; Delgado et al., 2013). Αναφέρεται επίσης ότι και η

πρόγνωση καθίσταται δυσμενέστερη όσο μεγαλύτερη είναι η μολύνουσα δόση

(Brotherston et al., 1961; Marquetoux et al., 2018). Μετά από έκθεση σε

βοσκοτόπους με υψηλό επίπεδο μόλυνσης τα πρόβατα είχαν 3.5 φορές

περισσότερες πιθανότητες να αποβάλουν το MAP, 18.2 φορές μεγαλύτερη

πιθανότητα θανάτου λόγω κλινικής παραφυματίωσης, απέβαλλαν 3.4 φορές

νωρίτερα το ΜΑΡ, και εκδήλωναν την κλινική νόσο 18.6 φορές νωρίτερα

συγκριτικά με ζώα που εκτέθηκαν στο ΜΑΡ σε βοσκές με χαμηλό επίπεδο

μόλυνσης (McGregor et al., 2012).

Από τα παραπάνω προκύπτει ότι η έκβαση της μόλυνσης διαφέρει ανάλογα

με τη δόση του MAP. Πιο συγκεκριμένα, οι χαμηλές και μεσαίες δόσεις

σχετίζονται με αυξημένη πιθανότητα ανάρρωσης, ενώ οι υψηλές, συνδέονται

συχνότερα με βαριά προσβολή του εντέρου και κλινική νόσο.

3.3.3. Η λοιμογόνος δύναμη του ΜΑΡ

Τα στελέχη του ΜΑΡ διακρίνονται βάσει γενετικής ανάλυσης στον τύπο S

(Sheep) και τον C (Cattle) με ειδικότητα αντίστοιχα, στο πρόβατο και σε βοοειδή

(Collins et al., 1990). Περαιτέρω μοριακή ανάλυση (Stevenson et al., 2002)

ανέδειξε τις γενετικές διαφορές μεταξύ των στελεχών αυτών, και έτσι

καθιερώθηκε ένα σύστημα διάκρισής τους, με βάση φαινοτυπικά και γονοτυπικά

χαρακτηριστικά:

i) Στον τύπο Ι (ή S) περιλαμβάνονται στελέχη ΜΑΡ που είναι δύσκολο να

αναπτυχθούν σε καλλιέργεια, παρουσιάζουν ισχυρή εκλεκτικότητα για το
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πρόβατο και είναι συνήθως πιο λοιμογόνα για αυτά, από τα στελέχη τύπου ΙΙ

(Whittington et al., 2011; Marquetoux et al., 2018).

ii) Στον τύπο II (ή C) περιλαμβάνονται στελέχη που αναπτύσσονται εύκολα

σε καλλιέργεια, συνήθως απομονώνονται από βοοειδή, και λιγότερο συχνά από

το ελάφι και το πρόβατο (Stevenson et al., 2002).

Πρόσφατα ταυτοποιήθηκε ένας ακόμη τύπος, ο ΙΙΙ, ο οποίος θεωρείται ότι

συνιστά υπότυπο του στελέχους S (Stevenson, 2015).

Αν και όπως αναφέρθηκε τα στελέχη C απομονώνονται κυρίως από

βοοειδή και τα S από πρόβατα, αυτή η διάκριση δεν είναι απόλυτη, ιδίως για τα

στελέχη C και σε μικρότερο βαθμό για τα S (Whittington et al., 2011; Verdugo et

al., 2014). Στο πρόβατο τα στελέχη C προκαλούν κατά κύριο λόγο εστιακές

αλλοιώσεις, ενώ τα στελέχη S προκαλούν πολλαπλές αλλοιώσεις, εστιακές ή

διάχυτες (Verna et al., 2007). Τα συγκεκριμένα στελέχη (C) σχετίζονται στο

πρόβατο με βαρύτερη ιστολογική εικόνα, αν και έχουν μεγαλύτερη τάση

αυτοΐασης συγκριτικά με τα στελέχη S. Αυτό ίσως να υποδηλώνει ότι τα στελέχη

C είναι περισσότερο παθογόνα από τα S για το πρόβατο αλλά προκαλούν

μικρότερου βαθμού ανοσοποιητική απορρύθμιση. Αυτό ακριβώς αναδεικνύεται

από το γεγονός ότι τα στελέχη C επάγουν υψηλότερη και μεγαλύτερης διάρκειας

αύξηση της συγκέντρωσης της IFN-γ. Βάσει των παραπάνω προκύπτει ότι

πιθανώς η επικράτηση των στελεχών S στο πρόβατο δεν οφείλεται τόσο στη

μεγαλύτερη διάδοσή τους, αλλά στο γεγονός ότι προκαλούν περισσότερο

επίμονη λοίμωξη συγκριτικά με τα στελέχη τύπου C (Stewart et al., 2004; Verna

et al., 2007; Fernandez et al., 2014).

Φαίνεται επίσης ότι ενδεχομένως το υπόστρωμα στο οποίο βρίσκονται τα

κύτταρα ΜΑΡ επηρεάζει την έκβαση της λοίμωξης. Αυτό προκύπτει από το
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γεγονός ότι πρόβατα που εκτίθενται πειραματικά στο συγκεκριμένο παθογόνο

μετά από μείωση της λοιμογόνου δύναμής του μέσω διόδων, αποβάλλουν το

βακτήριο για πολύ μικρότερο διάστημα χωρίς να αυξάνεται η παραγωγή IFN-γ

και η πιθανότητα πρόκλησης ενεργής νόσου, συγκριτικά με αυτά που εκτίθενται

σε αρκετά μικρότερο αριθμό βακτηρίων που όμως βρίσκονται ομογενοποιημένα

μέσα σε εντερικό ιστό (Stewart et al., 2004; Begg et al., 2005; Verna et al., 2007;

Kawaji et al., 2011; Fernandez et al., 2015).

3.3.4. H ευαισθησία του ξενιστή

Η ευαισθησία του ξενιστή σε επίπεδο ατόμου, καθορίζει την εξέλιξη της

ανοσοποιητικής απόκρισης, εάν δηλαδή θα συνεχιστεί επαρκώς η Th1 κυτταρική

αντίδραση ή θα επέλθει πρώιμα καταστολή της, και θα επικρατήσει τελικά η

Th2.

Τα γονίδια που συμβάλλουν κυρίως στην ανοσιακή ανταπόκριση που

έπεται της λοίμωξης από ΜΑΡ είναι τα εξής: Solute Carrier Family 11 Member 1

(SLC11A1), Nucleotide Binding Oligomerization Domain Containing 2 (NOD2),

Interferon Gamma (IFN-γ), Interleukin 2 (IL-2), Interleukin 4 (IL-4), Interleukin

10 (IL-10), Tumor Necrosis Factor (TNF), Toll Like Receptor 2 (TLR2), Toll-Like

Receptor 4 (TLR4), Toll Like Receptor 9 (TLR9), Transforming Growth Factor

Beta 1 (TGFB1), Insulin (INS), Vitamin D Receptor (VDR), Mannose Binding

Lectin 2 (MBL2), Major Histocompatibility Complex (MHC).

Ορισμένα από αυτά τα γονίδια αναλύονται παρακάτω:

i. NOD2 ή παλαιότερα γνωστό ως CARD15 (Caspase recruitment domain

family member 15). Εκφράζεται κυρίως στα μονοκύτταρα και στα επιθηλιακά

κύτταρα (Gutierrez et al., 2002). Ανήκει στους Toll υποδοχείς και έχει τη
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δυνατότητα αναγνώρισης του μυραμιλικού οξέος, μίας πεπτιδογλυκάνης του

μυκοβακτηριακού κυτταρικού τοιχώματος, με το οποίο συνδέεται

ενεργοποιώντας προφλεγμονώδη αντίδραση (Lakatos et al., 2006; Kufer et al.,

2006). Πολυμορφισμοί στο γονίδιο CARD15, το οποίο επηρεάζει τη λειτουργική

δραστηριότητα των μακροφάγων, συνδέθηκαν με ανθεκτικότητα στην εκδήλωσή

της παραφυματίωσης (Brant et al., 2003, 2007; Bernstein et al., 2007).

ii. SLC11A1 ή παλαιότερα γνωστό ως NRAMP1 (Νatural resistance

associated macrophage protein gene 1). Εκφράζεται αποκλειστικά σε

μακροφάγα, πολυμορφοπύρηνα λευκοκύτταρα και στους νευρώνες (Cellier et al.,

1994). Στο συγκεκριμένο γονίδιο κωδικοποιείται η πρωτεΐνη που είναι υπεύθυνη

για τη μεταφορά ιόντων σιδήρου στα φαγοσώματα. Επισημαίνεται  ότι η

συγκέντρωση σιδήρου έχει πλειοτροπική δράση στην πρώιμη έκφραση των

μακροφάγων έναντι της ενδοκυτταρικής μικροβιακής ανάπτυξης (Alter-

Koltunoff et al., 2008). Το SLC11A1 δρα περιορίζοντας τον πολλαπλασιασμό

των παθογόνων με την επαγωγή της έκφρασης των μορίων του MHC II (Major

histocompatibility complex class II), κυτταροκινών και χυμοκινών (Bayele et al.,

2007).

iii. MBL2. Εκφράζεται σε μακροφάγα, δενδριτικά κύτταρα και σε ορισμένα

ενδοθηλιακά κύτταρα (Alagarasu et al., 2007). Στο γονίδιο MBL2 κωδικοποιείται

η πρωτεΐνη που δρα ως υποδοχέας της μαννόζης (Selvaraj et al., 2000). Ο

υποδοχέας αυτός συμβάλλει στην αναγνώριση δομικών πρωτεϊνών του

πλάσματος του αίματος και παράγεται από τα ηπατικά κύτταρα συμμετέχοντας

στην ανοσοποιητική απόκριση (Alagarasu et al., 2007). Μετά από πρόσδεση του

υποδοχέα MBL2 σε συγκεκριμένες δομές υδατανθράκων, οι οποίες συναντώνται

σε πολλά παθογόνα στελέχη συμπεριλαμβανομένου και του ΜΑΡ, διεγείρεται η
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φαγοκυττάρωση και η παραγωγή κυτταροκινών (Petersen et al., 2001). Σε ότι

αφορά τη φυματίωση και την παραφυματίωση, φαίνεται να επιβεβαιώνεται ότι τα

υψηλά επίπεδα MBL σχετίζονται άμεσα με την πιθανότητα εμφάνισης της νόσου

(Garred et al., 1997; Bellamy et al., 1998).

iv. TLR (Toll-like Receptor). Ομάδα γονιδίων στα οποία κωδικοποιούνται

οι πρωτεΐνες αναγνώρισης αντιγονικών προτύπων παθογόνων μικροβίων, με

αποτέλεσμα τη φαγοκυττάρωσή τους (Takeda et al., 2003). Συγκεκριμένα οι TLR

1, 4 και 6 συμβάλλουν στην κυτταρική αναγνώριση των μυκοβακτηρίων μέσω

της πρόσδεσής τους στο κυτταρικό τοίχωμα (Quesniaux et al., 2004; Delbridge

and O’Riordan, 2007; Jo et al., 2007). Η TLR2 συμβάλει κυρίως στην άμεση

αναγνώριση παθογόνων βακτηρίων, συμπεριλαμβανομένου και του ΜΑΡ, στο

έντερο (Taylor et al., 2008; Weiss et al., 2008; Purdie et al., 2011).

v. VDR. Γονίδιο στο οποίο κωδικοποιείται μία πρωτεΐνη που δρα ως

υποδοχέας της βιταμίνης D (Wilkinson et al., 2000), ο οποίος επάγει την

αντιμικροβιακή και ανοσοποιητική απόκριση που ενεργοποιούν οι TLRs (Liu et

al., 2006). Η ενεργός μορφή της βιταμίνης D (1,25 dihydroxyvitamin D3), η

οποία δρα και ως ανοσορρυθμιστική ορμόνη, ενεργοποιεί μακροφάγα και

περιορίζει σε μεγάλο βαθμό την ενδοκυττάρια ανάπτυξη των M. tuberculosis και

ΜΑΡ (Rockett et al., 1998; Dukkipati, 2007).

vi. MHC. Ομάδα γονιδίων που εκφράζονται στην επιφάνεια των

αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων (Sohal et al., 2008) και συμβάλλουν στην

αντιγονοπαρουσίαση στα Τ-λεμφοκύτταρα. Πολυμορφισμοί στο γονίδιο MHC,

έχουν συνδεθεί με ευαισθησία σε πολλές λοιμώξεις και σχετίζονται κατά κύριο

λόγο με την ενεργοποίηση της Τh1/Τh2 ανοσοποιητικής απόκρισης του

οργανισμού (Brett et al., 1992; Dukkipati et al., 2010), ενώ συνδέονται και με
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την εκδήλωση των χαρακτηριστικών κλινικών συμπτωμάτων της νόσου του

Johne (Reddacliff et al., 2005).
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4. ΜΑΡ ΚΑΙ ΝΟΣΟΣ ΤΟΥ CROHN

Το ΜΑΡ δεν θεωρείται επισήμως ως παθογόνο για τον άνθρωπο, αλλά

υπάρχουν πολλά δεδομένα βάσει των οποίων θεωρείται πιθανό ότι εμπλέκεται

στην πρόκληση της νόσου του Crohn του ανθρώπου, τουλάχιστον για ορισμένες

ομάδες ασθενών (Naser et al., 2014; Waddell et al., 2015). Η πιθανή σχέση

μεταξύ της νόσου του Crohn και του MAP έχει καταστεί σημαντικό ζήτημα για

τη παγκόσμια γαλακτοβιομηχανία, δεδομένου ότι το συγκεκριμένο παθογόνο

ανιχνεύεται συχνά, ακόμα και σε βιώσιμη μορφή, σε πολλά είδη

γαλακτοκομικών προϊόντων (Millar et al., 1996; Spahr and Schafroth, 2001;

Ellingson et al, 2005; Williams and Withers, 2010), στο κρέας (Grant, 2006;

Mutharia et al., 2010; Whittington et al., 2010), και στο νερό (Gill et al., 2011).

Παρά τη διαρκή αντιπαράθεση σχετικά με τη συμβολή του MAP στην

αιτιολογία της νόσου του Crohn (BANR, 2003), σε πολλές χώρες όπως στην

Αυστραλία, στη Δανία, στην Ολλανδία και στις Ηνωμένες Πολιτείες, έχουν ήδη

καθιερωθεί εθνικά προγράμματα ελέγχου, επιβεβαιώνοντας την κρισιμότητα της

εξάλειψης του συγκεκριμένου μικροβίου από τα τρόφιμα, με σκοπό την

προστασία της δημόσιας υγείας (Waddell et al., 2015). Μέσω πιο πρόσφατων

δεδομένων, η έκθεση του ανθρώπου στο ΜΑΡ θεωρείται πιθανό ότι εμπλέκεται

στην αιτιοπαθογένεια ή στην εξέλιξη και άλλων νοσημάτων εκτός της νόσου του

Crohn, και συγκεκριμένα του HIV, της σκλήρυνσης κατά πλάκας, του

συνδρόμου Blau, της σαρκοείδωσης, του αυτισμού, του σακχαρώδους διαβήτη

τύπου 1 και 2, της ελκώδους κολίτιδας, του καρκίνου του παχέος εντέρου, της

θυρεοειδίτιδας Hashimoto και της νόσου του Parkinson (Sechi et al., 2008;

Paccagnini et al., 2009; Dow and Ellingson, 2010; Pierce, 2010; Sisto et al.,
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2010; Cossu et al., 2013; Waddel et al., 2015; Arru et al., 2016; Niegowska et al.,

2017; Thirunavukkarasu et al., 2017; Pierce, 2018).

Ένα ακόμη σημαντικό δεδομένο που αναδεικνύει ενδεχομένως την εξέλιξη

σχετικά με τη συσχέτιση της έκθεσης στο ΜΑΡ και της αιτιοπαθογένειας της

νόσου του Crohn, είναι ο ανάπτυξη εμβολίου που προορίζεται για την

ανοσοποίηση του ανθρώπου ενάντια στη νόσο. Το συγκεκριμένο έχει ήδη

δοκιμαστεί σε βοοειδή (Bull et al., 2014) και σε ποντίκια (Rathnaiah et al.,

2017), και βρίσκεται στο στάδιο της πειραματικής εφαρμογής του στον άνθρωπο

(http://www.crohnsmapvaccine.com, 2016).

Όσον αφορά την παθογένεια του MAP, η Ευρωπαϊκή Αρχή για την

Ασφάλεια των Τροφίμων διενήργησε εμπεριστατωμένη μελέτη, το συμπέρασμα

της οποίας είναι ότι το MAP είναι επιλέξιμο για να περιληφθεί στην κατηγορία

παθογόνων που απαιτούν την παρέμβαση της Ευρωπαϊκής Ένωσης, βάσει του

άρθρου Ν5 παράγραφος 3 του Νόμου για την υγεία των ζώων (EFSA AHAW

Panel, 2017; Rathnaiah et al., 2017). Διάφορα είδη θηλαστικών και πτηνών

καταγράφηκαν ως ευπαθή, αν και δεν υπήρξε συναίνεση για τον ζωονοτικό

κίνδυνο του MAP στο πλαίσιο ασθενειών του ανθρώπου (Rathnaiah et al., 2017).
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5. ΜΕΤΡΑ ΕΛΕΓΧΟΥ ΤΗΣ ΠΑΡΑΦΥΜΑΤΊΩΣΗΣ

Δεδομένου ότι η θεραπευτική αγωγή σε ζώα με παραφυματίωση δεν είναι

δόκιμη, λόγω κόστους, αλλά και επειδή αυτά καθίστανται φορείς (Gwozdz et al.,

2000; Fecteau and Whitlock, 2011), η εφαρμογή των κατάλληλων μέτρων

πρόληψης θεωρείται κομβικής σημασίας για τον έλεγχο της νόσου (Nielsen and

Toft, 2011; Carter, 2012). Σε αυτό το πλαίσιο προτείνονται συγκεκριμένα μέτρα

διαχείρισης της εκτροφής και των ζώων, τα οποία σε ορισμένες περιπτώσεις

συνδυάζονται με τον εμβολιασμό τους. Τα μέτρα διαχείρισης που ενδείκνυνται

για τον έλεγχο της παραφυματίωσης αναλύονται παρακάτω, βάσει της

υγειονομικής κατάστασης της εκτροφής:

5.1. ΕΚΤΡΟΦΗ ΑΠΑΛΛΑΓΜΕΝΗ ΑΠΌ ΤΗ ΝΟΣΟ

Για να θεωρηθεί μία εκτροφή απαλλαγμένη από παραφυματίωση,

προϋπόθεση είναι να υπάρχει ένα αξιόπιστο σύστημα τακτικού ελέγχου των

ζώων και βάσει αυτού, να μην έχει καταγραφεί μόλυνση από ΜΑΡ για μεγάλο

χρονικό διάστημα. Ίδιο καθεστώς (εκτροφή απαλλαγμένη) αναγνωρίζεται επίσης

στην περίπτωση που έχει καταγραφεί μόλυνση από ΜΑΡ, αλλά εφαρμόσθηκε

έλεγχος και θανάτωση των θετικών ζώων, εντατική παρακολούθηση της

εκτροφής με τακτικό επανέλεγχο, χωρίς να έχει διαπιστωθεί νέο περιστατικό για

χρονικό διάστημα τουλάχιστον 2 ετών (IAP, 2017).

Στην περίπτωση εκτροφών που εμπίπτουν στο παραπάνω υγειονομικό

καθεστώς, ενδείκνυνται μέτρα ελέγχου για την αποτροπή της εισαγωγής της
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μόλυνσης. Αυτά τα μέτρα εστιάζονται στην εφαρμογή κλειστού συστήματος

εκτροφής, στο πλαίσιο της οποίας η ανανέωση του ζωικού κεφαλαίου γίνεται είτε

εσωτερικά (τεχνητή σπερματέγχυση με τη χρήση κατάλληλα επιλεγμένου

σπέρματος), είτε με την εισαγωγή ζώων που προέρχονται από ελεγμένες και

απαλλαγμένες από ΜΑΡ εκτροφές (Goodger et al., 1996). Η βόσκηση θα πρέπει

να γίνεται σε περιοχές γνωστού υγειονομικού καθεστώτος, να αποφεύγεται η

λίπανση του εδάφους με κοπριά προερχόμενη από τα ζώα που πιθανώς έχουν

μολυνθεί από ΜΑΡ, και να αποφεύγεται ο συγχρωτισμός τους με ζώα αγνώστου

υγειονομικού καθεστώτος (Kovich et al., 2006). Το προσωπικό της εκτροφής θα

πρέπει να είναι ενημερωμένο και εκπαιδευμένο για την εφαρμογή των μέτρων

αυτών και την αποφυγή της παθητικής μεταφοράς του βακτηρίου μέσω

υποδημάτων, μηχανημάτων, αυτοκινήτων κ.τ.λ., στην εκτροφή.

5.2. ΕΚΤΡΟΦΗ ΜΗ ΑΠΑΛΛΑΓΜΕΝΗ ΑΠΌ ΤΗ ΝΟΣΟ

Μια εκτροφή στην οποία διαπιστώνονται βάσει εργαστηριακής

διερεύνησης περιστατικά παραφυματίωσης, θεωρείται θετική - μη απαλλαγμένη

από τη νόσο. Στην περίπτωση που ο επιπολασμός της παραφυματίωσης σε μια

εκτροφή είναι σταθερά σε χαμηλό επίπεδο βάσει τακτικού ελέγχου, θεωρείται ότι

η νόσος έχει εκριζωθεί, χωρίς όμως η εκτροφή να αναγνωρίζεται ως

απαλλαγμένη (MacDiarmid, 1988; Martin et al., 1992; More et al., 2013).

Στην περίπτωση εκτροφών που ανήκουν στο υγειονομικό καθεστώς που

περιγράφεται παραπάνω, εφαρμόζονται μέτρα με σκοπό τον περιορισμό της

διάδοσής του ΜΑΡ και την αποφυγή νέων μολύνσεων. Αυτά τα μέτρα

περιλαμβάνουν την απομόνωση της μολυσμένης εκτροφής και την εφαρμογή
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ενός ήπιου προγράμματος ελέγχου και απομάκρυνσης των θετικών ζώων, ή ενός

πιο επιθετικού προγράμματος, που περιλαμβάνει τη θανάτωση όλων των θετικών

ζώων και των απογόνων τους.

Στην εκτροφή θα πρέπει να γίνεται τακτικά αποκομιδή της κόπρου και

απολύμανση όλων των χώρων, ενώ είναι σημαντικός και ο διαχωρισμός των

ζώων. Πιο συγκεκριμένα, τα επίτοκα ζώα χωρίζονται από τα υπόλοιπα, και τα

νεογνά από τα ενήλικα αμέσως μετά τη γέννησή τους, και λαμβάνουν μόνο

παστεριωμένο πρωτόγαλα και γάλα. Τα ενήλικα ζώα δεν πρέπει να βόσκουν μαζί

με τα νεαρά ούτε να έχουν πρόσβαση στα σημεία παράθεσης νερού, τροφής και

ενσταβλισμού των νεαρών ζώων ηλικίας κάτω των 14 μηνών.

5.3. ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΟΣ

Ο εμβολιασμός κατά της παραφυματίωσης δεν αποτρέπει τη μόλυνση,

αλλά μειώνει σημαντικά την εμφάνιση κλινικών συμπτωμάτων (Stringer et al.,

2013), τον αποικισμό των ιστών από το ΜΑΡ (Sweeney et al., 2009), την

αποβολή του μέσω των κοπράνων (Kalis et al., 2001; Reddacliff et al., 2006;

Faisal et al., 2013; Bastida and Juste, 2011; Windsor, 2014), και κατά συνέπεια

μειώνει την διάδοση του ΜΑΡ (Knust et al., 2013) και την απώλεια ζωικού

προϊόντος (Singh et al., 2007) και κεφαλαίου (Van Schaik et al., 1996; Juste and

Perez, 2011).

Τα επιχειρήματα κατά του εμβολιασμού των αιγοπροβάτων βασίζονται σε

θέματα σχετικά με την ασφάλειά του για τα ζώα αλλά και για τον χειριστή του,

καθώς επίσης τον κίνδυνο διασταυρούμενης αντίδρασης κατά την εφαρμογή
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μέτρων ελέγχου της φυματίωσης. Σχετικές μελέτες διεξήχθησαν για το εμβόλιο

GudairTM (Windsor and Eppleston, 2006; Eppleston and Windsor, 2007). Ως

παρενέργεια αναφέρεται ότι η εξέταση των ιστών κατά τη νεκροψία προβάτων

που είχαν εμβολιαστεί ενδομυϊκά μία εβδομάδα πριν με το συγκεκριμένο εμβόλιο

(GudairTM), ανέδειξε εκτεταμένη νέκρωση του μυϊκού ιστού σε ακτίνα 10

εκατοστών γύρω από το σημείο έγχυσής του (Windsor, 2014). Αναφορικά με τον

άνθρωπο, τυχαία έκθεση στο εμβόλιο GudairTM επιβάλει ιατρική παρέμβαση και

εκτεταμένη χειρουργική απομάκρυνση του ιστού ώστε να περιοριστεί η νέκρωση

(Richardson et al., 2005; Windsor et al., 2005).

Σήμερα, υπάρχουν τέσσερα διαθέσιμα εμπορικά εμβόλια κατά της

παραφυματίωσης των αιγοπροβάτων παγκοσμίως, τα βασικά χαρακτηριστικά

των οποίων αναφέρονται στον Πίνακα 1 (Bastida and Juste, 2011; Gupta et al.,

2016; EFSA AHAW Panel, 2017).
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Πίνακας 1. Τα κυριότερα εμβόλια που διατίθενται σήμερα για τον έλεγχο της παραφυματίωσης των αιγοπροβάτων και τα βασικά

χαρακτηριστικά τους (Bastida and Juste, 2011; Gupta et al., 2016; EFSA AHAW Panel, 2017).

Εμπορική

Ονομασία
Τύπος Ενδείκνυται Αποτέλεσμα

Διάκριση εμβολιασμένων από

φυσικά μολυσμένα ζώα (DIVA)*

Mycopar®
Νεκρό

S18
Πρόβατο

Μείωση 75.31% των ιστολογικών αλλοιώσεων (Thonney and

Smith, 2005).

Δεν είναι δυνατή με ELISA.

Είναι δυνατή με τη συγκριτική

δοκιμή του φυματινισμού.

GudairTM
Νεκρό

S316F
Πρόβατο

Μείωση έως 91.25% των κλινικών περιστατικών (Reddacliff et

al., 2006).

Μείωση έως 90% της αποβολής του ΜΑΡ (Eppleston et al.,

2004).

Δεν υπάρχουν δεδομένα.
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Μείωση έως 100% των ιστολογικών αλλοιώσεων (Reyes et al.,

2002).

Αίγα

Μείωση 52.38% της αποβολής του ΜΑΡ (Singh et al., 2007).

Μείωση έως 65.88% των ιστολογικών αλλοιώσεων (Corpa et

al., 2000).

Δεν είναι δυνατή με τη δοκιμή IFN-

γ.

Δεν είναι δυνατή με ορολογικές

δοκιμές.

Neoparasec®
Ζωντανό

S316F
Πρόβατο

Μείωση 71.43% των κλινικών περιστατικών (Gwozdz et al.,

2000).

Μείωση έως 66.67% της αποβολής του ΜΑΡ (Gwozdz et al.,

2000).

Μείωση έως 82.27% των ιστολογικών αλλοιώσεων (Sommerville

et al., 1995).

Δεν είναι δυνατή με τη δερματική

δοκιμή.
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Αίγα
Μείωση έως 73.08% της αποβολής του ΜΑΡ (Marly et al.,

1988).
Δεν υπάρχουν δεδομένα.

Lio-Johne®
Ζωντανό

S316F
Πρόβατο

Μείωση έως 78.29% των κλινικών περιστατικών (Aduriz,

1993).

Μείωση 80.01% της αποβολής του ΜΑΡ (Aduriz, 1993).

Μείωση έως 100% των ιστολογικών αλλοιώσεων (Aduriz, 1993).

Δεν υπάρχουν δεδομένα.

*DIVA: Differentiating Infected from Vaccinated Animals.
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6. ΔΙΑΓΝΩΣΗ

Η τεκμηρίωση της διάγνωσης της παραφυματίωσης στο πρόβατο γίνεται με

τη νεκροτομική εξέταση του ζώου (post-mortem) και την ανάδειξη των

χαρακτηριστικών παθολογοανατομικών αλλοιώσεων στο έντερο και στους

επιχώριους λεμφαδένες (Windsor, 2014). Η διάγνωση επιβεβαιώνεται με την

ανάδειξη της παρουσίας του MΑΡ αρχικά μέσω της χρώσης Ziehl-Neelsen, και

ακολούθως με ιστοκαλλιέργεια και PCR (Pérez et al., 1996, 1997; Corpa et al.,

2000; Begg and Whittington, 2010). Η διαγνωστική διερεύνηση περιστατικών

παραφυματίωσης πριν τη σφαγή (ante-mortem) περιλαμβάνει ορολογικές δοκιμές

για την ανίχνευση αντισωμάτων (ELISA, AGID, CFT, δοκιμή της IFN-γ, DTH),

καλλιέργεια σε δείγματα κοπράνων, και μοριακή ανάλυση μέσω συμβατικής

PCR και real time PCR (Real time PCR) για την ανάδειξη της παρουσίας στα

κόπρανα ή στους ιστούς DNA του MAP (Begg and Whittington, 2010).

Σε σχέση με την εφαρμογή ορολογικών μεθόδων διάγνωσης της νόσου,

πρέπει να σημειωθεί ότι η αξιοπιστία τους επηρεάζεται από το στάδιο της

μόλυνσης και τη μέθοδο εκτίμησης του αποτελέσματος τους (Nielsen and Toft,

2008; Begg and Whittington, 2010). Επισημαίνεται ότι η επικύρωση αυτών των

διαγνωστικών τεχνικών με τον προσδιορισμό της ειδικότητας και της

ευαισθησίας τους έναντι της μεθόδου αναφοράς, που είναι η καλλιέργεια ιστών ή

κοπράνων, δεν έχει γίνει με τρόπο που να τεκμηριώνει της αξιοπιστία τους

(Nielsen and Toft, 2008). Όμως το αποτέλεσμα και των άμεσων μεθόδων

διάγνωσης επηρεάζεται σημαντικά από το στάδιο της νόσου, δεδομένου ότι η

αποβολή του ΜΑΡ στα κόπρανα είναι διαλείπουσα. Αυτό έχει αρνητική

επίπτωση στην ευαισθησία αυτών των μεθόδων με τρόπο αντιστρόφως ανάλογο
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προς το ελάχιστο όριο ανίχνευσης που τις χαρακτηρίζει (Whittington et al.,

2017). Συνεπώς η ανίχνευση προβάτων θετικών στην παραφυματίωση είναι με

αύξουσα σειρά περισσότερο πιθανή με τη χρήση ELISA, την καλλιέργεια

κοπράνων και την PCR, ενώ η χρώση Ziehl-Neelsen, η AGID και η CFT δεν

προτείνονται λόγω της χαμηλής τους ευαισθησίας ή/και ειδικότητας (IAP, 2017).

6.1. ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΟΙ ΔΙΑΓΝΩΣΤΙΚΟΙ ΔΕΙΚΤΕΣ ΓΙΑ ΤΗΝ

ΠΑΡΑΦΥΜΑΤΙΩΣΗ

Αναλυτικά παρουσιάζονται οι διαγνωστικές μέθοδοι και τα

χαρακτηριστικά τους αναφορικά με την ευαισθησία και την ειδικότητα αλλά και

τον καταλληλότερο χρόνο εφαρμογής τους (Πίνακας 2).

6.1.1. Καλλιέργεια ΜΑΡ

Η καλλιέργεια κοπράνων έχει ελάχιστο όριο ανίχνευσης 100 ΜΑΡ/gr

δείγματος, ποσότητα η οποία αποβάλλεται από το ζώο σε προχωρημένο στάδιο

της νόσου, ενώ σε πρότερο στάδιο η δυνατότητα ανίχνευσης του παθογόνου με

τη συγκεκριμένη μέθοδο είναι χαμηλή (Whitlock and Buergelt, 1996;

Whittington et al., 2010, 2017). Η ευαισθησία της μεθόδου αυτής σε κλινικά

μολυσμένα πρόβατα είναι 16% (2-48, 95% CI-confidence intervals) και η

ειδικότητα 97% (95-99, 95% CI), ενώ σε κλινικά μολυσμένες αίγες είναι 8% (2-

17, 95% CI) και 98% (95-100, 95% CI) αντίστοιχα (Kostoulas et al., 2006;

Nielsen and Toft, 2008; EFSA AHAW Panel, 2017). Η ιστοκαλλιέργεια
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συγκριτικά με την καλλιέργεια κοπράνων έχει υψηλότερη ευαισθησία

(Whittington et al., 2017).

Μειονέκτημα αυτής της μεθόδου αποτελεί το γεγονός ότι για την in vitro

απομόνωση και ταυτοποίηση του ΜΑΡ, η διάρκεια επώασης των θρεπτικών

υποστρωμάτων διαρκεί πολλούς μήνες (Harris and Barletta, 2001; Collins, 2011).

6.1.2. Χρώση Ziehl-Neelsen

Αποτελεί μια απλή, γρήγορη και οικονομική προκαταρκτική μέθοδο

ανίχνευσης του ΜΑΡ, αλλά έχει χαμηλή ευαισθησία και ειδικότητα, εξαιτίας

αδυναμίας διάκρισης του ΜΑΡ από τα άλλα μυκοβακτήρια (ΟΙΕ, 2014).

6.1.3. ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)

Η ευαισθησία της μεθόδου αυτής στο πρόβατο είναι 37% (10-80, 95% CI)

και η ειδικότητα 97% (93-99, 95% CI), και στην αίγα 63% (42-93, 95% CI) και

95% (90-98, 95% CI) αντίστοιχα. Και στις δυο περιπτώσεις τα μεγαλύτερα

ποσοστά αφορούν ζώα σε προχωρημένο στάδιο κλινικής νόσου (Juste et al.,

2005; Kostoulas et al., 2006; Sohal et al., 2007; Bastida and Juste, 2011; EFSA

AHAW Panel, 2017; Whittington et al., 2017).

6.1.4. AGID (Agar gel immunodiffusion)

Η ευαισθησία της μεθόδου αυτής σε πρόβατα με κλινική νόσο είναι 13.8%

(8.8-20.3, 95% CI) και σε αίγες 39.5% (30.9-48.7, 95% CI). Και στις δυο

περιπτώσεις η ειδικότητα της μεθόδου είναι 100% (99.7-100, 95% CI). Η AGID

χρησιμοποιείται κυρίως ως μέθοδος επιβεβαίωσης της διάγνωσης (Hope et al.,

2000; ΟΙΕ, 2014; Singh et al., 2014; EFSA AHAW Panel, 2017).
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6.1.5. Δοκιμή της IFN-γ

Υπάρχουν λίγες αναφορές σχετικά με την αξιολόγηση της δοκιμής της

IFN-γ (Stabel and Whitlock, 2001; Nielsen and Toft, 2008). Στο υποκλινικό

στάδιο της νόσου. Ωστόσο, η ευαισθησία της συγκεκριμένης μεθόδου είναι

υψηλότερη συγκριτικά με άλλες ορολογικές δοκιμές, και για τον λόγο αυτόν

χρησιμοποιείται σε πολλές περιπτώσεις για την ανίχνευση φορέων του ΜΑΡ

(Gwozdz et al., 2000; Jungersen et al., 2012; de Silva et al., 2013; Singh et al.,

2014).

Το αποτέλεσμα της δοκιμής της IFN επηρεάζεται σημαντικά από έναν

υψηλό αριθμό παραγόντων σχετικών με τον τρόπο διεξαγωγής της, και

προϋποθέτει προηγούμενη μελέτη για τον καθορισμό των θετικών και αρνητικών

ορίων βάσει των οποίων προσδιορίζεται η ανάλυση των δειγμάτων (Timms et al.,

2011).

6.1.6. DTH (Delayed-type hypersensitivity)

Μία μέθοδος που χρησιμοποιείται κυρίως για τη διάγνωση της

παραφυματίωσης στο αρχικό στάδιο της νόσου, με μέση ευαισθησία και

ειδικότητα, λόγω διασταυρούμενων αντιδράσεων με άλλα συγγενή παθογόνα.

Μειονέκτημα θεωρείται επίσης το γεγονός ότι δεν υπάρχει ευρεία συναίνεση για

τα όρια που πρέπει να ισχύουν αναφορικά με τον προσδιορισμό του

αποτελέσματος της δερματικής αντίδρασης (OIE, 2014; Singh et al., 2014; EFSA

AHAW Panel, 2017).

6.1.7. PCR (Polymerase chain reaction)
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Η μοριακή ανίχνευση του ΜΑΡ διενεργείται μέσω μεθόδων συμβατικής

PCR ή real time PCR που στις περισσότερες περιπτώσεις ενισχύουν επιλεγμένα

τμήματα της περιοχής ένθεσης IS900, η οποία θεωρείται ειδική για το

συγκεκριμένο παθογόνο (Garrido et al., 2000; Bhide et al., 2006; Coelho et al.,

2008, 2017). Επιπροσθέτως προτείνεται η χρήση της γενετικής περιοχής f57

(Timms et al., 2011; OIE, 2014). Το βασικό πλεονέκτημα της μοριακής

ανίχνευσης του ΜΑΡ, δεδομένου του πολύ χαμηλού ελαχίστου ορίου ανίχνευσης

που τη διακρίνει και της υψηλής ειδικότητάς της, είναι το γεγονός ότι

ολοκληρώνεται εντός μόλις 2 ωρών. Επισημαίνεται ωστόσο ότι η αξιόπιστη

εφαρμογή της συγκεκριμένης μεθόδου προϋποθέτει την εφαρμογή αυστηρών

μέτρων ποιοτικού ελέγχου (EPA, 2004; van Pelt-Verkuil et al., 2008).
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Πίνακας 2. Οι κυριότερες μέθοδοι εργαστηριακής διάγνωσης της

παραφυματίωσης του προβάτου και τα κυριότερα χαρακτηριστικά τους

(ευαισθησία, ειδικότητα, στάδιο ανίχνευσης).

Δοκιμή Στάδιο ανίχνευσης Ευαισθησία Ειδικότητα

AGID Τελικό Χαμηλή-Μέση Υψηλή

DTH Αρχικό και μέσο Μέση-Υψηλή Υψηλή

ELISA Μέσο και τελικό Χαμηλή-Υψηλή* Υψηλή

IFN-γ Αρχικό και μέσο ΔΔ** ΔΔ**

PCR Όλα Μέση-Υψηλή Υψηλή

Ziehl-Neelsen Μέσο και τελικό Χαμηλή Χαμηλή-Μέση

Ιστοπαθολογία Μέσο και τελικό Μέση-Υψηλή Υψηλή

Καλλιέργεια ιστών Μέσο και τελικό Υψηλή Υψηλή

Καλλιέργεια κοπράνων Μέσο και τελικό Χαμηλή-Υψηλή* Υψηλή

Κλινικά συμπτώματα Τελικό Χαμηλή-Μέση Χαμηλή-Μέση

* Υψηλή ευαισθησία στο τελικό στάδιο της νόσου
** Δίχως δεδομένα
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Δ. ΣΚΟΠΟΣ

Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν η διερεύνηση της μεταβολής της

θετικότητας συγκεκριμένων εργαστηριακών δεικτών, σε πρόβατα με υποκλινική

παραφυματίωση, σε σχέση με τον τοκετό.



37

Ε. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

1. ΠΕΡΙΓΡΑΜΜΑ ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑΣ

Η παρούσα μελέτη διενεργήθηκε σε δυο στάδια, το προκαταρτικό και το

κύριο (P: προκαταρκτικό, F: τελικό). Ακολούθως παρουσιάζεται σχηματικά το

περίγραμμα της εργαστηριακής ανάλυσης των δειγμάτων (Σχήμα 1).
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Σχήμα 1. Σχηματική απεικόνιση της εργαστηριακής διαδικασίας ανάλυσης των

δειγμάτων.



39

2. ΔΕΙΓΜΑΤΟΛΗΨΙΑ

Για αμφότερα στάδια της μελέτης έγινε συλλογή δειγμάτων κοπράνων

(συνολικά n=506, n=120 κατά το προκαταρτικό και n=386 κατά το κύριο) από

ενήλικα (<2 ετών), θηλυκά ζώα της φυλής Χίου (συνολικά n=86, n=42 κατά το

προκαταρτικό και n=85 κατά το κύριο), του ποιμνίου του Γεωπονικού

Πανεπιστημίου Αθηνών. Κατά το προκαταρτικό στάδιο της μελέτης

συλλέχθηκαν επιπροσθέτως, δείγματα ολικού αίματος (n=120).

Το ποίμνιο από το οποίο έγινε η δειγματοληψία διατηρείται υπό συνθήκες

κλειστής εκτροφής, δίχως τη δυνατότητα εισόδου άλλων οικόσιτων ή άγριων

ζώων, και θεωρείται βάσει προηγούμενων μελετών θετικό στην παραφυματίωση,

χωρίς όμως ιστορικό κλινικής νόσου (Liandris et al., 2009; Taka et al., 2013).

Οι περίοδοι δειγματοληψίας, η χρονική τους διάρκεια, ο αριθμός και το

είδος των δειγμάτων που συλλέχθηκαν παρουσιάζονται στους πίνακες 3 και 4.
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Πίνακας 3. Το σχέδιο δειγματοληψίας που αποτελείται από τα στάδια της ανάλυσης (P: προκαταρκτικό, F: τελικό), τις περιόδους

δειγματοληψίας (P1-5) και τον συνολικό αριθμό των ζώων που ελέγχθηκαν.

Προκαταρκτικό στάδιο ανάλυσης: Οκτώβριος 2014 - Ιούνιος 2015

Περίοδοι PP1 PP2 PP3

Χρονικά στάδια

δειγματοληψίας

Οκτώβριος-Νοέμβριος 2014

1-3 εβδομάδες προ του τοκετού

Δεκέμβριος 2014-Ιανουάριος 2015

2-15 ημέρες μετά τον τοκετό

Μάιος-Ιούνιος 2015

Πριν από την περίοδο οχείας

Αριθμός ζώων 36 42 42

Κύριο στάδιο ανάλυσης: Δεκέμβριος 2016 - Ιούλιος 2017

Περίοδοι FP1 FP2 FP3 FP4 FP5

Χρονικά στάδια

δειγματοληψίας

Δεκέμβριος 2016

4-15 ημέρες προ του

τοκετού

Δεκέμβριος 2016

1-3 ημέρες προ του

τοκετού

Δεκέμβριος 2016 -

Ιανουάριος 2017

0-3 ημέρες μετά τον

τοκετό

Ιανουάριος 2017

4-15 ημέρες μετά τον

τοκετό

Ιούνιος-Ιούλιος 2017

Πριν από την περίοδο

οχείας

Αριθμός ζώων 60 81 85 85 75
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Πίνακας 4. Τα δείγματα που συλλέχθηκαν ανά ζώο σε καθένα από τα στάδια της

ανάλυσης και τις περιόδους τους.

Α/Α

Ζώου

Προκαταρκτικό στάδιο Κύριο στάδιο

PP1 PP2 PP3 FP1 FP2 FP3 FP4 FP5

1 + + + + + + + +

2 - + + + + + + +

3 + + + + + + + +

4 + + + - + + + +

5 + + + + + + + +

6 + + + - + + + +

7 + + + + + + + +

8 + + + + + + + +

9 + + + + + + + +

10 + + + + + + + +

11 - - - + + + + +

12 + + + + + + + +

13 + + + + + + + +

14 + + + + + + + +

15 - - - - + + + +

16 - - - + + + + +

17 - - - + + + + +

18 - + + + + + + +

19 + + + + + + + +

20 - + + - + + + +

21 - - - - + + + +
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22 - - - + + + + +

23 + + + + + + + +

24 - - - + + + + +

25 - - - + + + + +

26 + + + + + + + -

27 - - - - + + + +

28 + + + + + + + -

29 - - - + + + + +

30 - + + + + + + -

31 + + + + + + + +

32 - - - + + + + +

33 + + + + + + + +

34 + + + + + + + +

35 + + + - + + + +

36 + + + + + + + +

37 + + + + + + + +

38 - + + - + + + +

39 - - - + + + + -

40 - - - + + + + +

41 - - - + + + + -

42 - - - + + + + +

43 + + + + + + + +

44 + + + - + + + +

45 + + + + + + + +

46 + + + - - - - -
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47 + + + + - + + +

48 - - - + + + + +

49 - + + - + + + +

50 - - - - + + + +

51 + + + - + + + +

52 + + + - + + + +

53 + + + - + + + +

54 + + + - + + + +

55 + + + - + + + +

56 + + + + + + + +

57 - - - + + + + +

58 + + + + + + + +

59 - - - + + + + -

60 + + + + + + + +

61 - - - + - + + +

62 + + + + + + + +

63 - - - - + + + +

64 - - - - + + + +

65 - - - - + + + +

66 - - - + + + + +

67 - - - + + + + +

68 - - - + + + + -

69 - - - + + + + +

70 - - - + + + + -

71 - - - - + + + +
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72 - - - + + + + +

73 - - - - + + + +

74 - - - + + + + +

75 - - - - + + + +

76 - - - - + + + +

77 - - - - + + + +

78 - - - + + + + +

79 - - - + + + + +

80 - - - + + + + -

81 - - - + + + + -

82 - - - + + + + +

83 - - - - + + + +

84 - - - + + + + +

85 - - - + - + + +

86 - - - + - + + +

Σύνολο 36 42 42 60 81 85 85 75

+: Συλλέχθηκε δείγμα; -: Δεν συλλέχθηκε δείγμα
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3. ELISA

Χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος έμμεσης ELISA για την ανίχνευση ειδικών

αντισωμάτων κατά του ΜΑΡ σε δείγματα ορού αίματος του υπό μελέτη

πληθυσμού προβάτων, σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή (IDEXX®

Paratuberculosis Screening Ab Test, IDEXX Laboratories Inc., U.S.A.).
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4. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ DNA MAP ΑΠΌ ΚΟΠΡΑΝΑ

Χρησιμοποιήθηκε η εμπορικά διαθέσιμη μέθοδος απομόνωσης γενετικού

υλικού από ιστούς (Nucleospin® Tissue, Macheray-Nagel GmbH & Co. KG,

Germany), η οποία τροποποιήθηκε για την απομόνωση του ΜΑΡ από κόπρανα

βάσει προηγούμενων μελετών (Korou et al., 2010).

Συνοπτικά, για την προετοιμασία των δειγμάτων, ζυγίζονται 2g κοπράνων

από κάθε δείγμα και προστίθενται 20 ml PBS (Phosphate buffered saline) για

ομογενοποίηση των δειγμάτων. Τοποθετούνται 600 μl από κάθε

ομογενοποιημένο διάλυμα σε φιαλίδια των 1,5 ml που περιέχουν 300 mg

γυάλινων σφαιριδίων (Adiagene, France) και ακολουθεί ανάδευση για 10 λεπτά

και φυγοκέντρηση στα 6.000 g για 1 λεπτό. Η απομόνωση DNA

πραγματοποιείται στην υγρή φάση των δειγμάτων έπειτα από επώαση για 14-18

ώρες με 30 μl πρωτεϊνάσης K (20 mg/ml) στους 56oC.

Σε κάθε τεχνική απομόνωσης DNA συμπεριλαμβάνονται θετικός και

αρνητικός μάρτυρας. Ο θετικός μάρτυρας (C+) αποτελείται από 200 μl

εναιωρήματος ΜΑΡ σε PBS και ο αρνητικός μάρτυρας (C-) αποτελείται από

ddH2O (double distilled).



47

5. ΕΚΤΙΜΗΣΗ ΤΗΣ ΠΟΙΟΤΗΤΑΣ ΤΟΥ DNA

Η ποιότητα του προϊόντος DNA εκτιμήθηκε ως προς την ακεραιότητά του

με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης και παρατήρηση σε τράπεζα υπεριώδους

φωτός (Molecular Imager ChemiDocTM XRS+, Bio-Rad Laboratories Inc.,

U.S.Α.), και με μέτρηση οπτικής απορρόφησης σε μήκος κύματος 260nm και

280nm με την χρήση σπεκτροφωτόμετρου (NanoDropTM 8000, Thermo Fisher

Scientific Inc., U.S.A.).

Η παρουσία αναστολέων της real time PCR στο δείγμα εκτιμήθηκε μέσω

μιας μεθόδου συμβατικής PCR, που εστιάζεται στην ενίσχυση τμήματος του

ενδογενούς γονιδίου της ακτίνης (Dowling and Bienzle, 2005).

Για τον έλεγχο επιμολύνσεων των αντιδραστηρίων συμπεριλαμβάνεται

κάθε φορά ένας αρνητικός μάρτυρας PCR (C-PCR), που περιέχει όλα τα υλικά της

μεθόδου, με αντικατάσταση του πρότυπου DNA από ddH2O, καθώς και ο θετικός

(C+) και ο αρνητικός (C-) μάρτυρας της απομόνωσης.
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6. Real time PCR

Χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος real time PCR για την ανίχνευση τμήματος 76

ζευγών βάσεων της ειδικής αλληλουχίας IS900 του ΜΑΡ (Kim et al., 2002, 2004;

Korou et al., 2010; Liandris et al., 2014).

Συνοπτικά, χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές F: 5’-

AATGACGGTTACGGAGGTGGT-3’, R: 5-GCAGTAATGGTCGGCCTTACC-

3’, και ο ανιχνευτής P: 5’ FAM-TCCACGCCCGCCCAGACAGG-TAMRA 3’.

Για τον έλεγχο επιμολύνσεων των αντιδραστηρίων συμπεριλαμβάνεται

αρνητικός μάρτυρας real time PCR (C-qPCR), που περιέχει όλα τα υλικά της

μεθόδου, με αντικατάσταση του πρότυπου DNA από ddH2O, καθώς και ο θετικός

(C+) και ο αρνητικός (C-) μάρτυρας της απομόνωσης.

Ένας αριθμός τυχαία επιλεγμένων προϊόντων της real time PCR, που

αντιστοιχούσαν στο 50% των θετικών δειγμάτων, υποβλήθηκε σε ανάλυση

αλληλουχίας για την επιβεβαίωση της ειδικότητας της διαδικασίας ενίσχυσης.

Διεξήχθη ανάλυση αλληλουχίας σε αμφότερους τους κλώνους χρησιμοποιώντας

το BigDye® Cycle Sequencing kit και το ABI PRISM® 377 DNA Sequencer

(Thermo Fisher Scientific Inc., U.S.A.). Τα αποτελέσματα αναλύθηκαν και

συγκρίθηκαν με κατατεθειμένες αλληλουχίες στη βάση δεδομένων GenBank

χρησιμοποιώντας το Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) του National

Center for Biotechnology Information (NCBI).
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7. ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ

Τα ποιοτικά αποτελέσματα της real time PCR και της ELISA

παρουσιάζονται ως ποσοστά (συχνότητες) και συγκρίθηκαν μεταξύ των

περιόδων δειγματοληψίας με τη μη παραμετρική δοκιμασία Cochranʼs Q test, η

οποία χρησιμοποιείται για τη σύγκριση περισσότερων από δύο εξαρτημένων

ποσοστών. Οι συγκρίσεις κατά ζεύγη έγιναν με την μη παραμετρική δοκιμασία

McNemar. Ανάλογα με την περίπτωση, οι συγκρίσεις μεταξύ ανεξάρτητων

ποσοστών πραγματοποιήθηκαν χρησιμοποιώντας τον στατιστικό έλεγχο Χ2,

καθώς και μονόπλευρα ή δίπλευρα z-tests. Η δοκιμασία Shapiro-Wilks κατέδειξε

ότι τα ποσοτικά αποτελέσματα της real time PCR (ποσότητα του ΜΑΡ DNA που

ανιχνεύτηκε σε δείγματα κοπράνων) δεν ακολουθούσαν την κανονική κατανομή

και έτσι παρουσιάστηκαν ως διάμεσοι (1ο τεταρτημόριο, 2ο τεταρτημόριο) και

συγκρίθηκαν μεταξύ των περιόδων της δειγματοληψίας με τον μη παραμετρικό

έλεγχο Friedman. Πολλαπλές συγκρίσεις πραγματοποιήθηκαν με την μη

παραμετρική δοκιμασία Wilcoxon Singed-Rank test. Για την στατιστική ανάλυση

χρησιμοποιήθηκε το στατιστικό πακέτο SPSS (έκδοση 16.0, SPSS Inc., Chicago,

IL, U.S.A.) και για όλους τους στατιστικούς ελέγχους το επίπεδο σημαντικότητας

καθορίστηκε στο 5%.
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Ζ. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Τα αποτελέσματα που καταγράφηκαν σε καθένα από τα στάδια της

ανάλυσης και τις περιόδους δειγματοληψίας παρουσιάζονται στον Πίνακα 5, μαζί

με τη σχετική στατιστική ανάλυση.

Στο προκαταρκτικό στάδιο της ανάλυσης, το ποσοστό των ζώων που

αντέδρασαν θετικά στην real time PCR διέφερε στατιστικά σημαντικά μεταξύ

των 3 περιόδων (PP1-3) της δειγματοληψίας (Cochran’s Q test Q=13.4,

Ρ=0.0012). Επίσης το ποσοστό των θετικών ζώων της περιόδου PP1 (πριν τον

τοκετό) ήταν σημαντικά χαμηλότερό σε σύγκριση με αυτό της PP2 (μετά τον

τοκετό), (McNemar’s test Χ2=10.67, P=0.0015) και PP3 (πριν από την περίοδο

οχείας), (McNemar's test X2= 7.12, P=0.0127). Στο κύριο στάδιο της ανάλυσης,

το ποσοστό των ζώων που αντέδρασαν θετικά στην real time PCR ήταν

διαφορετικό μεταξύ των 5 περιόδων (FP1-5) της δειγματοληψίας, σε στατιστικά

σημαντικό επίπεδο (Cochran’s Q test Q=9.89, Ρ=0.042). Πιο συγκεκριμένα, το

ποσοστό των θετικών ζώων της περιόδου FP4 (4-15 ημέρες μετά τον τοκετό)

ήταν σημαντικά υψηλότερο σε σύγκριση με αυτό της FP5 (πριν από την περίοδο

οχείας), (McNemar’s test X2=7.53, P=0.006), ενώ η αντίστοιχη διαφορά σε όλα

τα άλλα στάδια της δειγματοληψίας δεν ήταν στατιστικά σημαντική

(McNemar’s tests P>0.05).

Η σύγκριση του επιπέδου θετικότητας που καταγράφηκε στα δύο στάδια

της ανάλυσης δείχνει στατιστικά σημαντική διαφορά σε όλες τις αντίστοιχες

περιόδους δειγματοληψίας, δηλαδή πριν από τον τοκετό (PP1: 13.9±11.30%,

FP1: 38.3±12.30%, two-tailed z-test Z=2.55, P=0.0108), μετά τον τοκετό (PP2:
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59.5±14.85%, FP4: 40.0±10.41%, two-tailed z-test Z=2.07, P=0.0385) και πριν

από την περίοδο οχείας (PP3: 47.6±0.05) 15,10%, FP5: 21.3±9.27%, two-tailed

z-test Z=2.96, P=0.0031). Τα σχετικά ποσοστά σε όλες τις περιπτώσεις ήταν

υψηλότερα στο προκαταρκτικό στάδιο της ανάλυσης σε σύγκριση με το κύριο,

εκτός από εκείνα που αντιστοιχούσαν στην περίοδο πριν τον τοκετό (FP1> PP1).

Η ποσότητα DNA του ΜΑΡ που ανιχνεύθηκε στα δείγματα κοπράνων με

real time PCR παρουσιάζει μια τάση, η οποία είναι παρόμοια με εκείνη της

ποιοτικής ανάλυσης, αναφορικά με αμφότερα τα στάδια της δειγματοληψίας

(Πίνακας 5). Ειδικότερα, οι διάμεσοι αναφορικά με την ποσότητα ΜΑΡ που

ανιχνεύθηκε κατά τις 3 περιόδους της δειγματοληψίας του προκαταρτικού

σταδίου της ανάλυσης, διέφεραν σημαντικά (Friedman test Χ2=15.09, Ρ=0.0005),

με εκείνον που αντιστοιχεί στην περίοδο πριν τον τοκετό (PP1) να είναι

σημαντικά χαμηλότερος, σε σύγκριση με τους αντίστοιχους μετά τον τοκετό

(PP2), (Wilcoxon Singed-Rank test Z=3.30, P=0.0010) και πριν από την περίοδο

οχείας (PP3), (Wilcoxon Singed-Rank test Z =2.49, P=0.0129). Οι διάμεσοι

αναφορικά με την ποσότητα ΜΑΡ μεταξύ των 5 περιόδων δειγματοληψίας του

κυρίου σταδίου της ανάλυσης διέφεραν επίσης σημαντικά (Friedman test

Χ2=13.12, Ρ=0.0107), με εκείνον που αντιστοιχεί στην περίοδο 4-15 ημέρες μετά

τον τοκετό (FP4) να είναι σημαντικά υψηλότερος σε σύγκριση με τον αντίστοιχο

πριν από την περίοδο οχείας (FP5), (Wilcoxon Singed-Rank test Z=2.52,

P=0.0117).

Με μόνο μία εξαίρεση (1.4%, 1 από τα 70), κανένα από τα ζώα που

εξετάστηκαν δεν αντέδρασε θετικά σε όλες τις περιόδους δειγματοληψίας, του

προκαταρκτικού (n = 36) ή του κυρίου σταδίου (n = 70) της ανάλυσης. Στο

προκαταρκτικό στάδιο, το ποσοστό των ζώων που αντέδρασαν θετικά στη real
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time PCR σε μία και σε δύο από τις τρεις περιόδους δειγματοληψίας ήταν

αντίστοιχα, 61.1% (22 από 36) και 38.9% (14 από 36) του συνόλου των θετικών

ζώων. Η διαφορά μεταξύ των συγκεκριμένων ποσοστών είναι στατιστικά

σημαντική (one-tailed z-test, Z=1.88, P=0.0298). Το ανάλογο ποσοστό που

καταγράφηκε στο κύριο στάδιο της ανάλυσης σε σχέση με τα ζώα που

αντέδρασαν θετικά σε μία, δύο, τρεις και τέσσερις περιόδους δειγματοληψίας

ήταν 47.1% (33 από 70), 27.1% (19 από 70), 15.7% (11 70) και 8.6% (6 από 70).

Τα συγκεκριμένα ποσοστά διαφέρουν επίσης μεταξύ τους σε στατιστικά

σημαντικό επίπεδο (chi-square test Χ2=35.71, P<0.0001).

Στο προκαταρκτικό στάδιο της ανάλυσης, από τα ζώα που αντέδρασαν

θετικά σε τουλάχιστον δύο από τις περιόδους δειγματοληψίας (n = 14), αυτά για

τα οποία καταγράφηκε η υψηλότερη ποσότητα DNA του ΜΑΡ (χαμηλότερη τιμή

Ct) κατά την περίοδο PP1, PP2 ή PP3 ήταν αντίστοιχα, 7.1% (1 από 14), 64.3%

(9 από 14) και 25.6% (4 από 14). Τα συγκεκριμένα ποσοστά διαφέρουν μεταξύ

τους σε στατιστικά σημαντικό επίπεδο (Cochran's Q test Q=6.50, P=0.0388) και

το ποσοστό που αντιστοιχεί στην PP2 είναι σημαντικά υψηλότερο σε σύγκριση

με αυτό της PP1 (McNemar’s test X2=5.44, P=0.0196). Τα αποτελέσματα που

καταγράφηκαν στο τελικό στάδιο της ανάλυσης στα ζώα που αντέδρασαν θετικά

σε τουλάχιστον δύο από τις περιόδους δειγματοληψίας (n = 37) ήταν 16.2% (6

από 37), 10.8% (4 37), 27.0% (10 από 37), 32.4% (12 από 37) και 13.5% (5 από

37), σε σχέση αντίστοιχα με τις περιόδους FP1, FP2, FP3, FP4 και FP5, Η

διαφορά μεταξύ των συγκεκριμένων ποσοστών είναι επίσης στατιστικώς

σημαντική (Cochran's Q test Q=13.62, P=0.0086), και το ποσοστό που

αντιστοιχεί στην FP4 (4-15 ημέρες μετά τον τοκετό) είναι σημαντικά υψηλότερο
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σε σύγκριση με αυτό της FP2 (McNemar’s test X2=4.00, P=0.0455) και την FP5

(McNemar’s test X2=3.86, P=0.0495).

Όσον αφορά την ανίχνευση αντισωμάτων ειδικών για το ΜΑΡ μέσω

ELISA, το αποτέλεσμα ήταν σε όλες τις περιπτώσεις αρνητικό (PP1-3), με

εξαίρεση ένα ζώο 3 ετών που αντέδρασε θετικά σε όλα τα στάδια της

δειγματοληψίας.
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Πίνακας 5. Τα αποτελέσματα της ανάλυσης δειγμάτων κοπράνων με real time PCR, και της στατιστικής ανάλυσης των αντίστοιχων ποιοτικών

και ποσοτικών μετρήσεων. Οι αριθμητικές τιμές αντιστοιχούν σε 103 κύτταρα MAP. Το δείγμα με Α/Α 53, αντέδρασε θετικά στην ELISA σε

όλες τις περιόδους δειγματοληψίας του προκαταρκτικού σταδίου της ανάλυσης.

Α/Α ζώου
Προκαταρκτικό στάδιο Κύριο στάδιο

PP1 PP2 PP3 FP1 FP2 FP3 FP4 FP5

1 0.01 neg neg 0.01 0.01 0.09 0.01 neg

2 - neg 3.0 neg 0.01 0.09 neg neg

3 neg 0.5 0.01 0.09 0.01 0.01 0.01 neg

4 neg neg neg - 0.09 0.01 0.01 neg

5 neg neg 2.0 neg 0.01 0.09 neg neg

6 neg 0.01 0.01 - neg neg 0.01 neg

7 neg 0.01 neg 0.01 neg 0.01 0.09 neg

8 neg 0.5 0.01 0.3 0.01 0.01 0.01 neg

9 neg neg neg neg 0.01 0.01 0.09 0.01

10 0.01 2.0 neg 0.09 neg 0.01 0.01 neg

11 - - - neg neg 0.01 0.09 0.01

12 neg neg 2.0 0.01 0.01 0.01 0.01 0.09
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13 neg 0.01 neg neg 0.01 neg 0.09 neg

14 neg 0.01 neg neg neg neg neg neg

15 - - - - neg neg neg neg

16 - - - 0.01 neg neg 0.09 neg

17 - - - 0.01 0.01 neg 0.09 neg

18 - 0.01 neg neg 0.01 neg neg neg

19 neg 0.01 neg neg neg neg 0.01 neg

20 - neg 0.01 - neg neg neg neg

21 - - - - 0.01 neg neg neg

22 - - - 0.01 0.09 0.01 neg 0.01

23 neg neg neg neg neg neg 0.09 0.01

24 - - - neg neg neg 0.01 neg

25 - - - neg 0.01 neg neg neg

26 neg 0.01 neg 0.09 neg 0.01 neg -

27 - - - - 0.01 neg neg neg

28 neg neg neg neg 0.01 0.09 0.01 -

29 - - - neg 0.01 neg neg 0.09
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30 - 0.01 neg 0.01 neg neg neg -

31 neg neg neg neg neg neg 0.09 0.01

32 - - - neg neg neg 0.01 neg

33 0.01 neg neg neg neg neg neg neg

34 neg 0.01 0.01 0.01 neg neg neg neg

35 neg 0.01 0.01 - neg neg neg neg

36 neg neg 0.01 neg neg neg 0.01 neg

37 0.01 neg 0.01 neg neg neg neg neg

38 - 2.0 2.0 - neg neg neg 0.01

39 - - - neg 0.9 1.0 neg -

40 - - - 0.2 0.01 neg 0.9 neg

41 - - - 0.1 0.3 21.5 neg -

42 - - - neg neg 0.3 neg 0.01

43 neg 0.01 neg neg neg neg 0.01 neg

44 neg neg neg - neg 0.01 neg neg

45 neg 0.01 neg neg neg 0.01 neg neg

46 neg 1.0 0.01 - - - - -
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47 neg 0.01 0.01 0.3 - neg neg 0.5

48 - - - 0.01 neg 0.09 neg neg

49 - 0.01 0.01 - neg neg neg neg

50 - - - - neg neg neg neg

51 neg 1.0 neg - 0.5 0.01 neg neg

52 neg 0.01 0.01 - 0.5 neg neg neg

53 neg 1.0 neg - 0.09 neg neg 0.01

54 neg neg 0.01 - neg neg 0.01 neg

55 neg 0.01 neg - 0.01 neg neg neg

56 0.01 neg 0.01 neg 0.2 neg neg 0.3

57 - - - 0.1 neg neg neg neg

58 neg neg 0.01 neg neg neg neg 0.01

59 - - - 4.3 0.3 neg 0.01 -

60 neg 0.01 neg neg neg 0.01 0.3 neg

61 - - - 0.01 - neg neg neg

62 neg 0.01 0.01 0.3 neg neg 0.2 neg

63 - - - - 0.01 neg 0.01 0.09
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64 - - - - 0.01 0.09 0.01 neg

65 - - - - neg 0.3 neg neg

66 - - - 0.01 neg 0.01 0.5 0.4

67 - - - neg neg neg neg neg

68 - - - neg neg neg neg -

69 - - - neg neg neg neg neg

70 - - - 0.01 neg neg neg -

71 - - - - neg neg 0.01 neg

72 - - - neg neg neg neg neg

73 - - - - neg neg 0.01 neg

74 - - - neg neg neg neg neg

75 - - - - neg neg neg neg

76 - - - - neg neg neg 0.01

77 - - - - neg neg neg neg

78 - - - neg neg 0.01 0.09 neg

79 - - - neg neg neg 0.01 neg

80 - - - neg 0.01 neg neg -
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81 - - - neg 0.01 neg neg -

82 - - - neg neg 0.01 neg neg

83 - - - - neg 0.01 neg neg

84 - - - neg 0.01 0.09 neg neg

85 - - - neg - neg 0.01 neg

86 - - - 0.01 - neg neg neg

Σύνολο /

Θετικά
36 / 5 42 /25 42 /20 60 /23 81 /31 85 /29 85 /34 75 /16

Θετικότητα* 13.9 ± 11.30a 59.5 ± 14.85b 47.6 ± 15.10b 38.3 ± 12.30ab 38.3 ± 10.59ab 34.1 ± 10.08ab 40.0 ± 10.41b 21.3 ± 9.27a

Τιμές real

time PCR**
0 (0, 0)a 0.01 (0, 0.01)b 0 (0, 0.01)b 0 (0, 0.01)ab 0 (0, 0.01)ab 0 (0, 0.01)ab 0 (0, 0.01)b 0 (0, 0)a

-: Δεν συλλέχθηκε δείγμα; neg: Αρνητικό; *Τα ποιοτικά δεδομένα παρουσιάζονται ως ποσοστά (± 95% διαστήματα εμπιστοσύνης); **Τα
ποσοτικά δεδομένα παρουσιάζονται ως διάμεσοι (1° τεταρτημόριο, 2° τεταρτημόριο); Ποσοστά και διάμεσοι με διαφορετικό εκθέτη (a,b)
διαφέρουν σε στατιστικά σημαντικό επίπεδο (P≤0.05).
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Η. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Από το αποτέλεσμα του προκαταρκτικού σταδίου της ανάλυσης

καταδεικνύεται ότι σε κοπάδι προβάτων με ιστορικό μη-κλινικής

παραφυματίωσης, το ποσοστό των ζώων που αντιδρούν θετικά στην ανίχνευση

ΜΑΡ με real time PCR σε δείγματα κοπράνων, είναι στατιστικά σημαντικά

χαμηλότερο 1-3 εβδομάδες πριν τον τοκετό (PP1), σε σύγκριση με αυτήν μετά

τον τοκετό (PP2) και  πριν την περίοδο οχείας (PP3), (Mataragka et al., 2017).

Από το αντίστοιχο αποτέλεσμα του κυρίως σταδίου της ανάλυσης προκύπτει

αυξητική τάση στο επίπεδο θετικότητας από την περίοδο FP1 στην FP4. Στην

τελευταία (FP4), το ποσοστό των ζώων που αντιδρούν θετικά στην ανίχνευση

ΜΑΡ με real time PCR σε δείγματα κοπράνων μεγιστοποιείται, σε επίπεδο

σημαντικά υψηλότερο σε σχέση με την περίοδο οχείας (FP5). Τα σχετικά

ποσοτικά αποτελέσματα είναι ανάλογα με τα παραπάνω ευρήματα αμφοτέρων

περιόδων ανάλυσης. Ειδικότερα, η ποσότητα DNA του ΜΑΡ στα κόπρανα των

ζώων που εξετάστηκαν είναι στατιστικά σημαντικά χαμηλότερη την περίοδο ΡΡ1

σε σύγκριση με τις ΡΡ2 και 3, και υψηλότερη κατά την περίοδο FΡ4 σε σύγκριση

με την FP5 (Πίνακας 5).

Το γεγονός ότι το αποτέλεσμα του προκαταρκτικού και του κύριου σταδίου

της ανάλυσης είναι παρόμοιο αλλά όχι ταυτόσημο, οφείλεται πιθανότατα στο

μέγεθος του δείγματος, το οποίο στο πρώτο στάδιο ήταν περίπου το μισό από ότι

στο δεύτερο (P: n=42, F: n=85). Στο μικρότερο άλλωστε μέγεθος του δείγματος

μπορεί να αποδοθεί επίσης το γεγονός ότι, αναφορικά με την περιγεννητική

περίοδο, το επίπεδο θετικότητας παρουσίασε μεγαλύτερη διακύμανση κατά το
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προκαταρτικό στάδιο σε σύγκριση με το τελικό (PP1 και 2 versus FP1-4).

Προκύπτει δηλαδή ότι στις περιόδους δειγματοληψίας FP1-4, η αύξηση του

μεγέθους του δείγματος είχε ως αποτέλεσμα την εξομάλυνση της διακύμανσης, η

οποία παρουσιάζονταν πολύ εντονότερη στις αντίστοιχες περιόδους της

προκαταρτικής μελέτης (PP1 και 2). Ωστόσο, παρά το γεγονός ότι το αποτέλεσμα

που καταγράφηκε κατά τα δύο στάδια της ανάλυσης δεν ταυτίζεται, τουλάχιστον

σε ότι αφορά τη διακύμανση της θετικότητας σε στατιστικά σημαντικό επίπεδο,

πρέπει να σημειωθεί ότι η μεταβολή του ποσοστού των ζώων που αντέδρασαν

θετικά στη real time PCR στις διάφορες περιόδους δειγματοληψίας ακολουθεί

ένα πρότυπο που είναι παρόμοιο σε αμφότερα στάδια, με τα υψηλότερα ποσοστά

να καταγράφονται μετά τον τοκετό, δηλαδή στις περιόδους  ΡΡ2 και FΡ4

(ΡΡ1=13.88%, ΡΡ2=59.52%, ΡΡ3=47.6%, FΡ1=38.33%, FΡ2=38.27%,

FΡ3=34.11%, FΡ4=40%, FΡ5=21.3%). Είναι αξιοσημείωτο ότι η ανάλυση με real

time PCR ενός και μόνο δείγματος κοπράνων σε καθεμία από τις συγκεκριμένες

περιόδους (PP2 και FP4) επέτρεψε την ανίχνευση των θετικών ατόμων σε

ποσοστό αντίστοιχα, 59.5 ± 14.85% και 40.0 ± 10.41% (Mataragka et al., 2017).

Η αύξηση του επιπέδου θετικότητας στο ΜΑΡ μετά τον τοκετό ενισχύεται

και από τα ευρήματα που καταγράφηκαν στα δύο στάδια της ανάλυσης, σε σχέση

με ζώα που αντέδρασαν θετικά στη real time PCR περισσότερες από μία φορές.

Αναλυτικότερα, το ποσοστό των ζώων που αντέδρασαν θετικά περισσότερες από

μία φορές στη real time PCR μετά τον τοκετό (PP2 και FP4) ήταν στατιστικά

σημαντικά υψηλότερο και στα δύο στάδια της δειγματοληψίας σε σύγκριση με

τις άλλες περιόδους.

Η διακύμανση της αποβολής του ΜΑΡ μέσω των κοπράνων σε σχέση με

τον τοκετό αναλύεται για πρώτη φορά αναφορικά με το πρόβατο, στο πλαίσιο
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της παρούσας μελέτης. Ανάλογες μελέτες έχουν διεξαχθεί σε βοοειδή και

πρόβατα σε σχέση αντίστοιχα με τον τοκετό και την καταπόνηση, και παρέχουν

αντικρουόμενα αποτελέσματα (Rossiter and Burhans, 1996, Kennedy, 2011;

Kauffman et al., 2014, Pribylova-Dziedzinska et al., 2014). Ασφαλώς αυτό είναι

σε μεγάλο βαθμό αναμενόμενο, δεδομένου του αριθμού των παραγόντων που θα

μπορούσαν να επηρεάσουν το αποτέλεσμα της συγκεκριμένης μελέτης, στους

οποίους συμπεριλαμβάνεται η επάρκεια των μέσων εργαστηριακής ανάλυσης

(χαμηλό όριο ανίχνευσης, ευαισθησία, ειδικότητα, ψευδείς αντιδράσεις), η

έκθεση των ζώων σε παράγοντες καταπόνησης (Korou et al., 2010, Kennedy,

2011, Marquetoux et al., 2018), η επαφή με άλλα ζώα, η διατροφή, η υγιεινή

κατάσταση, η γενετική προδιάθεση των ζώων στη νόσο σε επίπεδο ατόμου και

φυλής, η έκθεση σε περιβαλλοντικές πηγές λοίμωξης, κ.α.. Για να περιοριστεί η

δυναμική ορισμένων έστω από αυτές τις παραμέτρους στο αποτέλεσμα της

ανάλυσης, η παρούσα μελέτη διεξήχθη με εργαστηριακές μεθόδους

διαπιστευμένες κατά ISO17025, επεκτάθηκε χρονικά σε μια περίοδο περίπου

τριών ετών, και εφαρμόστηκε σε ομάδα ζώων που εκτρέφεται υπό συνθήκες

διαρκώς παρακολουθούμενη διατροφής, χωρίς πρόσβαση σε βοσκότοπους και

επαφή με άλλα ζώα.

Σε ότι αφορά τη δομή του πειραματικού σχεδιασμού, πρέπει επίσης να

σημειωθεί ότι στο προκαταρκτικό στάδιο της ανάλυση χρησιμοποιήθηκε εκτός

της real time PCR και η ELISA, διότι, αντίθετα με την in vitro απομόνωση του

MAP της οποίας η ολοκλήρωση προϋποθέτει επώαση των δειγμάτων για

αρκετούς μήνες (Harris and Barletta, 2001), οι δύο συγκεκριμένες μέθοδοι

διεξάγονται μέσα σε λίγες μόνο ώρες και μπορούν συνεπώς να χρησιμοποιηθούν

εύκολα για τον έλεγχο της παραφυματίωσης στην πράξη (Lavers et al., 2014,
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Singh et al., 2014, Laurin et al., 2015, ΙΑΡ, 2017, Barkema et al., 2018, Gautam

et al., 2018). Δυστυχώς, η χρήση της ELISA ανέδειξε τη μεγάλη διαγνωστική της

ανεπάρκεια σε σχέση με την παραφυματίωση του προβάτου, κάτι που συνάδει με

τα ευρήματα και άλλων μελετών από τις οποίες προκύπτει ότι η οροθετικότητα

προβάτων με υποκλινική παραφυματίωση είναι πολύ χαμηλή (Kostoulas et al.,

2006; EFSA AHAW Panel, 2017; Whittington et al., 2017). Για τον λόγο αυτόν,

η ανάλυση που διεξήχθη στο δεύτερο στάδιο αυτής της μελέτης βασίστηκε

αποκλειστικά στη real time PCR, της οποίας το πολύ χαμηλό ελάχιστο όριο

ανίχνευσης, συμβάλλει σημαντικά στην αύξηση της ευαισθησίας της. Αυτό

προϋποθέτει ωστόσο επαναλαμβανόμενους ελέγχους, δεδομένου ότι η αποβολή

του ΜΑΡ στα κόπρανα είναι διαλείπουσα. Σε σχέση με αυτό αξίζει να

επισημανθεί ότι ο αριθμός των ζώων που αντέδρασαν θετικά στη real time PCR

σε περισσότερες από μία περιόδους δειγματοληψίας, παρουσίασε στατιστικά

σημαντική μείωση στο προκαταρκτικό στάδιο της ανάλυσης (P=0.0298), η οποία

ήταν ακόμη πιο έντονη στο τελικό (P<0.0001). Είναι ίσως ενδιαφέρον να

σημειωθεί ότι το 10.47% (9 από 86) των εξεταζόμενων ζώων με real time PCR

αντέδρασε αρνητικά σε όλα τα στάδια της συλλογής δειγμάτων, ενώ κανένα (0

στα 86) θετικά, το οποίο δείχνει μάλλον σαφώς πόσο δύσκολη είναι η ανίχνευση

των θετικών στο MAP ζώων στην πράξη, ακόμη και σε μια εκτροφή προβάτων

που αποτελείται σχεδόν αποκλειστικά από μολυσμένα ζώα.

Προσεγγίζοντας αιτιολογικά το αποτέλεσμα της παρούσας μελέτης,

τουλάχιστον στον βαθμό που αυτό είναι δόκιμο δεδομένης της δομής της, θα

μπορούσε κανείς να αποδώσει τη μείωση της αποβολής του ΜΑΡ προ του

τοκετού κατά το προκαταρτικό στάδιο της ανάλυσης, στη φυσιολογική ελάττωση

της γαστρεντερικής δραστηριότητας, κατά τη συγκεκριμένη περίοδο (PP1),
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(Reece, 2009). Επισημαίνεται ότι οι τελευταίες περίοδοι δειγματοληψίας (PP3 /

FP5) συμπεριλήφθηκαν στην παρούσα έρευνα προκειμένου να προσδιοριστεί το

επίπεδο θετικότητας στον πληθυσμό που μελετήθηκε όταν τα ζώα δεν τελούσαν

υπό την επίδραση της εγκυμοσύνης ή του τοκετού, ώστε να εκτιμηθεί κατά

πόσον η διακύμανση της αποβολής του ΜΑΡ συνδέεται ειδικά με τον τοκετό.

Δεδομένου ότι από το αποτέλεσμα της προκαταρκτικού σταδίου της ανάλυσης

αναδεικνύεται η συσχέτιση μεταξύ της αποβολής του MAP και του τοκετού, η

σύνδεση μεταξύ τους διερευνήθηκε λεπτομερέστερα στο κύριο στάδιο της

ανάλυσης, το οποίο συνίστατο επιπροσθέτως από δύο περιόδους δειγματοληψίας

που κάλυπταν τα διαστήματα, λίγες ήμερες πριν (FP2), και μετά τον τοκετό

(FP3). Συγκρίνοντας τα σχετικά αποτελέσματα (FP2-3) με αυτά των περιόδων 4-

15 ημέρες πριν (FP1), και μετά τον τοκετό (FP4), προκύπτει ότι η αποβολή του

MAP παραμένει σχετικά χαμηλή σε όλη την περίοδο μεταξύ FP1 και FP3, και

αυξάνεται κατά την FP4, κάτι που συνάδει με τη φυσιολογική μεταβολή της

γαστρεντερικής δραστηριότητας των ζώων λόγω του τοκετού. Ωστόσο, αυτό δεν

μπορεί να εξηγήσει το υψηλότερο επίπεδο αποβολής του MAP 4-15 ημέρες μετά

τον τοκετό (FP4), σε σύγκριση με την περίοδο (FP5). Πιο συγκεκριμένα, εάν ο

μόνος παράγοντας που καθόριζε τη διακύμανση της αποβολής του MAP ήταν η

μειωμένη γαστρεντερική δραστηριότητα, το ποσοστό των θετικών ζώων κατά

την περίοδο FP4 δεν θα ήταν υψηλότερο από την FP5, ασφαλώς όχι σε

στατιστικά σημαντικό επίπεδο. Με αυτό ως δεδομένο, θα μπορούσε να

υποστηριχθεί ότι, αν και η μικρή διακύμανση του ποσοστού θετικότητας κατά

την περιγεννητική περίοδο μπορεί να σχετίζεται με τη μειωμένη λόγω τοκετού

γαστρεντερική δραστηριότητα, η αύξηση του ποσοστού θετικότητας, σε ποιοτικό

και σε ποσοτικό επίπεδο 4-15 ημέρες μετά τον τοκετό σε σύγκριση με την ξηρά
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περίοδο, είναι μάλλον πιθανότερο ότι σχετίζεται με την έναρξη της γαλουχίας.

Αυτό μπορεί να οφείλεται στην καταπόνηση ή και στην αύξηση της

γαστρεντερικής δραστηριότητας, η οποία αργότερα επιστρέφει στο φυσιολογικό,

οδηγώντας σε χαμηλότερα επίπεδα θετικότητας (αριθμός θετικών ζώων στο

ΜΑΡ και ποσότητα DNA MAP) κατά την περίοδο FP5.



66

Θ. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ

Σε πρόβατα με ιστορικό μη-κλινικής παραφυματίωσης, η θετικότητα στη

real time PCR στα κόπρανα μεγιστοποιείται, σε ποιοτικό και σε ποσοτικό επίπεδο, 4-

15 ημέρες μετά τον τοκετό. Από την άποψη αυτή, η συγκεκριμένη περίοδος είναι η

πιο κατάλληλη για τον περιορισμό της διάδοσης της νόσου μέσω ελέγχου και

απομάκρυνσης των θετικών ζώων. Η χρήση της ELISA για τον ίδιο σκοπό δεν

ενδείκνυται σε σχέση με τη συγκεκριμένη κατηγορία ζώων, λόγω χαμηλής

ευαισθησίας.
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