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II. 'Εργαστηριακή διάγνωση της Προϊούσας Πνευμονίας (Maedi) 

Μ. ΜΑΣΤΓΟΓΙΑΝΝΗ*. Ο. ΜΑΓΓΑΝΑ*, Α. ΣΕΪΜΕΝΗΣ*, Ε. ΣΚΟΥΛΑΣ** 

SLOW VIRUS DISEASES OF THE SHEEP IN GREECE 

II. Laboratory diagnosis of Progressive Pneumonia (Maedi) 

M. MASTROYIANNI*. O. MANGANA*, A. SEIMENIS*. E. SCOULAS** 

S U M M A R Y 

Pulmonary Adenomatosis (Jaagsiekte) and Progressive Pneumonia (Maedi) of the sheep were 
reported in Greece in 1952 the first and in 1967 the second. Clinical cases have been recognised 
in sheep flocks in various parts of the country ever since. Their study was based on the clinical, 
anatomopathological and histopathological findings. 

The laboratory diagnosis for Maedi was recently introduced using the agar gel immunodif­
fusion test, in petri dishes, according the cutlip's method. Two templates cutting wells of different 
capacity were used: 60μ! the first and 30μ1 the second. 

Beside the less quantity of reagents required, precipitation lines appeared twenty four hours 
earlier than with the first template however, more experience is needed before final conclusions 
could be drown. 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Ή Άδενο)ματώδης Πνευμονία (Jaagsiekte) και ή Προϊούσα Πνευμονία (Maedi) τοΰ προβά­
του, πού περιλαμβάνονται στην ομάδα των «Βραδέων 'Ασθενειών άπό Ιούς», αναφέρθηκαν για 
προ')τη φορά στην Ελλάδα τό 1952 ή πρώτη1 και το 1967 ή δεύτερη2. 

Άπό τό 1970 και πέρα πού ξεκίνησε μιά συστηματικότερη μελέτη τών πιο πάνω 
ασθενειών-1·4·5 καί κατά συνέπεια μία ευρύτερη πληροφόρηση τών κτηνιάτρων, ή παρουσία τους 
διαπιστο')νεται ολοένα καί συχνότερα ιδιαίτερα σέ ορισμένες περιοχές. 

'Από τά στοιχεία πού συλλέχθηκαν μέχρι σήμερα άπό κλινικά περιστατικά καί παθολογικά 
υλικά, τά όποια κατά τρόπο οχι συστηματικό έφθαναν στο 'Εργαστήριο, συμπεραίνεται δτι στή 
χώρα μας ή Προϊούσα Πνευμονία (Π.Π.) έχει μεγαλύτερη έκταση άπό την Άδενωματώδη 
(Α.Π.) 

Μέχρι σήμερα ή διάγνίοση στηριζόταν στά κλινικά, άνατομοπαθολογικά καί ίστοπαθολογι-
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κά ευρήματα. Ή μεθόδευση αυτή, δν και τα αποτελέσματα της δέν θέτονται σε αμφιβολία, δέν 
παρέχει τήν δυνατότητα εκτίμησης της έκτασης μιας μόλυνσης. Αυτό είναι δυνατό να διαπι-
στο)θεΐ. δπως είναι γνωστό μόνο μέ ορολογικές μεθόδους. 

Για τήν Α.Π. δέν υπάρχει μέχρι σήμερα καμιά εργαστηριακή διαγνωστική δοκιμή έκτος από 
τήν κλασσική διαδικασία πού αναφέρεται πιο πάνω. Για τήν Π.Π., αντίθετα, εφαρμόζονται διά­
φορες τεχνικές περισσότερο ή λιγότερο απλές, περισσότερο ή λιγότερο ευαίσθητες. Κάθε μια α­
πό αυτές παρέχει τήν δυνατότητα συνολικής εκτίμησης της έπιζωοτιολογικής κατάστασης μιας 
περιοχής ή ενός κοπαδιού. 

Στην παρακάτω εργασία περιγράφεται ή τεχνική που εφαρμόσθηκε στό Εργαστήριο για τήν 
διάγνωση της Π.Π. (Maedi). 

"Εργαστηριακές τεχνικές πού χρησιμοποιούνται, είναι ή άνοσοενζυμοαντίδραση (ELISA 
test), ό έμμεσος άνοσοφθορισμός, ή άνοσοδιάχυση σέ δγαρ, ή όροεξουδετέρωση, ή εκτροπή τοΰ 
συμπληρίόματος καί ή παθητική αίμοσυγκόληση. 'Ακολουθήθηκε ή άνοσοδιάχυση σέ δγαρ, Ô-
πο)ς αυτή περιγράφεται παρακάτω, επειδή είναι γνωστή ή ευαισθησία της καί επειδή τό εργα­
στήριο διέθετε τον αναγκαίο εξοπλισμό καί προηγούμενη εμπειρία άπό τήν διάγνωση τοΰ κα-
ταρροϊκοΰ πυρετού τοΰ προβάτου. 

ΥΛΙΚΑ 

'Αντιγόνο: Το αντιγόνο πού χρησιμοποιήθηκε στην πρώτη φάση προερχόταν 
άπό τήν Γαλλία (Laboratoire Central des Recherches Vétérinaires) 

Σέ δεύτερη φάση παρασκευάσθηκε δικό μας αντίγονο. Ή παραγωγή έγινε 
σέ κύτταρα χοριοειδούς πλέγματος προβάτου πού καλλιεργήθηκαν σέ υλικό 
199 μέ 10% όρό εμβρύου μόσχου. Ό ίός Maedi πού χρησιμοποιήθηκε ήταν 
τό στέλεχος WLC,. 'Ακολουθήθηκε ή μέθοδος παρασκευής δπως περιγράφεται 
άπό τον Cutlip6 μέ τήν διαφορά δτι χρησιμοποιήθηκε PEG 6 0 0 0 . Τό αντιγό­
νο αυτό διατηρεί τήν λοιμογόνα του δύναμη, δέν είναι στείρο καί πρέπει να 
διατηρείται σέ λυόφιλο κατάσταση στους +4°C ή στην κατάψυξη —80°. 
Θετικός ορός: Στην πρώτη φάση χρησιμοποιήθηκε θετικός όρος προέλευσης 
Γαλλίας καί στή συνέχεια οί οροί προβάτων πού είχαμε προηγούμενα ελέγξει 
δτι έδιναν καλό θετικό αποτέλεσμα. 
"Αγαρ: 1% διάλυση δγαρ σέ ρυθμιστικό διάλυμα Tris 0,05Μ, pH 7,2 καί 8% 
NaCl πού προστίθετο στό τελικό μίγμα. 
Τρυβλία Petri: Πλαστικά μιας χρήσης διαμέτρου 9 εκατ. 
Όροι για έλεγχο: Προέρχονταν άπό κοπάδια της περιοχής Χανίων καί Ρεθύμ­
νης Κρήτης πού ήταν ύποπτα για προσβολή άπό Maedi. Ή ηλικία των προ­
βάτων ήταν 1-8 ετών. Μετά τήν πήξη έγινε φυγοκέντρηση γιά νά συλλέγει ό 
ορός. Συνολικά έλέχθηκαν 24 οροί. 

ΜΕΘΟΔΟΣ 

Εφαρμόσθηκε ή μέθοδος τοΰ Cutlip6, βάζοντας στά τρυβλία πού προανα­
φέρθηκαν 16ml άγαρ καθαρό. Μετά τήν πήξη διανοίχθηκαν οί οπές: μία στό 
κέντρο καί έξη περιφερειακές. Χρησιμοποιήθηκαν δύο ειδών καλούπια (tem­
plates). . 

Στό πρώτο είδος οί οπές είχαν διάμετρο 8 χιλ. κάί απόσταση μεταξύ τους 
3 χιλ. μέ χωρητικότητα 60 μικρολίτρα. 
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Στό δεύτερο είδος οί οπές είχαν διάμετρο 5 χιλ. και απόσταση μεταξύ τους 
3 χιλ. μέ χοορητικότητα περίπου 30 μικρολίτρα. Σ' αυτή την περίπτωση ή πο­
σότητα τοϋ άγαρ στα τρυβλία ήταν 10ml. Σκεφθήκαμε να χρησιμοποιήσουμε 
τό δεύτερο αυτό καλούπι που χρησιμοποιούμε και στή διάγνωση του καταρ-
ροϊκοΰ πυρετού για εξοικονόμηση αντιδραστηρίων, αν καί δέν αναφέρεται 
στην βιβλιογραφία. Στό κέντρο τοποθετήθηκε τό αντιγόνο καί περιφερειακά ό 
θετικός όρος έναλασσόταν μέ τον όρο για έλεγχο. 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Τα τρυβλία εξετάζονταν στις 24, 48 καί 72 ώρες. Είχαμε 6 θετικά, 12 ελα­
φρά θετικά καί 6 αρνητικά αποτελέσματα. 

Εκείνα στά όποια χρησιμοποιήθηκε τό δεύτερο είδος καλουπιού, μέ τήν 
μικρότερη περιεκτικότητα αντιδραστηρίων, υπερτερούσαν τοΰ πρώτου ως 
προς: 

—τήν ταχύτερη εμφάνιση γραμμής κατακρίμνησης (κατά τό πλείστον 24 
ώρες νωρίτερα άπό τό πρώτο). 

—τήν εξοικονόμηση αντιδραστηρίων. 
Δημιουργούνται δμως σκέψεις.γιά τις αντιφάσεις πού διαπιστώθηκαν, σέ 

ορισμένες περιπτώσεις, στά αποτελέσματα πού ελήφθησαν άπό τήν χρησιμο­
ποίηση των δύο καλουπιών. Υπήρξε μία περίπτωση δπου εφαρμόζοντας τό 
πρώτο καλούπι (τό μεγαλύτερο) λάβαμε αποτέλεσμα ελαφρά θετικό, ένώ τό ί­
διο δείγμα όρου δταν χρησιμοποιήθηκε μέ τό δεύτερο καλούπι (τό μικρότερο) 
εδ(οσε ξεκάθαρα θετική αντίδραση. 'Ακόμη πέντε όροι πού ήσαν αρνητικοί μέ 
τό πρώτο καλούπι αποδείχθηκαν ελαφρά θετικοί μέ τό δεύτερο. 

ΕΪναι πιθανό αυτή ή σέ πρώτη οψη αντίφαση να φανερώνει κάποια υψηλό­
τερη ευαισθησία πού δημιουργεί ή μικρότερη ποσότητα αντιδραστηρίων. Γιά 
τόν λόγο αυτό κρίνεται αναγκαία περισσότερη μελέτη πρίν συναχθούν οριστι­
κά συμπεράσματα. 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Γιά τήν εργαστηριακή διάγνωση της Π.Π. (Maedi) χρησιμοποιήθηκαν καί 
συζητήθηκαν πολλές τεχνικές. 

Οί Dawson κ.ά.7 συγκρίνουν τις μεθόδους ELISA, έμεσο άνοσοφθορισμό 
καί άνοσοδιάχυση σέ άγαρ. Ή ELISA είναι μία σύγχρονη διαγνωστική τεχνι­
κή πού απαιτεί δμο)ς πολύ καθαρά αντιδραστήρια καί είδικό εργαστηριακό ε­
ξοπλισμό. Ό έμμεσος άνοσοφθορισμός είναι δοκιμασμένη τεχνική σέ πολλές 
ιώσεις, απαιτεί δμοος αντιδραστήρια πού πρέπει νά παρασκευάσει τό ϊδιο τό 
εργαστήριο γιατί δέν υπάρχουν στό εμπόριο καί είδικό εξοπλισμό. 

Ή άνοσοδιάχυση είναι ή πιό απλή τεχνική. Βέβαια απαιτεί παρασκευή αν­
τιδραστηρίου, εξασκημένο βοηθητικό προσωπικό καί εμπειρία στην αξιολόγη­
ση τών άποτελεσμάτο>ν. 

Όπο)ς αναφέρει ό Dawson7 γιά μια εργαστηριακή τεχνική λαμβάνονται 
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ύπ' όψιν ή ευαισθησία, ή ειδικότητα και ή συνέπεια. Οί τρεις παραπάνω τεχνι­
κές πού δοκίμασε είναι ευαίσθητες και είδικές στον ίδιο βαθμό και εξαρτάται 
τελικά άπό τα εργαστήρια ποια θα υιοθετήσουν. 

Ό Cutlip6 περιγράφοντας την τεχνική της άνοσοδιάχυσης λέει δτι είναι 
μία ικανοποιητική καί όχι περίπλοκη τεχνική γιά τήν ανίχνευση των ίζηματι-
κών άνοσοσφαιρινών καί χρησιμοποιεί τό πρώτο είδος καλουπιού. 'Αναφέρει 
οτι οί ίζηματινοσφαιρίνες εμφανίζονται νωρίτερα άπό τα έξουδετερωτικά αντι­
σώματα στα πειραματικά μολυσμένα ζώα. 

Ό ϊδιος συγγραφέας10 αναφέρει δτι βρήκε τα αποτελέσματα της παθητικής 
αίμοσυγκόλλησης καί τής εκτροπής τοΰ συμπληρώματος δχι σταθερά. 'Αντί­
θετα τά αποτελέσματα τής άνοσοδιάχυσης διακρίνονται γιά τήν έπαναληψιμό-
τητά τους καί κατά συνέπεια τήν αξιοπιστία τους. Με λίγες εξαιρέσεις, πρόβα­
τα μέ αλλοιώσεις Π.Π. ή πρόβατα άπό τά όποια απομονώθηκε ό ίός εϊναι θετι­
κά μέ τήν άνοσοδιάχυση σε άγαρ καί παραμένουν οροθετικά γιά δλη τους τή 
ζωή. 

Ό Winward κ.ά8 χρησιμοποιεί τήν άνοσοδιάχυση μέ καλούπι πεντάγωνο 
(5 θέσεις γύρω άπό τήν κεντρική οπή), ή εξάγωνο (6 θέσεις γύρω άπό τήν 
κεντρική οπή). Καταλήγει στό εξάγωνο καί χρησιμοποιεί άντικειμενοφόρους 
πλάκες αντί τριβλία Petri. Βρίσκει δτι εξοικονομεί αντιδραστήρια καί χρόνο 
εμφάνισης γραμμών κατακρίμνησης. 

Τέλος, άλλοι συγγραφείς9 στό παρελθόν εφάρμοζαν τήν όροεξουδετέρωση 
καί τήν εκτροπή τού συμπληρώματος. 

Συμπερασματικά μπορεί νά αναφερθεί δτι άπό τις διάφορες εργαστηριακές 
τεχνικές διάγνίοσης τής Maedi ή άνοσοδιάχυση σέ δγαρ καί ή δοκιμή ELISA 
κατέχουν τά περισσότερα πλεονεκτήματα. Κατά συνέπεια κάθε εργαστήριο θά 
πρέπει νά σταθμίσει τις δυνατότητες του σέ κατάλληλο προσωπικό, εξοπλισμό 
καί αντιδραστήρια, γιά νά καταλήξει ποια τεχνική θά εφαρμόσει. 

Τελειώνοντας θά θέλαμε νά τονίσουμε δτι επειδή ή προϊούσα πνευμονία 
τοΰ προβάτου τείνει νά αποτελέσει πρόβλημα γιά τήν ανάπτυξη τής προβατο-
τροφίας, θά πρέπει νά προγραμματισθεί εκτεταμένη Ερευνα, αρχικά στή Κρήτη 
καί μετά νά επεκταθεί σέ άλλες προβληματικές περιοχές. 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Ή Άδενοοματώδης Πνευμονία (Jaagsiekte) καί ή Προϊούσα Πνευμονία 
(Maedi) του προβάτου αναφέρθηκαν στην Ελλάδα τό 1952 ή πρώτη καί τό 
1967 ή δεύτερη. Κλινικά περιστατικά διαπιστώθηκαν, Εκτοτε, σέ κοπάδια προ­
βάτου σέ διάφορες περιοχές τής χώρας καί μελετήθηκαν άνατομοπαθολογικά 
καί ίστοπαθολογικά. 

Ή εργασία αυτή αναφέρεται αποκλειστικά στην εργαστηριακή διάγνωση 
τής Προϊούσας Πνευμονίας. 'Εφαρμόστηκε ή τεχνική τής άνοσοδιάχυσης σέ 
άγαρ χρησιμοποιώντας καλούπι μέ διαφορετικές διαστάσεις άπό αυτό πού 
χρησιμοποιείται μέχρι σήμερα γιά τήν διάγνωση τής Maedi (μικρότερη περιεκ­
τικότητα αντιδραστηρίων) μέ καλά αποτελέσματα. 
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