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ΑΝΑΓΝΩΡΙΣΗ 

 

Η παρούσα διδακτορική διατριβή αφορά ένα ιδιαίτερα δύσκολο να μελετηθεί 

παθογόνο. Ακριβώς λόγω των απαιτήσεων του παθογόνου, άρα των δυσκολιών για 

την εργαστηριακή του μελέτη, ελάχιστοι ερευνητές έχουν ασχοληθεί στη χώρα μας 

μέχρι τώρα με την λεπτοσπείρωση των ζώων. Ως εκ τούτου δεν υπάρχει συλλογική 

εμπειρία και οργάνωση, που θα διευκόλυνε την προσπάθειά μας. Υπό αυτές τις 

συνθήκες, η προσπάθεια δεν θα είχε ευοδωθεί, αν πολλοί άνθρωποι δεν μας 

βοηθούσαν με ιδιαίτερο ζήλο. Σε αυτούς τους ανθρώπους χρωστάω ευχαριστίες και 

αναγνώριση, που από τη θέση τους με βοήθησαν ανιδιοτελώς.  

Πρώτη εξ αυτών είναι η επιβλέπουσα της διατριβής κ Αγγελική Ρόδη – 

Μπουριέλ, καθηγήτρια Κτηνιατρικής Μικροβιολογίας. Η υπομονή της και η διαρκής 

προσπάθεια αντιμετώπισης των πολλών προβλημάτων, οικονομικών και τεχνικών, 

που συνεχώς παρουσιάζονταν, μου έδινε κουράγιο να συνεχίσω, αν και τα χρόνια 

περνούσαν.          

 Η γνωριμία της κας Μπουριέλ με τον Διευθυντή του Εργαστηρίου Αναφοράς 

της Λεπτοσπείρωσης της Μεγάλης Βρετανίας, καθηγητή Woodward Martin, ήταν ο 

λόγος που το Εργαστήριο στήριξε την προσπάθειά μας οικονομικά και τεχνικά. Τον 

ευχαριστώ για την ανεκτίμητη οικονομική και τεχνολογική συνεισφορά του 

Εργαστηρίου του, μέλος του οποίου ήταν ο αρχιτεχνικός Dr Dalley Charlie, που με το 

προσωπικό του μας βοήθησαν στην εκτέλεση εκατοντάδων ορολογικών δοκιμών με 

ενθουσιασμό και επιστημονική αρτιότητα. 

Ο Διευθυντής του Εργαστηρίου Κτηνιατρικής Δημόσιας Υγείας της Εθνικής 

Σχολής Δημόσιας Υγείας, καθηγητής Κοντός Βασίλειος, αν και αναγκάσθηκε λόγω 

οικονομικών δυσκολιών να διακόψει την εργαστηριακή υποστήριξη για την 

απομόνωση του παθογόνου, μας φιλοξένησε για πολλούς μήνες. Αυτή του η 

συνεισφορά ήταν πολύτιμη, διότι μου επέτρεψε να εκπαιδευθώ στην τεχνική 

απομόνωσης και να αντιληφθώ πολύ ενωρίς ότι το παθογόνο είχε ενδιαφέρουσες 

επιστημονικά ιδιαιτερότητες, που αξίζει να γίνουν αντικείμενο μελέτης νεαρότερων 

συναδέλφων.  

Θα ήταν αδύνατον οι ανωτέρω να με είχαν βοηθήσει, εάν δεν είχα ουσιαστική 

και αναντικατάστατη βοήθεια από πολλούς συναδέλφους κτηνιάτρους των 
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Κτηνιατρικών Υπηρεσιών της Πελοποννήσου στις δειγματοληψίες που εκτέλεσα. 

Τους ευχαριστώ όλους και ιδιαίτερα τον Διευθυντή του Κτηνιατρικού Εργαστηρίου 

Τρίπολης Νικήτα Γιακουμή, ο οποίος μας βοήθησε πέραν της συλλογής ορών 

αίματος, στην διερεύνηση των αιτίων αποβολών και στην εντόπιση των περιοχών 

υψηλού κινδύνου.   

Επίσης ιδιαίτερα σημαντική ήταν η βοήθεια, που μας παρείχαν οι συνάδελφοι 

του Ινστιτούτου Λοιμωδών και Παρασιτικών Νοσημάτων του Κέντρου Κτηνιατρικών 

Ιδρυμάτων Αθηνών:           

 Κασιμάτης Θεόδωρος, Προϊστάμενος του Τμήματος Διαγνωστικής 

Παθολογικής Ανατομικής, που μας διέθεσε την υλικοτεχνική υποστήριξη για την 

ιστοπαθολογική διερεύνηση της Λεπτοσπείρωσης.      

 Ορφανού Ελένη, Προϊσταμένη του Τμήματος Μικροβιολογίας, που βοήθησε 

με το kit ορολογικής προδιερεύνησης της Λεπτοσπείρωσης.    

 Δρ Μπουτσίνη Σοφία, Προϊσταμένη του Τμήματος Παρασιτολογίας, που 

βοήθησε στην ορολογική διερεύνηση του Toxoplasma gondii, αλλά και ως σύζυγός 

μου με συμβούλευε και με βοηθούσε τεχνικά, επιστημονικά και ηθικά. 

 

Ευχαριστώ επίσης τους, 

Καθηγητή Μπιλλίνη Χαράλαμπο του Εργαστηρίου Μικροβιολογίας και 

Παρασιτολογίας του Τμήματος Κτηνιατρικής ΠΘ, ο οποίος μαζί με την κτηνίατρο 

Τουλούδη Αντωνία μας  βοήθησε στην εκτέλεση της PCR.    

 Καθηγητή Λεοντίδη Λεωνίδα του Τμήματος Κτηνιατρικής του ΠΘ και 

 Αναπληρωτή καθηγητή του ΑΠΘ Κρήτα Σπυρίδωνα, που ως μέλη της 

συμβουλευτικής επιτροπής έδειξαν κατανόηση στις καθυστερήσεις, που προέκυψαν 

και τις διακοπές φοίτησης, που αναγκάστηκα να κάνω για λόγους υγείας. 

 

Τέλος ευχαριστώ τα παιδιά μου Μαρίνα, συνάδελφο επί πτυχίω, και Αντώνη, που μου 

εξέφραζαν διαρκώς την υπερηφάνειά τους για την προσπάθειά μου.  

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Τη διατριβή αφιερώνω  

στους αποβιώσαντες γονείς μου,  

στη σύζυγό μου και στα παιδιά μου 

 

 

  

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



7 

 

ΕΥΡΕΤΗΡΙΟ ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΩΝ Σελ. 

  

ΠΕΡΙΛΗΨΗ 10 

ABSTRACT 14 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1: ΑΝΑΣΚΟΠΗΣΗ ΤΗΣ ΚΕΙΜΕΝΗΣ ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑΣ 17 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΣΤΗ ΛΕΠΤΟΣΠΕΙΡΩΣΗ ΤΩΝ ΖΩΩΝ ΚΑΙ ΤΟΥ 

ΑΝΘΡΩΠΟΥ 

18 

1.2. Ο ΑΙΤΙΟΛΟΓΙΚΟΣ ΠΑΡΑΓΟΝΤΑΣ ΚΑΙ ΟΙ ΤΑΞΙΝΟΜΙΚΕΣ 

ΙΔΙΑΙΤΕΡΟΤΗΤΕΣ ΤΟΥ 

21 

Πίνακας 1: Είδη του γένους Leptospira 23 

1.3. ΔΙΑΣΠΟΡΑ ΤΩΝ ΟΡΟΤΥΠΩΝ ΣΤΑ ΖΩΑ 26 

1.4. ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΠΟΥ ΕΠΗΡΕΑΖΟΥΝ ΤΗΝ ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑ ΤΟΥ 

ΓΕΝΟΥΣ LEPTOSPIRA 

31 

1.5. ΜΟΡΙΑΚΗ ΔΟΜΗ ΤΟΥ ΠΑΘΟΓΟΝΟΥ ΚΑΙ ΜΟΡΙΑΚΕΣ ΜΕΘΟΔΟΙ 

ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ ΤΟΥ                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      

39 

1.6. Η ΣΗΜΑΣΙΑ ΤΗΣ ΛΕΠΤΟΣΠΕΙΡΩΣΗΣ ΣΤΗ ΔΗΜΟΣΙΑ ΥΓΕΙΑ 44 

1.7. Η ΟΙΚΟΝΟΜΙΚΗ ΣΗΜΑΣΙΑ ΤΗΣ ΛΕΠΤΟΣΠΕΙΡΩΣΗΣ ΤΩΝ 

ΠΑΡΑΓΩΓΙΚΩΝ ΖΩΩΝ 

47 

1.8. ΠΑΘΟΛΟΓΟΑΝΑΤΟΜΙΚΕΣ ΑΛΛΟΙΩΣΕΙΣ - ΠΑΘΟΓΕΝΕΤΙΚΟΤΗΤΑ 50 

1.9. ΤΑ ΠΡΟΒΛΗΜΑΤΑ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ ΤΗΣ ΛΕΠΤΟΣΠΕΙΡΩΣΗΣ 54 

1.10.  ΜΕΘΟΔΟΣ ΜΑΤ 62 

1.11. ΜΕΙΟΝΕΚΤΗΜΑΤΑ ΚΑΙ ΠΛΕΟΝΕΚΤΗΜΑΤΑ ΤΗΣ ΜΑΤ 63 

1.12. ΠΡΟΦΥΛΑΞΗ 65 

ΣΚΟΠΟΙ ΤΗΣ ΠΑΡΟΥΣΑΣ ΜΕΛΕΤΗΣ 67 

ΣΥΝΟΠΤΙΚΗ ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑΣ ΜΕΛΕΤΗΣ ΤΟΥ 

ΠΑΘΟΓΟΝΟΥ 

68 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2: Λεπτοσπείρωση: Ένα «νεο-αναδυόμενο» σημαντικό νόσημα 

των ζώων και του ανθρώπου  

Γ. Μπίσιας, DVM, Σ. Κρήτας, DVM, PhD, DipECPHM, Α. Μπουριέλ, DVM, 

MSc, MSc, PhD, MRCVS, Β. Κοντός, DVM, PhD  

JOURNAL OF THE HELLENIC VETERINARY MEDICAL SOCIETY 2010, 

61(1): 76-84 

70 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3: ΕΝΤΟΠΙΣΗ ΠΕΡΙΟΧΩΝ ΚΑΙ ΚΟΠΑΔΙΩΝ ΥΨΗΛΟΥ 80 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



8 

 

ΚΙΝΔΥΝΟΥ 

3.1. Εισαγωγή 81 

3.2. Δημοσιευμένη Εργασία: A Serolog1ic Investigation of Some Abortion 

Causes Among Small Ruminant Flocks In Greece  

G. Bisias, A.R. Burial, S. Butsini, S.K. Kritas, L.S. Leontides (2010), Vol 8(2), 

DOI: 10.5580/28f4 

83 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4: ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΠΑΘΟΓΕΝΕΤΙΚΟΤΗΤΑΣ ΤΩΝ 

ΛΟΙΜΩΞΕΩΝ ΑΠΟ LEPTOSPIRA SPP. ΣΤΑ ΜΙΚΡΑ ΜΗΡΥΚΑΣΤΙΚΑ 

90 

4.1. Συλλογή ορών αίματος και νεφρικού ιστού για την παθογενετική 

διερεύνηση της μόλυνσης από Leptospira spp 

91 

4. 2. Απομόνωση ορότυπων του γένους Leptospira 93 

4. 3. Οροδιερεύνηση Ύποπτων για Λεπτοσπείρωση Ζώων κατά τη Σφαγή 96 

4.3. 1. Μέθοδος kit Leptospira Serology 97 

4.3. 2. Μέθοδος ΜΑΤ 97 

Πίνακας 2: Ορότυποι του γένους Leptospira για τη διερεύνηση ορών αίματος 

με τη μέθοδο ΜΑΤ 

98 

4. 4. Διερεύνηση της Μόλυνσης Ιστών με τη Μέθοδο της Polymerase Chain 

Reaction (PCR) 

99 

4.4.1. Απομόνωση του DNA 100 

4.4. 2. Συνθήκες εκτέλεσης της μεθόδου PCR 100 

4. 5. Ιστολογική Διερεύνηση Αλλοιώσεων στο Νεφρικό Ιστό 102 

4.5. 1. Μονιμοποίηση μικροϊστοτεμαχίων 103 

4.5. 2. Δημιουργία Βlock παραφίνης 104 

4.5. 3. Χρώση μικροϊστοτεμαχίων 104 

4.5. 4. Παρατήρηση του Μικροοργανισμού σε Τεμάχια Ιστού 105 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5: ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 106 

5. 1. Εντόπιση Οροθετικών Κοπαδιών προβάτων και αιγών 107 

5. 2.  Απομόνωση των Leptospira spp. 107 

5. 3. Οροδιερεύνηση Ύποπτων για Λεπτοσπείρωση Ζώων κατά τη Σφαγή 107 

α) kit Leptospira Serology 107 

β) MAT μέθοδος 108 

5. 4. Διερεύνηση της Μόλυνσης του Νεφρικού Ιστού με τη Μέθοδο της 

Polymerase Chain Reaction (PCR) 

108 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



9 

 

5. 5. Ιστολογική Διερεύνηση Αλλοιώσεων στο Νεφρικό Ιστό 108 

5.5. Εικόνες με ιστολογικές αλλοιώσεις 110 

5.6. Εργασία προς δημοσίευση: Laboratory investigation of adult small 

ruminant Leptospirosis, a neglected infection in Greece: problems and 

recommendations  

Bisias AG, Kritas CS, Billinis Ch and Burriel RA (έγινε αποδεκτή)  

JOURNAL OF THE HELLENIC VETERINARY MEDICAL SOCIETY 

 

 

112 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6: ΓΕΝΙΚΗ ΣΥΖΗΤΗΣΗ ΚΑΙ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 125 

6.1. Εισαγωγή 126 

6.2. Εντόπιση περιοχών και κοπαδιών υψηλού κινδύνου για μόλυνση με 

Leptospira spp 

128 

6. 3. Μελέτη της Παθογενετικότητας της Λοίμωξης των Μικρών 

Μηρυκαστικών από το γένος Leptospira 

132 

6.4. Συλλογή Νεφρικού Ιστού και Απομόνωση του Παθογόνου 133 

6. 5. Σημασία της οροδιερεύνησης σε περιοχές υψηλού κινδύνου κατά τη 

σφαγή 

136 

6. 6. Ανίχνευση της Leptospira spp με PCR στο νεφρικό ιστό 140 

6.7. Ιστολογικές Αλλοιώσεις 143 

ΓΕΝΙΚΑ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 149 

ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΚΕΣ ΑΝΑΦΟΡΕΣ 154 

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1  

Πίνακας 3: Αποτελέσματα Εργαστηριακής Διερεύνησης Δειγμάτων Ύποπτων 

για Λεπτοσπείρωση 

 

177 

 

 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



10 

 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η ζωονόσος λεπτοσπείρωση, γνωστή από το 1886 ως αιμορραγική, εμπύρετη νόσος 

του ανθρώπου, οφείλεται σε παθογόνους οροτύπους του γένους Leptospira της 

οικογένεια των Leptospiraceae, της τάξης των Sprirochetales. Από την απομόνωση 

του παθογόνου πριν 100 χρόνια είναι γνωστό ότι δεξαμενή του στη φύση είναι τα ζώα.  

Αρχικά ενοχοποιήθηκαν  για τη διασπορά του παθογόνου τα τρωκτικά. Όμως, 

με την πάροδο των δεκαετιών και λόγω της σημαντικότητας του παθογόνου στη 

Δημόσια Υγεία, διαφάνηκε ότι πολλά άλλα είδη ζώων ήταν φορείς του παθογόνου ή 

νοσούσαν από συγκεκριμένους οροτύπους. Μεταξύ αυτών των ζώων ήταν τα 

κατοικίδια (σαρκοφάγα και παραγωγικά), στα οποία η μόλυνση από το παθογόνο 

μπορεί να είναι από αφανής μέχρι θανατηφόρα κλινική. 

Οι επιπτώσεις από αυτά τα ζώα είναι πρώτον η διασπορά στη φύση του 

παθογόνου και δεύτερον, στην περίπτωση των παραγωγικών ζώων, οι επιπτώσεις στην 

παραγωγή (γαλακτοπαραγωγή και κρέας). Κατά την διάρκεια των πρόσφατων 

δεκαετιών, με την αύξηση του ερευνητικού ενδιαφέροντος για το γένος Leptospira, 

έχει φανεί ότι τα μικρά μηρυκαστικά είναι εξ ίσου ευπαθή με τα βοοειδή και τους 

χοίρους στη μόλυνση από το παθογόνο. Η οροθετικότητα στα διάφορα είδη ζώων και 

η διασπορά των διαφορετικών οροτύπων του παθογόνου επηρεάζονται από 

σημαντικούς παράγοντες, μεταξύ των οποίων σημαντικότερες είναι οι κλιματικές 

συνθήκες (υγρασία και θερμοκρασία). Όταν αυτές ευνοούν την παραμονή και τον 

πολλαπλασιασμό του παθογόνου στη φύση, προδιαθέτουν στην υψηλή οροθετικότητα 

και τη μεγάλη διασπορά οροτύπων.  

Η οροθετικότητα των μικρών μηρυκαστικών μπορεί να φτάσει το 60%, ενώ οι 

ορότυποι, που διεθνώς έχουν αναφερθεί, είναι οι Autumnalis, Castellonis, 

Gripotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Hardjo, Sejroe, Sermani και άλλοι.  

Στην Ελλάδα μέχρι το 2002 το νόσημα στα ζώα είχε αναφερθεί ελάχιστα. Από 

το 2002 και μετά έγιναν αρκετές προσπάθειες προσδιορισμού της οροθετικότητας των 

μικρών μηρυκαστικών. Αυτές ανέδειξαν ότι η οροθετικότητα ήταν μέχρι περίπου 

24,1% στα περιστατικά αποβολών και περίπου 11% στα φαινομενικά υγιή πρόβατα 

και αίγες. Από αυτές τις δημοσιευμένες αναφορές διαφαίνεται ότι η μελέτη της 

σημασίας του  παθογόνου στην παραγωγικότητα των μικρών μηρυκαστικών στην 
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Ελλάδα είναι παραμελημένη. Άγνωστη φάνηκε δε ότι ήταν και η σημασία αυτού του 

είδους ζώου στη Δημόσια Υγεία.  

Για τους ανωτέρω λόγους αποφασίστηκε να μελετηθεί ερευνητικά η 

παθογενετικότητα του γένους Leptospira στα μικρά μηρυκαστικά.  

Για το σκοπό αυτό επιλέχθηκε η Πελοπόννησος για τους εξής λόγους: 

Το ΚΕ.Ε.Λ.Π.ΝΟ έχει καταγράψει τους Νομούς Ηλείας και Μεσσηνίας μεταξύ αυτών 

με τη μεγαλύτερη εμφάνιση κρουσμάτων κλινικής λεπτοσπείρωσης στον άνθρωπο. 

1. Οι δύο νομοί εξυπηρετούνται από το Κτηνιατρικό Εργαστήριο Τρίπολης, με το οποίο 

υπήρχε δυνατότητα συνεργασίας και  

2. Στην Πελοπόννησο υπήρχαν συναδελφικές σχέσεις, που ωφελούσαν την γόνιμη 

συνεργασία με τις κτηνιατρικές υπηρεσίες. 

Μετά από την εκτενή ανασκόπηση της κείμενης βιβλιογραφίας αποφασίστηκαν τα 

εξής στάδια για τη μελέτη της μόλυνσης των μικρών μηρυκαστικών από το γένος 

Leptospira: 

1.  Η εκτεταμένη ανασκόπηση και δημοσιοποίηση της κείμενης βιβλιογραφίας με 

σκοπό την παροχή χρήσιμων πληροφοριών για μια λοίμωξη των ζώων, που θεωρείται 

νέο-αναδυόμενη στον άνθρωπο και είναι ελάχιστα μελετημένη στην Ελλάδα. Αυτός ο 

σκοπός πραγματοποιήθηκε με τη δημοσίευση Bisias et al., 2010α -  Κεφάλαιο 2.  

2. Η ανίχνευση της σημαντικότητας οροτύπων του γένους Leptospira, που 

αναγνωρίζονται ως εμπλεκόμενοι σε περιστατικά αποβολών μικρών μηρυκαστικών 

της Πελοποννήσου και η ανάδειξη των περιοχών υψηλού κινδύνου. Ο σκοπός αυτός 

επιτεύχθηκε με την δημοσίευση της εργασίας Bisias et al., 2010β -  Κεφάλαιο 3. 

3. Η ανίχνευση του παθογόνου σε μολυσμένους ιστούς των προς μελέτη ειδών ζώων 

με μεθόδους εφικτές για τα πραγματικά δεδομένα της Ελλάδας. Μεταξύ αυτών στόχος 

ήταν κυρίως η απομόνωση του παθογόνου, ώστε να μελετηθούν συγκριτικά κάποιοι 

παράγοντες παθογένειας των οροτύπων του γένους Leptospira. Ο σκοπός αυτός έχει 

αποτελέσει την προς κρίση εργασία Bisias et al., 2014 -  που έγινε αποδεκτή και  

4. Η συσχέτιση των παρατηρούμενων μικροσκοπικών αλλοιώσεων του ιστού 

προτίμησης του παθογόνου, δηλαδή του νεφρικού, με τις ιδιότητες αναγνωρισμένων 

οροτύπων για κάθε είδος ζώου ξεχωριστά.  

Για την ανίχνευση της σημαντικότητας οροτύπων σε περιστατικά αποβολών 

και εντόπιση περιοχών με προοπτική μελέτης της παθογενετικότητας αυτών 
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οροδιερευνήθηκαν 463 οροί αίματος από πρόβατα (289) και αίγες (174), που 

προήλθαν από όλη την Πελοπόννησο. Εντοπίστηκαν δύο περιοχές στα σύνορα των 

Νομών Ηλείας και Μεσσηνίας, όπου τα εξετασθέντα κοπάδια είχαν οροθετικότητα 

μεταξύ 30 και 35% και τίτλους αντισωμάτων πάνω από 1/800. Σε αυτές τις περιοχές 

εστιάστηκε το επόμενο στάδιο μελέτης της παθογενετικότητας του μικροοργανισμού.  

Από ζώα των περιοχών αυτών, που έφταναν σε δύο σφαγεία, έγινε συλλογή 

ορών αίματος και νεφρών για απομόνωση του παθογόνου, μελέτη των ιστών με τη 

μέθοδο της PCR και ιστολογικά και μελέτη των ορών με τη μέθοδο της ΜΑΤ. 

Συλλέχτηκαν 110 δείγματα ιστών ισάριθμων ζώων και 110 ορών.  

Δείγματα ιστών από 24 ζώα καλλιεργήθηκαν με ενδεδειγμένο βιβλιογραφικά 

τρόπο για την απομόνωση οροτύπων του παθογόνου και την in vitro συγκριτική 

μελέτη του. Η προσπάθεια διήρκησε 4 μήνες και διεκόπη επειδή ήταν αρνητικά τα 

αποτελέσματα και επέφεραν αστάθμητους παράγοντες οικονομικής υποστήριξης. 

Έτσι, συνεχίστηκε η μελέτη της παθογενετικότητας της μόλυνσης μόνο βάσει των 

αλλοιώσεων του ιστού των νεφρών. Δηλαδή με ιστολογική και ορολογική 

διερεύνηση, με την PCR και την απευθείας παρατήρηση του παθογόνου σε ιστούς για 

επιβεβαίωση της παρουσίας του παθογόνου στους προς διερεύνηση ιστούς.   

Ιστολογικά διερευνήθηκαν 263 ιστοτεμάχια (2-3 ζώα). Από τα 110 ζώα 29 

(26,36%) είχαν μικροσκοπικά ευρήματα, που θεωρούνται συναφή με την πειραματική 

μόλυνση από παθογόνους οροτύπους του γένους Leptospira. Οι αλλοιώσεις που 

παρατηρήθηκαν ήταν μεικτές και χαρακτηρίζονταν από απλή μονοκυτταρική διήθηση 

μέχρι σοβαρή διάμεση ίνωση. Από τα ιστολογικά θετικά, 17(58,6%) ήταν επίσης 

θετικά στην ΜΑΤ, 21 (72,3%) στην PCR και 16 (55,2%) ήταν θετικά και στις δύο 

μεθόδους (Πίνακας 3 – Παράρτημα 1).  

Είκοσι οκτώ οροί αίματος (25,4%) ήταν θετικοί σε ένα η περισσότερους 

οροτύπους. Οι θετικοί τίτλοι ήταν 1/100 έως 1/800 και οι συχνότερα απαντώμενοι 

ορότυποι ήταν οι Tarassovi (10 οροί), Autumnalis (10 οροί), Zanoni (6 οροί) και 

άλλοι.  

Με την μέθοδο PCR βρέθηκαν θετικοί στο παθογόνο 38 (34,5%) από τους 110 

ιστούς. Αν και τα ποσοστά θετικών πλησιάζουν τα αποτελέσματα της μεθόδου ΜΑΤ, 

η μέθοδος δυστυχώς δεν διακρίνει ορότυπους. Διάφοροι ερευνητές αναφέρουν, όμως, 

ότι λόγω των πολλαπλών προβλημάτων απομόνωσης του παθογόνου, που 
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αντιμετωπίζουν ακόμη και έμπειρα ερευνητικά κέντρα, άρα λόγω έλλειψης 

ευαισθησίας της απομόνωσης, ο πιο αξιόπιστος τρόπος επιβεβαίωσης της μόλυνσης 

ή/και εξήγησης των ιστολογικών αλλοιώσεων είναι ο συνδυασμός της ΜΑΤ με την 

PCR.  

Βάσει αυτών, συμπεραίνεται από τα ανωτέρω ότι οι αλλοιώσεις των ιστών 

ήταν πιθανότατα αποτέλεσμα της παρουσίας του παθογόνου. Αυτό το εύρημα σε 

συνδυασμό με την υψηλή οροθετικότητα (24,9%), που παρατηρήθηκε στα 

περιστατικά αποβολών μικρών μηρυκαστικών, δείχνει ότι το γένος Leptospira 

επηρεάζει την παραγωγικότητα και καθιστά αυτά τα είδη ζώων σημαντικό κίνδυνο για 

τη Δημόσια Υγεία. 

Άρα, ως πρόβλημα η λεπτοσπείρωση των μικρών μηρυκαστικών απαιτεί 

συστηματικότερη μελέτη, αφού αυτά τα είδη ζώων αποτελούν την κύρια παραγωγή 

προϊόντων ζωικής προέλευσης στην Ελλάδα. Για ικανοποίηση του σκοπού αυτού 

απαιτείται η δημιουργία Εθνικού Φορέα μελέτης του γένους Leptospira στον άνθρωπο 

και τα ζώα, κυρίως τα παραγωγικά.  
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ABSTRACT 

The zoonotic disease leptospirosis was first recognized in 1886 as heamoragic fibrile 

disease of man. The cause, Leptospira spp., family Leptospiraceae and order 

Sprirochetales, was isolated a few years later from rodents and other animals.   

During the 100 years of fascinating research, became clear that the pathogen is 

very important not only for Public Health, but also the productivity of food producing 

animals.   

Animal (wild and domestic) infections maintain pathogenic serovars in nature, 

if climatic factors (humidity and temperature) are favorable causing new infection to 

other animals and accidental infections to man entering a contaminated environment. 

Between these animals are also small ruminants. 

Seroprevalence of small ruminats could reach 60%, if the environmental 

factors favor the pathogen, and the worldwide serotypes identified serologically are 

Autumnalis, Castellonis, Gripotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Hardjo, Sejroe, Sermani 

and others.   

In Greece, very little was known about leptospirosis in general until 2002, 

when an attempt was made to research the infection. This attempt showed that 

seroprevalence was about 24.1% among small ruminant abortion cases compared to 

11% from non-cases. These findings showed that the consequences from this infection 

are completely unknown in Greece, thus unknown is also the contribution of food 

producing animals to human cases. 

For the above reasons, we decided to study the pathogenicity of Leptospira spp 

in small ruminants, because these animal species produce the majority of food 

products in Greece. For this purpose, Peloponissos (Southern Greece) was chosen as 

the area of concern for the following reasons:  

1. KE.E.L.P.NO has recorded prefectures of Ilia and Messinia among those recording the 

highest number of human clinical leptospirosis in Greece 

2. The prefectures belong to the Veterinary Laboratory of Tripolis, with which we had 

good working relationship and  

3. In Peloponissos we had good relationship with many other veterinarians of the State 

Veterinary Agencies.  
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After a wide review of the literature we decided that the stages for studying small 

ruminant leptospirosis should be, 

1.  The determination of serotype prevalence and importance in the chosen area among 

small ruminant abortion case. This research was expected to give could evidence of 

the best areas for isolating pathogenic serotypes from small ruminants  

2. The comparison of the findings with evidence of infection using the methods MAT 

and PCR  

3. The in vitro comparative study of isolated strains in association to selected 

pathogenic determinants and   

4. The association of findings with microscopic lesions possibly caused by the 

presence of the pathogen with the above chosen methods for studying the infection.   

For the first purpose 463 serum samples were collected from recently aborted 

sheep (289) and goats (174. The highest mean prevalence (30-35%) of the pathogen 

was detected in the border areas of Ilia and Messinia. The next stages of the current 

project focused to these areas.  

Serum samples and tissue were collected during slaughtering. Kidney tissue 

and serum samples from 110 animals were collected and examined with culture, 

serology using the method MAT, direct visualization of leptospirae after silver 

staining, PCR and hsitopathological examination of kidney tissue.  

Only tissue samples from 24 animals were cultured before the attempt was 

aborted due to negative results and unfavorable economic circumstances.  Thus, the in 

vitro comparative study of isolated serotypes was impossible. The research, however, 

continued for meeting the remaining objectives.  

Histological examination was performed on 263 tissue samples (2-3/ animal) 

and 29 (26.36%) animals showed strong evidence of microscopic leasions comparable 

to those observedin in vivo studies. They were from light monocytosis to severe 

glomerulonephritis.  Of the 29 cases, 17(58.6%) were also positive in ΜΑΤ, 21 

(72.3%) in PCR and 16 (55.2%) in both methods.  

Twenty eight (25.4%) serum samples were positive to one or more serotypes 

having titers between 1/100 to 1/800. Most prevalent serotypes were Tarassovi (10 

samples), Autumnalis (10 samples), Zanoni (6 samples) and others.  
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The examination of tissue with the method PCR showed 38 (34.5%) positive 

tissue samples, a prevalence close to that of the MAT, but the method does not 

differentiate between serotypes.  Researchers recommend, due to low sensitivity of 

isolation, a combination of MAT and PCR for confirming cases or studying lesions 

possibly caused by pathogenic seotrypes of Leptospira.   

Thus, it is concluded from the above that the detected serovars, mainly 

Tarassovi and Autumnalis, are pathogenic for small ruminants, the majority of which 

were sheep (98 animals) causing possibly permanent kidney damage and abortions. 

Hence this animal species is not just an accidental host of the pathogen. It can 

maintain infecting serovars in its environment putting at risk farmers and others in the 

same area.  

This first evidence from Greece, show that the State must form a National 

Agency to systematically study the pathogen in association to food producing animals 

and man.    
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ΑΝΑΣΚΟΠΗΣΗ ΤΗΣ ΚΕΙΜΕΝΗΣ  
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1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΣΤΗ ΛΕΠΤΟΣΠΕΙΡΩΣΗ ΤΩΝ ΖΩΩΝ ΚΑΙ ΤΟΥ 

ΑΝΘΡΩΠΟΥ 

 

Τα παθογόνα είδη και οι ορότυποι του γένους Leptospira αναφέρονται μεταξύ των 

περίπου 1400 παθογόνων παραγόντων (βακτήρια, αρκετοί ιοί και παράσιτα) του 

ανθρώπου, εκ των οποίων το 62% αποτελούν αίτια ζωονόσων (Taylor et al 2001). Η 

μόλυνση από παθογόνα είδη του μικροοργανισμού προκαλεί τη νόσο 

«λεπτοσπείρωση» του ανθρώπου, αλλά και πολλών ειδών ζώων.  

  Η νόσος αναφέρθηκε για πρώτη φορά στον άνθρωπο το 1886 από τον Adolf 

Weil (Alston and Brown, 1937),  ο οποίος την  περιέγραψε  ως αιμορραγική, εμπύρετη 

νόσο, που συνοδευόταν από νεφρική ανεπάρκεια. Η περιγραφή από τον Weil έδωσε 

στη λεπτοσπείρωση του ανθρώπου το όνομα «νόσος του Weil» (Faine et al. 1999).  

Η πρώτη μικροσκοπική παρατήρηση του πιθανολογούμενο αιτίου στα 

εσπειραμένα νεφρικά σωληνάρια έγινε το 1907, ενώ η απομόνωση του παθογόνου 

έγινε εφικτή το 1915 (Cook 2007). Άρα 30 περίπου χρόνια μετά την πρώτη περιγραφή 

της κλινικής νόσου γίνεται η απομόνωση του αιτιολογικού παράγοντα και σχεδόν 

συγχρόνως γίνονται από τον Inada και τους συνεργάτες του (1916) οι πρώτοι 

πειραματισμοί στα ζώα για να καθοριστεί η παθογενετικότητα του μικροοργανισμού 

στα ζώα.  

Από τις πρώτες αυτές παρατηρήσεις καθίστανται γνωστές οι δυσκολίες 

απομόνωσης και εργαστηριακής μελέτης του παθογόνου. Όμως, παρόλα αυτά το 

παθογόνο εξ αρχής και διαρκώς εξακολουθεί  να προκαλεί το έντονο ενδιαφέρον των 

μικροβιολόγων παγκοσμίως. Αποτέλεσμα αυτού το ενδιαφέροντος είναι η 

συσσώρευση γνώσης, ως προς τα ευπαθή και μη είδη ζώων στο γένος Leptospira, 

καθώς και ως προς τη μοραική ποικιλομορφία (heterogenicity) των παγκοσμίως 

απομονωμένων στελεχών του (Levett, 2004; Morey et al., 2006; Nally et al., 2007; 

Slack et al., 2009; Cerqueira and Picardeau, 2009; Adler and Moctezuma, 2010; 

Harstkeerl et al., 2011). 

Η μόλυνση του ανθρώπου πρέπει να αντιμετωπιστεί έγκαιρα, διότι σε αντίθετη 

περίπτωση μπορεί να οδηγήσει στο θάνατο. Για το λόγο αυτό οι περισσότερες χώρες 

έχουν οργανώσει υπηρεσίες ορθής διερεύνησης, καταγραφής, συμβουλευτικής και 
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νοσοκομειακής αντιμετώπισης των περιστατικών λεπτοσπείρωσης (Biosecurity 

Australia, 2003; ILS - WHO, 2003; Washington State Department of Health, 2008; 

Science.gov, USA, 2013). 

Ο Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας, αναγνωρίζοντας τη διαρκή αύξηση της  

σημασίας της λεπτοσπείρωσης, οργάνωσε πριν λίγα χρόνια ειδική υπηρεσία για την 

παγκόσμια παρακολούθηση του νοσήματος υπό την ονομασία Leptospirosis Burden 

Epidemiology Reference Group (LERG) (WHO, LERG, 2009). Η ομάδα LERG 

συγκεντρώνει πληροφορίες, που αφορούν το νόσημα στον άνθρωπο και τα ζώα, από 

όλες τις ερευνητικές ομάδες της υφηλίου, αλλά και κρατικές  οντότητες ειδικά 

δημιουργημένες για τη μελέτη του παθογόνου. 

Βέβαια η καταγραφή και η μελέτη της λεπτοσπείρωσης είναι ανάλογη με την 

ιδιαίτερη σημασία, που οι υγειονομικές υπηρεσίες κάθε χώρας προσδίδουν στη 

μόλυνση. Μέσω αυτής της καταγραφής διαφαίνεται σε παγκόσμιο επίπεδο ότι οι 

περισσότερες χώρες είτε δεν καταγράφουν το νόσημα είτε δεν δημοσιοποιούν 

επαρκώς  τα παρατηρούμενα περιστατικά (Hartskeerl etal., 2011). Από τις 

βιβλιογραφικές ανασκοπήσεις φαίνεται ότι ο βαθμός της πραγματικής κλινικής 

καταγραφής στον άνθρωπο διαφέρει ακόμη και μεταξύ χωρών με υψηλή τεχνολογική 

δυνατότητα διερεύνησης αυτού του δύσκολου προς διερεύνηση νοσήματος (Sabasiva 

et al., 2003; Pappas et al 2008; Abela-Ridder et al., 2013; Pan American Health 

Organisation, 2014).  Οι καταγραφές, που αναφέρονται από τους διεθνείς 

οργανισμούς ανά εκατομμύριο ατόμων είναι από 0.1 στις ΗΠΑ έως και 432.1 στις 

Seychelles (Pappas et al., 2008; ΟΙΕ, 2014). Γενικώς οι υψηλότερες αναφορές 

προέρχονται από τροπικές και υποτροπικές περιοχές. Πιθανότατα στις χώρες αυτές 

αδυνατούν να αντιμετωπίσουν το νόσημα στα πρώτα στάδια μόλυνσης (χορήγηση 

αντιβιοτικών), κυρίως λόγω έλλειψης πρωτοβάθμιας κρατικής περίθαλψης,  με 

αποτέλεσμα να φτάνει στο στάδιο της αναγκαστικής νοσοκομειακής περίθαλψης, 

όπου γίνεται και η καταγραφή του.   

Ο μικροοργανισμός μολύνει τον άνθρωπο μέσω της μόλυνσης του 

περιβάλλοντος διαβίωσής του από ζώα φορείς του παθογόνου. Μέρος αυτού του 

περιβάλλοντος είναι κυρίως η τροφή, αλλά και το υγρό  περιβάλλον των 

δραστηριοτήτων για τους φυσιολάτρες και τους αγρότες. Ιδιαίτερα υψηλά ποσοστά 

μόλυνσης, που φτάνουν το 68%, αναφέρονται μεταξύ των εργατών σε ορυζώνες (ILS, 
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WHO 2003; Leal-Castellanos et al., 2003; Natarajaseenivasan et al, 2004; WHO, 

LERG 2009; Lau et al., 2010). Το περιβάλλον του ανθρώπου μολύνεται από τα ζώα 

φορείς, άγρια και κατοικίδια (συντροφιάς και παραγωγικά), τα οποία το διατηρούν  

και το διασπείρουν  στη φύση (Guitian et al., 2001; Levett, 2004; Peregrine et al., 

2006; Berlioz-Arthsud et al., 2007; Mahajan and Chhabra, 2008; Vijayachari et al., 

2008; Lau et al., 2010; The Center for Food Security and Public Health, 2013; OIE 

Tererstrial Manual, 2014). 

 Μεταξύ των ζώων αυτών τα διάφορα τρωκτικά αναγνωρίστηκαν από τα πρώτα 

χρόνια μελέτης της νόσου Weil ως η κύρια δεξαμενή του μικροοργανισμού στο 

περιβάλλον. Τα άγρια ζώα είναι ως εκ τούτου σημαντικές πηγές μόλυνσης άλλων 

ειδών ζώων, αλλά και του ανθρώπου (Turk et al., 2003; ILS, 2003; Kruse et al 2004; 

Levett, 2004;  Lau et al., 2010; Hartskeerl et al., 2011; OIE, 2014). Με την ανάπτυξη 

και βελτιστοποίηση των μεθόδων έμμεσης διερεύνησης της μόλυνσης των ζώων, αλλά 

και των μεθόδων απομόνωσης και μελέτης των παθογενετικών μηχανισμών του 

παθογόνου, αυξήθηκε και ο συσχετισμός της μόλυνσης από Leptospira spp με τις 

ποικίλες κλινικές ή υποκλινικές μορφές της νόσου ( Gravenkamp et al., 1993; 

Barocchi et al., 2002; Richardson and Gauthier, 2003; Cullen et al, 2005; Nally et al., 

2007; Palaniappan et al., 2007).   

Η σφοδρότητα των επιπτώσεων της μόλυνσης στο ζώο-ξενιστή εξαρτάται από 

πληθώρα παραγόντων, που αφορούν τόσο στον ίδιο το μικροοργανισμό όσο και στο 

είδος του ζώου. Η κατανόηση των παραγόντων, που καθορίζουν την παθογένεια του 

μικροοργανισμού και κατά συνέπεια το τελικό αποτέλεσμα της μόλυνσης, είναι 

ιδιαίτερα δύσκολη, αφού η απομόνωση και η διατήρηση του παθογόνου στο 

εργαστήριο είναι πολύ δύσκολες (Cullen et al., 2005;Gebriel et al., 2006; Monahan et 

al., 2009; d’Andon et al., 2014).  

Για την καλή κατανόηση αυτών των δυσκολιών είναι απαραίτητη μια 

συνοπτική ανασκόπηση της υφιστάμενης γνώσης σχετικά με τα παθογόνα είδη του 

γένους Leptospira, που αφορούν στα ζώα, κυρίως τα κατοικίδια (παραγωγικά και μη) 

και τον άνθρωπο. Στα ευπαθή σπονδυλωτά η μόλυνση μπορεί να είναι από υποκλινική 

έως και θανατηφόρα κλινική με κατάρρευση των ζωτικών λειτουργιών τους ( Levett et 

al., 2004; Goldstein et al., 2006; Goldstein, 2010; Hartskeerl et al; 2011). 
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Στα άλογα και στο σκύλο είναι συχνή η εμπλοκή του μικροοργανισμού στην 

επανεμφανιζόμενη οφθαλμική ραγοειδίτιδα (Faber et al., 2000; Townsend et al., 

2006), αλλά και σε αποβολές (Vemulapalli et al., 2005; Goldstein et al., 2006; Leon et 

al., 2006; Goldstein, 2010).   

Στα μεγάλα μηρυκαστικά η μόλυνση από Leptospira spp. μπορεί να 

προκαλέσει προβλήματα αναπαραγωγής (αποβολές ή γέννηση θνησιγενών νεογνών) 

αλλά και σημαντική πτώση της γαλακτοπαραγωγής (Michell and Boulanger, 1959; 

Higgins et al., 1980; Ciceroni et al., 2000; Guitian et al., 2001; Lilenbaum and Souza, 

2003; Escamilla et al., 2007; Saglam et al., 2008; Sivaraman et al., 2012; Martins and 

Lilenbaum, 2014).   

Στα μικρά μηρυκαστικά η μόλυνση είναι κυρίως υποκλινική με αποτέλεσμα οι 

επιπτώσεις της στην παραγωγικότητα των ειδών αυτών να είναι σχεδόν άγνωστες 

(Martins et al., 2012; Martins and Lilenbaum, 2014).  

Ποιος είναι όμως,  μικροβιολογικά, ο αιτιολογικός παράγοντας της λεπτοσπείρωσης 

των ζώων και του ανθρώπου; 

 

1.2. Ο ΑΙΤΙΟΛΟΓΙΚΟΣ ΠΑΡΑΓΟΝΤΑΣ ΚΑΙ ΟΙ ΤΑΞΙΝΟΜΙΚΕΣ 

ΙΔΙΑΙΤΕΡΟΤΗΤΕΣ ΤΟΥ  

 

Το γένος  Leptospira ανήκει στην οικογένεια Leptospiraceae, του φύλου Χ της τάξης 

των Spirochaetales.     

Λόγω των δυσκολιών απομόνωσης, συντήρησης και συστηματικής μελέτης 

του παθογόνου στο εργαστήριο, μέχρι πρότινος ήταν αποδεκτός ο διαχωρισμός του 

γένους Leptospira σε δύο μόνο είδη: ένα παθογόνο είδος με την ονομασία Leptospira 

interrrogans και ένα μη παθογόνο το Leptospira biflexa (Smythe et al., 2013). Ο 

διαχωρισμός αυτός ήταν βασισμένος κυρίως στην παθογένεια. Έτσι, οι παθογόνοι 

ορότυποι αποτελούσαν ταξινομικά το παθογόνο είδος. Ως παθογόνοι ορότυποι 

κρίνονταν αυτοί που απομονώνονταν από κλινικά περιστατικά του ανθρώπου και των 

ζώων. 

Η ταξινόμηση και η ονοματολογία του γένους Leptospira σήμερα υπόκεινται 

στην διαρκή πίεση για αλλαγές, λόγω της συσσώρευσης γνώσης, από τη χρήση νέων 

μοριακών μεθόδων μελέτης του γονιδιώματος του μικροοργανισμού. Αυτές οι γνώσεις 
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έχουν πλέον αποδείξει ότι είναι λανθασμένη η φαινοτυπική του ταξινόμηση. 

Επιπλέον, οι μοριακές μελέτες δείχνουν ένα μεγάλο πολυμορφισμό (heterogenicity) 

μεταξύ γνωστών και προσφάτως απομονωμένων  στελεχών παγκοσμίως (He et al., 

2007; Wang et al., 2007; Murrey et al., 2009; Eslabao et al., 2010; Smythe et al., 

2013). Ο γενετικός προσδιορισμός αυτού του πολυμορφισμού  διευκρινίζεται συνεχώς 

με τη χρήση νέων μοριακών τεχνικών.  

Οι γνώσεις αυτές οδηγούν σε ανακατατάξεις γνωστών οροτύπων, πολλοί από 

τους οποίους ταξινομούνται εκ νέου σε σχέση με τα πρόσφατα αναγνωρισμένα είδη 

του γένους (Slack et al 2009). Σύμφωνα με τις πρόσφατες ταξινομικές 

αναπροσαρμογές, το γένος Leptospira αποτελείται από 13 παθογόνα ή μέτριας  

παθογένειας είδη,  6 μη παθογόνα είδη και 2 είδη, που δεν έχουν ακόμη ταξινομηθεί 

πλήρως (WHO 2003; Morey et al., 2006; Adler and Moctezuma, 2010; Smythe et al., 

2013). Τα είδη αυτά αποτελούνται από περισσότερους από 270 ορότυπους, οι οποίοι 

σύμφωνα με κάποιες ομάδες επιστημόνων (Vijayachari et al., 2004; Morey et al., 

2006), ανήκουν σε 23 αντιγονικά διακριτές ομάδες, ενώ κατά τους επιστήμονες του 

WHO (2003) οι ομάδες αυτές ανέρχονται σε 25.  

 Σήμερα οι γνωστοί παθογόνοι ορότυποι κατατάσσονται στα παθογόνα είδη τoυ 

Πίνακα 1. Πρέπει όμως να επισημανθεί ότι κατά τη μοριακή ταξινόμηση των 

οροτύπων σε αντίστοιχα συγγενή είδη,  παρατηρείται το φαινόμενο ο ίδιος παθογόνος 

ορότυπος να ανήκει ταυτόχρονα σε δύο είδη, τα οποία δεν είναι κατ’ ανάγκη και τα 

δύο παθογόνα (Slack et al., 2009; Calderaro et al., 2014). Παρά τα παράδοξα της 

μοριακής ταυτοποίησης του μικροοργανισμού, η φαινοτυπική ταυτοποίηση του, στην 

οποία ανήκει και η ταυτοποίηση με τη μέθοδο ΜΑΤ (microagglutination test), αρχίζει 

να αντικαθίσταται από την μοριακή ταυτοποίηση. Επί πλέον, με τη μοριακή 

ταυτοποίηση αναγνωρίστηκαν πρόσφατα τα «γενομοείδη» (genomospecies), που δεν 

ανταποκρίνονται μοριακά στα γνωστά είδη και τους ορότυπούς τους.  

Άρα  διαφαίνεται ότι είναι αναγκαία η συνεχής ανακατάταξη απομονωμένων 

στελεχών διαφόρων οροτύπων, αν και  αυτός ο νέος, μοριακά ορθότερος τρόπος 

ταξινόμησης του μικροοργανισμού, δημιουργεί προβλήματα στην κλινική και 

επιδημιολογική μελέτη του νοσήματος, κυρίως για δύο βασικούς λόγους. Πρώτον 

διότι παρατηρείται το φαινόμενο στελέχη διαφορετικών ειδών να έχουν  κοινό 

ορότυπο και δεύτερον υπάρχει σε κάποιες περιπτώσεις αδυναμία συσχέτισης των 
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ευρημάτων μεταξύ των διαφορετικών ειδών ζώων και του ανθρώπου (Levett, 2004; 

Ko et al., 2009; Slack et al., 2009; Calderano et al., 20014).  

 

Πίνακας 1: Είδη του γένους Leptospira 

Παθογόνα Είδη Μέσης Παθογένειας Είδη Μη Παθογόνα Είδη 

Leptospira interrogans Leptospira inadai Leptospira biflexa   

Leptospira kirschneri Leptospira broomii Leptospira wolbachii 

Leptospira borgpetersenii Leptospira fainei Leptospira vanthielii 

Leptospira santarosai Leptospira wolffii Leptospira terpstrae 

Leptospira noguchii Leptospira licerasiae Leptospira yanagawae 

Leptospira weilii  Leptospira kmetyi 

Leptospira alexanderi  Leptospira meyeri 

Leptospira astoni   

 

Επειδή αυτά τα προβλήματα, που αφορούν στις επιδημιολογικές μελέτες 

κυρίως των ζώων, δεν έχουν επιλυθεί με τις μοριακές τεχνικές, εξακολουθεί για 

διαγνωστικούς και επιδημιολογικούς λόγους να μελετάται η λεπτοσπείρωση με την 

αναγνώριση των οροτύπων, που είναι ορολογικά εφικτή με τη χρήση της μεθόδου 

ΜΑΤ.  

Η μέθοδος αυτή είναι διεθνώς αναγνωρισμένη  ως ο «χρυσός κανόνας» στη 

διάγνωση της λεπτοσπείρωσης και ως εκ τούτου είναι ευρύτατα διαδεδομένη (OIE, 

2014). Μέσω αυτής της μεθόδου διερευνάται επιδημιολογικά το ποσοστό μόλυνσης 

με διαφορετικούς οροτύπους στα διάφορα είδη ζώων ξενιστών του παθογόνου, άρα 

και η διασπορά τους στη φύση.  

Βέβαια αποτέλεσμα της ορθότερης ταξινόμησης του γένους Leptospira είναι 

να αναγνωρίζονται μεν σήμερα περισσότερα είδη, αλλά να μην έχουν διευκρινιστεί οι 

διαφωνίες  μεταξύ των ερευνητών ως προς τα πόσα και ποια είναι τα είδη του γένους. 

Έτσι, σύμφωνα με ορισμένους ερευνητές υπάρχουν οκτώ (8) παθογόνα είδη, τρία (3) 

μέτριας  παθογένειας και έξη (6) μη παθογόνα (Turk et al., 2003; Morey et al., 2006), 

ενώ σύμφωνα με άλλους, συμπεριλαμβανομένου του  Παγκόσμιου Οργανισμού της 

Λεπτοσπείρωσης,  υπάρχουν 13 παθογόνα ή μέτριας παθογένειας είδη (Πίνακας 1)  

και επτά (7) μη παθογόνα είδη (Ko et al., 2009; Slack et al., 2009; ILS - WHO, 2014; 
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Calderano et al., 2014), στα οποία ανήκουν τουλάχιστον 270 ορότυποι, παθογόνοι και 

μη  (Wang et al., 2007).  

Η συνεχής παγκόσμια μελέτη στελεχών και οροτύπων με μοριακές μεθόδους 

εμπλουτίζει την επιστημονική γνώση και βοηθάει τους επιστήμονες να πλησιάσουν 

στην αναγνώριση κοινών μοριακών χαρακτηριστικών, μεταξύ των οροτύπων και των 

ειδών, αλλά και σημαντικών διαφορών τους. Με τον καθορισμό αυτών των μοριακών 

χαρακτηριστικών, που είναι αποτέλεσμα της διαρκούς μελέτης του γένους Leptospira, 

επιδιώκεται η αναγνώριση σταθερών μοριακών παραγόντων διαφοροποίησης των 

απομονωμένων στελεχών. Με την αναγνώριση και συστηματική καταγραφή αυτών 

των χαρακτηριστικών ίσως τελικά επιτευχθεί η ανεύρεση τρόπου μοριακής 

διαφοροποίησης των στελεχών σε επίπεδο είδους και οροτύπου, αλλά και η παραγωγή 

αποτελεσματικών εμβολίων γενικής χρήσης. Αυτές οι προσπάθειες, που έχουν σήμερα 

βοηθήσει στην ταξινόμηση εκ νέου του γένους, προσθέτουν συνεχώς πληροφορίες, 

που οδηγούν στην συμπλήρωση της κατάταξης νέων στελεχών σε είδη (Wang et al., 

2007; Ko et al., 2009; Slack et al., 2009; Calderaro et al., 2014).   

  Σημαντικότερο είναι ότι οι μοριακές μέθοδοι ανέδειξαν τα προβλήματα της 

κατάταξης των οροτύπων στα γνωστά είδη,  που είχαν δημιουργηθεί  με βάση την 

παθογένεια ενός ορότυπου σε  κάποιο είδος ζώου (Turk et al., 2003; Levett, 2004; Ko 

et al., 2009; Slack et al., 2009; Calderaro et al., 2014).  Επειδή, όμως, αυτή η 

συσσώρευση μοριακών πληροφοριών δεν έλυσε ακόμη το ζήτημα, που αφορά στους 

οροτύπους του γένους Leptospira κατά την επιδημιολογική τους μελέτη, οι 

πληροφορίες που δημοσιοποιούνται σε επίπεδο οροτύπου εξακολουθούν να 

προέρχονται από την χρήση της κλασικής ορολογικής μεθόδου ΜΑΤ. Επίσης, οι 

μοριακές μέθοδοι δεν βοηθούν την ουσιαστική μελέτη του παθογόνου σε χώρες, που 

στερούνται εξειδικευμένων εργαστηρίων και ομάδων συστηματικής μελέτης της 

μόλυνσης των ζώων και του ανθρώπου από το μικροοργανισμό.  

Άρα τα αποτελέσματα από τη μοριακή μελέτη της παθογένειας απομονωμένων 

στελεχών  αφορούν κυρίως χώρες, οι οποίες διαφέρουν κλιματολογικά από τις χώρες, 

όπου ο μικροοργανισμός έχει την μεγαλύτερη σημασία για τη Δημόσια Υγεία. Οι 

τελευταίες είναι περιοχές, που εμφανίζουν περιόδους υψηλής υγρασίας και ήπιας 

θερμοκρασίας (Sanders et al., 1999; Ricaldi and Vinetz, 2006; Vijayachari et al., 2008; 

Lau et al., 2010; ILS – WHO, 2014; Martins and Lilenbaum, 2014). Δηλαδή στις 
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περιοχές αυτές επικρατούν κλιματολογικές συνθήκες, που ευνοούν τον 

πολλαπλασιασμό, άρα την ευνοϊκότερη ανάπτυξη και διασπορά στη φύση οροτύπων 

των παθογόνων ειδών του γένους Leptospira.  

Διαχρονικά, από την εποχή της αναγνώρισης του μικροοργανισμού, ως ένα 

σημαντικό παθογόνο στα διάφορα είδη των ζώων και τον άνθρωπο, ένας σημαντικός 

αριθμός οροτύπων έχει χαρακτηριστεί  περισσότερο ή λιγότερο παθογόνος 

(Sambasiva et al. 2003; Levett  2004; Cook, 2007; Hartskerl et al., 2011, OIE, 2014). 

Ο βαθμός παθογένειας του καθενός εξ αυτών και η γενικώς αποδεκτή προσαρμογή 

κάποιων σε συγκεκριμένα είδη ζώων, δυσκολεύουν ακόμη περισσότερο την 

επιδημιολογική μελέτη του μικροοργανισμού, την εκτίμηση της οικονομικής 

σημασίας του, καθώς και την εκτίμηση της σημασίας της μόλυνσης των διαφόρων 

ειδών ζώων στη Δημόσια Υγεία (Biocsecurity Australia, 2003; Morey et al. 2006; 

Mahajan and Chabra 2008, Vijayachari et al. 2008; WHO 2006; Lucheis and Ferreira, 

2011; Pan American Health Organization, 2014; OIE, 2014).  

Η μελέτη της διασποράς των οροτύπων στη φύση είναι άκρως ενδιαφέρουσα, 

αφού καθορίζει τη σημαντικότητα του κάθε ορότυπου στα ευπαθή είδη ζώων.  Αυτή η 

διασπορά φαίνεται να μεταβάλεται διαρκώς, αλλάζοντας και τη σημασία της 

μόλυνσης, όχι μόνο στα ζώα, αλλά και στον άνθρωπο (Burriel et al., 2002; Burriel et 

al., 2003; Bisias et al., 2009). Αποτέλεσμα είναι να θεωρείται σήμερα η 

λεπτοσπείρωση  μια νέο-αναδυόμενη ζωονόσος (ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3) με παγκόσμια 

εξάπλωση (Hartskeerl et al., 2011; Pappas t al., 2008; Reis et al., 2008; Lau et al., 

2010). Θεωρείται δε νέο-αναδυόμενη, διότι η μόλυνση απαντάται με αυξημένη 

συχνότητα τα τελευταία χρόνια σε περιοχές υψηλού και μη κινδύνου. Σε κάποιες εκ 

των περιοχών αυτών υπάρχει υψηλός κίνδυνος αιμορραγικών πυρετών, παρόμοιας 

κλινικής εικόνας διαφορετικής όμως αιτιολογίας.  Προφανώς, σε αυτές τις περιοχές 

είναι απαραίτητη η διαφοροποίηση της κλινικής εικόνας της λεπτοσπείρωσης από 

άλλα αιμορραγικά νοσήματα του ανθρώπου, που υπάρχουν στις ίδιες περιοχές και 

παρουσιάζουν παρόμοια κλινικά συμπτώματα. Η διαφοροποίηση είναι απαραίτητη 

διότι διαφέρει η θεραπευτική αγωγή, αλλά και τα μέτρα προφύλαξης μεταξύ αυτών 

και της λεπτοσπείρωσης (Manoz et al 1995; Monsuez et al. 1997; Trevejo et al.  1998; 

Bunnell et al 2000; Bertherate et al., 1999; Sanders et al., 1999; Ricald et al., 2006; 

Berlioz-Arthaud et al., 2007).  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



26 

 

Επίσης είναι απαραίτητη η συσχέτιση παθογόνων οροτύπων ενός είδους ζώου, 

με πλήθος άλλων ειδών ζώων για να καθορισθεί ο βαθμός διασποράς τους, άρα και η 

λήψη των κατάλληλων μέτρων προφύλαξης.  

 

1.3. ΔΙΑΣΠΟΡΑ ΤΩΝ ΟΡΟΤΥΠΩΝ ΣΤΑ ΖΩΑ 

 

Διαφορετικοί ορότυποι ανακοινώνονται συνεχώς ως σημαντικοί από διαφορετικές 

χώρες, περιοχές και είδη ζώων. Επίσης τα ποσοστά μόλυνσης διαφέρουν μεταξύ των 

διαφορετικών ειδών ζώων, με θετικούς τίτλους από 1/100 και πάνω στη μέθοδο ΜΑΤ. 

Αναφορές στα άγρια ζώα δίνουν ποσοστά μόλυνσης 13-52%, ανάλογα με το είδος του 

ζώου, ενώ σε κάποιες περιπτώσεις έχει βρεθεί μηδενική οροθετικότητα 

(Natarajaseenivasan et al., 2002; Richardson and Gaunthier, 2003; Langoni et al., 

2008). 

Στα βοοειδή και τους χοίρους αναφέρονται ποσοστά μόλυνσης πάνω από 50% 

σε περιοχές, όπου το κλίμα ευνοεί τον πολλαπλασιασμό του μικροοργανισμού 

(Natarajaseenivasan et al., 2002; Salinas-Melendez et al., 2007; Langoni et al., 2008). 

Στα μικρά μηρυκαστικά αναφέρονται ποσοστά μέχρι 60%, ανάλογα με την περιοχή 

και το ιστορικό υγείας της εκτροφής (Martins and Lilenbaum, 2014).  

Σε περιοχές υψηλής επικινδυνότητας, αναφέρονται στους σκύλους ποσοστά 

οροθετικότητας μέχρι 66% (Natarajaseenivasan et al., 2002; Moore et al., 2006; 

Golstein, 2010) και στις γάτες μέχρι 35% (Mylonakis et al., 2005; Lapointe et al., 

2013).   

Στην Ελλάδα, τα ποσοστά μόλυνσης των βοοειδών είναι μέχρι 12,6%, στα 

μικρά μηρυκαστικά, όταν πρόκειται για περιστατικά αποβολών είναι μέχρι 24,9%, 

στους χοίρους μέχρι 17,8%, στους σκύλους μέχρι 11,4% (Burriel et al., 2002; Burriel 

et al., 2003; Bisias et al., 2010-Παράρτημα 2), ενώ ένα ασυνήθιστα υψηλό ποσοστό 

επιπολασμού (35%) έχει δημοσιευτεί για τις γάτες (Mylonakis et al., 2005). Τα 

ποσοστά οροθετικότητας είναι ανεξάρτητα της παθογένειας των οροτύπων, αφού δεν 

συνδέεται απαραίτητα η οροθετικότητα με την παθογένεια του ορότυπου, που την 

προκαλεί.  

Οι συχνότερα απαντώμενοι ορότυποι, που αναδεικνύονται μέσα από τις 

διάφορες ορολογικές διερευνήσεις, ποικίλλουν στα διάφορα είδη ζώων, όπως 
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ποικίλλει και η οροθετικότητα.  Σε αυτούς, που ορολογικά αναδεικνύονται ως 

συχνότεροι, αποδίδονται και τα προβλήματα, που αναφέρονται από μόλυνση με το 

γένος Leptospira των διαφόρων ειδών ζώων.  

Συχνότεροι ορότυποι στα βοοειδή αναδεικνύονται, ανάλογα με τη χώρα, οι 

Autumnalis, Bratislava, Grippotyphosa, Hardjo, Castellionis, Pomona, Tarassovi και 

Wolffi (Guitian et al., 2001; Burriel et al., 2003; Lilenbaum and Souza, 2003; Talpada 

et al., 2003; Escamilla et. al., 2007; Salinas-Melendez et al., 2007; Langoni et al., 

2008).  Στα μικρά μηρυκαστικά συχνότεροι είναι οι ορότυποι Autumnalis, Castellonis, 

Gripotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Hardjo, Sejroe, Sermani και άλλοι (Lilenbaum et 

al., 2009; Luceis and Ferreira, 2011; Barbante et al., 2014).  

Στους χοίρους απαντώνται συχνότερα οι ορότυποι Bratislava, Hadjo bovis, 

Sejroe, Pomona, Shermani και άλλοι (Wasinski, 2007; de Azevedo et al., 2008).  

Στους σκύλους και τις γάτες απαντάται ένας μεγάλος αριθμός οροτύπων 

ανάλογα με την περιοχή (τροπική ή άλλη) ή τη σχέση των ζώων με τους χώρους 

εκτροφής ή φιλοξενίας τους (Mylonakis et al., 2005; Gimenez-Coello, 2008; Golstein, 

2010; Cruz-Romero et al., 2013; Lapointe et al., 2013).  

Σε τροπικές περιοχές οι συχνότεροι ορότυποι, που αναγνωρίστηκαν ορολογικά 

στα ζώα συντροφιάς ήταν οι Autumnalis, Canicola και Icterohemorrhagiae, ενώ 

μεταξύ των εργατών του ρυζιού της ίδιας περιοχής δεν βρέθηκε μεν ο ορότυπος 

Canicola, βρέθηκε όμως υψηλή οροθετικότητα στους Australis και Gripotyphosa 

(Natarajaseenivasan et al., 2002). Αξιοσημείωτο είναι ότι στις ίδιες περιοχές δεν 

βρέθηκε κανένα ζώο οροθετικό στον τελευταίο ορότυπο, άρα δεν αναγνωρίστηκε η 

πιθανή δεξαμενή του οροτύπου.  

Πρέπει όμως να επισημανθεί, ότι οι προαναφερθέντες ερευνητές 

χρησιμοποιούν κατά την ορολογική διερεύνηση του παθογόνου ένα μικρό αριθμό 

οροτύπων. Επίσης χρησιμοποιούν οροτύπους, που χρησιμοποίησαν προγενέστεροι 

ερευνητές πολλές φορές από ανομοιογενείς κλιματικά περιοχές,  υποθέτοντας ότι 

αυτοί είναι σημαντικοί και στις περιοχές διερεύνησής τους.  Αυτές οι επιλογές, λόγω 

των προβλημάτων ορολογικής διερεύνησης του παθογόνου, που θα αναλυθούν 

αργότερα, επηρεάζουν και τα τελικά ευρήματα. 

Στην Ελλάδα το παθογόνο διερευνήθηκε για πρώτη φορά μετά από πολλές 

δεκαετίες το χρονικό διάστημα 2001-2003 (Burriel et al., 2002; Burriel et al., 2003). 
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Αυτή η διερεύνηση έγινε με τη μέθοδο ΜΑΤ στο Ηνωμένο Βασίλειο, με τη χρήση 19 

διαφορετικών οροτύπων επιλεγμένων για τις Βρετανικές συνθήκες. Οι ορότυποι 

αυτοί, που συστηματικά χρησιμοποιούνται στη Μεγάλη Βρετανία, αν και δεν είναι 

γνωστό ότι ήταν οι καταλληλότεροι για την Ελλάδα, ανέδειξαν ως σημαντικότερους 

ορότυπους  στα βοοειδή τους Bratislava, Australis και Copenhageni, στα πρόβατα 

τους Bratislava και Australis, στις αίγες τους Bratislava, Copenhageni και Australis, 

στους χοίρους τους Bratislava, Australis και Copenhageni και στους σκύλους τους 

Copenhageni και Canicola (Burriel et al. 2003). Σε αυτή τη διερεύνηση παρατηρείται 

η σημαντική συμμετοχή του ορότυπου Copenhageni, που δεν αναφέρεται συχνά από 

άλλες χώρες.  

Από τα ανωτέρω διαφαίνεται ότι πολλά είδη ζώων (τρωκτικών και μη), θα 

μπορούσαν να θεωρηθούν φυσικοί ξενιστές οροτύπων του μικροοργανισμού ή να 

είναι υποκλινικοί  φορείς οροτύπων, που μπορεί να είναι παθογόνοι για άλλα είδη 

ζώων (Bunnel et al., 2000; Michel et al., 2002; Turk et al., 2003; Cox et al., 2005; 

WHO, 2006).  

Ο μικροοργανισμός εγκαθίσταται και παραμένει στα εσπειραμένα σωληνάρια 

του νεφρού για μεγάλα χρονικά διαστήματα χωρίς την εμφάνιση συμπτωμάτων 

(Hamir et al., 2001; WHO 2003; Monahan, et al., 2009; de Faria et al., 2007; d’Andon 

et al., 2014). Διαμέσου αυτών περνάει στα ουροφόρα σωληνάρια και στα ούρα με 

τελική κατάληξη το περιβάλλον. Στους νεφρούς των ζώων-φορέων, ο 

μικροοργανισμός μπορεί να μείνει για το υπόλοιπο της ζωής του ζώου καθιστώντας το 

μόνιμη πηγή μόλυνσης για το περιβάλλον και κατά συνέπεια τον άνθρωπο και τα 

ευπαθή είδη ζώων. Τα  ζώα φορείς, αλλά και τα ευπαθή, είναι πηγές διασποράς 

συγκεκριμένων οροτύπων σε συγκεκριμένες περιοχές. 

Η συγκέντρωση του μικροοργανισμού στα ούρα ενός ευπαθούς ζώου και κατ΄ 

επέκταση στο περιβάλλον, εξαρτάται από τη φυσιολογία του μολυσμένου  ζώου-

ξενιστή. Αν αυτό μολυνθεί και δεν αυτοϊαθεί, θα αποτελέσει τη φυσική δεξαμενή στο 

περιβάλλον, διότι θα απεκκρίνει τον μικροοργανισμό διαρκώς και σε μεγάλους 

αριθμούς συγκρινόμενο με τυχαίους ασυπτωματικούς ξενιστές, όπως θεωρούνται τα 

διάφορα τρωκτικά και τα πρόβατα (Chernukcha et al, 1974; Hathaway, 1981; 

Hartskeerl and Terspstra, 1996, Bunnell et al 2000; Cox et al. 2005; Haake, 2006; 

Monhan et al., 2009).  
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Το έδαφος και οι συλλογές ύδατος μολύνονται με τα ούρα νέων ζώων φορέων, 

που με τη σειρά τους  γίνονται πηγές μόλυνσης για άλλα είδη ζώων, ευπαθή και μη, 

συμπεριλαμβανομένου του ανθρώπου.  

Σε αυτό το περιβάλλον ευνοείται ο πολλαπλασιασμός και η επιβίωση των 

περισσοτέρων παθογόνων οροτύπων του μικροοργανισμού, όταν η μέση ετήσια 

θερμοκρασία είναι 22
0
C και η διαφορά θερμοκρασιών μεταξύ θέρους και χειμώνα δεν 

υπερβαίνει του 5
0
C (WHO 2006). Αυτές οι κλιματικές συνθήκες επικρατούν κυρίως 

σε τροπικές και υποτροπικές περιοχές, όπου η λεπτοσπείρωση είναι ένα ιδιαίτερα 

σημαντικό νόσημα (Natarajaseenivasan et al., 2002; Natarajaseenivasan et al., 2004; 

Berlioz-Arthaud et al., 2007; Kawaguchi et al., 2008; Mahajan et al., 2008; Pappas et 

al. 2008; Balamurugan et al., 2013).  

Στον υπόλοιπο κόσμο το νόσημα εμφανίζει εποχική έξαρση (άνοιξη και 

φθινόπωρο) ή έξαρση μετά από μεγάλης διάρκειας βροχοπτώσεις την κατάλληλη 

εποχή για ανάπτυξη του παθογόνου στη φύση (Sanders et al. 1999, Leal–Castellanos 

et al. 2003, Levett 2004). Όμως οι κλιματικές αλλαγές, που αναμένονται (παγκόσμια 

άνοδος της θερμοκρασίας) (Lau et al. 2010; Chadsuthi et al., 2012; Revich et al., 

2012), θα επηρεάσουν δυσμενώς τη διασπορά παθογόνων οροτύπων του γένους 

Leptospira σε περιοχές, όπου αν και δεν ήταν απαλλαγμένες του μικροοργανισμού, 

λόγω του ξηρού περιβάλλοντος ή των χαμηλών θερμοκρασιών, που παρατηρούντο 

κατά το χειμώνα για μεγάλα χρονικά διαστήματα, δεν καταγράφονταν σημαντικές 

επιπτώσεις  στη ζωική παραγωγή και τη Δημόσια Υγεία.  

Οι κλιματικές αλλαγές και η συστηματικότερη μελέτη του παθογόνου έχει 

αποκαλύψει σήμερα την έκταση των ποσοστών μόλυνσης των διαφόρων ειδών ζώων 

από διαφορετικούς οροτύπους του γένους Leptospira στις περιοχές, όπου μελετάται η  

διασπορά  του μικροοργανισμού στη φύση (Baker 1989; Ciceroni et al. 2000, Espi et 

al. 2000, Burriel et al. 2002, Burriel et al. 2003, Szeredi Land Haake DA   2006, 

Hamir et al. 2001, Richardson and Gauthier 2003, Ortega- Pacheco et al. 2008, 

Kawaguchi et al. 2008). Η διασπορά αυτή διαφέρει από χώρα σε χώρα, αλλά και από 

περιοχή σε περιοχή εντός της ίδιας χώρας. Εξαρτάται δε, πέραν των όσων αφορούν το 

μικροοργανισμό και από την δυνατότητα, που παρέχεται από κρατικούς φορείς για τη 

συστηματική  μελέτη του.  
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Αναμφίβολα, η λεπτοσπείρωση είναι ευρέως διαδεδομένη στο ζωικό βασίλειο. 

Οι διαφορές δε, που παρατηρούνται στα  ποσοστά μόλυνσης των διαφόρων ειδών 

ζώων και στους οροτύπους μεταξύ χωρών , αλλά και περιοχών της ίδιας χώρας,  

δικαιολογούν  το ενδιαφέρον των κτηνιατρικών και άλλων εθνικών υπηρεσιών των 

διαφόρων χωρών, τόσο σε ερευνητικό όσο και σε οικονομικό επίπεδο. Τα ποσοστά 

μόλυνσης, που αναφέρονταν παλαιότερα στα παραγωγικά ζώα ήταν μεταξύ  2.8% και 

34.5% (Gaumont and Trap 1986; Pritchard 1986). Η ευρύτητα αυτή των ποσοστών 

μόλυνσης, δεν δηλώνει μόνο τη διασπορά ενός οροτύπου, αλλά δηλώνει κυρίως την 

επιστημονική και κρατική μέριμνα για τη μελέτη του παθογόνου.  

Φαίνεται δε ότι όσο αυξάνεται το επιστημονικό ενδιαφέρον για το παθογόνο 

και βελτιστοποιούνται οι μέθοδοι μελέτης του, αλλάζουν και τα ποσοστά μόλυνσης 

των διαφόρων ειδών σπονδυλωτών ανεξάρτητα οροτύπου. Ίσως για αυτό, στις πιο 

πρόσφατες αναφορές τα ποσοστά μόλυνσης φαίνεται να είναι σημαντικά υψηλότερα 

των προηγουμένων (Natarajaseenivasan et al., 2002; Salinas-Melendez et al., 2007; 

Langoni et al., 2008; Martins and Lilenbaum, 2014).  

Επιπλέον, ιδιαίτερα υψηλά ποσοστά αναφέρονται πιο συχνά και αφορούν 

κάποια είδη ζώων με ιδιαίτερο περιβάλλον διαβίωσης, όπως είναι το «νεροβούβαλο» 

(Water buffalo), που η μόλυνση φτάνει κοντά στο 60 %, προφανώς λόγω της σχέσης 

του μικροοργανισμού, αλλά και του ζώου, με το υδάτινο περιβάλλον (Mohammad et 

al. 2006). Βέβαια όταν παρόμοιες μελέτες προστίθενται στην υπάρχουσα γνώση, η 

επιδημιολογική εικόνα αλλάζει, αλλάζοντας τη σημαντικότητα της μόλυνσης των 

ζώων και κατ’ επέκταση αυτής του ανθρώπου. 

Έτσι αυξάνει και η σημαντικότητα της ποικιλομορφίας, που παρατηρείται στη 

συχνότητα παρουσίας των διαφόρων οροτύπων στη φύση, εγείροντας πολλά 

ερωτηματικά για τους παράγοντες, που επηρεάζουν τη διασπορά των οροτύπων κατά 

τη  μόλυνση  των ζώων.  

Μεταξύ αυτών των παραγόντων ιδιαίτερη σημασία έχει η προσαρμογή των 

οροτύπων στο είδος ζώου, η φυσική αντοχή των ζώων ξενιστών σε ένα ορότυπο, οι 

αλλαγές στις περιβαλλοντικές συνθήκες (κλίμα, υγρασία, γεωργική δραστηριότητα), 

αλλά και τα χαρακτηριστικά του μικροοργανισμού, που ορίζουν την παθογένεια του 

κάθε οροτύπου και τα οποία έχουν ελάχιστα μελετηθεί λόγω της φύσεως του 
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παθογόνου (Plank and Dean 2000, Szeredi and Haake 2006, de Faria et al. 2007, 

Ortega- Pacheco et al. 2008).  

 

1.4. ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΠΟΥ ΕΠΗΡΕΑΖΟΥΝ ΤΗΝ ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑ 

ΤΟΥ ΓΕΝΟΥΣ LEPTOSPIRA 

  

Η κλινική έκφραση της μόλυνσης από την σπειροχαίτη Leptospira εξαρτάται από 

ποικίλους παράγοντες κυριότεροι των οποίων είναι η γενετική δομή των οροτύπων και 

το βιολογικό περιβάλλον του είδους ζώου, στο οποίο έκαστος φιλοξενείται. Οι 

μελέτες για την αναγνώριση των μηχανισμών παθογένειας, γίνονται κυρίως in vitro 

(Hamir et al., 2001; Cullen et al., 2005; Subramarian and Sekaran, 2006), διότι  η in 

vivo μελέτη του παθογόνου είναι ιδιαίτερα δύσκολη.  

Από τις ελάχιστες  in vivo μελέτες, που έχουν γίνει, κάποιες δείχνουν ότι 

υπάρχουν σημαντικές διαφορές στην έκφραση συγκεκριμένων παθογόνων 

παραγόντων διαφορετικών οροτύπων, ενώ άλλες αναφέρουν ότι τα ευρήματα είναι 

συγκρίσιμα (Nally et al., 2007; de Faria et al., 2007; Monahan et al., 2009; Adler and 

Moctezuma, 2010; d’Andon et al., 2014). 

Οι μεγαλύτερες διαφορές παρατηρούνται στην σύνθεση – έκφραση των δομών 

της εξωτερικής στοιβάδας της μικροβιακής κυτταρικής μεμβράνης του παθογόνου. 

Πιθανολογείται, ότι είναι οι δομές αυτές που καθορίζουν το βαθμό παθογένειας, ως 

προς το είδος ζώου ή ιστού, που μολύνεται από ένα ορότυπο. Αυτοί οι μηχανισμοί, 

που είναι πιθανολογούμενα σημαντικά αντιγόνα, δηλαδή δεν έχει ακόμη αποδειχθεί ο 

πραγματικός ρόλος τους (Cullen et al., 2005; Nally et al., 2007; Wang et al., 2007; 

Barbosa et al., 2009; Cinco, 2010; d’Andon et al., 2014), φαίνεται ότι επηρεάζουν τη 

λειτουργία του κυττάρου ξενιστή και την ανοσολογική του διέγερση.   

Για την επιβεβαίωση της σημαντικότητας τους στην παθογένεια και την 

ανοσοδιέγερση απαιτούνται παγκόσμιες ερευνητικές συνεργασίες, αφού οι 

αναγνωρισμένοι ορότυποι διαφέρουν σημαντικότατα από περιοχή σε περιοχή και 

χώρα, άρα είναι πολλοί και πιθανώς διαφέρουν ακόμη και σε επίπεδο στελέχους. 

Δηλαδή, αν και είναι ίδιοι ως προς τις βασικές ιδιότητες αναγνώρισης, μπορεί να 

διαφέρουν ως στελέχη στην παθογενετικότητα (He et al., 2007; Monahan et al., 2008; 

Eslabao et al., 2010).  
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Ο καθορισμός του in vivo ρόλου των αντιγόνων στην παθογενετικότητα των 

γνωστών οροτύπων ή στελεχών θα βοηθούσε στην ανάπτυξη αποτελεσματικότερων 

εμβολίων  για περισσότερα είδη ζώων, γι’ αυτό και οι έρευνες προσανατολίζονται  

προς αυτή την κατεύθυνση (Wang et al., 2007).  

 Εδώ και 10-15 χρόνια γίνεται προσπάθεια τέτοιοι παθογόνοι παράγοντες να 

αναγνωρίζονται με μοριακές μεθόδους. Αυτή η δυνατότητα θα βοηθούσε να γίνεται  

πρώιμη αναγνώριση σημαντικών οροτύπων των θετικών ξενιστών και η σύνδεσή τους 

με τα κλινικά ευρήματα από συγκεκριμένους ιστούς, που τους φιλοξενούν 

(Gravenkamp et al., 1993; Nascimento et al., 2004; Palaniappan et al., 2005; Morey et 

al., 2006; Fearnley et al., 2008; Bomfim and Koury, 2006; Cai et al., 2010).  

Η μελέτη της γενετικής ποικιλότητας του παθογόνου σε μοριακό επίπεδο, 

κυρίως σε χώρες με αυξημένα ποσοστά μόλυνσης στον άνθρωπο (Natarajaseenivasan 

et al., 2004; He et al., 2007), μπορεί να βοηθήσει επίσης στην καλύτερη κατανόηση 

της παθογενετικής  σχέση τους με τον άνθρωπο και τα διάφορα είδη ζώων. Αυτή η 

κατανόηση θα βοηθήσει κυρίως την παρασκευή αποτελεσματικότερων εμβολίων για 

των άνθρωπο και τα είδη ζώων, που γίνονται πηγές μόλυνσης του ανθρώπου (Nally et 

al., 2007; Wang et al., 2007). Επίσης η μελέτη οροτύπων, που προέρχονται από την 

άγρια πανίδα (Bunnell et al., 2000; Turk et al., 2003; Felt et al., 2011), θα βοηθήσει 

στη γνώση της επιδημιολογικής εξέλιξης των διαφόρων οροτύπων, δηλαδή την 

εμφάνιση ή εξαφάνιση αυτών από τη φύση. Επιπλέον ίσως εξηγήσει την αιτία βάσει 

της οποίας αυτοί οι ορότυποι διαφέρουν από περιοχή σε περιοχή και χώρα ή 

εναλλάσσονται ποσοστιαία μεταξύ των ετών διερεύνησης στην ίδια χώρα (Burriel et 

al. 2003; Jansen et al., 2005; He et al., 2007). 

Όπως φαίνεται, η λεπτοσπείρωση είναι αποτέλεσμα της δράσης πολλών 

παραγόντων. Μεταξύ αυτών ιδιαίτερο ενδιαφέρον έχουν οι λοιμογόνοι παράγοντες, 

που καθορίζουν την επιβίωση ενός οροτύπου στο φυσιολογικό περιβάλλον των ιστών 

του ξενιστή του (Patarakul et al., 2010; Caimano et al., 2014) και ιδιαίτερα οι 

μηχανισμοί της αποίκησης του νεφρικού  ιστού . Οι μηχανισμοί αυτοί είναι ελάχιστα 

τεκμηριωμένοι, άρα δεν είναι καλά κατανοητοί ακόμη οι μηχανισμοί, που 

χρησιμοποιεί ο μικροοργανισμός για να παραμείνει στον ξενιστή χωρίς την πρόκληση 

νόσου (Monahan et al. 2008).   
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 Ως εκ τούτου, είναι ακόμη δύσκολο να αποφανθεί κανείς με βεβαιότητα για 

τον τρόπο με τον οποίο εκδηλώνεται σφοδρή κλινική νόσος σε κάποια μολυσμένα ζώα 

ή τον άνθρωπο, ενώ δεν συμβαίνει το ίδιο σε άλλα άτομα της ίδιας ομάδας από τον 

ίδιο παθογόνο ορότυπο. Οι διάφορες πιθανότητες της δράσης των μηχανισμών 

παθογένειας διερευνώνται συνεχώς  και καταλήγουν σε ερευνητικές προτάσεις, ώστε 

να διευκρινιστούν οι μηχανισμοί παθογένειας του μικροοργανισμού.  

Δυστυχώς όμως, τα διάφορα ερευνητικά ερωτήματα δεν έχουν απαντηθεί 

ικανοποιητικά, ακόμη και για πειραματισμούς, που χρησιμοποιούν μεγάλες ομάδες 

εργαστηριακών πειραματόζωων, όπως είναι τα διάφορα τρωκτικά, πόσο μάλλον για 

άλλα είδη ζώων, που δύσκολα μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε μεγάλες ομάδες για 

περισσότερους του ενός οροτύπους  (Nally et al. 2005; Nascimento et al. 2004). Αυτές 

οι αδυναμίες δυσκολεύουν πολύ τη συγκριτική μελέτη διαφορετικών οροτύπων ή 

στελεχών τους, που μολύνουν ζώα της ίδιας ομάδας ή ακόμη και το ίδιο ζώο. 

Οι πειραματισμοί, που έχουν γίνει μέχρι τώρα, επιβεβαιώνουν, ανεξάρτητα του 

είδους ζώου, ότι ο νεφρικός ιστός είναι ο ιστός προτίμησης του μικροοργανισμού, είτε 

πρόκειται για κλινική  είτε πρόκειται για ασυπτωματική μόλυνση (Faine et la. 1999; 

Yang et al. 2001; d’Andon et al., 2014).  

Η αρχική μόλυνση ενός ζώου καταλήγει μεν σε μόλυνση όλων των οργάνων 

του, αλλά σε περίπτωση που δεν προκληθεί σοβαρή βλάβη ή εάν επέλθει ίαση μετά 

από την κλινική εκδήλωση, ο μικροοργανισμός περιορίζεται τελικά μόνο στον ιστό 

προτίμησής του, δηλαδή το νεφρικό (Cheville et al. 1980; Vihn et al., 1984; Athanazio 

et al. 2008; De Daher et al., 2010; Patarakul et al., 2010; Choy et al., 2012; Caimano et 

al., 2014). Εδώ παραμένει για μεγάλα χρονικά διαστήματα ή και για όλη τη ζωή του 

ξενιστή του, ανάλογα με το είδος ζώου. Συνέπεια αυτής της εντόπισης είναι η 

απέκκρισή του με τα ούρα, συνεχόμενα ή μη, ανάλογα με το είδος του 

προσβεβλημένου ζώου.  

Τελικά ο κύκλος της μόλυνσης ξεκινά και πάλι με την μόλυνση του 

περιβάλλοντος και την αναπαραγωγή του παθογόνου σε ένα νέο περιβάλλον. Ο νέος 

ξενιστής μολύνει στη συνέχεια με τις απεκκρίσεις του το δικό του περιβάλλον, άρα 

και άλλα ευπαθή ζώα, με αποτέλεσμα τη διατήρηση των διάφορων οροτύπων στη 

φύση, που μπορεί να καταλήξει στη μόλυνση του ανθρώπου.  
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Ο λόγος βάσει του οποίου παραμένει ο μικροοργανισμός στο νεφρικό ιστό 

χωρίς να προκαλούνται ιστικές αλλοιώσεις, άρα χωρίς κλινική εκδήλωση, αλλά και το 

πως συμβαίνει αυτό είναι ένα σημαντικό ερώτημα, που χρήζει διερεύνησης. Για το 

σκοπό αυτό ομάδες ερευνητών με μακροχρόνια εμπειρία στις ιδιαιτερότητες, που 

παρουσιάζει η μόλυνση από το γένος Leptospira, προτείνουν ως σημεία, που χρήζουν 

συνεχή και εις βάθος διερεύνηση τα εξής 

 Την πιθανότητα να αποτελεί ο νεφρικός ιστός «προνομιούχα ανοσολογική» 

περιοχή για τον μικροοργανισμό. Δηλαδή μια περιοχή που δεν «αντιστέκεται» στην 

παρουσία του, άρα πρέπει να απαντηθεί το πώς και το γιατί αποφεύγει ο 

μικροοργανισμός τους μηχανισμούς άμυνας του ξενιστή ιστού. 

 Τη σχέση των ειδικών για το μικροοργανισμό ανοσοσφαιρινών, κυρίως των 

IgG, που υπάρχουν στο ούρο, με την παρουσία  και παραμονή του μικροοργανισμού 

στο νεφρικό ιστό. 

 Την πιθανότητα να είναι ο μικροοργανισμός ικανός να αποφύγει αυτές τις 

ανοσοσφαιρίνες, αλλά και τον τρόπο με τον οποίον το επιτυγχάνει. 

 Την προσπάθεια ανίχνευσης πρωτεϊνών χαρακτηριστικών του 

μικροοργανισμού, που ίσως επηρεάζουν την εγκατάστασή του στο νεφρικό ιστό. 

 Την αναγνώριση των παραγόντων προδιάθεσης (διατροφή, περιβάλλον, είδος, 

φυλή, φύλο ζώου), οι οποίοι ίσως επηρεάζουν την αρχική εγκατάσταση του 

μικροοργανισμού στο νεφρικό ιστό.  

 Τη συνεχή διερεύνηση για την αναγνώριση άλλων μηχανισμών, όπως είναι 

διάφορα χαρακτηριστικά της δομής του μικροοργανισμού, τους οποίους πιθανώς 

χρησιμοποιεί για να αποφύγει την ανοσοδιέγερση και έτσι να εγκατασταθεί στο 

νεφρικό ιστό και  

 Την παραγωγή προϊόντων μεταβολισμού του μικροοργανισμού, τα οποία 

μπορούν να λειτουργήσουν ως τοξικές ουσίες, προκαλώντας αναστρέψιμες και μη 

αλλοιώσεις στους μολυσμένους ιστούς  (Cheville et al., 1980; Athanazio et al., 2008; 

Monahan et al 2009;de Daher et al., 2010; Choy et al., 2012; Caimano et al., 2014; 

d’Andon et al., 2014) 

  Όλα όμως τα παραπάνω απαιτούν την απομόνωση του παθογόνου παράγοντα 

από το είδος ζώου-ξενιστή, που θα γίνει πειραματικό μοντέλο για την μελέτη τους.  
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Αυτό το πειραματικό μοντέλο θα πρέπει να βασιστεί σε δύο σημαντικές αρχές. Την 

αρχή της ορθής επιλογής του πιο παθογόνου στελέχους και την αρχή της ορθής 

επιλογής του πειραματόζωου, που είναι πιο ευαίσθητο στη δράση του προς μελέτη 

επιλεγμένου στελέχους. Δυστυχώς και τα δύο είναι ιδιαίτερα δύσκολα έως και 

ανέφικτα, ανάλογα με τα ζώα επιλογής για πειραματισμούς.  

  Μία πρώιμη εκδήλωση της μόλυνσης από παθογόνους οροτύπους Leptospira 

spp. στα ευπαθή ζώα, συγκριτικά με τα χρόνια μολυσμένα ζώα, είναι η γρήγορη 

εμφάνιση σοβαρών κλινικών ευρημάτων, που είναι κυρίως αποτέλεσμα της βλάβης 

του νεφρικού ιστού (Monahan et al., 2009). Οι βλάβες στον νεφρικό ιστό μπορεί να 

είναι είτε αποτέλεσμα της άμεσης παρουσίας του μικροοργανισμού, είτε αποτέλεσμα 

της ανοσολογικής αντίδρασης του νεφρού σε συγκεκριμένα αντιγόνα του 

συγκεκριμένου οροτύπου (Yang 2007). Η δε κλινική εκδήλωση αυτών των βλαβών 

εξαρτάται από τη μορφή της μόλυνσης, που μπορεί να είναι οξεία ή χρόνια, άρα 

επηρεάζεται από πολλούς και διαφορετικούς, άγνωστους παράγοντες.  

Προσπάθεια κατανόησης των  παραγόντων, που επηρεάζουν την τελική 

έκβαση της μόλυνσης, κυρίως την κλινική μορφή της, καθώς και τις ιστικές 

αλλοιώσεις, που προκαλούνται από αυτή, με κύριο ιστό μελέτης το νεφρικό, γίνονται 

συστηματικά στους αρουραίους και στα ινδικά χοιρίδια (Nalley et al., 2007; Barbosa 

et al., 2009; Parakul et al., 2010; Caimano et al., 2014; d’Andon et al., 2014). Σε αυτά 

τα είδη ζώων έχει μελετηθεί ο χρόνος, που απαιτείται μετά την πειραματική μόλυνση 

με το επιλεγμένο στέλεχος του μικροοργανισμού για την εμφάνιση των ιστικών 

αλλοιώσεων, καθώς και οι πιθανοί λόγοι, που διαφοροποιούν τις αλλοιώσεις αυτές 

κατά την οξεία και τη χρόνια μορφή της (de Faria et al. 2007;).   

 Πολύ πριν την ραγδαία ανάπτυξη της μοριακής μικροβιολογίας, μελετητές του 

μικροοργανισμού παρατήρησαν ότι η προσκόλληση παθογόνων οροτύπων στους 

μικρομεμβρανικούς υποδοχείς (microvilli) των επιθηλιακών κυττάρων των 

εσπειραμένων σωληναρίων (tubules) προκαλούσε καταστροφή των τριχοειδών 

αγγείων και κατέληγε σε αιμορραγία (αιματουρία).  

Σε in vitro παρατήρηση και σύγκριση παθογόνων και μη οροτύπων 

παρατηρήθηκαν σημαντικές διαφορές στον αριθμό και τον τρόπο προσκόλλησης των 

παθογόνων οροτύπων σε επιλεγμένες γραμμές κυτταροκαλλιεργειών (Vihn et al. 

1984; Ballard et al., 1986; Barocchi et al., 2002; Barbosa et al., 2009). Ο βαθμός και ο 
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τρόπος καταστροφής των προσβεβλημένων κυττάρων, είτε λόγω τοξινών, είτε λόγω 

φαγοκυττάρωσης, επιβεβαιώνουν τον τρόπο με τον οποίο προκαλούν βλάβη in vivo οι 

διάφοροι παθογόνοι ορότυποι.  

Φυσικά για να δράσουν αποτελεσματικά κατά των ιστών προτίμησης τους θα 

πρέπει να αποφεύγουν τη φυσική και επίκτητη ανοσία του ξενιστή τους. Έχει 

παρατηρηθεί ότι τα παθογόνα στελέχη αναπτύσσουν ανθεκτικότητα κατά της 

βλαβερής δράσης του συμπληρώματος του ορού του αίματος (Barbosa et al. 2009). Οι 

μικροοργανισμοί, που επιβιώνουν από τη βλαβερή δράση του συμπληρώματος, 

προσκολλώνται τελικά σε ιστούς επιλογής τους ή διεισδύουν στα κύτταρα των ιστών 

με αποτέλεσμα την καταστροφή τους (Vinh et al., 1984; Barocchi et al., 2002; Cinco, 

2010).   

Ο  προσβεβλημένος νεφρικός ιστός εμφανίζει μικροσκοπικά αρχικά διάμεση 

σπειραματονεφρίτιδα (tubulointerstitial nephritis), που χαρακτηρίζεται από οίδημα και 

λεμφοκυτταρική διήθηση (Yang et al. 2001). Αυτή εξελίσσεται τελικά σε ατροφία των 

σπειραμάτων (tubular atrophy), ινώδη εκφύλιση (McIntyre et al. 1952; Sterling et al. 

1981) και νεφρική ανεπάρκεια με διάφορες κλινικές εκδηλώσεις , όπως παρατηρείται 

πειραματικά (d’Andon et al., 2014).       

Αν τελικά η μόλυνση ξεφύγει του νεφρικού ιστού, είτε λόγω της παθογένειας 

του μολύνοντα  οροτύπου (Ahmed et al., 2012; Lehmann et al., 2014) είτε λόγω της 

ευπάθειας του ξενιστή (Koizumi and Watanabe, 2005; Johnson, 1996; Lehmann et al., 

2014) τότε και άλλοι  τύποι ιστών μολύνονται και η μόλυνση γίνεται πολυσυστημική. 

Όμως είτε η βλάβη αφορά ένα μόνο ιστό (πχ το νεφρικό) είτε πολλά όργανα 

συγχρόνως, ο ξενιστής θα εμφανίσει σε μια ευρεία κλίμακα τις συνέπειες της δράσης 

του παθογόνου. Άρα, η έκταση της διασποράς και των λειτουργικών βλαβών, που 

προκαλεί το παθογόνο, καθορίζουν τις δύο κύριες μορφές της κλινικής εκδήλωσης της 

λεπτοσπείρωσης, που είναι η οξεία ή ικτερική μορφή και η χρόνια ή μη ικτερική 

(Levett and Haake, 2010). Οι δύο μορφές περιγράφονται συχνότερα σε κλινικά 

περιστατικά του ανθρώπου, αλλά παρατηρούνται και στα ζώα.    

 Στα ζώα η κλινική εκδήλωση της λεπτοσπείρωσης εξαρτάται από το είδος του 

ζώου, τις συνθήκες διαβίωσής του, κυρίως για τα παραγωγικά ζώα, το ιστορικό υγείας 

του (σύμμεικτες λοιμώξεις), την ομάδα των ζώων (εμβολιασμένα ή μη, προηγούμενη 

πιθανή μόλυνση ή μη) και τέλος, όπως προαναφέρθηκε, τη λοιμογόνο ικανότητα του 
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μολύνοντα οροτύπου (Plank et al., 2000; Szeredi and Haake, 2006; WHO 2006; d’ 

Faria et al. 2007; Nally et al., 2007; Ortega- Pacheco et al. 2008; Murrey et al., 2009).  

 Ειδικότερα, ως κλινικές εκδηλώσεις της οξείας μορφής μπορούν να 

θεωρηθούν, πέραν του θανάτου, η εμφάνιση ίκτερου και αιμοσφαιρινουρίας, η 

μηνιγγίτιδα, η γενική κατάρρευση λόγω νεφρικής ανεπάρκειας, ακόμη και η 

αμφοτερόπλευρη αγαλαξία των μηρυκαστικών, κυρίως των βοοειδών (Plank et al., 

2000; WHO, 2006; Szeredi and Haake, 2006; Ortega- Pacheco et al., 2008).  

 Ως κλινικές εκδηλώσεις της χρόνιας μορφής μπορούν να θεωρηθούν οι ήπιες 

εκδηλώσεις των ανωτέρω, καθώς και οι αποβολές και οι γεννήσεις νεκρών ή 

ασθενικών νεογνών (Vemulapalli et al., 2005; Bomfim and Koury, 2006; Leon et al., 

2006; Szeredi and Haake, 2006; Saglam et al., 2008). Επίσης η χαρακτηριστική 

περιοδική οφθαλμίτιδα των σαρκοφάγων (Townsend et al., 2006), του ανθρώπου 

(Gupta et al., 2007) και των ιπποειδών (Faber et al., 2000).  

Η μόλυνση των παραγωγικών ζώων είναι σημαντική διότι καταλήγει σε 

μείωση της παραγωγικότητας, αφού προκαλεί αποβολές, γέννηση θνησιγενών 

νεογνών, μείωση της γαλακτοπαραγωγής, ακόμη και καθυστέρηση της ανάπτυξης 

(Faine et al. 1999).  

Επομένως, το παθογόνο θα πρέπει να συμπεριλαμβάνεται μεταξύ των αιτίων, 

που επηρεάζουν την απόδοση των παραγωγικών ζώων, συμπεριλαμβανομένων  των 

μικρών μηρυκαστικών. Δηλαδή θα πρέπει να διερευνάται συστηματικά, ώστε να 

λαμβάνονται και τα κατάλληλα μέτρα περιορισμού των επιπτώσεων της μόλυνσης . 

Ανεξάρτητα των επιπτώσεων της χρόνιας μορφής της λεπτοσπείρωσης, 

ιδιαίτερη σημασία για την εργαστηριακή διερεύνηση της μόλυνσης έχει η 

μακροχρόνια εγκατάσταση του μικροοργανισμού σε ιστούς της προτίμησης του, όπως  

είναι ο νεφρικός (Baker et al., 1989; d’ Faria et al., 2007; Ortega- Pacheco et al., 2008; 

Monahan et al., 2009), αλλά και το γεννητικό σύστημα των ζώων (Szeredi and Haake, 

2006; Saglam et al., 2008). Αυτές οι εντοπίσεις, καθώς επίσης και οι ιδιαιτερότητες 

απομόνωσης της λεπτόσπειρας, δυσκολεύουν πολύ την  εργαστηριακή διερεύνηση της 

λοίμωξης (Vemulapalli et al. 2005, Szeredi and Haake 2006, Bomfim and Koury 

2006, Leon et al. 2006, Ortega- Pacheco et al. 2008, Saglam et al. 2008), κυρίως κατά 

την διάρκεια της ζωής του ξενιστή.  
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Από την μέχρι τώρα παραχθείσα γνώση διαφαίνεται ότι  τα παθογόνα είδη του 

γένους Leptospira και οι ορότυποί τους, χρησιμοποιούν αποτελεσματικότερα τα δικά 

τους λοιμογόνα χαρακτηριστικά εις βάρος κάποιων συγκεκριμένων ιστών του ξενιστή 

τους  με δύο τρόπους. Είτε διεγείροντας τους ξενιστές ιστούς για παραγωγή 

«τοξικών» παραγόντων, που παράγονται από ένα ορότυπο κατά του ιδίου, είτε μέσω 

ιδιαίτερων μηχανισμών παθογένειας, που διερευνώνται συστηματικά, αφού είναι 

ακόμη άγνωστοι (Segers et al., 1990; Nally et al., 2007; Cinco, 2010; d’Andon et al., 

2014).  

Γενικώς, οι πολλαπλές επιδράσεις, που φαίνεται να έχουν οι παθογόνοι 

ορότυποι στα κύτταρα, που μολύνουν, δεν έχουν καλά μελετηθεί, πιθανότατα λόγω 

των δυσκολιών απομόνωσης, συντήρησης και εργαστηριακής πειραματικής 

διαχείρισης του μικροοργανισμού. Για τους ίδιους λόγους είναι δύσκολο να 

εντοπιστούν τα ζώα φορείς, που μπορεί μεν να παραμείνουν αφανείς δεξαμενές του 

μικροοργανισμού, αλλά ίσως και να νοσήσουν, σε περίπτωση που κάποιοι 

προδιαθέτοντες παράγοντες επιτρέψουν τον πολλαπλασιασμό του παθογόνου σε 

κάποια στιγμή της ζωής του ζώου - ξενιστή.  

Ιδιαίτερα χρήσιμες σε αυτού του είδους τη μελέτη είναι διάφορες μοριακές 

μέθοδοι, που έχουν αναπτυχθεί τις τελευταίες δεκαετίες και λόγω της μείωσης του 

κόστους τους και της συνεχούς βελτίωσης της χρήσης τους, έχουν γίνει εργαλεία 

μελέτης των διαφόρων οροτύπων της λεπτόσπειρας. Αυτές χρησιμοποιούνται κυρίως 

για τη μελέτη της μοριακής δομής του μικροοργανισμού για τον καθορισμό των 

μοριακών διαφορών μεταξύ των οροτύπων, με σκοπό την  ταυτοποίησή των. Επί 

πλέον, η αναγνώριση μοριακών διαφορών μεταξύ οροτύπων ή στελεχών αυξάνει και 

την πιθανότητα καλύτερης κατανόησης των πιθανών παραγόντων παθογενετικότητας. 

Βέβαια, αυτές οι μελέτες  προϋποθέτουν  την απομόνωση του παθογόνου από το προς 

μελέτη είδος ζώου (Yang et al. 2002; Turk et al., 2003; Levett, 2004; Nally et al., 

2007; Monahan et al., 2008; Barbosa et al., 2009; Murrey eta l., 2009; Ko et al., 2009; 

Slack et al., 2009; Calderano et al., 2014).  
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1.5. ΜΟΡΙΑΚΗ ΔΟΜΗ ΤΟΥ ΠΑΘΟΓΟΝΟΥ ΚΑΙ ΜΟΡΙΑΚΕΣ 

ΜΕΘΟΔΟΙ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ ΤΟΥ 

 

Η αυξανόμενη γνώση, ως προς τους κοινούς παθογόνους μηχανισμούς σημαντικών 

παθογόνων οροτύπων in vivo και in vitro (Cullen et al., 2005; Nally et al., 2007; 

Monahan et al., 2008; Murray eta l., 2008), συντελεί στην βελτιστοποίηση των 

μεθόδων διάγνωσης και  επιβεβαίωσης μιας κλινικής ή υποκλινικής μόλυνσης. 

Τέτοιες μέθοδοι είναι οι διάφορες τεχνικές PCR, που έχουν αναπαραχθεί και συνεχώς 

βελτιώνονται. Η PCR έχει χρησιμοποιηθεί για την αναγνώριση της ύπαρξης του 

παθογόνου κυρίως σε δείγματα ιστών και ούρου (Yang et al. 2002; Turk et al., 2003; 

Magajevski and Scarcelli 2005; Palaniappan et al., 2005; Bomfim and Koury, 2006; 

Lilenbaun et al., 2008; Ko et al., 2009; Slack et al., 2009; Calderaro et al., 2014).  

Οι δυσκολίες στην απομόνωση λόγω αδυναμίας των διαθέσιμων τεχνικών 

δυνατοτήτων ενός εργαστηρίου ή των υποδομών βιοασφάλειας, καθώς και η αδυναμία 

των ορολογικών μεθόδων να επιβεβαιώσουν την πραγματική παρουσία του 

μικροοργανισμού στους ιστούς, κατά το χρόνο της διερεύνησής του (Levett, 2004; 

Levett and Haake, 2010; Hartskeerl et al., 2011), ευνοούν την ανάπτυξη μοριακών 

μεθόδων διάγνωσης της μόλυνσης. Η ανίχνευση του παθογόνου στο ούρο των ζώων 

φορέων, με μοριακές μεθόδους (Monahan et al., 2008; Bomfim and Koury, 2006; 

Goldstein, 2010; Ahmed et al., 2014), θα βοηθούσε στη λήψη μέτρων πρόληψης για 

τον περιορισμό της μόλυνσης του ανθρώπου ή των ζώων, κυρίως των παραγωγικών.  

Πέρα όμως, από την πρόληψη, η με βεβαιότητα  επιβεβαίωση της ύπαρξης του 

μικροοργανισμού σε προσβεβλημένους ιστούς, όπως τα προϊόντα αποβολής (Guitian 

et al., 2001; Leon et al., 2006; Vemulapalli et al 2005; Szeredi and Haake, 2006;  

Lilenbaum et al., 2009) βοηθάει τη διαφορική διάγνωση και την εκτίμηση της 

οικονομικής σημασίας της μόλυνσης, άρα τη λήψη μέτρων μελλοντικής προφύλαξης.  

Η αποτελεσματικότητα των μέτρων αυτών θα μπορούσε με ασφάλεια να 

ελεγχθεί με την ανάπτυξη οικονομικών και εύκολων στη χρήση μοριακών μεθόδων 

ανίχνευσης του παθογόνου σε επίπεδο οροτύπου στα σωματικά υγρά του γεννητικού 

συστήματος θηλέων και αρρένων ζώων (Lilenbaum et al., 2009). Η συνεχής 

προσπάθεια επακριβούς διάγνωσης με μοριακές μεθόδους, όταν υπάρχει υποψία 

μόλυνσης από Leptospira spp,  και η ανάγκη αναγνώρισης των οροτύπων, που 
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μολύνουν ένα ξενιστή, συνέβαλε καθοριστικά στην αναταξινόμηση των παθογόνων 

οροτύπων.  

Αποτέλεσμα αυτών των γνώσεων είναι, αν και δεν έχουν γίνει σημαντικές 

αλλαγές στα παθογόνα είδη, που εξακολουθούν να είναι οκτώ (Πινάκας 1), να 

ταξινομηθούν δύο επιπλέον μέτριας παθογένειας είδη και ένα μη παθογόνο (Turk et 

al., 2003; Ko et al., 2009; Calderaro et al., 2014). Παραμένει άγνωστο τι τελικά θα 

αναδείξει η συνεχής μοριακή μελέτη του γένους Leptospira. 

 Όμως, ήδη διαφαίνεται ότι υπάρχει μακρύς επιστημονικός δρόμος να 

διανυθεί, αφού δεν υπάρχει ακόμη ένας κοινός τρόπος μοριακής διαφοροποίησης των 

οροτύπων του παθογόνου. Οι επιστήμονες κάθε χώρας για την εξέλιξη των μοριακών 

μεθόδων εστιάζουν τις έρευνες σε ορότυπους, που μολύνουν συχνότερα συγκεκριμένα 

είδη ζώων ή σε κλινικά δείγματα, που θεωρούν σημαντικότερα για να αναγνωριστεί 

και να μελετηθεί μοριακά ο μικροοργανισμός (Cai et al., 2010; Bomfim and Koury, 

2006; Morey et al., 2006; Turk et al., 2003; He et al., 2007; Ko et al., 2009; 

Natarajaseenivasan et al 2004).  

Η γνώση πολλαπλασιάζεται μεν, αλλά οι δυσκολίες κατέληγαν στη μη 

συστηματική διάδοση της αποκτηθείσας γνώσης, με αποτέλεσμα να αναδειχθεί το 

2009 –  2010 η πρώτη προσπάθεια δημιουργίας ηλεκτρονικής κατάθεσης 

αναγνωρισμένων αλληλουχιών (LepBank), ώστε να συγκεντρωθούν οι πληροφορίες, 

που υπάρχουν από τις διάφορες φυλογενετικές μελέτες του γένους (Eslabao et al., 

2010). Η οργάνωση και η ελεύθερη χρήση της γνώσης αυτής θα βοηθήσει στην 

ερμηνεία της γενετικής ποικιλότητας, που παρατηρείται και έχει οδηγήσει στην 

αναγνώριση περισσότερων των 270 οροτύπων με ελάχιστη ή καθόλου αντιγονική 

συγγένεια μεταξύ τους (Wang et al., 2007). Με αυτή τη γνώση αυξάνεται και η 

πιθανότητα ερμηνείας της μεγάλης γενετικής διασποράς των οροτύπων και κυρίως  η 

ανάπτυξη αξιόπιστης μοριακής μεθόδου διαφοροποίησης των οροτύπων, που 

μολύνουν ένα ξενιστή.  

Η χρονοβόρος ανάπτυξη του μικροοργανισμού στο εργαστήριο, όπως επίσης 

και η δυσκολία ελέγχου των παραγόντων, που την επηρεάζουν, έχει σαν αποτέλεσμα 

να μην είναι εύκολη η μοριακή μελέτη των οροτύπων , αφού δεν απομονώνεται 

ικανοποιητικός αριθμός από πολλές χώρες και περιοχές (Adler and Moctezuma, 

2010). Άρα, είναι λίγες οι μελέτες, που δίνουν πληροφορίες για τους παράγοντες 
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παθογένειας των οροτύπων, ενώ ένας άλλος αρνητικός παράγοντας είναι η απώλεια 

των παραγόντων παθογενετικότητας με την ανακαλλιέργεια του μικροοργανισμού 

κατά τη συντήρησή του στο εργαστήριο για μεγάλα χρονικά διαστήματα (Girons et 

al., 2000).  

Είναι γνωστό ότι  το 80% των αναγνωρισμένων γονιδίων του είδους L. 

interrogans,  που είναι το καλύτερα μελετημένο είδος, κωδικοποιεί άγνωστες μέχρι 

σήμερα πρωτεΐνες. Οι πρωτεΐνες αυτές είναι υπεύθυνες προφανώς για πολλά 

σημαντικά μοριακά χαρακτηριστικά αυτού του είδους, που είναι άγνωστα ακόμη. 

 Άρα, εξίσου άγνωστοι είναι και οι μηχανισμοί παθογενετικότητας αυτού του 

είδους και κατ’ επέκταση του γένους Leptospira. Επομένως είναι δύσκολη τόσο η 

εξήγηση των διαφορών, που παρατηρούνται μεταξύ των οροτύπων του είδους L. 

interrogans όσον και της συμπεριφοράς αυτών σε διαφορετικά είδη ζώων ξενιστών. 

Αφού αυτά τα προβλήματα αφορούν το καλύτερα μοριακά μελετημένο εκ των 

παθογόνων ειδών, δικαίως είναι κοινώς αποδεκτό ότι ο μικροοργανισμός έχει 

παράγοντες παθογένειας, που δεν μπορούν να αναγνωριστούν με κοινότυπους 

εργαστηριακούς τρόπους (Adler and Moctezuma, 2010).  

Από τη  μέχρι τώρα μελέτη του γένους Leptospira έχει διαφανεί ότι, για 

τουλάχιστον ένα μικρό αριθμό οροτύπων, που μελετήθηκαν συστηματικότερα μέχρι 

τώρα με μοριακές μεθόδους, σημαντικό ρόλο στην παθογένεια του μικροοργανισμού 

παίζει η διέγερση υποδοχέων (toll-like receptors, or TLR) του κυττάρου ξενιστή, που 

αναγνωρίζουν πολυσακχαρίτες και γλυκολιπίδια (Cook et al. 2004; Yang et al. 2007). 

Αυξημένοι αριθμοί διαφορετικών κλάσεων τέτοιων υποδοχέων έχουν αναγνωριστεί 

στο νεφρικό ιστό (Werts et al. 2001). Άρα, ο τροπισμός και η παθογένεια του 

μικροοργανισμού φαίνεται ότι εξαρτώνται από την σύνδεσή του με αυτούς τους 

υποδοχείς. Αυτή η σύνδεση πιστεύεται ότι βοηθάει την απελευθέρωση διαφόρων 

τοξικών παραγόντων για τους ιστούς του ξενιστή. Ένας τέτοιος παράγων είναι ο TNF-

α (tumor necrosis factor), ο οποίος όμως έχει μελετηθεί μόνο σε συνάφεια με τα 

τρωκτικά, που αποτέλεσαν τα πειραματόζωα για τη μελέτη του μικροοργανισμού  

(Yang et al. 2002; Yang et al 2006). Απαραίτητη είναι, επομένως, η πειραματική και 

μοριακή μελέτη αυτών των παραγόντων παθογενετικότητας σε άλλα είδη ζώων, ώστε 

να καθοριστεί και ο βαθμός παθογένειας των διάφορων οροτύπων, που ορολογικά 

αναφέρονται ότι μολύνουν τα ζώα. 
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Άρα, η μελέτη της διασποράς των παθογόνων οροτύπων, των μηχανισμών 

παθογενετικότητας αυτών και της μοριακής τους ανίχνευσης in vivo εξαρτώνται από 

τη μοριακή συγκρότηση πληθώρας παραγόντων, που είναι δύσκολο να 

προσδιοριστούν, να ταξινομηθούν και να διερευνηθούν σε βάθος, ώστε να επιτρέψουν 

την καλύτερη κατανόηση των μηχανισμών πρόκλησης βλάβης στους ιστούς από τους 

διάφορους οροτύπους ξεχωριστά.  

Αν και υπάρχουν δυσκολίες στη μελέτη της παθογένειας του 

μικροοργανισμού, οι μοριακές διαφορές, που παρατηρούνται στα διάφορα είδη ζώων, 

φαίνεται να είναι αποτέλεσμα γενετικών παραγόντων, όχι τόσο του μικροοργανισμού, 

αλλά κυρίως του ζώου – ξενιστή, όταν έρχεται σε επαφή με το παθογόνο. Αυτοί οι 

γενετικοί παράγοντες επιτρέπουν σε κάποιους οροτύπους να προσκολληθούν και να 

παραμείνουν στους ιστούς ενός συγκεκριμένου ξενιστή, ενώ δεν συμβαίνει το ίδιο με 

άλλα είδη ζώων ή ακόμη και με άτομα εντός του ίδιου είδους  ή και με άλλους εξ ίσου 

παθογόνους οροτύπους (Monahan et al., 2008). Γενετικοί επομένως παράγοντες του 

ζώου-ξενιστή βοηθούν τον μικροοργανισμό να χρησιμοποιήσει πιο αποτελεσματικά 

τους δικούς του μοριακούς παράγοντες ενίσχυσης της παθογένειάς του (Ristow et al., 

2007). Πιθανώς παρόμοια ερμηνεία μπορεί να προσδοθεί και στις διαφορές στην 

εξέλιξη της μόλυνσης, που παρατηρούνται μεταξύ ατόμων του ιδίου είδους ζώου. Το 

τελευταίο προσδίδει ιδιαίτερη  έμφαση στους λόγους, που δεν έχουν ακόμη επιτρέψει 

στους ερευνητές να γνωρίσουν τον τρόπο, με τον οποίο προκαλούν ασθένεια οι 

διάφοροι ορότυποι.   

Συμπεραίνεται ότι αποτέλεσμα των δυσκολιών μελέτης του τρόπου 

αλληλεπίδρασης ξενιστή – παθογόνου είναι, 

1. Η μη συστηματική μελέτη οροτύπων του μικροοργανισμού, που ανιχνεύονται 

στα ζώα και τον άνθρωπο σε χώρες, που δεν έχουν την οικονομική και τεχνολογική 

υποδομή να απομονώσουν παθογόνους οροτύπους και να τους μελετήσουν 

πειραματικά και μοριακά in vivo και in vitro. 

2. Ο περιορισμός των μελετών μέχρι πολύ πρόσφατα στην απλή ορολογική 

διερεύνηση των οροτύπων του μικροοργανισμού στα διάφορα  είδη ζώων και  

3. Η παραγωγή εμβολίων από χώρες, που χρηματοδοτούν την επιστημονική 

δραστηριότητα για την εξυπηρέτηση των δικών τους αναγκών. Αποτέλεσμα της 

κατεύθυνσης αυτής είναι τα εμπορικά εμβόλια, που υπάρχουν, να διατίθενται σε 
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χώρες όπου δεν έχουν μελετήσει το μικροοργανισμό συστηματικά, άρα δεν γνωρίζουν 

με ακρίβεια τη διασπορά των οροτύπων, που αφορούν κυρίως στα δικά τους 

παραγωγικά ζώα. Τα εμβόλια αυτά δεν μπορεί παρά να είναι σε ένα μεγάλο βαθμό 

αναποτελεσματικά. Η συστηματική μελέτη απαιτεί  Εθνικό Φορέα αφιερωμένο στον 

μικροοργανισμό. Η έλλειψη αυτού οδηγεί στην ουσιαστική έλλειψη ελέγχου του 

αποτελέσματος μιας επιδημιολογικής μελέτης είτε ενός εμβολιακού προγράμματος.  

Η αδυναμία Εθνικών Φορέων να επενδύσουν οικονομικά στη συστηματική 

μελέτη των επιπτώσεων της μόλυνσης από το μικροοργανισμό οδηγεί σε έλλειψη 

σημαντικών πληροφοριών, ως προς τη διασπορά των κυριότερων οροτύπων κάθε 

είδους ζώου ξεχωριστά και για συγκεκριμένες περιοχές εντός της ίδιας επικράτειας. Η 

έλλειψη αυτή, καθώς και η μη διερεύνηση της σημαντικότητας για θέματα οικονομίας 

και Δημόσιας Υγείας, έχει ως αποτέλεσμα τη μη ικανοποιητική προφύλαξη από το 

μικροοργανισμό. Για παράδειγμα τα εμπορικά εμβόλια, που χρησιμοποιούνται στην 

Ελλάδα για την προστασία των σκύλων, δεν καλύπτουν το 60% και πλέον των ζώων 

αυτών, αφού οι σκύλοι είναι οροθετικοί σε μη εμβολιακούς οροτύπους (Burriel et al., 

2003). Το ίδιο αναμένεται και για τα παραγωγικά ζώα, αν οι παραγωγοί οδηγηθούν να 

χρησιμοποιήσουν προληπτικά τα διαθέσιμα εμπορικά εμβόλια άλλων χωρών, αφού 

φαίνεται ότι οι ορότυποι, που είναι σημαντικοί στην Ελλάδα, διαφέρουν αυτών των 

άλλων χωρών (Burriel et al., 2002; Burriel et al. 2003; Bisias et al., 2010).   

Τα παραπάνω προβλήματα θα μπορούσαν να ξεπεραστούν, αν υπήρχε ειδικός 

φορέας αφιερωμένος στη μελέτη του μικροοργανισμού, μέσω του οποίου θα ήταν 

δυνατή η απομόνωση και διατήρηση σημαντικών οροτύπων, ώστε να είναι δυνατή η 

χρησιμοποίησή τους στην παρασκευή αποτελεσματικότερων εμβολίων 

(αυτεμβολίων). Για να δημιουργηθεί όμως, ένας τέτοιος φορέας στην Ελλάδα, πρέπει 

πρώτα να γίνουν αποδεκτές τόσον η μεγάλη σημασία της λεπτοσπείρωσης στη 

Δημόσια Υγεία όσον και οι μεγάλες οικονομικές επιπτώσεις της στα παραγωγικά ζώα. 

Οι δύο αυτές κατευθύνσεις χρήζουν ευρείας διερεύνησης στην Ελλάδα, κυρίως ως 

προς την αναγνώριση των σημαντικότερων για τη Δημόσια Υγεία οροτύπων και της 

προέλευσής τους.  
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1.6. Η ΣΗΜΑΣΙΑ ΤΗΣ ΛΕΠΤΟΣΠΕΙΡΩΣΗΣ ΣΤΗ ΔΗΜΟΣΙΑ 

ΥΓΕΙΑ  

 

Η εκδήλωση της μόλυνσης στον άνθρωπο μπορεί να είναι από υποκλινική έως 

θανατηφόρα κλινική. Οι μηχανισμοί παθογένειας του μικροοργανισμού, που αφορούν 

στον άνθρωπο και ο τρόπος αλληλεπίδρασής τους είναι σημαντικοί παράγοντες για 

την κλινική εξέλιξη της μόλυνσης. Σημαντικοί παράγοντες είναι επίσης η ηλικία και η 

κατάσταση της γενικής υγείας του ατόμου, που έχει μολυνθεί από συγκεκριμένο 

ορότυπο (Adler and Moctezuma, 2010; Levett and Haake, 2010;Choy et al., 2012). Με 

τον ίδιο τρόπο αναμένεται να επιδράσει και στα ζώα το σύνολο των παραγόντων 

αυτών, που είναι, όπως και στον άνθρωπο,  στην πλειονότητά τους άγνωστοι, αλλά 

μπορεί να καθορίζουν τη σοβαρότητα της τελικής εξέλιξης της λεπτοσπείρωσης των 

ζώων.  

Η λεπτοσπείρωση στον άνθρωπο μπορεί να εκδηλωθεί κλινικά αρχικά με 

κεφαλαλγία, πυρετό, κακοδιαθεσία και μυαλγία.  Δηλαδή ευρήματα ήπιας γρίπης, που 

συνήθως δεν οδηγούν σε κατάλληλη αντιμικροβιακή αγωγή με αποτέλεσμα, σε 

κάποιες περιπτώσεις, την πλήρη κατάρρευση της λειτουργίας των εσωτερικών 

οργάνων του ασθενούς, κυρίως των νεφρών του. Σε περίπτωση δε που δεν γίνει 

έγκαιρη και αποτελεσματική περίθαλψη, η λοίμωξη μπορεί να φτάσει ακόμη και στο 

θάνατο (Bharti et al.,2003; Levett and Haake, 2010).  

Τα αποτελέσματα της μη έγκαιρης και αποτελεσματικής αγωγής στις διάφορες 

περιοχές, που λόγω κλίματος ευνοούν την ανάπτυξη του μικροοργανισμού, έχουν 

δυστυχώς σχέση και με το χαμηλό βιοτικό επίπεδο στις ίδιες περιοχές. Το αποτέλεσμα 

αυτού είναι η υψηλότερη καταγραφή του νοσήματος σε νοσοκομειακό επίπεδο (ILS-

WHO, 2003), αφού τα άτομα αυτά μένουν χωρίς οποιαδήποτε αντιμικροβιακή αγωγή, 

πριν φτάσουν στο στάδιο αναγκαστικής εισαγωγής σε νοσοκομείο.  

 Ο άνθρωπος μολύνεται από την άμεση ή έμμεση επαφή του με το ούρο ζώων 

φορέων, που είναι είτε κατοικίδια είτε άγρια. Επειδή το υγρό περιβάλλον και οι 

θερμοκρασίες περίπου στους 25
0
C  (WHO, 2006) συντηρούν το μικροοργανισμό για 

μεγάλα χρονικά διαστήματα στο περιβάλλον, η λεπτοσπείρωση ήταν αρχικά γνωστή 

ως νόσημα των φτωχών αγροτών των τροπικών και υποτροπικών χωρών, κυρίως 
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αυτών που εργάζονται στους ορυζώνες ή ζουν σε περιοχές και συνοικίες πόλεων 

μολυσμένες από τα απεκκρίματα των τρωκτικών ( Natarajaseenivasan et al., 2002; 

Kawaguchi et al., 2008; Sanders et al., 1999; Reis et al., 2008; Leal-Castellanos et al., 

2003).  

Τις τελευταίες δεκαετίες, που χαρακτηρίζονται από αύξηση της 

πληροφόρησης, μετά από συστηματική μελέτη του παθογόνου, άρχισε να διαφαίνεται 

ότι η λεπτοσπείρωση είναι πολύ συχνή και μεταξύ άλλων κατηγοριών εργαζομένων, 

όπως οι κτηνοτρόφοι. Οι κτηνοτρόφοι προσβάλλονται είτε από το μολυσμένο 

περιβάλλον, όπου εργάζονται, είτε από την άμεση επαφή τους με τα μολυσμένα 

προϊόντα των τοκετών ή των αποβολών των ζώων τους (Natarajaseenivasan et al. 

2002, WHO 2002; Talpada et al., 2003; Levett and Haake, 2010).  

Σε αυτή τη στερεοτυπική αντίληψη των κατηγοριών των ομάδων υψηλού 

κινδύνου έρχεται να προστεθεί η ομάδα των φυσιολατρών, κυρίως αυτών που 

ασχολούνται με τις υδάτινες αθλητικές δραστηριότητες και τους ορειβατικούς 

περιπάτους (Narita et al., 2005). Σε όλες τις παραπάνω ομάδες, πλειοψηφούν οι 

άνδρες, λόγω της αυξημένης εμπλοκής τους με τις περισσότερες των ανωτέρω 

δραστηριοτήτων. Άρα, είναι αυτοί που καταλήγουν συχνότερα στο νοσοκομείο από 

λεπτοσπείρωση και αυτό φαίνεται στα καταγεγραμμένα διεθνώς περιστατικά  (ΟΙΕ, 

2008; WHO, 2008; Skufka and Arima, 2012).  

Στην Ελλάδα, τα δηλωμένα περιστατικά στο Κέντρο Ελέγχου και Πρόληψης 

Νοσημάτων (ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ), που αφορούν τους άνδρες είναι εξαπλάσια των 

γυναικών (http://www.keelpno.gr/el-gr/, 2014), προφανώς λόγω της επαγγελματικής 

δτραστηριότητάς τους. Τα δηλωμένα στον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας των Ζώων 

(ΟΙΕ) κρούσματα επιβεβαιωμένης κλινικής  λεπτοσπείρωσης του ανθρώπου για το 

2008, που αφορούν στην Ελλάδα, ανέρχονται σε 13 άτομα ανά 100.000 κατοίκους 

(OIE, 2008). Αυτά είναι περιστατικά διεγνωσμένης λεπτοσπείρωσης, που ήταν σε 

στάδιο απαραίτητης  νοσοκομειακής  περίθαλψης. Το ποσοστό αυτό κατατάσσει την 

λεπτοσπείρωση στη χώρα μας πέμπτη σε σειρά σημαντικότητας μεταξύ των 

κυριότερων ζωονόσων του ανθρώπου, των οποίων τα ποσοστά επίσης δηλώνονται 

στον ΟΙΕ, διότι καταλήγουν στην ανάγκη νοσοκομειακής περίθαλψης. Τα ερωτήματα, 

όμως που παραμένουν είναι εαν, ακόμη και τότε, δηλώνονται όλα τα νοσοκομειακά 

περιστατικά στις κεντρικές υγειονομικές υπηρεσίες, άρα και τον ΟΙΕ. Επίσης, ποιά 
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είναι τα πραγματικά ποσοστά μόλυνσης του ανθρώπου, τα οποία προλαμβάνονται 

μετά από συμπτωματική αγωγή, που φαίνεται τις περισσότερες φορές ως απλή 

εμπύρετη αδιαθεσία.  

Ανεξάρτητα από την αντιπροσωπευτικότητα των δηλωμένων κλινικών 

κρουσμάτων στο ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ ή τον ΟΙΕ, μια σύγκρισή τους δείχνει μια σαφή ετήσια 

αύξησή τους για την δεκαετία 1998-2008, με το συνολικό δηλωμένο αριθμό να 

ξεπερνά τα 250 άτομα (http://www.keelpno.gr/el-gr/). Παρόμοια αύξηση των 

δηλωμένων κρουσμάτων παρατηρείται παγκοσμίως. Όμως, δεν είναι διευκρινισμένο 

αν είναι λόγω πραγματικής αύξησης των ποσοστών μόλυνσης ή αποτέλεσμα του 

αυξημένου επιστημονικού ενδιαφέροντος, κυρίως λόγω της ανάπτυξης νέων και πιο 

εύχρηστων μεθόδων ορολογικής διερεύνησης της μόλυνσης στον άνθρωπο (Sanders et 

al., 1999; Plank and Dean D., 2000; Leal–Castellanos et al.,  2003; Natarajaseenivasan 

et al., 2004; Doungchawee et al., 2008; Pappas et al., 2008). Βέβαια, οι νέες μέθοδοι 

διερεύνησης της λεπτοσπείρωσης του ανθρώπου δεν αναγνωρίζουν τους 

εμπλεκόμενους οροτύπους. Άρα, οι ερευνητές δεν αναγνωρίζουν και τη σχέση των 

οροτύπων, που μολύνουν τον άνθρωπο, με τα διάφορα είδη των ζώων.  

Ο άνθρωπος μολύνεται από παθογόνους οροτύπους του μικροοργανισμού, που 

τους διασπείρουν στο περιβάλλον μολυσμένα ζώα με κλινική ή υποκλινική νόσο. 

Μεταξύ αυτών είναι τα ζώα συντροφιάς και τα παραγωγικά ζώα. Η δε μόλυνση των 

τελευταίων, όπως προαναφέρθηκε, έχει σημαντικές επιπτώσεις στη Δημόσια Υγεία, 

αλλά και την οικονομική κατάσταση των κτηνοτρόφων. Η σημαντικότητα των 

παραγωγικών ζώων στη Δημόσια Υγεία, σε σχέση με τη λεπτοσπείρωση, εξαρτάται 

από τη σημαντικότητα που της δίνει η κάθε χώρα.  

Οι αναπτυγμένες χώρες κυρίως, αλλά και αρκετές αναπτυσσόμενες, έχουν 

δημιουργήσει  ειδικούς κρατικούς φορείς αναγνώρισης και αντιμετώπισης της 

λεπτοσπείρωσης στον άνθρωπο, κυρίως όταν αναφέρεται η επαγγελματική 

δραστηριότητα (Biosecurity Australia, 2001; Sabasiva et al., 2003; Whakatutuki, 

2007; New Zealand Veterinary Association, 2012; Science.gov, USA 2013; ). Η 

Ελλάδα, όμως, δεν είναι μια από αυτές τις χώρες, άρα η ανεύρεση της λοίμωξης είναι 

είτε τυχαία, είτε αποτέλεσμα της κλινικής εικόνας, που οδηγεί σε ορολογική 

διερεύνηση.  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



47 

 

Η σημαντικότητα της μόλυνσης προσδιορίζεται από το οικονομικό κόστος, 

που επιφέρει η μόλυνση σε κάθε μία χώρα. Αυτό είναι αποτέλεσμα της 

νοσοκομειακής περίθαλψης, των θεραπευτικών αγωγών των ασθενών,  των χαμένων 

εργατοωρών, αλλά και του κόστους, που προκαλείται από τη μείωση της 

παραγωγικότητας των παραγωγικών ζώων, όπως είναι τα μικρά μηρυκαστικά. Σε 

αυτές τις χώρες που η οικονομική ζημία από τη λεπτοσπείρωση είναι υπολογισμένη, 

υπάρχει  ταχύτερη και ορθότερη αναγνώριση ακόμη και μη τυπικών κλινικών 

κρουσμάτων στον άνθρωπο και τα ζώα.  

 

1.7. Η ΟΙΚΟΝΟΜΙΚΗ ΣΗΜΑΣΙΑ ΤΗΣ ΛΕΠΤΟΣΠΕΙΡΩΣΗΣ ΤΩΝ 

ΠΑΡΑΓΩΓΙΚΩΝ ΖΩΩΝ 

 

Από τη διεθνή βιβλιογραφία φαίνεται, ότι τα ποσοστά μόλυνσης των ζώων στις  

διάφορες χώρες, όπως προαναφέρθηκε, κυμαίνονται ευρέως (Ciceroni et al., 2000; 

Espi et al., 2000; Burriel et al., 2002; Michel et al., 2002; Burriel et al., 2003; Leal –

Castellanos et al., 2003; Talbada et al., 2003; Richardson and Gauthier, 2003; d’ Faria 

et al., 2007; Salina- Melendez et al., 2007; Kawaguchi et al., 2008). Με δεδομένη αυτή 

την τεράστια διακύμανση του συνολικού επιπέδου μόλυνσης, που εξαρτάται άμεσα 

από τη γεωγραφική θέση μιας χώρας, την περιοχή και το είδος του ζώου, που 

διερευνάται, δύσκολα μπορεί να αποφανθεί κάποιος για τους οροτύπους, που έχουν τη 

μεγαλύτερη σπουδαιότητα για τα διάφορα είδη των παραγωγικών ζώων. Η οικονομική 

σημασία της λεπτοσπείρωσης των παραγωγικών ζώων εξαρτάται από την μορφή της 

κλινικής εκδήλωσης και το ποσοστό νοσηρότητας στα διάφορα είδη παραγωγικών 

ζώων. 

Οι κλινικές εκδηλώσεις της νόσου, που είναι οικονομικά σημαντικότερες για 

τους εκτροφείς παραγωγικών ζώων, είναι αυτές που σχετίζονται με το αναπαραγωγικό 

τους σύστημα  και είναι κυρίως οι αποβολές και τα επακόλουθα αυτών, καθώς και η 

γέννηση θνησιγενών νεογνών (Ellis, 1994; Guitian et al., 2001; Levett 2004; Bomfim 

M.R.Q and Koury M.C.2006; Salinas-Malendez et al., 2007; Tooloei et al., 2008; 

Saglam 2008; Lantier et al., 2013). Για να εκτιμηθεί όμως με ακρίβεια η οικονομική 

σημασία της λεπτοσπείρωσης σε αυτά τα ζώα, πρέπει να συνεκτιμηθεί και η συμβολή 
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άλλων μολυσματικών παραγόντων με την ίδια προτίμηση εντόπισης (αναπαραγωγικό 

σύστημα) και το ίδιο τελικό αποτέλεσμα.  

Άρα, δεν είναι δυνατός ο ακριβής προσδιορισμός της οικονομικής σημασίας 

της μόλυνσης από το γένος Leptospira χωρίς τον αποκλεισμό άλλων παθογόνων. Για 

αυτό πολλές χώρες αδιαφορούν για τη συστηματική μελέτη του παθογόνου, κυρίως 

όταν δεν υπάρχει δυνατότητα αποκλεισμού της συμμετοχής άλλων παθογόνων στα 

προβλήματα του αναπαραγωγικού συστήματος.  

Μεταξύ των παραγωγικών ζώων πολλαπλάσια οικονομική σημασία έχει η 

λεπτοσπείρωση των μηρυκαστικών (μεγάλων και μικρών). Τα προβλήματα 

αγονιμότητας και αποβολών των μηρυκαστικών, κυρίως αυτά τα οποία μπορούν να 

πάρουν μορφή μαζικότητας (θύελλα αποβολών), έχουν διττές οικονομικές επιπτώσεις, 

αφού τελικά καταλήγουν σε έλλειψη τόσο παραγωγής κρέατος, όσο και γάλακτος. 

Στην περίπτωση της λεπτοσείρωσης, αν η μόλυνση των μηρυκαστικών δεν εκδηλωθεί 

με αποβολή, μπορεί να εκδηλωθεί  με αγαλαξία ή με μείωση της βιωσιμότητας των 

νεογέννητων (Guitian et al., 2001; WHO 2002; Tooloei et al., 2008).  

Από την σκοπιά της ετήσιας απόδοσης σε κρέας ανά ζώο - όπως 

«μεταφράζεται» από τον αριθμό των τοκετών - φαίνεται ότι οι εκτροφές βοοειδών και 

χοίρων είναι αυτές που υφίστανται τις μεγαλύτερες οικονομικές επιπτώσεις από 

μολύνσεις, που επηρεάζουν τη λειτουργία του γεννητικού συστήματος, μια εκ των 

οποίων είναι και η λεπτοσπείρωση. Αυτά τα είδη παραγωγικών ζώων είναι επίσης από 

τα περισσότερο ευπαθή στη μόλυνση με τη λεπτόσπειρα.  

Τα πρόβατα θεωρούνται περισσότερο ανθεκτικά, ακόμα και από τις αίγες 

(OIE, 2008; Lilenbaum et al., 2009). Ωστόσο ούτε αυτά είναι απαλλαγμένα του 

κινδύνου της οικονομικής ζημιάς, κυρίως αν βοσκήσουν σε περιοχές υψηλού 

κινδύνου (da Silva et al., 2012; Martins and Lilenbaum, 2014).   

Στην Ελλάδα οι οικονομικές επιπτώσεις από τη λεπτοσπείρωση των 

παραγωγικών ζώων είναι παντελώς άγνωστες, αφού η μόλυνση δεν απασχολεί τις 

κτηνιατρικές υπηρεσίες. Ακόμη και το ερευνητικό ενδιαφέρον των κτηνιάτρων είναι 

σχεδόν ανύπαρκτο.  

Η λεπτοσπείρωση των ζώων αναφέρθηκε για πρώτη φορά το 1932 (Petzetakis, 

1932), ενώ μια δεύτερη αναφορά γίνεται το 1955 (Karakasevic, 1955). Το 1987 

γίνεται η πρώτη αναφορά σε σημαντικούς οροτύπους, που αφορούσαν τη μόλυνση 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



49 

 

χοίρων (Sarris et al., 1987). Το 2002 οι Burriel et al., διαπίστωσαν μεταξύ μικρών 

μηρυκαστικών, ότι από τα 129 πρόβατα, που απέβαλλαν, τα 31 (24,1%) ήταν θετικά 

σε ένα ή περισσότερους οροτύπους της Leptospira spp, ενώ από τις 109 αίγες που 

απέβαλαν, θετικές ήταν οι 25 (23%) . Οι ορότυποι που εμφανίζονταν συχνότερα ήταν 

οι Bratislava, Australis, Autumnalis και Copenhageni. Το 2003, η ορολογική 

διερεύνηση στην Ελλάδα επεκτάθηκε σε περισσότερα είδη ζώων (Burriel et al., 2003) 

και αφορούσε φαινομενικά υγιή βοοειδή (277), πρόβατα (282), αίγες (198), χοίρους 

(516) και σκύλους (254). Τα ποσοστά αυτών των οροθετικών ζώων σε ένα ή 

περισσότερους οροτύπους ήταν αντίστοιχα 2,6%, 5,7%, 16,2%, 17,8% και 11,4%, ενώ 

συχνότεροι ορότυποι στα βοοειδή, τα πρόβατα και τους χοίρους ήταν οι  Bratislava 

και Australis, στις αίγες οι Bratislava και Copenhageni και στους σκύλους η 

Copenhageni. Από τη διερευνημένη οροθετικότητα μεταξύ περιστατικών αποβολών 

σε διαφορετικές περιοχές της Ελλάδας και φαινομενικά υγιών ζώων διαφαίνεται ότι το 

γένος Leptospira  μολύνει σε υψηλά ποσοστά τα παραγωγικά ζώα της χώρας.  

Άρα, μπορούμε να συμπεράνουμε ότι η λεπτοσπείρωση, κυρίως των μικρών 

μηρυκαστικών, είναι μια μόλυνση που φαίνεται να έχει σημαντική επίδραση στην 

παραγωγικότητά τους. Η συμβολή των μικρών μηρυκαστικών στη ζωική παραγωγή 

στην Ελλάδα είναι σημαντικότερη αυτής των βοοειδών και για το λόγο αυτό η 

λοίμωξη πρέπει να απασχολήσει τις κτηνιατρικές υπηρεσίες της χώρας.   

Η λεπτοσπείρωση των παραγωγικών ζώων φαίνεται να είναι  μεν σημαντική, 

ως προς τις οικονομικές της επιπτώσεις, δεν  είναι όμως συστηματικά διερευνημένη, 

ώστε να αποτιμηθεί η σημασία της για τη Δημόσια Υγεία στη χώρα μας. Προφανώς ο 

κυριότερος λόγος που δεν διερευνάται, όπως συμβαίνει και σε άλλες χώρες, είναι οι 

σημαντικές δυσκολίες κατά τη μελέτη του μικροοργανισμού.  Κυριότερη των 

δυσκολιών αυτών είναι η απομόνωση του μικροοργανισμού, που αποτελεί αναγκαία 

προϋπόθεση για την σύνδεση των κλινικοπαθολογοανατομικών ευρημάτων 

παθογένειας με τον πιθανολογούμενο νοσογόνο παράγοντα. Αυτή η συσχέτιση είναι 

αναγκαία στον καθορισμό της παθογένειας ενός εμπλεκόμενο οροτύπου.   
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1.8. ΠΑΘΟΛΟΓΟΑΝΑΤΟΜΙΚΕΣ ΑΛΛΟΙΩΣΕΙΣ - 

ΠΑΘΟΓΕΝΕΤΙΚΟΤΗΤΑ 

 

Η διασπορά των παθογόνων οροτύπων του γένους Leptospira στη φύση οφείλεται 

κυρίως στην απέκκριση του μικροοργανισμού με τα ούρα, αφού οι  παθογόνοι 

ορότυποι προσκολλώνται στα επιθηλιακά κύτταρα του νεφρού (Ballard et al., 1986). 

Εκεί παραμένουν, πολλαπλασιάζονται και υπό ορισμένες συνθήκες είτε προκαλούν 

ιστικές αλλοιώσεις, που επηρεάζουν τη γενική κατάσταση υγείας του ξενιστή και 

διασπορά τους σε άλλους ιστούς, είτε παραμένουν αφανείς και απλώς απεκκρίνονται 

με τα ούρα του.  

Επομένως, οι ιστικές αλλοιώσεις στο νεφρικό ιστό θα μπορούσαν να 

χρησιμοποιηθούν ως ενδείξεις της παθογενετικότητας ενός οροτύπου. Επειδή όμως  

αυτές οι αλλοιώσεις δεν είναι παθογνωμονικές, άρα μπορούν να είναι αποτέλεσμα και 

άλλων παραγόντων, απαραίτητη είναι η πειραματική μελέτη των συχνότερα 

απαντώμενων οροτύπων ανά είδος ζώου.  

Από λίγες πειραματικές μελέτες, που υπάρχουν, έχει βρεθεί ότι ούτε τα 

προϋπάρχοντα ομόλογα αντισώματα δεν εμποδίζουν την σύνδεση ενός ομόλογου 

οροτύπου στο νεφρικό ιστό. Δηλαδή, ο νεφρικός ιστός δύναται να φιλοξενήσει 

συγχρόνως διαφορετικούς οροτύπους του μικροοργανισμού, συμπεριλαμβανομένου 

και του ορολογικά ομόλογου οροτύπου (Suwimonteerabutr et al., 2005; Ruiz et al., 

2005; Bomfim and Koury, 2006; Levett and Haake, 2010; Segawa et al., 2014).  

Επομένως, κατά τη φυσική μόλυνση είναι δυνατόν ένα ζώο να απεκκρίνει 

περισσότερους του ενός οροτύπους ή οι ιστικές  αλλοιώσεις να είναι αποτέλεσμα 

συνέργειάς τους. 

Η παραμονή του μικροοργανισμού στο νεφρό προκαλεί, κάτω από άγνωστες 

συνθήκες, μικροσκοπικές αλλοιώσεις διάμεσης νεφρίτιδας (interstitial nephritis), 

χωρίς αυτές οι αλλοιώσεις να καταλήγουν αναγκαστικά σε μακροσκοπικά ευρήματα 

στα περισσότερα είδη ζώων ή μολυσμένων ατόμων μέσα στο ίδιο είδος (Baker et al 

1989; Hamir et al 2001; Delbem et al 2002; de Faria et al. 2007; Dorjee et al., 2009; 

Monahan et al., 2009; Azizi et al., 2012). Άρα, εάν οι παθολογοανατομικές 

αλλοιώσεις είναι κυρίως μικροσκοπικές δεν μπορούν να εκτιμηθούν κατά τη σφαγή ή 

τη νεκροτομική διερεύνηση φυσικά μολυσμένων ζώων. Επειδή δε οι μικροσκοπικές 
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αλλοιώσεις από τη μόλυνση μελετώνται μόνο ιστολογικά, είναι κυρίως προϊόν 

ερευνητικού ενδιαφέροντος.  Έτσι, αν προϋπόθεση μιας μελέτης είναι η σύνδεση 

μακροσκοπικών  και μικροσκοπικών αλλοιώσεων (Dorjee et al., 2009; Azizi et al., 

2012), ανεξάρτητα του πιθανού αιτίου, που τις προκαλεί, τότε παρατηρείται  υψηλή 

συσχέτιση μεταξύ των δύο (μακροσκοπικές – μικροσκοπικές). Όμως, όταν γίνει 

προσπάθεια συσχετισμού των μακροσκοπικών και μικροσκοπικών αλλοιώσεων με 

οροτύπους του γένους Leptospira, τότε τα ευρήματα διίστανται. Άλλοι βρίσκουν 

θετική σχέση (Dorjee et al., 2009) και άλλοι είτε δεν χρησιμοποιούν στατιστική 

ανάλυση ή βρίσκουν ελάχιστη σχέση (Martinez et al., 2004; Azizi et al., 2012).  

Επειδή δε είναι δύσκολη η απομόνωση του μικροοργανισμού, η συσχέτιση 

βασίζεται κυρίως στην ορολογική διερεύνηση, η οποία επηρεάζεται αρνητικά και από 

άλλους παράγοντες. Συγκεκριμένα, η συσχέτιση με τα αποτελέσματα από την 

ορολογική μέθοδο ΜΑΤ επηρεάζεται από τους οροτύπους, που έχουν επιλεχτεί για 

την εκτέλεση της μεθόδου. Αν δηλαδή δεν συμπεριελήφθησαν στο σύνολο των 

διερευνούμενων οροτύπων κάποιοι ορότυποι, που ίσως μολύνουν το ζώο, αυτοί δεν θα 

ανιχνευτούν (ΟΙΕ, 2014). Αν είναι αυτοί που έχουν μολύνει το προς διερεύνηση ζώο η 

συσχέτιση θα επηρεαστεί αρνητικά, αφού δεν εντοπίστηκαν ορολογικά. Επίσης σε 

κάποια ζώα κάποιοι ορότυποι  ίσως δεν προκαλούν την παραγωγή θετικών τίτλων 

αντισωμάτων, όπως συμβαίνει με τους φυσικούς ξενιστές του παθογόνου (Cesar et al., 

2012; Agudelo – Florez et al., 2013; d’Andon et al., 2014). Άρα, σε τέτοιες 

περιπτώσεις δεν είναι δυνατόν να συσχετιστούν οι παρατηρούμενες αλλοιώσεις με το 

παθογόνο, αν δε έχει γίνει απομόνωσή του ή μοριακή αναγνώρισή του σε ύποπτο ιστό.  

Βέβαια πρέπει να τονισθεί ξανά ότι οι αλλοιώσεις αυτές ανεξάρτητα από το αν 

είναι μακροσκοπικές ή κυρίως μικροσκοπικές, δεν είναι παθογνωμονικές της 

λεπτοσπείρωσης, αφού είναι δυνατόν να προκληθούν και από άλλα αίτια λοιμογόνα 

και μη (Visith and Kearkiat, 2005; Martinez et al., 2006; Soderland et al., 2010).  

Γενικώς, οι πειραματικές διερευνήσεις έχουν δείξει ότι οι μικροσκοπικές 

αλλοιώσεις, που θεωρούνται σχετικές με τη μόλυνση, είναι διαφόρου βαθμού 

σοβαρότητας. Αυτές είναι από απλές φλεγμονώδεις, που χαρακτηρίζονται από  

λεμφοκυτταρική διήθηση και διήθηση από πλασματοκύτταρα και μακροφάγα, έως 

πολύ σοβαρές, που χαρακτηρίζονται από ατροφία των ουροφόρων σωληναρίων ή 

ακόμη και πλήρη καταστροφή των νεφρικών σπειραμάτων και των ουροφόρων 
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σωληναρίων (Hamir et al., 2001; de Faria et al., 2007). Όμως, η παρουσία του 

μικροοργανισμού σε πολλές από αυτές τις περιπτώσεις, ακόμη και στις πειραματικές, 

δεν επιβεβαιώνεται πάντα με την απομόνωση ή με την παρατήρηση του παθογόνου με 

χρήση τεχνικών χρώσης λεπτοσπειρών σε ιστούς (Martinez et al., 2006; Mineiro et al., 

2011; Azizi et al., 2012; Agudelo – Florez et al., 2013).  

Σε άλλες περιπτώσεις, η  πειραματική μόλυνση με ιδιαίτερα παθογόνους 

οροτύπους κατέληξε μόνο σε διάμεση νεφρίτιδα (de Faria et al., 2007), που σημαίνει 

ότι τα ιστολογικά ευρήματα δεν μπορούν να αποδοθούν με απόλυτη βεβαιότητα μόνο 

στο παθογόνο ή την παθογενετικότητά του, ακόμη και στην περίπτωση που με τις 

τεχνικές χρώσης λεπτοσπειρών παρατηρηθούν οι μικροοργανισμοί. Πολλοί άλλοι 

μικροοργανισμοί (βακτήρια και ιοί) και τοξικές ουσίες προκαλούν παρόμοιες μόνιμες 

ή πρόσκαιρες αλλοιώσεις (Visith and Kearkiat, 2005; Martinez et al., 2006; Herath et 

al., 2014).  

Ένα άλλο πρόβλημα κατά τη μελέτη των αλλοιώσεων από τη φυσική μόλυνση 

είναι ο χρόνος, που έχει παρέλθει από την εγκατάσταση του παθογόνου στους 

ευπαθείς ιστούς του ζώου. Σε πειραματικά μολυσμένους αρουραίους η αποίκηση του 

νεφρικού ιστού φαίνεται  ότι γίνεται  μετά την έβδομη ημέρα του ενοφθαλμισμού 

τους. Οι πρώτες δε μικροσκοπικές αλλοιώσεις παρατηρούνται 3-4 εβδομάδες 

αργότερα (de Faria et al., 2007; Cesar et al., 2012). Πιθανολογείται ότι κάτι παρόμοιο 

συμβαίνει και με τα παραγωγικά ζώα (Baker et al., 2007; Mineiro et al., 2011; Azizi et 

al., 2012).  Μάλιστα σε αντίθεση με μελέτες στα τρωκτικά, που η σύνδεση των 

αλλοιώσεων με την παρουσία του μικροοργανισμού δεν δείχνει απαραίτητα 

συσχετισμό (de Faria et al., 2007; Cesar et al., 2012), παρατηρήθηκε το αντίθετο σε 

κάποιες περιπτώσεις στα παραγωγικά ζώα (Dorjee et al., 2009; Mineiro et al., 2011), 

τα οποία εμφάνισαν διάμεση νεφρίτιδα και ατροφία νεφρικών σωληναρίων, μετά από 

φυσική μόλυνση με οροτύπους του γένους Leptospira. Προφανώς, οι βλάβες, που 

προκαλούνται στο νεφρικό και άλλους ιστούς, συνδέονται με την παθογένεια του 

οροτύπου για συγκεκριμένο είδος ζώου.  

Είναι γνωστό ότι τα τρωκτικά είναι σημαντικοί αφανείς ξενιστές, άρα μπορούν 

να χρησιμοποιούν αμυντικούς μηχανισμούς κατά των τοξικών παθογενετικών 

μηχανισμών συγκεκριμένων οροτύπων (Yang et al., 2001; Barocchi et al., 2002; 

Barbosa et al., 2009; Cesar et al., 2012). Δυστυχώς, όμως, η μεγάλη δυσκολία 
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απομόνωσης και ανακαλλιέργειας του μικροοργανισμού μειώνει πολύ τη δυνατότητα 

πειραματικής μελέτης πολλών σημαντικών οροτύπων για τον άνθρωπο και τα ζώα  

(Palaniappan et all., 2007). Έτσι είναι ιδιαίτερα δύσκολο να μελετηθούν οι μηχανισμοί 

παθογένειας του παθογόνου με κλασικές μεθόδους  και ο ρόλος στους στην πρόκληση 

ιστικών αλλοιώσεων. Η μεγάλη ελπίδα του μέλλοντος είναι οι συνεχώς εξελισσόμενες 

μοριακές μέθοδοι, που ίσως βοηθήσουν τελικά και στην καλύτερη κατανόηση του 

τρόπου πρόκλησης ιστικών αλλοιώσεων (Yang et al., 2001; Cesar et al., 20012; 

Segawa et al., 2014). 

Οι πειραματικές μελέτες δείχνουν, ότι οι παθογόνοι ορότυποι μάλλον 

αποφεύγουν τους μηχανισμούς καταστροφής, που διαθέτει ο ξενιστής τους (Barbosa 

et al., 2009; Barocchi et al., 2002). Έτσι, μπορούν να πολλαπλασιάζονται, να 

διασπείρονται και να καταστρέφουν τον προσβεβλημένο ιστό, πιθανώς με κάποιους 

τοξικούς παράγοντες, που δεν έχουν ακόμη αναγνωριστεί ή πλήρως διευκρινιστεί 

(Yang et al 2001; Cesar et al., 2012). Κάποιοι τέτοιοι παράγοντες πιθανολογούνται 

από έμμεσα ευρήματα, που δηλώνουν την παρουσία τέτοιων μηχανισμών παθογένειας 

(Ballard et al., 1986; Barocchi et al., 2002; Palaniappan et al., 2007; Wang et al. 2007; 

Cullen et al., 2005; Subramaniam and Sekaran, 2006; d’Andon et al., 2014; Segawa et 

al., 2014).  

Μεταξύ αυτών των άγνωστων «τοξικών» παραγόντων φαίνεται ότι είναι 

τοξίνες, οι οποίες είναι ικανές να προκαλέσουν νεκρωτικές εστίες των εσωτερικών 

οργάνων, συμπεριλαμβανομένων και των νεφρών, όπως είναι η ενδοτοξίνη LPS 

(λιποπολυσακχαρίτης) του τοιχώματος του παθογόνου (Cesar et al., 2012). Οι 

νεκρωτικές εστίες είναι αποτέλεσμα της ισχαιμίας, που προκαλείται από 

μικροσκοπικές βλάβες στο ενδοθήλιο των τριχοειδών αγγείων (Adler and Moctezuma, 

2010).  Η παρατηρούμενη κοκκιωμάτωση (Cesar etal., 2012) και άλλες ιστικές 

αλλοιώσεις μπορούν να αναστραφούν, στην περίπτωση που καταστραφεί ο 

μικροοργανισμός ανοσολογικά (Herath et al., 2014). Όμως, η καταστροφή του 

παθογόνου και η παρουσία τμημάτων αυτού στο νεφρικό ιστό πειραματικά 

μολυσμένων ινδικών χοιριδίων, φαίνεται να είναι το αίτιο μονίμων βλαβών στο 

όργανο αυτό (De Bristo et al., 1992; Cesar et al., 2012), ακόμη και αν καταστραφεί το 

παθογόνο.  
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Η ραγδαία εξέλιξη των μοριακών μεθόδων τα τελευταία χρόνια, σε συνδυασμό 

με την πειραματική μόλυνση διαφόρων ειδών πειραματοζώων, βοηθά στον 

εμπλουτισμό  της γνώσης γύρω από την πιθανή δομή παραγόντων παθογένειας (Hauk 

et al., 2008; Murray et al., 2009). Όμως, η συστηματική μελέτη αυτών δυσκολεύεται 

από την αδυναμία των περισσότερων ερευνητών να χρησιμοποιήσουν τεχνολογία και 

σημαντικά πολυέξοδες εργαστηριακές διαδικασίες, που θα βοηθήσουν στην εξέλιξη 

της γνώσης για τους παθογόνους οροτύπους των περιοχών τους, λόγω αδυναμιών ή 

παντελούς έλλειψης τεχνοοικονομικής υποστήριξης από τις κυβερνήσεις τους.    

 

1.9. ΤΑ ΠΡΟΒΛΗΜΑΤΑ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ ΤΗΣ 

ΛΕΠΤΟΣΠΕΙΡΩΣΗΣ 

 

Η μόλυνση των ζώων και του ανθρώπου από παθογόνους οροτύπους του γένους 

Leptospira διερευνάται με άμεσες και έμμεσες εργαστηριακές μεθόδους αιτιολογικής 

διάγνωσης.  

Οι άμεσες μέθοδοι διάγνωσης περιλαμβάνουν, 

 α) την απομόνωση του μικροοργανισμού από προσβεβλημένους  ιστούς και 

σωματικά υγρά,  

β) την ανίχνευση αντιγόνων του με μεθόδους ανοσοφθορισμού/ ανοσοϊστοχημείας και  

γ) την ανίχνευση του γενετικού υλικού του παθογόνου με τη μέθοδο της αλυσιδωτής 

αντίδρασης της πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction/PCR) (WHO, 2006; Levett, 

2004; Hartskeerl et al., 2011; OIE, 2014).  

Οι έμμεσες μέθοδοι εργαστηριακής διάγνωσης βασίζονται στην ανίχνευση των 

αντισωμάτων, που δημιουργούνται στον ορό αίματος από τη μόλυνση με το 

μικροοργανισμό. Οι περισσότερες από αυτές, οι οποίες χρησιμοποιούνται κυρίως στον 

άνθρωπο, είναι μέθοδοι  που δεν κάνουν διάκριση των αντισωμάτων ως προς τον 

μολύνοντα ορότυπο. Παραδείγματα είναι οι διάφορες εμπορικές μέθοδοι ELISA, ο 

έμμεσος ανοσοφθορισμός (IFAT) (Saglam et al. 2008) και η εστιακή συγκόλληση 

(spot agglutination test) (Lilenbaum et al., 2002; WHO, 2002; Doungchawee et al., 

2008). Μέχρι σήμερα υπάρχει μόνο μία μέθοδος που διαφοροποιεί τα αντισώματα για 

κάθε ορότυπο. Αυτή είναι γνωστή ως η μέθοδος ΜΑΤ, που είναι δοκιμή 

μικροσκοπικής συγκόλλησης (Microscopic Agglutination Test) (Levett, 2004; WHO, 
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2006; Levett, 2004; Hartskeerl et al., 2011; OIE, 2014).  Η μέθοδος ΜΑΤ είναι η μόνη 

διεθνώς αναγνωρισμένη  μέθοδος αναφοράς για την επιδημιολογική μελέτη του 

παθογόνου, άρα και η καταλληλότερη για τη μελέτη της λεπτοσπείρωσης των ζώων. 

Για τη μελέτη, όμως των χαρακτηριστικών της δομής του μικροοργανισμού, 

που καθορίζουν την παθογενετικότητα (τους μηχανισμούς παθογενετικότητας), τη 

γενετική δομή του παθογόνου, που το διαφοροποιεί σε οροτύπους και των  προϊόντων, 

που παράγει, είναι απαραίτητη η απομόνωση του παθογόνου από τους ιστούς 

προτίμησής του. Μετά την απομόνωση απαιτείται η ταξινόμησή του σε ομοιογενείς 

ομάδες  (ορολογικές ή μοριακές). Αυτή η ταξινόμηση του γένους Leptospira απαιτεί 

εξειδικευμένη γνώση και τεχνική δυνατότητα (Freitas et al. 2004, Morey et al.2006, 

Langoni et al. 2008, Slack et al. 2009) για την επιτυχή απομόνωση από σωστά 

επιλεγμένα δείγματα, των οποίων η επιλογή και η συλλογή γίνεται σε  συνάφεια με 

την κλινική εικόνα. Όμως, ακόμη και στην τελευταία περίπτωση η αποτυχία 

απομόνωσης είναι συχνότερη της επιτυχίας (Cesar et al., 2012; Agudelo – Florez et 

al., 2013). 

Ως προς την καταλληλότητα των δειγμάτων για απομόνωση, εάν το ζώο είναι 

ζωντανό, τα καταλληλότερα δείγματα είναι σωματικά υγρά, όπως αίμα, ούρο και γάλα 

(Freitas et al. 2004). Αν το ζώο είναι νεκρό, τα καταλληλότερα δείγματα είναι μη 

αυτολυμένοι ιστοί με ύποπτες αλλοιώσεις, από εσωτερικά όργανα όπως νεφρός, ήπαρ, 

πνεύμονας, εγκέφαλος (Sitprija et al., 1980; Baker et al., 1989; Hamir et al., 2001; 

Herath et al., 2014). Στην περίπτωση αποβολής, τα καταλληλότερα δείγματα είναι τα 

μη αυτολυμένα προϊόντα της αποβολής  και κυρίως το έμβρυο. Η ενδομητρική 

μόλυνση του εμβρύου οδηγεί σε αποβολή και η απομόνωση του μικροοργανισμού από 

τα εσωτερικά όργανα του εμβρύου συνεπάγεται τη μόλυνση της μητέρας, βοηθώντας 

στην αιτιολογική διάγνωση της αποβολής (Vemulapalli et al. 2005, Saglam et al. 

2008).  

Η απομόνωση του μικροοργανισμού από επιλεγμένους ιστούς γίνεται εφικτή 

με τη χρήση θρεπτικών υποστρωμάτων, των οποίων η σωστή παρασκευή και σύνθεση 

τα καθιστά ιδιαίτερα ακριβά (Ellis, 1986; Hookey, 1992). Τα ενοφθαλμισμένα 

υποστρώματα επωάζονται στους 29+/-1
0
 C για τουλάχιστον 16 εβδομάδες και σε 

περιπτώσεις όπου δεν παρατηρείται ανάπτυξη του μικροοργανισμού η επώαση 

παρατείνεται μέχρι και 26 εβδομάδες. Ο χρόνος επώασης εξαρτάται από τον ορότυπο, 
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αλλά και από τον αρχικό αριθμό των μικροοργανισμών στο δείγμα. Οι λιγότερο 

επιλεκτικοί ορότυποι, όπως οι Pomona και Grippotyphosa, απαιτούν χρόνο επώασης 

των καλλιεργειών γύρω στις 10 ημέρες (Ellis, 1986; Letocart et al., 1997). Η αναγκαία 

μακροχρόνια επώαση των ενοφθαλμισμένων υποστρωμάτων ευνοεί την ανάπτυξη 

μικροοργανισμών από επιμολύνσεις ή την ανάπτυξη μυκήτων λόγω της ευνοϊκής 

θερμοκρασίας επώασης αυτών.  

Επομένως είναι απαραίτητη η αναστολή ανάπτυξης των μικροοργανισμών 

επιμόλυνσης, η οποία επιτυγχάνεται με την προσθήκη στα θρεπτικά υποστρώματα 

διάφορων αντιμικροβιακών ουσιών, οι οποίες, όμως, μπορούν να αναστείλουν και την 

ανάπτυξη κάποιων οροτύπων του γένους Leptospira (Adler et al. 1986, Ellis 1986).  

  Όλοι οι ερευνητές, που συστηματικά ασχολούνται με την μελέτη του γένους 

Leptospira, αναγνωρίζουν την απομόνωση του μικροοργανισμού, όταν είναι εφικτή, 

ως πλήρως επιβεβαιωτική της υποψίας της μόλυνσης, (ILS – WHO, 2002; Kruse et 

al., 2004;  Mahajan and Chhabra, 2008; ; Levett and Haake, 2010; Abdollahpour, 

2013; Shivakumar, 2013). Όμως, η επιτυχία απομόνωσης επηρεάζεται από πολλούς 

παράγοντες, όπως αναφέρθηκε και μεταξύ των οποίων είναι επίσης η εργαστηριακή 

διάθρωση και η επιστημονική κατάρτιση των εργαζομένων, η ύπαρξη άλλων 

μικροοργανισμών στο δείγμα, η ταχύτητα επεξεργασίας των δειγμάτων, οι συνθήκες 

επώασης, ο μολύνων ορότυπος, ο προς διερεύνηση ιστός κλπ (Freitas et al., 2004; 

Cermakoza et al., 2005). Αποτέλεσμα των δυσκολιών αυτών είναι να μην επιχειρείται 

η απομόνωσή του, από τους περισσότερους ερευνητές,  που δείχνουν ενδιαφέρον για 

τη μελέτη  του. 

Η απομόνωση βασίζεται σε εμπορικά θρεπτικά υποστρώματα, τα οποία, αν και 

είναι σταθερής σύνθεσης, δεν εγγυώνται την αποτελεσματικότητα, αφού απαραίτητη 

είναι η χρήση πρόσθετων παραγόντων υποβοήθησης της ανάπτυξης, όπως πέντε 

τουλάχιστον αντιβιοτικών και πλάσματος κουνελιού ή βοοειδών ( Freitas et al., 2004; 

Adler and Moctezuma, 2010; Levett and Haake, 2010; Hartskeerl et al., 2011). Ακόμη 

και η ανασύσταση μέρους των υποστρωμάτων ή των αντιβιοτικών, δηλαδή η ποιότητα 

του χρησιμοποιούμενου νερού, θα μπορούσε να επηρεάσει την ανάπτυξη του 

μικροοργανισμού (προσωπική επαφή με το Εργαστήριο Αναφοράς της 

Λεπτοσπείρωσης της Μ. Βρετανίας), αν και γίνεται με δις αποσταγμένο νερό.   

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



57 

 

Άλλες φορές η γενετική δομή ενός  οροτύπου και οι διαφορές στα στελέχη 

αυτού μπορούν να επηρεάσουν αρνητικά την ανάπτυξη σε ένα προκαθορισμένο 

περιβάλλον καλλιέργειας του γένους Leptospira (Bolin et al., 1991; ).  

Επομένως οι παράγοντες, που επιδρούν αρνητικά στην απομόνωση του 

παθογόνου, είναι πολλοί και δείχνουν μαζί με τα προβλήματα άλλων μεθόδων 

διερεύνησης της μόλυνσης, ότι η συστηματική  εργαστηριακή και κλινική του μελέτη 

δεν είναι καθόλου εύκολη υπόθεση. Απαιτεί χρόνο, χρήμα, εξοπλισμό και κυρίως 

αφιερωμένο στο μικροοργανισμό επιστημονικό προσωπικό.  

Άλλωστε η καλλιέργεια του βακτηρίου δεν είναι μόνο διαγνωστική μέθοδος. 

Αποτελεί και τον μοναδικό τρόπο εργαστηριακού πολλαπλασιασμού του 

μικροοργανισμού, προκειμένου να χρησιμοποιηθεί στη συνέχεια για άλλες μεθόδους 

διάγνωσης, όπως η ΜΑΤ ή για παραγωγή αποτελεσματικών εμβολίων, ακόμη και 

αυτεμβολίων και κυρίως για την ουσιαστική, πειραματική του μελέτη σε επίπεδο 

παθογενετικότητας.  

Άρα, η απομόνωση αποτελεί μια αναντικατάστατη μέθοδο εργαστηριακής 

μελέτης του μικροοργανισμού, η οποία όμως δεν είναι πάντα εφικτή. Έτσι, τις 

περισσότερες φορές, στη θέση της απομόνωσης επιχειρείται για την επιβεβαίωση της 

μόλυνσης, ένας συνδυασμός ορολογικών μεθόδων ή/και απευθείας παρατήρηση του 

παθογόνου σε ιστούς. Αν ο συνδυασμός αυτός είναι σωστά επιλεγμένος θα μπορούσε 

να ήταν επιτυχής και η συσχέτιση του παθογόνου με συγκεκριμένες ιστικές 

αλλοιώσεις (Azizi et al., 2012; Herath et al., 2014). Όμως ο συνδυασμός αυτός δεν 

είναι πάντα επιτυχής για λόγους , όπως η μη χρησιμοποίηση ικανοποιητικού αριθμού 

οροτύπων για ορολογική διερεύνηση, η ανίχνευση αναμνηστικών τίτλων 

αντισωμάτων, η έλλειψη ευαισθησίας της επιλεγμένης μεθόδου για το είδος ζώου ή η 

χρονική στιγμή διερεύνησης (Vijayachari et al., 2008; Faber et al., 2000). Ο 

μικροοργανισμός μπορεί να έχει εξαφανιστεί από τους ιστούς προτίμησής του, όπως 

φαίνεται από πειραματικά δεδομένα, κατά τη στιγμή της διερεύνησής του (Soto et al., 

2006). 

Για να αυξηθεί η ευαισθησία και ειδικότητα κατά τη διάγνωση έχουν γίνει 

προσπάθειες άμεσης διερεύνησης του μικροοργανισμού με μεθόδους, που ανιχνεύουν 

αντιγόνα του μικροοργανισμού στους ιστούς. Παραδείγματα είναι οι μέθοδοι του 

ανοσοφθορισμού (Ellis, 1986; Faine et al.1999) και της ανοσοϊστοχημείας (Saglam et 
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al., 2008; Cox et al., 2005; Mineiro et al., 2011; Agudelo – Florez et al., 2013). Η 

ευαισθησία, όμως, αυτών των μεθόδων επηρεάζεται πέρα από την τεχνική και τον 

αριθμό των μικροοργανισμών στο δείγμα, κυρίως από την διάθεση και σωστή επιλογή 

των κατάλληλων αντιδραστηρίων. Αυτές απαιτούν αντιδραστήρια, όπως ειδικά 

αντισώματα, η παρασκευή και διάθεση των οποίων δεν είναι εμπορική ή αφορά 

οροτύπους σημαντικούς κατά την κρίση των ερευνητών, που τις διερευνούν 

εργαστηριακά. Επειδή περιορίζονται ως προς τους προς διερεύνηση οροτύπους, 

μπορεί αυτοί οι ορότυποι να μην έχουν παρουσία στην περιοχή διερεύνησης της 

λοίμωξης.  

Δηλαδή, αυτές οι μέθοδοι αναγνωρίζουν συγκεκριμένο ορότυπο ή συγγενείς 

του, από τους οποίους προήλθαν τα χρησιμοποιούμενα αντισώματα.  Ένα πρόσθετο 

πρόβλημα των μεθόδων αυτών είναι η αδυναμία μελέτης της διασποράς των 

παθογόνων οροτύπων στα διάφορα είδη ζώων, αφού αυτές δεν αναγνωρίζουν 

περισσότερους από ένα ορότυπο κατά περίπτωση. Αυτή η αδυναμία αποτρέπει τη 

χρήση των μεθόδων αυτών στις επιδημιολογικές μελέτες για λήψη των 

αποτελεσματικότερων μέτρων προφύλαξης.  

Είναι προφανές, ότι οι δυσκολίες μελέτης του μικροοργανισμού  συνεχίζουν 

να υπάρχουν, παρ’ όλη την πρόοδο στην υπάρχουσα επιστημονική γνώση, ακόμη και 

στις χώρες, που έχουν καθιερωμένα διεθνώς εργαστήρια αναφοράς στη 

λεπτοσπείρωση. Στις χώρες αυτές έχει αναπτυχθεί την τελευταία δεκαετία μια έντονη 

δραστηριότητα στην εξέλιξη της PCR, με την ελπίδα να γίνει η μέθοδος αξιόπιστα 

διαγνωστική. Οι διάφορες παραλλαγές της μεθόδου αφορούν είτε την απλή 

αναγνώριση του γένους Leptospira είτε την αναγνώριση των παθογόνων ειδών του. 

Όμως γίνονται προσπάθειες να αναπτυχτούν τεχνικές PCR, που θα αναγνωρίζουν τους 

οροτύπους, ώστε να συνδυαστεί η ευαισθησία με την ειδικότητα (Turk et al. 2003, 

Morey et al. 2006, Langoni et al. 2008, Slack et al. 2009).  

Η  PCR δείχνει υψηλή συσχέτιση με την απομόνωση σε περιπτώσεις όπου 

υπάρχει ενεργή μόλυνση ιστού, όπως στην περίπτωση της επιμένουσας ραγοειδίτιδας 

του αλόγου, στα υλικά αποβολής ή στην οξεία λεπτοσπείρωση (Faber et al., 2000; 

Leon et al., 2006;  De Daher et al 2010).  

Ακόμη δυσκολότερη είναι η επιβεβαίωση της διάγνωσης της λεπτοσπείρωσης 

στα ζώα και στον άνθρωπο στις άτυπες κλινικές μορφές της, αφού δεν είναι άμεση η 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



59 

 

υποψία εμπλοκής του παθογόνου (Segales et al., 2006; Herath et al., 2014). Όταν ο 

κλινικός υποψιαστεί την πιθανότητα εμπλοκής του γένους Leptospira υπάρχουν, όπως 

προαναφέρθηκε, διάφοροι τρόποι άμεσης ή έμμεσης διερεύνησης της παρουσίας του 

παθογόνου. Οι μέθοδοι αυτές έχουν πλεονεκτήματα και μειονεκτήματα, που ίσως 

επηρεάζονται ακόμη περισσότερο από την άτυπη μορφή της λοίμωξης (ILS – WHO, 

2002; Adler and Moctezuma, 2010; Abdollahpour, 2013; Shivakumar, 2013).   

Στα παραγωγικά ζώα, όπου η παρουσία του παθογόνου μπορεί να  επηρεάσει 

την παραγωγή, λόγω μείωσης της παραγωγικότητας των ζώων από την πρόκληση 

αποβολών, εμφάνιση άτυπης κλινικής ή μη μαστίτιδας , ανάπτυξη θανατηφόρου 

νόσου, η προληπτική μελέτη της ύπαρξης ή μη παθογόνων οροτύπων σε μια εκτροφή 

και τα πιθανά ποσοστά μόλυνσης είναι σημαντικά για την λήψη μέτρων 

ελαχιστοποίησης των επιπτώσεων της μόλυνσης (Kirkbride and Johnson, 1989; Alt et 

al., 2001; Grooms, 2006; Anderson, 2007; Lilenbaum et al. 2008).  

Βέβαια, αν στα μέτρα πρόληψης υπάρχει δυνατότητα παρασκευής 

αυτεμβολίων ή εμβολίων για εθνική χρήση, είναι απαραίτητη η απομόνωση του 

παθογόνου, που όπως έχει ήδη αναφερθεί, είναι ιδιαίτερα δύσκολη. Η απομόνωση 

σημαντικών οροτύπων είναι όχι μόνο επιβεβαιωτική των ευρημάτων της 

οροδιερεύνησης, αλλά και ιδιαίτερα σημαντική σε περιπτώσεις όπου υπάρχει 

αναμνηστική ύπαρξη αντισωμάτων ή όταν οροδιερευνητικά παρατηρείται 

οροθετικότητα του ιδίου ζώου σε περισσότερους του ενός οροτύπους. 

Λόγω των δυσκολιών απομόνωσης, ευρέως διαδεδομένη είναι η έμμεση 

διερεύνηση της μόλυνσης με ανίχνευση αντισωμάτων με διαφόρους μεθόδους, οι 

οποίες όμως δεν είναι όλες εφαρμόσιμες για όλα τα είδη ζώων. Επιπλέον, υπάρχουν 

διαφορετικές μέθοδοι προδιερεύνησης και όλες έχουν πλεονεκτήματα και 

μειονεκτήματα. Κάποιες χρειάζονται ειδικά αντιδραστήρια, που δεν είναι εμπορικά 

διαθέσιμα, όπως η μέθοδος του ανοσοφθορισμού (Kingscote, 1985; Sambasiva et al., 

2003; Saglam et al., 2008), ενώ άλλες δεν δίνουν πληροφορίες για τους 

εμπλεκόμενους οροτύπους (Sakhae et al., 2007; Ngbede et al., 2013), αφού έχουν 

παρασκευαστεί για να ανιχνεύουν μόνο οροτύπους, τους οποίους ο παρασκευαστής 

της μεθόδου θεωρεί σημαντικότερους.  

Η μη αναγνώριση από ευκολόχρηστες και ασφαλείς μεθόδους, όσο το δυνατόν 

μεγαλύτερου αριθμού οροτύπων, είναι η μεγάλη αδυναμία πρακτικής χρήσης αυτών 
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των μεθόδων στην επιδημιολογική μελέτη της μόλυνσης στα διάφορα είδη των ζώων. 

Στα παραγωγικά ζώα κυρίως, είναι χρήσιμο να γνωρίζουν οι ιδιοκτήτες και οι 

κτηνίατροι ποιοι ορότυποι εμπλέκονται, ώστε να εκτιμήσουν την πιθανή 

αποτελεσματικότητα ενός εμπορικού εμβολίου ή την ανάγκη παρασκευής ενός 

αυτεμβολίου. Συνέπεια των ανωτέρω είναι, τουλάχιστον στα ζώα, να χρησιμοποιείται 

συστηματικά η μέθοδος  MAT, που θεωρείτα ότι είναι η «χρυσή μέθοδος» 

επιδημιολογικής οροδιερεύνησης της λεπτοπείρωσης των ζώων   

Καθίσταται φανερό τόσο από τις έμμεσες μεθόδους διερεύνησης της μόλυνσης 

και τις δυσκολίες τους, όσο και από τις πολλές δυσκολίες της απομόνωσης και 

καλλιέργειας του παθογόνου, για την επιβεβαίωση της μόλυνσης, ότι οι μοριακές 

μέθοδοι θα αποτελέσουν μελλοντικά τα εργαλεία επιβεβαίωσης της υποψίας της 

λοίμωξης. Βέβαια δεν έχει ακόμη βρεθεί τρόπος διαφοροποίησης των μολυνόντων 

οροτύπων σε μοριακό επίπεδο με ευκολόχρηστες εφαρμογές, αλλά οι προσπάθειες 

είναι συνεχείς (Cullen et al., 2005; Wang et al., 2007; Monahan et al., 2008; Slack et 

al., 2009; Hartskeerl et al., 2011).  

Συμπεραίνεται ουσιαστικά ότι, για πολλά χρόνια ακόμη, η συστηματική 

μελέτη της παρουσίας του παθογόνου στην υποψία λεπτοσπείρωσης, άρα και η μελέτη 

της παθογένειας του μικροοργανισμού (Choy, 2012) απαιτούν συνδυασμό μεθόδων οι 

οποίες:  

1. ταξινομούν κατ’ αρχάς το στέλεχος στην κατηγορία του «παθογόνου» ή μη 

2. το χαρακτηρίζουν ως συγκεκριμένο είδος του γένους Leptospira και 

3. το χαρακτηρίζουν ως προς τον ορότυπο στον οποίο ανήκει (Palaniappan et al., 

2005; Morey et al., 2006; Bomfim and Koury, 2006; Smythe et al., 2013; D’Andon et 

al., 2014) 

 Για τη συστηματική παθογενετική μελέτη του γένους Leptospira είναι 

απολύτως απαραίτητη η όσο το δυνατόν ορθότερη ταξινομική κατάταξη των 

απομονωμένων στελεχών. Όμως, λόγω των δυσκολιών μελέτης του μικροοργανισμού 

με κλασικές μεθόδους βακτηριολογίας, η ανάπτυξη νέων μοριακών μεθόδων τις 

τελευταίες δεκαετίες αλλάζει ταχύτατα τη γνωστή κατάταξη, αλλά και τις ελπίδες 

αναγνώρισης νέων παθογόνων οροτύπων, λοιμογόνων παραγόντων για απομονωμένα 

στελέχη και τη σύνδεσή τους με συγκεκριμένους ξενιστές.  
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Βέβαια είναι ήδη γνωστό ότι χαρακτηριστικά αντιγόνα επιφάνειας κάποιων 

οροτύπων απαντώνται σε διαφορετικά είδη του μικροοργανισμού δυσκολεύοντας την 

οριστική κατάταξή τους. Τα τρία ανωτέρω στάδια πλήρους ταξινόμησης του 

μικροοργανισμού είναι δυνατόν να πραγματοποιηθούν μόνο σε οργανωμένα 

εργαστήρια, που διαθέτουν τα απαραίτητα αντιδραστήρια και την τεχνογνωσία 

(Johnson and Harris 1967, Johnson and Faine 1984, Woo T.H. 1997).  

Ο εμπλουτισμός της LepBank με πληροφορίες γύρω από το γονιδίωμα του 

γένους Leptospira είναι συνεχείς, με αποτέλεσμα να διαφαίνεται ότι είναι απαραίτητη 

η ανακατάταξη ακόμη και μη παθογόνων οροτύπων στην κατηγορία των παθογόνων 

ειδών (Morey et al. 2006), όπως έχει προταθεί για την περίπτωση του είδους  

Leptospira meyeri (Slack et al., 2009). Βέβαια είναι ήδη γνωστό ότι χαρακτηριστικά 

αντιγόνα επιφάνειας κάποιων οροτύπων απαντώνται σε διαφορετικά είδη του 

μικροοργανισμού, δυσκολεύοντας την οριστική τους κατάταξη. Αυτές οι δυσκολίες 

δεν βοηθούν τη μελέτη του μικροοργανισμού χωρίς την οργανωμένη ύπαρξη δομών 

μοριακής μελέτης του, με αποτέλεσμα να παραμένει η κλασική μέθοδος MAT ως η 

πλέον  διαδεδομένη (Morey et al 2006; OIE 2014).  

Ακόμη, όμως και αυτή, ερευνητές, που προέρχονται από χώρες, οι οποίες δεν 

έχουν αναγνωρίσει εθνικά τη σημαντικότητα του μικροοργανισμού, αδυνατούν να τη 

χρησιμοποιήσουν λόγω διαδικασίας και κόστους, άρα αναγκάζονται να περιορίζονται 

στη χρήση ευκολότερων  έμμεσων (ορολογικών) μεθόδων αιτιολογικής διάγνωσης της 

λεπτοσπείρωσης των ζώων και του ανθρώπου, όπως είναι η ELISA.  

Οι διάφορες  ELISA, για την ανίχνευση στον ορό του αίματος αντισωμάτων 

ειδικών σε παθογόνα είδη του γένους  Leptospira, θεωρούνται γενικώς ευαίσθητες, 

αλλά δεν διακρίνουν τους εμπλεκόμενους ορότυπους (Cullen et a. 2005, Saglam et al. 

2008, Doungchawee et al. 2008). Είναι δε ιδιαίτερα χρήσιμες στην οξεία φάση για 

κλινικά περιστατικά του ανθρώπου, όπου με τη γρήγορη ανίχνευση της IgM, 

παίρνονται άμεσα μέτρα προστασίας της ζωής του αρρώστου. Στα ζώα, όμως, ο ρόλος 

των μεθόδων αυτών περιορίζεται κυρίως στην αρχική μαζική και γρήγορη διερεύνηση 

της μόλυνσης σε μια ομάδα ζώων, προκειμένου να αποφασιστεί αν συντρέχουν λόγοι 

περαιτέρω μελέτης της λοίμωξης με την δυσκολότερη και ακριβότερη μέθοδο ΜΑΤ.  
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1.10.  ΜΕΘΟΔΟΣ ΜΑΤ         

 

Η μέθοδος ΜΑΤ είναι η κλασσική, επίσημα αναγνωρισμένη από διεθνείς οργανισμούς 

(Levett, 2004; WHO, 2006; ΟΙΕ, 2014) ορολογική μέθοδος για την διερεύνηση της 

μόλυνσης από το γένος Leptospira. H MAT, αν και δεν βοηθάει τη μελέτη της 

παθογένειας των οροτύπων του μικροοργανισμού, παραμένει η πλέον αξιόπιστη, 

ανεξάρτητα του είδους ζώου, τόσο σε ατομικό όσο και ομαδικό επίπεδο, για τη 

διερεύνηση της διασποράς των οροτύπων σε μια χώρα ή μια περιοχή. Συνδυαζόμενη 

δε με την κλινική εικόνα και, όπου είναι εφικτό, με τη χρήση διπλών ορών, μας δίνει 

πληροφορίες για την πιθανότητα ένας ορότυπος να έχει προκαλέσει τη λοίμωξη ή όχι. 

Η συνεισφορά αυτή της ΜΑΤ αυξάνεται σημαντικά, σε περίπτωση που στην 

ορολογική διερεύνηση συμπεριληφθεί ένας ιδιαίτερα μεγάλος αριθμός οροτύπων 

(είκοσι και πλέον) από τους παγκοσμίως γνωστούς ως παθογόνους (ΟΙΕ, 2014).   

 Όλες οι άλλες υπάρχουσες ορολογικές μέθοδοι συγκρίνονται διεθνώς με τη 

μέθοδο ΜΑΤ, που βασίζεται στην αρχή της συγκόλλησης του αντιγόνου από τα ειδικά 

αντισώματα του ορού του αίματος. Ως εκ τούτου, η μέθοδος απαιτεί να υπάρχει το 

κατάλληλο αντιγόνο, που είναι οι διάφοροι ζωντανοί ορότυποι του μικροοργανισμού. 

 Επομένως υπάρχουν δύο βασικά μειονεκτήματα της μεθόδου. Το ένα είναι η 

διαρκής συντήρηση ζωντανών λεπτοσπειρών και το άλλο είναι η επικινδυνότητα  της 

εκτέλεσης της μεθόδου από μη κατάλληλα εκπαιδευμένα άτομα ή σε μη κατάλληλα 

διαρθρωμένα διαγνωστικά εργαστήρια. Τα δύο αυτά προβλήματα καθιστούν τη 

μέθοδο ορθά εκτελέσιμη μόνο από λίγα εργαστήρια ανά τον κόσμο και από χώρες, 

που διαθέτουν την εθνική επιστημονική βούληση να επανδρώσουν και να 

συντηρήσουν οικονομικά ένα εργαστήριο αναφοράς για τον μικροοργανισμό 

(National Veterinary Services Laboratories, 1987; Faine et al., 1999; Levett and 

Haake, 2010; Hartskeerl et al., 2011; Abdollahpour, 2013; Shivakumar, 2013). 

Γενικώς, η διαγνωστική αυτή μέθοδος παρουσιάζει  μειονεκτήματα και 

πλεονεκτήματα, που χρήζουν μιας σύντομης αναφοράς.  
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1.11. ΜΕΙΟΝΕΚΤΗΜΑΤΑ ΚΑΙ ΠΛΕΟΝΕΚΤΗΜΑΤΑ ΤΗΣ ΜΑΤ 

 

Τα κύρια πλεονεκτήματα και μειονεκτήματα της ΜΑΤ είναι δέκα (ILS – WHO, 2003; 

WHO, 2006; OIE, 2014). 

1. Η ειδικότητα της μεθόδου ΜΑΤ είναι καλή, αφού δεν επηρεάζεται δυσμενώς 

από αντισώματα άλλων μικροοργανισμών.  

2. Αν και υπάρχει αυξημένη πιθανότητα διασταυρούμενης αντίδρασης μεταξύ 

οροτύπων, που έχουν κάποια χαμηλή αντιγονική συγγένεια, η μέθοδος είναι μέχρι 

σήμερα η καλύτερη και ευκολότερη για την διερεύνηση της διασποράς των οροτύπων 

σε μια περιοχή. Άρα, είναι και η καλύτερη για την επιλογή του τρόπου προφύλαξης, 

κυρίως των παραγωγικών ζώων, από τον μικροοργανισμό.  

3. Η μέθοδος ΜΑΤ είναι η καλύτερη για την ανίχνευση της οξείας 

λεπτοσπείρωσης με ζεύγη ορών.  

4. Είναι η καλύτερη για την περιγραφή της επιδημιολογικής εικόνας μιας ομάδας 

ζώων, πάντα με την προϋπόθεση ότι το δείγμα των ζώων, που θα εξεταστεί, είναι 

αντιπροσωπευτικό.  

5. Ο μεγάλος αριθμός οροτύπων, που απαιτούνται για την αύξηση της 

ειδικότητας και της ευαισθησίας της μεθόδου ΜΑΤ, αυξάνει παράλληλα την 

χρησιμότητά της στη μελέτη της διασποράς των οροτύπων στα είδη ζώων μιας 

περιοχής.  

6. Η δυνατότητα της σύγκρισης των τίτλων αντισωμάτων σε κάθε ορότυπο, για 

τον οποίο ανιχνεύτηκαν αντισώματα, επιτρέπει στον ερευνητή  την καλύτερη  

εκτίμηση της σημασίας ενός οροτύπου σε ένα είδος ζώου, συγκρινόμενο με ένα άλλο 

είδος ή ορότυπο. 

7. Όμως, η μέθοδος ΜΑΤ επηρεάζεται από τα εμβολιακά αντισώματα, στα είδη 

ζώων, όπως οι σκύλοι, που συστηματικά εμβολιάζονται. Άρα, απαιτεί τη σωστή 

καταγραφή του ιστορικού, όταν χρησιμοποιείται εμβόλιο και κυρίως την καταγραφή 

των οροτύπων του εμβολίου για σωστή ερμηνεία των αποτελεσμάτων. 

8. Η μέθοδος ΜΑΤ απαιτεί ακριβή αριθμό ζωντανών μικροοργανισμών κατά την 

εκτέλεσή της, που πρέπει να είναι από καλλιέργεια λίγων ημερών. Άρα, απαιτεί τη 

συχνή ανακαλλιέργεια του μικροοργανισμού, η οποία με την σειρά της απαιτεί συχνή 

επιβεβαίωση των οροτύπων και συχνή τιτλοποίηση του αντιγόνου (International 
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Committee on Systematic Bacteriology 1984). Ας σημειωθεί ότι ο μικροοργανισμός 

διατηρείται καλύτερα σε ψύξη υγρού αζώτου, ώστε να είναι δυνατή η συχνή 

ανανέωση των καλλιεργειών των οροτύπων. 

9. Η μέθοδος ΜΑΤ δεν είναι αξιόπιστη για τη μελέτη της χρόνιας μόλυνσης ή 

την ανίχνευση πραγματικών φορέων, κυρίως όταν πρόκειται για οροτύπους, που έχουν 

προσαρμοστεί στο εξεταζόμενο είδος ζώου.  

10. Η ευαισθησία και ειδικότητα της μεθόδου ΜΑΤ αυξάνονται με την παγκόσμια 

αύξηση του αριθμού των γνωστών οροτύπων, αλλά και την όσο το δυνατόν 

μεγαλύτερη συμμετοχή οροτύπων, που έχουν τοπικά απομονωθεί. 

Άρα, συνεκτιμώντας τα διεθνώς δημοσιευμένα ευρήματα, που αφορούν στις 

επιπτώσεις της λεπτοσπείρωσης στην παραγωγή, αλλά και στην ορολογική  

διερεύνηση της   μόλυνσης στα παραγωγικά ζώα της Ελλάδας, συμπεραίνει κανείς ότι 

στην Ελλάδα η μόλυνση φαίνεται να είναι μεν σημαντική ως προς τις οικονομικές της 

επιπτώσεις (Burriel et al., 2002; Burriel et al., 2003; Bisias et al. 2009), όμως, αν και 

είναι σημαντική στη δημόσια υγεία (ΟΙΕ, 2008) δεν αποτελεί, αντικείμενο μελέτης. Ο 

κυριότερος λόγος, που έχει παραμεληθεί η νόσος, φαίνεται ότι είναι οι υλικοτεχνικές 

ελλείψεις των υπαρχόντων εργαστηρίων, που θα μπορούσαν να ασχοληθούν με τη 

μελέτη του μικροοργανισμού.  

Διεθνώς, το νόσημα ανήκει πλέον επίσημα  στην κατηγορία των «νέο-

αναδυόμενων» νοσημάτων σημαντικών τόσον στη Δημόσια Υγεία όσον και στην 

οικονομία πολλών χωρών (WHO, 2006; Mahajan anChhabra, 2008; Pappas et al., 

2008; Vijayachari et la., 2008; Lau et al., 2010; Hartskeerl et al., 2011; Abdollapour, 

2013; ). Άρα, η δημιουργία  ενός εργαστηρίου αφιερωμένου στον μικροοργανισμό 

στην Ελλάδα είναι θέμα εθνικής πολιτικής βούλησης, αφού η αρχική οικονομική, 

τεχνολογική και επιστημονική επένδυση  απαιτεί εθνικούς πόρους. Μόνο μέσω ενός 

καλά οργανωμένου και οικονομικά ενισχυμένου εθνικού φορέα μπορούν να 

ξεπεραστούν τα προαναφερθέντα προβλήματα.  

Η αναγκαιότητα για μια εθνική πολιτική, ως προς τη Λεπτοσπείρωση, 

πηγάζει και από την έλλειψη αντιγονικής συγγένειας μεταξύ των οροπύπων του 

μικροοργανισμού, που έχει ως συνέπεια την αναποτελεσματικότητα των εισαγόμενων 

εμβολίων. Οι σημαντικοί ορότυποι στη χώρα μας διαφέρουν από αυτούς, που 

υπάρχουν στα εμπορικά εμβόλια για την προφύλαξη από το παθογόνο, όπως 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



65 

 

διαφαίνεται από διερευνητικές πρωτοβουλίες που αφορούσαν ένα μεγάλο ποσοστό 

ζώων (Burriel et al., 2002; Burriel et al., 2003; Bisias et al., 2010β).  

 

1.12. ΠΡΟΦΥΛΑΞΗ  

 

Η ανοσία, που αναπτύσσεται, μετά τη μόλυνση με Leptospira spp, είναι κυρίως 

χυμική.  Ο λιποπολυσακκχαρίτης (LPS) του κυτταρικού τοιχώματος του παθογόνου 

και κάποιες από τις γλυκολιποπρωτεΐνες του φαίνεται ότι παρουσιάζουν ιδιαίτερα 

υψηλή αντιγονικότητα. Η σύνθεση αυτή του κυτταρικού τοιχώματος καθορίζει την 

ανοσολογική εξειδίκευση των παραγόμενων αντισωμάτων, που καθορίζουν την 

προστασία ενός ζώου προς συγγενείς μόνο οροτύπους (Naiman et al., 2001; Cullen et 

al., 2005; Choy, 2012; Cesar et al., 2012).  

Τα αντισώματα δεσμεύουν και καταστρέφουν τον ορότυπο στην παρουσία 

συμπληρώματος, που πιθανώς διεγείρεται από ουσίες, όπως οι προαναφερθείσες 

(Adler and Faine, 1983; Vishith and Kearkiat, 2005; Adler and Moctezuma, 2010; 

Cesar et al., 2012). Η επίδραση του ζώου ξενιστή στην ανοσολογική αντίδραση 

φαίνεται να καθορίζει και την προσαρμογή των οροτύπων σε διάφορα είδη ζώων. 

Επομένως αυτές οι αντιδράσεις καθορίζουν τη δυνατότητα ανάπτυξης 

αποτελεσματικών εμβολίων με δυνατότητα κάλυψης όσο το δυνατόν περισσοτέρων 

ειδών ξενιστών (Wang et al. 2007).  

Η χρήση αποτελεσματικού/ων εμβολίου/ων είναι ο καλύτερος τρόπος 

προφύλαξης των ζώων και του ανθρώπου, αφού η επαφή τους με πιθανές δεξαμενές 

του παθογόνου είναι δύσκολο έως αδύνατον να αποτραπεί. Μέχρι σήμερα, σε 

περιοχές όπου είτε λόγω κλίματος, είτε λόγω της φύσης των αγροτικών 

δραστηριοτήτων (εργάτες ρυζιού και κτηνοτροφίας) (Herath et al., 2014) απαιτούνται 

εμβόλια για την προφύλαξη από την κλινική έκφραση της μόλυνσης, τα εμβόλια που 

χρησιμοποιούνται με επιτυχία είναι νεκρά και αποτελούνται από ολόκληρους 

μικροοργανισμούς. 

 Οι ορότυποι, που πρέπει να περιλαμβάνονται σε αυτά, είναι οι συχνότερα 

εμφανιζόμενοι τοπικά. Για τον λόγο αυτό, αυτοί πρέπει να αναγνωριστούν πριν 

επιλεγεί το καταλληλότερο εμβόλιο ή αποφασιστεί η παρασκευή ενός αυτεμβολίου 

(Martinez et al., 2004; Wang et al., 2007). Ιδιαίτερη προσοχή δε, πρέπει να δίνεται 
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στις οδηγίες χορήγησης, αλλά και στις πληροφορίες του αποτελέσματος, όταν ο 

εμβολιασμός αφορά ζώα. Στην τελευταία περίπτωση είναι αναγκαίο να γνωρίζουν οι 

ιδιοκτήτες εμβολιασμένων ζώων και το βαθμό της δικής τους προφύλαξης.  

Είναι γνωστό ότι τα υπάρχοντα εμβόλια προλαμβάνουν μόνο την κλινική 

εκδήλωση της νόσου από τον ομόλογο ορότυπο. Δηλαδή τα εμβόλια που υπάρχουν 

δεν σταματούν την μόλυνση ούτε την απέκκριση ακόμη και του ομόλογου οροτύπου, 

πόσων δε  ετερόλογων  οροτύπων (Adler and Moctezuma, 2010). Τα δύο αυτά 

προβλήματα του εμβολιασμού των ζώων είναι σοβαροί λόγοι συστηματικών μελετών 

για την επιτυχή παραγωγή αποτελεσματικού μοριακού εμβολίου, ικανού να 

προφυλάξει, κυρίως κλινικά, διαφορετικά είδη ζώων κατά των περισσότερων 

γνωστών παθογόνων οροτύπων (Nascimento et al., 2004; Wang et al., 2007; Ko et al., 

2009).  

Η προσπάθεια αυτή είναι διαρκής, λόγω δε της εξέλιξης των μοριακών 

μεθόδων της μελέτης του παθογόνου, είναι πλέον αυξημένες οι πιθανότητες 

παρασκευής αποτελεσματικού γενικού εμβολίου. Η συνεχής εξέλιξη των μοριακών 

μεθόδων προσθέτει νέα δεδομένα στη υπάρχουσα γνώση γύρω από το παθογόνο, άρα 

αλλάζουν και τα επιδημιολογικά του δεδομένα παγκοσμίως. Για αυτό το νόσημα 

αναφέρεται πλέον ως «νέο-αναδυόμενο», προκαλώντας αυξημένο ενδιαφέρον για την 

περαιτέρω μελέτη του. 

Στην Ελλάδα, όμως, δεν έχει η μόλυνση ακόμη συμπεριληφθεί στη λίστα των 

σημαντικότερων ζωονόσων. Άρα, ελλιπέστατη είναι και η επιδημιολογική μελέτη της 

λεπτοσπείρωσης στα κατοικίδια και τα άγρια ζώα. Η παρούσα μελέτη είναι η πρώτη 

συστηματική προσπάθεια ανάδειξης της σημαντικότητας του γένους Leptospira στην 

ζωική παραγωγή και τη Δημόσια Υγεία. 
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ΣΚΟΠΟΙ ΤΗΣ ΠΑΡΟΥΣΑΣ ΜΕΛΕΤΗΣ 

 

Με απόλυτη επίγνωση των πολλαπλών προβλημάτων μελέτης της λεπτοσπείρωσης, 

όπως αυτά αναλύθηκαν ανωτέρω, αποφασίστηκε η μελέτη της μόλυνσης των μικρών 

μηρυκαστικών από είδη του γένους Leptospira. Εξ όσων δε είναι δυνατόν να 

γνωρίζουμε, αυτή εδώ η προσπάθεια είναι η πρώτη, που διενεργήθηκε στα 

παραγωγικά ζώα στην Ελλάδα. Ελάχιστες ήταν δε οι αναφορές, που βρέθηκαν, ακόμη 

και στην απλή ορολογική μελέτη της λεπτοσπείρωσης των ζώων γενικώς (Sarris et al., 

1987; Burriel et al., 2002; Burriel et al., 2003; Mylonakis et al., 2005).  

Αρχικός ερευνητικός σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν η μελέτη της 

παθογενετικότητας του παθογόνου στα επιλεγμένα είδη ζώων. Μετά όμως, από τη 

μελέτη της κείμενη βιβλιογραφίας, προτεραιότητα δόθηκε στην διερεύνηση και 

συλλογή όλων των πληροφοριών, που αφορούσαν τα ενδιάμεσα στάδια της 

επιδημιολογικής σημασίας του παθογόνου στα μικρά μηρυκαστικά.  

 Επομένως, ένα σύνολο σκοπών διαβαθμίστηκε εξ αρχής ως μέρος του κύριου 

στόχου μελέτης της λεπτοσπείρωσης των μικρών μηρυκαστικών. Αυτοί  οι σκοποί 

ήταν: 

1.  Η εκτεταμένη ανασκόπηση και δημοσιοποίηση της κείμενης βιβλιογραφίας με 

σκοπό την παροχή χρήσιμων πληροφοριών για μια λοίμωξη των ζώων, που θεωρείται 

νέο-αναδυόμενη στον άνθρωπο, αλλά είναι ελάχιστα μελετημένη στην Ελλάδα.  

2. Η ανίχνευση της σημαντικότητας οροτύπων του γένους Leptospira, που 

αναγνωρίζονται ως εμπλεκόμενοι σε περιστατικά αποβολών μικρών μηρυκαστικών 

και η ανάδειξη της οικονομικής τους σημασίας. 

3. Η ανίχνευση του παθογόνου σε μολυσμένους ιστούς των προς μελέτη ειδών ζώων 

με μεθόδους εφικτές για τα πραγματικά δεδομένα της Ελλάδας. Μεταξύ αυτών στόχος 

ήταν κυρίως η απομόνωση του παθογόνου, ώστε να μελετηθούν συγκριτικά κάποιοι 

παράγοντες παθογένειας των οροτύπων του γένους Leptospira και  

4. Η συσχέτιση των παρατηρούμενων μικροσκοπικών αλλοιώσεων του ιστού 

προτίμησης του παθογόνου, δηλαδή του νεφρικού, με τις ιδιότητες αναγνωρισμένων 

οροτύπων για κάθε είδος ζώου ξεχωριστά.  

Για την πραγματοποίηση των προαναφερθέντων σκοπών ακολουθήθηκε η πιο κάτω 

συνοπτικά περιγραφόμενη διαδικασία εκτέλεσης της ερευνητικής προσπάθειας. 
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ΣΥΝΟΠΤΙΚΗ ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑΣ 

ΜΕΛΕΤΗΣ ΤΟΥ ΠΑΘΟΓΟΝΟΥ 

 

Η πρακτική διερεύνηση της παθογενετικότητας της μόλυνσης των μικρών 

μηρυκαστικών από το γένος Leptospira απαιτούσε, 

1. Την εντόπιση περιοχών με υψηλή πιθανότητα ύπαρξης του μικροοργανισμού στα προς 

διερεύνηση είδη ζώων 

2. Την εντόπιση κοπαδιών με υψηλή πιθανότητα ενεργής λοίμωξης από το 

μικροοργανισμό, άρα ύπαρξης του μικροοργανισμού σε μεγάλους αριθμούς στους 

ιστούς προτίμησής του 

3. Την ύπαρξη ιστικών μικροσκοπικών βλαβών, που θα μπορούσαν να ήταν αποτέλεσμα 

της δράσης παθογόνων οροτύπων στους ιστούς προτίμησης τους 

4. Την μελέτη και τη σύνδεση των δυσλειτουργιών, που προκαλούνται  κατά τη δράση 

ενός παθογόνου οροτύπου στους ιστούς, χρησιμοποιώντας  

Α) τεχνικές έμμεσης διερεύνησης της ύπαρξης του παθογόνου σε ιστούς και στη 

συνέχεια συσχέτισή τους με ευρήματα, που δηλώνουν την παθογένειά του. Δηλαδή 

είτε με την κλινική εκδήλωση των βλαβών αυτών είτε με την μικροσκοπική τους 

παρατήρηση. Μια τέτοια τεχνική είναι η PCR και  

Β) τεχνικές άμεσης διερεύνησης της παρουσίας του παθογόνου στους ιστούς 

προτίμησής του. Σε αυτή την κατηγορία μεθόδων μελέτης της μόλυνσης από το γένος 

Leptospira ανήκουν:  

α. η απομόνωση του παθογόνου και  

β. η παρατήρηση αυτού στους ιστούς 

Η απομόνωση του παθογόνου είναι απαραίτητη για την εργαστηριακή του 

μελέτη, ως προς κάποια χαρακτηριστικά, που χρησιμοποιεί για να προκαλέσει τις 

παρατηρούμενες βλάβες στους ιστούς προτίμησής του. Τέτοια χαρακτηριστικά είναι η 

βιοαντοχή του σε κοινώς χρησιμοποιούμενα αντιβιοτικά και η μελέτη της παθογόνου 

δράσης του στα κύτταρα του αίματος μέσω τοξικών παραγόντων, που πιθανώς 

παράγει.  

Άρα η διερεύνηση της λεπτοσπείρωσης των μικρών μηρυκαστικών ακολούθησε την 

εξής δομή:   

1. Εντόπιση των περιοχών υψηλού κινδύνου 
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2. Εντόπιση, εντός των αναγνωρισμένων περιοχών υψηλού κινδύνου, κοπαδιών μικρών 

μηρυκαστικών με προβλήματα αναπαραγωγής (αποβολές, γεννήσεις  θνησιγενών 

νεογνών, μη ικανοποιητική γαλακτοπαραγωγή, κτλ) 

3. Συλλογή δειγμάτων ορού αίματος και ιστών προτίμησης του παθογόνου από κοπάδια 

των περιοχών υψηλού κινδύνου και  

4. Εργαστηριακή διαγνωστική διερεύνηση του παθογόνου στα δείγματα προς εξέταση 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



70 

 

 

 

 

 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

 

Λεπτοσπείρωση: Ένα  

«νεο-αναδυόμενο» σημαντικό νόσημα  

των ζώων και του ανθρώπου 

 

 

 

Γ. Μπίσιας, DVM, Σ. Κρήτας, DVM, PhD, DipECPHM, Α. Μπουριέλ, DVM, MSc, 

MSc, PhD, MRCVS, Β. Κοντός, DVM, PhD 

 

JOURNAL OF THE HELLENIC VETERINARY MEDICAL SOCIETY 2010, 61(1): 76-84 

ΠΕΡΙΟΔΙΚΟ ΤΗΣ EΛΛHNIKHΣ KTHNΙΑΤΡΙΚΗΣ ETAIPΕIAΣ 2010, 61(1): 76-84 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



71 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



72 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



73 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



74 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



75 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



76 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



77 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



78 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



79 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



80 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3  

 

ΕΝΤΟΠΙΣΗ ΠΕΡΙΟΧΩΝ ΚΑΙ 

ΚΟΠΑΔΙΩΝ ΥΨΗΛΟΥ ΚΙΝΔΥΝΟΥ 
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3.1. Εισαγωγή 

 

Η εντόπιση περιοχών με υψηλά ποσοστά μόλυνσης κοπαδιών προβάτων και αιγών 

στο γένος Leptospira, ήταν αποτέλεσμα της συνεργασίας του Εργαστηρίου 

Μικροβιολογίας και Παρασιτολογίας του Τμήματος Κτηνιατρικής του ΠΘ με το 

Κτηνιατρικό Εργαστήριο Τριπόλεως.  

Η επιλογή της Πελοποννήσου έγινε βάσει πληροφοριών από το ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ 

(http://www.keelpno.gr/- Διαδραστικός Πίνακας Συχνότητας Κρουσμάτων), που 

έδειχναν ότι οι περιοχές της Δυτικής Ελλάδας ήταν περιοχές υψηλότερου κινδύνου 

λεπτοσπείρωσης στον άνθρωπο.  Μεταξύ αυτών των περιοχών είναι και οι νομοί της 

Ηλείας και Μεσσηνίας της Περιφέρειας Πελοποννήσου. 

Επίσης, μετά από προσωπική επαφή με το Κτηνιατρικό Εργαστήριο 

Τριπόλεως μάθαμε ότι, πρώτον το εργαστήριο παρελάμβανε δείγματα αίματος από 

περιστατικά αποβολών μικρών μηρυκαστικών από έξι εκ των επτά νομών της 

Πελοποννήσου. Δηλαδή ελάμβανε δείγματα από τους νομούς Αρκαδίας, Αργολίδας, 

Ηλείας, Κορινθίας, Μεσσηνίας και Λακωνίας, άρα και τους νομούς Ηλείας και 

Μεσσηνίας (δυτική – νοτιοδυτική Πελοπόννησος). Δεύτερον, από τις διαχρονικές, 

επιδημιολογικά μη συστηματικά μελετημένες ενδείξεις, που είχε το εργαστήριο και 

αφορούσαν σποραδικά περιστατικά με κλινική εικόνα της κλασσικής μορφής της 

λεπτοσπείρωσης, φαινόταν ότι υπήρχε μεγαλύτερη πιθανότητα μελέτης του 

παθογόνου σε κοπάδια μικρών μηρυκαστικών της Πελοποννήσου. Τα περισσότερα 

από αυτά προέρχονταν από τη δυτική – νοτιοδυτική Πελοπόννησο.  

Έτσι, η αρχική διερεύνηση της λεπτοσπείρωσης άρχισε με τον προσδιορισμό 

των ποσοστών μόλυνσης των κυριότερων λοιμωδών νοσημάτων με κλινική εκδήλωση 

την αποβολή, σε κοπάδια των προεπιλεγμένων περιοχών, μεταξύ των οποίων ήταν και 

το προς διερεύνηση παθογόνο.  

Συνοπτικά, οροί αίματος, που διερευνούσε το Κτηνιατρικό Εργαστήριο 

Τρίπολης για τα αίτια αποβολών, διαχωρίζονταν σε δύο μέρη. Το ένα το 

χρησιμοποιούσε το Κτηνιατρικό Εργαστήριο και το άλλο παρέμενε στους -80
0
 C για 

μελλοντική διερεύνηση της λεπτοσπείρωσης. Η συλλογή δειγμάτων διήρκησε δύο 

χρόνια.  
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Μετά το πέρας των δύο ετών το σύνολο των καταψυχθέντων ορών ανήλθε 

στους 463, εκ των οποίων οι 289 ήταν προβάτων και οι 174 αιγών. Οι οροί αυτοί 

διερευνήθηκαν για την ύπαρξη αντισωμάτων έναντι πέντε πιθανών αιτίων αποβολών 

με  ιδιαίτερη σημασία για τη Δημόσια Υγεία. Τα αίτια που διερευνήθηκαν ήταν τα 

γένη Brucella spp, Chlamydophila spp, Leptospira spp, Coxiella brunetii και 

Toxoplasma gondii.  

Οι μέθοδοι διερεύνησης και τα αποτελέσματα αναγνώρισης οροθετικών 

κοπαδιών περιγράφονται στη δημοσίευση, που ακολουθεί.  
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Abstract 

Four hundred sixty three (463) serum samples collected from aborted ewes (289) and 

does (174) were tested for antibodies to five selected pathogens having public health 

importance. The investigation aimed in serologically ranking the importance of 

Leptospira spp infection, as compared to other causes of small ruminant abortion in 

Southern Greece. It involved 37 sheep flocks and 18 goat herds. All investigated farms 

were positive for antibodies to one or more of the selected microorganisms. Three 

hundred sixty eight (79.48%) of the examined serum samples were antibody positive. 

From them 219 ewe samples were positive to Brucella spp. (44 samples), 

Chlamydophila spp. (43 samples), Leptospira spp. (72 samples), Coxiella burnetii 

(141 samples) and Toxoplasma gondii (144 samples). From the 149 positive doe 

samples 39, 37, 32, 110 and 52 were positive to the above causes respectively. None 

of the positive ewes and does was positive to only Leptospira spp., of which the 

highest antibody titers were observed for serovar Australis (ewes) and Copenhageni 

(does). Serovar Tarassovi had a significant presence in both animal species, but it 

showed lower titers. 

 
Introduction 

Abortions of food producing animals are the cause of considerable economic losses for 

the farmer 
10

. In addition, they may have a public health importance, if they are the 

result of microorganisms causing disease to man. Some microorganisms of public 
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health importance causing also abortion are Brucella, Listeria, Coxiella, Chlamydia 

and Toxoplasma 
10

. These infectious agents are easily spreading among animals and 

man in all farming systems, but they are of increased importance where communal 

grazing is common and farms are family holdings 
9
. Communal grazing is common in 

Southern Europe, Middle East and African nations 
27

, where Brucella spp. is a frequent 

cause of severe human illness, thus the first pathogen suspected when small ruminant 

abortions are investigated 
2
. This approach to the investigation of abortions is often 

overlooking other causes, such as Coxiella, Toxoplasma or Chlamydia, vigorously 

investigated in nations where production is mostly intensive or they are free of 

brucellosis 
17

.  

However, regardless of production system, Leptospira spp. infection is rarely 

investigated as a possible cause of abortion among small ruminants, because the 

systematic study of animal leptospirosis is rather difficult. Leptospirosis, a disease of 

animals and man, is a “re-emerging” infection of economic and public health 

importance. Its prevalence varies according to animal species and area where the 

disease is investigated. The reported prevalences of infection among the various 

animal species across the world are between 2 and 46%, the variation depending not 

only on the animal species, but also the method of testing, the geographic area and 

time of the year testing was performed
3,4,11,25,26

. Testing is difficult because the 

Microscopic Agglutination Test (MAT) 
6,13,29

, which is the internationally recognized 

method for investigating leptosirosis, is neither easy to perform nor cheap. The MAT 

uses as antigen live leptospira serovars, thus requires a well equipped laboratory and 

trained personnel to maintain the large number of serovars needed. These difficulties 

affect the systematic and in depth investigation of the impact of the infection on 

animal production, including this of small ruminants
8,24,26

. However, to safely 

implicate Leptospira spp in abortion other infectious causes should be excluded. The 

present investigation attempted to serologically document the proportional importance 

of the most frequently investigated small ruminant abortion causes in Southern 

Greece, in relation to leptospirosis, which is systematically excluded. The aim was to 

serologically rank and further study the effects of Leptospira spp. infection on small 

ruminant production.  

 
Material and Methods 

Samples Selected 

The investigation was performed during 2005-2006 in collaboration with the 

Veterinary Diagnostic Laboratory of Tripolis, Ministry of Agriculture, Southern 

Greece. The laboratory was receiving samples from a variety of cases among which 

were also serum samples from small ruminant abortion. Within a period of two years, 

463 serum samples, 289 from ewes and 174 from does, were collected originating 

from 37 sheep flocks (totaling 2751 ewes), and 18 goat herds (totaling 3605 does). 

Laboratory examination 

Serum samples were tested for Brucella spp., Chlamydophila spp., Leptospira spp., 

Coxiella burnetii and Toxoplasma gondii.  
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The cELISA kit COMPELISA 400 (Veterinary Laboratories Agency (VLA), New 

Haw, Addlestone, Surry, UK) was used to test for brucella antibodies in serum. The kit 

is detecting antibodies to smooth Brucella spp. A sample with optical density equal to 

or higher than 60% of the mean optical density of the control was considered positive.  

The CHEKIT Chlamydia ELISA Test Kit (Idexx Laboratories, USA) was used for the 

detection of antibodies against Chlamydophila abortus (formerly known as Chlamydia 

psittaci). A sample having an OD equal or over 40% to that of the control was 

considered positive.  

The CHEKIT Q-Fever ELISA Test Kit (Idexx Laboratories, USA) was used for the 

detection of antibodies against C. burnetii in serum samples of ruminants. A sample 

having an OD equal or over 80% to that of the control was considered positive.  

Antibodies to T. gondii were detected with immunofluerescence (IFAT) using the 

Toxo-IF slides (DIACHEL, USA). Samples with titers of 1/160 and above were 

considered positive.  

The MAT was used to test for leptospirosis. The MAT was performed according to the 

Standard Operating Procedures of the Veterinary Laboratories Agency (VLA), UK, 

which uses as antigen 19 live serovars of Leptospira spp. belonging to six serogroups. 

A positive sample showed 50% or more of antigen agglutination in a titer of 1/100.  

Results 

From the ewe samples 219 (75.8%) were positive to one or more of the investigated 

causes. From the doe samples 149 (85.6%) were positive to one or more causes.  

The proportion of positive samples from each ewe flock ranged from 33.4% to 75%, 

while the same for doe herds was from 48.32% to 85.7%.  

The numbers of positive samples to each of the investigated causes are given in Table 

1.  

 

The highest number of positive ewe samples was positive to T. gondii and for doe 

samples to C. brunetii. Leptospira spp was third among ewes and fifth among does. 
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Leptospira spp serovars most frequently identified were Tarassovi, Australis and 

Bratislava for sheep, and Australis, Tarassovi and Copenhageni for goat serum 

samples. However serovar Tarassovi showed low titers (1/100-1/440) compared to the 

other serovars (1/100-1/3200).  

A higher number of ewe samples 53 (36.6%) had high antibody titers to T. gondii, 

while a higher number 21(56.7%) of doe samples had high titers to chlamydophila 

infection compared to the other causes of abortion. All brucella positive samples had 

low titers (very close to 60% of OD). They originated from four sheep and six goat 

farms. All farms were serologically positive to two or more of the investigated causes, 

while 11 sheep and 10 goat farms had between one and five animals positive to four of 

the investigated abortion causes. Positive samples to C. brunetii were found in all 

sheep and goat farms. This microorganism was the one identified as the sole infectious 

agent in 19 ewes and 27 does. 

Eight sheep flocks and 13 goat herds were positive to leptospirosis, but only four 

sheep and two goat farms had samples with rather high antibody titers (1/800 and 

above). In respect to high titers, the predominant serovars were Australis for ewes and 

Copenhageni for does.  

Table 1: Positive serum samples to five abortion infectious agents 

Discussion  

Common grazing in Greece contributes to the spreading, between farms, of pathogens 

such as Brucella spp
19

. Thus, control measures are necessary for limiting brucellosis 

infection. The Rev-1 vaccine administered by instillation in the conjunctiva of young 

and adult animals is used since 1998 for the control of brucellosis
18,27

. Thus, low 

antibody titers to Brucella spp could also result from vaccinating adults with Rev-1
19

. 

The ELISA method is influenced by vaccination with Rev-1
5,27

 when testing of 

animals is within a few months from administration. Unfortunately, due to the control 

measures when a farm is brucellosis positive, farmers do not volunteer information on 

farm procedures, animal history or origin of individual animals. Chlamydophila spp. 

and C. burnetii have been concurrently involved in abortions of small ruminants
1
. 

Both microorganisms are not only of economic importance, but also of public health. 

They also show similarities in their pathogenesis
16

, thus, they should be considered 

together when the causes of abortion are investigated. The investigation of both 

microorganisms in cases of abortion could lead to a better understanding of the role of 

the two in the epidemiology of abortion, thus contribute toward a more accurate 

estimation of the role other pathogens may have. In the present investigation the 

highest proportion of serum samples considered positive to C. burnetii were from 

goats. Perhaps, this species is of a greater risk to public health than sheep, as also is 

suggested by others12. Some have reported a significant association between high 

numbers of strongly positive samples to C. burnetii and abortions
23

. This was not 

appearing to be the case in the present investigation as only 36(14.3%) were strong 

positive.  
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The overall proportion of seropositive animals to T. gondii observed here was lower 

than that reported from other parts of the world using the same testing method
7,22

. 

Toxoplasmosis causes high rates of abortion among small ruminants. Thus, to 

contribute the abortions to T. gondii or any of the investigated infectious agents, paired 

serum samples should have been tested and this was not possible. The lower 

proportion of seropositive animals observed here compared to those reported by 

others
7,22

, could have resulted from the differences in the production system. Samples 

examined were from a semi-extensive system for sheep and extensive for goats. In 

these kinds of production systems, animals have fewer chances to come in contact 

with young cats
21

, the source of the parasite.  

The information in the above discussed causes of abortion was considered necessary 

for better evaluating the role of Leptospira spp in the epidemiology of abortion, thus 

further study its impact on the production of small ruminants on farm level. The 

proportions of positive sheep and goat samples to leptospirosis were similar to those 

found in an earlier investigation of abortion among small ruminants in Greece
3
 and to 

those among apparently healthy animals
4
. However, a difference in the prevalence of 

the reported serovars was recorded compared to these previous investigations. The 

variation was, perhaps, resulting from limiting the investigation to a smaller 

geographic area. Of interest was the predominance of serovar Tarassovi among sheep 

samples (second in goats), but not showing high antibody titers. High leptospira 

antibody titers in small ruminants have been associated to the presence of Leptospira 

spp in vaginal fluids and semen
14

. Perhaps, there is in such cases a higher risk for 

venereal transmission of Leptospira and abortion, although these species are 

considered more resistant to leptospirosis than others. Higher titers could, thus help in 

increasing the probability to isolate important Leptospira serovars and successfully 

study the pathogenesis of naturally occurring leptospirosis. The microorganism is 

difficult to isolate, thus the selection of method, animals and tissue is critical for 

accurate identification of leptospira as cause of abortion
15,26

. Therefore, a combination 

of methods, such as serologic examination of target flocks, isolation and PCR, are 

necessary to reliably and economically investigate leptospirosis under field 

conditions
14,15

. The reliable identification of serovar carriers could help in deciding 

upon the importance of leptospirosis in the pathogenesis of abortion, thus effective 

control programs. By determining, which serovars are found in vaginal fluids or 

colonize kidney tissue or cause clinical disease mainly expressed as abortion, the best 

commercial or locally produced vaccine for leptospirosis could be selected for 

maximum protection. PCR has been found as one such method significantly related to 

observed high antibody titers, as estimated by the MAT
15

.  

Conclusion  

The main conclusion of the present investigation is that when other pathogens are also 

serologically identified as possible causes of abortion, the role of Leptospira spp in the 

pathogenesis of naturally occurring abortions could not be easily defined. None of the 

animals or flocks/herds investigated were positive to only Leptospira spp.. 

Fortunately, none of the flocks/herds positive to leptospirosis had animals positive to 

brucellosis, but the same was not true with the serologic evidence from the other 

microorganisms. Thus, abortions among small ruminants in Greece should be 
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attributed to mixed infections, explaining partially their high prevalence. Furthermore, 

although Leptospira spp infection does not appears as one of the most important 

causes of naturally occurring abortion, its pathogenesis should be further investigated.  
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4.1 

 

Συλλογή ορών αίματος και νεφρικού ιστού 

για την παθογενετική διερεύνηση της 

μόλυνσης από Leptospira spp 
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Μετά την οροδιερεύνηση περιστατικών αποβολών προβάτων και αιγών της 

Περιφέρειας Πελοποννήσου, η παθογενετική μελέτη της λεπτοσπείρωσης 

περιορίστηκε σε περιοχές που τα μικρά μηρυκαστικά είχαν εμφανίσει υψηλά ποσοστά 

(30-35%) οροθετικότητας και τίτλους αντισωμάτων πάνω από 1/800. Από αυτές τις 

περιοχές σχεδιάστηκε η συλλογή ορών αίματος και ιστών προς διερεύνηση. Δηλαδή, 

μεταξύ των επιδιώξεων για τη μελέτη της παθογενετικότητας του γένους Leptospira 

ήταν η συλλογή ιστών αποβολών, ορών αίματος και νεφρών από κοπάδια των 

προεπιλεγμένων περιοχών. Όμως, από την οροδιερεύνηση (Bisias et al., 2010β - 

Κεφάλαιο 3) διαφάνηκε ότι δεν υπήρχαν ικανοποιητικές συνθήκες συνεργασίας 

μεταξύ της ομάδας μελέτης και των παραγωγών. Έτσι, αποφασίστηκε εξ αρχής να 

περιοριστεί η διερεύνηση μόνο στη συλλογή νεφρικών ιστών και ορών αίματος κατά 

τη σφαγή. Η συλλογή αυτών έγινε με τη βοήθεια των κτηνιάτρων των Δ/νσεων 

Κτηνιατρικής των περιοχών, που είχαν αναγνωριστεί ως υψηλού κινδύνου και στις 

οποίες είχαν εντοπιστεί τα κοπάδια με υψηλή οροθετικότητα στη λεπτοσπείρωση. Η 

συλλογή ορών αίματος και νεφρικού ιστού γινόταν από ενήλικα θηλυκά πρόβατα και 

αίγες, σε δύο τοπικά σφαγεία (ένα σε κάθε περιοχή) ανεξάρτητα αιτιολογίας σφαγής 

τους.   

Κατά τον κλινικό έλεγχο των ζώων προς σφαγή γινόταν αιμοληψία. Τα 

δείγματα μεταφέρονταν στην τοπική Κτηνιατρική Υπηρεσία για διαχωρισμό του ορού. 

Κατά τον έλεγχο του σφάγιου γινόταν αφαίρεση των νεφρών, οι οποίοι μεταφέρονταν 

με παγοκύστεις στο κτηνιατρείο. Τα δείγματα νεφρών και ορών αίματος 

συσκευασμένα σε πάγο αποστέλλονταν με Εταιρεία Ταχυμεταφοράς στην Αθήνα. Η 

παραλαβή γινόταν συνήθως εντός 24 ωρών από την συλλογή των δειγμάτων. Με την 

παραλαβή των δειγμάτων στην Αθήνα, οι οροί αποθηκεύονταν άμεσα σε καταψύκτη 

των -80
0
 C. Οι ιστοί προετοιμάζονταν και εργαστηριακά επεξεργάζονταν όπως 

περιγράφεται στις επόμενες παραγράφους.  

 Συνολικά συλλέχτηκαν 110 δείγματα ιστών και 110 δείγματα ορών αίματος 

από ισάριθμα ζώα.   
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4. 2  

 

Απομόνωση ορότυπων του γένους 

Leptospira 
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Η προσπάθεια απομόνωσης του παθογόνου Leptospira spp απαιτεί πρώτον 

εργαστήριο υψηλής ασφάλειας, που διασφαλίζει την προστασία των εργαζομένων και 

των επισκεπτών και δεύτερον κατάλληλες συνθήκες και θρεπτικά υποστρώματα για 

την in vitro ανάπτυξη του απαιτητικού αυτού γένους. Λόγω της μη ύπαρξης στην 

Ελλάδα κατάλληλου κρατικού εργαστηρίου για τη μελέτη της λεπτοσπείρωσης, μας 

παραχωρήθηκε η χρήση εργαστηριακού χώρου ασφάλειας P3 στο  Εργαστήριο 

Κτηνιατρικής Δημόσιας Υγείας, της Σχολής Δημόσιας Υγείας, στην Αθήνα. Το 

εργαστήριο δεν είχε έτοιμη υποδομή για την προσπάθεια απομόνωσης και διατήρησης 

λεπτοσπειρών. Μετά από μικρή χρηματοδότηση ιδιωτικού φορέα, το εργαστήριο 

προετοιμάστηκε για την προσπάθεια απομόνωσης του μικροοργανισμού από ιστούς. 

Εδώ, αμέσως με την παραλαβή των νεφρών, γινόταν αποστείρωση της επιφάνειάς 

τους με εμβάπτιση σε κλινικό οινόπνευμα και άμεση καύση του οινοπνεύματος. Στη 

συνέχεια και άσηπτα γινόταν εγκάρσια διατομή του κάθε νεφρού, ελεγχόταν το 

παρέγχυμα του για μακροσκοπικά παθολογικά ευρήματα και επιλέγονταν περιοχές για 

περαιτέρω μελέτη του ιστού.  

Από τις περιοχές αυτές γινόταν άσηπτη αφαίρεση 3 γραμμαρίων νεφρικού 

ιστού. Μετά από ζύγιση, ο ιστός τοποθετείτο σε αποστειρωμένη σακούλα stomacher, 

που περιείχε 30 ml αποστειρωμένο φυσιολογικό ορό (αναλογία 10% βάρος/όγκος).  

Το δείγμα ομογενοποιείτο πλήρως στο stomacher (easymix, AES Laboratories, 

France) και στη συνέχεια αραιωνόταν διαδοχικά μέχρι την αναλογία του 1/1000 και 

σε ποσότητα ικανοποιητική για να μπορεί να φιλτραριστεί.  

Το φιλτράρισμα γινόταν  με τη χρήση φίλτρου χαμηλής προσρόφησης 

πρωτεϊνών (φίλτρα 0,45 μm, Sigma-Aldrich Hellas). Τρεις έως τέσσερις σταγόνες 

φιλτραρισμένου  μίγματος από κάθε αραίωση ενοφθαλμίζονταν σε 7 ml  

εμπλουτισμένου θρεπτικού υποστρώματος Ellinghausen–McCullough–Johnson–

Harris (EMJH) (Becton Dickinson Hellas) χωρίς αντιβιοτικό και εις διπλούν. Μια 

δεύτερη σειρά καλλιεργειών, πάλι εις διπλούν, από τα ίδια δείγματα και τις ίδιες 

αραιώσεις ετοιμαζόταν σε EMJH θρεπτικό υπόστρωμα, που περιείχε 200 μgr/ml της 

αντιμικροβιακής ουσίας 5-Fluorouracil (5-FU, Sigma - Aldrich Hellas).  

Οι καλλιέργειες επωάζονταν στους 28 +/- 1
0
 C και σε σκοτεινό, ήσυχο 

περιβάλλον για τουλάχιστον 28 ημέρες. Ο έλεγχος της ανάπτυξης των 

μικροοργανισμών γινόταν εβδομαδιαία με μικροσκόπηση σκοτεινού πεδίου. Αν μια 
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καλλιέργεια ήταν ύποπτη επιμολύνσεων από βακτήρια ή κυρίως μύκητες 

επανφιλτραριζόταν με φίλτρα της ίδιας διαμέτρου αυτών της προετοιμασίας.   

Επίσης, από το φιλτραρισμένο μίγμα της αρχικής αραίωσης (1/10) γινόταν 

καλλιέργεια μιας σταγόνας εναιωρήματος σε αιματούχο θρεπτικό υπόστρωμα 

Columbia blood Agar (CBA) (Oxoid Hellas), που επωαζόταν στους 37
0 
 C για 

τουλάχιστον 48 ώρες. Σκοπός αυτής της καλλιέργειας ήταν ο έλεγχος των πιθανών 

επιμολύνσεων της αρχικής αραίωσης του δείγματος ή η ύπαρξη άλλων 

μικροοργανισμών στο νεφρικό ιστό.  

Στη συνέχεια από τον ιστό, που είχε απομείνει, επιλέγονταν 3-4 τεμάχια 50 

χιλιοστών, τα οποία εμβαπτίζονταν σε φορμόλη 10% και προετοιμάζονταν για 

ιστολογική εξέταση.  Το υπόλοιπο των ομογενοποιημένων δειγμάτων και ο 

εναπομείναντας ιστός έμπαιναν για συντήρηση σε κατάψυξη των -80
0
 C, διότι δεν 

υπήρχε η δυνατότητα ψύξης σε υγρό άζωτο, όπως συνίσταται.    
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4. 3 

 

Οροδιερεύνηση Ύποπτων για 

Λεπτοσπείρωση Ζώων κατά τη Σφαγή 
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Η οροδιερεύνηση των 110 ορών αίματος έγινε με δύο μεθόδους μικροσυγκόλλησης.  

α) Το kit Leptospira Serology (Bio-Rad, France), που χρησιμοποιείται ως μέθοδος 

προελέγχου στον άνθρωπο και διερευνήθηκε εδώ για την καταλληλότητά του ως 

μέθοδος προελέγχου της οροθετικότητας στα μικρά μηρυκαστικά και 

β) Τη διεθνώς αναγνωρισμένη μέθοδο MAT , που είναι αποδεκτή ως η επίσημη 

μέθοδος επιδημιολογικής διερεύνησης των οροτύπων της λεπτοσπείρωσης των ζώων 

(ΟΙΕ, 2008).  

 

4.3. 1. Μέθοδος kit Leptospira Serology 

Οι 110 οροί αίματος διερευνήθηκαν για την οροθετικότητά τους στο γένος Leptospira 

βάση των οδηγιών του kit. Το kit περιελάμβανε μη ειδικό (non-specific) αντιγόνο και 

θετικό μάρτυρα. Μια σταγόνα αντιγόνου αναμιγνυόταν με μια σταγόνα ορό και η 

παρατήρηση του 50% της συγκόλλησης του αντιγόνου γινόταν με μικροσκόπηση 

σκοτεινού πεδίου. Η εκτέλεση της μεθόδου έγινε στο Ινστιτούτο Λοιμωδών και 

Παρασιτικών Νοσημάτων του Κέντρου Κτηνιατρικών Ιδρυμάτων Αθηνών.    

 

4.3. 2. Μέθοδος ΜΑΤ 

Ένα έως δύο ml  από κάθε ορό από τους 110 ορούς αίματος συσκευάστηκαν βάσει 

διεθνών κανονισμών και στάλθηκαν για ορολογική διερεύνηση στο Veterinary 

Laboratories Agency, UK (VLA), που είναι το Εργαστήριο Αναφοράς της 

λεπτοσπείρωσης της Μεγάλης Βρετανίας.  

Οι οροί διερευνήθηκαν βάση των Standards Operating Procedures του VLA, 

όπως έγινε και με την πρότερη διερεύνηση για αναγνώριση περιοχών με αυξημένη 

πιθανότητα μόλυνσης μικρών μηρυκαστικών (Bisias et al., 2010β – Κεφάλαιο 3). Οι 

ορότυποι, που χρησιμοποιήθηκαν από το Βρετανικό VLA ήταν αυτοί του Πίνακα 2. 

Οι ορότυποι ανήκαν σε 6 διαφορετικές ορο-ομάδες.  
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Πίνακας 2: Ορότυποι του γένους Leptospira για τη διερεύνηση ορών  

αίματος με την μέθοδο ΜΑΤ 

Ορο-ομάδα ορότυπος Στέλεχος αναφοράς 

1 Canicola Hond Utrecht V 

 Icterohaemorrhagiae RGA 

 Ballum Mus 127 

 Copenhageni Winberg 

2 Pomona Pomona 

 Gripotyphosa Moskva V 

 Tarassovi Perepelicin 

 Mozdok Pomona 5626 

3 Australis Ballico 

 Bratislava Jez Brat 

 Autumnalis Akiyami A 

4 Sejroe M24 

 Hebdomadis Hebdomadis 

 Mini Sari 

5 Bataviae Swart 

 Zanoni Pyrogenes 

 Javanica Veldradbad 

6 Hardjo Hardjo prajitno 

Hardjo bovis 
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4. 4 

 

 

Διερεύνηση της Μόλυνσης Ιστών με τη 

Μέθοδο της Polymerase Chain Reaction 

(PCR) 
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4.4. 1 . Απομόνωση του DNA   

Η απομόνωση του DNA από τα 110 δείγματα νεφρικού ιστού έγινε σε διάστημα μιας 

εβδομάδας. Τα δείγμα νεφρικού ιστού είχαν διατηρηθεί στους -80
0
 C, διότι δεν 

υπήρχε δυνατότητα χρησιμοποίησης υγρού αζώτου. Δεν χρησιμοποιήθηκαν τα 

ομογενοποιημένα δείγματα, διότι υπήρχε φόβος ότι είχαν καταστραφεί οι 

μικροοργανισμοί λόγω της μη παραμονής τους σε υγρό άζωτο. Έτσι, η απομόνωση 

του DNA έγινε από τα τεμάχια των κατεψυγμένων ιστών. Για το σκοπό αυτό 

επιλέχτηκαν μικροποσότητες ιστού, από περιοχές του νεφρού παρακείμενες των 

προηγούμενων δειγματοληψιών. Η επιλογή γινόταν με άσηπτη διαδικασία αμέσως 

μετά την απόψυξη του νεφρικού ιστού.  

Η απομόνωση έγινε βάση των οδηγιών του εμπορικού kit εξαγωγής DNA 

(Puregene, Gentra Systems, Minneapolis, Minnesota, USA) που χρησιμοποιήθηκε. Ο 

θετικός μάρτυρας ήταν καθαρή καλλιέργεια του ορότυπου Icterohaemorrhagiae του 

είδους L. interrogans, που είχε διατηρηθεί σε θρεπτικό ημίρρευστο υπόστρωμα  

EMJH. Ο θετικός μάρτυρας ήταν συνεισφορά του Τμήματος Μικροβιολογίας του 

Ινστιτούτου Λοιμωδών και Παρασιτικών Νοσημάτων, του Κέντρου Κτηνιατρικών 

Ιδρυμάτων Αθηνών.  

 

4.4. 2. Συνθήκες εκτέλεσης της μεθόδου PCR 

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στις αντιδράσεις της multiplex PCR ήταν τα 

ζεύγη:  

G1 5’-ctgaatcgctgtataaaagt-3’  G2 5’-ggaaaacaaatggtcggaag-3’ και  

B64-I 5’-ctgaattctcatctcaactc-3’ και B64-II 5’-gcagaaatcagatggacgat-3’.  

Η εκτέλεση της PCR έγινε βάση των οδηγιών των Kwok and Higuchi (1989). 

Οι αλληλουχίες των primers και οι συνθήκες PCR για την αναγνώριση του DNA των 

παθογόνων ειδών του γένους Leptospira ήταν όπως περιγράφτηκαν από τους 

Gravekamp et al., (1993) με ελάχιστες αλλαγές. 

Για τις αντιδράσεις της PCR χρησιμοποιήθηκε το ένζυμο PlatinumTaq DNA 

polymerase της εταιρίας Ιnvitrogen Corporation, UK (cat No: 10966-018). Τα 

υπόλοιπα αντιδραστήρια της κλασσικής PCR, δηλαδή το Βuffer, το MgCl2 και τα 

dNTPs ήταν επίσης της εταιρίας Invitrogen. Ως αρνητικός μάρτυρας 
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χρησιμοποιούνταν νερό επεξεργασμένο με DEPC, για να αποκλειστούν οι 

επιμολύνσεις των δειγμάτων. 

Οι αντιδράσεις πραγματοποιούνταν σε συνολικό όγκο 25μl στα οποία περιέχονταν  

 5μl 10X buffer,  

 0.75μl MgCl2 (50 mM),   

 1μl dNTPs (10 mM),  

 0.2μl Platinum Taq DNA polymerase (5 u/ul),  

 25pmoles από τους primers και  

 2μl template DNA.  

To αρχικό στάδιο μετουσίωσης πραγματοποιείτο στους 94
 ο
C για 2 λεπτά. Τα θερμικά 

στάδια της PCR ήταν  

 94
ο
C για 90 δεύτερα,  

 55
 ο
C για 60 δεύτερα και  

 72
 ο
C για 120 δεύτερα επί 35 επαναλαμβανόμενους κύκλους.  

Το τελικό στάδιο επέκτασης πραγματοποιήθηκε στους 72
 ο
C για 5 λεπτά.  

Μετά την ολοκλήρωση των αντιδράσεων τα προϊόντα ηλεκτροφορούνταν σε πήκτωμα  

αγαρόζης 2%. Συγκεκριμένα, από κάθε προϊόν αναλύονταν 10μl και η εξέταση του 

ηλεκτροφορητικού προτύπου γινόταν μετά από χρώση με ethidium bromide  σε 

συγκεντωση 0.5 mg mL
-1

. Τα μεγέθη προσδιορίζονταν με τη βάση 100-bp DNA 

ladder της εταιρίας New England BioLabs Inc (Cat No: N3231L). 
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4. 5 

 

Ιστολογική Διερεύνηση Αλλοιώσεων  

στο Νεφρικό Ιστό 
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Τεμάχια νεφρικού ιστού, που είχαν επιλεχτεί για ιστολογική διερεύνηση Και 

συντηρούνταν σε 10% φορμόλη διερευνήθηκαν στο Τμήμα Ιστοπαθολογίας του 

Κέντρου Κτηνιατρικών Ιδρυμάτων Αθηνών. Η διαδικασία προετοιμασίας για 

ιστολογική παρατήρηση ήταν η εξής:  

 

4.5. 1. Μονιμοποίηση 

Για τη μονιμοποίηση των ιστών χρησιμοποιήθηκε έτοιμο διάλυμα φορμόλης  10% 

(ΚΩΔ 410CE, Βιοδυναμική Α.Ε., Ελλάς). Τα ιστοτεμάχια νεφρών παρέμειναν στο 

διάλυμα για 48 ώρες. Μετά την μονιμοποίησή τους, τεμαχίζονταν σε μικρότερα 

τεμάχια  και έμπαιναν για άλλες 24 ώρες σε φρέσκο διάλυμα φορμόλης, αναλογίας 

και στις δύο περιπτώσεις όγκου 1:10  (ιστός-υγρό). Στη συνέχεια γινόταν η 

αφυδάτωση, η διαύγαση και η έγκληση των ιστοτεμαχίων σε παραφίνη. 

 Η αρχική αφυδάτωση γινόταν σε μια σειρά διαλυμάτων οινοπνεύματος με 

βαθμούς που ξεκινούσαν από 70
ο
 και έφταναν τους 100

ο
.  Με τη χρήση αυτόματης 

ιστοκινέττας με προγραμματισμό τεμαχίζονταν οι ιστοί σε τεμάχια μεγέθους 5 χλστ 

περίπου το καθένα κλεισμένα σε πλαστικό καψάκι . Κάθε περιέκτης υποβαλλόταν 

στην εξής διαδικασία: 

Αφυδάτωση 

Η αφυδάτωση έγινε με αρχική εμβάπτιση σε μίγμα φορμόλης – οινοπνεύματος 96
ο 
 

αναλογία ½, όπου το ιστοτεμάχιο παρέμενε για μισή ώρα. Στη συνέχεια εμβαπτιζόταν 

διαδοχικά σε   

 οινόπνευμα 70
ο
     και παραμονή για 1 ώρα  

 οινόπνευμα 80
ο
     και παραμονή για 1 ώρα  

 οινόπνευμα 90
ο
     και παραμονή για 2 ώρες  

 οινόπνευμα  96
ο
     και παραμονή για 4 ώρες  

 οινόπνευμα 100
ο
    και παραμονή για 4 ώρες 

Η απόλυτη αλκοόλη (100
ο
) (absolute analytical grade alchool, ACS UN 1170) 

αραιώθηκε με αποσταγμένο νερό και οι βαθμοί της μετρήθηκαν με αλκοολόμετρο. 

Διαύγαση 

Η διαύγαση γινόταν με παραμονή του ιστοτεμαχίου σε ξυλόλη για 4 ώρες.  Η ξυλόλη 

ήταν της εταιρείας BVH (Analar Normapun UN 1307)  
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4.5. 2. Δημιουργία Βlock παραφίνης 

Τα ιστοτεμάχια  συγκρατήθηκαν με ζεστή λαβίδα από τα καψάκια και τοποθετήθηκαν 

σε μεταλλικά καλούπια, που περιείχαν ζεστή παραφίνη (MERK Hellas, Κ.93152064) 

με θερμοκρασία πήξης τους 56
ο
 - 58

ο
 C.  

Τα καλούπια παρέμειναν 8 ώρες σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για πήξη. Στη 

συνέχεια τοποθετήθηκαν  σε ειδικά πλαστικά δακτυλίδια προσαρμογής για μικροτόμο 

και ακολούθως σε θερμοκρασία ψυγείου για  20 περίπου ώρες.  

Τα block παραφίνης με τους ιστούς αφαιρέθηκαν  από τα καλούπια και με 

μικροτόμο Jung ελήφθησαν τομές σε φύλλα πάχους 5 μικρών. Τοποθετήθηκαν σε 

υδατόλουτρο θερμοκρασίας 60
 ο
 C. Τέλος τοποθετήθηκαν σε αντικειμενοφόρες 

πλάκες μικροσκοπίου, οι οποίες στεγνώθηκαν σε κλίβανο στους 37- 40
 ο
 C.  

 

4.5. 3. Χρώση μικροϊστοτεμαχίων 

Πριν βαφτούν τα μικροϊστοτεμάχια με τις επιλεγμένες χρωστικές ουσίες έγινε η 

αποπαραφίνωσή τους. 

Η αποπαραφίνωση έγινε με το εξής σταδιακό πρωτόκολλο εργασίας:  

o παραμονή σε ξυλόλη 30
ο
 C για 15 λεπτά,  

o αλλαγή της ξυλόλης 30
ο
 C και παραμονή των μικροϊστοτεμαχίων σε αυτή για άλλα 15 

λεπτά 

    μεταφορά και παραμονή των μικροϊστοτεμαχίων  

o σε οινόπνευμα 96
ο
 για 1   λεπτό,  

o σε οινόπνευμα 80
ο
 για 1 λεπτό,  

o σε οινόπνευμα 70
ο
 για 1 λεπτό,  

o αλλαγή του οινοπνεύματος 70
ο
  και παραμονή τους σε αυτό για 1 λεπτό,  

o ξέπλυμα των μικροϊστοτεμαχίων με νερό της βρύσης για 1 λεπτό και    

o διαφοροποίηση  σε μίγμα 100 ml αλκοόλης 70
ο
, που περιέχει 1 ml υδροχλωρικού 

οξέος. 

    Στη συνέχεια ακολούθησε παραμονή των μικροϊστοτεμαχίων 

o σε οινόπνευμα  70
ο
 για 1  λεπτό 

o σε οινόπνευμα   80
ο
  για  1 λεπτό 

o σε οινόπνευμα    96
ο
  για  4   λεπτά 

o σε οινόπνευμα 100
ο
   για  4   λεπτά  
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Η δεύτερη διαύγαση έγινε σε ξυλόλη  αρχικά για 2 λεπτά και μετά από αλλαγή της 

ξυλόλης παραμονή των τεμαχίων στην καθαρή ξυλόλη για 5 λεπτά.  

Η χρώση των ιστοτεμαχίων με χρωστικές αιματοξυλίνης – εωσίνης έγινε  

με διαδοχική εμβάπτιση στις επιλεγμένες χρωστικές ως εξής:  

1. Εμβάπτιση σε αιματοξυλίνη (Harris solution, IVD -  DC 253949.1612) και 

παραμονή για 15 λεπτά. Τα πλακίδια ξεπλύθηκαν με άφθονο νερό της βρύσης  μέχρι 

οι τομές να πάρουν βαθύ κυανούν χρώμα.   

2. Στη συνέχεια έγινε η διαφοροποίηση των μερών του ιστού με εμβαπτίσεις στο 

υγρό διαφοροποίησης μέχρι να πάρουν οι τομές ιώδες χρώμα. Ξεπλύθηκε ο ιστός με 

νερό βρύσης μέχρι οι τομές να ξαναγίνουν κυανές. Στη συνέχεια εμβαπτίστηκαν χωρίς 

παραμονή για 5-6 φορές σε εμπορική αλκοολούχο εωσίνη (IVD, Surgipath, code 

01602 E).  

3. Στην τελευταία εμβάπτιση τα πλακίδια παρέμειναν στην εωσίνη για 4-5 

δευτερόλεπτα. Μετά από αυτή την παραμονή έγινε γρήγορο ξέπλυμα  σε νερό βρύσης 

και τοποθετήθηκε η καλυπτρίδα. 

4. Η καλυπτρίδα επικολλήθηκε με την  βοήθεια συγκολλητικού  DPX (toluene 

base mounting medium fast,  Panreac - DC 255254.1610)  προσέχοντας να μην 

δημιουργηθούν φυσαλίδες μεταξύ της καλυπτρίδας και του ιστού. 

 

4.5. 4. Παρατήρηση του Μικροοργανισμού σε Τεμάχια Ιστού  

Τα ιστοτεμάχια διερευνήθηκαν για μικροσκοπικές αλλοιώσεις, που αναφέρονται 

βιβλιογραφικά ότι παρατηρούνται κατά τη μόλυνση του νεφρού με παθογόνους 

ορότυπους του γένους Leptospira.  

Μετά την ιστολογική διερεύνηση των δειγμάτων ιστών, όσα δείγματα ιστών σε 

παραφίνη έδειξαν μικροσκοπικά ευρήματα συναφή με τις βιβλιογραφικές αναφορές, 

που τις αποδίδουν στη μόλυνση από Leptospira spp., προετοιμάστηκαν για τη χρώση 

silver stain. Το kit που χρησιμοποιήθηκε ήταν το Steiner Modified Silver Stain (Sigma 

– Aldrich, Greece). To πρωτόκολλο επεξεργασίας των μικροϊστοτεμαχίων ήταν της 

εταιρίας Newcomer Supply Laboratory (USA). Συγκεκριμένα έγινε αποπαραφίνωση 

των ιστοτεμαχίων και χρώση με τις χρωστικές του kit. Το kit περιείχε θετικό μάρτυρα. 

Ο ιστός βάφτηκε κίτρινος και οι λεπτόσπειρες μαύρες.    
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
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5. 1. Εντόπιση Οροθετικών Κοπαδιών προβάτων και αιγών 

Η διερεύνηση διήρκησε περίπου δύο χρόνια. Τα αποτελέσματα της προσπάθειας 

εντόπισης περιοχών με οροθετικά κοπάδια μικρών μηρυκαστικών στη μόλυνση από 

το γένος Leptospira περιγράφονται στην επισυναπτόμενη στο Κεφάλαιο 3 

δημοσίευση (Bisias et al., 2010β). Βάση των ευρημάτων αυτών επιλέχθηκαν οι δύο 

περιοχές της Περιφέρειας Πελοποννήσου με αυξημένο κίνδυνο λεπτοσπείρωσης των 

μικρών μηρυκαστικών, ώστε να γίνει προσπάθεια απομόνωσης του παθογόνου. Στις 

περιοχές αυτές είχαν εντοπιστεί τέσσερα κοπάδια προβάτων και δύο αιγών με 

υψηλούς τίτλους μόλυνσης από Leptospira spp. και  ποσοστά μόλυνσης 30 – 35% 

περίπου.   

 

5. 2.  Απομόνωση των Leptospira spp. 

Από τις περιοχές που εντοπίστηκαν κοπάδια με υψηλή οροθετικότητα έγινε η συλλογή 

νεφρών με σκοπό την απομόνωση του παθογόνου. Συνολικά 24 δείγματα νεφρικού 

ιστού από 24 ενήλικα πρόβατα καλλιεργήθηκαν για την απομόνωση του 

μικροοργανισμού. Η προσπάθεια παρατήρησης του μικροοργανισμού με 

μικροσκόπηση σκοτεινού πεδίου διήρκησε περίπου τέσσερις μήνες. Όμως, η 

παρατήρηση ήταν αρνητική.  

Λόγω της υποφαινόμενης αποτυχίας της προσπάθειας απομόνωσης του 

μικροοργανισμού, το εργαστήριο φιλοξενίας αποφάσισε, για οικονομικούς λόγους, να 

μη συνεχίσει τη βοήθεια, που μας παρείχε με τη διάθεση των εργαστηριακών χώρων 

ασφάλειας. Επειδή δεν υπήρχε άλλος κατάλληλα διαμορφωμένος χώρος για την 

προσπάθεια απομόνωσης λεπτοσπειρών, το σημαντικό αυτό κομμάτι της διερεύνησης 

διεκόπη, αλλά συνεχίστηκε η συλλογή νεφρικού ιστού και ορών αίματος.   

Κανένα δείγμα δεν ήταν θετικό σε άλλους μικροοργανισμούς κατά την 

αερόβια καλλιέργεια.   

 

5. 3. Οροδιερεύνηση Ύποπτων για Λεπτοσπείρωση Ζώων κατά τη Σφαγή 

α) kit Leptospira Serology  

Διερευνήθηκαν 110 οροί αίματος, αλλά κανένας εξ αυτών δεν έδειξε το βαθμό 

συγκόλλησης, που περιέγραφε το kit. Όμως, καταγράφηκαν ως ύποπτες συγκόλλησης 

ακόμη και ελαφρές αλλαγές του μίγματος ορού – αντιγόνου. Έτσι, 55 οροί έδειξαν 
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«ψιλά αραχνοειδή» συσσωματώματα και περιφερειακές συγκολλήσεις  με ή χωρίς 

ελάττωση του αριθμού των λεπτοσπειρών του αντιγόνου του kit. Αυτά τα ευρήματα 

καταγράφηκαν ως ύποπτα μόλυνσης, επειδή δεν έδειξαν την κλασική περιγραφή του 

πρωτόκολλου του πραγματικού οροθετικού δείγματος (Πίνακας 3 – Παράρτημα 1).  

β) MAT μέθοδος 

Από τους 110 ορούς αίματος που διερευνήθηκαν στη Βρετανία, 28 (25,45%) ήταν 

θετικοί σε οκτώ διαφορετικούς οροτύπους του γένους Leptospira.  Οι τίτλοι ήταν από 

1/100 έως 1/800 (Πίνακας 3 – Παράρτημα 1). Πέντε θετικοί οροί ήταν θετικοί σε 

δύο οροτύπους. Οι ορότυποι που αναγνωρίστηκαν ήταν οι  

Tarassovi (10 οροί)  

Autumnalis (10 οροί),  

Zanoni (6 οροί)  

Hebdomadis και Javaniva (2 οροί) και  

από ένας ορός στους οροτύπους  Bratislava, Hardjo prajinto και Bataviae   

Από τα 28 θετικά ζώα στην ΜΑΤ τα 16 ήταν ύποπτα με την μέθοδο του kit.   

 

5. 4. Διερεύνηση της Μόλυνσης του Νεφρικού Ιστού με τη Μέθοδο της 

Polymerase Chain Reaction (PCR)  

Από τα 110 δείγματα ιστών που διερευνήθηκαν με την μέθοδο της PCR, 38 (34.5%) 

βρέθηκαν θετικά στο γένος Leptospira. Από τα 38 δείγματα θετικά στην PCR, 23 

(60,5%)  ήταν θετικά και στη μέθοδο ΜΑΤ και 17 ήταν ύποπτα λεπτοσπείρωσης στο 

kit (Πίνακας 3 – Παράρτημα 1).  

 5. 5. Ιστολογική Διερεύνηση Αλλοιώσεων στο Νεφρικό Ιστό 

Από την ιστολογική διερεύνηση των δειγμάτων νεφρών 110 ενήλικων προβάτων και 

αιγών ετοιμάστηκαν και διερευνήθηκαν 263 ιστοτεμάχια (2-3 τεμάχια ανά ζώο). Από 

τα 110 ζώα που διερευνήθηκαν, τα 29 (26,36%) είχαν ιστολογικά ευρήματα που 

θεωρούνται συναφή με τη μόλυνση από παθογόνους οροτύπους του γένους Leptospira 

(Πίνακας 3 – Παράρτημα 1).   

Οι ιστολογικές αλλοιώσεις που παρατηρήθηκαν δεν ήταν μεμονωμένες για κάθε 

νεφρό, αλλά συνδυασμοί των κάτωθι:    

 ατροφία των νεφρικών σωληνάριων (16 ζώα)   
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 ήπια σπρειραματονεφρίτιδα (17 ζώα),  

 λεμφοκυττάρωση – μονοκυτταρική διήθηση (18 ζώα) και  

 σοβαρή διάμεση ίνωση (9 ζώα) (Εικόνες 1, 2, 3, 4,)  

Από τα 29 δείγματα με ιστολογικές αλλοιώσεις, 11 ήταν επίσης ύποπτα στο kit, 17 

(58,6%) ήταν θετικά στη μέθοδο ΜΑΤ και 21 (72,3%) ήταν θετικά στην PCR. Σε 

συνδυασμό μεθόδων,  πέντε ήταν θετικά στην silver stain και την PCR, 16 ήταν 

θετικά στην ΜΑΤ και την PCR και έξη (6) ήταν θετικά στην ΜΑΤ, το kit και την PCR 

(Πίνακας 3 – Παράρτημα 1).  
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              5.5.  Εικόνες με ιστολογικές αλλοιώσεις στο Νεφρικό Ιστό 

 

 

Α:  Εστίες αγγειίτιδας      

Β:  Λεμφοκυτταρικά διηθήματα   και διάμεση ίνωση 

Γ:  Ατροφία σωληναρίων 

 

 

 

Λεμφοκυτταρικά διηθήματα

Μέτριου βαθμού διάμεση ίνωση
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Λεμφοκυτταρική διήθηση και μέτριου βαθμού διάμεση ίνωση

 

 

 

Σοβαρή διάμεση ίνωση
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Τα ανωτέρω αποτελούν εργασία που έγινε δεκτή προς δημοσίευση με 

τίτλο :  
 

Laboratory investigation of adult small ruminant Leptospirosis, a neglected 

infection in Greece: problems and recommendations 

Bisias AG, Kritas CS, Billinis Ch and Burriel RA, 2014 

JOURNAL OF THE HELLENIC VETERINARY MEDICAL SOCIETY 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 02:54:50 EEST - 167.114.118.212



113 

 

Laboratory investigation of adult small ruminant Leptospirosis, a 

neglected infection in Greece: problems and recommendations  

Bisias AG (ORCID#0000-0002-6295-4577)
1
, Kritas CS (ORCID#0000-0002-3540-

9928)
2
, Billinis Ch (ORCID#)

1
 and Burriel RA (ORCID# 0000-0002-7801-7625)

1
 

1
 Laboratory of Microbiology and Parasitology, Faculty of Veterinary Medicine, Trikalon 224, 

Karditsa 43100, Greece, tel/fax +3024410-66088, aburriel@vet.uth.gr, gbisias@yahoo.gr, 

billinis@vet.uth.gr 

2Department of Microbiology and Infectious Diseases, Faculty of Veterinary Medicine, Aristotle 

University, Thessaloniki, 54124, Greece, tel +302310-999940, skritas@vet.auth.gr 

Έγινε αποδεκτή Δεκέμβριος 2014, Περιοδικό της Ελληνικής Κτηνιατρικής Εταιρίας 

Abstract  

Leptospirosis is in Greece a neglected infection. Small ruminants and specifically sheep are accidental 

hosts of Leptospira spp, but they could also be disseminators of pathogenic serovars.  Thus, the 

objective was to investigate leptospirosis of adult small ruminants coming from areas in Southern 

Greece, where accidental evidence had showed that leptospirosis could be an important infection for 

man and animals. For this purpose, blood and kidney samples were collected at slaughter from adult 

females. Collected samples were examined with a commercial serological screening kit, the 

microagglutination test ( MAT), histology and PCR. One hundred ten serum and 110 tissue samples 

were collected. Of the examined serum samples 55 (50%) were suspect for leptospirosis in the 

screening kit and 28 (25.45%) were MAT positive. Of the tissue samples 38 (34.5%) were PCR positive 

and 29 (26.3%) showed various degrees of microscopic kidney lesions. The serovars identified by the 

MAT were Tarassovi (10 animals), Autumnalis (8 animals), Zanoni (4 animals), Hebdomadis and 

Javanica (2 each), Bratislava and Hardjio prajitno (one each). The conclusion is that small ruminants 

and specifically sheep (98 animals) are disseminators of pathogenic Leptospira spp. serovars in areas 

where they predominate and climatic factors favor the survival of the pathogen. 

Keywords: histology, leptospirosis, MAT, PCR, small ruminant 

 

Εργαστηριακή διερεύνηση της ελλιπώς μελετημένης στην Ελλάδα 

λεπτοσπείρωσης  των μικρών μηρυκαστικών: προβλήματα και 
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2Εργαστήριο Μικροβιολογίας και Λοιμωδών Νοσημάτων, Τμήμα Κτηνιατρικής, Αριστοτέλειο 

Πανεπιστήμιο Θεσσαλονίκης, 54124, τηλ 2310-999940, skritas@vet.auth.gr 

Περίληψη 

Η λεπτοσπείρωση στην Ελλάδα είναι μια παραμελημένη μόλυνση. Τα μικρά μηρυκαστικά, ιδιαίτερα τα 

πρόβατα, αν και θεωρούνται τυχαίοι ξενιστές του γένους Leptospira, θα μπορούσαν να γίνουν πηγές 

διασποράς παθογόνων ορότυπων. Ως εκ τούτου, σκοπός μας ήταν η διερεύνηση της λεπτοσπείρωσης 

μικρών μηρυκαστικών σε περιοχές της νότιας Ελλάδας, που προηγούμενα ευρήματα έδειχναν ότι η 

λεπτοσπείρωση αποτελούσε πιθανή σημαντική λοίμωξη  των ζώων και του ανθρώπου. Για το σκοπό 

αυτό οροί αίματος και νεφροί ενήλικων ζώων συλλέχτηκαν κατά τη σφαγή από θηλυκά ζώα. Εκατόν 

δέκα δείγματα (ορών και ιστών) διερευνήθηκαν με ένα εμπορικό kit ταχείας οροδιερεύνησης, την 

μέθοδο της μικροσυγκόλισης (ΜΑΤ), ιστολογική εξέταση και PCR. Από τα δείγματα ορών 55 (50%) 

ήταν ύποπτα λεπτοσπείρωσης στο kit and 28 (25.45%) θετικά στη μέθοδο MAT. Από τα δείγματα 

ιστών 38 (34.5%) ήταν PCR θετικά and 29 (26.3%) είχαν διάφορους βαθμούς μικροσκοπικών 

αλλοιώσεων. Οι ορότυποι που αναγνωρίστηκαν με τη μέθοδο MAT ήταν Tarassovi (10 ζώα), 

Autumnalis (8 ζώα), Zanoni (4 ζώα), Hebdomadis and Javanica (2 στον καθένα), Bratislava and Hardjio 

prajitno (1 στον καθένα). Συμπεραίνεται ότι τα μικρά μηρυκαστικά και συγκεκριμένα τα πρόβατα (98 

από τα 110 ζώα) είναι πηγές διασποράς παθογόνων ορότυπων Leptospira spp. Σε περιοχές που οι 

κλιματολογικές συνθήκες ευνοούν την επιβίωση του παθογόνου.  

Λέξεις κλειδιά: ιστολογία, λεπτοσπείρωση, ΜΑΤ, μικρά μηρυκασςτικά, PCR 

 

Introduction 

The systematic investigation of animal leptospirosis across the world depends 

on each government’s ability to finance national disease surveillance. Some nations 

include leptospirosis in the list of diseases with significance for public health 

(Biosecurity Australia, 2001; Sambasiva et al., 2003; Jansen et al., 2005; Zhang et al., 

2012). Others have yet to recognize its importance and systematically investigate the 

infection (Hartskeerl et al., 2011). Thus, international knowledge on the spread of 

leptospirosis and the serovars involved in animal and human infections is contributed 

by those systematically investigating leptospirosis. They report prevalences from man 

and animals reaching 90% in tropical regions (Kawaguchi et al., 2008; Zhang et al., 

2012).  

          Greece is not among the states systematically investigating leptospirosis. Thus, 

there are few published contributions. They are reporting prevalence rates from 5.7 to 

24.9%, depending on the clinical history of the examined animals and geographic area 

of their origin (Burriel et al., 2002; Burriel et al., 2003; Bisias et al., 2010).  
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           The reported prevalence values across the world and the predominant serovars 

are deriving from the use of the microagglutination test (MAT), an internationally 

recognized serologic method (the gold standard) for investigating animal infections 

(ILS - WHO, 2003; Levett, 2004; OIE, 2008; Hartskeerl et al., 2011). The method uses 

live Leptospira spp serovars, thus it requires the maintenance of a large set of serovars 

(over 20) needing weekly subculturing by knowledgeable and dedicated scientists. On 

addition, a positive result in the MAT does not always associate to active infection, 

thus examination of paired serum samples is necessary (OIE, 2008). However, the 

MAT is the best available serologic method for serovar specific information, hence 

helping to accurately record the predominant serovars in an area or country. This is the 

reason the method is to this day recognized as the best official method for testing 

serum from animals and man regardless of stage of infection. What should be noticed, 

however, is that if a serovar is not included in the set of serovars for testing against it, 

it will not be recorded as present in an area (Levett, 2004; OIE, 2008; Cerqueria and 

Picardeau, 2009; Hartskeerl et al., 2011).  

          Other serologic methods used for investigating leptospirosis lack specificity and 

sensitivity as to involved serovars (Levett, 2004; OIE, 2008; Cerqueria and Picardeau, 

2009) or need animal and serovar specific reagents, which are not commercially 

available or cannot be easily produced (Croda et al., 2007; Dounngchauwee et al., 

2008; Saglam et al., 2008). For the majority of important bacterial infections, isolation 

and identification of the causative agent is the confirmation and, in most cases, it is 

quicker than paired serum samples. Unfortunately, this is not the case with Leptospira 

spp. (Levett, 2004; OIE, 2008; Hartskeerl et al., 2011).  

          Isolation for confirmation of leptospirosis is difficult, time consuming, 

expensive and requires a well organized reference laboratory (Levett, 2004; OIE, 

2008; Hartskeerl et al., 2011). Hence, nations considering the pathogen of secondary 

public health importance do not finance its systematic study due to costs. Similar 

difficulties are faced when using methods for indirect recognition of the 

microorganism’s presence in tissue or methods molecularly identifying it in body 

fluids and tissue samples. Problems result from either lack of commercially available 

reagents or lack of costly technology (Dounngchauwee et al., 2008; Lilenbaum et al., 

2008; Saglam et al., 2008; Lilenbaum et al., 2009).  
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          With these difficulties in mind and lack of state support, the ambitious objective 

of the present work was to evaluate small ruminant leptospirosis in association to 

serologic identification of positive animals, kidney lesions and the confirmation of the 

pathogen’s presence in tissue using PCR, staining and isolation.  

 

MATERIAL AND METHODS 

Collection of serum and tissue samples  

After a preliminary serological investigation of infectious abortion causes in 

small ruminants (Bisias et al., 2010) in the province of Peloponnesus Southern Greece, 

two areas were identified as having the highest probability of isolating Leptospira spp 

from small ruminants. Female adults arriving to two slaughter houses of the two 

selected areas were bled before slaughtering and their kidneys were removed from the 

carcass by the meat inspectors. Kidneys immediately packed in ice and serum samples 

were sent in Athens by public transport. As soon samples were received, kidney 

surface was sterilized by dipping in clinical alcohol, flamed and aseptically dissected. 

Tissue sections were selected from areas with macroscopic or suspect for microscopic 

lesions associated to the presence of leptospira microorganisms. Selected tissue 

sections collected from both kidneys of each animal were divided in three parts. One 

was immediately prepared for culturing, one was placed in a sterile plastic universal 

and freezed in -80
0
C and the third was put in 10% formalin solution. All serum 

samples collected were kept in -80
0
C for later use. 

Isolation of Leptospira spp 

Isolation was attempted and financially supported by the Public Health 

Veterinary Laboratory of the Athens School of Hygiene. The attempted isolation of 

Leptospira spp followed the guide lines of the OIE Terrestrial Manual (2008) using 

the commercially available culture media Ellinghausen–McCullough–Johnson–Harris 

(EMJH) (Becton Dickinson Hellas). Selected tissue sections from each animal were 

aseptically homogenized by stomacher (easymix, AES Laboratories, France). 

Dilutions up to 1/1000 were prepared and filtered with 0.45 μm filters (Merck, 

Germany). Two to three drops from each filtered dilution were inoculated into EMJH 

medium with or without 5-Fluorouracil and incubated at 29+-1
0
 C for up to four 

months.  
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Serologic Investigation 

  One hundred ten serum samples kept in -80
0
C were split into two aliquots. 

Two serologic methods were used. Thus, one aliquot was sent for testing by the 

Institute of Infectious and Parasitic Diseases, Centre of Athens Veterinary Institutions, 

Greece. They were tested with a rapid agglutination screening kit (Leptospira 

Serology, BIO-RAD, France) used for screening human sera. Any evidence of 

agglutination was recorded regardless of the kit’s instructions of what is a positive 

sample. The other aliquot was send by currier to the National Veterinary Laboratories 

Agency (NVAL) of the UK. Here the Standard Operating Procedures of the MAT 

using 19 live serovars belonging to six serogroups was used for testing the mailed 110 

serum samples. A positive serum sample agglutinated 50% of the chosen live serovars 

at a dilution of 1/100.   

 

PCR detection of Leptospira spp in tissue 

PCR was performed by the Laboratory of Microbiology and Parasitology, 

Faculty of Veterinary Medicine, University of Thessaly, according to procedures 

published by Kwok and Higuchi (1989) and Gravenkamp et al. (1993), with small 

modifications. Frozen sections were defrosted and small tissue sections (2-3) were 

removed and prepared for PCR following the protocol for DNA purification from 

tissue, published by Puregene (Gentra Systems, USA).  For the multiplex PCR the 

commercial kits Puregene (Gentra Systems, Minneapolis Minnesota, USA) and 

Invitrogen (Invitrogen, Carlsdad, CA, USA) were used with reagents supplied from 

the same suppliers. The two pairs of primers used were, 

 pairs G1 5’-ctgaatcgctgtataaaagt-3’/ G2 5’-ggaaaacaaatggtcggaag-3’ and  

pairs B64-I  5’-ctgaattcatctcaactc-3’ / B64-II 5’-gvagaaatvagatggacgat-3’.  

They are identifying pathogenic species of Leptospira. One hundred ten tissue samples 

were examined. The positive control was L. interrogans, seovar Icterohaemorrhagiae 

and the negative water with DEPC.  

 

Histological evaluation of Kidney tissue 

Two to three tissue blocks from each animal were sectioned for histological 

examination. A total of 263 blocks were sectioned and stained with hematoxylin  – 
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eosin stains (IVD, Merck, Greece). The staining method was according to the working 

protocol of Fischer et al., (2008). Kidney sections microscopically having evidence of 

lesions possibly associated to leptospira microorganisms were prepared for staining by 

the Steiner Modified Silver Stain Kit (Sigma-Aldrich, Greece) following the 

recommended protocol of Newcomer Supply Laboratory, USA. 

 

RESULTS 

Isolation 

Twenty four kidney tissue samples from 24 animals were cultured. The 

attempted isolation did not yield any positive results during a four month trial period. 

Thus, the hosting laboratory withdrew its financial support before the completion of 

the project.   

Serologic Investigation 

Fifty five (50%) serum samples showed evidence of agglutination (light diffuse 

or peripheral partial agglutination) by the rapid screening kit. These samples were 

characterized only as suspect due to lack of agglutination in the degree suggested by 

the working protocol of the kit. 

          Twenty eight (25.45%) serum samples were positive to the MAT (NVLA, UK) 

at titers of 1/100 to 1/800. Five of them had positive titers to two serovars.  Fifteen 

(53.5%) were also suspect with the commercial rapid kit. The serovars identified by 

the MAT were Tarassovi (10 animals), Autumnalis (8 animals), Zanoni (4 animals), 

Hebdomadis and Javanica (2 each), Bratislava and Hardjio prajitno (one each). 

 

PCR detection of Leptospira spp in tissue 

Thirty eight (34.5%) tissue samples were positive with the multiplex PCR. Of 

them 23 (60.5%) were also positive with the MAT and 17 (56.6%) were suspect with 

the rapid screening kit, but only 8 (21%) were positive with all three methods.  

 

Histological evaluation of Kidney tissue 

Twenty nine (26.3%) animals showed mixed microscopic evidence of kidney 

damage ranging from mononuclear interstitial infiltrations (18 animals), interstitial 

fibrosis (9 animals), mild glomerulonephritis (17 animals) and mild tubular atrophy 
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(16 animals). Of these animals, 21 (72.3%) had a positive PCR, 17 (58.6%) were from 

MAT positive animals and 10 (33.3%) had a suspect rapid screening kit. Ferthermore, 

16 (53.3%) were positive in both the MAT and PCR, but only 6 (20.6%) were positive 

in all four methods. Five (17.2%) tissue samples of those having histological lesions 

showed evidence of microorganisms present in tissue sections. Four of them had MAT 

titers between 1/200 and 1/400 and they were also positive to PCR.  

 

DISCUSSION 

Various problems developed during the present investigation due to lack of 

state supported laboratory facilities to successfully investigate the pathogen. The most 

important problem faced was the decision of the Public Health Veterinary Laboratory 

of the Athens School of Hygiene to withdraw its support for isolating the pathogen, 

due to costs. This decision is evidence of the low National priorities on the zoonotic 

agent Leptospira spp in Greece. Other problems were the complete lack of state 

support of this research making sampling and sample delivery extremely difficult and 

time consuming. Thus, the failing of isolating the pathogen could be caused by the 

time elapsed between tissue collection and attempted isolation, although seven of the 

24 animals examined by isolation were PCR positive and four of them were also MAT 

positive at titers 1/100 and 1/200.  

          The MAT results showed that leptospirosis was subclinically present, but due to 

the very small number of goat samples, a comparison between the two species was 

impossible. Previous reported serologic investigations in Greece showed that the 

prevalence between sheep and goats not having evidence of clinical disease 

significantly differs (5.7 Vs 16.2 respectiely) (Burriel et al., 2003). However, when 

serum samples are examined from sheep flocks and goat herds with a history of 

abortion the reported prevalence is found similar (13.6 vs 12.4 %) (Burriel et al., 

2002). In the work preceding the present investigation and examining serum samples 

from confirmed abortion cases from high risk areas, goats appeared more resistant to 

infection (18.4%) compared to sheep (24.9%) (Bisias et al., 2010) and this is in 

agreement with the findings of others (Lilenbaum et al., 2010). Unfortunately, in the 

current investigation the number of goats was very small for their comparison with 

sheep.  
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          Significant differences were also observed on the reported serovars between 

previous investigations in Greece and the present. Previously reported serovars 

predominant in sheep were Bratislava with Australis second and in goats of equal 

importance Bratislava and Copenhageni (Burriel et al., 2003). In the report preceding 

the present and concerning abortion cases (Bisias et al., 2010) significant serovars for 

sheep were Tarrasovi, Australis and Bratislava and for goats Australis, Tarassovi and 

Copenhageni. In the present report, the common characteristic of all samples was their 

origin from high risk areas, thus explaining the observed high proportion (25.4%) of 

MAT positive animals without any clinical evidence of infection. In addition, the 

predominant serovars differed from previous investigations (Burriel et al., 2002; 

Burriel et al., 2003), but they were closer to those from the preliminary investigation 

(Bisias et al., 2010) between abortion cases. They were serovar Tarassovi of the 

species L. borgpetersenii and Autumnalis and Zanoni of the species L. interrogans 

(Sakolvaree et al., 2007; Cerqueria et al., 2010). All three considered pathogenic for 

man (Biosecurity Australia, 2001).  

            If past and present results from Greece are compared, when defining the 

prevalent serovars, it becomes evident, that there is a need for systematically 

investigating the infection using the MAT. Such knowledge is required for evaluating 

the need of a vaccination program for small ruminants in high risk areas. Because 

vaccines confer best protection only to homologous serovars (ILS-WHO, 2003; Wang 

et al., 2007; Cerqueria and Picardeau, 2009; Hartskeerl et al., 2011), knowledge of the 

predominant serovars will determine the success of commercially available vaccines.   

 Nevertheless, a positive MAT does not indicate active infection, thus it 

requires confirmation with other available methods or means for establishing active 

infection. One such method is isolation, but due to its time limitations and the time 

required for examining a second serum sample, various PCR versions have been 

established for quickly confirming clinical leptospirosis (Gravenkamp et al., 1993; 

Bomfim and Koury, 2006; Lilenbaum et al., 2008; Lilenbaum et al., 2009).  However, 

comparisons between PCR, culture and serologic results are not always satisfactory 

(Faber et al., 2000; Soto et al., 2006; Barbante et al., 2014), if infecting serovars are 

not included in the MAT testing. In such cases, PCR could be positive, but the MAT 

negative. Thus, the largest the number of serovars included in the MAT the greater 
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should be its sensitivity and agreement with the results of a PCR.   

 In the present investigation, from the 38 tissue samples positive with the PCR 

only 23 were also positive with the MAT. PCR appeared as more sensitive compared 

to the MAT, as others report (Bomfim and Koury, 2006; Lilenbaum et al., 2008; 

Barbante et al., 2014), but there is also a possibility that the group of serovars used in 

the MAT for testing in the UK is not suitable for Greece. Therefore, some MAT 

negative animals could be positive in serovars not included in the testing panel. 

Perhaps, a different set of serovars could have shown a better agreement between the 

two methods and could also have changed the predominant serovars, thus decisions on 

a vaccine.  Another possibility is that PCR false positives were contributing to the 

observed differences and this could have been clarified with successful isolation, 

histochemical staining or the visualization of the pathogen in tissue using transmission 

electron microscopy (Hamir et al., 2001; Szeredi and Haake, 2006; d’Andon et al., 

2014). One PCR problem, which is also a problem for other methods used for 

screening animals or confirming human cases is lack of serovar recognition, which is 

the major advantage of the MAT method (Levett, 2004; Doungchawee et al., 2008; 

Saglam et al., 2008; Lilenbaum et al., 2009;  Hartskeerl et al., 2011). Until serovar 

recognition by molecular methods becomes possible, the MAT using a large number 

of serovars will remain the preferred method for epidemiologically investigating 

animal leptospirosis.          

Of the 29 animals having microscopic evidence of kidney lesions, 21 (72.3%) 

were also positive in the PCR, an agreement similar to that of the MAT and PCR 

(60.5%). If the MAT and PCR findings are considered evidence of Leptospira spp 

presence in kidney tissue during the life of the animal, then increased is the possibility 

that the observed microscopic lesions were caused by the presence of the pathogen.  

The last is strongly supported by the observations that 16 (55.3%) of those having 

histological lesions were positive in the MAT and PCR.  Experimentally, the same 

lesions are observed in chronic infection (d’Andon et al., 2014) supporting our present 

hypothesis, that observed lesions are resulting from the chronic colonization of kidney 

tissue by leptospira, although it was not confirmed here by isolation or visualization of 

the pathogen in all the samples. The modified silver staining method was developed 

many decades ago (Blenden and Goldberg, 1965). Today, it uses commercially 
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stabilized reagents, but its use in the present work did not show evidence of the 

pathogen for the majority of the tissue with lesions. Perhaps, the reason of failing to 

visualize the pathogen was the low numbers of leptospiral cells in the examined tissue 

or their absence at the time of staining. Accidental hosts of Leptospira spp., like sheep, 

become chronically infected, but the pathogen is intermittently reaching high numbers 

in urine, thus tissue (Monahan et al., 2009). In some other cases, the infecting serovar 

may persist for longer, if it has adapted to its host (Ahmed et al., 2012), thus be 

visualized by staining. Sheep, considered an accidental host, is, perhaps, eliminating 

quicker some of the pathogen’s serovars.    

Nevertheless, the results obtained by this investigation are evidence that sheep 

(the majority of the sampled animals) are not only accidental hosts of the pathogen. 

They maintain, in high risk areas, serovars of the pathogen, thus, becoming an 

important reservoir of serovars potentially pathogenic to man and animals.    
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6.1. Εισαγωγή 

Αν και η μελέτη του γένους Leptospira, ως αιτίου της σοβαρής ζωονόσου 

«λεπτοσπείρωσης», αριθμεί περισσότερα από 120 χρόνια, το παθογόνο είναι ακόμη 

σχεδόν άγνωστο. Οι μελετητές του γένους Leptospira, συνεπαρμένοι από την 

αδιευκρίνιστη ακόμη μοριακή δομή των ειδών και κυρίως από την παρουσία  

περισσοτέρων από 270 οροτύπων, έχουν δημιουργήσει διεθνείς οργανισμούς και 

κοινότητες με αποκλειστικά ερευνητικά ενδιαφέροντα, που αφορούν το παθογόνο 

(LERG – WHO, 2009; ILS-WHO, 2014).  

Πρόσφατα, οι διεθνείς μελετητές του μικροοργανισμού, αδυνατώντας να 

εκμεταλλευτούν όλες τις δημοσιευμένες πληροφορίες, που αφορούν τη μοριακή του 

δομή, δημιούργησαν τη LepBank (Eslabao et al., 2010) για συστηματοποίηση της 

συσσωρευμένης γνώσης.  Ελπίζουν δε, ότι μέσα από αυτούς τους διεθνείς 

οργανισμούς συνεργασίας των 10 -15 τελευταίων ετών, θα απαντηθούν πολλά από τα 

αναπάντητα ερωτήματα, που αφορούν κυρίως τους μηχανισμούς παθογενετικότητας 

του μικροοργανισμού.  

Είναι κοινώς αποδεκτό, ότι λόγω των δυσκολιών απομόνωσης ή αναγνώρισης 

του μικροοργανισμού στους ιστούς (Freitas et al., 2004; Harskeerl et al., 2011; 

Abdollahpour, 2013; ILS-WHO, 2014; Pan Am Heal Org, 2014), οι μελέτες που 

αφορούν τους μηχανισμούς παθογενετικότητας γίνονται κυρίως in vitro (Hamir et al., 

2001; Gullen et at al., 2005; Subramarian and Sekaran, 2006). Όμως, είναι ακόμη και 

για αυτές τις μελέτες απαραίτητη η απομόνωση νέων στελεχών, κυρίως από ιστούς 

που έχουν μικροσκοπικές αλλοιώσεις συναφείς αυτών, που παρατηρούνται στις 

ελάχιστες in vivo μελέτες του παθογόνου (Nally et al., 2007; Adler and Moctezuma, 

2010; d’Andon et al., 2014).  

Ως συνέπεια, η πρώτη προτεραιότητα της παρούσας διατριβής ήταν η 

απομόνωση του παθογόνου από υλικά ύποπτα μόλυνσης, όπως οι εμβρυϊκοί υμένες 

και τα εσωτερικά όργανα αποβληθέντων εμβρύων και από ιστούς προτίμησης του 

παθογόνου, όπως ο νεφρικός ιστός. Για την επιτυχία αυτής της προσπάθειας ήταν 

απαραίτητες οι εξής προϋποθέσεις:  

1. Διαθέσιμος εργαστηριακός χώρος με υποδομές ασφάλειας κατάλληλες για το 

παθογόνο. 
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2. Υλικοτεχνική υποστήριξη από τον εμπλεκόμενο φορέα διάθεσης του χώρου 

ασφάλειας για μεγάλο χρονικό διάστημα, αφού η ανάπτυξη του παθογόνου στο 

εργαστήριο είναι ιδιαίτερα χρονοβόρα και απαιτητική (OIE, 2014).   

3. Ανεύρεση ικανοποιητικής οικονομικής ενίσχυσης, ώστε να καλυφθούν τα έξοδα 

μελέτης των συλλεγμένων δειγμάτων, αφού τα απαραίτητα αντιδραστήρια για τη 

μελέτη του γένους Leptospira είναι ιδιαίτερα ακριβά, εξ αιτίας του γεγονότος ότι 

διατίθενται μόνο από συγκεκριμένα ανεγνωρισμένα εργαστήρια. 

4. Αφοσιωμένοι στη δειγματοληψία συνεργάτες κτηνίατροι, ώστε να εντοπίζονται, να 

συλλέγονται και  να αποστέλλονται στον προορισμό τους έγκαιρα και ορθά 

προετοιμασμένα τα ύποπτα δείγματα και  

5. Κυρίως για την επιτυχία των ανωτέρω και ακριβέστερα του (4), απαιτείτο η 

προηγούμενη εντόπιση των περιοχών υψηλού κινδύνου και ως εκ τούτου των 

κοπαδιών με τη μεγαλύτερη πιθανότητα μόλυνσης από το γένος Leptospira.  

Μόνο μέσω αυτής της οργάνωσης της διερεύνησης θα ήταν εφικτή η 

διασφάλιση της μεγαλύτερης πιθανότητας  απομόνωσης του παθογόνου παράγοντα 

της λεπτοσπείρωσης των μικρών μηρυκαστικών.  

Όμως, διαφαίνεται από τα ανωτέρω, ότι για τη μελέτη των παθογενετικών 

μηχανισμών της λεπτοσπείρωσης οι δυσκολίες ήταν πολλές και επηρέαζαν την 

επιτυχή έκβαση του εγχειρήματος. Μεταξύ των ανωτέρω προυποθέσεων, καθοριστική 

ήταν η πέμπτη. Για την εκπλήρωση της προϋπόθεσης αυτής έγινε αρχικά εκτενής 

ανασκόπηση και  δημοσίευση της συναφούς βιβλιογραφίας (Bisias et al., 2010α - 

Κεφάλαιο 2). Αφού εκτιμήθηκαν βιβλιογραφικά οι δυσκολίες και οι ιδιαιτερότητες 

του νοσήματος σχεδιάστηκε ο τρόπος εντόπισης των περιοχών, όπου υπήρχε η 

μεγαλύτερη πιθανότητα παρουσίας της λοίμωξης των μικρών μηρυκαστικών. 

Η εντόπιση των περιοχών αυτών για τη συλλογή δειγμάτων και την αυξημένη 

πιθανότητα απομόνωσης του παθογόνου βασίστηκε, πρώτον στις πληροφορίες από το 

ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ, δεύτερον τις πληροφορίες από την προϋπάρχουσα συνεργασία με το 

Κτηνιατρικό Εργαστήριο Τρίπολης και  τρίτον στη δυνατότητα επαγγελματικής 

συνεργασίας με τις κτηνιατρικές υπηρεσίες της Περιφέρειας Πελοποννήσου.  
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6.2. Εντόπιση περιοχών και κοπαδιών υψηλού κινδύνου για μόλυνση με 

Leptospira spp 

Οι πληροφορίες, που υπήρχαν από την διαδραστική ιστοσελίδα του ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ και 

το Κτηνιατρικό Εργαστήριο Τρίπολης έδειχναν ότι τα ποσοστά λοίμωξης από το γένος 

Leptospira ήταν αυξημένα σε διάφορες περιοχές της Δυτικής Πελοποννήσου. Άρα, η 

ακριβής εντόπιση των καλύτερων περιοχών βασίστηκε στην οροδιερεύνηση της 

λοίμωξης μεταξύ μικρών μηρυκαστικών της Περιφέρειας Πελοποννήσου. Μετά από 

συνεννόηση με το Κτηνιατρικό Εργαστήριο Τρίπολης, κάθε ορός αίματος, που έφτανε 

στο εργαστήριο για τη διερεύνηση του αιτίου περιστατικών αποβολής, χωριζόταν στα 

δύο και ένα μέρος του αποθηκευόταν στους -80
0
 C για μελλοντική χρήση. Ο στόχος, 

που είχε τεθεί, ήταν η συλλογή τουλάχιστον 400 ορών αίματος από πραγματικά 

περιστατικά αποβολών. Ο αριθμός αυτός θεωρήθηκε ικανοποιητικά 

αντιπροσωπευτικός για μια καλή εικόνα της κατάστασης στην ευρύτερη Περιφέρεια 

Πελοποννήσου.  

Ο περιορισμός της διερεύνησης σε μόνο περιστατικά αποβολών μικρών 

μηρυκαστικών ήταν αποτέλεσμα προηγούμενων βιβλιογραφικών αναφορών, που 

αφορούσαν τη Νότια Ελλάδα και έδειχναν ότι οι μεσαίες τιμές των ποσοστών 

μόλυνσης από περιστατικά αποβολών μικρών μηρυκαστικών ήταν σημαντικά 

υψηλότερς αυτών από υγιή ζώα (22,4 vs 11%) (Burriel et al., 2002; Burriel et al., 

2003).  

Λόγω του μικρού αριθμού εισροής δειγμάτων, η συλλογή τους διήρκησε 

περίπου δύο χρόνια. Τελικά συλλέχθηκαν 463 οροί αίματος, εκ των οποίων 270 

(50,9%) ήταν από περιοχές της Δυτικής Πελοποννήσου εκτός του Νομού Αχαΐας. Οι 

οροί διερευνήθηκαν για τέσσερα διαφορετικά αίτια αποβολών, που συχνότερα 

διερευνώνται στην Ελλάδα και επιπλέον για τη λεπτοσεπίρωση, που δεν διερευνάται 

στη Ελλάδα ως αίτιο αποβολών των παραγωγικών ζώων (Bisias et al., 2010).   

Από τα ευρήματα διαφάνηκε ότι από τα 289 δείγματα προβάτων τα 72 (24,9%) 

ήταν θετικά στη λεπτοσπείρωση και από τα 174 δείγματα αιγών τα 32 (18,4%) ήταν 

θετικά. Στο σύνολο των 463 δειγμάτων τα 104 (22,4%) ήταν θετικά στη 

λεπτοσπείρωση.  

Άρα, ορολογικά διαφαίνεται ότι το γένος Leptospira είναι ένα πιθανό αίτιο 

αποβολών μεταξύ μικρών μηρυκαστικών στην Πελοπόννησο. Οι μεσαίες τιμές των 
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ποσοστών οροθετικότητας μεταξύ αυτών των ειδών παραγωγικών ζώων ήταν 

συγκρίσιμες με αυτές άλλων ερευνητών (23,5%), που αφορούσαν αποβολές από την 

ευρύτερη Νότια Ελλάδα (Burriel et al., 2002). Εξαίρεση αποτέλεσαν τέσσερα κοπάδια 

προβάτων και δύο αιγών της Δυτικής Πελοποννήσου στα οποία παρατηρήθηκε 

οροθετικότητα μεταξύ 30-35%. 

 Όμως, η οροθετικότητα σε ένα ή περισσότερους ορότυπους του γένους  

Leptospira δεν επιβεβαιώνει ως αίτιο των αποβολών το μικροοργανισμό, αν δεν γίνει 

είτε η απομόνωσή του από τα προϊόντα αποβολής είτε η αναγνώρισή του με μοριακές 

μεθόδους (Lilenbaum et al., 2009; OIE, 2014).  

 Ένας τρίτο τρόπος επιβεβαίωσης της ενεργούς λοίμωξης είναι η λήψη 

δεύτερου ορού αίματος από το ίδιο ζώο 15 ημέρες αργότερα και η επανεξέτασή του 

για τα ίδια παθογόνα αίτια αποβολών με τις ίδιες μεθόδους διερεύνησης (ΟΙΕ, 2014). 

Αυτός ήταν στόχος του πρώτου σκοπού της παρούσας μελέτης. Δυστυχώς αυτή η 

δυνατότητα δεν ήταν εφικτή στην παρούσα διερεύνηση και επομένως ήταν αδύνατη η 

ανίχνευση του ανερχόμενου τίτλου αντισωμάτων, που θεωρείται επιβεβαιωτική της 

υποψίας συμμετοχής του παθογόνου στην πρόκληση αποβολής.  

Η επιβεβαίωση ενεργούς λοίμωξης από το παθογόνο Leptospira θα μπορούσε 

επίσης να τεκμηριώσει την οικονομική σημασία της λοίμωξης, η οποία είναι 

απαραίτητη για να πειστούν οι κρατικοί φορείς για τη σημασία του παθογόνου στη 

ζωική παραγωγή και τη Δημόσια Υγεία (Pan. Am. Heal. Org, 2014;  Hartskeerl et al., 

2011). Η ανάδειξη της οικονομικής σημασίας της λεπτοσπείρωσης των παραγωγικών 

ζώων θα μπορούσε να βοηθήσει στην κρατική και ιδιωτική  εξεύρεση οικονομικής 

ενίσχυσης της έρευνας για το παθογόνο, άρα να οδηγήσει στη δημιουργία 

υλικοτεχνικών υποδομών  αναγκαίων για τη μελέτη του γένους Leptospira στην 

Ελλάδα.  

Παγκοσμίως η λεπτοσπείρωση θεωρείται ως «νέο-αναδυόμενο» νόσημα (Ko et 

al., 2009; Bisias et al., 2010; Hartskeerl et al., 2011; Abdollahpour, 2013) με ιδιαίτερη 

σημασία για τη Δημόσια Υγεία. Για το λόγο αυτό γίνονται διεθνείς προσπάθειες 

αναγνώρισης των παθογενετικών μηχανισμών της λοίμωξης από σημαντικούς 

οροτύπους, ώστε να βρεθεί τρόπος παρασκευής αποτελεσματικού εμβολίου 

προστατευτικού για τα περισσότερα είδη ζώων από όσο το δυνατόν μεγαλύτερο 

αριθμό οροτύπων (Wang et al., 2007; Thongboonkerd, 2008; Tarhan and Karagoz, 
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2013).  Πιθανώς, η έλλειψη επαρκούς πληροφόρησης για την εμπλοκή του παθογόνου 

στην μη ικανοποιητική παραγωγή προϊόντων ζωικής προέλευσης και τη Δημόσια 

Υγεία στην Ελλάδα ήταν και ο λόγος αποχής πηγών χρηματοδότησης από την 

παρούσα ερευνητική προσπάθεια. Βέβαια η παρούσα διερεύνηση βασίσθηκε σε 

προηγούμενα δημοσιευμένα δεδομένα (Burriel et al., 2002; Burriel et al., 2003), που 

είχαν δείξει ότι το παθογόνο πιθανότατα εμπλέκεται σε αποβολές μικρών 

μηρυκαστικών με αποτέλεσμα τη μείωση της παραγωγικότητας.  

Η συμφωνία των παρόντων ευρημάτων, ως προς τα ποσοστά μόλυνσης 

προβάτων και αιγών από το μικροοργανισμό, με αυτά προηγούμενων ετών δηλώνει 

ότι τα  μικρά μηρυκαστικά, τα οποία στην εδώ διερεύνηση ήταν στην πλειοψηφία 

τους πρόβατα, όπως και στις προηγούμενες  διερευνήσεις, έχουν σημαντική 

συμμετοχή και στη διασπορά του παθογόνου στη φύση με τα προϊόντα αποβολής, 

αφού το παθογόνο ανιχνεύεται στους εμβρυϊκούς υμένες (Vemulapalli et al., 2005; 

Leon et al., 2006; Szeredi and Haake, 2006; Saglam et al., 2008), αλλά και με το ούρο, 

αφού αποικεί το νεφρικό ιστό, όπως παρατηρήθηκε στην παρούσα διερεύνηση.  

Χρήσιμο συμπλήρωμα της παρούσας ορολογικής διερεύνησης και 

επιβεβαιωτικό της υποψίας του αιτίου των αποβολών θα ήταν η συλλογή προϊόντων 

αποβολής, συμπεριλαμβανομένων των εσωτερικών οργάνων του εμβρύου (Soto et al., 

2006), και η ανίχνευση του παθογόνου εργαστηριακώς. Δυστυχώς, για μία ακόμη 

φορά η έλλειψη, κυρίως κρατικής οικονομικής ενίσχυσης, αλλά και χώρου κατάλληλα 

οργανωμένου για τη μελέτη του παθογόνου, ήταν καθοριστική. Η έλλειψη πηγών 

χρηματοδότησης για τη συστηματική συλλογή δειγμάτων άφησε τη συλλογή τους στο 

προσωπικό των κτηνιατρικών υπηρεσιών και των παραγωγών, με αποτέλεσμα να είναι 

ευκολότερη η αποστολή μόνο δειγμάτων ορού αίματος.  

Η συλλογή προϊόντων αποβολής και η απομόνωση του παθογόνου, πέρα από 

ότι είναι επιβεβαιωτική της μόλυνσης, δίνει τη δυνατότητα συγκριτικής μελέτης in 

vitro των απομονωμένων στελεχών  Leptospira. Η επιτυχία απομόνωσης ήταν 

ιδιαίτερα απαραίτητη για την ολοκληρωμένη μελέτη της παθογενετικότητας της 

λοίμωξης των μικρών μηρυκαστικών στην Ελλάδα, αλλά ανέφικτη, αφού δεν 

παρατάθηκε η διαθέσιμη κρατική εργαστήριο-οικονομική βοήθεια, που αρχικά μας 

είχε δοθεί. Η διακοπή αυτών των πολύ αναγκαίων υποδομών, λόγω αποτυχίας 

απομόνωσης του παθογόνου εντός των πρώτων τεσσάρων μηνών, δείχνει πόσο 
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άγνωστος είναι ο μικροοργανισμός και οι ιδιότητές του μεταξύ των Ελλήνων 

κτηνιάτρων και Εθνικών Φορέων παρακολούθησης λοιμωδών νοσημάτων. Δείχνει 

επίσης το μέγεθος της παραμέλησης των επιπτώσεων της λεπτοσπείρωσης των 

παραγωγικών ζώων στην οικονομία και τη Δημόσια Υγεία.   

Μια μικρή ένδειξη της σημασίας της λεπτοσπείρωσης των παραγωγικών ζώων 

δείχνει ο σημαντικά υψηλός μέσος όρος οροθετικότητας στο παθογόνο μεταξύ 

περιστατικών αποβολών μικρών μηρυκαστικών (Bisias et al., 2010β – Κεφάλαιο 3), 

όπως συγκρίνεται με αυτή από μικρά μηρυκαστικά χωρίς τέτοια προβλήματα 

προηγούμενων ετών (Burriel et al., 2003) (22,4 vs 11%), από συγκρίσιμες περιοχές. 

Αυτή η οροθετικότητα αναδεικνύει τη σημασία του παθογόνου και την πιθανή 

εμπλοκή του στην παθογένεια προβλημάτων υγείας των παραγωγικών ζώων 

οικονομικής σημασίας. Το ίδιο συμπέρασμα εξάγεται και από την υψηλή 

οροθετικότητα (25,45%), που παρατηρήθηκε με τη διερεύνηση του παθογόνου στο 

σφαγείο. Αν και τα δείγματα ορών στο σφαγείο δεν είχαν προέλθει από περιστατικά 

αποβολών, η οροθετικότητα ήταν περίπου ίδια με αυτή των αποβολών προβάτων της 

προηγούμενης οροδιερεύνησης. Αυτό ήταν αναμενόμενο, αφού η διερεύνηση έγινε σε 

προεπιλεγμένες περιοχές, στις οποίες τα πρόβατα και οι αίγες εμφάνιζαν υψηλή 

οροθετικότητα  (περίπου 35%) (Bisias et al., 2010β – Κεφάλαιο 3). Οι κλιματικές και 

περιβαλλοντικές συνθήκες προφανώς συντηρούσαν για μεγάλα χρονικά διαστήματα 

το μικροοργανισμό.  

Η ολοκληρωμένη μελέτη της παθογενετικότητας της λοίμωξης των μικρών 

μηρυκαστικών και άλλων ζώων και του αποτελέσματός της απαιτεί κρατική 

συστηματική διερεύνηση του παθογόνου, όταν πρόκειται για αποβολές και 

θνησιγεννήσεις, ως ελάχιστη συνεισφορά για ορθολογική εκτίμηση της οικονομικής 

σημασίας της λεπτοσπείρωσης. Αν και δεν κατέστη δυνατή η συλλογή και διερεύνηση 

του παθογόνου παράγοντα σε προϊόντα αποβολής, λόγω έλλειψης υλικοτεχνικών 

υποδομών, η οροδιερεύνηση ανέδειξε την εμπλοκή του παθογόνου στα μικρά 

μηρυκαστικά. Επίσης ανέδειξε τις περιοχές της Δυτικής Πελοποννήσου με αυξημένη 

οροθετικότητα και υψηλούς τίτλους αντισωμάτων, άρα και αυξημένη πιθανότητα 

απομόνωσης του μικροοργανισμού. Αυτές οι περιοχές ταυτίζονται με αυτές που 

αναφέρονται από το ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ ως περιοχές υψηλού κινδύνου. 
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Τα δείγματα ορών από περιστατικά αποβολών, που διερευνήθηκαν, είχαν 

προέλθει από 37 κοπάδια προβάτων και 18 κοπάδια αιγών (Bisias et al., 2010β – 

Κεφ’αλαιο 3).  Από αυτά, τέσσερα κοπάδια προβάτων και δύο αιγών με τίτλους στη 

λεπτοσπείρωση πάνω από 1/800 βρίσκονταν σε δύο συγκεκριμένες περιοχές της 

Δυτικής Πελοποννήσου. Σύμφωνα με τις αδημοσίευτες πληροφορίες των 

Κτηνιατρικών Υπηρεσιών, από τις ίδιες, αλλά και παρακείμενες περιοχές, δηλώνονταν 

συχνότερα μεταξύ μικρών μηρυκαστικών κλινικά περιστατικά με τυπική εικόνα 

λεπτοσπείρωσης. Άρα, ο αρχικός σκοπός της ορολογικής διερεύνησης, που ήταν η 

εντόπιση περιοχών υψηλού κινδύνου, έδειξε θετικά ευρήματα. Οι δε περιοχές, που 

εντοπίστηκαν, καθορίστηκαν ως περιοχές μελέτης της λεπτοσπείρωσης των μικρών 

μηρυκαστικών.  

 

6. 3. Μελέτη της Παθογενετικότητας της Λοίμωξης των Μικρών Μηρυκαστικών από 

το γένος Leptospira 

Η εξειδίκευση της μελέτης της λοίμωξης των μικρών μηρυκαστικών από το γένος 

Leptospira απαιτούσε:  

1. Τη συλλογή παθολογικών δειγμάτων από ιστούς, που είτε μολύνονται από το 

παθογόνο κατά την εξέλιξη της λοίμωξης, όπως η εγκυμονούσα μήτρα (Vemulapalli et 

al., 2005; Leon et al., 2006; Szeredi and Haake, 2006; Saglam et al., 2008), είτε 

αποτελούν τους ιστούς προτίμησης και μακροχρόνιας εγκατάστασης του παθογόνου, 

όπως είναι ο νεφρικός ιστός (Hamir et al., 2001; Bomfim and Koury, 2006; Fornazari 

et al., 2012).  

2. Την απομόνωση του παθογόνου από τα παθολογικά και άλλα υλικά του ιδίου ζώου, 

ώστε να διερευνηθούν in vitro χαρακτηριστικά του, που θα ερμηνεύονταν έστω και 

υποθετικά, λόγω έλλειψης δυνατότητας in vivo μελέτης, τις παρατηρούμενες ιστικές 

αλλοιώσεις (Vinh et al., 1984; Turhan and Karagoz, 2013; Lehmann et al., 2014).  

3. Στην περίπτωση αδυναμίας απομόνωσης του παθογόνου, λόγω των δυσκολιών, που 

αντιμετωπίζουν ακόμη και έμπειροι ερευνητές οργανωμένων εργαστηρίων (Hartskeerl 

et al., 2011; OIE, 2014), απαιτούσε την επιλογή έμμεσου τρόπου σύνδεσης της 

παθογένειας στελεχών του μικροοργανισμού με τις παρατηρούμενες αλλοιώσεις σε 

επιλεγμένους ιστούς (Nascimento et al., 2004; Palaniappan et al., 2005; Nally et al., 

2007; Barbosa et al., 2009; Fornazari et al., 2012) και  
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4. Την εξασφάλιση συλλογής των καταλληλότερων δειγμάτων για την επιτυχή έκβαση 

των ανωτέρω (1-3) 

Η ορολογική διερεύνηση για την εντόπιση των περιοχών αυξημένου 

κινδύνου, ώστε να εξασφαλιστεί η δυνατότητα μελέτης του παθογόνου, αν και ήταν 

εκτενής, ήταν εφικτή μόνο με τη μεγάλη συμβολή και προσωπική εργασία 

συναδέλφων κτηνιάτρων των περιφερικών κτηνιατρικών υπηρεσιών. Η εργαστηριακή 

διερεύνηση και η εξασφάλιση της αξιοπιστίας των αποτελεσμάτων ήταν αποτέλεσμα 

της μεγάλης οικονομικής και τεχνικής υποστήριξης των Βρετανικών Κτηνιατρικών 

Εργαστηρίων (VLA).  

Άρα, διαφάνηκε αρκετά νωρίς ότι το παθογόνο ήταν ιδιαίτερα δύσκολο να 

απομονωθεί χωρίς το κατάλληλο εργαστήριο και κυρίως χωρίς γενναία 

χρηματοδότηση. Τα παραπάνω αποτέλεσαν τα δύο κρίσιμα σημεία καθορισμού της 

επιτυχίας που αφορούσε την ορολογική διερεύνηση και της αποτυχίας του σκοπού της 

απομόνωσης του μικροοργανισμού. Δηλαδή, οι δυσκολίες που διαφάνηκαν ακόμη και 

από την ανασκόπηση της βιβλιογραφίας και διερευνήθηκαν στην πορεία της πρώτης 

φάσης της παρούσας μελέτης, η οποία εξ αρχής σχεδιάστηκε εν γνώσει των εν λόγω 

δυσκολιών, επιβεβαιώθηκαν περαιτέρω κατά την προσπάθεια απομόνωσης του 

παθογόνου από τους ιστούς επιλογής του. 

 

6.4. Συλλογή Νεφρικού Ιστού και Απομόνωση του Παθογόνου  

Μετά από συνεκτίμηση των πρακτικών προβλημάτων, που εμφανίστηκαν για τη 

συλλογή προϊόντων αποβολής, η συνέχιση της ερευνητικής προσπάθειας περιορίστηκε 

στη συλλογή ορών αίματος και νεφρικού ιστού από το ίδιο  ενήλικο θηλυκό ζώο στο 

σφαγείο. Άρα, αποκλείστηκε η μελέτη ύποπτων κλινικών περιστατικών. Τα ζώα από 

τα οποία έγιναν δειγματοληψίες ήταν μεταξύ 4 και 7 ετών και κλινικά υγιή, διότι μόνο 

υγιή ζώα έφταναν στο σφαγείο. Όπως άλλοι ερευνητές ανακοινώνουν (Hartskeerl et 

al., 2011; Wunthiekanum et al., 2013; OIE, 2014), η προσπάθεια απομόνωσης του 

παθογόνου ήταν ιδιαίτερα δύσκολη, χρονοβόρα και οικονομικά ανέφικτη χωρίς 

κρατική ή άλλη επιχορήγηση. Για αυτό και εγκαταλείφτηκε μετά από τετράμηνη 

περίπου προσπάθεια. Η μη απομόνωση  του παθογόνου από το νεφρικό ιστό 

μπορούσε να ήταν αποτέλεσμα  

1. της απειρίας των ερευνητών (OIE, 2014),  
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2. των εργαστηριακών αντιδραστηρίων, του τρόπου  ανασύστασης των απαραίτητων 

θρεπτικών υποστρωμάτων και αντιβιοτικών και του περιβάλλοντος ανάπτυξης του 

μικροοργανισμού (Wunthiekanum et al., 2013) και  

3. της μη παρουσίας του παθογόνου στους φαινομενικά υγιής ιστούς (Soto et al., 2006; 

Langoni et al., 2007; Lilenbaum et al., 2008), αφού τα δείγματα δεν ήταν από 

παθολογικό υλικό με υποψία παρουσίας του παθογόνου, όπως τα προϊόντα αποβολών 

(Vemulapalli et al., 2005; Leon et al., 2006; Saglam et al., 2008).  

Μετά την αποτυχία απομόνωσης του παθογόνου αποκλείστηκε η δυνατότητα 

εργαστηριακής συγκριτικής μελέτης κάποιων μηχανισμών παθογένειας μεταξύ 

ελληνικών στελεχών, όπως γίνεται με όλα τα παθογόνα βακτήρια (Ballard et al., 1986; 

Kazuyo et al., 1993; Zhong et al., 2011; Lehmann et al., 2013). Για να συνδεθεί ένα 

απομονωμένο στέλεχος οροτύπου με κλινικά ή ιστολογικά ευρήματα απαιτείται είτε η 

πειραματική αναπαραγωγή των ευρημάτων είτε η μελέτη μηχανισμών παθογένειας 

του οροτύπου, που θα μπορούσαν να προκαλέσουν τις παρατηρούμενες ιστολογικές 

αλλοιώσεις (Gebriel et al., 2006; Murray et al., 2009; Caimaro et al., 2014). 

Είναι γενικώς αποδεκτό ότι τα παθογόνα στελέχη προσαρμόζονται στο 

βιολογικό περιβάλλον του ζώου κατά την εξέλιξη της μόλυνσης (Nally et al., 2007). Η 

εργαστηριακή μελέτη οροτύπων του παθογόνου εντοπίζει την ικανότητα 

προσαρμογής του μικροοργανισμού στη δομή των πρωτεϊνών και πολυσακχαριτών 

του κυτταρικού του τοιχώματος (Barocchi et al., 2002; Nally et al., 2007). Όμως, οι 

δυσκολίες απομόνωσης του παθογόνου από δείγματα ύποπτα λεπτοσπείρωσης 

περιορίζουν την εργαστηριακή και πειραματική σύγκριση στελεχών εντός των 

οροτύπων (ILS-WHO, 2001; Nascimento et al., 2004; De Faria et al., 2007; He et al., 

2007; Palaniappan et al., 2007; Barbosa et al., 2009; Choy, 2012).  

Αυτές οι δυσκολίες και η πρόσφατη προσπάθεια συγκέντρωσης της γνώσης, 

ως προς τη μοριακή δομή του παθογόνου (Eslabao et al., 2010), δεν έχουν ακόμη 

καταλήξει σε ευκολόχρηστες τεχνολογικές δυνατότητες συστηματικής μελέτης των 

μηχανισμών παθογένειας των απομονωμένων ή μη στελεχών του γένους Leptospira. 

Η παρούσα  προσπάθεια θα είχε προσφέρει την ευκαιρία δημιουργίας διεθνών 

συνεργασιών ελληνικών ομάδων διερεύνησης της λεπτοσπείρωσης των ζώων, αν ήταν 

επιτυχής η απομόνωση. Αν και αυτή η αδυναμία ήταν καθοριστική, δεν ήταν πλήρως 

αποτρεπτική για τη συνέχιση της προσπάθειας, αφού τέτοιες δυσκολίες μελέτης της 
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παθογένειας του μικροοργανισμού αφορούν ακόμη και τα οργανωμένα εργαστήρια με 

πολύ έμπειρο ερευνητικό προσωπικό.  

Βέβαια, η αποτυχία απομόνωσης του παθογόνου απέκλεισε ακόμη και την 

εφικτή εργαστηριακή μελέτη και σύγκριση οροτύπων, ως προς κάποιους μηχανισμούς 

παθογένειας, όπως είναι η παραγωγή ή μη αιμολυσινών (Stamm and Charon 1979), η 

ανθεκτικότητα στα διάφορα αντιβιοτικά (Wuthiekanum et al., 2013), η in vitro 

προσκόλληση των λεπτοσπειρών σε κύτταρα των διερευνούμενων ειδών ζώων (Vinh 

et al., 1984), ο χημειοτακτισμός τους ως προς συστατικά του αίματος (Kazuyo et al., 

1993), ακόμη και η ανάπτυξη αυτών των οροτύπων στα διάφορα σωματικά υγρά των 

ζώων ξενιστών τους (Schreier et al., 2009). Κάποια από τα ανωτέρω ήταν στόχος 

μελέτης της παρούσας προσπάθειας σε σύγκριση με τις παρατηρούμενες κλινικές ή 

άλλες βλάβες στα μικρά μηρυκαστικά. Όμως, αν και η απομόνωση απέτυχε, η 

συνέχιση της παρούσας προσπάθειας βοήθησε ώστε,  

1. να αναγνωριστούν οι δυσκολίες που υπάρχουν στην Ελλάδα για τη συστηματική 

μελέτη του σημαντικού αυτού παθογόνου, αφού φαίνεται από τα καταγεγραμμένα 

ευρήματα του ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ, ότι η λεπτοσπείρωση του ανθρώπου στην Ελλάδα 

δείχνει αυξητική τάση. Μάλιστα αυξάνονται οι αναφορές στο νόσημα, ενώ 

δημοσιοποιούνται κλινικά ευρήματα πέραν των τυπικών (Antoniadis et al., 1995; Sion 

et al., 2002; Pappas et al., 2008; Papa et al., 2009; Jelastopulu et al., 2010; 

Assimakopoulos et al., 2012) και 

2. να προστεθούν νεότερα επιδημιολογικά ευρήματα, ως προς τους σημαντικότερους 

οροτύπους των παραγωγικών ζώων σε περιοχές ανεγνωρισμένες από το ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ 

ως υψηλού κινδύνου. Η αναγνώριση των ορότυπων Tarassovi και Zanoni μεταξύ των 

συχνότερων σε αυτές της περιοχές, διαφέρει από την αναγνώριση συχνότερων 

ορότυπων από άλλες περιοχές και προγενέστερες διερευνήσεις (Burriel et al., 2002; 

Burriel et al., 2003). Οι δύο αυτοί ορότυποι θεωρούνται ιδιαίτερα παθογόνοι για τον 

άνθρωπο σε χώρες όπου, πρώτον διερευνούν συστηματικά τη λεπτοσπείρωση και 

δεύτερον τα κύρια παραγωγικά τους ζώα είναι τα μικρά μηρυκαστικά (Biosecurity 

Australia, 2001; Agampodi et al., 2008; Slack et al., 2008; Scott et al., 2013).  

Αυτή εδώ είναι, εξ όσων γνωρίζουμε, η πρώτη μελέτη των πιθανών ιστικών 

αλλοιώσεων, που προκαλούν ορότυποι των μικρών μηρυκαστικών, που απαντώνται 

σε περιοχές υψηλού κινδύνου στην Ελλάδα. Η εκτεταμένη βιβλιογραφική συσχέτιση 
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των μικροσκοπικών ιστολογικών αλλοιώσεων, που παρατηρήθηκαν, με 

αναγνωρισμένους μηχανισμούς παθογένειας των οροτύπων, που αναγνωρίστηκαν με 

το είδος του ζώου και με τη σημασία τους στη Δημόσια Υγεία, βοηθάει όσους 

αποφασίσουν να συνεχίσουν την προσπάθεια οργάνωσης της μελέτης του παθογόνου 

στην Ελλάδα.  

 

6. 5. Σημασία της οροδιερεύνησης σε περιοχές υψηλού κινδύνου κατά τη σφαγή  

Αν και τα δείγματα ορών, που διερευνήθηκαν, προήλθαν από φαινομενικά υγιή 

ενήλικα θηλυκά, κυρίως πρόβατα (98 από τα 110), η υψηλή οροθετικότητα στη 

μέθοδο ΜΑΤ (25,45%) δείχνει ότι το γένος Leptospira  ε’ιναι σημαντικό παθογόνο  

στα μικρά μηρυκαστικά. Άρα, όπως φάνηκε και στην προδιερεύνηση, το γένος 

Leptospira  εμπλέκεται στην παθογένεια νοσημάτων των μικρών μηρυκαστικών, που 

επηρεάζουν την παραγωγικότητα, όπως είναι οι αποβολές και η γέννηση 

εξασθενημένων νεογνών. Τέτοια προβλήματα αναφέρονται για πολλές συνεχόμενες 

δεκαετίες από πολλές χώρες, που έχουν σημαντική παραγωγή προϊόντων από μικρά 

μηρυκαστικά (Kingscote, 1985; Kirkbird and Johnson, 1989; Ellis, 1994; Lilenbaum et 

al., 2008; Dorjee et al., 2009; Lilenbaum et al., 2009; Ciceroni et al., 2000; da Silva et 

al., 2012). Άρα, αυτές είναι οι χώρες, που συστηματικά διερευνούν τα αίτια 

προβλημάτων αναπαραγωγής και τις επιπτώσεις τους στην οικονομία και τη Δημόσια 

Υγεία. Επίσης προτείνουν και τα οικονομικότερα μέτρα μείωσης των επιπτώσεων από 

λοιμογόνους οροτύπους στην παραγωγικότητα μεταξύ των οποίων είναι και τα 

διαθέσιμα εμπορικά εμβόλια.  

Στην Ελλάδα, τα ποσοστά οροθετικότητας στη Leptospira στις περιοχές 

υψηλού κινδύνου είναι σημαντικά υψηλότερα από αυτά υγιών μικρών μηρυκαστικών 

άλλων περιοχών της χώρας, όπου ο μέσος όρος, που έχει ανακοινωθεί, είναι κοντά στο  

11%  (Burriel et al., 2003).  Η παρατηρούμενη διαφορά ήταν αναμενόμενη, αφού οι 

περιοχές της παρούσας μελέτης προεπιλέχθηκαν λόγω του υψηλού κινδύνου για 

μόλυνση από τη λεπτόσπειρα.   

Θα είχε ιδιαίτερη οικονομική σημασία, αν στις ίδιες αυτές περιοχές υπήρχε 

δυνατότητα, διερεύνησης της ύπαρξης του παθογόνου, πέραν της προσπάθειας 

απομόνωσης του,  με μεθόδους ανίχνευσής του στους εμβρυϊκούς υμένες και τα 

εσωτερικά όργανα αποβληθέντων εμβρύων σε συνδυασμό με την οροδιερεύνηση 
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(Vemulapalli et al., 2005; Soto et al., 2006; Saglam et al., 2008; Leon et al., 2006; 

Szeredi and Haake, 2006).  

Όμως, αν και τέτοια δείγματα αναζητήθηκαν αρχικά, δεν ήταν δυνατόν να 

συγκεντρωθούν, αφού έπρεπε οι κρατικές υπηρεσίες και οι παραγωγοί να 

συνεργαστούν στη συλλογή και ποιοτική συντήρηση τους ή να έχει υπάρξει πηγή 

χρηματοδότησης για εναλλακτική λύση. Ο συσχετισμός της οροθετικότητας με την 

παρουσία του γένους Leptospira στα εκκρίματα και απεκκρίματα του γεννητικού 

συστήματος οροθετικών μικρών μηρυκαστικών και τους ιστούς της εγκυμονούσας 

μήτρας, θα έδειχνε και την έκταση του προβλήματος, ως προς την οικονομική του 

σημασία. Για τους λόγους αυτούς, θα πρέπει να αποτελέσει αυτή η διερεύνηση στόχο 

μελοντικών ερευνητικών προσπαθειών.  

Το εγχείρημα καθορισμού της οικονομικής σημασίας της λεπτοσπείρωσης στα 

μικρά μηρυκαστικά απαιτεί όχι μόνο την αναγνώριση της ύπαρξης του παθογόνου, 

αλλά και τη διερεύνηση του ρόλου άλλων παθογόνων με την ίδια κλινική εικόνα, 

όπως είναι τα γένη Brucella, Chlamydophila, Coxiella και το πρωτόζωο Toxoplasma. 

Τα παθογόνα αυτά και κυρίως το γένος Brucella διερευνώνται συστηματικά από της 

Ελληνικές κρατικές κτηνιατρικές υπηρεσίες, κάτι που δεν γίνεται με το γένος 

Leptospira.  

Άρα, μεταξύ των παθογόνων, που αναγνωρίζονται στην Ελλάδα ως κύρια αίτια 

προβλημάτων αναπαραγωγής με σημασία στη Δημόσια Υγεία δεν είναι η 

λεπτοσπείρωση των ζώων γενικώς. Όμως, τα εδώ ευρήματα, όπως και προηγούμενα 

(Burriel et al., 2002), δείχνουν ότι επιβάλλεται πλέον να συμπεριλαμβάνεται το γένος 

Leptospira στα διερευνούμενα αίτια αποβολών.  

Από την προεργασία, που έγινε και αποτελεί μέρος της παρούσας διατριβής, 

φάνηκε ότι το γένος Leptospira ήταν τρίτο μεταξύ των πέντε αιτίων αποβολών, που 

ορολογικά διερευνήθηκαν (Bisias et al., 2010β – Κεφάλαιο 3). Μεταξύ δε των πέντε, 

θα πρέπει να αναγνωριστεί, βάσει της σημασίας του στη Δημόσια Υγεία, ίσης 

σημασίας με το γένος Brucella, που θεωρείται ως το σημαντικότερο, αν και η 

λεπτοσπείρωση καταλήγει συχνά στο θάνατο κάτι που δεν γίνεται με τα άλλα προς 

διερεύνηση παθογόνα και κυρίως την Brucella (Minas et al;. 2007; Antoniou et al., 

1995; Antoniou et al., 2002; Hadjichristodoulou et al., 1999).  
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Στα παραγωγικά ζώα η διερεύνηση της λεπτοσπείρωσης έχει συμπεριληφθεί 

μόνο σε περιπτώσεις ατομικών ερευνητικών και όχι διαγνωστικών προσπαθειών 

(Sarris et al., 1987; Burriel et al., 2002; Bisias et al., 2010β – Κεφάλαιο 3). Πέραν 

τούτου, οι ερευνητικές αυτές προσπάθειες δεν έχουν τύχει του ενδιαφέροντος της 

πολιτείας για συστηματικότερη διερεύνηση του παθογόνου.  

Από αυτές τις ελάχιστες προσπάθειες διαφάνηκαν, εκτός από τη συμμετοχή 

του παθογόνου σε πιθανά προβλήματα αναπαραγωγής και οι σημαντικότεροι 

ορότυποι στις περιοχές διερεύνησης. Σε προηγούμενες διερευνήσεις συχνότεροι 

ορότυποι ήταν οι Bratislava, Australis και Copenhageni (Burriel et al., 2002; Burriel et 

al., 2003). Στην παρούσα διατριβή σημαντικότεροι ορότυποι περιστατικών αποβολής 

στην ευρύτερη περιφέρεια Πελοποννήσου  ήταν μεταξύ των προβάτων οι Tarassovi 

και Australis και μεταξύ των αιγών οι Tarassovi και Copenhageni (Bisias et al., 

2010β). Ο ορότυπος Tarassovi, που φάνηκε σημαντικός σε αυτή την οροδιερεύνηση 

δεν είχε αναγνωριστεί τα προηγούμενα χρόνια σε προσπάθεια οροδιερεύνησης της 

μόλυνσης από άλλες περιοχές και άλλους ερευνητές (Burriel et al., 2002; Burriel et al., 

2003).  

Στην αναγνωρισμένη περιοχή υψηλού κινδύνου με ζώα κατά τη σφαγή 

σημαντικότεροι ορότυποι αναδείχθηκαν οι Tarassovi (10 δείγματα), Autumnalis (10 

δείγματα), Zanoni (6 δείγματα), Hebdomadis και Javanica (από 2 δείγματα) και 

Bratislava και Hardjio prajintno (από 1 δείγμα).  

Οι ανωτέρω, αναγνωρισμένοι ως συχνότερα απαντώμενοι ορότυποι στην 

Ελλάδα, είναι μεταξύ αυτών που απομονώνονται ή αναγνωρίζονται παγκοσμίως ως 

σημαντικοί στον άνθρωπο (Ratman et al., 1983; Cinco et al; 1989; Everard et al., 

1995; Travejo et al., 1998; Campagnolo et al., 2000; Koteeswaran, 2006; Yanagihara 

et al., 2007). Στις περισσότερες περιπτώσεις αφορούν συνήθως άτομα, που έρχονται 

σε επαφή με παραγωγικά ζώα, τα οποία θεωρούνται φυσικές πηγές αυτών των 

οροτύπων. Βέβαια είναι παραδεκτό ότι η μέθοδος ΜΑΤ δεν αναγνωρίζει, κυρίως στην 

ενδημική μόλυνση, όπως στις παρούσες περιοχές, με ασφάλεια τον ορότυπο, που 

προκαλεί την κλινική νόσο στο ζώο (Levett, 2003; Smythe et al., 2009). Άρα, 

απαιτείται και συσχετισμός της νόσου με τον παθογόνο ορότυπο. 

Τα αντισώματα που ανιχνεύονται με την ΜΑΤ αναπτύσσονται μετά την οξεία 

φάση. Δηλαδή είναι κυρίως αντισώματα IgG, ενώ δεν υπάρχουν τρόποι ορολογικής 
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διερεύνσης των IgM αντισωμάτων για κάθε ορότυπο ξεχωριστά (Bercovich et al., 

1990; Cumberland et al., 2001). 

Η ειδικότητα της ΜΑΤ μεθόδου στον άνθρωπο συγκρινόμενη με την 

απομόνωση είναι ιδιαίτερα χαμηλή (Levett, 2003), όμως η απομόνωση του παθογόνου 

στον άνθρωπο και τα ζώα είναι ιδιαίτερα δύσκολη (Levett and Haake, 2010; Harskeerl 

et al., 2011; OIE, 2014). Ως εκ τούτου η μέθοδος ΜΑΤ παραμένει ως σήμερα η 

μέθοδος επιλογής για οροδιερεύνηση των εμπλεκομένων οροτύπων σε υποψία 

λεπτοσπείρωσης. 

Υπάρχουν επίσης περιορισμένες μελέτες πειραματικής σύγκρισης της μεθόδου 

με την παρουσία του παθογόνου ή το χρόνο ανάπτυξης των ανιχνεύσιμων 

αντισωμάτων για κάθε ορότυπο, αφού είναι πολλοί και όχι καλά μελετημένοι, ως προς 

την παθογενετικότητά  τους (Cumberland et al., 2001). Η αξιοπιστία της μεθόδου 

αυξάνει, όπως και η διαγνωστική της αξία, όταν εκτελείται από εργαστήρια με καλά 

εκπαιδευμένο προσωπικό για την εκτέλεσή της (Chappel et al., 2004). Επίσης η 

διαγνωστική αξιοπιστία της αυξάνει με τη χρήση διπλών ορών και την ανίχνευση της 

ανόδου του τίτλου αντισωμάτων (Dutta and Cristopher, 2005). Σε τέτοιες περιπτώσεις 

γίνεται διαπίστωση και της ενεργού λοίμωξης, αλλά και του πιθανότερου οροτύπου, 

που την προκαλεί, με την προυπόθεση ότι αυτός συμπεριλαμβάνεται στο σετ των προς 

διερεύνηση οροτύπων (ILS – WHO, 2002; Abdollahpour, 2013).  

Στην προκαταρκτική οροδιερεύνηση της παρούσας διατριβής (Bisias et al., 

2010β – Κεφάλαιο 3) δεν υπήρξε δυνατότητα συλλογής δεύτερου ορού αίματος από 

το ίδιο ζώο, ενώ στην δεύτερη οροδιερεύνηση (διερεύνηση στο σφαγείο) τα ζώα ήταν 

κλινικά υγιή και η δειγματοληψία γινόταν προ της σφαγής.  

Τα προβλήματα ταχείας οροδιερεύνησης στον άνθρωπο (οξεία φάση) και 

επιβεβαίωσης της κλινικής υποψίας έχουν αντιμετωπιστεί με την ανάπτυξη άλλων 

αξιόπιστων μεθόδων οροδιερεύνησης. Οι μέθοδοι αυτές βελτιώνονται συνεχώς ως 

προς την ευαισθησία και ειδικότητα τους, αλλά δεν έχουν επιδημιολογική εφαρμογή, 

αφού δεν αναγνωρίζουν τους οροτύπους (Flannery et al., 2001; Effler et al., 2002; 

Ooteman et al., 2006; Neves et al., 2007).  

Επίσης, αυτές οι μέθοδοι δεν προσαρμόζονται εύκολα για οροδιερεύνηση στα 

ζώα, αφού απαιτούν αντιδραστήρια εξειδικευμένα για κάθε είδος ζώου, κάτι που δεν 

δικαιολογεί το κόστος, αφού στα ζώα χρησιμότερη είναι η αναγνώριση του 
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εμπλεκόμενου οροτύπου (Bercovich et al., 1990; Bomfim et al., 2005; Marivya et al., 

2006; OIE, 2014).  

Προφανώς η χαμηλή συσχέτιση του Kit ταχείας συγκόλλησης, που 

χρησιμοποιήθηκε εδώ, με τις άλλες μεθόδους διερεύνησης της λοίμωξης, οφείλεται 

στο ότι έχει παρασκευαστεί για χρήση στον άνθρωπο. Αν, είχαν αυστηρά ακολουθηθεί 

οι οδηγίες ερμηνείας του, ως προς το τι είναι θετικό αποτέλεσμα συγκρινόμενο με το 

θετικό του μάρτυρα, τότε κανένα δείγμα ορού δεν θα ήταν ούτε καν ύποπτο. 

Επομένως, το kit δεν συνίσταται ως μέθοδος προδιερεύνησης της λεπτοσπείρωσης 

των ζώων. Δηλαδή ως μέθοδος που μπορεί να μειώσει τον προς διερεύνηση αριθμό 

δειγμάτων με την ακριβότερη και πολύ δυσκολότερη μέθοδο ΜΑΤ. 

Από τα προβλήματα αυτά της οροδιερεύνησης της λοίμωξης στα ζώα με 

μεθόδους άλλες της ΜΑΤ, κυρίως η μη αναγνώριση των οροτύπων μέσω αυτών, κάνει 

την ΜΑΤ μέθοδο επιλογής της οροδιερεύνησης των ζώων. Η μέθοδος ΜΑΤ, 

ανεξάρτητα από τα προβλήματά της και την ταχεία ανάπτυξη μοριακών μεθόδων, 

παραμένει η μέθοδος επιλογής (gold standard) (OIE, 2014), διότι η αναγνώριση των 

σημαντικότερων οροτύπων των ζώων σε μια χώρα, περιοχή ή εκτροφή βοηθάει στην 

οικονομική εκτίμηση της σημασίας του αναγνωρισμένου οροτύπου και στην επιλογή 

του κατάλληλου εμβολιακού τρόπου προφύλαξης των ζώων.  

Δυστυχώς, η μέθοδος ΜΑΤ δεν επιβεβαιώνει την ενεργή λοίμωξη χωρίς τη 

χρήση διπλών ορών, όπως επίσης δεν επιβεβαιώνει κατά τη στιγμή της 

οροδιερεύνησης ότι ο αναγνωρισμένος ορότυπος εξακολουθεί να μολύνει το ζώο. Ως 

εκ τούτου, εάν δεν είναι  εφικτή η απομόνωση, όπως ήταν εδώ, τότε η περαιτέρω 

μελέτη της ανάμειξης του παθογόνου στην παθογένεια της λεπτοσπείρωσης μπορεί να 

διερευνηθεί μόνο με τη χρήση της PCR. 

 

6. 6. Ανίχνευση της Leptospira spp με PCR στο νεφρικό ιστό 

Από τη δεκαετία του 90, που η μοριακή μικροβιολογία άρχισε να αναπτύσσεται 

ταχύτατα, το γένος Leptospira έγινε αντικείμενο μοριακής διερεύνησης. Από τότε 

μπήκαν οι βάσεις για την ανάπτυξη μεθόδων PCR (Gravenkamp et al., 1993) για την 

αναγνώριση του παθογόνου. Σήμερα, υπάρχουν αρκετές αξιόπιστες εφαρμογές της 

PCR στην ανίχνευση του παθογόνου σε σωματικά υγρά (Ruiz et al., 2005; Bomfim 

and Koury, 2006; Jouglard et al., 2006; Lilenbaum et al., 2008; Thongboonkerd, 2008; 
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Ahmed et al., 2012; Fornazari et al., 2012) ή διάφορους ιστούς (Bunnel et al., 2000; 

Vemulapalli et al., 2005; Leon et al., 2006; Soto et al., 2006; Cai et al., 2010).  

Στην παρούσα διερεύνηση, νεφρικός ιστός από 36 ενήλικα πρόβατα και δύο 

(2) αίγες, δηλαδή το 34,5% των εξετασμένων ζώων βρέθηκε θετικός στην PCR.  Από 

τα 38 αυτά ζώα τα 24 ήταν θετικά και στην οροδιερεύνηση με τη μέθοδο ΜΑΤ. 

Δηλαδή περισσότερα ζώα βρέθηκαν θετικά με την PCR σε σχέση με την ΜΑΤ. Αυτό 

δείχνει εκ πρώτης όψεως ότι η PCR είναι περισσότερο ευαίσθητη της ΜΑΤ, αλλά η 

ευαισθησία αυτή δεν έχει επιβεβαιωθεί εδώ με την απομόνωση ή την παρατήρηση του 

παθογόνου στους ιστούς. Άρα, δεν γνωρίζουμε αν όλα ή ποια ακριβώς από τα θετικά 

ήταν πραγματικά θετικά και όχι αποτέλεσμα άλλων παραγόντων, όπως τυχαίων 

επιμολύνσεων της μεθόδου.  

Οι διάφορες μέθοδοι PCR, που έχουν σχεδιαστεί για να ανιχνεύουν 

συγκεκριμένα χαρακτηριστικά παθογόνων οροτύπων (Leon et al., 2006) θα 

ανιχνεύσουν το παθογόνο, που τα φέρει, όχι όμως και τους οροτύπους, που ίσως 

διαφέρουν κατ’ ελάχιστον μεταξύ τους μοριακά. Η PCR που χρησιμοποιήθηκε στην 

παρούσα διερεύνηση είναι εμπορική και σχεδιασμένη να αναγνωρίζει παθογόνα είδη 

του γένους Leptospira και όχι συγκεκριμένους οροτύπους, άρα μπορεί να θεωρηθεί 

ότι έδειξε εδώ υψηλότερη ευαισθησία από την ΜΑΤ για λόγους που εξηγούνται 

παρακάτω και έχουν επίσης παρατηρήσει άλλοι ερευνητές (Bomfim and Koury, 2006; 

Lilenbaum et al., 2008; Barbante et al., 2014).  

Ερευνητές που έχουν προσπαθήσει να διερευνήσουν την αξιοπιστία της PCR 

σε σωματικά υγρά, όπως το ούρο, σε συνδυασμό με την ΜΑΤ και με παρατήρηση - 

απομόνωση του παθογόνου, συνιστούν το συνδυασμό των δύο μεθόδων. Δηλαδή 

συνιστούν ως καλύτερο συνδυασμό αυτό της PCR και της MAT για πιο αξιόπιστα 

αποτελέσματα (Lilenbaum et al., 2009), όταν πρόκειται για προσπάθεια αναγνώρισης 

πραγματικών φορέων του παθογόνου. Επομένως, στην παρούσα διερεύνηση τα 24 

(21,8%) ζώα, που ήταν θετικά και στις δύο μεθόδους, μπορούν να θεωρηθούν 

πραγματικοί φορείς του παθογόνου. Επειδή δε, το παθογόνο ανιχνεύτηκε στο νεφρό, 

είναι πολύ πιθανή ή έστω και διαλείπουσα απέκκρισή του στο περιβάλλον. Μια τέτοια 

απέκκριση καθιστά τα μικρά μηρυκαστικά πηγές παθογόνων οροτύπων σε περιοχές 

που ευνοούν την παραμονή του παθογόνου στο περιβάλλον, όπως είναι η υγρασία και 

θερμοκρασία γύρο στους 22
0 
C (Sanders et al., 1999; Ricaldi and Vinetz, 2006; 
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Vijayachari et al., 2008; Lau et al., 2010; ILS – WHO, 2014; Martins and Lilenbaum, 

2014) 

Πειραματικά η Real Time PCR έχει δείξει υψηλή ευαισθησία (91.7%) και 

ειδικότητα (90%) (Ahmed et al., 2012) και παρόμοια ευαισθησία προσδίδεται και σε 

άλλους τύπους PCR για χρήση σε κλινικά περιστατικά (Bomfim and Koyry, 2006). 

Είναι δε συχνές οι αναφορές, όπου αν και παρατηρήθηκαν στους ιστούς λεπτόσπειρες, 

η απομόνωση ήταν αρνητική, ενώ η PCR ήταν θετική (Bomfim and Koyry, 2006; 

Lilenbaum et al., 2008; Ahmed et al., 2012).  

Αν λάβουμε υπόψη την αξιοπιστία της PCR όπως αναφέρεται, τότε στην 

παρούσα διερεύνηση το 90%  των 38 θετικών ζώων, δηλαδή 34 ζώα είναι πιθανοί 

φορείς. Όταν η PCR συγκρίνεται με την μέθοδο ΜΑΤ σε κάποιες διερευνήσεις, η 

ΜΑΤ δείχνει περισσότερα θετικά από την PCR (Lilenbaum et al., 2008; Lilenbaum et 

al., 2009; Shekatkar et al., 2010) ενώ σε κάποιες περιπτώσεις τα ίδια περίπου θετικά 

(Hernandez-Rodriguez et al., 2011). Αυτό είναι πιθανότατα αποτέλεσμα της ύπαρξης 

αναμνηστικών τίτλων αντισωμάτων. Δηλαδή μη παρουσίας του παθογόνου στον προς 

διερεύνηση ιστό, λόγω πχ αυτοΐασης. 

Το τελικό αποτέλεσμα της διερεύνησης φαίνεται να επηρεάζεται από το είδος 

του ιστού και το χρόνο μόλυνσης του ξενιστή (Bunnel et al., 2000; de Abreu et al., 

2006; Soto et al., 2006; Ahmed et al., 2012). Όλοι, όμως, οι ερευνητές συστήνουν 

συνδυασμό της ΜΑΤ και της PCR για αύξηση της ευαισθησίας των δύο και φυσικά 

της ειδικότητάς τους με την προυπόθεση ότι η μέθοδος ΜΑΤ περιλαμβάνει μεγάλο 

αριθμό οροτύπων προς διερεύνηση. 

 Άρα, τα 24 (21,8%) δείγματα ιστών  που ήταν θετικά και στις δύο μεθόδους, 

στην παρούσα διερεύνηση θα μπορούσαν να θεωρηθούν ως πραγματικά θετικά μέσα 

από ένα σύνολο θετικών και με τις δύο μεθόδους, που ήταν 42 (38%) από τα 110 

δείγματα. Επομένως, το 21,8% των μικρών μηρυκαστικών, που διερευνήθηκαν και 

βρέθηκαν θετικά και στις δύο μεθόδους, μπορούν ως φορείς παθογόνων οροτύπων να 

τους διασπείρουν στο περιβάλλον τους, μολύνοντας άλλα ευπαθή ζώα και τον 

άνθρωπο.  

Πάντως, η ευαισθησία και ειδικότητα της μεθόδου ΜΑΤ θεωρείται χαμηλή 

όταν χρησιμοποιείται από μόνη της για διαγνωστικούς σκοπούς (de Abreu et al., 2006; 

Shekatkar et al., 2010; Hernandez – Rodriguez et al., 2011). Η χαμηλή ειδικότητα και 
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ευαισθησία της ΜΑΤ προφανώς επηρεάζεται από τους επιλεγμένους οροτύπους (ΟΙΕ, 

2014). Αυτή η επιλογή μπορεί να ήταν και ο λόγος των διαφορών που παρατηρήθηκαν 

στην παρούσα διερεύνηση. Δηλαδή ανίχνευση περισσότερων θετικών με την PCR από 

ότι με την ΜΑΤ.  

Το σύνολο των οροτύπων της ΜΑΤ, που διερευνήθηκαν αφορούσε τη Μεγάλη 

Βρετανία και θα μπορούσαν κάποιοι σημαντικοί για την Ελλάδα ορότυποι να μην 

είχαν συμπεριληφθεί στην ΜΑΤ, αλλά να ανιχνεύθηκαν με την PCR. Ένας άλλος 

λόγος μπορεί να ήταν η πιθανή προσαρμογή στο διερευνώμενο είδος ζώου κάποιων 

οροτύπων, λόγω της περιοχής, και η ανοσολογική αντίδραση να μην ήταν 

ανιχνεύσιμη. Θα ήταν ίσως ωφέλιμο να είχαμε στη διάθεσή μας και χαμηλότερους 

τίτλους, ώστε να τους συγκρίνουμε με την PCR. Όμως το VLA μας ενημέρωσε για 

τίτλους θετικούς βάσει της δικής του διαγνωστικής διαδικασίας (Standard Operating 

Procedures).   

Ανεξάρτητα, όμως, από τα προβλήματα, που παρατηρούνται εδώ και έχουν 

αναφερθεί και από άλλους ερευνητές όταν συγκρίνεται η ΜΑΤ με την PCR, η 

διαγνωστική αξία της PCR δεν αμφισβητείται, αφού είναι γενικώς αποδεκτό ότι η 

απομόνωση είναι πολύ λιγότερο επιτυχής, άρα έχει μικρότερη διαγνωστική αξία, 

πέραν άλλων δυσκολιών που την χαρακτηρίζουν, όπως είναι η χρονοβόρα διαδικασία 

και η δυσκολία αναγνώρισης των οροτύπων μετά από επιτυχή απομόνωση (Bunnel et 

al., 2000; de Abreu et al., 2006; Soto et al., 2006; Hernandez – Rodriguez et al., 2011; 

Ahmed et al., 2012). Επομένως, η PCR μπορεί στην παρούσα διατριβή να θεωρηθεί 

ως ικανοποιητική μέθοδος ερμηνείας των ιστολογικών μικροσκοπικών αλλοιώσεων, 

που παρατηρήθηκαν.  

 

6.7. Ιστολογικές Αλλοιώσεις 

Εικοσιεννέα  τεμάχια ιστών από ισάριθμα ζώα έδειξαν ιστολογικές αλλοιώσεις 

συναφείς της φυσικής και πειραματικής λοίμωξης από Leptospira spp. (Hamir et al., 

2001; Delbem et al., 2002; de Faria et al., 2007; Monahan et al., 2009;  de Daher et al., 

2010; Agudelo – Florez et al., 2013; d’Andon et al., 2014).  

Οι ιστολογικές αλλοιώσεις, που παρατηρήθηκαν ήταν από ήπια κυτταρική 

διήθηση με μονοπύρηνα  κύτταρα, κυρίως λεμφοκύτταρα, μέχρι διάμεση ινώδης 

εκφύλιση και ατροφία των σπειραματοειδών σωληναρίων. Σε καμία των περιπτώσεων 
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δεν παρατηρήθηκε μεμονωμένος τύπος ιστικής αλλοίωσης. Δηλαδή οι 

παρατηρούμενες αλλοιώσεις ήταν μικτού τύπου (Πινακας 3 - Παράρτημα 1), 

διέφεραν όμως από ζώο σε ζώο ως προς το βαθμό της βλάβης. 

 Επομένως, ο νεφρικός ιστός εμφάνιζε πολλαπλούς διαφορετικούς τύπους 

ιστικών αλλοιώσεων. Συγκεκριμένα 18 (60%) νεφροί ισάριθμων ζώων είχαν 

κυτταρική διήθηση, 9 (30%) διάμεση ινώδη εκφύλιση, 17 (56,6%) ήπια 

σπειραματονεφρίτιδα και 16 (53,3%) ήπια ατροφία των νεφρικών μικροσωληναρίων 

(Εικόνες σελίδες 105 & 106).  

Πειραματική μελέτη της μόλυνσης νεφρών ποντικών από Leptospira spp 

διαβαθμίστηκε ως προς την σφοδρότητα σε τυφλή μελέτη (d’Andon et al., 2014). 

Βάση των πειραματικών ευρημάτων και του χρόνου διάρκειας της μόλυνσης, 

παρατηρήθηκε ότι το 50% περίπου των πειραματόζωων εμφάνισαν διάχυτη 

εκτεταμένη ατροφία των νεφρικών μικροσωληναρίων και μόνο το 25% έδειξαν πολύ 

ήπια διάμεση ίνωση.  Ενδιαφέρον είναι δε, ότι κανένα από τα πειραματόζωα, εκτός 

των αρνητικών μαρτύρων, δεν βρέθηκε χωρίς καμία ιστική βλάβη, παρατήρηση που 

πιθανότατα αποδεικνύει ότι, ακόμη και σε φυσικούς ξενιστές, οι παθογόνοι ορότυποι 

προκαλούν μόνιμες νεφρικές αλλοιώσεις.  

Στη φυσική μόλυνση πρόσφατης μελέτης, με άγρια τρωκτικά, παρατηρήθηκαν 

νεφρικές ιστολογικές αλλοιώσεις μόνο στο 20% των αιχμαλωτισμένων τρωκτικών. 

Αυτές ήταν κυρίως διάφορου βαθμού κυτταρική διήθηση και δευτερευόντως ατροφία 

των νεφρικών μικροσωληναρίων, ενώ σε ελάχιστα ζώα παρατηρήθηκαν αλλοιώσεις 

σοβαρής σπειραματονεφρίτιδας (Agudelo-Florez et al., 2013).    

Άρα, μπορούμε να υποθέσουμε από τα ερευνητικά δημοσιευμένα δεδομένα, 

ότι η φυσική παρουσία ενός πολύ παθογόνου ορότυπου και η εγκατάστασή του στο 

νεφρικό ιστό συνεπάγεται ιστικές αλλοιώσεις. Βάση αυτών των δημοσιευμένων 

δεδομένων, οι εδώ παρατηρούμενες αλλοιώσεις, που ιστολογικά ομοιάζουν με τις 

πειραματικά παρατηρούμενες (Monahan et al., 2009; d’Andon et al., 2014), αλλά και 

αυτές κατά τη φυσική μόλυνση τρωκτικών (Agudelo-Florez et al., 2013), είναι 

αποτέλεσμα χρόνιας λοίμωξης του ζώου από πολύ παθογόνο ορότυπο του γένους 

Leptospira. Αυτό επιβεβαιώνεται και από τα ευρήματα της PCR, όπου ήταν θετικοί οι 

21 από τους 29 ιστούς με αλλοιώσεις, ενώ 17 ήταν από ζώα που ήταν θετικά στην 

ΜΑΤ.   
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Τα ευρήματα ερευνητών ως προς την αξιοπιστία των δύο μεθόδων, δηλαδή της 

PCR και της ΜΑΤ, δείχνουν ότι η σύγχρονη χρήση των δύο αυξάνει την διαγνωστική 

τους αξιοπιστία ανεξάρτητα είδος ζώου και διερευνούμενου ιστού (Lilenbaum et al., 

2008; Dorjee et al., 2009; Lilenbaum et al., 2009; Shekatkar et al., 2010; Hernandez –

Rodriguez et al., 2011; Mineiro et al., 2011; Cesar et al., 2012). Οι δύο μέθοδοι 

συμφώνησαν ως προς τις ιστολογικές αλλοιώσεις για 16 (55,2%) από τα 29 ζώα. 

 Δηλαδή 14,5% των ζώων (110), που διερευνήθηκαν στο σφαγείο, είχαν 

αλλοιώσεις που πιθανώς ήταν αποτέλεσμα της υποκλινικής λοίμωξης με ορότυπο ή 

οροτύπους του γένους Leptospira, όπως αυτό επιβεβαιώνεται από την PCR και την 

ΜΑΤ. Οι ιστολογικές αλλοιώσεις του νεφρικού ιστού αυτών των ζώων ήταν από 

ενδιάμεση έως σοβαρή μορφή. Τα παρατηρούμενα ευρήματα συμφωνούν με τα 

παρατηρούμενα σε πειραματική μόλυνση από τον πολύ παθογόνο ορότυπο 

Copenhageni (d’Andon et al., 2014), ο οποίος όμως, δεν παρατηρήθηκε στην παρούσα 

διερεύνηση στο σφαγείο. Αυτό το έυρημα διαφέρει αυτών προηγούμενων 

διερενήσεων (Burriel et al., 2002; Burriel et al., 2003), αλλά και των ευρημάτων από 

τη διερεύνηση της λοίμωξης σε περιστατικά αποβολών (Bisias et al., 2010β – 

Κεφάλαιο 3). 

Ενδιαφέρον ήταν ότι οι τίτλοι των αντισωμάτων ήταν ιδιαίτερα χαμηλοί σε 

όλες τις περιπτώσεις (Πίνακας 3 - Παράρτημα 1), ένα εύρημα που δεν είχε 

παρατηρηθεί στα περισσότερα κοπάδια των ίδιων περιοχών στην οροδιερεύνησης 

περιστατικών αποβολών. Σε αυτή τη διερεύνηση (Bisias et al., 2010β – Κεφάλαιο 3) 

ήταν, πρώτον σημαντικά περισσότερες οι αίγες, δεύτερον όλα τα ζώα, που 

διερευνήθηκαν, ήταν από περιστατικά αποβολών και τρίτον μεταξύ των ανιχνευμένων 

οροτύπων ήταν και ο ορότυπος Copenhageni. Προφανώς η χαμηλοί τίτλοι ήταν 

αποτέλεσμα είτε της μεγάλης διάρκειας της λοίμωξης, είτε του είδους ζώου 

(πρόβατα), είτε των οροτύπων που ανιχνεύτηκαν. Παρόμοια συμπεράσματα έχουν 

εξάγει και άλλοι ερευνητές (Martinez et al., 2006; Mineiro et al., 2011). Αυτό ίσως 

ενισχύεται και από την αδυναμία μικροσκοπικής παρατήρησης του παθογόνου στους 

ιστούς, όπως και άλλοι αναφέρουν (Dorjee et al., 2009; Martinez et al., 2006). 

 Δηλαδή αν και η PCR ήταν θετική, οι αριθμοί του παθογόνου ήταν μικροί, άρα 

δύσκολο να παρατηρηθούν. Ενδιαφέρον δε είναι ότι το παθογόνο παρατηρήθηκε στον 

νεφρικό ιστό έξι ζώων εκ των οποίων μόνο ένα είχε ιστικές νεφρικές αλλοιώσεις 3
ου
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βαθμού κατά τον d’Andon et al., (2014). Στις άλλες πέντε περιπτώσεις οι αλλοιώσεις 

ήταν ήπιου βαθμού αγγειίτιδα και λεμφοκυτταρική διήθηση.   

Οι τελευταίες παρατηρούνται κατά τα αρχικά στάδια της λοίμωξης (Monahan 

et al., 2009) και συγκεκριμένα τους πρώτους δύο με τρεις μήνες μετά την μόλυνση. Οι 

πειραματικές παρατηρήσεις δείχνουν επίσης ότι η αποίκηση του νεφρικού ιστού από 

το παθογόνο δεν συνεπάγεται και την πρόκληση ιστικών αλλοιώσεων (Cesar et al., 

2012; d’Andon et al., 2014). Αυτό θεωρείται αποτέλεσμα του διαφορετικού τρόπου με 

τον οποίο αντιμετωπίζεται η εισβολή του κάθε διαφορετικού οροτύπου ή ακόμη και 

του στελέχους ενός οροτύπου από ένα άτομο ξενιστή και όχι είδος ζώου ξενιστή 

(Monahan et al., 2009). Λόγω του κόστους της χρώσης ιστών με την Steiner Modified 

Silver Stain δεν χρώστηκαν ιστοί χωρίς ιστολογικές αλλοιώσεις, άρα δεν υπάρχει η 

δυνατότητα περαιτέρω σύγκρισης της επιτυχίας της προσπάθειας αυτής. Ας σημειωθεί 

ότι και ερευνητές με χρήματα και εμπειρία, που χρησιμοποιούν την παρατήρηση, 

λόγω αποτυχίας της απομόνωσης, δηλώνουν ότι η παρατήρηση αποτυγχάνει, όπως και 

η απομόνωση.  

Η παρατήρηση των λεπτοσπειρών μετά από ειδική χρώση ιστών συγκρινόμενη 

με την PCR και την ΜΑΤ τόσο στη φυσική λοίμωξη, αλλά και την πειραματική, δεν 

συνδέεται με τις βλάβες στους μολυσμένους ιστούς σε βαθμό απόδειξης του αιτίου 

πρόκλησης της βλάβης, αφού παρατηρείται το παθογόνο και σε ιστούς χωρίς 

αλλοιώσεις (Hamir et al., 2001; D’Faria et al., 2007; Monahan et al., 2009; Cesar et 

al., 2012; d’Andon et al., 2014). Γενικώς, αναφέρεται ότι οι ιστικές αλλοιώσεις, που 

ανελλιπώς παρατηρούνται κατά την πειραματική λοίμωξη, είναι αλλοιώσεις διάμεσης 

νεφρίτιδας και σε κάποιες περιπτώσεις υπάρχει βραδεία επιδείνωση.  

Πρέπει, όμως, εδώ να παρατηρηθεί ότι λόγω των πολλαπλών δυσκολιών 

απομόνωσης και εργαστηριακής συντήρησης πολλών οροτύπων και στελεχών δεν 

είναι πολλές οι πειραματικές in vivo μελέτες και αυτές που υπάρχουν αναφέρονται σε 

δύο τρεις συχνά απαντώμενους οροτύπους, που καμία σχέση δεν έχουν με αυτούς που 

οροδιερευνήθηκαν εδώ. Αυτές που υπάρχουν αφορούν οροτύπους παθογόνους κυρίως 

στον άνθρωπο, όπως ο ορότυπος Copenhageni (d’ Faria et al., 2007; d’ Andon et al.,  

2014), ένας ορότυπος που δεν βρέθηκε σε κανένα από τους θετικούς ιστούς. Στη φύση 

η οροθετικότητα και οι ιστικές αλλοιώσεις αφορούν διαφορετικούς οροτύπους και 
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στελέχη τους (Hamir et al., 2001; Delbem et al., 2002; d’ Faria et al., 2007), άρα είναι 

άγνωστες οι αλλοιώσεις που προκαλούν, αφού δεν έχουν πειραματικά μελετηθεί.  

Επειδή δε η μεν PCR δεν αναγνωρίζει τους οροτύπους, η δε μέθοδος ΜΑΤ 

αναγνωρίζει αντισώματα μόνο στον ορότυπο που περιέχεται στην εκτέλεση, πρέπει να 

γίνει κατανοητό ότι είναι ιδιαίτερα δύσκολος ο στατιστικός συσχετισμός των εδώ 

ιστολογικών ευρημάτων με τους συγκεκριμένους οροτύπους, που αναγνωρίστηκαν με 

την ΜΑΤ για τα ίδια ζώα. Για αυτό και δεν γίνεται αναφορά σε στατιστικά ευρήματα, 

τα οποία έδειξαν δυστυχώς χαμηλή συμαντικότητα συσχετισμού μεταξύ όλλων αυτών 

που παρατηρήθηκαν. Για το λόγο αυτό η ανάλυση των ευρημάτων και η συζήτηση 

έγινε με βάση τα ποιοτικά ευρήματα. Μπορεί όμως να εξαχθεί το συμπέρασμα, ότι οι 

αλλοιώσεις που παρατηρήθηκαν ήταν, τουλάχιστον για τα 16 ζώα, που ήταν θετικά 

στις μεθόδους PCR και ΜΑΤ, πιθανώς αποτέλεσμα της μόλυνσης του νεφρού από 

παθογόνους οροτύπους.   

Από τον Πίνακα 3 - Παράρτημα 1 φαίνεται ότι, από τους 16 ιστούς  με θετική 

την PCR και την ΜΑΤ, 8 (50%) είχαν τίτλους στον ορότυπο Tarassovi, ενώ στο 

σύνολο των ΜΑΤ θετικών ζώων μόνο 10 ήταν θετικά στον ίδιο ορότυπο. Δηλαδή τα 

περισσότερα θετικά ζώα σε αυτό τον ορότυπο είχαν ιστολογικές αλλοιώσεις, πιθανώς 

γιατί ο ορότυπος αυτός είναι περισσότερο παθογόνος για τα είδη ζώων, που 

διερευνήθηκαν. Ας σημειωθεί ότι μόνο δυο (2) από τις 12 αίγες, που διερευνήθηκαν, 

είχαν ήπια νεφρίτιδα, ενώ όλες ήταν αρνητικές σε κάθε μία από τις άλλες μεθόδους 

διερεύνησης με εξαίρεση το kit ταχείας συγκόλλησης στο οποίο ήταν ύποπτα οκτώ (8) 

ζώα, συμπεριλαμβανομένων των δύο (2) με ιστολογικά ευρήματα.    

 Ως προς τη σύνδεση του οροτύπου με τις ιστολογικές αλλοιώσεις, ο ορότυπος 

Autumnalis ήταν δεύτερος με έξι ιστολογικά θετικούς ιστούς.  

Η δυσκολία απόδοσης με βεβαιότητα των ιστολογικών αλλοιώσεων σε 

συγκεκριμένο ορότυπο φαίνεται και από την παρατήρηση ιστολογικών νεφρικών 

αλλοιώσεων σε πέντε ζώα, που ήταν θετικά σε δύο διαφορετικούς οροτύπους, 

διαφορετικών μάλιστα παθογόνων ειδών.  

Συγκεκριμένα οι ορότυποι Autumnalis και Zanoni ανήκουν στο είδος L. 

interrogans και ο ορότυπος Tarassovi στο γνωστό παθογόνο είδος L. borgpetersenii 

(Cerqueria et al., 2010; Lehman et al., 2014). Βέβαια άξιο παρατήρησης είναι 

(Πίνακας 3 - Παράρτημα 1) ότι με εξαίρεση τους οροτύπους Tarassovi και Javanica  
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(12 οροί), που ανήκουν στο πρόσφατα αναγνωρισμένο παθογόνο είδος L. 

borgpetersenii, όλοι οι άλλοι ορότυποι (16 οροί) ανήκουν στο είδος L. interrogans 

(Sakolvaree et al., 2007; Wangroongsarb et al., 2007; Bioportal, 2014).  

Δηλαδή παρατηρούμε ότι ορότυποι του είδους L. interrogans, που ήταν το 

πλέον μελετημένο είδος του παθογόνου μέχρι πριν μια δεκαετία, είναι αυτοί που 

κυρίως εμπλέκονται στην οροθετικότητα, ενώ είναι ίσης σημασίας στον συσχετισμό 

τους με τις ιστικές αλλοιώσεις, που παρατηρήθηκαν.  

Από τα ευρήματα εξάγεται το συμπέρασμα ότι στα μικρά μηρυκαστικά 

περιοχών υψηλού κινδύνου, ορότυποι των παθογόνων ειδών L. interrogans και  L. 

borgpetersenii είναι αυτοί που φέρουν μηχανισμούς παθογενετικότητας ικανούς να 

τους βοηθήσουν να παραμείνουν στους ιστούς αυτών των ειδών ζώων και να 

προκαλέσουν σημαντικές ιστικές αλλοιώσεις. Ενδιαφέρον δε θα είχε, αν ήταν 

δυνατόν, να μελετηθεί η βιοχημική σύσταση του ούρου αυτών των ζώων, ώστε να 

εκτιμηθεί και η επίδραση των ιστικών αλλοιώσεων στην γενική κατάσταση υγείας και 

απόδοσης τέτοιων ζώων.  

Σε προηγούμενες οροδιερευνητικές μελέτες στην Ελλάδα, με ή χωρίς κλινικά 

ευρήματα, οι ορότυποι, που αναγνωρίστηκαν ως σημαντικότεροι ήταν στη μέγιστη 

πλειοψηφία τους του είδους L. interrogans (Burriel et al., 2002;  Burriel et al., 2003) 
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Αν και η μελέτη της σημαντικής ζωονόσου «λεπτοσπείρωσης» αριθμεί περισσότερα 

από 120 χρόνια, η πολύπλοκη μοριακή δομή του παθογόνου άρχισε να γίνεται γνωστή 

μόλις τις δύο τελευταίες δεκαετίες, οι οποίες χαρακτηρίζονται 

1. Από την ανάπτυξη και ευκολότερη χρήση μοριακών μεθόδων, με τις οποίες οι 

ερευνητές δύνανται να μελετήσουν ένα βακτηρίδιο ιδιαίτερα δύσκολο να μελετηθεί 

και  

2. Από τη δημιουργία ισχυρών, διεθνών οργανισμών και ομάδων μελέτης του 

παθογόνου, μετά από συμμετοχή πολλών οικονομικά εύρωστων χωρών, σε 

προγράμματα που διοργανώνονται από οργανισμούς όπως ο WHO.  Η πιο πρόσφατη 

προσπάθεια οργάνωσης της μοριακής γνώσης προς όφελος των ερευνητών είναι η 

δημιουργία της LepBank. Σκοπός της είναι η συστηματοποίηση της συσσωρευμένης 

μοριακής γνώσης και η ελεύθερη διάχυσή της στον ερευνητικό κόσμο της υφηλίου.  

Σε όλες αυτές τις ομάδες και οργανισμούς υπάρχει παντελής απουσία της Ελλάδας, με 

εξαίρεση την απλή αναφορά των διαπιστωμένων κλινικών περιστατικών στον 

άνθρωπο. Η απουσία της Ελλάδας σε αυτή την παγκόσμια ερευνητική και 

διαγνωστική δραστηριότητα οφείλεται στην αδιαφορία των Εθνικών Φορέων 

επιτήρησης σημαντικών ζωονόσων και την αδυναμία τους να επενδύσουν 

υλικοτεχνικά σε ένα λοιμώδες νόσημα, που θεωρείται διεθνώς ως «νέο - 

αναδυόμενο».  

Αυτή η απουσία συντέλεσε ώστε μέχρι το 2002 να υπάρχουν μόνο τρεις 

αναφορές, που αφορούν την λεπτοσπείρωση στα ζώα. Από το 2002 και μετά η ομάδα 

μας έχει κάνει πολλές προσπάθειες 

1. Να αναπτύξει διεθνείς συνεργασίες. Αποτέλεσμα ήταν η βοήθεια, οικονομική και 

τεχνική, που μας παρείχε το Βρετανικό Κεντρικό Κτηνιατρικό Εργαστήριο (VLA) και 

2. Να παράγει σημαντικές πληροφορίες για τη λεπτοσπείρωση των ζώων στην Ελλάδα, 

ελπίζοντας ότι θα αφυπνίσει της Κτηνιατρικές Υπηρεσίες για την αναγκαιότητα  

μελέτης του νοσήματος, κυρίως στα παραγωγικά ζώα, ώστε να εκτιμηθεί ορθά η 

σημαντικότητά του στην ζωική παραγωγή και τη Δημόσια Υγεία. 

Από αυτές τις προσπάθειες, μέρος των οποίων είναι και η παρούσα διδακτορική 

διατριβή, εξήχθησαν σημαντικά συμπεράσματα που συνοψίζονται στα εξής:  
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1. Μέσα από αυτούς τους διεθνείς οργανισμούς συνεργασίας των 10 -15 τελευταίων 

ετών, θα απαντηθούν πολλά από τα αναπάντητα ερωτήματα, που αφορούν κυρίως 

τους μηχανισμούς παθογενετικότητας του μικροοργανισμού.   

2. Υπάρχει ελπίδα να δημιουργηθούν μοριακές μέθοδοι αναγνώρισης των οροτύπων 

στους ιστούς, ώστε να μειωθεί η ανάγκη εφαρμογής της μεθόδου ΜΑΤ. Η μέθοδος 

ΜΑΤ απαιτεί οργανωμένο εργαστήριο για τη διατήρηση μεγάλου αριθμού οροτύπων 

για αξιόπιστη επιδημιολογική μελέτη της διασποράς σημαντικών οροτύπων στη φύση.  

3. Η μέθοδος ΜΑΤ, όπως εφαρμόζεται στο VLA της Βρετανίας, έδειξε για τα μικρά 

μηρυκαστικά ότι: 

α) η οροθετικότητα μεταξύ προβάτων της Πελοποννήσου, που είχαν αποβάλει ήταν 

24,9%, υψηλότερη αυτής των αιγών (18,4%) στις ίδιες περιοχές. Άρα τα δύο είδη 

παραγωγικών ζώων φαίνεται να διαφέρουν ως προς την ευαισθησία στη μόλυνση. Η 

οροθετικότητα και των δύο ήταν σημαντικά υψηλότερη αυτής των υγιών προβάτων 

και αιγών (11%), από την ευρύτερη Νότια Ελλάδα και τα νησιά της.   

β) Η οροθετικότητα μεταξύ προβάτων και αιγών, περιστατικών αποβολών περιοχών 

της Δυτικής Πελοποννήσου ήταν σημαντικά υψηλότερη (30 – 35%) από περιοχές της 

υπόλοιπης Πελοποννήσου.  

γ) Το τελευταίο εύρημα συμπίπτει με τα υψηλά ποσοστά κλινικών περιστατικών στον 

άνθρωπο, που ανακοινώνονται από το ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ για τη Δυτική Ελλάδα.  

δ) Από τα α, β και γ ανωτέρω εξήχθη το συμπέρασμα ότι υπήρχε αυξημένη 

πιθανότητα απομόνωσης οροτύπων του γένους Leptospira, αν η προσπάθεια 

επικεντρωνόταν στη Δυτική Πελοπόννησο.  

4.    Η προσπάθεια απομόνωσης του παθογόνου απέτυχε, αν και τα δείγματα προήλθαν 

από μικρά μηρυκαστικά περιοχών της Δυτικής Πελοποννήσου.  Η απομόνωση 

απέτυχε κατά την άποψή μας, 

α) διότι δεν υπήρχε μακροχρόνια εργαστηριακή υλικοτεχνική υποστήριξη, που είναι 

απαραίτητη προϋπόθεση για την απομόνωση του παθογόνου, αφού η επώαση των 

ενοφθαλμισμένων υποστρωμάτων απαιτεί χρόνο που φτάνει τις 26 εβδομάδες (6 

μήνες), ανάλογα με τον ορότυπο, πριν θεωρηθούν αρνητικές. Η έλλειψη τέτοιας 

υποστήριξης ήταν αποτέλεσμα της άγνοιας των εθνικών φορέων για τις δυσκολίες 

απομόνωσης του βακτηρίου.  

β) λόγω της απειρίας των εμπλεκομένων ατόμων, αφού αυτή η προσπάθεια δεν είχε 
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ελληνικό προηγούμενο. Άρα δεν υπήρχαν ορθά εκπαιδευμένα άτομα να μας 

συμβουλεύσουν κατά την εντόπιση προβλημάτων και τεχνικών δυσκολιών και  

γ) διότι δεν είχε η προσπάθειά μας την υποστήριξη των Ελληνικών κτηνιατρικών 

υπηρεσιών, ώστε να συσταθεί εργαστήριο αναφοράς της λεπτοσπείρωσης των ζώων. 

Η σύσταση τέτοιου εργαστηρίου θα βοηθούσε την δυνατότητα εκπαίδευσης 

προσωπικού στο εξωτερικό για την ορθή, συστηματική μελέτη της ζωονόσου.  

5. Από την ορολογική και ιστολογική εργαστηριακή διερεύνηση υγιών ζώων κατά τη 

σφαγή, σε περιοχές της Δυτικής Πελοποννήσου συμπεραίνεται ότι, 

α) Ο συνδυασμός των μεθόδων ΜΑΤ και PCR, που συνίσταται ως ο καλύτερος 

τρόπος ερμηνείας αλλοιώσεων, όταν αποτυγχάνει η απομόνωση,  έδειξε ότι 16 

(55,2%) από τα 29 ζώα, που εμφάνιζαν ιστολογικές αλλοιώσεις, ήταν θετικά στις δύο 

μεθόδους διαπίστωσης της μόλυνσης.  

β) Δηλαδή 14,5% των ζώων (110), που διερευνήθηκαν στο σφαγείο, είχαν νεφρικές 

αλλοιώσεις, που πιθανώς ήταν αποτέλεσμα της υποκλινικής λοίμωξης με ορότυπο ή 

οροτύπους του γένους Leptospira. Το ίδιο συμπέρασμα εξάγεται και από την υψηλή 

οροθετικότητα (25,45%), που παρατηρήθηκε με τη διερεύνηση του παθογόνου στο 

σφαγείο. 

γ) Ορότυποι του γένους  Leptospira έχουν σημαντική παρουσία στους νεφρούς 

μικρών μηρυκαστικών με αποτέλεσμα, 

 δ) Οι ορότυποι αυτοί να απεκκρίνονται με το ούρο στο περιβάλλον, καθιστώντας τα 

μικρά μηρυκαστικά σημαντικές πηγές παθογόνων οροτύπων για άλλα είδη ζώων και 

τον άνθρωπο.  

6. Οι σημαντικότεροι ορότυποι ήταν οι Copenhageni και Tarassovi, που θεωρούνται 

ιδιαίτερα παθογόνοι στον άνθρωπο,. Αυτοί ίσως είναι μεταξύ αυτών που προκαλούν 

κλινικά περιστατικά σε κατοίκους της Δυτικής Ελλάδας, άρα 

7. Απαιτείται η επιδημιολογική μελέτη σε επίπεδο οροτύπων στα κλινικά περιστατικά 

του ανθρώπου, ώστε να καθοριστεί ο ρόλος των κατοικίδιων ζώων, κυρίως των 

παραγωγικών, στη Δημόσια Υγεία και να καθοριστούν οι τρόποι προφύλαξης των 

ανθρώπων και ζώων στην Ελληνική επικράτεια. 

8. Όλα τα παραπάνω επιβάλλουν την άμεση δημιουργία Εθνικού Φορέα συστηματικής 

παρακολούθησης και μελέτης της λεπτοσπείρωσης του ανθρώπου και των ζώων. 

Μόνο μέσω ενός τέτοιου φορέα θα συνεισφέρει η χώρα στις διεθνείς προσπάθειες 
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παρασκευής αποτελεσματικού/ων μοριακού εμβολίου/ων. Διότι, λόγω της έλλειψης 

αντιγονικής συγγένειας μεταξύ οροτύπων, η μη συμμετοχή της Ελλάδας θα καταλήξει 

στη μη αναγνώριση των σημαντικών για τη χώρα οροτύπων στα ζώα και τον 

άνθρωπο. Τα υπάρχοντα εμπορικά εμβόλια διαφαίνεται από τα εδώ ευρήματα ότι θα 

αποτύγχαναν στα παραγωγικά ζώα,  διότι οι ορότυποι των εμβολίων διαφέρουν των 

σημαντικότερων οροτύπων, που αναγνωρίστηκαν στην Ελλάδα μεταξύ περιστατικών 

αποβολών και υγιών ζώων. 

9. Οι ορότυποι των μικρών μηρυκαστικών, που αναγνωρίστηκαν ως σημαντικότεροι 

μεταξύ υγιιών και μη ζώων, ήταν οι Tarassovi και Copenhageni, που δεν 

συμπεριλαμβάνονται στα εμπορικά εμβόλια και  

10. Μόνο μέσω Εθνικού Φορέα είναι δυνατή η συστηματική μελέτη του γένους 

Leptospira και σε άλλα είδη ζώων, άγριων και κατοικίδιων, για να συσχετιστούν οι 

πιθανές δεξαμενές οροτύπων στη φύση με τα διάφορα είδη ζώων και τον άνθρωπο. 

Μόνο με αυτό τον τρόπο θα δημιουργηθούν οι προυποθέσεις να προβλέπεται και 

προλαμβάνεται η κλινική εκδήλωση της μόλυνσης.   
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1 

Πίνακας 3: Αποτελέσματα Εργαστηριακής Διερεύνησης Δειγμάτων Ύποπτων για 

Λεπτοσπείρωση 

ID Bio-rad kit Ορότυποι 

MAT 

PCR Ιστολογική Διερεύνηση Silver 

stain 

1 Συσσωματώματα 

στην περιφέρεια 

    

2      

3      

4      

5    + άφθονες εστίες αγγειίτιδας 

και λεμφοκυτταρικά 

διηθήματα 

 

6  Tarassovi 

1/100 

+ Άφθονες εστίες αγγειίτιδας 

και λεμφοκυτταρικά 

διηθήματα καθώς και 

σοβαρή διάμεση ίνωση, 

ατροφία των σωληναρίων, 

περιοχές με σκληρυντικές 

αλλοιώσεις των 

σωληναρίων 

 

+ 

7      

8   + άφθονες εστίες αγγειίτιδας 

και λεμφοκυτταρικά 

διηθήματα 

+ 

9    Ηπια ατροφία των 

σωληναρίων 

 

10    Ηπια ατροφία των 

σωληναρίων 

 

11 Συσσωματώματα  +   
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στην περιφέρεια 

12 Συσσωματώματα 

στην περιφέρεια 

    

13      

14  Tarassovi  

1/100 

+   

15      

16   +   

17      

18      

19      

20   +   

21      

22   + άφθονες εστίες αγγειίτιδας 

και λεμφοκυτταρικά 

διηθήματα 

 

23 Μικρές διάχυτες 

ψιλές 

συγκολλήσεις 

    

24  Tarassovi 

1/200 

+ άφθονες εστίες αγγειίτιδας 

και λεμφοκυτταρικά 

διηθήματα 

+ 

25      

26 Μικρές διάχυτες 

ψιλές 

συγκολλήσεις 

  Ηπια ατροφία των 

σωληναρίων 

 

27   +   

28    Ηπια ατροφία των 

σωληναρίων 

 

29  Tarassovi 

1/400 

+ Άφθονες εστίες αγγειίτιδας 

και λεμφοκυτταρικά 
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διηθήματα καθώς και 

σοβαρή διάμεση ίνωση, 

ατροφία των σωληναρίων, 

περιοχές με σκληρυντικές 

αλλοιώσεις των 

σωληναρίων 

 

30   +   

31   +   

32 Μικρές διάχυτες 

ψιλές 

συγκολλήσεις 

    

33      

34 Μικρές διάχυτες 

ψιλές 

συγκολλήσεις 

    

35   + Ηπια ατροφία των 

σωληναρίων 

 

36    Ηπια ατροφία των 

σωληναρίων 

 

37      

39  Autumnalis 

1/400 

+ άφθονες εστίες αγγειίτιδας 

και λεμφοκυτταρικά 

διηθήματα 

 

40  Autumnalis 

1/100 

   

42  Tarassovi 

1/200 

+ σοβαρή διάμεση ίνωση και 

ατροφία των σωληναρίων 

όπως και περιοχές με 

σκληρυντικές αλλοιώσεις 

των σωληναρίων 

+ 

43      
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44  Tarassovi 

1/400 

Autumnalis 

1/100 

+ Παρουσία εστιών 

αγγειίτιδας , άφθονα 

λεμφοκυτταρικά διηθήματα 

με μέτριου βαθμού διάμεση 

ίνωση 

 

 

46 Ψιλά αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

Zanoni 1/100 +   

47 Ψιλά αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

    

48 Ψιλά αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

Tarassovi 

1/400 

Autumnalis 

1/100 

+ Παρουσία εστιών 

αγγειίτιδας , άφθονα 

λεμφοκυτταρικά διηθήματα 

με μέτριου βαθμού διάμεση 

ίνωση 

 

 

49 Ψιλά αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

Autumnalis 

1/100 

 σοβαρή διάμεση ίνωση και 

ατροφία των σωληναρίων 

όπως και περιοχές με 

σκληρυντικές αλλοιώσεις 

των σωληναρίων 

 

50 Ψιλά αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

Tarassovi 

1/100 

bratislava 

1/100 

+ Άφθονες εστίες αγγειίτιδας 

και λεμφοκυτταρικά 

διηθήματα καθώς και 

σοβαρή διάμεση ίνωση, 

ατροφία των σωληναρίων, 

περιοχές με σκληρυντικές 

αλλοιώσεις των 

σωληναρίων 

 

+ 

51 Ψιλά αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

  Ηπια ατροφία των 

σωληναρίων 
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52 Ψιλά αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

    

53 Ψιλά αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

Autumnalis 

1/100 

+ Παρουσία εστιών 

αγγειίτιδας , άφθονα 

λεμφοκυτταρικά διηθήματα 

με μέτριου βαθμού διάμεση 

ίνωση 

 

 

54 Ψιλά αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

    

55 Ψιλά αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

    

56 Ψιλά αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

Zanoni 1/100 + Ηπια ατροφία των 

σωληναρίων 

 

57 Ψιλά αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

    

58 Ψιλά αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

Autumnalis 

1/100 

   

59 Ψιλά αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

    

60 Ψιλά αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

Autumnalis 

1/100 

Hardjio 

prajitno 

1/200  

+ άφθονες εστίες αγγειίτιδας 

και λεμφοκυτταρικά 

διηθήματα 

 

61  Bataviae 

1/100 

   

62  Zanoni 1/100 + Παρουσία εστιών 

αγγειίτιδας , άφθονα 

λεμφοκυτταρικά διηθήματα 

με μέτριου βαθμού διάμεση 

ίνωση 
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64 Μικρές διάχυτες 

ψιλές 

συγκολλήσεις 

Autumnalis 

1/400 

+ άφθονες εστίες αγγειίτιδας 

και λεμφοκυτταρικά 

διηθήματα 

 

65 Μικρές διάχυτες 

ψιλές 

συγκολλήσεις 

    

66 Μικρές διάχυτες 

ψιλές 

συγκολλήσεις 

 + άφθονες εστίες αγγειίτιδας 

και λεμφοκυτταρικά 

διηθήματα 

 

67 Μικρές διάχυτες 

ψιλές 

συγκολλήσεις 

    

68      

69  Hebdomadis 

1/100 

   

70    Ηπια ατροφία των 

σωληναρίων 

 

72      

73  tarassovi 

1/100 Zanoni 

1/200 

 

+ άφθονες εστίες αγγειίτιδας 

και λεμφοκυτταρικά 

διηθήματα 

 

76 Αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

με ελάττωση του 

αριθμού των 

λεπτοσπειρών 

 +   

77 Αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

με ελάττωση του 

αριθμού των 
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λεπτοσπειρών 

78 Αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

με ελάττωση του 

αριθμού των 

λεπτοσπειρών 

Hebdomadis 

1/200 

+   

79 Αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

στην περιφέρεια 

    

80 Αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

στην περιφέρεια 

    

81 Αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

στην περιφέρεια 

    

82 Αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

στην περιφέρεια 

    

83 Αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

στην περιφέρεια 

    

84 Αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

στην περιφέρεια 

    

87 Αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

με ελάττωση του 

αριθμού των 

λεπτοσπειρών 

Autumnalis 

1/800 

+   

88 Αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

με ελάττωση του 
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αριθμού των 

λεπτοσπειρών 

89 Αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

    

90 Αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

    

91 Αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

    

92 Αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

    

93 Αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

    

94 Αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

Tarassovi 

1/200 

+   

95 Συγκολλήσεις 

στην περιφέρεια 

με αραίωση του 

αριθμού των 

λεπτοσπειρών 

Javanica  

1/100 

+   

96 Αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

    

97 Αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

    

98 Αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

    

99 Αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

    

10 Αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

    

101 Διάσπαρτα  

αραχνοειδή 

συσσωματώματα 

Javanica  

1/200 

+ άφθονες εστίες αγγειίτιδας 

και λεμφοκυτταρικά 

διηθήματα 

+ 
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102    Ηπια ατροφία των 

σωληναρίων 

 

103 Διάσπαρτα 

αραχνοειδή 

συσσωματώματα  

    

104 Ύποπτες 

συγκολλήσεις 

στην περιφέρεια 

με μείωση του 

αριθμού των 

λεπτοσπειρών 

 +   

105      

106 Συγκολλήσεις 

στην περιφέρεια 

με μείωση του 

αριθμού των 

λεπτοσπειρών 

 +   

107      

108 Συγκολλήσεις 

στην περιφέρεια 

με μείωση του 

αριθμού των 

λεπτοσπειρών 

Zanoni 1/200 +   

109  Zanoni 1/100 + άφθονες εστίες αγγειίτιδας 

και λεμφοκυτταρικά 

διηθήματα 

 

110 Αραχνοειδείς 

διάχυτες 

 +   

Total 54 28 38 29 6 
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