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1 ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Ο ιός της Ηπατίτιδας Έ είναι υπεύθυνος για εξάρσεις οξείας ηπατίτιδας στον 

άνθρωπο. Ανήκει στο γένος Hepevirus  της οικογένειας Hepeviridae και είναι το 

μοναδικό είδος του γένους. Ο ιός κατηγοριοποιείται σε 4 γονοτύπους, τους HEV1, 

HEV 2, HEV 3 και τον HEV 4. Οι δύο πρώτοι προσβάλλουν κυρίως τον άνθρωπο , 

ενώ οι άλλοι δύο τον άνθρωπο και διάφορα ζωικά είδη. Ο HEV είναι ένας μικρός σε 

μέγεθος (27-34nm) και χωρίς περίβλημα ιός, ο οποίος περιέχει ένα θετικής 

κατεύθυνσης μονόκλωνο RNA γονιδίωμα, μεγέθους περίπου 7,2 kb.. Ο ιός HEV 

μεταδίδεται από τα ζώα στον άνθρωπο μέσω της κατάποσης μολυσμένου από τον 

ιό νερού ή κρέατος. Η απέκκριση του γίνεται μέσω των κοπράνων. Ένας από τους  

κύριους φορείς του ιού είναι ο χοίρος και πιθανόν και ο αγριόχοιρος  Ο οργανισμός, 

ως απάντηση στην λοίμωξη παράγει τα Τ λεμφοκύτταρα, τα οποία αναγνωρίζουν 

πεπτιδικά τμήματα του μικροοργανισμού, μόνο όταν αυτά παρουσιάζονται από το 

μείζον σύμπλεγμα ιστοσυμβατότητας (major histocompatibility complex, MHC). Τα 

πιο αποτελεσματικά αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα είναι τα δενδρικά κύτταρα, 

πλούσια σε τάξης ΙΙ MHC. Κάθε ζώο έχει μόνο ένα συγκεκριμένο αριθμό 

αλληλομόρφων MHC, και τα αντιγονικά πεπτίδια συνδέονται σε ορισμένα μόρια 

MHC  Στη μελέτη αυτή εξετάστηκε η παρουσία του ιού σε δείγματα αγριόχοιρων 

στην Ελλάδα με  RT-PCR  και με την μέθοδο PCR-SSCP προσδιορίστηκε ο αριθμός 

των αλληλομόρφων των γονιδίων DRB1 και DQA. Δεν βρέθηκε κανένα θετικό 

δείγμα στον ιό της Ηπατίτιδας Ε. Όσον αφορά τα γονίδια DQA και DRB, 

παρατηρήθηκε σχετικά υψηλό ποσοστό ποικιλομορφίας, ενώ τα ποσοστά 

ετεροζυγωτίας ήταν χαμηλά.. Από την μελέτη αυτή δεν προκύπτει κάποια 

συσχέτιση μεταξύ του γενετικού προτύπου του αγριόχοιρου και του ιού της 

Ηπατίτιδας Ε.   

 

ΛΕΞΕΙΣ ΕΥΡΕΤΗΡΙΑΣΗΣ  

Μείζον σύμπλεγμα ιστοσυμβατότητας, ιός της Ηπατίτιδα Ε, αγριόχοιρος 
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2 ABSTRACT 

The hepatitis E virus is responsible for acute hepatitis exacerbations in humans. It 

belongs to the genus Hepevirus of Hepeviridae family and is the only species of 

that genus. The virus is categorized in 4 genotypes, HEV1, HEV 2, HEV 3 and HEV 

4. The first two genotypes are mainly affecting human, while the other two, affect 

both human and animals. HEV is a small (27-34nm), non-enveloped virus that has a 

positive-sense, single-stranded, 7,2 kb, RNA genome. The HEV virus is transmitted 

from animals to humans through ingestion of contaminated from virus, water or 

meat. The excretion is via the faeces. One of the main carriers of the virus is swine 

and probably the wild boar. The body, in response to the infection, produces T 

cells, which recognize peptide fragments of the microorganism only when they are 

presented by the major histocompatibility complex (MHC). The most efficient 

antigen presenting cells are dendritic cells, which are rich in class II MHC. Each 

animal has only a certain number of MHC alleles, and antigenic peptides bind to 

certain MHC molecules. This study examined the presence of the virus in wild boar 

samples in Greece by RT-PCR and by PCR-SSCP method determined the number of 

alleles of DRB1 and DQA genes. The samples were HEV negative. Regarding DQA 

genes and DRB, was observed relatively high rate variability, whereas 

heterozygosity rates were low. At this study, there is no correlation between the 

genetic pattern of wild boar and  the Hepatitis E virus.. 

 

KEYWORDS 

Major histocompatibility complex, MHC, Hepatitis E virus, wild boar 
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4 ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 

4.1 Ο ΙΟΣ ΤΗΣ ΗΠΑΤΙΤΙΔΑΣ Ε 

 

4.1.1 Ταξινόμηση  

 

Ο ιός της Ηπατίτιδας Ε (Hepatits E virus, HEV) είναι το μοναδικό είδος του 

γένους Hepevirus  της οικογένειας Hepeviridae. Η πρώτη φορά που ανιχνεύθηκε 

ήταν το 1983 από τους Balayan et al σε έναν ασθενή με οξεία non –A , non- B 

ηπατίτιδα  (Emerson and Purcell, 2003), ενώ για πρώτη φορά κλωνοποιήθηκε και 

αλληλουχήθηκε από τους Tam et al το 1991. Στην αρχή είχε ταξινομηθεί στην 

οικογένεια Picornaviridae, στη συνέχεια στην οικογένεια Caliciviridae, από το 

1988-1998 λόγω της ομοιότητάς του στη μορφολογία και την οργάνωση του 

γονιδιώματός του με αυτά των καλυκοϊών (Worm, 2002, Purcell and  Emerson, 

2003). Μετά, όμως, την φυλογενετική ανάλυση σε μη δομικές περιοχές του ιού, 

διαπιστώθηκε ότι δεν μπορεί να ανήκει σ’ αυτήν την οικογένεια. Το 1998 

εντάχθηκαν στο γένος Hepatitis E-like viruses, χωρίς να έχει δοθεί ονομασία 

στην οικογένεια στην οποία ανήκει.  Το 2004 άλλαξε η ονομασία του γένους σε 

Hepevirus και το 2009 εντάχθηκε στην οικογένεια Hepeviridae. Στην οικογένεια 

Hepeviridae, από το 2009, ανήκει και ένα ακόμα είδος, ο ιός της Ηπατίτιδας Ε 

των ορνίθων, το γένος του οποίου δεν έχει καθοριστεί ακόμα σύμφωνα με το 

International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV).   

Παλαιότερα, η κατηγοριοποίηση των διαφόρων στελεχών του HEV, γινόταν 

σύμφωνα με τη μερική αλληλούχιση του γονιδιώματός τους. Για παράδειγμα, αν 

2 τύποι HEV διέφεραν πάνω από 20% της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας της 

περιοχής ORF2, τότε ανήκανε σε διαφορετικό γονότυπο. (Worm HC , 2002). 

Σύμφωνα με το μοριακό χαρακτηρισμό των διαφόρων στελεχών του HEV, ο ιός 

κατηγοριοποιείται σε 4 γονότυπους. Οι HEV1 και HEV2 προσβάλλουν  κυρίως 
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τον άνθρωπο, ενώ οι HEV3 και HEV4, τον άνθρωπο και τα διάφορα ζωικά είδη. 

Στον HEV 1 ανήκουν τα στελέχη που προκαλούν εξάρσεις οξείας ηπατίτιδας 

στον άνθρωπο, στην Ασία. Στον HEV2 ανήκουν μερικά στελέχη που 

απαντώνται στην Αφρική και ένα στο Μεξικό, τα οποία προκαλούν και αυτά 

εξάρσεις οξείας ηπατίτιδας στον άνθρωπο. Στον HEV 3 ανήκουν στελέχη που 

έχουν απομονωθεί από χοίρο και αγριόχοιρο, ελάφι, αρουραίο, κουνέλι και 

mongoose αλλά και στον άνθρωπο, όπως και ο HEV 4 που έχει βρεθεί στο χοίρο, 

τον αγριόχοιρο και περιστασιακά στην αγελάδα και το πρόβατο (Wang Y et 

al,2010, Hu GD et al,2010). 

Κάποιοι, όμως, θεωρούν ότι κάποια στελέχη από αγριόχοιρους και κουνέλια θα 

έπρεπε να αποτελούν διαφορετικό γονότυπο ή υπότυπο (subtype) (Zhao c, 2009, 

Geng Y, 2011, Takahashi M, 2011, Bouquet J 2012), και άλλοι ότι τα στελέχη των 

ορνίθων, των νυχτερίδων και των αρουραίων θα έπρεπε να ανήκουν στο ίδιο 

γένος και ο ιός της πέστροφας σε ξεχωριστό γένος (Smith et al, 2013). Τελευταία 

πρόταση ταξινόμησης έγινε από τους Smith et al το 2014, οι οποίοι προτείνουν η 

οικογένεια να χωριστεί σε γένη: Orthohepevirus και  Piscihepevirus. Στο πρώτο 

να ανήκουν τα είδη του ιού από τα θηλαστικά και τις όρνιθες και στο δεύτερο 

της πέστροφας. Επίσης προτείνουν στο πρώτο γένος να υπάρχουν 4 είδη. Το 

Orthohepevirus A που θα αποτελείται από στελέχη που προσβάλλουν τον 

άνθρωπο, το χοίρο, τον αγριόχοιρο, το ελάφι, το κουνέλι, την καμήλα και το 

mongoose, το Orthohepevirus B, από τα στελέχη των ορνίθων, το Orthohepevirus 

C από στελέχη του αρουραίου, greater bandicoot, Asian musk shrew, ferret and 

mink και το  Orthohepevirus D  από τις νυχτερίδες.  

Σύμφωνα με τον Okamoto H. στις  περισσότερες χώρες εμφανίζεται ένας μόνο 

γονότυπος στο σύνολο των ασθενών, ενώ στις χώρες όπου απαντώνται 

περισσότεροι γονότυποι, ο HEV 1, είναι ο ένας από αυτούς. Υπάρχουν 

τουλάχιστον 24 υπότυποι, 5 για τον HEV1, 2 για τον HEV2, 10 για τον HEV3 και 7 

για τον HEV4 (Ling Lu, 2005) 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/07/2024 14:17:54 EEST - 3.15.5.44



 -15- 

 

 

4.1.2 Μορφολογία του Ιού 

 

Ο HEV είναι ένας μικρός σε μέγεθος (27-34nm) και χωρίς περίβλημα ιός, ο 

οποίος περιέχει ένα θετικής κατεύθυνσης μονόκλωνο RNA γονιδίωμα, μεγέθους 

περίπου 7,2 kb (Emerson and Purcell, 2003). Το γονιδίωμά του είναι καλυμμένο 

στο 5΄ άκρο και πολυαδενυλιωμένο στο 3΄ άκρο.   Περιέχει 3 ανοιχτά πλαίσια 

ανάγνωσης (open reading frames, ORFs). Το ORF1 κωδικοποιεί τη μεγαλύτερη 

πρωτεΐνη, μεγέθους 1693 αμινοξέων που περιλαμβάνει λειτουργικά μοτίβα και 

τομείς που παρίστανται σε μη- δομικές πρωτεΐνες άλλων RNA ιών θετικής 

κατεύθυνσης. Αυτές οι λειτουργικές περιοχές περιλαμβάνουν την 

μεθυλοτρανσφεράση, Y- domain, papain-like πρωτεάση, την HVR περιοχή, macro 

domain, RNA ελικάση και RNA- εξαρτώμενη RNA πολυμεράση. Το ORF2 

κωδικοποιεί την πρωτεΐνη του ιϊκού καψιδίου μεγέθους 660 αμινοξέων, η οποία 

είναι υπεύθυνη για την συναρμολόγηση του ιού, την αλληλεπίδραση με τα 

κύτταρα στόχους και την ανοσογονικότητα. Το ORF3 που επικαλύπτει το ORF2, 

κωδικοποιεί μία μικρή πρωτεΐνη 114-123 αμινοξέων που εμπλέκεται στη 

μορφογένεση και απελευθέρωση του ιού (Smith, 2014, Nassim Kamar et al, 2012). 

Το ORF1 περιέχει μία υπερμεταβλητή περιοχή  (hypervariable region (HVR)) με 

μέγεθος από 557 μέχρι 641 αμινοξέα. Η HVR είναι μία πλούσια σε προλίνη 

αλληλουχία που βρίσκεται ανάμεσα στο Ν- άκρο της Χ περιοχής και στο C- άκρο 

της περιοχής της  papain-like πρωτεάσης. Η HVR ποικίλει και σε μέγεθος και 

στην αλληλουχία ανάμεσα στα διάφορα στελέχη του HEV. (Kumar , 2013). 

Έρευνες έχουν δείξει ότι μικρές διαγραφές στην περιοχή αυτή δεν επηρεάζουν 

τη μολυσματικότητα του ιού( Pudupakam,2011, Pudupakam, 2009). 
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4.1.3 Παθογένεια 

 

Ο ιός πολλαπλασιάζεται στο κυτταρόπλασμα των ηπατοκυττάρων και από εκεί 

μεταφέρεται στα κόπρανα, μέσω της χολής, όπου βρίσκεται σε μεγάλες 

συγκεντρώσεις, ενώ παράλληλα εμφανίζεται ιαιμία. Η ιαιμία και η αποβολή του 

ιού από τα κόπρανα παρατηρείται πριν εμφανιστούν ανωμαλίες στο ήπαρ και 

τη χυμική ανοσολογική απόκριση. Το ήπαρ εμφανίζει εστίες νέκρωσης και 

μέτρια φλεγμονή ενώ συχνή είναι και η χολοστατική ηπατίτιδα (Emerson and 

Purcell, 2003). 

 

4.1.4 Διάγνωση 

 

Η διάγνωση της ηπατίτιδας Ε γίνεται με τη χρήση ορολογικών τεστ που 

ανιχνεύουν την IgM σε περιστατικά με οξεία ηπατίτιδα και ανίχνευση IgG σε 

χρόνια περιστατικά ενώ για την επιβεβαίωση της ασθένειας απαιτείται η 

απομόνωση του ιού ή/και η αλληλούχισή του με την χρήση PCR.   (Emerson and 

Purcell, 2003). 

 

4.1.5 Η ηπατίτιδα Ε του Ανθρώπου 

 

Η ηπατίτιδα Ε προκαλεί οξεία ηπατίτιδα, κυρίως σε αναπτυσσόμενες χώρες της 

Ασίας, Αφρικής  και Λατινικής Αμερικής όπου οι συνθήκες υγιεινής δεν είναι οι 

βέλτιστες, αλλά και σε πολλές βιομηχανικές χώρες των Ηνωμένων Πολιτειών 

και της Ευρώπης (Meng, 2008). Χρόνια ηπατίτιδα έχει παρατηρηθεί σε άτομα που 

λαμβάνουν ανοσοκατασταλτική θεραπεία λόγω μεταμόσχευσης οργάνων, που 

προσβλήθηκαν από τον γενότυπο 3 του HEV (Haagsma,2009). Οι επιδημίες 

συνήθως σχετίζονται με κατανάλωση νερού μολυσμένο με τον HEV, ενώ οι 

παράγοντες επικινδυνότητας που σχετίζονται με ενδημίες είναι συνήθως 
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δύσκολο να προσδιοριστούν παρόλο που η κατανάλωση οστρακοειδών, κρέατος 

ζώων και η άμεση επαφή με τα μολυσμένα ζώα φαίνεται να σχετίζονται με 

σποραδικές περιπτώσεις οξείας ηπατίτιδας Ε σε αναπτυσσόμενες και 

αναπτυγμένες χώρες (Meng, 2002, 2003; Emerson and Purcell, 2003).  

Παρόλο που η θνησιμότητα από την Ηπατίτιδα Ε είναι λιγότερο από 1% στον 

γενικό πληθυσμό, μπορεί να φτάσει το 28% στις προσβεβλημένες έγκυες 

γυναίκες κυρίως κατά το τρίτο τρίμηνο της εγκυμοσύνης τους (Emerson and 

Purcell, 2003). Μία στις τρείς περιπτώσεις προσβολής εγκύου γυναίκας, υπάρχει 

κάθετη μετάδοση του ιού στο έμβρυο, ενώ έχει αναφερθεί και η παρουσία του 

ιού στο πρωτόγαλα(Chibber et al, 2004).  Η μετάδοση του ιού από άνθρωπο σε 

άνθρωπο είναι σπάνια, αν και έχουν αναφερθεί περιστατικά μετάδοσής του 

μέσω μετάγγισης αίματος(Matsubayashi K.et al, 2008, Arankalle V. et al, 2000). Η 

ηπατίτιδα Ε στον άνθρωπο είναι δοσο-εξαρτώμενη. (Yugo, 2013)Αυτό σημαίνει 

ότι ασθενείς που έχουν εκτεθεί σε υψηλή δόση του ιού εμφανίζουν συνήθως 

συμπτώματα, ενώ όσοι εκτεθούν σε χαμηλότερες δόσεις του ιού, έχουν 

υποκλινική λοίμωξη (Emerson and Purcell, 2003).  

Ο χρόνος επώασης του ιού είναι 2 με 10 εβδομάδες σε φυσικά περιστατικά και 4-

5 εβδομάδες σε πειραματικό επίπεδο. Σύμφωνα με έρευνες σε πρωτεύοντα 

υπάρχει άμεση σχέση μεταξύ της δόσης του ιού που χορηγήθηκε και της 

βαρύτητας της ασθένειας και αντίστροφη σχέση με το χρόνο 

επώασης(Tsarev,1992). Σύμφωνα με τους  Kumar et al,  είναι πιθανό ο υπότυπος 

του ιού να σχετίζεται με τη βαρύτητα της ασθένειας. 

Τα συμπτώματα που εμφανίζουν οι ασθενείς είναι ίκτερος , ηπατομεγαλία και 

ανορεξία ενώ πιο σπάνια εμφανίζουν ευαισθησία στην κοιλιακή χώρα ή πόνο, 

ναυτία, έμετο και πυρετό (Emerson and Purcell, 2003). 
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4.1.6 Η ηπατίτιδα Ε στα ζώα 

 

Ο HEV έχει απομονωθεί από διάφορα ζωικά είδη , όπως  χοίρους, αγριόχοιρους, 

όρνιθες, ελάφια και mongoose, κουνέλια, νυχτερίδες, τρωκτικά (Zhao c, 2009, 

Drexler, 2012, NIDAIRA, 2012,  Huang, 2004, Nakamura et al., 2006;, Geng et al., 

2011, Purcell,2011 ). Πρόσφατα απομονώθηκαν και από άλλα είδη ζώων, όπως 

moose (Lin, J. et al, 2014), το mink (Krog et al, 2013), την αλεπού (Bodewes et 

al,2013), το ferret (Li et al, 2014), την καμήλα (Woo et al, 2014), την αγελάδα (Wang 

Y et al,2010),και το πρόβατο (Hu GD et al,2010). Σε άλλα είδη (αίγες, άλογα, 

γάτες, σκύλοι ) έχει ανιχνευτεί IgG anti-HEV (Meng, 2006, 2008), χωρίς όμως να 

έχει απομονωθεί ο ιός ή να έχει αλληλουχηθεί ο ιός που απομονώθηκε ώστε να 

προσδιοριστεί η ταυτότητά του. Φαίνεται, πάντως, τα τρωκτικά να παίζουν 

κάποιον ρόλο στην μετάδοση του ιού, δεδομένου ότι έρχονται συχνά σε επαφή 

με τους ανθρώπους σε αστικές και αγροτικές περιοχές. 

Ο ιός HEV των ορνίθων είναι γενετικά όμοιος με τον HEV των θηλαστικών με 

διατηρημένη την οργάνωση του γονιδιώματος και της λειτουργίας παρόλο την 

διαγραφή αλληλουχίας 600 bp. Η πρωτεΐνη του καψιδίου του  περιέχει 

μοναδικούς και διατηρημένους επιτόπους σε σύγκριση με την πρωτεΐνη του 

καψιδίου του ανθρώπινου και του χοίρειου ιού HEV (Haqshenas, G.,2001, Huang, 

F.F., 2002).  Υπάρχουν δύο σύνδρομα που παρατηρούνται σε όρνιθες που 

προσβάλλονται από διαφορετικά στελέχη του ιού HEV των ορνίθων. Αυτά είναι  

τα Hepatitis – Splenomegaly (HS) και Big Liver and Spleen Disease (BLSD). Στις 

Ηνωμένες Πολιτείες το 71%  εκτροφών ορνίθων και το 30% των ορνίθων είναι 

θετικά στον ιό.  

Τα ελάφια λειτουργούν και ως φορείς του ιού αλλά μπορούν να προσβάλλουν 

και τον άνθρωπο άμεσα. Στην Ουγγαρία τα Ευρωπαϊκά ζαρκάδια έχουν 

ενοχοποιηθεί ως φορείς του ιού και στην Ολλανδία το 5% των κόκκινων 

ελαφιών βρέθηκαν θετικά σε αντισώματα κατά του ιού. Στο Βόρειο Μεξικό, το 
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62,7% των White –Tailed deer ήταν θετικά σε αντισώματα κατά του 

ιού(Medrano,C., 2012). Στην Ιαπωνία το 35 % των ελαφιών ήταν θετικά σε 

αντισώματα κατά του HEV, με  θετική συσχέτιση με τον ιό που προσβάλλει τον 

άνθρωπο και σχεδόν ίδιος στην αλληλουχία με  στελέχη που απομονώθηκαν 

από αγριόχοιρους της περιοχής(Yugo M. D, 2013).  

Στα μηρυκαστικά, παρόλο που δεν έχει απομονωθεί ο ιός, υπάρχουν 

πιθανότητες να προσβάλλονται και αυτά. Αυτό στηρίζεται στο γεγονός ότι σε 

διάφορες έρευνες υπάρχουν θετικά αποτελέσματα στα αντισώματα κατά του 

ιού. Στην Αίγυπτο, 11 % των αγελάδων, 14 % των βουβαλιών, 4.4 % των 

προβάτων και 9.4 % των αιγών ήταν θετικά για αντισώματα κατά του HEV(El-

Tras, W.F., 2012). 4.4 %- 6.9% στις αγελάδες στην Ινδία,  1.4 % στις αγελάδες στην 

Βραζιλία, ενώ στην Κίνα ποικίλει από 6 -93 % στις αγελάδες και 10 -12 % στα 

πρόβατα. (Arankalle,V.2001, Vitral, C.L., 2005) 

Στους αρουραίους, η οροθετικότητα ποικίλει. Στη Λουζιάνα 44%, Χαβάη 90%, 

Ιαπωνία 13%, Κίνα 23,3%. Στην Ινδονησία 18,1 % των αρουραίων ήταν θετικοί 

στα αντισώματα κατά του HEV και 14,7 % θετικά στην ανίχνευση του RNA του 

ιού. Ο γονότυπος 3 του HEV έχει προσδιοριστεί σε αρουραίους και γι’ αυτό 

θεωρείται πιθανό να μπορεί να μεταδοθεί στον άνθρωπο παρόλο που 

πειραματικά φαίνεται να είναι ανθεκτικά στον γενότυπο 3 (Li,W.,2013, 

Mulyanto, 2013, Lack,J., 2012, Li,T.C, 2013) 

Τα κουνέλια, πειραματικά, είναι ευαίσθητα στον γενότυπο 4 του HEV, ενώ έχει 

απομονωθεί από αυτά ο γενότυπος 3 (Izopet,J., 2012, Geng, Y., 2010, 

Cossaboom,C., 2012), καθιστώντας τα και αυτά υπεύθυνα για την μετάδοση του 

ιού στον άνθρωπο. Ο ιός των κουνελιών είναι γενετικά και αντιγενετικά 

παρόμοιος με τα είδη του ιού που προσβάλλει άλλα θηλαστικά. Στην Κίνα, σε 

εκτροφή κουνελιών, ο επιπολασμός είναι 57% και στην Βιρτζίνια σε δύο 

εκτροφές, 36,5%, ενώ το RNA του ιού προσδιορίστηκε στο 7,5%, 16,5% και στο 
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15,3% αντίστοιχα (Geng, Y., 2010, Cossaboom,C., 2012). Στη Γαλλία, ο ιός 

προσδιορίστηκε στο 7,0% των εκτρεφόμενων κουνελιών και στο 23,0% των 

άγριων (Izopet,J., 2012) 

Στα mongoose η οροθετικότητα κυμαίνεται από 8 έως 23%, στην Ιαπωνία, και 

έχει ανιχνευτεί ο γενότυπος 3 του ιού(Li,T.C, 2006, Nakamura,M,2006 ). Στην 

Ολλανδία, ο ιός που προσβάλλει τα ferret είναι κατά 72,3% όμοιος ως προς την 

αλληλουχία του, με τον ιό που προσβάλλει τον αρουραίο(Raj. V., 2012).  Στη 

πέστροφα, ο ιός μοιράζεται μόνο το 13- 27% της αλληλουχίας του με τα άλλα 

στελέχη του ιού που προσβάλλουν τα θηλαστικά και τις όρνιθες(Batts,W ,2011).   

 

4.1.7 Η ηπατίτιδα Ε στο χοίρο και τον αγριόχοιρο 

 

Ο HEV των χοίρων είναι παγκοσμίως διαδεδομένος, ανεξάρτητα από το αν ο ιός 

είναι ενδημικός στους αντίστοιχους ανθρώπινους πληθυσμούς (Meng, 2003).  Οι 

χοίροι συνήθως μολύνονται στην ηλικία των 2-3 μηνών, η ιαιμία διαρκεί περίπου 

1- 2 εβδομάδες, αποβάλλουν τον ιό με τα κόπρανα για περίπου 3 – 7 εβδομάδες 

και συνήθως είναι ασυμπτωματικοί. Οι περισσότεροι ενήλικοι χοίροι δεν 

αποβάλλουν τον ιό, παρόλο που είναι θετικοί για IgG- anti HEV. Η μετάδοση του 

ιού φαίνεται να γίνεται μέσω κοπράνων – στόματος, αφού τα κόπρανα 

μολυσμένων χοίρων περιέχουν μεγάλη ποσότητα ιϊκού φορτίου. Πιστεύεται ότι 

η μόλυνση των χοίρων γίνεται με την άμεση επαφή με τους μολυσμένους 

χοίρους ή με την κατανάλωση νερού ή τροφής που έχει επιμολυνθεί με κόπρανα 

(Bouwknegt et al., 2008).  

Πρώτη φορά απομονώθηκε από τον χοίρο το 1997. Στην Ιαπωνία, το 93% των 

εκτροφών χοίρων ήταν θετικά στην ανίχνευση των αντισώματα κατά του HEV. 

Οι γονότυποι που απομονώθηκαν ήταν ο 3 ή ο 4 (Takahashi, M., 2011, Takahashi, 

M., 2013, Sato, Y., 2011, Takahashi,M., 2005). Στους αγριόχοιρους, ο επιπολασμός 
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κυμαίνεται από 4,5 – 34,3% των αντισωμάτων κατά του ιού και μεταξύ 1,1 -13,3% 

είναι τα θετικά στο RNA του ιού (Takahashi,M., 2013).  Στη Ολλανδία, το 55% των 

εκτροφών ήταν θετικό στον ιό, ο οποίος βρέθηκε στα κόπρανα, ενώ στον 

Καναδά ήταν το 86,2 και το 47,1% στα κόπρανα και στον ορό αντίστοιχα 

(Leblanc, D., 2007, Rutjes, S.A., 2007). Στην Ισπανία, ο επιπολασμός των εκτροφών 

των αντισωμάτων ήταν 98%, στην Νέα Ζηλανδία 90%, στη Βραζιλία 81% (Pavio, 

N., 2010, Seminati,C., 2008, Garkavanko,O., 2001, Dos Santos, 2009). Στους 

αγριόχοιρους, το ποσοστό των αντισωμάτων κατά του ιού, κυμαίνεται από 17- 

50,3% και από αυτούς, περισσότεροι από το 25% ήταν θετικοί στην παρουσία του 

ιού σε Γερμανία, Ιταλία, Ισπανία, Αυστραλία, Ουγγαρία (De Deus, N. 2008, 

Martelli, F., 2008, Kaba, M., 2010, Reuter, G.B., 2009, Schielke, A., 2009, Forgach, P., 

2010). Στην Πολωνία, ο επιπολασμός των αντισωμάτων κατά του ιού, στους 

αγριόχοιρους είναι 44, 4%.  

 

4.1.8 Η ηπατίτιδα Ε ως ζωοανθρωπονόσος 

 

Ο ιός HEV είναι υπερ- ενδημικός σε πολλές αναπτυσσόμενες χώρες (Ινδία, 

Αίγυπτος, Μεξικό, Κίνα, κ.α.), όπου εμφανίζεται επιπολασμός στο 25% όλων 

των περιστατικών non- A non –B οξείας ηπατίτιδας ή έχει παρουσιαστεί 

ξέσπασμα ηπατίτιδας Ε  σύμφωνα με το Κέντρο Ελέγχου και Πρόληψης 

Ασθενειών. Ο ιός HEV είναι ενδημικός όταν ο επιπολασμός είναι κάτω από 25% 

όλων των περιστατικών non- A non –B οξείας ηπατίτιδας. Είναι ενδημικός σε 

χώρες όπως της δυτικής Ευρώπης, των Ηνωμένων Πολιτειών, Νέα Ζηλανδία, 

Νότιας Αμερικής, σε αρκετές χώρες της Ασίας και Μέση Ανατολή(Teo C.G.,2009). 

Στην Ιαπωνία έχουν αναφερθεί σποραδικές ή ομαδικές περιπτώσεις οξείας 

ηπατίτιδας Ε μετά από κατανάλωση ωμού ή ατελώς μαγειρεμένου χοίρειου 

ήπατος. Μετά την αλληλούχιση του ιού από το ήπαρ των χοίρων, βρέθηκε ότι ο 

ιός ήταν ίδιος ή σχεδόν ίδιος με τους ιούς που απομονώθηκαν από τους ασθενείς 
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(Yazaki et al., 2003). Αντίστοιχα, έχουν αναφερθεί και περιπτώσεις οξείας 

ηπατίτιδας Ε μετά την κατανάλωση κρέατος αγριόχοιρου όπως το 2005 στην 

Ιαπωνία, με μία γυναίκα που μολύνθηκε από τον HEV και διαπιστώθηκε ότι ο 

ιός στο κρέας ήταν όμοιος με τον ιό στην γυναίκα κατά 99,95%. (Li et al., 

2005b,)Άλλη περίπτωση είναι με 4 ασθενείς που κατανάλωσαν ατελώς 

μαγειρεμένο κρέας ελαφιού. Η αλληλούχισή τους έδειξε ότι ήταν όμοιοι κατά 

99,7%. (Takahashi, 2004). Αυτά τα στοιχεία παρέχουν αρκετές αποδείξεις ότι η 

ηπατίτιδα Ε είναι ζωονόσος, και ότι οι χοίροι και οι αγριόχοιροι είναι οι 

αποθήκες του ιού. Στην Αμερική 2 στελέχη του ιού που απομονώθηκαν από 2 

διαφορετικούς ασθενείς είχαν 92% ομοιότητα με στέλεχος του ιού των χοίρων 

(Erker,1999) 

Αυξημένο κίνδυνο εμφάνισης της νόσου φαίνεται να έχουν όσοι έρχονται σε 

επαφή με τους χοίρους και τους αγριόχοιρους, μιας και αυτοί είναι οι κύριες 

αποθήκες του ιού, όπως είναι οι χοιροτρόφοι και οι κτηνίατροι. Στις ΗΠΑ, οι 

κτηνίατροι των εκτροφών χοίρων, 27% οροθετικότητα έναντι του 16% του 

γενικού πληθυσμού.( Meng, X.J,2002) Αντίστοιχα, στη Σουηδία, το 11% των 

κτηνιάτρων που ασχολούνται με τους χοίρους είναι θετικό, ενώ στους άλλους 

κτηνιάτρους είναι 6% και 2% στον γενικό πληθυσμό (Meng, X.J,1999). Στη 

Μολδαβία, το 51% των κτηνοτρόφων με χοίρους είναι θετικό σε σύγκριση με το 

25% των άλλων κτηνοτρόφων. Στη Βόρεια Καρολίνα, η οροθετικότητα είναι 4,5 

φόρες υψηλότερη στους κτηνοτρόφους με χοίρους, έναντι των άλλων (Withers, 

M, 2002).   

Οι περιπτώσεις επιδημιών οφείλονται, κυρίως, στην κατανάλωση, μολυσμένου 

από τον ιό, νερού. Τόσο στις βιομηχανικές, όσο και στις αναπτυσσόμενες χώρες, 

τα μη επεξεργασμένα λύματα, περιέχουν στελέχη του ιού HEV, που είναι 

αρκετά όμοια με αυτά που προσβάλλουν τον άνθρωπο (γενότυπος 1 και 2) ή 

άλλα ζώα (γενότυπος 3 και 4) (Clemente-Casares, P,2003, Ippagunta, S.K,2007, 

Jothikumar, N,1993, Pina, S, 2000, Pina, S,2003)  
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4.2  ΤΟ ΜΕΙΖΟΝ ΣΥΜΠΛΕΓΜΑ ΙΣΤΟΣΥΜΒΑΤΟΤΗΤΑΣ 

 

4.2.1 Ανοσολογική Απόκριση του Οργανισμού 

 

Σε ένα ευαίσθητο είδος που μολύνεται από ένα συγκεκριμένο στέλεχος ενός ιού, 

υπάρχουν εντυπωσιακές διαφορές ανάμεσα στα άτομα, σε επίπεδο 

ανθεκτικότητας. Οι καθοριστικοί παράγοντες της μολυσματικότητας του ιού 

είναι συνήθως πολυγονιδιακοί και οι παράγοντες που καθορίζουν την 

ανθεκτικότητα/ ευαισθησία του ξενιστή είναι πολυπαραγοντικοί. (Ferren J. 

Frank,1993). Μέσα στα άτομα ενός ευαίσθητου είδους, η ευαισθησία ποικίλει όχι 

μόνο λόγω γονιδιακής σύστασης αλλά και λόγω ηλικίας, διατροφής, στρες και 

άλλων παραγόντων. 

Ο οργανισμός μπορεί να προστατευτεί από την εισβολή μικροοργανισμών μέσω 

του ανοσοποιητικού συστήματος, αναγνωρίζοντας και απαντώντας στα 

αντιγόνα. Τα αντιγόνα είναι πρωτεΐνες στην επιφάνεια των κυττάρων, ιών, 

βακτηρίων και μυκήτων. Το σώμα πρέπει να είναι σε θέση να αναγνωρίζει 

άμεσα τους μικροοργανισμούς που εισβάλλουν και να είναι σε θέση να γνωρίζει 

ότι αυτοί είναι ξένοι και επικίνδυνοι, ώστε να διεγερθεί μία ανοσοαντίδραση.  

Η ανοσία του οργανισμού ενάντια διαφόρων λοιμωδών νοσημάτων, μπορεί να 

είναι λιγότερο ή περισσότερο ειδική. Η λιγότερο ειδική ανοσία,  φυσική ανοσία, 

είναι  η πρώτη γραμμή άμυνας του οργανισμού έναντι της λοίμωξης. Σημαντικό 

ρόλο στην φυσική ανοσία παίζουν τα φαγοκύτταρα, όπως τα μακροφάγα και τα 

ουδετερόφιλα, οι φραγμοί όπως το δέρμα και μία ποικιλία αντιμικροβιακών 

ουσιών που συντίθενται από τον ξενιστή. Αυτός ο μηχανισμός άμυνας είναι 

κοινός για οποιονδήποτε μικροοργανισμό προσπαθήσει να εισέλθει  στον 

οργανισμό. 
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Αντίθετα, για την επίκτητη ανοσία είναι απαραίτητο το αντιγονικό ερέθισμα.  

Τυπικά η επίκτητη ανοσία ανταποκρίνεται ενάντια στο αντιγόνο μέσα σε 5 -6  

μέρες μετά την αρχική έκθεση σ’ αυτό. Σε επόμενη έκθεση στο ίδιο αντιγόνο, η 

απόκριση του οργανισμού είναι πιο άμεση, λόγω μνήμης. Τα κυριότερα κύτταρα 

που παίζουν ρόλο στην επίκτητη ανοσία είναι τα λεμφοκύτταρα,  καθώς και τα 

αντισώματα και άλλα μόρια που παράγουν. 

Αντίθετα με την φυσική ανοσία, η επίκτητη ανοσία δεν είναι η ίδια σε όλα τα 

μέλη ενός είδους αλλά είναι αντιδράσεις σε ειδικά αντιγονικά ερεθίσματα. Η 

επίκτητη ανοσία εμφανίζει 4 χαρακτηριστικές ιδιότητες: i) ειδικότητα αντιγόνου, 

ii) ποικιλομορφία, iii) ανοσολογική μνήμη και iv) αναγνώριση εαυτού/ ξένου 

(Goldsby et al., 2003). 

Υπάρχουν δύο τύποι επίκτητης ανοσίας, η χυμική ανοσία και η κυτταρική 

ανοσία. Στη χυμική ανοσία εξουδετερώνονται οι εξωκυττάριοι μικροοργανισμοί 

από τις πρωτεΐνες που ονομάζονται αντισώματα και παράγονται από τα Β 

λεμφοκύτταρα. Τα αντισώματα εκκρίνονται στα σωματικά υγρά και 

εξουδετερώνουν τους μικροοργανισμούς και τις τοξίνες τους. Στην κυτταρική 

ανοσία εξουδετερώνονται οι ενδοκυττάριοι μικροοργανισμοί και στη διαδικασία 

αυτή μεσολαβούν τα Τ-λεμφοκύτταρα. Μεταξύ των λεμφοκυττάρων, τα CD4+ Τ-

λεμφοκύτταρα (Th) ονομάζονται βοηθητικά Τ-λεμφοκύτταρα επειδή βοηθούν τα 

Β-λεμφοκύτταρα να παράγουν αντισώματα και τα φαγοκύτταρα να 

καταστρέφουν τους μικροοργανισμούς που έχουν ήδη φαγοκυτταρώσει. Τα CD8+ 

Τ-λεμφοκύτταρα ονομάζονται κυτταροτοξικά Τ-λεμφοκύτταρα (Tc) επειδή 

φονεύουν κύτταρα που φέρουν ενδοκυττάριους μικροοργανισμούς (προκαλούν 

λύση των κυττάρων) (Abbas & Lichtman, 2004). 

Τα λεμφοκύτταρα, με τους ειδικούς υποδοχείς στην επιφάνεια τους, είναι το 

κλειδί στην ανοσολογική ειδικότητα. Κάθε Τ και Β λεμφοκύτταρο κατέχει 

υποδοχείς ειδικούς για συγκεκριμένο επίτοπο. Όταν τα Τ και Β λεμφοκύτταρα 
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συνδεθούν με αντιγόνο, ανταποκρίνονται με διαίρεση για τον σχηματισμό 

κλώνων των κυττάρων. Τα Β λεμφοκύτταρα διαφοροποιούνται σε 

πλασμοκύτταρα, που εκκρίνουν ειδικά αντισώματα. Τα Τ λεμφοκύτταρα 

εκκρίνουν διαλυτούς παράγοντες γνωστούς ως λεμφοκίνες ή ιντερλευκίνες, οι 

οποίες αντιπροσωπεύουν μία μεγάλη οικογένεια ορμονών, γνωστές ως 

κυτταροκίνες, οι οποίες ρυθμίζουν τη δράση άλλων κυττάρων που εμπλέκονται 

στην ανοσολογική απόκριση. Μερικά από τα Τ και Β λεμφοκύτταρα 

επανέρχονται σε μικρά κύτταρα, τα οποία ζουν για πολύ μεγαλύτερο χρονικό 

διάστημα και είναι υπεύθυνα για την ανοσολογική μνήμη. (Ferren J. Frank,1993) 

Οι επίκτητες ανοσοαπαντήσεις ξεκινούν με την αναγνώριση του αντιγόνου από 

τους αντιγονικούς υποδοχείς των λεμφοκυττάρων. Οι αντιγονικοί υποδοχείς 

των Β λεμφοκυττάρων (τα αντισώματα) αναγνωρίζουν μία μεγάλη ποικιλία 

μακρομορίων (πρωτεΐνες, πολυσακχαρίτες, λιπίδια και νουκλεϊκά οξέα) αλλά 

και μικρομοριακές χημικές ουσίες. Τα περισσότερα Τ λεμφοκύτταρα μπορούν να 

αναγνωρίσουν μόνο πεπτιδικά τμήματα πρωτεϊνικών αντιγόνων και μόνο όταν 

παρουσιάζονται από εξειδικευμένα μόρια παρουσίασης που βρίσκονται  στα 

αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα του ξενιστή (APCs, δενδριτικά κύτταρα, 

μακροφάγα, λεμφοζιδιακά δενδριτικά κύτταρα) και παρουσιάζονται από αυτά 

(Abbas & Lichtman, 2004, Klein, 1986, Ferren J. Frank,1993). 

Αυτοί οι υποδοχείς παρουσίασης του αντιγόνου ονομάζονται μόρια 

ιστοσυμβατότητας ή αντιγόνα ιστοσυμβατότητας (histocompatibility antigens). 

Είναι εξειδικευμένοι υποδοχείς γλυκοπρωτεϊνών , οι οποίοι κωδικοποιούνται 

από γονίδια που απαντώνται σε ένα γονιδιακό σύμπλεγμα με την ονομασία 

μείζον σύμπλεγμα ιστοσυμβατότητας (major histocompatibility complex, MHC). 

Επομένως οι υποδοχείς ονομάζονται μόρια MHC. Τμήματα αντιγόνου μπορούν 

να διεγείρουν μία ανοσοαντίδραση μόνο εάν συνδεθούν στα μόρια MHC. Αυτή η 

προϋπόθεση λέγεται περιορισμός του MHC.  (κτηνιατρική ανοσολογία, Goldsby 

et al., 2003). Μιας και τα γονίδια MHC ελέγχουν ποια μόρια MHC θα παραχθούν 
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από ένα άτομο, ελέγχουν και ποια αντιγόνα μπορούν να παρουσιαστούν στα 

κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος. Επομένως το MHC μπορεί να 

θεωρηθεί ως μία οργανωμένη ομάδα γονιδίων που ελέγχει την παρουσίαση του 

αντιγόνου στο ανοσοποιητικό σύστημα. Κατ’ αυτόν τον τρόπο, τα γονίδια MHC 

ελέγχουν την ευαισθησία ή ανθεκτικότητα ενός οργανισμού στα διάφορα 

λοιμώδη ή αυτοάνοσα νοσήματα. (κτηνιατρική ανοσολογία)  

 

4.2.2 Γενικά για το Μείζον Σύμπλεγμα Ιστοσυμβατότητας 

 

Ο όρος μείζον σύμπλεγμα ιστοσυμβατότητας προκύπτει από προηγούμενη 

έρευνα στην αποδοχή ή στην απόρριψη ιστών, την ιστοσυμβατότητα, που 

μεταμοσχεύτηκαν μεταξύ διαφορετικών ατόμων του ίδιου είδους (Gorer, 1937) 

Όλα τα σπονδυλωτά, από τα χονδρόψαρα έως τα θηλαστικά, έχουν γονίδια 

MHC. Τα γονίδια αυτά απαντώνται σχεδόν πάντα στο γονιδίωμα ως μία ομάδα 

σύνδεσης ή σύμπλεγμα γονιδίων (κτηνιατρική ανοσολογία)  

Το μείζον σύμπλεγμα ιστοσυμβατότητας είναι η πιο πολυμορφική περιοχή των 

σπονδυλωτών, που έχει μελετηθεί μέχρι σήμερα,  και κωδικοποιεί για τα μόρια 

που παρουσιάζουν τα αντιγόνα που προέρχονται από το παθογόνο, στα T 

κύτταρα και προάγει την επίκτητη ανοσοαπόκριση. (Klein 1986). 

Το MHC είναι η πλέον πυκνή περιοχή του γονιδιώματος των θηλαστικών (Xie et 

al., 2003) και κωδικοποιεί ένα σύνολο από γονίδια που σχετίζονται με το 

ανοσοποιητικό σύστημα (Benacerraf, 1981, Snell, 1981) καθώς και γονίδια που δε 

σχετίζονται με αυτό (MHC Sequencing Consortium, 1999). Περιλαμβάνει μεγάλο 

αριθμό γονιδίων τα οποία μπορούν να χωριστούν με βάση τη λειτουργία τους σε 

τέσσερις κύριες κατηγορίες: 1) τα γονίδια τάξης Ι και ΙΙ που κωδικοποιούν τα 

αντιγονοπαρουσιαστικά μόρια, 2) τα γονίδια που συμμετέχουν στην 

επεξεργασία των αντιγόνων όπως το LMP και TAP, 3) τα γονίδια με 
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ανοσολογική λειτουργία που δε σχετίζονται όμως εξελικτικά και λειτουργικά με 

τα γονίδια τάξης Ι και ΙΙ (συστατικά του συμπληρώματος C4, C2 και παράγοντας 

Β), 4) γονίδια που δεν έχουν λειτουργική σχέση με την ανοσοαπάντηση 

(Kasahara, 1997).  

Το MHC των θηλαστικών χωρίζεται σε 3 τάξεις: περιοχές Ι, ΙΙ και ΙΙΙ. Η περιοχή 

τάξης Ι κωδικοποιεί τα πολυμορφικά, κλασικά γονίδια τάξης Ι (ή τάξης Ιa), δύο 

σειρές από μη κλασικά γονίδια τάξης Ι (ή τάξης Ιb) και άλλα γονίδια που δε 

σχετίζονται με το ανοσοποιητικό σύστημα (Flajnik & Kasahara, 2001). Η περιοχή 

τάξης ΙΙ περιέχει τα πολυμορφικά τάξης ΙΙ α και β γονίδια, όπως επίσης και 

γονίδια που κωδικοποιούν τη γ-ιντερφερόνη, επαγώγιμα συστατικά του 

πρωτεασώματος (LMP2 και LMP7) και μεταφορείς που σχετίζονται με την 

επεξεργασία των αντιγόνων (TAP1 και TAP2) που εμπλέκονται στην παραγωγή 

και μεταφορά των πεπτιδίων που προσδένονται στα μόρια τάξης Ιa, αντίστοιχα. 

Η αποκαλούμενη «εκτεταμένη περιοχή τάξης ΙΙ» περιλαμβάνει κυρίως γονίδια 

μη σχετιζόμενα με την ανοσοποίηση αλλά κωδικοποιεί την πρωτεΐνη που 

προσδένεται στην TAP (TAPBP) η οποία είναι απαραίτητη για τη βιοσύνθεση της 

τάξης Ιa, και την RXRB, ένα μεταγραφικό παράγοντα που ρυθμίζει την έκφραση 

της τάξης Ι. Η κεντρική περιοχή τάξης ΙΙΙ είναι η πιο πυκνή σε γονίδια και το πιο 

καλά συντηρημένο τμήμα του MHC στα θηλαστικά, με την παρουσία διαφόρων 

γονιδίων που εμπλέκονται στη φυσική/επίκτητη ανοσία όπως το συστατικό του 

συμπληρώματος C4 και τον παράγοντα Β (Βf), τον παράγοντα νέκρωσης όγκου 

(TNF), και την HSP70 (Flajnik & Kasahara, 2001). 

 

4.2.3 Δομή του Μείζονος Συμπλέγματος Ιστοσυμβατότητας 

 

Τα μόρια της τάξης Ι βρίσκονται στην επιφάνεια των περισσότερων κυττάρων. 

Είναι ετεροδιμερή και αποτελούνται από δύο συνδεδεμένες γλυκοπρωτεϊνικές 
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αλυσίδες. Η α αλυσίδα (45kDa) συνδέεται με μία πολύ μικρότερη αλυσίδα, την  

β2–μικροσφαιρίνη (β2Μ) (12kDa). Η αλυσίδα α εισέρχεται στην λιπιδική 

διπλοστοιβάδα της κυτταρικής επιφάνειας. Αποτελείται από 5 περιοχές, τρεις 

εξωκυτταρικά, τις α1, α2 και α3, που αποτελούνται από 100 αμινοξέα η καθεμία, 

μία διαμεμβρανική περιοχή και μία κυτταροπλασματική περιοχή. Η θέση 

σύνδεσης του αντιγόνου στο μόριο της Ια απαντάται στην περιοχή της 

αναδίπλωσης των περιοχών α1 και α2. Η β2Μ αποτελείται από μία εξωκυτταρική 

περιοχή, η οποία μάλλον προσδίδει την σταθερότητα της δομής του μορίου. 

(κτηνιατρική ανοσολογία). 

Τα μόρια του MHC ΙΙ παρουσιάζονται κυρίως στα αντιγονο-παρουσιαστικά 

κύτταρα (μακροφάγα/ μονοπύρηνα, δενδριτικά, Β λεμφοκύτταρα) και 

αποτελούνται από δύο μη ομοιοπολικά συνδεδεμένες αλυσίδες, τις α (31 έως 34 

kDa) και τις β (25 έως 29kDa). Κάθε αλυσίδα έχει δύο εξωκυτταρικές περιοχές, 

ένα συνδετικό πεπτίδιο, μία διαμεμβρανική περιοχή και μία 

κυτταροπλασματική περιοχή.  (κτηνιατρική ανοσολογία) 

Στο περιφερικό άκρο κάθε πρωτεΐνης MHC υπάρχει μία αύλακα, μέσα στην 

οποία ποικιλία καταλοίπων παρέχουν ενός βαθμού ειδικότητας για 

συγκεκριμένη περιοχή των πεπτιδίων που μπορούν να συνδεθούν (Peptide 

Binding Region-PBR). Τα πεπτίδια που ανακτώνται από τα μόρια της τάξης Ι 

έχουν συνήθως μήκος 8-9  αμινοξέα., ενώ τα πεπτίδια που συνδέονται στις 

πρωτεΐνες της τάξης ΙΙ κυμαίνονται από 13 έως 17 αμινοξέα. Το σύμπλεγμα 

πεπτιδίου- MHC αναγνωρίζεται, με πολύ μεγαλύτερου βαθμού ειδικότητα, από 

τον υποδοχέα TCR από τον κατάλληλο κλώνο των Τ κυττάρων. (Ferren J. 

Frank,1993) 

Τα πολυμορφικά αμινοξέα των μορίων τάξης Ι, δηλαδή τα αμινοξέα που 

διαφέρουν μεταξύ των μορίων MHC διαφορετικών ατόμων, εντοπίζονται στις 

περιοχές α1 και α2 της α αλυσίδας (Coico et al., 2003, Goldsby et al., 2003, Abbas & 
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Lichtman, 2004). Η περιοχή α3 είναι σταθερή και περιέχει τη θέση σύνδεσης για 

το συνυποδοχέα CD8 των Τ κυττάρων. Επομένως, τα CD8+ Τ κύτταρα μπορούν 

να απαντήσουν μόνο σε πεπτίδια που παρουσιάζονται από μόρια MHC τάξης Ι, 

από τα μόρια δηλαδή με τα οποία συνδέεται ο συνυποδοχέας CD8, αντίθετα οι 

λειτουργίες των μη κλασικών γονιδίων τάξης Ι είναι διάφορες (O’Callaghan & 

Bell, 1998, Williams et al.,, 2002). 

Το εξωκυτταρικό τμήμα φέρει περιοχές που μοιάζουν με την Ig, ενώ τα μόρια 

MHC τάξης ΙΙ είναι μέλη της υπεροικογένειας Ig. Η μη πολυμορφική περιοχή β2 

περιέχει τη θέση σύνδεσης του συνυποδοχέα CD4 των Τ κυττάρων. Επειδή το 

CD4 συνδέεται με τα μόρια MHC τάξης ΙΙ, τα CD4+ Τ κύτταρα απαντούν μόνο σε 

πεπτίδια που παρουσιάζονται από μόρια MHC τάξης ΙΙ (Villadangos, 2001). 

Τέλος, είναι σημαντικό να αναφερθεί ότι τα πεπτίδια που συνδέονται σε 

διαφορετικά μόρια MHC τάξης ΙΙ επιδεικνύουν μοτίβα, και συνήθως τα 

αντιγονικά πεπτίδια είναι πιο μεγάλα και πολυμορφικά από αυτά που 

συνδέονται στα μόρια MHC τάξης Ι. Έτσι, το μοτίβο παρατηρείται στην κεντρική 

περιοχή του πεπτιδίου, την περιοχή που ταιριάζει μέσα στην αύλακα πρόσδεσης 

του MHC τάξης ΙΙ (Coico et al., 2003, Goldsby et al., 2003, Abbas & Lichtman, 2004). 

 

4.2.4 Η λειτουργία του Μείζονος Συμπλέγματος 

Ιστοσυμβατότητας 

 

Τα πιο αποτελεσματικά αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα είναι τα δενδρικά 

κύτταρα, πλούσια σε τάξης ΙΙ MHC. Αντίθετα με τα δενδρικά κύτταρα, τα 

μακροφάγα είναι φαγοκυτταρικά, εκφράζουν λίγες τάξης II MHC πρωτεΐνες 

όταν βρίσκονται σε αδράνεια, αλλά διεγείρονται ώστε να αυξηθούν οι πρωτεΐνες 

μόλις ενεργοποιηθούν. 

Εφόσον η λειτουργία των μορίων του MHC είναι η παρουσίαση των αντιγόνων 

στα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος, τα γονίδια MHC ρυθμίζουν τις 
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ανοσολογικές αποκρίσεις. Ένα ξένο μόριο που δεν μπορεί να συνδεθεί σε μία 

αύλακα ενός τουλάχιστον μορίου MHC δεν θα διεγείρει την επίκτητη ανοσία,  

συνεπώς  τα αλληλόμορφα του MHC καθορίζουν την ευαισθησία σε νοσήματα, 

στα οποία οι ανοσολογικές αποκρίσεις διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο.  

Κάθε ζώο έχει μόνο ένα συγκεκριμένο αριθμό αλληλομόρφων MHC, και τα 

αντιγονικά πεπτίδια συνδέονται σε ορισμένα μόρια MHC. Εάν το σύμπλοκο 

πεπτιδίου –MHC είναι απαραίτητο για την πρόκληση ανοσολογικής απόκρισης 

σε μία σοβαρή ιΐκή μόλυνση, τα άτομα που έχουν τις κατάλληλες MHC 

πρωτεΐνες θα είναι γενετικά πιο ανθεκτικά σ’ αυτήν την ασθένεια. Μία 

επιπλέον αιτία που αυξάνει την ανθεκτικότητα βρίσκεται στην πιθανή απώλεια 

των λεμφοκυττάρων που φέρουν τους κατάλληλους υποδοχείς για ένα 

συγκεκριμένο σύμπλοκο MHC – πεπτιδίου. (Ferren J. Frank,1993) 

Τα ετερόζυγα ως προς το MHC ζώα πλεονεκτούν επειδή μπορούν να 

ανταποκριθούν σε περισσότερα αντιγόνα και , επομένως, είναι σε θέση να 

επιβιώνουν σε λοιμώξεις. Η περιοχή σύνδεσης του αντιγόνου στα μόρια του 

MHC τάξης Ia και II είναι επίσης μη ειδική (ή εκφυλισμένη) και υπολογίζεται ότι 

ένα μόριο MHC μπορεί να συνδεθεί με περίπου 2500 διαφορετικά πεπτίδια.   

Γενικά, στην υπεροχή του ετεροζυγώτη, τα ετερόζυγα άτομα είναι καλύτερα 

προσαρμοσμένα από τα ομόζυγα. Έτσι, τα σπάνια αλληλόμορφα ευνοούνται 

από την αυξημένη αντιπροσώπευσή τους στα ετερόζυγα άτομα. Αυτό το είδος 

επιλογής θεωρήθηκε ότι συμβάλλει στη διατήρηση του αλληλομορφικού 

πολυμορφισμού στο MHC. Επειδή τα πολυμορφικά αμινοξέα καθορίζουν ποια 

πεπτίδια θα παρουσιαστούν από κάθε μόριο MHC, η ύπαρξη πολλαπλών 

αλληλομόρφων εξασφαλίζει ότι τουλάχιστον κάποιο μέλος του πληθυσμού θα 

μπορεί να παρουσιάσει πρακτικά οποιοδήποτε αντιγόνο μικροοργανισμού. Έχει 

διατυπωθεί η υπόθεση ότι ο πολυμορφισμός έχει δημιουργηθεί εξελικτικά για 

να εξασφαλιστεί ότι ο πληθυσμός δε θα υποκύψει σε ένα νέο μικροοργανισμό ή 
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σε ένα παλαιό μικροοργανισμό που έχει μεταλλαχθεί, γιατί τουλάχιστον 

κάποια άτομα θα είναι ικανά να εγείρουν αποτελεσματικές ανοσοαπαντήσεις 

κατά οποιουδήποτε πεπτιδίου (Doherty & Zinkernagel, 1975). 

Ένα χαρακτηριστικό του MHC είναι η απουσία ενός «αγρίου τύπου». Αυτό 

παρατηρείται για κάθε χωριστό γονίδιο, όπου πολλαπλά αλληλόμορφα είναι 

παρόντα σε οποιαδήποτε συχνότητα και πιο εκτεταμένα στο επίπεδο των 

απλοτύπων και στους κατά ζεύγη συνδυασμούς τους για να σχηματίσουν τους 

φαινοτύπους (Parham, 1999). Αυτές οι ιδιότητες συνεισφέρουν στο ότι τα γονίδια 

του MHC είναι ένα από τα λίγα συστήματα των θηλαστικών όπου μπορεί η 

Δαρβινική φυσική επιλογή να είναι ευαπόδεικτη (Yeager & Hughes, 1999). 

Συγκεκριμένα, οι τόποι του MHC παρουσιάζουν ένα πολύ μεγάλο βαθμό 

πολυμορφισμού που κανένας άλλος τόπος ο οποίος κωδικοποιεί πρωτεΐνες στο 

γονιδίωμα των θηλαστικών δεν τον παρουσιάζει (Nei & Hughes, 1991a). Για το 

λόγο αυτό, το MHC έγινε ένα από τα καλύτερα μελετημένα γενετικά 

συστήματα στα γναθοστόματα που παρέχει ενδείξεις για τη μακροπρόθεσμη 

δράση της φυσικής επιλογής . 

 

 

4.2.5 Το Μείζον Σύμπλεγμα Ιστοσυμβατότητας του 

Αγριόχοιρου 

 

Το Sus scrofa (πίνακας 1) εμφανίζει την ευρύτερη γεωγραφική κατανομή, σε 

σχέση με τα άλλα μέλη της οικογένειας των χοίρων. Έχουν συνολικό μήκος 

900mm έως 1800mm και το βάρος τους ποικίλλει από 50 έως 350 κιλά. Η περίοδος 

του ζευγαρώματος είναι συχνά βίαιη καθώς τα αρσενικά μάχονται για την 

πρόσβαση στα θηλυκά. Το σύστημα ζευγαρώματος είναι πολύγυνο 

(polygynous). Σε εύκρατα κλίματα τα θηλυκά γεννούν ένα νεογνό την άνοιξη. 

Τόσο τα αρσενικά όσο και τα θηλυκά γίνονται αναπαραγωγικά ώριμα μέσα σε 
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οκτώ έως 10 μήνες, αν και τα θηλυκά δε ζευγαρώνουν μέχρι τους 18 μήνες και 

τα αρσενικά δεν έχουν το επιθυμητό μέγεθος για μάχη μέχρι τα πέντε έτη 

(Hopf, 1979, Nowak, 1991). Τα θηλυκά είναι πολύ προστατευτικά με τα μικρά 

τους, αν και μόνο τα μισά θα ωριμάσουν καθώς συνήθως γίνονται λεία 

θηρευτών ή αναπτύσσουν ασθένειες (Nowak, 1991). Ο αγριόχοιρος στην Ευρώπη 

συχνά βρίσκεται σε μεγάλες αγέλες μέχρι 100 άτομα, αν και ο πιο 

αντιπροσωπευτικός αριθμός είναι το 20. Οι αγέλες σχηματίζονται από τα 

θηλυκά και τα μικρά τους, και μπορεί να μετακινούνται μαζί σε μεγάλο εύρος 

αλλά δε μεταναστεύουν. Όταν τα αρσενικά ωριμάσουν αφήνουν την αγέλη και 

ζουν μόνα τους. Οι αγριόχοιροι είναι κατά κανόνα νυχτόβια ζώα (Hopf, 1979, 

vanLoon, 1979, Nowak, 1991). Ο πρωταρχικός θηρευτής των ώριμων αγριόχοιρων 

είναι ο άνθρωπος ενώ άλλοι θηρευτές τους είναι οι αρκούδες και οι αγριόγατες 

ενώ οι χοίροι είναι εξαιρετικά επιθετικοί και ατίθασοι όταν νιώθουν ότι 

απειλούνται. Οι εισαχθέντες ημιάγριοι (feral) πληθυσμοί του S. scrofa είναι 

υπεύθυνοι για περιβαλλοντικές καταστροφές παγκοσμίως ενώ προκαλούν ή 

φέρουν ασθένειες των οικόσιτων ζώων. Το S. scrofa δεν είναι γενικά απειλούμενο 

αν και πληθυσμοί αγριόχοιρων είχαν αφανιστεί εξαιτίας της θήρευσής τους. 

Υπάρχουν ακόμη αρκετοί πληθυσμοί φυλών του εξημερωμένου χοίρου οι οποίοι 

κινδυνεύουν με εξαφάνιση και είναι ο στόχος προσπαθειών για συντήρηση 

(Porter, 1993, Nowak, 1991). 

Αρχικά, υπήρχαν στην Ευρώπη, την Ασία, τη Βόρεια Αφρική και το Αρχιπέλαγος 

Μαλάι ενώ υπήρχαν και νησιωτικοί πληθυσμοί, στη Βρετανία, την Κορσική, τη 

Σαρδηνία, την Ιαπωνία, τη Σρι Λάνκα και άλλα μικρότερα νησιά. Στη συνέχεια 

εισήχθη σε όλο τον κόσμο και πλέον μπορεί να βρεθεί παντού (Hopf, 1979, 

Storer, 1992, Nowak, 1991). Ο ευρωπαϊκός αγριόχοιρος έχει υποστεί τοπικές 

εξαφανίσεις και μετεγκαταστάσεις στο παρελθόν, ενώ πλέον επεκτείνεται 

ανησυχητικά και ευρέως σε κάποιες περιοχές, όπου απαιτούνται προγράμματα 

διαχείρισης. Ο αγριόχοιρος ήταν σημαντικό θήραμα για τους κυνηγούς από 
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πολύ παλιά, σε όλη την περιοχή της Ευρασίας, μέχρι που εξημερώθηκε. Μία 

εκτεταμένη ζωοαρχαιολογική μελέτη θεωρεί ότι οι χοίροι εξημερωθήκανε 

περίπου πριν από 9.000 χρόνια στην Εγγύς Ανατολή, ενώ νεότερα μοριακά και 

αρχαιολογικά στοιχεία υποδεικνύουν μία δεύτερη, ανεξάρτητη εξημέρωση στην 

Άπω Ανατολή. (Larson G.) Παρόλο που έχει προταθεί η άποψη ότι οι αγριόχοιροι 

υπέστησαν ανεξάρτητη εξημέρωση στην Ευρώπη, άλλοι υποστηρίζουν ότι όπως 

τα βοοειδή και τα πρόβατα, έτσι και οι χοίροι προέρχονται από το γενετικό 

απόθεμα της Εγγύς Ανατολής που μεταφέρθηκαν στην Ευρώπη από τους 

Νεολιθικούς αγρότες. (Larson G.)  Tελευταίες έρευνες έχουν δείξει ότι υπήρχαν 

πολλά κέντρα εξημέρωσης των χοίρων σε όλη την Ευρασία (Larson G.)  και ότι η 

εξημέρωσή τους δεν επηρεάζει τον πολυμορφισμό του MHC II (Moutou K. , 2013) 

 

Πίνακας 1: Συστηματική κατάταξη του είδους Sus scrofa  (από      

http://animaldiversity.ummz.umich.edu) 

 

Βασίλειο  Ζώων 

Φύλο  Χορδωτά 

Υπόφυλο Σπονδυλωτά 

Κλάση  Θηλαστικά 

Τάξη Αρτιοδάκτυλα 

Οικογένεια  Suidae 

Γένος  Sus 

Είδος scrofa 

 

Στον χοίρο, το σύμπλεγμα MHC (SLA, Swine Leucocyte Antigen) απαντάται στο 

χρωμόσωμα 7 και διαιρείται από το κεντρομερίδιο. Οι περιοχές της τάξης Ι και ΙΙΙ 

απαντώνται στον κοντό βραχίονα και η περιοχή της τάξης ΙΙ στον μακρύ 

βραχίονα του μορίου MHC. Το MHC των χοίρων είναι το μικρότερο μεταξύ 

αυτών των θηλαστικών που έχουν μελετηθεί (περίπου 2 mb). Έχουν 
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προσδιοριστεί πάνω από 150 τόποι σε όλη την έκταση του SLA και εκτιμάται ότι 

τουλάχιστον 121 γονίδια είναι λειτουργικά. (Renard et al, 2006) Ο αριθμός των 

εκφρασμένων γονιδίων ποικίλει μεταξύ των απλοτύπων. Από τα γονίδια της 

τάξης ΙΙ, μερικά κωδικοποιούν DR και DQ ετεροδιμερή, ενώ δεν υπάρχουν 

προϊόντα του DP. 

Το γονίδιο MHC Ι αποτελείται από 8 εξώνια. Το εξώνιο 1 κωδικοποιεί την κύρια 

αλληλουχία, τα εξώνια 2 -4 κωδικοποιούν τους τόπους (domains) α1, α2 και α3 

αντίστοιχα, το εξώνιο 5 την διαμεμβρανική περιοχή και τα εξώνια 6 – 8  τον 

κυτταροπλασματικό τόπο. 

Τα γονίδια DRA και DQA της τάξης ΙΙ αποτελούνται από 4 εξώνια, από τα οποία 

το 1 κωδικοποιεί την κύρια αλληλουχία, τα εξώνια 2 και 3 τους τομείς α1 και α2, 

αντίστοιχα και το εξώνιο 4 τον διαμεμβρανικό και κυτταροπλασματικό τομέα. 

Τα γονίδια της τάξης ΙΙ της αλυσίδας β έχουν ουσιαστικά την ίδια μοριακή δομή 

με των γονιδίων της  α αλυσίδας, εκτός του ότι τα γονίδια DQB1 και DRB1 έχουν 

1 και 2 επιπλέον εξώνια, αντίστοιχα, που κωδικοποιούν το κυτταροπλασματικό 

τομέα. 

Δεν αποκλείεται να υπάρχει ποικιλομορφία στον αριθμό αντιγράφων των 

γονιδίων στους απλοτύπους όπως αναφέρεται και στην περίπτωση της HLA 

περιοχής τάξης ΙΙ (Ando & Chardon, 2006) και στην περίπτωση της περιοχής 

DRB1 (Barbisan F., 2009). Στην υποπεριοχή DR υπάρχουν τέσσερα ψευδογονίδια 

SLA-DRB και στην υποπεριοχή DQ ένα ψευδογονίδιο DQB. Τα γονίδια τάξης ΙΙ 

είναι είτε μονομορφικά, όπως το DRA, είτε ολιγομορφικά όπως το DQA είτε 

φέρουν αξιόλογο πολυμορφισμό όπως το DRB1 και το DQB (Chardon et al., 2000).  

Για το SLA-DQA μέχρι στιγμής έχει καταγραφεί μέτριος πολυμορφισμός ενώ το 

SLA-DRB1 είναι το πιο πολυμορφικό γονίδιο του SLA-MHC (Chardon et al., 1999, 

Ando & Chardon, 2006). Στις περισσότερες περιπτώσεις ο περιορισμένος 

πολυμορφισμός στο MHC ερμηνεύεται ως το αποτέλεσμα μιας στενωπού του 
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πληθυσμού (Axtner & Sommer, 2007). Είναι παραδεκτό, ότι στους μικρούς 

πληθυσμούς και στα απειλούμενα είδη παρατηρούνται χαμηλότερα επίπεδα 

γενετικού πολυμορφισμού και η θνησιμότητα από παθογόνα και παράσιτα 

μπορεί να είναι μια σημαντική απειλή (Hedrick et al., 2000).  Μια τέτοια εξήγηση 

φαίνεται να ταιριάζει με την εξελικτική ιστορία του αγριόχοιρου. Ο ευρωπαϊκός 

αγριόχοιρος είναι ένα σημαντικό θήραμα το οποίο έχει υποστεί στο παρελθόν 

μετεγκαταστάσεις και τοπικούς αφανισμούς  εξαιτίας της αδιάκριτης θήρευσης 

που κατέληξε σε μεγάλη δημογραφική μείωση (Vernesi et al., 2003, Scandura et al., 

2008). 
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5 ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 

 

5.1 ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ 

 

Σκοπός αυτής της διπλωματικής εργασίας είναι η διερεύνηση πιθανής συσχέτισης 

της παρουσίας του ιού της ηπατίτιδας Ε (HEV) στους αγριόχοιρους στην Ελλάδα και 

του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας της τάξης ΙΙ (MHC II). 

 

 

5.2   ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

   

5.2.1 Βιολογικό υλικό 

 

Συλλέχθηκαν 23 δείγματα αγριόχοιρων κατά τη διάρκεια της τριών 

κυνηγετικών περιόδων (μέσα Σεπτεμβρίου έως αρχές Ιανουαρίου, 2005-2008) 

από διάφορες κυνηγετικές οργανώσεις στην Ελλάδα. Οι μυϊκοί και ηπατικοί 

ιστοί διατηρήθηκαν σε απόλυτη αιθανόλη στους -20oC για περαιτέρω 

ανάλυση. Τα δείγματα αυτά αντιστοιχούν σε διάφορες περιοχές της Ελλάδας 

(Πίνακας 9).  
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5.2.2 Απομόνωση RNA 

 

5.2.2.1 Απομόνωση ολικού RNA 

 

Μετά την απόψυξη των δειγμάτων ήπατος πραγματοποιήθηκε εκχύλιση του 

ολικού RNA, από ομογενοποιήματα ιστών βάρους 30mg, με τη χρήση του QIAamp 

Viral RNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany).  

 

5.2.2.2 Επιλογή του RNA στόχου 

 

Η επιλογή του επιθυμητού τμήματος RNA έγινε με σκοπό την ανίχνευση του ιού 

της ηπατίτιδας Ε. Για το λόγο αυτό χρησιμοποιήθηκε ένα ζεύγος εκκινητών (Πιν. 2) 

για τον πολλαπλασιασμό ενός τμήματος του γονιδιώματος της ηπατίτιδας Ε, 196 

ζευγών βάσεων το οποίο είναι μέρος του γονιδίου που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη 

ORF2. 

  

 

Πίνακας 1: Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την αντίδραση της RT-PCR  

ΕΚΚΙΝΗΤΕΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ ΓΟΝΙΔΙΑΚΗ 

ΘΕΣΗ* 

ΜΕΓΕΘΟΣ 

ΠΡΟΙΟΝΤΟΣ 

ΕΝΊΣΧΥΣΗΣ 

ORF2-S1 5΄-GACAGAATTRATTTCGTCGGCTGG-3΄ 6298-6321 

196 bp 
ORF2-a1 5΄-AGCATGTCTTCYGTBGTCATCCAYT-3΄ 6494-6470 

*Γονιδιακή θέση για το στέλεχος Burmese (M73298) 
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Στόχος ήταν ο εντοπισμός του συμπληρωματικού DNA του συγκεκριμένου 

τμήματος RNA.     

 

 

5.2.2.3 Εφαρμογή  της μεθόδου αντίστροφης μεταγραφάσης- 

αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης σε ένα βήμα 

 

 

Η μεταγραφή του RNA σε συμπληρωματικό DNA και ακολούθως η αλυσιδωτή 

αντίδραση της πολυμεράσης πραγματοποιήθηκαν με τη χρήση του QIAGEN 

OneStep RT-PCR Kit (Qiagen GmbH). Συγκεκριμένα για κάθε μίγμα αντίδρασης 

χρειάστηκαν (Πιν. 3): 

α) Απομονωθέν RNA 

β) Ειδικό ρυθμιστικό διάλυμα  τελικής συγκέντρωσης 2,5 mM MgCl2 

γ) Ελεύθερα τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια κάθε αζωτούχου βάσεως 

(dNTPs) 

δ) Ανασυνδυασμένη RNasin-αναστολέας ριβονουκλεασών (Promega, Madison, WI) 

ε) Εκκινητής ORF2-S1 

στ) Ανίστροφος εκκινητής ORF2-a1 

ζ) Εnzyme mix 

η) DEPC-treated water 

Ο συνολικός όγκος της κάθε αντίδρασης ήταν 25 μL. 
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Πίνακας 3: Αντιδραστήρια και ποσότητες αυτών, που χρησιμοποιήθηκαν κατά την εκτέλεση της RT-

PCR. 

 

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ ΟΓΚΟΣ - ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ 

RNA 2,5 μL 

5Χ ρυθμιστικό διάλυμα (2,5 mM MgCl2) 5μL 

dNTPs 0,4 mM 

recombinant RNasin 10 U 

Εκκινητής ORF2-S1 20 pmole 

Ανίστροφος εκκινητής ORF2-a1 20 pmole 

Εnzyme mix 1 μL 

DEPC-treated water 14,6 μL 

 

 

Για την μεταγραφή του RNA σε συμπληρωματικό DNA και τον επακόλουθο 

πολλαπλασιασμό της αλληλουχίας στόχου ακολουθήθηκαν οι παρακάτω 

συνθήκες:  

α) Αντίστροφη μεταγραφή του RNA σε θερμοκρασία 50 οC για 30 λεπτά 

β)  Αρχική αποδιάταξη του σχηματισθέντος DNA σε θερμοκρασία 95 οC για 15 

λεπτά 

γ) Θερμική αποδιάταξη του σχηματισθέντος DNA σε θερμοκρασία  94 οC για 1 

λεπτό  

δ) Υβριδισμός των εκκινητών σε θερμοκρασία 55 οC για 90 δευτερόλεπτα 

ε) Πολυμερισμός του DNA σε θερμοκρασία 72 οC για ένα λεπτό 

Ο κύκλος που αναφέρεται στα τρία τελευταία στάδια επαναλήφθηκε διαδοχικά 40 

φορές. 

Η όλη διαδικασία ολοκληρώθηκε με την παραμονή του μίγματος αντίδρασης για 10 

λεπτά στους 72 οC με σκοπό την τελική επιμήκυνση του DNA. 
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Στη συνέχεια, μετά το τέλος της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης, 

ακολούθησε ηλεκτροφόρηση ποσότητας 18 μL προϊόντος PCR στο οποίο 

προστέθηκε 2 μL χρωστικής (bromophenol blue). Η ηλεκτροφόρηση 

πραγματοποιήθηκε σε σταθερή τάση 120 Volt για 30 λεπτά. Για την ηλεκτροφόρηση 

χρησιμοποιήθηκε γέλη αγαρόζης 2% στην οποία προστέθηκε  0,05‰ βρωμιούχο 

εθίδιο (7,5 μL/100ml). 

H αντίδραση της OneStep RT-PCR πραγματοποιήθηκε σε θερμοκυκλοποιητή DNA 

Engine της BioRad. 

Για την εγκυρότητα των αποτελεσμάτων της PCR και τη σαφέστερη απεικόνιση και 

κατανόηση τους, χρησιμοποιήθηκε γνωστό θετικό και αρνητικό δείγμα και δείκτης 

μοριακών βαρών (100 bp DNA ladder). 

Ως θετικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε ήπαρ από θετικό αγριόχοιρο το οποίο μας 

στάλθηκε από το Dipartimento di Patologia e Sanità Animale, Facoltà di Medicina 

Veterinaria, Università degli Studi di Napoli "Federico II". 

Ως αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε απεσταγμένο, αποστειρωμένο νερό. Η 

επεξεργασία του αρνητικού μάρτυρα ήταν ακριβώς η ίδια όπως για τα κλινικά 

δείγματα.  

Τέλος, μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης, η πηκτή τοποθετήθηκε σε ειδικό 

μηχάνημα υπεριώδους ακτινιβολίας προκειμένου να γίνουν ορατές οι ζώνες του 

DNA.  
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5.2.3       Απομόνωση DNA 

 

 

 

5.2.3.1 Αντιδραστήρια 

Acetic Acid 

Acrylamide 

Agarose 

Bis-Acrylamide 

Ammonium persulfate 

2-propanol 

Bromophenol Blue 

Boric acid 

Xylene Cyanol 

Chloroform 

NaCl 

SDS 

dNTPs 

EDTA 

Ethidium bromide 

EtOH 

Proteinase K 

Glycerol 

HCl 37% 

Formamide 

NaOH 

Formaldehyde 

MgCl2 x 6H2O 

NaBH4 

Phenol 

Potassium Acetate 

TEMED 

Tris Base 

AgNO3 

100bp Ladder 
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ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΕΣ DNA 

Taq (Bioline) 

 

 

5.2.4 Απομόνωση του DNA 

 

Στην παρούσα μελέτη απομονώθηκε DNA σύμφωνα με το πρωτόκολλο του 

Budowle, (1990), με κατάλληλες τροποποιήσεις. Τα διαλύματα που 

χρησιμοποιήθηκαν είναι τα εξής : 

 

CH3COONa 0,5M (200ml) 

 8,20 gr CH3COONa 

 ddH2O  μέχρι τα 200 ml 

 

Sodium Dodecyl Sulphate  5% (SDS) 

 5 gr SDS  

 ddH2O μέχρι τα 200 ml 

 

 

Για κάθε απομόνωση χρησιμοποιούνται 50-100 mg ιστού και ακολουθήθηκαν οι 

εξής πειραματικές διαδικασίες : 

1. Τοποθετούμε τον ιστό αρκετά τεμαχισμένο σε σωλήνα eppendorf του 1,5ml και 

προσθέτουμε 0,5ml CH3COONa 0,5M, 20μl SDS 5% και 10 μl πρωτεϊνάση Κ 

10mg/ml.  

2. Επωάζουμε τα δείγματα στους 55ο C για μια ώρα. 

3. Μετά την επώαση, προσθέτουμε 0,5ml φαινόλη και 0,5ml 

χλωροφόρμιο/ισοαμυλική αλκοόλη (24:1). Αναδεύουμε έντονα τα δείγματα.  

4. Φυγοκεντρούμε στις 13000 rpm για 10 λεπτά 
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5. Μεταφέρουμε την επάνω υδατική φάση σε νέο σωλήνα eppendorf και 

προσθέτουμε 0,5ml φαινόλη και 0,5ml χλωροφόρμιο/ισοαμυλική αλκοόλη. 

Αναδεύουμε έντονα.  

6. Φυγοκεντρούμε στις 13000 rpm για 10 λεπτά. 

7. Μεταφέρουμε την επάνω υδατική φάση σε νέο σωλήνα eppendorf. 

8. Προσθέτουμε 1ml χλωροφορμίο/ισοαμυλική αλκοόλη. 

9. Φυγοκεντρούμε στις 13000 rpm για 10 λεπτά. 

10. Μεταφέρουμε την επάνω υδατική φάση σε νέο σωλήνα eppendorf. 

11. Προσθέτουμε 1ml παγωμένη ισοπροπανόλη, αναδεύουμε ήπια. 

12. Τοποθετούμε τα δείγματα στους -20ο C για 20 λεπτά. 

13. Φυγοκεντρούμε στις 13000 rpm για 20 λεπτά.  

14. Απομακρύνουμε το υπερκείμενο, προσπαθώντας να διατηρήσουμε ανέπαφο 

το ίζημα που εμφανίζεται. 

15. Προσθέτουμε 1ml αλκοόλη 70%, αναδεύουμε ήπια. 

16. Φυγοκεντρούμε στις 13000rpm για 10 λεπτά. 

17. Απομακρύνουμε το υπερκείμενο, διατηρώντας ανέπαφο το ίζημα. 

18. Τοποθετούμε τα δείγματα στους 37ο C, ώστε να ξηρανθεί το ίζημα από τυχόν 

υπολείμματα διαλυμάτων. 

19. Επαναδιαλύουμε το ίζημα σε 100μl ddH2O και τοποθετούμε τα δείγματα είτε 

στο ψυγείο (4ο C) είτε στην κατάψυξη (-20ο C).  

 

Μετά το βήμα 11, υπάρχει πιθανότητα να εμφανιστούν ινίδια DNA, τα οποία 

μπορούμε να τα συλλέξουμε με τη βοήθεια μιας λαβίδας και να συνεχίσουμε τη 

διαδικασία από το βήμα 15.  

Το διάλυμα οξικού νατρίου χρησιμοποιείται για την λύση των κυττάρων 

ρυθμίζοντας την ωσμωτική πίεση του κυττάρου προκαλώντας διάσπαση των 

κυτταρικών μεμβρανών και ομογενοποίηση του ιστού. Το SDS είναι ένα ιονικό 

απορρυπαντικό και συμβάλλει στη διάσπαση της πυρηνικής μεμβράνης καθώς 

επίσης αποδιατάσσει τις πρωτεΐνες, προστατεύοντας έτσι το DNA από τις 

νουκλεάσες. Η proteinase Κ προκαλεί την αποικοδόμηση των πρωτεϊνών, καθώς 

επίσης και αυτή προστατεύει το DNA από τη δράση νουκλεασών. Η φαινόλη 

χρησιμοποιείται για την αποδιάταξη των πρωτεϊνών και τον διαχωρισμό λιπιδίων, 
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πρωτεϊνών και νουκλεϊκών οξέων. Το διάλυμα φαινόλης που χρησιμοποιείται είναι 

εξισορροπημένο σε pH>7 ώστε το DNA να κατανέμεται στην επάνω υδάτινη φάση. 

Η προσθήκη του χλωροφορμίου έχει ως σκοπό τον καλύτερο διαχωρισμό των 

φάσεων λόγω μεγάλης πυκνότητας. Συμβάλλει επίσης στη μετουσίωση των 

πρωτεϊνών και στην απομάκρυνση της διαλυμένης φαινόλης από την υδάτινη 

φάση. Η ισοαμυλική αλκοόλη σταθεροποιεί το χλωροφόρμιο. Η κατακρήμνιση του 

DNA με ισοπροπανόλη και η ακόλουθη πλύση του με αιθανόλη 70% βασίζεται στο 

γεγονός ότι το DNA είναι αδιάλυτο στους συγκεκριμένους οργανικούς διαλύτες. 

 

 

5.2.4.1 Προσδιορισμός συνολικής ποσότητας DNA ανά δείγμα  

 

Μετά το πέρας της απομόνωσης του DNA ελέγχεται ποιοτικά και ποσοτικά είτε με 

φωτομέτρηση είτε με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1% w/v.  

Η φωτομέτρηση πραγματοποιείται μετά από αραίωση 1μl διαλύματος DNA σε 49μl 

ddH2O. Οι τιμές της απορρόφησης στα 260nm ανάγονται σε συγκέντρωση DNA η 

οποία ενδείκνυται να είναι πάνω από 150ng/μl. Ο λόγος της τιμής της απορρόφησης 

στα 260nm προς την αντίστοιχη τιμή στα 280nm είναι ένας δείκτης καθαρότητας 

του DNA που αναμένεται να έχει τιμή περίπου 2 σε κατάλληλα για χρήση 

δείγματα. 

Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης θα περιγραφεί παρακάτω.  

 

 

5.2.4.2 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR)   

 

Για την ενίσχυση του εξωνίου 2 του γονιδίου DRB1 και του εξωνίου 2 του γονιδίου 

DQA πραγματοποιήθηκε αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης. Για την PCR 

χρησιμοποιήθηκαν οι εξής εκκινητές  (Πίνακας 4):  
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Πίνακας 4: Μέγεθος προϊόντος PCR (με τους εκκινητές) και ακολουθία των εκκινητών 

που χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση των γονιδίων του MHC στα Sus Scrofa  

Όνομα 

είδους 

Όνομα 

εκκινητή 
Περιοχή 

Μέγεθος 

προϊόντος 

PCR (bp) 

Ακολουθία εκκινητών 

S
u

s 
sc

ro
fa

 

DRB1.Fw DRB1 (εξώνιο 2) 
240 

5΄CGACCATGTTGCCTCCTATG 3΄ 

DRB1.Rv DRB1 (εξώνιο 2) 5΄GGCACCAGGAATGTATCCAA 3΄ 

DQA.Fw DQA (εξώνιο 2) 

230 
5΄CGACCATGTTGCCTCCTATG 3΄ 

DQA.Rv DQA (εξώνιο 2) 5΄TGTTGGAGCGTTTAGTCACG 3΄ 

 

 

Πίνακας 5: Βέλτιστες συνθήκες ενίσχυσης των υπό μελέτη γονιδίων του MHC τάξης II 

στο είδος Sus scrofa  

Συστατικά 
Ενισχυμένα 

τμήματα 

 DRB 

(Sus scrofa) 

DQA 

(Sus scrofa) 

Ρυθμιστικό 

διάλυμα  
1x 1x 

MgCl2  2mM 2mM 

dNTPs 0,8mM 0,8mM 

Εκκινητές 1 pmole 1 pmole 

Πολυμεράση 1 unit 1 unit 

Μητρικό DNA 300ng 300ng 
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Πίνακας 6: Συνθήκες που χρησιμοποιήθηκαν στον κυκλοποιητή για την ενίσχυση 

των γονιδίων MHC τάξης ΙΙ στο είδος Sus scrofa 

DRB1 DQA 

 95oC – 4 min  95oC – 4 min 

35 κύκλοι 

95oC – 40 sec  

35 κύκλοι 

95oC – 40 sec  

57oC – 50 sec 58oC – 50 sec 

72oC – 40 sec 72oC – 40 sec 

 72oC – 10 min  72oC – 10 min 

 

 

Πίνακας 7: Σύσταση πηκτής και ηλεκτροφορητικές συνθήκες για κάθε γονίδιο που 

μελετήθηκε στα είδη Lepus europaeus και Sus scrofa  

 
DRB1 

(Sus scrofa) 

DQA 

(Sus scrofa) 

Σύσταση 

πηκτής 
10%w/v 10%w/v 

Θερμοκρασία 
Θερμοκρασία 

δωματίου 
4 oC 

Τάση ηλ. 

πεδίου 
200 V 180 V 

 

. 
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5.2.4.3 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 

 

Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης χρησιμοποιείται για το διαχωρισμό 

τμημάτων DNA ανάλογα με το μέγεθος τους.  Το μέγεθος των τμημάτων εκτιμάται 

με βάση κάποιο μάρτυρα μοριακών μεγεθών τμημάτων DNA (ladder). Τα 

διαλύματα που χρησιμοποιούνται για την τεχνική αυτή είναι τα εξής: 

 

TAE 50x (500ml) 

Tris Base 121gr 

Acetic Acid 28,5ml 

EDTA 0,5M 50ml 

ddH2O έως τα 500ml 

 

Loading buffer 6x (10ml)  

Bromophenol blue 1ml 1% w/v 

TBE 20x 0,5ml  

 Glycerol 5ml 

ddH2O  έως τα 10ml 

 

Αρχικά παρασκευάζουμε διάλυμα ΤΑΕ 1x αραιώνοντας το διάλυμα stock 50x (20ml 

σε τελικό όγκο 1lt). Για την προετοιμασία της πηκτής διαλύουμε 0,6gr αγαρόζης σε 

35ml TAE 1x (τελική συγκέντρωση 2% w/v) με θέρμανση και προσθέτουμε 3μl 

βρωμιούχου αιθιδίου (EtBr 10mg/ml). Η συγκέντρωση της πηκτής αγαρόζης 

διαφοροποιείται ανάλογα με το μέγεθος των τμημάτων DNA που πρέπει να 

διαχωριστούν. Το βρωμιούχο αιθίδιο προστίθεται για να είναι εμφανείς οι ζώνες 

του DNΑ κατά την παρατήρηση της πηκτής υπό  υπεριώδες φως. Η πηκτή 

τοποθετείται σε ειδικό καλούπι όπου και πολυμερίζεται. Για την ηλεκτροφόρηση 
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των δειγμάτων απαιτείται η προσθήκη loading buffer σε αυτά. Σε 5μl PCR 

προϊόντος προστίθενται 3μl loading buffer.  

Μαζί με τα δείγματα ηλεκτροφορείται και ένας μάρτυρας μεγέθους τμημάτων 

DNA. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται στα 100 volts και ακολουθεί 

παρατήρηση της πηκτής  σε λάμπα υπεριώδους φωτός. 

Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης πραγματοποιείται για την ποσοτικοποίηση 

και τον έλεγχο της ποιότητας των προϊόντων PCR που χρησιμοποιούνται σε 

περαιτέρω πειράματα για την ανάλυση των πολυμορφισμών.  

 

 

5.2.4.4 Ανάλυση πολυμορφισμού διαμόρφωσης μονόκλωνης 

αλυσίδας (Single Strand Conformation Polymorphism) 

 

Η ανάλυση SSCP βασίζεται στο διαχωρισμό μονόκλωνων τμημάτων DNA βάσει 

των διαφορών της κινητικότητάς τους στο πήκτωμα και έχει διακριτική ικανότητα 

ενός νουκλεοτιδίου. Η ανάλυση SSCP αποτελείται από τρία στάδια: την αποδιάταξη 

των προϊόντων της PCR, την ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμίδης και τη 

χρώση της πηκτής για την απεικόνιση των αποτελεσμάτων.  

 

 

 

5.2.4.5  Αποδιάταξη προϊόντων PCR  

 

Για την αποδιάταξη των τμημάτων DNA χρησιμοποιήθηκε αποδιατακτικό διάλυμα 

(denaturation buffer), η σύσταση του οποίου είναι η εξής: 

Denaturation buffer 

95% formamide 

0,05% Bromophenol blue 
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0,05% Xylene Cyanol 

10mM NaOH 

 

Σε 5-7μl προϊόντος PCR (ανάλογα με την συγκέντρωσή του) προστίθενται 10μl 

denaturation buffer και τα δείγματα επωάζονται για 7 min στους 99οC. Σκοπός της 

αποδιάταξης είναι η μετατροπή των δίκλωνων τμημάτων DNA σε μονόκλωνα. 

Ακολούθως τα δείγματα τοποθετούνται σε πάγο όπου διατηρούνται σε μονόκλωνη 

κατάσταση.   

 

Παρασκευή πηκτής πολυακρυλαμίδης 

 

Για την παρασκευή των πηκτών πολυακρυλαμίδης χρησιμοποιήθηκαν τα 

ακόλουθα διαλύματα :  

 

Διάλυμα ακρυλαμίδης 38,5% (200ml)  

Ακρυλαμίδη 75gr 

Bis-acrylamide 2gr 

ddH20 έως τα 200ml  

TBE 10x (2lt) 

Tris Base 121 gr 

Boric acid 81,5gr 

EDTA 0,5Μ 80ml 

ddH2O έως τα 2lt 

 

Glycerol 50% v/v 

APS 20% w/v 

TEMED  
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Για την ηλεκτροφόρηση των προϊόντων PCR χρησιμοποιείται πηκτή 

πολυακρυλαμίδης που έχει πυκνότητα 8%.  

Οι ποσότητες των συστατικών που χρησιμοποιούνται για την παρασκευή πηκτών 

πολυακρυλαμίδης 8% αναγράφονται στον πίνακα 3. 

 

Πίνακας 8 : Σύσταση πηκτής πολυακρυλαμίδης 8% 

 10% 

Διάλυμα ακρυλαμίδης 38,5% 12,5ml 

Glycerol 50% 8ml 

TBE 10x 5ml 

TEMED 50μl 

APS 20% 350μl 

H2O Έως τα 50ml 

Συνολικός όγκος 50ml 

 

Μετά τον πολυμερισμό της ακρυλαμίδης, τα αποδιατεταγμένα δείγματα 

ηλεκτροφορούνται με χρήση ρυθμιστικού διαλύματος ΤΒΕ 0,5x. Η ηλεκτροφόρηση 

πραγματοποιείται με τάση 220 volts σε θερμοκρασία δωματίου για 20 ώρες περίπου.  

 

 

5.2.4.6 Χρώση των πηκτών πολυακρυλαμίδης με νιτρικό άργυρο 

(Silver Staining) 

 

Για την εμφάνιση των αποτελεσμάτων της ηλεκτροφόρησης γίνεται χρώση 

των πηκτών με νιτρικό άργυρο. Η τεχνική αυτή βασίζεται στο γεγονός ότι ο 

άργυρος συνδέεται στο DNA και στη συνέχεια αντιδρά με την φορμαλδεΰδη, 
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παρουσία βάσης. Οι ζωνώσεις του DNA εμφανίζονται με καφέ χρώμα σε κίτρινο 

φόντο (Sambrook et al, 2000).  Για τη χρώση χρησιμοποιούνται τα εξής διαλύματα : 

 

 

Διάλυμα 1 (400ml) 

EtOH 8ml 

Acetic Acid 0,5ml 

ddH2O ως τα 400ml 

 

Διάλυμα 2 (200ml) 

Διάλυμα AgNO3 1gr/lt 

 

Διάλυμα 3 (200ml) 

NaOH 3gr 

NaBH4 0,01gr 

Formaldehyde 1ml 

ddH2O έως τα 200ml 

 

Στο πρώτο στάδιο της χρώσης, οι πηκτές εμβαπτίζονται σε 200ml του διαλύματος 1 

και αναδεύονται για 3 min. Το διάλυμα 1 απομακρύνεται και η διαδικασία 

επαναλαμβάνεται. Ακολουθεί πλύση των πηκτών με απεσταγμένο νερό για 1min. 

Στο δεύτερο στάδιο προστίθεται το διάλυμα AgNO3 και οι πηκτές αναδεύονται για 

20min. Στη συνέχεια πραγματοποιούνται 2 πλύσεις με απεσταγμένο νερό, 

διάρκειας 1min η κάθε μία. Στο τρίτο και τελευταίο στάδιο προστίθεται το διάλυμα 

3 και πραγματοποιείται ανάδευση μέχρι την εμφάνιση ορατών ζωνών στo 

πήκτωμα.   
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5.2.4.7 Αλληλούχηση διαφορετικών προτύπων SSCP 

 

Μετά την εμφάνιση των ζωνών στο πήκτωμα, συγκρίνονται τα πρότυπα των 

διαφορετικών ατόμων, ώστε να προσδιοριστούν ποια άτομα φέρουν κοινά πρότυπα 

και ποια διαφέρουν μεταξύ τους. Μετά την ομαδοποίηση των ατόμων, επιλέγονται 

1 ή 2  αντιπροσωπευτικά άτομα από κάθε πρότυπο, τα οποία θα χρησιμοποιηθούν 

για τον προσδιορισμό της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας κάθε ομάδας.  

Γι’ αυτό το λόγο, τα προϊόντα PCR που επιλέγονται, καθαρίζονται με τη χρήση 

κατάλληλου kit ώστε να απαλλαχθούν από την παρουσία παραπροϊόντων, και στη 

συνέχεια αποστέλλονται σε εταιρείες που πραγματοποιούν αλληλούχηση. Τα 

αποτελέσματα λαμβάνονται με τη μορφή χρωματογραφήματος, μέσω του οποίου 

μπορούμε να εξάγουμε τις επιθυμητές αλληλουχίες των διαφορετικών προτύπων 

SSCP που επιλέχθηκαν. 

 

5.2.4.8  Ανάλυση χρωματογραφημάτων αλληλούχησης  

 

Η ανάλυση αυτή πραγματοποιείται με τη χρήση του προγράμματος BioΕdit. Στο 

γράφημα, απεικονίζονται 4 καμπύλες με διαφορετικά χρώματα, το καθένα από τα 

οποία αντιστοιχεί και σε διαφορετικό νουκλεοτίδιο. Έτσι, παρατηρώντας το χρώμα 

της κορυφής της καμπύλης σε κάθε διαφορετική θέση, μπορούμε να συμπεράνουμε 

ποιο νουκλεοτίδιο βρίσκεται στη θέση αυτή. Η αλληλούχηση γίνεται και για τις δυο 

αλυσίδες (με διαφορετικό εκκινητή για την κάθε μια) και στη συνέχεια οι δυο 

αλληλουχίες που προκύπτουν ομοπαρατίθενται με τη χρήση κατάλληλου 

προγράμματος βιοπληροφορικής (ClustalX) για την εύρεση τυχών λαθών που 

προκύπτουν κατά τη διαδικασία αυτή (Thompson et al, 1997). Μετά το τέλος και 

αυτής της διαδικασίας, έχουμε την πλήρη αλληλουχία του τμήματος που μας 

ενδιαφέρει.     
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6 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

 

6.1  ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ HEV 

 

Η ανίχνευση του επιλεγμένου τμήματος του γονιδιώματος της ηπατίτιδας με τη 

μέθοδο της αντίστροφης μεταγραφάσης αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης δε 

κατέστη δυνατή σε κανένα από τα 23 δείγματα που εξετάστηκαν (Πιν. 9). 

Τόσο ο θετικός μάρτυρας και ο μοριακός δείκτης που χρησιμοποιήθηκαν όσο και ο 

αρνητικός μάρτυρας λειτούργησαν κανονικά. Ο θετικός μάρτυρας εμφάνισε μια 

ευδιάκριτη ζώνη στο αναμενόμενο, βάση του μοριακού δείκτη, μέγεθος (196 bp), 

ενώ καμία ζώνη δεν εμφάνισε αντίστοιχα ο αρνητικός μάρτυρας. 

 

 

Πίνακας 9: Αποτελέσματα RT- PCR του HEV 

Δείγματα Θετικό/αρνητικό 

1   

Άρτα Πουρνάρι 1 - 

Κόνιτσα 1 - 

Μουργκάνα 3 - 

Πρέβεζα 1 - 

Εκτροφείο 9 - 

Καλάβρυτα 1 - 

Βέρμιο Βέροια 1 - 

Σέρρες 1 συκωτι - 

Δράμα 1 - 

Δράμα 3 - 

Δράμα 5 - 

Πετρίτσι 1 - 

Πετρίτσι 2 - 

Πετρίτσι 3 - 
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Πετρίτσι 4 - 

Πετρίτσι 6 - 

Πετρίτσι 9 - 

Πετρίτσι 10 - 

Πετρίτσι 14 - 

Πετρίτσι 17 - 

Πετρίτσι 18 - 

Πετρίτσι 20 - 

Πετρίτσι 21 - 

 

 

 

6.2 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ DNA 

 

Η απομόνωση DNA παρείχε υψηλής ποιότητας DNA, με τιμές συγκέντρωσης κατά 

μέσο όρο 200ng/μl και τιμές Α260/Α280 κοντά στο 2. Η ηλεκτροφόρηση του DNA σε 

πηκτή αγαρόζης 1% εμφάνισε 2 διακριτές ζώνες : η μια ζώνη βρίσκεται ψηλότερα 

και είναι το πυρηνικό DNA, το οποίο είναι μεγάλου μεγέθους και εμφανίζεται 

περίπου μέσα στο πηγάδι της πηκτής, και η δεύτερη ζώνη, εμφανίζεται χαμηλότερα 

και είναι το μιτοχονδριακό DNA (εικ 1).  

 

 

 

 

Εικόνα 1: Ηλεκτροφόρηση απομονωμένου DNA 
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6.3  PCR 

 

Με τη χρήση των κατάλληλων εκκινητών ενισχύθηκαν τα τμήματα των γονιδίων 

DRB1 και DQA. Για την επαλήθευση της επιτυχίας της μεθόδου, 

πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 2%, στην οποία 

ηλεκτροφορήθηκαν τα προϊόντα PCR παρουσία ενός μάρτυρα τμημάτων γνωστού 

μοριακού βάρους (ladder), για να υπολογιστεί το μήκος του τμήματος που 

ενισχύθηκε. Με βάση το ηλεκτροφορητικό πρότυπο, τα τμήματα που ενισχύθηκαν 

είχαν μήκος περίπου 240 ζευγών βάσεων για το DRB1 και 230 ζευγών βάσεων για το 

DQA. (εικ 2-3) 

 

 

 

 

      

 

 

 

 

 

Εικόνα 2: ηλεκτροφόρηση 

προϊόντων PCR  

του εξωνίου 2 του DRB1 

Εικόνα 3: ηλεκτροφόρηση 

προϊόντων PCR  

του εξωνίου 2 του DQA 
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6.4  SSCP 

Τα προϊόντα PCR, ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή ακρυλαμίδης 10%, για 20 ώρες. Η 

εμφάνιση των ζωνώσεων με χρώση με νιτρικό άργυρο αποκάλυψε 9 διαφορετικά 

πρότυπα για το DRB1 και 7 διαφορετικά πρότυπα για το DQA .(εικ.4-5).  

A.                                                     B. 

    

Εικόνα 4-5: Ενδεικτικά πρότυπα ανάλυσης SSCP DQA (A) και DRB1(B) 

 

 

Στη συνέχεια, επιλέχθηκαν 1 ή 2  αντιπροσωπευτικά άτομα από κάθε πρότυπο για 

να σταλούν για  αλληλούχηση, αφού πρώτα καθαρίστηκαν με τη βοήθεια 

κατάλληλου kit της Qiagen. Η αλληλούχηση πραγματοποιήθηκε από την εταιρεία 

Macrogen στην Κορέα.  

 

 

6.5 ΑΛΛΗΛΟΎΧΗΣΗ 

 

Για να υπάρχει μεγαλύτερη αξιοπιστία για τα αποτελέσματα της αλληλούχησης, 

χρησιμοποιήθηκαν και οι δυο εκκινητές για την αντίδραση του sequencing. Τα δυο 

χρωματογραφήματα που λήφθησαν για κάθε δείγμα αναλύθηκαν με το 

πρόγραμμα BioEdit, τα αποτελέσματα συγκρίθηκαν με το πρόγραμμα ClustalΧ και 

τελικά προέκυψε η τελική αλληλουχία του κάθε δείγματος. Οι αλληλουχίες που 
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προέκυψαν, για κάθε δείγμα, από τους διαφορετικούς απλότυπους παρουσιάζονται 

στον πίνακα  10  : 

 

Πίνακας  10: Οι απλότυποι των γονιδίων DRB και DQA 

 

Δείγματα DRB DQA 

Άρτα Πουρνάρι 1 9 5 

Κόνιτσα 1 8 2+6 

Μουργκάνα 3 10 5 

Πρέβεζα 1 9 6 

Εκτροφείο 9 10 5 

Καλάβρυτα 1 1+8 5 

Βέρμιο Βέροια 1 1+9 5+9 

Σέρρες 1 3 5 

Δράμα 1 3 9 

Δράμα 3 3+8 9 

Δράμα 5 8 5 

Πετρίτσι 1 8 5 

Πετρίτσι 2 1 5+8 

Πετρίτσι 3 8 5 

Πετρίτσι 4 8 5+9 

Πετρίτσι 6 1+8 9 

Πετρίτσι 9 8 5 

Πετρίτσι 10 8 5 

Πετρίτσι 14 3 5+8 

Πετρίτσι 17 8 5 

Πετρίτσι 18 8 5 

Πετρίτσι 20 8 5 

Πετρίτσι 21 3 5 
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Οι αλληλουχίες που προέκυψαν είναι : 

A. DQA 

                     10        20        30        40        50        60        70        80                

            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

SLA-DQA*02  GGCTTAAATGTCTACCAGTCTTACGGTCCCAGCGGCTATTATACCCATGAATTTGATGGCGACGAGGAATTCTACGTGGA  

SLA-DQA*05  ..........................................................................T.....  

SLA-DQA*06  ........................................T.......................................  

SLA-DQA*08  ...........................................................T......C.............  

SLA-DQA*09  ..........................................................................T.....  

 

                     90       100       110       120       130       140       150       160         

            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

SLA-DQA*02  CCTGGAGAAGAAGGAGACTGTCTGGCGGCTGCCTCTGTTTAGTGAATTTACAAGTTTTGACCCGCAGGGTGCACTGAGGA  

SLA-DQA*05  ..........................A...............CA....................................  

SLA-DQA*06  ................................................................................  

SLA-DQA*08  ..........................A...............CA....................................  

SLA-DQA*09  ..........................A...............AA......G.............................  

 

               

 

                    170       180       190   

            ....|....|....|....|....|....|.. 

SLA-DQA*02  ATATAGCTACGTTAAAACATAACTTGAACATC  

SLA-DQA*05  .C..............................  

SLA-DQA*06  .....................GG...TC.T..  

SLA-DQA*08  .C.........GC.........T.........  

SLA-DQA*09  .C..............................  

 

 

B. DRB 

                      10        20        30        40        50        60        70       80                

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

SLA-DRB1*01  GGGACCGAGCGGGTGAGGTTATTGGAGAGGCAGTACTATAACGGAGAGGAGTTCCTGCGCTTCGACAGCGACGTGGGCGA  
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SLA-DRB1*03  ....................................................A.G.........................  

SLA-DRB1*08  ........................C...A......................CA.G.........................  

SLA-DRB1*09  ................................A...............................................  

SLA-DRB1*10  ..........................C.....T..................A..T..........T..............  

 

                      90       100       110       120       130       140       150      160         

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

SLA-DRB1*01  GTACCGGGCGGTGACCGAGCTGGGGCGGCCAGACGCCAAGGACTGGAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGCAGAGACGGG  

SLA-DRB1*03  ..............................G..............................C.............G....  

SLA-DRB1*08  ........................................T....................C............TG....  

SLA-DRB1*09  .............................................................C.............G....  

SLA-DRB1*10  ...............T.................A...................G.......A.............G....  

 

                     170       180       190         

             ....|....|....|....|....|....|....|... 

SLA-DRB1*01  CGGCGGTGGACACGTACTGCAGACACAACTACAGGATC  

SLA-DRB1*03  ...A................................C.  

SLA-DRB1*08  ......................................  

SLA-DRB1*09  ...A............................C.....  

SLA-DRB1*10  ...A..................................  
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7 ΣΥΖΗΤΗΣΗ – ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

Σε αυτή τη μελέτη θέλαμε να ελέγξουμε την ύπαρξη ή όχι συσχέτισης μεταξύ της 

προσβολής των αγριόχοιρων από τον ιό της Ηπατίτιδας Ε   και της ποικιλομορφίας 

του MHC II.   

Στην έρευνα αυτή, κανένα από τα είκοσι τρία δείγματα δε βρέθηκε θετικό στον ιό 

της Ηπατίτιδας Ε. Το γεγονός ότι δε βρέθηκαν θετικά δείγματα ,  μπορεί να 

οφείλεται στο μικρό αριθμό αγριόχοιρων που εξετάστηκαν. Ένας ακόμα λόγος 

μπορεί να είναι ότι η PCR ανιχνεύει πάνω από ένα συγκεκριμένο αριθμό 

αντιγράφων. Επομένως, εάν ένα ζώο είχε μόλις προσβληθεί από τον ιό, πιθανόν να 

μην μπορούσε να ανιχνευθεί μέσω της PCR, όπως, επίσης και εάν είχε προσβληθεί 

και ο οργανισμός του ζώου είχε αντιμετωπίσει τη λοίμωξη.  Σε ανάλογες μελέτες, 

το ποσοστό προσβολής των αγριόχοιρων στην Ηπατίτιδα Ε που παρατηρήθηκε 

στην γειτονική Ιταλία ήταν 25% και στην Γαλλία 2,5%.  

Από την ανάλυση των γονιδίων DRB και DQA, το ποσοστό ποικιλομορφίας που 

παρατηρήθηκε,  κυμάνθηκε από 34,7%  για το γονίδιο DRB έως 26,1% για το γονίδιο 

DQA (από τα 23 άτομα προέκυψαν οκτώ και έξι  διαφορετικοί συνδυασμοί 

αλληλομόρφων για τα δύο γονίδια, αντίστοιχα). Αντιθέτως παρατηρήθηκαν 

χαμηλά επίπεδα ετεροζυγωτίας και για τα δύο γονίδια, 26,1% για το γονίδιο DRB 

και 21,8% για το γονίδιο DQA.  

Στις περισσότερες περιπτώσεις ο περιορισμένος πολυμορφισμός στο MHC 

ερμηνεύεται ως το αποτέλεσμα μιας στενωπού του πληθυσμού (Axtner & Sommer, 

2007). Είναι παραδεκτό, ότι στους μικρούς πληθυσμούς και στα απειλούμενα είδη 

παρατηρούνται χαμηλότερα επίπεδα γενετικού πολυμορφισμού και η θνησιμότητα 

από παθογόνα και παράσιτα μπορεί να είναι μια σημαντική απειλή (Hedrick et al., 

2000).  Μια τέτοια εξήγηση φαίνεται να ταιριάζει με την εξελικτική ιστορία του 
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αγριόχοιρου. Ο ευρωπαϊκός αγριόχοιρος είναι ένα σημαντικό θήραμα το οποίο έχει 

υποστεί στο παρελθόν μετεγκαταστάσεις και τοπικούς αφανισμούς  εξαιτίας της 

αλόγιστης θήρευσης που κατέληξε σε μεγάλη δημογραφική μείωση (Vernesi et al., 

2003, Scandura et al., 2008). Είδη τα οποία έχουν υποστεί πληθυσμιακές στενωπούς 

διατηρούν κάποια επίπεδα του πολυμορφισμού τους στο MHC μέσω της 

ισοζυγούσας επιλογής. 

Από την έρευνα αυτή, δεν προέκυψε κάποια συσχέτιση μεταξύ του γενετικού 

προτύπου του αγριόχοιρου και του ιού της Ηπατίτιδας Ε.  Θα πρέπει να γίνει 

περεταίρω έρευνα, σε μεγαλύτερο αριθμό δειγμάτων, με τεχνικές που ανιχνεύουν 

και μικρό αριθμό αντιγράφων του ιού, ώστε να μην έχουμε ψευδώς αρνητικά 

αποτελέσματα. Επιπλέον, θα πρέπει να αναλυθεί μεγαλύτερο μήκος των γονιδίων 

DQA και DRB καθώς επίσης και μεγαλύτερος αριθμός γονιδίων που εμπλέκονται 

στην ανοσοποιητική απόκριση. 
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