6. Slovenski veterinarski kongres 2016 165

LEJSMANIOZA: PRELIMINARNI REZULTATI
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LejSmaniozo pri psih in pri ljudeh povzrocajo protozoji iz rodu Leishmania, od katerih
je najpomembnejSa vrsta L. infantum. PrenaSalci so samice peSc¢enih muh iz druzine
Psychodidae, poddruzina Phlebotominae. Klini¢no se lejSmanioza pri psih kaze s koznimi
spremembami (vozlicki na gobcu, nosu, uhljih ter eksfoliativni dermatitis z nenormalno
rastjo krempljev) in sistemskimi spremembami (anoreksija, anemija, miSi¢na atrofija,
poliartropatija, generalizirana limfadenopatija, konjunktivitis, blefaritis, anteriorni uveitis
in keratokonjunktivitis ter spontane krvavitve, zlasti krvavitve iz nosu). Pri atipiéni obliki
bolezni je opisanih Se mnogo simptomov, izrazenih na razli¢énih organskih sistemih. Z
imunofluorescenéno metodo smo preiskali 110 naklju¢no izbranih serumskih vzorcev psov
iz razlicnih krajev Slovenije, odvzetih od sredine leta 2014 do maja 2016. V 6 vzorcih (iz
krajev Dutovlje, Ljubljana, Krize, Bistrica ob Dravi, Krizevci pri Ljutomeru in Lenart v
Slovenskih goricah) smo dokazali protitelesa, tri vzorce pa smo ocenili kot sumljive ( iz
Ankarana, Ljubljane in Doba-Krtine) vendar je §tevilo preiskanih vzorcev v nasi raziskavi
premajhno, da bi lahko bolj zanesljivo ocenili stopnjo seroprevalence lejSmanioze pri psih v
Sloveniji. Posredno smo dokazali prisotnost povzrocitelja. Nedavno so ugotovili prisotnost
peScenih muh na obmog¢ju slovenske Istre, zato je le Se vpraSanje ¢asa, kdaj bomo ugotovili
prve primere endemicéne lejSmanioze pri ljudeh in zivalih v Sloveniji.
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Uvod

LejSmanioza je vektorsko prenosljiva bolezen, ki jo povzrocajo protozojski paraziti iz rodu
Leishmania. V rodu je priblizno 30 vrst, od katerih je 20 patogenih za ljudi, 10 pa za pse.
Najbolj razSirjena in raziskana je okuzba z vrsto L. infantum, ki povzroc¢a okuzbe psov in
drugih kanid ter ljudi. PrenasSalci so nematocerne zuzelke, samice peScenih muh iz druzine
Psychodidae, poddruzina Phlebotominae. Na podro¢ju Evrope so to predstavniki rodu
Phlebotomus. LejSmanioza je bila ugotovljena tudi pri mackah (1), konjih (2), lisicah, kojotih
in glodavcih. Pri nastetih vrstah Zivali bolezen ugotavljamo razmeroma redko, pomemben
rezervoar pa v zadnjem C¢asu postajajo glodavci, saj je bila pri podganah v endemi¢nem
podroc¢ju (juzna Italija) ugotovljena skoraj 60% seroprevalenca (3). PeS¢ene muhe se okuzijo
z zauzitjem krvi vretencarjev, invadiranih z amastigoti parazita (oblika brez bi¢ka, znacilna
za vretencarje). V ¢revesju muh se iz amastigotov izoblikujejo promastigoti (bickaste oblike
protozoja, velikosti 10-12 pum), ki se razmnoZzujejo z vzdolzno delitvijo. Kopiéijo se v slinskih
zlezah muhe. Ob piku samice peSc¢ene muhe vnesejo promastigote v kri vretencarja.
Promastigoti odvrzejo bicek in jih kot amastigote, velike 2-3 pum, fagocitirajo makrofagi.
V njih se z vzdolzno delitvijo ponovno razmnozujejo in raznesejo po organizmu gostitelja.
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Okuzeni makrofagi zanesejo amastigote v regionalne bezgavke. Od tod naprej je izid okuzbe
pri psih odvisen od mnogih dejavnikov, ki se nanasajo na prenasSalca (ponavljajoci se piki
okuzenih samic peSc¢ene muhe), zajedavca (virulenca) in gostitelja (genetska podlaga, celicna
in humoralna imunost s proizvodnjo citokinov, vzporedne bolezni). Od teh dejavnikov je
odvisno, ali se bo okuzba razvila v klini¢no obliko bolezni ali ne. Parazite lahko imunski odziv
gostitelja v bezgavkah unici (samoozdravitev), lahko ostanejo omejeni le na kozo in bezgavke
(nediseminirana in obi¢ajno asimptomatska okuzba), ali pa se s pomocjo makrofagov
razSirijo po telesu (diseminirana okuzba), kar ima spet lahko za posledico kliniéne znake
bolezni (simptomatska okuzba), ali pa klini¢nih znakov ni (diseminirana asimptomatska
okuzba). Nedvomno je pojav klini¢ne oblike bolezni verjetnejsi po ve¢ sezonah, ki jih psi na
endemicnih podrog¢jih prezivijo pono¢i na prostem. Okuzeni psi so pomembni kot rezervoar
bolezni. Pri ljudeh se okuzba z L. infantum kaze predvsem v visceralni obliki (visceralna
lejSmanioza, VL), ki je smrtno nevarna bolezen, e je ustrezno ne zdravimo.

Tradicionalna endemic¢na podroc¢ja bolezni v EU so v drzavah Mediteranskega bazena
(Portugalska, Spanija, Francija, Italija, Hrvaska, Bolgarija, Romunija, Gr¢&ija in Ciper), z
incidenco okrog 700 novih primerov VL letno pri ljudeh. Izven EU je bolezen razSirjena
na vseh kontinentih, razen na Antarktiki in v Avstraliji. V zadnjih letih belezimo Sirjenje
endemicnih podrocij severno od obstojecih, najverjetneje zaradi globalnega segrevanja in
povecanega gibanja zivali na obmocja ter z obmocij, kjer je bolezen endemicna. Okuzbe
pri judeh so dokazane v Avstriji, centralnem delu Francije in Nem¢iji, od koder poroc¢ajo
tudi o okuzbi otroka, ki ni nikoli potoval v znana endemiéna obmocja. V Dalmaciji so bili
prvi primeri lejSmanioze pri ljudeh in zivalih ugotovljeni Ze leta 1930. Od leta 1997 beleZijo
naraSc¢anje primerov lejSmanioze pri psih. Seroprevalenca pri zdravih psih, ki zivijo na
endemicnih podroc¢jih EU, se giblje od 5-43% kar pomeni, da je na teh obmoc¢jih lahko
okuzenih med 40-80% psov. Nedavne entomoloSke raziskave na Hrvaskem so dokazale
prisotnost dveh vrst vektorjev okuzbe, Phlebotomus neglectus in P. tobbi; prvi je mnogo
bolj zastopan (75,9%) in pogostejsi tam, kjer so psi (4). Nedavno so ugotovili tudi serolosko
pozitivne primere pri ljudeh, ki Zivijo v Istri.

Klini¢no se lejSmanioza pri psih kaze s koznimi spremembami na mestu vboda insekta
(vozlicaste lezije, najpogosteje jih najdemo na gobcu, nosu in notranji strani uSes),
nesrbec¢im eksfoliativnim dermatitisom (po raznosu zajedavca z makrofagi), pogosta je tudi
nenormalna rast krempljev (onihogrifoza). Anoreksija se pojavi zaradi kroni¢ne ledvi¢ne
odpovedi in ta je tudi glavni vzrok smrti pri psih, obolelih za lejSmaniozo. Psi so videti
utrujeni, potrti in §ibki, kar so posledice anemije, miSiéne atrofije in poliartropatije. Pogost
simptom lejSmanioze je generalizirana limfadenopatija, znacilne so tudi spremembe na
oceh v obliki konjunktivitisa, blefaritisa, anteriornega uveitisa in keratokonjunktivitisa
ter spontane krvavitve, zlasti iz nosu. Pri atipi¢ni obliki bolezni je opisanih Se mnogo
simptomov, izrazenih na razli¢nih organskih sistemih.

Na klasi¢en nacin dokazujemo povzrocitelja s citoloSko preiskavo izpirkov ali odtisov
ulcerativnih sprememb, aspiratov (tankoigelna biopsija) nodulov ali krvnih razmazov, pri
cemer v makrofagih iS¢emo amastigote. SeroloSka diagnostika (imunofluorescencni in
encimskoimunski test) je najzanesljivejS§a pri zivalih z izrazenimi simptomi bolezni, manj
pri asimptomatsko okuZenih. Ce pregledujemo poginjeno Zival, iz vzorcev jeter, vranice
in kostnega mozga naredimo razmaze za citolo§ko preiskavo oziroma odvzamemo tkivo
za patohistoloSko preiskavo. Sicer pa se za dokaz povzrocitelja v zadnjem ¢asu vse bolj
uporabljajo molekularne metode (PCR).

Namen naSega dela je bil ugotoviti seroprevalenco pri psih iz razliénih krajev Slovenije in
na osnovi tega sklepati na prisotnost lejSmanije. To je skladno tudi s priporocili European
Food Safety Authority (5).
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Material in metode

Z imunofluorescen¢no metodo smo preiskali 110 naklju¢no izbranih serumskih vzorcev
psov iz razlicnih krajev Slovenije: Ankaran, Bistrica ob Dravi, Bled, Brestanica (2 vzorca),
Brezovica pri Ljubljani, Brusnice, Celje, Crni kal, Crnomelj, Dob-Krtina, Dobova, Dobrova
(2), Dolenjske Toplice, Domzale (2), Dutovlje, Grosuplje (3), llirska Bistrica, Ivan¢na Gorica,
Jesenice (2), Kamna Gorica, Kamnica (2), Kamnik (3), Kobarid, Koc¢evje, Komenda, Koper
(3), Kranj (2), Krize (2), Krizevci pri Ljutomeru (2), Lenart v Slovenskih goricah, Ljubljana
(9), Log pri Brezovici, Logatec, Lokev, Lukovica pri Brezovici, Mackovci, Mala Nedelja,
Maribor (4), Marjeta na Dravskem polju, Markovci pri Ptuju, Mavcice, Novo mesto (2),
Postojna, Pragersko, Preddvor, Preserje pri Brezovici (2), Ptuj (3), Radovljica (3), Ribnica,
Selnica ob Dravi, Sezana (2), Sp. Besnica, Sp. Duplek, Stahovica, StarSe, Sencur, Sentilj,
Sentvid pri Sti¢ni, Skofja Loka (2), Skofljica, Smarje Sap, TenetiSe, Trbovlje, Trzin (2),
Trzi¢, Velenje (2), Verd, Videm Dobrepolje, Vir, ViSnja Gora, Vodice, Zg. Besnica in Zg.
Jezersko. Te vzorce smo sicer prejeli v preiskavo zaradi suma na lymsko boreliozo in/
ali granulocitno anaplazmozo, od sredine leta 2014 do maja 2016. Test smo izvedli na
komercialno pripravljenih stekelcih (Leishmania-Spot IF, Biomerieux, Francija), skladno z
navodili proizvajalca. Antipasji FITC konjugat (Sigma, ZDA) smo redcili 1:32. Kot pozitivne
smo ocenili tiste vzorce, pri katerih je bila reakcija pozitivna pri red¢enju 1:50.

Rezultati

Med 110 preiskanimi serumi je bilo 6 pozitivnih, in sicer iz krajev Dutovlje, Ljubljana,
Krize, Bistrica ob Dravi, Krizevci pri Ljutomeru in Lenart v Slovenskih goricah. Tri vzorce
smo ocenili kot sumljive, poslani pa so bili iz Ankarana, Ljubljane in Doba-Krtine.

Razprava

V raziskavi smo uporabili vzorce, ki so bili poslani v preiskavo za druge namene (borelioza,
anaplazmoza). Zato podatkov o morebitnih klini¢nih znakih, ki bi jih lahko povezali z
lejSmaniozo, in podatkov o potovanju teh psov v endemicna podroc¢ja, nimamo. Na§ namen
je bil ugotoviti seroprevalenco pri psih iz razliénih krajev Slovenije in na osnovi tega sklepati
na prisotnost lejSmanije, ki se bo ob selitvi peS¢ene muhe proti severu lahko zacela prenasSati
tudi znotraj drzave. Nedavno objavljena raziskava, narejena na obmocju hrvaske in slovenske
Istre, namre¢ dokazuje prisotnost petih vrst peS¢enih muh na tem obmoc&ju (Phlebotomus
neglectus, P. perniciosus, P. papatasi, P. mascitii, Sergentomyia minuta). Nasli so jih predvsem
v okolici divjih smeti§¢, kjer so na$li tudi podgano, okuzeno z L. infantum (3). V preiskanih
pesc¢enih muhah na obmodéju slovenske Istre raziskovalci sicer niso ugotovili prisotnih
zajedavcev, vendar je znano, da je peSCena muha vrste P. neglectus najpomembnejSa in
najpogostejSa prenaSalka zajedavca L.infantum. Dolgoletne izkuSnje drzav z endemicno
obliko lejSmanioze in Stevilne raziskave kazejo, da je za prenos zajedavca, poleg prisotnosti
vektorjev na dolo¢enem obmoc¢ju, pomembna predvsem koncentracija okuzenih ljudi in
zivali. Ko Stevilo okuzenih psov doseze doloc¢eno koncentracijo, se pricne endemicni prenos
bolezni. Vse ve¢ objav pa navaja kot mozen rezervoar bolezni tudi macke in glodavce. Stevilo
preiskanih vzorcev v nasi raziskavi je sicer premajhno, da bi lahko bolj zanesljivo govorili
o stopnji seroprevalence lejSmanioze v Sloveniji, posredno pa smo dokazali prisotnost
okuzenih psov. V drzavah z dolgoletno endemic¢no obliko bolezni ugotavljajo, da je razmerje
med simptomatsko okuzenimi psi in asimptomatskimi prenasalci bolezni lahko do 1:100.
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Drzave Evropske unije, ki mejijo na drzave z endemiéno obliko bolezni (mednje sodi
tudi Slovenija), imamo moznost zajezitve Sirjenja endemiéne oblike lejSmanioze. To lahko
storimo s pomocjo izobrazevanja in rednega obvesc¢anja veterinarjev in zdravnikov, hitrega
ugotavljanja in zdravljenja bolezni pri zivalih in ljudeh, ozaveS¢anja lastnikov Zzivali,
preprecevanja Sirjenja vektorjev bolezni ter kon¢no tudi za&Citnega cepljenja psov. V
nekaterih drzavah EU je Ze registrirano cepivo za pse (CaniLeish, Virbac Animal Health),
ki se je v dosedanjih raziskavah izkazalo za ucinkovito tako pri preprecevanju okuzbe kot
tudi profilakti¢no, saj so uspeli s cepljenjem bolnih psov konvertirati njihov imunski status
v bolj uc¢inkovit celi¢ni imunski odziv, ki lahko prepreci visceralno obliko bolezni.

Zakljucek

Glede na dejstvo, da vedno ve¢ lastnikov psov s svojimi zivalmi potuje v endemicna
obmocja in glede na uvoz okuzenih psov z endemi¢nih podrocij, prisotnost vektorjev
bolezni in spremembe klime, je samo Se vpraSanje ¢asa, kdaj bomo tudi v Sloveniji zaceli
beleziti prve primere endemicne lejSmanioze pri ljudeh in Zivalih. Opozarjanje veterinarske
in medicinske stroke na ugotovljena dejstva je torej upravi¢eno.
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Leishmaniosis: preliminary results of seroprevalence
in dogs in Slovenia

Canine Leishmaniasis (Canl) and human visceral leishmaniasis (VL) cause protozoa
from genus Leishmania. The most important species is L. infantum. Vectors are sand flies
from Psychodidae family, subfamily Phlebotominae. CanL is presented by skin simptoms
(nodules on the muzzle, nose, pinnae, exfoliative dermatitis with onichogryphosis) and
general health changes (anorexia, anemia, muscle atrophy, poliarthropathy, generalised
limphadenopathy, conjunctivitis, blepharitis, anterior wuveitis, keratoconjunctivitis
and spontaneous nasal bleeding). Serum specimens of 110 dogs, living in different
parts of Slovenia, were collected from mid of year 2014 till May 2016 and tested by
immunofluorescent method. Six positives were found (living in Dutovlje, Ljubljana, Krize,
Bistrica ob Dravi, Krizevci pri Ljutomeru and Lenart v Slovenskih goricah). Three specimen,
sent from Ankaran, Ljubljana and Dob-Krtina, were marked as suspicious. Number of
tested specimen is too low that authors would be able to estimate CanL seroprevalence
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in Slovenia. Nevertheless, L. infantum was indirectly proven. Since presence of important
vectors was reported from slovenian Istria region recently, authors would like to stress the
matter of time untill the first endemic CanL or VL case in Slovenia will be reported.
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