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ΠΡΟΛΟΓΟΣ

Στην Ελλάδα, η λεϊσμανίωση από τη Leishmania infantum είναι ένα από τα συχνότερα παρασιτικά νοσήματα του σκύλου ο οποίος αποτελεί και την κύρια δεξαμενή του λοιμογόνου παράγοντα. Η λεϊσμανίωση αποτελεί σημαντική ζωοανθρωπονόσο και θεωρείται αναδυόμενο νόσημα με μεγάλο ενδιαφέρον για τη Δημόσια Υγεία ιδιαίτερα σε ενδημικές χώρες όπως η Ελλάδα. Ποικίλα θεραπευτικά σχήματα έχουν χρησιμοποιηθεί για την αντιμετώπιση του νοσήματος στο σκύλο. Η διερεύνηση της δυνατότητας μόλυνσης των σκνιπών (ενδιάμεσων ξενιστών και μεταδοτών της λεϊσμανίωσης) από σκύλους με λεϊσμανίωση που υποβάλονται σε διάφορες θεραπείες έχει υπάρξει αντικείμενο διαφόρων μελετών. Κίνητρο για την έρευνα αυτή αποτέλεσε η απουσία μελέτης για τον κίνδυνο μόλυνσης των σκνιπών, από σκύλους με λεϊσμανίωση που λαμβάνουν παρατεταμένη θεραπεία μόνο με αλλοπουρινόλη. 


Από τη θέση αυτή αισθάνομαι την ανάγκη να εκφράσω τις ευχαριστίες μου στον Επιμελητή του Τομέα Κτηνιατρικής Δημόσιας Υγείας της Εθνικής Σχολής Δημόσιας Υγείας (ΕΣΔΥ) Δρ. Εμμανουήλ Ι. Παπαδογιαννάκη, στον οποίο άλλωστε ανήκει και η πατρότητα του θέματος, για την εμπιστοσύνη που μου έδειξε με την ανάθεση αυτής της μελέτης και για την ουσιαστική βοήθεια και αμέριστη συμπαράστασή του κατά την διάρκεια εκπόνησή της.


Τον Καθηγητή του Τομέα Κτηνιατρικής Δημόσιας Υγείας της ΕΣΔΥ Δρ. Βασίλειο Ι. Κοντό ευχαριστώ θερμά για την πολύπλευρη βοήθεια και την υποστήριξη που μου πρόσφερε.


Θα ήθελα επίσης να ευχαριστήσω την Καθηγήτρια του Τομέα Επιδημιολογίας και Βιοστατιστικής της ΕΣΔΥ Δρ. Αναστασία Ρουμελιώτου για την ευγενική παραχώρηση του εργαστηρίου κυτταρομετρίας ροής για τη διενέργεια των σχετικών μετρήσεων.


Τέλος, θα ήθελα να ευχαριστήσω την τεχνολόγο του εργαστηρίου της κυτταρομετρίας ροής του Τομέα Επιδημιολογίας και Βιοστατιστικής της ΕΣΔΥ κ. Ταμαμίδου Μαρία, χωρίς την τεχνική βοήθεια της οποία θα ήταν αδύνατη η ολοκλήρωση της μελέτης αυτής.   

ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Στην Ελλάδα η λεϊσμανίωση του σκύλου από τη Leishmania infantum είναι ένα από τα πιο συχνά λοιμώδη νοσήματα. Επιπλέον, η νόσος αποτελεί σημαντική ζωοανθρωπονόσο ιδιαίτερα σε ενδημικές  περιοχές όπως η Ελλάδα. Κύρια δεξαμενή  του παθογόνου παράγοντα  στις ενδημικές περιοχές θεωρείται ο σκύλος και για το λόγο αυτό η έγκαιρη διάγνωση και η αποτελεσματική αντιμετώπιση της λεϊσμανίωσης στο σκύλο αφορά και τη δημόσια υγεία. Σήμερα υπάρχουν και εφαρμόζονται πολλές αποτελεσματικές θεραπείες στη λεϊσμανίωση του σκύλου, ωστόσο καθοριστικό ρόλο για την έκβαση της νόσου  παίζει  η ανοσολογική αντίδραση του πάσχοντος ζώου και  συγκεκριμένα η επαρκής ενεργοποίηση της κυτταρικής ανοσίας.  Έχει αποδειχθεί ότι η μολυσματικότητα των σκύλων με λεϊσμανίωση για τις σκνίπες είναι αντιστρόφως ανάλογη του αριθμού των κυκλοφορούντων CD4+ Τ-λεμφοκυττάρων.  Με άλλα λόγια ο αριθμός των CD4+ T-λεμφοκυττάρων στο περιφερικό αίμα των σκύλων με λεϊσμανίωση μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως δείκτης της μολυσματικότητας που μπορεί να παρουσιάζουν τα ζώα αυτά για τις σκνίπες (Guarga et al. 2000). Η χορήγηση της αλλοπουρινόλης ως μονοθεραπείας σε σκύλους με λεϊσμανίωση αποτελούσε, τουλάχιστο μέχρι πρόσφατα, κοινή πρακτική για λόγους ευκολίας χορήγησης και κόστους, αλλά και επειδή μέχρι πρότινος δεν κυκλοφορούσαν επίσημα στην Ελλάδα άλλα αντιλεϊσμανιακά σκευάσματα.
Είναι άγνωστο εάν η χορήγηση της αλλοπουρινόλης ως μοναδικής θεραπείας στη λεϊσμανίωση του σκύλου ενέχει τον κίνδυνο μόλυνσης των σκνιπών που θα τσιμπήσουν τα υπό θεραπεία ζώα. Αντικείμενο της μελέτης αυτής ήταν ο προσδιορισμός των υποπληθυσμών CD4+ και CD8+ των Τ-λεμφοκυττάρων στο περιφερικό αίμα σκύλων με λεϊσμανίωση που έχουν υποβληθεί σε θεραπεία μόνο με αλλοπουρινόλη, σε μία προσπάθεια να διασαφηνιστεί η δυνατότητα μόλυνσης των σκνιπών που θα τσιμπήσουν τα ζώα αυτά.  
Η εργασία αποτελείται από δύο μέρη. Στο πρώτο μέρος γίνεται βιβλιογραφική ανασκόπηση της λεϊσμανίωσης του σκύλου με αρχική αναφορά στην αιτιολογία, την κλινική εικόνα και τη διάγνωση. Στη συνέχεια και μετά από μια σύντομη ανοσολογική υπόμνηση για τις πρωτεΐνες διαφοροποίησης (CDs) των κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήματος, περιγράφεται με λεπτομέρεια ο μηχανισμός της ανοσολογικής αντίδρασης του οργανισμού στη μόλυνση από τη Leishmania spp. 

Στο δεύτερο μέρος αναφέρονται τα υλικά και οι μέθοδοι που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη και τα αποτελέσματά της. Ακολουθεί η συζήτηση, τα συμπεράσματα και ο κατάλογος των βιβλιογραφικών πηγών που χρησιμοποιήθηκαν από την διεθνή επιστημονική βιβλιογραφία.         
ΜΕΡΟΣ ΠΡΩΤΟ:
ΓΕΝΙΚΗ ΑΝΑΣΚΟΠΗΣΗ ΤΗΣ ΛΕΙΣΜΑΝΙΩΣΗΣ ΤΟΥ ΣΚΥΛΟΥ

Α. ΓΕΝΙΚΑ


Οι λεϊσμανιώσεις αποτελούν ομάδα λοιμωδών νοσημάτων που προσβάλλουν τον άνθρωπο, κατοικίδια και άγρια ζώα παγκοσμίως και προκαλούνται από είδη του πρωτόζωου Leishmania που ανήκουν στην τάξη Kinetoplastida και στην οικογένεια Trypanosomatidae (Baneth 2006). Στον άνθρωπο, οι λεϊσμανιάσεις προκαλούνται από διάφορα είδη της Leishmania spp. και ανάλογα με τη συμπτωματολογία διακρίνονται σε τρεις κλινικές μορφές: τη δερματική, τη βλεννογονοδερματική και τη σπλαχνική λεϊσμανίαση. Μερικά στελέχη προκαλούν περισσότερες από μια μορφές (Baneth 2006). Η λεϊσμανίωση του σκύλου συχνά κατατάσσεται ως σπλαχνική λεϊσμανίωση λόγω της σύνδεσή της με κάποια στελέχη της Leishmania spp. τα οποία προκαλούν τη σπλαχνική λεϊσμανίαση στον άνθρωπο, ωστόσο στους σκύλους η δερματική και η σπλαχνική προσβολή συνυπάρχουν (Baneth 2006). Η Leishmania chagasi που αποτελεί τον αιτιολογικό παράγοντα της σπλαχνικής λεϊσμανίωσης στη Νότιο Αμερική θεωρείται συνώνυμο της Leishmania infantum που συναντάται στις παραμεσόγειες χώρες. Η παραπάνω διαπίστωση στηρίζεται σε αναλύσεις της γενετικής σύστασης των στελεχών που δείχνουν τη γενετική τους ομοιότητα (Mauricio et al. 1999). Πιστεύεται ότι η λεϊσμανίωση έχει εισαχθεί σχετικά πρόσφατα στην Αμερικανική ήπειρο μέσω της εισαγωγής μολυσμένων σκύλων αποίκων από την Ευρώπη (Baneth 2006). 
Η λεϊσμανίωση του σκύλου (ΛΣ) είναι ένα πολυσυστηματικό λοιμώδες νόσημα το οποίο στην Ελλάδα, όπως και σε πολλές παραμεσόγειες χώρες, έχει ενδημικό χαρακτήρα με κύριο υπεύθυνο είδος τη Leishmania infantum (Kontos and Spais 1989). Η Leishmania infantum είναι διφασικό πρωτόζωο και ο βιολογικός της κύκλος περιλαμβάνει αρθρόποδα διαβιβαστές και σπονδυλωτά ξενιστές στους οποίους συναντώνται διαφορετικές μορφές του παράσιτου (Baneth 2006). Το παράσιτο μεταδίδεται στο σκύλο με νύγματα μολυσμένων θηλυκών σκνιπών του γένους Phlebotomus οι οποίες ενοφθαλμίζουν τις μετακυκλικές προμαστιγωτές μορφές του παρασίτου στο χόριο του δέρματος. Στο σκύλο η προμαστιγωτή μορφή μετά την είσοδό της στα μακροφάγα κύτταρα του δέρματος, μετατρέπεται σε αμαστιγωτή μορφή (Παπαδογιαννάκης 2003). Οι αμαστιγωτές μορφές πολλαπλασιάζονται με κυτταρική διχοτόμηση στα μακροφάγα κύτταρα του σκύλου, τα διαρρηγνύουν και στη συνέχεια μολύνουν νέα κύτταρα. Οι σκνίπες μολύνονται με τις αμαστιγωτές μορφές τις οποίες προσλαμβάνουν κατά την απομύζηση αίματος από το μολυσμένο σκύλο. Ο σκύλος θεωρείται η κύρια «δεξαμενή» του παρασίτου στη λεκάνη της Μεσογείου για τη Leishmania infantum (Baneth 2006). Εκτιμάται ότι μόνο στη νοτιοδυτική Ευρώπη ο αριθμός των μολυσμένων σκύλων είναι τουλάχιστο 2,5 εκατομμύρια με τάση επέκτασης της μόλυνσης σε βορειότερα τμήματα της ηπείρου (Baneth et al. 2008).  Η ΛΣ που προκαλείται από τη Leishmania infantum είναι ζωοανθρωπονόσος κυρίως σε χώρες όπου η νόσος ενδημεί, όπως η Ελλάδα.

Επιδημιολογία 

Τα αποτελέσματα επιδημιολογικών μελετών με μοριακές διαγνωστικές τεχνικές σε ενδημικές περιοχές αποκαλύπτουν δύο βασικά στοιχεία της επιδημιολογίας του νοσήματος. Το πρώτο αφορά το γεγονός ότι ενώ η μόλυνση των σκύλων στις ενδημικές περιοχές είναι υψηλή, σημαντικά μικρότερος αριθμός σκύλων παρουσιάζει την κλινική μορφή της νόσου (Baneth et al. 2008, Miro et al. 2008). Η μόλυνση των σκύλων ενδημικών περιοχών ανέρχεται σε ποσοστό 63-80%. Στην Ελλάδα, μία μελέτη που έγινε σε 73 κλινικά υγιείς σκύλους αποκάλυψε ότι στο 12,3% των ζώων αυτών ανιχνεύθηκαν αντισώματα κατά της λεϊσμάνιας, ενώ στο 63% ανιχνεύθηκε το DNA του παρασίτου με PCR (Leontides et al. 2002). Στη Μαγιόρκα της Ισπανίας σε μελέτη 100 σκύλων του δημοτικού κυνοκομείου βρέθηκε ότι το 13% είχε κλινικά έκδηλη νόσο, το 26% είχε θετική ορολογική δοκιμή και το 63% ήταν θετικό στην ανίχνευση του DNA της Leishmania με τη μέθοδο PCR (Solano-Gallego et al. 2001). Μακροχρόνιες μελέτες σε ενδημικές περιοχές δείχνουν ότι η μόλυνση του σκύλου με τη λεϊσμάνια μπορεί να εξελιχθεί με διαφορετικό τρόπο, ανάλογα με την ανοσολογική απάντηση του ζώου. Ένα ποσοστό ζώων εμφανίζει κλινικά συμπτώματα της νόσου μέσα σε βραχύ χρονικό διάστημα από τη μόλυνση (Baneth et al. 2008). Πιστεύεται ότι τα ζώα με γενικευμένη νόσο δεν ενεργοποιούν επαρκώς την κυτταρική τους ανοσία σε αντίθεση με τη χυμική (Baneth et al. 2008). Ορισμένοι από τους μολυσμένους σκύλους δεν εκδηλώνουν κλινικά συμπτώματα λεϊσμανίωσης για μεγάλο χρονικό διάστημα το οποίο μπορεί να διαρκεί από μερικά χρόνια μέχρι και δια βίου (Baneth et al. 2008, Miro et al. 2008). Στα ζώα αυτά παράγοντες που μπορούν να επιδράσουν στη λειτουργία του ανοσοποιητικού συστήματος, όπως διάφορες λοιμώξεις, η χορήγηση ανοσοκατασταλτικών φαρμάκων, ή νοσήματα που προκαλούν ανοσοκαταστολή, είναι δυνατό να αλλάξουν την κατάσταση ισορροπίας οργανισμού-παρασίτου και να οδηγήσουν σε λοίμωξη (Baneth et al. 2008). 

Το δεύτερο επιδημιολογικό δεδομένο είναι ότι η μόλυνση μεταδίδεται ταχύτατα μεταξύ των σκύλων όταν υπάρχουν οι κατάλληλες περιβαλλοντικές συνθήκες, όπως έντονη παρουσία των εντόμων διαβιβαστών και μεγάλος αριθμός σκύλων-ξενιστών (Baneth et al. 2008). Σε προοπτική έρευνα σε μη μολυσμένους αρχικά σκύλους σε μία περιοχή της Ιταλίας και ύστερα από τρείς διαδοχικές περιόδους μετάδοσης, διαπιστώθηκε μόλυνση των σκύλων σε ποσοστό 97,3% με PCR σε μυελό των οστών και 75,7% οροθετικότητα. Η ταχύτητα μετάδοσης της μόλυνσης αποδόθηκε στη μεγάλη πυκνότητα των εντόμων-διαβιβαστών (Phlebotomus perniciosus) και στην έλλειψη μέτρων προστασίας για τους σκύλους (Oliva et al. 2006). 
Η επιδημιολογία της λεϊσμανίωσης διαφέρει στις μη ενδημικές  περιοχές λόγω της απουσίας από το περιβάλλον των υπεύθυνων διαβιβαστών. Τα κρούσματα της νόσου σε σκύλους μη ενδημικών περιοχών αποδίδονται σε μετακινήσεις τους σε ενδημικές περιοχές ή σε εισαγωγή τους από ενδημικές περιοχές (Baneth et al. 2008). Ο κίνδυνος μόλυνσης άλλων ζώων σε μη ενδημικές περιοχές είναι πολύ μικρός λόγω της απουσίας των σκνιπών διαβιβαστών (Teske et al. 2002). Ωστόσο, έχουν αναφερθεί κρούσματα λεϊσμανίωσης σε σκύλους που δεν είχαν ποτέ μετακινηθεί σε ενδημικές περιοχές οι οποίοι όμως ζούσαν μαζί με σκύλους μολυσμένους που είχαν εισαχθεί από μολυσμένες περιοχές (Trees et al. 2001, Baneth et al. 2008). Ακόμη η νόσος έχει περιγραφεί σε κυνάρια από μολυσμένους γονείς και σε σκύλους που έγινε μετάγγιση αίματος από μολυσμένους δότες (de Freitas et al. 2006). Η επιδημιολογία της λεϊσμανίωσης σε μη ενδημικές περιοχές χρήζει περαιτέρω διερεύνησης. 
Κλινική εικόνα
Η ΛΣ είναι χρόνια συστηματική νόσος η κλινική εικόνα της οποίας παρουσιάζει μεγάλη ποικιλομορφία (Alvar et al. 2004). Η περίοδος επώασης της νόσου κυμαίνεται συνήθως από 3 μήνες μέχρι και 7 έτη. Η γενική κλινική εικόνα των προσβεβλημένων σκύλων χαρακτηρίζεται από κακή φυσική κατάσταση, απώλεια σωματικού βάρους (ενώ η όρεξη συνήθως παραμένει φυσιολογική), κατάπτωση και κακή κατάσταση δέρματος και τριχώματος (Baneth 2006). Ο πυρετός τις περισσότερες φορές απουσιάζει και όταν παρατηρείται οφείλεται στη συνύπαρξη διαφόρων νοσημάτων όπως η ερλιχίωση, η πιροπλάσμωση και οι βακτηριδιακές λοιμώξεις (Kontos and Koutinas 1993).

Οι δερματικές αλλοιώσεις αποτελούν τη συχνότερη και εντυπωσιακότερη κλινική εκδήλωση της ΛΣ με την πλειοψηφία των περιστατικών να εμφανίζουν αποφολιδωτική δερματίτιδα. Η αποφολίδωση μπορεί να είναι γενικευμένη αλλά συνήθως παρουσιάζεται με μεγαλύτερη ένταση στο κεφάλι, τα πτερύγια των αυτιών και τα άκρα. Παρατηρείται υπερκεράτωση του ακρορινίου και των πελματικών φυμάτων καθώς και αλωπεκία ή/και υποτρίχωση. Η περιοφθαλμική αλωπεκία είναι συχνή. Η ελκωτική δερματίτιδα ακολουθεί σε συχνότητα την αποφολιδωτική και εκδηλώνεται με εμφάνιση άτονων ελκών σε σημεία του σώματος που δέχονται αυξημένη πίεση (οστέϊνες προεξοχές), στα χείλη των πτερυγίων των αυτιών και στα βλεννογονοδερματικά όρια. Λιγότερο συχνά απαντώνται η ονυχογρύπωση, παρονυχία, οζώδης δερματίτιδα, φλυκταινώδης δερματίτιδα και αποχρωματισμός και εξέλκωση του ακρορινίου. Οι παραπάνω δερματικές αλλοιώσεις ποικίλουν σε ένταση και έκταση, σπανίως είναι κνησμώδεις, μερικές φορές μπορεί να έχουν συμμετρική διάταξη και σε ποσοστό περί του 25% επιπλέκονται δευτερογενώς από σταφυλοκοκκική λοίμωξη (Scott et al. 2001). Οι δερματικές αλλοιώσεις στη ΛΣ μπορεί να εμφανιστούν πριν από την εκδήλωση άλλων συμπτωμάτων, ωστόσο σε κάθε σκύλο με δερματικές αλλοιώσεις πρέπει να θεωρείται βέβαιη η ταυτόχρονη προσβολή των εσωτερικών οργάνων διότι η διασπορά του παρασίτου στον οργανισμό συνήθως προηγείται της εμφάνισης γενικευμένων δερματικών αλλοιώσεων (Baneth 2006). 

Οι ορατοί βλεννογόνοι είναι συχνά ωχροί λόγω της αναιμίας (Kontos and Koutinas 1993). Η περιφερική λεμφαδενοπάθεια, με διόγκωση των λεμφογαγγλίων 2-6 φορές περισσότερο από το φυσιολογικό μέγεθος, αποτελεί συχνό κλινικό εύρημα στη ΛΣ. Μπορεί να είναι γενικευμένη, να αφορά ένα μέρος των ψηλαφητών λεμφογαγγλίων ενώ σε ορισμένα περιστατικά μιμείται τα κλινικά ευρήματα του λεμφοσαρκώματος (Baneth 2006). Ωστόσο, σε αρκετά περιστατικά της νόσου τα λεμφογάγγλια ψηλαφώνται φυσιολογικά ή υποπλαστικά, ιδιαίτερα σε σκύλους που βρίσκονται στο τελευταίο στάδιο της νεφρικής ανεπάρκειας (Παπαδογιαννάκης 2003). Η ηπατομεγαλία είναι μάλλον σπάνια στη ΛΣ (Kontos and Koutinas 1993) σε αντίθεση με τη σπληνομεγαλία που διαπιστώνεται συχνά με ψηλάφηση της κοιλιακής κοιλότητας (Ferrer 2002, Baneth 2006).

Η μυϊκή ατροφία εγκαθίσταται προοδευτικά και είναι σαφώς ορατή στους κροταφίτες μύες (Παπαδογιαννάκης 2003). Είναι το αποτέλεσμα υποκλινικής πολυμυίτιδας που οδηγεί στην εκφύλιση, νέκρωση και ατροφία των μυϊκών ινών και την αντικατάστασή τους στη συνέχεια από ινώδη συνδετικό ιστό (Vamvakidis et al. 2000). Η πολυμυίτιδα και η συνακόλουθη μυϊκή ατροφία στη ΛΣ είναι ασυμπτωματικές (Κουτίνας και Πολυζοπούλου 2003).

Η επίσταξη, που σε κάποιες περιπτώσεις αποτελεί το μοναδικό πρωτοεμφανιζόμενο σύμπτωμα στη ΛΣ, μπορεί να είναι ετερόπλευρη ή αμφοτερόπλευρη, έντονη ή ήπια, συνεχής ή διαλείπουσα (Blavier et al. 2001, Ferrer 2002, Παπαδογιαννάκης 2003). Φαίνεται ότι είναι το αποτέλεσμα πολλών παθογενετικών μηχανισμών όπως η θρομβοκυτταροπάθεια, η υπερσφαιριναιμία που οδηγεί σε αύξηση του ιξώδους του αίματος και οι ελκώδεις αλλοιώσεις του ρινικού βλεννογόνου (Petanides et al. 2008). 
Η νεφροπάθεια της ΛΣ οφείλεται κυρίως στην από ανοσοσύμπλοκα σπειραματονεφρίτιδα και στη διάμεση νεφρίτιδα και σπανιότερα στην αμυλοείδωση του νεφρού (Lopez et al. 1996, Παπαδογιαννάκης 2003). Έχει χρόνια εξέλιξη και μπορεί να εκδηλωθεί με συμπτωματολογία, ανάλογη της βαρύτητας της νεφρικής βλάβης, από απλή πρωτεϊνουρία, χρόνια νεφρική ανεπάρκεια μέχρι και νεφρωσικό σύνδρομο σπανιότερα (Koutinas et al. 1999). Η χρόνια νεφρική ανεπάρκεια αποτελεί τη βασική αιτία επιδείνωσης της κλινικής εικόνας και το κύριο αίτιο θανάτου στη ΛΣ (Ferrer 2002, Παπαδογιαννάκης 2003, Baneth 2006).
Τα πιο συχνά οφθαλμολογικά προβλήματα στη ΛΣ είναι η κοκκιωματώδης επιπεφυκίτιδα και η πρόσθια ιριδοκυκλίτιδα, η ελκώδης βλεφαρίτιδα, η επιπολής και εν τω βάθει κερατίτιδα και η σκληρίτιδα (Ferrer 1992, Gilger 2000, Παπαδογιαννάκης 2003). Η ιριδοκυκλίτιδα οφείλεται συνήθως σε αγγειίτιδα από ανοσοσύμπλοκα και μπορεί να εξελιχθεί σε πανοφθαλμίτιδα και τύφλωση (Παπαδογιαννάκης 2003, Roze 2002, Baneth 2006).

Τα κινητικά προβλήματα που μπορεί να περιλαμβάνονται στη σημειολογία της ΛΣ ενδέχεται να οφείλονται στην πολυαρθρίτιδα από εναπόθεση ανοσοσυμπλόκων στον αρθρικό υμένα και σε έλκη στα πελματικά φύματα και στα μεσοδακτύλια διαστήματα (Παπαδογιαννάκης 2003, Baneth 2006). Σπανιότερα μπορεί να προκληθεί κοκκιωματώδης μηνιγγίτιδα (Κουτίνας και Πολυζοπούλου 2003) και υπερπλαστική περιοστίτιδα (Slappendel and Ferrer 1998, Παπαδογιαννάκης 2003, Baneth 2006). 

Η χρόνια ηπατίτιδα εμφανίζεται σε περιορισμένο αριθμό περιστατικών ΛΣ. Οι βλάβες στο ήπαρ πιθανά προκαλούνται είτε από τη δράση ουσιών που απελευθερώνει το ίδιο το παράσιτο είτε είναι αποτέλεσμα της ανοσολογικής ανταπόκρισης του οργανισμού (Rallis et al. 2005).


Η χρόνια κοκκιωματώδης κολίτιδα στη ΛΣ είναι σχετικά σπάνια, εντάσσεται στην ομάδα των νοσημάτων που απαρτίζουν την ιδιοπαθή φλεγμονώδη νόσο του παχέος εντέρου και ευθύνονται για την εμφάνιση συμπτωμάτων από τον γαστρεντερικό σωλήνα (Ferrer 1991, Παπαδογιαννάκης 2003, Ράλλης 2006). 

Η ταυτόχρονη προσβολή από άλλα αιμοπρωτόζωα (Babesia canis, Hepatozoon canis, Neospora caninum), βακτήριδια (Ehrlichia canis, Rickettsia rickettsii), αιμοπαράσιτα (Dirofilaria immitis, Dirofilaria repens) και εξωπαράσιτα (Demodex canis, Sarcoptes scabiei) δεν είναι σπάνια στη ΛΣ σε περιοχές όπου οι παραπάνω μικροοργανισμοί ενδημούν (Mozos et al. 1999, Παπαδογιαννάκης 2003, Baneth 2006). 
Εργαστηριακά ευρήματα    
Το πιο συχνό εργαστηριακό εύρημα στη ΛΣ είναι η υπερσφαιριναιμία που συνοδεύεται από υπερπρωτεϊναιμία, υπαλβουμιναιμία και μείωση του λόγου αλβουμινών:σφαιρινών στον ορό του αίματος (Baneth 2006).
Μέτρια αύξηση των ηπατικών ενζύμων μπορεί να παρατηρηθεί σε αρκετά περιστατικά ΛΣ. Αύξηση της συγκέντρωσης του ουρεϊκού αζώτου (BUN), της κρεατινίνης και του φωσφόρου στον ορό του αίματος διαπιστώνεται σε περιπτώσεις εγκατεστημένης νεφρικής ανεπάρκειας (Παπαδογιαννάκης 2003, Baneth 2006). 

Η μέτριου βαθμού αναιμία που διαπιστώνεται στη ΛΣ είναι συνήθως μη αναγεννητική, ορθόχρωμη και ορθοκυτταρική και προκαλείται από το χρόνιο φλεγμονώδη χαρακτήρα της νόσου (Lobetti 2002, Παπαδογιαννάκης 2003). Σπανιότερα διαπιστώνεται αναγεννητική αιμολυτική αναιμία ως συνέπεια ανοσολογικών μηχανισμών (Lobetti 2002, Baneth 2006). Σε κάποια περιστατικά η θρομβοκυτταροπενία που παρατηρείται ίσως να είναι το αποτέλεσμα της δράσης των κυκλοφορούντων στο αίμα ανοσοσυμπλόκων και αυτοαντισωμάτων  όπως επίσης της σπληνομεγαλίας και της χρόνιας μορφής του συνδρόμου της διάχυτης ενδοαγγειακής πήξης (Noli 1999, Παπαδογιαννάκης 2003). Η μέτριου βαθμού λευκοκυττάρωση ή λευκοπενία συναντώνται σπανιότερα (Baneth 2006).

Η σπειραματική πρωτεϊνουρία αποτελεί το πλέον σταθερό εύρημα στην εξέταση του ούρου και εμφανίζεται από τα πρώιμα στάδια της νεφρικής βλάβης (Koutinas et al. 1999). Ο υπολογισμός στο ούρο του λόγου πρωτεϊνών/κρεατινίνης έχει προταθεί ως δοκιμή για την εκτίμηση της νεφρικής βλάβης στη ΛΣ (Baneth 2006).         
Στις μεθόδους που χρησιμοποιούνται για τη διάγνωση της ΛΣ περιλαμβάνονται οι παρασιτολογικές (ανίχνευση παρασίτου σε κυτταρολογικά ή ιστολογικά παρασκευάσματα), οι καλλιέργειες, οι ορολογικές (ανίχνευση ειδικών αντισωμάτων), οι ανοσοϊστοχημικές (ανίχνευση αντιγόνων συγκεκριμένου μοριακού βάρους) και οι μοριακές (ανίχνευση γενετικού υλικού του παρασίτου) (Gradoni 2002). Η απλούστερη μέθοδος είναι η απευθείας παρατήρηση του παρασίτου σε χρωματισμένα με Giemsa ή Diff Quick επιχρίσματα παρακέντησης από λεμφαδένα (Εικόνα 1), μυελό των οστών, σπλήνα, οζίδια ή φλύκταινες του δέρματος και σε επιχρίσματα αποτύπωσης από δερματικές αλλοιώσεις (Kontos and Koutinas 1993).
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Εικόνα 1. Αμαστιγωτές μορφές λεϊσμάνιας (Leishmania infantum) σε επίχρισμα από παρακέντηση λεμφαδένα (χρώση Giemsa, x1000).  

Αν και οι λεϊσμάνιες μπορούν να καλλιεργηθούν σε κατάλληλα θρεπτικά υποστρώματα, το σχετικά μεγάλο χρονικό διάστημα που απαιτείται και η μικρή ευαισθησία της μεθόδου, ιδιαίτερα όταν ο αριθμός των παρασίτων είναι μικρός, περιορίζουν τη χρήση της μεθόδου κυρίως στην ταυτοποίηση των διαφόρων ειδών της Leishmania spp. (Ferrer 1999).   

Για την ανίχνευση των ειδικών αντισωμάτων κατά της λεϊσμάνιας, χρησιμοποιούνται διάφορες ορολογικές εξετάσεις. Σε αυτές περιλαμβάνονται ο έμμεσος ανοσοφθορισμός (IFA), η ανοσοενζυμική δοκιμή (ELISA), η άμεση δοκιμή συγκόλλησης και η Western blot (Baneth 2006). Από τις παραπάνω οι πιο συχνά χρησιμοποιούμενες είναι ο έμμεσος ανοσοφθορισμός (IFA) και η ανοσοενζυμική μέθοδος (ELISA) (Kontos and Koutinas 1993). Το αρνητικό αποτέλεσμα δεν αποκλείει τη νόσο ιδιαίτερα στο αρχικό και στο τελικό της στάδιο (Kontos and Koutinas 1993). Σε περίπτωση αρνητικού αποτελέσματος κατά την ορολογική εξέταση αλλά συμβατής με τη ΛΣ κλινικής εικόνας, συστήνεται η επανάληψη της εξέτασης κάθε μήνα για εύλογο χρονικό διάστημα (Παπαδογιαννάκης 2003). Η ορολογική εξέταση μπορεί να είναι θετική σε σκύλους που έχουν μολυνθεί αλλά παραμένουν ασυμπτωματικοί και ενδέχεται να μην εκδηλώσουν ποτέ τη νόσο (Ferrer 1999).

Από τις μοριακές μεθόδους η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης (PCR) είναι χρήσιμη για τη διάγνωση της νόσου, για τον έλεγχο της θεραπείας και για την ταυτοποίηση διαφόρων στελεχών του παρασίτου  (Ferrer 1999, Διάκου 2000, Alvar et al. 2002). Με τη μέθοδο αυτή επιτυγχάνεται ο πολλαπλασιασμός συγκεκριμένων τμημάτων του γονιδιώματος της Leishmania spp. με τη βοήθεια του ενζύμου DNA πολυμεράσης (Ferrer 1999, Alvar et al. 2002, Παπαδογιαννάκης 2003). Απειροελάχιστη ποσότητα του DNA, που συνήθως προέρχεται από τον κινητοπλάστη της αμαστιγωτής μορφής του παρασίτου, μπορεί να αναγνωριστεί και να πολλαπλασιαστεί σε νωπά ή μονιμοποιημένα παρασκευάσματα (Ferrer 1999, Solano-Gallego et al. 2001, Παπαδογιαννάκης 2003). Πλεονέκτημα της μεθόδου είναι η υψηλή ειδικότητα και ευαισθησία και μειονέκτημα η ανάγκη ενός πολύ καλά εξοπλισμένου και εξειδικευμένου εργαστηρίου (Noli 1999, Ferrer 1999).
Θεραπεία
Γενικά, η θεραπεία της ΛΣ είναι δυσκολότερη από εκείνη της λεϊσμανίωσης του ανθρώπου. Στο σκύλο σπάνια επιτυγχάνεται η παρασιτολογική ίαση με τα διαθέσιμα σήμερα φάρμακα, ενώ συχνά παρατηρούνται υποτροπές ή αναμολύνσεις που απαιτούν την επανάληψη της θεραπείας (Baneth 2006). 
Για δεκαετίες οι πεντασθενείς ενώσεις του αντιμονίου ([image: image3.png]Sh5*



) αποτέλεσαν την βασική ομάδα φαρμακευτικών ενώσεων για τη θεραπεία της λεϊσμανίωσης τόσο του σκύλου όσο και του ανθρώπου (Baneth 2006). Η δραστικότητα των παραπάνω ενώσεων έγκειται στην επιλεκτική αναστολή της σύνθεσης ενζύμων του παρασίτου που χρειάζονται στον κύκλο της γλυκόλυσης και της οξείδωσης των λιπαρών οξέων (Baneth 2001). Η εμφάνιση ανθεκτικών στελεχών της λεϊσμάνιας στα φάρμακα αυτά έχει αναφερθεί στη Γαλλία, την Ισπανία και την Ιταλία και προκαλεί το ενδιαφέρον τόσο της κτηνιατρικής κοινότητας όσο και της δημόσιας υγείας (Baneth 2006). 
Η αμφοτερικίνη Β είναι ένα μακρολίδιο που χρησιμοποιείται κυρίως ως αντιμυκητιακή ουσία, αλλά έχει δράση και έναντι κάποιων πρωτόζωων συμπεριλαμβανομένης της Leishmania spp. (Lamothe 1999). Αποτελεί φαρμακευτική ουσία πρώτης επιλογής για τη θεραπεία της λεϊσμανίωσης στον άνθρωπο και ιδιαίτερα σε ασθενείς με ταυτόχρονη μόλυνση από τον ιό HIV (Lamothe 1999). Η δράση της έναντι της λεϊσμάνιας στηρίζεται στη σύνδεσή της με την εργοστερόλη και την αλλαγή της διαπερατότητας της κυτταρικής μεμβράνης του παρασίτου (Baneth 2006). Παρουσιάζει υψηλή νεφροτοξικότητα και πρέπει να χορηγείται με ιδιαίτερη προσοχή. Η χρήση της λιποσωματικής μορφής της αμφοτερικίνης Β μειώνει σημαντικά τη νεφροτοξική της δράση και αυξάνει τη βιοδιαθεσιμότητά της (Baneth 2006).  
  Η αλλοπουρινόλη αποτελεί συνθετικό παράγωγο της υποξανθίνης που όταν μεταβολίζεται από τη λεϊσμάνια παράγεται ουσία με δράση ανάλογη της ινοσίνης (Lamothe 1999, Baneth 2001). Η ουσία αυτή καταλαμβάνει τη θέση της ινοσίνης στο RNA της λεϊσμάνιας, προκαλεί τη λανθασμένη σύνθεση πρωτεϊνών με αποτέλεσμα την αναστολή του πολλαπλασιασμού του παρασίτου (Lamothe 1999, Baneth 2002). Η αλλοπουρινόλη χρησιμοποιείται συχνότερα στη ΛΣ σε συνδυασμό με τις πεντασθενείς ενώσεις του αντιμονίου, ωστόσο δεν είναι σπάνια η χρήση της ως μονοθεραπείας (Lamothe 1999). Στη χώρα μας, όπου οι πεντασθενείς ενώσεις του αντιμονίου δεν κυκλοφορούν με επίσημη έγκριση για κτηνιατρική χρήση, η θεραπεία της λεϊσμανίωσης του σκύλου μόνο με αλλοπουρινόλη αποτελεί κοινή πρακτική. Με τη χρήση της αλλοπουρινόλης στη δόση των 20mg/kg ημερησίως, ως μονοθεραπείας στη ΛΣ, παρατηρείται βελτίωση των κλινικών συμπτωμάτων καθώς και σημαντική μείωση του παρασιτικού φορτίου μετά από συνεχή χορήγηση τεσσάρων μηνών (Koutinas et al. 2001). Σύμφωνα με ορισμένους συγγραφείς, οι υποτροπές που παρατηρούνται σε κάποια περιστατικά είναι υποκλινικές, σε αντίθεση με τη χρήση αντιμονιούχων, και μπορούν προοδευτικά να οδηγήσουν σε επιδείνωση της νεφρικής λειτουργίας, παρά τη φαινομενική βελτίωση των δερματικών αλλοιώσεων και της γενικότερης κλινικής εικόνας του ζώου (Baneth 2006).  
Β. ΑΝΟΣΟΛΟΓΙΚΗ ΥΠΟΜΝΗΣΗ 

Οι αμυντικοί μηχανισμοί του οργανισμού έναντι των ξένων προς αυτόν αντιγόνων περιλαμβάνουν τους φυσικούς φραγμούς, την μη ειδική και την ειδική ανοσία (Tizard 2004). Οι φυσικοί φραγμοί αποτελούν την πρώτη γραμμή άμυνας και περιλαμβάνουν το άθικτο δέρμα, το βήχα, τον πταρμό, την έκκριση βλέννης, το pH του στομάχου, τον έμετο, τη διάρροια και την φυσιολογική μικροβιολογική χλωρίδα των διαφόρων οργάνων (Tizard 2004). 

Η μη ειδική ανοσία αποτελεί ουσιαστικά τη δεύτερη γραμμή άμυνας και απαρτίζεται από προϋπάρχοντες ή ταχέως ανταποκρινόμενους χημικούς και κυτταρικούς αμυντικούς μηχανισμούς. Τα κύτταρα που κυρίως μετέχουν στην ειδική ανοσία είναι τα μακροφάγα, τα δενδριτικά κύτταρα, τα ουδετερόφιλα και τα κύτταρα φυσικοί φονείς (Tizard 2004). Ο οργανισμός ενεργοποιεί επίσης πρωτεΐνες που καταστρέφουν τα μικροβιακά κύτταρα και αποτελούν το σύστημα του συμπληρώματος. Οι περισσότεροι μικροοργανισμοί που καταφέρνουν να διαπεράσουν τα επιθήλια, απομακρύνονται με τη δράση των μηχανισμών της μη ειδικής ανοσίας (Travers et al. 2008). Στις περισσότερες περιπτώσεις η ενεργοποίηση της μη ειδικής ανοσίας είναι αρκετή για να αποτραπεί η λοίμωξη (Travers et al. 2008). Νόσος εκδηλώνεται όταν οι μικροοργανισμοί καταφέρουν να υπερνικήσουν τους αμυντικούς μηχανισμούς και να πολλαπλασιαστούν τοπικά ή να εξαπλωθούν σε όλο τον οργανισμό (Travers et al. 2008). Ο πολλαπλασιασμός και η διασπορά των μικροοργανισμών προκαλεί φλεγμονώδη αντίδραση και τη στρατολόγηση ειδικών κυτταρικών πληθυσμών και μορίων του ανοσοποιητικού συστήματος (Travers et al. 2008). Η μη ειδική ανοσία στερείται μνήμης και έτσι η ένταση και η διάρκειά της παραμένουν σταθερές, ανεξάρτητα από τη συχνότητα μόλυνσης (Tizard 2004).

Η ειδική ανοσία ενεργοποιείται όταν η μόλυνση υπερνικά τη μη ειδική ανοσία. Οι περισσότεροι παθογόνοι μικροοργανισμοί έχουν τη δυνατότητα να υπερνικούν τη μη ειδική ανοσία, οπότε η ειδική ανοσία καλείται να δώσει την τελική και πιο αποτελεσματική λύση στην αντιμετώπισή τους (Travers et al. 2008). Η ειδική ανοσία έπεται χρονικά της μη ειδικής, χαρακτηρίζεται από ειδικότητα και μνήμη ενώ οι βασικοί κυτταρικοί πληθυσμοί που εμπλέκονται είναι τα Τ και Β λεμφοκύτταρα (Tizard 2004). Βασική διαφορά της μη ειδικής και της ειδικής ανοσίας είναι το ότι η μεν πρώτη στηρίζεται σε υποδοχείς που προϋπάρχουν στα κύτταρα και συνδέονται με μοριακούς σχηματισμούς οι οποίοι δεν είναι απόλυτα ειδικοί για κάθε μικροοργανισμό, ενώ η δεύτερη βασίζεται σε εξειδικευμένους υποδοχείς για κάθε αντιγόνο (Travers et al. 2008). 

Στο θύμο αδένα επιτελείται η επιλογή των Τ-λεμφοκυττάρων πριν από την είσοδό τους στην κυκλοφορία του αίματος και τη μετανάστευσή τους στους περιφερικούς λεμφικούς ιστούς. Τα ώριμα Τ-λεμφοκύτταρα που δεν έχουν έρθει σε επαφή με το ειδικό αντιγόνο που αναγνωρίζει ο υποδοχέας τους ονομάζονται παρθένα Τ-λεμφοκύτταρα (Travers et al. 2008). Ο μηχανισμός της ειδικής ανοσίας ξεκινά όταν ο υποδοχέας των παρθένων Τ-λεμφοκυττάρων συνδεθεί με το ειδικό αντιγόνο που αναγνωρίζει. Τότε τα παρθένα Τ-λεμφοκύτταρα διαφοροποιούνται σε ενεργά Τ-λεμφοκύτταρα και αποκτούν όλα εκείνα τα χαρακτηριστικά που απαιτούνται για την απομάκρυνση του αντιγόνου (Tizard 2004, Travers et al. 2008). Η επαφή των Τ-λεμφοκυττάρων με το αντιγόνο γίνεται πάντα με τη μεσολάβηση των αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων τα οποία είναι τα μακροφάγα, τα Β-λεμφοκύτταρα, κυρίως όμως τα δενδριτικά κύτταρα και τα κύτταρα του Langerhans στο δέρμα (Tizard 2004). Η παρουσίαση του αντιγόνου από τα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα γίνεται μέσω των μορίων του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας (MHC) που εκφράζονται στην κυτταρική τους επιφάνεια (Tizard 2004). Αντιγόνα ενδοκυττάριων παθογόνων που έχουν φαγοκυτταρωθεί από το αντιγονοπαρουσιαστικό κύτταρο εκφράζονται στην επιφάνειά του μαζί με μόρια του MHC-II, ενώ αντιγόνα ιών με μόρια του MHC-I (Tizard 2004).    
Τα ενεργοποιημένα Τ-λεμφοκύτταρα δρουν έμμεσα έναντι του αντιγόνου επηρεάζοντας και ρυθμίζοντας τη λειτουργία άλλων κυττάρων που ονομάζονται κύτταρα-στόχοι. Με την επαφή τους με το αντιγόνο τα παρθένα Τ-λεμφοκύτταρα διαφοροποιούνται σε ενεργοποιημένα Τ-λεμφοκύτταρα με συγκεκριμένες λειτουργίες, εκφράζοντας στην επιφάνειά τους τα πρωτεϊνικά μόρια που συνιστούν τα αντιγόνα διαφοροποίησης CD (clusters of differentiation) (Tizard 2004). Οι σπουδαιότερες πρωτεϊνικές δομές επιφανείας των Τ-λεμφοκυττάρων είναι οι υποδοχείς των αντιγόνων τους TCR (T-cell receptors). Ορισμένες πρωτεΐνες του TCR συνδέονται με το αντιγόνο, ενώ κάποιες άλλες χρησιμοποιούνται για τη μεταγωγή δευτερογενών μηνυμάτων στο εσωτερικό του κυττάρου (Tizard 2004). Μία σειρά πρωτεϊνών του συμπλέγματος TCR είναι η CD3, που είναι κοινή για όλα τα Τ-λεμφοκύτταρα και χρησιμεύει για τη μετάδοση μηνυμάτων στο Τ-λεμφοκύτταρο όταν αυτό αναγνωρίσει το αντιγόνο πάνω στο αντιγονοπαρουσιαστικό κύτταρο (Tizard 2004). Το CD4 είναι μια πρωτεΐνη που απαντάται μόνο στα βοηθητικά T-λεμφοκύτταρα, ενώ το CD8 είναι πρωτεϊνικό μόριο που εκφράζεται μόνο στα κυτταροτοξικά T-λεμφοκύτταρα (Tizard 2004). 
Τα CD8 T-λεμφοκύτταρα αναγνωρίζουν επεξεργασμένα αντιγονικά πεπτίδια που παρουσιάζονται με μόρια του MHC-I ενώ τα CD4 T-λεμφοκύτταρα αναγνωρίζουν αντιγονικά πεπτίδια που παρουσιάζονται με το μόρια του MHC-II (Tizard 2004). Τα παρθένα CD4 T-λεμφοκύτταρα διαφοροποιούνται σε δύο λειτουργικούς υποπληθυσμούς (Th1 και Th2) ανάλογα με το τύπο των κυτταροκινών που παράγουν (Tizard 2004). Τα Th1 κύτταρα διεγείρουν την κυτταρική ανοσία κατά κύριο λόγο μέσω της ενεργοποίησης των μακροφάγων, ενώ τα Th2 κύτταρα διεγείρουν την χυμική ανοσία ενεργοποιώντας τα Β-λεμφοκύτταρα για την παραγωγή αντισωμάτων (Travers et al. 2008). Οι κυτταροκίνες ρυθμίζουν τόσο τη δράση άλλων κυττάρων που συμμετέχουν στην ανοσολογική αντίδραση όσο και των ίδιων των CD4 T-λεμφοκυττάρων (Travers et al. 2008). Ανάλογα με τον τύπο των παραγόμενων κυτταροκινών ενεργοποιείται η κυτταρική ή η χυμική ανοσία. Η παραγωγή ιντερλευκίνης-12 (IL-12) από τα δενδριτικά κύτταρα ή από τα μακροφάγα διεγείρει την ανάπτυξη των Th1 κυττάρων και επιπλέον διεγείρει τα Th1 κύτταρα να παράγουν ιντερφερόνη-γ (INF-γ) (Tizard 2004). Η παραγωγή από τα δενδριτικά κύτταρα της ιντερλευκίνης-4 (IL-4) διεγείρει τον πολλαπλασιασμό των Th2 κυττάρων (Tizard 2004). Τα Th1 κύτταρα εκκρίνουν IL-2, INF-γ και λεμφοτοξίνη (TNF-β) και με τη συνδιέγερση της IL-12 από τα δενδριτικά κύτταρα ενεργοποιούν τα μακροφάγα και προάγουν την κυτταρική ανοσία έναντι ενδοκυττάριων μικροοργανισμών (Tizard 2004). Τα Th2 κύτταρα εκκρίνουν τις κυτταροκίνες IL-4, IL-5, IL-10 και IL-13 οι οποίες διεγείρουν τον πολλαπλασιασμό των Β-λεμφοκυττάρων και την έκκριση ανοσοσφαιρινών  (Tizard 2004).      
Γ. Η ΑΝΟΣΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΤΑΠΟΚΡΙΣΗ ΤΟΥ ΟΡΓΑΝΙΣΜΟΥ ΣΤΗ ΛΕΪΣΜΑΝΙΩΣΗ
Η μη ειδική ανοσολογική απάντηση


Η μη ειδική ανοσία  διαδραματίζει σημαντικό ρόλο τόσο στην ανθεκτικότητα όσο και στην ευπάθεια του ξενιστή κατά τη μόλυνσή του από πρωτόζωα (Παπαδογιαννάκης 2007). Μετά τον ενοφθαλμισμό της λεϊσμάνιας στο δέρμα, ακολουθεί η ανίχνευσή της από τα κύτταρα της μη ειδικής ανοσίας τα οποία αναγνωρίζουν συγκεκριμένους αντιγονικούς επιτόπους (PAMPs) του παρασίτου μέσω ειδικών υποδοχέων (Toll-like receptors) που διαθέτουν (Παπαδογιαννάκης 2007).


Οι μετακυκλικές προμαστιγωτές μορφές του παρασίτου, οι οποίες αποτελούν και τη μολύνουσα μορφή, ενοφθαλμίζονται στο χόριο του δέρματος από το δήγμα του μολυσμένου θηλυκού φλεβοτόμου που αποτελεί τον ενδιάμεσο ξενιστή. Τα περισσότερα παράσιτα που ενοφθαλμίζονται καταστρέφονται από παράγοντες του συμπληρώματος. Ωστόσο, ένας αριθμός παρασίτων επιβιώνει χρησιμοποιώντας διάφορους μηχανισμούς όπως α) την είσοδο του παρασίτου σε ασφαλή κύτταρα ώστε να  αποφεύγεται η επαφή με αντιλεϊσμανιακούς παράγοντες, β) την καταστολή της σύνθεσης του ενεργού οξυγόνου ή των προϊόντων του αζώτου, γ) την τροποποίηση των προστατευτικών κυτταροκινών που παράγει το ζώο, δ) την αναστολή έκφρασης των συνδιεγερτικών μορίων από τα αντιγονοπαρουσιαστικά (ΑΠΚ) με αποτέλεσμα τη μη ενεργοποίηση των Τ-λεμφοκυττάρων  (Παπαδογιαννάκης 2007).

Τα παράσιτα που επιβιώνουν μετά τον ενοφθαλμισμό αρχικά προσκολλώνται και στη συνέχεια φαγοκυτταρώνονται από τα μακροφάγα και τα δενδριτικά κύτταρα του χορίου και τα κύτταρα του Langerhans (LCs) (Killick-Kendrick 2002, Παπαδογιαννάκης 2007). Μετά τη φαγοκυττάρωση οι λεϊσμάνιες εντοπίζονται στο φαγόσωμα το οποίο μετά από ωρίμανση μετασχηματίζεται σε κενοτόπιο. Μέσα στο κενοτόπιο η προμαστιγωτή μορφή του παρασίτου μεταμορφώνεται σε αμαστιγωτή (Παπαδογιαννάκης 2007).

Τα ουδετερόφιλα και τα μακροφάγα είναι από τα πρώτα κύτταρα που φθάνουν στην περιοχή ενοφθαλμισμού του παρασίτου χωρίς να είναι ακόμη διασαφηνισμένος ο μηχανισμός που ρυθμίζει τον τροπισμό τους στην περιοχή του ενοφθαλμισμού. Θεωρείται πιθανόν παράγοντες προερχόμενοι από τα παράσιτα καθώς και χημειοκίνες να ρυθμίζουν αυτή τη μετακίνηση (Παπαδογιαννάκης 2007). Ο ρόλος των ουδετερόφιλων στη ΛΣ δεν είναι ακόμη γνωστός αν και από κάποιους συγγραφείς έχουν προταθεί ως ικανά ΑΠΚ κύτταρα.


Τα μακροφάγα στη ΛΣ παίζουν καθοριστικό ρόλο γιατί αφενός φαγοκυτταρώνουν τις λεϊσμάνιες και αφετέρου οι αντιγονοπαρουσιαστικές τους ικανότητες επιτρέπουν την ενεργοποίηση των ειδικών Τ-λεμφοκυττάρων (Tizard 2004, Παπαδογιαννάκης 2007). Παράλληλα με την κινητοποίηση των μακροφάγων και τα κύτταρα του Langerhans μεταναστεύουν από την επιδερμίδα ή φθάνουν στο χόριο με την κυκλοφορία του αίματος για να παραλάβουν τα παράσιτα με τη βοήθεια της IL-1β και του TNF-α ή διαφόρων επιφανειακών μορίων του παρασίτου (Παπαδογιαννάκης 2007). Τα μακροφάγα χρησιμεύουν ως τόπος αναπαραγωγής και καταστροφής του παρασίτου ενώ τα κύτταρα του Langerhans (LCs) μεταφέρουν το παράσιτο στα επιχώρια λεμφογάγγλια. Κατά τη διάρκεια της μετανάστευσης, τα LCs αναπτύσσουν ισχυρές αντιγονοπαρουσιαστικές ιδιότητες προκειμένου να ενεργοποιήσουν τόσο τα ειδικά όσο και τα παρθένα Τ-λεμφοκύτταρα. Τα τελευταία μεταναστεύουν με το αίμα στο σημείο του ενοφθαλμισμού όπου έρχονται σε επαφή με τα μακροφάγα και τα παραμένοντα LCs τα οποία τους παρουσιάζουν αντιγόνα του παρασίτου. Τα ειδικά Τ-λεμφοκύτταρα μέσω των κυτταροκινών που παράγουν ρυθμίζουν την περαιτέρω αντιλεϊσμανιακή δράση των μακροφάγων.


Τα κύτταρα φυσικοί φονείς (NK) παίζουν σημαντικό ρόλο στη μη ειδική ανοσολογική απάντηση. Ανταποκρίνονται ταχύτατα και παράγουν, μετά την ενεργοποίησή τους από τα παρασιτικά αντιγόνα, INF-γ TNF-α και IL-12 (Παπαδογιαννάκης 2007). Η παραγωγή της INF-γ από τα NK κύτταρα είναι κρίσιμη για τον αρχικό έλεγχο της μόλυνσης και προηγείται της παραγωγής INF-γ από τα ενεργοποιημένα CD8+ κυτταροτοξικά Τ-λεμφοκύτταρα (Travers et al. 2008). Η πρώιμη παραγωγή INF-γ από τα NK κύτταρα πιθανόν να επηρεάζει την ανταπόκριση των CD4 Τ-λεμφοκυττάρων έναντι του παρασίτου και ενδεχομένως τη διαφοροποίησή τους σε Th1 κύτταρα τα οποία είναι ικανά να ενεργοποιούν τα μακροφάγα (Travers et al. 2008). 

Τα δενδριτικά κύτταρα του χορίου (DDCs) αποτελούν ομάδα αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων που προέρχονται από το μυελό των οστών, αλληλεπιδρούν με τα Τ-λεμφοκύτταρα και ρυθμίζουν τη δράση τους (Travers et al. 2008). Εκτός από το χόριο βρίσκονται και σε όλους τους λεμφικούς ιστούς (Travers et al. 2008). Όπως συμβαίνει με τα LCs και τα DDCs μεταναστεύουν από το χόριο στα επιχώρια λεμφογάγγλια παρουσιάζοντας παρασιτικά αντιγόνα στα Τ-λεμφοκύτταρα (Παπαδογιαννάκης 2007).

Η αμαστιγωτή μορφή της L. infantum έχει βρεθεί στο κυτταρόπλασμα ινοβλαστών στο χόριο του δέρματος σκύλων με λεϊσμανίωση (Παπαδογιαννάκης 2007). Ο ρόλος των ινοβλαστών στην μη ειδική ανοσολογική απάντηση πιστεύεται ότι είναι ιδιαίτερα σημαντικός και ιδίως στη ρύθμιση της λειτουργίας των λευκοκυττάρων. Οι ινοβλάστες παράγουν ποικιλία ανοσολογικών μορίων και μαζί με τα μακροφάγα λειτουργούν ως κύτταρα–φρουροί του ανοσοποιητικού συστήματος. Από κάποιους συγγραφείς υποστηρίζεται ότι οι ινοβλάστες αποτελούν ασφαλή κυτταρικό πληθυσμό στον οποίο οι λεϊσμάνιες καταφεύγουν για να αποφύγουν την ανοσολογική απάντηση (Παπαδογιαννάκης 2007). Στη λεϊσμανίωση του ποντικού από την L. major έχει διαπιστωθεί ότι οι ινοβλάστες μπορούν να φαγοκυτταρώσουν χωρίς όμως να μπορούν και να σκοτώσουν το παράσιτο (Παπαδογιαννάκης 2007). Ο ρόλος των ινοβλαστών στη λεϊσμανίωση του σκύλου παραμένει σε πολλά σημεία αδιευκρίνιστος.


Τα κερατινοκύτταρα (KCs) της επιδερμίδας μπορούν να συμπεριφερθούν ως ΑΠΚ κύτταρα ικανά να επεξεργάζονται αντιγόνα και να ρυθμίζουν την ανοσολογική απάντηση στη ΛΣ (Παπαδογιαννάκης 2007).

Η ειδική ανοσολογική απάντηση 
Κυτταρική ανοσία 

Οι προμαστιγωτές μορφές της λεϊσμάνιας που ενοφθαλμίζονται στο χόριο του δέρματος παραλαμβάνονται από τα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα (μακροφάγα, LCs και DDCs) και μεταφέρονται στα επιχώρια λεμφογάγγλια (Παπαδογιαννάκης 2007). Στα λεμφογάγγλια τα ΑΠΚ παρουσιάζουν τα αντιγόνα της λεϊσμάνιας στα παρθένα Τ-λεμφοκύτταρα τα οποία διεγείρονται και διαφοροποιούνται σε ειδικά για τη λεϊσμάνια Τ-λεμφοκύτταρα. Εκτός από το πρώτο σήμα που παράγεται από τη σύνδεση του Τ-λεμφοκυττάρου με το σύμπλεγμα αντιγόνου λεϊσμάνιας-MHC-II που εκφράζεται πάνω στο ΑΠΚ, για τη διέγερση του κλωνικού πολλαπλασιασμού των παρθένων Τ-λεμφοκυττάρων απαιτείται και ένα δεύτερο σήμα που παράγεται από τη σύνδεση των συνδιεγερτικών μορίων που εκφράζονται πάνω στο ίδιο ΑΠΚ με κατάλληλο υποδοχέα στο Τ-λεμφοκύτταρο. Έχει αποδειχθεί, τουλάχιστο για την L. infantum, ότι η συνδιέγερση από τα μολυσμένα μακροφάγα αναστέλλεται με συνέπεια την ανενεργησία ή την ελαττωμένη απόκριση των Τ-λεμφοκυττάρων. Ο ακριβής μηχανισμός με τον οποίο η λεϊσμάνια επιτυγχάνει την αναστολή της έκφρασης των συνδιεγερτικών μορίων δεν έχει διασαφηνιστεί. Είναι πιθανόν αντίστοιχος μηχανισμός να λαμβάνει χώρα στα LCs και DDCs τα οποία παρασιτούνται από λεϊσμάνιες στη ΛΣ. 


Από τα λεμφογάγγλια τα ενεργοποιημένα Τ-λεμφοκύτταρα μεταναστεύουν μέσω του αίματος στην περιοχή του ενοφθαλμισμού του παρασίτου με τη βοήθεια χημειοκινών που παράγονται στην περιοχή του ενοφθαλμισμού. Εκεί, ανάλογα με τον τύπο των κυτταροκινών που παράγουν, ρυθμίζουν τη συμπεριφορά των μακροφάγων, των LCs και των DDCs (Ruitenberg et al. 2001). 


Τα CD4+ Th1 λεμφοκύτταρα τα οποία παράγουν IL-2 και INF-γ ενεργοποιούν τα μολυσμένα μακροφάγα να σκοτώσουν το παράσιτο, ενώ τα CD4+ Th2 λεμφοκύτταρα που παράγουν IL-4 και IL-10 ενεργοποιούν τη χυμική ανοσία με υπερπαραγωγή αντισωμάτων και καταστολή της κυτταρικής ανοσίας. Τα πρώτα σχετίζονται με την ανθεκτικότητα, ενώ τα δεύτερα με την ευπάθεια στη λεϊσμανίωση (Pinelli 1999, Ferrer et al. 2000, Ruitenberg et al. 2001, Chamizo et al. 2005).


Η ανθεκτικότητα του σκύλου στη λεϊσμανίωση φαίνεται να σχετίζεται με την αποτελεσματική ενεργοποίηση της κυτταρικής ανοσίας και την παραγωγή των προστατευτικών κυτταροκινών IL-2, IL-12, INF-γ και TNF. Οι κυτταροκίνες αυτές ενεργοποιούν την παραγωγή οξειδίου του αζώτου (NO) το οποίο τελικά εξουδετερώνει το παράσιτο (Ruitenberg et al. 2001). 


Τα CD8+ είναι κυτταροτοξικά ή κατασταλτικά Τ-λεμφοκύτταρα που αποτελούν κυτταρικό πληθυσμό της κυτταρικής ανοσίας. Υπερτερούν στο περιφερικό αίμα ασυμπτωματικών σκύλων με λεϊσμανίωση (L.chagasi). Κυτταροτοξικά CD8+ Τ-λεμφοκύτταρα που παράγουν INF-γ έχουν απομονωθεί από το περιφερικό αίμα ασυμπτωματικών και όχι συμπτωματικών σκύλων με λεϊσμανίωση. Φαίνεται ότι οι κυτταροκίνες που παράγονται από αυτά τα κύτταρα παίζουν έναν προστατευτικό ρόλο στη ΛΣ.
Χυμική ανοσία

Σχετικά με την χυμική ανοσία που αναπτύσσεται στο σημείο ενοφθαλμισμού της λεϊσμάνιας στο χόριο του δέρματος, λίγα είναι γνωστά μέχρι σήμερα (Παπαδογιαννάκης 2007). Σημαντικός αριθμός Β-λεμφoκυττάρων έχει παρατηρηθεί στο χόριο του δέρματος στις αλλοιώσεις της αποφολιδωτικής δερματίτιδας στη ΛΣ (Παπαδογιαννάκης 2003). Η πρόσφατη ανίχνευση IL-4 στο δέρμα σε όλους τους συμπτωματικούς σκύλους με λεϊσμανίωση δείχνει ότι η ευπάθεια των ζώων αυτών σχετίζεται με ανοσολογική απάντηση στην οποία υπερτερεί η χυμική ανοσία (Th2) (Παπαδογιαννάκης 2007). Η φλεγμονώδης αντίδραση του δέρματος στη ΛΣ αυξάνει όσο αυξάνει η χυμική ανοσία σε αυτό (Παπαδογιαννάκης 2007). 

Στα συμπτωματικά και σε μικρότερο βαθμό στα ασυμπτωματικά ζώα, οι παραγόμενες κυρίως από τα Th2 λεμφοκύτταρα κυτταροκίνες IL-4 και IL-10 διεγείρουν την παραγωγή ειδικών αντισωμάτων ενώ παράλληλα καταστέλλουν την δραστηριότητα των Th1 λεμφοκυττάρων (Παπαδογιαννάκης 2007). 

Η υπέρμετρη ενεργοποίηση της χυμικής ανοσίας έχει ως αποτέλεσμα την υπερπαραγωγή αντισωμάτων (κυρίως IgG) τα οποία όχι μόνο δεν προστατεύουν το ζώο, αλλά αντίθετα συντελούν στη δημιουργία βλαπτικών ανοσοσυμπλόκων τα οποία προσκολλώνται στα αγγειώδη σπειράματα, τον αρθρικό υμένα, την ίριδα, το δέρμα κ.ά προκαλώντας διάφορες παθολογικές καταστάσεις.   
ΜΕΡΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ: 
Η ΔΙΚΗ ΜΑΣ ΕΡΕΥΝΑ

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

1. Ζώα
Σε αυτή τη μελέτη χρησιμοποιήθηκαν συνολικά 36 σκύλοι διαφόρων φυλών, φύλου και ηλικίας και χωρίστηκαν σε δύο ομάδες Α και Β. Η ομάδα Α περιελάμβανε 17 υγιείς σκύλους και η ομάδα Β 19 σκύλους που έπασχαν από λεϊσμανίωση και τους είχε χορηγηθεί αλλοπουρινόλη ως μονοθεραπεία (πίνακες 1 και 2). 

Η διάγνωση της λεϊσμανίωσης για τα ζώα της ομάδας Β είχε τεθεί με βάση την κλινική εικόνα, την ανίχνευση ειδικών αντισωμάτων έναντι της λεϊσμάνιας με τη μέθοδο του έμμεσου ανοσοφθορισμού (IFA test) και την άμεση παρατήρηση των αμαστιγωτών μορφών της λεϊσμάνιας σε κυτταρολογικά επιχρίσματα που είχαν ληφθεί με αναρρόφηση με λεπτή βελόνα από τα περιφερικά λεμφογάγγλια.
Από τους 17 σκύλους της ομάδας Α, 3 ήταν γένους θηλυκού και 14 γένους αρσενικού. Οι 11 σκύλοι ήταν φυλής German shepherd, 2 Labrador retriever, 1 Golden retriever, 1 Malinois, 1 διασταύρωση με German shepherd και 1 ακαθόριστης φυλής. Η ηλικία των ζώων αυτών κυμαινόταν από 3 ως 10,5 ετών με μέσο όρο τα 6,9 έτη. Το σωματικό βάρος κυμαινόταν από 23 ως 44kg με μέσο όρο τα 31,5kg (Πίνακας 1).
Από τους 19 σκύλους της ομάδας Β, 7 ήταν γένους θηλυκού και 12 γένους αρσενικού. Οι 8 ήταν ακαθόριστης φυλής, 2 German shepherd, 2 διασταύρωση με German shepherd, 2 Cocker spaniel, 2 Rottweiler, 2 Great dane και 1 διασταύρωση με Golden retriever. Η ηλικία των ζώων αυτών κυμαινόταν από 3 ως 10 ετών με μέσο όρο τα 5,7 έτη. Το σωματικό βάρος κυμαινόταν από 14-45kg με μέσο όρο τα 28,5kg (Πίνακας 2).

Οι σκύλοι της ομάδας Β, που έπασχαν από λεϊσμανίωση, λάμβαναν θεραπεία μόνο με αλλοπουρινόλη στη δόση των 10mg/kg κάθε 12 ώρες (20mg/kg ημερησίως) και για χρονικό διάστημα από 5 μήνες μέχρι 3,5 έτη. 
Πίνακας 1. Γενικά στοιχεία ζώων ομάδας Α (n:17)

	Ζώα
(n:17)
	Φυλή
	Φύλο
	Ηλικία (έτη)
	ΣΒ (kg)

	Α 1 (1)
	German shepherd
	Male
	5 
	42

	Α 2 (2)
	German shepherd
	Male
	5
	44

	Α 3 (3)
	German shepherd
	Male
	6,5
	34

	Α 4 (4)
	German shepherd
	Male
	6
	35

	Α 5 (5)
	German shepherd
	Male
	7,5
	33

	Α 6 (6)
	German shepherd
	Male
	7
	32

	Α 8 (8)
	Mixed
	Female
	8,5
	23

	Α 9 (9)
	Labrador retriever
	Female
	7,5
	25

	Α 10 (10)
	Golden retriever
	Male
	7
	31

	Α 11 (11)
	Labrador retriever
	Male
	8
	26

	Α 12 (12)
	German shepherd
	Female
	3
	25

	Α 13 (13)
	German shepherd
	Male
	6,5
	32

	Α 14 (14)
	German shepherd
	Male
	7,5
	34

	Α 15 (15)
	German shepherd
	Male
	5
	34

	Α 16 (16)
	Malinois
	Male
	7,5
	36

	Α 17 (17)
	German shepherd-cross
	Male
	10,5
	34

	Α 18 (18)
	German shepherd
	Male
	8,5
	38


Πίνακας 2. Γενικά στοιχεία ζώων ομάδας B (n:19)

	Ζώα
(n:19)
	Φυλή
	Φύλο
	Ηλικία (έτη)
	ΣΒ (kg)
	Χρόνος χορήγησης αλλοπουρινόλης*

	B 1 (21)
	German shepherd
	Male
	7
	36
	5 μήνες

	B 2 (22)
	Cocker spaniel
	Male
	10
	14
	1 έτος

	B 3 (23)
	Mixed
	Male
	6
	28
	3 έτη

	B 4 (24)
	Mixed
	Female
	7,5
	27
	3,5 έτη

	B 5 (25)
	German shepherd
	Male
	9,5
	34
	1,5 έτος

	B 7 (27)
	Rottweiler
	Female
	4,5
	26
	1,5 έτος

	B 8 (28)
	German shepherd-cross
	Male
	5
	32
	1,5 έτος

	B 9 (29)
	Rottweiler
	Male
	5,5
	32
	1,5 έτος

	B 10 (30)
	Great Dane
	Female
	5,5
	45
	2 έτη

	B 11 (31)
	Mixed
	Male
	6
	30
	3 έτη

	B 12 (32)
	Mixed
	Female
	7,5
	34
	3 έτη

	B 13 (33)
	Cocker spaniel
	Male
	3
	15
	6 μήνες

	B 14 (34)
	Great Dane
	Female
	5,5
	44
	5 μήνες

	B 15 (35)
	Golden retriever-cross
	Male
	4,5
	29
	10 μήνες

	B 16 (36)
	German shepherd-cross
	Male
	4,5
	28
	1 έτος

	B 17 (37)
	Mixed
	Male
	4,5
	20
	7 μήνες

	B 18 (38)
	Mixed
	Female
	4
	23
	9 μήνες

	B 19 (39)
	Mixed
	Female
	4 
	22
	10 μήνες

	B 20 (40)
	Mixed
	Male
	5
	20
	11 μήνες


2. Γενική κλινική εξέταση
Μετά τη λήψη του ιστορικού, κάθε ζώο υποβάλλονταν σε γενική κλινική και δερματολογική εξέταση. Η πρώτη περιελάμβανε την εκτίμηση της θρεπτικής κατάστασης, τη λήψη θερμοκρασίας, την επισκόπηση των ορατών βλεννογόνων, την ψηλάφηση των επιπολής λεμφογαγγλίων, την εκτίμηση του όγκου των κροταφιτών μυών, την ακρόαση της καρδιάς και των πνευμόνων, την ψηλάφηση της κοιλίας, τον έλεγχο των οφθαλμών και του ακρορινίου. Η δερματολογική εξέταση αφορούσε τον έλεγχο του δέρματος για την ύπαρξη συμβατών με τη λεϊσμανίωση δερματικών αλλοιώσεων όπως αποφολιδωτικής δερματίτιδας, ελκών και διαβρώσεων, οζιδίων, φλυκταινών, ελκών ή διαβρώσεων στα βλεννογονοδερματικά όρια, ξηρής ή/και υγρής σμηγματόρροιας.
Στα ζώα της ομάδας Β διαπιστώθηκαν αποφολιδωτική δερματίτιδα σε 2/19, διαβρώσεις στα βλεννογονοδερματικά όρια σε 1/19, διόγκωση περιφερικών λεμφαδένων σε 1/19, υπερμεγέθεις κάλοι σε 1/19 και παχυσαρκία σε 1/19 (Πίνακας 3).
Πίνακας 3. Συμπτώματα και παθολογικές καταστάσεις των ζώων της ομάδας Β (n:19)

	Ζώα
(n:19)
	Συμπτώματα - παθολογικές καταστάσεις *

	Β 1 (21)
	1,2

	Β 2 (22)
	1

	Β 3 (23)
	--

	Β 4 (24)
	--

	Β 5 (25)
	--

	Β 7 (27)
	--

	Β 8 (28)
	--

	Β 9 (29)
	3

	Β 10 (30)
	4

	Β 11 (31)
	--

	Β 12 (32)
	5

	Β 13 (33)
	--

	Β 14 (34)
	--

	Β 15 (35)
	--

	Β 16 (36)
	--

	Β 17 (37)
	--

	Β 18 (38)
	--

	Β 19 (39)
	--

	Β 20 (40)
	--


	* 1:Αποφολιδωτική δερματίτιδα 2/19

	  2:Έλκη και διαβρώσεις στα βλεννογονοδερματικά όρια  1/19

	  3:Διόγκωση περιφερικών λεμφογαγγλίων 1/19

	  4:Υπερμεγέθεις κάλοι 1/19

	  5:Παχυσαρκία 1/19




3. Εργαστηριακές εξετάσεις        


Σε κάθε σκύλο και των δύο ομάδων διενεργήθηκε πλήρης αιματολογική και βιοχημική εξέταση αίματος καθώς και ορολογικός έλεγχος για την επιβεβαίωση ή τον αποκλεισμό της διάγνωσης της λεϊσμανίωσης και για τα συνήθη αιμοπαράσιτα (Dirofilaria immitis και Ehrlichia canis). Από κάθε σκύλο λαμβάνονταν 10ml αίματος από την κεφαλική φλέβα με σύριγγα των 10ml και βελόνη 21G. 6ml μεταγγίζονταν σε δύο φιαλίδια κενού των 3 ml (Vacuatte, Bencton & Dickinson) που περιείχαν αιθυλενοδιαμινοτετραοξεικό κάλιο (EDTA) ως αντιπηκτικό, ενώ τα υπόλοιπα 4ml σε φιαλίδιο κενού χωρίς αντιπηκτικό (Vacuatte Bencton & Dickinson) το οποίο υποβαλλόταν σε φυγοκέντριση και ο ορός μεταγγιζόταν στη συνέχεια σε φιαλίδιο τύπου eppendorf.

Το πρώτο φιαλίδιο αίματος με το EDTA αποστέλνονταν στο εργαστήριο της ΕΣΔΥ για εξέταση με κυτταρομετρία ροής, το δεύτερο για γενική αιματολογική εξέταση και ο ορός για τις βιοχημικές αναλύσεις και τις ορολογικές δοκιμές.   

Η αιματολογική εξέταση γινόταν σε αυτόματο αιματολογικό αναλυτή κτηνιατρικού εργαστηρίου και περιελάμβανε τον προσδιορισμό του αιματοκρίτη (HCT, %), της αιμοσφαιρίνης (HGB, g/dl), του αριθμού των ερυθρών (RBC, .10ˆ12/L) και λευκών (WBC, .10ˆ9/L) αιμοσφαιρίων, των αιμοπεταλίων (PLT, .10ˆ9/L), και του λευκοκυτταρικού τύπου σε απόλυτες και ποσοστιαίες τιμές. 

Οι βιοχημικές αναλύσεις διενεργήθηκαν σε βιοχημικό αναλυτή υγρής χημείας και περιελάμβαναν τον προσδιορισμό της γλυκόζης (GLU, mg/dl), της κρεατινίνης (GREA, mg/dl), του ουρεϊκού αζώτου (BUN, mg/dl), των ενζύμων αλκαλικής φωσφατάσης (SAP, IU/L), ασπαραγινοαμινοτρανσφεράσης (AST, IU/L) και αλανινοαμινοτρανσφεράσης (ALT, IU/L), των ολικών πρωτεϊνών (TP, mg/dl), των αλβουμινών (ALB, mg/dl) και των σφαιρινών (GLOB, mg/dl).

Οι ορολογικές δοκιμές για την λεϊσμανίωση (Leishmania infantum) και την ερλιχίωση (Ehrlichia canis) έγιναν με τη μέθοδο του έμμεσου ανοσοφθορισμού (IFA) και για την διροφιλαρίωση (Dirofilaria immitis) με την ανοσοενζυμική μέθοδο ELISA.
4. Κυτταρομετρία ροής

Στη μελέτη χρησιμοποιήθηκε το κυτταρόμετρο ροής Coulter Epics-XL-MCL. Ακολουθώντας τις οδηγίες του κατασκευαστή 100μl ολικού αίματος προσθέτονταν σε κατάλληλα φιαλίδια το καθένα από τα οποία περιείχε 10μl συνδεδεμένων μονοκλωνικών αντισωμάτων CD3:FITC/CD4:RPE και CD3:FITC/CD8:RPE  για την αναγνώριση των επιφανειακών αντιγόνων CD3 και CD4, και CD3 και CD8 του σκύλου, αντίστοιχα (Πίνακας 4), σε διάλυση 1:100 παράλληλα με τα isotype controls (rat IgG2a:RPE, mouse IgG1:FITC και rat IgG1:RPE) (Serotec, Kindlington, Oxford, UK). Μετά από επώαση για 15-20 λεπτά στους 25°C σε σκοτεινό δωμάτιο, γινόταν λύση των ερυθρών αιμοσφαιρίων με τη χρήση των διαλυμάτων A, Β και C του Immunoprep® (Beckman Coulter, USA) προσθέτοντας 600, 265 και 100μl αντίστοιχα από το καθένα, σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή (Beckman Coulter, USA). Η μέτρηση των CD3+CD4+ και  CD3+CD8+ κυττάρων γινόταν μετά από επιλογή (gating) των λεμφοκυττάρων σε στικτόγραμμα (dot plot) που εμφανίζονταν στην οθόνη του υπολογιστή του κυτταρομέτρου.(Εικόνες 2, 3, 4, 5 και 6).
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Εικόνα 2: Επιλογή (gating) των λεμφοκυττάρων (βέλος)
Πίνακας 4. Μονοκλωνικά αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη

	Τύπος αντισώματος
	Αριθμός κλώνου
	Ισότυπος
	Προέλευση

	
	
	
	

	Anti-canine CD3:FITC/CD4:RPE
	FITC reagent: CA17.2A12
	FITC reagent IgG1 (mouse)
	Serotec, Oxford, UK

	
	RPE reagent: YKIX 302.9
	RPE reagent IgG2a (rat)
	

	Anti-canine CD3:FITC/CD8:RPE
	FITC reagent: CA17.2A12
	FITC reagent IgG1 (mouse)
	Serotec, Oxford, UK

	
	RPE reagent: YCATE 55.9
	RPE reagent IgG1 (rat)
	

	Isotypic control
	
	Rat IgG2a:RPE
	Serotec, Oxford, UK

	Isotypic control
	
	Mouse IgG1:FITC
	Serotec, Oxford, UK

	Isotypic control
	
	Rat IgG1:RPE
	Serotec, Oxford, UK


5. Στατιστική ανάλυση  


Οι συγκρίσεις ανάμεσα στις ομάδες Α και Β έγιναν με τη μέθοδο independent samples student t-test. Η στατιστική ανάλυση των δεδομένων έγινε με τη χρήση του στατιστικού προγράμματος SPSS student version 15.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA). Σε όλες τις συγκρίσεις το επίπεδο σημαντικότητας τέθηκε στο 5%.  

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Τα αποτελέσματα της αιματολογικής εξέτασης και των βιοχημικών διαταραχών των σκύλων της ομάδας Β παρουσιάζονται στον Πίνακα 5.


Τα κλινικά συμπτώματα και οι δερματικές αλλοιώσεις που διαπιστώθηκαν στους σκύλους της ομάδας Β ήταν ιδιαίτερα ήπια. Από την παραπάνω ομάδα 2 σκύλοι παρουσίαζαν ελαφρά αποφολιδωτική δερματίτιδα και από αυτούς 1 είχε και διαβρώσεις στα βλεννογοννοδερματικά όρια και 1 ελαφρά διόγκωση των περιφερικών λεμφογαγγλίων.  


Τα εργαστηριακά ευρήματα της ομάδας Β ήταν επίσης ήπιου βαθμού και περιελάμβαναν την υποπρωτεϊναιμία, την υπερσφαιριναιμία, την αζωθαιμία, τα αυξημένα ηπατικά ένζυμα (ALT και SAP) και την θρομβοκυτταροπενία. Τα παραπάνω ευρήματα διαπιστώθηκαν σε διάφορους συνδυασμούς σε κάθε ζώο, ενώ σε 3 σκύλους της συγκεκριμένης ομάδας δεν παρατηρήθηκε καμία απόκλιση από το φυσιολογικό στις βιοχημικές και αιματολογικές παραμέτρους που εξετάστηκαν.


Όλοι οι σκύλοι της ομάδας Β ήταν αρνητικοί στις ορολογικές δοκιμές για την ερλιχίωση (Ehrlichia canis) και διροφιλαρίωση (Dirofilaria immitis) ενώ αντισώματα έναντι της λεϊσμάνιας ανιχνεύθηκαν σε όλους εκτός από έναν (Β7) με τίτλους από 1/200 εως 1/400 (IFA test, με κατώτερο όριο θετικής ορολογικής δοκιμής το 1/200) (Πίνακας 6)    

Πίνακας 5. Εργαστηριακά ευρήματα στους σκύλους της ομάδας B (n:19)

	Ζώα (n:19)
	Αιματολογικές και βιοχημικές διαταραχές*

	Β 1 (21)
	2,3,12

	Β 2 (22)
	2,6,8

	Β 3 (23)
	7,9

	Β 4 (24)
	1,5,6,7,9

	Β 5 (25)
	2

	Β 7 (27)
	2

	Β 8 (28)
	2,5,10,11

	Β 9 (29)
	2,3

	Β 10 (30)
	-

	Β 11 (31)
	2,12

	Β 12 (32)
	2,6

	Β 13 (33)
	-

	Β 14 (34)
	2,4

	Β 15 (35)
	3

	Β 16 (36)
	2,5

	Β 17 (37)
	2

	Β 18 (38)
	-

	Β 19 (39)
	2,3,5,12

	Β 20 (40)
	2,5,12


	* 1:Υπεργλυκαιμία 1/19 (67-109 mg/dl)**

	7:Υποπρωτεϊναιμία 2/19 (5,5-7,6 g/dl)

	  2: Υπερσφαιριναιμία 13/19 (3,4-4,1 g/dl)
	8:Υπαλβουναιμία 1/19 (2,1-3,5 g/dl)

	  3:Υπερερυθροκυτταραιμία 4/19 (37-55%)
	9:Υποσφαιριναιμία 2/19 (3,4-4,1 g/dl)

	  4:Λευκοκυτταροπενία 1/19 (6-17.[image: image6.png]10°



/l)
	10:Αυξημένη ALT 1/19 (25-93 IU/L)

	  5:Θρομβοκυτταροπενία 5/19 (200-500.[image: image8.png]10°



/l)
	11:Αυξημένη SAP 1/19 (18-110 IU/L)

	  6:Υπεραζωθαιμία 3/19 (9-24 mg/dl)
	12:Υπερπρωτεϊναιμία 4/19 (5,5-7,6 g/dl)


**Εντός των παρενθέσεων αναφέρονται οι φυσιολογικές τιμές για την κάθε αιματολογική και βιοχημική παράμετρο σύμφωνα με το εργαστήριο που διενήργησε τις δοκιμές.

Πίνακας 6. Ορολογικές δοκιμές που διενεργήθηκαν στους σκύλους της ομάδας B (n:19)

	Ζώα

(n:19)
	Λεϊσμανίωση

Leishmania infantum (IFA)
	Ερλιχίωση

Ehrlichia canis (IFA)
	Διροφιλαρίωση

Dirofilaria immitis (ELISA)

	Β 1 (21)
	+ 
	-- 
	--

	Β 2 (22)
	+
	--
	--

	Β 3 (23)
	+
	--
	--

	Β 4 (24)
	+
	--
	--

	Β 5 (25)
	+
	--
	--

	Β 7 (27)
	--
	--
	--

	Β 8 (28)
	+
	--
	--

	Β 9 (29)
	+
	--
	--

	Β 10 (30)
	+
	--
	--

	Β 11 (31)
	+
	--
	--

	Β 12 (32)
	+
	--
	--

	Β 13 (33)
	+
	--
	--

	Β 14 (34)
	+
	--
	--

	Β 15 (35)
	+
	--
	--

	Β 16 (36)
	+
	--
	--

	Β 17 (37)
	+
	--
	--

	Β 18 (38)
	+
	--
	--

	Β 19 (39)
	+
	--
	--

	Β 20 (40)
	+
	--
	--


IFA: δοκιμή έμμεσου ανοσοφθορισμού, ELISA: δοκιμή ανοσοενζυμική.

+ : Θετική ορολογική δοκιμή,  -- : Αρνητική ορολογική δοκιμή


Οι απόλυτες τιμές του αριθμού των CD3+, CD3+CD4+ και CD3+CD8+ T-λεμφοκυττάρων της ομάδας Α καθώς και τα ποσοστά τους (%) παρουσιάζονται στον Πίνακα 7, ενώ τα αντίστοιχα στοιχεία της ομάδας Β στον Πίνακα 8. Ο μέσος όρος και η σταθερή απόκλιση των απόλυτων τιμών και των ποσοστών των CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+ λεμφοκυττάρων και του λόγου CD4/CD8 των ζώων της ομάδας Α εμφανίζονται στον Πίνακα 9 και τα Γραφήματα 1 και 2, ενώ τα αντίστοιχα στοιχεία για τα ζώα της ομάδας Β παρουσιάζονται στον Πίνακα 10 και τα Γραφήματα 1 και 2. 


[image: image9]
Εικόνα 3: Τα CD3+CD4+ Τ λεμφοκύτταρα απεικονίζονται στο D2 τεταρτημόριο και στο συγκεκριμένο δείγμα είναι 42.1%

[image: image10]
Εικόνα 4: Τα CD3+CD8+ Τ λεμφοκύτταρα απεικονίζονται στο D2 τεταρτημόριο και στο συγκεκριμένο δείγμα είναι 18.9%
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Εικόνα 5: Dot plot χωρισμένο σε τεταρτημόρια που απεικονίζει την εικόνα που δίνουν στο κυτταρόμετρο τα isotypic controls IgG1-FITC και IgG2a-PE

[image: image12]
Εικόνα 6: Dot plot χωρισμένο σε τεταρτημόρια που απεικονίζει την εικόνα που δίνουν στο κυτταρόμετρο τα isotypic controls IgG1-FITC και IgG1-PE. 
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Γράφημα 1. Ο μέσος όρος των απόλυτων τιμών (. 10ˆ9/L) του αριθμού των CD3+, CD3+CD4+ και CD3+CD8+ Τ-λεμφοκυττάρων των ζώων των ομάδων Α και Β.
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Γράφημα 2. Ο μέσος όρος του ποσοστού (%) των CD3+, CD3+CD4+ και CD3+CD8+ T-λεμφοκυττάρων των ζώων των ομάδων Α και Β. 
Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων δείχνει ότι ανάμεσα στις δύο ομάδες Α και Β δεν παρατηρούνται στατιστικά σημαντικές διαφορές τόσο στις απόλυτες τιμές όσο και στα ποσοστά του αριθμού των CD3+, CD3+CD4+ και CD3+CD8+ Τ-λεμφοκυττάρων καθώς και το λόγο CD4/CD8 (p>0,05 σε όλες τις συγκρίσεις).  
Πίνακας 7. Ο απόλυτος αριθμός και τα ποσοστά (%) των CD3, CD3+CD4+ και CD3+CD8+ Τ-λεμφοκυττάρων του περιφερικού αίματος των σκύλων της ομάδας Α.     

	Ζώα (n=17)
	Ολικός αριθμός λεμφοκυττάρων  .10ˆ9/l
	CD3 
	CD3+ CD4+
	CD3+ CD8+
	CD3  %
	CD3+ CD4+ %
	CD3+ CD8+ %
	CD4/CD8

	A 1 (1)
	1,65
	1,21
	0,71
	0,35
	73,1
	42,8
	21,4
	2

	A 2 (2)
	2,33
	1,54
	0,96
	0,44
	66,2
	41,1
	19
	2,2

	A 3 (3)
	2,53
	1,73
	1,07
	0,46
	68,3
	42,2
	18,3
	2,3

	A 4 (4)
	1,83
	1,26
	0,68
	0,4
	68,6
	37,2
	21,8
	1,7

	A 5 (5)
	2,13
	1,38
	0,63
	0,6
	65,1
	29,6
	28,3
	1

	A 6 (6)
	1,25
	0,55
	0,28
	0,18
	43,8
	22,7
	14,4
	1,6

	A 8 (8)
	3,31
	2,8
	1,95
	0,4
	84,5
	58,8
	12,1
	4,9

	A 9 (9)
	3,82
	2,91
	1,68
	0,59
	76,1
	44
	15,5
	2,8

	A 10 (10)
	4,08
	3,62
	2,06
	1,21
	88,8
	50,5
	29,7
	1,7

	A 11 (11)
	2,57
	2,14
	0,95
	0,71
	83,4
	36,8
	27,5
	1,3

	A 12 (12)
	5,21
	4,31
	2,95
	0,74
	82,7
	56,6
	14,2
	4

	A 13 (13)
	1,9
	1,52
	0,77
	0,51
	80,1
	40,5
	27,1
	1,5

	A 14 (14)
	2,61
	2,21
	0,98
	0,91
	84,8
	37,7
	35
	1,1

	A 15 (15)
	2,41
	1,89
	1,02
	0,55
	78,4
	42,5
	22,7
	1,9

	A 16 (16)
	0,98
	0,75
	0,45
	0,22
	77
	45,6
	22,5
	2

	A 17 (17)
	2,77
	2,04
	0,87
	1,12
	73,8
	31,5
	40,4
	0,8

	A 18 (18)
	1,9
	1,14
	0,67
	0,29
	59,8
	35,4
	15,2
	2,3


Πίνακας 8. Ο απόλυτος αριθμός και τα ποσοστά (%) των CD3, CD3+CD4+ και CD3+CD8+ Τ-λεμφοκυττάρων του περιφερικού αίματος των σκύλων της ομάδας Β.     

	Ζώα (n=19)
	Ολικός αριθμός λεμφοκυττάρων  .10ˆ9/l
	CD3 
	CD3+ CD4+
	CD3+ CD8+
	CD3  %
	CD3+ CD4+ %
	CD3+ CD8+ %
	CD4/CD8

	Β 1 (21)
	2,08
	1,73
	0,61
	0,86
	83,2
	29,5
	41,4
	0,7

	Β 2 (22)
	2,66
	2,17
	1,21
	0,71
	81,7
	45,5
	26,7
	1,7

	Β 3 (23)
	2,49
	1,78
	1,22
	0,38
	71,6
	48,8
	15,2
	3,2

	Β 4 (24)
	1,91
	1,52
	0,97
	0,27
	79,4
	50,7
	14
	3,6

	Β 5 (25)
	1,96
	1,51
	0,49
	0,86
	77,2
	24,8
	44
	0,6

	Β 7 (27)
	1,77
	1,38
	0,79
	0,4
	78,1
	44,4
	22,8
	1,9

	Β 8 (28)
	2,67
	2,17
	1,35
	0,44
	81,4
	50,5
	16,6
	3

	Β 9 (29)
	4,08
	3,13
	1,52
	0,91
	76,8
	37,2
	22,4
	1,7

	Β 10 (30)
	2,53
	1,77
	0,99
	0,42
	69,9
	39
	16,7
	2,3

	Β 11 (31)
	1,79
	1,12
	0,72
	0,28
	62,6
	40,4
	15,8
	2,6

	Β 12 (32)
	1,81
	1,48
	0,89
	0,28
	81,5
	49,2
	15,5
	3,2

	Β 13 (33)
	2,31
	1,64
	0,92
	0,46
	71,2
	40
	19,9
	2

	Β 14 (34)
	1,76
	1,36
	0,87
	0,45
	79,9
	49,3
	25,4
	1,9

	Β 15 (35)
	2,42
	1,56
	0,94
	0,31
	64,6
	38,9
	13
	3

	Β 16 (36)
	3,47
	2,57
	1,34
	0,81
	74,1
	38,7
	23,3
	1,7

	Β 17 (37)
	2,06
	1,57
	0,51
	1
	76,1
	24,6
	48,4
	0,5

	Β 18 (38)
	2,48
	1,65
	0,9
	0,48
	66,4
	36,3
	19,4
	1,9

	Β 19 (39)
	1,86
	1,11
	0,45
	0,5
	59,7
	24,1
	26,9
	0,9

	Β 20 (40)
	1,86
	1,34
	0,69
	0,78
	72,1
	37,2
	41,8
	0,9


Πίνακας 9. Μέσος όρος και σταθερή απόκλιση των απόλυτων τιμών και των ποσοστών των CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+ λεμφοκυττάρων και του λόγου CD4/CD8 των ζώων της ομάδας Α. 
	Ομάδα Α
	Μέσος όρος
	Σταθερή απόκλιση

	CD3+ (10ˆ9/L)
	1,99
	0,76

	CD3+CD4+ (10ˆ9/L)
	1,12
	0,51

	CD3+CD8+ (10ˆ9/L)
	0,58
	0,22

	CD3+ (%)
	74,66
	7,97

	CD3+CD4+ (%)
	41,25
	6,61

	CD3+CD8+ (%)
	23,11
	6,16

	CD4/CD8
	2,05
	0,74


Πίνακας 10.  Μέσος όρος και σταθερή απόκλιση των απόλυτων τιμών και των ποσοστών των CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+ λεμφοκυττάρων και του λόγου CD4/CD8 των ζώων της ομάδας B. 
	Ομάδα Β
	Μέσος όρος
	Σταθερή απόκλιση

	CD3+ (10ˆ9/L)
	1,71
	0,34

	CD3+CD4+ (10ˆ9/L)
	0,91
	0,23

	CD3+CD8+ (10ˆ9/L)
	0,55
	0,21

	CD3+ (%)
	74,07
	5,74

	CD3+CD4+ (%)
	39,42
	6,73

	CD3+CD8+ (%)
	24,69
	8,60

	CD4/CD8
	1,96
	0,75


Η κλινική εικόνα, οι δερματικές αλλοιώσεις και τα κλινικοπαθολογικά ευρήματα των ζώων της ομάδας Β παρά τον ήπιο χαρακτήρα τους, υποδηλώνουν ότι η χρήση της αλλοπουρινόλης ως μοναδικής θεραπείας της λεϊσμανίωσης του σκύλου δεν είναι ικανή για την πλήρη αποκατάσταση της υγείας του ασθενούς ζώου. Τα ευρήματα της μελέτης αυτής συμφωνούν με εκείνα άλλων ανάλογων μελετών που έγιναν πρόσφτα στην Ελλάδα (Koutinas et al. 2001, Saridomichelakis et al. 2005).  
Στη διεθνή βιβλιογραφία υπάρχουν πολλές μελέτες που αναφέρονται στα κυκλοφορούντα CD4+ και CD8+ Τ-λεμφοκύτταρα στο περιφερικό αίμα σκύλων με λεϊσμανίωση οι οποίοι είχαν υποβληθεί σε θεραπεία με αντιμονιούχο μεγλουμίνη και αλλοπουρινόλη (Miranda et al. 2007), με μόνη αντιμονιούχο μεγλουμίνη (Moreno et al. 2002) ή αμφοτερικίνη Β (Moreno et al. 1999). Ωστόσο, δεν υπάρχουν σχετικές μελέτες που να εξετάζουν τους παραπάνω Τ λεμφοκυτταρικούς υποπληθυσμούς σε σκύλους που έχουν πάρει θεραπεία μόνο με αλλοπουρινόλη για μεγάλο χρονικό διάστημα. Κάποιοι συγγραφείς, βασισμένοι στη κλινική εικόνα, τα κλινικοπαθολογικά ευρήματα και την ανίχνευση του DNA του παρασίτου στο μυελό των οστών σε σκύλους με λεϊσμανίωση που έπαιρναν θεραπεία μόνο με αλλοπουρινόλη, εκφράζουν αμφιβολίες τόσο για την αποτελεσματικότητα του θεραπευτικού πρωτοκόλλου όσο και για τον πιθανό κίνδυνο της μόλυνσης των σκνιπών-διαβιβαστών από τους συγκεκριμένους σκύλους (Koutinas et al. 2001, Noli and Auxilia 2005).

Τα αποτελέσματα αυτής της μελέτης που αναφέρονται στον μέσο όρο του ποσοστού των λεμφοκυτταρικών υποπληθυσμών CD4+ και CD8+ σε υγιείς σκύλους της ομάδας Α (μάρτυρες) συμπίπτουν με εκείνα άλλων μελετών που αναφέρονται στις φυσιολογικές τιμές των υποπληθυσμών αυτών των λεμφοκυττάρων στο περιφερικό αίμα του σκύλου (Byrne et al. 2000, Faldyna et al. 2001).

Σε όλους τους σκύλους με λεϊσμανίωση που συμμετείχαν σε αυτή τη μελέτη είχε χορηγηθεί αλλοπουρινόλη ως μοναδική θεραπεία για χρονικό διάστημα μεγαλύτερο των 5 μηνών. Παρόλο που η ανοσολογική κατάσταση των ζώων αυτών στην αρχή της θεραπείας δεν είναι γνωστή,  δεν υπάρχουν στατιστικά σημαντικές διαφορές ανάμεσα στα ζώα αυτά και τα υγιή ζώα-μάρτυρες όσον αφορά τον αριθμό των CD4+ και CD8+ T-λεμφοκυττάρων στο περιφερικό αίμα καθώς και το λόγο CD4+/CD8+ μετά τη χορήγηση αλλοπουρινόλης (ως μοναδικής θεραπείας) για 5 ή περισσότερους μήνες. 

Έχει δειχθεί ότι σε φυσική μόλυνση σκύλων με Leishmania infantum μεγαλύτερο κίνδυνο για τη μόλυνση σκνιπών του γένους Phlebotomus perniciosus εμφανίζουν οι σκύλοι των οποίων το ποσοστό των CD4+ T-λεμφοκυττάρων στο περιφερικό αίμα είναι χαμηλό και μάλιστα χαμηλότερο από 20% (Guarga et al. 2000). Επειδή από τα αποτελέσματα της μελέτης μας προέκυψε ότι ο αριθμός των CD4+ T-λεμφοκυττάρων στο περιφερικό αίμα των σκύλων που κάνουν μακροχόνια θεραπεία μόνο με αλλοπουρινόλη είναι μέσα σε φυσιολογικά επίπεδα (μ.ο 39.42% ± SD 6.73) πολύ πάνω από το 20%, είναι πολύ πιθανόν τα ζώα αυτά να παρουσιάζουν χαμηλό κίνδυνο μόλυνσης των σκνιπών-διαβιβαστών και επομένως μειωμένο κίνδυνο για τη Δημόσια Υγεία από τη διασπορά του παρασίτου στις σκνίπες. Παρόλο που τα κύρια είδη σκνιπών που ευθύνονται για τη μετάδοση της λεϊσμανίωσης στην Ελλάδα είναι ο Phlebotomus neglectus και ο Phlebotomus perfiliewi (Killick-Kendrick 1999) τα αποτελέσματα της προηγούμενης μελέτης (Guarga et al. 2000) θα μπορούσαν να αναχθούν και για τα είδη αυτά των σκνιπών επειδή η μόλυνση των σκνιπών εξαρτάται κυρίως από το παρασιτικό φορτίο του αίματος των σκύλων τους οποίους τσιμπούν (Baneth et al. 2008).   


Τα βοηθητικά Τ-λεμφοκύτταρα (CD4+ T cells) κατέχουν καίριο ρόλο στην ενεργοποίηση της κυτταρικής ανοσίας και στον έλεγχο του παρασιτικού φορτίου (Παπαδογιαννάκης 2005). Είναι επιβεβαιωμένο ότι το μειωμένο ποσοστό CD4+ Τ-λεμφοκυττάρων στο περιφερικό αίμα συνδέεται με την επιδείνωση της κλινικής εικόνας στη λεϊσμανίωση του σκύλου. Αντίθετα, το αυξημένο ποσοστό των CD4+ T-λεμφοκυττάρων συνδέεται με τη βελτίωση της κλινικής εικόνας (Guarga et al. 2002). 


Σε σκύλους με λεϊσμανίωση που έχουν υποβληθεί σε θεραπεία με αντιμονιούχο μεγλουμίνη ή αμφοτερικίνη Β έχει δειχθεί ότι επιτυγχάνεται σε μεγάλο βαθμό αποκατάσταση των κυκλοφορούντων στο αίμα CD4+ T λεμφοκυττάρων (Ferrer et al. 2002). Φαίνεται ότι και η μακροχρόνια χορήγηση αλλοπουρινόλης (ως μοναδικής θεραπείας) έχει παρόμοια αποτελέσματα στην ανοσολογική απάντηση του οργανισμού έναντι του παρασίτου και όπως δείχνουν και τα αποτελέσματα αυτής της μελέτης ο αριθμός των CD4+ T-λεμφοκυττάρων βρίσκεται μέσα σε σχεδόν φυσιολογικά όρια μετά από παρατεταμένη χορήγηση. Ωστόσο, δεν είναι γνωστό ο χρόνος που απαιτείται για την επάνοδο σε φυσιολογικά όρια των κυκλοφορούντων CD4+ T λεμφοκυττάρων μετά την έναρξη της θεραπείας με αλλοπουρινόλη.          


Είναι γνωστό ότι πολλοί παράγοντες μπορούν να επηρεάσουν το επίπεδο της ανοσίας του οργανισμού σε ζώα με λεϊσμανίωση. Ως τέτοιοι θεωρούνται το γενετικό υπόβαθρο του ζώου, το στέλεχος της Leishmania infantum που εμπλέκεται στη νόσο, οι συνυπάρχουσες λοιμώξεις ή άλλα συστηματικά νοσήματα, οι επαναμολύνσεις με το ίδιο ή διαφορετικά στελέχη Leishmania spp., το είδος της θεραπείας και το επίπεδο της ανοσίας στην αρχή της θεραπείας (Παπαδογιαννάκης 2005). Επομένως, παρά το γεγονός ότι το ποσοστό των CD4+ T-λεμφοκυττάρων στο περιφερικό αίμα σκύλων με λεϊσμανίωση και παρατεταμένη θεραπεία με αλλοπουρινόλη ή και με άλλα σκευάσματα είναι σε φυσιολογικά επίπεδα, είναι πιθανόν (για τους προαναφερόμενους λόγους) να μειωθεί ο πληθυσμός τους και να διαταραχθεί το επιθυμητό επίπεδο της κυτταρικής ανοσίας.  

Είναι πλέον γνωστό ότι τα CD4+ T-λεμφοκύτταρα παράγουν Th1 τύπου (πχ IL-2 και IFN-γ) ή Th2 τύπου (πχ  IL-4 και IL-10) κυτταροκίνες οι οποίες ενεργοποιούν την κυτταρική ή την χυμική ανοσία, αντίστοιχα. Όπως έχει αναφερθεί παραπάνω, η Th1 τύπου αντίδραση σχετίζεται με τον αποτελεσματικό έλεγχο της νόσου ενώ η Th2 τύπου αντίδραση με την εμφάνιση κλινικών συμπτωμάτων και ανάλογων εργαστηριακών ευρημάτων. Έτσι, ο αριθμός των κυκλοφορούντων στο περιφερικό αίμα CD4+ T-λεμφοκυττάρων αποτελεί έναν αδρό δείκτη εκτίμησης της κυτταρικής ανοσίας επειδή δεν δίνει πληροφορίες για το ποια ακριβώς είδη κυτταροκινών υπερτερούν. Ακριβέστερη εκτίμηση γίνεται με την μέτρηση των ενδοκυττάριων κυτταροκινών IFN-γ και IL-4, στα CD4+ αλλά και στα CD8+ T λεμφοκύτταρα του περιφερικού αίματος του σκύλου (Papadogiannakis et al. in press). Σε κάθε περίπτωση η μέτρηση των CD4+ και CD8+ T-λεμφοκυττάρων στο περιφερικό αίμα είναι ιδιαίτερα χρήσιμη γιατί δίνει πληροφορίες τόσο για την ανοσολογική κατάσταση του ζώου όσο και για την αποτελεσματικότητα οποιασδήποτε ακολουθούμενης θεραπείας και επιπλέον μπορεί να αποτελέσει χρήσιμο δείκτη για την πιθανότητα της μόλυνσης των σκνιπών-διαβιβαστών με ότι αυτό συνεπάγεται για τη Δημόσια Υγεία (Guarga et al. 2000).                       
ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Συμπερασματικά, η μακροχρόνια χορήγηση αλλοπουρινόλης, ως μόνης θεραπείας στη λεϊσμανίωση του σκύλου, φαίνεται ότι δεν αυξάνει τον κίνδυνο για τη μόλυνση των σκνιπών-διαβιβαστών που μυζούν αίμα από τα μολυσμένα αυτά ζώα λόγω του υψηλού αριθμού CD4+ T-λεμφοκυττάρων που κυκλοφορούν στο περιφερικό αίμα, όπως άλλωστε παρατηρείται με τη χορήγηση της αντιμονιούχου μεγλουμίνης και της αμφοτερικίνης Β. Το γεγονός αυτό έχει ιδιαίτερη σημασία για τη Δημόσια Υγεία επειδή η αύξηση σε μια περιοχή του αριθμού των μολυσμένων σκνιπών-διαβιβαστών θα είχε ως αποτέλεσμα την αντίστοιχη αύξηση των κρουσμάτων λεϊσμανίωσης στο σκύλο αλλά και στον άνθρωπο.  
ΠΕΡΙΛΗΨΗ


Η λεϊσμανίωση του σκύλου (ΛΣ) είναι συστηματική νόσος που προκαλείται από είδη του πρωτοζώου του γένους Leishmania και μεταδίδεται μέσω του νύγματος μολυσμένων θηλυκών σκνιπών (φλεβοτόμων). Το υπεύθυνο είδος στις παραμεσόγειες χώρες είναι η Leishmania infantum. Η νόσος εκδηλώνεται με ποικιλία συμπτωμάτων από κάθε οργανικό σύστημα. Η ανοσολογική απάντηση του σκύλου είναι κρίσιμη για την εξέλιξη της νόσου και την ανταπόκριση στη θεραπεία. Μολυσμένοι σκύλοι που ενεργοποιούν αποτελεσματικά την κυτταρική τους ανοσία (Th1) παραμένουν ασυμπτωματικοί, ενώ οι σκύλοι που ενεργοποιούν τη χυμική ανοσία (Th2) εκδηλώνουν τη νόσο. Ο προσδιορισμός των CD4+ και CD8+ Τ-λεμφοκυττάρων στο περιφερικό αίμα θεωρείται απλή και γρήγορη μέθοδος για την εκτίμηση του επιπέδου της ανοσίας σε σκύλους με λεϊσμανίωση. Ακόμη, το ποσοστό των βοηθητικών Τ-λεμφοκυττάρων (CD4+ T cells)  στο περιφερικό αίμα σκύλων με λεϊσμανίωση θεωρείται καλή παράμετρος που σχετίζεται με τη δυνατότητα μόλυνσης των σκνιπών διαβιβαστών δίνοντας πληροφορίες για τον επιδημιολογικό κίνδυνο.


Ο σκοπός αυτής της μελέτης ήταν ο προσδιορισμός των CD4+ και CD8+ Τ-λεμφοκυττάρων στο περιφερικό αίμα σκύλων με λεϊσμανίωση που έπαιρναν θεραπεία μόνο με αλλοπουρινόλη ώστε να διασαφηνιστεί η πιθανότητα μόλυνσης των σκνιπών διαβιβαστών. 


Χρησιμοποιήθηκαν συνολικά 36 σκύλοι διαφόρων φυλών, φύλου και ηλικίας κατανεμημένοι σε δύο ομάδες Α και Β. Στην ομάδα Α περιλαμβάνονταν 17 κλινικά υγιείς σκύλοι και ορολογικά αρνητικοί για Leishmania infantum, Ehrlichia canis και Dirofilaria immitis. Στην ομάδα Β μπεριλαμβάνονταν 19 σκύλοι με λεϊσμανίωση που έπαιρναν για μεγάλο χρονικό διάστημα (τουλάχιστο για 5 μήνες) αλλοπουρινόλη ως μόνη θεραπεία. Από κάθε σκύλο γινόταν λήψη αίματος και το ένα μέρος του δείγματος χρησιμοποιούταν για πλήρη αιματολογικό και βιοχημικό έλεγχο ενώ το άλλο για κυτταρομετρία ροής. Όλα τα δείγματα στέλνονταν στο εργαστήριο της κυτταρομετρίας της Εθνικής Σχολής Δημόσιας Υγείας (ΕΣΔΥ). Οι συγκρίσεις μεταξύ των ομάδων Α και Β έγιναν με τη μέθοδο independent samples student t-test. Για τη στατιστική ανάλυση των πληροφοριών χρησιμοποιήθηκε το SPSS student version 15.0. Το επίπεδο σημαντικότητας ήταν το 5% σε όλες τις συγκρίσεις.  
Τα αποτελέσματα αυτής της μελέτης δείχνουν ότι, παρά το γεγονός ότι το επίπεδο ανοσίας σε ότι αφορά τους λεμφοκυτταρικούς υποπληθυσμούς πριν την έναρξη της θεραπείας είναι άγνωστο, μετά τη μακροχρόνια χορήγηση αλλοπουρινόλης οι αριθμοί των CD4+ και CD8+ Τ-λεμφοκυττάρων όπως και του λόγου CD4+/CD8+ βρίσκονται μεταξύ φυσιολογικών ορίων και δεν υπάρχουν στατιστικές διαφορές μεταξύ των ομάδων Α και Β (επίπεδο σημαντικότητας 5% σε όλες τις συγκρίσεις). Υψηλότερος κίνδυνος μολυσματικότητας για τις σκνίπες εμφανίζεται σε ζώα στα οποία το ποσοστό των CD4+ Τ-λεμφοκυττάρων είναι χαμηλότερο από 20%. Είναι πιθανό οι σκύλοι με λεϊσμανίωση που λαμβάνουν ως θεραπεία μόνο αλλοπουρινόλη για μακρό χρονικό διάστημα να εμφανίζουν μικρό έως κανένα κίνδυνο μόλυνσης για τις σκνίπες και επομένως για τη δημόσια υγεία. 

ABSTRACT 

Canine leishmaniasis (CL) is a systemic disease caused by different species of the protozoan parasite of the genus Leishmania and transmitted by blood sucking plebotomine female sandflies. The responsible species in the countries bordering the Mediterranean basin is Leishmania infantum. The disease can be present with variable symptoms, since it has been shown that every organ system can be involved. It has demonstrated that the immune response of the dog to the parasite is critical for the outcome of the infection and the response to treatment. In particular, infected dogs which effectively activate the cellular immune response (Th1) remain asymptomatic, whereas dogs which activate humoral nonprotective immune response (Th2) show the clinical patent of leishmaniasis. The determination of CD4+ and CD8+ T cell populations in peripheral blood by flow cytometry (FC) is considered a simple and fast method for evaluating the immune status of dogs with CL. It has been shown that the percentage of T helper cells (CD4+ T cells) present in the peripheral blood of a dog suffering from leishmaniasis could be considered as a good parameter to be correlated with its infective potential to the vector (sandflies), thus giving infotmation of its epidemiological risk. 


The aim of this study was the determination of CD4+ and CD8+ T cell subpopulations in peripheral blood of dogs with leishmaniasis receiving prolonged allopourinol monotherapy, in an attempt mainly to elucidate their infective potential to sandflies vectors. 


In total 36 dogs of different breed, sex and age were used in this study, allocated into 2 groups. Group A included 17 clinically healthy dogs and seronegative for Leishmania infantum, Ehrlichia canis and Dirofilaria immitis. Group B included 19 dogs with leishmaniasis which were being given prolonged allopourinol monotherapy (at least 5 months). Blood was collected from each dog and one part of the sample was used for complete blood count and the rest part for flow cytometry measurements. All samples were transferred to flow cytometry laboratory at the National School of Public Health. Comparisons between groups A and B were performed using the independent samples student t-test. Statistical analysis of the collected data was carried out using the SPSS student version 15.0. The level of 5% is considered significant for all the comparisons made.


Although the immunological status regarding the lymphocyte subpopulations before initiation of the treatment was unknown the results of this study suggest that, after long term allopourinol administration, the number of both CD4+ and CD8+ T lymphocytes as well as the CD4+/CD8+ ratio found to be within normal limits since there is no statistical significant differences between dogs of group A and group B (p>0.05% in all comparisons). Higher infectivity risk for the sandfly presented the animals in which the percentage of CD4+ T cells was lower than 20%. It is likely that dogs with CL receiving allopourinol alone for long term therapy present no or low infectivity risk for sanflies and therefore for Public Health.
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