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Περίληψη 

 

Η λεϊσµανίαση είναι µία ζωονόσος που προκαλείται από διάφορα είδη του παρασίτου 
Leishmania, µέλους της οικογένειας Trypanosomatidae. Η µετάδοση του παρασίτου 
πραγµατοποιείται µέσω του τσιµπήµατος της θηλυκής σκνίπας του γένους 
Phlebotomus, η οποία λειτουργεί ως φορέας της λεϊσµανίασης.  Ένας από τους 
σηµαντικότερους ξενιστές του παρασίτου είναι ο σκύλος, ο οποίος λειτουργεί και ως 
δεξαµενή του παρασίτου. Οι δύο µορφές της λεϊσµανίασης στους σκύλους είναι η 
σπλαγχνική και η δερµατική.  

Η παρουσία της λεϊσµανίασης είναι γνωστή στην Ελλάδα. Το είδος του παρασίτου, 
που βρέθηκε να προσβάλλει τους σκύλους στην Ελλάδα είναι η L. infantum, η οποία 
προκαλεί τη σπλαγχνική µορφή της νόσου. Εµφάνιση σπλαγχνικής λεϊσµανίασης σε 
ανθρώπους αναφέρθηκε για πρώτη φορά στο νησί των Σπετσών το 1879 και στην 
Ύδρα το 1881. Αργότερα, εµφανίστηκε στην ευρύτερη περιοχή της Αττικής και στην 
Ήπειρο. Η L. infantum έχει ανιχνευθεί ακόµη σε άλλες περιοχές της χώρας όπως η 
Κρήτη, τα Ιόνια νησιά, η Βορειοδυτική Ελλάδα και η περιοχή της Αττικής.  

Ο σκοπός της συγκεκριµένης µελέτης ήταν ο προσδιορισµός των ειδών Leishmania, 
που προκαλούν την ασθένεια στους σκύλους της περιοχής της Θεσσαλίας. Έτσι, σε 
16 σκύλους της περιοχής οι οποίοι ήταν θετικοί στην ύπαρξη του παρασίτου της 
Leishmania, εφαρµόσθηκαν µοριακές τεχνικές µε στόχο την ακριβή ανίχνευση των 
ειδών από τα οποία είχαν προσβληθεί. 
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Εισαγωγή 

Η λεϊσµανίαση είναι µία σοβαρή και σε ορισµένες περιπτώσεις θανατηφόρος 

παρασιτική ζωονόσος, η οποία παρουσιάζει ιδιαίτερη ποικιλία και πολυπλοκότητα, 

που σχετίζονται µε την οικολογία και την επιδηµιολογία της.1,2 Στην πραγµατικότητα, 

αποτελεί ένα σύµπλεγµα ασθενειών, που προκαλούνται από διάφορα είδη του 

παρασίτου Leishmania, µέλους της οικογένειας Trypanosomatidae και µεταδίδονται 

µε το τσίµπηµα της θηλυκής σκνίπας του γένους Phlebotomus.3,4,5 Ένα σύνολο 21 

ειδών της Leishmania έχουν ταυτοποιηθεί ως παθογόνα για τον άνθρωπο.6,7 Στις 

περισσότερες περιπτώσεις προκαλεί την ασθένεια σε ζώα (σκύλος, αλεπού, τρωκτικά) 

ενώ οι άνθρωποι προσβάλλονται τυχαία, όταν βρεθούν σε περιοχή που είναι ενδηµική 

για το παράσιτο.  

Οι δύο βασικές µορφές της νόσου στους σκύλους είναι η σπλαγχνική και η δερµατική 

λεϊσµανίαση.8 Η διάκριση µεταξύ των δύο µορφών είναι σχετικά δύσκολη σε 

σύγκριση µε τους ανθρώπους καθώς η σπλαγχνική λεϊσµανίαση των σκύλων 

εµπεριέχει και συµπτώµατα της δερµατικής µορφής. Τα κλινικά χαρακτηριστικά της 

νόσου ποικίλλουν. Είναι δυνατόν να υπάρξουν ασυµπτωµατικοί φορείς, σκύλοι µε 

αυτοπεριοριζόµενη φλεγµονή αλλά και θανατηφόρα περιστατικά σπλαγχνικής 

λεϊσµανίασης.2  

Η λεϊσµανίαση στον άνθρωπο παρουσιάζεται µε τρεις µορφές (δερµατική, 

βλεννογονοδερµατική, σπλαγχνική), από τις οποίες η σπλαγχνική είναι η πιο σοβαρή. 

Είναι ενδηµική σε πολλά µέρη του κόσµου (π.χ. Ν. Ευρώπη, Ν. Αµερική, Β. Αφρική, 

Μέση Ανατολή), επικρατεί κυρίως σε τροπικές και υποτροπικές περιοχές και µπορεί 

να βρεθεί σε περίπου 88 διαφορετικές χώρες, θέτοντας σε κίνδυνο την υγεία 350 

εκατοµµυρίων ανθρώπων. Από τις 88 χώρες που ενδηµεί το παράσιτο, οι 66 

βρίσκονται στον Παλαιό Κόσµο και οι 22 στο Νέο Κόσµο. Κάθε χρόνο αναφέρονται 

περίπου 12 εκατοµµύρια περιστατικά.3,7 Η επίπτωση της νόσου εκτιµάται σε 1.5 

εκατοµµύριο περιστατικά δερµατικής  λεϊσµανίασης (CL) και 500.000 περιστατικά 

σπλαγχνικής  λεϊσµανίασης (VL) κάθε χρόνο.3 Περισσότερα από το 90% των 

περιστατικών δερµατικής λεϊσµανίασης παρατηρούνται στο Ιράν, Αφγανιστάν, Συρία, 

Σαουδική Αραβία, Βραζιλία και στο Περού. Από τις 500.000 νέες περιπτώσεις 

σπλαγχνικής λεϊσµανίασης, περισσότερες από το 90% αναφέρονται στην Ινδία, 

Νεπάλ, Μπαγκλαντές, νότιο Σουδάν και βορειοανατολική Βραζιλία
2. Στην Αµερική 
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(Νέο Κόσµο) η µετάδοση του παρασίτου πραγµατοποιείται µέσω του τσιµπήµατος 

της σκνίπας του γένους Lutzomyia.7  

Επιχειρώντας µια σύντοµη ιστορική αναδροµή θα ήταν προτιµότερο να 

προσεγγίσουµε ξεχωριστά τις πληροφορίες που αναφέρονται στον Παλαιό Κόσµο (ο 

οποίος περιλαµβάνει την Ευρώπη, Αφρική και Ασία) και Νέο Κόσµο (ο οποίος 

ουσιαστικά αποτελείται από την ήπειρο της Αµερικής).  Η δερµατική λεϊσµανίαση, 

στον Παλαιό Κόσµο γνωστή ως oriental sore, είναι γνωστή από την αρχαιότητα. 

Υπάρχουν περιγραφές των βλαβών που προκαλεί η λεϊσµανίαση από τον 7ο αιώνα 

π.Χ., οι οποίες θεωρούνται ότι έχουν τις πηγές τους σε κείµενα από το 1500 ως το 

2500 π.Χ..9 Υπάρχουν λεπτοµερείς περιγραφές δερµατικής λεϊσµανίασης από Άραβες 

ιατρούς (Αβικέννας) του 10ου αιώνα, καθώς και αναφορές από διάφορες περιοχές της 

Μέσης Ανατολής, όπως της Βαγδάτης και της Ιεριχούς. Πολλές από τις ονοµασίες 

που είχαν δοθεί σε ασθένειες και βλάβες είναι ακόµη και σήµερα γνωστές.9 Η 

σπλαγχνική λεϊσµανίαση ή Κala azar η οποία χαρακτηρίζεται από αποχρωµατισµό 

του δέρµατος, πυρετό και διόγκωση του σπληνός, µπορεί εύκολα να εκληφθεί ως 

ελονοσία. Η νόσος Kala azar παρατηρήθηκε για πρώτη φορά στην Ινδία το 1824. 

Ασθενείς µε πυρετό θεωρήθηκε ότι πάσχουν από ελονοσία, αλλά δεν 

ανταποκρίνονταν στη χορήγηση κινίνης. Μέχρι το 1862 η νόσος είχε πάρει τη µορφή 

επιδηµίας. Η αιτία παρέµεινε άγνωστη και οι επιστήµονες, συµπεριλαµβανοµένου του 

Ronald Ross, θεωρούσαν ότι πρόκειται για µια µορφή ιογενούς ελονοσίας.10 Η 

πραγµατική φύση της ασθένειας αποκαλύφθηκε το 1900, όταν οι Leishman και 

Donovan ανακάλυψαν το παράσιτο Leishmania donovani.11 

Η ανακάλυψη των παρασίτων που προκαλούν τη δερµατική λεϊσµανίαση είναι ένα 

θέµα που προκαλεί συζητήσεις καθώς αρκετοί ερευνητές περιέγραψαν σχηµατισµούς 

που µπορεί να ήταν το παράσιτο L. donovani.12 Η ανακάλυψη αποδίδεται στον 

Αµερικανό, James Homer Wright,13,14 αν και είναι βέβαιο ότι παρατηρήθηκε από το 

1885 από τον David Cunningham,13,15 ο οποίος όµως δεν αναγνώρισε το παράσιτο, 

και το 1898 από τον Ρώσο χειρουργό, P. F. Borovsky.11,13 Η ανακάλυψη του 

παρασίτου που προκαλεί σπλαγχνική λεϊσµανίαση, L. donovani, είναι γενικώς 

αποδεκτό ότι έγινε από τον Σκωτσέζο στρατιωτικό γιατρό, William Leishman,13,16 και 

τον καθηγητή φυσιολογίας του Πανεπιστηµίου  Madras, Charles Donovan,13,18 κατά 

τη µελέτη σπληνός ασθενών (από WHO: Leishmaniasis: background information). 

Τελικά ο Ronald Ross απέδειξε τη σύνδεση του παρασίτου µε την ασθένεια και 
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ονόµασε τον οργανισµό Leishmania donovani. Η πρώτη φορά που ταυτοποιήθηκε 

λεϊσµανίαση σε σκύλους ήταν το 1903 στην Ευρώπη από τον Leonard Goodwin.19 

Στο Νέο Κόσµο απεικονίσεις της νόσου αναγνωρίζονται σε γλυπτά από τον 5ο αιώνα 

και σε γραφές Ισπανών ιεραποστόλων από τον 16ο αιώνα.20 Αρχικά υπήρχε η 

εντύπωση ότι το ίδιο παθογόνο προκαλούσε τη νόσο και στις δύο πλευρές του 

Ατλαντικού. Τα 1911 ο Gaspar Vianna βρήκε ότι τα παράσιτα στη νότιο Αµερική 

διέφεραν από αυτά στην Αφρική και την Ινδία και ανέφερε την ύπαρξη ενός νέου 

είδους της Leishmania braziliensis.20 Από τότε, έχουν περιγραφεί αρκετά είδη 

µοναδικά στην Αµερική. Το 1922 ανακαλύφθηκε επίσης ότι η µετάδοση της νόσου, 

αφορά τη σκνίπα του γένους Lutzomyia και όχι Phlebotomus. Τις δύο τελευταίες 

δεκαετίες, η πολύπλοκη διάκριση των ειδών του παρασίτου, των ξενιστών του, των 

φορέων και των ασθενειών που προκαλεί έχουν µελετηθει διεξοδικά από τον Ralph 

Lainson και τους συνεργάτες.18 

Μετά την ανακάλυψη του αιτιολογικού παράγοντα της λεϊσµανίασης ακολούθησαν 

πολλές έρευνες για τον προσδιορισµό του τρόπου µετάδοσης της νόσου. Οι σκνίπες 

του γένους Phlebotomus θεωρήθηκαν ύποπτες ως φορείς της Leishmania από πολύ 

νωρίς, όταν παρατηρήθηκε ότι τα αναπτυξιακά στάδια των παρασίτων, που 

βρισκόταν στο έντερο σκνιπών (οι οποίες είχαν αποµυζήσει αίµα από ασθενείς µε 

λεϊσµανίαση), ήταν ίδια µε εκείνα των παρασίτων που αναπτύχθηκαν στις 

εργαστηριακές καλλιέργειες.21 Παρά την ανακάλυψη αυτής της αναπτυξιακής µορφής 

του παρασίτου αλλά και της µετακίνησής του στον οισοφάγο, το φάρυγγα και τελικά 

στη στοµατική κοιλότητα των εργαστηριακών εντόµων, όλες οι προσπάθειες για 

επίτευξη µόλυνσης των εργαστηριακών ζώων ή ανθρώπων-εθελοντών οδηγήθηκαν σε 

αποτυχία. Ωστόσο,  αναφέρθηκαν κάποιες επιτυχείς µολύνσεις σε χάµστερ, µετά το 

τσίµπηµα από µολυσµένες σκνίπες Phlebotomus argentipes.22 Μόνο τρεις από εκείνες 

τις πολυάριθµες δοκιµές ήταν επιτυχείς. Μετά από πολλά πειράµατα που 

ακολούθησαν, ανακαλύφθηκε ότι, όταν οι σκνίπες τρέφονταν µε µολυσµένο αίµα και 

στη συνέχεια µε νέκταρ φυτών, το πρόσθιο τµήµα του εντέρου, ο οισοφάγος και ο 

φάρυγγας γέµιζαν µε πολύ µεγάλο αριθµό παρασίτων, µε αποτέλεσµα τα έντοµα αυτά 

να µην έχουν την ικανότητα να λαµβάνουν αίµα από τα θηλαστικά. Προσπαθούσαν 

ξανά και ξανά να τραφούν και το µόνο που πετύχαιναν ήταν να απελευθερώνουν 

µεγάλο αριθµό παρασίτων στο δέρµα του ξενιστή. ∆ιάφορα πειράµατα, βασισµένα σε 

αυτό το σκεπτικό, απέδειξαν τη µετάδοση της λεϊσµανίασης σε ποντίκια και χάµστερ 
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το 1940 και 1941.23 Τελικά, οι Swanimath et al. (1942) µετέδωσαν µε επιτυχία την 

ασθένεια και σε ανθρώπους-εθελοντές µέσω µολυσµένων σκνιπών Phlebotomus.24 
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Ενότητα Α: Θεωρητικό Μέρος 

Α.1 Βιολογικός Κύκλος 

Οι ξενιστές της Leishmania στη φύση µπορεί να είναι έντοµα (σκνίπες του γένους 

Phlebotomus), στα οποία το παράσιτο έχει τη µορφή µαστιγοφόρου προµαστιγώτη, ο 

οποίος χαρακτηρίζεται από µια επιµηκυσµένη, κινητή και ενδοκυτταρική φάση ή 

θηλαστικά, στα οποία το παράσιτο έχει τη µορφή αµαστιγώτη, ο οποίος είναι 

ωοειδής, ακίνητος και σε εξωκυτταρική φάση. 

Όταν µία µολυσµένη θηλυκή σκνίπα αποµυζήσει αίµα από ένα θηλαστικό, διοχετεύει 

µολυσµατικούς προµαστιγώτες στο δέρµα του ξενιστή. Εκεί, τα παράσιτα αυτά 

φαγοκυτταρώνονται ταχύτατα από τα µακροφάγα του δέρµατος και µετατρέπονται 

µετά από 12-24 ώρες, στην αµαστιγωτή µορφή τους, η οποία έχει την ικανότητα να 

πολλαπλασιάζεται ταχύτατα µε απλή διχοτόµηση, µόνο µέσα στα φαγοκύτταρα του 

ξενιστή (συγκεκριµένα στο πιο αφιλόξενο µέρος των µακροφάγων, τα 

φαγολυσοσώµατα). Ο πολλαπλασιασµός των αµαστιγωτών οδηγεί τελικά στη λύση 

του κυττάρου µε αποτέλεσµα τη µόλυνση παρακείµενων µακροφάγων και την είσοδό 

τους στην κυκλοφορία του αίµατος. Αυτό το στάδιο είναι χρόνιο και µπορεί να 

συνεχίζεται για µήνες, χρόνια ή ακόµη και για ολόκληρη τη ζωή του ξενιστή χωρίς 

την εµφάνιση συµπτωµάτων. Αυτό εξαρτάται από τη δεκτικότητα του ξενιστή και 

από το ανοσοποιητικό του σύστηµα. Τα µολυσµένα µακροφάγα µπορεί να 

παραµείνουν στο δέρµα, όπως στην περίπτωση της δερµατικής  λεϊσµανίασης και να 

οδηγήσουν στο σχηµατισµό ελκών ή να διασπαρούν σε άλλα όργανα, όπως στην 

περίπτωση της σπλαγχνικής  λεϊσµανίασης ή στους βλεννογόνους στην περίπτωση 

της βλεννογονοδερµατικής λεϊσµανίασης (MCL) (Εικ. 1).    

Όταν µια θηλυκή σκνίπα αποµυζήσει αίµα από ένα µολυσµένο θηλαστικό, 

προσλαµβάνει ενδοκυττάριους (ή πιθανόν και εξωκυττάριους) αµαστιγώτες που 

βρίσκονται µέσα στα µακροφάγα (ή πιθανόν ελεύθερα στην κυκλοφορία του 

αίµατος). Μέσα στο γεύµα αίµατος, οι αµαστιγώτες µεταµορφώνονται σε 

κινούµενους προµαστιγώτες (µετακυκλικοί προµαστιγώτες). Εδώ θα πρέπει να 

σηµειωθεί ότι υπάρχουν και δύο ακόµη ενδιάµεσα στάδια στην ανάπτυξη του 

παρασίτου πριν τη διαφοροποίησή του σε µετακυκλικό προµαστιγώτη: η 
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νεκτοµονάδα, η οποία είναι µια ελεύθερη επιµηκυσµένη µορφή προκυκλικού 

προµαστιγώτη και η απτοµονάδα, η οποία είναι µια µορφή προ- ή παραµαστιγώτη, 

που έχει την ικανότητα να προσκολλάται στο εντερικό επιθήλιο µέσω του µαστιγίου 

που διαθέτει.25 Όλο αυτό το διάστηµα η τροφή του εντόµου βρίσκεται εγκολπωµένη 

µέσα σε µία χιτινική περιτροφική µεµβράνη, η οποία εκκρίνεται από το έντοµο 4 

ώρες µετά τη λήψη αίµατος. Η µεµβράνη αυτή λειτουργεί ως φραγµός που 

επιβραδύνει τη διάχυση των λυτικών ενζύµων που εκκρίνονται από τη σκνίπα ως 

απάντηση στη λήψη αίµατος, ενώ έµµεσα προστατεύει και τα παράσιτα από τις 

επιβλαβείς συνέπειες των ενζύµων. Παρέχεται, έτσι, η ευκαιρία στους αµαστιγώτες 

να διαφοροποιηθούν στις δύο ενδιάµεσες µορφές του παρασίτου. Αυτές µε τη σειρά 

τους, όταν διαλυθεί η περιτροφική µεµβράνη από τις χιτινάσες του εντόµου (3-4 

ηµέρες µετά τη λήψη αίµατος), απελευθερώνονται στον αυλό του εντέρου και 

προσκολλώνται στο εντερικό επιθήλιο µε τα µαστίγιά τους.26 Τελικά, 7 ηµέρες µετά 

τη λήψη του αίµατος τα παράσιτα έχουν µεταµορφωθεί σε µετακυκλικούς 

προµαστιγώτες.25 Το παράσιτο στη µορφή του προµαστιγώτη έχει την ικανότητα να 

πολλαπλασιάζεται µε µεγάλη ένταση µόνο µέσα στο έντερο του εντόµου.26 

Συγκεκριµένα, ο πολλαπλασιασµός αυτός λαµβάνει χώρα στο µέσο έντερο, για το 

υπο-γένος Leishmania,27 ή στο οπίσθιο και το µέσο έντερο για το υπο-γένος Viannia. 

Ανεξάρτητα από το µέρος του πολλαπλασιασµού, τα παράσιτα µεταναστεύουν τελικά 

στο πρόσθιο µέρος του µέσου εντέρου της σκνίπας και στη συνέχεια κινούνται µέσω 

του φάρυγγα προς τη στοµατική κοιλότητα του εντόµου. Η µορφή που έχουν τα 

παράσιτα της Leishmania σε αυτή τη φάση είναι και η µοναδική που µπορεί να 

µολύνει τα σπονδυλωτά. Έτσι, την επόµενη φορά που η σκνίπα θα αποµυζήσει αίµα 

από κάποιο θηλαστικό (σκύλο ή άνθρωπο, κ.α.) θα διοχετεύσει στο δέρµα του τους 

µετακυκλικούς προµαστιγώτες που βρίσκονται στη στοµατική της κοιλότητα.28   

Εκτός από τον άνθρωπο, διάφορα είδη τρωκτικών και σκύλων έχουν ενοχοποιηθεί ως 

δεξαµενές του παρασίτου. Υπάρχουν 500 είδη σκνίπας, από τα οποία 30 της θηλυκής 

Phlebotomus, τα οποία ανήκουν σε 6 γένη, θεωρούνται ή έχει αποδειχθεί, ότι 

µπορούν να µεταφέρουν παράσιτα από ζώο σε ζώο, ζώο σε άνθρωπο ή άνθρωπο σε 

άνθρωπο.27   
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Εικόνα 1: Ο βιολογικός κύκλος της Leishmania: 1,2) Μετά το τσίµπηµα ενός  θηλαστικού από 
µολυσµένη σκνίπα, διοχετεύονται στο δέρµα του θηλαστικού µολυσµατικοί προµαστιγώτες οι 
οποίοι φαγοκυτταρώνονται από τα µακροφάγα του ξενιστή,3) Μεταµόρφωση σε αµαστιγώτες 
µέσε στα µακροφάγα, η οποία απαιτεί  1-4 ώρες και πολλαπλασιασµός του παρασίτου, 4) Λύση 

των µακροφάγων (µετά από 48 ώρες) λόγω του πολλαπλασιασµού των παρασίτων και 
απελευθέρωση των αµαστιγωτών οι οποίοι µπορούν να µολύνουν άλλα φαγοκύτταρa.Oι 

αµαστιγώτες µερικών ειδών Leishmania µπορεί να εισέλθουν στο δικτυοενδοθηλιακό σύστηµα 
(RES) και να µεταφερθούν σε εσωτερικά όργανα του ξενιστή προκαλώντας σπλαχνική 
λεϊσµανίαση (µέσα σε 4-6 µήνες), 5,6) Με την αποµύζηση αίµατος από το µολυσµένο 
σπονδυλωτό, η σκνίπα προσλαµβάνει και αµαστιγώτες, 7) οι οποίοι µετατρέπονται σε 
προµαστιγώτες µέσα στο έντερό του εντόµου, και 8) πολλαπλασιάζονται ταχύτατα και 

µεταφέρονται στη στοµατική κοιλότητα του φορέα.29 

Α.2 Το παράσιτο Leishmania 

Η Leishmania είναι ένα πρωτόζωο που ανήκει στην τάξη Kinetoplastida και την 

οικογένεια Trypanosomatidae. Πρόκειται για ένα διµορφικό παράσιτο το δύο 

µορφολογικά στάδια του οποίου είναι: ο ενδοκυττάριος αµαστιγώτης (Εικ. 2), που 

αναπτύσσεται µέσα στα µονοπύρηνα φαγοκύτταρα του θηλαστικού-ξενιστή, και ο 

µαστιγοφόρος προµαστιγώτης (Εικ. 3), που αναπτύσσεται µέσα στο έντερο του 

εντόµου-φορέα.28 
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Στο στάδιο του αµαστιγώτη, το παράσιτο έχει σχήµα κυκλικό ή ωοειδές µε διάµετρο 

περίπου 2-6 µm και περιέχει έναν πυρήνα, έναν κινητοπλάστη και ένα εσωτερικό 

µαστίγιο το οποίο διακρίνεται καθαρά σε ηλεκτρονική µικροφωτογραφία. Οι 

αµαστιγώτες πολλαπλασιάζονται µέσα σε παρασιτοφόρα κενοτόπια  των 

µακροφάγων.28 

Στο στάδιο του προµαστιγώτη, το σώµα του παρασίτου είναι µακρύ και λεπτό 

(περίπου 15-30 µm µήκος και 2-3 µm πλάτος), µε έναν κεντρικό πυρήνα, έναν 

κινητοπλάστη και ένα µακρύ ελεύθερο πρόσθιο µαστίγιο.28 

 

Εικόνα 230: Παράσιτα Leishmania (αµαστιγώτες) µέσα σε µακροφάγα στο µυελό των οστών 
σκύλου. 

 

Εικόνα 331: Παράσιτα Leishmania σε µορφή προµαστιγώτη. 
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Α.2.1 Ταξινόµηση των ειδών Leishmania 

Η διάκριση των ειδών της Leishmania δεν µπορεί να γίνει από την µορφολογία τους 

και για το λόγο αυτό χρησιµοποιήθηκαν διαφορετικά κριτήρια. Τέτοιου είδους 

κριτήρια µπορεί να είναι εξωγενή (π.χ. κλινικά χαρακτηριστικά, γεωγραφική 

κατανοµή, συµπεριφορά σε καλλιέργεια, φορείς εργαστηρίου) ή ενδογενή (π.χ. 

ανοσολογικά, βιοχηµικά ή µοριακά κριτήρια).32 Μεταξύ όλων αυτών των κριτηρίων, 

η ανάλυση ισοενζύµων µε ηλεκτροφόρηση και οι τεχνικές που βασίζονται στο DNA 

είναι οι πιο διαδεδοµένες. 

Έχουν προταθεί πολλοί τύποι ταξινόµησης για το γένος Leishmania. Ένας από 

αυτούς τους τύπους φαίνεται στον Πίνακα 1, όπου αποκαλύπτεται µια γονική σχέση 

µεταξύ των διαφόρων ειδών Leishmania. Σύµφωνα µε αυτή τη φυλογενετική 

ταξινόµηση τα είδη του παρασίτου οµαδοποιούνται σε διάφορα συµπλέγµατα, ενώ 

παρατηρείται η ύπαρξη δύο υπογενών (Leishmania και Viannia).33,34 

Πίνακας 1: Απλοποιηµένη ταξινόµηση του γένους Leishmania, προερχόµενη από τη 

φυλογενετική ανάλυση των Rioux et al., βασισµένη σε ισοένζυµα.33 

I.Sub-genus Leishmania Ross, 190335 

L. donovani complex L. donovani (Laveran & Mesnil, 1903) 
L. archibaldi Castellani & Chalmers , 1919 

L. infantum complex L. infantum Nicolle, 1908 
(syn. L. chagasi Cunha & Chagas, 1937) 

L. tropica complex  L. tropica (Wright, 1903) 

L. killicki complex L. killicki Rioux, Lanotte & Pratlong, 1986 

L. aethiopica complex L. aethiopica Bray, Ashford & Bray, 1973 

L. major complex  L. major Yakimoff & Schokhor, 1914 

L. turanica complex  L. turanica Strelkova, Peters & Evans, 1990 

L. gerbilli complex L. gerbilli Wang, Qu & Guan, 1964 

L. arabica complex L. arabica Peters, Elbihari & Evans, 1986 

L. mexicana complex L. mexicana Biagi, 1953 
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I.Sub-genus Leishmania Ross, 190335 

(syn. L. pifanoi Medina & Romero, 1959) 

L. amazonensis complex 
L. amazonensis Lainson & Shaw, 1972  
(syn. L. garnhami Scorza et al., 1979) 
L. aristidesi Lainson & Shaw, 1979 

L. enriettii complex L. enriettii Muniz & Medina, 1948 

L. hertigi complex L. hertigi Herrer, 1971 
L. deanei Lainson & Shaw, 1977 

 

II. Sub-genus Viannia Lainson and Shaw, 198736 

L. braziliensis complex L. braziliensis Vianna, 1911. 
L. peruviana Velez, 1913 

L. guyanensis complex 

L. guyanensis Floch, 1954 
L. panamensis Lainson & 
Shaw, 1972 
L. shawi Lainson et al., 1989 

L. naiffi complex L. naiffi Lainson & Shaw, 1989 

L. lainsoni complex L. lainsoni Silveira et al., 1987 

 

Α.2.2 Η γεωγραφική εξάπλωση των ειδών της Leishmania 

Το παράσιτο της Leishmania έχει βρεθεί σε περίπου 88 χώρες σε όλο τον κόσµο. Από 

αυτές, οι 22 είναι χώρες του Νέου Κόσµου (περιοχές της Κεντρικής και Νότιας 

Αµερικής), και οι 66 του Παλαιού Κόσµου (περιοχές της Αφρικής, της Ινδίας, της 

Μέσης Ανατολής, της Ασίας, της Νότιας Ευρώπης και της Μεσογείου).7 

Παλαιός Κόσµος:  

• Η L. infantum συναντάται σε χώρες γύρω από τη Μεσόγειο Θάλασσα, στην 

Πορτογαλία, στη Βόρεια, Ανατολική και ∆υτική Αφρική, στη Μέση Ανατολή 

(Ιράκ, Ιράν, Πακιστάν, Αφγανιστάν), στην Ινδία και την Κίνα.37,38  

• Η L.  donovani βρίσκεται στην Ανατολική Αφρική και το Σουδάν.36 
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• H L.  tropica συναντάται στη Μέση Ανατολή (Αφγανιστάν, Ιράν), στην Ινδία, 

στις χώρες της Μεσογείου, στη ∆υτική και Κεντρική Ασία και στην Κεντρική 

και Βόρεια Αφρική (Κένυα).36 

• Η L.  major συναντάται στη Μέση ανατολή, στην Ινδία, στις χώρες της 

Μεσογείου, στη ∆υτική και Κεντρική Ασία, στην Κεντρική και Βόρεια 

Αφρική (Μαρόκο, Αλγερία, Τυνησία) και στη Βορειοδυτική Κίνα.36 

• Η L.  aethiopica βρίσκεται στην Ανατολική Αφρική (Αιθιοπία, Κένυα) και 

στην Υεµένη. 36 

• Η L. arabica συναντάται στη Σαουδική Αραβία, η L. killicki στην Τυνησία, 

ενώ τα είδη L. turanica και L . gerbilli συναντώνται στην Κεντρική Ασία.2 

Νέος Κόσµος: 

• Η L. chagasi συναντάται στην Κεντρική και Νότια Αµερική (Βραζιλία, Βενε-

ζουέλα, Κολοµβία)36 και σε µικρές ενδηµικές περιοχές της Βόρειας Αµερικής 

(Οχάιο, Αλαµπάµα, Μίσιγκαν),39 ενώ έχουν εµφανιστεί και µεµονωµένες 

περιπτώσεις σε άλλες χώρες της Κεντρικής και Νότιας Αµερικής (Ελ 

Σαλβαδόρ, Γουατεµάλα, Ονδούρα, Νικαράγουα, Αργεντινή, Βολιβία, 

Παραγουάη).36  

• Η L. mexicana βρίσκεται στην Κεντρική Αµερική (Μεξικό, Ονδούρα, 

Γουατεµάλα) και στην περιοχή του Αµαζονίου.36 

• Η L. amazonensis συναντάται σε χώρες της Νότιας Αµερικής, όπως Βολιβία, 

Βραζιλία (κυρίως στην περιοχή του Αµαζονίου), Περού και Βενεζουέλα.40 

• Η L. braziliensis (Viannia) βρίσκεται σε χώρες της Κεντρικής και Νότιας 

Αµερικής. Συγκεκριµένα, στη Βραζιλία (περιοχή Αµαζονίου, Ρίο ντε 

Τζανέιρο, Σάο Πάολο, κ.α.), στην Ονδούρα (Santa Barbara), στο Περού, στη 

Βενεζουέλα,40 στον Παναµά, στη Βολιβία και στην Κολοµβία.41 H L. 

peruviana που ανήκει στο σύµπλεγµα της L. braziliensis, συναντάται στις 

Περουβιανές Άνδεις.  
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• Η L. guyanensis (Viannia) βρίσκεται στη Νότια Αµερική και συγκεκριµένα 

σε περιοχές της Βόρειας Βραζιλίας και στη Γουιάνα (Guyana).41 

• Η L. panamensis (Viannia) συναντάται σε χώρες της Κεντρικής Αµερικής 

(Παναµάς, Κόστα Ρίκα, Ονδούρα) και στην Κολοµβία.41 

• Τα είδη L. naiffi (Viannia) και L. lainsoni (Viannia) βρίσκονται στη 

Βραζιλία.42 

Στην Ελλάδα συναντώνται τρία από τα παραπάνω είδη Leishmania του Παλαιού 

Κόσµου: 

Tο πιο ευρέως διαδεδοµένο είναι η L. infantum,43-45 η οποία έχει ανιχνευθεί σε 

πολλές περιοχές της χώρας (κυρίως στην Κρήτη και στην ευρύτερη περιοχή των 

Αθηνών αλλά και στα Ιόνια νησιά και τη Βορειοδυτική Ελλάδα). Η λεϊσµανίαση, 

σποραδικά κρούσµατα της οποίας  βρέθηκαν σε αγροτικές περιοχές της ηπειρωτικής 

χώρας, της Κρήτης και κάποιων νησιών του Ιονίου, αποδείχθηκε ότι έχει προκληθεί 

από την L.  tropica.44,46 Επίσης, το είδος L. major θεωρείται ότι προκαλεί κρούσµατα 

δερµατικής λεϊσµανίασης στην περιοχή της Μεσογείου γεγονός που µας ωθεί να το 

αναζητήσουµε κατά την εκτέλεση των µοριακών τεχνικών.47  

Α.3 Φορέας - Μεταδότης 

Ο φορέας της λεϊσµανίασης στον Παλαιό Κόσµο είναι η θηλυκή σκνίπα που ανήκει 

στην τάξη Diptera, την οικογένεια Psychodidae και την υπο-οικογένεια 

Phlebotomidae. Ο βιολογικός κύκλος των εντόµων αυτών περιλαµβάνει δύο 

διαφορετικά βιολογικά στάδια: α) το στάδιο του ενηλίκου και β) τη φάση ανάπτυξης, 

η οποία περιλαµβάνει το στάδιο του αυγού, τέσσερα στάδια προνύµφης και το στάδιο 

της νύµφης, και η οποία λαµβάνει χώρα σε υγρό έδαφος, πλούσιο σε οργανική ύλη.48                                                
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Εικόνα 4: Η σκνίπα-φορέας της  Leishmania που ανήκει στο γένος Phlebotomus. 

Οι σκνίπες είναι µικρές σε µέγεθος µε µήκος σώµατος που σπάνια ξεπερνά τα 3 mm. 

(Εικ. 4) Το χρώµα τους ποικίλλει από σχεδόν λευκό µέχρι σχεδόν µαύρο. Τρία 

χαρακτηριστικά καθιστούν εύκολη την αναγνώρισή τους: όταν βρίσκονται σε 

ανάπαυση, κρατούν τα φτερά τους τα οποία είναι ωοειδή και λογχωτά, µε 

χαρακτηριστικό τρόπο σε γωνία πάνω από την κοιλιά τους, είναι τριχωτές, και όταν 

είναι έτοιµες να λάβουν την τροφή τους, χοροπηδούν χαρακτηριστικά γύρω από τον 

ξενιστή, πριν σταµατήσουν για να πάρουν το αίµα του. Σε αντίθεση µε τα κουνούπια, 

η επίθεσή τους είναι αθόρυβη. Ο τρόπος κίνησής τους έχει οδηγήσει στην υπόθεση 

ότι οι σκνίπες δεν αποµακρύνονται από τον τόπο της γέννησής τους. Ένα είδος (P. 

ariasi) έχει αποδειχθεί ότι µετακινείται σε απόσταση µεγαλύτερη των 2χµ., αν και 

αρκετές µελέτες έχουν δείξει ότι η απόσταση ποικίλλει ανάλογα µε το είδος και το 

περιβάλλον και η µέγιστη διασπορά σπάνια υπερβαίνει το 1 χιλιόµετρο.49-51 Μελέτες 

σε αεροδυναµικές σήραγγες δείχνουν πως η ταχύτητα πτήσης τους δεν υπερβαίνει το 

1 m/sec.52 Είναι δραστήρια στη δύση του ηλίου αλλά και κατά τη διάρκεια της 

νύχτας. Κατά τη διάρκεια της ηµέρας ξεκουράζονται σε σκοτεινά, δροσερά και υγρά 

µέρη που περιλαµβάνουν σπίτια, στάβλους, κελάρια, σπηλιές, ρωγµές στο έδαφος, σε 

τοίχους ή βράχους, σε πυκνή βλάστηση, δέντρα, φωλιές τρωκτικών και άλλων 

θηλαστικών, φωλιές πουλιών. Η τροφή και των δύο φύλων είναι το νέκταρ των 

φυτών, όµως τα θηλυκά χρειάζονται και ένα γεύµα αίµατος πριν καταστούν ικανά να 

γεννήσουν τα αυγά τους, προκειµένου να εξασφαλίσουν τις πρωτεΐνες που 

χρειάζονται για την ανάπτυξη των αυγών. Οι πιθανοί ξενιστές τους είναι ερπετά, 

αµφίβια, πουλιά και θηλαστικά. Οι διατροφικές τους συνήθειες εξαρτώνται από το 
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είδος στο οποίο ανήκουν, ενώ η φύση του ξενιστή από τον οποίο παίρνουν το αίµα 

είναι ένα σηµείο κλειδί για τη µετάδοση της Leishmania. 

Α.3.1 Ταξινόµηση των ειδών της σκνίπας 

Έχουν περιγραφεί πάνω από 500 είδη σκνίπας της υπο-οικογένειας Phlebotomidae, 

τα οποία συναντώνται σε ποικίλα µέρη του κόσµου και για τα οποία έχουν προταθεί 

πολλοί τύποι ταξινόµησης. Τα περισσότερα είδη ταξινοµούνται σε τρία κύρια γένη: 

τα Phlebotomus, Sergentomyia και Lutzomyia (Εικ. 5). 

 Παρακάτω περιγράφονται τα είδη των δύο πιο σηµαντικών γενών στη µετάδοση της 

Leishmania (Phlebotomus και Lutzomyia), εκ των οποίων πολλά είναι αποδεδειγµένοι 

φορείς. 

Το γένος Phlebotomus χωρίζεται στα υπογένη: 

• Phlebotomus53 (Ph. duboscqi, Ph. papatasi, Ph. salehi),  

• Paraphlebotomus54 (Ph. caucasicus, Ph. sergenti, Ph. similis, Ph. alexandri),  

• Synphlebotomus54 (Ph. celiae, Ph. martini, Ph. vansomerenae, Ph. rossi,55 Ph. 

ansarii55),  

• Larroussius56 (Ph. ariasi, Ph. kandelakii, Ph. langeroni orientalis, Ph. 

longicuspis, Ph. longipes, Ph. major syriacus, Ph. perfillievi, Ph. perniciocus 

tobbi, Ph. pedifer, Ph. neglectus,55 Ph. smirnovi,55 Ph. transcaucasicus,55 Ph. 

guggisbergi,55 Ph. aculaetus55),  

• Adlerius56 (Ph. chinensis chinensis, Ph. c. halepensis, Ph. c. longiductus, Ph. 

simici, Ph. balcanicus),  

• Euphlebotomus54 (Ph. argentipes) και  

• Transphlebotomus57 (Ph. Mascittii, Ph. canaaniticus, Ph. economidesi). 

Στο γένος Lutzomyia ανήκουν:  

• το υπογένος Lutzomyia (Lu. longipalpis, Lu. renei),  
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• η οµάδα cruciata (Lu. cruciata, Lu. gomezi),  

• η οµάδα migonei (Lu. migonei),  

• η οµάδα vexator (Lu. sanguinaria),  

• το υποείδος Nyssomyia (Lu. anduzei, Lu. flaviscutellata, Lu. intermedia, Lu. 

olmeca, Lu. trapidoi, Lu. whitmani, Lu. ylephiletor),  

• το υπογένος Psychodopygus (Lu. wellcomei, Lu. panamensis)  

• και το υπογένος Pintomyia (Lu. fisceri, Lu. pessoai).58 

 

Εικόνα 5: Ο φορέας της Λεϊσµανίασης που ανήκει στο γένος Lutzomyia. 

(http://www.fiocruz.br) 

Α.3.2 Η γεωγραφική εξάπλωση των ειδών του φορέα 

Οι σκνίπες-φορείς του Παλαιού κόσµου ανήκουν στα γένη Phlebotomus και 

Sergentomyia, ενώ εκείνες του Νέου Κόσµου ανήκουν στο γένος  Lutzomyia. 

Παλαιός Κόσµος: 

• Ph.  duboscqi: Βόρεια Αφρική και Αραβία.58 

• Ph. papatasi: Μεσόγειος, ∆υτική Ασία, Βόρεια Αφρική και Αραβία.58,59 

• Ph. salehi:  Βορειοδυτική Ινδία και Ιράν.60 
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• Ph. caucasicus: Καύκασος και ∆υτική Ασία.36 

• Ph. sergenti: Μεσόγειος, ∆υτική Ασία, Βόρεια Αφρική (Μαρόκο) και 

Αραβία.58,61 

• Ph. similis: Περιοχή των Βαλκανίων, Νότια Αδριατική, Μάλτα και Αιγαίο 

Πέλαγος.62 

• Ph. alexandri: Αφρική (Αλγερία, Αίγυπτος, Αιθιοπία, Μαρόκο, Τυνησία, 

Σουδάν), Νότια Ευρώπη (Ελλάδα, Κύπρος, Ισπανία, Ρουµανία), Ασία 

(Τουρκία, Υεµένη, Ηνωµένα Αραβικά Εµιράτα, Σαουδική Αραβία, Ιορδανία, 

Ισραήλ, Καζακστάν, Ιράκ, Κουβέιτ, Ιράν, Αφγανιστάν, Πακιστάν, 

Τουρκµενιστάν, Μογγολία, Κίνα, Ινδία).63 

• Ph. celiae: Κένυα.58 

• Ph. martini:  Κένυα, Αιθιοπία και Σουδάν.58 

• Ph. vansomerenae:  Κένυα.58 

• Ph. rossi: Αφρική (Ναµίµπια).60 

• Ph. ansarii: Ιράν.60 

• Ph. ariasi: Μεσόγειος (Γαλλία, Ισπανία, Ιταλία, Μαρόκο, Αλγερία, Τυνησία) 

και Πορτογαλία.58,64 

• Ph. kandelakii: ∆υτική Ασία (Λίβανος, Τουρκία, Ιράν, Αφγανιστάν) και 

Καύκασος.58,60 

• Ph. langeroni orientalis: Αφρική (Σουδάν, Αιθιοπία, Κένυα, Τσαντ, Νιγηρία), 

Νότια Αραβία και Ισπανία.58,60 

• Ph. longicuspis: Βόρεια Αφρική και Ισπανία.58,60 

• Ph. longipes: Αιθιοπία και Σουδάν.58 

• Ph. syriacus: Ισραήλ, Ιορδανία και Συρία.55,60,63 
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• Ph. perfilievi:Μεσόγειος (Ιταλία, Μάλτα, Κύπρος, Ελλάδα, Γιουγκοσλαβία), 

Ισραήλ, Μαρόκο, Αλγερία και Τυνησία.55,60,63 

• Ph. neglectus: Ανατολική Μεσόγειος.60 

• Ph. smirnovi: Κίνα, Καζακστάν.60 

• Ph. transcaucasicus: Αζερµπαϊτζάν.60 

• Ph. guggisbergi: Κένυα.60 

• Ph. aculaetus: Κένυα.60 

• Ph. perniciocus tobbi (ή Ph. perniciocus ή  Ph. tobbi):  Μεσόγειος (Ισπανία, 

Γαλλία, Ιταλία, Μάλτα, Κύπρος, Γιουγκοσλαβία), Πορτογαλία, Καύκασος, 

Ιράν, Τουρκία,  Συρία και Αφρική (Μαρόκο, Αλγερία, Τυνησία, Λιβύη).55,60,63 

• Ph. pedifer: Κένυα και Αιθιοπία.65 

• Ph. c. hinensis chinensis: Κίνα.58 

• Ph. c. halepensis: Καύκασος, Ιράν και Συρία.58 

• Ph. c. longiductus: Βόρεια Αφρική, Κεντρική Ασία (Ουζµπεκιστάν, 

Πακιστάν) και Βόρεια Ινδία.58,60 

• Ph. simici:  Νοτιοανατολική Ευρώπη και ∆υτική Ασία.58 

• Ph. balcanicus: Γεωργία, Ελλάδα, Ρουµανία, Ουκρανία, Γιουγκοσλαβία, στο 

Αζερµπαϊτζάν, στο Ιράν και στην Τουρκία.66 

• Ph. argentipes: Ινδία, Βιρµανία, Μαλαισία, Ταϊλάνδη, Βιετνάµ και 

Πακιστάν.58,24 

• Ph. mascittii:  ∆υτική Ευρώπη και Βόρεια Αφρική.67 

• Ph. canaaniticus: Εγγύς Ανατολή. 67 

• Ph. economidesi:  Κύπρος. 67 
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Νέος Κόσµος: 

• Lu. longipalpis: Κεντρική και Νότια Αµερική (Μεξικό, Ελ Σαλβαδόρ, 

Νικαράγουα και Βραζιλία, Βολιβία, Παραγουάη, Αργεντινή).58,68 

• Lu. renei:  Βραζιλία.58 

• Lu. cruciata: Κεντρική Αµερική (Γουατεµάλα) και Η.Π.Α (Φλόριντα). 58,68 

• Lu. gomezi: Κεντρική Αµερική (Παναµάς), Βενεζουέλα, Γαλλική Γουιάνα, 

Εκουαδόρ και Βραζιλία.58,68 

• Lu. migonei:  Νότια Αµερική (Βενεζουέλα, Βραζιλία, Παραγουάη, 

Αργεντινή).58 

• Lu. sanguinaria: Κεντρική Αµερική (Κόστα Ρίκα, Ονδούρα, Παναµάς). 58 

• Lu. anduzei: Κεντρική και Νότια Αµερική (Βενεζουέλα, Γαλλική Γουιάνα, 

Βραζιλία).58 

• Lu. flaviscutellata: Νότια Αµερική (Βραζιλία, Γαλλική Γουιάνα, Βολιβία, 

Κολοµβία, Παραγουάη, Εκουαδόρ).58,68 

• Lu. intermedia: Νότια Αµερική (Βραζιλία, Παραγουάη, Αργεντινή).58 

• Lu. olmeca: Κεντρική Αµερική (Μεξικό, Γουατεµάλα, Κόστα Ρίκα, Ονδούρα) 

και Βόρεια Αµερική (Η.Π.Α.). 58,68 

• Lu. trapidoi: Κεντρική και Νότια Αµερική (Ονδούρα, Κόστα Ρίκα, Παναµάς 

και Κολοµβία, Εκουαδόρ).58,68 

• Lu. whitmani: Νότια Αµερική (Γαλλική Γουιάνα, Βραζιλία, Παραγουάη, 

Περού).58,68 

• Lu. ylephiletor: Κεντρική Αµερική (Μεξικό, Γουατεµάλα, Νικαράγουα).58,68 

• Lu. wellcomei: Νότια Αµερική (Βραζιλία).60 
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• Lu. panamensis: Κεντρική (Παναµάς, Νικαράγουα, Μεξικό) και Νότια 

Αµερική (Βενεζουέλα, Κολοµβία, Βραζιλία, Περού).58,68 

• Lu. fisceri: Νότια Αµερική (Βραζιλία, Παραγουάη).58 

• Lu. pessoai: Νότια Αµερική (Βραζιλία, Παραγουάη).58 

Ελλάδα: 

Οι πιο σηµαντικοί φορείς στην Ελλάδα είναι οι Ph. neglectus, Ph. perfilievi, Ph. 

tobbi, Ph. similis και Ph. papatasi.60 Άλλα είδη που επίσης συναντώνται στη χώρα 

είναι τα Ph. alexandri, Ph. balcanicus και Ph. mascittii, ενώ έχουν βρεθεί και κάποια 

είδη Sergentomyia (S. minuta, S. dentata)69 τα οποία θεωρούνται πιθανοί φορείς. 

Στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 2) φαίνεται και η αναλυτική κατανοµή των ειδών 

αυτών στην Ελλάδα. 

Πίνακας 2: Κατανοµή της σκνίπας στην Ελλάδα.69 

Είδος σκνίπας Περιοχή 

Ph. neglectus ∆ράµα, Πιερία, Αττική, Κεφαλλονιά, 
Κρήτη, Σάµος 

Ph. perfilievi ∆ράµα, Κιλκίς, Γιαννιτσά, Λάρισα, 
Φάρσαλα, Μαγνησία, Αττική, 
Κεφαλλονιά, Ρόδος, Σάµος 

Ph. tobbi Ξάνθη, Καβάλα, Πιερία, Λάρισα, 
Φάρσαλα, Αττική, Κεφαλλονιά, Κρήτη, 
Ρόδος, Σάµος 

Ph. similis Κοµοτηνή, Πιερία, Λάρισα, Κρήτη, 
Ρόδος, Σάµος 

Ph. papatasi Κοµοτηνή, Λάρισα, Μαγνησία, 
Κεφαλλονιά, Κρήτη, Σάµος 

Ph. alexandri Κοµοτηνή, Λάρισα, Σάµος 

Ph. balcanicus Κιλκίς, Λάρισα 

Ph. mascittii Κρήτη 

S. minuta Κοµοτηνή, Ξάνθη, Καβάλα, Κιλκίς, 
Πιερία, Λάρισα, Φάρσαλα, Μαγνησία, 
Αττική, Κεφαλλονιά, Κρήτη, Σάµος 
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Είδος σκνίπας Περιοχή 

S. dentata Λάρισα, Κεφαλλονιά, Κρήτη, Σάµος 

Σύµφωνα µε τη µελέτη των Ivovic, Patakakis, Tselentis, Chaniotis (2007), οι φορείς 

(αποδεδειγµένοι ή πιθανοί) µε την ευρύτερη γεωγραφική εξάπλωση στην Ελλάδα 

είναι οι Ph. perfilievi και Ph. tobbi. 69  

Α.4 Ξενιστής – ∆εξαµενή 

Οι περισσότερες λεϊσµανιάσεις είναι ζωονόσοι και οι ξενιστές τους µπορεί να είναι 

ποικίλα είδη θηλαστικών, τα οποία είναι υπεύθυνα για τη µακρά περίοδο διατήρησης 

της Leishmania στη φύση.70 Η  λεϊσµανιάση στον άνθρωπο είναι µια ασθένεια που 

προκαλείται από διαφορετικά είδη του παρασίτου Leishmania, και εκδηλώνεται µε 

την εµφάνιση βλαβών στο δέρµα ή τα σπλάγχνα. Ο οργανισµός-ξενιστής µπορεί να 

είναι ένα άγριο ή οικόσιτο θηλαστικό ή ακόµη και ένας άνθρωπος. Συνήθως, οι 

οργανισµοί αυτοί είναι καλά προσαρµοσµένοι µε τη Leishmania και αναπτύσσουν 

µόνο ήπιες λοιµώξεις, οι οποίες µπορεί να επιµείνουν για πολλά χρόνια και δεν 

απειλούν τη ζωή των ξενιστών. Σηµαντική εξαίρεση αποτελούν οι σκύλοι στους 

οποίους αναπτύσσεται µια γενικευµένη και θανατηφόρος ασθένεια (Εικ. 6).28 

Οι ξενιστές περιλαµβάνονται σε επτά διαφορετικές τάξεις θηλαστικών. Τα τρωκτικά, 

το ύραξ (hyrax ή προκαβία), τα µαρσιποφόρα και τα ζώα που ανήκουν στην τάξη 

Edentata (βραδύπους, µυρµηγκοφάγος, κ.α.) είναι ξενιστές της άγριας λεϊσµανίασης. 

Ο σκύλος θεωρείται επί του παρόντος ως ο πραγµατικός ξενιστής των L. infantum και 

L. peruviana και ο άνθρωπος αναγνωρίζεται συνήθως ως ξενιστής των L. donovani 

και L. tropica.28 

Οι σκύλοι είναι οι πιο σηµαντικοί ξενιστές του παρασίτου. Είναι οι κυρίως υπεύθυνοι 

για τη διατήρηση της λεϊσµανίασης τόσο των σκύλων όσο και των ανθρώπων σε 

πολλές ενδηµικές περιοχές. Παρά το γεγονός ότι έχουν βρεθεί και άλλα ζώα να έχουν 

µολυνθεί (τρωκτικά, µαρσιποφόρα, κ.ά.) ή να είναι οροθετικά, φαίνεται απίθανο να 

µπορούν να λειτουργήσουν ως αποτελεσµατικοί ξενιστές-δεξαµενές.71 
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Εικόνα 672: Σκύλος προσβεβληµένος από Leishmania. 

Αυτή η αποτελεσµατικότητα των σκύλων οφείλεται σε τρεις λόγους: α) στην πολύ 

µακρά περίοδο πριν την εµφάνιση της ασθένειας, β) στην υψηλή συγκέντρωση 

παρασίτων σε αµαστιγωτή µορφή στο δέρµα και γ) στο υψηλό ποσοστό υποτροπών 

σε συνάρτηση µε την αβέβαιη παρασιτολογική αποστείρωση µετά τη θεραπεία.71 

Περισσότερο από το 50% των σκύλων που είναι αποδεδειγµένα µολυσµένοι µε το 

παράσιτο, είναι φαινοµενικά υγιείς (ασυµπτωµατικοί φορείς). Είτε βρίσκονται σε 

εκείνο το στάδιο εξέλιξης της νόσου όπου δεν έχουν ακόµη εµφανιστεί τα 

συµπτώµατα, ή παρουσιάζουν αυτόµατη ίαση (οι σκύλοι που ανήκουν στην τελευταία 

κατηγορία θεωρούνται ανθεκτικοί στη νόσο). Οι σκύλοι της πρώτης κατηγορίας παρά 

το γεγονός ότι είναι ασυµπτωµατικοί, είναι ικανοί να µολύνουν όποια σκνίπα τους 

τσιµπήσει. Τέλος, υπάρχει και µια τρίτη κατηγορία σκύλων, οι οποίοι ίσως να µην 

παρουσιάζουν κλινικά συµπτώµατα ή αναπτύσσουν µόνο κάποια δερµατικά 

εξογκώµατα στην περιοχή του τσιµπήµατος. Αυτό µπορεί να συµβεί λόγω του 

διαφορετικού τύπου κυτταρικής ανοσολογικής απόκρισης που διαθέτει κάθε 

σκύλος.71 

Μελέτες δείχνουν πως δεν υπάρχει καµία προδιάθεση για τη νόσο µεταξύ των 

σκύλων διαφόρων ηλικιών ή φύλου. Ωστόσο, έχει αποδειχθεί η προδιάθεση όσον 

αφορά τη ράτσα του σκύλου, καθώς οι ράτσες Boxer και Cocker εµφανίζουν 

υψηλότερο κίνδυνο σε σχέση µε άλλες.73 Τέλος, έχει βρεθεί ότι οι σκύλοι µε κοντό 

τρίχωµα έχουν µεγαλύτερο κίνδυνο για την εµφάνιση της νόσου σε σχέση µε εκείνους 

που το τρίχωµά τους είναι πιο µακρύ. 
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Α.5 Μορφές της Λεϊσµανίασης των σκύλων 

Οι δύο βασικές µορφές της νόσου στους σκύλους είναι η σπλαγχνική και η δερµατική 

λεϊσµανίαση. Η διάκριση µεταξύ των δύο µορφών είναι σχετικά δύσκολη σε 

σύγκριση µε τους ανθρώπους καθώς η σπλαγχνική λεϊσµανίαση των σκύλων 

εµπεριέχει και συµπτώµατα της δερµατικής µορφής.  

Α.5.1 ∆ερµατική  

Η δερµατική λεϊσµανίαση προκαλείται από µεγαλύτερη ποικιλία ειδών του 

παρασίτου, τα οποία ανήκουν στα υπογένη Leishmania και Viannia. Σε όποια 

περίπτωση έχει αποκαλυφθεί ο πλήρης κύκλος ζωής του παρασίτου, ο πρωταρχικός 

ξενιστής είναι ένα άγριο θηλαστικό.  

Η δερµατική µορφή της νόσου περιλαµβάνει συµπτώµατα όπως: αλλοιώσεις του 

δέµατος, αλωπεκία (απώλεια των τριχών) και ελκωτική ή αποφολιδωτική 

δερµατίτιδα. Συγκεκριµένα χαρακτηρίζεται από την σχετικά αργή ανάπτυξη µονών ή 

πολλαπλών δερµατικών οζιδίων ή ελκών τα οποία συνήθως επουλώνονται αυτόµατα 

µετά από κάποιους µήνες. Οι αλλοιώσεις της νόσου χαρακτηρίζονται από τη 

διείσδυση µακροφάγων στο δέρµα. Μαζί µε τα µακροφάγα πραγµατοποιείται και 

διείσδυση λεµφοκυττάρων, κυττάρων του πλάσµατος και πιο σπάνια ηωσινόφιλων 

ενώ µέσα στα µακροφάγα βρίσκεται µεγάλος αριθµός παρασίτων. Οι δερµατικές 

αλλοιώσεις που παραµένουν για µεγάλο χρονικό διάστηµα, περιβάλλονται από 

συνδετικό ιστό (ινοβλάστες), µε αποτέλεσµα να αποκτούν την εµφάνιση κοκκιώµατος 

(µικρός όγκος στρογγυλού σχήµατος).74 

Α.5.2 Σπλαγχνική 

Οι πρωταρχικοί ξενιστές των παρασίτων που προκαλούν σπλαγχνική  λεϊσµανίαση 

στην περιοχή της Μεσογείου και στη Λατινική Αµερική είναι οι αλεπούδες. Αν οι 

αλεπούδες µολυνθούν αποτελούν πηγή µόλυνσης για κάθε σκνίπα. Όταν ένας τέτοιος 

πληθυσµός εντόµων µολυνθεί, µπορεί να µεταδόσει την µόλυνση κατευθείαν στον 

άνθρωπο ή σε κάποιο ζώο όπως ο σκύλος.  

Η σπλαγχνική λεϊσµανίαση εµφανίζεται ως προοδευτική εξάντληση του ζώου και 

απώλεια βάρους µε ή χωρίς µείωση της όρεξης, ενώ είναι πιθανή και η εµφάνιση 
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δερµατικών αλλοιώσεων. Τα πιο συχνά κλινικά συµπτώµατα είναι η διόγκωση των 

λεµφαδένων (ενός ή περισσοτέρων) και η σπληνοµεγαλία. Οι δερµατικές αλλοιώσεις 

είναι γενικά µη κνησµώδεις και χαρακτηρίζονται από ξηρή αποφολιδωτική 

δερµατίτιδα µε αλωπεκία (τριχόπτωση) στην περιοχή του κεφαλιού (αυτιά, µύτη, 

βλέφαρα), της ράχης και ενίοτε σε όλο το σώµα. Σε περιπτώσεις σκύλων µε χρόνια 

λεϊσµανίαση που δεν έχουν δεχθεί θεραπεία, οι επαναλαµβανόµενες δερµατικές 

µολύνσεις µπορούν να οδηγήσουν σε χαρακτηριστική πάχυνση του δέρµατος. Ένα 

επιπλέον χαρακτηριστικό σύµπτωµα είναι η ονυχογρύπωση που είναι στην ουσία η 

ανώµαλη ανάπτυξη των νυχιών. Στο 40% των προσβεβληµένων σκύλων 

παρατηρούνται δερµατικές εξελκώσεις οι οποίες συνήθως, κατανέµονται στα άκρα, 

στην παρυφή του πτερυγίου του αυτιού και στη θαλάµη της µύτης (ρουθούνι) ή σε 

οποιαδήποτε άλλη βλεννογονική µεµβράνη (π.χ. στόµα, γεννητικά όργανα) (Εικ. 7). 

Είναι, επίσης, πιθανή και η παρουσία µη εξελκωµένων οζιδίων µε διάµετρο 1-10 cm, 

τα οποία περιέχουν µεγάλο αριθµό παρασίτων στη αµαστιγωτή µορφή. Συχνά, οι 

µεµβράνες των βλεννογόνων είναι ωχρές (εξαρτάται από το βαθµό της αναιµίας) ή 

καστανοκόκκινες (ως αποτέλεσµα ηπατονεφρικής βλάβης).75 

Ένα µικρότερο ποσοστό προσβεβληµένων σκύλων εµφανίζει οφθαλµικές αλλοιώσεις 

από απλή βλεφαρο-επιπεφυκίτιδα µέχρι και σοβαρή πανοφθαλµίτιδα. Συνήθως, στα 

οφθαλµικά αυτά συµπτώµατα συµπεριλαµβάνονται και βλάβες του πρόσθιου 

τµήµατος του µατιού (κερατοειδής επιπεφυκίτιδα και φλεγµονή ίριδας), οι οποίες 

µπορεί να οδηγήσουν σε γλαύκωµα λόγω απόφραξης της κόρης.76,77 

Ένα ακόµη σύµπτωµα της νόσου είναι η επίσταξη (αιµορραγία από το βλεννογόνο 

των ρινικών κοιλοτήτων), που είναι συνήθως µονόπλευρη και ασυνεχής και 

προκαλείται από µεγάλου βαθµού θροµβοκυτταροπενία ή τοπική εξέλκωση του 

βλεννογόνου της ρινικής κοιλότητας.78 Επίσης, κάποιοι προσβεβληµένοι σκύλοι 

παρουσιάζουν χωλότητα σε ένα ή περισσότερα άκρα, που προκαλείται από 

πολυµυοσίτιδα ή ανοσολογική πολυαρθρίτιδα. Η ψηλάφηση της διάφυσης των 

µακρών οστών των σκύλων παράγει πόνο, το ίδιο και η κάµψη ή η έκταση των 

άκρων. Αυτό συµβαίνει λόγω της παρουσίας παρασίτων στις αρθρώσεις.79,80 

Η πολυουρία και η πολυδιψία είναι δύο ακόµη συµπτώµατα της σπλαγχνικής 

λεϊσµανίασης που οφείλονται στη βλάβη των νεφρών. Η νεφρική βλάβη µπορεί 

επίσης να προκαλέσει περιφερικό οίδηµα, πρωτεϊνουρία και αυξηµένα επίπεδα ουρίας 
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και κρεατινίνης στον ορό.81 Πιο σπάνια συµπτώµατα είναι η χρόνια κολίτιδα, που 

προκαλείται από τη διήθηση λεµφοπλασµοκυττάρων, ιστοκυττάρων και αµαστιγωτών 

στον εντερικό βλεννογόνο και η χρόνια ηπατίτιδα,82 που προκαλείται από τη διήθηση 

πλούσιων σε αµαστιγώτες µακροφάγων στο ήπαρ του προσβεβληµένου σκύλου.83 

Τέλος, έχουν αναφερθεί και κάποιες περιπτώσεις σκύλων µε σπλαgχνική 

λεϊσµανίαση, οι οποίοι εµφάνισαν φλεγµονή του µυοκαρδίου λόγω της διήθησης σε 

αυτό µεγάλου αριθµού µονοπύρηνων κυττάρων µε αποτέλεσµα την ατροφία και τον 

εκφυλισµό του.84 Αυτή η µορφή της νόσου εµφανίζεται πιο συχνά στους σκύλους και 

είναι και η πιο επικίνδυνη. 

 

Εικόνα 785,86: Συµπτώµατα σπλαχνικής λεϊσµανίασης σε σκύλους. 

Α.5.3 Παράγοντες που επηρεάζουν το βαθµό της έκφρασης των συµπτωµάτων 

και το µέγεθος της µόλυνσης 

Ο βαθµός της έκφρασης των συµπτωµάτων εξαρτάται από τον τύπο της 

ανοσολογικής αντίδρασης που θα ενεργοποιηθεί µετά τη µόλυνση του σκύλου.  

Έχει βρεθεί ότι το παράσιτο πιθανόν προσβάλλει και τα κύτταρα Langerhans καθώς 

και άλλα δενδριτικά κύτταρα.87 Τα κύτταρα αυτά παρουσιάζουν στην επιφάνειά τους 

αντιγόνα του παρασίτου (αντιγονοπαρουσιαστικά) και προσελκύουν κύτταρα Th (T 

helper ή βοηθητικά Τ-λεµφοκύτταρα) τα οποία και οδηγούν στο σηµείο της 
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µόλυνσης. Οι περιπτώσεις σκύλων που παρουσιάζουν ανθεκτικότητα στη Leishmania 

οφείλονται στην ισχυρή Τ-λεµφοκυτταρική απόκριση τύπου 1 (Τh1), η οποία 

περιλαµβάνει την παραγωγή κυτοκινών όπως η ιντερφερόνη-γ (IFNg), ο παράγοντας 

νέκρωσης όγκων (TNF), η ιντερλευκίνη 2 (IL2) και η ιντερλευκίνη 12 (IL12). Οι 

κυτοκίνες αυτές ενεργοποιούν την κυτταρική ανοσία η οποία έχει την ικανότητα να 

εξαλείψει τη µόλυνση. Οι σκύλοι που εµφανίζουν ισχυρή Τh1 απόκριση πιθανόν να 

είναι παροδικά οροθετικοί ή να διατηρούν τα παράσιτα περιορισµένα µέχρι την 

πλήρη εξάλειψή τους.88 

Η δεύτερη περίπτωση σκύλων εµφανίζει Τ-λεµφοκυτταρική απόκριση τύπου 2 (Τh2), 

στην οποία παράγονται οι ιντερλευκίνες IL4, IL5, IL6 και IL10. Οι ιντερλευκίνες 

αυτές προάγουν τον πολλαπλασιασµό των Β-λεµφοκυττάρων, τα οποία παράγουν 

αντισώµατα κατά του παρασίτου (χυµική ανοσία). Όµως τα αντισώµατα αυτά 

συµβάλλουν ελάχιστα στην αντιµετώπιση της πρωτοζωικής λοίµωξης. Μπορούν 

µάλιστα να γίνουν ακόµη και επιζήµια για τον οργανισµό του σκύλου, καθώς 

σχηµατίζουν ανοσοσύµπλοκα τα οποία εναποτίθενται στις βασικές µεµβράνες. Η 

οψωνινοποίηση των παρασίτων µέσω της χυµικής ανοσίας µπορεί ακόµη να αυξήσει 

τη φαγοκυττάρωση από τα µακροφάγα και να οδηγήσει σε επιπλέον µόλυνσή τους µε 

παράσιτα.89 Το σύστηµα της κυτταρικής ανοσίας των ευαίσθητων σκύλων είναι 

εξασθενηµένο. Τα λεµφοκύτταρα των σκύλων αυτών εµφανίζουν µειωµένη 

ικανότητα πολλαπλασιασµού στην in vitro έκθεση σε αντιγόνα Leishmania.90,91 

Οι προσβεβληµένοι σκύλοι µπορεί να εµφανίσουν ένα από τα δύο πρότυπα 

απόκρισης, δηλαδή, είτε αναπτύσσουν προοδευτική νόσο που µπορεί να οδηγήσει και 

στο θάνατο, είτε παραµένουν ασυµπτωµατικοί. Στην πραγµατικότητα, µετά τη 

µόλυνση ενεργοποιούνται και οι δύο τύποι ανοσίας (Th1 και Th2), µε αποτέλεσµα η 

µεταβλητότητα στην εµφάνιση των κλινικών συµπτωµάτων αλλά και η σοβαρότητα 

της ασθένειας να εξαρτάται από την ισορροπία µεταξύ των δυο συστηµάτων 

απόκρισης.90 

Η περίοδος επώασης πριν την εµφάνιση συµπτωµάτων µπορεί να διαρκέσει από ένα 

µήνα µέχρι και επτά χρόνια. Σε αυτή την περίοδο πραγµατοποιείται ευρεία εξάπλωση 

των παρασίτων µε προτίµηση το µυελό των οστών, τους λεµφαδένες, το σπλήνα και 

το συκώτι. 
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Η ζηµιά που θα προκαλέσει το παράσιτο εξαρτάται από δύο παράγοντες: 

1. την απευθείας δράση του παρασίτου στους ιστούς, που οδηγεί στο 

σχηµατισµό µη πυωδών αλλοιώσεων του δέρµατος, του ήπατος, του εντέρου, 

των νεφρών, των µατιών και των οστών, 

2. την έµµεση βλάβη λόγω της εναπόθεσης των ανοσοσυµπλόκων στις 

αρθρώσεις και στις βασικές µεµβράνες των νεφρών, των αγγείων και των 

µατιών, που οδηγεί σε αγγειίτιδα, σπειραµατονεφρίτιδα και 

πολυαρθρίτιδα.83,92 

Ένας ακόµη παράγοντας, που φαίνεται πως επηρεάζει το βαθµό της µόλυνσης του 

παρασίτου έναντι του ξενιστή, είναι κάποια συστατικά του σιέλου της σκνίπας. Τα 

είδη της σκνίπας στα οποία έχει µελετηθεί αυτή η ιδιότητα είναι κυρίως η Lutzomyia 

longipalpis και λιγότερο η Ph. papatasi.93 

Αρχικά, βρέθηκε ότι η µόλυνση εργαστηριακών ποντικών µε έναν αριθµό παρασίτων 

L. major (όµοιο µε τον αριθµό που µεταδίδει µε το τσίµπηµα της η σκνίπα Lutzomyia 

longipalpis, 10-100 παράσιτα), οδηγεί στην επιβίωση των παρασίτων µέσα στο ζώο, 

µόνο εφόσον αυτά είχαν ενεθεί µαζί µε σίελο σκνίπας.93,94  Το γεγονός αυτό δεν 

οφείλεται στην απευθείας επιρροή του σιέλου της σκνίπας στο παράσιτο, αλλά σε ένα 

είδος επίδρασης στον ίδιο τον ξενιστή.95 Στη φύση, το τσίµπηµα µια µολυσµένης 

σκνίπας οδηγεί στην απελευθέρωση στο δέρµα του ξενιστή παρασίτων µαζί µε σίελο. 

Αργότερα βρέθηκε ένα συστατικό του σιέλου της Lu. longipalpis, που ονοµάζεται 

maxadilan και έχει την ικανότητα να οξύνει τη µόλυνση από την L. major και να 

παρατείνει την επιβίωση του παρασίτου στον ξενιστή. Συγκεκριµένα, αναστέλλει την 

παραγωγή της IFN-γ και της υποµονάδας IL-12p40 και επάγει την παραγωγή IL-6 

από τα διεγερµένα από την L. major µακροφάγα.96 Το γεγονός αυτό πιθανόν να 

οδηγεί σε αναστολή της κυτταρικής ανοσίας, η οποία ενεργοποιείται από την IFN-γ, 

και επαγωγή της χυµικής ανοσίας που ενεργοποιείται από την IL-6. Ευνοείται, 

δηλαδή, η Τ-λεµφοκυτταρική απόκριση τύπου 2, η οποία ενισχύει την πρόοδο της 

ασθένειας.97  

Αντίστοιχες µελέτες για τη L. braziliensis και τη L. amazonensis έδειξαν ότι ο σίελος 

της Lu. longipalpis ενισχύει τη µόλυνση του ξενιστή και από αυτά τα είδη του 

παρασίτου. Ωστόσο, ο µηχανισµός µε τον οποίο δρα είναι διαφορετικός και φαίνεται 
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να εµπλέκει την IL-4 για τη L. braziliensis98 (η οποία έχει την ικανότητα να 

αναστέλλει τη δράση της IFN-γ στην ενεργοποίηση της κυτταρικής ανοσίας) και την 

IL-10 για τη L. amazonensis99. 

Όσον αφορά τη Ph. papatasi, η οποία είναι και ο φυσικός φορέας της L. major, 

φαίνεται πως και αυτή ενισχύει τη µόλυνση του ξενιστή από το είδος αυτό του 

παρασίτου. Συγκεκριµένα, βρέθηκε ότι ο σίελος της Ph. papatasi, αναστέλλει την 

έκφραση της iNOS (συνθάση του ΝΟ) και εποµένως την παραγωγή του ΝΟ στα 

µολυσµένα µακροφάγα in vitro100 αλλά και in vivo101. Με τον τρόπο αυτό, πιθανώς 

µειώνεται η µικροβιοκτόνος δράση των µακροφάγων και προωθείται ο 

πολλαπλασιασµός των παρασίτων στο εσωτερικό των κυττάρων αυτών. Το 

συστατικό του σίελου της Ph. papatasi, που παρεµβαίνει στην ικανότητα των 

µακροφάγων να καταστρέψουν το παράσιτο, φαίνεται πως είναι η αδενοσίνη.102 

Α.6 Επιδηµιολογία 

Η λεϊσµανίαση είναι µία ασθένεια ευρέως κατανεµηµένη σε όλο τον κόσµο. Η 

κατανοµή της ξεκινά από τις τροπικές περιοχές της Αµερικής και της Αφρικής και 

εκτείνεται σε εύκρατες περιοχές της Νότιας Αµερικής, της Νότιας Ευρώπης και της 

Ασίας. Τα όρια της έκτασής της έχουν γεωγραφικό πλάτος 45ο στο Βορρά και 32ο στο 

Νότο. Η γεωγραφική κατανοµή της ασθένειας σχετίζεται σε αρκετά µεγάλο βαθµό µε 

αυτή των ειδών της σκνίπας που δρουν ως φορείς καθώς επίσης και µε την οικολογία 

τους και τις συνθήκες της εσωτερικής ανάπτυξης του παρασίτου. Η ασθένεια αυτή 

είναι παρούσα σε 88 χώρες σε όλο τον κόσµο, εκ των οποίων οι 16 είναι 

βιοµηχανοποιηµένες και οι 72 αναπτυσσόµενες, ενώ οι 13 από αυτές βρίσκονται 

µεταξύ των πιο φτωχών χωρών του κόσµου.103 

Σπλαγχνική Μορφή: 

Η σπλαγχνική λεϊσµανίαση που προκαλείται από την L. infantum είναι χωρίς 

αµφιβολία η πιο σηµαντική ζωονόσος της οποίας ο βασικός ξενιστής-δεξαµενή είναι 

ο σκύλος. Η L. infantum είναι ευρέως διαδεδοµένη στις χώρες γύρω από τη 

Μεσόγειο, δηλαδή τη Ν. Ευρώπη και τη Β. Αφρική, αλλά και στη ∆υτική Αφρική. 

Επίσης, βρίσκεται στη Σαουδική Αραβία και την Υεµένη και εκτείνεται µέσω του 

Ιράκ του Ιράν και του Πακιστάν µέχρι τη Βορειοδυτική Ινδία και την Κίνα. Οι 
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αποδεδειγµένοι φορείς της λεϊσµανίασης των σκύλων που προκαλείται από την L. 

infantum είναι οι Ph. perniciosus, Ph. ariasi, Ph. perfilievi, Ph. neglectus και Ph. 

langeroni, ενώ πιθανοί φορείς είναι οι Ph. chinensis, Ph. longiductus, Ph. longicuspis. 

Ph. tobbi, Ph. kandelakii, Ph. syriacus, Ph. smirnovi και Ph. transcaucasicus.60,104-105 

Στο Νέο Κόσµο η σπλαγχνική λεϊσµανίαση των σκύλων προκαλείται από την L. 

chagasi (η οποία έχει τελικά αποδειχθεί πως είναι πανοµοιότυπη µε την L. infantum) 

και συναντάται στην Κεντρική και Νότια Αµερική. Οι αποδεδειγµένοι φορείς της L. 

chagasi (=L. infantum) είναι η Lu. longipalpis και η Lu. youngi, ενώ πιθανοί είναι η 

Lu. evansi και η Lu. shannoni. 60,104-105 

Η L. amazonensis έχει βρεθεί να προκαλεί σπλαχνική λεϊσµανίαση σε σκύλους στη Ν. 

Αµερική και συγκεκριµένα στη Βραζιλία, ενώ γενικά συναντάται και στη Βολιβία, το 

Περού και τη Βενεζουέλα. Ωστόσο δεν έχει ακόµη βρεθεί το είδος της σκνίπας που 

µεταδίδει την ασθένεια στο σκύλο.106 Πιθανός φορέας είναι η Lu. flaviscutelata.60 

∆ερµατική Μορφή:  

Ο σκύλος αποτελεί έναν σηµαντικό ξενιστή-δεξαµενή και για τη δερµατική 

λεϊσµανίαση που προκαλείται από την L. peruviana. Αυτό το είδος του παρασίτου 

συναντάται στην περιοχή των Περουβιανών Άνδεων. Οι φορείς της L. peruviana 

είναι η Lu. verrucarum και η Lu. peruensis.60 

Η L. braziliensis είναι ένα ακόµη είδος του παρασίτου, που προκαλεί δερµατική 

λεϊσµανίαση στους σκύλους. Ο σκύλος φαίνεται να µην αποτελεί το βασικό ξενιστή-

δεξαµενή για αυτή την ασθένεια. Ωστόσο, το παράσιτο έχει αποµονωθεί από 

οικόσιτους σκύλους σε χώρες της Κεντρικής και Νότιας Αµερικής (Αργεντινή, 

Βολιβία, Βραζιλία, Κολοµβία, Περού, Βενεζουέλα). Οι αποδεδειγµένοι φορείς της L. 

braziliensis είναι η Lu. wellcomei και η Lu. whitmani.60, 107-108 

∆ερµατική λεϊσµανίαση προκαλείται στον σκύλο και από την L. mexicana στη Ν. 

Αµερική και συγκεκριµένα στο Εκουαδόρ, ενώ γενικά συναντάται και στην Κεντρική 

Αµερική (Μεξικό, Ονδούρα, Γουατεµάλα). Το είδος της σκνίπας που µεταδίδει την 

ασθένεια στο σκύλο είναι η Lu. ayachuchensis.108 
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Η L. panamensis είναι ένα ακόµη είδος, που προκαλεί δερµατική λεϊσµανίαση στον 

σκύλο. Έχει αποµονωθεί από σκύλους στην Κολοµβία και το Εκουαδόρ και γενικά 

συναντάται και σε χώρες της Κεντρικής Αµερικής (Παναµάς, Κόστα Ρίκα, Ονδούρα). 

Ο φορέας της L. panamensis είναι η Lu. trapidoi.108 

Η L. major έχει αποµονωθεί από σκύλους µόνο στη Σαουδική Αραβία ενώ γενικά 

συναντάται στη Β. Αφρική, την Κεντρική Ασία, την περιοχή της Μεσογείου, την 

Εγγύς και Μέση Ανατολή και την Ινδία. Ο αποδεδειγµένος φορέας της L. major είναι 

ο Ph. papatasi.47,60 Το παράσιτο αυτό, όµως, βρίσκεται κυρίως στα τρωκτικά της 

ερήµου και προκαλεί επιδηµία στους ανθρώπους. Ο σκύλος δεν αποτελεί σηµαντικό 

ξενιστή-δεξαµενή της L. major. 

Τέλος, η L. tropica, που προκαλεί δερµατική λεϊσµανίαση, έχει αποµονωθεί από 

σκύλους στην Ινδία, στο Αφγανιστάν και το Ιράν, ενώ γενικά συναντάται και στις 

χώρες της Μεσογείου, στη ∆υτική και Κεντρική Ασία και στην Κεντρική και Βόρεια 

Αφρική. Ο αποδεδειγµένος φορέας της L. tropica είναι ο Ph. sergenti.60  

Η γεωγραφική κατανοµή των διαφόρων παρασίτων Leishmania συµπίπτει σε µεγάλο 

βαθµό µε τη γεωγραφική εξάπλωση των ειδών της σκνίπας. Το γεγονός αυτό 

αποτελεί µια επιπλέον απόδειξη της δράσης των σκνιπών Phlebotomus και Lutzomyia 

στη µετάδοση της λεϊσµανίασης. Στους παρακάτω πίνακες φαίνεται η συγκριτική 

κατανοµή των ειδών Leishmania που προσβάλλουν τον σκύλο και των ειδών της 

σκνίπας που αποτελούν αποδεδειγµένους ή πιθανούς φορείς (Πίνακες 3 και 4). 

Πίνακας 3: Επιδηµιολογία της λεϊσµανίασης των σκύλων και συγκριτική κατανοµή των 
ειδών Leishmania και των ειδών Phlebotomus στον Παλαιό Κόσµο47,60, 104-105 

Μορφή της 
νόσου 

Είδος 
παρασίτου 

Φορέας (αποδεδειγµένος ή 
πιθανός) 

Γεωγραφική κατανοµή 

Σπλαγχνική L. infantum Ph. perniciosus† Μεσόγειος 

  Ph. ariasi† ∆υτική Μεσόγειος 

  Ph. perfilievi† Μεσόγειος 

  Ph. neglectus† Ανατολική Μεσόγειος 

  Ph. langeroni† Β. Αφρική, Ισπανία 

  Ph. chinensis* Κεντρική και Βόρεια Κίνα 

  Ph. longiductus* Β. Αφρική, Κεντρική 
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Μορφή της 
νόσου 

Είδος 
παρασίτου 

Φορέας (αποδεδειγµένος ή 
πιθανός) 

Γεωγραφική κατανοµή 

Ασία 

  Ph. longicuspis* Β. Αφρική, Ισπανία 

  Ph. tobbi* Ανατολική Μεσόγειος 

   

Ph. kandelakii* 

 

Λίβανος, Τουρκία, Ιράν, 
Αφγανιστάν 

  Ph. syriacus* Ισραήλ, Ιορδανία, Συρία 

  Ph. smirnovi* Κεντρική Ασία 

  Ph. transcaucasicus* Αζερµπαϊτζάν 

∆ερµατική L. major Ph. papatasi† Σαουδική Αραβία, 
Μεσόγειος  

 L. tropica Ph. sergenti† Ιράν, Αφγανιστάν Ινδία 

† Αποδεδειγµένος φορέας 

* Πιθανός φορέας 

 

Πίνακας 4: Επιδηµιολογία της λεϊσµανίασης των σκύλων και συγκριτική κατανοµή των 
ειδών Leishmania και των ειδών Lutzomyia στον Νέο Κόσµο. 47,60, 104-107 

Μορφή της 
νόσου 

Είδος 
παρασίτου 

Φορέας (αποδεδειγµένος 
ή πιθανός) 

Γεωγραφική κατανοµή 

Σπλαγχνική L. chagasi 

(=L.infantum) 

Lu. longipalpis† Κεντρική και Νότια 
Αµερική 

   

Lu. youngi† 

 

Κεντρική και Νότια 
Αµερική 

   

Lu. evansi* 

 

Κολοµβία, Κόστα Ρίκα, 
Βενεζουέλα 

   

Lu. shannoni* 

 

Νοτιοανατολικές Η.Π.Α., 
Ν. Αµερική 

 L. amazonensis Lu. flaviscutelata* Βραζιλία 
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Μορφή της 
νόσου 

Είδος 
παρασίτου 

Φορέας (αποδεδειγµένος 
ή πιθανός) 

Γεωγραφική κατανοµή 

Σπλαγχνική L. chagasi 

(=L.infantum) 

Lu. longipalpis† Κεντρική και Νότια 
Αµερική 

∆ερµατική L. braziliensis Lu. wellcomei† Βραζιλία 

   

Lu. whitmani† 

 

Βραζιλία, Περού 

 L. peruviana Lu. verrucarum† Περού 

   

Lu. peruensis† 

 

Περού 

 L. mexicana Lu. ayachuchensis† Εκουαδόρ 

 L. panamensis Lu. trapidoi† Κολοµβία, Εκουαδόρ 

† Αποδεδειγµένος φορέας 

* Πιθανός φορέας 

Ελλάδα 

Η L. infantum, είναι το είδος του παρασίτου, το οποίο προκαλεί κρούσµατα 

σπλαγχνικής λεϊσµανίασης στους σκύλους, στην Ελλάδα και την ευρύτερη περιοχή 

της Μεσογείου.43,46 Έχει ανιχνευθεί σε πολλές περιοχές της χώρας (κυρίως στην 

Κρήτη και στην ευρύτερη περιοχή των Αθηνών αλλά και στα Ιόνια νησιά και τη 

Βορειοδυτική Ελλάδα).  

Το δεύτερο είδος Leishmania που έχει εντοπιστεί στην Ελλάδα είναι η L. tropica,44-46 

η οποία προκαλεί κρούσµατα δερµατικής λεϊσµανίασης σε σκύλους αλλά και 

ανθρώπους. Επίσης, το είδος L. major θεωρείται ότι προκαλεί κρούσµατα δερµατικής 

λεϊσµανίασης στην περιοχή της Μεσογείου γεγονός που µας ωθεί να το 

αναζητήσουµε κατά την εκτέλεση των µοριακών τεχνικών.47 Οι συνηθέστεροι φορείς 

του είδους αυτού είναι τα τρωκτικά.109 

Μέχρι στιγµής δεν έχει βρεθεί ο αποδεδειγµένος φορέας της λεϊσµανίασης των 

σκύλων στη χώρα. Ωστόσο, οι πιο πιθανοί φορείς είναι οι Ph. perfilievi και Ph. tobbi, 

αλλά και οι Ph. neglectus, Ph. sergenti, Ph. simici, Ph. papatasi, Ph. balcanicus, Ph. 

alexandri και Ph. mascittii.110-111 Ο Ph. neglectus είναι το µοναδικό είδος που έχει 
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αποδειχθεί ότι µεταδίδει τη σπλαγχνική λεϊσµανίαση στην Ελλάδα, όµως φαίνεται να 

δείχνει προτίµηση µόνο στον άνθρωπο και σε τρωκτικά και όχι τόσο στον σκύλο.69 

A.7 Μετάδοση της νόσου 

Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, η µετάδοση της λεϊσµανίασης των σκύλων γίνεται 

µέσω των σκνιπών που είναι φορείς του παρασίτου. Αυτός είναι ο βασικός τρόπος 

µετάδοσης της νόσου. Ωστόσο, έχουν αναφερθεί (ή υποπτευθεί) περιπτώσεις 

µετάδοσης στις οποίες δεν συµµετείχαν οι σκνίπες.  

Μία τέτοια υπόθεση προτείνει τον πιθανό ρόλο των τσιµπουριών και των ψύλλων στη 

µετάδοση της νόσου. Η µετάδοση επετεύχθει σε εργαστηριακές συνθήκες, µε τη 

χρήση τσιµπουριών (Rhipicephalus sanguineus) και ψύλλων (Ctenocephalides felis) 

που αποµονώθηκαν από µολυσµένους µε λεϊσµανίαση σκύλους, σε εργαστηριακά 

χάµστερ.112,113 Ωστόσο, δεν έχει ακόµη επιβεβαιωθεί η µετάδοση της νόσου στους 

σκύλους µέσω αυτών των αρθροπόδων σε φυσικές συνθήκες. 

Η κάθετη µετάδοση της σπλαγχνικής λεϊσµανίασης από µία µολυσµένη µητέρα στα 

κουτάβια της έχει επίσης παρατηρηθεί σε εργαστηριακές συνθήκες.114 Ωστόσο 

διάφορες έρευνες που έχουν γίνει στη φύση δίνουν συγκεχυµένα αποτελέσµατα για 

τη σηµασία αυτού του τρόπου µετάδοσης.115-116  

Επιπλέον, έχει προταθεί και η περίπτωση µετάδοσης της νόσου στους σκύλους µέσω 

µετάγγισης αίµατος.117 Η απευθείας µετάδοση από σκύλο σε σκύλο µέσω της επαφής 

έχει επίσης αναφερθεί ότι ίσως συµβαίνει στις Η.Π.Α. σε µία προσπάθεια να εξηγηθεί 

η εξάπλωση της λεϊσµανίασης µεταξύ των σκύλων, σε µια περιοχή όπου απουσιάζουν 

οι αποδεδειγµένοι φορείς αλλά και η ανθρώπινη µόλυνση.118  

Όλοι οι παραπάνω τρόποι µετάδοσης της νόσου, εκτός αυτής µε φορέα τη σκνίπα, θα 

πρέπει να µελετηθούν περαιτέρω, καθώς δεν είναι ακόµη γνωστός ο ρόλος που ίσως 

παίζουν στην επιδηµιολογία της λεϊσµανίασης των σκύλων. 

A.8 Θεραπεία 

Τα φάρµακα που χρησιµοποιούνται για τη θεραπεία της λεϊσµανίασης των σκύλων 

επιτρέπουν την καλή ανάρρωση των περισσότερων ζώων, όµως σπάνια µειώνουν την 
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πιθανότητα υποτροπών.119 Η µέτρια θεραπευτική τους επιτυχία αποδίδεται στις 

εκτεταµένες ανοσολογικές µεταβολές που συµβαίνουν κατά τη διάρκεια του κύκλου 

της µόλυνσης. Επίσης, η παρουσία κυττάρων µολυσµένων µε παράσιτα σε ιστούς που 

δεν αιµατώνονται καλά (π.χ. δέρµα, κερατινώδεις ιστοί, υαλώδες σώµα) κάνει ακόµη 

πιο δύσκολη την επίτευξη αποτελεσµατικής ενδοκυττάριας συγκέντρωσης των 

φαρµάκων. Ο έλεγχος της λεϊσµανίασης γίνεται περαιτέρω περίπλοκος λόγω της 

συχνής εµφάνισης στελεχών Leishmania ανθεκτικών σε κάποια από τα φάρµακα. 

Τα πιο συχνά χρησιµοποιούµενα φάρµακα στη θεραπεία της λεϊσµανίασης των 

σκύλων, σπλαγχνικής και δερµατικής, είναι οι πεντασθενείς ενώσεις του αντιµονίου, 

οι οποίες αναστέλλουν εκλεκτικά τη γλυκόλυση στη Leishmania και την οξείδωση 

των λιπαρών οξέων καθώς και η αλλοπουρινόλη η οποία δρα παρεµποδίζοντας την 

µετάφραση των πρωτεινών, παρεµβαίνοντας στη σύνθεση του RNA.120 Η δράση της 

αλλοπουρινόλης  δηλαδή, είναι παρασιτοστατική και όχι παρασιτοκτόνος.121 
Η 

θεραπεία µε τα παραπάνω φάρµακα είναι συχνά συνδυασµένη. Χορηγούνται ενώσεις 

του αντιµονίου για 4 εβδοµάδες και αλλοπουρινόλη για µακρά χρονική περίοδο.  

Η µιλτεφοσίνη (Miltefosine) είναι σχετικά ένα νέο φάρµακο που µπορει να 

χρησιµοποιηθεί τον πρώτο µήνα της θεραπείας σε συνδυασµό µε αλλοπουρινόλη αντί 

για ενώσεις του αντιµονίου.  

Η αµφοτερικίνη Β που συνδέεται µε την εργοστερόλη, στην κυτταρική µεµβράνη του 

παρασίτου και αλλάζει την διαπερατότητά της, χρησιµοποιείται επίσης, αλλά 

παρουσιάζει ισχυρή νεφροτοξική δράση. Η φαρµακευτική αγωγή συχνά επιτυγχάνει 

µόνο προσωρινή βελτίωση σε σκύλους µε λεϊσµανίαση και δεν συνδέεται πάντοτε µε 

την εξάλειψη του παρασίτου.122,123  

Οι ιµιδαζόλες (κετοκοναζόλη και µετρονιδαζόλη), που χρησιµοποιούνται ευρέως στη 

θεραπεία της ανθρώπινης λεϊσµανίασης, έχουν δείξει κάποια θετικά σηµάδια και στη 

θεραπεία των σκύλων. Ωστόσο, η χρήση τους περιορίζεται λόγω των συχνών 

παρενεργειών που παρουσιάζονται και θα πρέπει να γίνουν πολλές ακόµη έρευνες για 

να µπορέσει να χρησιµοποιηθεί και στους σκύλους.124,125 

Επίσης, έχει χρησιµοποιηθεί και ένα φάρµακο µε αντιπρωτοζωικές και αντιµυ-

κητιακές ιδιότητες, η πενταµιδίνη, η οποία φαίνεται πως έχει την ικανότητα να 

προκαλεί βλάβες στο DNA της Leishmania.126 Το πρόβληµα µε τη χρήση της 
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πενταµιδίνης στους σκύλους είναι ότι έχει πολλές και σοβαρές παρενέργειες, για το 

λόγο αυτό θα πρέπει να χρησιµοποιείται µε πολύ µεγάλη προσοχή.127 

Η αµινοσιδίνη είναι ένα ακόµη φάρµακο που έχει χρησιµοποιηθεί για τη θεραπεία της 

σπλαγχνικής λεϊσµανίασης των σκύλων κυρίως στις περιπτώσεις εκείνες που το 

παράσιτο εµφανίζει ανθεκτικότητα σε άλλα φάρµακα.119  

Η διατήρηση και θεραπεία των µολυσµένων σκύλων αποτελεί ένα δίληµµα για τους 

ιδιοκτήτες και τους επιστήµονες, ιδιαίτερα στις περιοχές που ενδηµούν φορείς-

µεταδότες του παρασίτου, καθώς υπάρχει κίνδυνος µετάδοσης σε ανθρώπους και ζώα 

της κοινότητας. Οι σκύλοι που έχουν λάβει αγωγή, συχνά παραµένουν φορείς της 

νόσου, µπορούν να τη µεταδώσουν στις σκνίπες ή να παρουσιάσουν υποτροπή της 

νόσου.   

A.9 Πρόληψη και έλεγχος 

Η πρόληψη και ο έλεγχος της λεϊσµανίασης των σκύλων µπορεί να επιτευχθεί µέσω 

του ελέγχου των φορέων της και µε τη λήψη µέτρων για την αποφυγή έκθεσης σε 

αυτούς. Για παράδειγµα, σε ενδηµικές περιοχές της νόσου, οι σκύλοι δεν θα πρέπει να 

περνούν τη νύχτα εκτός σπιτιού (καθώς οι σκνίπες είναι δραστήριες κυρίως τη 

νύχτα), ενώ θα πρέπει να χρησιµοποιούνται πλέγµατα παραθύρων µε πολύ λεπτά 

ανοίγµατα προκειµένου να µην µπορούν να περάσουν οι σκνίπες στο εσωτερικό του 

σπιτιού. Επίσης, έχει βρεθεί ότι η χρήση περιλαίµιου µε εντοµοαπωθητικό 

(δελταµεθρίνη), µπορεί να προστατέψει τους σκύλους από το τσίµπηµα της σκνίπας 

και µε αυτό τον τρόπο προλαµβάνει τη µόλυνση από το παράσιτο.128 

Ο εµβολιασµός των σκύλων κατά της Leishmania έχει, επίσης, προταθεί για την 

πρόληψη της νόσου. Το πρόβληµα που ανακύπτει µε τη δηµιουργία εµβολίου 

οφείλεται στο γεγονός ότι για τα διάφορα είδη Leishmania έχουν ταυτοποιηθεί 

διαφορετικοί µολυσµατικοί παράγοντες και υπάρχουν πολύ µεγάλες διαφορές στους 

µηχανισµούς ανοσολογικής απόκρισης που διαµεσολαβούν στη δηµιουργία 

ευαισθησίας ή ανθεκτικότητας στη µόλυνση αλλά και στην παθολογία της 

ασθένειας.129 Το 2003 κυκλοφόρησε ένα εµβόλιο (Leshmune Vaccine) για την L. 

donovani στη Βραζιλία. Οι µελέτες έδειξαν ότι επετεύχθει πάνω από 87% προστασία, 

ενώ υπήρχαν και κάποιες παρενέργειες όπως ανορεξία και τοπικό οίδηµα.130,131 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 13:38:37 EEST - 54.174.142.103



 
 

35 

Το ιδανικό εµβόλιο για τη Leishmania θα πρέπει να είναι ασφαλές, οικονοµικό, 

αποτελεσµατικό σε όλα τα είδη του παρασίτου και επίσης αποτελεσµατικό και για 

την πρόληψη αλλά και για τη θεραπεία της νόσου. Τέτοια εµβόλια πιθανόν να 

αναπτυχθούν στα επόµενα 5-10 χρόνια. Η δυνατότητά τους να χρησιµοποιούνται και 

για τη θεραπεία της νόσου είναι αρκετά ελκυστική δεδοµένων των προβληµάτων που 

αντιµετωπίζονται (παρενέργειες, κόστος) µε τα φάρµακα που χρησιµοποιούνται 

τώρα.132 

Τέλος, τα αποτελέσµατα των µελετών για την επίδραση του σίελου της σκνίπας στην 

οξύτητα της µολύνσης, λόγω της αλλαγής που επιφέρουν τα συστατικά του στην 

ανοσολογική απόκριση του ξενιστή, οδήγησαν σε µια ενδιαφέρουσα πιθανότητα 

εµβολιασµού του ξενιστή ενάντια στα συστατικά αυτά. Έχει αποδειχθεί, ότι η 

προηγούµενη έκθεση των εργαστηριακών ποντικών σε συστατικά του σίελου, 

πιθανόν να παρέχει προστασία ενάντια στη µετέπειτα µόλυνση.133 Πράγµατι, η 

ανοσοποίηση µε το αντιγόνο maxadilan (συστατικό του σίελου της Lu. longipalpis) 

παρείχε προστασία στα ποντίκια κατά της µόλυνσης από την L. major.134 Προστασία 

των ποντικιών από την L. major επετεύχθει, επίσης, και µετά από εµβολιασµό τους µε 

συστατικά του σίελου της Ph. papatasi.135 Εποµένως, ο χαρακτηρισµός των 

πρωτεϊνών του σίελου της σκνίπας µπορεί να οδηγήσει στην ταυτοποίηση νέων 

εµβολίων κατά της Leishmania.136-137 Ωστόσο, ο πολυµορφισµός των πρωτεϊνών 

αυτών αποτελεί έναν πολύ σηµαντικό παράγοντα που ίσως περιορίσει την 

χρησιµότητα αυτού του είδους των εµβολίων.138-139 

A.10 ∆ιάγνωση της νόσου 

Η διάγνωση της λεϊσµανίασης στους σκύλους είναι αρκετά δύσκολη εξαιτίας τριών 

βασικών λόγων: 74  

1. Τα κλινικά συµπτώµατα είναι ποικίλα και µπορεί να µοιάζουν µε τα 

συµπτώµατα άλλων ασθενειών. 

2. Η ιστοπαθολογία της νόσου είναι εξαιρετικά µη ειδική και πιθανόν να µοιάζει 

µε εκείνη άλλων µολυσµατικών ή ανοσοδιαµεσολαβούµενων ασθενειών. 
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3. Μέχρι στιγµής, δεν είναι διαθέσιµο κανένα διαγνωστικό τεστ που να διαθέτει 

100% εξειδίκευση αλλά και ευαισθησία. 

Η διάγνωση µπορεί να γίνει µε βάση τα κλινικά συµπτώµατα, όµως απαιτείται και η 

επιβεβαίωση µέσω των τεχνικών διάγνωσης. Οι βασικές διαγνωστικές τεχνικές είναι 

τρεις: 

A.10.1 Παρασιτολογικές τεχνικές 

Μικροσκοπική εξέταση: Στόχος των τεχνικών αυτών είναι η οπτικοποίηση του 

παρασίτου. Έχουν εξειδίκευση 100%, όµως ο βαθµός ευαισθησίας είναι συνήθως 

χαµηλός. Η επιβεβαίωση της διάγνωσης της λεϊσµανίασης βασίζεται στη 

µικροσκοπική αποκάλυψη της αµαστιγωτής µορφής του παρασίτου σε υλικό που 

λαµβάνεται µε εξέταση λεπτής βελόνας ή σε υλικό από βιοψίες από το µυελό των 

οστών, σπλήνα, λεµφαδένες, ήπαρ, δέρµα140,141 ή από το περιφερικό αίµα µετά από 

φυγοκέντρηση
142. Τα επiχρίσµατα βαφονται µε τη χρωστική Romnowsky’s, 

αιµατοξυλίνης-ηοσίνης (H & E) ή µε χρώση ανοσοϋπεροξειδάσης. Οι αµαστιγώτες 

µπορούν να γίνουν ορατοί στους ιστούς που έχουν ληφθεί µετά από τη χρώση τους µε 

χρωστική Giemsa, κατά προτίµηση σε pH 7.2 και όχι 6.8 που συνήθως 

χρησιµοποιείται στην αιµατολογία. Τµήµατα ιστού που βάφονται πιο συµβατικά µε H 

& E, είναι πιο δύσκολο να διακριθούν. Για να επιβεβαιωθεί, ότι οι δοµές που 

παρατηρούνται είναι αµαστιγώτες, ο έµπειρος παρατηρητής θα πρέπει να διακρίνει το 

χαρακτηριστικό µέγεθος  (2-4 mm σε διάµετρο), σχήµα (κυκλικό προς ωοειδές), και 

τα εσωτερικά οργανίδια, τον πυρήνα και τον κινητοπλάστη. Είναι σηµαντικό να 

εντοπιστεί ο κινητοπλάστης.7 Με τη χρώση Giemsa, το κυτόπλασµα παίρνει ένα 

χαρακτηριστικό ανοιχτό µπλε χρώµα, ενώ ο πυρήνας και ο κινητοπλάστης αποκτούν 

µωβ-ροζ χρώµα.143 Η χρώση ανοσοϋπεροξειδάσης παρέχει βελτιωµένη ευαισθησία σε 

περιπτώσεις δερµατικής και βλεννογονοδερµατικής λεϊσµανίασης.143-145  

Πρέπει να σηµειωθεί ότι δεν έχει παρατηρηθεί κανενός είδους συσχέτιση µεταξύ του 

αριθµού των παρασίτων που ανιχνεύονται στα κυτταρολογικά επιχρίσµατα και της 

σοβαρότητας της νόσου.146  

Η ευαισθησία των τεχνικών αυτών για τη διάγνωση της λεϊσµανίασης στους σκύλους 

είναι χαµηλή. Μόνο το 50-70% των επιχρισµάτων µυελού από µολυσµένους σκύλους 
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δίνουν θετικό αποτέλεσµα, ενώ όσον αφορά τα επιχρίσµατα λεµφαδένων, θετικό είναι 

µόνο το 30% των περιπτώσεων.75,147 

A.10.2 Ορολογικές δοκιµές 

Το σηµείο κλειδί στη διάγνωση της σπλαγχνικής λεϊσµανίασης είναι η ανεύρεση 

υψηλού τίτλου ανοσοσφαιρινών στο αίµα, ενώ στις περιπτώσεις της δερµατικής και 

βλεννογονοδερµατικής λεϊσµανίασης η ανοσοαπόκριση είναι εξαιρετικά φτωχή.91\ 

Έχουν αναπτυχθεί διάφορες ορολογικές δοκιµές που µετρούν τα αντισώµατα στην 

κυκλοφορία του αίµατος. Η έµµεση δοκιµή ανοσοφθορισµού (IFAT), η έµµεση 

δοκιµή οροσυγκόλλησης (IHA),  η Dot-ELISA και η άµεση δοκιµή οροσυγκόλλησης 

(DAT) είναι κάποιες από τις δοκιµές που κυκλοφορούν στην αγορά.91,148-151 Η 

ευαισθησία και η εξειδίκευση αυτών των τεχνικών είναι συνήθως υψηλή (80-100%). 

Το πρόβληµα είναι ότι δεν µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως µοναδικές τεχνικές για 

τη διάγνωση της νόσου καθώς πιθανόν να δώσουν ψευδώς θετικά αποτελέσµατα για 

κάποιους υγιείς, ανθεκτικούς σκύλους οι οποίοι είχαν έλθει κάποια στιγµή στο 

παρελθόν σε επαφή µε το παράσιτο. Παράλληλα, µπορούν να προκύψουν και ψευδώς 

αρνητικά αποτελέσµατα για µολυσµένους σκύλους που δεν έχουν ακόµη αναπτύξει 

αντισώµατα (προσυµπτωµατικό στάδιο).146,149 
Επιπλέον, τα επίπεδα των 

αντισωµάτων του ορού δεν είναι ανάλογα µε τη σοβαρότητα της νόσου149-151 ενώ 

είναι και ακατάλληλα ως µέσο ελέγχου της αποτελεσµατικότητας του θεραπευτικού 

σχήµατος καθώς µπορεί να παραµένουν ανιχνεύσιµα στον ορό ακόµη και µετά την 

ίαση του ζώου.147 

Παρά λοιπόν τη διαθεσιµότητα αρκετών ορολογικών µεθόδων, καµία από αυτές δεν 

βοηθά στην διάγνωση της της δερµατικής και βλεννογονοδερµατικής λεϊσµανίασης 

γιατί τα αντισώµατα έχουν την τάση να µην είναι ανιχνεύσιµα ή παρουσιάζονται σε 

ιδιαίτερα µικρό τίτλο εξαιτίας της µικρής ανοσιακής απόκρισης.140,152-153. Αυτές οι 

µέθοδοι δεν παρουσιάζουν υψηλή ευαισθησία και ειδικότητα αλλά οι αναγνώστες 

που ενδιαφέρονται µπορουν να συµβουλευθούν την πρόσφατη βιβλιογραφία.140-141,154  

A.10.3 Μοριακές µέθοδοι 

Η µοριακή βιολογία εµπλέκεται ολοένα και περισσότερο στη διάγνωση και τον 

έλεγχο µολυσµατικών ασθενειών. Πληροφορίες σχετικά µε την ακολουθία του DNA  
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έχουν χρησιµοποιηθεί εκτεταµένα, σε εφαρµογές που σχετίζονται µε την αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυµεράσης (PCR).  

Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (PCR) είναι ένα διαγνωστικό τεστ µε 

υψηλή ευαισθησία αλλά και εξειδίκευση.155 Με την πρόοδο των µοριακών τεχνικών 

έχει αναπτυχθεί ένας σηµαντικός αριθµός διαφορετικών µοριακών δεικτών και 

πρωτοκόλλων PCR για την ανίχνευση και τον προσδιορισµό των ειδών της 

Leishmania.156 Η εφαρµογή της στηρίζεται στην ανίχνευση αλληλουχιών-στόχων του 

γενετικού υλικού. Χαρακτηριστικές περιοχές-στόχους αποτελούν η ITS (intermal 

transcribed spacer region) του ριβοσωµικού RNA του παρασίτου καθώς και το DNA 

του κινητοπλάστη (kDNA) του παρασίτου, το οποίο µπορεί επιλεκτικά να ενισχυθεί 

από τους ιστούς του ήπατος, του σπληνός, του δέρµατος, των λεµφαδένων και του 

µυελού των οστών.147  

Το γενετικό υλικό του ριβοσώµατος εµφανίζεται µε τη µορφή επαναλαµβανόµενων 

µονάδων, οι οποίες είναι διαταγµένες σε συστοιχίες. Κάθε µονάδα αποτελείται από 

µία περιοχή που µπορεί να µεταγραφεί (η οποία φέρει τα γονίδια των περιοχών 18S, 

5.8S και 26S rRNAs και τις external transcribed spacers, ETS1 and ETS2) και µία 

περιοχή που δεν µεταγράφεται (non-transcribed spacer-NTS- region). Στην περιοχή 

που µεταγράφεται, οι περιοχές ITS (internal transcribed spacers) βρίσκονται στα δύο 

άκρα της γονιδιακής περιοχής 5.8S rRNA και περιγράφονται ως ITS1 και ITS2. 

Το µήκος και η αλληλουχία των περιοχών ITS του rDNA πιστεύεται ότι εξελίσσεται 

συνεχώς και για το λόγο αυτό µπορεί να ποικίλλει. Εκκινητές οι οποίοι σχεδιάζονται 

βασισµένοι σε υψηλά συντηρηµένες περιοχές του ITS, έχοντας το πλεονέκτηµα του 

σχετικά µικρού µεγέθους της περιοχής (600-700 bp) και του µεγάλου αριθµού 

αντιγράφων (µέχρι 30000 για κάθε κύτταρο) δίνουν τη δυνατότητα εύκολης 

ενίσχυσης της περιοχής.157-160 Τα τµήµατα ITS παρουσιάζουν επίσης επαρκή 

πολυµορφισµό ώστε να χρησιµοποιούνται στη διάκριση στελεχών, τουλάχιστον σε 

επίπεδο είδους
161-163 και τέλος, ένας µεγάλος αριθµός αλληλουχιών βρίσκεται 

αποθηκευµένος σε γνωστές τράπεζες πληροφοριών (sequence data banks). Τα 

παραπάνω χαρακτηριστικά καθιστούν την περιοχή ITS ένα πολύ ενδιαφέρον εργαλείο 

σε έρευνες που σχετίζονται µε την εξέλιξη των ειδών
164 καθώς και µε βιογεωγραφικές 

µελέτες.165 Οι αλληλουχίες της ITS 1 έχουν µελετηθεί εκτενώς στη  Leishmania.  
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Ο κινητοπλάστης αποτελεί οργανίδιο παρόµοιο µε το µιτοχόνδριο και περιέχει δύο 

τύπους κυκλικών µορίων DNA (kDNA).8 Τα µεγαλύτερα µόρια, περίπου 20-50 σε 

κάθε κινητοπλάστη, καλούνται µεγακύκλοι (maxicircles) περιέχουν δοµικά γονίδια 

για τα κυτοχρώµατα, κωδικοποιούν πρωτείνες που συµµετέχουν στην παραγωγή 

ενέργειας και έχουν µέγεθος 20000-35000 βάσεις. Τα µικρότερα µόρια (minicircles) 

είναι περίπου 103 -105 σε αριθµό 
και µέγεθος που κυµαίνεται µεταξύ των 800 και 

1300 βάσεων.166-168 
Για πολύ καιρό ήταν δύσκολο να βρεθεί η λειτουργική σηµασία 

των minicircles. Θεωρείται πλέον ότι διαδραµατίζουν ρόλο στην κωδικοποίηση 

Guide RNAs (gRNAs), τα οποία εµπλέκονται στη στη διαδικασία του  RNA editing 

(αλλαγή στην αλληλουχία του RNA). 

A.11 Σκοπός της µελέτης 

Στηριζόµενοι στα παραπάνω χαρακτηριστικά χρησιµοποιήσαµε τις περιοχές του  

kDNA, ITS 1 για το σχεδιασµό εκκινητών πάνω στους οποίους θα βασιστεί η 

εφαρµογή της τεχνικής PCR-RFLP. Η τεχνική αυτή έχει την ικανότητα να ανιχνεύει 

την ύπαρξη παρασίτων και να δίνει αξιόπιστα αποτελέσµατα στην ταυτοποίηση και 

το διαχωρισµό των ειδών τους, όπως έχει αποδειχθεί µε την εφαρµογή της σε 

σηµαντικό αριθµό ερευνών.169-172  

Η εφαρµογή της PCR-RFLP τεχνικής θα καταστήσει δυνατό τον προσδιορισµό των 

ειδών Leishmania, που προκαλούν την ασθένεια στους σκύλους της περιοχής της 

Θεσσαλίας. Συγκεκριµένα θα µας επιτρέψει να καθορίσουµε µε ακρίβεια τα είδη του 

παρασίτου Leishmania που έχουν µολύνει τους 16 σκύλους της έρευνάς µας. 

Ο παραπάνω στόχος θα επιτευχθεί µε την πραγµατοποίηση των παρακάτω βηµάτων: 

1. Στοχευµένη ενίσχυση περιοχών του γενετικού υλικού των παρασίτων µε την 

εφαρµογή της PCR και τη χρήση ειδικών εκκινητών. 

2. Πέψη των προιόντων της  PCR µε τη χρήση ενζύµων περιορισµού. 

3. Οπτικοποίηση των αποτελεσµάτων µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 

και ανάλυση τους.  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 13:38:37 EEST - 54.174.142.103



 
 

40 

Είναι σαφές ότι η µέθοδος που επιλέγουµε να χρησιµοποιήσουµε για τον διαχωρισµό 

των ειδών της Leishmania πρέπει να ικανοποιεί τα παρακάτω κριτήρια (α) άµεση και 

γρήγορη ταυτοποίηση των ειδών στους ξενιστές, στους φορείς και σε υλικό από 

βιοψίες, (β) υψηλή ευαισθησία στη διάκριση των παθογόνων στελεχών, και (γ) 

χαµηλό κόστος και ευκολία στην εφαρµογή σε χώρες όπου η νόσος έχει ενδηµικό 

χαρακτήρα. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 13:38:37 EEST - 54.174.142.103



 
 

41 

Ενότητα Β: Πειραµατικό Μέρος 

Β.1 Υλικά και Μέθοδοι 

Σε προηγούµενη µελέτη λήφθηκαν δείγµατα µυελού των οστών από 81 σκύλους της 

περιοχής της Θεσσαλίας. Με την πραγµατοποίηση µεθόδων αποµόνωσης, εκχύλισης 

και ποσοτικοποίησης του DNA, καθώς και µε µοριακές τεχνικές, διαπιστώθηκε ότι 16 

από τα δείγµατα αυτά ήταν µολυσµένα µε το παράσιτο της Leishmania.  Λάβαµε τα 

16 δέιγµατα και τα επεξεργαστήκαµε µε τις ακόλουθες τεχνικές.  

Β.1.1Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης - PCR 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) αποτελεί µια γρήγορη, εύκολη και 

οικονοµική τεχνική, η οποία επιτρέπει τον ενζυµικό πολλαπλασιασµό in vitro 

επιλεγµένων αλληλουχιών DNA (παραγωγή περισσοτέρων των 10 εκατοµµυρίων 

αντιγράφων µίας αλληλουχίας στόχου από έναν µικρό µόνο αριθµό µορίων). 

Πρόκειται για µια εξαιρετικά επιλεκτική και ευαίσθητη µέθοδο, καθώς έχει τη 

δυνατότητα ανίχνευσης µιας αλληλουχίας από ένα µόριο DNA.173  

Η µέθοδος βασίζεται στην επαναλαµβανόµενη αντιγραφή ενός τµήµατος DNA 

(γνωστού ή αγνώστου) µε τη βοήθεια µιας ειδικής θερµοανθεκτικής πολυµεράσης και 

δύο ολιγονουκλεοτιδικών εκκινητών σχεδιασµένων σε γνωστές αλληλουχίες.174,175  

Αποτελείται από επαναλαµβανόµενους κύκλους, καθένας από τους οποίους 

συντελείται σε διακριτά βήµατα. Κάθε βήµα χαρακτηρίζεται από µία συγκεκριµένη 

θερµοκρασία προκειµένου να γίνει η θερµική αποδιάταξη και η αντιγραφή του 

DNA.173  

Τα συστατικά που περιέχονται στο µίγµα της αντίδρασης είναι: 

Μήτρα DNA: Είναι η προς ενίσχυση αλληλουχία DNA. Η ποσότητα της µήτρας 

γονιδιωµατικού DNA που απαιτείται για την αντίδραση βρίσκεται συνήθως µεταξύ 

0,1-1 µg σε τελικό όγκο 50 µl. Μεγαλύτερες ποσότητες DNA συνήθως οδηγούν στην 

παραγωγή µη ειδικών PCR προϊόντων.173 

Εναρκτήρια µόρια (εκκινητές): Ένα ζεύγος συνθετικών ολιγονουκλεοτιδίων, τα 

οποία αποκαλούνται εκκινητές και καθορίζουν τα όρια του τµήµατος DNA που θα 
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ενισχυθεί. Η συγκέντρωση των εκκινητών καθορίζεται συνήθως µεταξύ 0.4-0.6 µM 

ενώ µεγαλύτερες συγκεντρώσεις µπορούν να προκαλέσουν λανθασµένη έναρξη, 

ενίσχυση µη ειδικών προϊόντων και δηµιουργία διµερών (primer-dimer) που 

χρησιµοποιούνται επίσης ως DNA στόχος, ελαττώνοντας έτσι τη σύνθεση ειδικών 

προϊόντων. Τα ολιγονουκλεοτίδια πρέπει να είναι αντιπαράλληλου προσανατολισµού 

και καθένα συµπληρωµατικό προς τη µία αλυσίδα του υπό µελέτη DNA.176 

MgCl2: Τα δισθενή ιόντα µαγνησίου (Mg2+), που προέρχονται από το MgCl2, είναι 

απαραίτητα για τη δράση της Taq πολυµεράσης καθώς το ένζυµο αυτό είναι 

εξαρτώµενο από το µαγνήσιο και το χρειάζεται ως συµπαράγοντα προκειµένου να 

δράσει.177  

PCR Buffer: Ειδικό ρυθµιστικό διάλυµα (buffer) της Taq πολυµεράσης, ώστε να 

διατηρούνται σταθερά το pH και η ιονική ισχύς του περιβάλλοντος της αντίδρασης, 

τα οποία παρέχονται από την παρουσία Tris-HCl και NaCl ή KCl, αντίστοιχα,  

προκειµένου να διευκολυνθεί η υβριδοποίηση των εκκινητών στο DNA στόχο. 178  

dNTPs (τριφωσφορικά δεοξυνουκλεοτίδια): Κατάλληλο διάλυµα ελεύθερων 5  ́

τριφωσφορικών δεοξυριβονουκλεοτιδίων (dNTPs: dATP, dTTP, dCTP, dGTP) σε 

συγκέντρωση 0.2 mM το καθένα, ώστε να περιοριστεί η πιθανότητα εισαγωγής 

λανθασµένου νουκλεοτιδίου. 176,179 

Taq DNA πολυµεράση: Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, η Taq DNA πολυµεράση 

είναι το θερµικά σταθερό ένζυµο που καταλύει την αντίδραση PCR. Η βέλτιστη 

θερµοκρασία πολυµερισµού για την Taq πολυµεράση είναι στους 75-80οC. 173 

Η αντίδραση της PCR αποτελείται συνήθως από µία σειρά επαναλαµβανόµενων 

κύκλων. Κάθε κύκλος τυπικά αποτελείται από 2-3 διακριτά βήµατα, τα οποία 

πραγµατοποιούνται σε µία συγκεκριµένη θερµοκρασία (Εικ. 8). Η θερµοκρασία και ο 

χρόνος κάθε βήµατος εξαρτάται από ποικίλες παραµέτρους, όπως το ένζυµο που 

χρησιµοποιείται για τη σύνθεση του DNA, η συγκέντρωση των δισθενών κατιόντων 

και των dNTPs και το Tm (melting temperature) των εκκινητών. 
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Εικόνα 8: Τα βήµατα της PCR.180 

Πιο αναλυτικά, κατά την αντίδραση PCR πραγµατοποιείται: 

Αρχική αποδιάταξη: Η αρχική αποδιάταξη του DNA είναι το πρώτο βήµα της 

αντίδρασης. Η ολοκληρωµένη αποδιάταξη της µήτρας DNA στην αρχή της 

αντίδρασης είναι ιδιαίτερης σηµασίας, καθώς µια µη ολοκληρωµένη αποδιάταξη 

µπορεί να οδηγήσει σε ανεπαρκή χρησιµοποίηση της µήτρας DNA και εποµένως σε 

χαµηλή απόδοση προϊόντος. Η αρχική αποδιάταξη πραγµατοποιείται σε διάστηµα 1-9 

min στους 94-96οC.181 

Αποδιάταξη: Το βήµα της αποδιάταξης για κάθε κύκλο πραγµατοποιείται στους 94-

98 οC για 20-30 sec. Στο βήµα αυτό λαµβάνει χώρα η θερµική αποδιάταξη των 

µορίων DNA µέσω της διάσπασης των δεσµών υδρογόνου, οι οποίοι δηµιουργούνται 

µεταξύ των συµπληρωµατικών βάσεων των δύο αλυσίδων.173  

Υβριδοποίηση: Στο βήµα της υβριδοποίησης πραγµατοποιείται η σύνδεση των 

εναρκτήριων µορίων στη µονόκλωνη µήτρα DNA. Συνήθως, η θερµοκρασία 

υβριδοποίησης (Ta) είναι 5οC χαµηλότερη από το Tm των εκκινητών και κυµαίνεται 

µεταξύ 50-65οC. Το βήµα της υβριδοποίησης διαρκεί συνήθως 20-40 sec. Σταθεροί 

δεσµοί µεταξύ των εκκινητών και της µήτρας DNA σχηµατίζονται µόνο όταν η 

αλληλουχία του εκκινητή έχει µεγάλη συµπληρωµατικότητα µε την αλληλουχία της 
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µήτρας. Η Taq πολυµεράση προσδένεται στο σύµπλοκο εκκινητή-µήτρας ώστε να 

ακολουθήσει η σύνθεση του DNA στο επόµενο βήµα.182 

Επιµήκυνση (πολυµερισµός): Στο βήµα της επιµήκυνσης πραγµατοποιείται η 

σύνθεση DNA από την Taq DNA πολυµεράση (πολυµερισµός), η οποία παρουσιάζει 

βέλτιστη δραστικότητα στους 75-80οC.174,175 Συνήθως το βήµα του πολυµερισµού 

πραγµατοποιείται στους 72οC. Ο χρόνος που απαιτείται είναι 1min για τη σύνθεση 

τµηµάτων DNA µήκους µέχρι και 2 kb. Για την ενίσχυση αλληλουχιών µεγαλύτερου 

µήκους, ο χρόνος αυτός αυξάνεται περίπου κατά 1 min για κάθε 1000 bp.173 Στο βήµα 

αυτό, Taq πολυµεράση συνθέτει τη νέα αλυσίδα DNA προσθέτοντας dNTPs, που 

είναι συµπληρωµατικά µε τη µήτρα, µε κατεύθυνση 5΄ προς 3΄. 

Αριθµός κύκλων: Ο αριθµός των κύκλων της PCR εξαρτάται από την ποσότητα της 

µήτρας DNA στο µίγµα της αντίδρασης αλλά και από την απόδοση του προϊόντος 

που προσδοκάται. Σε περιπτώσεις που τα αντίγραφα της µήτρας DNA είναι λιγότερα 

από 10, θα πρέπει να πραγµατοποιούνται 40 κύκλοι αντίδρασης. Αντίθετα, όταν η 

αρχική ποσότητα της µήτρας είναι υψηλότερη, η πραγµατοποίηση 25-30 κύκλων 

είναι συνήθως επαρκής.173 Η επιλογή του αριθµού των κύκλων είναι πολύ σηµαντική 

για τη σωστή διεξαγωγή της αντίδρασης, καθώς παραπάνω κύκλοι µπορούν να 

οδηγήσουν σε αύξηση των µη ειδικών προϊόντων, ενώ λιγότεροι κύκλοι παράγουν 

µικρότερη ποσότητα ειδικού προϊόντος. 

Τελική επέκταση: Στο βήµα της τελικής επέκτασης λαµβάνει χώρα η συµπλήρωση 

των προεξεχόντων άκρων των νεοσυντιθέµενων προϊόντων της αντίδρασης. Επίσης, 

κατά τη διάρκεια του βήµατος αυτού, προστίθενται επιπλέον νουκλεοτίδια αδενίνης 

(Α) στο 3 -́άκρο των PCR προϊόντων. Αυτό πραγµατοποιείται µέσω της δράσης 

τερµατικής τρανσφεράσης που διαθέτει η Taq πολυµεράση.173 

Το DNA που εξήχθει από τα δείγµατα των 16 σκύλων χρησιµοποιήθηκε για την 

πραγµατοποίηση της αντίδρασης PCR στα πλαίσια της PCR-RFLP. 

Τα βήµατα της αντίδρασης PCR της µελέτης µας ήταν τα εξής: 

1) 94οC για 5 min 

2) 94οC για 30 sec 
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3) 51οC για 30 sec 

4) 72οC για 1 min 

5) πίσω στο βήµα 2 για 40 φορές 

6) 72οC για 5 min 

Η αντίδραση έγινε σε τελικό όγκο 20µl για κάθε δείγµα. Επειδή, η αντίδραση 

εκτελέστηκε ταυτόχρονα για όλα τα δείγµατα, προετοιµάστηκε αρχικά ένα master 

mix τo οποίο περιείχε νερό, PCR Buffer, MgCl2, dNTPs, εκκινητές και Taq 

πολυµεράση. Το µίγµα αυτό διαµοιράστηκε σε PCR tubes (ένα για κάθε δείγµα). Σε 

κάθε PCR tube προστέθηκαν 19µl master mix και 1µl δείγµατος DNA. Όλα τα 

διαλύµατα αναδεύτηκαν ελαφρώς και φυγοκεντρήθηκαν πριν εισαχθούν στα 

σωληνάκια PCR. Εκτός από τα θετικά δείγµατα στην αντίδραση προστέθηκε και ένας 

αρνητικός µάρτυρας-tube χωρίς την προσθήκη DNA. Στον Πίνακα 5 φαίνεται 

αναλυτικά η σύσταση του µίγµατος της κάθε αντίδρασης. 

Πίνακας 5: Αντιδραστήρια PCR 

 Αρχική 
συγκέντρωση 

Τελική 
συγκέντρωση 

Όγκος (µl) 

DNA - -              1,0 

PCR Buffer            10x            1x              2,0 

MgCl 2       50mM       1,5mM              0,6 

dNTPs       10mM       0,8mM              1,6 

ITSR/kDNAR       10mM       0,4mM              0,8 

ITSL/kDNAL       10mM       0,4mM              0,8 

Taq polymerase        5u/µl         1u              0,2 

H2O - -              13 

Τελικός όγκος - -              20  

Στη συνέχεια, τα προϊόντα της PCR υποβλήθηκαν σε πέψη µε τη χρήση των ενζύµων 

περιορισµού (PCR-RFLP). 
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Β.1.2 Πέψη  DNA 

Η πέψη του γενετικού υλικού αποτελεί µέθοδο της µοριακής βιολογίας µε την οποία 

επιτυγχάνεται ο τεµαχισµός της αλληλουχίας DNA σε µικρά τµήµατα, τα οποία είναι 

δυνατόν να µελετηθούν χωριστά. Η πέψη πραγµατοποιείται µε τη χρήση των ενζύµων 

περιορισµού, τα οποία είναι ειδικές ενδονουκλεάσες που αναγνωρίζουν 

συγκεκριµένες αλληλουχίες νουκλεοτιδίων, αλληλουχίες που ονοµάζονται θέσεις 

περιορισµού. Έτσι, τέµνουν κατά τρόπο καθορισµένο και επαναλαµβανόµενο το 

δίκλωνο  DNA. 183 

Το πρωτόκολλο της πέψης του DNA περιλαµβάνει τα ακόλουθα υλικά και βήµατα.183  

Υλικά: 

1) ∆είγµα DNA  

2) 10x buffer πέψης κατάλληλο για τα ένζυµα που θα χρησιµοποιήσουµε 

3) Ένζυµο περιορισµού 

4) Αποσταγµένο νερό 

   ∆ιαδικασία: 

1) Τοποθετούµε τα υλικά στα tubes µε τις πιπέτες. 

2) Αναδεύουµε ελαφρά το µίγµα 

3) Πραγµατοποιούµε Quick Spin για 2-3 δευτερόλεπτα. 

4) Τοποθέτηση των δειγµάτων σε ειδική συσκευή, για µία ώρα σε θερµοκρασία 

37ο C. 

Η αντίδραση στα πλαίσια της µελέτης µας πραγµατοποιήθηκε σε τελικό όγκο 30µl µε 

την προσθήκη 20µl από το προϊόν της PCR. Το buffer της αντίδρασης περιείχε 10mM 

Tris-HCl (pH 7,5 στους 37oC), 10mM MgCl2, 50mM NaCl και 0,1mg/ml BSA. Οι 

ποσότητες των συστατικών φαίνονται στον παρακάτω πίνακα: 
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Πίνακας 7: Αντίδραση πέψης DNA µε EcoRI/KpnΙ . 

 Αρχική 
συγκέντρωση 

Τελική 
συγκέντρωση 

Όγκος (µl) 

DNA - -            20,0 

Buffer 10x 1x              3,0 

EcoRI/Kpnl 10 u/µl 2 units              0,2 

H2O - -              6,8 

Τελικός όγκος - -            30,0 

Επώαση στους 37οC για 1 ώρα. 

Για την οπτικοποίηση του αποτελέσµατος της αντίδρασης πέψης, ακολούθησε 

ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της σε πήκτωµα αγαρόζης 1% στα 100 kV για 

περίπου 40 min.  

Β.1.3  Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων PCR σε πήκτωµα αγαρόζης 

Η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης είναι µία µέθοδος διαχωρισµού, 

οπτικοποίησης και αποµόνωσης µορίων. Η τεχνική είναι απλή, γρήγορη και 

χρησιµοποιείται κυρίως για τον προσδιορισµό του µεγέθους και της καθαρότητας 

ενός δείγµατος καθώς και το διαχωρισµό µιγµάτων µορίων, τα οποία δεν µπορούν να 

διαχωριστούν µε άλλες τεχνικές. ∆είγµα µπορεί να αποτελέσει κάθε µόριο το οποίο 

φέρνει φορτίο, από ολόκληρα κύτταρα έως πρωτείνες, πεπτίδια, νουκλεικά οξέα 

(DNA, RNA), αµινοξέα κ.ά. 184  

Η αρχή της µεθόδου βασίζεται στην ιδιότητα που έχουν τα αρνητικά φορτισµένα 

µόρια DNA να µετακινούνται προς τον θετικά φορτισµένο πόλο ενός ηλεκτρικού 

πεδίου, µέσω ενός πηκτώµατος αγαρόζης.185  

Η οπτικοποίηση του DNA στο πήκτωµα επιτυγχάνεται µε τη χρήση του βρωµιούχου 

αιθιδίου (EtBr). Το βρωµιούχο αιθίδιο είναι µία φθορίζουσα χρωστική, που έχει την 

ιδιότητα να παρεµβάλλεται ανάµεσα στις βάσεις του DNA και όταν εκτεθεί σε 

υπεριώδη ακτινοβολία (UV), φθορίζει µε πορτοκαλί χρώµα. Η προσθήκη του EtBr 

γίνεται κατά την παρασκευή του πηκτώµατος αγαρόζης. 
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Το πήκτωµα αγαρόζης παρασκευάζεται µε τη χρήση σκόνης αγαρόζης και ενός 

ρυθµιστικού διαλύµατος. Το ρυθµιστικό διάλυµα που χρησιµοποιείται συνήθως είναι 

το TBE (Tris Borate EDTA), το οποίο περιέχει Tris-βορικό και EDTA. 

Σε µία από τις θέσεις του πηκτώµατος προστίθεται ένας µοριακός µάρτυρας (DNA 

ladder), το οποίο αποτελείται από µόρια DNA διαφόρων µεγεθών. Κάθε µόριο DNA 

του ladder µετακινείται µε συγκεκριµένη ταχύτητα στο πήκτωµα και η θέση του 

αποτελεί αναφορά για όλα τα µόρια DNA του ίδιου µεγέθους. ∆ηλαδή, το διάλυµα 

αυτό χρησιµοποιείται προκειµένου να γίνεται η εκτίµηση του µεγέθους των ζωνών 

DNA που προκύπτουν από την ηλεκτροφόρηση. 

Παρασκευή του πηκτώµατος αγαρόζης και ηλεκτροφόρηση:185 

Το πήκτωµα αγαρόζης που χρησιµοποιήσαµε είχε περιεκτικότητα σε αγαρόζη 1% και 

παρασκευάσθηκε ως εξής: 

1. Προσθήκη 1,6gr αγαρόζης και 160ml ρυθµιστικού διαλύµατος 0,5x TBE σε 

κωνική φιάλη και ανάδευση. 

2. Θέρµανση σε φούρνο µικροκυµάτων µέχρι να διαλυθεί η αγαρόζη. 

3. Επώαση στον πάγκο προκειµένου να µειωθεί η θερµοκρασία του διαλύµατος 

περίπου στους 55-60οC. 

4. Προσθήκη 3µl βρωµιούχου αιθιδίου στο διάλυµα και ανάδευση. 

5. Στη συνέχεια ρίξαµε το διάλυµα της αγαρόζης στη βάση όπου θα 

στερεοποιούνταν το πήκτωµα. Προηγουµένως, είχαµε τοποθετήσει κάθετα 

στην κατάλληλη θέση τη "χτένα", ώστε να δηµιουργηθούν οι θήκες για τη 

φόρτωση των δειγµάτων µετά την πήξη της αγαρόζης. Επώαση µέχρι τη 

στερεοποίηση. 

6. Προσεκτική αφαίρεση της χτένας. Βύθιση του πηκτώµατος στο δοχείο 

ηλεκτροφόρησης που περιέχει ρυθµιστικό διάλυµα 0,5x TBE. 

7. Προσθήκη 3µl χρωστικής (loading buffer) στα 30 µl PCR προϊόντος. 

8. Φόρτωση των δειγµάτων και του DNA ladder στις θήκες του πηκτώµατος. 
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9. Ηλεκτροφόρηση σε ~100V για περίπου 40 min. 

Μετά την ηλεκτροφόρηση, ακολούθησε η οπτικοποίηση των ζωνών του DNA µε τη 

χρήση ακτινοβολίας UV.  

Β.2 Αποτελέσµατα 

Σκοπός της µελέτης µας ήταν να προσδιορίσουµε τα είδη της Leishmania, τα οποία 

είναι  υπεύθυνα για τη µόλυνση των σκύλων της Θεσσαλίας. Παρακάτω, 

παραθέτονται τα αποτελέσµατα της µεθόδου PCR-RFLP που εφαρµόσαµε. 

Β.2.1  Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης - PCR 

Όπως αναφέρθηκε προηγουµένως προϋπάρχουσα µελέτη απέδειξε πως 16 από τους 

81 σκύλους ήταν θετικοί στην ύπαρξη του παρασίτου. ∆ηλαδή, περίπου το 20% των 

σκύλων που συµµετείχαν στη µελέτη ήταν προσβεβληµένοι από το παράσιτο. 

Εφαρµόσαµε τη µέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης στο γενετικό υλικό 

που λάβαµε από τα δείγµατα αυτά. 

Για το σκοπό αυτό σχεδιάστηκαν δύο ζεύγη εκκινητών. Αρχικά µελετήθηκε η 

ακολουθία του DNA των περιοχών ITS και kDNA και στα τρία είδη Leishmania τα 

οποία προσπαθούµε να ανιχνεύσουµε. Εντοπίστηκε τµήµα των περιοχών αυτών που 

παρουσίαζε σε όλα τα είδη, µεγάλο βαθµό οµολογίας στην ακολουθία των βάσεων. 

Πάνω σε αυτό το τµήµα στηρίχτηκε ο σχεδιασµός των εκκινητών, µε σκοπό να 

επιτευχθεί ενίσχυση των περιοχών και στα τρία πιθανά είδη.  

Οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήσαµε είναι: 

ITS-R 5’-GTCTGTAAACAAAGGTTGTCG-3’ 

ITS-F 5’-TCATTTTCCGATGCTTACACC-3’ 

kDNA-R 5’-TTTGCAGAACGCCCCTACC-3’ 

kDNA-F 5’-TGGGGGTTGGTGTAAAATAGG-3’ 

 

Οι εκκινητές που ονοµάζουµε ITS (intermal transcribed spacer) οδηγούν στην 

ενίσχυση της συγκεκριµένης περιοχής ITS 1 (intermal transcribed spacer region 1) 
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του ριβοσωµικού RNA του παρασίτου. Οι εκκινητές µε την ονοµασία kDNA οδηγούν 

στην ενίσχυση του γονιδιώµατος του κινητοπλάστη.  

Το προϊόν της αντίδρασης PCR που προκύπτει µε την ενίσχυση της ITS περιοχής, 

είναι για τα είδη του παρασίτου που αναζητούµε τµήµα DNA µεγέθους:  

• L. infantum    1029 bp 

• L. major          1118 bp 

• L. tropica         961 bp 

Ενώ µετά την ενίσχυση του kDNA: 

• L. infantum    713 bp 

• L. tropica       792 bp 

• L. major          614 bp 

 Στη συνέχεια ηλεκτροφορήσαµε σε πήκτωµα αγαρόζης, αρχικά τα προϊόντα της 

PCR, την οποία πραγµατοποιήσαµε µε τη χρήση των εκκινητών kDNA. Η 

οπτικοποίηση των αποτελεσµάτων µας έδωσε στην ηλεκτροφόρηση την ακόλουθη 

εικόνα: 

 

Εικ.10 Ηλεκτροφόρηση γενετικού υλικού παρασίτου,µετά την ενίσχυση της αλληλουχίας 
του γενετικού υλικού του κινητοπλάστη (kDNA primers). 

Στην εικόνα 10 παρουσιάζονται τα εννέα πρώτα δείγµατα της µελέτης. Η τελευταία 

θέση L ανήκει στο µάρτυρα. 

1000 bp 

600 bp 
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Η ηλεκτροφόρηση είχε δοκιµαστικό χαρακτήρα, για να επιβεβαιώσουµε ότι µετά τη 

αντίδραση PCR µε τη χρήση των ειδικών εκκινητών, επιτεύχθηκε η ενίσχυση του 

τµήµατος του γενετικού υλικού του παρασίτου που στοχεύαµε. 

Στη συνέχεια, τα προϊόντα της PCR υποβλήθηκαν σε πέψη µε τη χρήση 

ενδονουκλεασών (PCR-RFLP), και τα παράγωγά της ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα 

αγαρόζης προκειµένου να διαπιστωθούν µε ακρίβεια, τα είδη των παρασίτων της 

Leishmania που είχαν προσβάλλει τους υπό µελέτη σκύλους.  

Β.2.3  Πέψη προϊόντων PCR 

Η πέψη έγινε µε τη χρήση δύο ενζύµων περιορισµού, του EcoRI και του Kpnl. Η 

ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της πέψης οδήγησε στη δηµιουργία δύο προτύπων 

ζωνών στο πήκτωµα αγαρόζης. 

Τα ένζυµα περιορισµού αποµονώνονται από προκαρυωτικούς οργανισµούς, κυρίως 

βακτήρια, στα οποία ο φυσιολογικός τους ρόλος είναι να παρέχουν προστασία έναντι 

της εισβολής βακτηριοφάγων. Τα ένζυµα αυτά πέπτουν το ξένο DNA, ενώ το DNA 

των βακτηρίων προστατεύεται λόγω της µεθυλίωσης που υφίσταται από τα ίδια τα 

ένζυµα περιορισµού ή από ειδικές µεθυλάσες που παράγονται σε συνδυασµό µε τα 

ένζυµα περιορισµού.185  

Η δράση τους εστιάζεται στην αναγνώριση ειδικών παλίνδροµων αλληλουχιών 

τεσσάρων έως οκτώ βάσεων και την υδρόλυση ενός φωσφοδιεστερικού δεσµού σε 

κάθε αλυσίδα της περιοχής αυτής, προς τη θέση 3΄ σε σχέση µε τον άξονα συµµετρίας 

(Εικ. 9, Παράδειγµα µε ένζυµο EcoRI και Kpnl). 

Ένζυµο 
Μικροοργανισµός 

προέλευσης 

Ακολουθία 
Αναγνώρισης  

(Recognition 
Sequence) 

Αποτέλεσµα περιοριστικής 
δράσης στο υπόστρωµα 

(τρόπος κοψίµατος) 

EcoRI Escherichia coli RY 13 5'GAATTC 
3'CTTAAG 

5'---G     AATTC---3' 
3'---CTTAA     G---5' 
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Ένζυµο 
Μικροοργανισµός 

προέλευσης 

Ακολουθία 
Αναγνώρισης  

(Recognition 
Sequence) 

Αποτέλεσµα περιοριστικής 
δράσης στο υπόστρωµα 

(τρόπος κοψίµατος) 

Kpnl Klebsiella pneumoniae 5'GGTACC 
3'CCATGC 

5'---GGTAC C---3' 
3'---C CATGG---5' 

Εικ. 9. Θέση αναγνώρισης EcoRI και Kpnl. 

Η δράση του κάθε ενζύµου εξαρτάται κυρίως από τη θερµοκρασία και τη σύσταση 

του ρυθµιστικού τους διαλύµατος (buffer). Τα περισσότερα ένζυµα δρουν συνήθως 

στους 37ο C. Το ρυθµιστικό διάλυµα καθοριζει το pΗ και την ιοντική ισχύ του 

περιβάλλοντος, στο οποίο θα δράσει το ένζυµο. Το pΗ του διαλύµατος διατηρείται 

σταθερό από την παρουσία Tris-HCl,ενώ η ιοντική ισχύς καθορίζεται κυρίως από 

ιόντα Mg+2 και Na+ που περιέχονται σε αυτό. Η ιοντική ισχύς του διαλύµατος µπορεί 

να είναι υψηλή, µέση ή χαµηλή. Το ρυθµιστικό διάλυµα µπορεί να περιέχει επίσης 

σουλφιδρυλικούς παράγοντες όπως η β-µερκαπταιθανόλη και διθειοθρεϊτόλη (DTT), 

ισχυροί αναγωγικοί παράγοντες,οι οποίοι αποσκοπούν στην αναστολή της δράσης 

νουκλεασών που ενδεχοµένως υπάρχουν καθώς επίσης και σταθεροποιητές ενζύµου, 

όπως η ορολευκωµατίνη (bovine serum albumin-BSA) και µη ιοντικά απορρυπαντικά 

(Tween 20- ,Triton X-100). Η ποσότητα του ενζύµου που θα χρησιµοποιηθεί 

αποτελεί συνάρτηση της ενεργότητας του και της ποσότητας και µεγέθους του προς 

κατάτµηση DNA.185,186  

Η πέψη έγινε µε τη χρήση δύο ενζύµων περιορισµού, του EcoRI και του Kpnl. Το 

EcoRI είναι µια περιοριστική ενδονουκλεάση τύπου II που αποµονώθηκε από το 

βακτήριο Escherichia Coli. Τα ένζυµα τύπου ΙΙ αναγνωρίζουν την αλληλουχία και 

τέµνουν το DNA εσωτερικά της αλληλουχίας αυτής. Το ένζυµο EcoRI αναγνωρίζει 

την αλληλουχία 5΄-GAATTC-3  ́και διασπά το DNA στην περιοχή µεταξύ των δύο 

βάσεων GA της αλληλουχίας αυτής. Για την πραγµατοποίηση της αντίδρασης 

περιορισµού από το EcoRI είναι απαραίτητη η παρουσία ιόντων Mg2+. Το 

αποτέλεσµα της αντίδρασης είναι η δηµιουργία τµηµάτων DNA µε προεξέχοντα 

(κολλώδη) άκρα.186 Το ένζυµο χρησιµοποιήθηκε στην πέψη του γενετικού υλικού στο 

οποίο προηγουµένως είχε ενισχυθεί η  ITS περιοχή.  
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Η περιοριστική ενδονουκλεάση KpnI είναι επίσης τύπου II και αποµονώθηκε από το 

Gram ( - ) βακτήριο Klebsiella pneumoniae. Συνδέεται µε το DNA απουσία ιόντων 

µετάλλων και τέµνει την αλληλουχία του DNA 50-GGTAC^C-30 παρουσία ιόντων 

Mg2+, δηµιουργώντας τµήµατα µε προεξέχοντα άκρα.187 
Το ένζυµο χρησιµοποιήθηκε 

στην πέψη του ενισχυµένου κατά την PCR, kDNA του παρασίτου. Το ένζυµο KpnI 

έχει την ιδιότητα να δρα µόνο στο είδος  L. major. 

Το ένζυµο EcoRI  έχει τη δυνατότητα να τέµνει το γενετικό υλικό και των τριών 

ειδών Leishmania που αναζητούµε. Τα τµήµατα που προκύπτουν µετά από το πέρας 

της διαδικασίας της πέψης παρουσιάζουν τα ακόλουθα µεγέθη: 

L. infantum       1029 bp EcoRI Fragm 785 / 244 

L. major             1118 bp                                        EcoRI Fragm 821 / 297 

L. tropica            961 bp                                         EcoRI Fragm 793 / 168  

Αντίστοιχα, το ένζυµο KpnI έχει τη δυνατότητα να τέµνει µόνο το γενετικό υλικό της 

L. major, δηµιουργώντας τα τµήµατα γενετικου υλικού που φαίνονται παρακάτω: 

L. infantum       713 bp  

L. major             614 bp                          KpnI Fragm 270 / 344 

L. tropica      792 bp                          XhoI Fragm 624 / 69 EcoRV Fragm 396 / 

396 

Τα ένζυµα XhoI και EcoRV δρουν µόνο στο είδος της L. tropica. Εφόσον 

παρουσιάζουν ειδικότητα για το συγκεκριµένο είδος, µας δίνουν τη δυνατότητα να το 

ταυτοποιήσουµε στην περίπτωση που η χρήση των προηγούµενων ενζύµων δεν είναι 

αρκετή ώστε να επιτευχθεί ο διαχωρισµός των ειδών. 

Στις παρακάτω φωτογραφίες απεικονίζονται τα αποτελέσµατα της ηλεκτροφόρησης 

των προϊόντων της πέψης που πραγµατοποιήθηκαν µε τη χρήση των περιοριστικών 

ενζύµων (Εικ. 11-14).  
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Εικ. 11 Στο πρώτο και τέταρτο ΄΄πηγαδάκι΄  ́έχουµε το αποτέλεσµα αρνητικών 
µαρτύρων. Το υλικό αυτό προέρχεται από σκύλους οι οποίοι δεν είχαν µολυνθεί από το 
παράσιτο.Στο δεύτερο και τρίτο πηγαδάκι βλέπουµε το αποτέλεσµα της PCR και της 
πέψης του πρώτου θετικού δείγµατος,στο πέµπτο και έκτο το αποτέλεσµα της PCR και 
της πέψης του δεύτερου θετικού δείγµατος και τέλος στο έβδοµο το αποτέλεσµα της 
πέψης του τρίτου θετικού δείγµατος.Η πέψη πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση του 

περιοριστικού ενζύµου EcoRI πάνω στα προιόντα τηςPCR µε τη χρήση των εκκινητών 
ITS. 

 

Εικ. 12. Συνέχεια των αποτελεσµάτων ITS. Στο δεύτερο, τρίτο και έκτο 
΄΄πηγαδάκι΄΄βλέπουµε τα αποτελέσµατα της πέψης µε EcoRI στα τρία επόµενα θετικά 
δείγµατα ενώ στο τέταρτο,πέµπτο και έβδοµο βλέπουµε τα αποτελέσµατα PCR των 
δειγµάτων 5,6 καθώς και το αρνητικό αποτέλεσµα που µας έδωσε ο αρνητικός 

µάρτυρας (θέση 5). 

   1000 bp 

     500 bp 

  1             2           3          4           5            6           7           8  

    1            2          3           4          5           6          7          8 

1000 bp 

500 bp 
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Εικ. 13. Η πέψη των επόµενων 7 δειγµάτων στα οποία πραγµατοποιήθηκε ενίσχυση µε 
ITS. Ανάµεσα στα θετικά δείγµατα παρεµβάλλονται αρνητικοί µάρτυρες-δείγµατα. 

 

 

Εικόνα 14: Ηλεκτροφορήσεις των προϊόντων πέψης του kDNA µε την περιοριστική 
ενδονουκλεάση Kpnl. Παρουσιάζονται όλα τα θετικά στη Leishmania δείγµατα. 

Από τα αποτελέσµατα της πέψης και γνωρίζοντας τις ιδιότητες των ενζύµων που 

χρησιµοποιήσαµε, έγινε αντιληπτό πως το είδος του παρασίτου που είχε προσβάλλει 

τους σκύλους-δότες της µελέτης, ήταν σε όλες τις περιπτώσεις η L. major. 

   300 bp 
200 bp 

1000 bp 

500 bp 

     1          2          3         4          5        6         7        8       9        10      11      12       13       14      
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Ενότητα Γ: Συζήτηση 

Η λεϊσµανίαση είναι µια παρασιτική ζωονόσος η οποία  είναι ενδηµική σε πολλά 

µέρη του κόσµου (Ευρώπη, Β. Αφρική, Μέση Ανατολή, Κεντρική και Ν. Αµερική, 

κ.α.), επικρατεί κυρίως σε τροπικές και υποτροπικές περιοχές και µπορεί να βρεθεί σε 

περίπου 88 διαφορετικές χώρες. Μπορεί να προσβάλλει τόσο τον άνθρωπο όσο και 

τον σκύλο, την αλεπού και τα τρωκτικά. Στην ουσία αποτελεί ένα σύµπλεγµα 

ασθενειών που προκαλούνται από διάφορα είδη του παρασίτου Leishmania και 

µεταδίδεται µε το τσίµπηµα της θηλυκής σκνίπας του γένους Phlebotomus.1 

Οι σκύλοι είναι οι πιο σηµαντικοί ξενιστές του παρασίτου. Είναι οι κυρίως υπεύθυνοι 

για τη διατήρηση της λεϊσµανίασης τόσο των ίδιων των σκύλων, όσο και των 

ανθρώπων σε πολλές ενδηµικές περιοχές. Παρά το γεγονός ότι έχουν βρεθεί και άλλα 

ζώα να έχουν µολυνθεί (τρωκτικά, µαρσιποφόρα, κ.ά.) ή να είναι οροθετικά, φαίνεται 

απίθανο να µπορούν να λειτουργήσουν ως αποτελεσµατικοί ξενιστές-δεξαµενές.52  

Οι δύο βασικές µορφές της νόσου στους σκύλους είναι η σπλαγχνική και η δερµατική 

λεϊσµανίαση. Η διάκριση µεταξύ των δύο µορφών είναι σχετικά δύσκολη σε 

σύγκριση µε τους ανθρώπους καθώς η σπλαγχνική λεϊσµανίαση των σκύλων 

εµπεριέχει και συµπτώµατα της δερµατικής µορφής.  

Η διάγνωση της λεϊσµανίασης µπορεί να βασιστεί σε κλινικά και επιδηµιολογικά 

δεδοµένα, αλλά θα πρέπει να επιβεβαιωθεί µε την ταυτοποίηση του παρασίτου ώστε 

να αποφευχθεί η πιθανότητα λάθους.29 Εξαιτίας των διαφορών µεταξύ των ειδών της 

Leishmania, που σχετίζονται µε την παθογόνο δράση τους και την ανθεκτικότητά 

τους σε διάφορα θεραπευτικά σχήµατα, ο ακριβής προσδιορισµός των ειδών είναι 

εξαιρετικά σηµαντικός ώστε να καθοριστεί η πρόγνωση της νόσου και να 

προσδιοριστεί το καταλληλότερο πρωτόκολλο θεραπείας.188 Η διαφοροποίηση των 

ειδών είναι σηµαντική επίσης για επιδηµιολογικούς σκοπούς.  

Η αρχική ταξινόµηση των ειδών της Leishmania έγινε βασισµένη στην γεωγραφική 

τους κατανοµή, στην κλινική εικόνα των ασθενειών που προκαλούν, καθώς και στην 

επιδηµιολογία, στους ξενιστές ή ακόµη και στα ζώα που αποτελούν δεξαµενές τους.36 

Καθώς δεν είναι δυνατός ο µορφολογικός διαχωρισµός των ειδών της Leishmania, 

µια ποικιλία βιοχηµικών, ανοσολογικών και µοριακών τεχνικών έχει αναπτυχθεί για 
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την διαφοροποίηση των παθογόνων ειδών, όπως η ισοενζυµική, η ανάπτυξη 

µονοκλωνικών αντισωµάτων και τεχνικές υβριδισµού του DNA.189,190 Οι πιο συχνά 

χρησιµοποιούµενες µέθοδοι για την άµεση ανίχνευση του παρασίτου (µικροσκοπική 

εξέταση µε χρώση Giemsa σε in vitro καλλιέργειες) παρουσιάζουν χαµηλή 

ευαισθησία, εξαιτίας της µικρής συχνότητας µε την οποία εµφανίζεται το παράσιτο 

σε ορισµένα δείγµατα191 ή παρουσιάζουν προβλήµατα επιµόλυνσης188. Οι έµµεσες 

µέθοδοι (ανίχνευση αντισωµάτων έναντι στη Leishmania µε ορολογικές µεθόδους) 

έχουν επίσης περιορισµένη ευαισθησία και δεν µπορούν να διαφοροδιαγνώσουν 

ενεργές και παλαιές λοιµώξεις. 

Είναι σαφές ότι οι καλύτερες µέθοδοι για τον ακριβή διαχωρισµό των ειδών της 

Leishmania θα πρέπει να ικανοποιούν τα παρακάτω κριτήρια (α) άµεση και γρήγορη 

ταυτοποίηση των ειδών στους ξενιστές, στους φορείς και σε υλικό από βιοψίες, 

ιδιαίτερα σε βιοψίες από πρώιµες βλάβες, (β) ικανότητα για διάκριση ανάµεσα στα 

διάφορα παθογόνα στελέχη, και (γ) ευκολία στην εφαρµογή σε χώρες όπου η νόσος 

έχει ενδηµικό χαρακτήρα. 

Με την πρόοδο των µοριακών τεχνικών, έχει καθιερωθεί ένας σηµαντικός αριθµός 

διαφορετικών µοριακών δεικτών και πρωτοκόλλων PCR για την ανίχνευση και τον 

προσδιορισµό των ειδών της Leishmania, που στηρίζονται σε διαφορετικά κριτήρια 

ταξινόµησης.191,192 Οι αλληλουχίες στόχοι περιλαµβάνουν είτε πυρηνικό DNA, όπως 

η µικρή υποµονάδα rRNA (SSU rRNA),193 µια επαναλαµβανόµενη γονιδιακή 

αλληλουχία,194 η επαναλαµβανόµενη αλληλουχία miniexon,195 η γενετική περιοχή 

beta-tubulin,196 η γενετική θέση gp63,197 οι περιοχές ITS,198 το µικροδορυφορικό 

DNA,199,200 ή το DNA του κινητοπλάστη µε τις αλληλουχίες των µικροκύκλων.155  

Ενώ οι παραπάνω µέθοδοι παρέχουν µια ποικιλία αξιόπιστων χαρακτηριστικών 

ταξινόµησης, συνοδεύονται από έναν αριθµό παραγόντων που περιορίζουν τη χρήση 

τους στο εργαστήριο. Κάποιες από τις µεθόδους περιορίζονται στην ανίχνευση της  

Leishmania στο επίπεδο του γένους και δεν επιτρέπουν τη διαφοροποίηση των 

ειδών,201,202 ενώ άλλες είναι προσαρµοσµένες σε ειδικά χαρακτηριστικά,203,204 που 

περιορίζουν την εφαρµογή τους σε συγκεκριµένες γεωγραφικές περιοχές. Άλλες 

προσεγγίσεις σε µοριακό επίπεδο συνδυάζουν την ενίσχυση µε PCR µε τον υβριδισµό 

του DNA, µε σκοπό την αύξηση της ευαισθησίας της µεθόδου,205,206 µια διαδικασία 

περίπλοκη και χρονοβόρα. Μέθοδοι βασισµένες στην τεχνική της πολλαπλής PCR 
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αποτελούν ακόµη µία προσέγγιση,207 αλλά περιέχουν τον κίνδυνο µειωµένης 

ευαισθησίας λόγω του σχηµατισµού διµερών.  

Στη µελέτη αυτή έγινε µια προσπάθεια µε τη χρήση µοριακών τεχνικών, να 

ταυτοποιηθούν τα είδη της Leishmania που µολύνουν σκύλους της ευρύτερης 

περιοχής της Θεσσαλίας, καθώς οι µέχρι τώρα µελέτες αφορούσαν άλλες περιοχές 

της Ελλάδας, όπως την Κρήτη, την ευρύτερη περιοχή των Αθηνών, τα Ιόνια νησιά 

και τη Βορειοδυτική Ελλάδα.43,45,46,208  

Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε η τεχνική PCR-RFLP η οποία αποτελει µία 

αξιόπιστη, γρήγορη και εύκολη στην εφαρµογή µέθοδο, µε εξαιρετικά αποτελέσµατα 

στη διάγνωση και διάκριση των ειδών της Leishmania σε µολυσµένους 

σκύλους.169,170,209,210  

Η µελέτη µας χρησιµοποίησε ως υλικό 16 δείγµατα γενετικού υλικού από σκύλους, οι 

οποίοι είχαν προσβληθεί από το παράσιτο Leishmania. Προηγούµενη µελέτη είχε 

αποδείξει επίσης µε µοριακές µεθόδους ότι 16 από τα αρχικα 81 δείγµατα που 

λήφθησαν από σκύλους της Θεσσαλίας ήταν θετικά στο παράσιτο, αριθµός που 

αντιστοιχεί στο 20% των δοτών. 

Στα πλαίσια της µοριακής µεθόδου που σχεδιάσαµε, µελετήσαµε την ακολουθία των 

νουκλεοτιδίων που συγκροτούν τις αλυσίδες DNA και των τριών ειδών της 

Leishmania, τα οποία µπορουν να ευθύνονται για τη µόλυνση των σκύλων, δηλαδή 

της L. infantum, L. major και L. tropica. Τα συµπεράσµατα που προέκυψαν 

αποτέλεσαν τη βάση για το σχεδιασµό δύο ζευγών εκκινητών. 

Το πρώτο ζεύγος είχε την ικανότητα να ενισχύει την περιοχή ITS (intermal 

transcribed spacer region ) του ριβοσωµικού RNA (rDNA) του παρασίτου. Η ITS 

επιλέχθηκε ως στόχος καθώς έχει ήδη χρησιµοποιηθεί στην ανίχνευση και τη 

διαφοροποίηση των ειδών της Leishmania. Μετά την εργασία των Cupolillo et al.209 

οι µέθοδοι PCR-RFLP που στηρίζονται στα χαρακτηριστικά της περιοχής ITS του 

ριβοσωµικού γονιδιώµατος, έχουν εφαρµοστεί στα είδη της Leishmania του Νέου 

Κόσµου,158,209-211 αλλά πολύ περισσότερο στα είδη του Παλαιού Κόσµου.162,212-215  

Το δεύτερο ζεύγος εκκινητών οδήγησε στην ενίσχυση του γονιδιώµατος του 

κινητοπλάστη
8. Οι µικρόκυκλοι του kDNA αποτελούν ιδανικούς µοριακούς στόχους 
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για τη διάγνωση της Leishmania µε τη χρήση της µεθόδου PCR εξαιτίας του µεγάλου 

αριθµού αντιγράφων σε κάθε παράσιτο και τη δυνατότητα να χρησιµοποιηθεί η 

συγκεκριµένη περιοχή για ενίσχυση, ξεκινώντας από ένα µοναδικό τµήµα µεγέθους 

περίπου 120 bp.155,192  

Το πλεονέκτηµα της χρήσης των συγκεκριµένων εκκινητών έγκειται στη δυνατότητα 

που παρουσιάζουν να ενισχύουν µια περιοχή του DNA, η οποία είναι παρούσα σε 

όλα τα είδη της Leishmania. Με τον τρόπο αυτό, µετά την πραγµατοποίηση της PCR 

λαµβάνουµε µεγάλο αριθµό αντιγράφων της συγκεκριµένης περιοχής του γενετικού 

υλικού και είµαστε  σε θέση να επεξεργαστούµε τα προϊόντα µε µεγαλύτερη ευχέρεια 

και ακρίβεια. 

Στη δεύτερη φάση, τα προϊόντα της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης 

υποβλήθηκαν σε πέψη µε τη χρήση ενζύµων περιορισµού. Τα ένζυµα που 

χρησιµοποιήθηκαν ήταν το EcoRI και το Kpnl. Τα παράγωγα της πέψης 

ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα αγαρόζης προκειµένου να διαπιστωθούν τα είδη των 

παρασίτων της Leishmania που είχαν προσβάλλει τους υπό µελέτη σκύλους.   

Η επεξεργασία των αποτελεσµάτων που προέκυψαν από την ηλεκτροφόρηση, 

οδήγησε στο συµπέρασµα πως τα παράσιτα της  Leishmania τα οποία µόλυναν τους 

σκύλους της περιοχής της Θεσσαλίας, οι οποίοι αποτέλεσαν και το δείγµα της 

µελέτης µας, ανήκουν στο είδος L. major.  

Στο παρελθόν πραγµατοποιήθηκαν µελέτες οι οποίες επικεντρώνονταν στην 

ταυτοποίηση και τον ακριβή προσδιορισµο των ειδών της Leishmania στην ευρύτερη 

περιοχή της Μεσογείου. Τα αποτελέσµατά τους οδήγησαν στο συµπέρασµα πως η 

συντριπτική πλειοψηφία των παρασίτων που ενδηµούν στην περιοχή ανήκουν στο 

είδος της L. infantum.38,43-47,69,110,208,216  Έχουν ακόµη αποµονωθεί στελέχη που 

ανήκουν στο είδος L. tropica217 ενώ η L. major είναι εξαιρετικά σπάνια και προκαλεί 

στις περιοχές που εντοπίζεται κρούσµατα δερµατικής  λεϊσµανίασης.47 

Τα αποτελέσµατα της µελέτης µας παρουσιάζουν εξαιρετικό ενδιαφέρον καθώς 

εντοπίζουν µε αξιοπιστία την ύπαρξη του παρασίτου στους σκύλους της περιοχής της 

Θεσσαλίας. Το ποσοστό µε το οποίο η L. major εµφανίζεται στα δείγµατα που 

µελετήσαµε, αποτελεί ένα δείκτη της παρουσίας του παρασίτου στην περιοχή της 
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έρευνας. Ταυτόχρονα µας οδηγεί σε µια σειρά από προβληµατισµούς και 

διαπιστώσεις που αξίζει να αναφέρουµε.  

Είναι γνωστό από πειραµατικά δεδοµένα ότι η L. major προκαλεί ελάχιστα 

κρούσµατα  λεϊσµανίασης στον άνθρωπο.47,109 Η ύπαρξή της σε σηµαντικό ποσοστό 

στα δείγµατα των σκύλων µπορεί να δικαιολογηθεί, καθώς η µετάδοσή της από το 

σκύλο στον άνθρωπο είναι εξαιρετικά σπάνια. ∆εν υπάρχει συνεπώς αναλογία 

ανάµεσα στα κρούσµατα λεϊσµανίασης που παρουσιάζονται στον άνθρωπο και τον 

αριθµό των σκύλων που νοσούν ή αποτελούν ασυµπτωµατικούς φορείς. 

Το δείγµα των σκύλων που χρησιµοποιήσαµε αποδεικνύει την ύπαρξη του παρασίτου 

στην περιοχή της Θεσσαλίας, αλλά δεν µπορούµε να αγνοήσουµε το γεγονός ότι 

αποτελεί αριθµητικά ένα µικρό δείγµα, από το οποίο έιναι παρακινδυνευµένο να 

εξάγουµε γενικευµένα συµπεράσµατα. Η µελέτη αυτή µπορεί να αποτελέσει τη βάση 

πάνω στην οποία θα στηριχτούν εκτεταµένες έρευνες οι οποίες θα επιβεβαιώσουν µε 

ασφάλεια και µε στατιστική ακρίβεια την ύπαρξη της L. major στην ευρύτερη 

περιοχή. 

Ακόµη είναι γνωστό πως κάθε εργαστηριακή µέθοδος περιέχει την πιθανότητα 

λάθους, το οποίο οφείλεται σε αστοχία των υλικών ή σε χειρισµούς που µπορούν να 

προκαλέσουν αλλαγή των ιδανικών συνθηκών κάτω από τις οποίες πραγµατοποιείται 

ένα πείραµα. Για το λόγο αυτό θα πρέπει να επιµείνουµε στην προσεκτική περάτωση 

του πειράµατος και τη δυνατότητα να επαναληφθεί αναπαράγοντας µε ακρίβεια τα 

αποτελέσµατα.  

Τέλος, προχωρώντας ένα βήµα στην εφαρµογή των µοριακών µεθόδων, θα 

µπορούσαµε να εκµεταλλευτούµε τις δυνατότητες που µας προσφέρει ο 

προσδιορισµός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του γενετικού υλικού - sequencing. 

Με την τεχνική αυτή το γενετικό υλικό των 16 δειγµάτων που λάβαµε και ενισχύσαµε 

µε την PCR, αναλύεται διεξοδικά έτσι ώστε τελικά να αποκαλυφθεί η αλληλουχία 

των νουκλεοτιδίων που το συγκροτούν. Συγκρίνοντας τα ευρήµατα µε αλληλουχίες 

που είναι αποθηκευµένες σε γενετικές τράπεζες µπορούµε να διαπιστώσουµε µε 

ακρίβεια το είδος του υπό έρευνα παρασίτου.     

Η µελέτη που πραγµατοποιήσαµε αποτελεί κοµµάτι της συνολικής προσπάθειας για 

την αποτελεσµατική αντιµετώπιση νόσων, που προσβάλλουν τόσο τους ανθρώπους 
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όσο και τα ζώα καθώς και για τον περιορισµό των επιπτώσεών τους στο επίπεδο της 

δηµόσιας υγείας αλλά και κοινωνικής και οικονοµικής ζωής. Στα πλαίσια αυτής της 

προσπάθειας ο Παγκόσµιος Οργανισµός Υγείας προτείνει τρεις βασικές προσεγγίσεις 

της λεϊσµανίασης: 

1. διάγνωση και θεραπεία περιστατικών λεϊσµανίασης σε ανθρώπους  

2. διάγνωση και θεραπεία ή εξόντωση των µολυσµένων σκύλων  

3. έλεγχο των φορέων-µεταδοτών του παρασίτου.  

Ακολουθώντας τις βασικές αυτές αρχές µπορούµε να σταδιακά να ελέγξουµε και να 

περιορίσουµε την εµφάνιση µιας νόσου η οποία ταλαιπωρεί τη ανθρωπότητα εδώ και 

εκατοντάδες χρόνια. 
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