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TUMAC KRATICA I ZNAKOVA

Bp - parovi baza (engl. base pairs)

CanL — liSmenioza pasa

CI - raspon pouzdanosti (engl. confidence interval)

CL — kozna liSmenioza

DAT - izravni aglutinacijski test (engl. direct agglutination)

DMSO — dimetil sulfoksid

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

dNTP — deoksinukleotid tri-fosfat

ELISA — enzimski imuno test (engl. enzyme-linked immunosorbent assay)
HAART - visoko ucinkovita antiretrovirusna terapija (engl. highly active
antiretroviral therapy)

Hae 111 — tre¢a endonukleaza izolirana iz Haemophilus aegyptius

HIV- virus humane imunodeficijencije

HRP - peroksidaza hrena (engl. horseradish peroxidase)

HSP 70 — proteini toplinskog Soka veli¢ine 70 kilodaltona (engl. heat shock
proteins)

IHA - test neizravne hemaglutinacije (engl. indirect haemagglutination)

IFA — test neizravne imunofluorescencije (engl. indirect immunofluorescence
assay)

ITS1 — unutra$nja prepisana razmaknica 1, podrucje je koje razdvaja ssu rRNK i
5.8S rRNK gene u ribosomalnom operonu razli¢itih vrsta liSmenija (engl. internal
transcribed spacer 1)

KBC — klinicki bolnicki centar

kDNK - deoksiribonukleinska kiselina kinetoplasta

MM - bazi¢na mjeSavina (engl. master mix)

MLEE - multilokusna enzimska elektroforeza (engl. multilocus enzyme
electrophoresis)

NNN - hranjiva podloga za uzgoj liSmenija nazvana po autorima (Novi, McNeal,

Nicole)



NZJZ — nastavni zavod za javno zdravstvo

OR — omjer izgleda (engl. odds ratio)

PBS — puferirana otopina soli (engl. phosphate buffered solution)

PCR — lan¢ana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction)

PKDL - postkalaazarna kozna liSmenioza (engl. post kala-azar dermal
leishmaniasis)

RFLP — polimorfizam duzine restrikcijskih fragmenata (engl. restriction fragment
length polymorphism)

rK39 - rekombinantni proteinski derivat antigena Leishmania donovoni izolata
RPM - broj okretaja u minuti (engl. revolutions per minute)

Sb - stiboglukonat

SSU-rRNA — mala podjedinica ribosomalne ribonukleinske kiseline (engl. small
subunit ribosomal RNA)

SCL - suspektna kozna liSmenioza

SVL — suspektna visceralna liSmenioza

TBE — Tris-borat-EDTA, pufer sastavljen od tris (hidroksimetil) aminometana,
borne 1 etilen diamin tetraoctene kiseline

TE pufer — Tris-EDTA, pufer sastavljen od tris (hidroksimetil) aminometana i
etilen diamin tetraoctene kiseline

TNF - ¢imbenik tumorske nekroze (engl. tumor necrosis factor)

VL — visceralna liSmenioza

VLR - recidiv visceralne liSmenioze

%2 - hi-kvadrat test



1. UVOD

LiSmenioze su skupina parazitarnih bolesti uzrokovanih protozoama roda Leishmania
(Kinetoplastida: Trypanostomatidae). Prenose ih nevidi (papataci), sitni hematofagni

¢lankonosci rodova Phlebotomus 1 Lutzomya (1, 2).

LiSmenije su bic¢asi koji tijekom zivotnog cikusa pokazuju dimorfizam — u vektoru se
nalaze u ekstracelularnom obliku promastigota, a u vertebratima se nalaze intracelularno
kao amastigoti. Promastigoti su vitke vretenaste, pokretne forme dugacke 15-25 um s
izrazenim bi¢em. Osim u vektoru promastigoti se mogu uzgojiti 1 na hranjivim
podlogama. Amastigoti, poznati i kao Leishman-Donovannova tjeleSca, znatno su manji
(2-4 pm), okrugli i bez bica, a uvijek se nalaze u stanicama zaraZenih vertebrata. U
preparatima obojanim po Giemsa-Romanowskom unutar amastigota jasno se uocavaju
jezgra 1 kinetoplast (1, 2, 3). Kinetoplast je specijalizirano mitohondrijsko tjelesce koje
upravlja bi¢evima. Gradeno je od viSe tisu¢a malenih kruznih DNK (engl. minicircles
kDNA) 1 nekoliko desetaka vecih kruznih DNK (engl. maxicircles kDNA) C&vrsto

isprepletenih u mrezu (4).

Za odrzavanje liSmenija u prirodi nuzna je prisutnost kompetentnih vektora. Dokazani
vektori za liSmenije su 30 vrsta nevida (5), iako su se kao moguéi vektori spominjali 1
drugi c¢lankonoSci, krpelji primjerice (6). Nevidi  su sitni (2-3 mm) dvokrilci
blijedozuckaste boje. Jaja polazu na zemlju bogatu trulim organskim materijalom,
primjerice u brlozima malih glodavaca, stajama, trulim deblima i sl. Slabi su letaci pa se
hrane u blizini legla, uglavnom nocu (1). Rasprostranjeni su u podrucjima s toplom,
suhom klimom. Za potpuni razvoj od jaja do odraslog insekta treba im 36 dana ili viSe
ovisno o temperaturi okoliSa (7). Promjene klime u umjerenom pojasu s produzenim
trajanjem visokih temperatura omogucavaju razvoj vise generacija i gusce populacije,
utjeCu¢i time 1 na prisutnost bolesti koje ovi hematofagni insekti prenose (8)
Kompetentnost vektora odraz je evolucijske prilagodbe liSmenija na nevide i1 obrnuto.

Permisivnost nevida za liSmenije Cesto je vrsno specifina, mada su opisane i za vise



vrsta liSmenija permisivne vrste nevida; kao 1 hibridi dviju vrsta liSmenija
(L.infantum/L.major) za koje je opisano uspjeSno umnozavanje u nevidima koji su
permisivni za samo jednu vrstu liSmenija iz hibrida (9). Za uspjesno odvijanje razvojnog
ciklusa liSmenija, od amastigota usisanih tijekom krvnog obroka do infektivnih
metaciklickih promastigota, obi¢no je potrebno 6-9 dana (10). Paraziti su da bi prezivjeli
uvjete u probavnom sustavu nevida razvili brojne prilagodbene mehanizme kao Sto su
stvaranje zaStitnih fosfoglikana, luCenje hitinaze koja razgraduje valvulu na prelazu
prednjeg u srednje crijevo nevida, lucenje neuropeptida koji zaustavlja peristaltiku
crijeva, te vezanje na sluznicu kako bi izbjegli izbacivanje iz probavnog sustava (10, 11).
Mada utjecaj liSmenija na duljinu zivota papataca nije poznat i ovaj se dio razvojnog

ciklusa liSmenija moZe svrstati pod definiciju parazitizma (10).

Rod Leishmania zajedno s rodom Trypanosoma pripada porodici Trypanosomatidae, redu
Trypanosomatida, razreda Kinetoplastea, carstva Protista (12) U rodu Leishmania
opisano je tridesetak vrsta (2, 13). Klasifikacija liSmenija oteZana je ¢injenicom da su
razli¢ite vrste morfoloski identi¢ne, te ih klasi¢nim parazitoloskim metodama,
mikroskopiranjem i kultivacijom, nije moguée razlikovati. Od prvog opisa roda
Leishmania 1903. godine broj vrsta unutar roda se neprestano mijenjao (14). LiSmenije su
razvrstavane isprva prvenstveno na temelju klini¢kih, bioloskih, zemljopisnih i
epidemioloskih podataka, a kasnije imunoloskih i biokemijskih svojstava (14). Od 1990.-
tih zlatni standard za identifikaciju 1 klasifikaciju liSmenija je metoda multilokusne
enzimske elektroforeze (MLEE, engl. multilocus enzyme electrophoresis) uzgojenih
sojeva kojom je definirano 17 wvrsta (13, 15). Metoda se bazira na zimodemima,
odredenim kroz izoenzimski profil za 15 enzimatskih sustava analiziranih elektroforezom
u Skrobnom gelu (15, 16). S razvojem novijih, molekularnih, dijagnostickih metoda kao
Sto su polimorfizam duzine restrikcijskih fragmenata (RFLP, engl. restriction fragment
length polymorphism) unutrasnje prepisane razmaknice (engl. internal transcribed spacer
1- ITSI) 1 filogenetska analiza HSP 70 gena (engl. heat-shock protein70 gen) postalo je
ocito da ¢e postojeca klasifikacija dozivjeti bitne promjene (2, 13, 14, 17, 18, 19). Vazeca

klasifikacija unutar roda opisuje dva podroda, Leishmania i Viania, razdvojena na



temelju dijela probavnog sustava nevida u kojem se odvija replikacija liSmenija; u
prednjem (Suprapylaria) ili zadnjem dijelu crijeva (Peripylaria) (13, 15).

U podrodu Leishmania nalaze se vrste povezane s visceralnom liSmeniozom (VL) koje
pripadaju L. donovani kompleksu: L. donovani, L. infantum 1 L. archibaldi, slijede
uzrocnici kutane liSmenioze (CL) razvrstane u komplekse: L. major, L. tropica i L.
mexicana (2, 14). U podrodu Viannia nalaze se juznoamericke vrste iz kompleksa L.
braziliensis 1 L. guyanensis (2, 14). Primjer za taksonomske promjene i potaknute
znanstvene debate je L. chagasi za koju je molekularnim metodama utvrdeno da su ranije
opazene epidemioloske i klini¢ke sli¢nosti s L.infantum odraz identi¢nosti. Naime, danas
se smatra da se radi o jednoj te istoj vrsti koju su Spanjolski osvajaci ,,izvezli“ u Juznu

Ameriku gdje se uspjesno prilagodila lokalnim vektorima i uvjetima (20).

1.1. LiSmenioze — klini¢ka slika

Prema klinickoj slici razlikujemo: visceralnu liSmeniozu (VL), koznu (CL) 1 kozno-

sluzni¢ku liSmeniozu.

Viscerotropne su dvije vrste liSmenija: antropofilna Leishmania donovani i zoofilna
Leishmania infantum (L. chagasi) (1, 3, 21-23). Simptomi VL Sire se u rasponu od
asimptomatske 1 subklinicke infekcije do akutnih, subakutnih 1 kroni¢nih formi bolesti (3,
18, 24). Razvijena klinicka slika VL moZe nastati naglo ili se razviti postupno, nakon
inkubacije od par tjedana do nekoliko mjeseci. Bolest karakteriziraju produzena vruéica,

progresivan gubitak tezine, malaksalost i izraZzena hepatosplenomegalija.

Od laboratorijskih nalaza najeS¢e se pojavljuje hipergamaglobulinemija s
hipoalbuminemijom, te pancitopenija (leukopenija, anemija i trombocitopenija) (24).
Navedeno je posljedica umnozavanja liSmenija u mononuklearnim fagocitima, te
hiperplazije stanica retikuloendotela (3). Ukoliko se ne lijeci, bolest dovodi do smrti

nakon nekoliko mjeseci (3).



Za lijecenje VL primjenjuju se pentavalentni antimonovi spojevi: natrijev stiboglukonat
1 meglumin antimonijat, u preporu¢enim dozama od 20 mg Sb/kg/dan, im ili iv kroz 28
dana. U bogatijim zemljama lijek izbora je skupi liposomalni Amfotericin B. Prednosti
ovog lijeka su veca ulinkovitost, manja toksi¢nost te kratkotrajnost lijecenja.

Preporucene doze se kre¢u od 2-4 mg/kg/dan u 6-7 doza (3, 24).

U bolesnika zarazenih s L. donovani i dvije godine nakon izlijeCenja moze se pojaviti
postkalaazarna kozna liSmenioza (engl. post kala-azar dermal leishmaniasis, PKDL)
(18). Na kozi se javljaju hipopigmentirane makule, papule i noduli, te eritem lica (3, 18).
Izmedu VL koju uzrokuje L. donovani i one koju uzrokuje L. infantum postoje znacajne
klinicke i epidemioloske razlike te bi naziv kala-azar bilo uputno koristiti samo za VL
uzrokovanu s L. donovani, a bolest koja se pojavljuje na Mediteranu nazivati

sredozemnom VL (25).

Poput visceralnih i kozne liSmenioze variraju u formi i tezini bolesti (24). CL moze ostati
supklinicka ili se nakon inkubacije od nekoliko tjedana pojavljuje lezija. Promjena na
kozi se razvija od papule, preko nodula do ulcerativne forme kojoj je sredisnji dio
uvucen, a rub uzdignut. Nakon nekoliko mjeseci dolazi do spontanog oziljkastog
cijeljenja (1, 3, 24). CL se s obzirom na izgled i progresiju lezije moze dalje podijeliti na
suhe (L. tropica, L.infantum) 1 vlazne (L. major) forme bolesti. U nekih se bolesnika,
osobito u Juznoj Americi, javljaju 1 sekundarne, satelitske lezije. Slozenost razli¢itih

formi CL predstavlja veliki izazov za postavljanje ispravne dijagnoze (18).

Sluznicke liSmenioze zastraSuju¢e su posljedice kozne liSmenioze uzrokovane
juznoamerickim liSmenijama podroda Viannia (24). Nastaju hematogenim ili limfogenim
rasapom iz primarne kozne lezije u sluznicu nosa, usta, farinksa ili larinksa. Mogu nastati
uz jo$ prisutnu koznu promjenu mada se CeSc¢e javljaju godinama cCak i desetlje¢ima
nakon zacijeljenja primarne lezije. Dovode do razaranja zahvacenog tkiva i posljedi¢nog

unakazivanja (1, 3, 24).



Nastanak pojedine klinicke slike posljedica je interakcije brojnih ¢imbenika kako od
strane uzro¢nika i domacina, tako i od strane vektora (26). Pojedine vrste liSmenija
vezuju se uz odredene klinicke slike, te se 1 vazeca klasifikacija liSmenija temelji na
viscerotropnosti ili dermatotropnosti pojedine vrste. Od strane domacina neki su faktori
rizika davno prepoznati i dobro opisani, tako su primjerice muski spol, dje¢ja dob, te

malnutricija poznati ¢imbenici rizika za nastanak L. infantum VL (2, 3, 12, 27).

Sirenje virusa humane imunodeficijencije (HIV) ukazalo je na latentnu prisutnost ove
zanemarene parazitoze i bilo je odgovorno za porast VL medu odraslim osobama (13).
LiSmenioze se sve ¢eSce opisuju i u primatelja solidnih organa koji zive u endemskim
krajevima i to najéeSce visceralne, zatim koznosluznicke te najrjede kozne forme bolesti
(28). Svi cCimbenici koji umanjuju stanicnu imunost, kao S$to maligne bolesti,
kemoterapija, zracenje, primjena kortikosteroida i anti-TNF (engl. tumor necrosis factor)
terapija, pridonose nastanku VL (29, 30).

Osim tipi¢nih opisane su i brojne atipi¢ne forme bolesti osobito u bolesnika ¢iji je

imunoloski sustav oslabljen nekom osnovnom boles¢u, infekcijom ili lijekovima.

Primjena kortikosteroida i drugih imunomodulatornih lijekova s jedne strane povecava
rizik od nastanka infekcije, a s druge rezultira neuobic¢ajenim manifestacijama bolesti
koje otezavaju i odgadaju postavljanje dijagnoze (31). Primjerice, vrste koje su inace
viscerotropne uzrokuju sluzni¢ke forme bolesti (28, 31). Navedene skupine bolesnika
oslabljene imunosti ukazale su na latentnu prisutnost liSmenija i1 visoki udio

asimptomatskih infekcija.

1.2. Dijagnostika liSmenioza

Klini¢ka sumnja na liSmeniozu moze se potvrditi izravnim parazitoloskim i neizravnim

seroloskim testovima (25, 32-34).



Izravna, parazitoloSka dijagnostika ukljucuje: mikroskopski nalaz amastigota i izolaciju
uzro¢nika na hranjivim podlogama, te u novije vrijeme dokaz i identifikaciju
molekularnim testovima. Uzorci za parazitolosku dijagnostiku VL su: punktati kosStane
srzi, te rjede puna krv, bioptati limfnih ¢vorova, slezene i jetre; a za CL se uzorkuju
punktati, bioptati 1 strugotine ruba lezije. Razmasci se nakon fiksiranja metilnim
alkoholom najcesce bojaju po Giemsa-Romanowskom. Parazitski se oblici, amastigoti,
nalaze intracelularno u makrofagima, citoplazma im se boja njezno plavo, a jezgra tamno

crveno. Uz jezgru se karakteristicno vidi jednako obojeni Stapicasti kinetoplast (Slika 1.)

Slika 1. Izravni mikroskopski preparat bioptata ruba kozne lezije, uzorak CL-2009 (bojenje
Giemsa-Romanowski, povec¢anje 1000 x). Karakteristiéni amastigotni oblici (strelica) nalaze se

unutar makrofaga.

Osjetljivost mikroskopije bioptata koStane srzi VL bolesnika je 60-85%, a bolji se
rezultati postizu pregledom punktata slezene (95%) no ti su uzorci znatno invazivniji i
postupak uzorkovanja je povezan s moguénoscu fatalnih krvarenja osobito u

trombocitopeni¢nih bolesnika (35).



LiSmenije se mogu uzgajati na razli¢itim bogatim hranjivim podlogama, kao §to su
dvofazne podloge na bazi krvnog agara: NNN (Novy-MacNeal-Nicolle) podloga i
Evansova modifikacija podloge po Tobieu; te razli¢itim monofaznim teku¢im podlogama
kao Sto je Schneiderova Drosophila podloga (2, 27, 36, 37). Osjetljivost izolacije na
hranjivim podlogama se kre¢e do 70% (38). Uzorci za kultivaciju trebaju biti brzo
dostavljeni u laboratorij gdje se nasijavaju u teku¢u fazu dvofaznih podloga te se
kultiviraju pri temperaturu od 21-23°C kroz tri tjedna. Kulture se pregledavaju na
promastigote (Slika 2.) svaka dva do tri dana, a kad se jednom uoci porast prebacuju se

na svjeze podloge ili krioprezerviraju (39).

Slika 2. Promastigoti iz kulture (bojenje Giemsa-Romanowski, povecanje 1000x).

Kultivirane liSmenije se mogu dalje identificirati i tipizirati u referentnim laboratorijima.
Mada se jednom izolirana kultura promastigota relativno uspjeSno moze odrzavati na
podlogama, primarna izolacija iz klinickih uzoraka je izazovna (36). Nadalje, kultivacija

je dugotrajna, kulture se lako kontaminiraju, laboratorij treba biti opremljen posebnim
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hladenim inkubatorima koji odrzavaju temperaturu oko 25°C, te treba odrzavati
laboratorijski soj koji se obavezno nasijava paralelno s uzorkom radi kontrole kvalitete

podloge. Sve navedeno ¢ini kultivaciju liSmenija vrlo slozenom i skupom (35).

Neizravna seroloska dijagnostika dokazuje protutijela na liSmenije. Na trzistu je dostupno
nekoliko dobro standardiziranih seroloskih testova: enzimski imuno test (ELISA; engl.
enzyme-linked immunosorbent assay), test neizravne imunofluorescencije (IFA; engl.
indirect immunofluorescence assay) 1 test neizravne hemaglutinacije (IHA; engl. indirect
haemagglutination) (32, 40), od kojih najvisu osjetljivost i dijagnosticki znacaj ima IFA
(42-44). Za potrebe terenskog testiranja u siromas$nim zemljama razvijeni su izravni
aglutinacijski test (DAT; engl. direct agglutination) te imunokromatografski test za rK39
antigen (45).

Seroloski testovi su od osobite koristi u dijagnozi prve epizode VL. Naime ¢ak i kada su
parazitoloski testovi negativni (mikroskopski pregled i kultivacija) pozitivan nalaz IFA
testa u osoba s jasnim klinickim znakovima VL ¢ini dijagnozu vrlo vjerojatnom (34).
Nadalje seroloska testiranja od koristi su u epidemioloskim studijama procjene

prevalencije asimptomatskih oblika bolesti (46-50).

S druge strane seroloski testovi gube na vrijednosti kada se razmatraju eventualni recidivi
bolesti ili terapijski neuspjesi, naime, u serumima ljudi koji su preboljeli VL 1 nakon
uspjesnog izlijeCenja mogu ostati detektabilna protutijela na liSmenije bez povezanosti s
losim prognostickim ili terapeutskim odgovorom (40). Nadalje u CL bolesnika seroloski
testovi nisu od koristi jer su im anti-Leishmania protutijela nedektabilna ili u vrlo niskim

titrovima (24, 51).

Zbog svega navedenog, kao nadopuna i zamjena klasi¢noj parazitologiji, od ranih 1980-
tih se pocCinju testirati razli¢ite molekularne metode. Isprva su to bili DNK hibridizacijski
postupci, koje su uskoro potisnuli PCR postupci (35). Da bi se postigla visa osjetljivost

za ciljna mjesta amplifikacije izabrane su sekvencije koje se u stanici nalaze u



viSestrukim kopijama. Tako su kreirane pocCetnice za umnozavanje: konzerviranih
sekvencija u minikruznicama DNK kinetoplasta (kDNA) kojih ima oko 10* po stanici
(35, 52) ili za gene male podjedinice ribosomalne RNK (SSU-rRNA; engl. small subunit

ribosomal RNA) koji su umnozeni u Leishmania genomu vise od 100 puta (38, 53).

Neki od PCR postupaka omogucavaju i identifikaciju vrste liSmenija na temelju analize
produkata enzimatske razgradnje umnoZene sekvencije kao $to je ITS1 (54, 55) 1 HSP70
(gen za heat-shock protein 70) (25, 32, 34, 54). Potonji se pokazao pogodnim za analizu
sekvencioniranjem ¢iji rezultati su usporedivi s MLEE tipizacijom (19). Molekularne
metode korisne su i za tipizaciju sojeva u epidemioloske svrhe, mada ih treba koristiti s

oprezom i u suradnji s referentnim laboratorijima (15, 56).

Dodatna prednost PCR postupaka je Sirina spektra uzoraka u kojima je moguce dokazati i
identificirati DNK liSmenija, od svjezih uzoraka pune krvi, razli¢itih uzoraka pohranjenih
1 transportiranih na filter papiru do mikroskopskih preparata starih 1 vise desetljeca (25,
57-60). Molekularnim su metodama dokazane liSmenije i u uhva¢enim zenkama nevida
(61). Visoka osjetljivost molekularnih metoda omogucila je i izravnu detekciju
asimptomatskih parazitonosa (52). Zbog svega navedenog treba imati na umu da rezultate
molekularnih pretraga uvijek treba interpretirati u skladu s klinickom slikom i drugim

nalazima.

1.3. LiSmenioze — epidemiologija

LiSmenoze su endemske infekcije u 101 zemlji tropskog, suptropskog i umjerenog pojasa
na svim kontinentima osim Australije i Antarktike (39, 62). NajceS¢e zahvacaju
najsiromasniju populaciju i to ve¢inom u zemljama u razvoju. Procijenjeno je da pod
rizikom od liSmenioze zivi 350 milijuna ljudi; godiSnje se pojavljuje oko 2 milijuna novih
slucajeva bolesti , od ¢ega 0,5 milijuna VL i 1,5 milijuna CL (22, 39). Indija, Banglades,
Sudan, Juzni Sudan, Etiopija i Brazil - zemlje su u kojima se zabiljezi najviSe slucajeva

visceralne forme bolesti, dok su kozne forme proSirene od Latinske Amerike preko



Mediterana, Srednjeg Istoka do sredisnjih dijelova Azije (63). Iznimno je tesko
procijeniti stvarnu incidenciju i prevalenciju liSmenoza zbog niza faktora: brojni slucajevi
bolesti bivaju neprepoznati ili pogresno dijagnosticirani; u endemskim krajevima je
bolest Cesto neravnomjerno rasporedena s odvojenim rasprSenim ZzariStima visoke
ucestalosti. Nadalje, samo je u manjem broju endemskih zemalja (n=33) prijavljivanje
bolesti zakonski regulirano i obvezno. Stoga je za pretpostaviti da je broj slucajeva

bolesti znatno veci od broja sluzbeno prijavljenih, a ukupan broj infekcija jo§ veci (5).

LiSmenioza je jedina tropska parazitoza, koju prenose ¢lankonosci, a koja je endemski
prisutna na jugu Europe. Incidencija VL u Europi je niska (0,02/100.000 do 0,49/100.000
godisnje) (21, 23). U sjevernim neendemskim zemljama Europe liSmenioza se javlja u

osoba koje su putovale u endemske zemlje iz raznih razloga (turisti, vojnici 1 sl.) (64-67).

Na podruc¢ju Sredozemlja su prisutne tri vrste liSmenija: L. infantum (zoonotska VL i
CL), L. tropica (antroponotska i zoonotska CL) i L. major (zoonotska CL) (15).
Medutim, nedavna identifikacija L. donovani kao uzro¢nika VL i CL na Cipru ukazuje na
moguénost promjena u zemljopisnoj distribuciji liSmenija (68). Ista uobicajeno
viscerotropna vrsta L. donovani identificirana je kao uzroénik CL u Sri-Lanki i Sudanu

(69, 70).

U Europi je najraSirenija vrsta L. infantum, koja je znaCajan parazit pasa 1 stoga
predstavlja veliki problem u veterinarskoj medicini (21, 23, 71). Seroprevalencija na
liSmenije raste s dobi, tjelesnom tezinom pasa te boravkom na otvorenom (8). Bolest je
potvrdena i u drugih zivotinja; u macaka koje mogu posluziti kao sekundarni rezervoar
infekcije, te konja u kojih bolest prolazi spontano (22). Nedavno opisana epidemija
liSmenioze na Sirem Madridskom podrucju, s 542 slucaja oboljelih od srpnja 2009. do
kraja 2010. otkrila je da i druge vrste sisavaca, u ovom slucaju zecevi mogu posluziti kao
rezervoari za lismeniju (72). Covjek je razmjerno slabo prijeméiv za L. infantum te su
asimptomatske infekcije ¢eS¢e od manifestnih (73). Koinfekcija s HIV-om otkrila je
oportunisticki karakter ove vrste liSmenije, klinicki manifestni slu¢ajevi tek su ,,vrh sante

leda®. Procijenjeno je da na jednog oboljelog ide 30 - 100 asimptomatskih infekcija (21).
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Koinfekcija HIV/VL prosirila se po mediteranskim zemljama Europe od sredine 80-tih da
bi dosegnula svoj vrhunac izmedu 1996. i 1998. godine, kada je uvedena visoko
ucinkovita antiretrovirusna terapija (HAART; engl. highly active antiretroviral therapy),
nakon toga je doslo do znacajnog pada HIV/VL incidencije (13, 74).

Za procjenu proSirenosti bolesti i1 izlozenosti stanovniStva juga Europe radene su
seroepidemioloske studije koje su dokazale protutijela u 0,5% do 38% zdravih osoba
bez simptoma infekcije (43, 46, 48, 49).

Zadnjih je desetljeca opisano Sirenje bolesti i pojava autohtonih slu¢ajeva u neendemskim
krajevima kao §to je sjeverni dio Italije i Njemacka (21, 73, 75). Ovaj trend potvrduju i
studije bioklimatskih promjena koje ukazuju na moguce puteve Sirenja kompetentnih
vektora a posljedicno i bolesti sjevernije u sredisnje dijelove Europe (76). Klimatske
promjene osim Sirenja vektora u sjevernije krajeve dovode i do produljenja razdoblja
aktivnosti nevida u poznatim endemskim krajevima gdje raste rizik za lokalno
stanovnistvo i zivotinje (8).

Na opazene promjene u epidemiologiji liSmenioza osim navedenih klimatskih utjecu i
drugi razlozi: Covjekov utjecaj na okolis, porast broja osoba smanjene imunosti,
putovanja u egzoticne krajeve, te uvoz egzoti¢nih kuénih ljubimaca (15, 21, 23). Utjecaj
Sovjeka na okoli§ moze rezultirati epidemijama kakva se razvila u Spanjolskoj
zahvaljuju¢i promjeni zivotnog okoliSa za zeCeve (Lepus granatensis) koji su postali
rezervoar i izvor bolesti za ljude (77). Epidemioloske promjene te pojava rezistencije
uzroCnika na lijekove prvog izbora, uz nekontroliranu primjena lijekova u veterini
iziskuju stalan, koordiniran, multidisciplinaran nadzor nad ovom podcijenjenom

parazitozom (15, 21, 23).

1.4. LiSmenioze u Hrvatskoj

U Hrvatskoj su liSmenioze prepoznate 30-tih godina proslog stolje¢a. Prvi slu¢aj VL, u
bolesnice iz Dubrovnika, opisali su Radonici¢, LuSicki i PraSek 1930. u Zagrebu.
Posljedi¢no Krmpoti¢ opisuje postojanje endemskog zariSta na dubrovackom podrucju

(78). Od 1931. bolest je dijagnosticirana u vise bolesnika iz okolice Splita i makarskog
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primorja, otkrivaju¢i endemsku prisutnost liSmenioze u Dalmaciji (27, 79, 80). Na
temelju opazenog kala-azar je uvrSten medu bolesti koje podlijezu obveznom
prijavljivanju. Od 1945. opaZzeni su i prvi sluc¢ajevi CL na podru¢ju Dalmacije (27). Do
1957. utvrdeno je 398 oboljelih od VL, od kojih su 220 bili muskarci, a 178 Zene; te 201
slu¢aj CL, od kojih 67 kod muskaraca i 134 kod Zena (27). Najve¢i broj VL bolesnika
bio je medu djecom, 90,45% svih oboljelih bilo je mlade od 10 godina, a 57,03%
oboljenja je utvrdemo medu djecom mladom od 3 godine (27). Za razliku od toga CL se

¢esc¢e pojavljivala u odraslih (27).

Primjenom insekticida, u sklopu eradikacije malarije 50-tih godina XX. stoljeca,
ucestalost liSmenioze u Hrvatskoj se svela na malobrojne sporadi¢ne slucajeve (81). Tako
da su u razdoblju od 1975. do 1991. godine zabiljezena samo tri bolesnika s VL (33, 82).
Nekoliko je slucajeva VL opisano u djece i1 odraslih turista koji su ljetovali na hrvatskoj
obali, a bolest se manifestirala po povratku u zemlju boravka (83-85).

Tijekom 1 nakon Domovinskog rata u Hrvatskoj je opazen znacajni porast broja bolesnika
s VL (33, 82). Kao mogu¢i razlozi porasta navode se: pad standarda i kvalitete prehrane
te posljedi¢no pad imunosti, kao i prekid sustavne primjene insekticida (33, 82). Bolest se
i dalje opisuje Cesce u djece mlade od 10 godina i osoba muskog spola (33, 82). Nadalje
uz tipi¢ne klinicke slike opisane su i one s neobi¢nim klinickim tijekom kao §to je

dermatomyositis (44, 86), te bolest ograni¢ena na limfni ¢vor (87).

Istodobno je zabiljezen i znaCajan porast ucestalosti liSmenioze u pasa (CanL) Pregledom
bolesnih zivotinja izolirana je i identificirana vrsta L. infantum (88). Zbog toga je
Ministarstvo poljoprivrede u periodu od 2002. do 2005. uvelo obvezno besplatno
testiranje simptomatskih pasa i lijeCenje alopurinolom za potvrdene CanL slucajeve u
endemskim Zupanijama: Sibensko-kninskoj, Splitsko-dalmatinskoj i Dubrovacko-
neretvanskoj Zzupaniji. Navedene mjere povecale su svijest o bolesti i dostupnim
dijagnostickim, terapijskim i preventivnim mjerama u vlasnika zivotinja. Ucestali su
zahtjevi za besplatnim testiranjem 1 naizgled zdravih Zivotinja, te se povecala primjena
repelenata koji Stite od ugriza nevida. Nazalost zbog manjka sredstava mjera je ukinuta

2006. godine (89). U studiji provedenoj 2003. godine na Sirem splitskom podrucju, dot
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ELISA testom u serumima naizgled zdravih pasa utvrdena su protutijela na liSmenije do

42,85 % (71).

Prisutnost vektora u Dalmaciji potvrdena je viSekratnim entomoloskim studijama.
Tartaglia je opisao prisutnost Phlebotomus major, P. perniciosus i P. perfiliewi (79). U
istrazivanju koje su proveli Misc¢evi¢ i sur. na Mljetu (1985. - 1990.) uz Phlebotomus
tobbi, P. neglectus 1 P. perfiliewi jedini je put opisan i Ph. perniciosus (90). Posljednja
trogodiS$nja (2002. — 2004.) studija provedena na 10 razli¢itih lokaliteta od Slivna na
sjeveru do Uskoplja na jugu potvrdila je polugodisnju aktivnost tri za liSmenije
kompetentna vektora: Phlebotomus tobbi, P. neglectus i P. perfiliewi (91). Entomoloski
podatci za ostale dijelove Hrvatske nisu poznati, no u juznim dijelovima Madarske blizu
hrvatske granice, opisana je prisutnost kompetentnih vektora P. neglectus i P. perfiliewi

(92, 93).

LiSmenioze, kozni 1 visceralni oblici, nalaze se na ,,Listi bolesti Cije je spreCavanje i

(13

suzbijanje od interesa za Republiku Hrvatsku®, ¢lanak 3. stavka 1. ,,Zakona o zastiti
pucanstva od zaraznih bolesti (NN br. 79/07, 113/08 i 43/09). Nalaze se u skupini
bolesti koje su odredene Zakonom o zastiti pucanstva od zaraznih bolesti, a nisu medu

bolestima koje je odredila Europska unija, te podlijezu obaveznom prijavljivanju.

U razdoblju od 1999. do 2010. ukupno je bilo prijavljeno 26 oboljelih od VL, ve¢inom
stanovnika dalmatinske obale juzno od Zadra (94, 82). Opisan je prvi slucaj VL u osobe
izvan endemskog podruc¢ja koja je bolest najvjerojatnije stekla tijekom boravka na
Velebitu, Sto ukazuje na moguce Sirenje bolesti na sjever.

Klinicki suspektni slucajevi VL u ljudi potvrdeni su mikroskopskim nalazom amastigota
u razmazima punktata kostane srzi te seroloskim testovima, naj¢esée IFA testom (33, 82).

Tim metodama nije moguce identificirati uzro¢nu vrstu liSmenije.

Prema podatcima iz susjednih zemalja za pretpostaviti je da je L. infantum vrsta uzro¢nik

kako VL tako 1 CL, mada je moguca 1 prisutnost L. tropica.
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2. CILJEVI I HIPOTEZE

Ciljevi ovog istrazivanja bili su:

1.

Molekularnom metodom u bioloskim uzorcima bolesnika utvrditi vrstu koja
uzrokuje:

a. visceralnu liSmeniozu (VL) u ljudi

b. koznu liSmeniozu (CL) u ljudi.
Seroloskim testiranjem (ELISA) ustanoviti prevalenciju za liSmeniju specifi¢nih
protutijela u stanovnika iz ekoloski razli¢itih dijelova Hrvatske (kontinentalne
Hrvatske, primorske Hrvatske — Sjeverni Jadran, primorske Hrvatske —
Dalmacija). Oc¢ekivana je prisutnost protutijela u dijelu populacije u endemskim
krajevima i odsutnost protutijela u serumima ljudi iz neendemskih krajeva
Hrvatske.
Evaluirati ucinkovitost razliitih izravnih (PCR, mikroskopija punktata) i
neizravnih (ELISA, IFA 1 IHA) parazitoloskih postupaka u dijagnostici
liSmenioze te predloziti dijagnosticki postupnik za rad vodeci ra¢una o lokalnim
kapacitetima (financije, ljudi, oprema).
Uz otkrivanje klinicki jasnog bolesnika, otkriti i medu ¢lanovima obitelji one s
asimptomatskom infekcijom. Pracenjem starih i novootkrivenih slucajeva bolesti
prikupljeni su epidemioloski i drugi podatci o bolesnicima te prikupljeni uzorci

seruma ostalih ¢lanova obitelji 1 testirani su s tri razlicita seroloska testa.

Studija je imala tri primarna ishoda:

1.

molekularnim metodama identificirati vrstu liSmenije koja cirkulira i uzrokuje
infekcije u endemskim dijelovima Hrvatske

utvrditi valjanost dijagnostickog PCR testa odredenu parametrima osjetljivosti,
specificnosti, te pozitivne i negativne prediktivne vrijednosti, pri ¢emu je standard
istine seroloski test

utvrditi razlike u seroprevalenciji za liSmeniozu izmedu razli¢itih ekoloskih regija

Hrvatske i saznati podruc¢ja endemskih Zarista.
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Uz navedeno usporedena je osjetljivost triju razliCitih seroloskih metoda (ELISA, IFA i

IHA) za dijagnostiku infekcije.
Takoder analizirane su klinicke znacajke bolesnika lije¢enih od liSmenioze u zadnjih 20

godina u KBC Split, jer je poznato da se VL moZe pojavljivati s razli¢itim neuobicajenim

manifestacijama.
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3. MATERIJALI I METODE

Ovo je primjenjeno istrazivanje, koje je dijelom:
1.  retrospektivno:

a. prikupljanje 1 molekularno pretrazivanje arhiviranih mikroskopskih
preparata bolesnika lijeCenih od liSmenioze u periodu od 1998. — 2006.
godine

b. pretrazivanje medicinske dokumentacije osoba lijeCenih od visceralne
liSmenioze u KBC Split.

ii.  presjecno:

a. utvrdivanje prisutnosti protutijela u serumima zdravih stanovnika iz

razli¢itih podrucja priobalne i kontinentalne Hrvatske.
iii.  prospektivno:

a. od 2007. godine dijagnosticiranje novooboljelih osoba s liSmeniozom

b. prikupljanje demografskih, klini¢kih 1 epidemioloskih podataka o
novootkrivenim bolesnicima te testiranje seruma obiteljskih kontakata s tri

razli¢ita seroloska testa.

Istrazivanje je imalo dva metodoloska pristupa dijagnostici liSmenioza:
e Izravna parazitoloska dijagnostika: molekularna detekcija 1 identifikacija
liSmenija u arhiviranim ili svjezim mikroskopskim preparatima klinickih uzoraka.
e Seroloska dijagnostika: u serumima bolesnika i zdravih osoba dokazivat ¢e se

prisutnost protutijela, nastalih kao odgovor na infekciju s liSmenijom.

3. 1. Molekularna detekcija i identifikacija liSmenija u arhiviranim mikroskopskim

preparatima razlicitih klini¢kih uzoraka

3. 1. 1. Prikupljanje uzoraka za molekularnu dijagnostiku

Za detekciju 1 identifikaciju liSmenija prikupljeni su arhivirani, mikroskopski preparati

razli¢itih klinickih uzoraka uzorkovani oboljelima od liSmenioze. Ukupno  su
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prikupljena 52 uzoraka (punktata koStane srzi, bioptata koze i limfnih ¢vorova) koji su

testirani u Istituto Superiore di Sanita, u Rimu u Italiji.

Visceralna liSmenioza - prikupljanje uzoraka

Visceralna liSmenioza potvrduje se nalazom amastigota u mikroskopskim preparatima
punktata kostane srzi, te dokazom protutijela na liSmenije u uzorcima seruma bolesnika.
Seroloske pretrage se obavljaju u Klinickom zavodu za mikrobiologiju 1 parazitologiju
KBC Split dok je uobicajena je praksa da se mikroskopske pretrage punkata koStane srzi
obavljaju u Citoloskom laboratoriju Klinickog zavoda za patologiju KBC Split. Najcesce
se u laboratorij posalju visestruki preparati koji se onda bojaju po Giemsi ili drugim
metodama, mikroskopiraju, te se izdaje nalaz. Preparati, obojeni i neobojeni, pohranjuju
se potom u arhivi Odjela za citologiju. Budu¢i da se suspektni VL slucajevi upucuju u
laboratorij pod raznim uputnim dijagnozama, od febrilnog stanja do pancitopenije, kao
kriterij za izdvajanje uzoraka bolesnika kod kojih se sumnjalo na liSmeniozu uzet je
paralelno obavljen pregled seruma istih bolesnika na protutijela na liSmenije. Pregledan je
protokol Laboratorija za serologiju Klini¢kog zavoda za mikrobiologiju te su prikupljeni
podatci o svim bolesnicima koji su bili pozitivni od uvodenja pretrage u KBC 1993. g.
Dobiveni popis s imenima i datumom izvrsenih IFA testova koriSten je za pretrazivanje
protokola i1 arhive Odjela za citologiju. Za kontrolnu skupinu, istim postupkom,
prikupljeni su mikroskopski preparati punktata osoba u Cijim serumima nisu nadena
protutijela na liSmenije.

Na taj je nacin prikupljeno 47 uzoraka koStane srzi od ¢ega:

. 23 bolesnika s dokazanom visceralnom liSmeniozom (VL)
. 4 dodatna uzorka dvojice bolesnika koji su imali recid VL (RVL)
. 20 ispitanika kod kojih se sumnjalo na visceralnu liSmeniozu (SVL).

Kozna liSmenioza - prikupljanje uzoraka

Iz arhiva navedenih laboratorija prikupljeni su i preparati 4 uzorka bioptata koze, od ¢ega
tri bolesnika s dokazanom koznom liSmeniozom (CL) i jednog kod kojeg je mikroskopski
nalaz bio negativan te jedan uzorak bioptata limfnog C¢vora bolesnice kojoj je

mikroskopski bila dokazana lokalizirana lismenioza (LC).
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Prikupljeni uzorci bili su arhivirani u papirnatim omotnicama pri sobnoj temperaturi u
razdoblju od 1999. — 2010. g. Budu¢i da su neke studije (95, 96) pokazale da bojenje
moze utjecati na rezultate molekularnih testova, kada je bilo moguce prikupljeni su
neobojeni razmazi. Uzorci nisu posebno iznova mikroskopirani u ovom istrazivanju nego
su koriSteni protokolirani podatci o izdanim nalazima ranije napravljenog pregleda. Na taj
nac¢in smo zeljeli simulirati situaciju u kojoj jedan dio nekog uzorka biva upucen u
citoloski, a drugi u molekularni laboratorij.

Podatci o bolesnicima prikupljeni su pregledom povijesti bolesti u arhivi Odjela za

zarazne bolesti KBC Split.

3. 1. 2. Izolacija DNK iz bioloskih materijala

Obojanim preparatima prvo se uklonila boja ispiranjem u apsolutnom etanolu, pa
destiliranoj vodi, potom su podvrgnuti daljnjem postupku kao i neobojani uzorci.

Osuseni bioloski materijal s predmetnih stakala otopljen je i ispiran s 200 pl TE pufera
(Invitrogen) u oznacene epruvetice. Otopljeni materijal je centrifugiran (5000 RPM /10
min) i dobiveni sediment resuspendiran u 90 pl pufera za lizu (50mM KCI; 10 mM Tris-
HCI (pH 8,3); 2,5 mM MgCl2; 0,5% Tween 20). Dodano je 10 pl proteinaze K (2 mg/ml
radne otopine) i1 sve zajedno inkubirano u vodenoj kupelji (60°C/2h), pa u termobloku
(95°C/10 minuta). Nakon centrifugiranja (13000 RPM/15 min) dobiveni supernatant u
kojem je ekstrahirana DNK pohranjen je na -20°C ili upuéen u PCR protokol.

3. 1. 3. Dijagnosticki SSU-PCR protokol

Za otkrivanje DNK liSmenija u uzorcima koristen je PCR protokol za malu podjedinicu
ribosomalne RNK (SSU-PCR) protokol (54). To je ugnijezdena lanCana reakcija
polimerazom (nested PCR) koja se izvodi u dva ciklusa sa Cetiri razli¢ite vrste pocetnica:
Za prvi krug koriste se pocetnice:

R221: 5'—= GGT TCC TTT CCT GAT TTA CG - 3"),

R332: 5'- GGC CGG TAA AGG CCG AAT AG - 3";
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a za drugi krug pocetnice:

R 223 (R3:5 -TCC CAT CGT AAC CTC GGT T -3,

R 333 (R 4:5' - AAA GCG GGC GCG GTG CTG - 3").
Prvim se ciklusom reakcije umnozava polimorfna regija male podjedinice ribosomalne
RNK (engl. small subunit SSU rRNA ili 16 S) koji je zajednicki bicaSima, a drugim

ciklusom umnozava se za liSmenije specifi¢ni dio te regije.

Ovim PCR protokolom nije moguca identifikacija vrste, ali je vrlo visoke osjetljivosti 1

specifi¢nosti za dijagnostiku liSmenioza (54).

Za prvi krug pripremi se bazi¢na mjeSavina (engl. master mix MM) prema recepturi datoj

u tablici 1.

Tablical. Sastav bazi¢ne mjeSavine za prvi ciklus SSU-PCR protokola

Bazi¢na mjesavina (MM)

No | Reagens ul Konac¢na koncentracija
1. | 10 x PCR pufer 5 I x
2. | MgCl, (50 mM) 2,5 2,5 mM
3. | dANTP (10 mM) 1,25 250 p
4. | R221 pocetnice (10 pmol/ ul) 1 15 pmol
5. | R332 pocetnice (10 pmol/ ul) 1 15 pmol
6. | Taq polimeraza 0,2 1 jedinica
7. | HO 29

Ukupni volumen MM | 40

Reakcija se izvodi u volumenima od 50 pl: od ¢ega je 40 ul bazicne mjesavine (MM), a
10 pl izolirane DNK uzorka. Kao negativna kontrola koristi se voda, a kao pozitivna

izolirana DNK kontrolnog laboratorijskog soja Leishmania infantum.
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U uredaj za PCR se unese program za reakcijske parametre opisan u tablici 2.

Tablica 2. Reakcijski parametri za prvi ciklus SSU-PCR protokola

Broj ciklusa

Razdvajanje (engl.

denaturation)

Sparivanje

(engl. annealing)

Produljivanje

(engl. extension)

Pocetni ciklus 2

5 minuta / 94°C

0

0

30 ciklusa

30 sekunda / 94°C

30 sekunda / 60°C

30 sekunda / 72°C

Zavrsni ciklus

0

0

5 minuta / 72°C

Ocekivana veli¢ina prvog PCR produkta je 603 bp.

U iducoj reakeiji koristi se MM pripremljena prema recepturi navedenoj u tablici 3.

Tablica 3. Sastav bazicne mjeSavine za drugi ciklus SSU-PCR protokola

MM (engl. master mix)

No | Reagens ul Konac¢na koncentracija
1. | 10 x PCR pufer 2,5 1 x
2. | MgCl, (50 mM) 0,25 0,5 mM
3. | ANTP (10 mM) 0,5 200 uM
4. | R223 pocetnice (10 pmol/ ul) 0,75 7,5 pmol
5. | R333 pocetnice (10 pmol/ pul) 0,4 4 pmol
6. | Taq polimeraza 0,2 1 jedinica
7. | HO 10,4
Ukupni volumen MM | 15

Reakcija se izvodi u volumenima od 50 pl: od ¢ega je 47 ul MM, a 3 pul produkta prvog

PCR ciklusa.
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Tablica 4. Reakcijski parametri za drugi ciklus SSU-PCR protokola

Broj ciklusa Razdvajanje Sparivanje Produljivanje
Pocetni ciklus 5 minuta / 94°C 0 0

30 ciklusa 30 sekunda / 94°C 30 sekunda / 65°C 30 sekunda / 72°C
Zavrsni ciklus 0 0 5 minuta / 72°C

Ocekivana veli¢ina kona¢nog PCR produkta je 353 bp.

3. 1. 4. Identifikacijski ITS1-PCR protokol

Unutra$nja prepisana razmaknica (engl. Internal transcribed spacer 1- 1TSI) podrucje je
koje razdvaja ssu rRNK i 5.8S rRNK gene u ribosomalnom operonu razli¢itih vrsta
liSmenija.

Stoga je za identifikaciju vrste liSmenije koriSten ITS1-PCR protokol (54) kojeg je
slijedila analiza raznolikosti duljina produkata restrikcije (engl. restriction fragment

length polymorphism, RFLP).

Za reakciju se koriste pocetnice:
LITSR: 5' - TGATACCACTTATCGCACTT - 3"),
L5.8S: 5'— CTGGATCATTTTCCGATG - 3");

Reakcija se izvodi kao ugnijezdena lancana reakcija polimerazom u dva kruga kojim se

umnozava ista regija. Reakcija se izvodi u volumenima od 50 pl: od ¢ega je 47 pul bazi¢ne

mjeSavine (Tablica 5), a 3 ul izolirane DNK uzorka.
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Tablica 5. Sastav bazi¢ne mjeSavine za ITS1-PCR protokol

No | Reagens Koli¢ina (ul) | Konacna koncentracija
1. | 10 x PCR pufer 5 1x
2. | ANTP (10 mM) 1 200 uM
3. | LITSR pocetnice (10 pmol/ ul) | 2,5 25 pmol
4. | L.5.8 S pocetnice (10 pmol/ ul) | 2,5 25 pmol
5. | DMSO 1,25 2,5%
6. | Taq polimeraza (5 jedinica/ pul) | 0,2 1 jedinica
7. | H,O 34,55
Ukupni volumen MM | 47

Kao negativna kontrola koristi se voda, a kao pozitivna izolirana DNK kontrolnog

laboratorijskog soja Leishmania infantum.

Tablica 6. Reakcijski parametri za ITS1-PCR protokol

Broj ciklusa Razdvajanje Sparivanje Produljivanje
Pocetni ciklus 2 minute / 95°C 0 0

32 ciklusa 20 sekunda / 95°C 30 sekunda / 53°C 1 minuta / 72°C
Zavrsni ciklus 0 0 6 minuta / 72°C

U drugi ciklus PCR reakcije ide 3 pl PCR produkta prve reakcije i 47 pl iste bazi¢ne

mjeSavine (Tablica5.) uz iste uvjete PCR reakcije (Tablica 6.).

Ocekivana veli¢ina PCR produkta je 300 do 350 bp ovisno o vrsti liSmenije.
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3. 1. 5. Analiza raznolikosti duljina restrikcijskih fragmenata (PCR-RFLP)

Dobiveni produkti ITS1-PCR protokola podvrgavaju se razgradnji Hae III (Promega)

endonukleazom prema uputama proizvodaca.

Restrikcijski fragmenti se elektroforetski razdvajaju u 2% agaroznom gelu pri 100 V kroz
2 satau 0,5 X TBE puferu. Razli¢ite vrste liSmenija imaju razlic¢ite RFLP profile (Tablica
7).

Nakon 15 min bojanja etidium bromidom (0,5 pg/ml) gel se vizualizira pod UV svjetlom.

Tablica 7. Veli¢ina fragmenta (bp) koji se dobiju cijepanjem s Hae III endonukleazom

za pojedine vrste liSmenija.

L. donovani | L. infantum | L. chagasi L.aethiopica | L. tropica L. major
164 184 184 200 185 203
75 72 72 57 57 132
54 55 55 54 53
23 24

Tablica priredena prema Schonian G i sur. (54).

3. 2. SeroloSka dijagnostika: pretraga uzoraka seruma na prisutnost protutijela

nastalih kao odgovor na infekciju s liSmenijom

3. 2. 1. Seroloska dijagnostika - uzorci

Serumi za seroloska ispitivanja dobivaju se vadenjem 5 ml venske krvi u epruvetu bez

antikoagulansa, ostavljanjem krvi da se zgruSa, potom centrifugiranjem i odvajanjem

tekuce faze koja se pohranjuje na -20°C do testiranja.

23




3. 2. 1. 1. Uzorci za seroepidemioloSko ispitivanje

Ciljna populacija za ovo istrazivanje je naizgled zdrava, opc¢a populacija u razli¢itim
djelovima Hrvatske, kako endemskim tako i onim neendemskim za liSmeniozu. Veé
ranije prepoznata endemska podrucja su srednja i juzna Dalmacija s otocima (27, 33, 82).
Podruc¢ja s mediteranskom klimom povoljnom za odrzavanje vektora, a koja su smatrana
slobodnima od liSmenioze su sjeverna Dalmacija, Istra i Primorje. Nadalje, u istrazivanje
su ukljuceni 1 ispitanici iz dviju Zupanija u kontinentalnom dijelu Hrvatske: Medimurske i
Brodsko-posavske zupanije, koje imaju kontinentalnu klimu te se smatraju slobodnim od

vektora i liSmenija.

Uzorci seruma prikupljani su od 2007. do 2009. i to metodom prigodnog uzorka, od
»ostataka® seruma naizgled zdravih, imunokompetentnih osoba koje su dosle na rutinske
pretrage krvi ili zbog dragovoljnog darivanja krvi. Laboratoriji su ukljuceni u istrazivanje
prema podrucju koju opsluzuju: 14 laboratorija je bilo duz jadranske obale, a dva iz
kontinentalne Hrvatske. Laboratoriji koji su pristali na suradnju zadrzali su tajnost
podataka o pacijentima vodec¢i racuna o tome da se u studiju ukljuce uzorci osoba koje
prebivaju u gravitiraju¢em podrucju te da se iskljuce viSekratni uzorci iste osobe.

Metoda prigodnog uzorka odabrana je zbog terenske izvedivosti i ekonomske isplativosti
za ovu vrstu istrazivanja. Naime, u studiji koju su u Australiji proveli Kelly i sur.
dokazano je da testiranje prigodnih uzoraka seruma, usprkos ograni¢enjima, osigurava

kvalitetnu procjenu imunoloskog statusa populacije (97).

Potrebna veli¢ina uzorka za svako od navedenih podrucja procijenjena je uz pomoé
publiciranih statistickih tablica prema zadanoj kombinaciji razine preciznosti, raspona
pouzdanosti 1 vjerojatnosti. Za endemsko podrucje procijenjena je najmanja veliCina
uzorka od 1.100 ispitanika kako bi se postigao nivo preciznosi od +£3% uz pretpostavljenu
razinu pouzdanosti od 95%, p=0.5 uz populaciju vecu od 100.000 stanovnika. Za otoke
ciljana preciznost za populaciju od >100.000 stanovnika bila je £5% rezultirala je

minimalnom veli¢inom uzorka od 400, dok je za kontrolne neendemske, kontinentalne
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krajeve uz pretpostavljenu maksimalnu seroprevalenciju od 2% ciljana veli¢ina uzorka

bila 84 ispitanika kako bi se postigla £3% razina preciznosti.

Radi procjene valjanosti uzorka napravljena je usporedba udjela ispitanika muskog spola
u uzorku s udjelom u populaciji odredenog podruc¢ja dobivenog popisom stanovnistva

2011. godine (Tablica 8).

Tablica 8. Razdioba spola u uzorku (n=2.035) i opcoj populaciji, prema posljednjem

popisu stanovniStva 2011. godine

Broj uzoraka Postotak  ispitanika Broj Postotak stanovnika
seruma muskog spola (%) (95% CI) stanovnika muskog spola (%)

Ukupno

Jadranska obala 1.186 48,15 (45,30% 50,99%) | 1.247.133 48,56

Jadranski otoci 653 41,04 (37,27% 44,81%) | 113.875 49,75

Kontinentalna 196 69,90 (63,48% 76,32%) | 2.923.881 48,02

Hrvatska

Podruéje/Mjesto

stanovanja

Jadranska obala

Istra i Primorje 117 40,20 (31,32% 49,08%) | 467.678 48,35

Sjeverna Dalmacija 159 52,80 (45,04% 60,56%) | 255.158 48,93

Srednja Dalmacija 571 51,30 (47,20 55,40%) | 419.131 48,56

Juzna Dalmacija 339 43,40 (38,12% 48,68%) | 105.166 48,62

Kontinentalna

Hrvatska

Brodsko-posavska 107 89,70 (84,0% 95,5%) 158.575 48,60

Zupanija*

Medimurska 89 46,10 (35,7% 56,4%) 113.804 48,90

Zupanija

CI: raspon pouzdanosti (engl. confidence interval)

*Otklon zbog visokog udjela zdravih darovatelja krvi

Uzorci su transportirani pri 4°C, uz podatke o dobi, spolu i mjestu boravka ispitanika te
pohranjeni pri -20°C do testiranja. Na taj nacin prikupljeni serumi testirani su na

prisutnost anti-Leishmania protutijela ELISA testom.

Dobiveni rezultati seroprevalencije interpretirani su kategorizacijom na ,,visoko

endemska zariSta® i ,,podrucja s umjerenom seroprevalencijom®. Navedene kategorije

25



izvedene su iz literaturnih podataka usporedbom s rezultatima dobivenim u ovom
istrazivanju. Naime, u studiji koju su na podru¢ju Rima i Caltanissette proveli Federico 1
suradnici, 4% seroprevalencija na liSmenije oznacena je kao umjerena (98), dok je za
,»visoko endemsko zariSte“ na jugu Francuske u regiji Alpes-Maritimes Marty sa
suradnicima dokazao seroprevalenciju od 38% (43). S obzirom da je u potonjoj studiji
koristena visoko osjetljiva Western blot tehnika u ovom je istrazivanju jednako
kategorizirano podrucje sa seroprevalencijom od 22%, dok je kao umjereno endemsko
podrucje kategoriziran ostatak obale sa 7% seroprevalencijom. Navedena kategorizacija u
skladu je i s epidemioloskim podatcima o podru¢ju pojavnosti VL u Hrvatskoj koje se

preklapa sa seroloski definiranim ,,visoko endemskim zaristem* (27, 33, 71, 82, 91).

3. 2. 1. 2. Uzoreci obiteljskih kontakata

Clanovima obitelji novootkrivenih VL (n=4) i CL (n=2) i jedne bolesnice sumnjive na
bolest lokaliziranu u limfnom c¢voru, koji su pristali na suradnju, uz anamnesticke i
epidemioloske podatke prikupljeni su uzorci seruma te pohranjeni pri -20°C.

Navedeni uzorci testirani su na anti-Leishmania protutijela ELISA, IFA i IHA testom.

3. 2. 2. Seroloska dijagnostika - postupci

3. 2. 2. 1. Enzimski imuno test (ELISA)

Svi uzorci prikupljeni za seroepidemiolosko istrazivanje te uzorci obiteljskih kontakata
novotkrivenih bolesnika testirani su enzimskim imuno testom za kvalitativno odredivanje
prisutnosti IgG protutijela na Leishmania infantum (NovaLisaTM Leishmania infantum
IgG ELISA, NovaTec Immunodiagnostica GmbH, Njemacka)

Pocetno razrjedenje seruma je 1:100.

U mikrotitarske jazice obloZene antigenima liSmenija dodaju se razrijedeni uzoraci
seruma, pozitivna, negativna kontrole i1 dvije kontrole s grani¢nom vrijedno$¢u (engl. cut

off controle). Jedna jazica se ostavlja prazna kao slijepa proba. Ukapane jazice se
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ostavljaju inkubirati 60 min na 37°C, zatim se viSak nevezanog seruma ispire
odgovaraju¢im puferom.

U iduéem se koraku u sve jazice, osim slijepe probe, dodaje konjugat sastavljen od
proteina A obiljezenog enzimom, peroksidazom hrena (engl. horseradish peroxidase) i
inkubira 30 min na sobnoj temperaturi zasticeno od svjetla. Protein A iz konjugata veze
se na Fc fragment IgG protutijela vezanih na antigene liSmenija.

Nakon ispiranja u sve jazice dodaje se supstrat, otopina tetrametilbenzidin/vodikova
peroksida (TMB). Peroksidaza hrena (HRP) iz konjugata kombinira se s vodikovim
peroksidom (H,O,) u supstratu i novonastali HRP-H,O, spoj oksidira bezbojni
tetrametilbenzidin koji mijenja boju u plavu. Intenzitet boje upravo je proporcionalan
koli¢ini vezanih protutijela iz uzorka.

Nakon 15 min inkubacije u mraku reakcija se prekida dodavanjem ,,stop* otopine

sumporne kiseline u sve jazice, pri cemu se plava boja pozitivnih jazica mijenja u zutu.

Ocitavanje:

Apsorbancija otopine mjeri se pri 450/620 nm valne duzine.

Interpretacija:

Test je valjan ako su zadovoljeni uvjeti:
KONTROLA VRIJEDNOST APSORBANCIJE
Slijepa proba <0,100

Negativna kontrola < 0,200
Cut-off kontrole 0,250 — 0,900

Pozitivna kontrola ~ Vrijednost jednaka ili veca od cut-off kontrole

Pozitivnim se smatraju uzorci kojima je ocitana vrijednost apsorbancije za 10% veca od
srednje vrijednosti apsorbancija ,,cut-off* kontrola.
Negativnim se smatraju uzorci kojima je o€itana vrijednost apsorbancije za 10% manja

od srednje vrijednosti apsorbancija ,,cut-off* kontrola.
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3.2.2.2. Test neizravne imunofluorescencije (IFA)

Test neizravne imunofluorescencije (IFA) za kvantitativno odredivanje prisutnosti
protutijela na Leishmania infantum u serumu (Leishmania-Spot IF, bioMérieux,
Francuska) koristi se u seroloskoj dijagnostici liSmenioza u Klinickom zavodu za

medicinsku mikrobiologiju i parazitologiju, Klinickog bolnickog centra Split.

Istim su testom pretrazeni uzorci seruma obiteljskih kontakata oboljelih.

Test se izvodi prema uputama proizvodaca. Uzorci seruma se dvostruko serijski
razrjeduju u PBS-u od pocetnog razrjedenja 1:40. Test se izvodi u dva koraka; u prvom se
protutijela iz seruma vezu na promastigote Leishmania infantum kojima su oblozena
predmetna stakla (Leishmani-Spot IF). Nevezana protutijela se uklanjaju ispiranjem.

U drugom koraku se vezana protutijela dokazuju kozjim anti-humanim
imunoglobulinima obiljezenim fluoresceinom (Fluoline H + Evans Blue), nevezani
elementi se uklanjaju drugim ispiranjem. Kao negativna kontrolu umjesto seruma koristi

se PBS.

Ocitavanje:

Test se ocitava uz pomo¢ fluorescentnog mikroskopa. Prije ocitavanja provjeri se
negativna kontrola konjugata — ukoliko pokazuje ikakav znak fluorescencije serija nije

valjana i serum treba testirati ponovno.

Negativna reakcija — promastigoti su obojeni crveno, narancasto ili tamno zeleno. Ne vidi

se fluorescencija ovojnice.

Pozitivna reakcija — promastigoti imaju manje vise fluorescentnu, svijetlo zelenu

citoplazmu. Fluorescencija ovojnice i bica kad je uocljiva je osobita.

Titar seruma reciprocan je najve¢em razrjedenju u kojem se vidi pozitivna reakcija.
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3.2.2. 3. Test neizravne hemaglutinacije (IHA)

Uzorci seruma obiteljskih kontakata oboljelih pretraZeni su na anti-Leishmania protutijela
1 testom neizravne hemaglutinacije (Cellognost*-Leishmaniasis, Siemens Healthcare

Diagnostics Products GmbH, Njemacka).

Cellognost*-Leishmaniasis je test neizravne, pasivne aglutinacije eritrocita. Humani
eritrociti krvne grupe O senzibilizirani s Leishmania antigenima aglutiniraju u prisutnosti
specifi¢nih protutijela u uzorcima humanog seruma.

Test se izvodi u mikrotitarskim plo¢icama sa V udubinama prema uputama proizvodaca

reagensima priskrbljenim u pojedinaénom pakiranju.

Postupak:
Liofilizirane, senzibilizirane, eritrocite treba rekonstituirati s 2,5 ml deionizirane vode.
Pripremljena otopina treba ostati najmanje tijekom no¢i na +2°C do +8°C (ili kroz 2 h na

sobnoj temperaturi).

Kvalitativni test Za testiranje se koristi radno razrjedenje Cellognost*-Leishmaniasis
(IHA reagens) s Tris puferom u omjeru 1 : 2 (npr. 2,5 ml Cellognost*-Leishmaniasis s 5,0
ml Tris pufera).

U testiranje se uz serume obavezno ukljucuju pozitivna i negativna kontrola.

Serumima i kontrolama se doda razrijedeni IHA reagens, te se plo€ica treska na mijeSalici
pri 900 do 1000 rpm /15 — 20 sek.

Nakon inkubacije (2 do 24 sata) bez treskanja na sobnoj temperaturi (15° - 25°C) ocitati

reakciju.

Ocitavanje testa
Potpuna aglutinacija stanica (stvaranje mrezice) = pozitivno.
Ravnomjerno po dnu rasporedena aglutinacija uz slabu sedimentaciju = slabo pozitivno.

Stvaranje nakupine poput dugmeta = negativno.
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Test se moze ocitati ako pozitivna kontrola pokazuje hemaglutinaciju ravnomjerno

rasporedenu po dnu, a negativna kontrola okruglo nakupljanje eritocita.

3. 3. Statisticka obrada podataka

Valjanost molekulanih testiranja preparata kao dijagnostickog/ih testa/ova za prisutnost
liSmenioze odredena je na temelju 2x2 tablice ucestalosti, pri ¢emu su rezultati seroloskih
pretraga koriSteni kao standard istine za prisutnost patogena. U procjeni valjanosti testova
koriSteni su parametri specifi¢nosti, osjetljivosti te proporcija lazno negativnih i lazno
pozitivnih nalaza.

U dijjelu studije kojem je cilj bio odrediti i usporediti ucestalost prevalencije
seropozitiviteta u stanovniStva koje zivi u kontinentalnim dijelovima u odnosu na
stanovnike priobalja i oto¢nu populaciju te s obzirom na ekoloSke regije, koriSten je
Pearson y2- test kao mjera povezanosti vrste ekoloske regije i seropozitiviteta. Omjer
izgleda, njegov 95% raspon pouzdanosti 1 P-vrijednost pripadajuceg statistickog testa
koristeni su u procjeni snage povezanosti. Nadalje, metoda viSestruke logisticke regresije
upotrijebljena je u procjeni mogucih ¢imbenika rizika povezanih s infekcijom kao Sto su:
dob, spol, prebivaliSte (unutrasnjost/priobalje/otoci te sjeverozapad/jugoistok). Razina
znacajnosti za odbacivanje nulte hipoteze postavljena je na 0,05. U slucaju viSestrukih
testiranja koristena je Bonferroni metoda korekcije za prilagodbu dobivenih P-vrijednosti.
Prikupljeni podatci analizirani su uz pomo¢ statistickog programa SPSS verzije 13.0

(SPSS; Chicago, Illinois).
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4. REZULTATI

4. 1. Molekularna dijagnostika liSmenioza iz arhiviranih mikroskopskih preparata

4. 1. 1. Zbirka wuzoraka arhiviranih mikroskopskih preparata i osnovne

karakteristike ispitanika kojima su pripadali uzorci

Za molekularni dio istrazivanja prikupljeni su arhivirani mikroskopski preparati 52
klinicka uzorka uzeta osobama kod kojih se sumnjalo na neki oblik liSmenioze.
Vecina uzoraka bila je pohranjena u arhivi Odjela za citologiju KBC Split u razdoblju od

1999. do 2010. godine.

Tri su razmaza koznih promjena uzorkovana tijekom istrazivanja (2008.-2010.) u Sluzbi

za mikrobiologiju NZJZ Splitsko-dalmatinske Zupanije.

Podatci o zavrSenim i izdanim rezultatima citoloSkog pregleda prikupljeni su iz protokola

navedenih odjela (Tablica 9).

Tablica 9. Vrste uzoraka, stanje prikupljenih mikroskopskih preparata i rezultati ranije

obavljenih mikroskopskih pregleda 1999. - 2010. (n=52)

Mikroskopski nalaz

Vrsta uzorka N= Pozitivno (%) Negativno (%)
Neobojeni razmaz punktata koStane 40 10 (25,0%) 30 (75,0%)
srzi*
Obojeni razmaz punktata kostane 7 5(71,4%) 2 (28,6%)
srZi
Obojeni razmaz punktata limfnog 1 1 (100%) 0
¢vora
Obojeni razmaz bioptata koze 4 3 (75,0%) 1 (25,0%)

Ukupno: | 52 19 (36,5 %) 33 (63,5%)

*Mikroskopski su pregledani obojeni preparati od istog uzorka
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Najvise je prikupljeno razmaza kostane srzi, njih ukupno 47, od Cega je 27 uzorkovano
osobama koje su u istodobno napravljenom seroloskom IFA testu na anti-Leishmania

protutijela bile pozitivne u titru > 160, a 20 seronegativnim osobama (titar < 40).

Svi uzorci seronegativnih ispitanika i 20 uzoraka seropozitivnih ispitanika bili su
neobojeni, a ostalih 7 uzoraka koStane srzi seropozitivnih ispitanika bilo je obojeno

(Tablica 9).

Analizom podataka o seropozitivnim bolesnicima, ¢iji su uzorci prikupljeni za ovo
istrazivanje, utvrdeno je da se radilo o ukupno 23 bolesnika s VL, a koji su lijeeni u
Odjelu za zarazne bolesti KBC Split od 1999.-2010. godine. Prosje¢na dob VL bolesnika
bila je 23,7 godina (medijan 23 godine; raspon 7 mjeseci do 74 godine). Osam (35%) je
bilo Zenskog, a petnaest (65%) muskog spola.

Dobne i spolne karakteristike seropozivnih ispitanika prikazane su na Slici 3.
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Slika 3. Razdioba VL bolesnika po dobi i spolu (n=23), 1999. — 2010.
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U istom razdoblju je u Republici Hrvatskoj prijavljeno ukupno 26 oboljelih od kala-
azara. Dakle, ovim su istrazivanjem prikupljeni arhivirani uzorci razmaza koStane srzi

viSe od 88 % svih oboljelih od VL u Hrvatskoj u promatranom 12 godi$njem razdoblju.

Mada je 12 uzoraka kostane srzi seropozitivnih osoba bilo mikroskopski negativno, u 11
slucajeva ti su bolesnici na temelju klinicke slike 1 rezultata seroloSke pretrage lijeCeni

kao VL.

Jedini izuzetak je najstariji ispitanik (74) koji je uz suspektnu VL imao leukemiju. U
studiju je ukljucen razmaz kostane srzi (obojeni preparat) uzorkovan krajem 8. mjeseca
2006., koji je u mikroskopskom pregledu bio negativan. Zbog nejasne klinicke slike 1
osnovne bolesti bolesnik je upucen na daljnje pretrage u Zagreb gdje mu je ponovljena
punkcija kostane srzi koja je opet bila mikroskopski negativna na liSmenije. Bolesnik je
nakon 2 mjeseca razvio jasnu sliku VL uz mikroskopski pozitivan nalaz amastigota u
novim uzorcima koStane srzi (nisu sacuvani) i nazalost, usprkos primjenjenoj terapiji,

preminuo. Citavo vrijeme je bio seroloski pozitivan.

Medu 23 VL bolesnika, ¢iji su uzorci bili ukljuceni u studiju, dvojica su imali recidiv
bolesti.

Prvi bolesnik, djec¢ak iz Imotskog u dobi od 13 mjeseci je imao prvu epizodu VL, a sa 18
mjeseci recidiv bolesti (VLR). Ukupno su mu napravljene 3 punkcije koStane srzi: jedna
za vrijeme prve epizode bolesti, a dodatne dvije zbog recidiva bolesti uzorkovane su u
razmaku od jednog dana (prvi uzorak je bio mikroskopski negativan, a drugi pozitivan).
U studiju su ukljuceni preparati sva tri uzorka.

Drugi bolesnik, imunokompromitirani muskarac iz Splita, prvu epizodu VL imao je
2005., u dobi od 32 godine. Zbog osnovnih bolesti, reumatoidnog artritisa i sekundarnog
antifosfolipidnog sindroma, lijeCen je peroralnim antikoagulansima 1 kortikosteroidima.
Usprkos potpuno provedenom lijecenju stiboglukonatom razvio je recidive bolesti 2006. i
2007. Lijecen je stiboglukonatom u prve dvije epizode bolesti, a potom amfotericinom B.
U studiju su ukljuc¢ena njegova tri neobojena uzorka kostane srzi: iz 2005. (mikroskopski

pozitivan), te iz 2006. i 2007. oba mikroskopski negativna.
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Prema mjestu stanovanja bolesnika vec¢inom se radilo o stanovnicima iz Sireg splitskog
podrucja. Devet bolesnika je bilo iz Splita, a po dva su bila iz Kastela, Omisa i Plo¢a. Po
jedan bolesnik je dolazio iz Knina, Zrnovnice, Makarske, Imotskog, Ljubuskog, sa Hvara
te iz Dubrovnika. Za 2 bolesnika iz Splita se kao dodatno mogucée mjesto zarazavanja

navode otoci Solta i Hvar, a za bolesnicu iz Ljubuskog - Ston.

Uzorci seronegativnih osoba ukljuceni su u studiju kao kontrolna skupina. Radilo se o
osobama kojima je istovremeno napravljena i mikroskopska pretraga koStane srzi i
seroloSka pretraga na anti-Leishmania protutijela iz ¢ega se dalo zakljuciti da su klinicki

bili suspektni na visceralnu liSmeniozu (SVL).

Prosjecna je dob SVL ispitanika bila 42 godine (medijan 52,5 godina; raspon 5 do 76
godina).

Jedanaest ispitanika je bilo Zenskog (55%), a devet (45%) muskog spola (Slika 4).
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Slika 4. Razdioba SVL ispitanika po dobi i spolu (n=20), 2009. — 2010.
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Broj uzoraka oboljelih od CL bio je znatno manji.
Od 2008. do 2010. ukupno su prikupljena cetiri uzorka, od ¢ega 3 bioptata koze uzeta
osobama kojima je mikroskopski dokazana CL i jedan bioptat koZe osobe koja je bila

suspektna na CL, ali mikroskopski negativna.

Tablica 10. Vrsta prikupljenih uzoraka, dobne i spolne karakteristike ispitanika sa

suspektnom koznom liSmeniozom (n=>5)

R.b. | Dob (god.) | Spol | Godina | Uzorak Mikroskopski nalaz
1. 6 M 2008. Bioptat koze Pozitivan

2. 5 7 2009. Bioptat koZe Pozitivan

3. 61 Vi 2009. Punktat limfnog ¢vora | Pozitivan

4. 47 7z 2010. Bioptat koze Negativan

5. 21 7 2010. Bioptat koZe Pozitivan

Svi preparati koznih uzoraka su bili obojeni, kao §to je bio obojen i jedini uzorak bioptata

limfnog ¢vora (Tablica 10).
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4. 1. 2. Dijagnosticki SSU-PCR protokol

Molekularnim postupcima ukupno su testirana 52 arhivirana obriska punktata dobivenih
od bolesnika s liSmeniozom. Obojeni uzorci su prije testiranja odbojavani.

Od ukupno 52 testirana u 23 uzorka metodom ugnijezdenog SSU-PCR testa dokazan je
za liSmenije specifi¢ni dio polimorfne regije male podjedinice ribosomalne RNK veli¢ine

353 bp (Slika 5, Tablica 11).
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Slika 5. Detekcija PCR produkata SSU-PCR testa, elektroforezom u 1,2% agaroznom gelu, za neke od
uzoraka. Uzorci su oznaceni kraticom sastavljenom od rednog broja, klini¢ke slike i godine oboljenja.

Rezultati testiranja neobojenih uzoraka su u lijevom, a obojenih u desnom gelu.

Niti jedan od seronegativnih ispitanika (n=20) koji su posluzili kao kontrolna skupina
nije bio pozitivan u SSU-PCR testu (0%), a negativan je bio 1 uzorak jedinog ispitanika
suspektnog na CL (Tablica 11).

Tablica 11. Rezultati SSU-PCR testa za sve prikupljene arhivirane mikroskopske
preparate 1999-2010 (n=52)

SSU-PCR
Mikroskopski preparat (n=) | Pozitivno ~ Negativno

Razmaz kostane srzi VL bolesnika (27) 20 7
Razmaz kostane srzi SVL ispitanika (20) 0 20
Razmaz punktata koze CL bolesnika (3) 3 0
Razmaz punktata koze SCL ispitanika (1) 0 1
Razmaz bioptata limfnog ¢vora (1) 0 1
Ukupno (52) 23 29

SVL- suspektna visceralna liSmenioza; SCL- suspektna kozna liSmenioza
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Od 12 prikupljenih obojenih razmaza 11 je pripadalo bolesnicima, a u SSU-PCR testu
pozitivno je bilo 6 uzoraka (Tablica 12).
Mikroskopski pozitivni obojeni preparati (n=9) mogu se smatrati sigurno pozitivnim, a

SSU-PCR test je bio pozitivan za 5 preparata (osjetljivost 55,56%).

Ipak, upravo su SSU-PCR testom u jednom od testiranih obojenih a mikroskopski

negativnih preparata dokazane liSmenije (Tablica 12).

Tablica 12. Usporedni prikaz rezultata ranije obavljenog mikroskopskog pregleda i SSU-
PCR testa obojenih mikroskopskih preparata razliCitih klini¢kih uzoraka, 1999.-2010.
(n=12)

Uzorci na mikroskopskim preparatima SSU-PCR
Vrsta uzorka Mikroskopski nalaz (n=12) | Pozitivno | Negativno
Kostana srz Pozitivno (5) 2 3
Negativno (2) 1 1
Bioptat koze Pozitivno (3) 3 0
Negativno (1) 0 1
Limfni ¢vor Pozitivno (1) 0 1
Ukupno: | 6 6

Dva najstarija saCuvana preparata, iz 1999. i 2000, su bila obojena, SSU-PCR negativna.
Negativni rezultati mikroskopskog pregleda 1 SSU-PCR testa podudaraju se za razmaz

kosStane srzi najstarijeg VL ispitanika, te jedinog CL suspektnog ispitanika.

Medu neobojenim uzorcima nalazili su se iskljuc¢ivo razmazi kosStane srzi prikupljeni
kako od seropozitivnih VL bolesnika (n=20) tako i od seronegativnih ispitanika iz
kontrolne skupine (n=20). Analizom bolesnickih podataka utvrdeno je da su svi
seropozitivni iz ove skupine bili lijeCeni zbog VL ili recidiva bolesti. Od 20
seropozitivnih bolesnika DNK je dokazan u 17, dok su amastigoti mikroskopski dokazani

u 10 arhiviranih uzoraka punktata koStane srzi tih bolesnika. Tako se rezultati seroloskih
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pretraga mogu uzeti kao standard istine za prisutnost patogena, te je na temelju 2x2
tablice ucestalosti moguce odrediti valjanost SSU-PCR-a kao dijagnostickog testa za
prisutnost liSmenioze i1 usporediti ga sa ranije obavljenim mikroskopskim pregledima

istih uzoraka (Tablica 13).

Tablica 13. Usporedba molekularnih testova i ranije obavljenog mikroskopskog pregleda
za prikupljene arhivirane neobojene razmaze uzoraka koStane srzi 2003.-2010. uz

rezultat seroloske pretrage kao zlatni standard (n=40).

Bolestan (IFA>160) Zdrav (IFA<40) | Ukupno
Mikroskopski (+) 10 0 10
Mikroskopski (-) 10 20 30
SSU-PCR (+) 17 0 17
SSU-PCR (-) 3 20 23
Ukupno 20 20 40

U procjeni valjanosti testova koriSteni su parametri specifi¢nosti, osjetljivosti, te

proporcija lazno negativnih i lazno pozitivnih nalaza (Tablica 14.).

Tablica 14. Mjere pouzdanosti za ranije obavljeni mikroskopski pregled uzoraka koStane
srzi 1 molekularne testove saCuvanih neobojenih razmaza istih uzoraka, 2003.-2010.

(n=40)

Mikroskopski pregled SSU-PCR
Osjetljivost 50,0% 85,0%
Specifi¢nost 100,0% 100,0%
Pozitivna prediktivna vrijednost 100,0% 100,0%
Negativna prediktivna vrijednost 66,7% 87,0%
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Niti jedan od mikroskopski pozitivnih uzoraka nije bio SSU-PCR negativan kada su

analizirani neobojeni uzorci.

Ukupno gledaju¢i u 11 uzoraka liSmenije su otkrivene samo jednom od koristenih

metoda; mikroskopskim pregledom (n=3) ili SSU-PCR testom (n=28).

Ako se promotre rezultati u€injenih pretraga za sve uzorke (obojene i neobojene)
bolesnika sa jasnom klini¢kom slikom (26 VL, 3 CL, 1 LC) mikroskopskim pregledom
su nadeni amastigoti u 19 od 30 uzoraka (osjetljivost 63,3%), SSU-PCR testom u 23

(76,7%), a primjenom oba testa uzrocnik je otkriven u 27 (90,0%) uzoraka.

4. 1. 3. Identifikacijski ITS1-PCR protokol

Da bismo identificirali vrstu liSmenije prisutnu u arhiviranim uzorcima od DNK dijela
uzoraka koji su bili pozitivni u SSU-PCR testu (n=23) napravljen je identifikacijski ITS1-
PCR test.

Isklju¢ena su 3 od 6 SSU-PCR pozitivnih uzoraka dvojice bolesnika s recidivom VL, jer
je ocekivano da se radilo o istoj vrsti. Za pozitivne kontrole dodan je DNK laboratorijskih

kontrolnih sojeva L. tropica, L. major i L. infantum.
U 18 uzoraka dobiven je PCR produkt ocekivane veli¢ine za unutraSnju prepisanu
razmaknicu koja razdvaja ssu rRNK i 5.8S rRNK gene u ribosomalnom operonu

razlicitih vrsta liSmenija (Slika 6).

Dva su SSU-PCR pozitivna uzorka bila negativna u ITSI-PCR testu. Radilo se o

obojenim uzorcima razmaza koStane srzi iz 2002. 1 2005. godine (uzorci 16 1 22, Slika 6).
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L. infantum
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L. tropica
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Slika 6. Rezultati amplifikacije ITS1 regije PCR testom za neke od uzoraka. Uzorci su oznaceni kraticom

sastavljenom od rednog broja, klinicke slike 1 godine oboljenja.

Dobiveni ITSI-PCR produkati podvrgnuti su restrikciji s Hae III endonukleazom, a

dobiveni produkti elektroforetski razdvojeni u 3% agaroznom gelu (Slika 7)
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Slika 7. Identifikacija vrste liSmenije iz klinickih uzoraka PCR amplifikacijom ITS1 regije te razgradnjom
dobivenih produkata enzimom Haelll endonukleazom. Uzorci su oznaceni kraticom sastavljenom od

rednog broja, klini¢ke slike i godine oboljenja.
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Za sve izolate elektroforetska RFLP analiza dala je produkte veli¢ine 184, 72 i 55 bp,
temeljem cega je L.infantum identificirana kao jedina prisutna vrsta, uzro¢nik kako VL,

tako 1 CL.

4. 2. Istrazivanje seroprevalencije liSmenioze u asimptomatskoj populaciji Hrvatske

Za utvrdivanje prisutnosti protutijela u serumima zdravih stanovnika iz razli¢itih podrucja
priobalne i kontinentalne Hrvatske, u periodu od 2007.-2009., ukupno je prikupljeno
2.035 uzoraka. U studiju su bili ukljuceni ispitanici svih dobnih skupina u rasponu od 8
mjeseci do 88 godina, uz medijan za dob od 42 godine (interkvartilni raspon 21-59). Od
ukupnog broja ispitanika njih 975 (47,9%) je bilo muskog, a 1.060 (52,1 %) Zenskog
spola. Najveci je broj ispitanika (1.186) imao mjesto stanovanja u priobalju, 653 su bili
stanovnici otoka, a 196 ispitanika iz kontinentalnog dijela Hrvatske posluzili su kao

kontrolna skupina (Tablica 15)

Za sve ispitanike iz priobalja udio muskih ispitanika u uzorku uz procijenjeni 95% raspon
pouzdanosti (CI) za postotak, u skladu je s postotkom muskog stanovniStva za dato
podruc¢je dobivenim popisom stanovnistva 2011. godine. Pri usporedbi udjela muskih
ispitanika za oto¢nu populaciju procijenjeni postotak je nesto visi od postotka dobivenog
popisom stanovniStva. Veliki nesklad u udjelima ispitanika po spolu prisutan je samo u
Brodsko-posavskoj Zupaniji u kojoj ve¢i dio ispitanika u uzorku c¢ine dobrovoljni

darovatelji krvi.
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Tablica 15. Raspodjela ispitanika prema dobi, spolu i mjestu stanovanja, te udio seropozitivnih (n=2.035)

Broj

uzoraka Dobne skupine ispitanika (godine) Dobni | Muski Seropozitivni

seruma raspon | (%) (%)

0-9 | 10-19 | 20-29 | 30-39 | 40-49 | 50-59 | 60-69 | >70 | NP

Ukupno 2035 177 | 272 250 246 242 315 205 290 |38 | 0-88 975 (47,9) | 231 (11,4)
Regija / Mjesto
stanovanja
Obala Jadrana 1186 149 | 206 133 131 146 189 97 107 |28 |0-86 569 (48,0) | 169 (14,2)
Istra i Primorje 117 12 13 11 27 17 17 10 10 0 0-83 47 (40,2) | 5@4.3)
Sjeverna Dalmacija 159 10 29 19 15 21 36 15 14 0 3-84 84 (52,8) | 10(6,3)
Srednja Dalmacija 571 112 | 117 74 59 63 67 31 33 15 [0-82 293 (51,3) | 127 (22,2)
Juzna Dalmacija 339 15 47 29 30 45 68 42 50 13 | 0-86 145 (42,8) | 27 (8,0)
Jadranski otoci 653 17 41 70 61 69 110 97 181 |7 1-88 268 (41,0) | 61 (9,3)
Kontinentalna 196 11 25 47 54 27 17 10 2 3 0-72 137 (69,9) | 1 (0,5)
Hrvatska
Brodsko-posavska 107 0 12 25 34 19 10 4 0 3 18-62 | 96(89,7) | 0(0,0)
Zupanija
Medimurska Zupanija 89 11 13 22 20 8 7 6 2 0 0-72 41 (46,1) | 1(1,1)

NP - nepoznato
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Od ukupno 2.035 testiranih uzoraka seruma 231 (11,4%) je bio pozitivan na anti-

L.infantum 1gG protutijela. Nadene su znacajne razlike u seroprevalenciji ispitanika iz

razli¢itih dijelova Hrvatske, u rasponu od 0.0% seropozitivnih u Brodsko-Posavskoj
zupaniji do 22,2% u srednjoj Dalmaciji (y2=112,24; df=13; P<0,001) (Slika 7, Tablica
15).

#cako! MADARSKA
MEDIMURJE

SLOVENLIA

SRBLJA
ISTRA | PRIMORJE
{0 ®pyexa BRODSKO-POSAVSKA 7.
B SLAVONSKI BROD
\‘ «L\\b

BOSNA | HERCEGOVINA

bez podataka
0%
>0-3%
4-7%
B s-11%
- 15%
s 19%
I 20 - 24%

CRNA GORA

mALA ¢ ~ LasTovo

DUBROVNIK ¥

Slika 8. Karta prostorne razdiobe anti-Leishmania seropozitiviteta medu asimptomatskim stanovnistvom

razlic¢itih dijelova Hrvatske, 2007. — 2009. (n=2.035)
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S obzirom na mjesto stanovanja nadena je snazna povezanost seropozitiviteta i
prebivaliSta na obali, otocima ili u kontinentalnom dijelu zemlje (¥2=35,41; df=2;
P<0,001). Bonferroni metoda korekcije pokazala je da su stanovnici obalnog podrucja
imali znacajno visu seroprevalenciju od otoc¢ana (y2=9,27; df=1; Pcorr=0,007) kao i od
stanovnika kontinentalne regije (¥2=29,43; df=1; Pcorr<0,001). Nadalje, otoc¢ani su imali
statisticki znacCajno viSu seroprevalenciju u odnosu na kontinentalno stanovnistvo
(x2=17,37; df=1; Pcorr<0,001).

Za detaljniju analizu obrasca prostorne raspodjele asimptomatske liSmenioze izraunata
je snaga povezanosti seropozitiviteta sa stanovanjem u odredenom podrucju: priobalnom,

kontinentalnom ili na otocima (Tablica 16).

Tablica 16. Omjer izgleda seropozitiviteta anti-Leishmania 1gG protutijela prema mjestu
stanovanja u usporedbi s prosjecnom vrijednos¢u za zadano podrucje Hrvatske, 2007. —

2009., (n=2.035)

P vrijednost OR 95% CI
Regija /mjesto stanovanja
Priobalje Referentna vrijednost: seropozitivitet 14% (95% CI, 12-

16%)

Istra i Primorje 0,002° 0,27 0,11-0,67
Sjeverna Dalmacija 0,006" 04 0,21-0,78
Srednja Dalmacija <0,002" 1,72 1,33-2,22
Juzna Dalmacija 0,002% 0,52 0,34-0,80
Otoci Pseropozitivitet 9% (8-11%)
Unutras$njost Referentna vrijednost: seropozitivitet 0,2% (0,1-0,9%)
Brodsko-posavska zZupanija 0,758 0 NP
Medimurje 0,849 2,22 0,14-35,83

OR: omjer izgleda (engl. odds ratio); CI: raspon pouzdanosti (engl. confidence interval);
NP nije poznato

* Znacajno na razini 0=0,01.

® Veli¢ina uzoraka za pojedinacne lokalitete je bila premala za pouzdanu procjenu

seroprevalencije.
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Znacajne razlike u seroprevalenciji opazene su samo u analizi priobalnih podruc¢ja. Dok
je stanovnistvo srednje Dalmacije imalo najvisi anti-Leishmania seropozitivitet i najvisi
rizik od nastanka liSmenioze (OR 1,72; 95% CI 1,33-2,22; p<0,001), stanovnistvo ostalih
priobalnih podrucja je imalo nizi rizik (OR od 0,27-0,52; p od 0,002-0,006) u usporedbi

sa stopom anticipiranom za ravnomjernu distribuciju.

Mada ovi rezultati jasno potvrduju da je srednja Dalmacija endemsko zariSte liSmenioze,
opazene stope seropozitiviteta u ostalim priobalnim podrucjima (od 4,3% do 8,0%)
otkrivaju ih kao endemska podru¢ja u kojima je seroprevalencija visa nego u

kontinentalnoj Hrvatskoj.

Daljnja analiza spola i dobi kao mogu¢ih ¢imbenika rizika, nije otkrila povezanost
seropozitiviteta sa spolom (¥2=0,11; df=1; p=0,739). Naime, od 975 testiranih uzoraka
seruma osoba muskog spola protutijela su nadena u njih 113 (11,6%), dok su medu 1.060
zenskih uzoraka protutijela nadena u 118 (11,1%) testiranih seruma. Ovaj nalaz je dalje
potvrden multivarijantnom analizom u kojoj je ovisna varijabla seropozitivet, dok su

spol, dob i zemljopisna lokacija uzete za neovisne varijable (Tablica 17).

Nasuprot tomu, pronadena je znaCajna razlika u medijanu dobi seropozitivnih i
seronegativnih ispitanika: 40 godina (interkvartilni raspon 16-58) te 42 godine (22-60),
(Mann-Whitney U test, p=0,039). Nadalje, u multivarijantnom modelu sa spolom i
zemljopisnom distribucijom kao dodatnim nezavisnim varijablama, dob se pokazala
znacajnim prediktorom seropozitiviteta (ukupni nivo znacajnosti p=0,022). Stope
seroprevalencije za svaku dobnu skupinu ispitanika te pripadaju¢i OR s 95%CI
prilagodenim za kovarijable sazeti su u Tablici 17. Anti-Leishmania seropozitivitet
najvjerojatniji je medu osobama dobne skupine 0-9 godina (17,5%; OR 2,19; 95%CI
1,16-4,14). Protutijela su nadena u devetero djece (17,6%) unutar podgrupe mladih od 4
godine ukljucujué¢i i1 jednogodisSnju djevojcicu. Podatci nadalje pokazuju da nema
ravnomjerne promjene anti-Leishmania seropozitiviteta s dobi ispitanika. Umjesto toga,
uocljiva je bimodalna distribucija s usporedivo visokim rizikom asimptomatske infekcije

medu ispitanicima dobnih skupina 0-9, 10-19 i 40-49 godina (OR: 1,84 do 2,19; sve p-
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vrijednosti <0,05). Nasuprot tomu, osobe drugih dobnih skupina imali su rizik od

asimptomatske infekcije slican riziku ispitanika u referentnoj dobnoj skupini od 30-39

godina (OR: 1,00-1,33; p-vrijednosti: 0,374-0,992).

Tablica 17. Visestruka logisticka regresijska analiza anti-Leishmania seropozitiviteta

obzirom na dob, spol i mjesto stanovanja u Hrvatskoj, 2007. — 2009. (n=2.035)

Varijable N testiranih IgG P vrijednost OR 95% CI
uzoraka pozitivni (%)
seruma

Dobne skupine (godine)
0-9 177 31 (17,5) 0,016" 2,19 (1,16-4,14)
10-19 272 39 (14,3) 0,048" 1,84 (1,01-3,38)
20-29 250 18 (7,2) 0,992 1,00 (0,50-2,01)
30-39 246 17 (6,9) Referentna

vrijednost
40-49 242 37 (15,3) 0,015° 2,13 (1,16-3,93)
50-59 315 30(9,5) 0,621 1,17 (0,63-2,19)
60-69 205 19 (9,3) 0,631 1,18 (0,60-2,36)
>70 290 30(10,3) 0,374 1,33 (0,71-2,51)
Spol
Muski 975 113 (11,6) 0,61 1,08 (0,81-1,44)
Zenski 1.060 118 (11,1) Referentna

vrijednost
Podrucje
Otoci 653 61 (9,3) 0,003* 20,37 (2,78-149,2)
Obala 1.198 169 (14,2) 0,001° 28,51 (3,95-205,79)
Unutrasnjost 196 1(0,5) Referentna

vrijednost

OR: omjer izgleda (engl. odds ratio); CI: raspon pouzdanosti (engl. confidence interval)

* Znacajno na razini 0=0,05.
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4. 3. Testiranje obiteljskih kontakata bolesnika te dijagnosticiranje novooboljelih

0Od 2008. do kraja 2010. u studiju su se dobrovoljno ukljucili ¢lanovi obitelji 6 bolesnika
novooboljelih od liSmenioze (4 VL 12 CL).

Ukupno je testirano 26 ispitanika obiteljskih kontakata s prosje¢nom dobi od 29 godina
(medijan 35 godina; raspon 3 do 70 godina).

Osamnaest ispitanika je bilo zenskog (69,23%), a osam (30,77%) muSkog spola.
Uzorci seruma obiteljskih kontakata testirani su na anti-Leishmania protutijela s tri
razliCita seroloska testa: ELISA, IFA i IHA. Veéina je testiranih uzoraka (n=18; 69,23% )
bila negativna u sva tri testa. Osam je uzoraka (30,77%) seruma bilo pozitivno u IFA
testu, ali u niskom titru 1:40. U 6 od 8 uzoraka seruma koji su bili pozitivni u IFA testu
protutijela su nadena i ELISA testom i to u blizini ,,cut off*, a samo dva su bila, opet u
niskim titrovima, pozitivna i u IHA testu.

Dvije obitelji stanuju na podrucju Vrgorca, a ostali u Makarskoj, Klisu, Sitnom Gornjem
te u Splitu. Obitelj iz Splita je jedina koja ne stanuje u obiteljskoj ku¢i nego u stanu u
stambenoj zgradi, no navode kako ljetne mjesece provode u staroj kamenoj obiteljskoj
ku¢i na Hvaru. Vecina navodi prisutnost pasa u susjedstvu (5/6), a u jednom slucaju je
susjedov pas eutanaziran zbog CanL. Svi navode ugrize insekata, ali ne razlucuju da li se

radilo o nevidima ili komarcima.

Nadalje od 2011. godine u istrazivackom laboratoriju Katedre za medicinsku
mikrobiologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu, 9 razli¢itih klini¢kih uzoraka
(3 bioptata koze, 5 punktata kostane srzi i 1 bioptat limfnog ¢vora) pretrazeno je na DNK
liSmenija SSU-PCR metodom. Dva su uzorka kostane srzi bila jasno pozitivna u testu, a
uzorak limfnog ¢vora je bio slabo pozitivan te je zbog nejasnog nalaza upucen u Hrvatski
veterinarski institut Zagreb gdje je ljubaznoscu dr. sc. Relje Becka ponovljeno testiranje i
potvrdeno da se radilo o Leishmania infantum. Uzorak je uzorkovan 14 godisSnjoj
djevojéici sa Solte, otoka koji se kao mjesto zarazavanja navodi i za drugu ispitanicu sa
manifestacijom bolesti ogranicenom na limfni ¢vor. Prikupljeni su uzorci seruma
navedene bolesnice i njezinih obiteljskih kontaka i testirani s dva testa: IFA i IHA. Svi

usorci ukljucujuci i onaj bolesnice bili su negativni na anti-Leishmania protutijela.
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5. RASPRAVA

Ovim istrazivanjem molekularnim metodama identificirana je vrsta liSmenije koja
uzrokuje bolest u ljudi u endemskim dijelovima Hrvatske. Analizirani su arhivirani
mikroskopski preparati uzoraka koStane srzi 23 bolesnika lijeCena od visceralne
liSmenioze u vremenu od 1999. do 2010. godine, ¢ime je obuhvaceno 88,5% svih
oboljelih od VL u Hrvatskoj u istom razdoblju (94). Od dokazanih CL bolesnika
prikupljena su 3 uzorka. RFLP analizom elektroforetski razdvojenih fragmenata ITS1-
PCR produkata razgradenih restrikcijskom endonukleazom Hae III, utvrdeno je da je

jedina prisutna vrsta, uzro¢nik kako VL tako i CL, zoonotska Leishmania infantum.

Nalaz L.infantum u skladu je s izolacijom 1 identifikacijom iste vrste u ostalim europskim
zemljama mediteranskog bazena: Italiji, Francuskoj, Spanjolskoj, u kojima je jedini
endemski uzro¢nik VL 1 CL (74, 99, 100). Od ostalih vrsta u Grckoj se joS pojavljuje L.
tropica kao uzro¢nik sporadic¢nih slucajeva CL (101). O daljnjoj proSirenosti te vrste po
Balkanskom poluotoku nema podataka, a ukoliko je to moguce na temelju malog broja
CL uzoraka, mi smo za sada iskljucili tu mogucnost za nase priobalje. Identifikacija
L.infantum u skladu je s veterinarskim nalazima u Hrvatskoj (71, 88, 89, 102), te ranije
objavljenim klinickim i epidemioloskim podatcima o liSmeniozi u ljudi (27, 33, 82, 91)
Jos§ je Tartaglia opisao karakteristike bolesti koje su ukazivale da je upravo L.infantum, a
ne L.donovani uzrotnik VL u Hrvatskoj: ¢eS¢e obolijevanje djece, povezanost sa
zivotinjskim rezervoarom u pasa, izostanak nastanka PKDL, liSmenida (27). Zbog
nedostatka arhiviranih uzoraka nije moguce retrogradno zaklju¢ivanje o uzro¢niku CL,
koja se prosSirila nakon II. svjetskog rata, te zahvaljuju¢i poduzetim terapijskim i
epidemioloskim mjerama povukla. Na moguée importiranje drugih vrsta iz Afrike i
Gréke, zbog prisutnih stranih trupa i migracija stanovnika ve¢ je ukazano (27). Sto se tice
analize za ovo istrazivanje prikupljenih CL uzoraka, nalaz L.infantum u skladu je sa
sporadi¢nim pojavljivanjem i prijavljivanjem CL u Hrvatskoj (82, 103). Naime, ova vrsta

je slabo dermatotropna (73). Uvoz stranih vrsta liSmenija, kakav se mozda dogodio 40-tih

......
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skrbe o osobama koje iz turistickih ili poslovnih razloga putuju u endemske krajeve. Ovo

se osobito odnosi na hrvatske vojnike stacionirane na Bliskom Istoku (104).

Drugi dio molekularnog testiranja imao je za cilj utvrditi primjenjivost PCR testova na
arhiviranim uzorcima sa¢uvanim iz rutine dijagnostickih laboratorija u endemskom dijelu
Hrvatske, te wusporediti njihovu osjetljivost i specificnost s ranije obavljenim
mikroskopskim pregledom istih uzoraka. Dijagnosticki SSU-PCR test primjenjen je na
sve uzorke, dobivene od bolesnika (n=31) i zdravih kontrola (n=21). DNK L.infantum - je
bio pozitivan u 23 bolesnicka uzorka. Niti jedan od testiranih kontrolnih uzorka nije bio
pozitivan ovim testom §to ukazuje na 100% specifi¢nost testa kakva je ve¢ ranije opisana
za molekularnu dijagnostiku liSmenioza (55, 105,). Usporedbom testova primjenjenih na
uzorcima bolesnika s jasnom klinickom slikom (n=30) SSU-PCR test je pokazao visu
osjetljivost (76,7%) od osjetljivosti mikroskopskog pregleda (63,3%), mada nesSto nizu od
one koju su opazili drugi autori (55, 105). Visa je osjetljivost dobivena u SSU-PCR testu
primjenjenom na neobojenim (85,0%) nego na obojenim (55,6%) preparatima. Inhibitorni
utjecaj bojenja bio je izrazeniji na ITSI-PCR testu koji je bio negativan i za dva SSU-
PCR pozitivna obojena uzorka. Negativan utjecaj bojenja na rezultate PCR testova nije
zabiljezen u svim istrazivanjima, primjerice Motazedian i sur. nisu imali niti jedan PCR
negativan, a mikroskopski pozitivan obojeni uzorak, no kPCR test kojeg su koristili neki
istrazivaci su nasli da je viSe osjetljivosti od testova koriStenim u nasem istrazivanju (59,
105). Nadalje vecina takvih istrazivanja radena je na uzorcima koze, koji su i u naSem
istrazivanju bili 100% pozitivni s oba molekularna testa, ili su DNK ekstrakti purificirani
dodatnim postupcima (55) ili su obojeni preparati, za razliku od nasih, bili zaStieni
pokrovnim staklom zalijepljenim akrilnim sredstvom (54). Medu mikroskopski
pozitivnim, PCR negativnim uzorcima nalazili su se stariji saCuvani obojeni preparati (iz
1999., 2000. 1 2003. godine) te uzorak limfnog ¢vora iz 2009. koji je zbog neobicnosti

nalaza viSekratno mikroskopiran i izlagan imerzionim sredstvima.

Molekularna potvrda liSmenija u uzorcima koji su bili mikroskopski negativni potvrdila
je ispravnost postavljene dijagnoze u toj skupini bolesnika (n=8). Naime oni su na

temelju klinicke slike 1 pozitivnog nalaza IFA testa dijagnosticirani i lijeeni kao VL
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bolesnici §to je u skladu s preporukama za prvu epizodu VL (34). Osobito su korisni
PCR rezultati za bolesnike (n=2) u kojih se je pojavio recidiv VL, jer pozitivan seroloski
nalaz nije dovoljan za potvrdu dijagnoze. Sva 4 uzorka tih bolesnika bila su pozitivna u
PCR testu, a 3 mikroskopski negativna. Raspolozivost molekularnih metoda uvelike bi
bila olakSala klinicarima postavljanje dijagnoze, a u jednom slucaju i postedila bolesnika

od uzastopnog podvrgavanja invazivnoj punkciji kostane srzi.

Mikroskopski pregled razmaza koStane srzi spada u rutinske dijagnosticke protokole za
klinicka stanja diferencijalno dijagnosticki srodna VL te bududi da se radi o relativno
jeftinom testiranju visoke specificnosti, nema potrebe za ukidanjem te pretrage.
Istodobnom primjenom mikroskopskog pregleda i molekularnog testa u naSem
istrazivanju uzroc¢nik je otkriven u 90,0% svih uzoraka. Uvodenjem molekularnih testova
u rutinu za PCR testiranje moglo bi se koristiti neobojene uzorke ili jo§ bolje uzorke za

PCR analizu slati na filter papiru (54, 105).

S ciljem utvrdivanja prevalencije asimptomatske liSmenioze u op¢oj populaciji Hrvatske,
te otkrivanja zemljopisne proSirenosti bolesti prikupljeno je 2.035 uzoraka seruma
stanovnika razli¢itih zemljopisnih i ekoloskih dijelova Hrvatske. Na anti-L.infantum 1gG
protutijela bio je pozitivan 231 (11,4%) uzorak. Rezultati istrazivanja ukazuju na snaznu
povezanost seropozitiveta i mjesta prebivanja (jadranska obala i otoci) te dobnih skupina.
Nalaz seropozitivnih ispitanika u sjevernom priobalju 1 otocima (Istra i Primorje) gdje

nema endemski prisutne liSmenioze ukazuje na moguce Sirenje liSmenija prema sjeveru.

I ovim je istrazivanjem potvrdeno visoko endemsko Zzariste liSmenioze na podrucju
srednje dalmatinske obale u skladu sa dosadasnjim podatcima o prijavama kako humane
tako 1 liSmenioze pasa (27, 33, 71, 79, 82, 91). Prema tim istim podatcima
sjeverozapadno jadransko priobalje: podrucje Istre, Primorja i sjeverne Dalmacije smatra
se neendemskim (27, 33, 71, 79, 82, 91). Na moguée promjene u zemljopisnoj
prosirenosti liSmenioze u Hrvatskoj ukazao je prvi opisani slu¢aj VL u bolesnika koji se
najvjerojatnije zarazio tijekom boravka na Velebitu (106). Rezultati naSeg ispitivanja na

tragu su ovog opazanja jer ukazuju na prisutnost asimptomatske liSmenioze duz Citave
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jadranske obale i otoka. Ovisno o zemljopisnom podru¢ju pronadena je umjerena do

visoka prevalencija asimptomatskih infekcija (4-22%).

Istrazivanja provedena u drugim Mediteranskim zemljama takoder otkrivaju varijabilnu
seroprevalenciju od 0,5 do 56% u ovisnosti o studiranom zemljopisnom podrucju, ali i o
koristenom seroloSkom testu (46, 107). U naSem istrazivanju koristili smo komercijalni
ELISA test kao relativno jednostavan nacin ispitivanja velikog broja uzoraka seruma.
Uzorci su prikupljeni metodom prigodnog uzorka od ostataka seruma u dijagnostickim
laboratorijima zbog Cega su prikupljeni podatci o bolesnicima bili oskudni (dob, spol,
mjesto prebivanja) bez mogucnosti dobivanja dodatnih podataka o eventualnim
putovanjima i bez moguénosti daljnjeg pracenja ispitanika kroz neko vrijeme. Usprkos
ograni¢enjima ovaj nacin prikupljanja uzoraka seruma, kao Sto su pokazali Kelly i sur,
prikladan je za dobivanje korisnih podataka o seroprevalenciji (97). Iako su uzorci
prikupljani od 2007. do 2009. budu¢i da je poznata dugotrajna perzistencija anti-
Leishmania protutijela u serumu, to ne bi trebalo utjecati na kvalitetu nalaza (40, 108,).
Od ostalih ¢imbenika koji umanjuju snagu ovog istrazivanja treba spomenuti otklon zbog
visokog udjela dobrovoljnih davatelja krvi medu ispitanicima Brodsko-Posavske
Zupanije, no kako je njihov udio u ukupnom broju ispitanika malen nije za ocekivati da je

utjecao na rezultate.

U srednjoj Dalmaciji pronadena je prevalencija od 22,2%, znacajno visa nego u ostalim
obalnim podru¢jima (OR 1,72; 95% CI 1,33-2,22; p<0.001), Sto je u skladu s dobro
dokumentiranim rezervoarom bolesti u pasa, kao i visekratno utvrdenom prisutnosti za
liSmenije kompetentnih vektora (71, 88-91). Opazena visoka prevalencija asimptomatskih
Leishmania infekcija medu stanovni$tvom tog podrucja ocekivana je i s obzirom na
Cinjenicu da je navedeno podru¢je aktivno ZzariSte sa najviSim brojem potvrdenih
slucajeva humane VL (33, 82, 94). Vecina slucajeva VL dijagnosticiranih u Hrvatskoj
javlja se upravo u srednjoj Dalmaciji, gdje je tijekom perioda istrazivanja 2007.-2009.
otkriveno sedam novih bolesnika uz srednju godiSnju incidenciju od 0,5/100.000

stanovnika. U juZnoj Dalmaciji izloZenost liSmenijama je veca od ocekivane (8%)
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usprkos malom broju klinickih slucajeva bolesti i naizgled manjem riziku u odnosu na

srednju Dalmaciju.

Kao $to je i1 ocekivano seroprevalencija stanovnika dviju Zupanija iz kontinentalne
Hrvatske, Brodsko-Posavinske i Medimurja, znacajno je niza. Svi su ispitanici bili
seronegativni, osim jedne 40-togodiSnje ispitanice. Kako se i u kontinentalnim zemljama
Europe javljaju importirani slucajevi bolesti u turista, ne moze se iskljuc¢iti moguénost da
je ispitanica doSla u kontakt s uzro¢nikom tijekom mogucéeg ljetnog boravka na
jadranskoj obali (64-67). Istu mogucénost treba uzeti u obzir i pri interpretaciji vise od
ocekivane seroprevalencije u stanovnika sjevernijih dijelova priobalja. Opazeno moguce
Sirenje bolesti na sjever u skladu je sa sve ¢e$¢im navodima o Sirenju vektora u sjevernije
dijelove endemskih zemalja i sjevernije zemlje Europe (21, 23, 75, 109). Osobito u
nedavno opisanom nalazu Phlebotomus spp. u juznim dijelovima Madarske u blizini
granice s Hrvatskom (92). Madarska se do nedavno smatrala neendemskom zemljom u
kojoj nema autohtonih slucajeva liSmenioze, da bi Tanczos i sur. 2012. opisali prvi slucaj
autohtone liSmenioze u pasa (93). Asimptomatska liSmenioza, 4,5% seropozitivnih,

otkrivena je i u Austriji (108).

Slicno rezultatima drugih seroepidemioloSkih studija (46-49) i ovo istrazivanje je
pokazalo da nema znacajne razlike u prevalenciji seropozitiviteta medu spolovima, Sto
govori o jednakoj izlozenosti stanovniStva usprkos pove¢anom riziku od razvoja bolesti
opazenom kod osoba muskog spola.

Kada se promatra seropozitivet u odnosu dob ispitanika rezultati ovog istraZivanja se
razlikuju od ostalih studija. Naime, dobili smo bimodalnu distribuciju seropozitivteta u
asimptomatskoj populaciji s obzirom na dob, s veCom ucestalosti medu mladim (0-19
godina) i starijim (40-49 godina). Dobna distribucija se spominje u nekoliko istrazivanja.
U njima se mahom navodi porast seropozitiveta s dobi ukazujuéi na rastucu izlozenost L.
infantum s porastom godina zivota (46-48). Druge studije ne navode razlike medu
dobnim skupinama (49, 110). Nadalje, Davies i sur, navode izraziti pad seropozitiviteta u
starijoj zivotnoj dobi (111). Potrebno je navesti da u veéinu ovih studija nisu bili

ukljuceni ispitanici mladi od 18 godina ili da uzorci nisu bili ravnomjerno rasporedeni s
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obzirom na dob $to umanjuje snagu zaklju¢ivanja za dobne skupine zastupljene manjim
brojem ispitanika. Istrazivanje provedeno ELISA testom u Brazilu otkrilo je 28,5%
pozitivnih seruma djece u dobnoj skupini od 0-5 godina i ukazalo povezanost infekcije s
zivotnom dobi od >2 years (112). U naSem istraZivanju seropozititet je najvjerojatniji
medu ispitanicima dobne skupine 0-9 godina (17,5%; OR 2,19; 95%CI 1,16-4,14; p
0,016). Kako je u Hrvatskoj visceralna liSmenioza jo$ uvijek ¢eS¢a u djece (33, 82)
postoji mogucnost da se medu seropozitivnim ispitanicima nalaze oni u kojih ¢e se
mozda pojaviti manifestna bolest. Da bi se razjasnilo ovo opazanje potrebno je napraviti
dodatna, drugacije dizajnirana istrazivanja, s manjim brojem ispitanika koji bi bili praceni

i retestirani kroz neko vrijeme.

Analizom podataka dobivenih od obiteljskih kontakata novoboljelih (n=26) potvrdena je
izloZenost ranije poznatim rizicnim ¢imbenicima za Sirenje bolesti, kao §to su stanovanje
u obiteljskoj ku¢i u endemskom podrucju, blizina pasa, izlozenost insektima. Seroloskim
pretrazivanjem njihovih uzoraka seruma na anti-Leishmania protutijela s tri razlicita
seroloska testa dobili smo niske titrove protutijela, pri ¢emu je najviSe uzoraka bilo
pozitivno u IFA testu, a najmanje u IHA testu. S obzirom na mali broj ispitanika,
odsutnost klinicke slike i niske vrijednosti titrova nije moguce donijeti valjane zakljucke

o testiranim metodama.

LiSmenioze su heterogena skupina bolesti s viSe ukljuCenih ¢imbenika: od uzrocnika,
preko rezervoara i1 vektora, do covjeka, kao domacina za bolest i kao ¢imbenika koji
intenzivno utjece na okolis i ravnotezu ekoloskih sustava. Nasim istrazivanjem pokazali
smo da su liSmenioze prisutne u nasoj sredini, kako u dijelovima zemlje koji su poznati
po svom endemicitetu tako i Sire. Nadalje, identificirali smo endemski prisutnu vrstu 1
potvrdili da se molekularnim testovima moze iz arhiviranih uzoraka dijagnosticirati
bolest. S obzirom da je endemski prisutna vrsta zoonotska L. infantum u prevenciji i
eradikaciji bolesti bitan je multidisciplinaran pristup koji ¢e poduzetim mjerama smanjiti
rezervoar bolesti. Nadalje, kako je upravo zari$ni dio obale turisti¢ki atraktivan vazno je
podiéi svijest o mogucem eksportiranju bolesti izvan endemskog podrucja. Lijecnici bi u

osoba koje imaju nerazjasnjena febrilna stanja, a koje u anamnezi navode boravak
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tijekom ljetnih mjeseci na jadranskoj obali ili Zive u mogué¢em proSirenom endemskom
podrucju, trebali u diferencijalnu dijagnozu ukljuciti i liSmeniozu. Osobito ako se radi o
osobama smanjene imunosti. Pri postavljanju dijagnoze od koristi su molekularni testovi
kojima je i ovim istrazivanjem potvrdena ucinkovitost u razli¢itim klinickim uzorcima.
Nadalje, opazen seropozitivitet u ispitanika izvan endemskog dijela obale i moguce
Sirenje bolesti na sjever potrebno je dodatno istraziti i potvrditi. Stoga je potrebno
provesti dodatna istrazivanja kako klinicka, tako epidemioloska i parazitoloska, kako bi
se razjasnili trendovi prisutni u odrzavanju i prenosenju ove zanemarene parazitoze i

njezin utjecaj na zdravlje ljudi i Zivotinja u razli¢itim dijelovima Hrvatske.
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6. ZAKLJUCAK

Molekularnim testiranjem klinickih uzoraka arhiviranih na mikroskopskim
preparatima (1999.-2010.) identificirana je zoonotska Leishmania infantum kao jedini

prisutni uzro¢nik visceralne i kozne liSmenioze u endemskom dijelu Hrvatske.

Potvrdena je dijagnosticka ucinkovitost molekularnih testova u testiranju uzoraka
pohranjenih na mikroskopskima preparatima starim i desetak godina, osobito ukoliko se

radi o neobojenim uzorcima.

Primjenom navedenih testova moZe se i naknadno postaviti dijagnoza liSmenioze iz
sacuvanih uzoraka, ¢ime se otklanja nuZnost ponovnog uzimanja uzoraka invazivnim i

bolnim postupcima kao §to je punkcija koStane srzi.

Istodobna primjena mikroskopskog pregleda i molekularnog testiranja bioloskih

uzoraka rezultira vrlo visokom osjetljivos¢u pretraga (90,0%).

SeroloSkim testiranjem asimptomatskog stanovnistva iz razlicitih ekoloskih dijelova

Hrvatske potvrdeno je zariste visoke endemicnosti u srednjoj Dalmaciji.

Utvrdena je prisutnost asimptomatske liSmenioze u sjevernijim dijelovima priobalja,

izvan prepoznatog endemskog podruc¢ja. Navedeni nalaz je potrebno dalje istraZiti.
Seroprevalencija ne pokazuje znacajne razlike po spolu, ali pokazuje bimodalnu
dobnu distribuciju, s veCom ucestalosti medu mladim (0-19 godina) i starijim (40-49

godina).

Djeca u dobi od 0-9 godina najosjetljivija su dobna skupina za asimptomatsku i

simptomatsku Leishmania infekciju
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7. SAZETAK

LiSmenioza je jedina tropska parazitoza endemski prisutna u Hrvatskoj. Kako bi otkrili 1
identificirali prisutne vrste liSmenija prikupljeni su sacuvani klinicki uzorci oboljelih od
visceralne (VL) i1 kozne liSmenioze (CL) arhivirani na mikroskopskim preparatima
(1999.-2010.). Testirani su s dva razli¢ita PCR testa; dijagnostickim SSU-rRNA-PCR i
identifikacijskim ITS1-PCR testom. PCR produkti potonjeg testa podvrgnuti su
razgradnji Hae 111 restrikcijskom endonukleazom i1 dobiveni fragmenti elektroforetski
razdvojeni radi RFLP analize. Utvrdeno je da je jedina prisutna vrsta, koja uzrokuje VL i
CL, zoonotska Leishmania infantum. Molekularne metode pokazale su vecu osjetljivost
pri testiranju neobojenih (85,0%) u odnosu na obojena mikroskopska stakla (55,6%).

Drugi veliki cilj ovog rada bio je utvrditi seroprevalenciju anti-Leishmania protutijela u
asimptomatskih stanovnika razli¢itih ekoloskih regija Hrvatske. U tu su svrhu prikupljeni
uzorci seruma 2.035 imunokompetentnih stanovnika (priobalje n = 1.186; otoci, n = 653;
kontinent n = 196). Uzorci su testirani ELISA testom i ukupno je 231 (11,4%) uzorak
seruma bio pozitivan na anti-Leishmania protutijela. Metoda viSestruke logisticke
regresije ukazala je na povezanost seropozitiviteta s mjestom stanovanja i dobi ispitanika.
Visoko endemski fokus potvrden je za podru¢je srednje Dalmacije (seroprevalencija
22,2%; OR: 1,72; 95% raspon pouzdanosti [CI]: 1,33-2,22). Umjerena do visoka anti-
Leishmania seroprevalencija nadena je duz ¢itave jadranske obale te na otocima (od 4,0%
do 22,2%) ukljucujuci i dijelove koji se smatraju neendemskim. Stanovni$tvo priobalja i
otoka ima znacajno visi seropozitivitet u odnosu na stanovnike kontinentalne Hrvatske
(odds ratios [OR] od 20,4 do 28,5). Prema dobi, dobili smo bimodalnu distribuciju
seropozitivteta, s ve¢om ucestalosti medu mladim (0-19 godina) i starijim (40-49 godina)
ispitanicima. Djeca u dobi od 0-9 godina najosjetljivija su dobna skupina za

asimptomatsku Leishmania infekciju (OR 2,19; 95% CI 1,16-4,14).
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8. SUMMARY

LEISHMANIASIS IN CROATIA - DISTRIBUTION AND PARASITOLOGIC
DIAGNOSIS OF SYMPTOMATIC AND ASYMPTOMATIC INFECTIONS

Two different molecular assays, SSU-PCR and ITS1-PCR, were used to detect and
identify leishmania in archived microscopic slides of different samples collected from
patients in endemic part of Croatia (1999-2010). Molecular methods were more
successful using unstained than stained slides (sensitivity 85.00% and 55.56%
respectively). Digestion of ITS1-PCR product with the restriction enzyme Hae III
identified zoonotic Leishmania infantum as the only species present.

To assess the anti-Leishmania seroprevalence sera from 2,035 immunocompetent
residents of Croatia (Adriatic coast, n = 1,186; Adriatic islands, n = 653; mainland, n =
196), were tested by an enzyme immunoassay. A total of 231 (11.4%) samples were
positive. Multivariate analysis revealed that seropositivity was associated with
geographic location and age. Highly endemic focus was identified in the central coastal
Dalmatia (seroprevalence 22.2%; OR: 1.72; 95% confidence interval [CI]: 1.33-2.22).
Moderate to high anti-Leishmania seroprevalence was found throughout the eastern
Adriatic coast and islands (from 4.0% to 22.2%) including the sites previously considered
nonendemic. Residents of coastal areas and islands were significantly more seropositive
than mainland residents (odds ratios [OR] from 20.37 to 28.51). Regarding age, children
aged 0-9 years were the most vulnerable group for asymptomatic Leishmania infection

(OR 2.19; 95% CI 1.16-4.14).
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