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Введение
Висцеральный лейшманиоз в Бразилии вызывается про-
стейшим Leishmania chagasi (в Европе принято название 
L. infantum – Прим. ред.), которое переносится москита-
ми Lutzomyia longiopalpis [1]. Собака считается основ-
ным домашним естественным резервуаром лейшмании, по-
тому что носит большое количество паразитов в коже, что 
способствует легкой передаче лейшмании москитам [2–4]. 
В связи с этим именно на собак направлены меры по обе-
спечению контроля за передачей лейшмании человеку, и 
важнейшей из них становится выявление инфицирован-
ных собак, которые представляют непосредственный риск 
передачи паразита, – вопрос, заслуживающий тщательно-
го изучения. В настоящем исследовании мы проанализиро-
вали клинические проявления как критерии, которые мо-
гут свидетельствовать о непосредственном риске транс-
миссии.

Хотя от 67% до 80% животных в эндемичных регионах 
контактируют с паразитом, что подтверждается или при-
сутствием антител к лейшмании, или наличием специфи-
ческого клеточного иммунного ответа, или выявлением от-
носящихся к лейшмании продуктам методом ПЦР, мно-
гие из этих животных не имеют клинических проявлений 
[5–7]. К тому же у некоторых собак наблюдаются симпто-
мы, встречающиеся при других заболеваниях, что размы-
вает диагностику ВЛ [8, 9]. Поскольку лечить инфициро-
ванных собак невозможно, при установлении диагноза ВЛ 
их усыпляют, что особенно трудновыполнимо именно в вы-
соко эндемичных регионах. Известно, что только некото-
рые из инфицированных собак эффективно передают забо-
левание, что степень заселения кожи паразитами (парази-
тарная нагрузка) различается в зависимости от фазы ин-
фекции и, похоже, она не коррелирует с трансмиссионным 

ВВЕДЕНИЕ
Висцеральный лейшманиоз в Бразилии вы-
зывается простейшим Leishmania chagasi/
infantum, которое переносится москитами 
рода Lutzomyia. Собаки являются важным 
естественным резервуаром инфекции, и 
контроль за распространением висцераль-
ного лейшманиоза (ВЛ) у людей включает 
в себя уничтожение инфицированных со-
бак. Однако, хотя собаки считаются важ-
ным звеном трансмиссивного цикла лейш-
мании, выявлению инфицированных со-
бак, являющихся непосредственной угро-
зой трансмиссии, уделялось недостаточно 
внимания. Поскольку лечить инфицирован-
ных собак невозможно, при постановке ди-
агноза ВЛ их усыпляют, что трудновыполни-
мо в высоко эндемичных регионах. Для кон-
троля за распространением ВЛ в таких ре-
гионах очень важно установить критерии, 
которые упростили бы выявление резерву-
аров, представляющих непосредственный 
риск трансмиссии. Целью настоящего ис-
следования стал поиск таких клинических 
критериев, подкрепленных патологоанато-

мическими данными, которые были бы ха-
рактерны для собак, потенциально опасных 
в плане переноса лейшмании.

РЕЗУЛЬТАТЫ
К основным клиническим проявлениям 
висцерального лейшманиоза у собак из эн-
демичных регионов относятся онихогри-
фоз, кожные язвы, конъюнктивит, лимфа-
денопатия и потеря веса. Трансмиссион-
ный потенциал (вероятность передачи па-
разита переносчику) этих собак был из-
мерен с помощью ксенодиагностики по-
средством москитов Lutzomyia longipalpis. 
Шесть из девяти собак с клиническими 
проявлениями оказались заразными для 
Lutzomyia longipalpis, тогда как среди пяти 
собак с бессимптомным течением ни одна 
не оказалась заразной. Амастиготы лейш-
маний (безжгутиковая форма – Прим. ред.) 
присутствовали в коже всех собак с кли-
нической формой, но отсутствовали у со-
бак с бессимптомным течением. Наиболь-
шая концентрация паразитов наблюдалась 

в ухе и в области когтей, самая низкая – в 
коже живота. Воспалительный инфильтрат 
был наиболее выраженным на ушах и в об-
ласти когтей как при клинической, так и 
при бессимптомной форме. У собак с кли-
нической формой ВЛ, у которых амастигот 
лейшмании обнаруживалось мало или не 
было вообще, воспалительный инфильтрат 
состоял в основном из лимфоцитов и ма-
крофагов. При высоких концентрациях па-
разитов помимо лимфоцитов и макрофа-
гов наблюдалось большое количество ней-
трофилов.

ВЫВОДЫ
Для собак, представляющих непосред-
ственный риск трансмиссии лейшманий в 
эндемичных регионах, характерны такие 
клинические проявления, как онихогри-
фоз, кожные язвы, конъюнктивит, лимфаде-
нопатия и потеря веса. Лимфаденопатия, в 
частности, была достоверным клиническим 
критерием, так как имелась четкая связь с 
положительной ксенодиагностикой.
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потенциалом [4, 10, 11]. Данные относительно трансмис-
сионного потенциала собак с клинической и бессимптом-
ной формами противоречивы, возможно, в связи с разны-
ми видами лейшманий и географическими различиями. 
Исследование, проведенное в Испании, не выявило ника-
кой корреляции, тогда как бразильские и колумбийские 
исследователи выявили положительную корреляцию меж-
ду наличием симптомов и инфекционностью [4, 12, 13]. В 
эксперименте с собаками, зараженными L.  chagasi или 
L. donovani, переносчик чаще инфицировался при укусах 
собак с более поздней стадией заболевания [14]. Исходя из 
этого, целью настоящего исследования было определение 
клинических критериев, подкрепленных патологоанатоми-
ческими данными, которые характерны для собак, потен-
циально способных передать паразита переносчику в энде-
мичных регионах Бразилии. Мы изучили клинические про-
явления, кожный воспалительный процесс, паразитарную 
нагрузку и, с помощью ксенодиагностики,  трансмиссион-
ный потенциал собак с висцеральным лейшманиозом.

Методы
Подбор животных и диагностика ВЛ
В исследование были включены 28 собак, как домашних, 
так и бродячих, из эндемичного региона Терезины, штат 
Пиауи, Бразилия. Взрослые кобели и суки разного воз-
раста и породы, выбранные случайным образом, прошли 
серологическое обследование на лейшманиоз (что явля-
ется обязательным в эндемичных по лейшманиозу райо-
нах) в рамках эпидемиологического исследования, выпол-
ненного Центром по контролю над зоонозными инфекци-
ями. Диагноз ВЛ подтверждался позитивным результа-
том исследования на антилейшманиозные антитела в со-

четании с выявлением паразита. Для выявления анти-
лейшманиозных антител в сыворотке использовалась ре-
акциянепрямой иммунофлюоресценции или иммунофер-
ментный анализ. Для обнаружения лейшманий мы изуча-
ли мазки кожи, селезенки и подколенных лимфатических 
узлов, окрашенные по Романовскому–Гимзе, или выпол-
няли посев материала из костного мозга грудины, селезен-
ки и/или подколенных лимфатических узлов (или все од-
новременно) на среду NNN (SIGMA-ALDRICH). Живот-
ные были распределены в три группы: I – 12 инфициро-
ванных собак с клиническими симптомами заболевания, 
II – 11 инфицированных собак без клинических симпто-
мов, III (группа контроля) – пять серологически и пара-
зитологически негативных собак. Собаки считались име-
ющими клиническую форму, если присутствовал хотя бы 
один из следующих признаков: онихогрифоз, изъязвления 
кожи, потеря веса, местная или генерализованная лимфа-
денопатия, диарея, эпистаксис (носовое кровотечение – 
Прим. ред.), конъюнктивит, анорексия и лихорадка. Бес-
симптомные собаки не имели клинических проявлений 
ВЛ, но были признаны инфицированными по результатам 
серологического и паразитологического исследований. 
Критерии, использованные для разделения собак с клини-
ческой и бессимптомной формой, были основаны на клас-
сификации, предложенной Pozio с соавт. [15].

Была проведена диагностика анемии, чтобы адекватно 
оценить цвет слизистых при вскрытии. Слизистые глаз, 
пасти и/или крайней плоти и влагалища у инфицирован-
ных собак были значительно интенсивнее окрашены, чем 
у неинфицированных. Бледные слизистые расценивались 
как анемия, принимая в расчет возможность трупного ги-
постаза.

Рис. 1. Кожа. Собаки, заразившиеся L. chagasi естественным путем (а, в, г, д, е), и неинфицированная собака (б).
а) отсутствие амастигот в коже уха бессимптомной собаки; б) отсутствие амастигот в коже уха контрольной собаки; в) наличие нескольких амастигот в коже с минимальным 
воспалительным инфильтратом; г) минимальный воспалительный инфильтрат, состоящий из лимфоцитов, плазматических клеток и макрофагов; д) наличие множества парази-
тов в коже с выраженным воспалением; е) выраженный воспалительный инфильтрат, состоящий из макрофагов и нейтрофилов. Иммунопероксидазное окрашивание (а, б, в, д). 
Окрашивание гематоксилин-эозином (г, е). Увеличение: х140.
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Ксенодиагностика
У девяти собак с симптомами и у пяти бессимптомных со-
бак перед их усыплением для сбора образцов ткани была 
проведена ксенодиагностика. Вкратце, собаки были ане-
стезированы 1% ацепромазином (0,25 мг/кг; Acepran, 
Univet), и 60 самок москитов Lutzomyia longipalpis были 
допущены к кормлению на коже уха в течение 45 минут. 
Через пять дней после кормления москиты были рассече-
ны, и средняя кишка была извлечена с целью обнаружения 
промастигот.

Цитологическое и  
гистопатологическое исследования кожи
Все животные получили седацию 1% ацепромазином 
(0,01  мл/кг) с ксилазином (2 мг/кг; Rompum, Bayer) и 
анестезию 2,5% тиопенталом натрия (0,5 мг/кг). Образ-
цы кожи забирали билатерально со следующих мест: мор-
да, веко, ухо, запястья, область когтей передних конечно-
стей, спина, область когтей задних конечностей, плюсны, 
хвост, живот и мошонка. Срезы были окрашены по Рома-
новскому–Гимзе, а образцы тканей зафиксированы в фор-
малине и пропитаны парафином для гистопатологическо-
го и иммуногистохимического исследований. После сбора 
образцов собаки были убиты повышенной дозой тиопента-
ла натрия. Все зараженные лейшманией собаки были ру-
тинно усыплены в Центре по контролю за зоонозными ин-
фекциями с целью ограничения распространения ВЛ. Не-
инфицированные контрольные животные были бродячими 
собаками, пойманными и усыпленными с целью ограниче-
ния распространения бешенства. Все манипуляции с соба-
ками были проведены в соответствии с Бразильским руко-
водством по уходу за лабораторными животными и их ис-
пользованию (Projeto de lei 3.964/97), а все использован-
ные протоколы экспериментов были одобрены Этическим 
комитетом Федерального университета Пиауи.

Гистопатологические изменения кожи изучались во всех 
образцах из 22 разных участков кожи, и их выраженность 
была оценена полуколичественно вслепую двумя независи-
мыми исследователями по шкале от 0 до 4; средние значе-
ния вычислялись после оценки и сравнения всех образцов.

Оценка паразитарной нагрузки 
Паразитарная нагрузка устанавливалась по цитологическим 
препаратам, окрашенным по Романовскому–Гимзе, и сре-
зам тканей, окрашенным иммунопероксидазой, из 22 различ-
ных мест с каждого животного в поле 50 x100 квадратов с сет-
кой 10 мм2. Иммуногистохимическое определение антигена к 
лейшмании производилось по описанной прежде методике с 
применением поликлональных антител к L. amazonensis, по-
лученных в Лаборатории сероэпидемиологии и иммунобио-
логии Института тропических болезней Университета Сан-
Паулу [16]. Вкратце, антитела были получены из мышей ли-
нии BALB/c, зараженных амастиготами L. amazonensis, а 
затем опробованы на зафиксированных в формалине и пропи-
танных парафином препаратах печени хомяка, зараженного 
L. chagasi (позитивный контроль). Специфичность была под-
тверждена на тех же препаратах с использованием сыворотки, 
адсорбированной с промастиготами L. amazonensis: реакция 
была отрицательной. Сыворотка была разведена в фосфатно-
солевом буфере в объемной концентрации 1:1600 и оставле-
на реагировать в течение ночи при 4°C во влажной атмосфере.

Образцы были оценены с использованием чувствительной 
пероксидазной системы EnVision+ (Dako Corporation, Кар-
пинтерия, США) согласно протоколам, предоставленным из-
готовителем.

Статистическая обработка
Данные были проанализированы с использованием корреля-
ции Спирмена или точного непараметрического критерия Фи-
шера и критерия Краскела–Уоллиса. Параметры со значимы-
ми различиями впоследствии были проанализированы с помо-
щью критериев Стьюдента–Ньюмана–Келса или Данна для 
множественного сравнения групп. Значимыми мы считали ре-
зультаты с p < 0,05.

Результаты и обсуждение
У всех собак, кроме контрольной группы, висцеральный лейш-
маниоз был подтвержден серологически и паразитологически.

Выявление собак с ВЛ в эндемичных районах затруднено, 
потому что клинические проявления сильно варьируют и за-
частую похожи на симптомы других заболеваний [8, 9]. По ре-

Рис. 2. Кожа. Собаки, заразившиеся L. chagasi естественным путем.
а) полуколичественный анализ паразитарной нагрузки (средние значения и 25–75-центильный интервал) собак с клиническим и бессимптомным течением ВЛ и контроль-
ных собак; * p < 0,05 (критерии Краскела–Уоллиса и Стьюдента–Ньюмена–Келса); б) полуколичественный анализ воспалительного инфильтрата в коже (средние значения и 
25–75-центильный интервал) собак с клиническим и бессимптомным течением ВЛ и контрольных собак; * p < 0,05 (критерии Краскела–Уоллиса и Данна). в) корреляция между 
наличием амастигот и воспалительным инфильтратом у собак с клинической формой ВЛ. P < 0,05 (корреляция Спирмена). N – число животных в группе.
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зультатам нашего исследования обнаружилось, что наиболее 
частыми проявлениями были онихогрифоз (83,3%), кожные 
язвы (83,3%), конъюнктивит (75%), локальная или генера-
лизованная лимфаденопатия (66,6%) и потеря веса (58,3%). 
Поскольку у собак, имевших эти симптомы в том или ином ко-
личестве и сочетании, диагноз ВЛ был подтвержден, мы счи-
таем их клиническими критериями висцерального лейшмани-
оза. Однако в группе из 35 собак, которых мы исследовали ра-
нее, две из 16 собак с одним или двумя симптомами оказались 
паразитологически негативными. В связи с этим мы полага-
ем, что только один или два симптома несущественны, но три 
уже позволяют заподозрить наличие ВЛ, а пять веско указы-
вают на этот диагноз. Такие клинические критерии позволят 
быстро выявлять собак с висцеральным лейшманиозом в  эн-
демичных регионах.

Для анализа трансмиссионного потенциала исследован-
ных собак выполнялась ксенодиагностика. Ухо для этих целей 
было выбрано потому, что на нем отмечалась наиболее высо-
кая концентрация паразитов. Из 12 собак с клиническими про-
явлениями ксенодиагностика проводилась у девяти. Шесть из 
них передали паразита L. longipalpis, тогда как среди бессим-
птомных собак ни одна не была заразна для москита. Эти дан-
ные позволяют предположить, что собаки с клиническими 
проявлениями представляют реальную угрозу трансмиссии 
(p = 0,0310, точный критерий Фишера), что подтверждается 
схожими результатами других исследований с использовани-
ем Lutzomyia longipalpis, Lutzomyia youngi и Phlebotomus 
perniciosus [4, 11]. Более раннее исследование показало, что 
у потенциально заразных собак имеется по крайней мере один 
из основных клинических симптомов [13]. Больше того, в двух 
других исследованиях бессимптомные собаки также оказа-
лись неспособны передавать лейшманию москитам. В одном 
отсутствие паразитов в коже было подтверждено ПЦР, в дру-
гом – иммуногистохимией [4, 10]. С другой стороны, бессим-
птомные собаки из эндемичных районов Испании эффектив-
но передавали L. infantum москиту Phlebotomus perniciosus 
[12]. Разница в данных, полученных исследователями в Сре-
диземноморье и Южной Америке, может быть связана с раз-
личными штаммами лейшмании и разными видами перенос-
чиков. В частности, известно, что Phlebotomus perniciosus 
– более эффективный переносчик висцеротропной лейшма-
нии, чем Lutzomyia longipalpis [4].

Паразитарная нагрузка в коже оценивалась в 22 различных 
участках тела собак с ВЛ. Наибольшее обсеменение парази-
тами наблюдалось на ухе и в области когтей, а наименьшая 
концентрация отмечалась в коже живота. Образцы окрашива-
лись разными методами. У собак с клиническими проявлени-
ями амастиготы обнаруживались по крайней мере в одном из 
участков, и их наличие всегда сочеталось с воспалительным 
процессом. У бессимптомных (рис. 1а) и контрольных собак 
(рис. 1б) ни в одном участке амастигот не наблюдалось. Па-
разитарная нагрузка у собак с симптомами была выше, чем 
у бессимптомных (P < 0,05, критерии Краскела–Уоллиса и 
Стьюдента–Ньюмана–Келса) (рис. 2а).

Среди 12 собак с симптомами у 10 наблюдалось изъязвле-
ние кожи. Однако воспалительный инфильтрат в коже отме-
чался у всех собак, даже бессимптомных, но был более вы-
ражен у собак с клиническими проявлениями, чем у бессим-

птомных и контрольных собак (p = 0,006, критерии Краске-
ла–Уоллиса и Стьюдента–Ньюмана–Келса) (рис. 2б). Ра-
нее описаны похожие результаты у собак, инфицированных  
L. infantum [10]. Хотя воспаление кожи это распространен-
ная находка у собак из-за укусов москитов, травм и других па-
разитов, наши данные демонстрируют минимальную интен-
сивность воспалительного инфильтрата в отсутствие амасти-
гот в коже бессимптомных и контрольных собак и корреля-
цию между числом амастигот и выраженностью воспаления 
(R = 0,64; P < 0,05, корреляция Спирмена) (рис. 2с). Это по-
зволяет предположить, что у собак с клиническими проявле-
ниями язвы с высокой вероятностью связаны с ВЛ [17–19].

При наличии небольшого количества или отсутствии ама-
стигот (рис. 1в) у собак с клиническим течением лейшмани-
оза воспалительный инфильтрат состоял в основном из лим-
фоцитов и макрофагов (рис. 1г). При высокой концентрации 
паразитов (рис. 1д) в инфильтрате также были представлены 
лимфоциты и макрофаги, но в основном он состоял из нейтро-
филов (рис. 1е). У двух собак воспалительный паттерн был 
представлен мономорфным макрофагальным инфильтратом 
с большим количеством паразитов (рис. 1д), как в исследова-
нии dos Santos с соавт. [17]. Выраженный воспалительный ин-
фильтрат, состоящий из лимфоцитов, макрофагов и нейтро-
филов, связан с высокой паразитарной нагрузкой и отличает-
ся от гистопатологической картины, наблюдаемой при кож-
ном лейшманиозе. Для последнего характерно нарушение 
клеточного иммунитета, при котором в инфильтрате прева-
лируют наполненные лейшманиями макрофаги, а лимфоциты 
малочисленны [20]. У бессимптомных собак воспалительный 
инфильтрат состоял в основном из макрофагов и лимфоцитов; 
похожая картина наблюдалась у контрольных собак. Характе-
ристики воспалительного инфильтрата у собак с клинически-
ми проявлениями с низкой паразитарной нагрузкой и отсут-
ствие амастигот у бессимптомных собак позволяют предполо-
жить, что эти животные иммунокомпетентны и, следователь-
но, могут длительно контролировать инфекцию.

У десяти собак с клиническим и у четырех с бессимптом-
ным течением по крайней мере в одном участке также наблю-
дался гранулематозный инфильтрат. Поскольку наличие гра-
нулем было связано с низкой или отсутствующей паразитар-
ной нагрузкой в коже четырех бессимптомных собак, оно, ви-
димо, связано с защитным механизмом в ткани. Роль грану-
лематозной реакции в защите от лейшманиозной инфекции 
была хорошо изучена на мышах линии BALB/c и на хомяке, 
зараженных Leishmania donovani [21–23]. Защита от инфек-
ции с помощью гранулематозной реакции зависит от цитоки-
нов, вырабатываемых клетками воспаления, в основном от ин-
терферона-  и ИЛ-2 [24].

Такой критерий воспалительного процесса, как наличие 
нейтрофилов, похоже, характерен для высокой паразитарной 
нагрузки. Этот критерий можно использовать для быстрой ди-
агностики, забирая для исследования образцы кожи уха.

Хотя наличие лейшманий в коже собак с ВЛ представляет-
ся важным для передачи паразита москиту, окончательно не 
ясно, передаются ли паразиты из кожи или капиллярной кро-
ви в процессе кровососания. Если последнее, то наличие па-
разитов в коже и более выраженное воспаление просто слу-
жат индикатором, что паразиты попадают в кожу в большом 
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количестве через капиллярный кровоток. Результаты насто-
ящего исследования не проясняют эту ситуацию, но позво-
ляют предположить, что такая гипотеза весьма вероятна, по-
скольку у собак с клиническими проявлениями ксенодиагно-
стика была положительной при наличии лимфаденопатии и/
или спленомегалии, т. е. симптомов, вероятно связанных с вы-
сокой паразитемией, способствующей легкой передаче пара-
зита насекомому. Исследование, показывающее отсутствие 
корреляции между наличием продуктов лейшмании в коже и 
трансмиссионным потенциалом, также подтверждает эту ги-
потезу [4].

Выводы
Результаты настоящего исследования, в котором анализиро-
вались клинические проявления, кожный воспалительный 
процесс, паразитарная нагрузка в коже и потенциал переда-
чи паразита переносчику (ксенодиагностика), выявили крите-
рии, которые позволяют идентифицировать собак, представ-
ляющих непосредственный риск передачи лейшманий в энде-
мичных регионах. Эти клинические проявления легко обнару-
жимы, включая наличие нейтрофилов в воспалительном ин-
фильтрате в коже. Пять клинических признаков, которые, бу-
дучи обнаружены вместе, весомо указывают на ВЛ, включа-
ют аномалию когтей, кожные язвы, конъюнктивит, лимфаде-
нопатию и потерю веса. Лимфаденопатия, в частности, была 
достоверным клиническим критерием, так как имелась четкая 
связь с положительной ксенодиагностикой. Направление жи-
вотных с такими клиническими проявлениями на серологиче-
ское и паразитологическое исследования ускорит выявление 
особей,  представляющих потенциальный риск трансмиссии, 
внося весомый вклад в контроль над распространением ВЛ в 
эндемичных регионах.
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