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Epizootologie onemocnéni zptisobeného parazitickym
prvokem rodu Leishmania u psa domaciho

Souhrn

Prace na téma ,,Epizootologie onemocnéni zpiisobeného parazitickym prvokem rodu
Leishmania u psa domaciho* je psana formou literarni reSerSe a je zaméfena na zpracovani
tématu tykajici se problematiky parazitickych prvoka rodu Leishmania, zejména onemocnéni,
které zpisobuji u psa doméciho.

Préace na zacatku ptredstavuje rod z pohledu jeho taxonomického zatazeni, nasledné se
piesouva k morfologii dvou nejcastéjSich forem bunék a seznameni s vyvojovym cyklem rodu
a prekdzkami, které¢ v tomto cyklu brani. Nasleduje shrnuti zplisobli pfenosu na hostitele,
kterym je pes domaci a seznameni se specifitou vektori tyto parazity pienasejici a jejich
rozsiteni ve svéte. Hlavni ¢ast prace popisuje piimo onemocnéni psi leishmanidzu a nejdiive se
zabyva zédkladnimi informacemi o infekci a déale pfechazi na epidemiologii onemocnéni, kde
zahrnuje predispozice k rozvoji a distribuci onemocnéni. Nasledné v uvodu hlavni ¢asti je prace
zameiena na zpusob, jakym se psi nakazi a prechdzi k problematice patogenity, ve které se
nejvice zabyva jeji nejvyznamnéjsi soucasti, a to viscelarnimi 1ézemi. Prechazi ke klinickym
priznakiim onemocnéni, které rodéluje na tfi faze po sobé nasledujici, a to na fazi Casnou,
progresivni a konecnou. V kazdé fazi popisuje nejbeznéjs$i a nejzasadnéjsi pozorované
priznaky. Dale byly sepsany kapitoly pojednavajici o metodach diagnostiky, moznostech 1€cby,
prevence a Vv neposledni fad¢ o vakcinaci. Na zavér se prace vénuje tématu zoonotickych
aspekta téchto paraziti.

Tato prace se snazila shrnout nejdilezitéjsi informace o tomto rodu, patogenit¢,
diagnostice, 1é¢bé a upozornit na problémy, které jsou spojené s projevenim infekce a jejim

dopadem na hostitele, psa domaciho.

Klic¢ova slova: Canis lupus f. familiaris, protozoa, leishmanioza, infekce



Epizootiology of the disease caused by the parasitic
protozoan Leishmania in dogs

Summary

The work entitled ,,Epizootiology of the disease caused by the parasitic protozoan
Leishmania in dogs™ is written in the formo f a literature review and focuses on the prosessing
of topic related to the issues of parasitic protozoa of the genus Leishmania, especially the
diseases they cause in domestic dogs.

At the beginning of the work, the genus is presented from the perspective of its
taxonomic classification, followed by the morphology of the two most common cell forms and
an introduction to the developmental cycle of the genus and the obstacles that hinder this cycle.
The work then summarizes the ways of transmission to the host, thitch is the domestic dog, and
acquaints the reader with the specifity of the vectors that transmit these parasites and their
distribution in the world. The main part of the work describes the disease of canine
leishmaniasis, starting with the basic information about infection and then moving on to the
epidemiology of the disease, which includes predispositions to development and disease
distribution. The work focuses on how dogs become infected and discusses pathogenicity, with
the most significant part being visceral lesions. In then moves on to the clinical symptoms of
the disease, which are divided into three consecutive stages: early, progressive and final. The
most common and significant symptoms observed in each stage are described. Chapters are also
written on diagnostic methods, treatment options, prevention, and vaccination. Finally, the
work addresses the issue of the zoonotic apects of these parasites.

This work attempts to summarize the most important information about this genus,
pathogenicity, diagnosis, treatment, and to draw attention to the problems associated with

infection menifestation and its impact on the domestic dog host.

Keywords: Canis lupus f. familiaris, protozoa, leishmaniasis, infection
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1 Uvod

Leishmaniéza je infekéni onemocnéni zplisobené parazitickym prvokem rodu
Leishmania. Paraziti tohoto rodu jsou na savce prenaseni pies kousnuti pisecné mouchy, které
jsou jejich vektorem. Toto onemocnéni postihuje nejen lidi, ale i zvifata, mezi néZ patii i pes
domaci, ktery je povazovan za hlavni rezervoar parazita a hraje klicovou roli pfi pfenosu na
¢loveka, kdy parazit vyvolava visceralni leishmaniézu. Tyto infekce jsou zptisobeny nékolika
druhy sriznou virulenci, maji rizné epidemiologické a klinické vzorce a nékteré jsou
zoonotické. Nejdulezitéjsi cyklus Leishmania infantum se odehrava mezi psem a pise¢nou
mouchou, ale mohou byt zapojeny i jiné psovité druhy at uz domaci ¢i divoké. Infekce
parazitem Leishmania se vyskytuje v mnoha zemich, zejména v oblastech s tropickym a
subtropickym podnebim. Znama jsou t¥i hlavni ohniska, kterymi jsou Cina, Stfedozemni mofte
a Brazilie, ale jsou hlaseny i sporadické ptipady u psu, ktefi cestovali do endemickych oblasti.
Vyvoj onemocnéni je obvykle chronicky a projevuje se Sirokou $kalou klinickych piiznakt a
muze vést k vaznym nasledkiim pro zdarvi postizenych jedinci. Pfiznaky jsou bud’ nespecifické
jako jsou horecky, hubnuti, letargie, zvétSeni lymfatickych uzlin, nebo specifické, ke kterym
patii dermatologické, rendlni nebo ocni ptiznaky. V poslednich letech doslo k nartstu poctu
piipadii této nemoci, coz zplusobuje zvyseni zajmu o jeji epidemiologii a kontrolu.

Cilem této prace je prozkoumat problematiku parazitickych prvokd rodu Leishmania,
zejména onemocnéni, které zplisobuji u psa domaciho. Prace je zaméfena na zptisoby pienosu,
patogenitu, diagnostiku, 1écbu a prevenci této nemoci a zmini se i 0 moznostech vakcinace.
Déle se vénuje epidemiologii onemocnéni, zahrnujici predispozice pro rozvoj a distribuci
onemocnénti.

V prvni ¢asti bude predstaven rod Leishmania ajeho morfologie, vyvojovy cyklus a
zpusoby prenosu. Hlavni ¢ast prace se bude zabyvat psi leishmaniozou, vCetné jeji patogenity
a klinickych ptiznakt. Dale bude popsana diagnostika, 1€cba a prevence onemocnéni. V zavéru
se pak dostane k zoonotickym aspekttim této nemoci.

Tato prace se zaméiuje na ziskani uceleného pteheledu o této nemoci a jeji problematice
v souvislosti s psim hostitelem.



2 Cil prace

Cilem prace je formou literarni reSerSe podrobné zmapovat problematiku parazitického
prvoka Leishmania infantum a onemocnéni jim zptisobené u psa.



3 Literarni reSerse
3.1 Charakteristika rodu Leishmania

3.1.1 Taxonomie

Druhové bohata skupina protistii S fadou rysu, které je odliSuji od ostatnich eukaryot
je kmen Euglenozoa. Tento kmen je rozdéleny do tii linii: euglenidy, kinetoplastidy a
diplonemidy. Euglenidy se mohou dale délit na dvé skupiny s velkou morfologickou
podobnosti, Euglenida a Symbiontida. Jednotlivé linie se odliSuji na zakladé rozdilnych
zivotnich strategiich a odlisné morfologie, stile ale maji fadou spolecnych znaku, které je
spojuji (Kostygov et al., 2021).

Kynetoplastidy jsou skupinou protistli, ktera obsahuje fadu druhi patogenti
bezobratlych, obratlovell 1 nékterych rostlin. Jedna se o vSudypfitomné volné Zzijici druhy.
Jednou z nejvice zkoumanych skupin je skupina parazitickych prvoka Trypanosomatidae pro
jejich medicinskou dulezitost (Simpson et al., 2006).

Tripanosomatidae jsou skupina obligatornich parazitickych prvokti ze kmene
Euglenozoa, ktera je pro svij lékafsky vyznam nejvice zkoumanymi kinetoplastidy.
Tripanosomatidy jsou tradi¢n¢ klasifikovany do deviti rodd a dale se deli podle Zivotniho cyklu
na dixen6zni a monoxenni druhy (Simpson et al., 2006). Parazité spadajici do pod monoxenni
druhy se omezuji na rozdil od dixendznich druhti jen na jednoho hostitele bezobratlych a jsou
mén¢ znami (Yurchenko et al., 2018).

Parazité rodu Leishmania jsou zastupci ze skupiny dixendznich druhti. Tyto druhy maji
dva hostitele ve svém vyvojovém cyklu. Bezobratlé (¢lenovce nebo pijavice) uzivaji jako vektor
Kk pfenosu mezi hostiteli obratlovcti nebo rostlin (Yurchenko et al., 2018).

Rod Leishmania zahrnuje zhruba 53 druhd (Barratt et al., 2017). 15 druhd je dobie
znamych a vi se, ze zptisobuji lidské leishmanidzy a z nich 13 druht ma zoonotickou povahu
(Gramiccia et Gradoni, 2005). Paraziti z rodu Leishmania jsou dale déleni do dvou podrodu:
Leishmania (Leishmania) a Leishmania (Viannia), na zaklad¢ odlisného typu vyvoje uvniti téla
pienasece piseénych much. Vyvoj muze byt bud’ peripylarni, ten se vyskytuje u podrodu L.
(Viannia), nebo suprapylarni, ktery je typicky pro druhy podrod L. (Leishmania) (Mendozoa-
Leon et al., 2002). B&hem peripylarniho vyvoje dochazi k vyvoji jak Vv zadnim, tak
Vv pfedZzaludku pise¢nych much. Peripylarie nasledné infikuji jeStérky i savce. Suprapylarie se
vyvijeji u pisecnych much ve stfednim zaludku a ptfedzaludku a nasledné infikuji pouze savce
prostfednictvim kousnuti pise€nou mouchou. Déle je zndmy jesté hypopylarni typ vyvoje, kdy
dochézi k vyvoji poze v zadni €asti stfeva pise¢né mouchy. Hypopylarie jsou primitivni druhy,
které byly nalezené u jestérek Starého svéta (Taylor et al., 2016). Rozdé€leni je také ovlivnéné
geografickym rozsifenim jednotlivych druhti. Druhy podrodu L. (Leishmania) jsou rozsitené
v Novém i ve Starém svété a druhy podrodu L. (Viannia) jsou situované v Neotropické oblasti
(Marcili et al., 2014).

Mezi podrod L. (Leishmania) patii druhy zptisobujici viscelarni leishmaniozu, které se
dale tadi do komplexu Leishmania donovani. Tento komplex je klasifikovany do ¢tyt druht



zahrnujici: Leishmania archibaldi, Leishmania chagasi, Leishmania donovani a Leishmania
infantum (Lukes et al., 2007). Hlavnim rezervoarem vSech téchto zoonotickych drihu
zpusobujicich viscelarni leishmaniozu je pes (Marcili et al., 2014). K podrodu Leishmania
Viannia fadime naptiklad druhy Leishmania guyanensis, Leishmania panamensis a druh, ktery
je povazovan za nejrozsifenéj$iho a nejbéznéjsiho puvodce slizni¢ni formy leishmanidzy
v Americe, Leishmania braziliensis (Disch et al., 2005).

3.1.2 Morfologie

Paraziti z rodu Leishmania jsou vej¢ité organismy s fadou rozdilnych bunécnych
morfologii a rizné typy vyvojovych forem, které jsou nejvice ptizplisobené hostiteli nebo
vektoru. Vyvojové formy mohou byt v klidu pfedadaptované pro pienos na dalSiho hostitele
nebo se setkdvame s druhym, froliferativnim typem vyvojové formy. Znacna €ast interpretace
bunéénych morfologii a vyvojovych forem je odvozena ze zadkladni bunéfné biologie
trypanozomu, ktera je vice studovana (Sunter et Gull, 2017).

U Leishmania zname dvé hlavni rozdilné morfologie bunek. Prvnim typem je
promastigotni morfologie, ktera se vyskytuje u piseCnych much. Amastigotni morfologie je
druhym typem morfologie buniek u parazitd zrodu Leishmania a vyskytuje se u savéich
hostiteld (Sunter et Gull, 2017).

Pro promastigoty 1 amastigoty jsou molekularni vlastnosti buné€ného povrchu ditlezité
z hlediska interakce s bunikami hostitele a z hlediska ochrany proti hydrolytickym enzymam ve
stitevech pisecnych musek a ve fagolyzozomech (Winter at al., 1994).

Od ostatnich trypanosomatid se promastigoti a amastigoti Leishmanii 1i$i sekreci
velkého mnozstvi rozpustnych proteofosfoglykant (PPG), které jsou vyluCované a povrchové
vazané. Pro PPG je charakteristicky obsah velmi dlouhych pelypeptidovych skelett, které jsou
modifikovany fosfoglykany. Agregaci promastigotti a ptenos velkych shluki parazith v ramci
kousnuti piseCnou muskou usnadnuji velmi velké makromolekularni vlaknité struktury, které
tvoii PPG samostatné nebo po sebeasociaci (McConville et al., 2002).

Smér plavani

Zadni e PiedIN

Jadro Bazaélni télo

Kinetoplast Bicikova kapsa Biclk

Obrazek €. 1: Zobrazeni morfologické staby dvou bunek.
(A) Promastigot; (B) Amastigot (Sunter et al., 2017)



U amastigotniho i promastigotniho tvaru buniky Leishmania je zakladni buiie¢na
architektura zachovana a jsou pro ni typické zesitované mikrotubuly subpelikularniho korzetu.
Béhem celého bunééného cyklu je pole subpelikularniho korzetu udrzovéno, a proto je bunécéné
déleni zavislé na prodlouzeni a vlozeni mikrotubult do jiz existujiciho pole. Vnitiek buriky je
tvofen jadrem, pred kterym se nachazi kinetoplast, jedna se o Utvar nachézejici se u prvoku ze
skupiny Kinetoplastidy. Kinetoplast je ty¢inkovity, tvofeny z masy zietézené mitochondrialni
DNA, kterd je piimo spojena s bazdlnim télem. Uvnitf bunky déale nalezneme sadu
jednokopiovych organel, jakou jsou mitochondrie a Golgiho aparat. Z bazalniho téla vybiha
bicik, na jehoz bazi nalezneme vazovitou strukturu nazyvanou bic¢ikova kapsa, ktera je tvofena
invaginaci bunécné membrany. Bicikova kapsa je pro tyto parazity velice dilezitou strukturou,
jedna se o jediné misto, kde probiha exocytoza a endocytoza. Bi¢ikova kapsa tak tvoii jediné
kritické rozhrani mezi parazitem a jeho hostitelskym prostfedim (Sunter et Gull, 2017).

Bi¢ikova kapsa je struktura, také znama jako ,,blanovani plazmatické membrany
diskrétniho typu. Bicikovou kapsu tvofi kombinace vzniku biciku a nedostatku
subpelikularnich mikrotubulti spolu s cytoskeletarné definovanou oblasti krku. Sada pocitacoveé
kreslenych obrazki, které byly odvozené na zdklad€é snimki elektronového mikroskopu
umoznily zobrazeni hlavnich definovanych architektonickych ryst bicikoveé kapsy. Existuji tii
domény, které jsou definované morfogenezi neboli vyvojem tvaru biciku. Témito tfemi
doménami jsou povrchovd membrana, membrana bic¢ikové kapsy a bi¢ikovd membrana.
Veskery vezikularni transport, jak z buiiky, tak do buriky, probiha ptes bi¢ikovou kapsu, ktera
tak slouzi jako portal, ktery spojuje vnitfek buiiky s hostitelskym nebo vektorovym prostiedim
(Gull, 2003).

Bicik, jednotka bazalniho téla — mitochondridlni kinetoplast a jednotka Golgi —
bic¢ikova kapsa jsou modularnimi jednotkami, které v podstaté konstruuji buniku Leishmanae.
Jednotlivé pozorované bunécné morfologic se od sebe odliSuji riznym postavenim téchto
modulérnich jednotek vac¢i sobé navzajem. Pochopeni morfogeneze téchto jednotlivych
riznych modularnich jednotek a také jejich vzdjemného umisténi je zdkladnim predpokladem
k definovani dynamického tvaru a formy tohoto parazitického prvoka (Sunter et Gull, 2017).

Tvar buiiky, délka bi¢iku, poloha kinetoplastu ¢i jadra a ultrastrukturéalni rysy velmi
piesn¢ definuji bunécnou morfologii paraziti Leishmanii. Pfesné definovand bunécna
morfologie se tradi¢né pouziva k definovani pozorovanych bunéénych forem. Morfologické
popisy bunéénych forem vSak v nékterych piipadech vstoupily do literatury jako definice
specifickych typt bufiek v zivotnim cyklu (Sunter et Gull, 2017).

3.1.2.1 Promastigot

Morfologie promastigota je charakteristickd bunéénym télem s protahlym vejcitym
tvarem s dlouhym pohyblivym bi¢ikem, ktery vycniva z bi¢ikové kapsy a je zdrojem propulzni
sily, ktera je pravdépodobné odpovédna za usnadnéni prichodu travicim traktem piseénych
much (Cuvillier et al., 2003).

Existuji rtizné variace morfologii promastigoti. Uvadéné tvary té€chto rozdilnych
forem miZou byt extrémni. Velk4 odliSnost mezi jednotlivymi tvary vedla k tomu, Ze jsou
definovéany jako rGzné typy bungk, spiSe nez jen riizné prechodové morfologie. V soucasné



dobé rozliSujeme v téle pisecné musky Ctyfi hlavni typy bunék na zakladé délky a Siiky téla
bunky a podle odlisnosti bi¢iku (Rogers et al., 2002).

Prvnim ze ¢ty hlavnich typl bunék je procyklicky promastigot. Délka téla buiiky se u
této formy pohybuje mezi 6,5 a 11,5 um a s bi¢ikem o néco krat§im, nez je télo bunky.
Nektomonadovy promastigot je nasledujicim bunénym typem a je pro néj charakteristické
bunécné télo delsi nez 12 um. Leptomonadovy promastigot je na rozdil od ptedchoziho stadia,
nektomonadového promastigota, o néco mensi s délkou jeho téla pohybujici se ve stejnych
rozmezich jako u procyklického promastigota, od n¢j se odlisuje délkou biciku, ktera presahuje
délku téla buiky. Poslednim typem je metacyklicky promastigot, u n¢j najdeme télo kratsi nez
8 um s Sitkou 1 um, bi¢ik zustava delsi, nez je télo bunky (Sunter et Gull, 2017).

U promastigota nalezneme tii slozky, které se vyskytuji hojn€ na jeho povrchu a byly
rozsahle zkoumany, jena se o komplexni glykokonjugat zvany lipofosfoglykan, metaloproteazu
gp63 a nizkomolekularni glykoinositolfosfolipidy (GIPL) (Winter at al., 1994).

Hyperglykosylovany (GPI) glykolipid nazyvany lipofosfoglykan (LPG) je hlavni
povrchovou makromolekoulou na povrchu bunie¢ného stadia promastigota. Tyto povrchové
molekuly obsahuji znaéné konzervovanou GPI kotvu a dlouhou fosfoglykanovou kostru. Tato
kostra mtize byt propracovana s druhové a stadiové specifickymi glykanovymi postrannimi
fetezci. LPG, ktery je exprimovan ve velmi vysokych hladinich, tvoti zifetelny glykokalyx
snadno detekovatelncy elektronovou mikroskopii (McConville et al., 2002).

Povlak LPG ma schopnost chranit bunku ve stadiu promastigota pied lyzou
alternativni kaskddou komplementu a extracelularnimi hydroldzami, také miize byt pro
receptory hmyziho stifeva a savCich makrofagii pfimo ¢i nepiimo ligandem. LPG je
nenahraditelny pro infekéni vlastnosti promastigotii Leishmania major u savéich i hmyzich
hostitelt (Puentes et al., 1990).

Povrchova vrstva promastigoti je dale tvoiena fadou GPI proteint, jejichz funkce
zatim zUstava nejasnd, a proteofosfoglykant (PPG). Vypada to, Ze na Zivych promastigotech je
vétsina téchto proteinti maskovana obalem LPG (Karp et al., 1991).

Vétsina  glykolipid  je lokalizovand v exoplazmatickém letdku plazmatické
membrany. Piesto se ale jejich vyznamna zasoba miize také nachazet ve vnitfnim letaku
plazmatické membrany. Jejich funkce je stale nejasna, ale pravdépodobné tvorti zdkladni slozku
povrchového povlaku promastigota (McConville et al., 2002).

3.1.2.2 Amastigot

Pro morfologii amastigota je typické mensi a kulovitéjsi bunécéné télo s kratkym
nepohyblivym bic¢ikem, ktery je potenciondlné vice zaméteny na senzorickou funkei. Bicik u
tohoto stadia téméf nevystupuje z bi¢ikové kapsy (Gluenz et al., 2010).

Leishmania spp. amastigoti jsou u savéich hostitelti lokalizovani ve fagolyzoznim
komparmentu makrofagt a dal§ich bunikéach retikuloendotelidlniho systému v kiiZi, sleziné
jatrech, kostni dfeni, lymfatickych uzlinach, sliznici ¢i v leukocytech v krvi (Taylor et al.,
2016). Mezi trypanosomatidami se vyznacuji tim, Zze jako jedini postradaji prominentni
povrchovy glykokalyx hyperglykosylovanych (GPI) proteinii nebo jinych GPI zakotvenych



makromolekul. Misto toho najdeme na povrchu amastigotti potah tvofeny vrstvou volnych GPI
a glykosfingolipidi, které jsou nejspise ziskané z vnitiniho listu makrofagové fagolysozomové
membrany. Zékladni plazmatické membranové transportéry mohou byt témito glykolipidy
chranény pred proeolyzou v lysozomu hostitelké buiky, zatimco nedostatek povrchove
vystavenych proteinii mize predstavovat formu imunitniho uniku. Tato povrchova architektura
mize ovlivnit snizeni moznosti transportu parazitnich peptidi na povrch infikovanych
makrofagli ve spojeni s proteiny hlavniho histokompatibilniho komplexu tfidy II pro prezentaci
hostitelskym T bunkam (Mcconville et Blackwellli, 1991).

Amastigoti se od promastigoti nejvice odlisuji zménou v bic¢iku, kdy se z dlouhého
pohyblivého biciku u promastigoti s axonémou 9 + 2 stava kratky nepohyblivy bicik
s usporadanym axonem 9 + 0 (9v) (Wheeler et al., 2015). Tato zména ve struktuie bi¢iku mize
nastat dvéma zpusoby, bud’ dojde ke zkraceni dlouhého biciku tim, Ze se rozebere a odstrani se
jeho centralni par, nebo se setavi novy kratky bic¢ik vykazujici axonem 9v, ktery jiz centralni
par postrada (Sunter et Gull, 2017).

Zachovani bi¢iku u amastigoti naznacuje, ze je v makrofagu hostitele pro parazita
vyznamny. Dullezity by mohl byt svou senzorickou roli, protoze se jeho Spicka Casto nachazi
v blizkém kontaktu s membranou parazitoforni vakuoly a jeho 9v axonemadlni architektura je
strukturalné podobna architektufe primarni fasenky savct (Gluenz et al., 2010). Potencionalné
by parazitovi mohl bic¢ik umoziovat vnimani informace o zdravotnim stavu svého hostitelského
makrofagu a tim pomoct s rozhodovanim, zda je makrofag ve stavu, kdy je pro parazita
vyhodné se rozdé¢lit, nebo by svym rozdélenim mohl zpiisobit thyn a lyzu makrofagu, ¢imz by
se parazit uvolnil do nového prostiedi a v takovém pripadé se nedélit (Sunter et Gull, 2017).

3.1.3 Vyvojovy cyklus

Parazité leishmanii béhem svého zivotniho cyklu musi pfechdzet mezi dvéma riznymi
formami. Tyto formy jsou od sebe odlisné a umoznuji parazitovi 1épe se prizpusobit kazdému
hostiteli. Leishmanie ziji bud’ jako extracelularni bi¢ikati promastigoti u mezihostiteld, kterymi
jsou riizné druhy pise¢nych much (napi. Phlebotomus nebo Lutzomyia) nebo jako intracelularni
amastigoti ve fagolysozomu savéich makrofag (Kohl et al., 2018). U sav¢iho hostitele je
vyvojova biologie parazita pomérné jednoducha a mezi druhy konzistentni. V hostiteli
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pochopena (Gossage et al., 2003).

Mimo hostitele obratlovce je tedy Zivotni cyklus Leishmania omezeny pouze na travici
trakt pisecnych musek. Umisténi v travicim traktu je mezi jednotlivymi podrody Leishmania a
Viannia odlisné. Podrod Viannia patii mezi peripylarni parazity, protoze nejdiive vstupuji do
zadniho stfeva pfed migraci vpfed do stfedniho stfeva. U vétSiny druht je vSak vyvoj omezeny
predevsim na stfedni a pfedni stfevo svych prenaSect, jedna se tedy o suprapylarni vyvoj, ktery
je typicky pro druhy podrod Leishmania (Lainson et al., 1977). U obou podrodu existuje
presveédCivy soubor dikazli o vyskytu odlisné formy promastigota, kterym jsou nakaZeni savci
a metacyklického promastigota, jeZ je kone¢nym produktem vyvoje ve vektoru (Gossage et al.,
2003).



Mnozstvi dalSich vyvojovych stadii a dale vztahy mezi nimi a jejich jednotlivé funkce
nejsou zcela pochopeny. Tieba termin procykli¢ti promastigoti se nékdy pouziva jako souhrnny
nazev pro oznaceni nemetacyklickych promastigotti (Soares et al., 2002). Timto je vytvorena
predstava, ze paraziti behem svého vyvoje prochazi tfemi fdzemi zivotniho cyklu, jednd se o
faze: amastigota, procyklickycho promastigota a metacyklickyho promastigota. Nazor, ze
existuji jen tfi vyvojova stadia je posilen kultivaénimi analyzami v in vitro podminkach. Jedna
se vSak o zjednoduSeny pohled na zivotni cyklus téchto paraziti a nezahrnuje dikazy z dalSich
vyznamnych praci, které se Zivotnim cyklem Leishmanii u pise¢nych musek zabyvaly a jasné
demonstruji existenci dalsich vyvojovych stadii v jejich zivotnim cyklu (Sacks et Kamhawi,
2001).

Nedavna studie na parazita Leismania mexicana poskytuje zlepseny pohled na Zivotni
cyklus parazitl a objevil se v ni novy jasny ditkaz pro dal§i vyvojové stddium, kterym je
leptomonadovy promastigot neboli leptomonady. Tato forma promastigotii hraje roli ve vyrobé
jejich sektre¢ni gelové zatky a prekurzoru, ktery je potfebny k vyvoji pro savce infekéni formy,
a to metacyklického promastigota (Rogers et al., 2002).

Jiz zminénou studii jsou definované ¢tyfi hlavni vyvojové formy, kterymi promastigot
béhem svého zivotniho cyklu ve vektoru prochazi: procyklicky promastigot, nektomonadovy
promastigot, leptomonddovy promastigot a metacyklicky promastigot. Kromé téchto ctyt
zminénych stadii byli pozorovani dal§i dvé formy promastigot: haptomonadni promastigoti
s roz§ifenou bi¢ikovou $pickou, a paramastigoti (Gossage et al., 2003).

3.1.3.1 Prekazky pro vyvoj

U piseénych musek je vnimavost a odolnost k aplnému vyvoji paraziti Leishmania
pod genetickou kontrolou. Tato kontrola je pfinejmensim u nékterych vektoru, jako je naptiklad
P. papatasi, polygenni. Funk¢éni asociace gent jsou naznaceny piekazkami uplného vyvoje,
které byly identifikovany u zaruvzdornych musek (Wu et Tesh, 1990).

Jedna se o pfirozené piekazky, které brani rozvoji parazita ve stfeveé pisecnych musek.
Tyto ptekazky ptisobi béhem nékolika prvnich dnti po krmeni musky krvi a patfi mezi n¢€ travici
enzymy, které jsou sekretované do lumen stiedniho stfeva po krmeni krvi, mohou inhibovat
Casné pieziti a rust parazitu (Sacks, 2001). Maximalni hladiny proteolytickych enzymd je u
mnoha dvoukftidlych, véetné piseénych musek, dosazeno 18-32 hodin po piijmu krve (Schlein
et Jacobson, 1998).

Dalsi ptekazkou je peritrofickd membrana obklopujici pozitou krevni moucku v biisni
sttedni Casti stfeva. Tato membrdna muze pusobit jako fyzickd bariéra pro pfedni migraci
parazita (Sacks, 2001).

Vylucovani obsahu stfedniho stfeva po trdveni krevni moucky je dal§i bariérou
zamezujici vyvoj parazita a miZe vést aZ k odstranéni parazitl ze stieva. S nejveétsi
pravdépodobnosti brani rozvoji také imunitrni reakce pise¢nych musek (Dostalova et Volf,
2012).



Ve vétsing studiich sledujici vyvoj rdznych druhd Leishmania v nevhodnych
vektorech byla pozorovana ztrata infekce pozdéji a spojena s vylucovanim natravené krevni
moucky. Nezaznamenaly tedy ¢asnou inhibici pieziti ani ristu paraziti (Sacks, 2001).

3.1.3.2 Proces parazita ve vektoru

Ve vektoru, kterym je samice pisecnych musek, je vyvoj zahdjen po pozteni krve, ktera
obsahuje makrofagy infikované malymi (3—5 pum), zaoblenymi a nepohyblivymi formami
parazita, které se nazyvaji amastigoti. Zména podminek, které jsou amastigoti pii piechodu ze
sav¢iho hostitele do stfedniho stieva piseéné mouchy vystaveni spousti transformaci bunécné
morfologie a vyvoj parazita ve vektoru (Dostalova et Volf, 2012). Mezi zmény prostiedi,
kterym je parazit pii pfechodu vystaven patii naptiklad dostupnost Zivin a kysliku, snizeni
teploty, zvyseni pH a zména reaktivni formy kysliku. Pfi adaptaci na tyto drastické zmény
prostfedi mohou hrat roli polymery anorganického fosfatu (polyP), protoZe se podileji na
toleranci vici stresu u nékolika dalsich organismu (Kohl et al., 2018).

V téle pisetné mouchy se amastigoti vyskytujici v krevni moucce, s ni se ptesouvaji
do bfisniho stfedniho stieva, kde dochazi k obalovani peritrofickou membranou. Tato
membrana je vyluCovana buitkami stfedniho epitelu a asi po tiech dnech se zacne rozpadat. Jeji
rozpad je u infikovanych musek urychlen plisobenim chitindzy odvozené od paraziti. Dale se
amastigoti béhem 12—18 hodin pfeménuji na procyklické promastigoty (Schlein et al., 1991).

Jedna se o prvni replikativni formy, které proliferuji v ¢asné krevni moucce a jsou
oddé€leny od stiedniho stfeva peritrofickou matrici typu I. Tyto formy promastigotli se od
amastigotl odlisuji tim, Ze se u nich vyskytuje kratky bicik nachézejici se na ptfednim konci
bunky a dale svou pohyblivosti, kdy procykli¢ti promastigoti jsou jiz slabé se pohybujici
formou parazita. Priblizné za 48—72 hodin se z procyklickych promastigot diferencuji silné
pohyblivé dlouhé nektomonadni promastigoty také zvané nektomonady. Tyto formy vznika;ji
3—4 dny po krmeni. Zména nastane poté, co za¢nou paraziti zpomalovat svou replikaci (Rogers

et al., 2002).

Dlouh¢é nektomonadni promastigoty putuji do lumen stiedniho stfeva z peritrofické
krevni moucky, kterd je uzaviena matrici. Pohybuji se dale smérem k ptfedni ¢asti btfiSniho
stfedniho stieva a pozdé&ji se vyvinou v kratké nektomonadové promastigoty, tato forma
promastigotii se také oznacuje jako leptomonady (Walters, 1993). Leptomonady nasledné
vstupuji do dalsiho proliferaéniho cyklu (Gossage et al., 2003).

Béhem 4-5 dne je véEtsi ¢ast natravené krevni moucky vyloucena a nektomonady 1ze
lokalizovat v hrudnim stiednim stéevé. Tato zpétna migrace je spojena s transformaci na kratsi
a $ir§i haptomonady, které 1ze nalézt v ptipojeni ke kutikularnimu povrchu stomodalni chlopné,
a zaoblené¢ paramastigoty (Sacks, 2001). V piipadé Ze se tyto formy objevily, byl paramastigot
pozorovan jen ziidka a jeho mnozstvi nepfevySilo vice nez 2 % zcelkového poctu
pozorovanych bun&k. Haptomonddovy promastigot se v nizkych poctech vyskytuje
Vv pozdéjsich fazich infekce a jeho pozice ve vyvojovém cyklu je nejasnd, potencionalné pochazi
z leptomonadového promastigota (Rogers et al., 2002).



Pro to, aby bylo mozné dokonceni vyvojového cyklu Leishmania, musi mit tito paraziti
vyvinuté mechanismy, které jim pomohou k piekonani nepfratelského prostiedi ve stfednim
stfevé pisecné musky, které je krmeno krvi. Schopnost parazita manipulovat s hladinami a
naCasovanim protedzové aktivity ve stfednim stfevé dokazuje svymi dikazy tada studii
(Dostalova et Volf, 2012). Nékteré studie prokazali schopnost potladit nebo oddalit vrchol
aktivity trypsinu a aminopeptidazy ve stfednim sttevé u Leishmanie major. Bylo prokazano, Ze
ke snizeni aktivity trypsinu ve stiednim stfevé doslo u infekce parazity Leishmania mexicana
(Sant’Anna et al., 2009) a Leishmania infantum (Telleria et al., 2010). Dale je ale potieba
zminit, ze ve vektorech Phlebotomus papatasi a Phlebotomus duboscqi bylo pozorovano preziti
Leishmanie major i bez jakékoliv vyznamné inhibice nebo zpozdéni vrcholovych proteazovych
aktivit béhem infekce (Pimenta et al., 1997).

Aby byl pfenos uinny je nezbytné oddé€leni, dopfednd migrace a kolonizace
stomodalni chlopné. Na zavér se Leishmania pieméni na kratké, stihlé a vysoce aktivni infek¢ni
metacyklicka stadia. Tato konecnd vyvojova faze se nazyva metacyklogeneze. O
metacyklickych promastigotech se predpoklada, Ze pochdzeji z leptomonad, avSak nejde
vyloucit jejich transformaci pfimo z nektomonad (Gossage et al., 2003).

Metacyklické stadium parazita je zdrojem masivni infekce promastigoti na
stomodalni chlopni. Infekce je v nékterych situacich doprovazena invazi do ptredzaludku,
zahrnuje hltan, cibaria a sosak. Metacykli¢ti promastigoti podle predpokladli pochézeji
z predniho stfeva nebo zezadu degenerujici stomodalni chlopné (Schlein et al., 1992). Tyto
stadia se béhem dalsiho krmeni krvi samici pise¢né mouchy dostanou do kiaze hostitele
obratlovct a iniciuji infekci (Dostalova et Volf, 2012). Predpoklada se, ze se jedna o jedinou
vyvojovou formu parazita, kterd je schopna se vstfebavat do kize, béhem ptijimani krevni
moucky infikovanou pise¢nou muskou (Sacks et Perkins, 1984). Cely tento proces az do vzniku
infekéniho stadia schopného infikovat savéiho hostitele trva 1-2 tydny (Cuvillier et al., 2003).

K transformaci  z infekéniho metacyklického stadia pienaSeného vektorem,
prostiednictvim sosaku, na obratlovce dochazi v makrofagach obratlovcl. Infekéni
promastigoti jsou fagocytovani makrofagy, ¢i jinymi mononuklearnimi fagocytujicimi
bunikami, kde se pfeménuji na intracelularni amastigoty. Amastigoti se dale mnozi bipartici a
infikuji dal$i mononuklearni fagocytarni buniky (Gharbi at al., 2015).

Ve stadiu intracelularnich amastigotli zstava parazit po celou dobu Zivotniho cyklu
v savéim hostiteli (Gossage et al., 2003). Vysledek infekce je dany vztahem mezi parazitem a
hostitelem. Naptiklad Leishmania infantum mutze napadat v§echny organy hostitele. Pro pfenos
infekce na vektor je vSak nezbytna pfitomnost amastigott v dermis hostitele (Gharbi at al.,
2015).

3.1.3.3 Bunécny cyklus

Béhem bunééného cyklu promastigota dochazi k jeho zdvojnasobeni a nasledné ke
zmenSeni jeho bun&cné délky na délku polovicni. Na rozdil od mnoha jinych organismi jsou
dvé dcefiné bunky, které jsou vyledkem bunécného déleni promastigotii od sebe navzijem
odli$né. Dcefiné butiky jsou rozdilné pfedevsim svymi dramaticky odliSnymi délkami biciku,
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kdy jedna bunika zdédi ptivodni, a tedy delsi bicik, a druha dcefiné bunka zdédi novy a zarovein
krat$i bi¢ik (Sunter et Gull, 2017).

Pfi pozorovani bunék v kultufe byly nalezeny vSechny tii typy bunck. Nejvice
podobny bunice v S-fazi je nektomonddovy promastigot. Procyklicky promastigot vypada
podobné¢ jako buiika ve fazi G1 nebo S-fazi, jedna se o buiiku, kterd zdédila novy, a tedy kratsi
bicik. Leptomonadovy promastigot je typ buiky, ktery zdédil stary, delsi bi¢ik a vypada
podobné¢ jako buitka v obdobnych fazich bunééného cyklu jako u procyklického promastigota
(Rogers et al., 2002). Tento fakt poukazuje na problémy s pouzitim morfologickych paramatri
pro stanoveni bunécénych typti z divodu, ze dvé dcefiné bunky promastigotniho déleni 1ze
odlisné kvalifikovat bud’ jako procyklické promastigoty nebo jako leptomonady (Sunter et Gull,
2017).

Je mozné, ze doba, kterou rodiCovskd bunka stravi v G2 fazi ovliviiuje podil
produkovanych buiiek s morfologii bud’ procyklického promastigota nebo leptomonady. G2
faze je totiz doba, kdy dochazi k prodlouzeni obou bunck a objevi se bud’ staré nebo nové
bi¢iky. Pokud by tedy bunika stravila dostatecnou dobu v G2 fazi, vysledkem déleni by byly
dva typy leptomonad (Sunter et Gull, 2017).

U bunééného typu nektomonad nebyla nikdy pozorovana piitomnost dvou
kinetoplastii nebo dvou jader, a proto je tento typ definovan jako ned¢lici se stadium (Gossage
et al., 2003).

3.1.4 Prenos na hostitele

Leishmania spp. paraziti jsou na hostitele pfenaseny kousnutim infikovanou pise¢nou
muskou. Ve Starém svété dochazi k pienosu pies musky z rodu Phlebotomus a v Novém svéte
muskami z rodu Lutzomyia (Grimaldi et Tesh, 1993). Ve Starém svété patii mezi vektory
Phlebotomus perniciosus, P. ariasi, P. argentipes a P. orientalis (Elnaiem et Osman, 1998).
Mezi pienaSece visceralni leishmanidzy v Americe se fadi Lutzomiya longipalpis a L. evansi,
navrzenym vektorem je i L. forattini (Travi et al., 2002a).

Zda se, ze existuje té€sna evolucni shoda mezi druhem pisecnych musek, které slouzi
jako pfenaseci paraziti v pfirod¢ a druhem Leishmania, to znamena, Ze nékteré pise¢né mouchy
jsou uzpusobeny pienaset pouze ur¢ité druhy Leishmania (Killick-Kendrick, 1985). Napiiklad
neexistuje zadny zaznam o tom, Ze by se Phlebotomus papatasi podilel na ptenosu jiného druhu
parazitii Leishmania nez Leismania major, a to i navzdory faktu, Ze tento druh pise¢né musky
ma $iroky vyskyt v oblastech endemickych pro jiné druhy Leishmania. Podobné je to u P.
sergenti, u n¢hoz také neexistuji diikazy o ptrenosu jiného druhu nez Leishmania tropica,

v

navzdory jeho vyskytu v biotopech obsahujicich hojné&jsi poc¢et duht Leishmanii (Sacks, 2001).

V komplexnim piehledu vektorti leishmaniézy zrodu Phlebotomus se dospélo

Kk zavéru, ze z 81 taxond pisecnych musek bylo nejméné 19 oznaceno za vektory (Killick-
Kendrick, 1990).

Zatim zlistdva neznamy pramérny pocet metacyklickych promastigotii pfenesenych do
kize savc¢iho hostitele infikovanou pisecnou muskou, avSak udaje z experiementl s nucenym
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krmenim naznacuji, Ze odhad 100-1 000 promastigotti neni podhodnocen (Warburg et al.,
1986).

3.1.5 RozSireni

Mezi podezielé nebo prokazané vektory prenasejici Leishmania donovani patii P.
alexandri, ze kterého se lze parazitem nakazit predevsim v Cing, P. argentipes s nédkazou
tipickou pro Indicky subkontinent a ve vychodni Africe se mizeme setkat s pfenosem z vektort
P. martini a P. orientalis (Sacks, 2001).

U Leishmania infantum patii mezi vektory vyskytujici se v jizni Evropé P. ariasi a P.
perniciosus, ktery se dale vyskytuje v okoli vychodniho Stfedomoii spole¢né s P. langeroni a
P. major. Mezi vektory pienasejici L. infantum v oblati Ciny fadime P. chinensis a jiz
zminéného P. major (Sacks, 2001).

Infekce zpuisobené Leishmania major jsou rozsitené piedevsim v Africe, jihozapadni
Asii a na Sttednim vychodé. K vektorim pienasejicim tento druh Leishmania patii P. papatasi
a P. dobosqi (Sacks, 2001).

PienaSec¢i P. sergenti a P. saevus ptenasi Leishmania tropica. V Keni dochazi
k ptenosu tohoto duhu Leishmania pies vektor P. saevus. S nakazou zptsobenou vektorem P.
sergenti se mtizeme setkat v oblastech jako jsou Afrika, Stiedni vychod nebo jihozapadni Asie
(Sacks, 2001).

S parazitem Leishmania aethiopica, ktery je pfenaseny pies vektory P. longipes a P.
pedifer se mizeme setkat jen v oblastech vychodni Afriky, kde jsou tito mezihostitelé rozsifeni
(Sacks, 2001).

Rozsiteni piseCnych musek je predevsim v teplych oblastech. Nejbéznéji je najdeme
Vv oblatech Asie, Australie, Afriky, Ameriky a jizni Evropy (Killick-Kendrick, 1999). Jejich
rozsifeni na jihu konc¢i na 40° jizni Sifky, ale na tichomoiskych ostrovech a na Novém Z¢élandu
uz je nenajdeme (Lane, 1993). Na severu je jejich rozsifeni az lehce nad 50° severni Sifky
Vv jihozapadni Kanadé (Young et Perkins, 1984) a tésné pod touto zemépisnou Sitkou
v Mongolsku a severni Francii (Lewis, 1982).

3.2 Visceralni leishmani6za u psa domaciho

3.2.1 Zakladni informace

Psi visceralni leishmanioza (CVL) je endemické zoonotické onemocnéni. Zpusobuji
ho paraziti komplexu Leishmania donovani: L. d. donovani a L.d. infantum ve Starém svéte,
v Novém svété se jedna o L.d. chagasi (Ikonomopoulos et al., 2003). Diive byl L. chagasi
povazovan za odli$ny druh od L. infantum ale nedavné studie prokazaly Ze tyto organismy nelze
odlisit (Mauricio et al., 2000).

Psi visceralni leishmanioza je hlavni zoonotické onemocnéni v n¢kolika ¢astech svéta,
vyskytuje se v zapadni Evropé a Latinské Americe. Vyskyt tohoto onemocnéni mezi foxhoundy
v USA naznacil potencionalni moznost rozsifeni i do novych oblasti (Travi et al., 2002a).
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CVL je komplex infekénich zoonotickych onemocnéni, prenasenych vektorem,
zpusobeny pfitomnosti a mnozenim prvoka patficiho do rodu Leishmania. Tyto infekce se od
sebe 1i$i riznymi epidemiologickymi a klinickymi vzorci, nékteré jsou zoonotické, ¢imz se
mohou odlisovat od jinych. Infekce jsou vysledkem pusobeni nékolika rtiznych druht
s variabilni virulenci. Nejdualezitéjsi je cyklus Leishmania infantum, ktery se odehrava mezi
pisecnymi muskami a psy. V cyklu jsou ale zapojeny i dalsi psovité druhy, jak domaci, tak
divoké (Gharbi et al., 2015).

vvvvvv

I pfes to, ze jsou volné zijici druhy nachylné k infekci, pes domaci je nejdalezitéjsim
rezervoarem visceralni leishmaniozy, kterou v Novém svété zpisobuje Leishmania chagasi
(Moreno et Alvar, 2002a) a a ve Starém svété Leishmania infantum, které jsou obecné
povazované za synonymni duhy. V jiznim Stfedomoii byly hlaSeny nahodné ptipady u pst
zpusobené jinymi duhy jako je napfiklad Leishmania arabica, Leishmania tropica a
Leishmania major (Alvar et al., 2004).

U psa jako hostitele parazita Leishmania najdeme variace v klinickém obrazu
onemocnéni. Zvifata mohou byt zdanlivé zdravd neboli asymptomatickd, az po
oligosymptomatickd, miize dojit také k projevu tézkych stadii onemocnéni s intenzivnim
koZnim parazitismem. Pes tedy napomaha Sifeni onemocnéni do neendemickych oblasti tim, ze
je zdrojem infekce pro prenasece (de Almeida et al., 2009).

Skuteénym epidemiologickym rizikem jsou pfenaSeci, kterymi jsou psi
s asymptomatickou infekci a s parazity pritomnymi v kuazi. Tyto jedince je velice slozité
identifikovat (Molina et al., 1994). Sérologicky screening ukazal, ze asi 50-60 % psu
infikovanych leishmaniozou jsou asymptomatic¢ti (Lanotte et al., 1979) a z nich u 20 % najdeme
parazity v kiazi (Abranches et al., 1983).

V severovychodnim Spanélsku i jinych oblastech bylo prokazano, Ze cirka 15 %
infikovanych pst se dokaze zotavit a eliminovat parazity jesté pied projevenim infekce (Fisa et
al., 1999a). U zbytku dochazi k rozvoji symtomu riznou rychlosti. Jedna se o skupinu, ktera
v pfipad¢, ze maji vlastnika, bude néjakym zplGsobem IéCena. Téméi tfictvrtina jedinch
1éCenych 1€ky na bazi antimonu klinicky reaguje na terapii, ale ke sterilnimu vyléceni dojde jen
zhruba u 20 % ptipadii (Alvar et al., 2004). Casto se objevuji klinické recidivy a néktefi jedinci
zustavaji infikovani, ale bez ptiznakt. U asymptomatickych jedinct ¢i u jedinci s recidivou se
v nékolika piipadech miize opét objevit schopnost infikovat pise¢né mouchy (Gradoni et al.,
1987).

3.2.2 Epidemiologie

Epidemiologie CVL je velmi rGznoroda. Jednd se o vysledek komplikovanych
interakci mezi vektorem, hostitelem, parazitem a ekologickymi faktory mezi které fadime
teplotu, vlhkost, ekologické niky prenasece, ptredevSsim larvy atd. Hlavnimi faktory
rozhodujicimi schopnost vektoru prenaset parazita je jeho kapacita, biomasa, druh a chovani.
U hostitele jsou rozhodujici pfedevsim nasledujici faktory: biomasa, druh, v€kova struktura,

plemeno, typ chovu a kontrolni opatfeni. Virulence parazita je zavisla na biomase a zymodému
(Gharbi et al., 2015).

13



Hlavni epidemiologicky cyklus tohoto onemocnéni psi je domdci a soustfedi se
predevsim v priméstskych regionech. Jeho sylvaticky cyklus je naopak skryty. U kocek je
mozné taky pozorovat klinické pfiznaky visceldrni leishmanidzy, avSak jejich tloha jako
rezervoaru je ale zatim neznama (Maia-Elkhoury et al., 2008).

|
/

{/

S
Psi ’ Divoké psovité
, S . S
Sandflies Sandflies
Domaéci cyklus Sylvaticky cyklus

Obrazek €. 2: Obecny epidemiologicky cyklus leishmanidzy pst
(Gharbi et al., 2015)

Rozlozeni vektort CVL odpovida jejimu geografickému rozsiteni. Vyskyt tohoto
onemocnéni najdeme v 50 zemich Evropy, Afriky, Asie a Ameriky. Vyskytuje se 1 v novych
endemickych oblastech, ve kterych jsou hlaSena ohniska, je tomu tak naptiklad ve Spojenych
statech americkych (Freeman et al., 2010), Kanadé (Schantz et al., 2005) a Evropé (Espejo et
al., 2015). Za nové se objevujici onemocnéni pst se CVL povazuje ve Spojenych statech, kde
bylo nékolik piipadii onemocnéni u psu i koéek hlasenych v Texasu (Petersen, 2009).

Epidemiologické pruzkumy zkoumaly vyznam a vliv pohlavi, véku a plemenné
ptislusnosti hostitele ve vzahu k vyskytu onemocnéni (Alvar et al., 2004).

Jednim ze zavért je, Zze pohlavi obvykle neni ovlivilujicim faktorem, avSak se

prokazalo, ze samci star§iho véku jsou Castéji infikovani nez srovnatelné staré samice (Fisa et
al., 1999a).

Vyskyt leishmanidzy na zékladé vékovych skupin méa dva nejvyznaméjsi vrcholy.
Zhruba 80 % nakazenych psi jsou mladi jedinci ve véku do tii let. Druhym a méné vyznamnym
vrcholem jsou jedinci, u kterych dochazi vlivem vyssiho véku k poklesu imunity. K poklesu
nejcastéji zaéne dochazet kolem 8-10 roku jedince (Acedo Sanchez et al., 1996).

Dale se nejzistila zadna souvislost mezi séropozitivitou pst a jejich typem srsti,
velikosti, plemenem nebo jejich pouzitim (Fisa et al., 1999a).
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Predpoklada se, ze jsou vSechna psi plemena k infekci Leishmania nachylna stejné.
Avsak u nékterych psich plemen, jako je tieba ibizsky chrt a kiizenci, kteti se vyskytuji
predevsim v endemickych oblastech, se uznava, ze existuje ptitomnost urcité urovné rezistence.
U ibizskych honi¢i, vyskytujicich se v endemickém ohnisku psi leishmaniézy bylo
pozorovano, rozvinuti klinické leishmanidzy jen velmi ziidka. Predpoklada se, ze jelikoz se
Vv téchto oblastech jedna o ¢asté plemeno, prob&hla u néj ptirozena selekce jedincii rezistentnich
vici leishmaniéze (Solano-Gallego et al., 2000a).

U nékterych psich plemen se miize projevit vyskyt zvlastnich klinickych ptiznakd,
jako je naptiklad generalizovana noduldrni dermatitida u plemene boxer. U nékterych se také
objevovaly napiiklad generalizované kozni pustuly (FERRER et al., 1988a).

Zda se, ze inbredni zvitata by mohla byt vici infekci vice vnimava, a to predevsim
kvuli rizné genetické predispozici k infekci (Abranches et al., 1991).

Existuje 1 fada faktori virulence, které jsou zavislé na parazitovi. Prostfednicvim
izoenzymové charakterizace byla sledovana variabilita Leishmanie infantum a s tim, i jeji vliv
na epidemiologii. V zemich Stfedomofi bylo u hlavnich ¢i sekundarnich hostitelti popsano 25
riaznych zymodému Leishmanie infantum (Alvar et al., 2004). Uvedeno bylo také, ze dva rizné
zymodémy se mohou soucasné podilet na ovlivnéni stejného hostitele, at’ uz clovéka nebo psa
(Rhalem et al., 1999).

Nejbéznéjsim nalezenym zymodémem se pii studiu cirka 230 izolatd Leishmania
infantum, z nichZ vétSina byla izolovana z lymfatickych uzlin nebo z kostni diené, ukazal
zymodém ZM-1. Naslo se zde pouze par vyjimek. U lidi je obdobné nejbéznéji se vyskytujicim
zymodémem ZM-1, ktery je zodpovédny za 90 % ptipadld viscelarni leishmanidzy a 20 %
piipadu kozni leishmanidzy (Alvar et al., 2004). Nékteré zymodémy nalezené u lidi nebyly u
pst dosud pozorovany, to naznacuje ze v cyklu Leishmania infantum mohou existovat i jiné,
stale neznamé rezervoary (Alvar et al., 1997a).

U lisek v Portugalsku, Italii a Francii a u potkant Ve Spanélsku a Itélii se pfi studiu
nékolika kmeni téchto hostitelt podafilo nalézt pouze zymodém ZM-1 (Mancianti, Gramiccia,
Gradoni, et al., 1988).

Zivotni styl psa je velmi dalezity. Infekce se vyskytuje piedev§im u pst Zijicich ve
venkovskych nebo polovenkovskych oblastech, kde mizou byt infikovani v kazdém obdobi,
kdy je pfenos mozny, pfi¢emz hlidaci psi maji o 70 % vyssi riziko infekce nez ostatni psi,

vvvvvv

nakaZzeni (Amela et al., 1995).

3.2.3 Zpisob niakazy

K nékaze nejcastéji dochazi pti kousnuti infikovanou muskou v rizikovych oblastech,
mezi né patii mista, kde se musky hojné vyskytuji kvili pro n¢ idealnimu mikroklimatu. Jedna
se o oblasti pfedmésti a vesnic, kde se nachazi vysoky pocet domacnosti se zahradami, s domy
s dfevniky, kde se miiZe nachazet rozkladajici se organicky material vhodny pro larvy. Vyskyt
musek je taky vyssi v ptipad¢ blizko se vyskytujicich ptehrad (Alvar et al., 2004).
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Jediny potvrzeny ptenos Leishmania infantum je mozny pouze prostfednictvim
kousnuti infikované pisecné mouchy, které jsou hlavnim Cinitelem trvajici infekce v ptirod¢.
Nikdy nebylo prokazano, ze by jini ¢lenovci méli schopnost piisobit jako pienaseci. Ackoli byla
objevena existence Zzivotaschopnych paraziti ve spermatu a moci infikovanych pst, ¢oz
naznacuje dal$i mozné zpisoby pienosu, jako je naptiklad pfenos pohlavnim stykem. Tyto
moznosti Sifeni je tfeba vice prozkoumat (Riera et Valladares, 1996).

Je znamy minimalné jeden piipad, ke kterému doslo v Pensylvéanii (USA), kde se
ukdzalo, ze k pfenosu infekce doslo transfuzi infikované krve ze zvifeci krevni banky. Ukazalo
se, ze Cast psu, ktefi darovali do této banky krev, byla séropozitivnich na Leishmania spp.
(Owens et al., 2001).

V né¢kterych neoficidlnich ptipadech byl navrzen jako pravdépodobny zpiisob pienosu
t€hotenstvi, béhem porodu nebo pozdéji pii kojeni. Tento pfenos byl navrZzeny u ptipadu, kdy
se u 12—ti mési¢niho psa, ktery nikdy nebyl v oblasti, kde je tato infekce rozsitena, ale narodil
se infikované fené€, projevila viscelarni leishmanioza (Diaz-Espifieira et al., 2011). Pozdé;si
studie provedena v Brazilii vSak dosla k zavéru, ze tento typ prenosu Leishmania chagasi neboli
L. infantum neni mozny. V této studii bylo pouzito 63 $ténat od 18 fen infikovanych visceralni
leishmaniézou. Piitomnost paraziti se hodnotila na zdkladé¢ histopatologického a
parazitologického vySetieni lymfatickych organii a také pomoci PCR na vzorcich dospélych,
ke kterym patilo mléko, déloha, placenta, slezina, jatra a kostni dien. Od potomk byly pouzity
vzorky sleziny, jater, lymfatickych uzlin a kostni dfend. Zadny test provedeny na potomstvu
nebyl pozitivni (Andrade et al., 2002).

Schopnost psti infikovat pisecné mouchy je vysoka, at’ uz je to v ptipad¢ pst, u kterych
je nakaza symptomatickd nebo pstt u nichz je asymptomatickd. Rizné experimenty tedy
prokézaly, ze infek¢nost pst s leishmanidézou neni spojena vyhradné se symptomatickym
stddiem onemocnéni. Pokud by se braly v tavahu pouze symtomy psi, sila infekce by byla
podcenovana (Molina et al., 1994). Jiné studic ale prokazaly mnohem niz$i az Zadnou
infek¢nost asymptomatickych psi. Predpokladd se tedy, Ze intenzitu pienosu ovliviiuji
riznorodé¢ faktory, jako je vyzivovy stav pst, virulence kmene parazita, vektorova kapacita
duhu pise¢nych musek, kmeny zapojené do prenosu atd. (Alvar et al., 2004).

Nemocni psi jsou schopni infikovat druhy pisecnych musSek. Tyto druhy se vSak
nemusi vyskytovat v endemickych oblastech. V tomto ptipad€ je mozné iniciovat nové ohnisko
visceralni leishmanidzy, jestlize jsou infikovani psi pfitomni v oblastech, které jsou udajné
prosté onemocnéni (Travi et al., 2002b).

Infekénost pst vici piseénym moucham je ve vztahu s poétem CD4+ lymfocyti, kdy
jejich pokles zvysuje infek¢énost (Guarga et al., 2000). Jedna se o klicovou udalost v patogenezi
psi leishmanidzy. Pfi analyze infekénosti nakazenych pst proti Phlebotomus perniciosus
pomoci pifimé xenodiagnostiky bylo vidét, Ze od druhého mésice infekce nakazi psi ptiblizné
10 % pise¢nych much sajicich jejich krev. Infekénost se v prvnich mésicich neméni, ale té€sné
pted projevenim prvnich symtopmi vzroste na 60 % nakaZenych pise€nych musek, v disledku
poklesu poctu CD4+ lymfocyti (Alvar et al., 2004).
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3.2.4 Patogenita

Parazit je u psi visceralni leishmaniozy rozsifeny rozsahle v celém téle hostitele.
Napada slezinu, jatra, lymfatické uzliny, ledviny, kostni dfen, kizi a dalsi. Odlisuje se tak od
lidského onemocnéni, kde je parazit omezen predevSim na slezinu, jatra a kostni dien
(Tryphonas et al., 1977).

Postup parazita v téle hostitele po kousnuti piseSnou muskou je umoznény krvi nebo
lymfou. Parazit se nejprve rozsifuje do lymfatickych uzlin a sleziny. Ze sleziny je pfenesen do
jater a ledvin. Nasledn¢ parazit napada dalsi organy jako je klize, mocovy méchyt, reprodukéni
organy a organy traviciho i dychaciho systému (Alvar et al., 2004).

V riznych tkénich a organech, kde je parazit pfitomny, zplsobuje vznik 1ézi a
symptomu charakteristickych pro psi leishmaniézu. Mize dochézet k prograsivnim zméndm a
funkénim nerovnovahdm postizenych organti, coz je nasledkem proliferativnich zanétlivych
reakci, které vedou k bun&éné infiltraci, ktera je rozSitovana do stale rozsahlejSich zon. Je také
zahajena humoralni odpovéd organismu, ktera je zapocCata polyklonalni stimulaci B bun¢k.
Tato stimulace je zodpovédna za produkci vysoké koncentrace y-globulini a zaroven
specifickych a nespecifickych imunoglobulini (Galvao-Castro et al., 1984).

Obecné poskozeni tkdni a orgdnli u nakazenych psu je charakteristické a je podobné
se situaci u osob koinfikovanych virem lidské imunodeficience a Leishmanii. U téchto lidskych
pacientll je umoznéno rozsiteni parazita do neobvyklych mist z divodu absence obrannych
mechanismil, coZ naznacuje, ze v piipad¢ pst je takova situace vysledkem té¢zké imunitni
deprese, ktera je vyvolana parazitem. Jedna se o imunodepresi nejprve specifickou pro parazita,
ale v dalsich fazich ovliviiuje veskeré funkce T bun€k postizeného jedince (Alvar et al., 1997b;
de Luna et al., 1999).

3.2.4.1 Léze visceralni leishmanidzy

Mezi visceralni 1éze zahrnujeme nasledujici: 1éze na sleziné, kostni dfeni, 1éze
lymfatickych uzlin a 1éze jater (Gharbi et al., 2015). Také malé tepny né€kolika organa jsou
postizeny vaskularnimi 1ézemi zplisobenymi amastigoty. Jedna se o organy jako je klize, stieva,
ledviny, oci a plice. V pfipad¢ ocnich 1¢ézi se jednd téZ o dusledek infiltrace plazmatickych
bun¢k a makrofagi obsahujicich amastigoty, se schopnosti zptsobit 1éze v riznych ocnich
strukturdch. Krom¢ zminénych organt jsou dikazy o poskozeni mnoha dalSich. Léze byly
pozorovany v Gstni duting, penisu a jazyku, kde je parazit schopen ovlivnit sliznici (Font et al.,
1996; Pumarola et al., 1991).

Ve sleziné dochazi vlivem leishmaniozy k dezorganizaci bilé diené s pouze nékolika
lymfocyty kolem centralni arterioly. S nahromadénim plazmatickych bun¢k a parazitovanych
makrofagl v okrajové zong, a zaroven s proliferaci endotelidlnich bun¢k se stava cervena pulpa
hypercelularni. V disledku infiltrace sleziny imunitnimi buiikami, pfedev§im monocyty a
makrofagy, vznika splenomegalie. Pouzdro spole¢né s trabekuly je zesilené (Tafuri et al.,
2001). Lymfatické uzliny vykazuji hypertrofii kortikalnich a medularnich oblasti. Dale dochazi
k hyperplazii ¢ervené a bilé diené (Gharbi et al., 2015).
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Kostni dfefi se v dusledku onemocnéni méni na vzhled tmavé ruzového nebo
cerveného zelé, které ma viceméné konzistentni charakter (Gharbi et al., 2015).

Léze na lymfatickych uzlindch se poznaji na zaklad¢ existence hypertrofie kortikélnich
a medularnich oblasti. V pozd¢jsich stadiich je mozna normalni nebo dokonce hypoplasticka
velikost perifernich lymfatickych uzlin. Byla pozorovana proliferace lymfocyti a makrofaga
S Cetnymi intra- a intermakrofagickymi Leishmaniemi (Gharbi et al., 2015).

Paraziticka infekce ovliviiuje metabolismus jater, to je zptisobeno morfologickymi
zménami v hepatocytech a modifikaci endomembranového systému, a zarovén
peroxisomalniho komparmentu. Tvorbou granulomi, pfitomnosti hyperplazie a hypertrofie
Kupfferovych bun¢k a vyskytem zanétlivych infiltraci, vznika morfologicka zména jater
(Vianna et al., 2002). Ke zvétseni a kalcifikaci jater dochazi v zavéreénych fazich infekce
(Rallis et al., 2005a). Neéktera histopatologicka vysetfeni jaterni tkané odhalila pfitomnost
multifokélni hepatocelularni nekrézy, vakuolarni degenerace a infiltrace parazitovanymi
makrofagy. U vice neZ 80 % ptipadil prirozené leishmaniozy byla také zvysSena aktivita sérové
alaninaminotransferazy (ALT), aspartinaminotransferazy (AST) a alkalické fosfatazy (ALP)
(Slappendel et Slappendel2, 2011a).

Za velmi bézné se povazuji kozni 1éze, které jsou spojeny s riznymi imunitnimi
reakcemi. Dermatitita je charakteristicka pti odpovédi na rezistenci vii¢i parazitovi. Jedna se o
dermatitidu s Langerhansovymi  buiikkami a  keratinocyty  exprimujicimi  hlavni
histokompatibilni komplex II. tfidy, T buiitkami, makrofagy a parazity nachazejicimi se
v dermis. Nodularni 1éze bez bunék perzistujicich antigen a s mnoha parazitovanymi makrofagy
se objevuji pfi citlivé odpovédi na infekci (Fondevila et al., 1997). Pfi vzniku viedd, muze byt
dualezita ptitomnost parazitovanych fibroblasti v kiizi (Hervas Rodriguez et al., 1996).

Strevni 1éze jsou zplsobené granulomatdéznim nebo pyogranulomatdéznim zanctem.
Tyto stavy v pokrocilych stadiech vedou k chronickému prajmu (Keenan et al., 1984).

Léze v ledvinach jsou charakterizovany glomerularnim a tubularnim poSkozenim,
které jsou zpusobeny v dusledku imunitni odpovédi (Alvar et al., 2004). Piiznaky zahrnuji
intersticialni nefritidu nebo glomerulonefritidu ¢i ve vzacnéjsich ptipadech amyloidézu. Tim se
vysvétluje pritomnost proteinurie, mize vést az k rozvoji hypertenze a vytvoreni zaCarované¢ho
kruhu, v jehoz kone¢né fazi miize vzniknout nefroticky syndrom ¢i chronické selhavani ledvin,
které je povazované za nejéastéjsi pri¢inu imrti pti leishmanioze (Gharbi et al., 2015). Akutni
glomerulonefritida a extramembran6zni glomerulonefritida vedou k selhavani ledvin
v disledku ukladani imunokomplexti (Benderitter et al., 2016). Tyto imunokomplexy jsou
tvofeny anti-Leishmania IgG. Nerovnovazna funkce ledvin je odvozena od vysoké koncentrace
cirkulujicich imunokomplexti (Lopez et al., 1996; Mancianti et al., 1989). V pfipadé pst
S definitivni infekci, u kterych dochézi jen k malé nebo dokonce zadné¢ humoralni odpovédi, se
ledvinové léze nevyvinou (Nieto et al., 1992). Pfedpoklada se, ze ptitomnost T bun¢k v 1ézich
poukazuje na zapojeni bun&tné odpovédi do glomerulonefritidy imunologického ptivodu
(Costa et al., 2000).

Parazit v né€kterych ptipadech tvoii dal§i jiné léze, mezi které zahrnujeme:
proliferativni nebo lytické kostni 1éze, chronickou hepatitidu, chronickou kolitidu, meningitidu,
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atrofickou myostitidu zvykaciho svalu nebo polymyostitidu a distenzi kloubu, ktera je nékdy
spojena s erozivni artritidou. Tyto ostatni 1éze jsou polymorfni s Castym vyskytem (Blavier et
al., 2001a; Gharbi et al., 2015)

3.2.5 Klinické priznaky

Psi viscerdlni leishmanidza je multisystémové, chronické onemocnéni. Nasledkem
slozitosti imunopatogennich interakci, variabilit¢ v kméni prvoka a rozmanitosti postizenych
tkani a organt jsou klinické pfiznaky zna¢né polymorfni a v mnoha ptipadech mohou vést
k chybné diagnoze (Rallis et al., 2005a). Jedna se o onemocnéni, které mize potencionalné
postihnout jakykoli organ, tkan a biologickou tekutinu a je takto spojené s nespecifickymi
klinickymi ptiznaky (Baneth et al., 2008).

Klinické ptiznaky 1 doba vyskytu onemocnéni je znacné variabilni. Onemocnéni miize
byt doprovazené od tplné absence ptiznakl az po zavazny klinicky syndrom. Nékteré studie
ptedpokladaly délku inkubacni doby v rozmezi mezi 2 a 8§ mésici, nicméné Vv nékterych studiich
se inkubacni doba pohybovala az kolem 15 mé&sict. Dalsi vyzkum se vénoval popisu riznych
pstt v Holandsku ¢ili v zemi bez leishmanidzy, u kterych se ptiznaky onemocnéni rozvinuly 5
az 7 rok po navstéve epidemické oblasti (Rioux et al., 1979; Slappendel et Slappendel2, 2011b).

Patologické spektrum psiho onemocnéni leishmanidzy je velmi rliznorodé v disledku
odliSnosti v parazitech a rtiznych reakci jednotlivych infikovanych psu, coz vede k n€kolika
klinickym formam. Jejich rozmanitost se pohybuje od anergickych forem s generalizovanym
Sifenim, které se projevuji nepatrnymi nebo dokonce zadnymi klinickymi ptiznaky a jsou s
vysokym poctem parazitli az po heperreaktivni stavy, ve kterych nejsou objeveni zadni parazitg,
ale jedinci maji vyznamné organické 1éze, spole¢né se zavaznou symptomatologii (Alvar et al.,
2004).

Stejné jako existuje ne¢kolik riznych zpiisobu prezentace, symptomatologie mize byt
také znac¢né variabilni. Klasifikace psi leishmaniozy podle Lanotte et al. (1979) na ¢tyfi formy,
jedna se o formu akutni, subakutni, chronickou a latentn¢ regresivni. Na zaklad¢ klinickych
piiznaktit Mancianti et al. (1988) a Abranches et al. (1991) Kklasifikovali infekce na
polysymptomatické ¢i symptomatické, u kterych dochazi k projevu minimalné tfi nebo vice
ptiznak onemocnéni. Oligosymptomatické s projevem dvou stiedné zavaznych ptiznakt, jako
jsou napiiklad zvétSené lymfatické uzliny a onychogryféza nebo dermatitida. A
asymptomatické, u kterych nejsou ptitomné ptiznaky odkazujici na infekci Leishmania (Fisa et
al., 1999b).

Zatim neni s jistotou znam zpusob, jakym faktory jako je vek, pohlavi, vyziva,
geneticka hostitele, imunosupresivni stavy, koinfekce nebo priivodni onemocnéni, cytokinové
prostiedi, parazitarni zatéz, virulence kmene Leishmania, pfedchozi infekce ¢i zplisob pienosu
ovlivityji polaritu klinickych projevil infekce. TaktéZ neni znamo, jaké mechanismy u psi jsou
zodpové&dné za rezistenci nebo vnimavost vici parazitovi. Zatimco nékterd plemena, jako jsou
napiiklad boxefi, kokr§panélé, rotvajlefi nebo némecti ov¢aci jsou v mnoha piipadech nachylni
K rozvoji onemocnéni, u jinych plemen, jako je tieba ibizsky chrt dojde k rozvoji klinickych
ptiznaku jen ziidka (Franga-Silva et al., 2003; Solano-Gallego et al., 2000b). S citlivosti na psi
Leishmaniozu byly spojeny urc€ité alely genit MHC II a gen Slcllcl, dfive nazyvany N-
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RAMPI. Vék se zda byt jednim z diilezitych faktort ovliviiujich klinicky projev infekce. U pst
starSich 8 let a mladsich 3 let byly hladSeny vrcholy nejvyssi prevalence onemocnéni. Zatimco
predispozici k pohlavi nékteré epidemiologické studie neuvedly, jiné studie uvadéji veétsi riziko
onemocnéni u psi nez u fen (Solano-Gallego et al., 2009). Experimentalni infekce pst
prokazaly, ze ruzné cesty infekce a zivotni faze parazita vedou K rozdilnym klinickym
projevim. Intraven6zni a amastigotni infekce se s nejvétsi pravdépodobnosti projevi jako
zavazné onemocnéni, zatimco intradermalni infekce a inokulace promastigoty nejspise

povedou k subklinické infekci (Moreno et Alvar, 2002b).

Hlavnimi klinickymi nalezy, které byly zjisténé pii fyzikalnim vySetfeni u klasické psi
Leishmaniézy jsou kozni léze, progresivni Ubytek hmotnosti, generalizovana
lymfadenomegalie, svalova atrofie, snizend chut’ k jidlu, nesnasenlivost zatéze, splenomegalie,
letargie, polydypsie a polyurie, epistaxe, o¢ni 1éze, kulhani a onychogryfoza, vyjimkou neni ani
zvraceni a prujem. Variabilni a nespecifické klinické pfiznaky c¢ini diagnostiku psi
Leishmani6zy znacné slozitéjsi (Baneth et al., 2008).

TRENDS in Parasitoloav

Obrazek ¢. 3: Klinické projevy symptomatické leishmanidzy pst: a) purulentni
keretokonjunktivitida s periokularni dermatitidou, b) kozni 1éze obli¢eje s multifokalni
exfoliativni dermatitidou, c¢) epistaxe, d) onychogryféza, e) ulcerace kiize na uchu
(Baneth et al., 2008)

3.2.5.1 Casné piiznaky

Zkoumani pfiznakli na po€atku onemocnéni se vénuje jen malé mnoZzstvi studii.
Znalosti o tom, co se déje v zacatcich poskytly zatim jen experimentalni infekce. Tyto studie

20



znazornuji nékolik rozdili nejen v ¢asnych klinickych ptiznacich, ale také v progresivnim a
latentnim obdobi onemocnéni (Alvar et al., 2004).

Obecné Vtomto pocateCnim obdobi neexistuje pfesnd a jasnd symptomatologie.
Pocatecni projev infekce se mize pohybovat od nespecifickych zmén v celkovém stavu zvifete,
se slabym zradnym zac¢atkem, az po progresivni a rostouci vyvoj. Jedny z piiznaku, které se ve
vétsiné piipadech v tomto stadiu objevily jsou zvySujici se nechut’ ke cviceni, staly ubytek
hmotnosti, doprovazeny otupélosti a Spatnou télesnou kondici, hyporexie a poté generalizovana
amyotrofie. Mezi kozni pfiznaky, které byvaji pozorovatelné od tfetiho mésice, patii
periorbitalni a usni lysiny. Dale v této fazi lze zaznamenat mirné infarkty, konjunktivitidy a
bolestivost pti palpaci ledvin. Jini autofi popisuji jako prvni zndmky hemoragické piiznaky
(Alvar et al., 2004; Gharbi et al., 2015).

JiZ vraném stddiu onemocnéni se miZeme setkat s nejcastéjSim piiznakem
leishmaniozy psu, kterym je zvétseni lymfatickych uzlin. Jedna se o znamky mononuklearniho
fagocytarniho systému. ZvétSené uzliny se stavaji pohyblivymi a nejsou bolestivé. Déle 1ze
detekovat splenomegalii, ale je nekonzistentni (Baneth et al., 2008; Ciaramella et al., 1997a).

3.2.5.2 Progresivni faze

Existuje zde fada b&znych nespecifickych pfiznaki, mezi které patii hypertermie
v rozmezi 39 az 40 °C, apatie, astenie, zména chuti K jidlu, polydipsie, ztrata hmotnosti atd.
K nejcharakteristi¢téjSim ptiznakl této periody fadime lymfadenopatii se zménou rozmeéra a
konzistence lymfatickych uzlin, tim je usnadnéna palpace povrchovych lymfatickych uzlin,
jako jsou poplitealni, preskapularni a submaxildrni. V této fazi onemocnéni je také
pozorovatelna hepatomegalie, stejné jako zna¢na splenomegalie (Abranches et al., 1991; Alvar
et al., 2004).

3.25.2.1 Kozni léze

Dermatologické ptiznaky patii mezi druhy nejcastéjsi projev leishmanidézy u psi
piijatych k 1écbé kvili onemocnéni (Sykes et al., 2013). Kozni 1éze mohou byt pozorovany
spolu s dal$imi klinickymi pfiznaky ¢i klinickopatologickymi abnormalitami, ale také mohou
byt jedinymi detekovanymi piiznaky nebo mohou uplné chybét. Tyto 1éze vétSinou zacinaji
kolem nosu, o¢nic, usi a nasledn¢ se Siii po celém téle, zejména na kiizi nad prominentnimi
kostmi. Bylo popsano nékolik dermatologickych entit jako jsou: nesvédiva exfoliativni
dermatitida s alopecii nebo bez ni, ktera miize byt generalizovana nebo lokalizovana na obliceji,
usich ¢i koncetinach; ulcerdzni dermatitida na kostnich vybézcich, mukokutannich spojenich,
tlapkach nebo usnich boltcich; fokalni nebo multifokalni nodularni dermatitida; mukokutanni
proliferativni dermatitida; papuldrni dermatitida. Kozni pfiznaky se li§i typem a intenzitou,
nejsou vsak spojeny se svédénim (Koutinas et al., 1992; Ordeix et al., 2005).

Nesveédiva difuzni alopecie se mnohdy poji se suchou seboreou se stfibrnymi
Supinami. Nejcastéji mohou byt lokalizované ptedevsim v dorzo-bederni oblasti nebo byvaji
roztrouSeny po celém téle. U jedince patii mezi projevy folikularni keratdza a v n€kterych
ptipadech se objevuje parakeratoza se zanétlivym infiltratem, ktery byva spojeny s histiocyty,
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plazmocyty a makrofagy. Nékdy je pfitomny vyskyt amastigota Leishmania (Blavier et al.,
2001).

Muze se objevovat zvétSeni délky drapkt a hyperkeratoza, kterd se projevuje
predevsim v oblasti hlavy, nosu a tlap (Gharbi et al., 2015).

Multifokalni slizniéni nebo kozni viedy se v nékterych piipadech poji s nekrézou
epidermalnich a dermalnich vrstev. Kolem téchto nekrdz je polymorfni infiltrat. Z pravidla se
infiltrat sklada ze smési lymfocytd, histiocytli, plazmocyti a makrofagli infikovanych
amastigoty Leishmania (Gharbi et al., 2015).

Vyskyt pustularni dermatitidy je vyvolany ¢asto hlasnymi povrchovymi nebo
hlubokymi infekcemi, které mizou byt bud’ plisnového ptivodu (Malassezia pachydermatis)
nebo bakterialniho pivodu (pfevazné Staphylococcus spp.). Postularni dermatitida je
charakterizovand  pfitomnosti  zanétlivého  histio-lymfoplazmocytarniho  infiltratu.
Stafylokokova pyodermie je ¢astou komplikaci (Gharbi et al., 2015).

Mohou se vyskytnout uzliny, které se mohou objevit ve vice formach. Formy, ve
kterych se néjcastéji objevuji jsou od jednoduchych papul az po uzliny podobné nadortim
s periferni lymfadenopatii. Jedna se o wuzliny generalizované nebo lokalizované do
interdigitalniho prostoru. Ukazalo se, Ze v nékterych piipadech je mozna ulcerace uzli.
Noduldrni dermatitida byla hlaSena se zanétlivym infiltratem, ktery obsahoval makrofagy,
nékteré lymfocyty a plazmocyty, s vysokou parazitarni zatézi. Castéji je nodularni formu
projevu mozné pozorovat u plemen boxeru (Blavier et al., 2001; Ferrer et al., 1988).

Kozni symptomatologie se u lidi a pst zna¢né 1isi. U lidi nastava lokalni zanét a
patologické zmény jsou omezeny pouze na tuto oblast. Naopak u psii je kiize postizena béhem
progrese onemocnéni do vnitinich organd. Nékolik autori se shoduje na tom, ze u minimalné
90 % symptomatickych pst se vyskytuje kozni patologie. Ve studii provedené na 43 psech
s koznimi 1ézemi byly podle Ferrera (1989) klasifikovanany kozni symptomy do ¢tyt skupin.
U znaéné pievahy az 60 % studovanych psi se projevila alopecie a loupani s Cetnymi
amastigoty v makrofazich kize, 23 % psi se projevilo ulcerozni dermatitidou,
charakterizovanou pfitomnosti viedii na kizi v oblasti koncetin a kloubti, s malym poctem
amastigotl. Nejméné Casto se projevovala nodularni a pustularni dermatitida. Nodularni se
objevila v 11 % ptipadd, spole¢né s vyskytem uzli v kizi s velkym poctem parazitovanych
makrofaghl, pouze v 6 % byly jedinci postiZzeni pustularni dermatitidou a byla charakterizovana
pfitomnosti generalizovan¢ho exantému po celém téle, ale histologické vySetteni bylo bez
nalezu parazitt (Alvar et al., 2004; Slappendel, 2011).

Nejcastéjsim koznim histopatologickym obrazem je periadnexdlni noduldrni az
difuzni pyogranulomat6zni/granulomat6zni dermatitida, ktera se projevuje vyskytem uzliki a
hrboleckl v oblasti vlasovych folikuld a okoli mazovych Zlaz, spolu s ortokeratotickou az
parakeratotickou hyperkeratézou, u které se jednd o nadmérny rast keratinovych bunék v kizi
a projevuje se zhrubnutim, krustovanim a ulceraci. Znamy jsou vSak i jiné histopatologické
vzorce jako je napfiklad subkornedlni pustularni dermatitida, lichenoidni dermatitida,
vaskulitida a panikulitida (Papadogiannakis et al., 2005; Solano-Gallego et al., 2004).
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Mezi atypické kozni projevy, které jsou pomémé vzacné, fadime: depigmentace,
digitalni a nosni hyperkeratdza, panikulitida, pustularni erupce nebo onemocnéni podobné
pemphigus foliaceus, erythmea multiforme ¢i alopecia areata (Blavier et al.,, 2001,
Papadogiannakis et al., 2005).

3.2.5.2.2 Ptiznaky oci a nosni sliznice

Vyskyt oCnich a periokuldrnich 1ézi se u psi se symptomatickou leishmani6ézou
pohybuje v rozmezi od 16 % do 80 % (Naranjo et al., 2005). Oc¢ni léze predstavuji jediny
symptomaticky projev onemocnéni az u 15 % klinickych pfiznaka (Pena et al., 2000). O¢ni
pfiznaky jsou polymorfni a fadime knim: difuzni/nodularni konjunktivitidu;
exfoliativni/ulcerativni/nodularni  blefaritidu; nodularni/difuzni skleratitidu; ptedni/zadni
uveitidu, ktera mize byt granulomatdézni nebo difuzni; glaukom; panoftalmie a suchou
keratokonjunktivitidu (Solano-Gallego et al., 2009).

U difuzni a nodularni konjunktivitidy se jedna o zanét spojivek, kdy prvni typ postihuje
celou spojivkovou sliznici a projevuje se zarudnutim o¢i, slzenim, pocitem pisku nebo ciziho
télesa v oku a miize byt doprovazen hnisavym vytokem z oka. Noduldrni konjunktivitida se
odliSuje tim, ze postihuje jen urcitd mista spojivek v podob¢ uzlli nebo hrudek, které jsou
bolestivé s tendenci se rozsifovat (El Hassan et al., 1998).

Zanét vicek neboli blefaritida je dalSim ptiznakem, ktery se vyskytuje ve vice formach,
vcetn€ exfoliativni, ulcerativni a nodularni blefaritidy. V piipad¢ exfoliativni a ulcerativni
formy se jedna o zanét okrajii vicek, dochazi k vypadavani Supin z kiize na okraji vicek a
Vv ptipad¢ ulcerativni blefaritidy je v disledku tvorby bolestivych viedi zptisobeno vypadavani
fas. Nodularni forma je charakteristicka tvorbou malych hrudek nebo uzli na okraji vicek
spojenych s vypadavanim fas (El Hassan et al., 1998).

Skleratitida je zanét bilé vnéjsi vrstvy oka zvané skléra a déli se na dva hlavni typy:
nodularni a difuzni. Oba typy se mohou v disledku onemocnéni objevit. O difuzni skleratitidu
se jednd, kdyz je celd skléra postizena zanétem a mtiize byt doprovazena bolesti oci, citlivosti
na svétlo a zhorSenym zrakem. Tvorbou malych uzli na skléfe je typicky nodularni typ
skleratitidy. Uzly se vyskytuji na pfedni ale 1 na zadni ¢ésti skléry, mohou byt bolestivé a
zpusobovat zhorSeni zraku (Grahn et Sandmeyer, 2008).

Zanét vnitini vrstvy oka, zvané cévnatka, se oznacuje uveitida. Pfedni uveitida je zdnét
cévnatky na pfedni ¢asti oka a zahrnuje dfeni, duhovku a pfedni ¢ast cévnatky. Vyznacuje se
zCervenanim oka, slzenim, fotofobii, rozmazanym vidénim a bolesti oka (Nell et al., 2015).
Naopak zadni uveitida je zanét cévnatky na zadni Casti oka, ktery zahrnuje sitnici a cévni
pletené. Tento typ se projevuje snizenym vidénim, zhorSenym vnimanim barev, bolesti oka a
ztratou zorného pole. O granulomat6zni formu se jedna, kdyz se tvoti granulomy neboli shluky
zangtlivych bunék v oku. Difuzni uveitida se vyskytuje, kdyZ zanét postihuje Sirokou oblast
cévnatky a neni soustfedén do granulomu (El Goulli et al., 2022).

V ptipadé¢ glaukomu dochazi k postiZzeni zrakového nervu a miize vést az ke poSkozeni
zraku, a dokonce K slepoté. Jedna se o stav, kdy se zvySuje nitroo¢ni tlak, coz mize vést
k poskozeni zrakového nervu a jeho postupnému zhorSovani. Glaukom patii mezi hlavni
pficiny slepoty u psti (Komaromy et al., 2019).
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Panoftalmie je stav zanétu vSech vrstev oka, vcetné spojivky, rohovky, duhovky,
sitnice a sklivce. Mezi symptomy fadime bolest oka, ztrytu zraku, zvySenou citlivost na svétlo,
zarudnuti a slzeni (Ali et al., 2021).

Syndrom suchého oka neboli sucha keratokonjunktivitida, je stav charakterizovany
nedostatecnou produkci slz nebo narusenou kvalitou slzného filmu, ktery kryje povrch oka. U
suché keratokonjunktivitidy zanétlivé infiltraty, které jsou lokalizované kolem slznych cest,
zpusobuji sekrecni retenci a snizeni produkce slz. Tento nedostatek slzové tekutiny miize
zpusobit podrazdéni, zCervenani, paleni, svédéni a pocit pisku v o¢ich (Naranjo et al., 2005).

Oc¢ni nasledky spojené se systémovou hypertenzi jako jsou naptiklad: odchlipeni
sitnice nebo krvéceni, retinalni arterialni tortuozita a hyphema, jsou velmi vzacné a u pst
trpicich leishmani6zou byly zaznamenany pouze u 5,7 % piipadii. Histopatologické vysetfeni
oc¢i u 60 infikovanych pst prokazalo pfitomnost lymfoplasmacytického az granulomatdzniho
zanétu v perivaskularnim, nodularnim az difuznim vzoru a pfitomnost parazita pres 50 %
Vv ocinich tkanich, zejména ve spojivce, limbu a fasnatém télisku (Cortadellas et al., 2006; Pena
et al., 2008).

Béznym projevem je vytok z nosu, ktery postupuje od ser6zniho az po mukopurulentni
tekutinu, ktera je sloZzena z hlenu a hnisu. Epistaxe, projevujici se od pferusovaného kapani az
po zjevné krvaceni, se mize objevovat v jednostranné nebo oboustranné form¢ (Alvar et al.,
2004).

3.2.5.2.3 Projevy pohybového aparatu

Svalova atrofie je Castym projevem leishmanidzy a postupuje s progresi onemocnéni.
Béhem prubéhu onemocnéni se mohou objevit rizné problémy, jako je napiiklad zanét okolo
drapu neboli perionyxie; onychogryféza, pii které dochazi k zhrubnuti a deformaci drapu a
onychorova rhexis, ktera se vyznacuje kichkosti a lamavosti drapi. Ovlivnén mize byt také
nervovy systém, ktery mize trpét tiesem, motorickymi nedostatky a v poslednich stadiich
dokonce paralyzou zadnich koncetin. V nékterych ptipadech byla pfitomna artritida a kulhani
(Alvar et al., 2004). Byly také popsany nékteré ptipady osteomyelitidy a artrosynovitidy, které
vSak dobie reaguji na 1é¢bu leishmaniozy (Buracco et al., 1997).

Mezi neobvyklé symptomy fadime osteoartikularni ptiznaky, které se spolecné
S polyartritidou a postizenim kosti nebo svalil vyskytuji skute¢né vzacné. Polyartritida vznika
obvykle v dusledku hypersenzitivni reakce typu 11l s depozitem imunitnich komplext v kloubu,
ale parazity je také mozné identifikovat v maktofazich synovidlni membrany nebo v synovidlni
tekutin€. Obvykle se jedna o polyartritidu, kterd nema nic¢ivy dopad na klouby a miiZe, ale
nemusi byt spojena se synovitidou. Typickym projevem synovitidy jsou otoky a zvysena teplota
kloubi, které jsou spojeny s bolesti a v nékterych piipadech svalovou atrofii (Koutinas et al.,
1999; Blavier et al., 1999).

Objevit se mohou také zmeény na kostech jako osteolytické a osteoproliferativni 1éze,
které jsou lokalizované v kostni diafyze. Tyto zmény mohou vést ke zvySeni hustoty nebo
k tmavs§im oblastem na rentgenovych snimcich kostni dfeng, coz odpovida kostni skleroze.
Tyto 1éze jsou vSak vzacné a mohou byt zpiisobeny zanétlivym procesem. V piipadé
proliferativnich 1ézi musi diferencidlni diagnézy zahrnovat bakterialni a plisiovou
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osteomyelitidu, nadorové metastdzy a panosteitidu, kterd se nejcastéji projevuje bolesti a
kulhanim, zejména po probuzeni nebo intenzivni fyzické aktivité. U lytickych 1ézi je tieba vzit
v uvahu infekéni artritidu, revmatoidni palyartritidu, sysémovy lupus a degenerativni
onemocnéni kloubll. Ztrata nehtu doprovdzend otokem distalni falangy, miize naznacovat
piitomnost spinocelularniho karcinomu (Blavier et al., 2001b; Buracco et al., 1997).

I kdyz se u leishmani6zy ¢asto vyskytuje svalova atrofie, svalovy systém muize vzacné
vykazovat izolované 1éze. Jiz byl popsan piipad granulomatéznich 1ézi v nékolika svalovych
oblastech, které byly pfi fyzickém vySetfeni hmatatelné a obsahovaly amastigoty. Znam je také
piipad dermato-myostitity, kdy makroskopicky svaly vykazovaly oblasti otoku s mékkou
konzistenci Sedobilé barvy nachazejici se v normalnich castech svalu. Histologické vySetteni
odhalilo zanétlivé a degenerativni 1éze spojené s velkym poctem histocytdl naplnénych parazity
(Blavier et al., 2001b; Macri et Guarda, 1987).

3.2.5.2.4 Dalsi projevy

V pribéhu onemocnéni se vzacné objevuji respiracni piiznaky a jejich dokumentace
neni dostatecna. V nékterych ptipadech byl pozororvany vyskyt rymy a zapalu plic. Koutinas
et al., (1999) uvad¢ji pouze tii ptipady respiracnich piiznakt u ze 158 postizenych zvitat.
Nekteti autofi se domnivaji, Ze pneumonie spojend s leishmanidzou je obvykle disledkem
oportunni infekce nasledujici po imunosupresi u infikovanych psii. Dale se domnivaji, Ze ryma
nebo zapal plic mohou byt zpiisobeny zanétem sliznice, stejné jako v ptipadé jinych orgdna,
napiiklad tlustého nebo tenkého stieva (Blavier et al., 2001b).

Béhem pribéhu onemocnéni jsou bézné rendlni 1éze, které mohou vést k chronické
renalni insuficienci nebo nefrotickému syndromu. Rendlni insuficience je jednim z klasickych
celkovych pfiznaki leishmanidzy a vzacné muze byt jedinnym projevem. Denerolle (1996)
popsal pét piipadd s renalnim onemocnénim v sérii 125 a Ciaramella et al., (1997) uvedli
podobné hodnoty s Sesti piipady s onemocnénim ledvin v sérii 150 psti. Dale jsme zaznamenali
dalsi ptipad, u kterého diskrétni lymfadenopatie vyvolala klinické podezieni na psi
leishmaniozu. Proto by méla byt leishmanidza vzdy zvazovana v diferencidlni diagnostice psi
s glomerulonefritidou nebo nefrotickym syndromem. Leishmaniéza mtze byt dale spojovana
s renalni (a také slezinou a jaterni) amyloidézou (Blavier et al., 2001b).

Lékati by méli mit podezieni na moznost CanL u psu s pietrvavajici rendlni proteinurii
(pomér proteinu a keratinu v moci vétsi nez 0,5) nebo s rendlni azotermii, neregenerativni
anémii (zpusobenou chronickym onemocnénim nebo chronickym selhdvanim ledvin),
leukocytozou ¢i leukopenii, sérovou hyperproteinémii, hyperglobulinémii, hypoalbuminémii,
snizenym pomérem albumin/globulin a zvySenou aktivitou jaternich enzymii. Dale mohou byt
detekovany sérova hyperviskozita, trombocytopenie, naruSend sekunddrni hemostdza a
fibrinolyza (Ciaramella et al., 2005; Petanides et al., 2008). V tkanové cytologii nebo
histopatologii organt, jako jsou kiiZe, stievo, jatra, oko, lymfatické uzliny, slezina, pficné
pruhované svaly, nostni sliznice, synovie atd., byva ¢asto nalezen bud’ pyogranulomat6zni,
granulomatézni nebo lymfoplazmocytarni typ zanétlivého infiltratu. Lymfoidni reaktivni
hyperplazie se typicky vyskytuje v lymfoidnich organech, jako jsou lymfatické uzliny a slezina,
spolu s monocytarni hyperplazii kostni dfen¢ ¢i sleziny a rizné pocty amastigotii Leishmania
(Giunchetti et al., 2008; Pefia et al., 2008).
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3.2.5.2.5 Neobvyklé klinické formy

Existuji méné casté klinické formy psi leishmanidzy, mezi které patii 1éze sliznic (Gstni
dutina, jazyk a pohlavni orgédny), chronickd hepatitida, chronicka recidivujici kolitida,
neurologické onemocnéni zpiisobené meningitidou a atrofickou myostitidou nebo
polymyozitidou zvykaciho svalu, autoimunitni poruchy a kardiovaskuldrni poruchy. Mezi
nejcastéji se vyskytujici kardiovaskularni poruchy ftadime: perikarditidu, systémovou
vaskulitidu, teromboembolismus a syndrom hyperviskozity séra (Adamama-Moraitou et al.,
2007; Rallis et al., 2005b).

3.2.5.3 Koneéna faze

Doba, po kterou se mohou ptiznaky objevovat, je velmi rozmanita. Mize se pohybovat
v ramci od od dvou nebo tii mésict az do nékolika let po infekei. Taktéz je obtizné predpoveédét
ptichod posledni faze onemocnéni (Alvar et al., 2004).

Kone¢na faze onemocnéni je charakteristickd postizenim vétSiny organt jedince a
rozSitenim pleSatych mist spole¢né s vyskytujicimi se viedy. Kromé& toho mohou nastat
oportunni infekce. Psi v této fazi trpi kachexii a naslednd smrt je pticinou selhani ledvin nebo
jater (Ferrer, 1989).

Obrazek €. 4: Pes postizeny leishmani6zou trpici kachexii
(Alvar et al., 2004)

3.2.6 Diagnostika

Klinické diagnostika CVL je u pst, u nichz se projevi symptomy onemocnéni pomérné
jednoducha, je u nich postacujici test s vysokou specifitou. Diagnostika u jedict bez klinickych
pfiznakli (asymptomatickych) nebo u jedinci smalym poctem klinickych znadmek
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citlivosti (Gomes et al., 2008).

Diagnostika parazita se vzdy provadi prostiednictvim laboratorni diagnostiky.
K podezieni, Ze pes trpi leishmanidzou nas vedou klinické pfiznaky nebo klinickopatologické
abnormality, které jsou kompatibilni s timto onemocnénim. Pomoci pfimych a nepiimych
laboratornich diagnostickych metod Ize ziskat potvrzeni etiologie infekce. Mezi vyuzivané
laboratorni diagnostické metody patii: parazitologické, molekuldrni a sérologické metody.
Mezi parazitologické metody spada kultivace a mikroskopické vysetfeni. Molekularni
diagnostika predstavuje zlepSeni citlivosti a mezi jeji nejpouzivanéjsi metody patii PCR.
Sérologicka diagnoza je umoznéna diky vysokym hladindm specifickych imunoglobulinti, které
jsou spojeny s intenzivni specifickou humoralni odpovédi u psi leishmaniozy (Morales-Yuste
et al., 2022).

Prvnim krokem diagnostiky na klinice je provedeni podrobného klinického vySetieni
za ucelem nalezeni pfiznakl, které by mohly byt pfisuzovany tomuto onemocnéni. Prvni
diagnostickou metodou, kterou je tfeba provést je biopsie lymfatickych uzlin, a to zejména
pokud je pfitomné jejich zvétSeni. Pro ovéteni pfitomnosti amastigotl se produkt zkouma pod
optickym mikroskopem na mikroskopickém skli¢ku po obarveni Gemisou, pii zvétSeni 1000x.
Jadro a kinetoplast parazita se od mikroskopem objevi ¢ervenofialovou barvou, mohou byt
pritomni v extracelularnich i intracelularnich komparmentech, z divodu castého prasknuti
hostitelké bunky b&hem ptipravy vzorku. Alternativni metodou je biopsie z jinych tkani
technika ma nizkou senzitivitu (50-60 %), jedinci s negativnim vyledkem ale s pfitomnymi
klinickymi ptiznaky by mely byt dale vySetieny pomoci jinych technik (Gharbi et al., 2015).

Laboratorni podminky si dale z&daji laboratorni testy. Jejich omezeni spociva v tom,
ze neumoznuji jednoznacné rozliSeni mezi nemocnym psem a peinasecem. Sérologické testy
jsou negativni v piipad¢, ze jsou psi ve stavu snizené nebo zcela chybéjici energie, ale obecné
tato zvifata vykazuji vazné klinické ptiznaky. Vysledky, které jsou séropozitivni také
neumoznuji rozpoznani nemocného psa od prenasece. V idealnim ptipad¢, pokud jsou vyledky
pozitivni, by mély byt techniky s vysokou citlivosti spojeny s vysoce specifickymi technikami
(Gharbi et al., 2015; Gomes et al., 2008).

Imunofluorescencni test na protilatky (IFAT) je referen¢ni technikou, ktera je zaloZena
na pouziti promastigotd. Jeho mezni hodnota je pro psy 1/80 (Gharbi et al., 2015).

IFAT je mozné nahradit enzymové vazanym imunosorbentnim testem od doby, kdy
jsou dostupné komeréni soupravy. Na rozdil od IFAT ma vyssi senzitivitu a specifitu. Je snadno
Citelny a poskytuje jasné vyledky. Jeho vyhodou je moznost automatizace (Gharbi et al., 2015).

Béhem diagnézy prostfednictvim polymerazové tetézové reakce (PCR) dochazi
k extrahovani DNA z leukocytarni vrstvy v odbérové zkumavce nebo z biopsii riznych tkani.
Bylo vyvinuto n€kolik sad primerd, které amplifikuji rlizné ¢asti genomu parazita. Zejména se
jedné o ¢asti jako jsou minikruhy kinetoplastové DNA, coz ndm umoziuje identifikovat DNA
Z riznych druht rodu Leishmania. Jednou z vyhod PCR je rozmanitost vzorku, které leze

27



analyzovat, vcetné¢ biopsii; krevnich, spojivkovych a ustnich vytér; vlasi a dalSich
neinvazivnich vzork (Gomes et al., 2007).

Diagnoza, ktera je mozna bez termocykleru je izotermalni amplifikace
zprostiedkovana smyckou (LAMP) PCR, je proto mozné ji pouzit i v méné¢ vybavenych
laboratotich. Chaouch et al. (2013) vyvinul LAMP PCR k identifikaci L. infantum, je zamétena
na gen pro cysteinovou proteazu B s mnoha kopiemi. Tato technika ma citlivost, kterd je
srovnatelna s citlivosti konven¢ni PCR.

K diagnoze se také mohou pouzit rychlé testy, k dispozici je nékolik komercné
dostupnych rychlych jednordzovych dvoucestnych platforem (DPP), které jsou ptipravené
k pouziti. Tyto testy jsou zalozeny na reakci mezi antigenem navazanym na protilatky a
casticemi koloidniho zlata spfazenymi s proteinem A/G. Do zafizeni, které je k tomuto testu
uréené je nutné vlozit vtorek o objemu 5 pl. Testy je mozné provést na séru, krvi
s antikoagulantem a plazmeé, neni v8ak mozné provést kvantifikaci protilatek (Castro Junior et
al., 2014).

3.2.7 Lécba

Lécba leishmanidzy by méla byt zahdjena pouze po stanoveni pevné diagnozy, a to
Vv ptipad¢ identifikace amastigotl v bioptickém materialnu nebo aspirati z kostni diené nebo
lymfatickych ulin. Dale muze byt zah4jena, pokud je jasn€ pozitivni sérologie s kompatibilnimi
klinickymi ptfiznaky, pfestoze ve vzorcich nejsou patrni paraziti. Lécba psu s atypickymi
projevy leishmaniozy se nelisi od 1é¢by klasického onemocnéni. Jejim cilem je kontrolovat
klinické ptiznaky a zmény, zlepSit bunénou imunitu psa, snizit zatéz parazity, vyhnout se
relapstim a snizit rychlost pfenosu na vektor (Alvar et al., 2004; Blavier et al., 2001b).

Mezi jedinné licencované 1€ky specifické pro 1écbu psi leishmanidzy v Evropé patii
meglumin, antimoniat, aminosidin a multefosin. Z nejucinnéj$i terapii je povazovana
kombinace megluminantimoniatu s alopurinolem, ktera predstavuje protokol prvni linie proti
onemocnéni. Farmakokinetika antimonikii se miize u pst s pfirozené se vyskytujici
leishmani6ézou vyznamné lisit a selhani ledvin mtize prodlouzit jejich polocas rozpadu. U pst
se snizenou rychlosti glomerularni filtrace se tak miize zvysit riziko toxicity. Miltefosin byl
nedavno navrzen pro 1é¢bu v kombinaci salopurinolem jako alternativa ke kombinaci
megluminantimoniatu s alopurinolem (Manna et al., 2009; Zaghloul et Al-Jasser, 2013).

Pouziti alopurinolu je Siroce rozsitené, vzhledem k jeho leishmanostatickému t¢inku
a nizké toxicité, diky kterému je velmi vhodny pro terapii i u psii s poskozenim ledvin. Casto
je kombinovany s jinymi léky, ale mize byt pouzit i jako monoterapie u asymptomatickych pst
nebo jako nalsedna ¢i dokonce preventivni 1é¢ba. Jeho jedinym vedlejSim ucinkem je urolitidza
(Noli et Auxilia, 2005; Torres et al., 2011). V ptipadé miltefosinu se jedna o prvni peroralni
antileishmanicky 1€k, ktery byl ptivodné vyvinut jako protirakovinny (Dorlo et al., 2012).
Obvykle se pouziva u psi s poskozenim ledvin, protoze mulize vést ke snizeni proteinurie.
Miltefosin byl uspé$né pouzit v monoterapii a v kombinaci s alopurinolem, ¢oz zlepSuje
klinicky stav a snizuje infekénost viic¢i pisecnym mouchdm a v nékterych piipadech zlepsuje
imunitni odpoveéd’ (Proverbio et al., 2016; Santos et al., 2019).
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Mezi Iéky s dobrou ucinnosti patii dale amfotericin B, u kterého vSak byly prokézany
vedlejsi Gcinky, jako jsou nefrotoxicita a ototoxicita a jeho pouzivani jako prvni linie se proto
nedoporucuje. Krom¢ jiz zminénych 1ékt bylo in vitro nebo na laboratornich zvifatech
studovano né¢kolik dal§ich potencionalnich 1ékii proti psi leishmanioze, ale jen ziidka
Vv kontrolovanych klinickych studiich. Patii mezi né pentamidin, ketokonazol, metronidazol,
spiramycin a marbofloxin. K potvrzeni terapeutické hodnoty téchto 1€kl jsou nutné rozsahle;jsi
klinicke studie s pfirozené infikovanymi psy (Mir6 et al., 2008).

Pro vybér vhodné terapie je nutné brat v tivahu stadium onemocnéni. Solano-Gallego
et al. (2011) vytvortili systém stadiii onemocnéni, ktery rozdeluje onemocnéni do Ctyt fazi:
stddium I (asymptomatik az mirné onemocnéni), stadium II (sttedn€é zavazné onemocnéni),
stadium III (zdvazné onemocnéni spojené s chronickym onemocnénim ledvin) a stadium IV
(velmi zavazné onemocnéni, které je spojené s nefritickym syndromem). U psi ve stadiu [ mtize
byt zvolena volba bez 1é¢by nebo 1éCba pouze alopurinolem. U pst ve stadiu I a III se
doporucuje kombinace slopurinolu s anstimoniky/miltefosinem. A u psi ve stadiu IV je vhodna
1é€ba samotnym alopurinolem, aby se zabranilo dalSimu poSkozeni ledvin. Terapie musi
zahrnovat 1é¢bu chronického onemocnéni ledvin (Morales-Yuste et al., 2022).

Pted zahajenim 1€¢by je vhodné zhodnotit stav psa. Hodnoti se pfedevsim jeho celkovy
stav, teplota, hmotnost, velikost sleziny, pfitomnost symptomatologie, krevni biochemie,
celkové bilkoviny a jaterni i renalni funkce (Alvar et al., 2004).

Odpovéd’ na 1écbu je obvykle téméf okamzita a u vétSiny pst dochazi ke klinickému
zlepseni béhem prvniho mésice, 1 kdyz u nékterych je pied zjevnym zlepSenim nutna delsi doba
terapie. Po n¢kolika dnech mizi hore¢ka, zvySuje se hmotnost, dochazi ke zmenSeni koznich
1ézi a visceralniho zvétSeni, krevni obraz se vraci do normdlu a nastdva zlepSeni celkového
stavu psa. Pokud k tomuto vysledku nedojde, je pfitomna moznost né&jaké pfidruzené infekce,
nebo je moznost existence infekce odoIné viuci 1€kiim. Po 1€¢be je zaddouci provést biochemické,
klinické a parazitologické vysetieni (Alvar et al., 2004; Manna et al., 2008).

Béhem 1é¢by je pak nutné sledovat srdeCni, jaterni a renalni funkce. Dalsi klinicko-
patologické parametry, které maji byt v pribéhu sledovany zavisi na jednotlivych
abnormalitach. Frekvence sledovani by ve vétSing piipadech méla byt ¢astéjsi na zacatku, tj. po
prvnim mésici terapie a poté kazdé 3—4 mésice. Pozdé&ji, pokud se pes po 1é€bé zcela klinicky
zotavi, je doporucena opakovana kontrola kazdych 6 mésicti nebo jednou ro¢né (Solano-
Gallego et al., 2009).

Lécba antileishmanii a zejména kombinaci megluminantimoniat/alopurinol nebo
samotnym alopurinolem casto vede ke klinickému vyléceni. V nékterych ptipadech, kdy psi
zpocatku dobie reaguji na terapii, se vSak po ukonéeni 1é€by nebo béhem ni mize objevit
klinicky relaps, coz dokazuje, Ze infekce nebyla eliminovand. Parazitologického vyléeni je
dosaZeno jen ziidka a 1éc¢eni psi, dokonce 1 ti, ktefi jsou na prodlouZeném alopurinovém rezimu,
nadale pfechovavaji parazita a jsou infekéni pro piseéné mouchy, i kdyZ v mensi miie (Manna
et al., 2008; Noli et Auxilia, 2005).
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V latinské Americe se obvykle 1é¢ba pst s timto onemocnénim neprovadi, protoze ve
znaéném mnozstvi zemi se po diagndze doporucuje utraceni pst. V brazilii byla 1écba pst
S leishmaniézou zakazana do roku 2017 a k jejimu povoleni doslo az po schvaleni miltefosinu
(Marcondes et Day, 2019).

3.2.8 Prevence vzniku

Jedinymi prokazatelnymi pienaSeci Leishmania infantum jsou pise¢né mouchy, takze
opatfeni, kterd jsou zaméfend na snizeni jejich hustoty a vektorové funkce jsou nejlepSimi
metodami prevence vzniku infekce (Apostolopoulos et al., 2018). U¢inné prevence pied
kousnutim pise¢nou mouchou lze dosdhnout dodrzenim nasledujicich kroki: drzet psa
V uzavieném protoru béhem sezény piseénych much od soumraku do Usvitu; snizeni
mikrobiotopt ptiznivych pro pise¢né mouchy v blizkosti domu nebo v mistech, kde se pes €asto
zdrzuje; pouziti enviromentdlniho insekticidniho oSetfeni; pouziti lokalnich insekticidl
s prokazanou G¢innosti proti pisecnym moucham, které slouzi jako vektory (Alexander et
Maroli, 2003).

Nedavné pruzkumy ve stfedomoiské Evropé uvedly, ze v nékterych zemich je
rozsifené pouzivani repelentl, které obvykle kombinuji obojky s podavanim pipety. Jedna se
pfedevsim o repelenty jako jsou deltamethrin, flumethrin, fipronil nebo permethrin. PouZzivani
repelentt bylo hlaseno jako ¢astéjsi zptsob prevence nez ofkovani, které je povazovano za
strategii druhé volby (Baxarias et al., 2022).

V nedavnych letech byly rizné insekticidni formulace hodnoceny v laboratornich a
polnich podminkach s ptiznivymi vyledky. Deltamethrinem impregnované obojky uvolnuji
insekticid postupné a béhem 1-2 tydna dochazi k jeho distribuci do podkozni tukové tkane
zvitete. Za idedlnich podminek muze repelentni ucinek téchto obojkl pretrvavat az po dobu 6
meésicii. Sprejové €1 nanasené piipravky nabizeji také vysoky stupeni ochrany, 1 kdyz s kratsi
dobou trvani kolem 2-3 tydnd. Lokalni aplikace permethrinu nabizi dobré insekticidni a
repelentni U¢inky proti P. perniciosus, které ptetrvavaji n€kolik tydnt. Tyto topické formy
vyzaduji n€kolik dni, nez dojde k rozsifeni insekticidu po vrchni vrstvé pokozky. Oproti tomu
praskové formulace dosahuji téméf okamzitého ucinku s krat$i dobou trvani (Halbig et al.,
2000; Molina et al., 2001).

Deltamethrin a permethrin byly shledany u¢innymi proti Phlebotomus perniciosus, ale
ke stanoveni citlivosti vektori leishmanidzy proti témto agens jsou zapotiebi nové studie a
standardizované postupy (Molina & Jiménez, 2022). Deltamethrin byl také prokazan jako
uzite¢ny v Recku, a to hlavné proti Phlebotomus perfiliewi a dlouhodoba vyhoda byla hlasena
pti pouziti metody ultra-nizkého objemu spreje. Jednou z hlavnich nevyhod pouziti insekticidu,
je jejich toxicky Ucinek na prostiedi. Alternativou by tak byly repelenty ptirodniho pivodu,
vétsina téchto slouenin byla vSak testovana v in vitro podminkach, s vysledkem jejich
prechodného nebo dlouhodobé neudrzitelného ucinku (Chaskopoulou et al., 2018; Pugliese et
al., 2021).

Nejucinngjsi preventivni strategii by byla kombinace insekticidu ¢i repelentu spolecné
s uc¢innou vakcinou, i kdyz v souc¢asné dobé dostupné vakciny chrani pfed infekei jen ¢astecné
(Montoya et al., 2021).
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Majitelim psii 1 veterindiim se doporucuje kontrolovat etiketu piipravkl a ridit se
pokyny vyrobce, zejména pro spravnou aplikaci ptipravku a frekvenci oapakovani. V prevenci
hraje také kli¢ovou roli edukace majiteld pst o udrzbé vhodného insekticidu po celou dobu
aktivity pise¢nych much (Solano-Gallego et al., 2009).

3.2.9 Vakcinace

Transgenni techniky pfinesly vyznamny pokrok v oblasti vakcinace proti leishmanii.
Vakciny prvni generace, které byly zivé atenuované nebo inaktivované vakciny byly
povazovany za nejucinnéj$i moznost, ale vyvolavaly rtizné reakce, od dobré az po zadnou
ochranu prostfednictvim trvalé imunity. Nova druhé generace vakcin byla navrZzena k dosazeni
stabiln¢j$i a specifictejsi odpovédi. Tyto vakciny jsou zalozeny na oslabenych, ale
imunogennich organismech. Vybranymi cili jsou obvykle geny identifikované jako faktory
virulence. Druha generace vakcin proti leishmanii vyuziva celych surovych antigend,
purifikovanych frakci antigenti Leishmania nebo rekombinovanych antigenti Leishmania. Do
této skupiny patii v soucasnosti komeréné dostupné vakciny (Foroughi-Parvar et Hatam, 2014;
Gongalves et al., 2019).

K dne$nimu dni jsou na trhu dostupné 4 vakciny: Leishmune® (2004, Fort Dodge
Wyeth, nyni Zoetis, Sao Paulo, Brazilie), Leish-Tec® (2007, Hertape Calier Saide Animal,
nyni Ceva, Paulinia, Brazilie), CaniLeish® (2011, Virbac, Carros, Francie) a LetiFend® (2016,
Laboratorios LETI, SLU, Barcelona, Spanélsko). Z toho pouze dvé vakciny byly licencovany
v Evropg, jedna se o CaniLeish® a LetiFend® (Morales-Yuste et al., 2022).

Leishmune® je vakcina druhé generace. Tato vakcina je vyrobena z Leishmania
donovani fuk6za-mandzového ligandu. V roce 2003 byla licencovana v Brazilii na ochranu pst
proti L. donovani, ale v roce 2014 byla brazilskou vladou stazena, kvili nizké Gcinosti ve fazi
[T klinickych studii, kdy jeji u€innost byla mnohem horsi nez jeji slibné pocatecni hodnoceni
(76-80 %) (Morales-Yuste et al., 2022).

Leish-Tec® je vakcina obsahujici rekombinantni A2-antigen Leishmania amastigota.
Byla licencovana v roce 2008 a je jedinou schvalenou vakcinou v Brazilii (Wylie et al., 2014).

CaniLeish® byla prvni licencovana vakcina v Evropé v roce 2011, zaméfena na
séronegativni populaci pst. Jedna se o vakcinu druhé generace, kterd je slozena
z purifikovanych vylu¢ovacich-sekre¢nich proteinti L. infantum. V nedavné klinické studii
Velez et Gallego, 2020) nedokdazali najit rozdil mezi o€kovanou a kontrolni sklupinou, pokud
jde o expresi a zavaznost onemocnéni béhem prvniho roku po vakcinaci. Jinad studie vSak
uvedla, Ze tato vakcina je nejlepsi volbou pro prevenci leishmaniozy, i ptes to, Ze jeji ucinnost
byla odhadovana na pouhych 25 % (Calzetta et al., 2020a). Vakcina byla hodnocena s riiznymi
adjuvans, coZ vedlo ke zvySeni Gi€innosti aZ nad 68 % pfi pouziti purifikované frakce saponinu
Quilaja saponaria a do 92 % v ptipadé pouziti muramyl dipeptidu (Martin et al., 2014).

LetiFend® byl schvalen v Evropé v roce 2016. Tato vakcina pouzivala purifikovany
rekombinantni protein, znamy jako protein Q, tvofeny péti epitopy ze Ctyf proteint L. infantum.
Reguera et al., (2016) uvedli jeho ucinnost 72 %, ale toto Cislo bylo v nedavné metaanalyze
mnohem nizsi (Calzetta et al., 2020D).
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Po expozici piirozené infekci L. infantum byla pravdépodobnost, ze se ockovani psi
stanou PCR pozitivni, témér stejna jako u pst v kontrolni skuping, ale u pst pozitivnich na PCR
byla pravdépodobnost navratu zpét do PCR negativniho stavu vyssi u ockovanych pst nez u
pst v kontrolni skupiné (Wylie et al., 2014).

V soucasné dobé ockuje své psy 40 % evropskych majiteld pst. Z nich 61 % voli
vakcinu CaniLeish® a zbyvajicich 39 % pouziva LetiFend® (Baxarias et al., 2022).

3.2.10 Zoonotické aspekty

Obvykle je k prenosu mezi psy ¢i k prenosu ze psii na clovéka potiebny biologicky
vektor, kterym je v Novém svété Lutzomyia longipalpis (Kamhawi, 2006). Jiz vsak byly
zdokumentovany ptipady, kdy k pienosu doslo i bez pfitomnosti biologického vektoru. Jeden
z téchto piipadi dokumentuje ptenos prostiednictvim krevni transfuze u psa (Owens et al.,
2001). ZUSA a Spojeného kralovstvi byly také hlaseny piipady utochtonni visceralni
leishmani6zy pst, kde neni znam zadny vhodny biologicky vektor. V téchto ptipadech byla
uvazovana expozice alternativnimu hmyzimu vektoru za moznou cestu pienosu infekce. Dale
se povazoval za moznou cestu infekce piimy pienos nebo vertikalni pienos, ackoli skute¢ny
mechanismus pfenosu neni znam (Silva et al., 2009).
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Obrazek ¢. 5: Geografické rozsifeni lidské visceralni leishmaniozy
(Gharbi et al., 2015)

U zdravych lidi, ktefi jsou malo vnimavi k L. infantum, jsou nejcastéji pfitomné
asymtomatické projevy infekce. Infekce s klinickymi projevy se nejcastéji vyskytuji u déti do
dvou let véku (Takken & Knols, 2007). Psi jsou hlavnim rezervoarem L. infantum. Na prenosu
se mohou také podilet divoci masoZravci, ale jejich epidemiologicky vyznam v Zivotnim cyklu
parazita je mensi, a to pfedev$im z diivodu jejich mensi biomasy a hustoty spolec¢né s jejich
vzdalen¢jSim vztahem k lidké populaci. Nez se parazit dostane na ¢lovéka musi projit cestou
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z infikovaného psa na pise¢nou mouchu, ktera poté umozni jeho pienos. Statistické udaje o
geografickém rozsifeni a globalni frekvenci leishmani6zy jsou neptesné a spolehlivost téchto
udaju je tieba dale prozkoumat (Otranto et Dantas-Torres, 2013). Svétova zdravotnicka
organizace (WHO) uvadi, Ze toto onemocnéni je endemické v 98 zemich a celkovy pocet
ptipadi se odhaduje na 2 miliony, z toho 0,5 milionu visceralni formy a zbylych 1,5 milionu
kozni formy (World Health Organization, 2010). Faktory jako je podvyZiva, imunodeprese a
infekce HIV zvySuji riziko klinického projevu parazitarni infekce. Klinicka triada zahrnujici
horecku, slizni¢ni bledost a splenomegalii je spojena s nizkym poctem krvinek (anémie,
trombocytopenie a leukoneutropenie) a zanétlivym syndromem (Rodriguez-Cortés et al., 2013).
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4 Zavér

Cilem bylo vypracovat literarni resSerSi zabyvajici se onemocnénim zptisobenym
parazity rodu Leishmania u psi domacich, se zaméfenim na jeji patogenitu, klinické ptiznaky,
diagnézu a moznosti 1é¢by a vakcinace. Pti psani prace jsem Cerpala predevsim z cizojazy¢nych
veédeckych ¢lankt, zabyvajicich se timto tématem.

Parazit Leishmania infantum spadajici do zminéného rodu neodmyslitelné patii mezi
vyznamné prazity psovitych Selem, ale i jinych zvifat véetné¢ ¢lovéka. Tito paraziti prenaseni
skrze kousnuti pise¢né mouchy Phlebotomus spp. se vyskytuji v amastigotni a promastigotni
formé& a svou piitomnosti v hostiteli zptisobuji rtizné zdvazné zdravotni problémy. V piipadé
nakazeni psa se miZe infekce projevit asymptomaticky, kdy pak takovi jedinci slouzi predevsim
jako ptenaSeci. Velmi Castd je ale také infekce spojend s celou fadou ptiznaku od leh¢ich az po
zavaznéjsi formy. Parazit se mnozi v téle psa a zplsobuje vznik vaznych problémil s organy,
vcetné ledvin, jater, srdce a v neposledni fad¢ klize. Mezi ptiznaky onemocnéni patii ztrata
hmotnosti, horecka, tinava, anémie, otoky a krvaceni z nosu nebo z gastointestinalniho traktu.
Typyckym projevem jsou koZni 1éze, dale mliZzeme pozorovat vypadavani strsti a zvySenou
nachylnost k infekcim.

Diagnoza je spojend s laboratornimi postupy, mezi které patii naptiklad PCR. Lécba
zahrnuje podavani antiparazitarnich 1é¢iv, ale uplného parazitologického vyléceni se dosahne
jen velmi obtizné a ziidka kdy. V nékterych zemich se ani 1é¢ba neprovadi a doporucuje se
utraceni zvifete. Pro prevenci je dulezit¢é omezovani kontaktu pst s pisenymi mouchami,
informovanost majiteli a aplikace antiparazitickcyh prostiedkd. K dispozici jsou na trhu 4
vakciny z nichz nejvice pouzivana je CaniLeish®.

Touto praci bych chtéla alespon castecné zvysit povédomi o vyskytu tohoto parazita,
protoze v poslednich letech doSlo k nartistu poctu ptipadli tohoto onemocnéni, a to jak u pst,
tak v lidké populaci, coz zvySuje zajem o jeji epidemiologii a konrolu. V této praci je ukazano,
7ze onemocnéni zpusobené parazitickymi prvoky rodu Leishmania jsou stile velkym
zdravoznim problémem u pst domacich. Je kladen daraz na dulezitost, aby majitelé psa byli
informovani o moznostech prevence a o dilezitosti pravidelného veterinarniho oSetfeni svych
zvirat. Pii spravné diagnostice a 16¢bé miize byt onemocnéni psi leishmanidza Gspésné ovladano
a zaléceno. Dale je diilezité zdaraznit potifebu dal§iho vyzkumu tykajiciho se této problematiky,
zejména v oblasti vakcinace a vyvoje novych terapeutickych postup.
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6 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

Napft. — naptiklad

Tj. —to jest

PPG — proteofosfoglykany

DNA — deoxyribonukleova kyselina

GIPL — glykoinositolfosfolipidy

GPI — Hyperglykosylovany glykolipid

LPG — lipofosfoglykan

polyP — polymery anorganického fosfatu
CVL — psi visceralni leishmanidza

PCR — polymerazova fetézova reakce

ALT — alaninaminotransferaza

AST — aspartinaminotransferaza

ALP — alkalicka fosfataza

CanL — psi leishmani6za

IFAT — imunofluorescenéni test na protilatky
LAMP — izotermalni amplifikace zprostfedkovana smyckou
DPP — jednorazova dvoucestna platforma
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