rod Leishmania

paraziticti bicikovci
intracelularni
prenos krevsajicim hmyzem

puvodci leishmanioz




LEISHMANIOZY — Siroké spektrum Klinickych projevt




PUVODCE: leishmanie tvorfi 2 stadia

promastigot (bigikaté stadium)

#%Q

e extracelularni
* Ve stfevé prenasecCe
infek éni stadium

amastigot (bezbigikaté stadium)

e intracelularni
v bunkach savce (v€. Clovéka)

patogenni stadium



FLEBOTOMOVE

drobny dvoukfidli krevsajici hmyz (2-3 mm)
pfenaseci. pouze samicky

« aktivni po zapadu slunce a v noci

- |étaji pfi zemi a tiSe
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PRENOS: INOKULATIVNI b&hem sani krve

Proliferation in the m[dgglf1

e

Amastigotes ")

- "‘ .
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Procyclic | T
Womastigotes . -
f SUg infekéni
promastigoti
- a—
b= -
T

‘

prichyceni
"
- fagocyt o v
. do kuze:
[vaze - infeké&ni promastigoti
fagocytu P g

: (D ] - vnikaji do fagocytu
_' - uvniti pfeména na amastigoty
: - mnozeni amastigot(

b Phagelysosome
; / - lyze fagocytu

intracelularni amastigot - infekce dalsich fagocytu

MNature Reviews | Micrabiology



LEISHMANIE : INTRACELULARNI PARAZITI FAGOCYTU

profesionalni fagocyty

 dendritické bunky (Langerhansovy)
 neutrofily (velmi kratka doba v cirkulaci)

« monocyty — makrofagy

* vstup do bunky: stimulovana fagocytéza (inhibice respiracniho vzplanuti)

* |okalizace: ve fagozomu

* mnozeni: ve fagolysozomu (rezistence k uc€inku proteolytickych enzymu a kyselému pH)
« uvolnéni z infikované burky, infekce dalSich makrofagu

FAGOZOM FAGOLYSOZOM

. . g /?; a .p\\ )

PRIMARNI
LYSOZOM FUZE mnoZeni amastigot U
uvnit ¥ fagolysozomu




LEISHMANIE : INTRACELULARNI PARAZITI FAGOCYTU

Infekce jinych typ 0 bunék

fibroblasty:

e vstup: indukovana endocytoza

 leishmanie se ve fibroblastech nemnozi, pouze prezivaji
* vyznam: moznost aktivace infekce pfi imunosupresi



INFEKCE ZACINA VZDY V KUZI

PARAZIT CLOVEK PRENASEC
e druh « stav imunitniho systému « infek¢ni davka
« virulence prezentace antigenu * imunomodulacni
« imunogeny pohotovost buné&né odpovédi ucinky slin
imunomodulace * individualni genetické pozadi

SPEKTRUM KLINICKYCH PROJEV U
vysledek souhry mnoha faktoru

VYSLEDNE KLINICKE PROJEVY INFEKCE MAJi IMUNOREGULACNI PODSTATU




PRVORADY VYZNAM BUNECNE IMUNITY

PRIMARNI ODPOVED PROTEKTIVNI IMUNITA

ZANET , SPECIFICKA AKTIVACE MAKROFAGU
CYTOTOXICKE REAKCE

INFILTRACE INFIKOVANE OBLASTI
DESTRUKCE

NEKROZA

HOJENI INTRACELULARNI
DESTRUKCE PARAZITU

l




PRUBEH INFEKCE URCUJI INTERAKCE V RANE FAZI

SELEKCE SUBKLON U CD4+ T- LYMFOCYTU
ZAVISI PRAVDEPODOBNE NA ZPRACOVANI A PREZENTACI ANTIGENU

IL-12 : IL-4

THl diferenciace TH 2
antigenné specifickych
T-lymfocytd
IL-4
pomoc
B-lymfocytum

IL-10
IFNy IFNy l MAKROFAGY
NEJSOU AKTIVOVANY

tvorba
AKTIVACE MAKROFAG U PROTILATEK
. ., neucdinna
intracelularni
destrukce leishmanii



AKTIVACE MAKROFAGU

Parasite killing

Polyamines

* infikované dendritické buriky produkuji IL-12 nezbytny pro diferenciaci CD4 Thl lymfocytU
» CD4 Th1 produkuji IFN-y aktivujici makrofagy

e induktivni syntaza NO1 1 1

e produkce NO -, zahuba intracelularnich parazitt



STIMULACE NK BUN EK K PRODUKCI IFNy

V ZAVISLOSTI NA INFEK CNi DAVCE A RYCHLOSTI
EXPANZE INFIKOVANYCH MAKROFAG U

DERMIS
v

REGIONALNI LYMFATICKE UZLINY
INDUKCE TVORBY INTERLEUKINU-12

IL-12

TVORBA IL-12
NENI INDUKOVANA

NK

IFNy

NK BUNKY

NEPRODUKUJI IFN <
Y AKTIVACE MAKROFAG U

intracelularni

SIRENI INFIKOVANYCH destrukce leishmanii
MAKROFAG U

MNOZENI Ai\/lASTIGOTl?J



LEISHMANIOZY

STARY SVET Leishmania major Leishmania donovani
L. tropica
L. infantum

NOVY SVET L. mexicana
L. braziliensis

pUvodci: koznich leishmani6z visceralnich leishmanioz

SOUVISLOST KLINICKYCH FOREM S URCITYMI DRUHY LEISHMANIi
NENI ABSOLUTNI




EPIDEMIOLOGIE LEISHMANIOZ

kozni leishmaniozy

visceralni leishmanibzy

e souvisi s rozSirenim prenasecu




EPIDEMIOLOGIE LEISHMANIOZ

Stary svét

prenasec: rod Phlebotomus

» subtropy — tropy
e semiaridni oblasti

v norach hlodavcu, v kufe starych stromu .




Novy svét

prenasec: rod Lutzomyia

lesnaté oblasti Jizni a stfredni Ameriky,
Mexiko, jin USA




EPIDEMIOLOGIE LEISHMANIOZ

REZERVOAR leishmanii pro pfenadece: savci

psi hlodavc i lenochodi



EPIDEMIOLOGIE LEISHMANIOZ

-------

b A iyl
£y = e

rezervoar

rezervoar



EPIDEMIOLOGIE LEISHMANIOZ

vyskyt: 88 zemi 5 kontinentd, 350 miliont osob ohrozeno
prevalence: 12 miliond osob nakazenych
incidence: 1.5 — 2 miliony novych pfipadud/rok

kozni leishmani6éza : 1 - 1.5 milion U
visceralni leishmaniéza : 0.5 milionu

~ 50 000 pacientl umira
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kozni leishmaniéza > 90% 6 zemi: Iran, Afganistan, Saudska Arabie, Syrie, Brazilie, Peru

visceralni leishmaniéza > 90% 3 zemé: Bangladés, Indie, Sudan

Leishmanidza je endemicka v jizni Evropé, neni v JV Asii a v Australii




LEISHMANIOZY

KLINICKE FORMY

« ASYMPTOMATICKA
o KOZNI

e MUKOKUTANNI

e VISCERALNI



ASYMPTOMATICKA LEISHMANIOZA

nosi¢i Leishmania infantum v jizni Evropé
= 95% nakaz neni klinicky manifestnich

prukaz asymptomatické leishmanidzy:
manifestace nakazy u HIV+ pacient(

leishmaniéza = tfeti nej¢astéjSi oportunni parazitéza pfi AIDS
divod: destrukce CD4+T lymfocytu

34 Countries Reporting Leishmania / HIV Co-Infection Worldwide




W N e

KOZNI LEISHMANIOZA

KLINICKY OBRAZ

LOKALIZOVANA KOZNI LEISHMANIOZA (LCL)
RECIDIVUJICI KOZNI LEISHMANIOZA (RCL)
DIFUZNI KOZNI LEISHMANIOZA (DCL)
MUKOKUTANNI LEISHMANIOZA



LOKALIZOVANA KOZNI LEISHMANIOZA

* INFEKCE MAKROFAGU - MNOZENI
akumulace a infekce dalSich makrofagu

* |IDENTIFIKACE INFIKOVANEHO MISTA
- infiltrace zanétovymi burnikami
- destrukce inflkovaného mista
- ulcerace epidermis — nekroza

KONECNA LIKVIDACE PARAZITU
SPECIFICKOU ODPOVEDI

HOJENI




LOKALIZOVANA KOZNI LEISHMANIOZA

puvodci: Leishmania major
Leishmania tropica

Leishmania mexicana ...

inkubacni doba: 2- 8 tydnu (i mnohem déle)
pupinek - uzlik - vied - jizva

vred:

nebolestivy, chronicky

lokalizace: koncCetiny, trup, obliCej
pocet: jeden — mnoho

spontanné se hoji jizvou (mésice)
v kiizi mnoho parazit(




LOKALIZOVANA KOZNI LEISHMANIOZA

jedina leze




LOKALIZOVANA KOZNI LEISHMANIOZA

mnohocetné léze




LOKALIZOVANA KOZNI LEISHMANIOZA

hojeni jizvou




RECIDIVUJICI KOZNI LEISHMANIOZA

HYPERAKTIVNI STAV
« bourliva, nekoordinovana, hyperalergicka imunitni odpovéd

- nekompletni likvidace parazitu
- perzistujici zanét

infekce - zanét - vifed - nekroza - €asteéné hojeni

periferni aktivace infekce — novy zan ét na okraji hojiciho se mista



RECIDIVUJICI KOZNI LEISHMANIOZA

puvodce: Leishmania tropica

N~ rv/s

- vied se Sifi v ploSe bez kompletniho zhojeni
- nereaguje na lécbu
- trva roky

- v kiizi malo parazit




DIFUZNI KOZNi LEISHMANIOZA

STAV ANERGIE

stimulace supresoru

* minimalni zanét

» nekontrolované Sifeni parazitu v kUzi
e zadné spontanni hojeni




DIFUZNI KOZNi LEISHMANIOZA

pavodci:
Afrika Leishmania aethiopica
J. Amerika L. mexicana,

L. amazonensis ...

velmi vzacna manifestace

lokalizace: ¢asto na obliCeji

priznaky: mnohocetné neulcerujici léze
papulky, uzliky, plaky

nereaguje na lécbu

trvani: roky !

v [ézich mnoho parazitu




MUKOKUTANNI LEISHMANIOZA

puvodce:
J. Amerika Leishmania braziliensis

90% pripadu: Bolivie, Brazilie, Peru

2 faze nemoci (mésice-roky):
e primarni kozni léze
spontanné se zhoji

e sekundarni infekce

mésice-roky po primarni lézi
?? zavisi na véku ??
ee sliznice nosu - Ust, hrdla
ee chrupavky nosni prepazky, patra
e+ perforace

obtizna IéCba

sekundarni bakterialni infekce

(bronchopneumonie), smrt




MUKOKUTANNI LEISHMANIOZA

brezen 2002

Fatalni mukokutanni leishmaniéza:
postupny vyvoj béhem 9 mésicu
(listopad 2001 — srpen 2002)

Umrti na sek. bakterialni infekci




MUKOKUTANNI LEISHMANIOZA

severni Chile (San Pedro de Atacama, 2400 m, Andy)

lebky: stafi 500-1000 let A.D. PCR: leishmani6za




LABORATORNI DIAGNOSTIKA KOZNICH LEISHMANIOZ

pFimy pr ukaz leishmanii

MATERIAL
 excize viedu, aspirat

METODA
mikroskopie

* barveny preparat

* kultivace (in vitro, in vivo)
* histologie

* (PCR)

PRUKAZ SEROVYCH PROTILATEK: NEPRINOSNY




LABORATORNI DIAGNOSTIKA KOZNICH LEISHMANIOZ

ODBER MATERIALU

Excise z okraje viedu
I ne z centralni nekrotické oblasti !!!

ALTERNATIVNE:
« aspirace inj. jehlou
» seSkrab skalpelem




LABORATORNI DIAGNOSTIKA KOZNICH LEISHMANIOZ

ODBER MATERIALU

NEHLUBOKA EXCISE (1-2 mm): parazitované makrofagy v zevni oblasti dermis

ODEBRANY VZOREK TKANE ROZDELIT NA 3 CASTI:
pro pripravu otiskoveho preparatu

pro histologické zpracovani

pro kultivaci






LABORATORNI DIAGNOSTIKA KOZNICH LEISHMANIOZ

MIKROSKOPIE

OTISK

¢ast odebrané tkané opakované (5-6x) otisknout na podlozni sklo
nechat zaschnout

fixovat metanolem

barvit roztokem Giemsa-Romanowski

NATER
pfi odbéru jehlou nebo skalpelem (seSkrab):
natfit material na podlozni sklo, zpracovat jako otisk




LABORATORNI DIAGNOSTIKA KOZNICH LEISHMANIOZ

MIKROSKOPIE

?

amastigotni stadia (3-5 um)
na preparatech intracelularn é i extracelularn é



LABORATORNI DIAGNOSTIKA KOZNICH LEISHMANIOZ

MIKROSKOPIE

Leishmania Histoplasma



LABORATORNI DIAGNOSTIKA KOZNICH LEISHMANIOZ

kinetopla
jac

kinetoplast



LABORATORNI DIAGNOSTIKA KOZNICH LEISHMANIOZ

HISTOLOGIE

cast odebrané tkané ihned fixovat v 10% neutr. formalinu
zpracovat pro histologii

fezy Ize barvit rutinnimi histologickymi postupy (PAS neni vhodny)

=Ty

amastigotni stadia uvnitf fagocytu
dg: jadro a kinetoplast



f"_sn I



LABORATORNI DIAGNOSTIKA KOZNICH LEISHMANIOZ

KULTIVACE

IN VITRO

Sikmy krevni agar, 26-28°C
bicikata stadia

IN VIVO
inokulace laboratorniho zvirete

PCR
vyznam: rozliSeni puvodce koznich leishmaniéz Noveho svéta




VISCERALNI LEISHMANIOZA

puvodci: Leishmania donovani (kala-azar)
L. infantum (Stfedomofi, Lat. Amerika)

* infilkované makrofagy nerozpoznany unikaji z kize do krevniho obéhu
* rozsev do filtranich a krvetvornych organu

mizni uzliny, slezina, jatra, kostni dfen

systémovy zan ét



EPIDEMIOLOGIE VISCERALNI LEISHMANIOZY

indicka kala-azar
Leishmania donovani

antroponoza
rezervoar: nemocny €lov ék

TN A i (¥t o
stfedomo Fska d étska VL
Leishmania infantum
zoonOza
rezervoar. pes

Indie, Nepal, Bangladés, Sudan,

Evropa, sev. Afrika, J. Amerika Etiopie, Kena (hranice se Sudanem)




KLINICKY OBRAZ VISCERALNI LEISHMANIOZY

chronické onemocnéni vnitfnich organu (slezina, jatra, kostni dier)
 inkuba €éni doba : tydny, mésice
e pFiznaky: nepravidelné vysokeé horecky
nocni poceni
progresivni zvetSovani sleziny (splenomegalie)
pokrodila faze: vyrazny vahovy ubytek, svalova atrofie

e krevni obraz . anemie, leukopenie, trombocytopenie (= pancytopenie)

nelécena klinicky manifestni VL. smrtelné onemocnéni



SPLENOMEGALIE

y obrys normalni
sleziny

obrys zvétSené
sleziny

vyrazn é zvétSena slezina p ¥i VL




KLINICKY OBRAZ VISCERALNI LEISHMANIOZY

POCATECNI FAZE POKROCILA FAZE




LABORATORNI DIAGNOSTIKA VISCERALNI

LEISHMANIOZY

1. nepfimy prukaz sérovych protilatek

2. primy pr ukaz leishmanii




LABORATORNI DIAGNOSTIKA VISCERALNI LEISHMANIOZY

1. PRUKAZ SEROVYCH PROTILATEK
specifické, rychlé vySetreni, indikativni pred pfimym prakazem leishmanii

material : krevni sérum (3 ml)
sérologie

» celkové specifické imunoglobuliny

 specificke imunoglobuliny tfidy IgG

velmi malé déti, HIV+ osoby



LABORATORNI DIAGNOSTIKA VISCERALNI LEISHMANIOZY

2. PRIMY PRUKAZ LEISHMANIi

material: punktat/bioptat
sleziny
jater
sterna (nejcastéji)
mizni uzliny

metoda: mikroskopie
natér (kostni dien)
otisk (punktat mizni uzliny)
preparat barveny Giemsa-Romanowski
histologicky zpracovana biopsie  (sleziny, jater, trepanobiopsie)

Krev je naprosto nevhodna pro prikaz leishmanii!




amastigoty

amastigoty

S

- - erytrocyty

10 pm

Natér punktatu kostni dfené pfi VL



CHEMOTERAPIE

* slou€eniny antimonu (Sb>*) (GLUCANTIME) (1940)
o amfotericin B (liposomalni forma)
e paromomycin

* miltefosin = prvni 1ék pro peroralni podavani

« kombinovana terapie



CR: vzacna importovana nakaza

1999 — 2012: 17 pripadu, 8 x déti (vék: 1, 2, 3, 4(2x), 8(2x) a 10 let)
puvod nakazy: evropska cast Stredomo fi, nejcastéji Chorvatsko
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Hol €icka (2 roky)
s hepatosplenomegalii nejasné etiologie a hore  €kami

bfezen:

navstéva praktické Iékarky pro teplotu , kasel a obrovskou splenomegalii
hospitalizace na détském hemato-onkologickém oddéleni pro podezreni
na hemoblastézu

punkce kostni dfen: autoprotilatky, pancytopenie

duben:

preklad na hematologickou kliniku FN v Motole

autoprotilatky proti revmatoidnimu faktoru, susp. autoimunitni hepatitis
natéry kostni d rené dle hematologt negativni

serologické vySetreni:

vysoké hladiny specifickych protilatek proti leishmaniim
sternalni punktat:

mikroskopicky amastigoty Leishmania sp.

OA:
gerven predchoziho roku: 12-denni pobyt v Recku (jizni Peloponez)



PREVENCE LEISHMANIOZ

OCHRANA PRED POSTIPANIM FLEBOTOMY

Zasady prevence
e omezit pobyt venku po zapadu slunce a v noci
e spat na vyvySenych mistech
e pouzivat
o * repelenty obsahujici permethrin  (napt. Diffusil Repelent)
e « moskytiery s [ ok 4 mm




OCKOVANI

kozni leishmanidéza
klinické studie

PREVENCE LEISHMANIOZ

* tepelné usmrcena vakcina celych bunék L. major

e rekombinantni vakcina Trifusion
historicky: ziva vakcina L. major

leishmani6za ps U (Leishmania infantum)

Leishmune - prvni vakcina s licenci proti VL psu

ucinnost 76-80%




PREVENCE LEISHMANIOZ

KONTROLA P RENOSU

Evropa
zoonoticka visceralni leishmaniéza

ochrana psu pred postipanim

NEJUCINNEJSI:

e psi obojky napust éné insekticidem (deltamethrin):

- aZ 0 90% snizen pocet sajicich flebotom
- snizen pocet pfipadu détské zoonotické VL




U¢inna latka, ktera se uvoliiuje z obojku,
se dostava pouze na psa.




