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Abstrakt

Leishmanioza je zavazné onemocnéni lidi i1 zvitat, zpisobené parazitickymi prvoky. U lidi ma
toto onemocnéni visceralni, kozni a mukokutanni formu, pficemz nelécena visceralni
leishmaniéza je smrtelnd. V diagnostice jsou zatim nejcastéji vyuzivany klasické
parazitologické metody, zalozené na histocytologické analyze. V poslednich letech vSak doslo
ke znacnému rozvoji serologické i molekuldrni diagnostiky. Tato reSerSe je tak zaméiena na
popsani a vzajemné porovnani tradicnich i novych diagnostickych metod. Pozornost je
vénovana primarné¢ metodam novym, tedy serologickym a molekularnim. Porovnavany jsou
predevsim rozdily v senzitivité, specifité, moznosti vyuziti v terénu nebo financni a Casova

naro¢nost. V praci je uvedena diagnostika u lidi i u pst, nebot’ psi jsou vyzna¢nym rezervoarem.

Klic¢ova slova
leishmanidza, diagnostika, parazitologie, lidé, psi, metoda, molekularni, serologické, senzitivita,

specifita

Abstract

Leishmaniasis is a serious disease caused by parasites that affects both people and animals. In
people, this disease has three forms, cutaneous, mucocutaneous and visceral form. Visceral
form is lethal if it's left untreated. Leismaniasis is usually diagnosed by using regular
parasitological methods based on histocytological analysis. In the last few years, there has been
a considerable progress in serological and molecular diagnostics. This thesis focuses on
description and comparison of the traditional and the new diagnostic methods. Attention is paid
primarily to the new methods, therefore serological and molecular. These methods are
compared by their sensitivity, specifity, field application potential, financial costs and time
consumption. Both human and canine diagnostics are mentioned due to the fact that dogs are a

significant reservoir.
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Seznam pouzitych zkratek

3D three-dimensional

AFLP amplified fragment length polymorphism

cPCR conventional polymerase chain reaction
DAT direct agglutination test

DNA deoxyribonucleic acid

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
FAST fast agglutination screening test

FAT fluorescent antibody test

HIV ~ human immunodeficiency virus

HRM high resolution melt

ICT  immunochromatographic test

IFAT indirect immunofluorescence antibody test
IGRA interferon gamma release assay

kDNA kinetoplast DNA

KL cutaneous leismaniasis

LAMP loop-mediated isothermal amplification

LAT latex agglutination test
LST leishmanin skin test
MLEE multilocus enzyme electrophoresis

NASBA nucleic acid sequence-based amplification

PCR  polymerase chain reaction

PKDL post-kala-azar dermal leishmaniasis

gPCR quantitative PCR
RAPD randomly amplified polymorphic DNA

RDT rapid diagnostic test
RFLP restriction fragment length polymorphism

RNA ribonucleic acid
VL visceral leishmaniasis

WHO world health organization
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kinetoplastovd DNA

kozni leishmaniéza

izotermalni amplifikace
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latexovy aglutinacni test
leishmaninovy kozni test
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nukleovych kyselin
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post-kala-azarova dermalni
leishmani6za
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1. Uvod

Leishmanioza je choroba, kterou Svétova zdravotnicka organizace zatadila na seznam takzvané
opomijenych tropickych onemocnéni. V soucasnosti jde o druhé parazitarni onemocnéni
s nejvyssi umrtnosti. V zebficku se tak objevuje hned za malérii (shrnuto v Ghorbani, M. &
Farhoudi, R., 2017). Vzhledem k dopadu na lidské zdravi a z toho i vyplyvajicich
ekonomickych ztrat, byla leishmani6za zafazena mezi parazitarni onemocnéni s nejvyssi
prioritou vyzkumu (WHO, 2010). Pfesto se vSak v ramci jeji diagnostiky vyuzivaji predevsim
klasické parazitologické metody. Ackoli jsou tyto metody stale povazovany za zlaty standard,
poji se i se spoustou nevyhod. Casto jde o metody invazivni a pro pacienty tak znaéné
nekomfortni. Dalsi jejich nevyhodou je pomérné€ nizka schopnost zachyceni pfitomnosti daného
onemocnéni — tzv. senzitivita. V neposledni fad¢ je jejich problémem i relativné nizka specifita,
pii které jsou testované vzorky fale$né negativni (shrnuto v Srivastava, P. et al., 2011).

V poslednich letech tak doslo ke vzniku a rozvoji novych diagnostickych metod. Kromé
klasickych parazitologickych metod se objevily a zacaly vyuzivat i metody serologické a
molekularni. Ve svoji praci bych se proto rada zaméfila na popsani a porovnani jednotlivych
metod diagnostiky a to jak u lidi, tak i u psu, ktefi jsou vyznamnym pfirozenym rezervoarem.
Hlavnim cilem této prace tedy bude popsani principd, na kterych klasické i nové metody funguji
a dale jejich porovnani z hlediska senzitivity, specifity, narocnosti provedeni, ceny i moznosti

vyuziti v terénu.



2. Charakteristika rodu Leishmania

2.1 Historie

Organismy piibuzné rodu Leishmania se objevovaly jiz v pravéku. Ve fosilnim zaznamu
muzeme nalézt dvé fosilie staré piiblizn¢ 100 miliond let. Nalezeny byly v zazivacim ustroji
samice krev sajictho hmyzu Palaeomyia burmitis, ktery dnes jiz patii mezi vyhynulé. Prvni
pisemné zédznamy o leishmanidze se pak objevuji v antice v 7. stoleti pfed nasim letopoctem
v asyrské knihovné. Prvni odbormné clanky o leishmanioze byly publikovany v 19. stoleti.
K detailnimu popsani rodu Leishmania doslo roku 1903 Charlesem Donovanem a Wiliamem

Leishmanem (shrnuto v Steverding, D., 2017).

2.2 Taxonomie rodu Leishmania

Rod Leishmania se zatazuje do fiSe Excavata, kmene Euglenozoa, ttidy Kinetoplastida a tadu
Trypanosomatidae (Mauricio, 1. L., 2018). Skupina Leishmania se déale d¢li na podskupiny
Leishmania, Viannia, Sauroleishmania a Mundinia (Espinosa, O. A. et al., 2018). Skupina
Mundinia obsahuje i patogeny nebezpeéné Clovéku, presto vSak zatim neni dostatené
prostudovana. K ustanoveni této skupiny doSlo teprve nedavno (Sereno D., 2019).
Celkem bylo popsano minimaln€ 39 druhd leishmanii, ale ukazuje se, ze nékteré popsané druhy
jsou zfejmé totozné. Pocet druhti je tedy zatim nejasny (Mauricio, L. L., 2018).

Zastupci se do jednotlivych skupin diive tadili na zakladé ekobiologickych kritérii, tedy
naptiklad podle jejich geografického rozsiteni, zplisobu pfenosu, epidemiologickych dat a
klinického obrazu. Dnes jsou zastupci zatazovani do skupin na zakladé¢ imunologickych a

biochemickych analyz (Schonian, G. et al., 2010).

2.3 Prenaseci

PtenaseCi savCich leishménii jsou krev sajici samicky rodu Phlebotomus (Stary svét) a
Lutzomyia (Novy svét). Z rodu Phlebotomus je to celkem 42 riznych druht a z rodu Lutzomyia
pak 56 druhti (shrnuto v Maroli, M. et al., 2013). Ukazuje se, ze pienaseci savCich leishmanii by
mohli byt i zastupci z rodu Sergentomyia (Stary svét), ktefi byli dlouhou dobu povazovani za
prenaSece pouze u plazi. Pro potvrzeni je ale nutné provést dalsi vyzkumy (shrnuto v Maia, C.
& Depaquit, J., 2016).

Flebotomy muizeme najit t¢émér na vSech kontinentech. Ti z Nového svéta se vyskytuji
spiSe v oblastech s vysokou vlhkosti, zatimco ti ze Starého svéta preferuji sussi podnebi.
Flebotomové se zatim vyskytuji pfevazné v tropickém pasu, ale neustale dochazi k rozsifovani
jejich aredlu (shrnuto v Sharma, U. & Singh, S., 2008). V Evropé se nachazeji v subtropickém
pasu ve Stfedomofi (Alten, B. et al., 2016). Odchyt flebotoma vSak byl zaznamenan jiz i na
Slovensku (Dvorak, V. et al., 2016). Je pravdépodobné, Ze spolu s pokracujicimi klimatickymi



zménami bude dochazet k rozsifeni do mirného pasu. Spolu s tim bude pravdépodobné spojeno

riziko zavleceni leishmaniozy do Stiedni Evropy (Fischer, D. et al., 2010).

2.4 Zivotni cyklus

V zivotnim cyklu leishmanii se stfidaji dvé formy, amastigotni a protomastigotni. Amastigot je
bezbicikata forma, dlouhd 2,5 az 3,5 mikrometru, nachazejici se uvniti fagocytujicich bunek
obratlov¢iho hostitele. Pokud na nakazeném hostiteli saje krev samicka flebotoma, nasaje toto
stadium spolu s krvi. Uvnitf stfeva samicky, ktera funguje jako vektor, pak dochazi k pfemené
amastigota na stddium protomastigota. Protomastigotni forma je bicikatd a dlouha 12 az 20
mikrometrd. Protomastigoti se do obratlov¢iho hostitele dostavaji diky regurgitaci ve chvili, kdy
samicka opét saje krev. V hostiteli jsou nasledné fagocytovani makrofagy, uvnité kterych
dochézi k pfeméné na amastigotni stddium (shrnuto v Torres-Guerrero, E. et al., 2017).
Leishménie dokazi ovliviiovat to, jak Casto samice saje krev. V pifedni Casti jeji travici
soustavy vytvareji specialni gelovou zatku, kterd znesnadiiuje traveni a zplsobuje regurgitaci.
Nakazené samicky kvili tomu tak obvykle saji na vice hostitelich v prib&hu kratkého ¢asového
useku. Timto zplsobem se leishmanie z jedné nakazené samicky mohou dostat do vice hostitelti

(shrnuto v Ready, P. D. & Rogers, M. E., 2013).



3. Leishmanidza

Leishmaniéza je onemocnéni, které zplsobuje vice jak 20 druhti parazitickych prvoki rodu
Leishmania. Jedna se o onemocnéni, které je rozsifené témér ve 100 zemich svéta, nachazejicich
se v tropickych a subtropickych oblastech (shrnuto v Burza, S. et al., 2018). V soucasnosti je
touto chorobou ohrozeno okolo 350 miliont lidi. Kazdy rok se nové nakazi dalsi 1,5 — 2
miliony. Ro¢né kviili tomuto onemocnéni zemfe okolo 70 000 lidi. Leishmani6za ma tfi formy
— visceralni, kozni a mukokutanni (shrnuto v Torres-Guerrero, E. et al., 2017).

Leishmanidza se vyskytuje predevs§im v rozvojovych zemich a byva nazyvana chorobou
chudych. Kromé lidi mohou prvoci rodu Leishmania infikovat piiblizn¢ 70 zvitecich druhii
(WHO, 2020). Nejvyznamngj$§im zvifecim rezervoarem jsou psi, u kterych se objevuje

visceralni i kozni forma (shrnuto v Ayele, A. & Seyoum, Z., 2016).

3. 2 Visceralni leishmanioza

wevr

jsou predevsim jatra a slezina. Tato forma byva oznaCovana jako kala azar, coz znamena ¢erna
horecka. Toto oznaCeni pochézi z hindstiny a odkazuje na vysoké horecky, které jsou pii této
formé leishmaniozy pfitomné (shrnuto v Burza, S. et al., 2018). Viscerdlni leishmaniézu
zpusobuje L. donovani (Indie a vychodni Afrika), L. infantum (Sttedomoti), L. chagasi (Jizni
Amerika) a vyjime¢n¢ i L. tropica (Jizni Amerika a Stfedni vychod). Mezi nejohrozen¢jsi
skupiny patfi jedinci s oslabenou imunitou, podvyziveni jedinci a predSkolni déti. Inkubacni
doba se u visceralni leishmaniézy pohybuje mezi 3 az 8 mésici. NeléCena visceralni
leishmaniéza kon¢i smrti (shrnuto v Torres-Guerrero, E. et al., 2017). VL je viditelnad na
obrazku

S visceralni leishmanidzou souvisi post kala — azarova dermatitida. Ta je obvykle
zpusobena L. donovani, nicméné ve vyjime¢nych ptipadech miize byt zptisobena i L. infantum
(Bhandare, P. et al., 2014). Jde o kozni infekci, ktera se objevuje u 2,5 — 20 % pacientii po
prodélani VL. Tato infekce neni na rozdil od VL smrtelnd, snizuje vSak kvalitu zivota pacientd.
Ti sni vétSinou museji zit mnoho let. PKDL je dvojiho typu, pfi makuldrnim typu na kiazi
vznikaji skvrny, u nodularniho typu pak vznikaji kozni novotvary ve formé jakychsi uzlikii (Le
Rutte, E. A. et al., 2019). Nejvétsi nebezpeci vSak spociva v tom, Ze pacienti s PKDL mohou
byt dlouhodobym zdrojem nakazy pro ostatni. Vyzkumy ukézaly, Ze infek¢nost u pacientl
s PKDL je velmi podobna jako u aktivni VL. PKDL tak pravdépodobné marti snahy o eliminaci
VL (Mondal, D. et al., 2019).

Visceralni leishmani6za u pst je systémové onemocnéni vyznacujici se Sirokou skalou
projevl. Nejcastejsi je takzvané kozné-visceralni forma zplsobend L. infantum (shruto v
Ribeiro, R. R. et al., 2018). Mezi jeji klinické pfiznaky patii napiiklad zvétSeni lymfatickych

uzlin, apatie, nechutenstvi, ztrata hmotnosti, zvétSeni sleziny, horecka, zvraceni ¢i prijem. V
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neposledni fad¢€ se pak u psa objevuji kozni 1éze. Ty se vyskytuji primarné na hlavé, nejvice
zasazeny byvaji usi a cumak (obrazek 1D). V nékterych piipadech se vSak vyskytuji i na zbytku
t&la, napiiklad na tlapkach. Casta byva také alopecie, tedy ztrata srsti (shrnuto v Solano-
Gallego, L. et al., 2011).

Nakazeni psi jsou tak hlavnim rezervoarem L. infantum. Terapie vede k odstranéni
klinickych ptiznakd, ale pes mize dal zlstat pfenaseCem. Parazitémie vSak byva nizka a pfenos
nakazy je tak malo pravdépodobny. Ve vyspélych zemich byvaji psi obvykle léceni, v
rozvojovych statech je naopak doporuCovana eutanazie (shrnuto v Travi, B. L. et al., 2018).

Inkubacni doba je velmi variabilni a mtze byt v fadu mésict az let (Munstermann, L. E., 2019).

3. 3 Kozni leishmanidza

Kozni leishmaniézu zptsobuje L. tropica (Stfedomofi, severni Afrika, Stfedni vychod), L.
aethopica (Etiopie a Kena), L. major (Stfedni vychod, severni a zapadni Afrika, centralni Asie),
L. mexicana, L. amazonensis, L. braziliensis, L. guyanensis (Jizni Amerika), vyjimecn¢ pak i L.
infantum ve Stredomofi, Stiedni a Jizni Americe a v Cing (shrnuto v Burza, S. et al., 2018).

Jedna se o nejrozsitenéjs$i druh leishmanidzy, pti kterém dochazi k poskozeni kuze v
rizném rozsahu — nejCastéji se na kiizi objevuji viedy a vyrazka (shrnuto v Mokni M., 2019).
Poskozeni ktize je viditelné na obrazku 1A. Pokud je KL zptisobena druhem L. major, vznikaji
vlhké viedy. Léze zde obsahuje pouze malé mnozstvi parazitii. Tento typ ma kratkou inkubacni
dobu a snadno se hoji. U KL zptsobené L. tropica dochazi ke vzniku suchych viedl. Ty jsou
naopak Spatné hojitelné, maji dlouhou inkubacni dobu a vysokou parazitémii (Manfredi, M. &
Iuliano, S., 2016). Tento typ leishmaniodzy neni Zivot ohrozujici. Vice nez 90 % lidi nakazenych
kozni leishmaniézou Zije v Afganistanu, Saudské Arabii, Alzirsku, Brazilii, Peru, Iranu, Iraku,
Syrii a Sudanu (shrnuto v Mokni M., 2019).

U pst mize byt kozni leishmanidza velmi vyjimecné zptuisobena druhy L. major nebo L.

tropica (Baneth, G. et al., 2017).

3. 4 Mukokutanni leishmanidza

Mukokutanni leishmanioza také postihuje ktzi, ale na rozdil od kozni leishmanidzy je tato
forma zévaznéjsi. U pacientli se objevuji hluboké rany v oblasti obliceje, které se Spatné hoji.
Zasazena sliznice je viditelna na obrazku 1B. Nejvice postiZzena byva sliznice nosu, ust a krku
(shrnuto v Marra, F. et al., 2014). Vice nez 90 % lidi nakazenych mukokutanni leishmaniézou
zije v Bolivii, Brazilii, Etiopii a Peru (WHO, 2020). Tento typ leishmaniézy miize pacienty
ohroZovat na zivoté (shrnuto v David, C. V. & Craft, N., 2009). Mukokutanni leishmanidza je

zpusobena druhy L. brasiliensis a L. guyanensis (shrnuto v Burza, S. et al., 2018).



Obr. 1: Klinické projevy leishmanioz.

A —Muz trpici kozni leishmaniézou. Pfevzato a upraveno z Burza, S. et al., 2018.

B — Mukokutanni leishmanioza, nekroticky vied zasahujici nos, vrchni ret a horni patro. Pfevzato a

upaveno z Crovetto-Martinez, R. et al., 2015.

C — Dit¢ trpici visceralni leishmaniézou. Pfevzato a upraveno z WHO, 2014.

D — Léze na Cenichu psa trpiciho kozni leishmaniézou. Pievzato a upraveno z Solano-Galleno, L. et al.,
2011.
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4. Parazitologické metody

Parazitologick¢ metody spocivaji v odbéru tkan¢ a nasledném rozpozndni parazita pod
svételnym mikroskopem. Parazitologické metody jsou metody klasické a tento zpisob
diagnostiky je vyuzivan nejcastéji (shrnuto v Sundar, S. & Rai, M., 2002).

Z odebrané tkan¢ se vytvaii vzorek, ktery je obvykle obarven Giemsovym barvivem. Po
obarveni dochézi k fixaci a nasledné mikroskopické analyze. V ptipade€ pozitivniho vzorku Ize v
bunkach pozorovat kinetoplast a jadro amastigoti, ktera jsou zbarvena cervené, piipadné
dofialova (shrnuto v Srivastava, P. et al., 2011). Také je mozné vytvofit in vitro kulturu, pfi
spravném provedeni se pak mtze dosdhnout 100% senzitivity. Nevyhoda tvorby in vitro kultur
vsak spociva v tom, ze jsou finan¢n¢ nakladné, vyzaduji kvalitni laboratorni zazemi, proskoleny
personal a navic jsou ¢asove naro¢né (shrnuto v Singh, O. P. & Sundar, S., 2015).

Pfi pouziti parazitologickych metod nelze zjistit, jakym druhem leishmanii je jedinec
nakaZzeny. Pro zjisténi konkrétniho druhu je tak potfeba vyuzit jingch metod, vétSinou se

vyuzivaji metody molekularni (shrnuto v Akhoundi, M. et al., 2017).

4.1 Parazitologické metody u lidi

U visceralni leishmaniozy dochazi k odbéru tkané ze sleziny, kostni dfené, nebo lymfatickych
uzlin (shrnuto v Davies, C. R. et al. 2003). Vzorky ze vSech tiech tkani maji vysokou specifitu,
ale vyrazné se odliSuji v senzitivit¢. Vzorky odebrané ze sleziny maji senzitivitu 93 — 99 %.
Vzorky zkostni difené¢ pak 83 — 86 %. NejmenSi senzitivitu maji vzorky odebrané
z lymfatickych uzlin a to 53 — 65 % (shrnuto v Chappuis, F. et al., 2007). Mén¢ Casto se vyzivaji
vzorky z jater, nebo ze slozky krve obsahujici leukocyty a trombocyty, vzniklé po odstiedéni
periferni krve, takzvany buffy coat (shrnuto v Sundar, S. & Rai, M., 2002).

U kozni leishmaniozy se tkan odebird z 1éze, nejlepsi je pak odebirat tkan z jejich
okraji. Odbér tkané€ je mozno provést i pomoci tenké jehly tenkojehlovou aspiraci. Vysledky pii
pouziti této metody se odliSuji v senzitivité. V pfipad¢ tenkojehlové aspirace dosahovala
senzitivita 85 — 92 %, u tkan¢ odebrané béznym odfiznutim byla pouze 76 — 84 %. U kozni
leishmanidzy se doporucuje vyuzivat tenkojehlové aspirace, ktera je pro pacienty komfortné;si
(Hosseinzadeh, M. et al., 2012).

Dalsi doporucenou metodou je takzvane Press - Imprint — Smear. Tato metoda spociva
v tom, Ze se pomoci biopsie odebere tkan, ktera se nasledné nanese na podlozni sklicko a dal§im
sklickem je ptekryta. Poté se vyvine tlak a tkan mezi sklicky je zmacknuta. V takto vzniklém
preparatu jsou bunky vjedné vrstvé a leishmanie jsou tak dobfe viditelné. U bézné
histopatologie je vice vrstev bun¢k a navic je preparat ve 3D, coz znamena, Ze jsou leishméanie

hare viditelné a navic buitky mohou byt ufiznuté v miste, kde se zddné patogeny nenachazi. Pti



vyzkumu zaméteném na porovnani téchto dvou metod pfi KL u lidi byla senzitivita Press —
Imprint — Smear 85,3 %, u bézné histocytologie pak pouhych 44 % (Sousa, A. Q. et al., 2014).

Hlavni vyhody parazitologickych metod jsou finan¢ni nenaro¢nost a nizké pozadavky
na technické vybaveni laboratofe. Diky tomu je Ize vyuzivat i v rozvojovych zemich (shrnuto v
Sundar, S. & Rai, M., 2002).

Nevyhody klasickych parazitologickych metod u lidi spocivaji vtom, Ze jsou pro
pacienty bolestivé a navic mohou byt i nebezpecné. Pti odbérech kostni dfené a vzorku ze
sleziny mize dochazet k silnému krvaceni, které vyjimecné kon¢i az smrti pacienta. Riziko
krvéaceni a poskozeni tkani vSak rapidné snizuje zkusSeny a proskoleny personal, ktery odbér

provadi (shrnuto v Sundar, S. & Rai, M., 2002).

4. 2 Parazitologické metody u psU

Pii visceralni leishmanidoze se u pst nejcastéji odebira tkan z lymfatickych uzlin. Je mozné
odebrat tkan i z kostni dien¢, sleziny a kiize, ale tyto metody jsou pracnéjsi a v praxi se vétSinou
nevyuzivaji. Senzitivita se pohybuje okolo 50 — 60 % (shrnuto v Gharbi, M. et al., 2015).

Testy na VL u psu Casto vychazeji falesné negativné. Divodem byva velmi nizky pocet
leishmanii v testované tkani. Druhym divodem muze byt hemodilutovany vzorek (shrnuto v
Gomes, Y. M. et al., 2008). V pfipade, ze je vzorek negativni, ale pes ma klinické ptiznaky
leishmanidzy, doporucuje se udélat dalsi testy a vyuzit jiné diagnostické techniky. U testl je
dalezité, aby nevykazovaly faleSnou negativitu, ktera by vedla k rozSifovani nakazy. Také je
dulezité vyvarovat se faleSné pozitivite, kterd by vedla ke zbytecné eutanazii. Pokud se u psa
vyskytnou klinické ptiznaky, mély by byt testy provadény co nejdiive (shrnuto v Gharbi, M. et
al., 2015).



5. Serologické metody

Serologické metody jsou zalozeny na reakci antigenu a protilatky v ramci specifické humoralni
odpovédi. Senzitivita je zde ovlivnéna zpisobem provedeni diagnostickych testli. Specifita je
vsak ovliviiovéna plsobenim antigenu (shrnuto v Elmahallawy, E. K. et al., 2014).

Serologické metody dosahuji dobrych vysledki vramci diagnostiky visceralni
leishmanidzy. U pacientl s VL se velmi Casto objevuje hyperimunoglobulinémie, pii které
dochazi ke zvySeni poctu protilatek a silné imunitni reakci. Z tohoto dtvodu bylo vyvinuto
mnozstvi serologickych metod, které jsou dnes hojné vyuzivany pii diagnostice VL u lidi i pst
(Boelaert, M. et al., 2004). Vétsina z nich je vsak i dnes pouzivana pouze ve vyspélych zemich.
Mezi hlavni divody patii vysoka cena, potieba kvalitniho laboratorniho vybaveni a
vySkolené¢ho personalu. VéEtsSinu serologickych metod také nelze vyuzit v terénu (shrnuto v
Singh, O. P. & Sundar, S., 2015).

Hlavni nevyhoda serologickych metod spociva v tom, ze je obvykle nelze ucinné
vyuzivat u pacientl s kozni nebo mukokutanni leishmaniézou. U téchto pacientt je totiz nizké
mnozstvi protilatek a tak je imunitni odpovéd velmi slaba. Pro diagnostiku kozni a
mukokutanni leishmaniézy jsou tak doporucovany metody parazitologické a molekularni
(shrnuto v Singh, S. et al., 2005). Navic jsou oblasti, kde se soucasn¢ s leishmanidzou vyskytuji
i dal§i parazité ze stejné taxonomické skupiny, naptiklad Trypanosoma cruzi, coz ma za

nasledek ovlivnéni specifity testd (shrnuto v Reithinger, R. & Dujardin, J. C., 2007).

Imunoenzymatickda metoda (ELISA)

Tato metoda je zaloZena na detekci antigenu za pouZiti specifické protilatky. Antigen je pfi této
metod¢ imobilizovan a to pifimo, nebo nepfimo. Protilditka byva konjugovéna napiiklad
s enzymy nebo floroforem (Konstantinou, G. N., 2017).

ELISA patfi mezi nejcastéji vyuzivané serologické metody a to diky velmi vysoké
senzitivité. Hlavni nevyhoda této metody vSak spociva v tom, ze senzitivita zde velmi kolisa
v zavislosti na pouzitém antigenu (shrnuto v Singh, O. P. & Sundar, S., 2015).

Dnes je pro tuto metodu uzivano velké mnozstvi antigentl, jde napiiklad o antigeny
ziskané ptimo z kultury protomastigoti (Ryan, J. R. et al., 2002). Hlavni vSak je, Ze doslo
protein z kinesin-like genu objeveného u L. chagasi (shrnuto v Maia, Z. et al., 2012). Tento
antigen se vyuzivd i u imunokompetentnich pacientll a pacientd se soubéznym vyskytem
leishmaniézy a HIV (Singh, D. P. et al.,, 2010). Dobrych vysledkli dosahuji také proteiny
teplotniho Soku, hlavné¢ HSPS83, ktery zacal byt vyuzivan pii diagnostice KL (shrnuto v de
Vries, H. J. et al., 2015).



Rozdily v senzitivit¢ a specifité pii pouziti riznych antigend byly pozorovany v ramci
mnoha vyzkumu. Napiiklad pfi pouziti antigenu z kultury protomastigoti se dosahuje
senzitivity mezi 80 — 100 % a specifity mezi 84 — 94 %. Pti pouziti sekretornich, exkretornich a
metabolickych antigenli z protomastigoti L. donovani se dosahuje specifity 71 — 89 %. Pii
vyuziti antigenu 1K39 je pak senzitivita 75 — 98 % a specifita 79 — 89 %. Ukazalo se, ze rK39
dosahuje dobrych vysledki a ¢asto tak byva doporucovan (shrnuto v Thakur, S. et al., 2020).

Hlavni nevyhoda testu zalozeném na rK39 spociva ve znacnych rozdilech v senzitivité
mezi pacienty z Afriky a Indie. U pacientti z Afriky je senzitivita vyrazné nizsi. Byl tak vyvinut
antigen rK28, u kterého se tyto vykyvy neobjevuji (Pattabhi, S. et al., 2010). Antigen rK28 je
polyprotein vytvoteny z druhu L. donovani (shrnuto v Bhattacharyya, T. et al., 2017).

Metoda ELISA byla déle aplikovana na vzorky séra od 140 pst. Skupina zahrnovala 39
symptomatickych a 101 asymptomatickych piipadi. Krom¢ metody ELISA probihala analyza i
molekularnimi metodami. Molekularni metody pozitivné vyhodnotily 58 vzorkd, tedy 41,4 %.
Z téchto 58 vzorkll bylo metodou ELISA jako pozitivni vyhodnoceno pouze 39, tedy 67,2 %.
Ve skupiné¢ symptomatickych pst byl metodou ELISA jako faleSné negativni vyhodnocen
pouze jeden vzorek. V skupiné asymptomatickych pst bylo falesn¢ negativnich 17,8 % vzorka

(De Carvalho, F. L. N. et al., 2018).

Rychly diagnosticky test zaloZeny na rK39 (RDT — rK39)

Tento test je zaloZen na nitroceluldozovych pascich s navazanym rK39 antigenem. Tyto pasky
jsou vkladany do predem pfipravenych vzorkii séra. Po vlozeni dochazi ke kapilarnimu
pusobeni. Po 10 minutaich se v horni Casti objevuje Cerveny kontrolni prouzek indikujici
spravnou funkci testu a pod tim se objevuje druhy ¢erveny prouzek indikujici pozitivitu testu
(Singh, D. et al., 2013).

Mezi hlavni vyhody tohoto testu spadd jeho jednoduchost, nizkd cena a rychlost.
Nevyhodou pak je kolisajici senzitivita i specifita, ktera se lisi v ramci rGznych regiont.
V oblastech se soub&éznym vyskytem napf. malarie nebo enterické horeCky mize dochazet
k fale$n¢ pozitivnim vysledkiim (shrnuto v Singh, O. P. & Sundar, S., 2015).

Pouziti RDT — rK39 bylo testovano nejen na vzorcich séra, ale i na vzorcich mo¢i. U
vzorkl ze séra byla senzitivita testu 100 % a specifita vyssi jak 90 %. Pfi testovani moci byla
senzitivita 96,1 % a specifita 100 % (Singh, D. et al., 2013). Dalsi vyzkum srovnaval vysledky
tohoto testu pfi pouziti séra a slin. Pti pouZiti séra byla senzitivita 100 % a specifita vyssi jak 94
%. Pfi testovani slin byla vysledna senzitivita 82,5 % a specifita vyssi jak 91 % (Vaish, M. et
al., 2012). Ukézuje se tak, ze RDT — rK39 test je mozno provést s dobrymi vysledky i se vzorky

odebranymi zcela neinvazivné
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Leishmaninovy koZni test (LST)
Leishmaninovy kozni test byva oznacovan také jako Montenegro test. Tato metoda se pouziva
pro diagnostiku takzvané pfecitlivélosti oddaleného typu. Zalozena je na zpozdéné
hypersenzitivni reakci na intradermalni injekci leishmanialnich antigenti (shrnuto v Stockdale,
L. & Newton, R., 2013). Tento test slouzi pfedevsim k analyze imunitni odpovédi po prodélané
leishmaniéze. Pokud tedy pacient trpi napiiklad akutni VL nebo difuzni KL, jsou vysledky
tohoto testu negativni. Po vyléceni se vSak vysledky kozniho testu zméni na pozitivni. Pozitivita
se objevuje 1 u pacientl s asymptomatickou infekci (Khalil, E. A. et al., 2005). Tato metoda se
¢asto vyuziva pro mapovani vyskytu mukokutanni a kozni leishmaniézy u lidi i u pst. Dilezity
je jeji vyznam pfti sledovani tispésSnosti 1écby u pacientll s VL. Nevyhodou pak je, Ze se neda
vyuzit u pacientd trpicich PKDL. Vysledky u téchto pacientl nezavisi na pfitomnosti infekce
(Zijlstra, E. E. et al., 2000).

V ramci leishmaninového kozniho testu byl proveden vyzkum, kterého se zucastnilo
100 pacienti s KL. Kazdému znich bylo do pfedlokti vpraveno 0,1 ml leishmanialniho
antigenu. Reakce byla sledovana po 48 a 72 hodinadch. Pokud byl vysledek i po 72 hodinach
negativni, dochdzelo k opakovanému testovani kazdych 7 dni, dokud nebylo dosazeno
pozitivniho vysledku. Pozitivni test mélo 78 % testovanych jiz do dvou tydnl. Po Ctyfech
tydnech mélo pozitivni test 96 % pacient a po Sesti tydnech jich bylo 98 % (Manzur, A. &
Bari, A. U., 20006).

Uvolnéni interferonu gama - IGRA

Princip této metody spociva v detekci interferonu gama, ktery je produkovan aktivovanymi T-
lymfocyty pfi reakci na antigen. Timto zptisobem tak Ize analyzovat imunitni reakci. Metoda je
snadna a rychld (Zribi, L. et al., 2017). V ramci diagnostiky leishmaniozy byva vyuzivana
predevsim jako alternativa k LST. Nevyhody této metody spocivaji v ¢asové narocnosti a také
v tom, Ze zatim neni pro diagnostiku leishmanidzy plné zavedena a vyuzivana (shrnuto v Singh,

O.P. & Sundar, S., 2015).

Primy aglutinaéni test (DAT) a rychly aglutinacni test (FAST)
Tento test je zaloZen na reakci anti-leishmanialnich protilatek a protomastigotti. Vyuzivany jsou
zde celé parazitické organismy. V dusledku této reakce nasledné¢ dochazi k aglutinaci
protomastigotd (shrnuto v Elmahallawy, E. K. et al., 2014). Mezi hlavni vyhody této
diagnostické metody patii moznost vyuziti v terénu, jednoduchost a relativné nizka cena
(shrnuto v Mondal, S. et al., 2010). Hlavni nevyhoda pak spociva v ¢asové narocnosti (shrnuto v
Thakur, S. et al., 2020).

Piimy aglutinacni test byl porovnavan s metodou IFAT a ELISA na 61 vzorcich krve od

pacientd s VL. Senzitivita DAT v tomto piipadé dosahovala 70,5 % a specifita 100 %.
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Senzitivita u metody IFAT byla 80,3 % a specifita 90,5 %. U metody ELISA byla specifita 83,6
% a senzitivita 90,5 % (Mikaeili, F. et al., 2007). Senzitivita u metody DAT se vétSinou
pohybuje mezi 70,5 az 100 %. Specifita pak byva v rozmezi 53 — 100 %. DAT tedy nema
v porovnani s ostatnimi serologickymi metodami tak vysokou senzitivitu, miva vSak vyssi
specifitu (shrnuto v Thakur, S. et al., 2020).

Ke snadnému a ¢asové nenarocnému otestovani u pst byl vytvofen rychly aglutinacni
test FAST. Tento test je zalozen na metodé DAT. Rozdil spociva v tom, Ze pti metodé¢ FAST
dochazi pouze k jednomu ziedéni séra, zatimco pii metodé DAT se fedi vicekrat. U rychlého
aglutina¢niho testu je tak vyssi koncentrace paraziti v mensim objemu. Zatimco vyhodnoceni
DAT se pohybuje mezi 12 — 18 hodinami, u FAST trva pouhé 3 hodiny. Pfi vyzkumu
zamefeném na porovnani DAT a FAST vysla u FAST senzitivita 93,6 % a specifita 89,0 %. U
DAT byla senzitivita 88,6 % a specifita 96,7 % (Schallig, H. D., 2002).

Fluorescencni test (FAT)

Tento test je Casto vyuzivan k detekci protilatek za pomoci protomastigoti. Vyuziva se zde
fluorescencniho markeru, ktery se navaze na protilatku. Takto vzniklad molekula se nasledné
navaze na cilovou molekulu. Tento proces miize byt pfimy i nepfimy. V ramci piimého procesu
se na antigen rovnou navaze oznacCena protilatka. V rdmci nepiimého procesu se na antigen
navaze sekundarni polyklondlni protilatka. Vyhodnoceni probihd pomoci fluorescencniho
mikroskopu (Boelaert, M. et al., 2004).

serologickou diagnostickou metodou. Specifita i senzitivita se u nich vétSinou pohybuje okolo
100 %. Vyjimku tvofi arealy, kde dochazi k ptekryvani s Trypanosoma cruzi. V téchto

oblastech jsou Casté faleSné pozitivni testy (shrnuto v Paltrinieri, S. et al., 2016).

Latexovy aglutinacni test (LAT)

Tento test patii mezi nejnovejsi serologické metody. Nékdy byva oznacovan také jako KAtex.
Je zalozen na detekci reakce anti-leishmanialnich protilatek na antigeny ziskané
z protomastigotli, nebo na A2 antigeny z amastigott ziskavanych z L. donovani (Akhoundi, B.
et al., 2013). Pfi této metodé jsou vyuZzivany latexové Castice, na jejichZ povrch jsou navazany
antigeny. Pfi pozitivni reakci dojde ke srazeni téchto castic (shrnuto v Wanger, A. et al., 2017).
Hojné se vyuziva pro diagnostiku vzorki moci. Hlavnimi vyhodami tohoto testu jsou jeho
rychlost a jednoduchost. Hlavni nevyhodou je pak velmi variabilni senzitivita, které mize byt i
velmi nizké. Pohybovat se muze v rozmezi 39,8 — 100 %. Specifita byva uvadéna v rozmezi 64

— 100 % (Fararouei, M. et al., 2018).
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Latexovy aglutinacni test provedeny na vzorcich moci dosahoval senzitivity mezi 68 —
100 %. Specifita pak byla 100 %. Metoda tak dosahovala dobrych vysledkti i u vzorkl
odebranych zcela neinvazivné (Attar, Z. J. et al., 2001).

Latexovy aglutinacni test byl dale testovan na vzorcich séra od souboru tvoreného 43
pacienty s VL, 32 pacienty s jinou infekci nez VL a 30 zdravymi lidmi, kteti zde figurovali jako
kontrolni skupina. Vysledna senzitivita zde vySla 88,4 % a specifita 93,5 %. Vzorky byly
testovany i pomoci DAT, pfiemz u pfimého aglutina¢niho testu trvalo vyhodnoceni 12 — 18
hodin. Analyza pomoci LAT trvala pouhych 3 — 5 minut (Akhoundi, B. et al., 2013).

Dalsi vyzkum otestoval metodu LAT pfi pouziti rekombinantniho antigenu A2. U
symptomatickych psti byla senzitivita 27,3 % a specifita 94,6 %. U asymptomatickych pst byla
senzitivita pouhych 5 % a specifita 74,29 % (Farahmand, M. et al., 2018).

Imunochromatograficky test (ICT)

Pfi tomto testu jsou vyuzivany dva druhy specifickych protilatek. Jedna z nich je imobilizovana
na chromatografickém papiru a druha se nachazi na vzorkové podlozce a je ozna¢ena pomoci
koloidniho zlata. Poté, co se vzorek prenese na podlozku, vznikne komplex z jeho antigenu a
oznacené protilatky. Tento komplex dale pfichazi do kontaktu s imobilizovanou protilatkou.
Nésledné dochéazi ke vzniku cervenofialové cary, ktera indikuje pfitomnost sledovaného
antigenu (TAUNS, 2007).

Pro pouziti v terénu byl vyvinut rychly imunochromatograficky test zaloZzeny na rK39
antigenu. Tento test tvofi specidlni prouzek potazeny rK39, na kterém se nachazi oblast
s konjugovanym barvivem. Cast tohoto prouzku se vlozi do séra a dojde ke kapilarnimu
pusobeni. Nasledné zreaguje sérum, barvivo a antigen, coz indikuje pfitomnost anti-rK39
imunoglobulind (Welch, R. J. et al., 2008).

Mezi hlavni vyhody patii nizka cena, rychlost a moznost vyuziti i v terénu (shrnuto v
Elmahallawy, E. K. et al., 2014). Jeho nevyhody vsak spocivaji v relativn¢ velkych vykyvech
senzitivity a specifity. Poklesy jsou zna¢né u pacienti s HIV ko-infekci (Bangert, M. et al.,
2018).

Imunochromatograficky test byl provadén dohromady na 405 pacientech s VL. Tato
skupina zahrnovala pacienty HIV pozitivni i negativni. Celkova senzitivita ¢inila 78,0 %. Dale
doslo k otestovani pouze HIV pozitivnich jedincii. Zde byla senzitivita 67,3 %. Ve skupin¢
slozené z HIV negativnich byla senzitivita nejvys$si, dosahovala 83,1 % (Bangert, M. et al.,
2018).

Pfi porovnani rychlého imunochromatografického testu rK39 s metodou IFAT na 68
vzorcich od pst, vysla senzitivita K39 ICT 97 % (66 vzorki). U IFAT byla senzitivita 99 %
(67 vzorki). U obou testll byla shodna specifita 100 % (Otranto, D. et al., 2004).
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Immunoblotting
V ramci této metody se vyuzivaji koloidni (rozpustné) antigeny ke zkoumani imunitni odpovédi.
Vyuziva se zde techniky western blot (Ravindran, R. et al., 2004). Tato metoda ma velmi
vysokou senzitivitu i specifitu a miize byt pouzita pro diagnostiku VL i KL. Piesto se vSak
v praxi pfili§ nevyuzivd. Divodem jsou vysoké ndklady, potfeba kvalitniho laboratorniho
zazemi i Casova naro¢nost (shrnuto v Elmahallawy, E. K. et al., 2014).

Pii vyuziti této metody na 61 pacientech s KL byla vysledna senzitivita vice nez 95 % a
specifita vice nez 70 %. Timto bylo potvrzeno, ze ptestoze tato metoda spada mezi serologickeé,

dosahuje velmi dobrych vysledki i v diagnostice KL (Ashrafmansouri, M. et al, 2015).
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6. Molekularni metody

Molekularni metody spocivaji v detekci parazitické DNA ve tkanich (shrnuto v Sundar, S. &
Rai, M., 2002). Jejich pouziti je tedy mozné i u pacienti bez detekovatelnych protilatek
(Pereira, M. R. et al., 2014). VétSina druht leishmanii jiz byla osekvenovana a tim byl umoznén
rychly rozvoj novych zptisobt diagnostiky. Vznikly tak metody umoznujici snadnou detekci,
identifikaci, kvantifikaci a fylogenetickou analyzu (shrnuto v Sundar, S. & Singh, O. P., 2018).

Molekularni metody jsou v diagnostice leishmanidzy pouzivany stale Castéji. Nejprve
byly brany spiSe jako dopln€k parazitologickych a serologickych metod, nyni vSak byvaji
v nekterych ptipadech doporucovany jako primarni zptsob diagnostiky. Jsou povazovany za
spolehlivé, bezpecné a snadno proveditelné v laboratofich po celém svété (shrnuto v Thakur, S.
et al., 2020). Jejich nejvétsi nevyhody spocivaji v ¢asové narocnosti, vysokych nékladech a
obvykle také v narocich na laboratorni zdzemi a vyskoleny personal (de Paiva-Cavalcanti, M. et
al., 2015).

Pro molekularni diagnostiku leishmanidzy se nejcastéji vyuzivaji metody zalozené na
polymerazové tetézové reakci. U PCR metod je mozno vyuzivat vzorky z riiznych typt tkani.
Tkan, ze které testovany vzorek pochazi, ma vliv na senzitivitu i specifitu (shrnuto v Sundar, S.
& Singh, O. P., 2018). Tento typ metod byva vétSinou vyhodnocovan na gelu pomoci
elektroforézy (Graga, G. C. et al., 2012).

Konvenéni PCR (cPCR)
V ramci PCR reakci dochazi k nasyntetizovani velkého mnozstvi kopii vybrané sekvence DNA,

nebo RNA. Amplifikace probiha v opakujicich se cyklech in vitro. VétSina v soucasnosti
pouzivanych PCR metod mifi na geny malych ribozomdlnich podjednotek nebo minikrouzky
kinetoplastu, ¢imz se zvySuje senzitivita testll (shrnuto v Paltrinieri, S. et al., 2016).

Konvenéni PCR je metoda velmi dobfe vyuzitelnd i pro vzorky s niz$i parazitémii, kde
ostatni metody, predevs§im ty klasické, Casto selhavaji. Diky tomu se cPCR vyuziva také pro
sledovani vyvoje nemoci a ucinkd 1écby a pro zkoumani rezistence k lécivim (shrnuto v
Schonian, G. et al., 2011). Mezi hlavni vyhody této metody patii vysoka senzitivita v porovnani
s parazitologickymi metodami. Nevyhody pak spocivaji ve vysokém riziku kontaminace
(Sudarshan, M. & Sundar, S., 2014).

Konvenéni PCR se u lidi pouziva stale Castéji jak v diagnostice VL, tak i KL.
V porovnani s ostatnimi diagnostickymi metodami poskytuje jedny z nejlepSich vysledkl. Ve
vyzkumu, kterého se ucastnilo 30 pacientli s podezienim na VL, byl od kazdého pacienta
odebran praveé jeden vzorek. Tyto vzorky byly nésledné analyzovany metodami cPCR, IFAT a
qPCR. Z 30 vzorkt bylo 19 identifikovano jako pozitivni. Z téchto 19 vzorkt bylo 63 % (12/19)
potvrzeno pomoci IFAT a 79 % (15/19) bylo potvrzeno pomoci cPCR i qPCR. Pfi porovnavani
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cPCR, IFAT a qPCR se tak ukazalo, ze cPCR a qPCR jsou stejné efektivni a zaroven jsou obé
tyto metody efektivnéjsi nez IFAT (Pereira, M. R. et al., 2014).

Metoda cPCR byla dale porovnavana s klasickymi mikroskopickymi metodami a
tvorbou in-vitro kultur. Vyzkum probihal na 62 vzorcich od pacienti s podezienim na KL,
pricemz 35 bylo pozitivnich. U cPCR byla senzitivita 100 % (35/35), u mikroskopie byla
senzitivita 71,4 % (25/35) a u kultury vysla pouze 54,3 % (19/35). Mikroskopie a kultura pak
dohromady potvrdila 31 z 35 vzorkll a celkova senzitivita dosahovala 88,6 %. Vyzkum tak
potvrdil, Ze metody zalozené na cPCR dosahuji lepSich vysledkii neZ nejcastéji vyuzivané
parazitologické metody (Zeyrek, F. Y. et al., 2018).

Dalsi vyzkumy provadéné na pacientech s VL za vyuziti cPCR ukazaly, jak se lisi
specifita a senzitivita v zavislosti na testované tkani. NejlepSich vysledkll bylo dosazeno u
vzorkll z kostni dfen¢, kde se senzitivita pohybovala okolo 95,3 — 97 % a specifita byla 92,6 —
100 %. Nejhorsich vysledki naopak dosahovaly vzorky pochazejici z bukalnich stérd, kde se
senzitivita pohybovala mezi 79 — 83 % a specifita mezi 86 — 90,56 % (shrnuto v Sundar, S. &
Singh, O. P., 2018).

V ramci odbéru vzorkil u pacientl s podezfenim na KL je mozno vyuzit i novy a zcela
neinvazivni zpasob. Ten spociva v pouziti specialni pasky, ktera se na 20 sekund ptitla¢i na kizi
v oblasti aktivnich nebo zahojenych 1ézi. Po uplynuti této doby je paska vlozena do sterilni
nadoby a skladovana pfi 4 stupnich Celsia az do doby, nez dojde k jejimu analyzovani. Z pasky
je pak mozno izolovat parazitickou DNA. Ta se nasledné extrahuje a analyzuje pomoci cPCR.
Metoda byla vyzkouSena na 31 pacientech s podezifenim na KL. Senzitivita i specifita byla 100

% (Taslimi, Y. et al., 2017).

Kvantitativni PCR (qPCR)

Odlisnost této metody od klasického PCR spociva ve vzniku a nasledné analyze fluorescencnich
signali pfi amplifikaci. Fluorescenci lze vyvolat pomoci fluorescenéniho barviva nebo
fluorescen¢nich sond. Vyhoda fluorescenénich barviv oproti sond¢ spociva v niz§i cené.
Nevyhodou pak je ¢astéjsi faleSnd negativita nez pti pouziti sondy (shrnuto v Galluzzi, L. et al.,
2018).

Kvantitativni PCR je v poslednich letech vyuzivana stile castéji. Mezi jeji hlavni
vyhody patii nizkd pravdépodobnost kontaminace, moznost ureni konkrétniho druhu
leishméanii, vysoka rychlost a pfesnost. Hlavnimi nevyhodami jsou vysoka cena a potfeba
zkuseného a kvalifikovaného personalu. Kviili tomu je metoda zatim vyuzivana piredevSim tam,
kde bézna diagnostika selhava, naptiklad u pacientd s PKDL nebo relapsy (shrnuto v Thakur, S.
et al., 2020).

Pii porovnavani ucinnosti qPCR a mikroskopie u 91 pacientl s PKDL, byla senzitivita

qPCR 91,2 %. U mikroskopie pak dosahovala pouhych 50,6 % (Ghosh, P. et al., 2018).
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Nejvyssi senzitivitu u qPCR mivaji vzorky z buffy coat, kde se dosahuje 100 % a specifita je
pak 90 %. Vzorky z plné krve maji senzitivitu 90 — 100 % a specifitu 83,3 — 100 %. Senzitivita
u vzorkll ze slin dosahuje 95 % a specifita je 90 — 100 % (shrnuto v Sundar, S. & Singh, O. P.,
2018).

Vzorky se daji nové odebirat pomoci mikrobiopsie. Pfi mikrobiopsii dochazi
k pronikéni do kiize v maximalni hloubce 200 mikrometr a metoda je tak minimalné invazivni.
Diky této vlastnosti je jeji pouziti mozné i u asymptomatickych infekci, kde jsou bézné
invazivni metody povazovany za neetické. Mikrobiopsii je mozno odebrat krev i lyzaty koznich
bunék. Odebrané vzorky je pak mozno dale analyzovat naptiklad pomoci qPCR (Kirstein, O. D.
etal., 2017).

U pst probéehla studie zamétend na porovnani cPCR a qPCR. Testy byly délany na
vzorcich séra, pfiCemz 37 vzorki bylo od psi symptomatickych a 112 od psi
asymptomatickych. Senzitivita cPCR u symptomatickych pst byla 67,6 % (25/37) a 70,5 %
(79/112) u asymptomatickych. Kvantitativni PCR provedené na symptomatickych psech mélo
senzitivitu 97,3 % (36/37). U asymptomatickych pst bylo potvrzeno 111 vzorkt ze 112,
senzitivita tedy byla 99,1 % (Mohammadiha, A. et al., 2013).

U pst se doporucuje molekularni analyza vzorkd pochazejicich zkostni diené a
lymfatickych uzlin. Momentaln¢ nejdoporucovanéjsi diagnostickou metodou u psii je qPCR.
Diivodem je vysoka specifita i senzitivita, ale také nizkad cena, kterd je zde nutna. VétSina
ostatnich molekularnich metod je u pst sice také pouzitelna, ale kvili vysokym nakladiim a

potiebe¢ vyskoleného personalu se bézné neprovadi (shrnuto v Travi, B. L. et al., 2018).

Nested a semi-nested PCR

Nested a semi-nested PCR je modifikaci na cPCR a jde o jednu z nejvice senzitivnich metod
vyuzivajici polymerazové fetézové reakce. Sklada se ze dvou samostatnych PCR reakcei, pfi
kterych jsou vyuzivany dva rizné primery. Cilem druhého cyklu je znasobeni produktd
z prvniho cyklu a zaroven piipadné ziedéni inhibitord (Deepachandi, B. et al., 2019).

Hlavni vyhoda této metody tedy spociva v senzitivité, ale také v moznosti urcit
konkrétni druh leishmanii. Metoda je také relativné rychld a snadnd na provedeni (Akhavan, A.
A. etal., 2010).

Nejveétsi nevyhoda této metody spociva v riziku kontaminace, ke které mtize dojit pii
pripravé na druhou amplifikaci. V této chvili dochazi k otevieni reakénich zkumavek.
Vysledkem kontaminace je faleSna pozitivita. Z tohoto divodu byla vyvinuta metoda, pii niz
muze cely dé& probihat pouze v jedné zkumavce. Primery jsou pfi ni imobilizovany na vnitinim
vicku reak¢ni zkumavky a uvolnény az pted druhou reakci. Metoda je stejn€ ucinna jako bézné

nested PCR (Da Silva, M. A. L. et al., 2013).
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Nested PCR a cPCR byly porovnavany na pacientech s PKDL. Z celkem 29 vzorkd bylo
pomoci nested PCR rozpoznano 27, uspesnost tedy byla 93 %. Oproti tomu cPCR jako pozitivni
vyhodnotilo pouze 20 vzorkd z 29, uspésnost zde byla 69 % (Sreenivas, G., 2004).

Nested PCR probihajici pouze v jedné zkumavce bylo testovano na 40 pacientech
infikovanych L. donovani a porovnavano s béznou mikroskopii a in-vitro kulturou. U nested
PCR byla senzitivita i specifita 100 %. Mikroskopie potvrdila pozitivitu u 30 vzorkl
s uspésnosti 75 %. Nejnizsi Gspésnost byla u in-vitro kultury, kde bylo potvrzeno 29 vzorki
s uspésnosti 72,5 % (Deepachandi, B. et al., 2019).

Nested PCR bylo dale porovndvano i s mikroskopii a IFAT vramci longitudinalni
studie na 43 psech. Ukazalo se, ze nested PCR dosahovalo nejvyssi senzitivity, ktera ¢inila 100

%. U parazitologie byla 51,2 % a u IFAT 48,5 % (Oliva, G. et al., 2006).

Multiplexova PCR

Multiplexova PCR je vyhodna kviili tomu, Ze dokdze kombinovat rizné metody zalozené na
polymerazové tetézové reakci a dochazi pti ni k amplifikaci riznych ¢asti DNA. Vyuzivaji se
zde kombinace nckolika primerd v jedné smési a reakce probihd za stfidani teplot. To vse
vramci jednoho testu. Mezi nevyhody patii vykyvy v senzitivité, cena, potieba dobrého
laboratorni vybaveni a také nutnost rozsahlé optimalizace testu. Kviili témto nevyhodam se
multiplexovd PCR vyuziva v diagnostice leishmanidzy spiSe vyjimecné. Nejcastéji je vyuzivana
k detekci a urCeni konkrétniho druhu leishmanii uvniti flebotoma (shrnuto v Thakur, S. et al.,

2020).

PCR - ELISA
Tato metoda se vyskytuje na pomezi serologicko-molekularnich metod. PCR — ELISA ma tfi
kroky a to amplifikaci, imobilizaci a detekci. V prvnim kroku dochazi k amplifikaci
pozadovaného genu pomoci PCR. Produkty PCR se pak vazou na oligonukleotidové sondy.
Nasledné dochazi k imobilizaci na mikrodesticce a detekci nukleovych kyselin. Pro detekcei
muze byt vyuzita anti-DIG-peroxiddza konjugovana pies 2,2'-azino-di-3-ethylbenzthiazoline
sulfonat. Vysledkem je modrozelené zbarveni detekovatelné spektrometrem. Vyuzita mize byt
ale 1 fluorescence. Antifluorescencni protilatky pak detekuji oligonukleotidové sondy znacené
fluoresceinem (shrnuto v Sue, M. J. et al., 2014).

Mezi hlavni vyhody patii moznost otestovat vice vzorkll a to za kratsi cas nez pti cPCR.
V porovnani s cPCR muze dosahovat vyssi senzitivity a navic jsou zde niz§i detek¢ni limity.
Tato metoda je povazovana za bezpecnou, spolehlivou a velmi slibnou na poli diagnostiky
(Medeiros, F. A. C. etal., 2017).

PCR — ELISA byla rozsahle testovana na souboru skladajicim se ze 105 pacientti s VL,

25 pacientt s HIV ko-infekci, 40 zdravych jedincl a 33 pacientd s asymptomatickou infekci.
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Celkova senzitivita pro vSechny skupiny byla 100 % a specifita 95 % (Medeiros, F. A. C. et al.,
2017). Dale byla tato metoda otestovana na krevnich vzorcich skupiny 56 lidi s VL. VSichni
pacienti byli HIV-negativni a tim padem méli i mensi parazitémii. Vysledna senzitivita zde
¢inila 83,9 % a specifita 100 %. Vzorky byly testovidny i metodou cPCR, kde byla senzitivita
nizsi a dosahovala 73,2 %. Specifita u cPCR byla 87,2 % (De Doncker, S. et al., 2005).

PCR s vysokorozliSovaci analyzou krivek tani (PCR — HRM)

Jde o jednu z novéjSich molekularnich technik. Jeji princip spociva v méfeni zmén intenzity
fluorescence interkala¢niho barviva pfi rozstépeni dvouretézcové DNA na jednofetézcovou.
Vyuziva se pro piimou charakterizaci DNA amplikoni (Mohammadi, M. A. et al., 2017).

Mezi jeji vyhody patii schopnost identifikace riznych druhii leishmanii a vysoka
senzitivita. Dale pro jeji aplikaci sta¢i malé mnozstvi DNA, da se vyuzit i u vzorkl s nizkou
parazitémii a je mozné diky ni analyzovat veliké mnozstvi vzorkd za kratky Casovy usek
(Asfaram, S. et al., 2020). Hlavni nevyhoda spociva v drahém vybaveni laboratofe, bez které¢ho
tuto metodu nelze vyuzivat (Mohammadi, M. A. et al., 2017).

PCR — HRM bylo testovano na 105 vzorcich odebranych z koznich 1ézi u pacientl
s predpokladem KL. Vzorky byly krom¢ PCR - HRM analyzovany i cPCR a mikroskopii.
Specifita byla u vSech tfech metod stejna a to 100 %. V senzitivité¢ vSak byly vyrazné rozdily.
PCR — HRM mélo senzitivitu 89 % (94/105), cPCR dosahovalo 85 % (90/105). Mikroskopie
méla nejnizsi senzitivitu, potvrdila 60 vzorkll ze 105 a senzitivita tedy byla pouze 57 %

(Asfaram, S. et al. 2020).

PCR s polymorfismem délky restrik¢nich fragmenti (PCR — RFLP)

RFLP metoda je zalozena na tom, Ze po rozstépeni DNA restrikénimi enzymy vzniknou DNA
fragmenty s rtiznou délkou, které mohou byt vizualizovany gelovou elektroforézou (Marfurt, J.
et al., 2003). Pro tuto metodu je nutné pouziti velkého mnozstvi DNA, proto se obvykle pouziva
v kombinaci s PCR amplifikaci. Tato metoda nasledné umoziuje rozeznani jednotlivych druhi
leishméanii na zaklad¢ analyzy jednotlivych fragmentl (Quaresma, P. F. et al., 2009). Vyhodou
této metody je také jeji vysoka specifita a relativné nizka cena (Kato, H. et al., 2019).

PCR — RFLP bylo vyuzito k testovani 94 vzorkl od pacientl s podezienim na KL, kde
m¢élo nejenom potvrdit pozitivitu, ale i ur€it konkrétni druh leishmanii. Vzorky byly odebrany
z obli¢eje, rukou a nohou. VSechny vzorky byly potvrzeny jako pozitivni a zarovei u vsech
doslu k ur€eni konkrétniho druhu. Pomoci metody PCR — RFLP bylo urceno, ze 33 vzorkil
obsahuje druh L. major a zbyvajicich 61 druh L. tropica (Mohammadiha, A. et al., 2017).

Metoda PCR — RFLP byla otestovana i u psti. Analyzovany byly vzorky z ktize, krve a
kostni diené od 217 pst. Ukazalo se, ze vzorky z kiize, lymfatickych uzlin a kostni dfen¢ jsou

vhodnéjsi nez vzorky z periferni krve. V periferni krvi se totiz nachazi mensi mnozstvi kopii
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leishmanialni kDNA. PCR - RFPL dokézalo uspésné urcit konkrétni druh u 194 zvirat
(Quaresma, P. F. et al., 2009).

Izotermalni amplifikace zprostfedkovana smyckou (LAMP)

LAMP test patii mezi diagnostické metody zalozené na izotermalni amplifikaci parazitické
DNA. Ta je zprosttedkovana smyckou. LAMP test neni cyklicky a neprobiha pfi ném stiidani
teplot. Teplota se udrzuje mezi 60 — 65 stupni Celsia. Tato metoda se dnes vyuziva k detekci
leishmanii u lidi i pst (de Avelar, D. M. et al., 2019). Mozné je i jeji vyuziti u pacienti v PKDL
(Verma, S. et al., 2013).

Mezi hlavni vyhody této metody patfi vysoka senzitivita a specifita. Dale je tato metoda
relativné levna, nevyzaduje pouziti termocykleru a jeji provedeni je snadné. To vSe umoziuje
jeji pouziti i v rozvojovych zemich, ¢asté je vyuziti této metody v terénu (shrnuto v Nzelu, C. O.
et 1., 2019). Mezi hlavni nevyhody patii zvySené riziko kontaminace. Produkty LAMP reakce se
vyznacuji vysokou stabilitou a jsou Spatn¢ degradovatelné. Miize se stat, ze omylem dojde
k jejich pfenosu a nasledné kontaminaci, kterd vede k falesné pozitivnim vysledkiim (shrnuto v
Wong, Y. P. etal., 2018).

Utinnost LAMP testu byla zkoumana na pacientech trpicich VL a PKDL. U pacientt
s VL bylo otestovdno 55 vzorkl z krve a senzitivita zde dosahovala 96,4 % (53 vzorkd). Od
pacientd s VL bylo dale testovano 15 vzorkd z kostni dienég, specifita zde byla 100 %.
V poslednim pftipadé pak byly testovany vzorky odebrané pii biopsii od pacienti s PKDL.
Vzorkt bylo celkem 62, potvrzeno bylo 60, vysledna senzitivita tak ¢inila 96,8 % (Verma, S. et
al., 2013). Dale byl LAMP test proveden i na 105 pacientech s KL. Senzitivita v tomto ptipadé
byla 95 % a specifita 86 % (Adams, E. R. et al., 2018).

LAMP test by pouzit i na vzorky pochazejici od 75 pst s podezfenim na L. infantum.
Slo o vzorky z krve a krom& LAMP testu probihala jejich analyza taktéz pfes cPCR, IFAT a
mikroskopii. Nejvyssi senzitivitu méla metoda IFAT a to 88,57 %, ale specifita byla pouhych
52,5 %. U cPCR vysla senzitivita pouze 37,14 %, specifita vSak byla 82,5 %. LAMP mélo
senzitivitu 54 % a specifitu 80 %. Da se tedy fict, Ze nejlépe dopadl LAMP test, kde sice ani
jedna hodnota nebyla pfilis vysoka, ale zaroven ani pfili§ nizka (Chaouch, M. et al., 2013).

LAMP test je u pst také mozné snadno provadét ze stérti spojivky. Jedna se tedy o
metodu neinvazivni. Stér ze spojivky se provadi pomoci bavinéného tamponu, tim se exfoliuji
epitelialni butiky ze spojivky pravého i levého oka. Pouzita ¢ast tamponu se odstiihne a pfenese
do sterilniho solné¢ho roztoku. Takto pfipraveny vzorek se skladuje na ledu pii teploté -20
stupniti Celsia. Nasledné se z néj extrahuje DNA 15 minutovym pfevafenim v 0,9 % NaCl a 15
minutovou centrifugaci o hodnoté¢ 10 000 g a pii teploté 4 stupnii Celsia. Vyzkum, ktery
porovnaval vysledky LAMP testu ze stéru spojivky, cPCR, ELISA a mikroskopie prokazal
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senzitivita u LAMP testu 61,3 %, u cPCR 58,6 %, u ELISA 40,5 % a u mikroskopie 10,8 %.
Specifita u obou molekularnich metod byla 97 % (Gao, C. et al., 2015).

Stéry je mozné provadét i z ¢enichu nebo tlamy a dale je vyhodnocovat naptiklad
pomoci qPCR. U stérti byvaji vysledky v ramci jedné metody velmi podobné. Dalsi vyzkum
porovnaval senzitivitu u stéru ze spojivky a stéru z tlamy. Analyza probehla pomoci qPCR.

Senzitivita u stéru z tlamy byla 67,4 % a u stéru ze spojivky 68,5 % (Aschar, M. et al., 2016).

Amplifikace zaloZen4a na sekvenci nukleovych Kkyselin (NASBA)

Jde o metodu, pii které dochazi k amplifikaci cilové sekvence nukleové kyseliny pii izotermalni
reakci. Vychozi nukleovou kyselinou je zde RNA. NASBA ma mnoho modifikaci,
v diagnostice leishmaniézy je Casto vyuzivdina NASBA — oligochromatografie (Saad, A. A. et
al., 2010). V nékterych piipadech je vyuzivan také kvantitativni — NASBA test (van der Meide,
W. F. et al., 2005). Mezi hlavni vyhody této metody patii vysoka senzitivita i specifita, hlavni
nevyhodou je pak moznost kontaminace ribonukledzou (shrnuto v Zanoli, L. & Spoto, G.,
2012).

Oligochromatografie je zaloZzena na Leishmania OligoC-TesTu a NASBA -
oligochromatografii (Mugasa, C. M. et al., 2010). OligoC TesT spociva v amplifikaci sekvence
18S rRNA genu a nésledné vizualizaci produktti na dipstiku hybridizaci sondy konjugované se
zlatem. Pro detekci produkti je potieba pouze pipeta a topny blok (Espinosa, D. et al., 2009).

Jde tedy o relativné snadnou a rychlou metodu, umoziujici sekvencné specifickou
detekci produkti PCR nebo NASBA (Deborggraeve, S. et al.,, 2008). Vyhody této metody
spocivaji vtom, ze nevyzaduje Zzadné specialni laboratorni vybaveni, poskytuje vysokou
senzitivitu, je levna a rychld. Provedeni testu trva pouhych 5 az 10 minut (Laurent, T. et al.,
2009). Nevyhodou je, Ze tato metoda nedokaze rozliSit jednotlivé druhy leishmanii a navic je
pro jeji provedeni nutné alespont zakladni vybaveni laboratofe pro molekularni diagnostiku.
Nelze ji tak i pfes jeji jednoduchost pouzit v primarnich diagnostickych centrech (Saad, A. A. et
al., 2010).

NASBA — OC (oligochromatografie) byla pouzita na otestovani 84 vzorkl od pacientd s
VL. Pii tomto testu bylo dosazeno senzitivity 79,8 % a 100% specifity (Basiye, F. L. et al.,
2010).

Nahodné amplifikovana polymorfni DNA (RAPD)

Tato metoda spociva v amplifikaci ndhodné polymorfni DNA. Amplifikace probihd pomoci
PCR a to za pouziti jednoho kratkého primeru. Pro tuto techniku neni nutné znat cilové
sekvence DNA. Primer je libovolné definovan, coz umoznuje uziti této metody u jakéhokoli
organismu (Toledo, A. et al., 2002). Vyhodnoceni probiha gelovou elektroforézou, pficemz

vysledek je nasledné porovan s referen¢im profilem daného druhu leishmanie (Saadabadi, F. et
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al., 2013). RAPD byva vyuzivano jak samostatné, tak i v kombinaci s dal§imi metodami. Casto
je vyuzivano ke zkoumani genetické diverzity leishmanii (Zemanova, E., et al., 2004). Mezi
hlavni nevyhody patii potieba Cisté DNA a spravné a ptresné provedeni PCR, jinak dochazi

k vykyvim ve specifité (shrnuto v Akhoundi, M. et al., 2017).

Polymorfizmus délek amplifikovanych fragmenti (AFLP)

Tato metoda je zaloZena na selektivni amplifikaci restrikénich fragmentl a umoziuje analyzu
polymorfismu. Restrikéni fragmenty jsou ziskavany rozstépenim DNA za ucasti restriktaz
EcoRI a Msel. Amplifikace zde probihd pomoci PCR. Amplifikované fragmenty jsou oddé€leny
a vizualizovany na polyakrylamidovém gelu a nasledné¢ analyzovany. Hlavni vyhoda této
metody spociva v tom, Ze neni nutné znat u dané¢ho organismu cilové sekvence, aby mohlo dojit
k rychlé vizualizaci polymorfni DNA. Tato technika se Casto vyuziva k identifikaci blizce
pfibuznych druhi leishmanii. Jeji dal$i vyuziti spociva i ve zkoumani genetické variability

v kmenech (Kumar, A. et al., 2010).

Multilokusova enzymova elektroforéza (MLEE)

Tato metoda vyuziva elektroforetickou mobilitu intraceluldrnich izoenzymut k identifikaci
jednotlivych druhti leishménii (Ovalle-Bracho, C. et al.,, 2018). Zkoumané izoenzymy se
nachazeji v riznych bunécnych kompartmentech, kde se podileji na metabolickych procesech a
jsou kodovany rtznymi geny. Druhy jsou rozpozndvany na zékladné rozdilnosti v téchto
izoenzymech (Jamjoom, M. B. et al., 2004). Nevyhodou vsak je, Ze tato metoda vyzaduje
specializované a drahé vybaveni (Schonian, G. et al., 2010). Je tak momentalné provadéna

pouze v deviti referenénich centrech svéta (Ovalle-Bracho, C. et al., 2018).
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7. Zaver

Vpraci jsem se zamecfila na popsani a porovnani parazitologickych, serologickych a
molekuldrnich metod. Vénovala jsem se predev§im metoddm serologickym a molekularnim,
protoZe v této oblasti doslo v poslednich letech ke zna¢nym pokrokdm.

Ackoli jsou stale nejéastéji vyuzivany metody parazitologické, pouziti serologickych a
molekularnich metod je obvykle vhodné&jsi. U vétSiny novych metod totiz odpada nutnost silné
invazivnich zakrokli, jako jsou naptiklad punkce z jater ¢i sleziny vyuzivané pro béznou
histocytologii. Nové metody jsou minimaln¢ invazivni a pro pacienty bezpecné a komfortni.
V poslednich letech se dokonce objevilo nékolik metod, pfi kterych neni nutny zaddny zésah do
téla pacienta.
kompenzuji to vSak vyssi senzitivitou a specifitou (Tabulka ¢. 1). Nékteré nové metody je také
mozné pouZzit nejen k rozpoznani infekce, ale také k ureni konkrétniho druhu leishmanii,
mapovani jejich genetické diverzity ¢i ke studiu rozsifovani onemocnéni.

Ze serologickych metod se jako velmi slibny ukazal naptiklad latexovy aglutinaéni test,
ktery je mozno s dobrymi vysledky provadét i na vzorcich moci bez jakéhokoli invazivniho
zasahu. Test navic zabere pouhych 3 az 5 minut. V ramci diagnostiky pst je pak nadéjny rychly
aglutinacni test (FAST), ktery zkombinoval vyhody ptfimého aglutina¢niho testu s nizkou
¢asovou naro¢nosti.

Na poli molekularnich metod pak velmi dobrych vysledkti dosahuje napiiklad LAMP
test, ktery muze nabidnout vysokou senzitivitu, relativné vysokou specifitu, nizkou cenu i
¢asovou nenaro¢nost. Podobnych vysledkd pak dosahuje naptiklad i NASBA.

Serologické a molekularni metody ukazaly, ze v diagnostice leishmanidozy maji co
nabidnout. Nékteré znich je diky jejich cené¢ a nenaroc¢nosti mozné snadno vyuzit i

v rozvojovych statech. Ziejmeé tak za¢nou byt v blizké budoucnosti daleko vice vyuzivany.
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Tabulka €. 1 — Piehled vyhod a nevyhod jednotlivych diagnostickych metod. Vlastni tvorba.

metoda senzitivita specifita cena casova ndroc¢nost
narocnost provedeni
ELISA kolisava stfedni stfedni stfedni stfedni
(stfedni azZ
vysoka)
RDT —rK39 kolisava kolisava nizka nizka nizka
(stredni azZ (stredni azZ
vysoka) vysoka)
LST vysoka vysoka stfedni vysoka stfedni
IGRA stfedni stfedni stredni vysoka stredni
DAT stfedni stfedni nizka vysoka nizka
FAST stfedni stfedni nizka nizka nizka
FAT vysoka stfedni stredni stredni stredni
LAT variabilni stfedni stfedni nizka stfedni
(stredni az
nizka)
ICT kolisava kolisava nizka az nizka nizka
(stfedni azZ (stfedni azZ stredni
vysoka) vysoka)
Immunoblotting vysoka vysoka vysoka vysoka vysoka
cPCR vysoka stredni stfedni stfedni stfedni az
vysoka
gPCR vysoka vysoka vysoka nizka az vysoka
stredni
nested PCR vysoka stredni stfedni nizka az stfedni
stfedni
multiplex PCR kolisava kolisava vysoka stfedni az vysoka
(stfedni aZ (stfedni azZ vysoka
vysoka) vysoka)
PCR - ELISA vysoka vysoka stfedni stfedni vysoka
PCR - HRM vysoka kolisava vysoka nizka vysoka
(stfedni azZ
vysoka)
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metoda senzitivita specifita cena casova narocnost
narocnost provedeni
PCR - RFLP stfedni kolisava nizka az stfedni vysoka
(stredni az stredni
vysoka)
LAMP vysoka kolisava nizka nizka az nizka
(stredni az stfedni
vysoka)
NASBA vysoka kolisava nizka az nizka az nizka az
(stfedni azZ stfedni stfedni stfedni
vysoka)
RAPD kolisava kolisava stfedni stredni vysoka
(stredni az (stredni az
vysoka) vysoka)
AFLP stredni vysoka stfedni stfedni stredni
MLEE vysoka vysoka vysoka vysoka vysoka
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