Výroční zpráva Parazitologického ústavu AV ČR za rok 2000

1. Vědecká činnost pracoviště a uplatnění jeho výsledků
a) stručná charakteristika vědecké činnosti pracoviště

Parazitologický ústav AV ČR se věnuje základnímu výzkumu parazitů zvířat a člověka. Náplní badatelské práce je zkoumat biologii parazitů, jejich vztah k hostiteli, objasňovat činitele soužití parazita a hostitele na úrovni molekulové, buněčných a orgánových struktur i na úrovni organismů a vnějšího prostředí. Spolu s tím se zabývá imunitními jevy při parazitohostitelských vztazích, patogenitou parazitů, jejich identifikací a diagnostikou. Cílené výstupy některých projektů směřují do oblasti veterinárních a lékařských věd. PaÚ AV ČR spolupracuje úzce s Biologickou fakultou Jihočeské university v Českých Budějovicích, zejména při výuce parazitologických a dalších oborů.
b) nejvýznamnější vědecké a aplikované výsledky dosažené v r. 2000

1. Améby parazitující v rybách (B).
Srovnávací studií původců letálních amébových onemocnění žaber mořských ryb byla prokázána morfologická identita šesti kmenů (z různých hostitelů a geograficky vzdálených lokalit) a příslušnost k rodu Neoparamoeba. U všech studovaných kmenů byla v průběhu dlouhodobé kultivace prokázána přítomnost identického endobiotického organismu Perkinsiella amoebae a získána základní představa o morfologických proměnách tohoto organismu.Byl získán unikátní soubor naeglerií izolovaných z orgánů ryb. U pěti kmenů byla molekulárními metodami prokázána identita s druhem Naegleria clarki, jeden kmen, původce systemické infekce sumečka z thajského intenzivního chovu, byl identifikován s druhem N. australiensis, který byl prvním popisem charakterizován jako druh patogenní pro myši.

2. Komplexní studium rybích tasemnic řádů Caryophyllidea, Pseudophyllidea a Spathebothriidea (B).
Byly získány údaje o morfologii, včetně ultrastruktury, biologii, genetické variabilitě a některých aspektech ekologie tasemnic rodu Eubothrium, E. crassum and E. salvelini, veterinárně významných cizopasníků jezerního pstruha (Salmo trutta m. lacustris) a sivena alpského (Salvelinus alpinus). Experimentální studium vývojového cyklu ukázalo mezidruhové rozdíly v rychlosti vývoje larválních stadií v mezihostiteli, planktonním korýši Cyclops prealpinus, který je mnohem vnímavější k nákaze druhem E. salvelini. Na základě získání primární sekvence vnitřních spacerů (ITS-1 a ITS-2) a 5,8S podjednotky ribozomálního genu E. crassum a E. salvelini z různých hostitelů a geografických oblastí byla zjištěna vnitrodruhová variabilita obou tasemnic a druhově specifické znaky, umožňující identifikaci. Analýza úplných sekvencí 18S rRNA 12 zástupců prokázály polyfylií řádu Pseudophyllidea a monofylii řádů Caryophyllidea, a Proteocephalidea 

3. Molekulární mechanismy evoluce parazitismu u ektoparazitických členovců (B).

Po doplnění molekulárních dat o sekvence dalšího genu (16S rRNA) byla ukončena fylogenetická analýza parazitických skupin vyšších dipter. Komplexní kombinovaná analýza obou genů tří ze čtyř endoparazitických čeledí (Gasterophilidae, Hypodermatidae a Oestrida) prokázala monofyletickou linii. Kombinovaná matice také podporuje monofylii pupiparní skupiny Hippoboscoidea (Glossinidae + Hippoboscidae + Nycteribiidae + Streblidae). Na rozdíl od recentních morfologicky podložených studií, naznačujících příbuzenský vztah mezi čeleděmi Sarcophagidae a Tachinidae (parazitujícími u bezobratlých hostitelů), naše výsledky podporují starší představu o příbuznosti čeledí Sarcophagidae + Calliphoridae a Tachinidae + Oestridae s str. Tento výsledek byl podpořen také srovnávací studií sekundárních struktur dvou variabilních úseků (E9-2 a E19-1) genu pro 18S rRNA. Byla dokončena sekvenční analýza krevsajících ploštic podčeledi Triatominae. Celkem byly získány sekvence 33 druhů reprezentujících 7 rodů, mezi nimi i dosud nezastoupených rodů Mepraia a Eratyrus. Spolu   s daty získanými z genové banky obsahuje matice pro 16S rRNA 53 druhů podčeledi Triatominae. Fylogenetická studie symbiotických bakterií vší  byla doplněna o sekvence genu 16S rRNA bakterií ze tří druhů vší skupiny Anoplura. Prvé dvě bakterie jsou si navzájem blízce příbuzné a vykazují vysokou podobnost s již dříve získanou sekvencí symbiotické bakterie z druhu Haematomyzus elephantis a s dalšími symbionty hmyzu (Camponotus spp., Glossina spp. aj.). Všechny sekvence vykazují vysoký, pro symbiotické bakterie typický, obsah AT bazí a řadu unikátních inzercí. Bakterie ze vši P. spinulosa představuje odlišnou linii a je dosud nejbližší známou příbuznou bakterií rodu Legionella.

4. Mikrosporidie parazitující v rybách (B).

Úspěšný experimentální přenos Heterosporis sp. ze svalů severoamerického okouna Perca flavescens na tři druhy evropských ryb (P. fluviatilis, Cyprinus carpio a Carassius auratus) prokázal, že rybí mikrosporidie se mohou vyvíjet i v systematicky vzdálených náhradních hostitelích. Výzkum ultrastruktury významného parazita raků, mikrosporidie Thelohania contejeani objasnil u tohoto druhu dosud neznámý dvojí způsob sporogeneze. Analýza genu SSU rRNA  prokázala dvě vzájemně odlišné sekvence nukleotidů. Mikrosporidie patogenní pro lososovité ryby, Microsporidium takedai, byla po detailním objasnění ultrastruktur přeřazena do recentně ustanoveného rodu Kabatana. Fylogenetická analýza SSU rRNA řadí tento druh do skupiny rodů Microgemma  a Spraguea. Pro druh popsaný jako Pleistophora mirandellae byl po detailním výzkumu ultrastruktury ustaven nový rod Ovipleistophora.
5. Taxonomie monoxenních kokcídií (B).

Během roku 2000 bylo vyšetřeno více než 570 plazů a obojživelníků a 80 hlodavců a hmyzožravců a objeveno 12 pro vědu nových zástupců (Eimeria 8, Isospora 4). Srovnání morfologických znaků a výsledků fylogenetických studií založených na SSU rRNA vedlo k  přehodnocení systematiky monoxenních kokcídií v rámci čeledí Sarcocystidae a Eimeriidae. Na základě těchto výsledků jsme navrhli znovuzavedení rodu Hyaloklossia pro některé zástupce současného rodu Isospora a Mezinárodní komisi pro zoologickou nomenklaturu byla navrhnuta změna typového druhu rodu Isospora.
6. Biologie, taxonomie a patogenita kokcidií (B).

V rámci studia vývojových cyklů kokcidií rodu Sarcocystis parazitujících u plazů byl experimentálně prostudován vývojová cyklus vědě neznámého druhu r. Sarcocystis a připraven popis tohoto druhu. Poznatky     o vývojových cyklech a fylogenetických studií založených na SSU rRNA potvrdily polyfyletický původ dihomoxenního vývoje v rámci rodu. Sérologicky byla poprvé potvrzena kokcidie Neospora caninum jako původce abortů u skotu na území ČR. Byla studována migrace sporozoitů po experimentální nákaze králíků kokcidií Eimeria coecicola metodou značení sporozoitů pomocí biotin-streptavidin-peroxidázového komplexu na parafinových řezech. Významné je především zjištění, že sporozoiti 32 hod po inokulaci nejsou ve větším množství přítomni v žádné části střeva, ale vyskytují se v mesenterických lymfatických nodech a slezině v takovém počtu, že je zcela zřejmé, že extraintestinální migraci z duodena, tj. místa kde nejdříve napadají hostitelskou tkáň, do GALT (gut-associated lymphoid tissue), tj. do místa, kde probíhá první merogonie, podstupují všichni sporozoiti nebo alespoň jejich podstatná část. Pomocí transmisní elektronové mikroskopie byla zjištěna intranukleární lokalizace všech endogenních stadií Eimeria mullardi u kachen a její vývoj ve zcela odlišných typech hostitelských buněk. Zatímco meronti se vyvíjejí v lamina propria, převážně v leukocytech, gamogonie probíhá v epitelu krypt.

7. Kryptosporidie jako původci oportunních onemocnění člověka (B).
Genotypizace izolátů kryptosporidií z různých druhů zvířat odhalila výskyt Cryptosporidium felis u hlodavců (myšice Apodemus sylvaticus). Byl analyzován COWP gen u C. andersoni z nově introdukovaných plemen skotu. Modifikace dosavadních metod izolace kryptosporidií z povrchových vod a modifikace izolace DNA z nich umožnila genotypizaci těchto izolátů – dosud jsme ve vodě nalezli pouze C. parvum G2 (bovinní).

8. Imunitní odpověď na infekci mikrosporidiemi (B).

Analýza zastoupení CD4+ a CD8+ T lymfocytů ve slezině SCID myší rekonstituovaných naivními splenocyty z myší BALB/c a infikovaných mikrosporidií Encephalitozoon cuniculi ukázala změnu v procentuálním zastoupení těchto subpopulací ve prospěch cytotoxických CD8+ T lymfocytů. Pomocí adoptivního přenosu naivních splenocytů, u kterých byla provedena cytotoxická deplece CD4+ nebo CD8+ buněk, do myší SCID byla prokázána zásadní úloha CD8+ cytotoxických T lymfocytů v obraně před intraperitoneální infekcí E. cuniculi. Podobný experimentální přístup byl užit u perorální infekce E. intestinalis. V tomto případě však cytotoxická eliminace ani jedné z výše uvedených subpopulací neměla za následek úhyn infikovaných SCID myší. V pokusech in vitro byly sledovány některé součásti imunitní odpovědi makrofágů (MF) na infekci E. cuniculi a E. intestinalis. U prvého z obou druhů byla prokázána vyšší intenzita oxidačního vzplanutí. Měřením zabíječské aktivity pomocí stanovení NO bylo zjištěno, že aktivita infikovaných MF je signifikantně vyšší, než zabíječská aktivita MF fagocytujících mrtvé spory. Byla prokázána nepřímá úměra mezi produkcí NO                   a množením mikrosporidií v MF. Naopak, MF fagocytující mrtvé spory, produkují více lytických enzymů než MF infikované.

9. Výzkum možností terapie mikrosporidióz (C).

Proti významným původcům mikrosporidióz savců byly připraveny a podrobně charakterizovány monoklonální protilátky a byly popsány dílčí možnosti jejich použití v imunomodulační terapii mikrosporidióz. V in vitro a in vivo experimentech byly otestovány antimikrosporidiální účinky  řady acyklických nukleosidů syntetizovaných v ÚOCHAB. Jako nejslibnější se jeví (S)-HPMPA, jeho užití je však limitováno relativně silnou nefrotoxicitou a hepatotoxicitou.

10. Fylogeneze kinetoplastid (B).

Úsekem ATP-vázající domény genu topoisomeráza II (topo II) jsme skrínovali fágovou genomovou knihovnu    a ze 3 pozitivních částečně se překrývajících klonů osekvenovali celý gen o velikosti3 660 nt. ATP-vázající doména topo II byla syntetizována v bakteriích, purifikována a použita na produkci polyklonálních protilátek. Gen má nízkou podobnost s homology bičíkovců a potvrzuje výsledky získané analýzou rRNA, že Bodonina jsou vůči Trypanosomatina ancestrální skupinou. Pomocí připravených protilátek jsme imunolokalizací detekovali protein v oblasti kinetosomů bičíků. Tato lokalizace je v současnosti ověřována přípravou protilátek proti syntetickému proteinu a proti velké C-koncové jedinečné doméně topo II.

11. Funkční analýza proteinu kinetoplastu (B).

Na modelovém bičíkovci Crithidia fasciculata funkčně analyzovali KAP protein (kinetoplast-associated protein) 1. Homologní rekombinací jsme vypnuli obě alely a vytvořili „knock-out“, u něhož jsme protilátkami potvrdili absenci proteinu. Jedinečný fenotypický projev spočívá v poruchám rekatenace minikroužků na periferii kinetoplastového disku. Zároveň jsme pomocí imunoelektronové mikroskopie u „wild type“ kmenu lokalizovali KAP1 protein v celém kinetoplastu. Tento fenotyp jsme eliminovali (rescue) zpětným vložením KAP1 genu na extrachromosomálním vektoru. Imunolokalizací jsme prokázali, že vnesený gen je transkribován a vytvořený protein je správně importován do mitochondrie, v důsledku čehož je fenotypická změna kinetoplastu odstraněna.

12. Analýza kinetoplastů (B).

Srovnávací ultrastrukturální analýza kinetoplastů ptačích trypanosom, které se vyznačují extrémně velkými minikroužky, prokázala přítomnost příčných densních pásů, pravidelně uspořádaných v rovině kolmé k ose disku. To prokazuje, že minikroužky jsou v těchto kinetoplastech pravidelně překřížené. Je pravděpodobné, že toto překřížení je kontrolováno KAP proteiny.

13. Struktura a původ apikoplastu (B).

Studiem ultrastruktury jsme prokázali přítomnost apikoplastu u gregarin. Nepodařilo se však prokázat přítomnost plastidového genomu pomocí řady metod.  Byla vyslovena hypotéza o existenci linie apikomplex (gregariny + Cryptosporidium sp.) s  redukovaným plastidem. Bylo prokázáno, že některé geny pro ribosomální proteiny kódované v apikoplastech pocházejí z mitochondrií. Jde o první zdokumentovaný případ přenodu genů z mitochondrie do plastidu. Fylogenetická analýza prokázala existenci dvou linií apikoplastů (Coccidie + Haemosporidie). Jako fylogeneticky nejbližší příbuzný byla zjištěna plastidová ssu rDNA z obrněnky Heterocapsa triquetra. Vzhledem k tomu, že zatímco SSU rRNA ukazuje původ apikoplastu z červených plastidů, analýza rpoB genu umístila apikoplasty mezi zelené plastidy. Byla formulována hypotéza o masivním genovém transferu z ancestrálního červeného sekundárního plastidu peridininového typu do druhotně pohlceného sekundárního zeleného plastidu. 

14. Studium biodiverzity parazitických hlístic neotropických ryb a dalších hostitelů vázaných na vodní prostředí (B).
Zpracování a vyhodnocení rozsáhlých materiálů rybích hlístic z Brazílie, Mexika vedlo kromě získání nových poznatků o morfologii, rozšíření a okruhu hostitelů těchto parazitů i k objevu několika nových druhů z rodů Cucullanus, Rhabdochona, Ichthyouris a Spinoxyuris a k ustavení dvou nových monotypických rodů Beaninema a Syngnathinema. Poprvé byl objeven a popsán samec u Philometra salgadoi, patogenního očního parazita okounovitých ryb, a vyřešen taxonomický problém mexického druhu Capillaria patzcuarensis, který se ukázal být introdukovaným holarktickým druhem Pseudocapillaria tomentosa. Poprvé u trichosomoidních hlístic rodu Huffmanela byla prostudována ultrastruktura vajíček pomocí TEM. 
15. Mnohobuněční paraziti lososovitých ryb se zřetelem k lososu obecnému, reintrodukovanému do Labe a přítoků (C).
Byly získány první poznatky o parazitofauně strdlic reintrodukovaného lososa v České republice; vesměs jde     o parazity vyskytující se v daném prostředí u pstruha obecného, včetně některých patogenních druhů monogeneí, hlístic a vrtejšů. Sledování biologie endohelmintů pstruha ukázalo výraznou sezonní dynamiku nákaz, byl zjištěn okruh jejich mezihostitelů a byla prokázána úloha blešivců jako hlavního zdroje patogenní hlístice Raphidascaris acus. 

16. Plathelminti Střední Ameriky a Mexika (B).

Byly získány četné údaje o helmintech sladkovodních ryb, především motolicích (Digenea), monogeneích (Monogenea) a tasemnicích řádů Proteocephalidea a Cyclophyllidea (Dilepididae) ze středního a jihovýchodního Mexika a ze Střední Ameriky (Nikaragua). V plicnatých plžích rodu Biomphalaria a Stenophysa z poloostrova Yucatán byla poprvé na území Mexika nalezena larvální stadia motolic Posthodiplostomum minimum (čeleď Diplostomidae), Riberoia ondatrae (Cathemasidae) a Drepanocephalus sp. (Echinostomatidae). Byla zjištěna řada druhů helmintů, z nichž někteří, především zástupci třídy Monogenea, jsou patrně dosud pro vědu neznámými. 

17. Role jaderného receptoru Ftz-F1 ve svlékání a vývoji nematodů: model C. elegans (B).

Růst a vývoj nematodů vyžaduje periodickou obměnu kutikuly. Svlékání nematodů je závislé na sterolech, avšak o molekulární podstatě jejich působení nevíme nic. Svlékání hmyzu je řízeno steroidními signály, které přes kaskádu transkripčních faktorů regulují geny kutikuly. Klíčovým v této regulaci je jeden z evolučně nejstarších jaderných receptorů Ftz-F1. Zatímco u hmyzu Ftz-F1 řídí svlékání a metamorfosu, u savců je nezbytný pro diferenciaci gonád a syntézu steroidních hormonů. Abychom poznali funkci Ftz-F1 u háďátka Caenorhabditis elegans, připravili jsme mutantní linii a zjistili, že delece tohoto genu vede k zastavení embryogenese. Postembryonální expresi Ftz-F1 jsme zablokovali pomocí interference RNA a ukázali potřebu Ftz-F1 pro svlékání a diferenciaci gonád a vulvy. Je pravděpodobné, že Ftz-F1 hraje podobnou roli i u parasitických forem, které však nejsou přístupné kauzálnímu studiu funkce genů. Kompletně osekvenovaný genom a snadná mutagenese i transformace tak činí C. elegans ideálním modelem pro nematologii.

18. Imunomodulační vlastnosti extraktu ze slinných žláz (SGE) z klíštěte Ixodes ricinus (C).
SGE inhiboval zabíjení spirochet Borrelia afzelii myšími peritoneálními makrofágy v testu založeném na uvolnění radioaktivity z destruovaných borelií. SGE též inhiboval produkci dvou nejvýznamnějších zabíječských molekul, superoxidu a oxidu dusnatého, makrofágy. Inhibice těchto molekul specifickými inhibitory měla na zabíjení borelií podobný efekt jako SGE. SGE inhiboval fagocytózu B. afzelii myšími peritonálními makrofágy. Počet buněk obsahujících borelie se snížit ze 60% na 10% u kultur ovlivněných SGE. Snížená fagocytóza a zabíjení borelií v místě sání klíštěte usnadňuje jejich přenos a šíření v hostiteli. Byla studována cytokinová odpověď ex vivo kultur buněk lymfatických uzlin a sleziny z myší infikovaných in vivo spirochetami B. afzelii nebo směsí borelií a SGE. Naměřená produkce cytokinů svědčí o polarizaci imunitní odpovědi směrem k Th2 subpopulaci u myší ovlivněných SGE. SGE injikovaný do myší C3H společně s boreliemi zvýšil osmkrát hodnoty bakteremie. U skupiny ovlivněné SGE se spirochety objevily dříve v močovém měchýři a jejich množství bylo čtyřikrát vyšší než u skupiny pouze infikované. Jestliže současně s infekcí boreliemi a SGE byly na myši nasazeny nymfy I. ricinus, byly u 57% prokázány metodou PCR borelie za dva týdny po nasátí. V kontrolní skupině klíšťat nebyly borelie prokázány. Tyto výsledky poprvé dokumentují tzv. slinami aktivovaný přenos u tohoto významného bakteriálního patogena. V pokusech s vlivem SGE na leukocyty lidské periferní krve stimulované ConA bylo zjištěno, že sliny klíšťat snižují procento aktivovaných T lymfocytů, inhibují produkci Th1 cytokinů (IL-2, IFN-) a zvyšují produkci Th2 cytokinů (IL-4, IL-6, IL-10). Tyto výsledky poprvé potvrzují polarizaci imunitní odpovědi směrem k Th2 subpopulaci pod vlivem klíštěcích slin u lidí. 

19. Lektin spirochety Borrelia burgdorferi (B).

Byla získána kompletní sekvence genu pro pro lektin spirochéty Borrelia burgdroferi B31 (B31LEC). Lektinový gen byl následně klonován v systému se silným IPTG inducibilním promotorem (expresní vektor ze skupinu pET). Potvrzena byla rovněž existence dvou molekulových forem lektinu, “krátká” a “dlouhá”. Kódující informace pro obě formy se nalézá ve stejném ORF. Sekvence odpovídající “dlouhé” formě produkuje po indukci v expresním systému oba proteiny, které dohromady aglutinuji králičí erytrocyty. Oba rekombinantní proteiny (isolektiny) byly částečně purifikovány metaloafinitní chromatografií, dosud se však nepodařilo oddělit obě formy. Získání rekombinantího lektinu B. burgdorferi B31 podmiňuje další studium jeho funkce jako faktoru virulence v procesu patogeneze Lymeské nemoci.   

20. Analýza vakcinačního účinku borreliového rekombinantního antigenu OspA (C).
Byly testovány  celkem 4 kandidatní vakcíny, které se v loňském experimentu ukázaly jako perspektivní. Jde     o antigenní struktury odvozené od povrchového proteinu OspA, které byly připraveny v laboratoři amerického partnera. Definované skupiny laboratorních myší kmene C3H byly imunizovány kandidatními vakcínami podle zvoleného schématu. Poté následovala expozice myší nymfám klíštěte I. ricinus ze dvou vybraných sběrových lokalit. Zvířatům v experimentu byly průběžně odebírány vzorky krve na stanovení hladiny specifických protilátek myší proti použitým antigenům a kultivaci borrelií z celé krve myší. Tkáňové  vzorky z orgánů  myší byly vyšetřovány na přítomnost borrelií v kultivačním pokusu in vitro.

21. Studium klíštěcího (-makroglobulinu (TAM) (B).

Studium struktury a funkce (-makroglobulinu z klíšťáka Ornithodoros moubata TAM pokračovalo pomocí sekvenace PCR produktů.  Dosud se podařilo získat cca 950 bp produkt kódující centrální část molekuly TAM.  Tato sekvence však obsahuje dvě funkčně nejvýznamnější oblasti molekul rodiny (2-makroglobulinů: tzv. „bait-region“ (zodpovědnou za inhibiční specifitu) a  thiol-esterovou doménu (reaktivní místo nezbytné  pro funkci těchto inhibitorů). Sekvenováním mnoha klonů bylo zjištěno, že u molekuly TAM existují nejméně čtyři různé varianty „bait-region“, což nasvědčuje tomu, že jde o alternativní sestřih příslušné mRNA, jehož výsledkem je rozšíření spektra inhibovaných proteáz.

22. Identifikace borrelií v klinické materiálu a klíšťatech: druhové zastoupení původců Lymeské borreliózy v klinickém materiálu a klíšťatech z volné přírody (C).

Byly zavedeny molekulárně biologické techniky založené na amplifikaci druhově specifických sekvení DNA pomocí PCR, umožňující základní rozlišení druhového spektra borrelií ve sledovaných laokalitách. Významným přínosem pro rychlou druhovou identifikaci borrelií je technika známa jako SSCP (single strand conformational polymorphism), která umožňuje s vysokou spolehlivostí identifikovat druhy borrelií či odlišnosti v rámci druhového komplexu a stanovit tak genetickou diversitu v místní populaci komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato. Kombinované užití zavedených technik umožnilo druhovou identifikaci borelií v pilotní studii s infikovanými klíšťaty a séry pacientů. 

23. Sexuální feromony klíštěte obecného jako prostředek k regulaci jeho početnosti (C).

Oplachy polonasátých samic v etanolu a hexanu vyvolaly positivní reakci u 71 % a 72 % samců, na oplachy nasátých samic v  butylmethyletheru reagovalo pozitivně 79 % samců. Po frakcionaci etanolového oplachu hexanem se účinnost etanolové frakce snížila na pouhých 58 % a  hexanová frakce byla zcela neúčinná. Sexuální atraktant v etanolovém extraktu je tedy tvořen dvěma látkami působícími synergicky, přičemž účinnost těchto látek jednotlivě je zanedbatelná. Studium syntetického analogu látky CMB1, vylučované nasátými samicemi, jednoznačně prokázalo repelentní účinek na samce a nulový účinek na samice. Tato látka, vylučovaná nasátými samicemi je chrání v průběhu zrání a kladení vajíček před kopulační aktivitou samců. Sexuální a kopulační chování klíštěte Ixodes ricinus lze popsat následovně. Samice vylučují těkavé látky fenolického charakteru, které účinkují syneregicky a provokují u samce k prekopulačnímu chování. Při sání samic na hostiteli se produkce těchto látek zvyšuje a přetrvává po určitou dobu i u nasátých samic po odpadnutí z hostitele. Před kladením vajíček samice vylučují další látku, chlorovaný derivát methylbenzoátu, který je repelentní pro samce                  a zabraňuje obtěžování samic samci při kladení vajíček. Samice dále vylučují kontaktní kopulační feromon, který provokuje u samců kopulační chování. Další látku, kontaktní identifikační genitální feromon vylučují samice pro identifikaci druhu a vlastním kopulaci. Tyto feromony, jejich složení není známo, vylučují zejména panenské, dosud neoplozené hladové a sající samice, s nimiž samci častěji kopulují. U oplozených a nasátých samic se produkce těchto látek snižuje a proto kopulace není tak častá.

c) –

d) Nejvýznamnější popularizační aktivity byly zaměřeny jednak na zdravotnickou veřejnost (spoluorganizování konzultačních dnů pořádaných SZÚ, semináře Purkyňovy společnosti v Lékařském domě (Praha) a v Českých Budějovicích), jednak na širokou veřejnost (den otevřených dveří, příspěvky do novin, rozhlasu i televize, které byly tentokrát zaměřeny především na mezinárodní konferenci evoluční protistologie na PaÚ pořadanou. Ústav prezentuje svou činnost na internetové stránce (www.paru.cas.cz).

e) – 

2. Spolupráce pracoviště s vysokými školami
a) nejvýznamnější vědecké výsledky spolupráce pracoviště s vysokými školami
Na mnoha úkolech spolupracuje PaÚ s Biologickou fakultou Jihočeské univerzity a její pracovníci i studenti jsou do projektů přímo zapojeni. Ve spolupráci s ní byly získány následující výsledky uvedené sub I b: 1, 2, 3, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 18, 19, 20, 21, 22.
b) nejvýznamnější výsledky činnosti společných pracovišť ústavu AV s vysokými školami
Společné pracoviště parazitologického výzkumu PaÚ AV ČR a BF JU (Laboratoř molekulární ekologie parazitů a Laboratoř molekulární taxonomiePaÚ/BF JU, katedra parazitologie BF JU) napomohlo získání výše uvedených výsledků. 

Zintenzívněla spolupráce s PřF UK v Praze, PřF MU v Brně, Veterinární a farmaceutickou universitou v Brně – přednášky, rotace studentů i zaměstnanců.

c) kvalitativní údaje o získávání a přípravě nových vědeckých pracovníků
PaÚ se aktivně podílí na uskutečňování doktorských studijních programů s BF JU a jejich absolventech spatřuje nejvýznamnější zdroj nových vědeckých pracovníků.

d) informace o stavu akreditace doktorských studijních programů
Byly akreditovány doktorské studijní programy parazitologie, zoologie, molekulární a buněčná biologie společně s BF JU.

3. Spolupráce pracoviště s dalšími institucemi a s podnikatelskou sférou
Zhodnocení spolupráce s dalšími mimovysokoškolskými výzkumnými a mimoakademickými pracovišti.

a) společné projekty výzkumu

Úspěšně se počala naplňovat smlouva s a.s. BIOPHARM, Výzkumný ústav biofarmacie a veterinárních léčiv     o spolupráci na problematice kokcidiózy králíků a drůbeže. Pokračuje spolupráce s firmou WeT team: byl získán nový společný grant NAZV zabývající se výskytem parazitických prvoků v povrchových a pitných vodách. Pokračuje společný grant IGA MZ s Vojenskou lékařskou akademií JEP, Hradec Králové, Ústav radiobiologie   a imunologie „Lokální odpověď hostitele na transdermální infekci intracelulárním bakteriálním patogenem Francisella tularensis“.

b) Pokračuje spolupráce na základě hospodářské smlouvy mezi PaÚ a Nemocnicí v Českých Budějovicích. 

c) -

d) Minář J., Gelbič I., Olejníček J.: Sledování příčinných souvislostí změn v populacích zdravotně a veterinárně závažného krev sajícího hmyzu v zaplavovaných oblastech středního a dolního Pomoraví. Zpráva byla předána MŽP ČR. 

4. Mezinárodní vědecká spolupráce pracoviště
a) zahraniční granty a projekty, na jejichž řešení se PaÚ podílela
EU: Concerted Action EU PL962557 „Molecular Typing of Cryptosporidium parvum: Monitoring of Strain Variation in AIDS Patients and Identification of Transmission Routes“.

USA: BRAVO!: MIRT T37TW00036-01

Smlouva o spolupráci s University of Glasgow (program Work Placement)

b) ve spolupráci se zahraničními partnery byly získány následující výsledky uvedené sub I b: 1, 2, 4, 6, 7, 10, 11, 16

c) uskutečněné akce
PaÚ zorganizoval eurokonferenci International Society for Evolutionary Protistology (ISEP XIII), podpořenou EU. Zúčastnilo se jí 110 aktivních účastníků. Nejvýznamnější příspěvky budou publikovány v prestižním časopise Int. J. Syst. Evol. Microbiol.

PaÚ byl spolupořadatelem akce „Neurosurgical microvascular workshop“  se 16 zahraničními účastníky             a spolupořadatelem kurzu molekulárně biologických technik v rámci Institutu pro další vzdělávání pracovníků ve zdravotnictví, jehož se zúčastnili i 3 zahraniční účastníci.
d) seznam zahraničních vědců, kteří navštívili PaÚ
Prof. Christian Bardele, AG Protozoologie, Institut fur Biologie III, Universitaet Tuebingen  Deutschland

Prof John H. Law, University of Arizona, USA

Dr. Rob Smith, University of Glasgow, UK

Dr. Wendy Gibson, School of Biological Sciences, University of Bristol

Maired Bermingham , University College Lee Maltings, , Ireland
Mgr. Hania Ferenc, Zaklad Morfologii, Universytet im.Mickiewicza, Poznan,

Mgr. D. Nadzamová, Dr.B. Peťko ,  Dr. M. Stanko,Mgr. J Fričová  Parazitologický ústav SAV, Košice.

Prof. A.M. Saraiva – Portugalsko (University of Porto) 

Prof. P. Nie, Dr. G. Wang a Dr. W. Yao – Čína 

Dr. Magdaléna Bruňanská, Parazitologický ústav SAV, 

Dr. Alain de Chambrier, Museum d’histoire naturelle, Genève, Švýcarsko 

Dr. Ivica Králová, Parazitologický ústav SAV, Košice 

Dr. Tania Stoicova, Laboratory of General Ecology BAS, Sofia, Bulharsko
Dále ústav navštívili účastníci mezinárodní konference (viz IV c)

5. Předpokládané hlavní okruhy činnosti v příštím roce
1) Prvoci a helminti ryb, jejich životní cykly, ekologie, patogenita a rozšíření.

2) Parazité člověka se zvláštním zřetelem na oportunní parazitózy související s AIDS, parazitohostitelské vztahy s důrazem na imunitní odpověď hostitele a patogenitu parazita.

3) Molekulární biologie a biochemie parazitů. 

4) Molekulární ekologie krevsajících vektorů s ohledem na mechanismy přenosu patogenů.

Anotace nejvýznamnějších výsledků

Druhy měňavek rodu Naegleria izolované z orgánů ryb

Volně žijící améby jsou podle dnešních představ fylogeneticky různorodou skupinou protistů. Patří do ní organismy ubikvitně rozšířené v půdě a ve vodách  Z nich některé jsou nadány schopností množit se ve vnějším prostředí i v organismech obratlovců a jsou jejich patogeny. První případy letálních amébových onemocnění  člověka a objev původce PAM, obrátily pozornost  k rodu Naegleria Alexeieff, 1912. Srovnání velkého počtu kmenů ukázalo,  že rod Naegleria je morfologicky homogenní skupinou améboflagelátů a druhy je možno determinovat jen pomocí molekulárních kriterií. 

S výjimkou kmenů izolovaných z mozkomíšního moku lidských pacientů nebo z vlastní nervové tkáně poškozeného mozku, byla naprostá většina kmenů zařazených do rodu Naegleria izolována  z vodního prostředí, termálních pramenů, bahna a sedimentů. V souborech zcela chyběly kmeny izolované z ryb, ačkoliv tito živočichové jsou  s amébami v neustálém kontaktu.

Výzkum patogenů a potenciálních patogenů ryb zaměřený na volně žíjící améby přinesl první výsledky doplňující tuto mezeru. 

Z orgánů sladkovodních ryb bylo izolováno 18 kmenů r. Naegleria, z nichž jeden byl původcem systemické infekce . Analýza nukleotidových sekvencí genu SSU rRNA a analýza riboprintů po použití restrikčních endonukleáz AluI a HinfI umožnila determinovat šest  klonů, které reprezentovaly skupiny kmenů  lišících se  jen mírně  velikostí cyst. Kmen izolovaný z mozku sumečka z thajského intenzivního chovu byl charakterizován fragmentem SSU rDNA o velikosti 2 kb a byl identifikován s druhem N. australiensis De Jonckheere, 1994. Tento druh byl původním popisem označen za druh patogenní pro myši. U dalších pěti kmenů byl v SSU rDNA prokázán intron skupiny I. Srovnání riboprintů SSU rDNA umožnilo identifikovat těchto pět kmenů s druhem N. clarki De Jonckheere, 1994.

Oba jmenované druhy, jsou v dosud srovnávaných souborech naeglerií zastoupeny relativně malým počtem kmenů. Kmeny izolované z ryb jsou prvními kmeny naeglerií získanými z heterotermních živočichů. Kromě epizoické lokalizace uvedených druhů r. Naegleria na žábrách ryb byla poprvé prokázána jejich lokalizace ve vnitřních orgánech ryb    a schopnost vyvolat systemickou infekci.

Publikace

· Dyková, I.Kyselová, H.Pecková, M.Oborník, J.Lukeš: Identity of Naegleria strains isolated from organs of freshwater fishes. Dis. Aquat. Org. (In press)
Komplexní studie biologie a genetiky tasemnic rodu Eubothrium, cizopasníků lososovitých ryb


Tasemnice Eubothrium crassum a E. salvelini jsou veterinárně významnými cizopasníky lososovitých ryb v Evropě a Severní Americe, způsobující zpomalení růstu napadených ryb. Na základě dlouhodobého studia a ve spolupráci se zahraničními odborníky, především Dr. V. Hanzelovou z Parazitologického ústavu SAV v Košicích, byly získány četné údaje o morfologii, ultrastruktuře, biologii, genetické variabilitě a řadě aspektů ekologie těchto rybích parazitů, vyskytujících se velmi hojně u jezerního pstruha (Salmo trutta m. lacustris) a sivena alpského (Salvelinus alpinus) v alpských jezerech Francie a Švýcarska.

Srovnávací studium obou tasemnic potvrdilo jejich značnou podobnost, která dříve způsobovala problémy při jejich vzájemném odlišování. Během studia však byly zjištěny znaky, které umožňují spolehlivou identifikaci obou druhů, především ve stavbě přichycovacích orgánů (skolexu) a v morfologii vajíček, která se liší vnitřní stavbou i velikostí a délkou embryonálních háčků. Studium procesu spermiogeneze na ultrastrukturální úrovni pomocí transmisního elektronového mikroskopu rovněž umožnilo podrobnou charakterizaci různých vývojových fází formování spermií.

Obě tasemnice se lišily sezónními cykly dospívání s rozdílným obdobím uvolňování zralých vajíček do vnějšího prostředí. Experimentální studium vývojového cyklu rovněž prokázalo mezidruhové rozdíly v rychlosti vývoje larválních stadií v mezihostiteli, planktonním korýši (buchance) Cyclops prealpinus, který je mnohem vnímavější k nákaze druhem E. salvelini. Získané údaje naznačují, že životní cyklus obou tasemnic trvá více než rok. Krátké období produkce zralých vajíček u E. crassum a jeho pomalejší vývoj                   v mezihostiteli naznačují nižší stupeň adaptace tohoto původem pravděpodobně mořského druhu na sladkovodní prostředí. 

Na základě získání sekvence vnitřních spacerů (ITS) a 5,8S podjednotky ribozomálního genu tasemnic z různých hostitelů a geografických oblastí v Evropě a Severní Americe byla posouzena vnitrodruhová variabilita obou druhů a byly zjištěny znaky, umožňující jejich odlišení. Izoenzymová analýza potvrdila reprodukční izolaci, tedy i platnost obou studovaných parazitů na základě zjištění fixních genetických rozdílů a vzhledem            k nepřítomnosti heterozygotních forem v populacích obou parazitů ze stejné lokality.

(GA ČR 206/98/0591)

Publikace:

· Bruňanská M., Nebesářová J., Scholz T., Fagerholm H.-P.: Spermiogenesis in the pseudophyllid cestode Eubothrium crassum (Bloch, 1779). Parasitology Research (submitted). 

· Hanzelová V., Scholz T., Gerdeaux D., Kuchta R. 2001: A comparative study of Eubothrium crassum (Bloch, 1779) and E. salvelini (Schrank, 1790) (Cestoda: Pseudophyllidea), parasites of salmonid fishes in Alpine lakes. Evolutionary Biology of Fish (in press). 

· Králová I., Hanzelová V., Scholz T., Gerdeaux D., Špakulová M. 2001: A comparison of the internal transcribed spacer of the ribosomal DNA in Eubothrium crassum and E. salvelini (Cestoda: Pseudo-phyllidea), parasites of salmonid fish. International Journal for Parasitology (in press). 
Molekulární fylofeneze a evoluce parazitických skupin hmyzu


Prostřednictvím analýzy dvou genů pro ribosomální RNA byla studována evoluce parazitických čeledí dvojkřídlého hmyzu. Celkem byly osekvenovány geny z 15 druhů reprezentujících 11 čeledí skupiny Calyptratae. Kombinovaná analýza obou genů potvrdila: a) společný původ tří endoparazitických čeledí „střečků“ (Gasterophilidae, Hypodermatidae       a Oestridae), b) společný původ krevsajících živorodých čeledí (Hippoboscidae, Nycteribiidae, Streblidae a Glossinidae). Součástí studie byla analýza sekundárních struktur variabilních úseků genu pro 18S rRNA a její využitelnosti pro fylogenetické interpretace. Byly identifikovány dva variabilní úseky jejichž sekundární struktura nese fylogenetickou informaci nezávislou na analyzovaných maticích. 

Evoluce ploštic podčeledi Triatominae.


Fylogenetická analýza jihoamaerických krevsajících ploštic podčeledi Triatominae byla rozšířena o řadu nových druhů a rodů. Spolu s daty získanými z genové banky obsahuje nyní sekvence genu 16S rRNA celkem z 53 druhů podčeledi Triatominae a představuje dosud nejkomplexnější molekulárně fylogenetickou studii této skupiny.


Fylogenetická analýza tribu Rhodnini do značné míry mění představy založené na klasických morfologických znacích a dokazuje, že rod Psammolestes je součástí rodu Rhodnius.  Obdobně se potvrzuje nepřirozenost rodu  Triatoma : rody Dipetalogaster, Panstrongylus i dva nově zahrnuté rody Mepraia a Eratyrus se ve všech analýzách objevují stabilně uvnitř rodu Triatoma. Výsledky jasně ukazují, že většina tradičně vymezených skupin a komplexů v rámci tribu Triatomini je nepřirozená - na základě těchto analýz je připravován návrh na reklasifikaci podčeledi Triatominae.
Srovnání výsledku morfologických a molekulárních analýz včetně jejich bionomické   a biogeografické interpretace bylo součástí diplomové práce: Tietz D.F. (2000): Molekulární a morfologická analýza fylogeneze podčeledi Triatominae (Hemiptera: Reduviidae). (Mgr. diplomová práce, BF JU, České Budějovice.) 

Přijato do tisku:

· J. Zrzavý, V.Hypša, and D. F. Tietz: Myzostomida Are Not Annelids: Molecular and Morphological Support for a Clade of Animals with Anterior Sperm Flagella. Cladistics. (in press). 

Zasláno do tisku:

· X. Nirmala, V.Hypša and M. Žurovec: Molecular phylogeny of Calyptratae (Diptera: Brachycera): the evolution of 18S and 16S ribosomal rRNAs in higher diptera and their use in phylogeny. Insect Mol. Biol. (submitted).

· J. Zrzavý: What has happened to metazoan parasites? A review of recent phylogenetic analyses of morphological and molecular data. Folia Parasitol (submitted).  

Seznam  publikací vydávaných na PaÚ

Mezinárodní vědecký časopis Folia Parasitologica, publikovaný v angličtině a zveřejňující převážně články zahraničních autorů. Náklad 400 výtisků, rozsah cca 320 stran formátu A4 ročně.  Vychází čtvrtletně. Impaktní faktor 0.796.
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