Výroční zpráva Parazitologického ústavu AV ČR za rok 2001

1. Vědecká činnost pracoviště a uplatnění jejích 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) nejdůležitější výsledky vědecké činnosti a jejich aplikací 

1.  Evoluce apikoplastu (B). 

Apikoplast je jedinečná organela, přítomná u všech významných parazitů z kmene Apicomplexa. Všechny dosavadní studie uvádějí, že je odvozena od zelených plastidů známých u rostlin. Rozsáhlá fylogenetická analýza většiny genů apikoplastů odhalila, že pouze jejich část pochází z plastidu, zatímco druhá část pochází z mitochondrie. Sekvence části apikoplastové malé ribozomální podjednotky rDNA byly použity k fylogenetické analýze některých kokcidií. 
2.  Imunitní odpověď na infekci mikrosporidiemi (B) 

Experimentální infekce mikrosporidií Encephalitozoon cuniculi byly provedeny na imunokompetentních myších BALB/c a na myších s těžkou kombinovanou imunodeficiencí (SCID). Na rozdíl od intraperitoneální infekce E. cuniculi, kdy byla adaptivními přenosy imunity na myši SCID prokázána zásadní protektivní úloha CD8+ T lymfocytů, poskytovaly ochranu proti infekci per os jak CD4+, tak CD8+ buňky. V pokusech in vitro byla prokázána aktivita cytotoxických T lymfocytů, které zabíjely syngenní makrofágy infikované E. cuniculi. 
3.  Studium biodiverzity parazitických hlístic neotropických ryb (B). 

Vyhodnocení materiálů drakunkuloidních a seuratoidních hlístic ukázalo na jejich značnou druhovou diverzitu v Mexiku a Kalifornii a vedlo k objevu pěti druhů, tří rodů (Neophilometroides, Paraseuratoides, Syngnathinema) a jedné podčeledi (Neophilometroidinae); výsledky ukazují na fylogenetickou příbuznost čeledí Philometridae a Anguillicolidae. V podmínkách přirozené vodní nádrže (cenote) na Yukatánu byly popsány sezónní cykly výskytu a dospívání pěti druhů helmintů cizopasících u sumce Rhamdia guatemalensis. 

4.  Jednobuněční paraziti ryb  (B). 

Byl připraven katalog dosud popsaných rodů a druhů mikrosporidií cizopasících u ryb a přehled jejich ultrastruktury spolu se zhodnocením výsledků získaných fylogenetickou analýzou SSU rDNA genu. Nový druh mikrosporidie (Nucleospora secunda) byl popsán z Nothobranchius rubripinnis. Je to v pořadí teprve druhá mikrosporidie cizopasící u ryb, jejíž celý vývoj probíhá v jádrech epiteliálních buněk střeva. Na základě sekvence SSUrDNA   a průkazu genu pro mini-exon RNA byla potvrzena příslušnost endosymbionta Perkinsiella amoebae do řádu Kinetoplastida.

5.  Morfologická a molekulární charakteristika amfizoických améb (B). 

Morfologická data nově izolovaných kmenů améb druhu Neoparamoeba pemaquidensis, byla doplněna sekvencemi genu SSU rRNA z kmenů, které vyvolaly žaberní onemocnění platýzů. K  amfizoickým amébám izolovaným z orgánů ryb přibyly další, relativně vzácně se vyskytující rody (Nuclearia., Thecamoeba, Cochliopodium). Spolu s mořským kmenem Thecamoeba sp. byla izolována i améba Labyrinthula sp., schopná množit se na agaru i cizopasit v amébách. Z 60 klonovaných a morfologicky charakterizovaných kmenů volně žijících améb byla izolována celková DNA pro molekulární identifikaci. Fylogenetická analýza sekvencí SSU rDNA ze dvou nově izolovaných kmenů r. Naegleria svědčí jednoznačně o nálezu nového druhu.

6.  Výzkum kinetoplastové DNA (B).  

Metodou homologní rekombinace genu pro protein KAP1 bičíkovce Crithidia fasciculata byl připraven knock-out. Absence tohoto proteinu způsobuje ultrastrukturální změny kinetoplastového disku, které lze odstranit vnesením episomální verze tohoto genu. Analýza 18SrDNA genu bičíkovce Trypanosoma avium izolovaných jak z krve hostitelů, tak i z potenciálních přenašečů prokázala, že muchnička je přenašečem bičíkovců parazitujících v dravcích, a vedla k popisu nové monofyletické skupiny tvořené trypanosomami ptáků. Existence dvou značně odlišných sekvenčních tříd genů pro 5S rDNA  u bodonidů a trypanosomatidů nekoreluje s molekulární ani morfologickou taxonomii skupiny. Detailní charakteristika mitochondriální translace bičíkovce Leishmania tarentolae vedla ke zjištění řady výjimečných vlastností, mezi něž patří nestandardní rezistence k antibiotikům, nezávislost na exogenním ATP a zdlouhavá dynamika translace.

7.  Molekulární diagnostika původce neosporózy (C). 

Dosud nebylo možné odlišit patogena Neospora caninum,  původce abortů skotu, od nepatogenní Hammondia heydorni. Sekvenování interních ribozomálních spacerů odhalilo druhově specifické rozdíly využitelné pro tvorbu oligonukleotidů, které lze použít k rutinnímu a velmi citlivému PCR testu specifickému pro hammondii. 

8.  Epidemiologie kryptosporidiózy studovaná pomocí genotypizace (C). 

Stanovení genotypů kryptosporidií izolovaných z různých druhů zvířat prokázalo, že genotypy nejsou přísně hostitelsky specifické a že k přenosům z jednoho hostitelského druhu na jiný dochází přirozenou cestou. Byli odchyceni hlodavci infikovaní kryptosporidiemi blízkými Cryptosporidium felis a psímu genotypu, u koček byl naopak zjištěn izolát blízký C. meleagridis – druhu dosud považovaného za výhradního parazita ptáků. Tato zjištění poněkud mění představy o potenciálních zdrojích kryptosporidiózy lidí, zejména imunodeficientních pacientů.
9.  Fylogenetická analýza vybraných příslušníků kmene Apicomplexa (B).

Fylogenetická analýza 18S rDNA genu neobvyklé kokcidie z Evropských skokanů vedla k jejímu zařazení do čeledi Sarcocystidae a naznačila příbuznost k podčeledi Toxoplasmatinae. Absence Stiedova tělíska a další odlišnosti včetně fylogenetické pozice studované „Isospora“ lieberkuehni vyžadují její vydělení do samostatného rodu. Fylogenetickou analýzou 18SrDNA genů Sarcocystis spp. parazitujících v ještěrkách z Kanárských ostrovů a ze Slovenska, které se liší svým životním cyklem, byl prokázán opakovaný vznik dihomoxenního cyklu během evoluce kokcidií. 

10.  Diverzita a biologie tasemnic čeledi Dilepididae (B). 

V rámci multidisciplinárního studia rybích tasemnic byla provedena taxonomická revize zástupců čeledi Dilepididae cizopasících v rybách Severní Ameriky, včetně její neotropické oblasti, a dospělců z rybožravých ptáků z Mexika. Studium sbírkového i čerstvě získaného materiálu prokázalo četné chybné identifikace a potvrdilo 18 druhů tasemnic této čeledi na území Mexika a rovněž vyřešilo některé existující taxonomické problémy spojené s identifikací larev (metacestodů) v rybách. 
11.  Mnohobuněční paraziti lososovitých ryb (B). 

Studium povrchových detailů motolic Crepidostomum metoecus a C. farionis, parazitů lososovitých ryb, ukázalo podstatné mezidruhové rozdíly zejména ve vyústění pohlavních orgánů, přichycovacím aparátu a senzorickém vybavení. U prvního druhu byly poprvé prostudovány endokrinní žlázové buňky a stavba fotoreceptoru u dospělců. Ultrastrukturální studium hlístic lososovitých ryb, umožnilo detailní poznání stavby ústních a kaudálních elementů. 

12.  Biologie tasemnic rodu Eubothrium – cizopasníků lososovitých ryb (B). 

Morfologické zpracování a sekvenování genů ITS-1, ITS-2 a 5,8S rDNA rybích tasemnic rodu Eubothrium z různých druhů sladkovodních i mořských hostitelů z Evropy umožnilo kritické zhodnocení jejich hostitelské specifičnosti a geografického rozšíření. U pstruha duhového ze Skotska byly poprvé v Evropě nalezeny oba druhy těchto tasemnic, což patrně souvisí s tím, že tento hostitel je původem z Dálného Východu a západního pobřeží Severní Ameriky, kde se oba druhy rodu Eubothrium vyskytují u pacifických lososů rodu Oncorhynchus. 

13.  Lektin spirochety Borrelia burgdorferi (B31LEC) (B). 

Gen pro B31LEC byl zabudován do několika bakteriálních expresních vektorů a ´overexprimován´. Hemaglutinační aktivita rekombinantních forem po expresi v bakteriích byla velmi nízká, vazebnou specifitou odpovídala nativnímu lektinu. Kompletní gen pro B31LEC byl vpraven do vektoru pFast-BAC-1 bakulovirového expresního systému a vlastní ´overexprese´ proteinu byla realizována v hmyzích buňkách Tn5 (High 5). Výsledkem exprese byl dimer s vysokou hemaglutinační aktivitou složený ze dvou podjednotek lišících se peptidem o délce 30 aminokyselin.

14.  Identifikace borrelií v klinické materiálu a klíšťatech. (C). 

Optimalizovanou PCR metodou lze stanovit méně než 2 spirochéty ve vzorku a metoda ´rapid PCR´ umožňuje zkrátit dobu analýzy. Pozitivní klinické vzorky jsou testovány pomocí ´multiple-primed PCR´ s použitím 3 různých setů primerů, které spolehlivě umožňují základní druhové rozlišení borrelií v jedné reakci PCR.  

15.  Studium feritinu klíšťáka Ornithodoros moubata (B). 

Protilátky získané proti rekombinantnímu feritinu rozeznávaly na imunoblotech celotělových homogenátů O. moubata minoritní protein  o hmotnosti 21 kDa, jenž byl jednoznačně identifikován metodou tzv. „mass-fingerprinting“. Molekulové hmotnosti více než poloviny tryptických štěpů odpovídaly teoretickým hmotnostem odvozeným z rekombinantního feritinu O. moubata. Feritin byl imunochemicky prokázán též v hemolymfě klíšťat Ixodes ricinus.  Nativní feritiny u obou druhů klíšťat mají vyšší molekulovou hmotnost než feritiny obratlovců. Všechny získané výsledky nasvědčují, že feritiny klíšťat jsou tvořeny pouze jedním typem těžkého řetězce. 

16.  Studium střevního lysozymu klíšťáka O. moubata (B). 

Fylogenetická analýza na základě metody 5’ RACE PCR genu pro střevní lysozym včetně signálního peptidu a 5’ netranslatované oblasti mRNA ukázala, že lysozym klíšťáka patří do stejné skupiny s trávicími lysozymy drosofily a mouchy domácí. Pomocí Northern blottingu a RT-PCR bylo zjištěno, že hladina lysozymové mRNA ve střevech  výrazně vzrůstá po nasátí krve a zůstává na vysoké úrovni po 5 dnů, poté klesá a za 3 týdny dosahuje hodnot před nasátím.

17.  Krevsající ploštice čeledi Triatominae (B). 

Fylogenetická a evoluční analýza krevsajících ploštic podčeledi Triatominae byla rozšířena o dva asijské druhy (Linschosteus sp. a Triatoma rubrofasciata). Monofylie asijských druhů a jejich umístění uvnitř Triatominae nasvědčuje monofyletickému původu podčeledi Triatominae a jejich původu v Novém Světě. Získané výsledky umožnily reinterpretovat původ a biogeografické rozšíření jednotlivých linií této podčeledi a prokázaly, že Triatominae vznikly v severní oblasti Jižní Ameriky, ve Střední Americe, nebo v jižní části Severní Ameriky. Byla jasně prokázána parafylie rodu Triatoma vzhledem k rodům Dipetalogaster, Panstrongylus a Eratyrus a byla navržena rozsáhlá reklasifikace rodu Triatoma.

18.  Symbiotické bakterie vší (B). 

Byly získány sekvence 16S rDNA genu bakterií z několika druhů vší (řád Rhynchophthirina: Haematomyzus elephantis; řád Anoplura: Pediculus capitis, P. humanus, Haematopinus apri, Polyplax spinulosa). Zatímco tři z těchto bakterií jsou navzájem blízce příbuzné a vykazují vysokou podobnost s dalšími symbionty hmyzu (Camponotus spp., Glossina spp. aj.) bakterie ze vši P. spinulosa představuje odlišnou linii a je dosud nejbližší známou příbuznou bakterií rodu Legionella. PCR s použitím nově sestavených specifických primerů potvrdila mikroskopická pozorování, že u každého z testovaných druhů vší se vyskytuje pouze jeden typ symbiotické bakterie. 

19.  Symbiotické bakterie klíšťat (B).
Byly získány kompletní sekvence 16S rDNA bakteriálních symbiontů ze dvou druhů klíšťat, Ornithodoros papillipes a O. eraticus. Fylogenetická analýza ukázala, že obě bakterie si nejsou příbuzné ani navzájem, ani dalším známým bakteriím z klíšťat. Umístila je do příbuznosti patogenních vnitrobuněčných bakterií rodů Rickettsiella a Rickettsia. Porovnání fylogenetických vztahů těchto bakterií a dříve popsaných symbiontů z klíšťat (příbuzným rodům Francisella a Coxiella) ukazuje, že symbiotické vztahy mezi bakteriemi a klíšťaty vznikly v historii mnohonásobně, a že předky těchto symbiontů lze hledat mezi patogenními bakteriemi přenášenými klíšťaty

20.  Imunomodulační vlastnosti extraktu ze slinných žláz (SGE) z klíštěte Ixodes ricinus (B). 

Studium imunomodulačních účinků klíštěcích slin bylo rozšířeno na lidské buňky, leukocyty periferní krve (PBL).  SGE výrazně inhiboval proliferaci PBL stimulovaných in vitro konkanavalinem A. Užití průtokové cytometrie prokázalo snížené procento aktivovaných T lymfocytů. Signifikantně byla snížena produkce Th1 cytokinů interleukinu-2 a interferonu , zatím co produkce Th2 cytokinů  byla pod vlivem SGE zvýšena.  Tyto výsledky dokumentují Th2 polarizaci imunitní odpovědi u lidí vyvolanou účinkem klíštěcích slin.

21.  Patogeny přenášené klíšťaty (C). 

Na modelové infekci myší bakteriálním intracelulárním patogenem Francisella tularensis, který je v přírodě přenášen klíšťaty, byl studován vliv klíštěcích slin na průběh infekce a vývoj imunitní odpovědi. Ke zvýšení počtu bakterií v kůži, lymfatických uzlinách i ve slezině došlo v případě, že byly bakterie inokulovány společně s SGE. Toto zvýšení korelovalo se změnami v expresi cytokinových mRNA ve výše uvedených orgánech. Zatímco byly pod vlivem SGE potlačeny prozánětlivé cytokiny IL-12 a IFN-, produkce protizánětlivého Th2 cytokinu IL-10 byla zvýšena. 

22.  Identifikace sexuálního feromonu klíštěte Ixoes ricinus (C). 

Pomocí terc-buthyl methyl ether (TBME) oplachů a hexanových oplachů živých samic I. ricinus bylo testováno chování samců. Hexanové oplachy samic různých stáří byly atraktivní  případech polonasátých i plně nasátých samic. Pevná fáze extraktů (SPE)  samic byla testována proti kontrole SPE na samotný pach. TBME oplachy SPE vzorků byly pro samce atraktivní. Kombinované frakce TBME oplachů SPE vzorků byly atraktivnější než jednotlivé frakce.

23.  Biodiversita a funkce ekologických soustav (C). 

Byla studována schopnost aklimatizace subtropických populací komárů komplexu Culex pipiens  na podmínky klimatu střední Evropy jako modelový příklad na možné posuny areálu rozšíření epidemiologicky významných druhů v důsledku oteplování klimatu. Obě populace (kubánská a irácká) si zachovaly i po dlouhodobém chovu ve stejných podmínkách jako středoevropská  rozdíly v délce vývoje a mortalitě při různých teplotách prostředí.

c) –

d) nejvýznamnější popularizační aktivity pracoviště

Nejvýznamnější popularizační aktivity byly zaměřeny jednak na zdravotnickou veřejnost: přednášky v Ústavu pro doškolování pracovníků ve zdravotnictví, semináře, jednak na širokou veřejnost: den otevřených dveří, příspěvky do novin, populárních časopisů  (Vesmír), rozhlasu i televize (např. Vědník, Dobré ráno s ČT), které byly tentokrát zaměřeny především na funkční analýzu genomu abiologii přenašečů parazitárních onemocnění. Ústav prezentuje svou činnost na internetové stránce (www.paru.cas.cz).

e) provedená opatření vyplývající z hodnocení výzkumných záměrů a výsledků pracoviště:
V. r. 2001 proběhla reorganizace ústavu, jejímž výsledkem je další podpora experimentálních (molekulárních) oborů parazitologie a efektivnější využití lidských zdrojů.

f) – 

2. Spolupráce pracoviště s vysokými školami 

Jmenovité zhodnocení všech významných domácích spoluprací pracoviště s našimi vysokými školami:

a) nejvýznamnější výsledky společných pracovišť s vysokými školami
 Na mnoha úkolech spolupracuje PaÚ s Biologickou fakultou Jihočeské univerzity s přímým zapojením jejich pracovníků i studentů jsou do projektů přímo zapojeni. Ve spolupráci s BF byly získány následující výsledky uvedené sub 1 b: 1, 2, 5, 6, 8, 11, 16, 17, 18, 19 a 21. Ve spolupráci s Veterinární a farmaceutickou univerzitou v Brně výsledky 7 a 9 a s výzkumným proteomovým centrem VLA JEP Hradec Králové výsledek 21.

b) další nejvýznamnější výsledky ve spolupráci s vysokými školami
Kromě těsného sepětí s Biologickou fakultou JčU (včetně společných pracovišť) pokračuje spolupráce s s PřF UK v Praze, PřF MU v Brně, VFU Brno – přednášky, rotace studentů i zaměstnanců.

c) Kvalitativní údaje o získávání a přípravě nových vědeckých pracovníků včetně školení zahraničních doktorandů: PaÚ se aktivně podílí na uskutečňování doktorských studijních programů s BF JU a jejich absolventech spatřuje nejvýznamnější zdroj nových vědeckých pracovníků. V r. 2001 ukončila doktorské studium Masako Asahina Jindrová a nastoupila doPaÚ; aspiranturu dokončili 2 pracovníci z Mexika.  Další zahraniční doktorandi pocházejí z Indie, Nizozemí a Ukrajiny; na ročních pobytech pobýval  graduovaný student z USA a Kanady a 3 praegraduální studenti ze Skotska. V rámci programu COBASE pracovali v ústavu 2 stážisté z USA, mimo tento program další stážistka z Belgie a stážistka z Velké Británie.

d) informace o stavu akreditace doktorských studijních programů (DSP).
Kromě již akreditovaných doktorských studijních programů parazitologie, zoologie, molekulární a buněčné biologie společně s BF JUbyla získána rozšířená akreditace pro program parazitologie s Př.F. UK Praha.

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

a) Úspěšně pokračuje smlouva s a.s. BIOPHARM, Výzkumný ústav biofarmacie a veterinárních léčiv o spolupráci na problematice vývoje vakcíny proti kokcidióze králíků. Pokračuje spolupráce s firmou W&T Team: Grantový projekt NAZV QC 0255 Optimalizace procesů úpravy pitné vody umožňující separaci oocyst prvoků Cryptosporidium spp. V rámci programu KONTAKT byla zahájena spolupráce s Hydrobiologickým ústavem ČAV. Pokračuje spolupráce na základě hospodářské smlouvy mezi PaÚ a Nemocnicí v Českých Budějovicích.

b) výsledky výzkumu pro ekonomickou sféru 

Pro firmu Biovendor byl připraven a předán hybridom produkující monoklonální protilátku proti původci borreliózy.

c) odborné expertízy zpracované v písemné formě pro státní orgány a instituce
Pro MŽPbyla vypracována zpráva Biodiverzita krevsajícího hmyzu a jeho populační dynamika v souvislosti se záplavami na dolním toku Moravy a ve vztahu k řízení ochrany lužního lesa. 

4. Mezinárodní vědecká spolupráce pracoviště

a) informace o významných mezinárodních vědeckých spolupracích pracoviště
USA: BRAVO!: MIRT T37TW00036-01

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

Diagnostic and epidemiological markers for tracking of endemic and resurgent European leishmaniasis. EC grant QLRT-2000-01810
b) nejvýznamnější vědecké výsledky dosažené v rámci mezinárodní spolupráce
Ve spolupráci se SUNY (Stony Brook, USA) byl analyzován vakcinační účinek borreliového rekombinantního antigenu. Definované skupiny laboratorních myší kmene C3H byly imunizovány kandidatními vakcínami, jimiž jsou chimerní antigenní struktury odvozené od povrchových proteinů OspA a OspC (SUNY, Stony Brook, USA). Poté následovala expozice myší nymfám klíštěte I. ricinus ze dvou vybraných sběrových lokalit s vysokou promořeností klíšťat borreliemi. Získaná serologická data potvrdila pro 2 kandidátní vakcíny statisticky významný protektivní efekt před infekcí myší borreliemi.

V rámci spolupráce s Institute of Hydrobiology Chinese Academy of Sciences (Wuhan), která byla zahájena v programu KONTAKT koncem r. 2001 byla získána morfologická i molekulární data prosrovnávací studium druhů r. Myxobolus cizopasících u Carassius carassius. Z téhož hostitele byly izolovány 3 kmeny améb čeledi vannellidae a jeden kmen r. Naegleria.

Výzkum rybích mikrosporidií, který vyústil v popis nového rodu Ovipleistophora a v poznání dimorfního životního cyklu Thelohania contejeani byl předmětem spolupráce s dr. Nilsenem z Institute of Marine Research v Bergenu (Norsko).

V rámciprogramu COBASE pracoval v PaU Martem J. Edwards na programu Molecular interactions between ticks , sandflies and pathogens.

c) akce s mezinárodní účastí, které pracoviště organizovalo nebo v nich vystupovalo jako spolupořadatel 

11. International Course: Biology of Disease Vectors, June 16. – 30, 2001, České Budějovice (pořadatel)

2nd Central European Microvascular Workshop, November 15-16, České Budějovice (spolupořadatel)

d) výčet jmen nejvýznamnějších zahraničních vědců, kteří navštívili pracoviště AV ČR 

Barillas-Mury, CarolinaColorado State University;


Beaty
Barry
Colorado State University

Black 
Willian C.,Colorado State University

Brey
Paul,Institut Pasteur, Paris

DuTeau Nancy, Colorado State University

Georgiev Boyko B., Bulgarian Academy of Sciences, Sofia
Hagedorn Henry, University of Arizona

Heinz
Franz X., University of Vienna

Jacobs-Lorena
Marcelo, Case Western Reserve Univ.

Jacobson Jake, The Hebrew University

James
Anthony, University of California

Kafatos Fotis,
EMBL Heidelberg

Kurtti
Timothy J., University of Minnesota

Law
John H.,
University of Arizona

Louis Christos, University of Crete
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van den Abbeele, Jan Tropical Medicine , Antwerp

Warburg Alon, Hebrew University
e) počet fungujících meziústavních dvoustranných dohod : 1

5. Předpokládané hlavní okruhy vědecké činnosti pracoviště 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.
Přílohy

seznam periodických časopisů, knižních publikací a monografií vydaných na PaÚ:

Ústav vydává mezinárodní vědecký časopis Folia Parasitologica, zahrnutý v  SCI a dalších abstraktových službách. Časopis publikuje původní práce základního výzkumu parazitických prvoků, helmintů a členovců, přičemž postupně vzrůstá podíl experimentálních prací včetně imunologických a molekulárně biologických. Časopis má přísnou ediční politiku, využívá služeb zejména zahraničních recenzentů a odmítá plnou polovinu nabídnutých rukopisů. Dobrou pověst časopisu v zahraničí dokládá trvalý růst zájmu zahraničních přispěvatelů: 74% článků zveřejněných v roce 2001 bylo od zahraničních autorů z celkem 18 zemí, přičemž 54% všech zveřejněných článků bylo z vyspělých západních zemí. Kvalitu časopisu vyjadřuje trvale vysoký faktoru impaktu (0,844 pro rok 2000), který je třetí nejvyšší ze všech časopisů vydávaných v České republice.


Knihy:

Moravec, F. 2001: Trichinelloid nematodes parasitic in cold-blooded vertebrates. Academia, Praha, 429 pp.

Moravec, F. 2001: Checklist of the metazoan parasites of the Czech Republic and the Slovak Republic (1873-2000). Academia, Praha, 168 pp. 

Vidal-Martínez V.M., Aguirre-Macedo M.L., Scholz T., González-Solís D., Mendoza-Franco E.F. 2001: Atlas of the helminth parasites of the cichlid fish of Mexico. Academia, Prague, 166 pp.

Anotace nejvýznamnějších výsledků

Evoluce apikoplastu

Oborník M,  Hypša V, Frickey T, Šlapeta JR, Lukeš J

Prvoci kmene Apicomplexa, mezi které patří například původci malárie                       a toxoplasmózy, obsahují kromě mitochondrie také neobvyklou multimembránovou organelu plastidového původu – apikoplast. Tento redukovaný plastid nemá fotosyntetickou funkci, jako je tomu u rostlin, ale přesto je pro svého hostitele - parazitického prvoka - nepostradatelný. U původce malárie jsou apikoplast a mitochondrie v těsné blízkosti, téměř fyzickém kontaktu, během celého životního cyklu parazita. Navíc lze v buňce nalézt pouze jeden plastid     a jednu mitochondrii. Zároveň obě tyto organely nesou nejmenší známé organelární genomy.

Fylogenetická analýza apikoplastových genů kódujících ribozomální proteiny L2, L14 a S12 odhalila jejich silný mitochondriální signál. Sekvence těchto genů je neobvyklá             a obecně náchylná ke vzniku artefaktů při fylogenetické analýze. Příbuznost těchto apikoplastových genů s obdobnými geny  z mitochondrií však byla potvrzena i fylogenetickými metodami vytvořenými pro odhalení takových artefaktů, včetně nové metody zohledňující saturaci aminokyselin. Na základě těchto analýz byla formulována hypotéza o přenosu těchto genů z mitochondrie do apikoplastu. Tato hypotéza předkládá zcela nový pohled na evoluci organel v buňce a může přinést i nové přístupy v boji proti parazitickým prvokům kmene Apicomplexa.

Reference:

· Oborník M, Van de Peer Y., Hypša V, Frickey T, Šlapeta JR, Meyer A, Lukeš J (2002). Phylogenetic analyses suggest lateral gene transfer from the mitochondrion to the apicoplast. Gene (in press). 

Imunitní odpověď na infekci mikrosporidiemi

Kopecký J., Braunfuchsová P., Salát J.

Mikrosporidie jsou jednobuněční intracelulární paraziti, kteří jsou důležitými původci oportunních infekcí u imunodeficientních hostitelů např. u pacientů s AIDS. Studium imunitní odpovědi na mikrosporidiovou infekci je významné z hlediska možné imunoterapie pacientů. 

Imunitní odpověď byla studována na modelu infekce imunokompetentních myší a myší s těžkou kombinovanou imunodeficiencí (SCID) mikrosporidiemi Encephalitozoon cuniculi  a E. intestinalis. Zatímco imunokompetentí myši byly mechanismy adaptivní imunity ochráněny před rozvojem infekce, SCID myši, kterým chybí T a B lymfocyty, infekci podlehly.     U imunokompetentích myší BALB/c byla po infekci prokázána zvýšená produkce IFN-γ, která korelovala s aktivitou přirozených zabíječů – NK buněk. Ovlivnění makrofágů IFN-γ in vitro vedlo k inhibici množení parazita v těchto buňkách.

V pokusech in vitro se podařilo prokázat specifickou cytotoxickou aktivitu CD8+T lymfocytů proti infikovaným syngenním makrofágům.

Adoptivní přenosy imunity naivními splenocyty z imunokompetentních myší na myši SCID prokázaly zásadní význam CD8+ T lymfocytů v ochraně hostitele proti intraperitoneální infekci E. cuniculi. K aktivaci CD8+ T lymfocytů docházelo i bez kostimulačního signálu CD4+ T lymfocytů. Při perorální (přirozené) infekci E. cuniculi a E. intestinalis ochránily SCID myši před rozvojem letální infekce i splenocyty bez CD8+T lymfocytů.

Ze získaných výsledků vyplývá rozhodující význam buněčné imunity v obraně proti mikrosporidiové infekci. Zatím co při intraperitoneální infekci se uplatňují zejména CD8+ cytotoxické T lymfocyty, po infekci per os jsou významné obě hlavní subpopulace (CD4+, CD8+) T lymfocytů.

Publikace:

· Braunfuchsová P., Salát J., Kopecký J. 2001. CD8+ T lymphocytes protect SCID mice against Encephalitozoon cuniculi infection. Int. J. Parasitol. 31: 681-686.

· Salát J., Braunfuchsová P., Kopecký J. 2001. Experimental infection of immunocompetent and immunodeficient mice with Encephalitozoon cuniculi. Folia Parasitol. 48: 249-254.

· Salát J., Braunfuchsová P., Kopecký J. 2001. Role of CD4+ T lymphocytes in protection of mice against Encephalitozoon intestinalis infection. Parasitol. Res. accepted.

Studium diverzity rybích hlístic (Nematoda) neotropické oblasti

Moravec F., Caspeta-Mandujano J. M.
Neotropická oblast představuje unikátní biogeografický komplex známý svou druhovou bohatostí a rozmanitostí flóry a fauny. V posledních letech se ale zejména v důsledku lidské činnosti přírodní prostředí v této oblasti rychle mění a mnohé pozoruhodné ekosystémy jsou ohroženy. Pro mnohé živočišné druhy tak existuje reálné riziko, že tyto budou vyhubeny dříve než se je podaří objevit a popsat, případně získat údaje o jejich biologii. Přestože rybí hlístice jsou velmi významné i z veterinárního a lékařského hlediska, dosavadní znalosti         o nich jsou spíše fragmentární.

Studium obsáhlých materiálů rybích hlístic zejména z oblasti Jižní Ameriky a jižního   a středního Mexika přineslo kromě prioritních výsledků o morfologii včetně ultrastruktury, hostitelské specifičnopsti a rozšíření těchto rybích patogenů též objev a ustavení 17 pro vědu nových druhů, 3 rodů (Paraseuratoides, Neophilometroides a Beaninema) a 1 podčeledi (Neophilometroidinae) těchto parazitů a umožnilo rozpracování taxonomie některých skupin        a vyřešení existujících taxonomických problémů. Práce podstatně přispěly k poznání do té doby málo známé fauny rybích hlístic Mexika, tvořícího rozhraní mezi Neotropickou a Nearktickou oblastí, a potvrdily značný endemismus těchto parazitů v dané oblasti.

Zásadním přínosem je prostudování vývojového cyklu hlístice Rhabdochona kidderi, nejčastějšího parazita ryb v této oblasti, a zjištění, že mezihostiteli jsou nymfy jepic r. Tricorythodes. Důležité poznatky byly získány o sezonních cyklech výskytu a dospívání některých rybích helmintů, které představují vůbec první údaje v tomto směru z tropické oblasti. Prioritní poznatky byly získány o helmintofauně mexického endemického krokodýla C. moreletii na Yukatánu (většina jeho parazitů se vyvíjí přes ryby).

Nedávný výzkum v mexickém státě Tabasco vedl k objevu nového druhu trichineloidní hlístice rodu Cystoopsis z kůže kostlínů Atractosteus tropicus; jediný dosud známý zástupce tohoto rodu, představující samostatnou čeleď Cystoopsidae, byl znám z eurasijských a severoamerických jeseterů. Kostlíni, kteří v daném regionu patří mezi nejčastěji konzumované ryby, byli poprvé zjištěni jako hostitelé larev rodu Gnathostoma, které jsou přenosné na lidi,  u nichž vyvolávají těžké parazitární onemocnění – gnathostomózu. 

Z Jižní Ameriky (Brazílie, Guiana) byly prostudovány materiály kosmocerkoidních    a oxyuroidních hlístic za sladkovodních ryb (obě skupiny jsou v rybách zastoupeny jen v tropických oblastech), což vedlo k objevu a popisu 3 pro vědu nových pozoruhodných druhů (Myleusnema brasiliense, Ichthyouris ovifilamentosa a Spiroxyuris annulata) z piraní        a cichlid.

(GA AV ČR  A6022901)


Publikace:

· Caspeta-Mandujano J. M., Moravec F., Salgado-Maldonado G. 2001: Two new species of rhabdochonids (Nematoda: Rhabdochonidae) from freshwater fishes in Mexico, with a description of a new genus. J. Parasitol. 87: 139-143.

· Moravec F., Huffman D. G. 2001: Observations on the biology of Rhabdochona kidderi texensis, a parasite of North American cichlids. J. Helminthol. 75: 197-203.

· Moravec F., Thatcher V. E. 2001: New oxyurid nematodes of the genera Ichthyouris and Spinoxyuris from South American freshwater fishes. Folia Parasitol. 48: 311-320.

· Moravec F., Salgado-Maldonado G., Cabanas-Carranza G. 2001: New observations on Vasorhabdochona cablei (Nematoda: Rhabdochonidae) with remarks to the family Rhabdochonidae. Helminthologia 38: 231-235.
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