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Developing novel anthelmintics from natural plant resources

Jerzy Behnke', Gillian Stepek’', Ann Low', Ian Duce' and David Buttle?

'School of Biology, University Park, University of Nottingham, Nottingham, UK, NG7 2RD, E-mail:
jerzy.behnke @nottingham.ac.uk
*Section of Molecular Medicine, University of Sheffield Medical School, Sheffield, UK, S10 2RX

Gastrointestinal nematodes are important pathogens that cause widespread disease in humans and in
domestic livestock. Many of these parasites have now acquired resistance to the three classes of anthelmintics
used for control and resistance has spread world-wide. Currently, no alternatives are available commercially,
making agriculture based on livestock, notably on sheep, difficult and even impossible in some parts of the
world.

Naturally occurring plant products, have generally not lived up to initial expectations, but one class of
plant-derived substances that have proven anthelmintic activity are the cysteine proteinases that occur in the
latex and juices of plants such as papaya, figs, pineapple and kiwi fruits. We have assessed the activity of
both the raw extracts from these fruits and of the purified enzymes they contain against the intestinal nema-
todes of mice, exploiting species of worms that have parallels in livestock. Our data show that that these
enzymes destroy nematodes by attacking the cuticle, and that they are extremely effective at expelling worms
from the stomach, small and large intestines. Hence, anthelmintic activity in this case is mediated by a me-
chanism that is totally different from that of any other known anty-parasitic drug. They show high efficacy
against all the nematodes tested both in vitro and in vivo, and are safe with no evident side-effects. We
believe that there is scope here to develop a potent new class of commercially viable anthelmintics for use in
intensively farmed animals, and also to exploit the raw materials as a cheap and readily available remedy for
worms for use by small holder farmers in Developing Countries.
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Recent advances in the reproductive and developmental
biology of Cestoda and Trematoda

David Bruce Conn

Department of Biology, Berry College, Mount Berry, GA 30149-5036, U.S.A., E-mail: bconn@berry.edu

Cestodes and trematodes require high reproductive potential and sophistication to succeed in maintaining
stablility in and dispersing among host populations. Because many cestodes and trematodes are important
agents of animal and human disease, much attention has been focused on their reproductive biology, and
related embryonic and postembryonic development. During the past 25 years, many advances have been
made in understanding cellular and subcellular bases for cestode and trematode reproduction, especially in
the areas of functional morphology and ultrastructure, using various microscopical and cytochemical tech-
niques. Through the work of international networks, especially based in Poland, many advances have been
made in understanding structural and developmental diversity among these parasitic helminths in marine,
freshwater, and terrestrial hosts. Most advances have related to spermatogenesis, embryogenesis, larval struc-
ture, and cellular design of reproductive systems. Substantial, but fewer, advances have been made in under-
standing vitellogenesis, fertilization, parental contribution to reproductive success (e.g., adult parenchymal
and epithelial participation in success of egg dissemination), and postembryonic developmental mechanisms
(e.g., developmental processes of metacestodes and post-cercarial stages of trematodes). Other important
areas still poorly understood include oogenesis and oocyte structure, and the role of epithelia, parenchyma
and extracellular matrices in guiding postembryonic development and asexual reproduction.
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A public health need for source-tracking of wastewater-
derived protozoan enteropathogens in engineered wetlands
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Demand for high quality drinking and recreational waters rises exponentially due to global demographic
growth in the human population, reinforcing an urgent need for microbiologically safe reclaimed waters.
However, constructed wetlands, implemented into municipal wastewater treatment, may not provide sub-
stantial remediation for such human protozoan enteropathogens as Cryptosporidium, Giardia, and human-
virulent microsporidia.

Sewage wastewater discharges are worldwide risk factors for the introduction of human protozoan
enteropathogens into surface waters. Pathogen source-tracking research in sewage treatment wetlands is defi-
cient, due to the lack of available molecular technology in the past.

Current technology allows for multiplexed species-specific identification, enumeration, viability assess-
ment, and source-tracking of human protozoan pathogens. Such advances can benefit public health in devel-
oping and developed regions of the world by changing the conceptual research framework for constructed
wetlands from "pathogen removal" to "pathogen source-tracking" efforts. "Removal" assumes that "survived
pathogens" originate from pathogens delivered to that wetland from the sewage treatment process, while
"source tracking" evaluates the complexity of pathogen ecological interactions in engineered wetlands and
also its seasonal dynamics.
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Present knowledge on aphanomycosis in crayfish plague
— distribution, transmission, diagnosis

R.W. Hoffmann', S. Geiger', P. Steibauer' and B. Oidtmann*
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Cray fish plague affecting preferently European fresh water crayfish was described in the midst of 19th
century in Europe a short time after transfer of American species to Europe. Only in the thirties of the 20th
century, the causing agent Aphanomyces astaci could be detected. A. astaci is surviving in water only short
time depending on water quality and temperature, but can survive in infected animals as reservoir for a very
long time. A. astaci induce mycelia in the cuticula of affected animals which typically develop loss of extrem-
ities, uncoordinated movements and death after about a week. In contrast to less or more resistant American
species which mostly survive European crayfish show a mortality of about 100 percent. The exact diagnosis
is very difficult since the cultivation of the causative fungus needs a long time and is often not very success-
ful by overcrowding other aquatic fungi. Therefore the diagnosis was regularly confirmed by experimental
contact infection, which also needs a long time. However even these cohabitation trials do not give an answer
of an unapparent infection of American species. During the last years we could establish PCR techniques
which allows a high specific rapid diagnosis. By this way it is also possible to test clinical healthy American
crayfish for the presence of A. astaci. Broad studies in Austria, Czech Republic, France, Germany and
Switzerland confirmed, that in most regions populated by American species crayfish plague is endemic.
Therefore areas free of the disease have to be protected especially by effective control of crayfish popula-
tions and avoidance of contact to American crayfish. By this way it could be shown that populations of
endogenous crayfish can be conserved. The main danger is the involuntary introduction of infected animals
into water system by fish transfer, use of contaminated tackling, escaping of infected food animals and
release of Aquarian animals into brooks.
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Systematyka nizszych Eukaryota, problemy z pierwotniaka-
mi i myksosporidiami

Systematic of lower Eukaryota, questions of protists and my-
xosporidians

Stanistaw L. Kazubski

Muzeum i Instytut Zoologii PAN, ul. Wilcza 64, 00-679 Warszawa; E-mail: stankaz @neostrada.pl

Nowe techniki badawcze, ktére pojawity si¢ w potowie XX w. i umozliwity badania przyzyciowe i ultra-
strukturalne, spowodowaty lawinowy wzrost informacji o biologii i budowie pierwotniakéw. Pojawily sie tez
nowe koncepcje biologiczne dotyczace liczby krélestw w Swiecie istot zywych, w tym wyrdznienie kréle-
stwa Protista oraz teoria seryjnej endosymbiozy Margulis (1969), dotyczaca utworzenia si¢ komoérki eukario-
tycznej. Wplyneto to zasadniczo na systematyke pierwotniakéw. Poczatkowo, uwzglednianie nowych da-
nych z zakresu morfologii i biologii pierwotniakéw koniczylo si¢ zazwyczaj wyréznianiem nowych takso-
néw, niekiedy nawet wysokiej rangi. Jednak w ciggu ostatnich kilkunastu lat, zwtaszcza po zaliczeniu do
pierwotniakéw — Protista, wszystkich nietkankowych Eukaryota, zmiany nabraly bardziej zasadniczego
charakteru. Przedstawig trzy systematyki pierwotniakdw, ostatnio opublikowane w szeroko dostgpnych wy-
dawnictwach.

(1) Hausmann K., Hiilsmann N., Radek R., 2003, Protistology, Schweizerbart’sche Verlagsbuchhan-
dlung, Berlin, Stuttgart, 379 pp. System wyréznia 12 typéw (z licznymi podtypami), utozonymi zgodnie
Z poziomami organizacji na poszczegdlnych etapach procesu endosymbiotycznego formowania si¢ komoérki
eukariotycznej. W zalozeniu monofiletyczny.

(2) The illustrated guide to the Protozoa, 2000, Sec. ed, (Ed. J.J.Lee, G.F.Leedale, Ph. Bradbury). Soc.
of Protozoologists, 1-2 vol., 1432 pp. Obejmuje wszystkie grupy pierwotniakéw, w tym Microsporida i My-
xozoa. Wyréznia 44 niezalezne taksony réznej rangi, od typu do rodziny, w tym kilka ,,grup” o niejasnej po-
zycji systematycznej; moze to dotyczy¢ catej grupy, albo poszczegdlnych jej cztonkéw. System skrajnie po-
lifiletyczny.

(3) AdI S. M. et al., (1acznie 27 autoréw) 2005. The new higher level classification of Eukaryotes with
Emphasis on the taxonomy of Protists, Journal of Eukaryotic Microbiology 52 (5) 399-459. Wyr6zniono:
6 najwyzszych taksonéw, o duzym stopniu niezaleznosci, i 31 taksonéw pierwszego poziomu, w réznym
stopniu powigzanych mig¢dzy soba.

Uwaga. Typ Myxozoa, obejmujacy gromady Myxosporea i Malacosporea jest obecnie zaliczany do Me-
tazoa i wigzany z parzydetkowcami — Cnidaria.
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Lekoopornos¢ izolatow Plasmodium falciparum zawlekanych
do Polski i uzyskanych od mieszkancéow Angoli

Drug resistance of Plasmodium falciparum isolates imported
to Poland and obtained from inhabitants of Angola
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Malaria jest nadal jedng z najgroZniejszych choréb ludzkosci. Pojawienie si¢ i rozprzestrzenienie oporno-
Sci na leki jest jednym z najwazniejszych publicznych zagrozen zdrowotnych wywotywanych przez choro-
by infekcyjne i inwazyjne. Szczegdlnie niepokojacy jest wzrost lekoopornosSci Plasmodium falciparum na
stosowane leki, tak w ramach chemioprofilaktyki, jak i w leczeniu tej choroby.

Jedna z metod okreslania lekoopornosci P. falciparum jest poszukiwanie mutacji powigzanych z leko-
opornoscig na chloroching lub na antyfolanty (pyrimetamina, proguanil i sulfadoksyna) wystepujacych w ge-
nach pfcrt, dhfr i dhps.

W Krajowym Osrodku Medycyny Tropikalnej wykonujemy badania izolatéw P. falciparum importowa-
nych do Polski i uzyskiwanych od rdzennych mieszkaicéw Angoli. Do tego celu stosujemy PCR i sekwen-
cjonowanie uzyskanych produktéw na automatycznym analizatorze DNA ABIPRISM 310, co pozwala na
wykrycie wszystkich znanych i1 dotad niepoznanych mutacji wystgpujacych w analizowanym fragmencie od-
powiedniego genu.

Przedstawiono wyniki badai wykonanych z 223 izolatami P. falciparum, w tym z 82 uzyskanymi od Po-
lakéw i 141 od Angolczykéw. Sposrdd nich, tylko w 5 prébach (4 od Polakéw i jedna od Angolczyka) nie
stwierdzono zadnej mutacji powigzanej z opornoscig na badane leki. W kazdym z badanych genéw, izolaty
dzikie wystgpowaly rzadziej w prébach P. falciparum uzyskanych od Angolczykéw niz od Polakéw, a 16z-
nica ta jest statystycznie istotna.

Obecnos¢ mutacji powigzanych z opornoscig P. falciparum na badane leki ttumaczy niepowodzenia ze
stosowaniem chemioprofilaktyki i/lub leczenia przeciwmalarycznego chloroching czy pyrimetaming/sulfa-
doksyna.
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Co dzis wiemy o powlokach ciala i pasozytnictwie
u plazincéw (Platyhelminthes)

What is known today about body wall and parasitism
of Platyhelminthes?

Katarzyna Niewiadomska', Andrzej Czubaj’ i Julita Nowakowska®

'Instytut Parazytologii im. W. Stefariskiego, PAN
*Pracownia Mikroskopii Elektronowej, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski

Od czasu, kiedy poznano zjawisko zastgpowania urzgsionego nabtonka larw pasozytniczych ptazinicéw
przez syncytialng warstwe — neoderm¢ (neodermis) i utworzono podtyp Neodermata (Ehlers 1985), zgro-
madzono wiele nowych danych na temat budowy i rozwoju powtok ciala u form ptaziicéw wolno zyjacych
1 pasozytniczych.

W rozwoju zarodkowym wirkéw powtloka ciata przechodzi trzy etapy rozwoju. Pierwszy etap to réznico-
wanie si¢ pierwotnego nabtonka zarodkowego sktadajgcego si¢ z niewielu nieurzg¢sionych ptaskich komoérek,
drugi etap charakteryzuje si¢ wyksztalceniem wtérnego nabtonka urzesionego, ktéry tworzg komoérki macie-
rzyste — neoblasty migrujace z wnetrza zarodka (wchodzg one migdzy istniejgce komorki pierwotne) oraz
etap trzeci, w trakcie ktérego powstaje ostateczna warstwa urzesionych komérek nabtonkowych, zawieraja-
ca rowniez komorki rabditotwércze (wynik migracji neoblastow). Komoérki nabtonkowe pierwszego i dru-
giego etapu sg usuwane w procesie apoptozy. Podobne zjawisko migracji neoblastéw obserwujemy w rozwi-
jajacych sie larwach pasozytniczych ptazificow. Migrujace komoérki macierzyste (neoblasty) wchodza mie-
dzy urzesione komoérki nabtonka, a nastepnie tworzg neoderm¢ — ,,nowa powtoke” ciata. Powstaly na miej-
scu urzesionych komoérek syncytialny tegument Neodermata podlega w czasie rozwoju dalszym modyfika-
cjom, charakterystycznym dla poszczeg6lnych grup systematycznych.

Zjawisko pasozytnictwa i zwigzane z tym zmiany w budowie powloki ciala sg charakterystyczne takze
dla niewielkiej liczby gatunkéw nalezacych do Turbellaria. Poniewaz podstawg kontaktu pasozyta z zywi-
cielem sg powtoki ciala, nastgpuje u tych gatunkéw modyfikacja nabtonka powlokowego, sprzyjajaca zwiek-
szeniu powierzchni tego kontaktu. Modyfikacje te z jednej strony idg w kierunku utraty rzesek na ograniczo-
nych obszarach ciata, tworzenia obszaréw syncytialnych, zawierajacych jadra komérkowe w obrebie zewne-
trznej warstwy, albo majacych jadra komérkowe pograzone w parenchymie. Jednoczesnie u form, ktére ma-
ja na powierzchni miedzy rzeskami mikrokosmki, nastepuje ich wydtuzenie i pogrubienie.

Ptazirice sg jedyng grupg wsrdéd bezkrggowcdw, u ktérych w powstawaniu powlok ciata biorg udzial mi-
grujace komoérki macierzyste (neoblasty) (Tyler i Hooge 2004). W innych grupach Metazoa wzrostowi orga-
nizmu towarzyszy rozrost nabtonka dzigki podziatowi istniejacych juz niezréznicowanych komoérek srédna-
btonkowych. Udzial neoblastow moze by¢ traktowany jako cecha autapomorficzna i stanowi¢ dodatkowy ar-
gument za uznaniem monofiletycznosci typu Platyhelminthes. Obecnie monofiletycznos¢ tej grupy jest kwe-
stionowana na podstawie badai molekularnych i danych embriologicznych. Dane te wskazuja, ze Acoelo-
morpha (Acoela i Nemertodermatida) oraz Platyhelminthes stanowig odrgbne typy. Acoelomorpha i Catenu-
lida lokowane sg u podstaw ewolucji Bilateria, a Platyhelminthes znajdujg si¢ w obrgbie Lophotrochozoa ra-



12 K. Niewiadomska et al.

zem z Annelida, Mollusca i innymi grupami, u ktérych wystepuje bruzdkowanie spiralne. Tyler i Hooge
(2004) zwracajq tez uwage na to, ze proces powstawania powlok ciala u ptazincéw stanowit preadaptacj¢ do
pasozytnictwa. Kontakt z cialem zywiciela spowodowatl powstanie ciaglej warstwy na powierzchni, odpor-
nej na reakcje obronne zywiciela.
Ehlers U. (1985) Das Phylogenetische System der Platheminthes. Gustav Fischer, Stuttgatt, Germany.
Tyler S., Hooge M. (2004) Canadian Journal of Zoology 82: 194-210.
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Sytuacja zdrowotna w Swiecie z uwzglednieniem wybranych
inwazji pasozytniczych

International health with an emphasis on the selected
parasitic infections

Zbigniew S. Pawlowski
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Na mi¢dzynarodowej konferencji w Atma Ata w roku 1978 po raz pierwszy obiecano ,,zdrowie dla wszy-
stkich w roku 2000 poprzez promocj¢ podstawowej opieki zdrowotnej. To zadanie okazalo si¢ niewykonal-
ne, gtéwnie z uwagi na nieprzygotowane agendy rzagdowe i pozarzagdowe, Swiatowy kryzys kadr medycz-
nych, niedostateczne poparcie finansowe i spoteczne. W tej sytuacji w roku 2000 ONZ przyjat program Mil-
lenium Developmental Goals, ktéry zaktada, ze sytuacja zdrowotna jest wspotzalezna od rozwoju ekono-
micznego spotecznosci, ich struktury spoteczno-kulturalnej i poziomu edukacji, a nade wszystko od wspot-
pracy resortow zwigzanych z ochrong zdrowia i spoleczefistwa. Program Millenium zajmuje si¢ niezakaZny-
mi przyczynami nadmiernej Smiertelnosci (niedozywienie, niedostateczna opieka nad matkg i dzieckiem)
oraz zwalczaniem chordéb zakaznych i pasozytniczych. Wsrdd dziatan priorytetowych w zakresie choréb za-
kaznych, obok AIDS i gruZlicy, wytypowano malari¢, ktéra — mimo znacznego postepu wiedzy — jest
nadal powaznym problemem w tropiku. W zakresie choréb wirusowych, poza likwidacjg ospy prawdziwej,
osiggnigto duzy postep w zmniejszeniu globalnej zapadalnosci na chorob¢ Heinego-Medina i odr¢. Znaczny
postep mozna odnotowaé w zwalczaniu inwazji pasozytéw przewodu pokarmowego, filarioz i drakunkulo-
zy. Niektére inwazje szerzg si¢ jednak w Swiecie nadal. Przyktadem jest tasiemczyca i wagrzyca Taenia so-
lium, ktéra czgsto bywa zawlekana z krajéw endemicznych do USA i krajéw europejskich. W krajach Pot-
kuli Péinocnej problemem jest bgblowica wywotywana przez Echinococcus multilocularis.



