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Annotation

The main goal of this master thesis is to optimize the screening approach and to determine
the diversity of parasitic protozoa Trypanosoma cruzi, the agent of Chagas disease, in natural
vectors of the genus Triatoma in the southern United States (US). While a few studies have
been conducted, the diversity of Tryp. cruzi is not yet sufficiently explored in the US. Since
Tryp. cruzi lineages span an extensive genetic diversity, they have been classified into
,Discrete Typing Units*“ (DTUs) termed Tcl — TcVI and TcBat based on their genotypic
and phenotypic variability. In my thesis, I aimed to reveal prevalence of Tryp. cruzi and
diagnose DTUs in individuals of Triatoma sanguisuga from Georgia and Florida. While the
results showed a high prevalence of Tryp. cruzi in these vectors from both states, routinely
established PCR diagnosis for Tryp. cruzi DTUs yields very limited results. With de novo
designed primers for four nuclear genes employed in this study, we recovered four marker
sequences from a wider set of selected positive isolates of four Triatoma species
(T. sanguisuga, T. rubida, T. protracta a T. gestaeckeri) from six US States (Florida,
Georgia, Texas, California, Arizona, New Mexico). After Sanger sequencing,
the phylogenetic analyses revealed considerable diversity of Tryp. cruzi lineages in the USA,

when up to three DTUs (Tcl, Tcll, TcIV — USA) were obtained.
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Predmluva

Do podceledi Triatominae (Reduviidae, Hemiptera) patti epidemiologicky a medicinsky
nejvyznamnéj$i rod Triatoma (T.) (Otdlora-Luna et al, 2015; Bargues et al., 2017).
Krevsajici triatomy predstavuji dilezité vektory parazita Trypanosoma cruzi (Tryp. cruzi),
puvodce Chagasovy choroby (Jurberg & Galviao, 2006; Catala et al., 2017). Pfedchozi studie
odhaluji, ze Tryp. cruzi vykazuje rozsahlou genetickou diverzitu (Zingales et al., 2012).
Ta byla dosud identifikovdna predevsim u vektori z rodu Triatoma v Latinské Americe
a Mexiku. Nicméné u severoamerickych triatomint, je soudobé pozndni diverzity a rozsifeni
Tryp. cruzi znacné limitovano. Tryp. cruzi byla klasifikovana do tzv. , Discrete Typing
Units* (DTUs) (Zingales et al., 2012; Gumiel et al., 2015). Tyto skupiny charakterizuji
soubor kmena (linii) Tryp. cruzi, pojmenovanych Tcl— VI (Zingales et al., 2012;
Gumiel et al., 2015) a TcBat (Pinto et al., 2015) s riznym geografickym rozs§ifenim
i klinickymi projevy lidskych ndkaz (Zingales et al., 2012; Pinto et al., 2015). Pro zafazeni
Tryp. cruzi k jednotlivym DTUs se vyuziva mnoho molekularnich markerd. Nejcastéji
vyuzivanym markerem je mini — exon, opakovany usek v genomu Tryp. cruzi
(Fernandes et al., 2001; Eloy & Lucheis, 2012; Gumiel et al., 2015). Publikované studie v§ak
ukézaly, ze tento marker neni dostatecné citlivy pro klasifikaci linii Tryp. cruzi, jelikoz
neumoznuje piesnou identifikaci DTUs (Provnost et al., 2020; Barnabé et al., 2023).
V soudobych publikacich (Flores-Léopez et al., 2022; Barnabé et al., 2023) byly pouzivany
jaderné a mitochondrialni markery, které odhalily vétsi diverzitu linii Tryp. cruzi v nékterych
statech USA. Tyto studie jsou vSak limitovany nejen poctem pouzitych biologickych vzorka,
ale 1 velikosti zkoumané geografické oblasti (Flores-Lopez et al, 2022;
Barnabé et al., 2023). Cilem této price je provést rozsahlejsi screening v jiznich oblastech
USA, a to na co nejvét§im dzemi, liSicim se nejen vyskytem jednotlivych druht triatom,
ale i biotopy. Tato prace miZze pfinést nové poznatky o genetické diverzité a rozsireni kment

Tryp. cruzi v oblastech, které jesté nebyly dostatecné prozkoumany.

V prvni kapitole jsou shrnuty zékladni poznatky o podceledi Triatominae. Druhd kapitola
piinasi zakladni informace o parazitovi Tryp. cruzi, pavodci Chagasovy choroby. Treti
kapitola diplomové prace se vénuje genetické diverzité a rozsifeni jednotlivych linii Tryp.
cruzi ve vektorech rodu Triatoma v Americe a ve svété. Kapitola ¢tvrta se zabyva detekei a
zafazenim Tryp. cruzi do jednotlivych DTUs a dostupnou molekuldrni diagnostikou.

Dosavadni informace o diverzité linii Tryp. cruzi na jihu USA shrnuje posledni kapitola.



1 Uvod

1.1. Podéeled’ Triatominae

Podceled” Triatominae se fadi do Celedi Reduviidae (Hemiptera, Heteroptera) (Otdlora-
Luna et al., 2015; Bargues et al., 2017). Je rozd€lena do 5 kmend, 15 rodd a slozena
z piiblizné 148 druhti (Bargues et al., 2017). Triatominae patfi mezi hmyz s proménou
nedokonalou (hemimetabola). Jejich vyvoj od vajicka po dospélého jedince vyzaduje
5 larvalnich stadii (instart). Stadium nymfy i dospé€lce se zivi krvi obratlovcd. Vsechna
vyvojovd stadia maji téz schopnost prenosu parazitického prvoka Trypanosoma cruzi,
zpusobujici Chagasovu chorobu (Jurberg & Galvdo, 2006; Catala et al, 2017).
V endemickych zemich Latinské Ameriky jsou epidemiologicky vyznamnymi vektory

Tryp. cruzi tfi rody: Rhodnius, Triatoma a Panstrongylus (Berenger & Parola, 2016).

1.1.1 Evolu¢ni pivod a adaptace

Podceled Triatominae pochazi z predatorskych plostic Celedi Reduviidae. Ptfechod
z predatora na hematofaga (krevsajiciho zivoc¢icha) vyzadoval nejen morfologické
modifikace traviciho a Ustniho Gstroji, ale 1 zménu chovani (Bargues et al., 2017). Dospéli
jedinci z rodu Triatoma se od dravych zastupci Celedi Reduviidae li§i rovnym S$tihlym
dstnim dstrojim, zvanym proboscis (Catala et al., 2017). Toho vyuzivaji k proniknuti kazi
obratlovce, zatimco predatofi svym typicky robustnim, ¢asto zakfivenym ustnim ustrojim
z chitinu, pronikaji pfes pevny exoskelet bezobratlych (Otdlora-Luna et al, 2015;
Catala et al., 2017). Silné jedovaté a zaroven proteolytické sliny celedi Reduviidae slouzi
k rychlému zneSkodnéni hostitele. Toxiny nékterych druhi maji dokonce i lékaisky
a zemedélsky vyuzitelné vlastnosti. Mohou fungovat jako insekticidy ¢i terapeutika
(Bargues et al., 2017; Walker et al., 2017). U krevsajictho hmyzu jsou sliny sice méné
toxické, ale navic obohacené antihemostatiky, analgetickymi proteiny, antikoagulanty
a dal§imi molekulami inhibujicimi srazlivost krve a neutralizujicimi zanétlivou reakci.
Krev, kterou ziskavaji od obratlovct, véetné Cloveka, je bohata na bilkoviny, pro plostice
velice vyzivna a funguje jako zdroj energie (Capinera, 2008; Otdlora-Luna et al., 2015).
Dal§i adaptaci umoziujici pfechod od predace k obligdtni hematofagii (permanentni
zavislosti na pfijmu krve hostitele) se stala zména chovani. Dravy predchidce triatom,

jenz se specializoval na bezobratlé zivocCichy, si musel osvojit novou strategii vyhledavani



potravy, tj. rozpoznani vylucovaného CO:> a zdroje tepla (Krinsky, 2002; Klotz et al., 2014;
Otalora-Luna et al., 2015).

1.1.2 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus triatom maze trvat nékolik mésict (Rhodnius prolixus, Triatoma infestans)
nebo dokonce jeden az dva roky (Triatoma dimidiata, Panstrongylus megistus)
(Catala et al., 2017). Délka cyklu jednotlivych druhti zavisi na teploté, vlhkosti prostiedi,
na dostupnosti zdroje a intenzité pfijmu potravy nebo hustoté populace (Krinski, 2002).
Cely cyklus zacina stadiem vajicka, ze kterého se vyvine dospély jedinec prostfednictvim
péti instard nymfy. Ty se od dospélci odlisuji nejen nevyvinutymi kiidly, ale i absenci
vnéjSich pohlavnich organd a pohlavni dvoutvarnosti (Catala et al., 2017). Jednotliva Zivotni
stadia se zivi krvi obratlovct. Jeji dostupnost je dilezita pro délku vyvoje jednotlivych

instart nymfy a naslednou pfeménu v dospélce (Krinsky, 2002; Catala et al., 2017).

Samicky se mohou pafit s jednim i vice samci a jejich sperma jsou schopny uchovat nékolik
mésici (Krinsky, 2002; Catala et al., 2017). Samice dokaze odehnat samce od kopulace
pomoci stridula¢niho orgéanu, ktery ma zaroven obrannou funkci (Roces & Manrique, 1996).
Kladeni vajec (ovipozice) zacina 10 - 30 dni po kopulaci. Jedna samice mize naklast za svij
7ivot az 1000 vajicek (v zavislosti na druhu) (Krinsky, 2002). Cerstvé sneseni vejce
jsou bila, ale pred vylihnutim se zbarvuji do rGzova az Cervena (Krinsky, 2002;
Catala et al., 2017). Vajicka, umisténa v hnizdech ptakd ¢i nalepena na jejich pefi, mohou
byt pasivné prenaSena, ¢i transportovdna na lidskych predmétech. Plostice tak mohou

migrovat se svymi hostiteli a rozsifovat svij areal (Catala et al., 2017).

1.1.3 Hostitelé a habitat Triatominae

Plostice jsou schopné aktivné migrovat z volné Zijicich hostiteld (hlodavci, valice, atd.)
na domestikovana zvifata (slepice, kocky, psi, atd.) i ¢lovéka. Obvykle v noci jsou vdbeny
svétlem z lidskych pribytkd, kde saji krev na odhalené kazi lidi (obliCej, paze, nohy)
(Otdlora-Luna et al., 2015). Kousnuti a sani plostice je pro Clovéka témer bezbolestné.
Dochazi pii ném k uvolnéni slin s obsahem proteinti, které mohou zpusobit zavazné
alergické reakce projevujici se sveédénim, vyrazkou, otoky, nevolnosti, prijmem, dusnosti ¢i
anafylaktickym Sokem (Krinsky, 2002; Capinera et al., 2008; Zeledon et al., 2012).

Béhem dne se plostice Casto ukryvaji v dirach a trhlinach riznych materialti (skalni Stérbiny,
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zbytky hnizd, klady dieva, atd.) ¢i v lidskych ptibytcich (matrace, nabytek, otvory ve zdi,
atd.). Pfitomnost triatom v uzavienych prostorech jim poskytuje dostatecné mnozstvi
potravy, ochranu pted predatory nebo pred neptiznivymi klimatickymi podminkami. To vede

k vyssi reprodukci a narastu hustoty jejich populace (Otalora-Luna et al., 2015).

1.1.4 Geografické rozsireni

Velka Cast zastupct podceledi Triatominae pochazi z Ameriky, kde jsou rozsifeny od jizni
Argentiny az po Spojené staty americké (Berenger & Parola, 2016). Nékteti zastupci obyvaji
Indii (rod Linshcosteus) (Schofield, 2000; Schofield & Galvao, 2009). Od jihovychodu Asie
az po Novou Guineu a severni Australii byly tézZ zmapovany dalsi druhy této podceledi,
zejména T. rubrofasciata (Schofield & Galvao, 2009). Rozsifeni triatom mimo americky
kontinent pravdépodobné souvisi s Sifenim jejich hostiteld, zejména krys, vyskytujicich

se na lodich (Schofield & Galvao, 2009; Berenger & Parola, 2016).

Tato prace se zaméfuje na triatomy severoamerického kontinentu. Ve Spojenych statech
americkych (USA) bylo dokumentovano celkem 11 druhd triatom, z toho se 10 z nich fadi
do rodu Triatoma (Triatoma gerstaeckeri, T. incrassata, T. indictiva, T. lecticularia,
T. neotomae, T. protracta, T. recurva, T. rubida, T. rubrofasciata, T. sanguisuga) a jeden
do rodu Paratriatoma (Paratriatoma hirsuta) (Bern et al., 2011; Zeledén et al., 2012;
Klotz et al., 2016). Zaznamy o jejich vyskytu sice pochazeji az z 27 stati USA, nékde se
vSak muze jednat o ojedinéle zavleCené piipady. K nejrozsifenéjSim druhim triatom
severoamerického kontinentu patii 7. sanguisuga (23 stati) a T. lecticularia (16 statt). Jejich
nejvys§si koncentrace se objevuje na jihozdpadé USA, predevSim v Texasu, Arizoné
a v Novém Mexiku (8 druhi). Velka druhova diverzita triatom je dale soustfedéna
v Kalifornii (5 druhtl), v Nevadé a Coloradu (4 druhy) (Zeledon et al., 2012). Diverzita

druht z podceledi Triatominae ve statech USA je znazornéna na obrazku 1.

T. sanguisuga dominuje celému jihu USA, avSak aredl nezasahuje az na pobtezi Pacifiku
(Zeledodn et al., 2012). Okrajové byl jeji vyskyt zaznamenan v nékterych severnéjsich statech
(Indiana, Illinois, Ohio, Pensylvdnie a New Jersey) (Zeledon et al., 2012). T. sanguisuga
je pomérné plastickym druhem, jelikoz toleruje vysokou vlhkost (vyskytuje se
napf. kolem vodnich ploch) (Klotz et al., 2016). Na jihovychodé¢ USA, zejména na Floridé

a v Georgii, je jedinym bézné nachazenym druhem. V USA je Casto spojovana s pfenosem



Tryp. cruzi a autochtonni nakazou clovéka (Dorn et al., 2007; Cesa et al., 2011). V centrdlni

Casti na jihu Spojenych stati (Texas a Nové Mexiko) se Casto T. sanguisuga vyskytuje

synantropné s 7. gerstaeckeri (Kjos et al., 2009). Na jihozapadeé USA, od Nového Mexika po

Kalifornii, ptevazuji druhy T. protracta a T. rubida (Zeledén et al., 2012; Klotz et al., 2016).

Dal§imi rozSifenymi druhy této oblasti jsou T. indictiva a T. recurva. Naopak mezi vzacné

druhy patii T. rubrofasciata, jejiz vyskyt byl zaznamenan pouze na Florid€, a T. incrassata

se zachyty v Arizoné (Bern et al., 2011; Zeledén et al., 2012; Klotz et al., 2014). VétSina

druht triatom na jihozapadé USA preferuje aridni prostiedi. Napiiklad 7. rubida

a T. protracta obyvaji typicky kamenité pousté Arizony, Nového Mexika a Kalifornie
(Bern et al., 2011, Zeledoén et al., 2012; Klotz et al., 2016).
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1.2 Triatomami prenaSeni parazité

1.2.1 Trypanosomy

Rod Trypanosoma patii do tfidy Kinetoplastida, ktera je soucasti ¢eledi Trypanosomatidae.
Trypanosomy jsou parazitiCti prvoci infikujici obratlovce. Rod Trypanosoma zahrnuje rizné
druhy, z nichz nékteré jsou prenaseny vektory =z podCeledi Triatominae
(Gourbiere et al., 2012; Garcia et al, 2016; Vieira et al, 2018). Krysy napada
Trypanosoma conorhini, jejimz pienaSeCem je Triatoma rubrofasciata. Parazitem netopyru
je  Tryp. cruzi marinkellei, jejimz vektorem je triatoma rodu Cavernicola
(Hamilton et al., 2017). K trypanosomam se schopnosti infikovat obratlovce, véetné Cloveka,
patii Trypanosoma rangeli. Ta sice neni pro Cclovéka patogenni, ale je I¢karsky
nezanedbatelna z divodu moznych fale$né pozitivnich vysledki pifi detekci Chagasovy
choroby, zptusobené druhem Tryp. cruzi. Na rozdil od ni, Tryp. rangeli pronika do hostitele
behem sani triatom pomoci slin. Tryp. rangeli je prenaSena pouze triatomami rodu Rhodnius
a je rozsifena zejména ve Stfedni a Jizni Americe (Hamilton et al., 2017). Z medicinského
hlediska je zvlasté vyznamna Tryp. cruzi jako pavodce Chagasovy choroby. Tryp. cruzi
je prenaSena vykaly vSemi zastupci podcCeledi Triatominae. Tryp. cruzi se odliSuje
od Tryp. rangeli  zivotnim cyklem, zpusobem pienosu na hostitele a odolnosti
vici imunitnim reakcim. S Tryp. rangeli se naopak shoduje v biologickych znacich,
geografickém roz§ifeni, vektorech a hostitelich. Oba druhy trypanosom tak mohou vyvoldvat
smiSené infekce jak u hostitelt, tak i vektora (Klotz et al., 2014; Vieira et al., 2018).
Tryp. cruzi je z davodu zasadniho epidemiologického vyznamu predmétem vétSiny studii

(Pronovost et al., 2020).

1.2.2 Trypanosoma cruzi

1.2.2.1 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus Tryp. cruzi za&ina proniknutim pohyblivé formy parazita (metacyklicky
trypomastigot) pres porusenou kizi nebo sliznici do krevniho obéhu savciho hostitele
(Tyler & Engman, 2001). Trypomastigot infikuje v hostiteli mnoho druht jadernych bunék,
v jejichz cytoplazmé se diferencuje na amastigota. Po binarnim déleni se amastigot preméni
zpét na trypomastigota. Nasledné dojde k prasknuti buiiky a trypomastigot se dostane opét
do krevniho fecisté. Po replikaci se dale Sifi a napada dal§i buiky, které se stanou

infekénimi, coz vede k patologiim spojenym s Chagasovou chorobou
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(Tyler & Engman, 2001; Vieira et al., 2018). Zivotni cyklus pokracuje, kdyz triatoma ziska
trypomastigota béhem sani krve na infikovaném sav¢éim hostiteli. Trypomastigot pronikne
do stfedni Casti stfeva triatom a pfeméni se na stddium epimastigot (Bern et al., 2011;
Vieira et al., 2018). Tato forma po replikaci putuje do zadni Casti stfeva a transformuje se
pomoci procesu metacyklogeneze na infekéni metacyklické stiddium trypomastigot.
Toto stadium jiz neprochazi replikaci, ale je vyluCovano pomoci vykala triatom. Tento

cyklus se systematicky opakuje (Bern et al., 2011; Klotz et al., 2014).

1.2.2.2 Faktory ovliviiujici vektorovou kapacitu triatom

Tryp. cruzi zije v gastrointestindlnim traktu svého vektora (Klotz et al., 2021). Kdyz plostice
saje krev, dojde k zvétSeni abdomenu. Potravu nasledné¢ travi v zadni Casti stfeva.
Béhem krmeni nebo po plném nasyceni se vétSina zastupci této podcCeledi vyprazdni
na hostiteli nebo v jeho blizkosti, ¢imz dochazi k pfenosu parazita. Pokud probihd defekace
az po delsi dobé od opusténi hostitele, snizuje se pravdépodobnost prenosu Tryp. cruzi
(Krinsky, 2002; Zeledén et al.,, 2012). Defekace s prodlevou je pravdépodobné jednim
z faktori prispivajicich k niz§i vektorové kapacité dvou severoamerickych druht triatom
T. rubida a T. protracta na jihozapadé Spojenych stati americkych (Klotz et al., 2009).
Na délce jejich krmeni zavisi mnozstvi prijaté krve. Kdyz triatoma nepfijme dostatek
potravy, defekace se oddali, nebo k ni nedojde a tudiz nedojde ani k pfenosu parazita
(Krinsky, 2002; Catala et al., 2017). Tryp. cruzi vstupuje do hostitele po mechanickém
poskozeni kize. Vykaly se spoleCné s parazitem dostanou do rany a nasledné do krve
hostitele. DalSi moznosti transferu Tryp. cruzi jsou pres sliznici (oka, nosu, ust), oralnim
zpusobem, kontaminovanymi potravinami ¢i napoji, krevni transfuzi, transplantacemi
nékterych organi ¢i prenosem z infekéni matky na novorozence (Bern et al., 2011;

Berenger & Parola, 2016).

Vyvoj paraziti je ve stfeveé triatom regulovan souborem stfevnich bakterii, zvanych
mikrobiom (Azambuja et al., 2005). Tyto symbiotické bakterie mohou ovlivnit rozvoj
populace parazitd jak pozitivn€, tak i negativné. U triatom dochazi k piimému kontaktu
mikrobiomu s Tryp. cruzi, soutézicimi mezi sebou o zdroj potravy. Interakce mize probihat
i nepfimo za zvySené exprese molekul s antiparazitarnim u¢inkem nebo pomoci humoralnich
imunitnich obrannych faktort hostitele (Azambuja et al., 2005). Soudobé poznatky

o interakcich mezi mikrobiomem triatom a timto parazitem jsou zna¢n¢ omezené. Dostupné



jsou predevsim korela¢ni studie, které shodné poukazuji na zvySenou diverzitu mikrobiomu

infikovanych plostic (Rodriguez-Ruano et al., 2018; Eberhard et al., 2022).

Stanovi§té¢ obyvand jednotlivymi druhy triatom zdvisi na preferenci hostitele
(Rabinovich et al., 2011). Infekce Tryp. cruzi je prenasena riznymi druhy triatom v ramci
sylvatickych a synantropnich (domestickych) cykla. V sylvatickém cyklu Tryp. cruzi,
plostice upfednostiiuji volné zijici zivocCichy, vyskytujici se v dutych ¢i padlych stromech
(lenochodi, vacnatci), v podzemnich doupatech ¢i norach (hlodavci, pasovci, myvalové,
skunci) nebo v jeskynich (netopyii) (Bern et al, 2011; Otdlora-Luna et al.,, 2015).
Vlivem globalizace, odlesiiovani, rozvojem pramyslu, budovanim, rozsifovanim meéstskych
aglomeraci a infrastruktury dochazi k niCeni ptirozeného prostredi volné zijicich zivocicha
jako rezervoart Tryp. cruzi (Bern et al., 2011). Hostitelem triatom v synantropnim cyklu
Tryp. cruzi jsou pak vedle ¢lovéka domaci mazliei (psi, kocky, morcata) a hospodarska
zvitata (slepice, koné, kralici) (Otalora-Luna et al., 2015). Oba cykly se vlivem lidské
¢innosti Casto propojuji a vytvari tak prostor pro prenos parazita z volné Zzijicich zivo€icht

na zvirata domdci a jejich prostiednicvim nasledné na ¢lovéka (Bern et al., 2011).

V Jizni a Stfedni Americe jsou piikladem triatom v synantropnim cyklu druhy
Triatoma infestans, Triatoma dimidiata a Rhodnius prolixus (Klotz et al., 2014; Otdlora-
Luna et al., 2015). U severoamerickych plostic druhu 7. rubida a T. protracta bylo zjisténo,
ze preferuji hlodavce, zejména rod Neotoma, v jejichz norach mohou pieckat zimni obdobi
(Zeledon et al, 2012; Otdlora-Luna et al., 2015). Hlodavci tohoto rodu se stdvaji
synantropnimi v mnoha stétech, napt. v Kalifornii, Arizon& a Novém Mexiku. Casto si stavi
hnizda v zahradach, na golfovych hfistich, ¢i v méstskych parcich v tésné blizkosti lidskych
sidel (Klotz et al., 2014, Klotz et al., 2021). Zatimco T. protracta neni vétSinou invazivni,
T. rubida se v lidskych obydlich vyskytuje velmi casto (Klotz et al., 2010;
Klotz et al., 2021). Nejde pouze o domy se Spatnymi hygienickymi podminkami,
ale i o velice bohata sidla okrajovych casti aglomeraci, ktera zasahuji do pfirozeného
prostiedi rezervoarovych obratlovcd, vCetné rodu Neotoma (Wood et al, 1949;

Klotz et al., 2010; Zeledon et al., 2012).



1.2.2.3 Chagasova choroba

Chagasova choroba (americkd trypanosomidza) patii mezi parazitarni tropicka onemocnéni.
Nemoc popsal brazilsky 1ékar Carlos Chagas, podle kterého byla zaroven i pojmenovana.
Onemocnéni se znacné rozsirilo v Mexiku, Stfedni a Jizni Americe (Gourbiere et al., 2012;
Klotz et al., 2016). V ddsledku migrace a turismu se stava globalnim problémem. Sifi se
z endemickych oblasti Latinské Ameriky do ostatnich casti svéta, napt. USA, Kanady
nebo evropskych statd (Spanélsko) (Gourbiere et al, 2012; Antinori et al, 2018;
Vieira et al., 2018).

Chagasova choroba ma dvé po sobé jdouci faze, akutni a chronickou (Zingales et al., 2018).
Akutni faze Chagasovy choroby je obvykle asymptomatickd. Po jednom az dvou tydnech
infekce se maze objevit horecka, kozni vyrazky, zvétSeni lymfatickych uzlin, jater a sleziny.
V chronické fazi (neurCité) vétsSina nakazenych jedinci opét nevykazuje zadné symptomy,
avSak v prubéhu nékolika let se u zhruba 20 — 30 % pacientd projevi srdecni

a gastrointestinalni onemocnéni (Pérez-Molina & Molina, 2018; Bern et al., 2019).

K 1écbé Chagasovy choroby se v soucasné dob¢ vyuzivaji dva léky - benzinadol a nifurtimox
(Pérez-Molina & Molina, 2018). Pii akutni fazi nemoci jsou oba léky ucinné, ale béhem
chronické faze se jejich efektivita snizuje. Zaroven obé l1éciva prokazuji zdvazné vedlejsi
nezadouci ucinky (Chatelain, 2015; Zingales et al., 2018). Vyzkumy prokazaly, ze kmeny
Tryp. cruzi, pattici do raznych skupin DTUSs, vykazuji rozdilnou citlivost na pouzivané 1éky
(Yun et al., 2009; Gruendling et al., 2015; Magalhdes et al.,, 2022). Z tohoto davodu
by se nové vyvijené 1éCebné latky mély testovat na vSechny linie DTUs Tryp. cruzi.

(Zingales et al., 2014; Zingales et al., 2018; Magalhaes et al., 2022).

1.2.2.4 Preventivni opatieni

Ve statech Stfedni a Jizni Ameriky jsou dlouhodobé uplatiiovana preventivni opatieni proti
Siteni infikovanych vektort. Z tohoto divodu se doporucuje sledovat prevalenci a diverzitu
Tryp. cruzi v populacich. Za timto ucelem se vyuzivaji moskytiérové sit€é nebo zluté
osvétleni misto bilého, méné lakajici triatomy (Bern et al., 2011). Na domy a hospodarské
budovy se aplikuji insekticidy. Tyto chemické prostfedky maji vS§ak omezenou ucinnost

na vajicka. Stejné tak si na né€ vyvinuly rezistenci mnohé populace triatom



(Germano et al., 2010). V endemickych oblastech Latinské Ameriky, kde se stavi domy
z nepalenych cihel s doskovymi stfechami (Klotz et al., 2016), by bylo vhodné zvysit
bezpeCnost lidskych obydli proti vniknuti hmyzu napt. stfechami z keramickych tasek,
lepsim tésnénim domu, pouzitim klimatizace, apod. (Jurberg & Galvao, 2006). V USA,
ipfes tato zvySena opatieni, jsou infestace triatom pomeérn¢ CcCasté. Problémem
je nedostatecna informovanost o Chagasové chorobé v beézné spoleCnosti, vcetné
monitorovani prevalence a diverzity Tryp. cruzi infekei (Waleckx et al., 2014). K zabranéni
Sifeni tohoto onemocnéni je vhodné téz odstranovani hnizd rezervoarovych hostiteld,
piipadné i habitatd hlodavct a omezeni kontaktu domacich zvifat s nimi (Bern et al., 2011;

Zingales et al., 2012).

1.3 Geneticka diverzita linii Trypanosoma cruzi

V soucasné dobé jsou linie Trypanosoma cruzi klasifikovany na zakladé genotypové
i fenotypové variability do tzv. , Discrete Typing Units“ (DTUs) pojmenovanych Tcl — VI
(Zingales et al., 2012; Gumiel et al., 2015) a TcBat (Lima et al., 2015; Pinto et al., 2015).
Znalosti o genetické diverzité pochazi z laboratornich linii Tryp. cruzi izolovanych
z pozitivnich jedinci, pochazejicich ze Stfedni a Jizni Ameriky. Tryp. cruzi je diploidni
organismus, jehoz genom se sklada z homolognich parti chromozomd, liSicich se poctem
a velikosti (Branche et al.,, 2006; Zingales et al., 2018). Ze 41 kmenu Tryp. cruzi byla
registrovana nejvetsi  velikost u  kmenu CL Brener (89,94 Mb) a nejmensi
u kmenu Y (15,55 Mb) (pfevzato z databaze GenBank; Herreros-Cabello et al., 2020).
Diky témto vlastnostem a rozdilim v obsahu DNA mezi liniemi, vykazuje genom
Tryp. cruzi vysokou miru plasticity. Pivodné byla tato plasticita pfipisovana vysoké mutacni
rychlosti, ale recentni studie ukazaly, ze pfiCinou je zejména vymeéna genetické informace
mezi jednotlivymi genetickymi liniemi 7Tryp. cruzi (Zingales et al, 2018;
Barnabé et al., 2023). AC se Tryp. cruzi bézné rozmnozuje asexualn€, dochazi i k sexualni

reprodukci a rekombinaci genti (Messenger et al., 2015).

Tcl a Tcll patii mezi rodové linie, které speciovaly ze spolecného predka. Linie TcV a TcVI
jsou povazovany za hybridy vzniklé hybridizaéni udalosti mezi pfedky TcIl a Tclll
(Breniere et al.,, 2016). U kmene Tcl pravdépodobné dochazi k rekombinacim pomérné
Casto. Studif Roellig et al., 2013 byla napfiklad zjisténa genetickd vyména mezi Tcl a TclIV.

Rekombinace zvySuje genetickou variabilitu a potencialn€ 1 fitness parazita,



¢imz se rekombinantni linie Tcl mohou Sifit a adaptovat na nové hostitele
(Carrasco et al., 1996; Breniere et al., 2016). Tcl je proto nejrozsifenéj§im DTU s arealem
od jihu Spojenych stati po severni Argentinu a Chile (Zingales et al, 2012;
Lisboa et al., 2015; Breniere et al., 2016). Kmeny TclIIl a TcIV se znacnou genetickou
diverzitou jsou predevsim rozsifeny v Jizni Americe (Martins et al., 2015; Breniere et al.,
2016). TclV se geneticky liSi od kmenu TcIV v Severni Americe, pojmenovaného TcIV —
USA (TcIV — US). Tento kmen se objevuje jako samostatnd monofyletickd skupina
ve fylogenetickych analyzach (Zingales et al., 2012, Flores-Lopez et al., 2022). Dosud vSak
nebyl prozkoumdn jeji epidemiologicky vyznam, geografickd distribuce a patogenita
u zvirat, ale dokonce ani u lidi (Flores-Lépez et al., 2022). Hybridni druhy TcV a TcVI jsou
geograficky rozsifeny v jiznich Castech Jizni Ameriky (Argentina, Brazilie, Chile, Paraguay
a Uruguay) (Zingales et al., 2012; Breniere et al., 2016). Linie TcV se téz vyskytuje v Bolivii
a severnich zemich Jizni Ameriky, jako je Peru a Ekvador. TcVI se objevuje v Kolumbii
a Ekvadoru jen ojedinéle (Zingales et al., 2012; Perez et al., 2013; Breniere et al., 2016).
Nizka genetickd diverzita byla naopak identifikovana u skupiny Tcll. Ta se sice vzacné
vyskytuje ve Stifedni a Severni Americe, Cetnéji je vSak zastoupena v Jizni Americe, na jih
od povodi Amazonky, odkud pravdépodobné pochazi (Zingales et al, 2012;
Lisboa et al., 2015; Breniere et al., 2016). Posledné¢ objevena linie TcBat ma pavod
od netopyri z Amazonie (Brazilie, Panama) (Marcili et at., 2009; Ramirez et al., 2014;

Pinto et al., 2015).

Skupiny Tcl, Tcll, TcIV, TcV a TcVI patii mezi Casté puvodce Chagasovy choroby
(Zingales et al., 2012; Breniere et al., 2016; Magalhdes et al.,, 2022). U linie TcllI,
vyznacujici se nizkou patogenitou, jsou lidské infekce vzacné (Martins et al., 2015;
Breniere et al., 2016). Linie Tcl byla detekoviana u domestikovanych savca, cloveka
iuvolné zijicich hostiteld. Skupiny Tcll, TcV a TcVI jsou spojovany piedevsim
se synantropnimi cykly, zatimco TclIl, TcIV se objevuji zejména u volné Zijicich zivocicht
(Bern et al., 2011; Breniere et al., 2016). Linie TcBat, blizce ptibuzna Tcl, byla kromé volné

cey

zijicich netopyrd rovnéz identifikovana u lidi (Pinto et al., 2012).

Kromé Jizni Ameriky, se také znacné mnozstvi autochtonnich ndkaz Chagasovy choroby
objevuje v  USA. Vlivem migrace se zvySuje pocCet importovanych pfipadd tohoto
onemocnéni na evropském kontinenté (Spanélsko), kde jsou imigranti, pivodem z Latinské

Ameriky, nakazeni riznymi skupinami DTUs. Nejrozsifenéjsi z nich je TcV a dale téz TclV,
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TcVI a Tcl (Breniere et al., 2016; Tavares de Oliveira et al., 2020). Rozsifeni jednotlivych

skupin DTUs je zobrazeno na obrazku 2.

@1
@ Tl
@ T
O Tav
@ TV
@1V
O TcBat

Obrazek 2: Genetickd rozmanitost linii 7Trypanosoma cruzi (DTUs) u cloveka

v Jizni, Stfedni, Severni Americe a Spanélsku (pfevzato z: Breniére et al., 2016).

1.4. Screening genetické diverzity linii Trypanosoma cruzi

Pro identifikaci vSech linii DTUs byly navrzeny v prabéhu let rizné strategie. Ke stanoveni
genetické diverzity izolatd Trypanosoma cruzi se bézné pouziva metoda polymerazoveé
fetézové reakce (PCR), zalozena na amplifikaci konkrétnich geni (mini — exon
a mikrosatelitni DNA). Na zakladé rozdilnych délek produkti bylo navrzeno déleni
do genetickych linii (Eloy & Lucheis, 2012; Zingales et al., 2012; Breniere et al., 2016).
Pro amplifikaci mini - exonu se vyuziva dvojice primerad TCZ1/TCZ2, které slouzi
k zdkladni diagnostice piitomnosti Tryp. cruzi. Tyto primery amplifikuji opakujici se
sekvence mikrosatelitni oblasti jaderné DNA (nDNA) Tryp. cruzi o délce 188 bp.
Mezi druhy trypanozom jsou relativné konzervované a vykazuji rizné velikosti a sekvence

nukleotid(i i mezi velmi blizkymi druhy. Tyto primery jsou schopny amplifikovat vsechny
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linie Tryp. cruzi a naopak by nemély amplifikovat jiné druhy trypanozom, jako je zmifiovana
Tryp. rangeli (Eloy & Lucheis, 2012). Pro zatfazeni linii Tryp. cruzi do taxonomickych
skupin DTUs (Tcl - VI) se pouzivaji dva specifické sety primerd (ME/TC1; ME/TC2),
opét zalozené na mini — exonu Tryp. cruzi. Dvojice primerd ME/TC1 jsou specifické
pro DTU Tcl a piar ME/TC2 amplifikuje DTUs TclI-VI (Fernandes et al., 2001;
Gumiel et al., 2015). Primery navrzené Fernandesem a kolegy (2001) byly aplikovany v fade
studif pro zdkladni diagnostiku skupin Tcl a Tcll — VI, ale ne pro presnou klasifikaci vSech
DTUs (Gumiel et al., 2015; Herrera et al., 2015; Torhorst et al., 2023). Zmifiovana trojice

primeru byla téz pouzita v této diplomové praci (Kapitola 3).

Klasické Sangerovo sekvenovdni i sekvenovidni nové generace NGS (Next Generation
Sequencing) ukazuji, ze vySe popsané typy markerd nejsou vhodné pro rozliSeni
jednotlivych DTUs. NGS oproti Sangerovu sekvenovani umoznuje detekci vSech haplotypa,
tedy i nasobné infekce. Z toho plyne, ze sekvence mini - exonll nejsou povazovany
za univerzalni markery pro jakékoliv DTUs (Dumonteil et al., 2018; Barnabé et al., 2023).
Screening je nutné doplnit o dalsi vhodné markery s dostateCnou fylogenetickou informaci.
Soudobé studie navrhly nékolik vhodnéjSich genetickych markerd, tj. konkrétni jaderné

a mitochondridlni geny (Flores-Lopez et al., 2022; Barnabé et al., 2023).

Vysledky studie Barnabé et al., 2023 (s pouzitim kultur Tryp. cruzi) ze stata Jizni Ameriky
(Brazilie, Venezuela, Bolivie, Chile, Paraguay) a Severni Ameriky (USA, Mexiko) ukdazaly,
ze jaderné geny s jednou kopii jsou nejlepSim standardem pro klasifikaci linii Tryp. cruzi.
Mitochondridlni geny poskytuji relevantni vysledky o evoluci a ur€eni skupin DTUs linii
Tryp. cruzi. Mitochondridlni DNA (mtDNA) je bézny referencni fylogeneticky marker
(Galtier et al., 2009; Dong et al., 2021). Jeji vysoka variabilita s vicendsobnymi identickymi
kopiemi v buiice, umoziuje snadnou amplifikaci pomoci metody PCR a naslednou
rekonstrukci fylogenetického stromu k identifikaci jednotlivych kment Tryp. cruzi
(Barnabé et al,, 2023). Diky svym vlastnostem, jako jsou absence rekombinace,
uniparentalni prenos a dalsi, je bézné vyuzivana, avSak nékteré jeji vlastnosti se zdaji byt
sporné (Galtier et al., 2009; Dong et al., 2021) vlivem pfitomnosti vice typt mitochondrialni
DNA v jednom kmeni (heteroplazmie) (Barnabé et al., 2023). Heteroplazmii prokéazali
ve své studii Barnabé et al., 2023, pomoci NGS sekvenovani se tfemi mitochondrialnimi

markery.
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1.5 Soucasné poznatky o diverzité linii Trypanosoma cruzi
ve Spojenych statech americkych (USA)

Vzhledem k rozsifeni vektort Trypanosoma cruzi na uzemi USA (27 statd), jsou soucasné
poznatky o distribuci a genetické rozmanitosti linii tohoto parazita zna¢né€ limitovany.
Limitaci dosud provedenych studii (jak na vektorech, tak rezervoarovych hostitelich)
byl nejen pocet vzorki a uzké zaméfeni na mensSi geografické oblasti v USA
(Casto jednotlivé staty), ale i nedostatecna univerzalnost molekularnich markert, pivodné

navrzenych na jthoamerické linie Tryp. cruzi (Pronovost et al., 2020; Barnabé et al., 2023).

U domestikovanych i volné Zijicich savci v USA byly nejprve objeveny dva genotypy,
ato Tcl a TcIV. Ty patfi mezi nejrozsifenéj$i a nejCastéj§i pavodce Chagasovy choroby
(Barnabé et al. 2001; Bern et al., 2011). Teorii, Ze se v USA nachézi jen dvé skupiny
TclaTclV, zavrhnul vyzkum provadény na hlodavcich =z jizni Louisiany
(Herrera et al., 2015). Tato studie z roku 2015 identifikovala vysokou miru cirkulace Tcll
(Herrera et al.,, 2015). Pozdé&ji bylo poukdzano na moznou pfitomnost dalSich DTUs.
Publikace od Provnost et al., 2020 zkoumala pouze Sest rezervoarovych savcu (hlodavci)
v méstské aglomeraci (New Orleans, Lousiana), u kterych se zaméfila na tkaniovou specifitu
infekce (srdce, slezina, jatra). Na zakladé NGS sekvenci pro mini — exon identifikovala
tato studie, jako jedind v USA, skupiny TcV a TcVI (Provnost et al., 2020). Vzhledem
k pouzitému markeru, na jehoz variabilitu (v podobé odlisnych haplotypi nespecifickych
pro konkrétni DTU) bylo nedavno upozornéno (Barnabé et al., 2023), je vyskyt TcV a TcVI

na uzemi USA zna¢né diskutabilni a bude nutné jej ovéfit.

Dostupnd data pro prevalenci a diverzitu Tryp. cruzi v severoamerickych triatomach
potvrzuji pfitomnost nejméné dvou DTUs. Studie od Flores-Lépez et al., 2022 sledovala
genetickou diverzitu Tryp. cruzi u péti druhti triatom (Triatoma gerstaeckeri, T. lecticularia,
T. indictiva, T. sanguisuga a T. recurva) na uzemi statl Arizona a Texas. Na zaklade
MLST (Multi — Locus Sequence Typing) pomoci ¢tyf molekularnich marker (tfi jaderné
geny s jednou kopif a jeden mitochondridlni gen) byly mezi zminénymi vektory detekovany
linie DTUs Tcl a TcIV — USA (Flores-Lopez et al., 2022). Stejné markery byly také pouzity

v mé praci (Kapitola 3).
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Z vyse uvedeného textu vyplyva jak potieba inovace metodiky screeningu (zejména vyvoje
citlivych molekularnich markert umoziujicich detekci diversifikovanych linii Tryp. cruzi),
tak rozsifeni mnozstvi biologickych vzorkt z Sir§i geografické oblasti. Tyto strategie
jsou klicové k ziskani relevantniho prehledu o diverzité linii Tryp. cruzi v Severni Americe.
Z tohoto divodu se moje diplomova prace orientuje na vybér dostateCné informativnich
markerovych genu a poskytuje zakladni nahled do diverzity a distribuce Tryp. cruzi linii
na jihu USA. Soucasné snahy vyzkumné skupiny, pod kterou jsem tuto magisterskou praci
vypracovavala, se orientuji na implementaci NGS sekvenovani mnou vybranych markert

a pouziti tohoto pristupu na §irsi set Tryp. cruzi pozitivnich triatom.
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2 Cile

Tato priace se zabyvd diverzitou liniii Trypanosoma cruzi v piirozenych vektorech
rodu Triatoma na jihu Spojenych stati americkych (USA). V ramci tohoto komplexniho

tématu byly stanoveny tyto dil¢i cile:

1. Diagnostika parazita Tryp. cruzi ve vzorcich T. sanguisuga z Georgie a Floridy.

2. Vybér setu Tryp. cruzi pozitivnich triatom z vybranych lokalit na jihu USA.

3. Testovani nové navrzenych primert s vybranym setem Tryp. cruzi pozitivnich triatom
z ruznych stata USA.

4. Determinace genetické diverzity Tryp. cruzi linii pomoci fylogenetické analyzy.

15



3 Material a metody

3.1 Material

Sbér triatom byl proveden moji skolitelkou doc. RNDr. Evou Novakovou, Ph.D. na jihu
Spojenych stata americkych. Celkové bylo v roce 2021 nasbirano 104 jedincu
druhu Triatoma sanguisuga na uzemi stati Georgie a Florida. Z ostrova Sapello v Georgii
bylo zpracovano 11 vzorki. Na severu Floridy z Gainesvillu a jeho okoli
(Micanopy, Hawthorne) bylo celkem analyzovano 93 jedinct. VétSina jedinci pochazela
z oblasti obyvanych lidmi, budov s domacimi a hospodatskymi zvitaty (psi, slepice) a pouze
3 vzorky pochéazely z volné piirody. U kazdého jedince byla zaznamendna informace
o poloze a povaze stanovisté (GPS soufadnice), povaze templatu, vyvojovém stadiu a datu

sbéru (Tab. P2 v sekci Prilohy).

Dal§im zdrojem vyuzivaného materidlu byla jiz vyizolovand DNA triatom, kterd byla
pozitivné testovana na Tryp. cruzi a nasledné téz pridana do fylogenetické analyzy. Celkem
bylo vybrano 46 izolatd druht 7. sanguisuga, T. rubida, T. protracta a T. gersteackeri
z 6 zemi USA. 36 vzorkd vyizolované DNA triatom pochazelo z Kalifornie, Arizony,
Nového Mexika a Texasu, nasbiranych v letech 2018, 2019 a 2022. Tento set se déle sklddal
z 10 nasich testovanych Tryp. cruzi pozitivnich izolatd z Floridy a Georgie. Prehled vSech

pouzitych izolatl Ize najit v Tab. P2 v sekci Ptilohy.

3.2 Izolace DNA

Jednotlivi jedinci byli nasledné po sbéru rozdéleni podélné na poloviny a uchovini
v 100 % etanolu pii teploté -75 °C. Polovina jedinc byla pfedana spolupracujici laboratofi
v USA. Ze zbytkl jednotlivych jedinci byla Janem Zimou, Ph.D. vyizolovdna DNA.
Extrakce DNA  triatom byla provedena podle ndvodu izolacnitho  kitu,
DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen, Hilden, Germany). DNA pochézela z polovin organd,
tkani a lymfy kazdého jedince.
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3.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

3.3.1 Diagnostika Trypanosoma cruzi

Pfitomnost parazita Trypanosoma cruzi na 104 vzorcich DNA z oblasti Floridy a Georgie
byla detekovana polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Screening byl provadén
na 93 jedincich z Floridy a 11 z Georgie, a to dvoukolové pomoci tfech setd primert.
Nejprve byly pouzity primery TCZ1 F (5 - CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT - 3")
aTCZ2_R (5" - CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG - 3°) pro detekci pritomnosti
Tryp. cruzi. Tato dvojice primert amplifikuje opakujici se sekvence mikrosatelitniho regionu
nuklearni DNA (nDNA) o délce 188 bp u vSech znamych DTUs (determinacnich
taxonomickych jednotek) (Virreira et al., 2003; Piron et al., 2007; Reisenman, 2010;
Eloy & Lucheis, 2012). K zatazeni Tryp. cruzi do konkrétnich DTUs byly pouzity dalsi
dveé dvojice primert. Dvojice primerd ME _F (5'- TACCAATATAGTACAGAAACTG - 3")
a TCI_R (5"- ACACTTTCTGTGGCGCTGATCG- 3°) je specifickd pro DTU Tcl.
Kombinace primeri ME F (5'- TACCAATATAGTACAGAAACTG - 3°) s reverznim
primerem TC2_R (§5- TTGCTCGCACACTCGGCTGCAT - 3°) detekuje skupiny
DTUs TcllI-VI.  Obé dvojice amplifikuji mini - exonovy gen Tryp. cruzi
(Fernandes et al., 2001; Gumiel et al., 2015). S reverznim primerem TC2 nedoslo v prvni
PCR reakci k amplifikaci ani u jednoho vzorku (pozitivni kontrola funguje).
Z tohoto divodu nebyly u paru ME/TC2 provadény dalsi PCR reakce a vzorky

byly stanoveny jako negativni.

PCR byla provadéna vzdy v objemu 20 ul a byla pfipravena nasledujicim zptasobem:
10 pl Combi PPP Master Mix (Top-Bio, 2x koncentrovany); 0,8 ul reverse primeru (10 uM);
0,8 ul forward primeru (10 uM); 7,6 ul vody a 0,8 ul DNA. PCR smés byla nasledné
vlozena do pfistroje Mastercycler (Eppendorf). Tabulky 1, 2 a 3 shrnuji podminky PCR
pro primery zminované v piedeslém odstavci. U kazdé PCR byly pouzity pozitivni
i negativni kontroly, vzdy pro rizné kombinace primerd. Byla aplikovana 1 pl pozitivni
kontrola, obsahujici komeréné dostupnou DNA Tryp. cruzi (Amplirun Trypanosoma cruzi
DNA Control, Vircell) a negativni kontrola predstavovala bud blank, tj. PCR mix
bez templatu (DNA), nebo 1 pl komeréné dostupné DNA Tryp. rangeli (Amplirun
Trypanosoma rangeli DNA Control, Vircell).
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Tabulka 1: Podminky PCR pro primery TCZ1 a TCZ2.

Faze cyklu Teplota Cas
Pocatecni denaturace 94 °C 5 min.
Denaturace 94 °C 20s
Nasedani primera 60 °C 10s
Syntéza DNA 72 °C 30s
Konecna syntéza DNA 72 °C 7 min.
Pocet cyklu 34
Tabulka 2: Podminky PCR pro primery ME a TCI.
Faze cyklu Teplota Cas
Pocatecni denaturace 95 °C 1 min.
Denaturace 94 °C 30s
Nasedani primera 57 °C 30s
Syntéza DNA 72 °C 30s
Konecna syntéza DNA 72 °C 10 min.
Pocet cyklu 34
Tabulka 3: Podminky PCR pro primery ME a TC2.
Faze cyklu Teplota Cas
Pocatecni denaturace 95 °C 1 min.
Denaturace 94 °C 30s
Nasedani primera 51°C 30s
Syntéza DNA 72 °C 30s
Konecna syntéza DNA 72 °C 10 min.
Pocet cyklu 34
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Nasledné byly také otestovany dalsi sety primerd, véetné primert pro 3 nuklearni geny
(Tc00, MSH2, DHFR) a jeden par primera pro mitochondrialni gen (COII-NDI),
publikované v recentnim clanku z roku 2022 (Flores-Lopez et al., 2022). V této diplomové
praci byly pomoci PCR ovéfeny zminované primery u 6 floridskych vzorkd.
Jako v pfedchazejicich pripadech byla PCR ptipravena do objemu 20 pl, za pouziti stejnych
latek i objemd. Opét byly aplikovany pozitivni a negativni kontroly. V ndsledujicich
tabulkdch jsou popsany sekvence primera (Tab. 4), podminky PCR pro jaderné geny (Tab. 5)

a mitochondridlni gen (Tab. 6).

Tabulka 4: Prehled testovanych primert (Flores-Lopez et al., 2022).

Nazev Primer Sekvence (5"~ 3") Délka produktu
genu (bp)
TcO0_F TTCTTTCAGGCTGCGATTTT
Tc00 TcO0_R CGCTG TTTGGCTCATTTCTT 727
MSH2 _F TNACNGGNCCNAAYATG
MSH2 MSH2 R TYTCNRCCATRAANGT 737
DHFR_F CGCTGTTTAAGATCCGNATGCC
DHFR DHFR_R CGCA TAGTCAATGACCTCCATGTC 1408

Coll- COILNDI_F  GCTACTARTTCACTTTCACATTC
NDI  COII-NDI_R GCATAAATCCATGTAAGACMCCACA 1226

Tabulka 5: Podminky PCR pro jaderné geny (Tc00, MSH2, DHFR).

Faze cyklu Teplota Cas
Pocatecni denaturace 94°C 3 min.
Denaturace 94 °C 30s
Nasedani primera 55 °C 30s
Syntéza DNA 72 °C 1 min.
Konecna syntéza DNA 72 °C 10 min.
Pocet cyklu 35
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Tabulka 6: Podminky PCR pro mitochondridlni gen (COII-ND1).

Faze cyklu Teplota Cas
Pocatecni denaturace 94 °C 3 min.
Denaturace 94 °C 30s
Nasedani primera 55 °C 30s
Syntéza DNA 72 °C 1,5 min.
Konecna syntéza DNA 72 °C 10 min.
Pocet cyklu 35

3.4 Design novych primeri a jejich testovani

Jelikoz bézné zavedeny screening na urCeni taxonomickych skupin (DTUs) za pouziti
predeslych publikovanych primert selhava, byly navrzeny nové citlivéjsi primery, s cilem
postihnout celou diverzitu zndmych linii Tryp. cruzi. Prostfednictvim TriTryp databize
(https://tritrypdb.org/tritrypdb/app) se ve 40 chromozomech Tryp. cruzi vyhledavaly
orthologni sekvence dle anotovanych transkripti mezi jejimi 14 zndamymi genomy. Nejméné
13 nalezenych ortholognich sekvenci Tryp. cruzi bylo zvétSeno tak, aby mohla byt stazena
pouze viditelna oblast konkrétnitho genu. Pomoci ptfikazu ,save track data“ byly sekvence
z této databaze exportoviany ve formatu GFF3 a nasledné¢ ve fasta formdtu nahrany
do programu Geneious (Geneious Prime, 2023.2, https://www.geneious.com/). Poté byly
alignovény ptikazem , multiple align® pomoci programu Muscle. Z databdze NCBI (National
Center for Biotechnology Information, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) byl
alignment doplnén o vSechny homologni sekvence Tryp. cruzi, Tryp. rangeli a Tryp. cruzi
marinkellei, slouzici jako outgroup. Nasledné byly tyto sekvence z databiaze GenBank
(NCBI) spole¢né s alignmentem znovu alignovdny pomoci stejného programu (Muscle).
Z vysledného alignmentu byl vytvoren fylogeneticky strom metodou Maximum Likelihood
(ML) za pouziti PhyML plaginu v programu Geneious. Prvotni fylogeneze byla
rekonstruovana za ucelem oveéfeni dostateCné variability vybranych gent, posuzované
na zakladé struktury vysledného stromu, s klastry odpovidajicimi jednotlivym DTUs. Nové
primery, zalozené na konsenzu Tryp. cruzi, byly vytvofeny v programu Geneious
prostiednictvim piikazu ,design new primers® s defaultnimi parametry. Primery byly
navrzeny do téch mist, kde se dostatecné liSily sekvence mezi Tryp. cruzi a outgrupem

(Tryp. rangeli ¢i Tryp. cruzi marinkelli), které mohou také bézn¢ triatomy infikovat.
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Primery na amplifikaci genu DHFR, pievzaté z clanku (Flores-Lopez et al., 2022),
byly rovnéz modifikovany a navrzeny s mensi specifitou v programu Geneious. VSechny
dostupné sekvence Tryp. cruzi genu DHFR byly postahoviany z databaze GenBank, také
z dané publikace (Flores-Lopez et al., 2022) a importovdny ve fasta formitu do programu
Geneious. Poté byl proveden stejny postup navrhovani primert jako v predchozim odstavci.
Po upravé alignmentu Cinila vyslednd délka produktu 383 bp z puvodni délky 1408 bp.
Prehled nové navrzenych part primerd amplifikujici produkty o danych velikostech je
uveden v Tab. 7. S nové navrzenymi primery pro geny DHFR, TcYC6_0030660,
TcYC6_0032630, TcYC6_0030750, TcYC6_001740, byl testovan vzorek z Floridy
(FLTS62) pozitivni na obecné a DTU Tcl specifické primery. Zaroveti byla pouzita pozitivni
kontrola Tryp. cruzi a dvé negativni kontroly, z nichz jedna predstavovala Tryp. rangeli
a druhd blank, tj. PCR mix bez templiatu (DNA). PCR byla provedena tymz zptusobem

za pouziti identickych chemikalii, jako u pfedchozich reakci.

Vysledné 3 funkéni pary primera (17c_59F/17c¢_674R; 17d_163F/17d_579R;
18c_185F/18¢c_795R) spole¢né s puvodnimi primery (COIl — NDI1_F/COIl — NDI1_R)
ze studie (Flores-Lopez et al. 2022), byly Janem Zimou, Ph.D. otestovidny pomoci PCR
s roz§ifenym setem vzorka z raznych oblasti Spojenych stati americkych. Dataset obsahoval
nejen mnou otestované vzorky z Floridy a Georgie, ale i vybrané izolaty testované
v minulych letech z dalSich stati USA. Na diagnostiku bylo vybrano celkem 46 jedinca
pro pary primera (17d_163F/17d_579R; 17c¢_59F/17¢c_674R; 18c_185F/18c_795R; COII —
NDI1_F/COIl — ND1 R). Screening zahrnoval ¢tyti druhy triatom (7. sanguisuga, T. rubida,
T. protracta, T. gersteackeri) ziskané v letech 2019, 2021 a 2022. Konkrétn€ Slo o 4 mnou
testované vzorky z Georgie, 6 z Floridy, 3 z Kalifornie, 25 z Arizony, 7 z Texasu
a jeden vzorek z Nového Mexika. Primery byly otestovany metodou PCR stejnym zptisobem
za pouziti totoznych chemikdlii a kontrol jako u predchozich reakci. Pro optimalizaci
podminek PCR novymi pary primerd, byly testovany dvé nasedaci teploty primerd
(50 °C a 55 °C). Reakce se uskuteCnila v pfistroji Mastercycler (Eppendorf) za shodnych
podminek jako u jadernych gent (Tab. 5).
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Tabulka 7: Prehled sekvenci primert.

Délka produktu
Nazev genu Primer Sekvence (57- 3")
(bp)
DHFR_14F  GGAATGTGCCCGAGGACAT
DHFR
AATGAACSCACGGCGGGCGA 383
DHFR_397R
17a_502F  ACGGACCAAATCATGTCGCT
TcYC6_0030660 562
GTGGGAGGGTACACATCGAC
17a_1064R
17a_21F TCACACACAATCTGTCCCGG 1043
TcYC6_0030660
17a_1064R  GTGGGAGGGTACACATCGAC
17¢_59F CTTTGCGCCTTTTTGCCTCT 615
TcYC6_0032630
TCTCCATACCGACACCCCAT
17¢_674R
17¢_126F  AGATGCAGAGTGTGGACGTG
TcYC6_0032630 548
TCTCCATACCGACACCCCAT
17¢_674R
17d_163F  TGCCGGCAAATCACGTCTAT
TcYC6_0030750 416
TTGCATGGAGGGAGCCAATT
17d_579R
18c_185F  ATTGCGGCAAATGCGACTTT
TcYC6_0017400 19, 795k~ AATGTTGGCTCGGACTCCAG 610

3.5 Gelova elektroforéza

UspéSnost polymerazové fetézové reakce byla primarné vyhodnocena pomoci gelové

elektroforézy. K rozdéleni DNA fragmentd byl pouzit 1 % agarézovy gel z agardzy

a TE pufru. Do pfipraveného gelu bylo napipetovano 2 pl fluorescenéniho barviva

GelRed (Biotium). Z davodu jeho citlivosti na svétlo, byl nasledné gel umistén do tmy.

Vzhledem k pouziti Combi PPP Master Mix s obsahem barviv a dal§ich slozek

béhem PCR reakce, bylo mozné 4 pl PCR produktu z jednotlivych reakci aplikovat na gel
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pifimo. Podle 100 bp Plus DNA Ladderu (Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder,
Thermo Scientific) byla stanovena pfiblizna velikost fragmenti DNA. Vysledné gely byly
vizualizovany prostfednictvim UV zéafeni v zafizeni UVITEC (Uvitec Cambridge), pomoci
programu Alliance. Shoda sekvenci PCR produktt s lokusy Tryp. cruzi byla ovéfena

pro kazdou dvojici primerd pomoci Sanger sekvenace.

3.6 Sangerovo sekvenovani

Pred poslanim PCR produkti na Sangerovo sekvenovani, muselo byt nejprve provedeno
jejich enzymatické preCisténi, z divodu odstranéni zbylych primerd a neinkorporovanych
nukleotidd. Ke kazdému PCR produktu s obsahem 5 pl roztoku byly napipetoviny
2 ul smési exonukledzy a fosfatazy (kit ExoCleanUp FAST, VWR). V pfistroji
Mastercycler (Eppendorf) probéhlo enzymatické dvoufazové precisténi vzorkl pomoci
inkubace (37°C, 15 min.) a inaktivace enzymi (80 °C, 15 min.). Kazdy enzymaticky
upraveny vzorek se 7 ul roztoku byl piepipetovan do nové zkumavky, s naslednym pridanim
2,5 ul forward primeru. Takto ptipravené vzorky byly poslany na Sangerovo sekvenovani
(Sanger sequencing &Fragment analysis | SEQme). Tim byla u vSech pozitivnich
PCR produktd potvrzena pozitivita a ndsledné mohly byt pouzity pro fylogenetickou

analyzu.

3.7 Zpracovani Sanger sekvenci a fylogeneticka analyza

Bioinformatické zpracovdani dat a ndslednd rekonstrukce fylogenetického stromu
byly provedeny v programu Geneious. DNA sekvence byly na zakladé kvality upraveny
(odstranény inzerty a nehomologni useky) a alignovany prostfednictvim prikazu
,multiple align“ programem Muscle. Do aligmentu, pouzitého k identifikaci fylogenetickych
vztaht, byl pridan dataset nasich pfipravenych sekvenci, spolecné se sekvencemi z databaze
GenBank. Do vysledného alignmentu byly z celkového mnozstvi pozitivnich sekvenci

vybrany pouze ty sekvence, které se dobfe alignovaly s vyslednym alignmentem.

Fylogeneticky strom byl zkonstruovdn metodou Maximum Likelihood (ML) za pouziti
PhyML pluginu programu Geneious. Podpory jednotlivych uzli byly vypocitany na zakladé
bootstrap analyzy ze 100 replikatd. Fylogeneticka analyza na serveru ATGC
(http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/) umoziuje ,Smart Model Selection (SMS),
tedy automaticky vybrat nejlepsi model evoluce pro dana data (model evoluce K80 +G

pro alignment TcYC6_0032630, model K80 pro alignmenty TcYC6_0030750,
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TcYC6_0017400 a model TN93 +G pro alignment COIl — ND1). Vyslednd grafickd podoba
fylogenetickych stromi byla upravena v programu Adobe Illustrator verze 28.0
(2023, Adobe Systems, www.adobe.com/products/illustrator). Byly vytvofeny Ctyfi
fylogenetické stromy, pro kazdy vybrany gen jeden (TcYC6_0030750, TcYC6_0032630,
TcYC6_0017400 COII - NDI). Naprvni fylogenetickou analyzu pro marker
TcYC6_0030750 bylo vyuzito celkem 54 sekvenci, obsahujicich 42 naSich vybranych
sekvenci a 12 referen¢nich z GenBank. Druhd fylogenetickd analyza markeru
TcYC6_0032630 zahrnovala dohromady 51 sekvenci, z nichz bylo 17 referencnich z
GenBank a 34 ndmi vybranych. Trfeti fylogeneze byla provedena u markeru
TcYC6_0017400. Vysledny dataset 47 sekvenci obsahoval 16 sekvenci raznych druhd
trypanosom z databaze GenBank a naSich 31 testovanych sekvenci. Posledni analyza,
provedend pres marker COII — ND1, obsahovala celkem 102 sekvenci, z nichz 26 bylo ndmi
testovanych, zbytek byl prevzat z databize GenBank a ze zmifiované publikace (Flores-
Lopez et al., 2022). Jako outgroupy pro Tryp. cruzi datasety byly pouzity sekvence
Tryp. rangeli, Tryp. cruzi marinkelli nebo oba druhy najednou. Prehled sekvenci pouzitych
pro analyzy je uveden v Tab. P1 a v Tab. P2 v sekci Ptilohy.
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4 Vysledky

4.1 Diagnostika Trypanosoma cruzi ve vzorcich
Triatoma sanguisuga z Georgie a Floridy

4.1.1 Diagnostika Trypanosoma cruzi ve vzorcich Triatoma sanguisuga

z Floridy

Na zakladé vyuziti obecnych primert (TCZ1/TCZ2) bylo z celkového mnozstvi 93 vzorkt
Triatoma sanguisuga, pochdzejicich z Floridy, zaznamendno 58 pozitivnich (62 %)
a 34 negativnich jedinci (37 %) na parazita Trypanosoma cruzi. Determinovat infekéni
status nebylo mozné pouze u jednoho vzorku (1 %) z celkového poctu. Divodem byla
nedostatecné zietelna viditelnost bandu na gelu u obecnych primert, a tak vzorek nemohl byt

s jistotou oznacen jako pozitivni ¢i negativni.

Pomoci specifickych primera (ME/TC1, ME/TC2) byly jedinci rozdéleni do jednotlivych
taxonomickych skupin (DTUs). 27 jedinct (29 %) bylo shledano pozitivnimi jak na obecné
(TCZ1/TCZ2), tak na specifické primery (ME/TC1), proto je bylo mozné zaradit do skupiny
DTU Tcl. Dale bylo detekovano 31 pozitivnich vzorkd (tj. 33%) na obecné primery
(TCZ1/TCZ2) a zaroven negativnich na specifické (ME/TC1, ME/TC2). Tyto vzorky byly
sice pozitivni na Tryp. cruzi, ale nebylo mozné stanovit jejich taxonomickou skupinu.
Bohuzel, ani sekvenace pomoci Sangerovy metody nepotvrdila specificky produkt

Tryp. cruzi, a tudiz nebylo mozné tyto vzorky zaradit do skupiny DTUs Tcll — VL.

V prvni PCR reakci s reverznim primerem TC2 nedoslo k amplifikaci ani jednoho vzorku,
prestoze pozitivni kontrola fungovala. To vedlo k tomu, ze s parem ME/TC2 nemohla byt
provedena dalsi PCR reakce, a tudiz ostatni vzorky byly stanoveny jako negativni.

Prehled vysledka je uveden v Tab. 8.

4.1.2 Diagnostika Trypanosoma cruzi ve vzorcich Triatoma sanguisuga

z Georgie

Pouzitim obecnych primert (TZC1/TCZ2) byla zjisténa pfitomnost Tryp. cruzi v 11 vzorcich
druhu T. sanguisuga z Georgie. Celkem 10 vzorkt (90,91 %) vyslo z polymerazové fetézové

reakce pozitivnich a 1 jedinec (9,09 %) negativni na Tryp. cruzi. Vysledek PCR u vSech
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téchto vzorkl, pfi pouziti specifickych primert ME/TC1 a ME/TC2, byl negativni.
Pro kontrolu byl  produkt TCZI/TCZ2  osekvenovdn  Sangerovou  metodou.
Vyslednd sekvenace vykazovala 95,86 % podobnosti k sekvenci EU178923.1 v databazi
GenBank, na zakladé ¢ehoz bylo vyvozeno, ze se v dané databazi nenachazi nase sekvence.

Vysledky shrnuje Tab. 8.

Tabulka 8: Prehled vzorka pozitivnich, negativnich a neidentifikovatelnych na dané primery,

stanovujicich pritomnost parazita Trypanosoma cruzi a specifikujicich danou DTU.

Stat Celkovy pocet TCZ1/TCZ2 ME/TC1 ME/TC2 Tryp DTU
pocet vzorku primery primery primery cruzi Tel/
vzorku status NI/N

Florida 93 27 (29 %) P P N P DTU

Tcl

31 (33 %) P N N P NI
34 (37 %) N N N N N

1 (1 %) NI NI NI NI NI

Georgie 11 10 (90,91 %) P N N P NI
1 (9,09 %) N N N N N

Vysvétlivky: pozitivni (P), negativni (N), nelze identifikovat (NI)

S pouzitim téchto publikovanych primert nebyl dosazen pozadovany cil, ktery zahrnoval
zatazeni vSech infekci Tryp. cruzi do jednotlivych taxonomickych skupin DTUs. Bylo pouze
identifikovano 58 Tryp. cruzi pozitivnich triatom (62 %) z Floridy, z nichz 27 (29 %) bylo
mozné zafadit do DTU Tcl. Je v§ak velmi zvlastni, ze u 31 Tryp. cruzi pozitivnich jedinca
(33 %) z Floridy a u 10 Tryp. cruzi pozitivnich jedinci (90,91 %) z Georgie nebyla
identifikovana determinacni taxonomicka skupina (DTU). Na zaklad€ zjisténych vysledka
lze soudit, ze zavedeny screening pro stanoveni DTU pfi pouziti vySe uvadénych primerd,
bohuzel selhava. Z tohoto divodu byly vyzkousSeny dal$i sety primert, publikované

v neddvné studii (Flores-Lopez et al., 2022).
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4.2 Testovani primeri

4.2.1 Testovani Ctyf setu primeru pro tfi nuklearni a jeden

mitochondriailni gen

Pomoci Ctyf setd primert, pievzatych ze studie Flores-Lopez et al.,, 2022, byly ziskany
dva produkty genu COII — ND a jeden produkt gena TC00, DHFR. U genu MSH2 nedoslo
k amplifikaci ani u jednoho vzorku. Celkové byly ziskdny pouze dva vzorky (FLTS 61,
FLTS 62) z poctu 6 vybranych (FLTS 61, 62, 68, 69, 66, 67) (Tab. 9), a proto byly jenom
dva geny (COIl — NDI, DHFR) vyuzity k nasledujici analyze. Vzhledem k témto

nevyhovujicim vysledktim nebyly dalsi vzorky z Georgie podrobeny testovani.

Tabulka 9: Prehled Trypanosoma cruzi pozitivnich a negativnich vzorkd, testovanych Ctyfmi

pary primera pro jeden mitochondrialni (COIl — ND1) a 3 nuklearni (DHFR, Tc00, MSH2)

geny.
Vzorek COII - ND1 gen DHFR gen TC00 gen MSH2 gen

FLTS61 P P P N

FLTS62 P N N N

FLTS68 N N N N

FLTS69 N N N N

FLTS66 N N N N

FLTS67 N N N N

Pocet Tryp. cruzi pozitivnich
vzorku 2 1 1 0
Status testovanych vzorku 6 6 6 6

Vysvétlivky: P = pozitivni, N = negativni
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4.2.2 Testovani novych para primeru

Nové zavedenym screeningem z roku 2022, za pouziti Ctyf part primert (Tab. 4), nebyly
vSak ziskany potfebné vysledky k odhaleni genetické diverzity Tryp. cruzi v infikovanych
jedincich druhu 7. sanguisuga na Floridé a v Georgii (Flores-Lopez et al., 2022). Vysledkem
PCR reakce na 10 vzorcich z Georgie, s vyuzitim upraveného primeru DHFR, vSak nebyl
ziskdn ani jeden pozitivni produkt. Ndslednym screeningem mnou navrzenymi sedmi pary
primert (Tab. 7) byla u Sesti z nich ovéfena 100 % pozitivita na dany vzorek (FLTS62,
pozitivni na obecné 1 na specifické primery) z Floridy, 100 % pozitivita na pozitivni kontrolu
Tryp. cruzi a 100 % negativita na dvé negativni kontroly, z nichz jedna zahrnovala
Tryp. rangeli. S pouzitim primeru (17a_21F, 17a_1064R) nebyla amplifikovdna cilova
sekvence pro gen TcYC6_0030660. Tim bylo potvrzeno, Ze Sest part primertu z celkového
poctu sedmi dvojic, dobfe funguji a mohou byt pouzity k dalsi analyze. Produkty
amplifikované Sesti pary primera poskytly sekvence o délkach 383 bp (DHFR_I4F,
DHFR_397R), 562 bp (17a_502F, 17a_1064R), 615 bp (17c_59F, 17c_674R),
548 bp (17¢_126F, 17c_674R), 416 bp (17d_163F, 17d_579R), 610 bp (18c_185F,
18c_795R).

Po fazi testovani, byly na zakladé uspésnosti PCR a obsahu fylogenetické informace
pro rozliSeni jednotlivych DTUs, pouzity 3 nové navrzené pary jadernych primert (17¢_5S9F,
17¢_674R; 17d_163F, 17d_579R; 18c_185F, 18c_795R) z celkového mnozstvi 6 setu.
Béhem primarni PCR reakce byly jesté odhaleny pozitivni vysledky u mitochondridlniho
genu COIl — NDI, ¢imz se stal, spole¢né se tfemi jadernymi primery, vhodnym
pro nasledujici analyzu. Tyto Ctyfi pary primert byly otestovany s vybranym Sir§im setem
pozitivnich vzorkli (celkem 46) =z ruznych stati USA, osekvenovany pomoci
Sangerovy metody. Tim bylo ziskdano 44 produkti genu TcYC6_0030750, 35 produktd
genu TcYC6_0032630, 34 produkti genu TcYC6_0017400 a 27 produkt genu COIl — ND1
(Tab. P1 v sekci Prilohy).
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4.3 Fylogeneticka analyza

Za uc¢elem odhaleni genetické diverzity parazita Trypanosoma cruzi, prenaSeného triatomami
na jihu Spojenych statti americkych, byly analyzovany Ctyfi datasety obsahujici souhrnné
133 nové ziskanych sekvenci z celkového poctu 140 sekvenovanych produktd (Tab. P1

v sekci Ptilohy).

4.3.1 Fylogeneticka analyza datasetu TcYC6_0030750

Fylogenetickd analyza alignmentu pro gen TcYC6_0030750, s celkovym poctem
54 sekvenci o délce 416 bp, odhalila 3 taxonomické skupiny DTUs (DTUTcI, DTUTCcII,
DTU TcIV — USA). Fylogeneticky strom obsahuje 42 barevné oznacenych sekvenci
z celkove 44 sekvenovanych produktti (Obr. 3). Nejpocetnéjsi skupinu (Cervena) predstavuje
DTU Tecl. Do této skupiny spadd 33 ndmi ziskanych sekvenci Tryp. cruzi. Co se tycCe
druhové prislusnosti a geografického puvodu vektord, 3 triatomy z Texasu byli druhu
T. protracta ajeden T. gersteackeri, 19 jedinch z Arizony druhu 7. rubida
adva T. protracta, 3 izolaty T. protracta z Kalifornie a 5 mnou testovanych jedinci druhu
T. sanguisuga z Floridy. Oproti této nejvétsi skupiné je ve fylogenetickém stromu nejméné
zastoupend skupina DTU Tcll, kterd obsahuje pouze jednu sekvenci, ziskanou z izolatu T.
rubida v Novém Mexiku (NM9_17D_163F. abl). Ostatni markery (TcYC6_0017400,
TcYC6_0032630, COII - ND1) se vSak nepodafilo z tohoto konkrétniho vzorku (NM9_17D)
ziskat. Dalsi fylogenetickou vétev tvoii celkem 8 sekvenci Tryp. cruzi, ziskanych z jedinct
druhu 7. gersteackeri z Texasu (3 sekvence), dadle druhu 7. sanguisuga z Georgie
(4 sekvence) a jedna sekvence z T. sanguisuga z Floridy. Tito jedinci se klastruji do skupiny
DTU TcIV - USA. Vzhledem k vysoké amplifikacni ucinnosti primeri pro gen
TcYC6_0030750 a jejich schopnosti amplifikovat nejméné 3 taxonomické skupiny DTUs
(DTUTcI, DTUTCcIIL, DTU TclV — USA), je tento molekuldrni marker nejlep§im kandidatem

pro analyzu diversity Tryp. cruzi u severoamerickych druht triatom.
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Obrazek 3: Fylogenetické vztahy linii Trypanosoma cruzi zalozené na vysledcich
Maximum Likelihood analyzy matice TcYC6_0030750. Ciselné hodnoty predstavuji
bootstrap podporu (znazornény jsou pouze hodnoty vyssi nez 50). Nové ziskané sekvence
jsou barevné odliSeny dle jejich pfislusnosti k jednotlivym DTUs (na zakladé klastrovani
s referenénimi sekvencemi pievzatymi z databaze GenBank). Tryp. cruzi marinkellei byla

pouzita jako outgroup.
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4.3.2 Fylogeneticka analyza datasetu TcYC6_0032630

Druhd fylogenetickd analyza alignmentu genu TcYC6_0032630, s 51 sekvencemi o délce
615 bp, obsahuje 34 nové ziskanych sekvenci (Obr. 4). VétSina sekvenci, podobné
jako v ptripadé datasetu TcYC6_0030750 (Obr. 3), predstavuje DTU Tcl. Do této skupiny
bylo klastrovano 28 sekvenci Tryp. cruzi, z nichz 16 bylo ziskano =z jedincd
druhu 7. protracta (n = 2) a T. rubida (n = 14) pochdzejicich z Arizony.
Skupina DTU TclV — USA je reprezentovana celkem 6 sekvencemi Tryp. cruzi. Z hlediska
druhové prislusnosti hostitelskych plostic, byli dva jedinci druhu 7. gersteackeri z Texasu,
3 druhu T. sanguisuga z Georgie a jeden jedinec druhu 7. sanguisuga opét z Floridy.
Na rozdil od predchazejiciho stromu (dataset TcYC6_0030750) (Obr. 3) neni ve skupiné
DTU TclIl obsazena zadna sekvence ziskana z naSich izolatd. Tato fylogeneticka vétev

predstavuje pouze referencni sekvence z databdze GenBank.
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Obrazek 4: Fylogenetické vztahy linii Trypanosoma cruzi zalozené na vysledcich

Maximum Likelihood analyzy matice TcYC6_0032630. Ciselné hodnoty piedstavuji

bootstrap podporu (znadzornény jsou pouze hodnoty vyssi nez 50). Noveé ziskané sekvence

jsou barevné odliSeny dle jejich pfislusnosti k jednotlivym DTUs (na zakladé klastrovani

s referencnimi sekvencemi pirevzatymi z databaze GenBank). Tryp. cruzi marinkellei

a Tryp. rangeli byly pouzity jako outgroup.
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4.3.3 Fylogeneticka analyza datasetu TcYC6_0017400

Tteti fylogeneze, zalozena na alignemntu genu TcYC6_0017400 o délce 610 bp, obsahuje
47 sekvenci (Obr. 5). Z celkového mnozstvi 34 osekvenovanych produktt bylo 31 pouzito
k analyze. Vysledny fylogeneticky strom znazorfiuje podobny profil, jako u ptedchozi
analyzy genu TcYC6_0032630 (Obr. 4). Vysledny klastr DTU Tcl predstavuje shodny pocet
naSich sekvenci, ziskanych ze stejnych druht ve statech USA, jako u predeslého markeru.
Skupina DTU TcIV — USA je oproti vySe prezentovanym fylogenezim zastoupena

pouze 3 sekvencemi Tryp. cruzi.
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Obrazek 5: Fylogenetické vztahy linii Trypanosoma cruzi zalozené na vysledcich
Maximum Likelihood analyzy matice TcYC6 0017400. Ciselné hodnoty piedstavuji
bootstrap podporu (znadzornény jsou pouze hodnoty vyssi nez 50). Noveé ziskané sekvence
jsou barevné odliSeny dle jejich pfislusnosti k jednotlivym DTUs (na zakladé klastrovani
s referenénimi sekvencemi prevzatymi z databdze GenBank). Tryp. rangeli byla pouzita

jako outgroup.
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4.3.4 Fylogeneticka analyza datasetu COII — ND1

Posledni fylogenetickd analyza alignmentu genu COII — ND1 o délce 1226 bp, s celkovym
mnozstvim 102 sekvenci, shodné odhalila dvé taxonomické skupiny DTU Tcl a DTU TclV —
USA (Obr. 6). Z 26 nove ziskanych sekvenci Tryp. cruzi klastruje 24 do skupiny DTU Tcl.
Fylogeneticka vétev predstavujici klastr DTU TcIV — USA obsahuje pouze dvé sekvence
ziskané z druhu 7. sanguisuga z Georgie. Podobné jako u fylogenezi pro geny

TcYC6_0017400 a TcYC6_0032630 neni ve skupiné DTU TclI ani jedna z naSich sekvenci.
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Obrazek 6: Fylogenetické vztahy linii Trypanosoma cruzi zalozené na vysledcich
Maximum Likelihood analyzy matice COII — ND1. Ciselné hodnoty piedstavuji bootstrap
podporu (znazornény jsou pouze hodnoty vyssi nez 50). Nove ziskané sekvence jsou barevné
odliSeny dle jejich prislusnosti k jednotlivym DTUs (na zakladé klastrovani s referen¢nimi
sekvencemi prevzatymi z databidze GenBank a z publikace od Flores-Léopez et al., 2022).

Tryp. cruzi marinkellei byla pouzita jako outgroup.
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5 Diskuze

V Latinské Americe byla prevalence a genetickd diverzita Trypanosoma cruzi dobie
zdokumentovana, na rozdil od Spojenych stati americkych (Gumiel et al., 2015;
Shender et al., 2016). Prestoze se jiz n€kolik studii v poslednich letech na tuto problematiku
v USA soustredilo, jejich uzké zaméreni na malou geografickou oblast (méstska aglomerace,
pfipadné jednotlivé staty USA) a pocty analyzovanych jedinct, nepfinesly doposud
robustnéj§i  poznatky (Pronovost et al, 2020; Flores-Lépez et al, 2022;
Barnabé et al., 2023). Razné linie Tryp. cruzi jsou prenaseny odliSnymi druhy triatom,
vCetné severoamerickych druhi z rodu Triatoma (Zeledon et al., 2012), kterym se vénuje
tato diplomova prace. Jednim z cild prace je zjistit prevalenci a genetickou diverzitu linii
Tryp. cruzi u druhu T. sanguisuga, zejména v Georgii a na Florid¢, kde doposud nebyla
vektorim Tryp. cruzi vénovana téméf zadna pozornost. Nejstar§i zdznamy o piitomnosti
Tryp. cruzi na Floridé pochazi z roku 1988, kdy byla v Gainesvillu u jediného dospélce
druhu 7. sanguisuga detekovana pfirozend infekce (Beard et al.,, 1988). Pozdéji
byla prokazana ptitomnost Tryp. cruzi u 3 z 5 analyzovanych jedinct druhu 7. sanguisuga,

pochézejicich z jihovychodni Georgie (Pung et al., 1995).

Za ucelem zmapovani diverzity Tryp. cruzi v raznych vektorech napfic jiznimi staty USA,
byly do této prace zarazeny dalsi druhy triatom. Detekce pfitomnosti Tryp. cruzi a spolehliva
diagnostika jednotlivych DTUs, kterou jsem v dané prici navrhla a optimalizovala, je
klicova pro pochopeni dynamiky prenosu tohoto parazita z vektora na rizné hostitele, vcetné

rizika lidské infekce a pripadné progrese Chagasovy choroby (Pronovost et al., 2020).

5.1 Diagnostika Trypanosoma cruzi u Triatoma sanguisuga
v Georgii a na Floridé

V  raznych  statech  USA  byla  zakladni  diagnostikou  identifikovana
prevalence Trypanosoma cruzi pomoci publikovanych primerd (TCZ1/TCZ2), zalozenych
na mini — exonu (Virreira et al., 2003; Piron et al., 2007; Reisenman et al.,, 2010;
Eloy & Lucheis, 2012). 'V ramci tohoto pfistupu byla odhalena pfitomnost
Tryp. cruzi u 68 ze 104 nasbiranych jedinct z druhu 7. sanguisuga (65,34 %) ve statech
Georgie a Florida. Infek¢ni status jednoho vzorku se vSak nepodafilo urcit. Divodem mohla
byt bud Spatn€¢ vyizolovand templatovda DNA, nebo pfitomnosti inhibitord negativné

ovlivnéna PCR reakce.

37



U 93 jedinct druhu T. sanguisuga z Floridy byla prokazana 62 % (n = 58) prevalence
Tryp. cruzi. Vysokd mira infekce Tryp. cruzi v analyzovanych vektorech odpovida recentné
publikovanym datim pro prevalenci v rezervoarovych hostitelich, odchycenych v rtznych
floridskych lokalitach. Ze 112 vacic bylo 50,9 % infikovanych Tryp. cruzi a ze 135 myvala
bylo nakazeno 42,2 % (Torhorst et al., 2023). Moje vysledky jsou srovnatelné i s mirou
prevalence Tryp. cruzi u druhu T. sanguisuga z jinych stati USA. V jihovychodni Lousiané
(Leconte) byla detekovdna 60,4 % (n = 180) prevalence Tryp. cruzi u celkového poctu
298 jedinca 7. sanguisuga (Cesa et al., 2011). V roce 2014 byla v tomto stat€ u 49 triatom
stejného druhu identifikovdna 55 % (n = 27) mira infekce Tryp. cruzi a u 40% z téchto
triatom predstavovala potencialni riziko lidské infekce (Waleckx et al., 2014).
U rezervoarovych hostiteld, konkrétné rinych druhti hlodavet z aglomerace New Orleans
v Lousiang, byla detekovana nejvyssi prevalence Tryp. cruzi, a to 76 % (n = 45) z celkového

poctu 59 jedinct (Herrera et al., 2015).

Na uzemi Texasu byl proveden dosud nejrozsahlejsi screening vektort Tryp. cruzi,
zahrnujici 1510 jedinct 6 druht triatom (7. gestaeckeri, T. lecticularia, T. sanguisuga,
T. indictiva, T. rubida a T. protracta) (Curtis-Robles et al., 2018). Celkovd prevalence
Tryp. cruzi dosahla 54,4 %. Podle této studie byla z 315 zkoumanych jedinct 7. sanguisuga
zjisténa 47,6 % mira infekce timto parazitem (Curtis-Robles et al., 2018). Mnou ziskané
hodnoty z Floridy pro stejny druh vektoru byly 62 %, z Cehoz plyne, ze prevalence

Tryp.cruzi na izemi Texasu byla nizsi (Curtis-Robles et al., 2018).

S ohledem na pocty vzork pochdzejicich z Floridy maji hodnoty prevalence Tryp. cruzi
vysokou vypovédni hodnotu. Jelikoz screenované triatomy (n = 93) pochdzi z piimé
blizkosti lidskych sidel, mnou zjisténé vysoké hodnoty prevalence Tryp. cruzi (62 %)
poukazuji na redlnou moznost vzniku autochtonnich lidskych ndkaz v okoli Gainesville
na Floridé. Naopak na ostrové Sapello (Georgie) byl nasbirdn jen extrémné maly pocet
vzorkl (n = 11), ktery navic pochazel z jediného mista (kurniku na soukromém pozemku).
Prevalence Tryp. cruzi, a to konkrétné€ 90,91 % (n = 10), z celkového mnozstvi 11 jedinct

druhu T. sanguisuga, pouze upozoriuje na lokalni zdroj infekce, tj. nakazenou dribez.
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5.2 Screening genetické diverzity linii Trypanosoma cruzi

Diky vysoké plasticité genomu Trypanosoma cruzi, projevujici se zejména jeho velikosti
avyménou genetické informace mezi liniemi, jsou jednotlivé DTUs genotypoveé
a fenotypové odlisné (Zingales et al, 2018; Barnabé et al., 2023). Na zakladé této
skuteCnosti, byly linie Tryp. cruzi rozdéleny do Sesti DTUs TcI - TcVI
(Zingales et al., 2012; Gumiel et al., 2015) a nové sedmé skupiny TcBat (Pinto et al., 2015).
Pro diagnostiku jednotlivych DTUs, jsem ve své diplomové praci, podobné jako jiné studie
(Herrera et al., 2015; Garcia et al., 2017; Torhorst et al., 2023), vyuzila primery navrzené
Fernandes a kolegy v roce 2001. Timto zavedenym screeningem byla odhalena pouze
skupina Tcl u 27 pozitivnich jedinci na Florideé (29 %). Nizké procento rozlisenych DTUs
jei vysledkem screeningu rezervoarovych hostiteld z nékolika floridskych lokalit
(Torhorst et al., 2023). Infekce Tryp. cruzi, zachycené v této studii u myvald, byli autofi
schopni zaradit do jednotlivych DTUs pouze u 8 % vzorkt (Torhorst et al., 2023). Diivodem
pro vysoké procento nerozliSenych DTUs byly pravdépodobné mutace v nasedacich mistech
pro shodné pouzité primery. Nejen ma prace, ale 1 nejnoveési publikace
(Barnabé et al., 2023; Torhorst et al., 2023) na toto téma naznacuji, ze markery ME/TCI
aME/TC2 nejsou vhodné a dostatecné citlivé pro stanoveni vsech DTUs
(Fernandes et al., 2001). I kdyz tyto primery pfedstavuji urCité omezeni, stale slouzi
pro zdkladni diagnostiku Tryp. cruzi (tj. zjisténi pozitivity Tryp. cruzi), kterou je ale nutné

doplnit dal§imi markery poskytujicimi dostatecnou fylogenetickou informaci.

Informace o potencialné citlivéj§ich mitochondridlnich a nukledrnich markerech
byly publikovdny v recentni studii od Flores-Lépez et al., z roku 2022, zaméfujici se
na Tryp. cruzi, prenaSenou triatomy v jizni Arizoné a Texasu. Amplifikaci 55 pozitivnich
vzorkll bylo ziskano 48 sekvenci pro nuklearni markery (TC00, DHFR, MSH?2)
a 50 sekvenci pro mitochondridlni marker (COIl — NDI1) (Flores-Lopéz et al. 2022).
Uspé&snost amplifikace, zji§téna v této studii, je v rozporu s mymi vysledky. V mém piipadé
byly ziskdny pouze 2 pozitivni produkty mitochondridlntho genu (COII-ND1) a jeden
produkt jadernych genti (TC00, DHFR) z celkového poctu 6 vybranych Tryp. cruzi
pozitivnich DNA izolata. Z davodu nizké citlivosti téchto markert (TC00, MSH2) pro nase
vzorky, byly na dals§i analyzu vyuzity geny COIl — ND1 a DHFR, slouzici jako markery,
u kterych byly zjistény dobré vysledky z PCR a také dostatecna fylogeneticka
informativnost. S cilem ziskat dostatecné citlivé a informativni markery jsem optimalizovala

amplifikaci celkem tfech jadernych marekri (geny TcYC6_0030750, TcYC6_0032630,
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TcYC6_0017400). Primery byly zaloZzeny na konsenzu vSech dostupnych genomu
Tryp. cruzi tak, aby neamplifikovaly jiné druhy trypanosom, zejména Tryp. rangeli, ktera se
u triatom muze vyskytovat. U téchto nové navrzenych markerti byla, spolecné s jednim
pfevzatym mitochondridlnim markerem ze studie od Flores-Lopéz et al., 2022, zjiStovana
citlivost u celkového poctu 46 izolatd. NejcitlivéjsSim markerem s 44 pozitivnimi izolaty
(95,65 %) se stal nuklearni gen (TcYC6_0030750), zatimco nejnizsi citlivost byla odhalena
u mitochondridlniho genu (COIl — NDI1), u kterého bylo ziskdno pouze 27 produktu
(58,7 %). V porovnani s mymi vysledky, byla senzitivita zji§téna z publikace od Flores-
Lopéz et al., 2022 vyS§i u mitochondridlniho markeru (50 sekvenci) nez u nukledrnich

markeru (48 sekvenci).

Na zakladé fylogenetickych analyz ¢tyt finalnich markerd (viz. kapitola Vysledky), byla
vramci naSeho setu vzorkd nejpocetné€ji zastoupenou skupinou Tryp. cruzi DTU Tcl,
vyskytujici se u ¢ty druht vektora (7. protracta, T. gersteackeri, T. rubida, T. sanguisuga)
s rozsédhlou geografickou distribuci ve stitech USA (Florida, Georgie, Texas, Arizona,
Kalifornie, Nové Mexiko). DTU Tcl je nejbéznéjsi skupinou nejen v Latinské Americe,
ale i v USA (Bern et al., 2011; Herrera et al., 2013; Curtis-Robles et al., 2018). Druhou méné
pocetnou skupinou je monofyletickd skupina TcIV — USA, vyskytujici se pouze v oblastech
Spojenych stati americkych (Flores-Lopez et al., 2022). Publikace z roku 2022 objasnila,
ze DTU TclV — USA se lisi nejen od jihoamerické TclV, ale 1 od dfive definovanych DTUs.
Tento vyzkum soucasné objevil obé skupiny DTUs Tcl a TcIV — USA, z nichz Tcl byla
popsdna u 75 % infikovanych triatom a TcIV — USA u 25 %. Pro tento ucel byly vyuzity
ctyti druhy triatom (7. gerstaeckeri, T. lecticularia, T. indictiva, T. sanguisuga) z Texasu
ajeden druh (7. recurva) z Arizony (Flores-Lopez et al., 2022). Podobny profil byl
zaznamendn i v mych vysledcich, zejména u markeru TcYC6_0030750, v celkovém
mnozstvi 42 sekvenci. Fylogenetickou analyzou byla prokazana nejbéznéjsi linie Tcl (79 %)
a druhd rozsifena linie TcIV — USA (19 %). Tyto hodnoty koreluji s vysledky
publikovanymi v roce 2020, kdy byly u 40 infikovanych jedinct druhu 7. sanguisuga na jihu
Lousiany odhaleny linie Tcl (60 %) a TcIV — USA (37 %) (Dumonteil et al., 2020). Dalsi
studie z Texasu odhalila skupiny Tcl a TcIV — USA u dvou druht triatom (7. sanguisuga
a T.gestaeckeri). Druh T. gestaeckeri (n = 548) byl Castéji infikovan linii DTU Tcl (53,9 %)
nez TcIV — USA (34,4 %), zatimco u T. sanguisuga (n = 135) byla Castéji diagnostikovana
skupina TcIV — USA (79,3 %) nez Tcl (15,6 %) (Curtis-Robles et al., 2018). Obé skupiny
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byly prokazany vyzkumy na hlodavcich v Lousian€. V roce 2015 bylo 23 infekei Tryp. cruzi
u hlodavci zatazeno do skupin Tcl (82 %) a TcIV — USA (9 %) (Herrera et al., 2015).

Do mé analyzy byl také v€lenén jeden pozitivni jedinec druhu 7. rubida z Nového Mexika,
pro kterého byla ziskdna jedind sekvence markeru TcYC6_0030750, klastrujiciho se
do skupiny TcII. Tato skupina byla popsana u 22 % hlodavcu v roce 2015 ve staté Lousiana
(Herrera et al., 2015) a v roce 2020 byla Tcll prokdzdana v malé mife (3 %)
u druhu 7. sanguisuga (Dumonteil et al., 2020). Oproti tomu v recentni publikaci
z roku 2022 (Flores-Lopez et al., 2022) nebyla tato skupina zminéna. Divodem mohlo byt
pouziti niz§iho poctu vzorka z omezené geografické oblasti a téz i nizsi citlivost pouzitych

markera (Flores-Lopez et al., 2022).

Nase fylogenetické analyzy neprokazaly, v ramci testovanych lokalit a druhd triatom,
ptfitomnost skupin TcIll a TcVI. Pfesto vyzkumnd skupina Herrera et al., v roce 2019
identifikovala pomoci NGS sekvenovani mini - exoni DTU TcVI u primatt v Lousiané.
U jiz zminénych 6 hlodavcu z téhoz statu byly s pouzitim stejné metodiky odhaleny DTUs
Tcl, Tcll, TcIV a TcV-TcVI (Pronovost et al.,, 2020). Nasledna studie vSak ukazala
(Barnabé et al., 2023), ze variabilita mini — exonovych sekvenci neumoziuje spolehlivé
zatazeni do jednotlivych DTUs. Pro konkrétni DTU, naptiklad TcVI, existuje az 5 odlisnych
haplotypti mini-exonu, z nichz jsou nékteré sdileny az tfemi riznymi DTUs. K zachytu
TclIl a TcVI, majicich spole¢ny haplotyp miniexonu MeE s linii Tcll (Barnabé et al., 2023),
by se proto mélo prihlizet kriticky a pfitomnost téchto linii Tryp. cruzi na tzemi USA

by méla byt ovéfena pomoci jinych unikatnich markert.

Podobnd kontroverze, vychéazejici z téhoz metodického pfistupu (sekvence miniexonu),
provazi 1 popisy smiSenych (multiklonalnich) infekci rGznymi DTUs Tryp. cruzi
(Herrera et al. 2015; Garcia et al., 2017; Dumonteil et al., 2020). V mé diplomové préci,
aC zalozené na nové vybranych jadernych markerech, nebylo mozné multiklonalni infekci
odhalit, jelikoz produkty amplifikace byly sekvenovany Sangerovou metodou. K posouzeni
multiklonality je potfeba mnou navrzené markerové sekvenovani prevést do NGS postupu
(Illumina amplikont), ktery umozni detekci vSech variant daného markeru Tryp. cruzi

v konkrétnim jedinci.
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6 Zavér

V ramci této diplomové price bylo diagnostikovdno 58 Trypanosoma cruzi pozitivnich
jedinct (55,7 %) z Floridy a 10 infikovanych Tryp. cruzi jedinci (9,6 %) z Georgie
z celkového mnozstvi 104 jedinct druhu Triatoma sanguisuga. Tento vyzkum piinesl nové
poznatky o genetické diverzité linii Tryp. cruzi, pienaSené vektory rodu Triatoma,
napri€ Sesti staty USA. Tii noveé navrzené nukledrni markery a jeden publikovany marker
odhalily distribuci dvou beznych skupin DTUs (Tcl a TcIV - USA). DTU Tcl byla nalezena
u vSech testovanych druht triatom z oblasti v Kalifornii, Arizon€, Texasu a na Floridé.
Vyskyt TcIV — USA byl omezen na druhy 7. sanguisuga a T. gestaeckeri a stity Texas,
Georgie, Florida. Skupinu Tcll v mém datasetu piedstavuje jen jediny zdchyt. DTU Tcll
byla potvrzena pouze jednim z nuklearnich markerid (TcYC6_0030750) u jedince druhu
T. rubida pochéazejictho z Nového Mexika. Tento marker, amplifikujici spolehlivé
DTUs Tcl, Tcll a TcIV — USA, byl proto vyhodnocen jako nejcitlivéjsi. Rozsifeni ¢tyt druhti
triatom, prevzatych z publikace od Breniere et al, 2016, a distribuce jednotlivych
DTUs Tryp. cruzi v téchto vektorech na tizemi Sesti statd jihu USA (Obr. 7) naznacuji mozna
geografickd a hostitelskd specifika infekci, kterd bude nutné ovéfit na pocetnéjSim

setu vzorku.

Q Tel
{\‘} e | [ 7. protracta O Tell
N g = “ T M 7 rubida
. dc"ﬁ / % a §> [ 7. gerstaeckeri @ TclV-USA

M 7 sanguisuga

Obrazek 7: Distribuce genetické diverzity linii Trypanosoma cruzi ptenasenych vektory Ctyft
druht triatom v Sesti statech USA (pfevzato z: Breniere et al., 2016., upraveno a doplnéno

o mé vysledky, znazortiujici jednotlivé DTUs).
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8 Prilohy:

Tabulka P1: Amplifika¢ni aspésnost produkt uvedenych markera a jejich vyuziti ve

fylogenetické analyze.

Amplifikaéni Pocet Celkovy
Celkovy pocet
. uspésnost sekvenci y ) pocet .
pocet sekvenci outgroup
marker (pocet pouzitych pro sekvenci ve
izolatu zNCBI
produkti/%)  fyl. analyzu fyl. stromé
Tryp.
TcYC6_0030750 46 44 (95,65 %) 42 12 54
rangeli
Tryp.
rangeli
TcYC6_0032630 46 35 (76,10 %) 34 17 51
Tryp. cruzi
marinkellei
Tryp.
TcYC6_0017400 46 34 (73,91 %) 31 16 47
rangeli
Tryp. cruzi
COIl - ND1 46 27 (58,70 %) 26 76 102
marinkellei
Celkovy pocet 46 140 133 121 254
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Tabulka P2: Seznam vzorkia rozdélenych dle druhu, povahy templatu, vyvojového stadia, data sbéru, polohy a povahy stanoviste

(GPS souradnice nejsou kompletni, tj. jsou neznamé, jelikoz k jejich zvefejnéni nebyl poskytnut souhlas majitele pozemku).

Kod povaha Druh Instar  "OF  seat Lokalita GPSN  GPS_W
vzorku templatu sbéru

1 FLTS56 jedinec T. sanguisuga L6 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
2 FLTS57 jedinec T. sanguisuga L5 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
3 FLTS58 jedinec T. sanguisuga L5 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
4  FLTS59 jedinec T. sanguisuga L5 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
5 FLTS60 jedinec T. sanguisuga L4 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
6  FLTS61 jedinec T. sanguisuga L4 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
7  FLTS62 jedinec T. sanguisuga L5 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
8 FLTS63 jedinec T. sanguisuga L6 2021 Florida Hawthorne 29.673028  82.033111
9 FLTS64 jedinec T. sanguisuga L6 2021 Florida Hawthorne 29.673028  82.033111
10  FLTS65 jedinec T. sanguisuga L6 2021 Florida Hawthorne 29.673028  82.033111
11  FLTS66 jedinec T. sanguisuga L6 2021 Florida Gainesville neznamé neznamé
12 FLTS67 jedinec T. sanguisuga L6 2021 Florida Micanopy neznamé neznamé
13 FLTS68 jedinec T. sanguisuga L6 2021 Florida Micanopy neznamé neznamé
14  FLTS69 jedinec T. sanguisuga L6 2021 Florida Micanopy neznamé neznamé
15 FLTS70 jedinec T. sanguisuga L6 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
16 FLTS71 jedinec T. sanguisuga L6 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
17 FLTS72 jedinec T. sanguisuga L6 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
18  FLTS73 jedinec T. sanguisuga L5 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
19 FLTS74 jedinec T. sanguisuga L5 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
20 FLTS75 jedinec T. sanguisuga L5 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
21  FLTS76 jedinec T. sanguisuga L5 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
22 FLTS77 jedinec T. sanguisuga L4 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
23 FLTS78 jedinec T. sanguisuga L5 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
24  FLTS79 jedinec T. sanguisuga L5 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
25  FLTS80 jedinec T. sanguisuga L5 2021 Florida Gainesville 29.625207  82.296950
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26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

FLTS81
FLTS82
FLTS83
FLTS84
FLTS85
FLTS86
FLTS87
FLTS88
FLTS89
FLTS90
FLTS91
FLTS92
FLTS93
FLTS94
FLTS95
FLTS96
FLTS97
FLTS98
FLTS99
FLTS100
FLTS101
FLTS102
FLTS103
FLTS104
FLTS105
FLTS106
FLTS107
FLTS108
FLTS109
FLTS110
FLTSI111

jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec

T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga

L5
L5
L5
L5
L5
L4
L4
L4
L3
L3
L3
L5
L5
L5
L5
L5
L5
L4
L4
L4
L4
L4
L6
L6
L5
L5
L5
L5
L5
L5
L4

2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021

Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida

Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville

29.625207
29.625207
29.625207
29.625207
29.625207
29.625207
29.625207
29.625207
29.625207
29.625207
29.625207
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
29.626246
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé

82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
82.294686
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
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57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

FLTS112
FLTS113
FLTS114
FLTS115
FLTS116
FLTS117
FLTS118
FLTS119
FLTS120
FLTS121
FLTS122
FLTS123
FLTS124
FLTS125
FLTS126
FLTS127
FLTS128
FLTS129
FLTS130
FLTS131
FLTS132
FLTS133
FLTS134
FLTS135
FLTS136
FLTS137
FLTS138
FL1i2A
FL1il1A
FL1i1B
FL1il1C

jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec

T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga

L4
L3
L5
L5
L5
L5
L5
L5
L4
L4
L4
L6
L5
L5
L5
L4
L4
L5
L5
L5
L5
L5
L4
L5
L6
L6
L6
L2
L1
L1
L1

2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021

Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida

Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Micanopy
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville

neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
29.496175
29.549014
29.549014
29.549014
29.549014
29.549014
29.549014
29.549014
29.549014
29.549014
29.549014
29.549014
29.549014
29.549014
neznamé
neznamé
29.625207
29.625207
29.625207
29.625207

neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
82.338141
82.334699
82.334699
82.334699
82.334699
82.334699
82.334699
82.334699
82.334699
82.334699
82.334699
82.334699
82.334699
82.334699
neznamé
neznamé
82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
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88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118

FL1i1D
FL1ilE
FL1ilF
FL1i1G
FL1ilH
FL1ill
All6
S116T1
S1I5T2
S116T3
S116T4
S1I5TS5
S1I5T6
S1I5T7
S1I5T8
S1I5T9
S116T10
4L01A
B0O13
B024
BS6I6F
BS16I6F
BS1716F
BS20I6F_B
BS2116F_A
BS2116F_D
BS22I6F_A
DS3I6A
DS316B
DS516
DS516B

jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
jedinec
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA

T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. sanguisuga
T. gersteackeri
T. rubida
T. rubida
T. rubida
T. rubida
T. rubida
T. rubida
T. rubida
T. rubida
T. rubida
T. rubida
T. protracta
T. protracta
T. rubida

L1
L1
L1
L1
L1
L1
L6
L6
L5
L6
L6
L5
L5
L5
L5
L5
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6

2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019

Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Florida
Georgie
Georgie
Georgie
Georgie
Georgie
Georgie
Georgie
Georgie
Georgie
Georgie
Georgie
Texas
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona

Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville
Gainesville

Oconee National forest

Sapelo island
Sapelo island
Sapelo island
Sapelo island
Sapelo island
Sapelo island
Sapelo island
Sapelo island
Sapelo island
Sapelo island
Lackland
Bisbee
Bisbee
Bob’s house
Bob’s house
Bob’s house
Bob’s house
Bob’s house
Bob’s house
Bob’s house
Desert Station
Desert Station
Desert Station
Desert Station

29.625207
29.625207
29.625207
29.625207
29.625207
29.625207
neznamé
31.435253
31.435253
31.435253
31.435253
31.435253
31.435253
31.435253
31.435253
31.435253
31.435253
29.377283
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
32.151601
32.151601
32.253883
32.253883

82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
82.296950
neznamé
81.277964
81.277964
81.277964
81.277964
81.277964
81.277964
81.277964
81.277964
81.277964
81.277964
98.686983
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
neznamé
111.499273
111.499273
111.087867
111.087867
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119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134

135

136

137

138
139
140

DS1216
DS1316
LAB10B
LABI7A
LAB17B
LABI9A
MED7G
MED7H
MP2A
MP2B
MP2C
MP2D
MP3A
MP4
MP6
MP7

NM9

SMS5A

SM5B

SM5C

TU22i6A1
TU33i6A1

DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA
DNA

T. rubida
T. rubida

T. gersteackeri

T. protracta
T. protracta
T. protracta

T. gersteackeri
T. gersteackeri

T. rubida
T. rubida
T. rubida
T. rubida
T. rubida
T. rubida
T. rubida
T. rubida

T. rubida
T. protracta
T. protracta

T. protracta

T. rubida
T. protracta

L6
L6
L4
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6
L6

L6

L5

L5

L5

L6
L6

2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019

2022

2019

2019

2019

2018
2018

Arizona
Arizona
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Texas
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona
Arizona

Nové
Mexiko

Kalifornie

Kalifornie

Kalifornie

Arizona
Arizona

Desert Station
Desert Station
San Antonio
San Antonio
San Antonio
San Antonio
Medina
Medina
Madroya Pools, Saguaro NP
Madroya Pools, Saguaro NP
Madroya Pools, Saguaro NP
Madroya Pools, Saguaro NP
Madroya Pools, Saguaro NP
Madroya Pools, Saguaro NP
Madroya Pools, Saguaro NP
Madroya Pools, Saguaro NP

Hatch

Santa Margarita Ecological
Lab
Santa Margarita Ecological
Lab
Santa Margarita Ecological
Lab
Tuscon

Tuscon

32.253883
32.253883
29.377888
29.379125
29.379125
29.376775
nezndmé
neznamé
32.153508
32.153509
32.153510
32.153511
32.153512
32.153513
32.153514
32.153515

32.699036

33.272133

33.272133

33.272133

32.257117
32.25675

111.087867
111.087867
98.681719
98.686913
98.686913
98.684010
neznamé
neznamé
110.608587
110.608588
110.608589
110.608590
110.608591
110.608592
110.608593
110.608594

107.179724

117.100567

117.100567

117.100567

111.084667
111.085717
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