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Predmluva

PodCeled”  Triatominae  zahrnuje  zdstupce  krevsajictho  hmyzu s velkym
epidemiologickym vyznamem. Patii sem celkem Sest kmentl, nejvyznamnéjsi jsou vSak dva,
a to Rhodniini a Triatomini. Triatomy jsou vyhradnimi pfenasec¢i jednobunééného parazita
Trypanosoma cruzi, puvodce Chagasovy choroby. Ta byla jesté neddvno problémem
pfedevSim v oblastech Jizni a Stftedni Ameriky, které byly hlavnimi endemickymi oblastmi.
Dnes se ale tato choroba znacné rozsifila i do dal§ich zemi. Kromé statth Severni Ameriky
a Mexika se dnes Chagasova choroba, jinak také Americka trypanosomiéaza, casto vyskytuje
i na dalSich kontinentech. Jednou ze zemi zasadné ohrozenych importovanymi piipady
Chagasovy choroby je napt. Spanélsko, kde se odhady incidence pohybuji v rozmezi desitek
az jednoho sta tisic. Hlavnim problémem je rozsahlda migrace obyvatelstva, a také
mezinarodni turismus. Migrace pfispéla k vysoké incidenci onemocnéni i v USA, kde jsou
vsak i ptivodni severoamerické druhy triatom s potencidlem pro pienos 7. cruzi. Proto se zde
zacind zvySovat pocet piipadli autochtonnich nékaz. Z dosavadnich vyzkumt je patrné,
ze parazit T. cruzi a mikrobiom jeho hostitele se navzdjem ovliviiuji. Studium hostitelova
mikrobiomu mé tedy velky vyznam. Dosud byla provedena fada vyzkumu specializujicich se
na mikrobiomy plostic podceledi Triatominae, nicméné vétSina téchto praci se zabyvala
plosticemi z oblasti Latinské Ameriky nebo Mexika. Proto se tato diplomové prace snazi
o vhled do mikrobiomt pravé severoamerickych triatominti. Obecné je tématem feSenym
v této diplomové praci komplexni pohled na systém vektor — mikrobiom a parazit. Zakladni
informace o vektorech, tedy plosticich podceledi Triatominae, jsou v kapitole 1.1. Kapitola
Mikrobiomem, jako pomérné recentnim konceptem symbiodzy, se podrobngji zabyva kapitola

1.3.


https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Rhodniini&action=edit&redlink=1

1 Uvod

1.1 Pod¢eled’ Triatominae

Triatominae (Hemiptera, Reduviidae) jsou krevsajicim hmyzem s hemimetabolickou
(nedokonalou) ptreménou. Jejich vyvoj zahrnuje pét stadii larev (tzv. instaril), Sestym stadiem
je dospélec. Jak dospélci, tak vSechna larvalni stadia obou pohlavi (Bern et al., 2011) se zivi
vyhradné krvi obratlovct (Schofield, 2000; Panzera et al.,, 2010; Rassi Jr. et al., 2010;
Sandoval et al., 2010; Otalora-Luna et al, 2015; Rodriguez-Ruano et al, 2018;
Vieira et al., 2018). Sani krve podminiuje nejen vyvoj larvalnich stadii, ale 1 fertilitu
dospélych samic. Podceled se obvykle déli do 5 kmenti a 15 rodd, které zahrnuji kolem 140
druhii (Schofield & Galvao, 2009; Panzera et al., 2010; Otalora-Luna et al., 2015). VétSina
druht Triatominae se vyskytuje vyhradné¢ v Novém svété. Jen nékolik druhii bylo zfejmée
importovano mimo Americky kontinent. Toto tvrzeni se opird o vysledky analyzy
kombinujici morfologické, ekologické, geografické, behaviordlni 1 molekularni
charakteristiky triatom, podle kterych podceled” Triatominae pochazi pivodné z oblasti
mezi Severni Amerikou a stfednim Mexikem (HypSa et al., 2002). Mezi druhy s odlisSnym
geografickym rozsitenim patii druh 7. rubrofasciata. Ten obyvéa pftistavy v tropickych
a subtropickych oblastech Nového i Starého svéta. V oblasti od jihovychodni Asie po Novou
Guineu a sever Australie byl popsan komplex rubrofasciata, ktery zahrnuje 6 ptibuznych
druht (Schofield & Galvao, 2009; Otalora-Luna et al., 2015). ZvlaStnim ptipadem je rod
Linshcosteus se 6 druhy, které se vyskytuji vyhradné¢ na uzemi Indie a jsou zde udajné
puvodni (Hypsa et al., 2002). A¢ je druhova diverzita triatom soustfedéna na uzemi Jizni
a Stfedni Ameriky, tato prace se zabyvd méné¢ zndmymi druhy plvodnimi
pro Severoamericky kontinent. Na tizemi Spojenych stati Americkych se vyskytuje celkem
11 druhG triatom, a to druhy Triatoma gerstaeckeri, T. incrassata, T. indictiva,
T. lecticularia, T. neotomae, T. protracta, T. recurva, T.rubida, T. rubrofasciata,
T. sanguisuga, a Paratriatoma hirsuta. Z nich se nejcastéji vyskytuje pét druhti, konkrétné
druhy Triatoma sanguisuga, Triatoma lecticularia, Triatoma protracta, Triatoma rubida

a Triatoma indictiva. Druhova diverzita pies staity USA je popsana v Tab. I.



Tab. I: Druhova diverzita rodu Triatoma ve Spojenych statech Americkych (syntéza
zdroji: Pippin, 1968; Bern et al., 2011; Wozniak et al., 2015; Klotz et al., 2016;
Flores et al., 2017; Schmidt et al., 2019; Beatty et al., 2018; Behrens-Bradley et al., 2019).

Druh Stat

Triatoma gerstaeckeri Texas, Nové Mexiko

Triatoma recurva Arizona

Triatoma rubida Arizona, Kalifornie, Texas, Nové Mexiko

Triatoma protracta Kalifornie, Nevada, Utah, Arizona, Colorado, Nové Mexiko, Texas
Triatoma incrassata Arizona

Triatoma indictiva Texas, Nové Mexiko, Arizona

Triatoma lecticularia Nové Mexiko, Texas, Kansas, Missouri, Tennessee, Florida, Georgie,

Jizni Karolina

Triatoma neotomae Texas
Triatoma rubrofasciata Florida
Triatoma sanguisuga Texas, Oklahoma, Kansas, Missouri, Arkansas, Louisiana, Illinois,

Indiana, Ohio, Pensylvanie, Kentucky, Virginie, Tennessee, Severni
Karolina, Mississippi, Alabama, Georgie, Jizni Karolina, Florida

Paratriatoma hirsuta Kalifornie, Nevada, Arizona

Jednotlivé druhy se mezi sebou navzijem liSi nejen rozsifenim, ale i vektorovou
kapacitou a morfologii téla. Jelikoz jde o sajici hmyz, maji obecné zastupci Hemiptera rtizné
modifikované ustni a travici Ustroji, v€etné sloZeni slin. Triatominae se podle dosavadnich
vyzkumi nejspiSe vyvinuli z dravych zastupcti skupiny Reduviidae (Schofield, 2000;
Otélora-Luna et al., 2015). V porovnéani s dnes zndmymi dravymi plosticemi doslo béhem
vyvoje triatom k nékolika zdsadnim behaviordlnim, morfologickym a fyziologickym
zménam (Otélora-Luna et al., 2015). Ustni ustroji ptivodnich draveti umoziujici snazsi
pranik tvrdym exoskeletem kofiSti (Otalora-Luna et al., 2015) je obecné robustni, siln¢
chitinizované a ¢asto zahnuté. Oproti tomu ustni Ustroji krevsajicich forem hmyzu je §tihlé
a podlouhlé. Dravi zastupci rovnéz vyuzivaji silnou toxicitu svych slin k rychlé imobilizaci
kofisti, zatimco Triatominae maji sliny méné agresivni (Schofield, 2000). Pro obligatni
hematofagy, jako jsou pravé Triatominae, jsou rovnéz dulezité modifikace tykajici se pfimo
travicich pochodi. Krev je velice bohaty zdroj rtiznych Zivin, ale je vysoce alkalicka
a vétSina proteinli z0stdvd uzaviena uvnitf krevnich bunék. V tomto ohledu je
pro Triatominae velice dilezity hemolysin, ktery krevni bunky narusi, a také nasledna

acidifikace potravy umoziujici jeji straveni (Schofield, 2000).
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Zastupci podceledi Triatominae jsou vektory Trypanosomy cruzi, ktera je ptivodcem
Chagasovy choroby (jinak také Americké trypanosomiazy) (Garcia et al, 2016;
Vallejo et al., 2009; Otéalora-Luna et al., 2015). Toto onemocnéni nezasahuje jen endemické
oblasti Jizni a Stfedni Ameriky, ale i dalsi zemé svéta, do kterych je Casto importovano
(Haberland et al., 2013; Botoni et al., 2013; Keenan et al., 2013; Dandapani et al., 2014;
Pérez-Molina & Molina, 2018; Miranda-Schaeubinger et al., 2019). Zatimco v 70. letech
minulého stoleti sméfoval pohyb infikovanych migranti z Jizni a Stfedni Ameriky hlavné
do Spojenych stati Americkych, recentnim cilem migrujiciho obyvatelstva je Evropa,
a to predevdim Spanélsko. VEU byla u piavodng latinskoamerickych obyvatel zjisténa
prevalence Chagasovy choroby 4,2%. (Antinori et al., 2018). Ve Spanélsku se podle
dostupnych informaci pocet potencidlné¢ infikovanych obyvatel Trypanosomou cruzi
pohybuje mezi 37 000 — 122 000 (Monge-Maillo et al., 2009). Neméné dilezitou lokalitou
je rovnéz Italie, kde byla naposledy uvadéna alarmujici prevalence této choroby u migrantt

z Latinské Ameriky 9,6 % (Antinori et al., 2018, viz nize).

V endemickych oblastech jsou z epidemiologického hlediska nejvyznamnéjsi dva kmeny
podceledi Triatominae, Rhodniini a Triatomini (Vallejo et al., 2009), kterymi se tato
diplomova préace zabyva. V sylvatickém cyklu 7. cruzi triatomy osidluji hnizda volné Zijicich
obratlovcl. NejvyznamnéjSimi rezervoary pro infekci 7. cruzi jsou vacice, pasovci
a hlodavci. Volné Zijici Zivo€ichové se vSak mohou bézné vyskytovat i v blizkosti lidskych
obydli. PfedevSim netopyii, divoka prasata a divoké kozy propojuji sylvaticky cyklus
T. cruzi s cyklem synantropnim (tj. zahrnujicim clovéka a domestikovana zvifata).
V oblastech Spojenych stati Americkych propojuji oba cykly predev§im krysy druhu
Neotoma albigula, zjejichz hnizd pochéazi vétSina vzorkii analyzovanych v této praci.
V synantropnim cyklu jsou pak nejvyznamnéjSimi hostiteli s velkym epidemiologickym
vyznamem psi, kocky, ale také domestikovana morcata. U psl, ktefi jsou oznaCovani
byly dokonce popsany vSechny z dosud definovanych linii 7. cruzi (DTU viz nize,
Girtler & Cardinal, 2015). Tato studie z roku 2015 ukazala, ze zminéné druhy zivocichu,
pokud jsou infikovani 7. cruzi, jsou velmi infek¢ni. Jako zdroj ndkazy funguji tito
zivoCichové v riznych ekoregionech i1 ekotypech. Takovy fenomén se nevyskytuje

u zadnych jinych domestikovanych zvirat.

T. cruzi mohou piendSet ob¢ pohlavi Triatominae (at’ uz larvy nebo dospélci). Cim je
larva vys$iho instaru nebo ¢im je dospélec starsi, tim vyssi je pravdépodobné 1 mira jejich

promofenosti parazitem (Rassi Jr. et al., 2010; Bern et al., 2011). Infekce se z triatom
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na obratlovce pfend$i po nasati krve sjeho wvykaly (Vieira et al, 2018;
Waltmann et al., 2019). Nekteti zastupci Triatominae defekuji béhem ptestavky v sani, jiné
druhy defekuji bezprostfedné po sani (Bern et al., 2011). Trus infikovany trypanosomou se
poté dostava do krevniho fecist¢ obratlovce nejcastéji mechanicky (b&hem Skrabani).
Mezi hlavni druhy, které kolonizuji lidskd obydli a hraji tak velice vyznamnou roli
v epidemiologii Chagasovy choroby v Latinské Americe, patti druhy Triatoma infestans
(Argentina, Brazilie, Chile, Paraguay, Uruguay), Rhodnius prolixus (Kolumbie, El Salvador,
Guatemala, jizni Mexiko, Venezuela), Triatoma dimidiata (Kolumbie, Guatemala, Panama,
severni Peru, Mexiko), Panstrongylus megistus (Argentina, Brazilie, Paraguay, Uruguay),
a Triatoma brasiliensis (severovychod Brazilie) (Rassi Jr. et al., 2010; Bern et al., 2011).
V USA kolonizuji lidskd obydli druhy Triatoma rubida (Arizona), Triatoma recurva
(ptedevsim jih Arizony) (Klotz et al., 2016), Triatoma gerstaeckeri, Triatoma sanguisuga

a Triatoma lecticularia (vSechny Texas) (Kjos et al., 2009).

1.2 Trypanosoma cruzi a Chagasova choroba

Trypanosoma cruzi je paraziticky prvok patfici do skupiny Kinetoplastida a rodiny
Trypanosomatidae (Garcia et al.,, 2016; Bern et al., 2011). Jde o parazita s komplexnim
zivotnim cyklem, ktery zahrnuje cirkulaci mezi ¢loveékem, vektorem, sylvatickym (volné
zijicim) rezervoarem, piipadn¢ domestikovanym zvifetem (Garcia et al., 2016). Je piivodcem
Chagasovy choroby, ktera byla dfive povazovdna v neendemickych oblastech (Severni
Amerika, staty Evropy a dal$i) za chorobu importovanou. Dnes se ale ukazuje, ze i na zemi
Severni Ameriky lze prokazat autochtonni nakazy, které nebyly importovany, ale pochazi
pfimo od severoamerickych triatom (Beatty et al., 2018; Behrens-Bradley et al., 2019).
Odhadovany pocet nemocnych se uvadi ve velkém rozpéti, od 5 az do 18 miliond lidi
(Miranda-Schaeubinger et al., 2019), a to hlavné ve Stiedni a Jizni Americe (Keenan et al.,
2013). Kazdoro¢né pak na Chagasovu chorobu umird asi 12 — 40 000 lidi (Miranda-
Schaeubinger et al., 2019). 7. cruzi patii mezi nejméné prostudované organismy, coz miize
byt zptsobeno jednak jeji genetickou komplexitou (Peng et al., 2015), jednak neochotou

farmaceutickych firem podpofit vyzkum, ktery je z hlediska zisku neperspektivni.

Analyzy zalozené na zkoumani isoenzymil, rRNA, mini-exoni a dalSich markert,
ukdzaly vyznamnou diversitu mezi zastupci 7. cruzi. Na zadklad¢ téchto poznatkli byly
T. cruzi rozdéleny do dvou geneticky velice odlisSnych skupin (Tcl a Tc2). Pfesto,
ze Chagasovu chorobu zptsobuji trypanosomy z obou skupin, Tc2 se objevuje hlavné

4



u domestikovanych hostitelii, zatimco linie Tc1 napadé pfedevsim volné Zijici zivoCichy (EIl-
Sayed et al., 2005; Garcia et al., 2016). Na zakladé genotypové i fenotypové variability jsou
linie 7. cruzi rozdéleny do nékolika dalSich skupin. Nej€astéji se pouziva rozdéleni do Sesti
tzv. ,,.Discrete Typing Units* (DTUs), v jejichz ramci pak existuji skupiny ozna¢ované Tcl -
TcVI (Bern et al., 2011; Schijman et al., 2011; Haberland et al., 2013; Gumiel et al., 2015;
Pérez-Molina & Molina, 2018; Miranda-Schaeubinger et al., 2019). Z hlediska genetické
diversity tedy 7. cruzi patii mezi heterogenni druhy (Rassi Jr. et al., 2010; Bern et al., 2011;
Pérez-Molina & Molina, 2018). Heterogenita je studovdna na rtiznych Grovnich a mize byt
diivodem nejen rtiznych klinickych ptiznakti Chagasovy choroby, ale i rozdilné geografické

morbidity a mortality (Rassi Jr. et al., 2010).

Chagasova choroba mtize probihat jako akutni nebo chronické onemocnéni
(Botoniet al., 2013; Haberland et al., 2013; Dandapani et al, 2014;
Moncayo & Silveira, 2017; Pérez-Molina & Molina, 2018; Miranda-Schaeubinger
et al., 2019). Dle vysledkid nckterych vyzkumii se zd4, Ze v ptipadé chronické formy
onemocnéni Ize podle konkrétniho symptomu urcit jednotlivé DTUs Trypanosomy cruzi
(Poveda et al., 2014). Linie 7. cruzi 1 je spojovana predevsim s vyskytem kardiomyopatie,
linie 7. cruzi 11, V a VI pak kromé kardiomyopatie hlavné s chorobami traviciho traktu
(Mantilla et al., 2010; Zingales, 2018). Existuji ale i studie, které toto tvrzeni vyvraci
(Del Puerto et al., 2010; Messenger et al., 2015). Akutni faze je vétSinou asymptomaticka,
ptipadné klinické ptiznaky se objevuji jeden az dva tydny od séni ploStice. Patfi mezi né
dlouhodobé horecka, nevolnost, tnava, bolest hlavy a celého téla, zvétSeni lymfatickych
uzlin a hepatosplenomegalie, piipadn¢ subkutdnni edém (Rassi Jr. et al, 2010;
Haberland et al., 2013; Dandapani et al., 2014; Pérez-Molina & Molina, 2018; Miranda-
Schaeubinger et al., 2019). Chronick4 forma této nemoci se postupné vyviji u asi 30 — 40 %
pacienti s akutni formou infekce, a to béhem 10 — 30 let od pocatecni infekce
(Schmunis & Yadon, 2010; RassilJr.etal, 2010; Haberland et al., 2013; Pérez-
Molina & Molina, 2018). Nejcastéji jde o srde¢ni onemocnéni nebo onemocnéni traviciho
traktu (Rassi Jr. et al., 2010; Haberland et al., 2013; Dandapani et al., 2014; Miranda-
Schaeubinger et al., 2019), vzacné se objevuje polyneuropatie a mrtvice (Pérez-

Molina & Molina, 2018).

Lécba tohoto onemocnéni je velice slozita. Jejim cilem je odstranéni klinickych piiznakt
(Rassi Jr. et al., 2010). Zatim existuji pouze dva ucinné Iéky, a to benznidazol a nifurtimox
(Rassi Jr. et al.,, 2010; Bern et al., 2011; Haberland et al., 2013; Botoni et al., 2013;

Dandapani et al., 2014; Pérez-Molina & Molina, 2018). Jejich nevyhodou ovSem je, Ze maji
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fadu vedlejSich ucink (Keenan et al., 2013; Dandapani et al,, 2014) a nejednoznacné
vysledky pti 1é€bé chronického stddia choroby. Navic nejsou vhodné pro téhotné a kojici
zeny (Keenan et al., 2013; Pérez-Molina & Molina, 2018). Urcitou nadéji by mohly byt dva
analogy latky fenarimol, které vykazovaly schopnost 1éCit Chagasovu chorobu
pfi experimentech provadénych na mysSich (Keenan et al., 2013). Od roku 1991 se vyskyt
Chagasovy choroby snizil diky screeningu darct krve, nicméné podle PAHO (The Pan
American Health Organisation) se kazdoro¢né stdle nové nakazi asi 60 000 lidi
(Dias et al., 2002; Bern et al., 2011). Podle WHO jde o jednu z 13 nejvice zanedbavanych
tropickych nemoci (Rassi Jr. et al., 2010; Pérez-Molina & Molina, 2018). S ohledem na tyto
skutecnosti a neexistenci u¢inné vakciny je velice dilezita prevence. Ta spociva predevsim
ve snaze vyhybat se kontaktu s ploSticemi pod¢eledi Triatominae, a také v kontrolovani krve,
kterd se vyuzivad piitransfuzich (Dias et al., 2002; Rassi Jr. et al., 2010; Pérez-
Molina & Molina, 2018).

T. cruzi je sterkoralni parazit, k jehoZ prenosu na hostitele dochazi skrze kontakt vykali
vektoru s hostitelskou krvi (Nouvellet et al, 2013). Zivotni cyklus 7. cruzi za&ina
v bezobratlém vektoru — ploStici Triatominae, ktery infekci ziskavda béhem séani
na infikovaném savéim hostiteli (Garcia et al., 2016; Bern et al, 2011). Ve stievé
Triatominae pak dochazi po néckolika dnech k pfeméné trypomastigota (v nékterych
ptipadech pies stadium zvané spheromastigot) na epimastigota, hlavni replika¢ni stadium
Trypanosomy cruzi ve vektoru. Po replikaci ndsledné¢ migruje do zadni Casti stieva, kde
dochazi k jeho preméné na infekéni formu metacyklického trypomastigota (v procesu
zvaném metacyklogeneze) (Garcia et al., 2016; Haberland et al., 2013). Ta probihd témer
vyhradné¢ pouze v oblasti rekta, a to po pfichyceni na rektalni sténu. Metacyklicky
trypomastigot je z téla vektoru vylucovan spolu se stolici (Garcia et al., 2016;
Bern et al,, 2011). Jak uz bylo zminéno, Triatominae stfidaji sani a defekaci. Timto
zpusobem se metacyklicky trypomastigot dostava ptres ranu nebo mukozni sliznici do téla
savCiho hostitele, kde invaduje do rGznych bun€k. Mlze napadnout v podstaté jakoukoli
bunku vtéle (Torrecilhas et al, 2008; Haberland et al, 2013). V cytoplasmé se
trypomastigot diferencuje na intracelularniho amastigota, ktery se replikuje, a to po dobu
Ctyt az péti dni. Ke konci této periody dochéazi k jeho pfeméné opét na trypomastigota, ktery
se nasledné dostava do krevniho fecisté. Cirkulujici trypomastigot je poté schopen infikovat

nové buiky, ¢imz dochazi k Sifeni infekce (Bern et al., 2011; Haberland et al., 2013).

Ve stfevé triatom je 7. cruzi ovlivilovana a pravdépodobné i regulovana biochemickymi

i fyziologickymi faktory. Na dynamiku jejitho vyvoje a také na pfeménu do dalsiho stadia
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pusobi rizné latky souvisejici s travenim, jako hemolyticky faktor, peptidy odvozené od a-
D-globinu nebo lektiny (Azambuja et al., 2005; Garcia et al., 2016). Hustota populace
parazita a procentudlni zastoupeni jednotlivych stadii v kone¢niku jsou pak ovlivnény
potravou vektoru obecné. Déle mohou mit na vyvoj 7. cruzi negativni vliv také humoralni
slozky imunitniho systému vektora (napf. molekuly defensinu). Vyznamnou roli hraji také
reaktivni kyslikové radikaly a oxid dusnaty (Garcia et al., 2016). V neposledni fad¢ je parazit
v prostiedi stfeva konfrontovan s mikrobiomem. Obecné je znamo, Ze symbiotické bakterie
mohou ovlivnit vyvoj vektorem piendSenych parazitl - patogentl, a n€které jsou schopny
patogena 1 zni¢it. Pfikladem u podceledi Triatominae mtize byt bakterie Serratia
marcescens, ktera produkuje latku prodigiosin. Ta je schopna 7. cruzi zahubit
(Azambuja et al., 2005). Krom¢ prodigiosinu produkuje tato bakterie i dalsi toxické latky,
které maji antiparazitdrni ucinky, jako napf. cytotoxickou metalloprotedzu, hemolysin,
hemaglutinin nebo antibiotika. Jejich konkrétni u€inky vSak jesté nebyly zcela prokazany
(Azambuja et al., 2005). Pfedev§im Gramm negativni bakterie, které se vyskytuji ve streve
krevsajiciho hmyzu, maji potencial pro modulaci kompetence dané¢ho vektora. Interakce
hostitele, jeho mikrobiomu a ptfenaSenych patogeni je proto v poslednich letech casto

feSenym tématem.

1.3 Symbioza

1.3.1 Obecna fakta o symbioze

Termin symbiéza byl definovan némeckym mykologem Antonem De Bary jako
,»spole¢né souziti riiznych nebo rtizné pojmenovanych organismi“. Obecné jde o blizkou
spolupraci mezi dvéma nebo vice riznymi organismy (Kikuchi et al, 2008;
Prado & Zucchi, 2012). V soucasné biologii je Casto symbidza synonymem mutualismu
(Margulis & Fester, 1991), vztahu prospésného pro vSechny zucastnéné organismy.
Symbi6dza ale zahrnuje ikomenzalismus (souziti dvou organismil, kdy jeden z dvojice
ze spole¢ného souziti profituje, zatimco druhy neni nijak ovlivnén) a parazitismus (jeden
parazituje na druhém). Parazité zplsobuji infekéni onemocnéni, kterd maji na hostitele
negativni vliv a mohou koncit i smrti (Rio et al, 2004; Kikuchi et al, 2008;
Sachs et al., 2011; Berasategui et al, 2016). Obecné ale nelze terminy mutualismus
a parazitismus striktné odd¢lit. Nekteré bakterie se mohou v riznych hostitelich

a podminkach chovat jako mutualisté i jako paraziti (Akman et al., 2002).



Symbidéza mezi bakteriemi a eukaryoty je zprostfedkovana pomoci pienostt malych
molekul, které jsou nezbytné pro rist a Zivot symbiotickych partnert. Symbiotické vztahy
nejpocetnéj$i skupinou, u kter¢ je mozné symbiotické mikroorganismy nalézt
(Kikuchi et al., 2007; Prado & Zucchi, 2012). Predpoklada se, ze je vyuziva 20 — 50 %
zastupc hmyzu (Kuechler et al., 2011). Bakterialni symbionti jsou, stejné jako jakékoli jiné
bakterie, Archea, viry ijednobunénd eukaryota, soucasti mikrobiomu. Mikrobiom
predstavuje obecny pojem pro vSechny mikroorganismy asociované s hostitelem.
U bezobratlych  Zivo¢icht, a to =zvlas§t¢ uhmyzu, vykazuje velkou diversitu
(Moran et al., 2005). Obecné je mutualisticky vztah mezi bakteriemi a hmyzem povazovan
za fenomén, ktery pfispiva kuspéSnosti a ekologické diverzit€¢ této skupiny

(Beard et al., 2002; Kuechler et al., 2011; Feldhaar, 2011; Weiss et al., 2012).

Pokud jde o bakteridlni symbionty obecné, lze fici, ze jde o nesourodou, ekologicky
ievoluéné diverzifikovanou skupinu. Zatimco néktefi symbionti nejsou schopni Zzit
arozmnozovat se bez hostitele, jini si zachovavaji zakladni Zivotni funkce nezdvisle
na hostiteli (Sachs et al., 2011). Dale se lisi jejich lokalizace v hostitelské tkani, kdy mohou
obyvat Malpighiho trubice, lumen stfeva, stfevni sténu, reprodukéni organy nebo
intracelularni prostor. V piipad¢ intraceluldrniho prostoru pak jde o tzv. endosymbionty.
Nékteti z nich se shlukuji ve specializovanych butikdch bakteriocytech nebo v organovych
strukturach vznikajicich z bakteriocyti, zvanych bakteriomy (nebo také mycetomy)
(Schofield, 2000; Wernegreen 2002; Moran et al, 2005; Rio et al, 2004;
Kikuchi et al., 2008; Oliver et al., 2010; Sachs et al., 2011; Kuechler et al., 2011;
Rio et al., 2016; Husnik, 2018). Rozdilny je i zpisob pifenosu symbiontli v populaci
hostitele. Jedna se o vertikalni nebo horizontdlni pfenos, mozna je i jejich kombinace.
Vertikalnim pfenosem je pienos z matky na potomstvo. Ten miiZe probihat transovaridlné
nebo pres kontaminovana vajicka. Horizontdlni pak pfedstavuje pfenosy v ramci populace,
mezi populacemi stejného druhu nebo mezi neptibuznymi populacemi. Mechanismem tohoto
pfenosu mize byt koprofigie, spolecné sani na hostiteli nebo zisk symbiontii z vnéj$iho
prostiedi  (Kikuchietal, 2008; Bright & Bulgheresi, 2010;  Webster, 2014;
Salem et al., 2015). V zavislosti na jejich vztahu s hostitelem lze symbionty klasifikovat
do dvou ekologicky odliSnych skupin, a to naobligatni a fakultativni symbionty

(Kikuchi et al., 2007; Feldhaar, 2011; Prado & Zucchi, 2012).

Obligatni (primarni) endosymbionti jsou intracelularni symbionti, ktefi jsou pro hmyz

nezbytné dileziti, co se tyce jeho pfeziti a rozmnozovani (napi. Rio, etal, 2004;
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Kikuchi et al., 2008; Kuechler et al., 2011; Prado & Zucchi, 2012; Rio et al., 2016;
Sterkel et al., 2017; Jiménez-Cortés et al., 2018). Poskytuji svému hostiteli celou Skalu
riznych vyhod. Jde naptf. o dopliiovani Zivin, které jsou v potravé hostitele zastoupeny
v minimalnim mnozstvi (Akman et al., 2002; Moran et al., 2005; Rio et al., 2004;
Kikuchi et al., 2008; Sachs et al., 2011; Prado & Zucchi, 2012; Berasategui et al., 2016;
Sterkel et al., 2017). Hostiteli dodavaji hlavné esencidlni aminokyseliny, vitaminy a tuky.
Dtlezité¢ ziviny chybi piedev§im organismim s jednostrannou stravou, jako je krevsajici
(hematofagni) nebo fytofagni hmyz (Douglas, 1998; Wernegreen, 2002; Beard et al., 2002;
Rio et al., 2004; Oliver et al, 2010; Kuechler et al., 2011; Berasategui et al., 2016;
Sterkel et al., 2017). DalSimi ptiklady poskytovanych vyhod je udrZeni spravnych funkci
imunitnitho systému (Weiss et al, 2012; Sterkel et al., 2017), produkce antibiotik
(Sachs et al., 2011; Waltmann et al, 2019) nebo také resistence vicipatogentim
(Oliveira et al., 2018). Obligatni symbionti se prenasi vertikdlné¢ z matky na potomstvo
(tzv. transovaridlni prenos) a vyvijeji se s hostitelem miliony let. Jejich pocet v hostitelskych
tkanich byva extrémné vysoky (Moran et al., 2005; Kikuchi et al., 2008; Oliver et al., 2010;
Feldhaar, 2011; Weiss et al., 2012; Prado & Zucchi, 2012; Jiménez-Cortés et al., 2018).
V hostiteli obyvaji zminéné bakteriomy (Prado & Zucchi, 2012; Husnik, 2018), které lze
u rizného hmyzu nalézt v jinych strukturach. Pfikladem jsou zéstupci rodiny Hippoboscidae,
u kterych se symbionti nachdzi ve stfevnich buikéch, dale zastupci rodiny Nycteribiidae,
ve kterych symbionti obyvaji mlééné zlazy (Wilkinson et al., 2016). Piikladem hostitele,
ktery nevytvari bakteriomy, ale pouze specializované symbiotické buiky, tzv. bakteriocyty,
jsou mSice (Moran & Telang, 1998). Mimo specializované bunky, ptipadné organy hostitele,
nejsou schopni obligatni symbionti pfezit a neni je proto mozné kultivovat

(Wernegreen, 2002; Rio et al., 2004; Kikuchi et al., 2008; Kuechler et al., 2011).

Odlisnou ekologickou kategorii predstavuji fakultativni (sekundarni) symbionti, jejichz
vztah k hostiteli neni jasné¢ vymezen. Kromé pfenosu z matky na potomstvo se na nového
hostitele mohou pfendsSet i horizontdlné, a to jak vrdmci druhu, tak i mezidruhové
(Kikuchi et al., 2007; Oliver et al., 2010; Kikuchi, 2009; Feldhaar, 2011;
Prado & Zucchi, 2012; Jiménez-Cortés et al., 2018). Pro hostitele nejsou zivotné¢ duleziti
(Wernegreen, 2002; Oliver et al., 2010; Kikuchi, 2009; Prado & Zucchi, 2012). Jejich vliv
na fitness hostitele se muze liSit v zavislosti na riznych ekologickych podminkach
(Oliver et al., 2010; Kikuchi, 2009). To znamenda, Ze pro hostitele mohou byt prospésni
i Skodlivi (Feldhaar, 2011; Prado & Zucchi, 2012). Pozitivni vliv spociva ve zvySovani

odolnosti hostitele vii¢i tepelnému stresu, patogeniim nebo vii€i parazitim. Jakousi evolu¢ni
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pojistku pak predstavuje jejich schopnost kompenzovat ztraty primarnich symbiontii
(Kikuchi, 2009; Feldhaar, 2011; Prado & Zucchi, 2012). Negativné mohou naopak ovlivnit
rust, reprodukci nebo délku zivota hostitele (Prado & Zucchi, 2012). Oproti primarnim se
sekundarni symbionti vétSinou neshlukuji v zadném organu, ale obyvaji rizné tkang,
ptipadné hemolymfu hostitele (Moran et al., 2005; Oliver et al., 2010; Kikuchi, 2009;
Prado & Zucchi, 2012; Jiménez-Cortés et al., 2018). Zatimco obligatni symbionti jsou
lokalizovani intracelularné, fakultativni symbionty lze najit vn€ i uvnitt hostitelskych bun¢k
(Kikuchi, 2009; Prado & Zucchi, 2012; Husnik 2018), napt. v heamocoelu, tukovém télese,
svalech, nervové tkani nebo stievé (Feldhaar, 2011). Vzhledem k jejich neptimé zavislosti

na hostiteli je mozné vétSinu fakultativnich symbionti kultivovat (Kikuchi et al., 2008).

Symbidza funguje u mnohobunéénych organismii uz asi 2 miliardy let. Pfesto dosud neni
jasné, jak konkrétni vztahy mezi organismy vznikaji nebo pro¢ vznikaji jen mezi né€kterymi
z nich (Henry et al., 2015). Nicméné je znamo, ze mutualisté vzhledem k evoluci hraji velice
vyznamnou roli v Zivoté hmyzu. Nejen, ze ovliviiuji jeho diverzitu (Kikuchi, 2009), ale také
mu umoznuji rozsitit ekologickou niku o oblasti, které by hmyz jinak nebyl schopen

vyuzivat (Feldhaar, 2011; Berasategui et al., 2016).

1.3.2 Symbi6za u pod¢eledi Triatominae

Triatominae nemaji oproti jinému krevsajicimu hmyzu primarni symbionty, ale mnohem
dynamiCtéj§i  symbiozu  scelymi  bakteridlnimi  spolecenstvy  (mikrobiomem)
(Schofield, 2000; Otalora-Luna et al., 2015). Tato spoleCenstva se nachazi volné v lumen
stteva a pro triatomy maji velky vyznam (Schofield, 2000; Rodriguez et al, 2011;
Husnik 2018). Jsou soucasti mikrobiomu, ktery je kromé& symbiotickych bakterii tvoren
vSemi mikroorganismy vyskytujicimi se v téle triatom. Poprvé symbiotické bakterie triatom
popsal Duncan vroce 1926 (Duncan, 1926). Ve své praci se zabyval druhem Rhodnius

prolixus, u jehoz zastupcl nasel ve vSech ptipadech Gramm pozitivni bakterii rodu Bacillus

(Vallejo et al., 2009).

O mikrobiomech podceledi Triatominae jako takové je znamo né€kolik zakladnich fakti.
Jejich mnozstvi v intestindlnim traktu koresponduje jednak s larvalnim stadiem, jednak
sdobou, kterd wuplynula od posledniho nasati (Eichler & Schaub, 2002;
Waltmann et al., 2019). Je zndmo, ze mnozstvi symbionti se po nakrmeni zvysSuje
(Eichler & Schaub, 2002; Sterkeletal., 2017). Zdospélci se symbionti prendsi
na potomstvo koprofagii (pozirdnim vykal) (Beard et al., 2001; Eichler & Schaub, 2002;
Pachebat et al., 2013; Husnik 2018; Lopez-Ordonez et al., 2018) nebo béhem vzajemného
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sani (Schofield, 2000). Vyjimkou je symbiont Arsenophonus triatominarum, ktery se
pravdépodobné prenasi vertikalné pies vajicko (Wilkes et al., 2012).

Slozeni mikrobiomu je ovlivnéno mnoha faktory. Piedné plati, ze sloZeni bakteridlni
populace stfeva se 1i§i mezi volné Zijicimi zdstupci a zastupci chovanymi v laboratornim
prosttedi (Waltmann et al., 2019). Mezi vyznamné faktory ovliviiujici charakteristiky
mikrobiomu rovnéz patfi dominantni zdroj potravy (Sterkel et al., 2017; Husnik, 2018;
Dumonteil et al., 2018; Waltmann et al., 2019), stadium vyvoje, nebo druhové prislusnost
hostitele (Rodriguez-Ruano et al., 2018; Waltmann et al., 2019). N¢které studie, provedené
na druhu Triatoma sordida, také poukazuji na rozdily zavislé na funk¢énich Céstech streva,
které bakterie osidluji. Rozdilné mikrobiomové profily z pfedniho, stfedniho a zadniho
stteva byly popsiny u nymf Triatoma sordida prvniho az ctvrtého stadia
(Oliveira et al., 2018; Vieira et al, 2018). V porovnani s ostatnim hmyzem je diverzita
mikrobiomii triatom, ve smyslu bohatosti spoleCenstva v hostiteli mald (Lopez-
Ordonez et al., 2018; Rodriguez-Ruano et al., 2018). Mikrobiomy triatom jsou tvofeny
jen ne¢kolika dominantnimi druhy bakterii (Monteon et al., 2018). Pfi pohledu na diversitni
rozdily mezi pohlavimi je v ptipad€é druhu Triatoma dimidiata vidét, Ze mikrobiom samicek
vykazuje v porovnani se samecky véEtsi diversitu, a to na urovni bakteridlnich fada
(Dumonteil et al., 2018). Zvyseni diversity u 7. cruzi infikovanych triatom bylo prokézano
u fady druht, napt. Triatoma protracta (Rodriguez-Ruano et al., 2018), Triatoma dimidiata
(Orantes et al., 2018) a také Rhodnius prolixus, T. infestans, T. brasiliensis, T. juazeirensis
aT. sherlocki (Diaz et al., 2016). SloZeni mikrobiomu mize byt ovlivnéno irozdilnym
geografickym rozSifenim hostiteld. U druhu Triatoma dimidiata byly popsany rozdilné
mikrobiomové profily jedinct korelujici s jejich odliSnym mistem  vyskytu

(Orantes et al., 2018).

Symbionti triatomam poskytuji celou fadu vyhod. Jsou duleziti pro jejich spravny ruast
a vyvoj. Jedinci, ktefi nejsou kolonizovani symbionty, maji vy$s$i mortalitu, ¢asto ve vyvoji
nedosahnou dospélosti a nedokonci sviij pohlavni vyvoj (Beard et al., 2001; Rio et al., 2004;
Kikuchi et al., 2008; Lopez-Ordonez et al., 2018; Oliveira et al., 2018). Symbionti maji
predev§im nutricni vyznam (Schofield, 2000; Vallejo et al.,, 2009; Sterkel et al., 2017;
Lopez-Ordonez et al., 2018). Konkrétné je nutné zminit bakterii Rhodococcus rhodnii, ktera
se podili na dodavani nutricné dilezitych zivin v chudé stravé triatom. Pravdépodobné jde
o dodavani vitamina skupiny B (Beard et al., 2002; Kikuchi et al., 2008; Vallejo et al., 2009;
Pachebat et al., 2013; Tobias, 2016; Husnik 2018; Jiménez-Cortés et al., 2018;

Oliveira et al., 2018). Za zminku stoji také sekundarni symbiont Arsenophonus
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triatominarum. Pivodné byl zndm pfedevSim jako intracelularni fakultativni symbiont,
pfesto ale byla prokézana jeho vysoka koncentrace i v lumen stfeva, a to u druht Triatoma
protracta a Triatoma sanguisuga (Rodriguez-Ruano et al., 2018). Poprvé byla tato bakterie
popsana u druhu Triatoma infestans, u kterého predstavuje pravé sekundarniho symbionta.
A. triatominarum se u T. infestans vyskytuje v hemolymf€, srdci, slinnych zlazéch,
nervovém ganglionu, visceralnich svalech, varlatech nebo vaje¢nicich (Hypsa & Dale, 1997;
Hypsa et al., 2002). Kromé Triatoma infestans byl A. triatominarum nalezen u dalSich 17
druhii Triatominae (Sorfova et al., 2008). Symbionti rodu Arsenophonus jsou znami z mnoha
jinych hostiteld, napt. parazitickych vosicek, klistat, molic, mSic, parazitickych much,
mravenct, veel, v§i, a dokonce dvou druhti rostlin (Dale et al., 2006; Novakova et al., 2009).
Zajimavosti je, ze zastupci rodu Arsenophonus vykazuji Siroké ekologické spektrum. Jde
o diverzifikovanou skupinu, ve které se n¢ktefi zastupci chovaji jako symbionti, jini naopak
funguji jako paraziti (Novakova et al, 2009). V pifipadé¢ symbionti pak muze jit jak
o symbionty obligatni, tak i fakultativni (Wilkes et al., 2012). Zatimco n€kolik ¢lenti tohoto
rodu mé na svého hostitele zasadni vliv, jak pozitivni v pfipadé nutri€nich mutualistl, tak
negativni (narusuji reprodukci), podobny fenomén nebyl u A. triatominarum prokazan
(Wilkes et al., 2012; Rodriguez-Ruano et al., 2018). Zastava tedy otazkou, pro¢ je tento

symbiont stale soucasti hostitelskych mikrobiomi.

Symbionti jsou vyznamni i z epidemiologického hlediska. Hraji klicovou roli v udrzeni
homeostdzy a spravné funkce imunitniho systému hostitele (Sterkel et al., 2017; Jiménez-
Cortés et al., 2018; Waltmann et al., 2019). Navic maji také vliv na hostitelem pfenaSené
patogeny. Ovliviiuji hostitelovu schopnost patogeny ziskavat, udrzovat i prendset, a to nejen
v ptipad¢ podceledi Triatominae, ale i u dalSich vektord, jako jsou komati, muchnicky nebo
naptiklad klistata (Da Mota et al., 2012; Diaz et al., 2016; Jiménez-Cortés et al., 2018;
Oliveira et al., 2018; Husnik, 2018; Waltmann et al., 2019). S patogeny mohou symbionti
soupefit pfimo, a to o zdroje ve stfevech, nebo nepiimo indukei hostitelovy antiparazitarni
aktivity (Diaz et al.,, 2016). Samy symbiotické bakterie mohou produkovat mnoho latek
(hydrolytické enzymy, peptidy, vitaminy, kofaktory a antimikrobialni faktory), které se
podili na inhibici patogenti (Da Mota et al., 2012). V mikrobiomech triatom, konkrétné
v laboratornich koloniich druhu Rhodnius prolixus, byla naptiklad identifikovana bakterie
Serratia  marcescens s antitrypanosomalni  aktivitou (Azambuja et al, 2005;
Rodriguez et al., 2011; Carels et al., 2017; Jiménez-Cortés et al., 2018; Waltmann et al.,
2019). Tato bakterie je schopna nicit riizné strainy 7rypanosomy cruzi (Da Mota et al., 2012;
Diaz et al., 2016).
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Interakce mikrobiomu a hostitelem pienaSenych patogenti je vzajemnd. I patogeny jsou
schopné, at jiz pfimou nebo nepiimou cestou, ovliviiovat hostiteliv mikrobiom.
Kromé zastupci podceledi Triatominae jsou tyto interakce znamé také napf. u komarQ
(Guégan et al., 2018). Dosud provedené vyzkumy u triatom ukazaly, ze pfitomnost 7. cruzi
v ruznych druzich souvisi se zvySenou mikrobialni diverzitou (Diaz et al., 2016; Rodriguez-
Ruano et al., 2018; Orantes et al., 2018). V neposledni fadé je zndmo, ze interakce uvnitf
mikrobiomu ¢asto vedou k vyménam genetické informace, a to vSemi sméry. Jde o vyménu
genti mezi mikroorganismy existujicimi spolecné v jednom hostiteli, o pienos informace
z mikroorganismu na hostitele anebo o pienos informace z hostitele na mikroorganismus.
VSechny tyto interakce maji zasadni vyznam ve veterinarnim i medicinském prostiedi
a jejich studium muze byt pfinosné v otazce pienosu genu resistence a eliminace chorob

pfenasenych pravé krevsajicim hmyzem (Husnik, 2018).

Znalosti soucasné védy o triatomach jako holobiontu, tedy komplexnim systému
hostitel — mikrobiom — 7. cruzi, jejiz vyvoj probihd v mikrobiomu vlastnim prostiedi stfeva,
jsou stale velice omezené a svym rozsahem zasadné kontrastuji s detailnimi znalostmi vztahu
hostitel — parazit, minéno obratlovec — 7. cruzi. S ohledem na zasadni epidemiologicky
vyznam triatom je vSak dilezité komplexité vztahli v hmyzim vektoru plné porozumét.
Proto se touto problematikou moje diplomova prace zabyva a v budoucnu by ji méla byt

vénovana znacnd pozornost.
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2 Cile prace

V této diplomové praci se budu zajimat o mikrobiomy plostic podceledi Triatominae.
Kromé jejich dynamiky v z&vislosti na sani hostitele bude sledovan i jejich vyvoj vzhledem
k ontogenezi hostitele. Déle se prace bude zabyvat také tim, jak jsou mikrobiomy ovlivnény

ptitomnosti parazita 7. cruzi. Konkrétné mam za cil nasledujici:

1. Zmapovani dynamiky mikrobiomu v zdvislosti na sani hostitele a vizualizace
zmén mikrobiomu pomoci metody FISH.

2. Posouzeni vyvoje mikrobiomu v ontogenezi hostitele u volné Zijicich triatomini.

3. Diagnostika Trypanosoma cruzi u volné zijicich severoamerickych triatomint
aposouzeni vlivu parazita na mikrobiomovy profil u vybranych druhi

triatominu.
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3 Material a metody

3.1 Vzorky

Analyzované vzorky pochdzely ze dvou rtiznych zdroji. Prvnim zdrojem byly vlastni
chovy, konkrétné¢ laboratorni kolonie Katedry parazitologie na Pfirodovédecké fakulté JU
v Ceskych Budgjovicich. Slo o 74 vzorki stiev ziskanych ze 74 jedinct druhu Rhodnius
prolixus. Druhym zdrojem vzorki byla hnizda volné zijicich krys druhu Neotoma albigula,
a to ve statech Arizona a Texas. Vzorky byly sbirdny vedouci nasi laboratote v 8 lokalitach.
Z téchto oblasti pochdzi 271 vzorka. Piehled vzorkd z USA shrnuje Tabulka P2 v sekci
Ptilohy.

3.2 Pitva a izolace DNA

3.2.1 Laboratorni chov Ceské Budéjovice

K posouzeni dynamiky mikrobiomu v zavislosti na sani hostitele byli vyuziti jedinci
z vlastniho chovu. Z chovu bylo vybrano celkem 74 dospé€lych jedincti samciho pohlavi
druhu Rhodnius prolixus. Znich bylo 25 vzorkii zpracovano pro high throughput
amplikonové sekvenovani a qPCR, dalSich 28 pro ovérovaci qPCR analyzy a zbylych

21 vzorkt bylo analyzovano pomoci metody FISH.

Pro potfeby high throughtput amplikonového sekvenovani a qPCR bylo postupné
25 jedincim vzdy v urcity den po nasati (konkrétné 3., 5., 7., 10. a 15. den, kazdy interval
vzdy 5 jedincim) vypitvano stievo, ze kterého poté byla vyizolovana DNA. Jelikoz
v prib¢hu traveni nasaté krve byl pfedpoklddan urcity vyvoj mikrobiomu, byla navrzena
Casova fada (tedy urcité intervaly odbéru sttev), diky niz bylo mozné dynamiku mikrobiomu
v z&vislosti na traveni nasaté krve sledovat. Pitva probihala s vyuzitim stereomikroskopu,
ato na Petriho misce s PBS (phosphate-buffered saline). Vypitvano bylo celé stievo,
které bylo poté umisténo do prazdné zkumavky a uchovano pii -80°C az do nasledné izolace
DNA. Ta byla provadéna po ziskani vSech potiebnych vzorkl s vyuzitim Blood & Tissue
Kitu. VSechny kroky probihaly podle navodu vyrobce (DNeasy Blood & Tissue Kit,
Qiagen), s vyjimkou eluce, kterd probéhla pouze do 70 ul AE pufru.
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Zbylych 49 vzorki bylo ziskano ze 49 jedincii a zpracovano pro potieby analyzy pomoci
dalsi qPCR a FISH. Pitva v tomto pfipad¢ probihala v 7 ¢asovych intervalech, v kazdém
intervalu byly ziskany 4 vzorky pro qPCR a 3 pro FISH (Tab. II). Pocet intervalti byl
vtomto piipadé zvySen kvuli snaze zachytit co nejpfesnéji dynamiku mikrobiomu,
a to s mnohem presnéjSim kvantifikaénim pfistupem, tj. qPCR. Pro potieby qPCR pitva
probihala pod stereomikroskopem na prazdné Petriho misce. Pitvou bylo ziskano celé stievo,
které bylo nasledné pfemisténo do zkumavky s obsahem pufru ATL. Ze ziskanych vzorkt
byla dale izolovina DNA s vyuzitim DNA microKitu (Qiagen), a to podle navodu
od vyrobce. Pro metodu FISH byla pitva provadéna opét pod stereomikroskopem na prazdné
Petriho misce, a to nasledujicim zptsobem: jedinci byly odstranény koncetiny a kiidla, dale
hlava a kutikula z dorzalni strany téla. Zbylé tkané vCetné stieva byly vlozeny do zkumavek
s 4% paraformaldehydem a fixovany pfes noc v +4°C. Druhy den byl paraformaldehyd
vyménén za roztok 2% peroxidu vodiku rozpusténého v etanolu, ktery snizuje
autofluorescenci tkani. Nasledné byly vzorky opét uchovany v +4°C do dalSiho zpracovani,

pricemz roztok peroxidu byl kazdy tyden ménén.

Tab. II: Casové intervaly pitev a podty ziskanych vzorkii pro qPCR a FISH.

Den po nasati Pocet vzorka (qPCR) Pocet vzorki (FISH)

Ctvrty 3
Sedmy
Desaty
TFinacty
Osmnacty

Dvacaty tieti

N N . T S T S T~ N
W W W W W W

Dvacaty osmy

3.2.2 Hnizda krys druhu Neotoma albigula

Vzorky pochazejici z hnizd krys druhu Neotoma albigula byly sbirané zivé a uchovavané
pro prepravu do nasi laboratofe ve 100% etanolu. Stfeva nebyla pitvana, jelikoz jsme
v mikrobiomovych profilech ze stfev a celych abdomenti neprokazali statisticky signifikantni
rozdily (Rodriguez-Ruano et al., 2018). DNA byla tudiz izolovana z celych abdomenti

pomoci Blood & Tissue Kitu pracovnikem nasi laboratotfe Janem Zimou.
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3.3 Zmapovani dynamiky mikrobiomu v zavislosti na sani hostitele

a vizualizace zmén mikrobiomu pomoci metody FISH

3.3.1 High throughtput amplikonové sekvenovani

Pro 25 vzorkG R. prolixus byly vytvoteny 16S rRNA amplikonové knihovny
dle protokolu EMP (Earth Microbiome Project, http://www.earthmicrobiome.org).
V sekvenovaném runu bylo celkem 5 negativnich kontrol, ve kterych se osekvenovalo
pramérme 169 £+ 1459 readi. OTU, které byly nalezeny ve dvou a vice negativnich
kontrolach, byly z datasetu odstranény, tj. celkem 15 potencidlné kontamina¢nich OTU.
Dale byly jako pozitivni kontrola osekvenovany také 3 vzorky se zndmym mikrobiomovym
profilem. Pfiporovnani s daty zrunu zpracovaného béhem mé bakalaiské prace bylo
zjiSténo, ze profily diive osekvenovanych vzorkli odpovidaji profilim téchto pozitivnich
kontrol. Primérny pocet readti zpracovanych vzorkit Rhodnius prolixus byl 7225,1 £ 5646,3.
Neékolik vzorkii se nepodatfilo dostatecné osekvenovat a nizky pocet ziskanych readii
neumoznil dalsi analyzy (pocty readti: 701, 23, 116, 38 a 170). Z celkového poctu 25 vzorkl
v datasetu bylo 5 odstranéno (3 vzorky pitvané 15. den po nasati a 2 vzorky pitvané 10. den
po nasati). Vzhledem k této skutecnosti byla pro néasledné analyzy data pro 10. a 15. den

po nasati sloucena do jednoho ¢asového intervalu.

3.3.2 qPCR

Kvantitativni polymerazova tetézova reakce byla vyuzita k pfesnéjSimu posouzeni zmén
mikrobiomu v priubéhu traveni nasaté krve u jedinct druhu Rhodnius prolixus z vlastniho
chovu. Tato metoda byla provedena na dvou skupinach vzorki, poprvé s 25 vzorky, podruhé
s 28 vzorky a upravenymi ¢asovymi intervaly pitev (Tab. II). Amplifikace pro set 25 vzorki
s dostupnymi amplikonovymi daty (Obr. 1) vSak neposkytla vérohodné vysledky. Standardni
odchylky u Ct hodnot pro amplifikaci 3 sledovanych bakterii byly extrémné vysoké.
Vsechny vzorky byly zpracovany jako technicky duplikat, pticemz kazdy jeden vzorek
v biologickém triplikatu (dohromady tedy kazdy vzorek 6x). Reakce byla michéna
do objemu 20 pl nasledujicim zptsobem: 10 pl iQ Supermix (Bio Rad, 2x koncentrovany,
100 mM KCl, 40 mM Tris-HCI, pH 8,4, 0,4 mM dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
50 U/ml iTaq DNA polymeraza, 6 mM MgCl,, stabilizatory); 0,8 ul forward primeru
(10 uM); 0,8 ul reverse primeru (10 uM); 0,4 ul proby (10 uM); 7 pl vody a 1 pul DNA.
Celkem byly v kazdé reakci pouzity 4 proby (navrzeny Marii Jaloveckou pomoci programu

Primer 3 (http://primer3.ut.ee/, Tab. II1)) znacené odliSnymi fluorochromy a 4 sety primert
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(viz. Tab.1V). Hodnoty Ct, vyjadfujici hodnotu cyklu, ve kterém byla detekovana

fluorescence, byly zpracovany s vyuzitim delta delta Ct metody. Nasledné byl sestrojen graf

s vysledky (Obr. 3). Analyza byla zaméfena na relativni zastoupeni 3 sledovanych bakterii.

Tab. III: Ptehled prob pouzitych pti qPCR.

Organismus Préba Sekvence (5" - 3")

Rhodnius prolixus FAM-BHQ1 AATTGTTCCCCATGAACGAG
Enterococcus faecalis Cy5-BHQ2 GCGGCTCTCTGGTCTGTAAC
Arsenophonus HEX-BHQ1 TGGGGAGCAAACAGGATTAG
Bacillus TxRed-BHQ2 GAATTATTGGGCGTAAAGCG

Tab. IV: Prehled primera pouzitych pii gPCR.

Organismus Primer Sekvence (5" - 3")

pro 18S F TCCTTCGTGCTAGGAATTGG
Rhodnius prolixus

pro 18S R GTACAAAGGGCAGGGACGTA

pro 16S F CCATGTGTAGCGGTGAAATG
Enterococcus faecalis

pro 16S R CGGAAACCCTCCAACACTT

pro 16S F CCATGTGTAGCGGTGAAATG
Arsenophonus

pro 16S R GACATCGTTTACAGCGTGGA

pro 16S F ACGTAGGTGGCAAGCGTTAT
Bacillus

pro 16S R TCTCCCAGTTTCCAATGACC

3.3.3 Metoda FISH

Fluorescencni in situ hybridizace byla taktéz vyuzita ke sledovani dynamiky mikrobiomu

v prib¢hu traveni nasaté krve. Zpracovano bylo celkem 21 vzorkl ziskanych z 21 jedincii

druhu Rhodnius prolixus. Pouzité reagencie, jejich seznam a detailni informace popisuje

Tab. P1 vsekci Prilohy. Po ziskdni vzorkd (popsano vySe) probihala metoda podle

nasledujiciho schématu.
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3.3.3.1 Fixace a kryosekce

Vzorky byly pfemistény z 2% peroxidu do smési 15% sacharozy a O. C. T.
embedding media (namichdno v poméru 35:10). V této smesi byly fixovany pies noc
pfi4°C. Nasledné¢ byly vzorky fixovany v sérii smési, které vznikly smichdnim stejnych
reagencii v nasledujicich pomérech: 15:10 (fixace 2 hod) a 15:30 (fixace 2 hod). Poté byly
vzorky na 2 hodiny pfeneseny do 100% O. C. T. embedding media. Fixace ve vSech
ptipadech probihala pfipokojové teploté. Déle byly vzorky rychle zamraZeny ponotfenim
do tekutého dusiku na asi 15 s a uchovany v -80°C az do kréjeni fezli. Pomoci kryostatu
LEICA CM 1850 UV byly pii teploté -20°C ziskdny fezy o tloustce 6 pm. Rezy byly
pfeneseny na sklicko pokryté poly-L-lysinem, na kterém byly nasledné vysuSeny pii44°C

po dobu 15 min. Sklicka byla uchovana pti 4°C do dal§iho zpracovani.

3.3.3.2 Hybridizace a promyvani

Za Ucelem dehydratace tkani byla sklicka s fezy promyta ve 3 sériich vodného
roztoku etanolu (postupné 50%, 80% a 96% etanol), a to vzdy po dobu 3 min. Poté byly fezy
ponechany pii laboratorni teploté¢ do vyschnuti a nasledné hybridizovany ve vlhké komtirce
pti teploté 46°C po dobu dvou hodin. Hybridizaéni pufr (Tab. V) obsahoval 4 fluorescen¢ni
proby (Sigma Aldrich, Tab. VI) o koncentraci 2,5 ng/ul, znichz 1 byla vyuZzita jako
negativni kontrola. Konkrétn€¢ byly pouzity proby Cy3 aTexasRed (navrzeny
postdoktorandem Giampierem Batanim) specifické pro 2 rody bakterii, Arsenophonus

a Enterococcus, a také univerzalni proba EUB338 hybridizujici s bakterialni 16S rRNA.

Tab. V: Ptiprava hybridizacniho pufru.

Reagencie MnoZzstvi Vysledna koncentrace v hybridiza¢nim pufru
5M NaCl 360 pul 900 mM

IM Tris/HCl 40 pl 20 mM

Formamid 600 pl 30%

Destilovana voda do celk. 2 ml

10% SDS 2 ul 0,01%
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Tab. VI: Seznam pouzitych fluorescencnich prob a dalsi informace.

Préba Oznaceni Zacileni Sekvence (5" - 3")

Cyanine 5 (Cy5) EUB338 vSechny bakterie GCTGCCTCCCGTAGGAGT
Cyanine 3 (Cy3) Ec50 Enterococcus TCAGACTTAAGAAACCGCCT
TexasRed As307 Arsenophonus TCCGGAGGCCACAGTTCTAGA
Cyanine 5 (Cy5) NONEUB338 NA ACTCCTACGGGAGGCAGC

Po 2 hodinach byl kazdy vzorek omyt cca 1 ml vychlazené vody. Nasledné na kazdy
bylo napipetovano asi 100 pl promyvaciho pufru (mnozstvi opét zdlezelo na velikosti
vzorku), ve kterém byla poté sklicka se vzorky inkubovéna pti 48°C po dobu 25 min. Pufr
byl pfipraven podle navodu popsaného v Tabulce VII.

Tab. VII: Piiprava promyvaciho pufru.

Reagencie MnoZzstvi Vysledna koncentrace v promyvacim pufru
5M NaCl 1020 pl 0,112 M

IM Tris/HCl 1 ml 20 mM

0,5M EDTA 500 pl 5mM

Destilovana voda do celk. 50 ml

10% SDS 50 pl 0,01%

3.3.3.3 Mikroskopie

Sklicka se vzorky byla osusena a nésledné byl kazdy vzorek inkubovan po dobu
10 min vcea 100 pul DAPI roztoku (koncentrace 1 ng/ pl; mnozstvi zavislé na velikosti
vzorku). Sklicka se vzorky byla ptekryta krycimi sklicky se 120 pl roztoku Mowiol media
auchovana ve 4°C az do mikroskopovani. Fluorescencni signdly byly sledovany
pod konfokéIlnim skenovacim mikroskopem (FLUOVIEW FV3000, Olympus, Japan). Byly
sledovany 4 svételné kandly zaroven, pfi¢emz nastaveni filtri bylo upraveno tak, aby bylo
dosazeno maximalniho signdlu z kazdého fluorochromu (pro jednotlivé proby tedy
nasledujici poméry maximalni excitace/emise v nm: DAPI 356/459, Cy3 553/565, TexasRed
595/613, Cy5 645/663). Pro hloubkovou vizualizaci stfevni tkané¢ bylo pouzito vzdy
minimalné 30 optickych vrstev na jeden scan. Po prozkoumani vice oblasti z kazdého vzorku
byly ziskdny obrazy o nejméné tfech barvach, a to pti zvétSeni x100 a x630. Ziskané obrazy

byly zpracovany s pomoci ImageJ distribution Fiji.
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3.4 Posouzeni vyvoje mikrobiomu v ontogenezi hostitele u volné Zijicich

triatomint

K posouzeni vyvoje mikrobiomu v ontogenezi hostitele u volné Zijicich triatominti byly
vyuziti pouze jedinci negativni na pfitomnost 7. cruzi. Data byla pfiblizné stejné kvality jako
v ptipad¢ vzorki Rhodnius prolixus, pticemz prumérny pocet readd ¢inil 6900,2 + 7282,7.
Mikrobiomovy profil byl analyzovan nezédvisle na druhu jednak pfes jednotlivé instary,
jednak ptes dvé skupiny, do kterych byly instary na zaklad¢ diive publikovanych vysledkt
(Rodriguez-Ruano et al., 2018) rozdéleny (1. skupina instary L1, L2 a L3; 2. skupina instary
L4, L5 a L6 oznacujici dospé€lce). Déle byl vyvoj mikrobiomu sledovan podrobnéji
u vybranych druht, tj. Triatoma protracta, Triatoma rubida a Triatoma lecticularia.
K analyze byla vyuzita amplikonovd data pro 16S rRNA gen zpracovana nasledujicim
zptisobem. Nejprve byla pomoci programu USEARCH (http://www.driveS.com/usearch/)
zkontrolovana kvalita hrubych dat, ktera byla ndsledné trimovéana. Ready byly zpracovany
opét v programu USEARCH nékolika skripty nésledujicim zptisobem: nejprve probéhlo
demultiplexovani, poté doslo ke sparovani koncovych readt. Déle byly odstranény primery
a ziskané sekvence byly filtrovdny na kone¢nou délku 410bp. Dataset byl klastrovan
a ze sekvenci byla vytvofena databdze reprezentativnich sekvenci. K reprezentativnimu setu
databaze byly ptfifazeny demultiplexované sekvence a byla ziskdna OTU tabulka. Za pouziti
blast algoritmu a databaze SILVA byla k jednotlivym OTU pfidana taxonomie. Nakonec byl
vyuzit program Qiime (http://qiime.org/), pomoci kterého byly odstranény mitochondridlni

a chloroplastové OTU, a také OTU s extrémné nizkym poctem readd.

Dale byly ziskdny biomové soubory pro jednotlivé analyzované druhy, pfipad¢ sety
triatomind. K tomuto ucelu byl pouzit program Qiime a prikaz
Hfilter samples from otu table.py*. Ziskané biomy byly déale analyzovany v R studiu
(https://rstudio.com/) S vyuzitim modulu vegan
(https://www.rdocumentation.org/packages/vegan/versions/2.4-2/topics/vegan-package).
Konkrétné byly vypocteny indexy diverzity (Shannoniv index a prosta bohatost
spoleCenstva oznaCend jako Richness) a provedeny klastrovaci analyzy (NMDS -
mnohorozmérné nemetrické Skalovani), a to na celkovém poctu 127 vzorkl (79 vzorka
T. rubida, 34 vzorka T. protracta a 14 vzorkl T. lecticularia). Ke statistickému zhodnoceni
rozdili v indexech diversity byl pouzit Kruskal Wallis test. Podobnosti mikrobidlnich profili
stanovené na zaklad¢ Bray-Curtis distanci byly statisticky zhodnoceny pomoci funkce adonis

(https://www.rdocumentation.org/packages/vegan/versions/2.4-2/topics/adonis).

21



Ke grafickému zobrazeni vysledki byl pouzit modul ggplot (https://rstudio.com/wp-
content/uploads/2015/03/ggplot2-cheatsheet.pdf).

3.5 Diagnostika Trypanosoma cruzi u volné Zijicich severoamerickych
triatominii a posouzeni vlivu parazita na mikrobiomovy profil

u vybranych druhi tratomint

3.5.1 PCR a gelova elektroforéza

Ptitomnost parazita Trypanosoma cruzi ve vzorcich volné Zijicich severoamerickych
triatom byla zjiStovadna pomoci polymerdzové fetézové reakce. Screening byl provadén
na 271 vzorcich, a to dvoukolové se tfemi sety primera (Tab. VIII). Kazda dvojice primert
amplifikuje jiny produkt ve smyslu odlisnych DTUs T. cruzi. Dvojice TCZ1, TCZ2
amplifikuje vSechny zndmé DTUs na zdkladé amplifikace opakujiciho se useku DNA
o velikosti 188 bp, tj. mikrosatelitniho regionu nukledrni DNA (Eloy & Lucheis, 2012).
Dvojice ME, TC1 slouzi k amplifikaci 7. cruzi type 1 (tudiz DTU Tcl), dvojice ME, TC2
k amplifikaci 7. cruzi type 2 (tudiz DTUs TclI-VI). Ob¢ dvojice jsou specifické konkrétné
pro mini-exon gene 7. cruzi (Gumiel et al., 2015). PCR byla michdna vzdy do objemu 25 pl,
a to nasledujicim zptsobem: 12,5 ul Combi PPP Master Mixu (Top-Bio, 2x koncentrovany);
0,5 pl forward primeru (10 nmol); 0,5 pl reverse primeru (10 nmol); 10,5 plvody
a1l ul DNA. Reakce probihala v pfistroji Mastercycler (Eppendorf). Teploty pro nasedani
primerti byly nasledujici: dvojice ME, TC1 — 57°C, dvojice ME, TC2 — 51°C, dvojice
TCZ1, TCZ2 — 57°C. Vzniklé fragmenty DNA byly poté rozdéleny na 2% agar6zovém
gelu s pridavkem fluorescencniho barviva GelRed (10 000X in water, Biotium). Pouzity
Combi PPP Master Mix jiz obsahuje barviva a aditiva, diky ¢emuz nebylo nutné ptidavat
k PCR produktiim zadné dalsi latky. Do gelu bylo nanaSeno 5 pul PCR produktu. Pfiblizna
velikost fragmentli byla urcena podle 100 bp Plus DNA Ladderu (Gene Ruler 100 bp Plus
DNA Ladder, Thermo Scientific). Vizualizace vysledkii s pomoci UV zafeni probé¢hla
s vyuzitim zatizeni UVITEC a programu Alliance. Sekven¢ni shoda PCR produktii s lokusy
T. cruzi byla ovétena u tfech vybranych produktii pro kazdou dvojici primerti pomoci Sanger

sekvenace a nasledné BLAST analyzy.
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Tab. VIII: Sekvence primert (Gumiel et al., 2015).

Primer Sekvence (5°-3)

ME - F TACCAATATAGTACAGAAACTG
TCl -R ACACTTTCTGTGGCGCTGATCG
TC2-R TTGCTCGCACACTCGGCTGCAT
TCZ1 -F CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT
TCZ2 -R CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG

3.5.2 Bioinformatické analyzy

Dataset umoznil analyzovat rozdily mikrobiomovych profild u 7. cruzi pozitivnich
a T. cruzi negativnich jedincii 4 druht triatom. Analyzy byly provedeny na celkovém poctu
129 vzorkd, z nichz 39 bylo pozitivnich a 90 negativnich, a odpovidaly analyzam pouzitym
pti studiu mikrobiomovych profill triatominii béhem ontogeneze. Pro statistické zhodnoceni
rozdili v prevalencich 7. cruzi mezi druhy, lokalitami a biomy byl proveden jednoduchy
statisticky test ¢etnosti, ,,Fisher exact test®
(https://www.socscistatistics.com/tests/fisher/default2.aspx). Konkrétné¢ byly statisticky
vyhodnoceny Cetnosti pozitivnich a negativnich jedincti mezi druhy triatomind z Arizony
(T. rubida a T. protracta), mezi druhy pochazejicimi z Texasu (7. gerstaeckeri
a T. sanguisuga), dale mezi skupinami triatom ze dvou stati (Arizona a Texas)
a mezi vzorky pochéazejicimi z mést nebo jejich okoli (tj. lokality ,,Air Force Basis*
a University of Arizona Desert Station) a vzorky vzdalenymi od lidskych aglomeraci
(tj. lokality Chaparral Wildlife Management Area a Las Cienegas National Conservation
Area).
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4 Vysledky

4.1 Zmapovani dynamiky mikrobiomu v zavislosti na sani hostitele

a vizualizace zmén mikrobiomu pomoci metody FISH

Mapovani dynamiky mikrobiomu prob&hlo v zasadé¢ tiemi zplsoby. Prvni vhled
do dynamiky mikrobiomu mi umoznila amplikonova data. Na nich je mozné do urcité miry
bakterie mikrobiomu kvantifikovat na zdkladé poctu readli pro jednotliva OTU.
Mezi 3. a 5. dnem po sani se diverzita i abundance jednotlivych OTU, které popisuje
Shannonilv index, zvysuji. Poté néasleduje sestupny trend smérem k 15. dni po séni (Obr. 1).
Rozdily diverzity mezi jednotlivymi ¢asovymi intervaly nebyly vzhledem k nizkému poctu
analyzovanych vzorka statisticky hodnoceny. Nejdominantnéjsi rody bakterii vyskytujici se
napfi¢ zkoumanymi vzorky byly rody Enterococcus, Arsenophonus a Bacillus (Obr. 2).

Proto byly nasledné analyzy zaméfeny pravé na tyto bakterialni rody.

Shannon diversity

|

3. den 5. den 7.den 10.-15. den

Obr. 1: Shannoniiv index diversity v pribéhu trdveni nasaté krve udospélych samct Rhodnius

prolixus.
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100% - Dickeya chrysanthemi

m Acinetobacter

95% - . M Deinococcus
Dietzia
90% - M uncultured Macrococcus sp
m Rhodococcus
85% - M Deinococcus radiodurans ATCC
13939
W Mycobacterium
80% - uncultured Corynebacterium sp
M Bacillus sp, enrichment culture
clone SYW14
75% i T T T

W Arsenophonus
3.den 5.den 7.den  10.-15. den

B uncultured Enterococcus sp

Obr. 2: Mikrobiomové profily v prubéhu traveni nasaté krve u dospélych samct Rhodnius prolixus.

Pro pfesnéjsi kvantifikaci dynamiky dominantnich bakterii v mikrobiomu,
tj. Arsenophonus, Enterococcus a Bacillus, v prubéhu traveni krve byla pouzita qPCR.
Amplifikace prvniho setu vzorkii neposkytla vérohodné informace, ve vysledcich byly
extrémni odchylky a vysledky tudiz nelze interpretovat. V piipadé druhého setu jsem se
podilela na ptipravé vzorkl, findlni analyza byla provedena postdoktorandem z nasi
laboratofe Giampierem Batanim. Na téchto vysledcich (Obr. 3) je patrné, Ze u samcich
zastupcl Rhodnius prolixus nebyla u dvou sledovanych bakterii prokdzana nijak zdsadni

dynamika mikrobiomu, v ptipad¢ tfeti sledované bakterie rodu Bacillus qPCR nefungovala.

== Enterococcus == Arsenophonus

100

75

50

25+
0 I I I I I I
18 23 28

4 7 10 13

relative bacterial proportion

DPF

Obr. 3: Vysledky qPCR pro samci jedince druhu Rhodnius prolixus. DPF oznacuji jednotlivé dny

po nasati krve. Svisla osa grafu predstavuje relativni mnozstvi bakterii daného rodu.
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Dalsi informace o ptresné lokalizaci téchto dvou bakterii a jejich dynamice v mikrobiomu
byly ziskany s vyuzitim metody FISH. Vysledky mapujici jednotlivé dny po sani (Obr. 4)
naznacuji minimalni dynamiku dvou sledovanych bakterii béhem traveni krve. Identifikuji
vSak rod Arsenophonus jako dominantni napfi¢ celym experimentem a umoziuji blizsi
lokalizaci bakterii Arsenophonus a Enterococcus. Zatimco Arsenophonus se vyskytuje

extracelularné voln¢ v lumen stfeva, Enterococcus se jevi jako intraceluldrni symbiont

(Obr. 5).

4. den po sani 7. den po sani 10. den po sani

13. den po sani

23. den po sani 28. den po sani

Obr. 4: Fotky z konfokalniho mikroskopu ilustrujici pii zvétseni x100 dynamiku dvou sledovanych bakterii
Arsenophonus (purpurova) a Enterococcus (Cervenda) béhem traveni nasaté krve pfi 7 riznych casovych

intervalech.
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Obr. 5: Lokalizace 2 sledovanych bakterii Arsenophonus (purpurova) a Enterococcus (Cervend) pomoci

metody FISH a konfokalni mikroskopie.

4.2 Posouzeni vyvoje mikrobiomu v ontogenezi hostitele u volné Zijicich

triatomint

Vyvoj mikrobiomu v ontogenezi hostitele u volné zijicich triatomin byl vyhodnocen
na zakladé dvou indexti diverzity, tj. prosté bohatosti mikrobiomu ,,Richness* a Shannonové
indexu. V ptipad¢ analyzy ptes jednotlivé instary nezavisle na druhu byl patrny statisticky
signifikantni pokles diverzity, jak pro Shannontiv index, tak v ptfipad¢ Richness (Obr. 6).
Pocet druht bakterii a 1 jejich zastoupeni béhem ontogeneze klesa. Stejné vysledky ptinesly
analyzy jednotlivych druhti, a to v pfipadé¢ vSech zkoumanych druhii (7riatoma rubida,
Triatoma lecticularia a Triatoma protracta) (Obr. 6). Mikrobiomové profily jednotlivych
instard jsou dostupné v sekci Ptilohy pro druhy 7. rubida (Obr. P1), T. lecticularia (Obr. P2)
a T. protracta (Obr. P3). I zde je patrny trend poklesu diverzity smérem od instaru L1
az po instar L6 (dospé€lce). Druhtim 7. rubida a T. lecticularia dominovala bakterie rodu
Dietzia, druhu T. protracta pak bakterie rodu Proteiniphilum. Vyznamnym rodem,
vyskytujicim se u vSech tfech zminénych druhil triatominti, byl také bakteridlni rod

Mycobacterium.
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Obr. 6: Vysledky analyz popisujicich vyvoj
mikrobiomu u volné zijicich triatomind.
Shannontiv index diversity a prostd bohatost
mikrobiomu ,,Richness pfes jednotlivé instary
nezavisle na druhu (A) a  pfes instary
rozdélené do 2 skupin nezavisle na druhu (B).
L6 oznacuje dospélce, hvézdicky vyznamnost
signifikantnich rozdilt vzdy mezi dvéma
instary (hladina vyznamnosti pro * < 0,05,
pro ** = <0,01, pro *** = < 0,001, na zaklad¢
Kruskal Wallis testu). C: Shannontv index
diversity prodruh Triatoma protracta. D:
Shannontv index diversity pro druh Triatoma
lecticularia. E: Shannontv index diversity

pro druh Triatoma rubida.



4.3 Diagnostika Trypanosoma cruzi u volné Zijicich severoamerickych
triatominii a posouzeni vlivu parazita na mikrobiomovy profil

u vybranych druhi tratomint
Pritomnost parazita Trypanosoma cruzi byla zjiStovana u celkového poctu 271 vzorka.
K tomuto ucelu byly vyuzity 3 sety primeri. Z celkového poctu vzorki bylo pozitivnich 52
(19,2%), negativnich 214 (79%). U5 vzorka (1,8%) pak nebylo mozné determinovat
infekéni status, jelikoz se vyskytla kontroverze mezi jednotlivymi skupinami primert. Blizsi
pohled na pozitivni vzorky umoznil uréit také DTUs 7. cruzi. Infekci 7. cruzi skupiny 1

(Tcl) vykazovalo 18 vzorki (25%), 6 vzorki (13,9%) infekci 7. cruzi skupiny 2 (Tc2),

smiSenou infekei pak 28 vzorki (61,1%).

Kromé& souhrnného pohledu na prevalenci 7. cruzi byly zkoumdany také prevalence
v zavislosti na lokalité, a také v zavislosti na druhu triatominti. Vysledky shrnuji
tabulky IX a X. Na zdkladé¢ Fisher exact testu jsem zjistila, Ze prevalence u druhil
T. sanguisuga a T. gerstaeckeri v Texasu nebyly signifikantné odliSné (hodnota Fisher exact
testu p = 0.4011, p < 0,01), porovnanim prevalenci u vzorkli pochazejicich z Arizony druhii
T. protracta a T. rubida byly zjistény taktéz nesignifikantni rozdily (hodnota Fisher exact
testu p = 0.8201, p < 0,01). V zavislosti na lokalit¢ jsem zkoumala rozdily mezi
prevalencemi vzorkll z Arizony a Texasu, opét s vysledkem nesignifikantniho rozdilu
(hodnota Fisher exact testu p = 0,0313, p<0,01). Jako posledni jsem porovnavala
prevalence vzorki pochdzejicich z mést nebo jejich okoli (tj. vzorky z lokalit Air Force
Basis v blizkosti mésta San Antonio a University of Arizona Desert Station v Tucsonu)
s prevalencemi vzorkil pochazejicich z lokalit vzdalenych od lidskych aglomeraci (Chaparral
Wildlife Management Area, Las Cienegas National Conservation Area, San Pedro Riparian
National Conservation Area). Zde byl patrny signifikantni rozdil (hodnota Fisher exact testu

p =0,0003, p < 0,01).
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Tab. IX: Ptrehled vzorkii pozitivnich (P), negativnich (N) a kontroverznich (?)

na pfitomnost parazita Trypanosoma cruzi v zavislosti na lokalité.

Lokalita P N ?
Las Cienegas National Conservation Area (AZ) 2 (3%) 64 (95,5%) 1 (1,5%)
University of Arizona Desert Station, Tucson (AZ) 26 (23,2%) 86 (76,8%) 0
Air Force Basis, San Antonio (TX) 16 (36,4%) 27 (61,4%) 1(2,2%)
Chaparral Wildlife Management Area (TX) 8 (17%) 36 (76,6%) 3 (6,4%)
San Pedro Riparian National Conservation Area (AZ) 0 1 (100%) 0

Celkovy pocet vzorki: 271

Tab. X: Souhrn vzorki pozitivnich (P), negativnich (N) a kontroverznich (?)

na pfitomnost parazita Trypanosoma cruzi v zavislosti na druzich triatomint.

Druh P N ?
Triatoma gerstaeckeri 10 (22,7%) 32 (72,8%) 2 (4,5%)
Triatoma lecticularia 5(22,7%) 15 (68,2%) 2 (9,1%)
Triatoma protracta 7 (14,3%) 42 (85,7%) 0
Triatoma recurva 0 1 (100%) 0
Triatoma rubida 21 (16,7%) 104 (82,5%) 1 (0,8%)
Triatoma sanguisuga 9 (36%) 16 (64%) 0
Triatoma sp. 0 4 (100%) 0

Celkovy pocet vzorki: 271

Dale byl posuzovéan vliv pfitomnosti parazita Trypanosoma cruzi na mikrobiom
volné Zijicich jedinct triatomind. Analyzy Shannon, Richness a NMDS byly provedeny
u druhti Triatoma sanguisuga, Triatoma lecticularia, Triatoma rubida a Triatoma protracta.
Z uvedenych druhti byly zjistény signifikantni rozdily mezi mikrobiomy 7. cruzi pozitivnich
a T. cruzi negativnich vzorkd pouze u druhu Triatoma sanguisuga (adonis: P = 0,006;
Obr. 7). Kruskal Wallis testy hodnocené na hladin€é vyznamnosti 99% neprokdzaly
signifikantni rozdily mezi indexy diverzity u mikrobioma 7. cruzi pozitivnich a 7. cruzi
negativnich vzorkii u zddného zuvedenych druhii (viz. sekce Ptilohy, Obr. P4, Obr. PS5,

Obr. P6, Obr. P7 a Obr. P8).
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5 Diskuze

5.1 Zmapovani dynamiky mikrobiomu v zavislosti na sani hostitele

a vizualizace zmén mikrobiomu pomoci metody FISH

Mikrobiomy laboratornich kolonii triatom, kterym dominuje jen jeden nebo n¢kolik mélo
druhti bakterii, vykazuji mens$i diverzitu, nez mikrobiomy volné zijicich jedinca
(Diaz et al., 2016). Tento fakt je pfipisovan relativné sterilnimu prostfedi laboratornich
chovli a uniformni potravé pochdzejici pouze zjednoho zdroje, Casto jde o berani krev.
Voln¢ zijici triatomini, oproti laboratorné chovanym, mohou sat na vice rtiznych hostitelich
a v $ir§Sim kontextu interagovat s okolnim prostfedim. Do mikrobiomu triatom tak mohou
za béznych podminek vstupovat dal$i druhy bakterii. Pfikladem mtze byt druh Triatoma
infestans, jehoz mikrobiomy voln¢ Zijicich jedincii a jedinct z laboratornich kolonii studoval
Waltmann et al. Zatimco mikrobiomu laboratornich kolonii dominovaly 3 bakterialni rody,
84,5% mikrobiomu volné zijicich jedinci bylo tvofeno 22 bakteridlnimi rody
(Waltmann et al., 2019). Stejny trend byl patrny iv piipadé mnou zpracovanych vzorkl
z laboratornich kolonii triatom druhu Rhodnius prolixus, u kterych dominovaly 3 bakteridlni
rody. Tento pocet dobie koreluje s publikovanymi vysledky, kdy se poc¢et dominujicich rodii
bakterii u jedinc z laboratornich kolonii pohybuje mezi 1 — 6 (Da Mota et al., 2012;
Rodriguez-Ruano et al., 2018).

Na modelové kolonii R. prolixus s jednoduchym mikrobiomem byla sledovana dynamika
bakterii v priitbéhu traveni krve, a to v 5 riznych casovych intervalech. Mezi 3. a 5. dnem
po sani se zvySovala abundance i diverzita mikrobiomu. Hostitel v tomto obdobi ziejmé
ziskavé z krve dostatecné mnozstvi Zeleza a bilkovin (Diaz et al., 2016), které jsou dostupné
1 pro stfevni mikrobiom a umoziuji proliferaci bakterii. Smérem k 15. dni po sani naopak
diverzita i abundance klesaly. Dominujicimi bakteriemi byly v pribéhu celého experimentu
bakterie rodu Enterococcus, Arsenophonus a Bacillus. Pti pohledu na jejich dynamiku bylo
patrné, ze zastoupeni bakterie rodu Enterococcus mezi 3. a 5. dnem po sani klesalo,
do 7. dne se v zdsad¢ neménilo a mezi 7., 10. a 15. dnem dochdzelo ke zvySeni. Dynamika
v ptipad¢ bakterie rodu Arsenophonus se nepatrné liSila. Zastoupeni této bakterie
v mikrobiomu bylo 3. den v porovnani s5.dnem po sani mensi, pficemz 7.den bylo
nejvyssi. Mezi 10. a 15. dnem se zastoupeni opét snizovalo. Bakteridlni rod Bacillus
zmény. Jeho zastoupeni 3. den po sani bylo nizsi nez 5. den, kdy se mnozstvi této bakterie
vyznamné zvysilo, nicméné od 7. az k 15. dni po sani bylo zastoupeni této bakterie velice
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nizké. Dulezit¢ je vSak zminit, Zze tato data byla ziskdna na zdkladé¢ amplikonového
sekvenovani, v némz muize dochazet k preferen¢ni amplifikaci vice zastoupené¢ DNA. Data
Ize tudiz kvantifikovat jen pfiblizn¢. Nicméné stejny trend ve smyslu snizovani abundance
i diverzity mikrobiomu v pribéhu traveni nasaté krve u plostic Triatominae uvadi studie
od Daniele Castro a kolektivu (Castro et al., 2012). Zde vSak byly analyzovany vzorky
Trypanosoma cruzi pozitivnich jedincii, coz mohlo ovlivnit dynamiku mikrobiomu a zjisténé

vysledky.

Dynamice mikrobiomu v souvislosti s travenim nasaté krve u hematofagnich vektort
nebyla doposud veénovana velkd pozornost. Studii na obdobné téma bylo provedeno
jen nékolik. Ptikladem muize byt vyzkum provadény na volné Zijicich kliStatech druhu
Haemaphysalis tibetensis, ktery se ale nevénuje stifevnimu mikrobiomu. Dynamika
symbiotickych bakterii byla vtomto piipadé¢ sledovdna ve vajecnicich a Malpighiho
trubicich hostitele (Wang et al., 2017). Obdobné zamétena je i prace Fishera et. al
zroku 2018 zabyvajici se dynamikou bakterie Wolbachia sp. v gonadach u 2 odliSnych

genetickych linii Sténic druhu Cimex lectularius (Fisher et al., 2018).

5.2 Posouzeni vyvoje mikrobiomu v ontogenezi hostitele u volné Zijicich
triatomint

Vyvoj mikrobiomu volné€ Zijicich triatominti v pribéhu ontogeneze byl na volné Zijicich
populacich zkouman viibec poprvé, a to u tii druhd triatomind, tj. 7. rubida, T. protracta
a T. lecticularia. Jak v analyzach nezohledilujicich druhovou pfisluSnost hostitele,
tak v pfipad¢ jednotlivych druhtli, vykazoval mikrobiom v pokrocilejSich stadiich vyvoje
snizujici se diverzitu bakterii. U zastupci podceledi Triatominae byl vyvoj mikrobiomu
v z&vislosti na ontogenetickém vyvoji dosud studovan pouze na laboratornich koloniich.
Druh Rhodnius prolixus vykazoval statisticky signifikantni rozdily mezi mikrobiomy
vajicka, prvnich ¢tyi instar, patého instaru a dospélce, pfiCemz se snizovala relativni
abundance hlavnich rodii bakterii smérem od vajicka az k dospélci (Rodriguez-Ruano et al.,
2018). M¢ vysledky tedy povrzuji, ze dynamika, ktera byla popsana v mé predchozi praci
u téchto laboratornich kolonii, neni artefaktem laboratornich chovii, nybrz ptesvédcivym
patternem v biologii volné zijicich druhii. Statisticky signifikantni rozdily ve slozeni
mikrobiomu byly u mych vzork zjistény mezi instary L1 a L6, L1 a L5, L1 a L4, L1 a L3,
L2 alL3, L2 alL5 L2alo6, L3aLl6, L4 a L6, LS a L6, a také mezi dvéma skupinami

mlad$ich (L1 — L3) a starSich instarti (L4 — L6 instarti, viz. kapitola Metody). Pro jednotlivé
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druhy pak statistickd zhodnoceni nebyla provedena kvtili nizkému poctu vzorki jednotlivych

mstaru.

Pattern ve smyslu klesajici diverzity mikrobiomu byl popsan také u dalSich zastupcta
hmyzu. Prace nékolika autorit zroku 2012 popisuje podobny trend také u vzdalené
ptibuznych fytofagnich plostic druhu Pyrrhocoris apterus (Hemiptera, Pyrrhocoridae),
ktery se pouziva jako modelovy organismus pro fyziologické a endokrinologické vyzkumy.
Podobné jako Triatominae se tyto plostice vyviji pfes 5 larvalnich stadii a jejich stfevo
osidluje jednoduchy mikrobiom (Sudakaran et al., 2012). Ve zminéné studii vykazoval
mikrobiom plostice druhu Pyrrhocoris apterus pomérné velkou dynamiku. Bakteridlni
diverzita byla u vajicka a prvnich dvou instari vysokd, zarovenn vSak relativni zastoupeni
bakterialnich taxond mezi vajickem a druhym instarem klesalo. Dal$i larvalni stadia méla
mikrobiom co do taxonomického zastoupeni vice konzistentni s nizsi diverzitou, pficemz
u dospélych jedinct bylo detekovano pouze 6 dominantnich roda bakterii (Sudakaran et al.,

2012). U dospélych jedincii voln€ Zijicich triatomint analyzovanych v této praci je diverzita

cvwvr

Vzorkiim druhti 7. rubida a T. lecticularia dominovala bakterie rodu Dietzia, v ptipadé
druhu T. protracta ptedstavoval dominantni bakterii rod Proteiniphilum. Tyto rody bakterii
dominovaly pfevazné u dospélych jedinci, pricemz mikrobiom u prvnich instarti vykazoval
pomérné velkou diverzitu. Zajimavosti je, Ze bakterie rodu Dietzia, dominujici u vysSich
instari a dospélych jedinct triatomint druhit 7. rubida a T. lecticularia, nebyla u prvnich
instard 7. rubida detekovana. Jelikoz jsou tyto bakterie oportunnimi patogeny, triatomini ji
teoreticky mohou ziskat béhem sani krve na nakazeném hostiteli, ptipadné z okolniho
prostiedi (Koerner et al., 2009). Bakterie rodu Dietzia obecné patii mezi Casto se vyskytujici
bakterie v mikrobiomu triatominii a pravdépodobné v ném maé velky funkéni vyznam
(Waltmann et al., 2019). Kromé mych vzorki byla tato bakterie detekovana také u volné
zijicich zastupct druhu Triatoma maculata, u kterych neptfedstavovala nejdominantnéjsi rod,
nicméné patiila mezi pét bakteridlnich rodd s nejvy$§im zastoupenim v mikrobiomu
(Montoya-Parras et al., 2018). Podobn¢ byl jeji vyskyt zaznamenan i u volné Zijicich jedincii
druhu Triatoma infestans (Waltmann et al., 2019). Vyskyt rodu Dietzia byl zaznamenan
nejen u triatomind, ale také u dalSiho hematofagniho hmyzu, jako jsou komari a mouchy

tsetse (Malele et al., 2018; Yadav et al., 2018).

Bakterie rodu Proteiniphilum byla detekovéana u voln¢ Zijicich triatom druhu 7. protracta

kromé¢ mé prace také v nasi predchozi studii z roku 2018. V té predstavovala taktéz
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dominujici taxon, a to nejen u triatominli druhu 7. protracta, ale také u druhu 7. sanguisuga
(Rodriguez-Ruano et al., 2018). Jiné vyzkumy vSak zatim pfitomnost této bakterie

v mikrobiomu triatomind nezmiiuji.

Dal$im vyznamnym bakteridlnim rodem co do poctu readu, ktery byl detekovan u mnou
analyzovanych vzorki, je rod Mycobacterium. Rod Mycobacterium ptedstavoval druhou
bakterii s nejvyssim zastoupenim v mikrobiomu u vSech tii zkoumanych druhti volné zijicich
triatomind, tj. 7. rubida, T. protracta a T. lecticularia. V nasi studii z roku 2018 jsme popsali
jeho ptitomnost v mikrobiomu taktéz u voln¢ zijicich jedinct druhu 7. protracta (Rodriguez-
Ruano et al, 2018). Ukazuje se, Zze ploStice podceledi Triatominae jsou potencidlnim
vektorem M. leprae a teoreticky tak mohou pfispivat k ptenosu lepry. Studie provedena
na triatominech druhu Rhodnius prolixus totiz prokazala ptitomnost bakterie druhu M. leprae
ve vykalech téchto triatominti (Da Silva Neumann et al., 2016). Bakterie stejné¢ho rodu byly
detekovany i1 v mikrobiomech dalSich krevsajicich vektorti, naptiklad klistat a komari

(Wallace et al., 2010; Yadav et al., 2015; Budachetri et al., 2016).

5.3 Diagnostika Trypanosoma cruzi u volné Zijicich severoamerickych
triatominti a posouzeni vlivu parazita na mikrobiomovy profil

u vybranych druhi tratomint

Celkovéd prevalence 7. cruzi u volné zijicich severoamerickych triatominti byla
zjiStovana u celkem 6 druht, tj. Triatoma gerstaeckeri, Triatoma lecticularia, Triatoma
protracta, Triatoma recurva, Triatoma rubida a Triatoma sanguisuga a Ctyt jedinct,
u kterych se nepodatilo na zakladé molekularnich dat druh urcit. Zjisténé prevalence u vSech
analyzovanych vzorki se rovnala 19,2%. Signifikantné vys$si prevalenci 7. cruzi vykazovali
jedinci, kteti pochazeli z lidskych obydli a lokalit v té€sné blizkosti mést nebo mist s vysokou
koncentraci rezervodrovych hostiteld 7. cruzi. Ztéchto hostiteld maji velky vyznam
domestikovana zvifata, predevS§im psi. A€ jsou porovnavané jen dvé lokality v Texasu
a Arizoné, zdd se, ze antropogenni cyklus nelze v téchto statech podcenovat. Triatomy
vtomto cyklu vykazuji signifikantn€ vyS$$i prevalence 7. cruzi a predstavuji tak riziko
pro obyvatele Tucsonu a San Antonia. Vzorky pochazejici z lokalit vzdalenych od lidskych
aglomeraci, tj. Chaparral Wildlife Management Area (vzdaleny 182 km od San Antonia)
a Las Cienegas National Conservation Area (vzdalena 98 km od Tucsonu) vykazovaly

signifikantné niz8i prevalenci 7. cruzi.
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Z hlediska geografické distribuce byla nejvyssi prevalence (36,4%) v lokalité ,,Air Force
Basis®, tedy ve vojenskych leteckych zakladnach lezicich v aglomeraci San Antonio, ktera je
s 1,5 miliony obyvateli druhym nejlidnatéj$im méstem Texasu. Air Force Basis jsou letecké
zakladny a vycvikovd stfediska americké armady spomérné velkou rozlohou.
Kromé armadnich pst, ktefi se zde chovaji a jsou obecné vyznamnymi rezervoarovymi
hostiteli 7. cruzi, se vtéto lokalit¢ vyskytuji idalS$i volné Zijici rezervoarova zvitata.
Tento fakt pravdépodobné ptispiva vysoké prevalenci 7. cruzi. Prevalence T. cruzi v téchto
leteckych zdkladndch byla studovana také v praci nékolika autort zroku 2012.
Zaznamenana prevalence u celkového poctu 140 triatomint byla o néco nizs§i, neZ mnou
stanovend, a to 16% (McPhatter et al., 2012). Pozdé¢jsi studie z roku 2017 popisuje na stejné
lokalité jak prevalenci 7. cruzi u triatom, tak vyskyt infekce u armadnich pst. U dospélych
jedincti triatominti uddva prevalenci témét shodnou s mymi vysledky, tj. 43%
(22% u larvalnich stadii), a 8% testovanych psti pozitivnich na specifické 7. cruzi protilatky
(Webber et al., 2017). V SirSim geografickém métitku se 7. cruzi screeningem u celkem
68 jedincli triatominii zabyvala také studie zroku 2016 zaméfend na lidskd obydli
na venkove centralniho, jizniho a severovychodniho Texasu. Vysledky uvadi v porovnani
s mym zjiSténim i s diive publikovanymi daty podstatné vyssi prevalenci 63%, a to nezavisle

na druhové prislusnosti triatominti (Gorchakov et al., 2016).

Druhé nejvyssi prevalence (23,2%) byla v mych datech detekovana v lokalité¢ University
of Arizona Desert Station, ktera lezi v zapadni ¢asti ptlmilionového mésta Tucson ve stfedni
Arizoné. Jak na piikladech z oblasti Texasu, tak na mych vysledcich z Arizony je patrné,
ze nejen vysoka koncentrace rezervoarovych hostitelll, ale také blizkost lidskych obydli vede
ke zvysené prevalenci Trypanosomy cruzi u triatom. Toto tvrzeni také potvrzuji nasledujici
studie. Téméf shodna prevalence byla publikovana v praci Beattyho et al., zroku 2018.
U 128 jedinct triatomint druhu 7. rubida pochézejicich ze zoologické zahrady v Tucsonu
byla popsana prevalence T. cruzi 25% (Beatty et al., 2018). Dale bylo analyzovano
164 vzorkt z lidskych obydli nebo jejich okoli v Tucsonu, u nichz byla zaznamenana opét
vysoka prevalence 7. cruzi 41,5% (Reisenman et al., 2010). V pfirodovédném muzeu
Arizona-Sonora Desert Museum v Tucsonu byla zjisténa prevalence 26,2% u 145 jedincii

triatominu.

Signifikantné niz8i prevalence jsem zjistila v lokalitach, které byly naopak izolované
od lidskych aglomeraci. Prvni znich je oblast Chaparral Wildlife Management Area
nachéazejici se na samém jiznim cipu Texasu, kde prevalence dosahovala 17%. Druhou

lokalitou izolovanou od lidskych obydli byla lokalita Las Cienegas National Conservation
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Area, ve které byla detekovana prevalence 3%. Tato oblast lezi jihovychodné od Tucsonu

na jihu Arizony.

M¢ vzorky z Arizony pochdzely z celkem ¢ty rliznych oblasti, vzorky z Texasu pouze
ze dvou, a to z centralni a jizni oblasti. Pfesto je na nich, a také na diskutovanych vysledcich
patrné, ze Texas i Arizona jsou pravdépodobné jedny z nejvyznamnéjSich lokalit Spojenych
statl,, ve kterych je nezanedbatelné mnozstvi triatom pozitivni na pfitomnost parazita

T. cruzi.

Z hlediska druhové pfiislusnosti jsem se zabyvala prevalenci 7. cruzi u 6 druhil
triatomind. Nejvy$s$i prevalenci 36% jsem detekovala u druhu Triatoma sanguisuga.
Nasledovaly sestupné druhy Triatoma lecticularia a Triatoma gerstaeckeri (oba shodné

22,7%), Triatoma rubida (16,7%) a Triatoma protracta (14,3%).

Dostate¢né reprezentativni pocet vzorki byl v mé praci dostupny pouze pro tfi druhy
triatomind (7. rubida, T. gerstaeckeri a T. protracta), proto jsem se v diskuzi zamétila
predevsim na prevalenci 7. cruzi praveé u nich. Druhem s nejvy$Sim poctem analyzovanych
vzorkit byl vmém setu druh Triatoma rubida (prevalence 16,7%). Velice podobnou
prevalenci 14,1% zjistila skupina autori u 64 analyzovanych vzorkl sesbiranych obyvateli
Texasu (Curtis-Robles et al.,, 2018). Prace zroku 1964 zmifiuje u tohoto druhu nizsi
prevalenci 7,5% zjisténou u 524 analyzovanych vzorkil, které byly ziskany, stejné jako
vzorky pro mou diplomovou praci, z hnizd krys rodu Neotoma (Bice, 1964). Nizka
prevalence zde mohla byt ovlivnéna jinym zplsobem detekce 7. cruzi infekce, jejiz
pfitomnost byla ur€ovana pouze na zakladé mikroskopie. Oproti tomu dalsi studie zalozené
na detekci pomoci PCR udavaji vys$i hodnoty prevalence. Data zroku 2010 uvadi
prevalenci 41 % u 164 vzorkd (Reisenman et al., 2010), jesté vyssi prevalence 61,5% byla
zaznamenana v Texasu. Zde je vSak nutné podotknout, ze Slo o izolovanou lokatilu Indio
Mountain Research Station a o mensi pocet vzorkt (39 vzorkd) (Buhaya et al., 2015). Nizsi
prevalenci 25% udruhu 7. rubida pak uvadi prace zroku 2016, ktera pracovala se
125 vzorky ziskanymi na zemi Arizony, konkrétné¢ v Arizona-Sonora Desert Museu
v Tucsonu (Klotz et al., 2013). Pravé tuto prevalenci lze nejlépe porovnavat s mymi daty
z lokality University of Arizona Desert Station, jelikoz tyto dve lokality jsou od sebe
vzdalené jen n¢kolik kilometrii vzdusnou Carou. Zminénd prevalence 25% se velmi dobie

shoduje s prevalenci 23,2%, kterou jsem zjistila u mych vzork.

U druhu 7. gerstaeckeri se zjisténa prevalence 7. cruzi rovnala 22,7%. Dalsi publikované

studie uvadi hodnoty dvojnasobné prevysujici mnou zjisténou prevalenci, napt. prevalenci
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47,7% u 97 analyzovanych vzorkl pochéazejicich z hnizd krys rodu Neotoma (Pippin, 1968),
stejné vysokou prevalenci 47,7% u 180 vzorkli pochazejicich zrtznych c¢asti Texasu
(Kjos et al., 2009) nebo 63,3% u 897 analyzovanych vzorka (Curtis-Robles et al., 2018).
Tticet jedinci pochazejicich z riznych zdroji, tj. z hnizd krys rodu Neotoma, z hromad
dreva, ataké zlidskych obydli, byly screenovany na ptitomnost 7. cruzi s vyslednou
prevalenci 68% (Aleman et al, 2017). Lokalné¢ zvySena prevalence 77,4%
(San Benito, Texas) a umrti tii psit na Chagasovu chorobu byly zaznamendny u 31 jedinct
T. gerstaeckeri pochazejicich z pozemku majitele téchto psii (Beard et al., 2003). Alarmujici
prevalenci 100% detekovali autofi prace zroku 2017 u 16 vzorkd pochazejicich
z chovatelskych stanic psii (Curtis-Robles et al., 2017). Na téchto ptikladech je opét patrna
provazanost vysoké prevalence 7. cruzi u triatominil s jejich vyskytem v blizkosti vysoké

koncentrace rezervoarovych zvitat, zejména pst.

Tretim druhem, kterého diky vétSimu poctu vzorklt vramci mé diplomové prace
v diskuzi zmiiuji, je druh 7. protracta s prevalenci 14,3%. Prevalence zjisténé v jinych
studiich jsou pomérné v rozporu jak s mymi vysledky, tak spolu navzajem. Divodem muze
byt fakt, Ze studie nejsou systematické a lokalné¢ zvySené prevalence tak pfispivaji
k vyraznym rozdilim mezi publikovanymi daty. Curtis-Robles a kolektiv udava u celkem
19 vzorki prevalenci 10,5% (Curtis-Robles et al., 2018). Nase predchozi studie z roku 2018
popisuje prevalenci 25% u 21 vzorkl pochazejicich ze tfi severoamerickych statd
(Escondido, Kalifornie; Tucson, Arizona a San Antonio, Texas; Rodriguez-
Ruano et al., 2018). 97 vzorkl z okoli lidskych obydli ve tfech rGznych kalifornskych
regionech vykazovalo prevalence 34% (Escondido, n=53) 20% (Los Angeles, n = 15)
a 55,2% (Vallecito, n = 29) (Shender et al., 2016). I zde je patrné, ze zvySend prevalence

T. cruzi ma souvislost s vyskytem infikovanych triatominti v blizkosti lidskych obydli.

Druh 7. sanguisuga s prevalenci 36% nebyl v mé praci zastoupen dostatecnym poctem
vzorkl. Ipfes jejich nizky pocet tento druh zmiiluji z divodu jeho vyznamu v pienosu
Chagasovy choroby. 7. sanguisuga je casto diskutovana jako dilezity vektor tohoto
onemocnéni a pravdépodobné¢ vyznamné ptispivd ke vzniku autochtonnich nékaz
ve Spojenych statech. Publikovana data uvadi u tohoto druhu vysoké hodnoty prevalence
vrozmezi 40 — 60% (Dorn et al, 2007; Cesa et al, 2011; Waleckx et al., 2014;
Gorchakov et al., 2016).

Vlastnosti mikrobiomu v zavislosti na ptitomnosti nebo absenci parazita Trypanosoma

cruzi jsem zkoumala u ¢ty druh@ volné Zijicich triatomint, tj. druhd 7. lecticularia,
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T. rubida, T. protracta a T. sanguisuga. U analyzovanych jedinci druhti 7. lecticularia,
T. rubida a T. protracta byly rozdily mezi 7. cruzi pozitivnimi a 7. cruzi negativnimi
mikrobiomy nesignifikantni. Oproti tomu u druhu 7. sanguisuga jsou na zékladé NMDS
analyzy patrné signifikantni rozdily. Vlivem pfitomnosti parazita 7. cruzi na mikrobiom
u volné zijicich populaci druhti 7. brasiliensis a T. pseudomaculata se zabyval Gumiel et al.
vroce 2015. V této studii taktéz nebyl zaznamenan zadny posun ve slozeni mikrobiomu
v ptipad¢ ptitomnosti 7. cruzi infekce (Gumiel et al., 2015). Naopak signifikantné zvySenou
diverzitu mikrobiomu uvolné zijicich traitom druhu 7. protracta jsem popsala
ve své bakalarské praci. Zde jsem vSak pracovala s malou skupinou vzorki, coz mohlo
vyslednou diverzitu ovlivnit. Zatimco Diaz et al., 2016, popisuje u laboratornich kolonii
druhu Rhodnius prolixus obdobné signifikantni zvySeni diversity mikrobiomu, studie
Daniele P. Castro et al. zroku 2012 uvadi, Ze pfitomnost 7. cruzi u laboratornich kolonii
téhoz druhu naopak zptisobovala snizeni poctu bakterii v mikrobiomu (Castro et al., 2012).
ovlivityjici mikrobiom triatomin (Diaz et al., 2016), vliv tohoto parazita na mikrobiom

triatomind zUstava stale diskutabilni a mél by byt i nadale pfedmétem zajmu.
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6 Zavér

Moje prace ptispéla k pochopeni dynamiky mikrobiomil v zavislosti na metabolismu
hostitele, tedy postupném traveni nasaté krve. Pfinesla také zcela nové poznatky
o mikrobiomech volné¢ Zijicich triatomind ve Spojenych statech. Vysledky ukazaly
na snizujici se diverzitu mikrobiomu v pribéhu ontogeneze nejméné tfech druhl
severoamerickych triatom a potvrdily tak pattern, ktery jsem popsala jiz v bakalaiské praci
u laboratornich kolonii R. prolixus. Vliv ptitomnosti parazita Trypanosoma cruzi
na mikrobiom vSak zlstava stale diskutabilni. Signifikantni rozdily ve sloZzeni mikrobiomu
T. cruzi pozitivnich a T. cruzi negativnich jedincl byly zaznamendny pouze u jednoho

ze Ctyt studovanych druhti volné Zijicich triatomint.

41



7 Seznam pouzité literatury

AKMAN, L., A. YAMASHITA, H. WATANABE, K. OSHIMA, T. SHIBA, M. HATTORI,
S. AKSOY. Genome sequence of the endocellular obligate symbiont of tse-tse flies,
Wigglesworthia glossinidia. Nature Genetics. 2002, 32, 402 — 407.

ALEMAN, A., T. GUERRA, T. J. MAIKIS, M. T. MILHOLLAND, I. CASTRO-
ARELLANO, M. R. J. FORSTNER, D. HAHN. The prevalence of Trypanosoma cruzi, the
Causal Agent of Chagas Disease, in Texas Rodent Populations. EcoHealth. 2017, 14, 130 —
143.

ANTINORI, S., L. GALIMBERTI, R. GRANDE, R. BIANCO, L. ORENI, L. TRAVERSI,
D. RICABONI et al. Chagas disease knocks on our door: A cross-sectional study among
Latin American immigrants in Milan, Italy. Clinical Microbiology and Infection. 2018, 24
(12), e1340.

AZAMBUIJA, P., E. S. GARCIA, N. A. RATCLIFFE. Gut microbiota and parasite
transmission by insect vectors. TRENDS in Parasitology. 2005, 21 (12), 568 — 572.

BEARD, C. B., C. CORDON-ROSALES, R. V. DURVASULA. Bacterial Symbionts of the
Triatominae and their potential use in control of Chagas disease Transmission. Annual
Review of Entomology. 2002, 47, 123 — 141.

BEARD, C. B., E. M. DOTSON, P. M. PENNINGTON, S. EICHLER, C. CORDON-
ROSALES, R. V. DURVASULA. Bacterial symbiosis and paratransgenic control of vector-
borne Chagas disease. International Journal for Parasitology. 2001, 31 (5 — 6), 621 — 627.
BEARD, C. B., G. PYE, F. J. STEURER, R. RODRIGUEZ, R. CAMPMAN, A. T.
PETERSON, J. RAMSEY et al. Chagas Disease in a Domestic Transmission Cycle in
Southern Texas, USA. Emerging Infectious Diseases. 2003, 9 (1), 103.

BEATTY, N. L., C. M. PEREZ-VELEZ, H. D. YAGLOM, S. CARSON, E. LIU, Z. 1
KHALPEY, S. A. KLOTZ, S. P. ELLIOTT. Evidence of Likely Autochthonous
Transmission of Chagas Disease in Arizona. The American Journal of Tropical Medicine
and Hygiene. 2018, 99 (6), 1534 — 1536.

BEHRENS-BRADLEY, N., S. SMITH, N. L. BEATTY, M. LOVE, N. AHMAD, P. L.
DORN, J. O SCHMIDT, S. A. KLOTZ. Kissing Bugs Harboring Trypanosoma cruzi,
Frequently Bite Residents of the US Southwest and Cause Severe Allergic Reactions, but not
Chagas disease. The American Journal of Medicine. 2019, 9343 (19), 30551.

42



BERASATEGUI, A., S. SHUKLA, H. SALEM, M. KALTENPOTH. Potential applications
of insect symbionts in biotechnology. Applied Microbiology and Biotechnology. 2016, 100,
1567 — 1577.

BERN, C., S. KJOS, M. J. YABSLEY, S. P. MONTGOMERY. Trypanosoma cruzi and
Chagas Disease in the United States. Clinical Microbiology Reviews. 2011, 24 (4), 655 —
681.

BICE, D. E. The incidence of Trypanosoma cruzi in Triatoma of Tucson, Arizona. Biology
Theses. 1964.

BOTONI, F. A., A. L. P. RIBEIRO, C. C. MARINHO, M. M. O. LIMA, M. DO C. P.
NUNES, M. O. C. ROCHA. Treatment of Chagas Cardiomyopathy. BioMed Research
International. 2013, 2013, 1155.

BRIGHT, M. & S. BULGHERESI. A complex journey: transmission of microbial
symbionts. Nature reviews Microbiology. 2010, 8 (3), 218 — 230.

BUDACHETRI, K., D. GAILLARD, J. WILLIAMS, N. MUKHERIJEE, S. KARIM.
A snapshot of the microbiome of Amblyomma tuberculatum ticks infesting the gopher
tortoise, an endangered species. Ticks and Tick-borne Diseases. 2016, 7 (6), 1225 — 1229.
BUHAYA, M. H., S. GALVAN, R. A. MALDONADO. Incidence of Trypanosoma cruzi
infection in triatomines collected at Indio Mountains Research Station. Acta Tropica. 2015,
150, 97 — 99.

CARELS, N., M. GUMIEL, F. F. DA MOTA, C. J. DE CARVALHO MOREIRA, P.
AZAMBUIJA. A Metagenomic Analysis of Bacterial Microbiota in the Digestive Tract of
Triatomines. Bioinformatics and Biology Insights. 2017, 11, 1 — 19.

CASTRO, D. P., C. S. MORAES, M. S. GONZALEZ, N. A. RATCLIFFE, P. AZAMBUIJA,
E. S. GARCIA. Trypanosoma cruzi Immune Response Modulation Decreases Microbiota in
Rhodnius prolixus Gut and Is Crucial for Parasite Survival and Development. PLoS ONE.
2012, 7 (5), e36591.

CESA, K., K. A. CAILLOUET, P. L. DORN, D. M. WESSON. High Trypanosoma cruzi
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae) Prevalence in Triatoma sanguisuga (Hemiptera:
Reduviidae) in Southeastern Louisiana. Journal of Medical Entomology. 2011, 48 (5), 1091
—1094.

CURTIS-ROBLES, R., L. D. AUCKLAND, K. F. SNOWDEN, G. L. HAMER, S. A.
HAMER. Analysis of over 1500 triatomine vectors from across the US, predominantly
Texas, for Trypanosoma cruzi infection and discrete typing units. Infection, Genetics and

Evolution. 2018, 58, 171 — 180.

43



CURTIS-ROBLES, R., K. F. SNOWDEN, B. DOMINGUEZ, L. DINGES, S. RODGERS,
G. MAYS, S. A. HAMER. Epidemiology and Molecular Typing of Trypanosoma cruzi in
Naturally-Infected Hound Dogs and Associated Triatomine Vectors in Texas, USA. PLOS
Neglected Tropical Diseases. 2017, 11 (1), e0005298.

DA MOTA, F. F., L. P. MARINHO, C. J. DE CARVALHO MOREIRA, M. M. LIMA, C.
B. MELLO, E. S. GARCIA, N. CARELS, P. AZAMBUJA. Cultivation-Independent
Methods Reveal Differences among Bacterial Gut Microbiota in Triatomine Vectors of
Chagas Disease. PLOS Neglected Tropical Diseases. 2012, 6 (5), e1631.

DALE, C., M. BEETON, C. HARBISON, T. JONES, M. PONTES. Isolation, Pure Culture,
and Characterization of “Candidatus Arsenophonus arthropodicus,” an Intracellular
Secondary Endosymbiont from the Hippoboscid Louse Fly Pseudolynchia canariensis.
Applied and Environmental Microbiology. 2006, 72 (4), 2997 — 3004.

DA SILVA NEUMANN, A., F. DE ALMEIDA DIAS, J. DA SILVA FERREIRA, A. N. B.
FONTES, P. S. ROSA, R. E. MACEDQO, J. H. OLIVEIRA et al. Experimental Infection of
Rhodnius prolixus (Hemiptera, Triatominae) with Mycobacterium leprae Indicates Potential
for Leprosy Transmission. PLoS ONE. 2016, 11 (5), e0156037.

DANDAPANI, S., A. R. GERMAIN, 1. JEWETT, S. LE QUEMENT, J.-C. MARIE, G.
MUNCIPINTO, J. R. DUVALL. Diversity-Oriented Synthesis Yields a New Drug Lead for
Treatment of Chagas Disease. ACS Medicinal Chemistry Letters. 2014, 5, 149 — 153.

DEL PUERTO, R., J. E. NISHIZAWA, M. KIKUCHI, N. [IHOSHI, Y. ROCA, C. AVILAS,
A. GIANELLA et al. Lineage Analysis of Circulating Trypanosoma cruzi Parasites and
Their Association with Clinical Forms of Chagas Disease in Bolivia. PLOS Neglected
Tropical Diseases. 2010, 4 (5), e687.

DIAS, J. C. P, A. C. SILVEIRA, C. J. SCHOFIELD. The Impact of Chagas Disease Control
in Latin America — A Review. Mem Inst Oswaldo Cruz. Rio de Janeiro. 2002, 97 (5), 603 —
612.

DIAZ, S., B. VILLAVICENCIO, N. CORREIA, J. COSTA, K. L. HAAG. Triatomine bugs,
their microbiota and Trypanosoma cruzi: asymmetric responses of bacteria to an infected
blood meal. Parasites & Vectors. 2016, 9 (1), 636.

DORN, P. L., L. PERNICIARO, M. J. YABSLEY, D. M. ROELLIG, G. BALSAMO, J.
DIAZ, D. WESSON. Autochthonous Transmission of 7Trypanosoma cruzi, Louisiana.
Emerging Infectious Diseases. 2007, 13 (4), 605 — 607.

DOUGLAS, A. E. Nutritional interactions in Insect-Microbial Symbioses: Aphids and Their
Symbiotic Bacteria Buchnera. Annual Review of Entomology. 1998, 43, 17 — 37.

44



DUMONTEIL, E., M.-J. RAMIREZ-SIERRA, S. PEREZ-CARRILLO, C. TEH-POOT, C.
HERRERA, S. GOURBIERE, E. WALECKX. Detailed ecological associations of
triatomines revealed by metabarcoding and next-generation sequencing: implications for
triatomine behaviour and Trypanosoma cruzi transmission cycles. Scientific Reports. 2018, 8
(1), 4140.

DUNCAN, J. T. On a bactericidal principle present in the alimentary canal of insects and
arachnids. Parasitology. 1926, 18, 238-252.

EICHLER, S. & G. A. SCHAUB. Development of Symbionts in Triatomine Bugs and the
Effects of Infections with Trypanosomatids. Experimental Parasitology. 2002, 100 (1), 17 —
27.

ELOY, L. J. & S. B. LUCHEIS. Hemoculture and Polymerase Chain Reaction Using
Primers TCZ1/TCZ2 for the Diagnosis of Canine and Feline Trypanosomiasis. International
Scholarly Research Network Veterinary Science. 2012, 2012, 5402.

EL-SAYED, N. M., P. J. MYLER, D. C. BARTHOLOMEU, D. NILSSON, G.
AGGARWAL, A.-N. TRAN, E. GHEDIN. The Genome Sequence of Trypanosoma cruzi,
Etiologic Agent of Chagas Disease. Science. 2005, 309 (5733), 409 — 415.

FELDHAAR, H. Bacterial symbionts as mediators of ecologically important traits of insect
hosts. Ecological Entomology. 2011, 36 (5), 533 — 543.

FISHER, M. L., D. W. WATSON, J. A. OSBORNE, H. MOCHIZUKI, M. BREEN, C.
SCHAL. Growth kinetics of endosymbiont Wolbachia in the common bed bug, Cimex
lectularius. Scientific Reports. 2018, 8 (1), 11444.

FLORES, A., C. VITEK, T. P. FERIA-ARROYO, B. L. FREDENSBORG. Temporal
Variation in the Abundance and Timing of Daily Activity of Chagas Disease Vector
Triatoma gerstaeckeri (Stal, 1859) in a Natural Habitat in the Lower Rio Grande Valley,
South Texas. Journal of Parasitology. 2017, 103 (5), 574 — 578.

GARCIA, A. R. M., A. DE PAULA ROCHA, C. C. MOREIRA, S. L. ROCHA, A. A.
GUARNERI, S. L. ELLIOT. Screening of Fungi for Biological Control of a Triatomine
Vector of Chagas Disease: Temperature and Trypanosome Infection as Factors. PLOS
Neglected Tropical Diseases. 2016, 10 (11), e0005128.

GORCHAKOV, R., L. P. TROSCLAIR, E. J. WOZNIAK, P. T. FERIA, M. N. GARCIA, S.
M. GUNTER, K. O. MURRAY. Trypanosoma cruzi Infection Prevalence and Bloodmeal
Analysis in Triatomine Vectors of Chagas Disease From Rural Peridomestic Locations in

Texas, 2013 — 2014. Journal of Medical Entomology. 2016, 53 (4), 911 —918.

45



GUEGAN, M., K. ZOUACHE, C. DEMICHEL, G. MINARD, V. T. VAN, P. POTIER, P.
MAVINGUI, C. V. MORO. The mosquito holobiont: fresh insight into mosquito-microbiota
interactions. BioMed Central. 2018, 6 (1), 49.

GUMIEL, M., F. F. DA MOTA, V. DE SOUZA RIZZO, O. SARQUIS, D. P. DE CASTRO,
M. M. LIMA, E. DE SOUZA GARCIA et al. Characterization of the microbiota in the guts
of Triatoma brasiliensis and Triatoma pseudomaculata infected by Trypanosoma cruzi in
natural conditions using culture independent methods. Parasites & Vectors. 2015, 8 (1), 245.
GURTLER, R. E. & M. V. CARDINAL. Reservoir host competence and the role of
domestic and commensal hosts in the transmission of Trypanosoma cruzi. Acta Tropica.
2015, 151, 32 - 50.

HABERLAND, A., S. G. M. SARAVIA, G. WALLUKAT, R. ZIEBIG, 1. SCHIMKE.
Chronic Chagas disease: from basics to laboratory medicine. Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine. 2013, 51 (2), 271 — 294.

HENRY, L. M., M. C. J. MAIDEN, J. FERRARI, H. C. J. GODFRAY. Insect life history
and the evolution of bacterial mutualism. Ecology Letters. 2015, 18, 516 — 525.

HUSNIK, F. Host-symbiont-pathogen interactions in blood-feeding parasites: nutrition,
immune cross-talk and gene exchange. Parasitology. 2018, 145 (10), 1294 — 1303.

HYPSA, V. & C. DALE. In Vitro Culture and Phylogenetic Analysis of “Candidatus
Arsenophonus triatominarumm” an Intracellular Bacterium from the Triatomine Bug,
Triatoma infestans. International Journal of Systematic Bacteriology. 1997, 47 (4), 1140 —
1144,

HYPSA, V., D. F. TIETZ, J. ZRZAVY, R. O. M. REGO, C. GALVAO, J. JURBERG.
Phylogeny and biogeography of Triatominae (Hemiptera: Reduviidae): molecular evidence
of a New World origin of the Asiatic clade. Molecular Phylogenetics and Evolution. 2002,
23, 447 — 457.

JIMENEZ-CORTES, J. G., R. GARCIA-CONTRERAS, M. I .BUCIO-TORRES, M.
GABRERA-BRAVO, A. CORDOBA-AGUILAR, G. BENELLI, P. M. SALAZAR-
SCHETTINO. Bacterial symbionts in human blood-feeding arthropods: Patterns, general
mechanisms and effects of global ecological changes. Acta Tropica. 2018, 186, 69 — 101.
KEENAN, M., J. H. CHAPLIN, P. W. ALEXANDER, M. J. ABBOTT, W. M. BEST, A.
KHONG, A. BOTERO et al. Two Analouges of Fenarimol Show Curative Activity in an
Experimental Model of Chagas Disease. Journal of Medicinal Chemistry. 2013, 56, 10158 —
10170.

46



KIKUCHI, Y., T. HOSOKAWA, T. FUKATSU. Diversity of Bacterial Symbiosis in
Stinkbugs. Microbial Ecology Research Trends. 2008, 39 — 63.

KIKUCHI, Y., T. HOSOKAWA, T. FUKATSU. Insect-Microbiome Mutualism without
Vertical Transmission: a Stinkbug Acquires a Beneficial Gut Symbiont from the
Environment Every Generation. Applied and Environmental Microbiology. 2007, 73 (13),
4308 —4316.

KIKUCHI, Y. Endosymbiotic Bacteria in Insects: Their Diversity and Culturability.
Japanese Society of Microbial Ecology. 2009, 24 (3), 0908180109-0908180109.

KJOS, S. A., K. F. SNOWDEN, J. K. OLSON. Biogeography and Trypanosoma cruzi
Infection Prevalence of Chagas Disease Vectors in Texas, USA. Vector-borne and Zoonotic
Diseases. 2009, 9 (1), 41 —49.

KLOTZ, S. A., F. M. SHIRAZI, K. BOESEN, N. L. BEATTY, P. L. DORN, S. SMITH, J.
O SCHMIDT. Kissing Bug (7Triatoma spp.) Intrusion into Homes: Troublesome Bites and
Domiciliation. Libertas Academica. 2016, 10, 45 —49.

KLOTZ, S. A., J. O SCHMIDT, P. L. DORN. Trypanosoma cruzi Carriage by Triatoma
rubida and Triatoma protracta in a Zoological Park near Tucson, Arizona. Journal of the
Kansas Entomological Society. 2013, 86 (4), 373 —374.

KOERNER, R. J., M. GOODFELLOW, A. L. JONES. The genus Dietzia: a new home for
some known and emerging opportunist pathogens. FEMS Immunology & Medical
Microbiology. 2009, 55 (3), 296 — 305.

KUECHLER, S. M., K. DETTNER, S. KEHL. Characterization of an Obligate Intracellular
Bacterium in the Midgut Epithelium of the Bulrush Bug Chilacis typhae (Heteroptera,
Lygaeidae, Artheneinae). Applied and Environmental Microbiology. 2011, 77 (9), 2869 —
2876.

LOPEZ-ORDONEZ, T., C. A. FLORES-LOPEZ, R. MONTEJO-LOPEZ, A. CRUZ-
HERNANDEZ, E. E. CONNERS. Cultivable Bacterial Diversity in the Gut of the Chagas
Disease Vector Triatoma dimidiata: ldentification of Possible Bacterial Candidates for a
Paratransgenesis Approach. Frontiers in Ecology and Evolution. 2018, 5, 174.

MALELE, 1., H. NYINGILILI, E. LYARUU, M. TAUZIN, B. B. OLLIVIER, J.-L.
CAYOL, M.-L. FARDEAU, A. GEIGER. Bacterial diversity obtained by culturable
approaches in the gut of Glossina pallidipes population from a non sleeping sickness focus

in Tanzania: preliminary results. BMC Microbiology. 2018, 18 (1), 164.

47



MANTILLA, J. C., G. A. ZAFRA, A. M. MACEDO, C. I. GONZALES. Mixed infection of
Trypanosoma cruzi 1 and Il in a Colombian cardiomyopathic patient. Human Pathology.
2010, 41, 610 — 613.

MARGULIS, L. & R. FESTER. Symbiosis as a Source of Evolutionary Innovation:
Speciation and Morphogenesis. The MIT Press. 1991.

MCPHATTER, L., W. ROACHELL, F. MAHMOOD, L. HOFFMAN, N. LOCKWOOD, A.
OSUNA, J. LOPEZ, M. DEBBOUN. Vector Surveillance to Determine Species
Composition and Occurrence of Trypanosoma cruzi Infection at Three Military Installations
in San Antonio, Texas. The Army Medical Department Journal. 2012, 12 —21.
MESSENGER, L. A.,, M. A. MILES, C. BERN. Between a bug and a hard place:
Trypanosoma cruzi genetic diversity and the clinical outcomes of Chagas disease. Expert
Review of Anti-infective Therapy. 2015, 13 (8), 995 — 1029.

MIRANDA-SCHAEUBINGER, M., I. CHAKRAVARTI, K. C. F. LIDANI, Z. OMIDIAN,
R. H. GILMAN. Systematic Review of the Epidemiology of Chagas Disease on the
Americas: a Call for Standardized Reporting of Chagas Disease Prevalence. Current
Tropical Medicine Reports. 2019, 6, 23 — 34.

MONCAYO, A & A. C. SILVEIRA. Current epidemiological trends of Chagas Disease in
Latin America and future challenges: epidemiology, surveillance, and health policies.
American Trypanosomiasis Chagas Disease (Second Edition). 2017, 59 — 88.
MONGE-MAILLO, B., B. C. JIMENEZ, J. A. PEREZ-MOLINA, F. NORMAN, M.
NAVARRO, A. PEREZ-AYALA, J. M. HERRERO et al. Imported Infectious Diseases in
Mobile Populations, Spain. Emerging Infectious Diseases. 2009, 15 (11), 1745 — 1752.
MONTEON, V., . MAY-GIL, L. NUNEZ-OREZA, R. LOPEZ. Feces from wild Triatoma
dimidiata induces local inflammation and specific immune response in a murine model.
Annals of Parasitology. 2018, 64 (4), 367 — 377.

MONTOYA-PORRAS, L. M., T.-C. OMAR, J. F. ALZATE, C. X. MORENO-HERRERA,
G. E. CADAVID-RESTREPO. 16S rRNA gene amplicon sequencing reveals dominance of
Actinobacteria in Rhodnius pallescens compared to Triatoma maculata midgut microbiota in
natural populations of vector insects from Colombia. Acta Tropica. 2018, 178, 327 — 332.
MORAN, N. A., P. H. DEGNAN, S. R. SANTOS, H. E. DUNBAR, H. OCHMAN. The
players in a mutualistic symbiosis: Insects, bacteria, viruses, and virulence genes. PNAS.
2005, 102 (47), 16919 — 16926.

MORAN, N. A. & A. TELANG. Bacteriocyte-Associated Symbionts of Insects. BioScience.
1998, 48 (4), 295 — 304.

48



NOUVELLET, P., E. DUMONTEIL, S. GOURBIERE. The Improbable Transmission of
Trypanosoma cruzi to Human: The Missing Link in the Dynamics and Control of Chagas
Disease. PLOS Neglected Tropical Diseases. 2013, 7 (11), e2505.

NOVAKOVA, E., V. HYPSA, N. A. MORAN. drsenophonus, an emerging clade of
intracellular symbionts with a broad host distribution. BMC Microbiology. 2009, 9 (1), 143.
OLIVEIRA, J. L., J. C. CURY, R. GURGEL-GONCALVES, A. C. BAHIA, F. A
MONTEIRO. Field-collected Triatoma sordida from central Brazil display high microbiota
diversity that varies with regard to developmental stage and intestinal segmentation. PLOS
Neglected Tropical Diseases. 2018, 12 (8), e0006709.

OLIVER, K. M., P. H. DEGNAN, G. R. BURKE, N. A. MORAN. Facultative Symbionts in
Aphids and the Horizontal Transfer of Ecologically Important Traits. Annual Review of
Entomology. 2010, 55, 247 — 266.

ORANTES, L. C., C. MONROY, P. L. DORN, L. STEVENS, D. M RIZZO, L.
MORRISSEY, J. P. HANLEY et al. Uncovering vector, parasite, blood meal and
microbiome patterns from mixed-DNA specimens of the Chagas disease vector Triatoma
dimidiata. PLOS Neglected Tropical Diseases. 2018, 12 (10), ¢0006730.
OTALORA-LUNA, F., A. J. PEREZ-SANCHEZ, C. SANDOVAL, E. ALDANA. Evolution
of hematophagous habit in Triatominae (Heteroptera: Reduviidae). Revista Chilena de
Historia Natural. 2015, 88 (1), 4.

PANZERA, F., R. PEREZ, Y. PANZERA, 1. FERRANDIS, M. J. FERREIRO, L.
CALLEROS. Cytogenetics and Genome Evolution in the Subfamily Triatominae
(Hemiptera, Reduviidae). Cytogenetic and Genome Research. 2010, 128 (1 —3), 77 — 87.
PACHEBAT, J. A., G. VAN KEULEN, M. M. A. WHITTEN, S. GIRDWOOD, T. DEL
SOL, P. J. DYSON, P. D. FACEY. Draft Genome Sequence of Rhodococcus rhodnii Strain
LMG5362, a Symbiont of Rhodnius prolixus (Hemiptera, Reduviidae, Triatominae), the
Principle Vector of Trypanosoma cruzi. Genome Announcements. 2013, 1 (3), €00329-13.
PENG, D., S. P. KURUP, P. Y. YAO, T. A. MINNING. R. L. TARLETON. CRISPR-Cas9-
Mediated Single-Gene and Gene Family Disruption in Trypanosoma cruzi. mBio. 2015, 6
(1), e02097-14.

PEREZ-MOLINA, J. A. & I. MOLINA. Chagas disease. Lancet. 2018, 391, 82 — 94.
PIPPIN, W. F. The biology and vector capability of Triatoma sanguisuga Texana Usinger
and Triatoma gerstaeckeri (Stal) compared with Rhodnius prolixus (Stal) (Hemiptera:

Triatominae). Journal of Medical Entomology. 1970, 7, 30 — 45.

49



POVEDA, C., M. FRESNO, N. GIRONES, O. A. MARTINS-FILHO, J. D. RAMIREZ, J.
SANTI-ROCCA, J. A. MARIN-NETO et al. Cytokine Profiling in Chagas Disease: Towards
Understanding the Association with Infecting 7rypanosoma cruzi Discrete Typing Units
(A BENEFIT TRIAL Sub-Study). PLoS ONE. 2014, 9 (3), €91154.

PRADO, S. S. & T. D. ZUCCHI. Host-Symbiont Interactions for Potentially Managing
Heteropteran Pests. Psyche: A Journal of Entomology. 2012, 2012, 269473.

RAMIREZ, J. D., B. TURRIAGO, G. TAPIA-CALLE, F. GUHL. Understanding the role of
dogs (Canis lupus familiaris) in the transmission dynamics of Trypanosoma cruzi genotypes
in Colombia. Veterinary Parasitology. 2013, 196,216 — 219.

RASSI JR, A., A. RASSI, J. A. MARIN-NETO. Chagas disease. The Lancet. 2010, 375
(9723), 1388-1402.

REISENMAN, C. E., G. LAWRENCE, P. G. GUERENSTEIN, T. GREGORY, E.
DOTSON, J. G. HILDEBRAND. Infection of Kissing Bugs with Trypanosoma cruzi,
Tucson, Arizona, USA. Emerging infectious Diseases. 2010, 16 (3), 400 — 405.

RIO, R. V. M., G. M. ATTARDO, B. L. WEISS. Grandeur Alliances: Symbiont Metabolic
Integration and Obligate Arthropod Hematophagy. Trends in Parasitology. 2016, 32 (9), 739
—749.

RIO, R. V. M., Y. HU, S. AKSOY. Strategies of the home-team: symbioses exploited for
vector-borne disease control. TRENDS in Microbiology. 2004, 12 (7), 325 — 336.
RODRIGUEZ, J., P. PAVIA, M. MONTILLA, C. J. PUERTA. Identifying triatomine
symbiont Rhodococcus rhodnii as intestinal bacteria from Rhodnius ecuadoriensis
(Hemiptera: Reduviidae) laboratory insects. International Journal of Tropical Insect
Science. 2011, 31 (1 —2), 34 —37.

RODRIGUEZ-RUANO, S. M., V. SKOCHOVA, R. O. M. REGO, J. O SCHMIDT, W.
ROACHELL, V. HYPSA, E. NOVAKOVA. Microbiomes of North American Triatominae:
The Grounds for Chagas Disease Epidemiology. Frontiers in Microbiology. 2018, 9, 1167.
SACHS, J. L., R. G. SKOPHAMMER, J. U. REGUS. Evolutionary transitions in bacterial
symbiosis. PNAS. 2011, 108, 10800 — 10807.

SALEM, H., L. FLOREZ, N. GERARDO, M. KALTENPOTH. An out-of-body experience:
the extracellular dimension for the transmission of mutualistic bacteria in insects.
Proceedings B. 2015, 282 (1804), 20142957.

SANDOVAL, C. M., N. ORTIZ, D. JAIMES, E. LOROSA, C. GALVAO, O.
RODRIGUEZ, J. V. SCORZA, R. GUTIERREZ. Feeding behaviour of Belminus ferroae

50



(Hemiptera: Reduviidae), a predaceous Triatominae colonizing rural houses in Norte de
Santander, Colombia. Medical and Veterinary Entomology. 2010, 24, 124 — 131.
SCHIJMAN, A. G., M. BISIO, L. ORELLANA, M. SUED, T. DUFFY, A. M. M.
JARAMILLO, C. CURA et al. International Study to Evaluate PCR Methods for Detection
of Trypanosoma cruzi DNA in Blood Samples from Chagas Disease Patients. PLOS
Neglected Tropical Diseases. 2011, 5 (1), e931.

SCHMIDT, J. O., P. L. DORN, S. A. KLOTZ. Second-Best is Better Than Nothing:
Cockroaches as a Viable Food Source for the Kissing Bug Triatoma recurva (Hemiptera:
Reduviidae). Journal of Medical Entomology. 2019, 56 (3), 651 — 655.

SCHMUNIS, G. A. & Z. E. YADON. Chagas disease: A Latin American health problem
becoming a World health problem. Acta Tropica. 2010, 115 (1 —2), 14 - 21.

SCHOFIELD, C. J. Biosystematics and evolution of the Triatominae. Cadernos de Saude
Publica. 2000, 16, 89 — 92.

SCHOFIELD, C. J. & C. GALVAQO. Classification, evolution, and species groups within the
Triatominae. Acta Tropica. 2009, 110 (2 — 3), 88 — 100.

SHENDER, L. A., M. D. LEWIS, D. REJMANEK, J. A. K. MAZET. Molecular Diversity
of Trypanosoma cruzi Detected in the Vector Triatoma protracta from California, USA.
PLOS Neglected Tropical Diseases. 2016, 10 (1), e0004291.

STERKEL, M., J. H. M. OLIVEIRA, V. BOTTINO-ROJAS, G. O PAIVA-SILVA, P. L.
OLIVEIRA. The Dose Makes the Poison: Nutritional Overload Determines the Life Traits of
Blood-Feeding Arthropods. Trends in Parasitology. 2017, 33 (8), 633 — 644.
SUDAKARAN, S., H. SALEM, C. KOST, M. KALTENPOTH. Geographical and
ecological stability of the symbiotic mid-gut microbiota in European firebugs, Pyrrhocoris
apterus (Hemiptera, Pyrrhocoridae). Molecular Ecology. 2012, 21, 6134 — 6151.

SORFOVA, P., A. SKERIKOVA, V. HYPSA. An effect of 16S rRNA intercistronic
variability on coevolutionary analysis in symbiotic bacteria: Molecular phylogeny of
Arsenophonus triatominarum. Systematic and Applied Microbiology. 2008, 31, 88 — 100.
TOBIAS, N. J. Insect Vectors of Disease: Untapped Reservoirs for New Antimicrobials?
Frontiers in Microbiology. 2016, 7, 2085.

TORRECILHAS, A. C. T., R. R. TONELLI, W. R. PAVANELLI, J. S. DA SILVA, R. L
SCHUMACHER, W. DE SOUZA, N. C. SILVA et al. Trypanosoma cruzi: parasite shed
vesicles increase heart parasitism and generate an intense inflammatory response. Microbes

and Infection. 2008, 11 (2009), 29 — 39.

51



VALLEJO, G. A., F. GUHL, G. A. SCHAUB. Triatominae-Trypanosoma cruzi/T. rangeli:
Vector-parasite interactions. Acta Tropica. 2009, 110 (2 —3), 137 — 147.

VIEIRA, C. B., Y. R. PRACA, K. L. DA SILVA BENTES, P. B. SANTIAGO, S. M. M.
SILVA, G. DOS SANTOS SILVA, F. N. MOTTA et al. Triatomines: Trypanosomatids,
Bacteria, and Viruses Potential Vectors? Frontiers in Cellular and Infection Microbiology.
2018, 8, 405.

WALECKX, E., J. SUAREZ, B. RICHARDS, P. L. DORN. Triatoma sanguisuga Blood
Meals and Potential for Chagas Disease, Louisiana, USA. Emerging Infectious Diseases.
2014, 20 (12), 2141 —2143.

WALLACE, J. R, M. C. GORDON, L. HARTSELL, L. MOSI, M. E. BENBOW, R. W.
MERRITT, P. L. C. SMALL. Interaction of Mycobacterium ulcerans with Mosquito
Species: Implications for Transmission and Trophic Relationships. Applied and
Environmental Microbiology. 2010, 76 (18), 6215 — 6222.

WALTMANN, A., A. C. WILLCOX, S. BALASUBRAMANIAN, K. B. MAYORI, S. M.
GUERRERO, R. S. S. SANCHEZ, J. ROACH et al. Hindgut microbiota in laboratory-reared
and wild Triatoma infestans. PLOS Neglected Tropical Diseases. 2019, 13 (5), e0007383.
WANG, R, N. LI, J. LIU, T. LI, M. LIU, Z. YU, J. LIU. Symbiont dynamics of the Tibetan
tick Haemaphysalis tibetensis (Acari: Ixodidae). Parasites & Vectors. 2017, 10 (1), 259.
WEBBER, B. J., M. T. PAWLAK, S. VALTIER, C. C. DANIELS, C. C. TULLY, E. J.
WEBSTER, N. S. Cooperation, communication, and co-evolution: grand challenges in
microbial symbiosis research. Frontiers in Microbiology. 2017, 5, 164.

WEISS, B. L., M. MALTZ, S. AKSOY. Obligate Symbionts Activate Immune System
Development in the Tsetse Fly. The Journal of Immunology. 2012, 188 (7), 3395 — 3403.
WERNEGREEN, J. J. Genome evolution in Bacterial endosymbionts of Insects. Nature.
2002, 3, 850 — 861.

WILKES, T. E., O. DURON, A. C. DARBY, V. HYPSA, E. NOVAKOVA, G. D. D.
HURST. The Genus Arsenophonus. Manipulative Tenants: Bacteria Associated with
Arthropods. 2012, 226 — 241.

WILKINSON, D. A, O. DURON, C. CORDONIN, Y. GOMARD, B.
RAMASINDRAZANA, P. MAVINGUI, S. M. GOODMAN, P. TORTOSA. The
Bacteriome of Bat Flies (Nycteribiidae) from the Malagasy Region: a Community Shaped by
Host Ecology, Bacterial Transmission Mode, and Host-Vector Specificity. Applied and
Environmental Microbiology. 2016, 82 (6), 1778 — 1788.

52



WOZNIAK, E. J., G. LAWRENCE, R. GORCHAKOV, H. ALAMGIR, E. DOTSON, B.
SISSEL, S. SARKAR. K. O. MURRAY. The Biology of the Triatomine bugs native to
South Central Texas and assessment of the risk they pose for autochthonous Chagas disease
exposure. Journal of Parasitology. 2015, 101 (5), 520 — 528.

YADAV, K. K., K. CHANDEL, A. BORA, V. VEER. Isolation and characterization of
Dietzia maris from midgut of Aedes albopictus: A suitable candidate for paratransgenesis.
International Journal of Mosquito Research. 2015, 2 (4), 7 —12.

YADAYV, K. K., A. NAGLOT, P. B. PATIL, S. S. BHAGYAWANT, V. VEER, P. S. RAJU.
Role of Dietzia maris bacteria in larval development of Aedes albopictus (Skuse) (Diptera:
Culicidae). Journal of Entomology and Zoology Studies. 2018, 6 (2), 2937 — 2942.
ZINGALES, B. Trypanosoma cruzi genetic diversity: Something new for something known
about Chagas disease manifestations, serodiagnosis and drug sensitivity. Acta Tropica. 2018,

184, 38 — 52.

53



8 Prilohy

Tab. P1: Dopliujici informace o reagenciich pouzitych pii fluorescencni in situ hybridizaci.

Reagencie Vyrobce Dalsi informace Koncentrace pii FISH
Formaldehyd Thermo 16% roztok (w/v), bez 4% v PBS (pH="7,4)
Scientific metanolu
PBS Thermo 1 X,pH=7,4
Scientific
H,0, Sigma-Aldrich 30% vodny roztok (w/w) 2% v etanolu
Etanol Penta 96%
Sacharoza Sigma-Aldrich >99,5% (GC) 15% v H,O
O.C.T. Sakura/Tissue-
embedding Tek
medium
NaCl Sigma-Aldrich BioXtra, > 99,5% (AT) 5M v H,O
Tris/HCI Sigma-Aldrich > 999% (titrimetric) IM v H,O (pH =74)
EDTA Sigma-Aldrich ACS reagencie, 99,4-100,6%  0,5M v H,O (pH = 8)
SDS Sigma-Aldrich ~ >98,5% (GC) 10% v H,O
Formamid Sigma-Aldrich
H,O Sigma-Aldrich
DAPI Sigma-Aldrich
Mowiol 4-88  Sigma-Aldrich M,~31 000

54



Tab. P2: Souhrn vzorki ziskanych z USA.

Druh

Triatoma rubida

Triatoma
gerstaeckeri

Triatoma
lecticularia

Instar

L1
L2
L3
L4
L5
L6

L1

L2
L2-3
L3
L4
L5
L6
L1-2

L2
L3
L4
L5
L6

Pocet
vzorka

16
27
26
28

24

Stat

Arizona

Texas

Texas

Pocet
vzorka

126

44

22

Lokalita

Las Cienegas National Conservation Area
University of Arizona Desert Station

Air Force Basis

Chaparral Wildlife Management Area

Chaparral Wildlife Management Area

Pocet Celkovy
vzorki pocet
vzorki

44 126
82

19 44

25

22 22
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Triatoma
sanguisuga

Triatoma recurva
Triatoma protracta

Triatoma sp.

L2

L3

L3-4

L4
L5
L6
L6
L1
L2
L3

L4
L5
L6
L1
L2
L5

A= = W N LN W W —

[S—
(e

—_ =
wn W D

N = =

Air Force Basis

University of Arizona Desert Station
Las Cienegas National Conservation Area
University of Arizona Desert Station

San Pedro Riparian National Conservation
Area

University of Arizona Desert Station
Las Cienegas National Conservation Area

25

21
27

56



Obr. P1: Dynamika mikrobiomu v ontogenezi Triatoma rubida.

100%

Obr. P2: Dynamika mikrobiomu v ontogenezi Triatoma lecticularia.
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2CH43G

2CH02G

1

Lactobacillus
uncultured Microbacterium sp.
Pseudomonas
Massilia
W uncultured Streptomyces sp.
m Geobacillus
Nocardiopsis sp. B24
¥ Corynebacterium
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m Arthrobacter sp. W1
® Enterobacter
M Streptomyces
W Streptomyces carneus
m Massilia unidentified marine bacterioplankton
H Corynebacterium 1
® Candidatus Bartonella ancashi
m Streptobacillus
M Staphylococcus
B Mycobacterium
H Dietzia

B Ostatni

Chryseobacterium bacterium W24
= Candidatus Bartonella ancashi
= Massilia
Bacillus bacterium enrichment culture clone FeRB1
® Massilia unidentified marine bacterioplankton
m Pseudomonas
m Bacillus licheniformis
® uncultured Pectobacterium sp.
M uncultured Anaplasma sp.
® Planococcaceae
m uncultured Streptomyces sp.
B Corynebacterium variabile
B Enterobacter
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Obr. P3: Dynamika mikrobiomu v ontogenezi Triatoma protracta.
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Obr. P4: Prosta bohatost mikrobiomu ,,Richness® (A), Shannontiv index diverziy (B) a NMDS analyza (C)

ey

provolné zijici jedince druhu 7. lecticularia. Vsechny analyzy ukazuji nesignifikantni rozdily mezi

mikrobiomy 7. cruzi negativnich a 7. cruzi pozitivnich vzorki (NMDS analyza hodnocena na hladiné

vyznamnosti 99%, P = 0,13).
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Obr. P5: Prosta bohatost mikrobiomu ,,Richness® (A), Shannontiv index diverziy (B) a NMDS analyza (C)
pro volné zijici jedince ziskané z hnizd Neofoma albigula v Arizoné druhu T. protracta. Vsechny analyzy
ukazuji nesignifikantni rozdily mezi mikrobiomy 7. cruzi negativnich a 7. cruzi pozitivnich vzorkd (NMDS

analyza hodnocena na hladiné vyznamnosti 99%, P = 0,092).
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Obr. P6: Prosta bohatost mikrobiomu ,,Richness® (A), Shannontiv index diverziy (B) a NMDS analyza (C)
pro volné zijici jedince ziskané z lokality University of Arizona Desert Station druhu 7. protracta. VSechny
analyzy ukazuji nesignifikantni rozdily mezi mikrobiomy 7. cruzi negativnich a 7. cruzi pozitivnich vzorkl

(NMDS analyza hodnocena na hladiné vyznamnosti 99%, P = 0,354).
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Obr. P7: Prosta bohatost mikrobiomu ,,Richness® (A), Shannontiv index diverziy (B) a NMDS analyza (C)

pro volné zijici jedince druhu 7. rubida. VSechny analyzy ukazuji nesignifikantni rozdily mezi mikrobiomy

T. cruzi negativnich a 7. cruzi pozitivnich vzorki (NMDS analyza hodnocena na hladiné vyznamnosti 99%,

P =0,043).
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Obr. P8: Prosta bohatost mikrobiomu ,,Richness* (A) a Shannontv index diverziy (B) pro volné Zijici jedince

druhu 7. sanguisuga. Obé analyzy ukazuji nesignifikantni rozdily mezi mikrobiomy 7. cruzi negativnich

a T. cruzi pozitivnich vzorkda.
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