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1. Mikrobiom élenoveov

Mikrobiom je spolo¢enstvo mikroorganizmov ko-extistujicich so svojim hostitelom a zahfiia
baktérie, virusy, prvoky a jednobunecné huby (Sonenshine a Stewart 2021). Mikrobialne
osidlenie ovplyvnuje fyziologické procesy svojho hostitel’a ako travenie, vyzivu, obranu proti
patogénom, imunitu a méze mu prinasat’ rozne vyhody (Serrato-Salas a Gendrin 2022).
Dolezitost’ mikrobiému ¢lenovcov sa dostava Coraz viac do povedomia verejnosti a jeho
poznanie sa zlepSuje vd’aka dostupnosti sekvenacnych metdd ako Next generation sequencing
(Sonenshine a Stewart 2021). V minulosti sa pouzivali vyhradne kultivaéné metody, ktoré nas
pohl'ad do diverzity mikrobiému zna¢ne obmedzovali. Bezne pouzivanou metddou je dnes
amplikonovda analyza 16S rRNA génu, ktord poskytuje kompletni informaciu
0 mikrobiémovom profile (Yun at al. 2014). Mikrobiom zahrfiuje hlavne baktérie, ktoré so
svojim hostitel'om vytvaraju symbiotické vztahy roznej povahy a doleZitosti. Pocas evolucie sa
niektoré z nich adaptovali na stabilné prostredie hostitel'ského organizmu astali sa z nich
obligatny symbionti. Obligatny symbionti (primarny) su typicky baktérie s redukovanym
genémom, plne zavislé na hostitel'ovi a pre jeho prezitie maji zasadny vplyv. Fakultativny
symbionti (sekundarny) st evolu¢ne mladsi, hostitel’ na nich nie je priamo zavisly, symbioza
s takymito baktériami modze zvySovat’ fitness hostitel’a, ¢i odolnost’ vo¢i prostrediu. Za urcitych
podmienok mézu mat’ vztahy s fakultativnymi symbiontmi pre hostitel'a aj negativny vplyv
(baktérie naruSujuce pomery pohlavia a ovplyviiujice Struktiru hostitel'skej populéacie)
(Gottlieb et al. 2015, Salcedo-Porras et al. 2020).

U krvsajucich ¢lenovcov su  hlavne dolezité obligatne symbiotické baktérie produkujuce
esencialne latky, ktoré sa v krvi nenachadzaju ako B vitaminy. (Narasimhan et al. 2021,
Salcedo-Porras et al. 2020, Serrato-Salas a Gendrin 2022). Vztah krvsajucich ¢lenovcov (ako
prenasacov savéich patogénov) s mikrobiomom ma vSak dolezity presah prave na vzt'ah
S prenasanym patogénom. Mikrobiom vektora je vnimany ako prostredie v ktorom patogén
Zije, rozmnozuje sa a moze hrat’ vyznamn tlohu v jeho prenose. Znalost’ mikrobidému, vratane
jeho diverzity, vyvoja a faktorov ktoré mozu profil konkrétneho vektora ovplyviovat’ je tak
zasadny pre chapanie epidemioldgie patogéna (Sonenshine a Stewart 2021).

Medzi najprestudovanej$ie patria mikrobiomy komarov, v ktorych dominuje relativne maly
pocet bakteridlnych tax. Zlozenie mikrobidomu vacsSiny prestudovanych druhov je ovplyvnené
prostredim, Zivotnou fazou a pohlavim jedinca. Mikrobiomy rodov Anopheles, Aedes a Culex

ako najdolezitejSie patogén-prenasajuce vektory su predmetom desiatok Stadii (Duguma et al.
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2015, Scolari et al. 2019, Tainchum et al. 2020). Baktérie mikrobiému komarov interaguju
S patogénmi, ako st patogénny prvoci rodu Plasmodium, mo6zu ulah¢ovat alebo inhibovat ich
mnozenie. Odstranenie baktérii, ktoré podporuju vyvoj patogéna by mohlo blokovat’ jeho
prenos (Azelyté et al. 2022). Prikladom baktérie podporujucich mnoZenie vektora je Asaia
bogorensis, ktora meni pH ¢revného prostredia v prospech gametogenézy Plasmodium berghei
(Wang et al. 2021). Podobne vysoka relativna abundancia baktérii zo skupiny
Enterobacteriaceae koreluje so zvySenym mnozenim Plasmodium falciparum u Anopheles
gambiae (Boissiére et al. 2012). Nastroje k priamej manipulacii s mikrobiomom su stale
limitované, ak chceme odstranit’ iba jednu bakteridlnu taxu bez ovplyvnenia inych. Alternativou
je manipulécia mikrobiémom dosiahnuta protilatkami obsiahnutymi z hostitel'a a vyvinutymi
ockovanim (Azelyté et al. 2022). Napriklad na znizenie mnozstva baktérii Enterobacteriaceae
sa pouziva vakcina obsahujuca baktériu Escherichia coli. (Mateos-Hernandez et al. 2021).
Vakcina obsahujuca E. coli bola pouzita na imunizaciu vtakov, na ktorych sali komari Culex
malariu vtakov (AZelyté et al. 2022). DalSou stratégiou ako ovplyvnit mikrobiom komarov je
za pomoci baktérie Wolbachie, ktora je vdaka cytoplazmatickej inkompatibilite schopna
propagécie v hostitel'skej populécii aniektoré jej linie rovno  blokuji prenos
arbovirusov. Prendsa sa na potomstvo vertikdlne, ¢o ul'ahCuje jej mnozenie v populécii.
U komarov Aedes aegypti, ktoré su primarnym vektorom pre virus Ziky a Dengue nie je
Wolbachia bezne zastapenou bakterialnou taxou. V uz tspesne uplatnene;j stratégii blokovaniu
prenosu virusov bola Wolbachia umelo introdukovana do komarov A. aegypti na zaciatku ich
zivotného cyklu mikroinjekciou do vaji¢ok (Hugo et al. 2022). Kontrola vektora cez jeho
mikrobiom je v stasnej dobe jedinou ucinnou metédou proti Sireniu virusov Ziky a Dengue,

pretoze neexistuje ockovanie ani lieba tychto virusov (Bian et al. 2010, Hugo et al. 2022).

Pomerne dobre preskiimanou oblast'ou je i mikrobiom tvrdych kliestov, ako vektorov roznych
patogénov (borrélie, bebézie, a iné¢) (Markowicz et al. 2021). Mikrobiom tvrdych kliestov
obsahuje dolezitych endosymbiontov Rickettsia, Francisella, Coxiella, ktory produkuju
potrebné ziviny pre svojho hostitela (Bonnet et al. 2017) a obsahuji aj baktérie
ovplyvinujuce prenos patogéna. Napriklad u kliesta Amblyomma americanum pritomnost’
Coxiella-like symbiontov mo6ze potencionalne ovplyviiovat’ prenos povodcu ehrlichiozy
(Ehrlichia chaffeensis) (Klyachko et al. 2007). Mikrobiomom mékkych kliestov, ktori st tiez
vektorom roznych patogénov sa zaoberalo iba par publikacii, ktoré vyhradne popisuju

bakterialne taxy obsiahnuté v mikrobiome.
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Coraz viac §tadii sa zaoberd popisovanim bakteridlnych tdx krvsajucich ¢lenovcov, vratane
triatom. Mikrobiomy krvsajucich ¢lenovcov su druhovo Specifické a dokonca dokazeme
identifikovat’ faktory ovplyviiujice mikrobiom ako fylogenetické vzt'ahy, geograficky povod
alebo vyvojové stadium (Sonenshine a Stewart 2021, Brown et al. 2020). Zatial’ ale nie je zname
ako sa baktérie do mikrobiému dostavaji a Castokrat ani ich konkrétny vplyv na hostitela.
U niektorych krvsajucich ¢lenovcov sa potvrdili interakcie medzi baktériami mikrobiomu
a prenosom patogéna, u komarov dokonca doslo k manipulacii mikrobiomu a K najdeniu
spdsobu znizenia prenosu patogéna ako je zmienené vyssSie. V tejto praci sme zvolili Sirsi
ekologicky ramec a Studujeme mikrobidomy triatom na bezprostrednom pozadi ich prirodzené¢ho
stanovist'a, kde sa symparicky vyskytuju ich dravé pribuzné plostice ¢el'ade Reduviidae a d’alsi
krvsajuci vektor, O. turicata. Tiez analyzujeme prostredie a primarneho hostitel'a u krvsajicich

élenovcov .

1.1 Modelové organizmy

1.1.1 Mikké kliesSte Ornithodoros turicata

Argasidae tzv. méakké klieste a Ixodidae tzv. tvrdé klieste st dve skupiny kliestov, ktoré sa
odliSuju  biologickymi vlastnostami a morfoloégiou. Zarad'ujii sa medzi hematofagy
a ektoparazity, krv saju predovSetkym na cicavcoch, ale aj vtdkoch ¢i plazoch. Medzi 193
druhov mikkych kliest'ov sa zarad’uje druh Ornithodoros turicata, ktorym sa zaoberam v tejto

diplomovej praci. (Manzano-Roman et al., 2012).

Mikké klieste obyvaju teplé oblasti, predovsetkym puste, polopuste a savany (stepi a prérie)
(Capinera 2008). Makké klieste druhu Ornithodoros turicata nachadzaja v Latinskej Amerike
ana juhu Spojenych Statov americkych. V Spojenych §tatoch americkych sa mékké klieste
druhu Ornithodoros turicata vyskytuju v tropoch a subtropoch, konkrétne bol ich vyskyt
zaznamenany v Statoch: Arizona, California, Colorado, Florida, Kansas, Nové Mexiko,
Oklahoma, Texas a Utah. Zatial’ ¢o populaciu Texasu a d’al$ich zapadnych Statov neoddel’ujt
ziadne geografické bariéry, populacia O. turicata na Floride je geograficky izolovana od
ostatnych. (Donaldson et al. 2016). V Mexiku boli klieste O. turicata najdené v Statoch

Chihuahua, Coahuila a Durango (Barraza-Guerrero et al. 2020; Krishnavajhala et al. 2021).
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1.1.1.1 Zivotny cyklus mikkych kliest'ov

Zivotny cyklus mikkych kliestov je zavisly na miernom poklese teplot, ktoré dosahuji pri
kolonizacii zastreSenych mikrohabitatov. Tieto mikrohabitaty m6zu byt hniezda alebo nory
cicavcov, ktory st pre klieste potencionalnymi hostite'mi a vytvaraji spravnu teplotu a vlhkost’
prostredia pre dokoncenie ich vyvoja. Makke klieste sa vyvijaju z vajicka, cez larvu a niekol'ko
nymfalnych stadii (2-8) po dospelého jedinca. Na prechod medzi vyvojovymi Stadiami a
ku kladeniu vaji¢ok dospelej samicky potrebujii asponi raz sat’ krv stavovca ako hostitel'a
(Dworkin et al. 2013, Vial 2020). Samicka po prijme potravy nakladie 50-200 vaji¢ok, celkovo
za zivot samicka nakladie priblizne 1200 vaji¢ok. (Capinera 2008). Mikké klieSte sa vyznacuju
dlhovekost'ou a i s dlhymi prestavkami medzi prijmom potravy sa mézu dozit’ az 25 rokov,
Vv priemere sa klieSte druhu Ornithodoros turicata dozivaju asi 10 rokov (Bissett et al. 2018,
Vial 2020). V laboratornych podmienkach sa kliest’ druhu Ornithodoros tholozani prezil bez
prijmu potravy 10 rokov. U niektorych mékkych kliestov sa objavuje homoparazitizmus.
Obvykle nymfy a samci, ktori neprijali ziadnu potravu saji na nasatych starSich nymfach
a samiciach, ktoré to bez nasledkov prezijii (Capinera 2008). Fyziologicky si makké klieSte
vyvinuli adaptdcie na rychly prijem potravy, konkrétne pri sani krvi je im napomocny
roztahujuci sa tegument a vyluCovanie iontov avody cez koxdlne zlazy. VyluCovanie
koxalnymi zI'azami mozu vyuzit’ niektoré patogény. Napriklad borrélie st exkretované aj do

koxalnej tekutiny a mdzu zapricinit’ prenos spirochét z kliest'a na kliest'a (Vial 2020).
1.1.1.2 Patogény prenasané miakkymi kliest'ami druhu O. turicata

Mikkeé klieSte st medicinsky a veterinarne vyznamné, pretoZe pdsobia ako vektory pre
mnozstvo 'udskych a zvieracich patogénov. Ornithodoros turicata je vektorom pre tick-borne
relapsing fever (TBRF) a potencialnym vektorom African swine fever virus (ASFV) (Golnar et
al. 2019; Krishnavajhala et al. 2021). Clovek prisatie kliest'a va¢sinou neciti, po jeho odpadnuti,
ale Casto pocituje svrbenie a je mozny vznik vredu v mieste sania alebo moze nastat’ alergicka

reakcia (Capinera 2008).

Povodcom TBREF je spirochéta Borrelia turicatae a vektorom je kliest Ornithodoros turicata.
Spirochéty prirodzene prechddzaji medzi krvou hostitel'a a vektorom. Hostitel' sa nakazi
takmer ihned’ (do niekolkych sektind) po prisati infikovanym kliestom (Boyle et al. 2014;
Jakab et al. 2022). KlieSte saji na hostitel'och, ktory oddychuja v svojich hniezdach ato
prevazne v noci. Vertikalny prenos spirochét (transovarialny prenos) z matky na potomstvo je

vel'mi vzacny, takZe larvy pri prvom sani krvi nebyvaji nakazené spirochétami. Ak sa kliest
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raz stane infek¢ny, zostava infekény po cely zivot cez vSetky vyvojové Stadia (transStadialny
prenos). Spirochéty po nakazeni klieSta zostavaju v slinnych zl'azéch, to umoziuje rychly

prechod spirochét do d’alSieho hostitel'a. (Dworkin et al. 2013).

TBREF je charakterizovana opakujucimi sa horti¢kami s neSpecifickymi priznakmi ako bolest’
hlavy, svalov, kibov, triaska & brusné tazkosti (Dworkin et al. 2013). Kvoli tymto
neSpecifickym priznakom je diagndza casto zamenovana. K diagnostike sa vyuziva rozter krvi
pacienta, kde moézu byt mikroskopicky viditeIné spirochéty a molekularne metody.
Z molekularnych metoéd sa vyuziva qPCR so S$pecifickymi primerami a prébami pre B.
turicatae glpQ gén, ¢i imunoblotting, kde sa porovnava sérum pacienta voci proteinovému
lyzatu B. turicatae a rBipA (recombinant Borrelia immunogenic protein A). U kliest'ov sa na
zistovanie pozitivnej infekcii borréliami pouZziva sekvenovanie flagellinu B (flaB), 16S rRNA
a DNA gyrazy B (gyrB) génov. Nakaza je spojovana s turistikou, s prieskumnikmi jasky,
migrantami a personalom armady. Najst’ prisatého kliest'a je pomerne vzacne, vd’aka rychlemu
prijmu potravy tychto kliestov a malej velkosti kliestov, hlavne u nedospelych instarov

kliestov (Bissett et al. 2018).

ASFV zostava ako globalna hrozba pre chovy prasiat, vyskytuje od centralnej Eurépy po Aziu
a nedavno sa objavil na Dominikanskej republike a Haity (Gladue a Borca 2022). Potencialnym
vektorom v Spojenych  $tatoch  americkych s mékké klieste  Ornithodoros
coriaceus, Ornithodoros turicata, a Ornithodoros puertoricensis. V USA existuju
potencionalny hostitelia pre ASFV, konkrétne domace prasa (Sus scrofa domesticus) a divé

prasa (Sus scrofa) (Golnar et al. 2019).

ASFV je virus z ¢elade Asfarviridae, je to jediny znamy DNA arbovirus, ktory spdsobuje
zavazné infekéné ochorenie s takmer 100% smrtnostou. Zatial' neexistuje vakcina na tento
virus a jeho elimindcia spociva v karanténe a elimindcii poctu nakazenych zvierat. Virus sa
primarne $iri vektorom, teda kliestom rodu Ornithodoros. Ak sa kliest' stane vektorom pre
ASFV zostava nim do konca zivota. ASFV virus prenaSa medzi klieStami sexudlne
Z infikovaného samceka na samicku, ale aj transovaridlne zo samiCky na potomstvo
a transStadidlne medzi jednotlivymi Stadiami v zivotnom cykle (Gaudreault et al. 2020).
K vcasnej diagnostike sa pouziva PCR pre vysoku $pecifitu a senzitivitu detekcie ASFV virusu

u domaécich aj divokych prasiat a klieStov (Zhaoyao et al. 2022).
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1.1.1.3 Mikrobiém O. turicata

Mikrobiom kliestov obsahuje endosymbiontov a patogény, ktory tvoria komplexny dynamicky
ekosystém, V ktorom medzi sebou koexistuji. Endosymbionti maju beneficné role pre svojho
hostitel'a konkrétne pre kondiciu, vyvoj, reprodukciu, imunitu, vyzivu a obranu proti stresu
Z prostredia. Patogény vyuzivaju svojho hostitel'a k d’alSiemu prenosu. Mikrobiémom trvdych
klieStov sa zaoberaji stovky Stadii, mékké klieSte 1kvoli svojmu menSiemu
epidemiologickému vyznamu zostavaju zabudnuté. Existuje jedna S$tadia o mikrobiome
mékkého kliesta O. turicata z Mexika, druha $tudia je o laboratornej kolonii z Floridy
a zameriava sa na fylogeneticky povod Occidentie (Barraza-Guerrero et al. 2020, Liu et al.
2022). Mikrobiom kliestov O. turicata od Barraza-Guerrero et al. 2020, bol skimany kvoli ich
hrozbe pre pustne korytnacky Gopherus flavomarginatus, pre ktoré su potencionalnou hrozbou
V prenose patogénov. Medzi najpocetnejSie taxy ich mikrobiomu patria:  Midichloria
(51.13%), Coxiela (13.25%), Streptomyces (5.08%), Nocardioides (5.06%), Anaplasma
(4.29%), Clostridium (2.19%). Potencionalne patogény pustnych korytnaciek konkrétne
Mycoplasma, Pasteurella testudinis, Anaplasma marginale, Anaplasma ovis, Coxiella burnetii,
Anaplasma phagocytophilum, a Neoehrlichia boli detekované v mikrobiome O. turicata
v malom mnozstve (Barraza-Guerrero et al. 2020). V publikacii od Liu et al. 2022
u laboratornej kolonii O. turicata bol v mikrobiéome detekovany potencionalny endosymbiont
Occidentia z ¢el'ade Rickettsiaceae, baktérie z Rickettsiaceae st zname ako endosymbionti
u inych kliest'ov, ale tento potencionalny symbiont sa rovnako ako iné baktérie z Rickettsiaceae
sa vV mexickej populécii nevyskytli.

1.1.2 Hemiptera: Reduviidae

Zastupcovia ¢el'ade Reduviidae st jednym z najuspesnejSich predatorov na zaklade ich poctu
druhov (~6,800 druhov) aobyvania réznych ekosystémov (Hwang a Weirauch 2012).
NajcastejSie vSak obyvaju teplé prostredie, vyhl'adavaji tkryty ¢i hniezda stavovcov, ale radi
obyvaju aj miesta pod kamenmi ¢i v kére spadnutych stromov. VicSina jedincov tejto ¢elade
je tmavej farby (Ciernej a hnedej) so znakmi Cervenej alebo oranzovej, ale niektori jedinci st
svetle vyfarbeny ako napriklad Zelus longipes s vel'kou prevahou oranzovej (Capinera 2008,
Kalsi a Seal 2011). Pre plostice ¢el'ade Reduviidae je typicky predizeny tvar hlavy s prie¢nou
ryhou za zloZzenymi oCami a segmentovany proboscis. Dospely jedinci su okridleny a ich nohy
st prispdsobené k lovu pomocou chipkov a &asto ilepivého sekrétu pre lepsie uchopenie
a znehybnenie koristi (Capinera 2008). Po uchopeni koristi do nej zabodnu proboscis a obet’

paralyzuju peptidovymi neurotoxinmi v slinach a usmrtia ju. Tieto sliny tiez umoznia likviditu
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organov a nasledné vysatie teI'nych tekutin (Walker et al. 2017). Obet’ tychto dravych plostic
modze byt vacsia nez oni sami, napriklad druh Stenolemus sa Specializuje na pavikov (Soley
2016). Pri love atiez Gniku pred nepriatel'mi pouzivaju plostice maskovacie mechanizmy,
niektoré nymfy (Cetherinae, Salyavatinae, Triatominae) sa maskuju ¢iastockami pddy alebo

zvySkami uhynutého hmyzu (Capinera 2008, Ruxton a Stevens 2015).

Dravé plostice ¢el'adi Reduviidae m6zu napomahat’ v biologickej kontrole niektorych skodcov,
tym ze zabijaju viac obeti ako je potrebné pre ich prezitie a Specializuju sa na jeden druh obete.
Niektoré druhy lovia §vaby a postel'né plostice, iné napriklad rod Zelus sa mézu podiel’at’ na
regulacii Skodcov na bavine (Sahayaraj et al. 2020). Pre ¢loveka m6zu mat’ tieto plostice aj
negativny dopad. Pri neopatrnom manipulovani méze dojst’ k uhryznutiu, ktoré moze byt
bolestivé a spdsobovat’ vazne alergické reakcie az anafylakticky Sok (Anderson et al. 2015).
Medicinsky vyznamnej$ie st ale plostice Triatominae, ktoré mézu prenasat’ Chagasovu nemoc

(Vieira et al. 2018).

Podcelad’ Triatominae sa 1isi od ostatnych pod¢el’adi Reduviidae zdrojom potravy, ako jediné
st Triatominae krvsajtce, ostatné druhy plostic st dravé a zivia sa hemolymfou ulovenych
bezstavovcov (Walker et al. 2017). Triatominae ako jedina krvsajuca podcelad si musela
vytvorit’ rozne adaptacie oproti inym plosticiam celade Reduviidae, aby mohla efektivne
vyuzivat’ krv ako zdroj potravy. Predpokladame, Ze medzi tieto adaptacie spada aj rozdielne
bakterialne spolo¢enstvo v mikrobiome v porovnani s dravymi plosticami, ktoré stvisi s Krvou

ako potravou.
1.1.2.1 Triatominae

Triatomy su jedinou krvsajucou skupinou z ¢el'ade Reduviidae zahriujiicou asi 150 druhov,
blizko pribuznych dravym ploSticiam, z ktorych sa pravdepodobne vyvinuli. Na prechod
Z predatorského sposobu Zivota na hematofagiu museli triatomy prejst’ morfologickymi a inymi
modifikaciami (Monteiro et al. 2018). Predpokladame, Ze jednou z modifikécii bola zmena
Vv osidleni ich mikrobidomu, aby boli triatomy schopné efektivne vyuzivat’ krv ako zdroj potravy.
Dalsou modifikaciou bola zmena zloZenia slin, ktoré obsahuju enzymy (antikoagulanty,
apyrazy, agregacné faktory krvnych dosticiek, a iné) potrebné na prijem a travenie krvi. PoZitie
krvi je dolezité pre dokoncenie vyvojovych §tadii pocas zivotného cyklu a u dospelych jedincov
je potrebné k reprodukcii (kladeniu vajicok). Z vajicok triatom sa vyliahnu neokridlené nymfy,
ktoré sa vyvijaju cez 5 instarov na okridlené¢ho dospelého jedinca. Na prechod medzi

jednotlivymi §tadiami je krv hostitel'a dolezitym faktorom a diZka Zivota sa u triatom pohybuje
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okolo jedného roku (Capinera 2008). Triatomy v Severnej Amerike sa povazuju za zndmu

hrozbu v prenose Chagasovej nemoci (Klotz et al. 2014).

Triatomy st medicinsky vyznamnym vektorom pre prenos Trypamosomy cruzi, ktora spdsobuje
Chagasovu nemoc. V Spojenych Statoch americkych je znamych 11 druhov potencionalnych
prenasacov Chagasovej nemoci: Triatoma gerstaeckeri, T. incrassata, T. indictiva, T.
lecticularia, T. neotomae, T. protracta, T. recurva, T. rubida, T. rubrofasciata, T. sanguisuga
a Paratriatoma hirsuta. Vsetky okrem T. rubrofasciata a T. sanguisuga st potencionalnymi

prenasa¢mi aj v Mexiku (Bern el. at 2011).

Triatoma sa nakazi T. cruzi sanim na infekénom hostitel'ovi, ¢astokrat je to hlodavec Neotoma
albigula, ktorej hniezdo triatomy obyvaji (Klotz at al. 2014). To potvrdzuje aj informacia, ze
v Tuscone skoro 50% testovanych Neotom sp. bolo pozitivnych na pritomnost’ T. cruzi (Klotz
et al. 2021). Po néakaze triatomy T. cruzi sa infek¢nost’ neprenasa transovarialne na potomstvo,
takZze potomstvo sa musi nakazit’ sanim krvi na hostitel'ovi. Triatomy saju krv preferenc¢ne
Vv noci, asi 20-30 mintt a nesposobuji hostitel'ovi pri sani ziadnu bolest’ (Capinera 2008). Pocas
sania krvi na kozi hostitel'a zanechdvaju svoje infek¢né exkrementy, z ktorych sa hostitel’
nakazi pri mechanickom poskodeni koznej bariéry napriklad Skriabanim, kedy sa T. cruzi
dostane do krvi hostitel'a (Bern et al. 2020, Vieira et al. 2018). Aj ked” hostitel'om triatom st
prevazne vol'ne zijlice zvierata, triatomy v suvislosti s prenosom T. cruzi st hrozbou aj pre I'udi

(Bern et al. 2020).

Na zéklade preferenéného habitatu triatom existuju 2 cykly prenosu T. cruzi: sylvaticky
a domesticky. Sylvaticky cyklus zahfila vol'ne zijlice zvierata, ktoré sa nakazia od vektorov
(triatom) zijicich v ich hniezdach. AvSak aj u tohto cyklu su ohrozeni l'udia, ktori ziju blizko
potencionalnych habitatov triatom, pretoze triatomy su ¢asto pritahované svetlom obydli, ktoré
mozu sporadicky navstevovat. U domestického cyklu sa triatomy plne prispdsobili na Zivot
Vv l'udskych obydliach. U tohto pripadu ndkaza I'udi pochddza z prenosu od domacich zvierat.
Vektory mozno najst’ na stenach ¢i slamenych strechach obydli vo vidieckych oblastiach.

Potencidlnou hrozbou sa stava, ze triatomy mozu tieto cykly striedat’ (Groom et. al 2017).

Dnes je medzi 'ud'mi zname, Ze triatomy st pdvodcom Chagasovej nemoci, a preto sa SnaZia
eliminovat’ kontakt s nimi. Na boj proti triatomam sa ponukaju pesticidy, na ktoré sa triatomy
stivaju asom rezistentné (Santo-Orihuela et al. 2017). Dalej l'udia pouzivajii prirodné
prostriedky ako niektoré druhy rastlin (Salvia, Annona a iné), ktoré¢ mézu zvySovat’ smrtnost’

triatom, ale ich Gcinnost’ nie je vysoka (do 50%). V boji proti triatomam je G¢inné odstranit’
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a pravidelne cistit’ z okolia I'udského obydlia potencionalne vhodné habitaty pre triatomy. To

zahfna obydlia pre domace zvierata, hromady stavebného odpadu, dreva ¢i slamy (Capinera
2008).

1.1.2.1.1 Chagasova nemoc

Chagasova nemoc postihuje vysoké percento l'udi v strednej a Juznej Amerike a je vysoko
poddiagnostikovana. Nediagnostika Chagasove] nemoci je nebezpecna s suvislosti
s chronickou kardiatickou formou nemoci, ktord moze koncit’ ndhlym zlyhanim srdca (Bern et
al. 2020). Chagasovu nemoc objavil brazilsky doktor Carlos Chagas v roku 1909. Popisal, ze
za jej vznikom je prvok Trypanosoma cruzi a vektorom su triatomy (Capinera 2008).
NajcastejSim prenosom Chagasovej nemoci je prenos pomocou vektora, ale si mozné aj iné
sposoby nakazy ako cez transfuziu, transplanticiu organov, z matky na dieta, ¢i z

triatomami kontaminovanej potravy alebo vody (Groom et. al 2017).

Primarny rezervoar T. cruzi sa 1i§i medzi zapadnou a vychodnou Amerikou. Na zapade
Ameriky st najcastejSie infikované T. cruzi hlodavce rodu Neotoma, ale aj iné hlodavce,
medvediky Cistotné, skunky a kojoty. Na vychode Ameriky st rezervoarom T. cruzi medvediky

Cistotné, hmyzozravce, pasavce a skunky (Bern el. at 2011).

Chagasova nemoc sa deli na dve fazy: akatna a chronicka. V akutnej faize mdze dochadzat
k hortacke, zvdéseniu uzlin, hepatosplenomegalii, myokarditide, ale Casto sa je tato faza
asymtomaticka. Jedna tretina infikovanych si vyvinie chronickii Chagasovu nemoc (neur¢it,
gastricku alebo kardiatickti formu) v priebehu niekol'kych rokov ¢i desatroci (Bern et. al
2011, Groom et. al 2017). V akutnej faze st trypomastigoti detekovate'ny v nekoagulovanej
krvi mikroskopicky. Parazitémia sa znizuje asi po 90 diloch po infikovani a aj bez liecby
prestava byt mikroskopicky detekovatel'na a je potrebné pouzitie PCR metody (Bern et. al
2011). Na diagnostiku chronickej faze nemoci sa vyuZivaju sérologické metody na zistenie
protilatok IgG proti T. cruzi. Su to konrétne ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay )a
IFA (immunofluorescent-antibody assay). Ani jedna sérologicka metoda nie je dostatocne
citliva a Specifickd, preto sa k diagnostike chronickej fdze pouzivaji 2 sérologické testy
s rozdielnymi antigénmi (Forsyth et al. 2022). Nifurtimox a benznidazole su jediné lieky
s potvrdenou u¢innostou proti Chagasovej nemoci, maja ale vel'a neziadtcich t¢inkov (Bern

et. al 2011).
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1.1.2.1.2 Mikrobiém triatom

Prace na mikrobiomoch triatom st poc¢etnejsie, ale ¢asto vyhradne popisné, takze sa zatial’ nevie
vela o povode baktérii, ktoré v mikrobiome nachadzame. Hlavné osidlenie baktérii u triatom
sa nachadza v lumen ¢reva, existuju i baktérie, ktoré vstupuji do inych organov a hemolymfy,
ale nie je zndme, ze by s nimi triatomy vytvarali vztahy ako s primarnymi symbiontami, ani
nemaju akékol'vek Specializované symbiotické organy, ktoré su pre iné hematofagne ¢lenovce
typické (Beard et al. 2002). Pravdepodobnym symbiontom iného hmyzu vratane triatom moze
byt Arsenophonus, ktory bol niekol’kokrat detekovany u triatom (Hypsa a Dale 1997, Mann et
al. 2020). Na mikrobiéome ¢reva severoamerickych triatom sa podielalo niekol’ko stadii, ktoré
prispeli k ich zakladnej charakterizacii. Vo vSeobecnosti mikrobiom triatom ovplyviiuju
zakladné faktory: ontogenéza, identita jedinca, pravdepodobne tiez prostredie a hostitel’ (Mann
et al. 2020, Brown et al. 2020). Triatomy poc¢as vyvoja stracaju bakterialnu diverzitu
mikrobiomu, takze v dospelcov uz viac¢sinou dominuje iba jedna bakteriadlna taxa. Prikladom je
Dietzia, ktora je dominantnou taxou u dospelych jedincov druhov T. rubida, T. protracta a T.
lecticularia, ale nenachadza sa u fylogeneticky vzdialenejSich druhov T. gerstaeckeri a T.
sanguisuga, to poukazuje na ovplyvnenie mikrobiomu druhom jedinca (Brown et al. 2020,

Sonenshine a Stewart 2021).

Je tiez zname, ze baktérie mikrobiému triatom st v priamom kontakte s patogenom T. cruzi,
teda s nim mo6zu priamo (navzajom si kompetuja o zdroje zivin) , ¢i nepriamo (imunologicka
odpoved) interagovat’ pomocou réznych mechanizmov. Dokonca bola zistena korelacia medzi
nakazou T. cruzi a zvySenim diverzity mikrobiomu (Eberhard et al. 2022, Rodriguez-Ruano et
al. 2018). Znalost’, ¢i ovplyviiuje T. cruzi mikrobiom, moéze napomdct’ k pripadnému
zabraneniu jej prenosu. Anti-trypanosomalna aktivita bola experimentalne zistend u baktérie
Serratie marcescence u triatomy Rhodnius prolixus, kde mala negativny dopad na prezitie
a replikaciu T. cruzi (de Motta et al. 2018, Azambuja et al. 2004). K tymto manipulaciam
mikrobiomu sa dostdvame vdaka aplikacnym teéridm a pokladaniu funkénych otazok na

zaklade poznatkov o mikrobiome.
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2. Ciele

1) Charakterizovat’ mikrobiom makkého kliesta Ornithodoros turicata

2) Posudit mozné konvergencie medzi mikrobidomami mikkého kliesta O. turicata, triatomami
a triatomam pribuznymi dravymi plosticami

3) Zistit mozny vplyv prostredia na bakterialne taxy v mikrobiome
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3. Materialy a metody
3.1 Material

Zameranim tejto Studie bolo porovnanie mikrobiomov z dvoch hladisk: fylogeneticky
(triatomy a zakernice) na zaklade diéty (triatomy a mékké klieste) a v porovnani S prostredim.
Co bol jeden z cielov mojej diplomovej prace, okrem charakteristiky mikrobiomu mikkého
kliest'a druhu Ornithodoros turicata. Tento projekt sa skladal zo zberu vzoriek, izolacie DNA,
uréenia druhu vzoriek a bioinformatickej analyzy dat. Ja som sa k tomuto projektu pridala az
pri bioinformatickej analyze dat. Na zbere, izolacii DNA a urceni druhu som sa podiel’ala
v roku 2022. Celkovo bolo nazbieranych 231 vzoriek pocas 4 rokov (2017-2021) v Spojenych
Statoch americkych z hniezd hlodavca druhu Neotoma albigula, konkrétne z Arizony (n=164),
Floridy (n=12), Georgii (n=10) a Texasu (n=45). Vzorky reprezentujt: triatomy v rdéznych
vyvojovych stadiach (n=110), dravé plostice Reduviidae (n=37) a mikké klieste Ornithodoros
turicata (n=84). Pocty zozbieranych jedincov rozdelené podl'a lokalit su zobrazené v Tabul'ke
¢.1. Pri kazdom jedincovi boli zaznamenané suradnice hniezda, z ktorého bol jedinec odobrany,
datum zberu, vyvojové Stadium, U dospelych jedincov ich pohlavie a ak bolo mozné
morfologické uréenie druhu. Z niektorych hniezd boli odobrané vzorky pdédy na analyzu
mikrobiomu prostredia. Mimo hniezd bolo zozbieranych 10 jedincov dravych plostic ¢el'ade
Reduviidae z lokalit: Las Cienegas National Conservation Area (LCNCA) a the University of
Arizona Desert Station (DS) v Tucsone, AZ; Gainesville county, FL; Georgia national forest
(GANF) a Sapelo Island, GA; Chaparral Wild Life Management Area (Chaparral) a Lackland
Air Force Base (LacklandAFB), San Antonio, TX.
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Druh ARIZONA TEXAS FLORIDA GEORGIA
T. rubida 0 0 0

T. sanguisuga 0 0

T. gerstaeckeri 0 0 0

T. lecticularia 0 0 0

T. protracta 0 0 0

Zelus longipes 0 0 0 -
Reduvius sonoraensis 0 0 0
Stenolemoides arizonensis 0 0 0

Ploiaria hirticornis 0 0

Ornithodoros turicata 0 0

Tabul’ka €. 1: Pocet jedincov zozbieranych druhov rozdelenych podla lokalit.

3.2 Izolacia DNA a urcenie druhov

Vzorky boli po zbere uchované v 100% etanole v -75 °C. Na extrakciu DNA z celej brusnej
dutiny bol pouzity DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen, Hilden, Germany). Na extrakciu
DNA zo vzoriek pody bol pouzity DNeasy PowerSoil Pro kit (Qiagen, Hilden, Germany).
Maikké klieste boli druhovo urcené na zéklade ich morfologie. Triatomy boli druhovo urcené
nie len na zéklade ich morfoldgie, ktora hlavne u nedospelych jedincov je nejednoznacna, ale
aj molekuldrne. Triatomy boli zaradené na zéklade podobnosti sekvencie k referenénym
sekvenciam zo $tudie Brown 2020 do druhov T. rubida, T. lecticularia, T. sanguisuga a T.
gerstaeckeri pomocou primerov a amplifikacie 663 bp tiseku genu cytochromu B (Monteiro et
al., 2003). Na identifikaciu T. protracta, ktoru nedokazeme identifikovat’ pomocou predoslych
primerov sme pouzili primery Tpr F (5'- CCTACTATCCGCGGTTCCTT-3') a Tpr R (5'-
GGGATGGATCGGAGAATTGCG-3') na ziskanie 380 bp (Brown et al. 2020). Dravé plostice
Celade Reduviidae boli identifikované pouzitim sekvenacie S primerami 16sa (5'-
CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3") al6sb (5-CTCCGGTTTGAACTCAGATCA-3")
(Weirauch et al., 2009) a naslednej fylogenetickej analyze, ktort robila Anna Maria Floriano
PhD.
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3.3 Amplikonové sekvenovanie

Po extrakcii DNA adruhovom urceni, nasledovalo amplikonové sekvenovanie a praca
s datami. Schéma postupu prace je zobrazena na Obr. €. 1. Zo sekvenovania boli ziskané 16S
rRNA amplikony na urcenie mikrobiomu a 12S rRNA amplikony na taxonomické zaradenie
hostitel'ov, z ktorych si krv nasali triatomy a klieste. Pre 18S rRNA gén bol pouzity blokovaci
primer prispdsobeny podla Brown et al., 2020. V piipad¢18S rDNA sekvencii sme chceli
zabranit’ ich amplifikacii, preto sme pouzili bloka¢ny primer, ktory vyblokoval nasadacie
miesta na géne 18S pre amplifika¢né primery. V PCR tak vznika minimum produktu 18S, o
ktory nemame v tomto konkrétnom pripade zaujem. Neda sa podl'a neho urcit’ druh triatom a
na zistenie primarneho hostitel'a u krvsajticich ¢lenovcov to tiez nie je idealny marker. Na
vytvorenie 16S rRNA amplikonov podla Earth Microbiome Project Standardu bol pouzity

protokol http://earthmicrobiome.org/protocols-and-standards/16s/. Multiplexovanie vzorkov

a kontrol bolo zalozené na dvojitej barkddovacej stratégii zahriiujucej 12bp Golay barkody
vo forward primeri a 5bp v reverse primeri. Ako kontrola kontaminécii boli pouzité 2 kontroly
z extrakcie DNA (Blank2 a Blank21) a 4 kontroly z PCR amplifikacie (NK1, NK2, NK3 a
NK11). Osem pozitivnych kontrol bolo pouzitych na vyhodnotenie barkodingového vystupu
a zistenie mozného amplifika¢ného biasu, zahrnovali tzv. ,,mock community*, ktoré obsahovali
baktérie 0 znamej distribtcii. Konkrétne ATCC® MSA-1000™ (vzorky MCE a MCEL) a
ATCC® MSA-1001™ (vzorky MCS a MCSI), ktoré sa skladali z10 druhov baktérii.
ZymoBIOMICS™ Microbial Community DNA Standard 11 (vzorky PCl a PC3) a
ZymoBIOMICS™ Microbial Community DNA Standard 1l (vzorky PC2 and PC31), ktoré
zahriovali 8 bakterialnych druhov a 2 druhy kvasiniek s logaritmickym rozlozenim. Vy¢istenie
PCR amplikonov bolo prevedené pomocou AMPure XP (Beckman Coulter) magnetickych
guliciek. Na odstranenie vysokej koncentracie blokovacieho primeru a neSpecifickych
amplikonov bol pouzity Pippin Prep (Sage science). KniZnica pre vzorky pody bola zostavena
rovnako ako je popisané vyssie a zahriovala 1 PCR negativnu kontrolu a 2 pozitivne. Kniznice
boli sekvenované v dvoch c¢itaniach na MiSeq (Illumina) za pouzitia v2 a Nano v2 chemie

S vystupom 2 x250 bp.
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12S rRNA

16S rRNA

18S rRNA (blokovaci primer na vyblokovanie

nasadacieho miesta pre 18S)

Obrazok €. 1: Schematické znazornenie postupu pri praci so vzorkami.

3.4 Analyza dat
Na analyzu dat zo 16S rRNA amplikonového sekvenovania bolo potrebné vytvorit OTU
tabul’ku (OTU=Operational taxonomic unit) pomocou prispdsobenych skriptov z USEARCH
v9.2.64. Data boli demultiplexované (sparovanie jednotivych readov k vzorkam) a spojené
z oboch sekvenovani. Po kontrole kvality a orezani primerov amplikony mali dizku 373nt.
OTU tabul'ka bola vytvorena s reprezentatnym setom na zaklade 100% zhody sekvencii, ku
ktorej boli de novo priradené OTUs pomocou USEARCH global alignment s 97% zhodou
sekvencii. Taxonomické zaradenie bolo vytvorené hladanim najpodobnejSich sekvencii

pomocou BlastN v SILVA databazi (https://www.arb-

silva.de/no_cache/download/archive/release 138.1/Exports/). Dalej nasledovalo filtrovanie
moznych  kontaminacii v R  studiu s pouzitim  decontam  package v1.1.0

(https://rdrr.io/bioc/decontam/man/isContaminant.html). Celkovo bolo za kontaminaciu

povazovanych a vyradenych 48 OTUs. Wolbachia (OTU_95), ktora bola vyhodnotena ako
kontaminacia, bola d’alej pouzita pre analyzu. Vyskytovala sa s vel'kou prevalenciou naprie¢
vzorkami a jej pritomnost’ je U bezstavovcov obecne znama (Duron et al., 2017; Espino et al.,
2009; Riano et al., 2009). Z vyslednej OTU tabul’ky boli odstranené aj vSetky nebakterialne
OTUs. U vzoriek pddy bol urobeny ,,clean* dataset na 2 refraktilnych hodnotach (800 a 1000

readov na vzorku, seed=5), aby bolo zachované dostato¢né mnozstvo vzoriek pody.
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U krvsajucich jedincov (triatom a kliestov) sme boli schopni identifikovat hostitel’a, z ktorého
si nasali krv na zaklade 12S rRNA. Z dat bola vytvorené OTU tabul’ka pomocou USEARCH
v9.2.64 s prikazmi fastg_join, fastx_uniques and cluster_otus. OTUs boli porovnané s BLASTn
vo¢i NCBI nukleotidovej databaze na zistenie taxonomického zaradenia (Sayers et. al, 2021).
Na urcenie primarneho hostitel'a bola pouzitd dominantnd 12S rRNA OTU. Pre analyzu boli
pouzité iba vzorky s viac ako 20 readmi pre gén 12 rDNA. V negativnych kontrolach boli
najdené rody Neotoma a Homo, preto ich uréenie bolo pouzité iba vo vzorkach, kde hodnoty

najvyssich dvoch tax boli nad hodnotami v negativnych kontrolach.

Celkova analyza mikrobiomu, vratane vizualizacie a Statistickych testov, bola prevedena v R
studiu pomocou phyloseq v1.42.0, vegan v2.6-4, MicEco v0.9.19
(https://github.com/Russel88/MicEco/tree/v0.9.15) a MicroEco v0.13.0 balikov (Liu et al.
2021). Baliky ggplot2 v3.4.0 a svglite v2.1.0 boli pouzité k porovnaniu pozitivnych kontrol.

Balik ggplot2 v3.4.0 bol tiez vyuzity ktvorbe grafickych vystupov, ktoré boli nasledne
upravované v Adobe Illustrator v25.4.1. Na identifikdciu zdielanych baktérii bol pouzity
ps_venn v MicEco baliku s réznymi frakciami (0.5, 0.8, 0.9 a 1). Zdiel'ana frakcia je takd, ktora
je pritomna asponn u 50% porovnavanych vzoriek (frakcia 0.5). Na pritomnost’ zdiel'anych
baktérii sme sa pozerali v relaxovanych aj prisnych podmienkach (frakcia 1). V ramci analyzy
boli vytvorené rozne podskupiny na porovnanie odlisnosti u tychto skupin ako napriklad na
zéklade stravy (krv verzus hemolymfa). Ak sa konkrétne OTU objavilo aspont u 30% vzoriek

pody bolo vyhodnotené za identifikované (fukcia ps_venn v baliku MicEco).

K analyze mikrobiomu bola pouzita trieda trans_abundance, vdaka ktorej boli najdené
najpocetnejsie taxy baktérii. Na zistenie alpha a beta diverzity boli pouzité triedy trans_alpha
a trans_beta. Najdené rozdiely v pocte tax (alpha diverzity) boli Statisticky vyhodnotené na
zaklade Dunn's Kruskal-Wallis kompariza¢ného testu. Beta diverzita bola analyzovana podla
Bray Curtisove] metody. Zistenia boli vizualizované graficky, ato tvorbou nemetrického

viacrozmerného skdlovania (NMDS) a tvorbou heatmap.
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4. Vysledky

4.1 Mikrobiom mikkého kliest’a Ornithodoros turicata

V datach s porovnavané hniezda (n=12) z troch lokalit: Desert Station, Tucson, Arizona;

Chaparral Wildlife Management Area, Texas; Lackland Air Force Base, San Antonio, Texas.

NajpocetnejSou bakterialnou taxou u vaésiny analyzovanych jedincov je Coxiella.. Pritomnost’

Coxielly bola potvrdena u 96% zo vsetkych kliestov. U niektorych jedincov bola pritomna

Rickettsia, konkrétne u 32% kliestov a jej distriblcia je viazana na konkrétne hniezda, hlavne

v Arizone. S velkou pocetnostou cez vSetky hniezda sa objavuji baktérie Lysobacter

a Nocardioides. U niektorych jedincov sa nachadza patogén Borrelia, prevazne v Arizone.

Mikrobiom kliestov obsahuje baktérie Bacillus a Pseudomonas (Obr. ¢. 2).V ramci lokalit

z ktorych klieste pochadzaju sa charakteristiky mikrobiomu lisia, na zéklade Bray Curtisovych

distancii, mikrobiom z oblasti Lackland Air Force Base ma signifikantne vyssie hodnoty alfa

diverzity (Obr. ¢. 3).
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Obrazok ¢. 2: Heatmapa zobrazujuca tridsat’ najpocetnejsich bakterialnych tax v mikrobiome mékkého

kliest'a O. turicata. ND = nedefinovana taxa na urovni rodu. DS- Desert Station, Tucson, Arizona;

Chaparral- Chaparral Wildlife Management Area, Texas; AFB- Lackland Air Force Base, San Antonio,

Texas.
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Obrazok ¢. 3: Analyza mikrobiéomov O. turicata podla lokalit na zaklade Bray Curtisovych distancii.
Rozdielne farby znazorniuju odlisné lokality. DS- Desert Station, Tucson, Arizona; Chaparral- Chaparral
Wildlife Management Area, Texas; LacklandAFB- Lackland Air Force Base, San Antonio, Texas.

Hviezdi¢ky oznacuju statisticky signifikantné odlisnosti medzi mikrobiomami.

4.2 Mikrobiém tiatom

Mikrobiom triatom bol porovnany Vramci druhov: T.gerstaeckeri, T. lectacularia, T.
protracta, T. rubida a T. sanguisuga. V mikobiome triatom prevazuje par bakterialnych tax,
ktoré sa zdaju byt druhovo Specifické. U viac ako 50% triatom fylogenticky blizkych druhov
T. lectacularia, T. protracta, T. rubida prevlada Dietzia. Dietzia sa nenachadza
u fylogenenticky vzdialenejSich druhov T. gerstaeckeri a T. sanguisuga. Cez vsetky druhy
triatom a v hniezdach Neotom sa nachadza pddna bakterialna taxa Streptomyces. U vsetkych
druhov triatom vo vysokom pocte sa nachadzaju bakteridlne taxy: Massilia, Bacillus,
Planococcus, Streptomyces. V mikrobiéome triatom sa vyskytol oportinny patogén Serratia
(Obr. ¢. 4). Bakteridlne taxy zdielané medzi mikrobiomom triatom a prostredim podla
Vennovych frakcii 1, 0.9 a0.8 sa: Salmonella, Staphylococcus sp., Mycobacterium
a Pelomonas (Tabulka ¢&. 2). Nemetrické viacrozmerové Skalovanie (NMDS) ukazuje
odlisnosti v mikrobiomoch podl'a druhov. Najviac sa na zaklade Bray Curtisovych distancii

odlisuje mikrobiom T. sanguisuga (Obr. €. 5).
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Obrazok ¢. 4: Heatmapa zobrazujuca tridsat’ najpocetnejSich bakterialnych tax v mikrobiome triatom
druhov: Triatoma gerstaeckeri, T. lectacularia, T. protracta, T. rubida, T. sanguisuga. ND =

nedefinovana taxa na trovni rodu.
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Obrazok ¢. 5: Nemetrické viacrozmerové skalovanie (NMDS) zobrazujtice odlisnosti v mikrobialnych
komunitach na zaklade Bray Curtisovych distancii. Kazdy bod je jednotliva triatoma. Druhy triatom su

odlisené podra farieb a znakov. Cislo v pravom rohu oznaduje hodnotu stresu.
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Venn fraction Triatoma species Taxonomy

1 sanguisuga Mycobacterium,
Alteribacillus,
Pseudonocardia,
Actinomycetospora

1 lecticularia Cutibacterium

0.9 lecticularia, protracta, rubida Staphylococcus

0.8 gerstaeckeri, lecticularia, protracta, rubida | Staphylococcus

0.8 gerstaeckeri, sanguisuga Salmonella

0.8 protracta, rubida Dietzia, Massilia, Pelomonas

Tabulka ¢. 2: Zdiel'ané bakterialne taxy druhov triatom na zaklade Vennovych frakcii (1, 0.9, 0.8).

Zelenou st oznacené bakterialne taxy, ktoré sa vyskytovali v prostredi.

4.3 Urcenie primarneho hostitela kliest’a O. turicata a triatom

Podarilo sa identifikovat’ primarneho hostitel'a u 84% triatom a 6% kliestov O. turicata.
Neotoma sp. bola identifikovana ako primarny hostitel’ u 88% triatom: T. protracta (38/39), T.
rubida (34/46) and T. lecticularia (10/12). Dasypus sp. bol identifikovany u 6% triatom: T.
gerstaeckeri (4/7) a T. sanguisuga (2/6). Pat’ triatom: T. rubida (4) a T. lecticularia Sali na
hmyzozravcovi Episoriculus sp. (3) a malych hlodavcoch Peromyscus a Callospermophilus.
Podarilo sa tiez identifikovat’ sekundarneho hostitel’a u 36 triatom a 1 mikkého kliest'a. Boli to
rody Felis (32), Dasypus (2), Callospermophilus (1), Chaetophractus (1) a u méakkého kliesta
Neotoma. Viac ako 50% triatom a kliest'ov s hostitefom Neotoma sp. malo v mikrobiome
Cutibacterium,  Streptomyces,  Brachybacterium,  Arthrobacter,  Microbacterium,
Pseudonocardia, Massilia, Pseudomonas a Actinobacter, ¢o naznaCuje ich prepojenie
S hostitefom. U triatom s primarnym hostitefom Dasypus sp. Boli naopak najdené

Alteribacillus, Pseudonocardia a Mycobacterium (Tabulka ¢. 3).
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Primarny hostitel Krvsajuci ¢lenovec Zdiel'ané bakteridlne taxy
Neotoma sp. Triatomy a mékké klieSte Cutibacterium
Streptomyces
Brachybacterium
Arthrobacter
Microbacterium
Pseudonocardia
Massilia
Pseudomonas
Actinobacter
Dasypus sp. Triatomy Alteribacillus
Pseudonocardia
Mycobacterium

Iné hlodavce a hmyzozravce | Triatoma

Tabul’ka ¢. 3: Tabul’ka zobrazujtica primarneho hostitel’a u krvsajucich ¢lenovcov (triatom a O. turicata)

a zdiel'ané bakterialne taxy medzi hostitel'om a krvsajicim ¢lenovcom.

4.4 Mikrobiom dravych plostic ¢ePade Reduviidae

Mikrobiom dravych plostic cel'ade Reduviidae bol porovnany v ramci druhov: Stenolemoides
arizonensis, Ploiaria hirticornis, Zelus longipes, Reduvius sonoarensis a plostic zaradenych do
rodu Reduvius., u ktorych nebolo mozné zistit' konkrétny druh. Nejedna sa o blizko pribuzné
druhy, iba dva druhy patria to skupiny Emesinae, nepredstavuju teda fylogeneticky
reprezentativne vzorky, ale analyzujeme ich pretoze zdielaji spolo¢ny habitat s triatomami.
Mikrobiém plostic ¢el'ade Reduviidae je druhovo $pecificky, ¢o ukazuje analyza na zaklade
Bray Curtisovych distancii (Obr. ¢. 7). Mikrobiomy analyzovanych druhov nemaja spolo¢ny
,core*, nezdiel'aju teda ziadne baktrialne taxony (Obr. ¢. 7). V kazdom druhu plostic dominuje
jedna bakterialna taxa, Rickettsia u P. hirticornis, Lactobacillus u Reduvius sp., Candidatus
Midichloria u S. arizonensis a Zymobacter u Z. longipes (Obr. ¢. 6). Ciel'om mojej prace nebolo
analyzovat’ diverzitu mikrobiomu dravych plostic ¢elade Reduviidae, ale vytvorit’ ekologicky
kontext pre porozumenie dynamiky a vysokej variability mikrobiomu severoamerickych
triatom. 'V mikrobiome dravych plostic sa objavili symbiotické bakterialne taxy hmyzu:
Rickettsia, Candidatus Midichloria, Wolbachia, Candidatus Lariskella, Asaia, Gilliamella,
Burkholderia, baktéria z rodu Morganellaceae (obrazok ¢. 8, endosymbiont8) s najblizSou

sekvena¢nou zhodou Arsenophonus (Obr. €. 6).
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Obrazok ¢.6: Heatmapa zobrazujuca tridsat’ najpocetnejSich bakterialnych tax mikrobiomu dravych
plostic ¢elade Reduviidae. ND = nedefinovana taxa na Grovni rodu. Mikrobiémy st rozdelené na

zaklade druhov: Stenolemoides arizonensis, Ploiaria hirticornis, Zelus longipes, Reduvius sonoarensis,

Reduvius sp..
P.hirticornis S. arizonensis
Reduvius sp. Z. longipes
Stenolemoides ____ Zelus 0.14
arizonensis 2%, longipes 02 |
6)
on - - o
C ; N
(30) / |
-0:2}
P : -0.4
Ploiaria " Reduvius | i | |
irti i -0.3 0.0 0.3 0.6
hirticornis sp. i

Obrazok ¢. 7: Vennovy diagram zndzorfiujuci percentudlne zastipenie zdielanych tax baktérii
mikrobiomu cez jednotlivé druhy dravych plostic celade Reduviidae (vlavo). Nemetrické

viacrozmerové Skalovanie (NMDS) zobrazujice odliSnosti v mikrobialnych komunitach na zaklade
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Bray Curtisovych distancii. Kazdy bod je jednotliva plostica. Druhy dravych plostic st odlisené podla

farieb a znakov (vpravo).

4.5 Mikrobiom prostedia

Vzorky z prostredia pochadzaji z oblasti: Camp Bullis a Lackland Air Force Base, San
Antonio, Texas a Gainesville, Florida. VV mikrobiéme prostredia hniezd na Floride dominuje
par bakterialnych tax: Peanibacillus, Bacillus and Lysinibacillus. U texaskych hniezd je
obsiahnutie bakterialnych tax mikrobiomu  roznorodejsie: Acidobacteriia (Bryobacter,
Edaphobacter), Chitinophagia (Ferruginibacter, Flavisolibacter) a Planctomycetia
(Singulisphaera a Pirellula related Pyr4 lineage) (Obr. ¢. 8). Bakterialne taxy Bacillus
a Planococcus su zdielané u kliestov, triatom a Vv prostredi. Bacillus a Lysinbacillus sa
nachadzaju utriatom av prostredi. Baktérie Streptomyces, Massilia, Microbacterium,
Pseudonocardia, Mycobacterium su u kliestov a triatom. Staphylococcus a Cutibacterium su
zdiel'ané bakterialne taxy medzi triatomami a dravymi plosticami. Klieste, triatomy a dravé

plostice zdiel'aji v mikrobiome Salmonellu, Serratiu (Obr. €. 9).
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Obrazok ¢. 8: Heatmapa znazornujuca tridsat’ najpocetnejSich bakteridlnych tax prostredia hniezd
hlodavca Neotoma albigula z oblasti: CB (Camp Bullis), San Antonio, Texas, Lackland Air Force Base,

San Antonio, Texas, Gainesville, Florida.
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Obrazok ¢. 9: Vennovy diagram znazorfiujuci percentualne zastipenie zdiel'anych bakterialnych tax cez
pozorované skupiny: ticks (O. turicata), kissing bugs (triatomy), assassin bugs (dravé plostice ¢el'ade

Reduviidae), nest material (prostredie hniezd hlodavca Neotoma albigula).

4.6 Analyzy podobnosti mikrobiémov na fylogenetickom pozadi hostitela

Fylogenetické vztahy hostitelov v porovnani s odliSnost'ami mikrobiomov medzi jednotlivymi
analyzovanymi druhmi hostitel'ov: Triatominae, dva druhy dravych plostic Emesinae z ¢el'ade
Reduvidae a mikké klieste ako vzdialeny nehmyzi taxon. Obr. ¢. 10 naznacuje blizky vztah
mikrobiomov plostic Emesinae. U mikrobiému mikkého kliesta O. turicata vidime podobnost’
s mikrobiomom so skupinou Emesinae, ktoru potvrdzuje i NMDS. Mikrobiomy jednotlivych
druhov triatom st si v ramci analyzovanych dat najpodobnejSie i cez pritomnost’ zdiel'anych

taxonov, napriklad s klieStami tvoria oddeleny klaster (Obr. €. 10).
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Obrazok ¢. 10: Schematické fylogenetické vztahy hostitel'a v porovnani s odliSnostami mikrobiémov
na zaklade Weighted Unifrac distancii. Nemetrické viacrozmerové Skalovanie (NMDS) znazoriujuce

odliSnosti mikrobiémov.

4.7 Fylogenetické zaradenie vybranych OTUs

Fylogeneticka analyza troch OTUs rodin Midichloriaceae, Morganellaceae, Rickettsiaceae
(OTU_5, OTU_25, OTU_16), ktoré boli zdiel'ané aspoit medzi dvomi skimanymi druhmi
a boli predtym popisané ako symbionti ¢lenovcov. OTU_5 najdené u dravych plostic ¢el'ade
Reduviidae sa kastruje s kliestacimi symbiontami mitochondrii. OTU 25 najdené u kliestov
a dravych plostic sa spojuje s kliestacimi a inymi symbiontami hmyzu. OTU_16 sa zarad’uje
do vodného mikrobiomu ako symbiont Paramecium. OTU_5 patri do rodu Midichloria,
OTU 25 bolo zaradené medzi Lariskella a OTU_16 medzi Fokinia (Obr. ¢. 11).Tato analyzu
mi poskytla Anna Maria Floriano PhD.
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Obrazok ¢. 11: Fylogeneticka analyza troch OTUs z rodin Midichloriaceae, Morganellaceae,
Rickettsiaceae (OTU_5, OTU_25, OTU_16).

26



5. Diskusia

O mikrobiome makkych kliestov O. turicata sa toho zatial’ vie ve'mi malo, Studie sa zaoberaju
predovsetkym tvrdymi kliestami rodu Ixodes. Mékké klieste st tieZ medicinsky a veterinarne
vyznamné, pretoze su vektormi pre rozne ochorenia ako bolo spominané v uvode. Symbionti
kliestov st velmi diverzifikovany. Spadaji do desiatich znamych rodov: Coxiella-like
endosymbionts, Rickettsiella, Francisella, Midichloria, Rickettsia, Wolbachia, Spiroplasma,
Cardinium, Lariskella a Arsenophonus. Symbi6za baktérii s klieStami ma dynamickua evoluciu
tzn. straty, horizontalne prenosy alebo de novo vytvorenie symbiotického vztahu. Niektor¢ linie
kliestacich symbiontov sa vyvinuli z patogénov stavovcov (Duron et al. 2017). V mnou
analyzovanych jedincoch O. turicata dominovali bakterialne taxy Coxiella, Rickettsia, ktoré su
znamy symbionti klie§tov, poskytuji svojim hostitel'om ziviny, ktoré nevedia ziskat’ zo svojej
potravy (Barraza-Guerrero et al. 2020; Bonnet et al. 2017; Moustafa et al. 2022). Coxiellu
modzeme povazovat za endosymbionta, bola popisana u O. rostratus, u ktoré¢ho sa nachadzala
aj vo vajickach, ¢o ukazuje na jej transovarialny prenos z matky na potomstvo (Almeida et al.
2012), tiez bola popisana u O. turicata v Mexiku (Barraza-Guerrero et al. 2020) a u mikkého
kliesta Ornithodoros maritimus (Gomard et al. 2021). Diverzita Coxiella-like
endosymbionotov ukazuje na mozné ko-evoluéné prepojenie a tiez vertikalny prenos. Coxiella-
like endosymbionti su pravdepodobne ko-evolu¢ne prepojeny s druhmi kliest'ov: I. ricinus, I.
hexagonus a I. uriae (Almeida et al. 2012). U Rickettsie ako bakterialneho druhu je mozna
zamena medzi Rickettsiou, ktora je endosymbiontom kliestov prenasanym vertikalne a jej
blizko pribuznym patogénnym rickettsiam tiez prenaSanymi kliestami. A to z dovodu, ze
endosymbionti a patogéni su fylogeneticky rozptyleny, to znamena, ze kmene rickettsii mézu
byt blizko pribuzné, ale geneticky odlisné (Duron et al. 2017). Pri porovnani celkového
rozlozenia sa Rickettsia nachadza iba u arizonskych kliestov a v konkrétnych hniezdach,
preto mdéze byt prave patogénom pochadzajucim od Neotom, ktoré mozu byt prendsacmi
baktérii Rickettsiales (Nicholson et al. 1999). Dal§im potvrdenim tejto tedrie je, Ze symbiont
Rickettsia sa objavuje so symbiontom Midichloria, tento ,,pattern” v mojich datach nebol
zaznamenany. Patogénom Vv mikrobiome O. turicata je Borrelia. Klieste rodu Ornithodoros
a niektoré tvrdé klieste stt znamymi vektormi pre borrélie, v pripade O. turicata pravdepodobne
moze ist’ o Borreliu turicatae (Boyle et al. 2014, Talagrand-Reboul et al. 2018). V publikacii
od Barraza-Guerrero et al. 2020, kde popisuji mikrobiom mikkého kliesta O. turicata
v Mexiku dominuje symbioticka bakterialna taxa Midichloria, ktora v mojich datach nebola

zaznamenana, ale u niektorych jedincov bolo mozné najst’ bakterialne taxy zrodiny
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Midichloriacae, ato Jidaibacter a Lariskella. Z hladiska taxonomického zloZenia
mikrobiomu su jedinci analyzovani v mojej praci podobni mexickej populacii. V porovnani
S publikaciou od Barraza-Guerrero et al. 2020 a zdiel’aji pomerne vysokom zastipeni taxy:
Coxiella, Streptomyces, Nocardioides, Sphingobacterium a Bacillus. Bakterialne taxy Bacillus
a Pseudomonas, ktoré boli zaznamenané u oboch mikrobiomov O. turicata su pravdepodobne
komenzalnymi baktériami kliest'ov a klieste ich ziskavaju z prostredia alebo koze hostitel'ov na
ktorych sali (Moustafa et al. 2022). Mikrobiom kliestov je velmi variabilny a meni sa
Vv zavislosti na lokalite viac ako v priebehu ontogenézy (Krawczyk et al. 2022). To potvrdzuju
aj Statisticky vyznamné odliSnosti medzi mikrobidmami Vv jednotlivych lokalitich v mojich

datach.

Mikrobiom triatom sa studuje v stvislosti s prenosom T. cruzi, ktora je za vznikom Chagasovej
nemoci. V mikrobiéome triatom sa druhovo $pecificky, u Triatoma lectaculalria, T. protracta,
T. rubida, vyskytuje Dietzia, ktorej vyskyt sa meni pocas ontogenézy a zafina narastat’
uinstarov L3 a L4 (Brown et al. 2020). U vicsiny jedincov prave tychto troch druhov, ktoré
som analyzovala je Dietzia pritomna, ¢asto ako dominantny taxon. Bakteralna taxa
Streptomyces, ktora bola nedavno popisana u T. gerstaeckeri aT. sanguisuga naSim
laboratoriom (Brown et al. 2020), sa vyskytovala v mikrofilmoch vsetkych druhov
analyzovanych triatom. Tato baktéria je v naSom datasete zdieland jak triatomami tak
kliestami, uvazujeme 0 nej ako o komponente pochadzajicom z pddy a jej rola v mikrobiome
je nejasna (Seipke et al. 2012). Zaujimava je pritomnost’ baktérii rodu Serratia cez vsetky druhy
triatom. Je unej znama potencidlne anti-trypanosomalna aktivita, konkrétne u triatomy
Rhodnius prolixus, u ktorej mala Serratia marcescence negativny dopad na prezitie a replikaciu
Trypanosomy cruzi (de Motta et al. 2018, Azambuja et al. 2004). Nie k v§etkym jedincom v
mojich datach st dostupné informacie o ich pozitivite ¢i negativite na T. cruzi, takZze som sa

korelaciou vyskytu Serratie a T. cruzi nezaoberala.

Baktérie zo skupiny Nocardiaceae, hlavne Rhodococcus rhodnii su tradi¢ne povazovany za
nutricnych symbiontov triatom. Symbidza s touto baktériou bola nedavno potvrdena pre
zastupcov skupiny Rhodniini (Filée et al. 2023). Existuju ale i zaznamy o pritomnosti R.
rhodinii v skupine Triatimini, konkrétne Triatoma rubrofasciata, T. infestans, T. flavida
(Salado-Porras et al. 2020). Mojich datach sa vyskytuju dvaja zastupcovia skupiny
Nocardiaceae, tj. Nocardia sp. a Rhodococcus rhodnii, oba Vv nizkej abundanci, obzvlast
Rhodococcus. Nocardia sa vyskytuje u Triatoma protracta, T. rubida a Rhodococcus sa
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vyskytuje u Triatoma gerstaeckeri, T. protracta, T. rubida. U Nocardii ako symbiontovi

modzeme uvazovat, ze je druhovo Specificka.

Mikrobiom dravych plostic ¢elade Reduviidae sa zda byt druhovo Specificky a obsahuje
pravdepodobne konzervované komponenty. V publikacii od Li et al. 2022 zo Siestich druhov
plostic podcelade Harpactorini naznacili, Ze baktéria Enterococcus je konzervovanym
komponentom mikrobiomov dravych plostic. V mojich datach je baktéria Enterococcus iba
u niektorych jedincov Reduvius sp. a Stenolemoides arizonensis, ktoré su vzdialene
pribuzni pod¢eladi Harpactorini. Jedinym druhom z pod¢elade Harpactorini je v mojich

datach Zelus longipes, u ktorého sa Enterococcus nevyskytol.

U dravych plostic ¢el'ade Reduviidae sa cez jednotlivé druhy objavuju rozny znamy symbionti
hmyzu. U tychto symbiontov nie je znamy ich vztah k hostitelovi, a¢i vytvaraju nejaka
Specializovanej$iu symbiozu. Jednotlivé taxy Symbiontov st jasne dominované v druhoch,
ktoré su pritomné vo vsetkych analyzovanych jedincoch v ramci druhu, a tak je scenar
symbiotického vztahu pravdepodobny. Napriklad Wolbachia, ktora méze byt fakultativnym
alebo obligatornym symbiontom a bola ndjdend aj u triatom, ale jej vyznam u nich nie je znamy
(Espino et al. 2009). Wolbachia mo6ze negativne ovplyvnit’ svojho hostitel’a v prospech svojho
prenosu (fakultativny symbiont) alebo mdze prinaSat’ nutricné prvky svojmu hostitel'ovi
(obligatorny symbiont) (Filée at al. 2023). N naSich dat nie sme schopni ur€it, ¢i sa jedna
o fakultativneho alebo obligatorneho symbionta. Pre lepsi vhl'ad by bolo nutné pouzit’ aspoil
MLST analyzu, na jej zaklade zaradit Wolbachiu do niektorej z jej superskupin, pripadne
pouzit’ celogenomové sekvenovanie, ktoré by nam poskytlo informacie o kapacite genomu tejto
konkrétnej linie. Zaujimavé je vysoké zastupenie bakterialnej taxy OTU 5 u dravej plostice
Stenolemoides arizonensis, pre ktort bola robena dodato¢na fylogeneticka analyza Annou
Mariou Floriano PhD. OTU 5 bola zaradena do rodu Midichloria, konkrétne Candidatus
Midichloria. mitochondrii. Je to intracelularny endosymbiont kliestov, ktory bol detekovany
vo vnutri mitochondrii (Sgroi et al. 2022). Predmetom d’alSicho vyskumu by mohlo byt

zistenie, ¢i aj u dravych plostic zije tato bakterialna taxa v mitochondriach.

Kombinacia mikrobiomovych analyz a analyza povodu nasatej krvi ndm umoznila rozlustit’
povod niektorych baktérii mikrobiomu triatom a kliestov. Klieste aj triatomy zijuce

v rovnakych hniezdach maji rovnaky zdroj potravy, ale méakkeé klieSte maju dlhé obdobia medzi
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prijmom potravy, a preto detekcia primarneho hostitel’a u nich nebola tak uspe$na. Podarilo sa
identifikovat’ primarneho hostitel'a u 6% mékkych kliestov a najcastejsie to bola Neotoma sp..
Primarny hostitel’ kliestov moze byt réznorody, u méakkych kliestov O. turicata v jaskyniach
(San Antonio, Texas) bol najcastejsi primarny hostitel’ medvedik ¢istotny, a podarilo sa im
identifikovat’ primarneho hostitel'a u 11% odchytenych makkych kliestov, ¢o podporuje tedriu
0 naro¢nosti analyzy primarneho hostitel'a u miakkych kliestov (Busselman et al. 2021). Viac
ako 50% triatom akliestov s hostitelom Neotoma sp. malo v mikrobiome Cutibacterium,
Streptomyces, Brachybacterium, Arthrobacter, Microbacterium, Pseudonocardia, Massilia,
Pseudomonas a Actinetobacter, ¢o naznacuje ich prepojenie s hostitelom. Toto prepojenie tiez
potvrdzuje najdenie baktérii produkujicich antimikrobialne latky z ¢el'adi Pseudonocardiaceae
a Streptomycetaceae v mikrobiome Neotoma floridana smalli a v jej hniezde (Platas et al. 1998,
Thoemmes et al. 2020, Weinstein et al. 2021). Acinetobacter je spojovany s rezistenciou na
insekticid cypermethrin a pyrethroid, ktory je pouzivany na kontrolu hmyzich skodcov, bol
detekovany aj u 30% dravych plostic ¢el'ade Reduviidae (Chalfant et al. 1990, Pietrantonio et
al. 2007, Dennehy et al. 2004).

U triatom s primarnym hostitel'om Dasypus sp. boli najdené Alteribacillus, Pseudonocardia
a Mycobacterium. Rezervoarom baktérie Mycobacterium leprae, ktora spdsobuje u ¢loveka
lepru je v Texase a Floride je pasavec (Dasypus novemcinctus) (Perez-Heydrich et al. 2016), to
podporuje hypotézu, ze Mycobacterium pochadza od primarneho hostitel'a. Zaujimava je aj
pritomnost’ Pseudonocardie, ktora vyuzivaji mravce kmenu Attini ako symbionta.
Pseudonocardia produkuje sekundarne metabolity, ktoré modzu mat antibakterialne

a antifungalne vlastnosti (Goldstein a Klassen 2020).

Bakterialne taxy Bacillus a Planococcus su v mikrobiome zdiel'ané nezavisle na hostitel'ovi
u kliestov, triatom a Vv prostredi. Baktéria Bacillus, ktora ma rdzne funkcie pre ekosystém pody
(Saxena et al.2020), vel'mi pravdepodobne sa dostala do mikrobiomu ¢lenovcov z prostredia,

bola tiez popisana ako baktéria pritomna v pode v Arizone (Kuske et al. 1997).
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6. Zaver

V tejto Studii som sa zaoberala mikrobiomami krvsajucich severoamerickych triatom
(Reduviidae) v sirSom evolu¢nom a ekologickom kontexte, kde som porovnavala mikrobiomy
s fylogeneticky pribuznymi dravymi plosticami c¢elade Reduviidae, dalSim krvsajicim
nehmyzim taxénom (mékkym kliestom Ornithodorosom turicata) a prostredim kde tito
¢lenovci spolo¢ne ziju. Pre krvsajice vektory (triatomy, méakké klieSte) analyza mikrobiomu
ukazuje na tri mozné zdroje baktérii: mikrobiom prostredia v ktorom spolo¢ne Zijt s hostitelom
na ktorom saju krv, kozny mikrobiém hostitel'a a patogény obsiahnuté v krvnom rieéisti
hostitel'a. Aj napriek zjavnému ovplyvneniu mikrobiomu prostredim, mikrobiom triatom si
zachovava svoju Specifitu a signifikantne sa 1iSi od fylogeneticky pribuznych dravych plostic

aj ekologicky porovndvanych kliestov.
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