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Abstrakt

Lidska cerkariova dermatitida je svédivé kozni onemocnéni zptisobované larvalnimi stadii ptacich
motolic, v CR nejéastéji zptisobované rodem Trichobilharzia. Monitoring jejich vyskytu je od roku 2021
soucasti povinného sledovani kvality koupacich vod. Oficidlné pouzivanou metodou detekce je sbér a
vysetfovani vodnich plzi. Tato metoda ma vSak mnoho nevyhod v podobé vysoké ¢asové narocnosti,
nizké citlivosti a obtizné determinace paraziti. Alternativu by mohly poskytnout molekularni metody
zalozené na filtraci environmentalni DNA (eDNA) spole¢né s metodami izotermalni amplifikace, a to
diky jejich niz§im ¢asovym narokdm, vysoké citlivosti a pfesné determinaci.

Cilem této prace bylo vytvorit metodu detekce ptivodct cerkariové dermatitidy zalozenou na
izotermalni amplifikaci cLAMP a filtraci eDNA z vody. Za timto t¢elem byla pomoci molekulérni
analyzy vybrana konzervovana sekvence pro rod Trichobilharzia, na jejimz zaklad€ byla navrzena sada
primertt pro cLAMP. Bylo potvrzeno, Ze navrzena esej specificky amplifikuje DNA minimalné Ctyt
druhti rodu Trichobilharzia. Na zaklad¢ laboratornich pokust byla potvrzena dostatecna senzitivita eseje
pro pouziti pii detekci eDNA, a to jak na fedicich fadach DNA, tak v kombinaci s filtraci eDNA Zivych
cerkarii z vody. Po pokusech v laboratornich podminkach byla esej testovana i na vzorcich z terénnich
sbéri, pricemz byla potvrzena jeji funk¢nost, akoliv se jeji vysledky plné neshodovaly s daty ze sbért
a vySetfovani vodnich plzi. Po vypocéteni finan¢nich naklad obou metod byla potvrzena aplikovatelnost
molekularni detekce cLAMP eDNA pro rutinni monitoring.

Zavérem lze konstatovat, ze molekularni detekce cLAMP eDNA diky své vysoké senzitivité, nizké
ceng, snadnému provedeni a pfesné determinaci mize byt vhodnou alternativou ke sbéru a vysetfovani

vodnich plzl pfi rutinnim monitoringu ptivodcti cerkariové dermatitidy nejen v CR.

Kli¢ova slova

Trichobilharzia, cerkériova dermatitida, ptaci schistosomy, detekéni metody, eDNA, LAMP



Abstract

Human cercarial dermatitis (CD), also called Swimmer’s itch appears as a skin rash caused by skin
penetration by larval stages of avian schistosomes. In the Czech Republic, the most common causative
agens is genus Trichobilharzia. Since 2021, monitoring of CD is a part of a mandatory testing of bathing
water quality. The official method used for CD detection is collecting and examination of aquatic snails
under a light source. However, this method has many disadvantages, such as time demands, low
sensitivity and difficult parasite determination. These disadvantages can be overcome by usage of
alternative approaches, such as molecular methods based on environmental DNA (eDNA) filtration and
isothermal amplification.

Hence, the main goal of this thesis was development of molecular method based on eDNA filtration
and cLAMP isothermal amplification for detection of CD causative agent in water. Based on molecular
analysis a conserved region of target DNA was selected to create a cLAMP assay specific for genus
Trichobilharzia. The cLAMP assay was confirmed to specifically amplify the DNA of at least four
species of the genus Trichobilharzia. The laboratory experiments showed a sufficient sensitivity of
cLAMP assay for eDNA detection, based on DNA dilution series and cercariae filtration from water.
The functionality was also confirmed on samples from field collections, although the results did not
fully match the data from aquatic snail collections and examination. After calculating the financial costs
of both methods, the applicability of molecular detection of cLAMP eDNA for routine monitoring of
CD was confirmed.

In conclusion, cLAMP eDNA molecular detection, thanks to its high sensitivity, low cost, ease of
performance and accurate determination, may be a suitable alternative to the standard method by
investigation of aquatic snails in routine monitoring of cercarial dermatitis agents not only in the Czech

Republic.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Zkratka Vyznam/Cesky ekvivalent

B3 Backward Primer pro LAMP

BIP Backward Inner Primer pro LAMP

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

CD Cerkariova dermatitida

cLAMP Colorimetric LAMP/ kolorimetricky LAMP

CTAB Cetrimoniumbromid

CSN Ceska statni norma

DH Definitivni hostitel

DMSO-EDTA Dimethylsulfoxid — kyselina ethylendiamintetraoctova
dsDNA Doublestranded DNA/ dvouvlaknova DNA

eDNA Environmental DNA/ Environmentalni DNA

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

F3 Forward primer pro LAMP

FIP Forward Inner Primer pro LAMP

HNB Hydroxynaphtalenova modf

IHA Indirect Hemagglutination Assay

INC Internal Negative control/vnitini negativni kontrola
ITS Internal Transcribed Spacer

LAMP Loop-mediated Isothermal amplification

LB Loop-primer backward

LF Loop-primer forward

LFD-LAMP Lateral-flow dipstick LAMP

LoD Limit of Detection/ Detek¢ni limit

MH Mezihostitel

NINA-LAMP Non-instrumented nucleic acid loop-mediated isothermal amplification
PCR Polymerase chain reaction/ Polymerazova tetézova reakce
qgPCR Kvantitativni PCR

QUASR LAMP Quenching of Unincorporated Amplification Signal Reporters LAMP
RPA Recombinase polymerase amplification

STEM-LAMP LAMP se stem primery

SzU Statni Zdravotni ustav

UDG Uracil-DNA glykosylaza



1  UVOD A CILE PRACE

Cerkariova dermatitida (CD) je svédiva kozni vyrazka zpisobovana vyvojovymi stadii, tzv.
cerkariemi, pta¢ich schistosom, v CR nejéast&ji motolicemi rodu Trichobilharzia. Jejich sledovani se od
roku 2021 stalo soucasti povinného monitoring kvality koupacich vod, pfiCemz jsou detekovany na
zékladeé sbéru a vysetfovani mezihostitelskych vodnich plz. Z praktického hlediska mé vsak tato
metoda pro rutinni monitoring n€kolik nevyhod: sbér a vySetfovani vodnich plzi je Casove a prostorove
narocné a pro determinaci na zaklad€ morfologie je zapotiebi erudovany pozorovatel.

Pro monitoring vodnich organismi jsou vyvijeny metody zalozené na filtraci tzv. environmentalni
DNA (eDNA) a amplifikacnich metodach. Nejcastéji pouzivanou metodou je qPCR, kterd vsak
vyzaduje drahé pfistrojové vybaveni. Alternativu mohou poskytnout metody zalozené na izotermalni
amplifikaci, které nevyzaduji drahé pfistroje, a detekce navic probiha v krat§im case. Touto metodou
muze byt napt. kolorimetricky LAMP, pfi kterém dochazi k detekci produktii amplifikace na zakladé
barevné zmény reakce.

Cilem této prace bylo vytvoreni specifické eseje cLAMP pro rod Trichobilharzia, jeji testovani jak
v laboratornich podminkach, tak na terénnich vzorcich a jeji porovnani s metodou sbéru a vysetfovani

vodnich plzt. Dil¢imi cili této prace byly:
1. Vybrat cilovou sekvenci konzervovanou pro motolice rodu Trichobilharzia, navrhnout
sadu cLAMP primerQ specifickou pro rod Trichobilharzia a otestovat jeji specificitu a
senzitivitu

2. Otestovat funkcnost a senzitivitu cLAMP eseje ve spojenti s filtraci eDNA

3. Otestovat tuto esej na vzorcich odebranych na lokalitach a porovnat jeji vysledky se sbérem

a vySetfovani vodnich plzii

4. Vypocitat a porovnat finanéni néaklady metod sbéru a vySetfovani vodnich plzi

s molekularni detekci pomoci cLAMP eDNA



2  LITERARNI PREHLED

2.1 Celed’ Schistosomatidae

Celed’ Schistosomatidae (Trematoda: Digenea) obsahuje medicinsky i veterindrné vyznamné
motolice napadajici savce nebo ptaky jako definitivni hostitele (DH) a vodni plze jako mezihostitele
(MH). Momentalné je popisovano 17 rodu a vice néz 130 druhti napadajici plze 16 celedi jako své MH.
Jedna se o kosmopolitné rozsitené parazity se zastupci ve slané, brakické, ale zejména sladké vode
(Loker et al., 2022; Ebbs et al., 2022). Medicinsky nejvyznamnéjsi jsou zastupci zpisobujici tzv. lidskou
schistosomozu (napt. Schistosoma mansoni, Schistosoma japonicum, Schistosoma haematobium), a to
zejména v tropickych oblastech (WHO, 2023). V Evropé¢ se vSak setkdvame pouze s ptacimi
schistosomami, které¢ mohou u lidi zpiisobovat svédivé kozni onemocnéni zvané cerkariova dermatitida
(CD; angl. swimmer’s itch), s nejvyznamnéj$im rodem Trichobilharzia (Horak et al., 2015; Lashaki et
al., 2020).

2.1.1 Ptaci schistosomy

Ackoliv ptaci schistosomy tvoii vétsinu druhové diverzity celé ¢eledi (celkem 85 popsanych druhi

ze 13 rodit), neni jim vénovana tak velka pozornost jako lidskym druhtim. V posledni dobé vsak dochazi

k objevovani novych druhi nebo jiz znamych druhti na novych lokalitach (Loker et al., 2022).

Zivotni cyklus ptadich schistosom

Dospélci ptacich motolic jsou gonochoristé, pficemz samice kladou vajicka, ze kterych se lihne
prvni larvalni stadium, tzv. miracidium. To v prostiedi vyhledava a nasledné penetruje do vodniho plze,
svého MH (nejcastéji Celed Lymnaeidae nebo Planorbidae). V MH dochazi k dal§imu vyvoji a
asexudlnimu mnozeni. Matetska sporocysta dava vzniknout dcefinym sporocystam, které migruji do
oblasti hepatopankreatu. Tato prepatentni perioda, tj. obdobi pted zacatkem uvoliiovani infek¢nich stadii
(tzv. cerkarii) do vngjsiho prostiedi, mize trvat az n€kolik tydnl. Uvolnéné cerkarie ve vodé hledaji
svého DH — vodniho ptaka (Horak et al., 2002). Cerkarie sice nepfijimaji potravu a jsou kratkoveké
(Trichobilharzia szidati se pfti teploté 30 °C doziva 48 h), avsak jsou vylu¢ovany az v desitkach tisic za
den, pficemz mnozstvi vyloucenych cerkarii je pozitivné ovlivnéno intenzitou svétla
(Al-Jubury et al., 2020). Po nalezeni DH dochazi k penetraci a transformaci na tzv. schistosomula.
V zavislosti na druhu mtize dochazet k migraci skrze cévy, nebo nervovou soustavu. Migrace skrze cévy
je typicka pro visceralni druhy (napf. 7. franki), nazalni druh T. regenti migruje pfes nervovou soustavu.
Pokud vyloucené cerkarie penetruji do nahodného hostitele, v tomto piipadé cloveéka, mohou u néj

zpusobit CD (Horék et al., 2002). Zjednodusené schéma zivotniho cyklu viz Obrazek 1.



Obrazek 1: zjednodusene scéma zZivotniho cyklu ptacich motolic; z vajicka se lihne miracidium,
které ve vodnim prostredi vyhledava a penetruje do vodniho plze (MH). Ve vodnim plzi dochazi ke vzniku
materské a dceriné sporocysty, nasledné i k asexualnimu mnozeni. Zralé cerkarie opousti vodniho plze
a ve vodnim prostiedi vyhledavaji vodniho ptaka (DH), do kterého penetruji.

2.1.2 Cerkariova dermatitida

Kozni alergické onemocnéni zvané cerkariova dermatitida je zplsobené prunikem cerkarii
nékterych ptacich, ale i sav¢ich druhti do kiize obratlovciho hostitele. Lidska CD (angl. human cercarial
dermatitis, swimmer’s itch) je nejvice spojovana s pta¢imi schistosomami. Toto onemocnéni se
projevuje jako svédiva vyrazka, ktera miize byt provdzena i dal§imi ptiznaky jako horecka, kasel, prijem
a zdufeni miznich uzlin (Horék et al., 2015; Machacek et al., 2018). Cerkériovéa dermatitida byla poprvé
popsana v michiganskych jezerech v roce 1928 (Cort, 1928), od této doby byly vSak piipady hlaseny
v globalnim meétitku. Kromé zdravotniho rizika miize mit toto onemocnéni i ekonomicky dopad, napt.
na provozovatele rekreaCnich zatfizeni nebo na péstitele ryze (Horak et al., 2015). Vyrazka po koupani
vSak mlize byt zplisobovana i jinymi organismy véetné bakterii, sinic, hub, fas nebo zahavci, a proto je
nutna piesna diagnostika.

Cerkariova dermatitida v Ceské republice

Nejéastéji nachazenymi piivodci CD v Ceské republice jsou druhy rodu Trichobilharzia — T. szidati
Neuhaus, 1952, T. franki Miiller a Kimming, 1994 a T. regenti Horék, 1998. Vyskytuji se zde vSak i
dalsi rody jako Bilharziella polonica, Gigantobilharzia spp. (Kolatova et al., 1997; Rudolfova et al.,
2007). CD nepatii mezi Zivot ohrozujici onemocnéni, z toho diivodu zatim neni systematicky sledovana
a do roku 1997 ji byla vénovana pouze mala pozornost (Kolarova et al., 1997). V posledni dob¢ dochazi

v souvislosti s vyskytem CD i s uzaviranim koupacich ploch, jako napi. koupaci jezirko v aredlu



Skodaland v Plzni nebo biotop Lhotka v Praze. Na koupalisti v Praze doglo k zakazu koupéani na tém&f
2 mésice, stim byla samozfejmé spojena i zna¢na financni ztrita provozovatelti (osobni sdéleni
provozovatell), tyto pfipady s sebou ptinasi i znacnou medialni pozornost (Odkaz /, Odkaz 2).

CD se na na$em tzemi vénuje kromé vyzkumnych pracovisti i Statni zdravotni ustavem (SZU), a
to pomoci online dotazniku o zdravotnich problémech spojenych s koupanim (Odkaz 3). V roce 2021
vysla v platnost zména vyhlagky ¢. 238/2011 a norma CSN 75 7737, &imz se sledovani ptivodc CD
stalo soucasti povinného monitoringu kvality koupacich vod. Diky tomu budou hygienické stanice
monitorovat vyskyt CD povinné, coz s sebou pravdépodobné pfinese i rist poctu piipadit vyskytu.
Momentalné je vyskyt CD monitorovan pomoci metody sbéru a vySetfovani vodnich plzi. Tato metoda
vSak neni zcela vhodna pro rutinni monitoring, proto bude v budoucnu kladen diraz na vyvoj nové

metodiky napt. zalozené na molekularnich metodach.

2.2  Detek¢ni metody

Obecné Ize schistosomy detekovat na nékolika urovnich — na irovni DH (savec, ¢lovek, vodni ptak
atd.), MH (vodni plzi), anebo mimo své hostitele ve vnéj$im prostfedi (ve vodé, v nalezeném trusu atd).
K témto ucelim je vyuzivano Siroké spektrum piistupti. Nejzakladnéjsi, avsak Siroce vyuzivané, jsou
metody zaloZené na detekci a determinaci pomoci mikroskopie vyuzivané na vSech urovnich (Barenbold
et al., 2017; Aldhoun et al., 2009; Théron, 1979). Na turovni DH jsou vyuzivany i imunodiagnostické
metody (ELISA, vyuziti cirkulujicich antigend, IHA atd.) (Sorgho ef al., 2005; Van Lieshout et al.,
1997; Hoekstra et al., 2022). Rychle se rozvijejici skupinou jsou metody zalozené na molekularné-
biologickych postupech. Ty detekuji a determinuji parazita na zakladé sekvence jeho DNA (napi. qPCR,
LAMP, RPA) (Rudko et al., 2018; Hamburger et al., 2013; Rosser et al., 2015).

2.2.1 Mikroskopické metody detekce

Sbér a vySetfovani vodnich plzi

Sbér a vysetfovani vodnich plzii je metoda vyuzivana pii detekci jak lidskych, tak ptaéich
schistosom (Aldhoun et al., 2009, CSN 75 7737, Kamel et al., 2021). Jejim principem je mechanicky
sbér vodnich mezihostitelskych plzi a jejich nasledné vySetieni na ptritomnost cerkarii.

Dle platné normy CSN 757737 sbér téchto plzi probihd ruéné nebo pomoci cedniku s prodlouzenou
rukojeti apod. Vzdy je vSak kladen diraz na pouziti ochrannych pomicek, napt. rukavice a vysoké
brodici kalhoty, aby bylo zamezeno kontaktu s vodou a tim minimalizovano riziko nakazy. Plzi jsou
sbirani v oblasti litoralu, vyskytujice se na vodnich rostlinach, vétvich, plovoucim odpadu, kamenech
apod.; néktefi plzi se mohou pohybovat zespodu vodni hladiny. Cas sbéru se dle lokality pohybuje od
20 do 60 min. Pokud neni za tento ¢as moznost ziskat vzorky z cel¢ lokality, je nutné nejprve vytipovat
mista sbéru. Vétsinou se jednd o mista s dobrym pfistupem pro koupani, mista s vhodnou vegetaci,
navétré strany atd. Nasbirani plzi jsou v Sirokohrdlych nadobach s trochou vody pfevezeni do

laboratofe, v niZ jsou vysetfeni na piitomnosti cerkarii



Aby bylo zamezeno Uhynu, je nutno vysetfit plze do 24 hodin po sbéru, navic je mortalita u
infikovanych plzii vyssi. Plzi jsou oplachnuti a jednotlivé (nebo po vice rozdéleni podle druhit) vlozeni
do sklenicek s odstatou vodou pod zdroj svétla stimulujiciho vylucovani cerkdrii. Ty jsou nasledné
determinovany na zékladé morfologie, popiipadé pozitivni fototaxe &i hostitelské specifity (CSN
757737).

Podobné 1ze vysettit plze i pomoci pitev, pfi¢emz jsou po odstranéni ulity hledany sporocysty a
dalsi vyvojova stadia ve vnitinich organech (Sturrock et al., 1979 citovano dle Kamel et al., 2021).
Cerkariové pasti

Mikroskopické metody Ize vyuzit k detekci nejen z hostitelt, ale i pfimo z prostedi. K tomu jsou
vyuzivany tzv. cerkariové pasti, jeZ jsou zaloZzeny na chemoatrakci cerkarii. Na podlozni sklicka je
pfipravena stimula¢ni matrix, ktera obsahuje nenasycené mastné kyseliny (naptf. kys. linolenovou).
Jednotliva sklicka jsou umisténa do stojanu a ponofena pod hladinu na né€kolik hodin. Po vyjmuti a

nabarveni jsou hledany cerkarie (Shiff et al., 1993, Ahmed et al., 2002).

Cerkariometrie

Dalsim zpisobem zachyceni cerkarii v prostiedi je jejich filtrovani, tzv. cerkariometrie. JelikoZ jsou
cerkarie filtrovany pfimo z vody, je tato metoda nezavisla na mezihostitelskych plzich. Na lokalité je
odebran piedem definovany objem vody (napt. 10 1), ktery je pomoci gravitace filtrovan skrze systém
filtrd tak, aby byly vétsi Castice zachyceny na filtrech s velkym primérem ok a nedochéazelo k ucpani
posledniho nejhustéjsiho filtru, na kterém jsou zachytavany samotné cerkarie. Zachycené cerkarie jsou
nasledné barveny a pocitany pod mikroskopem. Tato metoda neposkytuje pouze kvalitativni data, ale i

kvantitativni v podob€ koncentrace cerkarii na litr (Théron, 1979; Ouma et al., 1989).

Dalsi metody

V minulosti byly vyvinuty i dal$i metody detekujici zejména cerkarie lidskych schistosom v
prostfedi. Jednim z ptikladti mize byt vyuziti sentinelovych hostitelti (napt. mysi). Ti jsou vystaveni
kontaktu s vodou na lokalit¢ po danou dobu a nasledné pfevezeni do laboratofe. Samotna detekce
probiha az po stanovené dobé¢ v laboratofi, zde pak jsou schistosomy hledany v organech (Prentice a
Ouma, 1984).
2.2.2 Molekularni metody detekce schistosom z prostredi

Svétova snaha o odstranéni mnoho z tzv. ,,neglected tropical parasitic diseases* postupné vede ke
zmeén€ paradigmatu v parazitologii smérem od kontroly vyskytu onemocnéni k tplné eradikaci. Z toho
divodu vznikla potfeba mnohem citlivéjsich deteknich metod, které jsou schopné zachytit i patogeny
nebo parazity v nizkych poétech (Sengupta et al., 2022). ReSeni by mohly nabidnout molekularné-
biologické metody, které jsou zaloZeny na potvrzeni pfitomnosti parazitairni DNA ve vzorku (Kamel et
al.,2021). Prikladem miize byt detekce cerkarii ptacich schistosom zachycenych z vody filtraci (Rudko
et al., 2018) ¢&i pii detekei lidskych schistosom ve vodnich plzich (Kane et al., 2013). Vodni plze l1ze
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tzv. environmentalni DNA (eDNA) (Takahashi ez al., 2023).

Detekce pomoci environmentalni DNA (eDNA)

Termin environmentalni DNA (eDNA) tak, jak je definovan v ekologii, znamena veskerou
nukleovou kyselinu izolovanou ze vzorkt z prostfedi (voda, vzduch, zemina, sedimenty), aniz by bylo
nutné nejprve izolovat cilové organismy (Taberlet et al., 2012; Pawlowski et al., 2020). eDNA lze
rozdélit do dvou skupin, (1) DNA pochazejici z celych organismt (napft. jedincll) a mimoorganismalni
DNA (z odvrzenych bunék, tkani, nebo samotna volna DNA) (shrnuto v pfehledovém ¢lanku Takahashi
et al., 2023). Na rozdil od genomové DNA (izolované z konkrétniho jedince) se eDNA sklada ze smési
DNA rlznych organismt (Taberlet ef al., 2012).

Detekce eDNA byla poprvé pouzita v ekologickych studiich monitorujici mikrobialni spolecenstvi
v mofskych sedimentech (Ogram et al., 1987). Pozdgji zacala byt vyuzivana i pti studiu eukaryotickych
organismu (Pace, 1997). Pocty studii vénujicich se monitoringu organismii pomoci eDNA zacaly
stoupat po roce 2008, kdy byla DNA vyuzita pti detekci invaznich druhi (Ficetola et al., 2008). Obecné
vSak lze tict, ze eDNA je vyuzivana k detekci patogenti od virG pfes bakterie, jednobunécnd i
mnohobunécna eukaryota véetné parazitickych cervli (shrnuto v pfehledovém clanku Bass et al., 2023).
Pristupy pii detekci eDNA

Detekci pomoci eDNA lze rozdélit na dva piistupy: (1) eDNA je vyuzivana k tzv. meta-barcodingu,
tzn. jsou zvoleny obecné molekularni markery a na zaklad¢ zjisténych sekvenci je detekovana Skala
druhti ve zkoumaném vzorku. Tento pfistup je obecné Castéji vyuzivan spise v ekologickych studiich.
Nebo (2) jsou zvoleny sekvence specifické pro konkrétni organismus, pfi¢emz vystupem tohoto pfistupu

je zjisténi pritomnosti, nebo naopak nepiitomnosti hledaného organismu.

Aktualni vyuziti eDNA v humanni a veterinarni parazitologii

Metody spojené s eDNA vyuzivané v humanni nebo veterinarni parazitologii jsou v dnes$ni dobé
nejvice zaméfené na detekci motolic, a to konkrétné rodt Schistosoma, Trichobilharzia, Opisthorchis a
Fasciola (Alzaylee et al., 2020; Jones et al., 2018; Rudko et al., 2019; Sato et al., 2018; Sengupta et al.,
2019). Vsechny tyto motolice vyuzivaji jako své MH vodni plze, kteti produkuji do vodniho prostiedi
volna stadia parazita, jezZ mohou byt pomoci téchto metod detekovana. Vyuziti eDNA v parazitologii je
shrnuto v ptehledovych ¢lancich (Sengupta et al., 2022; Bass et al., 2023).
2.2.3 Metody zachyceni eDNA z vody

Odbér vzorkt velice zéalezi na typu lokality a typu monitorovaného organismu, neexistuje zadna
standardizovana metodika pro odbér eDNA z vody. Rozdily jsou i mezi objemem odebrané vody, a to
od 15 ml (Ficetola et al., 2008) az po nekolik tisic litra (Schabacker et al., 2020). Metody zachyceni lze
rozdélit na dva pristupy: (1) precipitace DNA z malého vzorku vody (Ficetola et al., 2008; Doi et al.,
2017) nebo (2) filtrace, ktera mize probihat v laboratofi, nebo pfimo na lokalité (Spens et al., 2017;

Strand et al., 2019).



Precipitace eDNA

Ethanolova precipitace je metoda zalozena na odbéru malého vzorku vody, obvykle 15 ml
(Ficetola et al., 2008), ale existuji postupy i pro 100 ml (Minamoto et al., 2016). Do odebraného vzorku
(15ml) je pfidano octan sodny a Cisty etanol (vétSinou dvojnasobek odebraného objemu), diky tomu
dojde k vysrazeni molekul DNA (Ficetola ef al., 2008). Izolace DNA pak probih4 pomoci centrifugace
pfi nizké teploté po dlouhou dobu (Minamoto et al., 2016). Ackoliv ma tato metoda vysoké vytézky, je
negativné ovlivnéna malym objemem odebraného vzorku, coZz je zplsobeno nutnosti ptidani
dvojnésobného objemu etanolu. Tento problém castecné fesi isopropanolova precipitace, pfi niz staci
pridat pouze 0,7-1ndsobek objemu odebrané vody (Doi ef al., 2017).

Filtrace eDNA

Filtrace eDNA z vody je koncentracni metoda, tudiz umoziuje oproti precipitaci zpracovat vetsi
objem vody, ¢imz se zvysuje potencial zachytit vétsi mnozstvi DNA. Vyzkumy na toto téma nebyly
nicméné provadény na rybniéni vodg, coz je pro aplikaci v CR zasadni. Rybniéni voda je pro svou
vysokou turbiditu zptisobenou velkym mnozstvi fas, organickych zbytki atd. naro¢na na filtraci. Jelikoz
dochazi k rychlému ucpani filtru, jsou aplikovany predfiltracni systémy nebo centrifugace atd. Nicméné
je nutné poznamenat, ze univerzalni metodika pro odbér eDNA nebyla vytvofena (Minamoto et al.,
2016; Harper et al., 2019). Filtracni systémy lze rozdélit na tzv. oteviené a uzaviené.

Oteviena filtrace probiha na vakuové filtracni aparatute. Je pii tom vyuzivano spektrum filtra z
riznych materiald a velikosti pérG. Vyuzivaji se polykarbonatové filtry, nitrocelulézové, nebo
z acetatovych vlaken, polyvinylidenfluoridové, polyethersulfonové a filtry ze sklenénych vlaken.
Velikosti port filtra se pritom pohybuji od 0,1 um az 0,6 um (Liang a Keeley, 2013; Spens et al., 2017).
Zvlastni ptistup byl vyuzit pti detekci piivodce ra¢iho moru, oomycety Aphanomyces astaci, pii kterém
byly vyuzity filtry ze sklenénych vlaken (2um pory) pro filtraci piimo na lokalité. K tomu byl pouzit
podomacku vyrobeny systém ze zahradni hadice, pfenosné vrtacky pohanéjici peristaltickou pumpu a

nastavce pro umisténi filtru (viz Obrazek 2) (Strand et al., 2019; Rusch et al., 2020).

Obrdazek 2: modifikovany otevieny systém filtrace, prevzato z Rusch et al., 2020



Uzavi‘ena filtrace: oproti oteviené filtraci, pfi niz je potfeba pfimé manipulace se samotnym
filtrem, se filtr nachazi uvnitt kapsle. Diky tomu se velmi snizuje riziko kontaminace, navic miiZze byt
v této kapsli filtr i skladovan. Casto jsou vyuzivany filtry Sterivex (Sterivex-GP Pressure Filter Unit)
s polyethersulfonovou membranou pivodné slouzici ke sterilizaci roztokt.. Byly vyuzity napf. i pro
detekci eDNA plvodct lidské schistosomoézy Schistosoma mansoni (Sengupta et al., 2019). Tento
koncept byl zdokonalen a je komeréné nabizen firmou Sylphium pfimo za u¢elem eDNA filtrace. Jimi
nabizena filtra¢ni kapsle dokaze vyfiltrovat az 20krat vétsi objem vody neZ Sterivex filtry. Jedna se o

filtracni kapsle eDNA Dual Filter Capsules (viz Obrazek 3).
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Obrazek 3: filtracni kapsle Sylphium eDNA dual filters

Uzaviena velkoobjemova filtrace: komeréné dostupné jsou i velkoobjemové filtracni kapsle.
ZvySenim filtraéni plochy v jedné kapsli (az 1300 cm?) lze prefiltrovat az 100 litrii vody za relativné
kratky cas, je ale zapotiebi pumpa ptipojena napf. k autobaterii (Valentini et al., 2016). Jedna se napf.
o Envirochek™ , ktery byl navrzen pro detekci oocyst rodu Cryptosporidium a cyst rodu Giardia, nebo

o Waterra eDNA Filtres (Peixoto ef al., 2021; Peixoto et al., 2023).

Alternativni metody

Vyuzitim specidlni sit€ s uchycenym filtrem lze pomoci jejiho vlaceni prefiltrovat az 3000 litrt
vody. Velky objem prefitrované vody zvySuje Sanci zachyceni eDNA na filtru, ackoliv je velikost ok 64
um (Schabacker et al., 2019).

Dal8im alternativnim pfistupem je vyuziti smotkl vaty a gazy, které jsou vlozeny v plastové kouli
do rybarské sité a vlaeny za lodi (viz Obrazek 4); oproti filtrim tak nehrozi problém s ucpavanim.
Tento piistup byl vyuzit pfi monitorovani moiské biodiverzity pomoci eDNA metabarcodingu (Maiello
etal., 2022).

Obrdazek 4: Systém pro zachyceni eDNA pomoci vaty a gazy dle Maiello et al., 2022
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Pritomnost DNA parazita na lokalité 1ze detekovat i pomoci ,,biofiltru* v podobé¢ ryb, konkrétné v
jejich vykalech (Fish Feacal Xenomonitoring), diky pfirozenému pozirani planktonu z vody vcetné
cerkarii S. mansoni (Bartonicek, 2023).

2.2.4 Fixace a uchovani eDNA

Material odebrany na lokalité je vétSinou zpracovavéan v laboratofi, ale ne vzdy k tomu dochézi
okamzité. Aby nedochézelo k rozpadu eDNA, je vzorek fixovan. Pfi etanolové precipitaci etanol
zéroven slouZzi jako fixativum, vzorek je navic skladovan pti 4, —20, nebo —80 °C (dle moZznosti). Etanol
lze vyuzit i pti skladovani filtr. Pro delsi skladovani (az 2 tydny) pii pokojové teploté jsou vyuZzivany
lyzacni pufry (Longmiretv pufr nebo CTAB). Ty slouZzi nejenom k fixaci, ale zaroven diky nim dochazi
k lyzi bunéénych membran a uvolnéni DNA z bunék (Renshaw et al., 2015; shrnuto v Spens et al.,
2017). Do filtracnich kapsli Ize fixac¢ni roztok injektovat piimo a po uzavieni takto skladovat, vyuzivan
je vsak i pii oteviené filtraci (Strand et al., 2019). Dale lze vyuzit prezervacni pufry jako napi. DMSO-
EDTA, RNAlater® ¢i DNAgard™ (Lear et al., 2018).

2.2.5 Metody extrakce eDNA

Pro extrakci eDNA je pfi precipitaci vyuzivana centrifugace, z peletu mize byt DNA izolovana
pomoci komeréné dostupnych kitt (Ficetola ef al., 2008). DNA z filtrG uchovavanych v lyza¢nich nebo
prezervacnich pufrech lze izolovat pomoci metody fenol-chloroformové precipitace s isoamylalkoholem
(Sambrook et al., 1989, cit dle Renshaw et al., 2015), nebo lze opét vyuzit komercné dostupné kity jako
napt. DNeasy Blood and Tissue (Qiagen) (Spear et al., 2015; Spens et al., 2017).

2.2.6 Metody amplifikace eDNA

Pro amplifikaci eDNA je nejbéznéji vyuzivano qPCR (Rudko et al., 2019; Strand et al., 2019;
Peixoto et al., 2021) nebo dalsi modifikace klasické PCR (Nested PCR atd) (Jackson ef al., 2017). Pro
amplifikaci eDNA jsou vsak vyuzivany i izotermalni metody amplifikace jako LAMP (Williams ez al.,
2017), a to i na poli parazitologie pti detekci plze Galba truncatula mezihostitele lidské motolice S.
mansoni (Davis et al., 2020). Vzhledem k zaméteni této prace se nasledujici odstavce zaméruji praveé na

metodu izotermalni amplifikace LAMP.

Loop-mediated isothermal amplification of DNA (LAMP)

Metoda LAMP z angl. ,,Loop-mediated isothermal amplification of DNA“ (v piekladu izotermalni
amplifikace DNA zprostiedkovand smyckou) byla poprvé popsana v roce 2000 (Notomi et al., 2000).
Tato piistup patii mezi amplifikaéni metody DNA probihajici za stalé teploty (65 °C). Oproti PCR, pfi
kterém je cyklicka denaturace dvojvlaknové DNA zajisténa zménou teploty, dochazi zde k cyklickému
vyvazovani (z angl. ,,strand displacement®) vlakna pomoci specialni polymerazy a 2 sad primeri: tzv.
vnitinich — F3, B3 (z angl. ,,forward” a ,,backward*) a vnéjSich — FIP, BIP (z angl. ,,forward inner
primer® a ,,backward inner primer*). Na zacatku reakce se na vyvazovani vlakna DNA podili obé sady
primerQi, v pribéhu reakce jsou vSak zapojeny pouze vnitini primery, vzniknuvsi amplikony totiz

neobsahuji F3 a B3 tseky. Kazdy vnitini primer obsahuje sekvence komplementarni ke dvou mistim



cilové sekvence. Prvni ¢ast k nasednuti a zahajeni syntézy a druhy nasedajici na tsek F2 (B2). Tato
struktura zajistuje vznik jednovlaknovych smycek a obsahujici onu F2 sekvenci, na kterou opét nasedaji
dal3i primery. Tim je zajiSténa samozahajujici se syntéza dalSich vldken s rychlosti az 10° kopii za
hodinu.

Mechanismus a reakéni kroky jsou schématicky zobrazeny na Obrazek 5. Vnitini primer FIP
hybridizuje s F2c usekem cilové sekvence, pfiCemz iniciuje syntézu komplementarniho vlakna. O
nekolik bazi kratsi vnéjsi primer F3 hybridizuje s F3c (komplementarnim) tsekem cilové sekvence,
pfiCemz zahajuje vyvazovani vldken, a tim umozije vzniku smycky odhalenim komplementarniho
useku k jejimu konci. Tato jednovlaknova DNA s jednou smyckou slouzi jako templat k v podstaté
identické reakci v opacném sméru na opa¢ném konci tohoto produktu s B3 a BIP primery. Vznikla
struktura tvarem podobna Cince vstupuje do druhé faze reakce, tedy cyklické amplifikace.

Cyklicka faze reakce zacina nasednutim FIP na smyc¢ku, kterou ¢astecné otevira, ¢imz umoziuje
syntézu dalsi kopie cilové sekvence, ktera je vSak spojena s tou pivodni. Vznika tak dvakrat delsi
produkt, ktery opét slouzi k dalsi syntéze, tim se produkt v pribéhu reakce prodluzuje. JelikoZ tento
produkt muaze ,,riist” na obou smyckach najednou dochazi k amplifikaci se tieti mocninou kazdého

pulcyklu (cely mechanismus popsan v Notomi et al., 2000).
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Obrazek 5: Schema pribéhu LAMP reakce; (1) nasedani FIP a F3 primeri na cilovou sekvenci;
(2) syntéza komplementarniho vidkna; (3) oddéleni viaken (4) syntéza viakna v opacné smeru (5) vznik
¢ince podobné struktury se smyckou na obou koncich, ktera vstupuje do cyklické faze amplifikace (9-12)
faze prodluzovani vzniklych amplikonii (Tomita et al., 2008).



Piivodni prace byla nasledné modifikovana o dalsi sadu primert, tzv. ,,Joop primera®, LoopF a
LoopB, které nasedaji na tuseky obsazené ve smyckach, a tim zvySuji rychlost a senzitivitu reakce
(Nagamine et al., 2002). Existuji v8ak dal$i prace vyuzivajici tzv. stem-primery (STEM-LAMP), které
nenasedaji v misté smycek, ale v useku mezi nimi. Diky tomu, Ze nemusi byt umistény striktné mezi F2
a F1 useky, dovoluji pii designu vetsi variabilitu (Gandelman et al.,201).

V parazitologii byla LAMP metoda vyvinuta pro detekci mnoha cizopasnikti. Z helmintologie je to
napt. Fasciola hepatica a Fasciola gigantica (Ai et al., 2010), Clonorchis sinensis (Cai et al., 2010),
Schistosoma japonicum (Xu et al., 2010), Schistosoma mansoni (Gandasegui et al., 2016), Taenia spp.
(Nkouawa et al., 2009), Paragonimus westermani (Chen et al., 2011), Opithorchis viverrini (Arimatsu
et al., 2012), Ascaris lumbricoides, Necator americanus, Trichuris trichiura (Rashwan et al., 2017),
Onchocerca volvulus, Brugia malayi a Wuchereria bancrofti (Poole et al., 2017), a Angiostrongylus

cantonensis (Balaz et al., 2023).

2.3  Izotermalni amplifikace LAMP
2.3.1 Metody detekce LAMP produkti

Pfi LAMP reakci vznika velké mnozstvi amplifikované DNA, z nékolika kopii vznikne az 10° za
hodinu (Notomi et al., 2000). Metod, jak tyto produkty detekovat, respektive vizualizovat, existuje
Siroka skala a mohou byt rozdéleny na dvé skupiny: (1) na sekvencné nezavislé, tj. dochazi k detekci
vzniklého produktu nezavisle na jeho sekvenci, a (2) sekvenéné zavislé, tj. pokud produkt neobsahuje
konkrétni cilovou sekvenci, nedojde k jeho vizualizaci, ¢imz se jesté zvySuje specifita eseje. Sekvenéné
zavislé metody se pak dale déli na ty, které detekuji pouze jeden usek, nebo na tzv. multiplex, tj.
umoznuji detekovat nékolik riznych Gsekt najednou.

Podle mechanismu detekce produkti mohou byt sekvencné specifické i nespecifické metody déleny
na optické, tj. detekce je zavisla na optickém signalu (zméné€ barvy, turbidity atd.), nebo metody
zalozené napf. na zmenach elektrochemickych vlastnosti v pribéhu reakce. (shrnuto v piehledovém

¢lanku Becherer et al., 2020, Zhang et al., 2014).

Sekvencné nezavislé metody

o Pozorovani precipitatu: Z deoxyribonukleotid trifosfatu vznikd pii syntéze DNA vedlejsi
produkt v podobé¢ pyrofosfatovych iont. Diky tomu, Ze jsou tyto ionty v reakci produkovany ve
velkém mnozstvi, reaguji s hofecnatymi ionty v reakéni smési za vzniku bilého precipitatu (Mori
et al., 2001). Ten maze byt vizualizovan bud’ pomoci centrifugace, nebo i bez ni pouhym okem
(Zhang et al., 2014). Tato metoda neni naro¢na na pristrojové vybaveni, odecet vysledku je vSak
velice zavisly na pozorovateli, proto je t€zké urcit senzitivitu této metody, jelikoZ interpretace
vysledku se mtize znacné lisit (Le et al., 2012).

o Kolorimetrické indikatory (colorimetric LAMP; cLAMP): K detekci probéhlé LAMP reakce
v tomto piipadé dochazi na zakladé barevné zmény. Barviva mohou byt do reakéni smési pridana

JiZ pfi jeji priprave, ¢imz se minimalizuje riziko zkiiZzené kontaminace (Tomita 2008). Prvni

12



skupinou barviv jsou takova, ktera indikuji vysledek reakce nepfimo, tj. pfimo neinterferuji

s DNA. Druhou skupinou jsou metody vizualizace pomoci barviv pfimo interagujicich s DNA.

o Kalcein (angl. Calcein) je fluorescenéni indikéator kovil. Pfed pfidanim do reakce je kalcein
smichén s ionty manganu, diky jejich vazbé je fluorescencni signal zhaSen (oranzova barva).
V priibéhu reakce dochazi produkci pyrofosfatovych iontd, diky kterym jsou manganové
ionty z kalceinu vyvazéany, coz vede k tvorbé fluorescencniho signalu (zelend barva).
Nasledné kalcein navaze pfitomné hotfecnaté kationty, coz jest€ zvysi fluorescencni signal
(viz Obrazek 6) (Tomita et al., 2008). Bylo vSak zjiSténo, ze kalcein ma relativné vysoky
detek¢ni limit cca 100 kopii cilového useku DNA, tim snizuje celkovou senzitivitu reakce

(Zhang et al., 2014).

o’/
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Obrazek 6: Schéma vizualizace LAMP reakce pomoci kalceinu, prevzato z Tomita et al., 2008

o Hydroxynaftolova modf (HNB, z angl. hyfroxynaphtholon blue) je indikator vapniku a
kovt alkalickych zemin, a je vyuzivan napt. pfi titraci. Barevna zména HNB je zavisla na
koncentraci hofecnatych iont. Ty se v prubéhu reakce vazou na vznikajici pyrofosfat, tim
se snizuje jejich koncentrace, coz vede k barevné zméné z tmavé fialové na modrou barvu
(Goto et al., 2009). Bylo v8ak pozorovano, Ze ptisobenim tohoto barviva dochézi ke snizeni
citlivosti reakce z divodu jeji Castecné inhibice (Wastling ef al., 2010).

o Indikatory zmény pH: spolecné se vznikem pyrofosfatovych ionti v prib¢hu amplifikace
DNA dochézi i k uvoliiovani vodikovych iontli. To vede ke sniZzeni pH reak¢ni smési, proto
lze vyuzit k detekci prob&hlé reakce barviva, ktera na tuto zménu reaguji (Tanner at al.,
2015). Jedna se napt. o:

= Fenolova ¢ervei (z angl. Phenol Red) (Daskou et al., 2019)

= Xylenolova oranz (z angl. Xylenol Orange) (Jaroenram et al., 2019)
= Kresolova ¢erve (z angl. Cresol red) (Buddhachat et al., 2021)

= Neutralni ¢erven (z anlg. Neutral Red) (Nolasco et al., 2021)
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NINA-LAMP (non-instrumented nucleic acid amplification): Na zaklad¢
kolorimetrické LAMP eseje vyuzivajici pH indikatory byl vytvofen systém pro detekci bez
vyuziti pfistrojového vybaveni vyzadujiciho elektfinu. Pro tyto ucely bylo vyvinuto
pfenosné zafizeni, udrzujici konstantni teplotu diky exotermické reakci, které umoziiuje
,point-of-care” diagnostiku i v mistech, kde neni dostupna elektfina (Singleton et al.,
2014). Tento systém byl vyuzit napt. pro diagnostiku filariéz v endemickych oblastech
(Poole et al., 2017).

Interkalacni barviva: Interkalacni barviva vizualizuji pfimo molelukly DNA, protoZze s ni
interaguji. VySe zminéné metody detekovaly vysledek pouze nepiimo, tj. sledovaly zmény
chemickych vlastnosti roztoku spojené s pruibéhem reakce. Nevyhodou interkalac¢nich barviv
muze byt, ze se pridavaji az po probéhnuti reakce, aby nedochazelo k inhibici, coz zvysuje riziko
kontaminace (Goto et al., 2009). Existuji i modifikace, pti kterych je barvivo pifidano pred
probéhnutim reakce, je vSak ve zkumavce prostorové oddéleno od zbytku reakéni smési napf.
pomoci voskové zatky (Liang a Keeley ef al., 2013), je pfidano jako kapka na sténu zkumavky
(Lai et al., 2021), nebo je v gelové kapsli (Karthik et al., 2014) a k promichani dochazi az po
ukonceni reakce. Tato barviva jsou viditelnd i pouhym okem, avsak silny fluorescencni signal
produkuji v UV spektru. Jedna se o nésledujici barviva:

o SYBR GreenlI (Lai atal., 2021).

o GelRed (Galvez 2020).

o Pico Green: (Wastling et al., 2010)

o GeneFinder (Almasi et al., 2013).

o Ethidiumbromid (Wastling et al., 2010).

o Malachitova zelen (Nzelu et al., 2016)

Gelova elektroforéza: Jejim principem je rozdéleni DNA fragmentt dle jejich velikosti, k tomu
je vyuzivan agarozovy gel s pfidanym barvivem. Jedna se o ethydiumbromid, ktery je vSak
toxicky, proto je vyuzivan i SYBER Green. LAMP produkty na gelu vytvaii typicky Zebiikovity
motiv (viz Obrazek 7), jelikoz pii reakci vznikaji rizné velké produkty (viz Loop-mediated

isothermal amplification of DNA (LAMP, str. 9) (Iwamoto ef al., 2003; Le et al., 2012).
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Obrazek 7: LAMP produkty vizualizovany pomoci gelové elektroforézy, upraveno dle Dao Thi et al.,

2020.

Real-time metody: Vyse popsana barviva jsou vyuzivana pro tzv. ,,endpoint™ determinaci, pii
které je vysledek reakce pozorovan az po jejim ukonceni. Existuji vS§ak metody, jez umoziuji
sledovat vznik produktu v realném case. Prvni pfistupem je modifikace vySe popsaného
pozorovani precipitatu, tzv. Real-time turbidimetrie pomoci pfiistroje, ktery dokaze udrzet
konstatni teplotu a zaroven méfit turbiditu (Mori ef al., 2004) Vysledkem méteni je pak kiivka
zévislosti turbidity na case. Tato metoda sice umonuje kvantifikaci produktu, avSak muize
vykazovat nizkou senzitivitu zplisobenou riznou velikosti castecek precipitatu a opétovného
rozpusténi (Chuang ef al., 2012). Nektera fluorescenéni barviva jsou taktéz vyuzitélna pfti real-
time monitoringu reakce, u nékterych vsak dochazi k inhibici amplifikace. Nejcastéji vyuzivanym
barvivem je v tomto pfipadé SYBR Greendiky své snadné dostupnosti a rychlosti interkalace
(Zhang et al., 2014).

Elektrochemické Cipy a senzory: Tyto metody nejsou zalozeny na méfeni optického signalu,
nybrz na méfeni elektrochemickych vlastnosti, konkrétné proudu. Ten se méni v zavislosti na
vazbé¢ elektrochemicky aktivnich latek na dsDNA, kterymi mohou byt i n¢ktera barviva napft.
Hoechst 33258, HNB nebo methylenovou modf, pii jejichz vazbé na DNA dochazi
k detekovatelnému poklesu proudu. Zména proudu je pak métena pomoci Cipu ¢i senzoru. Aby
bylo snizeno nebezpéfi vzniku kontaminace, bylo vytvofeno zafizeni umoziujici zaroven
amplifikaci i detekci (Ferguson ef al., 2009; Ahmed et al., 2010, Safavieh et al., 2012). Vznik
produktu dokonce lze sledovat i v realném Case, coz umoziuje jeho kvantifikaci (Hsieh et al.,

2012; Xie et al., 2014; shrnuto v ptehledovam c¢lanku Zhang et al., 2014).

Sekven¢né zavislé metody

LAMP metoda je diky vyuziti 6 primeri vysoce specifickou metodou, takto vysoky pocet dlouhych

primerti (=40 bp) vSak s sebou pfinasi riziko v podobé vzniku falesné pozitivnich vysledkt, jejichz

ptic¢inou je amplifikace nespecifickych produktii i bez pritomnosti cilové DNA (Lee ef al., 2009; Wang

et al.,

2015). Sekvenéné zavislé metody umoziuji specifickou detekci amplikontl, ¢imz snizuji riziko
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vzniku fale$né pozitivity (Hardinge et al., 2019). Jejich mechanismus miZze byt zalozen na
modifikovanych primerech nebo probach (napt. QUASR LAMP, HyBeacon proby, FLOS-LAMP atd.),
na vazbé protilatek (napt. LAMP-ELISA, LFD-LAMP atd.) nebo na vazbé magneticky kulicek a

separace v magnetickém poli (napt. AC susceptability LAMP), na méteni elektrochemickych vlastnosti

(Nanopore sequencing, amperometrie) atd. VSechny metody byly shrnuty v pfehledovém c¢lanku

Becherer et al., 2020. Nize jsou blize popsany metody s nejvétsim potencidlem pro vyuziti pfi rutinnim

monitoringu.

Lateral-flow dipstick (LFD): jednd se o imunochromatografickou techniku zalozenou na
zachyceni antigenu pomoci protilatek a nasledovaném barvenim pomoci sekundarni protilatky.
LFD-LAMP vyuziva modifikované primery s navazanym biotinem, ktery slouzi k zachyceni
vznikuvsich amplikon pomoci protilatek umisténych na testovacim prouzku. Dale je vyuzita
sekvencné specifickd proba s navazanou znackou, na kterou se po vazbé na amplikony vaze
sekundarni protilatka spojena se zlatem. Pozitivni vysledek se pak jevi jako barevny prouzek
(Nimitphak et al., 2008). Tato metoda byla v parazitologii vyuzita napt. pii detekci prvoka
Toxoplasma gondii (Xue et al., 2021), nebo motolice Paragonimus westermani (Xunhui et al.,
2019).

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA): Do vznikajicich amplikont jsou pii LAMP-
ELISA reakci inkorporovany nukleotidy znacené digoxigeninem. Podobné jako u LFD-LAMP
dochazi k imobilizaci LAMP produktu, v tomto ptipadé vSak diky specifické probé, ktera je
vazbou biotin-streptavidin pfichycena na sténu jamky. Po odmyti nenavazanych amplikont
dochazi k vizualizaci pomoci pomoci napf. kienové peroxidazy, nebo jinymi bézné vyuzivanymi
postupy. Vyhodou této metody je jeji flexibilita a snadné zpracovani az nékolika stovek vzorku
najednou (Lee et al., 2009; Ravan a Yazdanparast, 2012). Nevyhodou je vSak nutnost trénovaného
personalu, drahych ELISA kit a zvysené riziko kontaminace (Zhang et al., 2014). Tato metoda
nebyla v parazitologii zatim vyuZita.

Quenching of Unincorporated Amplification Signal Reporters (QUASR): patti do skupiny
metod zalozenych na detekci pomoci fluorescen¢nich znacek na specifickych probach nebo
primerech; pozitivnim vysledkem je fluorescencni signal (shrnuto v pfehledovém clanku
Becherer et al., 2020). Mechanismus metody QUASR je zaloZen na primerech s navazanou
fluorescencni znackou, jejiz signal je zhasen pomoci tzv. zhaSeci proby. Po inkorporaci primert
do vznikajicich amplikonti jsou zhaSeci proby odvazany za vzniku fluorescenéniho signalu. Pti
pouziti rizné barevnych znacek 1ze detekovat nékolik sekvenéné rozdilnych amplikontl v ramci
jedné reakce, napft. virus Chikungunya a a virus Zapadonilské horecky (Ball ef al., 2016).
Elektrochemické biosenzory: Stejné jako v pripadé elektrochemickych ¢ipti nebo senzort (viz
vyse) je detekce pomoci elektrochemickych biosenzorti zalozend na zméné elektrochemickych
vlastnosti, rozdil je vSak ve vyuziti specifickych prob imobilizovanych na meficich elektrodach.

Lze tak detekovat az 6 riznych amplikonli v rdmci jedné reakce (Nakamura et al., 2007).
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2.4 Vyvoj a testovani LAMP eseje

Tato podkapitola pojedndva o riznych pfistupech pii vyvoji detekéni metody, popisuje rtizné
pfistupy pfi vybéru molekularnich markert, testovani specificity, senzitivity.
2.4.1 Volba molekulirnich markeru a design primeri

Volba molekularnich markert, tedy sekvenci, na které bude detekéni molekularni metoda cilit, musi
splnovat ne¢kolik zakladnich vlastnosti. Prvni z nich je specificita: V esejich, které jsou zalozeny na
»single-gene* detekci (nikoliv metabarcodingu), volba sekvence zasadné ovliviiuje specificitu, tj. pfi
detekci konkrétniho druhu musi byt zvolena sekvence specificka pro konkrétni druh, napt. SjR2
repetitivni retrotranspozony pro druh Schistosoma japonicum (Xu et al., 2010), nebo napi. ITS-1 pii
detekci celého rodu Schistosoma (Fernandez-Soto et al., 2020). Pti vyvoji metody zaloZené na eDNA je
vhodné volit takové sekvence, které jsou v buiice zastoupeny v hojném poctu kopii a zaroven jsou
kratké, jelikoz v prosttedi dochézi k degradaci molekul DNA. Pti vyuziti LAMP eseje musi sekvence
umoznovat design primerd tak, aby nevznikaly ,,primer-dimers* a nedochézelo tak k fale$né pozitivité
v ptipade pouziti sekvencné nezavislych vizualizacnich metod. V dnesni dob€ 1ze pro navrh primera pro
LAMP pouzit online dostupné programy, napt. Primer Explorer V5 (https://primerexplorer.jp/e/) a NEB
LAMP Primer Design Tool (https://lamp.neb.com/#!/).

2.4.2 Testovani specificity

Testovani specificity slouzi k potvrzeni amplifikace targetovych sekvenci a zaroven amplifikace
nespecifické. Specificitu eseje v prvnich krocich lze predbézng ur€it in silico pomoci napt. BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool). Dale byly pro testovani eseje in silico vyvinuty nastroje, které
modeluji prubéh reakce, tzv. ,electric LAMP* (Salinas et al., 2012). Byly vytvofeny matematické
modely pro predikci falesné pozitivity na zakladé predikce vzoru produktli na gelové elektroforéze
(Schneider et al., 2019). V laboratofi je pak specificita testovana na vzorcich izolované DNA
z detekovaného organismu a pro vyvraceni zkiizené reaktivity jsou vyuzivany piibuzné druhy.
2.4.3 Testovani senzitivity

Senzitivita molekularni detekéni metoda je rovna minimalnimu mnoZzstvi cilové DNA v reakei, pfi
které jesté dojde reakci. Testovani senzitivity nebo také limit detekce (angl. Limit of Detection, LoD)
se v riznych pracich lisi, autofi navic vyuzivaji odlisné jednotky, n€ktefi méfi senzitivitu v mnozstvi
DNA vyjadifenou vjeji hmotnosti napt. fg (Xu et al, 2015), dalsim pfistupem je vyuZziti
rekombinantnich plasmidd, pficemz je citlivost vyjadiena v poctu kopii cilové sekvence na reakci

(Daskou et al., 2019; Lai et al., 2021).
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3 MATERIAL A METODIKA

Cilem prace bylo vytvotit molekularni metodu detekce ptivodcti cerkariové dermatitidy na principu
filtrace eDNA a nésledné izotermalni amplifikace pomoci cLAMP. Prace byla rozdé€lena na tfi ¢asti.
V prvni ¢asti bylo cilem nalézt specifické sekvence DNA pro rod Trichobilharzia, nejCastéjsi ptivodce
CD, a navrhnout sadu primerti pro cLAMP. V druhé ¢asti bylo cilem otestovat specificitu a senzitivitu
(detekeéni limit) navrzené sady primert pro kolorimetrickou LAMP eseje (cCLAMP). Ve tieti ¢asti byla
testovana funk¢nost navrzené molekularni metody LAMP s metodou filtrovani eDNA z vytipovanych

lokalit.

3.1 Pouzité molekularni techniky

V pribéhu prace byly vyuzity rizné molekularni techniky jako PCR, gelova elektroforéza a
sekvenace. Jejich popis byl vy¢lenén na zacatek kapitoly pro snadné odkazovani v textu.
3.1.1 Priprava materiilu a izolace DNA

Pro molekularni analyzu byly vyuzity fixované vzorky (96% etanol) cerkarii nebo hepatopankreatu
infikovanych plzl se sporocystami. Fixaz byla pfed izolaci DNA odstranéna pomoci centrifugace (5
min, 16 000 g) a odsati supernatantu. Pro izolaci DNA byl vyuzit komeréni kit (GeneAll® Exgene™
Tissue SV plus). Koncentrace ziskané DNA byla méfena pomoci spektrometru ND-1000, nebo
NanoDrop™ One (Thermofisher Scientific). Po izolaci byla DNA skladovana v PCR H,O (Top-Bio) pfi
teploté — 20°C. (Dvortak ef al., 2002).

PCR protokol

Celkovy objem reak¢ni smési byl 25 ul a skladal se z 12,5 ul Emerald Amp Max PCR Master Mix
(Takarabio), 0,5 ul 10 uM primeru forward, 0,5 ul 10 uM primeru reverse (Merck), 50 ng DNA
(odpovidajici objem dle koncentrace) a smés byla doplnéna vodou do finalniho objemu.

Samotna PCR reakce probihala v pfistroji My Cycler™ Thermal Cycler (Bio-Rad). Vysledek PCR

reakce byl vyhodnocovan pomoci gelové elektroforézy.

Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza probihala ve vani¢ce Owl EASYCAST ™ B1A (Thermo Scientific Owl) se
zdrojem (CONSORT E132). Do 2% agardzového gelu (40 ml) bylo vmichano 40 pl fluorescenéniho
barviva SYBR Green 1. Po zatuhnuti byl do jednotlivych jamek napipetovan cely reakéni objem. Jako
marker byl pouzit ®X174 DNA-Haelll Digest (BioLabs) nebo Quick Load Purple 100 bp DNA Ladder
(Biolabs). Cela reakce probihala pii 110 V po dobu 30 az 45 min. V Pfi pozitivnim vysledku byly
prouzky o pozadované velikosti z gelu vyfezany a byla z nich izolovana DNA pomoci Monarch DNA

gel Extraction #T1020G (BioLabs). Tato DNA byla vyuzita v sekvenac¢ni analyze.
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3.1.2 Sekvena¢ni analyza

Piiprava vzorku na sekvena¢ni reakci
Celkovy objem sekvenacéni reakce byl 8 pl: 0,5 pul 10uM roztoku primeri, DNA v mnozstvi
5ng/100bp a voda pro doplnéni do celkového objemu. Po namichani byl vzorek sekvenovan v

Sekvenacni laboratoii PiF UK v Praze.

Vyhodnoceni vysledka sekvenacni reakce

Vysledky sekvenaéni analyzy byly vyhodnocovany pomoci programu Geneious Prime® 2022.1.1.
3.1.3 Druhova determinace pomoci barcodingu

Nalezeni mezihostitelsti plzi (viz Tabulka 3 a Tabulka 4), cerkarie nebo jina parazitarni stadia
z tkéni MH 1 DH (viz (viz Tabulka 1 a Tabulka 2) byli determinovani na zaklad¢ PCR a nasledné
sekvenace. Sekvence anotovany pomoci databdaze NCBI za pouziti aplikace BLAST®
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) pro potvrzeni druhové prislusnosti.

Tabulka 1: sada ITS primerii pro PCR pro druhovou determinaci motolic (Dvordk et al., 2002)

Nazev primeru Sekvence 5' - 3' Oblast
ITS4ATREM TCCTCCGCTTATTGATATGC ITS
ITSSTREM GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG ITS

Tabulka 2: PCR protokol pro ITS primery pro druhovou determinaci motolic (Dvorak et al., 2002)

Parazitarni ITS
Teplota [°C] Cas Pocet cykli

95 5 min 1
95 60 s
50 45s 35
72 120 s
72 10 min 1
4 o 1

Tabulka 3: sada primerii pro ITS-2 pouzité pro druhovou determinaci MH (Almeyda et al., 2000)

Néazev primeru Sekvence 5' - 3' Oblast
ITS-2 RIXO TTCTATGCTTAAATTCAGGGG ITS-2
ITS-2 NEWS TGTGTCGATGAAGAACGCAG ITS-2
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Tabulka 4: PCR protokol por ITS-2 primery

ITS-2 MH
Teplota [°C] Cas Pocet cyklii

94 10 min 1

94 30s

50 30s 30

72 60 s

72 7 min 1

4 es 1

3.2 Vyvoj LAMP eseje

3.2.1 Molekularni analyza

Sekvence vhodné pro amplifikaci byly hledany v genomu Trichobilharzia szidati

(GCA 944472155.2) a genomu T. regenti (GCA_900618515) (vypracoval Roman Leontovy¢). Cilem

bylo nalezeni homolognich sekvenci k sekvencim, jez byly pouzity pii LAMP detekci lidskych
schistosom, konkrétn¢ repetitivni retrotranspozony u Schistosoma japonicum SjR2 (Xu et al., 2010;
AF412221). Veskera nasledujici bioinformaticka analyza byla provadéna pomoci programu Geneious.
Byly nalezeny fylogeneticky blizké sekvence pro oba druhy (7. szidati a T. regenti), a to na zakladé
fylogenetického stromu vytvoreného metodou maximum likelyhood za pouziti modelu Tamura-Nei. Po
urceni sekvencni shody mezi sekvencemi jednotlivych druhti byl vytvoren alignment pomoci Geneious
Alignment (Global alignment with frees and gaps).

Sekvencné shodné useky byly pouzity pro navrhovani primerti pro PCR. Bylo navrzeno celkem 5 sad
primert (viz Tabulka 7, str. 28). Byla provedena PCR reakce se vzorky tii druhii (7 szidati, T. regenti
a T. franki) (viz
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Tabulka 8 a Tabulka 9, str. 29) se vSemi péti sadami primerd pro PCR. Negativni kontrola
obsahovala v§echny komponenty reakce kromé templatové DNA. Vzniklé amplikony byly sekvenovany
a pomoci alignmentu byla zjistovana jejich sekvenéni shoda. Na zakladé konsensualni sekvence tiech
druht rodu Trichobilharzia byla nevrzena sada primeri pro LAMP (schéma pracovniho postupu viz
Obrazek 8).

1. Hledani homolognich sekvenci 2. Tvorba fylogenetického stromu

Trichobilharzia szidati

genom
Schistosoma japonicum _:

SjR2

—0
Trichobilharzia regenti

0 00000000
00000000
00000
|
eee
3. Tvorba alignmentu | 4. Design PCR 5. PCR a sekvenace 6. Design LAMP
primeri primeri

T. szidati, T. regenti,
T. franki

AR

GGATAGAGACT

#

Ll
i

Obrazek 8: Schéma pracovniho postupu pri molekuldrni analyze a designu LAMP primerii pro rod
Trichobilharzia. V prvnim kroku byly hledany homologni sekvence k SjR2 v genomech dvou druhii
motolic — Trichobilharzia szidati a Trichobilharzia regenti (1. Hledani homolognich sekvenci).
Z nalezenych sekvenci byly pomoci fylogenetického stromu hleddny dvojice podobnych sekvenci (2.
Tvorba fylogenetického stromu). Na zdklade jejich aligmentu byly vybrany ty s nejvétsi homologii (3.
Tvorba alignmentu). Na vybrané sekvence byly navrzeny primery pro PCR (4. Design PCR primerit).
Bylo provedeno PCR a amplikony byly sekvenovany (5. PCR a sekvenace). Nakonec byla vybrana jedna
sekvence pro design primerii pro LAMP (6. Design LAMP primerit).

3.2.2 Design primeri pro kolorimetricky LAMP (cLAMP)
Sekvence ziskana v ptedeslych krocich byla vyuzita pro navrh sady primert pro cLAMP reakci

pomoci online softwaru Primer Design Tool NEB LAMP ver. 1.0.2. (https://lamp.neb.com/#!/) a Primer

Explorer V5 (https://primerexplorer.jp/e/) (viz Obrazek 11, str. 30 ve vysledcich).
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3.2.3 Priprava reagencii pro cLAMP

K lyofilizovanym primerim (kapitola 3.2.2) byl dle pokynti vyrobce (Merck Life Science spol.
s.r.0.) ptidan ptesny objem PCR H,O (Top-Bio) tak, aby koncentrace zasobniho roztoku odpovidala 100
UM. Ze zasobniho roztoku byly vytvoreny 50ul alikvoty. SloZeni primermixu pro kolorimetricky LAMP
je podrobné popsano v Tabulka 5.

Tabulka 5: Slozeni primermixu pro kolorimetricky LAMP

Primer Objem [pl]

FIP 8

BIP 8

F3 1

B3 1

LF 2

LB 2
H>O 28
Celkovy objem 50

3.2.4 cLAMP protokol

Prvotni experimenty s kolorimetrickou eseji byly provadény v celkovém reakénim objemu 25 pl
(viz Tabulka 6), pficemz byl pouzit WarmStart® Colorimetric LAMP 2X Master Mix. V prib¢hu prace
byl kladen diiraz na sniZeni ceny a praktic¢nost, proto byl reak¢ni objem snizen na 15 ul (viz Tabulka 6).
V nasleduyjicich pokusech pouzit WarmStart® Colorimetric LAMP 2X Master Mix s Uracil-DNA
glykosylazou pro eliminaci falesné pozitivnich vysledkt v diisledku kontaminace produkty z ptredeslych
reakci (Patton et al., 2021). Reakce probihala v termobloku (Eppendorf, ThermoMixer C) pii 65 °C po
dobu 30 min.

Tabulka 6: slozeni reakcni smesi pro kolorimetricky LAMP

Objem (25pul)  Objem 2 (15 pl)

Mastermix 12,5 ul 7,5 ul
Primermix 2,5 ul 1,5 ul
DNA 1,0-5,0 pl 1,0-6,0 pl
H,O Do 25 ul Do 15 pl
Celkovy objem 25 pl 15 pl

Po probéhnuti reakce byly zkumavky schlazeny na ledu a vyfotografovany pomoci mobilniho
telefonu (iPhone SE 2020, Apple) a 3D vytisténého stojanku (Odkaz 4, design B.A. Jakub Masek). Dle

barevné zmény byly kvalitativné odecteny vysledky — pozitivni reakce reprezentovana Zlutou barvou
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reakcni smési, negativni vysledek reprezentovan riizovou barvou. Pro potvrzeni prob¢hlé amplifikace a
pfitomnosti vyslednych produktii byla celd reakéni smés vyuzita pro gelovou elektroforézu (postup viz
Gelova elektroforéza).
3.3 Testovani specificity
3.3.1 Testovani specificity cLAMP eseje

Cilem testovani specificity navrzené sady bylo vyvratit moznost amplifikace DNA jinych druht
motolic a zadroven potvrdit schopnost amplifikovat vice druhti pta¢ich motolic rodu Trichobilharzia. Za
timto ucelem byly provedeny LAMP reakce s genomovou DNA rtznych druhti motolic: (1) byly vyuzity
zastupci rodu Trichobilharzia (T. szidati, T. regenti, T. franki, T. filifromis) z chovi a sbirek
Helmintologické laboratote PfF UK, (2) zastupci dalSich rodid motolic mimo rod Trichobilharzia
(Echinostoma revolutum; Diplostomum pseudospataceum; Euparyphium sp.; Cotylurus sp.;
Schistosoma mansoni; Apatemon sp.; Allobilharzia sp.). Vybér druhového spektra byl ovlivnén

dostupnosti materialu ve sbirkach Helminotlogické laboratote PTF UK.

3.4  Testovani senzitivity cLAMP reakce

Experimenty navrzené pro testovani senzitivity cLAMP eseje si kladly za cil ovéfit schopnost
amplifikace i malého poctu kopii, a tudizZ moznost vyuziti této metody pro amplifikaci eDNA.
3.4.1 Testovani senzitivity pomoci PCR amplikont

Senzitivita cLAMP byla testovana na vzorcich DNA izolované z cerkarii 7. szidati. Vzorky
izolované DNA byly vyuzity pro PCR s krajnimi primery F3 a B3 (produkt 221 bp) (protokol PCR viz
Tabulka 10). Produkty této reakce byly separovany pomoci gelové elektroforézy a izolovany. Pomoci
Quantus™ fluorometru (Promega) byla zméfena presna koncentrace DNA ve vzorku (méfeni provedeno
Sekvenacni laboratoti PfF UK). Pomoci online softwaru Thermo-Fisher DNA copy number and dilution

calculator (www.thermofischer.com) bylo piipraveno 100 pl roztoku DNA o koncentraci 10° kopii/ul.

Po Sestindsobném roziedéni tohoto roztoku byla vytvoiena desitkova fedici fada aZ po roztok o
koncentraci % kopie/ul, tak aby po pfidani 6 pl DNA do reakce bylo dosazeno cilového mnoZstvi.
Reakce probihala pti 65 °C po dobu 15, 20 nebo 30 min, pro optimalizaci ¢asu reakce.

3.4.2 Testovani senzitivity pomoci plasmidové DNA

Senzitivita byla testovana i na vzorcich plasmidové DNA. Prvnim krokem pro vytvoifeni

pozadovaného plasmidu bylo navrzeni primeri pro PCR pomoci online softwaru (www.takarabio.com).

Tyto primery slouzily pro vytvofeni amplikont s cilovou sekvenci pro cLAMP tak, aby byla ohranicena
sekvenci pro spojeni linearizovaného plasmidu. Po probéhnuti PCR byly amplikony separovany pomoci
gelové elektroforézy (viz Gelova elektroforéza). Po jejich separaci byly amplikony vloZeny do
linearizované¢ho vektoru pUC19 s genem pro ampicilinovou rezistenci (schéma viz Obrazek 9). Pro

potvrzeni spravného vlozeni byly plasmidy sekvenovany pomoci M13 primert.
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pUC19

2911 bp

Obrazek 9: schema plasmidového vektoru pUCI19; Amp: gen pro amplicilinovou rezistenci, Ori:
replikacni pocatek, Insert: cilova sekvence pro LAMP

Plasmidy byly vlozeny do super kompetentnich bunék Escherichia coli TOP10 (In-Fusion HD
Cloning Kit dle protokolu vyrobce) a inkubovany (50 pl) pfes noc pifi 37 °C na LB-agar6zovych
plotndch s ampicilinem (100 pl/ml). Narostlé kolonie byly pfeneseny na nové plotny a zaroven
namnozeny v LB mediu pfes noc pii 37 °C a 220 rpm. Nasledné byla z bakterii izolovana plasmidova
DNA pomoci Hybrid-Q Plasmid Rapidprep, GeneAll. Koncentrace DNA byla zméfena v Sekvenaéni
laboratoti PfF UK pomoci fluorometru Quantus. Presny pocet plasmida v 1 ul byl vypocten dle vzorce
(Shi et al., 2021; Obrazek 10):

X x 10°x N,
(A +Y) X 660

Obrazek 10: Rovnice pro vypocet koncentrace plasmidové DNA, C= koncentrace plasmidové DNA
(pocet plasmidii/ul), X= pocet bazi genu, A= pocet badzi plasmidu, Ns= Avogadrova konstanta, 660 =
priumerna molekulova hmotnost dvojice nukleotidii; Shi et al., 2021

Dle vysledné koncentrace plasmidové DNA byla pfipravena desitkova fedici fada (od 10! po 10* kopii
na reakci). Do LAMP reakce (viz cLAMP protokol) bylo pfidano 1 pl DNA o dané koncentraci. LAMP
reakce byla provedena dle standardniho protokolu (viz cLAMP protokol, str. 22). V dal§im experimentu
byla vysledek reakce fotografovan v riznych casovych bodech (30 min, 40 min a 50 min) pro
optimalizaci reak¢niho Casu. Po kazdém fotografovani byla zkumavka vracena do termobloku. Po 50

minutach byla reakce ukoncena schlazenim na ledu a byla provedena gelova elektroforéza.

3.5 Testovani filtra¢niho systému v laboratornich podminkach

Pro filtrovani eDNA byl zvolen komeréni filtraéni systém eDNA Dual Filter Capsules 0,8 um
(Sylphium). Filtrovani a izolace DNA z filtri byly provedeny dle protokolu vyrobce: Nejprve byly
pripraveny 15ml zkumavky s roztokem pro separaci fazi. Soucasné byla pfipravena jedna zkumavka
navic pro tzv. vnitini negativni kontrolu (z angl. ,,internal negative control*, INC). Dale byly ptipraveny
2ml mikrozkumavky s precipitaénim roztokem, opét s jednou zkumavkou navic pro INC. Z kazdé

filtra¢ni kapsle byla vysata tekutina prisluSnou stiikackou, jez byla pouZita pii odbéru vzorku na lokalité.
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Tato tekutina byla pfesunuta do 15ml zkumavek a do zkumavky pro INC byl pfidan ¢isty S1 pufr.
Zkumavky byly centrifugovany (4000 g, 5 min), po vytvofeni dvou fazi byla pipetovana horni vodni
faze (1 ml) do ptipravenych 2ml zkumavek. Pro precipitaci DNA byly zkumavky vloZeny na 20 min do
—20 °C a centrifugaci (45 min, 16100 g) byla DNA formovéna do peletu na dn¢ zkumavky. Po odsati
supernatantu a promyti promyvacim pufrem byl DNA pelet resuspendovan v PCR H,O (Top-Bio).
Koncentrace DNA byla métena pomoci Nanodrop One spektrofotometru.
3.5.1 Testovani senzitivity filtra¢niho systému

Pro otestovani citlivosti filtra¢niho systému v kontrolovanych podminkach laboratofe byly zivé
cerkarie T. szidati vlozeny v poctu 0, 1, 10, 100 a 1000 cerkarii do 1 litru kohoutkové autoklavované
vody, kde byly ponechany tyden pii pokojové teploté. Voda byla piefiltrovana pomoci eDNA Dual
Filter Capsules 0,8 pm (Sylphium). DNA byla izolovana pomoci protokolu vyrobce viz kapitola 3.4.
Nasledné byla provedena cLAMP reakce dle cLAMP protokolu, pfi¢emz do reakéni smési byly pridany
2 ul DNA. V experimentu byly vyuzity dvé negativni kontroly: (1) negativni kontrola (N) byla slozena
z mastermixu, primermixu (kontrola kontaminace pfi amplifikaci) a vody, (2) vnitini negativni kontrola

skladajici se z mastermixu, primer mixu a INC ziskany pfi izolaci DNA z filtru

3.6 Terénni sbéry eDNA na lokalitach
Na vybranych lokalitach byly sbirany vzorky dvou typu: (1) vzorky vodnich plzi, (2) odbér eDNA
pomoci filtrace.
3.6.1 Odbér eDNA pomoci filtrace
Vytvofeny systém cLAMP a filtrace eDNA pomoci filtracnich kapsli byl testovan na terénnich
lokalitach v CR. Vodni plochy byly vybirany bud’ na zaklad& hlaseni o vyskytu CD pomoci dotaznikii
SZU, dale na zakladé hlagenych piipadii z predeslych let, nebo osobniho sdéleni. Odbér samotnych
vzorki byl na lokalit¢ provadén v oblasti litoralu (dle pristupnosti) dle nasledujiciho postupu:
1. Vytipovani odbérového mista: dle navétrné strany, ptitomnosti plza, ptistupnosti vody pro
koupani
2. Megfteni pH, konduktivity, teploty, obsahu chlorofilu a prihlednosti
3. Sestaveni aparatury
4. Filtrace vody s dil¢imi odbéry (60 ml) vzdy po cca 10 m.
5. Sbér vodnich plzi
Pro spravny odbér je nutno dodrzet potadi téchto krokt z divodu zamezeni rozvifeni usazenin ze
dna pred filtraci a nasledného ucpavani filtracni aparatury. Konduktivita, teplota a pH byly méteny
pomoci Waterproof tester (Hanna intruments), mnozstvi chlorofylu bylo méfeno fluorometrem
FluoroSense (Turner designs). Prihlednost vodniho sloupce byla méfena pomoci Secchiho desky.
Izolace DNA z filtrti probihala dle protokolu vyrobce, pficemz byla DNA rozpusténa v PCR H,O
(Top-Bio). Vzorky byly vyuzity pro cLAMP. Do reakce bylo pouzito 6 pl nebo 2 pl DNA. Byly vyuzity

dvé negativni kontroly, negativni kontrola amplifikace (N) a vnitini negativni kontrola (INC) (viz 3.5.1)
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Jako negativni kontrola odbérii byla filtrovana voda v jezirku ve skleniku Botanické zahrady PYF
UK. Jelikoz se jedna o uzavieny sklenik, je zamezen piistup DH ptacich motolic, a tudiz je minimalni
Sance vyskytu ptivodct cerkdriové dermatitidy.

3.6.2 Sbér vodnich plza

Sbér vodnich plzii probihal dle metodiky popsané v normé CSN 757727. Pro tdely této prace je
tato metoda popsana ve zkracené formeé: Pred samotnym sbérem vodnich plzi byl na kazdé lokalité
zmapovan terén, tj. ur¢eni mist vhodnych pro vstup do vody a pro koupani (pfipadné mista hlaSeni CD),
urceni naveétrné strany, urceni vlastnosti dna v piibfeznich oblastech atd. Pro samotny sbér byly vyuzity
ochranné pomicky ,,brodici kalhoty* a ochranné rukavice. Sbér vodnich plzt pak probihal rukou ¢i
kovovym cednikem s prodlouzenou rukojeti. Plzi byli jiz na lokalit¢ tfizeni do nadob dle druhu a
velikosti. Pfevoz vodnich plzi probihal v uzaviratelnych nadobach se Sirokym hrdlem s minimem vody
(pouze po dng). V laboratoii byly vodni plzi oplachnuti pod tekouci kohoutkovou vodou a individualné
vlozeni do malého objemu vody pod silny zdroj svétla. Po uplynuti 60 min byly jednotlivé nadoby
vySetfeny na pritomnost ocelatnich furkocerkarii, které byly rodové determinovany na zaklade
morfologie pod svételnym mikroskopem. V piipadé pozitivniho nalezu byly cerkarie fixovany v 96%
etanolu, pficemz tento materidl slouzil k nasledné molekularni determinaci pomoci sekvenace ITS2
useku a porovnani s databazi NCBI (viz Sekvenac¢ni analyza, str. 19).

3.6.3 Finan¢ni naklady

Finan¢ni naklady pro detekéni test jedné lokality byly vypocteny na zakladé€ aktualnich cen, pficemz
cena s 21 % DPH byla vydélena poctem reakci obsahujici jedno baleni. Cena jedné reakce se sklada
Z mastermixu, primert, filtrti a izola¢niho kitu. Do celkové ceny nebyla zapoctena cena laboratorniho
plastiku, vody a energii. Byla vypo¢tena cena triplikatu: cena jedné reakce + dvakrat cena mastermixu
a dvakrat cena primert. Celkova nakladnost metod sbéru a vysetfovani vodnich plzt s metodou cLAMP,
byla vypoctena jako naklady na material a ¢asova naro¢nost metody krat hodinovd mzda, jez byla

orientacné urcena jako 250 K¢/hod.
3.7 Analyza produkti cLAMP pro faleSnou pozitivitu
3.7.1 Cilem tohoto experimentu bylo ovérit, zda pozitivni vysledek cLAMP reakce ze
vzorkii odebranych na lokalitach je dusledkem pritomnosti DNA detekovaného parazita,
¢i amplifikace nespecifického produktu (Wang et al., 2015). Za timto ucelem byla
navrZena sada primeria pro PCR (viz Obrazek 22, str. 43 a Tabulka 14), jenZ specificky
amplifikuje tsek cilové DNA, na ktery nenasedda Zadny z primeri pro cLAMP.
Materidlem pro PCR reakci byly amplikony z pozitivnich reakci oznacenych hvézdic¢kou
v Filtrace eDNA na lokalitach a cLAMP reakce

Na vybranych lokalitach byly odebirany vzorky eDNA pomoci filtrace vody. Vysledky cLAMP
reakce odpovidaly vysledkiim sbért a vySetfovani vodnich plzii jen ve dvou pfipadech (2.1. a 4). U

ostatnich pokusa (1.1, 1.2, 2.2, 3, 5) nebyly vysledky jednoznacné, vysledek alespon jedné reakce
26



neodpovidal vysledku ze sbéru plzd. V jednom z piipadii (1.3) byli vSichni nalezeni plzi negativni,
ackoliv 5 ze 6 cLAMP reakci ukazaly pozitivni vysledek. Naopak u vzorku 6 bylo i pfes pozitivni sbér
plzt 5/6 reakci cLAMP negativni, nejspise kvtili malému objemu piefiltrované vody. Vysledky u sbéru
2.2 jasné¢ ukazuji vliv objemu DNA ptidaného do reakce, tedy snizené citlivosti pti piidani pouze 2 pl
DNA, avsak tento vysledek nebyl patrny u ostatnich reakci. Vzorky odebrané na lokalité potvrzuji
problém s kontaminaci, jelikoz 2 z 5 reakci byly pozitivni, ackoli byly odebrany na lokalité bez vyskytu
ptvodct CD. Popsané vysledky shrnuje Tabulka 13.

Tabulka 13, str. 41. Po separaci gelovou elektrofororézou byly izolovany dva nejintenzivnéji
fluoreskujici prouzky. PCR reakce probihala dle protokolu v Tabulka 1. Vzniklé produkty této reakce

byly sekvenovany, pricemz v datech byly hledany mista nasedani navrzenych primera.

3.8 Amplifikace DNA bez izolace DNA

Pouzita metoda cLAMP byla testovana pro schopnost amplifikovat cilovou DNA z celych cerkarii
bez pouziti izolace DNA. Material vyuzity v tomto experimentu byly cerkarie fixované v 96% etanolu,
proto bylo nutné nejdiive cerkarie prevést do vody. Poté byly pomoci stereoskopického mikroskopu a
pipety vybirany jednotlivé cerkarie. Ty byly jednotlivé v 6 pl pfeneseny do 200ul zkumavek, kde byla
nasledn¢ pfipravena reak¢éni smés pro cLAMP. Reakce probihala standardné viz cLAMP protokol, str.

22. Vysledky byly kontrolovany pomoci gelové elektroforézy viz Gelova elektroforéza, str. 18.
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4 VYSLEDKY

4.1 Vyvoj LAMP eseje
4.1.1 Molekularni analyza

Na zaklad¢ literatury byla vybrdna sekvence repetitivniho reptrotranspozonu SjR2 (AF412221)
pouzitd pro LAMP na S. japonicum (Xu et al., 2010). V genomech T. szidati a T. regenti byly nalezeny
homology k této sekvenci (vypracoval R. Leontovyc¢). Z vybranych homolognich sekvenci 7. regenti a
T. szidati byl vytvoren fylogeneticky strom na zaklad¢ kterého bylo zvoleno 5 dvojic sekvenci s nejvetsi
mezidruhovou homologii. Pro kazdou dvojici sekvenci T. regenti a T. szidati byly na usecich se 100%
homologii navrzeny primery pro PCR (viz Tabulka 7) spole¢n¢ s PCR protokolem (viz Tabulka 8 a
Tabulka 9). Produkty vzniklé z PCR se titemi druhy (7. szidati, T. regenti a T. franki), byly sekvenovany
a na zaklad¢é jejich alignmentu byla na zakladé nejvyssi homologii zvolena sekvence (1096 bp)

amplifikovana sadou primert ¢. 3. (viz Ptiloha 1) pro design LAMP primerd.

Tabulka 7: 5 sad primerii pro PCR pro 5 homolognich sekvencih nalezenych v genomech T. szidati a
T. regenti

Cislo sady Smér Sekvence 5' - 3' Delkalfl’);‘id“kt“
{ forward CCAGTGGTGTCCGTCAAGG 047

reverse ACGATTTTGAGCCATGTCACC

forward ACCAGTGGTGTCCGTCAAG

2 reverse AACGATTTTGAGCCATGTCACC 947

forward CAGCTTGTTCTGGTCGGAGT

3 reverse AAGTGGAGACGGAGCCTACT 1096

forward AGTAGGCTCCGTCTCCACTT

4 reverse TCAGCCGATGTGCCTTCTTT 713

forward TGGTCTGAACCCACATCTGC

> reverse GGTAGCCGCAGAAATGAGGA 665
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Tabulka 8: Protokol PCR pro sadu primerii ¢. 1-3 aplifikujici homologni sekvence nalezené
v genomech T. szidati a T. regenti

Sada 1-3
Teplota [°C] Cas Pocet cykli
95 5 min 1
95 60s
61 45 s 35
72 120 s
72 10 min 1
4 o0 1

Tabulka 9: Protokol PCR pro sadu primerii ¢. 4-5, aplifikujici homologni sekvence nalezené
v genomech T. szidati a T. regenti.

Sada 4-5
Teplota [°C] Cas  Poget cyklt
95 5 min 1
95 60 s
61 45 s 35
72 60 s
72 10 min 1
4 0 1
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4.1.2 Design primeri pro kolorimetricky LAMP

Na konsenzuélni sekvenci tfi druht (T szidati, T. regenti a T. franki) byla navrzena sada primera

pro cLAMP esej specifickou pro rod Trichobilharzia (viz Obrazek 11). Bylo navrzeno 6 primert (FIP,
BIP, F3, B3, LF, LB) na celkem 8 tsecich sekvence dlouhé 221 bp; FIP byl se skladal ze dvou useki:

F2 a Flc (komplementarni), ostatni primery se sklddaly pouze z jednoho useku (odpovidajici ndzvu

sekvence). Navrzena sada obsahovala i dvojici ,,loop primerd“. Primery jsou barevné rozliSené na

Obrazek 11.

5’ACCAGGTAACCTTTCCTCCAGTCAGTAGGCACCTTTCCCTCTTTCCAGATCTTTT

GCAATAATGGAGTCAGCAT GCTTTCAGTGCTTCC

GGGGGTATTCCATCTGGTCCAGCTGCTTTTCCAGCTTTCAGAAGCTTGATTGCATT

CATGACTTCAGTTTTCGTTGGAGGATTGGTGTCA 3
Sekvence 5' - 3' barva

F3  ACCAGGTAACCTTTCCTCCA @)

B3 GCACGTACACAACTGCAAGT

FIP GGACCCAGAAACGACAGCAGAT TCAGTAGGCACCTTTCCCTC

F2 TCAGTAGGCACCTTTCCCTC o

Flc GGACCCAGAAACGACAGCAGAT

BIP
B2
Blc

TTCCATCTGGTCCAGCTGCTTT GACACCAATCCTCCAACGAA
GACACCAATCCTCCAACGAA
TTCCATCTGGTCCAGCTGCTTT

LF

GCTGACTCCATTATTGCAAAAGATC

LB

navrzeno 6 primert aplifikujicich 221 bp dlouhy produkt. Pozice primerii je barevné vyznacena.

TCCAGCTTTCAGAAGCTTGA

Obrazek 11: primery pro cLAMP reakci specifickou pro rod Trichobilharzia. Celkem bylo

Primer FIP je pritom slozen ze dvou riiznych sekvenci (F2 a Flc), obdobné tomu je i u BIP.
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4.2  Testovani specifity cLAMP eseje

Specificita byla testovana na vzorcich 4 druht rodu Trichobilharzia (T. szidati, T. franki, T. regenti

a T. filifromis). Vysledky ukazuji, Ze navrzena sada LAMP primerut specificky amplifikuje DNA vSech

4 testovanych druht motolic rodu Trichobilharzia. U tii vzorkl (6.1, 6.2 a 3.3) nebyl pozorovan jasné

pozitivni vysledek (Zluta barva), ten byl vSak potvrzen pomoci gelové elektroforézy (typicky zebrikovity

vzor produktl znacici tispésnou amplifikaci) (viz Obrazek 12).

1. replikat
1, {2

2. replikat
1

17 12

3. replikdt
|
L

3

8/ 9
g8l 9

Nt

1. replikat

Obrazek 12: Testovani specificity cLAMP eseje na ctyrech druzich rodu Trichobilharzia, 7-3
Trichobilharzia szidati; 4-6 Trichobilharzia franki, 7 Trichobilharzia regenti; §-9 Trichobilharzia
filiformis. Pozitivni kotrola (P) byla genomova DNA (T. szidati), negativni kontrola (N) neobsahovala
Zadnou pridanou DNA. Zluta barva znaci pozitivni vysledek, rizova negativni.
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Druhym piistupem testovani specificity byly experimenty se vzorky DNA druhii motolic mimo rod
Trichobilharzia, konkrétn€ Echinostoma revolutum, Diplostomum pseudospataceum, Euparyphium sp.
Cotylurus sp., Schistosoma mansoni; Apatemon sp., Allobilharzia sp. Diky pozorovanym negativnim
vysledkiim byla potvrzena druhova specificita navrzend eseje. Vyjimka byla pozitivni reakce u vzorka

blizce pribuzné ptaci motolice rodu Allobilharzia sp. (viz Obrazek 13).

1. replikat
11 2 3 a'|s’ ‘¢ IN|Pl Al A2 A3

" ¥V ¥ ¥V Wy ¥

2. replikat
1 2 34 5 6 NP AlLAZAB

v W Wy W W W

All Al2 A3

3. replikat
1 2 8

4
¥y W9 Y v

5 6 N P Al A2 A3
L ] v L

2. replikat

Obrazek 13: Testovani specificity cLAMP eseje na druzich mimo rod Trichobilharzia: [/
Echinostoma revolutum, 2 Diplostomum pseudospataceum, 3 Euparyphium sp. 4 Cotylurus sp.; 5
Schistosoma mansoni,; 6 Apatemon sp., A/ 1-3 Allobilharzia sp. Pozitivni kotrola (P) byla genomova
DNA (T. szidati), negativni kontrola (N) neobsahovala Zadnou pridanou DNA. Zluté barva znaci

pozitivni vysledek, riizova negetaivni.
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4.3  Testovani senzitivity cLAMP reakce

Senzitivita reakce byla testovana dvéma zpisoby: (1) pomoci PCR amplikont s F3 a B3 primery,

(2) pomoci plasmidové DNA obsahujici targetovou sekvenci.

Testovani senzitivity pomoci PCR amplikonii.

Pro zjisténi detek¢niho limitu (senzitivity) navrzené cLAMP eseje byly pfipraveny vzorky s pfesné
definovanym mnozstvim DNA. K tomuto ucelu bylo pfipraveno 7 vzorka obsahujici PCR amplikony o
délce 221 bazi (protokol viz Tabulka 10) s koncentracemi 10°, 10°, 10* 10°, 10% 10! a 0 kopii
amplikonu/reakci. Jelikoz je vysledek LAMP reakce zavisly na dobé trvani, nejprve byla testovana
zévislost doby reakce na mnozstvi vstupni DNA. Vysledky pokusti ukazaly, ze 15minutové trvani reakce
neni dostate¢né pro jasné odecteni pozitivnich vysledkii, které se objevily ve vzorcich s vyssi
koncentraci (10, 10°, 10* kopii amplikonu/reakci) (Obrazek 14 a). Po zvySeni reakéni doby na 20 min
byl detekéni limit eseje stanoven na 10* kopii amplikonu s jednoznacné pozitivnim vysledkem vzorkl
s vy$8im mnozZstvi kopii amplikond (10, 10°, 10* kopii) (Obrazek 14 b). Pro zjisténi, zda je navrZena
esej schopna amplifikovat i nizsi koncentrace nez 10* kopii amplikonu/reakci, byl prodlouZen reakéni
¢as na 30 min. V ramci tohoto pokusu jiz neprob&hla amplifikace v niz§im mnoZstvi amplikoni (10°
amplikonu/reakci), av§ak prodlouzeni ¢asu mélo za nasledek nestandartni chovani eseje. Dochazelo k
nahodné amplifikaci ve vzorcich s velmi nizkou koncentraci (10% 10! kopii amplikonu/reakci),
popiipad¢ amplifikace neprobéhla, jelikoz nebyl pozorovan typicky zebiikovity vzor na gelové
elektroforéze (10? amplikonu/reakci). Navic tento jev nebyl konsistentni v ramci tiech opakovani
stejného pokusu (viz Obrazek 15).

15 minut b 20 minut
a) 106 105 104 10® 102 10 0 P ) 106 10° 10* 103 102 10! O P

|

."‘Ii._'-"'",f = ¥ §F W oo s B

Obrazek 14: Testovani senzitivity LAMP eseje pomoci F3 a B3 amplikonii v 15 a 20 minutach pri
65 °C. Vysledky reakce byly potvrzovany pomoci gelové elektroforézy. Pozitivni kotrola (P) byla
genomovd DNA T. szidati. Zlutd barva signalizuje pozitivni vysledek reakce, riizovai negativni, oranZova
barva znaci slabé pozitivni vysledek.
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30 minut 1. replikat 30 minut 2. replikat 30 minut 3. replikat
106 105 10 10° 10210t 0 P
\

Y - w g w ® W~ . ey v R 9§ W ol

106 105 104 103 102 10! O P 10% 10° 104 10® 10210' O P
[

| 4

Obrazek 15: Testovani senzitivity cLAMP pomoci PCR amplikonii 65 °C, 30 min. Vysledky byly
potvrzovany pomoci gelové elektroforézy. Pozitivni kotrola (P) byla genomova DNA T. szidati. Zlutd
barva signalizuje pozitivni vysledek reakce, rizova negativni. Zebrikovity vzor produktii na gelové
elektroforéze signalizuje pozitivni vysledek, nejasné oddélené bandy jsou pravdépodobné vysledkem
nespecifické amplifikace primerii.

Tabulka 10: Protokol pro vyrobu amplikonii k testovani senzitivity.

Primery F3 a B3

Teplota [°C] Cas Pocet cykla
95 5 min 1
95 60 s
57 45s 35
72 30s
72 10 min 1
4 o0 1
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Testovani senzitivity pomoci plasmidové DNA

Kwvili nekonzistentnim vysledkim testovani senzitivity s PCR amplikony byl zvolen druhy ptistup
testovani senzitivity cLAMP eseje pomoci plasmidové DNA s obsazenym cilovym tisekem DNA. Bylo
pfipraveno 7 vzorki s pfesnou koncentraci kopii plasmidové DNA 10!, 10%, 107, 10%, 105, 10* a 0
kopii/pl, pficemz do kazdé reakce byl pfidan 1pl. Senzitivita ve 30 minutach byla stanovena mezi 10%a
107 kopii plasmidové DNA v reakci (viz Obrazek 16), u reakci s 107 kopii byla kolorimetricky
pozorovana pouze slaba pozitivita, a to jen ve 2 ze 3 piipadd, pfitomnost produktu vsak byla potvrzena
pomoci gelové elektroforézy. U nizSich koncentraci (10, 105, 10%) byl vysledek negativni. U dvou
vzork byl vSak pozorovan vysledek pozitivni, snejvétsi pravdépodobnosti se vSak jednalo o

kontaminaci.

101t 108 107 1068 10° 100 O P 1011 108 107 105 105 10* N P’
1. replikat
| | L v 3
2. replikat
3. replikat
\.
- 2. replikat

Obrazek 16: Testovani senzitivity cLAMP eseje pomoci plasmidové DNA; 65 °C, 30 min. Pozitivni
kotrola (P) byla genomovia DNA T. szidati. Zlurd barva znaci pozitivni vysledek, rizova negativni,
oranzovad barva signalizuje slabé pozitivni vysledek.
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Vysledek LAMP reakce je Casové zavisly, proto byl vysledek pokusu sledovan nejen ve 30
minutach dle standardniho protokolu, ale i v 40 min a 50 min. Pfi prodlouzeni reakéniho casu byly
vzorky s niz§im mnoZzstvim plasmidové DNA (107, 10°, 10° 10%) slab& pozitivni, pomoci gelové
elektroforézy vsSak nebyla pozitivita potvrzena, jelikoz nebyl pozorovan typicky zebtikovity vzor

produktii (viz Obrazek 17).

101 108 107 10% 105 10* O 101 108 107 105 105 10 0 P
30 min
v 3 ] v ¥
40 min
|
L 4
50 min
/

Obrazek 17: Testovani senzitivity pomoci plasmidu ve trech c¢asech 30 min, 40 min a 50 min.
cLAMP probihala pri 65 °C. Po 50 minutach byla reakce ukoncena a analyzovana pomoci gelové
elektroforézy. Vsechny reakce s nizsi koncentraci nez 107 nevykazovaly typicky Zebiikovity vzor
produktii, nejasné oddelené bandy znaci nespecifickou amplifikaci primeru. Pozitivni kotrola (P) byla
genomovd DNA. Zlurd barva znaci pozitivni vysledek, rizova negativni, oranzova barva signalizuje
slabé pozitivni vysledek kolorimetrické eseje.
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4.4  Filtrace eDNA v laboratornich podminkach
4.4.1 Testovani senzitivity filtra¢niho systému

Pro testovani senzitivity cLAMP ve spojeni s filtraci eDNA byly pfipraveny vzorky vody obsahujici
cerkarie 7. szidati o 5 koncentracich (0, 1, 10, 100 a 1000 cerkarii/litr). Vysledky pokust ukazaly, ze
metoda je schopna zachytit 10 cerkarii v litru vody v obou biologickych replikatech (viz Obrazek 18),
ve druhém replikatu dokonce 1 cerkarii v litru vody (viz Obrazek 19). Navic byly vysledky v ramci

vsech technickych triplikati konzistentni.

1. replikat N INC 0 1 '10''1001000 P -
N INC O 1 10 100 1000 P
L | w L | v

2. replikat

N INC 0 1 10 100 1000 P/

- B | v ¥

3. replikat
N INC O 1 10 100 1000 P

Obrazek 18: Prvni biologicky replikat testovani funkcnosti a citlivost cLAMP a filtrace eDNA.
Pokus byl proveden v technickém triplikatu. Jako negativni kontrola (N) byla reakce provedena pouze s
vodou bez DNA. Vnitini negativni kontrola (INC) obsahovala prazdnou eluci izolace DNA z filtrii dle
protokolu vyrobce. Jako pozitivni kotrola (P) byla pouZita genomova DNA T. szidati. Zlutd barva znact

pozitivni vysledek, rizova negativni.

1. replikat N INC 0 1 10 1001000 P
N INC O 1 10 100 1000 P

2. replikat
N INC O 1 10 100 1000 P

- - 3

3. replikat
\N INC (00 1 ‘10 400 1000 P/

= =

Obrazek 19: Druhy biologicky replikat testovani funkcnosti a citlivosti cLAMP a filtrace eDNA.
Pokus byl proveden v technickém triplikatu. Jako negativni kontrola (N) byla reakce provedena pouze s
vodou bez DNA. Vnitrini negativni kontrola (INC) obsahovala prazdnou eluci izolace DNA z filtru dle
protokolu vyrobce. Jako pozitivni kotrola (P) byla pouZita genomova DNA T. szidati. Zlutd barva znaci
porzitivni vysledek, riizova negativni.
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4.5 Terénni sbéry

Terénni sbéry pro detekcei piivodcit CD probihaly od kvétna do srpna 2023, celkem bylo provedeno
30 sbért vodnich plzi na 14 lokalitach. V ramci této prace probihal odbér pomoci filtrace eDNA pouze
na lokalitach, kde byla pfedem hlasend CD. Celkem se tedy jedna o 6 lokalit (viz Obrazek 20) a 9 sbért.
Sedma lokalita (N) slouzila jako negativni kontrola, jednalo se o jezirko ve skleniku Botanické zahrady
PiF UK, ke kterému je zamezen piistup MH i1 DH ptacich schistosom. Lokality, na kterych probihal

odbér, shrnuje Tabulka 11. Informace o parametrech vody na sledovanych lokalitach shrnuje Ptiloha 2.

Tabulka 11: Souhrn odbérii vzorkii na lokalitach pomoci metod sbéru vodnich plzii a filtrace eDNA.

Odbér Datum Mésto Nazev lokality Typ lokality Soutadnice

1 29.06.2023

. ..« 50.0221000N,

1.2 04.07.2023 Praha Lhotka Biotop/koupaliste 14.4365656E
1.3 01.08.2023
2.1 04.07.2023

Plzen Skodaland Biotop/koupaliste 4193731572240597221]\51’

2.2 18.07.2023 :

, Dolni bélovodsky , , 49.2908414N,

3 13.07.2023 Lukov u Zlina rybnik Koupaci rybnik 17.7268639E

4 17.07.2023 Teplice — Probostovsky Revitalizovany 50.6664067N,

R Probostov rybnik rybnik 13.8385653E

< o Hornobransky . . 48.8089664N,

5 25.08.2023  Cesky Krumlov rybnik Koupaci rybnik 14.3253497F

s , , 49.1167367N,

6 25.08.2023 Div¢ice Blatec Chovny rybnik 14.3084103F

1 Dy , 50.0712328N,

N 24.11.2023 Praha Sklenik PfF UK Jezirko 14.4200856F
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Obrazek 20: Mapa Ceské republiky s vyzacenymi lokalitami a ¢isly sbérii: 1 Biotop Lhotka, Praha;
2 koupaliste Skodaland, Plzeri; 3 Dolni belovodsky rybnik, Lukov; 4 Probostovsky rybnik, Probostov, 5
Hornobransky rybnik, Cesky Krumlov, 6 rybnik Blatec, Divcice.
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4.5.1 Sbér a vySetiovani vodnich plzi na pritomnost pavodci CD

Na vybranych lokalitach byli sbirani vodni plzi dle normy CSN 757727. Celkem bylo vysetieno
998 plzi ¢tyt druhl (Radix auricularia, Radix balthica, Stagnicola palustris a Lymnaea stagnalis),
priCemz byli nalezeny tfi druhy ptacich schistosom rodu Trichobilharzia (T. franki, T. szidati a T. franki).
Druh T. franki byl nalezen na ctyfech lokalitach, 7. regenti a T. szidati byly nalezeny kazda pouze na
jedné lokalité. Mezihostitelem 7. regenti a T. franki byl pro kazdou vzdy jeden druh plze (7. regenti
v Radix balthica, T. franki v Radix auricularia). Oproti tomu druh 7. szidati byl nalezen ve dvou druzich
(L. stagnalis a S. palustris). Ve dvou ptipadech sbéru a vysetfovani vodnich plzi nebyl nalezen zadny

zastupce ptacich motolic (sbér 1.3, 5). Data sbérti jsou zobrazena v Tabulka 12.

Tabulka 12: Jednotlivé odbéry s nalezenymi motolicemi rodu Trichobilharzia a jejich mezihostiteli.
Ddale je uveden celkovy pocet nalezenych plzu. suma inf. plzii znaci celkovy pocet nalazenych plzi
infikovanych motolicemi rodu Trichobilharzia, ze kterého byla vypoctena prevalence (P) jako pocet
infikovanych plzit ku vSem nalezenym, vyjadieno v procentech.

Odbér Datum Lokalita Druh Druh plze ) plzd ) inf. plzd P [%]
1 29. 06. 2023 . 100 4 4,0
12 04.07.2023 LPI;‘;E? et balthica 19 1 53
1.3 01. 08.2023 negativni 10 0 0
2.1 04. 07. 2023 T. franki  R. auricularia 254 7 2,8
Skodaland T franki  R. auricularia 290 5 1,7
Plzen
22 18.07.2023 T sidati %zz%;z; 13: 34 23 lg,’g;
3 13. 07. 2023 Lukov T. franki  R. auricularia 9 1 11,1
4 17.07.2023 Probostov T franki  R. auricularia 39 2 5,1
s 25.08.2023 | CosKd negativni  R. auricularia 30 0 0,0
Krumlov
6 25. 08. 2023 Blatec T. franki  R. auricularia 200 2 1,0
N 24.11. 2023 Praha negativni 0 0 0
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4.5.2 Filtrace eDNA na lokalitach a cLAMP reakce

Na vybranych lokalitach byly odebirany vzorky eDNA pomoci filtrace vody. Vysledky cLAMP
reakce odpovidaly vysledkiim sbért a vySetfovani vodnich plzt jen ve dvou pfipadech (2.1. a 4). U
ostatnich pokust (1.1, 1.2, 2.2, 3, 5) nebyly vysledky jednoznacné, vysledek alesponi jedné reakce
neodpovidal vysledku ze sbéru plzt. V jednom z pripadi (1.3) byli vSichni nalezeni plzi negativni,
ackoliv 5 ze 6 cLAMP reakci ukazaly pozitivni vysledek. Naopak u vzorku 6 bylo i pfes pozitivni sbér
plzt 5/6 reakci cLAMP negativni, nejspiSe kviili malému objemu prefiltrované vody. Vysledky u sbéru
2.2 jasné ukazuji vliv objemu DNA ptidaného do reakce, tedy snizené citlivosti pfi ptidani pouze 2 pl
DNA, avsak tento vysledek nebyl patrny u ostatnich reakci. Vzorky odebrané na lokalité potvrzuji
problém s kontaminaci, jelikoz 2 z 5 reakci byly pozitivni, ackoli byly odebrany na lokalité bez vyskytu

puvodcu CD. Popsané vysledky shrnuje Tabulka 13.

Tabulka 13: Vysledky cLAMP z lokality. Barva policka oznacuje vysledek cLAMP. Ruzova barva znaci
negativni vysledek, zluta pak vysledek pozitivni. Policka oznacend jednou hvezdickou (*) oznacuji
reakce, pri kterych byla negativni kontrola jasné pozitivni. Policka se dvema hvezdickami (**) pak
reakce, pri kterych byla negativni kontrola pouze slabe pozitivni. Mira prevalence je vyjadiena poctem
+: 4+ <10%, ++ >10% a +++ >15%. N/A reakce nebyly provedeny.

6 ul DNA 2 ul DNA
Odbér L 2 3 1 2 3 Objem [ml] Sbér plzii Prevalence

1920 T. regenti +
1200 T. regenti +
1500 negativni 0
2040 T. franki +
1380 ISaTF +++
780 T. franki ++
1020 T. franki +
540 negativni 0
300 T. franki +

2*/5 pozitivni 1800 negativni 0
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U reakci oznaCenych jednou nebo dvéma hvézdickami byla negativni kontrola pozitivni
pravdépodobné kvili kontaminaci. Vysledek reakci oznacenych v Tabulce 14 ** spolecné s gelovou
elektroforézou je zobrazen na Obrazek 21. Vysledek negativni kontroly nebyl jednozna¢ny pomoci
kolorimetrie ani po provedeni gelové elektroforézy, vzor amplikont se totiZ pln€ neshodoval s typickym

zebtikovitym vzorem produkti LAMP reakce.

Obrazek 21: Vysledek reakce 1 (viz Tabulka 13), zluta barva reakcni smési znaci pozitivni vysledek,
riuzova barva znaci negativni vysledek reakce. Vysledek potvrzen pomoci gelové elektroforézy. Negativni
kontrola (N) bez targetové DNA a pozitivni kontrola (P) s pridanou genomovou DNA T. szidati.
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4.6  Analyza produkti cLAMP pro faleSnou pozitivitu

U pokust, pfi kterych doslo k pozitivnimu vysledku u negativnich kontrol, byla DNA separovana
pomoci gelové elektroforézy a izolovana. Pro potvrzeni, ze tyto produkty vznikly za pfitomnosti cilové
DNA v reakci a nedoslo jen k nespecifické amplifikaci cLAMP primerd, byly navrzeny primery a
protokol pro PCR (viz Tabulka 14). Tato sada primerd amplifikuje produkty z cLAMP, jen v piipade,
ze jsou soucasti jejich sekvence useky vyznacené na Obrazku 22, tedy ¢asti, na které nenaseda zadny
s cLAMP primer. Pomoci PCR a nésledné sekvenace bylo potvrzeno, Ze pozitivni vysledek cLAMP

Mrwe

falesnou pozitivitu v disledku kontaminace.

Tabulka 14: PCR protokol s inner F a inner R primery

Inner F a Inner R primery

Teplota [°C] Cas Pocet cykla
95 5 min 1
95 60 s
58 45s 30
72 30s
72 10 min 1
4 o0 1

5S’ACCAGGTAACCTTTCCTCCAGTCAGTAGGCACCTTTCCCTCTTTCCAGATCTTTT

GCAATAATGGAGTCAGCAT GCTTTCAGTGCTTCCG
GGGGTA TCCAGCTTTCAGAAGCTTGATTGCATTCAT
GACTTCAGTTTTCGTTGGAGGATTGGTGTCA 3¢
Sekvence 5' - 3' barva
F3 ACCAGGTAACCTTTCCTCCA O

B3 GCACGTACACAACTGCAAGT
FIP GGACCCAGAAACGACAGCAGAT TCAGTAGGCACCTTTCCCTC

F2 TCAGTAGGCACCTTTCCCTC o

Flc GGACCCAGAAACGACAGCAGAT

BIP TTCCATCTGGTCCAGCTGCTTT GACACCAATCCTCCAACGAA

B2 GACACCAATCCTCCAACGAA o

Blc TTCCATCTGGTCCAGCTGCTTT

LF GCTGACTCCATTATTGCAAAAGATC ®

LB TCCAGCTTTCAGAAGCTTGA o
InmmerF GCTTTCAGTGCTTCCGGG tu¢né
InerR ~ AACTGAAGTCATGAATGCAATCAA tu¢né

Obrazek 22: Navrzené innerkF a innerR primery.
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4.7  Finané¢ni naklady LAMP reakce

Z aktualnich cen od dodavateli byla vypoctena nakladnost vysetfeni jedné lokality jako cena za
jednu reakci a cena za triplikat. V ptipadé, kdy byl na lokalité provadén jeden odbér a byla provedena
jedna cLAMP reakce, finan¢ni ndklady byly 606 K¢&. V ptipad€ tfech opakovani cLAMP reakce
z jednoho odbéru eDNA jsou finan¢ni naklady 741 K¢ (viz Tabulka 15). Do celkové bilance testu byla
zapoCtena i cena lidské prace a byla porovnana s metodou sbéru a vySetfovani vodnich plzl pii

hypotetické hodinové mzde 250 K¢ (viz Tabulka 16).

Tabulka 15: Cena jednotlivych komponent reakce s vypocet ceny za jednu reakci a cenu v pripade
triplikatu. Ceny jsou uvadeny véetne DPH. Do vypoctu nebyla zarazena cena bezného laboratorniho
plastu a lidské prace.* Pocet reakci primerii je pouze odhadovano, dodané mnozstvi od vyrobce se vzdy

[is1.

Nazev Cena baleni Pocet reakci Cena/reakce
Complete eDNA sampling sets (20x) 0,8 uM PES filter 8 349 K¢ 20 417,5 K¢
Environmental DNA isolation kit 2420 K¢ 20 121,0 K¢
WarmStart Colorimetric LAMP 2X Master Mix with UDG 10 951 K¢ 166 66,0 K¢
Kompletni set primeri 1 500 K¢ 1000* 1,5 K¢
CENA za reakci 606 K¢
CENA triplikatu 741 K¢

Tabulka 16: Celkova financni bilance metod sbéru a vysterovani vodnich plzii a cLAMP
s filtrovanim eDNA.

cLAMP, eDNA Sbér plzi

Cinnost Cas [min] | Cinnost Cas [min]
Sbér 15 Sbér 60
Ptiprava 10 Ptiprava 30
Izolace DNA 75

Vylucovani 120
LAMP 35
Uklid 10 Uklid 30
> Cas 145  [YCas 240
Mzda/hod 250 K¢ | Mzda/hod 250 K¢
Préce 604 K¢ | Prace 1 000 K¢
Material 606 K¢ | Material 50 Ké
Celkem 1210 K¢ 1050 K¢
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4.8 Amplifikace bez izolace DNA

Byla provedena standardni cLAMP esej pro rod Trichobilharzia. Jako vstupni material vSak nebyla
pouzita izolovana DNA, nybrz celé fixované cerkarie. Po jejich pfidani do cLAMP reakéni smési byla

pozorovana ve vSech piipadech pozitivni reakce. Amplifikaci tudiz Ize provést bez izolace DNA.

1 2 N P
1. replikat

2. replikat

3. replikat

Obrazek 23: Vysledky pokusu cLAMP bez izolace DNA. Negativni kontrola (N), pozitivni kontrola

(P). Zluta barva oznacuje pozitivni vysledek reakce, riizova negativni.
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5 DISKUZE

5.1 Molekularni analyza

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo vytvorit efektivni molekularni metodu pro detekci
puvodct cerkariové dermatitidy zamétenou na rod Trichobilharzia, ktera by byla pouzitelna pro rutinni
vyuziti pracovnikil hygienickych stanic. Prvnim krokem bylo vybrat vhodny molekularni marker, ktery
by spliioval kritéria pro rodovou specificitu pro rod Trichobilharzia a zaroven by byl dostatecné
senzitivni pro zachyt velmi nizkych koncentraci eDNA. Bylo zapotiebi vybrat takovy usek, ktery je
v genomu zastoupen ve velkém poctu kopii, takovymi jsou napi. tsek D1-D2 kodujici ribosomalni
podjednotku 28S, ITS regiony a tsek pro mitochondridlni cox/ gen, které jsou pouzivané i ve
fylogenetice ptac¢ich motolic (Hlinka et al., 2002; Hordk et al., 2015). Dal§imi vysoce zastoupenymi
sekvencemi v eukaryotickych buiikach jsou tzv. repetitivni retrotranspozony (Hancks et al., 2016), které
byly uspésné pouzity pro LAMP detekci lidskych schistosom. Konkrétné byla pouzita sekvence SjR2,
ktera je v genomu S. japonicum zastoupena v 10000 kopii a tvoti tak 14 % jejiho genomu, coZ se odrazilo
i ve vysoké senzitivite eseje, ktera byla schopna zachytit az 0,08 fg DNA (Laha ef al., 2002; Xu et al.,
2010). Retrotranspozony patti do skupiny tzv. ,transposable elements® a napt. v sav€ich buiikach
mohou zabirat vice nez 50 % genomu (Hancks ef al., 2016). Z divodu GspéSného pouziti sekvence SjR2
pro detekci lidskych schistosom byla tato sekvence pouzita i pro navrzeni LAMP eseje pro detekci
ptacich schistosom v ramci této prace.

Ackoliv motolice rodu Trichobilharzia nejsou jedinymi zastupci zpusobujicimi cerkariovou
dermatitidu u lidi, dalSimi jsou napt¥. Austrobilharzia, Gigantobilharzia, Bilharziella, Schistosoma
(Kolafova et al., 2013), v Evropé se jedna o jejiho nejcastejsiho plivodce (Soldanova et al., 2013). Z toho
divodu byl zvolen prave tento rod pro vyvoj cLAMP molekularni detekce ptivodct CD. V soucasnosti
je popisovano vice nez 37 druht rodu Trichobilharzia (Brant a Loker, 2013; Jouet et al., 2015; Davis et
al., 2022), avsak celogenomova data jsou dostupna pouze pro dva druhy — 7. szidati a T. regenti
(GCA 944472155.2; GCA _900618515). V téchto genomech byly in silico nalezeny homology SjR2 a
posléze i pomoci PCR v DNA T. franki, jelikoz nebyla v ¢ase vzniku této prace pro T. franki dostupna
celogenomova data. Na zaklad¢ dat z téchto tfi druhti bylo potvrzeno, ze tisek, na ktery byly posléze
navrhovany primery pro LAMP, je rodové konzervovany, ackoli pro uplné potvrzeni by bylo zapotiebi
ziskat data jesteé z dalSich druhii rodu Trichobilharzia, coz by bylo vzhledem k jejich vysokého poctu,
znacng obtizné.

5.1.1 Testovani specificity navrzené cLAMP eseje pro rod Trichobilharzia

Na vzorcich izolované genomové DNA riznych druhii motolic byla testovana specificita
navrzenych cLAMP primerd, tzn. jestli dochazi k amplifikaci DNA pouze u motolic rodu
Trichobilharzia. V ramci pokusu bylo potvrzeno, ze dochazi k amplifikaci minimalné u 4 vybranych
druhti (7. szidati, T. regenti, T. franki a T. filifromis). Esej by bylo vhodné otestovat jesté na dalSich
druzich vyskytujicich se v Evropé napt. T. physellae (Helmer et al., 2021) nebo T. anseri (Jouet et al.,
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2015), aby byla potvrzena rodova specificita. U vybranych motolic mimo rod Trichobilharzia, béZn¢ se
vyskytujicich v Evropé (Brown et al,, 2011; Faltynkova et al., 2016) (Echinostoma,
Diplostomum, Euparyphium, Cotylurus, Apatemon, Allobilharzia) byla pozorovéana negativni reakce, az
na jednu vyjimku. U tfech nezavislych vzorki doslo k amplifikaci DNA ptaci schistosomy rodu
Allobilharzia Kolatova, 2006. Jelikoz byly tyto vzorky ziskany ze stfeva labuti, mohla byt pozitivni
reakce zapfiCinéna koinfekci s motolicemi rodu Trichobilahrzia, napt. Trichobilharzia filiformis
(Rudolfové et al., 2007), kterd nemusela byt odhalena pti molekularni determinaci vzorkd. Jelikoz byla
pozorovana cLAMP amplifikace u vzorkll ze 3 riiznych jedinct labuti, opravdu mohlo dojit k
amplifikaci DNA motolice Allobilharzia. Jedna se totiz o blizce pribuznou ptaci schistosomu k rodu
Trichobilharzia (Kolafova et al., 2006; Horak et al., 2015), cilova sekvence by tedy nemusela byt rodove
konzervovana. V dalSich experimentech by bylo vhodné otestovat esej na dalSich blizce ptibuznych
rodech ptacich motolic (napt. Gigantobilharzia, Bilharziella, Dendritobilharzia), na zékladé pokusu
bylo zjisténo, Ze u lidské schistosomy S. mansoni k amplifikaci pomoci navrzené LAMP eseje
nedochazi, konzervovanost useki se tedy pravdépodobné vyskytuje jen u ptacich schistosom. Ackoliv
byl vybran pro design cLAMP eseje rod Trichobilharzia jako nejcastéjsi pivodce tohoto onemocnéni
v Evropé (Horak et al., 2015), bylo by vhodné vytvorit esej detekujici vS§echny plivodce.

Vyhoda cLAMP je moznost odeéteni vysledku reakce pouhym okem na zaklad¢ barevné zmény
spojené s poklesem pH v prubéhu amplifikace DNA. Pouzity pH indikator (fenolova Cerven), tak
signalizuje pozitivni vysledek reakce jasné zlutou barvou a negativni barvou riizovou (Daskou et al.,
2019). Pti testovani specificity, byl vSak u tfech vzorkt (6.1, 6.2 a 3.3, viz kapitola 4.2, str.31) pozorovan
vysledek v podob¢ oranzové barvy, ackoliv byl ocekavan jasné pozitivni vysledek, ktery byl potvrzen i
pomoci gelové elektroforézy. Nedostatecny pokles pH potfebny ke zméné barvy na zlutou mohl byt
zpusoben pouzitym elu¢nim pufrem pfi izolaci DNA, vyrobce mastermixu (NEB) totiz uvadi, ze pro
nejlepsi vysledky je idealni pouZzit pro eluci pouze vodu. U vzorku Allobilharzia (Al2.3) byla taktéz
pozorovana oranzova barva reakce, v tomto ptfipadé vSak mohl byt tento jev zptisoben kromé elu¢niho
pufru navic jesté tim, Ze pouzité vzorky byly izolovany ze stiev labuti, obsahovaly tak velké mnozstvi
hostitelské DNA a parazitarni byla v nedostatecném mnozstvi pro jasné pozitivni vysledek.

5.1.2 Testovani senzitivity navrZzené cLAMP eseje pro rod Trichobilharzia

Esej cLAMP pro rod Trichobilharzia byla navrhovana za ucelem pouziti na vzorcich eDNA. Jelikoz
je eDNA zastoupena v malych koncentracich, je zapotiebi, aby pouzita amplifika¢ni metoda byla vysoce
citlivd (Furlan et al., 2015). Senzitivitu detekCni eseje lze vyjadfit riznymi zpisoby, naptiklad
koncentrace DNA piidané do reakce (fg/reakce) (Xu et al., 2010; Fernandéz-Soto et al., 2014;
Gandasegui et al., 2016), nebo poctem kopii cilové sekvence, naptiklad v podobé plasmidové DNA
(Mori et al., 2004; Han et al., 2007; Shi et al., 2021). V ramci této prace byl vyuzit pfistup uréeni
detekéniho limitu v poctu kopii cilového useku DNA v reakci, a to bud’ s PCR amplikony, nebo
s plasmidovou DNA. Detekéni limit vyjadieny poctem kopii oproti koncentraci v reakei vystihuje, kolik
molekul DNA je metoda schopna zachytit, coz je pro vyuziti pfi eDNA detekci vhodnéjsi.
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Testovani senzitivity pomoci PCR amplikoni

V prvnich experimentech testovani senzitivity byla zjiStovana zavislost ¢asu pro pozitivni reakci
na poctu pridanych kopii cilového tseku (PCR amplikont). Reakéni ¢as LAMP eseje se muze
pohybovat v rozmezi 20-60 min (Mori et al., 2004; Mekata et al., 2006), pticemz vyrobce vyuzitého
mixu pro cLAMP uvadi optimalni ¢as 30 min. Pfi krat§im reakénim case 15 a 20 min byla pozorovana
pouze slaba pozitivita, a to u vzorkd s koncentraci 10* kopii a vys§i. Pro zajisténi jasné pozitivniho
signalu byl reakéni ¢as stanoven na doporuéenych 30 min. Oéekavany detekéni limit 10* kopii byl viak
v ramci triplikatu ve 30 minutach pozorovan pouze ve 2 ze 3 ptipadd, navic byly vysledky celého pokusu
nekonzistentni (ndhodné pozitivni/negativni vysledky u nizsich koncentraci pti opakovani pokusu).
Prvnim vysvétlenim nekonzistentnich vysledkti cLAMP reakci mize byt kontaminace n€kterych vzorki
(problém kontaminace popsan v kapitole 0). Druhé vysvétleni nekonzistentnosti vysledkii muze byt
spojeno se vstupnim materialem (PCR amplikony) a jeho ptipravou. Jednalo se totiz o kratké molekuly
DNA (221 bp), které jsou obecné nestabilni a mohou fragmentovat, napt. i kvili opakovanému
rozmrazovani a zamrazovani (Roder et al., 2010). Mohlo dojit k $patné vazb¢ primert, a tim padem ke
slabé nebo zadné amplifikaci, coz mélo za nasledek negativni vysledek. DalSim problémem pii praci
s kratkymi molekulami DNA o vysoké koncentraci je vliv pipetovaci chyby. Napiiklad pii pipetovani 1
ul 221bp dlouhé DNA o koncentraci 0,5 ng/ul miZe byt pii pipetovaci chybg 0,001 ul rozdil v fadu 10°
kopii DNA. Proto byla koncentrace zasobnich roztoki sniZzena tak, aby do reakce bylo pipetovano 6 ul
DNA, tedy maximalni objem, a tim se snizila nepfesnost mnozstvi pfidané DNA. PCR amplikony se i
pres to v ramci této prace ukazaly byt nevhodné pro tento typ pouZiti, proto byla senzitivita cLAMP
eseje dale testovana pomoci metodiky vyuzivajici plasmidovou DNA dle jiz dfive provedenych praci

(Mori et al., 2004; Han et al., 2007; Shi et al., 2021).

Testovani senzitivity pomoci plasmidové DNA

Pro dalsi testovani senzitivity byly cilové tseky pro cLAMP (221 bp) vloZeny do plasmidové DNA.
Cilem vyuziti plasmidové DNA pro testotovani DNA byla zamezeni degradace vzorku, ke které dochazi
u kratkych vlaken DNA (Réder et al., 2010). Zaroven byla diky velikosti plasmida (291 1bp) snizena
pipetovaci chyba. I pfesto, Ze melo vyuziti plasmidové DNA zamezit nekonzistentnosti vysledki pii
testovani detek¢niho limitu, byla opét pozorovana nekonzistentnost vzorkd s niz§i koncentraci DNA
v ramci vSech tii replikath pii reakénim ¢ase 30 min. Stabilni vysledky byly pozorovany pouze u vzorka
s vy$8i koncentraci 10" a 10%, metoda tedy vykazovala niZsi citlivost oproti testovani senzitivity s PCR
amplikony (10*kopii). Vysledky pokusii testovani senzitivity v obou piipadech neodpovidaji o¢ekavané
senzitivité, v publikovanych LAMP esejich byla v 30 min pozorovana citlivost v rozmezi 10* az 7x10°
kopii (Shi et al., 2021; Thi et al., 2020). Nizsi senzitivita mohla byt disledkem Spatného procisténi
plasmidové DNA od genomové DNA bakterii, naméfena koncentrace zasobniho roztoku tak nemusela
odpovidat realné koncentraci plasmidové DNA v roztoku, a tim bylo do jednotlivych reakci pfidano

mén¢ kopii DNA.
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Vysledek reakce LAMP je Casové zavisly, reakeni ¢asy v publikovanych esejich se pohybuji od 20-
60 minut (Mori et al., 2004; Mekata et al., 2006). Pro zvySeni citlivosti byl reakéni ¢as prodlouzen na
40 a 50 min. Vysledky odectené na zikladé kolorimetrie sice vykazovaly zvySenou citlivost
(10* kopii/reakce), zména barvy vsak byla zpiisobena nespecifickou reakci primerdi, pomoci gelové

elektroforézy totiz nebyl pozorovan typicky Zebtikovity vzor produkti.

5.2  Filtrace eDNA v laboratornich podminkach

Detekovat eDNA Ize pomoci riznych amplifikacnich metod, pfi detekci lidskych schistosom je
nejcastéji vyuzivana metoda PCR a jeji modifikace (Sengupta ef al., 2019; Alzaylaee et al., 2020), avSak
existuji i prace vyuzivajici metodu LAMP (Davis ef al., 2020; Peterson et al., 2023; vyuziti téchto metod
v parazitologii bylo shrnuto v pracich Kamel et al., 2021 a Sengupta et al., 2022). Pfed pouzitim metody
filtrace eDNA s cLAMP na vzorcich z lokality, byla funk¢nost a citlivost testovana v laboratornich
podminkach. Za timto tcelem byly pfipraveny vzorky s riznym mnozstvim cerkarii (0, 1, 10 ,100 a
1000) v 1 I vody, ktera byla nasledné filtrovana, coz je jiz zavedeny postup (Sengupta et al., 2019).
Vyrobee filtracni sady (Sylphium) uvadi, ze prefiltrovanim alesponi 1 litru je nevétsi Sance pro zachyt
eDNA. Pokusy prokazaly, Ze tato metoda je schopna zachytit eDNA z jedné cerkarie v jednom litru
vyfiltrované vody. Tento experiment byl provadén v biologickém duplikatu, v jednom z nich vsak
odpovidal detekéni limit pouze 10 cerkarii v litru. Snizena citlivost pii prvnim replikatu mohla byt
zplisobena tim, ze pri pfipravé se pipetovana cerkarie ptilepila na sténu $picky, a tim nebyla ptidana do

vody.

5.3  Terénni shéry eDNA a vodnich plza

Po potvrzeni funkénosti pouzité metody cLAMP s filtraci eDNA na laboratornich vzorcich byla
esej testovana na terénnich vzorcich. K témto acelim byly vybrany lokality, kde byla hlasena CD, nebo
alespoii bylo podezieni na vyskyt ptivodcti CD, a to zakladé dotazniku SZU (Odkaz 5), nebo Gstnim
sdélenim. Zahrnuty byly i1 dvé lokality (1 a 2), které byly kvuli vyskytu CD celosezénné zavieny. Cilem
bylo otestovat metodu na potencialné pozitivnich vzorcich, a tim potvrdit jeji funkcnost v realnych
podminkach. Posledni lokalitou byla negativni kontrola, jezirko ve skleniku PfF UK bez vyskytu MH i
DH, tudiz s prakticky nulovou Sanci vyskytu ptivodcti CD. Na vSech vybranych 7 lokalitach byla kromé
molekularni detekce cLAMP provedena i detekce zaloZena na sbéru vodnich plzd, aby mohly byt
vysledky obou metod porovnany z hlediska GspéSnosti detekce a naro¢nosti provedeni. Vysledky
detekce pivodct CD se u obou metod plné shodovaly jen ve dvou piipadech (2.1 a 4), rozdilné vysledky
vSak byly ocekavany, jelikoz je v literatufe uvadéno, Ze metoda vySetiovani plzii vykazuje nizsi
senzitivitu (Nwoko et al., 2021). Napiiklad u sbért 1.3 a 5 byl pozorovan pozitivni vysledek molekularni
detekce, ackoliv nebyli na lokalité nalezeni pozitivni plzi. Prvni zminény odbér 1.3 byl v§ak ovlivnén
zasahem provozovatell biotopu, tedy systematickym strojovym odstraniovanim vsech plzi na lokalité,
celkem tak bylo nalezeno pouze 10 plzi malé velikosti. Opakované odbéry na lokalité ¢. 1 mély

poskytnout informace o moznostech vyuziti molekuldrni metody detekce pro urceni, zda je po zdsahu
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lokalita vhodna k znovu otevieni. Pozitivni vysledek molekularni detekce tohoto odbéru by mohl

poukazovat na riziko pritomnosti piivodcti CD.

Problémy spojené s filtraci eDNA z vody

S detekci zaloZené na filtraci eDNA je spojeno né€kolik problémd, které mohou ovlivnit jeji
vysledek. Jednim z nich miize byt ucpavani pti pouziti velmi hustych filtrti a tim sniZeni Sance zachyceni
eDNA (Liang a Keeley, 2013; Minamoto et al., 2016). Jelikoz byl v ramci této prace vyuzit filtr
s velikosti ok 0,8 pm (Sylphium), doslo u sbéru ¢. 6 pted ucpanim k filtraci pouze 300 ml vody, a to
kvuli vysoké turbidité (zakalu) vody, prihlednost vody byla jen 20 cm, zaroven byla naméfena nejvetsi
koncentrace chlorofylu ze vSech sledovanych lokalit (71 pg/l). Vysledek molekularni detekce byl tak
negativni, byla vSak na lokalit¢ nalezena T. franki. Ackoliv vyrobce uvadi, ze oproti jinym bézné
pouzivanym filtrim (napft. Sterivex) je jejich systém schopen prefiltrovat az 10x vétsi objem vody, je
z tohoto vysledku patrné, ze pro detekci na lokalitach s vysokou turbiditou vody neni tento filtra¢ni
systém zcela vhodny. Reseni by mohly nabidnout alternativni systémy zachyceni eDNA (viz Literarni
uvod) zalozené napt. na smotcich vaty a gazy (Maiello et al., 2022).

Dalsim problémem spojenym s detekci eDNA je intepretace samotnych vysledkt. Pozitivni reakce
jednoznacné potvrzuje pfitomnost DNA, v pfipad¢ této prace motolic rodu Trichobilharzia. V kontextu
CD vsak tento vysledek nemusi znamenat pfitomnost vyvojovych stadii zpisobujici toto onemocnéni
(cerkarii). DNA miize pochazet z jinych stadii, napt. z miracidii, ktera v§ak bez pfitomnosti vhodného
MH nemohou pokracovat ve vyvoji v cerkarie. Dal§im problémem je fakt, Ze se mize DNA vyskytovat
na lokalité i dlouho po tom, co parazit z lokality vymizel; napt. mize byt usazena v sedimentech, kde je
diky anoxickému prostfedi zpomalen jeji rozpad a po zvifeni se opét dostane do vodniho sloupce
(Harper et al., 2019). Obecné je Zivotnost eDNA ovlivnéna mnoha faktory, abiotickymi (psobeni UV
svétla, teplota, pH) a biologickymi (mikrobidlni aktivita atd.), pficemz nejrychleji dochazi k jejimu
rozpadu teplé vodé s nizkym pH (Strickler et al., 2015, Peixoto et al., 2023). Zivotnost molekuly eDNA
muze pohybovat od 2 tydni az po 1 mésic, pricemz konkrétné v uzavienych vodnich plochach (rybnik,
koupalisteé) navic dochazi k akumulaci eDNA, coz zvySuje Sanci jejiho zachytu a pozitivni vysledek
molekularni detekce (Harper et al., 2019). Tento fakt miize vysvétlovat i vySe popsany pozitivni
vysledek pii sbéru 1.3, kdy byla sice vysbirana z lokality vétSina plzti, DNA vSak ve vodé mohla
pretrvavat. Vysledek by byl v tom piipadé€ falesn€ pozitivni, jelikoz na lokalité jiz nehrozilo nebezpeci
CD.

Distribuce eDNA v ramci vodni plochy nemusi byt homogenni (Herder et al., 2014, citovano dle
Peixoto et al., 2023), proto byla zvolena metodika, jez by méla poskytovat vétsi Sanci zachyceni eDNA,
a to odebirani mensich objemil na n€kolika mistech v ramci jedné lokality misto filtrace co nejvétsiho
objemu zjednoho mista. S publikovanou literaturou se shoduje i metodické doporuceni vyrobce
pouzitych filtri. Ackoliv byla snaha zvysit Sanci zachyceni eDNA pouzitim filtrG s velkou filtracni
kapacitou (az 2,5 1) a odebiranim vzorkli na n€kolika mistech na lokalité, byla v pribéhu testovani

pozorovana u vzorku 1.1, 1.2, 1.3, 2.2, 3, 5, 6 nekonzistentnost v ramci jednotlivych replikati.
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Problém optimalizace protokolu cLAMP s filtraci eDNA

Pouzity filtracni set od firmy Sylphium byl navrZzen pro pouziti v kombinaci s qPCR. Soucasti setu
byl i izola¢ni kit, jehoz poslednim krokem bylo dle protokolu rozpusténi peletu DNA v pufru, po
rozpusténi doporucuje vyrobce vyuzit 2 ul DNA do qPCR reakce (Sylphium). V piipadé této prace byla
vSak vyuzita cLAMP esej, z toho diivodu byl DNA pelet po izolaci rozpustén ve vodé, aby nedochdzelo
k ovlivnéni barevné zmény v pribéhu reakce dle doporuceni vyrobce mastermixu (tento jev byl popsan
vyse). Vyrobce cLAMP mastermixu navic uvadi, ze do reakce lze pfidat i vétsi objemy DNA
(Sylphium). Proto byly v ramci této prace testovany dva objemy pfidané DNA, konkrétn€é 2 pl a 6 pl
(vzdy v triplikatu). Vliv pfidaného objemu DNA do reakce, se vSak projevil pouze u vysledku ze sbéru
2.2, kdy vSechny reakce s 2 ul byly negativni. Ackoliv se projevil tento vysledek pouze u jednoho
vzorku, byl standardni objem pfidané DNA stanoven na 6 pl. Pro optimalizaci metody by vsak bylo

vhodné otestovat vliv pfidaného objem DNA na vice vzorcich.

Kontaminace a faleSna pozitivita

Problémem vyuziti vysoce senzitivnich metod pii detekci ¢i diagnostice je nebezpeci kontaminace,
kterd mtze vyustit ve faleSné pozitivni vysledky (Aysal et al., 2020), pfi¢emz detekce zalozend na
eDNA neni vyjimkou (Ballantyne ef al., 2013). Kontaminace mtze mit vice zdrojii: bud’to dochézi ke
kontaminaci mezi vzorky pfi ptipravé reakce, tzv. zkiizena kontaminace, dale mize dojit k peneseni
produktt ptedeslych reakci z dlouhodobé kontaminovaného prostiedi, ty pak slouzi jako templat pro
reakce dalsi, tzv. ,,carryover kontaminace (Lo et al., 2006; Zen et al., 2020). Témito dvéma zplsoby
muze dojit ke kontaminaci bud’to samotné reakéni smési, ale v horSim piipad€ i pouzivanych zasobnich
reagencii. Z toho diivodu je doporuc¢ovano jednotlivé kroky pii piipravé od sebe prostorové oddélit, na
tzv. ,,Cisté* mistnosti a ,,$pinavé* mistnosti. V praxi to znamena, Ze by izolace vzorku (¢ista m.), pfiprava
reagenci pro reakci (¢ista m.), amplifikace vzorku (S§pinava m.) a analyza produktl reakce (Spinava m.)
m¢ély probihat v separatnich mistnostech (Aysal et al., 2020). Krome¢ prostorového oddéleni jednotlivych
kroku pfipravy byl v ramci této prace vyuzit specialni cLAMP master mix, ktery misto nukleotidové
baze T, obsahoval U, ktery byl inkorporovan do vSech vzniklych amplikonii. Reakce navic obsahovala
enzym UDG (uracil-DNA glykosylazu), ktery v pfipad¢ ,carryover® kontaminace amplikony
z minulych reakci enzymaticky odstranil, a to bez ovlivnéni ostatni DNA ve vzorku (Zen et al., 2020).
Pro zamezeni zktizené kontaminace bylo v ramci této prace testovano vyuziti mineralnich oleji, které
tvofi na hladin€ reakéni smési bariéru, a tim zamezuji ptenosu DNA v podobé¢ aerosolu mezi vzorky pii
manipulaci se zkumavkou. Manipulace s otevienymi vzorky navic probihala v laminarnim boxu, kde
mezi jednotlivymi pfipravami bylo pouzito UV svétlo pro dekontaminaci. Proces dekontaminace UV
svétlem vSak miZze byt ovlivinén sekvenci DNA, UV svétlo totiz zpiisobuje strukturalni poskozeni,
zalozené na spojovani pyrimidinovych bazi (T a C), pfi nizkém obsahu téchto bazi je DNA odolnéjsi
k ptsobeni UV svétla. Pfi dekontaminaci povrchii bylo navic prokazano, ze DNA v ,,suchém stavu® je
vice odolna k ptisobeni UV svétla, dekontaminované povrchy by tedy mély byt vihké (Glisin et al.,
1967; Aysal et al., 2020).
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I ptfes veskeré preventivni kroky, byla pozorovana pozitivni kolorimetrickd zména reakce u
nekterych negativnich kontrol. Jelikoz LAMP esej vyuziva vétSi pocet primert nez PCR, v tomto
pfipadé 6, je vice nachylnd k falesné pozitivité, kdy samotné primery mohou iniciovat reakci bez
pfitomnosti DNA (Hardinge et al., 2019). Jelikoz byla vyuzita sekvencné nezdvisla metoda vizualizace
produkti LAMP reakce, bylo nutné tyto pozitivni vysledky u negativnich kontrol déle analyzovat. Pro
potvrzeni piitomného produktu byly reakce analyzovany pomoci gelové elektroforézy, pricemz
v ptipadé¢ amplifikace templatové DNA byly pozorovany typické zebiikovité vzory. Navic byla
navrzena sada primerd pro PCR na usecich, které by se bez pritomnosti templatové DNA v produktech
nevyskytovaly. U vSech vzorki bylo potvrzeno, Ze se se jednalo o faleSné€ pozitivni vysledek v dusledku
kontaminace vzorkli. Zdroj samotné kontaminace je vSak velice obtizné urcit, s nejvetsi
pravdépodobnosti doslo ke zktizené kontaminaci pfi piipravé jednotlivych reakei. Falesna pozitivita u
sekvencné nezavislych vizualizacnich metod, kterou je i kolorimetrie pomoci pH indikator vyuzitych
v této praci, je problém, jehoz feSeni nabizi sekvenéné zavislé metody (shrnuto v prehledovém c¢lanku

Becherer et al, 2020, pro uvedeni do praxe maji tyto metody nevyhodu vyssi ceny.

5.4 Financni naklady a vyuZitelnost metody pri rutinnim monitoringu

Pro uvedeni vyvijené metody do praxe pii rutinnim monitoringu ptivodcti CD, je kladen diraz na
nizkou celkovou cenu. Aby byli snizeny naklady na jednu cLAMP reakci byl reakéni objem snizen
z 25 plna 15 pl, coz dle protokolu vyrobce a dostupné literatury nema vliv na vysledek reakce (Shi ef al.,
2021). Tim bylo docileno snizeni ceny reagencii potiebnych pro cLAMP na jednu reakci o 40 %. Pti
porovnani celkové ceny dvou metod, sbéru a vysSetfovani vodnich plzti s cLAMP v kombinaci s eDNA,
s hodinovou mzdou 250 K¢ byla molekularni detekce pouze o 160 K¢ drazsi. V praxi tato metoda
umozinuje zpracovavat vice vzorkd najednou oproti sbéru plzl, ktery je prostorové a asove narocny.
JelikoZ se momentélné oficialné monitoringu CD v CR vénuji pouze 4 pracovi$té, neni metoda sbéru a
vySetfovani vodnich plzli z kapacitnich divodd zcela vyhovujici a molekularni detekce by mohla
nabidnout vhodnou alternativu. Odbér vodnich plzli navic musi provadét erudovany pracovnik, oproti
filtraci vody, ktera je bézn€ provadeéna techniky hygienickych stanic (Pumann 2023, stni sd€leni).
5.4.1 Amplifikace bez izolace DNA

V literatui'e je popisovano vyuziti molekularnich detekénich metod bez izolace DNA, za ucelem
tzv. ,,point-of-care detekce. Vynechanim kroku izolace DNA je cely proces detekce urychlen, navic je
sniZzena finan¢ni naro¢nost (Modak et al., 2016). V kontextu cerkariové dermatitidy by cLAMP bez
izolace DNA mohla slouzit pro rychlou rodovou a druhovou determinaci vylouc¢enych cerkarii z plzd.
Pro druhovou determinaci cerkarii na zakladé morfologie je totiz zapotiebi zkuSeného pozorovatele,
navic jsou jednotlivé druhy rodu Trichobilharzia na zakladé morfologie v podstaté neodliSitelné
(Podhorsky et al., 2009). Vysledky provedenych pokust s celymi cerkariemi ptidanymi do reakce bez
izolace DNA ukazuji pozitivni vysledek ve vSech provedenych replikatech. Tento postup by mohl

v praxi slouzit pro rychlou a nenaro¢nou druhovou determinaci.
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5.5 Zavér diskuze

Molekularni detekce cLAMP v kombinaci s filtraci eDNA muze poskytnout zadanou alternativu
pro rutinni monitoring pivodcit CD nejen v CR. Diky vyuziti izoterméalni amplifikace cLAMP neni
oproti JPCR zapotiebi drahého piistrojového vybaveni. Oproti sbéru a vySetfovani vodnich plzt je tato
metoda Casové nenarocna, vzorky mohou byt odebrany v ramci standardniho odbéru vody napt. pro
vyskyt sinic techniky hygienickych stanic. Sbér a vysetfovani vodnich plzi musi byt provedeno do 24 h
po odbéru, pii velkém poctu plzi je z prostorovych divodu mozno vySetfit jedince pouze z jedné
lokality najednou. Odbér a fixace eDNA pomoci filtrii umoziuje skladovat vzorek az 14 dni, a lze
vySetfovat vzorky hned z n€kolika lokalit najednou. Pro rutinni aplikaci vSak musi byt vyfesen problém

kontaminace vzorka.
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6 ZAVER

Cilem prace bylo vytvoreni molekularni detekcni eseje pro rod Trichobilharzia, nejcastéjsiho
pivodce cerkariové dermatitidy v CR, zalozené na cLAMP a filtraci eDNA z vody, otestovat jeji
specificitu, senzitivitu, vyuziti v terénu, porovnat jeji vysledky s metodou sbéru a vySetfovani vodnich
plzt a zhodnotit jeji vyuzitelnost v praxi pfi rutinnim monitoringu ptivodct cerkéariové dermatitidy.

V rédmci této prace se podafilo:

e Pomoci molekularni analyzy nalézt specifickou sekvenci pro rod Trichobilharzia, na jejim

zaklad€ navrhnout sadu primerd pro cLAMP esej a optimalizovat jeji protokol.
e Otestovat a potvrdit specificitu navrzené eseje na 4 druzich rodu Trichobilharzia a 7 druzich
motolic jinych rodd. Ur¢it senzitivitu cLAMP eseje na vzorcich PCR amplikonti (10* kopii)

a plasmidové DNA (10® kopii).

e Potvrdit funk¢nost spojeni metody cLAMP a filtrovani eDNA z vody, otestovat tuto

metodu na terénnich vzorcich a porovnat ji s metodou sbéru a vysetfovani vodnich plzi.
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8 PRILOHY:

Priloha 1: alignment sekvenci TR a TS, zelené a cervené oznacena sada primeri ¢. 3 pro PCR,

modre oznacena sekvence navrzené cLAMP eseje

TS HAPLOTYPE 00907
TR _HAPLOTYPE 05438

TS HAPLOTYPE 00907
TR HAPLOTYPE 05438

TS HAPLOTYPE 00907
TR HAPLOTYPE 05438

TS HAPLOTYPE 00907
TR _HAPLOTYPE 05438

TS HAPLOTYPE 00907
TR HAPLOTYPE 05438

TS HAPLOTYPE 00907
TR HAPLOTYPE 05438

TS HAPLOTYPE 00907
TR _HAPLOTYPE 05438

TS_HAPLOTYPE 00907
TR HAPLOTYPE 05438

TS HAPLOTYPE 00907
TR _HAPLOTYPE 05438

TS HAPLOTYPE 00907
TR HAPLOTYPE 05438

TS HAPLOTYPE 00907
TR _HAPLOTYPE 05438

TS HAPLOTYPE 00907

-AATCERGCITCITCHECTCGGAGH TCTGTATCCAGGATGATGCGACTCAG--GATTTTA
GAATCCRCCHICIICHCEICGEAGHTC TGTATCCAGTGCGTCCTTTATTCTCTCCAGGAT

KKK KKK A A AR AR A A AR AR A A AN AR A A A AN AN A KKK * *

CTTGGCGTCGACAGGAGCGTGATTCCTCGCCAGT—-————————————————— TCT----
GATGCGAGTCAGGATTTTATTTGGCATCGACAGGAGCATGATTCCTCGCTAGTTCTTGCG

* x * * R S * Kk x

TGCAGAGTCCCAGGTCGCCCTTCTTTGGTAGT TTCACCACCTAACCTITCCTCCAGTCAG
GAGTGAGTCCTAAGTCGCGCTTCTTCGGTAGTTTCACGAGGTAACCTTTCCTCCAGTCAG

KAXKKAKAKX Kk KAAKAAKX AAAAAKX AAAAAAAAAAKN AAAAAAAAAAAAAA A A A A A KKK

TAGGCACCTTTCCCTCCTTCCAGACATTTTTTTTTGCAACAACGGAGTCAGCATGTCTGC

ER R R R R I S * RR R R R Ik S S I kS

TGTAGTCTCTGGGTCCGCTTTCAGTGCTTAAGGGGGTATTCCATCTGGTCCAACTGCTTT

KKk Ak kK AKAKAAAAAAAAAA A A A A KA KKK KAXKXKXKAKAAAKAAAAAAAAAAAAK, KA A A Ak k

TCCAGCTTTCAGAAGCTTGATTGCATTCAAGACTTCAGCTCTCGTTGGAGGATTGGTGTC

R R R R R R R R R R R R Rk S R R R S S R R R

BACTTGCAGTIGIGTACGIGC TGTTGTTGGTATTACTGGACGGGTTGTAGGTGGTGGTCG
AACTTGCAGTTATGTGCGCGCTGTTGTTGGTATTTCTGGACGGGTTGCAGGTGATGGTCG

KAXKXKKKXKAKAKAKAKX AAKX AKX AAXXAAXAXAXAKAXAKAXAAKX AXAXXAXAXAXAXAXAKAAKX XXX AK* XXX KKA K

GTTCAAGAGTCCTTTGAAGTGGTCCGCCCATTGTTTAATCTGTCTTTCTTCTTTGGTAAT
GTTCAAGAGTCCTTTGAAGTGATCCGCCCATTGTTTAATCTGTTTTTCTTCCTTGGTGAT

R R R R R R R R R S R R R R I B I I kS S

TGGGTTCCCTTGGCTGTCTTTTATAGGTTTCACTTGTGTTGATCTCTTCCCGGATAGAGA
TGGGTTCCCTTGTCTGTCTTTTATAGGTTTCGCTTTTGTTGATCTCTTCCCAGATAGAGA

KAKKKAKKAKKAIXAKN KAAKKAXAIAKAXAIAKAFXAXAAKAKX Ak Kx AAXXXAAKXAXAAAXAXAKX KA AxXX AKX

CTTGGTTATCTGATATAGTGTCCTCAGGTCCCTTTTGCCTGCTGCCTTCTCAGCTTCAGT
TTTGGTTATCTGATATAATGTCCTCAGGTCCCTTTTGCCTGCTGCCTTCTCAGCTTCAGT

R b b b Sk b bk b b b b S b b b S R

AGCCAGGTTGTCGTAGAATTGTCTTTTGTCCTTCCTGGCACTCTTCTTCACTTCTTTGTC
GGCCAGGTTGTCGTAGAATCGTCTTTTGTCCTTCCTAGCACTCTTCTTCACTTCTTTGTC

KAKKAKAIAKAKIAKAFIAAA KA KX AKX IAAAFIAAAKFXAIAA KX AAFAAAFAIAAA XA I AR XA A AKX XK

CAGTGCTGTGTAAGTTGAGTTCAGCGTCTCTTTCTCTTGTCCATCTTTGCATTGAATCAT
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60
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240
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300
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360

389
420

449
480

509
540

569
600

629
660



TR _HAPLOTYPE 05438
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TR _HAPLOTYPE 05438
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TR _HAPLOTYPE 05438

TS HAPLOTYPE 00907
TR _HAPLOTYPE 05438

TS HAPLOTYPE 00907
TR_HAPLOTYPE 05438

TS HAPLOTYPE 00907
TR _HAPLOTYPE 05438

TS_HAPLOTYPE 00907
TR _HAPLOTYPE 05438

TS HAPLOTYPE 00907
TR _HAPLOTYPE 05438

TS HAPLOTYPE 00907
TR _HAPLOTYPE 05438

TS HAPLOTYPE 00907
TR _HAPLOTYPE 05438

TS HAPLOTYPE 00907
TR _HAPLOTYPE 05438

TS HAPLOTYPE 00907
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CAGTGCTGTGTACGTTGAGCACAACATCTTTTTCTCTTGCCCGTCTTTGCATTGAATCAT

KAXKXKXKAKAKAKAKAKAKAKX *AAXK KK KK K KKK AKKAKAKAKAKAAKX AKXk AXAXAAXAAXAXAXAXAXA XA XA XA KA K
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Priloha 2: Parametry vody odebrané na lokalitach (1-6). *Secchiho deska dopadla na dno

Sbér Priihlednost [m] pH Teplota [°C] G [mS/cm] Chlorofyl [pg/L]
1 5,5 7,6 24 0,96 2
1.2 10 7,7 23,8 0,98 2
1.3 N/A 7,8 21,5 1,04 2
2.1 2,1% 7,7 23 0,38 3
2.2 2,1% 7,5 26,5 0,38 4
3 0,45 7,74 25,8 0,65 18
4 4% 7,8 25,5 0,4 5
5 0,4 8,1 26,3 0,24 18
6 0,2 7,9 33 0,42 71
N 1* 8 27 0,93 3
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