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1. Uvod

Skladistni rozto¢ Tyrophagus putrescentiae (Shrank, 1781) je celosvétové
rozsiteny druh skladi$tniho roztoce. Skladistni rozto¢ T. putrescentiae se
vyskytuje prevazné ve skladech zeméd€lskych komodit, potravin, ve
spizirnach domacnosti i v koupelnach (Rosicky et al., 1979). Napada obili a
obilné vyrobky, mouku, olejnatd semena, chléb, syr, Sunku, susené mléko,
susena vejce, suSené ryby, susené ovoce, jedl¢ huby i vceli produkty (Arnau
& Guerrero, 1994; Chmielewski, 1999; Duek et al., 2001; Garcia, 2004;
Kucerova & Horak, 2004; Aygun et al., 2007; Kheradmand et al., 2007;
Palyvos et al., 2008; Mullen & OConnor, 2009; Qu et al., 2015). Preferuje
substraty s vy$8im obsahem tukl, proteint a vlhkosti (Hughes, 1976; Aygun
et al., 2007).

Skladistni rozto¢i T. putrescentiae a jeho exkrementy piedstavuji v
domacnostech nejvyznamnéjsi zdroje alergend (Ortego et al., 2000; Tovey et
al., 1981). Je povazovan za nejcast&jsiho skidce suchého krmiva pro psy, a
proto ma znacny veterinarni vyznam (Thind, 2005; Nayak, 2006; Brazis et
al., 2008; Saridomichelakis et al., 2008; Gill et al., 2011; Hibberson &
Vogelnest, 2014).



2. Védecké hypotézy a cile prace
Lepsi pochopeni biologie skladistniho rozto¢e T. putrescentiae umozni

vyvoj efektivnéjsich a G¢inngjsich opatfeni v integrované ochrané pied skidci
(IPM). Nové znalosti fyziologie a biologie rozto¢l umozni 1épe predikovat
vyskyt a rtst rozto¢l v rizném prostiedi a vyhodnotit strategie tykajici se
prevence kontaminace. Poznatky o travicich enzymech jsou kli¢ové nejen pro
pochopeni fyziologie traveni, ale jsou podstatné i z alergenniho hlediska.
Nové poznatky také umozni vylepsit strategii prevence a kontroly vyskytu
skladistniho roztoce u vyrobct, ve skladech i v prodejnach.

Cilem prace je ziskat nové informace o biologii a fyziologii skladistniho
rozto¢e T. putrescentiae. Dil¢im cilem je zjistit, zda rozdilny typ a integrita
potravy maji vliv na populaéni rust laboratorniho kmene T. putrescentiae a
zda se bude populaéni rust liSit u rozdilnych kment T. putrescentiae. Cilem
je dale analyzovat a popsat enzymovymi a proteomickymi metodami proteiny
v exkrementech T. putrescentiae chovaného na granulich pro psy. Hlavni
zaméfeni enzymové analyzy je na proteolytické enzymy, které jsou
nejvyznamnéjsi alergeny roztocl. Predpoklad je, Zze potrava ma vliv na

traveni rozto¢l a vyznamné tak ovliviuje jejich rist a fyziologii.

Tato dizertaéni prace byla vypracovana ve Vyzkumném ustavu rostlinné
vyroby, v. v. i. a byla financovana zprojektu MSMT OC 10019 a

z vyzkumného zaméru RO0415.



3. Material a metodika

3.1. Biologicky material
Jako modelovy organizmus pro praci byl pouzit medicindlné a

ekonomicky vyznamny skladi$tni rozto¢ Tyrophagus putrescentiae Schrank,
1781, ktery patii do fadu Acariformes, podiadu Acaridida a celedi Acaridae.
Pro testovani byl pouzit laboratorni kmen T. putrescentiae, ziskany v roce
1996 RNDr. Evou Zdarkovou, CSc., v Bustéhradé ve stiednich Cechach v
Cesku. Pro dal§i experimenty byly pouzity kmeny T. putrescentiae
z laboratorniho a polniho prostfedi, tabulka 7. Rozto¢i byli chovani
v chovnych komurkach IWAKI (Sterilin, Newport, Spojené kralovstvi)
S buné¢nym vickem na laboratorni dieté designované pro prachové roztoce
(HDMd). Komirky byly umistény v exsikatorovych boxech (4.0 Secador™)
ve sbirkovych chovech Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby, v. v. i,

(VURV, v. v. 1.).

Tabulka 7. Jednotlivé kmeny T. putrescentiae pouzité v experimentu.

Kmen Pivodni potrava  Misto Sbératel Rok
Laboratorni kmen  Obili Bustéhrad Eva Zd'arkova 1996
Polni kmen CZ Zbytky tepky Zvolenéves Marta Nesvorna 2011
Komeréni kmen Komeréni dieta Nizozemsko firma Koppert 2012
Polni kmen USA SusSené psi krmivo  USA Jan Hubert 2007

Legenda: Uvedeny rok oznacuje dobu, od kdy byly chovy rozto¢t ulozeny ve

VURV.

3.2. Experimentalni diety
Rozto¢i pouziti v této studii pochazeli z dlouhodobych laboratornich

chovill. Piivodni kultura byla masové chovana na HDMd slozené ze smesi

ovesnych vlocek, pSeni¢nych klicka a suSeného drozdi (Pangamin, Rapeto,



Bezdruzice, Cesko) v hmotnostnim poméru 10:10:1, jak bylo popsano diive
(Erban & Hubert, 2008).

Pro experimenty byly pouzity dvé rozdilné experimentalni diety, které
byly vyuzity na testovani rozdild v populacnim rtstu roztoce, sledovani
pritomnosti alergent a travicich enzymu, pfedevsim protedz v exkrementech.
Prvni typ experimentalni diety byl pfipraven z drcenych psich granuli
(DDFA), jejichz sloZeni bylo: obiloviny (min. 4 % kukufice), maso a vedlejsi
vyrobky zivocisného puvodu (min. 4,0 % drubeziho masa), bilkovinné
extrakty rostlinného ptvodu, oleje a tuky, vedlej§i vyrobky rostlinného
puvodu, cukr, mineralni latky, zelenina (min. 0,3 % mrkve), pentahydrat
siranu m&dnatého (méd’ = 13 mg/kg), antioxidanty s barvivy 100 mg/kg,
vitaminy B 120 mg/kg. Deklarované jakostni znaky krmiva byly: dusikaté
latky 28,0 %, tuk 14,5 %, popel 7,0 %, vlaknina 2,0 %, vapnik 1,2 %, fosfor
1,0 %. Cislo partie HU17100052 a registratni &islo vyrobce N12093018
0003091701 03:39 (Nestlé Purina, Biikk, Mad’arsko). Pro biotesty s drcenou
granuli byla granule rozdrcena ruéné pomoci tfenky a tlou¢ku. Druhym
typem experimentalni diety byla celozrnna $paldova mouka (Bioharmonie,
Pro-Bio, Staré Mésto, Cesko). Slozeni nutri¢nich latek ve Spaldové mouce:

bilkoviny 9,4 % a tuky 2,5 % sacharidy 74,4 %.

3.3. Podminky chovu

Pripravené chovné komtirky s rozto¢i a dietami pro biotesty, adaptacni
testy, a pfipravu extraktl pro enzymatickou a proteomickou analyzu byly
umistény do exsikatorovych boxu s relativni vlhkosti vzduchu 85 %, ktera
byla zajisténa nasycenym roztokem KCI (Penta, Chrudim, Cesko).
Exsikétory byly premistény do chovné mistnosti VURV, v. v. i., kde byla
udrzovéana stald teplota 25 °C a tma. Obdobné podminky a postupy byly
aplikovany napft. ve studiich Green & Woolcock (1978) nebo diive Cutcher



(1973). Pokusy byly ukonceny pfidanim 10 ml 80% etanolu do komdrek a

spocitanim roztoct pod mikroskopem (Carl Zeiss, Jena, Némecko).

3.4. Experimentalni postup
V experimentu 1 byl testovan populacni rdst laboratorniho kmene T.

putrescentiae na ¢tyfech barevné odlisnych typech granuli pro psy, které byly
soucasti baleni krmiva pro psy. Byly pouzity pouze neposkozené granule.
Zalozeno bylo 6 komtrek vzdy od jedné barvy granule obsazené
Vv testovaném baleni. Rozto¢i byli z chovnych komurek sbirdni jemnym
Stéteckem a premisténi na Petriho misku. Biotesty byly zalozeny umisténim
100 roztocl, dospélcti obdobné velikosti a fitness do kazdé z 24 chovnych
komurek. Dle vysledkl experimentu 1 jsme pouzili hnédou granuli pro dalsi
testovani.

V experimentu 2 byl hodnocen populaéni rist laboratorniho kmene T.
putrescentiae na drcenych a celych granulich pro psy. Testy byly zahajeny
umisténim 10 a 100 rozto¢t do chovnych komirek. Experimenty byly
provedeny ve 24 opakovanich.

V experimentu 3 byl stanoven populaéni rist ¢tyf kmena T. putrescentiae.
Do 12 komirek bylo umisténo 50 mg laboratorni diety a do dalsich 12
komurek 50 mg drcené hnédé granule. Test byl zahajen umisténim 10 roztoca
do kazdé komurky.

V experimentu 4 byl testovan vliv poc¢atecni populace na populacni rist
¢tyt kmenti T. putrescentiae chovaného na laboratorni dieté. Test byl
proveden ve 24 opakovanich s 10 roztoci a 12 opakovanich se 100 roztoci.

V experimentu 5 byl proveden adaptacéni test s laboratornim kmenem T.
putrescentiae, ktery byl kultivovan na dvou odli$nych dietach minimalné 6
meésict pfed zahajenim experimentu. Témét po dvou meésicnich intervalech
byla kazda populace piesunuta na Cerstvou dietu, aby se zabranilo jejimu

zkaZzeni. Vzhledem k tomu, ze populace roztoCe T. putrescentiae muze
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dokoncéit svij zivotni cyklus jedné generace pii 85 % relativni vzdu$né
vihkosti za 2-3 tydny (Sanchez-Ramos & Castafiera, 2005), b&hem
adaptacniho obdobi vyvinuli rozto¢i na téchto dietdch vice nez 10 generaci.
Experiment byl zahdjen umisténim 100 roztoct do 22 chovnych komtrek
s 50 mg drcené psi granule a do 22 chovnych komtrek se $paldovou moukou.
Pro adaptacni testy byli rozto¢i adaptovani na granule pro psy pfemisténi na

$paldovou mouku a opaéné, schéma 1.

Schéma 1. Znazornéni postupu adaptacniho testu sroztoem T.

putrescentiae.

SPALDOVA MOUKA ——— SPALDOVA MOUKA

DRCENE GRANULE

SPALDOVA MOUKA ——» PRO PSY

DRCENE GRANULE ———p DRCENE GRANULE
PRO PSY PRO PSY

DRCENE GRANULE & ‘
PRO PSY —— SPALDOVA MOUKA

3.5. Statistické vyhodnoceni biotestt

Vysledna data byla normalizovana na hodnoty, které udavaji vnitini
rychlost rlstu populace, tzv. biologicky potencial (parametr r), ktery zahrnuje
mnozstvi potomkt vyprodukovanych rodi¢ovskou jednotkou (Hubert et al.,
2011a). V jednom okamziku mohou populaci konkrétniho druhu u
bezobratlych tvofit soucasné vajicka, larvy rtiznych instarti, kukly a dospélci
(Salek et al., 2005). Laboratorni testy pouZivaji jednu populaci s danou
pocatecni hustotou, kterd je vystavena jedinému faktoru za casovy interval v
kontrolnich podminkach (Dykyjova et al., 1989).

K odhadu wvnitfni rychlosti ristu populace (r) byl pouzit nezavisly

exponencialni model, kde e — Eulerovo cislo, oznacované jako zaklad



pfirozenych logaritmt, N; znaci finalni hustotu roztoct, N pocatecni hustotu
rozto¢t (10), a t byla doba trvani experimentu (28 dni):
(Ne=No*e")
Upraveno pomoci pfirozenych logaritmi:
(INN¢=In N, + rt)
Znizr:

r= lTLNt—tlTLNO

Pro srovnani jednotlivych faktorG byl pouzit Tukeyho test. Statistické
analyzy byly provedeny v programu XLSTAT 2015 (Addinsoft, New York,
NY, Spojené staty).

3.6. Chov roztoce T. putrescentiae pro proteomickou a enzymatickou
analyzu

Pro enzymatickou analyzu exkrementi zroztoée T. putrescentiae byly
pouzity granule pro psy stejné jako v pfipad¢ biotestll. Pro ziskani extraktu z
exkrementl roztocli byla pouzita pocetnéjsi populace ve srovnani s biotesty,
chov roztocu pro tyto ucely v komirkach trval 10 tydni. Po celou dobu
chovii byly kazdy tyden kontrolovany fyzikalni podminky, nartst populaci a
ptipadné kontaminace chovnych prostor. Komurky byly pfi kontrolach

otaceny o 180°, aby doslo k pokryti celého povrchu komirek exkrementy.

3.7. Enzymaticka analyza vzorku
Pro ziskani extraktu z exkrementu byli rozto¢i a zbytky potravy po deseti

tydnech z komirek odstranény. Nésledné byly komiirky extrahovany pomoci
chlazené ddH,O o objemu 10 ml. K vyrobé ddH,O byl pouZit ¢tyistupiiovy
deioniza¢ni proces zkombinovany s UV lampou, ultrafiltrem a 0,2
mikronovym filtrem (NANOpure Diamond Life science UV/UF, Barnstead,
Spojené staty). Pro extrakci byla pouzita ddH,O piedchlazend na 4 °C.
Komirky byly tfepany za chlazeni na ledu na kyvacce Rocker 25 (Labnet



International, Inc., Woodbridge, NJ, Spojené staty) po dobu 15 minut z kazdé
strany. Jejich objem byl vyprazdnén do sklenéné sterilni kadinky o objemu
600 ml. Extrakce byla poté dvakrat zopakovdna s 10 ml a 5 ml. Ziskany
extrakt byl rozdélen po 20 ml do 50 ml centrifugacnich zkumavek (flakont)
typu Falcon (Orange Scientific, Lachnema) a odstfedén v centrifuze MR 23i
(Jouan Industries, S. A. S., Francie) pti 10000 g a 4 °C po dobu 15 minut.
Supernatanty z centrifugac¢nich zkumavek byly odpipetovany do sklenéné
sterilni kadinky. Nasledné¢ byly vzorky supernatantu rozdéleny po
definovaném objemu 30 ml a 1 ml do flakont a zmraZeny pifi -55 °C a

zlyofilizovany piistrojem PowerDry LL 3000 (Thermo, Sanghaj, Cina).

3.8. Méfeni aktivity proteini
Byly provedeny enzymové analyzy, které prokazaly aktivitu proteint

v extraktu z exkrementl skladistniho roztoge T. putrescentiae. Pro zméfeni
aktivity proteint byl pfipraven univerzalni pufr Britton-Robinson | (BR — ).
Tento pufr byl adjustovan na pH metru s teplotni kompenzaci za stalého
michani na magnetické michacce. Pufr byl pfipraven tak, aby vysledna
koncentrace v reakci byla 0,1 mol/dm?®. Kysela slozka pipravena z H3BO;,
H3PO, a CH3COOH byla titrovana Pasteurovou sterilni pipetou zasaditym
roztokem.

Pro zjisténi pH optima obecné aktivity protedz byl rozpustén azoalbumin
(Kat. ¢. A2382; Sigma-Aldrich) 0,2% (w/V) v BR-I pufru pH od 3,5 do 8,0.
Samotné méfeni bylo provedeno v mikrodestiéce (Gama, Ceské Budgjovice,
Cesko) o 96 jamkéich, kazdé méfeni ve tiech opakovanich. Do piisluiné
jamky bylo napipetovano 200 pl azoalbuminu a pfidano 50 pl homogenatu,
ktery obsahoval 20 pg proteinid. Byla provedena dvoji kontrola, od které byly
odecitany namétené hodnoty kontroly substratu a kontroly homogenatu. Do
bézné kontroly bylo pifidano 50 pl ddH,O. Pro kontrolu homogenatu bylo
pouzito 50 pl homogenatu v 200 pl ddH,O. Takto pfipravena desticka byla
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inkubovana 60 minut pfi teplot¢ 37 °C a tfepana rychlosti 500 RPM na
inkubované trepacce ELMI DTS-2 (Riga, LotysSsko). Reakce byla ukoncena
ptidanim roztoku TCA o objemu 50 pl.

Pufry ve tfech zjisténych pH optimech byly dale pouzity pfi méteni
proteolytickych aktivit na specifickych substratech Z-Arg-Arg-p-nitroanilid
(ZRRpNA), Ala-Ala-Phe p-nitroanilid (AAPpNA) a Na-Benzoyl-DL-
arginin p-nitroanilid hydrochlorid (BApNA) a inhibitort N,-Tosyl-L-lysin
chlorometyl keton hydrochlorid (TLCK), N-p-Tosyl-L-fenylalanin
chlorometyl keton (TPCK) a E64 (E-64) a aktivatoru Tris-(2-carboxyetyl)
fosfat hydrochlorid (TCEP), pro vybrané enzymy. Kontrolni vzorky byly
pfipraveny stejn¢ jako pro zjisténi enzymové aktivity a obsahovaly stejné
latky rozpusténé v dimetyl sulfoxidu (DMSO) (Kat. ¢. D8414; Sigma-

Aldrich), metanolu a vzorky resuspendované v ddH,0.

3.9. Méfeni aktivity specifickych proteini
3.9.1. Meéfeni enzymové aktivity na substratu pro Catepsin B
Do desti¢ky bylo napipetovano ve ¢tyfech opakovanich.

1) 10 pl ddH,0, 10 pl E64 a 10 pl TCEP,

2) 190 pl substratu ZRRpNA rozpusténo v DMSO

3) Reakce byla zahajena pfidanim 50 pl homogenatu do kazdé jamky

kromée kontroly pro substrat
Mikrodesticka byla tfepana 15 minut pii teplot€ 37 °C a rychlosti 711

RPM v tiepacce ELMI DTS-2. Reakce byla ukoncena ptidanim 50 ul TCA.
Absorbance byla zméfena v piistroji ELISA reader (Multiscan ASCENT,
Thermo, Sanghaj, Cina) pfi vinové délce A = 595 nm. Po zméfeni bylo
z desticky odpipetovano 125 ul vzorku do nové mikrodesticky. Ke vzorku

bylo pripipetovano 125 pl ddH,O a opét zméfeno v piistroji ELISA reader.



3.9.2. Meéfeni enzymové aktivity na substratech pro Trypsin a
Chymotrypsin
Do desticky bylo napipetovano ve ¢tyfech opakovanich.
1) 10 pl inhibitoru: TPCK rozpustény v metanolu a TLCK rozpustény
v DMSO
2) 190 pl ptislusného substratu BApNA nebo AAPpNA rozpusténo
v DMSO
3) Reakce byla zahajena ptidanim 50 pl homogenatu do kazdé jamky
kromé kontroly pro substrat.

Mikrodesticka se substratem pro chymotrypsin byla tfepana 35 minut pfi
teploté 37 °C a rychlosti 711 RPM ELMI DTS-2. Na ukonceni reakce bylo
pouzito 50 pl TCA. Absorbance byla zméfena v piistroji ELISA reader pfi
vlnové délce A = 595 nm.

Mikrodesticka se substratem pro trypsin byla tfepana pouze 15 minut pii
teploté 37 °C a rychlosti 711 RPM ELMI DTS-2. Pro ukonéeni reakce bylo
pfidaino 50 pl TCA. Po zméfeni vzorku v pfistroji ELISA reader bylo
odpipetovano 125 pl do nové 96jamkové mikrodesticky a pridano 125 pl
DMSO a opét zméteno v piistroji ELISA reader pfi vinové délce A = 595 nm.

3.10.  Stanoveni obsahu proteint
Koncentrace proteini v jednotlivych vzorcich byla stanovena pomoci

Bradfordova ¢inidla (B6916, Sigma-Aldrich). Tato metoda je zalozena na
kolorimetrické reakci, kterda probéhne po smichani Bradfordova Ccinidla
S roztokem obsahujicim proteiny. Vznikly komplex proteinu s Brilliant Blue
G ma absorb¢ni maximum pii 595 nm.

Obsah proteini byl stanoven v lyofilizovaném vzorku o objemu 1 ml,
ktery byl rozpustén 100 ul ddH,O. Pro zméfeni obsahu proteind bylo

smichano 10 pl vzorku s 240 ul Bradfordova cinidla a jako blank bylo
10



pouzito 10 pl ddH,0 s 240 pl Bradfordova ¢inidla. Po inkubaci 10 minut
byla 96 jamkova mikrodesti¢ka zméfena na ELISA readeru pii vinové délce A

=595 nm.

3.11.  Identifikace izoforem proteint
Pro identifikaci izoforem proteini byla pouzita 12% a 10% tris-glycinova

elektroforéza (Bio-Rad, Hercules, CA, Spojené staty). Lyofilizovany vzorek
byl aplikovan do 1,5 mm jamek o mnozstvi 10, 20 a 30 pg proteind,
kvantifikovano dle Bradforda. Elektroforéza byla pusténa na 25 V po dobu 1
hodiny. Poté bylo zvySeno napéti na 77 V. Po skonceni elektroforézy byly
jednotlivé gely vizualizovany dokumentaénim systémem (InGenius,
Syngene, Cambridge, Spojené kralovstvi) excitace byla provedena
transluminatorem 360 nm, emise byla sledovana filtrem 440 nm.

Pro zjisténi jednotlivych proteintt byly pouzity substraty, od Sigma-
Aldrich: Ala-Ala-Phe-7-amido-4-metylcoumarin (AAPMC) (Kat. ¢. A3401,
Sigma-Aldrich), N.-Benzoyl-L-arginin-7-amido-4-metylcoumarin
hydrochlorid (BAAMC) (Kat. ¢. B7260, Sigma-Aldrich), Z-Arg-Arg-7-
amido-4-metylcoumarin hydrochlorid (ZRRMC) (Kat. ¢. C5429, Sigma-
Aldrich) a inhibitory N-p-Tosyl-L-fenylalanin chlorometyl keton - > 97%
TLC (TPCK) (Kat. &. T4376, Sigma-Aldrich), E64 (E-64) (Kat. ¢. E3132,
Sigma-Aldrich) a N,-Tosyl-L-lysin chlorometyl keton hydrochlorid > 96%
TLC (TLCK) (Kat. ¢. T7254, Sigma-Aldrich).

3.12.  Elektroforetické déleni proteini
Prvni rozmér elektroforetického déleni byl proveden metodou IEF

piistrojem Ettan IPGphor 3 s kontrolnim software Ettan IPGphor3, version
1,2 build 29, GE protocols version: 1,0 (Bio-Sciences, Piscataway NJ,
Spojené staty).
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Pro separaci bylo stanoveno 250 pg proteinti na doporué¢ené mnozstvi 250
ul rehydrataéniho roztoku (18-1168-31, GE Healthcare, Uppsala, Svédsko)
obsahujici 0,5 % pH 3 — 10 pufru (17-6000-87, GE), ktery byl nanasen do 13
cm keramickych holder. Vzorky pro hmotnostni analyzu byly pied
samotnou IEF navic pfecistény 2D Clean up kitem (80-6484-51, GE), ktery
ze vzorku odstranil detergenty, soli, nukleové kyseliny, tuky, fenoly a dalsi
latky ovliviiujici pribéh rozdéleni protein. Vzorek byl prekryt
polyakrylamidovym gelovym paskem — stripem (Immobiline DryStrip pH 3-
10, 17-6001-13, GE), ktery vaze proteiny podle ptislusného izoelektrického
bodu v daném pH. Nasledné byl na vzorek nanesen mineralni olej (17-1335-
01, GE), ktery chrani strip pied vysusenim v prubéhu izoelektrické fokusace.
Program pro separaci proteind byl nastaven nasledovné: 1. 30 V, 10 hodin
(aktivni dehydratace); 2. 500 V, 500Vh; 3. 1000 V, 800 Vh; 4. 6000 V,
15000 Vh; 5. 6000 V, 16000 Vh. Separace proteint IEF probihala 19 hodin
za laboratornich podminek.

Stripy byly po ukonéeni izoelektrické fokusace ekvilibrovany 15 minut v
ekvilibraénim roztoku (6 M urea, 2% SDS, 0,05 M Tris-HCI pH 8,8, 20%
glycerol) s ditiotreitolem (DTT, 100 mg/10 ml), (43817, Sigma-Aldrich),
které funguje jako redukéni ¢inidlo SH skupin a nasledné dal$ich 15 minut s
iodacetamidem (IAA, 57670, Sigma-Aldrich), (400 mg/10 ml), ktery funguje
jako alkyla¢ni ¢inidlo pro cysteinové zbytky. Pro druhy rozmér byly stripy
umistény na vrchni ¢ast 14% polyakrylamidového gelu (SDS-PAGE)
upraveného dle ptilozeného protokolu k dodédvanému akrylamidu (A3699,
Sigma-Aldrich) a fixovany k PAGE gelu roztokem 1% agarosy (A7431,
Sigma-Aldrich). 2D elektroforéza probihala zpocatku za konstantniho napéti
30 V a pozdéji byla jeho hodnota zvySena na 300 V.

Po ukonéeni druhého rozméru elektroforézy byl gel pieveden do

fixacniho roztoku a 30 minut tfepan na tiepacce. Poté byl fixacni roztok
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vymeénén za barvici roztok Coomassie Brilliant Blue (Phastgel Blue R, GE) a
po 60 minutach tfepani byl gel pifemistén do odbarvovaciho roztoku. Pro
tento typ elektroforézy je fixacni a odbarvovaci roztok totozny (40% metanol
+ 10% kyselina octova). Odbarveny gel byl dokumentovan zafizenim G:BOX
EXTENDED (SYNGENE, Cambridge, Spojené kralovstvi) za pouziti bilého
svétla a UV:06 filtru.

3.13.  Identifikace proteini hmotnostni spektrometrii

Z obarveného gelu byly separovany ,,spoty* o pruméru 0,5-1 mm, které
predstavovaly jednotlivé isoformy proteint. Spoty byly vlozeny do
zkumavek eppendorf (022431064, Protein LoBind Tube 0,5 ml, USA) a
pomoci hmotnostni spektrometrie 4800 Plus MALDI-TOF/TOF (Applied
Biosystems/MDS Sciex, Spojené staty) Pro odstranéni barviva Coomasie
navazané¢ho na proteiny byly spoty promyty 100 ul 50 mM amonium
bikarbonatem (ABC) rozpusténém v 50% acetonitrilu (ACN) s 50 mM DTT.
Vsechny vzorky byly nasledné sonikovany po dobu 5 minut. Po 15 minutach
byl roztok odstranén a vzorky byly promyty 100 pl 50 mM ABC/ 50 % ACN
s50 mM IAA a opét sonikovany 5 minut. Po 25 minutach byl roztok
odpipetovan. Pro tpIné odstranéni IAA byly vzorky promyty roztokem
ABC/ACN/DTT o stejné koncentraci a obdobnym postupem, viz vyse. Po
odstranéni supernatantu byly vzorky sonikovany 5 minut ve 100 pl
HPLC/MS-grade vodé a nasledné¢ 5 minut ve 100 pl ACN. Vzorky byly
ponechany 2 minuty v otevienych eppendorfkach pro uplné odstranéni
roztoku evaporaci. Nasledné byly vzorky $tépeny 5 mg trypsinu rozpusténého
v 10 ul 50 mM ABC a inkubovany pies noc pii teploté¢ 37 °C. Trypsinové
$tépy byly eluovany (neutralizovany) s pomoci ultrazvukové 1azn€ po pfidani
0,5 ul 3% kyseliny trifluoroctové (TFA) rozpusténé v ACN. Vzorky byly
sonikovany po dobu 10 minut a pfeneseny na metici desticku pro MALDI.

Po zaschnuti 0,5 pl vzorku na méfici desticce byl ptevrstven 0,5 ul matrici
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CHCA (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid, 70990, Sigma-Aldrich). Vzorky
byly méfeny hmotnostnim spektrometrem v rozmezi 700-4000 m/z. V
MALDI je molekula umisténa v matici malych organickych molekul a
nasledné ozarena zableskem laseru Nd:YAG laser (355 nm, 200 Hz). Ziskana
spektra byla porovnavana s databazi National Center for Biotechnology
Information (NCBI) pomoci programu Mascot v 2.2 (Matrix Science, Boston,
MA, Spojené staty) dle kritérii: enzyme-trypsin, taxonomy-NCBInr, fixed
modification-carbamidometylation (C), variable modifications-deamidated
(NQ), metionine oxidation (M), a sStoleranci pro peptidy = 125 ppm a
fragmenty peptidd + 0,3 Da. Vzorky byly analyzovany v Laboratofi
hmotnostni spektrometrie na Pfirodovédecké fakult¢ Univerzity Karlovy v

Praze (PfF UK; Vini¢na 7, Praha 2, Cesko).

3.14. Determinace bakterialniho spektra
Pro bakterialni izolaci bylo pouZzito 6 komurek roztoce T. putrescentiae

chovaného na psich granulich. Pfed extrakci byli z komtrek odstranéni
rozto¢i a zbytky potravy. Komirky byly naplnény 3 ml sterilni ddH,O a
protiepany. Extrakt byl premistén do 15 ml centrifugaénich zkumavek
(Orange Scientific). Bakterie byly izolovany nékolikanasobnym fedénim
extraktu a nanesenim na agar (Difco, New Jersey, Spojené staty). Po 24
hodinach pii inkubaci 25 °C byly vybrany jednotlivé kolonie bakterii a
identifikovany.

DNA byla extrahovana z Sesti kolonii bakteridlntho kmene za pouziti
Ultra Clean Microbial DNA Isolation Kit (Kat. ¢. 12224, MoBio
Laboratories, Carlsbad, Spojené staty) dle pokynti vyrobce. Pro analyzu 16S
rRNA byl pouzit primer 27F (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") A
1492r (5'-GGTACCTTGTTACGACTT-3") (Jiang et al., 2006). Pro
identifikaci skupiny Bacillus cereus byl pouZit primer BCFompl (5'-
ATCGCCTCGTTGGATGACGA-3") a BCRompl1 5-

14



CTGCATATCCTACCGCAGCTA-3") na motB gen (Oliwa-Stasiak et al.,
2010). PCR amplifikace byla provedena v C1000 thermal cycler (Bio-Rad,
Hercules, CA, Spojené staty) a 25 ul PCR roztoku obsahovalo nasledujici
komponenty: 2mM MgCl2, 200uM dNTPs, zacinajici a ukoncujici primer
(100 mM kazdého), 0,5U Taq polymerasy (vSechny chemikalie od Promega,
Madison, WI, Spojené staty) a 1 ul DNA. Pro amplifikaci 16S rRNA byly
stanoveny podminky: 2 minuty pti 94 °C a 30 cykla po 90 s pii 94 °C, 90
s pii 50 °C a 60 s pti 72 °C, kone¢na faze trvala 10 minut pii 72 °C a vzorek
byl udrzovan pii 4 °C (Barbieri et al., 2001). PCR podminky pro gen motB
byly: 30 cykli po 30 s pti 94 °C, 60 s pii 54,5 °C a 60 s pii 72 °C, 5 minut
denaturaéni faze a 7 minut kone¢na faze (Oliwa-Stasiak et al., 2010).
Sekvenace byly provedeny servisné v Macrogenu (Soul, Jizni Korea).
Ziskané sekvence byly zpracovany CodonCode Aligner verze 2.0.6.
(CodonCode, Corporation, Deham, MA, Spojené staty). Nukleotidova
sekvence genu motB byla pfepsdna na proteinovou sekvenci pouzititm
ExXPASy Translate tool (Gasteiger et al., 2003). Sekvence byly porovnany
s existujicime sekvencemi pomoci Basic Local Aligment Search Tool
(BLAST; http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) (Altschul et al., 1990). Vsechny

ziskané sekvence z 6 izolatl bakterie byly ulozeny v databazi GenBank.

4. Vysledky a diskuse
V experimentu 1 jsme prokazali, Ze populace skladistniho roztoce T.

putrescentiae se muze liSit v zavislosti na barevné odlisné granule
V testovaném krmivu pro psy. Nas§ vysledek je odlisny od pfedchoziho
zjisténi Canfield & Wrenn (2010), ktefi nezaznamenali zddné vyznamné
rozdily v rastu roztocl ve tfech odlisnych testovanych krmivech pro psy
(Canfield & Wrenn, 2010). Rozdil v populacnim ristu na zelené a hnédé
granuli v porovnani s bilou a ¢ervenou naznadil, Ze tyto granule jsou pro
roztoce T. putrescentiae nutri¢né vyhodngjsi. Protoze nejvétsim mnozstvim v
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testovaném baleni krmiva pro psy pfedstavovaly hnédé granule (70 %),
oproti Cervené (9 %), bilé (12 %) a zelené 9 % barve, maji hnédé granule
nejvetsi vliv na populacni rist roztoce v ramci baleni.

Dale byl popula¢ni riist rozto¢e vyznamné zavisly (F (3.4=332, P<0,001),
jak na integrité granule (F=44, P<0,001), tak na pocatecni hustoté populace
laboratorniho kmenu T. putrescentiae (F=492, P<0,001). Interakce obou
faktort byla signifikantni na hlading vyznamnosti o= 0,05 (F=234, P<0,001).
Drcené granule pro psy byly vhodnéjsi pro vyssi populacni rdst nez celé
granule, spocateni populacéni hustotou 100 jedinci. Na rozdil od
populaéniho riistu populace pfi pocatecni hustoté 10 roztoct se populacni rist
na drcenych a celych granulich vyznamné nelisil. White et al. (2003) uvadi,
ze T. putrescentiae spoleéné s A. siro nejéastéji infestuje poSkozené
obiloviny, kde jsou snadno dostupné ziviny, coz vede k vy$§imu rlstu
populace (White et al., 2003).

Vnitini rychlost ristu byla vyznamné ovlivnéna (F (7,184=54, P<0,001)
typem potravy (F=76, P<0,001) a kmenem rozto¢e T. putrescentiae (F=96,
P<0,001). Vzajemné pusobeni téchto faktorti bylo signifikantni na hladiné
vyznamnosti a = 0,05 (F=5, P=0,002). Drcené granule piedstavovali
vhodngjsi potravu pro populaéni rist vSech c¢tyf kmend roztoce T.
putrescentiae nez laboratorni dieta. Tyto faktory vysvétluji rozdily, které
byly promitnuty do rastu populace v riznych biotickych nebo abiotickych
podminkach béhem evolu¢niho vyvoje na rtznych stanovistich, at uz
Vv bézném nebo laboratornim prostfedi. Colloff (1987a, b) poukazal na
odlisnost vyvoje vaji¢ek polniho kmenu roztole D. pteronyssinus oproti
vajicktim laboratorniho kmene.

Pocatecni hustota (F=71, P<0,001), kmen rozto¢tu (F=28, P<0,001) a
jejich vzajemné pisobeni (F=21, P<0,001) signifikantné ovlivnili finalni

pocet rozto¢l. Rozmnozovani a vyvoj byl predevs§im ovlivnén pocatecni
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hustotou rozto¢d. Populaéni rist laboratorniho kmene-CZ byl nejvyssi pii
pocateéni hustoté 10 roztoci, nez pii 100 jedincich, polni kmen-CZ a kmen-
USA mély vyssi populacni rist nez komeréni kmen-NL.

V experimentu 5 byl testovan vliv $paldové mouky a krmiv pro psy na
populacéni rist roztote T. putrescentiae. Koneény pocet roztocd byl
vyznamné (F (384=297, P<0,001) zavisly na obou adapta¢nich dietdch
(F=158, P<0,001), a také na zmén¢ diety (F=728, P<0,001). Popula¢ni
hustota byla vyznamné zavisla na interakci obou faktort (F=6,8, P=0,011).
Vysledky adaptacnich biotestu prokazaly, ze T. putrescentiae se vyrazné
rychleji mnozi na granulich pro psy, nez na Spaldové mouce. Dle nékolika
ptedeslych studii je tento rozto¢ nejbéznéjsim skudcem v krmivech pro psy a
preferuje substraty bohaté na tuky a proteiny (Gill et al., 2010; Hibberson &
Vogelnest, 2014).

Enzymovou analyzou byly popsany proteazy v exkrementech T.
putrescentiae chovaného na granulich pro psy. Nejvyznamngjsi proteazy
tohoto roztoCe jsou trypsiny znamé jako alergen Tyr p3. Identifikace
proteinti/alergent v exkrementech zvySuje jejich vyznam, nebot jsou
kvantitativné nejvyznamnéjsi alergeny. Proteomicka identifikace prokazala
kvantitativné velkou ptitomnost proteint z Bacillus cereus v exkrementech T.
putrescentiae. Bacilolysiny (neutralni a basické protedzy) mély zna¢ny podil
na proteolytické aktivité v extraktu z exkrementt. Bacilolysiny jsou znamé i
esterolytickou aktivitou, tudiz je pfedpoklad, ze travily i tuky v potraveé. Jako
substrat pro exochitindzy B. cereus slouzily v experimentu svlecky a
peritrofickd membrana exkrementii. Bakterie B. cereus hraje vyznamnou roli
Vv potravni biologii T. putrescentiae a rozto¢ ji mohl vyuzivat jak v ptivodnim
pidnim prostiedi a muize této interakce vyuzivat i prostfedi prachu

domacnosti na vyuziti Zivin z derivati kize.
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5. Zavér

V této praci byl hodnocen populacni rist skladistniho roztoce T.
putrescentiae. Bylo prokazano, Ze rozmnozovani a vyvoj roztoce je znaéné
ovlivnén integritou potravy 1 pocatecni populacni hustotou. Vysledky
prokazaly, Ze pro rist roztoce T. putrescentiae je vyhodna dieta bohata na tuk
a bilkoviny. Vysledky ukazaly, ze roztoci adaptovani na ur€ity typ potravy
maji pfi pfesunu na jinou dietu pomalejsi populacni rtst. Toto znamena, Ze
pfi pfechodu z jednoho nutricniho habitatu do druhého bude rozto¢tm trvat
urcity ¢as, nez se adaptuji na novou dietu a jejich populaéni rist se ustali.
Exkrementy rozto¢t ptredstavuji nebezpecnou smés alergenti pro ¢lovéka i
zvitata a vysledky prace zvySuji vyznam alergenti detekovanych
v exkrementech. Vysledky prokazaly, ze hlavni roztocovou protedzou
pfitomnou v exkrementech T. putrescentiae je trypsinovy alergen Tyr p3.
Znacnou cast proteolytické aktivity, hlavné v neutralnim a basickém prostiedi
tvorily bacilolysiny z bakterie B. cereus, kterd byla v psich granulich
s rozto¢em silné asociovana. Exochitinazy z B. cereus se podileji na rozkladu
roztocovych tél a svleCek a mohou uvoliovat alergeny z exkrementl. Zjisténa
symbioticka interakce roztoce s B. cereus ma velky ekologicky i medicinalni
vyznam. Pfedpoklad je, Ze interakce roztoce T. putrescentiae s B. cereus ma

praptivod jiz v ptdnim prostfedi a je pfenosna i do prachu domacnosti.
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8. Summary
The infestation of foodstuffs by mites is connected to health risks and

economic losses. Tyrophagus putrescentiae (Schrank, 1781) is a cosmopolitan
generalist feeder that prefers foodstuffs of high-fat and high-protein content. The
stored product mite T. putrescentiae is an emerging and predominant pest of
dry dog food. It is an emerging source of allergens in stored products and
homes. Feces allergens accumulate in the environment during the life of the
mite and represent quantitatively greater amounts of mite immunogens than
mite bodies. The mites are carriers of microorganisms and microbial adjuvant

compounds that stimulate innate signaling pathways leading to allergy.
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The intrinsic growth rates of the mites were compared. The population
growth was higher on the brown and green kernels than on the red and white
kernels. The kernel integrity affected the population growth, and the integrity
effect was highly influenced by the initial mite population density. The mites
showed density-dependent growth in 3 of the 4 mite strains tested. The initial
population density changed the population growth ranking among the mite
strains, thereby indicating strain-specific density-dependent growth.

Dietary treatment, nutritional adaptation, and their interaction all
significantly influenced population growth. The homogenous diet treatment
showed 7.5 times higher growth on the dog food diet than on flour. In the
dietary switch, flour-adapted mites switching to dog food experienced five
times greater population growth than the flour-adapted mites remained on
flour, whereas the dog food-adapted population showed a 2.8-fold decrease in
population growth when transferred to the flour. A comparison of means
between the two dietary switch treatments showed a 1.9-fold higher
population growth after flour-adapted mites were shifted to dog food than
when the dog food-adapted mites were shifted to flour.

Three peaks of protease activity at pH 5.75, 6.75 and at basic pH were
observed. The highest activity was assigned to trypsin-like proteases, lower
to chymopsin-like, and the cysteine protease cathepsin B-like were very low.
Highest activity observed at basic pH, followed by pH 6.75 corresponded to
the bacterial basic and neutral proteases while the activity at pH 5.75 was
mite gut derived trypsins. The different patterns of bands in zymographic
analysis demonstrated the specific protease activities towards the different
substrates produced by different proteases. The 2D-E-MS/MS proteomic
analysis of the feces identified T. putrescentiae trypsin allergens Tyr p3 and
Tyr pl3, putative mite allergens ferritin (Grp 30 mite allergens) and

(poly)ubiquitins. The proteins of Bacillus cereus were found including
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bacillolysins (neutral and alkali proteases), extracellular exo-chitinases,
superoxide dismutase, extracellular solute-binding protein family 5, or cold-
shock proteins. The Bacillus cereus group symbiont was far dominant in
cultivable part of isolated bacteria from the feces.

The results of this study have important implications for predictive
models of stored-product mite populations in dry dog food. High-fat and -
protein food accelerated T. putrescentiae population growth compared with
the high-carbohydrate diet.

The results increase the medical importance of the mite allergens detected
in the feces. The cocktail of allergens, i.e. feces covering chitin, mite
allergens and bacterial toxins, represent high risks for the mammalian
immune system. The bacterium aid is to the medical importance of T.
putrescentiae. The strong association of the mite with Bacillus cereus with

analogy to soil environment was indicated.
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