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Abstract

Bacteria as food source for synanthropic mites (Acari: Acaridida)

The lysozyme activity is usually exhibited by the cell of immune system as unspecific
immunity. Lysozyme is also involved in digestion of bacteria in some organisms, such as
ruminants, folivorous monkeys and birds, rabbits, termites or Diptera Cyclorrhapha. The
antropogenous mites inhabited bacteria reach habitats including house dust and stored
product. Although in some species the lysozyme activity has been reported, nothing is known
about utilization of bacteria. The main goal of this study was to find whether mites utilize
bacteria as a food source.

The activity of lysozyme as the enzyme hydrolyzing the cell walls of G* bacteria was
measured on 10 species of acaridid mites (i) in the whole mite extracts (WME) and (ii) in the
spent growth medium extracts (SGME). In addition, the pH optima of lysozyme activities
were found for both fractions separately. In biotests, the effects of bacterial enriched and
control rearing diets on population growth were compared. The bacteria were added into
rearing diet (Micrococcus lysodiekticus — 5 % w/w) and population growth starting from 20
specimens was observed 21 days after cultivation in optimal conditions (85 % RH and 25°C
except D. farinae - 75 % RH). The numbers of individuals on both diets were compared. As
bacteria-feeding species were suggested species of significantly higher numbers on bacteria-
enriched diet than on control (T-test).

The lysozyme activities were found in WME and SGME of all tested species in different
levels. The results also showed that the mite lysozymes have similarities to ruminant stomach
lysozyme and Cyclorrhapha midgut lysozyme, in being active at middle acid pH values.
Curves of pH optima also showed, that the mite lysozymes could be resistant to acid
endogenous proteinases. The species differs in their population increase on bacteria-enriched
diets. Among tested species, 7. lini, L. destructor, C. redickorzevi and D. farinae were
referred as bacteria feeding. Lower degree of bacteriophagy was observed in G. domesticus
and A. ovatus, and for T. putrescentiae, T. brevicrinathus, A. siro and A. gracilis there were
no significant differences in population increase on bacteria-enriched and control diets. In
spite of biotests, digestive function of lysozyme in these species is indicated by: (i) activity of
lysozyme in WME and SGME; (ii) pH optima corresponding to physiological conditions in

midgut (ventriculus and caeca).



These results confirmed the ability of studied antropogenous mites to digest bacteria. The

bacteria-mites interactions as well as allergen potential
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1. Uvod

Pod pojmem synantropni rozto¢i si nejcastéji predstavujeme skladistni a prachové roztoce.
Skladistni roztoci jsou vyznamni $ktdci, ktefi $kodi Zirem a infestaci potravin exkrementy a
svymi tély. Prachovi rozto¢i znehodnocuji Zivotni prostfedi‘ ¢loveéka. Infestace potravin €i
okolniho prostredi rozto¢i je vyznamna z hlediska ptitomnosti potencialnich pathogennich
agens. Ty jsou u nich reprezentovany piedevsim fadou hydrolytickych enzymi. Pozienim ¢i
vdechnutim exkrementli ¢i zbytkd tél obsahujicich antigeny roztoc¢t dochdzi k imunitni
odpovédi a u nékterych jedinci ke znatelné alergické reakci. Neékteré enzymy jsou
prokdzanymi alergeny, jiné jsou z alergenicity pouze podezielé. U fady hydrolytickych
enzymu je téZ znama jejich travici funkce. Predmétem zkoumani v této diplomové praci je
enzym jehoz alergenicita neni zcela jasna a jehoz travici funkce nebyla dosud u roztocu
studovana a tudiZ ani prokazana. Timto enzymem je lysozym.

Lysozym (EC 3.2.1.17) nalezi mezi hydrolasy, tj. enzymy katalyzujici hydrolytické
reakce. Patii k velmi dlouho znamym enzymim a byl objeven roku 1922 britskym
bakteriologem Alexandrem Flemingem v nosnim hlenu. Tento v Zivoc¢i$né fisi velmi hojné
zastoupeny enzym ma prokazany baktericidni G¢inek. Baktericidni G¢inek lysozymu je
zplsoben tim, Ze katalyzuje Stépeni B(1—4)-glykosidové vazby mezi NAM a NAG, coz jsou
jednotky, které tvoii zdkladni staveni kameny buné¢né stény bakterii.

Pfitomnost lysozymu v travicim traktu rozto¢i miZe byt podnétem k nasledujicim
otazkam: (i) zda je lysozym u roztoci soucasti nespecifické imunity, (ii) zda je lysozym
zdrojem alergenicity a kone¢né (iii) zda je lysozym vyuzivan jako travici enzym. Zatimco na
prvni otazku existuje jednoduchd odpovéd’, tak otazka (ii) a zejména (iii) vyzaduji
podrobnéjsi zkoumani.

Lysozym byl v minulosti fazen mezi vid¢i alergeny rozto¢d. V poslednich letech vsak
doslo k vyraznému pokroku ve zkoumani alergent rozto¢d a dnes jiZz lysozym mezi hlavni
alergeny nepatii. Nahradily jej tzv. lysozyme-like proteiny, které maji sice podobnou
molekulovou hmotnost jako lysozym, ale jejich rekombinantni proteiny postradaji
baktericidni G¢inky. To vSak neznamena, Ze by lysozym jako protein nemohl pusobit jako
alergen. Pouze byla v posledni dobé pieorientovana pozornost na vyzkum lysozyme-like
proteinu jako alergent na ukor lysozymu.

Hlavnim cilem ptedloZené diplomové prace je zjistit, zda synantropni rozto¢i vyuzivaji

lysozym jako travici enzym. K tomuto uéelu bylo vybrano 10 modelovych druhl roztoca 3



¢eledi podiadu Acaridida. Na vSech vybranych druzich rozto¢t byla v této praci provedena in

vivo a in vitro analyza. Z analyz vyplyvaji nasledujici dil¢i cile prace:

-
-
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v
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zjistit, zda se lysozym vyskytuje v té¢lech modelovych organismi;

zjistit, zda se lysozym vyskytuje v exkrementech modelovych organismi;

¢asteCna charakterizace lysozymu, tj. urceni pH optima pro jednotlivé druhy
v WME (celotélni homogenat) i SGME (homogenat z exkrementil);

porovnani enzymovych aktivit lysozymu u druh pro WME i SGME;

zjistit, zda existuje korelace mezi enzymovou aktivitou v WME a SGME;

ur€it pH v jednotlivych ¢astech stieva roztoci;

zjistit, zda bakteriemi obohacena dieta vyznamné ovliviiuje populaéni riist roztoca.

Zavéry by mély poskytnout cenné informace pro pochopeni fysiologie a ekologie roztoci. A

jelikoz alergenicita lysozymu by neméla byt podceniovana, mohou byt vysledky této prace

vyuzitelné i v imunologii potazmo alergologii.



2. Literarni prehled

2.1. Uvodem o rozto&ich

Rozto¢i (Acari) jsou druhové nejpocetnéjsi a nejdiversifikovanéj§i skupina z tfidy
pavoukovctl (Arachnida) a zahrnuji pies 45 000 dosud popsanych druhti, cozZ je odhadem asi
5 % z celkového odhadovaného poctu druhti. Jejich velikost se pohybuje v rozpéti od 0,09
mm do 30 mm. Rozto¢i obyvaji vSechny typy ekosystému a najdeme mezi nimi volné Zijici i
parazitické formy. Nejrozsifenéjsi jsou volné zijici druhy vSech hlavnich skupin, vyjma
klistat (Ixodida). Volné Zijici roztoci predstavuji predacni, saprofagni, fungivorni, fytofagni,
koprofagni i nekrofagni druhy (Alberti & Coons 1999, Walter ef al. 2006). Systematika fadu
Acari je znacné slozita a nejednotna, dnes se nejcastéji pouziva déleni na 2 skupiny:

Skupina: Parasitiformes (Anactinotrichida)

Podtad: Opilionacarida (Notostigmata)
Holothyrida (Tetrastigmata)
Ixodida (Metastigmata)
Gamasida (Mesostigmata)

Skupina: Acariformes (Actinotrichida)

Podrad: Actinedida (Trombidiformes sensu latu)
Oribatida (Cryptostigmata)
Acaridida (Astigmata)

2.2. Evoluce skladiStnich rozto¢u

Synantropni rozto¢i nalezi do podiddu Acaridida, coz je velka skupina vétSinou malo
sklerotizovanych a kiehkych rozto¢d, jejichz velikost se pohybuje od 0,2 do 1,8 mm. Podiad
Acaridida ¢ita kolem 5000 popsanych druhti v 800 rodech a 70 ¢eledich (Alberti & Coons
1999).

Acaridida jsou povazovani za monofyletickou skupinu, kterd se vyvinula z panciinikd

(Oribatida). Tato teorie prosla jistym vyvojem, ktery ilustruji schémata na obrazku 1.



Prostigmata Oribatida Prostigmata Oribatida | Acaridida

/
Acaridida
A (Berlese 1897)" B (Krantz 1960)"
(Oudemans 1923) (Wooley 1961)°

(Jacot 1933)’

Acaridida |Prostigmata Oribatida Prostigmata Acaridida
y4
Oribatida
C (Grandjean 1937)° D (Zachvatkin 1953)‘
(Grandjean 1939)’ (O’Connor 1984)

(Sitnikova 1987)°

Obrazek 1: Hlavni pfibuzenské koncepty mezi tiemi podiady ve skupiné Acariformes.

(A) Oribatida se vyvinuli z Acaridida. (B) Oribatida a Acaridida jsou sesterské skupiny. (C)
Oribatida a Prostigmata maji spole¢ného pfedka, ale mezi Acaridida. (D) Acaridida se
vyvinuli z Oribatida. “Sekundarmni citace. Pfevzato a upraveno z Norton (1998).

Jako nejpravdépodobnéjsi se dnes zda teorie znazornéna schématem (D). Tu poprvé navrhl
Zachvatkin , ktery jako prvni pracoval s myslenkou, Ze Acaridida se vyvinuli z Oribatida.
Tato teorie je v podstaté protikladem k Berleseho myslenkam, tj. Ze Oribatida se vyvinuli
z Acaridida (Obrazek 1 A) (Norton 1998).

Vzhledem k velmi malé velikosti jsou tito roztoci schopni obyvat riznorodé habitaty a
ekologické niky. Mezi témito habitaty jsou takové, které vytvaieji specificky jini Zivocisi, a to
jak ,,bezobratli“, tak strunatci. Pfikladem takovych habitatd jsou hnizda, rizné nory a chodby,
kolonie mikroskopickych hub, sklady potravin, riznorodé organické zbytky, trus, zdechliny,
nebo také rtizné mikrohabitaty reprezentované kuptikladu tély zivocichi, napf. na kizi ovci
Zije a parazituje Psoroptes ovis (O’Connor 1982).

S objevenim roztoch v blizkosti ¢lovéka pravdépodobné souvisi piechod ¢loveéka od
spole¢nosti lovcli a sbérach ke spole¢nosti usedlé, coZz odpovida tzv. neolitické revoluci.
Proces neolitizace probihal tisicileti a nejednalo se v Zddném ptipad€ o zménu rychlou. Tento
proces probéhl mezi 10. a 8. tisiciletim pf. n. l. v oblastech stfedniho vychodu. Lidé postupné
zacali sami uc¢elové péstovat obili, hlavné pSenici a je¢men, a domestifikovat zvitata. Tim jak

lidé koncentrovali uskladnéné potraviny a domaci dobytek ¢im dél tim ve vét§im mnozstvi,



vytvéreli velice vhodna prostredi pro rizné skidce a z naseho hlediska hlavné roztoce dnes
oznaCované terminem synantropni rozto¢i. Ani spodni hranice po¢atku neolitizace 10 000 let
vSak neni jeSt¢ dosti dlouha doba na to, aby se vyvinula nova skupina synantropnich
organismil Zijicich vylu¢né v blizkosti ¢lovéka. Znamena to, Ze Acaridida zijici v lidskych
obydlich maji pivod nékde v pfirodnim prostiedi, odkud se vyvojové $ifili k ¢lovéku. Jejich
predci byli pravdépodobné fungivorni a Zili ve specifickém nebo rtiznorodém prostiedi, odkud
nekteré druhy invadovaly uskladnéné produkty a prach domacnosti. A protoZe jen nékolik
druhti z jednotlivych rodi invadovalo uskladnéné produkty, tak jejich pfirozena prosttedi
mohou indikovat evolu¢ni pivod skladistnich rozto¢u. Pfirozena prostiedi pro synantropni
rozto¢e mizeme rozdelit do ¢tyt skupin (O’Connor 1979):

1) roztoce asociované se specifickymi potravnimi zdroji;

2) roztoce asociované s polnimi zdroji;

3) roztoce asociované s obydlimi savci;

4) roztoce asociované s hnizdy ptaki.

Rod Tyrophagus a jemu velmi uzce ptibuzny rod Tyroborus se nejvice vyskytuji na loukach,
polich a v hrabance. Rod Glycyphagus obsadil velmi §iroké spektrum lokalit: louky, listovy
opad, jeskyné, obydli netopyra a nory hlodavci. Rody Acarus a Aleuroglyphus obyvaji Siroké
spektrum sav¢ich obydli, véetné netopytich. Vyskyt zastupci rodu Lepidoglyphus je spjat
také s obydlimi savcl. Oproti tomu vyskyt rodu Dermatophagoides je vazan spiSe na ptaci
hnizda (O"Connor 1979). Prachovi rozto¢i dali pravdépodobné vznik parazitickym formam
Acaridida, konkrétné rod Dermatophagoides druhu Psoroptes ovis (Hamilton et al. 2003).
Potravni preference rodu Caloglyphus je specifickd a spojena s rozkladajicim se a hnijicim
hmyzem (Rohde & Oemick 1967).

Uginnym mechanismem, ktery pomohl rozto¢im osidlit sklady potravin a domacnosti, je
stadium hypopa, coz je deutonymfa. Ta je mnohem lépe nez dospélec vybavena k foresii,
disperzi na téle jiného zivoCicha. Hypopus se li§i od dospélce fadou morfologickych
zvlastnosti. Je to klidové stadium, které nepiijima potravu a ma neprichodnou travici
soustavu. Télo je dorzoventralné zplostélé, silné sklerotizované a koncetiny jsou napadné
kratké. V prichyceni mu slouzi dlouhé sety a pfisavky na analni desti¢ce. K foresii mohou byt
vyuziti rizni zivocichové. Napiiklad druhy rodu Acarus vyuzZivaji v piirodé jako foronty
blechy, avSak druhy infestujici sklady potravin ¢asto ztratily schopnost tvorby deutonymfy
(O’Connor 1982). Zastupci rodu Tyrophagus a Glycyphagus maji podobnou evoluci, protoze

se §ifili z pivodnich stanovist, pravdépodobné hnizd blanokiidlych Hymenoptera, a nyni se



takové druhy vyskytuji v piidnim prostiedi. V takovychto ptipadech stadium deutonymfy

zcela vymizelo (Hughes 1976).

2.3. Ekonomicky a medicinalni vyznam skladiStnich a prachovych roztocu

Skladistni rozto¢i osidluji spontanné obydli ¢lovéka, kde se pfiZzivuji na potravé
shromazdéné cElovékem nebo se zivi organickymi zbytky. RoztoCi pronikaji bez vétSich
problému nejen do starSich domi, ale také do modernich staveb z novych konstrukénich a
stavebnich materialti. Jsou rozsifeni po celém svété, a to jak ve skladech potravin, tak
v domécnostech. Acaridida zde napadaji skladované produkty nezpracované (obili, zeleninu,
ovoce, textilni rostliny, seno atd.) i zpracované (mouku, syry, suSené ovoce atd.). Svou
¢innosti pak snizuji kvalitu skladovanych produkti, ni¢i je, zneistuji svymi exkrementy, a
sekrety, exuviemi (svlecena pokozka ¢lenovct a nékterych obratlovci) a uhynulymi jedinci a
¢ini je nebezpe¢nymi pro zdravi lidi a zvitat (Rosicky et al. 1979). Do téla se mohou roztoci,
zbytky jejich tél, ¢i exkrementy snadno dostat i vdechnutim, v tomto hraje klicovou roli jejich
velmi malad velikost. Nektetfi rozto¢i mohou také prezit priichod travici trubici cloveka
(Chmielewski 1970). U druhu Caloglyphus (syn. Sancassania) berlesei (Acari, Acaridida)
byla dokonce sledovana paraziticka nakaza sluchové trubice vnéjsiho sluchového organu
¢lovéka (Cho et al. 1999) a je mozné, Ze vdechnuti prachovi rozto¢i dokazi zit v plicich
¢lovéka (van Woerden 2004). Mnoho druhi skladiStnich rozto¢i se vyskytuje jak v
uskladnénych potravinach, tak v prachu doméacnosti.

Kontaminovany prach ¢i zpracované potraviny mohou byt zdrojem alergend. NejbéZnéjsi
druhy roztoci nalezené v prachu jsou D. farinae a D. pteronyssinus. Jejich abundance
v mirném pasmu vykazuje sezonni fluktuace s vysokymi pocty ve vlhkych letnich mésicich
s relativni vlhkosti (RH) nad 70 % a s niz§imi po¢ty v mésicich zimnich, kdy je RH obvykle
niz§i nez 50 %. V subtropech je fluktuace mnohem mensi, nezZ v mirmém pasmu (Arlian
2002). Lékarska vySetteni v Evropé 1 v USA prokazala, Ze 20 az 30 % lidskych jedinct je
citlivych na zminéné prachové roztoce. V USA byl proveden vyzkum infestace domdacnosti
prachovymi rozto¢i, kde v 82 % domécnostech byla zjiSténa ptitomnost obou druht D.
farinae 1 D. pteronyssinus (Arlian et al. 1992).

Roztoéi jsou nejvice pofetnou a nejéastéji se vyskytujici skupinou skladistnich Skidc,
napadajicich uskladnéné potravinaiské obili v silech a podlahovych skladech v Cesku. Tento
fakt vyplyva z vyzkumu, ktery provedl Hubert a Stejskal (2002) na 379 vzorcich. Z tohoto

celkového mnozstvi vzorkl bylo napadeno 243 roztoci, zatimco 73 pisivkami a 114 brouky.



Prumérna Eetnost roztocu byla 308 jedincti na vzorek (1 kg obili) a vice nez 22 % vzorki bylo
napadeno populacemi rozto¢i s vice nez 100 jedinci a 4 % vzork( populacemi s vice nez
1000 jedinci. Podle frekvence vyskytu ve vzorcich mély nejvétsi vyznamnost druhy L.
destructor, A. siro, T. putrescentiae a také dravy rozto¢ Ch. eruditis (Hubert et al. 2002,
Stejskal et al. 2003). Velkou roli v infestaci potravin hraje zptsob jejich uskladnéni.
Skladiitni rozto¢i se vyskytuji pfedevsim na povrchu uskladnénych potravin (Zd'arkova et al.
1983). Dikazem toho je, Ze v pytlované mouce bylo nalezeno vice nez 10 000 jedincii roztoc¢t
na 100 g blizko povrchu, zatimco uvnitf pytli Zadni (Brett 1969).

Alergenicita rozto¢i nesmi byt podceriovana ani vzhledem k profesim pracujicim
v zemédélstvi. Bylo zjisténo, Zze 12 % ztestovanych 440 farmart na ostrové Gotland
v Baltském moifi mélo pozitivni reakci na skladiStni roztoCe A. siro, L. destructor, T.
putrescentiae a G. domesticus (van Hage-Hamsten et al. 1985). OhroZeni jsou téz
zaméstnanci zpracovatelského primyslu a kone¢né samotni konzumenti cerealnich produkti.
Bézna sensitivita na skladi$tni roztoCe byla potvrzena i na mléénych farmach ve studii
provadéné ve Wisconsinu. Nad vSemi zjistovanymi alergeny determinovanymi bud’ koZnimi
testy nebo RAST (Ratio Allergen Sorbent Test) testy pievladaly alergeny prachovych roztoci
(21,6 %) a skladistnich roztocd (11,2 %). Za zminku stoji, Ze alergeny konididlnich hub
Cladosporium a Aspergillus tvoiily 7,5 %, respektive 6,0 %. Ze skladistnich roztoct byl v IgE
reaktivité nejvyznamnéjsi L. destructor v 7 z 8 piipadl, nasledovany T. putrescentiae v 6 z 8
ptipadl, G. domesticus v 5 z 8 piipadt a A. siro ve 2 z 8 ptipadl. (Marx et al. 1993).

Vyznam skladistnich rozto¢i z hlediska infestace jejich okoli alergeny je tedy zcela
neoddiskutovatelny. Dosud bylo isolovano a biochemicky charakterizovano 14 skupin
alergenu (Ptiloha 8.5.). Do nomenklatury jsou fazeny pouze alergeny s vétsi nez 5 %-ni IgE
reaktivitou. Mnoho z nich patii mezi hlavni alergeny, tj. vazi IgE serum z vice nez 50 % u
RAST positivné reagujicich pacientii. (Arlian et al. 1997, Arlian 2002). Astmatické potize
zpusobené skladiStnimi rozto€i se projevuji dokonce i po déletrvajici izolaci ¢lovéka od
infestovaného prostiedi. Zdravotni problémy mohou byt tedy i dlouhodobéjsiho razu, coz
bylo potvrzeno ve studii provadéné na L. destructor (Alvarez et al. 1999).

Kromé toho, Ze rozto¢i sami produkuji alergenni latky, mohou také fungovat i jako
vektory nebo mezihostitelé mikroorganismi, napf. mikroskopickych hub (mikromycet) ¢i
virt. Pfitomnost rozto¢i v nékterych potravinach nebo krmivech proto miize vést také k jejich
rychlé kontaminaci nebezbeénymi mikroorganismy. Rozto¢i vyvijejici se v ,,plesnivém* obili
na sebe totiz nabaluji spory hub a ty pak $iti dal (Hubert et al. 2004). Mikromycety produkuji

také fadu alergend, ale i toxin{, at’ jiZ se jedna o hydrolytické ¢i nehydrolytické enzymy, popf.



jiné latky organického plivodu. Zvlasté nebezpeény je karcinogenni mykotoxin aflatoxin B; a
sterigmatocystin, oba produkované nékterymi zastupci hub rodu Aspergillus. Navic fada
zastupcii tohoto rodu ptisobi choroby zvifat i lidi znamé jako aspergilézy (onemocnéni
dychacich cest, rohovky, stiedniho ucha, aj.) (Kalina & Vana 2005). Rozto¢i $ifi spory nejen
na povrchu svého téla, ale i svymi exkrementy (Smrz & Catska 1987). Mikromycety hraji
z hlediska alergeni vyznamnou roli také v prachu (Sinha er al. 1970). Pfenos mikromycet
roztoci je navic specificky (Hubert et al. 2003).

Synantropni rozto€i tedy spolu s pfenesenymi mikrorganismy vyznamné znehodnocuji
potraviny a také Zivotni prostiedi ¢lovéka. Z toho vyplyva jejich medicinalni a ekonomicky

vyznam pro ¢loveka.

2.4. Lysozym a lysozyme-like proteiny jako alergeny

Lysozym spolu s fadou dal$ich hydrolytickych enzymu patii mezi alergeny. Lysozym
slepi¢iho vaje¢ného bilku (HEWL), ktery je jednim z nejlépe prozkoumanych enzymu, je
biochemicky aktivnim alergenem (Stewart & Thompson 1996). Vyskyt lysozymu byl dosud
potvrzen jen u nékterych zastupci podiddu Acaridida (D. farinae, D. pteronyssinus, L.
destructor, G. destructor, G. domesticus, Rhizoglyphus callae, Rhizoglyphus robini a
Tyrophagus longitor) (Childs & Bowman 1981, Stewart er al. 1998). Jeho alergenicita u
roztocu je diskutovana (Stewart ef al. 1991).

Lysozym byl diive povaZzovan za jeden znejvyznamnéjSich alergenti skladistnich a
prachovych rozto¢li, vyznamnéj$imi a prokazanymi alergeny jsou dnes vsak alergeny druhé
skupiny Grp 2 (Ptiloha 8.5.), napt. Der {2, Der p2, Eur m2. Jsou to proteiny o molekulové
hmotnosti vétSinou kolem 14 kDa a neznamé funkce. Homology proteinti Der p2 a Der {2
byly nalezeny u uzce ptibuznych druhti L. destructor, T. putrescentiae, G. domesticus a E.
maynei. Zatimco proteiny Der {2, Der p2 a Eur m2 maji shodu aminokyselinovych sekvenci
83 %, tak Lep d2, Tyr p2 a Gly d2 jsou shodné uz jen asi ze 40 % s Der p2. Pozitivni reakci
na Der p2 vykazuje 80 az 90 % sensitivnich jedincd. VSechny lysozyme-like proteiny se
vyskytuji ve vicerych isoformach, napt. Der p2 v Sesti a Der {2 ve ¢tyfech (Smith et al. 2001).
Rekombinantni protein Der p2, ziskany produkci Saccharomyces cerevisiae (Ascomycota,
Saccharomycotina, Saccharomycetes), a ktery byl v IgE reaktivité a dal$ich vlasnostech témért
nebo uplné nerozeznatelny od piirodniho Der p2 (Hakkaart et al. 1998), nevykazoval

lysozymovou aktivitu (Hakkaart er al. 1997, Hakkaart et al. 1998).
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2.5. Potravni biologie roztocu

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.2., Acaridida jsou odvozenou skupinou Oribatida.
Z tohoto faktu Ize vyvodit, Ze 1ze u nich hledat podobnosti v potravnich strategiich. Kvantita
poznatkl v této oblasti se 1isi skupinu od skupiny, u synantropnich roztoc¢d jsou poznatky
ovsem ponékud chudsi.
z mesofauny (Alberti & Coons 1999). V pidé nalezneme rtzné typy nik, proto je mozno
Oribatida zafadit do riznych potravnich skupin (guild), i kdyz tato rozdéleni nebudou nikdy
exaktni. Kazda nika bude poskytovat vice zdroji, které mohou byt vyuzivany vice ¢i méné¢.
K ekologickym ucelim byly definovany nasledujici hlavni a vedlejsi skupiny a podskupiny
(Luxton 1972):
A. Hlavni potravni skupiny
1) Makrofytofagové — Zivici se vyhradné rostlinnym materialem
a) Xylofagové — pozirajici dievni hmotu
b) Fytofagové — pozirajici listovy opad
2) Mikrofytofagové — Zivici se vyhradné mikroflorou
a) Mykofagové — pozirajici houby (mikromycety a kvasinky)
b) Bakteriofagové — pozirajici bakterie
c) Fykofagové — pozirajici fasy
3) Panfytofagové — kombinujici vSechny nebo nékteré podskupiny a majici atributy obou
hlavnich typt
B. Vedlejsi potravni skupiny
4) Zoofagové — Zivici se Zivym zvifecim materialem
5) Nekrofagové — Zivici se zdechlinami
6) Koprofagové — Zivici se exkrementy
Z tohoto prehledu je &itelné, Ze potravni moznosti Oribatida jsou velmi Siroké. Nicméné
néktefi autofi se vydali trochu jinou cestou. Piedevsim Siepel a de Ruiter-Dijkman (1993)
definovali potravni guildy na zdkladé aktivit a pritomnosti tfech enzymi: celulasy, trehalasy a
chitinasy. Pomoci vyzkumu provedeného na 49 druzich Oribatida a 1 druhu Acaridida bylo
definovano 5 majoritnich potravnich guild (body 1 az 5) a dvé minoritni guildy (body 6 a 7).
Navic byly definovany dvé zakladni skupiny, v nichZ prvni dokaze travit bunééné stény i
bunéény obsah (body 1, 2, 3, 5,7), druha travi pouze bunéény obsah (body 4, 6) (Siepel & de
Ruiter-Dijkman 1993):
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1) Herbivoii — maji celulasovou aktivitu, Zivi se pouze rostlinami
2) Fungivofi — maji chitinasovou stejné jako trehalasovou aktivitu a dokézi travit
bunécné stény a bunéény obsah mikroskopickych hub
3) Herbo-fungivofi — travi vSechny hlavni komponenty zelenych rostlin a
mikroskopickych hub
4) Fungivorni okusovaci — travi pouze trehalosu
5) Oportunisti¢ti herbo-fungivorové — travi celulosu a trehalosu
6) Herbivorni okusova¢i — nemaji celulasu, chitinasu ani trehalasu, mohou byt
predatorni, nekrofagni a Zivici se bakteriemi
7) VSezZravci
Oribatida a Acaridida maji vztah s mikroorganismy, jako jsou mikroskopické houby a
bakterie. Dokazi je totiZ pfenaset z mista na misto, a tim vyrazné ovliviyji prostfedi kolem
sebe. Funguji jako dekompozitofi, ktefi maji vliv na mikroorganismy ve svém okoli a mohou
ovliviiovat jejich metabolickou aktivitu (Siepel & Maaskamp 1994). Vyznamny je vliv na
dekompozici organického materialu, ale i fakt, Ze tyto mikroorganismy mohou tvofit jejich
potravni zdroj, a to predevsim diky trehalasové a chitinolytické aktivité (Siepel & de Ruiter-
Dijkman 1993, Smrz 1998). Chitinolyticka a trehalasova aktivita mize byt navic spojena
s ptitomnosti symbiotickych bakterii u roztoc¢t (Smrz et al. 1991, Smrz 1998). Bakterie se
vyskytuji jak v okoli, na povrchu roztoce, tak i vjeho travicim traktu. K jejich preziti
v travicim traktu je nutna rezistence vic¢i travicim enzymim. Pokud je tato podminka spinéna
mohou takovéto bakterie pomahat svému hostiteli v tradveni pomoci exoenzyml (Smrz &
Trelova 1995). Synantropni prachovy roztoC. D. pteronyssinus Zije v symbidze s houbou
Aspergillus penilloides (Ascomycota, Pezizomycotina, Eurotiomycetes) (de Saint Georges-
Gridelet 1987). Traveni souc¢asti bunéénych stén hub bylo potvrzeno u T. putrescentiae (Smrz
& Catska 1989). Sinha o Harasymek (1974) studovali pfeziti a reprodukéni schopnost G.
domesticus a A. siro na 19 druzich hub a 6 druzich bakterii. Vzdy roztoc¢i piezili podstatné
déle nez bez potravy, tedy vice nez 7 dni. Mortalita byla vzdy dosti velka, coz bylo zplisobeno
toxickymi latkami mikroorganismi nebo jejich neadekvatnim nutri¢énim sloZzenim. Na ¢isté
bakterialni dieté byli rozto¢i ptesto schopni pfezit snadno déle nez 50 dni. Byly potvrzeny
jisté mezidruhové rozdily v prezivani na stejném druhu bakterie, a také rozdily v toleranci
jednoho druhu rozto¢e na rizné druhy bakterii (Sinha & Harasymek 1974). Jak vidno,

mikroorganismy hraji velmi dileZitou roli v potravni biologii rozto¢u.
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2.6. Bakteriofagie jako potravni strategie
2.6.1 Podminky bakteriofagie

Bakterie jsou obdany pevnou sténou, ktera jim dava charakteristicky tvar a umoziiuje jim
existenci v hypotonickém prostfedi. Bakteridlni bunééna sténa je vyznamna z lékaiského
hlediska, nebot’ je zodpovédna za bakteridlni virulenci. Bakterie se rozdé€luji na 2 zékladni
skupiny dle Gramova barveni na Gram-pozitivni (G") a Gram-negativni (G). G* bakterie maji
silnou sténu (pfiblizné 25 nm), obklopujici jejich cytoplazmatickou membranu, zatimco G’
bakterie maji sténu tenci (asi 3 nm), ktera je zato obdana komplexni vnéj§i membranou
(Obrazek 2).

Gram-pozitivni bakterie Gram-negativni bakterie

[

)

ETN

N

Obréazek 2: Schematické srovnani bunéénych obalii G* a G bakterii.
(1) peptidoglykan (bunécnd sténa), (2) plasmatickA membrana, (3) cytoplasma, (4)
periplasmaticky prostor, (5) vnéj§i membrana. Pfevzato a upraveno z Voet & Voet (1995).

K tomu, aby byla rozrusena buné¢na sténa bakterii za fyziologickych podminek je zapotiebi
lysozymu (EC 3.2.1.17), alternativni nazev je 1,4-beta-N-acetylmuramidasa. Tento enzym
kytalyzuje hydrolytické Stépeni peptidoglykanu (Obrazek 3), ktery je slozen z B(1—4)
repetitivné vazanych jednotek N-acetylglukosaminu (NAG) a N-acetylmuramové kyseliny
(NAM). Diky ptitomnosti D-aminokyselin jsou peptidoglykanové vrstvy odolné vici
plisobeni proteinas. Pfitomnost vnéj§i membrany u G bakterii je pfiinou rezistence téchto
bakterii vG¢i plsobeni lysozymu. G* bakterie tuto vnéjsi vrstvu postradaji, a proto miize
lysozym atakovat 1,4-B-D-glykosidové vazby mezi NAM a NAG (Voet & Voet 1995).
Ackoliv lysozym zplisobuje hydrolyzu bunééné stény G* bakterii, nékteré jsou vici jeho

pusobeni rezistentni (Dominguez-Bello et al. 2004).
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Obrazek 3: Mechanismus G¢inku lysozymu.
Navézanim substratu je protonizovana 4-OH skupina NAG a je odstranéna pomoci COOH
skupiny Glu-35 (donor protoni béhem katalyzy). Pak dochéazi ke vzniku meziproduktu
(INT). Ve skutecnosti je pfitomna jen jedna z preruSovanych exo (x) a endo (n) vazeb
INT, a to je podstata mechanismu. Reakce mtize probihat dvéma mechanismy: (i) n-vazba
chybi, (ii) x-vazba chybi (Sny1 mechanismus). Na schématu (i) Asp-52 (stabilizuje tranzitni
oxoniovy stav) zahajuje prvni krok jako nukleofil (mechanismus Sn2) a vznika INT
glykosyl-enzym. Ve druhém kroku je tento komplex pak nahrazen molekulou vody.
Skupiny enzymu jsou obarveny zelené, elektronové presuny, vazby vytvaiejici klic a
naboje Cervené, atak vody na INT modie. Pfevzato z Kirby (2001).
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Nejlépe prostudovanym lysozymem je lysozym slepiciho bilku (HEWL). Jedna se o maly

protein (14,6 kDa), jehoz jednoduchy fetézec se sklada z 129 aminokyselinovych zbytku.

HEWL katalyzuje hydrolyzu svého substratu tak ucinné, ze katalyzované reakce probihd az

10" rychleji nez reakce nekatalyzovana. Zajimavosti je, z¢ HEWL katalyzuje hydrolyzu

poly(NAG), tedy chitin, stejné jako prirodni peptidoglykanovy substrat (Voet & Voet 1995).

Podobnou chitinolytickou aktivitu vykazuje i lysozym napf. u Musca domestica (Ito et al.

1995). Chitinolyticka aktivita je moznéa spojena s nespecifickou aktivitou lysozymu také u

Acaridida (Bowman & Childs 1982). Z této skutecnosti vyplyva, ze lysozym nema tak velkou

specifitu uéinku, jak je u enzymui obvyklé. Nicméné chemicka konstituce peptidoglykanu a

chitinu je natolik podobna, ze je logické hydrolyzu obou substratl predpokladat.
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Pokud ma byt lysozym uzpiisoben k traveni, musi jim ,travené“ bakterie pfinaSet jisty
prospéch pro organismus. Jestlize se podivame na strukturu peptidoglykanu (Obrazek 4), lze
jednoduse odvodit, Ze tato vrstva muze byt zdrojem hlavnich makrobiogennich prvkad, C, O a
N. Nejpodstatnéjsi jsou evidentné sacharidové jednotky spolu s aminokyselinami. K ziskéni
zakladnich jednotek vyuzitelnych v metabolismu by v$ak samotny lysozym nemohl v Zadném
ptipad¢ stacit. Proto musi pfi trdvici funkci pracovat v soudinnosti s dalSimi enzymy:
endopeptidasami, exopeptidasami, amidasami ¢i karboxypeptidasami (Obrazek 5).

Bunécna sténa bakterii vSak neni jedinym zdrojem latek pro organismy, které se jimi Zivi.
NaruSenim bunécné stény bakterii se zpfistupni cesta k dal§im latkdm. Cytoplasma je
podstatnym zdrojem aminokyselin, tvoii 50 % celkového obsahu proteind bakterii.
V cytoplasmé jsou navic bunééné inkluze, které jsou tvofeny napt. kapénkami lipidd, granuly
volutinu, glykogenu, granuldzy, krystaly uhli¢itanu vapenatého ¢i kapénkami siry. Velice
dobfe vyuzitelny je glykogen, ktery je spolu s poly-B-hydroxymaselnou kyselinou zasobni
latkou bakterii (nikoliv lipidy). Volutinové granule jsou polyfosfatovy komplex a jsou tedy
zdrojem fosforu. Dal$im zdrojem latek muize byt také geneticky materal, z toho lze vytézit
fosfaty, pentdzy a baze. Kromé toho bakterie obsahuji pomérné velké mnozstvi vody 70 az 98
% celkové zivé vahy. Prvkové sloZzeni bakterii je dosti variabilni. Uhlik je zastoupen
v rozmezi 22 az 64 % suSiny, fosfor od 2,5 do 5 % suSiny a dusik 8 az 15 % (AmbroZova
2004). Kuptikladu u ptezvykavci je do bakterialnich bunék uloZeno z potravy piiblizné 10 %
uhliku, 80 % dusiku a 60 % fosforu (Hoogenraad & Hird 1970, Orskov & MacLeod 1982,
Dobson et al. 1984), z ¢ehoz je patrné, Ze pokud by nebyly symbiotické bakterie traveny,
dochédzelo by k obrovskym prvkovym a energetickym ztratdm, které by musely byt
kompenzovany zvySenym pifijmem potravy. Toto tvrzeni plati samoziejmé za piedpokladu

bakteriofagie jako potravni strategie organismu.
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Obrazek 4: Struktura glykanového fetézce peptidoglykanu.
Opakujici se jednotky NAM a NAG. V pozici C3 NAM je navazana kyselina mlécna.
Laktylovy postranni fetézec muize byt substituovan prostiednictvim D-aminokyseliny

tetrapeptidem, zde je zndzornéna prvni aminokyselina alanin. Pfevzato a upraveno z
Steen (2005).
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Obrazek 5: Hydrolytické enzymy puisobici na peptideoglykan.

Lysozym puisobi jako muramidasa i glukosaminidasa (alternativni ndzvy pouzZivané pro
lysozym). Enzymy vyobrazené na obrazku, kromé lysozymu, pouziva bakterie pii svém
ristu. Enzymy stejné kategorie pak mohou degradovat peptidoglykan. Prevzato a
upraveno z Steen (2005).
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2.6.2 Lysozym funguje u nékterych organismi jako travici enzym

Lysozym je soucasti obranného mechanismu proti bakteriim u fady organismt (Jolles &
Jolles 1984). Kromé¢ toho je lysozym také vyuZivan jako travici enzym. Konkrétné lysozym C
je povazovan za jeden z hlavnich travicich enzymi u pfezvykavcl (Ruminantia) (Dobson et
al. 1984, Dominguez-Bello et al. 2004), folivornich (listoZzravych) opic (Cercopithecidae,
Colobinae) (Stewart et al. 1987, Bowen 2005) ¢i kralikd (Camara & Prieur 1980, Camara &
Prieur 1984, Ito et al. 1994) a dokonce i folivornich ptakd (Ruiz et al. 1994). Pomoci toho
enzymu jsou traveny stfevni bakterie a predevSim symbiotické bakterie (fermentacni
bakterie), které se u prezvykavci vyskytuji pfedev§im v bachoru (rumen). Jako soucast
traviciho procesu pak prechazeji do vlasniho Zaludku (abomasum), kde je sekretovano znaéné
mnozZstvi lysozymu C. Lysozym C ma pH optimum 5 a v misté zaludku, kde je sekretovano
jeho nejvétsi mnozstvi, je pH kolem 6. Zjisténé pH optimum lysozymu C spolu s jeho
rezistenci vic¢i pepsinu, coZ je proteinasa, je ve shodé s myslenkou, Ze lysozym pisobi jako
travici enzym bakterii v anteriorni ¢asti vlastniho Zaludku a v proximalni ¢asti tenkého stieva
(Dobson et al. 1984). U kralika se vyvinul ponékud odlisny systém a bakterie jsou traveny
v colonu (Camara & Prieur 1984). Kyselé pH optimum lysozymu a rezistence vici pepsinu je
také u Opisthocomus hoazin (Aves, Opisthocomidae) a biochemicka charakteristika lysozymu
je v podstaté shodna se situaci u byloZravci. Bakterie jsou u tohoto folivorniho ptaka traveny
v Zaludku (Ruiz et al. 1994).

Paralelu s evoluci lysozymu k travici funkci mizeme najit i u hmyzu. Velka ¢ast larev
zastupci Diptera, Cyclorrhapha jsou saprofagni a Zivici se prevazné bakteriemi (Terra 1990).
Je prokazano, ze larvy Musca domestica (Diptera, Cyclorrhapha, Muscidae), vyvijejici se v
tlejicich a zahnivajicich organickych materidlech, usmrcuji velké mnozstvi bakterii
v prostiedni ¢asti stfedniho stfeva. Bakterie jsou pfitom jejich hlavnim potravnim zdrojem.
Dochazi k tomu kombinaci znaéné kyselého pH, lysozymu a cathepsin D-like proteinasy
(Espinoza-Fuentes et al. 1987, Lemos & Terra 1991a). Lysozym M. domestica je velmi
podobny lysozymu C u bylozZravci. Je aktivni v kyselé oblati pH a navic je rezistentni vici
vlastnim proteinasam (Lemos ef al. 1993). Podobnym ptipadem je larva Anastrepha
fraterculus (Diptera, Cyclorrhapha, Tephrididae) (Lemos & Terra 1991b), a také Drosophila
melanogaster (Diptera, Cyclorrhapha, Drosophilidae) (Kylsten et al. 1992, Regel et al. 1998).
Ponékud jina situace je ale u detritovorni larvy Trichosia pubescens (Diptera, Nematocera,
Sciaridae), kde se lysozym vyskytuje pouze v hemolymf€ a tukovych organech, nikoli ve

stievé, jako je tomu u M. domestica, A. fraterculus a D. melanogaster. Travici funkce
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lysozymu je tedy u 7. pubescens vyloucena. Navic je pravdépodobné, Zze zatimco piedek
Diptera nebyl adaptovan k traveni bakterii lysozymem, tak pfedek Cyclorrhapha adaptovan
k trdveni bakterii uz byl (Lemos & Terra 1991b). Také molekularni studie potvrzuji adaptaci
lysozymu u hmyzu k travici funkci, Navic je zjisténa evidentni podobnost mezi obratlovéim
lysozymem C a lysozymem D D. melanogaster (Regel et al. 1998), ktery je transkribovan
pouze ve stievé a plni zde travici funkci (Kylsten et al. 1992, Daffre et al. 1994). Uvazovalo
se také o tom, Ze lysozym P, produkovany ve slinnych zlazach D. melanogaster (Kylsten et
al. 1992), by mohl byt travicim lysozymem. Jedna se vSak o lysozym, ktery se vyvinul
k obrannym ucelim. Nicméné lysozym P je vlasné jakysi mezistupen v evoluci travicich
lysozymt (Regel et al. 1998). Podobnost obratlov¢ich lysozymi s hmyzimi je ¢astéjsi, nez by
se mohlo zdat. Naptiklad lysozymy izolované z hemolymfy Bombyx mori (Lepidoptera,
Macrolepidoptera, Bombycoidea), Galleria mellonella (Lepidoptera, Macrolepidoptera,
Pyraloidea) a Spodoptera littoralis (Lepidoptera, Macrolepidoptera, Noctuoidea) vykazuji
strukturni pfibuznost slepi¢imu lysozymu C (Jolles et al. 1979), lysozymy hemolymfy jsou
vyvinuty k defensivnim uceliim a jsou soucasti nespecifické humoralni imunity (Jarosz &
Spiewak 1979). Dulezitou roli v travicich procesech hraje lysozym ziejmé také u termiti. U
Reticulitermes speratus (Dictyoptera, Isoptera, Rhinotermitidae) byla zjisténa dosti podobna
specificka aktivita lysozymu v pfednim stievé jako ve slinnych Zlazach. Je mozné, Ze lysozym
ve stievé je pravé ptvodem ze slinnych zlaz, ale to nemusi vylucovat jeho travici funkci
(Fujita et al. 2001). Termiti musi né¢jakym zptisobem korigovat deficit dusiku a pomér C/N
v potravé, kterou je dievni hmota. Ta totiz obsahuje pouze 0,03 az 0,1 % tohoto prvku.
Pomoci izotopu N bylo prokazano, Ze Neotermes koshunensis (Dictyoptera, Isoptera,
Kalotermitidae) ziskava kolem 50 % dusiku z atmosféry (Fujita 2004). Termiti sice fixuji
vzdusny dusik s pomoci symbiotickych bakterii (Breznak et al. 1973), ale mechanismus,
jakym je dusik asimilovan je dosud nejasny. Je vSak pravdépodobné, Ze zde hraje klicovou

roli opét lysozym.

2.6.3 Lysozym byl nalezen i u roztoci, dosud nebyl studovan jako travici enzym

Pritomnost baktericidnich agens byla u rozto¢i prokazana a spojena s lysozymovou
aktivitou nejprve u skupiny Ixodida (Anigstein et al. 1950, Podboronov et al. 1972,
Podboronov 1982). Byla prokazana rapidné zvySena aktivita lysozymu v téle Alveonasus
lahorensis (Ixodida, Argasidae) po infekci bakteriemi (napt. Micrococcus lysodiecticus,

Staphylococcus aureus) (Podboronov 1983). Charakteristika lysozymu izolovaného ze stieva
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Ornithodoros moubata (Ixodida, Argasidae) prokézala jeho vysokou lytickou aktivitu vici G
bakterii Micrococcus luteus. N-koncova aminokyselinova sekvence K-V-Y-D-R-C-S-L-A-S-
E-L-R je velmi podobna s lysozymy v travicim traktu nékterych savct a motiv D-R-C-S-L-A
je specificky pro travici lysozymy nékterych Diptera (Kopacek er al. 1999).

Zajimava situace je u parazitického roztoCe Psoroptes ovis (Acari, Acaridida,
Psoroptidae), ktery parazituje na kizi ovci. Tento zastupce Acaridida je uzce ptibuzny
synantropnim roztocim a asi nejvice prachovym rozto¢im rodu Dermatophagoides (Stewart
& Fisher 1986, Lee et al. 2002, Hamilton et al. 2003). Je mozné, Ze P. ovis vyuziva jako
potravni zdroj také bakterie mnozici se na postizené tkani (Hogg & Lehane 1999, Hogg &
Lehane 2001, Hamilton et al. 2003).

Childs a Bowman (1981) studovali ptitomnost lysozymu u Sesti skladiStnich druhd
roztoCu: A. siro, L. destructor, G. domesticus, G. destructor, R. callae, R. robini a T. longior.
Pfitomnost lysozymu byla prokazana u vSech testovanych druhd, signifikantni mezidruhové
rozdily v aktivitdich lysozymu vsak byly ve studii negovany (Childs & Bowman 1981).
Mezidruhové rozdily v lysozymové aktivité byly ale potvrzeny v SGME u D. farinae, D
pteronyssinus a L. destructor. Bakteriolyticka aktivita byla dvojnasobna pro L. destruktor a
trojnasobna pro D. pteronyssinus, nez u D. farinae (Stewart et al. 1998). Recentné byla
pfitomnost lysozymu prokazana u prachovych rozto¢u D. farinae a D. pteronyssinus v SGME
i WME. Bakteriolyticka aktivita zjisténa pro G bakterii M. Iysodiekticus byla vy3si u D.
pteronyssinus nez u D. farinae, v WME 2,2-krat a v SGME 3,7-krat (Mathaba et al. 2002).
Jak vidno, znalosti 0 lysozymu u synantropnich rozto¢d jsou doposud jen velmi skromné,

znama charakteristika enzymu je uvedena v tabulce 1.

Species zdroj Mr pl pHo isoformy Reference
(kDa) isoforem hl. vedl.
D. farinae SGME 2 6 (Stewart et al. 1992)
WME 7,6>8 2 6 (Stewart et al. 1998)
D. pteronyssinus SGME 13 3 6 (Stewart et al. 1992)
WME 58>8 3 6 (Stewart et al. 1998)
WME 10 6,2 (Stewart ef al. 1991)
L. destructor WME 7.4>8 3 5 (Stewart et al. 1998)

;l“abulka 1: Znama charakteristika lysozymu u Acaridida, Acariformes.
Hodnota pii které byla méfena enzymova aktivita, byla povazovana pravdépodobné za
pH optimum.

19



Travici funkce lysozymu pro tyto synantropni (skladistni ani prachové) roztoce vSak nebyla
doposud studovana a bakteriolyticka aktivita ve stievé je dosud nejasna. Vzhledem
k ptitomnosti lysozymu v exkremetech je ale mozné, Ze zde plni obrannou a mozna i travici
funkci (Stewart et al. 1991, Mathaba et al. 2002).

Dilezitou informaci, kterA mize pomoci pifi hledani odpovédi na to, zda je lysozym
travici enzym, je pH v jednotlivych ¢astech traviciho traktu. Anatomie je zobrazena na
obrazcich 6a-d a prehled znamych hodnot pH pro nékteré druhy poskytuje tabulka 2. Pokud je
pH ve stievé a pH optimum enzymu shodné nebo podobné mize to indikovat travici funkci
daného enzymu (Dobson et al. 1984, Ruiz et al. 1994, Dominguez-Bello et al. 2004). Nejvétsi
podil na trdveni ma ventriculus a caeca. V colonu a postcolonu dochézi ptedevsim k resorpci

vody (Smrz & Catska 1989).

Cast stieva

Species ventr. caeca colon  postcol. Reference

A. siro 5,4-6,0 5,4-6,0 6,2-6,8 6,8-7,0 (Akimov & Barabanova 1976)

A. ovatus 5,6-6,0 5,6-6,0 6,5-7,0 7,0-7,6 (Akimov & Barabanova 1976)

C. berlesei 5,4-56 54-56 59-6,0 6,5 (Akimov & Barabanova 1976)

C. lactis 6,5 6,5 6.8-7,0 7,0 (Akimov & Barabanova 1976)

D. farinae 5,0-6,0 5,0-6,0 7,0-80 7,0-8,0 (Wharton & Brody 1972)
(Hughes 1950)

G. domesticus 5,6-6,0 5,0-6,0 6,5 7,2 (Akimov 1985)

T. putrescentiae  6,2-6,3 6,2-6,.3 6,5 6,8-7,0  (Akimov & Barabanova 1978)

Tabulka 2: Dosud znama pH v jednotlivych ¢astech stieva.
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Obrazek 6a: Anatomie traviciho traktu roztoe Acarus siro (pohled zhora), podle Sobotnik

et al. (2006), terminologie prevzata z Alberti ef al. (2003).

pharynx

oesophagus

ventriculus

caeca

colon

intercolon

postcolon diverticula
postcolon

anal atrium (viz obr. 6b a 6d)

21



Obrazek 6¢: Anatomie traviciho traktu roztoce (pohled zepfedu/zhora).

Obrazek 6d: Anatomie traviciho traktu roztoce (pohled zboku).
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3. Material a metodika

3.1. Modelové druhy rozto¢a

Jako modelové druhy bylo vybrano 10 druhti rozto¢t ze skupiny Acariformes podiddu
Acaridida. VSechny druhy pochazely z laboratornich kment chovanych v laboratoti oddéleni
ochrany zasob VURV. Modelové druhy, spolu s autory, ktefi je popsali, jsou uvedeny
v nasledujicim piehledu, jehoZ nomenklatura je pfevzata (Hughes 1976):

e cCeled: Acaridae

o Caloglyphus redickorzevi (Zachvatkin 1941)
o Aleuroglyphus ovatus (Tropeau 1878)
o Tyroborus lini (Oudemans 1923)
o Tyrophagus putrescentiae (Schrank 1781)
o Tyrophagus brevicrinatus (Robertson 1959)
o Acarus siro (Linné 1758)
o Acarus gracilis (Hughes 1957)
e cCeled: Pyroglyphidae
o Dermatophagoides farinae (Huges 1961)
e celed: Glycyphagidae
o Lepidoglyphus destructor (Schrank 1871)
o Glycyphagus domesticus (De Geer 1778)

3.2. Chovné a experimentalni diety

Druhy byly chovany na 2 odli$nych chovnych dietach. VétSina druhi (C. redickorzevi, A.
ovatus, A. siro, A. gracilis, T. lini, T. putrescentiae, T. brevicrinatus,) byla chovana na dieté,
ktera byla pfipravovana smichanim ovesnych vlocek, obilnych klickh a kvasnic
v hmotnostnim poméru (9 : 9 : 2). Zbylé 3 druhy (D. farinae, L. destructor, G. domesticus)
byly chovany na chovné dieté reprezentované vlo¢kovym krmenim pro rybicky LON MIX,
jehoz slozeni bylo nasledujici: mlynska krmiva, rybi maso, rostlinné ususky, gluten, rybi olej,
plankton, agar, potravinaiské barvivo E 151.

Experimentalni (bakterialni) dieta pro vSechny modelové druhy byla odvozena od chovné

diety. Ta byla obohacena z 5 % (w/w) G" lyofilizovanou bakterii Micrococcus lysodiekticus.
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3.3. Chovné boxy a chovné komirky

Chovné boxy byly vybaveny teploméry a vlhkoméry na sledovani fyzikalnich podminek.
Ty byly udrzovany v konstantnich hodnotéach, teplota 25°C pomoci termostatu a vlhkost
vzduchu 85 nebo 75 % RH pomoci nasyceného roztoku KCI, respektive NaCl. VSechny
druhy, azZ na D. farinae byly chovany v prostiedi 85 % RH.

Rozto€i spolu s navazenou potravou byli umisténi do chovnych komirek (frit) a v téchto

chovnych komirkach do chovnych boxi.

3.4. Materiil pro enzymatické stanoveni

K enzymatickému stanoveni byly pouzity vzorky ziskané chovem na chovné dieté.
Material byl rozdélen na 3 skupiny:

1) télaroztoch + exkrementy (WME + SGME);

2) teélaroztoct (WME);

3) exkrementy (SGME).
V prvnim ptipadé byli rozto¢i jednoduse extrahovani spolu s exkrementy z chovné komurky.
V druhém ptipadé byli roztoci separovani z chovné komurky a dale byl aplikovan dvoufazovy
postup Cisténi. V prvni fazi byla oddélena téla rozto¢d od exkrementl prosivanim pies
mikrosito (hustota mfizky 0,16 mm). Ve druhé fazi byla téla roztocti oddélena i od zbytki
exkrementd. Za timto ucelem byl vyvinut jednoduchy, ale ucinny postup (Ptiloha 8.4.).
Z plastové injekéni stiikacky (na 20 ml) byl odfiznuta celd ptedni ¢ast a na vznikly otvor byla
poté piipevnéna pomoci gumicek nylonova tkanina s velmi jemnymi pdry. Do takto
pfipravené separacni aparatury pak byli nasypani rozto¢i k pre€isténi. Do injek¢ni stiikacky
byl zvolna nasavan roztok detergentu (0,1 % w/w Tween), timto nasavanim dochazelo
v podstaté k Cisténi flotaci. K zefektivnéni postupu byl vzdy cely obsah promichavan
preklapénim. Vytlacenim kapaliny z aparatury byl vzorek zbavovéan drobnych ¢astic, trusu a
vajicek. Cely postup byl opakovan tolikrat, dokud odchazela z aparatury necistota, tedy asi
pétkrat. Posledni promyvani bylo provedeno destilovanou vodou. Vzorek byl pak vytla¢en na
petriho misku a umistén do vakuového exikatoru, kde byl po dobu péti hodin susen pod
vakuem. Takto ziskany vzorek byl zvaZen na mikroanalytické vaze. Cisté exkrementy, které
byly z chovu vybirany vzdy po 10 dnech, byly ziskavany prosivanim pies velmi jemné sito
(muselin), a opét vaZeny na mikroanalytické vaze. Takto pfipravené vzorky byly bud’ hned

dale zpracovavany nebo uloZzeny do hluboko mraziciho boxu pti -40°C k pozdé€jsimu pouziti.
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Ptipraveny material byl pouzit k pfipravé 3 typi homogenati, vzdy ve fysiologickém
roztoku (FR):

1) WME + SGME: 0,15 g na 3 ml FR, t= 10 min za chlazeni ledem;

2) WME: 0,1 gna 3 ml FR, t =10 min, za chlazeni ledem;

3) SGME: 0,1 g na 3 ml FR, t = 10 min, za chlazeni ledem.

Homogenizace byla provadéna pomoci Potter-Elvehjem sklenéného homogenizéru. FR byl
ptipraven rozpusténim 0,9 g NaCl ve 100 ml destilované vody a pfidavkem NaN3 na $picku
1zicky na objem 10 1. Homogenat byl odstfedén v mikrozkumavkach typu eppendorf na
vysokootackové chlazené centrifuze piedchlazené na 4°C pii 20 000 otackach po dobu 10
min.

Ve vSech homogenétech byl zméfen obsah proteini pomoci Bradfordova ¢inidla. Do
mikrotitracnich desticek o poctu 96 jamek bylo pipetovano vzdy 50 pul homogenatu a 250 pl
Bradfordova ¢inidla v Sesti opakovanich. Absorbance pak byla méfena na elisa-readeru pii
vinové délce 590 nm. Kalibrace metody byla provedena proteinovym standardem o
koncentraci 1 mg BSA na 1 ml 0,15 M NaCl. Hodnoty byly vypoditany z kalibra¢ni zavislosti
(Ptiloha 8.3). Kalibra¢ni zavislost byla vytvofena programem Origin 6.1, dle exponencialni

rovnice:
y=yo+Ae™, (D

kde y je absorbance, x koncentrace proteint (mg.ml™) a yo, 4 a f jednotlivé parametry funkce.
Z prubéhu grafu je vidét, Ze s vysokou spolehlivosti 1ze detekovat koncentraci proteinti do cca
0,5 mg.ml™'. PHi vy33i koncentraci proteinii v homogenatu je nutno homogenat fedit a nasledné
hodnoty pfepocitat.

Vsechny vzorky, které nebyly pouzity k okamzité analyze byly, vZdy uloZeny do hluboko

mraziciho boxu pii -40°C v zamraZovacich zkumavkach.
3.5. Invitro analyza
3.5.1 Princip metody

Ke zjisténi enzymové aktivity lysozymu bylo vyuZito poznatku, Ze lysozym je schopen
hydrolyzovat peptidoglykanovou vrstvu bun&né stény G* bakterii. Na tuto hydrolytickou
reakci je velmi citliva G bakterie Micrococcus lysodiekticus, ktera byla jiz dive v nékolika

pfipadech vyuzivana k determinaci enzymové aktivity lysozymu (Childs & Bowman 1981,

25



Stewart ef al. 1998, Mathaba et al. 2002).Vlivem lyze bakterii se méni absorbance bakterialni

suspenze a diky tomu Ize kvantifikovat aktivitu lysozymu.
3.5.2 Méreni enzymové aktivity

K determinaci enzymové aktivity byla v této praci pouzita nova modifikace metody
vyuzivajici velké citlivosti G* bakterie M. lysodiekticus na lysozym. Z lyofylizovanych bunék
M. lysodiekticus byla piipravovana bakteridlni suspenze v 0,2 M BR-I (Britton-Robinson I)
pufru, ktery udrzoval stalé pH. Tento pufr ma velkou vyhodu vtom, Ze je pouzitelny
v Sirokém spektru pH (Ptiloha 8.1) (Carsky 1981). pH pufru bylo adjustovano na pH metru
s teplotni kompenzaci za stalého michani na magnetické michacce. Nejprve byla piipravena
kysela slozka 0,2 M roztoku H;BO;, H;PO, a CH3COOH. Tato kysela slozka byla titrovana
pomoci pasteurovy plastové pipety zasaditym 10 M roztokem NaOH. Enzymova reakce byla
zahajovana pfipipetovanim pfislusného homogenatu (WME nebo SGME) do bakterialni
suspenze. Pro zvyS$eni kinetiky enzymové reakce byla smés inkubovana pii 37°C a vzdy po
dobu 4 hodin. Stila homogenita prostiedi byla udrzovana kontinualnim michanim, tyto
podminky zajistovala vodni lazeni s michanim. Soucasné byl provadén vzdy i slepy pokus
(blank), kdy byla inkubovana pouze bakteridlni suspenze, do které byl pravé po 4 hod.
napipetovan homogenat a okamzit¢ po jeho pfidani byla ukoncena enzymova reakce.
K ukon¢eni enzymové reakce bylo pouzito acetonové ¢inidlo (10 g Na;CO; na 100 ml
CH3;COCH3, doplnéno na objem 1 1 destilovanou vodou). Nakonec byla suspenze promichana
na vortexu a piepipetovana do mikrotitratnich desti¢ek, do jamky vzdy po 250 pl. Tyto
mikrotitracni desticky pak byly umistény do zkalibrovaného elisa-readeru a byla zmétena
absorbance pii vinové délce 450 nm.

Kalibrace metody byla provedena roztoky M. lysodiekticus o rizné koncentraci (mg.ml™)
v 10 opakovanich. Z naméfenych hodnot pak byla sestrojena kalibra¢ni zavislost (Pfiloha

8.2.) programem Origin 6.1 dle Boltzmannovy funce:

y= (x=x,Mdx +A3
[1+e ]
; ()
kde y je absorbance, x koncentrace bakteridlni suspenze a A4, 4; a x jednotlivé parametry
funkce. Enzymova aktivita byla vyjadiena jako v.h”', tedy zména koncentrace substratu M.

Iysodiekticus (mg.ml™") vztazena na obsah proteinii v reagentu za ¢asovou jednotku 1 hod.
). g p g J

Vzdy se jedna o relativni enzymové aktivity, nebot’ jsou hodnoty vztazeny na obsah proteind.
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Uptesnéné postupy jsou uvedeny v nasledujicich podkapitolach.

3.5.2.1 Determinace orienta¢niho pH optima

Nejprve bylo uréeno orienta¢ni pH optimum za pouziti homogenatu SGME+WME. Do 4
mikrozkumavek typu eppendorf bylo pipetovano 250 pl bakterialni suspenze M. lysodiekticus
(0,01 g.ml™ v 0,2 M BR-I pufru) a 50 pl homogenatu WME+SGME pro kazdé pH (3,0; 3,5;
4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7.,5; 8,0). Ke slepému pokusu byly pouzity 3 mikrozkumavky
pro kazdé pH. Zkumavky pak byly umistény k inkubaci pti 37°C po dobu 4 hod. do ptedem
vytemperované vodni lazné s vortexem. Po 4 hod. byla enzymova reakce ukoncena 1 ml

acetonového ¢inidla.

3.5.2.2 Stanoveni aktivit a pH optima v WME

Na zakladé nejvyssich hodnot zjisténych pii determinaci orientatniho pH optima byla
zjiStovana aktivita a pH optimum ve WME pouze ve tiech pH (4,0; 4,5; 5,0) s nejvyssi
zjisténou lysozymovou aktivitou. Postup byl identicky s determinaci orienta¢niho pH aZ na to,

Ze reakce byla zahajovana 50 pl WME.

3.5.2.3 Stanoveni aktivit a pH optima v SGME

Vzhledem k ptitomnosti kalnych necistot v exkrementech, byla metoda stanoveni aktivit a
pH optima v SGME modifikovana. Proto byla pouzita niZsi koncentrace bakterialni suspenze,
a to 0,005 g.ml™" na 0,2 M BR-I pufru. Timto krokem bylo mozZno snaze korigovat pom&mé
velké rozptyly absorbance. Az na tuto zménu byla enzymova aktivita méfena Gplné stejnym

zpusobem jako v ptipadé WME.

3.5.2.4 Testovani bakteriolytické aktivity potravy

Nekteti rozto¢i byli krmeni vlo¢kovou potravou pro akvarijni rybic¢ky, kterd mohla
vykazovat bakteriolytickou aktivitu. Proto byla tato potrava na bakteriolytickou aktivitu
testovana. Bylo k tomu pouzito stejného postupu jako pti stanoveni aktivit v SGME. Misto
SGME homogenatu byl ovsem pouzit homogenat ziskany zhomogenizovanim vlockové

potravy pro rybicky (0,1 g na 3 ml FR).
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3.5. Invivo analyza

In vivo analyza méla charakter biotestt, kdy byli pouziti Zivi rozto¢i. Roztoc¢i byli chovani
na 2 riznych dietach, na chovné (kontrolni) dieté a na dieté experimentélni (bakterialni) (kap.
3.2.). Do $esti chovnych komirek bylo odpocitano vzdy 20 jedincd. Ti pak byli umisténi do
chovného boxu na dobu 21 dnid v temnu, pfi podminkach definovanych v kap. 3.3. Po této
dobé byli roztoci extrahovani z jednotlivych komutrek pomoci Tullgren-Berleseho pfistroje do

nasyceného roztoku kyseliny pikrové a nasledné poc¢itani pod binokularni lupou.

3.6. Statisticka analyza dat

Ke statistické analyze enzymové aktivity byly pouzity hodnoty v pH optimu pro
jednotlivé druhy v WME a SGME. Tato data méla normalni rozdéleni, a proto byly jednotlivé
druhy porovnany pomoci ANOVA testi pro WME a SGME zvlast. Mezidruhové rozdily byly
vyhodnoceny pomoci Tukey HSD intervalii na hladiné vyznamnosti 0,05.

Vysledky biotestii byly porovnany pomoci T-testu, kde jednou proménnou byla populace
rozto¢l na kontrolni (chovné) diet¢ a druhou proménnou populace rozto¢i na potrave
experimentalni (bakterialni). Test byl proveden na hladiné vyznamnosti 0,05. Pro nalezeni
mezidruhovych rozdilti ve velikosti naristu populace byla pouzita jednofaktorovda ANOVA,
data méla normalni rozdéleni. Byly zvlast’ porovnany naristy populace na kontrolni dieté a v
dalsi analyze na dieté obohacené lysozymem. Mezidruhové rozdily byly vyhodnoceny
pomoci Tukey HSD intervali na hladiné vyznamnosti 0,05. Pro zjisténi vlivu mnoZstvi
lysozymu na rizné druhy rozto¢d byla data standardizovana ptrepofenim na procenta, kde
prumémy populaéni rist jednotlivych druhli rozto¢ii na kontrole byl povazovan za 100 %-ni.
A protoze transformovana data nemeéla normalni rozdéleni, byla takto standardizovana data
pro lysozym porovnavana Kruskal-Wallisovym testem. Mezidruhové rozdily byly

vyhodnoceny opét na hladin€ vyznamnosti 0,05.

3.7. Urceni pH optima ve stievé roztocu

pH v ¢astech traviciho traktu roztoci bylo uréeno pomoci acidobazickych indikétort.
Jedna se o organické latky, které maji schopnost ménit svoje zabarveni v zavislosti na acidité
prostiedi. Zabarveni je potom typické pro uréitou aktivitu H3O" iont v roztoku a lze z néj

odhadnout pH. Byly vybrany vhodné typy téchto indikatori (Tabulka 3) a pfimichany do
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chovné diety v hmotnostnim poméru 1/20. Do zkumavky typu eppendorf bylo umisténo

trochu takto obohacené potravy a také 20 jedinci rozto¢t. Po 24 hodinach byli roztoci

preneseni na petriho misku a preneseni pod lupou pomoci §tétecku na mikroskopické sklicko,

na kterém byly sledovany a nasledné fotografovany barevné zmény v travicim traktu roztoct

pod mikroskopem za pomoci digitalni kamery.

Bézny nazev Interval pH Zména zabarveni
Methylova oranz 3,1 — 44 ¢ervend — oranZovo Zluta
Bromfenolova modf 3,0 - 4,6 zluta — modra
Bromkrezolova zelen 38 -54 Zluta — modra
Methylova Cerven 44 — 6,2 ¢ervena — zluta
Alizarinova ¢erven S 3,7 -5.2 Zluta — hnédoruZova
Chlorfenolova Cerven 5,0 — 6,6 Zluta — Cervena
Bromfenolova Cerven 5,0 - 6,8 zluta — Cervena
p-nitrofenol 50 - 17,0 bezbarva — Zluta
Bromthymolova modf 6,0 — 7.6 Zluta — modra
Fenolova Cerven 6,4 — 8,2 zluta — Cervena
Thymolova modf 1,2 — 28 ¢ervena — Zluta

8,0 — 9.6 Zluta — modra
Kongo cerven 30 - 5.2 modra — Cervena

Tabulka 3: Piehled pouzitych acidobazickych indikatorti pii ur€ovani pH optima ve strevé

roztoc¢n.

3.8. Seznam pouzitych pouzité techniky, chemikalii a programi

Mikrozkumavka 1,5 ccm s uzavérem — eppendorf
Mikrotitra¢ni desticka P, 96 jamek

Vicko mikrotitra¢ni desticky

Ultra Turrax T8

Vicekanélové mikropipety TIPOR-M 8 CHANNEL

(20-200 pl)

Jednokanalové mikropipety TIPOR-V (100-1000 pl),

TIPOR-V (10-100 pl), TIPOR-V (20-200 pl)

Homogenizér MPW-302

GAMA GROUP as.
GAMA GROUP as.
GAMA GROUP as.
Ika-Werke®

Orange Scientifics

Orange Scientifics

Mechanika Precyzyina
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Multikanalova pipeta, 8 kandlu, 30-300

Thermo Shaker PST-60 HL plus

Multifunkéni vysokootackova centrifuga Jouan MR 23i
Cool-hotter Dry Bath Incubator, MC-01N-220
MS-1 minishaker

Thermo Orion PerpHecT LogR meter model 350
Orion Triode™ pH electrode 91-57BN

Magnetic stirrer MSH 300

Vakuovy exikator

Exikatorové boxy Secador 4.0

Piedvazka NavigatorTM, +0,01¢g

Vodni lazen WB 22/SV 1422,

Ttepaci nastavec na vodni lazen MEMO0O

Stemi 2000-C Stereo Zoom Microscope Video System
Axioskop

Osvétleni KL 1500 LCD

Mikroanalyticka vaha Mettler AE 240, £0,01 mg
Potter-Elvehjem sklenény homogenizér, 5 ml

Elisa reader, E-Max

Frity SO

kryskopické zkumavky Cryovia®

Pasteurovy pipety, LOT 1V1 Multi-X 50 x 250 mm
Tween, Triton X-100

Kultivaéni lahve pro tkanové kultury 50 ml

Bradford reagent, PN: B6916

Micrococcus lysodeikticus ATCC No. 4698, PN: M3770

NaNj3, p. a.

BSA protein standard 1 mg/ml

LON MIX, Kompletni vlo¢kové krmivo pro akvarijni
ryby

H;BO;, Cista

H3PO4, p. a., 85 %

CH3;COOH, min. 98 %

Brand Transferpette®
Biosan

Jouan

Major Science

IKA®

Orion Research, Inc

Orion Research, Inc

Biosan

NALGENE®

Secador™

OHAUS

Memmert GmbH & Co. KG
Memmert GmbH & Co. KG
Carl Zeiss

Carl Zeiss

Carl Zeiss

METLER TOLEDO
Kavalier
Molecular Devices®”
Kavalier

Roth

WIKIPAK MEDICAL
Serva®

Iwaki
Sigma-Aldrich Co.
Sigma-Aldrich Co.

Lach-Ner, s.r.o.

Sigma-Aldrich Co.

Aqua tropic Lonsky
Lachema, s. p., Brno
Lachema, a. s., Neratovice

Lachema, a. s., Neratovice



NaOH, p. a., min. 98 %

Na,CO3, bezvody, p. a.

Kyselina pikrova

NaCl

Statistix 7.1

Origin® 6.1

Photoshop® Elements 2.0 (2002)
Microsoft Office Proffesional Edition 2003

Lachema, s. p., Brno
Lachema, a. s., Neratovice
Lachema, a. s., Neratovice
Lachema, s. p., Brno

Analytic Software, Tallahassee
OriginLab Corporation
Adobe®

Microsoft®
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4. Vysledky

4.1.  VysledKky in vitro analyzy

4.1.1. Orienta¢ni pH optimum lysozymu

Bylo stanoveno orienta¢ni pH optimum pro vSechny zkoumané druhy. Ptehled stanoveni
ilustruje tabulka 4 a grafy 1 az 10 uvedené niZe. Na grafech je uvedena enzymova aktivita bez
jednotek, nebot’ se jedna pouze o orienta¢ni stanoveni pH optima a hodnoty aktivity nejsou
Tato data jsou vychozi pro dalsi stanoveni. Klicovou informaci je, Ze maximalni hodnoty
nikdy neptekracuji pH 5,0 a nikdy nejsou niZsi nez pH 4,0. Hodnoty ode¢tené z maximalni
hodnoty ziskané proloZenim jsou nejblize stiedné kyselému pH, tedy 4,5. Zjistované pH
optimum neni ruSeno bakteriolytickou aktivitou potravy, nebot’ zjisténa aktivita pouzité

potravy byla nulova.

Species Max. naméf.  Max. prol.
Tyroborus lini 4.0 4,1
Lepidoglyphus destructor 5,0 42
Tyrophagus putrescentiae 4,5 4,6
Tyrophagus brevicrinathus 4,5 4.5
Acarus gracilis 4,5 4,2
Glycyphagus domesticus 4,5 4,5
Acarus siro 4,5 42
Caloglyphus redickorzevi 5,0 4,7
Aleuroglyphus ovatus 4,0 4,0
Dermatophagoides farinae 4.5 4,5

Tabulka 4: Ptehled orienta¢niho pH stanoveného v WME+SGME.
Max. prol. je maximalni proloZena hodnota, je ode¢tend z maxima grafu. Max. naméf. je
maximalni naméfena hodnota.
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Graf 2: Lepidoglyphus destructor

Graf 1: Tyroborus lini
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Graf 4: Tyrophagus brevicrinathus

Graf 3: Tyrophagus putrescentiae
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Graf 6: Glycyphagus domesticus

Graf 5: Acarus gracilis
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Graf 8: Caloglyphus redickorzevi

Graf 7: Acarus siro
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Graf 9: Aleuroglyphus ovatus Graf 10: Dermatophagoides farinae
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4.1.2. Aktivity a pH optimum lysozymu v WME a SGME

Po stanoveni orientaéniho pH optima pro vSechny druhy je zfetelné, ze pH optimum
lysozymu by se mélo pohybovat nékde v rozmezi pH 4,0 az 5,0. Proto bylo zcela postacujici
zméfit aktivity pro WME (Tabulka 6, Graf 11) a SGME (Tabulka 7, Graf 12) pfi pH 4,0, 4,5 a
5,0. Vysledkem toho méfeni byly kromé aktivit i pH optima lysozymu v WME a SGME
(Tabulka 5). Z hodnot relativnich aktivit lysozymu je patrné, Ze zde existuji mezidruhové
rozdily a to jak pro WME, tak i pro SGME. Zvlasté je to patrné pii pohledu na grafy 11 a 12.
Navic vysoké aktivit¢ v WME u jednoho druhu ¢asto odpovidad nizké aktivita v SGME a
naopak.V WME je pH optimum lysozymu (Tabulka 6) u 7 z 10 testovanych druht 4,5,
odliSuje se pouze 7. lini s pH optimem 5,0 a 4. siro s L. destructor s pH optimem 4,0. Pro
SGME miizeme pH optimum povaZovat za homogenni, je u vSech testovanych druhi 4,5.
Hodnoty aktivit lysozymu v pH optimu byly testovany jednofaktorovou ANOVA analyzou
(o = 0,05), a to jak pro WME, tak SGME. Pro WME se hodnoty signifikantné lisily;
Fio.70) = 2485,58; p < 0,001. Stejné tak se signifikantné liSily i aktivity lysozymu v SGME;

Fo.700 = 132,37; p < 0,001. Rozto¢i byli sefazeni dle klesajici enzymové aktivity a néasledné
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rozdéleni do 3 skupin charakterizovanych nizkou (do 33.33 %), stfedni (33,33 az 70 %) a
vysokou aktivitou (66,66 az 100 %) (Tabulka 8 a 9, Graf 13). Za 100 %-ni aktivitu byl
povazovan druh snejvyssi aktivitou v WME, respektive SGME. Divodem pfepoctu na
procentudlni aktivitu byly 2 rizné materidlni zdroje (SGME a WME) pii stanovovani
enzymové aktivity. Nejedna se totiz nikdy o absolutni hodnoty enzymova aktivity, ale o
relativni aktivity, kdy je enzymova aktivita vztazena na obsah proteinii, a ten je pro
homogenaty WME i SGME, ziskané byt stejnym postupem, podstatné odlisny (cca
pétinasobny pro WME). V grafu 13 je pomoci ¢tverci ziskanych kolmicemi k osam v misté
s 33,33 %-ni a 66,66 %-ni aktivity vyznac¢eno 5 skupin, které charakterizuji miru zastoupeni
enzymu Vv télech a exkrementech. Jedna se v podstaté o kombinaci nizké, stfedni a vysoké
aktivity v WME, respektive SGME. Do prvni skupiny s tendenci mit lysozym pievazné v téle
patii A. gracilis a T. lini, do druhé skupiny s tendenci mit lysozym spiSe v téle patii 7.
putrescentiae, G. Domesticus, T. brevicrinathus, A. ovatus. Do tieti skupiny s tendenci mit
lysozym shodné v exkrementech i v téle nalezi D. farinae. Ctvrta skupina s tendenci mit
lysozym spiSe v exkrementech je obsazena A. siro a posledni patd skupina s tendenci mit
lysozym ptevazné v exkrementech je obsazena rovnéz jednim druhem L. destructor, pticemz
tento druh ma dosti blizko do skupiny ¢tvrté. Smérnice v grafu 13 rozdéluje tento graf na 2
poloviny, druhy nad smérici vykazuji tendenci mit lysozym vice v exkrementech a druhy

pod smérnici vice v téle.

Druh pHo (WME)  pH, (SGME)
Tyroborus lini 5,0 4,5
Lepidoglyphus destructor 4,0 4,5
Tyrophagus putrescentiae 4,5 4.5
Tyrophagus brevicrinathus 4,5 4.5
Acarus gracilis 4.5 4.5
Glycyphagus domesticus 4,5 4,5
Acarus siro 4.0 4.5
Caloglyphus redickorzevi 4,5 4,5
Aleuroglyphus ovatus 4,5 4,5
Dermatophagoides farinae 4,5 4,5

Tabulka 5: pH optima v WME a SGME.
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EAwMmE (D.h-]) + SD

Druh pH 4,0 pH 4,5 pH 5,0
Tyroborus lini 33,36 £ 0,36 34,36 £ 0,20 36,04 + 0,09
Lepidoglyphus destructor 15,46 £ 0,91 8,68 £ 0,65 8,42+ 0,30
Tyrophagus putrescentiae 19,37 £ 0,56 23,69 + 0,32 19,34 + 0,62
Tyrophagus brevicrinathus 32,25 +0,87 34,80 + 0,22 29,78 £ 0,66
Acarus gracilis 31,47+ 1,13 38,15+ 0,41 29,97 + 1,00
Glycyphagus domesticus 36,28 £ 1,50 39,33 +£1,08 30,71 +£ 0,95
Acarus siro 11,40 +£ 0,97 9.41 £0,79 8,04 +0,37
Caloglyphus redickorzevi 39,81 £ 0,37 47,80+ 0,15 39,47 £ 0,33
Aleuroglyphus ovatus 26,45 £ 0,82 27,09 + 0,88 24,38 £ 0,71
Dermatophagoides farinae 30,96 +£ 0,47 3321+0,18 31,75+ 0,23

Tabulka 6: Relativni aktivity lysozymu v WME.

EAwwme vyjadiuje primérnou relativni lysozymovou aktivitu v télech rozto¢i a + SD

vyjadfuje smérodatnou odchylku.

EAsgme (0.h7) + SD

Druh pH 4,0 pH 4,5 pH 5,0
Tyroborus lini 4,63 +2.81 20,15+ 4,68 37,36 £ 3,45
Lepidoglyphus destructor 74,25 + 2,24 107,58 £ 3,10 69,19 + 2,92
Tyrophagus putrescentiae 2491 £ 5,40 29,68 £ 2,15 22,14+ 1,72
Tyrophagus brevicrinathus 40,60 + 5,33 61,55+423 42,89 + 235
Acarus gracilis 5,22+ 1,55 10,38 £ 0,78 7,38 £ 2,37
Glycyphagus domesticus 4124 £2.03 54,52 + 1,80 38,84 + 1,67
Acarus siro 40,00 £ 3,44 51,00+ 1,77 33,67+ 1,38
Caloglyphus redickorzevi 13,30 +£ 4,06 41,27+ 19,44 23,68 +£1,39
Aleuroglyphus ovatus 6,16 + 1,88 33,14 + 11,37 12,19+ 2,10
Dermatophagoides farinae 73,52+ 3,09 93,44 +£2.98 64,17 + 3,31

Tabulka 7: Relativni aktivity lysozymu v SGME.

EAsgme vyjadfuje primérnou relativni lysozymovou aktivitu v exkrementech a + SD
vyjadiuje smérodatnou odchylku.
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Graf 11: Relativni aktivita lysozymu v télech rozto¢i (WME) pii pH 4,0, 4,5 a 5.0.
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Graf 12: Relativni aktivita lysozymu v exremetech (SGME) pii pH 4,0, 4,5 a 5,0.



Druh EAwme Homogenni skupiny

Caloglyphus redickorzevi® 47,80 A

Glycyphagus domesticus® 39,33 B

Acarus gracilis® 38,15 e o C

Tyroborus lini® 36,04 e e+ D

Tyrophagus brevicrinathus® 34,80 A
Dermatophagoides farinae® 33,21 o o o o o F
Aleuroglyphus ovatus® 27,09 N ¢
Tyrophagus putrescentiae2 23,69 L R ¢ |
Lepidoglyphus destructor’ 15,46 L |
Acarus siro" 11,41 L |

Tabulka 8: Porovnani lysozymové aktivity ve WME u jednotlivych druhl roztocu,
kontrasty vyhodnoceny pomoci Tukey HSD intervali. (o = 0,05)

Vsech 10 pramért se signifikantné navzajem odlisuje. Je zde 10 skupin (A, B, C, D, E, F,
G, H, I, J) reprezentovanych vzdy jednim druhem. Rozto¢i jsou vymezeni do 3 skupin:
'Nizka aktivita (do 33,33 %)

2Stiedni aktivita (33,33 aZ 66,66 %)

3Vysoka aktivita (66,66 az 100 %)

Species EAsGME Homogenni skupiny
Lepidoglyphus destructor 107,58 A
Dermatophagoides farinae’ 93,46 B
Tyrophagus brevicrinathus* 61,55 e o C
Glycyphagus domesticus* 54,52 e o C
Acarus siro® 51,00 e «C D
Caloglyphus redickorzevi* 41,27 e« ¢« ¢« DE
Aleuroglyphus ovatus' 33,15 e o o o E
Tyrophagus putrescentiaeI 29,68 e o o o E F
Tyroborus lini" 20,15 e o e o« o F G
Acarus gracilisI 10,38 L R N €

Tabulka 9: Porovnani lysozymové aktivity ve SGME u jednotlivych druhli roztoci,
kontrasty vyhodnoceny pomoci Tukey HSD intervala. (a = 0,05)

Je zde 7 skupin (A, B, C, D, E, F, G) u kterych vysledky nejsou navzijem signifikantné
odlisné. Roztoci jsou vymezeni do 3 skupin:

'Nizka aktivita (do 33,33 %)

2Stredni aktivita (33,33 aZ 66,66 %)

3Vysoka aktivita (66,66 az 100 %)
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Graf 13: Porovnani relativni aktivity WME/SGME pievedené na procentualni aktivitu,
kde 100 %-ni aktivitu predstavuje nejvyssi zjisténa aktivita.

Druhy nad smérici vykazuji tendenci mit lysozym vice v exkrementech, druhy pod
smérnici vykazuji tendenci mit lysozym vice v téle. Roztoci jsou vymezeni do 5 skupin:
(1) tendence mit lysozym pievazné v téle;

(2) tendence mit lysozym spise v téle;

(3) tendence mit lysozym shodné v exkrementech i v téle;

(4) tendence mit lysozym spiSe v exkrementech;

(5) tendence mit lysozym prevazné v exkrementech.

4.2. Vysledky in vivo analyzy
4.2.1. Populaéni rist roztocu

Populac¢ni rist na chovné (kontrolni) a bakterialni (experimentalni) dieté ilustruje tabulka
10. Je patrné, Ze na obou dietach doslo k populaénimu néristu z ptvodnich 20 jedinct.

Nejvyssiho naristu na obou dietach dosahli 7. lini a A. siro. Zatimco A. siro (PRR 0,8) byl
Rychlost mnozeni byla naopak nejniz§i pro D. farinae a L. destructor. Statisticky
vyznamnych pozivnich hodnot popula¢niho nartstu na bakterialni dieté oproti dieté¢ kontrolni

dosahlo plnych 60 % (tj. 6 z 10) testovanych druhl: 7. lini, L. destructor, G. domesticus, C.
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redickorzevi, A. ovatus a D. farinae. T. putrescentiae a T. brevcrinathus méli statisticky
shodné popula¢ni nariisty na obou dietach. Zbylé 2 druhy A. siro a A. gracilis mély naopak
vyS$Si piirustek na kontrolni dieté.

Velikost kone¢né populace byla signifikatné mezidruhové rozdilna jak na kontrolni
(Fo.50) = 15,85; p < 0,001), tak i na bakterialni diet¢ (Fos51) = 29,31; p < 0,001), jak ukazuji
tabulky 12 a 13. Proto byla velikost populace na bakteridlni diet¢ standardizovéana,
prevedenim na procentudlni pocet, kde byla velikost populace na kontrolni dieté u ptislusného
druhu povazovana za 100 %-ni. Tato standardizovana data, ktera vyjadiuji vliv bakterialni
diety, byla testovana Kruskal-Wallisovou statistikou a ta prokazala signifikatni rozdil mezi
druhy (W9s1)=15,95; p <0,001), jak ukazuje tabulka 14.

Pro charakterizaci popula¢niho ristu na obou dietach byly vymezeny 4 skupiny (Tabulka
12 a 13, Graf 14 a 15), a to podle konstanty 4 (Tabulka 12, resp. 13), ktera je definovana

nasledujicim vztahem:

N:A‘No, (3)

kde M je velikost populace, Ny pocatecni velikost populace a 4 je konstanta nezavisla na ¢ase a
velikosti populace. Konstanta A v podstaté vyjadiuje kolikanasobny je narist konecné
populace oproti populaci pocate¢ni. Pro nizkou reprodukéni schopnost byla ur¢ena kriticka
hodnota s konstantou 10, pro stiedni s konstantou 25, pro vysokou s konstantou 50, extrémné
vysokd reprodukéni schopnost omezeni nema. Pomalou reprodukci na kontrolni dieté
vykazovaly druhy C. redickorzevi, G. domesticus, L. destructor a D. farinae, sttedné rychlou
T. putrescentiae, T. brevicrinathus, A. gracilis a A. ovatus, rychlou A. siro a T. lini, extrémné
rychla zde chybi. Na bakteridlni dieté byla zjisténa pomala reprodukce u L. destructor a D.
farinae, sttedné rychla u C. redickorzevi, G. domesticus, T. putrescentiae, T. brevicrinathus,
A. gracilis a A. ovatus, rychld u A. siro a extrémné rychla u 7. lini. Pomoci zpracovani dat
Kruskal-Wallisovou statistikou (Tabulka 14) byl vyjadien vliv pfitomnosti 5 % (w/w) G'
bakterie M. lysodiecticus v potravé. Rozto€i byli zafazeni do 4 skupin vyplyvajicich
z homogenity skupin v tabulce 14, kdy maly vliv bakteridlniho obohaceni byl uréen pro A.
siro a A. gracilis, sttedné velky vliv pro G. domesticus, A. ovatus, T. putrescentiae a T.
brevicrinathus, velky vliv pro D. farinae, C. redickorzevi a T. lini, a kone¢n¢ velmi velky vliv
pro L. destructor. Druhy pod smérnici v grafech 14 a 15 vykazuji mensi rast na bakterialni
dieté oproti dieté kontrolni, naproti tomu druhy nad smérnici vykazuji vyssi rist na bakterialni

dieté.
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(pof.) poc.j.+SE (pof.) poc.j.+SE

Druh Kontrolni dieta Bakterialni dieta Statistika
 lini T(1.8) = 8,49
Tyroborus lini 2 597+ 75 () 1324 + 42 o s
Lepidoglyphus destructor 9 69+7 9 188 + 14 T(L:)OS(; 7,69 er
p=0,
Tyrophagus putrescentiae (3) 461+£56 (3) 46945 T“’(‘)Og); o.11 "
p=0,
Tyrophagus brevicrinathus  (4) 432+ 70 ) 400 + 105 T(l,IOOQ;O,Z(r .
p=0,
Acarus gracilis 5 358 + 76 (8) 220+ 16 T(1,9)= 1,96
p=0,082 ns
Glycyphagus domesticus 8 168+22 (I 279+40 T“’(')SO); 23
p=0,
Acarus siro 1) 920+164 (2) 732+140 T(":)(’:(; 088 "
p=U;
Caloglyphus redickorzevi @) 194 + 13 ®) 383 +28 T(l,(;(:))oj 6,18 er
p=0,
Aleuroglyphus ovatus (6) 28321 (6) 372 +£ 34 T(‘s(;%); 227 s
p=0,
Dermatophagoides farinae ~ (10) 47+3 10) 91+£9 T“fé;“’” o
p=0,

Tabulka 10: Popula¢ni rist na kontrolni a bakterialni dieté.

Podtrzené Cislo v zavorce pied absolutni hodnotou nartistu znaéi potfadi v populaénim
narustu na dané dieté, v potfadi od nejvyssi hodnoty, + SE je stfedni chyba.

ns — nesignifikantni rozdil; *stupné signifikance statistického testu (T-test)

Druh PPR (bakt./kontr).
Tyroborus lini 2,22
Lepidoglyphus destructor 2,72
Tyrophagus putrescentiae 1,02
Tyrophagus brevicrinathus 0,93
Acarus gracilis 0,61
Glycyphagus domesticus 1,66
Acarus siro 0,80
Caloglyphus redickorzevi 1,97
Aleuroglyphus ovatus 1,31
Dermatophagoides farinae 1,94

Tabulka 11: Podil rychlosti ristu (PPR) na bakterialni dieté ku kontrolni (chovné) dieté.
Koeficienty PPR v podstaté¢ vyjadiuji miru uspé$nosti popula¢niho riistu na bakterialni
diet¢ vzhledem k diet¢ kontrolni. Cim vy3$si a vzdalenéjsi od 1 je hodnota koeficientu
PPR, tim vétsi pfinos ma bakterialni obohaceni potravy pro popula¢ni rist roztocu.
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Druh Podet j. Homogenni skupiny NXon

Acarus siro 920 A 46,00
Tyroborus lini® 597 A B 29,85
Tyrophagus putrescentiae® 461 - B C 23,05
Tyrophagus brevicrinathus® 432 « BC D 21,60
Acarus gracilis® 358 « BC D E 17,90
Aleuroglyphus ovatus*® 283 - BC D E 14,15
Caloglyphus redickorzevi' 194 e « C D E 9,70
Glycyphagus domesticus 168 e ¢ « D E 8,40
Lepidoglyphus destructor® 69 e o + =« E 3,45
Dermatophagoides farinae1 47 e o ¢ =« E 2,35

Tabulka 12: Porovnani populaéniho riistu na kontrolni dieté u jednotlivych druhii roztocd,
kontrasty vyhodnoceny pomoci Tukey HSD intervalt. (o= 0,05)

Je zde 5 skupin (A, B, C, D, E) u kterych vysledky nejsou vzajemné signifikantn€ odli$né.
Roztoci jsou vymezeni do 4 skupin (4. zde chybi):

'Pomala reprodukce; A= (0, 10) 3Rychlé reprodukce ; A= (25, 50)
2Sttedns rychlé reprodukce; A= (10, 25) ‘Extrémng rychlé reprodukce; A= (50, o
Druh Pocet j. Homogenni skupiny Nsak
Tyroborus lini® 1324 A 66,20
Acarus siro’ 732 e B 36,60
Tyrophagus putrescentiae® 469 « B C 23,45
Tyrophagus brevicrinathus® 400 e o C 20,00
Caloglyphus redickorzevi® 383 e o C 19,15
Aleuroglyphus ovatus® 372 e« C D 18,60
Glycyphagus domesticus® 279 e « C D 13,95
Acarus gracilis® 220 - « C D 11,00
Lepidoglyphus destructor® 188 e « C D 9,40
Dermatophagoides farinae’ 91 e ¢ ¢ D 4,55

Tabulka 13: Porovnani popula¢niho ristu na bakteridlni diet€¢ u jednotlivych druht
rozto¢u, kontrasty vyhodnoceny pomoci Tukey HSD intervalt. (o= 0,05)

Jsou zde 4 skupiny (A, B, C, D) u kterych vysledky nejsou vzajemné signifikantné
odli$né. Rozto€i jsou vymezeni do 4 skupin:

SPomala reprodukce; A= (0, 10) 7Rychla’l reprodukce; A= (25, 50)

8Sttedn rychla reprodukce; A= (10, 25) 8Extrémné rychla reprodukce; A= (50, o9
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Druh Primér

Homogenni skupiny

Lepidoglyphus destructor”
Tyroborus lini®
Caloglyphus redickorzevi®
Dermatophagoia’esfarinae3
Glycyphagus domesticus®
Aleuroglyphus ovatus®
Tyrophagus putrescentiae2
Tyrophagus brevicrinathus®
Acarus siro"

7.1
Acarus gracilis

55,67
48,60
43,00
42,50
35,38
28,17
19,83
16,33
13,17
8,83

P S

w w ww w w W

D
D
D
D
D

D

Tabulka 14: Vyjadieni vlivu bakterialni diety Kruskal-Wallisovou statistikou na jednotlivé

druhy, (a = 0,05).

Jsou zde 4 skupiny (A, B, C, D) u kterych vysledky nejsou vzajemné signifikantné

odlisné. Roztoci jsou vymezeni do 4 skupin:
'Maly vliv bakterialniho obohaceni
2Stfedné velky vliv bakterialniho obohaceni
3Velky vliv bakterialniho obohaceni

*Velmi velky vliv bakterialniho obohaceni
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Graf 14: Porovnani rychlosti riistu rozto¢d na kontrolni a bakteridlni diet€¢ pomoci

konstanty A

Druhy pod smémici vykazuji niZ8i rist na bakterialni dieté oproti dieté kontrolni. Naproti

tomu druhy nad smémici vykazuji pozitivni rist na bakterialni dieté.
Vymezeni rozto¢ti do skupin na kontrolni dieté (zde 4. skupina chybi):

(1) Pomala reprodukce; A= (0, 10)

(2) Sttedné rychla reprodukce; A= (10, 25)

(3) Rychla reprodukce; A= (25, 50)

(4) Extrémné rychla reprodukce; A= (50, o9
Vymezeni roztoc¢ii do skupin na bakterialni dieté:
(5) Pomala reprodukce; A= (0, 10)

(6) Stiedné rychla reprodukce; A= (10, 25)

(7) Rychla reprodukce; A= (25, 50)

(8) Extrémné rychlé reprodukce; A= (50, o
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Graf 15: Porovnani velikosti kone¢né populace rozto¢l na kontrolni a bakterialni dieté.
Druhy pod smémici vykazuji niZ§i rist na bakterialni dieté€ oproti dieté kontrolni. Naproti
tomu druhy nad smémici vykazuji vyssi rist na bakterialni diete.

Vymezeni rozto¢d do skupin na kontrolni dieté:

(1) Pomala reprodukce; X= (0, 10)

(2) Stredné rychla reprodukce; == (10, 25)

(3) Rychléa reprodukce; A= (25, 50)

(4) Extrémné rychla reprodukce = (50, o9

Vymezeni rozto¢i do skupin na bakterialni dieté:
(5) Pomala reprodukce; M= (0, 10)

(6) Stredné rychla reprodukce; == (10, 25)

(7) Rychla reprodukce; == (25, 50)

(8) Extrémné rychla reprodukce; == (50, o9
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4.3. pH v ¢astech stireva

Ziskana data byla mezi sebou porovnana a vylu¢ovaci metodou bylo stanoveno pH pro
jednotlivé casti stieva (Tabulka 15). Jedna se o rozsahy pH, nebot’ pomoci acidobazickych
indikatori nelze pH stanovit nikdy ptesné, zaleZi totiz i na iontové sile roztoku a také
koncentraci indikatoru. Z vysledki je evidentni, Ze se pH v jednotlivych ¢astech stieva 1i3i a
to od nejkyselejsich ¢asti ventriculu a caeca s pH 4 az 5, pies colon s pH, které odpovida 5, az
po postcolon, kde je zjisténé pH nejméné kyselé tedy 5 az 6. Ve vysledcich je evidentni

mezidruhova shoda.

pH v jednotlivych ¢astech streva

ventriculus caeca colon postcolon

Tyroborus lini 4-5 4-5 ~5 5-6
Lepidoglyphus destructor 4-5 4-5 ~5 5-6
Tyrophagus putrescentiae 4-5 4-5 ~5 5-6
Tyrophagus brevicrinathus 4-5 4-5 ~5 5-6
Acarus gracilis 4-5 4-5 ~5 5-6
Glycyphagus domesticus 4-5 4-5 ~5 5-6
Acarus siro 4-5 4-5 ~5 5-6
Caloglyphus redickorzevi 4-5 4-5 ~5 5-6
Aleuroglyphus ovatus 4-5 4-5 ~5 5-6
Dermatophagoides farinae 4-5 4-5 ~5 5-6

Priimérna hodnota 4-5 4-5 ~5 5-6

Tabulka 15: pH v jednotlivych ¢astech stieva modelovych druhi rozto¢t.
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5. Diskuse

Lysozym byl v minulosti dosti studovan, ale pfedevSim u obratlovcl. Navic je zndm
mechanismus jeho G¢inku, a u nékterych organismli zname kromé jeho primérni struktury
dokonce i strukturu terciarni. Jeho funkce byla zpocatku spojovana pouze s antibakterialnimi
ucinky, pozdéji také s travici funkci. Ta se podatila prokazat u fady obratlovci, ale i u hmyzu.
Travici funkce u roztocl nebyla dosud studovana. Predmétem této prace bylo studium
lysozymu a jeho funkce u synantropnich rozto¢t podfadu Acaridida. Charakteristika
lysozymu je u téchto roztocl velmi nedostate¢nd, nebot’ bylo na toto téma zpracovano pouze
nékolik praci. Enzymové aktivity lysozymu byly dosud determinovany u D. farinae, D.
pteronyssinus a L. destructor, u nichz byla prokdzana pfitomnost lysozymu ve vice
isoformach jak v exkrementech, tak v télech (Stewart et al. 1998, Mathaba et al. 2002).
Myslenku, Ze by lysozym mohl u téchto roztoct fungovat jako travici enzym piedlozila pouze
Mathaba et al. (2002). S podobnou myslenkou se setkavame i v pracich Hogg & Lehane
(1999, 2001) a Hamilton et al. (2003), které se tykaji roztoce P. ovis, jenZ je uzce piibuzny
rodu Dermatophagoides.

Ve snaze dokazat travici funkci lysozymu bylo pro tuto praci vybrano 10 modelovych
druhii Acaridida, na nichZ byla provedena in vitro a in vivo analyza. In vitro analyza spocivala
v diikazu piitomnosti lysozymu, enzymatickém stanoveni aktivity lysozymu v WME a SGME
a in vivo analyza spocivala ve sledovani popula¢niho ristu roztocii na 2 dietach, chovné a
experimentalni (bakterialni). Do in vivo analyzy spada také urceni pH v ¢astech stieva.

In vitro analyza jednoznacné prokazala bakteriolytickou aktivitu a tedy i pfitomnost
lysozymu u vsech testovanych druhi v WME i SGME. Bylo stanoveno pH optimum v obou
typech homogenati. V WME bylo zjisténo pH optimum u G. domesticus, C. redickorzevi, A.
ovatus, D. farinae, T. putrescentiae, T. brevcrinatus a A. gracilis 4,5, u A. siro a L. destructor
4,0 auT. lini 5,0. Naproti tomu v SGME bylo zjisténé pH optimum shodné pro vSechny
druhy, a to 4,5. Jediné dosud znamé pH, pfi kterém byla méfena aktivita lysozymu, bylo 6,2 a
vtomto pH byly méfeny veskeré dosud zjisténé lysozymové aktivity (Childs & Bowman
1981, Stewart et al. 1998, Mathaba et al. 2002). Jak je vidét, pH optima stanovené v této praci
se zna¢né lisi od zminovaného pH 6,2 a pravdépodobné nebylo nikdy méfeno experimentalné.
Zminéna hodnota pH totiz odpovida pH optimu lysozymu z vaje¢ného bilku (HEWL)
(varianty produktu jsou dostupné napi. u firmy Sigma-Aldrich®), ktery se pouziva predeviim

v molekularné-biologickych technikach k hydrolyze bakteridlnich buné¢nych stén pii ptiprave
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protoplastu ¢i sféroplastu (Kusaka 1967, Kuroda et al. 1998). Jeho vyuziti je v3ak také pfi
hydrolyze mucopolysacharidi, mucopolypeptidii nebo chitinu. Pii pohledu na grafy
determinace orienta¢niho pH optima (Kap. 4.1.1.) je citelné, Ze lysozymova aktivita pti pH
6,2 je jiz velice nizka, a proto je nevhodné pii této hodnoté stanovovat aktivitu enzymu.
Ziejmée proto byla Stewartem (1998) zjisténa aktivita dvojnasobna u L. destructor, nez u D.
farinae, zatimco v této praci byla aktivita pfi pH optimu v SGME pro tyto druhy téméf
shodnd a v WME byl pomér opaény. Pro shodné pH, tedy 4.5, je ve WME aktivita u D.
farinae démér Ctyfnasobna nez u L. destructor. Zminéni autofi museli z diivodu nizké aktivity
lysozymu pfi pH 6,2 uméle zvySovat bakteriolytickou aktivitu. Stewart et al.(1998)
optimalizoval bakteriolytickou aktivitu pomoci piidavku DTT (dithiothreitol), Mathaba et al.
(2002) tremi rdznymi zpusoby, tedy piidavkem DTT, EDTA (kyselina
ethylendiamintetraoctova) a DTT+EDTA. Navic se snazili zvysit lysozymovou aktivitu jesté
ptidavkem bilkoviny (albumin), a tim inhibovat proteolytickou aktivitu proteas na lysozymu.
Vzhledem k charakteristickému zvonovitému tvaru kfivky (Banerjee et al. 1975, Pahud &
Widmer 1982, Lemos et al. 1993, Kopacek et al. 1999, Fujita ef al. 2001) u graft v kap. 4.1.1,
kterd nema zadné zretelné vykyvy (zuby) lze konstatovat, Ze lysozym neni rozkladan télu
vlastnimi proteasami, a pokud ano, tak ve velmi malé mife, kterd ma na stanoveni jen velmi
nepatrny vliv. Stabilita lysozymu vic¢i vlastnim proteasam je jednou z kliCovych informaci,
ktera podporuje jeho travici funkci a je ve shod€ s jinymi travicimi lysozymy (Dobson et al.
1984, Lemos et al. 1993, Ruiz et al. 1994, Dominguez-Bello et al. 2004).

Samotna ptitomnost lysozymu v SGME je zakladni podminkou travici funkce lysozymu,
nebot’ z tohoto faktu Ize odvodit, Ze je vyluovan do traviciho traktu roztoclh. V kazdém
ptipad¢ je lysozym soucasti defensivniho mechanismu u rozto¢i, nebot’ se vyskytuje ve stievé
a dokaze zde atakovat nékteré G* bakterie hydrolyzou jejich bunééné stény. Na otazku, zda
plni travici funkci by mély pomoci odpovédét vysledky in vivo analyzy a srovnani pH ve
sttevé s pH optimem lysozymu.

Podafilo se wurcit pH v ¢éastech traviciho traktu (Tabulka 15) kombinaci fady
acidobazickych indikatort. Tyto hodnoty jsou zhruba o jenotku pH niZ$i neZ hodnoty uvedené
v prehledu tabulky 2. Z;jisténé pH ve ventriculu a caecu je 4 az 5, v colonu kolem 5 a
v postcolonu 5 az 6. Vzhledem k tomu, Ze pH optimum lysozymu v SGME zji§téné v této
praci je pro viechny druhy 4,5, tak to velmi dobte koresponduje s pH zjisténym v n€kterych
¢astech traviciho traktu roztoc¢d. Nejvice této hodnoté odpovida pH ve ventriculu a caecu, kde
je pH kolem 5 u vSech druht. V dalsich ¢astech colonu a postcolonu se spise blizi neutralni

oblasti a pohybuje se kolem pH 5 az 6. Pokud tedy nékde ptisobi lysozym jako travici enzym,
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tak pfedevsim ve ventriculu a caecu. Toto souhlasi téZ s poznatkem, Ze ve ventriculu a caecu
probiha nejvétsi ¢ast traveni (Smrz & Catska 1989). Lysozymova aktivita a biochemicka
charakteristika lysozymu u téchto modelovych druhii rozto¢ti vykazuje navic fadu podobnosti
s travicimi lysozymy u jinych organismu, pfedevsim bylozravci a M. domestica. Ty jsou si
navzijem podobny maximalni aktivitou v kyselé oblasti, kolem pH 5,0 a rezistenci vuci
vlastnim proteasam. Takova podobnost byla nalezena i u testovanych druht roztocu.

Na zakladé zjisténych enzymovych aktivit lysozymu v pH optimu pro WME a SGME byli
rozto¢i rozdéleni pomoci statistické analyzy do jednotlivych skupin s vysokou, stiedni a
nizkou aktivitou. Zajimavym zjisténim je, Ze u vSech druhli, kromé D. farinae, je uréena
kategorie enzymové aktivity odlisna v WME od SGME. Nejmarkantnéjsi rozdily jsou u T.
lini, A. gracilis a také u C. redickorzevi, ktefi maji vyrazné¢ vyssi tendenci mit lysozym
vWME, a u L. destructor, ktery ma naopak podstatné vyssi tendenci mit lysozym
v exkrementech (Graf 13). Takovéto rozdily upozoriiuji na to, Ze mulze existovat
mechanismus hospodateni s lysozymem v travicim traktu. Druhy, které maji tendenci mit
lysozym v téle na ukor exkrementi jej pravdépodobné néjakym mechanismem a z né€jakého
diivodu zadrzuji v téle. Naopak druhy, které maji tendenci mit lysozym v exkrementech, jej
bud’ t¢Zko mohou zadrzovat nebo ho vyluéuji do traviciho traktu z néjakého divodu velké
mnoZstvi a pokud existuje revezni mechanismus, tak nestai lysozym vracet zpét. Existuje
analogie pro reverzi travicich enzymu, ktera je popsana pro a-amylasy a serinové proteasy u
hmyzu (Terra et al. 1996). Myslenka ptfitomnosti reverzniho mechanismu u rozto¢t je dosti
pravdépodobna, nebot’ rozto¢i maji peritrofickou membranu stejné jako hmyz (Alberti et al.
2003). Kazdy organismus musi vynalozit zna¢né mnozstvi energie, aby enzymy (a jakékoliv
proteiny) vyrobil. Proto by bylo neekonomické jimi plytvat a vylu¢ovat zbyteéné vSechny
spolu s exkrementy mimo télo. Acaridida jsou navic organismy sdosti uspornym
metabolismem, dokézi Zit na minimalnich potravnich zdrojich a v ptipadé€ potieby fada z nich
dokaze vytvoftit také klidové stadium hypopa. Kdyz se dokazal vyvinout tak sloZity Zivotné
obranny mechanismus jako je tvorba hypopa, pro¢ by nemohl existovat mechanismus pro
reverzi enzymu zpét na misto potieby.

Pomoci in vivo testi byla urCena rychlost reprodukce na chovné a bakteridlni dieté
obohacené M. lysodiecticus (Graf 14 a 15). Pofadi popula¢niho ristu na chovné dieté je
uvedeno v tabulce 12 a na bakteridlni dieté v tabulce 13. Nejvyssi reprodukéni schopnost na
destructor. Na bakteridlni diet¢ se absolutné nejlépe mnozil 7. lini, ktery dokazal svou

populaci zmozit za 21 dni vice nezZ 66 krat (dg = 66,2) a jeho schopnost ristu na potravé
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obohacené M. lysodiekticus byla oznacena jako extrémni. Z prvniho mista byl odsunut na
druhé A. siro, posledni 2 mista obsadili opét D. farinae a L. destructor, a to ve stejném poiadi.
Dulezité zavéry vyplyvaji z podili rychlosti ristu (viz tabulka 11 a 16), vysledkd Kruskal-
Wallisovy statistické analyzy vlivu bakterialni slozky na rust (Tabulka 14) a statistiky
v tabulce 10, kde jsou vyjadieny stupné signifikance. Prestoze T. lini vykazoval extrémni
rychlost reprodukce na bakterialni dieté¢, mél o néco nizsi podil rychlosti ristu (PRR 2,22),
nez L. destructor (PRR 2,72). Vyznamné kladné hodnoty podilu rychlosti ristu vykazuji také
C. redickorzevi (PRR 1,97), D. farinae (PRR 1,94). Podil rychlosti ristu odpovida vlastné
vlivu bakterialni slozky na rdst rozto¢u, statisticky je toto zpracovano Kruskal-Wallisovou
statistikou v tabulce 14. Vliv této slozky potravy na L. destructor byl ur€en jako velmi velky,
na T. lini, C. redickorzevi a D. farinae jako veliky. Tyto druhy mohou tedy evidentné vyuzivat
G' bakterie jako potravni zdroj. Naproti tomu druhy 4. gracilis (PRR 0,61) a 4. siro (PRR
0,80) mizeme diky podilu rychlosti ristu niZ§imu nez 1 povazovat za druhy, pro které by
nemeéla bakterialni potrava pfedstavovat vhodny potravni zdroj. Vzhledem k tomu, Ze in vivo
testy byly provadény pouze sjednim druhem bakterie, neni vylouceno, Ze by nékteré jiné
bakterie nemohly pfedstavovat pro tyto rozto¢e vhodny potravni zdroj, jiz Sinha a Harasymek
(1974) prokazali odliSnou miru tolerance skladiStnich rozto¢ti na samotnou bakteridlni
potravu. Nelze totiz vylou€it pfitomnost toxint, které by mély na tyto druhy vyznamny
negativni vliv, tedy Ze by vyhoda traveni lysozymem byla pfevazena ptitomnosti toxickych
latek. Pozoruhodné podobnosti byly zjistény u testovanych zastupct rodu Tyrophagus. U T.
putrescentiae (PRR 1,02) i T. brevicrinathus (PRR 0,93) byl podil rychlosti ristu velmi
podobny, tedy velmi blizko 1. Takovato shoda vypovida o podobném chovéani zminénych
zastupci jednoho rodu na 2 riznych dietach a koresponduje stim, Ze jsou si navzajem
nejptibuznéjsi. Tento fakt podporuji také téméf stejné zjisténé hodnoty konstanty A pro
kontrolni i bakteridlni dietu u 7. putrescentiae (Agx= 23,45; Akon=23,05) i T. brevicrinathus
(ABak = 20,00; Akon = 21,60) (Tabulka 12 a 13). Trochu jina situace je u zastupct rodu Acarus.
Zatimco podil rychlosti ristu byl pro oba druhy velmi podobny, tak v popula¢nich néartstech
se odliSovaly. A. siro (Agax = 36,60; Akon = 46,00) mél populac¢ni néristy na obou dietach
mnohem vyssi nez A. gracilis (Agax = 11,00; Akon = 17,90), coz odpovida rychlejsi reprodukéni
schopnosti 4. siro.

Z tabulky 16, kde jsou porovnany vysledky in vitro a in vivo testd, a kterd je zaroven
komplexnim shrnutim vysledkd, vyplyva, Ze nékteré druhy maji potencidlné schopnost

vvvvvv

lysozymu v exkrementech, jsou: vyssi reprodukce na bakteridlni diet¢ nez na dieté kontrolni,
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vysoky vliv bakterialni slozky na rist, a také podil rychlosti ristu (PPR) alespon vyssi nez 1.
Pokud jde o pritomnost lysozymu v téle a exkrementech jsou zajimavé dvé opozitni hlediska.
Prvni je vyrazna tendence mit lysozym v téle a druhou je zase vyrazna tendence mit lysozym
v exkrementech. Druhy, které maji relativné vysoky obsah lysozymu vtéle a nizky
v exkrementech maji bud’ propracovany reverzni mechanismus lysozymu v podobé jiz
zminéné peritrofické membrany nebo sekretuji malé mnozstvi lysozymu do traviciho traktu.
Naproti tomu druhy s relativné nizkym obsahem lysozymu v exkrementech bud’ reverzni

mechanismus lysozymu nemaji nebo vylucuji lysozym do traviciho traktu v malém mnozstvi.
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6. Zavér

V této praci se podarilo pro 10 zastupct podiadu Acaridida potvrdit piitomnost lysozymu
vtélech a exkrementech, stanovit pH optima a urcit aktivity lysozymu v télech a
exkrementech, a také ur¢it pH v jednotlivych ¢astech traviciho traktu. Uz samotna pfitomnost
lysozymu v exkrementech je velmi zavaznym faktem a to hned z né€kolika diivodi. Pritomnost
lysozymu v exkrementech indikuje, Ze je tento enzym pfitomny i v travicim traktu roztocu.
Sekrece lysozymu probiha pravdépodobné ve ventriculu. Divodem této sekrece je bud
nespecificka imunita zaméfena proti G bakteriim nebo travici funkce tohoto enzymu, anebo
pravdépodobné oboji. Vzhledem k tomu, Ze travici funkce lysozymu byla v Zivo€i$né fisi
prokazana v mnoha piipadech, je pravdépodobné, Ze lysozym bude hrat roli v travici funkci i
u rozto¢l podifddu Acaridida. Navic byly nalezeny podobné vlastnosti lysozymu jako u
ostatnich Zivocichu, ktefi jej jako traviciho enzymu vyuzivaji. Jedna se o pH optimum
v kyselé oblasti, rezistenci vi¢i vlastnim proteasam a shodu pH optima s pH v nékterych
¢astech traviciho traktu. K prokazani myslenky, Ze lysozym funguje u Acaridida jako travici
enzym, byly provedeny testy in vivo spocivajici ve sledovani populaéniho ristu na bakterialni
a chovné dieté, pomoci kterych se podatilo prokazat u nékterych druhl vyrazny vliv potravy
obohacené G* bakteriemi na populaéni rist. Pro druhy T, lini, L. destructor, C. redickorzevi a
D. farinae lze konstatovat, Ze jsou schopny vyuzivat bakterie jako potravni zdroj, nasvédcuji
tomu vysledky in vivo i in vitro analyzy. Dalsi dva druhy G. domesticus a A. ovatus maji jisty
potencidl zivit se bakteriemi. Druhy T. putrescentiae a T. brevicrinathus A. siro a A. gracilis
nemaji z bakterii zfejmé zadny velky uzitek. Nicméné potencial mit G* bakterie jako potravni
zdroj nebo nutri¢ni dopln€k maji ziejmé vSechny druhy studovanych rozto¢t, pro coZz mluvi
ptitomnost lysozymu se stejnymi biochemickymi charakteristikami v travicim traktu. Tato
pfitomnost enzymu v exkrementech je dilezita také vzhledem k jeho potencialni alergenicité,
nebot’ roztoci tyto enzymy $iti svymi exkrementy do okolniho prostfedi. Vedle téchto zavért
byla zjisténa reprodukéni rychlost danych druht na chovné dieté, ktera je podobné potravé,
konzumované v ptirozeném prostifedi. Tento vysledek ukéazal, Ze mezi rozto¢i podiadu
Acaridida existuji v tomto sméru velké mezidruhové rozdily, stejné¢ tak jako v aktivitach
lysozymu v télech a exkrementech a v ristu na potravé obohacené bakteriemi. AvSak u druhi
téhoz rodu se vyskytly v tomto sméru podobnosti. Naproti tomu nebyly nalezeny rozdily v pH
optimu lysozymu v exkrementech pro vSech deset druhli ani v celotélnich homogenatech

vétsiny druhi roztoc.
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8. Prilohy

8.1. Pufrovaci rozsah Britton-Robinsonova pufru I

Tabulka 2.9.1
Brittonov-Robinsonov univerzainy timivy roztok I

(18°C)’'
‘ Mnoizstvo
mnoZstvo Mnozstvo
pH roztoku 1 N;‘&)'(i‘ H:0 el NaCIO, . H;0 [g]
NaOH [mol dm™] na ( a) em emest na zvvienie 7 0 0.05
3 pre / = 0.15 mol dm :
fem’]
1.81 0.0 0,015 1.896 0.702
1.89 2.5 0.018 1.900 0,720
1.98 5.0 0,020 1,917 0,737
2,09 7.5 0.022 1,933 0.755
2,21 10,0 0,024 1,947 0.773
2.36 12,8 0,027 1,944 0.790
2.56 15,0 0,029 1.955 0.808
2.87 17.5 0.031 1.964 0.825
3.29 20.5 0.034 1,955 0,843
3.78 225 0.037 1,944 0,860
4.10 25,0 0.040 1,931 0.878
435 27.5 0.043 1916 0.895
4.56 30.0 0.046 1.899 0913
4.78 32,5 0.049 1.880 0931
5.02 35.0 0.052 1.858 0,948
5.33 375 0.055 1.835 0.966
5.72 40.0 0,059 1.790 0.983
6,09 425 0.063 1,741 1.001
6,37 450 0.069 1.650 1.018
6.59 475 0.074 1.575 1.036
6.80 50,0 0,080 1.475 1.053
7.00 52,5 0,085 1,392 1.071
7.24 55,0 0,090 1.306 1.089
7.54 57.5 0,094 1.239 1,106
7.96 60.0 0,098 1,169 1,124
8.36 62,5 0,100 1.141 1.141
8.69 65,0 0,102 1,112 1,159
8.95 67.5 0,104 1,082 1176
9.15 70.0 0.106 1.051 1,194
9.37 72.5 0,107 1,042 1.212
9.62 75.0 0,109 1,008 1.229
9,91 77.5 0,110 0.997 1.247
10.38 80,0 0,112 0.961 1.264
10.88 82,5 0,117 0,846 1,282
11.20 85.0 0,121 0.754 1.299
11,40 87.5 0,125 0,658 1,317
11.58 90.0 0.129 0.560 1,334
11,70 92.5 0,133 0.460 1,352
11.82 95.0 0,136 0,383 1,370
11.92 97.5 0.138 0.333 1,387
11,98 100.0 0,141 0.253 1,405

' 100 em* roztoku s koncentriciou 4,107 mol dm™ HiPOs. CH;COOH a H;BO; (4.90g 80% HiPO.: 2.40g CH,COOH
42.744 ¢ Hy,BO, na | dm” roztoku) sa zmiesa s a cm’ 2. 107" mol dm™ roztokom NaOH
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8.2

Ax=450 nm

8.3.

Ax=590 nm

Kalibrace M. lysodiekticus
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1,2 5 Chi*/DoF = 9,19466E-4

] >< R? = 0,99668
10 - )( Parametr Hodnota Chyba
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8.4.

Postup cisténi roztoci

. wnrE

PR 1 TR YN oy

1o

Postup popsan v kapitole 3.4.
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8.5. Alergeny prachovych roztoci

ARTHROPOD ALLERGENS 415
TABLE 2 Charactenized house dust mite allergens and percent patient reactivity to them
Allergen  Specific allergens  MLW. Frequency of
group characterized (kDa) reactivity (%)* Homology
Grp 1 Derfl Derpl. 25 =90 (205,241)  Cysteme protease, homology
Eurm 1. Derm 1 similar to enzymes papain.
actimdn, cathepsin H & B.
bromelain. fremn
Grp 2 Derf2, Derp2, 14 =90 (205,241)  Homology with primate
Eurm2 Tyrp2. epididymal or insect
Lepd?2 molting protemn
Grp 3 Der 3. Derp 3, 28-30 57-:90 Trypsin-like serine protease
Eurm 3 (241,242)
Grp 4 Derf4. Derp4 56-63 2546 (152) Amylase
Grp S Derp5.Blots 14-15 45-60 Unknown
(163.256)
Grp 6 Derf6.Derp6 25 40-60 (235) Chymotrypsin-like senne
protease
Grp 7 Derf7 Derp7 22-28 50(236) Unknown
Grp 8 Derp 8 25-26 40 (192) Rat & mouse glutathione-S-
transferase
Grp 9 Derf9,Derp9 24-28 80 (138) Collagenolytic serne
protease
Grp 10 Derp 10 33-37 =60 {3) Melanogaster, rabbit &
human alfa-tropomyosin
Grp 11 Derf 11l 98 High (259) Paramyosin
Grp 12 Blot12 14 50(210) Unknown
Grp 13 Blot13 15-17 10 (48) Cytosolic fatty acid-binding
proteins
Grp 14 Derf15. Derp15 177-190 70 (69) Apolipophorin-like protein

Eurm 15

Der {. Darmatophagoides farinas: Der p. Dermarophagoides preromyssinus. Eur m, Enroghphus maynei: Blo t. Blomia

tropicalis: Lep d. Lepidoghphus desnuctor.

*References given in parentheses.

Pievzato z Arlian (2002).
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8.6.

ANOVA
BR-I
DTT

EA

EC

EDTA
FR
HEWL
IgE
INT
kDa

NAG
NAM

PRR
RAST
RH
SD

SE
SGME
Snl
Sn2
WME

Pouzité zkratky a symboly

analyza rozptylu

Britton-Robinsontv pufr |

dithiothreitol

enzymova aktivita

enzyme commision, symbol uzivany pro oznaceni ¢tyimistného
katalogového ¢isla enzymi

kyselina ethylendiamintetraoctova

fysiologicky roztok

lysozym slepiciho bilku

tiida protilatek

intermediate = meziprodukt

jednotka molekulové hmotnosti

konstanta vyjadiujici nartst populace oproti populaci poc¢ate¢ni
molérni koncentrace v mol.dm™

N-acetylglukosamin

N-acetylmuramova kyselina

pH optimum

podil rychlosti ristu

Ratio Allergen Sorbent Test, test na ptitomnost specifického IgE
relative humidity = relativni vlhkost

smérodatna odchylka

stiedni chyba

spent growth medium, homogenat ziskany z exkrementi
nukleofilni monomolekulova substituce

nukleofilni bimolekulova substituce

whole mite extracts, homogenat ziskany z t€] roztoct
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