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WPROWADZENIE MATERIALY | METODY

Rodzaj Prototheca obejmuje jednokomorkowe, pozbawione chlorofilu glony powszechnie Prezentowana metoda, wykorzystujgca PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR) zostata
wystepujgce w przyrodzie. Szesc z 14 opisanych gatunkow: P. ciferrii (wczesniej P. zopfii opracowana przy uzyciu szczepow typowych 6 gatunkow chorobotworczych (P. ciferrii, P. bovis,
genotyp 1), P. bovis (P. zopfii genotyp 2), P. blaschkeae, P. wickerhamii, P. cutis, oraz P. wickerhamii, P. blaschkeae, P. cutis i P. miyajii) i 3 saprofitycznych (P. moriformis, P. tumulicola
P. miyajii, uznaje sie za oportunistyczne patogeny ludzi i zwierzat, wywotujgce zakazenia 1 P. stagnora). Startery do reakcji PCR zaprojektowano na podstawie sekwencji 18S rDNA
zwane prototekozami. Glony Prototheca spp., obok przedstawicieli rodzaju Chlorella, sg w oprogramowaniu Design Signature (Decipher) (Rys.1).
jedynymi znanymi dotgd roslinami zdolnymi do infekcji kregowcow, w tym ludzi. Dominujgcg
formg zwierzecej prototekozy jest zapalenie gruczotu mlekowego (mastitis) krow. Coraz
czescie] notowane przypadki mastitis prototheca stanowig powazne zagrozenie
epidemiologiczne i ekonomiczne dla sektora mleczarskiego. Choroba u ludzi dotyka gtownie
osoby ze znacznym uposledzeniem uktadu immunologicznego.

Do przywidywania przebiegu krzywych topnienia produktow PCR uzyto oprogramowania uMelt
(www.dna.utah.edu/umelt/umelt.ntml). Warunki PCR optymalizowano przy uzyciu polimerazy
Color OptiTag (EURX) i genomowego DNA Prototheca spp. lub wody (kontrola negatywna) (Rys.
2). Reakcje PCR-HRM prowadzono w termocyklerze Light Cycler® 96 (Roche) z wykorzystaniem
zestawu Eva Green Typelt® HRM-PCR (Qiagen). Krzywe topnienia analizowano w programie

QuantStudio™ Design & Analysis Software (Roche). Powtarzalnos¢ metody weryfikowano w 4

CEL BADAN IA niezaleznych eksperymentach, dla kazdego wariantu w 4 powtorzeniach. Specyficznosc techniki

oceniano stosujgc jako matryce DNA grzybow (Aspergillus flavus, Candida albicans, Candida
glabrata, Cryptococcus neoformans, Epidermophyton floccossum, Microsporum canis,
Trichophyton rubrum) i glonow (Auxenochlorella protothecoides, Chlorella vulgaris,

Helicosporidium sp.). Technike zwalidowano na kolekcji 50 szczepow Prototheca spp., wczesnieg]
iIdentyfikowanych metodg PCR-sequencing.

Celem prezentowanej pracy byto opracowanie prostej i szybkiej metody identyfikacji
glondw nalezgcych do rodzaju Prototheca wykorzystujgcej technologie PCR z
wysokorozdzielczg analizg temperatur topnienia produktu (PCR-HRM — High Resolution
Melting Real-Time PCR).

WYNIKI

Szczepy typowe wszystkich 9 analizowanych gatunkow Prototheca wykazaty odrebne profile PCR-HRM, umozliwiajgc tatwg identyfikacjg gatunkowg (Rys. 3). Zgodnie z analizg in silico,
Krzywe 0 najwyzszych temperaturach topnienia (Tm) obserwowano dla P. blaschkeae, a nizsze dla kolejno: P. ciferrii, P. bovis, P. moriformis, P. tumulicola, P. stagnora, P. cutis, P. miyayjii
| P. wickerhamii. W wypadku innych gatunkow glonow i grzybow nie obserwowano amplifikacji, wzglednie obserwowano inne Tm i przebieg krzywych topnienia niz te dla Prototheca spp.
Powtarzalnos¢ metody zweryfikowano w czterech niezaleznych eksperymentach. Minimalne i maksymalne Tm, Srednie Tm wraz z odchyleniami standardowymi (SD) i wartosci odciecia zebrano
w Tab. 1. Minimalna réznica miedzy grupami szczepow wynosita wiecej niz czterokrotnos¢ SD. Metoda pozwolita na prawidtowe w 100% przyporzagdkowanie gatunkowe 50 szczepow
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Rys- 1 . Porc’)wnanie Sekwencji produktc’)w Rys. 2. Produkty PCR genu SSU 74.00 75.00 76.00 77.00 78.00 79.00 80.00 81.00 82.00 E?Siperai:;gﬂ 85.00 86.00 87.00 88.00 89.00 90.00 91.00 92.00 93.00
PCR genu SSU uzykanego na matrycy DNA uzykanego na matrycy DNA
chromosomowego szczepow wzorcowych chromosomowego szczepoOw B
Prototheca spp. wykonane w programie AliView wzorcowych Prototheca spp. M — s
(Larsson, 2014) przy wykorzystaniu algorytmu wzorzec masowy FastRuler Low 000
MUSCLE (Edgar, 2004). Nukleotydy identyczne Range DNA Ladder (Thermo Fisher 0:700
dla wszystkich gatunkow zakreslono na Scientific, USA). %n.m
czerwono, nukleotydy obecne w przynajmniej 0500
szesciu sekwencjach ujeto w niebieskie ramki. =g
Myslniki wyznaczajg przerwy wewnatrz s
sekwencji. Niebieskie i czerwone strzatki o :
wyznaczajg miejsca przylgczania starteréw. T T G A N L A\ W W NI —
Nazwy Starteréw Umieszczono nad Strza*kami. I:III:”:”:;-"E.IIIIII 76.00 F7.00 78.00 79.00 30.00 81.00 82.00 83.00 84.00 85.00 86.00 87.00 83.00 89.00 g0.00 91.00
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(Srednia + 4SD¥*)
Srednia SD Min. (°C) Max. (°C) Min. (°C) Max. (°C) 1
P. blaschkeae  91.79 0.06 91.55 92.03 91.73 91.85 " i
R Cl:ﬁeri 91.29 0.02 91.21 91.37 91.27 91.31 E:EE}'SUU 7550 76.00 7650 7700 FAS0 7R.00 7850 79.00 7950 80.00 8050 8100 8150 82.00 8250 83.00 8350 84.00 8450 B85.00 8550 86.00 8650 48700 8750 88.00 8BS0 89.00 89.50 90.00 9050 581.00
P. bovis 90.82 0.04 90.66 90.98 90.78 90.86
: : Rys. 3. Krzywe topnienia fragmentu genu SSU Prototheca spp. P. cifferi (dawniej P. zopfii genotyp 1) oznaczono
k mor/fo.rm/s 90.50 0.01 90.46 90.54 90.43 90.51 kolorem zéttym, P. bovis (dawniej P. zopfii genotyp 2) — niebieskim, P. blaschkeae — brgzowym, P. wickerhamii -
P. tumulicola 90.40 0.02 90.32 90.48 90.38 90.42 pomaranczowym, P. miyajii - zielonym, P. cutis - turkusowym, P. stagnora - czerwonym, P. tumulicola - szarym,
P. stagnora 90.09 0.01 90.05 90.13 90.08 90.10 P. moriformis (dawniej P. ulmea) — fioletowym. A - Krzywe topnienia, B - normalizowane krzywe topnienia, C - wykres
P. cutis 88.41 0.24 8744 8938 8817  88.66 roznicujacy (ang. difference piot).
P. miyayjii 37.91 0.11 387.45 38.37 387.79 38.02

Tab. 1. Wartosci temperatur topnienia (Tm) z czterech niezaleznych experymentow.

Opracowano metode identyfikacji glonow Prototheca spp. oparta na amplifikacji PCR-
HRM regionu 18S rDNA. Potwierdzono specyficznos¢ gatunkowa generowanych
w metodzie profilow PCR-HRM. Mozliwos¢c stosowania metody jako standardowego
narzedzia w identyfikacji glonow Prototheca spp. wymaga dalszych badan wali-
dacyjnych. Konieczna jest tez weryfikacja metody dla pozostatych 5 gatunkow z rodzaju
Prototheca (P. zopfii, P. cerasi, P. cookei, P. pringsheimii, P. xanthoriae).

* Zakresy wartosci cut off wyznaczono wedtug publikacji Odell et al. (2005) i Slinger et al. (2007).
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