Identyfikacja szczepow Prototheca izolowanych

z przypadkow mastitis od krow mlecznych z terenu Polski
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Do rodzaju Prototheca nalezg jednokomorkowe, pozbawione chloroplastéw, drozdzakopodobne glony,
o szerokim wystepowaniu w sSrodowisku. Sposrod 7 obecnie poznanych gatunkow, 5 (P. zopfii, P. wickerhamii,
P. blaschkeae, P. cutis oraz P. miyajii) opisywanych jest jako oportunistyczne patogeny cztowieka i zwierzat,
a choroby przez nie wywotywane okreslane sg jako prototekozy. Najczesciej obserwowang postacig prototekozy
wsrod zwierzat jest zapalenie wymienia (mastitis) u bydta, wywotywane gtownie przez P. zopfii genotyp 2 oraz
P. blaschkeae. Celem pracy byto zbadanie czestosci wystepowania Prototheca spp. w probach mleka pobranych od
krow na terenie 5 wojewodztw w Polsce w latach 2004-2015.

Materiaty | metody

Badanie objeto proby mleka od 134 krow mlecznych z 7 gospodarstw na terenie 4 wojewddztw w Polsce.
Proby (64 od 20 przypadkéow mastitis) o dodatnim wyniku Terenowego Odczynu Komérkowego (TOK, Mastirapid®)
kierowano na posiew na pozywce Sabouraud’a z glukozg (SDA, Sigma). Dodatkowo, pobrano 76 préb kontrolnych
(TOK ujemny) od 19 kréw zdrowych. Wyroste na pozywce SDA (72 godz., temp. 25°C) szczepy przypominajgce
morfologig glony Prototheca identyfikowano wstepnie przy uzyciu metod fenotypowych (APl, Biomerieux).
Genomowy DNA izolowano stosujac zestaw Bacterial & Yeast Genomic DNA Purification Kit (EURX). Identyfikacja
gatunkowa prowadzona byta w oparciu o genotypowo-specyficzny test PCR, roznicujgcy miedzy P. zopfii genotyp 1,
P. zopfii genotyp 2 i P. blaschkeae, tj. najczestszymi czynnikami etiologicznymi bydlecego mastitis.

Wyniki

Ogdétem wyhodowano 43 szczepy, z ktorych wszystkie
pochodzity z przypadkow mastitis (od 17 krow).
Od 3 krow z mastitis (5 prob) nie wyizolowano
szczepow Prototheca. Proby pochodzace od kréow
kontrolnych (76) nie wykazaty obecnosci szczepow
Prototheca spp. w mleku. Wsréd szczepow klinicznych
42 (97,7%) zidentyfikowano jako P. zopfii genotyp 2,
a jeden (2,3%) reprezentowat gatunek P. blaschkeae.

Ryc. 1. Ildentyfikacja gatunkowa dla trzech wzorcowych szczepow
Prototheca przy wykorzystaniu metody PCR. Zamplifikowane produkty
wizualizowano w zelu agarozowym. Wzorzec molekularny oznaczony
jako 1 odpowiada P. zopfii gen. 1, 2 - P. zopfii gen. 2, 3 - P. blaschkeae.
A-C — produkt PCR w reakcji ze starterami specyficznymi dla: P. zopfii
gen. 1 (A), P. zopfii gen. 2 (B) i P. blaschkeae (C); K — kontrola; L —
marker wielkosci.
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WhniosKi

Wsrad glonow Prototheca, najczesciej izolowanym z prob mleka krowiego o dodatnim wyniku TOK, jest P. zopfii gen.
2. Obserwacja ta potwierdza wiodgaca role P. zopfii gen. 2 jako czynnika etiologicznego mastitis u krow mlecznych
w Polsce.
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