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Wstep:

Algi z rodzaju Prototheca sg jednokomérkowymi, bezbarwnymi, drozdzakopodobnymi
drobnoustrojami, szeroko rozpowszechnionymi w $rodowisku. Izolowane sa, jako flora saprofityczna,
z gleby, wod powierzchniowych, roslin i zwierzat. Glony Prototheca mogg wywotywaé oportunistyczne
zakazenia u ludzi. Sposrod 8 rozpoznanych dotad gatunkéw/genotypow, 5 (P. zopfii, P. blaschkeae,
P. wickerhamii, P. cutis, miyajii) uznaje sie za patogenne. Chociaz prototekoza jest rzadkg chorobg,

z kazdym rokiem rozpoznaje si¢ coraz wiecej jej przypadkow wsrod ludzi i zwierzat.

Cel:
Celem pracy bylo zaproponowanie nowej metody identyfikacji glonéw Prototheca, umozliwiajgcej

rozréznienie wszystkich 8 gatunkow/genotypow, w oparciu o analize sekwencyjng operonu rDNA.

Materiat i metody:

Do badan uzyto 8 szczepow referencyjnych reprezentujgcych 8 gatunkéw/genotypdéw Prototheca:
RZI-3 P. zopfii genotyp |, LZ-5 P. zopfii genotyp I, RZIII-3 P. blaschkeae, ATCC PRA-338 P. cutis,
ATCC 16528 P. stagnora, ATCC 50112 P. ulmea, DVBG 9298 P. wickerhamii, IFM 53848 P. miyajii.
Izolacje DNA przeprowadzono za pomocg komercyjnego zestawu GeneMATRIX Bacterial & Yeast
DNA Purification Kit (EURX). Dla kazdego ze szczepdw amplifikowano, metodg PCR, fragment genu
kodujgcego 18S rRNA, przy uzyciu zdegenerowanych starterow EukarF i EukarR. Produkt PCR
sekwencjonowano w obu kierunkach, stosujgc startery jw. Sekwencje konsensusowe analizowano w
programie Clone Manager ver. 8 (Scientific & Educational Software), poszukujgc miejsc restrykcyjnych
umozliwiajgcych, w wyniku trawienia odpowiednig endonukleaza, identyfikacje gatunku/genotypu. Do
walidacji metody uzyto 22 szczepdw Prototheca, przypisanych do gatunku/genotypu na podstawie
testéw biochemicznych i analizy sekwencyjnej fragmentu 18S rDNA.

Wyniki:

Dla 6 z 8 wzorcowych szczepéw (P. zopfii gen. I, P. zopfii gen. Il, P. blaschkeae, P. cutis, P. ulmea,
P. stagnora) uzyskano produkt PCR o wielkosci ok. 1200 pz, ktéry nastepnie z powodzeniem
sekwencjonowano. Na podstawie analizy in silico otrzymanych sekwencji wybrano dwa enzymy (Mval
i Smal), generujgce gatunkowo-specyficzne wzory restrykcyjne. Wzory te zostaty potwierdzone
eksperymentalnie i zwizualizowane w zelu agarozowym. Wyniki identyfikacji gatunkowej nhowg metoda
dla 22 szczepéw Prototheca byly zgodne z oznaczeniami na podstawie testéw biochemicznych

i analizy sekwencyjnej fragmentu 18S rDNA.



Whnioski:

1. Zaprojektowana metoda umozliwia identyfikacje 4 z 8 gatunkéw Prototheca: P. zopfii gen. |,
P. blaschkeae, P. cutis, P. ulmea.

2. Dla gatunkow P. wickerhamii i P. miyajii nie otrzymano produktu PCR.

3. Gatunki P. stagnora i P. zopfii gen. Il posiadajg taki sam wzor restrykcyjny.



