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rototekozy to choroby ludzi oraz wie-

lu gatunkéw zwierzat domowych
i dzikich, ktére wywolywane sa przez
algi z rodzaju Prototheca. Algi sa pry-
mitywnymi, jednokomérkowymi drob-
noustrojami, ktére w wyniku mutacji
utracity chlorofil i przystosowaly sie do
heterotroficznego sposobu odzywiania.
Filogenetycznie zwiazane sa z zielony-
mi glonami z rodzaju Chlorella. Drob-
noustroje te szeroko rozpowszechnity
sie¢ w rozmaitych srodowiskach o wyso-
kiej wilgotnosci. Charakteryzuja sie sto-
sunkowo niska zjadliwoscig, a do zaka-
zenia dochodzi w przypadku oslabienia
mechanizméw obronnych.
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Prototheca spp. po raz pierwszy wy-
hodowane zostaly w 1880 r. przez Zopfa
i Kithna jako nieznane mikroorganizmy
i na podstawie cech morfologicznych za-
liczone do drozdzakéw. Charakterystyke
morfologiczna i fizjologiczna tych drob-
noustrojéw podat Kriiger w 1894 r.

Klasyfikacja i biologia Prototheca spp.

Obecna taksonomia zalicza bezchlorofilo-
we glony do gromady Trebouxiophyceae,
rzedu Chlorellales, rodziny Chlorellace-
ae i rodzaju Prototheca. Rodzaj Protothe-
ca obejmuje trzy gatunki: P. wickerhamii,
P. zopfii i P. stagnora. Z Klinicznego punk-

Prototheca spp. and protothecosis in animals
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Protothecosis is an infection caused by achlorophyllic
algae of the genus Prototheca. These microorganisms
have been known as infectious agents in humans and
animals. Prototheca zopfii may cause infections in ani-
mals, particularly in dairy cows, P. wickerhamii s iso-
lated from clinical cases in humans. Algae grow ra-
pidly on routine laboratory media without cyclohe-
ximide. Their identification is based on morphology,
resistance to clotrimazole and carbohydrate assimi-
lation patterns. All cows with protothecosis should
be isolated and removed from the herd to prevent
possible spread of this disease.
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tu widzenia znaczenie maja jedynie P. zop-
fii, wywolujaca czesciej choroby zwierzat,
i P wickerhamii odpowiedzialna za proto-
tekozy u ludzi (1, 2).
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Ryc. 1. Hodowla P. zopfiina podtozu agarowym
z krwig po 48 h inkubaciji (fot. ZFRIGM, 2004)

Ryc. 2. Hodowla P. zopfii na agarze Sabouraud po 48
h inkubacji (fot. ZFRIGM, 2004)

Tabela 1. Charakterystyczne cechy P. zopfiii P. wickerhamii

Cecha

Wyglad kolonii na agarze Sabouraud

P. zopfii

kolonie matowe, ptaskie,
szorstkie z postrzgpionym brzegiem

Ryc. 3. Obraz mikroskopowy - puste sporangia po
uwolnieniu endospor (fot. ZFRiGM, 2004)

P. wickerhamii

kolonie lekko wypukte, btyszczace,
zréwnym brzegiem

Wielko$é komarek (w um)

7-30

4-10

Ksztatt komdrek w obrazie mikroskopowym)

owalne

okragte

Wrazliwo$¢ na klotrimazol

+

Asymilacja trehalozy

Asymilacja n-propanolu

Drobnoustroje Prototheca spp. rozwija-
ja sie w warunkach tlenowych, na podto-
zach zawierajacych glukoze, a skladnikiem
koniecznym do ich prawidlowego funkcjo-
nowania jest tiamina (witamina B,). Algi
te stabo rosna w temperaturze nizszej niz
20° Ciwyzszej niz 38°C, a dodatek cyklo-
heksamidu hamuje ich wzrost. Optymalny
zakres temperatur to 30-32° C (3).

Algi z rodzaju Prototheca sa komérka-
mi, ktérych ksztalt i wielko$¢ zaleza od ga-
tunku, stadium rozwojowego, a takze skta-
du podloza hodowlanego. Komérki glonéw
otoczone sa $ciana komérkowa zbudowa-
ng z dwu warstw — zewnetrznej cieriszej
i wewnetrznej grubszej, ktéra oporna jest
na dzialanie enzymow, takich jak: chityna-
za, hialuronidaza, glukuronidaza i trypsyna
(4). Sciana komérkowa tych drobnoustro-
jow wykazuje tez oporno$¢ na wysoka tem-
perature oraz wiele srodkéw biobdjczych
(5). Za taka wysoka oporno$¢ na czynniki
fizykochemiczne prawdopodobnie odpo-
wiedzialna jest wchodzaca w skiad $cia-
ny sporopollenina — kompleks utlenio-
nych polimeréw lub estréw karotenoido-
wych (4). Sciana komérkowa nie zawiera
chityny, glukozaminy, celulozy i kwasu
muraminowego. Jadro komérkowe uto-
zone jest centralnie w zawierajacej liczne
ziarnisto$ci cytoplazmie. Do tej pory nie
stwierdzono plciowego sposobu rozmna-
zania sie Prototheca. Proces ten nastepu-
je bezplciowo poprzez podzial. Przebiega
to w dwojaki sposob. Pierwszy polega na
jednorazowym podziale jadra i cytopla-
zmy, w wyniku czego powstaja dwie pro-
tospory, dzielace si¢ ponownie. Drugi spo-

s6b to nastepujace po sobie dwa lub wiecej
podziatéw jadra i cytoplazmy, co prowa-
dzi do powstania wewnatrz komérki ma-
cierzystej (sporangiospory) licznych ko-
morek potomnych (endospor). W spo-
rangiosporach P. zopfii znajduje si¢ od 2
do 16 lub wigcej endospor, za$ sporan-
giospory P. wickerhamii moga zawiera¢
ich az 50. Endospory o $rednicy 4—5 um
uwalniaja sie po peknieciu $ciany komor-
kowej i cykl sie powtarza. Pewien odsetek
sporangiéw (1-3%) dzieli si¢ odmiennie,
tworzac 2—3 gruboscienne komorki spo-
czynkowe — hypnospory (6).

Chorobotworczos¢ Prototheca spp.

Pierwszy przypadek prototekozy u ludzi
opisal Davies w 1964 r. (7). Nastepnie przy-
padki tej choroby udokumentowano w Eu-
ropie, Azji (8), Oceanii, Brazylii (9), Kana-
dzie (10) i w Stanach Zjednoczonych (11).
Choroby ludzi wywolane przez algi zdarza-
ja sie niezwykle rzadko, niekiedy jednak
moga przebiegac ze szczegdlnie groznymi
w skutkach objawami. Najwieksze zagroze-
nie zakazenia algami oraz cigzkiego prze-
biegu prototekozy dotyczy 0sdb z obnizong
odpornoscia, jak AIDS, cukrzyca, choro-
by nowotworowe (12), u ktérych stwierdza
sie postac uogodlniona z obecnoscia komo-
rek alg we krwi (algemia). Obserwowane
sa tez lzejsze postacie tej choroby: posta¢
skorna — dotyczaca gléwnie odslonietych
czesdci ciala (twarz, dlonie, stopy) lub za-
palenie kaletki wyrostka tokciowego, kt6-
re stanowia ok. 25% stwierdzanych przy-
padkéw (13, 14). Izolowane od chorych

algi naleza gléwnie do gatunku Protothe-
ca wickerhamii.

Najczestsza prototekoza zwierzat sa za-
palenia wymienia u kréw. Zakazenia przez
Prototheca spp. obserwuje sie takze u pséw
i kotéw (15, 16). U pséw prototekoza doty-
czy¢ moze skory, uktadu nerwowego, na-
rzadu wzroku i przewodu pokarmowego.
Zmiany skérne, umiejscowione gltéwnie
na koriczynach, maja wyglad przewleklych
owrzodzen, a czynnikiem etiologicznym jest
P wickerhamii. Postac jelitowa prototekozy
u pséw objawia sie krwawa biegunka wsku-
tek zapalenia jelita grubego. Choroba prze-
biega z réwnoczesnym oslabieniem zwierze-
cia i spadkiem masy ciala. Prototekoza ukla-
du nerwowego manifestuje si¢ objawami ze
strony mézgu i narzadu wzroku. Objawem
zewnetrznym jest bezwlad, brak koordyna-
¢ji ruch6w i porazenia. W mézgu wystepu-
ja ogniska martwicze z licznymi komérka-
mi alg. Oczna posta¢ wyraza si¢ obrzekiem
galek ocznych i zaburzeniami w widzeniu.
Czesto stwierdza sig jaskre, obrzek rogéwki,
zanik reakcji na $wiatlo, zapalenie teczéw-
ki i wylewy krwawe do ciatka szklistego,
a w konicu $lepote. Postaci nerwowej nie-
rzadko towarzysza objawy ze strony prze-
wodu pokarmowego. U kotéw opisano pro-
totekozy skéry w postaci tagodnych zmian
na konczynach, ktére rozszerzaja sie cza-
sem na lezace glebiej tkanki (16).

Prototheca jako czynnik etiologiczny
mastitis

Gléwng postacia prototekozy u bydta jest
zapalenie wymienia, najczesciej wywoly-
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wane przez Prototheca zopfii. Algi izolo-
wano z przypadkéw mastitis w USA (17),
Brazylii (18), Wielkiej Brytanii, Niemczech
(19, 20), Wtoszech (21), Rumunii (22), Bel-
gii, Danii (23), na Wegrzech (24), a takze
w Kanadzie, Nowej Zelandii, Japonii (25,
26). W Polsce pierwsze przypadki opisa-
ne zostaly w 2002 r. (27).

Zapalenia wywolane przez algi stanowia
niewielki odsetek wszystkich przypadkéw
mastitis, jednakze charakteryzuja si¢ ten-
dencja wzrastajaca. Ponadto skala tego prob-
lemu moze by¢ wieksza ze wzgledu na bledy
popelniane przy izolacji oraz identyfikacji
tych mikroorganizméw. Choroba przynosi
powazne straty ekonomiczne w wyniku dra-
stycznego obnizenia produkcji mleka, a tak-
ze jego jakosci oraz z powodu brakowania
zakazonych kréw. Wedlug Janosiego i wsp.
(6, 28) prototekoza gruczotu mlekowego jest
choroba wysokowydajnych kréw, dojonych
mechanicznie i bytujacych w zlych warun-
kach zoohigienicznych. Zrédlem drobno-
ustrojéw sa chore zwierzeta i srodowisko,
w ktérym one przebywaja.

Patogeny izolowano z wody pitnej, §cie-
kéw, gnojowicy, odchodéw zwierzat, za-
réwno zdrowych, jak i chorych na za-
palenie wymienia na tle Prototheca spp.,
ze $cian i podlég w oborach, a takze ze
sprzetu i kubkéw dojowych (29). Tenha-
gen i wsp. (30) do czynnikéw sprzyjaja-
cych mastitis na tle Prototheca spp. zali-
czyli: wiek krowy, liczbe wycielen, wczes-
niejsze bakteryjne stany zapalne i sposéb
antybiotykoterapii. Zdaniem wielu autoréw
za najbardziej podatne na naturalne zaka-
zenia, ktérych czynnikiem etiologicznym
sa glony, uznaje sie¢ krowy bedace w po-
czatkowym stadium laktacji (31). Mleko
zakazonych kréw jest wodniste z liczny-
mi strzepkami i ktaczkami; obserwowa-
no takze obrzeki i stwardnienia ¢wiartek
(29). Czesto zakazenie dotyczylo wiecej
niz jednej ¢wiartki. Z czynnikéw sprzy-
jajacych rozwojowi tego zakazenia nale-
zy wymieni¢ zle warunki zoohigienicz-
ne (wysoka wilgotnos$¢, duza ilos¢ materii
organicznej, zte przewietrzanie) oraz nie-
odpowiednia higiene doju i niejalowe in-
fuzje lekéw dowymieniowych. W warun-
kach klimatycznych Polski najwyzsza po-
datno$¢ na zakazenia wystepuje w okresie
letnim przy wysokiej temperaturze i duzej
wilgotno$ci. Algi najczesciej izolowane sa
ze stanéw podklinicznych i przewlektych,
a rzadziej z klinicznych ostrych (32, 33).
Badania krajowe wykazaly przewage po-
staci klinicznych (34). Obecnos¢ alg stwier-
dzano takze w wydzielinie pobranej z gru-
czolu zasuszonego (35).

Izolacja i identyfikacja

Drobnoustroje te dobrze rosna na zwy-
ktych podtozach, takich jak agar z krwia
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lub podloze Sabouoraud z dekstroza. Do-
datek cykloheksamidu (aktidionu) do pod-
foza wptywa hamujaco na ich wzrost. Do
izolacji Prototheca spp. z materialtu, kto-
ry moze zawiera¢ inne drobnoustroje
w duzych ilosciach, jak np. woda, $ciél-
ka, kal, nalezy stosowa¢ podloza wybidr-
cze — Prototheca Isolation Medium (PIM)
i Prototheca Enrichment Medium (PEM).
W celu ograniczenia ewentualnego wzro-
stu bakterii mozna tez zastosowac¢ chlor-
amfenikol w stezeniu 100 mg/l. Na agarze
z krwia glony wyrastaja juz po 24-godzin-
nej inkubacji w temperaturze 37°C i two-
rza drobne, biale lub biatoszare kolonie
(rye. 1). Na podiozu Sabouraud po 48 go-
dzinach inkubacji w temperaturze 30°C
wyrastaja biate, biatoszare lub kremowo-
biale kolonie, ktérych wielko$¢ i ksztalt
zalezy od gatunku. Prototheca zopfii two-
rzy kolonie bialoszare, plaskie, szorstkie
z postrzepionym brzegiem (ryc. 2). P wi-
ckerhamii za$ kolonie biatokremowe, lek-
ko wypukle, gtadkie, z réwnym brzegiem.
Drobnoustroje te dobrze barwia si¢ bte-
kitem metylenowym lub metoda Grama.
W obrazie mikroskopowym widoczne sa
duze, owalne lub okragle Gram-dodatnie
endospory, sporangia zawierajace endo-
spory ( najczeéciej 3), a takze puste spo-
rangia pozostate po uwolnieniu endospor
(ryc. 3). Sposobem utatwiajacym odrdznie-
nie P, zopfii od P. wickerhamii i P. stagnora
jest zbadanie wrazliwosci tych mikroorga-
nizméw na klotrimazol. Szczepy P. zopfii
wykazuja calkowita oporno$¢ na ten an-
tybiotyk (50 pug/krazek), za§ dwa pozosta-
fe gatunki sa na niego wrazliwe (36). Ce-
chy pozwalajace odrézni¢ od siebie gatun-
ki przedstawia tabela 1.

Wsréd szczepdw Prototheca zopfii wyi-
zolowanych z mleka lub wydzieliny zapalnej
wymienia kréw, a takze ze srodowiska obo-
ry i innych pomieszczen inwentarskich, wy-
rézniono trzy grupy fenotypowe, ktére po-
krywaly sie z trzema odrebnymi biotypami
(37). Réznice miedzy nimi dotyczyly wiel-
ko$ci komorek, asymilacji glicerolu i galak-
tozy, tolerancji pH i wrazliwosci na ci$nie-
nie osmotyczne, a takze ich pochodzenia.
Tylko biotyp II byt czynnikiem powoduja-
cym mastitis. Charakteryzuje sie wielkos-
cig sporangiospor w granicach 5-15 pm,
wysoka tolerancja pH (2,1-10,5), dobrym
wzrostem w temperaturze 37°C i wykorzy-
stuje glicerol jako zrédlo wegla i azotu. Izo-
lowano go najczesciej ze srodowiska obo-
ry i z wody uzywanej w oborach. Biotyp I,
izolowany z otoczenia kréw i z chlewni, ma
zdolnos¢ asymilacji galaktozy i glicerolu,
tworzy komoérki wielko$ci 11-30 pum i nie
jest czynnikiem wywolujacym mastitis. Bio-
typ III, o komérkach wielkosci 12—-22 um,
izolowany gtéwnie w chlewniach, nie asy-
miluje glicerolu, asymiluje galaktoze i tak-
ze nie powoduje zapalert wymienia.
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W rutynowej diagnostyce, ze wzgledu
na podobienistwo morfologiczne na podlo-
zu z krwia i agarze Sabouraud, glony cze-
sto mylnie rozpoznawane sa jako grzyby
drozdzopodobne. Preparat mikroskopo-
wy pozwala zréznicowa¢ te dwa mikro-
organizmy. Komoérki Prototheca sa wigk-
sze, z widocznymi fragmentami peknietych
$cian komérkowych i obecnymi wewnatrz
endosporami. Blastospory drozdzakéw
sa mniejsze, tworza strzepki lub pseudo-
strzepki, z widocznymi postaciami pacz-
kujacymi. Przydatny w réznicowaniu jest
tez test wrazliwosci na rybostamycyne (38).
W odréznieniu od opornych na ten czyn-
nik przedstawicieli rodzaju Candida, glony
wykazuja znaczng wrazliwos¢, ktéra wyra-
za sie strefa zahamowania wzrostu o $red-
nicy 25-28 mm wokot krazka. Podlozem
zalecanym przez Casal i wsp. (39) do rézni-
cowania Candida i Prototheca jest CHRO-
Magar. Na podtozu tym grzyby, w zalezno-
$ci od gatunku, rosng jako zielone, niebie-
skie, r6zowe, purpurowe lub szare kolonie,
algi natomiast (P. zopfii, P. wickerhamii, P,
stagnora) tworza kolonie kremowe. Przy-
datne w réznicowaniu grzybdéw i alg wy-
daje sie takze badanie aktywnosci enzy-
matycznej tych drobnoustrojéw. Z badan
wlasnych wynika, ze mikroorganizmy te
réznia sie liczbg i aktywnoscig uwalnianych
enzyméw hydrolitycznych (40).

Wrazliwo$é na antybiotyki i Srodki
dezynfekcyjne

Stwierdzono bardzo wysoka opornos¢
alg zar6wno na antybiotyki i fungistatyki,
jak tez na $rodki dezynfekcyjne. Badania
McDonalda i wsp. (41), przeprowadzone
na 48 szczepach, wykazaly ich opornos¢
w stosunku do 21 $rodkéw przeciwbak-
teryjnych i przeciwgrzybiczych. Niekto-
re szczepy okazaly sie wrazliwe tylko na
gentamycyne, kanamycyne, amfoterycy-
ne B, miksyne, nystatyne i polimyksyne.
Podobne wyniki badan uzyskali inni auto-
rzy (42). Srimuang i wsp. (43) badali wraz-
liwo$¢ in vitro 5 szczepéw Prototheca na
amfoterycyne B i polaczenia tego fungi-
statyku z rifampicyna i 5-fluorocytozyna.
Stwierdzili, ze amfoterycyna B w polacze-
niu z rifampicyna jest bardziej aktywna niz
kazdy srodek oddzielnie, natomiast pota-
czenie amfoterycyny B z 5-fluorocytozy-
na nie wykazalo dzialania synergistyczne-
go. Shahan i Pore (44) badali wrazliwo$¢
na gentamycyne glonéw wyizolowanych
z réznych zrédet. Wyniki ich badan dowo-
dza, ze antybiotyk ten daje najwieksza stre-
fe zahamowania wzrostu glonéw, ale sto-
sowanie gentamycyny u zwierzat wymaga
prowadzenia odpowiednich doswiadczen.
Szukajac alternatywnych sposobdéw lecze-
nia prototekozy, niektdrzy autorzy badali
wrazliwo$¢ glonéw na takie $rodki dezyn-
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fekcyjne, jak siarczan miedzi, azotan sre-
bra i chlorheksydyna, a nastepnie wplyw
ich stosowania na ultrastrukture komoérek
P, zopfii. Po ekspozycji na te srodki stwier-
dzono zmiany grubosci $ciany komdrko-
wej, destrukeje jej wewnetrznej warstwy,
a takze degradacje organelli komérkowych
obecnych w cytoplazmie (45).

Leczenie mastitis protothecosa

Zapalenie wymienia wywolywane przez
algi cechuje si¢ opornoscia na podejmowa-
ng terapie. Stosowane powszechnie w le-
czeniu $rodki przeciwgrzybicze i przeciw-
bakteryjne sa nieskuteczne, nawet wtedy,
kiedy in vitro wykazano na nie wrazliwos¢
(46). W terapii zapalenn wywolanych przez
algi podejmowano préby dowymieniowe-
go wprowadzania wysokich dawek lewa-
misolu i tetramisolu. Zastosowanie tych
preparatéw znacznie ograniczylo liczbe
alg w mleku kréw eksperymentalnie zaka-
zonych tymi drobnoustrojami, ale nie uda-
fo si¢ wykazac¢ ich skutecznosci klinicznej
(47). W zwiazku z przeprowadzonymi do
tej pory przez wielu autoréw badaniami
(32, 40) nalezy uzna¢, ze w chwili obec-
nej nie ma skutecznej metody terapii pro-
totekozy wymienia. Krowy z rozpoznang
prototekoza powinny by¢ izolowane i usu-
wane ze stada, aby zapobiec rozprzestrze-
nianiu sie zakazenia. Duze znaczenie ma
takze zapewnienie odpowiednich warun-
kéw zoohigienicznych w oborach — dzia-
tania powinny zmierza¢ w kierunku ogra-
niczenia ilo$ci materii organicznej, likwi-
dacji wody stojacej (katuz) i skutecznego
osuszania miejsc przebywania zwierzat.
Wazne jest tez zapewnienie im wody i pa-
szy wolnej od spor Prototheca. Na podsta-
wie wynikéw badan wiasnych przepro-
wadzonych in vitro mozna stwierdzi¢, ze
stosowanie preparatéw jodoforowych do
dezynfekcji urzadzen dojowych i strzykéw
powinno zapobiega¢ zapaleniom powodo-
wanym przez algi (34).
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