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jako puvodci mastitid skotu
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SOUHRN

Bzdil J. Rasy z rodu Prototheca jako ptivodci mastitid skotu. Veterinarstvi 2013;63:

Cilem této prace bylo seznamit odbornou verejnost s environmentalnimi plvodci mastitid skotu
z rodu Prototheca (zelené achlorofilni fasy), metodami jejich diagnostiky, jejich prevalenci a citlivosti
va¢i antimikrobialnim latkam. V letech 2008 — 2012 bylo na SVU Olomouc vysetfeno celkem 22688
¢tvrtovych vzorkd kravského mléka. Jejich kultivace byla provedena na masopeptonovy krevni agar
(MPKA) a Sabouraud Glucose Agar (SGA) (Trios s.r.o., Praha, CR). Inkubace byla provedena pfi teploté
30+1°C a paralelné pfi 37+1°C po dobu 48 — 72 hodin. Izolované kmeny byly konfirmovany za stejnych
podminek biochemickymi testy Nefermtest 24 (Erba — Lachema, Brno, CR). Ve sledovaném obdobi bylo
detekovano 109 kmen tfi druh( rodu Prototheca (prevalence 0,48 %). Jednalo se o Prototheca zopfii
gen. 1 a 2, Prototheca stagnora a Prototheca wickerhamii. Testace citlivosti byla provedena diskovou
diftzni metodou s pouzitim diskd ((Itest PLUS s.r.o., Hradec Kralové, CR; OXOID a.s., Brno, CR) a SGA
(Trios s.r.o., Praha, CR). Inkubace probé&hla opét pfi 30+1°C respektive 37+1°C (dle druhu pvodce) po
dobu 48 hodin. Nejvyssi citlivost byla zjisténa in vitro u nystatinu (100 %).

SUMMARY

Bzdil J. Algae from the spesies Prototheca as a causal agents of bovine mastitis. Veterinarstvi
2013;63:

The aim of presented work was to acquaint professional public with environmental causal agents of
bovine mastitis from the species Prototheca (achlorophil green algae), methods of their diagnostics,
their prevalence, and susceptibility to antimicrobial substances. A total of 22688 quarter samples of
bovine milk were examined at SVU Olomouc during the years 2008 to 2012. Their cultivation was
performed on agar meat infusion (MPKA) and Sabouraud Glucose Agar (SGA) (Trios s.r.o., Prague, CZ).
Incubation was performed at 30+1°C and simultaneously at 37+1°C for 48 — 72 hours. Isolated strains
were confirmed under the same conditions using biochemical tests Nefermtest 24 (Erba — Lachema,
Brno, CZ). During monitored period were detected 109 strains of three species Prototheca (prevalence
0.48%). It was a Prototheca zopfii gene. 1 and 2, Prototheca stagnora, and Prototheca wickerhamii.
Sensitivity testing was performed by means of disc diffusion method using discs ((Itest PLUS Ltd.,
Hradec Kralové, CZ; Oxoid Ltd., Brno, CZ), and SGA (Trios Ltd., Prague, Czech Republic). Incubation went
trough again at 30+1°C respectively 37+1°C (depending on type of agent) for 48 hours. Highest
sensitivity was observed in vitro in nystatin (100%).

Uvod

Také rostlinna fiSe (Plantae) zahrnuje medicinsky
vyznamné organismy, které mohou kolonizovat
makroorganismus zvirat a lidi, pfipadné ho posko-
zovat tvorbou nejriiznéjsich toxickych metabolitl
a v ojedinélych piipadech u nich zpUsobovat
i orgdnova nebo dokonce systémova onemocnéni.
V povédomi laické i odborné verejnosti jsou asi
nejlépe zafixovany modré rasy (Oddil: Cyanophyta,

Cyanobacteria) vyskytujici se zcela bézné v pfiro-
dé, predevsim v povrchovych a odpadnich vodach.
Tyto organismy jsou zndmé svou produkci Siroké
skaly metabolit(, jez se ve vztahu k makroorganis-
mu vyssich zivo¢ichl mohou prezentovat zejména
jako hepatotoxiny, neurotoxiny a dermatotoxiny.
Z nejvyznamnéjsich taxond produkujicich tyto
latky Ize jmenovat napftiklad druhy Anabaena,
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Obr. 1 - Porost P. zopfii na MPKA (foto: autor)

Microcystis, Oscillatoria, Nodularia, Cylindrospermopsis
a Aphanizomenon.” Také mezi zelenymi fasami (Oddil:
Chlorophyta) Ize najit patogenni organismy. Zejména
rod Prototheca (Celed: Chlorellaceae, Rad: Chlorellales,
Trida: Trebouxiophyceae) je zndmy svou schopnosti kolo-
nizovat organismus vyssich ZivocichGl a uplatnovat se
jako plvodce onemocnéni. Jeho vyskyt je celosvétovy.
Prototheca spp. jsou svym zpUsobem unikatni achlorofil-
ni jednobunécné organismy, tvofici kulovité, ovalné az
cylindrické bunky o velikosti 3 — 30 um. Zralé burky se
rozmnozuji nepohlavné, méni se ve sporangia vyplnéna
2 — 20 sporami usporddanymi ve tvaru moruly. Sténa
sporangia praskd a nové bunky se uvolnuji do vnéjsiho
prostfedi.? Z obecnych biochemickych vlastnosti rodu
Prototheca lze jmenovat utilizaci amoniovych soli, gluko-
zy, fruktézy a glycerolu, disacharidy ani nitraty nebyvaji
metabolizovdny, mandza, trehaléza a galaktéza a dalsi
byvaji variabilni.>* Zdrojem organism( byvaji nejcastéji
prostiedi, pida, voda, odpadni vody, stajové prostredi,
krmiva, miza stromd, potraviny (kravské mléko, maslo,
bandny, bramborové slupky) a také Zivocichové (skot,
jeleni, psi, netopyfi).?* Infekce mize mit exogenni nebo
endogenni puvod. K nakazeni muze dojit kontaktem se
zdrojem plvodce, traumatickou inokulaci nebo
i s pomoci bodavého hmyzu. Je tfeba vsak zddraznit, ze
k propuknuti vlastniho onemocnéni je tieba oslabeni
makroorganismu rdznymi imunosuprimujicimi faktory
jakymi mohou byt maligni bujeni, transplantace organ,
diabetes, dlouhodoba aplikace glukokortikoidt, AIDS.2
Z medicinského hlediska jsou nejvyznamnéjsi druhy
Prototheca wickerhamii,  Prototheca blaschkeae
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a Prototheca zopfii. Nej¢astéjsimi formami onemocnéni
jsou kozni infekce, bursitis olecranu nebo diseminované
systémové infekce, méné casto byvaji popisovany infek-
ce gastrointestinalniho, mocopohlavniho a respira¢niho
traktu, vzacné byvaji meningitidy. Prototheca zopfii
genotyp 2 byva ve veterinarni sféfe nejcastéji plvodcem
mastitid skotu a koznich infekci pst a kocek.2*Z diagnos-
tickych postupl Ize pouzit kultiva¢ni metody s vyuzitim
béznych pad jako je MPKA, Sabouraud Glucose Agar
(SGA), Sabouraud Dextrose Agar (SDA), Prototheca
Isolation Medium (PIM), CHROMagar Candida Medium.
Inkubace se provadi pfi 30 a 37°C (tepelné optimum
rastu je mezi 25 - 37°C) po dobu 48 — 72 hodin.
Prototheca stagnora roste pouze pti 30°C, nikoliv viak pfi
37°C, na rozdil od ostatnich druh@.2¢” Z konfirmacnich
metod lze uvést nativni nebo barveny preparat z narost-
lych kultur (lactophenol cotton blue, calcofluor white),
komeréni biochemické testy (API 50C, Vitek 2 test, RapID
Yeast Plus test), Polymerase Chain Reaction (PCR). Méné
casto jsou pouzivany v diagnostice imunofluorescencni
a histologické metody (PAS, Grindley fungus, Groccot
modifikace Gomori methamine - silver).>>¢ Lé¢ba proto-
tekdz je pomérné slozita, dlouhodoba a ndkladna vzhle-
dem k rezistenci plivodcl a toxicité pouzivanych antimi-
krobnich latek. Literarni prameny uvadi in vitro citlivosti
vlci amphothericinu B, gentamicinu a ribostamycinu,
rezistence je naopak popisovana u griseofulvinu, 5-fluo-
rocytosinu a amikacinu. P. zopfii je navic citliva vaci miko-
nazolu a rezistentni vici klotrimazolu, P. stagnora byva
citlivd vlci klotrimazolu a rezistentni vic¢i mikonazolu, P
wickerhamii byva citlivda vic¢i mikonazolu, flukonazolu
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Obr. 2 - Porost P. zopfii na SGA (foto: autor)

a polymyxinu B. Citlivosti vici tetracyklinu a itrakonazo-
lu byva variabilni. Rozdila v citlivostech jednotlivych
druht rodu Prototheca byva vyuzivano i pii konfirmacich
izolovanych kmend.258 Udaje o prevalencich vyskytu
Prototheca spp. ve vzorcich mléka skotu se r{izni. Zatimco
dansti autofi uvadéji prevalenci 0,17 %, italské udaje
hovoti o 4,7 %, némecké o 15,6 %.°"" BrazilSti autofi hlasi
prevalenci az 41,2 %.'?

Cilem této prace bylo sezndmit odbornou verejnost
s environmentalnimi plvodci mastitid skotu z rodu
Prototheca, popsat techniku detekce téchto organismd,
porovnat jejich citlivost vici antimikrobialnim latkam
a jejich prevalenci se svétovymi udaji.

Material a metodika

Kultivace byla provedena standardnimi kultiva¢nimi
metodami ockovanim vzorkd na MPKA a SGA (vse Trios

J “y o
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Obr. 3 — Nativni mikroskopicky prepardt z kultury P. zopfii na SGA (Zvétseni 400x, zdstin, foto: autor)

s.r.o., Praha, CR) a plotny byly inkubovény aerobné pfi
37+1°C a paralelné i pfi 30£1°C po dobu 48 hodin.
Izolace kultur byly provedeny stejnym zpUlsobem. V pfi-
padé negativniho narlstu byla inkubace prodlouzena na
72 hodin. Konfirmace porostt byla provedena s pomoci
Nefermtestu 24 (Erba — Lachema, Brno, CR). Inkubace
Nefermtestd 24 byla provedena opét pii30+1°Ca 37+1°C
a vysledky byly odecitany po 48 a 96 hodinach. Citlivost
vUci antibakterialnim latkdm byla provedena diskovou
difuzni metodou s pouzitim SGA (Trios s.r.o., Praha, CR)
a disk{ (Itest PLUS s.r.o., Hradec Kralové, CR; OXOID a.s.,
Brno, CR). Inkubace byla provedena dle druhu p¥i 30+1°C
nebo 37+1°C po dobu 48 hodin. Zény byly hodnoceny
podle platnych standardl NCCLS. Validace Nefermtestu
24 byla provedena kmeny P. zopfii genotyp 1 a 2, SAG
2063 a 2021 (University Gottingen, Gottingen, Némecko).

Vysledky

Od 1. 1. 2008 do 30. 10. 2012 bylo v SVU Olomouc
vysetfeno celkem 22 688 ctvrtovych vzorkd kravského
mléka. V tomto obdobi bylo izolovano a konfirmovano
jako néktery z druh@ rodu Prototheca celkem 109 kmen
(prevalence 0,48 %). Podrobnéjsi idaje o nalezech proto-
ték, poctu vysetrenych vzorkd a prevalencich v jednotli-
vych letech ukazuje tabulka 1. Prototéky velmi snadno
narUstaly po 48 hodinach inkubace na MPKA jako matné
drsné ploché Sedavé kolonie s nepravidelnymi okraji bez
hemolyzy a s nevyraznym pachem spiSe po médiu. Na
SGA byly za stejnych podminek zaznamendvany opét
ploché matné drsné neprisvitné bélavé az nazloutle
Sedé kolonie s nepravidelnymi okraji a nasladlym ceru-
minéznim az ichoréznim pachem. Prodlouzenim inkuba-
ce na Ctyfi az pét dni pfi stejnych podminkdach doslo u P,
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zopfii k rozbrazdéni az gyrifikaci povrchu kolonii
a k vytvoreni tzv. centralniho knofliku (central button).
U P. stagnora a P. wickerhamii byl povrch kolonii hladky.
Velikost kolonii se po 48 hodinové inkubaci pohybovala
na MPKA mezi 0,1 - 2,5 mm, na SGA mezi 0,5 - 4 mm.
Vzhled porostt P. zopfii ukazuji obrazky 1 a 2.V nativnich
preparatech zhotovenych z porostl (zvétseni 400x) byly
ve fazovém kontrastu patrné sférické az ovoidni bunky.
Zralé buriky byly vyplnény sporami (viz obrazek 3).
Vsechny izolované kmeny byly konfirmovany bioche-
mickymi testy Nefermtest 24 (Erba — Lachema, Brno, CR).
Ve vsech pfipadech byla utilizovana glukéza, fruktéza,
galaktéza a arginin. U P. stagnora byla navic zkvasena
sachardza, u P. wickerhamii trehaldza. P. zopfii genotyp 1
naopak neutilizoval lyzin. Vsechny kmeny metabolizova-
ly nitrdty, nitrity a citrat. Rozdily v utilizaci jednotlivych
substratd u dvou genotypUl nejfrekventovanéjsiho druhu
P. zopfii ve vyse uvedenych testech ukazuje obrazek 4.
Biochemické vlastnosti medicinsky vyznamnych druhd
prototék doklada tabulka 2. Z antimikrobnich latek bylo
testovano 15 ndésledujicich substanci: nystatin, ampho-
thericin B, pimaricin, 5-fluorocytosin, itrakonazol, keto-
konazol, klotrimazol, mikonazol, flukonazol, ekonazol,
bifonazol, ciklopiroxolamin, vorikonazol, gentamicin
a kolistin. Citlivost izolatd byla zaznamenana vucdi
amphothericinu B, ciklopiroxolaminu, itrakonazolu,
nystatinu, pimaricinu, ekonazolu, ketokonazolu, mikona-
zolu, gentamicinu a kolistinu, zatimco u 5-fluorocytosi-
nu, klotrimazolu, flukonazolu, vorikonazolu a bifonazolu
byla ve vSech pfipadech zaznamendna rezistence.
Procento nasich izolatd citlivych k pouzitym antimikrob-
nim latkdm ukazuje tabulka 3. Obrazek 5 znazornuje
histologicky fez mlé¢né zladzy postizené prototékovou
mastitidou.

Diskuse

Tato prace potvrzuje vyskyt zelenych fas z rodu
Prototheca jakozto plvodcl mastitid skotu také v cho-
vech skotu v Ceské republice. Prevalence téchto organis-

Obr. 4 - Rozdily v biochemické aktivité prototék v Nefermtestu
24. Nahore P. zopfii gen. 1, dole P. zopfii gen. 2 (foto: autor)

mU v nasich podminkach je srovnatelna se zemémi, jako
je napftiklad Dansko (0,17 %), naopak velmi nizké jsou
nase prevalence v porovndni s Udaji italskych a némec-
kych autord (4,7 % a 15,6 %).°" Je tieba vsak fici, ze
némecti autofi vyuzili v diagnostice kromé kultiva¢nich
technik i citlivéjSich metod detekce (ELISA). Extrémné
vysoké jsou prevalence prototék, které uvadi autofi bra-
Zil$ti (41,2 %)."2V tomto pfipadé mohou prevalenci pozi-

Obr. 5 - Histologicky fez mlécnou Zldzou skotu s prototékovou
mastitidou (Barveno H-E, zvétseno 600x, foto: prof. MVDr. R.
Halouzka, DrSc.)

Tab. 1 - Druhy a pocty izolovanych kmenu prototék, jejich prevalence a pocty vzorku kravského miéka vysetienych

na SVU Olomouc v letech 2008 — 2012

Rok

o 2008 2009
Prototheca spp. 7 5

P. zopfii gen.1 12
P. zopfii gen.2 5

P stagnora

P. wickerhamii 1
Celkem izolatt 7 23
Pocet vys. vzorkd 7897 3766
Prevalence (%) 0,09 0,61

2010 2011 2012* Celkem izolatt
1 13
28 14 19% 73
2 1 13* 21
1 1
1
31 16 32% 109
4605 3518 2902* 22688
0,67 0,45 1,10* 048

*Udaje k 31.10. 2012
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Tab. 2 - Diferenciace medicinsky vyznamnych ras z rodu Prototheca

Test Druh P. stagnora P wu;:(i?rha— P. zopfii gen. 1 P. zopfii gen. 2 P. blaschkeae
Velikost bunék 7 — 14 um 4—10 um 11 =30 pm 5-15 um 5-15 um
Tvar bunék Sférické Sférické Sfel'lé::(iikCéyhn- Sférické cylindrické Sférické
) Vypouklé, Ploché, drsné Ploché, drsné Ploché, hladké
Ploché, hlad- . , . . . .
” . . hladké s nerovnym s nerovnym okrajem s nerovnym okrajem a
Tvar kolonii ké s hladkym . ) A Alf 2
: s hladkym okrajem a cent-  a centrdlnim knof-  centrdlnim knoflikem,
okrajem . . , , R e (hotd .
okrajem ralnfim knoflikem likem bilé az krémové
Kapsula + - - - -
Glycerol 4+ s + + -
Sacharéza + - - - -
Trehaléza = I = = =
Fruktdza + + +
Galaktoza + po 96 hod. + + po 96 hod.
Glukoza + + +
Laktoza =
Maltéza
Arginin 4 4 4 =
Lyzin + po 96 hod. I = + =
NaCl tolerance 4% 6%
pH tolerance 2,4-9,5 2,1-10,5
Rast pri 37° C - + + + +
. Kraviny a prase- Kraviny a odpadnf
Wl caky vody
Plvodce mastitid + experimen-
= + oy + +
skotu télné

Tab. 3 - Procento izolovanych kment prototék citlivych k testovanym antimikrobnim Idtkdm (obdobi 2008 - 2012)

I?ruh Prototheca spp.  P. zopfii gen.1 P. zopfii gen.2 P. wickerhamii P. stagnora
Ucinna latka

Amphothericin B 30,77 53,97 6,67 100 100
Ciklopiroxolamin 100 92,06 100 100 0
Itrakonazol 30,77 15,87 0 100 0
Nystatin 100 100 100 100 100
Pimaricin 100 100 93,75 0 100
Ekonazol 0 78,57 0 100 0
Ketokonazol 0 0 0 100 0
Mikonazol 0 0 0 100 0
Gentamicin 100 78,57 N N N
Kolistin sulfat N 100 N N N

N = nebyl testovdn

tivné ovlivhovat klimatické podminky (vysoka vzdudna
vlhkost a teplota), které mohou napomdahat mnozeni
pUvodce v prostiedi staje, nebot prototéky je mozno
zafadit mezi tzv. environmentalni pavodce mastitid. Je
zajimavé, Ze v nasich vzorcich se vyskytoval v ¢istych
kulturach a v silné intenzité predevsim druh P. zopfii
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genotyp 1 (73 izolatd), ktery dokonce prevladal nad
patogennim genotypem 2 (21 izolatd). Je mozné se tedy
domnivat, Ze i P. zopfii genotyp 1 nemusi byt jen konta-
minantou, nybrz ze i tento genotyp muze vyvolavat
mastitidy, nebo mulze byt komplikujicim faktorem
u mastitid jiného plvodu (mykoplazmové, virové, iritac-
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ni atd.). Co se tyka citlivosti nasich izolatl prototék, je
tfeba poukdzat na odchylky od publikovanych dat.
V nasem pfipadé byla zaznamenana rezistence k 5-fluo-
rocytosinu, zatimco literarni udaje hovofi o citlivosti
kment k tomuto antimykotiku. U P. zopfii byla v nasem
pfipadé zaznamendana rezistence vUic¢i mikonazolu, u P,
stagnora rezistence vUci klotrimazolu a u P. wickerhamii
pak rezistence vic¢i flukonazolu, prestoze literarni pra-
meny uvadi u téchto antimikrobnich latek citlivost.>*2Za
nejefektivnéjsi z pouzitych antimikrobnich latek muéze-
me povazovat nystatin, jehoz ucinnost jsme zaznamena-
li v podminkach in vitro u 100% testovanych kmen.

Zaveér

Tato publikace popisuje zelené fasy z rodu Prototheca
jako sporadické (ojedinélé) plvodce mastitid skotu
a prezentuje metody detekce a konfirmace téchto orga-
nism(, stejné tak i idaje o jejich prevalenci v CR a citli-
vostech k antimikrobnim latkdm. Ziskand data porovna-
va s literarnimi udaji, ¢imz splnuje ucel této prace. Kromé
zjisténi, Zze nase chovy skotu maji nizkou prevalenci
vyskytu prototék, podafilo se zde také podchytiti odchyl-
ky v citlivosti nami izolovanych kment k nékterym anti-
mikrobnim latkdm v porovnani se zahrani¢nimi literarni-
mi prameny.
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