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Wprowadzenie
Rodzaj Prototheca obejmuje jednokomórkowe, pozbawione chlorofilu glony powszechnie występujące w przyrodzie. Sześć z 14 opisanych gatunków: P. ciferrii (wcześniej P. zopfii genotyp 1), P. bovis (P. zopfii genotyp 2), P. blaschkeae, P. wickerhamii, P. cutis, oraz P. miyajii, uznaje się za oportunistyczne patogeny ludzi i zwierząt, wywołujące zakażenia zwane prototekozami. Glony Prototheca spp., obok przedstawicieli rodzaju Chlorella, są jedynymi znanymi dotąd roślinami zdolnymi do infekcji kręgowców, w tym ludzi. Dominującą formą zwierzęcej prototekozy jest zapalenie gruczołu mlekowego (mastitis) krów. Coraz częściej notowane przypadki mastitis prototheca stanowią poważne zagrożenie epidemiologiczne i ekonomiczne dla sektora mleczarskiego. Choroba u ludzi dotyka głównie osoby ze znacznym upośledzeniem układu immunologicznego.
Cel pracy 
Celem prezentowanej pracy było opracowanie prostej i szybkiej metody identyfikacji glonów należących do rodzaju Prototheca wykorzystującej technologię PCR z wysokorozdzielczą analizą temperatur topnienia produktu (ang. High Resolution Melting Real-Time PCR, PCR-HRM). 
Materiały i metody 
Prezentowana metoda, wykorzystująca PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR) została opracowana przy użyciu szczepów typowych 6 gatunków chorobotwórczych (P. ciferrii, P. bovis, P. wickerhamii, P. blaschkeae, P. cutis i P. miyajii) i 3 saprofitycznych (P. moriformis, P. tumulicola i P. stagnora). Startery w PCR zaprojektowano na podstawie sekwencji 18S rDNA w oprogramowaniu Design Signature (Decipher). Do przywidywania przebiegu krzywych topnienia produktów PCR użyto oprogramowania uMelt (www.dna.utah.edu/umelt/umelt.html). Warunki PCR optymalizowano przy użyciu polimerazy Color OptiTaq (EURx) i genomowego DNA Prototheca spp. lub wody (kontrola negatywna). Reakcje PCR-HRM prowadzono w termocyklerze Light Cycler® 96 (Roche) z wykorzystaniem zestawu Eva Green TypeIt® HRM-PCR (Qiagen). Krzywe topnienia analizowano w programie QuantStudio™ Design & Analysis Software (Roche). Powtarzalność metody weryfikowano w 4 niezależnych eksperymentach, dla każdego wariantu w 4 powtórzeniach. Specyficzność techniki oceniano stosując jako matrycę DNA grzybów (Aspergillus flavus, Candida albicans, Candida glabrata, Cryptococcus neoformans, Epidermophyton floccossum, Microsporum canis, Trichophyton rubrum) i glonów (Auxenochlorella protothecoides , Chlorella vulgaris, Helicosporidium sp.). Technikę zwalidowano na kolekcji 50 szczepów Prototheca spp., wcześniej identyfikowanych metodą PCR-sequencing.
Wyniki
Szczepy typowe wszystkich 9 analizowanych gatunków Prototheca wykazały odrębne profile PCR-HRM, umożliwiając łatwą identyfikacją gatunkową. Zgodnie z analizą in silico, krzywe o najwyższych temperaturach topnienia (Tm) obserwowano dla P. blaschkeae, a niższe dla kolejno: P. ciferrii, P. bovis, P. moriformis, P. tumulicola, P. stagnora, P. cutis, P. miyajii i P. wickerhamii. W wypadku innych gatunków glonów i grzybów nie obserwowano amplifikacji, względnie obserwowano inne Tm i przebieg krzywych topnienia niż te dla Prototheca spp.
Wnioski 
Opracowano metodę identyfikacji glonów Prototheca spp. opartą na amplifikacji PCR-HRM regionu 18S rDNA. Potwierdzono specyficzność gatunkową generowanych w metodzie profilów PCR-HRM. Możliwość stosowania metody jako standardowego narzędzia w identyfikacji glonów Prototheca spp. wymaga dalszych badań walidacyjnych. Konieczna jest też weryfikacja metody dla pozostałych 5 gatunków z rodzaju Prototheca (P. zopfii, P. cerasi, P. cookei, P. pringsheimii, P. xanthoriae).
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