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|zolarea algelor din genirotothecadin laptesi
Importana acestora in patologia mar& bovine
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INTRODUCERE

Frecvema crescut a infegilor mamare
bacteriene, produse de agepatogeni majori
(stafilococi, streptococi, colibacili etc.), aari
de dificultatea elucidtii diagnosticului etiologic,
genereaz in mod nejustificat tendia de a
minimaliza importata unor microorganisme rar
intalnite pentru patogenia mamitelor bovine. n
aceast grupi sunt inclusesi algele fira clorofila
din genul Prototheca aklturi de fungi,
micoplasme, leptospire, micobacterii (5,6,8).

MATERIAL S| METODA

Pentru determinarea  structurii  microflorei
microbiene a sectiei lactate normale si
patologice au fost efectuate investiga

microbiologice complexe, pe 894 probe de lapte
recoltate din 8 ferme de vaci situate in zona
central a Transilvaniei.

Prin anchetele periodice efectuate in cele 5
ferme si 3 microferme au fost controlate 1415
vaci in lactde, de la care au fost prelevate 412
probe de lapte normaji 482 probe de lapte
patologic.

Probele recoltate au fost incadrate Tn adou
categorii: lapte normalsi mastitic, pe baza
rezultatelor obnute la examenul fiecui sfert
mamar finainte de prelevare, utilizand testul
Californian pentru depistarea mamitelor (CMT).

Pentru izolareasi identificarea principalilor
taxoni componetn ai microflorei din lapte s-au
efectuat investigd microbiologice complexe
bacteriologicesi micologice.

Examenul bacteriologic a inclus efectuarea de
insamantari pe bulion si agar simplu, cu

determinarea principalelor caractere morfologice
la culturile ohinute, respectiv incadrarea
acestora pe tipuri de colonii. Identificarea
genurilor si speciilor bacteriene a necesitat
utilizarea de medii selectivesi investigaii
biochimice specifice (6,8).

Examenul micologic a necesitat o succesiune de
investigaii specifice, recurgand la unele teste
comparative de tipizare fungicincluse intr-un
protocol experimental pentru izolaresi
identificarea fungilor (6,7).

Probele de lapteamase dup insimanare, s-au
omogenizati centrifugat la 3000 rot./min, timp
de 30 de minute, iar din sedimentultiobt s-au
efectuat preparate natiwe frotiuri. Acestea au
fost colorate prin metodele Newman (cu albastru
de metilen), Gram, May Grunwald Giemsa
(MGG) si lhone (cu fuxia fenicah) si apoi
examinate microscopic.

Izolarea si identificarea algelor din genul
Prototheca a fost facilitai de dezvoltarea
abundert a culturilor pe mediile microbiologice
uzuale, in special pe cele agarizate. Pentru
diferentierea  elementelor  morfologice si
evidenierea celor tipice genuluPrototheca au
fost examinate comparativ preparatele native
frotiurile colorate prin metodele mgonate,
efectuate din sedimentul de lagtssau culturile
obtinute.

REZULTATE SI DISCUTII

In urma investiggilor microbiologice efectuate,
am relevat aspecte diverse privind structura
microflorei izolate din laptele normalsi
patologic (6,7). Prin datele prezentate in ageast
lucrare dorim & semnalm o diversificare a
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microflorei din lapte prin prezea algelor alturi
de bacteriki fungi.

Componentele  bacterian si  fungica a
microflorei din laptele normadi mastitic, au fost
prezentatesi analizate in detaliu (5,6,7)4rk
referiri temeinice la cea de a 3-a compoagnt
mai puin cunoscut, reprezentat prin algele
fara clorofila din genulPrototheca.

Prelucrarea datelor rezultate din ceioét
efectuate pe 412 probe de lapte norgiad82
probe de lapte mastitic recoltate din cele 8
ferme, au stabilit portajul cu alge al sewme
lactate normale la 0,72%, iar a celei patologice
la 3,31% (Tabel I).

Tabel 1
Frecvena identificirii algelor din genuProtothecain laptele normadi mastitic,
provenit din 8 ferme de vaci din Transilvania

Gruparea fermelor dupa L apte normal L apte mastitic
Nr. numarul de probe Praobe Probe
investigate investigate pozitive | investigate Pozitive
nr. nr. | % nr. nr. %
1 Ferma de Cercetare SCPCB Tg.Mursg 88 2 2,27 145 14 9,65
2 Ferma de Prodtie SCPCB Tg.Murg 74 - - 112 1 0,89
3 Ferma Chiriiu - 1AS Cluj 68 - - 73 - -
4 Ferma SDE Cluj 82 1 1,20 52 1 1,9P
5 Ferma Duvana - SCPCP Cluj 47 45 - -
6 Microferma Remetea Muge 22 - - 24 - -
7 Microferma Sincrai Mure 16 - - 16 - -
8 Microferma Sinpaul Muge 15 - - 15 - -
Media 412 3 0,72 482 16 3,31
In cazul laptelui mastitic, majoritatea probelor microflorei semnalate a inclus: stafilococi
pozitive (9,65%) au provenit din Ferma de (27,1%), streptococi (16,3%), micrococi
Cercetare SCPCB Tg.Mutein care au evoluat  (13,0%), diplococi (14,1%), bacili Gram pozitivi
frecvent episoade de mamite clinice sau cronice (5,4%), bacterii Gram negative (3,2%),

rebele la terapia cu antibiotice. In alte dou
ferme a mai fost semnaltate o prob de lapte
mastitic cominand alge (0,89%, respectiv
1,92%), frecveta de izolare fiind szuta, n
timp ce in celelalte 5 ferme nu a fost inregigtrat
prezema acestor microorganisme.

Portajul laptelui normal pentruPrototheca,
stabilit prin investiggile efectuate are doar
valoare de semnalare, fiind Tntalnit numai n
doui ferme (2,27%, respectiv 1,21%) din cele 8
anchetate.

Conform opiniilor actuale unanim exprimate de
cerceidtorii In domeniu (1,4,7,8), microflora
secrgiei mamare este extrem de divergiind
constituit  Tn  principal din  asocia
polimicrobiene. Tn acest context pot fi incadrate
si datele olinute de noi, care au relevat
asocierea frecvemtntre bacterisi fungi, uneori
alaturandu-sei algele. Componenta bacteriaa
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antracoizi (4,3%), flar mixta (11,9%)si flora
nespecifia@ (4,3%), iar componenta micolica
fost dominai de unele specii deCandida:
C.tropicalis  (20,8%), C.rugosa (8,5%),
C.albicans(8,0%)si C.krusei(6,9%).

La examenul microscopic al frotiurilor colorate,
efectuate din laptele sedimentat, s-au evidéen
in cazul a 3 probe, elemente morfologice tipice
pentru identificarea algelor din genul
Prototheca Acestea au fost bine relevate prin
colorgia MGG, reprezentand structuri celulare
de formii rotundi sau oval, care includ mai
multe formaiuni sferice cu aspect de endospori
sau celule fiice.

Sub aspect cultural, am remarcat o dezvoltare
abundert a culturilor de alge pe mediile
microbiologice uzuale, preferand gelozg
agarul Sabouraud. Coloniile as@witoare cu
cele levurice, avand dimensiuni variabike



culoare gri-albicioals s-au dezvoltat bine pe
agar la 20-3%C, dupi 24-48 de ore de la
insamanare (Figura 1).

Examenul microscopic al preparatelor native
frotiurilor efectuate din masa cultuiala relevat
prezema unor formg@uni aseninitoare cu
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sporangele, avand dimensiuni mari (10p80) si
contindnd 4-8 celule fiice. Aceste structuri au
fost wor evideniate atat in preparatele native,
catsi in cele colorate; in cerceile efectuate am
obtinut detalii morfologice clare prin utilizarea
colorgiei MGG.

Figural
Aspectul morfologic al coloniilor dé°rototheca spp.abundent dezvoltate
pe agar Sabouraud la 5 zile ddpsimanare

Genul Protothecainclude mai multe specii de
alge fira clorofila, cu ispandire ubicvitar: sol,
apa, namol, fecale de bovine etc. Prerzn
acestora in lapte poate awgarigine endogei
ca rezultat al multipligrii Tn structurile mamare
(1,2,4,8,9).

Prima semnalare privind patogenitatea algelor
din genulProtothecaapatine lui Lerche care in
1952 descrie in Germania un caz de mamit
bovini produd deP.zopfii Aceasta a reprezentat
de fapt si prima informaie referitoare la
producerea unor inf@ccu alge la mamifere (2).
Pornind de la rezultatele wiute de Lerche,
Schiefer si Gedek (1968), reproduc infem
mamai experimentd la vaé cu P.moriformis
simptomele de maniits-au declagat la doad
Zile postinfectantsi aceasta a avut caracter
purulent.

Informaii mai consecvente privind importgn
etiopatogenetica algelor in patologia maniaa

bovine, apar de abia du25 de ani de la prima
semnalare. AstfelSchénbornsi Seffner(1977)
fac investigdi ample in mamita bovihprodus

de P.trispora iar in 1978 Gedek si Weber
descriu un episod enzootic de mamite cu
Prototheca la vaci in lactée. Autorii rele
transmiterea infaei Tn focar si rezistena
agentului etiologic la terapiile uzuale, in special
la antibiotice, aducand drept argumente
finalizarea episodului amintit, cu sacrificarea a
22 de vaci din cele 88 infectate.

In ultimele dou decenii se remaiim extindere a
cerceirilor privind agiunea patogeha speciilor

de Prototheca asupra glandei mamare, fiind
semnalate infat mamare n diverse zone: USA,
Australia, Danemarca, Israel, Canada (1,3,8,9).
Rezultatele unor cercet subliniaz caracterul
invaziv al infegiei, in care formele vegetative de
Prototheca patrund 1n alveole, endoteliui
intersttiu, producand distrugeri importantg
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inflamatii piogranulomatoase, ingte de hipo-
sau chiar agalaxie (1,2,5,9).

De asemenea, se impune relevarea diveisific
agiunii patogene atribuite genul&#rotothecasi
pentru alte specii de animale, algele fiind izolate
de regui din fecale, cum este cazul ovinekir
cabalinelor sau din urina unor céaini cu néfrit
cronici  (2). Actualmente, se atribuie
patogenitate urftoarelor specii déPrototheca:
P.zopfii, P.wicherhami, P.moriformis si
P.trispora care sunt implicare in exclusivitate Tn
producerea mamitelor la vaci (6,7).

CONCLUZII

1. Prin investigaile microbiologice efectuate pe
probe de lapte normal (n=4123i mastitic
(n=482), provenite din 8 ferme de vaci, situate n
zona central a Transilvaniei a fost izolato
microflora complex coninand alge, dra
clorofila din genulPrototheca alituri de bacterii

si fungi.

2. Portajul laptelui normal pentifrototheca a
avut doar valoare de semnalare, fiind stabilit la
0,72% i intalnit numai in dol ferme (2,27%,
respectiv 1.21%) din cele 8 anchetate.

3. In cazul laptelui mastitic, Th 3,3% din probe s-
au identificat si alge, majoritatea (9,65%)
provenind din ferma de cercetare SCPCB
Tg.Mures, In care au fost semnalate mamite
clinicesi cronice antibioticorezistente.

4. Cultural, algele s-au dezvoltat bine pe ge&loz
si agar Sabouraud, la 20%7, dupi 24-48 de ore
de la indmarare, formand colonii atipice de
culoare gri-albicioassi dimensiuni variabile.

5. Identificarea algelosi Tncadrarea in genul
Prototheca s-a bazat pe elemente morfologice
de ceri valoare taxonomi; sporange de
dimensiuni mari (10-30pum), coninand 4-8
celule fiice, structuri bine evidgate Tin
preparatele microscopice colorate MGG.

SUMMARY

Isolation of genus Prototheca from milk
and its importance in bovine mammary
pathology

In the biological investigation, made on
samples of normal (n=412) and mastitis
(n=482) milk, proceeded from cight dairy
cows farm, by Transilvania, it was signal the
presence of the algas without chlorophyll
belonging to Prototheca forming together
with bacteria and fungi the micro flora of the
mammary gland.

The alga content of normal milk was
signalled only in 2 farms (2.27%,
respectively 1.21%), being established to
0.72%. In the case of mastitis milk the
percentage of positive samples raised up to
3.3%, the isolating frequency being
important only in one farm (9.6%), where
were episodes of antibiotic resistant
mastitis.

The algas were well develop on gelose and
Sabouraud agar, at 20-37°C, and their
identification as Prototheca, was based on
making evident the typical morphological

elements, big sporangium (10-30 pm)
containing 4-8 daughter cells, easy
differentiation structures in native

preparations and MGG stained smears.
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