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Wstepne badania nad powinowactwem antygenowym pratkéow
atypowych wyhodowanych od ludzi
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Preliminary Investigations on Antigen Relationship of Atypical Bacili
Cultured from Man

Gdy przed okolo 10 laty ukazaly sie w USA pierwsze doniesienia o pojawienin
sie u ludzi podejrzanych w Kkierunku gruilicy atypowych pratkéw kwasoodpor-
nych (22, 32), gdy nastepnie i w Europie zaczeto je hodowaé z réinych przypadkéw
gruzliczopodobnych (21), powstalo nowe zagadnienie: czy sa 1o mutanty pratkéw
gruilicy powstale na skutek stosowania lekow, czy jest to nowy typ Mycobacterium.
Mimo licznych prac wybitnych specjalistéw w dziedzinie bakteriologii gruzlicy
(8, 26, 17), dotad zagadnienie nie zostalo rozwigzane | jest nadal przedmiotem
badan,

W Polsce jest malo doniesien na ten temat (27, 23), wobec tego oméwimy

kréotko cechy charakterystyczne i cechy odrézniajace — ,,atypcwe” wedlug nomen-
klatury angielskiej, a ,anormalne” wedlug Hauduroya (8 — pratki od
LHtypowych”,

W roku 1954 Timpe i Runyon (31) podzielili pratki ,atypowe” na cztery
grupy: 1 — pratki fotochromogenne, II — pratki skotochromogenne, III — pratki
niechromogenne, i IV — pratki szybko rosngce. Roéinia sie one miedzy sobjy
zdolnoscia tworzenia pigmentu Zéltego az do pomaranczowego w $wietle — pratki
fotochromogenne, w ciemnosci — skotochromogenne, Zdolnosécig wzrostu w réznych
temperaturack 22°C, 37°C, 45°C, szybko$cia ukazania sie kolonii na poiywee
Loewensteina i patogennoscig dla zwierzat do$wiadczalnych (10, 32). Od pratkow
typowych odréznia je zabarwienie, brak wigkszej patogenno$ci dla ludzi i zwie-
rzat do§wiadczalnych, silna aktywno$é¢ enzymatyczna i bezwzgledna lekcoporno$é
(26). Od saprofitéw roéznia sie tym, Ze nie rosng w primokulturze w temperaturze
22°C (6), rosng wolniej od nich, nie wytwarzaja tak silnie katalazy i ureazy jak
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saprofity (1), nie tracg natomiast tej zdolno$ci po wytworzeniu sie opornosei na
INH. Poza tym saprofity nie wywolujag u zwierzat laboratoryjnych zadnych zmian,
podczas gdy szczegélnie I grupa (pratki fotochromogenne) i niektoére nawet pratki
skotochromogenne (13) mogg by¢ patogenne dla bialych myszy. Wywoluja zmiany
anatomo-patologiczne trudne do odréznienia od typowych zmian gruiliczych (13).
Nigdy natomiast nie sa patogenne dla $winki morskiej, co nie wyklucza ich
patogennosci dla ludzi (32).

Dla przejrzystosci podajemy tabele, w ktérej ujeto kilka charakterystycznych
cech odrézniajacych pratki atypowe, typowe i saprofityczne (Tab. 1).

Tabela 1
Pratki gruzlicy Pratki atypowe Pratki
Typ Typ Grupa | Grupa | Grupa | Grupa | saprofi-
ludzki | bydlecy 1 I 111 v tyezne
- T
Morfologla kolo- | 5 | g ‘ SR |S® | s R R
] i . .
Wytwarzanie pi- bez- bez- 22;‘;‘ zc;)il(:e bez- bez- z6tto-
_gmentu ; barwne | barwne pomar. | pomar. barwne |barwne| pomar.
Tempera- 22°C (+) + | ) (+) (+) +++
tura wzro- 37°C + + ++-4 | +++ | ++-+ |szybko| +-++
_stu 45°C — — — — ) |+t
Wytwarzanie | - - _ - .
sznura, 1 + + -+ (+ -+
Wrazliwo§é na . _ _
leki + + + -
Wytwarzanie
kwasu —(+) ++ — — — — —
nikotynowego o |
Wytwarzanie |
katalazy, pratki — - +++ j+++ | +++ | +++ +++
_oporne l
Wytwarzanie _ _
ureazy l (+) (+) + + +++
‘Badania na
zwierzetach: + + zmiany 4 _ brak _
SWIEI_{—a fx_’xoxjsil«_:a__r | - miejsc. - danych
mysz biala ‘ + 1 + ‘ + — ‘ + ‘ » ‘ —
krélik | |+ - | - = . ' —

Prébowano uzyé takie metod serologicznych dla zréznicowania pratkéw atypo-
wych. Precypitacja, wigzanie dopelniacza (14), hemaglutynacja (14, 25), precypi-
tacja w zelu (14, 17, 18, 24, 11, 12), nie doprowadzily do ostatecznej klasyfikacji.
Do odczynéw serologicznych uzywano jako antygenu zawiesin zabitych, dezinte-
growanych pratkéw (3), przesgczow hodowli piynnych (11, 19, 3, 14), badz pewnych
frakcji proteinowych (28, 25, 2, 7, 30), lipidowych (12) lub polisacharydowych (9, 28).
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BADANIA WLASNE,

W pracowni diagnostycznej Katedry Mikrobiologii Lekarskiej Akade-
mii Medyczrej w Lublinie wyhodowano w latach 1957—1960 z materia-
16w takich, jak krew miesigczkowa, plyn moézgowo-rdzeniowy, plwocina,
popluczyny zoladkowe, 52 szczepy chromogenne. Celem niniejszej pracy
bylo okre§lenie jakiego rodzaju szczepy wystepuja na naszym terenie.

Materiatl

Wybrano 12 szczepéw chromogennych wyhodowanych z nastepuia-
cych materiatow: 8 z krwi miesigczkowej, 1 z plwociny, 1 z plynu
moézgowo-rdzeniowego, 1 z popluczyn zoladkowych, i 1 z ropy z wezia
szyjnego. Charakterystyke tych szczepéw zebrano w tab. 2. Piecioma
pierwszymi szczepami wymienionymi w tab. 2 immunizowano kroliki.
Celem otrzymania surowic wzorcowych szczepiono kroéliki szczepem:
Mycobacterium tuberculosis H37TRv, Mycobacterium avium, Mycobacte-
rium phlei i Mycobacterium smegmatis.

Tabela 2
Nr Mﬁgflcc’)lz?igiia Wzrost Wzrost w temp. Kata- | Pero-
; na agarze
szczepu Lnoaevggle}s’zgxfa zwyklym 929°C 37°C 45°C laza |ksydaza

1922 gtadkie pom. nie rosnie + +++ - +++ —
570 " » » + +++ — +++ —
611 ” » » + +++ — + -+ + —
410 ,» krem. ” x +++ | ++ | F++ —
428 »  pom. »” + +++ - +++ —
240 ” » ” + +++ - +++ —
249 » 2 »” + +++ - +++ —
671 . » e e i I B
259 » ” » + +++ - +++ —
596 oo " + | H++| = |+ =
277 . , + et | = | —
754 - 5 » — +++ — +++ —

Antygeny.

36 krolikow szczepiono dwojakiego rodzaju antygenami. Jednym byt przesgcz
okoto 6-tygodniowej hodowli pratkéw na poiywce Sautcna. Przesgez ten dekanto~
wano, zageszczano dziesieciokrotnie, dializowano w stosunku do wody biezacej
przez 48 godzin i zageszczano powtdrnie do poprzedniej objetosci. Antygen ten
uzyto do precypitacji w zelu, a takze do szczepienia krélikéw. Jednego kroélika
szczepiono zageszczong pozywka Sautona, by wykluczyé ewentualng reakeje
nieswoistg (precypityny, ktére mogg powstaé przeciwko pozywce).
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Drugi antygen sporzadzono w nastepujgcy sposéb: 6-tygodniowg hodowle
pragtkoOw na pozywce Sautona przemywano dwukroinie plynem fizjologicznym
i dodawano do mokrej masy bakteryjnej 3 objetosci bezwodnego acetonu ozigbio-
nego do —25°C. Po wstrzasnieciu wstawiano natychmiast do zamrazarki o —25°C
i pozostawiano na 18 godzin. Odwirowano w wiréwce oziebionej do +4°C przez
10 minut przy 2000 obrotéw, aceton odrzucano. Zabieg fen powtarzano trzykrotnie.
Osad suszono w butelkach, w eksykatorze prézniowym. Préznig¢ wytwarzano za
pomocg por:py prozniowej. Suchy proszek przechowywano w eksykatorze prozinio-
wym, dodajgc na dno CaCl,, zcby nie wilgotnial. W razie potrzeby rozpuszczano
potrzebng ilo$¢ w odpowiedniej ilosci plynu fizjologicznego. Antygen ten uzyto
do odeczynu precypitacji w zelu i do odczynu wiazania dopelniacza, a takie do
szczepienia krohikow.

Surowice.

Surowice od kroéliké6w hiperimmunizowanych otrzymywano w nastepujacy
spos6b: kazdemu krolikowi podawano pierwszy raz 1 ml antygenu zawierajgcego
5 mg pratkow domig$niowo wraz z adiuwantem Freunda, a nastepnie te samg
ilo$¢é pratkow dwa razy tygodniowo dozylnie. Czas ucdpcrniania wynosil 8 tygodni,

Odczyn podwoédéjnej precypitacji w zelu wg Ouchter-
lony. (16, 29).

Uzyto agaru firmy Difco 1,29/p, z dodatkiem mertiolatu w ilosci 1:5000.
Odleglos¢ miedzy otworami 6 mm., Rowek s$rodkowy napelniano surowicg odpor-

nosciows, otwory z dwoéch stron antygenami. Linie precypitacyjne odczytywano
codzicnnie przez 3 tygodnie.

Odczyn wiazania dopelniacza.

Wigzanie dopelniacza wykonano z surowicami odpornosciowymi krolikow
i antygenami acetonowymi rozcienczonymi do miana nie dajgcego zahamowania
komplementu. Wigzano w lazni wodnej, odczytywano dwukrotnie, raz bezposrednio
po wykonaniu odezynu, drugi raz nastepnego dnia. Kazdy z odczyndéw powtarzano
5-ciokrotnie.

WYNIKI BADAN

Surowice odpornosciowe krolicze dawaly 3 lub 4 linie precypitacyine
zaréwno z antygenem acetonowym, jak i przesaczem hcdowli pratkow na
pozywce Sautona. Surowice sprawdzano najpierw z antygenami homolo-
gicznymi, zanim je uzyto do prob krzyzowych. Tab. 3 obejmuje wyniki
5-ciokrotnie wykonanych odczynow precypitacyjnych.

W odczynie wigzania dopelniacza miana nie przekraczaty rozciencze-
nia 1:160. Wyniki z pewnymi odchyleniami byly zgodne z wynikami
precypitacji, a mianowicie: antygeny szczepéw chromogennych, ktore
w odczynie Ouchterlony dawaly silne linie precypitacyjne z surowica
krolika szezepionego Myc. phlei, w odczynie wigzania dopelniacza z tg
samg surowica byly ujemne,
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Surowice krolikéw szczepionych zawiesinami lub przesgczami szcze-
poéw chromogennych 611 i 428 precypitowaly z antygenami szczepéw
chromogennych i antygenami szczepéw saprofitycznych. (Ryc. 1 kolum-
na I, ryc. 2, 3 i 6).

Tab. 3. Wyniki odczynu precypitacyjnego w zelu

Surowice

Antygeny :
1922 570 | 428 | 611 |HyR, | Ve | Mue

>
et
(=]

-+
+
+

I

1922

410
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240

277
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596 |

754
Hi7Ry
B.C.G.
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+
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|

I
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I
I
I
I
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I
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I
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I
I
I

Ravenel

|
I
!
I
I
I
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Myc. avium

Muyc. phlei
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+ +
|

+ +
I
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I

Myc. smegmatis

I
I
I
|
I
I

Poz. Sautona -

Surowice krolikéw szczepionych zawiesinami lub przesaczami szcze-
pow chromogennych 570, 410 i 1922 precypitowaly oprécz antygenéow
chromogennych i saprofitycznych jeszcze i antygeny szczepu H37Rv,
BCG lub Ravenel. Antygeny szczepow 596 i 754 precypitowaly z suro-
wicami krolikéw szczepionych szczepami chromogennymi, saprofityczny-
mi i H37Rv. (Ryc. 1 kolumna II, ryc. 2, 4).

Szczep 410 posiadal jeszcze antygeny wspdlne z Mycobacterium
avium (ryc. 1 kolumna III, ryc. 2, 5).
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Zaglebienia okragle boczne — antygeny dla szczepu nr 1922, 410, 570 itd.
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Sur. odporn. Sur odporn Sur odporn. Sur. odporn
Antygeny szczepu chrom. szczepu szczepu szczepu
4280 611 H37 Rv. Myc. avium Myc. smegm.
1922 @ i @ Il o @ i
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Ryc. 1. Rowek podluiny — surowica odpornosciowa dla szczepu nr 428

Rowek podiuzny — surowica odpornoSciowa szczepdéw chromogennych

Longitudinal groove — immune serum of chromogenic strains

b) Rowek podiuiny — surowica odpornosciowa dla szczepu HwRvV
Longitudinal groove — immune serum for the HwRv strain
c) Rowek podluzny -— surowica odporno$§ciowa dla Myc. avium

Longitudinal groove — immune serum for Mycobacterium avium

d) Rowek

podluzny —

Myc.
smegmatis

Myc avium

Szczepy
badane

Ha=Rv
8¥7¢c. ¢
Ravenel

surowica odpornosciowa dla Muyc.
Longitudinal groove — immune serum for Myc.

smegmatis

smegmatis

i 611.

Ryc. 2. Schemat pokrewienstwa ba-
danych szczepow
Scheme of antigenic relation
ship of the tested strains
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OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Wigkszos$¢ autoréw uzywa do precypitacji w zelu jako antygenu prze-
saczu hodowli pratkéw. Niektérzy probowali uzyé pewnych frakeji
lipidowych czy proteinowych. Wykorzystujage doskonale wyniki jakie
Olitzki (15) uzyskal w precypitacji w zelu sporzadzajac antygen
przez dodanie do masy bakteryjnej Brucella brucei oziebionego acetonu
i przez dezintegracje bakterii przez zamrazanie, sprébowalismy fej
metody w naszej pracy. Sporzadzenie tego antygenu jest o tyle dogod-
niejsze, ze wymaga krotszego czasu dla uzyskania odpowiedniej hodowli
(moze by¢ pozywka stala) i Zze raz uzyskany suchy proszek bakteryjny
moze byt kazdej chwili w potrzebnej do odeczynu czy do szczepienia
ilosci rozpuszczony. Unika sie tez latwiej zanieczyszczenia. Jednak
surowice krolikéw szezepionych przesaczami dawaly wiekszg ilos¢ linii
precypitacyjnych, co przemawialoby na korzys¢ uzywania przesgczow
jako antygenéw do szczepienia zwierzat. Wyniki Parletta i Rhein-
sa (19, 20, 24) sg zgodne z naszymi co do ilosci frakeji antygenowych.
Lind i Castelnuowo (11, 4, 5) uzyskiwali wiekszg niz my ilo§é
linii precypitacyjnych.

WNIOSKI

1. Szczepy wyhodowane w naszej pracowni naleza do grupy pratkéow
skotochromogennych i sg bardzo zblizone do saprofitéw.
2. Szczepy te nie stanowia jednolitej grupy.
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PE3IOME

W3 umcna BBIPALEHBIX 52 MTaMMOB XPOMOTEHHBLIX I1aJloYeK BBIGpaHo
12 1mrrammoB, 4TOOBI IIPOM3BECTH CPaBHUTEJLHBIE CEPOJIOTUYECKMe MC-
JiejoBaHUA (peakiMsA CBA3BIBAHMA XOMILJIEMEHTa M INPEUMINTalud B MeT.
xkemu Ouchterlon’a) ¢ KUCJIOTOYCTOMUMMBBIMY ITAJIOYKAMM HeJoBedec-
xoro Tumna Hs:R,, 6blubero tuma B.C.G., PaBunesn, a Takxke canpodur-
HBIMKM Trasoukamu Myc. smegmatis, Myc. phlei.

W3 uccaepmoBanmii npod. TymikeBuua M COTPYAHMKOB CJENYET, UTO
XpoMOTeHHBbIE IITaMMbl, BbIpallleHHble B JabopaTtopum He 00pa3yioT
OZHOPOOHOM AaHTUTEHHONM TIPYIIEI

Bce 1mmrammel cozep:kaT aHTUTeHBI o0Iye ¢ canpoUTHBIMM ILTaM-
MaMM, 4acThb COAEPZKMUT Kpome Toro aHturen obumit ¢ HyRv oguu niramm
u ¢ Myc. avium.

SUMMARY

Out of the cultured 52 strains of chromogenic bacilli, 12 were chosen
for comparative serological studies (complement fixation reaction,
precipitation in gel according to Ouchterlony) with acid-fast bacilli
of the human type HjR,, bovine B.C.G., Ravenel, and saprophytic bacilli
Myc. smegmatis and Myc. phlei.

It results from these studies that the chromogenic strains cultured
by the authors do not constitute a uniform antigenic group. All the strains
have antigens common with saprophytic bacilli; a part of them have
also an antigen common with HyR, one strain, and with Myc. avium.
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