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KLASYFIKOWANIE SKOTOCHROMOGENNYCH ATYPOWYCH
MYKOBAKTERII METODA PRECYPITACYJNA W ZELU

Erika Karczag i J. Gyula Weiszfeiler

Zbadano 11 szczepéw skotochromogennych mykobakterii wyhodowa-
nych z réznych zrédel. Strukture antygenows skotochromogennych i in-
nych mykobakterii badano metoda immunodyfuzji [1].

Szczepy i surowice odpornosciowe uzyte w doswiadczeniach przedsta-
wiono w tabeli 1, a biochemiczne wlasciwosci badanych szczepéw skoto-
chromogennych w tabeli 2.

Szczepy hodowano na pozywce Sautona oraz na ziemniaku z gliceryna.
Po przemyciu, komérki rozbijano mechanicznie i nastepnie dodawano
1,0 ml soli fizjologicznej na 1,0 g bakterii (waga mokra). Po odwirowaniu,
zawartos¢ bialka w wyciggu poprawiono do 1% postugujgc sie reakcja
biuretowy. Wszystkie etapy postepowania wykonano w temp. 4°C.

Surowice odpornosciowe uzyskano przez hiperimmunizacje owiec
1 krolikow. Otrzymane surowice absorbowano kolejnymi antygenami hete-
rologicznymi dodawanymi w iloSciach wzrastajgcych az do uzyskania su-
rowic swoistych. Immunodyfuzje wykonano technikg Ouchterlony’ego
w modyfikacji wlasnej [2].

Rysunki 1—3 ilustrujg wyniki immunodyfuzji znanych gatunkéw
skotochromogennych mykobakterii w homologicznym i heterologicznym
systemie.

Rysunek 10 przedstawia wyniki poréwnawczej immunodyfuzji i po-
krewienstwa antygenowego. M. gordonae ATCC, M. scrophulaceum i M.
flavescens w stosunku do innych znanych gatunkéw mykobakterii. Wi-
doczne jest bliskie pokrewienstwo M. gordonae ATCC z M. Hjz; Ry,
M. avium, M. simiae i M. asiaticum. .

Natomiast M. scrophulaceum jest blizej spokrewnione z M. H;3 Rv,
M. simiae i M. asiaticum niz ze skotochromogenem M. gordonae.

M. flavescens, szybko rosngcy skotochromogen, rézni sie znacznie pod
wzgledem budowy antygenowej od powoli rosngcych, natomiast jest
blisko spokrewniony z saprofitycznymi mykobakteriami: M. phleii i M.
smegmatis. ‘

Wyniki te wydaja sie dowodzi¢, ze szybkos¢ wzrostu jest cechg bar-
dziej odpowiednig dla celow klasyfikacji niz pigmentacja.
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Tabela 1

Wykaz uzytych w badaniach szczepéw i surowic odpornoséciowych

Szczepy pratkow Izolowane ) Pochodzenie szczepu
Pochodzenie .. .
skotochromogennych przez i immunosurowicy
M. gordonae ATCC 19277 Bonicke kran wodny M. tuberculosis H;,R, USA
(var. nonureolyticum) M. avium ATCC 15769
M. gordonae Sn 632 Bonicke M. kansasit ATCC 12478
(var. wureolyticum) M. gordonae ATCC 19277
M. scrophulaceum 12115 Prissick M. scrophulaceum 12115
i Masson
M. flavescens Bojalil et. al. $winka morska M. flavescens
M. 918 sp. Orange Pollak czlowiek M. simiae ATCC 25275
M. 919 sp. Orange Pollak czlowiek M. asiaticum ATCC 25276
M. 1118 sp. czlowiek M. sp. 984 Thailand
M. 1120 ,,S” czlowiek M. phlei ATCC 19249
M. sp. 984 Thailand czlowiek M. smegmatis ATCC 14468
M. bovinus 8 pigment Dichno mysz
M. 52 Karasseva maipa
Tabela 2
Biochemiczne wlasciwosci pratkéw skotochromogennych
. Szereg ) Morfolo-
Szczepy pratkéw Niacyna amidazo- Redukeja Arylosul- Lipaza gia Pigment
skotochromogennych azotan6w fataza kolonii
M. gordonae syn. aquae
ATCC 19277 — 0 — -+ + S +
M. gordonae syn. aquae
Sn. 632 — 3 —_ —_ — S +
M. scrophulaceum 12115 — 3,5,6 — -+ —_ S +
M. flavescens
Lousanne 2409 —_ 3,5,6 + + + +
M. 918 Orange —_ 0 — + |- S +
M. 919 Orange — 0 — + + S +
M. 1118 sp. Hauduroy — 3,5,6 —_ — 4+ S +
M. 1120 sp. Hauduroy — 3,5,6 — + —_ S +
M. bovinus 8 pigment —_ 3,5 —_ -+ — R +
M. 984 Thailand —_ 3,5 + + R +
M. 52 —_ 0 = = + + S +

Poréwnanie dwoch szczepdéw M. gordonae, mianowicie M. gordonae
ATCC var. non ureolyticum i M. gordonae SN ureolyticum 632—a, Wy-
kazalo duze réznice w budowie antygenowej (rys. 4). M. gordonae ureo-
lyticum posiada wiecej komponentéw antygenowych wspélnych z M. kan-
sasii niz M. gordonae ATCC. Spostrzezenie to potwierdzity wyniki do-
$wiadczen absorbeyjnych, w ktérych surowice anti-kansasii absorbowano
antygenem M. gordonae SN 632. System absorbowany zawierat tylko 3



Rys. 1. Poré6wnawcza immunodyfuzja M. aquae ATCC
aq ATCC (srodkowe zaglebienie) — M. aquae ATCC antygen, Aq — M. aquae ATCC,
surowica odpornosciowa, As — M. asiaticum, surowica odpornosciowa, Si — M.
simiae ATCC, surowica odpornosciowa, 984 — M. 984, surowica odpornosciowa, S —
M. smegmatis, surowica odpornosciowa, P — M. phlei, surowica odpornosciowa
Rys. 2. Porownawcza immunodyfuzja M. scrophulaceum
sc — ($rodkowe zaglebienie) — M. scrophulaceum, antygen, Sc — M. scrophulaceum,
surowica odpornosciowa, Aq — M. aquae ATCC, surowica odpornosciowa, Hz; —
M. tuberculosis Hy;Rv — surowica odpornosciowa, As — M. asiaticum ATCC, suro-
wica odpornosciowa, Sim — M. simiae ATCC, surowica odpornosciowa
Rys. 3. Porownawcza immunodyfuzja M. flavescens
Fl (srodkowe zaglebienie) — M. flavescens, surowica odpornosciowa, fl — M. flaves-
cens, antygen, Ag ATCC — M. aquae ATCC, antygen, p — M. phlei antygen, s —
M. smegmatis, antygen, sc — M. scrophulaceum, antygen
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Rys. 4. Por6wnawcza immunodyfuzja M. aquae ATCC i M. aquae SN 632

M. aquae ATCC (srodkowe zaglebienie) — M. aquae ATCC, surowica odpornosciowa,
agq. ATCC — M. aquae ATCC, antygen, aq 632 — M. aquae SN 632, antygen

Rys. 5. Porbwnawcza immunodyfuzja M. aquae ATCC, M. aquae SN 632
i M. kansasii ATCC

K (dolne zaglebienie) — M. kansasii ATCC, surowica odpornosciowa, aq ATCC —
M. aquae ATCC, antygen, k — M. kansasi ATCC, antygen, aq 632 — M. aquae SN
632, antygen
Rys. 6. Proka immunoabsorbcji
K/aq 632 (dolne zaglebienie) — M. kansasii, surowica odpornosciowa absorbowana
M. aquae SN 632, antygen, aq ATCC — M. aquae ATCC, antygen, k — M. kansastii
ATCC, antygen, aq 632 — M. aquae SN 632, antygen
Rys. 7. Porownawcza immunodyfuzja
Aq (srodkowe zaglebienie) — M. aquae ATCC, surowica odpornoSciowa, aq —
M. aquae ATCC, antygen, 918 — M. 918, antygen 919 — M. 919, antygen



Rys. 8. Proba immunoadsorbcji

Aqg/918 (srodkowe zaglebienie) — M. aquae ATCC surowica odpornosciowa absorbo-

wana przez M. 918, antygen, aq2 — M. aquae ATCC antygen rozcienczony do Y/,

pierwotnego stezenia, 919/2 — M. 919 antygen rozcienczony do !/, pierwotnego
stezenia

Rys. 9. Porownawcza immunodyfuzja
K (Srodkowe zaglebienie) — M. kansasii ATCC, surowica odpornosciowa, k ATCC —
M. kansasii ATCC. antygen. k aur — M. kansasii aurantiacum, antygen, 984 — M.
984 Thailand, antygen
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komponenty antygenowe, ktérych nie bylo w M. gordonae SN 632 (rys. 5
i 6). Zatem szczep M. gordonae pod wzgledem swej struktury antyge-
nowej, wydaje sie by¢ raczej M. kansasii niz M. gordonae ATCC.

Zbadano rowniez skotochromogenne szczepy nr 918 i 919 izolowane
przez Pollaka od chorych ludzi. Pod wzgledem swej struktury antyge-
nowej, szczepy te okazaly sie identyczne lub bardzo podobne do M. gor-
donae ATCC (rys. 7). Absorpcja surowicy anti-M. gordonae ATCC przy
pomocy antygenu szczepu nr 918 wykazata tylko dwa komponenty anty-
genowe w systemie homologicznym (rys. 8).

Niezidentyfikowane szczepy skotochromogenne nr 1118 i 1120 otrzy-
mane od Hauduroy roznily sie od wszystkich znanych gatunkow, za$ na
podstawie komponentéw antygenowych wykazywaly najwiekszy stopien
pokrewienstwa z M. gordonae ATCC, M. 984 Thailand i M. avium.

Nie udalo sie zidentyfikowaé¢ szczepu oznaczonego ,bovinus 8 pig-
ment”’ otrzymanego z ZSRR. Szczep ten posiadal najwigcej komponentow

L

10

T

 rkrOrg =

T

antygen
1 1

ISy

AMMNNNS.

n/

NN

]
2

ZFA kR

gord. scroph. flav. 984 av. kans. sim. asiat. phlei smegm
ATCC 72115 Th. ~TCC ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC
?é,” .
-g; 6 )—% - .
§4 L / % ? N antygen
2 .|
SN m A enen VA VA VAV
8 " scroph gord. flav. 984 . Hy av. kans. sim. asiat. phlei smegm.
3‘3 12115 ATCC . Th. Rv ATCC ATCC - ATCC ATCC ATCC ATCC
. C
101

antygen

MMDNNNS
MW

NN

N

Z %8 B R B %

flav. gord. scroph. 984 Hyp av. kans. sim. asiat. phlei smegm.
ATCC ATCC 12115 Th.  Rw  ATCC "ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC

Rys. 10. Poré6wnawcza immunodyfuzja znanych skotochromogennych szczepéw
mykobakterii

A — swoista surowica odpornoéciowa dla M. gordonae ATCC, B — swoista surowica

odpornosciowa dla M. scrophulaceum 12115, C — swoista surowica dla M. flavescens

19 — Atypowe mykobakterie
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Rys. 11. Ogélne wyniki poréwnawczej analizy immunologicznej skotochromogennych
szczepOw mykobakterii. Objasnienia jak do rys. 10

antygenowych wspélnych z M. kansasii, M. asiaticum, M. simiae i M. ma-
rinum, ale nie byt identyczny z zadnym z nich.

Nastepny szczep byl izolowany od chorego w Thailandzie. Szczep ten
(nr 984) wykazywal najwieksze podobienstwo antygenowe do M. simiae.
Na rodstawie cech biochemicznych szczep ten byt identyczny z M. kan-
sasii aurantiacum, ale badania immuno-chemiczne tego nie potwierdzi-
ly (rys. 9).

Struktura antygenowa M. kansasii ATCC i M. kansasii aurantiacum
jest prawie identyczna, za$§ struktura antygenowa M. 984 znacznie sie od
nich rézni.

Zbadano rowniez strukture antygenowsg szczepu (nr 52) izolowanego
przez Karasseva i Weiszfeilera [3] od malp azjatyckich. Szczep ten nie
odpowiadal zadnemu gatunkowi mykobakterii badanemu w niniejszej
pracy. Pod wzgledem antygenowym, wykazywal on pewne podobienstwo

do M. gordonae ATCC, M. simiae, M. asiaticum, M. 984, M. avium i M.
kansasii.
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CLASSIFICATION OF ATYPICAL MYCOBACTERIA BY GELPRECIPITATION
METHOD

Summary

The antigenic structure of 11 scotochromogenic, atypical mycobacterium strains
was investigated by immunodiffusion and immunoabsorption technics.

It was established that known scotochromogenic species (M. gordonae, M. scro-
phulaceum, M. flavescens) can be differentiated from each other and from the
other wellknown mycobacterial species on the basis on their antigenic structure.
On the other hand the degree of antigenic relationship was determined among
scotochromogenes and other species of mycobacteria. Of the scotochromogenic
strains investigated two strains proved to be M. gordonae and 5 strains differed
in their antigenic structures from the known scotochromogenic species.
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