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Dyrektor: doc, dr s. WoŁoszYN

Klasyfikacja serologiczna gatunku M. auium
od dość dawna wzbudzała zainteresowanie
wielu. badaczy. Zagadnieniem tym w ostatnich
Iatach zajmowali się między innymi Schaefer
(20, 22), Saito i Kubica (19), Anz i Me,issner
(1), Stanford i Muser (23), Marks i Jenkins
(II), Zórawski (2B). Badania pro,wadzorre rrai-
częściej w oparciu o odczyn ,aglutynacji, miały
na celu ustalenie ilości grup serologicznych
w obrębie gatunku M. auium, bądź wykazanie
różnicy w aktywności serologicznej między
M. auium a prątkami atyp,owymi, głównie M.
intracellulare.

Spośród badań dotyczących struktury anty-
genowej różnych gatunków prątków kwasoo-
pornych, tylko nieliczne obejmowały M. ąuźum,
Z badań tych na podkreślenie zasługują prace
Jer,-sen i wsp. (5, 6) oraz Kubina i wsp. (7). Jen-
sen i wsp. (5. 6) w opalciu o odczyn Schultza-
-Dale'a podzielili prątki kwasooporne na sie-
dem grup serologicznych, stwierdzając przy
tym istnienie jednej grupy M. auium i jed-
nej grupy ,,avium-like". Najprawdopodob-
niej były to prątki M. auium i M. intra-
cellulare. Kubin i wsp, (7) wykazali w od-
czynie precvpitacji dyfuzyjnej, że ekstrakty ko-
mórkowe M. aużum zawierają w swoim składzie
do ośmiu. frakcji antvgenowych. Jednakże au-
torzy ci nie zajmow,ali się dokładniej precypi-
tynogenami tego prątka. Przedmiotem badań
tych autorów było wzaiemne pokrewieństwo
M. aużum i M. intracellulare i dlatego ograni-
czyli się oni do analizy frakcji antygenowych
wspólnych. dla obu gatunków prątków,

Obecność od 4 do 8 a nawet 9 precypityno-
genów w wyciągach komórek M. auium wyka-
zał również Tuboly (25, 26) przy badaniu wza-
jemnego pokrewieństwa rniędzy różnymi ga-
tunkami prątków. Przedmiotem badań były
również precypityno€eny filtratów M. auium
(14). Jednakże wcześniejsze badania Caste]nu-
ovo i wsp. (2) wykazały mlałą stabilność struk-
tury antvgenowej filtratów M. auium, co wska-
zuje, że badania te nie mogą stanowić wvstar-
czającel podstawy do klasyfikacji tych drobno-
ustroj6w.

Celem podjętvch badań wJasnych było okreś-
lenie strukturv antvgenowei M. auium w opaf-
diu o szczepy izolowane na terenie Po]ski oraz
szczepy wzor,cowe reprezentuiące tlpv serolo-
giczne usta]o,ne ,orzez Schaefera oraz Marksa
i Jenkinsa w Wielkiej Brytanii. Poznanie struk-

tury antygenowej szczepów M. aużum wystę-
pujących rni Polsce w,inno stworzyć możIiwość
opracowania skuteczniejszych metod serologi-
cznej diagnostyki gruźIicy, a także ułatwić róż-
nicor,vanie prątkow atypowych izolowanych od
iudzi i zwierząt, określanych jako atypowe nie-
fotochromogeny (grupa III).

Materiał i metody
Szczepy bakteryjne. Do badań użyto 48

szczepów M. at:ium. Numery szczepów oraz źródła ich
pochodzenia podano w tab, 1. Szczepy użyte do ba-
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dań przechowywano na podłożu Loewensteina w
chłodni rv temp. *4oC. Przed użyciem do badań
szczepy laboratoryjne (nr: 7, 2, 3, 7, 13, 16, 8, 17),
przepasażowano ptzez kury, które zakażono dożylnie
dawką 5 mg prątków zawieszonych w 0,850/o NaCl.
Metody namnażania prątków podano w pracy wcześ-
niejszej (18). Masę bakteryjną po 3-krotnym przepłu-
kaniu bulorowanym roztworem 0,B5% NaCl, w celu
dokładnego odwodnienia przemywano pięciokrotnie w
odstępach kilkugodzinnych acetonem ochłodzonym do
temp. OoC. Aceton odparo."vywano w chłodni w temp.
+BoC.
Wyciągi antygenowe, Do badań serologicz-

nych użyto ekstraktów komórkowych, przygotowanych
z poszczegó|nych szczepów M. avium. Odwodnioną
acetonem suchą masę prątków rozcierano w moździe-
rzu i zawieszano w buforowanym roztworze 0,85oił
NaCI t, ilości 30 mglml, a następnie poddawano 30-
-krotnemu kolejnemu zamrażanil w temp. -20oC i
rozmrażaniu w temp. +37oC. Dla dokładniejszej ho-
mogenizacji zawiesinę prątków wytrząsano z pereł-
kami szklanymi pięciokrotnie przez 10 minut w temp.
+4oC. W przygotowanych zawiesinach oznaczano
ilość białka metodą Lowry (10) a następnie drogą od-
powiednich rozcieńczeń doprowadzano koncentrację
białka we wszystkich antygenach do 10 mg/ml anty-
genu.

Surowice odpornościowe. W badaniach
wstępnych wykazano, że surowice najbardziej aktyw-
ne w odczynach precypitacji agarowej i immunoelek-
trofotezy uzyskuje się poprzez hiperimmunizację kró-
1ików zawiesiną suchej masy prątków w niekomplet-
nym adiuwancie Freundta. Do uodporniania królikóu,
wysuszone prątki rozcierano z adiuwantem w stosun-
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ku 30 mg suchej masy prątków na 1 m] adiuwantu.
Królikorn wstrzykiwano zawiesinę antygcnu równo-
cześnie ciomięśniowo i pcdskórnie w ilości po 0,5 ml,
trzykrotnie w odstępach jcdnego tygodnia. Króliki
skrwawiano przez punkcję serca. Najwyższe miana w
odczynie precypitacji uzyskiwano z surowicami pobra-
nymi po 3 tygodniach cd ostatniej iniekcji antyge-
nu. suroWice przechowytńrano !V stanie zliofilizowa-
nym i po rozpuszczeniu eł temp,oTe stosowano do 6a-
dań nie dodając żadnych środków konserwujących
Najbardziej ewidentne reakcje otrzymywano przy
użyciu surowic nierozcieńczonych,

Odczyn precypitacji dyfuzyjnej w żelu agarowym
wykonano wg metody Ouchterlony'ego (15, 16), przy
użyciu agaru firnly Difco w stężeniu 1,20lo. Grubość
warstwy żelu w ukladach podanych na ryc, 1 wy-
nosiła 4 mm. Optymalne odległości pomiędzy base-
nikami z antygenem i surowicą wynosiły 7 mm,

Analizę immunoe]ektroforetyczną wykcnano w żelu
agarowym rł,g metody Grabara i Williamsa (4). W od-
czynie immunoe]ektroforezy stosowano agar firmy
Difco w stężeniu 2,00lrl, przygotowany na buforze we-
ronalowym o pH 8,2 i sile jonowej 0,1. Grubość war-
stwy żelu wynosiła 4 mm a optymalny czas rozdztału
1 godz. przy gradiencie napięcia 3-3,5 V/cm długości
szkiełka.

Przed rozpoczęciem rvłaściwych badań ustalono, że
optyma]ny stosunek iiościowy surcwicy do antygenu
w odczynie precypitacji rvynosił 0,2 do 0.1, natomiast
w odczynic immunoelektrofcrezy 0,45 do 0,1. Wyniki
obu odczynórv odczytywano w świetle przechodzącym
po 18,24, 36, 72 i 96 godz. od nastawienia próby.

Odczyn absorpcji surowic wg Castellaniego. W od-
czynie wysycania surorvic posługiwano się dokładnie
zhomogenizolvaną suchą masą bakteryjną. Wysycane
surowice po dodaniu antygenu przetrzyrnywarro przez
24 Eodz. w temp. l4o ws_trząsając kilkakrotnie, a
następnie przez 2 godz. w temp. *37oC wstrząsając
co 15 minut, Wysycenie surowic sprawdzano wstępnie
w odczynie precypitacji pierścieniowej a następnie w
odczynie precypitacji rv że]_u agarowym wobec eks-
traktu szczepu użytego do wysycaniA. Za surowice
wysycone uważano te, które w żadnym z odczynów
nie wykazywały narł,et reakcji śIadowych z antyge-
nem użytym do absorpcji. Surowice tak wysycone by-
ły stosowane w odczynie immunoelektroforezy.

Wyniki
Badania w odczynach precypitacji dyfuzyj-

nej w żelu agarowym i immunoelektrofore-
zy pTzeptowadzono w dwóch etapach. Najpierw
wykonano odczyny krzyżowe z 14 szczepami
M. auium (3 szczepy reprezentowały serotypy
M. apium I i M. aDżum II Schaefera, oraz M.
aDium III Marksa i Jenkinsa - pozostałe 11
szczepów - 10, 13, 14, 16, 18, 20, 30, 32,35,39
i 51 wybrano losołvo z ogólnej ich liczby - 45).
Wyciągi antygenowe tych szczepów wstępnie
przebadano w odczynie precypitacji dyfuzyj-
nej. W trakcie badań stwierdzono, że wyciągi
antygenowe wszystkich szczepów wytwarzają
co najmniej 4 linie precypitacyjne (ryc. 1). Wie-
le z tych szczepów, poza liniami łatwo dają-
cymi się zidentyfikować (linie T, II, III, IV) wy-
twarzały kompleksy linii (około 3 do 5) poja-
wiające się w tym samym czasie (36-48 go-
dzin), których nie m&na było wyraźrie zróż-
nicować (ryc. 2). Ze względu na to, że odczyn
precypitacji agarowej nie pozwalał na dokładną
identyfikacj ę frakcji antygenowych przy szcze-
pach wytwarzających większą liczbę 1inii pre-
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Ryc, 1. odczyn precypitacji dyfuzyjnej w żelu agarowym
szczepów M. aviurn 3 i 30 z surowicami homolo8icznymi

i W reakcjach krzyżowycb.
3s - Suro$iica dla SZcZepLl tlr 3; 30s - surowica dla szczepu
nr 30; 3a - ekstrakt komóIkowy Szczepu nI 30; 30a - ekstlakt

kollol,ko\!,y szczepu nr 3c.

cypitacyjnych, właściwą a:nal:rzę struktury an-
tygenowej M. aużum opalto na odczynie immu-
noelektroforezy. W odczynie tym uprzednie
Iozdzielenie wyciągow antygenowych w polu
elektrycznym wydatnie ułatwiało analizę bada-
nych frakcji antygenowych.

Analiza immunoelektroforetyczna wyciągów
antygenowych badanych szczepów wykazała
występowanie od 4 do 10 linii precypitacyj-
nych. Linia piei^wsza (oznaczona I) poj'a-

Ryc. 2. odczyn plecypitacji dyfuzyjnej w żelu agarowym
szczepów M. aviun] 7 i 30 Z surowicą dla, szczepu M. avium 1,
oraz Szczepów M. avium 51 i 30 Z Sllrowicą dla szczepu

M. aviun 51.
la - ekstlakt komórkowy Szczepu nr 1; 30a - ekstrakt ko-
mórko\\,y SZcZepu nr 30: 1s - slrro$lica dla SZcu cpu nI 1;
51s - sufoslica dla SZcZepLl nr 51: 513 - ekstrakt kollórkowy

SZcZepu nr 01; 30a - ektsrakt komórko$Iy Szczepu nr 30,
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wiała się najszybciej (pc upływie B-12 go-
dzin od nastawienia odczynu) i jej wię-
ksza część znajdowała się po stronie katody.
Cechą charakterystyczną tej linii był6 umiejs-
cowienie blisko basenika z surowicą nawet przy
zwiększaniu odległości między basenami z an-
tygenem j surowicą. Bardzo wyraźnie występo-
wały także linie precypitacyjne II, III i IV
(ryc. 3, 4, 5, i 6). Linie II i IV były przesunięte

Ryc. 3. widmo imnunoelektrofoletyczne ekstraktów komór-
korł,3,gb szczepórv M. avium 1 (1a) i 30 (30a) wywołane suro-

wicą dla szczepu 1 (1s)

?ł,iił'

@ uł'ł

Ryc. 4. Widmo immunoelektrofoletyczne ekstraktó
sZcZepóW 1\{. aviunl 2 (2a) i 18 (1Ba) wywolane surowicą d]a

dla szczepu 2 (2S)

niemal całkowicie w kierunku katody, nato-
miast frakcja antygenową, odpowiedzialna za
tworzenie linii III, wykazywała tylko niezrlacz-
ną ruchliwość w polu elektrycznyrn (linia III
była umiejscowiona w zasadzie po obu stro-
nach basenika z antygenem). Linie II, III i IV
pojawiały się po upływie 18-36 godzin. Znacz-
nie mniej intensywne linie precypitacyjne wy-
twarzały frakcje V, VI, VII, VIII, IX i X, Czas
pojawiania się tych linii wahał się między 36
a 48 godzin od nastawienia odczynu. Kolejność
pojawiania się poszczegóInych linii precypi-
tacyjn;lch została uwzględniona przy ich ozna-
czeniu cyframi rzymskim,i. Dokładne ułożenie

Ryc. 5. Widmo immunoelektrofoletyczne ekstraktóW komór-
kowych szczepów Iu. aviuln 2 (2a) i 3 (3a) lvywolane Suro-

wicą dla szczep! 2 (2s)

"i,i- 
a,.

F,yc. 6. Widmo immunoelektrofoIetycZne ekstraktów komór-
kowych szczepórv M. avium 3 (3a) i 30 (30a) wywołane suro-

wicą dla SZcZepu 3 (3S).

wszystkich Iinii precypitacyjnych przedstawio-
no na fotografiach immunolektroforegramów,
zaś ich oznakowanie na schematach (ryc. 3-6).

Analiza immunoelektrofore,tyczna wyciągów
antygenowych badanych szczepów wykonana
z surowicami homologicznymi otaz w odczy-
nach krzyżowych wykazała zróżnicowanie tych
szczepow na cztery grupy serologiczne. Naj-
bogatszy skłafl antygenowy wykazywały szcze-
py grupy A, które z surowicami homologicz-
nymi wytwarzały 10 ]inii (ryc. 3), najuboższe
natomiast były szczepy grupy D, które z wszy-
stkimi surowicami wytwarzały jedynie 4 linie
(I, II, IV i V - rvc. 6). Porzostałe grr.łpy B i C
tworzyły odpowiednio 6 i 5 linii precypitacyj-
nych (z surowicami homologicznymi). Spoś-
ród 14 b,adanych szczepów do grupy A zali-
czorlo 3 (1, 20, 51); do grupy B - 5 (2,74, 78,
32,39); do grupy C - 4 (3, 10, 13, 35) oraz do
grupy D - 2 szczepy (30 i 16). Szczegółowe
wyniki analizy immunoelektroforetycznej tych
szczepów zebrano w tab. 2.
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raó 2. Rodzaje frakciĘ antqqenowqch sćrt'erdzongch n reakc/ach krz!żawqch w odczqrue /mmunoelekćrorbrezy
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gicznymi, linii V, VII, VIII i X (ryc. 4, 5), w
grupie C w porównaniu do grupy A brak było
]inii od VI do X (ryc. 6) natomiast występowa-
ła tutaj linia V której nie stwierdzano w gru-
pie B. Szczepy grupy D różniły się od wszyst-
kich pozostałych brakiem jednej z podstawo-
wych. linii a mianowicie linii III, ą zawierały
jedynie linie I, II, IV, V.

Celem potwierdzenia zaobserwowanych róznic
iv strukturze antygenowej badanych szczepów,
przeprowadzono kontrolne badania z uzyciem
surowic absorbowanych (r;,c. 7-10). Do komplet-
nego wysycenią surowic antygenami homolo-
gicznymi potrzeba było użyć od 50 do ?5 mg

Ryc. B. Widno im]nunoelekbroloretyczne ekstraktów konrór-
kou,ych szczepórv M. avium 3 (3a) i 2 (2a) wywołane Suro-

u,icą dla SZcZepu 2 absorbowaną szczepern 30 (2s X 30a).

homogenizowanej masy bakteryjnej. Znaczne
rożnice ilościowe obserwowano ptzy wysyca-
niu surowic grupy A antygenami grupy D oraz
grupy C (2-3 jednostek absorbcyjnych), nie
mniej jednak mozliwe było całkowite wysyce-
nie w odniesieniu do antygenu użytego do ab-
sorpcji. W obrębie poszczególnych glup wyka-
zanych uprzedniow odczynach z surowicami nie-
absorbowanymi stwierdzano całkowite wysyca-
nie suro,wic, stąd też w tab. 3 po,dano wyniki od-
czynu immunoelektroforezy jedynie z surowica-
mi absorbowanymi reprezentującymi poszczegóI-
ne grupy z uwzględnieniem wyciągów a,ntygelp-
wych wszystkich badanych w tej części pracy
szczepów. Jak wynika z tab. 3, odczyn absorp-
cji w zasadzie potwierdził wykazane uprzednio
rożnice antygenowe, występujące lv obrębie 14

Ryc. ?, Widmo imL]lunoelektroloretyczne ekstraktu komórko-wego SZcZepu M. aVium 1 (1a) wywołane sulowicą dla
szczepu 1 absolbowaną szczepem 30 (ls x 30a).
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szczepów M. auium, Zanotowano jedynie, że
Iinia X lvystępująca w szczepach grupv A zni-
kała w czasie absor"pcji pomimo, że szczepy
uż\,-lt,ane flg w}s}cania nie wykazały jej obec-
ności.

W drugiej części pracy przebadano dalszych
34 szczepolv tego prątka. Badania były prowa-
dzone w odczynie immunoelektroforezy przy
uzyciu. surowic swoistych dla szczepów repre-
zentujących poszczegolne grupy (w odczynach
jednostronnych.) W celu łatwiejszej interpreta-
cji uzyskiwanych wynikow, prowadzono rów-
nolegle badania z surowic,ami przed i po ab-
sorpcji. Łączne wyniki kiasyfikacji serołogicz-
nej badanych szczepow M, aul,um w oparciu
o ich strukturę antygeno\Mą ujęto w tab. 4. Na

łyy nt kI o dc z y n u l' n m u n o e { e kćraforezy z ru roły icą m t' a ósor ó o ra nqm i

+

t--___-'

Ryc. 9. Widmo immunoelektroforetyczne ekstraktu komórko-
wego szczepu M. avium 30 (30a) wyu,ołane Surowicą dla

SZcZepu 3 absorbowaną Szczepem 2 (3S x 2a).

.-.ę#

Ryc. ].0 Widmo inmunoelektrolofetycl])e ekStraktó$i komór,-
kowych szczepów M. avium 2 (2a) i r0 (10a) Wywołane suro-

§,icą dla SZcZepu 3 absorbowaną szczepem 30 (3s X 30a).

ogóIną iiczbq 48 badanych szczepów, do grupy
A zaliczono 7, cio grupy 3 - 2I, do grupv C -15 i do glupy D -- 5 szczepów.

Onórvienie wyników
W badaniach wcześniejszych nad antygena-

mi prątków kwasoopornych wykorzystywany
był odczyn wiązania dopełniacza (1,3, I7, 24).
W czynionych ostatnio probach klasyfikacji
prątków kwasoopornych Marks i Jenkis (11),
Matsui i Kawanishi (l2), Saito i Kubica (19),
Schaefer (20, 2I) oraz Żórawski (28) stosowali
odczyn aglutynacyjny. Jednakże odczyny te są
bardziej przydatne do określenia stopnia ak-
tywności serolog,icznej badanych ekstraktów w
przypadku. odczynu wiązania dopełniacza lub
zawiesin antygenowych w przypadku odczynu
aglutynacji.

I57



Nr3 MEDYCYNA WETERYNARYJNA Rok XXIX

J2czeP!
FżktE dntuopnoH2

I

20
5l

22
29
44

ł

2
l4
18

32
39
8
9

l5
23

28
34

3a

45
46
47
49
50

ł ł

ł

+
+

3
l0
l3
35

7

|9

24

3)
3/
4l
43
48
Ju
l6
n

40

raó 4,

W badaniach prątków kwasoopornych od-
czyn aglutynacji nie ma rówiez zastosowania
wowczas gdy szczepy bakteryjne nie dają jed-
nolitych zawiesin w roztworach wodnych.

Do badań nad okreśIeniem rodzaju i liczby
serołogicznie czynnych składników antygeno-
wych, najbardziej przydatne okazały się odczy-
ny precypitacji dyfuzyjnej i immunoelektrofo-
rezy. Wysoką przydatność tych odczynów sero-
logicznych do ,analizy składników antygeno-
wych zawarbych w komórce prątków kwaso-
opornych wykazali Castelnuovo i Morellini (3)

oraz Lind (9). W odczynie precypitacji dyfuzyj-
nej, a szczególnie w odczynie immunoelektro-
forezy rnożrl,a wykazać najbardziej pełny obraz
składu antygenowego, co pozwala na dokład-
niejsze ,niż w innych odczynach serologicznych
zróżŃcowanie badanych ekstraktów ko,mórko-
wych (7). Stąd też w badaniach własnych, w ce-
lu określenia stopnia powinowactwa oraz różnic
antygenowych między szczepami M. aużum, wy-
korzystano o,dczyrry precypitacji dyfuzyjnei w
żelu aga,rowym i immunoelektroforezy przy uży-
ciu surowic nieabsorbowanych oraz surowic ab-
sorbowanych.
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Dla uzyskania od królików surowic aktyw-
nych w odczynach precyp,itacji dyfuzyjnej w
żelu agarowym i w odczynie immunoelektro-
torezy, wyprótlowano różne metody immuniza-
cji. W badaniach wstępnych wykazano, że naj-
bardziej przydatne w tych odczynach są su-
rowice uzyskane drogą równoczesnej immuni-
zacji podskórnej i dorrrięśniowej suchej masy
prątków w niekompletnym adjuwancie Freun-
dta. Przy immunizacji dożylnej uzyskiwano na-
tomiast surowice szczególnie aktywne w od-
czynach hemaglutynacji pośredniej i agluty-
nacji.

Użycie w badaniach własnych ekstraktu an-
tygenowego, uzyskanego przez rozbicie komór-
ki bakteryjnej drogą kolejnego zarnrażania
i rozmtażania, winno zapewnić bardziej zbli-
żony do naturalnego skład antygenowy bada-
nych wyciągów niż przy zastosowaniu metod
ekstrakcji chemicznej.

Przyjmując, że każda 1inia precypitacyjna od-
powiada odrębnej frakcji antygenowej, w ba-
daniach własnych stwierdzono, że szczepy M.
aużum zawierają w ,swoirn składzie od 4 do 9
komponent antygenowych. Stwierdzona iloŚć
precypitynogenów jest najbardziej zbieżna
z wcześniejszymi spostrzeżeniami Tuboy'ego
(26) oraz Kubina i wsp. (7). Stwierdzenie.ptzez
Linda (B, 9) siedm(u komponerrt, a przez Zóraw-
skiego (27) czterech składników antygenowych
w układach precypitacyjnych M. auium wska-
zuje, że autorzy c,i, najprawdopodobniej ze
względu na zbyt małą liczbę badanych szcze-
pów, nie mieli możliwości poznania pełnego
składu antygenowego tego prątka. Przedmio-
tem ich zainteresowań były badania nad pokre-
wieństwem antygenowym różnych §atunków
prątków, a nie struktura antygenowa M. aDiun1,

W badaniach własnych, najbogatszy skład
antygenowy reprezentowała grupa A, do której
należało 7 szczepów (I4,70l0). Grupa ta zawierała
wszystkie komponenty antygenowe od I do IX.
Szczepy najIiczniejszej grupy serologicznej,
oznaczonej w tej części badań jako grupa B,
zawierały sześc składników antygenowych: I,
II, II1, IV, VI i IX. W skład tej grupy wchodzi-
\o 2l szczepów, co stanowi 43,7|Y0. Nieco uboz-
szy skład antygenowy reprezentowała grupa C.
W jej składzie antygenowym wykazano obec-
ność pięciu komponent antygenowych: I, II,
III, IV i V. Była to druga pod względem licze-
bności grup,a serologiczna, zaliczono do niej 15
szczepów - 31,2010. Najuboższą strukturę anty-
genową posiadały szczepy replezentujące naj-
mniej liczebną grupę D. Ekstrakty komórkowe
szczepów tej 'grupy zawierały w swoim skła-
dzie tylko antygeny I, II, IV i V. Do grupy D
należało 5 szczepów, co stanow'I I0,40l0 wszyst-
kich szczepów badanych (tab. 4).

Przy określaniu składu antygenowego eks-
traktów komórkowych badanych szczepów
M. auium uwzględniano rlie tylko ułozen,ie li-
nii w odczynie immunoelektroforezy dla posz-
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czególnych komponent antygenowych ale głów-
nie wyniki uzyskiwane w odczynie absorpcji su-
rowic (tab. 3, ryc. 7-10). Stąd też frakcji X
którą stwierdzono w trzech szczepach grupy A
rł, odczynie immunoelektroforezy z surowicami
nieabsorborvanymi nie traktowano jako odręb-
nej komponenty antygenowej, ponieważ nie
można było wykazać jej obecności po wysycenilł
surowic (ryc. 7, 8).

Włączenie do badań szczepów reprezentują-
cych serotyp M. a,--żum I i M, auiunx II Schae-
fera oraz serotyp III Marksa i Jenkinsa i za|i-
czenie tych szczepów do trzech różnvch grup
serologicznych (A, B i C) stanowi z jednej stro-
ny potwierdzenie zróżnicowania antv§enowego
tego gatunku prątków, z drugiei zaś strony
wskazuje na wysoką przydatność zastosowa-
nych metod w klasyfikacji serologicznej szcze-
pów M. auium. Uzycie odczynu immunoelek-
troforezy oraz ekstraktów komórkowych, poz-
woliło równiez na wykazanie istnienia czwariej
grupy serologicznej. Struktura antygenowa tej
Brupy szczepów wskazuje wyraźnie, że jest to
najprawodopodobniei nowy typ serologiczny,
różny o,d opisanych uprzednio serotypów
M. aużum I. M. auium II i M. aużum IIL Szczepy
tej grupy nie zawierają rv swoim składzie frak-
cji antygenowej TII, która była jedną z podsta-
lvowych komponent struktury antygenowej po-
zostałych grup prątków, Na istnienie tei grupy
serologicznej wskazvwałybv badania Norli-
na (14) oraz Kr-rbina i wsp. (7). Autorzy ci wyka-
zali, że precypitynogen e (najprawdopodobniej
analogiczny z frakcją III) nie występuje w nie-
których szczepach M. aużum. Jednakze autorz.v-
ci, ba,dając pokrewieństwa międzygatunkowe, nie
dokonali bl[ższej analizy antygenów M,aużum.

Wnioski
1. W oparciu o metc;dę immunoelektroforezy

wykazano, ze ekstrakty komorkowe M, auium
uzyskane przez kolejne zamrażanie i rozmna-
żanie zawierają w swoim składzie od 4 do 9

frakcji antygenowych. Na ich odrębność wska-
zyw,ały równiez wyniki uzyskane przy użyciu
surou,ic absorbowanych,

2. Analiza struktury antygenowej przepro-
wadzona przy użyciu odczynu immunoeiektro-
forezy pozwoliła na podział badanych szł.zepów
M. atlżum na cztery grupy serologiczne (A, B,
CiD).

3. Szczepy M, auium wyizolowane w Polsce
za|i,czone do grup A, B i C z:wierały analogiczne
frakcje antygenowe jak szczepy reprezentują-
ce serotypy M. auzum I i M. aulum II Schae-
fera, oraz M. aui,um III Marksa i Jenkinsa.

4. Budowa antygenowa szczepów zaliczo-
nych do gTupy D wskazuje, że stanowią one
najprawdopodobniei nie wyodrębł,liany do,tych-
czas typ serologiczny M. auium,
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llcc.rreAoBall[fl no c€poJlorrlqecKl{M
pa3HlrrłaM BBlcTyllarc[łrrx n Ilonrure rrrraumor My-
cobacterium. avium. II. ArraJurs arrrltreHnolż cTpyK-
ryptr M, avium.

I4ccne4oeaHrłflNr noABeprJlz 45 rutauuoB BEIAeJIeH-
HbIx B flonrule rłg cJIylIaeB tydepxyłesa opraHoB
rl.yp u 3 o6pasqoelle IilTaMMbI cooTBelłarcil]rze cepo-
TrlnaM flo Schaefer rł no Marks lł Jenkis. Ilprłlłerłanu
mMMyHosJIeKTpo$operr.recrzń MeToA rro Grabar u
Williams. 3r<cr:parrsr KJIeToK IIpr{roToBJIflJIu flprr flo-
rtlou{I4 3 aMop o)tl'rlBa:nrllł r{ oTMopa)ł<]lBawufl . tr{umynrłsre
cblBopoTK]l noJlotłaJIr{ oT KpoJIT,{KoB, KoTopblx lMMy-
Hrl3r{poBaJlr{ cyxoż maccoft lawłepvil sseeil]eHnoż s
}Ie[oJIHoM aABIoBaHTe no Freundt'a.

łIuMyrrosłextpoSoperrłuecKr{M aHaJIl3oM aI{TT4reHrf-
qecKl4x gKCTpaKToB I4ccJIenoBaHHbIx IIITaMMoB c ro-
MoJlorrlqecKr{Mr{ cbTBopoTKaMW IĄ B fIepeKpecTHBIx pe-
aKl{uflx ycTaHoBI4JII4 IlaJIIĄ|fI,Ie IleTblpex cepoJlorlrłec-
KI{x lpynn (A, B, C lł D). Calryro 6oraryrc aHTrIleH-
HyIo cTpyKTypy no.fiBrlJlfi l[TaMMbI lpyrrnbl A, xoro-
pble c IoMoJIor]4qecKr{MI4 cbIBopoTl(aMr{ cosAaBanrł 9
nuuwi,l; calłr,re 6e4nsle - luTaMMF,I rpyrrfibl D, o6pa-
3yTotqr{e ToJIbKo 4 npeqltnrraqr{oHHble JIwHvIil. II[raM-
'N[bl rpynntl B r C co3AaBaJIl 6 w 5 nutłuil llony.lgH-
HbIe pe3yJIbT arsr 6u.rrr [oATBepr<AeHr,r lrerogołr a6-
copnlilłr4 cLIBopoToli. Mecrrłlre ruraulrsl M, avium
rpynn A, B lł C r7poflBwJlw aHaJlorr{llecK_vlo aHTrI-
reHHyIo cTpyKTypy rax o6pasqoBble IIITaMMbI cepo-
JlormqecKr{x rrnos M, avium I r M. avium II Schaefer
lł M. avium III Marks r Jenkins. llIravuu lpyfln]ll
D ggł.grotcg no eceż BepoETHocTrł HoBbIM, neo6oco6-
JIeHHbIM Ao cero BpeMeHr{ cepmr{[oM.

tr4s 48 wccneAoBaHHL,Ix IIITaMMoB aBTop npr{TłIłcJIfleT:
K rpyflfle A - 7 IuTaMMoB (I4,70lO, B - 2L IIITaM-
lroe (43,70/o). C - 15 ulTaMMoB (31,20ó) I4 K rpynle
D-5IuTaMMoB(10,4%).

Rzedzicki J. - 
Studies on serological differentiation

of Mycobacterium avium strains isolated in Poland.
II. The analysi5 of antigenic structure of Mycobacte-
rium avium.

The purpose of the work was to determine the
antigenic structure of 45 strains of Mycobacterium
avium isolated in poland frorn the cases of organ
tuberculosis in hens. In addition there were inclu-

1.
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ded thlree strains of M. avium representing three
serological types determined by Schaefer and Marks,
and Jenkins. The examinations were conducted on
the basis of immunoelectrophoresis acc. to Grabar
and Williams with the immune sera produced in
rabbits and cell extra,cts derived by succesive frozing
anld thawing. The rabbits were immurnized with dried
bacterial mass suspended in incomplete Freund's
adjuvant. The investigated strains were divided into
4 serological groups (A, B, C and D) on the basis
of imrrrunoelectropho,retic analysis of the antigernic
ex,bracts and homological and heterological sera. The
reachest antigenic composition there revealed the
strains of A group, wich produced 9 precipitatio,n
lines with the ho,mo ogic sera; the po:rcst composi-

tiorn there sho,wed the strains from D group which
gave only 4 precipitation arcs; the strains included
to the B and C groups produced 6 or 5 precipitation
lines. The findlings were confirmed by the use of the
absorbed specific sera. The strains of M. avium
isolated irn P,olarrd and included to A, B and C groups
showed the analogica1 antigenic structure as the
strai,ns of M. avium T and M. avium II acc. to
Schaefer, arnd M. avium III acc. to Marks and Jen-
kins. The analysis of antigenic sLructure of the
strains inclurded to the group D indicated that the
strairns belonged probably to a new, serological fype.
Out of 48 strains examined 7 strairrs (14.77n) were
included to group A, 2I (43.70ttl) to B group, 15 strains
to C gro,up (31.20io) and 5 strains (10.4%) to D group.

WITOLD GOLNIK, HENRYK PANUFNIK

Instytut chorób zakaźnych i Inwazyjnych
Dyrektol: prof. dT

Choroba Mareka jest schorzeniem wiruso-
wym drcbiu występującym najczęściej u kur-
cząt i kur. Czynnik etiologiczny choroby został
wyizolowany i zidentyfikowany w latach 1967
i 1968 (13, 18). Wirus choroby Mareka nalezy
do grupy wirusów Herpes B i jeśli jest synte-
tyzowany w postaci wirionu niekompletnego
Iub jako genom odznacza się on ścisłym zwią-
zaniem z komórką gospodarza (9, 12, 13, IB, 27,
34, 35). W zakazonym organiźmie ptaka tworzą
się również pełne wiriony posiadające osłonkę
zewnętrzną, głównym choć nie jedynym miej-
scem ich syntezy jest nabłonek brodawek piór
(B, 10, 20, 30). Stałe przyżyciowe złuszczanie się
nabłonka a wtaz z nim plzechodzenie wirusa
do środowiska sprawia, że choroba Mareka roz-
przestrzenia się łatwo i szybko. Wirus syntety-
zowany w skórze jest oporny na działanie czyn-
ników fizyko-chemicznych i moze przeżywac
w śnodowisku zewnętrznyrn pTzez okres od ki]-
ku tygodni do kilku miesięcy (4, 14, 31). We-
dług ostatnich danych doświadczalnych zaka-
żenie wirusem choroby Mareka nie rozprzest-
rzenia się za pośrednictwem jaj (l, |7, 28, 33).
Następuje więc ono po wylęgu, a drogą wnika-
nia wlrusa do organizmu jest przede wszystkim
układ oddechowy (32). Najbardziej wrazliwe na
zakażenie są pisklęta, w miarę wzrostu ptaków
ich podatn,ość na infekcję zmniejsza się (2, 6,
24, 25, 33).

Choroba Mareka atakuje najczęściej kurczęta
i kury lecz lrroże występowac także u innych
gatunków ptaków domowych i wolno żyjących
(3, 16). Jej przebieg warunkowany jest wieloma
czynnikami a za najważniejsze z nich uznaje się
obecnie: zjadliwość wirusa, drogę jego wprowa-
dzenia, wiek ptaków w okresie zakażenia, oraz
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Chorobo Moreko u kurczqł lypu broiler. Diognoslyko kliniczno
i sekcyino

Wydziału Weterynarii AR w Warszawie
A. STRYSZAK

wrażliwość genetyczrrą na proces nowotworowy.
W zalezności od zjadliwości wirusa i częściowo
od pozostałych wyzej wymienionych czynników
choroba Mareka moze przebiegać w formie
ostrej J,ub klasycznej. Ta ostatnia forma choro-
by znana jest od dawna, została ona opisana po
raz pierwszy przez Mareka na Węgrzech w 1907
r. (cyt. za 6). Towarzyszą jej charakterystyczne
objawy k],iniczne w postaci porażeń kończyn
dolnych, skrzydeł i szyi, zmian patologicznych
w tęczówce i źrentcy oka oraz objawy ogólne
będące wyrazem p]]ocesu chorobowego toczące-
go się w narządach wewnętrznych jamy ciała.

Duzo większe znaczerrie w chwili obecnej ma
choroba Mareka przebiegająca ostro. Liczne jej
przypadki u kurcząt w wieku ponizej 10 ty-
godni życia obserwowano już w 1949 r, w Sta-
nach Zjednoczonych Ameryki Północnej (5). Na
terenie Wielkiej Brytani Biggs i wsp. (7),
stwierdzili chorobę Mareka u kurcząt w wieku
od 6 do 12 tygodni zycia, wprowadzając po raz
pierwszy podział na formę ostrą i klasyczną
choroby. Obecnie chorobę Mareka przebiegającą
ostro obserwuje się prawie we wszystkich kra-
jach świata w tym również w Polsce (11, 15).
Występuje ona głó-wnie u kurcząt wywołując
największe straty gospodarcze w okresie między
10 a 20 tygodniem odchowu.

Celem naszej pracy było prześledzenie prze-
biegu choroby w ognisku naturalnego zakaże-
nia, zanotowanie obserwowanych objawów kli-
nicznych, zmian sekcyjnych oraz wykazanie
strat gospodarczych powodowanych chorobą
Mareka.

Obserwacje kliniczne
Obserwacją objęto stado 77240 szt. kurcząt tyPu

broiler (Whtite Rock x Cornish). Ptaki były żywione


