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Klasyfikacja serologiczna gatunku M. avium
od do§¢ dawna wzbudzata zainteresowanie
wielu badaczy. Zagadnieniem tym w ostatnich
latach zajmowali sie miedzy innymi Schaefer
(20, 22), Saito 1 Kubica (19), Anz i Meissner
(1), Stanford i Muser (23), Marks i Jenkins
(11), Zorawski (28). Badania prowadzone naj-
czeSciej w oparciu o odczyn aglutynacji, mialy
na celu ustalenie ilo$ci grup serologicznych
w obrebie gatunku M. avium, badz wykazanie
roznicy w aktywnosci serologicznej miedzy
M. avium a pratkami atypowymi, gltéwnie M.
intracellulare.

Sposréd badan dotyczacych struktury anty-
genowej réznych gatunkéw pratkow kwasoo-
pornych, tylko nieliczne obejmowaly M. avium,.
Z badan tych na podkre§lenie zastuguja prace
Jensen i wsp. (5, 6) oraz Kubina i wsp. (7). Jen-
sen i wsp. (5, 6) w oparciu o odczyn Schultza-
-Dale’a podzielili prgtki kwasooporne na sie-
dem grup serologicznych, stwierdzajac przy
tym istnienie jednej grupy M. avium i jed-
nej grupy ,avium-like”. Najprawdopodob-
niej byly to pratki M. avium i M. intra-
cellulare. Kubin i wsp. (7) wykazali w od-
czynie precypitacji dyfuzyjnej, ze ekstrakty ko-
moérkowe M. avium zawieraja w swoim skladzie
do oémiu frakcji antygenowych. Jednakze au-
torzy ci nie zajmowali sie dokladniej precypi-
tynogenami tego pratka. Przedmiotem badan
tych autoré6w bylo wzajemne pokrewienstwo
M. avium i M. intracellulare i dlatego ograni-
czyli sie oni do analizy frakeji antygenowych
wspolnych dla obu gatunkéw pratkéw.

Obecno$é od 4 do 8 a nawet 9 precypityno-
genéw w wyciggach komoérek M. avium wyka-
zal réwniez Tuboly (25, 26) przy badaniu wza-
jemnego pokrewienstwa miedzy roéznymi ga-
tunkami pratkéw. Przedmiotem badan byly
rowniez precypitynogeny filtratow M. avium
(14). Jednakze wecze$niejsze badania Castelnu-
ovo i wsp. (2) wykazaly malg stabilnos¢ struk-
tury antygenowej filtratéw M. avium, co wska-
zuje, ze badania te nie moga stanowié wystar-
czajacej podstawy do klasyfikacji tych drobno-
ustrojow. ‘

Celem podjetych badan wlasnych bylo okres-
lenie struktury antygenowej M. avium w opar-
ciu o szczepy izolowane na terenie Polski oraz
szczepy wzorcowe reprezentujgce typy serolo-
giczne ustalone vrzez Schaefera oraz Marksa
i Jenkinsa w Wielkiej Brytanii. Poznanie struk-

tury antygenowej szczepéw M. avium wyste-
pujacych w Polsce winno stworzy¢ mozliwose
opracowania skuteczniejszych metod serologi-
cznej diagnostyki gruzlicy, a takze ulatwié¢ roz-
nicowanie pratkéw atypowych izolowanych od
ludzi i zwierzat, okreslanych jako atypowe nie-
fotochromogeny (grupa III).

Material i metody

Szczepy bakteryjne. Do badan uzyto 48
szczepow M. avium. Numery szczepdw oraz zrddia ich
rochodzenia podano w tab. 1. Szczepy uzyte do ba-

7ab 1. JSzczepy Mavium uiyte do badari
Szczep Zrodto pockodzenia
Mavium 1(15769), 2(159/8), Public Health laboralory Service - 68
3715919)
Marvium 7 Inséytutl Welerynaril - Putarmy
M arium I3 (Kirchderg), Instytut Gruzlicy - Warsiawa
16 (Kr-Pt)

Kaledra Higieny Frod Zmiere WSR-Lublin
InsEycul Chorod Zakaznych ( Jnwazynych
WSR - Lublin

Marium 817
Marium 9,10,11,12,1415,18, 19,
20,21,22,23,24,25,26,

.....

34.35,36,37 38,39, 40,
41,42 43,44 45,46, 47,
98,19, 50,57.

dan przechowywano na podlozu Loewensteina w
chtodni w temp. +4°C. Przed uiyciem do badan
szczepy laboratoryjne (nr: 1, 2, 3, 7, 13, 16, 8, 17),
przepasazowano przez kury, ktbére zakazono dozylnie
dawksa 5 mg pratkéw zawieszonych w 0,85% NaCl.
Metody namnazania pratkéw podano w pracy wcze§-
niejszej (18). Mase bakteryjng po 3-krotnym przeptu-
kaniu buforowanym roztworem 0,85% NaCl, w celu
doktadnego odwodnienia przemywano pieciokrotnie w
odstepach kilkugodzinnych acetonem ochtodzonym do
temp. 0°C. Aceton odparowywano w chlodni w temp.
+8°C.

Wyciggi antygenowe, Do badan serologicz-
nych uzyto ekstraktéw komoérkowych, przygotowanych
z poszczegbdlnych szezepdéw M. avium. Odwodniona
acetonem suchg mase pratkéw rozcierano w mozdzie-
rzu i zawieszano w buforowanym roztworze 0,85%
NaCl w ilo$ci 30 mg/ml, a nastepnie poddawano 30-
-krotnemu kolejnemu zamrazaniu w temp. —20°C i
rozmrazaniu w temp. +37°C. Dla dokladniejszej ho-
mogenizacji zawiesine pratkéw wytrzgsano z peret-
kami szklanymi pieciokrotnie przez 10 minut w temp.
+4°C. W przygotowanych zawiesinach oznaczano
ilo§é biatka metoda Lowry (10) a nastepnie drogg od-
powiednich rozcienczen doprowadzano koncentracje
bialtka we wszystkich antygenach do 10 mg/ml anty-
genu,

Surowice odporno$Sciowe. W badaniach
wstepnych wykazano, Ze surowice najbardziej aktyw-
ne w odczynach precypitacji agarowej i immunoelek-
troforezy uzyskuje sie poprzez hiperimmunizacje kro-
likéw zawiesing suchej masy pratkéw w niekomplet-
nym adiuwancie Freundta. Do uodporniania kroélikéw
wysuszone prgtki rozcierano z adiuwantem w stosun-
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ku 30 mg suchej masy pratkéw na 1 ml adiuwantu.
Kroélikom wstrzykiwano zawiesine antygenu rdéwno-
cze$nie domie$niowo i pcdskérnie w ilo$ci po 0,5 ml,
trzykrotnie w odstepach jednego tygodnia. Kroliki
skrwawiano przez punkcje serca. Najwyzsze miana w
odczynie precypitacji uzyskiwano z surowicami pobra-
nymi po 3 tygodniach cd ostatniej iniekcji antyge-
nu. Surowice przechowywano w stanie zliofilizowa-
nym i po rozpuszczeniu ex tempore stosowano do ba-
dan nie dcdajac zadnych $rodkéw konserwujacych
Najbardziej ewidentne reakcje otrzymywano przy
uzyciu surowic nierozcienczonych.

Odczyn precypitacji dyfuzyjnej w zelu agarowym
wykonano wg metody Ouchterlony’ego (15, 16), przy
uzyciu agaru firmy Difco w stezeniu 1,2%. Grubosé
warstwy zelu w ukladach podanych na ryc. 1 wy-
nosita 4 mm. Optymalne odleglo$ci pomiedzy base-
nikami z antygenem i surowicg wynosity 7 mm.

Analize immunoelektroforetyczng wykcnano w zelu
agarowym wg metody Grabara i Williamsa (4). W od-
czynie immunoelektroforezy stosowano agar firmy
Difco w stezeniu 2,0%, przygotowany na buforze we-
ronalowym o pH 82 i sile jonowej 0,1. Grubo$¢ war-
stwy zelu wynosila 4 mm a optymalny czas rozdzialu
1 godz. przy gradiencie napiecia 3—3,5 V/em diugo$ci
szkietka.

Przed rozpoczeciem wilasciwych badan ustalono, ze
optymalny stosunek ilo$ciowy surcwicy do antygenu
w odczynie precypitacji wynosil 0,2 do 0,1, natomiast
w odczynic immunoelektroforezy 0,45 do 0,1. Wyniki
obu odczynéw odczytywano w §wietle przechodzgcym
po 18, 24, 36, 72 i 96 godz. od nastawienia préby.

Odeczyn absorpcji surowic wg Castellaniego. W od-
czynie wysycania surowic postugiwano sie dokladnie
zhomogenizowang suchg masg bakteryjng. Wysycane
surowice po dodaniu antygenu przetrzymywano przez
24 godz. w temp. +4° wstrzasajac kilkakrotnie, a
nastepnie przez 2 godz. w temp. -+37°C wstrzgsajgc
co 15 minut. Wysycenie surowic sprawdzano wstepnie
w odczynie precypitacji pierscieniowej a nastepnie w
odczynie precypitacji w zelu agarowym wobec eks-
traktu szczepu uzytego do wysycania. Za surowice
wysycone uwazano te, ktore w zadnym z odczynow
nie wykazywaly nawet reakeji Sladowych z antyge-
nem uzytym do absorpcji. Surowice tak wysycone by-
ly stosowane w odczynie immunoelektroforezy.

Wyniki

Badania w odczynach precypitacji dyfuzyj-
nej w zelu agarowym i immunoelektrofore-
zy przeprowadzono w dwoéch etapach. Najpierw
wykonano odczyny krzyzowe z 14 szczeparmi
M. avium (3 szczepy reprezentowaly serotypy
M. avium I 1 M. avium II Schaefera, oraz M.
avium III Marksa i Jenkinsa — pozostale 11
szczepow — 10, 13, 14, 16, 18, 20, 30, 32, 35, 39
i 51 wybrano losowo z ogélnej ich liczby — 45).
Wyciggi antygenowe tych szczepéw wstepnie
przebadano w odczynie precypitacji dyfuzyj-
nej. W trakcie badan stwierdzono, ze wyciggi
antygenowe wszystkich szczepéw wytwarzaja
co najmniej 4 linie precypitacyjne (ryc. 1). Wie-
le z tych szczepdéw, poza liniami latwo dajg-
cymi sig zidentyfikowaé¢ (linie I, II, III, IV) wy-
twarzaly kompleksy linii (okoto 3 do 5) poja-
wiajgce sie w tym samym czasie (36—48 go-
dzin), ktoérych nie mozna bylo wyraznie zréz-
nicowaé (ryc. 2). Ze wzgledu na to, ze odczyn
precypitacji agarowej nie pozwalal na dokladng
identyfikacje frakcji antygenowych przy szcze-
pach wytwarzajgcych wiekszg liczbe linii pre-
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Odeczyn precypitacji dyfuzaneJ w zelu agarowym

avium 3 1 30 z surowicami homologicznymi
i w reakcjach Kkrzyzowych.

3s — surowica dla szeczepu nr 3; 30s —surowica dla szczepu

nr 30; 3a — ekstrakt komorkowy szczepu nr 30; 30a — ekstrakt

komdrkowy szezepu nr 39,

Ryc. 1.
szezepow M.

cypitacyjnych, wlasciwg analize struktury an-
tygenowej M. avium oparto na odczynie immu-
noelektroforezy. W odczynie tym uprzednie
rozdzielenie wyciggow antygenowych w polu
elektrycznym wydatnie ulatwialo analize bada-
nych frakeji antygenowych.

Analiza immunoelektroforetyczna wyciagoéw
antygenowych badanych szczepéw wykazala
wystepowanie od 4 do 10 linii precypitacyj-
nych. Linia pierwsza {oznaczona I) poja-

Ryc. 2. Odczyn precypitacji dyfuzyjnej w zelu agarowym
szczepOw M. avium 1 i 30 z surowicg dla, szczepu M. avium 1,
oraz szczepéw M., avium 51 i 30 z surowica dla szczepu
M. avium 51.
la — ekstrakt komorkowy szczepu nr 1; 30a — ekstrakt ko-
morkowy szezepu nr 30: 1s —surowica dla szezepu nr 1;
51s — surowica dla szczepu nr 51: 51a — ekstrakt komorkowy
szezepu nr 51; 30a — ektsrakt komorkowy szczepu nr 30.
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wiala sie najszybciej (po uplywie 8—12 go-
dzin od nastawienia odczynu) 1 jej wie-
ksza czes¢ znajdowala sie po stronie katody.
Cecha charakterystyczng tej linii bylto umiejs-
cowienie blisko basenika z surowicg nawet przy
zwiekszaniu odleglosci miedzy basenami z an-
tygenem ] surowicg. Bardzo wyraznie wystepo-
waly takze linie precypitacyjne II, III i IV
(ryc. 3, 4, 5, i 6). Linie II i IV byly przesuniete

Ryec. 3. Widmo immunoelektroforetyczne ekstraktéw komor-
kowych szczepow M. avium 1 (la) i 30 (30a) wywolane suro-
wicg dla szczepu 1 (1s)

Ryc. 4. Widmo immunoelektroforetyczne ekstraktéw komor-
szezepow M, avium 2 (2a) i 18 (18a) wywolane surowicg dla
dla szezepu 2 (2s).

niemal catkowicie w Kkierunku katody, nato-
miast frakcja antygenowa, odpowiedzialna za
tworzenie linii III, wykazywata tylko nieznacz-
ng ruchliwo$¢ w polu elektrycznym (linia IIT
byla umiejscowiona w zasadzie po obu stro-
nach basenika z antygenem). Linie II, IIT i IV
pojawialy sie po uplywie 18—36 godzin. Znacz-
nie mniej intensywne linie precypitacyjne wy-
twarzaly frakcje V, VI, VII, VIII, IX i X, Czas
pojawiania sie tych linii wahal sie miedzy 36
a 48 godzin od nastawienia odczynu. Kolejnosé
pojawiania sie poszczegdlnych linii precypi-
tacyjnych zostata uwzgledniona przy ich ozna-
czeniu cyframi rzymskimi. Dokladne ulozenie

Ryc. 5. Widmo immunoelektroforetyczne ekstraktéw komor-
kowych szezepdw M. avium 2 (2a) i 3 (3a) wywolane suro-
wicg dla szczepu 2 (2s)

Ryc. 6, Widmo immunoelektroforetyczne ekstraktow komor-
kowych szczepow M. avium 3 (3a) i 30 (30a) wywolane suro-
wicg dla szczepu 3 (3s).

wszystkich linii precypitacyjnych przedstawio-
no na fotografiach immunolektroforegraméw,
za$ ich oznakowanie na schematach (ryc. 3—86).

Analiza immunoelektroforetyczna wyciggdw
antygenowych badanych szczepéw wykonana
z surowicami homologicznymi oraz w odczy-
nach krzyzowych wykazala zréznicowanie tych
szczepOw na cztery grupy serologiczne. Naj-
bogatszy sklad antygenowy wykazywaty szcze-
py grupy A, ktore z surowicami homologicz-
nymi wytwarzaty 10 linii (ryc. 3), najubozsze
natomiast byly szczepy grupy D, ktére z wszy-
stkimi surowicami wytwarzaly jedynie 4 linie
(I, I, IV i V — ryc. 6). Pozostale grupy B i C
tworzyty odpowiednio ¢ i 5 linii precypitacyj-
nych (z surowicami homologicznymi). Spos-
ré6d 14 badanych szczepéw do grupy A zali-
czono 3 (1, 20, 51); do grupy B — 5 (2, 14, 18,
32, 39); do grupy C — 4 (3, 10, 13, 35) oraz do
grupy D — 2 szczepy (30 i 16). Szczegblowe
wyniki analizy immunoelektroforetycznej tych
szczepOw zebrano w tab. 2.
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Tab.2, Rodzase fraket antygenowych séwierdzonych w reakgach krzyzowych w odczyne tmmunoelektroforezy
)
§ Surowtdce
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Najistotniejsze roznice miedzy poszezegdlny- : ey -
mi grupami polegaly na braku okreslonych 8 e
linii precypitacyjnyvch: i tak szczepy grupy B
nie wytwarzaly, nawet z surowicami homolo- W ——
gicznymi, linii V, VII, VIII i X (ryc. 4, 5), w g
grupie C w poréwnaniu do grupy A brak bylo
linii od VI do X (ryc. 6) natomiast wystepowa-
la tutaj linia V ktoérej nie stwierdzano w gru-
pie B. Szczepy grupy D roznily sie od wszyst- e
. » . - L]
kich pozostalych brakiem jednej z podstawo-
wych linii a mianowicie linii IIl, a zawieralty
jedynie linie I, II, IV, V. |
Celem potwierdzenia zaobserwowanych réznic
w strukturze antygenowej badanych szczepéw,
przeprowadzono kontrolne badania z uzyciem
surowic absorbowanych (ryc. 7—10). Do komplet-
nego Wysycenia surowic antygenami homolo- Ryc. 8. Widmo immunoelekiroforetyczne ekstraktow komor-

gicznymi potrzeba bylo uzyé od 50 do 75 mg

-

[ 15x30a |

T
"

Ryec. 7.
wego

Widmo immunoelektroforetyezne ekstraktu komorko-
szczepu M. avium 1 (la) wywolane surowicg dla
szezepu 1 absorbowang szczepermn 30 (1s X 30a).
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kowych szczepow M. avium 3 (3a) i 2 (2a) wywolane suro-
wicg dla szezepu 2 absorbowang szczepem 30 (2s X 30a).

homogenizowanej masy bakteryjnej. Znaczne
roznice iloSciowe obserwowano przy wysyca-
niu surowic grupy A antygenami grupy D oraz
grupy C (2-——3 jednostek absorbcyjnych), nie
mniej jednak mozliwe bylo catkowite wysyce-
nie w odniesieniu do antygenu uzytego do ab-
sorpcji. W obrebie poszczegdélnych grup wyka-
zanych uprzednio w odczynach z surowicami nie-
absorbowanymi stwierdzano calkowite wysyca-
nie surowic, stad tez w tab. 3 podano wyniki od-
czynu immunoelektroforezy jedynie z surowica-
mi absorbowanymi reprezentujacymi poszczegol-
ne grupy z uwzglednieniem wyciggéw antygeno-
wych wszystkich badanych w tej czesci pracy
szczepOow. Jak wynika z tab. 3, odczyn absorp-
cji w zasadzie potwierdzil wykazane uprzednio
roznice antygenowe, wystepujgce w obrehie 14
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70 3. Wyniki odczynu {mmunoeleklroforezy z surowtcamd absorbowanymi
Surowica 1 | Surowica 2 | Surowica 3 | JSurowica 30
Antygeny Szczepy udyte do wysycania
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szezepow M. avium. Zanotowano jedynie, ze
linia X wystepujgca w szczepach grupy A zni- 4 e
kala w czasie absorpcji pomimo, ze szczepy .
0 2 g PRl e
uzywane do wysycania nie wykazaly jej obec- - .
oo = e ——————
nosci.
W drugiej czesci pracy przebadano dalszych ; A
34 szczepOw tego pratka. Badania byly prowa- -~
dzone w odczynie immunoelektiroforezy przy
uzyciu surowic swoistych dla szczepoéw repre- s |
zentujgcych poszezegoélne grupy (w odezynach — !
jednostronnych.) W celg latwiejsze]j 1nterpre,ta— C ez ol
¢ji uzyskiwanych wynikoéw, prowadzono row- |
. - . . /-_-_-"“'N_\\
nolegle badania z surowicami przed i po ab- " !
sorpcji. Laezne wyniki klasyfikacji serologicz- ]
nej badanych szczepéw M. avium w oparciu _ . ] )
Ryc. 10 Widmo immunoelektroforetyczne ekstraktow komor-

o ich strukture antygenows ujeto w tab. 4. Na

Jsx2a |

2a

Ryec. 9. Widmo immunoelektiroforetyczne ekstraktu komorko-
wego szczepu M. avium 30 (30a) wywolane surowica dla
szczepu 3 absorbowang szczepem 2 (3s X 2a).

kowych szczepow M. avium 2 (2a) i 10 (l0a) wywolane suro-

wicg dla szczepu 3 absorbowang szczepem 30 (3s X 30a).
ogoélng liczbe 48 badanych szezepdw, do grupy
A zaliczono 7, co grupy B — 21, do grupy C —
15 i do grupy D — 5 szczepow.

Omdbéwienie wynikdéw

W badaniach wczesniejszych nad antygena-
mi pratkow kwasoopornych wykorzystywany
byl odczyn wiazania dopelniacza (13, 17, 24).
W czynionych ostatnio prébach klasyfikacji
pratkow kwascopornych Marks i Jenkis (11),
Matsui i Kawanishi (12), Saito i Kubica (19),
Schaefer (20, 21) oraz Zoérawski (28) stosowali
odczyn aglutynacyjny. Jednakze odczyny te sg
bardziej przydatne do okreslenia stopnia ak-
tywnosci serologicznej badanych ekstraktow w
przypadku odczynu wigzania dopelniacza lub
zawiesin antygenowych w przypadku odczynu
aglutynaciji.
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Tab 4. Frakge antygenowe szczepow M avium
Stwieradzone wodcrynie ¢ mmunoelestraforery

Frakce antygenowe
JICZ epy ¢ " n lid ¥ v r i 7z X
1 S i il e i i i U el A
20 P I (R I Y BRI (N N N S
5t Fle e r |+l s r]r]*]?
12 | IRCCA T I ) (| A 31 | M X
22 L I LN I N T N I
29 LA S (TR (8 T (S R [
44 Flelr |2l rl+|r]e]r
2 [ ER RS + *
14 I * *
18 P I B I + +
32 Ll || + #
39 EI N I # +
8 o A R (g % +
9 Ea ] 1 14 + i
15 P I I S + *
23 £l | i Sl K + Ld
25 E B I + +
27 FlE|F] A + +
28 L I B I 4 + +
34 Ll (IR S Mk * +
36 L I S + 4
38 |+ F + +
2 L I I + *
95 FlF ]+ |+ + +
6 IR RN E, + +
47 L (1 13 Lo +
99 L e + +
50 i e 1 £
3 e s | +]#
10 + | # + + |+
3 IR ERERE:
35 Ea I I I
7 IS ERENENE
11 P
19 P I I R
21 L I I N
24 el it 2
J1 + |+ L I o
33 + + 1+~ Jie N #
37 P I I I I
41 |+ [+ +]|+
43 RN R R
48 e [ I | e N
3o |7 + 1+
16 + | * +i|+
7 o i + |+
% |+ |+ | F
40 + | + |+

W badaniach pratkéw kwasoopornych od-
czyn aglutynacji nie ma réwiez zastosowania
wowczas gdy szczepy bakteryjne nie dajg jed-
nolitych zawiesin w roztworach wodnych.

Do badan nad okresleniem rodzaju i liczby
serologicznie czynnych skladnikéw antygeno-
wych, najbardziej przydatne okazaly sie odczy-
ny precypitacji dyfuzyjnej i immunoelektrofo-
rezy. Wysoka przydatnos¢ tych odezyndéw sero-
logicznych do analizy skladnikéw antygeno-
wych zawartych w komorce pratkéow kwaso-
opornych wykazali Castelnuove i Morellini (3)
oraz Lind (9). W odczynie precypitacji dyfuzyj-
nej, a szczegbdlnie w odczynie immunoelektro-
forezy mozna wykaza¢ najbardziej pelny obraz
sktadu antygenowego, co pozwala na doklad-
niejsze niz w innych odezynach serologicznych
zroznicowanie badanych ekstraktéw komorko-
wych (7). Stad tez w badaniach wlasnych, w ce-
lu okreslenia stopnia powinowactwa oraz réznic
antygenowych miedzy szczepami M. avium, wy-
korzystano odczyny precypitacji dyfuzyjnej w
zelu agarowym i immunoelektroforezy przy uzy-
ciu surowic nieabsorbowanych oraz surowic ab-
sorbowanych.
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Dla uzyskania od krolikéw surowic aktyw-
nych w odczynach precypitacji dyfuzyjnej w
zelu agarowym i w odczynie immunoelektro-
forezy, wyprébowano rézne metody immuniza-
cji. W badaniach wstepnych wykazano, ze naj-
bardziej przydatne w tych odezynach sg su-
rowice uzyskane drogg réwnoczesnej immuni-
zacji podskornej 1 domie$niowej suchej masy
pratkéow w niekompletnym adjuwancie Freun-
dta. Przy immunizacji dozylnej uzyskiwano na-
tomiast surowice szczegdlnie aktywne w od-
czynach hemaglutynacji posredniej i agluty-
naciji.

Uzycie w badaniach wtasnych ekstraktu an-
tygenowego, uzyskanego przez rozbicie komor-
ki bakteryjnej droga kolejnego zamraZania
i rozmrazania, winno zapewni¢ bardziej zbli-
zony do naturalnego sklad antygenowy bada-
nych wyciggow niz przy zastosowaniu metod
ekstrakcji chemicznej.

Przyjmujac, ze kazda linia precypitacyjna od-
powiada odrebnej frakcji antygenowej, w ba-
daniach wlasnych stwierdzono, ze szczepy M.
avium zawierajag w swoim sktadzie od 4 do 3
komponent antygenowych. Stwierdzona ilosé¢
precypitynogenow jest najbardziej zbieZna
z weczedniejszymi spostrzezeniami Tuboy’ego
(26) oraz Kubina i wsp. (7). Stwierdzenie przez
Linda (8, 9) siedmiu komponent, a przez Zoéraw-
skiego (27) czterech skladnikéw antygenowych
w uktadach precypitacyjnych M. avium wska-
zuje, ze autorzy ci, najprawdopodobniej ze
wzgledu na zbyt malg liczbe badanych szcze-
péw, nie mieli mozliwo$ci poznania pelnego
sktadu antygenowego tego pratka. Przedmio-
tem ich zainteresowan byty badania nad pokre-
wienstwem antygenowym rézinych gatunkow
pratkow, a nie struktura antygenowa M. avium,

W badaniach wlasnych, najbogatszy sklad
antygenowy reprezentowata grupa A, do ktoérej
nalezato 7 szczepow (14, 7%). Grupa ta zawierala
wszystkie komponenty antygenowe od I do IX.
Szczepy najliczniejszej grupy serologicznej,
oznaczonej w tej czes$ci badan jako grupa B,
zawieraty szes¢ skladnikéw antygenowych: I,
I, II1, IV, VI i IX. W sklad tej grupy wchodzi-
lo 21 szczepow, co stanowi 43,7%. Nieco uboz-
szy skiad antygenowy reprezentowala grupa C.
W jej skladzie antygenowym wykazano obec-
no$¢ pieciu komponent antygenowych: I, II,
III, IV i V. Byta to druga pod wzgledem licze-
bnosci grupa serologiczna, zaliczono do niej 15
szczepow — 31,2%. Najubozszg strukture anty-
genowg posiadaly szczepy reprezentujgce naj-
mniej liczebng grupe D. Ekstrakty komoérkowe
szczepOw tej ‘grupy zawieraly w swoim skta-
dzie tylko antygeny I, II, IV i V. Do grupy D
nalezalo 5 szczepow, co stanowi 10,4% wszyst-
kich szczepéw badanych (tab. 4).

Przy okre$laniu skladu antygenowego eks-
traktow komoérkowych badanych szczepow
M. avium uwzgledniano nie tylko ulozenie li-
nii w odczynie immunoelektroforezy dla posz-
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czegbdlnych komponent antygenowych ale glow-
nie wyniki uzyskiwane w odczynie absorpcji su-
rowic (tab. 3, ryc. 7—10). Stad tez frakcji X
ktérg stwierdzono w trzech szczepach grupy A
w cdczynie immunoelektroforezy z surowicami
nieabsorbowanymi nie traktowano jako odreb-
nej komponenty antygenowej, poniewaz nie
mozna bylo wykazaé jej obecnosci po wysyceniu
surowic (ryc. 7, 8).

Wlgczenie do badan szczepdw reprezentuja-
cych serotyp M. avium I i M. avium II Schae-
fera oraz serotyp III Marksa i Jenkinsa i zali-
czenie tych szczepdéw do trzech rdéinych grup
serologicznych (A, B i C) stanowi z jednej stro-
ny potwierdzenie zréznicowania antygenowego
tego gatunku pratkow, z drugiej zas strony
wskazuje na wysokg przydatnosé zastosowa-
nych metod w klasyfikacji serologicznej szcze-
pow M. avium. Uzycie odczynu immunoelek-
troforezy oraz ekstraktow komoérkowych, poz-
wolito réwniez na wykazanie istnienia czwartej
grupy serologicznej. Struktura antygenowa tej
grupy szczepoéw wskazuje wyraznie, ze jest to
najprawodopodobniej nowy typ serologiczny,
rézny od opisanych uprzednio serotypow
M. avium 1. M. avium I1 1 M. qvium 1I1. Szczepy
tej grupy nie zawierajg w swoim skladzie frak-
cji antygenowej IT1, ktéra byta jedng z podsta-
wowych komponent struktury antygenowej po-
zostatych grup pratkéow. Na istnienie tej grupy
serologicznej wskazyvwalyby badania Norli-
na (14) oraz Kubina i wsp. (7). Autorzy ci wyka-
zali, ze precyritynogen e (najprawdopodobnie]j
analogiczny z frakcja III) nie wystepuje w nie-
ktorych szczepach M. avium. Jednakze autorzy
ci, badajac pokrewienstwa miedzygatunkowe, nie
dokonali blizszej analizy antygenow M.avium.

Wnioski

1. W oparciu o metode immunoelektroforezy
wykazano, ze ekstrakty komoérkowe M. avium
uzyskane przez kolejne zamrazanie 1 rozmna-
zanie zawierajg w swoim skladzie od 4 do 9
frakcji antygenowych. Na ich odrebnos¢ wska-
zywaly réwniez wyniki uzyskane przy uzyciu
surowic absorbowanych.

2. Analiza struktury antygenowej przepro-
wadzona przy uzyciu odczynu immunoelektro-
forezy pozwolila na podziatl badanych szczepow
M. avium na cztery grupy serologiczne (A, B,
CiD).

3. Szczepy M. avium wyizolowane w Polsce
zaliczone do grup A, B i C zawieraly analogiczne
frakcje antygenowe jak szczepy reprezentujg-
ce serotypy M. avium I i M. avium II Schae-
fera, oraz M. avium III Marksa i Jenkinsa.

4. Budowa antygenowa szczepéw zaliczo-
nych do grupy D wskazuje, ze stanowig one
najprawdopodobniej nie wyodrebniany dotych-
czas typ serologiczny M. avium.
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Kensuuku E. — VicclemoBaHUA IO CEPOIOTMYECKUM
pasEnuanM eslcrymaromux B Iloabmie mravmos My-
cobacterium avium. II. AHaJaM3Z aHTUTeHHON CTPYK-
Typer M. avium.

VccnepopaumaM noaBepram 45 ILUTaMMOB BbIfeJIeH-
Heix B Iloapuie u3 ciaydaeB TyOepKyjae3a OpPraHOB
Kyp u 3 ob6pas3noBble LITAMMBI COOTBEYAKOIME cepo-
munnaMm no Schaefer u mo Marks pr Jenkis. ITpumenann
MMMYyHO3JIeKTpodopernueckuir Meton mno Grabar u
Williams. DgcTpakTbl KJIETOK NPHUIOTOBJIAJIM IIPU [OO-
MOIIIM 3aMOPOXKMBAHMA U OTMOpaxKuUBauua. VMMMyHHBbIE
CLIBOPOTKM IIOJIOYANM OT KPOJIMKOB, KOTOPLIX WMMY-
HU3UPOBANM CYXOM Maccoit OakTepmii B3BellleHHON B
HEeIIOJHOM amgbloaHTe 110 Freundt’a.

VIMMYHO3JIEKTPOPOPETUIEeCKUM aHaJIM30M aHTUTeHU-
YECKMUX O9KCTPAKTOBR WMCCIEAOBAHHBIX IITAMMOB C TO-
MOJIOTHMUECKNMM CBLIBOBOTKAMM ¥ B IEPeKPecTHbIX pe-
AKIMAX YCTAHOBMIM HaJM4dMe dYeTbIpex cepoJiorudec-
kux rpyan (A, B, C u D). Camywo HoraTyio aHTUTeH-
HYIO0 CTPYKTYPY IIOABMIM LUTAMMbl TPyHOnel A, KOTO-
pble ¢ TOMOJIOTMYECKMMM CLIBOPOTKaMy co3gaBanam 9
NUHMIA; caMpre OemHble — IUTAMMBbI rpynnbel D, obpa-
3YOILME TONLKO 4 NpeluIMTaluMoHHble JuHMM. IItamM-
bt rpynnel B u C co3gaBanum 6 u 5 aumuit. IToayueH-
Hble pPe3yJbTaTh! ObLIM [MOATBEPIKIEHBI METOHOM ab-
COPOUMM CBLIBOPOTOK, Mectunpie mramMmbl M. avium
rpymn A, B y C nOpoABMAM aHAJOTMYIECKYIO aHTH-
TeHHYI0 CTPYKTYDPY KaK oOpas3loBbIe IITaMMbI Cepo-
gormdeckux, Turos M. avium I y M. avium II Schaefer
1 M. avium III Marks n Jenkins, IIramMMbl TPYIIIbI
D ABAAIOTCA IO BCE BEPOATHOCTYM HOBBIM, Heobocod-
JISHHBIM OO Cero BPeMeHM CEDOTMIIOM.

VI3 48 uccnenopaHHBIX LITAMMOB aBTOP MIPUYUCIIACT:
K rpymme A — 7 mrammos (14,7%), B — 21 iuram-
moB (43,7%). C — 15 wrammoB (31,2%) m K rpymie
D — 5 wrammos (10,4%).

Rzedzicki J. — Studies on serological differentiation
of Mycobacterium avium strains isolated in Poland.
II. The analysis of antigenic structure of Mycobacte-
rium avium.

The purpose of the work was to determine the
antigenic structure of 45 strains of Mpycobacterium
avium isolated in Poland from the cases of organ
tuberculosis in hens. In addition there were inclu-
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ded three 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 extracts derived by succesive frozing
and thawing. The rabbits were immunized 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 immunoelectrophoretic analysis of the antigenic
extracts and homological and heterological sera. The
reachest antigenic composition there revealed the
strains of A group, wich produced 9 precipitation
lines with the homologic sera; the po:rest composi-

WITOLD GOLNIK, HENRYK PANUFNIK

tion there showed 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 findings were confirmed by the use of the
absorbed specific sera. The strains of M. avium
isolated in Poland and included to A, B and C groups
showed the analogical antigenic structure as the
strains of M. avium I and M. avium II acc. to
Schaefer, and M. avium III acc. to Marks and Jen-
kins. The analysis of antigenic structure of the
strains included to the group D indicated that the
strains belonged probably to a new, serological type.
Out of 48 strains examined 7 strains (14.7%) were
included to group A, 21 (43.7%) to B group, 15 strains
to C group (31.2%) and 5 strains (10.4%) to D group.

Choroba Mareka u kurczat typu broiler. Diagnostyka kliniczna
i sekcyjna

Instytut Chorob Zakaznych i Inwazyjnych Wydzialu Weterynarii AR w Warszawie
Dyrektor: prof. dr A. STRYSZAK

Choroba Mareka jest schorzeniem wiruso-
wym drobiu wystepujgeym najczesciej u kur-~
czat i kur. Czynnik etiologiczny choroby zostal
wyizolowany i zidentyfikowany w latach 1967
i 1968 (13, 18). Wirus choroby Mareka nalezy
do grupy wiruséw Herpes B i jesli jest synte-
tyzowany w postaci wirionu niekompletnego
lub jako genom odznacza sie on $cistym zwig-
zaniem z komorkg gospodarza (9, 12, 13, 18, 27,
34, 35). W zakazonym organiZzmie ptaka tworzg
sie réwniez pelne wiriony posiadajace ostonke
zZewnetrzng, glownym choé¢ nie jedynym miej-
scem ich syntezy jest nablonek brodawek pior
(8, 10, 20, 30). State przyzyciowe zluszczanie sie
nablonka a wraz z nim przechodzenie wirusa
do $rodowiska sprawia, ze choroba Mareka roz-
przestrzenia sig¢ latwo i szybko. Wirus syntety-
zowany w skoérze jest oporny na dziatanie czyn-
nikéw fizyko-chemicznych i moze przezywac
w Srodowisku zewnetrznym przez okres od kil-
ku tygodni do kilku miesiecy (4, 14, 31). We-
dilug ostatnich danych dos$wiadczalnych zaka-
zenie wirusem choroby Mareka nie rozprzest-
rzenia sig¢ za posrednictwem jaj (1, 17, 28, 33).
Nastepuje wiec ono po wylegu, a drogg wnika-
nia wirusa do organizmu jest przede wszystkim
uklad oddechowy (32). Najbardziej wrazliwe na
zakazenie sa piskleta, w miare wzrostu ptakéw
ich podatno$é na infekcje zmniejsza sie (2, 6,
24, 25, 33).

Choroba Mareka atakuje najczesciej kurczeta
i kury lecz moze wystepowaé takze u innych
gatunkow ptakéw domowych i wolno zyjacych
(3, 16). Jej przebieg warunkowany jest wieloma
czynnikami a za najwazniejsze z nich uznaje sie
obecnie: zjadliwo$¢ wirusa, droge jego wprowa-
dzenia, wiek ptakéw w okresie zakazenia, oraz
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wrazliwos$é genetyczng na proces nowotworowy.
W zaleznosci od zjadliwosci wirusa i cze$ciowo
od pozostalych wyzej wymienionych czynnikéw
choroba Mareka moze przebiega¢ w formie
ostrej lub klasycznej. Ta ostatnia forma choro-
by znana jest od dawna, zostala ona opisana po
raz pierwszy przez Mareka na Wegrzech w 1907
r. (cyt. za 6). Towarzysza jej charakterystyczne
objawy Kkliniczne w postaci porazen konczyn
dolnych, skrzydet i szyi, zmian patologicznych
w teczowce i Zrenicy oka oraz objawy ogdlne
bedace wyrazem procesu chorobowego toczgce-
go sie¢ w narzadach wewnetrznych jamy ciala.

Duzo wigksze znaczenie w chwili obecnej ma
choroba Mareka przebiegajaca ostro. Liczne jej
przypadki u kurczgt w wieku ponizej 10 ty-
godni Zycia obserwowano juz w 1949 r. w Sta-
nach Zjednoczonych Ameryki Polnocnej (5). Na
terenie Wielkiej Brytani Biggs i wsp. (7),
stwierdzili chorobe Mareka u kurczat w wieku
od 6 do 12 tygodni zycia, wprowadzajac po raz
pierwszy podzial na forme ostra i klasyczng
choroby. Obecnie chorobe Mareka przebiegajacy
ostro obserwuje sie prawie we wszystkich kra-
jach $wiata w tym rowniez w Polsce (11, 15).
Wystepuje ona gléwnie u kurczgt wywolujgc
najwieksze straty gospodarcze w okresie miedzy
10 a 20 tygodniem odchowu.

Celem naszej pracy bylo przeSledzenie prze-
biegu choroby w ognisku naturalnego zakaze-
nia, zanotowanie obserwowanych objawow kli-
nicznych, zmian sekcyjnych oraz wykazanie
strat gospodarczych powodowanych chorobg
Mareka.

Obserwacje kliniczne

Obserwacja objeto stado 11240 szt. kurczat typu
broiler (White Rock x Cornish). Ptaki byly zywione



