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'STRATEGIA RUTYNOWYCH IDENTYFIKACJI ATYPOWYCH
MYKOBAKTERII

S. Pattyn

Na sprawe identyfikacji nalezy spojrze¢ z odpowiedniej perspektywy.
Identyfikacja jest czescig taksonomii a poprzedza ja klasyfikacja i usta-
lenie nomenklatury.

ROZWOJ SYSTEMOW KLASYFIKACJI

Klasyfikacja ogoélna: logiczna (Linneusz), filogenetyczna (Darwin)
i liczbowa (Adanson-Sneath).

Tymczasowy podzial prgtkéw: Lester (1937), Runyon (1955). 1955—
—1965 — préby liczbowe (I.W.G.M.T.) analizy lgczen Kklinicznych, eko-
logicznych i epidemiologicznych.

Nomenklatura i miedzynarodowy kod nomenklatury bakterii i wi-
rusow.

Identyfikacja: najbardziej znaczgce cechy charakterystyczne w anali-
zie liczbowej.

Klasyfikacja jest czysto intelektualng czynnoscig, na ktorg sklada sie
grupowanie idei lub przedmiotéw w otoczeniu czlowieka. Na klasyfikacje,
podobnie jak na kazdg tego rodzaju czynnos¢ umystowg, wpltywa do-
$wiadczenie osoby klasyfikujgcej oraz cel jaki jej przyswieca. Twierdzo-
no niejednokrotnie, ze kazda klasyfikacja jest dobra jezeli speinia swoj
cel. Na przyklad ksigzki w bibliotece mozna sklasyfikowac¢ na podstawie
ich koloru, rozmiaréw, autoréw, tytulu itp. Jaki jest cel klasyfikacji
bakterii? Byl czas, ze przy pomocy klasyfikacji starano sie wyrazi¢ isto-
te rzeczy (Arystoteles). Pozniej uwazano, ze odzwierciedla ona istniejacy
w przyrodzie boski porzadek.

Proby oparcia klasyfikacji na ewolucji, zwlaszcza jezeli chodzi o bak-
terie, ktorych skamieliny nie istniejs, nie powiodly sie. Prawdziwym
celem klasyfikacji jest poznanie identycznosci lub podobienstw danej
klasy przedmiotow. W tym celu mikrobiologia postuguje sig kryteriami
morfologicznymi, fizjologicznymi, a nawet kryteriami z zakresu pato-
logii. Na ich podstawie tworzy sie systemy dichotomiczne. Decyzja, ktore
cechy malezy uwaza¢ za pierwszorzedne, a ktore za drugorzedne, jest
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zupelnie subiektywng, a czesto kwestig osobistej opinii tzw. ,,autoryte-
tow”’. Nowoczesna taksonomia stawia sobie bardziej skromne, demokra-
tyczne i racjonalne cele, ktére prowadzag w kierunku tzw. adansonow-
skiej lub liczbowej klasyfikacji.

Metoda ta uwzglednia mozliwie najwiekszg liczbg cech wystepuja-
cych w badanej grupie i na ich podstawie przeprowadza pordéwnania
matematycznymi metodami. Oblicza sie podobienstwo w procentach
i okre$la tzw. ,$rednie organizmy” (Liston i wspolpr. 1965). Zaklada sie,
ze wszystkie cechy sg rownowazne i, ze im lepiej sie je pozna, tym lat-
wiej bedzie mozna opisa¢ genotyp lub fenotyp. W przegladaniu skompli-
kowanych tablic stosuje sie maszyny liczace. Majgc do dyspozycji wy-
niki wielokrotnie powtoérzonych badan w roéznych laboratoriach, mozna
obliczy¢ ich wzorowe odchylenie i statystyczng znamiennos¢. Granice
dzielgce grupy lub gatunki mozna okresli¢ w terminach matematycz-
nych, rozstrzygajgc w ten sposéb wiele istniejgcych dawniej kontro-
wersji.

Kluyver okreslit klasyfikacje jako ,podsumowanie istniejacej wie-
dzy”. Pierwsze proby sklasyfikowania mykobakterii byly oparte na bar-
dzo fragmentarycznej wiedzy o nich. Na przyklad Lester w 1937 r. pro-
ponowala podzial niegruzliczych mykobakterii na trzy grupy: niepigmen-
towanych, pigmentowanych i szybko rosnacych. Po drugiej wojnie Swia-
towej Runyon, niezaleznie od Lester zaproponowal taki sam podzial, do-
laczajgc jeszcze grupe I tj. mykobakterie fotochromogenne. W tym okre-
sie po prostu nie posiadano dostatecznej liczby kryteriow, zeby zZrozni-
cowaé mykobakterie. W latach 1955—1965 wielu autoréw opisato duza
liczbe cech i testéw. (Gordon, 1955, 1957, 1958; Konno, 1956, Bonicke,
1962, Szabo 1963; Wayne 1964; Kippler 1965; Kubica, 1966). W 1968 r.
powstata , Miedzynarodowa Grupa Taksonomii Mykobakterii”, ktora
zorganizowala wiele badan na ten temat, z udzialem ok. 10—12 labora-
toriow w 7 krajach. Wyniki analizowano przy pomocy maszyn liczacych
w oparciu o zasady adansonowskiej klasyfikacji liczbowej. Wyniki do-
tyczace mykobakterii skotochromogennych zostaly juz ogloszone a wy-
niki dotyczace szybko rosngcych mykobakterii s w przygotowaniu do
druku. W toku sg badania nad grupg I i III oraz kontynuowane sg ba-
dania nad szczepami szybko rosngcymi i grupg rhodochrous.

Dotychczasowe badania wykazaly, ze mykobakterie mozna podzieli¢
na grupy, w sklad ktérych wchodzg szczepy o najwyzszym stopniu po-
dobienstwa miedzy soba. Szczepy tworzace grupe skupiaja sig dokota
dawniej znanych i opisanych gatunkow, niekiedy dokota dwoch lub wig-
cej szczepow, ktoérych nazwy w tym wypadku okazujg sie synonimami.

Zaletg takiej klasyfikacji jest obiektywny charakter, gdyz zadnej ce-
chy nie uwaza sie a priori za wezesniejszg od innych. Zdecydowano sie
jedynie na przeprowadzenie badan w ramach grup Runyona. By¢ moze
w wyniku wspoélpracy bedzie mozna w przyszlosci potaczyé wyniki roz-
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nych autoréw i stworzyé mumeryczng klasyfikacje calego rodzaju Myco-
bacterium.

Dotychczas uwazano pigmentacje i szybkos¢ wzrostu za cechy pierw-
szorzedne, a wszystkie inne cechy za drugorzedne. Natomiast cecha
kwasoopornosci” sprawia duzo klopotu gdyz mamy do czynienia z my-
kobakteriami, ktére ,stracily swoja kwasooporno$¢”. Czeste przenoszenie
szczepow z gatunku Mycobacterium do Nocardia i z powrotem jest przy-
kladem tego co sie dzieje gdy usilujemy przypisac wieksze znaczenie jed-
nej cesze a priori. Dalsze badania sg konieczne.

Nomenklatura nie powinna stwarza¢ duzych trudnosci gdyz istnieje
Miedzynarodowy System Nomenklatury Bakterii i Wiruséow, ktorego ja-
sno sprecyzowane zasady i reguly powinny obowigzywaé przy nadawaniu
nazw. Oczywiscie, reguly te w razie.potrzeby mozna zmieniac.

Identyfikacja jest nastepnym problemem. Nalezy sobie najpierw zadac
pytanie jaki jest cel identyfikacji, gdyz istnieja dwie mozliwosci. Z jed-
nej strony, moze nas interesowac taksonomiczna pozycja badanego szcze-
pu. W tym wypadku musimy poznac liczne cechy szczepu i ocenié¢ ilos-
ciowo ogélne podobienstwo do dawniej znanych i opisanych gatunkow
wzglednie grup. Czesciej jednak, celem identyfikacji jest okreSlenie kli-
nicznego znaczenia danego szczepu. Musimy wowcezas tylko rozpoznad,
tj. zidentyfikowaé badany szczep jako nalezacy do znanego i posiadaja-
cego nazwe gatunku, o ktérym wiemy ze jest gatunkiem saprofitycznym,
chorobotwérczym lub potencjalnie chorobotworczym. Jest to bakteriolo-
gia stosowana dla celéw klinicznych i dlatego musi dostarczy¢ klinicy$cie
zadanych informacji jak najszybciej. W tym celu nalezy zna¢ najmniej-
sza liczbe cech wystarczajacych dla rozpoznania gatunku badanego
szczepu.

STRATEGIA IDENTYFIKACJI

Cel: (warunki optymalne) prosty, ekonomiczny i szybki,

— schematy lgczone z kontrolami,

— badania adoptowane do lokalnych mozliwosci,

— testy najbardziej przydatne,

— zastosowanie kliniczne, epidemiologiczne, ekologiczne.

Jezeli postugujemy sie klasyfikacja oparta na matematycznie opraco-
wanych danych, latwo mozemy okresli¢ ktore cechy posiadaja najwieksza
réznicujgcg wartosé i wystarczajaca dla zidentyfikowania nowego szczepu.
Najbardziej odpowiednimi bedg takie cechy, ktéore réznicujg gatunek
w 100%. Dla celéw rutynowej identyfikacji byloby strata czasu i energii
badanie cech, ktore powtarzaja sie (jako dodatnie lub ujemne) w réznych
lub wszystkich gatunkach. Na przyklad wszystkie szybko rosngce szczepy
rozkladaja glukoze wytwarzajac kwas, wigc tej cechy nie nalezy badac.
Jezeli 400 szczepéw gatunkéw A rozkiada jakis weglowodan, a 60%
szczepéw gatunku B, cecha ta réwniez nie nadaje sie dla celéw identyfi-

15 — Atypowe mykobakterie
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kacji. Test hydrolizy Tween i test aktywnosci fosfatazy pratkéw daja
identyczne wyniki, nie muszg wiec by¢ dublowane.

Najpierw nalezy wybra¢ dwie cechy charakterystyczne dla kazdego
gatunku, celem zastosowania ich jako kontroli identyfikacji. Sprzeczny
wynik tych dwoch testéw oznacza, ze nowy szczep nie nalezy do tego
gatunku, albo ze popelniono blgd techniczny w wykonaniu testow (jednvm
z najwazniejszych zadan na przyszlos¢ jest standaryzacja testow). Poza-
dane jest, zeby oba wybrane testy dawaly wynik dodatni gdyz wartos¢
dodatnich wynikéw jest wieksza niz ujemnych.

Czynnikiem wplywajgcym na strategie identyfikacji jest rowniez cha-
rakter laboratorium i jego do$wiadczenie w tej dziedzinie. Niektére labo-
ratoria sg obarczone ustugowa pracg tj. wykrywaniem prgtkow gruzlicy
i badaniem na lekoopornos$¢. Moga one wykorzystaé wyniki oznaczenia
lekoopornosci dla celéw identyfikacji. Natomiast w laboratoriach badaw-
czych i naukowych wigczenie badan lekoopornosci wszystkich szczepow
jest nieoptacalne.

Testow w oznaczeniu ktorych dane laboratorium ma duze do$wiadcze-
nie nie nalezy zmienia¢ na inne. Strategia identyfikacji bedzie zalezala
wiec od przyjetej klasyfikacji, sytuacji lokalnej i doswiadczenia.

W naszym laboratorium stosujemy dwie serie pozywek identyfikujg-
cych, jedna dla szczepdw powoli rosngcych i druga — dla identyfikacji
szczepow szybko rosngcych. Identyfikacji powoli rosngcych szczepow do-
konuje sie na nastepujgcej serii pozywek:

1) jedna probéwka pozywki Loewensteina-Jensena (L-J),

2) jedna probdéwka pozywki L-J zawinieta w czarny papier,

3) jedna probéwka pozywki L-J z 1 mecg/ml INH,

4) jedna probowka pozywki L.-J z 5 mcg/ml INH,

d) jedna probowka pozywki L-J 25%¢ TCH, hydrazyd kwasu tiofen-
-dwu-karboksylowego, Bonicke, 1962),

6) jedna probowka pozywki L-J inkubowana w temp. 42°,

7) jedna probowka pozywki L-J inkubowana w temp. 44,5°,

8) dwie probowki pozywki Scietej w postaci pionowych stupkow (Ke-
stle i wspr. 1967),

9) jedna probéwka pozywki agarowo-oleinowej wg Dubosa (OAA),

10) jedna probowka dla testu na fosfataze (Kappler, 1965) zaszcze-
piona bezposrednio z badanej hodowli, albo dla testu hydrolizy Tween 80,
11) jedna probowka skosnie S$cietej pozywki peptynowo-agarowej za-
wierajacej 0,5 ml 1% roztworu cytrynianu zelazowo amonowego (Szabo
1 wspéipr. 1963).

Wszystkie posiane pozywki z wyjgtkiem 6 i 7, inkubuje sie w temp.
38°; probowke 6 i 7 inkubuje sie w regulowanych lazniach wodnych w
stalej temperaturze, kontrolujgc czesto poziom wody w }aZni.

Wszystkie posiewy przeglada sie raz na tydzien, oprocz 5 dni i 1 raz
po 10 dniach. Z chwilg ukazania sie wzrostu na probowce 1 nalezy zmie-
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ni¢ korki gumowe na korki z ligniny w probéwce 11 2. Trzy dni podznie]
mozna wykona¢ z tymi hodowlami testy na fotoindukcje, niacyne (Konno,
1956) i reduktaze azotanowg (Virtanen, 1960). Probowke 8 napowietrzong
w 11 dniu inkubacji uzywa sie 14 dnia w celu sprawdzenia aktywnosci
katalazy w temp. pokojowej oraz po ogrzaniu do temp. 68° przez 20 mi-
nut (Kubica i wspoétpr. 1966). Ocene wynikow tej serii posiewow przed-
stawiono w tabeli 1.

IDENTYFIKACJA SZYBKO ROSNACYCH MYKOBAKTERII

Szczepy szybko rosngce, lub rozpoznane na podstawie obserwacji pro-
boéwki 11 w pierwszej serii, posiewa sie na nastepujgcg seri¢ pozywek:

1) ptytka z pozywka oleinowo-agarowg Dubosa (OAA),

2) plytka z pozywkg McConkeya,

3) plytka pozywki agarowej z maczkg kukurydziang (CMA) — Jones
wspoélpr. 1965,

4) probowka pozywki L-J inkubowana w temp. 37°,

5) probowka pozywki L-J zawinigeta w czarny papier 37°,

6) probowka pozywki L-J inkubowana w temp. 42°,

7) probowka pozywki L-J inkubowana w temp. 44,5°,

8) probéwka pozywki L-J z dodatkiem 5% NaCl,

9) probowka pozywki zawierajgcej: fruktoze na zakwaszenie,

10) probéwka pozywki z mannitolem réwniez na zakwaszenie,

11) probdéwka pozywki dla zbadania asymilacji cytrynianu,

12) probéwka pozywki agarowo-peptonowej do ktérej dodano 0,5 ml
1%/0 roztworu cytrynianu zelazowo-amonowego.

Pozywki 9—12 opisala Gordon i wspotpr. (1957, 1959). Probowki 1—5
inkubuje sie w temp. 37°. Fotoindukcje bada sie na probéwkach 4 i 5.
Probowki 8—13 inkubuje sie w temp. 28°. Wyniki odczytuje si¢ po ty-
godniu lub w odstepach cotygodniowych przez 1 miesigc (probowki 9—11).
Tabele 2 i 3 przedstawiaja spos6b oceny wynikéw i identyfikacji gatunku
mykobakterii. ) '

KLINICZNA OCENA WYNIKU

A. GATUNKI SAPROFITYCZNE

M. flavescens (= M. acapulsensis), M. thermostabile, M. aurum, M.
gastri, M. terrae (= M. nonchromogenicum), M. novum, M. triviale, grupa
»Radish”, M. diernhoferi, M. smegmatis (= M. butyricum), M. lacticola,
M. phlei, M. vaccae (= M. parafortuitum), wiekszos¢ szczepow M. gordo-
nae (= M. aquae), M. kansasii (wysoka katalaza).

15%
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Tabela 2
Pratki szybko rosnace
Mykobakterie OAA CMA McC Pigment
S M. fortuitum } SmF Smf Rf Smf Rf —_
S M. pelegrinum SmF Smf Rf Smf Rf —_—
§ M. abscessus } R/SmSa R/SmSa + —_—
=X M. borstelense R/SmSa R/— — —_
S M smegmatis R/arb R/arb —/+ Lgt foto
—/bezowy
M. phlei R R s —
M. vaccae SmKt/Rt SmKt/Rt — foto
pomaranczowy
M. diernhoferi Sm G Sm G —_ —_
M. marinum R/SmK R/SmK — foto zolty
37 42 45 52 NaCl| Fr Suc Mol GCitr | Nitr Niac |FeNHs _TH
Citr 5j 10j
+ + - = 4+ |+ = = o+ |+ =+ \
+ - - = + |+ = 4+ 4+ |+ =+ \
+ - — —_ + —_ —_ —_ —_ — —_ — —_ —_
+ = = = = = = = 4| = =t = - =
+ + o+ = o+ |+ = o+ o+ |+ = |+ 4+
+ + + o o} + — . o + —_— + + +
+ + = — 4+ |+ o+ 4+ o+ =+ =+ |+ o+
+ - = - = |+ = 4+ =+ =+ |+ +
- - = = —/+| = = = = = = | =+ +
Tabela 3

Szybko rosnace pratki M. marinum, dajace wzrost na podiozu z peptonem i na podlozu agarowym

chelonei ranae '
marinum smegm. phlei diernh. vaccae
abscessus | borstel. fort. l pereg.
FeNH, citr +
FeNH, citr — Fructose +
Fructose — sucrose —
sucrose
McC + McC — +
foto + | TH— | TH— 45°— | 45° + | 45° + | 45°—
TH + | McC + | McC — McC +| McC |NaCl— | NaCl +
33 37° | NaCl + | NaCl — | CMA:Smf Rf + /— R SmG poma-
40° + 40° — R arb 522 + raiiczo-
2+ | 22— N foro wy foto
Mtol — | Mtol +
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B. GATUNKI CHOROBOTWORCZE I POTENCJALNIE CHOROBOTWORCZE

M. tuberculosis, M. bovis, M. microti, M. ulcerans, M. kansasii (w ptu-
cach, gruczolach limfatycznych, skoérze), M. scrofulaceum (= M. maria-
num), M. paraffinicum, M. gordonae (rzadko), M. avium (=M. brunense),
M. intracellulare (Battey bacilli), M. xenopei (rzadko), M. marinum (= M.
balnei), M. platypoecilus, M. ranae (= M. fortuitum), M. minetti, M. sal-
moniphilum, M. giae, M. chelonei (= abscessus), M. borstelense, M. runy-
onii.

Klinicznie mozna wyrézni¢ cztery rodzaje zakazen przez atypowe my-
kobakterie:

a) zmiany skorne i ropnie: M. marinum, M. ulcerans, M. ranae, M.
chelonei, M. kansasii (rzadko), M. scrofulaceum (rzadko), M. avium (bar-
dzo rzadko),

b) zapalenie wezléw limfatycznych szyjnych: M. scrofulaceum, M.
kansasii, M. avium, M. intracellulare, M. ranae,

c) schorzenia ptuc: M. kansasii, M. avium, M. intracellulare oraz M.
ranae, M. xenopei, M. scrofulaceum i M. gordonae (bardzo rzadko),

d) uogodlnione zakazenia (u chorych w stanach immunosupresji):
M. scrofulaceum, M. intracellulare, M. ranae.

Zakazenia drég moczowych przez atypowe mykobakterie dotychczas
nie stwierdzono.

S. Pattyn
STRATEGY OF ROUTINE INDENTIFICATION OF ATYPICAL MYCOBACTERIA

Summary

Greatly as a result of the activities of the International Working Group on
Mycobacterial Taxonomy, some agreement between different laboratories has been
reached on species identity and identification among atypical mycobacteria.

Reference laboratories receiving unknown strains are thus faced with the
problem of setting up rational identification schemes. Such identification schemes
should be as simple (and inexpensive) as possible, and their results as precise as
possible.

For this reason it is necessary to use a battery of tests which are able to
precise those characters that are “necessary and sufficient” to identify the diffe-
rent mycobacterial species, furthermore the procedure should be adapted to the
working circumstances of each laboratory.

The procedure should include positive as well as negative characters and
through the use of at least two characters for the identification of one species,
controls are inbuilt in the identification scheme. This basic philosophy will be
illustrated with the identification schemes in use in our own laboratory and the
results of identifications performed with it.

The practical clinical importance of species identification resides in the possi-
bility to precise the clinical importance of an isolate. Since the known mycobacte-
rial species can be classified into 3 groups of: pathogens, saprophytes and patho-
genic species, identification of mycobacterial species is now fullfilling its practical
purpose better than some years ago.



