
Nr9 MED YCYNA WETERYNARYJNA Rok XXIV

JERZY P"ZEDZICKI

Właściwości seroanfygenowe somatycznych wyciągow
wielocukrowych Mycobacterium avium,

Cz, l, Aktywnośc w odczynie hemaglutynacji biernej (HAb)
za kła d clr orób,3:T;[ :Ji":i: Y":iTi:;XsR W Lublinie

Wprowadzenie do serodiagnostyki gruźIicy
odcz5łnu hemaglutynacji biernej (28) oraz uży-
cie j,ako anĘgenu uczulającego krwinki wielo-
cukrów (15) spowodowało zwiększenie zainte-
resOwałla badaczy frakcjarni polisacharydo-
wymi tuberkuliny i ekstraktów kornórk,o-
wych.

Middlebrook (27) wyodrębnił z tuberkuliny
frakcję, która zawierała 0,30/o azotu i mniej
niż tOlo białka, Frakcja ta silnie uczulała
krwi,nki w odczynie HAb nawet w stosunkow,o
niskich stężenia,ch 5 X 10-8 do 1X tO-g. Za
charakterem wielo,cuknowyrrr tej frakcji prze-
mawiał Iakt, że dol<ładnie oczyszczona adsor-
bowała się na krwinkach zwykŁych, a nie
adsorbowała się na krwinkach taninowanych
(adsorbujących antygeny białkowe - 2).

B,oyden i Sorkin (3) badając p,rzesącze ho-
dowli M. tubercul.osżs na obecność czynnika
uczulającego kru,inki wyizolo,wali dwie sub-
starrcje. Te,rrrrostabilną autorzy okre ślili jako
hemosensytynę alfa, termolabilną jako hemo-
sensyĘnę beta.

Dla ustalerria właściwości seroantygen,owych
prątków kwasoopornych większe znaczenie
mają badania nad ich antygenami komórko-
wymi. Thurston i wsp. (40, 41) wykazali wyż-
szą swoistość w odczynie zaha,mowania HAb
antygenów som,atycznych,niż cdpo,wiednich
tuberkulin. Caste]nuovo i wsp. (?) badając
ekstrakty prątkow kwasooporny,ch uzyskane
z hodowli o rożnym wieku oraz filtraty tych
hodowli, stwierdzili, że antygeny ekstraktów
i filtnatów są w zasad,zie identyczne, przy
czym licz a antygenów w ekstraktach była
stała bez względu lna wiek hcdowli, natomiast
liczba antygenów w filtratach ibyła zmienna.
Autorzy ci w o,parciu o spostrzeżenia własne
oraz in,nych badaczy (32) dochodzą d.o wn_os-
ku, że badania antyge,nów prątków gruźIicy
powinny być przeprowadzane przy użyciu ek-
straktów, a nie filtratów hodowli.

Aspektem pralktycznym badań na,d wielo-
cukrami prątków kwaso,opornych jest zagad-
nierrrie przydatności tych frakcji antyge,nowych
w diagnostyce ser,ologicznej gruźlicy u ludzi
i zwierząt, Burtin i Kourilsky (6) wyrazili
pogląd, że w rea,kcjach serologicz,nych przy
gruźlicy zasadniczą rolę odgrywają frakcje
wielocukrowe natomiast frakcie białkowe są
mniej przyda,t,ne do tych celów. Foldes (9)
w oparc:u o odczyn HAb wykazał, że aktyw-
ność sero]ogiczna ekstraktów prątkóiv krvaso-
op,ornych jest wprost proporcjorralna do ilości
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polisacharydów. Znaczen.je wielocllkrórv jako
czynnika akĘwnego w cdczynach serologicz-
nych jest związane z rolą grup wielocukro-
wych w antygenie. Grupy wie,Iocukrowe
warunkują swoistość antygenu oraz swcistość
reakcji antygen - p,rzeciwciało (39).

NIateriał i metody
Do Ladań użyto 3 szczepy Mpcobectcrźum ctuźum*)

(Kirchberg, Kr-Pt, VII), 1 sz,czep M. tuberculosżs
(H37Rv), 1 szczep M, bouis (An5), 1 szczep M, phleż
oraz 3 szczepy M. smegn,Latls (IG, M. rabinoużtschi,
M, frźburgensźs) +*).

Szczepy ,przechov",1,ił,ano w temp. t4oC na podłożt_t
Loevenstein,a.

1.Namnażanie szczepór,v bakteryj-
nych,

Prątki namnażano na podłożu Soutona w temp.
37-39"C. M. tuberculosis i Nl . bouis inkubowanc
przez B tyg,, M, alium prz-ez 4 tyg., a prątki sa-
pro.fityczne p,:cz 1 tyi-lzicri.

2.0dtłuszczanie rnasy bakteryjnej.
Osad prą.ków po odwirowaniu i kilkal<rotnym

przelpłukaniu pł. fizjo1. i ochłodzolrym a"^etonern
su,szono w temp. 4 joC. Wl,suszonŁ} ma9ę ekstraho-
wano ,w aparacie Soxhleta w temp. 35'C kołejno
mieszaniną alkoholu i eterrr (aa;, chioroformem i
mieszaniną alkoholu i eteru z dodatkiem lrh slęż.
HCl. Przygotowaną r,v ten sposób masę balrteryjną
r-rżyto do sporządzania wyciągółv antygenowych.

3. Otr7,ymy wanie w_vciągór,v ant5,ge,
norvych.

a) Dezintegraty ultradź-więkorvo gotowane otrzy-
,mywano li, c-parci,-r o technikę pcdaną prz:z Togu-
nolvą i wsp. (42). Odtłuszczoną masę bakteryjną za-
wieszano w płynie lizjologicznym (30 mgiml, homo-
genizowano, a następnie podda,wano działa"niu ultra-
dźwięków w ciągu I gldz. prz7, częstotliwości 2,0
I\|IHz. Po odwiro,"vaniu (16 tl,s. obr'min przez 15
rnin,) płyn z nad o:aCu ogfze,l"7ano przy 100'C przcz
7 godz. i ponołr,nie r,virowano (6 tys. obri'miln. prz, z
15 min.), Kiarowny plyn uŻl\vano do badań.

b) Wyciągi fornla.-nidlwę 1-.-g Ftrllcra. O.-ir.ł;szczc-
ne prątki rcl,zcierano z forrr,a.;nide,rn (0,2 nl} fcrma-
midu na 3C rng prątlrórł,). Eksl,rekcję przeprolvadzo_
no wg techniki podaeej pize.: l,T:kll.]aszka (29).

c) Wyciągi feno],owe otri:,yrr;,v",ano wg skrćlconei
metody Westphala i u,sp. (43).

d) Dezintegraty ultradżvliękcrvc trypsynowane
sporządzano ,metodą Burtina i Kor_rrihky'ego z tyrn,
że działanie tr.vpsyrly Łancrvano narycoinym Iozt\^,,o-
rem vlqglanu sodu przez allial_z:,cję do pIJ 12,0.

e) Wyciągi kwasorł,e wg Lancefield. Odiirszczloną
masę bakteryjną za-i.z eszono w 1l2a n j:ICl (30
mg/ml) i ekstrahowarro -wicloct-tkier ulg teci riki po-
danej przez Mikulaszka (29)

f) Surowice odpcrnościolve uzl,skiwauo przez pod-
skórnc lvstrzykiw-anie królikora (z przelwami 1 t:,g l
*) NomenklatUra prątkólv lv.j j']rc.da i wsp. (J) ()r3Z li,Jf,-pińskiego (17).
1+) szczepy otrzylnano Z vyzkuirljy Ustav VeiC]rilrarIi]lO

Lekarstvi Brn() - csSR, ZakladU ]vli]<robiolog_ii I,]:rtytu:ii
Gruźlicy w warszawic, Instyttltu we1 .r],narii W PillalVJch,
Katedry lligieny Pro(]ul.tó\^, ZWiciżqcj, ]]] WS1l w l,ttlliniC
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zawicsiny odtłuszczonych prątków w ołeju parafi-
ncrł/),lTl (50 mg/6l) i iniekcie dożylne zawiesiny od-
tłuszczcn},ch prątkóu, v,t płynie fizjologicznym.

g) Suro."l"tice ktlrze pcchodziły od 3 kur zakażonych
grrtźlicą slztucz,nic oraz od 7 kur zakażonych w wa-
runkach naturalnych. Gruźlicę u ty,ch ostatnich po-
tr,vierdzcno łra:laniem sekcyjnym, mikro,skopowym i
hodowJanym.

h) Odczyn lremaglutynacji biernej (HAb) wykony-
wano wg 1echniki podanej przez Heina (11). Krwinki
tlnino.,"rano metodą opisaną przez Boydena (2).

i) Arralize statystyczil-1ą wyników oCczvnu HAb z
suroulicami krrrzymi w,vkonano prz,y pomocy testu
chi kr,ł,adrat podając równocześnie prawdopodobień-
stwc,,F" zaistnienja zacbserwowanych różnic rł,
drodzc przypaCkr-r, P<0,05 różnice istotne, P<0,01
różrnice wysoce is,to,tne, 0,05<P<0,10 różnice niemal
isto,1ne, P)0,1 różnice Io,sorve.

Wyniki*)
1. Odczyn hemaglutynacji biernej z s,urowicami

krółików, Dezintegraty ultradźwiękowe gotowane
(wyciągi DUG)

,Szczepy M. auiu,nl VII i Kr-Pt reagowały z suro-
wicami rł,lasn},mi i hete,rologicznymi do miana 1:320,
szczep Kirchberg 1:640. M. tuberculosźs dawał do-
datnie odczyny lv mianach od 1:160 do 1:320, a
M. bouis u, mianach od 1:80 do 1:160. Z prątków
krvasoopornych saprofitycznych najbardziei aktywny
był M. rabźnolsźtschź, który reagował od 1:B0 do
i:160. Wyniki tych odczynów przedstawia schemat 1.

Jche mąl l 
^r'"*.':",,::-",:",;:,i:,,i::":::::;:,:'ł!ł:;,::;11i7,,711;;","

6 n arun l !,c,.P Kllchbery a Hfub..Eulo!6"Ą]łl' a n tabjfu,lśh.R'
2 ,, kl ft Q ilbols.Aar' a1,/.lb!/9?ail.F'
3 ') yll g n Phlel .ph' W H,rne?Dab! J6.s'

V/yciągi forrnamidowe lvg Fullera (""vyciągi F).
Szczepy M. aużunl reagorvały rl,l mianie 1:1280 i w

mianie I:640. M. tubcrculosis i M. bouis wykazywa-
ły pozytywną rea,kcję do miana !:320 z każdą sł.rro-
wicą. Z prątków saprcfi|5,g7rrych naia.ktyvmiejszym
był wyciąg F M. pltleż, tylko nieznacznie słabiej re-
ago-uvał I|I. rabźnouitsclrż (schemat 2).

s.heńo! 2 Aklyą,órc acró/o9l.żha *qrąg.fu fo.aanldó*q.h *q l,u//e.a
1,olJkó* fl adcrfnle h.ż,o9/u/o./| brc.a.J

Wyciągi fe,nolowe wg We]s,tphala (wyciągi W).
trV przypadku szczepów M, auium stwierdzono dwu-

krotnie pozytywny wynik odczynu do miana l : 640
(szczcp-Kr-Pt z surowicą własną i z surowią dla
szczepu K,irchberg). Miana pozostałych re,akc ji wa-
hały się o,d 1:160 do 1:320, pTzy czym re,akcje ze
szczepem VII były najsłabsze, Szczep M. tubercu-
losis reagował w ,mianie I,. 320 oraz w miarrie 1:160.
M. boożs poza mianem 1:320 wyka,zywał również
miano tylko 1:40. Z prątków saprofitycznych naj-
silniejsze reakcje wysiąpiły w przypaCku M. phlei
(miano 1:320). Wyniki przedstawia schemat 3.

A k lq fu hó 5 ( l P ro ]a ą,c., Ąa 
^ !.. q qo d r"ąo /o wc c 

^ ^-a 
fu? 5 l p 

^d 
/d

§ęlęłat 3 ^P?dqJ,łnórJ óPlóel

puo!nRntąJ6k ł lchemdC,e 1

Wyciągi kwasowe wg Lancefield,
Krwinki po,ddane olpłaszczaniu wyciągami kwaso-

wymi nie ulegały zlep,i,aniu pod wpływem surowic
królików hyperimmu,nizowanych.

Dezintegraty uLtradźwięklorvve trypsynowane,
Krwinki opłaszczone tymi wyciągami były zlepiatre

przez surowice królików zarówno przed jak i po
hyperimmunizac ji, c,o wskazywało na nicsrrvoistość
odczynu.

Wpływ tarninowania krwirrek na wysokość rniana
HAb.

Taninowanie krwinek powodowało równolegie pod-
wyźszenie miana o jedno lub dwa rozcieńczenia za-
równo w odczynach właściwych (krwinki ucz,ulonet
sur, dodatnia) jak też w odczynach kontrolnych
(krr,vinki nieuczu1o,nełsurowica dodatnia).

2. Odczyn hernaglutynacji biernej z surowica,rni

w odczynie HAb z ,surowicarni kur
z wyciągarni DUG i wyciągami F
statystycznyrn przedstawia sche-

wyników i dyskusja
Zairrtere,sowanie badaczy wiclocukrami prąt-

ków kwasooponnych jest niewątpliwie zw,^ą-
Zane z właŚciwoŚciami S\M,oistego reagowan'a
tych elementóqM komórki bakteryinej w odczy-
nach serologicznych. W nozp,oznawaniu gruź-
licy ważną rolę odgrywa oCczyn hernagiut;,-
nacji biernej. W€ Bracco i wsp. (cyt. za
14\ może on być oTzystany nie tylko do
wykrywania zakażeń ale także do oceny sto,p
nia o,dporności humoralnej ustrojów z,akażo-
nych. ŚIopek (39) uważa, że o,dczyn HAb jest
5-20 r?zy czulszy niż odczyn aglutynacyjnv,
Prace badawcze dotyczące zachow,ania s]ę tego
odczvnu u ludzi są ;baldzo liczne (2, 3, 8, 18.
2I, 24,25,26,35, 4I, 46). Zagadnienie to było
ró,w,nież olpnacowy\Mane u bydła (10, 11, 13, 19,
20, 23, 33, 34, 36), a także u psów (31, 37).
Nato,miast tylkc nieliczni badacz-. zajmowali
się odczyrrem HAb u ptaków (13, 38, 45) cho-
ciaż u drobiu, w odróżnieniu od ludzi oraz

kur gruźliczych.
Wysokość mian

gruźIiczych oraz
w opracowaniu
rnat 4.

omówienie

1 28a

640

*) .W Ccltl barrlzicj Syntetyczncgo Lljęcia wynilróW badańo(]czyntl HAb zaSltlSoWantl w tekście sl<róty myślorve:
,,szczop N,. reago\Ą,ai z stlrowicą .,.'' ZamiaSt ,,krwinki opłasz-czone wycjągicm a]]ty3eno\^/ym Szczepu N.., były ZlepianeprzeZ Surowicę,..".
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.,K' .K; ,lll".H' .A" ,Ph' ,R' .§n" .F.

,K'- nażlun śż.2.p {r.hóe.g .H.- Ę.lubercu/o,x,Ą/Rl. ,R.- ą.aóih;9ilschi

,Kr'- Hanun !2cżep (..P. ,A'- il hrlś lAr5. ,shlH ińegnall! Ja

,ql'- n-afun rzcz.P yl 
,Ph'. ą plte, .F'- il fnóuryPhsl,

zwierząt ssących, proba tuberkulinowa ma sto-
sunkowo małą wartość diagnostyczną (13, 16,
22, 30). Najprawdopodobniej było to spowo-
dowane tyrm, że dot;rchczas nie został.y bliżej
okreś'Ione właściwości seroantygenowe wielo-
cukrów M. auium. Hristoforov i Sivoski (13)
wykazali w komór,ce M. aużurn (analogicznie
jak w kcymórce M. tuberculosżs i M. bouis)
obecność aktywnych w odczynie HAb wielo-
cukrów, brak jednak danych porówna\,ycąIch
rrad antygenami wiełocukrowymi M. auium
sp,orządzornyrni w§ różnych metod. Z obser-
wacji So,rkina i Boyderra (47) wiadom,o, że
różne wyciągi wielocukrowe prątków cechuje
niejednakowa zdolność uczulania krwinek.

W badania,ch własnych starano się ustalić
aktywnośó w ,odozyrrie HAb pięiu różnych
wyciągów sporządzonych z oCtłuszczonych ko-
mórek M. auźum; dwa z tych wyciągów uzys-
kano za pomocą metod fizykal,1rych, a trzy po-
zostałe drogą chemicznej ekstrakcji wielo-
cukrów. Celem ustalenia s,topnia swoistośc!
wy,ciągów M. auium wyko,nano badania po-
róvlrnawcze z wyciągami prątków patogennych
heterologicznych oraz kilku prątków saprofi-
tyezny,ch.

W że wy-
ciągi ą krwi-
nek ują nie-
swoiście i w związku z tyrn nie prowadzono
z tymi wyc,iągami dalszych badań. Stwierdzo-
no natomiast, że każdy z pozos,tałych wycią-
gów (wyciągi DUG, F i W) posiada zdolność
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swoistego uczulalnia krwi,rrek w odczynie HAb.
Najbardziej aktywne okazały się przy tym
rł,yciągi formamid,owe M. auż,um (schernat 2).
Wyciągi DUG uczu]ały krwinki silniej ,niż wy-
ciągi fenolio|we, a słabie i niż wy ciągi f orma-
midowe (schemat 1). Najniższa aktywność ce-
chowała wyciągi fenolowe (schemat 3). Na
ogół wyciągi M. autum (glowrrie DUG i F)
przewy ższały aktywnością anatrogiczne wyciągi
prątków heterologicznych, aczkolwiek w sze-
regu prób te ostatnie wykazywały mian,a zbli-
żane (a w przypadku wyciągów fenolowy,gh
nawet wyższe) do mian uzyskiw,anvch z nie-
którymi szczeparnt M, auium. WyŚtępowanie
pozytywnych reaikcji krzyżowych porniędzv
surowicami snvoistymi dla M. auium, a wycią-
eami prątków hetórotogicznych przemawia za
istnieniem wspólnych arrtygenów wielc,cukro-

tural,rrie zakażorrych kur. Nie można bowiem
wykluczyć możliwości, że ,pojawiarrie się w

k,ow
iawi
ciał
imm
n_y_ch_ nie pobudzają wytwarza,nia przeciweiał.
Wiadomo, że u oso,bników naturalnie zakażo-

prątków w tkankaich do krwi przenika tylko
niewielka ilość a,ntygenu niew;rstarczająca do
wytworzenia przeciwciał (35). Z tych to
po\^/odÓw konieczne było przeprowadzenie ba-
dań z surowicami kur gruźliczych.

Do badań z surowicami kurzyrni zastosowa-
no tylko te wyciągi antygenowe, które z śu-
rowicami hyperimmunizolvan]z,mi króli ków wy-
kazały największą aktywn,ośó (wyciągi DUG
oraz wyciąg F). Wvniki ty
schemat 4. Na ogół wyłciąg
wały w wyższych mianac
wyciągi prątków hete,rologicznycll. Jednakże
w s,zeregu przypadków te os,tatlnie wykazały
reakcje dodatnie w takim samym lub nawet
wyższym mia,nie niż wyciągi M, auium. Przy-
puszczalnie reakcje te były związane z zaka-
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żeniami mieszanymi. Zakażenia takie u kur
stwierdził Bojarski (1).

w celu ustaleinia stop,nia swo;stości odczynu
H.Lb z wyciągami M. auium, przeprowadzono
oblicze,nia statystyczne w op3rciu o wys:kŃć
mian w o,dczynie HAb, będące wskaźnikiem
zdolnoŚci uczulania krwinek przez poszcze,gól-
ne wyciągi antyge nowe. Wyodrębniorrrc w
obrębie uzyskanych wyników badań trzy gru-
py: 1) o mianach najwyższych, 2) o mianach
pośredrrich i 3) o mianach najniższych. Róż-
nice wysokości mian porniędzy poszczegóI-
nymi grup,ami okazały się statystycznie zna-
mienne (schemat 4). Charakterystycznym było,
że w grupie pierwsze j z,nalazły się wszystkie
s7,czepy M. auium (wyciągi DUG i wyciągi F),
a ponadto jedynie wyciag F M, rabżnoużtschi.
Ten ostatni obo,k reakcji w mia;nach wysokich
dawał reakcje w mia,nach b,ardzo niskich ja-
kich nie s,twierdzon,o z wyciągami F M. quium.

Wykazanie przy pomo,cy rachunku statys-
tycznego dość dużej akty,wn,ości wyciągów
DUG oraz wyciągów F M. a.uium w odczynie
HAb z surowicami kur gruźIiczych, wskaz,uje
na możliwość wykorzystania tych wyciągou,
w sero,diagnostyce gtuźIicy drobiu. Niezbędne
są jednak dalsze badania dla wyjaśnienia
stopnia swo:stości cdczvnu HAb z wyciągami
M. auźum w przypa,dkach zakażeń prątkami

heterologicznymi lub atvpowymi. Z uwagi na
to, że surolwice kurze reagowały z badanymi
wyciągami dcść nieregularnie należałoby przy
sporządzaniu wyciągów do celów diagnostycz-
nych używać nie jednego lecz kilku szczepów
M, au;um.

Wnioski
1. Odtłuszczone komorki M. aui,um zawiera-

ją frakcje antyge n,cwe wykazujące zdolność
adsorbcwania się na krwinka,ch i re,agowania
w odczynie HAb z surowi,ca,mi uodpornionych
M, a.ulum, królików oraz kur grużIiczych.

2. Wyciągi antygernowe prątkórv odtłusz-
czonych sporządzo,ne wg różnych metod
ce,chuje niejednakowa aktywność w odczynie
HAb, przy czym szczegóInie aktywne były
wyciągi formamidowe.

3.Dezintegraty ultradźwiękowe gotowane
i wyciągi formamidowe uzyskane z M. aużuln
wykazały w od,czynie HAb z s,urowicami kur
gruźIiczych wyższą (statystyczn,ie znamienną)
akĘwność niż analogiczirre wyciągi M. tuber-
culosżs, M. bouis, M. phlel,, M. smegmatls IG,
M. Jriburgensts, a częściowo także M. rqbino-
xitschi.

Piśmiennictwo w iiczbie 47 pozycli u autora,

Adres autora: dr Jerzy Rzedzicki, Lublin, u], Akademic-
ka 11.

rzucanych rra aukcjach wskutek różnych wad
repnodukcyjnych. W celu dokładnego prze-
analizo,wa,rria tego zagadnienia podjęliśmv w
latach 1965-67 s,zczegóławe bada,nie wszy-
stkich btlhajów zgłaszanych na aukcję w wo-
jewództwie bydgoskim, ze szczególnym uw-
zględnieniem ich przydatności rozpłodowej.

Ma,teriał i metody
Badaniu poddano 658 buhajów w wieku 10-18

miesięcy (przeciętnie 13,5 m,iesiąca), I{ażdy buhaj
podlegał rszczegółowemu badaniu klinicznemu na-
tządów płciowych, ocenie zachowania płciowego,
zdolności kopulacyjnej oraz jakości nasienia.

Ocenę zachowania płciowego opierano na 3 stop-
niowym ,określoniu libido, wedłtrg sche,matu poda-
nego przez Bielańskiego (3). Przy ocenie zdolności
koplrlacyjnej zwracano szc.zegóIną uwagę na zdol-
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Szerokie zastosowanie sztucznego unasien-
nienia zmniejszyło znacznie liczbę buhajów
użytkowanych do rozpłodu, co z kolei zwięk-
szyło szanse spokrewnie,nia pogłowia objętego
insemina,cją, z jego dodatnimi i ujem,n;rmi
skutkami. Pewrre sygnały, które pojawiły się
w ostatnich latach wskazywaĘ, że odsiew
młodych buhajów z powodu nieprzydatności
rozpłodowej ,wzrósł. Rosłanowski i Wysza-
nowski w 1965 r. odrzucili na 537 przebada-
nych buhajów, 19 z powodu anomalii a,nato-
rnicz,nych układu płciorwego, i 20 wskutek db-
niżo,nej j,akości nasie,nia. Rółłrnież nasze spo-
strzeżenia z lat 1963-4 wskazywały na po-
wolny łecz stały wzrost liczby buhajów od-

ł) z Państwowego zakładu Unasieniania zwieTząt w Byd-
Easzczy,
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