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Wiasciwosci seroantygenowe somatycznych wyciggdéw
wielocukrowych Mycobacterium avium.

Cz. |

Aktywnos¢ w odczynie hemaglutynacji biernej (HAb)

Zaklad Chor6b Drobiu Wydzialu Weterynarii WSR w Lublinie
Kierownik: doc. dr S. STEPKOWSKI

Wprowadzenie do serodiagnostyki gruzlicy
odczynu hemaglutynacji biernej (28) oraz uzy-
cie jako antygenu uczulajacego krwinki wielo-
cukrow (15) spowodowato zwiekszenie zainte-
resowan'a badaczy frakcjami polisacharydo-
wymi tuberkuliny i ekstraktow komorko-
wych. '

Middlebrook (27) wyodrebnit z tuberkuliny
frakcje, ktora zawierala 0,3% azotu i mniej
niz 1% biatka. Frakcja ta silnie uczulala
krwinki w odczynie HAb nawet w stosunkowo
niskich stezeniach 5 X 1078 do 1 X 10—®. Za
charakterem wielocukrowym tej frakeji prze-
mawiat fakt, ze doktadnie oczyszczona adsor-
bowalta sie na krwinkach zwyklych, a nie
adsorbowata sie na krwinkach taninowanych
(adsorbujgcych antygeny biatkowe — 2).

Boyden i Sorkin (3) badajac przesacze ho-
dowli M. tuberculosis na obecnos¢ czynnika
uczulajacego krwinki wyizolowali dwie sub-
stancje. Termostabilng autorzy okreslili jako
hemosensytyne alfa, termolabilng jako hemo-
sensytyne beta.

Dla ustalenia wlasciwosci seroantygenowych
pratkow kwasoopornych wieksze znaczenie
majg badania nad ich antygenami komoérko-
wymi. Thurston i wsp. (40, 41) wykazali wyz-
szg swoisto$¢ w odczynie zahamowania HAD
antygenow somatycznych niz cdpowiednich
tuberkulin. Castelnuovo i wsp. (7) badajac
ekstrakty pratkéw kwasoopornych uzyskane
z hodowli o roznym wieku oraz filtraty tych
hodowli, stwierdzili, ze antygeny ekstraktow
i filtratow s3 w zasadzie identyczne, przy
czym liczba antygenéw w ekstraktach bytla
stata bez wzgledu na wiek hcdowli, natomiast
liczba antygenéw w filtratach byta zmienna.
Autorzy ci w oparciu o spostrzezenia wlasne
oraz innych badaczy (32) dochodzg do wnlos-
ku, Ze badania antygenow pratkow gruzlicy
powinny byé¢ przeprowadzane przy uzyciu ek-
straktéw, a mie filtratow hodowli.

Aspektem praktycznym badani nad wielo-
cukrami pratkéw kwasoopornych jest zagad-
nienie przydatnosci tych frakeji antygenowych
w diagnostyce serologicznej gruzlicy u ludzi
i zwierzat. Burtin i Kourilsky (6) wyrazili
poglad, Ze w reakecjach serologicznych przy
gruzlicy zasadniczg role odgrywajg frakcje
wielocukrowe natomiast frakcje biatkowe sg
mniej przydatne do tych czléw. Toldes (9)
w oparc’u o odezyn HAb wykazal, ze aktyw-
nos¢ serologiczna ekstraktow pratkéw kwaso-
orornych jest wprost proporcjonalna do ilosci
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polisacharydow. Znaczenie wielocukrow jako
czynnika aktywnego w cdczynach serologicz-
nych jest zwigzane z rolg grup wielocukro-
wych w antygenie. Grupy wielocukrowe
warunkujg swoistos¢ antygenu oraz sweistosé
reakeji antygen — przeciwcialo (39).

Materiat i metody

Do kadan uzyto 3 szczepy Mycobacterium avium *)
(Kirchberg, Kr-Pt, VII), 1 szczep M. tuberculosis
(H37Rv), 1 szczep M. bovis (Anb), 1 szczep M. phlei
oraz 3 szczepy M. smegmotis (IG, M. rabinovitschi,
M. friburgensis) **).

Szczepy przechowywano w temp. +4°C na podlozu
Loevensteina.

. Namnazanie szczepow bakteryj-
nych.
Pratkli namnazano na podlozu Soutona w temp.

inkubowans
a prgtki sa-

bovis
tve,

37—39°C. M. tuberculosis i M.
przez 8 tyg., M. avium przez 4
profityczne przez 1 tydzien.

2, Odttuszczanie masy bakteryjnej.

Osad pra.kow po odwirowaniu 1 kilkakrotnym
przeptukaniu pi. fizjol. i ochiodzonym acetonem
suszono w temp. 43°C. Wysuszong mase ekstraho-
wano 'w aparacie Soxhleta w temp. 35°C kolejno
mieszaning alkohoiu 1 eteru (aa), chicroformem 1
mieszaning alkoholu i eteru z dodatkiem 1% stez.
HCl. Przygotowana w ten sposob mase bakteryjng
uzyto do sporzadzania wyciagéw antygenowych.

3. 0Otrzymywanie wyciggbébw antyge-

nowych,

a) Dezintegraty ultradzwiekows gotowane otrzy-
mywano w cparciu o technike pcdana przez Togu-
nowa i wsp. (42). Gdtluszcezong mase bakteryjnag za-
wieszano w plynie fizjologicznym (30 mg/ml, homo-
genizowano, a nastepnie poddawano dzialaniu ultra-
dzwieko6w w ciagu 1 godz. przy czestotliwosei 2,0
MHz. Po odwirowaniu (16 tys. obr min przez 18
min.) ptyn z nad ozadu ogrzewano przy 100°C przez
1 godz. i ponownie wirowano (6 tys. obr/min. przoz
15 min.). Klarowny plyn uzywano do badan.

b) Wyciagi formamidowe wg Fullera. Odtluszcze-
ne pratki rozcierano z formamidem (3,2 m! forma-
midu na 30 mg pratkow). Eksirakeje przeprowadzo-
no wg techkniki podane) prze: Mikulaszka (2§).

¢) Wyciagi fenolowe otrzymywano wg skrécone)
metody Westphala i wsp. (43).
d) Lezintegraty ultradzwiekowe trypsynowane

sporzadzano metodg Burtina i Kourilsky’ego 2z tym,
ze dzialanie trypsyny hamcwano nasveonym roziwo-
rem wqglanu sodu przez alkal zacje do pIHd 12,0.

e) Wyciggi kwasowe wg Lancefield. Odii 'szezona
mase¢ bakteryjng zawleszono w 1/20 n ICl (30
mg/ml) 1 ekstrahowanu wiclocukier wg techiki po-
danej przez Mikulaszka (29)

f) Surowice odpornoéciowe uzyskiwano przez pod-
skorne wstrzykiwanie kroélikorn (z przerwami 1 tyg.

*) Nomenklatura pratkéw wdg BDreeda 1 wsn. (4) oraz Hwa-
pinskiego (17).

i¥) Szezepy otrzymano z Vyzkumny Ustav Veierinarn
Lekarstvi Brno — CSSR, Zakladu Mikrobiologii Tastytui:s:
Gruzlicy w Warsrawice, Instytutu Wet rynarii w Putawach,
Katedry Higieny Produlktow Zwierzeey::h WSR w lLuslinie
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zawiesiny odtluszczonych pratkéw w oleju parafi-
nocwym (50 mg/ml) i iniekcje dozylne zawiesiny od-
ttuszczenych pratkéw w plynie fizjologicznym.

g) Surowice kurze pochodzily od 3 kur zakazonych
gruzlicg sztucznie craz od 7 kur zakazonych w wa-
runkach naturslnych. GruZlice u tych ostatnich po-
twierdzeno bacaniem sekcyjnym, mikroskopowym i
hodowlanym.

h) Odezyn hemaglutynacji biernej (HAb) wykony-
wano wg lechniki podanej przez Heina (11). Krwinki
teninowano metoda opisang przez Boydena (2).

1) Analize statystycmna wynikéw odczynu HADb z
surowicami kurzymi wykonano przy pomocy testu
chi kwadrat podajac réwnocze$nie prawdopodobien-
stwo ,,P” =zaistnienia zaobserwowanych r16zZnic w
drodze przypadku. P<C0,05 roznice istotne, P=<0,01
roznice wysoce istotne, 0,05<<P=J0,10 réznice niemal
istotne, P>0,1 roznice losowe.

Wyniki*)

surowicami
gotowane

1. Odezyn hemaglutynacji biernej =z
krolikéw. Dezintegraty ultradzwiekowe
(wyciggi DUG)

Szczepy M. avium VII i Kr-Pt reagowaly z suro-
wicami wlasnymi i heterologicznymi do miana 1:320,
szczep Kirchberg 1:640. M. tuberculosis dawal do-
datnie odczyny w mianach od 1:160 do 1:320, a
M. bovis w mianach od 1:80 do 1:160. Z pratkéw
kwasoopornych saprofitycznych najbardziej aktywny
byt M. rabinovitschi, ktéry reagowal od 1:80 do
1:160. Wyniki tych odezyndéw przedstawia schemat 1.

Schemal 1 Aklywnosc serologiczna dezinfegralon ullradzmiokorych golowanych
z suraricami kiolkow modcrynie hemagiuiynacy bierne
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Wyciagi formamidowe wg Fullera (wyciggi F).

Szczepy M. avium reagowaly w mianie 1:1280 i w
mianie 1:640. M. tuberculosis i M. bovis wykazywa-
1y pozytywna reakcje do miana 1:320 z kazda suro-
wicg. Z pratkéw saprcfitycznych najaktywniejszym
byl wyciag F M. phlei, tylko nieznacznie slabiej re-
agowal M. rabinovitschi (schemat 2).

Schemat 2. Aklywnosc serologiczna wyriagan formamidomych wg Fullera
2 surowicami drolikow w odczyne hemaghulacy bierne
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*) W celu bardziej syntetyeznego ujecia wynikow badan
odezynu HAb zaslosowano w  tekscie skréty myslowe:
»,Szezep N.. reagowal z surowicg ...”" zamiast , krwinki oplasz-
czone wyciggiem antygenowym szezepu N... byly zlepiane
przez surowice ...”.
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Wyciagi fenolowe wg Westphala (wyciagi W).

W przypadku szczepdéw M. avium stwierdzono dwu-
krotnie pozytywny wynik odczynu do miana 1:640
(szezep Kr-Pt z surowicg wlasng i z surowig dla
szczepu Kirchberg)., Miana pozostalych reakeji wa-
haty sie od 1:160 do 1:320, przy czym reakcje ze
szezepem VII byly najstabsze. Szczep M. tubercu-
losis reagowal w mianie 1: 320 oraz w mianie 1:160.
M. bovis poza mianem 1:320 wykazywal rowniez
miano tylko 1:40. Z pratkéw saprofitycznych naj-
silniejsze reakcje wysigpily w przypadku M. phlei
(miano 1:320). Wyniki przedstawia schemat 3.

Aklywnosc serologicrra wyciqgow fenolowych wy Wesiphala
7 surowicam Lrolkow w odczynie hemaglufynacy bierne

Schemal 3

Ired e miane

' o rzce

Dbyasnienigd yak w schemacie 1

Wyciagi kwasowe wg Lancefield.

Krwinki poddane oplaszczaniu wyciggami kwaso-
wymi nie ulegaly zlepianiu pod wplywem surowic
krolikéw hyperimmunizowanych.

Dezintegraty wultradzwiekowe trypsynowane,

Krwinki oplaszczone tymi wyciagami byly zlepiane
przez surowice krolikéw zaréwno przed jak i po
hyperimmunizacji, co wskazywalo mna nieswoistosé
odczynu.

Wplyw taninowania krwinek na wysoko§é miana
HAD.

Taninowanie krwinek powodowalo réwnolegle pod-
wyzszenie miana o jedno lub dwa rozcienczenia za-
réwno w odczynach wlasciwych (krwinki uczulone-t
sur. dodatnia) jak tez w odczynach kontrolnych
(krwinki nieuczulone-+surowica dodatnia).

2. Odezyn hemaglutynacji biernej z surowicami
kur gruzliczych.

Wysokos§é mian w odczynie HAb z surowicami kur
gruzliczych oraz z wyciggami DUG i1 wyciggami F

w opracowaniu statystycznym przedstawia sche-
mat 4.
Omowienie wynikow i dyskusja

Zainteresowanie badaczy wielocukrami prat-
kéw kwasoopornych jest niewalipliwie zwia-
zane z wladciwo$ciami swoistego reagowan’a
tych elementéw komoérki bakteryjnej w odczy-
nach serologicznych. W rozpoznawaniu gruz-
licy wazng role odgrywa odczyn hemagluty-
nacji biernej. Wedluh Bracco i wsp. (cyt. za
14) moze on byé wykorzystany nie tylko do
wykrywania zakazen ale takze do oceny stop-
nia odpornoéci humoralnej ustrojow zakazo-
nych. Slopek (39) uwaza, ze odczyn HAb jest
5—20 rezy czulszy niz cdezyn aglutynacyjny.
Prace badawcze dotyczgce zachowania s’e tego
odezynu u ludzi sg bardzo liczne (2, 3, 8, 18,
21, 24, 25, 26, 35, 41, 46). Zagadnienie to bylo
rowniez opracowywane u bydla (10, 11, 13, 19,
20, 23, 33, 34, 36), a takze u psoéw (31, 37).
Natomiast tylko nieliczni badacze zajmowali
sie odczynem HAb u ptakéw (13, 38, 45) cho-
ciaz u drobiu, w odrdznieniu od ludzi oraz
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zwierzat ssgcych, proba tuberkulinowa ma sto-
sunkowo malg warto$¢ diagnostyczng (13, 16,
22, 30). Najprawdopodobniej bylo to spowo-
dowane tym, ze dotychczas nie zostaly blizej
okreSlone wiasciwosci seroantygenowe wielo-
cukréw M. avium. Hristoforov i Sivoski (13)
wykazali w komorce M. avium (analogicznie
jak w komérce M. tuberculosis i M. bovis)
obecnos¢ aktywnych w odczynie HAb wielo-
cukrow, brak jednak danych pordéwnawczych
nad antygenami wielocukrowymi M. avium
sporzadzonymi wg roznych metod. Z obser-
wacji Sorkina i Boydena (47) wiadomo, Zze
rézme wyciggi wielocukrowe pratkow cechuje
niejednakowa zdolno$é uczulania krwinek.

W badaniach wlasnych starano sie ustalié
aktywno$¢ w odezynie HAb pieciu réznych
wyciagéw sporzadzonych z odtluszezonych ko-
morek M. avium; dwa z tych wyciaggbw uzys-
kano za pomocg metod fizykalnych, a trzy po-
zostale droga chemicznej ekstrakeji wielo-
cukréow. Celem ustalenia stopnia swoistosct
wyciggéw M. avium wykonano badania po-
réwnawecze z wyciggami pratkow patogennych
heterologicznych oraz kilku pratkéw saprofi-
tycznych.

W badaniach wstepnych wykazano, ze wy-
ciagi kwasowe Lancefield nie uczulajg krwi-
nek a dezintegraty trypsynowane reaguja nie-
swoiscie i w zwiazku z tym nie prowadzono
Z tymi wyciggami dalszych badan. Stwierdzo-
no natomiast, ze kazdy z pozostatych wycia-
géw (wyciggi DUG, F i W) posiada zdolnosé
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swoistego uczulania krwinek w odczynie HAb.
Najbardziej aktywne okazaly sie przy tym
wyciggi formamidowe M. avium (schemat 2).
Wyciggi DUG uczulaly krwinki silniej niz wy-
ciggi fenolowe, a shabiej niz wyciggi forma-
midowe (schemat 1). Najnizsza aktywnos$¢ ce-
chowala wyciagi fenolowe (schemat 3). Na
ogdl wyciggi M. avium (gléwmie DUG i F)
przewyzszaly aktywno$cig analogiczne wyciaggi
pratkéw heterologicznych, aczkolwiek w sze-
regu prob te ostatnie wykazywaly miana zbli-
zone (a w przypadku wyciagéw fenolowych
nawet wyzsze) do mian uzyskiwanych z nie-
ktorymi szczepami M. avium. Wystepowanie
pozytywnych reakcji krzyzowych pomiedzy
surowicami swoistymi dla M. avium, a wycig-
gami pratkéw heterologicznych przemawia za
istnieniem wspoélnych antygenéw wielocukro-
wych u wszystkich uzytych do badan pratkow.

Warto zaznaczyé, ze wystepowanie odczy-
now z surowicami hyperimmunizowanych kro-
likow nie dawalo gwarancji, ze to samo zja-
wisko wystepowaé¢ bedzie z surowicami na-
turalnie zakazonych kur. Nie mozna bowiem
wykluczyé mozliwosei, ze pojawianie sie w
surowicach krélikéw przeciweial dla antyge-
noéw adsorbujacych sie na krwinkach moglo
byé¢ zwigzane z wspéldzialaniem innych czyn-
nikow. W pratkach odtluszezonych, ktorymi
uodparniano kroliki mogly zostaé odstoniete
grupy determinujace, zamaskowane w prat-
kach nieodttuszczonych z jakim stykaja sie
ptaki w warunkach naturalnych; a poza tym
wielokrotne uodparnianie krélikéw, polaczone
z ustawicznym pobudzaniem ukladu siatecz-
kowo-srédblonkowego moglo spowodowaé po-
jawienie sie w surowicy tych zwierzat przeciw-
cial dla antygenéw o slabszych wlasciwosciach
immunogennych, ktére w warunkach natural-
nych nie pobudzaja wytwarzania przeciwcial.
Wiadomo, ze u osobnikéw naturalnie zakazo-
nych gruzlica antygeny wielocukrowe poja-
wiajg sie we krwi w okresie przenikania prat-
kow do tkanek i w tym czasie pobudzaja one
powstawanie przeciwcial. Okres ten jest jed-
nak stosunkowo krotki, a po usadowieniu sie
pratkéw w tkankach do krwi przenika tylko
niewielka ilo$¢ antygenu niewystarczajgca do
wytworzenia przeciwcial (35). Z tych to
powecdow konieczne bylo przeprowadzenie ba-
dan z surowicami kur gruzliczych.

Do badan z surowicami kurzymi zastosowa-
no tylko te wyciggi antygenowe, ktére z su-
rowicami hyperimmunizowanymi krélikéw wy-
kazaly najwiekszg aktywnos¢ (wyciggi DUG
oraz wycigg F). Wyniki tych badan ilustrujs
schemat 4. Na ogét wyciagi M. avium reago-
waly w wyzszych mianach niz analogiczne
wyciggi pratkéw heterologicznych. Jednakze
w szeregu przypadkow te ostatnie wykazaly
reakcje dodatnie w takim samym lub nawet
wyzszym mianie niz wyciaggi M. avium. Przy-
puszczalnie reakcje te byly zwigzane z zaka-
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zeniami mieszanymi. Zakazenia takie u kur
stwierdzil Bojarski (1).

W celu ustalenia stopnia swoistosci odczynu
HAb z wyciggami M. avium, przeprowadzono
obliczenia statystyczne w oparciu o wyssckosé
mian w odczynie HADb, bedace wskaznikiem
zdolnosci uczulania krwinek przez poszczeg6l-
ne wyciggi antygenowe. Wyodrebniono w
obrebie uzyskanych wynikéw badan trzy gru-
py: 1) o mianach najwyzszych, 2) o mianach
posrednich i 3) o mianach najnizszych. Réz-
nice wysoko$ci mian pomiedzy poszczegdl-
nymi grupami okazaly sie statystycznie zna-
mienne (schemat 4). Charakterystycznym byto,
ze w grupie pierwszej znalazly sie wszystkie
szczepy M. avium (wyciagi DUG i wyciggi F),
a ponadto jedynie wyciag F M. rabinovitschi.
Ten ostatni obok reakcji w mianach wysokich
dawal reakcje w mianach bardzo niskich ja-
kich nie stwierdzono z wyciagami F M. avium.

Wykazanie przy pomocy rachunku statys-
tycznego dosé¢ duzej aktywnosci wyciggow
DUG oraz wyciagow F M. avium w odczynie
HAb z surowicami kur gruzliczych, wskazuje
na mozliwos¢é wykorzystania tych wyciggow
w serodiagnostyce gruzlicy drobiu. Niezbedne
sa jednak dalsze badania dla wyjasnienia
stopnia swoistosci cdezynu HAb z wyciggami
M. avium w przypadkach zakazen pratkami

heterologicznymi lub atypowymi. Z uwagi na
to, ze surowice kurze reagowaly z badanymi
wyciggami dc$é nieregularnie nalezaloby przy
sporzadzaniu wyciggéw do celow diagnostycz-
nych uzywa¢ nie jednego lecz kilku szczepow
M. avium.

Wnioski

1. Odttuszezone komorki M. avium zawiera-
ja frakcje antygencwe wykazujace zdolnosé
adsorbcwania sie na krwinkach i reagowania
w odczynie HAb z surowicami uodpornionych
M. avium krélikéw oraz kur gruzliczych.

2. Wyciagi antygenowe pratkéow odtlusz-
czonych sporzadzone wg roznych metod
cechuje niejednakowa aktywnos$¢ w odczynie
HADb, przy czym szczegélnie aktywne byly
wyciagi formamidowe.

3. Dezintegraty ultradzwiekowe gotowane
i wyciagi formamidowe uzyskane z M. avium
wykazaly w odczynie HAb z surowicami kur
gruzliczych wyzszg (statystycznie znamienna)
aktywnos¢é niz analogiczne wyciggi M. tuber-
culosis, M. bovis, M. phlei, M. smegmatis IQG,
M. friburgensis, a cze$ciowo takze M. rabino-
vitschi.

Pismiennictwo w liczbie 47 pozycji u autora.

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

FIZJOLOGIA | PATOLOGIA ROZRODU
ORAZ SZTUCZNE UNASIENIANIE

LECH JASKOWSKI, JOZEF ROMANIUK, JERZY MAJEWSKI *)

Badania nad wystepowaniem wrodzonych anomalii
reprodukcyjnych u buhajéw aukcyjnych w wojewddztwie
bydgoskim

Zaklad Fizjopatologii Rozrodu i Inseminacji, Instytut Weterynarii w Bydgoszczy
Kierownik: prof. dr L. JASKOWSKI

Szerokie zastosowanie sztucznego wunasien-
nienia zmniejszylo znacznie liczbe buhajow
uzytkowanych do rozptodu, co z kolei zwiek-
szylo szanse spokrewnienia poglowia objetego
inseminacja, z jego dodatnimi i ujemnymi
skutkami. Pewne sygnaly, ktoére pojawily sie
w ostatnich latach wskazywaty, ze odsiew
miodych buhajéw z powodu nieprzydatnosci
rozplodowej wzrost. Roslanowski i Wysza-
nowski w 1965 r. odrzucili na 537 przebada-
nych buhajéow, 19 z powodu anomalii anato-
micznych ukladu pleiowego, i 20 wskutek ob-
nizonej jakosci nasienia. Réwniez nasze spo-
strzezenia z lat 1963—4 wskazywaly na po-
wolny lecz staly wzrost liczby buhajow od-

*) Z Panstwowego Zakladu Unasieniania Zwierzat w Byd-
goszezy.

rzucanych ma aukcjach wskutek roznych wad
reprodukcyjnych. W celu doktadnego prze-
analizowania tego zagadnienia podjelismy w
latach 1965—67 szczegélowe badanie wszy-
stkich buhajoéw zglaszanych na aukcje w wo-
jewodztwie bydgoskim, ze szezegblnym uw-
zglednieniem ich przydatnosci rozptodowej.

Materiatlt i metody

Badaniu poddano 658 buhajéw w wieku 10—18
miesiecy (przecietnie 13,5 miesigca). Kazdy buhaj
podlegal szczegblowemu badaniu  Kklinicznemu na-
rzadow plciowych, ocenie zachowania piciowego,
zdolnosci kopulacyjnej oraz jakoSci nasienia.

Ocene zachowania plciowego opierano na 3 stop-
niowym okresleniu libido, wediug schematu poda-
nego przez Bielanskiego (3). Przy ocenie zdolnoSei
kopulacyjnej zwracano szczegblng uwage mna  zdol-
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