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IMTacryxa A. — IIpuUroToBJI€HNE TI'UCTOJOTHYECKHX HADA-
DUHOBBIX CpE30B IPH IOMOLIM CTEKJISAHOr0 HOMKAa U
MOAUDHIVIPOBAHHOI TEXHHKH,

HOXXM TPpUroToBMAIN U3 CTCKJIAAHBIX MJINUT TOJILIMHOM
5—7 MM. IInuTel pe3aiy Ha CTEKJAHBIC HOJOCKHM (C.IT)
mmpuHoi 20—30 mMM. Ha opHOM cTOpoHe KazKAOM C.II.
pesanm aaMas3HbIM MJIM CTEKJAHBIM PE3LoM TIEePNeHM-
KyJAPHYI0 I[apanMHy B Buae Kpyra, IlonydeHHBIE C.II
YKJAQZBIBANM Ha CTOJE IapanuHOM B BEPX M IIOK HMX
IOJKJAJBIBANIM B PacCCTOAHMKM OK. b MM nepex uapa-
nuHOM (puc. 1) nEPEeBAHHYI COMYKY. IIOTOM C.II. IIO-
KPbIBAJM OEPeBAHHOM MM TIJIACTMACOBOI JMHEMKON M
Iepka JIeBOIl PYKOM B To4ukKe F; mpupaBnmuBaau mpa-
BOM PYKoOi1 B Touke F, B caemcTeme 4Yero CTEeKJO Tpe-
CKaJIOCh BMAOJb KPMUBOM IIOKA3aHHOM Ha HUMKHEN YacTu
puc. 1 u nogyualicd pexxyumit KNuH, CTeKJAHbIE HOXKU
MOryT OBITH JIETKO MOHTMPOBaHHBI B MMKpoToMme., Ilapa-
thuHOBBIE cpe3bl cobMparoTcA HA METANJIMIECKMM IKe-
n006e TPUKPENVICHHEM NPAMO K HOXKY IIPM ITOMOIIU
cmecu Bocka (Sira Wax-British Drug Houses Ltd)
u napaduna. 2Kenob6 Hamo HaANOMHATL BOAON KO pe-
Rymiero Kamua (puc. 2). IToxydaeMmble cpe3bl JOJKHLI
cBoBOmHO nyaBaTh. OTAENABHO MJM CEPUIAHO IIPUTOTO-
BJIEHHBIE CpPe3bl IIOAHMMAIOT M3 BOABLI IIPM TICMOIIM
CIeUMaNbHO IIPUTOTOBICHHOTO KYCKa CTEKJIa MIM IIJe-
Kcurjaca, BKJIAABIBAEMOTO Ha AHO xkenoba. Janbmeri-
mas obpaboTrka — TakaA Ke KaK INpU cpe3ax Ipuro-
TOBJIEHHBIX KOHBEHLIMOHAJBbHBIM CTAJBHBIM HOMKEM,
ABTOp ynoTpeGiAeT ONMCAHHYIO TEXHUKY B CBOE Ja-
6opaTopuy M XOPOIIMMM pPe3yabTaTaMu yike 3 roga.

Rok XXVII

Pastucha A. — Improvement of preparation of hi-
stological paraffin sections by means of glass knife
and modified technique.

The knives haves been made of glass plates 5—
7 mm thick. The plates are cut in strips 20—30 mm
wide. Then, on one surface of them perpendicular
scores are scratched with a glazier’s diamond or
glass scorer of the wheel type. The strips are put
on a table with the score marks upside. Then a woo-
den match is placed under the strip, about 5 mm
before one of the score marks (Fig., 1). Next, the
glass strip should be covered with a plastic or woo-
den ruler. One holds the strip with the left hand
at the point F; and then presses firmly with the
right hand at the point F.. The glass breaks along
the curve shown on the lower part of Fig. 1, giving
a cutting edge.

The glass knife can be mounted in the microtome
by means of a simple fastener (Fig. 2). The sections
are collected in the metal trough, fastened directly
on the knife by means of a mixture of Sira Wax
(British Drug Houses Ldt.) with solid paraffin. The
trough should be filled with water which must reach
to the cutting edge of the knife (Fig. 3). Immedia-
tely after sectioning, the sections should float free.
The single or serial sections are lifted by the use
of a special formed glass or perspex strip. placed
on the bottom of the trough. Further procedure is
the same as with the sections cut with a steel knife.

The above described technique has many advan-
tages. It has been applied in our Laboratory for
three years yielding constantly good results.

DANUTA ROMANOWSKA

Poréwnanie przydatnosci probéwki z wyztobieniem ze standardowq
probéwkq serologiczng w uproszczonej metodzie aglutynaciji*)

Zaklad Higieny Weterynaryjnej w Warszawxe

Kierownilk:

Obowiszujaca od 15.X1.64 r. instrukcja tym-
czasowa Nr 15 Ministerstwa Rolnictwa Dep.
Weterynarii z 27.X.64 r. w sprawie zasad wy-
konywania badan na bruceloze za pomoca
aglutynacji probowkowej, zaleca w metodzie
uproszczonej (rozlewanie materialu diagno-
stycznego mikropipety) stosowanie specjalnych
probéwek aglutynacyjnych. Proboéwki te wy-
standaryzowane przez (Anczykowskiego i Mu-
rat— 2) posiadaja specjalne wyzlobienie maja-
ce zapewni¢ dokladniejsze splukanie surowicy
zawiesing antygenu ze $cian probowki, dzieki
czemu blad techniczny metody ma ulec
zmniejszeniu.

Stosowanie probéwek z wyzlobieniem w ru-
tynowej pracy ustlugowej nastrecza jednak
szereg trudnosci:

1) Przedtuza czas nastawiania proby. W to-
ku wykonywania proby istnieje koniecznosé
dwukrotnego ustawiania probdéwek w staty-
wach pod odpowiednim katem (przy rozlewa-
niu materiztu diagnostycznego i zawiesiny an-
tygenu). W wypadkach stosowania do rozle-
wania zawiesiny antygenu dyspensera (Unipan

*) Powyzsza praca podjegta i wykonana zoslata dzigki ini-
cjatywie i cennej pomocy doc. dra F. Anczykowskiego —
Kierownika Pracowni Badania Brucelozy Instytutu Wwet.

w Pulawach, za co aulor sklada tg droga serdeczne podrie-
kowania.

dr habil. S. SAM

313), co ma miejsce w tut. Zakladzie — labo-
rant nie jest w stanie nadgzy¢ z wlasciwym
ukierunkowywaniem wyzlobienia probowek
wobec znacznej szybko$ci rozlan na minute
(od 20 do 150, przecietnie ok. 80/min.).

2) Wzgledy ekonomiczne. Koszt probowki z
wyzlobieniem jest o okolo 25% wyzszy niz
probowki standardowej.

3) Znacznie szybsza zuzywalnos¢ probowek
z wyzlobieniem — latwo$¢ kruszenia sie pro-
bowki w okolicy wyzlobienia, zaréwno w cza-
sie pracy, jak i w trakcie mycia. W zwiazku z
powyzszym postanowiono pordéwnaé¢ wyniki
otrzymane w metodzie uproszczonej przy za-
stosowaniu probowek z wyzlobieniem i probd-
wek typowych, oraz poréwna¢ dokladno$é wy-
nikéw uzyskanych przy rozlewaniu zawiesiny
antygenu pipetg i dyspenserem w odniesieniu
do obu rodzajéw probowek.

Materiat i mectody

Material diagnostyczny stanowilo 89 surowic o
mianach od granicznie watpliwych, poprzez watpli-
we, granicznie dodatnich i dodatnich (260 jm.). A
wiec takie miana, ktore dajg sie uzyskaé w zakresie
rutynowo nastawianych czterech kolejnych konco-
wych rozcienczen surowicy. 1/12,5, 1725, 1/50 i 1/100.
W dos$wiadczeniu postugiwano sie surowicami nie-
konserwowanymi w miare uzyskiwania materialu
diagnostycznego.
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Z kazdg surowica diagnostyczng wykonano probe
aglutynacji  probowkowej metoda uproszczong po-
siugujgc s probowkami z wyzZiobieniem 1 bez wy-
ztoblenla, oraz rozlewajac zawiesine antygenu pipeta
i dyspenserem do cbu rodzajow probowek.

Doktadno§¢ obu metod rozlewania zawiesiny anty-
genu i wynikOéOw aglutynacji otrzymanycin przy uzy-
ciu probowek z wyzlobieniem i bez wyziobienia
sprawdzono testem istotnosci ¥ dla roznicy dwoch
wariancji, oraz festem t Studenta.

Technika nastawiania proéb

Kazdag probe z wybrang surowicg diagnostyczng
nastawiano w trzykrotnym powtérzeniu stosujac oba
rodzaje probowek i oba sposoby rozlewania zawiesi-
ny antygenu.

Wszystkie surowice diagnostyczne uzyte w do-
§wiadezeniu rozlewane byly przy uZyciu stale tej
samej mikropipety, dokiadno$¢ ktérej sprawdzono
metoda wagowa. Zawiesing antygenu rozlewano sta-
le tg samg pipeta o pojemnosci 5 ml., lub dyspense-
rem (Unipan typ 313) o dokladnosci rozlan do
0,005 ml.

Jako antygenu uzywano w do$wiadczeniu zawie-
siny stale tej samej serii Brucellognostu, produkeji
Pulawskich Zakladow Przemysiu Bioweterynaryjne-
go, rozcienczonego w stosunku 1:20 5% roztworem
NaCl z dodatkiem 0,5Y% {enolu.

Celem unikniecia mozliwosci wystgpienia niespe-
cvficznych reakeji, probéwki przed uzyciem do do-
$wiadczenia gotowane byly w roziworze mydis i do-
kladnie trzykrotnie plukane w wodzie destylowanej,
a nastepnie suszone w temp. ok. 180°C.

Nastawiane w do$wiadczeniu proby wstawiano do
termostatu o temp. 37°C ok. godz. 14.00 jednego dnia
i odezytywano zaraz po wyjeciu z termostatu naza-
jutrz ok. godz. 10.00.

Celem zachowania w doSwiadczeniu warunkéow
zblizonych do systemu pracy rutynowej, surowice
diagnostyczne rozlewano w calym statywie, dawku-
jac material diagnostyczay z mikropipety na $ciany
probowek i natychmiast spiukiwano surowice za-
wiesing antygenu zwracajac uwage na dokladne
zmycie surowicy ze Scian probdwek.

Przy rozlewaniu dyspenserem zawiesiny antygenu
do probowek z wyzlobieniem zaistniala koniecznogé
zwolnienia szybko$ci rozlan dyspensera do ok. 40
rozlah na minute. Szybsze tempo rozlan uniemo-
zliwialo odpowiednio dokladne ukierunkowywanie
wyzlobienia probowek.

Po rozlaniu kazdej surowicy, mikropipete co naj-
mniej trzykrotnie przeplukiwano, osuszano na ligni-
nie, pierwszg, nabrana porcje nastepnej surowicy
usuwano z pipety, nastepnie surowice nabierano po-
nownie do podziatki ,,0”, usuwano nadmiar suro-
wicy z konca mikropipety zwitkiem ligniny 1 odpo-
wiednie dawki surowicy rozlewano do probbéwek.

Wyniki odczytywano przy pomocy sporzadzonych
wzorcow, uzywajac do ich przygotowania tej samej
serii Brucellognostu, ktérg postugiwano sie w trak-
cie catego doswiadczenia.

Uzyskane wyniki aglutynacji oceniano wg obo-
wigzujgcej skali czteroplusowej, rozszerzonej o stop-
nie poérednie. Np. aglutynacie oceniang pomiedzy
++ (plyn w probéwce odbarwiony w 50%) a +-+-+
(odbarwienie plynu w 75%) oznaczano +-+(+-+-F)
— jesli uzyskany wynik zblizony byl bardziej do
++, lub +++(++) — jesli obraz byl blitszy
++ 4. Przy ocenie brano pod uwage zarowno odbar-
wienie plynu w probowce, jak i wyglad osadu.

Zapisane przy pomocy w/w skali wyniki agluty-
nacji przeliczono na liczby zgodnie z podanym po-
nizej kluczem.

4+ 400 ++ 200 + 025
bbbt (+++) 375 +(H) 175 () 0,125
+44(H+++) 350 +(++) 1,50 F(H) 00625
+4++ 300 + 100 F 0,03125
++4-(++) 275 4+ 075 — 0.00

+ () 250 +(+) 050
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Wyniki

Przebadano !acznie 89 surowic. W zaleznos-
ci od posiadanego miana, surowice podzielone
zostaly na IV grupy.

A 45<<m<385

B. 5,5<<m<{86,5

C. 65<<m<"7,5

D 75<m

gdzie m = miano

Do grupy A zaszeregowano 11 surowic, do
B — 11, do C — 31 i do D — 36 surowic
o zblizonych mianach.

Uzyskane wyniki aglutynacji nastawianej
zarOwno w proboéwkach z wyzlobieniem, jak i
bez wyzlobienia, przy rozlewaniu zawiesiny
antygenu pipeta, jak i dyspenserem, wykazaty
daleko idgcg zbieznosé. Wystepujgce minimal-
ne roznice stopnia aglutynacji miedzy obu
grupami surowic nastawianych w rdéznych ro-
dzajach probowek, miedzy grupami zalewany-
mi w rozny sposéb zawiesing antygenu i ko-
lejnymi powtérzeniami poszczegdlnych suro-
wic, zawsze, oprocz jednej surowicy nie prze-
kraczaty wartoéci jednego plusa, co w zadnym
przypadku nie rzutowalo na zmiane oceny
miana poszczegblnych surowic.

W calym szeregu surowic, w grupie, w kto6-
rej zawiesine antygenu rozlewano dyspense-
rem, uzvskano miana wyzsze o po6! plusa od
mian uzyskanych przy nastawianiu tychze sa-
mych surowic w grupie, gdzie zawiesina anty-
genu rozlewana byla pipeta, co jednak réw-
niez nie rzutowalo na zmiane oceny miana da-
nych surowic.

RoézZnica, ktéra wystgpila w przypadku jed-
nej z surowic, dotyczvla surowicy rozlewanej
do probowek z wcieciem, gdzie zawiesina
antygenu rozlewana byla pipeta.

Zapis wynikéw (w trzech powtérzeniach)
byt nastepujacy:

a. ++++(+++) +4++ + —

b. ++++(+++) +4+ — +

c. ++++(+++) +++(++++) + —

Zaistniala réznica przemawiaé¢ moze za nie-
wlasciwym technicznie wykonaniem probéwki
z wcieciem (zbyt waskie wceigcie uniemozliwia-
jgce mikropipecie dotkniecie przeciwlegle]
$ciany probéwki) i mechanicznym przeniesie-
niem dawki 0,02 ml. surowicy z probowki
trzeciej do czwartej na koncu pipety, badz tez
za bledem technicznym nastawienia préby.

Otrzymane w doswiadezeniu wyniki agluty-
nacji przeliczono statystycznie przy pomocy
testu Studenta. W teScie t Studenta nie wy-
kazano statystycznie istotnych réznic pomie-
dzy poszczegdlnymi grupami doswiadczalnymi
w obrebie surowic o podebnych mianach
(t 0,05 bylo zawsze wieksze od t°), —— patrz
zestawienie wynikoéw.

Doktadno$é metod opartych na rozlewaniu
zawiesiny antygenu pipeta i dyspenserem przy
uzyciu proboéwek z wyztobieniem i bez wyzlo-
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bienia sprawdzono testem istotnosci
réznicy dwdch wariancji.

F dla

Na 16 przeprowadzonych poréwnan, w 15
przypadkach F° bylo mniejsze od F,.; a wiec
przy 5% poziomie istotnosci nie stwierdzono
istotnej roznicy w dokladnosci wykonywania
badan.

Jedynie w przypadku rozlewania antygenu
pipetg do surowic o bardzo wysokich mianach
(grupa D) stwierdzono istotnosé¢ réznic miedzy
wariancjami, przy czym, przy uzyciu probo-
wek z wyzlobieniem rozrzut wynikéw byt
wiekszy niz przy uzyciu probéwek bez wyzlo-
bienia, a wiec metoda pierwsza w tym jed-
nym wypadku okazala sie nieco mniej do-
kladna.

FOarnr = 114 <Fy 5 = 3,18 Fourm,1v = 1,44 < Fy 5 = 3,18
Fogr,11 = 2,00 < Fy,; = 3,18 FOgrip,iv = 1,20 < F, s = 3,18
Focrar = 1,00 < Fyos = 1,85 Foempgy = 1,33 < Fo4s = 1.85
F,1 = 1,59 < Fy: = 1,78 Fprniv = 1,30 << Fyq; = 1,78
FeALIT = 1,20 < Fopp = 3,18F°A111V = 1,63 < Fy 45 = 3,18
F2g1111 = 2,33 < Fyg5 = 3,18 F°g11,1v = 1,50 < Fy,: = 3,18
Forin =133 <Fuu5 = 1,85F°Ci v = 1,00 < Fp = 1,85
FoDpri = 1,88 > Fyps = LT8F piriv = 1,00 < Fy 45 = 1,78

Tab. 1. Zestawienie wynikéw

Probéwki z wy- Probdéwki bez wy-

zlobieniem zlobienia
. - 2l | - -y
Antygen rozle ‘ pipeta dyspen ‘ pipeta dyspen
wany | serem serem
. _ S ! —! = .
a0 | 10 ] 10 10
A | y 5,03 499 | 504 5,01
s? 0,07 0,08 0,09 0,13
L | +o018 | 4020  +02 | +o024
n | 10 | 10 | 10 10
B y 6,10 5,97 I 5,96 6,05
S? 0,03 0,06 0,07 0,09
It +013 | 016 10,18 | +0,22
30 30 30 30
e v 7,09 7,02 7,05 7,07
S? 0,06 0,06 0,08 0,06
‘ L +0,09 | +009 | +011 +0,09
n ‘ 35 | 3 | 35 35
- y 8,31 8,27 8,40 8,37
S? 0,51 0,32 0,27 0,36
L ‘ +025 | +0,18 | +0,17 40,20
n — polprzedzial
¥y — srednia arytmetyczna miana
S — wariancja
L — polprzedzial ufnosci
Wnioski

Na podstawie uzyskanych wynikéw wydaje
sie, ze w rutynowej pracy pracowni serolo-
gicznych ZHW, — przy dokladnej pracy per-
sonelu laboranckiego, nie odgrywa istotnej roli
rodzaj stosowanych probowek, tzn. z wyzlo-
bieniem lub bez.
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Nie wplywa tez w istotny sposéb na wyso-
kos¢ uzyskiwanych mian uzycie do rozlewania
zawiesiny antygenu pipety lub dyspensera.

Roéwniez dokladno$¢ wszystkich czterech
wariantow metody aglutynacji okazala sie w
praktyce taka sama.

Biorac jednak pod uwage wzgledy ekono-
miczne (koszt jednostkowy obu rodzajéw pro-
boéwek, oraz szybszg zuzywalnosé probowek z
wyzlobieniem), jak roéwniez czas nastawiania
pojedynczej proby, wydaje sie, ze w rutyno-
wej pracy w pracowniaich serologicznych
mozna by bylo stosowaé¢ probowki bez wyzlo-
bienia, zwracajac jednak baczng uwage na do-
kladne i szybkie sptukiwanie surowic ze Scian
probowek zawiesing antygenu, celem niedo-
puszczenia do zaschniecia surowicy na S$cia-
nach probowek, co mogloby doprowadzi¢ do
uzyskania wynikéw pozornie ujemnych.
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ZIV G., RISENBERG-TIRER R.: Aktywnosé in vitro
réznych antybiotykéw w stosunku do szczepbébw Pseu-
domonas wyizolowanych z wymienia kréw. (The in
vitro activity eof several antibiotics against Pseudo-
monas of bovine udder origin). Zentbl., Vet. Med. R.
B., 17, 963—969, 1970 (9).

Przebacdano in vitro wrazliwo$é 205 szczepow Pseu-
domonas aeruginosa (wyizolowanych z ostrych i chro-
nicznych przypadkow zapalenia wymienia u kréw) na
karbenicilline neomycyne, dwuhydrostreptomycyne,
Kanamycyne, polymyxyne B, kolistyne, tetracykline i
gentamycyne. Wrazliwosé na antybiotyki oznaczono
metodg rozcienczen i metodg krazkowa. Wyizolowane
szczepy Pseudomonas byly wrazliwe na gentamycyne,
polymyxyne B, karbenicylline i kolistyne. Stwierdzo-
no wystepowanie S$cistej korelacji pomiedzy wrazli-
wo$cia badanych szczep6w na gentamycyne, poly-
myxyne B i karbenicylline oznaczong metodg roz-
cieficzen i metoda krazkowa. o

PEETOOM F,, RUITENBERG E. J.,, KROES R. BER-
KVENS J. M.: Wplyw estrogenéw na reakcje immu-

nologiczne, (Influence of estrogens on the immune
response). Zentbl. Vet. Med. R. B. 17, 989—991,
1970 (9).

Badania nad wplywem estrogenéw na rozwéj od-
czynow odpornosciowych przeprowadzono na 8-ty-
godniowych cieletach stosujac iniekecje 80 mg dietyl-
stilbestrolu (DES). Po tygodniu od inickcji estrogenu
polowie cielat wstrzyknieto domie$niowo toksoid blon-
niczy zaadsorbcwany na wodorotlenku glinu w iloéei
5 Lf/ml. Drugg dawke toksoidu podano drugiego ty-
godnia po pierwszej iniekcji. W czasie badan prowa-
dzonych przez okres 16 tygodni nie stwierdzono rédz-
nic w poziomie globulin surowicy u cielat u ktérych
stosowano estrogen i cielat grupy kontrolnej. Nie
zaobserwowano réwniez wplywu estrogenu na wiel-
koS¢ miana przeciwcial antytoksycznych u badanych
cielat. Z. G.
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