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C. perfringens C przyczyng enzoofii enterotoksemii v prosigt-oseskow

zaklad Higieny Weterynaryjnej, ul. Stowicza 2, 20-336 Lublin
* Zaklad Badania Choréb Swin Instytutu Weterynarii, ul. Partyzantéw 57, 24-100 Pulawy

Enterotoksemia u prosigt-oseskow (Entero-
toxaemia porcellorum) przebiega najczescie] w
formie martwiczych stanow zapalnych jelit
cienkich , (Enteritis necroticans — EN) i jest
wywolana dzialaniem toksyn C. perfringens C
(10, 33). Choroba ta, rejestrowana w wielu kra-
jach, miedzy innymi w Angli (10) i na We-
grzech (33) oraz w USA (1, 3), Danii (15 — 19)
i RFN (21), a takze w Holandii (26) i w Hiszpa-
nii (28), stanowi nieraz przyczyne powaznych
strat gospodarczych, zwlaszeza w wiekszych
chlewniach (20). .

W Polsce schorzenie to nie bylo dotychczas
notowane, zatem i sam opis choroby nie jest do-
statecznie spopularyzowany.

EN nalezy — w swojej istocie — do grupy
beztlenowcowych enterotoksemii. Wedlug Gri-
nera (12) charakteryzuja sie one ostrym prze-
biegiem i obecnoscia w tredci jelit oraz we
krwi toksyn réznych typéw C. perfringens.
Dlatego rozpoznanie tych toksoinfekeji wymaga
wykrycia specyficznych jadéw i wyosobnienia
wytwarzajacych je beztlenowcow (31, 32). '

W zlozonym patomechanizmie EN znaczenie
poszczegolnych toksyn, produkowanych przez

C. perfringens C, nie jest jednakowe, ale pod-
kresla sie zgodnie szczegblng role komponenty
letalnej beta (2, 14, 29, 30). Natomiast bardziej
podrzedna funkcje spelniajg inne antygeny, tj.
alfa (lecytynaza) i kappa (kolagenaza), a nadto
mi (hialuronidaza), mni (dezoksyrybonukleaza)
i hemolizyna (czynnik teta). Odpowiadajg one
za odrebno$é szezepéw C. perfringens C — izo-
lowanych z réznych materialéw, stanowigc je-
dnoczesnie podstawe do wyréznienia szeregu
podtypow (31).

W zwiazku z powyzszym, celem badan bylo
rozpoznanie choroby u prosiat ssgcych, mani-
festujacej sie krwawa biegunks, a poza tym
przedstawienie opisu wystepujacych zachoro-
wan oraz scharakteryzowanie wyosobnionych
beztlenowcoéw, zwlaszcza w zakresie ich aktyw-
nodci toksynogennej.

Material i metody

Badane zwierzeta. W celach diagnostycznych otrzy-
mano 5 prosiat dwudniowych wykazujgcych objawy
krwawej biegunki. Zwierzeta te, pochodzace z chlew-
ni ,,M”, poddano ogledzinom i ubojowi, a nastepnie
— po zarejestrowaniu zmian chorobowych — pobrano
podwigzane odcinki jelit cienkich do posiewow i ba-
dari na zawarto$é toksyn bakteryjnych.
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Posiewy 1 izolacja. Badania obejmowaly poszukiwa-
nie chorobotwérezej mikroflory beztlenowej 1 tleno-
wej, Dia wykrycia beztlenowceow dokonywano wysie-
WOW — na poiywke Zeisslera — materialow pobra-
nych z blony $luzowej jelit, po uprzednim usunieciu
pokrywajgeych ja zewnetrznyeh mas martwiczych, Za-
tozone hodowle inkubowano przez kilkanascie godzin,
w 37°C, metoda pyrogallolows wediug Pestiego (25).
Podejrzane hodowle wyeinano wraz z agarem i wpro-
wadzano na dno probowek =z podiozem Wrzoska,
wzbogaconym o dodatek 10% surowicy konskiej.
Uzyskane w ten sposéb kultury sprawdzano na brak
zanieczyszezen mikroflorg tlenows (wysiewy na po-
Zywke Zeisslera, namnaZanie w atmosferze tlenowej).
Jednoczesnie sprawdzano wystepowanie tlenowcow —
w badanych probach — poprzez wysiewy na pozywki
rutynowe, tj. agar z krwia i SS (czas inlkubacji w
37°C — 2 dni).

Poszukiwanie toksyny, Z zawartosei jelit cienkich
sporzadzano 50% wyeiagi w plynie fizjologicznym
z dodatkiem anfybiotykéw (400 j/mil penicyliny
1 200 pg/ml streptomycyny), a uzyskany po odwirowa-
niu (4900 obr.min,) plyn znad osadu wprowadzano w
dawce 05 ml — w formie natywnej i po trypsyniza-
cji (supernatant poddany dziataniu 2% trypsyny,
inkubacja w 37°C w ciggu 45 r‘nin.} — dootrzewnowo
myszom (czas obserwaceji zwierzat 3 dni).

Odezyn  seroneutralizacji, Dla zidentyfikowania
toksyny w wyeiggach 1 w plynie odwirowanyech ho-
dowli bakteryjnych (podioze VF z 0,5% glukozy)
stosowano. Imonowalentne surowice antytoksyczne
C. perfringens (Wellcome Reagents Lid. Anglia), W
tym celu wprowadzano doofrzewnowo myszom 0,5 ml
tolsycznego ekstraktu, lub supernatantu hodowli bal-
teryinej, wraz z 0,2 ml surowicy antyloksycznej (czss
wigzania reagenlow — 45 min. w 37°C, okres obser-
wac]i zwierzgl — 3 dni).

triilkkacja zarazka. Obejmowala ona okreslenie
morfologii drobnoustroju i kolonii, a poza tym pod-
slawowyeh  wiaSciwosei fermentacyjnych 1 proteoli-
tycznych, jak rowniez aklywnoseli w zakresie wytwa-
rzania indolu oraz serotypowo swoistej toksyny.

Oznaczanie toksyn, U wybranego szezepu nr 75,
sposrod 5 wyosobnionych, oznaczono sklad ilosciowy
produkowanych jadow, tj. alfa, beta i kappa oraz mi
i ni.

Toksyng alfa mianowano okreilajac dzialanie lecy-
tyhazowe 24-zodzinnych kultur baktervinyvch w po-
Zywee VF (aktywnosé enzymatvezna wyrazano jako
ilos¢ jednestek zmetnienipwyeh w 1 ml). .

Antypen befa badano sprawdzajac efekt letalny su-
perantantu 24-godzinnej hodowli zarazka w podlozu
VF wedlug Guillaumie i Kreugera (13). a uzyskane
wyniki przedstawiano w dawkach DLMjy/ml. Poza
tym oznaczano nekrotyzujgcy wplyw toksyny na skére
dwinki morskiej (Srédskorna iniekeja 0.1 ml plynu)

Czynnika kappa poszukiwano — przy uzyciu ko-
lagenu — metoda opisang w preey Cygana (7).

Toksyneg mi indentyfikowans testem ACRA wedlus
Oakleya i Warrack (24), Za jednostke aktywriosci
hialuronidazy przyjmowano najmniejsza ilogé enzymu
powodujaca ulrate lepkodei tzw. 1 dawki wskazuja-
cej (dosis indicating) kwasu hialuronoweso (WSS
Warszawa), a ostateczne rezullaty przeliczano na ak-
tywnosé 1 ml plynu hedowli,

Komponente ni diagnozowano metoda leukoeytowsg
wedtug Warrack i wsp. (34). Moc ENZymu wyrazano
jako najwyisze rozeienczenie hodowli (miano toksy-
ny) -powodujgce destrukeje jader 50% leukocytéw
krwi krélicze] w clggu 24-godzinnej inkubacii rozma-
zu w 37°C,

Wyniki i omoéwienie

Przebieg zachorowan. Choroba, ktéra wybu-
chla w chlewni ,M" dotyczyla majezesciej pro-
sigt 2—3 dniowych, wyjatkowo mlodszych, a
nigdy starszych. Gléwnym objawem klinicznym
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Rye. 1. Martwica blony Sluzowej jelita padtego pro-
siecia (obok wycinek jelita bez zmian)

— W przebiegu nadostrym schorzenia — byla
krwawa biegunka. W innych przypadkach ob-
serwowano kal plynny z pecherzykami gazu,
zwykle zéltawo-zielonkawy, wzglednie szaro-
bialy, i w tej podostrej formie choroby notowa-
ne byly wymioty i sporadyczne wyzdrowienia.
Z reguly jednak wystepowaly gwaltowne pad-
niecia, ktore po krétkim trwaniu biegunki obej-
mowaly wszystkie zwierzeta w mioocie. Rzadziej
przy zyciu pozostawalo po kilka prosigt, ale na
ogol mie wigeej jak 3—4 oseski. Do wyjatlkow
nalezaly przypadki zachorowan pojedynczych
zwierzat w miocie. Enzoofia ta — w rocznym
czasie je] trwania — spowodowala émieré ponad
400 prosiat-oseskow.

Wiek chorujacych zwierzat, jak réwniez
stwierdzone sympfomy schorzenia i miezykle
osfry jego przebieg, nasunely juz a priori po-
dejrzenie beztlenowcowej enterotoksemii, gdyz
opis podobnej enzootii mozna znalezé w donie-
sieniach réznych autoréw (1, 16, 17, 33).

Rozpoznanie choroby. Przeprowadzone hada-
nia anatomopatologiczne dostarczyly dodatko-
wych danych przemawiajacych za shisznoscig
postawionej diagnozy wstepne]. Podezas sekeji
zwierzatl stwierdzono bowiem obeecnoéé szaro-
z0ttawych nalotéw suchej martwicy, pokrywa-
jacej gruba warstwa blone Sluzowa na réznej
dlugosei jelit cienkich (biodrowe i czcze), ale
nigdy grubych (ryc. 1). W nastepstwie powsta-
waly — widoczne nawet od zewnatrz — ZgTil-
bienia $ciany przewodu pokarmowego. Poza

Jtym, w jamie brzusznej znajdowano u niektd-

rych prosigt zwiekszong zawartos¢ krwistego
plynu. Zmiany takie s3 uwazane za patogno-
moniczne dla beztlenowcowej enterotoksemii
na tle C. perfringens C (1, 10, 11, 14—17, 33).
Roznia sie one matomiast od spotykanych w
kolibakteriozie i TGE.

Za ostateczne potwierdzenie toksoinfekeiji
wywolanej przez C. perfringens C uwaza sie
wykrycie — w zawartosei jelita — letalnej tok-
syny beta, bedgcej rownoczesnie dermotoksyna,
a takze wyosobnienie zarazka (32). Badania
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Ryc. 2. Efekt martwiczy skory u swinki morskiej (wy-
cigg natywny miejsce A) i brak zmian (ekstrakt
z antytoksyna C — oznaczenie B)

Ryc. 3. Komérki bakteryjne szczepu nr 75 C. perfrin-
E gens C

wlasne dowiodty, ze podanie ekstraktow natyw-
nych myszom powodowalo ich $mieré w ciggu
10—14 godzin (wyciagi trypsynowe fracily ak-
tywnose letalng). Natomiast u $winek morskich
plyny te wywolywaly — po iniekcji $rodskor-
nej — powstawanie czerwonej mekrozy o nie-
regularnym brzegu. Podkreslic malezy, ze cal-
kowitg neutralizacje toksycznosci wyciagow
uzyskano jedynie z surowicg antytoksyczng
rzeciwko C. perfringens C. Ryc. 2 przedsta-
wia wywolany efekt martwiczy (miejsce iniek-
cji A) i brak takiego dzialania (oznaczenie B).
Wynik ten wskazuje niezbicie ma obecnos¢ —
w jelicie padlych prosigt — toksyny beta, swo-
istej dla C. perfringens C. Wedlug Dallinga
i Rossa (9) oraz Sakurai i Duncana (29) jest ona
inakiywowana przez trypsyne, tj. enzym uczyn-
niajacy protoksyne epsilon stanowigcg dodatko-
wy komponent serotypu B. Zatem etiologia
omawilanej enzootii wigzata sie wylgcznie —
wobec wykrycia tylko toksyny beta — z C. per-
fringens C. A
Charakterystyka zarazka. Z zawartosci jelit,
pobranej od 5 prosigt, wyizolowano — przy
braku chorobotworczych tlenowcéw — ogdlem
5 szezepdw (nr 75—79) drobnoustrojow beztle-
nowych, ktére przedstawialty krotkie i wzgle-
dnie grube laseczki gramdodatnie, o ostro ucie-
tych biegunach (ryc. 3). W pozywce Zeisslera

Ryc. 4. Morfologia kolonii szczepu nr 75

Ryc. 5. Koagulacja mleka przez szczep nr 75

Rve. 6 Xrople rozpadajgce sie (obecnosé hialuroni-
dazy) i zwarte (brak enzymu w probie kontrolnej)

tworzyly charakterystyczne kolonie z 2 strefa-
mi hemolizy, tj. zewnetrzng alfa i centralng
beta (ryc. 4). Taki typ wzrostu stanowi imma-
nentng ceche heztlenowcoéw C. perfringens (5,
7, 32). Roéwniez wlasciwosei fermentacyjne
wskazywaly na ten gatunek Clostridium (lak-
toza, glukoza, sacharoza i maltoza |-, ale man-
nit, salicyna i indol—). Poza tym wszystkie izo-
laty koagulowaly — w sposéb charakterysty-

085



Nr 10 MEDYCYNA WETERYNARYJNA Rok XLII
Tab. 1. WiaSciwosci toksynogenne szczepu nr 75 C. perfringens C
*Toksyny glowne *Toksyny uboczne
Szczep ﬁ— = b t_ = T s
alfa eta g . mi ni
(jedn. zm.) ‘ (DLMyg0) ’ cEsilun ' 1gig | kappa ‘ (dawki wsk) | (miano)
— | “ i
nr 75 40 ‘ 128 — — = 256 | 32
Objasnienie: * — zawartosé w 1 ml hodowli w pozywce VF

czny dla C. perfringens — kazeing mleka z wy-
tworzeniem ggbcezastego skrzepu (ryc. 9).

Jeden szczep, tj. nr 75, poddano blizszej ana-
lizie jego aktywnosci toksynogennej, a rezulta-
ty tych badan przedstawia tab. 1. Wynika z
miej, ze izolat ten produkowal 2 gléwne anty-
geny toksyczne, a mianowicie czynnik alfa
(40 jedn. zm./ml) i beta (128 DLM,,, ml) a spos-
rod toksyn ubocznych enzym mi {256 dawek
wsk./ml) oraz ni (miano 32). O obecnosci hialu-
ronidazy $wiadczylo powstawanie — stwierdzo-
nych metodg ACRA — kropli rozpadajgcych
sie w mgietke, a wiec calkowicie réznych od
kropli zwartych (brak enzymu) proby kontrol-
nej (ryc. 6). Stwierdzony zatem sklad toksyn
okazal sie réowniez typowy dla C. perfringens C
(aktywno$¢ letalna i nekrotyzujgca supernatan-
tu hodowlj byta zobojetniana wylacznie przez
antytoksyne C).

W patogenezie enterotoksemii beztlenowco-
wej prosigt-oseskow gléwmng role spelnia toksy-
na beta (20). Przedstawia ona — pod wzgledem
struktury molekularnej — pojedynczy tancuch
polipeptydowy o ciezarze 30 000 daltonéw i ak-
tywnosci odpowiadajacej dawce dla myszy
DL;,=1,78 pg (29). Czynnik beta, wywolujac
destrukcje kosmkow jelitowych, wmozliwia za-
razkowi kolonizacje blony oraz przenikanie do
krwi i limfy (20).

Toksyna alfa, wytwarzana przez szczep nr 75,
nie wydaje sie posiada¢ wiekszego znaczenia w
patomechanizmie choroby. Enzym ten bowiem
nie wywiera — w miskiej koncentracji (40 jedn.

zm./ml) — zadnych wplywoéw chorobotwor-
czych, co wynika z wezeéniej przeprowadzonych
badan (8).

Pewnym ewenementem bylo stwierdzenie w
hodowlj izolatu nr 75 czynnika mi (hialuroni-
daza). Na ogo6l nie wystepuje on w kulturach
szczepow wyosabnianych od prosiat (4, 10, 16,
17, 33). Tak wiec pelng ekspresje zmian choro-
bowych w beztlenowcowej enterotoksemii tych
zwierzgt determinuje toksyna beta, aczkolwiek
nie mozna catkowicie wykluczy¢ ewentualnych
wplywoéw enterotoksyny, na ktérg Swinie wy-
kazujg wrazliwoséé (27).

Wnioski

1. W Polsce pojawila sie nowa, dotychczas nie
rejestrowana choroba prosigt-oseskow o etiologii
zwigzanej z dziataniem beztlenowcéw C. per-
fringens C.
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2. Wyosobniony krajowy szezep nr 75 okazal
si¢ typowy w zakresie wytwarzania gléwnych
antygenow toksycznych alfa i beta, ale za pe-
wng osobliwos¢ nalezy uznaé jego aktywnodé
hialuronidazogenna, ktérej z regulty sq pozba-
wione izolaty pochodzace od prosiat.

3, Pgwstala potrzeba podjecia prac nad opra-
cowanlem swoistej szczepionki przeciwko bez-
tlenowcowej enterotoksemii prosiat-oseskéw, w
oparciu o toksynogenne szczepy C. perfrin-
gens C,
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Ieiran 3., Tepewmyk C., Ileficak 3., Tapaciok K., XBe-
ciok B., Tomamesckaa M. — C. perfringens C mpu-
MMHOM SKH300THHM SHTEDOKCEMMH Yy IIOPOCAT-COCYHOB

Onmecany 9SH300THMIO AaHASPOOHOM SHTEPOKCEMUM ¥
2—3-7HEBHBIX IIOPOCAT-COCYHOB, BO BpPEeMs KOTOPOIL
naso 32 1 rox cBblme 400 XuBOTHBIX. Pacmo3nanue
007I€3HM MOIOTBEPAMIM MI0IMPOBAHMEM U3 CONEPKU-
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Moro ToHrmx Kuuexk namouek C. perfringens C m 06-
HapyXeHMeM B HeM creimduuecKoro ToKcuHa Oera
(JIeTasbHOl PeaKIMEl ¢ MCIOJL3OBAHMEM MBIIIEH U
HEeKDOTU3UDPYIOLIell peakIipyeil Ha MOPCKUX CBMHKAX).
V30IMpOBAHHBIX 5 IITAMMOB IIOZBEPIIM HMOAPOOHOMY
aHamM3y OTHOCUTENBHO MOpPGOJIOrMIecKu-pepMeHTa-
TUBHBIX CBOJMCTB ¥ CIIOCOOHOCTM K HPOU3BOJCTBY CIIe-
m1puIecKoro TOKCHMHaA Oera, a 1 M3 HHMX, T.e. U30JAT
Hp 75 IPOBEPMIM TaKXKeE B IIOJHOM IMara3oHe TOKCHU-
HOTEeHHOI aKTUBHOCTU (OTMETMJIM CJIEAYIOUIVEe KOHIed-
Tpamuyu obpasyemblx B cpene VF Toremu: anbda —
40 em. wmam./mu, Hera — 128 DMLye/Ma, mi — 256
no3 yK.Mn u ni — THATP 32).

Cygan Z., Tereszczuk S., Pejsak Z., Tarasiuk K.,
Chwesmk w., Tomaszewska M. — Clostrldlum per-

fringens C aetiological agent of enzootic entero-

toxemia in suckling piglets

Enterotoxemia was described in 2—3 days old suc-
kling piglets; it caused death in 400 animals in a
year. Diagnosis of the disease was confirmed by
isolation of Cl. perfringens C from the content of the
small intestines and by discovery of specific beta-
-toxin in the bacilli. Five strains were isolated and
they were examined for morphological and bioche-
mical properties and also for specific beta-toxin
production. One isolate designated as Ne 75 was
assessed for complete toxic activity. There were found
the following concentrations of VF toxins: alpha —
40 units/ml, beta — 128 DLM;je/ml, mi — 256 ind.
doses/ml and ni — titer = 32.

JANUSZ WAWRZKIEWICZ, JERZY PLATAKIS, BARBARA DZIEDZIC

Zmieniony odczyn precypitacji w zelu agarowym

i jego

zastosowanie w rozpoznawaniu enzootycznej biataczki bydia

Instytut Chorob Zakaznych i Inwazyjnych AR, ul. Akademicka 12, 20-033 Lublin

Pozytywne wyniki namnazania wirtsa enzo-
otycznej biataczki bydla in witro w hodowlach
komorkowych (10, 11, 18), a takze wykazanie
swoistych przeciwcial antywirusowych u zaka-
zonych zwierzat (5, 19), stworzyly podstawy do
opracowania swoistych metod serologicznych,
wylkorzystywanych dla celow diagnostycznych.
Sposrod lumych odczynow serologicznych, sto-
sowanych w praktyce laboratoryjnej, najpopu-
larniejszym jest odczyn podwdjnej immunody-
fuzji w zelu agarowym (AGID) wedlug metody
Ouchterlonyego (20). Wynika to gléwnie z pro-
stoty jego wykonania przy rowmoczesnie wyso-
kiej swoistosci, warunkowanej zazwyczaj jako-
Scig amtygenu, produkowamnego przez rozne fir-
my i laboratoria. W pordéwnaniu do innych od-
czynow serologicznych, takich jak test ELISA,
odezyn radioimmunologiczny, czy tez proba ha-
mowania tworzenia sie zespolni, jest on znacz-
nie mniej czuty (1, 3, 6, 7, 12, 13, 14, 16, 22),
aczkolwiek ymozliwia wykrycie swoistych prze-
ciwciat juz na 16 dzien po sztucznym zakazeniu
bydita (14). W warunkach jednak naturalnego
zakazenia sig¢ bydla odezyn ELISA, dzieki bar-
dzo duzej czulosci, pozwala na weczesniejsze
wykazanie swolistych przeciwcial antywiruso-
wych, tj. na 5 tygodni przed ich wykryciem
metodg AGID. Ta wysoka czulos¢ odczynu pro-
wadzi¢ moze jednak niekiedy do niewlasciwej
oceny stanu zdrowia mlodych zwierzat, kar-
mionych siarg kréw zakazonych wirusem enzo-
otycznej biataczki bydla (EBB). W wyniku bo-
wiem pobrania wraz z siarg swoistych przeciw-
cial i-ich utrzymywania sie przez diugi okres
czasu w ustroju — nawet przez 9 miesiecy (4)
mogs one by¢ blednie uznane za swoiste biatksy
przeciwwirusowe powstale jako rezultat odpor-
nosci czynnej. W takich przypadkach zdrowe
sztuki mogg by¢ potraktowane jako zakazone.

Badania wlasne mialy na celu ocene zmienio-
nego schematu nastawiania odczynu precypita-
cji oraz skladu podioza wzbogacanego dodat-
kiem glikolu polietylenowego ma wyniki reakeji
precypitacji w przypadku EBB.

Material i metody

Antygen. Do badan uzyto antygenu diagnostycznego,
wyprodukowanego przez Instytut Weterynarii (seria
nr 5333 oraz A 386), rozpuszczonego w wodzie desty-
lowane] wedlug zalecen producenta.

Podloze do precypitacji. Roztwoér zelu agarowego
przygotowywano przez rozpuszczenie Bacto-agaru fir-
my Difco w buforze Tris-HCl o pH 72 z zawartoscig
8,5% chlorku sodowego. Podloze zmodytfikowane za-
wieralo 4% glikolu polietylénowego o m.cz. 6000
(PEG 6000), natomiast zmiana schematu nastawiania
odezynu polegala na zwiekszeniu $rednicy basenikéw
z surowicg do 10 mm, przy nie zmienionej S$rednicy
studzienki (5 mm) zawierajacej antygen. Odleglosé
miedzy basenikiem z antygenem a studzienkami z su-
rowicg wynosila 5 mm; grubosé zelu — 2,5 mm,

Wyniki odczytywano po 24, 48 i 72 godzmach od
momentu nastawienia odeczynu, przetrzymujac plytki
w komorze wilgotne] w temperaturze 22°C.

Surowice. Surowice bydlece w liczbie 118 pochodzi-
ty z zakazonej obory WOPR wojewddztwa wroctaw-
skiego.

Wyniki i omdéwienie

Uzyskane dane zebrano w tab. 1. Na 118 su-
rowic badanych metodg obecnie obowigzujgca,
wyniki zdecydowanie dodatnie uzyskano w 53
przypadkach (44,91%), a watpliwe w 9 (7,62%).
Zwiekszenie natomiast srednicy basenikéw z su-
rowicami z 5 mm do 10 mm, a tym samym po-
nad 3-krotne powiekszenie objetogci studzienek
(z 35 ul do 115 ul) podwyzszylo liczbe wynikow
dodatnich z 49,91% do 77,9%. Wprowadzenie do
zelu agarowego glikolu polietylenowego (PEG
6000) w ilosci 4% wplynelo wyraznie korzystnie
na wystepowanie intensywmosci reakcji precy-
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