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Prz

ryciowe roznicowanie plemnikéw na zywe 1omnar-
twe przy pocuocy  barwlenia zastosowal Laschley
i wspolpracownicy w r. 1942 uzywajac eozyny jako
barwnika réznicujacego i blekitu opalu jako czynnika

kontrastowego, Schaffer i Almquist (1948) uzyli
zamiast blekitu opalu blekit aniliny, Blom (1850) za-
stosowal jako czynnik kontrastowy wodny roztwdér ni-
grozyny. Mavyer i wspotprac. (1951) wykazali, ze do
barwienia rézniczkowego mogg by¢ uzywane jedynie
rozpuszczalne w wodzie halogenne pochodne fluore-
sceiny., Swanson 1 Bearden (1851), pordownali
zmodyfikcwang metcde Bloma z wmelodg Mayera,
wykazujac, ze daja identyczne rezultaty, Morozow
(i852) stosuje barwienie sama eozyna, bez czynnika
kontrastowego. Metoda Morozowa, jakkolwiek do-
ktadna, jest w praktycznym zastosowaniu nuzgca (wy-
szukiwanie plemnikéw niezabarwionych). Inne wymie-
nione powyzej metcdy, trudne sa u nas do wykonania
z powodu braku odpowiednich c¢zynnikéw kontrasto-
wych, W poszukiwaniu za czynnikiem kontrastowym
latwo dostepnym zastosowalismy zwykly tusz rysunko-
wy. Pcniewaz wstepne proby daly rezultat pomys$iny
[ostanowiono opracowad technike  barwienia voznicz-
kowego, przy zastosowaniu tuszu rysunkowego, Jiako
czynnika kontrastowego, oraz zbada¢ jakie czynniki mo-
ga wplywac niepomyslnie na rezultaty uzyskane ita me-
toda.

barwienia
pracy

7 prac wymienionych autoréw wynika, ze zasadni-
czym postulatem wuzyskania wiarogodnych wynikow,
jest szybko&é sporzadzenia preparatéw. Odnosi sie to
szczegolnie do fazy suszenia preparatu po sporzadze-
niu rozmazu. Przy powolnym wysychaniu rozmazow
istnieje niebezpieczefislwo, ze cze$¢  plemnikow obu-
mierajgc po sporzadzeniu preparatu uiegnie zabax-
wieniu, przez mieodwodniony barwnik. W zwiazku
z powyzszym zastosowano nastepujaca technike bar-
wienda.

Zastosowana technika

1 metodyka

1. Na szkietku podstawowym umieszczano matg kro-
ple nasienia (o Sredmicy okolo 2 mmj, krople eozyny
(roztwor 1 g eozyny B w 100 ml 3,6%0 roztworu cytry-
nianu sodu), oraz krople tuszu rysunkowego; kropie obu
komponentéw barwnych miaty $rednice okolo 5 mm.

2. Przy pomocy paleczki szklanej mieszano nasienie
z roztworem eozyny.

3. Krawedzig szkietka nakrywkowego, przylozonag do
brzegu kropli nasienia z eozyna, oraz kropli tuszu, do-
prowadzano do zlania sie obu kropli, po czym natych-
miast, nieodrywajac szkietka pcdstawowego Nr 2, spo-
rzgdzano cienki rozmaz. (Przy sporzgdzaniu rozmazu po-
stugiwano sie technika uzywana do sporzadzania roz-
mazow z krwi).

4. Natychmiast po sporzadzeniu rozmazu, umieszczano
preparat w strumieniu goracego powietrza, w celu szyh-
kiego wysuszenia preparatu.

W kazdym preparacie obliczano stosunek barwny:
niebarwny tysigca plemnikow. Wyniki poréwnywano
e rezultatem obliczenia plemnikéw martwych w na-
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sleniu niezabitym, przy pomocy metody opisanej
przez Jaskowskiego (1951).

Kazde doéwiadczenie powtdérzono z 10 ejakulatami.

Badaniu poddano masienie mierozcienczone i roz-
cleficzone rozcienczalnikiem zéttkowo-cytranianowym.

W celu sprawdzenia wplywu techniki barwienia na
wiarogodno$¢ wynikéw sprawdzono nastepujace od-
miany techniki sporzadzania preparatow:

1. Krétkie barwienie eozyna (okolo 3'), krotkie dzia-
tanie tuszu (okole 3") 1 krdtkie suszenie (okolo 5").
Wszystkie czynnoéci zwigzane ze sporzadzeniem pre-
paratu trwaty ckolo 10—15".

2. Barwienie eozyna okolo 30", pozostale czynnosci
jak w p. L

3. Barwienie eozyna okcto 3 min. pozostate czyn-
nosci jak w p. L

4. Barwienie eozyng okcio 5 sek., przetrzymanie w tu-
szu 1 minutg.

5. Barwienie eczyna ckolo 5 sek, przetrzymanie w tu-
szu 2 minutvy.

6. Barwlienie eozyna okoto 5 sek. przetrzymanie w tu-
szu 3 minuly.

Opisana technika réini sie o lyle od fechniki sto-
sowanej przez innych autoréw (nie biorac pod uwa-
ge rbéinicy w stosowanym czynniku kontrastowym), Ze
wymienieni puwyze] autorzy nie sporzadzali rozma-
zOW po zmieszaniu nasienia z barwikami, lecz prepa-
raity odciskowe.

Wyniki

Zastosowana metoda pozwalala na wyraZne rozpo-
znanie plemnikow zabarwionych 1 niezabarwionych.
W preparatach z nasienia rozcienczonego obserwo-
walo sig mnierdwnomierne roztozenie tuszu {skutki
obecnosci ciat thuszczowatych), wskutek czego powsta-
waly pola jasne i ciemne. Obserwacja plemnikéw
byla fatwiejsza w obrebie pol jasnych. Plemmiki za-
barwione (uwaZane za martwe) wykarywaly roéine
stopnie rozowego zabarwienia glowki, a mianowicie:
a) jednolite jasnoczerwone wybarwienie glowki,
b) rézowe zabarwienie akrosomu 1 jasnoczerwone
jadra (potbarwne), ¢) jednolite rézowe zabarwienie
calej gtowki (rozowe), d) brak wybarwienia akro-
gomu 1 rozowe zabarwienie jadra (poélrozowe).

W tablicy Nr 1 przedstawlono wyniki doswiadczen
z 10 ejakulatami, przy zastosowaniu réimych technik
barwienia. [Przy zastosowaniu dwu pierwszych tech-
nik, rezultaty uzyskane metodg barwienia réiniczko-
wego roznia sie bardzo nieznaczmie od rezultatow uzy-
skanych przy pomocy metody obliczania odsetka plem-
nikéw martwych w masieniu niezabitym. Mianowicie
obliczenie w hemocytometrze, wykazato ze w bada-
nych 10-ciu ejakulatach bylo przecietnie 38%0
martwych plemnikéw, obie pierwsze techniki wyka-
zaty obecnoié 35,9 lub 39,99/¢ plemnikéw zabarwio-
nych. Trzyminutowe barwienie eozyna zwieksza odse-



Nr g

tek z:;barwionych plemnikéw, prawdopsdobnie na
skutek obumicrania plemnikéw spowodowanego dzia-
{an:em 3-ch szoahwycn Czynmkmv dla  nasienia:
a) rozclenczenia w roztworze woanym eytryn’anu so-
du, b) wysychania 1 zmiany cidnienia osminiyeonego
oraz ¢) dzialania same] cozyny.

Dziatanie tuszu, jak wynika z doswiadczenia (iech-
nika 4—6) jest bezwzglednie szkodiiwe dla plemni.
kow 1 w bardzo krotkim czasie prowadzi do chumar-
cia 1 zabarwienia plemnikow.

Tabl

ica Nt 1. Porownanie wynikéw barwienia r16z-

niczkowego z wynikiem obliczenia plemnikéw martwych
w nasieriu niszabitym, przy zastosowaniu roznej tech-
sporzgdzania preparatéw (na 1000 plemnikow)
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Zastosowanie barwienia rdizniczkowego do okresle-
nia plemnikéw martwych w nasieniu rozrzedzonym
rozcienczalnikiem Zéttkowo-cytrynianowym, wykazato
w pilerwszym rzedzie wlasciwesci ochronne rozcien-
czalnika zoltkowego. Mianowicie stwierdzono, iz
w nasieniu rozcieczonym z tego samego ejakulatu
bylto wybarwionych (martwych) plemnikow o 40%
mniej niz w nasieniu nderozcienczonym. ODbliczenie
plemnikow nieruchomych w mnasieniu niezabitym wy-
kazato réznice miedzy nasieniem nierozciericzonym
a rozcienczonym 35%p. W zastosowan®: do nasienia
rocrzedzonego, konserwowanego, metoda barwienia
rozniczkowego dala rezultaty przedstawione w tab 2.

Tablica Nr 2. Rezultaty barwienia rézniczkoweqgao
nasienia rozrzedzonego, konserwowaneqgo przez 10 dni
w temp. +10° w poréwnaniu z odsetkiem plemnikow
martwych w nasieniu niezebitym (przecietnie 6 ejakulat)

T.Udcciek plomi.

7 tabl. 2 wynika, 7ze do 6-go dnia konserwacji bar-
wienie rézniczkowe daje dos¢ zgodne rezultaty z obli-
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czaniem plemnikéw martwych w nasieniu niczabitym.
W nasieniu starszym odsetek plemnikéw nierucho-
mych jest wyzszy anizeli odsetek plemnikéw zabarwio-
nych, przy czym rémmica ta wzrasta w miare starzenia
sig nasienia. To zjawisks ttumaczymy sobie uszkodze-
niem aparatu ruchowego u plemnikéw na ckutek dzia-
fania produkiow przemiany materii w nasieniu sta-
rym; w zwiazku z tym zna]du]u sie w nim wiele plem-
nikéw jeszcze zvwych (nie barwiacych sie) ale nie-
ruchomych,

Postugujac sie metoda barwienia rézniczkowego
moina z doéé duza scistoéeia okreshié odsstek plem-
nikcéw o ruchua pregresywnym, pod  warunkiem, iz
obeenodé ruchu  progresywnego sprawdzi  sle  przez
bezpoérednie ogladanie nasienia mniezabitego. Miano-
wicie jek wynika z tabl. 2-glej, odsetek plemnikéw
o ruchu progresywnym jest przecietnie nizszy o 21
jednostek procentowych aniZeli  odsetek plemnikéw
niezabarwionych (Zywych).

Oméwienie wynikoéow

Rezultaty naszych badan przy zastesowan'n krot-
kiego barwienia 19/4 roztworem cozyny 1 hardzo fkror
kiego stykania sie nasienia miewysuszonegn z tuszem
rysunkowym, sa zgodre z wynikami autoréw wymie-
nicnych na wstep'e. W zwwykg z powyzszym do pralx-
tycznego zastesowania nadawalaby sie najlepiej na-
stepujaca technika barwienia: }M"w enie 10/0 roztwo-
vem eozyny przez o—30 sckund; zmieszanie z tuszem
i szybkie spor‘zadzcnie cienkiego rozmazu (czas trwa-
nia te] czynnoéci nie dluze] niz 5 sek.); wysuszenie
preparatu w pradzie goracego powietrza (w ciagu
3—>5 sckund).

Zagadnienie uzsskania objskiywne] metody dla
okreslenia ilosci martwych plemn kéw w nasieniu ma
duie znacrenie rardwno teoreryczme jak prakiyczne.
Metoda szacunkowa, stosowana najczescie] w prak-
iyce inseminacyjnej, jest zbyt subieklywna i naraza
na duzy btad. Liczenie martwych plemnikéw w nie-
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zabilym nasieniu przy pomocy cytometri, wymaga
dugych rozeieficzen nasienia, szkodiiwych dla "plma‘ s

kéw.Scistosé jei w duzym stopriu zalnzv od technicz
nego opanowania mebody. Barwienie iwrkowe,
iak wynika 2 naszych badan, nie wiele odblwba jezeli
chodzi o wyn'ki, od metody poprzeam 2j, ma jednak
e przewage iz nie wymaga specjainyeh ur7a(’7eh
{(komory ogrzewajscei) oraz ze obliczan’e wybarwio-
rich plemnikéw mozna  przeprowadzaé w wiele go-
dzin po sporzadzeniu preparatu. Sotowiej i Ku-
Zniecow (1952} zastesowali metode Morozo-
wa do badan nad zmianami w plemnAkach w prze-
biegu konserwacji, podkreslajac jej duzg wartoéé
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Indeks opsonocytofagocytarny swinek morskich szczepionych Br. 519

Panstwowy Instytut Wet, w Pulawach, Wydzial Mikrobiolegli
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Od czasow Wrighta i Douglasa (1203, 1904)
znamy termostabilne opsoniny, obetne w normalnej su-
rowicy krwi. Neufeld i Rimpau (1904, 1905) opi-
sali bakteriotropiny, przeciwciala termostabilne i spe
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eyficzne, wyslepujace w surowicy zwierzal uodparnia-
nvch. Huddleson (1933), zaproponowal mierzenie
ilosci bakteriotropin za pomoca fagocytozy dla celow
diagnostycznych brucellozy, nazywajac probg indeksem
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