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Szybka i wiazgca diagnostyka laboratoryjna
W rozpoznawaniu jpomoru $win nabiera coraz
wiekszego znaczenia. Wyplywa to z wystepo-
wania coraz liczniejszych ognisk pomoru o nie-
typowym przebiegu i wylaniajgecymi sie stad
trudnos$ciami w ustaleniu diagnozy na podsta-
wie objawéw Kklinicznych i zmian anatomo-pa-
tologicznych. Wiprowadzony u nas w 1953 r.
obowigzek przesylania prob do badan labora-
toryjnych w przypadku podejrzenia pomoru
nie mial wiekszego znaczenia praktycznego, po-
niewaz Zaklady Higieny Weterynaryjnej nie
przeprowadzaly badan wirusologicznych, a
ograniczalty sie z reguly do badan bakteriolo-
gicznych. Zmiany anatomo-patologiczne nato-
miast terenowy lekarz weterynarii moze na
$wiezym materiale okresli¢ dokiadniej anizeli
jest to mozliwe w laboratorium na podstawie
nadestanych préb. Terenowa stuzba weteryna-
ryjna byla przeto pozbawiona pomocy labora-
torium w wykrywaniu pomoru $win o latent-
nym wzglednie nietypowym przebiegu. Uno-
woczesnienie diagnostyki laboratoryjnej, jak
to starano sie wykaza¢ juz uprzednio (15), wy-
daje sie zatem jednym z podstawowych wa-
runkow skutecznego zwalczania pomoru swin.

Prace Salarzano i wsp. (14), Meylinga i wsp.
(11), Kubin’a i wsp. (6) wskazujg na stosowanie
przeciwcial znakowanych fluorochromami do
wykrycia antygenu pomoru $win w materiale
biologicznym — jako metode z wyboru. Meto-
da ta zdaje sie mieé¢ pewng przewage nad po-
zostalymi w tym réwniez metoda wigzania do-
peliacza (4, 5) jak i immunodyfuzji w zelu
agarowym (19). Odczyn wigzania dopelniacza
i immunodyfuzji w zelu nie wymaga takiego
wyposazenia jak immunofluorescencja, metody
te sa jednak mniej czule. Zastosowania prak-
tycznego nie znalazt dotychezas caly szereg in-
nych metod Ilaborateryinego rozpoznawania
pomoru $win, za wyjatkiem histologicznego
badania moézgu i testu leukocytarnego, ktore
to badania maja jedynie orientacyjne znacze-
nie. W pismiennictwie krajowym brak jest do
tej chwili doniesien dotyczacych zastosowania
immunofluorescencii w rozpoznawaniu po-
moru $win.

Celem niniejszej pracy bylo zatem stwier-
dzenie, w naszych warunkach, mozliwosci prak-
tycznego stosowania metody przeciwcial fluo-
rescencyjnych w diagnostyce rutynowei kla-
sycznego pomoru $win w materiale bezposred-
nim z uwzglednieniem roéznych technik i moz-
liwosci diagnostyki przyzyciowej.

Materiat i metody

Material ze zwierzqt zakazonych sztucznie *).

Uzyto narzaddéw i tkanek od 8 Swin o wadze 40—
60 kg (6 sztuk) 1 24—25 kg (2 sztuki), zakazonych
szezepem ,,W” wirusa pomoru $win w dawce 1 ml na
sztuke. Swinie poddawane byly ubcjowi na 55 dzien
po zakazeniu, w stanie przedagonalnym.

Zmiany anatomo-patologiczne byly typowe dla ostrej
formy pomoru. Bezposrednic po uboju pobrano ka-
walki $ledziony, trzustki, merki, ptuc, migdatkéw, §li-
nianke, przyusznice wraz z wezlem chionnym oraz
wezly chlonne krezkowe, Materiat przechowywano
w temp. —20°C i uzywano do do$wiadczen w okresie
do 4 miesiecy. Krew w ilosci 20 ml pobrano od
6 $win w czasie uboju dokonanego na 5 i 6 dzieh po
zakazeniu, a od 2 sztuk przed zakazeniem oraz na 2,
3, 4, 51 6 dzien po zakazeniu.

Powyzszy material stuzyt do poczatkowych badqn
jako dodatni. Material ujemny pobrano od 6 $win
niewykazujgcych zadnych objawow klinicznych ani
zmian anatomo-patologicznych.

Material terenowy

Materiat ze 155 podejrzanych o zakazenie natu-
ralne zwierzgt przysytany do tutejszego Zakladu, ba-
d=no bezzwiocznie wzglednie po przetrzymaniu 12—
24 gedzin w temp. 4°C. Sporzadzono prepsraty odci-
skowe mz2jczesciej ze $ledziony, wezldw chlonnych i
nerek, W nielicznych przypadkach uzyto do badan
zeskrebiny z btony $§luzowej pecherza moczowego, zo-
ladka i gérnego odcinka tchawicy.

Odczynniki:

1) surowica $win hyperimmunizowanych, znakowa-
na izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) =z Central
Veterinary Laboratory — Weybridge, Anglia,

2) dito — Tier&rztliche Hochschule Hannover, NRF,

3) surowica p. pomorcwa prod. Biocwet Pulawy
seria 41266.

Surowice znakowane (konjugaty) przechowywano
w temp. —20°C, a rozcieficzone do odpowiedniego ste-
zenia przechowywano w temp. 4°C do zuzycia w prze-
ciggu kilkunastu dni.

Przygotowanie preparatdw

Na cienkie szkielka podstawowe ze szkla nie dajg-
cego wiasne] fluorescencji, dockladnie cdttuszczone,
naktadano skrawki kricstatowe (najlepiej 5—6p gru-
bosci) badanego materiatu, wzglednie sporzadzano pre-
paraty odciskowe. W tym ostatnim ‘przypadku do
miejsca S$wiezo przecietej (skalpelem, zyletks) tkan-
ki przyciskano lekko podgrzane nad ptomieniem szkiel-
ko podstawowe. Preparaty (zaréwno kriestatowe jek
i odeciskowe) w kolejnoéci: suszone na powietrzu, (pod
wiatraczkiem) utrwalono w acetonie w —28°C przez
10 do 15 min., suszono ma powietrzu, pokrywano
kroplg konjugatu, pozostawiano w komorze wilgot-
nej przez 30 min. w temp, 37°C. (barwienie), zlewano
reszte konjugatu, pilukano 25 min. w roztworze fi-
zjologicznym NaCl o pH 7,6 (0,01 M PO, i w konhcu
zzanurzanc w wodzie destyloweanej. Na wysuszone

*) Material uzyty do badan od sztuk zakazenych wirusem
pomoru pochodzil cze$ciowo z Zakladu Technologiczno-Ba-
dawczego Przemysiu Biowelerynaryjnege w Pulawach., Za
udostepnienie tege materialu skiadam serdeczne podzigeko-
wanie Kierownikowi Zakladu dr Stanistawowi Majdanowi
i Jego Wspbipracownikom.
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w temp. pokojowej preparaty maklzdano szkielko ma-
krywkowe po uprzednim nakropleniu gliceryny bu-
forowanej o pH 7,6 (0,1 M PO,).

Preparaty z krwi sporzadzano wg metody opisane]j
przez Mihajlowic’a (12). Krew odwlokniong w iloci
10 ml od sztuki odwirowywano; warstwe biatych cia-
lek zdejmowano pipeta do 9 ml wody destylowanej.
Mieszano kilka minut, a mastepnie dodawano 1 ml
9,5% roztworu NaCl. Po odwirowaniu osad bialych
cialek krwi rozmazywano na szkietku. Suszenie i bar-
wienie jak wyzej. Badania kontrolne oparto o réwno-
legle badania materialow od sztuk zdrowych, gtéwnie
jednak ma ,wygaszaniu” §wiecen przy uzyciu niezna-
kowanej surowicy odporno$ciowe] p. pomorowi §win.
Utrwalone i wysuszone preparaty j.w. — traktowano
przed barwieniem dodatkowo surowicg odpornoéciows
nieznakowang w komorze wilgotnej przez 30 min.
w temp. 37°C.

Ocena preparatow

Preparaty oceniano w mikroskopie Nf C. Zeiss
(monokular) z przystawkag HBO-50 produkcji NRD.
W ukladzie C. Zeiss HBO-50 uzywano kuwety z 5%
roztworem wodnym CuSOQO,; filtr pobudzajacy UG,
1,5 ochronny G1/GG. Mikroskop wyposazono w kon-
densor Apl. 1,4. Uktad optyczny 40X35.

Ocena wynikow

Preparaty z materialu ze zwierzat sztucznie zaka-
zonych oceniano:

+++ — caly obiekt $wiecgcy, wyrazne blyszczenie,
++ — obiekt znaczny — wyrazne biyszczenie,
1— — obiekt widzialny bez blyszczenia,

I — obiekt zaledwie widzialny.

W przypadku oceny wynikéw z materialu tereno-
wego uwzgledniono trzy ewentualnosci: dodatni,
ujemny i watpliwy, a w sposobie odezytu nie brano
pod uwage bltyszczenia,

Wyniki

Zakazenie doSwiadczalne. Do badan wstep-
nych uzyto materiat pochodzgcy od swin zaka-
zonych zjadliwym szczepem ,/W’ wirusa po-
moru $win. Zwierzeta poddawane byly ubojo-
wi w stadium przedagonalnym na 5—6 dzien
po zakazeniu. Przebieg choroby oraz zmiany
anatomo-patologiczne typowe dla ostrej posta-
ci pomoru S$win. Wyniki badan zestawiono
w tab. 1.

Tab. 1. Wyniki badan immunofluorescencyjnych tech-

nikg kriostatows 1 preparatéw cdeiskowych materiatu

ze §win zakazonych szczepem ,,W” wirusa pomoru
i sztuk kontrolnych.
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Komorki zakazone wykazywaly intensywne
$wiecenia cytoplazmy przy czym jadra pozo-
stajg nie zabarwione. Swiecenie specyficzne
jest koloru czystej zieleni (trawy) z natezeniem
intensywnosci blyszczenia (,,halo”) wokot ja-
dra. Komoérki niezakazone sg koloru szarozél-
tego. Liczba zakazonych komorek (zasieg Swie-
cenia) jest rézna zaleznie od badanego mate-
riatu. W preparatach ze $ledziony i wezlow
chtonnych obserwuje sie najczesciej sSwiecenia
w calym skrawku wzglednie odcisku — rza-
dziej w grupie komoérek.

Diagnoze w tych narzadach czesto utrudnia
intensywna Zzoltawa, granulowana [luorescen-
cja komorek leukocytopodobnych i czerwona-
wa — czerwonych ciatlek krwi. W migdaltkach
Swieci najczesciej nabtonek wyscielajacy jam-
ki mieszkowe, lecz wystepuje réwniez fluore-
scencja komérek limfoidalnych wraz z o$rod-
kami rozmnazania. Dobrg reakcje barwng wy-
kazuja zakazone komoérki gruczoldéw slinowych.
Warto$¢ diagnostyczna trzustki limitowana
jest stosunkowo szybka autolizg (2—3 godz.
temp. pokojowa) co prowadzi¢ moze do niespe-
cyficznych reakeji i mylnej oceny: w stanie
swiezym wykazuje doskonale $wiecenia grup
komorek a mawet calego skrawka. Specyficzna
reakcja w komorkach bialych ciatek krwi wy-
stepuje juz w dwa dni po zakazeniu przy czym
dotyczy ona w tym okresie najwiekszej liczby
komoérek (ponad 50%). Z uplywem czasu liczba
zakazonych leukocytow zmniejsza sie. W dniu
uboju u wszystkich sztuk stwierdzono jednak
leukocyty ze specyficznie zielong zabarwiong
plazmg i niewybarwionymj jadrami. Zardwno
w krwi sztuk zakazonych jak i kontrolnych
spotykano biate ciatka w ktorych plazmie wy-
stepowala silna fluorescencja koloru zottawe-
go w postaci drobnych ziarenek, ktorej nasile-
nie zmmniejsza sie wzglednie calkowicie uste-
puje z chwilg wystapienia specyficznej reak-
cji. Takie samo $wiecenie spotykano w okoto
10% przypadkéw w preparatach ze $ledziony
i wezléw chlonnych.

Technika skrawkowa posiada znaczng prze-
wage nad odciskowsg i rozmazami. Ocena pre-
paratu skrawkowego jest dokladniejsza i tat-
wiejsza. Preparaty skrawkowe ponadto nie
ulegajg sptukaniu jak to niejednokrotnie ma
miejsce z preparatami cdciskowymi. Preparaty
odciskowe ze wzgledu ma konsystencje tkanki
najlatwiej sporzadza sie ze $ledziony i wezlow
chlonnych — najtrudniej z gruczotow slino-
wych.

Najbardziej nadajgca sie do badan tkanka,
dajacg najlepiej widoczne i zgodne wyniki jest
migdalek oraz swieza trzustka. Dobre rezulta-
ty uzyskuje sie w kolejnosci z mnerki, wezléw
chtonnych, $ledziony i gruczotow $linowych.

Material terenowy. Badania immunofluore-
scencyjne w celu wykrycia obecno$ci wirusa
pomoru $win przeprowadzono na materiale po-
chodzgcym lgcznie od 155 sztuk. Zadany kie-



Nr 2

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XXVI

runek badan w 128 przypadkach — pomor
$win, w 19 — badanie bakteriologiczne, w 6 —
choroby zarazliwe i zatrucie w 2 przypadkach.
Wyniki badan anatomo-patologicznych, immu-
nofluorescencyjnych i bakteriologicznych ze-
stawiono w tab. 2. Na 41 przypadkow gdzie

Tab. 2. Wyniki badan anatomo-patologicznych, immu-
nofluorescencyjnych i bakteriologicznych materiatu
biologicznego ze §win podejrzanych o pomér.
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zmiany anat.-pat. byly znamienne dla pomoru,
antygen pomoru §win wykazano w 40 przypad-
kach a w jednym uzyskano wynik watpliwy.
W materiale od 86 $win w ktéorym nie stwier-
dzono zmian typowych dla pomoru — w 52
przypadkach otrzymano wynik dodatni w jed-
nym watpliwy, a w 33 ujemny. W 28 przypad-
kach gdzie nie stwierdzono zmian anat.-pat.
przemawiajgcych za pomorem — w 19 otrzy-
mano wynik dodatni, w 2 watpliwy a w
7 ujemny. Badania tych ostatnich przeprowa-
dzono na zyczenie lekarzy wet. kierujgcych
materiat gtownie od sztuk pochodzacych z ubo-
ju diagnostycznego a takze padlych po szcze-
pieniu szczepionkg lapinizowang i CVV.
Nadsylany material nie zawsze byt dosta-
tecznie $wiezy a niekiedy brak byle pozada-
nych do badania narzgdéw. Wynik okreslano
jako ujemny jezeli co najmniej w trzech pre-
paratach z roéinych narzadow danego zwierze-
cia nie wykazano antygenu pomoru éwin. Ta-
bela 3 przedstawia czestotliwos¢ wynikéw do-

T?b. 3. Czestotliwo$é wynikéw dodatnich z poszeze-
goélnych narzadéw pochodzgeych od 111 §wiA uzna-
nych badaniem immunofluorescencyjnym za zakazone

pomcrem,
dadano cammunofiuorescencyjnie
thanka tacznie 2 wynikiem

R
nerka 107 65 | 2 40
Sledziona 701 92 7 8
wezty cht. 62 5 | 3 3
migdatek 12 11 7 -
priyusznica 3 7 1 7
ptuca 2 7 y -

datnich w  poszczegdlnych narzadach od
111 $win uznanych za zakazone pomorem $win.
Wynika z niej, uwzgledniajac rodzaj nadsyta-
nych i badanych tkanek, ze antygen pomoru
daje sie wykaza¢ najczesciej w migdalku, a na-
stepnie w kolejnosci w weztach chlonnych, §le-
dzionie i nerce. Rowniez w przypadku mate-
riatu terenowego najbardziej pewne wyniki
otrzymywano z migdatka. Ocena preparatow z

nerki jest réwnie dokladna, lecz w przypadku
nerki specyficzna reakcja wystepuje dopiero po
dtuzszej chorobie.

Probne badania rozmazéw z powierzchownej
warstwy blony Sluzowej pecherza moczowego,
zoladka i tchawicy pozwalajg wnioskowaé, ze
Swiezego materiatu z tych narzadéw mozna
uzy¢ do badan immunofluorescencyjnych.

Dyskusija

W przeprowadzonych badaniach zastosowa-
no technike kriostatows, preparatow odcisko-
wych 1 mazanych dla wykazania odczynem
immunofluorescencji antygenu pomoru §win
w materiale bezpo$rednim ze $win zakazonych
doswiadczalnie zjadliwym wirusem pomoru,
wzglednie podejrzanych o pomoér. Technika
skrawkéw mrozonych pozwala na zachowanie
struktury histologicznej badanej tkanki co
znacznie ulatwia ocene wyniku. W przypadku
materiatu $wiezego ze zwierzat zakazonych do-
$wiadczalnie ocena jest jednoznaczna. Otrzy-
mane wyniki pokrywajg sie z wynikami Stair’a
i wsp. (17), Mengeling’a i wsp. (9, 10), Aiken’a
1 wsp. (1, 2), Maess’a i Liss’a (7), Kubin’a i
Ko6lbl’a (6). Technika preparatow odciskowych
nie wymaga urzadzen do sporzadzania skraw-
kow, jednak wykonywanie preparatéow zwlasz-
cza z niektérych gruczolow jest ucigzliwe. Pre-
paraty mazane z zeskrobin bton sluzowych (13)
moga by¢ przydatne w badaniach poznaw-
czych, nie wydaje sie jednak, aby znalazty
szersze zastosowanie w rutynowej diagnostyce
za wyjatkiem rozmazéw z krwi, U zwierzat
doswiadczalnych obecnos¢ wirusa pomoru moze
by¢ wykazana juz w 48 godzin po zakazeniu
domiesniowym w biatych ciatkach krwi. Fakt
ten jak sie wydaje, bedzie mozna wykorzystaé
w diagnostyce przyzyciowej we wczesnym sta-
dium choroby. Przydatno$¢ migdatkow w ru-
tynowej diagnostyce pomoru swin w S$wietle
otrzymanych wynikéw i doniesien cyt. juz
autorow, zdaje sie nie budzi¢ watpliwosei. Mig-
datek jest rowniez tym gruczolem ktéry moze
by¢ eksterpowany przyzyciowo co pozwala na
zaniechanie ubojow diagnostycznych. W prze-
prowadzonych badaniach w kilku przypadkach
wykazano obecnos$é¢ wirusa w materiale pocho-
dzgeym od $win padtych po szczepieniach szcze-
pionkg lapinizowany. Z doswiadczenn Aiken’a
i wsp. (3), Treebhen’a i wsp. (18), Sirbu i1 wsp.
(16) wynika, ze metoda immunofluorescencyj-
nag nie mozZzna praktycznie biorge odro6znié
szczepdw wirusa zjadliwego od lapinizowane-
go wzglednie inaktywowanego. Wszelkie szcze~
pienia czynne przy uzyciu wirusa pomoru $win
utrudniaja przeto diagnoze pomoru. Z drugie]j
jednak strony odczyn immunofluorescencji, w
przypadku pomoru $win, jest reakcjg wysoce
specyficzng. Zwigzki antygenowe wirusa po-
moru $win z innymi wirusami za wyjgtkiem
wirusa biegunki bydla nie zostaly ujawnione

(8).
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Z powyzszego wynika, ze odeczyn immuno-
fluorescencji jest préba wysoce specyficzng.
Reakcja dodatnia poszezegdlnych narzadow nie
zawsze wystepuje jednoczes$nie, a jest uzalez-
niona od miana, zjadliwo$ci wirusa i czasu
trwania choroby.
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Cavmyasr C. — IiCHHOCTE pPEAKHUEM MMMYHODIYepec-
LEeHIMK B JNa60paTOPHOH RUArHOCTHEE KJiZACCHYCCKOH
JYMBI CBHEHEN.

HMcenepoBany pe3Hble OpraHbl M TEAHM 8 CBMHEH
MCKYCTBCHHO 3apaskeHHbLIX BHPYCOM HyMbI  CBHMHEH
(urramMM  BaiumMHrToH) METOOOM MMMYHOMIYOPEeCe I
(PVA®) m npuMeneHMeM TeXHUKII KPHOCTaTOBOM, OTIEe-
JATKOB a B CJayYae KpOBM TakKie Ma3K0oB. Mcciepo-
BaJIM TaKXe wMeTonoM PH@® TeXHMKOM OTHEeYaTKCB
155 cay<aeB WyMbI BLICTYHAIOLIEN B CCABLCKOM XO35M-
CcTBe. VY CTAHOBMIM BBICOXKYI crenudmuyHocts PId.
COMHHUTENBHBIE Pe3yJJALTATh] MNONYUYadN [IPHY HUM3KOM TH-
Tpe EUPYCa B MCCAE€LyeMOM opraxe, upu caalboil BuM-
pyJeHINK BO30yAMUTENA MAM IIPM HECBeXeM MaTrepua-
Jge. CaMbIMM LeHHLIMU i PU@ Goliu B IIpakTidec-
KHMX YCJIOBUAX TIGCMCPELHO: MMHIAJMHDLI, JMM@.-y31IbI,
ceNe3eHKa M HOYKM. B NPIGKM3HEHHOM IMarHoCTUKe
MOZKHO MCCIELOBATb MIMILAJMIILI UM, 0CODEHHO B [ep-
BOM Hepuofe 00JelHM, KPOBb.

Samél S. — The value of immunofluorescence test
in laboratory diagnosis of hog cholera.

The samples of various internal organs and tissues
have been taken from 8 pigs artificially infected
with the W hog cholera virus. They were investiga-
ted by means of direct immunofluorescence techni-
que acc. to cryostatic method, impressed preparations
and in the case of blood — smeared preparations
In addition, 155 field cases were also examine with
the impressed technique. The results of the investi-
gations of the material derived from artificially infec-
ted pigs were in agreement with the data from litera-
ture. The resulis of field examinations were highly
specific too. Doubtful results were obtained in the
case of low titre of the virus in examined organs, low
virulence of the virus and when the examined ma-
terial was not fresh. The most useful for immuno-
fluorescence examinations, from practical point of
wiev, were the following organs: tonsil, lymph no-
des, spleen and kidney. For supravital examinations
apart from tonsils — blood might be used — espe-
cially in the first period of the disease.
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Proba fotodynamicznej inaktywacji atenuowanego szczepu
wirusa choroby cieszynskie;

Katedra i Zaklad Mikrobiologii Slaskiej Akademii Medycznej w Katowicach
Kierownik: prof.'dr J. SZAFLARSKI

Enterowirusy na ogé* nie ulegaja uczuleniu
na $wiatlo widzialne pod wptywem barwnikéw
akrydynowych (1, 4, 8). W pewnych jednak,
Scisle dobranych warunkach pH, temperatury
i sktadu $rodowiska udaje sie uczuli¢ enterowi-
rusy na dzialanie swiatla wi‘zialnego w nad-
miarze tych barwnikéw (10, 11, 12).

Jedli replikacja enterowiruséw przebiega w
komérkach utrzymywanych w plynie odzyw-
czym zawierajacym barwniki akrydynowe, uzy-
skuje sie zbior wirusa wre7liwegc na pro-
mienie $wiatta widzialnego (1, 5, 8).

Ostatnio bada sie mozliwo$ci wykorzystania
fotodynamicznej inaktywacji do produkeji za-
bitych szczepionek wirusowych o dobrych wtas-
nosciach immunogennych (14).

W przedstawianej pracy podjeto prdbe foto-
dynamicznej inaktywacji atenuowanego szcze-
pu wirusa choroby cieszynskiej.
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Material i metody

W badaniach uzZywano linie ciagly komorek nerki
plodu swin — RES (3). Komérki RES hodowano na
szkle w plynie odzywczym wzrostowym zawierajacym
plyn Hanksa z dodatkiem 0,5% hydrnlizatu laktoal-
buminy oraz 10% surowicy cielecej. W piynie utrzy-
mujacym steZenie surowicy cielecej obnizano do 2%.

Wirus choroby cicszynskiej, szczep atenuowany
przez Szurmena (2) otrzymano z Pracowni Instytutu
Zootechniki w Grodzeu SI. w 1964 r.

Mianowanie wirusa przeprowadzano w jednowar-
stwowych hodowlach koemérek RES w butelkach o po-
jemno$¢ 125 ml Po zlaniu i odsgczeniu plynu cdiyw-
czego na komorki nanoszono zawiesine kolejnych roz-
cienczen wirusa choroby cieszynskiej. Na jedng hodo-
wle nanoszoro 0,2 ml wirusa.

D¢ kazdego rozcieticzenia uzywano 2 butelek., Ad-
sorbcja wirusa przebiegala w temperaturze pokojowe]
przez 60 min. Poc tym czasie komorki pokrywance aga-
rem odzywcezym w iicSci § ml na butelke. Fo 72 godz.
inkubacji w temp. 37°C na agar cdiywczy wylewano
agar barwigcy w ilo$ci 4 ml na butelke i po dalszych



