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PRAKTYKA LABORATORYJNA
DANUTA ROMANOWSKA

Zakłady Higieny Weterynaryjnej zobowiąza-
ne są do wykonywania odczynu wiązania do-
pełniacza (OWD) w kierunku brucelozy wed-
ług instrukcji tymczasowej Ministerstwa RoI-
nictwa Dep. Wet. Nr 14 z dnia 1 października
1964 r.

Powyższa instrukcja podkreśla, że zasadni-
czo każdą badaną surowicę należy nastawiać w
4 kolejnych rozcieńczeniach (1, :25, 1 : 50,
1 : 100, 1 : 200). Przy badaniach masowych
instrukcja dopuszcza jednak możIiwość nasta-
wiania surowicy tylko w jednym tozcieńcze-
niu (1:25).

Przy nastawianiu odczynu tylko w jednym
rozcieńczeniu. zakłada, się z gory mozliwość
uzyskania pewnego procentu wynikórv błęd-
nych -. pozornie ujemnych. Jest to zwtązane
z występowaniem strefy nieswoistej hemolizy
w pierwszych rozcieńczeniach (tzw.,,prozone''),
szczególnie w przypadku surowic o wysokim
poziomie przeciwciał.

Dlatego też wskazane byłoby badanie kazdej
surowicyw4 kolejnych rozcieńczeniach.

W celu zmniejszenia zużycia odcz}rnników,

Materiał i metody

7. każdą surowicą do-pełniacza metodą pod erć-
dawkach), oraz przy

Każdą surowicę na ach.

Sposób wykonywania odczynu metodą zalecaną przez
instrukcję ilustruje tab. 1, a technikę z użyciem mi-
kropipety - tab. 2.

Tab.1, Technika nastawiania OWD w ćwierćdawkach

Kolejne probówki

Odczyn wiqzonio dopełnioczo noslowiony przy pomocy
mikropipety w 115 dowki

Zakład Higieny weterynaryjnej w Warszalvie
Kiefownik: dr habil. S. s_ĄMÓL

K

Surowica w odpo-
wiednim rozc.

Płyn fizjologiczny
Dopełniacz
Antygen

0,25
0,25
0,25

0,25

0,25
0,25

0,25

0,25
o,25

0,25

0,25
o,25

0,25

0,25
0,25

K - kcntrola ,antykomplementalnych właściwcści bada-
nych surowic.

2. Technika nastavriania OWD w 1/5 dawki

Surowica badana (na
dno suchych pro-
bówek)

Płyn tizjologiczny
Dopełniacz
Antygen

0,04
0,36
o!

0,04
0.16
o,2
o,2

0,02
0,18
0,2
0,2

0,01
0,19
0,2
0,2

0,005
0,195
0,2
0,2

K - kontro],a ,antykomplenentarnyctr właŚoiwości bada-
nych Suro\^,ic.

Całość doświadczenia wykonano używając stale tych
samych pipet sprawdzonych metodą wagową.

Z wyjątkiem surolvicy, wszystkie komponeirty roz-
lewane były przy użyciu DJ,spensera (Unipan typ 313)
o dokładnośct rozlań do 0,005 ml.

W metodzie klasycznej surowicę pobierano, a na-
stępnie rozcieńczano pipetą o pojemności 1 ml z po-
działką co 0,01 m1.

Przy nasta,"vianiu odczynu w 1/5 dawki używano
specjalnie skalibrowanej mikropipety z odlożonymi ko-
lejno w kierunku od góry do dołu pipety wartościami:
0,04, 0,04, 0,02, 0,01 i 0,005 ml.

Dawki surowicy przy lżyc'lu mikropipety rozlewano
na dno suchych probólvek.

Po rozlaniu każdej surowicy pipety przepłukiwano
trzykrotnie roztworem fizjologicznym NaCI i osuszano
bibułą.
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Przed rozlewaniem następnej badanej surolł,icr- pi-
petę przepłukiwano dodatko,tvo surowicą i dopiero po-
norł,nie nabraną surowicę rozlewarro dcl pro}lórvelr.

w doświadczeniu stosowano surowice niekonserrvo-
Wane.

Uży.ł,ane szkło laboratoryjne myto środkami oparty-
mi na detergentach (Mirax), płukano bardzo dokład-
nie rvodą bieżącą, a trastępnie destylowano i suszono
w temp. ok. 120oC.

Wszystkie komponenty używane do odczynu przygo-
towyrvano zgodnie z obowiązującą instrukcją.
Wynil<i odczytyrvano natychmiast po wyjęciu z Łaźni,

w momencie, gdy układ kontrolny odczynu odpowia-
dał wyrnaganym warunkorul, tzn., gdy surowica kon-
trolna ujemna, kontrola surovricy odniesienia, oraz
pierwsza i druga probówka ,.kontroli antygenu" ',vy-
kazują pełną hemolizę, trzecla probówka ,,kontroli an-
tygenu" pełne zahamowanie hemolizy, a surowica od-
niesienia uzyskała prawidłowe miano. Następorvało to
średnio w 15-20 min. po dodaniu krrvinek uczrrlonych
do układu bakteriolitycznego,

Przy odczytywaniu wyników posługiwano się pomoc-
niczą skalą ,- standardem hemolitycznym sporządzo-
nym \ł/g Wiśniowskiego i Królaka (3), obejmującym
obolviązujące wg instrukcji stopnie związania dopeł-
niacza (-, +, ++, +++, +++ł), Odczytu do-
kon"vwarro o]<iem nieuzbrojonym przy świetle dzien-
nym.

Różnice między stopniem związania dopeł-
niacza uzyskanym przy pomocy obu metod nie
przeklaczały wartoŚci jednego plusa, a więc
nie rzutowały na zmianę oceny miana poszcze-
gólnych surowic. Obie metody dawały jedna-
kowo dokładne wyniki, gdyż, jak wynika z
tab. 3, wartości Fo były znacznie niższe od
wartości granicznej F dla 57o pozionru istot-
ności.

Wnioski

1. Na podstawie uzyskanych wyników wyda-
je się, że żadna ze stosowanych metod nie
wpłyłva w istotny sposób na wartość miana u-
zyskiwanego w OWD. Również dokładność o-
bydv.lu metod jest taka sama.

2. Wykonywanie OWD przy pomocy specjal-
nie ska].ibrowanej mikropipety obniża znaczńe
cza,s nastawiania OWD (średnio o 7l4), oraz
obniża A)życie dopełniacza, a tym samym
zmniejsza koszty wykonywania badań.

Tab. 3. Zestawienie wyników

wszystkie wartości to są mniejsze od

Uzyskane wyniki prze7tczalo na dane cyfrowe przy
pomocy następującego klucza:

++++
++++(+++)
+++(++++)
+++
+++(++)
++(+++)

Wysokość mian uzyskanych obydwoma metodami dla
poszczególnych grup surowic sprawdzono testem t
studenta, a dokładność obu technik testem istotności
dla różnicy dwóch wariancji,

Wyniki
Badane sulowice podzielono na 4 grupy (A,

B, C, D) w zależności od miana uzyskanego
pIZy pornocy metody zalecanej przez instruk-
cję. Do grupy A zaszeregowano 19 surowic o
mianie 1 : 25, do grupy B - 20 surowic o mia-
nie 1 : 50, do grupy C -- 24 surowice o mianie
1 : 100, a do grupy D - 16 surowic o mianie
1 :200.

Wyniki uzyskane przy pomocy obu metod
wykazały daleko idącą zbieżność. Średnie mia-
na uzyskane obydwu metodami były identycz-
ne lub bardzo zbliżone, Róznice pomiędzy mia-
nami były nieistotne, nawet ptzy poziomie
ufności równym 0,5 (wartości to są mniejsze od
t6,5) (tab. 3).
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średnie miana * odchylenie l l

Mial:o LiczebnoŚĆ , standardowe Fo Fo,os l , 
"pro' 

I

eipeta r mr I Mikropipeta 
l

1125 i rs 3,31+0,6B I s,ae+o,zs t,Og5<2,23 | o,zs"
r/50 | 20 6,?1+1,17 | 6,78+I,28 L,092<2,I6 | 0,54*
li 100 l 24 10,65+0,?8 ] 10,68+0,78 1,00 <2,01 0.00*
1/200 16 13,38+0,32 l 13,36+0,28 I,L36<2,4L ] 0.50*

4,0 ++3,6 ++(+)3,3 + (+ +)
3,0 +
2,6 +

T!,ó T

2,0
1,6
1,3
1,0
0,6
0,3

każdej Wartości funkcjli t mniejszej niż 0.5.
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Autorzy oznaczy|i właściwości biochem,iczne, ho-
dowlane i serologiczne 128 szczepóu, mykorplazrn wy-
izolowanych od bydła z układu rozrodLczetgo, mleka,
płynu s,tawowego krw,i i węzłów chłonnych. Na pod-
stawie zdoilnośc,i fermentowania glukozy, redukcji soli
tetrazo,Iu, dekar,boksylacji argininy opracowa,no nową
klasyfikację mykoplazm. Wśród bada,nych szczepów
wyoso,bniono 13 serotypów. Opra,cowany podział my-
kopłazm oparto na zdolności formentow,ania węglo-
wodanów, po,bu,dzaniu wzr.ostu przez dodatek suro-
wicy do podłoża wzrostowego, hemolizowa,niu krwi-
nek barana wrażliwośoi na różną kwas,o,wość środo-
wiska, charakter wzrostu w obecności 0,020/o błękitu
metylenowego, redukcji błękitu metylenowego, wzros-
|u vr' tejrnperaturze 25 i 42o, harnującego dz,i,ałania 37o
stęźenia so,Ii kwasów żółciowvch, wrażiiwości na an-
tybiotylki i chloroform. Nie stwierdzano reakcji krzv-
żowych po,między wyrizolowanymi szczepamj mvko-
plazm i M. myco,ides var. mycoides, M. myco,ides var.
caprli i M. agalaLctiae.
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