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Zaklady Higieny Weterynaryjnej zobowiaza-
ne sa do wykonywania odczynu wiazania do-
pelniacza (OWD) w kierunku brucelozy wed-
lug instrukecji tymczasowej Ministerstwa Rol-
nictwa Dep. Wet. Nr 14 z dnia 1 pazdziernika
1964 r.

Powyzsza instrukcja podkresla, ze zasadni-
czo kazda badang surowice nalezy nastawiaé w
4 kolejnych rozcienczeniach (1:25, 1:50,
1:100, 1:200). Przy badaniach masowych
instrukeja dopuszeza jednak mozliwo$é nasta-
wiania surowicy tylko w jednym rozciencze-
niu (1:25).

Przy nastawianiu odezynu tylko w jednym
rozcienczeniu zaklada sie z gory mozliwosé
uzyskania pewnego procentu wynikéw bled-
nych — pozornie ujemnych. Jest to zwigzane
z wystepowaniem strefy nieswoistej hemolizy
w pierwszych rozcienczeniach (tzw. , prozone”),
szczegélnie w przypadku surowic o wysokim
poziomie przeciwcial.

Dlatego tez wskazane byloby badanie kazdej
surowicy w 4 kolejnych  rozciehczeniach.
Zwieksza to jednak, i tak juz duza, pracochlon-
nos¢ wykonywania OWD, oraz powoduje
zwigkszone zuzycie odezynnikéw, a gléwnie
dopelniacza najdrozszego z komponentéw u-
zywanych przy OWD, co znacznie podwyzsza
koszty badania.

W celu zmniejszenia zuzycia odezynnikéw,
oraz uproszezenia techniki wykonywania od-
czynu, Krélak (2) stosuje nastawianie odezynu
wigzania dopelniacza w 1/5 dawki przy pomo-
cy specjalnie skalibrowanej mikropipety.

Praca niniejsza ma na celu poréwnanie ble-
du eksperymentalnego przy nastawianiu odczy-
nu wg modyfikacji podanej przez Krélaka (2).
z bledem powstajacym przy nastawianiu OWD
W éwier¢ dawkach, zgodnie z obowiazujaca
instrukeja.

Material i metody

Przebadano 78 surowic o réznyeh mianach, z tym.
Zze wszysikie surowice zostaly dobrane w taki sposab,
aby ich miana zawarte byly w granicach nastawianych
rutynowo 4 rozeiericzen (od 1:25 do 1:200). Zostalo to
podyktowane mozliwosciami technicznymi mikropipety.
Miana wyzsze zmuszaja do nastawienia odezynu me-
toda klasyezng.

Z kazdg surowica nastawiono odezyn wiazania do-
pelniacza metodg podawang przez instrukeje (w ¢wieré-
dawkach), oraz przy pomocy mikropipety.

Kazda surowice nastawiono w frzech powtorzeniach,

Sposéb wykonywania odezynu metodg zalecang przez
instrukecje ilustruje tab. 1, a technike z uzyciem mi-
kropipety — tah. 2.

Tab.l. Technika nastawiania OWD w ¢wierédawkach

Kolejne probéwki K | 1 | 2 3 ‘ 4
Surowica w odpo- |
wiednim rozc. 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 ‘ 0,25
Plyn fizjologiczny 0,25 = == =1 I ==
Dopelniacz 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25
Antygen : 0,25 | 0,25 | 0,25 0,25

i 1 1
Laznia 20 minut ‘ |
|

|
0,5 05 [ 05 | 05 | 05
|

Krwinki uczulone

K — kontrola bada-

nych surowic.

antykomplementarnych wlasciwcsei

Tab. 2. Technika : nastawiania OWD w 1/5 dawki

Kolejne probiwki K 1 2 3 e
T '_ — |_ :
Surowica badana (na
dno suchych pro-
bowek) 0,04 | 0,04 | 0,02 | 0,01 | 0,005
Piyn fizjologiczny 0,36 | 0.16 | 0,18 | 0,19 | 0,195
Dopelniacz 0,2 0,2 02 | 0,2 |02
Antygen — 0,2 0,2 0,2 [0,2
|
- I I
Laznia 20 minut l
I, S— !
Krwinki uczulone 04 | 04 04 | 0,4 |04

K — kontrola antykomplementarnych wilasciwoSci bada-
nych surowic.

Calos¢ doswiadezenia wykonano uzywajac stale tych
samych pipet sprawdzonych metoda wagowa.

Z wyjatkiem surowicy, wszystkie komponenty roz-
lewane byly przy uzyciu Dyspensera (Unipan typ 313)
o dokladnosci rozlan do 0,005 ml.

W metodzie klasycznej surowice pobierano, a na-
stepnie rozcienczano pipeta o pojemnosci 1 ml z po-
dziatkg co 0,01 ml.

Przy nastawianiu odeczynu w 1/5 dawki uzywano
specjalnie skalibrowanej mikropipety z odlozonymi ko-
lejno w kierunku od géry do dolu pipety wartosciami:
0,04, 0,04, 0,02, 0,01 i 0.005 ml.

Dawki surowicy przy uzyciu mikropipety rozlewano
na dno suchych probéwek.

Po rozlaniu kazdej surowicy pipety przeplukiwano
trzykrotnie roztworem fizjologicznym NaCl i osuszano
bibuls.
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Przed rozlewaniem nastepnej badanej surowicy pi-
pete przeplukiwano dodatkowo surowica i dopiero po-
nownie nabrana surowice rozlewano do prohowel.

W doswiadczeniu stosowano surowice niekonserwo-
wane.

Uzywane szklo laboratoryjne myto srodkami oparty-
mi na detergentach (Mirax), plukano bardzo dokltad-
nie wodg biezgca, a nastepnie destylowano i suszono
W temp. ok. 120°C.

Wszystkie komponenty uzywane do odczynu przygo-
towywano zgodnie z obowigzujacg instrukeja.
Wyniki odezytywano natychmiast po wyjeciu z laZni,
w momencie, gdy uklad kontrolny odczynu odpowia-
dal wymaganym warunkom, tzn., gdy surowica komn-
trolna ujemna, Kkontrola surowicy odniesienia, oraz
pierwsza i druga probdéwka ,kontroli antygenu” wy-
kazujg pelng hemolize, trzecia probéwka ,kontroli an-
tygenu” pelne zahamowanie hemolizy, a surowica od-
niesienia uzyskala prawidlowe miano. Nastepowalo teo
Srednio w 15—20 min. po dodaniu krwinek uczulonych
do ukladu bakteriolitycznego.

Przy odezytywaniu wynikow postugiwano sie pomoc-
niczg skalg .— standardem hemolitycznym sporzadzo-
nym wg Wisniowskiego i Krdélaka (3), obejmujgcym
obowigzujace wg instrukeji stopnie zwigzania dopet-
niacza (—, +, +-+, +++, ++++). Odeczytu do-
konywano okiem nieuzbrojonym przy S$wietle dzien-
nym.

Réznice miedzy stopniem zwigzania dopel-
niacza uzyskanym przy pomocy obu metod nie
przekraczaly wartosci jednego plusa, a wiec
nie rzutowaly na zmiane oceny miana poszcze-
gbélnych surowic. Obie metody dawaly jedna-
kowo dokladne wyniki, gdyz, jak wynika z
tab. 3, wartosci F, byly znacznie nizsze od
wartosci granicznej F dla 5% poziomu istot-
nosci.

Wnioski

1. Na podstawie uzyskanych wynikow wyda-
je sie, ze zadna =ze stosowanych metod nie
wplywa w istotny sposéb na warto§¢ miana u-
zyskiwanego w OWD. Réwniez dokladno$é o-
bydwu metod jest taka sama.

2. Wykonywanie OWD przy pomocy specjal-
nie skalibrowanej mikropipety obniza znacznie
czas nastawiania OWD ($rednio o 1/4), oraz
obniza zuzycie dopelniacza, a tym samym
zmniejsza koszty wykonywania badan.

- o Tab. 3. Zestawienie wynikow . -
T Srednie miana + odchylenie '
. |
Miano  ICEEEIOSE)  standardowe _ Fo Fous to
| Pipeta 1 ml | Mikropipeta |
1/25 | 19 | 331+0,68 \ 3,33+0,75 | 1,095<2,23 | 0,28*
1/50 | 20 [ 6TIELLT 6,78+1,28 | 1,092<2,16 | 0,54*
1/100 24 " 10,6510,78 10,680,786 | 1,00 <2,01 | 0,00*
1/200 16 | 13,38+0,32 13,36£0,28 ©  1,136<2,41 | 0,50

*  wszystkie warto$ci t, sa mniejsze od kazdej warto$ci funkeji t mniejszej niz 0,5.

Uzyskane wyniki przeliczano na dane cyfrowe przy
pomocy nastepujgcego klucza:

+4+++ 1,0 ++ 2,0
+ 44+ (+++) 3,6 ++(+) 1,6
+++(++++) 33 +(++) 1,3
+4++ 3,0 + 1,0
+++(++) 2,6 + 0,6
++(+++) 2,3 + R

Wysokos§é mian uzyskanych obydwoma metodami dla
poszezegblnych grup surowic sprawdzono testem t
Studenta, a dokladno$§é obu technik testem istotnosci
dla réznicy dwdéch wariancji.

Wyniki

Badane surowice podzielono na 4 grupy (A,
B, C, D) w zaleznosci od miana uzyskanego
przy pomocy metody zalecanej przez instruk-
cje. 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
wykazaly daleko idaca zbiezno§é. Srednie mia-
na uzyskane obydwu metodami byly identycz-
ne lub bardzo zblizone. Réznice pomiedzy mia-
nami byly nieistotne, nawet przy poziomie
ufnosci rownym 0,5 (wartosci t, sa mniejsze od
to,5) (tab. 3).
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Autorzy oznaczyli witadciwosci biochemiczne, ho-
dowlane i serologiczne 128 szczepéw mykoplazm wy-
izolowanych od bydia z wktadu rozrodczego, mleka,
plynu stawowego krwi i wezléw chlonnych. Na pod-
stawie zdolno$ci fermentowania glukozy, redukecji soli
tetrazolu, dekarboksylacji argininy opracowano nowsg
klasyfikacje mykoplazm. Wéréd badanych szczepodw
wyosobniono 13 serotypow. Opracowany podzial my-
koplazm oparto na zdolnosci fermentowania weglo-
wodandw, pobudzaniu wzrostu przez dodatek suro-
wicy do podloza wzrostowego, hemolizowaniu krwi-
nek barana wrazliwosei na rézng kwasowoéé $rodo-
wiska, charakter wzrostu w obecnosci 0,02% biekitu
metylenowego, redukeji blekitu metylenowego, wzros-
tu w temperaturze 25 { 42°, hamujgcego dziatania 3%
stezenia soli kwas6w zoOlciowych, wrazliwoé§ci na an-
tybiotyki i chloroform. Nie stwierdzano reakecji krzy-
zowych pomiedzy wyizolowanymi szczepami myko-
plazm i M. mycoides var. mycoides, M. mycoides var.
capri i M. agalactiae.
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