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Bodonio nod loborotoryjnym rozpoznowoniem

zokoźnego wirusowego zopolenio żołqdko i jelit świń

(TGE). lll. Próbo immunofluorescencji bezpośredniej
ż ZakladLl l]ada]]ia clr0I()b Świń
1rrStytutu Wctefynarii \ł PLrłżłu/Łlch

Na przestrzeni ostatnich lat pojawiłv się w
piśmiennictwie weterynaryinym prace na te-
mat możIiwości stosowania prół,.y immunofluo-
rescencji (if ) w laboratoryj,nej diagnostyce
TGE (2 i1). Uzvskane wyniki 

- 
generalnie

rzecz biorąc 
- 

rnożna uznać za pomyśIne. Do-
t_srczy to .v pierlłrszym tzędzie immunofluo-
rescencii wykonywanej metodą bezpośrednią
(ifb), opartej o preparaty histopatologiczne z
ielit cienkich chorych prosiąt (4,7,8,9, 10, 11).
Mając powyższe na uwadze podjęto niniejszą
prace, której celem jest zaadaptowanie próby
ifb do rutvnowej diagnostyki TGE w naszym
kraiu, a także rvyprodukowanie odpowiedniej
ilości s,"rroistej surowicy znakowanei,, z zamia-
rem udostępnienia jej Zakładom Higieny We-
terynaryjnei.

Matcriał i mctody
Do badań użyto:
1. Dwa, opisane w poprzeCniej pracy (12), cytopa-

tyczne szczepy wirusa TGE, oznaczone symbolami
N-l7, i C-71;

2. Jednowarstwową pierwotną hodowlę komórek
nerki świni, przygotowaną ,ł,edług rrretody podanej
poprzednio (12);

3 S,urowicę krwi świni hiperimmunizowanei
szczepem wirusa TGE, oznaczonego symbolem N-17,
której miano końcowe wynosiło 1:720 TCID5.;

4. Koniugatę rłrzorcową do rozpoznawania TGE,
produkcji Bioveta lvanovice n/Hane, otrzymaną z
Tnstytutu Weterynarii w Brnie (CSSR);

5. Trzy mioty (A, B, C) dwudniowych prosiąt, łącz-
nie z maciorami, pochodzącymi Z gospodarstwa ho-
dowlanego wolnego od TGE;

6. 13B prosiąt nadesłanych z terenu do badań roz-
poznawczych w kierunku TGE na przełomie lat 1970-
1972, z czego !07 sztuk dostarczono w stanie żywym,
w 2-70 dniu choroby, a 31 w stanie martwym, po
upływie 6-48 godzin od chwili padnięcia.

Koniugatę własną przygotowano w następujący spo-
sób: przeciwciała anty-TGE. zawarte w surowicy krwi
uzyskanej ze świni hiperimmunizowanej szczepem
M-1?, wytrącono siarczanem amonu i dializowano, a
uzyskaną ganrma-globulinę oczyszczono celulozą
DEAE-DE50. Znakowanie p-ciał izotiocyanianem
fluoresceiny (Fluka) przeprowadzono wg metody
Coonsa w modyfikacji Aynaud i Bibarda (1).

lrł/ każdym z trz,ech dwudniowych miotów jedno
prosię usypiano, a pozostałe dzielono na dwie grupy
z któr5,3| pierwszą - łącznie z maciorą - zakażano
doustnie i donosowo wirusem TGE, a drugą pozosta-
wiono do zakażenia kontaktowego. Miot A zakażono

Z Zakladu Anatol]lji Patologicz.nci
Instytutu Welerynafii w PułaWach

s,z,czepom N-,17, podając dworn prosńęt,om 2ltQł, a rnĘ-
oiorae 2XlOł TCID.. winusa rnarrnJn,oż,onego w hodowili
komó,rek nertci świ,ni; 3 sztuk! pr,osiąrt z miotu B i rna-
ciorę zakażono slzczepern C-71 qxl davlkach podarnych
wyżej; część miotu C (3 szt.), łącznie z rnaoi,orą, zaka-
żorno rozciererm jellirt clie,nkich prosię,c,ia poiCe,jrzarrego
o TGE, które zostało dos arc,z,one d,o badań TozĘ)oznaw-
czy.ch z terenu. Część prosią,t uśpiotn,o po upływie 24-?2
godz. od chwili zakażenia, a reszta padła w czasie
46-115 godzin, Natychmiast po śmierci prosiąt wyko-
nywano sekcję, pobierając równocześnie 1 cm wycin-
ki jelita czczego i biodrowego w celu sporządzenia
oreparatów histopatologicznych niezbędnych do wy-
konania próby ifb. Wzorowano się przv tym częścio-
wo na technice nodanej przez Pospiśila i wsp. (9).
Wycinki jelit naipierr,v utrwalano w acetonie w temp,
{4oC co najmniej przez 4 godz., a następnie prze-
śrł,ietlano je w dwu zmianach benzenu w temperatu-
rze pokojowej i zatapiano w nisko topłirvej parafinie
(52-540e).
Z zatopionych przetrzymywanych w lodówce blocz-

ków, krojono skrawki gruboŚci 4-5 1l, przytwierdzano
je do szkiełek podstawowych i po upływie godziny
odparafinowv\^7ano w ksylenie przez 5 minut, płuka-
no w alkoholu g60/o i 70olo przez 5 minut, a nastepnie
w buforze fosforanor,vym 10 minut. Po wysuszeniu
prepa,ratów w tĆmp. pokojowej ,,barwiono" je koniu-
gatą w komorze wilqotnej o temp, 31oC ptzez 30 mi-
nut. potem płukano przez 70 minut w PBS, oraz orzez
5-10 sekund w wodzie destylowanej. Skrawki po-
wlekano mieszaniną gliceryny i PBS (1 cz. gliceryny
f cz. PBS) i przykrywano szkiełkiem nakrywko-
wym. C)eelrv preparatów dokonywano w mikroskopie
1trmincscencyjnym Mł,-2, stosując filtry ultrafioletu
Ul'S 5-6. oraz filtry barierowe ZS-IB,

Kontrole swoistości ifb przeprowadzano w odczynie
wvgaszania, stosując przed barwieniem koniugatą 30
minutowe wysycanie preparatów surowicą o wyso-
kim_ mianie przeciwciał anty-TGE.

Z prosiętami dostarczonymi z terenu i z pobranym
z nich materiałem (,,vycinki jelita czczego i biodrowe-
go) postępolłlano ,w sposób wyżej opisany.

Wyniki
'Wszystkie trzy mioty prosiąt, zakażone łącznie z

maciorami trzema różnymi szczepami wirusa TGE,
już po upływie 78-24 godz. - 

jeśli chodzi o prosię-
ta, którym podano wirus doustnie i donosowo, lub po
upływie 36-48 godzin - w przypadku prosiąt pozo-
stawionych do zakażenia kontaktowego, zachorowały
wśród objawów typowych dla zakaźnego wirusowego
zapalenia żołądka i jelit (12). Zmiany anatomo- i
histopatologiczne, które stwierdzono u uśpionych i
padłych prosiąt opisano poprzednio (12, 13).
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U zakażonych macior stwieldzono tylko ogólną apa-
tię, znacznie zmniejszone łaknienie, utratę wydziela-
nia mleka. Biegun}<i nie obserrł,orvano. Po upłylvie
kilku dni stan ogólny tych zw-ierząt powrócił do.
noTn]y.

Wyniki próby immunofluorescencji bezpośredniej
(ifb), wykonanej na skrawkach parafinowych z jelita
czczego i biodrowego doświadczalnych prosiąt, przed-
stawiono w tab. 1. Wynika z niej, że po upływie 24
godzin od chwili zakażenia tych zwierząt, niezależnie
od użytego szczepu wirusa TGE, próba ifb lvypadała
dodatnio. Swoistą fluorescencję w postaci jasnego
żółto-zielonego świecenia plazmy wykazywało ok.
30-60% komóre]< nabłonka błony śluzowej (enterocy-
tów) badanych wycinków jelit, U prosiąt uśpionych
lub padłych w 48-115 godz, po zakażeniu wiruscm
TGE, czy też po pozostawieiriu ich w bezpośrednim
kontakcie z zakażonymi zwierzętami, swoistą fluore-
scencję stwierdzono W 60-900ń, a nawet w I009o ente-
rocytów. Cytoplazma komórek nabłonka jelitowego
zl,vierząt kontrolnych, oraz części komórek zwierząt
chorych, wykazywała fluorescencję nieswoistą (ujcm-
ną) w odcieniu zielonkawym. Jądra komórek zarórł,no
,,do<iatnich" jak i ,,ujemnych" były pozbarvione
fluorescencji. Nie stwierdzano istotnych różnic rrię-
dzy preparatami z jelita czczego i biodrowego rł, za-
kresie komórek rvykazujących dodatnią fiuorescencję.

do badania dopiero po upłylvie 8-10 godz. po śrrricrci.
Ujemne wyniki uzyskano przy badaniu 26 prosiąt.

Datyczyły one częściowo przypadków, u których Ic-
karz tćrcnowy niesłusznie podejrzewał TGE, albo kie-
dy dostarczone do ł:adań prosięta długo chorowały,
bądź dostarczo;:c je zby't pożno po padnięciu.

Dyskus.i a

Wplov,,adzenic clo rul.ynowej plaktrlki J.abo-
ratoryjnej szybkiej, pr:ostei 1y 11,yJ<cnitniu, a
ró,łnocześnie dokła.dncj mctody lozpozn.lwania
TGE, jest obecnie splalłą niezmiernie pilną.
Wymienion)Iln war-unkom,wydaje. się odpowia_
dar: rv znacznvrn stopniu próba immunofluo-
rescencji. Nie ,łchoCzi tJ raczei lv rachubę -\\r naszych obecnych warunkach - immuno-
flttorescencja -!v.ykonyw,arra irretodą pośrednią,
polegającą r-a,,'i:arwierriu" konirigatą hodowli
komórek zakażol7yc|} uplzed_nio riadesłanym do
badania, podeirzanynr o TGE, rnateriałem. Do

Tab. 1. Wyniki roz,pozllawan,ia zakaźnegtl \virLls(,\\,eg,J zapalellia żołądka i jelit śłr,iń przy połnocy próby
immunofluorescencji bezpośredniej u prosiąt sztucznie zalrtlżonych różnymi szczepalni wirusa TGE
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tvykonania tei prób;z konieczne jest bollriem
posi;rdanie doblze wypo-.rażonej pracownl' rł,i-
Iusologicznej, a samo bada,rrie irwa co naimniei
kilka dni. W pełni natorriast przydatna clo ru-
tl,nowej diagnostv}<i TGE iest próba immuno-
liuorescencii bezpośredniej, szczególnie jeśli
r,vykonuje się ją zastosowaną \,v l]iniejszej pra-
cy technil<ą skiauzków parafinowych, przygo-
towanych z jelii cienkich podejrzanvch o TGtr
chorych prosiąt. Umozliwia ona bowiem posta-
r.vienie diagnozy lł, ciągu 24 godzin, albo na-
\,vet jeszcze szybciei, jest stosunkolvo prosta,
a c]o najwaznejsze 

- przy świeżym rnateriale
patologicznym i doblei koniugaci e - r-noże za-
pewnić nawet w 100ło trafne rozpoznanie,
Świa.dczą o tym w].niki pracy \\rłasnej (tab. 1)
oraz w-yniki badan innych autoróv,/, głównic
zaś Pansearta i wsp. (7). Wykazali oni między
innymi, że właściwię y;ykonana pr-óba ifb nie
ustępuje pod względem dokładności diagno-
stycznej próbie biologicznej na vr'rażliwych
prosiętach. Uzyskanie tak dużej dol<ładności,
opr,ócz dobrej koniugaty, należy przypisać w

n(kr Lfb
/|ta5ną
Dadte

KaaLuqdta Cz€ską

.objaŚr}ienla: K:prosięta_.kontlolne; +]:dodatnia fluo.escencJa ok.30% kon]órek nabłonka jelitowego; *-ł-]-:do-dirtnia fluolescencja ok. 60% komól,ek nabłOnka jelitowegoi,1-++ł-': dodatnia fluorescencJa go-roÓ% komirek nabłonkajclitoWego.

Jak wyrrika z tab. 1, koniugata r.vłasna dawała wy-
niki bardzo zbliżone do czeskiej, tzn. lv jednakowyrn
pralvie stopniu dodatnie u wszystkich prosiąt cho-
rych na TGE, oraz ujemne u zwierząt kontrolnych.

Tab. 2. \Myniki rozpoznawania TGE prily pornocy
itnmunofluorescencji bezpośredniej u prosiąt dostar-

\Mynil.:i próby ifb r,vykonywanej na preparai,ach
przygotowanych z jelita czczego i biodrowego prosiąt
nadesłanych z terenu przedstawiono w tab. 2. Dane
zebrarre lv tab. 2 wskazuią, że spośród 13B pr,osiąl
nadesłanych do badania z terenu, dodatnie wynilri
uzyskano u 101 zwierząt. Należy zaznaczyć, że tylko
w trzech przypadkach dot,łczyły cne zwierząt padłych
przed dostarczeniem do Instytutrr Wet.

Wyniki wątpliwe (niezdecyCorł,any odcień immuno-
{ltlorescencji) uzyskano w sumie u 11 prosiąt, z czeEa
2 u prosiąt żyu,ych, starszych niż 2 tygodnie i choru-
jących ok.8-1 () drri, a 9 u prosial padłych, u których
choroba trrł,ała 5-18 dni, 2ą5 urycirlki jelit pobrano
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znacznei mierze uz.;ciu w tej 1r_,,,:Ilrrice plepa-
ratów histopato}ogicznych z ielita czczcgo
i er,ventualnie biodrowego. ,Iak r,vykazały bo-
wiem badania rvielu autorów, najwyzszą kon-
centracją wirusa stwierdza się lv komorlrach
nabłonka tych właśnie odcinkó,w jeiit, głównie:
zaś jeiita czczego i dlatego też tarn naj}atu,rt:j
w},kazać obecność wirr,rsa TGE.

\Ą/prawdzie Konishi i Bańkowski (i3), stosującl
tcchnilrę odciskorvą uzyskali więcej wynikł'.;lv
dodatnich w preparatach z węzłól,v chłonnych
krezkowych (86,67o) i migdałków (93,3ło) cho-
rych na TGE prosiąt, niż w preparatach z jelit
cienkich (743010), to jednak wydaje siq., ze diag-
nostyczna słvoistość tych wynikow moze bu-
cizić pewne rvątplil.rości. Upoważniają do iegc
zarówno dotychczasowe wiadomości na tenrat
powino,ńiactwa wilusa TGtr Co poszczegrllnych
narządów i t]<anek, iak równiez, będące prak-
tycznym potwierdzeniem powyzszego, wyniki
badań Pospisila i łvsp. (9, 10). Wymienieni au-
torzy w preparatach z węzłów chłonnych krez-
kowych i migdałków prosiąt chorych na TGE
w o§óle nie spotkali l<omórek o dodatniej
fluorescencji, rvskazującej na obecność w nich
wirusa tei choroby. Str,vierdzili oni wprawdzie
jasną fluorescencję w gra_nulocytach, ale wy-
stępovl-ała ona zarówno w preparatach z prosiąt
chorvch na TGE, jak i zdrowych -- kontrol-
nych. Mozna więc sądzić, zgodnie zresztą z opi-
nią Nairna (9), ze była to fluorescencja nie-
swoista.

skromna stosunkowo ilość dodatnich rvvlri-
ków próby ifb, uzyskana pTzez Konjshi i Bań-
kowskiego (3) w preparatach odciskowych z
jelit cienkich prosiąt zakażonych wirusem TGE
(7430h), w5ldaje się przemarł,iać za tym, że
technika preparatólv odciskowo-nrazarrych nie
jest odporviednia dla rozpoznawania wymienio-
nej choroby. Technika skrawkółv parafinorv;zch
stosowana przez Pospisila i wsp. (!)), Sobiecha
i wsp. (11), oraz wypróborvana przez nas w
niniejszej pracy, jest nig\,\.ąfpliwie bardziej
niezawodna. Do iej zalet należy za|iczvć m. in.
mozliwość zachowania naturalnego anatomicz-
no-przestrzennego układu badanych tkanek, co
znacznie ułatwia prawidłową ocenę preparatów,
a tym samym prawidłowe rozpoznanie. Poza
tym, jak wynika z własnych obserwacji i ba-
dań Pospisila i wsp. (9, 10), zatopione w para-
finie wycinki jeiit, jeśli są przechowywane w
chłodni, nadają się do celów rozpoznawczych
na,uvet po upływie kilku miesięcy,

Jednym z zasadniczych warunków uzyskania
miarodajnych wyników próby ifb, wykonywa-
nej techniką skrawków parafinowych, podobnie
zresztą jak i przy pomocy innych technik, jest
użycie do badań śrviezego mateliału, pobranego
z prosiąt uśpionych lub padĄ,ch w 1-4 dniu
choroby. Chodzi o to, że, po pierwsze, szybko
zachodzące w przewodzie pokarmowyĘ zmia-
ny autolityczne i gnilne już po upłyrł,ie kilku
godzin od śmierci zwierzęcia powodują nieswo-

istą fluorescencję enterocytów zakażonych wi-
l,usem TGE, a prlwtóre, r,ówrrolegle z zaczyna-
,jącą się po kilku dniach choroby regeneracją
kosmkóił,, zmnieisza się szybko liczha dodatnio
fluolyzujtlcych konrór,ek nablonl<a jelitc.wego,
co - sIłą rzeczy - zmniejsza również szanse
prawidłowego rozpoznania. Po upłylvie 10 dni
od wystąpienia pierr.vszych objałr,ów choiob\,,
nar,vet ptzy użyciu zupełnie świezego materia-
łu patologicznegol wyniki próby ifb są już z re-
guły u_jemne (9) I)iagnostyczną przydatnośc
prosiąt pad.łrlg5 rv okresie 1-5 dnia choroby,
mozna przedł.u;lyć najrł,yżej do 12 godzin po
śmierci, ale ty].ko tvówczas, jeśli zwłoki tych
zwierząt będą przechowywane rł, lodówce (9)

Reasumując ,,vydaje się możIirve stwierdzić,
że próba immunofluorescencji bezpośredniej,
wykony,,vana techniką skrawkółr., paraf inowych
z uwzględnieniem podanych wyżej wal,unków.
może byc zalecana v,, rutynowej diagnostyce
TGE w nasz-/rn ]<raiu. Vy'drozenie jej do prak-
tyki laboraŁorvjnej nie powinno napotykać na
powazniejsze przeszkody. Mamy bowiem kra-
jową, dostatecznie sw-oistą koniugatę, a ił,ięk-
szość ZTI\N dvsponrrie niezbędnym wyposaze-
niem technicznym i kwalifikowaną kadrą.

Wnioski

i. Pr"oba ininrunofluorescencji bezpośredniej
w;rkon1.",vana na skrawkach parafinowych jeli-
ta czczego i elventualnie biodrowego chorych
prosiąt, pozrval.a na uzyskanie 1000/o dodatnich
rv5rniko.ł u zwietząt zakazonych wirusem TGE.

2. Vy'arurrkiem uzyskania prarvidłowego roz-
poznania TGtr jest dostarczenie do ZHłV pro-
siąt zywvch. choruiących nie dłużej niż 4 dlli,
albo teź padłych, irle mozlir,vie najszybciej po
zejściu śmiertelnym (do 4 godzin).

3. Znakowana surol,vica anty-TGE, przygoto-
wana we własnym zakresie, nie ustępuje pod
względem swcistości koniugacie czeskiej (,,Bio-
y6fą" 

- Ivanovice) i w pełni jest przydatna
do prób;l imrnunofluorescencji.

4. Próba imtnunofluorescencji wykonywana
stosorvaną w tej pracy techniką jest szybką, ta-
nią i dokładną metodą laboratoryjnego rozpo-
znawania TGE.

5. Próbę immunofluorescencji bezpośredniej
opartą na krajowej koniugacie i parafinowych
skrawkach z ielita czczego i ewent. biodrowe-
go chorych prosiąt należy wprorn adzić do ru-
tynowej diagnostyki TGE we wszystkich zakła-
dach rozpoznal,vczych w kraju.
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Wpływ czosu przechowywonio nobłonko językowego bydło
no włoŚciwości uodporniojgce szczepionki przeciwpryszczycowej

przygotowonej metodq Frenklo

z z'akladlr Badania Pryszczycy rnstytutu weterynarii W ZduńSkiej Woli

STEFAN SZKILNIK, TADEUSZ KOBUSIEWICZ, JF,P'ZY WIŚNIEWSKI,
CZESŁA-W BARANOWSKI. JANINA JANKOWSKA

Efekty uzyskiwane przy namnażaniu wirusa
pryszczycy metodą Frenkla, to jest przy na-
mnażaniu żn uźtro na nabłonku zebranym z
języków bydła rzeżnego, uzaleznione są w du-
żej mierze od świeżości nabłonka, W nielicz-
nych przypadkach produkcyjne namnażanie
wirusa pryszczycy można prowadzić na na-
błonku bezpośrednio zebranym z ięzyków. W
większości do produkcji trafia nabłonek prze-
chowvwany przez pewien okres czasu w pły-
nach konserwuiących,

Dane zamieszczone w piśmiennictwie odno-
szącvm się do tego zagadnienia (I, 2, 3, 4, 5)
określają maksymalny czas przechowy.łvania
nabłonka na 5 do 7 dni od chwili zebrania.
przeżywanie tkanki nabłonkowei rlwnoznacz-
ne z okreserrr jej prz)rdatrrości do namnażania
wirusa pryszczycy uzaleznione jest od szeregu
czynników kształtuiących się odmiennie w
różnych zakładach. z tego względu podjęto pra-
ce doświadczalne, mające wyjaśnić iak dłuqo
w warunkach istnieiących w Zakładzie Bada-
nia Pryszczycy można przechowywać zebrany
nabłonek bez obawv obniżenia walorów uod-
parniających produkowanej sz,czeprionki prze-
ciwpryszczycowej.

Materiał i metody

N a b, ł,o in e k. Językii odcięte bezpośred.nio oo ubo.iu
bydła myto bieżąca ciepłą wodą, zmywano alkoho-
lem etylowvm o stężenil 120lo i naświetlano promie-
niami ultrafioletowymi. Po tych zabiegach nabłonek
ścinano z języków i umieszczano natychmiast w
ochłodzonym do 4oC płynie konserwującym o skła-

NaHCO3
Glukbza
Ekstrakt drożdżowy
Hydrolizat laktoalbuminy
Neomycyna
Sulfametazyna Na
Penicylina .

Woda destylowana do objęiości

20g
10,,
10,,
40 ,,,
10 ,,
3 mil jedn.

10 1

Naibłonek w płyrnie kon,serwującyrn przewożOno w
pojemnikach izotermiCŹnych do Zakładll. gdzie w
temperaturze 4oC przetrzymywano go do czasu za-
łożenia hodowli.

W i r u s. W doświadczeniach używano wirus prysz-
czycy typu O ,szczep Strze[ewo-62 adaptowanv
unrzednio do hodowli na nabłonku. Miano lvirusa
używanego do zakażan:ia doświadczalnych hod,owli wy-
rnSiło 108,62TCIDsn/m1.

N arnln ażani e wir urs a, Hodowle zakładarno uży-
wając płyn odżywczy stosowanv w seryjnym namna-
żaniu wirusa dla celów produkcyjnych. Namnażanie
orowadŻono w ciagu 24 Eodz. w temperaturze 36oC
przv stałym pówolnym rnieszaniu i ciągłym przepłv-
wie tletntr. Do każdego rnamnożenia używarrro 1 kg
nabłonka w 10 l płynlr odżywczego. ITodo,lrle zakażano
dodając zawiesinę wirusa w ilości 101oTCIDso. Uzy-
skane materiały wirusowe mianowa-no na jedno-
warstrł,owych hodowlach komórek nerki cielęcia (6).

]Myniki obliczano wzorem Reeda i Muencha. Każdo-
Tazowo wykonywano również odczvn wiązania dopeł-
niacza z wzrastającymi rozcieńczeniami antygenu.
,Iako r,vynik podavlane jest najwyższe rozcieńczenie
dające zahamowanie hemolizy.

S z c z ep i o n k a pr z e c i rvpr y szczy c owa.
'W oparciu o materiały wirusov;e otrzymane w posz-
czególnych namnożeniach sporządzano szczepionkę o
następujacym składzie :

Materiał wirusowy - nabłonek 60/o

Materiał wirusowy - płyn hodowli 309o

Wodorotlenek glinu }olo-owy 30U/o

dzie:
NaC1
Kc1
Na2HPOo,12H2O
NaHrPOn, 2H2O
CaC12.6HrO
MgcI2.6H2o

220

1Uń

0,08%
5oń

0,17o
1000ń

Przy otrzymywaniu szczepionki płyn hodowli zawie-
rający wirus mieszano z wycią§iem uzyskanym z
<lwukrotnej ekstrakcji nabłonka f osforanowym pły-
nem buforowym. Zawiesinę odbiałczano chlorofor-

Glikokolowy płyn buforovzy
Formalina
Glicervna
Saponina
Fosforanowy płyn buforowy do

72e,
715 ,,
0,7 ,,
4,,
1,.


