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Ieran 3., Ty3mk 3., Tomamrercrag M. — CzoiicTBa n
GomesHerBopras poas anaspodor C. sordelli, wzommpo-
BaHHBIX 0T OREI[

YcenenoBanm CROMCTBA M GOJME3HETBOPHYIO POJL 10
mrammor C. sordelli uM30aMpPOBAHHEIX M3 MBILUNT M IIa-
PEHXMMATO3HLIX OPTaHOB B YMUCTOM KVIBTYpe OT 2
7—8-HeneNbHLIX ATHAYT, & B CMEIIAHHOM COCTaBe ¢
C. novyi A u C. septicum ot 1 5-zerueit oBurl. Bce

UITAMMBbI BBISBIBAJM Yy MOPCKMX CBMHOK XapaKTepHbIE
CHMIITOMBI 3JIOKQ4YeCTBEHHOTO OTeka. Takike apyrue
CBOJICTBA 9TMX aHASPOOOR O0Ka3aJMUCh TUNMYHBIMU AJISA
eupga C. sordelli (mmp. ypeasa -+, menuru=asa -+, mH-
gon +, depMeHTauus TIOKO3bI +, MaJbTO3BI + U
rauuepoaa -). ,

Ucneayemoe 3aboJieBanMe HATIOMMHAJA JIOKAJIM3aLMUE
§0JIe3HeHHBIX M3MEHEHU) 3JI0KAYECTBHHBINA OTeK, OIM-
CaHHBINM KaK T.Has3. ,,60abmasn romosa”. Yuderuu pas-
BUBAJNUCh ¥ OREl, IOKA3bIRAKIINX JJOKOMOTODHYIO aTaK-
CMI0, BOBHUKINYIO Ha doHe pedunuroB Cu, Mg u Se.
IIpoHuKHOBeHVE AaHA3POOOB AENAMM BO3ZMOKHLIMKM TPaB-
MBI XMBOTHBIX ¢ IIJIETUAMM BO BPEeMA BBLITIOJIHEHUA DPe3-
KX JABUXKEHUII IIeeil M HEKOHTPOJMPOBAHHBIX YOAPOR
TOJIOBOA.

Cygan Z., Guzik Z., Tomaszewska M. — Properties
and the function of pathogenic anaerobes — C. sor-
delli isolated from sheep

There were examined the properties and the func-
tion of 10 strains of C. sordelli, isolated from muscles
and internal organs in a pure culture from two lambs,
7—8 weeks old, and in the mixed form with C. novyi
A and C. septicum from a sheep at the age of 5
vears. All the strains induced in guinea pigs charac-
teristic signs of a malign tumour. Other properties
of those bacteria proved to be typical for C. sordelli
(urease +, lecithinase +, indole +, fermentation of
glucose, maltose and glycerol +). The disease remin-
ded owing to the localization of the pathological
changes a malign tumour, the illness desribed as big
head. The disease developed in sheep with ataxy due
to deficiency of Cu, Mg, and Se. The invasion of
anaerobic bacteria in animals with paralysis of legs
was possible through the wounds aquired by the
sheep during rapid neck motions and uncontrolled
strokes of head.

JANUSZ WAWRZKIEWICZ *, ELZBIETA CZERWINSKA, ELZBIETA ZDUN

Whasciwoscei biologiczne atenuowanego szczepu wirusa noséwki

namnazanego na-fibroblastach kurzych w podtozu produkeiji wlasnej

* Zaklad Mikrobiologi Wydzlalu Weterynaryinego AR. ul. Akademicka 12, 20-033 Lublin

Zaklady Przemysthu Biloweterynarylnegoy

Noséwka, zarazliwa choroba pséw, liséw, no-
rek, fretek i wilkéw wywolywana jest nrzez wi-
rus (1, 2) z rodzinv Paramyxoviridae. Wysteou-
je ona na calym $wiecie, nowoduiac naiwieksze
straty ekonomiczne w hodowli zwierzat futer-
kowwvch, szezegdlnie za§ mnorek. Zanobieganie
polesa gldwnie na szczevieniach ochronnvceh,
zapoczgtkowanveh przez Laidlaw i Dunkina w
1928 r. (5). przv uzveiu materialu zawieraigceso
wirus inaktvwowany formaling. Obecnie produ-
kowane szczevionki zawieraia z resuly zvwe
szczepv atenuowane, zaadaptowane do réznych
hodowli komorek.

W Polsce od kilkunastu lat produkowana jest
szczepionka przeciwko mosdéwee przy uzyciu
szezepu replikujacego w hodowli fibroblastéow
zarodka kurzego, w plynie utrzymujacym Par-
kera 199, dostarczanym przez Wytwoérnie Su-
rowic i Szczepionek w Lublinie. Podloze to za-
wiera poza solami sodu, potasu, magnezu oraz
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glukozg szereg aminokwasoéw, witamin i innych
sktadnikéow umozliwiajacych podtrzymanie me-
tabolizmu komorkowego in witro. Korzvstna
wlasciwoseia tego plynu jest zapewnienie
wzglednie wvstandaryzowanych warunkéw ho-
dowH, mieodzownych przy niektérych pracach
naukowych 1lub przy pasazowaniu szczepow
wzorcowvych i macierzystych. Jednakze stosun-
kowo wysoka ocena takiego podloza, przygoto-
wanego ze skladnikéw importowanych, rzutuije
niekorzvstnie na koszt produkeji szczepionki
i uzaleznia wytwoérce od importu wielu zwigz-
kéw chemicznych.

W celu obnizenia kosztéw produkceii szcze-
pionki przeciwko noséwce i uniezaleznienia sie
od innych producentéw, wykonano badania
zmierzajgce do zastgpienia syntetycznego plynu
Parkera 199 podlozem =znacznie tanszym, o
uproszczonym sktadzie, przygotowywanym we
wlasnym zakresie,
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Materiat i metody

W badaniach uzyto nastepujacych szezepdw wirusa
noséwki: a — szczep atenuowany Led. G., uzywany
przez Biowet — Pulawy do produkcji szczepionki
przeciwko noséwce, 5-krotnie przepasazowany przez
jednowarstwowg hodowle fibroblastéow kurzych po-
krytych ptynem utrzymujacym NP, b — szczep zjad-
liwy stosowany przez producenta do préby ,,challen-
ge” (20% zawiesina $ledziony tchérzofretki).

Przy zakladaniu hodowli komédrek z zarodkdéw ku-
rzych wykorzystywano plyn Hanksa z dodatkiem
0,5% hydrolizatu albuminy mleka, 4% inaktywowanej
surowicy cielecej oraz antybiotykéw (penicyliny i
streptomycyny) w ilo$ciach standardowych.

Podtoza utrzymujgce stanowity:

1. pltyn Parkera 199 produkciji Lubelsk1e] Wytworm

Surowic i Szczepionek,

2. plyn NP o skladzie:
NaCl
KCl1 -
MgSO,XTH,0
Glukoza
NaH,PO,X1H;0
CaCl, (bezwodny)
NaHCOq 22% roztwor
czerwien fenolowa 0,1%
hydrolizat albuminy mleka
ekstrakt drozdzowy
woda destylowana ' 920,0 ml

Liofilizacje szczepionki przeprowadzono w aparacie
firmy Usifroid stosujgc ostaniacz kazeinowo-sacharo-
zowy f(kazeina rozouszczalna 2%, sacharoza 10%, glu—
taminian sodu 1%). Miano IDso badanych szczepow
i szezenionki okreélano na 8-dniowych zarodkach ku-
rzvch; no 5 dniach inkubacji schtadzano je w temp.
4°C, zbierano blony kosméwkowo-omoczniowe i oce-
niano pod wzgledem wystevowania charakterystycz-
nych zmian chorobowych. IDs, obliczano wg metody
Reed-Muencha (6).
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Wyniki i omoéwienie

Dane do$wiadczalne zebrane w tab. 1 wska-
zujg, ze miana wirusa Led. G (uprzednio 3-krot-
nie przepasazowanego przez jednowarstwowa
hodowle fibroblastow kurzyvch w svntetveznvm
plynie utrzymuijgcym Parkera 199) utrzymy-
waly sie na jednakowym, stosunkowo wysokim
poziomie, niezaleznie od rodzaju zastosowane-
go w doswiadezeniu podloza utrzymuigcego.
Minimalne réznice w mianach wirusa, wystepu-
jace miekiedy w poszczegdlnych seriach, zarow-
no. przy namnazaniu zarazka w badanym jak
i kontrolnym podlozu, wahaly sie w granicach
bledu i nie upowazniaty do preferowania kt6-
regokolwiek podloza uzytedo do oceny. Zaob-
serwowano jednak, ze efekt cytopatyczny w
hodowli fibrablastéw, utrzymywanych w §ro-
dowisku podtoza NP -— tj. nowo zastosowane-

go — pojawial sie nieco wezeéniej i bvl wvraz-.

ny przy uzvtym inokulum (ok. 10*° TCID,,/
/100 000 komorek) po 76—96 godzinach. Ponad-
to po inokulacji tym szczepem zarodkéw ku-
rzych motowano dobrze widoczne zmiany na
btonach kosméwkowo-omoczniowych, co znacz-
nie utatwilo okreslenie miana wirusa (rye. 1).
Wyniki te uzasadnialy prowadzenie dalszych
badan w kierunku okre$lenia immunogenno$ci
i awirulentnosci badanego szczepu. W tym ce-
lu wyprodukowano szczepionke, ktorg oceniono

Tab. 1. Koncentracja czgstek wirusowych szczepu ate-
nuowanego namnazanego in vitro w zalezno$ci od ro-
dzaju ptynu utrzymujgcego

Nr 1 Miano-wirusa no- Miano wirusa mo-
badania séwki (IDge/ml). sOwki (IDge/ml).

Piyn Parkera 199 Plyn zastepczy NP

1 11039 1040

2 1030 1040

3 104,08 103,98

4 1041 1040

5 \1104-“ v1,04s°

6 109,98 10398

7 11083.2 103%9

8 11040 1040

9 1040 1040

10 ,108.95 J03,9 e

Ryc. 1. Ogniskowe zmiany chorobowe na blonie kos-
méwkowo-omoczniowej zarodka kurzego zakazonego
wirusem nosOwki

Tab. 2. Ocena immunogennosci szczepionki
na tchérzofretkach

. Liczba Procent
Nr serii zwierzat |PaW-| yodpornio-
szezepionki uodpornia- | k& nych
nych s.c. zwierzat
90382 3 1/2 100
2 1 100
2 4 100
Kontrola (nie l
szczepione) 3 — | 0
100382 3 1/2 100
2 1 100
2 4 100
Kontrola (nie
szczepione) 5 | — 0
110482 3 1/2 100
2 1 100
a2 4 100
Kontrola (nie
szczepione) 3 = 0

Objasnienie: zwierzeta szezeplone obserwowano przez 4 ty-
godnie po dawce ,challenge”.
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na trzech grupach tchoérzofretek: grupie pierw-
szej podano po /2 dawki szczepionki przezna-
czonej dla norki (0,5 ml szczepionki),™drugiej —
po 1 dawce (1 ml) i 3-ciej po 4 dawki (4 ml).
Dodatkowe 3 tchorzofretki -stanowily grupe
kontrolng. Préba ,,challenge” 10 LD;, wykona-
na po 3 tygodniach od immunizacji nie spowo-
dowala pojawienia sie jakichkolwiek objawow
chorobowych u zwierzat uodpornianych nawet
najmniejszg uzytg dawkg szczepionki. Nato-
miast zwierzeta kontrolne (nie szczepione) za-
chorowaly i padlty wsrod typowych oznak cho-
robowych w ciggu 9—10 dni od zakazenia (tab.
2).

Powyzsze badania powtoérzone 2-krotnie z ko-
lejnymi seriami szczepionki wykazaly pelng
skutecznos¢ preparatu przy braku klinicznie
uchwytnych objawoéw ubocznych mawet po za-
stosowaniu 4-krotnie wyzszej dawki od zaleca-

nej dla tchorzofretek. Réwnolegle wykonywano-

standardowg ocene nieszkodliwosci preparatu
na myszkach i $winkach morskich. Wymniki te
potwierdzity zalozenia, ze ewentualny wariant
szezepu produkeyjnego, latwo namnazajacy sie
na fibroblastach zarodka kurzego w Srodowisku
plynu utrzymujacego NP, cechuje sie dobrymi
wlasciwosciami immunogennymi. Pozytywne
wyniki badan laboratoryjnych upowaznily do
szczepien w warunkach teremowych. Do uod-
porniania 700 norek i 400 tchdrzofretek w re-
jonie, gdzie notowano przypadki noséwki, uzy-
to czterech serii szeczepionki, po uzyskaniu ate-
stu kontroli panstwowej. U szczepionych zwie-
rzgt nie obserwowano ani zachorowan, ani ja-
kichkolwiek objawdéw ubocznych.

Nastepnym etapem badan byla ocena trwa-
tosci preparatu liofilizowanego w ostaniaczu ka-
zeinowo-sacharozowym. Stwierdzono, ze 14 mie-
sigezny okres przetrzymywania szczepionki w
temperaturze 4°C nie wplywal ujemnie na mia-
no wirusa. W przypadku bowiem trzech bada-
nych serii (Nr 90383, 100382, 110382) $rednie
miana z 3 ampulek szczepionki ksztaltowaly sie
nastepujgco: 10*8, 10*°?, 10** ID;, w stosunku do
10*%, 10%°, 10*° ID,, miana wyjsciowego, tj. bez-
posrednio po liofilizacji.

Zasadnicza wartos¢ szczepionek zywych, za-
wierajacych szczepy atenuowane, polega na
mozliwosci zastosowania matej dawki zarazka,
ktéory namnazajgc sie we wrazliwym organiz-
mie indukuje na og6t wysokg i dlugotrwalg od-
pornos¢. Niemniej jednak uzyte inokulum nie
moze by¢ zbyt male, gdyz woéwcezas proces uod-
porniania przedtuza sie, a stan niewrazliwosci
nie daje pelnego zabezpieczenia przed infekcja
zywym, zjadliwym =zarazkiem. W przypadku
wirusa noséwki przyjmuje sie, ze liczba czgstek
wirusa - atenuowanego szczepu Onderstepoort,
namnazanego na fibroblastach kurzych nie po-
winna by¢ nizsza od 1000 ID;, wirusa w przeli-
czeniu na jedng dawke szczepionki. Wedtug da-
nych firma Wellcome (3) 962PFU wirusa wy-
starcza do indukeji 100 PD;, (PD = protective
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dose), warunkujacych minimalny stan odpor-
nosci. W przypadku szczepu Led. G miano wi-
rusa bylo okolo 10-krotnie wyzsze (10%*—10*°
ID,,), zapewniajgce indukcje odpornosci wyso-
kiego rzedu, potwierdzong w proébach laborato-
ryjnych mna tchorzofretkach oraz szczepieniami
terenowymi na norkach i tchérzofretkach. Po-
wyzsze badania majg duze znaczenie z praktycz-
nego punktu widzenia, umozliwiajg bowiem za-
chowanie pelnej skutecznosci szczepionki nawet
przy pewnym spadku liczby czastek zakazZnych.
Nie upowazniajg one natomiast do 5—10-krot-
nego obnizenia miana wirusa, gdyz szczep uzy-
wany do produkeji przez firme Wellcome moze
cechowact sie nieco silniejszymi wtasciwosciami
immunogennymi od szczepu Led. G, co jednak
jest mato prawdopodobne w $wietle porownaw-
czych badan nad tymi szczepami prowadzonymi
przez Gorska (4). Niemniej jednak precyzyjng
odpowiedz na to pytanie mozna by uzyska¢ do-
piero po przeprowadzeniu dodatkowych badan
1 poréwnaniu stopnia ksztaltowania sie procesu
odpornosciowego u szczepionych zwierzat jed-
nym i drugim preparatem.

Dodanie do wirusa liofilizowanego oslaniacza
kazeinowo-sacharozowego przedtuzyto w znacz-
nym stopniu zachowanie zywotnosci szczepu, a
tym samym i czas skladowania szczepionki. Sta-
nowi on alternatywny zawieszalnik, konkuren-
cyjny w stosunku do obecnie stosowanego pre-
paratu pod nazwg DSG-T72.

Wnioski

1. Zastosowanie plynu utrzymujacego, ozna-
czonego symbolem NP, daje wymierne efekty
ekonomiczne, wynikajace z roznicy cen miedzy
plynem Parkera 199 a podlozem NP.

2. Ptyn NP, przygotowany we wlasnym za-
kresie, uniezaleznia producenta szczepionki od
zakupu syntetycznego plynu Parkera 199, kto-
rego skladniki w wiekszo$ci sg importowane z
krajow I lub II obszaru platniczego.

3. Szczepionka wyprodukowana na hodowli
jednowarstwowej fibroblastow kurzych, utrzy-
mywanych in vitro w plynie NP, cechuje sie
dobrag immunogennos$cig, trwatoscia i awiru-
lentnoscig.
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JOrMuecKue CBOMCTBA ATTEHHWPOBAHHOI0 INTAMMA BU-
Pyca 4yMbl co0aK, HAMHOMKEHHOT0 B KypMubIX (hudpo-
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gracTaX B IATATEJIbHOII cpeje coOCTBEHHOTo IPOMU3-
BOACTBA

ABTODBI IPOBENY MCCIEAOBAHMUIA, HANPABJICHHBIE HA
3aMellleHre OTHOCUTEJHHO J[0poroit mxmzaxoctu Ilap-
Kepa 199, usrorosaaemor JiobmacKoM (habpuxoi cbl-
BOPOTOK ¥ BakLMH B JOGiMHE U3 PEaKTMBOB, B 3Ha-
YNUTENBbHOM CTENeHY MMIOPTUPOBAHHBIX, IUTATEIBLHOM
KUAKOCTEI0 NP, M3roToBiAeMOi COOCTBEHHBIMM CHJIA-
My, OTMedeHOo, 4To HOoBasA cpefa NP MOXKET IIOJIHOCTBIO
3MECTUTL CUHTeTHMHYecKyIo XKUAKOCThL Ilapkepa 199, a
BaKIMHA OPOTMB YyMbI c0BAK, M3TOTOBIEHHAA Ha Pu-
fpobaacTax KypPMHOTO 32aPOABINA C XUAKOCTBIO NP,
OTAMYaeTCa YCTOMYMBOCTBIO M XOPOUIMMM MMMYHOTE€H-
HBIMM CBOMCTBAMY, a TaKKe aBUPYJIEHTHOCTBIO.

Wawrzkiewicz J., Czerwinska E., Zdun E. — Biological
preperties of distemper attenuated strain propagated
in chich fibroblasts in the medium of own production

The examinations carried out by the authors were
designed to replace a relatively expensive Parker’s
medium, prepared by Lubelska Wytwoérnia Surowic i
Szczepionek in Lublin of the compounds mainly im-
ported, by a medium NP. It was found that the new
medium NP could by used instead of Parker’s me-
dium 199, and the vaccine against distemper produced
on chick embryo fibroblasts proved to be constant,
was dhighly immunogenic and safe for animals vacci-
nated.

MICHAZ KONOPA, STANISEAW KLIMENTOWSKI, MICHAL MAZURKIEWICZ

Odpowiedz immunologiczna v myszy zakazonych réznymi szczepami

Listeria monocytogenes®

Katedra Epizootiologii i Klinika Chordb Zakaznych Wydzialu Weterynaryjnego AR,
pl. Grunwaldzki 45, 50-366 Wroctaw

Mechanizm powstawania oraz stopien odpo-
wiedzi immunologicznej u zwierzat zakazonych
L. monocytogenes nie zostaly jeszcze w pelni
wyjasnione. Uwzgledniajac fakt zachodzgcej
interakeji oraz uzupelniania si¢ w swoich funk-
cjach immunologicznych limfocytéw B i T (5,
6) mozna przyja¢, ze zaréwno odpowiedz ko-
moérkowa, jak tez humoralna odgrywajg tu
istotng role, lecz w réznym okresie po zakaze-
niu. Odpornos¢ komorkowa, wyrazajgca sie sta-
nem nadwrazliwosci typu pdznego, w ktore]
zasadnicza role odgrywajg limfocyty T, limfo-
kiny oraz makrofagi wydaje sie mie¢ decydu-
jace znaczenie w pierwszym okresie po zakaze-
niu L. monocytogenes (1, 3, 10, 12, 13, 25, 26).
Natomiast rozwiniecie sie w pelni mechaniz-
moéw odpowiedzi typu humoralnego jest widocz-
ne w pozniejszym okresie infekeji. Wiadomo
rowniez, ze swoista odpowiedZ immunologiczna
organizmu moze wytwarzaé si¢ ze znacznym

nieraz opdznieniem. Uzaleznione to jest od stop-

nia odpornosci nieswoistej ustroju, a zwlaszcza
sprawnosci jego ukladu mneuro-hormonalnego,
siateczkowo-$rodblonkowego itp. Ponadto dyna-
mika i charakter odpowiedzi immunologicznej
organizmu w przypadku zakazen bakteryjnych
zalezne sg od wlasciwo$ci drobnoustrojéw, a
przede wszystkim od ich zjadliwosci.

Celem niniejszych badan bylo okreslenie
zmian iloSciowych w populacji limfocytow B
1 T oraz ocena wlasciwosci komoérek fagocytar-
nych u myszy zakazonych szczepami L. mono-
cytogenes o roznej zjadliwosci.

Materiat i metody

Do badan uzyto 3 grup liczacych po 60 myszy
szczepu Balb/c, samcéw w wieku 3—4 miesiecy i ma-
sie ciala okolo 15 g, pochodzgcych z O$rodka Ho-
dowli Zwierzat Doswiadezalnych Instytutu Immunolo-
gii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroclawiu.

*) Praca wykonana w ramach Problemu MR.IL17.

Pierwsza grupe stanowily myszy zakazone podskor-
nie stabozjadliwym szczepem L. monocytogenes (1
Seeliger — serotyp 1). Myszy zakazano podajac kazdej
po 0,15 ml zawiesiny bakterii o gesto$ci 18%/ml. Dru-
ga grupe myszy zakazano identycznie zjadliwym
szczepem L. momnocytogenes (1 Gray — serotyp 1).
Natomiast grupe trzecia — kontrolng stanowily my-
szy niezakazone.

Szezepy do zakazen przygotowywano wysiewajac
L. monocytogenes na agar tryptozowy. Po 72 gaodz.
inkubacji w temperaturze 28°C i 24 godz. w tempe-
raturze 4°C splukiwano hakterie taka ilosciag plynu
fizjologicznego, aby uzyskaé wymagang gestos¢ za-
wiesiny bakteryjnej.

Po uplywie 2, 5, 6, 8, 9, 12 i 14 dni po zakazeniu
L. monocytogenes po 6 wybranych. losowo z grupy
myszy usmiercano przez dekapitacje. Na materiale
tym okreg§lano zdolno$¢ wewnagtrzkomérkowego za-
bijania bakterii przez granulocyty przy uzyciu testu
z blekitem nitrotetrazoliowym (NBT) wg metody Par-
ka i wsp. (24) w modyfikacji Nikotajczuk (19) oraz
aktywnos¢ fagocytarng komorek izolowanych z wez-
16w chlonnych za pomocg odczynu z czerwienig obo-
jetng (21). Rownocze$nie okreslano dynamike zmian
ilo$ci limfocytéw B i T identyfikujgc limfocyty B
w weztach chlonnych testem rozetowym EAC (2, 12,
21), a limfocyty T testem cytotoksycznym z ATS (9,
22). Ponadto okre$lano ilo$é¢ limfocytow T we krwi,
weztach chlonnych i $ledzionie, metoda cytoenzyma-
tyczng Muellera i wsp. (17). U badanych myszy wy-
konywano rowniez kazdorazowo leukogram.

- Testy NBT oraz cytoenzymatyczny wykonano na
rozmazach krwi sporzadzonych bezposrednio po zgla-
dzeniu myszy. Natomiast do wykonania testéw na ko-
moérkach izolowanych z weztdéw chlonnych pachowych
i pachwinowych oraz $ledziony uzyskiwano komoér-
ki w sposéb nastepujacy. Po rozdrobnieniu narzadow
komorki przeplukiwano przez podwojnie zlozony filtr
do krwi za pomoca plynu Hanksa z 10% dodatkiem
inaktywowanej surowicy cielecej. Po dwukrotnym
przeptukaniu komorek przez 6 min, przy 250 g super-
natant usuwano, a osad komoérkowy uzupelniano do
takiej objetosci, aby uzyskaé wlasciwg gestosdé zawie-
siny komorkowej do poszczegbélnych testow. Zywot-
no$¢ komorek sprawdzana 2% roztworem blekitu try-
panu wynosita 91,0 +5,1%.

Uzyskane dane liczbowe z poszczegdlnych testow
opracowano statystycznie przy uzyciu metody analizy
wariancji w ukladzie wieloczynnikowym oraz nowego
wielokrotnego testu rozstepu (27).
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