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Na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat mikrcskepia
fluorescencyjna wykazala niebywaly rozwéj. Znajdu-
je ona zastosowanie w coraz to nowych kierunkach
badan, zwlaszcza w naukach biclogicznych i medycz-
nych. Rownoczesnie udoskonala sie sama metodyka
badan. Szereg probleméw maukowych rozwiazano przy
uzyciu metod fluorescencyjnych. Nadto metody te
coraz wiekszg role zaczynajg odgrywaé w praktyce,
zwilaszcza W  rozpoznawaniu niektérych schorzen.
Z roku na rok wzrasta ilo§¢ publikacji traktujacych
o tej metodzie, lub powotujgeych sie na nig.

Zadaniem mniniejszego artykulu jest przedstawienia
zasad mikroskopii fluorescencyjnej craz przykladow
jej zastosowania, zwlaszcza w naukach weterynaryj-
nych.

Zasady fluorescenciji

Niektore substancje pod wplywem naswietlania
emitujg promienie o innej, zazwyczaj wiekszej dtugos-
ci fali. Zjawisko to nosi ogdlng nazwe fotoluminescen-
cji. Jezeli proces absorpcji i emisji promieni jest
w przyblizeniu réwnoczesny, mowimy o fluorescencji.
W praktycznym zastosowaniu fluorescencji uzyskuje
sie Swiecenie o okreslonej barwie pod wplywem na-
$wietlania badanego ciala niewidzialnymi promienia-
mi nadfioletowymi lub promieniami niebieskimi.

Ryc. 1. Schematyczne przedstawienie zjawiska fluorescencji.
Promienie pierwotne o krdtkiej fali sa pochlaniane przez
subsiancje, ktora emituje gv]i-idzialne promienie o dlugie]
all.

[ heatiey EELT I I TS A N BNt e (R
Do mikroskopii fluorescencyjnej potrzebny Jjest
zwyczajny mikroskop, silne zrédio $wiatta, bogatego
w promienie o krotkiej diugosci fali oraz zestaw [il-
trow. Schematyczny ukiad tych elementéw przedsta-
wiono na ryc. 2.

Najlatwiej dostepne w naszych warunkach, a poza
tym uniwersalne w zastosowaniu jest urzadzenie pro-
dukeji C. Zeiss, Jena (NRD), zwane przez producen-
ta Mikroskopierleuchte L. Gléwnym elementem tego
urzadzenia jest lampa rteciowa HBO 50. Urzgdzenie
jest zaopatrzone w filtry, z ktérych dwa oznaczone
literami UG stuzg do uzyskiwania o$wietlenia nad-
fioletowego, dwa za$ ze znakiem EG do Swiatla nie-
bieskiego. Ponadto w urzgdzeniu sg dwa filtry tzw.
zamykajgce, nakiadane na okular. Filtr zoity GG 9
zaklada sie przy oswietleniu nadfioletowym, mato-
miast filtr pomaranczowy GG9/OG1 przy oswietleniu
niebieskim. Zadaniem filtrow zamykajgcych jest po-
chtanianie szkodliwych dla oka promieni o krétkiej
diugosci fali.
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Ponadto firma C. Zeiss, Jena, produkuje urzg-
dzeaia fluorescencyjne do duzego, uniwersalnego mi-
kreskopu ,Nu” oraz urzgdzenia luminescencyjne, wy-
posazone w tuk weglowy, dostosowane do $redniego
mikroskopu LgOH, oraz innych mikroskopéw podobnej
wielkoéci.
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Ryc. 2. Schemat mikroskopu fluorescencyjnego. Dla uprosz-

czenia wszystkie elementy uszeregowano wzdiuz jednej osi.
Jedynie powstaly na skutek fluorescencji promien £ do-
ciera do oka obserwatora.

Urzadzenia fluorescencyjne wysokiej jakosci pro-
dukowane sg rowniez przez firmy: C. Reichert, Wie-
den, E. Leitz, Wetzlar (NRF) oraz przez wytwornie
w Zwigzku Radzieckim.

Tylko miektére substancje mogg wykazywaé zja-«
wisko fluorescencji. Nalezg tu miedzy innymi liczne
zwigzki aromatyczne (benzen, naftalen, antracen itd.),
oraz szereg zwigzkow heterocyklicznych (chinina, por-
firyna, chlorofil itd.). Intensywna fluorescencja cha-
rakteryzujg sie rowniez miektdre barwniki syntetycz-
ne (fluoresceina, trypaflawina itd.). Zdolnosé¢ fluo-
rescencji zalezy od obecnosci grup fluoroforowych
w strukturze drobinowej substancji. Grupy te mozna
poréwnaé do grup chromoforowych w zwyklych barw-
nikach. Ponadto niektére grupy, np. —CN maja
zdolno$é¢ wzmagania wiasnosci fluorescencyjnych
zwiazku, inne matomiast, jak —NO: oslabiajg wy-
raznie fluorescencje. Istnieje $cista relacja miedzy
procesem absorpcji i1 emisji promieniowania. Jeéli
jaki$ zwigzek absorbuje tylko promienie nadfioletowe
to emituje widzialne promienie fioletowe, lub nie-
bieskie. Substancja pochlaniajgca niebieskie promie-
nie, daje =zielona, zo6itg lub czerwona fluorescencje,
Wiekszoé§¢ barwnikéw, uzywanych w badaniach fluo-
rescencyjnych, zwlaszcza do znakowania przeciwciat,
fluoryzuje w zielonym kolorze, a zatem wymaga n.e-
bieskiego oswietlenia preparatu.
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Fluorescencja pierwotna

Proces fluoryzowania zwigzkow chemicznych, uwa-
runkowany icn szczegouing strukiura drooinowsg, na-
wywa si¢ rluorescencjyg pierwotng ilub aulorluores.ce.i-
tJg. Substaacje nie majace tycn wiasciwoscl moga
rownlez by¢ padane przy pomocy mikroskopu fluo-
rescencyjuego, ale po zabarwieniu odpowiednlml barw-
nikamil., W iyni aruglm wypadku mamy do czynienia
z tluorescencja wtorng.

bauanla Iluorescenc)i pierwotne] znajdujag dotycen-
czas niewielkle zastosuwanie W nausacn meaycznyca.
Fuchodzr to stgd, ze tkanki zwierzgce (rowniez czi0-
wleka) wykazu)g nikig tlucrescencle, zwiasicza w po-
rownaniu z tkankami roslinnymi.

w komorkach zwierzecych tyiko zarodz wykazuje
stapg niebieskawsag liucrescenc)e, jadro zas pozostaje
cierane. Niektore barwniki zawaite w komorkac:,
Jak np. lipochromy i barwniki zuzycla wykazulg zo.-
tawa lub prunawiawa tiucrescencje. Wolae poriiryny
1luoryzuja czerwono, natomiasit nem nie fiuweryzuje.
Ueecniosel protoporileyny przyplsaje sie zdolause GO
czerwonego fluoryzowania mniekiorycn erytrocytow.
Komork: te zwaiie [luorocyctaml stanowig z reguly
ponize) 1% wszystkich erytrccyiow, lecz w stauaci
cneronowych ilosé ich moze wzrastac., Krwinki biae,
z wyjatkiem ziarnistosci w eozynoiilach nie wykazu-
Ja autofluorescencji.

Ponadio szereg witamin i nickiére hormony wy-
kazuja zdolnos¢ riuorescencji. Nalezg tu: witamina A,
witamina A,, tlamnina, laktorlawina, Kwas nikotynowy
i jego amid oraz witamin C.

Z hormonow nalezy tu wymieni¢ hormony piciowe
oraz noradre.aaline. Rowniez koloid tarczycy wykazuje
niebleska 1luorescencje, ktorej intensywnosé maleje
przy niedoborze jodu.

w badamiaci histologicznych wykorzystuje sie nie-
kiedy czerwong tluorescenc)¢ niektorych nowotworow,
spowodowang spichrzeniem poriiryn.

Doktadna ideatyfikacja 1luoryzujacej substancii
moze by¢ dekonana przy pomocy metod histospektro-
graticzinych. lvietoay te opieraja sie na porownywaniua
wiama swiatia fluoryzujacej substanc)i z analogicz-
nym widmem znanego zwigzku chemicznego.

Szereg baxterili wykazuje zdolnosc autorluorescen-
cji. i

Fluorescencja wtdérna

Tkanki zwierzece 1 mikroorganizmy nie majac
zdolnosci fiuorescencyjiuycn mozna zabarwié¢ fluory-
zujgeymi barwnikami. Substancje te, zwane tluoru-
chromami, sg barazo liczine. Najczesciej z nich sto-
sowany jest oranz akrydynowy. Uzywa sie g0 m. in. do
ckresiania lokalizacji kwasow nukleinowych w ko-
morkach. Bertalanjry (3) opracowal nastepujgcg me-
tode barwienia komorek ziuszczonych z powilerzchni
bien sluzowych (zenskich drog rodnych, zoigdka, drog
moczowych):

1. Utrwali¢ rozmaz w rownych czesciach alkohelu
i eteru. (Gdy czas nagli, mozna to stadium pomingc;.

2. Szybko przeprowadzi¢ rozmaz przez alkohole oC,
70 i 50%p oraz przez wode destylowang.

3. Splukaé¢ krotko 1% kwasem octowym a nastgpruie
woda destylowang. Czynnosci wymienione w 2 i 3
punkcie powinny zaja¢ 1 minute.

4. Barwi¢ 3 min. w 0.01%¢ roztworze oranzu akiy-
dynowego. (Roztwor przyrzadzamy przez zmieszanic 1
czesei 0.1 roztworu wodnego barwnika z 9 czeScia-
mi 1/15 M buforu fosforanowego, pH 6).

5. Przenie$é rozmaz do 1/15 M buforu fosforanowege,
pH 6, przynajmniej na 1 min. Rozmaz moze jednak
pozostaé w tym buforze nawet przez kilka godzin.

6. Tonowaé w 0.1 M chlorku wapaia przez 1—2 min.
az jadra beda wykazywaé jasnozielong fluorescencje.

7. Sptukaé¢ buforem fosforanowym i nie osuszajac
przykry¢ rozmaz szkielkiem nakrywkowym, kladac to
szkielko na krople buforu. .

Badajac tak zabarwiony rozmaz w mikroskople
fiuorescencyjnym- stwierdza si¢ zielong lub ;1e10»n0—
z0ltg Muorescencje kwasu desoksyrybonukleinoweg?
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oraz czerwong fluorescencje kwasu rybonukleinowe-
go. Komorki nowotworowe, szczegblnie bogate w kwas
rybonukleinowy sg przy uzyciu tej metody tatwe do
rezpoznania dzieki intensywnie czerwonemu zabar-
wieniu cytoplazmy.

Autor stwierdzil, ze podana powyze] metoda moze
by¢ zastosowana do barwienia rozmazow krwi, szpi-
ku, jak rowniez preparatéw odciskowych sledziony,
grasicy, guzow nowotworowych itp. Fot. 1 przed-

stawia komorke bhiataczkowsg barwiong oranzem akvy-
dynowym. Barwienia dokonano w trakcie badan nad
trzewiowej

przeszczepialnym szezepem limfomatozy
u kur.

Tot. 1. Komdrki biataczki wywolane] doswiadezalnie u kury

szezepemm limfomatozy RPIL-12 Jedna z komodrek w stadium

podzialu mitotycznego. Barwienie oranzein akrydynowym.

Chromatyna jadrowa [fluoryzuje jasno-zoito, zarodz za§ —
intensywnie czerwono.

Armstrong i Niven (2) badali zmiany w zakresie
kwasow nukieinowych w komorkach zwierzgt zakazo-
nych niektorymi wirusami. W doswiadeczeniu stosc-
wano barwienie oranzem akrydynowym w pH 1.5 —
3.5. Wymienieni autorzy zakazali dwoma roéznymi
wirusami larwy owada Tipule paludose. Jeden z wi-
rusdow powodowal powstawanie ziarnistych tworéow,
fluoryzujacych zielono w zarodzi zakazonych komo-
rek. W nic zakazonych komorkach zielong fluorescen-
cje, charakterystyczng dla kwasu desoksyrybonuklei-
nowego, wyxazywaly tylko jadra. Drugi z wirusow
powodowal u wspomnianych larw powstanie patolc-
gicznych tworéw w obrebie jgder. Twory te, fluo-
ryzujgce zielono, przedostawaly sie péiniej do zarodzi
i w nieco zmienionej postaci wystepowatly tez pozako-
mérkowo.

Ci sami autorzy badali rowniez wplyw zakazenia
wirusowego u myszy na obraz komorek, barwionych
oranzem akrydynowym. Ciatka elementarne powstajgce
w nastepstwie zakazenia myszy wirusem ospy, wyka-
zywaly zielong fluorescencje. U myszy, zakazonych
wirusem ektromelii powstawaty w zarodzi komérek
watroby zotiozielone ciatka. Natomiast wirus zapa-
lenia watroby u myszy wywolal zwiekszenie sie ilosci
czerwono fluoryzujgcego materialu w zarodzi.

Rozroznienie komoérkowego i1 wirusowego kwasu
nukleinowego jest w pewnych wypadkach mozliwe,
gdyz wirusowy DNA wykazuje niekiedy oporno$é¢ na
diialanie desoksyrybonukleazy.

Analogiczne badania przy uzyciu oranzu akrydynoc-
wego przeprowadzit Anderson (1) w odniesieniu do
Salmoenella typhi, Escherichia coli i Bacillus megate-
rium, zakazonych bakteriofagami. Stwierdzil on z6i-
tozielong fluorescencje zwigzang z obecnofcia bak-
teriofaga zar6wno wewnatrz komoérek, jak i pozako-
morkowo. Substancja wywolujgca te fluorescencje
ulegala rozkladowi pod wplywem desoksyrybonukleazy,
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Mejsel i Gutkina (8) stosowali suprawitalne barwie-
nie oranzem akrydynowym do badania zmian zacho-
dzacych w tkance limfatycznej pcd wplywem pro-
mieni Rentgena., Prawidlowe komorki wykazywaly po
zabarwieniu mierng, zielong Ifluorescencje, silniejszgy
w czeSci jadrowej, stabszg w zarodzi. Ale juz poét
godziny po naswietleniu pojawialy sig zmiany w ja-
drach mniektorych komorek. Jgdra te fluoryzowaly
intensywnie w Lkolorze zditozielonym, wykazujac
obrzgk oraz zgrubienie struktury chromatynowe].
Prowadzone rownocze$nie badania histologiczne nic
uwidaczniaty w komérkach zadnych zmian.

Oranz akrydynowy bywa ponadto uzywany do
rozrozniania komorek zywych od martwych. Leonharts-
berger 1 Pakesch (7) podawali myszom dozylnie roz-
twor oranzu akrydynowego. W krwi pcbrane] nastgp-
nie stwierdzali oni zielong fluorescencje jader i liczne
czerwonozlote ziarnistosci w zarocdzi zywych leuxo-
cytow. Martwe krwinki wykazywaly natomiasi poma-
ranczowag fluorescencje jader oraz blado zielone za-
barwienie zarodzi.

frzy pomocy barwienia oranzem akrydynowym
mozna tez rozrozni¢ zywe pratki gruzlicy od martwych;
zywe fluoryzuja zielono, martwe za§ — czerwonawo.

Barwienie oranzem akrydynowym jest bardzo po-
lecane do wykrywania grzybow w rozmazach i skraw-
kach utrwalonych tkanek (9). Stosowano je réwnicz
do okreslenia zywotnosci plemnikéw buhaja (5) oraz
io barwienia pasozytow zwierzecych w krwi czlowie-
sa (10).

Przedstawione powyze] przyklady barwienia oran-
zem akrydynowym mnie wyczerpujg wszystkich mozii-
woscl zastosowania tego barwnika, Omowienie zas
innych fluorochroméw nie jest mozliwe w szczul-
lych ramach niniejszego artykulu. Nalezy tu jednak
przynajmniej krotko omoéwié metode barwienia drob-
noustrojow kwasoopornych auraming i rodaming (0).
Metoda ta posiada wielkie znaczenie praktyczne ze
wzgledu na przydatnosé do rozpoznawania gruzlicy
i choroby Johnego. Skrawki narzgdéw utrwalonych
w 4Y%0 reztworze formaldehydu lub rozmazy utrwalc-
ne nad plomieniem barwi sie w nastepujgcy sposob:

1. Barwi¢ przesaczonym iroztworem auraminy i roda-
miny w 60° C przez 10 min. (Sktad barwnika: aurami-
na O 1.5 g, rodamina B 0.75 g glicerol 75 ml, ferol
krystaliczay rozpuszezony w 50 °© C 10 ml, woda de-
stylowana 50 ml).

2. Pluka¢ wodg z kranu 2 min.

3. Tonowaé w kwasnym alkoholu (0.5%0 HCL w 70%
etanolu) 2 min.

4, Piuke¢ ped kranem 2 min.

3. Tonowac w 0.5%¢ nadmanganianie potasu 2 min,

§. Piukac pod kranem 2 min. i osuszy¢.

Dalsze postgpowanie, nie dotyczgce juz rozmaziw
tylko skrawikow histologicznych, obejmuje odwodnie-
nie w alkoholu absolutnym przez 15 sekund, prze-
$wietlenie w ksylenie oraz zatopienie w niefluoryzu-
jacej substancji. Zabarwione tg metodg drobnoustroje
kwasooporne (Mycobact. tuberculosis, Mycobact. johnei)
fluoryzuja zo0lto z czerwonym odcieniem.

Obpok fluorescencji wtdérnej uzyskiwanej przy po-
mocy specjalnych barwnikéw, spotykamy sig z fluc-
rescencjag wywolang wprowadzeniem do ustroju pew-
nych substancji np. lekow. Szereg publikacji na ten
temat dotvezy tetracyklin (4,11). Antybiotyki tej gru-
py podane w dawkach leczniczych gromadza sie wy-
biérezo w niektorych tkankach, ktére na skutek tego
nabieraja wilasnosci fluoryzowania §wiatlem zielono-
z6Hym, zéHym, czy 20Hopomaranczowym. Najwiek-
sze powinowactwo z tetracyklinami wykazuje tkanka
kostna w okresie formowania sig, a wiec koSci mic-
dych zwierzat, swieze blizny kostne i miesakckostnia-
ki, Ponadto stwierdzono u ludzi pochianianie tra-
cyklin przez nowotwory innego typu, a mianowicie
raki zolgdka, nowotwory szyjki macicy oraz raki skd-
ry. Réwniez wszczepione miesaki u myszy fluoryzo-
waly po podaniu tetracyklin. Badanie mikroskopowe
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wykazalo, ze fluorescencja dotyczy histiocytow i ko-
moérek siateczkowych zrebu tkanki nowotworowej,
a nie samych komorek nowotworowych.

Rowniez u szeregu nicieni z rodziny Filariidae
stwierdzono zdolnosc intensywnego pocnianiania te-
tracyklin zarowno in vivo, jak i im vitro (12). Wia-
sciwosé ta zostata wykorzystana w rozpoznawaniu
schorzenia, wywotanego przez Loa loa.

Zalety i wady,
mikroskopii tfluorescencyjnej

Glowna zaletg przedstawionej metody jest jej wici-
ka czutosé. Nawet drobne ilosci rluoryzujgcych sub-
stancjl uwidaczniajg sie wyraznie jako jasne pola lub
kropkl, silnie kontrastujgce z ciemnym tiem. W wy-
padku stosowania fluorescencji wtornej stezenie uzy-
wanych fluorochromow jest bardzo mate, co przyspie-
sza zaacznie proces barwienia i nadaje temu barwieniu
delikatny charakter. Przede wszystkim za$§ stabe stg-
zenie barwnika pozwala na barwienie zywycen koaiu-
rek i tkanek, tylko minimalnie zaki6cajgc ich procesy
lizjologiczne.

Badania fluorescencyjne nalezg do najszybszycn
i najprostszych metod histochemicznych, zwlaszeza
w ustalaniu lokalizacji zwigzkow chermicznych, ktore
same tluoryzuja (witaminra A, porfiryny itd), lub
barwigcych sie swoiscie fluorochromarni (kwasy nu-
kleinowe, lipidy itd.).

Mikroskop fluorescencyjny ulatwia ponadto licze-
nie darobnych obiektéw na duzych powierzchniach.
Mozna np. w ten sposob liczy¢é odpowiednio zabar-
wione bakterie, przy uzyciu obiektywu o $rednim po-
wigkszeniu.

Obok niewatpliwych zalet mikroskopia fluorescen-
cyjna wykazuje pewne cechy ujemne. Wymieni¢ tu
naiezy stabszg zdolnos¢ rozdzielezg mikroskopu 1luc-
rescencyjnego, co pozostaje w zwiazku z roznokierun-
kowym rozchodzeniem sie $wiatta od obiecktu fluory-
zZujgcego.

Poza tym nie jest tatwa ocena iloéci fluoryzujgce]
substancji na podstawie intensywnosci fluorescencji.
Intensywno$¢ ta bowiem zalezy od licznych chemicz-
nych i fizycznych czynnikéw i w zwigzku z tym
oznaczenia ilo$ciowe obarczone sg biedem standar-
dowym rzedu 10—30%.

Bezwzgledna jasnos¢ obrazu fluorescencyjnego jest
stosunkowo mata. Stwarza to koniecznos¢ przepro-
wadzania badan w zaciemnionym pomieszczeniu. Przy
rebieniu zdjeé fotograficznych trzeba uzywaé czulyca
i’_i_l.rhnc')‘w i naswietla¢ je przez stosunkowo diugi czas.

W niektéorych wypadkach obraz fluorescencyjny
szybko zmienia sie lub w ogole znika, co pozoslaje
w zwigzku 2z Treakcjami iotochemicznymi. Dzieki
reakcjom tego typu niektore barwniki w ogole nie-
szkodliwe dla zywych komoérek w ciemnosci, silnie
naruszajg procesy zyciowe po wzbudzeniu fluorescen-
cji.

W mikroskopii fluorescencyjne] konieczna jest
szczegblna dbato$¢ o czystosé uzywanego sprzetu
i odczynnikéw. Szkietka, ciejek imersyjny oraz sub-
stancje do zatapiania preparatéw powinny byé zu-
pelnie wolne od wiasnej fluorescencii.

L

W przedstawionych metodach fluorescencyjnych aie
uwzgledniono odczynu znakowanych przeciwcial, Me-
toda ta, ktéra dzisiaj w hierarchii waznodci nalezy
postawi¢ na pierwszym miejscu, bedzie przedmiotem
osobnej pubilikacji.
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pywabex M. MPUHUMMLI U MPUMEHEHHE PJ1IYOPEC-
LLEHTHOHW MHWKPOCKOMHHK.

ABTOPOM ONWCAHE FAGBHBIE MAPUHLMUNLL GOTONIOMHHUC-
UEHUUH KW OCHOBHLIE KOMMOHEHTH GJYOPECWEHTHOTO MH-
KPOCKOMA, 0 TAKXXE MEPBHYHAA W BTOPHYHAS ¢yopecueH-
uma. llpeactasneHsl mMeToabl OKPUWWBAHUA HYKNEMHOBbIX
KNCNAOT OKPWUAMHOBLIM OPAHXEM W GJYOPOXPOMUPOBAHHA
KUCAOTO-PE3NUCTEHTHBIX OPrdHM3MOB AYPAMMHO - POLAHOBOH
cvecso. OB6cyxaaTCs NpH 3TOM NOMOXHTENbHLHE W OT-
pyuaTenbHbie MPUMETH $GAYOPEeCLEHTHON MHKPOCKOMHH.

Grundboeck M. — Principles and application of thz
fluorescence microscopy.

Following a short description of the basic princi-
ples of the photoluminescence and of the essential
components of the fluorescence microscope, the
application of primary and secondary fluorescence
has been reviewed. The technique of acridine orange
staining of nucleic acids and the fluorochroming cf
acid fast organisms with auramine — rhodamine
mixture are presented. The advantages and disad-
vantages of the fluorescence microscopy have been
discussed.

Z HISTORII WETERYNARII

KONRAD MILLAK

Pierwszy dyplom magistra nauk weterynaryjnych wydany w 1848 r.
przez Rade Lekarska Krolestwa Polskiego
i dyplomant Robert Stichel

Z O$rodka Historii Medycyny Weterynaryjnej

Powolana do zycia w 1840 r. Szkola Weterynarzy
w Krolestwie Polskim, przemianowana w 1846 r. na
Szkote Weterynaryjng, podlegala Gléwnemu Inspek-
torowi Stuzby Zdrowia, ktérego organem wykonaw-
czym w stosunku do Szkoiy byla Rada Lekarska
Krolestwa Polskiego. Szkola nie byla uprawniona do
wydawania $wiadectw upowazniajacych do wykony-
wania praktyki weterynaryjnej. Ostateczny egzamin
odbywatl sie w obecnosci delegatéw Rady Lekarskiej.
Rada udzielala aprobaty i potwierdzala s$wiadectwa
szkolne. Konczgcym Szkole do 1845 r. wilacznie na-
dawany byl tytut ,wetervnarza”, rozumiany jako
nizszy w hierarchii stopni weterynaryjnych.

Dnia 18/30.X11. 1845 r. wyszed?! dekret cesarski wpro-
wadzajacy w catym imperium rosyjskim, a wige
i w Krolestwie, jednolite wyzsze stopnie weteryna-
ryjne: ,weterynarz” i1 ,magister nauk weterynaryj-
nych”.

W przeciwienstwie do Kroélestwa tytul ,,welerynarz”
nie byt uzywany przed 1846 r. w nomenklafurze
stopni weterynaryjnych w Cesarstwie. Do 1845 r.
wigcznie w Rosji byly uzywane: dla wyzszych stopm
tytuly — ,,wietierinarnyj lekar” 1 i 2 klasy i ,star-
szij wietierinarnyj lekar” oraz dla nizszych stopni —-
,wietierinarnyj pomoszcznik” 1 i 2 klasy.

W zwiazku z dekretem s grudnia 1845 r. Rada
Administracyjna Kr. Pol. polecila we wszystkich
dotychczas wydanych przez Szkole Weterynarzy dy-
plomach zmieni¢ tytut , weterynarz” na — ,,pomoc-
nik weterynaryjny”. Jednocze$nie Rada =zarzadzila
rozszerzenie programu Szkoly, przedtuZenie czasu
nauki z dwéch do trzech lat, podwyzszenie wymagan
kwalifikacyjnych od mowo wstepujgcych i zmiane

340

nazwy ze Szkoly Weterynarzy na Szkole Weteryna-
ryjng. Juz konczgcym Szkole w 1849 r. pomocnikom
weterynaryjnym pozwolono ublega¢ sie o wyzszy
stopien ,weterynarza” po uzupelnieniu wiadomosci
przez ukonczenie dodatkowo kursu w oOwczesne]
szkole farmaceutycznej przy Uniwersytecie.

Osoby, posiadajgce dyplomy lekarzy weterynaryj-
nych, czy tez po 1845 r.— weterynarzy wydane przez
uczelnie w iImperium rosyjskim lub przez uczelnie
cudzoziemskie, mogly odtad ubiega¢ sie o stopien
magistra nauk weterynaryjnych. Tytul ten =zastapit
dotychczasowy, 'ustalony dekretem z dn. 28.XI1I1.1838 r.
tytut starszego lekarza weterynaryjnego.

Rozporzadzenie z 1838 r. mowilo, ze o stopien star-
szego lekarza weterynaryjnego mogli sie ubiegaé
lekarze weterynaryjni, ktérzy przebyli w stuzbie rzg-
dowej 5—6 lat, zaleznie c¢d klasy uzyskanej przy
skoficzeniu uczelni. Kandydat do tytulu obowigzany
byt zlozy¢ ,wlasne uzyteczine spostrzezenie albo opi-
sanie zastugujacego na uwage jakiego przedmiotu
do nauki weterynaryjnej odneszgcego sie”.

Dopiero w 1848 r. zostal wydany przez Rade Le-
karska Kr. Pol. pierwszy dyplom z tytulem magistra
nauk weterynaryjnych. Oryginal tego dyplomu zna-
lazl sie¢ w 1960 r. w zbiorach Oc¢rodka Historii Me-
dycyny Weterynaryjnej w Warszawie i jest przed-
miotem niniejszego opracowanial),

1) Dyplom zostal ofiarowany do zbioréow O$rodka Histo-
rii Medycyny Weterynaryjnej PTNW przez adiunkta Za-
kladu Epizootiologii Wydzialu Weterynaryjnego Warszaw-
skiego Panig dr Janine Oyrzanowska, ktérej dyplomant byt
dziadkiem po kadzieli. W imieniu Os$rodka sktadam Jej po-
dzickowanie za cenny dar.



