Nr 1

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XXV

zagranicy zanim zostanie rozprowadzony do
ferm wolnych od bialaczek.

W fermach zakazonych wszystkie ptaki z ob-
jawami klinicznymi wzbudzajcymi podejrzenia
biataczek lub choroby Mareka t.zn. wychu-
dzonych, z objawami nerwowymi, ze zmia-
nami w oczach, z niewyjasniong przerwg w
nieénosci, zottaczka lub anemig powinny byé
przeznaczone na ubdj. Stada o wysokim pro-
cencie zakazenia lub ostrg formg choroby Ma-
reka powinny by¢é w calo$ci przeznaczone na
uboj.

FJEI‘I‘HY hodowlane i reprodukcyjne posiada-
jace bialaczki powinny by¢ zamknigte w pierw-
szym roku niesnosci. Wysoko produkeyjnym
nioskom nalezatoby przediuzyé¢ wiek reproduk-
cyjny. Ponadto w hodowlach zarodowych
mozna wprowadzaé linie genetecznie odporne,

przez likwidacje rodzin u ktérych stwierdzono
biataczke lub chorobe Mareka. Z ogélnych
przepiséw profilaktycznych na uwage zastu-
guje polecenie odchowu mlodziezy w $cistej
izolacji od stada dorostego, a w fermach za-
kazonych prowadzenie odchowu na innym te-
renie.

Walka z ta grupg choréb jest niezwykle
trudna. Fakt gwaltownego ich rozprzestrzenia-
nia sie w $wiecie uwidacznia bezradnosé zo-
otechniki i weterynarili. Wydaje sie byé celo-
wym powotanie zespolu kompetentnego, kto-
ry w oparciu o wspélprace obu tych nauk
opracuje wytyczne zwalczania.,

Wykaz piSmiennictwa znajduje sie u autora,

Adres autora:

Wanda Borzemska Warszawa, ul.
chowska 272,

Gro-
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Zastosowanie réznych antykoagulantéw w hematologicznym
rozpoznawaniu biafaczek u bydta

Pracownia Patologii Komoérkowej Instytutu Weterynarii

w Pulawach

Kierownik: doc. dr M. GRUNDBOECK

W pierwszym opisie uproszczonej metody
hematologicznego rozpoznawania biataczek (1)
zalecone jest sporzgdzanie preparatow z krwi
$wiezej, wzglednie szczawianowej. Dalsze ba-
dania nad przydatnoscig do tej metody roéw-
niez innych $rodkéw hamujgcych krzepnienie
krwi sg przedstawione w niniejszym doniesie-
niu. W badaniach zwroécono przede wszystkim
uwage na wplyw uzytych w doswiadczeniu
zwigzkow, na poziom limfocytow, czas he-
molizy preparatéw oraz na barwliwosé¢ komé-
rek.

Material i metody

Do badan uzyto krwi czterech kréow. Obok krwi
Swiezej, niekonserwowanej postuzono sie probkami
zawierajgcymi nastepujace s$rodki hamujace krzep-
nienie:

1) heparyna — 2 j. m. (0,02 mg) na 1 ml krwi,

2) szczawiany amonu i potasu zmieszane w stosun-

ku wagowym 3:2 (wg Wintrobe’a — 3) — 2 mg
na 1 ml krwi,

3) szczawian sodu — 2 mg na 1 ml krwi,

4) wersenian dwusodowy — 0,2 mg na 1 ml krwi,

5) wersenian dwusodowy =z formaling (wg Tolle
Jahnke — 2).

Odezynnik wymieniony w punkcie 5, otrzymuje
sie przez zmieszanie 25 g wersenianu dwusodowego,
95 ml wody destylowanej i 5 ml formaliny. Ponie-
waz wersenian nie rozpuszcza sie w cato$ci w tych
warunkach, podczas rozlewania odczynnika do pro-
bowek wstrzgsano co chwile naczynie, by utrzymac
zawiesine w stanie jednorodnym.

W krwi §wiezej oznaczono poziom limfocytow
jednorazowo, a w probkach niekrzepliwych po uply-
wie: 2 godzin, 24 godzin, 48 godzin, 4 dni i 6 dni.

Ogoblng liczbe bialych krwinek oznaczono w komo-
rze Biirkera, a odsetek limfocytéw obliczono w roz-
mazie krwi barwionym metoda Pappenheima. Obok

wyliczone] na tej podstawie iloSci limfocytéw w
1 mm? krwi wyznaczono te warto§é metodg uprosz-
czong (1). Celem zbadania wplywu poszczegdlnych
antykoagulantéw na hemolize i barwliwo$é prepa-
ratow przechowywanych przez roézny przecigg czasu,
sporzadzono po 7 preparatéw z kazdej probki krwi.
Preparaty te poddawano kolejno hemolizie po: 2 go-
dzinach, 24 godzinach, 48 godzinach, 4 dniach, 8 dniach
i 14 dniach. Czas hemolizy kazdego :preparatu byt
mierzony. Po wybarwieniu sudanem czarnym i ble-
kitem metylenowym dokonano oceny morfologii ko-
morek oraz intensywno$ci ich zabarwienia.

Wyniki

Wyrazony liczbami wzglednymi poziom lim-
focytéw w probkach krwi z dodatkiem réznych
Srodkéw hamujgcych krzepnienie przedsta-
wiono w tabeli 1. Poniewaz przy uzyciu
obydwu metod liczenia krwinek otrzymano

Tab. 1. Poziom limfocytéw w krwi konserwowanej

réznymi antykoagulantami. Liczby przedstawiajg Sred-

nie warto$ci procentowe wzgledem poziomu limfocy-
tow w krwi swiezej
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podobne wartoéci, reprezentowane sg one w
tabeli przez wspolne liczby procentowe.

W krwi konserwowanej heparyng po uply-
wie jednej doby zaznaczyl sie jedynie kilku-
procentowy spadek poziomu limfocytow, kto-
ry po uplywie dalszych 24 godzin osiggnal juz
wielkosé 25%. W nastepnych dwéch badaniach
poziom tych komorek obnizyt sie w przybli-
zeniu do polowy poczatkowe]j wartosci.

Krew konserwowana mieszaning szczawia-
now amonu i potasu zachowywala prawidlows
konsystencje do czterech dni wlacznie, poéz-
niej za§ stwierdzono w probkach koagulanty.
Liczba limfocytéw po dwu dobach przechowy-
wania krwi stanowila jeszcze ponad 80% po-
czatkowej wartoSci.

Krew z dodatkiem szczawianu sodu po
dwéch godzinach przechowywania pozwolita
na uzyskanie podobnych wynikow jak krew
Swieza, Po 24 godzinach obserwowano tu juz
okolo 20% spadek liczby limfocytéw. Krew
z dodatkiem szczawianu sodu nadawata sie do
bhadan tylko przez 4 dni.

Podobnie zachowywal sie poziom limfocy-
tow w krwi z dodatkiem samego wersenianu
dwusodowego. Probki krwi konserwowane tym
zwiazkiem nie wykazywaly widocznych zmian
w konsystencji przez cate 6 dni, co pozwolilto
na przeprowadzenie wszystkich okresowych
badan.

W krwi konserwowanej wersenianem dwu-
sodowym i formaling wg Tolle i Jahnke’go
limfocyty utrzymywaty sie najdiuzej. Poziom
tych komérek wykazal tylko niewielki spadek
w badaniach przeprowadzonych po 4 i po 6
dniach przechowywania probek krwi,

Jak wskazuje tabela 2 $rodki hamujace
krzepnienie w niewielkim stopniu przediuzaty
czas hemolizy preparatéw w uproszczonej me-
todzie. Najstabiej zaznaczylo sie to przediu-
zajgce hemolize dzialanie w przypadku uzycia
wersenianu sodu z formaling, najsilniej zas w

Tab. 2. Czas hemolizy preparatéw w uproszczonej
metodzie cobliczania limfocytow, zaleznie od Srodka
konserwujgcego i czasu przechowywania preparatow

Czas hemelizy (w minutach)
preparatéw przechowy-
wanych przez:

Srodek
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probkach z dodatkiem szczawiandéw amonu
i potasu.

Uzyte w doswiadezeniu antykoagulanty wy-
wieraty rézny wplyw na barwliwo$¢ krwinek
sudanem czarnym w metodzie uproszczonej.
Najbardziej ujemny wplyw wywieralo tu uzy-
cie heparyny. Granulocyty w krwi heparyni-
zowanej stabo barwily sie, na skutek czego
trudno je bylo odrézni¢ od limfocytéow. Naj-
lepiej barwily sie sudanem granulocyty w
krwi konserwowanej wersenianem dwusodo-
wym i formaling. Byly one tu nawet lepiej
wybarwione niz w krwi nie zawierajacej zad-
nych antykoagulantéw. Nadto stwierdzono, ze
ani czas przechowywania krwi konserwowanej
(w granicach do 6 dni) ani czas przechowywa-
nia preparatéw (do 14 dni) nie wywieraja wi-
docznego wplywu na barwliwosé krwinek.

Wnioski

Wersenian dwusodowy z formaling wg Tolle
i Jahnke’go najlepiej ze wszystkich badanych
antykoagulantéw zapobiegal rozpadowi limfo-
cytow zwiekszajac roéwnocze$nie barwliwosé
bialych krwinek. Z tego wzgledu konserwo-
wanie krwi wedlug powyzszej metody nadaje
sie szczegolnie do hematologicznych badan roz-
poznawczych w kierunku biataczki metodg
uproszczong.
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Buapumabcra-Iemenra K., T'pyupfox M. — IIpume-
HeHle DPa3HLIX AHTUKOATYJXATOB IIPHM reMaToJIorimyec-
K6l RUArHOCTMKE JeHK03a KPYIHOre POraroro CKOTa.

KoauuecTro amMm@OnuUToB B KPOBHM KPYIHOTO pPOTa-
TOTO CKOTa YCTAHOBJAMBAJIMU TPYMEHAA TerlapuH, OMHA-
TPUYMIUTUIPOTEHS TUICHAMAMUTeTPpaaleTar (Xema-
naexke III), okcamartel ; Xemamaexce III ¢ copmasii-
HoM 1o Toane m fuks. IlapaMerpbl YCTAHOBJIEHHLIE
IJIA KPOBUM XpPaHEHO! oT 2 JacoB j0 6 AHENH cpaBHU-
BaJlM ¢ NOJYYEHHBIMM B cBeKejl Kpoeu. Iloxmcuer mmm-
(OOIIMTOR IPOBOAMJIM TIPYM TIOMOILM KOHBEHIMOHAJILHOIT
TEXHMKN, 2 TAKXXe MNpPM MHOMOILIM YIPOIIEHHOTO METOha
1o I'pyHABOKY. YCTAaHOBMIM, YTO B CBA3M C XpaHEHMEM
KPOBUM ITOABJAETCA CHMZKEHHUE YNCIa JUM@POLIMTOE U
MU3MEHEHMA B MX CBOMCTBaX. CaMbIM COOTBETCTBEHHLIM
WeToZaM KaK a7 KOHBEHIMOHAJLHOTO TaK M YIPO-
I[EeHHOTO METOAOE ONpeAesCHNs KOJNUUECTBa JIMMAO-
ILIMTOB OKAa3alioch NpMMEHeHue npernapara Xejgamjgerca
III ¢ dbopMaauHOM.

Wilczynska-Ciemiega K., Grundboeck M. — The
application of various anticoagulants in the hemato-
logical diagnosis of bovine leukosis.

The number of lymphocytes was estimated in the
bovine blood treated with heparin, EDTA (Titriplex
I1I), oxalates, and EDTA with formalin according to
Tolle and Jahnke (2). The values obtained in blood
stored for 2 hours to 6 days were compared with fi-
gures obtained in the fresh blood. The lymphocyte
counts were estimated with lhe conventional techni-
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ques as well as with the simplified method according
to Grundboeck (1). The decrease of lymphocyte
number and the changes in properties of cells con-
nected with storage of blood were observed. The

ANTONI CHOCHA, ANDRZEJ LEWANDOWSKI

conservation of blood samples with EDTA with
formalin according to Tolle and Jahnke appeared to
be the most suitable for both the conventional and
the simplified technique.

Obraz immunoelektrcforetyczny u bydta z biataczkopodobnym
obrazem krwi

Centralne Laboratorium Szpitala Wojewddzkiego

w Zielonej Gorze

Kierownik: lek. med. A, CHOCHA

Duze straty w hodowli, wynikajgce z pdz-
nego rozpoznania klinicznego biataczki sta-
wiaja to schorzenie w rzedzie jednego z pierw-
szych w celu zwalczania, lgcznie z gruZlicag
i brucelozg. Rozpoznanie na podstawie obja-
wow klinicznych w poczatkowym okresie jest
praktycznie niemozliwe i wymaga dokladnych
badan laboratoryjnych do ktérych zaliczamy:

a) badania hematologiczne. Wystepujgca w
roznym stopniu hiperplazja ukladu hemopoe-
tycznego w krwi obwodowej charakteryzuje
sie zwiekszeniem liczby krwinek bialych,
zwigkszeniem liczby limfocytow i pojawieniem
sie limfoblastéw w rozmazach krwi obwodo-
wej. Brak jest jednak wspélzaleinosci miedzy
liczbg leukocytow w krwi, a stopniem nasile-
nia hiperplazji, oraz nie we wszystkich przy-
padkach biataczek spotyka sie zmiany we
krwi obwodowej.

Jak podaje Winquist (6) znaczny odsetek
bialaczek przebiega w postaci aleukemicznej.
Potwierdzil to Bendixen (1) ktéry podaje w
swej pracy, ze okoto 30,6% przebadanego by-
dla z typowymi bialaczkowymi zmianami ana-
tomopatologicznymi miato obraz hematolo-
giczny ujemny.

b) punkcja szpiku kostnego. Przy biataczce,
w szpiku wzrasta ilos¢ komoérek uktadu ery-
tropoetycznego i w mniejszym stopniu liczba
komérek obojetnochtonnych, wzrasta tez licz-
ba limfoeytow i o ile przekracza 30% wszyst-
kich komoérek zwierze nalezy uznaé za podej-
rzane o biataczke,

W Swietle przytoczonych faktéw widzimy,
ze celem wykrycia postaci aleukemicznej ko-
nieczne jest oprécz badania krwi przeprowa-
dzenie badan uzupelniajgcych.

Wprowadzenie do pracy laboratoryjnej ele-
ktroforezy skionito badaczy do przebadania
frakeji biatkowych surowicy w bialaczce u byd-
la. Hartung (4) przebadal 10 sztuk bydla ze
zmianami biataczkowymi i stwierdzit w 30%
wzrost alfa-globulin, w 50% gamma-globulin
i w 60% spadek ilosci albumin przy zachowa-
nym stalym poziomie bialka w surowicy.

Wprowadzenie do analizy biatlek immunoe-
lektroforezy przez Grabara i Williamsa (3) poz-
wala na bardziej doktadne przesledzenie zmian
w frakcjach biatkowych surowicy. Tormo (5)
zastosowal immunoelektroforeze do badania

frakeji biatkowych w surowicy u $win. W
oparciu o te doniesienia postanowiono przeba-
da¢ immunoelektroforetycznie surowice bydla
z biataczkopodobnym obrazem krwi,

Material i metody

W celu wyodrebnienia chorege bydia ze zmianami
biataczkopodobnymi przebadano bydlo z obory PGR
Damno, Jeziorka, i W. Wici pow. Lubsko. Za obraz
krwi w normie przyjeto wg Sovy (7): erytrocyty
x = 6759 000/mm]l, hemoglobina 10,6 g%, hematokryt
38,1%, leukocytoza 7200/mml. Jako bydio chore przy-
jeto limfocytoze powyzej 18 000/mml oraz zmiany
w rozmazie charakteryzujgce sie obecnoscig limfo-
blastow oraz limfocytow powyzej 80%. Z przebadane-
go materialu otrzymano 11 krow z biataczkopodobnym
obrazem krwi tj. 4 z PGR Damno (nr kolezyka 629,
720, 642, 613), 3 z PGR W. Wici (nr kolczyka 252,
342, 134) i 4 z PGR Jeziorka (nr kolczyka 428, 402,
436, 407). Immuncelektroforeze wykonano wg metody
mikro na zelu agarowym, w buforze weronalowym
o pH = 8,2 i sile jonowej 0,05. Jako antyserum uzyto
surowicy kroélicze] wlasnej produkeji ze zwierzat
uodpornionych surowica kréw zdrowych. -

Wyniki

Na schemacie 1 przedstawiono obraz immu-
noelektroforetyczny w czesci A krowy zdro-
wej a w cze$ci B krowy z biataczkopodobnym
obrazem krwi obwodowej i szpiku. W odnie-
sieniu do immunoelektroforezy w surowicy
prawidlowej stwierdzono: w obszarze alfay-
globulin wyrazne wysycenie tuku odpowiada-
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Schemat 1. Immunoelektroforogram surowicy krowy
zdrowej 1 z bialaczkopodobnym obrazem
krwi 1 szpiku.

Objasnienia:

I = rowek naniesienia antyserum anty surowicy kro-
wiej.

A = immunoelektroforogram surowicy krowy zdrowej.

B = immunoelektroforogram surowicy krowy z bialacz-

kopodobnym obrazem krwi obwodowej .
tuk precypitacyjny albumin,

tuk precypitacyjny haptoglobiny,

tuki precypitacyjne beta; globulin,

tuk precypitacyijny betasa globulin,

= luk precypitacyjny gamma globulin,

tuki precypitacyjne beta, globulin,
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