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zagranicy zaryim zostanie ro,zprowadzony do
ferm wolnych od białaczek.

W ferrnach zakażonych wszystkie ptaki z ob-
j awam,i kli,rricznyrni wzbudzaj cyrni pode jrzenia
białaczek lub choroby Mareka t.,zn. wychu-
dzonych, z objawarni nerwow;r.mi, ze zwia-
nami w oczach, z niewyjaś,nioną przerwą w
nieśności, żółtaczką lub anemią powinny być
przeznaczone na ubój. Stada o wysokim pro-
cencie zakażenia luh ostrą formą choroby Ma-
reka powi,nny być w całości ptzeznaczone na

przez likwidację rodzin u których stwierd,zono
białaczkę lub choro,bę Mareka. Z ogólnych
przepisów profilal<tycznych na uwagę zasłu-
guje pole,cernie odchowu młodzieży rv ścisłej
izolacji od stada donosłego, a w fermach za-
każonych prowadzenie odchowu na irrnym te-
renie.

Walka z tą grupą chorób jes,t niezwykle
trudna. Fakt gwałt,ownego d,ch rozprzestrzenia-
nia się w świecie uwidacznia bezradność zo-
otechniki i weterynarii. Wydaje się być celo-
wym porwołalnie zespołu kompetentnego, któ-
ry w oparciu o współp,racę oibu tych nauk
opracuje wytyczne zwaIczaŃa.

Wykaz piśmiennictv/a znajduje Się u autora,

AdIeS autora: wanda Borzemska warszawa, u1. Gro-
chowska 272.
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Zastosowanie roznych antykoagu lantow w hematologicznym
rozpoznawaniu białaczek u bydła

Pracownia Patologii Komórkowej Instytutu weterynarii w Puławach
Kierownik: doc. dr M. GRUNDBoECK

W pierwszym opisie upnoszczonei metody
hematologicznego Tozpoznawani,a białaczek (1)

zalecone iest sporządzanie preparatów z krwi
świeżej, względnie szczawianowej. Dalsze ba-
dania nad przydatnością do tej metody rów-
nież innych środków hamującvch krzepnienie
krwi są przedstawione w ninieiszym doniesie-
niu. w bladaniach zwrócono przede wszystkim
uwagę na wpływ użytych w doświadczeniu
związków, na poziom limfocytów, czas he-
molizy preparatów oraz na barwliwość komó-
rek.

Materiał i metody
Do badań użyto krwi czterech krów. Obok krwi

świeżej, niekonserwowanej posłużono się próbkami
zawiera jącymi następujące środki hamujące krzep-
nienie:

l) heparyna - 2 i. 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 m8 na 1 ml krwi,
4) wersenian dwusodowy - 0,2 mg na l ml krwi,
5) wersenian dwusodowy z formaliną (wg Tolle

Jahnke - 2).

Odczynnik wymieniony w punkcie 5, otrzymuje
się przez zmieszanie 25 g ,"versenianu dwusodowego,
95 ml l,vody destylowanej i 5 ml formaliny. Ponie-
waż werserlian nie rozpuszcza się w całości w tych
warunkach, podczas rozlewania odczynnika do pro-
bówek wstrząsano co chwilę naczynie, by utrzymać
zawiesinę w stanie jednorodnym.

W krwi świeżej oznaczono poziorn limfocytów
jednorazowo, a w próbkach niekrzepliwych po upły-
wie: 2 godzin, 24 godzin, 48 godzin, 4 dni i 6 dni.

Ogólną liczbę białych krwinek oznaczono w komo-
rze Bi.irkera, a odsetek limfocy,tów obliczono w roz-
mazie krwi barwionym metodą Pappenheima. Obok

wyliczonej na tej podstawie ilości limfocytów w
1 mm3 krr.vi wyznaczono tę wartość metodą uprosz-
czoną (1). Celem zbadania wpływu poszczególnych
antykoagulantólv na hemolizę i barwliwość prepa-
ratów przechowywanych ptzez różny przeciąg czasu,
sporządzono po 7 preparatów z każdej próbki krwi.
Preparaty te podda,,vano kolejno hemolizie po: 2 go-
dzinach, 24 godzinach, 48 godzinach, 4 dniach,8 dniach
i 14 dniach, Czas hemolizy każdego 1preparatu był
mierzony. Po wybarwieniu sudanem czarnym i błę-
ki,tem metylenowym dokonano oceny morfologii ko-
mórek oraz intensywności ich zabarwienia.

Wyniki
Wyrażony liczbami względnymi poziom lim-

focytów w próbkach krwi z dodatkiem różnych
środków harnujących krzepnienie przedsta-
wiono w t,abeli 1. Ponieważ płzy użyciu
obydwu met,od liczenia krwinek otrzymano

Tab. 1. Poziom limfocytów w krwi konserwowanej
różnymi antykoagulantami. Liczby przedsta,lviają śred-
nie wartości procentowe względem poziomu limfocy-

tów w krwi świeżej

Czas
przechowy-
wania krwi

E=
>_q
(Bl
o.Ę
*N

,c
FBF
,§-oo
F 5 }^(!q!tr 6)§ o !-oxloo
0i hS:

x(d ocB< b0

.! b5 o'o
i1, !=xooEoś
!r 9 Llrśi)o 6

#E: §:

h
tr ż-.!6E
5€§ąą,
L5l

#ts

cb06tr
B^l
,B
N5OE
N^aó

2 godziny

24 godzin

48 godzin
4 doby
6 dób

l00
93

75

53

47

l00

90

84

65

100

81

7I

100

81

65

50

33

100

100

100

98

96

46

I3



Nrl MEDYCVNA WETERYNARYJ NA Rok XXV

podobne wartości, Teprezentowane są one w
tabeli przez rnzspóIne liczby procentowe.

W krwi konserwowanej heparyną po upły-
wie jedlrej doby zaznaczył się jedvnie kilku-
procentowy spadek poziomu limfocytów, któ-
Iy po upływie dalszych 24 godzin osiągnął już
wielkość 25010. W następnych dwóch badaniach
poziom tych korrrórek obniżył się łv przyblt-
żeniu do połowy początkowej uzartości.

krew ko,nserwow,ana mieszaniną szczawia,
nów amonu i potasu zachowvwała prawidłową
konsystencję do czterech d.ni włącznie, póź-
niej zaś stwierdzono w próbkach koagulantv,
Liczba limfocytów po dwu dobach przechowy-
wania krlvi stanowiła leszcze ponad B07o po-
czątkowej war'lości,

Krew z dodatkiem szczawianu sodu po
dwoch godzinach przechol,vywania pozwoliła
na uzyskanie podobnych wyników jak krew
świeża. Po 24 godzinach obserwowano tu już
około 20010 spadek liczby limfocytów. Krew
z dodatkiem szczawianu sodu nadawała się do
badań Łylka przez 4 dni.

Fodobnie zachowywał się poziom ]imfocy-
tów w kruvi z dodatkienr salnego wersenianu
dwusodowego. Próbki krwi konserwowane tym
związkiem nie lvvkazywały widocznych zmian
w konsystencji przez całe 6 dni, co pozwoliło
na przeprouvadzenie lvszystkich okresowych
badań,

w krrłri konserw,lowanei rversenianem dwu-
sodowym i formaliną lvg Tolle i Jahnke'go
limfocyty utrzymywały się naidłużej. pozionr
tych konrórek wykazał tylko niewielki spadek
w badaniach przeprowadzonych po 4 i po 6

dniach przechowywania próbek krwi.
Jak rł,skazuje tabela 2 środki hamujące

krzepnienie rł, niewielkim stopniu p,rzedłużalv
czas hemolizy preparatów r,v uproszczone,i me-
todzie, Naisłabiei zaznaczyło się to przedłu-
żaiące hemoiizę działanie rł, przypadku użvcia
wersenianu sodu z formaliną, naisilniei zaś lv

Tab. 2. Cza.s hemolizy preparatów w
metodzie obliczania limfocytów, za]eżnie
konserlvtrjącego i czasu przechou,yl,u,ania

uproszczoneJ
od środka

prepara,tów

i]Za§ hemollzy (w mil]Lltach)
prepa ratów pI zeChow),-

warrych pr ZeZ:

próbkach z dodatkiem szczawianów amonu
i potasu.

Użyte w doświadczeniu antvkoagulanty wy-
wierały różny wpłvw na barwliwość krwine]<
sudanem czarnyln w metodzie uproszczonej.
Naibardziej uiemny wpływ wywierało tu uży-
cie heparyny. Granulocyty r,v krwi heparyni-
zowanej słabo barwiły się, na skutek czego
trudno ie było odróżnić od limfocytów. Nai-
Iepiei barwiły się sudanem granulocyty w
krwi konserwowane,i wersenianem dwusodo-
v,,ym i formaliną. Były one tu nawet lepiei
wybarwione niż w krwi nie zar,vieraiącej żad-
nych antykoagulantów. Nadto stwierdzono, że
ani czas przecho\,vy,uvania krwi konserwowanej
(w granicach do 6 dni) ani czas przechowyw,a-
nia preparatów (do 14 dni) nie wywieraią wi-
docznego wpłvwu na barwliwość krwinek.

, V/nioski
Wersenian dwusodowv z formaliną wg Tolle

i Jahnke'go nailepiei ze wszystkich badąnych
antykoagulantórł, zapobiegał rozpadowi limfo-
cytów zwiększaiąc równocześnie barwliwość
białych krwinek. z tego względu konserwo-
wanie krwi wedłuł powyższe.i metodv nadaie
się szczególnie do hematoiogicznych badań roz-
poznawczych w kierunku białaczki metodą
uproszczoną.

I)iśmiennictwo
!. Grundboeck M.; Medycyna 'Wet, 23, 116, 196?.
2, ToLLe A., Jal7nke rl. D.: Die stabilisierung von Blutpro-

ben und ein verfahren Zur hematologisctren Reihenunter_
suchungen auf Rinderleukose, zbl. veterinermed. B, 12,
210,1965.

3. willtrobe M, M., cyt. wg.: E, H. whżtba and c, J. c.
Brżtton: Disorders of the Blood, London, .r. and

Adres autorów: Puławy, AI. Partyzantów 55, Instytut We-
tcIynaIii.

Bułl.łrłrłscxa-Ęełrerłra K., Ipyrł46sr M. - Ilprłłre-
HeEIlIe pa3H6Ix aHTllKoafyJlaToB npll reMaToJIorrt9ec-
xcr:r 4rłarrroctlrxe .rrerixosa Kpynnoro poraToro cKoTa.

Kołr,r.łecrso łrłnł@oqrros B KpoBI,I KpynHoro pora-
Toro cKoTa ycTaHoBJIrłBaJIr{ nprĄ4eHflff renaprH, AI4Ha-
TpuyMArlTIĄAporeHgTrlJIeHAI{aMr{TeTpaaqeTaT (Xena-
nłerc III), oKcaJIaTbI 7 Xelanaexc III c @oplrła.lrrr-
I]oM I]o Tołłe lr ,flHxs. IIapalłeTpL,I ycTaHoBJIeHHLIe
AJIfl KpoBIł xparreuolł or 2 .łacoB 4o 6 4Heż cpaBHrI-
BaJII4 c noJIytłeFIHEIMrł B cee>Keft KpoBI4. flo4c.ret rrlł-
$oqztoe [poBoAIl JII{ npll iloMol].lrl KoHBeHIłr{oHaJILJHoI-l
TexHrII('{, a TaK)Ke npI,I noMol]]r{ yEpoII{eHHoro MeToAa
no lpyrr4esry. Ycrarroernr{, IlTo B cBff3]ł c xpaHeHI{eM
KpoBrI [oflBJLEeTcfl cHr{żKeur{e lucla łtuvĘloq]łToB ,I
l3MeHeHrfff e lrx ceol;rcteax. Calłr,rlt cooTBeTcTBeHHbIM
MeToAaM KaK AJIfi KoHBeHI{I4oHaJlLHo.o TaK ,1 ynpo-
rqeHHoIo MeToAoB onpeAeJIellvg KoJIr{qecTBa rurrrłSo-
I{rlToB oKa3aJlocb nprrMeneHl(e npenapara Xeaanłexca
III c $oplrałrrrłov.

Wilczyńska-Ciemięga 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 w-ith heparin, EDTA (Titriplex
III), oxalates, and EDTA rł,ith formalin according to
Tolle and Jahnke (2). The valttes obtained in blood
stored for 2 hours to 6 days were compared with fi-
gures obtained in the fresh blood. The lymphocyte
counts u,ere estimated rvith the conventional techni-
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ques as well as with the simplified method according
to Grundboec]< (1). The decrease of lymphocyte
number and the changes in properties of cells con-
nected with storage of blood were observed. The

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.

ANTONI CHOCHA, ANDRZEJ LEWANDOWSKI

Obraz immunoelekłro{orely czny u bydła z białaczkopodobnym
obrazem krwi

CentTalne Lal]oratorium Szpitala wojewódzkiego W Zielonej Górze
Kicrownik: lek. med. A. cHocHA

Duze straty w ho,dowli, wynikające z póź-
nego rozpoznania klinicznego białaczki sta-
wiają to schorzenie w rzę,dzie jednego z pierw-
szych w celu zwalczania, łącznie z gtu,źIicą
i brucelozą, Rozpoznanie na po,dstawie o,bja-
wów klinicznych w p,oczątkowym okresie jest
praktycznie niemozliwe i wymaga dokładnych

tomopatologicznynri miało olbraz hemato1o-
giczny ujemny.

b) punkcia szpiku kostnego. Przy białaczce,
w szpiku wzra.sta ilość komórek układu ery-
tropoetyczne,go ri w ,rnniejszym stopniu liczba
komórek obojętnochło,nnych, wzrasta też licz-
ba limf ile p,rzekra cza 300lo wszys,t-
kich ko erzę należy uznać za poóej-
rżane o

W świetle plzyto:czonych faktów widzimy,
ze celem w/krycia postaci aleukemicznej ko-
nieczne jest oprócz badania krwi przeprowa-
dzenie badań uzupełniających.

Wprowadzenie do lprac} laboratoryjnej ele-
k,trofore,zy skłoniło badaczy do prze,badania
frakcji białkowych sunowicy w białaczce u byd-
ła. Hartung (4) przebadał 10 sztuk bydła ze
zmianami białac,zkowymi i stwier,dził w 300/o

wzrost alfa-glo,bulin, w 507o gamma-globulin
i w 60% spadek ilości albumin ptzv zachowa-
nym stałyrn poziomie białka w surowicy.

Wprowadzen,ie do analizy białek immunoe-
Iektroforezy,przez Grabara i Wiiliamsa (3) poz-
wala na bardziej dokładne prześledzenie zmian
w frakcjach białkolwych surowicv. Tormo (5)
zastosołvał inr,munoeIektroforezę do bada,nia

frakcji białł<owych w siurowicy u świń. W
oparc,iu o te donies,ienia postanowiono przeba-
dać irnmunoelektrofore,tycznie surowicę bydła
z białaczko odobńym obrazem krwi,

. Materiał i metody
W celu wyodrębnienia chorego bydła ze znrianamt

białaczkopodobnymi przebadano bydło z obory PGR
Damno, Jeziorka, i W. Wici pow. Lubsko. Za obrzl.z
krwi w normie przyjęto wg Sovy (7): erytrocyty
x : 6 759 000/mml, hemoglobina 10,6 gik, hematokryt
3B,17o, leukocytoza 7200lmml. Jako bydło chore przy-
jęto limfocytozę powyżej 18 000/mml oraz zmiany
w tozmazie charakteryzujące się obecnością limfo-
blastów oraz limfocytów powyżej 800/0. Z przebadane-
go materialu otrzymano 11 krów z białaczkopodobnym
obrazem krwi tj. 4 z PGR Damno (nr kolczyka 629,
720, 642, 613), 3 z PGR W. Wici (nr kolczyka 252,
342, l34) i 4 z PGR Jeziorka (nr kolczyka 42B, 402,
436, 407). Immunoelektroforezę wykonano wg metody
mikro na żelu agarowym, w buforze lveronalowym
o pH : 8,2 i sile jonowej 0,05. Jako anty,serum użyto
surowicy króliczej własnej ,produkcji ze zwietząt
uodpornionych surowicą krów zdrowych.

Wyniki
Na schemacie 1 przedstawiono obraz im,rnu-

noelektroforetyczny w części A krowy zdro-
wei a w części B krowy zbiał,aczkopodob,nym
obrazem krwi obrwodowej i szpiku. W odnie-
sierrł.u do immunoelektroforezy ,w surowicy
prawidłowej stwierdzono: w ohszarze alfa2-
glo,bulin wyraźne wysycenie łuku odpowiada-

Ł. 5.

Schemat 1. Immunoelektroforogram surowicy krowy
zdrowej i z białaczkopodobnym obrazem
krwi i szpiku.

Objaśnienia:
I : Iowek naniesienia antyserum anty surowicy kro-

\MleJ.
A : immunoelektroforogram suroł\ricy krowy zdrowej.
B: imnunoelektroforogram surowicy krowy z białacz-

kopodobnym obrazem krwi obwodowej
1 : łuk precypitacyjny albumin,
2 : łuk precypitacyjny haptoglobiny,
3 : łuki precypitacyJne beta1 globulin,
4 : łuk precypitacyjny beta2A globulin,
5 : łuk precypitacyjny gamma globulin,
6 : łuki pTecypitacyjne beta, globulin,

t1


