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Summary

Morphology and phagocytic activity of carp’s

thrombocytes

The purpose of the work was to adapt the methods of
thrombocytes isolation from the peripkeral blood, their
absolute number determination and an atiempt to eva-
luate their plhagoeeytic activity, The elaborated technigue
of thremboeytes isolation in the ACD liguid enabled to
separate in homologous plasma approximately 80 per cent
of those cella, i.e. 238350 in 1 mm’ of the plasma (I 7160).,
The above method allowed to preserve, like in the full
blood, proper conditions for thrombocytes. It was found
that the number of thromboecytes from healthy fish was
29 720 £ 6830 in one mm3 and the value of phagecytic index
and per cent of phagoeytic cells were 1.48 £ 0.38 and
18.83 * 4.13, respectively. There was found 5 various forms
of thrombocytes differing with the shape of the cell and
nucleus, and the distribution and colour of the cytoplasm.

Wilasciwos$ci morfologiczne 1 cytochemiczne oraz
funkcje czynnosciowe, zwlaszeza obronne, trombocy-
tow ryb poznane sa w niewielkim stopniu. PiSmien-
nictwo dotyczace tych zagadnien jest skromne i odnosi
sie przede wszystkim do wladciwosci morfologicznych
i cytochemicznych tych komérek (cyt. 22). Badania
przeprowadzone u ludzi i zwierzat wyzszych wykazaly,
ze ich trombocyty bhiorg udzial w procesach fizjologicz-
nych i patologicznych, a wsroéd nich takze w stanach
zapalnych i reakcjach immunologicznych (4, 10, 11, 186,
20, 24). Wspoldziatajg one miedzy innymi z granulocy-
tami obojetnochtonnymi, monocytami i1 makrofagami,
a takze z bialkami ostrej fazy oraz systemem dopel-
niacza (cyt. 3) i zalicza sie je do komoérek ukladu
immunologicznego (19). Szczegdlne zainteresowanie
wzbudza zdolno$¢ trombocytow do fagoeytozy i rola,
jaka spelniaja te komorki w mechanizmach obronnych
organizmu (1, 5, 8, 11, 12, 14), gléwnie w schorzeniach
zakaznych (6).

Badania wtasne mialy na celu adaptowanie metody
izolowania trombocytéw z krwi obwodowej karpi,
okreslenia ich liczby bezwzglednej i cech morfologicz-
nych, a takze przeprowadzenie préby oceny aktyw-
noéci fagocytarnej tych komérek wobec wzorcowego
szezepu bakterii.

Material i metody

Badania przeprowadzono na karpiach pochodzacych ze
érodowiska spelniajacego wszelkie wymagania hodowlane.
Obserwacje objelty 111 ryb o sredniej masie ciala 700 g,
dostarczonych w 5 partiach (grupach). W czasie badan ryb
nie stwierdzono u nich chordéb infekcyjnych i inwazyj-
nych, co pozwalalo uznaé¢ je za Klinicznie zdrowe.

Badania hematologiczne obejmowaly:

a) izolacje trombocytéw z krwi obwodowej 1 uzyskanie
osocza bogatoplytkowego — metodg wedilug Mantur i wsp.
(15) — krew pobrang na antykoagulant z dodatkiem acid
citrate dextrose (ACD) poddano dwukrotnemu wirowaniu
przy 2000 rpm. Po pierwszym wirowaniu osocze zawiera-
jace trombocyty odciggano i po przeniesieniu do nastepnej
probowki poddawano kolejnemu wirowaniu przez 10 minut.
Po zakonczonym wirowaniu i usunieciu czesci osocza oraz
ponownym dodaniu plynu ACD, prébe mieszano na mie-

szadle, a nastepnie ustalano liczbe plytek krwi w 1 mm?
osocza bogatopltytkowego wedlug metody Deissi (17),

b) oznaczanie bezwzglednej liczby trombocytow w
i1 mmé krwi obwodowej — metodg bezposrednia wediug
Deissi (17) przy uzyciu roztworu biekitu brylantowo-kre-
zolowego i eytrynianu sodu z dodatkiem formaliny,

¢) ocene morfologiczng trombocyiow -— na podstawie
obserwacji tvch komdrek w rozmazach wykonanych z krwi
cbwodowej 1 wosocza bogatoplytkowezo, w mikroskopie
swietlnym, wedtug kryteriow wiasnych.

Badania aktywnosci fagocytarnej trombocytéw obejmo-
waly oznaczanie indzksu pochlaniania meteda wedtug Man-
tur i wsp. (15) oraz procentu plytek krwi wykazujacych
zdolnos¢ pochlaniania bakterii, Substratem dla badanych
Jfagocytéw” byta zawiesina bakterii Staphylococcus aureus
209P, przygotowana z l18-godzinnej hodowli, o zaggszczeniu
odpowiadajacym ilosci bakterii i plytek krwi w proporcji
1:1. Badania wykcnano wprowadzajac do prohowek 0.2 ml
badanego osocza bozatoptytkowego i 0,2 ml przygotowane]j
hodowli Staphylococcus aureus. Proby inkubowano w tem-
peraturze pokojowej przez 10 minut. Po zakonczonej inku-
bacji z poszczegblnych proéb wykonano rozmaz barwiony
metoda Pappenheima. Preparaty mikroskopowe odczytywa-
no pod imersja, obliczajac indeks pochianiania (Srednia
liczba bakterii pochtonieta przez 100 trombocytéw wyka-
zujacych te ceche) i procent komoérek zdolnych do pochta-
niania wzorcowego zarazka na 100 komoérek wystepujacych
w polu widzenia.

Wyniki badan dotyczacych bezwzglednej liczby trombo-
cytéw, indeksu pochtaniania i procentu komoérek pochta-
niajgcych przedstawiono, lgcznie dla wszystkich badanych
ryb, w tab. 1 w postaci érednich arytmetycznych i odchy-
lenn standardowych. Wyniki badan dotyczacych oceny mor-
fologicznej trombocytéw podano opisowo w tab. 2.

Wyniki i omdowienie

Adaptowana metoda izolowania trombocytéw karpi
umozliwita oddzielenic z krwi obwodowej okolo 80%w
(£ 12%¢) tych komoérek tzn. 23,85 tys. w 1 mm?® osocza
bogatoplytkowego (¥ 7,16 tys.). Uzyskiwana w czasie
tej procedury frakcja trombocytéw nie zmienionych
morfologicznie charakteryzowata sie duzym stopniem
czystosei, co wyrazalo sie obeccnoscia jedynic od 13 do
19 leukocytow wéréd 1000 plytek krwi. Zapewnia to
uzyty plyn konserwujacy ACD, ktéry jest powszech-
nie stosowany w procesie produkeji i konserwowania
krwinek plytkowych wykorzystywanych w transfuzjo-
logii. Wykazuje on zdolno$é obnizania pH osocza oraz
przeciwdziala syntezie tromboksanu przez te komorki,
a tym samym zjawiskom agregacji i sekrecji trombo-
cytow (10, 13). Zaleta adaptowanej metody izolowania
trombocytéw, z rozcienczonej ptynem ACD krwi obwo-
dowej karpi, jest przede wszystkim mozliwo$¢ oddzie-
lenia i skumulowania tych komérek w homologicznym
osoczu, bedgcym ich naturalnym Srodowiskiem. Metoda
ta nie powoduje poza tym zmian morfologicznych

Tab. 1. Liczba i aktywnodé fagocytarna trombocytéw
u zdrowych karpi

Liczba Liczba Procant
badanych | trombocytow Indeks trombocytow
ryb w 1 mm3 krwi| Pochlaniania pochtania-
- (w tvs.) jacvch
111 | 29,72 T 6,83 1,48 £ 0,38 18,83 = 4.13
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Tab. 2. Charakterystyka form morfologicznych trombocytéw zdrowych karpi

Ksztalt

Typ
morfologiczny Rozmizgszczeniz cytoplazmy Barwa cytoplazmy
trombocvt()_w trombocytow jadra komoérkowego _ B
. O rozciggnieta w postaci stup- Y -
A “é)%g;ﬁfony owalny ka w jadnym kizrunku S(Z;fa%;llxzfli)éésc};ia)
v wzdluz osi diugiej jadra ’
rozciggnieta w j:dnym kie- ICHEI
B wydtuzony owalny runku wzdtuz csi di. jadra, S(Z;g%;ll\;;?égsciia)
ostro zakor’lc;ona ] ) -
-\V}'quiaﬁy — rozciggnieta w obu kierun- o ialyia
C dwustronnie owalny kach diugizjosi jadra, ostro s?;;%:ﬁ?égsc};ia)
sniczasty rakonczona
wydtuzony — ‘ wys.epuje w postaci rabka | szaro-niebieska
D_ patec-kowatv pateczkowaty | na obu koncach jadra _ (b. stabo Xifiocz_na) B
. ‘st list ote}g,a Ja‘drdo .“]ednorsnforlglr.l_'l ciemncszaro-niebieska
E kulisty kulisty r}ilsvztall’gti\loorgggrllii Zrerny (dobrze widcezna)
tromboeytéw, ktére sa najezesSciej nastepstwem uru- plytki krwi, w do$é duzej liczbie (tab. 1), wykazuja

chomienia przez te komorki proceséw czynno$ciowych,
miegdzy innymi agregacji i sekrecji, w odpowiedzi na
niekorzystne (fizyczne i1 chemiczne) warunki srodowi-
ska (13, 22).

Bezwzgledna liczba trombocytéw w 1 mm?® krwi
obwodowej karpi wynosi 29,72 tys. (£ 6,83 tys.) (tab. 1).
Komorki te, jak wynika z przeprowadzonych badan,
wystepuja w pigciu réznych formach morfologicznych
(tab. 2) 1 posiadaja zdolno$¢ pochlaniania bakterii
Staphylococcus aureus 209P. Stopien zaangazowania
plytek krwi w procesie fagocytozy odzwierciedla okre-
Slona w badaniach warto$¢ indeksu pochlaniania —
1,48 (£0,38) i procentu komérck pochlaniajgeych —
18,83 (£ 4,13) (tab. 1). Bezwzgledna liczba krwinek plyt-
kowych ryb, jak wynika z doniesien wielu autorow
(cyt. 22), jest bardzo zréznicowana, zaréwno wsrod ryb
jednega gatunku, jak i miedzy gatunkami. Uzyskane w
badaniach wlasnych wartosci dotyczace liczby trombo-
cytow krwi ocbwodowej karpi sa jednak zblizone do
liczby, jaka uzyskal u tego samego gatunku ryb Rijkers
i wsp. (18). Analizujac formy morfologiczne plytek
krwi wystepujace u roéznych gatunkéw ryb nalezy
stwierdzi¢, ze opinie co do ich réznorodno$ci sa roz-
biczne (cyt. 22). Brak zgodno$ei w tej mierze odnosi
sie takze do trombocytow krwi obwodowej karpi. Tem-
mink i Bayne (23) opisali u tego gatunku ryb tylko
jeden typ plytek krwi, natomiast badania wiasne wy-
kazaly, ze wystepuja one w postaci pieciu roznych
typow morfologicznych od A do E, réznigcych sie
ksztaltem komorki, ksztaltem jadra komoérkowego oraz
rozmieszczeniem i barwa cytoplazmy (tab. 2). Anali-
zujac te formy (tab. 2) wydaje sie bardzo prawdopo-
dobne, ze u karpi wystepuja zasadniczo jedynie dwa
typy morfologiczne krwinek plytkowych typ A i E,
natomiast typ B, C i D nalezg do form przej$ciowych.
W badaniach nad trombocytami karpi moze zatem
mie¢ znaczenie okreélanie proporcji form owalnych
tromboceytow (typ A-D) do form kulistych (typ E), kto-
rych powstawanie jest, najprawdopodobniej takze
u ryb, wynikiem przemian zwigzanych z funkcjami
czynnosciowymi tych komérek, miedzy innymi agre-
gacji i reakeji uwalniania.

Occniajac wyniki badan z zakresu aktywnosci fago-
cytarnej trombocytéw trzeba stwierdzi¢, ze proces fa-
gocytozy u ryb wiaze sie, jak dotychezas, z rola
1 funkeja komoérek warunkujacych odpornosé nie-
swoistg, do ktérych zalicza sie przede wszaystkim ma-
krofagi (monocyty i granulocyty obojetnochlonne)
(cyt. 21). W badaniach wlasnych wykazano, ze réowniez

zdolnos¢ fagocytowania wzorcowego szezepu bakterii.
Obserwacje te znajduja rowniez potwierdzenie w ba-
daniach innych autoréw (cyt. 22), ktérzy wykazali te
wlasciwosé trombocytow u gladzicy (Pleuronectes pla-
tessa), ariusa (Pimelodus maculatus), okonia amerykan-
skiego (Perca flavescens), karpia (Cyprinus carpio)
i niszczuka (Lepisosteus platyrhincus). Dotycheczasowe
obserwacje zaréwno wilasne, jak i innych autordéw
(cyt. 22) pozwalaja na uznanie trombocytéw ryb za
komorki czynnie wlgczajgce sie w  proces obronny
organizmu. Znaczenie tych komoérek w procesach od-
pornosciowych ryb, nawet pomimo niskiej wartosci
indeksu pochlaniania, jaka wykazano w prezentowa-
nych badaniach, rekompensowanej stosunkowo wyso-
kim odsetkiem trombocytow zaangazowanych w ten
proces, nie powinno by¢ nie zauwazone. Aktywnosé
fagocytarna tych komoérek u ryb moze bowicm oka-
za¢ sie jedng z silniejszych barier obronnych przed
infekcja. Przemawia za tym réwniez analiza stopnia
rozwoju filogenetycznego ryb, ich mechanizmoéw odpor-
nosci nieswoistej w poréwnaniu z organizmami wyz-
szymi (3). Pelna jednak 1 obiektywna ocena roli
i funkcji trombocytéw jako komérek odpornosciowych
w organizmie ryb wymaga, mimo, ze sg one obecnie
uznane za komorki ukladu immunologicznego (19},
ogromnego nakladu pracy badawcze] nad tymi zagad-
nieniami.

Wnioski

1. Wilasna adaptacja metody izolowania trombocy-
téw karpi rozszerza mozliwosci oceny ilosciowej i ja-
kosciowe] tych komorck.

2. Plytki krwi u karpia wykazuja zdolnos¢ pochla-
niania wzorcowego szczepu bakterii oraz cechuja sie
stosunkowo duzym zréznicowaniem morfologicznym.
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Z HISTORII WETERYNARII

MARIAN JELINSKI

Krajowe weterynaryjne pracownie diagnostyczne w stuzbie pszczelarstwa —

rys historyczny od 1936 — 1662 r.

Zakitad Chordb Owadéw Uzytkowych Instytutu Weterynarii, ul, Poznanska 35, 62-620 Swarzedz

Krajowe weterynaryjne pracownie diagnostyczne stuzgce
pszezelarstwu majg swoich prekursoréw. Wérod nich nalezy
wymieni¢ Katedre Botaniki na Uniwersytzci= Lwowskim,
ktérg kisrowal profesor Teofil Cissielski (1846—1916). Ba-
dano tam material w kierunku chordéb czerwia pszczelego
(26). Laboratorium Pszczelarskie Pomorskiego Zwigzku To-
warzystw Pszczelarzy w Brodnicy w 1934 r. prowadzito
badania w kierunku choréb pszczdt (4). Nie byly to jednak
pracownie weterynaryjne. Weterynaryjna placowks diag-
nostyczng byl natomiast Podd-iat Chorob Pszczét PINGW
w Bydgoszezy (12), znany weczeéni=j (1936 r.) jako Weterv-
naryjna Pracownia Rozpoznawcza (1). Ministerstwo Rol-
nictwa 1 Reform Rolnych zarzadzilo wtedy bezplatnz bada-
nia w kierunku chordéb pszczdl i czerwia pszezelego (1).

Pracownia w Bydgoszczy stanowila organ panstwowy do
walki z chorobami pszczél (12). Wedlug Zulinskiego (cyt. 23)
poczatek dziatalnosei Poddzialu Chordb Pszezoél wigze sie
z dniem 1 czerwea 1937 r., kiedy to Weterynaryjne Pra-
cownie Rozpoznawcze weszly w sklad Dzialu Rozpoznaw-
czego Wydzialu Weterynaryjnego Panstwowzgo Instytutu
Gospodarstwa Wiejskiego w Putawach (23). Kierownikiem
Pcddziatu byt dr Henryk Golaszewski (23). Istnienie w
1637 r. bydgoskiej pracowni zajmujacej sie rozpoznawaniem
chordb pszezédl potwisrdza Kruszka (18). W 1935 r. dr Go-
taszewski odbyl specjalistyczng praktyke z zakresu zwal-
czania chordéb pszezdél w Szwajcarii i Czechach i w okresiz
miedzywojennym pracowal w Bydgoszezy (6). Tak byto
chyba do poczatku II wojny $wiatowsj, gdyz publikacija,
ktora ukazata si¢ w 1939 r. podpisana jest: ,Dr Henryk
Golaszewski — Bydgoszez” (12).

Drialania wojenne przerwaly prace pisrwsz2go Pod-
dziaiu Chordb Pszczél w Polsce (23). Jednak podczas oku-
pacji w Pulawach istnial Krajowy Zaklad Weterynaryjny
(23). Przesytano tam do badania préby plastrow i pszezét
(2), zgodniz z zarzadzeniem administracyjnym o zwalczaniu
zgnilca 1 choroby roztoczowej pszezol, ktore obowigzywalo
od 1 grudnia 1941 r. w Generalnym Gubernatorstwie poza
Galicja (2). Rozpoznawaniem chordbh pszezdl w Pulawach
w latach 1941—1942 zajmowal sie zapewn?2 dr Golaszewski
(26). W poiniejszych latach okupacji diagnostyka choréb
tych owaddéw nie byla prawdopodobnie prowadzena. Kirkor
(16) informuje o ccalatej ksiedze badan za lata 1941--1942.
Brak jest natomiast takich danych o latach 194344 Wy-
daje sig, 22 w tym okresie niemieckiej okupacii w Krajo-
wym Zakladzie Weterynaryjnym choréb pszezal nie diagno-
zowano. Dr Golaszewski w 1943 r. pracowal w Poddziale
Chorob Bydia w Pulawach, ktory w 1944 1. zawiesil SWoja
dziatalnodd (23), a w 1945 1. zostal kierowniki=m Woje-
wodzkizge Zakladu Higieny Weterynaryjnej w Bydgoszezy
6).

Znacznie wezedniej, w 1942 r., we Francji, nad chorobami
pszezOt pracowal pod kierunkiem prof. Paillot dr Stanistaw
Kirker (15). Po wojni= dzieki jego staraniom 15 si=rpnia
1946 v. utworzono po raz pierwszy w Polsce Zaklad Chorth

Pszczol (16). Byta to jedna 7z placowek Panstwowego Insty-
tutu Weterynaryjnego w Putawach, ktdéry powstal zgodnie
z dekratem z dnia 6 czerwca 1945 r. (31). Po swoich po-
przednikach Zakiad niewiele odziedziczyt (16). Kirkcr (16)
stwierdza: ,Wojna zniszczyla wiele $ladéw poprzedniej dzia-
talnosci kreowanego tuz przed wojng Zakladu prowadzo-
nego przez dr Henryka Gotaszewskiego”.

Poczatkowa dzialalno$é Zakiadu w okresie od 15 sierpnia
do listopada 1946 r. byla zap>wne S$cisle zwigzana z siedziba
Instytutu w Pulawach. 10 listopada 1946 r. odbylo sie uro-
czyste otwarciz Filii Panstwowego Instytutu Weterynaryj-
nego w Gorzowie Wlkp. (n. Warta) Sktadala sie ona z 6 za-
ktadéw, wérdd ktorych wymieniono Zaklad Chordb Pszezol
(3). Zajmowal on na poczatku jsdno pomieszczenis | znisz-
czonego budynku dawnego niemieckiego Instytutu Bakterio-
logicznego” (16). Proécz mianowanego kierownika nie bylo
zadnego przzszkolonego pracownika ani mikrcskopu (16).
Nieco pdzniej w jadnym pokoju byt kierownik, pomoc tech-
niczna no 1 mikroskop (29).,

Po uptywie dluzszege czasu Zaklad przeniesiono do ob-
szernego budynku, ktéry miescit sie w Gorzowie Wielko-
polskim przy ulicy Eohateré6w Warszawy 4 (7, 31). W tym
ckresie pelna nazwa placéwki byla nastepujaca: Pahstwo-
wy Instytut Weterynaryjny Oddzial w Gorzowie Wlkp., Za-
ktad Choréb Pszczdét (7).

W 1950 r. Zaklad uzyskal w Paczkowis kolo Pcznania
zd2wastowany majatek rolny (23), w ktéorym wezesniej funk-
cjonowat Zaklad Hodowli Zwierzat Laboratoryjnych WZHW
w Poznaniu (23). Zatozono tam sad i pcsadzono lipy, ale
w 1953 r. majatek ten oddano spéidzielni produkeyjnej (29),
natomiast Zaktadowi Chordb Pszczél w 1953 r. przekazano
resztdwke majatku Nowa Wies k. Swarzedza, ktdéra pdiniej
wigczono do tego miasta (7, 23).

23 grudnia 1955 r., zgodnie z Zarzgdzeniem Nr 315 Mi-
nistra Rolnictwa, Zaklad Choréb Pszczoél Panstwowego In-
stytutu Weterynaryjnego z siedzibg w Gorzowie Wlkp. zo-
stajz przemianowany na Zaklad Choréb Owadéw Uzytko-
wych Instytutu Weterynarii (31). Przeniesienie Zaktadu z Go-
rzowa do Swarzedza nastapilo we wrzesniu 1956 r. (17, 23).
Jego nowa nazwa wigzata sie z planowang znaczng roz-
budowg (7). W 1856 r. prof. Kirkor zakladal, zz przybedzie
nowy Zaklad Chorob Jedwabnikow (7). Tego planu nie
udato sig zrealizowaé. W zorganizowanym w Gorzowie Wlkp.
Zakladzie prowadzono jednak nie tylko diagnostyke chordb
pszczol, ale takzs badania naukowe. Ich efektzm byly licz-
ne pubdlikacjz pracowniksw t2j placdwki. Nalezy wipomnizé
takZzz o podrecznikach wydanych przz2z PWRIL, W 1953 .
ukazaly sig ,,Choroby pszczol” autorstwa oOwczesnego kiz-
rownika Zaktadu doc. dr S. Kirkora (23), a w 1961 ». ,.Cho-
roby pszczél 1 ich zwalczanie” (23). Autorem byt lek. wet.
mgr Ryszard Kostecki — podiniejszy kierownik Zakladu,
ktéry prace w Gorzowie WIlkp. rozpoczal w 1954 1.

Zainteresowanie chorobami pszczél znaczniz wzrosto,
Przejawem tego bylo tworzenie pracowni rozpoznawczych



