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PRAKTYKA LABORATORYJNA
MARIAN GRUNDBOECK

Jedyną powszechnie uznaną i stosowaną metodą
wczesnego rozpoznawania białaczki u bydła jest ba-
danie hematologiczne. Polega ono na oznaczeniu po-
ziomu limfocytów w krwi obwodowej z ewentual-
nym uwzględnieniem zmian morfologicznych w ko-
mórkach tego układu. Badanie punktatów węzłóul
chłonnych, badanie szpiku, metody serologiczne, wy-
krywanie w moczu fermentów obronnych Abderhal-
dena i inne techniki odgrywają tylko pomocniczą rolę,
względnie nie mają praktycznego znaczenia.

Określanie bezwzględnej ilości limfocytów, odgry-
wające pierwszorzędną rolę w diagnostyce białaczki
związane jest z trudnościami, zwłaszcza ,"v badaniach
masowych, Klasyczna metoda, polegająca na toz-
cieńczeniu krwi w mieszalniktr i liczeniu białycłl
krwinek w odpowiedniej komorze, a następnie ozna-
czeniu odsetka limfocytów w barwionym rozmazie
krwi, jest bardzo pracochłonna Pewną oszczędność
czasu można ttzyskać rozcieńczając krew nie w mie-
szalnikach lecz w małych probówkach, jednakże
i w tych warunkach badanie jest uciążliwe. Wielkim
postępem było zastosowanie urządzeń elektronicznyclr,
np. licznika ,,Celloscope", produkowanego przez fir-
mę AB Lars Ljungberg, Sztokholm (cena: 6.600 ko-
ron szwedzkich), pozwalającego na bardzo szybkie
i dokładne oznaczanie ogóinej ilości białych krwinek
w jednostce objętości krwi. Urządzenia te jednakże
nie usuwają konieczności sporządzania i barrvienia
rozmazów krwi oraz obliczania pod mikroskopem
odsetka limfocytów.

W hematologicznym rozpoznawaniu białaczeli
u bydła czynione są próby wprowadzenia prostych
metod, które już w założeniu obarczone są pewnym
blędem. Można by tu zaliczyó metodę hematokryto-
w4, w której grubość warstwy leukocytów uformo-
wana nad słupem czerwonych krwinek jest wskaźni-
kiem liczebności tych komórek w jednostce objętości
krwi.

Schalm i Murrag (4) opracowali metodę, w której
specjalny odczynnik reaguje z kvzasami nu.kleinowy-
mi krwinek, występującymi u bydła - 

jak wiadomo

- tylko w ieukocytach. W wyniku reakcji Iepkość
krwi wzrasta proporcjonalnie do zawartości tych
kwasów, co z kolei jest wskaźnikiem liczebności bia-
łych krwinek, N[ótoda ta wykazując leukocytozę nie
informuje, który z szeregów białokrwinkowych
zwiększył swą Iiczebność: granulocytarny, limfocy-
tarny czy też monocytarny.

Za punkt wyjścia niżej przedstawionej metody
własnej obrano technikę grubej kropli (5). 'W meto-
dzie tej dużą kroplę krwi daje się na szkiełko pod-
stawkowe, a po wyschnięciu przeprowadza się hemo-
lizę erytrocytów wodnym roztworem barwnika Giem-
sy, przy czym ulegają wybarwieniu białe krwinki.
Preparat taki oglądany pod mikioskopem daje ogó1-
ną informację o ilości białych krwinek, przy czym
można rozróżnić poszczególne rodzaje tych komóre}<.

.Sanders ż vrspółpracownicy (3) opisali opartą na
tej zasadzie metodę polegającą na sporządzaniu pla-
mek krwi na szkiełkach pcdstawkowych przy pomoc}r
główki szpilki, Preparaty te były hemolizowane
i wybarwiane barwnikiem Giemsy względnie błęki-
tem metylenowym. Ogólną ilość białych krwinek oce-
niano w tych preparatach porównując je wzrol<owo
ze standardowymi preparatami o znanej ilości leu-
kocytów.
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a. Sporzqdzanie pr eparatótu.
Do sporządzania preparatów krwi służy przyrząd

przedstawiony na ryc. 1. Składa się on z trzech ka-
wałków drutu o średnicy 0,B mm osadzonych w trzon-
ku z pleksiglasu. Końce drutów powinny być w5,-
równane pod kątem prostym, ptzy czym płaszczyz-
na szlif u powinna być wspólna dla wszystkich
trzech drutórłr.

Szybka metoda hematologicznego rozpoznawania białaczki
u bydła

Pracownia Patologii 1(omórkowej Instytutu Wcteryrrarii
}<ierownik: doc. dr M. GnUNDBoEcK

w puławach

Opis metody
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Ryc. 1, PIzyfząd do spolządzania preparatów krlvi

Końce drutów należy zanurzyć rv krwi na głębo-
kość około 1 mm i następnie przyłożyó je do sta-
rairnie odtłuszczonego szkielka podstawowego. Za-
równo przyłożenie, jak i cdjęcie przyrządu od szkieł-
ka powinno być prostopadłe. W ten sposób otrzy-
muje się na szkiełku trzy koliste plamki krwi o śred-
nicy około 1 mm. Następnie przyrząd zanurza się
w krwi powtórnie i w analogiczny sposób sporządza
się drugi zapasowy preparat. Przed przejściem dcl
następnej próbki krwi należy końce drutów zanutzyć
w wodzie 1 11zytrzeć miękkim płótnem. Na jedn5,m
szkiełku podstawowym można w ten sposób sporzą-
dzić preparaty krwi kilku zwierząt (ryc. 2). Pre-
paraty powinny wysychać w pozycji poziomej. Na-
1eży je w tym czasie zabezpieczyć przed muchami
i kurzem. Do przechowywania i przewożenia prepa-
ratów powinno się używać pudelek specjalnie do
tego celu przystosowanych.
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Ryc. 2 Preparaty krwi 10 zwierząt na jednym szkiełku

podstawowym

b. Hemolżzoluanie, utrualanie i barwżenie prepa-
ratóu.

Wyschnięte preparaty należy ułożyć w płytkim
naczyniu na mostkach szklanych w ten sposób, by
polvierzchnie szkiełek z plamkami krwi były skie-
rowane ku dołowi. Szkiełka powinny byĆ ułożone
poziomo lub lekko ukośnie (ryc. 3). Następnie do na-
czynia naJeży wlać formaliny rozcieńczonej wodą
destylowaną w stosunku 7:20 (Zok roztwór formalde-
hydu). Po chwili obserwuje się spływające z prepa-
ratów ku dołowi smugi hemoglobiny, przy czym za-
znacza się blednięcie plamek krwi. W parę minut
po zupełnvm odbarwieniu preparatów należy wyjąc
je z formaliny, opłukaó delikatnie w naczyniu z wo-
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Ryc. 3. Ilemoliza i utlwalellic prepara tów w loztworzc
f ormaJ,iny. Prcparaty ,,r"j9r:i"luj]* na CloIncj powierzcl]ni

dą clestylowaną i wysuszyć na stojaku. Preparaty
w'ten sposób zhemo]izowane i utrwalone można bez-
zwłocznie barwić względnie przechowywać ptzez kil-
kanaście dni.

Preparaty barł"",i się sudanem czafnym wg Lisona.
Roztwór barwnika należy przygotować w następujący
sposób: 0,3 g czarnego sudanu B rozpuścić w 100 ml
absolutnego alkoholu, W termostacie o temperaturzc
3?' rozpuszczanie trwa około 24 godz, Nadto należy
przygotować bufor. W tym celu rozp\szcza się 16 g
czystego, krystalicznego fenolu w 30 ml alkoholr-r
absolutnego, a następnie 0,3 NalHPOł.l2H:O w l00
ml wody destylowanej i obydwa roztwory miesza
się. 40 mI tak przygotowanego buforu w połączeniu
z 60 ml alkoholowego roztworu sudanu stanowi
właściwy barwnik, który przed użyciem należy prze-
są c zyć.

Utrwalone preparaty wkłada się do napełnionego
barwnikiem szklanego naczyńka z przykrywką. Po
30 minutach barwienia u, temperaturze pokojowej
spłukuje się preparaty w 707o alkolrolu etylolvym tak,
b1, zmyć z nich nadmiar barwnika, ale nie odbarl.vió
krwinek. Następnie preparaty podbarwia się przcz
pół minr-rty roztworem błękitu metylenowego rvg
Lófflera. Podbarwione preparaty spłukuje się wodą
destylowaną, suszy i przechowuje w pudełkach. W
tak wybarwionych preparatach łatrvo jest odt-óżnić
granulocyty z sudanofilną ziarnistością od pozostałych
krwitrek wybarwionych tyIko błękitem metyleno-
wym,

c. Przgglotowanie mźkroskopu,L oblżc"enie LIoścż
LimJocytóu,

Do okularu mikroskopowego należy włożyć rvkład-
kę wyznaczającą na preparacie oglądanym pod imer-
sją pas o szerokości 47 lt. Wkładkę tę najlepiej jest
sporządzić z błony fotograficznej, na której jest
obraz czarnych linii oddzielających jasne pola o sze-
rokości 5-4,75-4,5-4,25-4 mm (ryc.4), Krążek
o średnicy około 2 cm po,winien być wycięty z takie-
go miejsca filmu, by w środku jego było pole odpo-
rł,iadające na oglądanym przez obiektyw imersyjny
preparacie pasowi 47 yt. Zmierzyć to można przy po-
mocy mikrometru przedmiotorvego (ODjektmikfo-
meter 1:100) produkcji VEB Carl Zeiss, Jena, NRD
(ryc. 5).

Ryc.4. Odcinel< filmrr z ukłaclcm jasn},ch pasośl o !]1op_
niowo wżraStająccj szerokośc|. Z prawej strOny: .Wkłac]ka

do okularu mikroskopowego wyciętźt Z tego filmil.

Przystępując do obliczenia ilości limfocytów należy
pod małym powiększeniem mikroskopolvyrn wyszu-
kać odporviedrri preparat i splawdzić, czy nie jest

Ityc, 5, Mikromctr przeC]miotowy (objcktmiktometer) pro-
tltlkcji C. zciss, Jena.

uszkodzony, Po pokryciu preparatu olejkiem cedro-

1inii granicznej 1ic7y się wówczas, gdy'większa częśó
komórki znaiduje się w obrębie pasa (ryc. 6).
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Ryc. 0. Schcmatyczne prZcdStawicr]ic zaI]arwionego iJIepa-fatu krw-i z zaznaczeniem 4?-miklonowe8o pasa, W którym
przeprowadzit -się liczenie limfocytów.

Jeśli wartości limfocytórv obliczone w dwu plam-
kach krwi tego samego zwierzęcia różnią się nieznacz-
lrie, należy obliczyć średnią arytmetyczną. Liczba ta
pomnożona przez 300 przedstawia ilość limfocytów
w 1 mm8 krwi. W razie wystąpienia większych róż-
nic między wynikami dwu obliczeń trzeba dodatko-
wo w-yznaczyć analogiczną wartość w plamce trze-
ciej. Suma uzyskanych trzech wartości pomnożona
przez 100 wykazuje liczbę limfocytów w 1 mm;| krwi.

Porównując iiczby limfocytów w 1 mm3 krwi uzy-
skane przy użyciu uproszczonej metody z ana7ogicz-
nymi lvartościami opartymi tra metorizie klasycznej
(komora Bi.irkera i barwiony rozmaz\ stwierdza się
l<orelację, której współczynnik obliczony na podsta-
wle Wzoru: nSxy

xy

/'"s] "s|
wahał się w granicach od 0,8 do 0,9.

cl.. R o zp o zn ctnż e h em at ol o gic zne b l ał ctc zki.
W ocenie wyników badania hematologicznego przy-

jęto jako miernik klttcz getyndzki opracowany przez
Tollego (6). Z klucza tego można korzystać w ory8i-
nalnej postaci (tab. 1. kolumna A), zwłaszcza gdy do-
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do l00O0

do 9O0O

do 7500

do 6500
do 5500

|0000 - /3000
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5500 - 7500

ponad t3000

,, 12000
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do 33

do 30

do 25
do 22
do 18

33-43
30-40
25- 33

22- 30
/8-25

ponad 13

,, 40

,, 33
,, 30
,t 25

konuje się obliczeń w trzech plamkach krwi. Nato-m oblicza się średnią wartość
dl amki, wólvczas wygodniej jes
z wiednio zmienionej (tab. 1, k

Organizacj a badań terenowych
Badania można przeprowadzać w oborze pod wa-

rtinkiem, że jest ona jasna i ciepła, a powietrze nie
zawiera zbyt wiele wilgoci. Warunki te częściej są
spełnione w okresie letnim. Sporządzający preparaty
powinien siedzieć przy stoliku, na którym jest pu-
dełko z dobrze odtłuszczonymi alkoholem i eterem
szkiełkami podstawowymi ponumerowanymi ołór.v-
kiem diamentowym, kawałki papieru pergaminowego
o boku około 7 cm, dwa przyrządy do sporządzania
preparatów (jeden zapasowy na wypadek uszkodze-
nia drugiego), mała miseczka z wodą, kavrałek miek-
kiego płótna oraz papier do zapisywania kolejnych
numerów z,wierząt. obok stołu na posadzce powin-
no stać wiadro na odpadki

Donosząc5, probówki z krwią odlewa około 2 mI
krwi na papier pergaminowy i podaje ustnie numer
zwierzęcia. Resztę krwi z probówek można użyć do
innego celu, np. do badań w kierunku brucelozy.
Sporządzający preparaty zapisuje na kartce podany
numer, nanosi przyrządem krew na szl<iełka, wyrzu-
ca do wiadra papier z resztą krwi i czyści przyrząd.
Jeśli to możIiwe, zapisywanie numerów krów prze-
prowadza osobny pracownik. Stół ze wszystkimi ma-
teriałami przenosi się od czasu do czasu na inne
miejsce, by zmniejszyć odległość donoszenia krwi.
Utrwalenia i barwienia preparatów dokonuje się po
ich przewiezieniu do pomieszczeń 1aboratoryjnych,

Jeśli w oborze jest ciemno, względnie zimno i wil-
goó utrudniają wysychanie preparatów, lepiej jest
posługiwać się krwią z dodatkiem szczawianu. W tym
celu do probówek o pojemności 6-7 mi daje się po
10 mg miałko roztartego w moździerzu szczawianu
sodu, potasu 1ub amonu, po czym probówki zamyka
się gumo.wymi korkami. Do probówek tych pobiera
się po 5 ml krwi zaznaczając na każdej próbce numer
zwierzęcia. Po przewiezieniu krwi do pracowni lub
innego odpowiedniego pomieszczenia należy sporzą-
dzić możliwie w tym samym dniu preparaty. Hemoli-
zę i utrwalenie preparatów w formalinie dobrze jest
przeprowadzić jeszcze w tym samym dniu lub na-
zajutrz. Barwienie można przeprowadzać bezzwłocz-
nie lub po upływie kilku - kiikunastu dni, 

_..

Przed rozpoczęciem masowych badań zaleca się
skonfrontować opisaną metodę z metodą klasyczną
opartą na obliczeniach w komorze Biirkera i odset-
kowym składzie białych krwinek w barwionyrfl roz-
mazie. Porównanie takie jest najlepszl,m sprawdzia-
nem prawidłowości użytego sprzętu oraz sposobu spo-
tządzenia preparatów.

118

Do rutynowego wykonywania preparatów powinni
być dopuszczeni tylko odpowiednio przeszkoleni
i przeegzaminowani pracownicy.

omówienie
Frzedstawiona metoda przeszła lv procesie opraco-

wywania szereg zmian i zapewne będą następowały
dalsze jej udoskonalenia. Wiele prac doświadczalnych
poświęcono zagadnieniu, jak powinien przedstawiać
się preparat krwi oraz przyrząd do jego sporządza-
nia. Płasko zesz]ifowane zakończenia drutów okazały
się doskonalsze od zaokrąglonych, uzyskiwano bo-
wiem przy ich użyciu bardziej wyrównaną wielkość
preparatów.

Przyrząd zespalający trzy druty zaoszczędza wieIu
ruchów, które musiałoby się wykonać sporządzając
preparaty jednym drutem, Nadto przyrzĄd ułatwia
prostopadłe przystawienie drutów do szkiełka i ich
odjęcie. Ustawienie drutów w jednej linii ułatwia ich
oczyszczenie po użyciu, Próby zastosowania szablo-
nu, który by ułatwiał prostopadłe przykładanie przy-
rządu do szkiełka oraz równomierne rozmieszczenie
preparatów, nie dały dotychczas pożądanych wyników.

Szkiełka na preparaty muszą być numerowane, do
czego najlepiej nadaje się ołówek diamentowy. Przy
braku takiego ołówka posługiwano się w badaniach
własnych odpou,iednio zeszlifowanym kawałkiem
widii (rodzaj spieku węglikowego), Można też zisto-
sowaó |tu sposób zalecony przez schźllźnga plzy gru-
bej kropli, Mianowicie, rozmazuje się nieco krwi
wzdłuż krótszej krawędzi szkiełka i po wyschnięciu
zaznacza się na tym rozmazie numer przy pomocy
zwykłego ołówka. Przed hemo]izowaniem preparatu
znaczek ten należy utrwalić alkoholem metylowym
zwracając uwagę, by alkoho1 nie utrwalił właściwe-
go preparatu.

Podczas pierwszych prób przeprowadzano hemoli-
zowanie preparatów wodnyrn roztworem barwnika
Giemsy względnie wodą destylowaną. Powodowało
to jednak uszkodzenie licznych plamek krwi, zwłasz-
cza podczas wyjmowania szkielek z barwnika
względnie wody. Częściowo można było tym uszko-
dzeniom zapobiec odtłuszczając bardzo starannie

Tą b, l, K / u c z, *' 
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zastosowanie w hemolizowaniu starych preparatów,
w których z regtrły proces ten zachodzi bardzo powoli,

Hemolizę początkowo próbowano przeprowadzić takjak przy grubej kropli tzn. szkiełko b;,ło ułożotre
na mostku preparatami ku górze, Później zmieniono
ułożenie szkiełek na pionowe, w naczyńku do bar-
wienia, i wreszcie na poziome, ale preparatami kr,r
dołorvi, Przy takim ułożeniu hemoglobina z prepa-
ratu szybko odpływa, na skutek czego tło dokoła
białych krrxlinek jest czystsze.

Wypróbowano również różne metody barwienia
krwinek. Przy użyciu samego barwnika Ciemsy
trudno było odróżnić granulocyty neutrofilne od iim-
focytórv. Dlatego też zastosowano barwienie wybiór-
cze. Zadowalające wyniki dawało barwienie na pe-
roksydazy metodą Grahama i KnoIIa względnie me-
todą Sato, jednakże rv starych preparataclt odczyn
ten był pardzo słaby. Próbowano również metody
PAS, jednakże jest ona pracochłonna, a nadto przy
jej użyciu dodatnio barwią się nie tylko granulocyty
lecz również część limfoc,l,tów. Najlepszy do wybiór-
czego barwienia granulocytólv okazał się sudan czar-
ny B,

Do podbarwiania preparatów, celem tlmidocznienia
pozostałych krwinek używano 1{/o wodnego roztworu
zieleni metylowej, Iub analogicznego roztworu safra-
niny, Najlepsze jednak ,"vyniki dawał roztwór błę-
kitu metlrlę1g*"ro wg Lófflera, ponieważ barwił
szybko uwidaczniając przy tym nie tylko jądra ko-
mórkowe lecz również cytoplazmę.

Wkładka do okularu, wyznaczająca pas o odpo-
wiedniej szerokości przeszła również swoją ewolu-
cję. Początkowo posługiwano się wkładką sporządzo-
ną z cienkich włókien nylonowych względnie włosów
rozpiętych w kartonowym pierścieniu. Sporządzenie
takich wkładek kosztowało jednak wiele trudu. Dla-
tego też opracowano inną metodę. Na kartonie nary-
sowano układ pasów o stopniowo malejącej szero-
kości. Rysunek ten fotografowano i uzyskiwano póź-
niej na błonie fotograficznej odbitki pozytywowe
o odpowiedniej wielkości, W niektóryclr przypad-
kach skala okazała się niewystarczająca, ponieważ
nawet ąajwęższy pasek wykazywał więcej niż 47 1:,,'Wówczas przygotowywano odbitki w odpowiednim
pomnleJszenru.

Kontrolowanie wkładki okularowej za pomocą mi-
krometru przedmiotowego może sprawiać trudności,jeśli używa się obiektywu imersyjnego, ponieważ
trudno jest tu ustawić mikronową skalę równocześ-
nie w polu widzenia oraz w płaszczyżnie ogniska so-
czewek obiektywu, Można jednakże dobrać odpo-
wiednią wkładkę używając obiektywu o słabszym po-
większeniu. Np. gdy chcemy używać w badaniach
obiektylvu 90 X, a przy dobieraniu prawidłowej
wkładki posługiwać się obiektywem 40X, to szero-
kość środkowego pasa wkładki powinna przy pomia-
rze wynosió 47X90 mikronów, to jest 10,6 podziałek

40
skali mikrometru.

Do oceny diagnostycznej uzyskanych wyników zo-
stał zastosowany klucz getyndzki. Wstępne badania
wykazały, że klub ten został opracowany na pod-
stawie wartości odpowiadających na ogół normom
hematologicznym bydła w Polsce. Prowadzone obec-
nie badania niewątpliwie wskażą, czy nie zachodzi
konieczność wprowadzenia pewnych poprawek do
klucza, łvzględnie zróżnicowania 8o ,w zależn,ości od
ras bydła lub warunków środowiskowych, tak róż-
norodnych w poszczególnych rejonach kraju,

Opisana metoda została opracowana pod kątem
badań hematologicznych u bydła. Z ni.elicznycń, prze-
prowadzonych dotychczas prób wynika, że metoda ta
może byó użyta do oznaczania ilości biał'ych krwinek
u innych gatunków zwierząt, Warunki barwienia
preparatólv muszą byó jednakże dostosowane osobno
dla każdego gatunku.
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Errctprrrt uero4 reMaToJlorfiqecKol,o
AIłaIHo3a fielżKo3a y KpynHoro poraTofo €KoTa.

OnrłcaH npocroż MeToA KoHcTaTlpoBaH]4H ;rlłlł@o-
q]łTo3a, Ilpenaparu ,{3 KpoBIz nprfIoToBJIEJII4 [prI ilo-
Moqu npocTolo annapaTa cocToEll{elo I43 Tpex Me-
TaJIJII{qecKr{x cnI{q ,qI{aMeTpoIVI 0,8 MM, BrIa.HHHbIx
B pyKoflTKy ,I3 rrJ]el<cl4r.rlacca (prłc. 1), KoHq1,I curq
nolpyżKaIoT B cBe}KyIo I4JII{ oKcaJITHyIo KpoBb Ha
tltyóllr:y 1 uu, s 3aTeN[ nprIcTaBJIEIoT flepneuAr{Ky-
JI;{]]Ho t< flpeAMeTHoMy cTeKJIy, rlpr4roToBJl"fiff TaKrlM
o6pa:ołr Tp]4 IvIaJIbIe KarlJII4 KpoBI4. OHz meror rpyr-
nyrc Sopłr;, I{ AI4aMeTp or<, 1 młr. Ha o4rrou npe4-
nleTHoM cTeKJIe Mox<Ho npr4roToBrlTb I1penapaTBl ltpo-
em ws 7-I0 >Kr{BoTHbIx.

Ilocne nr,lcylxeHl4fl npe[apaToB cTeKJIo norpyrKaloT
e cPoprrłałrłn (1 : 20), Ao iloJILIoIo yAaJIeHrlE reMorJlo-
6mna, ono,nacKmBaloT aogoit u ilpefiapaTEl oKparllrl-
BaIoT qepHBIM cyAaHoM B no ueto4y Jllłsorra. Ao6a-
BoqHyIo olipacKy npoBoAflT lłerrł,rroeoź crzHrxoń Jlefr-
{rłepa, flo4cvet firlMQoI{nToB rrprlo3BoAffT rroA ŁM-
ltepcreń (a nołe 3peH'4g utupllttoń 4'l urłxporroe). flo-
JlyTJeHHEIŻ pesyJIL.TaT nepei{Ho>KeHHsrŻ,repe: 300 Aaet
KoJTr{qecTBo [I4MóoI{rIToB s 1 xłNł3 KpoBI4. llołe spe-,ńilsl, ynorpe6.rraeuoe AJIa iloAcqeTa ycTaHaBJII4BaloT
ilprt IIoMorqI4 cooTBeTcTeeHrroż ceTKrI, nouerqerłrłoź
B oKJ,JIffpe MlKpocKona.

,Ąrłarrłos reńr<oga npoBoArłT Ha ocHoBallr4m ,,leii-
Ko3Horo xłto.ła" no Tołłe.

Grundboeck M. - A rapid methoii for haematolo-
gical diagnosis of leukosis in cattle.

The method is based on the demonstration of lym-
phocytosis by means of a simplified technique. The
blood preparations are made with the use of a simple
instrument consisting of three pieces of wire 0.8 mnr
in diameter, mounted on a shaft made of perspex
(Fig, 1). The preparations are made of fresh or
oxalated blood, The ends of the wires are dipped
then placed at a right andgle into contact with the
into the sample of blood to a depth of 1 mm, and
microscopic siide. By this means, three small drops
are deposited on the glass. They ale round in shape
and their diameter is about 1 mm. The blood pre-
parations of 7-10 animals can be made on one slide
(Fig, 2).

When dry, the slides are placed into 1 : 20 formalin
solution in distilled water, until aI1 haemoglobin is
removed (Fig. 3) and washed carefull5, with water,
The preparations are then stained with sudan black B,
according to Lison, and counterstained with Lóffler's
methylene blue,

Using the immersion objective, lymphocytes are
counted along the diameter of the blood spots in the
zone 47 p wide (Fig. 6). Tlre obtained figures when
multiplied by 300 gives the number of lymphocytes
in 1 cmm of blood. The area for counting lymphocytes
is marl<ed out by an ocular reticle placed into the
eyepiece of the microscope (Fig, 4).

The haematologicai diagnosis of leukosis is based
'on the Góttinger key, rvorked out by Tolle (6).
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