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Houszka M., Mazurkiewicz M. — Keratoconjunctivitis
in hens due to an increased content of ammonia in
the air of hen house air.,

The authors have described keratoconjunctivitis
occurring in two farms of laying hens, which was
caused by increased ammonia content in the hen hou-
se air. Besides the clinical and sectional symptoms
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typical for this disease, characteristic histological
changes of the cornea were found. They were demons-
trated by the formation of necrobiotic foci and calei-
fication of the anterior epithelium wof the cormea and
Bowman’s membrane. Calcium lamellae formed were
observed to penetrate the cornea itself, evoking
a strong interstitial inflammation. The changes
described were accompanied by conjunctivitis.

Bezposrednie oznaczanie liczby limfocytow

przy uzyciu mikroskopu z kontrastem fazowym

w diagnostyce

biataczki bydta

7 Wojewddzkiego Zakladu Weterynarii w Lesznie
7 Pracowni Patologii Komdrkowej Instytutu Weterynarii w Pulawach

W hematologicznym rozpoznawaniu enzoo-
tycznej biataczki bydla pierwszorzedne znacze-
nie posiada liczba limfocytéow w 1 ul krwi. Na
tej warto$ci oparte zostaly liczne klucze bia-
taczkowe jak np. klucz kopenhaski (1), getyndz-
ki (7), europejski (cyt. 2), czechostowacki (6) itp.
Réwniez w Polsce hematologiczna diagnostyka
biataczki opiera sie na okrefleniu bezwzglednej
liczby limfocytéw (9, 10). W zwigzku z tym bar-
dzo wazny jest wybdér metody, przy pomocy
ktérej oznaczana bedzie ta wartoéé. Najezescie]
wyznacza sie ja na podstawie ogélnej liczby
leukocytow, okre$lonej przy uzyciu komory
Birkera i procentu limfocytéw obliczonego w
rozmazie krwi barwionym metoda Pappenhei-
ma. Pracochlonno$é i czasochlonnosé tego po-
stepowania zostaje znacznie zmniejszona przy
zastgpieniu komory Bilirkera elektronicznym
licznikiem krwinek. Tym niemmiej, mikrosko-
powa analiza rozmazu stanowi w dalszym cig-
gu znaczne obcigzenie dla personelu laborato-
ryjnego. Nadto oznaczenie procentu limfocytow
w powszechnie przyjety sposéb na podstawie
100 bialych krwinek jest zrédlem znacznej nie-
dokladnes$ei wynikow (8). W zwiazku z tym
czynione byly i nadal sg czynione proby bezpo-
$rednego oznaczania bezwzglednej liczby limfo-
cytow. Grundboeck (3, 4) uzy! do tego celu
standardowych kropelek krwi, ktére byly na-
noszone na szkietka mikroskopowe a nastepnie
hemolizowane i barwione. Kupsch 1 wsp. (5)
oznaczali omawiana wartos¢ metoda mikrosko-
powa w komorze do liczenia krwinek, do kté-
rych wprowadzono zawiesine leukocytéw wy-
barwionych fioletem goryczki.

Przedstawiona w tej pracy metoda nawigzuje
do wyzej wymienionej metody autoréw z NRD,
wprowadzajac jednak w miejsce barwienia ko-
moérek mikroskopowy kontrast fazowy.

Oceny tej metody, ktéra w dalszym ciagu
pracy bedzie nazywana LKF (metoda liczenia
w kontrascie fazowym), dokonano na podstawie
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zestawienia z powszechnie przyjeta metoda kla-
syczng, oparta na komorze Biirkera, barwionym
rozmazie i zwyczanej optyce mikroskopowej.

Opis metody

Postepowanie. Do badania uzywa sie krwi zabezpie-
czonej od krzepnienia zgodnie z obowigzujaca instruk-
cig (10).

Do probéowki zawierajacej 0,38 ml 1% kwasu octo-
wego lub plynu Tiirka wprowadza sig 0,02 ml krwi
uzyskujge rozeieneczenie 1:20. Po wymieszaniu za-
wartoécl przenosi sie zawiesing do komory Bilirkera.
Po opadnieciu krwinek na dno komory oblicza sig na
powierzehni 2 mm? osobno liczbe wszystkich bialych
cialek oraz osobno liezbe limfoeylow, przy pomocy
mikroskopu z dodatnim kontrastem fazowym uzywa-
jac powiekszenia 300-krotnego. Procent limfocytow
oblicza sie wedlug wzoru:

limf

% limf. = % 100
leuk

Morfologia bialych krwinek w obrazie kontrastowo-
-fazowym
Limfocyty:
a) komdérki male, z jadrami
silnie zatamujgeymi §wiatlo,
) komérki o podobnyech wymiarach co poprzednie,
z jadrem optycznie pustym o odcieniu niebieska-
wym, z silnie zalamujacymi swiatlo Ziarnami, roz-
mieszezonymi w obwodowe] czesei komorki,
¢) komorki w poréwnaniu z poprzednimi wigksze, ja-
dro mmniej zatamujace §wiatlo, w centralnym punlk-
cie .rozrzedzone’, sprawiajgce wrazenie pilsni.
Granuloeyty: komorki duze z wyraznie platowailymi
jadrami. Wyrdznia sie granulocyty obojetnochlonne
(z jadrem segmenfowanym, paleczkowatym 1 meta-
mieloeyty) oraz eozynochlonne z widoczng ziarnistos-
clg w zarodzi.
Monocyty: komdrki duze o jadrach stabo zaznaczo-
nych, wykazujacych charakterystyczny, ptatowaty
ksztalt.

opilyeznie jednolitymi,

Ocena wiarygodnosci i wartosci metody

Wielkosé i powtarzalno§é wynikéw przy dokonywa-
niu szeregu oznaczen w tej samej prébie. W probie
krwi zawierajacej 16 (000 bialych krwinek w 1 ul wy-
konano okolo 30 oznaczen liczby limfocytow oraz pro-
centu tych komoérek metoda klasyezna oraz metodg
LKF. Nastepnie obliczono dla uzyskanych wartosci
érednie arytmetyczne, odchylenia standardowe w pro-
bie, wspolczynniki zmiennosci oraz wartoSei t 1 F do
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badania istotnosci réznic testem t Studenta oraz te-
stem roznicy dwoéch wariancji (tab. 1).

Wynika z nich, ze réinice miedzy wartosciami uzy-
skanymi porownanymi metodami sa bardzo male, a
jesli chodzi o liezbe limfoeytéw to réznice sg staty-
stycznie nieistotne. Istotna rdznice stwierdzono testem
F w odchyleniach standardowych. Mniejsze odchyle-
nie standardowe w grupie wynikéw uzyskanych me-
todag LKF swiadezy, ze metoda ta dostarcza wynikéw
dokladniejszych w poréwnaniu z llasyczna.

Tab. 1. Liczba i procent limfocytéw w krwi oznaczone
metoda klasyczng i LKF
Limfocyty Liczbalul krwi Procent
Metoda klasyczna| LKF klasycznal LKF
Iloé¢ badan 29 30 31 31
Srednia wartosé 14,7 14,4 86,8 86,8
Odchyl. standard. 1,75 1,25 4,72 2,41
Wsp6l. zmienn. 11.9 8,7 5.4 2,8
tc|IJl. D|94
Test t fons ] 1,06
Nie obliczono
Test p Fobl | 1,96
et P o | 1,84

Poréwnanie liczby i procentu limfocytéw oznaczonych
metoda klasyczng i LKT w prébach krwi o réznym
poziomie bialych krwinek

Do badan uzyto 178 préb krwi bydla, dzielac je na
cztery grupy wedtug liczby bialych krwinek w 1 ul:
7 — 12 tys.,, 12 — 16 tys., 16 — 22 tys., powyzej 22
tys. Liczekno$ci poszczegélnych grup podano w tab. 2
i tab. 3.

W oprébach tych oznaczono liczbe limfocytéw oraz
procent tych komérek metods klasyczna i LKF. Dla
uzyskanych warto$ci obliczono charakterystyki staty-
_styczne w podobny sposéb jak w poprzednim dos-
wiadczeniu.

Wyniki dotyczgce bezwzglednej liczby limfocytow
podano w tab. 2. Swiadcza one, ze roéinice miedzy
Srednimi wartosciami liczby limfocytéw sa statystycz-
nie nieistotne. Odchylenia standardowe w grupach
wynikéw uzyskanych metodg LKF byly z reguly mniej-
sze, a W jednym przypadku réznica byla statystycznie
znamienna, Swiadczy to, ze metoda LKF jest w po-
réwnaniu z metoda klasyczng precyzyjniejsza. Do po-
dobnych wnioskéw skianiajag rowniez dane dotyczace
procentu, przedstawione w tab. 3. Srednie obliczone
z procentéw sz réwniez podobne, a odchylenia stan-
dardowe sg z reguly mniejsze.

Hematologiczne rozpoznawanie biataczki w oparciu

o metode klasyczng i LKF

Do badan uzyto 401 préb krwi bydla w réznym wie-
ku, wykazujacych podwyzszony poziom bialych krwi-
nek. Oznaczono w nich liczbe limfocytéw metoda kla-
syczng i metodg LKF a uzyskane wyniki poddano
ocenie przy uzyciu getyndzkiego klucza bialaczkowe-
go. Uzyskano w ten sposéb trzy grupy zwierzat —
niepodejrzanych o biataczke, podejrzanych o bialaczke
i bialaczkowych. Liczebnosci tych grup okreslone na
podstawie wynikéw uzyskanych metoda klasyczng po-
ré6wnano z analogicznymi liczebno$ciami opartymi o
wyniki uzyskane metodg LKF. Stwierdzone réznice
poddano analizie statystycznej. Uzyskane wyniki ze-
stawiono w tab. 4.

Uwidocznione warto$ci §wiadeza, ze liczby limfocy-
téw wyznaczone w oparciu o jedng i druga metode
dostarczyly podstaw do rozpoznania podobnej liczby
niepodejrzanych o bialaczke, podejrzanych o bialtaczke

Tab. 2. Poréwnanie liczby limfocytéw oznaczonej metoda klasyczng i LKF w krwi bydla
0 réznym poziomie leukocytéw
Poziom leukocytéw 7 000—12 000 12 000—16 000 16 000—22 000 ponad 22 000
Metoda badania klasycz. LKF | klasycz. l LKF klasycz.l LKF klasycz.\ LKF
Tlo$é badan | 7 75 | 44 | 44 | 37 | 31 | 2 | 2
Srednia wartoéé liczby limfocytow 61 | 62 10,4 104 | 151 | 155 | 243 | 248
Odchylenie standardowe 1,63 | 1,68 1,86 166 |  292] 220| 364 455
Wsp6tezynnik zmiennosci | 267 | 271 | 178 | 161 | 163 | 142 | 150 | 183
Fobi. ' 1,03 1,27 1,76 1,56
Test F abl | | =l T [
0:08 I 1,35 1.69 1.69 | 2,12
Tegt ¢ e [ 0,66 0,70 0,66 | 0,37
o | 1.99 | 2,01 2,02 | 2,07
Tab. 3. Poréwnanie procentéw limfocytéw oznaczanych metoda klasyczng i LKF w krwi bydla

o roznym poziomie leukocytéw

Poziom leukocytow

7000—12 000

12 000—16 000

16 000—22 000

ponad 22 000

Metoda badania

klasycz. l LKF

klasycz. ] LKF

klasycz. I LKF

klasycz. [ LKF

Tlo§é badan B | 5 44 | 44 39 | 31 | 2 | 22
Srednia warto$é pr tu limfo-

i procentu limfo 63,7 l 64,1 76,3 76,1 82,3 ‘ 83,5 88,3 ‘ 87,1
10dchylenie standardowe 1239 | 1443| 1057| 87| 993 | 809 | 421| 483
Wspdlezynnik zmiennosci | 1945| 2252] 1385] 11,63| 1206| 9,69 | 484 | 551
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Tab. 4. Ilo§é niepodejrzanych o biataczke, podejrza-

nych o bialaczke i biataczkowych kréw, wykazujgcych

podwyzszony poziom leukocytéw rozpoznanych na pod-
stawie badan metodg klasyczng i LKF

Wyszczegblnienie Ng;f(‘:zliia— LKFi Warto$é t
[lo$é badan | 401 | 401 .|
% niepodejrzane 119 ‘ a8 1,67
:jl podejrzane 107 117 0,79
5 bialaczkowe 175 186 0,78

i bialaczkowych zwierzat. Réznice okazaly sie staty-
stycznie nieznamienne na poziomie istotnosei 0,05.

Nastepnie omawiane grupy =zwierzat okreslone na
podstawie metody LKF przeanalizowano w oparciu
o wyniki metody klasycznej. Tab. 5 wskazuje, ze
ujemny wynik uzyskany jedng metodg odpowiada w
wiekszodci przypadkéw ujemnemu wynikowi wykaza-
nemu w oparciu o druga metode. Podobne stwier-
dzenie dotyczy réwniez wynikéw dodatnich. Godny
podkreslenia jest fakt, ze ani jeden przypadek ujem-
ny w oparciu o metode LKF nie byl zakwalifikowa-
ny jako dodatni przy badaniu metodg klasyczng. Ogol-
nie metoda LKF wydaje sie by¢ bardziej rygorystycz-
na niz metoda klasyczna, czego jednak nie udalo sie
udowodni¢ metodami statystycznymi.

Tab. 5.

bezwzglednej wartosci jak i precyzji. W zwigzku z tym
zlecono trzem pracownikom laboratoryjnym wykona-
nie po 20 oznaczen liczby i procentu limfocytéw w
losowo wybranej proébie krwi krowy bialaczkowej.
Z uzyskanych wynikéw obliczono $rednie i odchyle-
nia standardowe oraz wspélczynniki zmiennosci. Od-
chylenia standardowe poréwnano statystycznie testem
Hartley'a. Wyniki zestawiono w tab. 6. Wskazujg one,
ze wszyscy pracownicy uzyskali podobne wyniki za-
rowno pod wzgledem ich wartosci, jak i1 wielkosci
rozrzutu. Roéznice miedzy odchyleniami standardowy-
mi okazaly sie statystycznie nieznamienne.
Organizacja badan i ocena czasochlonnos$ci metody
LKF. W praktycznym zastosowaniu metody LKF do
pracy winny przystgpi¢ dwie osoby, 7z ktdorych jedna
naklada do komory rozcieniczenia badanej krwi w 1%
kwasie octowym oraz zapisuje wyniki liczenia, druga
oblicza limfocyty i leukocyty przy uzyciu mikroskopu.
Przy duzych seriach po pewnym czasie pracownicy
zamieniajg sie stanowiskami pracy. Stosujac taka or-
ganizacje pracy oznaczono czas badania liczby leuko-
cytéw 1 limfocytéw serii 66 prob. Liczba leukocytow
w tej serii wynosila przecietnie 8400 z odchyleniem
standardowym 4300. Czas badania calej serii wynosil
1 godz. i 20 min. Zatem na dokonanie obliczen w jed-
nej probie potrzebowano 1 min i 20 sek. Przyjmujac,
7e analogiczne oznaczenia w jednej probie metodg
klasyczng wymaga okolo 15 minut, metoda LKF jest
kilkakrotnie szybsza. Stwierdzono, ze przy pomocy
metody LKF dwie osoby mogg wykonac¢ 250 — 300
oznaczen liczby limfocytéw w ciggu 7 godzinnego dnia

pracy.

Liczba kréw niepodejrzanych, podejrzanych o bialaczke i bialaczkowych wedlug badan

hematologicznych metodg LLKF w poréwnaniu z metoda klasyczng

Wg metody LKF Niepodejrzane Podejrzane Biataczkowe
Liczba zwierzat 98 nr B 186
s niepodej-| podej- | bialacz- |niepodej-| podej- | bialacz- (niepodej- podej- | biatacz-
ElEpue cdvgisae fece s rzane rzane kowe rzane rzane kowe | rzane rzane kowe
‘ |
Liczba zwierzat 74 24 | 0 42 ‘ 66 ‘ 9 ‘ 3 17 166
Porownanie wynikéw badania uzyskanych przez réz- Wnioski

nych pracownikéw stosujacych metode LKF. O przy-
datnosci metody badania decyduje miedzy innymi i to,
czy roézne pracownie wzglednie rézne osoby uzyskujg
podobne i poréwnywalne wyniki i to zaréwno co do

Tab. 6. Roéwnolegle wyniki oznaczenia metoda LKF
liczby limfocytéw i ich procentéw wykonane przez
trzech pracownikéw A, B, C

Wyszezegdl- Liczba Procent
nienie limfocytow limfocytéw
P_'rackownik A _J B | C A l B | ©
Ilosé oznaczeri | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20
Wartosé éred- ‘
nia 20,46 | 20,42 | 21,05 | 90,19 | 90,36 | 90,14
Odchylenie
standardowe | 2,71 | 2,39 | 2,69 | 1,35 | 0,93 |70,94
Wispolezynnik
zmiennoseci 13,24 | 11,70 [ 12,80 | 1,60 | 1,03 | 1,04
Font. . ,29 2,09
Test H ot 2 —
Foss ¢ 9,95 2,95
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1. Przy pomocy metody LKF mozna wyko
na¢ oznaczenia liczby limfocytéw i ich procent
uzyskujac wyniki, ktérych wartosci nie wyka-
zujg istotnych réznic w pordwnaniu z warto-
sciami okre§lonymi metodg klasyczng.

2. Wyniki uzyskane przy pomocy metody
LKF wykazuja mniejszy rozrzut a zatem obar-
czone sg mniejszym bledem niz analogiczne
wartoscl oznaczone metoda klasyczng.

3. Metoda LKF jest wielokrotnie szybsza od
metody klasycznej 1 wymaga mniejszego nakla-
du pracy personelu laboratoryjnego.

4. Diagnostyczna ocena zwierzat badanych w
kierunku biataczki wykazuje zasadniczg zgod-
noé¢ przy badaniach metoda LKF i metoda kla-
syczna.

5. Wyniki badan uzyskane przy pomocy oma-
wianej metody przez réoznych pracownikéw nie
wykazuja istotnych réznic.

6. Obraz kontrastowo-fazowy pozwala na ja-
kodciowg ocene limfocytéw uwidaczniajac w
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nich niektéore cechy strukturalne nie dajace sig
stwierdzi¢ w barwionym rozmazie krwi.

7. Biorgc pod uwage stwierdzenia podane w
poprzednich punktach nalezy uznaé, ze metoda
LKF wykazuje przydatnoé¢ do masowych ba-
dan hematologicznych w kierunku bialaczki
1 zasluguje ma rozpowszechnienie.
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Maxoit I'.. Tpyuagbex M. — HemocpeacTeennoe oIlpe-
aeJieHMe umcda JumM@onMreB ¢ NPUMEHEHHMEM MHKDPO-
cKoma ¢ (ba30BLIM KOHTPACTOM B JMATHOCTHKE JICHKO03a
KPYIHOTG POraToro CKOTa.

Onmcas NMPOCTON MeTON, MO3BOJSAIOIIMI IIPKM ITOMOILIA
MMKPOCKOIA ¢ (Paz0BLIM KOHTPACTOM HEIIOCPELCTBEHHO
HOACUUTHLIBATE UMCJIO JAMMGONUTOB ¥ IIOCPEICTBEHIIO
OnpeensaTh IPOUeHT 9TUX KJETOK. Benuuuubl, moJy-
“I@HHBIE 9TMM METOJNOM, CPaBHMIM C BeJIMIMUAMM, II0-
IYyYeHHLIMM KJacCMiyecKMM MeTonoMm. Hariiau, 4to Be-
JITIUUBL, TIOJIyYeilHble 060MMKM METOAaMM, HE TMOKa3bI-

BAIOT CYNIECTBEHHBIX Pa3HUI], OAHAKO pPa3bpoc pe3yib-
TATOB MeHbIUe B MeTone ¢ (ba30BBIM KOHTpacTOM. Ho-
BBIM METOJ 3Ha4YyuTeNbHO ObicTpee u TpebyeT oT mabo-
PaToPIOTO MepcoHaa MEeHBIINX TPYHOBBIX 3arpar. Oba
MeTOZla IO3BOJSIOT TEeMaTOJOTMUYeCKM paclo3HaBaThb
NEeNKO03 KPYIHOIO POraToro CKOTa ¢ IIOZODHOM TO4-
110CTBIC. MMKPOCKONMYECKaA KapTMHA C IIPMMEHEHMEM
ha30BOTO KOHTPACTA IIO3BOJIAET MCCIEAOBATHL MODPGO-
JOTUIO JEMKOIMTOB, IIOKa3bIBaA HEKOTOPLIE neTany, He
BUAMMbIe B OORIKHOBEHMIT MMKPOCKON. Biaromapsa ymo-
MAHYTHIM ITOCTOMHCTBAM ONMCAHHBIM METOJ II0Ka3bI-
BaeT IOJHYIO IIPUTONHOCTL AJI PYTUHOBBIX TI'eMaTOJO-
TMYECKUMX UCCTENOBAHMUI OTHOCUTENBHO JIEMKO3a.

Machoy H., Grundboeck M. — Direct estimation of
lymphocyte count by means of phase-centrast micro-
scope in the diagnosis of bovine leukosis.

A simple method has been described, which provi-
des facilities for direct estimation of lymphocyte count
and indirect estimation of lymphocyte percent by me-
ans of a phase-contrast microscope. The values obtai-
ned by this method have been compared with those
obtained by the conventional technique and the fol-
lowing conclusions were drawn: The lymphocyte count
and lymvphocyte percent estimated by both methods
do not show significant differences, however, the dis-~
persion of values seems to be smaller in the phase-
-contrast method. The new technique occurred to be
more rapid and it is connected with a lower cost of
labor than the conventional cell counting. Bovine leu-
kosis may be diagnosed by means of both methods
with similar accuracy. The phase-contrast picture ena-
bles laboratory workers to evaluate detailed morpho-
logy of leukocytes, demonstrating some features which
cannot be observed in the normal microscope. Owing
to the above advantages, the phase-contrast tech-
nique may be used in routine blood examinations
conncted with the diagnosis of bovine leukosis.

FIZJOLOGIA | PATOLOGIA ROZRODU
ORAZ SZTUCZNE UNASIENIANIE

ANDRZEJ BIELANSKI, ZYGMUNT JODKO

Wczesna diagnostyka zamieralnosci zarodkowej
i ptodowej u $win na podstawie poziomu
progesteronu we Kkrwi

7 Zakladu Fizjologii Zwierzat Instytutu Zootechniki w Krakowie

Zjawisko wystepowania zamieralnosci zarod-
kowej i plodowej u zwierzagt domowych jest
znane od wielu lat (10, 22). Juz w 1914 r. Ham-
mond (9) zauwazyl, ze istnieje znaczna roéznica
pomiedzy liczba dojrzewajacych i owulujacych
pecherzykéw a liczebnoscia urodzonego miotu.

Zamieralnos¢ moze dotyczyé calego miotu
wzglednie pewnej liczby rozwijajacych sie za-
rodkow lub plodéw. W pierwszym przypadku
przejawia sig¢ wystgpieniem rui w pewnym
okresie po pokryciu, w drugim -- rodzeniem
malej liczby prosigt. Ocenia sie, ze 30-—40%
zarodkow ginie w pierwszych czterech tygod-
niach cigzy, natomiast straty calego miotu w

tym okresie maja miejsce u 5—10% pokrytych
loch (22).

Utrzymanie cigzy u §win uwarunkowane jest
przedluzeniem czynnodci wydzielniczej cialek
zoltych (4). Dlatego zmiany poziomu progeste-
ronu we krwi mogg by¢ jednym z wczesnych
wskaznikéw diagnostycznych zamierania zarod-
kow lub plodow. W praktyce ulatwiaé to moze
selekcje zwierzat nieciezarnych.

Material i metody
Do doswiadezenia uzyto 166 loch nalezacych do fer-

my przemystowe]j opartej na technologii jugoslowian-
skiej. Lochy unasieniano dwukrotnie w ciggu rui na-
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