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IV Etap — zaburzenia biologiczno-strukturalne

W sytuacji, gdy czynnik fizyezny lub chemiczny
(czynnik X) nie zmienia si¢ w czasie, a wiec dziala nie-
ustannie (proces stacjonarny) to:

X = Ac

A x
miedzy dwoma oddalonymi od siebie miejscami o odle-
glos¢ x (22). Z reguly takie wiaénie dtugotrwate dzia-
tanie na komérki limfatyczne jest typowe dla wiek-
szoscl czynnikéw leukogennych natury fizycznej i che-
micznej. Udowodniono bhowiem, ze dzialanie wymienio-
nych czynnikéw trwa na ogél od kilku miesiecy do paru
lat (6). Zaburzenia te prowadzg do roznicowania komoér-
kowego (ryc. 1), kolejno na poziomie ultrastrukturalnym,
mikro- a w koncu makroskopowym. Zmiany te sg juz
stosunkowo dobrze poznane w patomorfologii onkolo-
gicznej. W procesie tym nowotwoér zmienia swoj cha-
rakter morfologiczny, zmienia sie tez dynamika jego
wzrostu, przy czym ogélny kierunek zmian zmierza do
coraz to wigkszej zloSliwosei (progresji). Zmiany takie
majg charakter skokowy, w zwigzku z czym pozwala
to méwié o etapach w rozwoju nowotworow.

Wiadomosci o przyczynach i mechanizmach nowotwo-
rowe] transformacji komoérek dostarczaja wielu dowo-
doéw na zlozono$¢ i wieloetapowo$é leukogenezy, ale po-
mimo duzych postepéw, sa one jeszcze ciagle niepelne
1 pozostajg w sferze roznie udokumentowanych hipotez.

gdzie A ¢ — dowolna roznica stezen
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Summary

Antibodies against the reverse transcriptase (RT) of bo-
vine leukosis virus in sera of experimentally infected
sheep

Thirty eight rams have been divided into two groups.
One of them was infected with BLV and another served
as the control. The presence of antibodies against BLV
was assessed with the AGID test and ELISA at the inter-
vals of one week. Besides, all the rams were assayed for
the presence of antibodies against RT by means of the
AGID test using as antigen the enzyme from the FLK
culture. Antibodies against RT were found in four expe-
rimental animals. In two rams the antibodies against gp
51 antigen and RT were detected simultaneously. One
animal with a constant presence of antibodies against RT
died because of tumorous lesions. It seems to exist a cor-
relation between the presence of antibodies against RT
and the development of tumorous lesions in case of the
disease. However, this hypothesis should be confirmed on
a larger group of animals.

Z wykryciem przez Temina (11) i Baltimore (2) enzy-
mu nazwanego przez nich RNA zaleing polimerazg DNA

u nowotworowych wirusow RNA, wigzano nadzieje na
diagnozowanie wczesniejszych etapow procesu nowotwo-
rowego za poérednictwem testu wykorzystujgcego reak-
cje enzymatyczng. Poczgtkowo przeprowadzone badania
wykazaly bardzo duzg powszechno$é wystepowania tego
enzymu réwniez w normalnych tkankach. Jak sie poz-
niej okazalo przyczyna tkwila w nieprawidtowym wy-
konaniu testu. Niepowodzenia w stosowaniu testu en-
zymatycznego do wykrywania obecnosci wirusa w tkan-
ce sklonily wielu autoréw do poszukiwania innych spo-
sobow wykazania obecnosci tego enzymu, na przyklad
do poszukiwania w organizmie zwierzecym przeciwcial
przeciwko odwrotnej transkryptazie (Rt), (1, 4, 12).
Przeprowadzone przez Wuu i wsp. (14) badania hamo-
wamnia aktywnos$ei rewertazowej wirusa EBB przez prze-
ciwciala kroélicze przeciwko rewertazom MulLV, SSAV
1 AMV, tj. wirusow wywolujacych nowotwory u myszy,
malp i ptakéw, wykazaly brak pokrewiefstwa immuno-
logicznego pomiedzy tymi wirusami. Nie stwierdzono
rowniez takiego pokrewienstwa pomiedzy RT rewertaza
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wiruséw nowotworowych zawierajgeych RNA a polime-
razami komérkowymi wyizolowanymi z réznych tkanek
{7, 13). Mozna wiec wykry¢ u zakazonych zwierzat spe-
cyficzne przeciwciala przeciwko Rt wirusa i to zaréwno
w warunkach naturalnych, jak i doswiadczalnego za-
kazenia bez obawy interferencji ze strony polimeraz
komorkowych. Te cechy enzymu moga pozwoli¢ na wy-
krywanie wczesnych faz zakazenia wirusem. Celem pra-
cy bylo sprawdzenie, czy ta hipoteza jest prawdziwa
oraz jak ksztaltuja sie przeciwciala przeciw rewertazie
u zwierzat doswiadczalnie zakazonych wirusem.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 38 trykach rasy Kent w wie-
ku okolo 1 roku. Tryki zostaly podzielone na dwie grupy,
z ktorych jedna byla immunizowana inaktywowanym wiru-
sem EBB, a druga nie. Z kolei kazda z tych grup podzielo-
110 na dwie podgrupy, z ktéorych jedng zakaZono zywym wi-
rusem, a drugiej nie zakazano. Tryki byly immunizowane
szczepionkyg wykonang z wirusa pochodzacego z hodowli
tkankowej linii cigglej FLK (fetal lamb kidney) i inakty-
wowanego formaling lub promieniami UV (7).

Zakazenia zwierzat immunizowanych wymieniong szcze-
pionksg dokonywano przez podanie domiesniowo okolo
25 mln limfocytéw pochodzacych od zwierzat bialaczko-
wych.

Badania serologiczne testami ID i ELISA na obecnosé
przeciwcial skierowanych przeciwko biatkom strukturalnym
wirusa EBB przeprowadzono w odstgpach 1-tygodniowych
wg Grundboeck, Grundboeck, (5) oraz Steca i wsp. (10). Jako
antygen stosowano glikoproteine wirusa EBB produkowanag
w IWet. w Pulawach. Ponadto u wszystkich owiec prze-
prowadzono badania testem ID, stosujgc jako antygen pre-
parat odwrotnej transkryptazy wirusa EBB oczyszczony
chromatograficznie wedlug metody podanej ponizej z wy-
mienionej juz hodowli cigglej wirusa (FLK). Do testu ELISA
byly stosowane gotowe zestawy produkecji Bioveta, Ivano-
vice na Hane, CSRS.

Otrzymanie odwrotnej transkryptazy (rewertazy). Zrédiem
enzymu, stosowanego mastepnie jako antygen, byl pityn znad
hodowli tkankcwej ELK. Oczyszczanie odwrotnej transkryp-
tazy wirusa EBB przeprowadzono przy zastosowaniu kolej-
no: wirowania, ultrawirowania w gradiencie sacharozy
i chromatografii na fosfocelulozie P-11 Whatman (3). Wiro-
wanie przeprowadzono w wirowce K-70 (Janetzki, NRD)
przy 3000 xg w czasie 30 min. Ultrawirowanie supernatantu
z poprzedniego wirowania przeprowadzono w ultrawiréwce
Prepspin 50 MSE w gradiencie sacharozy (20—60%0 sacharo-
za) w buforze TNE (Tris-HCl pH 74, 0,1 M NaCl, 1 mM
EDTA) przy 275000 xg w temp. 4°C w czasie 2 godz. Wars-
twa lokalizujaca sie pomiedzy 40 i 60% roztworu sacharozy
byla nastepnie zbierana osobno i po rozpuszczeniu w buforze
F o skladzie: 0,06 M Tris-HCl pH 7,9, 0,2% Triton X—100,
0,20/o 2-merkaptoetanol, 30% glicerol, 5 mM MgCl,, 0,1 mi' 1
EDTA byla nanoszona na kolumne z fosfocelulozg P-11
Whatman (0,9 X 15). Enzym byt nastepnie eluowany przy
pomocy liniowego gradientu 0,0—0,6 M KCL w buforze F,
przy czym zbierano frakcje eluatu o objetosci 2 ml. Aktyw-
no$¢ enzymatyczna odwrotnej transkryptazy w wymienio-
nych frakejach oznaczano stosujgc metode opisang wezes-
niej (9). Frakcje eluatu wykazujace najwyzszg aktywno$é
enzymatyczng igczono i zageszezano 4—5-krotnie w roztwo-
rze gumy arabskiej w buforze F. Zageszczony preparat sto-
sowano jako antygen do testu ID.

Test ID w zelu agarozowym przeprowadzono
z Instrukecja nr 54 Ministerstwa Rolnictwa,
i Gospodarki Zywnosciowej (6).

Test ELISA przeprowadzono zgodnie z instrukcja produ-
centa zestawow.

zgodnie
Les$nictwa

Wyniki i omoéwienie

W grupie 38 trykow testem ID stwierdzono obecnoéé
przeciwcial przeciwko odwrotnej transkryptazie u 4
zwierzat. U dwdch trykéw stwierdzono réwnoczesnie
pojawienie sie przeciwcial przeciw Gpb51 oraz przeciw
rewertazie (Rt) tab. 1. U tryka nr 1949 przeciwciala
przeciwko Rt i Gp5l pojawily sie w tym samym czasie
po uptywie okolo 4 tygodni od momentu immunizacji

Tab. 1. Wyniki badan serologicznych testem ID i ELISA

surowic pochodzacych od tryka nr 1949 (grupa zwierzat

immunizowanych i zakazonych) i od tryka nr 1970 (grupa
zwierzat immunizowanych nie zakazonych)

Liczba Tryk nr 1970 ; Tryk nr 1949
tygodni ) ‘
p‘(;eznailfla_ ID (Gp)] ELISA|ID (Rt)' ID (Gp)ELISA {ID (RtY)
1
2 - = I e -
4 N R R || TR It
5 — -+ - ol [ ol +
6 — 5 — =+ + +
7 — + — — + +
8 -+ + — + -+ n.b.
9 + | + o= + -+ +—+
10 P + -+ + ol +
11 + + n.b. A -+ +
12 + -+ n.b. + + n.b.
13 + + n.b. + + n.b.
14 — + + + | + +
16 —_ -+ n.b. + ok, 4+ n.b.
18 — + + + + il
22 —_ — n.b. -+ -+ n.b.
25 — n.b. n.b. + n.b. n.b.
Objasnienie: n.b. — nie badano.

i utrzymywaly sie przez caly okres doéwiadczenia, wy-
kazujgc najwyzsze miana (dla Gp51) po okolo 3 miesig-
cach od daty immunizacji (tab. 1). U tryka 1970 zaobser-
wowano krotkotrwate pojawienie sie przeciweial prze-
ciwko Rt réwniez po uptywie 4 tygodni od daty pierw-
szej immunizacji, ktére nastepnie byly niewykrywalne
przez okolo 5 tygodni i ponownie pojawily sie po upty-
wie 9 tygodni od podania szczepionki prawie réwnoleg-
le z przeciwcialami przeciwko Gpbl, ktérych poprzednio
nie obserwowano (tab. 1).

Badania wykonane testem ELISA na obecnosé przeciw-
cial przeciw EBB u tryka 1949 byly zgodne zaréwno co
do czasu pojawienia sie, jak réwniez dynamiki utrzy-
mywania si¢ przeciwcial w surowicy z wynikami testu
ID (tab. 1). Test ELISA wykonany u tryka nr 1970 poz-
wolit na wykrycie przeciwecial przeciwko biatkom EBB
okoto 3 tygodnie wezedniej niz test ID. W tym samym
czasie pojawily sie przeciwciala przeciw Rt. Interesu-
jacym wydaje sie fakt jednoczesnego pojawiania sie
przeciwcial przeciwko bialkom wirusa wykrywanych
testem ELISA i przeciw biatku enzymatycznemu wy-
krywanych testem ID.

Tryk nr 1949, u ktorego stwierdzono przeciwciala
przeciwko odwrotnej transkryptazie utrzymujace sie
przez caly czas badan, padl z powodu znacznie zaawan-
sowanych zmian, przede wszystkim w obrebie weztéw
chtonnych, w nerkach i w $ledzionie.

Wydaje sie prawdopodobne istnienie zaleznosci mie-
dzy obecnoscia przeciwcial przeciwko Rt i rozwojem
fazy guzowatej choroby. Fakt ten wymaga potwierdze-
nia w badaniach na wiekszej populacji zwierzat zakazo-
nych wirusem. Gdyby ta zalezno§é okazala sie nieprzy-
padkowa, to badania przy uzyciu rewertazy jako anty-
genu moglyby byé¢ pomocne do diagnozowania poczat-
kow formy klinicznej bialtaczki, tj. fazy guzowatej.
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Summary

Effectiveness of Baytril in the control of bacterial diseases
in poultry

The effectiveness of Enrofloxacin (Baytril made by
Bayer) in the treatment of bacterial diseases and control
of carry state of Salmonella spp in poultry was assessed.
It was found a significant effectiveness of Baytril in birds
infected experimentally with S. typhimurium and wunder
field conditions in the case of salmonellosis, colibacteriosis
and diseases of the perihatch season. Besides, Baytril
administered for 5 consecutive days at a dose of 50 mg
of the active compound per 1 1 of water limited to a large
degree the carrier state of salmonellosis in hens.

Baytril (produkeji firmy Bayer) zawiera jako zwigzek
czynny Enrofloxacin (l-cyclopropyl-7-/4-ethyl-1-pipera-
zinyl/-6-fluoro-1. 4-dihydro-4-oxo0-3-quinoline-carboxylic
acid) — pochodna kwasu karboksylowego z grupy chino-
lanéw. Wykazuje on szerokie spektrum bakteriocbojczego
oddzialywania ma drobnoustroje Gram-ujemne, Gram-
-dodatnie i mikoplazmy. Mechanizm tego oddzialywania
polega na blokowaniu enzymu gyrazy bakteryjnej DNA
(1, 21).

W Swietle danych z piSmiennictwa (2, 4, 15, 16, 17, 18,
21) Baytril charakteryzuje sie duzg efektywno$cig w
zwalczaniu zakazen bakteryjnych u zwierzgt gospodars-
kich, pséw, kotow, krolikow oraz ryb. U drobiu pre-
parat ten stosowano z dobrym skutkiem w terapii za-
kazenn Haemophilus paragallinarum u kurczat (23), My-
coplasma sp. u indykdéw (5), Salmonella arizonae u in-
dyvkow (8), Escherichia coli oraz E. coli wiklanej Myco-
plasma gallisepticum u kurczat (10, 22), jak tez Pasteu-
rella multocida u indykéw (11).

Baytril bardzo szybko wchlania sie z przewodu po-
karmowego ptakéw. U kurczat i golebi dostepnosé bio-
logiczna tego preparatu wynosi okoto 85%, a u indykéw
— 57,5%. Dla pordéwnania warto podkreslié, ze tetra-
cykliny wchtaniaja sie z przewodu pokarmowego tylko
w 28% (7, 8, 14). U kur i indykéw maksymalne stezenie
preparatu w surowicy krwi i tkankach (ptuca, watroba,
nerki, mies$nie) stwierdza sie po 1 h, a u golgbi po 4 h.
Przy tym na uwage zastuguje fakt, ze u tych ostatnich
notowano 2-krotnie wyzsze stezenie preparatu (20).
Baytril najdtuzej utrzymuje sie w organizmie kur. Wy-
kazano, ze biclogiczny okres poéltrwania dla tego pre-
paratu wynosi u kurczat 14,9 h, a u indykdéw — 62 h
7, 8).

Celem prezentowanych badan bylo okreslenie sku-
tecznodei Baytrilu w eliminacji zakazen drobiu palecz-
kami Salmonella, E. coli oraz zapobieganiu stratom w
odchowie kurczat rzeznych na tle zakazen bakteryjnych
okresu okololegowego.

Material i metody

Calo$¢ badan wykonano w 2 etapach. Pierwszy realizo-
wany w skali laboratoryjnej dotyczyt okreslenia wrazliwos-
ci (wg instrukcji Wytworni Surowic i Szczepionek w War-
szawie) 137 patogennych dla drobiu szczepow bakteryjnych
na Enrofloxacin (Baytril) w porownaniu do podstawowych
chemioterapeutykéw, jak tez oceny efektywnosci tego pre-
paratu w zwalczaniu eksperymentalnej salmonelozy oraz
eliminacji nosicielstwa S. typhimurium u kogutkow rzei-
nych. Natomiast drugi etap badan stanowily obserwacje te-
renowe nad efektywnosci Baytrilu w terapii salmoneloz,
kolibakteriozy, zakazen bakteryjnych okresu okololegowe-
go oraz w eliminacji nosicielstwa paleczek Salmonella u kur
niesnych.

Skutecznoéé Baytrilu w terapii eksperymentalnej salmo-
nelozy oceniano na 3 tyg. kogutkach rzeiZnych zakazonych
domieéniowo 1 ml 18 h hodowli bulionowej S. typhimurium,
w dawce 3 X 107 bakterii w 1 ml. W badaniu tym uwzgled-
niono 2 grupy kontrolne ptakéw tj. kontrole negatywna
(ptaki zakazone S. typhimurium i nie otrzymujace prepa-
ratu) 1 kontrole pozytywna (ptaki nie zakaZone S. typhi-
murium). Kazda grupa ptakow liczyla po 48 szti., podzielo-
nych na 3 réwne liczebnie podgrupy. Baytril (10%s roztwor
do stosowania per os) rozpoczeto podawaé ptakom 2 h po
zakazeniu S. typhimurium (dawka: 0,5 ml/l wody pitnej,
co odpowiada 50 mg aktywnego zwigzku w 1 lilrze wody)
i kontynuowano przez 3 dni, Ocene efektywnosci tego pre-
paratu oparfo na wynikach obserwacji klinicznych, dyna-
mice przyrostow masy ciala, wskaZniku SmiertelnoSei oraz
wynikach badan anatomo-patologicznych i bakteriologicz-
nych. Uzyskane dane liczbowe opracowano statystycznie przy
uzyciu metody analizy wariancji oraz nowego wielokrotnego
testu rozstepu.

Badania nad skutecznoscia Baytrilu w eliminacji paleczek
Salmonella z organizmu plakow. w aspekecie oceny mozli-
wosel eliminaeji nosicielstwa tego drobnoustroju, wylkonano
na 2 grupach (liczace po 24 ptaki) 7 tyg. kogutkdw rzei-
nych o masie ciala okolo 1.8 kg. Ptaki zakazano domiesnio-
wo (lewy miesien piersiowy) 1 ml — 18 h hodowli bulio-
nowej 8. typhimurium, zawierajgcej 6 > 108 bakteril. U jed-
nej grupy ptakow zastosowano przez 5 dni Baytril w daw-
ce terapeutycznej (50 mg aktywnego zwigzku w 1 litrze
wody pitnej), podezas gdy grupa druga stuiyla jako kon-
trola, BezposSrednio po zakonczeniu podawania preparatu
oraz po 3, 6 i 12 dniach od jego zastosowania ubijano po
6 ptakéw z grupy do badan bakteriologicznych. Wykony-
wano posiewy bezposrednie (na rdznicujsce podioza state)
z watroby, $ledziony, trzustki oraz jelit slepych, jak teZ po
namnozeniu w kwasnym seleninie sodu.

W warunkach terenowych zastosowano Baytril interwen-
cyjnie w 3 stadach kurczat rzeZnych zakazonych S. enteriti-
dis i S. typhimurium, w jednym stadzie kaczek pizmowych
zakazonych S. typhimurium oraz w 4 fermach kurczat rzez-
nych z rozpoznang kolibakterioza. Preparat podawano pta-
kom przez 5 kolejnych dni, w dawce 50 mg aktywnego
zwiazku na litr wody pitnej.

Ocene efektywnosci Baytrilu w eliminacji zakaZzenh bak-
teryjnych okresu okololegowego u pisklat przeprowadzono
na fermie ,I” poréwnawczo z Imequylem 10% (dawka:
50 mg aktywnego zwigzku/l wody pitnej) oraz Biosolem
70% (dawka: 200 mg aktywnego zwigzku/l wody pitnej).
Oceniane preparaty zastosowano od 3 dnia zycia ptakéow
przez 5 kolejnych dni.



