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Wplyw kwasu 2-/4-[2-(4-chlorbenzamido)etylo/fenoksy/ 2,2
metylopropionowego na namnazanie sie w hodowlach komérek
wirusa Herpes simplex typ 1 szczepu TK 900 wirusa choroby

Avujeszkyego szczepu Roakin wirusa choroby Newcastle

Katedra Mikrobiclogil Weterynaryjnej W
ul. G2zepowskiego 13 bl 103, 1L

Summary

The influence of 2-/4-/2-{4-chilorbenzamide) ethyl/
/phenoxy/-2-methyl-propionic acid on the multipli-
cation in cell cultures of herpes simplex virus, type
1, TK966 strain of pseudorabies virus, and Roakin
strain of Newcastle disease virus

2-/4-/2-(4-chlorbenzamido) ethyl/phenoxy/-2-methyl-propio-

nic acid (CEMP) reduced the intensity of cytopathic effect,
delayed the time of its appearance for 24—48 hours and
finally caused a significant lowering of TCID,; titer of her-
pes simplex in monkey Kkidney cell cultures and of pseude-
rabies virus in chick embryo cell cultures. On the other
hand CBMP did not exert any effect on the multiplication
of Roakin strain of NDV in chick embryo cell cultures.
The preparaticn did not inactivate directly the viruses being
examined and did not influence their adsorption. It is sug-
gested that antiviral effect of CBMP is due to diserdering
the lipid metabelism in cells what causes the disturbances
of virus envelepe synthesis,

Badania Grossberga (2) 1 Steinharta (10) wskazaly na
‘mozliwosé hamowania w hodowlach komorek syntezy
niektérych wirusow otoczkowych: West Nile, kalifor-
nijskiego zapalenia mozzu i Herpes simplex przez ester
etylowy kwasu 2/4-chlorofenoksy/-izomastowego (CPIB).
Zakladano przy tym, ze przeciwwirusowe dzialanie tego
preparatu jest nastepstwem dezorganizacji syntezy lipi-
dowego komponentu otoczki. Nastepnie wykazano w
hodowlach komorek hamowanie przez ten lek syntezy
wirusow choroby Newcastle (8, 8) 1 choroby Aujesz-
kyego (3), przy czym dodatkowe badania (7) wykonane
z tym ostatnim wirusem wskazuja na stusznodé za-

kladanego mechanizmu dziatania. Stwierdzono row-
niez lecznicze dzialanie tego leku w do$wiadczalnej
opryszezee rogowkl u krolikéw (4) oraz w leczeniu

pacjentow z tym schorzeniem (3). Podobne dziatanie w
hodowli komoérek oraz w leczeniu doswiadczalnej
opryszczki wykazal kwas 2-/4-/2-(4-chlorobenzamido)
etylo/fencksy/-24,2 metylopropionowy (CBMP) (1).

Celem niniejszej pracy bylo ckreslenie wptywu CBMP
na namnazanie sie w hodowlach komorek kilku wiru-
sow otoczkowych.

ia Aelerynaryjnezo AR-T
0-357 Olsziyn

Materiat i metody

Wirus Herpes simplex typ 1 otrzymano z Instytutu Immu-
nologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroclawiu; mia-
no tego wirusa w hodowli komérek nerki matpy wynosito
ckolo 10—78/0,15 ml. Wirus cheroby Aujeszkyego szczep
TK 900 wykazywal miana TCID;, okolo 10-72/0,15 ml w
hodowlach komoérek zarodka kurzego, a wirus choroby
Newcastle (ND) szezep Roakin, miano TCID; 10--5/0,15 ml
w hedowli komérek zarodka kurzezo.

Ifiana TCIDg, oznaczono metodsg Reeda-Muencha, a sta-
tystyczng znamiennosé ich réznicy wedtug tablicy Lorenza
(6); przy stosowanych w badaniach wilasnych co najmniej
trzykrotnych powtérzeniach mianowania wirusa, rodznica
0,7 log jest statystycznie znamienna. Jednowarstwowe ho-
dowle komoérek zarodka kurzego (HKZK) sporzgdzono w
sposdb powszechnie stosowany, zas hodowle komorek nerki
matpy (HKNM), plyny odzywcze hodowli, PBS, surowice
oraz roztwor trypsyny otrzymanc z Wytwérni Surowic
i Szczepionek w Lublinie.

Badany preparat przeciwlipemiczny, kwas 2-/4-/2-(4 chlo-
robenzamido) etylo/fenoksy/ 2.2 metylopropionowy (CBMP}
stanowil Bezafibrat produkecji firmy Boehringer — Man-
heim cotrzymany od je] przedstawiciela w Warszawie.

Wyniki i oméwienie

Badanie toksycznosei CBMP dla heodowli komorek
nerki malpy i hodowli komoérek zarodka kurzego. Pre-
parat rozpuszczono w plynie Parkera alkalizowanym
n/10 NaOH do pfl okolo 7,8 i wprowadzono do ho-
dowli w ilofciach dajgcych koncowe stezenie 200, 400,
830 meg/m! plynu odzywezego. Kentrole stanowity ho-
dowle, do ktérych dcdawano odpowiednig ilo$é plynu
stanowigcego rozpuszezalnik leku. Czas obserwacji wy-
nosil 5 dni. Maksymalnie tolerowana dawka bylo ste-
zenie 400 meg/ml 1 takiego uzywano w doéwiadcze-
niacn.

Redukcja miana TCID,, wirusa Herpes simplex w
hodowlach kemorek nerki malpy oraz wirusa choroby
Aujeszkyego 1 chorchy Newcastle w hodowli komérek
zarodka kurzege. Hodowle doswiadczalne zawierajgce
CBMP v plynie odzywezym utrzymujacym i kontrolne
zakazono 10-krotnie wrzrastajacymi rozcienezeniami wi-
rusa i obserwowano przez 5 dni inkubowania w 37°C.
Preparat zmniejszal natezenie efektu cytopatycznego
oraz opoznial czas jego wystepowania o 24—48 godzin,
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Czas po zakazeniu W godzinacn

Ryc. 1. Dynamika wzrostu szczepu TK,yy wirusa choroby
Aujeszkyego w HKZK zakazonej réoznymi dawkami wirusa
w obecnosci CBMP

a w efekcie koncowym obnizal miano wiruséow Herpes
simplex 1 choroby Aujeszkyego o okolo 1 log, natomiast
nie wywieratl zadnego wplywu na namnazanie sie wi-
rusa choroby Newcastle.

Badanie bezposredniego wplywu preparatu na uzyte
szezepy wirusow. Do plynu zawierajgcego 10° TCID;,
wirusow choroby Aujeszkyego lub Herpes simplex do-
dano CBMP w ilcSci zapewniajgcej koncowe stezenie
400 mcg/ml i 800 mcg/ml. Préby kontrolne zawieralty
takg samg dawke wirusa bez preparatu. Po 6 i 24 go-
dzinach inkubowania w temperaturze 37°C oznaczono
miano wirusa w hodowlach. CBMP w dawce maksy-
malnie tolerowanej tj. 400 mecg/ml, a nawet 800 mcg/ml
nie wywieral inaktywujacego wplywu na oba wirusy.

Badanie wplywu CBMP na adsorpcje wirusa choro-
by Aujeszkyego w HKZK i wirusa Herpes simplex w
HKNM. Do hodowli wprowadzano réwnocze$nie z wi-
rusem w ilosci 1 m.o.i. maksymalnie tolerowang dawke
preparatu 1 pozostawiono w temperaturze 37°C na
jedna godzine. Nastepnie ptyn zlewano, hodowle plu-
kano 1 wprowadzono plyn utrzymujacy. Po 24 godzi-
nach mianowano pilyn z tych hodowli, jak i z hodowli
kontrolnych. Nie stwierdzono wplywu preparatu na
adsorpcje wirusa.

Dynamika namnazania sie badanych wiruséw w
obecnosci CBMP. Hodowle zakazono dawkg 10 lub 10°
TCID,, wirusa wprowadzajac réwnocze$nie z zakaze-
niem preparat. W 24, 48 1 72 h oraz w 4 1 5 dni po
zakazeniu okreslano miana wiruséw. Krzywg wzrostu
przedstawiajg ryciny 1 1 2. Najwieksze hamowanie
syntezy wirusa choroby Aujeszkyego (ryc. 1), wyraza-
jace sie obnizeniem miana o okoto 2,5 log, stwierdzono

Czas po zakaxeniu w dodzimroch

Ryc. 2. Dynamika wzrostu szczepu Herpes simplex typ 1
w HKNM zakazonej réznymi dawkami wirusa w obecnosci
CBMP

w 24 1 48 godzin po zakazeniu dawka 10 TCID,,
a roznica miana o okoto 0,7 log utrzymywata sie do
konica obserwacji. Po zakazeniu dawkag 10° TCID,, wi-
rusa istotna réznice miana okoto 1,5 log stwierdzono
tylko w 24, a 0,8 log w 48 godzin po zakazeniu.

W przypadku wirusa Herpes simplex (ryc. 2) uzytego
w dawce 10 TCID,; najwieksze obnizenie miana o okotlo
2,25 log stwierdzono w 24—48 godzin po zakazeniu,
przy czym jeszcze po 72 godzinach roéznica ta wynosita
okclo 1,5 log, a po 96 i 120 godzinach okolo 1 log. Po
zakazeniu hodowli dawka 10° TCID,, wirusa roznice
miana wynoszgcg okoto 1,2 log i 1,0 log stwierdzono
tylko w 24 i 48 godzin po zakazeniu.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wno-
si¢, ze CBMP nie wplywa na etap adsorpcji wirusa,
a prawdopodobnie zaburza metabolizm substancji ttusz-
czowych w komorce, w nastepstwie czego zostaje za-
kildcona synteza otoczki wirusa, przez co otrzymuje sie
jego mniejszy zbiér. Taka interpretacje sugeruja wy-
niki innych naszych badan (7); stwierdzono w nich, ze
w nastepstwie 30 pasazy szczepu TKy, wirusa choroby
Aujeszkyego w hodowli komoérek w okecnosci CPIB,
podobnego w dziataniu klinicznym preparatu antylipe-
micznego, nastgpily zmiany chemiczne i fizyczne doty-
czgce otoczki wirusa.
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Wystepowanie onchocerkozy bydta w Polsce

Instytut Parazytologii im. W. Stefanskiego PAN, ul. Pasteura 3, s.p. 153, 00-973 Warszawa

Summary
Cattle onchocercosis in Poland

The examinations were carried out on the presence of
onchocercosis in villiges of the Puszcza Bialowieska, Puszcza
Kampinoska, Bory Dolnoélaskie and in the Slupsk, Skier-
niewice, Wloclawek, Zamos¢ and Przemy$l provinees. The
samples of the skin from the ear and umbilical regions
were taken from 297 cattle killed in slaughter-houses. The
skin samples were cul in 1—2 mm pieces, incubated in
a physiological solutionat 25°C for 24 hours and then exa-
mined for the presence of microfilariae. Microfilariae of
Onchocerca lienalis and Onchocerca gutturesa were found
in animals from the Puszcza Bialowieska, Puszcza Kampi-
noska, Bory Dolnoslagskie and the Przemyél district. Exten-
siveness of cattle invasion by nematode O. lienalis was
from 6% to 80%, and by O. gutturosa from 3% to 30%s.
Nematodes of Onchocerca spp were not found in the
Stupsk, Skierniewice, Wloclawek and Zamo$¢ districts.
Focal occurrence of onchocercosis was associated with cattle
pasturage near the forest biotops with streams where the-
re could hatch inlermedjate hosts of Onchocerca-blood
sucking insects.

Onchocerkoze bydla wywoluja na terenie Europy
dwa gatunki nicieni nalezgce do nadrodziny Filarioidea
Weinland, 1838 i rodziny Onchocercidae (Leiper, 1911):
Onchocerca gutturosa Neumann, 1910 lokalizujace sig
w wiezadle karkowym i Onchocerca lienalis (Stiles,
1892) umiejscowiona w wiezadle zoladkowo-$§ledziono-
wym i pod torebka $ledziony (10, 17, 24, 23). Wielu
autorow uznawalo oba te gatunki za synonimy (9, 25,
26, 30). Jednak wyniki szezegélowycech badan morfolo-
gicznych przeprowadzonych przez Bain i wsp. (1, 2, 3)
oraz Eberharda (8) ostatecznie wykazaly odrebnos¢ tych
gatunkow.

Dojrzale samice onchocerk w miejscu pasozytowania
rodza liczne larwy I stadium zwane mikroonchocerkami,
migrujace do skéry zwierzat (16, 17). Mikroonchocerki
stwierdzano w skorze malzowin usznych, okolicy czo-
lowe], podstawy rogow, szyi i grzbietu (2, 34). Maksy-
malng koncentracje tych larw obserwowano w skorze
dolnej czeséci Seiany brzucha — w okolicy okotopepko-
wej (10). Zywicielami po$rednimi onchocerk sa liczne
gatunki owaddéw krwiopijnych nalezgcych do rodzin
Simuliidae 1 Ceratopogonidae (16, 23, 24, 29, 30). Owady
zerujae pobieraja krew zarazonych zwierzat wraz ze
znajdujgcymi sie w niej mikroonchocerkami. Larwy
te z jelita owadow przenikaja do jamy ciala, a nastep-
nie do miesni lub innych narzadéw, gdzie rosna i linieja
dwukrotnie. Inwazyjne larwy III stadium wedruja do
glowy stawonogow koncentrujge sie w narzadach gebo-
wych. Podczas kolejnego zerowania owadow na bydle
arwy inwazyjnc dostajg sie do skory zywicieli, a na-

stepnie migruja do wlasciwej im tkanki, gdzie osiagaja
dojrzatos¢ pleiowa (16).

Dojrzale onchocerki obu gatunkéw w tkance lacznej
wiezadel wywolujg lokalne procesy zapalne. Wedlug
Tret’jakowej (33) w sasiedztwie nicieni' obserwuje sie
obrzek tkanki lacznej, surowiczo-galaretowaty naciek,
a takze intensywne nastrzykanie naczyn. Kivako i Lo-
banov (18) w wiezadtach $ledzionowych zarazonych
zwierzat stwierdzili przewlekly nekrotyzujacy stan za-
palny, a Scholtens i wsp. (27) obserwowali towarzysza-
cy inwazji onchocerk miejscowy limfadenitis.

Natomiast larwy I stadium — mikroonchocerki
umiejscawiaja sie w warstwie siateczkowej skory glow-
nie w poblizu gruczotéw potowych i lojowych, naczyn
krwionosnych korzeni wloséow i wlokien nerwowych.
Jak stwicrdzil Balmy$ev (4) larwy onchocerk powoduja
powstawanie drobnych, bolesnych, krwawigcych pek-
nieé¢ na strzykach. Bolesno3¢ strzykow krow zarazonych
onchocerkozg jest przyczyna odruchowego zatrzymywa-
nia mlecka podezas doju. W nastepstwie systematyczne-
go niedodajania rozwijaja si= stany zapalne wymienia,
prowadzgce do wybrakowania chorych zwierzat.

Mikroonchocerki migrujace w skorze uszkadzajg tkan-
ke taczna, powodujac powstawanie drobnych ognisk
martwiczych, ktére w procesie obrobki przemystowej
skér ujawniaja sie w postaci guzkéw i otworkéw zmniej-
szajacych warto$¢ uzytkows skér lub ich wybrakowa-
nic (12, 13, 17, 20)

Na terenie Polski stwierdzono dotychczas onchocerko-
ze u bydla i zubréw w Bialowiczy (7). Obecnoé¢ w Pusz-
czy Bialowieskie] tej nie znanej dotad w kraju parazy-
tozy oraz mozliwos¢ powodowania przez nig strat eko-
nomicznych hbyly przyczyna podjecia badan nad wy-
stepowaniem onchocerkozy bydia w Polsce.

Material i metody

Badania prowadzono w latach 1986—1991 we wsiach
srodlesnych Puszezy Bialowieskiej, okolicach Puszezy Kam-
pinoskiej, Boréw Dolnoslaskich, a takie w wojewo6dztwach:
stupskim, skierniewickim, wloctawskim, zamojskim i prze-
myskim. Probki skéry z malzowiny usznej i okolicy pepka
pobierano od bydia ubijanego w rzezniach. Proébki o po-
wierzchni 1 em? rozdrabniano na pasemka o szerokosci
1—2 mm, ktore nastepnie umieszczano w roztworze fizjolo-
gicznym w plytkach Petriego i inkubowano w temperatu-
rze 25°C w ciggu 24 godzin. Po inkubacji usuwano frag-
menty skoéry, a pozostaly plyn i osad badano przy uzyciu
mikroskopu sterecskopowego. Zacobserwowane mikrofilarie
przenoszono na szkielko podstawowe i oznaczano przyna-
leznosé gatunkowg pod powigkszeniem 400 <.



