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Zastosowanie odczynu immunodyfuzji radialnej
do wykrywania zakazenia wirusem
choroby Mareka u kur

7 Zakladu Badania Choreb Drobiu Instyvivin Wetervnarin w Pulawach

Wykrywanie swoistych przeciwcial precypi-
tacyjnych w surowicach zakazonych ptakéw,
jako sposob rozpoznawania zakazenia wirusem
choroby Mareka, jest malo przydatny od czasu
wprowadzenia powszechnych szczepien o-
chronnych przeciwko tej chorobie. Bowiem
zarowno atenuowane lub apatogenne szczepy
wirusa choroby Mareka (MD) jak i stosowany
powszechnie do szczepien, takze i w naszym
kraju., wirus Herpes wyosobniony z indykow
(HVT), wykazujg znaczne pokrewienstwo an-
tygenowe, a rozréznienie przeciwcial precypi-
tacyjnych swoistych dla wirusa MD czy HVT
jest w rutynowej diagnostyce trudne.

W 1972 r. Marquardt (8) opisal odczyn im-
munodyfuzji radialnej (radioimmunodyfusion
— RID). polegajacy na wykrywaniu antygenu
wirusa choroby Mareka w brodawkach piér
zakazcenych ptakéow. Wiadomo, ze jedynym do-
tychezas poznanym miejscem replikacji kom-
pletnych czastek wirusa choroby Mareka sa
komorki skory, a przede wszystkim komorki
nablonka brodawek piér (3, 9). Antygen wiru-
sowy w tych komérkach stwierdzili Calnek i
wsp. (4) Casnocha i Salaj (b).

Celem przedstawionej pracy bylo przesledze-
nie pojawiania sie 1 utrzymywania antygenu
wirusowego w brodawkach pior ptakéw zaka-
zonych doswiadezalnie wirusem choroby Ma-
reka, ptakéw poddanych szczepieniu p-ko cho-
robie Mareka indyczym szczepem wirusa Her-
pes oraz mozliwo$é wykrywania antygenu wi-
rusowego w brodawkach piér ptakéw padiych
na chorobe Mareka.

Materiat i metody

Ptaki. Badanie przeprowadzonb na 180 kurcze-
tach (krzyzéwki ras ogolnouzytkowych); ptaki trzy-
mano w klatkach i Zywiono mieszankg DKA — star-
ter, DKA — finiszer oraz DK.

Szczep zjadliwy wirusa choroby Mare-
ka (MDV). Do zakazenia ptakéw uzywano standar-
dowego szczepu HPRS 16 wirusa choroby Mareka.
Material do zakazenia stanowila zawiesina komorek
§ledziony oraz bialych cialek krwi kurczat zakazo-
nych omawianym szczepem. Komérki zawieszano w
plynie Eagle’'a w stosunku 1:10 i wprowadzano je
ptakom dootrzewnowo po 0,2 ml.

Szczep szczepionkowy. Do badan uzyto
szczepu FC 126 indyczego wirusa Herpes
namnazanego w  hodowli fibroblastéw  zarodka

kurzego, wg metodyki podanej przez Cagkale i
Dziekanowsksg (2). Miano TCID;, sporzadzonej wg tej
metodyki szczepionki ,plynnej” wynosito 10426 w 0,2
ml. Szczepionke przechowywano w iemperaturze ciek-
tego azolu.

Surowica przeciwko zjadliwemu szcze-
powi wirusa MD. Uzyskano je zakazajac 20 jed-
nodniowych pisklat zjadliwym szczepem HPRS 16 do-
miesniowo w dawce po 0,2 ml. Kurczeta skrwawiano
w wieku 16 tyg., kiedy u wszystkich stwierdzono o-
becnoéé swoistych przeciweial precypitacyjnych w su-
rowicy. Miano precypitacyjne tych surowic wahalo
sie od 1:4 do 1:6.

Surowica p-k o szczepionkowemu
szczepowi wirusa (HVT). Uzyskano jg wpro-
wadzajagc domiesniowo 20 jednodniowym piskletom
szczepionke ,plynng” w dawce po 0,2 ml Kurczeta
skrwawiono w wieku 5 miesiecy. Miano precypitacyj-
ne zlewki uzyskanych surowic wymosito 1:8.

Pobieranie piér do odczynu precypita-
cji. Pobierano je ze skrzydel i szlaku grzbietowego.
Do odeczynu uzywano wylgcznie pidr, ktére posiadaly
grubg, wilgotng brodawke. Po delikathym wyciag-
nieciu piéra z brodawki skoérnej, cze§é, ktéra tkwila
w skoérze odcinano ostrymi nozyczkami na dtugosé
okolo 0,5 cm. Od jednego ptaka pobieranoc do badan
przynajmniej 5 pidr.

Odczyn immunodyfuzji radialnej (RID).
Wykonano na plytkach Petriego o $rednicy 5 em, do
ktorych wlewano mieszanine agaru z surowicg odpor-
no$ciowy przeciwko wirusowi choroby Mareka lub
wirusowi szezepionkowemu (HVT). Uzywano 0,7% aga-
ru Nobel-Difco, rozpuszczonego w buforze fosforano-
wym z dodatkiem 8% NaCl: pH agaru wynosito 7,2.
Stosunek surowicy do agaru wynosit 1:5. Mieszanine
agaru z surowica przechowywano przez okres 7 dni
w temp 4°C, Odczyn RID przeprowadzano wkluwajgc
koncéwki pobranych piér do agaru, do polowy gru-
bodei jego warstwy. Odleglosé miedzy koncéwkami
pior wynosila okolo 1 e¢m. Nastepnie plytki nakrywa-
no i umieszezano w komorze wilgotnej w temp. 37°C.
Wynik odeczytywano po 12 i 24 godz. inkubacji, przy
o$wietleniu bocznym. Wystapienie wyraznej strefy
precypitacji (ryc. 1) w promieniu co najmniej 2 mm
od brodawki pidéra uznawano za wynik dodatni.
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Ryc. 1. Wystepowanie antygenu wirusowego w bro-
dawkach pior kurczat zakazonych domie§niowo wiru-
sem choroby Mareka

Przebieg doSwiadczen i wyniki

Do badan uzyto 130 kurczat, ktére podzielono na
5 nastepujacych grup:

grupa I — 30 ptakéw zakazonych domiesniowo zja-
dliwym szczepem MDYV,

grupa II — 30 ptakéw poddanych kontaktowemu
zakazeniu przez umieszczenie ich w 5 dniu Zycia we
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wspélnym pomieszczeniu z ptakami zakazonymi zjad-
liwym wirusem MD,

grupa III — 30 ptakow zaszezepionych ,,plynng”
szczepionka p-ko chorobie Mareka, a nastepnie, w
wieku 10 dni poddanych kontaktowemu zakazeniu
zjadliwym wirusem MD przez umieszczenie ich ra-
zem z ptakami zakazonymi,

grupa IV — 30 ptakéw =zaszczepionych
szczepionksa p-ko chorobie Mareka,

grupa V — kontrolna — 10 ptakdéw nie szczepio-
nych i nie zakazonych,

Szczepienie i zakazenie ptakéw przeprowadzono w
1 dniu zycia, wprowadzajgc material domiesniowo,
w dawce po 0,2 ml.

Piéra do odczynu RID pobierano poczatkowo co
4 dni, a po uzyskaniu pierwszych wynikéw dodat-
nich, w odstepach tygodniowych przez okres 6 mie-
siecy, kiedy doswiadczenie zakonczono. Reakcje RID
kazdorazowo przeprowadzano uzywajgc agaru zmie-
szanego z surowica zawierajaca przeciwciala przeciw-
ko zjadliwemu wirusowi MD oraz agaru zmieszanego
zZ surowica swoistg anty-HVT.

,»blynng”

Obecno$¢ antygenu wirusa MD w brodaw-
kach pior ptakow grupy I (ryc. 2) stwierdzono
po raz plerwszy w 14 dniu po zakazeniu; w
tym czasie zareagowalo dodatnio 37% kurczat.
W 17 dniu p.d. juz wszystkie badane ptaki re-
agowaly dodatnio; reakcje te wystepowaly u
100% ptakéw az do konca doswiadezenia. Je-
dynie w 18 tyg. p.i. zanotowano obnizenie sie
procentu ptakéw reagujgcych dodatnio do 75%.
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Ryc. 2. Wystepowanie antygenu wirusowego w bro-
dawkach piér kurczgt zakazonych kontaktowo wiru-
sem choroby Mareka

Dodatnich wynikéw w odczynie RID z suro-
wica anty-HVT nie stwierdzono. Pierwsze u-
padki ptakéw na skutek ostrej formy choroby
Mareka wystapily w 29 dniu po zakazeniu. Do
konca dodwiadczenia padto 68% ptakow.
Obecnos¢ antygenu wirusa choroby Mareka
w brodawkach piér grupy II (ryc. 3) stwierdzo-
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Ryc. 3. Wystepowanie antygenu wirusowego w bro-
dawkach piér kurczgt zaszczepionych HVT, a nastep-
nie zakazonych kontaktowo wirusem choroby Mareka

732

no u 20% ptakéw w 14 dniu po narazeniu ich
na kontaktowe zakazenie. Nastepnie od 18 dnia
az do konca doS§wiadczenia, dodatnie wyniki
odczynu RID stwierdzano u 100% badanych
ptakow. Wyjatek stanowilo badanie przepro-
wadzone w 12 tygodniu, kiedy dodatnie wy-
niki stwierdzono u 75% ptakow. Z surowicg
anty — HVT dodatnich wynikow w odczynie
RID nie stwierdzono. W tej grupie kurczat, w
okresie trwania doswiadczenia padlo na sku-
tek ostrej formy choroby Mareka 36% ptakdow.

W grupie III — ptakéw szczepionych, a na-
stepnie poddanych kontaktowemu zakaZeniu
zjadliwym szczepem wirusa choroby Mareka,
po 5 tygodniach 20% kurczat posiadalo w bro-
dawkach piér swoisty antygen wirusowy (ryc.
4). Liczba kurczat dodatnio reagujacych w od-
czynie immunodyfuzji z surowica anty-MDV
wzrastala do 14 tygodnia. W tym czasie u 62%
ptakéw stwierdzano dodatni odczyn RID. W
nastepnych tygodniach odsetek ptakéw dodat-
nio reagujacych wyraznie obnizy! sie. W 24
tyg. doswiadczenia reagowalo tylko 10% pta-
kow. W tej grupie doswiadczalnej odczyn im-
munodyfuzji z surowicg zawierajgca przeciw-
ciata przeciwko szczepionkowemu wirusowi
indyczemu (HVT) przez caly okres badania da-
wal wyniki ujemne. W ciaggu 6 miesiecy padlo
w tej grupie na skutek ostrej formy choroby
Mareka 20% ptakéw.

Ryc. 4. Dodatni wynik odczynu immunodyfuzji ra-
dialnej — strefy precypitacyjne
Fot. M. Gembal

W grupie IV — kurczat poddanych wylacz-
nie szczepieniu w 4 tyg. zycia w brodawkach
pior 2 ptakow stwierdzono obecnodé¢ antygenu
wirusowego MDV. Reakcja ta utrzymywala sie
u nich do 14 tyg. zycia, kiedy obydwa ptaki
padly. Na sekcji stwierdzono zmiany charak-
terystyczne dla choroby Mareka. U pozosta-
Iych ptakéw tej grupy w calym okresie trwa-
nia doswiadczenia nie stwierdzono dodatnich
reakcji w odczynie RID w ukladzie heterolo-
gicznym (z surowicg anty-MDV). Odczyn RID
przeprowadzony w ukladzie homologicznym
(z surowicg anty-HVT) przez caly czas dawal
rowniez wyniki ujemne.

W grupie V kontrolnej, obejmujacej 10 nie
uodpornionych i nie zakazonych kurczat, u 8
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z nich przez caly okres doswiadczenia, zaréwno
w homo- jak i heterologicznym ukladzie od-
czynu RID, stwierdzono wyniki ujemne. Je-
dynie u 2 ptakéw tej grupy notowano dodatni
wynik odeczynu RID w 5 tyg. zycia. Obydwa
praki padly w 14 tyg. zycia, wykazujac ty-
powe dla choroby Mareka zmiany sekcyjne.

Dodatkowo przeprowadzono do$wiadczenie
majac na celu okre§lenie przydatnosci do od-
czynu RID piér pochodzacych z ptakéow pad-
tych. Do badania uzyto 5 kurczat pochodza-
cych z II grupy do$wiadczalnej (poddanych
kontaktowemu zakazeniu MDYV), padlych w 10
tygodniu zycia. Kurczeta te od 17 dnia po po-
taczeniu ich z ptakami zakazonymi wykazaly
dodatnie reakcje w odezynie RID.

Padle ptaki przez pierwsze 36 tyg. trzymano
w temperaturze pokojowej, a nastepnie w
chlodni (4-4°C). Piéra od nich pobierano po
12, 32, 100, 124, 150, 174 godzinach od chwili
padniecia. We wszystkich prébach i u wszyst-
kich ptakow w odczynie RID z surowica anty-
MDYV wystapily wyniki dodatnie. Natomiast z
surowicg anty-HVT uzyskano wyniki ujemne.

Omdéwienie wynikéw

W przeprowadzonych badaniach wlasnych
potwierdzono przydatno$¢ odczynu immunody-
fuzji (RID) do wykrywania u zakazonych wi-
rusem choroby Mareka ptakéw, swoistego an-
tygenu zlokalizowanego w brodawkach pidr.
W grupie ptakow zakazonych, czy to domies-
niowo czy kontaktowo wirusem MD, swoisty
antygen w brodawkach wykrywano juz w 14
dniu po zakazeniu (odpowiednio u 37% i 20%
ptakéw). W 3 tygodnie po zakazeniu stwier-
dzano go juz u 100% ptakow i utrzymywal sie
u nich przez caly okres trwania do$wiadczenia,
tzn. 6 miesiecy. Marquardt (8) badajac obecnos¢
antygenu wirusa MD w brodawkach piér po
raz pierwszy stwierdzil jego obecnosé w 3 ty-
godnie po zakazeniu u 14 na 15 badanych kur-
czat.

W badaniach wlasnych najwcze$niejsze po-
jawienie sie stref precypitacji stwierdzono po
4 godzinach przetrzymywania proby w temp.
37°C. Optymalny czas odczytywania wyniku
reakeji przypadal na 12 godz. po nastawieniu.
Liczba dodatnich reakcji nie zwiekszala sie po
24—72 godz. inkubacji. Rowniez Marquardt (8)
uwaza czas miedzy 12 a 18 godz. za optymalny
do odezytywania reakcji.

Wykazane w badaniach wlasnych utrzymy-
wanie sie antygenu wirusowego w brodawkach
piér przez co najmniej 6 miesiecy wydaje sie
wskazywaé¢ na do$¢ diugi okres, w kitorym opi-
sana proba moglaby byé stosowana. W dostep-
nym piSmiennictwie nie znaleziono doklad-
nych danych okreslajacych czas utrzymywania
sie 1 mozliwosci wykrywania antygenu wiru-
sowego w brodawkach piér, jednakze wiado-
mo (7, 8), ze zakazenie wirusem choroby Ma-
reka utrzymuje sie u wigkszoéci kur w stadzie

przez caly okres produkeyjny i by¢ moze przez
ten caly czas antygen wirusowy jest obecny w
piorach.

Najcenniejsza zaleta odczynu immunodyfu-
zji radialnej w zelu agarowym jest jej swois-
tos¢. Proba ta pozwala bowiem na wykrywanie
wylgcznie antygenu wirusa choroby Mareka, a
nie antygenu wirusa szczepionkowego. W prze-
prowadzonych badaniach ani razu nie stwier-
dzono dodatniego odczynu RID z surowicg an-
ty-HVT bez wzgledu na to, czy uzyte do od-
czynu piéra pochodzily z ptakéw szczepionych,
czy tez nie. Stanowi to jeszcze jedno potwier-
dzenie, ze indyczy wirus Herpes u Kkur nie
replikuje sie w komoérkach nablonka brodawek
pior, jak to stwierdzili rowniez inni autorzy (5,
9). Wyniki uzyskane w przebiegu doswiadcze-
nia wykazaly, ze u kurczat szczepionych, a na-
stepnie narazonych na kontaktowe zakazenie
zjadliwym wirusem MD, nie u wszystkich pta-
kéw dochodzilo do nammozenia zjadliwego wi-
rusa. Antygen wirusowy MD w brodawkach
pior stwierdzono dopiero w 5 tyg, i to tylko u
20% ptakéw. Pod koniec do$wiadczenia pro-
cent dodatnio reagujacych ptakéow nie prze-
wyzszal 10%. W grupie IV, ptakéw tylko za-
szczepionych oraz w grupie kontrolnej — nie
szczepionych i nie zakazonych, po 2 ptaki zare-
agowaly dodatnio w odeczynie RID i padly ze
zmianami charakterystycznymi dla MD.

Wprawdzie ptaki te trzymano w oddzielnych
pomieszezeniach, jednakze, majagc na uwadze
znang — duzg rozsiewalno$é¢ wirusa choroby
Mareka (1, 6, 10) nalezy przypuszcza¢, ze izo-
lacja ptakéw tych grup byla niewystarczajaca
i doszio do ich zakazenia. Wydaje sie to byc¢
dalszym potwierdzeniem przydatnosci metody
RID, poniewaz u wszystkich 4 ptakow zakaze-
nie, ktére poczatkowo udalo sie wykazac¢ ta
metods, zostato potem potwierdzone w badaniu
sekeyjnym.

Jak wykazano w badaniach wlasnych swois-
ty antygen wirusa choroby Mareka wykry¢
mozna z latwoscig nie tylko w piérach ptakéw
zywych, ale i padlych, gdzie utrzymywat sie
on przynajmniej przez 7 dni od padnigcia pta-
ka.

Reasumujgc odezyn immunodyfuzji radialnej
z koncéwkami pidr nalezy oceni¢ jako prdbe
tatwg do wykonania, tanig i swoistg. W odréz-
nieniu od innych metod wykrywajacych prze-
ciwciala, odezyn ten polegajacy na stwierdze-
niu swoistego antygenu wirusowego pozwala
nam na ujawnienie zakaZenia terenowym wi-~
rusem MD réwniez u ptakow zaszczepionych

szczepionka sporzadzong z indyczego szezepu
wirusa Harpes.
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Tasppauebcku  II, Ilomkama A. — IIpuMeHenme
Peaknuu paauaibHoit uMmyHoauddbdyzuu paa obmapy-
IKeHUA 3apaiKeHNnss BUpPycoM OoJsie3Hn Mapska y KyD.

UccnemoBanyu NOpUrogHOCTL PearlyM  PagMalbHOM
uMMyHOAMMDy3un (PPU) zna oOHapy:KMBAHMSI CIELVI-
GbuvyecKoro aHTHreHa JOKaIM3MPOBAHHOTO B COCOUKAX
IIepbeB UBIIJIAT 3apa’keHHbIX BUPYcoB OoJge3Hu Ma-
pska (MD). B rpynmax 4YyBCTBMUTEJILHLIX IITUI[ 3apa-
SKEHHBIX BHYTPMMBIIIEYHO MM IIyTeM KOHTAKTA II0-
JIOKUTEJIbHBIE PEaKIUM € CBIBOPOTKON aHTM — MD
TOSABUMINCHL B 2 Helenu II0CJe 3apakeHud, a B 3 He-
Aey pearupoBady yKe BCe NTULIBLL I[I0JIOKMTEIbLHbBIE
peaxkluy COXPaHANMCH [0 KOHI[A MCCJieNOoBaHMIA (6 Me-
csanes). Y NTUL BaKUMHMPOBAHHLIX MHIECYHLIM IITAM-
MOM Bupyca Herpes (HVT), a moToM 3apazkeHHBIX IIy-
TeM KOHTaKTa IIOJNOKMUTEJbHBIE DEAKIUM BBICTYIUIN
Ha 5 HejeJse IIOCJHe 3apazeHUs TOJNBKO y YacTM IITHMIL.
B rpymmax 4yBCTBUTEJLHBIX WM BaKIUHUPOBAHHBLIX
OTUL], KOTOPbkle He TIOABEPTIUCh MHMEKUMM BUPYCOM

STEFAN FURMAGA, JERZY LECH GUNDLACH,

MD nomoXHUTeNbHLIX PEe3yJbTATOB HE YCTAHOBUJIN.
Peaxuua pazamanbHoit UMMyHOAUMD@Y3MM C CBIBOPOT-
KO TIDOTMB MHACEHMHOro mrraMmwva mupyca Herpes
(HVT) Bo Becex rpynmax ntuin 6pila OTPHUIATEIbLHAN.
Y oM naBMMX BCAEACTBMe 0Oosezum Mapska II0JI0-
EHUTEJLHBIL pe3yabrar PPY  yuaep:KMBAJCA MeHbIIe
BCETO 7 AHeN IOCJe CMepTH.

Gazdzinski P., Cakala A. — Radial immunodiffusjon
test for the detection of Marek’s disease virus in
hens.

The usefulness of RID test to detect specific anti-
gen situated in feather sacks of chickens infected
with Marek’s disease virus (MDV) was evaluated. In
groups of sensitive antiserum against im. or by contact
positive reactions with antiserum against MDV appea-
red after 2 weeks since infection. After 3 weeks all
chickens gave positive reactions. These positive results
were observed to the end of the experiment, ie.
up to 6 months. In poultry wvaccinated with turkey
strain of Herpesvirus (HVT) and then infected by
contacts positive tests were noticed in the 5th week
p.i. only in some chicks. In the group of chickens
sensitive or vaccinated, which were resistant to MDYV
infection, positive reactions were not found. RID test
in the presence of HVT antiserum was always nega-
tive. In dead chicks due to Marek’s disease positive
results were being stated by the use of RID at least
for 7 days since death.

JOZEF PATYRA

Skuteczno$¢ Fenbendazolu (Panacur - Hoechst)
i Cambendazolu (MSD)
przeciw nicieniom przewodu pokarmowego koni

Z Zakladu Parazytologii i Cherdb Inwazyinyeh
Wydzialu Weterynaryinego AR w Lublinie

Wyniki krajowych badan faunistycznych
wskazuja, ze ekstensywno§é inwazji nicieni je-
litowych u koni jest wysoka i siega do 94%,
przy roéwnoczesnej bardzo znacznej intensyw-
nosci (15). Inwazje te, wywolywane gléwnie
przez Parascaris equorum, Oxyuris equi, Stron-
gylus sp. i przedstawicieli Trichoneminage, sta-
nowig wazny problem zaréwno dla hodowcow
indywidualnych, jak i dla hodowli stadnej tych
zwierzat. Nie sa one wprawdzie przyczyng
masowych upadkow $miertelnych, niemniej
jednak powoduja znaczne straty gospodarcze,
wynikajace z zahamowania rozwoju, zmniej-
szenia wykorzystywania paszy i wydajnosci
uzytkowej zwierzat.

Dotychczas do zwalczania nematodoz u koni
stosowano wiele réznorodnych lekéw, przede
wszystkim fenotiazyne, sole piperazyny, a os-
tatnio Tiabendazol, Pyrequan, Equigard (10,
14). Sposréd wymienionych preparatow, do po-
wszechnego uzytku wprowadzono u nas Hippo-
verm-Polfa, ktérego substancja czynna jest tia-
bendazol, wykazujacy zadowalajaca skutecznosé
w zwalczaniu stupkowcéw i owsikéw, a przy
zwiekszonej dawece, réwniez i glistnicy u koni
(7).
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Prowadzone w ostatnich latach intensywne
badania nad nowymi antyhelmintykami, uwien-
czone zostaly powodzeniem, do jakich nalezy
zaliczy¢ synteze karbaminianéw benzimidazolu,
charakteryzujacych sie bardzo wysoks toleran-
cja przez organizmy zwierzece 1 jednoczesnie
wyjatkowo dobra skutecznoscig przeciwko roz-
nym gatunkom nicieni.

Jednym z nich jest Fenbendazol (HOE §81,
Panacur) firmy Hoechst, antyhelmintyk, ktory
w dotychczasowych krajowych badaniach oka-
zal sie wysoce skuteczny przeciwko robaczycom
zoladkowo-jelitowym oraz diktiokaulozie u
przezuwaczy, jak rowniez robaczycom u §win
(3, 11).

Fenbendazol, jest to bezbarwny proszek, roz-
puszczalny jedynie w dwumetylosulfotlenku, o
wzorze sumarycznym Cy;H;3N,0,5, bedgey kar-
baminianem metyl 5-/fenyl-tio/-2-benzimidazo-
lu (c. cz. 299,2) (1). Lek ten, w postaci handlo-
wej, pod nazwa Panacur, przeznaczony dla ko-
ni, stanowi wodng zawiesine lub granulat. Pa-
naur 10% jest wodng zawiesing (1 ml zawiera
100 mg substancji czynnej), przeznaczona do
indywidualnego podawania per os w dawce 3
ml na kazde 40 kg c.c., tj. 7,5 mg substancji



