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INFECTIOUS LARYNGOTRACHEITIS

Miibeccel YUMUSAK (*)

Tanmmi :

Kimyasal \Yapisi :

Infeksiyoz Laringotracheitis, kanathilarda &zellikle daha ¢ok
tavuk ve siiliinlerde larenks ve trachea’nin yangisiyla ortaya c¢ikan,
solunum glicliigii ve agizdan kanli bir exudatin ¢ikmasiyla karakte-
rize akut we bulasici bir solunum yolu hastaligidir (2, 6, 7.).

Tarihgesi :

Hastalik ilk olarak 1925 yilinda tamitilmistir. Ancak bazi rapor-
lar onun varhiginin ¢ok daha erken bulundugunu aciklamaktadir-
lar. Hastalik, daha 6nceki arastiricilar tarafindan Infectious Bronc-
hitis olarak isimlendirilmisse de 1931 yilinda, Amerikan Veteriner
Medikal Association tavuk hastaliklar: 6zel komitesi tarafindan In-
fectious Laryngotrachetitis olarak degistirilmistir (7).

Hastaldgin ciktign jve yayildigr yerler :

Laryngotracheitis 1925 yilinda Kanada, 1929 Hollanda, 1935
Britanya ve Avusturalya, 1940 Isveg, 1948 Polonya, 1959 Almanya,
1965 Avusturya ve Finlandiya, 1973 Kiiba ve 1982'de de Misir'da
Hastalik ilk olarak tesbit edilmistir.

Yurdumuzda yapilan ¢alismalarda zaman zaman hastaligin ba-
z1 isletmelerde goriildiigii bildirilmektedir (2, 7, 11, 13, 15, 16, 18).
Etiyoloji :

Infeksiyoz Laringo tracheitis etkeni, Herpes- A grubundan ILT
virusudur. Herpes grubu viruslarin biitiin karakterlerini tagimak-
tadir.

(*) Etlik Hay. Hast. Arast. Enst. Uzman Vet. Hek.
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Morfoloji :

ILT wirusu ile enfekte edilmis tavuk embryo hiicre kiiltiirlerin-
de virusun elektron mikrografisi Herpes simpex virus yapisina ben-
zedigini gostermistir.

Virus kiiboidal sekilde ve ikosahedral viral partikiiller halin-
dedir. Vironlar hekzagonal yapida 80-100 mp'dur. Kapsidleri ico-
sahedral simetri ve 162 kapsomerden tesekkiil etmistir. Tam virus
partikiilii niikleokapsidi saran irregiiler bir zara sahiptir. Ve ¢ap1
195-250 mp olur (7, 17).

Kimyasal Yapisi :

Herpes grubu viruslarin niikleik asit yapis1 DNA'dir. ILT viral
DNA’nin yogunlugu 1,704 g/ml olup, diger herpes viruslarinin DNA’
lariyla uyum saglar. ILT virusunun kimyasal yapisi heniiz tam ola-
rak aydinliga kavusmamistir. Ancak arastirmalar Herpes Simplex
virusunun kapsidinin bir spesifik protein oldugunu géstermistir (7).

Virusun Replikasyonu :

ILT virusunun replikasyonu, Herpes Simplex ve Yalanc: Ku-
duz viruslarina benzerler.

Enfeksiyon Laringotrahitis virusunun hiicre yiizeyine adsorbe
olmastyla baslar. Viral giris hiicrede pinositozisle meydana gelir.
Adsorpsiyon hiicre sistemi ve inokulun miktar: ile degismektedir.
Bazi1 aragtiricilar zarfli herpes simplex virus partikiillerinin, ¢iplak
niikleokapsidlerden daha kolayca adsorbe oldugunu gozlenlemis-
lerdir. Zar ve kapsid, hiicre niikleusuna, géceden DNA salgiliyan ko-
nakci anzimleri tarafindan tahrip edilerek yeni bir ILT viral kom-
ponentin meydana gelmesine yardim ederler. Yeni bir ILT viral
komponentin itk bulgulari yaklasik 10-12 saatte belirmeye basla-
maktadir.

Girisi tamamlanmis niikleokapsidler, zarf seklinde hiicrenin
niiklear membranina go¢ ederek stoplazmada bir vakuolar memb-
randa birikirler. Viral partikiilleri kapsayan vakuoller :plazma
membranina dogru hareket eder ve hiicre duvar: araliklarindan ge-
cerek yiizeyde virusu saklarlar (7).
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Fiziksel ve Kimyasal Etkenlere Kargi Dayanikhihig :

Laringotracheitis virus partikiilleri, lipolitik ajanlara, 1s1 ve ba-
71 dezenfektanlara karsi duyarhidirlar. Virus 24 saat etere maruz
birakildiginda enfektivitesini kaybeder. —20 ve —60°C'de Liyofili-
zasyonda uzun zaman canli kalabilir. Buna karsihk 55°C’de 10-15
dakikada harab olurlar.

Et suyunda 38°C'de 48 saat’te Oliirler.

Bir tavuk kadavrasinin trehal dokusunda virus 37°C’de 44 saat-
te veya CAM'da 25°C’de 5 saatte canlilifimi kaybederler. % 3 krezol
soliisyonunda virus 1 dakikadan daha az bir zamanda inaktive olur-
ken Trehal exudattaki virus % 01 formol ve % 5 fenol solusyonun-
da 24 saatte Oliir. Bunlardan ayri olarak virus pH’s1 7,4 olan % 50
gliserinli suda 37°C’'de 7-14 giin, 16-24°C’de 35-42 giin, 4-10°C’de 217
glin canlilhigimi korumaktadir (2, 6, 7, 17).

Susun Klasifikasyonu :

Notralize olma kabiliyetindeki bazi varyantlar farkli patojeni-
tedeki suslar arasinda gosterilmis olmasina ragmen farkli immu-
nolojik suslar izole edilememistir. Bazi arastiricilar 1953'te akut
laryngotracheitisli bir hayvandan izole edilmis bir virus susundan
bahsetmislerdir. Bu sus birtakim ILT virus suslarina karsi hazir-
lanmis antiserumlarla notralizasyona tamamen direngli bulunmus-
tur. Yine baz1 arastiricilar hastaligin sadece yumusak sekline neden
olan ILT virus suslarimi arastirdirdilar ve izole ettiler.

ILT virusunun bazi suslar1 degisik patogenite gostermektedir.
Bir kisim suslar ¢ok hafif klinik septomlar olusturarak hastalik
vaparken bir kisim suslarin patogenitesi de oldukca yiiksektir (7,
17).

Bu yil yapilan bir calismada Kotiv ve arkadaslari bir klonel
DNA iplik¢igi kullanarak DNA = DNA hibridizasyonuyla ILT vi-
rusunun virulant ve avirulent suslar arasindaki farkliliklarimi ayirt
etmislerdir (12).

Patojenesis /ve \Epizootioloji :
Dogal, ve Deneysel Konakeilar :

ILT virusuyla etkilenen ilk dogal konakcilar tavuklardir. Has-
talik hernekadar tavuklarin biitiin yas gruplarinda meydanz gelir-
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sede encok karakteristik bulgular yetiskin tavuklarda tesbit edil-
mistir. Baz1 raporlar, siiliinler ve siiliin-tavuk melezlerinde ILT nin
bir seklini bildirmektedirler. Son zamanlarda bir kisim arastiricilar
laboratuvarda iiretilmis ILT susu ile geng hindileri enfekte etmeyi
basarmislardir.

Hatta tavuskusunun trehasindan bile arastiricilar ILT virus
izolasyonunu gerceklestirmislerdir (17).

ILT virusuna duyarsiz olarak goriinen ozel kanathilar sigircik
kusu, serce, karga, kumru, ordek, giivercin ve Afrika hindisidir. Fa-
kat Wattanabe ve Ohmi (1983) ismindeki arastiricilar ILT-NS-175
susu ile nazal veya trahal olarak Afrika hindilerini enfekte etmeyi
basarmislardir (19).

Bunlardan baska tavsan, kobay ve beyaz ratlar gibi deney hay-
vanlarmin ILT wirusuna kars: duyarsiz oldugu aciklanmaktadir (7,
6).

Hindi ve tavuklarin embryolu yumurtalarinin duyarli olmasina
ragmen, ordek, giivercin ve Afrika Hindisi etkilenmez.

1985’de Hilbink adindaki bir arastirici tavuskusu ve siiliinlerin
duyarli oldugunu fakat kanarya, Avusturalya muhabbet kuslar1 ve
Japon bildircinlarinin direngli oldugunu ortaya koymustur (9).

Bulasma :

Virusun dogal olarak giris yollari iist solunum sistemi ile intra
okiiler yoldur, Agiz yoluyla bulasma goriillmemistir (7).

Bulasma, direkt temastan ziyade hastaligi klinik olarak gegir-
mis portor kanatlilarla akut olarak enfekte olmus kanatlilardan
daha kolay meydana gelir. Hatta virus hastalif1 gecirmis tavukla-
rin tracheal dokularmdan 2 yil sonra bile izole edilebilmistir. ILT
virusu portér hayvanlarin yaklasitk % 2’sinde tesbit edilmistir. In-
okiilasyondan 11 giin sonra, asilanmis kanatlilardan ILT virusu
elde edilememis olmasina ragmen asilanmis ve asilanmamis kanat-
Iilar arasindaki temasla saha salginlarinin ortaya cikisi ILT viru-
sunun asilanmis tavuklar tarafindan daha uzun bir zaman bulas-
may1 olusturdugunu ortaya koymustur. Daha 6nce ILT ile asilanmis
kanatlilar duyarh piliclerden ayrilmadig: taktirde ILT enfeksiyo-
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nunun bir ciftlikte tekrar niiksedebilecegi bildirilmektedir (2, 7, 13,
17).

Minbay ve arkadaslar1 (1977), Ankara yakininda bir tavukculuk
isletmesinde yaptiklar: deneysel galismalarda ILT’yi tesbit ederek
hastaligin epizootoilojisini incelemislerdir.

Direk iemas ile bulastirma denemelerinde basarili olmuslardir.
Bunun ic¢in hastaligin tipik klinik septomlarmi gosteren iki tavu-
gun, 5 adet Newhampsire tavuk ile biraraya konulmasindan 7-8 giin
sonra Newhampsire tavuklarin hepsinde klinik septom belirmeye
baslamistir. Enfekte tavuklardan ikisi olmus, digerleri 3 hafta icin-
de iyilesmistir (13).

Hastalik daha ¢ok sonbahar ve kisin goriiliir, Solunum siste-
mini etkileyen cesitli stresler, vitamin ve iz mineral eksiklikleri,
ozellikle A-a vitaminosis, dengesiz beslenme, hastaligin ¢ikis ve ya-
yilisini etkileyen nedenler arasinda sayilabilir (2, 7, 13, 17).

inkubasyon Periyodu :

Dogal enfeksiyonlarda, kulugka siiresi 6-12 giin arasinda degi-
sir. Enfektif materyalin, trahal inokulasyonundan sonra ise, semp-
tomlar 2 ve 4 giin gibi kisa bir siirede meydana gelir.

Duyarli tavuklarda kolayca yayilan hastaligim epizootik formu,
stiriilerin % 90 - 100'tinde etkilidir. % 5’den ‘% 70'e kadar degisen
mortalite; genellikle, ortalama % 10 ve % 20 arasimndadir, Fakat
siddetli enfeksiyonlarda mortalite yiiksektir. (3, 5). Tantawi ve ar-
kadaslari, 1983'te yaptig1 bir ¢calismada Misir'da meydana gelen bir
salginda, mortalitenin, % 19-8’e kadar ciktigini kaydetmislerdir.
Mortalite, hastaligin sakin seklinde, 2 haftaliklarda iyilesmeyle diis-
miistiir (16).

Bulgular :

Hastalik her yastaki tavuklarda goriiliirse de genel bir kural
olarak pilic ve yumurta siiriilerinde daha ¢ok goriilmektedir. En-
feksiyon akut ve hafif olarak iki klinik formda seyreder.

Akut seyirli enfeksiyonda, hastalik meydana geldikten 6-10 giin
sonra en onemli belirtiler olarak oksiiriik, hirilt1 ve solunum gwg:-
liiglidiir.
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Hayvanlar ¢omelmis vaziyette otururlar. Ekspirasyon sirasinda
ayaklar: iizerine ¢okiisii ve basim egisi, inspirasyon sirasinda, ba-
sin1 kaldirarak ileri ve yukar: uzatip agzini acarak solunumunu ko-
laylastirmaya g¢alismas: ¢ok tipiktir. Siddetli salginlarin baglangi-
cinda birkag¢ hayvanin goziinden akinti gelmesi ve 1-2 pili¢ 6liimleri
olabilir. Hastalik ilerledikge, dksiiriik ve solunum giigliikleri artar.
Her oksiirme sonunda, trachia’dan kanli ve miikéz bir exudat ati-
Iir. Kiimes duvarlar1 ve ekipmanin kanla bulasik olusu dikkati ce-
ker. Ibik ve sakallar, cogunlukla mor renktedir. Genel bir istahsiz-
Ik ve yumurtlayan hayvanlarda % 30-40 kadar verim diisiikliigii
goriiliir. Verimde diisiiklitk genellikle hastaligin dordiincii giinii
baslar ve 18. giine kadar devam eder. 30 giin sonra tekrar normal
diizeye erisir.

Hafif seyirli enfeksiyonlarda hayvanlar gelisemez, yumurta ve-
rimi diiser, konjunetivitis infraorbital siniislerde siskinlik, inatc1
burun akintisi, gbzyas1 akintis1 dikkati ¢eken bulgular arasindadir.
Klinik bulgularin gostermis oldugu morbidite % 5 kadar diisiiktiir.

Hastaligin seyri enfeksiyonun siddetine gére degismekle bera-
ber cogunlukla 10-14 giinde tavuklar tekrar iyilesebilirler- Fakat or-
talama 1-4 hafta olarak rapor edilmistir (2, 6, 7, 17).

Lezyonlar :

Lezyonlar en iyi tracheal ve laringeal dokularda gelisir. Sid-
detli oksiiriik ve konvulsive solunum esnasinda kan pihtisi ve epi-
te] doku dokiilmeleri meydana gelir. Trahaliimeni, kan pihtilar,
miikoz, kazebz ve sarimtirak bir exudat ile devamli doludur. Eski-
mis olaylarda bu exudat kazeifiye olur ve trahayi tikar. Traha ve
larenkste hemorayiler vardir. Oliim trahanin tikanmasiyla asfeksi-
den meydana gelir.

Konjunetiva ve infraorbital siniislerin epitelyumunun konfes-
yon ve 6demi, daha az patojenik enfeksiyonlarin bazisinda gozlem-
lenmis tek lezyon olabilir (2, 6, 7, 17).

Histopatoloji :

Histopatolojik bulgular hastaligin gelisme devrelerine gore de-
gisik ve oldukgca tipiktir. Trachia mukozasinda édem ve hiicre in-
filtrasyonu, kanamalar hastalik ilerledikce epitel hiicrelerin dékiil-
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meleri ve yapilarinin bozulmasi ve hiicre cekindegi icinde inkluzyon
cisimciklerine raslama tipik histopatolojik bulgular halinde 6zetle-
nebilir (6).

Hayashi ve arkadaslari (1985)'te ILT virusu ile tavuklari en-
fekte ederek traha mukozasinin patolojik degisimlerini incelemis-
lerdir. Burada ILT virusu ile 19 haftalik tavuklar posterion torasik
hava kesesi yoluyla inokule edilir. Bu tavuklar 16 giin araliklarda
oldiiriilerek trachealar: 1s1k ve elektron mikroskopta incelenir. Dik-
kati ceken patclojik bulgular kadeh hiicrelerinde hypertrophi ve
hyperplazi'dir. 3 giin sonra epithelial hiicreler eriyerek ¢ok mik-
tarda intraniiklear inkluzyon cisimciklerini igeren sinsitia formuna
doniisiir. Daha sonra sinsitialar dokiiliir ve bag doku agiga cikar.
Bunu takiben bag doku yiizeyinde asinmalar meydana gelir. Ve sero-
fibrinoz bir exudat birikerek bir pseudomembran goriiniimiinii alir.
5. giinde, kalan epithelial hiicreler pseudomembranin harap ettigi
mukozayr tamir etmeye baslar, 6. giinde mikrovilluslardan zengin
yenilenmis epithelial hiicreler ortaya cikar. 8. giinde epithelial hiic-
reler bol miktarda gogalarak tabakalasir. 16. giinde trahal epitel-
yum cilia ile kaplanir ve onun normai histolojikal goriiniimiinii ye-
niden kazanir (8).

Ayirici Teshis :

ILT, infeksiy6z bronsitis, newcastle ve fowl pox gibi akut so-
lunum yolu hastaliklar ile karisabilir, Infeksiyoz bronsitis yumur-
ta iiretimine olan etkisi bakimindan ILT'den daha etkilidir. Morta-
lite ILT'de Newcastle’den daha fazladir. Biitiin kanathilarda New-
catle disease ve infeksiyoz bronsitisle 24-48 saat icinde etkilenme
vardir.

ILT hiitiin siiriiye ¢ok yavas yayilir ve tavuk gicegine ozellikle
difteritik sekline benzetilebilir, Bunu ayirt etmek icin traha epite-
linin histopatolojik muayenesi, yumurta inokulasyonu veya duyarlt
tavuklarin inokulasyonundan yararlanilabilir (2, 6, 17).

immunite :

ILT virusuna kars: duyarli tavuklarin direncliligi asilama ve-
ya dogal enfeksiyonu takiben degisir. Dogal bir enfeksiyondan mey-
dana gelen rezistansin siiresi genellikle bir yil veya daha fazladir.
Asilamayla kazanilan bagisiklik ise 6 haftadan 1 yila kadar uzun
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bir siire i¢in degisiklik gosterir. Bagisikhik, asidaki aktif virusun
konsantrasyonu, uygulama yolu ile ve virus susu ile degisir. Bazi
aragtiricilar memnuniyet verici bir bagistklik elde edebilmek icin
ml'inde 10> Embryo plak form Unit’'ten daha fazla igermesi gerek-
tigini bildirdiler.

Pasif bagisiklik hiperimmun serum uygulamasiyla anlasilabilir.
Infeksiyondan 44 saat sonra intratracheal olarak verilen immun se-
rum ILT bulgularmi onlemektedir (7).

Teshis:

ILT lezyonlar ve bulgularin yardimiyla, diger 6teki hastaliklar
gibi glivenilir bir teshisi yapilamaz. Gerg¢i hastaligin bazi akut bul-
gular1 karakteristikse de bazi bulgular tavuklarin 6teki solunum
yolu hastaliklarina benzerdirler,

Akut formu, tipik Oksiirme, kan ifrazi ve yiiksek mortalite ile
kolayca ILT olarak identifiye edilebilir. Hastaligin 6teki biitiin
formlarinda kontrol islemlerinin yiiriitiilmesi igin laboratuvar bul-
gularinin daha onceden elde edilmesi l4zimdir.

Gimza boyas: ile boyanmis konjunetival dokular ve tracheada
intraniiklear inkuluzyon cisimciklerinin goriilmeleri ILT icin olduk-
ca diagnostiktir. inkluzyon cisimcikleri diama hastaligin ilk 1 ve 5.
giinlerinde ortaya cikmaktadir,

Virus, tavuk embryo inokiilasyonu, duyarli tavuklarin infraor-
bital sinuslarin ve traha inokulasyonu ile kolayca elde edilebilir.
Tracheal dokuda virusun cabuk idantifikasyonu FA teknigi kulla-
nilmas: ile yapilabilir.

ILT’de en iyi izolasyon sekli, tracheal exudat veya trachea ve
akciger suspansiyonu ile 9-12 giinlitk embryolu tavuk yumurtasina
inokulasyondur (7, 17).

Virus izolasyon ve idantifikasyonu icin marazi maddelerin secimi:

Hastaligin erken akut fazinda virus izolasyonu igin tracheal
exudat, trachea ve akciger dokusu toplanmalidir.

Bu materyaller normal tuz ve Hank'in dengeli tuz solusyonun-
da veya buyyonda steril kum ile bir havanda dogiilerek % 10'luk
bir doku suspansiyonu elde edilir, Suspansiyon 10 dakika 700 de-
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virde santrifiij edilir, son konsantrasyon mlinde 1 mg veya 1000
iinite olacak sekilde swi siipermatanta antibiyotik ilave edilir. Swvi
siipernatant kiiltiir substratta inokulasyondan .6nce 30 dakika oda
derccesinde tutulur Daha sonra embryolu yumurtaya inokule edilir.
Infekte trachea dokusu histovatolojikal yoklama icin intra niiklear
inkluzyon cisimciklerinin demostrasyonu i¢in biriktirilmelidr. Froti
ve histopatolojikal teknikler virusun idantifikasyonu icin 6nemli-
dir. Serum ornekleri, 6n bulgular: tayin etmek i¢in bilinen bir la-
ringotracheitis virusuna kars: virus notralizasyon testlerinde kul-
lanilir. '

Serum antikorlarinin aranmas: icin SPF kiimeslerinde kanat-
hlarim % 15’inden serum ornekleri almak ILT virusunu dogru ola-
rak tayin etmeye yeterlidir (17).

Kiiltiir icin Maddelerin Tercihi :

ILT virusu duyarli tavuklarin, infraorbital siniisleri, trahas: ve
gelismis embryolu yumurtalarin inokulasyonuyla traha ve akciger
dckularindan trahal exudattan veya hiicre kiiltiirlerinden izole edi-
lebilir (17).

Laboratuvar [Konakgr Sistemleri :
Embryo inokulasyonu

9-12 giinlitkk embryolu yumurtalarin korioallantoik membran-
larma hastalikli hayvanlarin, siniis bosluklarindan trahal exudat,
traha ve akciger suspansiyonlari, kalp kesesi sivilarindan ve kazei-
fiye olmus hava keselerinden uygun solusyonlar hazirliyarak cam
iizerine 0,1 ve 0,2 ml. damlatilarak inokule edilir (7, 15, 17)."

Inokule edilen embryolu yumurtalar 37°C’de inkube edilerek
inokulasyondan 24 saat sonra Olen yumurtalar atilir. Genellikle
embryolar inokulasyondan 2-12 giin icinde oliirler. Ancak virulansi
dusiik etkenlerle 6liimler daha sonra veya hic olmayabilir. Camin
afetzede bolgelerinin nekrozu ve proliferasyonundan dolay: plaklar
meydana gelebilir. Plaklar, inokulasyondan 3 giin sonra meydana
gelir. 5-7 mm. capinda gri, sari-beyaz renklidirler. Opak kenarls,
ortasi cukur, nekrozlasmis bir sekilde kendini gésterir. Dagilmis
birkac odaktan daha ¢ok sayida CAM’da degisik sekilde lezyonlar
sekillenir, : o F 8 ; D S
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- Cam, histopatoloji, pasaj ve antijen hazirlanmasi i¢in toplan-
malidir, Enfekte edilmis CAM lezyonlarimin histopatolojikal yokla-
masiyla intraniiklear inkluzyonlarin varlig: ortaya konulmaktadir.
CAM"1 inokule edilmis embroyalrda enfeksiyondan 6-9 giin sonra
intraniiklear inkluzyonlar: iceren sinsitial hiicre formasyonlar: ile
miliyen nekrotik odaklar sekillenir,

Lezyonlar, safra kanallar1 epitel hiicrelerinde, oral mukozada,
agiz bezleri, faringeal mucosa, 6zefegal mukoza proventrikiiliis be-
zi, iiriner kanallar, timusun medullasi, bursal mukoza ve kloakada
gdzlemlenmistir,

Enfekte edilmis embryolarin yasama siiresi yumurta pasajla-
riyla azalmaktadir (7, 17).

Tavuklarin \inokulasyonu :

Duyarli kanathlarin treha, infraorbital siniisler veya aerosol
metodu kullanarak inokulasyonlar: ile dogal hastaliktakine benzer
bulgular 3-5 giin icinde meydana gelir.

Aeresel teknigine uyularak deneysel olarak enfekte edilmis ka-
natlilarda olusan makroskobik degisiklikler enfelksiyonun 3. giiniin-
de bashyan siddetli laringitis ve tracheitis’tir. 4. giin bronslara ya-
yilma olur. Enfeksiyondan 6 giin sonra trachia ve larynx’i kaplayan
sarimtirak difteritik bir membran gtzlenmistir. 8. giinde larenks
ve yukar1 tracheada bir tika¢ bulunur. Tracheal plaklar 10. giinde
ortaya cikmaktadir. Akciger ve hava keselerinin genis lezyonlari,
bazi deneysel tavuklarda 3 ve 7 glin arainda meydana gelir (17).

Hiicre Kiltlrii :

ILT virusu tavuk embryo bobrek ve tavuk bobrek hiicre kiil-
tiirlerinde gelisir.

Yadar ve arkadaslar: (1975) ILT virusunu iiretmek igin, tavuk
embryo bobrek (CEK) primer hiicre kiiltiirleri, tavuk embryo fib-
roblast (CEF), manda fotal bobrek (BFK) ve domuz yavrusu (bdb-
rek) (PK) hiicre kiiltiirlerini kullanmistir (20).

Tavuk embryo bobrek hiicre kiiltiirlerine ILT virusu ile inoku-
lasyondan 4-6 saat sonra meydana gelen degisiklikler ¢ok sayida,
cok cekirdekli polikargositlerdir. Polikargosit cekirdeklerinde bii-
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viik bazofilik DNA-pozitif inkluzyon cisimcikleri 12 saatte teshbit
edilmistir. 3 glinden sonra CPE'ler ve intraniikleer inkluzyon ci-
simcikleri olusur.

Inokulasyondan sonra 30. ve 36. saatleri arasinda hiicrelerde
ve swvida her ikisindede virus igeriginin en yiiksek oldugu ve on-
dan sonrada titrenin azaldig:1 goriilmektedir.

Virusun ve iiremenin varligini, intraniiklear inkluzyon cisim-
ciklerini saptamakla, Floresan antikor teknigi ile ve immun serum-
la, CPE’leri notralize etmekle anlamaktayiz.

Yumurta ve doku kiiltiiriinde iiretilen viruslar hayvan inoku-
lasyonlarinda her zaman enfeksiyon olusturmaz. Ciinkii ¢ogu kez
4, pasajdan sonra patogeniteleri azalmaktadir (6, 7, 17).

Virusun idantifikasyonu :

Bir arastirict ILT'nin teshisi i¢in intra niiklear inkluzyon ci-
simciklerinin saptanmasinda kullanilan oldukca ¢abuk bir yéntem
gelistirmistir. Buna gore :

a) Diizglin ve bozulmamis larenx veya trachea epiteli kazinir
ve lizerindeki exudatla birlikte alinir, Bu islem konjunctivadan da
yapilabilir.

b) Kazmti temiz bir lamin ortasina konur ve diger bir lam
{izerine kapatilarak hafif hafif saga sola hareket ettirilerek basti-
rilip dokularin yayilmasi saglanir. Boylelikle her iki lamda froti
olarak kullanilir,

c¢) Frotier saf metil alkolde 3-5 dakika fikse edilir.

d) Gimza boyasiyla boyanir (1 ml distile suya 1 damla stok
Giemsa solusyonu hesabiyla) sulandirilarak preparat boya solusvo-
nunda 37°C'de 2 saat veya oda derecesinde bir gece tutulur.

e) Preparatlar musluk suyu ile yikanir.

f) Lamdaki morumsu renk giderilene kadar 3-5 defa saf me-
til alkole daldirilip ¢ikarmak suretiyle differansiye edilir. Musluk
suyunda yikanip kurutularak immersion objektifi ile pembemsi,
purpul renkli inkluzyon cisimcikleri aranir.
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Yine Seveian ismindeki bir arastiricida ILT’den Awian Pox’u
ayirt etmek igin bir ¢abuk metodu s0yle tarif etmistir. Bu metoda
gore kiiciik trachea veya deri parcalari, 5 ml glacial acetic asit ve
15 ml. % 40 formalin ve pikrik asit ile doymus 75 ml. % 95 alkol
igeren bir fixativde yerlestirilir. 56°C’de 30 dakika parafin firininda
tutulur, 20 dakika 56°C’de 2 degismeli saf alkolde suyu giderilir.
Bunu 30 dakika 56°C’de toluende ayni sekilde islem yapilarak ber-
raklastirilmas: takip eder. Doku daha sonra 2 Odakika 58°C’de pa-
rafin-wax’a yerlestirilir ve sonra kaliba alinir.

Kesitler 6 p. kalinhiginda kesilir ve Mayers'in albiimini ile bu-
lastirilmis lamlara alinir ve 20 dakika yavas isitmayla kurutulurlar.

Kesitler biitiin olarak alkol ve ksilolden gegirilerek hematok-
silen eozinle boyamrlar. Daha sonra suyu giderilir, berraklastirilir
ve monte edilerek incelemeye konulurlar (17).

Serolojikal idantifikasyon :

Serolojik yoklamalarda AGP testi, serum nétralizasyon testi,
FA testi ve ELIZA testinden yararlanilmistir.

AGP Testi:

Jel diffuzyon testi igin, ILT antijeni embryolu yumurtanin en-
fekte korioallantoik membranlarindan hazirlanir. Bunlar yani be-
lirli lezyonlar gosteren membranlar steril bir havanda ezilerek ho-
mojenize edilir, 1600 devirde 10 dakika santrifiij edilerek biiyiik
partikiiller ¢oktiiriiliir. Ustte kalan siipernatant antijen olarak kul-
lanilir. ’

Tracheal antijen, ya ILT’li 6lii kanatlilardan veya bir hafta
icinde septom gosterilip 6ldiiriilen hayvanlardan hazirlanir. Larynx,
trachea ve akciger disindaki bronslarin cidar ve liimenlerinden bi-
riktirilmis exudat’ta antijen olarak kullanilir. Eger exudat cok faz-
la kuruysa normal tuzlu su ile dilue edilir.

Presipitasyon hatti, eger antijen kosantrasyonu tracheal exu-
datta yeterliyse antijen ile antikor g¢ukurlar1 arasinda 24 saat icin-
de sekillenecektir.
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Tracheal exudattaki presipite antijeninin miktari, canli virus
miktari, enfeksiyon periyodu ile ve hatta kustan kusa degisme gos-
terecegi icin jel diffuzyon testi yumurta inokulasyonu ile beraber
yapilmalidir. Ciinkii tracheal exudattaki canli virusun en kiiciik
miktari embryolu yumurtalarin CAM'larini enfekte edebildigi halde
presipite antijenin yetersiz bir konsantrasyonu antikor ile bir pre-
sipitasyon cizgisi olusturmuyacaktir.

Jel diffuzyon testi, CAM'dan hazirlanmis bilinen antijen ile se-
rumlarin reaksiyona girmesiyle portér hayvanlarda antikor aran-
mas1 icin kullanilir (17).

AGP testinin kanatlilarda bireysel olarak yapilan serolojik yok-
lamalarda ILT antikorlarimin aranmasi i¢in kullamilan uygun bir
test olmadig: bildirilmektedir (4).

Yurdumuzda ILT yoniinden AGP testiyle cesitli isletmelerde
zaman zaman arastirmalar yapilmis ve bu hastaligin serolojik ola-
rak yayginlik derecesi oOlciilmeye calisiimistir.

Buna gore Fuhr ve arkadaslari 1977'de Enstitiimiize hastalik
stiphesiyle gelen ve toplu tavuk yetistiriciligi yapilmakta olan is-
letmelere giderek serumlar iizerinde calismalar yapmuislardir.

Bu calismalarda hastalik arazi gosteren tavuk serumlarindan
alinan sonuglarda 140 serumdan 9 miisbet ve yiizdesi 6,4, saglam
goriinen tavuklardan alinan serumlarda ise 289 serumdan 36 miis-
bet ve 12,5 bir yiizde elde etmislerdir (5).

Yine Sipahioglu ve arkadaslari (1980), kasaplik pilicler ve yu-
murtaci pilic ve tavuklar iizerinde serolojik yoklamalar yapmiglar-
dir. :

Burada hastalik arazi gosteren 710 tavuk ve piligten, ayrica
higbir hastalik arazi gostermeyen saglam goriiniislii 9780 pili¢ ve
tavuktan kan alinarak serumlar: ILT yoniinden muayene edilmis-
tir, ILT bakimindan hastalikli kasapliklarda % 9,5 yumurtacilarda
% 7,4 saglam goriiniiste olan kasapliklarda % 1,5, yumurtacilarda
% 2 oranlarinda olumlu reaksiyon saptanmistir.

Bu duruma gore ILT'nin yurdumuzdaki yaygmhg % 2,1 ora-
ninda tesbit edilmistir (15).
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Virus Nétralizasyon Testi :

Virolojide bilinmeyen viruslarin idantifikasyonu veya 6zgiil
antikorlarin saptanmasinda yaygin olarak kullanilan yiiksek dere-
cede Ozgiil veya duyarli olan giivenilir bir testtir.

Bu test kisaca soyle yapilmaktadir. Spesifik immun serum 10—
den bashyarak dilue edilmis virusla karistirilir ve oda derecesinde
1 saat bekletildikten sonra 9-12 giinlitk embryolu yumurtalarin
CAM’'ma tavuk bobrek dokukiiltiirlerine 0,1 - 0,2 ml veya 4-10 haf-
talik piliclere inokule edilir. Yumurta inokulasyonundan 7-10 giin
sonra CAM’da plak olusumlarina gore karar verilir.

Notralizan antikorlar asilamadan veya dogal enfeksiyondan 7 -
10 giin sonra kadar erken bir zamanda tesbit edilebilir (17).

Floresan Antikor Teknigi :

Floresan Antikor teknigi enfeksiyonun teshisinde cok kullanish
ve cabuk yontemlerden birisidir.

Vira] antijen enfekte trachea preparatlariyla, hastaligin erken
akut donemlerinde laringo tracheitise karsi Florescein Isothiocya-
nete ile boyanmis spesfik antikorlarla tesbit edilebilir. Hatta bu
teknikle enfekte cam hiicrelerinde ve hiicre kiiltiirlerinde antijen
tesbitinde kullanilabilir. ILT virusu ile enfekte edilmis tavuk bob-
rek hiicre kiiltiirlerinde inokulasyondan 8 saat sonra cekirdekte
ve inokulasyondan 24 saat sonra polykaryositlerin biiyiik bir cogun-
lugunda floresan olgularimin meydana geldigi goriilmiistiir (17).

ELiSA TESTi:

Son yillarda, humoral bagisiklifin 6lciilmesinde Primer bag-
lanma testleri icinde yer alan antijen yada, antikoru tanimlamada
kullamilan ve enzim baglanmay: gerektiren testlerden birisi de ELI-
SA testi'dir. Test, bilinen bir antijenin plaklara adsorbe edilerek
bilinmeyen antikorlarin enzimle baglanmig antiglobulin yardimuy-
la enzime uygun bir substrat kullanarak antijen antikor antiglobu-
lin kompleksinin saptanmasi ve 6lciilmesi suretiyle indirekt olarak
uygulandig1 gibi ayni islem bilinen serumla bilinmeyen antijenin
ortaya konulmasi icin direkt olarak da uygulanir.
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Literatiir verilerine gore, ELISA testinin diger testlerden daha
duyarli oldugu anlasilmaktadir. Son villarda kanatli hastaliklarinin
serolojik teshisinde bu testin uygulanabildigi iizerinde bircok aras-
tirma yapilmis bulunmaktadir,

Infeksiyoz laringotracheitis hastalifinin serolojik tamisinda da
bu testin bir deger tasidig: ve daha duyarli oldugu bildirilmektedir.

ELISA testi Infeksiyoz laringotracheitis hastaligmin serolojik
olarak teshisinde Adair ve arkadaslarinin bildirdikleri yonteme g6-
re asagidaki sekilde uygulanmaktadir (1).

ELISA Antijeninin Hazirlanisi :

Testte kullanilacak pozitif antijen iiretimi igin, grup ILT vi-
rusu (Strain Sinkovig) inokule edilir. 105 TCIDy icerene 1.0 ml. vi-
rus siispansiyonu her siseye ilave edilerek 2 saat icin hiicreler ab-
sorbsiyona birakilir. Siselere idame besi yeri ilave edilip 37°C'de
CPE’lerin gelisiminin tamamlanmasina kadar inkubasyonda bekle-
tilir. '

Negatif antijen igin, hiicreler serumsuz idame besiyeri ile ya-
lanci olarak enfekte edilir.

Siseler dondurulup ¢ozdiiriiliir ve hala yapismis olan hiicreler
varsa besi yerinden kazinarak kaldirilir.

Toplanan hiicreler 1 dakika sonike edilir ve 20 dakika 5000 (g)
devirde 4°C’'de santrifiij edilir, (Seliiler kirintilar1 uzaklastirmak
icin) Olii hiicreler atilir. Siipernatant 1,5 saat 4°C’de 8000 (g) devir-
de santrifiij edilir ve kiiciik parcalar, topaklar 1/50 orijinal voliim
PBS’de tekrar siispanse edilir. Daha sonra 0,1 ml. miktarlarinda
taksim edilerek —70°C’de deepfrizde saklanir (1).

ELiSA Testinin Uygulanisi :

Pozitif ve negatif antijenler sirasiyla karbonat bikarbonat buf-
fer (pH = 9,5) iginde 200 ve 100 misli sulandirilarak pleytlerin kar-
silikli siralarina 0,1 ml. hacimlerinde tevzi ediir. Antijen 4°C’de bir
gece absorbsiyona birakilir. Pleytler % 0,05 Tween 20 igeren PBS
ile 4 kez yikamir ve test edilecek serumun 0,1 ml. 0,5 M Sodyum
Chloride ve % 0,05 Tween 80 iceren PBS ile 1/10 oraninda sulan-
dirilip pozitif ve negatif antijen ile kaplanmis ¢ift cukurlara ilave
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edilir. Pleytler 37°C'de 2 saat inkube edilerek 4 kez yukama suyu
ile yikanir. Konjuget'in 0,1 ml.i, % 4 at serumu iceren Tween 80
ile 1'4.000’e kadar dilue edilip her cukura ilave edilir. Pleyt'ler
37°C’de bir saatten fazla inkube edilir ve tekrar 4 kez yikanir. En-
zim substrate 5-amino salisilik asit, Sodium metabi siilfit esliginde
daha onceden tekrar kristalize edilir. % 01 M EDTA iceren, % 1
fosfat bufferde 1 mg/ml.'lik bir konsantrasyonda eritilir.

Son pH’s1 6'dwr. % 0,005 son konsantrasyona hidrojen peroxide

ilave edilir.

0,1 ml. miktarindaki esas solusyon her cukura ilave edilir. 450
nm'de her cukurun absorsansi Titertek Multiskan mikro ELISA
okuyucusu kullanilarak 1 saat sonra okunur (1).

TEDAVI :

Hastalik septomlarinin giderilmesi veya lezyonlarin yayiliminin
azaltilmasinda etkili bir ildc yoktur. Antibiyotikler komplikasyon-
lar1 onlemektedir (2).

ONLEM wve KONTROL :

ILT’den korunma ve hastalikla savas kosullara gére degismek-
tedir.

ILT'nin yayilmasinda portor tavuklar biiyiik 6nem kazanmak-
tadir. Bu bakimdan duyarli tavuklar ile portor tavuklar: birarada
bulundurmak veya karisik asilamadan kacinmak oldukca 6nemli-
dir. Karisik stoklar yetistirildigi zaman bu hayvanlarin gegmislerini
bilmek ve bu konuda gereken 6zeni gostermek en iyi yoldur. Vi-
rusun 10 giin 13-23°C'de canli kaldigini gdzoniine tutarak bina ve
ekipmanin kontaminasyonunu 6nlemek icin saglik islemlerinin ¢ok
ciddi bir sekilde yiirtiilmesi duyarl tavuklarin bu hastalia yaka-
lanmamasini ‘sagliyacaktir.
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Hastaligin hi¢ goriilmedigi iilkelerde yerinde uygun sanitasyon
ile korunmanin miimkiin oldugu ve kesinlikle as1 uygulamalarindan
kacinildig: bildirilmektedir.

Genel olarak, hastalik cikan isletmelerde, lokal olarak izole
edilen virusla hazirlanan asilarin uygulanmas: éngoriilmektedir (13).

immunizasyon :

Asilama, enfeksiyonun endemik olarak seyrettigi bolgelerde
duyarli tavuk populasyonlarinda hayvanlari direngli kilmak igin
salik verilmistir. Asilama, daha Onceden hastaligin bulundugu
bolgelerde enfeksiyonun yiikseldigi siiriilerde yapilmasinin uygun
oldugu éngoriilmektedir. Asilama sonucunda portor haywvanlar or-
taya cikacagi icin hastaligin hitkiim stirmedigi bolgelerde tavsiye

ecilmemistir.

Bazi arastiricilar daha uygun bir bagisiklik sagladig: igin klo-
akal dokunun asilanmasini onerdiler.

Tavuklarda etkili bir asilama, asimn infraorbital siniisler, in-
tranazal akinti ve tiiy follikiillerine tatbiki ile basarilmistir.

Atteniie hiicre kiiltlirii virus agilar1 daha az patojenik oldugu
icin daha fazla kullamilir. Bunlar intranazal veya goze damlatma
yontemiyle uygulanmalidirlar.

Ilk olarak attenue edilmis virus asilari ile asilama genellikle
4 ve 8§ haftalik yaslar arasinda yapilmalidir.

Embryo orijinli memnuniyet verici bir asi, her dozunda en
azindan 10 EIDs ILT virusu icermesi lazimdir, Hiicre kiiltiir ori-
jinli benzer bir as1 ise her dozunda 10 EIDs veya 10*° TCIDso
icermesi gerekir.

Asilama virulent ve avirulent suslarla basarili olmustur. Tavuk
embryo orijinli virulent as1 suslari kloaka iizenine firca ile sadece
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endemik yerlerde kullamilmalidir. Her uygulamadan 6nce firganin
asinin igerisine batirilmasina dikkat edilmelidir.

Bursa fabrisiusun inokulasyonu ise ayni sekilde uygulanmay:
gerektirir. Asilanmis tavuklar asi uygulamasini takiben incelemek
icin 4-5 giin tutulmaladir.

Froymen ve arkadaslar1 (1983), gdzyasi, adi sprey veya aerosol
gibi asilarla duyarli tavuklari asilamislar ve 22-37 hafta sonra vi-
rulent ILT virusu ile tracheal olarak epriivasyonda c¢ok iyi bir ko-
ruma elde etmisler. Fakat erosol bir asinin uygulanisi tracheal epi-
telyumda as1 sonrasi iyi olmayan reaksiyonlara neden oldugundan
tavsiye etmemislerdir. Onlara gore sprey metodu kolayd: fakat
gbzyast en giivenilirdi (3).

Redman ve arkadaslar: (1983), acrosol ve gozyasi ile 7-14 haf-
talik tavuklar: asilayarak antikorlar1 69 haftaliktan yukardakilerde
aramuslar, fakat gézlem periyodu boyunca titrelerinin ayni oldugu-
nu saptamislardir (14).

Ruchi ve arkadaslar: (1983), doku kiiltiiriinde modifiye edilmis
bir susla ILT'ye kars: bir as1 hazirlamiglardir.

Burada 50 giinlitk tavuklar TCIDs, 10" ile okiiler veya intra-
nazal yolla asilamis ve bu tavuklarin % 83 veya daha fazlasini ko-
rudugunu saptamistir. Aerosol yolla verildiginde bu as1 higbir kli-
nik belirti géstermeksizin bir ILT virulen sus ile epriivasyona karsi
korumustur. 70 giinliik asilanmis tavuklarin % 57’si 6 ay bagisik-
Iigmi1 devam ettirmistir.

Geng tavuklarda immun cevabin yashlara gore daha asagida
oldugunu saha denemelerinde saptamislardir (10).
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