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Infectious laryngotracheitis in a Crested Polish flock — case report

Summary

Infectious laryngotracheitis (ILT) is a disease that causes high death losses in susceptible poultry. In
autumn 2007, a number of live and dead chickens from a Crested Polish breeding of 150 birds were submitted
to the Institute of Poultry Diseases. Clinically, the affected birds showed severe symptoms of respiratory
system irritation (gasping, difficulties in breathing, wheezing), whereas at necropsy, haemorrhagic inflam-
mation of the mucosa of the larynx and of the upper part of the trachea was noted. Pathologically changed
segments of the respiratory system and swabs from the buccal cavity were taken for laboratory examination.
Histopathological examination of cell nuclei in the affected respiratory tract revealed Seifried intranuclear
inclusion bodies that are characteristic of ILT. Virological examination of the chorionic-allantoic membrane
in 11-day chicken embryos showed changes typical for ILT virus replication in the first passage. The presence
of viral DNA was detected by the PCR method in all samples from swabs, chorionic-allantoic membrane,
and segments of the trachea. The disease outbreak was caused by the introduction of vaccinated birds into

a non-vaccinated flock.
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Zakazne zapalenie krtani i tchawicy (Infectious La-
ryngotracheitis — ILT) jest choroba, ktéra moze powo-
dowac ogromne straty w chowie kur, bazantow, perlic
1 pawi (4). Systematyczne szczepienie ptakow w fer-
mach, gdzie wirus wystgpuje stacjonarnie, przyczynia
si¢ do zmniejszenia ryzyka wystapienia choroby w pro-
dukcji wielkotowarowej. Pozostaje jednak niebezpie-
czenstwo przeniesienia si¢ wirusa do mniejszych ho-
dowli drobiu ozdobnego czy przyzagrodowego, ktére
na ogo6l nie sg objete programami immunoprofilaktyki
2,5).

Istotnym problemem epidemiologicznym, przyczy-
niajacym si¢ do rozprzestrzeniania wirusa ILT w $ro-
dowisku, jest zjawisko latencji. Materiat genetyczny
wirusa ILT wbudowany do genomu komorek gospo-
darza, moze przetrwac¢ w organizmie ptaka wiele mie-
sigcy zarOwno po zakazeniu, jak rowniez po szczepie-
niu. Miejscem przetrwania dla wirusa ILT sa komorki
zwoju nerwu trojdzielnego (8). Pod wpltywem stresu
(transport ptakdéw, poczatek niesnosci, pogorszenie
warunkow §rodowiskowych) dochodzi do replikacji
1 siewstwa kompletnych czastek wirusa (3). Badania
wykonane w ostatnich latach potwierdzaja narastanie
zagrozenia ILT w intensywnej produkcji drobiarskie;j

(7). Dotychczas w kraju nie opisano przypadkow ILT
w hodowlach kur ozdobnych.

Opis przypadku

Jesienia 2007 r. do Zaktadu Chordb Ptakéw dostarczono
kurki ozdobne — czubatki polskie o czarnym ubarwieniu.
Jak ustalono w trakcie wywiadu, ptaki w wieku 7 miesigcy
zachorowaty z silnymi objawami zaburzen ze strony ukta-
du oddechowego. Poza ptakami zywymi (5 sztuk) z cha-
rakterystycznymi objawami klinicznymi dostarczono do
badan réwniez ptaki padte (6 sztuk). Wtasciciel stadka li-
czacego okoto 150 kurek trzy miesigce wezesniej zakupit
za granica 1 wlaczyl do hodowli trzy cenne egzemplarze.
Po kilkunastu dniach od wprowadzenia nowo zakupionych
ptakow u ptakdéw miejscowych pojawily si¢ pierwsze ob-
jawy chorobowe ze strony uktadu oddechowego. Zachoro-
wata ponad potowa ptakoéw 1 odnotowano réwniez upadki.
W wywiadzie ustalono, ze nowo wprowadzone ptaki byty
wczesniej szczepione przeciwko zakaznemu zapaleniu krta-
ni 1 tchawicy, natomiast stada, do ktérego zostaty wtaczo-
ne, nie poddano szczepieniu.

W Ambulatorium Zaktadu Choréb Ptakow ptaki z obja-
wami klinicznymi poddano eutanazji. Podczas sekcji po-
brano wycinki watrdb i1 ptuc do badan bakteriologicznych,
a wycinki krtani, tchawicy, oskrzeli oraz ptuc — do badan
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mikroskopowych. Material utrwalono w 10% zbuforowa-
nej formalinie, zatopiono w parafinie, a skrawki mikroto-
mowe barwiono hematoksyling i eozyna (H-E).

Do badan wirusologicznych pobrano wycinki chorobo-
wo zmienionej krtani oraz tchawicy. Rutynowo przygoto-
wanym supernatantem zakazono 11-dniowe zarodki kurze
na btong kosmowkowo-omoczniowa. Wykonano tylko je-
den pasaz badanego materiatu.

Probki do izolacji wirusowego DNA stanowity wymazy
z tchawicy, wycinki tchawic oraz fragmenty zmienionych
bton kosméwkowo-omoczniowych.

Izolacje wirusowego DNA przeprowadzono przy uzy-
ciu komercyjnego zestawu Sherlock AX (A&A Biotech-
nology, Polska), zgodnie z procedura podana przez produ-
centa. Reakcj¢ PCR przeprowadzono przez amplifikacje
fragmentu genu p32 wirusa ILT w badanym materiale (3),
wykorzystujac pary specyficznych starter6w o nastgpuja-
cych sekwencjach: ILTp32-U2: 5°-CTA CGT GCT GGG
CTC TAA TCC-3’ i ILTp32-L2 5’-AAA CTC TCG GGT
GGC TAC TGC -3’. Sktad mieszaniny reakcyjnej zostat
dobrany eksperymentalnie, natomiast profil temperaturo-
wy byt zgodny z danymi pisSmiennictwa (6). Mieszanina
reakcyjna zawierata: 5,0 pl buforu dla polimerazy Taq 10 X
(100 mM Tris HC1 pH = 8,8, 500 mM KCI) (MBI Fermen-
tas, Litwa), 5,0 ul dNTPs Mix (MBI Fermentas, Litwa),
4,0 pl MgCl, (25 mM; MBI Fermentas, Litwa), 25 pmoli
kazdego ze starterow (IBB PAN, Polska), 5 pl matrycowe-
go DNA genomowego, 1 U Taq DNA polimerazy (MBI
Fermentas, Litwa), wodg demineralizowana (Polpharma
S.A., Polska) do koncowej objgtosci 50 pl.

Proces amplifikacji obejmowat kolejne etapy: wstepna
denaturacje w temperaturze 95°C w ciagu 5 minut, a na-
stepnie 35 cykli, przebiegajacych w nast¢pujacych warun-
kach: denaturacja w temperaturze 95°C w czasie 30 s;
przytaczanie starterow — 55°C, 30 s; wydtuzanie tancucha
—172°C, 30 s. Koncowe wydhuzanie przebiegato w tempe-
raturze 72°C przez 5 minut (6).

Produkty amplifikacji analizowano elektroforetycznie
w 1,5% zelu agarozowym (Serva, Niemcy) z dodatkiem
0,5 pg/ml bromku etydyny, w 1% buforze TAE, przy sta-
tym napigciu 100 V w czasie 90 minut, a produkt elektro-
forezy fotografowano w §wietle UV przy uzyciu programu
Quantity One (VersaDoc; Bio-Rad, USA). Poszukiwano
fragmentu o dtugosci 588 par zasad (6). Jako wzorzec wiel-
kosci fragmentow DNA stosowano marker GeneRuler
100 bp DNA Ladder Plus (MBI Fermentas, Litwa).

Wyniki i omowienie

Zmiany anatomopatologiczne padtych i poddanych
eutanazji chorych ptakow ograniczaty si¢ do btony $lu-
zowej szpary podniebiennej, matzowin nosowych,
krtani oraz tchawicy i byly typowe dla ILT (ryc. 1).
W preparatach mikroskopowych wykonanych z pobra-
nych wycinkdw krtani, tchawicy, oskrzeli 1 ptuc stwier-
dzono poza rdznego stopnia rozlanymi naciekami ko-
morek zapalnych, przekrwieniem i ogniskowa martwi-
cq komorek nabtonka takze ciatka wtrgtowe Seifrieda
w jadrach ztuszczonych komorek nabtonka (ryc. 2) (1).
Ponadto wykazano obecno$¢ DNA wirusowego (pro-
dukt o wielkos$ci 588 bp) we wszystkich probkach po-

Medycyna Wet. 2009, 65 (11)

chodzacych zaréwno z wymazdw, jak i wycinkow tcha-
wicy, co $wiadczy, ze byl on czynnikiem etiologicz-
nym zachorowan w badanym stadzie kurek ozdobnych
(ryc. 3).

W badaniu wirusologicznym, przeprowadzonym na
zarodkach kurzych, pierwsze zamarcia zarodkow na-
stapity juz w 3. dniu po zakazeniu. W ciagu 7 dni za-
marty wszystkie zarodki inokulowane badanym mate-
riatem. Nie zakazone zarodki kontrolne — nie zamie-
raty. U wszystkich zamartych zarodkéw stwierdzono
zmiany, charakterystyczne dla replikacji wirusa ILT
(ryc. 4). Obecnos¢ wirusa ILT w wycinkach zmienio-
nych bton kosméwko-omoczniowych potwierdzono
izolujac wirusowe DNA.

Reasumujac — na podstawie objawow klinicznych,
zmian anatomopatologicznych oraz kompleksowych
badan obejmujacych diagnostyke histopatologiczna,
molekularna (PCR) oraz wirusologiczna stwierdzono,
ze przyczyna choroby w stadzie kurek ozdobnych byt
wirus ILT. Zachorowania byty spowodowane wprowa-
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Ryec. 1. Krwotoczne zapalenie blony §luzowej krtani i gérnej
czeSci tchawicy

Ryc. 2. Ogniskowa martwica komoérek nablonka oraz we-
wnatrzjadrowe cialka wtretowe Seifrieda w zluszczonych
komorkach nablonka



Medycyna Wet. 2009, 65 (11)

—>

Ryc. 3. Wynik badania technika PCR obecnos$ci DNA wirusa
ILT w badanym materiale: M — marker (GeneRuler 100bp
DNA Ladder Plus); K- — kontrola ujemna, K+ — kontrola
dodatnia (szczep Serva ILTYV, Intervet); 1 — fragmenty zmie-
nionych blon kosméwkowo-omoczniowych; 2 — wymazy
z tchawicy; 3 — wycinki tchawic

dzeniem ptakow szczepionych do stada ptakow nie
szczepionych przeciwko tej chorobie.
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