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Ε Κ T O T Κ Τ Η Ν Ι Α Τ Ρ Ι Κ Ο Υ Μ Ι Κ Ρ Ο Β Ι Ο Λ Ο Γ Ι Κ Ο Υ Ι Ν Σ Τ Ι Τ Ο Υ Τ Ο Υ 
Α Θ Η Ν Ω Ν Υ.Γ. 

Δ Ι Ε Υ Θ Υ Ν Τ Η Σ : Δ?. Π. Α. Κ Α Ρ Β Ο Υ Ν Α Ρ Η Σ 

Η ΛΟΙΜΩΔΗΣ ΛΑΡΥΓΓΟΤΡΑΧΕΪΤΙΣ ΕΝ ΕΛΛΑΔΙ 

Ι.- Π Ρ Ω Τ Η Α Π Ο Μ Ο Ν Ω Σ Ι Σ Τ Ο Υ ΙΟΥ 

(Πρόδρομος ΆνακοΙνωσις) 

Ύ π ò 

Π. ΚΑΡΒΟΥΝΛΡΗ, Ι. ΜΕΝΑΣΕ, Γ. ΒΕΪΜΟΥ, Α. ΣΕΪΜΕΝΗ 
Α. ΠΑΠΑΔΟΠΟΥΛΟΥ & Χ. ΠΑΠΑΔΟΠΟΥΛΟΥ 

Εις άνασκόπησιν της συχνότητος των νοσημάτων των κατοικίδιων π τ η ­
νών εν Ελλάδι , κατά τα έτη 1953-1954, οί Ταρλατζής και Δραγώνας (1) 
αναφέρουν, οτι ή Λοιμώδης Λαρυγγοτραχεΐτις (Λ.Λ. ) διεπιστώθη μόνον κλι-
νικώς επί 37 περιπτώσεων (1.83.0)ο) καί δτι αύτη άπετέλει άντικείμενον 
εργαστηριακής μελέτης. 

Εις παρομοίαν έργασίαν, οί Άϋφαντής, Παπαδόπουλος και Χριστοδουλό-
πουλος (2), αναφέρουν, οτι κατά τα έτη 1955-1960 διέγνωσαν μόνον κλινικώς 
εις έλαχίστας περιπτώσεις Λ.Λ., δεν κατέστη δε δυνατή ή άπομόνωσις του ίου. 

Εις την παροΰσαν έργασίαν εκτίθενται αί χρησιμοποιηθεϊσαι μέθοδοι 
δια την πρώτην άπομ,όνωσιν του ίου τής Λ.Λ. εις την χώραν μας, ως καί ή 
τεχνική ταύτοποίησις αύτου. 

Το έξετασθέν παθολογικον ύλικόν, προήρχετο εκ πτηνοτροφείου κειμέ­
νου εις τήν περιοχήν 'Αττικής. Ή νόσος έξεδηλώθη δια τής οξείας αυτής μορ­
φής, προκαλέσασα βαρείας απώλειας. "Ινα προσδιορίσωμεν εις ποίαν έ'κτασιν 
ή Λ.Λ. υπάρχει εις τήν χώραν μας εκτελείται ύφ' ημών έπιζωοτολογική μ,ελέτη 
βάσει τών εκάστοτε απομονώσεων του ίου, ήτις θέλει άνακοινωθή εν καιρώ. 

Ι.- ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ Μ Ε Θ Ο Δ Ο Ι 

Μ έ θ ο δ ο ς α π ο μ ο ν ώ σ ε ω ς τ ο υ ί ο ΰ : Έ π ί έμβρυοφόρων ώών 
όρνιθος. 

— Έμβρυοφόρα ώά : 10 ημερών, προερχόμενα έκ πτηνοτροφείου άπηλ-
λαγμένου μεταδοτικών νοσημάτων. 

— Ύλικόν ενοφθαλμισμού τών ώών : Ε ν α ι ώ ρ η μ α τραχειών θανατω-
θέντων πτηνών, άτινα κλινικώς έξεδήλουν συμπτώματα Λ.Λ. 

— 'Ενοφθαλμισμός τών ώών : Δια 0,2 κ. έκ. του ως άνω υλικού, έπί τής 
χοριοαλλαντοειδοΰς μεμβράνης εκάστου ώοΰ. 

Μ έ θ ο δ ο ς τ α ύ τ ο π ο ι ή σ ε ω ς τ ο υ ά π ο μ ο ν ω θ έ ν τ ο ς ί ο ΰ : 

Α-. Δι ' όρροεξουδετερώσεως εις έμβρυοφόρα ώά. 
Β-. Δια τής πειραματικής μολύνσεως ευπαθών πτηνών (αναπαραγωγή 

τής νόσου). 

Γ-. Δια τής ανευρέσεως τών τυπικών ίστοπαθολογικών αλλοιώσεων έπί 
τών τραχειών τών ως άνω μολυνθέντων πτηνών. 

Α-. Ή δοκιμή τής όρροεξουδετερώσεως προς ταύτοποίησιν του άπομονω 
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θέντος ίου εις έμβρυοφόρα ωά, έγένετο δια των κατωτέρω παραλλήλων φάσεων: 
1.- Τιτλοποίησις του άπομονωΟέντος ίου εις έμβρυοφόρα ω ά . 
Ώ ς ιός θεωρείται έναιώρημ.α 10.ο)ο, εντός θρεπτικού ζωμού, μεμβρανών 

ωών ένοφθαλμισθέντων δια του υπόπτου υλικού και φερόντων χαρακτηριστι-
κας αλλοιώσεις όφειλομένας εις τον πολλαπλασιασμών του ίου. 

2.- Τιτλοποίησις του άπομονωθέντος ίου εις έμβρυοφόρα ώα παρουσία 
κανονικού ορρού όρνιθος (αρνητικός ορρός S t a n d a r d ) . 

3.- Κυρία όρροεξουδετέρωσις, ήτοι άνάσχεσις σχηματισμού τών τοπικών 
αλλοιώσεων επί τών μ,εμ,βρανών έκ μέρους του άπομονωθέντος ίου, δι' ύπε-
ρανόσου όρροΰ κατά της Λ.Λ. έχοντος γνωστόν τίτλον έξουδετερώσεως (θε­
τικός ορρός S t a n d a r d ) . 

4.- Τιτλοποίησις, εις έμβρυοφόρα ώά, ίου Λ.Λ. με γνωστόν τίτλον (ιός 
Λ.Λ. S t a n d a r d ) . 

5-. Τιτλοποίησις, εις έμβρυοφόρα ώά, του ίου S t a n d a r d , παρουσία αρνη­
τικού όρροΰ S t a n d a r d . 

6.- Όρροεξουδετέρωσις του ίου S t a n d a r d , δια του θετικού όρροΰ S t a n d a r d 
7.- Σύγκρισις μεταξύ του δείκτου όρροεξουδετερώσεο^ς (NI = N e u t r a l i ­

sat ion I n d e x ) του ίου S t a n d a r d και του δείκτου όρροεξουδετερώσεως του 
άπομονωθέντος ίου. 

Β . Ή μ,όλυνσις τών ευπαθών πτηνών έγένετο δι 'ένδοτραχειακής εγχύ­
σεως 0,2 κ. έκ. του άπομονωθέντος ίου. 

Τ α πτηνά ταύτα ήσαν ηλικίας δύο μηνών,επελέγησαν έκ σμήνους άπηλ-
λαγμ.ένου μεταδοτικών \οσημάτων και ουδέποτε ειχον ύποστή έμβολιασμόν 
κατά της Λ.Λ. 

Προς σύγκρισιν προέβημεν επίσης, παραλλήλως, εις μόλυνσιν πτηνών, 
καθ' όν τρόπον ανωτέρω περιγράφεται, δια του ιού Λ.Λ. S t a n d a r d . 

Γ-. Δια την άνεύρεσιν τών τυπικών ίστοπαθολογικών αλλοιώσεων έπί 
τών ιστολογικών παρασκευασμάτων τών τραχειών τών μ,ολυνθέντων πτηνών, 
έχρησιμοποιήθη ή χρώσις της α'ιμ,ατοξύλινης ήωσίνης. 

I L - Α Π Ο Τ Ε Λ Ε Σ Μ Α Τ Α 

—• "Εξ ήμ.έρας μετά τον ενοφθαλμισμών τών ωών δι' έναιωρήμ.ατος τρα­
χειών τών ασθενών πτηνών, άνευρέθησαν λευκόφαιοι πλάκες όμ.οιομόρφως κα­
τανεμημένα', έπί της επιφανείας τών χοριοαλλαντοειδών μεμβρανών των. 
Ουδεμία άλλη άλλοίωσις έπί τών αυτών ώών έσημειώθη. 

•—• Τ α αποτελέσματα της όρροεξουδετερώσεως τοΰ άπομονωθέντος ίου 
έπί έμβρυοφόρων ώών, μετά τών, παραλλήλως, διενεργηθέντων έλεγχων, ανα­
φέρονται εις τον κατωτέρω πίνακα : 

Τίτλος τοΰ άπομονωθέντος ίοΰ Ι 1U-5 

Τίτλος του ανωτέρου, παρουσία αρνητικού όρροΰ Standard . . . . ΙΟ-4.75 

Τίτλος έξουδετερ<ΰσεως τοΰ άπομον. ίοΰ μετά θετικού όρροΰ Srandard ΙΟ·1 

Δείκτης έξουδετερο')σεως τοΰ προς ταύτοποίησιν ίοΰ (NI) 3,75 
Τίτλος τοΰ ίοΰ Standard 10 5>ss 

Τίτλος τοΰ ίοΰ Standard παρουσία άρνητικοΰ όρροΰ Standard · • · ι *0-5 

Τίτλος έξουδετερώσ. τοΰ ίοΰ Standard μετά θετικοΰ όρροΰ Standard, 10-1,2ä 

Δείκτης έξουδετερώσεως τοΰ ίοΰ Standard (NI) I 3,75 
Διαφορά τών δύο δεικτών έξουδετερώσεως , 0 
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— Ή ένδοτραχειακή έ'γχυσις τού άπομονωθέντος ίου, ώς ανωτέρω αΰτη 
περιγράφεται, εις 6 εν συνόλω πτηνά, έπροκάλεσεν, κατά την 5ην έ'ως 7ην 
ήμέραν, την έκδήλωσιν τών εξής συμπτωμάτων : κατάπτωσιν, πταρμόν, δα-
κρύρροιαν, λειροκυάνωσιν, δύσπνοιαν μετ ' εκτάσεως του τραχήλου και τής 
κεφαλής. 

— Κατά την άνατομοπαθολογικήν έξέτασιν, τών δια του άπομονωθέντος 
ίου, ώς και δια του ίου S t a n d a r d , πειραματικώς μολυνθέντων πτηνών, άνευρέ-
θησαν αϊ ακόλουθοι μακροσκοπικαί αλλοιώσεις: αιμορραγική φλεγμονή επί 
του βλεννογόνου του λάρυγγος και τής τραχείας. Ουδεμία ετέρα άλλοίωσιςπα-
ρετηρήθη εις τα λοιπά όργανα. 

— Ή Ιστολογική έξέτασις τραχειών, τών, πειραματικώς, ώς άνω άναφε-
ρομεν, μολυνθέντων πτηνών, κατέδειξεν τήν ύπαρξιν τών εξής Ιστολογικών 
αλλοιώσεων: νεκροτικάς εστίας έντοπισμένας επί του επιθηλίου του βλεννογό­
νου, δπερ ένεφανίζετο κατεστραμμένον εις πλείστας περιοχάς τής επιφανείας 
του καί τα υπολείμματα τούτου έπλήρουν τον τραχειακον σωλήνα. Τ α επι­
θηλιακά κύτταρα, του κατεστραμμένου επιθηλιακού πετάλου, ένεφανίζοντο, 
εις πλείστας θέσεις, φέροντα αρκούντως πολυπληθή ένδοπυρηνικά έγκλειστα. 
Ουδεμία ετέρα άλλοίωσις του τοιχώματος του λαρυγγοτραχειακοΰ σωλήνος 
παρετηρήθη. 

I I I . - Σ Τ Μ Π Ε Ρ Α Σ Μ Α 

— Αί αλλοιώσεις α'ι παρατηρηθεΐσαι επί τών μεμβρανών τών υπό του 
παθολογικού υλικού ένοφθαλμ,ισθέντων ωών. 

— Τα αποτελέσματα τής παραβολής τών δεικτών όρροεξουδετερώσεως του 
άπομονωθέντος ίου καί του ίου S t a n d a r d A.A. 

— Τα χαρακτηριστικά συμπτώματα καί αί τυπικαί μακροσκοπικαί αλ­
λοιώσεις επί τών τραχειών τών, δια του άπομονωθέντος ίου, ένοφθαλμισθέντων 
πτηνών, ώς καί δια του ίου S t a n d a r d ένοφθαλμισθέντων τοιούτων. 

— Αί τυπικαί ίστοπαθολογικαί αλλοιώσεις τών τραχειών τών μολυνθέντων 
πτηνών δια του άπομονωθέντος Ιου, ώς καί δια του ίου S t a n d a r d . 
οδηγούν εις το συμπέρασμα, ότι ό απομονωθείς ιός κέκτηται τών χαρακτη­
ριστικών του ίου τής Λοιμώδους Λαρυγγοτραχείτιδος. 

Οι συγγράφεις θεωρούν καθήκον των, δπως εκφράσουν τάς ευχαριστίας 
των προς τους κ.κ. Παπαμιλτιάδην Μ. Καθηγητήν 'Ανατομικής τής 'Ιατρι­
κής Σχολής τού Πανεπιστημίου 'Αθηνών καί Κατρίτσην Έ π α μ . 'Υφηγητήν 
'Εργαστηρίου 'Ανατομικής τής 'Ιατρικής Σχολής του αυτού Πανεπιστημίου, 
δια τήν πρόθυμον τεχνικήν συμ,παράστασίν των κατά τάς ίστοπαθολογικάς 
εξετάσεις. 

Β Ι Β Α Ι Ο Γ Ρ Α Φ Ι Α 
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VETERINARY MICROBIOLOGICAL, INSTITUTE (ATHENS) 

Director: Dr. P. A. KARVOUNARIS 

INFECTIOUS LARYNGOTRACHEITIS IN GREECE 

I.- FIRST ISOLATION OF THE FIELD VIRUS 

(PRELIMINARY REPORT) 

P. KARVOUNARIS, I. MENASHE, G. VEIMOS, A. SEIMEN1S, 
A. PAPADOPOULOS and CH. PAPADOPOULOS 

TARLADZIS and DRAGONAS, in a review of the poultry diseases 
frequency occuring in Greece during the years 1953-1954 (I) report 
that infectious Laryngotracheitis (ILT) has been diagnosed clinicaly 
on 37 cases (l,83.o)o) and it was subject of laboratory research. 

AYFANTIS, PAPADOPOULOS and CH RISTO DOÜLOPOULOS,(2) 
in a similar work reported that during the period of 1955-60 they have 
clinicaly diagnosed a few cases of 1LT, but it has not been possible to i-
solate the virus. 

In the present report the method used for the first isolation of 
ILT virus in our Country, as well as the technique of typing it, are des­
cribed. 

Material have been taken from a poultry farm situated in the region 
of Attika. The disease appeared in the acute form causing high losses 
(30-35. o)o). 

A study of the ILT extent in our Country is in course, based on the 
virus isolations. This study will be reported later. 

I.- MATERIALS AND METHODS 
A- V I R U S I S Ο L Α Τ Ι Ο M : 

In embryonating chicken eggs. 
E m b r y o n a t i n g e g g s : 10 days old procured from a conta­

gious diseases free flock. 
M a t e r i a l f o r e g g i n o c u l a t i o n : Suspension of tracheas 

taken from killed birds showing evident clinical symptoms of ILT. 
E g g i n o c u l a t i o n : 0,2 ml. of the above material on the cho-

rio-allantoic membrane. 

B - T Y P I N G O F T H F I S O L A T E D V I R U S . 
J3y : a) Serum-neutralization test in embryonating eggs 

b) Experimental infection of susceptible test birds 
c) Typical histopatologic findings, on tracheal sections 

of the tested birds. 
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Α.- The Serum-neutralization test for typing the isolated virus in 
embryonating chicken eggs has been performed in the following 
phases, using four eggs per dilution : 
J.- Titration of the isolated virus in embryonating eggs. 
Inoculum used was a 10.0)0 broth suspension of membranes showing 

characteristic lesions due to virus multiplication after egg inoculation of 
the suspected material. 

2. - Titration of the isolated virus in embryonating eggs, in presence 
of normal Serum (Standard negative Serum). 

3.- Main Serum-neutralization, that is inhibition of membrane le­
sions of the isolated virus by hyperimmune ILT Serum having a known 
neutralization titer (Standard ILT positive Serum). 

4.- Titration in embryonating eggs of an ILT virus having a known 
titer (Standard ILT virus). 

5.- Titration in embryonating eggs of the Standard ILT virus in 
presence of Standard negative-Serum. 

6.- Serum neutralization of the Standard ILT virus by Standard 
ILT poritive Serum. 

7.- Comparison between Standard virus Serum-neutralization index 
(NI) and the one of the isolated virus. 

B.- The infection of the susceptible test birds was realized by intra­
tracheal inoculation of 0,2 ml. of the isolated virus. 

Test birds were 2 months old, chosen from a flock free of con­
tagious diseases and susceptible to ILT virus. 

For comparison, another group of birds from the same flock was 
inoculated parallely, as described above with the Standard ILT virus. 

C - To reveal typical histological changes on tracheal sections resulting 
from infected test birds, hematoxyline-eosine staining has been 
used. 

II.- R E S U L T S 

— 6 days after egg inoculation with tracheal suspension from field 
infected birds, small areas of gray thickening, equally dispersed, were 
visible on chorio-allantoic membrane surface. 

No other lesions were observed. 

— The isolated virus Serum neutralization results on embryonating 
eggs, as well as the parallel controls, are refered to the following table: 

Isolated virus titer 10-s 

Isolated virus titer in presence of Standard negative Serum . . . 10-V 
Isolated virus Serum neutralization titer in presence 

of Standard ILT positive Serum 10-1 

Isolated virus Serum neufralization index (NI) 3 f75 
Standard ILT virus titer 1U--V 
Standard ILT virus titer in presence of normal Serum 10-5 

Standard I L F virus Serum neutralization titer in presence 
of Standard ILT positive Serum · 1 10-1.2 

Standard virus Serum neutralization index (NI) 3 r 75 
Difference of the two Serum neutralization indexes 0 
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— The intratracheal inoculation, of the isolated virus as well that 
of the ILT Standard virus, as described above, to six susceptible birds 
respectively, caused on the 5th to the 10th post inoculation day the ap­
pearance of the following symptoms : Depression, sneezing, cyanotic 
head, difficult breathing with extended neck and head. 

— The anatomopathological examination of the experimentally, 
with the isolated and the Standard ILT viruses, infected birds, revealed 
an hémorragie laryngotracheitis only. 

No other gross pathological changes were observed. 
— The histological examination of tracheal sections resulting from 

the above infected birds, revealed the following histological changes: 
necrotic lesions on the epithelium of the mucous membrane, which was 
destroyed on some areas and the detached parts filled the tracheal lumen. 

Many epithelial cells of the destroyed mucous membrane showed 
intranuclear inclusion bodies in most areas. 

No other lesions on the laryngotracheal tube wall were observed. 

III.- C O N C L U S I O N 

— The lesions observed on the chorio-allantoic membrane surface 
of the inoculated eggs, by the pathologic material, 

— The results of the comparison between the Standard virus serum-
neutralization index (NI) and the one of the isolated virus, 

— The typical symptoms and the typical gross pathological chan­
ges of the tracheas and larynxes of the inoculated birds by the isolated 
\rirus and the Standard one, 
suggest that the isolated virus has all the characteristics of ILT virus. 
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