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Viruslar Neden Uretilir?

= Viruslari izole ve identifiye etmek igin,
= Viruslar arasi iligkilerin ortaya konmasi igin,

= Profilaktik tirtinler elde etmek ve
standardizasyonunu yapmak igin,

= Serolojik testlerde kullanmak igin,

= Hiperimmun veya tip spesifik serum elde
etmek icin,

= Epidemiyolojik ve patogenetik dzelliklerini
ortaya koymak igin,

VIRUSLAR URETILIR !



» Viruslar sadece canli sistemlerde
Uretilir. Virusun Gredigi bu sisteme
KONAK adi verilir. Konak sistemler in
vivo veya in vitro olarak iki temel grupta
incelenir.

» In vivo sistem—> Deneme hayvani,
Embriyolu Tavuk Yumurtas: (ETY)

- In vitro sistem—> Hucre kiltird




In vivo Sistemler -1

Deneme Hayvanlar:




Deneme Hayvanlari-1

- Konvansiyonel
Hayvanlar: Herhangi
6zel bakim be
besleme programi
uygulanmayan
hayvanlar.
Hiperimmun serum
eldesi




Deneme Hayvanlari-2

- Spesific Pathogen Free (SPF) hayvanlar:
Uzerinde ¢aligilan patojen ve buna ait
serolojik yanittan yoksun hayvanlardir.
Ozel bakim ve besleme uygulanir. Siirekli
olarak lzerinde Glléllan patojen yoninden
vir‘olor]ik ve serolojik olarak kontrol
edilirler. Proflaktik lriinlerin potens ve
sterilite kontrolleri icin kullanihrlar.

- Germ Free (GF) hayvanlar: Higbir patojen
veya apatojen mikroorganizma tagimayan
hayvanlardir. Kendileri Fibl GF olan
ebeveynlerden elde edilirler. Yem ve
ortam havalar: steril edilmek suretiyle
verilir. Sirekli olarak kan ve tim viicut
sekret ve ekskretleri tim pg’ro\ienler
yoniinden kontrol edilirler. Oze

patogenez ¢alismalarinda kullanilirlar.




DIKKAT

* Virusa duyarli hayvan tird,

» Virusa uygun inokulasyon yolu,
» Virusun safligs,

 Virusun titresi,

» Kontrol gruplar,

6OZ ONUNE ALINMALIDIR ...






Inokulasyon Yollar:

Intradermal (Deri igi)
Subcutan (Deri alti)

Dermal scarification (Cizme)
Intramuscular (Kas igi)
Intravenous (Damar igi)
Intracerebral (Beyin igi)
Intraperitoneal (Periton igi)
Intracardiac (Kalp igi)
Intranasal (Burun igi, sprey)
Intratracheal (Trake igi)
Subconjuctival

Conjuctival scarification
Rectal (Rectumdan)

Peros (Oral, agizdan)

INOKULASYON: Virus veya
infektif materyalin yandaki
yollardan herhangi biri ile
organizma dahiline verilmesi.

INFEKSIYON: Virus veya infektif
bir materyalin duyarli bireye
verilmesi veya dogal olarak
girmesinden sonra ¢ogalmasidir.

HASTALIK: Virus infeksiyonu
sonrasi olugan patolojilere bagli
olarak yasamsal fonksiyon ve
davranislardaki normal disi
bulgular bitinddir.

EPRUVASYON: Daha 6nceden
immunize edilen bireylerin virulant
virusla tekrar inokule edilmesidir.




Postinokulasyon Infeksiyon Takibi

+ Antemortem (Olim oncesi)
- Ates,
+ Sekret ve Ekskretlerden etken izolasyonu
» Antikor tayini
* Klinik hastaligin izlenmesi
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Dogal OLUM Euthanasie=Sacrifice

+ Postmortem (Oliim sonrasi)
* Makro (otopsi) ve mikro patoloji







In vivo Sistemler -2

Embriyolu Tavuk Yumurtas:t
(ETY)



Embriyolu Tavuk Yumurtas:
(ETY)




Genel Kavramlar-1

Yumurta Secimi: Hastaliksiz sirilerden délli yumurtalar alinir.
Beyaz renkli ve yaklasik 5-6 g agirlikta olmalari arzulanir.

Inkubasyonu: Ozel inkubatérlerde (kulugka makinasi) saklanirlar.
Bunlar 35-37°C 1s1 ve % 40-70 oraninda rélatif rutubete
sahiptirler. Inkubasyon middetince hergin canhlik kontroli

yapilir.

» Canhlik kontroli karanlik bir ortamda ve yiiksek gtiglii bir 1g1k kaynagi
altinda yapilir. Baglangigta sadece yumurta sarisi tizerinde dar bir alanda
tespit edilen damarlar herglin artar. Goz kiiresi ve ekstremiteler
belirginlesir. Embriyo hareketlenir. Olii olan embriyolar hareketsiz,

damarlar soluk gri renkte ve degismeyen buydkliktedir. Agilirsa gok pis
kokar.



Genel Kavramlar-2

Inokulasyon: Direkt embriyoya (iv, sc, icer, retrobulbar vb) veya
aksesuar yumurta komponentlerine (CAM, CAK, AK, SK)
yapilabilir.

Inbubasyon ve Giinliik Kontoller: Daha énce belirtildigi gibi
yapilir. Virus dremesine bagl olarak embriyo 6limd takip edilir.
Ilk 48 saat igindeki &liimler uygulama hatasi olarak kabul edilir.

Infeksiyonun Takibi: Olen veya éldiiriilen embriyoya ait sivi ve
doku 6rnekleri virus lremesi yoninden kontrol edilir.

- CAM - Lokal damarlasma, opasite, pox olusumu

- CAK - Sividan hemaglutinasyon

- AK = Sividan hemaglutinasyon

- SK - Sari kesesi zari boyanir, inkluzyon cisimcikleri taranir.




1. Chorioallantoik Membran

* 9-12 giinlik embriyo
» Epitheliotrop viruslar
(Pox-, herpesvirus)

» Pencere seklinde agilan py—
kabukdan girilir ve zara
damla halinde virus
suispansiyonu birakilir.
Damla altina gelen Allantoic
yerler enjektsr ucu ile =
cizilir (scarification)

Shell

Albumin




Inobulasyon yerindeki CAM dikkatlice
yumurtadan disari alinir ve bir petri
kabina yerlestirilir. Birkag kez fizyolojik
tamponlu bir sivi (PBS, FTS) ile yikanarak,
allantois sivisi ve kan hicrelerinden
temizlenir.

Temizlenen zar iginde bulundugu petri
kutusu ile koyu bir zemin tzerine konarak
kontrol yumurtaya (virus inokule
edilmemis) ait CAM ile karsilastirilir.




- New Castle virusu,
+ Virus lremesi alantois

2. Chorioallantoik Kavite

* 9-12 giinlik embriyo

sivisina yapilan HA testi
ile tespit edilir.




« Virus uremesi, amnion

3. Amnion Kavitesi

» 9-12 glinlik embriyo
+ Influenza virusu, Mumps
(Kabakulak) virusu

sivisina yapilan HA testi
ile tespit edilir.




» Kuduz virusu, Mavidil

4. Sari Kesesi
* 6-8 glinliik embriyo

virusu, EHV-1 ve EHV-4 pir sac

» Virus lremesi, gerek Amniti /- N
cavity
yumurta sarisi ve ! \\ -
Pl Chorioa llantoic
gerekse sari zarinin ¢zel ‘ @ \\\ e
Shell

boyalarla boyanarak 2. Yol

inkluzyon cisimciklerinin = s /
tespit edilmesi esasina

gore takip edilir. e \W e




In Vitro Sistemler

Hicre Kiltdrleri



Genel Tanimlar

* Organ Kulturd: Organlarin belirli bir bolimd veya
tamaminin fonksiyon ve yapilari muhafaza edilmek
sarti ile invitro olarak saklanmalaridir.

Doku Kiilturd: Dokularin fonksiyon ve yapilari
bozulmaksizin in vitro olarak saklanmalar: ve
dretilmeleridir.

Hicre Kiltird: Tek bir hiicreden gogalarak in vitro
sartlarda hiicrelerin liretilmesidir. Burada hiicreler
higbir zaman dokuya varan bir organizasyon
sergilemezler.



Hicre Kiltdrd Tanimlar:

Primer Hiicre Kiltird: Hiicrelerin orijin aldiklari doku veya organdan in
vitro sartlara ilk adapte edildikleri formdur. Bu tanimlama ilk
subkiiltirin yapildigi ana kadar gegerlidir. Genellikle 6limld (mortal,
finite) hiicrelerdir.

Permanent (Devamli) Hiicre Kiiltird: Sinirsiz olarak gogalabilen ve
subkiiltirleri yapilabilen hiicre kiltirleridir. Karyotipik olarak orijin
aldiklari doku veya hiicrelerden tamamen farklilasmis hiicrelerdir.

Diploid Hiicre Kdiltirleri: Primer kiltirlerin subkdiltirlerinin yapilmasi
sonucunda elde edilir. Karyotipik dzellikleri orijin aldiklari dokudan belli
oranlarda (% 20-30) farklilik gosterir.

Fibroblast Hiicre Kiiltiird: Embriyonal dokulardan kéken alan, mekik (ig)
benzeri morfoloji sergileyen hiicrelerdir.

Subkdltir: Bir kilttr ortaminda Gremesini famamlamis olan hiicrelerin
bir baska kiiltiir ortamina sulandirilarak veya sulandiriimaksizin
aktarilmalari veya transplantasyonlaridir.




Primer hiicre

Scanning
EM

Transforme hiicre




Kiltdr Ortamlar

Hiicre kiiltird siseleri
- Cam (recycling)
- Plastik (disposable)

Steril
Notr

Hiicre liretme vasatlari
- Steril
- Besleyici
- TIsotonic
- Notr pH
- Vicut 1sisi

Vasat sise hacminin %10'u olacak
ekilde ortama ilave edilir ve %
-20 arasinda degisen oranda

inaktif dana serumu igerir.




Kialtir Ortamlari

» Vasatin goreuvi,

- Iginde barindirdigi hiicre i¢in besin kaynag,

- Hiicre fonksiyonlari igin uyarici ve mineral kaynag,
- In vivo sartlardaki homeostatik ortamin saglanmasi
- Metabolitler igin atik yeri,

+ Serumun goreuvi,

- pH regiilasyonu yapar,

- Tutunma ve baglanma faktorlerini igerir,

- Hormon ve tasiyict maddeleri igerir



» Hiicreler iginde bulunduklar: kabin yiizeyi
ile olan iliskilerine gore;

- Yerlesik, (i¢inde bulundugu kaba tutunan)

- Stationer (tek katl veya tabakalanmis)
- Roller (doner)

- Suspanse, (iginde bulundugu kaba tutunmayan)



Primer Hicre Kiltird Hazirlanisi

Organ veya doku sec¢imi:

Mmoo w>»

Donérler geng miimkiinse fotus olacak

Donorler saglikli olacak

Alinan doku/organ lizerinde bir patoloji olmayacak

Alinan doku/organ dondurulmayacak

Alinan doku/organ bir kimyasal madde ile temas etmeyecek
Soguk ortamda laboratuvara nakledilecek

Labor'atuvar' ekipmani
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UV steril edilmis calisma zemini

Cam malzeme (tilbentli beher, petri, erlen, pipet vb)
Operasyon seti (makas, pens, bistiri, spatula)
Manyetik karigtirici ve gubuk

Maske, eldiven, teint d'iode, pamuk, gazl bez
Sogutmali santrifiij

370C ayarli su banyosu ve etiiv

7%0.25 tripsin, PBS, vasat, inaktif dana serumu



Primer Hicre Kiltird Hazirlansi
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Doku tizerindeki zar veya kapsula soyulur,

Bir petri kabina makas ile doku pargalar: alinir,

Makas ve ¢ift bistiri yontemi ile iyice kigultilir,

Erlene aktarilan dokular PBS ile tekrarlayan kereler yikanir.
Isitilmig tripsin ile hiicreler arasi bag doku ayrilir

Hicre tripsin karisimi her 20 dakikada bir behere alinir ve
1sis1 dustrdlir

Tripsinizasyon dokular iyice par¢alanana kadar sirer.
Elde edilen hiicre + tripsin karisimi santrifij ile ayrilr.

Hicreler sayilir, vasat (dana serumlu) iginde sulandirilir ve
kiltir sisesine aktarilir.

37°C de inkube edilir. Her glin doku kiiltird mikroskobunda
takip edilir.



Primer Hicre Kiltird Hazirlansi




Kiltire Edilen Hiicre (MDBK)




Fibroblastoid Hiicre

ATCC Number: CCL-10
Designation: BHK-21
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Low Density Scale Bar = 100pm Scale Bar = 100pm




Epitheloid Hiicre

ATCC Number: CCL-81
Designation:  Vero

High Denity . Scale Bar = 100pm




Hiicre Idamesi

- Subkdltir
- Dondurma



