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Tanim

» Tzole edilmis viruslarin in vivo ve in vitro
sartlarda enfeksiyon (ve/veya hastalik)
yapma gliglerinin tespit edilmesi
amacltyla yapilan bir seri uygulamanin
genel adidir.

* Bir virusun enfeksiyozite gticline o
virusun titresi denir.
» Iki temel sekilde yapilir:
» In vivo Titrasyon
« In vitro Titrasyon



In Vivo Titrasyon

* Deneme hayvani ve Embriyolu Tavuk
Yumurtalarinda (ETY) gergeklestirilir.

 Her iki yontemde de esas olan; stok virus
suspansiyonunun seri sulandirmalarinin
hazirlanarak duyarli hayvan veya ETY'larina
inokule edilmesidir.

 Sulandirmalar standart protokole gére
hazirlanir. Stok virus famponlu sivi ile logy,
olacak sekilde sulandirilir.



Virus Sulandirmasi Hazirlama
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» Her sulandirmadan 4 adet deneme
hayvani veya ETY'na uygun yolla
inokulasyon yapilir.

Birimi:

— Deneme Hayvanlarinda

* Letal Doz 50 (LDsp)
* Minimum Infektif Doz 50 (MIDs,)

— Kanath Yumurtalarinda
* Yumurta Infektif Doz 50 (YIDs)



In Vitro Titrasyon

» Hicre Kiiltirlerinde yapilir:
* Makro Titrasyon

* Mikro Titrasyon
* Plak Test



Makro Titrasyon

1 mL Virus
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Mikro Titrasyon
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0.05 mL Viru
0.05 mL PBS
0.1 mL Serumlu Earle



Degerlendirme

» Doku Kiiltiri Infektif Doz 50 (DKIDs,)-
Inokule edildigi sistemlerin ENAZ
yarisinda cpe olugturan virus sulandirmasi.

» Spearman & Kaerber Yontemi
DKIDsy= Xp- d/2 + d(r/n)
Xo = %100 cpe goriilen son cpe sulandirmasi
d = sulandirma katsayisinin log10'u
r = tim pozitiflerin toplami
n = her sulandirma igin kullanilan goz sayisi

 Reed & Miench Yontemi




Kolay Titre Hesabu:
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CPE toplam:: 22 22-2=20 20+4:=5



Titre Hesabr:

100 - 4/4
10! -4/4
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CPE toplami: 21

21-2=19

IOODKID5O: 102’75/0,1m|

Xo=3

d=Log,, 10=1
n=4

r =4+3+2=9

DKIDg,= 1047 /0.1 cc
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19 + 4 = 4,75



Titrasyonun kullanim alanlar:

Notralizasyon testinde kullanilacak
virusun standardizasyonu (100DKIDs,)

Inaktivasyon kinetiginde

Asi hazirlamada

Virus saflastirmada (plak test)

Virus izolatlarinin identifikasyonunda




Plak nedir?
Her virus plak olusturur mu?




Plak Test

Plak; hiicre kiiltirlerinde etrafi sinirli virus
Greme alanlarini fanimlar.

Plak gesitleri: Litik, Proliferatif, Dejeneratif
Petri kutularinda hiicreler drefilir.

Her virus sulandirmasindan iki goze
inokulasyon yapilir.

Virus tGretme vasati olarak 2XEarle+7%1.8-2'lik
Noble agar ilave edilir.

Deierlendirme: Ya ozel boyamalar yapilarak ya
da her glin mikroskopta kontrol yapilarak,
olusan plaklar sayilir.

Plak Olugum Unitesi (PFU) tespit edilir.



Plak test
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http://www.lumacyte.com/applications/rapidviraltiter/



https://en.wikipedia.org/wiki/Virus_quantification
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