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Viruslarin Uretildikleri

* |n-vivo

— Deneme Hayvanlari
— Embriyolu yumurtalar

* |n-vitro

— Hucre kulturleri

%

e
20 @,ﬁ ’

R
LML

SR AR
A € Y 5

http://www.backyardchfckens.com/t/SSZ123/he|p—clueless—about—incubating—a—rescued—goose—egg—photos

i



Deneme Hayvanlari

1. Konvansiyonel

Standart yetistirme kosullarina tabi tutulan ve herhangi bir
mikrobiyolojik kontrol uygulanmayan hayvanlardir. Dogal olarak
blinyelerinde saprofit veya patojen bircok mikroorganizmayi
barindirabilirler. Bazi rutin denemelerde ve belirli biyolojik
urtinlerin (komplement, negatif veya pozitif serum) elde
edilmesinde kullanilabilirler.

http://denhay.aku.edu.tr/genel-bilgiler/




2. Spesifik Patojen Free
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Vicutlarinda  farkli  mikroorganizmalar  bulundursalar da  patojen
mikroorganizmalari bulundurmazlar.

Surekli kontrol altinda tutulurlar ve 6zel bakima tabidirler.

Sulari ve yemleri mikrobiyolojik kontrolden gecirilir, yasadiklari ortama filtre
edilmis hava verilir.

Bu hayvanlarla yapilan deney sonuglari; konvansiyonel hayvanlarla yapilan
deneylere gore daha spesifik ve glivenlidir.

http://www.nzavs.org.nz/articles/what-is-the-extent-of-animal-use-for-vivisection-in-new-zealand/



3. Germ Free

» Hic bir mikroorganizma barindirmayan ve viicutlarinda bunlara karsi olusan hic
bir antikorun bulunmadigi 6zel hayvanlardir.

% Saglikli annelerden steril sartlarda sezeryanla alinir ve tim cevre sartlarinin
kontrol edildigi bir ortamda yetistirilirlr.

% Yemleri ve sulari sterilize edilir, yasadiklari ortama filtre edilmis hava verilir. Gaita
ve kan ornekleri diizenli olarak mikrobiyolojik kontrole tabi tutulur.

+* Pahali ve masrafli ancak son derece giivenilirdir.

http://microbe.med.umich.edu/services/germ-free-gnotobiotic-mouse-facilities

http://www.narlabs.org.tw/en/news/news.php?news_id=387



Deneme Hayvanlarina Inokulasyon Yollari

— Intranasal

— Intratracheal
— Oral

— Korneal

— Subkutan

— Intradermal

— |Intravenoz

— Intraperitoneal
— Intraserebral
— intramuskuler

https://norecopa.no/norina/procedures-with-care
http://www.nobivacbb.com/catteries/




Embriyolu Yumurtalar

En yaygin olarak embriyolu
tavuk yumurtalari
kullanilmaktadir. Zaman
zaman ordek yumurtasi da
tercih edilmektedir.

ETY’ler glinumiuizde hiicre
kultlrlerinin yaygin
kullaniimasi nedeniyle ikinci
planda kalmis ise de, halen
bazi viruslar icin ideal
Ureme ortamidir.Ornegin,
bir cok kanath virusu,
Mavidil virusu ve InfluenzaA

http://www.backyardchickens.com/t/662123/help-clueless-about-incubating-a-rescued-goose-egg-photos



* ETY uygulamalarinda basarili olmak icin
vumurtanin elde edildigi kuluckahanelerin;

— Surekli takip ediliyor olmasi
— Onemli hastaliklar ydninden ari olmasi
— Fertilite oraninin yiksek olmasi

istenir.



Kimeslerden alinan dolli
yumurtalar 35-37 C’lik  %40-70
oraninda nemli etlvlerde 06n
gelismeye alinirlar.

Yumurtalar her gin elle veya
mekanik olarak donduarilar. Yaklasik
bir hafta sonra karanlik odaya
alinarak canlilik kontrolleri yapilir.
Bu muayenede guclu bir isik kaynagi
altinda embriyonun hareketi ve
damarlari gézlenir.

A. Farhangi, A. Akbarzadeh, M.R. Mehrabi, M. Chiani, Z. Saffari, S. Ghassemi, M. Kheiri
and R. Bashar, 2010. Safety of Human Therapeutic Morphine Vaccine Employing
Lohmann Specific Pathogen Free Eggs. Pakistan Journal of Biological Sciences, 13: 1047-
1051.



http://incubatorwarehouse.com/egg-candling

** Embriyonun hareketsiz ve i1sik altinda kitle seklinde koyu renkli olusu 6ldiigline

isarettir.
0 . . .e .
*%* Canli embriyolar amaca uygun kullanilmak tGzere etlive geri konur.

s Ekim islemi isaretlemeler yapildiktan hemen sonra, embriyonun yeri
degismeden yapiimaldir.



ETY’ye Virus Ekimi Icin Sikhkla

Kullanilan Bolgeler
1. Chorio-allantoik membran (CAM)

2. Chorio-allantoik bosluk (CAB)
3. Amnion kesesi (AK)
4. Sari kesesi (SK) AT
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Chorioallantoic membrane inoculation
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http://www.virology.ws/2009/12/10/influenza-virus-growth-in-eggs/

Herpes simplex virus
Poxvirus

Rous sarcoma virus

Shell membrane

Amniotic inoculation

Yolk sac inoculation

Allantoic inoculation

Influenza virus
Mumps virus

Herpes simplex virus

Influenza virus

Mumps virus
Newcastle disease virus
Avian adenovirus



Bu bolgeler disinda,
korio-allantoik
membran uUzerindeki
embriyonel damarlara
ve direkt olarak
embriyoya da ekim
vapilabilir.

Virus bu keseleri
olusturan membran
hicrelerinde Urer ve

olgun virionlar
keselerde birikir.

\ > u =

/ Injection into
chorioallantoic
membrane

Injection into | W/ 24
embryo x ‘

~ Injection into
amnion

Injection into
yolk sac

Copyright © 2006 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.



Hava kesesi

Amnion kesesi

1. HAVA KESESi TARAFINDAN

Korio-
allantoik
membran

Hava kesesi

Korio-allantoik
bosluk

Albumin

Amnion kesesi

Korio-
allantoik
membran

2. YAN TARAFTAN

Korio-allantoik
bosluk

Albumin Sari kesesi

Bupyconorusa: MeToamuueckme pekoMeHAaumm K 1abopaTopHbIM 3aHATMAM /ABT.-cocT.A.H. EBTyweHKos, P.A. }engakosa, O.6. Pycb, A.M. Xogocosckas. — MH.: BI'Y, 2006



DAY 8 DAY 9 DAY 10

« Feather tracts seen. « Embryo starts 10 look birdike. + Epg tooth prominent.
= Upper and lower beak equal « Mouth opening appears. « Toe nails.

in length.

DAY 14 DAY 15 DAY 16 DAY 1T DAY 18 DAY 19

« Embryo tums head towards « Gutis drawn into « Feathers cover complete body.  + Amniotic fiuid decreases. « Growth of embryo + Yok sac draws info body cavity.
large end of egg. abdominal cawity. « Albumen nearly gone. « Head is between lags. nearly complete. - Amniotic fiuid gone.
of embryo. of space within egg
+ Head is under the riaht wina not in the air calll

http://www.riverbendfarmtasmania.com/incubation-info

+ Yol sac drawn completely
into body.

+ Embryo becomes a chick

{breathing in air o=ll).

+ Internal and extemal pio.



1. Korio-allantoik Membran’a ekim

Hava kesesi

* Poxvirus ve bazi
epiteliotrop Amnionissesi >
karakterdeki ’

. . . Korio-
virus ekimi allantoik
o b Kabuk —— membran
 10-12 glunluk
em b r|y0 Korio-allantoik
bosluk
Albumin / Sari kesesi

Bupyconorusa: MeTogmuueckme pekoMeHAaumm K 1abopaTopHbIM 3aHATMAM /ABT.-cocT.A.H. EBTyweHKos, P.A. }engakosa, O.6. Pycb, A.M. Xogocosckas. — MH.: BI'Y, 2006



Amie J Eisfeld, Gabriele Neumann, Yoshihiro Kawaoka, (2014) Nature Protocols 9, 2663—-2681



Degerlendirme

Ik 48 saat icindeki 6limler teknik hata kabul
edilir.

Daha sonraki ddnemde meydana gelen 6lim ve
natolojik degisiklikler virusa baghdir.

Hava kesesi Uzerindeki kabuk uzaklastirilarak
membran petri kutusuna alinir.

PBS ile yikandiktan sonra membran uzerinde
kalinlasma ve cicek noddulleri aranir.

Kontrole bakilip karsilastirma yapilarak
degerlendirilir.




Nagasse-Sugahara TK, Kisielius JJ, Ueda-Ito M, Curti SP, Figueiredo CA, Cruz AS, Silva MM, Ramos CH, Silva MC, Sakurai T, Salles-Gomes LF (2004). Human vaccinia-
like virus outbreaks in Sdo Paulo and Goids States, Brazil: virus detection, isolation and identification. Rev Inst Med Trop Sao Paulo. 46(6):315-22.



2. Korio-allantoik bosluga ekim

Hava kesesi

e Rutin olarak

N ewcCa Stle Amnion kesesi
virusunun =
Korio-

uretilmesinde
kullanthr.

e O-11 gunluk

allantoik

Bupyconorusa: MeTogmuueckme pekoMeHAaumm K 1abopaTopHbIM 3aHATMAM /ABT.-cocT.A.H. EBTyweHKos, P.A. }engakosa, O.6. Pycb, A.M. Xogocosckas. — MH.: BI'Y, 2006



Degerlendirme

Ik 48 saat icindeki 6limler teknik hata kabul
edilir.
Bu stireden sonra 6len embriyolar degerlendirilir.

Eger bu stirede embriyo dlmemisse 2-4 saat 4 C
dlmesi icin bekletilir.

Korio-allatoik sividan steril bir tipe alinarak
HemaglUtinasyon testi yapilir.

Pozitif sonuc alinmasi virusun Gredigini gosterir.



NDV INFECTED EMBRYO
48 hours postinoculation

Strain - Cal. 11914

http://www.poultrydisease.ir/Atlases/avian-atlas/search/lesion/661.html



3. Amnion kesesine ekim

* Kizamik, Kabakulak
ve Influenza
viruslari

 Embriyonun buyuk
oldugu; 12-14
gunlik yumurta

ava kesesi

Amnion kesesi g
\ Korio-
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| 4o allantoik
\ »
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ATMAM /ABT.-cocT.A.H. EBTyweHKoB, P.A. }engakosa, O.5. Pycb, A.M. Xogocosckas. — MH.: BrY, 2006



Degerlendirme

Ik 48 saat icindeki 6limler teknik hata kabul
edilir.
Bu slireden sonra 6len embriyolar degerlendirilir.

Eger bu stirede embriyo dlmemisse 2-4 saat 4 C
dlmesi icin bekletilir.

Bu yontemde virus embriyonun sindirim ve
solunum sistemine gecerek embriyoyu oldurdar.

Amniyotik sivi steril bir tipe alinarak
HemagllUtinasyon testi yapllir.

Pozitif sonuc¢ alinmasi virusun Gredigini gosterir.



4. Sari Kesesine ekim

ava kesesi

En sikhikla Mavidil )

virusu ayrica, Equine  Amnionkesesi #
\ _____Korio-

Herpesvirus ve kuduz | /

vVirusu 4o | allantoik

membran

Sari kesesinin en
blyuk oldugu zaman,
6-8 gunlik yumurta

Bupyconorusa: MeTogmuueckme pekoMeHAaumm K 1abopaTopHbIM 3aHATMAM /ABT.-cocT.A.H. EBTyweHKos, P.A. }engakosa, O.6. Pycb, A.M. Xogocosckas. — MH.: BI'Y, 2006



Degerlendirme

Ik 48 saat icindeki 6liumler teknik hata kabul
edilir.

Bu slireden sonra 6len embriyolar degerlendirilir.
Yumurta acilarak sari kesesi cikarilir.

Membran PBS ile yikandiktan sonra lam Uzerine
koyularak preparatlar hazirlanir ve boyama vyapllir.

Mikroskopta inkluzyon cisimcikleri ve elementer
cisimcikler aranur.



Fig. | Fig. 2

Clavijo, A., Heckert, R. A., Dulac, G. C., & Afshar, A. (2000). Isolation and identification of bluetongue virus. Journal of virological methods, 87(1), 13-23.

* Fig 2. Mavidil ile enfekte embriyo (sol). Embriyo inokulasyonu takiben
genelde 3-6 guun icerisinde olur ve multiple hemoraji ve 6dem gozlenir.
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