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15 - 30 ilâ 200 milimikron aras ında değ işen viruslar 1 — Deney 
hayvan ı  2 — Embriyolu tavuk yumurtas ı , 3 — Doku kültürü gibi 
sadece canl ı  ortamlarda üretilebilir. Deney hayvan ı  metodunun 
ekonomik olmamas ı , Doku kültürünün zor olmas ı , buna mukabil 
embriyolu tavuk yumurtas ının hem ucuz ve hemde kolay temin 
edilmesi nedeniyle embriyolu tavuk yumurtas ına inokülasyon me-
todu, son y ıllara kadar lâboratuvarlarda en çok kullan ı lan bir me-
tod olmuş tur. 

OMURTAG (11); Embriyolu tavuk yumurtas ına ekim metodla-
rının; bol miktarda virusi materyalin temin edilmesi, inokülasyon-
dan sonra deney hayvanlar ında olduğu gibi antikor te şkil etmenin 
söz konusu olmamas ı , virusların embriyolu tavuk yumurtas ı na 
inokülasyon suretiyle elde edilen a şı ların deney hayvan ına inokü-
lasyon ile elde edilene nazaran daha az protein ihtiva etmesi gibi 
faydalar ı  yan ı nda, yumurtan ın kendi bünyesindeki latent viral en-
feksiyonları  beraberinde a şı  materyaline intikal ettirmesi, Pleurap-
neumonia like organizmler ile Ornithosis, Rous sarcoma, Avian 
encephalitis ve New-castle etkenlerinin bar ınağı  olmas ı  gibi mah-
surlar ı n ın da bulunduğunu bildirmektedir. 

Embriyolu tavuk yumurtas ına inokülasyon; ilk defa 1911 y ı lın-
da ROUE ve MORPHY taraf ından Rous sarcoma üzerindeki ara ş -
tırmalar s ı ras ında kullan ı lmış  (5.), 1931 yı lında GOOD PASTEUR 
ve WOODRUF (5.), 1946 senesinde BEVER İ DGE ve BURNET (8), 
virusu yumurta embriyosuna inoküle ederek, embriyoya ekim üze-
rindeki çal ış maları  hakiki inkiş af sahas ına doğ ru intikalini temin 
etmiş lerdir. 

Redaksiyona verildiğ i tarih : 27 Haziran 1973 
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Bu gün; Rickettsial ve viruslar ın embriyo kültürlerinin yap ı l-
mas ında, serolojik reaksiyonlarda kullan ılan antigen'lerin haz ırlan-
mas ında ve a şı  imalinde kullanılan en önemli bir vas ıta haline gel-
miş tir. Bu nedenle fekonde edilmi ş  tavuk yumurtas ına yap ılacak 
ekim nev'i ve tekniğ inin bilinmesi, en önemli hususu te ş kil eder. 
Ancak burada tavuk foetus'unun biyolojisi, yumurtan ın teş ekkülü, 
kuluçkaya konacak olan yumurtan ın men ş eyi hakk ında bilgi sahi-
bi olmak gerekmektedir. 

Yumurta te şekkülüntin biyolojisi : 

Cinsel olgunluğa eri şmiş  olan her tavuğun Ovaryumunda, an-
cak mikroskopla görülebilen yüzlerce yumurta sar ısı  hücreleri var-
dır. Büyüme ve olgunlaş mas ı  sona eren yumurta sar ıs ı , Folikül ad ı  
verilen zarının uygun bir yerinden çatlamas ı  sonucu Oviduct'a ge-
çer. Yumurta Oviduct'un ön k ı smında takriben 3 saat kal ır. Bu sü-
re esnas ında sarının etraf ını  çeviren yumurta ak ının % 45 ş i olu-
şur. Keza fekondasyon'da Oviduct'un ön k ısmında vukua gelir. 
İ sthmust'a geçen yumurta 1 saat kadar bekler ve bu esnada yu-
murta ak ı nın geriye kalan 0/0 10 u ile zar kabuğun te ş kiline yara-
yan yap ış kan maddeler meydana gelir. Nihayet Uterus'a geçen yu-
murtan ın zar kabuğu ve kabuğu oluşur. Vagina'dan h ızla geçen ytt-
murta dış ar ı  at ı lırken yumurta kanal ı  öne doğru uzanarak dış kı  
deliğ ini kapar. Böylece yumurta Cloaca'dan genellikle temiz ç ı -
kar (4 - 5). 

Cloaque 

Ş ek. 1 : Genital organ ve yumurtas ının ş ematik görtinumit (IQ). 
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Embriyonun teşekkülünün biyolojisi : 

Yumurta daha uterusta iken Zigot'ta bölünmeler ba ş lar. Fakat 
dış ar ı  ç ı kan yumurta müsait hararet ve ş artlar ı  bulamadığı  için bö-
lünme durur. D ış arıda duran bu bölünmeler, yumurtan ın inküba-
töre konmas ından sonra yeniden ba ş lar. 21 günlük kuluçka miid-
detinde embriyoda bir çok de ğ iş iklikler olur. Taze olarak kuluçka 
makinesine konan, döllenmi ş  yumurtada; Morula, Blastula ve 
Gastrula ad ı  verilen bölünme safhalar ından sonra Ektoderm, Eno-
derm ve Mezoderm tabakalar ı  husule gelir. ERENÇ İ N (4)'e göre 
Ektoderm'den deri, tüy ve sinir sistemi, Endoderm'den; solunum 
ve sindirim organlar ı , Mezoderm'den ise; kemik, adele ve kan do-
kusu oluşur. 

Kuluçka makinesine konan yumurtan ın 2. gününde, yumurtz, 
 sarı sı  oval bir şekil alı r ve yukar ı  doğ ru çıkar. Bu hali ile yumurta 

sarı s ı  adeta yumurta ak ı  içinde yüzer vaziyettedir. Bir süre sonra 
da yumurtada kan damarlar ı  oluşur. Embriyo yumurta ak ın ı  doğ -
rudan doğ ruya alamaz. Ancak yumurta sar ı s ı  aracı lığı  ile alabilir. 
Bunun içindir ki kan damarlar ı  yumurta ak ın ın içinde değ il sarı -
n ın etraf ı ndad ı r. Kan damarlar ın ın oluşumundan sonra g ı da alma 
iş ide baş lamış  olur. Bu nedenle sindirilen besin maddeleri art ıkla-
r ın ın dış arı  at ı lmas ı  yani Defekasyon i ş leminin de ba ş lamas ı  gere-
kir. Defekasyon 2. günün nihayetinde te şekküle ba ş layan ve 4. gün 
tamamlanan Allantois arac ı lığı  ile olur. Chorio-allantois üzerinde 
yumurta sar ı s ı ndan gelen kan damarlar ı  solunum iş ini yüklenmi ş -
lerdir. Allantois'in te ş ekkülünden önce zigotun etraf ı n ı  çeviren yu-
murta ak ı ndan al ııı mış  su ile dolu ve oksijen ile doyurulmuş  vazi-
yette Amnion kesesi meydana gelir. Zigot bunun içinde yüzer vazi-
yettedir. 3. gün embriyo ile birlikte Chorio-allantoic zar da te şek-
küle baş lar ve zaman geçtikçe büyür. Embriyonun vaziyeti s ırt yu- 

karı , vücut bütünüyle yumurtan ın uzun ekseni boyunca uzan ı r. 4. 

gün ayak ve kanat yerleri belirmeye ba ş lar. 6. gün ayak ve kanatlar 

belli olur. 9. gün embriyo bir ku ş  manzaras ı nı  alır. 13. gün ise s ı rt-
ta tüylerin te şekkül etmeğe ba ş ladığı  görülür (4 - 5). 

10 günlük bir yumurta embriyosunun ş ematik görünümü ş e-

kil (2) de gösterilmi ş tir. Bunlar sı ras ı  ile; 
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I — Zar Kabuk : Yumurta sar ı s ı , kabuğu her taraftan ona biti-
ş ik olarak kaplam ış t ı r. Zar kabuk yumurtan ın geni ş  k ısmı ndaki ha-
ve kesesi taraf ında daha iyi inki ş af etmi ş tir. 

2 — Chorio allantoic membran : Haricen Chorionic ektoderm, 
dahilen Chorionic endoderm'den meydana gelmi ş tir (5). Bu iki taba-
kadan kan damarlar ı  yani kapiller arteri ve kapiller venler bulu-
nur. Daha önce de bahsedildi ğ i gibi bu membran, embriyonun so-
lunum i ş ini görmektedir. Chorio-allantoic membran her taraf ından 
zar kabuğa yap ış mış tı r, fakat biribirlerinden kolayca ayr ı l ırlar. 

1-Hava kesesi 2-Zar kabuk 3-Extraernbryonic 
bosluk 4 -Amniotic membrane 5-A ınn ıotic 
bosluk 6-Chorioallantoic membrane 7-Allan_ 
toic boş luk 8-Kabuk 9-Yumurta ak ı  10-Yu-
murta sar ı s ı  

Ş ek. 2 : Embriyolu tavuk yumurtas ı nın Eematik görünümü (8). 

3 — Chorio-allantoic cavW : Chorionic ektoderm ile Chorionic 
endoderm aras ındaki bo ş luktur ki bu bo ş lukta Allantois s ıvı s ı  bu-
lunur. 6 - 8 ci günlerde 1 c.c. olan bu s ıvı  12 - 13 cü günlerde 6 - 8 
c.c. ye ula şı r. Önceden berrak olan bu s ıvı  13 - 14 cü günlerde böb-
reklerin ç ıkard ığı  Ekstra üretaz ve Fosfatazlar nedeniyle bulan ı r. 
12 - 13 cü günde alkali, daha sonraki günlerde aside dönü şen bu s ı-
vının, pH s ı  6 dır (8). 13 cü günden sonra s ıvı  azalır ve civcivin ç ık- 
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mas ı  esnas ında Chorio-allantoic s ıvı  bulunmaz (3). Allantois s ıvıs ı-
nın aşı  ve antigen haz ırlanmas ında, virus pasajlannda önemli yeri 
vardır. 

4 — Amnion kesesi : Içindeki s ıvı  ile birlikte embriyoyu çevir-
miş tir. Embriyonun kolayl ı kla hareket etmesini temin eder. 

5 — Amnionic cavite.  : Yakla şı k olarak 1 cc. s ıv ı  ihtiva eder. Bu 
s ıvı  12 nci güne kadar berrakt ı r. Sonraki günlerde bulanmaya ba ş -
lar. Inokülasyon yap ı lmayan bir yumurtan ın amnion s ıvıs ıında 
% 0,006 oran ında albumin bulunmaktad ı r (3). 

6 — Yumurta sarısı  : Sindirim ve defekasyonun ba ş lamas ından 
önce embriyonun beslenmesinde en önemli rolü oynamaktad ır. Yu-
murta sarıs ı  endodermal orijinlidir. Etraf ı  kan damarlar ı  ile kapl ı  
yumurta sar ı s ı  kesesi içinde yer al ır ve 6 nc ı  günden itibaren azal-
maya baş lar. 

Kuluçkaya konacak olan yumurtanm men şei ve canl ı lık 
muayenesinin yap ılması  : 

Embrlyolu yumurtan ın Ricketsia ve Virusların üretilmesinde 
kullanılan en uygun ve temini kolay vasatlardan biri oldu ğunu yu-
karıda belirtmiş tik. Bu maksat için; yumurta belirli ve hastal ıks ı z 
bir tavuk çiftliğ indeki Legorn'lardan elde edilmi ş , beyaz kabuklu, 
döllenmiş , 55 - 60 gr. ağı rlığı nda olmalı dır. Her ş eyden önce seçilen 
yumurtalar ın parazit vs. gibi yabanc ı  maddeleri ihtiva etmemesi, 
sans ız ve kabuksuz, yumurta içinde yumurta gibi anormal yumur-
ta olmamas ı  gerekmektedir. Kullan ı lacak yumurtalar ın kabukları -
nın temiz ve sağ lam olması  gerekir. Baz ı  müellifler kirli kabuklar ı  
sabunlu su veya alkolle silmeyi tavsiye ettikleri halde (8), baz ı  ınü-
ellifler silinen yumurtalarda kontaminasyon'un kolayla ş acağı n ı  
söyleyerek temizlenmemesi fikrini savunmaktad ırlar (3). Kuluçka-
ya konacak olan yumurtalar d ış  ortamda 10 günden fazla bekIetil-
memeli, mümkünse 5 günü geçirmemelidir. Kuluçkaya konmadan 
önce yumurtalar 4,5 - 20°C de muhafaza edilmelidir. Kuluçka maki-
nesine konan yumurtalar günde en az iki defa çevrilmeli ve 5 da-
kika kadar soğutulmal ı dı r. 

Yumurtalar inokülasyondan önce fi - 14 günlük iken karanl ı k 
bir odada, içine 100 W. bir lâmba yerle ş tirilmiş  ve ortas ına yumur- 
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tan ın küçük ekseninden daha dar bir delik aç ı lmış  «Yumurta mua-
yene lâmbas ı »nda muayene edilir Muayene s ı ras ında embriyonun; 
canl ı , siyah renkli, hareketli ve Chorio-allantoic zar üzerinde bulu-
nan kan damarlar ın ın dolgun olmas ı  gerekmektedir. Keza bu s ıra-
da hava kesesinin alt s ınırı  ile embriyonun bulunduğu yer bir kur-
şun kalemle i ş aretlenir. Yumurta kabu ğu çeş itli ekim metodlar ın-
da bir biz veya sivri uçlu bir alet yard ımıyla zar kabuk zedelenme-
den delinir. İ nokülasyon için lastik puar, ucuna ince bir i ğne tak ı l-
mış  enjektör, kapiller pipetlerden istifade edilir. İ nokülasyon asep-
si ve antisepsiye dikkat edilerek ve steril aletler kullan ı larak yap ı -
l ı r. Ekimden sonra yumurtalar BETTS ve YORK'a göre 33, 35, 37 
ve 36 - 38°C (1) lik bir bakteriyolojik etüve kald ırı larak inkübe edi-
lirler. 

İnokülasyon için embriyonun geli şme devresinin seçimi : 

İ nokülasyon için embriyonun geli şme devresinin seçimi, vi-
rusun tabiat ına ve inokülasyon yoluna göre de ğ işmekle beraber, 
ekim yollarına göre embriyonun gün olarak ya şı  tablo (1) de gös-
terilmiş tir. 

İ nokülasyon için 
Inkübasyon süresi, 

İ nokülasyon nevi 
	

gün olarak 
	

Ekim günü 

1 — Chorio-allantoic membran 	 10-13 	10. ve 12. gün 

2 —Allantois boş luğ u 	 10-12 	 10. gün 

3—Amnion boş luğ u 	 12-14 	 13. gün 

4 —Yumurta sar ı s ı 	 5- 7 	 6. gün 

5— İ ntraveineuse 	 12 -13 	 12. gün 

6— İ ntra~rale 	 12 	 12. gün 

Tablo 1 : Çe ş itli inokülasyon şekilleri için elveriş li inkübasyon süreleri (gün olarak) (6). 

Buraya kadar fekonde bir yumurtada embriyonun olu şumu ve 
inokülasyonun yap ı lacağı  yumurtanın haiz olmas ı  gereken özellik-
leri kısaca belirttik.. Ş imdi inokülasyon çe ş itlerine göre uygulana-
cak teknik hakk ında bilgi vermeye geçebiliriz. 
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İnokülasyon metodları  

Yukarıda da bir nebze temas edildi ğ i gibi, yumurta embriyosu. 
na  yap ılan inokülasyonlar ba ş l ıca; 1 — Chorio - allantoic membran, 
2 — Allantois s ıvı s ı , 3 — Amnion kesesi, 4 — Yumurta sar ı s ı , 5 — 
Intraveineuse, 6 — intracerebrale şekillerde yap ı l ır. 

I — Chorio - allantoic membrana inokülasyon 

Bu nev'i inokülasyon üç şekilde yap ı labilir. 

a — Görerek ekim • Yumurta muayene lâmbas ı nda hava kese-
sinin alt s ınırı  ve embriyonun bulundu ğu yer i ş aretlenir. Embriyo-
nun bulunduğu taarfta, kabuk üzerinde kan damarlar ın ın bulunma-
dığ i bir bölgede, üçgen tarz ında bir saha çizilerek üzeri dezenfekte 
edilir. Keskin bir alet veya dirille zar kabu ğa zarar verilmeden ka-
buk kesilerek kald ı rı l ır. Zar kabuk üzerine bir kaç damla steril se-
rum fizyolojik damlat ı lı r. Zar kabukla Chorio-allantoic membran 
aras ına yay ılan serum fizyolojik bu iki zar ın biri birinden ayr ılma. 
sı nı  temin eder. Hava kesesinin tepesine biz yard ımıyla bir delik 
aç ı lır. Bu deliğe tatbik edilen bir lastik puar ile hafifçe emilerek 
Chorio-allantoic membran ın düşmesi ve sun'i bir hava bo ş luğunun 
meydana gelmesi sa ğ lanı r. Üçgen şeklinde aç ı lan pencereden giri-
lerek, bir pasteur pipeti veya ucuna 18 - 20 (3) nolu i ğne tak ı lmış  
bir enjektör ile zar kabuk geçilerek 0,05 - 0,1 c.c. inokülüm mem-
bran üzerine damlat ı l ır. 

İnokülasyondan sonra, pencere bir lâmelle kapat ı larak üzeri 
ve hava kesesi tepesindeki delik; t ırnak cilas ı , eritilmiş  parafin, 
mühür mumu veya %5 yumurta ak ı  (7) ile iyice kapat ı larak, hori-
zontâ1 ş ekilde inkübasyona b ırakı lır. 

b — Görmeden ekim : Yumurta yine horizontal tutularak, ha-
va kesesi tavan ında ve inokülasyon için elveri ş li olan bir noktada 
işaretlenen yerler, uygun bir antiseptikle dezenfekte edilir. Bu nok-
talar, zar kabuğa zarar vermeden 2 mm. geni ş liğ inde delinir. İ nokü-
lasyon yapı lacak noktadaki deliğ in etraf ına bir damla steril mayi 
parafin koyulur. Hava kesesi üzerindeki delikten hafifçe emilerek, 
yumurta muayene lâmbas ında sun'i hava bo ş luğu meydana gelip 
gelmediğ i kontrol edilip, dü ş tüyse s ı n ırı  bir kurş un kalemle çizilir 
Horizontal vaziyette tutulan yumurtaya 0,05 cc. inokülüm enjekte 
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edilerek, delikler uygun bir kapat ıc ı  ile kapat ı lıp, inkübasyona kal-
dırdır. 

e — Görmeden ekim : Hava kesesinin tepesinde yumurta ka-
buğu dezenfekte edilerek 1,5x1,5 cm ebad ında kesilip kaldınhr. Ay-
nı  şekilde zar kabukta bir pens veya makasla kesilerek kald ınlır. 
İ nokülüm enjektör veya pasteur pipeti ile damlat ı l ır, pencere selo-
teyp ile kapat ı larak yumurta dikey pozisyonda inkübatöre kald ın-
l ı r (3). 

Chorio-allantoic membran üzerine ekim özellikle; Vaccinia, 
Variola, Laringo - thraheitis, Aujeszky viruslar ının izolasyonları  ve 
kültürleri için kullan ı l ır. Chorio-allantoic membran; patolojik olu-
şumlar ve Einschulusskörpechen'lerin teşekkülü, virus ve antise, 
rumlar ın «Pock» (Düğümcük) sayma tekni ğ i ile titrasyonlann ve 
kimyasal tedavi aktivitesinin tesbiti için en elveri ş li yerdir (3). 

Ş ek. 3 : Chorio - allantole membran üzerine görerek direk ekim (7 ♦ . 

Enfekte materyalin toplanmas ı  için; yumurta kabu ğu, suni ha-
va kesesinin üstü iyice dezenfekte edildikten sonra bir makas ile 
kesilerek at ı lır. Zar kabuk ile Chorio - allantoic membran da ayr ı  
bir makasla kesildikten sonra, yumurta muhteviyat ı  bir petri kutu-
suna aktar ı l ır. Membran muhteviyattan temizlenerek ay ırt edilir. 

Ekim hava kesesi tepesinde 1,5x1,5 cm ebad ında bir pencere 
açı larak yap ılmış  ise, yumurta kabuğu (hava kesesinin üst k ı smı) 
dezenfekte edilir. Hava kesesinin alt s ınırından 5 mm üstte olmak 
üzere kabuk kesilerek kald ırı l ır. Zar kabuk bir pens ile tutularak 
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ayırt redilir. Chorio - allantoic membran y ırt ı lır. Yumurta muhtevi-
yat ı  boş alt ı larak, Chorio - allantoic membran al ınır. 

2 — Allantois boş luğuna inokülasyon : 

Allantois bo ş luğuna ekim için de 3 ayr ı  teknik uygulanabilir. 

a — Aspirasyon vas ıtası  ile ekim tekniğ i : Bu maksat için 10 - 
12 günlük yumurtalar kullan ı lır Yumurta, muayene lâmbas ında 
muayene edilerek hava kesesinin alt s ınırı  ile embriyonun bulundu-
ğu yer bir kurşun kalemle çizilir. Embriyonun bulundu ğu tarafta, 
bu noktadan 0,5 cm. kadar uzakta, kan damarlar ından fakir bi ı  
nokta işaretlenir. Her iki nokta da 1/10 alkolle dilüe edilmi ş  
iode (7) ile dezenfekte edilir. Zar kabu ğu zarar vermeden küçük bir 
delici ile 3 mm. ebad ında delinir. Ucuna 18 - 20 (3) nolu iğne takı l-
mış  bir enjektör ile, embriyo üzerine isabet eden delikten 3 - 4 mm. 
kadar girilerek 0,05 - 02 cc. inokülüm enjekte edilir. 

Embriyoya zarar vermemek için kullan ılan iğnenin ucunun 
mutlaka k ır ı k veya aşı ndırı lmış  olmas ı  gerekir (3, 7, 8). Delikler pa-
rafin, t ırnak cilas ı  gibi uygun bir kapat ıcı  ile kapat ı larak inkübas-
yona kald ırıhr. 

ş ek. 4 : Allantois bo ş luğuna aspirasyon Ile ekim tekniğ i (7). 

b — Hava kesesi bo ş luğu yolu ile ekim tekni ğ i : Bu yolla ekim 
_hava kesesi bo ş luğu katedilerek yap ı lır. Bunun için hava kesesi ta- 
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banından 0,5 cm. uzakl ıkta, embriyonun bulunduğu tarafta bir nok-
ta iş aretlenir. Ucu düzle ş tirilmiş  bir iğne tak ılmış  enjektör ile de-
likten 10 - 15 mm. girilerek 0,05 - 0,2 cc. inokülüm enjekte edilir. 

e — Direk inokülasyon tekniğ i : LEP İ NE ve SOHIER; allantois 
boş luğuna, hava kesesinin tepesinden 0,5 - 1 cm. uzakl ıktaki bir 
noktadan dik olarak girilerek, inokülümün enjekte edilmesini tav-
siye etmektedir. 

Allantois mayiinin toplanmas ı  : Kabuk, hava kesesinin üzerin-
de uygun bir dezenfektan ile dezenfekte edilerek, hava kesesinin 
alt s ınırından 0,5 cm. kadar yukar ıda kesilerek kald ırıhr. Chorio-
allantoic membran y ırtı lır Bir pens ile embriyoya bast ırı larak, 
steril bir pipet yard ımıyla allantois mayii emilir. 

3 — Anmion boş luğuna inokülasyon : 

a — Görerek direk ekim : Hava kesesi üzerinde kabuk dezen-
fekte edildikten sonra 2 cm. çap ında yuvarlak bir pencere aç ı lır. 
Zar kabuk kald ırı lır. Allantois zar ı  ucuna küt bir i ğne takı lmış  en-
jektörle geçilerek inokülasyon yap ı lır. Enjeksiyondan önce bir pens 
yard ımıyla allantois zar ının tutularak çekilmesi ekimi kolayla ş tı-
rır. İ nokülasyondan sonra, aç ı lmış  olan pencere lâmel veya selefon 
ile kapat ı larak üzeri parafinlenir ve inkübasyona kald ınlır. 

b — Yarı  görerek ekim • Hava kesesi üzerinde kabuk dezen-
fekte edildikten sonra 1,5x1,5 cm. geni ş liğ inde bir pencere aç ılı r. 
Zar kabuk üzerine bir kaç damla steril serum fizyolojik damlat ı lı r. 
Embriyonun hareket etmesi beklenirken gözünün oldu ğu yer tayin 
edilir Ucuna küt bir iğne tak ı lmış  enjektör, bu istikamette bat ırı -
larak materyal enjekte edilir. Aç ı lan pencere yukar ıdaki şekilde ka-
pat ı larak inkübasyona b ırakı lır. 

e — Görmeden ekim tekniğ i : Yumurta, muayene 'Arabas ında 
muayene edilerek, hava kesesi tepesinde ve embriyonun bulundu ğu 
tarafta birer nokta i ş aretlenir, üzerleri dezenfekte edilerek delinir 

Enjektör embriyoya dokunacak şekilde sokularak 0,2 cc. inokülüm 
enjekte edilir LEP İ NE ve SOHIER görmeden ekimin a ş ağı daki 
ş ekillerde de yap ı labileceğ ini bildirmektedirler. 
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1 — Karanl ık odada hava kesesinin alt s ınırı  ve embriyonun 
yeri i ş aretlenir. Hava kesesi dezenfekte edilir. Hava kesesi üzerin-
de embriyoya 2 cm. uzakl ıkta bir yer i ş aretlenerek delinir. Ucu küt 
iğneli enjektör, embriyo istikametinde sokulur; 0,2 cc. inokülüm 
enjekte edilir. Delik kapat ı l ı r ve yumurta dik olarak viole yerle ş ti-
rilerek inkübasyona kald ırı l ı r. 

2 — Yumurta viol üzerine vertikal olarak yerle ş tirilir ve embri-
yonun z ıt taraf ı  ayd ınlat ı l ır. Hava kesesinin alt s ı nırına yak ın ve 
embriyonun bulunduğu yerde bir nokta i şaretlenerek dezenfekte 
edilip, delinir. iğne bu noktadan sokularak, embriyonun hareket 
ederek iğneye temas etmesi beklenir. Bu anda 0,1 - 0,2 cc. materyal 
inoküle edilir. Delikler kapat ı l ı r ve yumurta inkübasyona kald ırı l ı r. 

Şek. 5 : Amnion boglugunu görerek ekim (7). 

Amnion mayiinin toplanması  : 3 - 5 günlük inkübasyondan son-
ra, kabuk dezenfekte edilerek üstten kesilir. Allantoic s ıvı  dış arı  
atı lır, amnion zar ı  bir pensle tutularak, steril kapiller bir pipetle 
bo ş luğ a girilip, amnion mayii emilir ve virusun serolojik yollarla 
mevcudiyeti kontrol edilir. 

4 — Yumurta sarısma inokillasyon : 

a — Hava kesesi tepesinde 1 - 3 mm. bir delik aç ı l ır. İ noküle 
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edilecek materyalden, 4 5cm. uzunlu ğunda 7 mm çap ında (7) ucu 
küt bir iğne tak ı lmış  enjektöre çekilir. Aç ı lan delikten dikey olarak 
2,5 - 3 cm. kadar girilerek 0,1 - 1 cc. materyal inoküle edilir. Delik 
uygun bir kapat ıcı  ile kapat ı larak, yumurtalar inkübatöre kal-
dırı lır. 

Ş ek. 6 : Yumurta sanatta inokülasyon (7). 

b — Dikey olarak viole konmu ş  yumurta, dikey eksene göre 
embriyonun bulundu ğu tarafa 20 - 25 derecelik bir meyille yat ırı-
hr. Tepede bir delik aç ı lı r. Bu deliğ in yumurta sar ıs ı  taraf ında ve 
0,5 - 1 cm. uzakl ı kta ikinci bir delik aç ı lı r. Ucu küt iğne takı lmış  bir 
enjektörle 2,5 - 3 cm. kadar girilerek inokülüm enjekte edilir. De-
likler kapat ı l ı r ve yumurtalar inkübasyona kald ır ı l ı r (7). 

c — Yumurta, muayene lâmbas ında muayene edilerek, yumur-

ta kabu ğuna sarın ın olduğu tarafta, hemen hemen ortada bir nok-

ta i ş aretlenir ve dezenfekte edilir. Yumurtan ın uzun eksenine dik 

bir şekilde 1,5 cm. kadar girilir ve virusi materyal inoküle edilir 

Kabuk parafin ile kapat ı larak, genellikle 36°C de inkübasyona kal-

dırı l ır (7). 
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Yumurta sarısının toplanmas ı  : Embriyo öldükten veya gerekli 
inkübasyondan sonra, yumurta sar ıs ı  kesesi yumurtadan ay ırt edi-
lir. Bu da; hava kesesi üzerindeki yumurta kabu ğunun kesilip at ı l-
ması , zar kabuk ve Chorio-allantoic zar ın kesilmesi ile olur. San 
kesesi yırt ılarak, yumurta sar ı s ı  ve sarı  kesesi ayr ı  ayrı  kaplara 
al ınır. 

5 — İntraveineuse inokülasyon 
İ ntraveineuse inokülasyon genellikle, Chorio-allantoic membran 

üzerindeki dolgun ve belirgin damarlara yap ı lır. Hava kesesine ya-
kın bir bölgede, iyice geli şmiş  ve belirgin bir damar seçilerek, kur-
şun kalemle damar ın doğ rultusu çizilir. Damara rastlayan bölgede 
1,5x1,5 cm. ebad ında kabuk, damara zarar verilmeden kald ırı lır. 
Zar kabuk üzerine bir damla steril vazelin likit damlat ılarak görü ş  
kolaylaş tırılır. Kanın ak ış  yönü tayin edilerek, ince bir i ğne ile da-
mara girilip, 0,05 - 0,5 cc. virusi materyal enjekte edilir. Kabukta 
açılan pencere uygun bir kapat ıcı  ile kapatılarak, inkübasyona kal-
d ınhr. 

ş ek. 7 : İntraveineuse inokttlasyon 

12 - 13 günlük embriyolu yumurtalar bu metod için elveri ş lidir. 
Bu inokülasyon ş ekli daha çok Hematolojik çal ış malarda tercih 
edilir (3). 
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6 — İntracerebrale inokülasyon : 

Hava kesesi üzerinde kabuk 1,5x1,5 cm geni ş liğ inde kald ırı lır. 
İnoküle edilecek virusi materyal, ucuna 20 numara (3) i ğne tak ı l-

mış  ve iyice tesbit edilmi ş  bir enjektöre çekilir. Bir pens ile embri-
yoya temas edilerek, ba şı n yeri tayin edilir. Ayn ı  pens ile gagadan 
tutularak sert bir darbe ile kafatas ına girilir. 2 mm kadar ilerle-
nerek 0,02 cc. inokülüm enjekte edilir. 

Bu metod daha ziyade beyinde patolojik de ğ iş iklikler yapan 
hastal ıklarla ilgili çal ış malarda kullan ı l ır. Örneğ in Herpes simplex 
veya Lyssa viruslar ı  bu yol ile enjekte edilerek üretilirler. Bu me-
tod için 12 günlük embriyolu yumurtalar kullan ı l ır ve ekim 12. gün 
yapı lır. 

Yukar ı da bahsedilen inokülasyonlardan sonra, embriyolar 1-6 
günlük inkübasyona b ırak ı l ırlar. İ nkübasyon süresinde yumurtalar, 
günde en az iki defa muayeneye tabi tutulurlar. Baz ı  viruslar embri-
yoyu 24 saat içinde, baz ıları  daha geç öldürürler. Baz ı  viruslar da 
ilk inokülasyonlarda ya hiç veya k ı smen öldürür. İkinci pasajdan 
sonra, örneğ in Enfeksiyöz bron ş it'te olduğu gibi ölümler artabilir. 

İ nkübasyon s ıras ında embriyonun öldü ğü; yap ı lan muayene 
s ıras ında embriyonun hareketsiz ve bir kütle ş eklinde durmas ın-
dan, damarlar ın dolgun olmamas ından anla şı lır. SERTER; Chorio-
allantoic membrandaki kan damarlar ın ın, inkübasyonun 5. günün-
den itibaren görülmeğe ba ş ladığı nı , 6 - 8. günlerde embriyonun ka-
buğa yak ın bir leke halinde, 9 - 11. günlerde hareketli oldu ğunun 
fark edildiğ ini bildirmektedir. 

Çiçek grubu viruslar, Chorio-allantoic membran üzerinde, mak-
roskobik olarak görülebilen çiçek dü ğümcüklerinin «Pock» te şek-
külüne sebep olurlar. Bununla beraber embriyoyu öldürmeyen ve 
hemde makroskobik bulgular meydana getirmeyen viruslar da 
mevcuttur. Bunlar ın üremeleri histolojik ve serolojik özel metod-
lar ile tesbit edilir. 

Genel olarak embriyolu tavuk yumurtas ında üretilen viruslar 
şunlard ı r; Myxo viruslar ın çoğu, Çiçek virusları , Lymphocyter 
choriomeningitis virusu, Lyssa, Enfeksiyöz tavuk Bronchitis 
ve Laryngotracheitis virusları, Stomatitis vesicularis, Enten hepa- 
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titis virusu, Aujeszky, Sar ı  humma virusu, Gençlik hastal ığı  viru-
su, Ş ap ve Poliomyelitis viruslar ı  (6), Do ğu ve bat ı  beygir Encephali-
tis virusları  (12)'d ı r. 

Virusun mevcudiyetinin anla şı lmas ı  için kriter, sadece inokü-
lasyon yap ılmış  embriyonun ölmesi değ ildir. Bazı  patolojik değ i-
ş iklikler de virusun varl ığı nı  ortaya koymada kriter olarak kulla-
n ıl ı r. Bu de ğ i ş ikliklerin baz ı lar ı  aş ağı dad ır (9); 

1 — Embriyonun 

2 — Subcutan dokunun kanamas ı , Occipital bölgede tüylü 
Foliküllerin olu şumu, 

3 — Ayak ve kanat damarlar ı n ın veya bütün embriyonun 
Congestionu, 

4 — Embriyonun büzülmesi ve cüce kalmas ı , 

5 — Amniotik s ı vının miktar ın ın azalmas ı , 

6 — Allantoik s ıvın ın miktarının çoğalmas ı , 

7 — Chorio-allantoic membran ın ödemli bir hal almas ı  ve ka-
lınlaşması , 

8 — Chorio - allantoic membranda «Pock» dü ğümcüklerinin 
oluşumu, 

9 — Mikroskobik lesionlar ın oluşumu, 

10 	İnclusion (Einschlusskörperchen) cisimciklerinin te ş ek- 
külü, 

11 — Böbrek stromas ında ürat birimi ve mezonefroz'lar. 

ÖZET 

Embriyolu tavuk yumurtas ın ı n hem ucuz ve hem de kolay te-
min edilmesi nedeniyle embriyolu tavuk yumurtas ı na inokülasyon 
metodu, son y ı llara kadar lâboratuvarlarda en çok kullan ı lan bir 
metod olmuş tur. 

Virusların embriyolu tavuk yumurtas ına inokülasyonları  aş a-
ğı da belirtildiğ i gibi bir kaç şekilde yap ı lmaktadır 
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1 — Chorio - allantoic membran üzerine ekim, 

2 — Allantoic cavite'ye ekim, 

3 — Amnion kesesine ekim, 

4 — Yumurta sar ı s ına ekim, 

5 — İ ntraveineuse ekim, 

6 — İ ntracerebrale ekim. 

Virusla enfekte edilmi ş  yum ıı rtada te şekkül eden makroskobik 
ve mikroskobik lesionlar, baz ı  viral enfeksiyonlar ın teş hisinde rol 
oynayan önemli kriterlerdir. Embriyo ya öldükten veya gerekli in-
kübasyon süresinden sonra öldürülerek, dokularda olu şan patolo-
jik değ iş iklikler dikkatle incelenip, virus hakk ında bir bilgi edin-
mek mümkün olur. Ayrıca devaml ı  pasajlarla embriyoya adapte 
edilen viruslar, hastal ık yapt ığı  canl ıya karşı  patogenitesini kaybet-
tiğ i halde, bağışı kl ık verme yetene ğ ini kaybetmemektedirler. Böy-
lece virusun embriyolu tavuk yumurtas ına adapte edilmesi ile a şı  
imali de mümkün olmaktad ır. 

RESUME 

La methode d'inoculation sur l'oeuf embrio, est une methode 
qui s'emploie passablement jusqu'aux derniers ans â cause de pro-
curer l'oeuf embrio aussi bon marche et aussi facile. 

L'inoculation des virus sur les oeufs embrios se fait des façons 
differentes indiquees ci - dessouns; 

1 — İ noculation sur la membrane Chorio - allantoique, 

2 — İ noculation dans la cavite allantoique, 

3 — İ noculation dans la cavite amniotique, 

4 — İ noculation dans le sac vitellin, 

5 — İ noculation intraveineuse, 

6 — İnoculation intracerebrale. 
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Les lesions microscobiques et macroscobiques form6 dans 
l'oeuf infecte par le virus, sont les critres importantes qui permet-
tent l'identification de certains infections virals. Ap&s la mort 
d'embrio ou apr6 avoir le tue ou bout d'un temps necessaire pour 
l'incubation, il est possible d'obtenir des renseignement sur le vi-
rus en examinant attentivement les changements pathologiques se 
sont produits dans le tissu. Les virus qui sont adapt6 â l'embrio 
aux assages continus perdent leur pathogenit6 mais ils ne perdent 
pas lour immunit6 dans ce cas, il est possible de produire vaccin 
par adaptation des virus sur l'oeuf embrio. 
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