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Tiirkiye’de saptanan infeksiyoz bursal hastalik virus suslarinin
RFLP ile tiplendirilmesi*
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Ozet: Bu alismada, Tiirkiye’de Infeksiydz Bursal Hastaliga (IBD) neden olan viruslarin agar jel immunodifuzyon testi
(AGID) ve reverz transkripsiyon/polimeraz zincir reaksiyonu (RT/PCR) ile saptanmasi ve IBDV suslarinin RFLP (restriction
fragment length polymorphism) analizi ile molekiiler tiplendirilmesi amaglandi. Bu amagla, ¢esitli bolgelerdeki 24 siiriiye ait toplam
122 adet bursa Fabricius materyali IBDV antijenlerinin varlig1 yoniinden AGID testi, IBDV viral RNA’siin varligi yoniinden ise
RT/PCR testi ile degerlendirildi. RT/PCR sonucunda pozitif oldugu belirlenen virus drneklerinin molekiiler tiplendirilmesi, BsfNI,
Mbol ve Sspl enzimlerinin kullanildigi RFLP teknigi ile yapildi. AGID testleri sonucunda incelenen 24 siiriiye ait toplam 122 adet
ornegin 102 (% 83.6)’si IBDV yoniinden pozitif bulundu. Bursa Fabricius 6rneklerinden izole edilen RNA’lara uygulanan RT/PCR
testi sonucunda, 24 siiriiye ait toplam 122 adet materyalin 47 (% 38.5)’sinde viral genetik materyal saptandi. RT/PCR testiyle sapta-
nan IBDV suslarinm RFLP analizi sonucunda birbirinden farkli molekiiler yap1 gosteren iki farkli virus susu belirlendi. Bu suslarin
Sspl enzimi ile incelenmesi sonucunda bunlarin Avrupa’da goézlenen yiiksek virulensteki suslarla benzer molekiiler yapiya sahip
olduklart ortaya kondu. Sonug olarak, AGID testinin IBDV suslarinin rutin identifikasyonu i¢in uygun bir test oldugu, RT/PCR-
RFLP testinin ise IBDV viruslarimin tiplendirilmesinde kullanilabilecegi belirlendi.

Anahtar sozciikler: AGID, IBDV, molekiiler tiplendirme, RT/PCR-RFLP.
RFLP typing of infectious bursal disease virus strains detected in Turkey

Summary: In this study, identification of IBDVs encountered in Turkey by agar gel immunodiffusion (AGID) and reverse
transcription/polymerase chain reaction (RT/PCR) test and molecular typing of IBDV strains by restriction fragment length polymor-
phism (RFLP) assay were aimed. For this reason, a total of 122 bursa Fabricii from 24 flocks showing the symptoms of IBD, reared
in the restricts of Adana, Bolu, Bursa, Corum and Eskisehir were investigated for the existance of viral antigens and the viral RNAs
by AGID and RT/PCR tests, respectively. Molecular typing of RT/PCR positive IBDV samples by RFLP analysis using Bs/NI, Mbol
and Sspl restriction enzymes was performed. After AGID tests, 102 (83.6 %) of 122 bursal samples from 24 flocks were found to
have IBDV antigens. After RT/PCR tests, 47 (38.5 %) out of 122 bursa samples were found to have IBDV RNA while 75 (61.5 %)
were not. Following RFLP analysis of RT/PCR positive samples, two different molecular patterns were detected. Following the
restriction endonuclease analysis performed with Sspl enzyme, these were found to have similar molecular patterns with the Euro-
pean very virulent IBDVs (vvIBDVs). As a conclusion, AGID test was found to be an appropriate test for the routine identification of
IBDV strains from bursa samples and RT/PCR-RFLP test could be used for the molecular typing of IBDV virus strains in Turkey.

Key words: AGID, IBDV, molecular typing, RT/PCR-RFLP.

alinmasma karsin, amplifiye edilen VP2 geni bolgeleri
farklilik gostermektedir. VP2 proteininin IBDV suslar

Giris
Infeksiydz Bursal Hastalik (IBD), tiim diinyada

genc yastaki tavuklarda depresyon, Olim ve immun-
supresyona neden olan 6nemli viral bir hastaliktir. Hasta-
likta ortaya ¢ikan ekonomik kayiplarin boyutlari, 6zellik-
le, immunsupresif seyirli formda sekonder etkenlerin de
ise karigmasiyla ortaya c¢ikan oliim, as1 yetersizlikleri ve
verim kayiplart nedeniyle daha dikkat g¢ekicidir. Tiirki-
ye’de IBD tiim diinyada oldugu gibi 6nemli kayiplara
neden olmaktadir.

IBDV suslarinin molekiiler karakterizasyonunda
RFLP’nin kullanildig1 bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir (9,
10, 17, 25, 29). Bu ¢alismalarin ¢ogunda VP2 geni hedef

arasinda goriilen varyasyonlarin ¢ogundan sorumlu oldu-
gu bilinmektedir (2). Ozellikle, VP2 geni iizerinde,
IBDV suslarinin genetik gruplara ayirt edilmesine olanak
saglayan 762-1151. nukleotidler arasinda yer alan ¢ok
degisken bolge belirlenmistir (3, 8). Son yillarda,
Jackwood ve Sommer (11), bu ¢ok degisken bolgeyi de
iceren 743 bp’lik bir bolgenin RT/PCR ile amplifikas-
yonunu takiben RFLP’sine dayanan ve IBDV suslar
arasinda molekiiler tiplendirmeye olanak saglayan bir
metot gelistirmistir. Amplifiye edilen bu bdlge BsNI ve
Mbol enzimlerine spesifik birden fazla retsriksiyon bol-

*  Ayni baslikli doktora tezinden (Ankara Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii) 6zetlenmistir.



130 Baris Sareyyiipoglu - Miijgan Izgiir

geleri icermektedir. Bu nedenle de yapilan RE analizleri
sonucunda farkli bant paternleri olugsmakta ve boylelikle
de IBDV’lerin RFLP yontemi ile tiplendirilmesi miim-
kiin olmaktadir (20). Bu ¢alismada, Tiirkiye’de IBD’ye
neden olan viruslarin (IBDV) AGID testi ve RT/PCR ile
saptanmasi ve IBDV suglarimin RFLP analizi ile molekii-
ler tiplendirilmesi amaglandi.

Materyal ve Metot

Test materyali

Calismada, klinik olarak hastalik semptomlar1 gos-
teren ticari tavukculuk isletmelerine ait hayvanlardan
toplanan ve Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kanatli Hayvan Hastaliklar
Rutin  Teshis Laboratuvar’na  gonderilen  bursa
Fabricus’lar ve ticari IBDV as1 suslar1 (D78, Intervet,
Hollanda ve Bursine-2, Fort Dodge, ABD) test materyali
olarak kullanildi. Caligmada kullanilan 6rnekler en az bir
IBDV canli asis1 ile asilanmig siiriilerden elde edildi.
Ancak, anamnez verilerine gore, asi uygulamasindan en
az 7 giin sonra IBD klinik semptomlarini gosteren hay-
vanlara ait 6rnekler ¢aligmada kullanilmak iizere segildi.

Agar jel immunodiffuzyon (AGID) testi

Saha orneklerinden AGID test antijenlerinin hazir-
lanmasi: IBDV antijeni, Takase ve ark. (24)’nin bildirdi-
&1 metoda gore hazirlandi. Laboratuvara gonderilen or-
neklerden, steril fosfat tamponu (PBS) ile esit hacimde
(w/v) olacak sekilde cam homojenizatorler kullanilarak
bursal homojenatlar hazirlandi. Bursal homojenatlar ii¢
kez dondurulup ¢6zdiiriildiikten sonra 3000 devirde 30
dakika santrifiij edildi. Supernatantlar toplanarak esit
hacimlere boliindii kullanilincaya kadar —40°C’de sak-
land1.

Testin uygulanmasi: AGID testi, OIE’nin protoko-
linde bildirilen metoda (21) gore gergeklestirildi. Daha
onceden hazirlanmis olan agar (Sodyum kloriir (80 g) ve
fenol (5 g), Noble Agar (12.5 g), Oxoid), igeren
petrilerde, 6 mm ¢apinda ve birbirinden 3 mm uzaklikta
hazirlanan gozlerden ortadaki goze bilinen pozitif
antiserum (Gumboro standart AGID antiserumu, Rhone
Merieux, Fransa), cevredeki gozlere ise pozitif, negatif
kontroller (Gumboro standart AGID antijenleri, Rhone
Merieux, Fransa) ve de test edilecek bursal doku
homojenatlar1 eklendi. Petriler, nemli ortamda, 37°C’de
48 saat inkube edildi. Test materyali ile pozitif serum
arasinda olusan presipitat pozitif olarak degerlendirildi.

Reverz transkripsiyon / polimeraz zincir reaksiyonu
(RT/PCR)

RNA eldesi (ekstraksiyon): RNA izolasyonu igin
bursal 6rnekler, TNE buffer [(10 mM Tris-HCI, pH 8.0,
100 mM NaCl, 1 mM EDTA (etilendiamintetra
asetikasit)] icerisinde 1/10 oraninda (w/v) homojenize
edildikten sonra TRIAxis soliisyonu (Genaxis) ile iiretici

firma tarafindan onerilen prosediire gore muamele edildi.
Orneklere 1’er ml soliisyon eklenerek homojenizatdr
yardimryla homojenize edilerek vortekslendi ve 6rnekler
oda sicakliginda 5 dakika tutuldu. Daha sonra 200 pl
kloroform eklendi, 15 saniye vortekslendi ve oda sicakli-
ginda 10 dakika bekletildi. Bu siirenin sonunda 6rnekler
faz separasyonu igin, sogutmali santrifiijda, 4°C’de,
12000 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonra-
sinda karisim kirmizi renkli alt (fenol-kloroform fazi),
beyaz renkli ara faz ve de renksiz st sivi faz olarak ay-
rildi. Ustteki sivi faz yeni hazirlanmis steril ependorf
tiipleri icine alindi. Orneklere 0.5 ml izopropanol ilave
edildi ve oda sicakliginda 10-15 dakika kadar tutulduktan
sonra 10 dakika, 4°C’de, 12000 devirde santrifiij edilerek
RNA presipite edildi. izopropanol supernatant: dikkatli
bir sekilde uzaklastirildiktan sonra tiipiin dibinde ve yan
tarafinda jel benzeri bir presipitat olusturan RNA peleti
iki kez % 75’1ik etanol ile vortekslenip santrifiij edilerek
yikandi. Vakum altinda ya da havada kurutmak suretiyle
RNA peleti 5-10 dakika kurutuldu ve 100 pl % 90’lik
dimetil siilfoksit soliisyonu igerisinde pipete edilerek
¢Ozdiiriildii. RT/PCR’da kullanilincaya kadar —20°C’de
saklandu.

Ast orneklerinden viral RNA izolasyonu: Liyofilize
halde bulunan as1 viruslar tizerlerine 5 ml TNE soliisyo-
nu ilave edilerek ¢ozdiiriildii. Vortekslenerek karistiril-
diktan sonra 100 pl hacim alinarak yukarida bildirildigi
sekilde TRIAxis soliisyonu kullanilarak total RNA izo-
lasyonu gergeklestirildi (11).

Reverz transkripsiyon/polimeraz zincir reaksiyonu
(RT/PCR): RT/PCR prosediirii daha 6énceden Jackwood
ve Nielsen (10)’in bildirdigi metot modifiye edilerek
gergeklestirildi. RT/PCR testinde MasterAmp RT-PCR
kiti (Epicentre Technologies, Madison, WI) kullanildi.
Kiti iireten firmanin dnerdigi prosediir dogrultusunda iki
premiks hazirland1. ilk premiks, DNAse ve RNAse en-
zimlerinden ari, steril bir ependorf tiipiine, drnek basina,
10 pl steril RNAse ve DNAse’dan ari su, 2.5 pl 20xRT-
PCR buffer, 6 pl 25 Mm MgCl,, 5 pul MasterAmp
10xPCR enhancer, 1 pl 25 Mm MnSO, ve 0.5 pl
RetroAmp RT DNA polimeraz enzimi eklenerek; ikinci
premiks ise bagka bir ependorf tiipiine, 6rnek basina, 15
pl steril su, 8 pl 2.5 mM’lik ANTP karisimi, IBDV nin
VP2 geninin 743 bp (baz gifti)’lik boliimiinii spesifik
olarak amplifiye eden 700-5° ve 700-3’ primerlerinden
(Dr. Daral Jackwood, Ohio State University, ABD) 0.125
pl primer 1 (700-5"), 0.125 pl primer 2 (700-3”) eklene-
rek hazirlandi. Daha sonra PCR tiiplerine 25 pl hacimde
premiks 1 ve 23.25 ul hacminde premiks 2 eklendi.
RT/PCR karisimi bu sekilde hazirlandi. Son olarak %
90°lik dimetil siilfoksit soliisyonu igerisinde silispanse
halde bulunan, 1.750 pl’lik hacimlik viral RNA bu kari-
stmina eklendi. Thermal cycler (Genius, Techne)
60°C’ye 1sitildiktan sonra ornekler konuldu. 60°C’de 21
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dk’lik reverz-transkripsiyon (RT) asamasint takiben
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)’na gecildi. PCR
inkubasyon sicakliklar1 ve siireleri sirasiyla, 95°C’de 30 s
denatiirasyon, 52°C’de 30 s primer baglanmasi ve 72
°C’de 60 s ekstansiyon seklinde toplam 35 siklusta ger-
¢eklestirildi. Son siklusu takiben 72°C’de 7 dk’lik bir son
ekstansiyon asamasinin ardindan Ornekler agaroz jel
elektroforezinde inceleninceye kadar 4°C’de, daha uzun
sireli kullanim i¢in ise —20°C’de saklandi. RT/PCR
amplikonlarma, % 1.5’luk agaroz jelde 100 volt’ta 80 dk
elektroforez islemi uygulandi. Jeller UV-transillumina-
tor’da incelenerek UV-filtreli polaroid fotograf makinasi
(Kodak) ile fotograflandi.

Restriction fragment length polymorphism (RFLP)
analizi

RT/PCR iiriinleri BstNI (New England BioLabs, In-
giltere), Mbol ve Sspl (Fermentas, Litvanya) restriksiyon
enzimleriyle (RE) kesilerek incelendi. BstNI ve Mbol
enzimleri viruslart molekiiler gruplara ayiracak olan
RFLP paternlerinin olusturulmasi i¢in kullanilirken, Sspl
enzimi ise IBDV’larinin ¢ok virulent (very virulent
IBDV, vvIBDV) suslarinin belirlenmesinde kullanildi
(11). RT/PCR ile spesifik olarak amplifiye edilen
fragmentlerin RE’ler ile kesiminde, oncelikle her bir
ornek icin, 1 pl RE enzimi, 2 pl 10x RE buffer ve 9 pl
DEPC’li steril sudan olusan RE karigimi hazirlandi. Ha-
zirlanan RE karigimlart DNAse ve RNAse enzimleri
icermeyen PCR tiiplerine 12’ser pl’lik hacimlerde dagi-
t1ld1. Uzerlerine, 8 pl RT/PCR iiriinii eklendi (26). RE’ler
ile enzimatik kesimin ger¢eklesmesi i¢in tiipler 1 saat
37°C’de inkube edildi. Daha sonra ornekler 20 dk
65°C’de inkube edilerek enzim inaktivasyonu gergekles-
tirildi. RE’lerden BsiNI, karisim igerisine bovine serum
albumin (BSA) suplementi katilmasini gerektirmesi, bu
enzim ile enzimatik kesimin 60°C’de gerceklesmesi ve
181 inaktivasyonuna gereksinim gostermemesi agisindan
diger enzimlerden farkli bir metotla hazirlandi. RE’lerle
muamele sonrasinda, 10 pl’lik hacimdeki Ornekler,
ethidium bromide iceren % 2.5’luk agaroz jelde (Basica
Le Agarose, Prona) 100 volt (V)’ta 1.5 saat kosturularak
olusan restriksiyon fragmentleri goriintiilendi.

Bulgular

Agar jel immunodiffuzyon test sonuclar:

IBD siipheli hayvanlardan toplanan 122 adet bursa
Fabricius 6rneginde IBDV antijenlerini belirlemeye yo-
nelik yapilan AGID testleri sonucunda incelenen 24
siiriiye ait toplam 122 adet o6rnegin 102’si (% 83.6)
IBDV yéniinden pozitif bulundu. Yirmi (% 16.4) 6rnekte
ise viral antijene rastlanmadi (Sekil 1). Siirli bazinda ele
alindiginda, 24 adet siiriiniin 20’sinde (% 83.3) IBDV
saptanirken, 4 siiriide (% 16.7) ise IBDV antijenine rast-
lanmadi.

Sekil 1. AGID testinde pozitif saha 6rneklerine ait presipitat
cizgileri. -. Negatif kontrol, +. Pozitif kontrol, 1-4. Bursa bolge-
sine ait saha 6rneklerinden hazirlanan antijenler.
Figure 1. Precipitate lines of IBDV positive field samples in
AGID test. -. Negative control, +Positive control, 1-4. Antigens
prepared from field samples from Bursa region.

Sekil 2. RT/PCR testi sonuglari. M. Molekiiler agirlik marker
(phiX174 DNA-Hae III Digest, New England BioLabs, Ingilte-
re) -. Negatif kontrol, +. Pozitif kontrol, 11, 12, 13, 14, 15.
Bursa bolgesine ait siiriilerden elde edilen RNA’larin RT/PCR
sonuglari.

Figure 2. RT/PCR test results. M. DNA ladder (phiX174 DNA-
Hae III Digest, New England BioLabs, UK) -. Negative control,
+. Positive control, 11, 12, 13, 14, 15. RT/PCR results of RNAs
obtained from flocks in Bursa region.

RT/PCR test sonuclari

Calismada, 24 siiriiye ait toplam 122 adet materya-
lin 47°sinde (% 38.5) viral genetik materyal saptandi.
Yetmis bes (% 61.5) 6rnek ise IBDV RNA’s1 yoniinden
negatif bulundu. Siirii bazinda ele alindiginda, 24 adet
siiriiniin 9’unda (% 37.5) IBDV viral RNA’s1 saptanir-
ken, 15’inde (% 62.5) IBDV viral RNA’sina rastlanmadi
(Sekil 2).

AGID testi ile RT/PCR test sonuglar1 tablo 1’de
gosterilmistir. Tablo incelendiginde, AGID testi ile 20
siiriiye ait orneklerde viral antijene rastlanirken, RT/PCR
testi ile 9 siiriiniin IBDV RNA’sin1 igerdigi bulundu.
Incelemeye alinan siiriilerden 4 tanesinin hem AGID testi
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Tablo 1. AGID ve RT/PCR test sonuglari.
Table 1. AGID and RT/PCR test results.
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Siirii No. Orneklerin Alman 6rnek Yetistirme Tipi Yas AGID Test RT/PCR Test
gonderildigi bolge sayist (broiler, yumurtaci, damizlik) (gtin) Sonuglar1 Sonuglari
1 Bolu 5 broiler 33 + -
2 “ 5 «“ 30 + -
3 «“ 5 «“ 30 + -
4 «“ 5 «“ 30 - -
5 «“ 5 «“ 30 + +
6 « 5 «“ 33 + -
7 “ 5 “ 28 + -
8 «“ 5 «“ 26 + -
9 «“ 5 «“ 32 - -
10 “ 5 «“ 22 + +
11 Bursa 5 “ 34 + +
12 «“ 5 «“ 18 + -
13 «“ 5 «“ 24 + +
14 “ 5 «“ 26 + +
15 “ 5 «“ 30 + -
16 «“ 5 «“ 25 + +
17 «“ 5 «“ 21 + -
18 «“ 5 «“ 22 + +
19 “ 5 “ 24 + +
20 «“ 5 «“ 30 + -
21 Adana 7 broiler 32 + +
22 Corum 5 yumurtaci 22 + -
23 Eskigehir 5 broiler 30 - -
24 Eskigehir 5 broiler 30 - -

Sekil 3. Saha ve as1 suslarinin Bst/NI enzimi kullanilarak elde

edilen RFLP paternlerii M. molekiiller agirhk marker
(GeneRuler, 100bp DNA Ladder, Fermentas Litvanya), B-2.
Bursine-2 as1 susu, D78. D78 as1 susu, 11, 13, 14. Bursa bolge-
sinde saptanan saha suslari, 5. Bolu bolgesinde saptanan saha
susu.

Figure 3. RFLP patterns of field and vaccine strains after Bs/NI
digestion. M. GeneRuler, 100bp DNA Ladder, Fermentas
Lithuania, B-2. Bursine-2 vaccine strain, D78. D78 vaccine
strain, 11, 13, 14. Field strains detected in Bursa 5. Field strain
detected in Bolu.

hem de RT/PCR testi ile IBDV antijeni ve IBDV RNA’s1
yoniinden negatif oldugu belirlendi.

Viruslarin RFLP ile molekiiler karakterizasyon
sonuclari

Adana bolgesinden saglanan ve RT/PCR testiyle
IBDV RNA’s1 igerdigi belirlenen 6rnekler RFLP igin
yeterli yogunlukta nukleik asit igermediklerinden dolay1
degerlendirmeye alinmadi.

BsNI ile gergeklestirilen enzimatik kesim sonucun-
da, Bursa yoresindeki siiriilere ait 6rneklerden amplifiye
edilen RT/PCR firiinlerinden sirasiyla, 424, 172 ve 119
baz ciftlik (bp) bantlar elde edildi. Ast drneklerinden,
Bursine-2 aymi biiytikliikte bantlar olustururken, Bolu
bolgesindeki 5 ve 10 no’lu siiriilerde belirlenen saha
suslar1 ve D78 susu ise sirastyla 209, 172, 154, 119
bp’lik 4 bant olusturdu (Sekil 3).

Mbol ile gergeklestirilen enzimatik kesim sonucun-
da, Bursa’daki siiriilere ait Orneklerden RFLP analizi
sonucunda farkli bant paternleri elde edildi. Onbir ve 16
no’lu siiriiye ait 6rneklerde 403 ve 269 bp’lik 2 bant
olustu. Oniig, 14, 18, ve 19. siiriilere ait iiriinlerde ise 362
ve 269 bp biiyiikliigiinde 2 bant elde edildi. As1 suslarin-
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Sekil 4. Saha ve as1 suslarinin Mbol enzimi kullanilarak elde
edilen RFLP paternleri. M. molekiiler agirlik marker
(GeneRuler, 100bp DNA Ladder, Fermentas Litvanya), B-2.
Bursine-2 as1 susu, D78. D78 as1 susu, 11, 13, 14, 16. Bursa
bolgesinde saptanan saha suglari.

Figure 4. RFLP patterns field and vaccine strains after Mbol
digestion. M. GeneRuler, 100bp DNA Ladder, Fermentas
Lithuania, B-2. Bursine-2 vaccine strain, D78. D78 vaccine
strain, 11, 13, 14, 16. Field strains detected in Bursa region.

M 11 13 14 5 16

Sekil 5. Saha suslarinin Sspl enzimi kullanilarak elde edilen
RFLP paternleri. M. molekiiler agirlik marker (GeneRuler,
100bp DNA Ladder, Fermentas Litvanya), 11, 13, 14, 16, 18.
Bursa bolgesinde saptanan saha suslari, 5. Bolu bdlgesinde
saptanan saha susu.

Figure 5. RFLP patterns field strains after Sspl digestion. M.
GeneRuler, 100bp DNA Ladder, Fermentas Lithuania, B-2.
Bursine-2 vaccine strain, D78. D78 vaccine strain, 11, 13, 14,
16, 18. Field strains detected in Bursa region. 5. Field strain
detected in Bolu region.

dan Bursine-2’ye ait amplikonlarin enzimatik analizinde
480 ve 229 bp’lik 2 adet bant olusurken, D78 susu 362
ve 229 bp’lik 2 bant olusturdu (Sekil 4). Bolu bolgesine
ait 5 ve 10 no’lu siiriilere ait 6rnekler ise Mbol enzimi ile
RFLP sonucunda D78 ag1 susuyla benzer bant paternleri
gosterdi.

Bursa yoresindeki, 11, 13, 14, 16, 18 ve 19 nolu sii-
rilere ait saha Orneklerinin Sspl ile gerceklestirilen
enzimatik kesimi sonucunda, 470 bp’lik ve 273 bp’lik 2
fragment sekillendi. Olusan bant paternleri incelendigin-
de saha suslart arasinda bir farklilik gézlenmedi. Bolu
bolgesindeki 5 ve 10 no’lu siiriilere ait orneklerde ise
Sspl enzimine spesifik bolgeye rastlanilmadi. Bu bulgu-
lara gore incelenen Bursa orijinli IBDV saha suslarinin
yiiksek virulense sahip oldugu (vvIBDV) belirlendi (Se-
kil 5).

RT/PCR ile saptanan IBDV suslarmna ait RFLP
paternleri tablo 2’de topluca gosterilmistir.

Tablo 2’deki RT/PCR-RFLP sonuglar1 incelendi-
ginde, Bursa bolgesinden alinan o6rneklerin RT/PCR-
RFLP analizi sonucunda, bdlgede birbirinden farkli iki
saha susunun bulundugu belirlendi. Bu suglar Bs/NI
enzimi ile yapilan RE analizi sonucunda benzer bant
paternleri gosterirken, Mbol enzimi ile gergeklestirilen
enzimatik kesim sonucunda olusan bantlar iki susun
birbirinden ayirt edilmesini sagladi. Her iki saha
virusunun da vvIBDV suslarinda goriilen fenotipi belir-
lemeye yarayan Sspl enzim bdlgesi icerdigi yapilan
enzimatik analiz sonrasinda ortaya kondu. Bursa bolge-
sinden elde edilen 6rnekler yaygin olarak kullanilan asi
viruslarindan farkli molekiiler yap1 gosterdi. Ayrica bu
iki saha sugu ayni1 metotla daha once yurtdisinda incele-
nen diger saha izolatlarindan farkli molekiiler yap1 ortaya
koydu. Bolu bolgesine ait siiriilerden saglanan drneklerin
RT/PCR-RFLP sonuglari incelendiginde D78 as1 susuyla
benzer paternleri goriildii. Bu saha susunun Sspl enzimi
ile gerceklestirilen RE analizi sonrasinda Sspl’e spesifik
restriksiyon bdlgesine rastlaniimadi.

Tablo 2. RT/PCR pozitif saha drnekleri ve as1 suslarinin RFLP paternleri.
Table 2. RFLP patterns of RT/PCR positive field and vaccine strains after Bs¢NI, Mbol and Sspl digestion.

RT/PCR-RFLP Sonuglart

. . BstNI Mbol Sspl
Viriislerin Kaynagi
424 209 172 154 119 480 403 362 269 229 470 273

11. ve 16. siirii X X X X X X X
13. ve 18. siirii X X X X X X X
14. ve 19. siirii X X X X X X X
5. ve 10. siirii X X X X X X - -

D-78 (as1) X X X X X X - -
Bursine-2 (as1) X X X X X -
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Tartisma ve Sonuc¢

Diinyada IBD’nin teshisinde, IBDV spesifik viral
antijenlerin saptanmasinda AGID testi, direkt fluoresan
antikor teknigi, immunperoksidaz boyama teknigi,
monoklonal antikorlarin kullanildig1 antigen-capture
ELISA kullanilirken, viral genomun belirlenmesinde ise
P*?, biotin ve digoxigenin ile isaretli problar, RT/PCR
testinden faydalanilmaktadir (18, 23, 27, 28). Tiirkiye’de
ise, embriyolu yumurta, hiicre kiiltiirii, AGID ve elektron
mikroskopi, (EM) immunoperoksidaz ~(IP) ve
immunfloresan (IF) gibi tekniklerle IBDV’ler teshis
edilmis (4, 6, 22), serolojik olarak sahada AGID, nicel
AGID (QAGPT) ve enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) testlerinden yararlanilmistir (1).

Bu ¢alismada, AGID testi sonucunda, 18-34 giinliik
broiler ve yumurtact siiriilerden saglanan 122 adet 6rne-
gin 102’si (% 83.6) IBDV antijeni yoniinden pozitif
bulundu. Siirii bazinda ele alindiginda, 24 siiriiniin
20’sinde (% 83.3) IBDV saptandi. Coven ve Carli (5)’nin
yaptiklart ¢alismada, Manisa, Izmir, Bursa, Istanbul,
Ankara ve Konya yorelerindeki igletmelerde klinik olarak
Gumboro hastaligindan siipheli 174 siiriiniin 143’1
(% 82.1) AGID testi ile IBD y6niinden pozitif bulunmus-
tur. Arastiricilar, hastaligin, 12-55 giinliik ticari broiler ve
yumurtact  siirillerde  goriildiigiinii  bildirmislerdir.
McFerran ve ark. (19)’nmn yaptigi bir ¢alismada D78
antiserumu kullanilarak yapilan AGID testi ile incelenen
174 siiriniin 139 (% 79)’unda bursa Fabricius’ta viral
antijenin varlig1 saptanmigtir. Tez kapsaminda sunulan
bu calismada, AGID test bulgular1 diger arastiricilarin
bulgulariyla paralellik gostermektedir.

RT/PCR testi Jackwood ve ark. (14)’nm bildirdigi
yonteme gore gerceklestirildi. RT/PCR testi sonucunda,
incelemeye alinan 13 siiriiye ait toplam 122 adet mater-
yalin 47’sinde (% 38.5) viral genetik materyal saptandi.
Siirii bazinda ele alindiginda, 24 adet siiriiniin 9’unda (%
37.5) IBDV viral RNA’s1 saptandi. Jackwood ve Nielsen
(10), RT/PCR testi ile, klinik olarak IBD siiphesi goste-
ren hayvanlardan saglanan 151 adet 6rnegin 48’inde (%
31.7) IBDV RNA’s1 saptamislardir. Arastiricilar, pozitif
orneklerin 3. ve 4. haftalardaki siiriilerden oldugunu
bildirmistir ve bu bulguyu bu yastaki hayvanlarda
maternal antikor diizeylerindeki azalma olarak agiklamis-
lardir. Bu calismada ise, RT/PCR testi ile 22-34 giinliik
piliglere ait bursa Fabricius’larda IBDV RNA’s1 saptan-
migstir. Elde edilen sonuglar, hastaliga karsi yas duyarlili-
&1 acisindan daha Once yapilan calismalara benzerlik
gostermistir.

Bu caligmada, BstNI ile gerceklestirilen enzimatik
kesim sonucunda, Bursa ydoresinden gonderilen saha
ornekleri ve Bursine-2 asi susu arasinda gekillenen bant
paternleri yoniinden farklilik saptanmadi. D78 as1
susunun molekiiler incelenmesinde ise 172 ve 119 bp’lik

bantlar diger suslarla benzerlik gosterirken 424 ve 119
baz ciftlik farkli iki bant yapist goriildii. Bolu bdlgesin-
deki iki siiriiye ait bant paternlerinin D78 susu ile ayni
yapty1 gostermesi, sahada hastalik vakalarindan elde
edilen suslarin da ayni molekiiler yapiya sahip olabilece-
gini gostermektedir.

Bu calismada, saha suslar1 ve as1 suslarinin Mbol
restriksiyon enzimi ile muamelesi sonrasinda, Bursa
yoresindeki siiriilere ait orneklerden amplifiye edilen
RT/PCR iiriinlerinin RFLP analizi sonucunda farkli bant
paternleri elde edildi. Olugsan RFLP paternleri incelendi-
ginde, Bursa yoresindeki 6 siiriiden 4’iiniin (13, 14, 18 ve
19 nolu siiriiler) benzer bant paternleri gdsteren saha
suslartyla infekte oldugu soOylenebilir. Bu, ayni saha
susunun siiriilerden birinden digerine bulastigini goster-
mektedir. Onbir ve 16 no’lu siiriilere ait 6rneklerin bant
paternleri incelendiginde ise bu siiriilerde farkli bir susun
infeksiyona yol agmis olabilecegi goriilmektedir. Bu
bulgular, ayn1 bolgede birbirinden farkli 2 virus susunun
bulundugunu ortaya koymaktadir. Ayrica, asi suslarinin
saha suglarindan farkli molekiiler yap1 gostermesi bu
suglarla gerceklestirilen asilamalarin hayvanlari mevcut
saha suslarina kars1 korumada etkisiz kalabilecegini
diisiindiirmektedir. Tiire ve ark. (26)’nin, ABD’de ger-
ceklestirdikleri caligmada, Tiirkiye’de izole edilen 2 saha
susuna (OA, OE) ait molekiiler yap1 (Mbol enzimi ile
362 ve 229 bp’lik 2 bant olusumu) Bursa bdlgesindeki
saha izolatlarindan farklilik gdstermistir. Sspl enzimi ile
gergeklestirilen RE analizi sonrasinda ise OA ve OE
suslarinin vvIBDV oldugu belirlenmistir. Bu ¢aligmada
da Bursa bolgesindeki siiriilerden saglanan 6rneklerin
incelenmesi sonucunda da Sspl pozitif suslar belirlenmis-
tir. Elde edilen bu sonuglar, Tiirkiye’de Avrupa’da sikca
saptanan yiiksek virulense sahip suslarin bulundugu
verilerini dogrular niteliktedir.

Jackwood ve Sommer (11), serotip 1 viruslarindan
olan, 13 adet as1 ve 5 IBDV susunu RT/PCR-RFLP ana-
lizi ile inceleyerek 5 farkli molekiiler gruba ayirmistir.
Ayni arastiricilarin takip eden ¢alismasinda, RT/PCR-
RFLP testi ile 38 as1 ve laboratuvar susu 5 farkli molekii-
ler gruba ayrilmistir. Bu calismada, ABD’nin g¢esitli
eyaletlerinde gozlenen IBD salginlarinda toplanan bursa
Fabricius ornekleri de incelemeye alinmistir. Arastirici-
lar, ABD saha suslarinin molekiiler karakterizasyonu
sonucunda iilke c¢apinda, 5 molekiiler gruptan farkli 19
degisik RFLP profili (farkli molekiiler yapilar) belirle-
mislerdir (12). Sunulan bu ¢alismada, Bursa bdlgesinde
birbirinden farkli iki molekiiler yap1 belirlendi. Bu yapi-
lar Jackwood ve Sommer (12)’1n ¢aligmasindaki, Texas,
Arkansas ve Arizona’da belirlenen suslara ait yapilar ile
benzerlik (Texas’takiler Bursa 11 ve 16 nolu siiriilere ait
orneklerle, Arkansas ve Arizona’dakiler Bursa 13, 14, 18
ve 19 nolu siiriilere ait drneklerle) gdstermistir. Ancak
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Sspl enzimi ile gergeklestirilen RFLP sonuglar1 karsilas-
tirlldiginda, ABD’deki suslar Sspl negatif iken Tirki-
ye’de saptananlarin Sspl pozitif oldugu belirlenmistir. Bu
calismada, Tirkiye’de saptanan IBDV  suslan
vvIBDV’lerde rastlanan Sspl RE bolgesi icermelerinden
dolay1 yeni ve farkli molekiiler yap1 gostermistir.
ABD’de yiiksek virulense sahip suslarin goriillmemesi,
bunlarin Avrupa, Ortadogu, Asya ve Afrika’da goriilmesi
bu bulgular1 desteklemektedir.

Jackwood ve Sommer’in (12, 13) izleyen ¢aligmala-
11 sonucunda molekiiler grup sayist 6’ya ¢ikmustir. Altin-
c1 gruptaki IBDV’ler, vvIBDV’lerden olugmaktadir.
Yiksek virulense sahip olan IBDV suslarimin hepsinde
Sspl restriksiyon bolgesi bulundugu farkli arastiricilar
tarafindan daha once de bildirilmistir (9, 16). Ancak, bazi
vvIBDV’lerde (88180 ve HK406) bu bdlge saptanma-
mistir (7, 15). Bu ¢aligsmalar sonucunda, Sspl bolgesi,
yiiksek virulens gosteren suslarin belirlenmesinde bir
genetik marker olarak diistiniilmektedir. Ancak, IBDV
suslarinin bu 6zelligi in vivo ¢aligmalarla konfirme edil-
melidir. calismada, Tirkiye’de saptanan
viruslarin Sspl enzimi ile vvIBDV olduklar1 belirlenme-
sine karsin, RFLP paternleri daha 6nce bildirilen bu 6
gruptaki viruslarla karsilastirildiginda tiim viruslardan
farklt molekiiler yapilar gosterdikleri belirlendi.

Bu c¢alismada, bursa Fabricius’larda IBDV’lerin
saptanmasinda iki farkli yontem olan AGID ve RT/PCR
testleri kullanildi. Bu iki testin kullanim amaclarinin
farklt olmasi nedeniyle bu ¢alismada AGID ve RT/PCR
test sonuglar1 kargilagtirilmamigstir. AGID testi daha ¢ok
siirii taramalarinda, infeksiyona yol acan IBDV’lerin
laboratuvar teshisinde kullanilan ve OIE tarafindan 6neri-
len bir testtir (21). Bu ¢aligma sonucunda AGID testiyle
gonderilen orneklerin ¢ogunda (% 83.6) IBDV antijenle-
rinin saptanmast bu Oneriyi dogrular niteliktedir.
RT/PCR ise daha ¢ok gelismis laboratuvarlarda
IBDV’lerin direkt teshisinde ve tiplendirilmesinde kulla-
nilmaktadir. Bu c¢alismada, RT/PCR testiyle bursa
Fabricius’larda IBDV’lere ait viral genetik materyalin
saptanma ylizdesi AGID sonuglarina gore diisiik (% 38.5)
bulunmugtur. Ancak, RT/PCR testini etkileyen birden
¢ok faktor (bazi dokularda RT/PCR’1 inhibe eden faktor-
lerin olmasi, RNA izolasyon yonteminin etkinligi, kulla-
nilan enzimler, 6rnek kontaminasyonu, 6rneklerin alinma
ve laboratuvara goénderilme sekli, orneklerdeki viral
RNA miktart vb.) bulunmaktadir. Bu ¢alisma sonucunda
elde edilen bulgulara dayanarak, uygulama kolaylig1 ve
maliyeti de diisiiniildiigiinde AGID testinin IBDV’lerin
rutin teshisi yoninden uygun bir test oldugu diisiiniil-
mektedir. RT/PCR testi ise rutin teshisten daha ¢ok mo-
lekiiler tiplendirme ¢alismalar1 (RE analizi, RFLP,
nukleotid sekans analizleri, southern blotting, vb.) i¢in
bagvurulacak bir test niteligindedir.
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