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‹nfeksiyöz bursal hastal›¤› virusu (IBDV) genç piliçleri
etkileyen immunosupresif bir hastal›¤›n (Gumboro
Hastal›¤›) etiyolojik etkenidir (1). IBDV, Birnaviridae
familyas›nda yer al›r ve 58-60 nm çap›nda zarfs›z-
ikozahedral bir simetriye sahiptir (2,3). Cesium
chloride’taki (CsCl) buoyant densitesi 1.32g/ml’dir (4).
Genomu çift sarmall›, çift segmentli RNA (dsRNA)
yap›s›nda olup, iki segmentin moleküler a¤›rl›klar›
2.2x106 ve 2.5x106 olarak bulunmufltur (5,6). Büyük
segment (A) yaklafl›k 3400 baz çifti (base pairs/bp)
uzunlu¤unda, küçük segment (B) ise yaklafl›k 2900 bp
uzunlu¤undad›r (7,8). A segmenti, virus replikasyonu
s›ras›nda  110K moleküler a¤›rl›¤›ndaki poliproteine
dönüflen open-reading-frame’i (ORF) içerir  (7).  Bu
prekürsör (ön ayr›flma ürünü) poliprotein daha sonra
olgun virus proteinlerini oluflturmak üzere, VP2 (40K),

VP4 (28K) ve VP3 (32K) olarak, ayn› s›ra ile 3 viral yap›
proteinine proteolitik olarak parçalan›r (7). Ayr›ca 48K
moleküler a¤›rl›kta VPX ad› verilen, VP2’nin prekürsörü
olan bir baflka protein gösterilmifltir (3). VPX, replikasyon
s›ras›nda olgunlaflmas›n› tamamlayamam›fl viruslarda
(incomplete/defective/interfering particles) daha s›k
görülen bir proteindir (9).  B segmenti 90K moleküler
a¤›rl›ktaki VP1 proteinini kodlar (8). 

IBDV’nin serotip 1 ve 2 olmak üzere iki serotipi
mevcuttur (10,11). Daha önce yap›lan çal›flmalarda IBDV
serotip 1 ve 2 grubu viruslar›n›n proteinlerinin göç
uzakl›klar› aç›s›ndan belirgin farkl›l›klar oldu¤u ortaya
konmufltur (12,13,14). Ayn› flekilde IBDV’nin serotip 1 ve
2 grubu sufllar›yla yap›lan karfl›laflt›rmal› çal›flmalarda bu
iki serotipteki viruslar›n nükleik asitlerinin 30 saat veya
daha fazla sürede ko-elektroforez ifllemine tabi
tutuldu¤unda farkl› uzakl›klarda göç ettikleri gözlenmifltir
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Özet : Türkiye’de 1990’l› y›llarda tavuklarda meydana gelen infeksiyöz bursal hastal›¤› (IBD) salg›nlar›ndan izole edilen infeksiyöz
bursal hastal›¤› viruslar›n›n (Marmara:G3,G12,G41; Ege: G34,G35; ‹ç Anadolu: ETL3)  nükleik asit yap›lar› serotip 1 grubu D78 suflu
ile karfl›laflt›rmal› olarak SDS-PAGE tekni¤i ile incelendi. 

Gümüfl nitrat ile boyanan jelde, saha viruslar› referens sufla benzer flekilde çift segmentli RNA yap›s› gösterdi ve test edilen viruslar
aras›nda RNA segmentlerinin göç uzakl›klar› yönünden bir farkl›l›k saptanmad›. Daha önce virus nötralizasyon (VN) testi ile
karakterize edilmemifl olan G12 kod’lu saha izolesi bu çal›flmadaki di¤er viruslar gibi çift segmentli  RNA yap›s› gösterdi ve IBD virusu
oldu¤u kesinleflti. 

Anahtar Sözcükler : IBDV, Nükleik Asitler, SDS-PAGE.

Examination of Nucleic Acids of Infectious Bursal Disease Viruses Isolated in Turkey

Abstract : Nucleic acids of infectious bursal disease viruses (IBDV), (Marmara:G3,G12,G41; Agean: G34,G35; Central Anatolia:
ETL3) isolated from the infectious bursal disease (IBD) outbreaks occured in chickens during 1990’s in Turkey were examined and
compared with those of serotype 1 D78 strain using the SDS-PAGE technique. 

Six field viruses showed two segmented RNA structure similar to the reference strain in silver nitrate stained gel and no differences
were detected in the migration distances of the RNA segments among the viruses tested. The field isolate designated G12 that was
not characterized before by virus neutralization (VN) test showed two segmented RNA pattern similar to the other viruses in this
study and was identified as an IBDV. 

Key Words : IBDV, Nucleic Acids, SDS-PAGE.

* Bu rapor, Tar›m ve Köyiflleri Bakanl›¤› deste¤iyle yürütülen TAGEM-HSA-07-23 kodlu projeden haz›rlanm›flt›r.



(13). Bu farkl›l›klar nedeniyle, çok hassas olan VN testleri
yan›nda  SDS-PAGE tekni¤inin de serotiplerin
ay›rdedilmesinde kullan›labilece¤i bildirilmifltir (13).

Bu çal›flmada, ülkemizde izole edilen IBD viruslar›n›n
nükleik asitlerinin bilinen serotip 1 grubu virusu ile
karfl›laflt›r›larak SDS-PAGE tekni¤iyle moleküler düzeyde
karakterizasyonu amaçlanmaktad›r.  

Materyal ve Metot

Viruslar: Referens virus olarak Dr.Y.M.Saif`ten (Food
Animal Health Research Program, OARDC, Wooster, OH)
sa¤lanan civciv embriyo fibroblast (CEF) hücrelerine
adapte serotip 1 grubu D78 suflu kullan›ld›. Bu çal›flmada
yer alan saha viruslar› daha önceki çal›flmalarda CEF
hücrelerine adapte edilen ve G12 suflu hariç di¤erleri VN
testi ile karakterize edilen sufllard› (15,16). G3, G12 ve
G41 Marmara Bölgesi, G34 ve G35 Ege Bölgesi, ETL3 ‹ç
Anadolu Bölgesindeki infeksiyöz bursal hastal›¤›
salg›nlar›ndan izole edilmifltir (15).

Spesifik-Patojen-Free (SPF) Yumurta: CEF
hücrelerinin üretiminde kullan›lan SPF yumurtalar Manisa
Tavuk Hastal›klar› Araflt›rma ve Afl› Üretim Enstitüsü SPF
sürülerinden sa¤land›. 

Hücre Kültürü: Viruslar›n ço¤alt›lmas›nda 10 günlük
embriyolu SPF yumurtalardan  daha önce aç›klanan
yönteme göre haz›rlanan CEF hücre kültürleri kullan›ld›
(15).

Viruslar›n Saflaflt›r›lmas›: IBD referens ve saha
viruslar› referens yöntemde yap›lan baz› de¤iflikliklerle
afla¤›da aç›kland›¤› flekilde saflaflt›r›ld› (14).  Viruslar, her
biri yaklafl›k 1 lt miktar›ndaki hücre kültürü s›v›s›ndan
Beckman Type 21 rotor ile (Beckman Instruments Inc.,
Fullerton CA, USA) 18.000 rpm`de 4ºC`de  4.5 saat
santrifuj edilerek konsantre edildi. Virus peleti TNE buffer
(0.01M Tris-HCl, 0.1M NaCl, 0.001M EDTA, pH 7.9) ile
topland›, viruslar dondurulup çözdürüldükten sonra pelet
MSE-Soniprep 150 ultrasonik parçalay›c›da (Fisions
Instrumentation Services, Sussex, ‹ngiltere) sonikasyonla
parçaland›. Daha sonra eflit miktarda freon (1, 1,2-
Trichlorotrifluorethan, Merck) ile muamele edilerek 5
dakika süreyle vorteks ile kar›flt›r›ld›  ve 2500 rpm`de 30
dakika 4ºC`de santrifüj edildi. Üst fazdaki virus içeren s›v›
al›nd› ve %30’luk sukroz çözeltisi  (w/v) üzerine
yerlefltirilerek Beckman SW40Ti  swinging backet rotor
kullan›larak 26.000rpm`de 4ºC`de 3 saat santrifüj edildi.

Pelet TNE buffer ile süspanse edildikten sonra yukar›daki
gibi sonikasyona tabi tutuldu ve santrifüj edildi. Bu virus
örne¤i 3’lü CsCl-Sukroz gradientleri üzerine konarak
Beckman fleffaf (ultraclear) tüplerde (14x95mm) SW40Ti
swinging backet rotorda 4ºC’de 3 saat 26.000 rpm’de
santrifüj edildi. Üçlü gradient solusyonlar›, CsCl ile
1.40g/ml ve 1.30g/ml ve sukroz ile %20 (w/v)
konsantrasyonlarda TNE buffer içinde haz›rland›.
Gradientler yo¤un densiteden bafllamak üzere, her
solusyondan 3 ml ve tüpün en üst k›sm›na k›smi
saflaflt›r›lm›fl virus örne¤i konarak oluflturuldu. Santrifüj
ifllemi tamamland›ktan sonra tüpler karanl›k bir odada
üstten ›fl›k kayna¤› ile ayd›nlat›larak iki CsCl tabakas›
aras›ndaki bölgede mavi gri renkli virus band› gözlendi.
Tüpün yan›ndan ve virus band›n›n tam alt k›sm›ndan
insülin tip enjektor i¤nesiyle delinerek band enjektöre
topland› ve virus Servapor dializ tüpüne (Serva,
Feinbiochemica GmbH Co., Almanya) konarak 4ºC’de TNE
buffer aral›kl› olarak de¤ifltirilmek suretiyle 4-6 saat
süreyle dializ edilerek CsCl uzaklaflt›r›ld›. Son aflamada,
dializ edilen virus %20 sukroz çözeltisi (w/v) üzerinden 3
saat, 4ºC de, SW40Ti rotorda 26.000 rpm`de santrifuj
edilerek  konsantre edildi. Pelet, %0.5 SDS içeren 400-
500ul TNE buffer ile topland› ve RNA ekstraksiyonu
yap›lmak üzere -20ºC de sakland›.

Viral RNA’n›n Ekstrakte Edilmesi: Referens ve saha
viruslar›n›n genomik RNA’leri Müller ve ark.’lar›n›n
modifiye edilmifl tekni¤i ile ekstrakte edildi (6).
Saflaflt›r›lm›fl virus örneklerine 2.0mg/ml final
konsansantrasyonda Proteinase K (Sigma Chemical Co.,
St.Louis, MO) ilave edilerek 37ºC ‘de 1 saat inkube edildi
ve viral RNA’n›n serbest kalmas› sa¤land›. RNA önekleri
eflit miktardaki fenol: kloroform: isoamyl alkol (25:24:1)
ile kar›flt›r›ld›ktan sonra 3000 rpm’de 20 dakika santrifüj
edildi. Üstteki viral RNA içeren s›v› al›nd›, buna 2 k›s›m
so¤uk etanol ilave edilerek kar›flt›r›ld› ve bir gece -20ºC de
bekletildi. Presipite olmufl RNA santrifüj edilerek
çöktürüldü ve sample buffer (%75 sukroz + %5
bromfenol mavisi)  ile süspanse edilerek SDS-PAGE için
haz›rland›. 

SDS-PAGE: IBD viruslar›n›n nükleik asitleri
Laemmli’nin (17) aral›kl› (discontinuous) SDS-PAGE
sistemi kullan›larak, %3.5 y›¤›c›, %7.5 ay›r›c› jelde
ayr›flt›r›ld›. Elektroforez iflleminde Hoefer marka slab jel
ünitesi (SE-600 Dual Cooled Vertical Slab Gel
Electrophoresis Unit, Hoefer Sci. Inc., San Francisco,CA)
kullan›ld›. Ünitenin alt ve üst buffer tanklar› elektrod
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buffer (0.025M Tris, pH 8.3, 0.192M Glisin ve %0.1
SDS) ile doldurulduktan sonra jelde oluflturulmufl gözlere,
50ul saf RNA örne¤ine 5 ul sample buffer kat›larak
haz›rlanan RNA örnekleri yüklendi. Elektroforez ifllemi
Hoefer’in PS 500XT güç ünitesine ba¤l› olarak 50 V’luk
sabit voltaj ile oda ›s›s›nda 30 saatte gerçeklefltirildi.
‹fllem s›ras›nda sistem akar suya ba¤lanarak so¤utuldu.

Gümüfl Nitrat (AgNO3) Boyama: SDS-PAGE’te göç
eden nükleik asitler, Herring ve ark.’lar›n›n (18)
uygulad›¤› Gümüfl Nitrat Boyama tekni¤i ile k›saca asa¤›da
aç›kland›¤› flekilde boyanarak gözlendi (29). Jel %10
etanol-%0.5 asetik asit solusyonu içinde bir gece
tutularak SDS’ten ar›nd›r›ld›. 0.011M konsantrasyonda
taze olarak haz›rlanan AgNO3 ile 2 saat sürede hareketli
platform üzerinde hafifçe çalkalanmak suretiyle boyand›
ve sonra jel distile su ile 2-3 dakika y›kand›. Yine taze
olarak haz›rlanan 0.75M NaOH, 0.1M formaldehit ve
0.0023M sodyum borohidrat içeren redükleyici solusyonu
içinde çalkalamak suretiyle muamele edildi. Kahverengi
RNA bantlar› yeteri kadar koyulukta ortaya ç›k›nca
(maksimum 10 dakika) redükleyici solusyon uzaklaflt›r›ld›
ve reaksiyon %5 oran›ndaki asetik asit ile durduruldu. Jel
ayn› solusyon içinde korundu ve  foto¤raf› çekildi. 

Bulgular

IBDV Nükleik Asitlerin Teflhisi ve Karfl›laflt›r›lmas›:
Referens ve saha viruslar›n RNA’lar›n›n SDS-PAGE analiz
sonucu fiekil 1’de gösterilmifltir. Bu çal›flmada, incelenen
tüm viruslarda IBDV’ye ait çift  segmentli nükleik asit

gözlendi. Üstteki RNA band›, 2.5x106 moleküler
a¤›rl›ktaki A segmentinin, alt k›s›mdaki band (2.2x106)
daha hafif moleküler a¤›rl›ktaki B segmentinin karfl›l›¤›d›r.
Bu incelemede, serotip 1 grubu D78 suflu ile çeflitli
co¤rafik bölgeleri temsil eden saha viruslar›
(G3,G12,G34,G35,G41,ETL3) aras›nda RNA bandlar›n›n
göç uzakl›klar› aç›s›ndan 30 saat süren elektroforez
sonucunda bir farkl›l›k gözlenmedi. Di¤er saha
viruslar›ndan farkl› olarak, bu çal›flma öncesinde serotip
grubu henüz  karakterize edilmemifl olan Marmara
bölgesine ait G12 suflunun nükleik asit analizinde
di¤erlerine göre, ince bantlar fleklinde olmakla beraber iki
segmentli RNA gözlendi ve bu virusun da IBDV oldu¤u
kesinleflti.    

Tart›flma ve Sonuç

Bu çal›flmada, 1990’l› y›llarda Avrupa, Orta Do¤u,
Afrika ve Uzak Do¤u ülkelerinde oldu¤u gibi (19, 20, 21,
22, 23, 24, 25), Türkiye tavukçuluk endüstrisinde de
(26,27) büyük ekonomik zararlara neden olan çok
bulafl›c›, akut, ölümcül infeksiyöz bursal hastal›¤›
salg›nlar›ndan izole edilen viruslar›n nükleik asitlerinin
SDS-PAGE ile analiz sonuçlar› rapor edilmektedir.   

VN, SDS-PAGE ve Western immunoblotting gibi çeflitli
tekniklerden biri ile daha önceden karakterize edilmifl
olan G3, G34, G35, G41, ETL3 sufllar› (15,16,28)
nükleik asitlerinin incelenmesinde amaç, ülkemize ait olan
IBD viruslar›n›n serotipleri ve antijenik yap›lar› yan›nda
genomik yap›lar› hakk›nda da bilgi sahibi olmak ve bu
viruslar›n moleküler karakterizasyonunu
gerçeklefltirmektir.

IBDV’nin çift segmentli , çift sarmall› RNA içeren bir
virus oldu¤u pek çok çal›flmada ortaya konmufltur (3, 6,
13). Pürifiye edilmifl Türkiye saha viruslar›n›n nükleik
asitlerinin serotip 1 grubu ile karfl›laflt›r›ld›¤› bu çal›flmada
da (fiekil 1.), tüm viruslar›n genomik RNA’lar›n›n çift
segmentli oldu¤u görülmüfl ve viruslar›n RNA
segmentlerinin göç uzakl›klar› aras›nda herhangi bir fark
görülmemifltir. Bu bulgu, serotip 1 grubu viruslar› için
literatürlerde belirtilen sonuçlara benzer bulunmufltur
(13, 29). Bununla beraber, serotip 1 ve 2 grubu viruslar›
RNA göç paternlerine göre birbirinden
ayr›labilmektedirler (13). Bir çal›flmada, serotip 1 ve 2
grubu viruslar› 30 saat veya daha uzun süre ko-
elektroforez ifllemine tabi tutuldu¤unda, di¤er bir deyiflle
serotip 1 ve 2 grubu virusu jelde ayn› gözde beraber
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D78 G34 G35 G41 ETL3 G3 G12
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B

fiekil 1. Türkiye IBD viruslar› (G34, G35, G41, ETL3, G3 ve G12)
ve serotip 1 grubunu temsilen referens D78 suflunun seg-
menti RNA’lar›n›n karfl›laflt›rmal› sonucu. RNA’lar poliakril-
amid jelde 30 saat süreyle elektroforez edilmifl ve jel
gümüfl nitrat ile boyanm›flt›r. A ve B segmenti sol tarafta
oklarla iflaretlenmifltir.



elektroforez edildi¤inde, serotip 2 grubu virusunun
segmentlerinin farkl› uzakl›klarda göç etti¤i gözlenmifl ve
SDS-PAGE tekni¤inin serotiplerin birbirinden ayr›m›nda
kullan›labilece¤i bildirilmifltir  (13). Bu proje planlan›rken
serotip 1 virusu yan›nda serotip 2 virusu ile de
karfl›laflt›rmal› çal›flma öngörülmüfl, ancak serotip 2 grubu
OH virusunun CEF’te düflük titrelerde ço¤alt›labilmesi ve
saflaflt›rma s›ras›ndaki kay›plar nedeniyle yeteri miktarda
RNA elde edilemedi¤inden sonuçlar flimdilik bu kadar›yla
rapor edilebilmifltir. Gelecekte OH virusunu da içeren bir
baflka çal›flma ile bu eksiklik tamamlanacakt›r.

Bu çal›flmadaki G12 kod’lu saha suflu önceden tam
karakterize edilmemifl olmas› nedeniyle di¤erlerinden ayr›
tutulmufltur. G12 suflu bir broyler sürüsünden izole
edilmifl, agar jel presipitasyon (AGP) testi ile IBDV oldu¤u
belirlenmifl ve  CEF hücrelerine adapte edilmifl bir
virustur. Kalitatif olarak gerçeklefltirilen ön VN
denemelerinde, hücre kültürü adapte virus yüksek dozda
antiserum ile inkübe edildikten sonra hücreye inokule
edildi¤inde nötralize olmas›na ra¤men, kantitatif testlerde
nötralize olmam›flt›r (15). Bu gözlem nedeniyle G12 suflu
daha ayr›nt›l› üzerinde çal›fl›lmak üzere önceki
çal›flmalardan ayr›lm›flt›r. Bu çal›flmada G12 suflunun
nükleik asitleri incelendi¤inde bir IBD virusu oldu¤u

görülmüfl, ve RNA’s› di¤er serotip 1 grubu sufllar› ile ayn›
uzakl›klarda göç etti¤i için, serotip 1 grubunda klasifiye
edilmifltir. Nükleik asit yap›s›na göre serotiplendirilmesi
yan›nda bundan sonraki çal›flmalarda bu suflun antijenik
yap›s›n›n ortaya konmas› ile ülkemize ait identifiye edilmifl
IBD virus kayna¤›na bir yenisi  eklenmifl olacakt›r. 

Bugün araflt›rma alan›nda mevcut olan testler aras›nda
VN testi IBD viruslar›n›n serotiplendirilmesi ve antijenik
özelliklerinin belirlenmesi için hala en etkili test olma
özelli¤ini korumaktad›r. Son zamanlarda, Reverse
Transcriptase/Polymerase Chain Reaction-Restriction
Endonuclease (RT/PCR-RE) veya RT/PCR-restriction
fragment length polymorphism (RFLP) olarak
isimlendirilen, serotip 1 ve 2 grubu viruslar›n veya
serotip 1 grubu içindeki subtiplerin birbirinden
ayr›lmas›na yarayan moleküler teknikler gelifltirilmifltir
(30,31,32,33,34). Viruslar›n izolasyonu, hücreye
adaptasyonu gibi ifllemler için zaman gerektirmeyen,
viruslar›n özelliklerini 2-3 gün gibi k›sa bir sürede
tan›mlamaya yarayan bu gibi moleküler tekniklerin
ülkemizdeki viruslar›n incelenmesi ve kanatl› endüstrisinin
problemlerine yard›mc› olunabilmesi amac›yla kullan›lmas›
hedef ve dile¤imizdir.
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