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Giriþ 

Molecular Genetic Markers for Fish Diseases and Their Usage

Molecular techniques developed in recent years relatively faster and more sensitive than traditional methods  that are used to 

research fish pathogens. Regard to detection and spread of fish pathogens can be obteined quick and reliable information thanks 

to techniques such as  polymerase chain reaction (PCR), restriction fragment length polymorphism (RFLP), Pulse-field gel 

electroforesis (PFGE), and multiplex PCR. Thus can be prevented outbreak diseases, reduced so that creation of antibiotic 

resistant bacteria and cost of treatment in aquaculture. In this paper, common molecular techniques are reviewed for detection 

and epidemiology of fish pathogens and their application are described. 

Ýdeal bir çevrede herhangi bir klinik belirti oldukça önemlidir (Plumb, 1999). Geniþ bir 

göstermeyen canlýlar üzerlerinde taþýdýklarý balýk popülasyonunda normal görünen taþýyýcý 

patojenler ile popülasyonda ciddi hastalýk riski balýklardan patojen tespiti oldukça zor, yüksek 

oluþtururlar. Yoðun üretim ve çevresel þartlarýn maliyetli ve spesifik sistem gerektirir(Altýnok ve 

aniden bozulmasý gibi stres yaratacak Kurt, 2003). 

durumlarda hastalýklar ortaya çýkabilir. Bu Geleneksel olarak bakteriyel balýk 

nedenle taþýyýcý canlýlardan hastalýk etkenlerinin patojenlerin tespiti; etkenin agar üzerinde 

tespiti hastalýklarýn kontrol edilmesi açýsýndan üretilmesini takiben fenotipik ve  serolojik  özel-

Balýk patojenleri ile yapýlan araþtýrmalarda, son yýllarda geliþtirilen moleküler teknikler, geleneksel metotlara göre nispeten 

daha duyarlý, güvenilir ve hýzlýdýrlar. Polimerize zincir reaksiyonu (PZR), restriksiyon parça uzunluðu polimorfizmi (RFLP), 

itilmiþ alan jel elektroforesizi (PFGE) ve çoklu PZR (multiplex PCR) gibi teknikler sayesinde, balýk patojenlerinin tespiti ve 

yayýlýmý hakkýnda hýzlý ve güvenilir bilgi alýnabilmektedir. Böylelikle akuakültürdeki salgýn hastalýklarýn önüne geçerek, hem 

antibiyotik dirençli bakteri geliþimi engellenmekte hem de tedavi harcamalarý azaltýlabilmektedir. Bu derlemede, balýk 

patojenlerinin tespitinde ve epidemiyolojik araþtýrmalarýnda yaygýn olarak kullanýlan moleküler teknikler irdelenmiþ ve 

kullaným alanlarýndan söz edilmiþtir
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liklerinin belirlenmesi þeklinde gerçekleþtirilir gerçekleþtirilebilmiþtir (Altýnok ve Kurt, 2003). 

(Bernardet vd., 1990). Fakat yapýlan çalýþmalar Geliþen moleküler teknikler bakteriyel, 

ayný genus içerisinde olan bazý bakteriyel viral ve paraziter balýk hastalýklarýnýn erken 

patojenlerin bu klasik testler sonucu farklýlýk teþhisinde önemli avantajlar saðlarlar. Genel 

göstermediklerini ortaya koymuþtur (Eldar vd., olarak, genetik materyalin (DNA ya da RNA) 

1996). Ayrýca bu klasik metotlar, yeterince hassas ilgili örnekten ekstrakt (elde) edilmesi ile iþlem 

olmamalarý, etkenin önce izole edilmiþ olma baþlatýlýr.  Sonrasýnda, çoðunlukla DNA spesifik 

gerekliliði ve düþük düzeyde patojenle sonuç primerler kullanýlarak PZR iþlemi yardýmý ile 

verememesi gibi dezavantajlara sahiptirler amplifiye edilir. Balýk üretimindeki deðiþik 

(Altýnok ve Kurt, 2003). problemleri çözmek üzere Polimerize Zincir 

Son yirmi yýlý aþkýn sürede balýk Reaksiyonu (PZR), Enterobacterial Repatitive 

patojenlerinin tespiti üzerine moleküler Intragenic Consensus Element (ERIC-PZR), 

biyolojinin kullanýmý oldukça yaygýnlaþmýþtýr. Restriksiyon Parça Uzunluðu Polimorfizmi 

Moleküler biyoloji alanýnda balýk patojenlerinin (PZR-RFLP), Çoðaltýlmýþ Parça Uzunluk 

rutin tespiti ve kontrolü, bakteriyel ve viral Polimorfizmi (AFLP), Rastgele Çoðaltýlmýþ 

etkenlerin epidemiyolojilerinin araþtýrýlmasý rutin Polimorfik DNA (RAPD), Multipleks (Çoklu) 

çalýþmalar haline gelmiþtir. Bu sayede birçok PZR, gibi PZR bazlý moleküler araçlar 

etkenin sadece tespiti deðil ayný zamanda kullanýlmaktadýr (Prichard, 1997). PZR tabanlý 

yayýlýmý ve korunma önlemleri konusunda olmayan uygulamalar olarak ise Restriksiyon 

önemli ilerlemeler kaydedilmiþtir (Vela vd., Parça Uzunluðu Polimorfizmi (RFLP) Pulsed-

2000; Çaðýrgan, 2004; Türe vd., 2012). Field Jel Elektroforesiz (PFGE), In Sütü 

Özellikle etkenlerin epidemiyolojisi Hibridizasyon gibi teknikleri sayabiliriz (Yaðcý, 

alanýnda son yýllarda moleküler tiplendirme 2006).

konusunda devrim niteliðinde geliþmeler Bu derlemenin amacý; balýk üretiminde 

gerçekleþmiþtir. Antimikrobiyal duyarlýlýk sýklýkla kullanýlan moleküler tekniklerin bir 

testleri,  serotiplendirme ve geleneksel deðerlendirmesini yapmak ve bu tekniklerin nasýl 

biyokimyasal testlerin sonuçlarýna göre ayný kullanýldýðý, avantaj ve dezavantajlarý hakkýnda 

görünen izolatlar moleküler epidemiyoloji güncel bilgi sunmaktýr.

teknikleri sayesinde farklý olduklarý ortaya 

konulmuþtur. Yeni teknikler geliþtirilirken bir 

yandan da eski teknikler modifiye edilerek daha Pulsed-Field Gel Elektroforesiz (PFGE) 

az zaman ve çaba ile yüksek kalitede sonuçlar Metodu

elde edilmiþtir. (Mc Ellistrem vd., 2000). Pulsed-field gel elektroforesiz ilk kez 

Moleküler teknikler patojenlerin erkenden Schwartz ve Cantor tarafýndan tanýmlanmýþtýr 

tespit edilmesinde geleneksel teþhis tekniklerine (Schwartz vd., 1994). Bu metot, genomik 

göre daha hýzlý ve duyarlýdýrlar. Asemptomatik DNA'nýn kesici restriksiyon endonükleaz enzim-

balýklardan patojenlerin erken tespiti hastalýk leri kullanarak PFGE tarafýndan fragmentlerin 

salgýnlarýnýn önlenmesine ve antibiyotik ayrýlmasý ve bant örneklerinin karþýlaþtýrýlýp 

kullanýmýnýn azaltýlmasýna yardýmcý olur. yorumlanmasý esasýna dayanýr. Geleneksel jel 

Böylece antibiyotik dirençli bakterilerin elektroforesiz 50 kilobaz çift (kb) kadar olan 

oluþturacaðý çevre zararýnýn önüne geçilmiþ olur. DNA    fragmentlerini    ayrýþtýrabilirken, PFGE 

Hatta, nükleik asitlerin tespiti sayesinde kültür 10 megabaz çifti (Mb)  aþan  büyüklükteki   

edilemeyen ya da ölü mikroorganizmalarýn tespiti bakteri, maya,  virüs ve memelilerde  dahil birçok
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 birçok türe ait kromozomal DNA'yý ayrýþtýrma izolasyonu yapýlmaktadýr. Bu aþamada bakteri 

kabiliyetine sahiptir (Schwartz ve Cantor, 1984; türüne göre deðiþmekle beraber lizozim, 

Gardiner, 1991). proteinaz K ve mutonolizin gibi farklý litik 

PFGE enfeksiyon etkeni suþlarýn karþýlaþ- enzimler kullanýlýr. Liziz iþlemini takiben agaroz 

týrýlmalarýnda kullanýlan bir metot olup bakteri bloklarý yýkanarak kontaminantlar uzaklaþtýrýlýr. 

suþlarýnýn tanýmlanmasýnda nadiren kullanýlýr. Agaroz içindeki genomik DNA, nispeten az 

Son yýllarda izolatlar arasý benzerlik ya da sayýda ve büyük parçalar oluþturabilen bir 

farklýlýklarýn tespitinde mevcut en tartýþmasýz restriksiyon enzimi ile kesilir. ApaI, SpeI, Xba, 

ayýrýcý metottur (Olive ve Bean, 1999). PFGE'nin SmaI gibi restriksiyon endonükleazlar sýklýkla 

temel özelliði, jel üzerinde bir homojen elektrik tercih edilirler (Vela vd., 2000; Kawanishi vd., 

alanýnýn çoklu elektrot ve farklý voltajlar 2005; Türe vd., 2012). Daha sonra kesime 

kullanarak üretilmesidir (Chu vd., 1986). Bakteri uðratýlan DNA bloklarý sertifikalý PFGE agaroz 

yoðunluðu ve yaþý, DNA nýn kalite ve içerisine yerleþtirilir ve belirli aralýklarla yönü 

konsantrasyonu, agaroz konsantrasyonu, yýkama deðiþtirilen elektrik akýmýna tabi tutulur. Bu 

iþlemi, kesici enzimin miktarý ve özelliði, bafýrýn elektrik akýmý ortalama 1 ila 800 kilobazlýk DNA 

sertliði, voltaj,  pulse zamaný, ve sýcaklýk gibi bir segmentlerinin ayýrt edilmesini saðlar. Elekro-

çok faktör  PFGE deki görüntü kalitesini etkiler forez iþlemi bitince jel etidiyum bromür ile 

(Anonim 1). PFGE'de; katý veya sývý besi yerinde boyanarak her bir izolata ait bant profilleri 

üretilen bakteriler yoðunluklarý ayarlandýktan görünür hale gelir (Turabelidze vd., 2000). Bu 

sonra düþük erime ýsýlý agaroza katýlýp küçük profiller, iyi gözlemlenerek, software yada bir 

kalýplar içerisine dökülmektedir. Kalýplardan istatistik programý ile yorumlanabilir. Þekil 1'de 

bloklar halinde alýnan bakteri hücreleri, deterjan PFGE metodunun pratik adýmlarý þematize 

ve enzim yardýmýyla parçalanarak DNA edilmeye çalýþýlmýþtýr.

Þekil 1. PFGE'nin pratik adýmlarý (Anonim, 1)

Türe vd. /  Yunus Arþ. Bül. 2012 (3): 8-17
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Blastula evresinin sonuna doðru, gastrulas- vd., 2009). 

yonun baþlamasýndan önce, blastodiskin tüm Mikroorganizmalarýn ayrýmýnýn yapýlma-

çevresinde, hýzlý hücre artýþý ile kalýnlaþma sýnda PFGE son yýllarda en güvenilir metot olarak 

oluþmaktadýr. Bu kalýnlaþmýþ blastodisk bilinmesine raðmen RFLP en sýk kullanýlan 

çevresinin bir bölümü, geri kalan çevre metotlardan biridir. Her iki teknikte geniþ kalitede 

bölümünden daha fazla kalýnlaþmýþtýr. Bundan DNA, fazla zaman ve uðraþ gerektirmektedir. 

sonra gastrulasyon gerçekleþmektedir (Þekil 1). ERIC-PZR son yýllarda elde edilen sonuçlara 

Geniþ kullanýmý, yüksek ayýrt etme gücü ve bakýldýðýnda birçok moleküler karakterizasyon 

çok iyi epidemiyolojik uygulamalarýndan dolayý tekniðinin yerini almýþtýr. Bu metot ile daha az 

PFGE son 20 yýldýr bakteriyel patojenlerin alt zaman ve masrafla doðru sonuçlara ulaþýla-

tiplemelerinde altýn standart olarak kullanýl- bilmektedir (Silveria vd., 2002). 

maktadýr. Özellikle PFGE ayný türe ait ERIC-PZR dizi tekrarýna dayalý DNA 

bakterilerin tiplenmesinde PZR ve klasik amplifikasyonudur. Tüm organizmalar genom-

elektroforezde yapýlan RFLP'ye göre daha yüksek larýnda tekrarlayan (repetitive) sekanslar 

ayýrt edici güce sahiptir (Olive ve Bean, 1999). bulundurur. Ökaryotik genomlarda DNA sekans 

PFGE tekniði kullanýlarak akuakültürde ciddi organizasyonu tek kopya sekanslardan oluþmuþ 

ekonomik kayýplara yol açan birçok balýk çok sayýda tekrarýn aralýklý olarak daðýlmasýyla 

patojeninin epidemiyolojisi araþtýrýlmýþtýr gerçekleþir. Prokaryotik genomlarda ise çeþitli 

(Turabelidze vd., 2000; Vela, 2000; Kawanishi düþük kopya sayýlý tekrar sekansý bulunur. 

vd., 2005) Türkiye'nin farklý bölgelerinden Baþlangýçta sadece Enterobacteriaceae ve 

alabalýklardan izole edilen Lactococcus garvieae Vibrinoceae türlerinde olduklarý düþünülen ERIC 

suþlar ýnýn  PFGE metodu kul laný larak  ve REP sekanslarýnýn birçok türde olduðu 

epidemiyolojisi çalýþýlmýþ ve özellikle gökkuþaðý belirlenmiþtir. Bu sekanslara yönelik primerler 

alabalýklarý için çok önemli olan bu patojenin kullanýlarak bakteri genomlarýnýn parmak izleri 

genetik çeþitliliði ve yayýlýmý belirlenmiþtir (Türe ilk olarak 1991'de belirlenmiþtir (Versalovic vd., 

vd., 2012). Yine, Avustralya'da yapýlan bir 1991). 

çalýþmada balýk ve insanlar için patojen olan ERIC bir örnekteki nükleik asidin 

Streptococcus iniae suþlarý PFGE metodu amplifikasyonu yapýlarak kýsa zamanda ve 

yardýmýyla iliþkilendirilmiþ ve bu zoonoz için yüksek güvenilirlikte gerçekleþebilen genotip-

koruyucu önerilerde bulunulmuþtur (Nawawi vd., lendirmede kullanýlan PCR bazlý metottur. PCR 

2008). ürünü DNA'nýn agaroz jel elektroforezine tabi 

tutulmasý ve sonra etidiyum bromür ile boyanan 

2. Enterobacterial Repatitive Intragenic jelde oluþan DNA bantlarýn yeri ve sayýsý 

Consensus Element (ERIC-PZR) kýyaslanarak elde edilen çeþitliliktir. Bu metot 

Tarih boyunca türlerin (ökaryot, prokaryot) bakteriyel kromozomal ve ekstra kromozomal 

genetik yakýnlýklarýnýn araþtýrýlmasý amacý ile DNA'nýn veya viral genomun (RNA ve DNA) 

birçok metot denenmiþtir. Bunlardan PZR bazlý restriksiyon profillerinin belirlenmesinde kulla-

olanlarý geniþ yayýlým göstermiþtir. PZR nýlmaktadýr. Dört temel adýmda gerçekleþtirilir: 

reaksiyonlarý diðerlerine oranla kolay, güveni- DNA nýn izolasyonu (RNA viruslar için önce 

lirlikleri yüksek ve nispeten ekonomiktir (Duan RNA izole edilip RT-PZR ile cDNA elde edilir), 

Türe vd. /  Yunus Arþ. Bül. 2012 (3): 8-17



tek bir primer ile PZR yapýlmasý, amplifiye olan 

DNA nýn jelde elektroforezi ve en son aþama ise 

jeldeki DNA'nýn görüntülenmesidir (Yaðcý, 

2006).

ERIC-PCR Enterobakterilerin genotip-

lendirilmesinde baþarýyla kullanýlmýþtýr. Son 

yýllarda bu metot Vibrio parahaemolyticus, 

Campylobacter, Escherichia coli, Salmonella 

enterica ve Aeromonas sp. gibi balýk 

patojenlerinin epidemiyolojik araþtýrmalarýnda 

kullanýlmýþtýr (Yingwang vd., 2008). 

Türkiye'de Gökkuþaðý Alabalýklarý'ndan 

izole edilen kýrk adet Lactococcus garvieae 

suþunun fenotipik ve genetik çeþitliliði ERIC-

PZR metodu kullanýlarak belirlenmeye 

çalýþýlmýþtýr (Türe, 2011). Þekil 2'de gram(+) bir 

bakteriden elde edilen ERIC-PZR modeli (profili) 

görünmektedir.

koþullarýnda en az bir milyon kez çoðaltýlmasý ve 

ürünün jel elekroforez aracýlýðý ile tespit edilmesi 

esasýna dayanýr. Çoðaltýlan bölge 150-3000 baz 

çifti uzunluðundadýr (McPhearson vd., 1991). 

PZR bir baþka deyiþle in-vivo DNA replikas-

yonunun in-vitro gerçekleþtirilmesidir. Reak-

siyon için denatüre edilmiþ DNA, oligonük-

leotitler (primer), desoksinükleotid trifosfat 

(dNTP) ve DNA polimeraz enzimi gibi 

komponentler gereklidir. Üç basamaklý siklusun 

tekrarý þeklinde olur.

Ýlk aþamada DNA denatüre olur.

Daha sonra oligonükleotitlerin DNA'nýn 

belirli bir bölgesini tanýyýp o bölge ile 

reaksiyona girerler.

Polimeraz enzimi aracýlýðýyla ile yeni DNA 

zincirlerinin üretimi. 

Söz konusu PCR basamaklarý ortalama 

olarak 25-35 kez tekrarlanmak suretiyle iþlem 

tamamlanmýþ olur (Ün vd., 2000). Þekil 3'de PZR 

iþlemi þematize edilmiþtir.

 Tersine PZR denen RT-PZR; RNA 

viruslarý ile çalýþýldýðý durumlarda, spesifik 

mRNA'nýn tespiti ve gen expresyon düzeylerinin 

belirlenmesinde kullanýlýr (Koo ve Jaykus, 2000). 

Hücreden RNA'nýn kantititesinin tespitinde 

duyarlý bir tekniktir. Son yýllarda real-time 

PZR'nin yaygýnlaþmasý ile beraber gen expresyon 

düzeyindeki deðiþimlerin tespiti bu metotla 

yapýlmaya baþlamýþ ve birçok alanda klasik 

PZR'nin yerini almýþtýr (Altýnok ve Kurt, 2003). 

Ökaryot ve prokaryotlarda rRNA gen 

bölgeleri korunmuþ sekanslar içerir. Bu korunmuþ 

bölgelerin amplifiye edilmesi ile canlýda bulunan 

hatta kültür edilemeyen bakteri ve viruslarýn 

isimlendirimesi gerçekleþtirilir (Barry vd., 1990). Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
rRNA gen bölgelerinin çoðaltýlmasý ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu DNA'nýn 
gerçekleþtirilen PZR metodu, birçok balýk spesifik bir bölgesinin bir çift primer ve ýsýya 
patojeninin isimlendirilmesi ve epidemiyolojisi dayanýklý Taq polimeraz (thermostable DNA 
alanýnda çok sýk baþvurulan temel metot halini polymerase) enzimi yardýmý ile laboratuar 
almýþtýr.

12

Þekil 2.  ERIC-PZR modeli. M: markýr (100bp), 1-9: 
bakteri suþlarý.  
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Çoðaltýlmýþ Parça Uzunluk Polimorfizmi yapýþkan uçlarýna baðlanmak üzere tasarlanmýþ 2 

(AFLP) adaptör (EcoRI ve MseI) üretilen parçalara 

Hýzlý bir PZR tabanlý teknik olan AFLP, hem baðlanýr. Bu ligasyon iþlemi PZR çoðaltýmýna 

prokaryot hem de ökaryotlarýn tiplendi-rilmesinde olanak saðlar. Her iki restriksiyon enzimi 500 000 

kullanýlabilir. RFLP ve RAPD gibi metotlarýn EcoRI-MseI parça üretimi gerçekleþtirir. Primer-

güçlü yanlarýný toplayan, daha kullanýþlý, multi- lerdeki spesifik bazlarýn sayýsý deðiþtirilerek 

lokuslu bir DNA parmak izi tekniðidir. Ana hedef, çoðaltýlan parça sayýsý kontrol edilebilir. Bu 

türler arasý genetik varyasyonun belirlenmesidir. amaçla PZR primerlerinin 3' ucuna rastgele bir 

Bu metot tüm genomun restriksiyon enzimi ile veya iki ekstra baz ilavesi yapýlarak restriksiyon 

parçalara ayrýlmýþ DNA parçalarýnýn seçici parçalarýnýn alt dizilerinin selektif olarak 

çoðaltýlmasý esasýna dayanýr (Vos vd., 1995). çoðaltýlmasý saðlanýr. Son olarak PZR ürünleri jel 

Markýrlarýn PZR'de çoðaltýlýp selekte edilmesi elektroforezde görüntülenip yorumlanýr (Ajmone-

yöntemini kolay ve hýzlý yapar. Bu metot; tarým, Marsan vd., 1997). Bir adaptör ve bir enzim ilavesi 

botanik, mikrobiyoloji ve hayvan araþtýrmalarýnda ile alternatif AFLP tipleri üretilmiþ ve jel 

tür ve alt türlerin isimlendirilmelerinde hýzlý, kolay elektroforez ile analiz edilmiþtir (Gibson vd., 

ve güvenilir bir araçtýr (Valsangiacomo vd., 1995). 1998).

AFLP analizi için küçük bir miktar pürifiye 

edilmiþ genomik DNA gereklidir. Teknik herhangi 

bir organizmadan elde edilen DNA'nýn önce bir 

çift restriksiyon enzimi (6 baz EcoRI, 4 baz MseI) 

ile kesimiyle baþlar. Parçalarýn birer uçlarý 

yapýþkan özelliktedir. Daha sonra 4 baz ve 6 baz 

(Congiu vd., 2002), mersin balýklarýnýn tür 

içi ayrýmlarýnda AFLP'den yararlanmýþlardýr. Bir 

baþka çalýþmada morfolojik olarak üç farklý 

renkteki kayabalýklarý arasýndaki genetik farklýlýk 

bu teknikten yararlanýlarak çalýþýlmýþtýr (Kai vd., 

2002).

13

Þekil 3. PZR iþlemi (Anonim, 2)

KALIP DNA

DENATÜRASYON

PRÝMER 

BAÐLANMASI

UZAMA
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Restriksiyon Parça Uzunluðu Polimorfizmi etmek gerekir (Yaðcý, 2006; Eroðlu vd., 2011).

(RFLP)

Organizmadan alýnan doku örneklerinin 

toplam DNA'larýnýn izole edilip bu ürünün 

nükleik asit sýralanýþýný tanýyan restriksiyon 

enzimleri ile kesilmesi ve oluþan DNA 

parçacýklarýnýn elektroforezde ayrýldýktan sonra 

yorumlanmasý esasýna dayanýr (Þekil 4). PZR 

metoduna göre daha fazla örneðin kýsa zamanda 

analiz edildiði bir metottur (Altýnok vd., 2003). 

PZR bazlý olup olmamasýna göre iki þekilde 

yapýlýr. Kromozomal DNA'nýn direkt restriksiyon 

enzimi ile kesimi ancak temiz ve fazla miktarda 

DNA varlýðýnda iyi sonuç verir. Yöntemin 

güvenilirliðini artýrmak amacýyla eklenen yeni 

metotlarda zamaný ve maliyeti arttýrmaktadýr. Bu 

nedenle PZR bazlý RFLP çoðunlukla tercih 

edilmektedir (Yaðcý, 2006). RE enzimi olarak, 
Ülkemizde, alabalýklarda PZR-RFLP 

EcoRI, HindIII, HinfI sýklýkla tercih edilirler.
analizi ile tür ve orijin belirlenmesi üzerine 

PZR-RFLP moleküler biyolojide en çok 
yapýlan bir araþtýrmada, ülkemiz gen kaynak-

kullanýlan metotlardan birisidir. DNA sekansýna 
larýndan olan doðal alabalýða ait detaylý bir doku 

gerek kalmadan populasyon ve türler arasýndaki 
ve DNA bankasýnýn oluþturulmasý ve farklý 

birçok genetik çalýþma gerçekleþtirilebilir. 
metotlarla elde edilecek genetik verileri de 

Mevcut gen kaynaklarýn tespiti, soyaðacý 
kapsayan ulaþýlabilir bir veri tabaný oluþturul-

oluþturmak sureti ile genetiksel açýdan benzer-
masýnýn önemi üzerinde durulmuþtur (Eroðlu vd., 

liklerin hesaplanmasý, her yaþ ve boydaki ayýrýmý 
2011). 

yapýlamayan su canlýlarýnýn ayýrýmýný yaparak 

taksonomik açýdan yaþanan sýkýntýlarýn aþýlmasý, 
Multipleks (Çoklu) PZR 

mutasyon ve seleksiyon taramalarý ve et 
Bu metot daha az zaman ve düþük maliyetle 

satýþýndaki sahteciliklerin önüne geçilmesi 
bir kaç patojenin ayný anda tespitine olanak 

bunlardan bazýlarýdýr (Aksakal ve Erdoðan, 
saðlayan bir tekniktir (Williams vd., 1999). 

2007). 
Klasik PZR'ye benzer ancak birden fazla PZR 

RFLP metodu ayrýca ökaryot ve prokaryot 
amplifikasyonu, birden fazla primer çifti 

hücre genomik DNA analizinde, bakteriyel ve 
tarafýndan ayný reaksiyon içerisinde birden fazla 

viral suþlardaki mutasyonlarý tanýmlamada, 
hedefin sekansý þeklinde gerçekleþir. Teknik 

epidemiyolojik çalýþmalarda, su ürünlerinde tür 
iþgücü, maliyet ve efor bakýmýndan önemli 

ve orijin tespitinde, genetik kaynaklarýn kontrol 
avantajlar saðlar.

altýnda tutulmasý ve korunmasý ve daha pek çok 
Ayný reaksiyon içerisinde birden fazla 

genetik hastalýklarýn tanýsýnda kullanýlmýþtýr. 
hedefin amplifikasyonu saðlanacaðý için; 

RFLP yöntemi uygulamasý kolay fazla zaman 
primerlerin seçimine dikkat edilmesi, baðlanma 

gerektirmeyen bir yöntemdir. Dezavantajý çok 
sýcaklýklarýnýn birbirine uygun olmasý, farklý 

sayýdaki sýk bantlarýn seçimi bazen mümkün 
primer çiftlerinin bir arada çalýþmalarý için en uy-

olmayabilir. Bu nedenle enzim seçimine dikkat 

DNA'nýn Ýzolasyonu

PZR (Spesifik bölgelerin çoðaltýlmasý)

Ürünün RE ile kesimi

Elektroforez

Görüntüleme

Þekil 4. PZR-RFLP analizi
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gun konsantrasyonlarýnýn belirlenmesi gibi olmasý, kýsa primerin DNA'nýn karþý iplikçiðine 

konulara önem gösterilmelidir (Chamberlain vd., 3'ucu birbirine karþý gelecek þekilde baðlanmasý 

1988; Altýnok, 2011). Ýnfeksiyöz balýk hastalýklarý ve iki baðlanma noktasýnýn yeterince yakýn olmasý 

alanýnda, bakteri, virus, mantar ve parazit gibi gibi kriterler gereklidir. Tüm bunlarýn sonucunda 

hastalýk etkenlerinin teþhisine kýsa sürede olanak DNA'nýn rastgele seçilen bölgelerinin PZR ile 

saðlayan çok kullanýþlý metotlardan biridir çoðaltýlmasý sonucu DNA'daki polimorf 

(Altýnok ve Kurt, 2003). alanlarýnýn belirlenmesi gerçekleþtirilir. Bu teknik 

Beþ farklý balýk patojeninin (Aeromonas tür ayrýmý ve taksonomi, filogenetik iliþkiler, 

hydroph i la ,  Aeromonas  sa lmon ic ida ,  hibridizasyon, genom haritalama ve stok ayrýmý 

Flavobacterium columnare, Renibacterium gibi konularda kullanýlabilir. Birçok çalýþmada, 

salmoninarum ve Yersinia ruckeri) tespiti ticari olarak önemli balýk ve omurgasýzlarýn 

amacýyla dizayn edilen çoklu PZR iþleminde genomik DNA segmentlerinin amplikasyonu 

baþarýlý görüntüler elde edilmiþ ve bu metodun amacýyla, farklý balýklar arasýndaki polimor-

balýklarda hastalýklara sebep olan farklý fizmin belirlenmesinde ve farklý coðrafik alandan 

bakterilerin eþ zamanlý olarak tespitinde duyarlý izole edilen bazý önemli balýk patojenlerinin 

ve kullanýþlý bir metot olduðu ispatlanmýþtýr genetik olarak iliþkilendirilmeleri amacýyla 

(Altýnok vd., 2008). kullanýlmýþtýr (Ravelo vd., 2003; Okumuþ, 2006). 

Japonya'da yapýlan bir çalýþmada, farklý 

Rastgele Çoðaltýlmýþ Polimorfik DNA (RAPD) coðrafik alanlardan ve çoðunluðu Gökkuþaðý 

RAPD ilk kez 1990'lü yýllarda tarýmsal bitki Alabalýklarý'ndan elde edilen 57 L. garvieae 

varyetelerinin belirlenmesi amacý ile kullanýl- suþunun parmak izi tespiti amacýyla RAPD 

mýþtýr. Nokta mutasyonlarý ile ekleme veya tekniði kullanýlmýþtýr. Bu çalýþmada farklý 

çýkarmalarýn (delasyon, insersiyon) neden olduðu alanlardan elde edilen izolatlar, benzerliklerine 

polimorfizmleri belirler. Bu metot balýk göre baþarýlý bir biçimde gruplandýrýlmýþ ve 

çiftliklerinde problemlere sebep olan farklý bazý tekniðin balýk patojenleri ile yapýlan epidemi-

bakteri ve mantar izolatlarýnýn incelenmesinde ve yolojik çalýþmalarda uygun bir araç olduðu 

epidemiyolojik olarak incelemeler de kullanýl- ispatlanmýþtýr (Ravelo vd., 2003).

mýþtýr. Kýsa oligonükleotit primerlerin genom 

üzerlerinde baðlantý noktalarýnýn farklýlýklarýna Sonuç ve Öneriler

ve birbirlerine olan uzaklýklarýna baðlý olarak Son yýllarda moleküler biyolojide 

türler arasý genetik çeþitlilik ortaya konur (Lilley kullanýlan tekniklerin ilerlemesi, sürekli bunlara 

vd., 1997). yenilerinin eklenmesiyle birlikte su ürünlerinde 

Basit, kolay ve hýzlý bir teknik olarak bilinir. bu tekniklerinin kullanýmý çok yaygýn bir hal 

Kontaminasyon riskinden dolayý uygun bir metot almýþtýr. Ülkemizde, biyolojik çeþitlilik ve gen 

olmamakla beraber spesifik primer yada kaynaklarýnýn varlýðý açýsýndan sahip olduðumuz 

problarýn geliþtirilmesi ile beraber bakteriyel doðal zenginliklerin varlýðý fark edilmiþ ve 

çalýþmalarda çabuk sonuç veren uygun bir teknik bunlarýn korunmasýna iliþkin genetik sahada 

haline gelmiþtir (Altinok ve Kurt, 2003). Bu yapýlan çalýþmalar hýz kazanmýþtýr. Bu alanda 

teknikte mükemmele yakýn baðlanma yerleri söz yapýlacak çalýþmalara daha da aðýrlýk verilerek 

konusu olduðunda tek bir rastgele seçilmiþ kýsa mevcut gen kaynaklarýnýn koruma altýna alýnmasý 

primer ile DNA'nýn çoðaltýlmasýna imkan gereklidir.

saðlanýr. Bunun için; baðlanma sýcaklýðýnýn düþük 
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