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BALIK HASTALIKLARINI TANILAMADA JEL
ELEKTROFOREZ YONTEMI

M. Enis YONAR!
Feyza KARAHUSEYINOGLU?
Serpil MiSE YONAR?

1. GIRIS

Balik hastaliklarinin hizli ve dogru sekilde tanilanmasi,
modern su {riinleri yetistiriciliginde biyogiivenligin saglanmasi,
ekonomik kayiplarin azaltilmasi ve enfeksiyonlarin yayiliminin
kontrol altina alinmasi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu
baglamda jel elektroforez yontemleri, molekiler biyoloji ve
biyokimya alanindaki gelismelerle birlikte balik hastaliklarinin
tanisinda kullanilan temel laboratuvar araglarindan biri héline
gelmigstir. Jel elektroforez; DNA, RNA ve protein gibi
biyomolekullerin elektriksel bir alan altinda, baslica boyut
ve/veya yiiklerine gore ayrilmasina dayanan gii¢lii ve giivenilir
bir analitik tekniktir (Sambrook & Russell, 2001).

Agaroz jel elektroforezi, balik patojenlerinin tanisinda
Ozellikle PCR f{iriinlerinin analizinde kritik rol oynamaktadir.
PCR ile ¢ogaltilan hedef DNA pargalarinin agaroz jelde
biiytikliiklerine gore ayrilmasi, bakteriyel, viral, paraziter veya
mantar kokenli balik patojenlerine o6zgii gen bdlgelerinin

L Prof. Dr, Firat Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Yetistiricilik Bolimii, ORCID:
0000-0001-9519-4247.

Yiik. Lisan Ogr., Firat Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Yetistiricilik Boliimii,
ORCID: 0009-0008-0751-8036.

3 Prof. Dr, Firat Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Yetistiricilik Boliimii, ORCID:
0000-0003-2736-5731.



Veteriner Su Uriinleri ve Hastaliklar

varliginin dogrulanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Aeromonas, Vibrio, Edwardsiella, Flavobacterium ve Yersinia
gibi 6nemli balik patojenlerinin 16S rRNA genleri veya spesifik
virilens genlerine ait PCR drlnlerinin agaroz jelde
gorilintiilenmesi, tanisal dogrulamanin temel asamalarindan
biridir (Altinok & Kurt, 2003; Abdelsalam et al., 2023; Ador et
al., 2021).

Protein temelli tan1 yaklagimlarinda ise SDS-PAGE
(Sodium Dodecyl Sulfate—Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
one ¢ikmaktadir. SDS-PAGE, viral enfeksiyonlarda viriisin
yapisal proteinlerinin ayrilmasi, bakteriyel patojenlerde hiicre
duvar/dis  membran  proteinleri  veya  toksinlerinin
karakterizasyonu ve Western blot analizleri éncesinde protein
bantlariin ayrilmasi amaciyla yaygin bigimde kullanilmaktadir.
Teknigin temel prensipleri ilk olarak Laemmli (1970) tarafindan
tanimlanmis olup, giliniimiizde de protein analizinde standart
yontemlerden biridir. Balik hastaliklarinda viral ve bakteriyel
etkenlere ait 6zgiil protein profillerinin belirlenmesi, hem tanisal
dogrulama hem de patogenez c¢aligmalarina O6nemli katki
saglamaktadir (Cunningham, 2002; Altinok & Kurt, 2003).

Jel elektroforez yontemleri ayrica balik parazitlerine
iliskin  molekiiler ¢alismalarda, PCR-RFLP  analizleri,
genotiplendirme ve popiilasyon genetigi arastirmalarinda énemli
bir yer tutmaktadir. Patojen DNA’sinin restriksiyon enzimleri ile
kesilmesi sonucu olusan fragment desenlerinin agaroz jelde
analiz edilmesi, benzer tilirler veya suslar arasindaki genetik
farkliliklarin ortaya konmasina olanak saglamaktadir (Altinok &
Kurt, 2003; Cunningham, 2002). Bu durum, 6zellikle morfolojik
olarak birbirine benzeyen patojenlerin ayirt edilmesinde biiyiik
avantaj saglamaktadir.

Giliniimiizde jel elektroforez, balik hastaliklariin
tanisinda tek bagina bir yontem olmaktan ziyade, PCR, RT-PCR,
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RFLP, Western blot ve diger molekiiler tan1 teknikleriyle entegre
sekilde kullanilan bir dogrulama ve karakterizasyon aracidir.
Yontemin gorece diisiik maliyetli olmasi, laboratuvarda kolay
uygulanabilmesi ve sonuglarin dogrudan gorsel olarak
degerlendirilebilmesi, elektroforez tekniklerini su drinleri
hastalik tanisinda vazgec¢ilmez kilmaktadir (Sambrook & Russell,
2001; Altinok & Kurt, 2003; Abdelsalam et al., 2023).

2. JEL ELEKTROFOREZIN TEMEL
PRENSIPLERI

Jel elektroforezi, DNA, RNA veya protein gibi
biyomolekiillerin elektriksel bir alan altinda ayrilmasi esasina
dayanan analitik bir yontemdir. Molekdller, jel matriksinin
gbzenekli yapisi boyunca yiik ve molekiil biiyiikliigii gibi fiziksel
ozelliklerine bagli olarak farkli hizlarda ilerler. Bu nedenle jel
elektroforezi, molekiillerin hem ayrilmas1 hem de karakterize
edilmesi i¢in gilivenilir ve yaygin bir tekniktir (Sambrook &
Russell, 2001).

Elektroforez prensibi, negatif yukli molekillerin
(6zellikle DNA ve RNA) elektrik alan1 uygulandiginda pozitif
yukli anoda dogru gbé¢ etmesine dayanir. DNA ve RNA
molekiilleri fosfat omurgalar1 nedeniyle dogal olarak negatif
yuklidar ve jel matriksi icinde boyutlarina gore ayrilir; biiyiik
molekiiller daha yavas, kii¢ciik molekiiller ise jel icerisinde daha
hizli hareket eder (Hames, 1998). Proteinler ise dogal halleriyle
hem pozitif hem negatif yukli bolgeler igerdiklerinden, SDS-
PAGE gibi tekniklerde proteinlerin yiikii SDS deterjani ile
homojen sekilde negatif hale getirilerek ayrilmalari yalnizca
molekiil bliytikliigline gore gergeklesir (Laemmli, 1970).

Elektroforezde kullanilan jel materyali ¢ogunlukla agaroz
veya poliakrilamid yapisindadir. Agaroz jeller, biiyiikk DNA
fragmanlarinin (100 bp-20 kb) ayrilmasinda kullanilirken,
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poliakrilamid jeller daha yiiksek ¢oziiniirliik sagladiklari i¢in
kiiciik DNA pargalari, RNA veya proteinlerin ayrimi i¢in tercih
edilmektedir (Sambrook & Russell, 2001). Jel konsantrasyonu,
ayrilacak molekiillerin boyutlarina gore segilir; yiiksek agaroz
yuzdesi kiigiik DNA fragmanlar1 i¢in, diisiik agaroz yiizdesi ise
blylk fragmanlar icin uygundur.

Elektroforez cihazi, jel tanki, tampon ¢ozelti ve gli¢
kaynagindan olusur. Tampon ¢ozelti (6rn. TBE veya TAE),
elektrik akiminin iletilmesini saglar ve jel boyunca sabit bir pH
ortami1 olusturarak molekiillerin stabil ilerlemesini saglar.
Molekiil hareket hizini etkileyen temel faktorler arasinda jel
konsantrasyonu, uygulanan voltaj, tampon tipi, molekuliun yikd,
molekiiliin konformasyonu ve jelin sicakligi yer alir (Hames,
1998; Westermeier, 2016).

Elektroforez sirasinda molekiillerin ilerlemesi sonunda
jel, etidyum bromiir, SYBR Green, Coomassie Blue veya glimiis
boyama gibi yontemlerle boyanarak bantlarin goriiniir hale
gelmesi saglanir. DNA ve RNA genellikle UV transilliiminatorde
goruntulenirken, protein bantlar1 SDS-PAGE sonrasinda boyama
islemi ile ortaya ¢ikarilir. Bu bantlar daha sonra Western blot gibi
ileri analizlerde kullanilabilir (Westermeier, 2016).

Jel elektroforezin temel prensibi, balik hastaliklarinda
molekiiler tani silirecinin merkezindedir. PCR iiriinlerinin
dogrulanmasi, RFLP analizleri, viral ve bakteriyel proteinlerin
ayrilmasi, paraziter genomik c¢aligmalar ve  patojen
karakterizasyonu gibi ¢ok sayida uygulama, bu teknik {izerine
yapilandirilmigtir. Dolayisiyla elektroforez, balik hastaliklarinin
tanilanmasinda hem bagimsiz bir analiz yontemi hem de diger
molekiiler tekniklerin ayrilmaz bir tamamlayicisi olarak kritik bir
role sahiptir (Cunningham, 2002; Abdelsalam et al., 2023).
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2.1. Agaroz Jel Elektroforezi (DNA/RNA Analizi)

Agaroz jel elektroforezi, DNA ve RNA molekullerinin
boyutlarina gore ayrilmasi ve goriintiilenmesi amaciyla kullanilan
temel laboratuvar tekniklerinden biridir. Balik hastaliklarinin
tanmilanmasinda, Ozellikle PCR ve RT-PCR drinlerinin
dogrulanmasinda, patojenlerin genetik materyallerinin analizinde
ve  genotiplendirme  c¢aligmalarinda  yaygin  bicimde
kullanilmaktadir (Sambrook & Russell, 2001; Hames, 1998).

Agaroz, deniz yosunlarindan elde edilen dogrusal bir
polisakkarittir ve suda ¢Oziindiikten sonra sogutularak jel
formuna getirilir. Olusan jel matriksi gézenekli bir yapi igerir ve
bu gozeneklerin biiylkliigi, kullanilan agaroz yilizdesine bagl
olarak degisir. Diisiik agaroz konsantrasyonlar1 daha biiyiik DNA
fragmentlerinin ayrimina, yiiksek konsantrasyonlar ise kiiciik
fragmentlerin ayrimina olanak tanir (Sambrook & Russell, 2001).

Elektroforez sirasinda DNA ve RNA, fosfat omurgalari
nedeniyle negatif yikliidir ve elektrik alan1 uygulandiginda
pozitif yiklii anoda dogru goc¢ eder. Molekiillerin jel i¢indeki
hareket hizin1 belirleyen baglica faktorler DNA/RNA’nin
molekdler boyutu, agaroz jel yizdesi, uygulanan voltaj, tampon
sistemi (TAE veya TBE), jelin sicakligi ve iyonik kuvvetidir
(Hames, 1998; Westermeier, 2016).

Kiiciik DNA fragmanlar1 jelin gézeneklerinden daha hizli
gecerken, biiyiikk fragmentler daha yavas ilerler. Elektroforez
tamamlandiginda jel, DNA’y1 veya RNA’y1 goriiniir kilmak i¢in
etidyum bromir, SYBR Safe, GelRed gibi floresan boyalar ile
boyanir ve UV transilliminatdrde goruntilenir. Bdoylece
patojenlere ait PCR drunlerinin beklenen buyiklikte olup
olmadig1 dogrulanur.

Agaroz jel elektroforezi Ozellikle balik patojenlerinin
tanisinda yaygin bir dogrulama araci olarak kullanilmaktadir.
Omnegin ~ Aeromonas  hydrophila, Vibrio  anguillarum,
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Flavobacterium psychrophilum veya Yersinia ruckeri gibi
bakteriyel ajanlara ait PCR drinlerinin  jel {zerinde
goruntulenmesi, enfeksiyonun molekiler dizeyde tespiti icin
temel bir asamadir (Ador et al., 2021; Abdelsalam et al., 2023).
Ayrica paraziter etkenlerin (6rn. Ichthyophthirius multifiliis,
Myxobolus spp.) tespitinde de PCR sonrasi olusgan DNA
bantlarinin agaroz jelde analiz edilmesi siklikla tercih edilen bir
yontemdir.

Agaroz jel elektroforezi, DNA ve RNA analizlerinde
kolay uygulanabilir, diisik maliyetli ve giivenilir bir yontem
olmasi nedeniyle balik hastaliklarinin tanilanmasinda temel bir
bilesen olmaya devam etmektedir. PCR ve RFLP gibi molekiiler
tekniklerle birlikte kullanildiginda tanisal dogruluk daha da
artmakta, patojenlerin gerek tir dizeyinde gerekse genotip
diizeyinde ayrimimi miimkiin kilmaktadir (Cunningham, 2002).

2.2. SDS-PAGE ile Protein Elektroforezi

SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate—Polyacrylamide
Gel Electrophoresis), proteinlerin molekiiler agirliklarina goére
ayrilmasini saglayan en yaygin elektroforetik yontemdir. Balik
hastaliklarinin tanilanmasinda protein temelli analizler, 6zellikle
viral ve bakteriyel etkenlere ait Ozgiil protein bantlarinin
belirlenmesi, antijen karakterizasyonu ve Western blot
uygulamalarinin 6n basamagi olarak biiyiik 6nem tasir (Laemmli,

1970; Hames, 1998).

SDS-PAGE’in temel prensibi, proteinlerin SDS deterjani
ile kaplanarak negatif yiik kazanmalar1 ve boylece dogal ii¢
boyutlu yap1 farkliliklarinin ortadan kaldirilmasidir. SDS,
proteinlerin uzun polipeptit zincirlerine baglanarak birim uzunluk
basina sabit bir negatif yiik saglar. Boylece elektroforez sirasinda
proteinlerin jel icerisindeki hareketi yalnizca molekiiler agirliga
bagli hale gelir (Hames, 1998).
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Bu yontemde kullanilan poliakrilamid jel, agaroz jellere
kiyasla daha kiiciik gozenek yapisina sahiptir ve yliksek
¢cozlnlrlik sunar. Bu nedenle proteinlerin ve kicik DNA
fragmentlerinin ayrilmasi1 ic¢in idealdir. Poliakrilamid jelin
yuzdesi, hedef proteinlerin biiyiikliigiine gore segilir; diisiik
yuzdeli jeller blyik proteinler icin, yuksek yuzdeli jeller ise
kicuk proteinler icin tercih edilir (Westermeier, 2016).

Balik hastaliklarinin tanisinda SDS-PAGE 6zellikle su
amaglarla kullanilmaktadir (Cunningham, 2002; Altinok & Kurt,
2003):

1. Viral enfeksiyonlarda (6rn. IHNV, VHSV, IPNV)
viriislin yapisal proteinlerinin ayrima,

2. Bakteriyel patojenlerde hiicre duvari ve membran
proteinlerinin analiz edilmesi,

3. Balik patojenlerine 6zgii antijenlerin belirlenmesi,

4. Western blot ile 0Ozgill antikor yanitlarinin
dogrulanmasi,

5. Toksin veya enzim gibi protein yapidaki viriilens
faktorlerinin karakterizasyonu.

Jel elektroforezi sonrasinda protein bantlarinin goriiniir
hale gelmesi amaciyla Coomassie Brilliant Blue, Glimiis Boyama
veya Western blot gibi yontemler kullanilir. Western blot
analizinde hedef proteinler nitroseliiloz veya PVDF membranlara
transfer edilerek spesifik antikorlarla tespit edilir. Ozellikle viral
balik hastaliklarinda Western blot, dogru tan1 ve dogrulama i¢in
standart yontemlerden biridir (Cunningham, 2002).

SDS-PAGE  ayrica  balik  bagisiklik  yanitini
degerlendirmek amaciyla da kullanilmaktadir. Ornegin, stres,
enfeksiyon veya toksin maruziyetine bagli olarak baliklarda
belirli proteinlerin artis1 veya azalmasi jel iizerinde dogrudan
gozlemlenebilir. Bu yonuyle SDS-PAGE hem tanisal hem de
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arastirma amacli balik hastaliklar1 ¢alismalarinda ¢ok yonli bir
aragtir.

3. BALIK HASTALIKLARINDA JEL
ELEKTROFOREZ KULLANIM ORNEKLERI

Jel elektroforez  teknikleri, balik hastaliklarinin
tanilanmasinda hem DNA/RNA bazli molekiiler yontemlerin
dogrulanmasinda hem de protein temelli analizlerde kritik bir rol
oynamaktadir. Asagida viral, bakteriyel ve paraziter hastaliklara
yonelik jel elektroforez uygulamalarindan segilmis Ornekler
sunulmustur.

3.1. Bakteriyel Balik Hastaliklarinda Jel Elektroforez
Uygulamalari

Bakteriyel patojenlerin tanisinda agaroz jel elektroforezi
cogunlukla PCR ve RFLP iiriinlerinin dogrulanmasinda kullanilir.
Ornegin  Aeromonas  hydrophila, Vibrio  anguillarum,
Edwardsiella tarda, Flavobacterium psychrophilum ve Yersinia
ruckeri gibi su tirlinleri patojenlerinin tiir ve sus diizeyinde tespiti,
hedef gen bolgelerinin PCR ile amplifiye edilmesi ve agaroz jelde
beklenen biiyiikliikte bantlarin goriilmesiyle saglanmaktadir
(Abdelsalam et al., 2023; Ador et al., 2021).

Bazi bakteriyel patojenlerde RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) analizi ile tiir ve sus ayrimi yapilmaktadir.
Ornegin Aeromonas tiirlerinin 16S rRNA geninin restriksiyon
enzimleri ile kesilmesi sonucu olusan fragmentlerin agaroz jel
elektroforezi ile ayrilmasi, tiir diizeyinde ayirt edici bir yontemdir
(Altinok & Kurt, 2003).

Protein analizi ag¢isindan bakildiginda SDS-PAGE,
bakteriyel patojenlerin hiicre duvarit ve dis membran
proteinlerinin karakterizasyonu i¢in sik kullanilan bir yontemdir.
Ozellikle streptokok enfeksiyonlarinda (6rn. Streptococcus iniae,
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S. agalactiae), SDS-PAGE ile elde edilen protein bant profilleri
hem patojenin tanisina hem de virlilens faktorlerinin
incelenmesine olanak saglamaktadir (Cunningham, 2002).

3.2. Viral Balk Hastaliklarinda Jel Elektroforez
Uygulamalar

Balik viriislerinin tanisinda elektroforezin en yaygin
kullanimi, RT-PCR fiiriinlerinin agaroz jelde dogrulanmasidir.
Ornegin infeksiydz hematopoietik nekroz viriisii (IHNV), viral
hemorajik septisemi viriisii (VHSV) ve infeksiy6z pankreatik
nekroz viriisii (IPNV) gibi RNA viriislerinin tanisinda amplifiye
edilen viral RNA fragmanlari agaroz jel elektroforezi ile
goriintiilenmektedir (Munir & Kibenge, 2004; Williamson et al.,
1999).

Protein temelli analizlerde SDS-PAGE ve Western blot,
viral yapisal proteinlerin ayirt edilmesi ve viriise 6zgii antijenlerin
dogrulanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ornegin
IPNV’nin VP2 ve VP3 proteinlerinin SDS-PAGE ile ayrilmas1 ve
Western blot ile dogrulanmasi, laboratuvar tanisinda standart bir
uygulamadir (Cunningham, 2002).

Ayrica bazi viral enfeksiyonlarda antiviral yanitin
incelenmesi amaciyla konak balik proteinleri de SDS-PAGE ile
analiz edilmektedir. Stress proteinleri, interferon yanit proteinleri
veya inflamatuvar belirteclerdeki degisiklikler jel {izerinde bant
yogunlugundaki farklarla degerlendirilebilir.

3.3. Paraziter  Hastahklarda Jel Elektroforez
Uygulamalari

Paraziter balik hastaliklarinin tanisinda PCR sonrasi
agaroz jel elektroforezi &nemli bir aragtir.  Ornegin
Ichthyophthirius multifiliis gibi protozoonlara ait 18S rRNA
geninin PCR ile ¢ogaltilmasi ve jel elektroforezinde 200-300 bp
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arasi bantlarin gézlenmesi, enfeksiyonun dogrulanmasini saglar
(Guo et al., 2025).

Benzer sekilde Myxobolus ve Henneguya gibi Myxozoa
tiyelerinin tiir ayrimi ve genotiplendirilmesinde PCR-RFLP
Uiriinlerinin agaroz jelde ayrilmasi siklikla kullanilan bir
yontemdir. Restriksiyon enzimleri ile kesilen DNA fragmentleri
tiirler arasinda karakteristik bant desenleri olusturur (Altinok &
Kurt, 2003).

Protein temelli analizlerde SDS-PAGE, 6zellikle parazite
0zgl antijenlerin belirlenmesi ve as1 gelistirme calismalarinda
antijenik proteinlerin ayrilmasi i¢in kullanilmaktadir. Parazitlerin
ylizey proteinleri veya sekrete/eksrete edilen proteinleri SDS-
PAGE ile ayrilarak Western blot uygulamalarina temel olusturur.

4. JELELEKTROFOREZ YONTEMININ AVANTAJ
VE DEZAVANTAJLARI

Jel elektroforezi, balik hastaliklarinin tanilanmasinda
molekiiler analizlerin dogrulanmasi, protein profillerinin
belirlenmesi ve patojenlerin  karakterizasyonu agisindan
vazgecilmez bir tekniktir. Bununla birlikte, her bilimsel yontem
gibi belirli giiclii yonlere ve smirliliklara sahiptir. Bu boliimde
agaroz jel elektroforezi ve SDS-PAGE yontemlerinin avantajlari
ile sinirliliklart bilimsel literatiir cercevesinde degerlendirilmistir.

4.1. Jel Elektroforez Yontemlerinin Avantajlar

1. Kolay uygulanabilirlik ve diisiik maliyet: Agaroz ve
poliakrilamid jel elektroforezi, cogu laboratuvarda
kolaylikla uygulanabilen ve yiiksek teknolojik altyapi
gerektirmeyen yontemlerdir. Reaktif ve ekipman
maliyetlerinin nispeten diisiik olmasi nedeniyle hem
arastirma hem de rutin tani laboratuvarlarinda yaygin

10
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bigimde kullanilir (Sambrook & Russell, 2001; Hames,
1998).

. Molekiillerin dogrudan gorsel analizi: DNA, RNA ve
protein bantlarinin jel {izerinde dogrudan goriintiillenmesi,
sonuclarin hizli ve net bigimde degerlendirilmesini saglar.
Ozellikle PCR sonrasi iiriin dogrulamasi, agaroz jel
elektroforezinin en gii¢lii kullanim alanlarindan biridir
(Westermeier, 2016).

. Yiksek aymrma giicii: Poliakrilamid jeller (SDS-PAGE),
proteinlerin yiliksek ¢oziiniirliikle ayrilmasina olanak tanir.
Bu ozellik viral ve bakteriyel patojenlerin protein
profillerinin belirlenmesi, antijen tespiti ve Western blot

hazirlig1 i¢in biiyiik avantaj sunar (Laemmli, 1970;
Cunningham, 2002).

Cok yonlulik: Jel elektroforezi, balik hastaliklarinin
tanisinda birgok amagla kullanilabilir. Bunlar PCR ve RT-
PCR iiriinlerinin dogrulanmasi, DNA fragman analizi ve
RFLP, Sus ve tiir diizeyinde genetik ayrim, Proteinlerin
ayrilmast  ve  Western blot, Parazit DNA’sinin
genotiplendirilmesi  seklinde siralanabilir. Bu ¢ok
yonliiliik, elektroforezi tanisal siireclerin temel bileseni
haline getirmektedir (Altinok & Kurt, 2003).

. Molekiiler biyoloji teknikleriyle entegrasyon: PCR, RT-
PCR, RFLP, sekanslama ve Western blot gibi ileri
tekniklerle birlikte kullanilabilir. Bu entegrasyon tanisal
giivenilirligi artirir (Cunningham, 2002).

4.2. Jel Elektroforez Yontemlerinin Stmirhiliklar:

. Diustik duyarlilik: Agaroz jel elektroforezi, ¢ok diisiik
konsantrasyondaki DNA/RNA'y1 tespit etmekte sinirlidir.
Bu nedenle diisiik yiikte patojen varliginin dogrulanmasi
icin tek basina yeterli olmayabilir (Westermeier, 2016).
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Fluorofor boyalar duyarlilig: artirsa da qPCR kadar hassas
degildir.

2. Nitel veri sunar (kantitatif degildir): Jel elektroforez
genellikle sadece var/yok seklinde nitel bilgi sunar. Bant
yogunlugu kabaca miktara isaret etse de kantitatif
degerlendirmelerde giivenilir degildir (Hames, 1998). Bu
nedenle viral yiik, bakteri yogunlugu gibi 6l¢iimler i¢in
qPCR gibi teknikler gereklidir.

3. Protein analizlerinde spesifiklik sinirhidir: SDS-PAGE
proteinleri boyutlarina gore ayirir, ancak spesifik protein
tanimlamas1 yapamaz. Bu nedenle 0zgil antijen
dogrulamasi igin Western blot gibi ek yontemler gereklidir
(Cunningham, 2002).

4. Poliakrilamid toksisitesi: Poliakrilamid jel
hazirlanmasinda kullanilan akrilamid norotoksik bir
maddedir ve dikkatli islem gerektirir (Westermeier, 2016).
Bu, SDS-PAGE’in laboratuvar giivenligi agisindan
siirlayicr bir yoniidiir.

5. Biyik DNA fragmanlarinin ¢oziniirligii sinirlidir:
Agaroz jeller, ozellikle ¢ok biliyilk DNA fragmanlarini
(>20 kb) ayristirmakta yeterli degildir. Bu tiir analizler
icin pulse-field gel electrophoresis (PFGE) gibi 6zel
tekniklere ihtiya¢ duyulur (Sambrook & Russell, 2001).

6. Sonuglarin yorumlanmasi1 deneyim gerektirir: Bant
paternlerinin dogru yorumlanmasi, hatali ylikleme, jelde
difflizyon, yanlis voltaj veya asir1 1sinma gibi teknik
sorunlar deneyimsiz personel i¢in hatalara yol agabilir.

5. SONUC VE ONERILER

Jel elektroforez yontemleri, balik hastaliklarinin
tanilanmasinda hem DNA/RNA hem de protein temelli
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analizlerin ayrilmaz bir parcasit hiline gelmistir. Agaroz jel
elektroforezi, PCR ve RT-PCR firiinlerinin dogrulanmasi, RFLP
analizleri ve patojenlerin genetik diizeyde ayrimi icin hizli,
giivenilir ve diisiik maliyetli bir ara¢ sunmaktadir. SDS-PAGE ise
viral ve bakteriyel patojenlere ait proteinlerin ayrilmasi, antijenik
yapilarin karakterizasyonu ve Western blot uygulamalarinin
temelini olusturan yiiksek ¢oziiniirliikli bir teknik olarak balik
hastaliklarinin tanisinda 6nemli bir yere sahiptir. Bu iki yontemin
bir arada kullanilmasi, balik patojenlerinin hem genetik hem de
protein diizeyinde ¢cok boyutlu olarak degerlendirilmesine olanak
saglamaktadir.

Giiniimtizde jel elektroforez yontemleri ¢ogunlukla PCR,
gPCR, RT-PCR, RFLP, Western blot ve diger molekiiler tani
teknikleri ile entegre kullanilmakta; boylece tanisal dogruluk ve
giivenilirlik artirilmaktadir.  Bununla birlikte elektroforez
tekniklerinin duyarlilik sinirlari, nitel veri sunmalar1 ve ileri
analizler i¢in ek yontemler gerektirmeleri, 6zellikle modern
molekiiler tan1 yaklagimlarinda dikkat edilmesi gereken
siirliliklardir. Yine de hem arastirma laboratuvarlarinda hem de
rutin tanm1 birimlerinde elektroforez, maliyet etkinligi ve pratik
uygulanabilirli§i sayesinde vazgecilmez bir ara¢ olmayi
stirdiirmektedir.

Balik hastaliklarinin tanilanmasinda elektroforez
yontemlerinin daha etkin kullanilabilmesi i¢in asagidaki
Oneriler dikkate alinmalidir;

1. Elektroforez, PCR ve diger molekiiler tan1 teknikleriyle
birlikte kullanilmalidir. Tanisal dogrulugun artirilmasi
icin agaroz jel elektroforezi mutlaka PCR f{irtinlerinin rutin
dogrulama adimi olarak uygulanmalidir.

2. Kantitatif analiz gerektiren durumlarda elektroforez tek
basina kullanilmamalidir. Viral yiik, bakteri yogunlugu

13



Veteriner Su Uriinleri ve Hastaliklar

gibi Olctimler i¢cin qPCR veya dijital PCR gibi ileri
tekniklere basvurulmalidir.

3. Protein bazli tanilarda SDS-PAGE ve Western blot birlikte
kullanilmahidir. SDS-PAGE tek basina spesifik protein
tespiti saglayamayacagindan antijen dogrulamasi Western
blot ile desteklenmelidir.

4. Paraziter hastaliklarda PCR-RFLP ile jel elektroforez
kombinasyonu tercih edilmelidir. Morfolojik olarak
benzer tiirlerin ayriminda genetik bant desenleri yliksek
¢Oziintirliik saglar.

5. Laboratuvar giivenligi ihmal edilmemelidir. Akrilamid
toksik bir madde oldugundan SDS-PAGE jel hazirliginda
gerekli glivenlik onlemleri alinmalidir.

6. Jel goriintileme ve bant analizi deneyimli personel
tarafindan yapilmalidir. Hatali yiikleme, jel difiizyonu
veya yanlis voltaj uygulamalar1 sonuglarin giivenilirligini
olumsuz etkileyebilir.

Sonu¢ olarak jel -elektroforez, balik hastaliklarinin
tanilanmasinda uzun yillardir kullanilan, etkinligi kanitlanmus,
molekiiler tani1 siireclerinin temel yap1 taslarindan biri olmaya
devam eden giiclii bir laboratuvar yontemidir. Gelisen molekiiler
tan1 teknikleriyle uyumlu sekilde kullanildiginda hem pratik hem
de bilimsel acidan yiiksek deger sunmaktadir.
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BALIK HASTALIKLARININ
TANILANMASINDA POLIMERAZ ZINCIiR
REAKSIYONU (PCR) KULLANIMI

Serpil MiSE YONAR!
M. Enis YONAR?

1. GIRIS

Balik yetistiriciligi, diinya ¢apinda artan tiiketim talepleri,
cevresel baskilar ve biyolojik risklerin ¢ogalmasiyla birlikte
siirekli bir gelisim icerisindedir. Bu biiylime beraberinde bir
yandan iiretim kapasitesini artirirken, diger yandan da yogun
kiltr Kkosullari, tasimacilik, stres faktorleri ve patojenlerin
yayilmas gibi ciddi zorluklari giindeme getirmistir. Ozellikle su
tirtinleri sektoriinde, goriintirde sagliklt goriinen bireylerin
tastyici olmasi, enfeksiyonlarin sessizce yayilmasi ve klasik tani
yontemlerinin ¢ogu kez ge¢ kalmasi, verim kayiplarinin,
ekonomik zararin ve ¢evresel olumsuz etkilerin artmasina yol
acmaktadir. Bu baglamda, hastalik yonetiminin etkinligi; erken,
dogru ve giivenilir tani ile dogrudan iliskilidir.

Geleneksel yontemler, serolojik analizler, mikroskobik
inceleme, patolojik bulgular ya da kdltirleme bircok durumda
yeterli kalmaktadir ancak 6zellikle latent enfeksiyonlarda, diisiik
biyoyukli  etkenlerde veya kiltirlemesi zor ajanlarda
siirlamalara sahiptir. Ornegin klasik kiiltiir teknikleri haftalar
stirebilirken, baskin olmayan enfeksiyonlarda negatif sonug

L Prof. Dr, Firat Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Yetistiricilik Béliimii, ORCID:
0000-0003-2736-5731.
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vermesi yanilgiya sebep olabilir. Bu nedenle, son yillarda
molekiiler biyoteknolojik yaklasimlar Ozellikle 6n plana
cikmigtir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) tabanh teknikler,
cok kucluk miktardaki genetik materyali amplifiye edebilme
kapasitesi sayesinde, yiiksek duyarlilik ve ozgillik ile tani
koyabilme imkani: sunmaktadir. PCR ve tiirevleri, bakteriyel,
viral, paraziter ya da mantar kokenli balik patojenlerinin tanisinda
hem laboratuvar hem saha kosullarinda yaygin bicimde
kullanilmaktadir (Ador vd., 2021; Abdelsalam vd., 2023).

Bu arastirmada; balik hastaliklarinin  tanilanmasinda
kullanilan PCR metodolojilerine genel bakis sunulmasi, spesifik
balik patojenlerine iliskin molekiiler tan1 uygulamalari, PCR’1n
avantajlar1 ve smirliliklarinin ele alinmasi, son olarak da yeni
nesil molekiiler tekniklerin (6rnegin real-time PCR, eDNA
analizleri, metagenomik yaklasimlar) su drlinleri saglik
yonetimindeki rolii tartisilacaktir. Boylece su dirlinleri
yetistiriciliginde modern tani tekniklerinin teorik temelleri,
uygulama potansiyeli ve saha uygulamalar1 konusunda kapsamli
bir bakis a¢is1 kazandirilmis olunacaktir.

2. PCR YONTEMI VE TEMEL iLKELERI

PCR, ilk kez Kary Mullis tarafindan 1983 yilinda
gelistirilmis ve molekiiler biyoloji alaninda devrim yaratan bir
DNA ¢ogaltma teknigi olarak tanimlanmistir (Mullis, 1990).
PCR’in temel calisma prensibi, bir DNA dizisinin in vitro
ortamda secici olarak milyonlarca kopyaya ¢ikarilmasina dayanir.
Bu yontem, baslangic materyali ¢ok diisiik miktarda olsa bile
hedef DNA dizisinin iistel bigimde ¢ogaltilmasina olanak saglar.
Boylece PCR, 6zellikle klasik tan1 yontemlerinin yetersiz kaldigi

durumlarda yiiksek duyarlilikla tan1 koyma imkani sunar (Saiki
vd., 1988).
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PCR denatiirasyon, primer baglanmasi (annealing) ve
uzama (extension) olmak iizere ii¢ asamali bir dongli yapisi
tizerine kuruludur. Denatiirasyon asamasinda DNA 94-95 °C’de
tek iplikli hale gelir. Ardindan annealing asamasinda primerler
yaklasik 50-65 °C araliginda hedef bélgeye baglanir. Son asama
olan uzamada ise 68—72 °C’de DNA polimeraz enzimi yeni DNA
zincirini sentezler (Lorenz, 2012). Bu ili¢ asamanin 25-40 kez
tekrarlanmasi, hedef DNA’nin milyonlarca kopyaya ulagmasini
saglar.

PCR reaksiyonunun bagariyla yiiriitiilebilmesi icin DNA
polimeraz, 6zgiil primerler, AINTP’ler, magnezyum iyonu (Mg**)
iceren tamponlar ve uygun kalite-dezenfeksiyon kosullarinda
izole edilmis sablon DNA gereklidir. Ik PCR ¢alismalarinda
kullanilan Taq DNA polimeraz, yiliksek sicakliklara dayanikli
olmast nedeniyle PCR’in pratiklesmesinde kritik bir rol
oynamistir (Mullis, 1990). DNA polimerazin yiiksek sicaklikta
islevini siirdlirebilmesi, her dongiide enzimin yeniden eklenmesi
ihtiyacin1  ortadan kaldirmig ve ydntemin yayginlagmasini
saglamistir.

PCR zamanla geliserek farkli varyantlarin ortaya
c¢tkmasma yol agmistir. Nested PCR daha yiiksek duyarlilik
sunarken; multiplex PCR, tek reaksiyonda birden fazla patojenin
es zamanli tespit edilmesine olanak verir. Reverse transcriptase
PCR (RT-PCR) RNA virlslerinin (IPNV, VHSV, KHV)
tanisinda  vazgecilmezdir. Real-time PCR (qPCR) ise
amplifikasyonun eszamanli izlenmesini saglayarak yalnizca
patojenin varligini degil, ayni1 zamanda viral veya bakteriyel yiikii
de nicel olarak belirleyebilme avantaji sunar (Mackay vd., 2002).
Bu ozellikler, PCR’1 ozellikle su firiinleri yetistiriciliginde
bakteriyel, viral ve paraziter etkenlerin tanisinda temel bir arag
haline getirmistir (Jaies vd., 2024).
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2.1. PCR’nin Temel Asamalari

PCR, belirli bir DNA bolgesinin kontrollii sicaklik
degisimleri altinda tekrar eden dongilerle c¢ogaltilmasini
saglayan bir molekiiler biyoloji yontemidir. PCR agamalarinin
dogru sekilde optimize edilmesi, amplifikasyonun 6zgiilliigl ve
verimliligi agisindan kritik 6neme sahiptir (Saiki vd., 1988;
Lorenz, 2012).

Denatiirasyon asamasi, ¢ift iplikli DNA nin 94-95 °C’de
tek iplikli hale getirildigi adimdir. Yiiksek sicaklik, DNA iplikleri
arasindaki hidrojen baglarmi kirarak primerlerin baglanacagi
hedef bolgelerin agilmasim saglar. ilk dongiide genellikle daha
uzun siiren bir baglangi¢ denatlirasyonu uygulanir. Yetersiz
denatiirasyon, ¢ift ipliklerin tam ag¢ilamamasina ve amplifikasyon
veriminin diigmesine yol acabilir (Lorenz, 2012).

Ikinci asama olan annealing, primerlerin tek iplikli DNA
lizerine baglandigi adimdir. Bu asama genellikle 50-65 °C
sicaklik araliginda gergeklesir ve primerlerin erime sicakligina
(Tm) gore optimize edilir. Annealing sicakligt PCR’m
Ozgulliglini belirleyen en 6nemli faktdrlerden biridir; diisiik
sicaklik non-spesifik baglanmaya yol agabilirken, ytliksek sicaklik
primer baglanmasimi engelleyebilir (Saiki vd., 1988). Balik
hastaliklarinda  kullanilan PCR protokollerinde annealing
sicaklig1, patojenler arasi genetik benzerlik nedeniyle 6zellikle
hassas sekilde belirlenmelidir (Jaies vd., 2024).

Uciincii asama olan uzama (extension), DNA polimerazin
primerin ucundan baglayarak yeni DNA zincirini sentezledigi
adimdir. Taqg DNA polimeraz i¢in optimum sicaklik yaklasik 72
°C’dir. Uzama siiresi, hedef DNA bdlgesinin uzunluguna baglh
olarak genellikle 1 kb basina bir dakika olacak sekilde ayarlanir.
Uzama asamasinin dogru ayarlanmasi, tam uzunlukta ve yliksek
miktarda PCR 0rini elde edilmesi agisindan temel Oneme
sahiptir (Mullis, 1990; Lorenz, 2012).
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Bu ii¢ asama bir dongii olusturur ve tipik bir PCR
reaksiyonu 25-40 dongili arasinda gergeklestirilir. Son olarak,
reaksiyonlarda tamamlanmamis DNA zincirlerinin sentezini
tamamlamak amaciyla genellikle 72 °C’de birkag dakikalik bir
final extension uygulanir. PCR’mn dongiisel yapisi, baslangigta
¢ok diisiik miktarda bulunan DNA dizisinin bile iistel sekilde
cogaltilmasini miimkiin kilar, bu da yontemi ozellikle balik
patojenlerinin erken ve duyarli tanist i¢in vazgecilmez
kilmaktadir (Mackay vd., 2002; Jaies vd., 2024).

2.2. PCR Varyantlan
2.2.1. Real-Time PCR (gPCR)

Real-Time PCR, amplifikasyonun floresan isaretleyiciler
araciligiyla es zamanli olarak izlenmesini saglayan bir yontemdir.
Mackay ve arkadaslarmin (2002) belirttigi iizere qPCR hem
duyarlilik hem de ozgiilliik agisindan klasik PCR’mn Gtesine
gecmekte, ayrica Ct degerleri lizerinden kantitatif degerlendirme
yapilmasina imkan tanimaktadir. Bu nedenle qPCR glinlimiizde
tani, gen ekspresyon analizi ve kantitatif Olglimlerde yaygin
olarak kullanilmaktadir.

2.2.2. Nested PCR

Nested PCR, iki asamali bir amplifikasyon yapis1 igerir.
Ik asamada genis bir hedef bolge amplifiye edilir; ikinci asamada
ise bu bolgenin i¢ kismina baglanan yeni primerler kullanilir.
Lorenz (2012), nested PCR’1in diisiik kopya sayili hedeflerin
tespitinde duyarliligi 6nemli Slglide artirdigini ve non-spesifik
amplifikasyonu azalttigin1 vurgulamaktadir. Bu ydniiyle nested
PCR, o6zellikle zor hedeflerde yliksek duyarlilik saglar.

2.2.3. Multipleks PCR

Multipleks PCR, ayni reaksiyon tiipiinde birden fazla
primer setinin kullanilmasiyla birden c¢ok hedef dizinin es
zamanli amplifikasyonuna olanak tanir. Lorenz (2012), multiplex
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PCR’1n zaman ve maliyet tasarrufu sagladigini, ancak primerler
arast uyumun bu yontem i¢in kritik oldugunu belirtmektedir. Bu
teknik Ozellikle ¢oklu gen analizi ve tarama ¢alismalarinda
Oonemli avantaj saglar (Tiire vd., 2012).

2.2.4. Dijital PCR (dPCR)

Dijjital PCR, DNA’nin ¢ok sayida kiiclik hacme
boliindiigiic  ve  her bolmenin  pozitif/negatif  olarak
degerlendirildigi ileri bir kantitatif yontemdir. Huggett ve Whale
(2013), dPCR’m ¢ok disiik kopya sayilarinin mutlak
kantitasyonunda son derece hassas oldugunu bildirmektedir. Ct
degerine ihtiyag duymadan dogrudan kantitatif sonug¢ vermesi bu
yontemi modern molekiiler biyolojinin en gii¢lii araclarindan biri
yapmaktadir.

2.2.5. Hot-Start PCR

Hot-Start PCR, polimerazin reaksiyonun baslangicinda
inaktif oldugu ve yalnizca yiiksek sicaklikla aktive edildigi bir
yontemdir. Bu yaklasim, primer-dimer olusumunu ve diisiik
sicaklikta goriilebilecek non-spesifik baglanmalar1  azaltir
(Lorenz, 2012). Bu sayede PCR 6zgiilliigii ve verimi artmaktadir.

2.2.6. Touchdown PCR

Touchdown PCR’da annealing sicakligi yiiksek bir
degerle baglar ve dongiiler ilerledik¢e kademeli olarak diistiriiliir.
Lorenz (2012), bu yontemin 6zgiilliigii artirirken ayni1 zamanda
verimi de optimize ettigini belirtmistir. Ozellikle zorlu primer
tasarimlarinda yaygin bigimde kullanilmaktadir.

2.2.7.LAMP (Loop-Mediated Isothermal
Amplification)

LAMP, PCR’dan farkl: olarak sabit sicaklikta (60-65 °C)
calisan izotermal bir amplifikasyon yontemidir. Notomi ve
arkadaslar1 (2000), LAMP’in hizli, yiliksek verimli ve termal
dongii cihaz1 gerektirmeyen bir yontem oldugunu rapor
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etmislerdir. Sahada kullanilabilirligi ve hizli sonu¢ vermesi bu
yontemi mobil tani sistemlerinde 6nemli bir se¢enek haline
getirmistir.

2.2.8. High-Fidelity PCR

High-Fidelity PCR, hata orami diisik olan yiiksek
dogruluklu polimerazlarin (6rnegin Pfu, Phusion) kullanildig1 bir
PCR tiiriidiir. Lorenz (2012), bu enzimlerin dogruluk oraninin
Taq polimeraza gore ¢ok daha yiiksek oldugunu ve klonlama ile
dizileme gibi hata toleransi diisiik uygulamalarda tercih edildigini
vurgulamaktadir.

2.3. PCR’1n Avantajlari ve Sinirhihiklari

PCR, molekiiler biyolojide devrim niteliginde bir yontem
olarak kabul edilmekte ve balik hastaliklarinin tanisinda modern
su irlinleri saghgmin temel araglarindan biri olarak
kullanilmaktadir. Yontem; yiiksek duyarlilik, 6zgiilliik ve hiz gibi
belirgin  avantajlara  sahip  olmakla  birlikte, dogru
uygulanmadiginda ¢esitli teknik sinirliliklar da icermektedir. Bu
nedenle PCR’1n avantajlarinin ve sinirlamalarinin dogru sekilde
degerlendirilmesi, balik hastaliklar1 tan1 protokollerinin etkinligi
acisindan kritik 6neme sahiptir.

2.3.1. PCR’1n Avantajlan

PCR'in en 6nemli avantaj1 yiiksek duyarliligidir. Yontem,
hedef DNA’nin 2.3.23.cok diisiik kopya sayilarii bile tespit
edebilmekte, hatta bazi durumlarda tek bir hiicreden elde edilen
DNA amplifiye edilebilmektedir. Mackay ve arkadaslar1 (2002),
real-time PCR’in ozellikle viral etkenlerde diisiik yogunluklu
enfeksiyonlarin erken donemde giivenilir sekilde belirlenmesine
olanak sagladigini1 vurgulamistir.

Bir diger onemli avantaj yiiksek 6zgiilliiktiir. Primerlerin
patojene 6zgl bolgeleri hedeflemesi sayesinde PCR, morfolojik
olarak benzer tiirleri ayirt edebilmekte ve yanlig tani olasiliginm
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azaltmaktadir. Bu ozellik, 6zellikle Aeromonas, Flavobacterium
ve Myxobolus gibi tiirler aras1 benzerligin yiiksek oldugu patojen
gruplarinda kritik rol oynamaktadir (Jaies vd., 2024).

PCR’1in hizli sonug¢ verme kapasitesi de tanida biiyiik
kolaylik saglar. Klasik kiiltiirleme yontemleri gilinler veya
haftalar surebilirken PCR ile birka¢ saat icinde sonu¢ elde
edilebilmektedir. OIE (2021), Ozellikle akut mortalitelerin
yasandig1 viral salginlarda PCR’mn hizli tan1 imk&n1 sayesinde
kontrol onlemlerinin zamaninda uygulanabildigini
bildirmektedir.

PCR aym1 zamanda  genetik  karakterizasyon,
genotiplendirme, viriilens belirteclerinin analizi, antibiyotik
diren¢ genlerinin tespiti ve epidemiyolojik sirveyans gibi ileri
uygulamalarda  da  kullanilarak ~ balik  hastaliklarinin
arastirilmasinda ¢ok yonlii bir arag gorevi gormektedir. Bu ¢ok
amaglt kullanim kapasitesi, PCR’1 diger tan1 ydntemlerinden
ayiran 6nemli bir avantajdir (Jaies vd., 2024).

2.3.2. PCR’1mn Stmirhiliklar:

PCR her ne kadar son derece giiglii bir teknik olsa da bazi
stnirhiliklart  bulunmaktadir. En 6nemli smirliliklardan  biri
kontaminasyona duyarliliktir. Huggett ve Whale (2013), PCR’1n
diisik DNA kopyalarin1 bile amplifiye edebilme kapasitesinin,
cevresel DNA kontaminasyonunu yanlis pozitif sonuglara
doniistiirebilecegini  ve bu nedenle dikkatli laboratuvar
uygulamalarinin zorunlu oldugunu belirtmistir.

Bir diger 6nemli sinirlilik inhibitér maddelerin varligidir.
Balik dokulari, mukus, bagirsak icerigi ve ¢evresel su 6rnekleri,
DNA polimeraz aktivitesini baskilayan inhibitorler igerebilir.
Mackay ve arkadaslar1 (2002), 6zellikle su ve doku 6rneklerinde
PCR basarisizliginin en yaygin nedenlerinden birinin inhibitor
varligr oldugunu rapor etmistir. Bu nedenle DNA izolasyon
protokollerinin dogru uygulanmasi biiyiik 6nem tasir.
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PCR’1in baska bir smirliligi yalnizca hedef DNA’nin
varligin1 gostermesi, ancak enfeksiyonun aktif olup olmadigin
ayirt edememesidir. Olii patojenlere ait DNA'min da tespit
edilebilmesi, bazi1 durumlarda biyolojik agidan yanlis
yorumlamalara yol acabilir (OIE, 2021). Bu nedenle aktif
enfeksiyonun degerlendirilmesi gerektiginde PCR sonuglari
klinik bulgular ve histopatolojik incelemelerle birlikte
yorumlanmalidir.

Ayrica PCR, primer tasarimina bagimli bir tekniktir.
Yanlis tasarlanmig primerler 6zgiilliigii azaltabilir, yanlis negatif
ya da yanlis pozitif sonuglara yol agabilir. Primer bolgelerindeki
mutasyonlar da hedef patojenin tespit edilmesini engelleyebilir
(Lorenz, 2012). Bu durum 6zellikle hizli mutasyon gegiren RNA
virtslerinde dikkat edilmesi gereken bir konudur.

PCR ayrica niteliksel bir yontem olup, klasik PCR ile
yalnizca DNA’nin varligi tespit edilir; enfeksiyon yogunlugu
hakkinda bilgi vermez. Bu sinirlilik real-time PCR (qPCR) gibi
kantitatif tekniklerle agilabilmektedir (Mackay vd., 2002).

2.4. PCR Optimizasyonu ve Sik Karsilagilan Hatalar

PCR, yiiksek duyarliliga sahip bir molekiiler tan1 yontemi
olup, dogru optimize edilmediginde yanlis negatif, yanlis pozitif
veya non-spesifik amplifikasyon gibi ¢esitli sorunlara yol
acabilir. PCR reaksiyonunun verimliligi primer tasarimi, enzim
secimi, iyon konsantrasyonu ve dongii sicakliklart gibi bircok
parametreye baglidir. Bu nedenle PCR optimizasyonu, giivenilir
ve tekrarlanabilir sonuglar igin kritik 6neme sahiptir (Lorenz,
2012).

PCR’1n ozgiilliigiinii belirleyen en temel unsur primer
tasarimidir. Uygun primerler genellikle 18-25 baz uzunlugunda
olur, % 40 — 60 oraninda GC igerigine sahiptir ve sa¢ tokasi
yapilari, primer-dimer veya heterodimer olusumuna yol
acabilecek tamamlayici diziler bulundurmaz. Primerlerin benzer
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erime sicakliklarina (Tm) sahip olmasi 06zgiil baglanmayi
giiclendirir.  Primer tasarimindaki kiiciik hatalarin  bile
amplifikasyonun tamamen basarisiz olmasina yol agabilecegi
bilinmektedir (Lorenz, 2012).

Mg**, DNA polimeraz aktivitesi icin gerekli bir
kofaktordiir.  Mg?>*  konsantrasyonu  diisiik  oldugunda
amplifikasyon verimi azalirken, yiiksek oldugunda non-spesifik
tirtin olusumu artmaktadir. Bu nedenle Mg*" miktarinin optimize
edilmesi PCR reaksiyonunun basarisinda belirleyicidir (Lorenz,
2012).

Annealing  sicakligi, primerlerin hedef DNA’ya
baglanmasim1 saglayan kritik bir parametredir. Saiki ve
arkadaglar1 (1988), annealing sicakliginin 6zgiilliik iizerinde en
biiyiik etkiye sahip faktér oldugunu belirtmistir. Diisiik annealing
sicakliklar1 non-spesifik baglanmalara yol agarken, yiiksek
sicakliklar primer baglanmasini engelleyebilir ve amplifikasyon
basarisiz olur.

PCR’da kullanilan polimeraz tiirii de sonuglar1 dogrudan
etkiler. Taq polimeraz rutin caligmalar i¢in yaygin olarak
kullanilirken, hata oran1 daha diisiik olan high-fidelity enzimler
(6rnegin Pfu veya Phusion) klonlama ve dizileme gibi dogruluk
gerektiren uygulamalarda tercih edilmektedir. Enzim secimi
yapilirken hedef DNA uzunlugu, istenen dogruluk diizeyi ve
numune kalitesi dikkate alinmalidir (Lorenz, 2012).

PCR dongii sayist genellikle 25-40 arasinda
secilmektedir. Dongii sayisinin fazla olmasi primer-dimer ve non-
spesifik {iriin olusumuna yol agabilir. Dongii sayisinin yetersiz
olmasi ise zayif bant olusumuna neden olur. Dongii sayisi ile
verim arasindaki bu ilisgki Mackay ve arkadaslar1 (2002)
tarafindan detayli sekilde ele alinmistir.

PCR sirasinda karsilagilan hatalar arasinda en yaygin
olanlarindan biri non-spesifik trlin ve primer-dimer olusumudur.
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Bu durum c¢ogunlukla diisiik annealing sicakligi, yiikksek Mg**
miktar1 veya primerlerin uygunsuz tasarlanmasindan kaynaklanir.
Hot-Start PCR  enzimlerinin  kullanilmast  ve  sicaklik
optimizasyonu non-spesifik amplifikasyon riskini azaltmaktadir
(Lorenz, 2012).

Yanlis negatif sonuclar ise genellikle DNA izolasyonunda
inhibitér maddelerin kalmasi, sablon DNA’nin yetersizligi veya
primerlerin hedef diziyi tanimamas1 gibi nedenlerle ortaya ¢ikar.
Mackay ve arkadaslar1 (2002) 6zellikle biyolojik numunelerde
inhibitdr varliginin PCR basarisizliginin baslica nedenlerinden
biri oldugunu vurgulamaistir.

Yanlis pozitif sonuglar c¢ogunlukla kontaminasyon
kaynaklidir. Aerosoller, dnceki PCR iirlinlerinin laboratuvar
ortamina karigmasi veya steril olmayan calisma kosullar1 yanlis
pozitif etkilere yol acabilir. Huggett ve Whale (2013), 6zellikle
gPCR ve dPCR gibi yiiksek duyarlilikli yontemlerde
kontaminasyon dnlemlerinin zorunlu oldugunu bildirmistir.

Ek olarak, DNA’nin yanlis saklama kosullarinda
bozunmasi veya tekrar eden dondurup-¢dzme islemleri nedeniyle
DNA degradasyonu goraliir ve bu durum amplifikasyon verimini
disiiriir. Zayif veya hi¢ olusmayan bantlar, diisiik primer
konsantrasyonu, yetersiz Mg** miktar1 veya uzama siiresinin kisa
olmasi gibi nedenlerle iliskilendirilebilir.

Sonug olarak PCR optimizasyonu; primer tasarimi, Mg**
konsantrasyonu, enzim se¢imi ve sicaklik dongiilerinin dikkatlice
ayarlanmasiyla saglanir. Bu parametreler dogru optimize
edilmediginde PCR’1n yiiksek duyarlilig1 bir dezavantaj haline
gelerek cesitli hatalar ortaya ¢ikabilir. Ancak uygun optimizasyon
stratejileri ile PCR modern molekler biyolojinin en guvenilir
yontemlerinden biri olmaya devam etmektedir.
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3. BALIK HASTALIKLARI VE PCR’IN
KULLANIM ALANLARI

Su irilinler1 yetistiriciliginin  kiiresel Olgekte hizla
bliylimesi, balik hastaliklarinin erken donemde dogru sekilde
tanilanmasini daha da 6nemli hale getirmistir. Bakteriyel, viral,
paraziter ve mantar kaynakli patojenlerin ¢ogu, klinik belirti
gostermeden populasyonda yayilim gosterebilmekte; bu durum
ekonomik kayiplara, mortalite artisina ve yetistiricilik
performansinda ciddi diisiislere yol agmaktadir. Bu nedenle balik
hastaliklarinin tanisinda hizli, duyarli ve 06zgiil molekiiler
yontemlere olan ihtiya¢ gln gectikge artmaktadir. PCR, bu
gereksinimi karsilayan en etkili tekniklerden biri olarak kabul
edilmektedir (Mackay vd., 2002; Jaies vd., 2024).

PCR, balik patojenlerinin genomik materyallerinin diisiik
yogunluklarda bile tespit edilebilmesini saglayan yliksek
duyarlilikli bir yontemdir. Jaies vd. (2024), PCR'n ozellikle
latent enfeksiyonlarin erken saptanmasinda klasik yontemlere
gore ¢cok daha Ustiin oldugunu ve kiiltiirle {iretilemeyen ya da zor
tiretilen patojenlerin tanisinda vazgecilmez hale geldigini
belirtmektedir. Patojenlerin ¢ogunun fenotipik olarak benzer
belirtiler olusturmasi, morfolojik ya da kiiltir temelli tani
yontemlerinin yetersiz kalmasina yol a¢maktadir. PCR ise
patojenlere 6zgl gen bolgelerini hedef alarak yuksek 6zgulliukle
sonu¢ verebilmekte, bOylece yanlis tani1 riskini en aza
indirmektedir (Mackay vd., 2002).

Viral enfeksiyonlar bir¢ok balik tiirtinde yaygin ve yikici
etkiler godsterebilmektedir. Ornegin koi herpesviriisii (KHV),
viral hemorajik septisemi virlisi (VHSV), enfeksiyoz
hematopoietik nekroz virtst (IHNV) ve ipomaviruslar gibi RNA
ve DNA viriislerinin tanisinda RT-PCR ve konvansiyonel PCR
protokollerinin temel yontemler arasinda yer aldig bildirilmistir
(OIE, 2021). Viral patojenlerin hizli yayilimi dikkate alindiginda,
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PCR’1n yiiksek duyarliligi sayesinde hastaligin erken asamada
tespit edilmesi, karantina ve kontrol Onlemlerinin zamaninda
uygulanmasina olanak saglamaktadir.

Bakteriyel hastaliklar da kiiltiirleme yOntemlerinin
smirliliklart nedeniyle ¢ogu zaman molekiiler tekniklerle
dogrulanmaktadir. Aeromonas hydrophila, Flavobacterium
columnare, Yersinia ruckeri, Edwardsiella tarda, Renibacterium
salmoninarum gibi 6nemli balik bakterilerinin tanisinda PCR
temelli yontemlerin yaygmn kullanimi literatiirde genis yer
bulmustur (Zhang vd., 2014). Ozellikle yavas iireyen bakteriyel
etkenlerde PCR, tan1 siiresini giinlerden saatlere indirerek avantaj
saglamaktadir.

Paraziter hastaliklar, geleneksel mikroskobik inceleme ile
tan1 konulabilse de diisiik yogunluklu enfeksiyonlarda gézden
kacabilmektedir. Myxobolus, Ichthyophthirius  multifiliis,
Tetracapsuloides bryosalmonae gibi parazitlerin teshisinde PCR,
konak i¢inde az sayidaki parazit DNA’sinin bile tespit edilmesine
olanak tanimaktadir (Jaies vd., 2024). Bu durum ozellikle
asemptomatik  tasiyict  bireylerin  belirlenmesi  agisindan
onemlidir.

PCR’1n balik hastaliklarindaki kullanim alanlar1 yalnizca
tan1 ile sinirli degildir. Molekiiler teknikler; patojenlerin genetik
karakterizasyonu, virllens faktorlerinin belirlenmesi, enfeksiyon
dongiisiiniin ~ izlenmesi, hastalik  kontrol stratejilerinin
gelistirilmesi ve epidemiyolojik siirveyans calismalarinda da
yaygin olarak kullanilmaktadir (Mackay vd., 2002). Patojenlerin
su kolonunda, biyofilm yapilarinda veya balik yemlerinde
varliginin tespit edilmesi, isletme hijyeninin degerlendirilmesi ve
biyoguvenlik protokollerinin etkinliginin izlenmesi agisindan
biiylik onem tagimaktadir.

Sonug olarak PCR, balik hastaliklarinin hizli ve giivenilir
sekilde tanilanmasinda modern su iirlinleri yetistiriciliginin temel

29



Veteriner Su Uriinleri ve Hastaliklar

tekniklerinden biri haline gelmistir. Yiiksek duyarlilik, 6zgiillik
ve hiz gibi avantajlar1 sayesinde PCR, hastalik kontrolii ve su
tirlinleri yonetiminde vazgecilmez bir ara¢ haline gelmis, balik
saglig1 ¢caligsmalarinda standart bir yontem olarak benimsenmistir.

3.1. Bahiklarda Bakteriyel Hastahklar ve PCR

Bakteriyel enfeksiyonlar su iiriinleri yetistiriciliginde en
yaygin goriilen hastalik gruplarindan biridir ve mortalite, bliylime
geriligi, sekonder enfeksiyonlar ve ekonomik kayiplarla
iligkilidir. Pek c¢ok bakteriyel etken, klasik kiiltiirleme ve
biyokimyasal tan1 yontemleri ile dogrulanabilmekle birlikte, hizli
yayilim, diisiik diizeyli enfeksiyonlar ve fenotipik benzerlikler
nedeniyle tanida kesinlik saglanmasi ¢cogu zaman giliclesmektedir.
Bu nedenle molekiiler tam1 yontemleri, 6zellikle PCR tabanli
yaklagimlar, bakteriyel balik patojenlerinin hizli, 6zgiil ve duyarh
sekilde tespit edilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Mata
vd., 2004).

Geleneksel  kiiltiirleme  yontemleri, baz1  balik
bakterilerinin yavas iiremesi veya 0zel besiyerleri gerektirmesi
nedeniyle smirl kalabilmektedir. Ornegin Renibacterium
salmoninarum, 2—6 haftalik inkiibasyon siiresi gerektirdigi igin
klasik yontemlerle tanisi olduk¢a gecikebilmektedir. PCR ise bu
bakterinin 6zgil DNA bélgelerini hedefleyerek birkag saat icinde
tan1 koyabilmektedir (Jaies vd., 2024). Benzer sekilde
Edwardsiella tarda, Flavobacterium psychrophilum, Aeromonas
salmonicida ve Yersinia ruckeri gibi bakterilerde PCR’1n hizli
tan1 i¢in standart yontem haline geldigi belirtilmistir (Zhang vd.,
2014; OIE, 2021).

Aeromonas hydrophila, baliklarda septisemi, ylizgeg
curiikliigii ve deri lezyonlar ile seyreden yaygin bir bakteriyel
patojendir. Bu tiirlin tanisinda PCR, ozellikle aeromonadlarin
fenotipik olarak benzer olmasi nedeniyle yliksek o6zgiilliik
saglamaktadir. Mackay ve arkadaglar1 (2002), PCR’1n diisiik
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bakteri yiiklerinde bile hedef DNA’y1 tespit ederek erken tani
olanagi sundugunu bildirmis ve kiltiir temelli yaklagimlara
kiyasla 6nemli avantajlar sagladigin1 vurgulamistir.

Flavobacterium columnare, siit¢ii baliklar da dahil olmak
lizere bircok tiirde kolon hastaligina neden olan O6nemli bir
bakteridir. Klasik tan1 ¢ogu zaman mikroskobik goriintiiye ve
kiiltiir ozelliklerine dayanir; ancak tilirler arasi morfolojik
benzerlikler nedeniyle kesin tani PCR temelli yontemlerle
dogrulanmaktadir. Jaies vd. (2024), F. columnare’nin spesifik
16S rRNA bolgelerinin PCR ile hedeflenmesi sayesinde diisiik
yogunluklu enfeksiyonlarin bile giivenilir sekilde
saptanabildigini rapor etmistir.

Yersinia ruckeri, kizil agiz hastaligina neden olan 6nemli
bir Gram-negatif bakteridir. Klinik belirtiler ¢ogu zaman stres,
diisiik oksijen veya diger cevresel faktorlerle karisabilecegi igin
tan1 zordur. Bu nedenle PCR, o6zellikle tasiyict baliklarda diisiik
seviyeli enfeksiyonlarin saptanmasinda kritik rol oynamaktadir
(OIE, 2021).

PCR aym1 zamanda bakteriyel patojenlerin viriilens
faktorlerinin belirlenmesi, antibiyotik direng genlerinin tespiti ve
epidemiyolojik izleme ¢alismalarinda da yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ornegin Aeromonas tiirlerinde hemolizin,
elastaz ve aerolizin genlerinin, Edwardsiella tarda’da ise
invazyon ve toksin genlerinin PCR ile incelenmesi, enfeksiyonun
patogenezini anlamada biiyiikk onem tasimaktadir (Jaies vd.,
2024).

Baliklarda bakteriyel hastaliklarin hizli ve dogru
tanilanmasi, yetistiricilik isletmelerinde hastalik yonetimi
acisindan hayati 6neme sahiptir. PCR, patojenlerin genomik
materyalini ¢ok diisiikk kopya sayilarinda bile tespit edebilmesi,
hizli sonug vermesi ve yliksek 6zgiilliigii ile modern balik sagligi
calismalarinda standart tan1 yontemlerinden biri haline gelmistir.
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3.2. Baliklarda Viral Hastaliklar ve PCR

Viral enfeksiyonlar su {iriinleri yetistiriciliginde en yikici
sonuglara yol agan hastalik gruplarindan biridir. Baliklarda
goriilen pek c¢ok viral patojen, hizli bulasma potansiyeline sahip
olup kisa siirede yiiksek mortalite oranlarina neden
olabilmektedir. Viral enfeksiyonlarin kiiltiir veya klasik tan
yontemleriyle dogrulanmasi ¢ogu zaman zor oldugundan, PCR
tabanli teknikler glinlimiizde viral balik hastaliklarinin tanisinda
altin standart yontemlerden biri olarak kabul edilmektedir (OIE,
2021; Mackay vd., 2002; Munir ve Kibenge, 2004).

Koi herpesvirist (KHV), sazan ve koi yetistiriciliginde
ciddi ekonomik kayiplara neden olan bir DNA viriisiidiir. Bu
viriisiin in vitro olarak tretiminin zor olmasi ve klinik
belirtilerinin bazi1 bakteriyel hastaliklarla karigabilmesi nedeniyle
PCR hizli ve giivenilir bir tan1 saglamaktadir. OIE (2021), KHV
tanisinda 6zellikle real-time PCR ve nested PCR protokollerinin
yiiksek duyarlilik nedeniyle tercih edildigini bildirmektedir.

Viral Hemorajik Septisemi Virtsu (VHSV) ve Enfeksiytz
Hematopoietik Nekroz Virisu (IHNV) gibi RNA virlsleri ise
salmonid tiirlerinde yaygin olarak goriilmektedir. Bu viriislerin
tanisinda RT-PCR temel yontem haline gelmistir (Williams vd.,
1999). Mackay ve arkadasglar1 (2002), RT-PCR’in RNA
viriislerinin erken ve diisiik yogunluklu enfeksiyonlarini bile
giivenilir sekilde tespit edebildigini vurgulamistir. Viral gen
bolgelerinin  6zgiil primerlerle taranmasi, enfeksiyonun
asemptomatik donemde bile belirlenmesine imkan tanimaktadir.

frido viriisler, nodaviruslar ve tilapia lake virus (TiLV)
gibi diger onemli viral etkenlerde de PCR, epidemiyolojik
calismalar, tasiyicilarin belirlenmesi ve viriis yiikiiniin kantitatif
Olctimii gibi farkli amaclarla kullanilmaktadir. Jaies vd. (2024),
Ozellikle nodavirus enfeksiyonlarinin larval baliklarda ¢ok hizli
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seyretmesi nedeniyle real-time PCR ile hizli teshisin kritik
oldugunu belirtmistir.

Sonu¢ olarak PCR, viral balik hastaliklarinin tanisinda
yuksek duyarlilik, 6zgiilliik ve hiz gibi avantajlariyla modern
balik sagligi calismalarinin temel bilesenlerinden biri héline
gelmis, klasik tan1 yontemleriyle karsilastirildiginda ¢ok daha
etkin ve guvenilir bir teknik olarak 6ne ¢ikmistir (Williams vd.,
1999; Munir ve Kibenge, 2004).

3.3. Baliklarda Paraziter Hastaliklar ve PCR

Baliklarda paraziter enfeksiyonlar hem kiiltiir balik¢iligi
hem de dogal populasyonlar iizerinde ciddi etkiler
olusturabilmektedir. Parazit yogunlugunun diisiik oldugu, doku
icinde yerlesmis veya kronik enfeksiyon durumlarinda
mikroskobik yontemler ¢ogu zaman yetersiz kalmakta; bu
nedenle PCR tabanli tam1 yoOntemleri yiiksek duyarliliklar
sayesinde paraziter hastaliklarin tespitinde yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Jaies vd., 2024).

Myxozoan parazitler (6rnegin Myxobolus, Henneguya,
Kudoa tirleri), histolojik incelemeyle zor saptanabilen ve
baliklarda genis bir klinik tablo olusturabilen 6nemli bir parazit
grubudur. Bu organizmalarin kesin tanisi ¢ogu zaman yalnizca
molekiiler yontemlerle yapilabilmektedir. Jaies vd. (2024),
Myxobolus cerebralis gibi tirlerin PCR ile 18S rRNA
bolgelerinin  hedeflenmesi  sayesinde  diisiik  yogunluklu
enfeksiyonlarin  bile gilivenilir sekilde tespit edildigini
bildirmistir.

Ichthyophthirius multifiliis, akvaryum ve yetistiricilik
baliklarinda en yaygin parazitlerden biridir. Mikroskobik tani
genellikle miimkiin olsa da erken donemlerde parazitin diisiik
yogunlukta olmasi yanlis negatif sonuglara yol acabilir. PCR
temelli yontemler, 6zellikle cevresel DNA (eDNA) analizleriyle,
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su Orneklerinden bile parazitin genomik materyalini tespit
edebilir hale gelmistir (OIE, 2021; Guo vd., 2025).

Tetracapsuloides bryosalmonae, salmonidlerde
proliferatif bobrek hastaligina yol acan 6nemli bir parazittir. Bu
parazitin konak ve g¢evresel dongiisiiniin karmasik olmasi
nedeniyle PCR, hem enfekte baliklarda hem de sucul ortamdaki
arakonaklarda tespit amaciyla kullanilmaktadir. Mackay ve
arkadaslar1 (2002), bu tiir parazitlerde Real-Time PCR'in,
enfeksiyon siddetinin kantitatif olarak ol¢timiinde degerli bilgiler
sagladigini belirtmektedir.

PCR ayni1 zamanda paraziter tiirlerin genotiplendirilmesi,
yayllim dinamiklerinin izlenmesi, konak-parazit iliskilerinin
belirlenmesi ve epidemiyolojik siirveyans gibi caligmalarda da
genis  kullanim  alanina  sahiptir.  Parazitlerin  yasam
dongiilerindeki farkli gelisim evrelerinde dahi DNA tespiti
yapilabilmesi, bu teknigin biyolojik aragtirmalar agisindan biiyiik
avantaj sundugunu gostermektedir.

Sonu¢ olarak PCR, paraziter balik hastaliklarinin
tanisinda hem duyarlili§i hem de uygulama kapsaminin genisligi
nedeniyle vazgecilmez bir aractir; klasik yontemlerle tespit
edilemeyen diisiik yogunluklu enfeksiyonlarin belirlenmesinde
onemli bir tamamlayici yontem olarak kullanilmaktadir.

3.4. Baliklarda Mantar Hastaliklar1 ve PCR

Mantar enfeksiyonlart (mycosis) oOzellikle tathi su
baliklarinda 6nemli mortalite nedenleri arasinda yer almakta ve
¢ogu zaman stres, kotii su kalitesi, mekanik yaralanmalar veya
immiin baskilanma sonrasi gelismektedir. Baliklarda en sik
gorulen mantar etkenleri arasinda Saprolegnia spp., Achlya spp.,
Aphanomyces invadans ve Branchiomyces spp. yer almaktadir.
Bu patojenlerin klasik tanis1 cogunlukla mikroskobik incelemeye
dayanmakla birlikte, birgok tiiriin morfolojik benzerligi nedeniyle
kesin tani ¢ogu zaman gictiir. Bu nedenle PCR temelli molekiler
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yontemler, mantar enfeksiyonlarinin  gilivenilir  sekilde
dogrulanmasinda yaygin bir ara¢ haline gelmistir (Jaies vd.,
2024).

Ozellikle Saprolegnia ve Achlya tirlerinin mikroskobik
olarak ayirt edilmesi zor oldugundan, 18S rRNA ve ITS gen
bolgelerinin  hedeflendigi PCR protokolleri literatiirde sikca
kullanilmaktadir. Jaies vd. (2024), Saprolegnia parasitica gibi
tirlerin PCR ile hem balik dokularindan hem de ¢evresel
numunelerden  yiikksek  duyarlilikla tespit edilebildigini
belirtmektedir. Bu yontem, kiiltiirleme ihtiyacini ortadan
kaldirdigi i¢in tani siiresini de 6nemli 6l¢iide kisaltmaktadir.

Bir diger 6nemli mantar hastalig1 olan epizootik {ilseratif
sendrom (EUS), Aphanomyces invadans tarafindan olusturulur ve
ozellikle Asya ve Avustralya’da genis tiir yelpazesinde salginlara
neden olmustur. OIE (2021), EUS tanisinda PCR’in temel
yontem oldugunu, patojenin ITS bolgesini hedefleyen PCR
kitlerinin en giivenilir sonuglari verdigini bildirmektedir.

Branchiomyces sanguinis gibi solungag nekrozu olusturan
mantar etkenlerinde de PCR’1n 6nemi artmaktadir. Mikroskobik
tan1 ¢cogu zaman ge¢ doneme ait oldugundan, PCR ile solungag
dokusundan patojen DNA’sinin  erken donemde tespit
edilebilmesi hem tedavi hem de biyogiivenlik agisindan Kritik rol
oynamaktadir.

PCR ayrica mantar patojenlerinin genetik cesitliliginin
belirlenmesi, cografi koken analizleri, salgin izleme, cevresel
DNA (eDNA) temelli izleme gibi ileri diizey su iiriinleri saglig
calismalarinda da etkin sekilde kullanilmaktadir (Mackay vd.,
2002).

Sonug olarak, mantar hastaliklarinda PCR hem taniy1
hizlandiran hem de tiir diizeyinde ayrim yapmay1 miimkiin kilan
bir teknik olarak balik sagligi uygulamalarinda standart
araclardan biri haline gelmistir.
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3.5. PCR’1n Balhik Hastaliklarindaki Ornek
Uygulamalari

PCR’1in balik hastaliklarinda kullanim alan1 yalnizca
belirli patojenlerin tespit edilmesiyle sinirli degildir. Giiniimtizde
PCR, balik saglig1 yonetiminin bir¢ok bilesenini kapsayan genis
bir uygulama alanina sahiptir. Jaies vd. (2024), PCR’mn balik
hastaliklar1 alaninda temel kullanim Orneklerini erken tani,
tasiyict bireylerin tespiti, patojen yayiliminin izlenmesi ve
epidemiyolojik siirveyans olmak iizere dort ana baslik altinda
toplamaktadir.

Erken tani, 6zellikle viral ve paraziter hastaliklarda kritik
oneme sahiptir. Ornegin VHSV, IHNV ve KHV igin gelistirilen
RT-PCR ve real-time PCR protokolleri, mortalite ortaya
cikmadan Once enfekte bireylerin belirlenmesini miimkiin
kilmaktadir (OIE, 2021). Bu sayede karantina ve eradikasyon
stratejileri daha etkin bir sekilde uygulanabilmektedir.

Bir diger Onemli uygulama, tasiyict baliklarin
belirlenmesidir. Aeromonas, Edwardsiella, Renibacterium ve
Flavobacterium gibi bakteriyel patojenler birgok balik tiiriinde
subklinik tastyicilik olusturabilir. PCR, diisiik bakteri yiikiinde
bile DNA tespiti yapabildigi i¢in bu tiir bireylerin saptanmasinda
kiiltiir yontemlerine kiyasla ¢ok daha avantajlidir (Zhang vd.,
2014; Mackay vd., 2002).

PCR ayni1 zamanda ¢evresel DNA (eDNA) analizi ile su
kolonu, filtre yataklar1 veya biyofilm Orneklerinden patojen
varligin1 belirlemek amaciyla kullanilmaktadir. Bu ydntem
Ozellikle  paraziter  patojenlerin ~ (0rn.  Ichthyophthirius,
Myxobolus) gevresel yayiliminin izlenmesinde etkili bir aragtir
(Jaies vd., 2024).

Kantitatif PCR (qPCR) ise enfeksiyon siddetinin
Olciilmesi, patojen yiikiiniin kantitatif takibi ve tedavi etkinliginin
degerlendirilmesi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. OIE
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(2021), gPCR’1n 6zellikle TiLV, nodaviruslar ve bakteri ytki
analizlerinde 6nemli bilgiler sagladigin1 vurgulamaktadir.

Son olarak PCR, balik hastaliklar1 aragtirmalarinda gen alt
tiplerinin belirlenmesi, mutasyon analizi, virllens genlerinin
incelenmesi, tedaviye direnc genlerinin tespiti gibi ileri molekiler
calismalarin merkezinde yer almaktadir. Bu yoniiyle PCR
yalnizca tan1 degil, ayn1 zamanda balik sagligi arastirmalarinin
gelisiminde temel bir bilimsel aragtir.

4. SONUC

Balik hastaliklarinin hizli, dogru ve giivenilir bigimde
tanilanmasi; su  {riinleri  yetistiriciliginde  biyogiivenlik
uygulamalariin giiclendirilmesi, kayiplarin azaltilmasi ve
sirdiriilebilir  {iretimin  saglanmas1 acisindan  kritik  bir
gerekliliktir. Molekiler biyoteknolojinin sundugu imkanlar
icerisinde PCR, yiiksek duyarliligi ve 0Ozgiilliigii sayesinde
modern balik sagligi yonetiminin temel tani araglarindan biri
haline gelmistir. Viral, bakteriyel, paraziter ve mantar kaynakli
pek ¢ok patojende klasik yontemlerle taninin gii¢ oldugu veya
geciktigi durumlarda PCR tabanli teknikler, hastaligin erken
sathada belirlenmesine ve hizli miidahale edilmesine olanak
tanimaktadir.

PCR yonteminin sadece tanisal amaglarla degil, aym
zamanda epidemiyolojik ¢alismalar, patojenlerin genetik
cesitliliginin  belirlenmesi, viriilens faktorlerinin analizi ve
cevresel izlemede de genis bir kullanim alanina sahip oldugu
gorulmektedir. Bu ¢ok yoOnlilik, PCR’1 balik hastaliklari
arastirmalarinda vazgecilmez bir yontem konumuna tagimaistir.
Bununla birlikte PCR’in yiikksek performansinin dogru
yorumlanabilmesi, yontemsel siirhiliklarin ornegin
kontaminasyon riski, inhibitdr etkisi, primer tasarim hatalar1 ve
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aktif enfeksiyonun DNA tespitiyle karigtiritlmasi gibi durumlarin
g0z Oniinde bulundurulmasini gerektirir.
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