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Abstract: Molecular epidemiology of viral haemorrhagic septicaemia virus and infectious haematopoetic necrosis virus.
Viral Haemorrhagic Septicaemia (VHS) and Infectious Haematopoetic Necrosis (IHN) are among viral diseases causing high fish
mortality and thus economic losses in aquaculture. The main principles of amplification of G-and NV genes of VHSV and IHNV
strains by RT-PCR, sequencing of these G-and NV gene cDNA including the intergenic region and the analysis of the relationship
between viral strains are presented in this article.
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Ozet: Viral balik hastaliklarindan Viral Hemorajik Septisemi (VHS) ve Infeksiysz Hematopoetik Nekrozis (IHN) baliklarda yiiksek
oranda 6limlere yol agarak énemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu derlemede, Viral Hemorajik Septisemi Virusu (VHSV)
ve Infeksiysz Hematopoetik Nekrozis Virusu (IHNV) suslarinin Glukoprotein-ve Nonvirionprotein (G-ve NV) genlerinin Reverse
Transkriptaz-Polimerase Zincir Reaksiyon (RT-PCR) yontemi ile amplifikasyonu, G-ve NV genlerinin genler arasindaki bolgeyi
kapsayan komplementer-Desoksiribonukleikasit (cDNA)in dizi analizi ve bu viral suslar arasindaki akrabalijin saptanmasi
ybntemlerine ait temel prensipler sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Molekiler Biyoloji, RT-PCR, Balik Hastaliklari, VHS, IHN
*Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrankheiten der Tiere, Tiibingen, Almanya’da 2001 yilinda Dr. Peter-Joachim Enzmann ile 3

aylik kurs stresince galigilan konularin ézetidir.
Girig

Su Urlnleri yetistiriciligini olumsuz yénde etkileyen en dnemli
faktor balik hastaliklari olup, biiylik ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Bu olumsuz sonuglarin éniine gegmek amaciyla,
Avrupa Birligi (AB) balik sagligi kontrolii igin gerekli yasal
duzenlemeleri “AB Balik Saghgi Rejimi” isim ve “91/67/EEC
numaral” direktifi ile yirirlige koymustur. Bu direktif
kapsaminda balik ciftliklerinin hastaliklar ydniinden periyodik
olarak denetlenmesi zorunlulugu getirilmekte, bdylece balik
hastaliklarindan ~ arindinlmig  kusaklar  olusturulmasi
hedeflenmektedir. VHSV ve IHNV de “AB (ilkelerindeki
isletmelerde gorilebilen, ciddi ekonomik kayiplara neden olan,
sagaltimi ya da asisi bulunmayan ve bulundudu ciftliklerin
belirlenmesi gereken hastaliklar” listesinde yer almaktadir
(Anonym, 1991). Ulkemizde de IHN hastaligi “ihbari zorunlu
hayvan hastaliklar” arasina alinmistir (Anonym, 1999).

VHSV ve IHNV Salmonid tliri baliklarda, dzellikle de
yetistiriciligi yapilan Gokkusadi alabaliklarda (Oncorhynchus
mykiss) yol agtigi %100’e varan mortaliteye baglh buylk
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu viruslarin teghisi igin
numune alim kurallar ve muayene metotlari AB’nin
2001/183/EEC  (Anonym, 2001) sayili direktifinde yer
almaktadir. Ancak bu metotlarla viruslarin teshisi ¢ok uzun
strdugunden, daha hizli ve givenilir metotlarin ylrdrlige
konulmasi zorunlu hale gelmistir. Bu amaglarla gelistirilmis
olan bir RT-PCR yéntemi, IHNV ve VHSV'nin ayirici tanisinda
basari ile kullanilmaktadir.

Bu derlemenin temel amaci, yetistiriciligi yapilan baliklarda
yuksek olumlerle seyrederek biyik ekonomik kayiplara neden
olan viral hastaliklarin hizli ve giivenilir tanisina olanak veren
Reverse Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu yénteminin
tanitiimasidir. DNA dizi analizi (sekans) sonucu virus suslari
arasindaki akrabalik diizeylerinin saptanmasina ise hastalik
kaynaklarinin belilenmesi ve hastaliklarla miicadeledeki dnemi
nedeniyle yer verilmistir.

VHSV ve IHNV’nin Bazi Ozellikleri

Her iki virus da Rhabdoviridae familyasinda yer almaktadir.
VHS viruslarinin, 1990 baslarina kadar 3 serotipi ayirt
edilmistir. IHNV'nin serotipi yoktur, ancak farkli kokenleri
vardir. Asit, sicaklik ve etere karsi duyarli, alkali gozeltilere
karsi oldukca dayanikli olan bu viruslar genel olarak mermi
seklindedirler, ancak kresel, cok sekilli, oldukga uzun,
dallanmig ya da basil gibi sekillerde de olabilmektedirler.
Elektronmikroskobik bulgular VHSV'nin 180 nm uzun ve 60-
70 nm ¢apinda, IHNV'nin de 70-95x160-170 nm boyutlarinda
olduklarini gostermektedir (Miller, 1998; Plumb, 1999).

VHSV ve IHNV, zarfli ve nukleokapsiti helikal yapida
viruslar olup, i¢ kisimlarinda negatif polariteye sahip tek
sarmal  Ribonukleik asit  (RNA), RNA etrafinda
Ribonukleinprotein ve dista Lipoprotein yapisinda bir kiliftan
olusmaktadirlar. Glikoprotein (G), virus kilifinin en diginda yer
almakta olup, virusu nétralize eden antikorlar bu proteine karsi
olusmaktadir. Membranprotein (M2) zarin lipit tabakasinin ig



174 Ozer/E.U. Su Uriinleri Dergisi 21 (1-2); 173-179

kisminda bulunmaktadir. Nukleoprotein (N) ¢iplak RNA
sarmalinin etrafini sarmalamis olarak bulunmakta, viral RNA
ile  birlikte, Ribonukleoprotein  olarak  adlandirilan
Nukleokapsidi olusturmaktadir. RNA sarmalinin yakininda
serbest olarak bulunmakta olan Largoprotein (L),
Matriksprotein (M1) (kofaktdr) ile birlikte RNA-polimerazi
olusturmaktadir. Non-virionproteini (NV) muhtemelen yapisal

3 Lea N M1 M2 G

bir protein olusturmamakla birlikte, virionda bulunmadigina
dair herhangi bir bulgu henlz yoktur (Enzmann, kisisel
goriisme, 2001; Miller, 1998). Bu proteinlerin RNA {izerindeki
genetik kodlarini da N, My, Mz, G, NV ve L genleri
olusturmaktadir (Enzmann, kisisel goriisme, 2001).

[HNV ve VHSV'nin genetik materyalini bir dizlem
Uzerinde g6sterecek olursak:

NV L Tr 5

Lea: Leader-baslangic, yonlendirici nukleotidler;
Tr: Trailer, bitisi gosteren nukleotidler olup gen degildirler.

VHS ve IHN Viruslarinin Tanisi

VHS ve IHN viruslarinin tanisi igin numune alim kurallari ve
muayene metodlari Avrupa Birligi'nin 2001/183/EEC (Anonym,
2001) sayili direktifinde ayrintili olarak yer almaktadir. Buna
gore dalak, bobregin 6n kismi ve kalp ya da beyin 6rnekleri;
ana¢ baliklardan ayrica ovaryal sivi da alinarak, hicre
kiiltlirlerine ekimler yapiimalidir. Huicre kiiltirinde Cytopathic
effect (CpE) olusmasi durumunda da Notralizasyon Testi
(NT), immunofluoresan Antikor Testi (IFAT) ya da Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) testlerinden en az biri
uygulanmalidir (Anonym, 2001; Miller, 1998). Ancak direktifte
yer alan metotlarla bu viruslarin teshisi (¢ hafta kadar
slrmektedir. Bu slre zarfinda ise hastallk devam edip
yayllacagindan, daha hizli ve glvenilir metotlarin ylrirlige
konulmasi zorunlu hale gelmistir. Degisik VHS ve IHN virus
suslarinin sekans verileri incelendiginde, her iki virus icin de G
geninin PCR ile ayirici teshis icin uygun oldugu anlasiimis, bu
bilgiler dogrultusunda Bruchhof ve dig. (1995) VHS ve IHN
viruslarinin ayirici  tanisi i¢in - bir RT-PCR  yontemi
gelistirmiglerdir. Miller ve di§. (1998b) de hasta baliklarin
organlarindan direkt olarak yaptiklar bir arastirma sonucunda
RT-PCR yéntemi ile sadece 7-9 saat icinde VHSV/IHNV'yi
teshis ettiklerini bildirmiglerdir. Glinimuzde RT-PCR ydntemi,
IHNV ve VHSV tanisinda basari ile kullaniimaktadir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polimerase Chain Reaction,
PCR)

PCR, DNA'nIn in vitro kosullarda ¢ogaltiimasi (amplifikasyon)
amaciyla kullanilan ydntemlerden biridir. Bu yéntem 1985
yiinda Mulis ve dig. tarafindan gelistirilmistir (Miller, 1998;
Koksal, 2001). PCR, biyoloji, tip, paleontoloji gibi alanlarda
molekdlerbiyolojik arastirmalarda  kullaniimakta, &zellikle
mikrobiyolojide birgok mikroorganizmanin direkt tanisinda
basari ile uygulanmaktadir (Koksal, 2001).

PCR, ¢ok az miktardaki DNA'nin birkag saat icinde
cogaltimasini saglamaktadir. Hucre iginde (in vivo) DNA
replikasyonu, c¢esitli enzimler tarafindan dlizenlenen ve
genomun kopyalanmasi ile sonuglanan bir igslemdir. PCR
isleminde ise in vivo replikasyon &érnek alinarak, DNA’nin

istenilen spesifik bdlgelerinin kopyalanmasi
gerceklestiriimektedir. PCR isleminde kullanilan enzim ise,
yiksek  sicakliklara  dayanikli  Thermus  aquaticus

bakterisinden elde edilmis Tag-DNA-polimeraz enzimidir
(Enzmann, kisisel gorlisme, 2001; Koksal, 2001; Miller, 1998).

Yaklasik 30 siklustan olusan PCR isleminde temel olarak
tekrarlayan 3 asama vardir:

Denatiirasyon: Omekte bulunan gift sarmal-DNA (¢sDNA)nin
birkag saniyede, 92-95°C'de, tek sarmal DNA (tsDNA)ya
ayriimasidir.  Bazi calismalarda 3-5 dakikalik bir 06n
denatlirasyon isleminin zor olan kalip DNA'lar igin yararli
oldugu bildiriimektedir.
Baglanma (Annealing): Omek, birkag dakika 45-65°C'de
tutularak sense ya da antisense primerin (nukleotidlerden
olusan kisa DNA-molekiilleri) tsDNA'daki hedef bdlgelere
baglanmasi (hibridizasyon) sagdlanmaktadir. Baglanma isisi,
primer yapisi ve erime derecesine gore hesaplanmakta ve
yaklasik 20 bazgifti (bg) uzunlugundaki primerler igin 54°C
olarak optimize edilmigtir.
Uzama (Extension): Tag-DNA-polimeraz enzimi yardimi ile
tsDNA kaliplarina baglanan primerlerin 5—3' yoninde ve
tsDNA'nin  nukleotid  dizisinin ~ komplementeri  olarak
uzatiimasidir. Bu iglem optimum 72°C’de birkag dakika
stirmektedir. Bu dngi sonunda, mevcut DNA fragmani yeni
komplementer DNA (cDNA) ve yeni kalip DNA'lar olusturarak
her PCR dénglisii sonunda drnek DNA miktari iki katina
¢ikmaktadir. 30 siklus sonunda ise hedef DNA'nin milyardan
fazla kopyasi elde edilmektedir.

ilk déngiide (denatiirasyon-baglanma-uzama) degisik
uzunluklarda polimeraz driinleri varken, 30 déngi sonunda,
gen araligi primer ciftleri tarafindan belirlenmis spesifik gen
fragmanlari Griiniin cogunu olusturmaktadir (Enzmann, kisisel
gorisme, 2001; Koksal, 2001; Miller, 1998; Temel, 2001)
(Sekil 1).

4-5 saat kadar stiren PCR islemi sonrasinda elde edilen
PCR Urinleri Agarose Jel Elektroforez yontemi ile kontrol
edilmektedir (Koksal, 2001; Miller, 1998).

PCR’in Avantajlari

-Primer spesifik hedef dizileri kullanmaktadir.

-PCR’In en onemli avantaji 25 bg'den 10 000 bg¢'ne
kadar olan spesifik DNA dizilerini amplifiye edebilme 6zelligine
sahip olmasidir.

-Oldukga hizli bir ydntemdir. Bir DNA par¢asi sadece 3
saatte milyon defa kopyalanmaktadir (Kéksal, 2001).
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PCR’in Dezavantajlari

-Yanlig negatif ve pozitif sonug verme olasiligi vardir. Bu
olasiliklar diisiirmek igin alinabilecek 6nlemler vardir.

-Pahali bir ydntemdir (Koksal, 2001).

1. Denatiirasyon Asamas:

5" -AAACGGTTAGCGATGCGATGCACGTAGCATTTGAAGCCTTAAGAA- 3’
3’ -T TTGCCAATCGCT ACGCTACGTGCATCGTAAACTTCGGAATTCT T-5° ¢sDNA

92-95°C’de Denatiirasyon sonucu iki tsDNA olusur:

5’ -AAACGGTTAGCGATGCGATGCACGTAGCATTTGAAGCCTTAAGAA- 3’

3’ -TTTGCCAATCGCTACGCTACGTGCATCGTAAACTT CGGAA TTCTT- 5"

2. Baglanma Asamasi: 54°C’de primerler tsDNA’lara baglamur:

5" ~AAACGGTTAGCGATGCGATGCACGTAGCATTTGAAGCCTTAAGAA- 3’
(antisense primer) 3’ TCGTAAACTT CGGAATTCTT 5’

5" AAA CGGTTAGCGATGCGATG 3’  (sense primer)
3’ .T TTGCCAATCGCTACGCTACGTGCATCGTAAACTTCGGAATTCTT- 5°

3. Uzama Asamasx: 72°C’de primer dnciiliigiinde tsDNA’larm komplementerleri tiretilir:

5" ~AAACGGTTAGCGATGCGATGC ACGTAGCATTTGAAGCCTTAAGAA- 3’
3> TTTGCCAATCGCTACGCTACGTGCATCGTAAA CTT CGGAATTCTTS’

5" AAACGGTTAGCGATGCGATG CACGTAGCATTT GAAGCCTT AAGAA 3’
3’ -TTTGCCAATCGCTACGCTACGTGCAT CGTAAA CTT CGGAATTCTT- 5°

Sekil 1. PCRIn temel asamalari (Enzmann, kisisel gorisme, 2001),
A=Adenin, T=Timin, G=Guanin, C=Citosin, Italik harfler= sense ve
antisense Primerler, Koyu harfler= Komplementer DNA.

Yontem

VHSV ve IHNV suglarinin G-ve NV genlerinin RT-PCR
Yontemi ile Amplifikasyonu

RT-PCR yéntemi virusun hicre Kultlirlerinde gogaltimasi,
izolasyon ve hasatinin yapilmasiyla uygulanabildigi gibi
(Bruchhof ve dig., 1995; Miller, 1998; Miller ve dig., 1998a)
hastaliktan stpheli baligin organlarindan (dalak, 6n-bdbrek,
beyin ve kalp) direkt olarak da (Miller ve dig., 1998a, b)
uygulanabilmektedir. Direkt olarak organlardan ya da hasat
virus'tan virus RNA's| ekstrakte edilmekte, elde edilen virus
RNA, RT islemine tabi tutularak cDNA olusumu
saglanmaktadir. cDNA ise, PCR islemine tabi tutulmakta ve
gen araligini sense ve antisense primer ciftlerinin olusturdugu,
spesifik  biyukltkte, milyonlarca gen fragmani elde
edilmektedir. Bu PCR (irlinleri, Agaroz jel (izerine aktarilarak
elektroforez islemi yapilmaktadir. Agaroz jel tabakasinin UV
Isigi  altinda  fotografi  alinarak RT-PCR  sonucu
degerlendirilmekte, bdylece viruslarin tanisi konulmaktadir
(Enzmann, kisisel goriisme, 2001; Miller, 1998).

Virus Hasat
VHS ve [IHN viruslarinin hasati Avrupa Birligi'nin
2001/183/EEC  sayili  karari uyarinca  yapilmaktadir.

Hastaliktan kuskulu baliklardan alinan organlar uygun hiicre
klltirlerine metoda uygun olarak ekilmekte, hicrelerde CpE
olusmas! durumunda virus hasati yapilmaktadir. Hasat virus,
once IFAT, NT ya da ELISA gibi serolojik testlere tabi
tutularak virusun varligi teyit edilmekte, titrasyon velveya plak
testleri ile de hasat virusun titrasyon orani saptanmaktadir.
icinde VHSV ya da IHNV oldugu diisiiniilen bu iriine Hasat

Virus denilmektedir. Her iki virusun replikasyon ¢alismalarinda
en cok Rainbow Trout Gonad (RTG-2) ve Epithelioma
papullosum Cyprinidae (EPC) hiicreleri, bunlarin yaninda Fat
Head Minnow (FHM), Chinook Salmon Embrio (CHSE) ve
Blue Gill Fry (BF2) hiicreleri de kullanilimaktadir (Anonym,
2001; Enzmann, kisisel gériisme, 2001; Miller, 1998).

RNA Ekstraksiyonu

Gerek organlar gerekse de hasat virustan, AGS-Metodu'na
gore virus-RNA’sI saf olarak elde edilmektedir. Elde edilen bu
urin VHSV ya da IHNV’nin tim RNA’sidir (Miller ve dig.,
1998; Enzmann, kisisel gorlisme, 2001).

Reverse Transkripsiyon (RT)

PCR, RNA ile galismadigindan, 6nce RNA'dan DNA elde
edilmelidir. Reverse Transkripsiyon ters kopyalama islemi
olup, (-)tek sarmal virus RNA'sinin komplementeri (+)tek
sarmal DNA (cDNA) elde edilmektedir. VHS ve IHN
viruslarinin -~ identifikasyonunda ~ G-ve NV genleri
kullanildigindan, RT isleminde kullanilan primer G geninin
baslangicindaki 20  nukleotidin ~ komplementerinden
olusmaktadir. Elde edilen cDNA G geni ile baslayip, virus
RNA’sini olugturan genomun devamini da kapsamaktadir
(Enzmann, kisisel gérisme; 2001; Miller, 1998). Bu islem ile
virus RNA’si AMV-reverse transkriptaz enzimi (tavuklarda
[6semi yapan Avian Myeloblastosis Virusu'ndan elde
edilmektedir ve 42°C’ye dayaniklidir) tarafindan okunmakta,
ortamda bulunan dNTP (desoksi-nukleotid-tri-phosphat)’larin
varligi sayesinde, virus RNA zincirinde bulunan nukleotidlerin
komplementerleri primerin  Onculiginde yanyana gelerek
cDNA olusturulmaktadir. Bu donlisim (Transkripsiyon)
sicakligin etkisinde gergeklesmektedir (Enzmann, kisisel
gorisme, 2001). RT islemi sonucunda RNA/cDNA
heterodubleksi meydana gelmektedir (Kdksal, 2001).

cDNA’nin PCR ile Amplifiye Edilmesi

RT isleminin ardindan cDNA PCR ile ¢ogaltilarak PCR
Urlnleri  elde edilmektedir. Bu zincir reaksiyonunu
baglatabilmek igin cDNA vyaninda, DNA’nin uzamasini
saglamak igin DNA'ya spesifik olarak baglanan primer giftleri
(Tablo 1), dNTP’ler ve Tag-DNA-polimeraz enzimi gereklidir
(Miller, 1998). Amplifikasyon igin énceden programlanmig
Thermocyclerde yapilan PCR islemi ile (+)tek sarmal
cDNA'dan ¢ift sarmal DNA elde edilerek bunun milyonlarca
kopyasi Uretiimektedir. Elde edilen gen fragmanlari, G-ve NV
genleri araliinda olacak sekilde, farkli sense ve antisense
primerlerin sinirlarini gizdigi spesifik biyUkllktedir (Enzmann,
kisisel goriisme, 2001; Miller, 1998). IHNV ve VHSV'nin PCR
ile identifikasyonunda sadece G geni kullanilabildigi gibi, G-ve
NV genleri de temel alinabilmektedir (Enzmann ve dig., 2000).
PCR isleminde, her zaman, Pozitif Kontrol da isleme alinarak
PCR isleminin dogru calisip ¢alismadigi kontrol edilmektedir.
Her iki virus igin de Pozitif Kontrol olarak VG7 (bir plasmid
olup VHS'in G-genini ¢ift sarmal DNA olarak igermektedir)
kullaniimaktadir. VG7’nin amplifikasyonunda kullanilan kontrol
primerler her iki virus icin de aynidir (Enzmann, kisisel
gorisme, 2001; Miller, 1998).



176

Ozer/E.U. Su Uriinleri Dergisi 21 (1-2); 173-179

Tablo 1. RT-PCR'de kullanilan primerlerin nukleotid dizi yapisi (Bruchhof ve dig., 1995).

Primer Adi Primer Giftleri Nukleotid Uzunluklari Primer Nukleotid Dizisi (Sekans) Pozisyonu
VG1 s VG1 - VGR: 1524 bg 5-ATGGAATGGAACACTTTTTTC-3' 1-21

VGR a 5-TCAGACCGTCTGACTTCTGGA-3' 1505 - 1524
IG1 s IG1-IGR: 1512 bg 5-ATGATCACCACTCCGCTCATT-3' 1-21

IGR a 5-CCGGTTTGCCAGGTGATACAT-3' 1492 - 1512
VD5 s VD5 - VD3: 440 bg 5-TCCCGCTATCAGTCACCAG-3' 254 -272
VD3 a 5-TGTGATCATGGGTCCTGGTG-3’ 678 - 697
ID4 s ID4 - ID3: 548 bg 5-CTCTGGACAAGCTCTCCAAGG-3’ 134 - 154
ID3 a 5-GATTGGAGATTTTATCAACA-3' 663 - 682

VG1, VGR, VD3, VD5=VHSV Primerleri, IG1,IGR, ID3, ID4=IHNV Primerleri, s: sense a: antisense bg: baz ¢ifti, A: Adenin T: Timin C: Citosin G: Guanin.

Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez, molekdillerin elektrik yiklerindeki farklara gére
geligtirilmis  bir teknik olup, bir elektriksel alanda,
molekdllerin kitlelerine oranla belirli hizda go¢ etmeleri
prensibine dayanmaktadir. Gen fragmanlarini ayirmada
genellikle Agaroz Jel Elektroforezi yontemi kullaniimaktadir
(Ozerol, 2001).

Yontemin uygulanmasinda, 6nce Agaroz jel kabi igi
elektroforez  sivist  ile dolu  Elektroforez  kabina
yerlestiriimektedir. PCR  (rlnlerinden belirli  miktarlarda
alinarak jel tizerinde goriinlir hale getirmek icin Loading Buffer
(LB) ile karigtirimaktadir. Bu PCR drlnleri ve Marker
(Nukleotid sayisi bilinen DNA-fragmanlari igermektedir)
Agaroze jel tabakasindaki gozlere aktarilarak elekiroforez
kabinin bayukligune gore belilenmis voltajda elektrik gicu
uygulanmaktadir. Elektrik glicli bantlar jel kabinin ortasini
gececek stire uygulanmaktadir. Elektroforez igleminden sonra,
jel kabi elektroforez kabindan gikartilarak jel tabakasinin UV
Isik altinda fotografi cekilmekte, markere kargi PCR Uriinleri
kiyaslanmaktadir. Agarose jel tabakasi Uzerindeki bantlarin
(gen fragmanlarr) UV 1s1§1 altinda gériinmesini saglamak igin
Agaroz jel hazirlanirken Ethidium Bromid (fluoresanli boya)
eklenmektedir. Bu goriintli incelendiginde, Markerde bulunan
gen fragmanlarinin jel tabakasindaki seviyelerine gore, PCR
arlinlerinde gen fragmanlarinin olup olmadigini, varsa da
seviyelerinin  dogru olup olmadigi kontrol  edilmektedir
(Enzmann, kisiel gériisme, 2001; Miller, 1998; Ozerol, 2001).

UV-fotografinda, érnek PCR drliniinde virus genlerine
karsi kopyalari olusmamigsa sonu¢ negatif olup, siyah
gortinmektedir (Sekil 3, No:5). PCR (iriiniinde slpheli virus
varsa, markerlerin hizasinda, parlak beyaz ¢izgi gértiimektedir
(Enzmann, kisisel goriisme, 2001) (Sekil 2, 3).

Reamplifikasyon

UV-fotografi kontroliinde kuskulu bir durumla karsilasilirsa,
yukari dogru ¢ikan bir beyazlik varsa, virus genlerinin sadece
bir kismi gériniir hale gelmis, diger parcalar eksik kalmissa
(Sekil 3, No:1, 2, 4) ve virusun varligindan eminsek
reamplifikasyon uygulanmalidir (Enzmann, kisisel gérisme,
2001).

Yeniden amplifikasyon islemi PCR (rlnlerinden biriyle
yapilmaktadir. Primer giftleri kullanilan PCR driinlerinin
ozelliklerine gbre, daha kisa gen fragmanlari olusturacak
sekilde ayarlanmaktadir. Reamplifikasyon, G-ve NV genlerinin
tim fragmanlari elde edilene kadar tekrarlanmaktadir

(Enzmann, kisisel goriisme, 2001; Miller, 1998).

M 1 2 3
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Sekil 2. VHSV G-Genine ait gen fragmanlarinin UV-fotografi 1.

M 1 2 3

Sekil 3. VHSV G-Genine ait gen fragmanlarinin UV-fotografi 2

cDNA ilk PCR ile amplifiye edildiginde sinirlarini sense
ve antisense primerlerin olusturdugu G-ve NV genlerinin
fragmanlari ve ara fragmanlari olusturulup gogaltiimaktadir.
Reamplifikasyonda ise ilk PCR sonucunda elde edilen PCR
urlinlerinden en az biri alinarak, bu gen fragmanindan daha
kisa gen fragmanlari elde edilmektedir. E§er reamplifikasyon,
PCR (rind bu gen fragmaninin basindan ya da sonundan
baslayan bir gen fragmani ampilfiye edilecekse buna “semi-
nested PCR’, bu gen fragmaninin ortasindaki herhangi bir
yerden bir gen fragmani amplifiye edilecekse “nested-PCR’
ad verilmektedir (Enzmann, kisisel gérisme, 2001).
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Gen Fragmanlarinin Jelden Geri Kazanilmasi:

Tim gen fragmanlari elde edildiginde, her biri yaklagik 90 pl
olan PCR {rin{i 6rnekleri ayirma islemine tabi tutulmaktadir.
Gen fragmanlarinin geri kazaniimasi yeni bir Agaroz jel
elektroforez iglemi ardindan Amicon tlpleri ile yapiimakta, bu
islem sonucunda ¢sDNA gen fragmanlari saf olarak elde
edilmektedir (Enzmann, kisisel gérisme, 2001).

G-ve NV Genlerinin Dna Dizi Analizi (Sekans)

Gen fragmanlarinin nukleotid dizi analizinin yapilabilmesi igin
oncelikle Sekans-PCR yapilmasi zorunludur. Bu ydntemle zincir
uzamasl sonlandiriimakta, fluoresan-markajli  ddNTP  (di-
desoksi-nukleotid-tri-fosfat)'li gen-fragmanlari elde edilmektedir
(Durmaz, 2001). Enzmann’in (kisisel gérlisme, 2001) yapmis
oldugu sekans ¢alismalarinda VHSV ve IHNV RNA'larinin 11
000'in Uzerinde nukleotidden olustugu saptanmistir.

Sekans-PCR
Sekans-PCR islemi esnasinda ¢sDNA gen fragmani, isi
etkisiyle agilarak tsDNA olusturulmakta ve negatif sarmala (3 -
5) sense, pozitif sarmala (5---3") da antisense primer
baglanmaktadir. Sekans-PCR'da amag tsDNA fragmani elde
etmek oldugundan tlipe sadece bir primer konulmakta ve Ampli-
Tag-DNA polimeraz enzimi varliginda DNA sarmallarinin
komplementeri olusturulmaktadir. Bu islemde kullanilan TR-mix
substrati icinde hem dNTP hem de ddNTP bulundugundan,
sarmal komplementerinin olusumu aninda rastlantisal olarak bir
dNTP baglandiginda zincir dretimi devam etmekte, bir ddNTP
baglandiginda ise o zincirin Uretimi durmakta, bagka bir
nukleotid baglanamamaktadir. Bdylece, o gen fragmaninin
tamamini olusturan nukleotid zincirinin ddNTP’lerle kesilmis
degisik uzunluklarda ve sayida fluoresan markajli gen-
fragmanlari olusturulmus olmaktadir (Durmaz, 2001).
Sekans-PCR  iglemi  igin  kullanilan  primerler
Amplifikasyon-PCR  isleminde  kullanilandan  farkidir.
Amplifikasyon-PCR'de hem sense ve hem de antisense
primerler ayni tlpe konulurken, Sekans-PCR'de her
Eppendorf tlipline sadece bir sense ya da antisense primer
konulmaktadir. ~ Ayrica  Amplifikasyon-PCR'de  primer
yogunlugu 10 pmol (pikomol) iken, sekans primerlerinin
yogunlugu sadece 1.5 pmol'dir. Sekans-PCR isleminde
ddngl sayisi daha az olup, islem 2.5 saat kadar sirmektedir.

Presipitasyon (Coktlirme)

Bu islem, Sekans-PCR iglemi esnasinda kullaniimamis olan
ddNTP’lerin ve diger kimyasallarin temizlenerek, markajlanmig
ddNTP’li nukleotid zincirlerinin saf olarak elde edilmesi icin
uygulanmaktadir. Presipitasyon igleminde DNA, alkol ile
presipite olarak iginde bulundugu sividan ayriimakta, santrifdjj
yardimiyla da dibe gokmesi saglanmaktadir. Sivi iginde kalan
tim diger maddeler ise atiimaktadir. Boylece markajlarmis
nukleotidli gen fragmanlari saf olarak elde edilmekte ve bu
urtine Sekans-PCR (riinii adi verilmektedir (Enzmann, kisisel
goriisme, 2001).

DNA Dizi Analizi (Sekans Islemi)
Sekans islemi, yani gen fragmanlarinin nukleotid dizi sirasinin

belilenmesi DNA-Sekans cihazi ile ylratilmektedir. Bu
cihazla markajlanmis nukleotidler tespit edilerek nukleotid
dizileri saptanmaktadir. Bu islem igin bilgisayara Ozel bir
program yiiklenmektedir. islem sonucunda gen fragmanlarinin
DNA dizilimlerini Sekans Grafigi (Sekil 4) ve Sekans Grafigi
Degerlendirme Tablosu (Sekil 5) geklinde gbrmek ve
bilgisayar ¢iktisini  almak miimkiindir. Iglem, Sekans
Laboratuvarinda yuritilmekte ve ayri bilgi ve beceri
gerektirmektedir (Enzmann, kisisel goriisme, 2001).

TT TGTCC CGAT TCGACCGGCCCAACTCAGG TGTCCTCATGAATTTGAAGACATAAACAA(P
130 140 150 160 170 180

e

[GGACTGGTC TCCGTCCCAACCAGGATCATCCATCTCCCGCTATC GGTCACCAGCGTCT(]
190 200 210 220 230 240

ICGCAGTAGC GAGTG GCCACTACCTGCACAGAGTGAC TTATCGAGTCAC CTGTTCGACC
250 260 270 280 290 300

310 320 330 340 350 360

Sekil 4. Sekans Crafigi (130.-360. Nukleotid arali§i) (Enzmann, 2001,
yayinlanmamis veriler). A=Adenin, C=Cytosin, G=Guanin, T=Timin.

121 ACGATTCCTT TGTCCCGATT CGACCGGCCC AACTCAGGTG TCCTCATGAA TTTGAAGACA
181 TAAACAAGGG ACTGGTCTCC GTCCCAACCA GGATCATCCA TCTCCCGCTA TCGGTCACCA
241 GCGTCTCCGC AGTAGCGAGT GGCCACTACC TGCACAGAGT GACTTATCGA GTCACCTGTT
301 CGACCAGCTT CTTTGGAGGG CAAACCATCG AAAAGACCAT CTTGGAGGCA AAACTGTCTC

Sekil 5. Sekans Grafigini  Degerlendirme Tablosu (121.-360. Nukleotid
araligl) (Enzmann, 2001, yayinlanmamis veriler). A=Adenin,
C=Cytosin G=Guanin, T=Timin, N=Saptanamayan Nukleotid.

Viral Suslar Arasindaki Akrabaligin Saptanmasi

Viral suslar arasindaki akrabaligin saptanmasi, hastalik
kaynaginin belirlenmesi, dolayisiyla hastalikla micadelede
onemlidir. Aliquement (gok sayida sekansin yanyana yazilip
karsilastirimasi) adi verilen bu iglem, sekans sonuglarina gore
yaplimaktadir. islem, GCG-Paket Programi iginde bulunan Pile-
Up Translate Programi ile yapilmaktadir. Ancak, bu program
calistinimadan once Sekans Grafigi (Sekil 4) ve Sekans Grafigi
Degerlendirme Tablosu (Sekil 5), her bir nukleotid tek tek
kontrol edilerek tablonun dogrulugu kontrol edilmelidir. Zira
bilgisayar bazi Ust liste gelen pikleri yanlis degerlendirmekte ya
da hi¢ degerlendirememektedir. GCG-Programi gergevesinde,
virusun elde ediimis olan sekans verileri kaydedilerek daha
onceki verilerle kiyaslanmalari saglanmaktadir. VHS ve IHN
viruslarinda mutasyonlarin en gok gortildiigi genetik kisim G-ve
NV genleri oldugundan, PCR bu genlerle yapiimaktadir. Sekans
islemi  ve viruslarin  akrabaliklarimin  belilenmesinde
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mutasyonlarin en belirgin oldugu G-geninin incelenmesi yeterli
olmaktadir (Enzmann, kisisel gérisme, 2001). Enzmann ve dig.
(2000) VHS viruslar tzerinde yapmis olduklari calismada, ilk
identifiye edilen VHS-suslarindan VGP (VHS-Glukoprotein-
Geni)'yi temel almiglardir.

Ug aylik kurs siiresince yapilan virus identifikasyonlari
sonucunda “Glasaal’ ve “142-96” suslarina uyum saglayan
VHS viruslar saptanmistir. Sekil 6'da “Glasaal ve 142-96
VHSV suglarinin  VGP temel alinarak DNA dizisinin
karsilastiriimasi ve kodonlarin olusturduklari amino asitler” bir
kismi, Sekil 7'de “VHS Suslarinin Akrabalik Dizeyleri”
sunulmustur (Enzmann, yayinlanmamisg veriler, 2001).

Nukleotid dizini:

VGP 1 ATGGAATGGAACACTTTTTTCTTGGTGATCTTGATCATCATCATAAAGAG
GLAS 1 ... ... CT.
142-96 1 . L
Aminoasit dizisi:

VGP 1 M E W NTF F L VI L I 1 1 1 K s
GLAS 1 . . e e . F . . . . P .
142-96 1

VGP 51
GLAS 51
142-96 51 .

CACCACACCACAGATCACTCCAACGACCTCCGGTCGAAAACATCTCGACGT

VGP 18 T T P @1 T @ R P P P V E N s T
GLAS 18 . . . . . . P P . . .
142-96 18

VGP 751
GLAS 751
412-96 751

TGCACAGTGACATTCTGCGGGACAGAATGGATCAAGACTGACCTGGGGGA
................. T C

VGP 251 c T VT F
GLAS 251 . . - .« . . .
142-96 251 . . .o P . A D
VGP 801

GLAS 801
142-96 801

CCTGATCCAGGTGACAGGACCGGGGGGCACGAGGAAACTGACTCCAAACA
............... - |

VGP 268 L1 @ Vv T G P G G T
GLAS 268 . . . . . . . . A
142-96 268 i f . . . : E

Sekil 6.  Glasaal ve 142-96 VHSV suslarinin VGP temel alinarak DNA
dizisinin karsilastirimasi ve kodonlarin olugturduklari amino asitler (Enzmann,
2001, yayinlanmamis veriler). Nukleotidler: A=Adenin, T=Timin, C=Citosin
,G=Guanin, Aminoasitler: A=Alanin, C=Cysteine, D=Aspartic acid,
E=Glutamic acid, F=Phenylalanine, G=Glycine, H=Histidine, j=lsoleucine, K=
Lysine, L=Leucine, M=Methionine, N=Asparagine, P=Proline, R=Arginin,
S=Serine, Q=Glutamine, T=Threonine, V=Valine, W=Tryptophan, Y=Tyrosine.
VGP= VHS-Glukoprotein-Geni, GLAS=VHSnin  Glasaal-Serotipi, ~42-
96=VHS'nin serotipi, =Ayni nukleotid ya da Aminoasi.

Not: 1) VGP DNA dizisi 1500°den fazla nukleotidden olusmaktadir. Burada,
VGP dizisine gbre diger suslardaki nukleotid ve aminoasit diizeyindeki
mutasyonlardan sadece birkagi g6sterilmigtir. 2) 3 adet Nukleotid (=kodon) bir
aminoasit olusumunu saglamaktadir.

Sonug

Ballk hastaliklari baliklarda 6limlere neden olarak hem
ekonomik kayiplara, hem de zaten yetersiz olan gida
kaynaklarinin azalmasina yol agmaktadir. Bu kayiplarin dniine
gecmek igin bilim adamlari arastirmalar yapmakta, birgok (ilke
uygun yasal diizenlemelerle milli servetlerini korumaya yonelik
calismalarda bulunmaktadir. Koruyucu hekimligin éneminin
iyice anlagildi§l ¢agimizda, alinan bu O6nlemlerle sadece
kayiplarin  Oniine gegilmiyor, ayrica sagaltim amaciyla
kullanilan ilaglarin daha kontrolli kullaniimasi ile insan saglg!

da direkt olarak korunmus olmaktadir. Viral hastaliklarin
sagaltiminin olmamasi ve %100’lere varan olimlere yol
acmalari nedeniyle, koruyucu 6nlemlerin alinmasi kayiplarin
onine gegmek igin daha da dnem kazanmaktadir. Avrupa
Birligi 91/67/EEC No'lu genelgesinde viral hastaliklardan VHS
ve IHN'yi kapsamina almig, 2001/183/EEC No'lu direktifi ile de
teshis yontemlerini karara baglamistir. Avrupa Birligi, almig
oldugu bu kararlarla, nakilleri yapilacak olan baliklarin ya da
balik yumurtalarinin, direktifte belirtiimis olan hastaliklardan
arindiriimig  olmasini  talep etmektedir. Avrupa Birligine
entegrasyon asamasinda bulunan ve balik vyetistiriciliginde
oldukga biyik potansiyele kavusmus olan Glkemiz de bu
genelgelere uymak durumunda kalacaktir.

ki1

e

L vgd63

1299

2375

Glasaal

fil3

152

$Sekil 7. VHS Suslarinin Akrabalik Diizeyleri (Enzmann, 2001, yayinlanmamis
veriler). 142-96 ve Glasaal= Kurs siresince teghis edilen VHS
Suslarinin dabhil edildigi VHS Serotipleri; VGP= VHS Glukoprotein
Geni.
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Yetistiriciligi yapilan alabaliklarda &nemli ekonomik
kayiplara neden olan VHS ve IHN hastaliklarinin, gerek rutin
gerekse de ayirici tanilari tlkemizde henliz yeterli diizeyde
yapilamamaktadir. Bu derlemede anlatiimig olan RT-PCR
tekniginin, sadece viral balik hastaliklarinin tanisinda degil,
bakteriyel ve paraziter hastaliklarin da hizli ve gvenilir
tanisindaki agi§imizin  giderimesinde katkisinin - olacagi
distinilmektedir. identifiye edilen virus genomunun sekans
islemi ile belilenmesiyle de Ulkemiz baliklarinda hastaliklara
neden olan virus suglarl saptanabilecek, virus suslari
arasindaki akraballk duzeyinin belirlenmesiyle de hastalik
kaynaklar ortaya konularak hastaliklarla miicadelede daha
etkin sonuglar elde edilmis olacaktir.
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