
179 
 

                                    
Review Paper / Derleme Makalesi 

MOLECULAR TECHNIQUES FOR DETERMINING MICROBIAL 
DIVERSITY IN TREATMENT SYSTEMS 
 
 
Sevgi DEMİREL* 
 
Harran Üniversitesi, Mühendislik Fakültesi, Çevre Mühendisliği Bölümü, ŞANLIURFA 
 
Received/Geliş: 17.02.2011   Revised/Düzeltme: 25.11.2011   Accepted/Kabul: 28.11.2011 
 
 
ABSTRACT 
 
Determination of microbial identification, distribution and treatment mechanism is quite difficult in complex 
environmental samples with traditional identification methods. Therefore, research in the field of microbial 
ecology in recent years, new molecular techniques has been developed for this purpose. Among these 
techniques, cloning and the creation of a gene library, denaturant gradient gel electrophoresis (DGGE) and 
fluorescent in situ hybridization with DNA probes (FISH) stand out. The application of these molecular 
methods for the detection of microorganisms in treatment systems is an important step for understanding their 
roles in the ecosystem. 
Keywords: Molecular techniques, 16S rDNA, denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE), fluorescence 
in situ hybridization (FISH), amplified ribosomal DNA restriction analysis (ARDRA), terminal-restriction 
fragment length polymorphism (T-RLFP). 
 
 
ARITMA SİSTEMLERİNDE MİKROBİYAL ÇEŞİTLİLİĞİN BELİRLENMESİNDE KULLANILAN 
MOLEKÜLER TEKNIKLER 
 
ÖZET 
 
Geleneksel yöntemlerle karışık türler içeren ortamlardaki (su, atıksu ve çamur v.b) mikrobiyal dağılımın 
belirlenmesi ve arıtma mekanizmasının anlaşılması oldukça güçtür. Çünkü bu ortamlardan saf kültürler elde 
etmek zor ve uzun zaman gerektiren süreçlerdir. Bu amaçla, son yıllarda mikrobiyal ekoloji alanındaki 
araştırmalarla birlikte yeni moleküler teknikler geliştirilmiştir. Bu teknikler arasında, klonlama ve gen 
kütüphanesi oluşturma, denatürleyici kadameli jel elektroforezi (DGGE) ve DNA problarıyla floresan yerinde 
hibritleşme (FISH) gibi moleküler yöntemler ön plana çıkmıştır. Bu yöntemlerin ortaya çıkması ile arıtma 
sistemlerinde yer alan mikroorganizmaların tespiti ve ekosistemdeki rollerinin anlaşılması için önemli bir 
adım atılmıştır. 
Anahtar Sözcükler: Moleküler teknikler, 16S  rDNA, denatürleyici kademeli jel elektroforezi (DGGE), 
floresan in situ hibridizasyon (FISH), çoğaltılmış ribozomal DNA kesim analizi (ARDRA), uçtan kesilmiş 
parça uzunluğu polimorfizmi (T-RLFP). 
 
 
 
1. GİRİŞ  
 
Mikroorganizmaların sınıflandırılmasında ve tanımlanmasında kullanılan klasik tekniklerin sınırlı 
olmasından dolayı, mikrobiyal çeşitlilik ve mikroorganizmaların ekosistemdeki rolü ile ilgili 
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bilgilerimiz oldukça azdır. Mikroorganizmalar birbirine benzerliklerinden dolayı, morfolojik 
yapılarına göre sınıflandırma yapmak zordur. Metabolik ve biyokimyasal özelliklere dayanan 
sınıflandırmada karşılaşılan en büyük problem ise; mikroorganizmaların birebir kendi doğal 
ortamlarını yansıtan kültür ortamlarında yetiştirilememesidir. Bu nedenle mikrobiyal çeşitliliği ve 
mikroorganzimaların ekosistemdeki rolünü daha iyi anlayabilmek için, tamamlayıcı 
mikrobiyolojik yaklaşımlara ihtiyaç vardır [1]. Mikrobiyal çeşitliliği ve dağılımı belirleme 
çalışmalarında, 16S rRNA gibi moleküler işaretlerin kullanılması ile “moleküler mikrobiyal 
ekoloji” olarak tanımlanan yeni bir disiplin ortaya çıkmıştır. Termal su kaynakları, sediement 
yapılar ve deniz suyu gibi farklı habitatlardan alınan numunelerde, moleküler tekniklerin temelini 
oluşturan (16S rDNA parçalarının kopyalanması gibi) yöntemlerle yapılan çalışmalar sonucunda, 
mikrobiyal çeşitliliğin bildiğimizden çok fazla olduğu ve klasik tanımlama tekniklerinin ne kadar 
yetersiz kaldığı anlaşılmıştır [2].  

Bu çalışma arıtma sistemlerindeki mikroorganizmaların tanımlanmasında ve mikrobiyal 
dağılımın belirlenmesinde kullanılan moleküler biyoloji tekniklerini avantaj ve dezavantajları ile 
birlikte ele almaktadır. Bu teknikler henüz laboratuar ölçekli olarak uygulanmaktadır. Yakın 
gelecekte, tam ölçekli arıtma tesislerinin izlenmesinde ve tasarımında bir araç olarak kullanılması 
hedeflenmektedir.  
 
2. GELENEKSEL TEKNİKLER 
 
Saf kültürlerin izolasyonu, morfolojik, metabolik ve biyokimyasal temellere dayanan geleneksel 
mikrobiyolojik teknikler mikrobiyal çeşitlilik ile ilgili geniş bilgi vermektedir. Ancak bu 
teknikler, mikroorganizmaların ekosistemdeki rolünü algılamaya yönelik çalışmalarda tek başına 
yetersiz kalmaktadır. Çünkü bu yöntemlerin çoğu ya mikrobiyal aktiviteyi dolaylı yollardan ölçen 
yöntemlerdir ya da ex-situ tekniklerdir. Bu tekniklerle mikroorganizma grubu kendi yaşam ortamı 
dışında teşhis edilmektedir. Ayrıca, klasik yöntemlerde saf kültür elde etme aşamasında, 
mikroorganizmaların yaşam ortamları tam olarak temsil edilemediği için, ortamda istenmeyen 
başka türler oluşabilmektedir.  

Ekosistemdeki bakteriyel çeşitliliğin fazlalığı göz önünde bulundurulduğunda, klasik 
yöntemlerle tespit edilen prokaryotik türlerin sayısı (Bakteri ve arkeler) oldukça azdır ve 
bakteriyel çeşitliliğe ait resmin tamamını tespit etmek oldukça zordur. Şimdiye kadar yaklaşık 
7000 bakteri türü tespit edilmiştir. Fakat moleküler ve ekolojik tahminler bu sayının kat kat fazla 
olduğu görüşündedir [3,4]. Bununla birlikte, mikroorganizma çeşitliliğinin ve dağılımının 
belirlenmesinde, moleküler tekniklerin kullanılması kültürden bağımsız ve geniş aralıkta 
mikroorganizma türünün tanımlanmasına olanak sağlamaktadır. Bu nedenle son yıllarda arıtma 
sistemlerinde hem arıtma verimini değerlendirmek hem de mikroorganizma gruplarındaki 
değişimi izleyebilmek için moleküler teknikler kullanılmaya başlanmıştır {5]. 
 
3. MOLEKÜLER TEKNİKLER 
 
Tüm bakterilerde ortak genler bulunması bilinen bir gerçektir ve bu genlerin baz dizilerinde 
türden türe değişen kısımlar bulunur. 16S rRNA molekülü yaşayan tüm canlılarda bulunmaktadır 
ve evrim süreci boyunca korunmuştur [6]. Bu özellik organizmaların karşılaştırılmasına, hatta 
aynı türdeki farklılaşmaların (strain) tespitine imkân vermektedir. Dahası gen dizilimi ile ilave 
istatistikî olarak ilgili verilerin elde edilmesi mümkün olabilmektedir.  

Tüm organizmalarda çok miktarda bulunan ribozomların üretilmesinden sorumlu 16S 
ve 23S rRNA genleri moleküler teknikler kullanılarak yapılan araştırmalarda en çok tercih edilen 
genlerdir. Bununla birlikte, pek çok mikroorganizmanın 16S rRNA geninin dizi analizi bilgilerini 
içeren ve günden güne genişleyen bir veri bankasının bulunması da bu geni hedef alan moleküler 
tekniklerin kullanım alanının artmasını sağlamıştır [7]. 16S rRNA dizini bilinmeyen bakterilerin 
tanımlanmasında dünyada geniş bir yelpazede uygulanan bir biyobelirleyicidir. Ayrıca farklı 16S 
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gen dizilimi olan organizmaların istatistiki olarak karşılaştırılmasına da olanak sağlar. Moleküler 
tekniklerin kullanıldığı yöntemler çeşitli aşamalardan oluşmaktadır. Şekil 1. moleküler tekniklerin 
uygulanmasında kullanılan adımları göstermektedir. 
 

 
 

Şekil 1. Moleküler tekniklerin uygulama diyagramı 
 

Atıksu ya da kirletilmiş alanların arıtılmasında rol alan mikrobiyal grupları belirleme ile 
ilgili çalışmalarda klonlama ve gen kütüphanesi oluşturma, denatürleyici jel elektroforezi 
(DGGE), floresan in situ hibridizasyon (FISH), ribosomal genlerarası boşluk analizi (RISA, 
ARISA), çoğaltılmış ribosomal DNA kesim analizi (ARDRA), uçtan kesilmiş parça uzunluğu 
polimorfizmi (T-RFLP) gibi birçok yöntemler kullanılmaktadır (Çizelge 1). Bu derleme 
çalışmasında bu yöntemler, uygulamadaki avantaj ve dezavantajları ile birlikte ele alınmaktadır. 
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Çizelge 1. Mikrobiyal çeşitliliği belirlemede kullanılan teknikler ve kıyaslamalar 

 
 

3.1. Klonlama ve Gen Kütüphanesi Oluşturma 
 
Bu metodun ilk aşaması, 16S rDNA’nın nükleik asit ekstraksiyonu (extraction), çoğaltma 
(amplification) ve dizileme aşamalarından oluşmaktadır. Elde edilen diziler, internetten erişimi 
mümkün olan bazı tarama sitelerindeki (Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), GenBank, 
Ribosomal Database Project (RDP)) mevcut tür dizileri ile kıyaslanmaktadır [8,9,10]. Mevcut 
türlere benzerlik oranlarına gore türün şimdiye kadar tanımlanmış olup olmadığı anlaşılmaktadır. 
Ayrıca bu yöntem ile geliştirilen spesifik oligınükleotidler, başka moleküler tekniklerde 
kullanılabilmektedir. Mesela elde edilen problar, floresan yerinde hibritleşme tekniğinde (FISH) 
kullanılmak üzere ya da kademeli jel elektroforezinde (DGGE) kullanılacak primerler için dizayn 
edilmektedir [11] 

Bu yöntem, atıksu arıtma proseslerinde yeterince yaygın olarak kullanılmamaktadır. 
Bunun nedeni yetişmiş personel ve ekipman ihtiyacından kaynaklanabilir. Az da olsa birkaç 
çalışma mevcuttur. Bunlardan birisinde, granüler çamur numunesindeki filamentli bakterilerin 
filogenetik pozisyonunu belirlemek amacıyla yapılmıştır [12]. You ve ark. (2006) tarafından 
yapılan bir çalışmada, tekstil atıksuyu arıtımında kullandıkları membrane biyoreaktörlerdeki 
(MBR) mikrobiyal çeşitliliği hem klasik hem de moleküler tekniklerle (16S ribosomal RNA 
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yaklaşımı ile) belirlemişlerdir [13]. Başka bir çalışmada, biyofilm yapısındaki yaygın sülfat 
indirgeyen bakteri türü belirlenmiştir [14]. Egli ve ark [15] dönen biyolojik kontaktörde yaptıkları 
çalışmada, mikrobiyal kompozisyonu ve yapıyı 16S rDNA klonlama ve dizi analizi yöntemi ile 
belirlemişlerdir. 16S rDNA klon kütüphanelerinde tanımlanmamış ve yaygın olmayan 
mikroorganizma dizileri bulmuşlardır. Hata ve ark. [16] biyokütledeki mikrobiyal topluluk 
yapısını incelemişlerdir. Parçalamayı yapan bakterinin filogenetik pozisyonu belirlenmiş ve 
kesikli deneylerle bakteri aktivitesi onaylanmıştır. Dorigo ve ark. [17] yaptıkları çalışmada, 
klonlama-dizileme stratejisi ile French Nehri’ndeki kirlenmiş ve kirlenmemiş bölgedeki fitobentik 
kompozisyonu karşılaştırmışlardır. 

Genellikle, atıksu arıtmada klonlama ve rRNA gen kütüphanesi, diğer tekniklerle 
birleştirilerek kullanılmaktadır [18]. Beer ve ark. [19] yılında yaptıkları çalışmada, 16S rDNA gen 
kütüphane dizilerine ve DGGE analizi ile elde edilen bilgilerle in situ hibridizasyon için yeni 
problar tasarlamayı başarmıştır.  

Klon kütüphanesi tekniği, çok hassas taksonomik çalışmalar yapmaya imkan 
vermektedir. Yapılacak çalışmada, zaman ve emek sınırlayıcı faktör değilse, çoğu 
mikroorganizmaları kaplamaktadır. Bu yöntemle, kültür edilmemiş ve henüz tanımlanmamış 
mikroorganizmaları tanımlamak da mümkündür. Klon kütüphanesi tüm avantajlarının yanında 
bazı dezavantajları da vardır. Çoklu numune gerektiren çalışmalarda, zaman isteyen bir yöntem 
olduğu için çok pratik değildir. Ayrıca, toprak ve sediment gibi bazı numunler tipleri ile 
çalışıldığı zaman DNA ekstarksiyonu zor olabilir. Bu yöntemin kantitatif olmaması da 
istenmeyen bir özelliğidir [4]. 
 
3.2. Denatürleyici Kademeli Jel Elektroforezi (DGGE) 
 
Denatürleyici kademeli jel elektroforezi (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, DGGE) 
metodunda, aynı boyuttaki farklı nükleik asit dizilerinin, jel üzerinde hareketi temeline dayanır. 
Yani, farklı rRNA dizileri, elektroforez üzerinde kendine özel farklı denatüre bölgelerde erimeye 
başlar. Böylece numunedeki genetik biyoçeşitliliği doğrudan yansıtan band desenleri üretilir. 
Bantların sayısı, numunedeki baskın türlerin sayısını ifade eder [20]. DGGE beş temel aşamadan 
oluşmaktadır (Şekil 2.) 
 

1. Su/toprak/çamur örneklerinden DNA ekstraksiyonu;  
2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile rDNA bölgesini çoğaltma;  
3. Denatürleyici kademeli jel elektroforezi (DGGE) ile PCR ürünlerinin birbirinden ayrılması,  
4. Dizi Analizi 
5. Belirlenen dizilerin gen bankalarındaki diziler ile homoloji taraması  

 

Baz dizilimi farklı DNA parçalarının kimyasal denatüran gradyanı artan jel içerisinde 
ilerlerken gösterdikleri erime (çift sarmalın birbirinden ayrılması) özellikleri de farklıdır. Çift 
sarmallı DNA parçasının erime sıcaklığı, eş bazlar arasındaki hidrojen bağları ve komşu bağlar 
arasındaki etkileşim tarafından belirlenir. DGGE’de kimyasal denatüre gradyanı artan jel üzerinde 
ilerleyen DNA parçasının çift sarmalı yavaş yavaş birbirinden ayrılmaya başlar. Sarmalın 
açılması DNA parçasının jel üzerindeki hareketliliğini azaltır ve bu durum DNA hareketsiz kalana 
dek devam eder. Kimyasal denatüre gradyan olarak genellikle formamit ya da üre kullanılır. 
Ayrılan DNA parçaları jelin uygun bir metot ile boyanmasıyla görüntülenir [11]. DGGE’nin en 
önemli avantajı birden fazla numunenin aynı jel üzerinde yürütülebilmesi, dolayısıyla zamanla ve 
farklı çevresel koşulların etkisiyle oluşan popülasyon değişimlerinin izlenmesine olanak 
sağlamasıdır. Ayrıca, klonlama ve dizi analizi gibi zahmetli, pahalı ve numune sayısı arttıkça 
vakit alıcı bir teknik değildir [7]. DGGE genomik, klonlanmış ve PCR ile çoğaltılmış DNA’daki 
tek baz değişimlerinin ve polimorfizmin belirlenmesinde etkili bir genetik analiz yöntemidir. 
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Şekil 2. Denatürleyici kademeli jel elektroforezinin aşamaları [21] 
 

Bantların filogenetik analizi ve dizilemenin birleştirilmesi ile bu metod, numunedeki 
mikrobiyal topluluk hakkında iyi bir sonuç verebilir. Bilinmeyen türlerin kesin olarak 
tanımlanması için dizi analizleri gerekse de, DGGE‘nin en büyük avantajları bir biyokütle 
topluluğundaki mikrobiyal çeşitliliği açıkça ortaya koyan ve zamana karşı alınan numunelerde 
uygulanması durumunda mikrobiyal kompozisyondaki popülasyon kaymalarını doğrudan 
gösterebilen pratik bir ayrıştırma yöntemi olmasıdır. DGGE yöntemi, yüksek ve düşük aktiviteye 
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sahip mikrobiyal komünitelerin karşılaştırılmasına da olanak sağlamaktadır. Fromin ve ark. [22] 
yaptıkları çalışmada, elde edilen DGGE verilerini yorumlamada kullanılan istatistiksel analizleri 
tanımlamışlardır. 

DGGE, istenen bilginin klonlamadaki gibi detaylı olmasının gerekmediği durumlarda 
tercih edilen bir metoddur. Fakat yine de mikrobiyal topluluktaki baskın türleri belirlemek için 
yeterlidir. Muyzer ve Smalla [2], DGGE metodunda karşılaşılan muhtemel sorunları ve 
uygulamaları konu alan bir derleme çalışması yazmışlardır. Bu metot toprak, bakteriyoplankton, 
termal sular gibi çok geniş uygulama alanınlarına sahiptir [23,24]. Anaerobik atıksu arıtımında 
uygulama alanı nisbeten daha azdır. DGGE alkol, kağıt fabrikası atıksularının arıtımı için 
kullanılan UASB reaktörlerdeki granüler çamurun mikrobiyal dağılımını belirlemek için 
kullanılmıştır [25,26,27]. 

Genellikle bu metod, in situ hibridizasyon gibi yöntemlerle birleştirilerek 
kullanılmaktadır. Sülfat indirgeyen bakteriler [28] ve fosfor eliminasyonunu [29] konu alan bazı 
çalışmalarda, elde edilen DGGE bantlar ile, prosesteki baskın (öncü) türler belirlenmiş ve 
sonrasında baskın bant dizilerinin yardımı ile spesifik problar dizayn edilmiştir. Tang ve ark. [30] 
evsel katı atık arıtımında, istenmeyen kötü kokulu H2S gazı üretmeyen mikro havalandırmalı 
termofilik parçalama sistemi kullanmışlardır. Yazarlar mikroaerofili ve anaerobik (strictly) 
parçalayıcıların mikrobiyal dağılımını detaylı bir şekilde tanımlayabilmek amacıyla tam rRNA 
çevrim teknolojisini kullanmışlardır. 

DGGE’nin en önemli uygulama alanı, özellikle birden fazla numune ile çalışılacaksa, 
mikrobiyal topluluklardaki dinamik değişimlerin izlenmesidir. Xing ve ark. [31] yaptıkları 
çalışmada, hidrojen üreten biyoreaktörün farklı işletim safhalarında mikrobiyal dağılımda 
meydana gelen değişiklikleri belirlemişlerdir. Yazarlar, reaktörün başlangıç ve stabilizasyon 
fazındaki mikrobiyal değişimi izlemiş ve H2 üreten mikrobiyal topluluktaki kometabolizma ve 
türler arası ilişkilerin önemli rol aldığını bulmuşlardır.  

Kjellin ve ark. [32], tarafından yapılan çalışmada, denitrifikasyon bakteri topluluğunun 
yapısının sedimentin farklı bölgelerinde değişim gösterdiğini ortaya koymuştur. Çalışmadaki 
mikrobiyal topluluk desenindeki değişim, hidrolik bekleme süresi ve denitrifikasyon aktivitesine 
göre değişim göstermiştir. Bazı DGGE sonuçlarında, sadece 4 bant gözlenmesine karşın 
denitrifikasyon aktivitesi yüksek görülmüştür. Bu sonuç, yüksek denitrifikasyon hızı için, 
denitrifikasyon bakterilerinin çok çeşitli olması gerekmediğini ortaya koymuştur. 

Mikrobiyal populasyondaki zamansal ve boyutsal değişimi hızlı ve basit bir izleme ile 
tespit edilmesine imkan sağlayan DGGE’de de klonlamada olduğu gibi, numunenin doğal 
yapısına bağlı olarak, genomik DNA ekstraksiyonu ve amplifikasyonu zor olabilir. Ayrıca primer 
seçimi, jel koşullarının optimizasyonu ve jel üzerinde birçok farklı bant oluşması durumunda, bu 
bantların karşılaştırılması aşamasının zor olması önemli bir sınırlayıcıdır [33]. Bu yöntemin bir 
diğer sınırlayıcı özelliği ise, bazen farklı türlere ait DNA parçalarının jel üzerinde birlikte hareket 
etmesinden kaynaklanmaktadır. Böylece iki farklı tür aynı noktada denature olduğu için tür tespiti 
hassasiyeti sınırlı olabilmektedir [34]. 
 
3.3. Floresan in situ Hibridizasyon (FISH) 
 
Floresan in situ hibridizasyon (FISH) analizi, mikroorganizmaların hücrelerine zarar vermeden 
rRNA’larını hedef alan floresan boyalı oligonükleotidler kullanılarak izlenmesine dayalı bir 
tekniktir. Oligonükleotidler, hücrede çok miktarda bulunan rRNA’ların belirli kısımlarına 
bağlanabilen floresan boyalı, tek sarmal halinde özel baz dizileridir. rRNA’ların mikroorganizma 
tayininde hedef olarak kullanılmasının sebepleri şu şekilde özetlenebilir; 
 

 rRNA moleküllerinin her canlı hücrede bulunması,  
 Numunedeki mikroorganizma miktarı düşük olsa da besi yerinde çoğaltmaya gerek 
kalmadan rRNA’larına ulaşılabilmektedir, 
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 Pek çok mikroorganizmanın 16S rRNA gen dizisi ile ilgili geniş bilgi birikimi 
mevcuttur. 

 

FISH mikroskopik sayıma dayalı sonuç veren kültürden bağımsız yöntemlerden 
birisidir. FISH ile fikse edilmiş ve spesifik problarla hibritlenmiş mikrobiyal hücreler; epifloresan 
ya da konfokal lazer mikroskobu ile görselleştirilebilir [35]. 

FISH tekniğinin avantajları arasında rRNA hedefli nükleik asit problarının metabolik 
olarak aktif hücrelerin tanımlanması, önemli popülasyonların morfolojilerinin belirlenmesi, 
filogenetik olarak tanımlanması ve kantitatif analizlerinin yapılmasına olanak sağlaması 
sayılabilir [36]. Ayrıca, kullanılan oligonükleotitlerin türlere özgünlüğünün kontrol edilebilmesi 
de bu yöntemin önemli avantajları arasındadır. Farklı flüoresan boyalar ile işaretlenmiş 
oligonükleotidler kullanıldığı takdirde FISH tekniği ile mikroorganizma dağılımı miktarsal olarak 
tespit edilebilmekte, ayrıca işlevsel etkileşimde bulunan mikroorganizmalar, konumsal olarak da 
incelenebilmektedir.  

FISH yöntemi reaktörde mevcut aktif mikrobiyal türlerin miktarları hakkında bilgi 
vermesine rağmen, kompozisyondaki değişimi tespit etmede yeterli değildir. Bu nedenle çoğu 
araştırmacı FISH’i diğer moleküler tekniklerle birlikte kullanmaktadırlar. Örneğin, Collins ve ark. 
[37] FISH-DGGE ve Jardillier ve ark. [38] FISH ve T-RFLP tekniğini birlikte kullanarak, 
mikrobiyal dağılımı ve hücre sayısını belirlemişlerdir. FISH’in birçok avantajına rağmen halen 
uygulamada bazı zorluklarla karşılaşılmaktadır. Hem metodolojik hem de çevresel faktörler FISH 
performansını etkilemektedir. FISH tekniğinin uygulamasında en çok vakit alan aşama, uygun 
oligonükleotidlerin tasarlandığı ve özgünlüklerin incelendiği aşamadır [39]. Bu tekniğin 
geliştirilmesi amacı ile ileri araştırmalar devam etmektedir [40,41]. 

Baptista ve ark., [42] tarafından yapılan çalışmada; pilot ölçekli yatay akışlı yapay sulak 
alanda mikrobiyal dağılım FISH ve DGGE teknikleri kullanılarak belirlenmiştir. Aynı çalışmada 
anerobik karbon arıtımında rol alan üç fonksiyonel grup;  heterotrofik bakteriler, sülfat indirgeyen 
bakteriler ve arkeler (metanojenler) karşılaştırılmıştır. 

UASB reaktörlerde, serbest amonyağın metanojenler üzerine etkisinin araştırıldığı bir 
çalışmada DGGE, FISH ve dizi analizi gibi 16S rRNA/rDNA kaynaklı moleküler yöntemler 
birlikte kullanılmıştır [43]. 

Xia ve ark. [44] tarafından yapılan bir çalışmada, tek bir biyofilm reaktörde 
nitrifikasyon ve denitrifikasyon birlikte geliştirilmiş ve nütrient giderim mekanizması 
araştırılmıştır. Farklı karbon/azot oranlarında değişen populasyon DGGE ile incelenmiş ve 
populasyon dinamiği FISH ile görselleştirilmiştir. 
 
3.4. Ribozomal Genlerarası Boşluk Analizi (RISA) ve Otomatik Ribozomal Genlerarası 
Boşluk Analizi (ARISA) 
 
RISA (Ribozomal Intergenic Spacer Analysis), Borneman ve Triplet [45] tarafından geliştirilmiş 
ve ilk defa bir toprak numunesinde mikrobiyal çeşitliliği belirlemek üzere uygulanmış bir 
yöntemdir. Bu yöntem, rRNA operonunda küçük (16S) ve büyük (23S) alt unite rRNA genleri 
arasındaki boşluk bölgesinin PZR ile çoğaltılmasını içermektedir. Bu bölge değişen uzunluk (50 -
1500 bç) ve nükleotid dizisine sahiptir [46]. Çoğaltma sonucu elde edilen farklı uzunluktaki 
ürünler, poliakrilamid jel üzerinde boyutlarına göre birbirlerinden ayrılır ve gümüş boyama ile 
görselleştirilir. Mikrobiyal toplulukları belirlemede başarılı bir şekilde uygulanan bu parmakizi 
yönteminde her band en az bir organizmayı ifade etmektedir [11].  

Aerobik toprak koşullarında PAH’ın biyolojik parçalanması ile ilgili bir çalışmada, 
mikrobiyal topluluğu tespit etmek amacıyla RISA tekniği kullanılmıştır [47]. RISA yöntemi ile 
kirletilmiş kaynaklardaki mikrobiyal çeşitliliğin belirlenmesi ile ilgili uygulamaların az sayıda 
olması, ribosomal genlerarası boşluk dizileri ile ilgili veritabanlarının yetersiz olmasından 
kaynaklanmaktadır [48]. 
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Fisher ve Triplet [49] tarafından yapılan çalışmada RISA yöntemini daha çabuk ve etkin 
bir şekilde yürütmek amacıyla ARISA (Automated Ribozomal Intergenic Spacer Analysis) adı 
verilen otomatik versiyonu geliştirilmiştir. ARISA’da elde edilen toplam floresan pik sayısı, 
numunedeki toplam tür sayısı hakkında tahmini bilgi vermektedir. Ayrıca, parça ebatlarını 
GenBank veritabanı ile kıyaslamak mümkündür. 
 
3.5. Çoğaltılmış Ribozomal DNA Kesim Analizi (ARDRA) 
 
ARDRA (Amplified Ribozomal DNA Restriction Analysis) yönteminde PZR ile çoğaltılmış 16S 
rDNA parçaları, kesim (restriction) enzimleri ile spesifik bölgelerden parçalanır ya da kesilir. 
Sonra jel elektroforezi ile birbirinden ayrılır. Farklı DNA dizilieri farklı yerlerden kesilmiş 
olacaktır [50]. ARDRA mikrobiyal tanımlamada kullanılan basit, hızlı ve etkin maliyetli bir 
yöntemdir [51]. 

ARDRA yöntemi ile yapılmış bir çalışmada; fenol, toluene ve klorlu alifatik 
hidrokarbonlar uygulanan bir akiferde degradasyonu gerçekleştiren baskın mikrtobiyal grup 
belirlenmiştir [52].  

Gich ve ark. [50] tarafından yapılan başka bir çalışmada, evsel ve endüstriyel atıksu ile 
beslenen iki farklı arıtma tesisinin aktif çamur ünitesindeki mikrobiyal farklılıklar, ARDRA 
metodu ile incelenmiştir. Çalışma sonucunda tesislerdeki mikrobiyal grupların birbirinden farklı 
olduğu sonucuna varmışlardır. Bazı çalışmalarda ARDRA, diğer moleküler tekniklerle (DGGE ve 
T-RFLP) birleştirilerek kullanılmaktadır [53,54]. 
 
3.6. Uçtan Kesilmiş Parça Uzunluğu Polimorfizmi (T-RFLP) 
 
T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphizm), ARDRA yönteminin modifiye 
olmuş şeklidir. T-RFLP analizinde kullanılan floresan işaretlenmiş primerler kullanılır. RZR 
ürünleri görselleştirilir ve sayısallaştırılır [39]. T-RFLP analizi, diziler arasında kesim yerlerinin 
pozisyonunun değişimi esasına dayanır. Ayrıca, yüksek çözünürlüklü jel elektroforezi ile floresan 
işarelenmiş uçtan kesilmiş parçaların uzunluğu belirlenir [55]. Oluşan her bant deseni kompleks 
mikrobiyal grup içindeki tek bir taksonomik birimi ifade etmektedir [56]. T-RFLP analizi çeşitli 
akiferlerde mikrobiyal grupları karakterize etmeyi hedefleyen çalışmalarda uygulanmıştır 
[57,58,59]. Liu ve ark. [57] ardışık anaerobic-aerobik kesikli reaktörlerde yaptıkları bir çalışma 
ile T-RFLP analizinin hızlı ve yarı sayısal olması nedeniyle mikrobiyal yapının belirlenmesi ile 
ilgili araştırmalar için uygun bir yöntem olduğu sonucuna varmışlardır. T-RFLP analizinin 
aşamaları ve diğer moleküler tekniklerle farklılıkları Şekil 3’te görülmektedir. 
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Şekil 3. DNA parmakizi yöntemlerinin kademelerini içeren şematik gösterim [60] 
 
4. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 
 
Etkili bir biyolojik arıtma sistemi tasarlamak için; arıtmada rol alan mikrobiyal grupların ve bu 
grupların hangi mekanizmalarla arıtımı gerçekleştirdiğinin bilinmesi gerekmektedir. Günümüzde, 
arıtma sistemlerindeki mikrobiyal çeşitliliğin belirlenmesinde; saf kültür elde etme ya da tek 
başına mikroskobik analizler kullanılarak elde edilen veriler yeterli değildir. Bu amaçla yeni 
moleküler yaklaşımları içeren tekniklere ihtiyaç duyulmuştur. Bu çalışmada klonlama ve rRNA 
genlerinin dizilemesi, denatürleyici kademeli jel elektroforezi (DGGE) ve floresan in situ 
hibridizasyon (FISH) gibi moleküler teknikler detaylı bir şekilde anlatılmıştır. Ayrıca bu 
tekniklerin çevre mühendisliğindeki uygulama alanlarından örnekler verilmiştir.  

Bu tekniklerin kullanımı ile çevre mühendisliğinde arıtma amaçlı kullanılan 
mikroorganizmaların ekosistemdeki rolünü anlamaya bir adım daha yaklaşmak mümkün 
olacaktır. Elde edilen verilerin, arıtma sistemlerinde kullanılan biyoreaktörlerin tasarımında, 
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işletme ve kontrolünde kullanımını sağlamak mümkündür. Çevre mikrobiyolojisinde moleküler 
tekniklerin kullanımı ile daha etkin çalışan arıtma sistemlerinin tasarlanması mümkün olacaktır. 
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