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ÖZET 

 
Bu çalışmada, Türkiye’nin Doğu Karadeniz Bölgesi’nde yüzer ağ kafeslere 8°C’deki deniz suyuna nakledilen gökkuşağı alabalığı (Oncorhynchus 

mykiss) yavrularında görülen hastalık salgınlarından izole edilen etkenin identifikasyon ve serotiplendirilmesi yapılarak antibiyogram profili belirlenmiştır. Tipik 

hastalık semptomları gösteren alabalık yavrularının böbrek, dalak gibi iç organlardan T-TSA (%1,5 NaCl ilave edilmiş) ve TCBS agara ekimleri yapılarak 

hastalık etkeni 20±1°C de 48 saat soğutmalı inkübatörde üretilmiştir. Lam aglütinasyon testi, klasik mikrobiyolojik testler, API 20E testi ve PZR gibi yöntemleri 

kullanılarak etkenin tanısı gerçekleştirilmiştir. Dizi analizine gönderilen PZR ürünlerin GenBank veri tabanındaki “LK021130” kabul numarasıyla kayıtlı olan V. 

anguillarum suşları ile %99 oranında benzerlik gösterdiği ve izolatların lam aglütinasyon testine göre serotip O1 olduğu belirlenmiştir. Antibiyogram hassasiyet 

test sonuçlarına göre ise bakterinin sulphamethoxazol, ampisilin, eritromisin ve oksitetrasiklin’e dirençli, fakat oksolinik asit, enrofloksasin ve florfenikol’e 

duyarlı olduğu tespit edilmiştir.  

Anahtar sözcükler: Gökkuşağı alabalığı, V. anguillarum, API 20E, PZR, lam aglütinasyon testi, antimikrobiyal duyarlılık. 

ABSTRACT 

 
Vibrio Infection and Treatment on the Juvenile Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) Transferred Seawater: The aim of this study is to determine 

the antibiotic profile, serotyping and identification of isolated bacteria from disease outbreaks in cultured rainbow trout juveniles transferred to seawater at 8°C 

floating net cages in the Eastern Black Sea Region of Turkey. The kidney and spleen of diseased rainbow trout that showed typical disease symptoms was streaked 

on the surface of T-TSA (added with 1.5% sodium chloride) and TCBS, and was incubated in the cooled incubator at 20±1°C for 48 hours. To identify of isolated 

bacteria was carried out by using slide agglutination, API 20E, PCR and conventional biochemical tests. V. anguillarum isolates were detected serotype O1, and 

sequenced PCR products were confirmed to be similar to V. anguillarum strain at the rate of 99% (with accession numbers: LK021130) compered in GenBank 

database. Results of the testing susceptibility to antibiotics showed that V. anguillarum isolates were resistant to sulphamethoxazole, ampicillin, erythromycin and 

oxytetracyclin, but all strains were found susceptible to oxolinic acid, enrofloxacin and florfenicol. 

Key words: Rainbow trout, V. anguillarum, API 20E, PCR, slide agglutination test, antimicrobial sensitivity. 

GİRİŞ 

 

Vibriozis, deniz balıklarında vibrio genusuna ait 

bakteriler tarafından özellikle kültürü yapılan balıklarda ciddi 

ekonomik kayıplara neden olduğu bildirilmiştir. Canestrini 
tarafından 1893 yılında yıllan balıklarında görülen bir hastalık 

vakasından ilk kez izole edilen hastalık etkeni Bacterium 

anguillarum olarak tanımlanmıştır. Bergman 1907’de İsveç’te 

yılan balıklarında görülen bir epizootiden aynı etkeni izole ettikten 
iki yıl sonra (1909) etkenin tanımlanması gerçekleştirilerek etken 

Vibrio anguillarum olarak isimlendirilmiştir. McDonell ve Colwell 

tarafından 1985 yılında bakterinin ribozomal RNA filogenetik 

verilerin incelenmesi sonuçu Listonella genusuna trasfer edilmiştir 
(Austin ve Austin, 1987).  

 

Vibrio izolatlarının tanımlanmasında bu güne kadar farklı 

yöntemler kullanılmıştır. Klasik biyokimyasal ve fiziksel testler, 
lam agglutinasyon testi, API 20E testi ve polimeraz zincir 

reaksiyonu (PZR) gibi testler en çok tercih edilenler olmuştur. Son 

yıllarda bakteriyel balık hastalıkların hızlı tanısı için klasik 

geleneksel testler yerine API 20E sistemi bir çok araştırmacı 
tarafından kullanılmış (Grisez ve ark., 1991; Austin ve Austin, 

1993; Korun, 2006; Maugeri ve ark., 1983; Tanrıkul ve ark., 2004; 

Balta, 2016), fakat api web sisteminde V. anguillarum kayıtlı 
olmaması nedeniyle kullanımı tartışmalıdır (Popovic ve ark., 

2007). Deniz suyundan ve hastalıklı balıklardan V. anguillarum’un 
23 farklı O serotipi (O1, O2, O3, …., O23) izole edilmiştir. Serotip 

O1 ve O2’nin ise en virülent serotipler olduğu rapor edilmiştir 

(Pedersen ve ark., 1999). Dünya genelinde levreklerde serotip O1, 

alabalıklarda ise serotip O1 ve O2 (Toranzo ve Barja, 1990; 
Toranzo ve ark., 1997), ülkemizdeki hastalık olgularından farklı 

referanslarda sadece serotip O1’in ölümlerden sorumlu olduğu 

bidirilmiştir (Çağırgan, 2004; Tanrıkul ve ark., 2004; Demircan ve 

Candan, 2006; Tanrıkul, 2007; Tanrıkul ve Gültepe, 2011). 
 

Bu çalışmada, Doğu Karadeniz Bölgesi’nde yüzer ağ 

kafeslerde yetiştirilmek üzere 8°C’deki deniz suyuna tranfser 

edilen gökkuşağı alabalık yavrularında ortaya çıkan hastalık 
vakalarından izole edilen etkenlerin farklı yöntemler kullanılarak 

tanımlanması, antimikrobiyallere karşı duyarlılıkları belirlenerek 

tedavide en etkili antibiyotiğin kullanılması ve böbrek izolatı ile 

deneysel enfeksiyon yapılarak etkenin patojen olup olmadığının 
belirlenmesi amaçlanmıştır. 

 

MATERYAL ve METOT  

 
Balık örnekleri: Rize ili açıklarında özel bir alabalık 

işletmesinde Ocak 2009’da ortalama ağırlığı 5±2 gr olan gökkuşağı 

alabalığı (Oncorhynchus mykiss) yavrularında deniz transfer 
edildikten bir hafta sonra şiddetli ölümler meydana gelmiştir. 

http://scialert.net/asci/author.php?author=T.%20Tansel&last=Tanrikul
http://scialert.net/asci/author.php?author=T.%20Tansel&last=Tanrikul
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Ölümlerin görüldüğü her kafesten 30 adet balık alınarak 

laboratuvara getirilen tipik hastalık semptomları gösteren balıkların 

bakteriyolojik muayenesi ve otopsisi yapılarak böbreklerden alınan 
örnekler mikroskop altında incelenmiştir. Ayrıca Papilla Alabalık 

İşletmesinin kuluçkahanesinden temin edilen 120 adet balık 6 adet 

akvaryuma eşit olarak rastgele dağıtılarak deneysel enfeksiyn 

oluşturulmuştur.  
 

Bakterilerin izolasyonu ve identifikasyonu: Tipik 

hastalık semptomu gösteren balıkların böbrek, dalak, karaciğer, 

deri ve bağırsak içeriğinden alınan örnekler %1,5 NaCl ilave 
edilmiş triptik soy agar (T-TSA, Merck), triptik soy broth (T-TSB, 

Merck)’a ve TCBS agara (thiosulphate citrate bile salts sucrose, 

Merck) ekimler yapılarak soğutmalı etüvde 20±1°C’de 48 saat 

inkübasyona bırakılmıştır (Austin ve Austin, 1987; Demircan ve 
Candan, 2006; Tanrıkul, 2007; Austin ve Austin, 2012). TCBS 

agarda üreyen saf kolonilerden T-TSA’ya inoküle edilmiştir. 

Biyokimyasal testlerin yapılmadan önce T-TSA agarda ekim hattı 

üzerine O/129 (2,4-diamino-6,7-diisopropylpteridine phosphate 
salt, Sigma) vibriostatik ajan diski (150μg) yerleştirildi. İzolatların 

O/129 duyarlı olduğu tespit edildikten sonra sırasıyla, hareket 

muaynesi, Gram boyama, katalaz ve oksidaz testleri, OF testi, %5 

koyun kanı ilave edilmiş kanlı agarda hemoliz testi yapıldı. Tuza 
tolerans testi %0 ve %7 tuz içeren peptonlu brothda 

gerçekleştirildi. T-TSA’da üretilen bakteri suşlarına ait saf 

kolonilerden önceden hazırlanıp steril edilen 5 ml %1,5 tuz içeren 

suda McFarland 4 (bioMerieux) bulanıklığına ayarlanarak steril 1 
ml otomatik pipet yardımıyla API 20E test kiti kuyucuklarına 

prosedüre uygun olarak ilave edildi. API 20E test kitleri literatürde 

tarif edildiği üzere 25±1°C’de 48-72 saat inkübasyona bırakıldı 

(MacDonell ve ark., 1982; Grisez ve ark., 1991; Austin ve Austin, 
1999; Tanrıkul ve ark., 2004; Popovic ve ark., 2007; Balta 2016). 

 

Lam aglutinasyon testi: Lam aglutinasyon testi Toranzo 

ve ark., (1987) tarafından tarif edilen metota göre V. anguillarum 
serotip O1’e (ATTC 43305) karşı tavşandan elde edilen poliklonal 

antikor kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Kısaca, temiz bir lam 

üzerine öze yardımı ile alınan bir damla fizyolojik tuzlu su (%0,9 

NaCl) üzerine T-TSA’da 25±1°C’de 24 saatte üretilen saf 
kolonilerden öze yardımı ile alınarak, yoğun bir süspansiyon 

hazırlanmıştır. Daha sonra, bu süspansiyonun yakınına bir damla V. 

anguillarum ait serotip O1 serumu ilave edilerek öze yardımıyla 

karıştırılmıştır. Pozitif kontrol için V. anguillarum ATTC 43305 

referans suş ve negatif kontrol için ise Escherichia coli ATCC 

25922 referans suşları kullanılmıştır (Sørensen ve Larsen, 1986; 

Roberson, 1990). 

 

Total DNA izolasyonu ve polimeraz zincir reaksiyonu 

(PZR): Genomik DNA izolasyonu için 6 izolat 2 ml’lik T-TSB’e 

ekim yapılarak, 25±1°C 18 saat çalkamalı etüvde üretilmiştir. 

Kültürlerin 1 ml’si epondorf tüplere aktarılıp 10.000 rpm‘de 5 
dakika santrifüj edildikten sonra sıvı kısım uzaklaştırılmış, 

ardından ependorf tüplere 500 μl steril deiyonize su ilave 

edilmiştir. Tüplerin dip kısmına çöktürülen bakteriler vortex 

yardımıyla çözülerek, thermo shakerda 100°C de 12 dakika 
ısıtılarak bakterinin hücre duvarının parçalanması sağlanmış, 5 

dakika soğuması bekletildikten sonra 13.000 rpm’de 10 dakika 

mikrosantrifüj yardımıyla çöktürülmüştür. Üste kalan süpernatant 
steril ependorf tüplere aktarılarak, süpernatantların 1-3 μl’si 

PZR’da kalıp DNA olarak kullanılmıştır (Weisburg ve ark., 1991; 

Urakawa ve ark., 1997; Drancourt ve ark., 2000; Balta ve ark., 

2010; Balta, 2016). Geri kalanı kısmı daha sonraki çalışmalarda 
kullanılmak üzere -20°C’de stoklanmıştır. Standart PZR’da 

kullanılan karışımları için, 1,5 ünite Taq DNA polimeraz (GoTaq, 

Promega), 5 μl DNA, 10 μl 5x reaksiyon tamponu (Promega), 3 μl 

1,5 mM MgCl, 2,5 μl 2 mM her bir dNTP ve 2 μl her bir primerden 

(25 pmol/μl) ve son hacim’e steril deiyonize su ile 50 μl’ye 

tamamlanmıştır (Balta ve diğ 2010). Amplifikasyon koşulları; 

94°C’de 3 dakika ilk denatürasyondan sonra 34 döngü olarak ikinci 
denatürasyon 94°C’de 30 sn, primer bağlanması 47°C’de 30 sn, 

zincir uzaması 72°C'de 1 dakika ve takiben son zincir uzaması 

72°C'de 5 dakika olacak şekilde gerçekleştirilmiştir. Amplifikasyon 

ürünleri 0,5 μg/ml ethidium bromid içeren %1,5 agaroz jelde 90 
V’da 30 dakika yürütülmüştür. Elde edilen PCR ürünü UV ışığı 

altında görüntülenmiştir. Yavru gökkuşağı alabalıklarının iç 

organlarından izole edilen izolatların tanımlamada bakteriler için 

spesifik olan 16S rRNA üniversal primerleri (27 F 5’ AGA GTT 
TGA TCC TGG CTC AG-3’, 1492 R 5’ GTT TAC CTT GTT 

ACG ACT T-3’) kullanılmıştır (Weisburg ve ark., 1991; Drancourt 

ve ark., 2000). PZR ürünlerinin saflaştırılıp Macrogen Inc. 

(Amsterdam, Hollanda)’de sekans için gönderilmiş ve sonuçlar 
GenBank veri tabanındaki BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

opsiyonu kullanılarak karşılaştırılmıştır. 

 

Antimikrobiyal duyarlılık testi: Antimikrobiyel 
duyarlılık testi Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemine göre 

yapılmıştır (CLSI, 2014). Böbrek izolatı 25°C’de T-TSA’da 

üretilen 24 saatlik kültürleri steril FTS’de McFarland No: 0,5 

bulanıklığına vorteks yardımı ile ayarlandıktan sonra 37°C’de nemi 
alınmış %1,5 NaCl ilave edilmiş Mueller Hinton agar (T-MHA) 

üzerine dökülmüştür. Antibiyotik diskleri (sırasıyla, oksitetrasiklin, 

oksolinik asit, trimetoprim+sulfametoksazol, sulfametoksazol, 

ampisilin, florfenikol, streptomisin, enrofloksasin ve eritromisin, 
Bioanalyse, Türkiye) dispenser (Bioanalyse) yardımıyla T-MHA 

üzerine yerleştirilmiş, 25°C’de 18 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

Antimikrobiyel duyarlılık testi için Escherichia coli ATCC 25922 

referans suş olarak kullanılmış, antibiyotik zon zapı standartları 
oluşturulmuştur (Balta ve ark., 2010). 

 

Deneysel enfeksiyon: Deneysel enfeksiyonda kullanılan 

deniz suyu (tuzluluk ‰17,6±0,2; pH 7,08±0,02; su sıcaklığı 
8±1°C; amonyak 0,023 mg/l; nitrit 0,079 mg/l ve nitrat 1,46 mg/l) 

UV lambası (JEBO UV-H-13) yardımıyla sterilizasyon 

gerçekleştirilmiştir. Hava motoru ile sürekli havalandırılan 

(minumum 8,77 mg/l çözünmüş oksijen) 70 litrelik 5 adet plastik 
akvaryumlara biri stok, diğerleri 2’er paralel olmak üzere kontrol 

ve deneme grupları oluşturulmuştur. Akvaryumların suyu gün aşırı 

UV lambası ile steril edilmiş taze deniz suyu ile %30 oranında 

değiştirilmiştir. Çalışmada kullanılan ortalama ağırlığı 5±0,7 gr 

olan 120 adet sağlıklı gökkuşağı alabalık yavruları Papilla Alabalık 

(Hopa/Artvin) çiftliğinin kuluçkahanesinden sağlanmıştır. 

Gökkuşağı alabalık yavruları rastgele 20’er adet akvaryumların her 

birine yerleştirilerek, 5 gün süreyle adaptasyona tabi tutulmuştur. 
Balıklar ticari alabalık yemi ile günde iki kez yemlenmiştir. 

Hastalıklı gökkuşağı alabalık yavrularından izole edilen böbrek 

izolatı 200 ml steril T-TSB’de 20°C’de üretilerek, deneysel 

enfeksiyonda kullanılan bakteri sayısı (cfu/ml), koloni sayım 
yöntemi ile (10 katlı seri dilüsyonlardan 105, 106, 107 ve 108’den T-

TSA’a 100’er µl) belirlenmiştir (Knappskog ve ark., 1993). Final 

konsantrasyonu 1,5 x 108 cfu ml-1 olan 16 saatlik bakteri kültürü 

1’e 3 oranında steril deniz suyu ile seyreltilmiştir. Deneme balıkları 
5 dakika süreyle 2’er paralel olmak üere bu solüsyonda 

tutulmuştur. Bakteri kültürü içermeyen T-TSB ile ayın işlem 

kontrol gruplarındaki balıklarda uygulanmıştır (Knappskog ve ark., 
1993, Çağırgan, 2004). Balıklarda meydana gelen hastalık 

belirtileri ve mortalite takip edilmiştir. Ölen ve ölmek olan 

balıkların böbreklerinden T-TSA, T-TSB ve TCBS agara 

inokülasyon yapılarak, soğutmalı etüvde 20±1°C’de 48 saat 
inkübasyona bırakılmıştır. Deneysel enfeksiyon sonrası izole edilen 

bakteri suşuna (V6) tanımlama testleri uygulanarak, testin sonuçları 

Tablo 1 ve 2’de verilmiştir.  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.google.com.tr/url?url=http://www.microbelibrary.org/component/resource/laboratory-test/3189-kirby-bauer-disk-diffusion-susceptibility-test-protocol&rct=j&frm=1&q=&esrc=s&sa=U&ei=wZp6U8vXF-aV7Aak4YDgCA&ved=0CCEQFjAA&sig2=wbP7fcj4DtMKds2Tps7IfA&usg=AFQjCNEe5gtVIodq8RWGxmBouXmkUI7olA
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BULGULAR 

 

Rize ili açıklarında yüzer ağ kafeslere yetiştirilmek üzere 
5±2 gr canlı ağırlığında deniz suyuna nakledilen gökkuşağı alabalık 

yavrularında 8°C’deki su sıcaklığında yaklaşık %30 civarlarında 

ölüm ile seyereden vibriozis vakasına rastlanılmıştır. Deniz suyuna 

ait tespit edilen su parametreleri; sıcaklık 8°C, pH 7,20, oksijen 
8,50 mg/l ve tuzluluk ‰ 17,6 olarak ölçülmüştür. Ölen ve ölmekte 

olan balıklarda tipik hastalık semptomları olarak renkte kararma, 

gözlerde ekzoftalmus, vücut yüzeyinde yaygın hemorajiler, pulların 

dökülmesi, kronik vakalarda dejenerasyon ve ülser, solungaçların 
solgun olduğu, boğaz altında, operkulum üzerinde, pektoral ve 

pelvik yüzgeç kaidesinde kanamalar Şekil 1A’de gösterilmiştir. 

Hastalıklı balıkların otopsisinde midenin boş, karaciğerin solgun 

olduğu, dalakta büyüme ve normal görünümünü kaybetmiş olduğu, 
pilorik sekaların gergin, bağırsak şişkin ve sarı bir içerikle dolu 

olduğu belirlenmiştir (Şekil 1B). 

 

Hastalıklı balıklardan 5 farklı bölgesinden yapılan 
ekimlerde; suş 1 (böbrek), suş 2 (dalak), suş 3 (karaciğer), suş 4 

(deri ülseri) ve suş 5 (bağırsak) etken üretilmiştir. Morfolojik ve 

biyokimyasal testlere göre suşların hareketli, Gr (-), kıvrık, 

pleomorfik, katalaz ve oksidaz testlerinin pozitif olması, OF test 

sonuçlarına göre fermantatif, TCBS agarda sarı koloni oluşturması, 
%0 ve %7 NaCl tolerans test sonuçları, %5 koyun kanı ilave 

edilmiş kanlı agarda β hemoliz pozitif, lam aglütinasyon testine 

göre serotip O1 ve vibriostatik ajana (O/129, 150 µg) duyarlılık 

testinin pozitif olması ile izolatın V. anguillarum olduğu 
belirlenmiştir. Lam aglütinasyon test görüntüsü Şekil 2’de ve 

vibriostatik ajana duyarlılık test sonuçu Şekil 3 verilmiştir. 

 

Aynı izolatların API 20E test kitine ekilmesinden 48 saat 
sonunda ayıraçlar döküldükten sonraki test sonuçları Şekil 4’de 

verilmiştir. İzolatlara ait API 20E test sonuçları apiwebTM veri 

tabanında V. anguillarum yer almadığı için sisteme girilen kodların 

V. fluvialis ve/veya başka bir tür olarak yanlış tanımlanılmaktadır. 
Bu izolatların PZR ürünlerine ait sekans sonuçları GenBank veri 

tabanında karşılaştırıldığında “LK021130” kabul numarasıyla 

kayıtlı olan V. anguillarum suşları ile %99 benzer olduğu tespit 

edilmiştir (Tablo 1). 
 

 

Şekil 1. A) Normal karaciğer (k), Pilorik sekalarda şişkinlik (p), Bağırsak şiş ve açık sarı içerikle dolu (b), Deride pul dökülmesi (pd), 

             B) Karaciğer solgun (k), Pilorik sekalarda şişkinlik (p), Dalak büyümüş, gevşek kıvamda ve koyu kırmızı (d), Bağırsak açık 

                  sarı yapışkan sıvı ile dolu ve gergin (b) (Orijinal).  

Figure 1. A) Normal liver (k), Pyloric caeca distended (p), Full with clear yellow content and distension the gut (d), Lost scales (pd),  
                B) Pale liver (k), Pyloric caeca distended (p), Dark red, soft and enlarged spleen (d), Filled with clear yellow viscous fluid 

                     and distended the gut (b) (Orijinal). 

 

 

 

 

 
 
Şekil 2. Tavşan anti-V. anguillarum serotipi O1 serumu kullanarak lam aglütinasyon testi (Orijinal). 

Figure 2. Slide agglutination test using rabbit anti-V. anguillarum Serotype O1 serum (Original). 

 

 
 

 



Anadolu Çev. ve Hay. Dergisi, Yıl:1, Sayı:1,(14-20) 2016                                                                 J.Anatolian Env. and Anim. Sciences, Year:1, No:1,(14-20) 2016 

17 

 

 
 

Şekil 3. A) TSA’da O/129 vibriostatik ajana duyarlılık testi (Orijinal). 
B) Deneysel enfeksiyonda izole edilen V. anguillarum kolonilerin TCBS agardaki görünümü (Orijinal). 

Figure 3. A) Susceptibility test to vibriostatic compound O/129 on T-TSA (Original). 

B) Appearance of V. anguillarum colonies isolated after in experimental infection on TCBS agar (Original). 

 

 

 
 

         Tablo 1. Çalışmada kullanılan V. anguillarum izolatları ve PZR sonuçlarına göre benzerlik oranları. 

         Table I. Sources of V. anguillarum strains used in this study and likelihood ratios according to the PCR results. 
Suş No  İzolasyon Çoğrafik Bölge Tarih GenBank Giriş No Benzerlik Oranı (%) 

V1 Böbrek Rize/Merkez 31.01.12 LK021130 %99 
V2 Dalak Rize/Merkez 31.01.12 LK021130 %99 

V3 Karaçiğer Rize/Merkez 31.01.12 LK021130 %99 

V4 Deri ülser Rize/Merkez 31.01.12 LK021130 %99 

V5 Bağırsak Rize/Merkez 31.01.12 LK021130 %99 
V6* Böbrek Rize/Fakülte 10.01.13 LK021130 %99 

         *Deneysel enfeksiyon sonrası ölen balıkların ön böbreklerinden izole edilen bakteriye ait suş. 

 

 

 

 

 
 

         Şekil 4. V. anguillarum’un tanımlamasında API 20E kitleri kullanaraki pozitif ve negatif sonuçların değerlendirilmesi (Orijinal). 

         Figure 4. Evaluation of positive and negative results  API 20E strip for identification of Vibrio anguillarum (Orijinal). 

Bu çalışmada, API 20E testine ait biyokimyasal testlere 

göre; β-galaktosidaz, arjinin hidrolaz, sitrat, indol, voges-

proskauer, jelatin tesleri ile karbonhitrat testlerinden glikoz, 

mannitol, inostol, sorbitol, sukroz, arabinoz testlerinin pozitif 

olmasına karşın diğer testlerin ise lizin dekarboksilaz, ornitin 

dekarboksilaz, H2S, üre vs. testlerin negatif olduğu belirlenmiştir. 

Farklı referanslar ile API 20E testi sonuçların karlışatırması Tablo 

2’de verilmiştir. 
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   Tablo 2. V. anguillarum izolatlarına ait morfolojik, biyokimyasal ve API 20E test sonuçları. 

   Table 2. The morphologic, biochemical and API 20E test results for isolated Vibrio anguillarum. 

Morfolojik ve 

Biyokimyasal 

Testler S
u

ş 
1

  

S
u

ş 
2

  

S
u

ş 
3
 

S
u

ş 
4
 

S
u

ş 
5
 

S
u

ş 
6
 

R
ef

. 
1

 

R
ef

. 
2

 

R
ef

. 
3

 Morfolojik ve 

Biyokimyasal 

Testler S
u

ş 
1

  

S
u

ş 
2

  

S
u

ş 
3
 

S
u

ş 
4
 

S
u

ş 
5
 

S
u

ş 
6
 

R
ef

. 
1

 

R
ef

. 
2

 

R
ef

. 
3

 

Hareket + + + + + + + + + CIT + + + + + + + + + 

Gram - - - - - - - - - H2S - - - - - - - - - 

Şekil B B B B B B B B B URE - - - - - - - - - 

TCBS sarı koloni + + + + + + + + + TDA - - - - - - - - - 

Oksidaz + + + + + + + + + IND + + + + + + + + - 

Katalaz + + + + + + + + + VP + + + + + + + + + 

Aglütinasyon + + + + + + + + + GEL + + + + + + + + + 

OF Üreme + + + + + + + + + GLU* + + + + + + + + + 

O/129 (150μg) H H H H H H H H H MAN* + + + + + + + + + 

%0 NaCl - - - - - - - N - INO* + + + + + + - - + 

%7 NaCl + + + + + + - + - SOR* + + + + + + + + + 

Hemoliz (KA) β β β β β β N N N RHA* - - - - - - - - - 

ONPG + + + + + + + + + SAC* + + + + + + + + + 

ADH + + + + + + + + + MEL* - - - - - - - - - 

LDC - - - - - - - - - AYM* - - - - - - + - - 

ODC - - - - - - - - - ARA* + + + + + + + - + 

   B: Basil, H: Hassas, +: Pozitif reaksiyon, -: Negatif reaksiyon, β: Beta hemoliz, *Karbonhidratlardan asit oluşum. 

   B: Basil, H: Susceptibility, +: Positive reaction, -: Negative reaction,  β: Beta hemolysis, *Acid formation from carbohydrates. 

   Ref.: Referanslar, Ref.-1: Austin ve Austin, (1987); Ref.-2: Demircan ve Candan, (2006); Ref.-3: Tanrıkul, (2007). 

   Ref.: References, Ref.-1: Austin ve Austin, (1987); Ref.-2: Demircan ve Candan, (2006); Ref.-3: Tanrıkul, (2007). 

 

Deneysel enfeksiyonda V. anguillarum ile enfekte edilen 
balıklarda 48 saat içinde deneme grubunda (2x20 balık) toplam 

%100’lük bir ölüm meydana gelirken, kontrol grubunda hiçbir 

balığın ölmediği görülmüştür. Deneysel enfeksiyon sonrası ölen ve 

ölmek üzere olan balıkların ön böbreklerinden TCBS agar’a 
yapılan ekimlerden 24 saat sonunda sarı renkli kolonilerin ürediği 

ve izole edilen bakteri (suş 6) ile yapılan tanımlama testleri sonucu 

etkenin V. anguillarum olduğu belirlenerek Koch postulatları 

sağlanmıştır (Tablo 1). Deneysel enfeksiyon sonrası ölen balıkların 
ön böbreklerinden TCBS agar’a yapılan ekim sonrası besi yeri 

üzerinde sarı kolonilerin varlığı, lam aglütinasyon testi ve 

vibriostatik ajana (O/129, Sigma) duyarlılık testi ve diğer testler 

yapılarak etkenin kesin V. anguillarum olduğu teyit edilmiştir. 
Deneysel enfeksiyon sonrası ölen balıklarda görülen dış 

semptomlar Şekil 5’de verilmiştir. 

 

 
Şekil 5. V. anguillarum ile deneysel enfeksiyon sonrası gelişen dış belirtiler (Orijinal). 

Figure 5. External symptoms developing after the experimental infection with V. anguillarum (Original). 

 

Antibiyotik hassasiyet testi için 9 farklı diski sırasıyla; 

oksitetrasiklin (T, 30μg), oksolinik asit (OA, 2μg), sulfametoksazol 

(SMZ, 100μg), ampisilin (AM, 10μg), florfenikol (FFC, 30μg), 

streptomisin (S, 10μg), trimetoprim+sulfametoksazol (STX, 25μg), 
enrofloksasin (ENR, 5μg) ve eritromisin (E, 15µg) kullanılmıştır. 

İzolatların hepsinden hazırlanan antibiyogram testi sonuçunda T-

MHA üzerine yerleştirilen antibiyotik disklerin etrafında oluşan 

inhibisyon zon çapları dijital kompas yardımıyla ölçülmüştür. 

Antimikrobiyal duyarlılık test sonuçları CLSI (Clinical and 

Laboratory Standards Institute) tarafından tarif edilen Gram 

negatif ve Enterobacteriaceae familyası için akuakültürde 

kullanılan veteriner ilaç rehberindeki antibiyotik standart 
inhibisyon zon çaplarına göre Tablo 2’de verilen duyarlılığa göre 

yorumlanmıştır (CLSI, 2014). Antibiyogram test sonuçlarına göre 

V. anguillarum izolatlarına ait antimikrobiyel duyarlılık profili 

Tablo 3’de verilmiştir. 
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          Tablo 3. Antimikrobiyellerin disk konsantrasyonları ve inhibisyon zon çaplarına göre duyarlılık aralıkları.  

          Table 3. Antimicrobial susceptibility test disc content of antimicrobials and breakpoints used in the study. 

Antimikrobiyel ajanlar ve 

disk konsantrasyonları 

İnhibisyon zon çapı (mm) Vibrio anguillarum izolatları 

D O H V1 V2 V3 V4 V5 V6* 

T (30 µg) ≤ 14 15-18 ≥ 19 D D D D D D 

OA (2 µg) ≤ 10 11-12 ≥ 13 H H H H H H 

SMZ (100 µg)  ≤ 12 13-16 ≥ 17 D D D D D D 

AM (10 µg) ≤ 13 14-16 ≥ 17 D D D D D D 

FFC (30 µg)  ≤ 14 15-18 ≥ 19 H H H H H H 

S (10 µg)  ≤ 11 12-14 ≥ 15 O O O O O O 

ENR (5 µg)  ≤ 16 17-20 ≥ 21 H H H H H H 

E (15 µg) ≤ 11 14-22 ≥ 23 D D D D D D 

SXT (25 µg)  ≤ 10 11-15 ≥ 16 O O O O O O 

             AM: Ampisilin, E: Eritromisin, ENR: Enrofloksasin, FFC: Florfenikol, , OA: Oksolinik asit, S: Streptomisin,  

             SMZ: Sulfametoksazol, STX: Trimetoprim+ Sulfametoksazol, T: Oksitetrasiklin. 

             D: Dirençli (Resistance), O: Orta hassas (Intermediate), H: Hassas (Susceptible). 

           *Deneysel enfeksiyondan izole edilen V. anguillarum (V. anguillarum  isolated from experimental infection). 
 

Antibiyogram hassasiyet test sonuçlarına göre 6 adet V. 

anguillarum suşunun hepsi ampisilin, eritromisin, sulfamethoxazol, 
oksitetrasiklin, trimetoprim+sulfametoksazol ve streptomisine 

dirençli olmasına karşın oksolinik asit, enrofloksasin ve 

florfenikole karşı ise duyarlı olduğu belirlenmiştir. Antibiyogram 

test sonuçlarına göre V. anguillarum izolatlarının duyarlılık 
profiline ait veriler Tablo 3’de verilmiştir. 

TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Bu çalışmada, Karadeniz’de yüzer ağ kafeslerde 
yetiştirilen gökkuşağı alabalık yavrularında görülen hastalıklardan 

izole edilen bakteri türleri farklı yöntemlerle belirlenmiştir. 

Hastalığa neden olan bakterinin V. anguillarum olduğu tespit 

edilmiştir. Tipik hastalık semptomu gösteren gökkuşağı alabalık 
yavruların böbreklerinden izole edilen, V. anguillarum izolatı ile 

8±1°C ile yapılan deneysel enfeksiyon ile 1,5x108 cfu/ml bakteri 

ile yapılan deneysel enfeksiyonda 48 saat içinde %100’lük ölüm 

meydana gelmesi ile koch postulatları sağlanmış olup, etkenin 
virülensinin de yüksek olduğunun bir kanıtıdır (Knappskog ve ark., 

1993). Hastalık, su sıcaklığı 10°C üzerine çıktığı yaz aylarında, 

tatlı suda ve düşük su sıcaklığında (1-4°C) sporadik olarak 

salgınlar meydana getirmektedir (Austin ve Austin, 1987). Bu 
sıcaklıkta hastalık meydana gelmesinin nedeni; taşıma öncesi 

balıkların aç bırakılması, tuzlu suya adaptasyon, su sıcaklığı farkı, 

taşıma esnasında oluşan stres (balıkların elleme, tanklara doldurup 

boşaltma, taşıma süres, vs) immun sistem üzerine fizyolojik baskı 
ve tuzlu suda ilk kez karşılaşılan farklı mikrobiyal patojenlerin de 

önemli rol oynayabileceği düşünülmektedir. 

 

İzolatların API 20E testi ile yapılan identifikasyonu 
sonuçları referanslarla karşılaştırıldığında V. anguillarum olduğu 

belirlenmiştir (Tablo 2). API 20E test sonuçları referanslar ile 

karşılaştırıldığında indol testinin (+) olması, Austin ve Austin 

(1999), Demircan ve Candan (2006) ile benzerlik gösterirken 
Tanrikul (2007) farklılık olduğu; inostol testi (+) olması ile 

Tanrikul (2007) benzerlik gösterirken, Austin ve Austin (1999), 

Demircan ve Candan (2006) farklılık göstermiş; amigdalin testi (-) 

olması ile Demircan ve Candan (2006), Tanrikul (2007) benzerlik 
göstermsine karşın Austin ve Austin (1999) farklılık gösterdiği; 

arabinoz testi (+) olması Austin ve Austin (1999), Tanrıkul 

(2007)’a benzerlik göstermekte iken, Demircan ve Candan (2006) 

farklılık gösterdiği tespit edilmiştir. Aynı tablodaki diğer testlerin 
sonuçları ise referans test sonuçları ile aynı olduğu belirlenmiştir.  

 

Hastalıklı gökkuşağı alabalık yavrularından izole edilen 
bakteri izolatlarının moleküler sekans sonuçları genbankda 

karşılaştırıldığında “LK021130” kabul numarası ile kayıtlı V. 

anguillarum’a %99 oranında benzerlik göstermişlerdir.  

 

Vibriozisin tedavisi için flumequin (6 mg/kg) 6 gün, 
furanace (2-4 mg/kg) 3-5 gün, furazolidon (25-75 mg/kg) 20 gün, 

kanamisin (50 mg/kg) 7 gün, nifurprazin hidroklorid (10 mg/kg) 3-

6 gün, nitrofuran (50 mg/l) 1 saat banyo, oksolinik asit (10 mg/kg) 

10 gün, oksitetrasiklin (50-75/kg) 10 gün, güçlendirilmiş 
sülfonamidler (30 mg/kg) 10 gün, sulfonamidler (sülfisoksazol, 

sülfamerazin, sülfametazin; 100-200 mg/kg) 10-20 gün dozunda 

kullanılması önerilmektedir (Austin ve Austin, 1987; Austin ve 

Austin, 1993; Austin ve Austin, 1999; Austin ve Austin, 2007; 
Frans ve ark., 2011), florfenikol (10 mg/kg) 10 gün (Austin ve 

Austin, 2007), V. anguillarum suşlarının R-factor taşıdığı ve 

plazmidler aracılığı ile özellikle streptomisin, sülfanamidler ve 

tetrasiklin’e direnç geliştirdiği farklı araştırmalarda tespit edildiği 
bildirilmiştir (Austin ve Austin, 1987; Austin ve Austin, 1993; 

Austin ve Austin, 1999; Austin ve Austin, 2007; Frans ve ark., 

2011; Balta, 2016). Ayrıca, farklı çalışmalarda V. anguillarum 

suşlarına karşı ampisilin (Korun ve Gökoğlu, 2007; Akaylı ve ark., 
2013; Akinbowale ve ark., 2006; Vaseeharan ve ark., 2005; Balta, 

2016), amoksisilin (Akinbowale ve ark., 2006; Korun ve Gökoğlu, 

2007), kanamisin (Korun ve Gökoğlu, 2007; Austin ve Austin, 

2012), eritromisin (Akinbowale ve ark., 2006; Korun ve Gökoglu, 
2007; Tanrıkul ve Gültepe, 2011; Akaylı ve ark., 2013, Vaseeharan 

ve ark., 2005; Balta, 2016), sülfametaksozol (Korun ve Gökoğlu, 

2007; Balta, 2016), bazı suşların enrofloksasin (Tanrıkul, 2007) ve 

oksitetrasiklin (Akaylı ve ark., 2013, Akinbowale ve ark., 2006, 
Tanrıkul, 2007; Tanrıkul ve Gültepe, 2011; Vaseeharan ve ark., 

2005; Balta, 2016), trimetoprim+sulfametoksazol (Tanrıkul ve 

Gültepe 2011; Balta, 2016) dirençli olduğu rapor edilmiştir. 

 
Bu çalışmada ise sulfamethoxazol, ampisilin, eritromisin, 

oksitetrasiklin, trimetoprim+sulfametoksazol ve streptomisin’e 

dirençli olduğu, fakat bütün suşların oksolinik asit, enrofloksasin 

ve florfenikol’e duyarlı olduğu saptanmıştır. Ancak antibiyogram 
hassasiyet test sonuçlarına göre 30 mg/kg canlı ağırlık dozunda 

kullanılan florfenikol yavru balıklardaki ölümleri durdurulmuş ve 

bu dozda tedavinin etkili olduğu tespit edilmiştir. 
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