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I 

 

ÖNSÖZ 

 

Psikrofilozis (Bakteriyel soğuk su hastalığı, Pedinkul hastalığı, Rainbow Trout Fry 

Syndrome -RTFS); Flavobacterium psychrophilum balıklarda neden olduğu, özellikle 

balıkçılık işletmelerinin kuluçkahanelerinde su sıcaklığının 10 oC’nin altına düştüğü 

durumlarda meydana gelen,  septisemik karakterli, akut seyirli, epidemik ve öldürücü bir 

infeksiyondur. Psikrofilozis, ilk defa ABD’nin batı Virginia eyaletinde 1941 ve daha sonra 

1945 yıllarında görülmüştür. Son yıllarda hastalık dünyada birçok ülkede görülmektedir. 

Türkiye’de ilk olarak 1993 yılında yavru gökkuşağı alabalıklarında saptanmış ve daha 

sonraki yıllarda farklı bölgelere yayılarak balık üretim tesislerinde ciddi ekonomik 

kayıplara neden olmuştur. Enfeksiyona neden olan Flavobacterium psychrophilum 

bakterisinin fenotipik ve biyokimyasal özellikleri ile genotipik karakterleri ve antibiyotik 

duyarlılıkları izole edilen coğrafik bölgelere göre değişmektedir.  

Araştırmada, Kahramanmaraş ilin bulunan gökkuşağı alabalığı işletmelerindeki 

alabalıklarda örnekler alınarak kültür yöntemi ile spesifik besiyerlerine ekimler yapıldı. 

Elde edilen saf suşlara biyokimyasal testler ve Biolog Systemi (The biolog GENIII micro 

plate) ile fenotipik identifikasyon, PCR (Polymerase Chain Reaction), ve Sekans Analizi 

ile moleküler tanımlama yapıldı. Böylece Flavobacterium psychrophilum’un bölgedeki 

yaygınlığı, Kahramanmaraş ilindeki dağılımı ve kaynakları tespit edildi. Ayrıca 

Flavobacterium psychrophilum’a karşı uygulanacak antibiyogram ile hastalığın yayılması 

önlenerek, sektörün verimliliği arttırılacaktır. Bu amaçla “Kahramanmaraş ilindeki 

gökkuşağı alabalığı işletmelerinde Flavobacterium psychrophilum'un konveksiyonel 

kültür ve moleküler yöntemlerle tanımlanması” başlıklı bilimsel araştırma projesi 

Kahramanmaraş Sütçü İmam Üniversitesi tarafından proje numarası 2021/1-13 M (YLS) 

ile desteklenmiştir. Destekleri için Kahramanmaraş Sütçü İmam Üniversitesi Rektörlüğü 

Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimine teşekkür ederiz. 

Projenin başlama tarihi 25.03.2021 ve bitiş tarihi 22.02.2024’tür. 

 

 

                             Doç. Dr. Mikail ÖZCAN 
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Kahramanmaraş ilindeki gökkuşağı alabalığı işletmelerinde Flavobacterium 

psychrophilum'un konveksiyonel kültür ve moleküler yöntemlerle tanımlanması 

ÖZET 

Bu çalışma ile Kahramanmaraş ilinde bulunan bulunan 68 ayrı Gökkuşağı alabalığı 

(Oncorhynchus mykiss) işletmesinde yavrularda Flavobacterium psychrophilum 

bakterisinin belirlenip, fenotipik ve genotipik özelliklerinin araştırılması hedeflendi. Bu 

amaçla, Aralık 2022 ve Temmuz 2023 tarihleri arasında alabalık işletmelerinden 5 

gramdan küçük yavru ve 5 gramdan büyük yavru örnekleri alındı.  

Flavobacterium pyschrophilum izolasyonu için; Cytophaga Agar  (CA), Cytophaga 

Broth (CB), Modified Anacker ve Ordal agar (MAOA), Modified Anacker ve Ordal Broth 

(MAOB),Tryptone Yeast Salt Agar (TYES-A), Tryptone Yeast Salt Broth (TYES-B), 

Enriched Anacker And Ordal + Fetal Bovine Serum+ Agar (EAO+FBS+A), Enriched 

Anacker And Ordal + Fetal Bovine Serum + Broth (EAO+FBS+ B), Tryptone Yeast Salt 

Agar + Tobramycin (TYESA+ T) Tryptone Yeast Extract Fetal Bovine Serum (TYFBS) 

agarlar kullanıldı. Bu besiyerleri 15 oC’de 5–7 gün süreyle etüvde inkübe edildi.  

Üreyen saf sarı renkteki kolonilere biyokimyasal tanımlama testleri aynı sıra Biolog 

Sistemi (The biolog GENIII micro plate) uygulanıp fenotipik özellikleri incelendi. Biolog 

Sistemi ile identifiye edilen suşların Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) tekniğiyle teyit 

edilmesinde özel primer kullanıldı. Takiben bu suşların tamamının moleküler olarak teyit  

yapıldı. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile doğrulanan suşların sekans analizi yapıldı 

ve analiz sonucu NCBI’daki referans bakteriye göre yorumlandı.  

Sonuç olarak; 12 adet Flavobacterium psychrophilum suşu fenotipik ve genetipik 

özelliklerine göre tanımlama yapıldı. 

Anahtar kelimeler: Gökkuşağı alabalığı, Oncorhynchus mykiss, Fenotipik, 

genetipik, Flavobacterium psychrophilum, BIOLOG GEN III, PZR, Sekans 
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Identification by convectional culture and molecular methods of Flavobacterium 

psychrophilum in rainbow trout farms in Kahramanmaraş province 

ABSTRACT 

The aim of this study was to investigate the phenotypic and genotypic 

characteristics of Flavobacterium psychrophilum bacteria in the fry of 68 different rainbow 

trout (Oncorhynchus mykiss) farms in Kahramanmaraş province. For this purpose, fry 

smaller than 5 grams, fry larger than 5 grams, water and feed samples were taken from 

trout farms between December 2022 and July 2023.  

For isolation of Flavobacterium pyschrophilum; Cytophaga Agar (CA), Cytophaga 

Broth (CB), Modified Anacker and Ordal agar (MAOA), Modified Anacker and Ordal 

Broth (MAOB), Tryptone Yeast Salt Agar (TYES-A), Tryptone Yeast Salt Broth (TYES-

B), Enriched Anacker And Ordal + Fetal Bovine Serum + Agar (EAO+FBS+A), Enriched 

Anacker And Ordal + Fetal Bovine Serum + Broth (EAO+FBS+B), Tryptone Yeast Salt 

Agar + Tobramycin (TYESA+T) Tryptone Yeast Extract Fetal Bovine Serum (TYFBS) 

agars were used. These media were incubated in an oven at 15 oC for 5-7 days.  

The pure yellow colonies were subjected to biochemical identification tests as well 

as Biolog System (The biolog GENIII micro plate) and their phenotypic characteristics 

were examined. Special primers were used to confirm the strains identified with Biolog 

System by Polymerase Chain Reaction (PCR) technique. Subsequently, all of these strains 

were molecularly confirmed. Sequence analysis of the strains confirmed by PCR was 

performed and the result of the analysis was interpreted according to the reference bacteria 

in NCBI.  

As a result; 12 Flavobacterium psychrophilum strains were identified according to 

their phenotypic and genetypic characteristics. 

Key Words: Rainbow trout, Oncorhynchus mykiss, Phenotypic, genetypic, 

Flavobacterium psychrophilum, BIOLOG GEN III, PCR, Sequence 
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1. GİRİŞ 

Günümüzde balık, besin ihtiyacımızın önemli bir kısmını karşılamaktadır. Bu 

nedenle, tüm dünyada intensif kültür balıkçılığına verilen önem gün geçtikçe artmaktadır. 

Ancak gelişen intensif kültür balıkçılığı uygulamalarıyla birlikte balık hastalıkları da 

gittikçe sorun olmaya başlamıştır (Anderson, 1974). 

Su ürünleri yetiştiriciliği tüm dünyada hızlı bir gelişme göstermektedir. Türkiye 

İstatistik Kurumu’nun açıkladığı son rakamlara göre ülkemizde 2022 yılında, 335.003 tonu 

avcılıkla, 514.805 tonu yetiştiricilikle olmak üzere toplam 849.808 ton su ürünleri üretimi 

yapılmıştır. Kültür balığı üretiminin %28’ü içsularda; %72’sı ise denizlerde 

gerçekleştirilmiştir. Yetiştirilen en önemli türler içsularda 145 bin 649 ton ile alabalık; 

denizlerde ise 156 bin 602 ton levrek ile 152 bin 469 ton çipura olmuştur (TÜİK, 2022). 

Kahramanmaraş ilinde, su ürünleri açısından önem arz eden ve debisi 1000 

litre/sn’nin üzerinde olan toplam 20 civarında akarsu varlığı mevcuttur. Bunların toplam 

uzunluğu 1034 km ve toplam debisi ise 60721 litre/sn dir. Bölgede 8 adet baraj gölü ve 7 

adet gölet mevcut olup bunların oluşturduğu toplam yüzey alanı 18317 hektardır (Alp ve 

Büyükçapar, 2006). 

 Bölgede balık yetiştiriciliği tek bir tür üzerine olup, gökkuşağı alabalığı 

(Oncorhynchus mykiss) üretimine dayanmaktadır. Kahramanmaraş iç sularında iki tür 

yetiştiricilik yöntemi olup, bunlardan birincisi kaynak yada akarsular üzerinde kurulan 

beton havuzlarda alabalık yetiştiriciliği ve ikincisi ise baraj göllerinde yapılan kafeslerde 

alabalık yetiştiriciliğidir (Alp ve Büyükçapar, 2006). 

Kültür balıkçılığı nedeniyle çok sayıda balığın bir arada ve yakın temas halinde 

bulunması, doğada (dere, göl, gölet, deniz, vs) serbest yaşayanlara oranla, daha fazla 

hastalığın ortaya çıkmasına neden olmaktadır. Balıkların içinde yaşadıkları ortamın (tuzlu, 

acı, tatlı su) sınırlı olan besleyici, fiziksel, kimyasal, biyotik ve abiyotik optimal yaşam 

koşullarının olumsuz yönde değişmesi bunların kısa süre içinde düzelmemesi ve devam 

etmesi, özellikle, bir çok infeksiyöz hastalığın çıkmasına neden olmaktadır (Arda ve ark., 

2005). 

Kültür balıkçılığında bakteriyel kökenli balık hastalıkları, işletmelerde ekonomik 

kayıplara neden olan etkenlerin en önemlilerinden birini oluşturmaktadır. Hastalığın 

şiddeti, balığın yaşına ve türüne göre değişmektedir. Buna karşın balıklardaki birçok 

enfeksiyonun da tedavisi başarılı bir şekilde gerçekleştirilmektedir. Ancak çevre şartlarının 
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olumsuzluğu balıkların hastalıktan korunmasını ve kontrol önlemlerinin alınmasını 

zorlaştırmakta, hatta imkansız hale getirebilmektedir (Austin ve Austin, 1987; Buckley ve 

ark., 1998). 

Tüm dünyada olduğu gibi Türkiye’de de alabalık üretimi yapılan işletmelerde 

oldukça sık rastlanan baslıca patojen bakteriyel etkenler (Aeromonas spp., Pseudomonas 

spp., Flexibacter spp., Vibrio spp., Yersinia spp., Renibacterium spp., Streptococcus spp., 

gibi) rapor edilmekle birlikte son yıllarda Gram pozitif kokların sporadik ve endemik 

olarak yayıldığı ve bunlardan altı farklı türün (Streptococcus parauberis, Streptococcus 

difficile, Streptococcus iniae, Vagococcus salmoninarum, Lactococcus piscium ve 

Lactococcus garvieae) balık hastalıkları ile ilişkisi olduğu belirtilmiştir (Kum ve ark., 

2004; Supriyadi ve Rukyani, 1992; Egidius, 1987; Larsen ve ark., 1988; Eldar ve ark., 

1999; Dalsgaard ve Madsen 2000; Roberts, 2001; Timur ve Timur, 2003; Timur ve Korun, 

2004; Aydoğan, 2005; Avcı ve ark., 2010).      

Flavobacterium psychrophilum A.B.D.’de ilk kez 1946’de Coho salmonlardan 

(Oncorhynchus kisutch) izole edilmiştir (Bernardet ve Keroualt, 1989; Inglis ve ark., 1993; 

Ekman, 2003; Cipriano ve Holt, 2005). Salmo salar, Anguilla anguilla, Cyprinus carpio, 

Tinca tinca gibi bir çok balık türünden bu patojenin izole edildiği ve önemli ekonomik 

kayıplara neden olduğu bildirilmiştir (Lehmann ve ark., 1991; Bernardet, 1997). 

Japonya’da da 1987’den beri doğal sularda ve Plecaglossus altivelis üretimi yapılan 

işletmelerde Flavobacterium psychrophilum ciddi sorunlar oluşturmuştur (Wakabayashi ve 

ark., 1994; Lido ve Mizokomi, 1996). Türkiye’de; gökkuşağı alabalığı işletmelerinde yavru 

alabalıklardan Flavobakterilerin izole edildiği bildirilmiş (Balta, 1997; Korun ve Timur, 

2001), hatta 0.5 – 1.0 g’lık alabalıklarda yüksek mortaliteye (% 75) neden olduğu tespit 

edilmiştir (Balta, 1997). Ayrıca 1–5 g’lık alabalık yavrularında mortalite % 70 iken, 10–15 

g’lık yavrularda % 10 olduğu belirlenmiştir (Austin ve Austin, 1987; Bernardet ve 

Keroualt, 1989; Austin, 1992). 

Psikrofiloz (Bakteriyel soğuk su hastalığı, Pedinkül hastalığı, Rainbow Trout Fry 

Syndrome-RTFS); Flavobacterium psychrophilum’un neden olduğu, özellikle 

kuluçkahanelerde su sıcaklığının 10oC’nin altına düştüğü durumlarda meydana gelen, 

septisemik karakterli, akut seyirli, epidemik ve öldürücü bir enfeksiyondur. Bu nedenle 

işletmeler için ekonomik kayıplara neden olmaktadır. Psikrofilozis, Türkiye’de ilk olarak 

1993 yılında yavru gökkuşağı alabalıklarında saptanmış ve daha sonraki yıllarda farklı 

coğrafik bölgelere yayılarak balık üretim tesislerinde ciddi ekonomik kayıplara neden 
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olmuştur. Şimdiye kadar ülkemizde bu hastalık şubat-haziran aylarında yaygın halde 

görülmüş, yavru alabalıkların önemli bir bakteriyel hastalığı haline gelmiştir (Bernardet ve 

Keroualt, 1989; Austin, 1992; Lumsden ve ark., 1996; Diler ve ark., 2003; İspir ve ark., 

2004; Arda ve ark., 2005). 

Psikrofiloz etkeni olan Flavobacterium psychrophilum kültürü yapılan salmonid 

türlerden Oncorhynchus mykiss, Salmo trutta, Salvelinus fortinalis, Salmo namaycush 

(Shotts ve Starliper, 1999; Ekman, 2003; Nematollahi ve ark., 2003; Cipriano ve Holt, 

2005) ile Anguilla anguilla, Cyprinus carpio, Tinca tinca gibi salmonid olmayan türlerden 

de izole edilmiştir (Bernardet ve Keroualt, 1989; Lorenzen ve ark., 1991; Austin, 1992; 

Holliman, 1993; Lorenzen ve ark., 1997; Plumb, 1999; Ekman, 2003; Cipriano ve Holt, 

2005). Bu hastalıkta, özellikle kuluçkahane sıcaklığının 10oC’nin altına düştüğü 

durumlarda, yavru alabalıkların dorsal ve kavdal yüzgeçlerinde, vücut yüzeyinde çeşitli 

büyüklüklerde lezyonlar ile, deride kanama ve ekzoftalmus görülür. Ayrıca, solungaç ve 

karaciğerde solgunluk, karında şişkinlik, bağırsağın sarı bir içerik ile kaplı olması, dalak ve 

karaciğerde büyüme meydana gelmesiyle karakterize olan bulaşıcı ve öldürücü bakteriyel 

bir hastalıktır (Kandil, 1976; Çolak, 1982; Austin ve Austin, 1987; Lorenzen ve ark., 1991; 

Santos ve ark., 1992; Bustos ve  ark., 1995; Balta, 1997; Cengizler, 2000; Korun ve Timur, 

2001; Diler ve ark., 2003; Ekman, 2003; Timur ve Timur, 2003; İspir ve ark., 2004; Arda 

ve ark., 2005; Cipriano ve Holt, 2005). 

Flavobacterium psychrophilum, hastalığa yol açtığı gibi alabalıkların deri, mukoza, 

yüzgeç, solungaç, operkulum, ovaryum sıvısı ve sindirim sisteminin doğal florasında da 

bulunmaktadır (Diler ve ark., 2000; Nematollahi ve ark., 2003; Arda ve ark., 2005; 

Kubilay ve ark., 2009a; Kubilay ve ark., 2009b). Ayrıca etkenin hasta anaç balıkların 

yumurtalarına, buradan da yavru balıklara bulaşabildiği bildirilmiştir (Balta, 1997; Diler ve 

ark., 2003). Çevresel faktörlerin (özellikle su sıcaklığının düşmesi, kalitesi düşük sular, 

balık populasyonundaki artış, kötü bakım-besleme gibi) değişmesiyle etkenin virulensi 

artmakta ve enfeksiyona neden olmaktadır. Etken temas ve su yoluyla balıklar arasında 

hızlı bir şekilde yayılarak bulaştığından gökkuşağı alabalığı yetiştiriciliği yapılan 

işletmelerde aşırı ölümlere ve sonuçta işletmelerde önemli ekonomik kayıplara neden 

olmaktadır (Cipriano ve Holt, 2005). 

Hastalığın kontrolünde etkin bir aşı uygulamasının olmaması ve bakteriyel bir 

hastalık olması nedeniyle antibiyotik ile sağaltımı ön plana çıkmaktadır. Ancak kültür 

balıkçılığında yaygın olarak görülen bakteriyel hastalıkların tanı ve sağaltımında etken 
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izolasyonu ve identifikasyonu yapılmadan, bilinçsiz ve yaygın bir şekilde antibiyotik 

kullanımı, dirençli suşların gelişmesine neden olmakta ve sonuçta hastalıkların 

sağaltımında güçlüklerle karşılaşılmaktadır (Faruk, 2000; Midtlyyng, 2002; Cipriano ve 

Holt, 2005). 

Alabalık işletmelerinde önemli ekonomik zararlara neden olan Flavobacterium 

psychrophilum’un üretilmesi zor ve fazla zaman almaktadır (Delen, 2007). 

Flavobacterium psychrophilum’un fenotipik (organizmanın genotipinin dış 

çevreyle beraber oluşturduğu morfolojik, biyokimyasal, fizyolojik özellikler) özelliklerinin 

belirlenmesinde genellikle mikrobiyolojik testler kullanılmaktadır (Arda, 2000; Austin ve 

Austin, 1987; Bernardet ve Kerouault, 1989; Bernardet ve ark., 1996). 

Fenotipik yöntem genetik özellikleri yansıtır ve genellikle spesifiktir. Belli bir 

fenotipik özellik patojen bir etkenden ender bulunuyorsa tek başına bu etkenin yayılma 

yolu hakkında fikir verebilir. Ancak her zaman görülebilen fenotipik özelliklere sahip olan 

etkenler söz konusu ise alt tiplendirme yapılmalıdır (Swaminathan ve Matar, 1993; Arda, 

1995; Olive ve Bean, 1999). 

            Biolog Sistemi (The biolog GENIII micro plate); 94 biyokimyasal test uygulanarak 

Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin tanımlanmasında kullanılır. Bu testler 71 karbon 

kaynağı kullanım deneylerine ve 23 kimyasal duyarlılık deneylerine dayanır. Biolog 

Mikrobiyal tanımlama sistemi (Mikro İstasyon Kimliği Sistemi) çok yönlü bir sistemdir. 

Mikrobiyolojinin çok geniş bir alanında çevresel ve patojenik organizmaların 

identifikasyonunda ve karakter özelliklerinin belirlenmesinde kullanılır (Singh ve ark., 

2011; Bochner, 1989a ve 1989b). 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu-PZR (Polymerase Chain Reaction - PCR); kısa bir 

süre içinde aranan etkenlerin genetik materyalini saptamak amacıyla hedeflenen nükleik 

asit dizisinin (DNA) biyokimyasal olarak çoğalmasını sağlayan bir yöntemdir (Saiki ve 

ark., 1988; Mullis, 1990; Bej ve ark., 1991; Taylor, 1993). Bu yöntemde; hedef 

organizmadan elde edilen DNA’nın bir parçası çoğaltılarak tespit edilebilecek seviyeye 

getirilmektedir. PZR, halen mevcut kültür tekniklerine göre 12–24 saat gibi kısa sürede 

sonuç vermektedir. Bu teknik hastalık teşhisinde doğrudan uygulamaya sahip olduğu gibi 

aynı zamanda nedeni bilinmeyen hastalıklarda, epidemiyoloji sahasında patojen etkenin 

tanılanması ve mikroorganizmaların sınıflandırılmasında da kullanılmaktadır (Marx, 1988; 

Coote, 1990; Quirke, 1992; Arda, 1995; Arı, 1999).  
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1980’li yıllardan beri 16S rRNA gen sekansı bakterilerin sınıflandırılmasında ve 

genotipik analizleri için önemli bir araç olarak kullanılmaktadır. rRNA mutasyonlardan en 

az etkilenen genetik materyaldir. 16S rRNA’nın birkaç bölgesi tüm bakterilerde çok iyi 

korunmuştur. Bu korunmuş bölgelerden seçilen primerler tüm bakterilerde 16S rRNA 

amplifikasyonunu sağlar ve bunlara üniversal primerler denir. Çoğaltılan bölgeler aynı 

zamanda tür identifikasyonunu sağlayan özgün değişken bölgeleri de içerir. Bundan dolayı 

16S rRNA gen sekansına dayalı analiz yöntemleri insanlarda klinik tanı laboratuvarlarında 

bakteriyel izolatların identifikasyonunda kullanılan önemli bir yöntem halini almıştır 

(Carlos ve ark., 2001; Donnelly, 1986; Esteban ve ark., 2009). 

16S rRNA gen bakterilerin sınıflandırılmasında ve genotipik analizleri için beşeri 

hekimlikte kullanılmaktadır. Artık sekansa dayalı moleküler identifikasyon veteriner klinik 

sahada karşılaşılan bakterilerin tanılanmasında da kullanılmaya başlanmıştır (Chai ve ark. 

2003). 

 Bu proje ile, Kahramanmaraş il’indeki Gökkuşağı Alabalığı İşletmelerinde 

balıklarda sıklıkla rastlanan Psikrofiloz (Bakteriyel soğuk su hastalığı, Pedinkül hastalığı, 

Rainbow Trout Fry Syndrome -RTFS) hastalığına neden olan Flavobacterium 

psychrophilum’un izolasyonu, biyokimyasal testler ve Biolog Systemi (The biolog GENIII 

micro plate) ile fenotipik identifikasyon, PCR (Polymerase Chain Reaction) ve Sekans 

analizi ile genotipik tanımlama yapıldı. 
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2. MATERYAL VE METOT 

2.1. Materyal 

2.1.1. Çalışma alanı 

Bu çalışma Kahramanmaraş ili Kılavuzlu Baraj Gölü’nde 18 adet işletmeden 

oluşmaktadır. Bu çalışmada kullanılacak alabalık örneklerinin toplandığı işletmelerin 

bulunduğu Kılavuzlu Baraj Gölü’nün lokasyonu Şekil 2.1.’de gösterildi. 

 

Şekil 2.1. Alabalık örneklerinin toplandığı işletmelerinin bulunduğu Kılavuzlu Baraj 

Gölü’nün lokasyonu 

2.1.2. Balık materyali 

Balık örnekleri Aralık 2022 ve Temmuz 2023 tarihleri arasında 68 farklı işletmeden 

toplam 1.088 adet yavru Gökkuşağı alabalığı (Oncorhynchus mykiss) alındı. 

2.1.3. Flavobacterium psychrophilum’un izolasyonunda kullanılan besiyerleri 

Flavobacterium pyschrophilum izolasyonu için Cytophaga Agar  (CA), Cytophaga 

Broth (Sıvı besiyeri)  (CB), Modified (Modifiye) Anacker ve Ordal Agar (MAOA), 

Modified Anacker ve Ordal Broth (MAOB), Tryptone (Tripton) Yeast Extract (Maya özü)  

Salt (Tuz) Agar (TYES-A), Tryptone Yeast Extract Salt Broth (TYES-B), Enriched 

(Zenginleştirilmiş) Anacker ve Ordal + Fetal Bovine (Sığır Fetüs) Serum + Agar 
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(EAO+FBS+A), Enriched Anacker ve Ordal + Fetal Bovine Serum + Broth 

(EAO+FBS+B), Tryptone Yeast Extract  Salt Agar + Tobramycin (TYES-A+T) Tryptone 

Yeast Extract Fetal Bovine Serum Agar (TYFBS-A) spesifik besiyerleri (Çizelge 2.1) 

kullanıldı (Pacha, 1968; Daskalov ve ark., 1999; Austin ve Austin, 1999; Madetoja ve 

Wiklund, 2002; Starliper ve ark., 2007; Kumagai ve ark., 2004; Toshio ve ark., 2006; 

Stenholm ve ark., 2008; Holt ve ark.,  1993; Holt, 1987; Vastos ve ark., 2003).  

Çizelge 2.1. Flavobacterium psychrophilum’un izolasyonu için hazırlanan besiyerleri 

CYTOPHAGA AGAR       

Tryptone: 0,5 g  

Yeast extract: 0,5 g 

Beef extract: 0,2 g 

Sodyum asetat: 0,2 g 

Agar: 9 g 

Distile su: 1000 ml 

CYTOPHAGA BROTH   

Tryptone: 0,5 g  

Yeast extract: 0,5 g 

Beef extract: 0,2 g 

Sodyum asetat: 0,2 g 

Distile su: 1000 ml 

 

MODIFIED ANACKER VE ORDAL 

AGAR (MAOA) 

Tryptone: 0,5 g 

Yeast extract: 0,5 g 

Beef extract: 0,2 g 

Sodyum asetat: 0,2 g 

Agar: 10–12 g 

Distile su: 1000 ml 

MODİFİED ANACKER VE ORDAL 

BROHT (MAOB) 

Tryptone: 0,5 g  

Yeast extract: 0,5 g 

Beef extract: 0,2 g 

Sodyum asetat: 0,2 g 

Distile su: 1000 ml 

 

TRYPTONE YEAST EXTRACT SALT 

AGAR (TYES-A) 

Tryptone: 4 g  

Yeast extract: 0,4 g 

MgSO4.7H2O: 0,5 g 

CaCI2.2H2O: 0,5 g 

Agar: 11g 

Distile su: 1000 ml 

TRYPTONE YEAST EXTRACT SALT 

BROTH                       (TYES-B) 

Tryptone: 4 g  

Yeast extract: 0,4 g 

MgSO4.7H2O: 0,5 g 

CaCI2.2H2O: 0,5 g 

Distile su: 1000 ml 

pH: 7,2 
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pH: 7,2  

ENRİCHED ANACKER AND ORDAL + 

FETAL BOVİNE SERUM+ AGAR 

(EAO+FBS AGAR) 

Tryptone: 5 g 

Yeast extract: 0,5 g 

Beef extract: 0,5 g 

MgSO4.7H2O: 0,5 g 

Sodyum asetat: 0.2 g 

Fetal Bovine Serum: 50 ml 

Agar: 10 g 

Distile su: 1000 ml 

ENRİCHED ANACKER AND ORDAL + 

FETAL BOVİNE SERUM (EAO+FBS 

BROTH)                        

Tryptone: 5 g  

Yeast extract: 0,5 g 

Beef extract: 0,5 g 

MgSO4.7H2O: 0,5 g 

Sodyum asetat: 0,2 g 

Fetal Bovine Serum: 50 ml 

Distile su: 1000 ml 

 

TRYPTONE YEAST EXTRACT SALT 

AGAR+ TOBRAMYCİN (TYESA+ T) 

Tryptone: 4 g 

Yeast extract: 0,4 g 

MgSO4.7H2O: 0,5 g 

CaCI2.2H2O: 0,5 g 

Agar: 11g 

Tobramycin: 5 µg/ml 

Distile su: 1000 ml 

pH: 7.2 

TRYPTONE YEAST EXTRACT 

FETAL BOVİNE SERUM (TYFBS) 

AGAR 

Tryptone: 0,5 g 

Yeast Extract: 0,2 g 

Agar: 20 g 

FBS:50 ml 

Distile su: 1000 ml 

pH: 7,2 

2.1.4. Flavobacterium psychrophilum’un identifikasyonunda kullanılan               

besiyerleri  

2.1.4.1. Cytophaga Broth 

Cytophaga broth (sıvı besiyeri) hazırlanmasında; 0,5 g tripton, 0,5 g yeast extract, 

0,2 g beef (sığır eti) extract, 0,2 g sodyum asetat ve 1000 ml distile su (pH 7,2–7,4)  

kullanıldı. Karışım hazırlandıktan sonra tüplere 4’er ml aktarıldı ve 121 oC’de 15 dakika 

süreyle otoklavda sterilize edildi (Kusuda, 1982; Wiklund ve ark., 1994; Soltani ve ve ark., 

1995; Daskalov ve ark., 1999; Dalsgaard ve Madsen, 2000; Nematollahi ve ark., 2003; 

Cipriano ve Holt, 2005). 
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2.1.4.2. Tryptone Yeast Extract Salts Broth (TYES-B)  

Tryptone yeast extract salts sıvı besiyerinin hazırlanmasında; 4 g tryptone, 0,4 g 

yeast extract, 0,5 g MgSO4.7H2O, 0,5 g CaCl2.2H2O ve 1000 ml distile su (pH 7.2) 

kullanıldı. Karışım içerisindeki maddeler eriyene kadar 45–50 oC’ye ayarlı benmariye 

(Çalkalamalı su banyosuna) bırakıldı. Kapalı deney tüplerine 5 ml miktarında paylaştırıldı 

ve 121 oC’de 15 dakika süreyle otoklavda sterilize edildi (Holt ve ark., 1993). 

2.1.4.3. Nitrat Broth  

Nitrat broth’un hazırlanmasında; 3,0 g beef (et) ekstrakt, 5,0 g pepton, 1,0 g 

potasyum nitrat ve 1000 ml distile su kullanıldı. Karışım hazırlandıktan sonra içerisindeki 

maddeler eriyene kadar 45–50 oC’ye ayarlı benmariye bırakıldı.  Kapalı deney tüplerine 

5’er ml aktarıldı ve 121 oC’de 15 dakika süreyle otoklavda sterilize edildi (Bilgehan, 

1995).  

2.1.4.4. Oksidasyon- Fermentasyon Besiyeri (O/F) 

Karışımdan 11 g tartıldı ve 1000 ml distile suya karıştırılarak, 45–50 oC’deki 

benmariye bırakıldı. Daha sonra tüplere 4’er ml aktarılarak 121 oC’de 15 dakika süreyle 

otoklavda sterilize edildi (Arda, 2000).  

2.1.4.5. Jelatin Hidrolizi 

TYES agar hazırlanırken % 4 oranında jelatin ilave edilerek, 45–50 oC’ye ayarlı 

benmariden karışım homojen hale gelene kadar bekletildi ve pH’sı 7,2-7,4’e ayarlandıktan 

sonra 121 oC’de 15 dakika süreyle otoklavda sterilize edildi (Bilgehan 1995; İnce, 2010).  

2.1.4.6. Metil Kırmızısı - Voges Proskauer (MR-VP)  

Metil Kırmızısı - Voges Proskauer (MR-VP) karışımından 17 g tartılarak 1000 ml 

distile su ilave edilerek eriyene kadar 45–50 oC’ye ayarlı benmariye bırakıldı. Tüplere bu 

karışımdan 4’er ml aktarıldıktan sonra 121 oC’de 15 dakika süreyle otoklavda sterilize 

edildi (Arda, 2000).  

2.1.4.7. Kongo Kırmızısı (Galaktozamin Glikan)  

Hazırlanacak Cytophaga agar besiyeri içersine % 0,003 kongo kırmızısı ilave 

edildi. Karışım hazırlandıktan sonra 121 oC’de 15 dakika süreyle otoklavda sterilize edildi 

ve 45–50 oC’ye ayarlı benmaride soğutuldu. Daha sonra steril petri kaplarına dökülerek 

hazırlandı (Lorenzen, 1994; Lorenzen ve ark., 1997).  
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2.1.4.8. Simmons Sitrat Yatık Agar  

Simmons Sitrat karışımından 23 g tartılarak 1000 ml distile su ilave edilerek 

eriyene kadar 45–50 oC’ye ayarlı benmariye bırakıldı. Tüplere bu karışımdan 4’er ml 

aktarıldıktan sonra 121 oC’de 15 dakika süreyle otoklavda sterilize edildi ve otoklavdan 

çıkarıldıktan sonra tüpler 45o eğimli olacak şekilde soğutuldu (Arda, 2000).  

2.1.4.9. Tryptic Soy Agar (TSA)  

Tryptic Soy Agar karışımından 40 g tartılarak 1000 ml distile su ilave edilerek 

eriyene kadar benmaride bekletildi. Daha sonra 121 oC’de 15 dakika süreyle otoklavda 

sterilize edildi ve steril petri kaplarına dökülerek hazırlandı (Arda, 2000).  

2.1.4.10. Tryptic Soy Broth (TSB)  

Tryptic Soy Broth karışımından 30 g tartılarak 1000 ml distile su ilave edilerek 

eriyene kadar benmaride bekletildi. Daha sonra 121 oC’de 15 dakika süreyle otoklavda 

sterilize edildi ve steril petri kaplarına dökülerek hazırlandı (Arda, 2000).  

2.1.4.11. Plate Count Agar (PCA)  

Plate Count Agar karışımından 22,5 g tartılarak 1000 ml distile su ilave edilerek 

eriyene kadar benmaride bekletildi. Daha sonra 121 oC’de 15 dakika süreyle otoklavda 

sterilize edildi ve steril petri kaplarına dökülerek hazırlandı (Arda, 2000).  

2.1.4.12. Mueller-Hinton Agar (MHA) 

Mueller-Hinton Agar karışımından 34 g tartılarak 1000 ml distile su ilave edilerek 

eriyene kadar benmaride bekletildi. Daha sonra 121 oC’de 15 dakika süreyle otoklavda 

sterilize edildi ve steril petri kaplarına dökülerek hazırlandı (Arda, 2000). 

2.1.4.13. Kanlı Agar  

Kanlı Agar karışımından 40 g tartılarak 1000 ml distile su ilave edilerek eriyene 

kadar benmaride bekletildi. Daha sonra 121 oC’de 15 dakika süreyle otoklavda sterilize 

edildi. Yaklaşık 45–50 oC’ye kadar soğutulduktan sonra % 5 steril defibrine koyun kanı 

eklendi ve steril petri kaplarına dökülerek hazırlandı (Arda, 2000).  

2.1.4.14. MacConkey Agar (MCA) 

Macconkey Agar karışımından 51,5 g tartılarak 1000 ml distile su ilave edilerek 

eriyene kadar benmaride bekletildi. Daha sonra 121 oC’de 15 dakika süreyle otoklavda 
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sterilize edildi. Yaklaşık 45–50 oC’ye kadar soğutulduktan sonra steril petri kaplarına 

dökülerek hazırlandı (Arda, 2000). 

2.1.4.15. NaCl içeren TYES  

Hazırlanan TYES agar besiyeri içersine sırasıyla % 0, % 0,5, % 1,5 ve % 3 NaCl 

ilave edilerek eriyene kadar benmaride bekletildi. Daha sonra 121 oC’de 15 dakika süreyle 

otoklavda sterilize edildi ve steril petri kaplarına dökülerek hazırlandı (Bilgehan, 1995; 

Lorenzen ve ark., 1997; Ekman, 2003; Cipriano ve Holt, 2005).  

2.1.4.16. Triple Sugar İron Agar (TSIA)   

Hazır TSIA besiyerinde yeteri miktarda tartılıp distile su ile sulandırıldı ve Eriyene 

kadar su banyosunda bekletildi. Kapaklı deney tüplerine 5 ml miktarında paylaştırıldı ve 

121 oC’de 15 dakika süreyle otoklavda sterilize edildi (Cowan, 1974; Arda, 2000).  

2.1.4.17. İndol Besiyeri  

İndol besiyerinin hazırlanmasında; 10 g  pepton, 5 g NaCl, 1000 ml distile su ilave 

edilerek eriyene kadar benmaride bekletildi. Daha sonra 121 oC’de 15 dakika süreyle 

otoklavda sterilize edildi (Cowan, 1974; Arda, 2000). 

2.1.4.18.  Eskülin Besiyeri  

Eskülin besiyeri hazırlanmasında; 10 g pepton, 5 g NaCl, 1 g escülin 0,5 g ferik 

sitrat 1000 distile su ilave edilerek eriyene kadar benmaride bekletildi. Kapaklı deney 

tüplerine 5 ml miktarında paylaştırıldı ve 121 oC’de 15 dakika süreyle otoklavda sterilize 

edildi (Arda, 2000).  

2.1.4.19. Nişastalı Agar  

Nişastalı agar hazırlanmasında; 10 g beef extract, 10 g pepton, 5 g NaCl, nişasta 10 

g, 20 g agar 1000 ml distile su ilave edilerek eriyene kadar benmaride bekletildi. Daha 

sonra 121 oC’de 15 dakika süreyle otoklavda sterilize edildi ve steril petri kaplarına 

dökülerek hazırlandı (Cowan, 1974; URL–1). 

2.1.4.20. Jelatin Broth  

Jelatin broth  hazırlanmasında; 10 g sıgır ekstraktı, 10 g pepton, 5 g NaCl 1000 ml 

distile su, % 10 oranında jelatin ilave ilave edilerek eriyene kadar benmaride bekletildi. 

Kapaklı deney tüplerine 5 ml miktarında paylaştırıldı ve 121 oC’de 15 dakika süreyle 

otoklavda sterilize edildi (URL–1). 
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2.1.4.21. Kazein hidrolizi 

TYES agara % 2 süt tozu ilave edilerek hazırlandı. 

2.1.4.22. Tween 20 ve 80 Hidrolizi 

TYES agara ayrı ayrı % 1’lik Tween 20 ve Tween 80 ilave edilerek hazırlandı. 

2.1.4.23. Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) 

Fizyolojik tuzlu su; 8,5 g NaCl, 1000 ml distile suya eklenerek hazırlandı. 

2.1.4.24. Biolog Dehydrated Growth Agar 

Biolog Sistemi (The biolog GENIII micro plate) Biolog Dehydrated Growth Agar 

hazır olarak alındı ve kullanıldı. 

2.1.5. Kimyasallar ve Ayıraçlar  

2.1.5.1. % 20 Potasyum Hidroksit  

Potasyum Hidroksit (KOH) 20 g, 

Distile su 100 ml ilave edilerek hazırlanır. 

2.1.5.2. Hidrojen Peroksit (% 3’lük)  

H2O2  3 ml, 

Distile su 100 ml ilave edilerek hazırlanır. 

2.1.5.3. Gram Boyama Ayıraçları  

a) Kristal viole eriği  

b) Lugol eriği  

c) % 96’lık etil alkol  

d) Sulu fuksin eriği  

2.1.5.4. Kovaks İndol Ayıracı  

İsoamylalkol 15 ml, 

p-dimethylaminobenzaldehit 1 g, 

konsantre HCl 5 ml, 

p-dimethylaminobenzaldehit isoamylalkol içinde 50–55 oC’lik su banyosunda 

eritildi ve soğutuldu. Asit ilave edildi (Cowan, 1974). 
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2.1.5.5. Oksidaz Ayıracı  

Tetramethyl-p-phenylenediamine dihidrocholoride 1 g, 

Distile Su 100 ml,  

Kimyasal madde distile su içerisinde eritildi. Işık almayacağı bir şişe içinde ve 

buzdolabında muhafaza edildi. Otooksidasyonu geçiktirmek için % 1 askorbik asit ilave 

edildi (Cowan, 1974).  

2.1.5.6. Lugol Solusyonu (1/5)  

Lugol (stok) solusyonu:  

İyot 5 g, 

K-iyodür 10 g, 

Distile su 100 ml, 

İyot ve KI 10ml distile su ile havanda ezilerek eritildi. 100mL tamamlandı.  

Stok lugol solusyonu 1 ml,  

Distile su 5 ml,  

Stok lugol solusyonundan 1 ml ve 5 ml distile su ilavesiyle hazırlandı.  

2.1.5.7. 400 ppm Povidin/iodin Solüsyonu  

%  10’luk polivinilpirolidon (Batticon)’dan 400 ppm dozunda hazırlandı.  

2.1.5.8. Metil Kırmızısı Ayıracı  

Metil kırmızısı ayıracının hazırlanmasında 0,05 g metil kırmızısı, 150 ml etil alkol 

ve 100 ml distile su kullanıldı. Metil kırmızısı etil alkolde eritildikten sonra üzerine distile 

su eklendi (Bilgehan, 1995).  

2.1.5.9. Fenol Kırmızısı Ayıracı (% 0,2’lik)  

Bir havanda 0,2 g fenol kırmızısı üzerine 23,5 ml 20 normal sodyum hidroksit eriği 

azar azar eklenerek eritildi. Distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak balon jojede 

çalkalandıktan sonra renkli şişeler içerisinde oda ısısında saklandı (Bilgehan, 1995).  

2.1.5.10. Nitrat A Ayıracı  

1 g sülfanilik asit,  

 100 ml N asetik asit ilave edilerek hazırlandı. 
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2.1.5.11. Nitrat B Ayıracı   

0,6 ml alfanaftilamin, 

 100 ml N asetik asit ilave edilerek hazırlandı. 

2.1.5.12. 1/80 Normal’lik Amonyum Oksalat (NH4C2O4) 

0,4441 g Amonyum Oksalat saf suda çözündürüldü ve saf su ile 500 ml’ye 

tamamlandı. 

2.1.5.13. 1/80 Normal’lik Potasyum Permanganat (KMnO4) 

Bir behere 1 litre saf su konularak kaynatıldı. Daha sonra 0,395 g KMnO4 ilave 

edilerek, iyice karıştırıldı ve çözündürüldü 15 dakika süreyle kaynatıldı. Ağzı kapatılarak 

soğumaya bırakıldı. Soğumuş çözelti cam pamuğundan süzüldü. Bu çözelti bir balon 

jojede kaynatılıp soğutulmuş su ile 1 litreye tamamlandı. 

2.1.5.14. 1/3 Seyreltilmiş Sülfirik Asit (H2SO4)  

Bir hacim H2SO4 3 hacim safsu eklenerek hazırlandı. 

2.1.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) İşleminde Kullanılan Ayıraçlar 

2.1.6.1. DNA Ekstraksiyonunda Kullanılan Ayıraçlar 

2.1.6.1.1. Proteinase K Solüsyonu (100 mg, Sigma, P2308, St. Louis, MO) 

Mililitresinde 100 μg olacak şekilde hazırlandı. 

2.1.6.1.2. TNES buffer tampon solüsyonu 

20 mM Tris, pH 8,0, 

150 mM NaCl, 

10 mM EDTA, 

% 0,2 SDS, 

Yukarıdaki maddeler tartılıp ihtiyaç duyulan miktarda hazırlandı ve her örnek için 

300 μl kullanıldı. 

2.1.6.1.3. Phenol Equilibrated, Stabilized: Chloroform: Isoamyl alcohol                

25:24:1 (A0889, Applichem, Darmstadt) 

Phenol equilibrated, stabilized 500 ml/l 

Chloroform 480 ml/l 
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Isoamyl alcohol 20 ml/l 

pH (20 °C) 7,6–8,0 

Bu karışımdan her bir örnek için 600 μl miktarında kullanıldı. 

2.1.6.1.4. Natriumacetat Kristalle 

DNA’nın presipitasyonu amacı ile süspansiyona 0,1 volüm (3M) miktarında ilave 

edildi. 

2.1.6.1.5. Absolute Ethanol  

DNA’nın belirli ekstraksiyon aşamalarında kullanılmak üzere % 95, % 90 ve % 70 

oranlarında hazırlandı. 

2.1.6.2. DNA izolasyon kit kimyasalları 

Kromozomal DNA, klonlanacak genlerin çoğaltılmasında kullanılmak için Tissue 

and Bacterial DNA purification kiti (GeneMATRIX) kullanılarak yapıldı (Şekil 2.2). Bu 

kit lyse BG buffer (Şekil 2.3),  lysozyme (BL) (Şekil 2.4), RNase A (Şekil 2.5), Proteinase 

K (Şekil 2.6),  Sol T (Şekil 2.7), Wash TX1 (Şekil 2.8), Wash TX2 (Şekil 2.9) ve Elution 

(Şekil 2.10) den oluşmaktadır.  

 

Şekil 2.2. DNA izolasyon kiti                          

 

Şekil 2.3. Lyse BG buffer 

 

Şekil 2.4. Lysozyme (BL) 
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Şekil 2.5. RNase A 

 

Şekil 2.6. Proteinase K 

buffer 

 

Şekil 2.7. Sol T 

 

Şekil 2.8. Wash TX1 

 

Şekil 2.9. Wash TX2 

 

 2.1.6.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Analizinde Kullanılan Ayıraçlar 

2.1.6.3.1. 10x PZR Buffer (MBI Fermentas) 

750 mM Tris-HCl (pH 8,8; 25 °C), 

200 mM (NH4)2SO4, 
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% 0,1 Tween 20, 

Her PZR numunesi için 5 μl kullanıldı. 

2.1.6.3.2.  MgCl2 (MBI Fermentas) 

MgCl2 (25 mM), her PZR numunesi için 5 μl miktarında kullanıldı. 

2.1.6.3.3. dNTP Set (100mM; dATP, dCTP, dGTP, dTTP; MBI Fermentas) 

Her deoksinükleotitten eşit oranda alındı ve steril distile su ile 1/20 oranında 

sulandırıldı. Her PZR numunesi için 4 μl kullanıldı. 

2.1.6.3.4. Taq DNA Polymerase Enzimi (500 U; MBI Fermentas) 

Her PZR numunesi için 1,25 U (0,25 μl) kullanıldı. 

2.1.6.3.5. Primerler  

Çalışmada kullanılan tüm primerler Integrated DNA Technologies (IDT) 

firmasından temin edildi (Çizelge 2.2). Primerler her PZR numunesi için ortalama 25–50 

pmol olacak şekilde sulandırıldı. 

Çizelge 2.2. Çalışmada kullanılan primerler 

Bakteri türü Primerler 

Flavobacterium   PSY1 190–206 (GTT GGC ATC AAC ACA CT)  

PSY2 1278–1262 (CGA TCC TAC TTG CGT AG) 

Flavobacterium psychrophilum  GYRA-FP1F (5’-GAAACCGGTGCACAGAAGG-3’)  

GYRA-FP1R (5’-CCTGTGGCTCCGTTTATTAA-3’) 

 

2.1.7. Elektroforez İşleminde Kullanılan Ayıraçlar 

2.1.7. 1. 5x Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) Elektroforez Tampon Solüsyonu 

Tris 54,4 g, 

Borik Asit 27,2 g, 

EDTA 4,6 g, 

Yukarıdaki maddeler tartılıp distile su ile 1 litre’ye tamamlandı ve pH 8,3’e 

ayarlandı. Elektroforez solüsyonu olarak 1/5 oranında sulandırılarak kullanıldı. 
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2.1.7.2. Agarose LE, (Promega, Madison) 

PZR ürünlerinin gözlenmesi için hazırlanan agaroz jeli 1x TBE ile % 1,5 oranında 

hazırlandı. 

2.1.7.3. 100 bp DNA Ladder (50μg/100μl; MBI Fermentas) 

DNA Ladder 1/6 oranında sulandırıldı ve agaroz jel kuyucuğuna 5 μl yüklendi. 

2.1.7.4. 6x Loading Dye (Yükleme Boyası) Solüsyonu (1 ml; MBI Fermentas) 

Yükleme boyası 1/5 oranında sulandırıldı ve her 20 μl PZR ürünü için 5 μl 

kullanıldı. 

2.1.7.5. Ethidium Bromide (10 mg/ml; AppliChem GmbH, Darmstadt) 

Ethidium bromide solüsyonundan 0,5 ml alınarak distile su ile 15 ml’ye 

tamamlandı. Agaroz jelin boyanması için 300 ml distile suya 600 μl ethidium bromide 

katılarak kullanıldı. 

2.1.8. Antibiyotik Duyarlılık Testleri  

Çalışma kapsamında kullanılan antibiyotik tanı disklerinin isimleri ve miktarları 

aşağıdaki çizelge 2.3’de verildi. 

Çizelge 2.3 Antibiyotik disklerin isimleri, miktarları ve standart zon çapları (Anonim, 

2000; Anonim, 2001) 

Antibakteriyel ilaçlar ve disk 

içerikleri (μg /Ü)  

Dirençli ≤ 

mm (R) 

Orta derece 

duyarlı mm (I) 

Duyarlı ≥ 

mm (S) 

Gentamisin (CN) (10 μg)  12 13–14 15 

Amoxicillin (AX) (25 μg) 8 9–10 11 

Amoksisilin/Klavulanik asit (AMC) 

(30 μg)  
14 15–19 20 

Amikasin (AK) (30 µg) 14 15–16 17 

Ampisilin (AMP) (10 μg)  13 14–16 17 

Kloramfenikol (C)(30 µg) 12 13–17 18 

Ceftriaxone  (CAZ) (30 µg) 2 3 4 

Cefazolin (CZ)(30 µg) 14 15–17 18 

Cefoperazone (CEP)(75 µg) 15 16–20 21 

İmipenem (İPM) (10 units) 13 14–15 16 
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Eritromisin (E) (15 μg)  13 14–22 23 

Enoxacin (EN) (10 µg) 14 15–17 18 

Clarithromycin (CLR) (15 µg)  13 14–17 18 

Ciprofloxacin (CIP) (5 µg) 15 16–20 21 

Nitrofurantoin (F/M) (300 µg) 14 15–16 17 

Sülphamethoxazole (SMZ) (100 µg) 10 11–15 16 

Penisilin (P) (10 Ünite)  14 - 15 

Oksitetrasiklin (OT) (30 μg)  14 15–18 19 

Piperacillin (PIL) (100 µg) 17 18–20 21 

Furazolidone (FP) (100 µg) 10 11–12 13 

Bacitracin (B) (30 µg) 8 9–12 13 

Optochin (OP) (30 µg) 5 6–14 15 

Bactrim  (BC) (1,25µg+23,7 µg) 19 20–28 29 

Enrofloksasin (ENR) (5 μg)  15 16–20 21 

Florfenikol (FFC) (30 μg)  14 15–18 19 

Streptomisin (S) (10 μg)  11 12–14 15 

Neomisin (N) (30 μg)  12 13–16 17 

Klindamisin (CC) (2 μg)  15 16–18 19 

Ofloksasin (OFX) (5 μg)  12 13–15 16 

Vankomisin (VA) (30 μg)  14 15–16 17 

Tobramisin (NN) (10 μg) 12 13–14 15 

Cefoxitin (FOX) (30μg) 14 15–17 18 

Nalidixic Acid (NA) (3 0μg) 13 14–18 19 

Netilmicin (NET) (30 μg) 12 13–14 15 

Aztreonam (ATM) (30 μg) 15 16–21 22 

Linkomisin (LC) (10 μg) 9 10–11 12 

Trimetoprim (TMP) (5μg) 20 21–28 29 

2.1.9. Referans Kültür 

 İşletmelerden izole edilen Flavobacterium psychrophilum şüpheli izolatların 

fenotipik özelliklerinin belirlenmesi; Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) tekniğinin 
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herhangi bir aşamasında meydana gelebilecek muhtemel bir kontaminasyonu tespit etmek 

ve uygun DNA ekstraksiyon amacıyla Flavobacterium psychrophilum NCIMB 1947T 

referans suşu İspanya’da bulunan Centro de Biotecnología Animal laboratuvarından, 

Esherichia coli ise Fırat Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim dalından 

temin edildi. 

2.1.10. Kullanılan Diğer Malzemeler 

Yavru üretimi yapan 68 farklı işletmede Besin keseli yavru ve yavruların kuluçka 

dolabında, kuluçka teknesinde ve havuzlardan alınması için 10–40 cm yarıçaplı kepçeler; 

yavruların taşınmasında kullanılan 10–20 litre’lik plastik poşetlerden yararlanıldı. Besin 

keseli yavru ve 5 g’dan küçük yavruların ezilmesi için kullanılan steril örnek poşeti ve 

Stomacher homojenizatörden (Bagmixer) (Şekil 2.10) faydalanıldı. 

 

Şekil 2.10. Stomacher homojenizatör 

Otopsi işleminde kullanılan malzemeler; eldiven, büyük ve küçük düz diseksiyon 

makasları, bistüri, pensler, büyüteç oluşmaktadır.  

Laboratuvarda; spor, bek alevi, öze değişik ebatlarda petri kutuları, pipet, beher 

glass, balon, mezür, lam ve lamel, piset, spin kolon tüpü (Şekil 2.11), zirkonyum 

boncukları,  gibi cam metal ve plastik malzemelerden yararlanıldı. PZR siklusları için 

gerekli sıcaklık ve zamanın programlanabildiği ısıtma bloklarına sahip DNA Thermocycler 
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(termal çevirici-PZR- cihazı) (Thermo scientific) (Şekil 2.12), agaroz jel hazırlamada 

kullanılan mikrodalga fırın (Arçelik MD574) (Şekil 2.13) elektroforez ve güç kaynağı 

(Thermo scientific) (Şekil 2.14), ultraviyole transillüminatör (Thermo scientific)  (Şekil 

2.15), dijital bakteriyolojik su banyosu (NÜVE ST30) (Şekil 2.16), -26 derin dondurucu 

(Siemens GS33VVW30N) (Şekil 2.17), Soğutmalı etüv (Lovibond) (Şekil 2.18), Otoklav 

(Nüve OTO12) (Şekil 2.19), Laminer flow kabin (Nüve LN120) (Şekil 2.20), Ultralow 

temperature-86 freezer (BXC-86) (Şekil 2.21),  soğutmalı santrifüj (Elektromag M 4808 P) 

(Şekil 2.22), Otomatik buz makinası (LAB312) (Şekil 2.23), Spekrofotometre (RAY LER 

GH UV-1601) (Şekil 2.24), trinoküler biyolojik laboratuvar araştırma mikroskobu (9 mp 

kamera +yazılım) (SOIF) (Şekil 2.25),   Eppendorf Santrifüj (Allsheng Mini- 15K) (Şekil 

2.26), Binoküler Mikroskop (NİKON E100), Stereo Mikroskop (Olympus SZ51), Öğrenci 

mikroskobu (XDS-1B), Buzdolabı  (Vestel) Kuru Hava Sterilizatörü (Binder FD 115), 

Hassa terazi (Shinko Denshi HJ-1200CE), Distile su cihazı (Nüve-NS 108), Vortex cihazı 

(Dragon LAB MX F), Isıtıcılı Manyetik Karıştırıcı (SCI FİNETECH), Mcfarland 

Densitometre (DEN 1 MOD BS101040), Bakteri koloni sayım makinası (JK-CC 90407) 

Elektrikli pipet (JOANLAB), Masa Tipi pH Metre (WTW 3210 SET) ve Otomatik 

mikropipet seti (Thermo Scientific) kulanıldı.   

 

Şekil 2.11. Spin kolon tüpü 

 

  Şekil 2.12. Thermocycler (PZR cihazı) 
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Şekil 2.13. Mikrodalga fırın 

     

Şekil 2.14. Elektroforez ve güç kaynağı 

   

  Şekil 2.15. Ultraviyole transillüminatör 

 

Şekil 2.16. Dijital bakteriyolojik su banyosu 
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Şekil 2.17. -26 derin dondurucu 

 

Şekil 2.18. Soğutmalı etüv  

 

Şekil 2.19. Otoklav 

 

Şekil 2.20. Laminer flow kabin 
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Şekil 2.21. Ultralow temperature-86 freezer  

 

Şekil 2.22. Soğutmalı santrifüj 

 

Şekil 2.23. Otomatik buz makinası 

 

Şekil 2.24. Spekrofotometre  
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Şekil 2.25. Trinoküler biyolojik laboratuvar 

araştırma mikroskobu  

 

Şekil 2.26.   Eppendorf Santrifüj  

 

2.2. Metot 

 2.2.1. Balıkların toplanması ve taşınması 

Kahramanmaraş ilinde bulunan 68 adet Gökkuşağı alabalığı işletmelerine 30 

günlük periyotlar halinde 8 ay boyunca devamı gidildi. Her gidişte işletmelerdeki balıklar 

hastalıklar yönünden canlı muayeneleri yapıldı. İşletme sahibinden gerekli hastalık bilgileri 

(anamnez) alındı. Hastalık belirtisi olan balıklar örnekleme için seçildi ve balıklar 

havuzlardan kepçe yardımıyla alındı. İşletmelerden alınan hastalık şüphesi olan balıklar 

içerisinde hava bulunan balık taşıma poşetleriyle canlı olarak Kahramanmaraş Sütçü İmam 

Üniversitesi Ziraat Fakültesi Balık Hastalıkları Laboratuvarına getirildi. 
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2.2.2. Balıklarda otopsi 

Hastalık şüphesiyle labaratuvara getirilen balıklar dış muayeneden geçirildi. 

Balıkların vücut yüzeyi % 70’lik etil alkolle dezenfekte edildi. Laboratuvar ortamında 

steril kabinde bünzen bek alevi önünde steril  makas, pens, bistüri kullanılarak otopsi 

tekniğine (Frerichs ve Millar, 1993; Çolak, 1982; Timur ve Timur, 2003; Arda ve ark., 

2005) göre yapıldı. 

2.2.3. Flavobacterium psychrophilum’un izolasyonu 

Alabalık işletmelerinden Flavobacterium psychrophilum’un izolasyonu için; 

alabalıkta direkt alınan 5 gramdan küçük yavru örneklerinden elde edilen homojenizatlar 

1/10’luk fizyolojik tuzlu suyla muamele edilerek dilüsyonlar hazırlandı. Bu dilüsyonlardan 

0,5 ml alınıp CA, TYES-A, MAOA, EAO+FBS+A, TYES + Tobramycin agar üzerine 

aktarılıp steril bir öze yardımıyla yayıldı. Aynı dilüsyonlardan 0,5 ml alınarak CB, TYES-

B, MAOB, EAO+FBS+B, TYES + TOBRAMYCİN+ BROTH ‘a ilave edildi. Beş 

gramdan büyük yavruların da aseptik koşullar altında abdominal ensizyon yapılarak 

karaciğer, dalak, böbrek ve bağırsaklarından aynı besiyerlerine ekimler yapıldı. Yem ve su 

örneklerinden de yine aynı katı ve sıvı besiyerlerine ekimler yapıldı. Bütün ekim yapılan 

besiyerleri 15 ºC’de 5-7 gün süreyle soğutmalı etüvde inkübasyona bırakıldı (Pacha, 1968; 

Daskalov ve ark., 1999; Austin ve Austin, 1999; Madetoja ve Wiklund, 2002; Starliper ve 

ark., 2007; Kumagai ve ark., 2004; Toshio ve ark., 2006; Holt ve ark., 1993; Vastos ve 

ark., 2003). 

2.2.4. Flavobacterium psychrophilum’un kültür ile identifikasyonu  

CA, TYES-A, MAOA, EAO+FBS+A, TYES + TOBRAMYCİN+A besiyerlerinde 

üreyen sarı renkteki kolonilerden alt kültür elde etmek için TYES-A ve EAO+FBS+A 

besiyerlerine ekimler yapıldı. Bu kolonilerden gram boyanma yapılarak etkenin boyama 

özelliği ve kültürün saflığı kontrol edildi. Gram negatif ve çomak şekilli baktarilerden 

öncelikle katalaz ve fleksirubin pigment testleri yapıldı. Bu testlerden katalaz yarı pozitif 

ve fleksirubin pigment oranj (portakal renginde) renk gösteren bakterilere; sitokrom 

oksidaz, metil red (MR), voges proskauer (VP),  oksidasyon-fermentasyon (O/F), nitrat, 

kongo kırmızısı, sitrat, indol, ortho-nitrophenyl-beta-d-galactosidase (ONPG), 

dekarboksilase (OD), üreaz, hidrojen sülfür (H2S) testleri ile karbonhidratların 

fermentasyonu, jelatin, hemoliz, nişasta, eskülün, kazein, tween 20 ve tween 80 hidrolizi 
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gibi biyokimyasal testleri uygulandı ve hareket muayenesi yapıldı (Bilgehan 1995; 

Lorenzen, 1994; Lorenzen ve ark., 1997).  

2.2.4.1. Gram boyama  

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyeri üzerinde üreyen sarı renkteki herbir koloniden 

preparatlar hazırlanarak gram boyama yapıldı ve mikroskop altında bakterilerin gram 

boyama özelliklerine bakıldı  (Cowan, 1974; Bilgehan, 1995). 

2.2.4.2. Katalaz testi  

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerlerinde üreyen şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kolonilerinden steril bir öze yardımıyla yeterli miktarda alınarak, temiz bir 

lamın üzerine konuldu. Üzerine 1–2 damla % 30’luk hidrojen peroksit (H2O2) damlatılıp 

bir svap çubuğu ile karıştırıldı. Lam üzerinde oksijen açığa çıkışına bağlı olarak gaz 

oluşturan bakterilerin katalaz testi pozitif olarak değerlendirildi. Katalaz negatif 

bakterilerde ise herhangi bir gaz oluşumu gözlenmedi (Bilgehan, 1995; Arda, 2000).  

2.2.4.3. Fleksirubin pigment testi  

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde üreyen şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kolonileri, steril bir öze yardımıyla % 20’lik potasyum hidroksit (KOH) 

çözeltisiyle emdirilmiş kurutma kağıtlarına temas ettirilerek renk oluşumuna bakıldı. 

Turuncu-kahverengi renk oluşumu, fleksirubin pigment üretiminin pozitif olduğunu 

gösterdi (Lorenzen, 1994; Lorenzen ve ark., 1997).  

2.2.4.4. Oksidaz (Sitokrom Oksidaz) testi  

Şeritler halinde kesilmiş steril kurutma kağıdı üzerine oksidaz ayıracı damlatılarak 

emdirildi. Steril bir öze yardımıyla TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerlerinden alınan 

şüpheli Flavobacterium psychrophilum kolonileri bu şerit üzerine sürüldü. Bir dakika 

içinde mor renk görülmesi halinde oksidaz pozitif olarak değerlendirildi (Cowan, 1974; 

Bilgehan, 1995).  

2.2.4.5. Kongo kırmızısı (Galaktozamin Glikan) testi 

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde üreyen şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kolonilerden steril bir öze yardımıyla yeterli miktarda alınarak, içerisinde 

% 0,003’lük kongo kırmızısı bulunan TYES-A besiyerine ekim yapıldı. Üreyen kolonilerin 

kırmızı renk alması, pozitif reaksiyon olarak değerlendirildi (Lorenzen, 1994, Lorenzen ve 

ark., 1997).  
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2.2.4.6. İndol testi ve hareket muayenesi 

  TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde bulunan şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kolonilerdenn steril iğne uçlu bir öze yardımıyla bolca alınıp Sülfür-İndole-

Motility (SIM) besiyerine ekim yapılarak, 15 °C’de 5–7 gün süreyle inkübe edildi. Bu 

kültür üzerine 0.5 ml’lik kovacs ayıracı ilave edildi. İki dakika içerisinde besiyeri üzerinde 

oluşan kırmızı halka pozitif, sarımsı halka ise negatif indol reaksiyonu olarak 

değerlendirildi. Ayrıca besiyerinde batırma hattı boyunca sınırlı bir üreme oluşursa hareket 

negatif, besiyerinde homojen bir bulanıklık meydana gelirse hareket pozitif olarak 

değerlendirildi.  

2.2.4.7. Metil red (MR) - Voges proskauer (VP) testleri  

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde üreyen şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kolonilerinden steril bir öze yardımıyla yeterli miktarda alınarak tüplerdeki 

Clark – Lups broth’a ekim yapıldı ve 15 ºC’de 5–7 gün süreyle inkubasyona bırakıldı. 

Üretilen kültürün, yarısı alınarak üzerine 4–5 damla metil red solüsyonundan damlatıldı. 

Kırmızı renk oluşumu pozitif metil kırmızısı testi kabul edildi. Kültürün kalan yarısına ise 

3 ml % 5’lik alfanaftol solüsyonundan ilave edilerek karıştırıldı. Bunun üzerine % 40’lık 

KOH çözeltisinden 1 ml ilave edilerek 2–5 dakika içerisinde pembe renk oluşumu Voges 

Proskauer (VP) testi pozitif olarak değerlendirildi (Bilgehan, 1995; Arda, 2000). 

2.2.4.8. Nitrat redüksiyon testi  

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde üreyen şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kolonilerinden steril bir öze yardımıyla bol miktarda alınıp nitrat broth’a 

ekilerek 15 oC’de 5–7 gün süreyle inkübe edildi. Daha sonra bu kültüre sırasıyla nitrat 

ayıraçlarından Nitrat A ve Nitrat B damlatıldı. Besiyeri renginin kırmızı renk alması pozitif 

reaksiyon olarak değerlendirildi (Bilgehan, 1995).  

2.2.4.9. Oksidasyon/Fermentasyon (O/F) testleri  

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde üreyen şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kolonilerinden steril iğne uçlu bir öze yardımıyla bol miktarda alınarak, 2 

tüpte bulunan Hugh ve Leifson besiyerine dik bir şekilde ekim yapıldı. Tüplerden birisine 

1cm kalınlıkta olacak biçiminde sıvı steril parafin ilave edildi. Diğer tüpe ise herhangi bir 

işlem uygulanmadı. Tüplerin ağzı iyice kapatılarak 15 ◦C’de 5–7 gün süreyle inkübe edildi. 

Parafinli tüpte sarı renk oluşumu fermentasyon pozitif, parafinsiz tüpte sarı renk oluşumu 
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ise oksidasyon pozitif, her iki tüpte de sarı renk oluşması oksidasyon/fermentasyon pozitif 

olarak değerlendirildi (Bilgehan, 1995; Arda, 2000).  

2.2.4.10. Ortho-Nitrophenyl-Beta-D-Galactosidase (ONPG) testi 

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde bulunan şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kolonilerinden steril bir öze yardımıyla bol miktarda alınarak, ONPG 

broth’a ekildikten sonra 15 oC’de 5–7 gün süreyle inkubasyona bırakıldı. Bu kültürler 

santrifuje edilerek üst kısım atıldı. Bakteri tortusuna 0.25 ml fizyolojik su ilave edilerek 

homojen bir süspansiyon hazırlandı. Buna bir damla toluene konularak iyice çalkalandı. 

Tüp 15 °C de 5–10 dakika benmariye bırakıldı. Sonra, buna 0.25 ml ONPG solusyonu 

katıldı ve tekrar benmaride 20 dakika süreyle bekletildi. Tüplerde sarı rengin meydana 

gelmesi ONPG pozitif ve renksiz olması da negatif olarak değerlendirildi (Arda, 2000).  

2.2.4.11. Dekarboksilase testi  

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde üreyen şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kolonilerinden steril bir öze yardımıyla bol miktarda alınarak, Miller 

besiyerine ekilerek 15 °C‘de 5–7 gün süreyle inkübe edildi. Kültürler her gün muayene 

edildi. Besiyeri, mor bir renk alması pozitif, sarı renk oluşması ise negatif olarak 

değerlendirildi (Arda, 2000). 

2.2.4.12. Jelatin hidrolizasyon testi  

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde üreyen şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kültürlerinden steril bir öze yardımıyla bol miktarda alınıp,  % 4 jelatin 

içeren TYES besiyerine ekim yapılarak 15 ◦C’de 5–7 gün süreyle inkübe edildi. Bu 

besiyerinde üreyen kolonilerin üzerine amonyum sülfat çözeltisi döküldü. Jelatini hidrolize 

eden kolonilerin etrafında açık-şeffaf bir zon oluşumu, pozitif reaksiyon olarak 

değerlendirildi (Bilgehan, 1995; İnce 2010).  

2.2.4.13. Simmons sitrat testi  

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde üreyen şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kültürlerinden steril iğne uçlu bir öze yardımıyla bol miktarda alınarak, 

Simmons sitrat besiyeri bulunan tüplere dik olarak ekildi. Bu tüpler 15 oC’de 5–7 gün 

süreyle inkübe edildi. Besiyerinde orijinal yeşil renginin muhafaza edilmesi negatif, ekim 

hattı boyunca üreme ile birlikte koyu mavi rengin meydana gelmesi ise pozitif reaksiyon 

olarak değerlendirildi (Bilgehan, 1995).  
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2.2.4.14. Üreaz testi 

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde üreyen şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kültürlerinden steril iğne uclu bir öze yardımıyla bol miktarda alınıp, Üre 

besiyeri bulunan tüplere ekilerek 15 ◦C’de 5–7 gün süreyle inkübe edildi. Besiyeri renginin 

kırmızı renk alması pozitif, renk değişimi olmaması yani sarı renkte olması negatif olarak 

ise değerlendirildi (Bilgehan, 1995).  

2.2.4.15. Hidrojen sülfür (H2S ) oluşumu 

 TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde üreyen şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kültürlerinden steril iğne uçlu bir öze yardımıyla yeterli miktarda alınıp, 

TSIA besiyeri bulunan tüplere ekilerek 15 ◦C’de 5–7 gün süreyle inkübe edildi. Bu 

besiyerinin yüzeyinden başlayıp dibe doğru ilerleyen siyah renk oluşumu H2S pozitif, siyah 

rengin oluşmaması ise negatif olarak değerlendirildi.  

2.2.4.16. Glukoz ve laktoz testleri 

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde üreyen şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kültürlerinden steril iğne uçlu bir öze yardımıyla yeterli miktarda alınıp, 

TSIA besiyeri bulunan tüplere ekilerek 15 oC’de 5–7 gün süreyle inkübe edildi. Bu 

besiyerinin dip kısmının renginin sarıya dönüşmesi glikoz pozitif, rengini kırmızı olması 

ise negatif; besiyerinin yatık kısmının renginin sarıya dönüşmesi laktoz pozitif, kırmızı 

rengin varlığı ise negatif olarak değerlendirildi.  

2.2.4.17. Hemoliz testi 

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde üreyen şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kültürlerinden steril bir öze yardımıyla bol miktarda alınıp,  içerisinde % 5 

koyun kanı bulunan TYES agara ekim yapılarak 15 ◦C’de 5–7 gün süreyle inkübe edildi. 

Besiyerinde üreyen kolonilerin etrafında oluşan şeffaf zon beta hemoliz, yeşil zon ise alfa 

hemoliz olarak değerlendirildi (Bilgehan, 1995). 

2.2.4.18. Nişasta hidrolizasyon testi 

  TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde üreyen şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kültürlerinden steril bir öze yardımıyla bol miktarda alınıp,  nişastalı agara 

ekim yapılarak 15 °C’de 5–7 gün süreyle inkube edildi. Besiyeri üzerinde üreyen 

kolonilere 1/5’lik lugol solusyonundan bir damla damlatıldı ve 5 dakika sonra bu solüsyon 
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döküldü. Koloni etrafında şeffaf zon oluşumu pozitif, koloni etrafında zon oluşmaması ise 

negatif olarak değerlendirildi  (URL–1).  

2.2.4.19. Eskülin hidrolizasyon testi 

  TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde üreyen şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kültürlerinden steril bir öze yardımıyla bol miktarda alınıp, eskülin broth’a 

ekim yapılarak 15 °C’de 5–7 gün süreyle inkube edildi. Besiyerinin rengi siyah veya 

kahverengine dönüşmüş ise eskülin pozitif, renkte değişme olmamış ise eskülin negatif 

olarak değerlendirildi (Cowan, 1974).  

2.2.4.20. Kazein hidrolizasyon testi 

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde üreyen şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kültürlerinden steril bir öze yardımıyla bol miktarda alınıp, içerisinde % 10 

süt tozu bulunan TYES-A besiyerine ekilerek 15 °C’de 5–7 gün süreyle inkube edildi. 

Üreyen kolonilerin etrafında açık renk oluşursa kazeinin hidrolizi pozitif, kolonilerin 

etrafında hafif opaklaşma görülürse kazein hidrolizi testi negatif olarak değerlendirildi 

(Pacha, 1968; Arda, 2000).  

2.2.4.21. Tween 20 ve tween 80 hidrolizasyon testi 

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde üreyen şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kültürlerinden steril bir öze yardımıyla bol miktarda alınıp, içerisinde % 1 

tween 20 ve % 1 tween 80 bulunan TYES-A besiyerlerine ekim yapılarak 15 °C’de 5–7 

gün süreyle inkube edildi. Besiyerinde üremelerin görülmesi Tween 20 ve Tween 80 

hidrolizi testinin pozitif olduğunu gösterdi. 

2.2.4.22. Karbonhidrat fermantasyon testleri 

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde üreyen şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kültürlerinden steril bir öze yardımıyla bol miktarda alınıp, içerisinde farklı 

karbonhidratlar (arabinoz, mannitol, rafinoz, ramnoz, salisin, sorbitol, sakkaroz, trehaloz, 

ksiloz) ve asitlik indikatörü bulunan besiyerlerine ekim yapılarak 15 °C’de 5–7 gün süreyle 

inkube edildi. Pembe rengin kırmızıya dönüştüğü tüpler pozitif olarak değerlendirildi 

(Austin ve Austin 1987; Bilgehan, 1995) . 

2.2.4.23. Çesitli sıcaklıklarda (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 37 oC) üreme 

  TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde üreyen şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kültürlerinden steril bir öze yardımıyla bol miktarda alınıp, TYES-A ve 
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TYES-B besiyerlerine ekimler yapıldı ve 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 37 oC’lerde 5–7 gün 

süreyle inkübe edildi. Besiyerlerinde üremenin varlığı pozitif olarak değerlendirildi.  

2.2.4.24. Çeşitli tuzluluk oranlarında (% 0.0, 0.5, 1.0, 2.0) üreme 

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde üreyen şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kültürlerinden steril bir öze yardımıyla bol miktarda alınıp, içerisinde % 

0.0, 0.5, 1.0, 2.0 NaCI bulunan TYES-A ve TYES-B besiyerlerine ekim yapılarak 15 

°C’de 5-7 gün süreyle inkube edildi. Besiyerlerinde üremenin varlığı pozitif olarak 

değerlendirildi.  

2.2.4.25. Tryptic soy agar, tryptic soy broth, plate count, mueller-hinton kanlı ve 

macconkey agarlarda üreme 

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde üreyen şüpheli Flavobacterium 

psychrophilum kültürlerinden steril bir öze yardımıyla bol miktarda alınıp, Tryptic Soy 

Broth, Tryptic Soy, Plate Count, Mueller-Hinton, Kanlı ve Macconkey agarlara ekimler 

yapılarak 15 °C’de 5–7 gün süreyle etüvde edildi. Besiyerlerinde üremenin oluşması 

pozitif olarak değerlendirildi. 

2.2.5. Biolog sistemi ile identifikasyon 

Biolog Sistemi (The Biolog GEN III MicroPlate), bir mikroorganizmayı 94 

fenotipik test yönünden analiz etmektedir (Çizelge 2.4). Bunlar 71 farklı karbon 

kaynağının kullanımı ve 23 kimyasala karşı hassasiyet (engelleyici kimyasallara 

dayanıklılık) testinden oluşmaktadır. Bu çalışmada kullanılan The Biolog GEN III 

MicroPlate plakaları (BIOLOG 21124 Cabot Blvd. Hayward, CA 94545), Gram-negatif ve 

Gram-pozitif bakterilerin tür seviyesinde tanılanması için 94 biyokimyasal testin 

kullanıldığı, standart bir mikrometod sistemidir (Bochner, 1989a ve 1989b). 

Metabolik profillerin belirlenip tanılanmada kullanma metoduna göre; tanısı 

yapılacak izolatlar Triptik Soy Agar (TSA)’ a 24ºC’de 48 saat inkübe edildi. Biolog IF-A 

tampon çözeltisinde süspansiyon hazırlandı. Standart turbudity tüpünde, bakteri 

konsantrasyonu turbidimetre ile % 92-98 olarak ayarlandı. Yoğunlukları ayarlandı ve 

bakteriyel süspansiyonları mikroplakalardaki her bir çukura 100 μl konuldu ve 26 ºC’de 4-

24 saat inkübasyona bırakıldı (Anonim, 2008). Sonrasında mikroplaka okuyucuda 

okutulmuş sistemin veri bankası ile karşılaştırıldı ve bakteri teşhisi gerçekleştirildi.
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 Çizelge 2.4. Mikroplakalarda kodlanan 94 adet karbon kaynağı ve kimyasal listesi (Anonim, 2008) 
A1 

Negative 

Control 

A2 

Dextrin 

 

A3 

D-

Maltose 

A4 

DTrehalo

se 

A5 

DCellobio

se 

A6 

Gentiobiose 

 

A7 

Sucrose 

 

A8 

D-Turanose 

A9 

Stachyose 

 

A10 

Positive 

Control 

A11 

pH 6 

 

A12 

pH 5 

B1 

D-

Raffinose 

B2 

α-D-

Lactose 

B3 

DMelibio

se 

B4 

β-Methyl-

DGlucosi
de 

B5 

D-Salicin 

B6 

N-Acetyl-

DGlucosami
ne 

B7 

N-Acetyl-β-

DMannosami
ne 

B8 

N-Acetyl-

DGalactosami
ne 

B9 

N-Acetyl 

Neuramin
ic acid. 

B10 

1% NaCl 

 

B11 

4% NaCl 

 

B12 

8% NaCl 

C1 

α-

DGlucose 

C2 

D-

Mannose 

C3 

D-

Fructose 

C4 

DGalacto

se 

C5 

3-Methyl 

Glucose 

C6 

D-Fucose 

C7 

L-Fucose 

C8 

L-Rhamnose 

C9 

Inosine 

C10 

1% Sodium 

Lactate 

C11 

Fusidic 

Acid 

C12 

D-Serine 

D1 

D-Sorbitol 
 

D2 

D-
Mannitol 

 

D3 

D-
Arabitol 

 

D4 

Myo 
Inositol 

D5 

Glycerol 
 

D6 

D-Glucose- 
6-PO4 

D7 

D-Fructose- 
6-PO4 

D8 

D-Aspartic 
Acid 

 

D9 

D-Serine 
 

D10 

Troleandomy
cin 

 

D11 

Rifamycin 
SV 

 

D12 

Minocycli
ne 

E1 

Gelatin 

 

E2 

Glycyl-L-

Proline 

E3 

L-

Alanine 

 

E4 

L-

Arginine 

 

E5 

L-Aspartic 

Acid 

E6 

L-Glutamic 

Acid 

 

E7 

L-Histidine 

 

E8 

L-

Pyroglutamic 

Acid 

E9 

L-Serine 

 

E10 

Lincomycin 

 

E11 

Guanidine 

HCl 

 

E12 

Niaproof 4 

F1 

Pectin 

 

F2 

D-

Galacturon

ic 

Acid 

 

F3 

L-

Galactoni

c 

Acid 

Lactone 

F4 

D-

Gluconic 

Acid 

 

F5 

D 

Glucuroni

c 

Acid 

 

F6 

Glucuronami

de 

 

F7 

Mucic Acid 

 

F8 

Quinic Acid 

 

F9 

DSacchar

ic Acid 

 

F10 

Vancomycin 

 

F11 

Tetrazoliu

m 

Violet 

 

F12 

Tetrazoliu

m 

Blue 

G1 

p-
Hydroxy- 

Phenylacet

ic 

Acid 

G2 

Methyl 
Pyruvate 

 

G3 

D-Lactic 
Acid 

Methyl 

Ester 

G4 

L-Lactic 
Acid 

 

G5 

Citric 
Acid 

 

G6 

α-Keto 
Glutaric 

Acid 

 

G7 

D-Malic 
Acid 

 

G8 

L-Malic Acid 
 

G9 

Bromo-
Succinic 

Acid 

 

G10 

Nalidixic 
Acid 

 

G11 

Lithium 
Chloride 

 

G12 

Potassium 
Tellurite 

H1 

Tween 40 

 

H2 

γ-Amino-

Butryric 

Acid 

H3 

α-

Hydroxy- 

Butyric 

Acid 

H4 

β-

Hydroxy-

D,LButyri

c 

Acid 

H5 

α-Keto-

Butyric 

Acid 

H6 

Acetoacetic 

Acid 

 

H7 

Propionic 

Acid 

 

H8 

Acetic Acid 

 

H9 

Formic 

Acid 

 

H10 

Aztreonam 

 

H11 

Sodium 

Butyrate 

 

H12 

Sodium 

Bromate 
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2.2.6. Moleküler tanılama 

2.2.6.1. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR)’unda Flavobacterium psychrophilum’un 

teyit edilmesi için DNA izolasyonu 

Polimeraz Zincir Reaksiyon tekniğini optimize etmek amacıyla referans 

Flavobacterium psychrophilum suşuyla PZR’nunda denemeler yapıldı. Bunun için referans 

suştan Tryptone Yeast Extract Salt Agara (TYES-A) yapılan ekimlerden üreyen koloniden 

öze ile örnek alınarak steril eppendorf tüp içerisindeki 300 µl distile suda iyice süspanse 

edildi. Aynı tüpe 300 μl K tamponu (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, % 0,2 

Sodyum Dodesil Sülfat-SDS) ve 5 μl proteinaz K ilave edildi. Bu tüpler 37 oC’de 2 saat 

süreyle çalkalamalı benmaride tutulduktan sonra 15 dakika süreyle kaynamaya bırakıldı. 

Kaynatma işleminden sonra süspansiyona 600 μl Tris-HCI ile satüre edilmiş fenol ilave 

edildi. Bu süspansiyon 5 dakika süreyle elle iyice çalkalanıp ve 10 dakika süreyle yüksek 

devirde (13.000 rpm) santrifüje tabi tutuldu. Bu işlemden sonra eppendorfların üst 

kısmında gözle görülebilecek bir çizgiyle ayrılmış olan üst faz, alt faza dokunmadan bir 

mikropipet vasıtasıyla başka bir eppendorfa aktarıldı ve sonra sodyum asetat ve etanol ile 

DNA’nın presipitasyonu (dibe çöktürme) işlemine geçildi. DNA süspansiyonuna 0.1 

volüm 3 M sodyum asetat ve 2.5 volüm saf alkol ilave edildi. Süspansiyon iyice 

karıştırıldıktan sonra -20 oC de bir saat bekletildi. Daha sonra süspansiyon 13.000 rpm’de 

10 dakika süreyle santrifüj edilerek süpernatant (üst faz) uzaklaştırıldı. Tüpün dibinde 

kalan kısım, önce 300 μl % 90’lık alkol eklenerek 13.000 rpm’de 10 dakika süreyle 

santrifüj edilip alkol döküldü. Sonradan da 300 μl % 70’lik alkol ilave edilerek 13.000 

rpm’de 5 dakika süreyle santrifüj yapılıp, alkol dökülerek tüpe yapışık kısım bir saat 

süreyle kurumaya bırakıldı. Sonra bu kısım kurutulduktan sonra 50–100 μl’lik distile su ile 

süspanse edildi ve Bu süspansiyondan 5 μl alınarak PZR’nunda hedef DNA olarak 

kullanıldı. 

2.2.6.2. Kit ile kromozomal DNA izolasyonu 

DNA izolasyonunda Tryptone Yeast Extract Salt Agara (TYES-A) besiyeri 

ortamında 24°C’de 48 saatte büyütülmüş bakterilerin kullanımıyla gerçekleştirildi. 

Kromozomal DNA izolasyonu için Flavobacterium psychrophilum suşundan Tissue and 

Bacterial DNA purification kiti kullanıldı. 

Kiti ile DNA izolasyon için Bakteri kolonisi 24 saat önce ekilmiş besiyerinde 

alındı. Bu koloni içerisinde 100 µl steril saf su bulunan 1,5 ml ependof tube içerine 
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karıştırıldı ve üzerine 300 µl lyse BG buffer eklendi. Bu süspansiyona 50 µl tampon BL ve 

2 µl RNase A eklendi ve vortex yapıldı. Bu karışım 37°C'de 15 dakika inkübe edildi. 

İnkübasyondan sonra 20 ul Proteinaz K eklendi ve 3 saniye vortekslendikten sonra 

çalkalamalı su banyosunda 56°C'de 30 dakika inkübe edildi. Su banyosundan alınan 

örneklere 350 ul tampon Sol T eklendi ve 3 saniye vortex yapıldı ve tekrar çalkalamalı su 

banyosunda 56°C'de 5 dakika inkübasyona bırakıldı. Bu inkübasyondan sonra örnekler 15 

saniye boyunca vortekslendi ve 12 000 x g'de 1 dakika boyunca santrifüj edildi. 

Santrifüjden sonra bu karışım toplama tüpünün içenden bulunan DNA bağlama spin 

(arıtma)  kolon tüpüne aktarıldı ve 11 000 x g'de 1 dakika boyunca santrifüjlendi. Sıvının 

tamamı spin (arıtma)  kolonundan geçene kadar santrifüjlenme devam etti. Sıvı içeren 

alttaki tüp boşaltıldı ve boşaltılan tüp tekrar spin kolonun altına yerleştirildi. Spin (arıtma)  

kolonuna 500 ul Wash TX1 tamponu eklendi ve 11 000 x g'de 1 dakika boyunca 

santrifüjlendi. Spin (arıtma) kolonun altındaki tüpte toplanan sıvı boşaltıldı ve boşaltılan 

tüp tekrar spin kolonun altına yerleştirildi. Spin (arıtma)  kolonuna 500 ul Wash TX2 

tamponu eklendi ve 11 000 x g'de 1 dakika boyunca santrifüjlendi. DNA bağlama spin 

(arıtma) kolonun altındaki toplanan sıvı tüp atıldı ve yeni eppendorf tüp takıldı. Spin 

(arıtma) kolonuna 150 μl elüsyon tamponu eklendi ve 2 dakika oda sıcaklığında inkübe 

edildi. Daha sonra 11 000 x g'de 1 dakika santrifüj edildi. Spin (arıtma) kolonuna atıldı ve 

alttaki eppendorf tüp -20 oC depolandı. 

2.2.6.3. DNA’nın çoğaltılması için PZR karışımının hazırlanması ve uygulanması 

Toplam 50 µl’lik hacimde hazırlanan PZR karışımında; 5 µl 10x PZR buffer ﴾750 

mM Tris-HCL, pH 8.8, 200 mM (NH4)2SO4, 0.1 % Tween - 20﴿ , 5 µl 25 mM MgCl2, 

deoksinükleotitlerin her birinden 250 µM, 1.25 U Taq DNA Polymerase enzimi (MBI, 

Fermentas) ve Flavobacterium cinsi ve Flavobacterium psychrophilum türüne ait spesifik 

iki tane primer çifti kullanıldı. Flavobacterium cinsi için; PSY1 190–206 (GTT GGC ATC 

AAC ACA CT) ve PSY2 1278–1262 (CGA TCC TAC TTG CGT AG) primer çiftinin  

(Cepeda ve Santos, 2000; Wiklund ve ark., 2000; İzumi ve ark., 2005; İzumi ve ark., 2007) 

her birinden 50 pmol ve 5 µl template (kalıp) DNA ilave edildi. PZR reaksiyonları PZR-

Sprint thermalcycler cihazında gerçekleştirildi. PZR amplifikasyonunda 94 ºC’de 15 

dakikada ön denaturasyon aşaması, PZR siklüsü 56 ºC ’de 20 saniyede denaturasyon ve 72 

ºC’de 1 dakikada ise hibridizasyon gerçekleşti. Flavobacterium psychrophilum türü için; 

GYRA-FP1F (5’-GAAACCGGTGCACAGAAGG-3’) ve GYRA-FP1R (5’-

CCTGTGGCTCCGTTTATTAA-3’) primer çiftinin (İzumi ve ark., 2005; Suziki ve ark., 
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2008)  her birinden 50 pmol ve 5 µl template DNA ilave edildi. PZR reaksiyonları PZR-

Sprint thermalcycler cihazında gerçekleştirildi. PZR amplifikasyonunda 94 ºC’de 30 saniye 

ön denaturasyon aşaması, PZR siklüsü 51 ºC ’de 90 saniye denaturasyon, 72 ºC’de 2 

dakika hibridizasyon gerçekleştirildi.  

2.2.6.4. DNA’nın jel elektroforezi 

PZR’nunda amplifiye edilen DNA ürünlerinden (Baliarda ve ark., 2002), 7 µl 

alınıp, 3 µl blue orange yükleme solüsyonu ile karıştırılarak daha önce hazırlanan %1,5’luk 

agaroz jel üzerindeki kuyucuklara yerleştirildi. Son kuyucuğa da PZR markeri bırakıldı. 

Jel, Tris-borik asit-EDTA (TBE) buffer’ı kullanılarak % 1,5 ’luk agaroz jelde 80 V ’da 1,5 

saat elektroforez işlemine tabi tutulduktan sonra ethidium bromide (10 mg/ml) ile 30 

dakika süreyle boyandı. Bu süre sonunda jel, ethidium bromide (0.5 µg / ml) ile oda 

sıcaklığında 30 dakika süre ile boyandı. Karanlık odada ultraviyole transillüminatörde 

Flavobacterium psychrophilum’a özgü DNA bant uzunluklarına (bp-base pair) bakılarak 

polaroid kamera sistemi ile fotografı çekildi (Baliarda ve ark., 2002). Metodun herhangi bir 

aşamasında meydana gelebilecek muhtemel bir kontaminasyonu tespit etmek amacıyla; 

gerek DNA ekstraksiyonu aşamasında gerekse PZR’nunda pozitif Flavobacterium 

psychrophilum ve negatif kontrol olarak da Esherichia coli bakterileri kullanıldı.  

2.2.6.5. Kapiller elektroforez DNA sekanslama  

Çalışmada DNA gen dizi analizi için AB3130XL16 kapiller cihazı (Hitachi, 

Japonya) kullanıldı. Dizi analizinde sekans işlemi bir dizi basamaklardan oluşmaktadır. Jel 

elektroforezinde uygun bant gösteren örnekler sekans işlemi için seçilerek Exso-SAP 

pürifikasyonu aşağıda Çizelge 2.5. ve 2.6.‘de belirtildiği şekliyle reaksiyon karışımı ve 

PCR protokolü uygulandı (Çizelge 2.7).  

Çizelge 2.5. ExoSAP Pürifikasyonu için reaksiyon karışımı 

Reaksiyon Karışımı  Miktar (µl) 

PCR ürünü  2,5 

Exosap  1 

Toplam miktar 3,5 
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Çizelge 2.6. ExoSAP PCR protokolü 

Basamak I  Basamak II Basamak III 

37°C 80°C 4°C 

30 dk 15 dk ∞ 

ExsoSAP pürifikasyonundan sonra sekans PCR metodu uygulanarak nükleotidlerin 

BigDye 3.1. ile florasan işaretlemesi yapıldı. 

Çizelge 2.7. Cycle Sequencing PCR reaksiyon karışımı 

Reaksiyon Karışımı Miktar (µl) Miktar (µl) 

PCR ürünü  3,5 

Big Dye  2 

Buffer(5x)  2 

Steril distile su  0,5 

Primer (F veya R,2 ng/ul)  2 

Total Hacim  10 

Yukarıdaki malzemeler uygun eppendorf tüpünde homojen şekilde karıştırılarak 

karışım çözeltisi hazırlandı. Ardından PCR protokolünü gerçekleştirmek için eppendorf 

marka PCR cihazında Çizelge 2.8.’da belirtilen döngülere bırakıldı. 

Çizelge 2.8. Cycle Sequencing PCR protokolü 

Basamak I   Basamak II  Basamak III  

(1 defa)  (25 defa)  (1 defa) 

96.0 ⁰C 96.0 ⁰C 50.0 ⁰C 60.0 ⁰C 4.0 ⁰C 

1:00dk 0:10dk 0:05dk 4:00dk ∞ 
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Sekans öncesi tüm örneklere Sephadex pürifikasyonu yapılarak AB3130xl Genetic 

Analyzer cihazına yüklendi. Sephadex pürifikasyonu için aşağıdaki yöntem izlendi. 1 gr 

sephadex 14 ml deiyonize ultra saf su içerinde çözülerek 700 µl alıcı sütun içerisine 

aktarıldı. 4600 rpm 2.5 dk santrifüj edilerek sephadex karışımının sıvı kısmı uzaklaştırıldı. 

Elde edilen kolona Sekans PCR ürünleri eklenerek 4600 rpm 2.5 dk santrifüj edildi. 

Santrifüj sonrası altta kalan kısım sekans cihazına yüklendi. 

2.2.7. Antibiyogram testler 

Antibiyotik duyarlılık testleri disk difüzyon yöntemine göre yapıldı (Bauer ve ark., 

1966; Plumb, ve Browser, 1983; Koneman ve ark., 1997; Arda, 2000; Furones 2001). 

İdentifiye edilen Flavobacterium psychrophilum 4 ml TYES broth bulunan tüplere ekilerek 

15 oC’de 5–7 gün süreyle etüvde inkübe edildi. Tüplerdeki bakteri yoğunluğu 0,5 

McFarland standart yoğunluğuna eşit oluncaya kadar inkübasyona devam edildi. Mueller-

Hinton agar besiyerine, TYES broth besiyerlerinde üreyen kültürden 0,1 ml steril pipet ile 

aktarılarak steril cam bagedle yayıldı. Steril bir pens yardımıyla Standart antibiyotik 

diskleri eşit aralıklarla petrideki besiyeri üzerine yerleştirildi. Petriler 15 oC’de 5–7 gün 

süreyle inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında her diskin çevresinde bulunan inhibisyon zon 

çapları milimetrik olarak ölçüldü ve standart zon çapları ile karşılaştırıldı (Anonim, 2000; 

Anonim, 2001).  

2.2.8. Bakteri suşlarının stoklanması 

Bakteriler -20 ºC de %15’lik gliserol içerisine alınarak kısa süreli kullanımlar için 

saklandı. Uzun süreli saklama ise, besiyerinde 16 saat büyütülen bakterilerden 200 μl 

alınarak 12000 rpm (14515 g)’de 3 dakika çöktürülerek peletlerin %30 gliserol içeren LB 

veya GM17 besi yerinde çözdürüp, şok soğutma ile -80ºC’de saklanması şeklinde oldu. 

2.2.9. Verilerin analizi 

Elde edilen sekans sonuçları Clone Manager 9’da düzenlenip sıraya konulduktan 

sonra elektronik veri tabanında NCBI GenBank‟a giriş yapılarak BLAST üzerinden diğer 

Flavobacterium psychrophilum türlerinin sekansları ile karşılaştırılarak tür teşhisi 

doğrulandı.  

 

 

 



39 

3. BULGULAR 

3.1. Çalışma alanı 

Kahramanmaraş ilinde örnek alınan işletmelerden 65’i besi işletmesi, 3’ü kombine 

(Yavru ve porsiyonluk) üretim yaptığı tespit edildi. İşletmelerin büyük çoğunluğunun besi 

işletmesi olması, yavru balık ihtiyacı Türkiye’nin farklı illerinde temin edildir. 

3.2. Balık  

Bakteriyolojik muayenede, 1.088 adet 5 gramdan küçük yavru ve 5 gramdan büyük 

yavru Gökkuşağı alabalığından (Oncorhynchus mykiss) toplam 2.720 adet örnek 

besiyerlerine ekimler yapıldı (Çizelge 3.1). 

Çizelge 3.1. Örneklerin alındığı işletme, balık türü, alındığı ili, balık ve örnek sayısı  

İşletme No Balık Türü Balık Sayısı Örnek Sayısı 

1.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

2.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

3.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

4.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

5.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

6.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

7.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

8.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

9.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

10.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

11.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

12.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

13.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

14.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

15.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

16.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

17.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

18.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

19.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

20.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

21.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

22.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

23.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

24.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

25.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

26.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

27.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

28.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

29.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

30.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

31.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

32.  Oncorhynchus mykiss 16 40 
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33.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

34.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

35.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

36.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

37.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

38.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

39.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

40.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

41.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

42.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

43.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

44.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

45.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

46.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

47.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

48.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

49.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

50.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

51.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

52.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

53.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

54.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

55.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

56.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

57.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

58.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

59.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

60.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

61.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

62.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

63.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

64.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

65.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

66.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

67.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

68.  Oncorhynchus mykiss 16 40 

TOPLAM  1.088 2.720 

3.3. Su 

Balıkların bulunduğu suyun 8-16 oC 7.01 – 7.5 pH ve 7.5 – 9 mg L-1 O2 düzeyinde 

olduğu tespit edildi. 

3.4. Morfolojik bulgular 

Kahramanmaraş ilindeki balıkçılık işletmelerinden alınan anamnezde; özellikle 5 

gramdan küçük yavru ve 5 gramdan büyük yavru balıklar durgun, iştahsız veya yem 

almadığı belirlendi. Ayrıca yem almaya başladıktan 20–50 gün sonra büyük kayıplara yol 

açan Bakteriyel soğuk su hastalığı semptomlarına benzer bulgular tespit edildi. Yapılan 
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incelemelerde işletmede günde 100–200 yavru alabalığın öldüğü (Şekil 3.1) saptandı. 

Yaklaşık 2 hafta kadar süren bu salgından dolayı yavru balıklarda  % 20’lik bir kayıp 

meydana geldi. 

 

Şekil 3.1. İşletmede görülen toplu alabalık ölümleri 

   Yavruların bulundukları havuzlarda yapılan incelemelerde hastalıklı gökkuşağı 

alabalıklarının iştahsız, durgun ve su yüzeyinde yüzdükleri, ayrıca bazı balıkların spiral 

yüzme hareketleri yaptıkları ve denge problemi yaşadıkları görüldü. Öte yandan bazı 

balıklarda asitese bağlı olarak karın boşluğunda şişkinlik (Şekil 3.2), ekzoftalmus (Şekil 

3.3), derinin renginde kararma (Şekil 3.4) ve birkaç balığın sırt ve kavdal yüzgecinde 

beyaz renkte lezyonların şekillendiği (Şekil 3.5) ve hastalığın ilerlemiş olduğu balıklarda 

kavdal yüzgecin tamamen tahrip olduğu ve radiusların (Şekil 3.6) ortaya çıktığı gözlendi. 
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Şekil 3.2. Hasta alabalıkda görülen asites 

 

Şekil 3.3. Hasta alabalıkda görülen ekzoftalmus 

 

Şekil 3.4. Hastalıklı alabalıklarda derinin renginden kararma 
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Şekil 3.5. Hastalıklı alabalığın sırt ve kavdal yüzgecinde oluşan beyaz renkteki lezyonlar 

 

Şekil 3.6. Hastalıklı alabalıkda kavdal yüzgecin tahrip olması ve radiusların ortaya çıkması 

Enfekte gökkuşağı alabalık yavrularının abdominal ensizyonla iç organları açığa 

çıkarıldı (Şekil 3.7). Karaciğer ile böbreğin solgun olduğu ve dalağın büyüdüğü tespit 

edildi (Şekil 3.8). Hastalıklı yavru alabalıkların karın boşluklarında sarı renkli bir sıvı 

birikiminin ve bağırsaklarda iltihapların olduğu gözlendi. 
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Şekil 3.7. Hastalıklı yavru alabalığın iç organlarının çıkarılması 

 

Şekil 3.8. Hastalıklı yavru alabalığın karaciğer ile böbreğin solgun olduğu ve dalağın 

büyüdüğü tespit edildi  
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3.5. Fenotipik ve biyokimyasal bulgular 

3.5.1. Klasik test bulgular 

TYES-A, agara yapılan ekimler 15oC’de 5–7 gün süreyle etüvde bekletildikten 

sonra çoğunluğu sarı renkte olmak üzere değişik koloniler (Şekil 3.9) saptandı. Bu sarı 

renkli kolonilerden TYES-A’ya ekimler yapılarak sarı pigmentli saf kolonilerin (Şekil 

3.10) oluştuğu görülmüştür. 

 

Şekil 3.9. TYES-A agarda ilk ekimden sonra çoğunluğu sarı renkte olan karışık koloniler 
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Şekil 3.10. TYES –A agarda üreyen saf koloniler 

İzole edilen gram negatif çomak şekilli 12 adet suşun saf kültürlerinden fenotipik 

ve biyokimyasal özellikleri belirlendi (Çizelge 3.2.). Flavobacterium psychrophilum izole 

edildikten sonra antibiyotiğe karşı duyarlılığını ölçebilmek için Antibiyogram duyarlılık 

testi uygulandı (Çizelge 3.2.). 
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Çizelge 3.2. Flavobacterium psychrophilum’un fenotipik ve biyokimyasal özellikleri 

Fenotipik ve Biyokimyasal 

Özellikler 
İzole Edilen 12 adet Flavobacterium psychrophilum Suşları 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Koloni rengi Sarı Sarı Sarı Sarı Sarı Sarı Sarı Sarı Sarı Sarı Sarı Sarı 

Gram Boyama - - - - - - - - - - - - 

Katalaz 
Zayıf 

+ 

Zayıf 

+ 

Zayıf 

+ 

Zayıf 

+ 

Zayıf 

+ 

Zayıf 

+ 

Zayıf 

+ 

Zayıf 

+ 

Zayıf 

+ 

Zayıf 

+ 

Zayıf 

+ 

Zayıf 

+ 

Oksidaz - - - - - - - - - - - - 

Fleksirubin pigment + + + + + + + + + + + + 

Kongo red - - - - - - - - - - - - 

Hareket - - - - - - - - - - - - 

İndol - - - - - - - - - - - - 

Metil Red - - - - - - - - - - - - 

Voges Proskauer - - - - - - - - - - - - 

Nitrat testi - - - - - - - - - - - - 

O/F -/- -/- -/+ -/- -/- -/+ -/- -/- -/+ -/- -/- -/- 

ONPG - - - - - - - - - - - - 

OD - - - - - - - - - - - - 

Jelatin hidrolizi + + + + + + + + + + + + 

Simmons sitrat - - - - - - - - - - - - 

Üreaz testi - - - - - - - - - - - - 

H2S - - - - - - - - - - - - 

Hemoliz + + + + + + + + + + + + 

Nişasta hidrolizi - - - - - - - - - - - - 

Eskülin hidrolizi - - - - - - - - - - - - 

Kazein hidrolizi + + + + + + + + + + + + 

Tween 20 hidroliz + + + + + + + + + + + + 

Tween 80 hidrolizi + + + + + + + + + + + + 

Glukoz - - - - - - - - - - - - 
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Laktoz - - - - - - - - - - - - 

Mannitol - - - - - - - - - - - - 

Galaktoz - - - - - - - - - - - - 

Arabinoz - - - - - - - - - - - - 

Sorbitol - - - - - - - - - - - - 

Lizin - - - - - - - - - - - - 

Fruktoz - - - - - - - - - - - - 

İnositol - - - - - - - - - - - - 

Rhamnoz - - - - - - - - - - - - 

Mannoz - - - - - - - - - - - - 

Meliboz - - - - - - - - - - - - 

Amigolalin - - - - - - - - - - - - 

Sukroz - - - - - - - - - - - - 

TYE agarda üreme + + + + + + + + + + + + 

TYES-A’da üreme + + + + + + + + + + + + 

TSA’da üreme - - + - - - + - - - - - 

TSB’da üreme - - + - - - + - - - - - 

Kanlı agar - - - - + - - - - - - - 

MCA’da üreme - + - - - - + - - - - - 

PCA’da üreme + + + + + + + - - - - - 

MHA’da üreme + + + + + + + + + + + + 

0°C’de üreme - - - - - - - - - - - - 

5°C’de üreme + + + + + + + + + + + + 

15°C’de üreme + + + + + + + + + + + + 

20°C’de üreme + + + + + + + + + + + + 

25°C’de üreme - - + - - - - - - - - + 
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30°C’de üreme - - - - - - - - - - - - 

37°C’de üreme - - - - - - - - - - - - 

% 0,0 NaCl’de üreme + + + + + + + + + + + + 

% 0,5 NaCl’de üreme + + + + + + + + + + + + 

% 1,0 NaCl’de üreme + + + + + + + + + + + + 

% 2,0 NaCl’de üreme - - - - - - - - - - - - 

 

* _ : Negatif Reaksiyon,  +: Pozitif Reaksiyon, ONPG: Ortho-Nitrophenyl-Beta-D-Galactosidase, H2S: Hidrojen Sülfür, MCA: 

MacConkey Agar, O/F: Oksidasyon/Fermentasyon,  OD: Ornitindekarboksilaz, TSA: Tryptic Soy Agar, TSB: Tryptic Soy Broth, PCA: 

Plate Count Agar,  MHA: Mueller-Hinton Agar. 
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Çizelge 3.3. İzole edilen Flavobacterium psychrophilum’un antibakteriyel duyarlılık 

durumları 

3.5.2. Biolog (The biolog GENIII micro plate) bulgular 

Biyokimyasal testlerin doğrulamak ve diğer fenotipik özellikleri belirlemek 

amacıyla Biolog Sistemi (The biolog GENIII micro plate)  cihazı kullanıldı (Çizelge 3.4.). 

Çizelge 3.4. Gökkuşağı alabalığından izole edilen Flavobacterium psychrophilum’nın 

Biolog Sistemi (The biolog GENIII micro plate) cihazı ile diğer fenotipik 

özellikleri 

Biyokimyasal Kriter 
İzolat 

reaksiyonu 
Biyokimyasal Kriter 

İzolat 

reaksiyonu 

pH 5 +/- %8 NaCl - 

pH 6 +/- %4 NaCl - 

Positif Kontrol + %1 NaCl +/- 

Antibiyotikler 

5 gramdan 

küçük 

Yavru  

Dalak  Karaciğer  Böbrek  Bağırsak  

R I S R I S R I S R I S R I S 

Gentamisin (CN) 

(10 μg) 
10 0 4 21 0 6 13 0 4 10 0 2 6 0 3 

Amoksisilin (AX) 

(25 μg) 
14 0 0 26 0 0 16 0 0 13 0 0 8 0 0 

Ampisilin (AMP) 

(10 μg) 
14 0 0 26 0 0 16 0 0 13 0 0 8 0 0 

Eritromisin (E) (15 

μg)  
6 9 0 16 5 5 10 3 4 9 4 1 6 1  

Streptomisin (S) (10 

μg) 
1 0 12 2 0 25 3 0 14 2 0 10 3 0 6 

Enrofloksasin 

(ENR) (5 μg) 
0 0 14 0 0 26 0 0 16 0 0 13 0 0 8 

Florfenikol (FFC) 

(30 μg) 
0 0 14 0 0 26 0 0 16 0 0 13 0 0 8 

Basitrasin (B) (30 

μg) 
0 4 11 0 4 21 0 1 15 0 3 12  1 7 

Nalidiksik Asit 

(NA) (30μg) 
14 0 0 26 0 0 16 0 0 13 0 0 8 0 0 

Oksitetrasiklin (OT) 

(30 μg) 
0 0 14 0 0 26 0 0 16 0 0 13 0 0 8 

Neomisin (N) (30 

μg) 
14 0 0 26 0 0 16 0 0 13 0 0 8 0 0 

Batrim - 

Trimetoprim + 

Sulfametoksazol 

(BC) (1,25μg+23,7 

μg) 

0 4 14 0 4 21 0 1 15 0 3 12 0 1 7 
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Stachyose Zayıf + N-Acetyl NeuraminicAcid +/- 

D- Turanose +/- N-Acetyl-D-Galactosamine - 

Sucrose - N-Acetyl- β-D-Mannosa-mine +/- 

Gentiobiose +/- N-Acetyl-D-Glucosamine +/- 

D-Cellobiose +/- D-Salicin +/- 

D-Trehalose +/- β- Methyl-D-Glucoside +/- 

D-Maltose +/- D-Melibiose +/- 

Dextrin +/- α-D-Lactose - 

Negatif Kontrol - D-Raffinose - 

D-Serine +/- Minocycline +/- 

Fusidic Acid - Rifamycin SV +/- 

%1 Sodium Lactate +/- Troleando-mycin +/- 

I Nosine +/- D-Serine +/- 

L-Rhamnose +/- D-Aspartic Acid - 

L-Fucose - D-Fructose-6- Phosphate +/- 

D-Fucose - D-Glucose-6- Phosphate Zayıf + 

3-Methyl Glucose - Glycerol - 

D-Galactose +/- myo-İnositol - 

D-Fructose +/- D-Arabitol - 

D-Mannose +/- D-Mannitol +/- 

α-D-Glucose +/- D-Sorbitol - 

Niaproof 4 +/- Tetrazolium Blue + 

Guanidine HCl +/- Tetrazolium Violet + 

Lincomycin +/- Vanco-mycin +/- 

L-Serine +/- D-Saccharic Acid +/- 

L-Pyroglutamic Acid - Quinic Acid +/- 

L-Histidine - Mucic Acid +/- 

L-Glutamic Acid +/- Glucoronamide +/- 

L-Aspartic Acid +/- D-Glucoronic Acid - 

L-Arginine - D-Gluconic Acid - 

L-Alanine - L-Galactonic Acid Lactone - 

Glycyl-L-Proline +/- D-Galacturonic Acid - 

Gelatin + Pectin - 

Potassium Tellurite - Sodium Bromate - 

Lithium Chloride - Sodium Butyrate - 

Nalidixic Acid - Aztreonam +/- 

Bromo-Succinic Acid - Formic Acid - 

L-Malic Acid - Acetic Acid +/- 

D-Malic Acid - Propionic Acid - 

α-Keto-Glutaric Acid +/- Acetoacetic Acid +/- 

Citric Acid +/- α-Keto- Butyric Acid - 

L-Lactic Acid - β- Hydroxy-D,L-Butyric Acid - 

D-Lactic Acid Methyl Ester - α-Hydroxybutyric Acid - 

Methyl Pyruvate - γ-Amino-Butryric Acid - 

p-Hydroxy-Phenylacetic Acid - Tween 40 
 

+/- 
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Biolog’s Microbial Identification System software programı kullanılarak 

bakterilerin metabolik reaksiyon profilleri elde edildi. Sistemin kütüphanesinde bulunan 

metabolik profilleri bilinen izolatlarla, hasta balıkta izole edilen izolatlarımızla 

karşılaştırıldı ve 3 bakteri türüyle (Flavobacterium resinovorum, Chryseobacterium 

scophthalmum, Flavobacterium tirrenicum, Obesum bacteria proteus biogroup 2) farklı 

oranlarda benzer olduğu ve 1 bakteri türü ile (Flavobacterium psychrophilum) % benzer 

bulunmuştur (Şekil 3.11). 

Şekil 3.11. Gökkuşağı Alabalığı (Oncorhynchus mykiss)’nda izole edilen Flavobacterium 

psychrophilum’nın biolog tanılama sisteminin çıktıları 
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3.6. Moleküler bulgular 

3.6.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu bulguları 

Kahramanmaraş balıkçılık işletmelerinden izole ve identifikasyonu yapılan 12 adet 

Flavobacterium psychrophilum suş’un DNA izolasyonu gerçekleştirildi. Bu DNA’ların 

PZR ile amplifikasyonu yapıldı. Daha sonra bu PZR ürünler içerisinde 19 tane 

Flavobacterium psychrophilum,1 tane pozitif kontrol, 1 tane negatif kontrol ve 1 tane 100 

bp’lik moleküler marker (M) % 1,5’luk agaroz jele yerleştirilip elekroforezden geçirildi. 

Bu agaroz jel ethidium bromide ile boyanıp, ultraviyole transilluminatörde bakıldı. Yüz 

atmış adet suşun hepsinde Flavobacterium cinsine ait PSY1 190–206, PSY2 1278–1262 

primere çiftine göre 396 bp uzunluğunda bantlar görüldü (Şekil 3.12).  Flavobacterium 

psychrophilum türüne ait GYRA-FP1F, GYRA-FP1R primer çiftinde ise 1089 bp 

uzunluğunda bantlar görüldü (Şekil 3.13) ve bunların da pozitif kontrolle aynı uzunluktaki 

bantları oluşturduğu tespit edildi. Dolayısıyla izole edilen 12 şüpheli suşun Flavobacterium 

psychrophilum’un olduğu kanıtlandı. 

 

Şekil 3.12. Flavobacterium psychrophilum DNA’larının, PZR’nunda analizi sonucu oluşan 

396 bp’lik bantları gösteren agaroz jel; 1–19: Flavobacterium psychrophilum 

şüpheli örnekler; M: 100 bp’lik moleküler marker; N: Negatif kontrol (E. coli) 

(MBI, Fermantas); P: Pozitif kontrol referans suş (Flavobacterium 

psychrophilum NCIMB 1947T) 
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Şekil 3.13. Flavobacterium psychrophilum DNA’larının, PZR’nda analizi sonucu oluşan 

1089 bp’lik bantları                  gösteren agaroz jel; 1–12: Flavobacterium 

psychrophilum şüpheli örnekler; M: 100 bp’lik                 moleküler marker; 

N: Negatif kontrol (E. coli) (MBI, Fermantas); P: Pozitif kontrol referans suş                  

(Flavobacterium psychrophilum NCIMB 1947T) 

3.6.2. Sekans analizi bulgular  

Flavobacterium psychrophilum suşlarından ileri okuma ile sekans analizi yapıldı. 

Sekan sonucu elde edilen nükleotid dizisi Şekil 3.14.’de, Flavobacterium psychrophilum 

16S ribosomal RNA (Sequence ID: KU212250.1)’ın NCBI’dan alınan consensüs dizisi 

Şekil 3.15.’de verildi. 

ACTCGATGAGGCCTTCGKWCCTCAGCGTCATCATTTGTAAGKRACCTGCC 

TTCGCAATTGGTRTTCAAGTAATCTCTAWGCATTTCACCGCTACACTACA 

TATTCYAGTYACTTCYAMWTWAYTCAAGMCMWRCAGTATCAATGGCCGTT 

CCATMGTTRAGCKATGRGMTTTCACCACTGACTTATCTGKCCGCCTACGG 

ACCCTTTAAACCCAATRAWTCCGGATAACGCTTGSATCCTCCGTATTACC 

GCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGATSCTTATTCTCACAGTACCGTCAA 

GYTCGGTCACGACCRARKGTTTCTTCCTGTGCAAAAGMAGTTTACAATCC 

ATAGGACCGTCATCCTGCACGCGGSATGGCTGGWTCAGGCTYKCGCCCAT 

TGACCAATATTCCTCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCKGGTCCGTGTCTC 

AGTACCAGGGGGGGGGATCTCCCTCTCAGGACCCCTACCCATCGTKGCCT 

TGGKAAGCCGTTACCTTACCCAACTAKCTAATGGKGCSCATGCTCATCTT 

TTACCGYKGWGAYTTTAATAKTGWGGTKGATGCCAACTCACTATACTATG 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT597623.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W2FA567T016
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AGGTATTAATCCAWATTTMTCTGGKMTATCCCTCTGWAAAAGGWAKATTG 

CATACGYKTYACGCACCCGYGCCCCGGTCTCAAWMATKGMTATTCTACCC 

CTCC 

Şekil 3.14. Flavobacterium psychrophilum suşlarından ileri okuma ile 16S sekans 

hizalaması 

 

Şekil 3.15. Flavobacterium psychrophilum 16S ribosomal RNA (Sequence 

ID: KU212250.1)’in NCBI’dan alınan consensüs dizisi 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT597623.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W2FA567T016
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Flavobacterium psychrophilum’un sekans piklerinin Bioedit Sequence Alignment 

Editor programı kullanılarak kromatogramları görüntülendi ve tek tek kontrolleri yapıldı 

(Şekil 3.16.). 
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Şekil 3.16. Flavobacterium psychrophilum sekans kromatogramı 

Sekans sonuçları NCBI’daki referans Flavobacterium psychrophilum suşlarıyla 

benzerlik açısından karşılaştırılmıştır (Şekil 3.17). Yapılan karşılaştırmada Flavobacterium 

psychrophilum 16S ribosomal RNA (Sequence ID: KU212250.1) ile en yakın benzerlik 

gösterdiği belirlendi. Karşılaştırmada en yüksek benzerlik Flavobacterium psychrophilum 

16S ribosomal RNA ile gözlemlenmiş ve benzerlik yüzdesi 700/700(100%), oluşan gap 

sayısı 0/700(0%) ve toplam puan 1293 bits (700) olarak hesaplandı. Benzerlik değerleri ve 

hizalama karşılaştırması verildi (Şekil 3.18). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT597623.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W2FA567T016
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Şekil 3.17. Bir adet Flavobacterium psychrophilum sekans sonuçlarının NCBI’daki 

referans Flavobacterium psychrophilum suşlarıyla benzerlik açısından 

karşılaştırılması 
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Şekil 3.18. Flavobacterium psychrophilum taksonunun hizalama (alignment) sonucu 

(Query: Flavobacterium psychrophilum, Sbjct: Flavobacterium 

psychrophilum 16S ribosomal RNA (Sequence ID: KU212250.1) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT597623.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W2FA567T016
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4. TARTIŞMA 

Bu araştırmada; Kılavuzlu baraj gölünde Aralık 2022 ve Temmuz 2023 tarihleri 

arasında 68 farklı alabalık işletmelerinden 1.088 adet Gökkuşağı alabalığı (Oncorhynchus 

mykiss) hastalık belirtisi gösteren 5 gramdan küçük yavru ezilerek vücut sıvısından ve 5 

gramdan büyük yavru canlı balıkların göz, karaciğer, dalak, böbrek, bağırsak ve deri 

dokularında patojenlerin bilinen klasik kültür yöntemiyle izolasyonu ve Biolog Sistemi 

(The biolog GENIII micro plate) ile fenotipik özelliklerine göre identifikasyonu 

gerçekleştirildi. Ayrıca PCR (Polymerase Chain Reaction) ve sekans analizi yardımıyla 

moleküler tanımlamasının yapıldı.  BIOLOG GEN III otomatik tanılama sistemi, PCR 

(Polymerase Chain Reaction)  ve sekans analizi sonuçlarına göre Flavobacterium 

psychrophilum olduğu belirlendi. 

Schmidt ve ark.,  (2000); çalışmalarında balık örneklerini stomacher’da homojenize 

ederek bakteriyolojik ekim için hazırladıkları bildirmişlerdir. Yine diğer bir araştırmada 

(Yıldırım, 2007) ise balık materyali porselen havanda ezilerek bakteriyolojik ekimde 

kullanılmıştır. Daha steril olması ve kısa sürede sonuç vermesinden dolayı bu araştırmada 

da stomacher homojenizatörü tercih edildi. Buna göre Araştırmanın yapıldığı 4 işletmeden 

8 ay boyunca alınan toplam 1835 adet yumurta, povidin/iodin solüsyonuyla yıkanmış 

yumurta, döllenmiş yumurta, gözlenmiş yumurta, keseli yavru, 5 gramdan küçük yavru ve 

yem örnekleri stomacher’da başarılı bir şekilde homojen edilerek bakteriyolojik ekimde 

kullanıldı. 

Flavobacterium psychrophilum’un izolasyonunda spesifik besiyerleri olarak; 

Cytophaga Agar (CA), Cytophaga Broth (CB) (Wiklund ve ark., 1994; Evensen ve 

Lorenzen 1996; Daskalov ve ark.,  1999; Dalgaard, 2001; Shotts ve Starliper, 2003); 

Modifiye edilmiş Anacker ve Ordal Agar (MAOA), Modifiye edilmiş Anacker ve Ordal 

Broth (MAOAB) (Lehmann ve ark., 1991; Austin ve Austin, 1987; Bernardet ve Grimont, 

1989; Lorenzen ve Olesen, 1997; Austin, 1992); Tryptone Yeast Extract Salt Agar (TYES-

A), Tryptone Yeast Extract Salt Broth (TYES-B) (Ekman, 2003; Stenholm ve ark., 2008; 

Holt ve ark., 1993; Holt, 1987); Zenginleştirilmiş Anacker ve Ordal + Sığır Fetüs Serumu+ 

Agar (EAO+FBS+A), Zenginleştirilmiş Anacker ve Ordal + Sığır Fetüs Serumu+ Broth 

(EAO+FBS+ B) (Starliper  ve ark., 2007); Tryptone Yeast Extract Salt Agar+ Tobramycin 

(TYESA+ T) (Kumagai ve ark., 2004) ve Tryptone Yeast Extract Sığır Fetüs Serumu 

(TYFBS) Agar (Toshio ve ark., 2006) kullanılmıştır. Bu araştırmacıların bakteri ekimlerini 

yaptıkaları bütün bu besiyerleri Keban’daki alabalık işletmelerinden Flavobacterium 
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psychrophilum etkenini izole etmek için de kullanıldı. Bütün bu besiyerlerinde bakteriyel 

üremeler meydana geldi. Ancak bu besiyerleri içinde EAO+FBS+A ve TYFBS agarda 

diğer spesifik besiyerlerine göre daha yoğun üremeler görüldü. Halbuki; sığır fetüs serumu 

katılmaksızın hazırlanan EAO (Zenginleştirilmiş Anacker ve Ordal) ve TY (Tryptone 

Yeast Extract) agarda koloni üremelerinin az olduğu tespit edildi. Dolayısıyla 

EAO+FBS+A ve TYFBS agarlarında görülen yoğun bakteri üremesinin Sığır Fetüs 

Serumuyla ilişkili olabileceği şeklinde yorumlandı.  

Sander ve Fryer (1988), Bernardet ve Kerouault (1989), Crump ve ark., (2001) 

Wiklund ve ark., (1994), Lorenzen ve ark., (1997), Bowser (1999), Dalsgaard ve Madsen 

(2000), Korun ve Timur (2001), Nematollahi ve ark., (2003), Diler ve ark., (2003), İspir ve 

ark., (2004) ve Cipriano ve Holt (2005); çalışmalarında Flavobacterium psychrophilum’u 

izole etmek için ekim yaptıkları Cytophaga Agar (CA), Modifiye edilmiş Anacker ve 

Ordal Agar (MAOA) ve Tryptone Yeast Extract Salt Agar (TYES-A) besiyerlerini 15-20 

°C’de 3–7 gün süreyle inkube etmişlerdir. Bu besiyerlerinde ortası kabarık, konveks ve 

ince yayılan kenarlara sahip, yuvarlak, sarı renkli koloniler ürediği gibi, düzgün kenarlı, 

yuvarlak, koloniler de oluştuğunu ve bu kolonilrden yapılan boyalı preparatlarda 1,20-1,30 

μm uzunluğunda gram negatif çomak biçimli ve kayarak hareket eden bakterilerin varlığını 

belirlemişlerdir.   Fenotipik karekterlerini belirlemede bu çalışmalardaki besiyerlerinden 

yararlanılarak koloni yapısı ve etken özellikleriyle ilgili araştırıcıların bulguları bir kez 

daha doğrulanmış oldu. Keban ilçesindeki alabalık işletmelerinden izole edilen 160 adet 

Flavobacterium psychrophilum’un benzer bulgulara rastlandı. 

Yapılan araştırmalarda (Wiklund ve ark., 1994; Lorenzen ve Olesen, 1997; 

Madetoja ve ark., 2001; Cipriano ve Holt 2005; Ekman 2003) izole edilen Flavobacterium 

psychrophilum’un oluşturduğu kolonilerin sarı renkte göründüğü, oksidaz testinin negatif; 

fleksirubin tipi pigment üretme testinin oranj (portakal) renkte; jelatin ve kazein 

hidrolizasyon testinin pozitif; Kongo kırmızısı testinin, H2S ve karbonhidratlardan asit 

üretiminin negatif olduğu bildirilmiştir. Bu çalışmada da 5 gramdan küçük yavru, 5 

gramdan büyük sağlıklı, hastalıktan şüpheli veya yeni ölmüş alabalık yavrularının dalak, 

karaciğer, böbrek, bağırsak ve su örneklerinden izole edilen Flavobacterium 

psychrophilum’un identifikasyonunda bu ayırt edici biyokimyasal testler başarılı bir 

şekilde uygulanıp benzer sonuçlar elde edildi. 

Yapılan bazı çalışmalarda (Diler ve ark., 2003; Korun ve Timur 2001; Didinen ve 

ark., 2005) oksidaz testinin negatif ve bazılarında (Bernardet ve Kerouault 1989; Ostland 
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ve ark., 1997; Elsayed ve ark., 2006) da bu testin pozitif sonuç verdiği rapor edilmiştir. Bu 

çalışmada izole edilen bütün suşların oksidaz negatif olduğu belirlenmiştir. Bu durum F. 

psychophilum suşları arasında fenotipik farklılıkların görülebileceği görüşünü 

desteklemektedir. F. psychophilum’un identifikasyonunda Cipriano ve Holt (2005) ile 

Didinen ve ark., (2005) O/F testinin negatif olduğunu, İspir ve ark., (2004) ise oksidasyon 

testinin negatif ve fermantasyon testinin pozitif olduğunu bildirmişlerdir. Bu araştırmada 

da bazı suşlarda fermantasyon testi pozitif, bazılarında da negatif olduğu saptandı. 

Flavobacterium psychrophilum referans bakteri suşunun ise O/F testinin negatif sonuç 

verdiği tespit edilmiştir. 

Yapılan bir çalışmada (Lorenzen ve ark., 1997) Flavobacterium psychrophilum’un 

25°C’de üremediği, başka bir çalışmada (Bernardet ve Kerouault 1989) yine bu etkenin 

25°C’de seyrek olarak ürediği, 25°C’nin üzerinde ise üremediği ifade edilmiştir. Bu 

konuda Lorenzen ve ark., (1997) de, 25 Flavobacterium psychrophilum’un 18’inin 

25°C’de seyrek olarak ürediğini, fakat 30°C’de üremediğini, Schmidtke ve Carson (1995) 

ise 20 izolattan 18’inin 25°C’de seyrek olarak ürediğini fakat 30°C’de üremediğini 

bildirmişlerdir. Son olarak da Dalsgaard ve Madsen (2000) bu etkenin 5, 15, 20 ve 

25°C’lerde ürediğini tespit etmişlerdir. Araştırmaya konu olan Keban’daki alabalık 

işletmelerinden izole edilen 160 adet suşun 5, 15 ve 20°C’lerde ürediği ve dolayısıyla 

Dalsgaard ve Madsen (2000)’in bulgularıyla kısmen benzerlik gösterdiği görüldü. Yine 

araştırmalardaki bu suşların 25°C ve üzeri sıcaklıklarda ise ürememesi de Lorenzen ve 

ark., (1997)’ın sonuçlarıyla paralellik göstermiştir. 

Lorenzen ve ark., (1997), Flavobacterium psychrophilum’un % 1’lik NaCl’de 

üremesine rağmen, % 2’lik NaCl’de üremediğini, Diler ve ark., (2003) de bu etkenin % 

0,5’lik NaCl’de ürediğini, % 1’lik ve % 2’lik NaCl’de üremediğini, yine Nematollahi ve 

ark., (2003) ise Flavobacterium psychrophilum’un % 0,8-1’lik ve % 2’lik NaCl’de 

ürediğini rapor etmişlerdir. Kahramanmaraş alabalık üretim işletmelerinden izole edilen 

Flavobacterium psychrophilum suşları ile Flavobacterium psychrophilum NCIMB 1947T 

referans suşunun % 0, % 0,5 ve % 1’lik NaCl’de ürediği, % 2’lik NaCl’de ise üremediği 

tespit edildi. Buna göre % 2’lik ve üzeri tuzlulukta bu bakterinin üremediği sonucuna 

varılmıştır. 

Çevre koşullarındaki olumsuz değişimlerle balıkların hastalanmalarına yol açan bu 
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etken, su ve balıkların ovaryum sıvısı ve sindirim sisteminin doğal florasında da 

bulunmaktadır (Sarıeyyüpoğlu, 1984; Austin ve Austin, 1987; Holt ve ark., 1993; 

Gonzalez ve ark., 1999; Cengizler, 2000; Gonzalez ve ark., 2001; Nematollahi ve ark., 

2003; Hatha ve ark., 2005; Arda ve ark., 2005; Skrodenyte-Arbaciauskiene ve ark., 2006; 

Kubilay ve ark., 2009a; Kubilay ve ark., 2009b). Etkenlerin hem su ve hem de balık 

örneklerinde izole edilmiş olması bu konuda çalışan araştırıcıların (Sarıeyyüpoğlu, 1984; 

Austin ve Austin, 1987; Holt ve ark., 1993; Gonzalez ve ark., 1999; Cengizler, 2000; 

Gonzalez ve ark., 2001; Nematollahi ve ark., 2003; Hatha ve ark., 2005; Arda ve ark., 

2005; Skrodenyte-Arbaciauskiene ve ark., 2006; Kubilay ve ark., 2009a; Kubilay ve ark., 

2009b) sonuçlarıyla paralellik göstermektedir.  

Flavobacterium psychrophilum’un neden olduğu hastalık, balık türlerine göre farklı 

mortalite oranları ile seyretmektedir. Coho Salmon (Oncorhynchus kisuch) balıklarında bu 

etkenden dolayı % 50 oranında mortalite görüldümütür (Holt, 1987). Hastalığın gökkuşağı 

alabalık yavrularında yem almaya başladıktan iki ay sonra meydana geldiği ve mortalitenin 

% 75 civarında olduğu bildirilmiştir (Lorenzen ve ark., 1991; Bruno, 1992). Bu 

araştırmada da işletmede yavru balıklar yem almaya başladıktan 20–50 gün sonra 

ölümlerin görülmesi, hastalığın yavru alabalıkların ilk aylarında ortaya çıkabileceğini 

doğruladı. Ancak işletmelerdeki mortalite oranlarının işletmede % 20 diğer araştırıcıların 

(Holt, 1987; Lorenzen ve ark., 1991; Bruno, 1992) bildirdiği oranlardan daha düşük olduğu 

görüldü. Bu durum, işletmelerin su kaliteleri arasındaki farklılıklarla hastalığın mortalitesi 

arasında bir ilişki olduğu ve su kalitesi iyi olan işletmelerde mortalitenin düşük seyrettiği 

şeklinde yorumlandı. 

Yapılan bazı çalışmalarda (Austin, 1992; Bernardet ve Kerouault 1989; Bruno, 

1992; Bustos ve ark., 1995; Lorenzen ve ark., 1991; Toranzo ve Barja, 1993; Wiklund ve 

ark., 1994; Didinen ve ark., 2005) hasta ve ölmüş balıklarda; karın boşluğunda sıvı 

birikimine bağlı olarak şişkinlik, ekzoftalmus, derinin renginde koyulaşma ve birkaç 

balığın sırt ve kavdal yüzgecinde beyaz renkte lezyonların şekillendiği ve hastalığın 

ilerlemiş durumlarında balıklarda kavdal yüzgecin tamamen tahrip olduğu ve radiusların 

ortaya çıktığı, karaciğer ile böbreğin solgun olduğu ve dalağın büyüdüğü tespit etmişlerdi. 

Araştırma yapılan alabalık işletmesinde de benzer bulgulara rastlandı. 

Korun ve Timur (2001), Diler ve ark., (2003), İspir ve ark., (2004), Timur ve 

Korun, (2004), Didinen ve ark., (2005) araştırıcılar izole ettikleri etkenlerin 

Amoksisillin/klavulanik asit, Ampisilin, Eritromisin ve Gentamisine ise duyarlı olduklarını 
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bildirmişlerdir. Bu çalışmada ise Flavobacterium psychrophilum suşlarının 

Amoksisilin/Klavulanik asit, Ampisilin, Eritromisin ve Gentamisine karşı direnç gösterdiği 

görüldü. Bu durum ülkemizde coğrafik bölgelere göre izole edilen Flavobacterium 

psychrophilum suşlarının antibakteriyellere karşı duyarlılıklarının farklılık 

gösterebileceğini ya da izole edilen suşların antibakteriyellere direnç kazanmış 

olabileceğini göstermektedir. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Sonuç olarak bu çalışmada, yurdumuzda ve dünyanın birçok ülkesinde gökkuşağ 

alabalıklarında hastalık oluşturan ve büyük ekonomik kayıplara yol açan, Psikrofilozis 

(Bakteriyel soğuk su hastalığı, Pedinkul hastalığı, Rainbow Trout Fry Syndrome -RTFS)’in 

etkenlerinden Flavobacterium psychrophilum’un klasik kültür yöntemi ile izolasyonu ve 

identifikasyonu yapıldı. Ayrıca Biolog Sistemi (The biolog GENIII micro plate) yöntemi 

ile bu etkenlerin 71 farklı karbon kaynağının kullanımı ve 23 kimyasala karşı hassasiyet 

(engelleyici kimyasallara dayanıklılık) testinden oluşan 94 fenotipik test yönünden analiz 

edildi. Bakteriyel hastalıkların teşhisinde hızlı sonuç veren moleküler bir teknik olan PCR 

(Polymerase Chain Reaction)  kullanılarak, moleküler olarak Flavobacterium 

psychrophilum’un identifikasyonu gerçekleştirildi. İnsanlarda klinik tanı laboratuvarlarında 

bakteriyel izolatların identifikasyonunda kullanılan önemli bir teknik olan 16S rRNA gen 

sekansına dayalı analiz yöntemi Flavobacterium psychrophilum’un tanımlanmasında 

kullanıldı. Böylece kültürden üretilmiş Flavobacterium psychrophilum’un PZR tekniği ile 

tanısı kısa bir sürede yapılması sonucu, zamanında uygulanacak tedavi ile balıkçılık 

işletmelerinde büyük ekonomik kayıpların önüne geçilecektir.  

Hastalıktan şüpheli balıkların morfolojik özelliklerine bakılarak kesin ve doğru 

teşhisi mümkün değildir. Bu nedenle klasik kültür yöntem, Biolog Sistemi (The biolog 

GENIII micro plate), PCR (Polymerase Chain Reaction) ve sekans analizleri yapılması 

gerekmektedir. 

Kültür balıkları yetiştiriciliğinde balıkların birbirleriyle yakın temasta 

bulunmaları, suların çabuk kirlenmesi ve su kalitesinin (fiziksel, kimyasal, ve 

mikrobiyolojik parametrelerinin) optimal değerlerin dışına çıkması gibi nedenlerle balıklar 

arasında Psikrofilozis (Bakteriyel soğuk su hastalığı, Pedinkul hastalığı, Rainbow Trout 

Fry Syndrome -RTFS) enfeksiyonları kolayca ortaya çıkmakta, yayılmaktadır. Bu nedenle 

zamanında gerekli koruyucu önlemler alınmalı ve değişen yaşam koşulları düzeltilmelidir.  

Balıklarda Stres immune (bağışıklık) sisteminin devre dışı kalmasına ve balığın 

Flavobacterium psychrophilum’a karşı korumasız hale gelmesine neden olmaktadır. Bu 

sebepten dolayı balıkları stresten uzak tutabilmek için kültür koşullarının (sıcaklık, ışık, 

oksijen, stok yoğunluğu vb) optimum olarak sağlanması, su kalitesinin yüksek tutulması, 

uygun yemlerin kullanılması, gereksiz ilaç ve kimyasal kullanımının terk edilmesi ve 

gürültünün minimuma indirilmesi gibi koşullara azami bir şekilde özen gösterilmelidir. 
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Psikrofilozis (Bakteriyel soğuk su hastalığı, Pedinkul hastalığı, Rainbow Trout 

Fry Syndrome -RTFS) Enfeksiyonları ile mücadelede antibiyotiklerin kullanımı oldukça 

yaygın kullanılan bir yöntemdir. Antibiyotikler zamanla suda kirliliğe balıkta da kalıntılara 

ve antibiyotiklere dirençli mikroorganizmaların gelişmesine, sucul çevreye ve insan 

sağlığına zararlı sonuçlar ortaya çıkarması nedeniyle balıklarda kullanımı tercih 

edilmemelidir. 

Hastalıklardan korunmada en geçerli yol, başladıktan sonra durdurmak yerine, 

başlamaması için önlem almaktır. Bu nedenle salgın balık hastalıkları ile mücadelede de en 

etkin yöntem aşı kullanmaktır. 

Kılavuzlu baraj gölünde bulunda gökkuşağı alabalık yetiştiricilik tesislerinde 

Flavobacterium psychrophilum tespit edildi. Bölgede porsiyonluk balık alışverişi 

olduğundan dolayı bulunan tüm tesislere Psikrofilozis (Bakteriyel soğuk su hastalığı, 

Pedinkul hastalığı, Rainbow Trout Fry Syndrome -RTFS) bulaşma riski de vardır. Bu 

nedenle, işletmeler sterilizasyona gerekli önemi vermeli mutlaka karantina havuzları 

kullanmalıdır.  

İşletmeler, koruyucu olarak ve balıkların bağışıklık sistemini artırması için özellikle 

ilkbahar dönemlerinde yemlere katılmak üzere Vitamin C ve Vitamin E kullanımı 

konusunda bilinçlendirilmelidir.  

Çalışma sonucunda hastalığın bölgede ekonomik anlamda büyük zararlar meydana 

getirmediği görüldü. Üreticilerin hastalıklara karşı ilaç uygulamaları konusunda tam ve 

yeterli bilgiye sahip olmamalarının yanında bakteriyel patojenlerin zaman içinde 

antibakteriyellere karşı farklı duyarlılık düzeyleri geliştirdikleri göz önünde bulundurularak 

üreticilerin bilinçsiz ilaç uygulamalarından kaçınmaları sağlanmalıdır. Balık hastalık ve 

zararlılarına karşı kullanılan her türlü aşı, ilaç, hormon, dezenfektan ve kimyasalların satışı 

kontrol altına alınmalı, bilgisiz ve yetkisiz kişilerin çiftliklerde satış yapmaları 

engellenmelidir. Hastalık etkeni ve suşları tam olarak tespit edilmeli, rastgele ilaç 

kullanmaktan kaçınılmalıdır.  

Günümüz kültür balıkçılığında zorunlu manipulasyonlar, yoğun stoklama, azalan 

çözünmüş oksijen miktarı, suda biriken balık atıkları ve stres oluşturacak tüm koşullardan 

kaçınılmalıdır. İşletmelerdeki yetiştirme şartları uygun değil ise mutlaka düzeltilmelidir. 

Balık işletmeleri, hastalıklardan korunmada en geçerli yol; hastalık başladıktan 

sonra ilaçlarla durdurmak yerine, hastalık çıkmadan önce gerekli koruyucu önlemler 
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almaktır. Bu nedenle salgın balık hastalıkları ile mücadelede de en etkin yöntem aşı 

kullanmaktır. 

 İşletme sahipleri ve çalışanları; kültürel önlemler, dezenfekten tedbirleri, hastalık 

belirtileri, numune seçme, numune taşıma, müracaat edeceği yerler hakkında 

bilgilendirilmeli ve eğitilmelidir.   

 İşletmelerde; önce kültürel önlemler alınmalı, aşı uygulamaları yapılmalı, hastalık 

bulaşmasını önleyecek dezenfekten tedbirleri alınmalıdır. Bunlara rağmen hastalık 

görülmüş ise önce hastalık tam olarak tespit edilmeli, antibiyotik duyarlılık testi yapılmalı 

ve hastalığa karşı ilaçlı mücadele başlatılmalıdır. 
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