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Öz: Bu çalışmada, bitkilerden doğal ekstraksiyon işlemiyle elde edilen ve su ürünleri yetiştiriciliğinde 

tatlandırıcı yem katkı maddesi olarak kullanılan Silvafeed TSP’nin (tannik asit) Aeromonas hydrophila, 
Pseudomonas fluorescens, Yersinia ruckeri, Vibrio anguillarum ve Escherichia coli’ye (ATCC 25922) karşı 

antimikrobiyal etkinliği agar well difüzyon ve minimal inhibisyon konsantrasyon testi (MİK) ile araştırıldı. 
Agar well difüzyon testinde, A. hydrophila, E. coli ve Y. ruckeri izolatlarının 12,5 µg/ml'nin üzerindeki 

konsantrasyonlara duyarlı iken, P. fluorescens ve V. anguillarum izolatlarının 6,25 µg/ml'nin üzerindeki 

tannik asit konsantrasyonlarına hassas olduğu belirlendi. Disk difuzyon testinde P. fluorescens’in gentamisin 
ve doksisiklin hariç çalışmada kullanılan diğer antimikrobiyel ajanlara karşı dirençli olduğu, A. hydrophila, 

E. coli, V. anguillarum ve Y. ruckeri’nin ise ampisilin hariç çalışmada kullanılan diğer antibiyotiklere karşı 

hassas olduğu tespit edildi. Bu çalışmada, P. fluorescens izolatının florfenikol (FFC)’ün 200 µg/ml hariç 
bütün konsantrasyonları ve E. coli izolatının sadece FFC’nin 3,125 µg/ml konsantrasyonuna dirençli olduğu 

tespit eddildi. Fakat, doksisiklinin beş bakteri izolatına karşı duyarlı olduğu belirlendi. Tannik asitin 6,25 

µg/ml konsantrasyonuna P. fluorescens ve V. anguillarum dirençli iken, 12.5 µg/ml konsantrasyonu ise E. 
coli, A. hydrophila ve Y. ruckeri'nin dirençli olduğu belirlendi. Tannik asitin MİK değeri; E. coli için 187,5 

µg/ml, A. hydrophila için 250 µg/ml, P. fluorescens için 31,25 µg/ml, V. anguillarum 375 µg/ml ve Y. ruckeri 

için 125 µg/ml olarak belirlendi. P. fluorescens izolatı için florfenikolün MİK değerleri belirlenemezken; E. 
coli, A. hydrophila, V. anguillarum ve Y. ruckeri için sırasıyla, 25 µg/ml, 12,5 µg/ml, 12,5 µg/ml ve 50 µg/ml 

olduğu belirlendi.  

 

Anahtar kelimeler: Akuakültür, antimikrobiyal hassasiyet, MİK, tannik asit, tedavi. 
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Abstract: In this study, the antimicrobial activity was investigated Silvafeed TSP (tannic acid) obtained by 

natural extraction from plants and used as a flavoring feed additive in aquaculture, against Aeromonas 

hydrophila, Pseudomonas fluorescens, Yersinia ruckeri, Vibrio anguillarum and Escherichia coli (ATCC 
25922). For this purpose, agar well diffusion and minimal inhibition concentration (MIC) tests were used. In 

the agar well diffusion test, it was determined that A. hydrophila, E. coli and Y. ruckeri isolates were sensitive 

to concentrations above 12,5 µg/ml, while P. fluorescens and V. anguillarum isolates were sensitive to tannic 
acid concentrations above 6,25 µg/ml. In the disc diffusion test, it was determined that P. fluorescens was 

resistant to other antimicrobial agents used in the study except gentamicin and doxycycline, and A. 

hydrophila, E. coli, V. anguillarum and Y. ruckeri were sensitive to other antibiotics used in the study except 
ampicillin. In this study, it was determined that the P. fluorescens isolate was resistant to all concentrations 

of florfenicol (FFC) except 200 µg/ml and the E. coli isolate was resistant only to the 3.125 µg/ml 

concentration of FFC. However, doxycycline concentrations were determined to be sensitive to five bacterial 

isolates. It was determined that P. fluorescens and V. anguillarum were resistant to the 6.25 µg/ml 

concentration, while E. coli, A. hydrophila and Y. ruckeri were resistant to the 12.5 µg/ml concentration of 

tannic acid. The MIC values of tannic acid for E. coli, A. hydrophila, P. fluorescens, V. anguillarum and Y. 
ruckeri were determined as 187,5 µg/ml, 250 µg/ml, 31.25 µg/ml, 375 µg/ml and 125 µg/ml, respectively. 

While MIC values of florfenicol could not be determined for P. fluorescens isolate; It was determined as 25 

µg/ml, 12.5 µg/ml, 12.5 µg/ml and 50 µg/ml for E. coli, A. hydrophila, P. fluorescens, V. anguillarum and Y. 
ruckeri, respectively. 
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GİRİŞ 

 

İntensif gökkuşağı alabalık yetiştiriciliğinde artan 

tüketici taleplerini karşılamak için her geçen gün 

üretimdeki artışa bağlı olarak balık hastalık sorunları ile 

sıklıkla karşılaşılmaktadır. Gökkuşağı alabalık 

yetiştiriciliğinde havuzlarda aşırı stok yoğunluğu 

bakteriyel balık hastalıklarının ortaya çıkmasına sebep 

olmaktadır. Bu hastalıkların erken teşhisinin ve tedavisinin 

yapılmaması durumu, toplu ölümler görülebilmekte ve bu 

nedenle işletmelerde ekonomik yönden büyük kayıpların 

ortaya çıkmasına sebep olabilmektedir. Bu durum 

akuakültürde sürdürülebilir üretimi önemli ölçüde 

etkilemektedir. Balıklardan görülen bakteriyel 

hastalıkların tedavisi genellikle, antibiyogram test 

sonuçlarına göre yapılmaktadır. Test sonucuna göre en 

etkili ve ucuz olan antibiyotik tercih edilmektedir. Son 

yıllarda; akuakültürde kullanılan antibiyotiklere karşı 

kazanılan direnci ve insan sağlığı açısından antibiyotik 

kalıntı problemlerini ortadan kaldırmak amacıyla organik 

balık yetiştiriciliğinde alternatif olarak kullanılabilecek 

doğal bitkisel kökenli (kestane ağacı) bir yem katkı 

maddesi olan silvafeed (tannik astin) kullanılması 

düşünülmüştür. Silvafeed ekşimsi tatta, kahverengi renkte, 

toz formunda, minimum %75 polifenol içeriğine sahip olan 

ve maksimum %8 rutubet stoklanmış bir tanen (tannik asit) 

bileşiğidir (http, 2021). 

Tanenlerin (tannik asitler), antimikrobiyal, 

antienflamatuar, antiviral, antioksidan ve antiparazitik 

aktiviteler gibi önemli biyolojik özelliklere sahip suda 

çözünebilen polifenolik bileşikler grubu kimyasal 

maddeler olduğu rapor edilmiştir (Pérez-Fonseca vd., 

2016). Tanenlerin çeşitli bitkilerin kabukları, meyveleri, 

yaprakları ve kökleri gibi farklı kısımlarında yaygın olarak 

bulundukları bildirilmiştir (EL-Hefny vd., 2017). 

Tanenlerin hidrolize olabilen ve kondanse 

(yoğunlaştırılmış) olabilen iki farklı tipleri bulunmaktadır. 

Tanenlerin başlıca görevlerinin proteinleri ve diğer 

makromolekülleri bağlama ve çökeltme olduğu 

bildirilmiştir (Brooker vd., 1994). Mide-bağırsak sistemi 

bakterilerinin tanenleri ve tanik asit-protein komplekslerini 

parçalayabildikleri veya tolere edebildikleri rapor 

edilmiştir. Ayrıca, hidrolize olabilen tanenlerin (tanik asit), 

hayvanlar ve rumen mikroorganizmaları için toksik etki 

meydana getirdiği bildirilmiştir (Brooker vd., 1994; Salem 

vd., 2010; Bae vd., 1993). Tanenlerin inhibitör etkisinin 

bakterilerin hücre duvarında fonksiyon bozukluğu 

meydana getirmesine, enzim aktivitesini azaltılmasına, 

metal iyonları (demirle şelasyon oluşturarak) ve 

minerallerin yoksunluğuna bağlı olarak gösterdiği 

bildirilmiştir (Goel vd., 2005; Cipriano-Salazara vd., 

2018).  

Bu çalışmada, Karadeniz bölgesindeki gökkuşağı 

alabalığı üretim çiftliklerinde hastalık epizootilerinde en 

çok rastlanılan ve izole edilen Gram negatif bakterilerden 

olan A. hydrophila, P. fluorescens, Y. ruckeri ve V. 

anguillarum izolatlarına karşı silvafeed’in (tannik asit) 

antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi amaçlanmıştır. 

 

MATERIAL AND METHOD 

 

Silvafeed TSP (Tannik Asit), Doksisiklin ve 

Florfenikol Stok Solüsyonlarının Hazırlanması: Bu 

çalışmada kullanılan Silvafeed TSP, Profeed Gıda ve Kim. 

Mad. San. Tic. Ltd. Şti. şirketinden ücretsiz olarak temin 

edildi. Silvafeed TSP, bitkilerden doğal ekstraksiyon 

işlemleri kullanılarak elde edilen suda çözünür toz 

şeklindeki ticari bir üründür. Silvafeed’in antimikrobiyal 

etkinliğinin belirlenmesi amacıyla öncelikle, 0,2 ve 0,3gr 

Silvafeed 100 ml saf suda ayrı ayrı çözdürülerek stok 

solüsyonları hazırlandı. Hazırlanmış olan bu stok 

solüsyonlarından 20 ml cam şişeler içerisinde 2 katlı ve 10 

katlı dilüsyonları hazırlanarak çalışmada test edilecek 

konsantrasyonlar hazırlandı. Doksisiklin (Medox %50 

Toz-Medicated) ve florfenikol’ün (Florfish %50 Toz-

Medicated)her birinden 0,4’er gr tartıldı. Balon jojede (100 

ml) %2’lik 0,1M HCl içeren methanol çözeltisinde 

manyetik bir bar yardımıyla manyetik karıştırıcıda 

homojen hale getirildi. Hazırlanan stok solüsyonları steril 

0,45 µm’lik membran flitre (Merck-Millipore) yardımı ile 

steril edildi. Tannik asit’in (0,2 gr’dan hazırlanmış) 

dilüsyonları ve konsantrasyonları Tablo 1’de verildi. 

 

Tablo 1. Tannik asitin iki katlı seri dilüsyonlarının 

konsantrasyonları. 

Table 1. Concentrations of two-fold serial dilutions of tannic 

acid. 
Tüpler  Tannik asitin iki katlı seri dilüsyonları  Konsantrasyonu 

1. 1 ml→ 2 mg(=2000 µg) 2000 µg TA 

2. 1 ml 2000 µg TA + 1 ml steril su 1000 µg TA 

3. 1 ml 1000 µg TA + 1 ml steril su 500 µg TA 

4. 1 ml 500 µg TA + 1 ml steril su 250 µg TA 

5. 1 ml 250 µg TA + 1 ml steril su 125 µg TA 

6. 1 ml 125 µg TA + 1 ml steril su 62,5 µg TA 

7. 1 ml 62,5 µg TA + 1 ml steril su 31,25 µg TA 

8. 1 ml 31,25 µg TA + 1 ml steril su 15,625 µg TA 

9. 1 ml 15,625 µg TA + 1 ml steril su 7,8125 µg TA 

10 1 ml 7,8125 µg TA + 1 ml steril su 3,90625 µg TA 

11.  0,1 M HCl içeren methanol Kontrol  

 

Hazırlanan stok 0,4 gr %50’lik florfenikol ve 0,4 

gr %50’lik doksisiklin antibiyotik çözeltileri %50’lik 

olduğu için 1 ml’sinde 2 mg (= 2000 µg) etken madde 

bulunmaktadır. Florfenikol ve doksisiklinin iki katlı seri 

dilüsyonlarının konsantrasyonları aşağıdaki gibi 

hesaplandı ve Tablo 2’de verildi. 
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Tablo 2. Florfenikol ve doksisiklinin iki katlı seri dilüsyonlarının 

konsantrasyonları. 

Table 2. Concentrations of serial two-fold dilutions of florfenicol 

and doxycycline. 
Tüpler  DO ve FFC’ün iki katlı seri dilüsyonları  Konsantrasyonu 

1. 1 ml→ 1 mg(=2000 µg) 2000 µg  

2. 1 ml 2000 µg + 1 ml steril su 1000 µg  

3. 1 ml 100 µg + 1 ml steril su 500 µg  

4. 1 ml 500 µg + 1 ml steril su 250 µg  

5. 1 ml 250 µg + 1 ml steril su 125 µg  

6. 1 ml 125 µg + 1 ml steril su 62,5 µg  

7. 1 ml 62,5 µg + 1 ml steril su 31,25µg  

8. 1 ml 31,25 µg + 1 ml steril su 15,625µg  

9. 1 ml 15,625 µg + 1 ml steril su 7,8125 µg  

10. 1 ml 7,8125 µg + 1 ml steril su 3,90625 

11. 0,1 M HCl içeren methanol + 1 ml steril su Kontrol 

 

Çalışmada Kullanılan Mikroorganizmalar: 

Çalışmada Doğu Karadeniz Bölgesi’ndeki gökkuşağı 

alabalığı çiftliklerinden daha önceki çalışmalarda izole ve 

identifiye edilmiş olan A. hydrophila, P. fluorescens (P73), 

V. anguillarum (V976) ve Y. ruckeri izolatları kullanıldı 

(Balta vd., 2010; Balta, 2016; Balta & Dengiz Balta, 2016; 

Balta & Dengiz Balta, 2017; Kacar & Balta, 2017, Balta, 

2020). Tüm izolatlar kullanılıncaya kadar -80°C’de %1,5 

gliserol içeren besi yerinde muhafaza edildi. Ayrıca, 

Silvafeed’in etkinliğinin belirlenmesi amacıyla E. coli 

(ATCC 25922) suşu kullanıldı. Çalışmada test edilen 

bakteri izolatları ve kökenleri Tablo 3’de verildi. 

 

Tablo 3. Bakteri türleri ve kökenleri. 

Table 3. Bacteria species and origins. 
No Bakteri Türü Köken 

1 E. coli ATCC 25922 
2 A. hydrophila Alabalık-Rize 

3 P. fluorescens Alabalık-Rize 

4 V. anguillarum Alabalık-Rize 

5 Y. ruckeri Alabalık-Trabzon 

 

Agar Well Difüzyon Testi: Silvafeed TSP, 

doksosillin ve florfenikol’ün antimikrobiyal duyarlılığının 

belirlenmesinde Arret vd., 1971’de kullanıldığı metot 

modifiye edilerek kullanıldı (Balta, 1999; Balta & 

Çağırgan, 2007; Balta & Çağırgan, 2010). Bu amaçla 

Antibiyotik Medium No: 2 yerine Mueller Hinton Agar 

(MHA-Merck) kullanıldı. E. coli, A. hydrophila, P. 

fluorescens ve Y. ruckeri mikroganizmaları için normal 

MHA ve V. anguillarum için ise tuzlu MHA kullanıldı. 

Hazırlanan besi yerleri üzerine steril porselen boncuklar 

kullanılarak kuyucuklar açıldı. Daha sonra 

mikroorganizmaların bir gecelik taze kültürlerinden 

fizyolojik tuzlu su (%0,9 NaCl) içerisine McFarland 0,5’e 

göre süspansiyonları hazırlandı. Hazırlanmış olan 

süspansiyonlardan 1’er ml alınarak besiyerlerine yayma 

tarzında ekimleri yapıldı. Daha önceden hazırlanan stok 

tannik asit, doksisiklin ve florfenikol solüsyonunlarından 

hazırlanan farklı konsantrasyondaki dilüsyonların her 

birinden otomatik pipet yardımı ile 100 µl alınarak 3’er 

paralel olmak üzere kuyucuklara ilave edildi. Kontrol 

olarak 1 kısım methanol (%2’lik 0,1M HCl içeren) + 1 

kısım steril saf su içeren dilüsyondan 3 paralel olmak üzere 

100 µl miktarında kuyucuklara ilave edildi. Farklı 

konsantrasyonlardaki tannik asit, doksisiklin ve florfenikol 

ilave edilmiş 6 kuyucuklu besiyerleri 25°C’de 18 saat 

inkübasyona bırakıldı. Bu inkubasyonun sonrasında her bir 

kuyucuğun etrafında oluşan bakterinin üremediği zon 

çapları dijital kompas yardımı ile ölçülerek değerlendirildi. 

Disk Difüzyon Testi: Mikroorganizmaların 

antibiyotik duyarlılıklarının belirlenmesinde Kirby-Bauer 

disk difüzyon (1959-1960) yöntemi kullanıldı. Bu amaçla 

çalışmada kullanılan her bir bakteri izolatın ve standart 

suşun bir gecelik subkültürleri FTS içerisine alınarak 

yoğunlukları Mc Farland No 0,5’e göre ayarlandı. Daha 

sonra hazırlanmış olan bakteriyel süspansiyonlardan 0.1 ml 

alınarak MHA’ya ekildi. Ekim sonrası petriler 30 dk oda 

sıcaklığında bırakıldı ve bu süre sonunda agar yüzeyine 

antibiyotik diskleri yerleştirildi. Çalışmada ampisilin (10 

µg), gentamisin (10 µg), doksisiklin (30 µg), enrofloksasin 

(5 µg), oksitetrasiklin (30 µg) sulfamethoksazol (100 µg) 

ve trimetoprim/sulfamethakzol (1.25/23.75 µg) olmak 

üzere 8 farklı antibiyotik diski (Bioanalyse) kullanıldı. 

Antibiyotik diskleri yerleştirilen petriler 25°C’de 18 saat 

inkubasyona bırakıldı. İnkubasyon sonrası antibiyotik 

diskleri etrafında oluşan bakerinin üremediği inhibisyon 

zon çapları dijital kumpas yardımı ile ölçüldü (NCCLS, 

1993). 

Minimal İnhibe Edici Konsantrasyonun (MİK) 

Belirlemesi: Testte kullanılacak tannik asit ve 

florfenikol’ün stok çözeltisi hazırlanırken 100’er ml 

%2’lik HCl (Merck) içeren methanol solüsyonu kullanıldı. 

Hassas terazide 0,2 ve 0,3 gr tannik asit ve 0,4 gr 

florfenikol tartılarak 100 ml’lik balonjojede %2’lik 0,1M 

HCl içeren methanol çözeltisinde çözdürüldü. Stok 

solüsyonlar steril 20 ml şişelere 5’er ml olarak bölündü. E. 

coli, A. hydrophila, P. fluorescens ve Y. ruckeri TSB’de ve 

V. anguillarum %1,5 tuz ilave edilmiş TSB’de 25°C’de 18 

saat inkube edilerek üretildi. Üretilen kültürden kontrol 

grubu hariç her bir tüpe 10 µl (108 cfu/ml) eklendi. Tüpler 

25°C’de 24 saat inkübe edildi. Tannik asit ve florfenikol 

her bir konsantrasyonu için iki tüp paralel olarak çalışıldı. 

Bakterilerin üremediği tüplerdeki kimyasal maddenin en 

düşük konsantrasyon MİK değeri olarak kabul edildi 

(Beşe, 1989). 

Önceden steril edilen tannik asit stok solüsyonu 

Mueller Hinton Broth’da (MHB) iki katlı seri dilüsyonları 

gerçekleştirildi. Mueller Hinton Broth’da tannik asit MİK 

değerlerini belirlemek için hazırlanan iki katlı seri 

dilüsyonların farklı konsantrasyonları Tablo 4’de verildi.  

Florfenikol 1 ml’sinde 2000 µg olduğu için ilk 

önce 10 katlı dilüsyonu yapılarak içindeki etken madde 

miktarı 200 µg’a düşürüldü. Mueller Hinton Broth’da 

florfenikolün MİK değerlerini belirlemek için hazırlanan 

iki katlı seri dilüsyonların farklı konsantrasyonları Tablo 

5’de verildi. 
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Tablo 4. MİK değerleri için tannik asitin farklı konsantrasyonları. 

Table 4. Different concentrations of tannic acid for MIC values. 

Tüpler Tannik asit iki katlı seri dilüsyonları  Konsantrasyonu 

1. 1 ml MHB + 1 ml (3000 µ TA) 1500 µg 

2. 1 ml MHB + 1 ml (2000 µg TA) 1000 µg 

3. 1 ml MHB + 1 ml (1500 µ TA) 750 µg 
4. 1 ml MHB + 1 ml (1000 µg TA) 500 µg 

5. 1 ml MHB + 1 ml (750 µg TA) 375 µg 

6. 1 ml MHB + 1 ml (500 µg TA) 250 µg 
7. 1 ml MHB + 1 ml (375 µg TA) 187,5 µg 

8. 1 ml MHB + 1 ml (250 µg TA) 125 µg 

9. 1 ml MHB + 1 ml (187,5 µg TA) 93,75 µg 
10. 1 ml MHB + 1 ml (125 µg TA) 62,5 µg 

11. 1 ml MHB + 1 ml (62,5 µg TA) 31,25 µg 

12. 1 ml MHB + 1 ml (46, 875 µg TA) 23,44 µg 
13. 1 ml MHB + 1 ml (31,25 µg TA) 15,625 µg 

14. 1 ml MHB + %2 HCl içeren methanol Kontrol 

 

Tablo 5. MİK değerleri için florfenikolün farklı 

konsantrasyonları. 

Table 5. Different concentrations of florfenicol for MIC values. 
Tüpler Florfenikolün iki katlı seri dilüsyonları Konsantrasyon 

1. 1 ml MHB + 1 ml (200 µg FFC) 100 µg 

2. 1 ml MHB + 1 ml (100 µg FFC) 50 µg 

3. 1 ml MHB + 1 ml (50 µg FFC) 25 µg 

4. 1 ml MHB + 1 ml (25 µg FFC) 12,5 µg  

5. 1 ml MHB + 1 ml (12,5 µg FFC) 6,25 µg 

6. 1 ml MHB + 1 ml (6,25 µg FFC) 3,125 µg 

7. 1 ml MHB + 1 ml (3,125 µg FFC) 1,5625 µg 

8 1 ml MHB + 1 ml (1,5625 µg FFC) 0,78125 µg 

9. 1 ml MHB + 1 ml (0,78125 µg FFC) 0,390625 µg 

10. 1 ml MHB + 1 ml %2’lik HCl methanol Kontrol 

 

BULGULAR  

 

Çalışmada dört balık patojeni ve bir standart 

suşun, silvafeed TSPve sekiz faklı antibiyotiğe karşı 

hassasiyeti belirlendi. Ayrıca, beş bakterinin tannik asit ve 

forfenikol karşı MİK değerleri tespit edildi. Agar well 

difüzyon testinde doksisiklin’in tüm konsantrasyonlarıının 

test mikroorganizmalarına karşı duyarlı bulunması nedeni 

ile doksisiklin’in MİK testi yapılmadı.  

Agar Well Difüzyon Testi: Tannik asitin farklı 

konsantrasyonlardaki dilüsyonlarının test 

mikroorganizmalarına karşı antimikrobiyal etkinliği 

Mueller Hinton Agarda açılan kuyucukların etrafında 

oluşan zon çaplarının dijital kompas yardımı ile ölçülmesi 

ile gerçekleştirildi. Tannik asitin 25 µg/ml ve üzerindeki 

konsantrasyonlarının E. coli, A. hydrophila ve Y. ruckeri 

izolatlarına karşı duyarlı olduğu tespit edildi. P. 

fluorescens ve V. anguillarum’un ise tannik asitin 12,5 

µg/ml ve üzerindeki konsantrasyonlarına karşı duyarlı 

olduğu tespit edildi (Tablo 6).  

Agar well difüzyon testi ile P. fluorescens 

izolatının florfenikolün 200 µg/ml hariç bütün 

konsantrasyonlarına ve E. coli ATCC 25922 suşunun 

sadece florfenikol’ün 3,125 µg/ml konsantrasyonuna 

dirençli olduğu tespit edildi. Diğer bakteri türlerinin 

hepsinin florfenikol’ün farklı konsantrasyonlarındaki 

dilüsyonlarına karşı hassas olduğu tespit edildi (Tablo 6). 

Agar well difüzyon testi ile doksisiklin’in tüm 

konsantrasyonlarına karşı test mikroorganizmalarının 

hassas olduğu saptandı (Tablo 6).  

Tablo 6. Agar well difüzyon testi ile test mikroorganizmalarına 

karşı tannik asit, florfenikol ve doksisiklinin etkinliklerinin 

karşılaştırılması. 

Table 6. Comparison of the efficacy of tannic acid, florfenicol 

and doxycycline against test microorganisms by agar well 

diffusion test. 

Kimyasallar Konsantrasyon 
Bakteri izolatları 

E. coli A. hydrophila P-73 V-976 Y. ruckeri 

TA 200 µg H H H H H 

FFC 200 µg H H H H H 

DO 200 µg H H H H H 

TA 100 µg H H H H H 
FFC 100 µg H H D H H 

DO 100 µg H H H H H 

TA 50 µg H H H H H 

FFC 50 µg H H D H H 

DO 50 µg H H H H H 

TA 25 µg H H H H H 

FFC 25 µg H H D H H 

DO 25 µg H H H H H 

TA 12,5 µg D D H H D 

FFC 12,5 µg H H D H H 

DO 12,5 µg H H H H H 

TA 6,25 µg D D D D D 
FFC 6,25 µg H H D H H 

DO 6,25 µg H H H H H 

TA 3,125 µg D D D D D 

FFC 3,125 µg D H D H H 

DO 3,125 µg H H H H H 

Kontrol 0 µg D D D D D 

D: Dirençli (Resistant), H: Hassas (Sensitive). 

 

Tablo 7. Farklı antibiyotiklerin zon çapı standartları. 

Table 7. Zone diameter standards of different antibiotics. 

Antimikrobiyal ajanlar 
Ölçülen inhibisyon zon çapı (mm) 

D OH H Literatür 

AM-10 µg ≤ 13 14-16 ≥ 17 CLSI, 2014 

CN-10 µg ≤12 13-14 ≥ 15 CLSI, 2014 

DO-30 µg ≤ 10 11-13 ≥ 14 CLSI, 2013 

ENR-5 µg ≤ 16 17-20 ≥ 21 CLSI, 2014 

FFC-30 µg ≤ 14 15-18 ≥ 19 CLSI, 2014 

T-30 µg ≤ 14 15-18 ≥ 19 CLSI, 2014 

SMZ-100 µg ≤ 12 13-16 ≥ 17 CLSI, 2014 

SXT-25 µg ≤ 10 11-15 ≥ 16 CLSI, 2014 

AM: Ampisilin, CN: Gentamisin, DO: Doksisiklin, ENR: Enrofloksasin, FFC: Florfenikol, T: Oksitetrasiklin, SMZ: 

Sulfamethoksazol, SXT: Trimethoprim/Sulfamethaksazol, D: Dirençli, OH: Orta Hassas, H: Hassas. 

AM: Ampisiline, CN: Gentamicin, DO: Doxycycline, ENR: Enrofloxacin, FFC: Florfenicol, T: Oxytetracycline, 
SMZ: Sulphamethxazole, SXT: Trimethoprim/Sulfamethoxazole, D: Resistant, OH: Intermediate, H: Sensitive. 

 

Agar Disk Difüzyon Testi: Test 

mikroorganizmalarına karşı sekiz farklı antibiyotiğin disk 

difüzyon testi kullanılarak yapılan antimikrobiyal 

duyarlılık testi sonucu ölçülen zon çaplarına ait değerler 

Tablo 7’de verilen standart zon çapı değerleri ile 

karşılaştırılarak mikroorganizmaların antimikrobiyal 

hassasiyetleri belirlendi. Çalışmada kullanılan 

bakterilerden P. fluorescens’in gentamisin ve doksisiklin 

hariç çalışmada kullanılan diğer antimikrobiyallerin 

hepsine dirençli olduğu, A. hydrophila, E. coli, V. 

anguillarum ve Y. ruckeri’nin ise ampisilin hariç diğer 

antibiyotiklere karşı duyarlı olduğu tespit edildi. Test 

mikroorganizmalarının sekiz antibiyotiğe karşı hassasiyet 

değerleri Tablo 8’da verildi. 

 

Tablo 8. Test mikroorganizmalarına karşı sekiz antibiyotiğin 
antimikrobiyal hassasiyeti. 

Table 8. Antimicrobial susceptibility of eight antibiotics against test 

microorganisms. 

Antibitotk Diskler 
Bakteri izolatları 

E. coli A. hydrophila P-73 V-976 Y. ruckeri 

AM (10 µg) D D D D D 

CN (10 µg) H H H H H 

DO (30 µg) H H H H H 

ENR (5 µg) H H D H H 

FFC (30 µg) H H D H H 

OTC (30 µg) H H D H H 

SMZ (100 µg) H H D H H 

STX (25 µg) H H D H H 

AM: Ampisilin, CN: Gentamicin, DO: Doksisiklin, ENR: Enrofloksasin, FFC: Florfenikol, T: Oksitetrasiklin, SMZ: 

Sulfamethoksazol, SXT: Trimethoprim+Sulfamethaksazol, D: Dirençli, OH: Orta Hassas, H: Hassas. 

AM: Ampicilline, CN: Gentamicin, DO: Doxycycline, ENR: Enrofloxacin, FFC: Florfenicol, T: Oxytetracycline, 

SMZ: Sulphamethxazole, SXT: Trimethoprim/Sulfamethoxazole, D: Resistant, OH: Intermediate, H: Sensitive 
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Minimal İnhibe Edici Konsantrasyon (MİK) 

Belirlenmesi: Bu çalışmada MHB’da iki katlı dilüsyon 

yöntemi ile hazırlanan tannik asitin (0,2 ve 0,3 gr stok) 

farklı konsantrasyonlarına karşı beş farklı bakteri 

izolatlarının MİK değerine araştırıldı. A. hydrophila’nın 

minimal inhibe edici konsantrasyonu (MİK) 187,5 µg/ml 

konsantrasyonda üremenin meydana gelmesine karşın 250 

µg/ml konsantrasyona sahip tüplerde üremenin olmadığı 

gözlenmiştir. Tannik asitin ilave edilmiş MHB tüplerinde 

A. hydrophila’nın üremediği ilk tüp olarak 

değerlendirildiğinde 250 µg/ml MİK değeri olarak kabul 

edilmiştir. Test sonucu yapılan değerlendirmede E. coli ve 

Y. ruckeri edilmiş farklı konsantrasyonlarda tannik asit için 

MİK değerinin sırasıyla, 187,5 µg/ml ve 125 µg/ml 

konsantrasyonlara sahip tüpte olduğu tespit edildi. Tannik 

asitin MİK değeri P. fluorescens için 31,25 µg/ml ve V. 

anguillarum için ise 375 µg/ml konsantrasyona sahip tüpte 

olarak tespit edildi (Tablo 9). 

 

Tablo 9. Beş farklı bakteri izolatlarına karşı tannik asitin 

oluşturduğu MİK değerleri. 

Table 9. MIC values of tannic acid against five different bacterial 

isolates. 

Silvafeed Konsantrasyon 
Bakteri izolatları 

E. coli A. hydrophila P-73 V-976 Y. Ruckeri 

TA 3000 µg - - - - - 

TA 1500 µg - - - - - 

TA  1000 µg - - - - - 

TA 750 µg - - - - - 

TA 500 µg - - - - - 

TA 375 µg - - - - - 

TA 250 µg - - - + - 

TA 187,5 µg - + - + - 

TA 125 µg + + - + - 

TA 93,75 µg + + - + + 

TA 62,5 µg + + - + + 

TA 46,875 µg + + - + + 

TA 31,25 µg + + - + + 

TA 23,44 µg + + + + + 

TA 15,625 µg + + + + + 

TA Kontrol + + + + + 

+: Bakteriyel üremenin var, +: There is bacterial growth, -: Bakteriyel üremenin yok, -: There is no bacterial growth. 

 

Beş farklı bakteri türü izolatlarına karşı 

florfenikolün MHB’da iki katlı seyreltilerek hazırlanan 

dilüsyonları ile yapılan test sonucunda edilen MİK 

değerleri belirlenmiştir. Farklı konsantrasyonlarda 

florfenikol içeren tüplere E. coli ilave edildiğinde MİK 

değerinin 25 µg/ml olduğu tespit edildi. A. hydrophila ilave 

edilen tüplerden florfenikol’ün MİK değeri 12,5 µg/ml 

yoğunluğundaki tüpte meydan geldiği tespit edildi. 

Forfenikolün farklı konsantrasyonlarındaki dilüsyonlarına 

P. fluorescens izolatı ilave edilmiş tüplerin hepsinde üreme 

meydana geldiği için MİK değeri tespit edilemedi. 

Florfenikolün farklı konsantrasyonlarındaki tüplerine V. 

anguillarum ilave edildiğinde üremenin olmadığı 12,5 

µg/ml yoğunluğundaki ilk tüp MİK değeri olarak 

belirlendi. Farklı konsantrasyondaki florfenikol içeren 

tüplere Y. ruckeri ilave edildiğinde 50 µg/ml içeren üreme 

olmadığı ilk tüp MİK değeri olarak tespit edildi. Beş farklı 

bakteri izolatına karşı florfenikolün iki katlı 

dilüsyonlarının oluşturduğu MİK değerlerine ait veriler 

Tablo 10’de sunulmuştur. 

 

Tablo 10. Beş farklı bakteri izolatlarına karşı florfenikolün MİK 

değerleri. 

Table 10. MIC values of florfenicol against five different 

bacterial isolates. 
Kimyasal Konsantrasyon Bakteri izolatları 

E. coli A. hydrophila P-73 V-976 Y. ruckeri 

FFC 100 µg - - + - - 

FFC 50 µg - - + - - 

FFC 25 µg - - + - + 

FFC 12,5 µg + - + - + 

FFC 6,25 µg + + + + + 

FFC 3,125 µg + + + + + 

FFC 1,56 µg + + + + + 

FFC 0,78 µg + + + + + 

FFC 0,39 µg + + + + + 

Kontrol 0,00 µg + + + + + 

FFC: Florfenikol, +: Bakteriyel üreme var, -: Bakteriyel üreme yok. FFC: Florfenicol, +: There is bacterial growth, -: 

No bacterial grow 

 

 

SONUÇ VE TARTIŞMA 

 

Ülkemizde kültürü yapılan gökkuşağı alabalık 

yavru ve porsiyonluk boydaki balıklarda özellikle su 

sıcaklığına bağlı olarak ortaya çıkan ve toplu ölümlere 

neden olan Gram negatif bakteriyel balık patojenlerinden; 

A. hydrophila, P. fluorescens, Y. ruckeri ve V. anguillarum 

tarafından meydana getirilen enfeksiyonların tedavisinde 

antibiyogram test sonuçlarına göre farklı antibiyotikler 

kullanılmaktadır (Cagirgan & Tanrikul, 1998;Balta vd., 

2010;2016; Balta & Dengiz Balta, 2016; 2017; 2019; Balta, 

2020). Kültür balıkçılığında, hastalıkların tedavisinde 

gelişi güzel antibiyotik kullanımı bazı problemleri 

beraberinde getirmektedir. Antibiyotikler, uygun süre ve 

dozda kullanılmadığında bakterilerde bu antibiyotiklere 

karşı geçici (biyokimyasal) ve kalıcı (genetik) direnç 

şekillenmektedir. Bu durum daha sonra ortaya çıkan aynı 

enfeksiyonların tedavisinde başarısızlığa ve rezidü 

problemlerine neden olmaktadır (Cagirgan & Tanrikul, 

1998; Balta, 1999; Balta & Çağırgan, 2007; Balta & 

Çağırgan, 2010;Balta, 2016; Balta & Dengiz Balta, 2019; 

Balta & Yılmaz, 2019; Onuk vd., 2015; 2017; Duman vd., 

2017; Dinçtürk & Tanrıkul, 2021). Tannik asit bitkilerin 

gövde, yaprak vs. gibi farklı bölgelerinden elde edilen 

polifenolik yapıda suda eriyen bir bileşiktir. Tanenlerin, 

antimikrobiyal, antienflamatuar, antiviral, antioksidan ve 

antiparazitik aktiviteler gibi önemli biyolojik özelliklere 

sahip olduğu bildirilmektedir(Aydın & Üstün, 2007; 

CiprianoSalazara vd., 2018; Kaczmarek, 2020). 

Bitkilerden elde edilen tannik asit, doğal bir madde olması 

nedeni ile bakterilerin meydana getirdiği hastalıkların 

tedavisinde kullanımı bir ayrıcalıktır. Bu çalışmada, tannik 

asittin bakteriyel balık hastalıkların hangisinin tedavisinde 

etkili olduğu belirlenmesi amaçlanmıştır. Tannik asittin 

balık patojenlerinin tedavisinde kullanılması, balıketinde 

kemoterapotik maddelerin kalıntı problemlerine neden 

olmaması, çevre kirliliği ve insan sağlığına olumlu 

etkilerinin yanı sıra yurt dışına balık ihracatını da 

kolaylaştıracaktır. Tannik asit, balık etinde rastlanılacak 

antibiyotik kalıntıları sonucu insanlarda oluşabilecek 
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kanserojenik ve mutajenik muhtemel etkilerin önüne 

geçilebileceği düşünülmektedir. 

Bu araştırmada, Karadeniz Bölgesindeki faaliyet 

gösteren balık çiftliklerindeki hasta balıkların iç 

organlarından izole edilen Gram negatif; A. hydrophila, P. 

fluorescens, Y. ruckeri ve V. anguillarum’a karşı, tannik 

asitin farklı düzeyde antimikrobiyel etkinliğe sahip olduğu 

tespit edilmiştir. Tannik asitin balık patojenleri üzerine 

etkilerinin araştırıldığı çalışmalar oldukça sınırlıdır. Bu 

çalışmalarda tannik asitin antioksidan aktivitesi, bağırsak 

mikroflorası ve bağırsak hareketleri üzerine etkileri 

çalışılmıştır (Sell vd., 1985; Yılmaz & Romeo, 2004; 

Schiavone vd., 2008). Tannik asit’in yem katkı maddesi 

olarak lezzetlendirici özelliği sayesinde, kanatlılarda yem 

alımını artırdığı ve yem stresini düşürdüğü bildirilmiştir 

(Zaccarato vd., 2006; Schiavone vd., 2008). Rekabetçi 

dışlama mekanizması sayesinde mikroflora tercihini 

değiştirerek mikroflorayı dengelediği (Schiavone vd., 

2008), patojen bakterilerin artmasını ve toksin oluşumunu 

baskıladığı için hayvan refahını artırdığı, üreme 

performansını artırdığı, antibiyotik kullanımını azalttığı, 

balık ölümlerini azalttığı ve büyüme performansını 

iyileştirici etkinliğe sahip olduğu bildirmiştir (Zaccarato 

vd., 2006; Zoccarato vd., 2008). 

Kültür balıklarının, bitkilerden elde edilen chaga 

mantarı (Inonotus obliquus) ekstraktı ile beslenmesinin 

iştah artışına bağlı kilo artışı sağladığı, V. harveyi ile 

enfekte edilen balıklarda beyaz kan hücresi ve kırmızı kan 

hücresi seviyelerinin, hemoglobin, hematokrit, 

lenfositlerin ve monositlerin önemli ölçüde artırdığı 

bildirilmiştir (Harikrishnan vd., 2012). A. hydrophila’ya 

karşı aşı geliştirilmesi amacıyla yapılan bir çalışmada, 

yavru sazan balıklarına kutsal fesleğen (Ocimum sanctum) 

bitki ekstraktının düşük dozda (10 ppm) verildiğinde 

kontrol ve diğer deney gruplarına (20 ve 30 ppm) göre 

maksimum antikor yanıtı sağladığı ve daha fazla fagositik 

aktivite gösterdiğinin tespit edildiği rapor edilmiştir 

(Pavaraj vd., 2011). Üç farklı (Crataegi fructus (Cf), 

Artemisia capillaries ve Cnidium officinale) tıbbı bitkinin 

özütleri ve karışımlarının, kırmızı çipura (Mercan) 

larvalarında büyüme ve V. anguillarum'a karşı etkilerinin 

araştırıldığı bir araştırmada, bu bitki ekstratları ile beslenen 

rotiferlerde Vibrio sayısının azaldığı tespit edilmiştir. Cf 

özütü bulunduran içerikler ile beslenen rotiferlerin diğer 

gruplara oranla istatistik olarak boylarının daha fazla 

büyüdüğü tespit edilmiştir. Aynı çalışmada Cf ve bu bitki 

karışımlarının methanol özütleri, Aeromonas, Edwasiella, 

Photobacterium, Pseudomonas ve Vibrio sp. cinsleri dahil, 

yedi bulaşıcı bakteri izolatının çoğalmasını engellediği 

bildirilmiştir. Bitki özü karışımı ile beslenmiş rotiferlerin 

beslendiği larvaların hayatta kalma oranı V. anguillarum 

ile yapılan çelinç testinde kontrol grubuna göre oldukça 

yüksek bulunmuştur. Bu sonuçlar, bitki özü ile beslenen 

rotiferlerin, çipura larvalarında büyüme ve V. 

anguillarum'a karşı direnci artırmak için faydalı olduğunu 

ve hastalığa dirençli yavrularının sürdürülebilir üretimi 

için yeni bir teknoloji sağladığını ortaya koymuşlardır 

(Takaoka vd., 2011). Yapılan bir başka çalışmada A. 

hydrophila, A. salmonicida, A. bestiarum, A. sobria, 

Listonella anguillarum, L. garviae, P. fluorescens, P. 

anguilliseptica, Y. ruckeri ve V. salmoninarum gibi önemli 

balık patojenlerine karşı Silvafeed TSP’nin 6 farklı 

konsanrasyonunun (%0,05, 0,01, 0,02, 0,04, 0,08 ve 0,1) 

Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemi kullanılarak 

antimikrobiyal etkinliğinin test edildiği bildirilmiştir 

(Tanrıkul & Dinçtürk, 2017). Silvafeed TSP’nin tüm 

konsantrasyonlarının L. anguillarum ve Y. ruckeri’ye karşı 

hassas olmasına karşın L. garviae ve V. salmoninarum’a 

dirençli olduğu rapor edilmiştir. Aeromonas türlerinin (A. 

bestiarum, %0,05 hariç) hassas olduğu, P. fluorescens ve 

P. anguilliseptica ilk iki konsantrasyonda (%0,05 ve 0,01) 

orta hassasiyette olmasına karşın diğer dört 

konsantrasyonlarda ise duyarlı olduğu tespit edilmiştir 

(Tanrıkul & Dinçtürk, 2017). Fitokimyasalların etkileri 

üzerine yapılan bir çalışmada oxytetracycline ve 

enrofloxacin antibiyotiklerinin Y. ruckeri'ye dirençli 

olduğunu bildirmesine rağmen, aynı çalışmada moringa 

(Moringa oleifera) ve üvez (Sorbus domestica) bitki 

ekstraktlarının sıvı ortamda (TSB) yapılan ölçümlerde, 

bakteri üremesini %40-50 oranında engellemesine karşın 

katı ortam (MHA) üzerindeki etkilerinin ise daha az olduğu 

rapor edilmiştir (Önalan & Çevik, 2020). Bu çalışmanın 

sonuçları ile Tanrıkul ve Dinçtürk (2017)’ün tanik asit 

üzerine yaptığı çalışmalar ile Önalan ve Çevik (2020)’in 

fitokimyasalların etkileri üzerine yaptığı çalışmaları 

bulguları ile paralellik göstermiştir. 

Bu çalışma sonunda, bakteriyel balık 

patojenlerinin tedavisinde Gram negatif bakteriler karşı 

Silvafeed TSP etkili olabileceği ve hastalıkların 

tedavisinden çok yem katkısı olarak hastalık çıkmadan 

önce koruyucu amaçla yemlere katılmasının faydalı 

olacağı düşünülmüştür. 

 

ÖNERİLER 

 

Bu çalışmada, Silvafeed TSP’nin balıklarda 

hastalık yapan, özellikle Gram negatif (A. hydrophila, P. 

fluorescens, V. anguillarum ve Y. ruckeri) bakterilere karşı 

etkili olduğu için su ürünleri yetiştiriciliğinde, hastalık 

önleyici yem katkı maddesi olarak kullanılabileceği 

kanısına varılmıştır. Balıklarda özellikle antibiyotiklere 

karşı direnç şekillenmiş tedavi edilemeyen (P. fluorescens 

vs) etkenlere karşı tannik asitin etkili olabildiği fakat daha 

fazla izolatın antibakteriyel etkinliğini belirlemek için yeni 

çalışmaların yapılması gerektiği düşünülmektedir. Bu 

çalışmada florfenikole karşı disk difüzyon yönteminde 
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dirençli olan P. fluorescens bakteri izolatına karşı tannik 

asitin disk difüzyon yönteminde 125 µg/ml ve üzeri 

konsantrasyonların etkili olduğu, aynı bakteri için 

florfenikol’ün ise 200 µg/ml duyarlı olmasına karşın 100 

µg/ml dirençli olduğu belirlenemiştir. Tannik asit’in MİK 

değeri 31,25 µg/ml olarak tespit edilmesine karşı 

florfenikol’ün hazırlanan en yüksek konsantrasyonda(100 

µg/ml) bile MİK değeri tespit edilememiştir. Bu nedenle 

antibiyotiğe dirençli P. fluorescens karşı tannik asit daha 

ayrıntılı çalışılmaların yapılması gerekmektedir. Ayrıca, 

tannik asidin yem katkı maddesi olarak farklı 

konsantrasyonlarda balık yemelerine karıştırılıp yedirme 

denemelerinin yapılarak büyüme performansları ve kan 

hücreleri üzerine etkilerinin çalışılması gerektiği 

düşünülmektedir. Balıklarda kullanılan antibiyotiklerin, 

akuatik ortamdaki bakterilerde dirençli suşların oluşmasına 

ve balıketinde kalıntı problemlerine neden olabileceği için 

bitkisel kaynaklı doğal bir madde olması nedeni ile tannik 

asit içerikli yem katkı maddelerin faydalı olacağı için balık 

yetiştiriciliğinde kullanılması tavsiye edilebilir. Bu 

nedenle bir sonraki çalışmada silvafeed TSP’nin balık 

yedirme denemelerinin yapılacağı yeni bir çalışmanın 

yapılması planlanmaktadır. 
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