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ÖZ 
 

Micrococcus luteus, balık sağlığında bakteriyel hastalıklardan korunmak için probiyotik olarak kullanılan Gram pozitif bir 
bakteridir. Bu çalışma ile M. luteus’ un kültürü yapılan gökkuşağı alabalıklarında (Oncorhynchus mykiss) hastalığa neden olan 
Gram pozitif bakterilerin kontrolünde kullanılabilirliğinin in vitro koşullarda araştırılması amaçlanmıştır. Patojen 
mikroorganizma olarak yurdumuzdaki hasta gökkuşağı alabalıklarından izole edilen Staphylococcus cohnii subsp. cohnii, 
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Lactococcus garvieae ve Enterococcus faecalis gibi Gram pozitif bakteriler 
kullanılmıştır. Gökkuşağı alabalıklarında patojenite testi yapılan ve kültürü yapılan sinarit balıklarından (Dentex dentex) izole 
edilen M. luteus’ un bu bakterilere karşı antagonistik etkisi disk difüzyon yöntemi ile test edilmiş ve bu bakterinin S. aureus, 
S.epidermidis, ve S. cohnii subsp. cohnii’ye karşı geniş inhibisyon zonları oluşturduğu gözlenirken L. garvieae ve E. faecalis’e 
karşı daha az etki gösterdiği dikkati çekmiştir. Bu çalışma ile ilk kez M. luteus’ un Gram–pozitif bakterilerden olan 
Staphylococcus türlerine karşı antagonistik etki gösterdiği tespit edilmiştir. 
 
 

Anahtar Kelimeler: Antagonistik Etki, Enterococcus Faecalis, Lactococcus Garvieae, Micrococcus Luteus, Probiyotik, Gökkuşağı 
Alabalığı, Staphylococcus Spp. 
 
 
 

The investigation of Micrococcus luteus Against Some Gram positive Fish Bacteria  
 

ABSTRACT 
 

Micrococcus luteus is a Gram positive bacterium that is used as probiotic for the prevention of bacterial diseases in fish 
health.  The aim of this study is the determination of probiotic suitability of M. luteus in the control of Gram positive 
bacteria which cause diseases in the cultured rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) under in vitro conditions. Gram positive 
bacteria namely Staphylococcus cohnii subsp. cohnii, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Lactococcus garvieae ve Enterococcus 
faecalis which were isolated from rainbow trout, were used as pathogen microorganisms. The antagonistic effect of M. luteus 
isolated from cultured dentex (Dentex dentex) and made pathogenity test for cultured rainbow trout against these bacteria 
was tested by using disc diffusion method and while M. luteus produced wide inhibition zones against S. aureus, S.epidermidis 
and S.cohnii subsp. cohnii, less antagonistic effect was determined against L. garvieae and E. faecalis. With this study, 
antagonistic effect of M. luteus against members of the Gram positive bacterial genus Staphylococcus was determined for the 
first time. 
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GİRİŞ 
 

Akuakültür sektörü son yıllarda birçok ülkede önemli 
ölçüde gelişmiş ve hızlı bir büyüme gerçekleştirmiştir. 
Bu hızlı gelişim sürecinde stress faktörleri ve çevre 
koşullarının değişimi sonucu meydana gelen 
hastalıklar nedeniyle ciddi ekonomik kayıplar 
meydana gelmektedir (Arda ve ark 2005). Bakteriyel 
balık hastalıklarına karşı yanlış antibiyotik kullanımı 
balık patojenlerinin antibiyotiklere karşı direnç 
kazanmasına sebep olmakta ve bu durum bakteriyel 
hastalıkların tedavisini güçleştirmektedir (Aoki ve 
Watanabe 1973, Bruun ve ark 2000, Miranda ve 
Zemelman, 2002). Aynı zamanda kültür balıklarında 
hastalığa neden olan bazı Gram pozitif bakteriler 
zoonotik özelliğe sahiptir ve insanlarda tedavisi güç 
enfeksiyonlara neden olmaktadır (OIE, 2006). Bu 
nedenle akuakültür sektöründe hastalıkların kontrolü 
ve hastalıklara karşı koruma amacıyla spesifik 
olmayan savunma mekanizmasının güçlendirilmesi 
için immunostimulant ve aşı kullanımının yanı sıra 
günümüzde probiyotiklerin kullanımı gibi alternatif 
uygulamalar geliştirilmiştir (Gomez ve ark 2007, 
Abd-El Rahman ve ark 2009, Chantharasophon ve 
ark 2011, Didinen ve ark 2013).                    
Probiyotikler, kültür balıklarının büyümesi (Arığ ve 
ark 2013, Süzer ve ark 2008) ve hastalıklara karşı 
direnç kazanmasında etkili olan mikrobiyal besin 
kaynaklarıdır (Irianto ve Austin 2002b, Korkut ve ark 
2003, Bahadır Koca ve ark 2011). Akuakültür 
sistemlerinde antagonistik etkiye sahip probiyotik 
bakterilerin seçiminde özellikle suyun ve balığın 
doğal florasında bulunan suşlar tercih edilmektedir 
(Abd-El Rahman ve ark 2009, Chantharasophon ve 
ark 2011, Didinen ve ark 2013). Bir bakterinin 
probiyotik olarak tanımlanabilmesi için in vitro ve in 
vivo koşullarda gerçekleştirilecek birçok deneyin 
yapılması gerekmektedir (Irianto ve Austin 2002b, 
Gomez ve ark 2007). Günümüzde balık ve kabuklu 
kültür sistemlerinde probiyotik olarak kullanılan 
Gram pozitif bakteri genusları arasında Micrococcus, 
Lactococcus, Bacillus ve Carnobacterium yer almaktadır 
(Gauthier ve ark 1975, Austin 1989, Bernan ve ark 
1997).  İn-vitro koşullarda yapılan antagonistik 
testlerde Micrococcus luteus’un farklı balık 
patojenlerinin üremesini inhibe ettiği bildirilmiştir 
(Irianto ve Austin 2002b, Abd-El Rahman ve ark 
2009).                                                            
Dünyanın farklı coğrafi bölgelerinde yetiştiriciliği 
yapılan gökkuşağı alabalıklarında (Oncorhynchus mykiss)  
Streptococcus iniae (Eldar ve ark 1995), Staphylococcus 
epidermidis (Mousavi ve ark 2010) ve Staphylococcus 
warneri  (Gil ve ark 2000, Mousavi ve ark 2010) gibi 
Gram pozitif patojen bakterilerin hastalığa neden 
olduğuna dair raporlar mevcuttur. Ülkemizde ki 
kültür gökkuşağı alabalıklarında ise Lactococcus garvieae 
(Çağırgan 2004, Diler ve ark 2002, Timur ve ark 
2011), S. aureus, S.epidermidis (Timur ve Akaylı, 2003), 
S. cohnii subsp. cohnii (Akaylı ve ark 2011) Enterococcus 

durans/hirae, Enterococcus faecium-1 ve Streptococcus 
anginosus (Özer ve ark 2008) gibi Gram pozitif 
bakteriyel etkenlerin hastalık oluşturduğuna dair 
raporlar mevcuttur. 

Bu çalışmanın amacı; daha önceki bir çalışmamızda 
sinarit balığı (Dentex dentex) larvalarından (M1) ve 
yetiştiricilik suyundan (M2) izole ettiğimiz Micrococcus 
luteus izolatlarının ülkemiz kültür alabalıklarında 
hastalığa neden olan bazı Gram pozitif patojen 
bakterilerin kontrolünde kullanılabilirliğinin in vitro 
koşullarda araştırılmasıdır. 

MATERYAL VE METOT 

 

Bakteri İzolatları 

Bu çalışmada probiyotik etkisi araştırılan ve sinarit 
larvalarının (Dentex dentex) bağırsağından (M1) ve 
yetiştiricilik suyundan (M2 ) izole ve identifiye 
ettiğimiz M. luteus izolatları 2012 yılında yapmış 
olduğumuz proje çalışması sonucunda elde edilmiştir. 
Bu izolatlar çalışmada kullanılmak üzere  -80 ºC’ deki 
derin dondurucudan çıkarılmış ve Triptic Soy Agar 
(TSA) besiyerinde 20-22 °C’ de 48-72 saat inkübe 
edilmiştir. 

Marmara ve Akdeniz Bölgelerinde kültürü yapılan 
hasta gökkuşağı alabalıklarından izole ettiğimiz Gram 
pozitif şüpheli 20 bakteri örneği Brain Heart Infision 
Agar (BHIA) besiyerine ekim yapıldıktan sonra petri 
kutuları 20-22 ºC’ de 48-72 saat süre ile inkübe 
edilmiştir. İnkübasyon sonrasında bu çalışmada 
kullanılacak, besiyerinde gelişen tüm bakterilere 
konvansiyonel bakteriyolojik yöntemler uygulanmış 
ve izole edilen Gram pozitif bakteriler tür düzeyinde 
identifiye edilmiştir (Buller, 2004; Austin ve Austin, 
2012).  

Patojenite Testi 

Patojenite testi İ.Ü. Hayvan Deneyleri Yerel Etik 
Kurulundan alınan 114 nolu karar ile 
gerçekleştirilmiştir. İ.Ü. Su Ürünleri Fakültesi 
Sapanca İçsu Ürünleri Araştırma ve Uygulama 
Biriminden temin edilen yaklaşık 4-5 g ağırlığındaki 
75 adet gökkuşağı alabalığından 2 deney (M1-M2) ve 
1 kontrol grubu olmak üzere 3 deneme grubu 
oluşturularak patojenite testi gerçekleştirilmiştir. M. 
luteus bakterisinin hücre yoğunluğu 107 hücre/ml 

olarak ayarlandıktan sonra denemede kullanılan 
alabalıklara hazırlanan bakteri banyo yöntemi ile 
verilmiştir. Kontrol grubundaki balıklara ise herhangi 
bir bakteri verilmemiştir. 30 gün boyunca balıklarda 
meydana gelebilecek klinik bulgular gözlenmiştir. 
Disk Difüzyon Metodu 

Hasta gökkuşağı alabalıklarından izole edilen Gram 
pozitif bakterilere karşı M. luteus’ un in vitro 
antagonistik etkisi Bhunia ve ark. (1988)’ nin 
kullandığı disk difüzyon yöntemi ile araştırılmıştır. Bu 
amaçla hasta alabalıklardan izole edilen ve katı 
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besiyerinde üretilen Gram pozitif bakteriler, Triptic 
Soy Broth (TSB) besiyerinde 20-22°C’ de 24 saat 
süre ile inkübe edildikten sonra yoğunluğu 109 

hücre/ml olarak ayarlanmış, hazırlanan BHIA 
besiyerine 100 µl ilave edilerek steril eküvyon çubuğu 
ile petrilere yayılmıştır.  

M. luteus izolatları ise TSA besiyerinde üretildikten 
sonra TSB besiyerine alınmış ve 20-22 °C’ de 24 saat 
süre ile inkübe edilmiştir. M. luteus’ un 24 saatlik 
kültürü 6 mm çapındaki steril filtre kağıtlarına 
emdirildikten sonra hazırlanan petrilerin üzerine 
steril bir pens aracılığı ile yerleştirilmiştir. Kontrol 
olarak PBS (Phosphate Buffered Saline) emdirilmiş 
steril filtre kağıdı kullanılmıştır. Deney üç tekrarlı 
olarak gerçekleştirilmiş petri kutuları 20-22 ºC’de 24-
48 saat süre ile inkübe edilmiştir. Sonuçlar diskin 
etrafında inhibisyon zonunun oluşumuna göre 
değerlendirilmiştir. 

BULGULAR 

 

Bakteriyolojik Bulgular 

Hasta gökkuşağı alabalıklarından elde edilen 20 adet 
izolatın 5 farklı koloni morfolojisine sahip olduğu 
dikkati çekmiştir. Biyokimyasal test sonuçlarına göre 
(Tablo 1) değerlendirilen bu bakteriler Staphylococcus 
cohnii subsp.cohnii, S. epidermidis, S. aureus, L. garvieae ve 
E. faecalis olarak identifiye edilmiştir. 

Patojenite Testine Ait Bulgular 

M. luteus izolatlarının (M1 ve M2) deneysel olarak 
enfekte alabalıklarda herhangi bir klinik belirtiye ve 
mortaliteye neden olmadığı tespit edilmiştir. 

 

 

Disk Difüzyon Metoduna Ait Bulgular 

M. luteus izolatlarının S. aureus, S.epidermidis, ve S. 
cohnii subsp. cohnii’ye karşı geniş inhibisyon zonları 
oluşturduğu dikkati çekmiştir (Resim 1a). Buna 
rağmen M1 ve M2  ’nin hasta balıklardan izole edilen 
L. garvieae ve E. faecalis’e karşı oluşturduğu inhibisyon 
zonlarının daha dar olduğu tespit edilmiştir (Tablo. 
2). Disk difüzyon metoduna göre en geniş zon 
oluşumu ise S. aureus’a karşı gözlenmiştir (Resim. 1b). 

 

Resim 1: M. luteus’ un (a) S. epidermidis’ e (b) S. 
aureus’ a karşı oluşturduğu inhibisyon zonu (M: M. 
luteus, K:kontrol) 
Figure 1:İnhibition zone of M. luteus  aganist (a) S. 
epidermidis (b) S. Aureus 

 
 
 

Tablo 1:Hasta balıklardan izole edilen Gram pozitif bakterilerin ve M. luteus izolatlarının ayırt edici biyokimyasal 
özellikleri  
Table 1: Distinguishing biochemical characteristics of M. luteus isolates and Gram positive bacteria isolated from 
diseased fish  

 
1.izolat 2.izolat 3.izolat 4.izolat 5.izolat  M1  /M2 

Gram Boyama + + + + + + 

Hareket - - - - - - 

Koloni rengi b-k b-s s b b-k ps 

SitokromOksidaz - - - - - + 

Katalaz 
+ 
 

+ + - - 
+ 

Koagülaz - - + - - - 

Kanlı Agar γ β β α γ α 

0/F F F F F F O 

%0 NaCl + + + + + + 

% 1.5 NaCl + + + + + + 

% 6.5 NaCl + + + + + + 

β-galaktozidaz - - - - - - 

İndol Üretimi - - - - - - 

Metil Kırmızısı + - - + - - 

Voges-Proskauer - + + + + - 

Nitrat - - + - - - 

Sitrat - - - - - - 

Üre - + + - - - 

Nişasta hidrolizi - - - - - - 

Arjinin - - + + + - 
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Ornitrin + - - - - - 

Lizin - - - - - - 

Arabinoz - - - - - - 

Laktoz - + - - + - 

Mannitol + - + + + - 

Maltoz + + + + + - 

Sükroz - + + + + - 

İdentifikasyon Staphylococcuscohniisubsp.cohnii 
S. 

epidermidis 
S. 

aureus 
L. 

garvieae 
E. 

faecalis 
Micrococcusluteus 

 

Tablo 2: M. luteus’ un hasta gökkuşağı alabalıklarından izole edilen bakterilere karşı antagonistik etkisi  

Table 2: Antagonistic effect of M. luteus aganist isolated bacteria from disease rainbow trout  

Bakteri izolatları M. luteus’ un antagonistik etkisi 

L. garvieae  + 

E. faecalis  + 

S.cohnii subsp. cohnii  ++ 

S. epidermidis  +++ 

S. aureus  ++++ 

+: < 10mm,  ++ : < 15 mm, +++ : < 20 mm, ++++: < 25 mm 

 

TARTIŞMA 

Akuakültür sektöründe hastalık etkenlerine karşı 
yanlış antibiyotik kullanımı sonucunda patojen 
mikroorganizmalar direnç kazanmakta ve 
hastalıkların tedavisini güçleştirmektedir. Bu nedenle 
günümüzde su kalitesini yükselten, zararlı 
patojenlerin gelişmesini engelleyen ve balığın 
büyümesini arttıran probiyotiklerin kullanımı ile ilgili 
çalışmalar önem kazanmıştır (Abd-El Rahman ve ark 
2009, Chantharasophon ve ark 2011, Didinen ve ark 
2013, Gomez ve ark 2007). 

Yürütmüş olduğumuz bu çalışma ile hasta kültür 
alabalıklarından izole etiğimiz Staphylococcus aureus, 
S.epidermidis, S. cohnii subsp.cohnii, Lactococcus garvieae 
ve Enterococcus faecalis türlerinin kültür balıklarında 
hastalığa neden olan Gram pozitif bakteri gruplarına 
dahil olduğu ve yurdumuzdaki diğer araştırıcılar 
tarafından daha önceki yıllarda rapor edilen patojen 
bakteri türleri ile benzerlik gösterdiği tespit edilmiştir 
(Diler ve ark 2002, Timur ve Akaylı 2003, Savaşan ve 
ark 2008, Akaylı ve ark 2011). 

Tatlı su ekosisteminin doğal bir parçası olan M. luteus 
daha önceki çalışmalarda gökkuşağı alabalıklarında 
(Irianto ve Austin 2002b) ve tilapya balıklarında 
(Oreochromis niloticus)  (Abd El-Rahman ve ark 2009) 
görülen Aeromonas türü bakterilere karşı antogonistik 
etki göstermesi nedeniyle probiyotik olarak 
kullanılmıştır. Austin ve Stobie, (1992) M. luteus’ un 
gökkuşağı alabalıklarında hastalığa neden olduğunu 
bildirilmesine rağmen Irianto ve Autin, (2002a) 
yaptıkları bir çalışmada bu bakteriyi alabalıkların 
sindirim kanalından izole etmiş ve deneysel olarak 
yaptıkları patojenite testi sonucunda hastalık  

 

 

 

oluşturmadığını rapor etmişlerdir. Yapılan çalışmalara 
bakıldığında bu bakterinin Gram pozitif balık 
patojenlerine karşı antagonistik etkisinin olup 
olmadığı henüz araştırılmamıştır. Yürütmüş 
olduğumuz bu çalışma ile patojenite testinde 
gökkuşağı alabalıklarında mortaliteye neden olmayan 
M. luteus izolatlarının hasta gökkuşağı alabalıklarından 
izole ve identifiye ettiğimiz, Gram pozitif 
bakterilerden olan Staphylococcus aureus, S.epidermidis, S. 
cohnii subsp. cohnii, L. garvieae ve E. faecalis türlerine 
karşı antagonistik etkisinin varlığı ilk kez tespit 
edilmiştir.  

Probiyotiklerin akuakültürde kullanımı ile ilgili yurt 
dışında çok sayıda araştırma mevcutken yurdumuzda 
ise bu konuda az sayıda çalışmaya rastlanılmıştır. 
Balıkların büyümesi ile ilgili yapılan çalışmalara 
bakıldığında ticari olarak satın alınan probiyotikler 
(Bacillus ve Lactobacillus türleri) ile yapılan 
uygulamalarda çipura balıklarının büyüme 
performansında başarılı sonuçlar elde edilmiştir 
(Süzer ve ark 2008, Arığ ve ark 2013). Bununla 
beraber Çapkin ve Altınok’un (2009) Karadeniz 
Bölgesi’ndeki gökkuşağı alabalıklarının doğal 
florasından izole ettikleri probiyotik bakterileri 
yersiniosis hastalığının kontrolünde kullanmaları ile 
ilgili araştırmaları dışında yurdumuzda 
probiyotiklerin balık hastalıklarında kullanımına 
yönelik herhangi bir çalışmaya rastlanılmamıştır. Bu 
nedenden dolayı Gram pozitif bakteriyel etkenlere 
karşı probiyotik kullanımı ile ilgili yürütmüş 
olduğumuz bu araştırma ilk çalışmalar arasındadır. 
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                    SONUÇ 

 

Bu çalışma ile ilk kez M. luteus’ un Gram pozitif balık 
patojenlerine karşı antagonistik etki gösterdiği tespit 
edilmiştir. Bir sonraki çalışmamızda bu bakterinin 
probiyotik olarak tanımlanabilmesi için gerekli işlem 
basamaklarının yapılması planlanmaktadır. 
Yurdumuzdaki gökkuşağı alabalıklarındaki 
hastalıkların kontrolünde kullanılacak doğru 
probiyotik bakteri türünün belirlenmesi ve probiyotik 
kullanımının arttırılması ile gelecekte balık 
yetiştiriciliğinde daha başarılı sonuçlar elde 
edilecektir. 
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