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Giris

Koyun ve kegilerde bulagici agalactia (Contagious agalactia)
hastaligi 6nce 1574 yilinda Ispanyada, daha sonra 1816 yilinda Italyada
Metaxa tarafindan tarif edilmistir (17,18,19,24). Ancak ctiolojisi 1923
yihinda Bridre ve Donatien’in izolasyon arastirmalar: ile agikliga ka-
vusmusg ve hastaligin, morfolojik ve kiiltiirel karakterleri bakimindan
sigirlarda goriilen contagious pleuropncumonia etkenine benzer bir
mikroorganizma tarafindan ileri geldigi bildirilmigtir (19,24). Iki yil son-
ra bu arastirrcilar kiiltiirel ve serolojik ¢aligmalar ile bu iki mikroor-
ganizmi (Mycoplasma mycoides ve Myocplasma agalactia) birbirin-
den ayirmayr bagsarmistir(8).

Bugiin bir¢ok Avrupa, Kuzey Afrika, Uzak Dogu ve Amerika
tilkelerinde koyun ve kegilerde bulagict agalactia, az sayida vakalar
halinde veya bu iilkelerin muayyen bélgelerinde gorillmesine karsihk
yakin doguda 6zellikle Tiirkiye ve Iranda yaygindir (5,18,20). Hastalik
klinikman yurdumuzda cskidenberi “siit kesen hastalig1” diye bilin-
mektedir. Ozsoy (20) Yurdumuzun gesitli bolgelerinden temin cdilen
siit numunelerinden M. agalactia; Arisoy ve arkadaslan (4) normal
goriinigli ve hastahikh koyun ve kegilerin siit ve diger exudatlarindan
246 Mycoplasma susu izole ctmislerdir. Cottew ve arkadaglari(11)
yurdumuzun bat1 bolgclerinden izole edilen 128 susu koloni gériintis-

M. Bese, Veteriner Fakiiltesi, Bakteriyoloji ve Salgin Hastaliklar Kiirsiisii Dogenti,
Ankara, Tirkiye.

M. Arda, Veteriner Fakiilteri, Bakteriyoloji ve Salgin Hastahklar Kirsiisi Do-
¢enti, Ankara, Tirkiyc.




258 Bese - Arda

lerine, morfoloji, hemoliz yapma (at, tavuk ve koyun kaninda), glucose
buyyonda pH degistirme kabiliyetlerine ve antijenik karakterlerinc
gore A, C ve N tipleri adi altinda gruplandirmiglardir. Watson ve ar-
kadaslar1(19) N tip suglarin kegilere patogen olmadigini, A tip suglarin
koyun ve kecilerde, keratitis goriilmeksizin tipik contagious agalactia
husule getirdigini, C tip suslarin enjeksiyon yerinde subkutan bir
odem ve nekroza sebeb oldugunu bildirmisterdir.

Biz bu aragtirmayison yillarda Ankara ve civarinda ¢ok sayida go-
rillen bulagic1 agalactia vakalarindan bagarih bir M. agalactiac izo-
lasyonu yapabilmek igin gesitli besiyerlerini denemck gayesile elc al-
dik.

Materyal ve Metod

Caligmalarimizda kullamilan materyaller Ankaraya bagh Baglica
ve Ciftlik kéyleri koyunlarindan temin edildi.

Siitler, klinik semptom gosteren (mastitis, keratitis ve arthritis)
koyunlardan elde edildi. Mcme baglar1 alkollii pamukla iyice silindik-
ten ve birkag damla disar1 sagildiktan sonra her memeden ayri ayr
aseptik sartlar alunda tiiplere alindi. Bu kéylerden toplam olarak 60
siit numunesi -toplands.

Konjuktiva sivisi, keratitis gosteren koyunlarin her iki goéz kor-
nea ve konjunktivasina steril pamuklu ckuviyon sirilmek suretiyle
alindi. Ekuviyonlar hemen, iginde 2 cc. VF buyyonu bulunan tiiplere
daldirildi. Her iki kéy den toplam olarak 25 numune temin edildi.

Eklem sivisi, hasta koyunlarin gigmis ve hassas olan eklemlerinden
steril siringa ile ¢ckildi ve sonra tiiplerc kondu. Her iki kéyden 10
eklem sivist alindu.

Burun akintist; mastitis, keratitis, cklem sisligi ve burun akintis1
gostercn koyunlara burun i¢i ckuviyon tatbik cderek alindi ve ekuviyon
icinde 2 cc. VF buyyonu bulunan tiipe daldinldi. Toplam olarak 25
materyal temin edildi.

Materyaller, buz sandig: i¢inde laboratuvara getirildi ve besiyer-
lerine inokulc edilinceye kadar + 4°C. e muhafaza edildi.

Calismalarimizda Viande foie (VF) besiyeri, Fransiz besiyeri ve
Sigir kalp infuzyonlu bestyeri kullamldi:

Viande foie (VF) besiyeri: Barker ve Fabricant (6), Al-Aubaidi ve
Fabricant (2) tarafindan bildirildigi gibi hazirlandi.
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Fransiz besiyeri: Bu besiyeri, Fransada bir biyolojik firma tara-
findan M. gallisepticum antigen istihsalinde kullamlmis ve Frey (15)
in bildirildigi gibi hazirlanmistir.

Casamino acids (Difco) ........... . ccoiiiinnn. 3.0 gr.
Casitone (Difco) ..ot 2.0 gr.
Tryptone (Difco) ....... .o, 3.0 gr.
Neopeptone (Difco) ......covviiiiiiiiiiinn.n. 2.0 gr.
Yeast extract .....ovvvinniiiiiin i 5.0 gr.
Glucose ..ttt e i e 10.0 gr.
NaCl ..o 5.0 gr.
Kel 0.4 gr
MgSO,.7.H.O ... i 0.2 gr.
Na, HPO, ...... ... i 1.6 gr.
KH:PO, oo 0.1 gr.
DPN (Cozymase) ......overiiinninneenniennnn 0.1 gr.
Thiamine .. ..ot 2.5 mgr.
Riboflavin ... ... . i 2.5 mgr.
Calcium pantothenate ................ ..., 2.5 mgr.
Folicasit ... 2.5 magr.
Choline chloride ........ ... ... it 2.5 mgr.

Yukarida bildirilen maddeler 500 cc. suda eritildi. NaOH solus-
yonu (% 10) ile pH 7.6 - 7.7 ayarlandi. Esit miktarda steril su veya
otoklavlanmig agar solusyonu, besiyerinin hazirlanmast zamamnda
ilave edildi.

Sigir kalp infuzyonlu besiyeri: Bu besiyeri daha 6nce yaptigimiz
aragtirmalarda bildirildi (3,7).

Caligmalarimizda kullanilan bu ii¢ ayr1 besiyerinden siv1 besiyeri-
ne 9% 20 steril at scrumu, kati besiyerine 9%, 10 at serumu ve 9, 10
defibrine koyun kam ilave edildi. Ayrica hem sivi ve hemde kati besi-
yerine thallium acetate (1: 8000) ve penicillin kris. (1000 U. 1. Jec.)
ilave edildi.

Izolasyon amacile siit ve eklem sivilari, 3 gesit kati besiyerine 6ze
ile; konjuktiva ve burun akintisi, ckuviyonlar VF buyyondan g-
karildiktan sonra, kati besiyerine siiriilerek ckildi. Inokule edilen kat
besiyerleri 37°C. lik rutubetli etiive kondu ve 2. giinden sonra hergiin
kontrol edilerek 8 giin siire ilc muayenc edildi. Ureme, gézle ve kolo-
ni mikroskopu altinda tetkik cdildi. Ureme goriildiikten sonra, tipik
PPLO koloni karakteri gosterenler agar bloklan ile birlikte kendilerine
ait olan siv1 besiyerlerine aktanldi. Bdylece kat1 besiyerlerinden sivi
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besiyeri kiiltiirleri elde edildi. Ureme elde cdildikten sonra 0.5 cc.
miktarinda pasaj yapilarak kiiltiirler idame edildi.

Izole edilen Mycoplasmalarin kiiltiirel, morfolojik 6zellikleri kat:
ve stivi VF besiyeri ve Fransiz besiyerinde incelendi. Koloni morfolo-
jileri 9 20 at serumu ilave edilmis ayni besiycrinde tetkik edildi. Kar-
bonhidrat fermentasyon testi; VF buyyona 9, 1 oraninda gegsitli kar-
bonhidratlar (glucose, galactose, lactose, saccharose ve maltose) ve
brom thymol mavisi ilave ederek yapildi.

Hemoliz deneyi; 9%, 5 oraminda koyun at ve tavuk kam ilave edil-
mis VF agarinda incelendi. Ekimler yapildiktan sonra petri kutulan
5 giin 37°C. de tutuldu ve hemolizin varhg gozle degerlendirildi.

Diskolarasyon denceyi; Yamamoto ve Adler (23) teknigine gore ya-
pild1 ve koyun, kegi, at ve tavuk kani kullamldi. Denemede izole edilen
Mycoplasma’larin 72 saatlik kaltirleri kullamlda.

Sonuglar

Izolasyon maksadiyle ahinan siitler, genellikle bozuk karekterde
olup ¢okca sulu ve kirli-sarims: renkte graniiller ihtiva etmekte veya
tamamiyle koagule olmus durumda idi. Bazi koyunlann memeleri
sicak ve agnh, cogunlukla soguk ve sert noduller tesekkiil etmigti. Siit
numuneleri ile VF, Fransiz ve sigir kalp infuzyonlu besiyerlerinde ya-
pilan izolasyonlar Cizelge-1. de gosterildi:

Cizelge 1

Siitten lzolasyonlar

Besiyeri Muayene fzolasyon sayisi Izolasyon
edilen siit sa- %

y1s1 |
VF besiyeri 60 37 616
Fransiz besiyeri 60 32 53.3
Kalp infusyonlu besiyeri 60 25 41 .6

Cizelge-1. den anlagilacag: tizere en fazla izolasyon VF besiyerinde
yapildi. Bunu Fransiz besiyeri ve sigir infusyonlu besiyeri takip etmek-
tedir.

Konjunktiva sivist alinan koyunlarda bir veya iki gozde tipik
keratitis ile purulent conjunctivitis ve bazende korlik miigahade edildi.
Konjunktiva sivisindan yapilan izolasyonlar Cizelge-2. de gosterildi.

Cizelge-2. de gorildiigi gibi konjunktiva sivisindan en fazla izo-
lasyon VF besiyerinde saglanda.
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GIZELGE 2

Konjunktiva Sivisindan lzolasyonlar

Besiyeri Konjuktiva Izolasyon sayist tzolasyon
SIVISI sayisl %
VF besiyeri 25 6 24
Fransiz besiyeri 25 3 12
Kalp infuzyonlu besiyeri 25 2 8

25 burun i¢i sivisindan yapilan izolasyon ¢ahsmalarinda; VF besi-
yerinde 7 (9, 28), Fransiz besiyerinde 5 (9, 20) ve sigir kalp infuzyonlu
besiyerinde 3 (9%, 12) Mycoplasma susu izole edildi.

10 cklem sivist numunesinden 2 Mycoplasma sugu, VF ve Fransiz
besiyerinde izole edildi. Buna mukabil siir kalp infuzyonlu besiyerin-
de izolasyon yapilamadi.

Idendifikasyon Caligsmalar:

Cesitli materyallerden izole edilen 10 Mycoplasma sugu (siitten
6, konjunktiva stvisindan 2, burun akintisindan 1 ve eklem sivisindan 1)
identifikasyon c¢aligmalarinda kullanildu.

Serumlu agarda: 1zolc edilen Mycoplasma suglari, serumlu VF
ve Fransiz besiyerinde; kenarlar diizgiin, yuvarlak, konveks, parlak
ve ortalan diigmeli koloniler meydana getirmcktedir. Gaplar: 1 hafta
sonra 0.5 mm. ye ulagmakta, seyrek diisen kolonilerde ¢ap, digerlerine
nazaran biraz daha biiyik olmaktadir. |

Kanl: agarda:Cesitli hayvanlarin (koyun, kegi, at ve tavuk) kanlarim
ihtiva eden kanh agarda bu Mycoplasma suslari, dar bir hemoliz sa-
hasi meydana getirerek iiremektedir. Hemolizden &tiirii kanl agardaki
ireme, serumlu agardaki iiremeden daha erken teshis edilmcktedir ve
koloniler daha iyi gelismektedir. Hemoliz daha ziyade alfa hemoliz
karckterleri tagimaktadir.

Styr besiverinde ireme: Mycoplasma suslari, sivi besiyerinde 2.
giinden sonra kuvvetlice belli olan homogen bir lireme meydana ge-
tirmekte ve bir hafta sonra tiipiin dibinde ¢ok az bir tortu tegekkiil
ctmektedir. Sivi besiyerinde iireme, VF besiyerinde 36. saatte iyice bel-
li olmakta, Fransiz ve sigir kalp infuzyonlu besiyerinde ancak 2 giin
sonra fark edilmektedir.

Siv1 besiyerinde iiretilen Mycoplasma’larin Giemsa preparasyon-
larinda genellikle hiicreler, daha ziyade nokta seklinde ve arasirada
halka formlar1 halinde goriildii.
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Karbonhidrat fermentasyonu testi: lIzole ettigimiz 10 Mycoplas-
ma susu ile yapilan muayenelerde, suslarin higbirisi kullamlan kar-
bonhidratlar: fermente etmemistir. :

Diskolorasyon testi : 10 Mycoplasma sugunun higbirisi koyun, kegi,
at ve tavuk kanim diskolore etmemigtir,

Tartisma

Edward (12) PPLO grubu mikroorganizmalarin gtiglikle iiretil-
digini, genel besiyerlerinde bazi modifikasyolarin yapilmas: gerektigini
tavsiye etmistir, Son yillarda birgok aragtiric, gesitli orijinli (Insan,
hayvan ve kanath ) Mycoplasmalarin izolasyonu icin degisik tip besi-
yerleri bildirmislerdir. Smith ve Morton (21) PPLO”lann iiremeleri
igin gegitli serum kullanulmasim ve serumdaki iiremc faktoriine ihtiyag
oldugunu, keza bir lipoprotein olan bu serum faktérii yerine cholos-
teryl laurate, lecithin kullamlabilecegini; Edward ve Fitzgerald (13)
temel besiyerinde cholesterol, cholestaol ve Stigmasterol’iin iiremeyi
artirdigim; Grumbles ve arkdaslan (16) serum yerine serum fraksiyo-
dan istifade edilebilecegini; Adler ve Yamamoto (1) besiyerinde maya
preparasyonlarimn deger tasgidigini; Chalquest ve Fabricant (10) ve
Chalquest (g) micrococcal koloniler tarafindan saglanan ireme fak-
faktorii yerine diphosphopyridine nucleotide (DPN) ve L- Cystcine’nin
kullamlabilccegini bildirmiglerdir. Freund (14) her mycoplasma nev’i
veya susunun maksimal tiremesi igin tek bir besiyerinin tavsiye edile-
miyecegini agiklamistir.

Biz, ¢esitli orijinli Mycoplasma’larin izolasyonu igin son yillarda
fazlaca kullanilan VF, Sigir kalp infuzyonlu ve Fransiz besiyerlerinde,
bulagict agalactia’li koyunlardan Mycoplasma agalactiae izolasyonunu
aragtirdik. Cesitli matryal (siit, konjunktiva sivisi, burun igin sivisi ve
eklem sivis1) ile yaprlan mukayeseli caliymalarimizda, en fazla izolas-
yonu VT besiyeri ile clde ettik. Bunu takiben sirasile Fransiz ve sigir
kalp infuzyonlu besiyerinde de basanl izolasyonlar saglandi. Hatta,
bazi vakalarda aymi matcryalden VF besiyerinde izolasyon yapilama-
mamasina kargilik, bazen Fransiz besiyerinde ve bazende Sigir kalp
infuzyonlu besiyerinde basarili izolasyonlar yapilmigtir. Bu durum,
Freund (14) ve Al-Aulaidi ve Fabricant (2) inda belirttigi gibi, gesitli
orijinli PPLO grubu mikroorganizmalarin ilk izolasyonu i¢in kullan-
lacak besiyerleri tizerinde daha genig aragtirmalarin yapilmas: gerek-
tigi gdstermektedir. ,

Yurdumuzda Arisoy ve arkadaslari (4) ve Cottew ve arkadaglan
(r1) saglam ve bulasicr agalactia’li siiriilerdeki koyun ve kegilerden
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izole ettikleri suglar1 kiiltiirel, serolojik, patogenitc ve kismen serolojik
karakterlerine gore, A, C ve N tipleri halinde klasifiye etmislerdir.
Bulagic1 agalactia’h koyunlardan izole cttigimiz 10 Mycoplasma susu,
morfolojik, kiiltiirel ve biyokimyasal &zclliklerine gére Mycoplasma
agalactiae olarak identifiye edildi. N

Ozet

1968 yili, yaz aylarinda Ankara koylerinde (bilhassa Baglica ve
Ciftlik kdyleri) koyunlarinda mastitis, keratitis, iritis, purulent con-
junctivitis ve arthritis scmptomlar ile seyreden bir bulagic1 agalactia
salgim miisahade edildi.

Bu aragtirmada, bulagic1 agalactia’nin birgok klinik semptomlarini
gosteren hayvanlardan Mycoplasmalann ilk izolasyonu igin Viande
foie (VF), Fransiz ve Sigir kalp infuzyonlu besiyerleri kullamildi.

Bu ¢aligmanin sonuglarina gore: koyunlardan Mycoplasma orga-
nizmalarimin ilk izolasyonu, VF besiyerinden daha basarili olarak ya-
_ pildi. Mamafih Fransiz besiyeri, hemen hemeh VF besiyeri kadar iyi
sonug verdi.

Bu arastirmada izole edilen 10 Mycoplasma organizmi; morfolo-
jik, kiiltiirel ve biyokimyasal karakterlerine gore Mycoplasma agalac-
olarak identifiye edildi.

Summary

Studies on the primary isolation of Mycoplasma agalactiac from
sheep.

An outbreak contagious agalactia occurred among sheep in Anka-
ra during the summer scason in 1968.

In this study, Viande foie (VF) medium, French medium and
ox heart infusion medium were used for the primary isolation of mycop-
lasmas from animals showing various clinical 'signs of contagious
agalactia. These thrce media werc supplemented with 10 percent sheep
blood, 10 percent hors serum, penicillin (1000 units per ml) and thal-
lium acetate (1: 8000).

Samples were collected from abnormal milk, eye discharges, nasal

discharges and synovial fluid.

Each specimen was streaked on plates of solid media. The plates
were incubated at 37°C. for 8 days. All plates were examined at 2, 4,
6 and 8 days under dissecting microscope. Mycoplasma colonies were
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removed by cutting blocks of agar. They transferred in broth cor-
responding to the medium which was enriched with only 20 per-
cent horse serum. The transferred liquid medium was incubated for
3 days then examined for growth on agar corresponding to the medi-
um which was enriched Wwith only 20 percent horse serum.

Of the 60 abnormal milk samples, 37 (61. 6 9) isolates were ob-
tained on the VF medium, 32 (53.3 9,) isolates on the French medium
and 25 (41.6 9, ) isolates on the ox heart infussion medium.

Of the 25 eye discharge samples, 6 (24 %,) isolates were obtained
on the VF medium, 3 (12 9, ) isolates on the French medium and 2
(8 %) isolates on the ox heart infusion medium.

Of the 25 nasal discharge samples, 7(28 9, ) isolates were obtained
on the VF medium, 5(20 9,) isolates on the French medium and 3
(12 9,) isolates on the ox heart infusion medium.

Of the 10 synovial fluid samples, 2 isolates were obtained on the
VF Medium and on the French medium. No Mycoplasma isolation
was made on the ox heart infusion medium.

The results of this study indicate that the primary isolation of
Mycoplasma organisms from shcep with clinical signs of contagious
agalactia is most successfully accomplished by cultuvation on theViande
foie (VF)medium. Howcver, the French medium appeared to be almost
as good as the VF medium for the primary isolation of mycoplasma.

The morphological, culturcl and biochemical studies werc made
on the 10 representative isolates (6 isolates from abnormal milk, 2
isolates from eye discharges, 1 isolate from nasal discharges and 1 iso-
late from synovial fluids). They were identified as Mycoplasma aga-
lactiae.
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