
BAKTEKÎYEL DUT YANIKLIĞININ StMPTOMATOLOJÎSl VE 
ETMENİ ( P s e u d o m o n a s m o r i (Boyer £uıd Lambert) 

Stevens) ' NİN BİYOKİMYASAL ÖZELLİKLERİ 
ÜZERİNDE ÇALIŞMALAR 

Kâzım T Ü R K O Ğ L U i Yavuz Emin Ö K T E M 2 

G î R İ § 

Bakteriyel dut yanıklığı yurdumuzun bir çok yerinde Beyaz dut ( M o r u s 
a l b a ) üzerinde tesibit edilmiştir. Bremer et al. (1947 hastalık etmeni 
( P s e u d o m o n a s m o r i (Boyer and Lamıbert) Stevens)'nm îzmir, A n 
k a r a ve Divr&k'te tesbit edildiğini bildirmektedirler. 

Bremer (1954) genç yaprakların hastalığa yakalanmasiyle, gayr i munta
zam bir gelişme gösterdiklerim, hastalığın çak ileri dönemlerinde ise yaprak
ların sararıp döküldüğünü, bazen meyvelerin kısmen veya tamamen siyahlaş-
tuğını, K a r a c a (1966) bakteriye! dut yanıklığının yapraklarda sarı lekeleı 
halinde başladığını, (bu lekelerin zamanla kahverengine sonra d a siyaha dön
düğünü, lekelerin etrafında sarı renkli bir halenin meydana geldiğini ve sür-
günlerdeki lekelerin zamanla kabuk nekrozu haline dönüştüğünü, bildirmek
tedirler. 

Klement et al. (1960) hastalığın Avrupa'da yaygın olduğuna ve Macaris
tan'ın bir çok bolgelerinde beyaz dut ağaçlarının yaprak, sürgün ve dalların
d a zararlar yaptığına işaret etmekte, P s . m o r i ile yapılan enfeksiyon 
çalışmaları sonucunda genç (sürgünlerde ölüm meydana geldiğini bildirmek
tedirler. A d ı geçen yazarlar P;s . m o r i var. h u z i ' n i n dut yaprak ve sür
günlerinde meydana getirmiş olduğu simptomlann P s . m o r i*' ninkîhe tam 
olarak benzediğine fakat biyokimyasal özellikleri, fa j alktivitesi ve antijentk 
strüiktür bakımından farklı olduğuna işaret etmektedirler. 

Breed et al. (1057) P s . m o r i ' nin King B ortamında fluoresan pigment 
tenkil ettiğini, nitratlardan nitrit meydana getirmediğini, jelatin, H^S ye îndol 
testlerinden negatif .sonuçların alındığını bildirmekte, %41Ütk NaÇk-etsuyu 
ortamında üreme olmadığına, süt testinde yalnız alkalizasyon elde edildiğine 
işaret etmekte, .karbonhidratların fermantasyonunda gaz çıkığı tesbit edilme
diğini bildirmektedir. 

Klement et al. (1060), Klement ve Lovrekovich (19€0) P s . m o r ! i * n i n 
jelatin ve nişastanın ihidrolizi, H^S ve indol teşkilimde negatif, amonyak ve 
nitrat testlerinde pozitif sonuç verdiğini bildirmektedir. Süt testinde koagulas-
yon ve peptonizasyonun negatif, alkoliz-asyomınun ise pozitif olduğuna ibaret 

1 Bölge Ziraî Mücadele Araş t ı rma Enstitüsü Meyva ye B a ğ Hastal ıkları L â -
boratuvan Şefi - A N K A R A . 

2 Şlötge ŞH^ag Mücîbdeie Ar^şünrLa, Enstitüsü M e y v a ve B a ğ Hastalıkları L â -
boratırvarı Başastetam - A N K A R A . 
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etmektedirler. KarbonJıidratlaruı fermantasyonunda .gaz çıkısı tesbit edilme
diğini, asit tesMUnin araıbmoz, xyloz, glikoz, mannoz ve galak tozda kuvvetli,, 
fmktoz ve raffinozd'a zayıf, gliserin ve mannitolde çok zayıf olduğunu bildir
mektedirler. Maltoz, laktoz, deoctrin, dulsit ve saüsin'dle asit teşkili kaydedil-
mediğine işaret etmektedirler. 

B u çalışmanın amacı Ankara'nın Delice Kazasmdaki hastalıklı dutların 
yaıprak ve sürgünlerinden izole edilen patojen bakterinin meydana getirdiği 
simptomları incelemek ve biyokimyasal özelliklerini detaylı o larak araştır
maktır. B u (konuyla ügili çalışmalar A n k a r a Bölge Ziraî Mücadele Araşt ırma 
Enstitüsünde yapılmıştır. 

M A T E R Y A L . V E M E T O D 

Çalışmada kullanılan hastalıklı materyal A n k a r a îlinin Delice tlçesindieki-
Beyaz dut ağaçlarından temin edilmiştir. 

A —• Patojenin izolasyonu : 

Nekrozlu sürgün, yaprak ve yaprak saplarından alınan parçalar % 01 lik 
sodyum hipoklorit eriyiğinde tutulduktan sonra steril suyla yıkanıp kurutma 
kâğıtları arasında kurutulmuştur. Steril bisturi ile iküçilk parçalara ayrıldık
tan sonra aseptik o larak NıSA (Nutrient Sucrose AJgar) ortamına inokule-
edilip 26 ° C de inkube edilmiştir. 

B — Suni inokulasyon çalışmaları : 

N S A ortamiyle izole edilen bakterilerin saf kültürleri elde edilmiştir. 
E ğ r i besin ortamına ekim yapılmış ve 4S saatlik üıremeden sonra beyaz dut 
fidanlarının sürgün, yaprak ve yaprak saplarına enjektörle bakteri süspansi
yonu inokule edilmiştir, tnokuilasyon yerleri steril ıslak pamuıkla kapatılmış
tır. Kontrol o larak bırakılmış olan dut fidanlarının sürgün, yaprak ve yap
r a k saplarına da steril su İnokule edilmiş, steril ıslak pamukla kapatı larak 
diğer fidanlarla birlikte naylon torbalar içerisine alınmış ve 72 saat sonra tor
balar çıkarılmıştır. 

Sürgün, yaprak ve yaprak saplarında meydana 'gelmiş olan simptomlar 
üzerinde kesit çalışmaları yapılmıştır. 

C . — Kültürel özellikler : 

Patojen bakterinin N S A ortamında gelişmesi; koloni rengi ve 'şekli ve bü
yüklüğü incelenmiştir. - G r a m metoduyla boyanmıştır. Ayncai hareketlilik 
muayenesi yapılmıştır. 

İ> — Biyokimyasal .testler : 

• IFIoresan pigment teşkili: * Oowan : *ve Steel (1970) e göre yapılmıştır. 

Oksidaz test i: Kovacs (İi956) metoduna göre hazırlanmıştır. A y r a ç ola
r a k % l l i k Tetramethyl-pTphenylene diamine dihydrochloride kullanılmıştır. 
10 İsaniye içerisinde mor rengin teşekkülü pozitif olarak değerlenâ^lrniştir. 

Kata laz testi: % 3 lük H 2 0 2 solüsyonu kuüanılmış g a z '•• kabârcıklarınını 
çıkışı pozitif olarak değerlendirilmiştir... 
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Glikozun kullanı lması: H u g h ve Iieifson (195&) a göre yapılmıştır. 

Jelatinin hidrolizi : Beef ext. 3 gr , Pepton 5 g r , Jelattn (iDifco) 120 gr„ 
Destile su 1000 ml olarak hazırlanmıştır. Ortamın pH's i 7.0 dir. 115 ° C de 20 
dakika sterilize edilmiştir. îrıokulasyondan 7 ve 10 gün sonra değerlendirme 
yapılmıştır. 

Nişastanın hidrolizi : Pepton 5 gr , Beef ext. 5 gr . Nişasta 2 gr , A ğ a r 
(Difco) 15 gr, Destile su 1000 ml olarak hazırlanmıştır. Ortamın p H 7.0 dir. 
10 1b 10 dakika sterilize edilmiştir. InokulasyoDdan 3 ve 6 gün sonra Dugol 
solüsyonu ile kontrol edilmiştir. 

Nitrat lardan nitrat teşkili : Cruickshanık et al. (1965) e göre yapılmıştır, 
tnokulasyondan 4 gün sonra A ve B solüsyonları ile kontrol edilmiş ve mey
dana gelen kırmızı renk pozitif olarak değerlendirilmiştir. 

Solüsyon A . 8 g r sulphanilLc asit 1 litre 5 N asetik asit içerisinde çözü
lerek elde edilmiştir. 

Solüsyon B . 5 g r a-naphthylamine 1 litre 5 N esetik asit içerisinde çözü
lerek elde edilmiştir. 

N a O l tolerans : % 4 N a C l ihtiva eden nutrient broth kullanılmıştır. Inoku
lasyondan 7 gün sonra değerlendirme yapılmıştır. 

A m o n y a k teşkili : VVilson ve Miles (1957) ye göre yapılmıştır. Inokulas
yondan 5 gün sonra Nessler ayracı ile kontrol edilmiştir. Kahverengi renk 
teşekkülü pozitif o larak kabul edilmiştir. 

İndol teşkili : E w i n g ve Davis (1970) metoduna göre yapılmıştır. Kovacs 
ayracı ile kontrol edilip.pembe, koyu kırmızı renkler pozitif olarak değerlen
dirilmiştir. 

Metolı R e d : Cruickishank et al. (1965) e göre yapılmıştır. Inokulasyon
dan 5 güm. sonra metil-red indikatörü ile kontrol edilip açık kırmızı renk 
ptozitif, sarı renk ise negatif olarak değerlendirilmiştir, 

Voges Proskauer testi: Cmickshanjk et al. (1905) e g ö r e yapılmıştır, 
înokııüasyonıdan 5 gün sonra; O* M e r a ye Barrit t ayraçları ile kontrol edilip 
pembe rengin teşkili pozitif olarak değerlendirilmiştir. 

Hj'S teşkil i: Peptonhı su kuJlanailımıgtır. H^S 'teşkili ikurşun asetat emdi-
« rilmiş filitre kâğıtları ile kontrol edilmiştir. •- - - •• -

Süt testi: Y a ğ ı alınmış taze süte % 1 oranında bromkresolpurpur üâve 
edilip tindelize edilmiştir. înokuılasyondan sonra 'meydana gelen değişmelere 
göre değerlendirme yapılmıştır. 

Tween 80 in hidrolizi : Sierra (1956) ya göre yapılmıştır. 

Kazeinin hidrolizi: Skim milk % 10, Pepton, % 02, Beef ext. % 1, A g a r 
• (Difco) % 4 olarak..hazırlanmış ve skim milk. ayrı o larak 15 lfe 5 daküka steri
lize edilmiştir. Diğerleri İse 10 lfe 10. dakika sterilize edilip karıştırıldıktan 
sonra inokulasyon yapılmıştır. 7 gün sonra koloniler etrafında teşekkül eden 
opak zon pozitif olarak değerlendirilmiştir. 

Karbonhidratların fermantasyonu: Bronthymolblue ilâve edilmiş olan 
peptonlu su kullanılmıştır. Bu ortama %. 1 oranında aşağıdaki şekerlerden 
ilâve edilmiştir. Hekzozlar : fruktoz, galaktoz, glikoz, Ddsakaritler : laktoz, 
maltoz. Trisakharitler : raffinoz. Alkoller : gliserin, mannitol. înoikulasyondan 
•sonra devamlı olarak yapılan gözlemle asit: ve g a z çıkışına-göre değerlendir
me yapılmıştır. » • T . •• -.. ••• . 
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S O N U Ç L A R 

Hastalıklı dut sürgünleri, yaprak nekrozları ve saplarından yapılan izo
lasyonlarda gelişmiş olan bakterilerin saf kültürleri elde edilmiştir. Bu kültür
lerle yapılan inokulasyonlardan 20 gün sonra yaprak ve yaprak saplarında 
yer yer nekrozlar tesbit edilmiştir. Yapraklardaki nekrozların orta kısmı baş
langıçta kahve renkli olup zamanla siyahlaşmaktadır. Nekrozların etrafı s a n 
renkli bir hale ile çevrilmiştir (Şekil 1 ) . 

Şekil 1. P s . m o W nin suni inokulasyonu sonucunda dut yapraklarında 
meydana gelen nekrozlar ve etrafındaki sarı renkli hale 

D u t yapraklarında meydana gelen lekeler ve etrafındaki sarı renkli kısım
lar üzerinden alınan kesitlerde hücre içerisinin tamamen bakteri kitlesiyle 
dolu olduğu, hücre zarlarının eridiği tesbit edilmiştir. 

Kontrol oJarak steril su inokule edilmiş olan dut yaprak ve yaprak sap
larında herhangi b i r gelişme tesbit edilmemiştir. 

tnokulasyon yerleri etrafındaki dokunun sağlam ve normal yeşil renkli 
olduğu görülmüştür (Şekil 2 ) . 

Uâboratuvar şartlarında yapraklarda elde edilmiş olan lekeler doğa sart-
larındakt simptomla tam bir benzerlik göstermiştir. Bu nekrozların zamanla 
büyüyerek birbiriyle birleştiği ve lekelerin orta kısmının kuruyarak döküldüğü 
yaprağın parçalı b ir şekil aldığı görülmüştür (ŞeMi 3 ) . 
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Şekil 2. Steril su inokule edıilmiş alan 'kontrol yaprak. 

Suni inokulasyon sonucunda sürgünlerde meydana gelmiş olan ,siyah leke
ler incelendiğinde doku içeririnde bakteri kitlesinin kesif olduğu görümüştür. 
B u lekeler zamanla uzunlamasına gelişmeler göstermiş, sürgünün her tara
fına yayı larak gelişmesini engellemiş ve daha sonra da kurumasına yol 
açmıştır (Şekil 4,5,6). 

Kontrol o larak steril su inokule edilmiş olan sürgünlerde herhangi bir 

gelişme görülmemiştir. 

D o ğ a şartlarında dut sürgünlerinde meydana gelmiş olan kabuk nekroz
ları incelendiğinde siyahlaşmanın sadece k a b u ğ a inhisar ettiği tesbit edilmiş
tir. A n c a k uzun zamandan beri nekroze olmuş sürgünlerde siyahlaşmanın 
kamibiyuma kadar ilerlediği ve kabuğun içeriye doğru çökmüş olduğu kayde
dilmiştir (Şekil 6 ) . 

Hastalıklı dut sürgünlerinde bulunan meyvelerde de yer yer siyahlaşma* 

lar tesbit edilmiştir. Bu meyvelerden yapılan izolasyonlardan sonuç elde edile

memiştir. 

Patojen olduğu gerçekleşmiş olan bakteri N S A ortamında beyaz parlak 

renkli küçük koloniler meydana getirmiştir. Gramı-negatif olarak tesbit edil

miş olan bakterinin hareketli olduğu görülmüştür. 

înokulasyon çalışmaları sonucunda meydana gelmiş olan nekrozlardan 

yapılan re~izola$y anlarda aynı patojen elde edilmiştir. 
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Şekil 3. A — Sağlam dut yaprağı B — Lekelerin kuruyup dökülmesi 
sonucu parçalanmış hasta yaprak 

Enfeksiyon çalışmaları sonucunda patojen olduğu kati olarak tesbit edil
miş olan kültürün King B ortamında pigment teşkil ettiği görülmüştür. Oksi-
d!az testinden negatif sonuç alınmıştır, zira 10 saniye içerisinde renk değişimi 
olmamıştır. Jelatinin ve nişastanın hidrolizinden negatif sonuçlar alınmıştır. 

Glikozun kullanılmasında sadece açık tüplerde gelişme olmuş, parafinle kaplı 

tüplerde çok, az bir renk değişmesi, görülmüş, böylece patojenin gflikozu 

oksidatif olarak kullanıldığı tesbit edilmiştir. Katalaz testinden pozitif sonuç 

alınmıştır. % 5 lik N a C l ihtiva eden nutrient broth ortamında üreme tesbit 

edilmemiş ve N a C l toleransı negatif olarak değerlendirilmiştir. Amonyak teş

kili pozitif olarak sonuçlanmıştır. İndol, metil-red ve H 2 S testlerinden negatif 

değerler elde edilmiştir. Voges-Proskauer testinden gecikmeli, pozitif bir netice 

alınmıştır. Süt testinde koagulasyon ve pepfconizasyon görülmemiş olup alko-

lizasyon tesbit edilmiştir. Tween 80 nin hidrolizinde koloniler etrafında opak 

bir zan tesbit edilmiş ve pozitif olarak değerlendirilmiştir. Nitrit teşkili negatif 

sonuç vermiştir. Kazeinin hidrolizinde koloniler çevresinde opak bir çember 

görülmemiş ve negatif olarak tesbit edilmiştir. Biyokimyasal test sonuçlan 

Oetvel 1 de topluca verilmiştir. "' ' -.•. 
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Şekil 4. Suni inolukasyon çalışmaları sonucunda P s . m o r i ' nin 
kuruttuğu sürgün 

C E T V E L 1 

P s , m o r i ' nin biyokimyasal test sonuçları 

King- B ortamında pigment teşkili -f 
Oksidaz — 
Jelatinin 'hidrolizi — 
Nişastanın hidrolizisi — 
Glikozıuıı kullanılması 
A ç ı k 
Kapal ı 
Katalaz 
N a C l .tolerans 
A m o n y a k teşkili 
îndol testi 
Nitrat lardan nitrit teşkili 
Metil Red testi 
Süt testi 
V . P testi 
Kazeinin hidrolizi 
Tvveen 80 nin hidrolizi 

+ oksidatif 

Alkalizasyon 
-4-, gecikmeli 

-F 

4- Pozitif sonuç 
— Negat i f sonuç 
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Şekil 5. Suni inokulasyon çalışmaları .sonucunda P s . m o r i ' n i n 
sürgün ve yaprak sapında meydana getirmiş olduğu 

siyah lekeler 

Karbonhidratların fermantasyonunda gaz çıkışı tesbit edilmemiştir. Pato
jenin, arabinoz, xyloz, glikoz ve galaktoz da kuvvetli, fruıktoz ye raffinozda 
zayıf, gliserin ve mannitolde çok zayıf asit teşkil ettiği tesbit edilmiştir. L a k 
toz ve maltoz'da asit teşkili görülmemiştir (Cetvel 2 ) . 

C E T V E L 2 

P s . m o r i ' n i n karbonhidratlara etkisi 

t 
•§: 

_ ^ 

N 
O I 

i S 
>> 
X 

N 
O 

a 
»—1 

O 

I 

M
al

to
z -S 

1 
3 

i 
3 M

an
n

it
ol

 

A s i t ı 444 44 4 4 4 4 4 4 _4H^ — 44 4 4 4 
G a z 2 

1 Asi t : Asit teşkili kuvvetli + + + , Zayıf -j- + , çok zayıf - j - , Y o k — 
2 G a z : Gaz teşkili yok — 
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Şekil 6. P s . m o r i' nin doğa şartlarında meydana getirdiği 
kabuk nekrozları 

M Ü N A K A Ş A V E K A N A A T 

İzolasyon çalışmaları »sonucunda elde edilmiş olan bakterilerin saf kültür
leriyle yapılan patojenisite çalışmaları müsbet neticeler vermiştir. Dut fidan
larının sürgün, yaprak ve yaprak saplarında meydana getirmiş olduğu belir
tiler kullanılmış olan kültürün patojen olduğunu ispatlamıştır. 

Sonuçlar bölümünde belirtildiği üzere patojenisite çakışmaları sonucunda 
elde edilmiş olan simptomlar Bremer (1954), K a r a c a (1966) ve Klement et al. 
(1960) tarafından doğrulanmaktadır. 

Patojenin kültürel özellikleri, King B ortamında fiuoresan pigment teş
kil etmesi, H 2 S , nitratlardan nitrit teşkili ve indol testlerinden negatif sonuç
lar vermesi, sütün alkalizasyonu, jelatini hidrolize etmemesi ve % 4 lük N a C l 
ihtiva eden et suyu ortamında ürememesi Breed et al. (1957) tarafından doğ
rulanmaktadır. 

Amonyak teşkilinin pozitif ve nişastanın hidrolizinde negatif sonuçlar 
, vermesi, araibinoz, xyloz, glikoz ve galaktozun fermantasyonunda asit teşki
linin kuvvetli, fruktoz ve raffinozda zayıf, gliserin ve mâhnitolde çok zayıf 
olması, maltoz ve laktozda asit teşkil etmemesi, fermantasyon sırasında gaz* 
teşkilinin görülmemesi Klement et al. (1960), Klement ve Lovrekovich (1960) 
tarafından teyit edilmektedir. 
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Oksidaz, katalaz, glikozun kullanılmasa, metil red, Voges-Proskauer, 
tween.S0• y>e kazeinin hidrolizinden alınmış olan neticeler adı geçen yazarların 
çalışmalarında yer almamıştır. F a k a t 1892 numaralı orijinal P s . m o r i 
kültürüyle yapılmış olan mukayeseli çalışmada, orijinal kültür, izole edilen 
patojen P s e u d o m o n a ş ile biyokimyasal testlerin hepsinde aynı sonuç
ları vermiştir. - > 

Patojenisite çalışmaları, kültürel ve biyokimyasal testler sonucunda 
izole edilen patojenin P s e u d o m o n a ® m o r i (Boyer and L a m b e r t ) 
Stevens olduğu kanaatma varılmıştır. 

Ö Z E T 

Ankara'nın Delice Kazasında dutlarda tesbit edilmiş olan bakteriyel has

talığın teşhisini yapmak amacıyla izolâsyon, patojenisite ve biyokimyasal ça

lışmalar yapılmıştır. 

Patojenisite çalışmaları sonucunda izole edilen bakterinin patojen olduğu 

saptanmış ve re-izolasyonlarda da ayını bakteri elde edilmiştir. 16Ö2 numaralı 

orijinal P s . m o r i kültürüyle yapılan biyokimyasal çahşnaalardan aynı so

nuçlar alınmış, -böylece patojenin P s e u d o m o n a s m o r i (Boyer and 

X*amjbert) Stevens olduğu kanaatına varılmıştır. 

T E Ş E K K Ü R 

Bu çalışmanın yapılmasında ihtiyaç, duyduğumuz bazı kimyasal madde-

lerin ve 11teratürün temininde gösterdikleri ilgiden dolayı B D H Chemicals 

Ltd.'e ve Türkiye Bilimsel ve Teknik Araş t ı rma Kurumuna teşefkkürler ederiz. 

S U M M A R Y 

S T U D I E S O N T H E S Y M P T O M A T O L O G Y A N D T H E B I O C H E M I C A L 

C H A R A C T E R I S T T C S O F B A C T E R I A L . M U L B E R R Y B L I G H T C A U S E 

( P s e u d o m o n a s m o r i (Boyer and L a m b e r t ) Stevens). 

The study was carried out in order to identify the cause of the bacterial 

disease whioh vvas seen on mulberry ( M o r u s a l b a ) trees in Delice 

province of Ankara . 

P u r e cultures of the pathogene were abtained by severel isolations and 

the bacteria suspension vvas inoculated in the leaves and twigs of mulberry, 

and the inoculated portions are kept in poiyethylene bags. Sterile water was 

inoculated in the control twigs and ieaves. The bags were taken off three 

days later. 
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Necrosea have been observed on the leaves and twigs during fche cheok-
ups whlch were made 20 days 'after ıthe inoculatioh. Those twigs dîed off 
aftervsrardö. The same patfhogene bacteria were found in the later re-isoiationa. 

The Ibacterium was found to be gram-negative, slow growm(g, shiny, white 
and in small colonies. 

The ıbioohemical tests such as K i n g B, oxidative metabolism of glucose, 
amımoma production and hydrolise of Tvveen 80 were found to be positive but 
oxidase test, indol productiıon, starch hydirolysis, methy red, oasein hydroiysis 
gave negative result. Alkalisation was obtained in milk. 

In the fertmentation of carbohydrates, arabinose, xylose, glutcose, galactose 
acid fonmotion is fast, with raffmose and fructose it is s low but very slow 
wi th glycerol and mannitol. N o gas fonmation is found. 

The pathogene is found to be P s a u d o m o n a s m o r i (Bcyer and 
Lamibert) Stevens af ter the symptoms, cultural oharacteristic and biochemical 
.studîes. 
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