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ANKARA BOLGESINDEKiI MASTITIiSLi INEK SUTLERINDE
BACILLUS CEREUS ARANMASI

Bacillus cereus detection in milk samples from cows with mastitis in
Ankara Region.

Miibeccel YUMUSAK **  Ugur KUGUKAYAN **

OZET

Bu calismada 366 adet mastitisli inek siitli incelemeye alindi. Bunlardan 4
(%1.1)'linde B. cereus izole ve identifiye edildi. izole edilen bu suslar koyunlara
intramammal olarak 2 ml. (8x10" germ/ml) verildi. 5. glin kesilen koyunlarin
meme dokusu kesitlerinin histopatolojik muayenesinde Galactophoritis et
mastitis catarrhalis acuta, 7. glinden sonra kesilenlerde ise mastitis interstitialis
nonpurulenta gelistigi saptandi.

B. cereus'un ineklerde ve koyunlarda bir mastitis etkeni olarak diistiniilmesi
gerektigi kanisina varildi. '

SUMMARY

in this research project 366 cow milk samples with mastitis were exam-
ined. B. cereus was isolated and identified from 4 samples (1.1 %). This iso-
lated strains were inoculated to sheep by intramammary 2 ml (8x10" germ/
ml) each. In histopathologic examination of mammary tissue sections from
sheep slaughtered five days after inoculation, Galactophoritis et mastitis
catarrhals acuta and slaughtered seven days after inoculation,mastitis.
interstitialis nonpurulenta was observed. It was concluded that B. cereus should
be considered as a mastitis agent in cattle and sheep.
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GIRIS

Temel gida maddelerinden birisi olan siit, yurdumuzda inek, koyun, kegi
ve mandadan elde edilmektedir. Bilindigi gibi siitinden en ¢ok yararlanilan
hayvan inektir. Ulkemizde siit inegi sayisi cok olmasina ragmen siit verimi
oldukga dustiktir, bunun nedenlerinden birisi de mastitistir. Bu bakimdan stit
dretiminin azalmasina ve kalitesinin bozulmasina neden olan mastitis
dusiinilmesi gereken énemli bir hastaliktir.

Mastitis hastaliginin sekillenmesinde gevresel, edinsel, sagim faktérlerinin
etkisinin yaninda en 6nemli faktér mikroorganizmalardir. Mastitis polimikrobiel
etyolojiye sahip olan bir hastaliktir. Basta bakteriyel, viral mantar ve nonspesifik
etkenler gelmektedir. Bakteriyel etkenlerden stafilokoklar, streptokoklar,
koliform bakteriler (E.coli, Aerobacter aerogenes, vs.) C.pyogenes,
Pseudomonas Aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis, brucellalar,
Pasteurella multocida P.hemolitica, B.cereus ve B.subtilis sayilabilir.

B.cereus bir toprak basili olup gida maddelerine bulasarak hijyenik olmayan
kosullarda uygun cevre faktérlerinin de etkisi ile bol miktarda tireyerek gida
zehirlenmelerine neden olan bir mikroorganizmdir (27).

B.cereus, gram pozitif, aerob spor veren, kisa, hareketli, toprakta bulunan
bir basildir ve bu nedenlede 6zellikle bitkilerle gabuk bulasir. (6,10,23)

B.cereus'un tremesi igin gerekli optimal i1s1 22°C dir ve lzerindeki
derecelerde siiratla ¢ogalirlar. Sperlari, yiiksek i1si derecelerinde de
hayatiyetlerini korurlar. (115 °C 1 saat). Diger aerob spor verenlerde oldugu
gibi ¢cikardigi proteolitik fermentleriyle proteinleri parcalar ve amokyaka kadar
devam eden toksik substanslari olusturur ayrica endotoksini de vardir (19).

Kanli agarda, 37°C de 24 saat inkubasyondan sonra, alfa hemoliz veren .
tzerleri ipek gibi parlak, kenarlari gayri muntazam, kismen R formu veren ve
yesilimsi sari bir parlaklik gésteren koloniler seklinde urer (6).

Mikroskobik bakida, 24 saatlik taze kiiltiirlerden yapilan frotilerde zincir
seklinde diziler halinde, kismen sag 6érglisti manzarasinda, uzunlugu 1-5 mikron
arasinda degisen, sporlu ve sporsuz gomaklar goriiliir. Bu gram pozitif
comaklarin, sporlarinin santral ve subterminal bulunuslari ve de basilin orta
kisimlarinin siskinligi dikkat cekmektedir. (19).

B.cereus, buyyon kiiltirinde 30°C de 24 saat inkubasyondan sonra
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bulaniklik yapar, yumurta sarili agarda tipik Lesitinaz reaksiyonu verir (8).

Arastiricilar B.cereus'un g6z enfeksiyonlari, apse formasyonlari, meningi-
tis, septisemi, yara enfeksiyonlari, gastroenteritis, koyun ve ineklerde mastitise
neden oldugunu bildirmislerdir (5,11,35).

B.cereus'un neden oldugu sigir mastitisi tzerinde ilk rapor 1957 yilinda
Brown ve Scherer (1957) tarafindan 2 vaka ile bildiriimektedir. Biri hemoraji
ve Oteki gangrenle karekterize iki sigir mastitis olayindan B.cereus
organizmleriniizole etmislerdir.

Schiefer ve ark. (1976), hemorajik ve nekrotik odaklarla karakterize ve
akut inflamasyon go6zlenen inek memesinden B.cereus'u izole ettiklerini
bildirmislerdir.

Ukrayna'da 5 siiriden alinan 325 siit 6rneginin bakteriyolojikal denemesinin
17 sinde B.cereusu izole etmislerdir. (29)

~ Moustafa ve ark. (1989), Misirda 40 siit inegi tzerinde yaptiklari
calismalarda once CMT yaparak subklinik mastitis oranlarini tesbit ettiler. %
60 CMT pozitif olan siit érneklerinin bakteriyolojik yoklamasinda % 9.4 den
B.cereus'u izole ettiklerini bildirmislerdir.

Wong ve ark. (1987), yerel marketlerden satin aldiklari 293 siit riinleri
Uzerinde yaptiklari calismalarda fermente siitlerin % 17 sinde, dondurmanin
% 52 sinde, pastorize siitiin % 2 sinde ve pastorize meyva veya findik aromali
icine su karistiriimis stit ve siit tozunun % 29 unda B.cereus'u izole etmislerdir.
Fakat ¢i§ materyallerde bu oranin daha yiiksek oranlarda bulunabilecegini,
Ahmet ve ark. (1983), ise fermente siitlerde hig bir kontaminasyonun olmadigini
aciklamiglardir.

Fabbi ve arkadaslari (1989) bir siirlide akut mastitis oldugu tespit edilen 4
inekten aldiklan siit numunesinde B.cereus'u izole ettiklerini bildirmislerdir.

Jasper ve arkadaslarn (1972), kuruv ve laktasyon devresindeki ineklere
antibiyotik uygulamasi sonucu olusan mastitli 17 inekte ve antibiyotikte
B.cereus'u izole etmislerdir.

Ates ve arkadaslari (1990) mastitisli 81 koyun siit 6rneklerinin 5 adedinde
B.cereus'un varligini tespit etmislerdir.

Jones ve Turnbull (1981) de bir kegi ve ineklerde 29 B.cereus mastitisini
rapor etti. Histolojik olarak bir inegin memesinde interstital 6dem ve fokal
alveolitisleri teshis ettiklerini bildirmislerdir.
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Gloor (1968), enfekte memeden izole edilen B.cereus susunun 24 saatlik
kiltiirinden 5 ml'sini meme lobuna inokule ederek mastitis olusturmustur.

Weidlich (1961) bakteriyolojikal denemelerle 5 inekte B.cereus mastitisi
gelistirdigini agiklamislardir.

Merck ve Burrow (1973), yeni kuzulamis inekte B.cereus mastitisin ortaya
cikisini rapor etmisler ve izole edilen bu suslarla bir inek ve bir koyunda
deneysel olarak akut mastitisi olusturmayi basarmislardir.

MATERYAL ve METOD

Sit 6rnekleri: Enstitiimtiziin Mastitis Laboratuvarina gelen mastitisli inek
sttlerinden yararlaniimistir. Calismada 366 adet sut numunesi islenmistir.

B. cereus deneme susu (NCTC 10320 and ATCC 11778): Enstittimiiztin
Mastitis Laboratuvarindan temin edilmistir.

Bacillus anthracis susu: Enstitimiiziin Anthrax Laboratuvarindan alinmistir.
(Koyunlarin epriivesinde kullanilan laboratuvar susu)

CMT Ayiracr: Auril alkil siilfat= Enstitimiiziin Mastitis Laboratuvarindan
alinmistir.

A. Besiyerleri;
1. Kati Besiyerleri:
a) Bacillus cereus selective medium (Oxoid)

Bacillus cereus Agar Base (CM 617) 20.5 gr.

Bacillus cereus selective supplement (SR 99) 1 vial

Egg yolk emulsion (SR 47) 25 ml.

Distile su 475 ml

Bu besiyerleri distile suya katilarak laboratuvarlarimizda hazirlandi.
b) Kanli Agar

c) Plate Count Agar (difco)
2. Swvi besiyerleri:

a) Nutrient Buyyon

b) Serumlu Buyyon

c) Peptonlu su
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B. identifikasyon igin;

Arabinoz, ramnoz, Ksiloz, fructoz, galactoz, glukoz, mannoz, laktoz, maltoz,
rafinoz, deksrin, inulin, salisin, dulsitol, inositol, mannitol, sorbitol, eskulin gibi
karbonhidrat fermentasyon testleri kullanildi (2, 4, 10, 23).

Jelatin hidroliz, sitrat kullanim, nitrat rediiksiyon, nisasta hidroliz, indol
tesekkll, kazein hidroliz, tireaz, VP, MR, penisilinaz, yumusak Jelozde hareket
muayenesi, inci testi (neclase fenomeni), koyun kaninda kapsil tesekkiilu
gibi biyokimyasal testler yapildi (2, 4, 10, 23).

C) Deneysel Enfeksiyon igin;

Lalahan Hayvancilik Arastirma Enstitlistinden temin edilen 5 adet 1 aylik
kuzulamis sagmal koyun kullanildi.

Enstitimiiziin Mastitis Laboratuvarindan gonderilen mastitisli inek sditleri
Bacillus cereus selective Besiyerine ve %7 koyun kanli agara 0.1 cc. direk
olarak ekildi. Plateler 30°C 18 saat ve 37 °C 24 saat inkube edildi.
inkubasyondan sonra iireyen koloniler morfolojik ve koloni mikroskobu ile
incelendikten sonra siipheli bulunan izolatlar gramla boyanarak mikroskopla
bakildi. Stpheli kolonileri cogaltmak amaciyla niitrient Buyyona ekildi. 37 °C
de 24 saatlik kiltirinden hareket muayenesi yapilarak hareketli olup
olmadiklari incelendi. izolatlar karbonhidrat fermentasyon ve biyokimyasal
aktivite testlerine tabi tutuldu (2, 4, 10, 23). Anthraxtan ayirmak igin yumusak
agarda hareket muayenesi, koyun kan kiltiirtinde kapsul olusumu, inci testi
(neclase fenomeni) yapildi (4,13).

Deneysel enfeksiyon olusturmak igin izolatlar kanli agara ekilerek 37 °C 24
saat inkubasyona birakildi. Ureyen kolonilerden serumlu buyyona gegildi. 4
ve 18 saatlik kilttirlerinden 1/10"%'e kadar FTS ile dilusyonlar yapildi (24).
Koloni sayimi yontemiyle (2) plate count agarda sayimlari yapildi. Cikan
sonuclara gore orjinal kiiltiirlerden 8x10"™ mikrop/ml (24). olacak sekilde 2 ml.
koyunlara intramammal olarak verildi. injeksiyondan sonra 4. saat ve 24 saatlik
aralarla hergiin beden isilar 6lgtildd sttleri alinarak, genel durumlari muayene
edildi. Aseptik kosullarda alinan siit érneginden bakteriyolojik ekimler yapilarak
etken izole edildi (24).
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BULGULAR

Enstitimiiziin Antibiyotik Disk Uretimi Laboratuvarlarindan alinan Bacillus
cereus (NCTC 10320 and ATCC 11778) deneme susu ve Mastit
Laboratuvarindan alinan sttler kanli agar ve selektif besiyerlerine ekildikten
sonra plateler 30 °C'de 18 saat ve 37 °C'de 24 saat inkube edildi. 37 °C'de 24
saat tiremenin daha uygun oldugu goériildi. 366 adet siit 6rneginden izole ve
identifiye edilen 4 susun ve deneme susunun test sonuglari Tablo-1'de
gosterilmektedir. Karbonhidratlardan fruktoz, glukoz, maltoz biitiin suslarda
pozitif reaksiyon verirken arabinoz, ramnoz, ksiloz, laktoz, rafinoz, indilin,
dulsitol, inositol, mannitol, sorbitol, eskulin negatif reaksiyon gdstermistir.
Biyosimik karakterlerinde ise jelatin hidroliz, nitrat rediiksiyonu, nisasta hidroliz,
kazein hidroliz, VP, penisilinaz ve lesitinaz 4 sustada pozitif, indol tesekklili
ise hepsinde negatif oldugu gorild.

B. cereus'u B. anthracis'ten ayirmak icin yapilan muayenelerin sonuglari
Tabio-2'de goriiimektedir. Elde edilen 4 susta buyyonda bulaniklik, kanl agarda
hemoliz yaptigi ve hareket muayenesinde hareketli oldugu tespit edildi. Koyun
kaninda higbir B cereus susu kapsiil olusturmadi. B.anthracis susunda ise
buyyon berrak, hareket yok ve hemoliz olusturmadi. Fakat koyun kaninda
kapstil tesekkdl etmis inci testinin ise pozitif oldugu gortlmdastdir.

Koyunlarda deneysel enfeksiyon olusturmak icin alinan 5 koyun énce
muayene edilerek genel durumlari kontrol edildi. Sagilan her meme lobundan
alinan sutlerde CMT (-) ve yapilan ekim sonuglarinda ise bir kag tane gram
(+) koklar tiredi.

Bir kag glin sagilan 5 koyundan 073 kulak nolu koyunun siitii kesildiginden
bu koyun denemeden cikarilmistir. Bu bakimdan 313 kulak nolu koyunun iki
meme lobuda kullaniimstir.

Koyunlara intramammal enjeksiyon yapmak icin yapilan koloni sayim
sonuglari Tablo-3 te gorilmektedir. Bu sonuglara gére verecegdimiz mikrop
miktari 8x10" mikrop/ml. den 2ml. meme loblarina verilecek sekilde dilusyonlar
ayarlandi.

Koyunlarin inokokulasyonundan sonra hergiin yapilan muayene sonuglari
Tablo-4' te ¢ikariimistir. 3 Nolu B. cereus susu verilen 176 kulak nolu Koyun
4. giin, 1 nolu sus verilen Koyun 7. giin B.cereus deneme sust v~:i'er 448
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kulak nolu koyun 5. giin 2 ve 4 nolu sus ayni hayvana (Kulak No 313) 5 giin
arayla ayri ayri meme loplarina verilerek 2 nolu sus igin 5 giin 4 nolu sus icgin
10 giin kontrol edilerck koyunlar kesilmistir. Bu sonuglara gére tabloda da
goriilecegi gibi B.cereus bakterileri bir hafta boyunca izole edildi. Hayvanlarin
beden isisi enjeksiyondan sonra 4. saatten itibaren ylikseldigi ve 48. saatten
sonra diistligli gbzlendi. Enfekte meme loblari diger meme loblarina gére
enjeksiyondan 4 saat sonra daha fazla siskin oldugu ve 48 saat sonra normale
dénmeye basladigi gorilmustir. Siit sekresyonu ise giderek azalmistir.

Histopatolojik Bulgular:

3 nolu sus verilen hayvanin gerek klinik muayenesi ve gerekse labarotuvar
yoklamalarinda akut mastitis tespit edilmesine ragmen histopatolojik
muayenesinde bir lezyon olmadig tesbit edildi. Diger suslarda ise 5. giinde
kesilen (sus 2 ve deneme susu) koyunlarda galactophoritis mastitis catarrhalis
acuta gelismistir. Buna gore histopatolojik yoklamalarda enfekte memede
intralobular interstitial dokuda arteriollerin gevresinde az sayida nétrofilik ve
lenfositik hiicre kolleksiyonlarinin varliyi saptanmistir.

Notrofilik hiicreler az sayida da olsa cellular debrilerle beraber alveollerde
de bulunmaktadir. Bazi alveollerde limeni tikayan kireclesmis kitleler
gortlmektedir. Bu kireg presipitatlari bazi alveollerin limenlerinde ise daha
kiigtik grandller halinde goze ¢arpar. memenin ¢esitli kesimlerindeki ductus
laktiferilerde dokiilmiis epitellere karisik ¢ok sayida ndétrofilik hiicre
infiltrasyonlari bulunmaktadir. Ductus epitellerinde yer yer erozyonlar ve bazi
kesimlerinde de epithelial proliferasyonlar dikkati cekmektedir. 7. gtin ve 10.
glin kesilen (1 ve 4. sus) yani uzun siiren olaylarda koyunlarda mastitis
interstitialis nonprulenta tesbit edilmistir. Bu hayvanlarin meme loblarinin
histopatolojik muayenesinde interstitiel dokuda 6zellikle corpus glandulae'lerin
cevresinde lenfosit, histiosit ve plazma hiicreleri gérilmustir.
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Tablo-1. B. cereus Yoniinden Yapilan Biyokimyasal Aktivite ve
Karbonhitrat testleri

izolat No
Karbonhidratlar | ] 11 v Deneme susu
Arabinoz - - - - -
Ramnoz - - - - -
Ksiloz - - - - -
Fruktoz + + + + +
Galaktoz + - - + %
Glukoz + + + * +
Mannoz - + % - -
Laktoz - - - - -
Maltoz + + + + +
Rafinoz - - - - -
Dekstrin + - # + +
Inulin - - - - -
Salisin - - + + +
Dulsitol - - - -
Inositol - - - - -
Mannitol - - - - -
Sorbitol - - - - -
Eskulin - - - - +
Biyokimyasal testler | | Il 1l v Deneme susu
Jelatin Hidroliz testi | + + + + +
Sitrat Kullanim testi | + - - - *
Nitrat rediiksiyonu + + # + +
Nisasta hidroliz testi | + * + # +
Indol tesekkilii - - - -
Kazein hidroliz testi | + # + + +
Ureaz + - - + %
VP + + + + +
MR + = + - -
Penisilinaz + +
Lesitinaz + ¥
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Tablo- 2. B.cereus izolatlarinin B.anthracisten ayirmak igin yapilan

test sonuglari

inci Testi

B.cereus
Susg

Buyyon
Bulaniklik

Hareket

Hemoliz

0.5 4| 0.05 U

Kapsiil
Tesekkuli

WIN [—

4

+ |+ |+ |+

+ |+ [+ |+

+ |+ |+ |+

B.cereus
Deneme
Susu

and ATCC
11778,

NCTC 10320

B.antracis

Tablo 3. B.cereus izolatlarinin Plate count agarda bakteri sayim
sonuglar

Dilusyonlara gore ortalama
izolatlar Koloni miktarlari Sonuglar

10-11 10-12 10-13
izolat 1 36 12 4 4.68x10%  mikrop/ml
izolat 2 148 94 54 26.64x10" mikrop/ml
izolat 3 147 96 56 26.91x10" mikrop/m|
izolat 4 177 131 44 31.68x10" mikrop/ml
Deneme Susu 208 157 | 111 42.84x10" mikrop/ml
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Koyunlarda B. cereus izolatlarinin intramanmal injeksiyon sonrasi bulgulari
Gin | Sus No1 Sus 2 Sus 3 Sus 4 Deneme Susu
K.No:418 K.No:313 K.No:176 K.No:313 K.No:448
Sag Meme Lobu Sag Meme Lobu Sol Meme Lobu Sol Meme Lobu | Sag Meme Lobu
T:39°C T:39.5°C T:40.5°C T:40.7°C T.39.7°C.
#.Saat| Meme Lobu normal Sag Meme Lobu sis| Meme lobu siskin, Meme lobu kiza- | Meme Lobu nor-
gortniimiinde kin, kizarik, agril kizarik sicak ve rik oldukga siskin| mal gériinimiinde.
Sert, Siyanotik. agril. sert ve agrili
T:39.7°C T:39.2°C T:39.5°C T:40°C T:39°C
Meme lobu hafige Meme lobu sicak ve| Meme lobu hafige Meme lobu siskin] Meme lobu normal
siskin, sicak ve agrili. | agnili. Sut kirli sar siskin sicak ve agrih | sicak ve agrili. stt kirli sari renkte
1.Gilin| CMT (+) Siitten renkte, pihtilasma stit gri, kirli sari renk-| Sitte pihtilasma | sulu ve pihtil
B.cereus izole var. CMT (+) Sitten| te pihti ve yodurt ki- | CMT(+) B.cereus| CMT(+)
edilemedi izolasyon (+) vaminda. CMT(+) izolasyon.(+)
Siitten izolasyon (+)
T:39°C T:39.3°C T:39.5°C T:39°C T:39.2°C
CMT(+) Siit yapiskan | CMT(+) Meme lobu | CMT(+) Siit kirli sari | Meme lobu nor- | Meme hafif siskin
ve yesilimsi mukoid sert st kirli sari renkte yapigkan mal CMT(+) B.ce| ve hassasiyet var.
P.Gin| karakterde meme mukoz ve ve iltahapli. reus izolasyon (+) Siit kirli sarimtirak
lobu normal. peynirlesmis. Siit yapiskan ve | renkte. CMT (+)
B. cereus izole edildi. kirli sari renkte.




80¢C

piskan.
B, cereus izole edildi.

pihtilasma. B.cereus
izole edildi.

B. cereus izole edildi.

ve peynirlesme
yok. Rengi hafif
Kirmizi.

Gin | Sus No1 Sus 2 Sus 3 Sus 4 Deneme Susu
K.No:418 K.No:313 K.No:176 K.No:313 K.No:448
Sag Meme Lobu Sag Meme Lobu Sol Meme Lobu SolMeme Lobu | Sag Meme Lobu
T:39°C T:39°C T:39°C T:39°C T:38.9°C
CMT(+) Memede CMT(+) CMT(+) CMT(+) CMT(+)
3.Gin | hassasiyet ve hafif Meme lobu atrofik Meme lobunda hafif | Meme lobu nor Meme lobu sert ve
sislik. Memeden kanl bir | sertlik siit pembemsi | mal ve siit yapis | agnl siitte pihti-
B.ceresu izole edildi. | akinti. Pihtilasma ve yapiskan. kan iltehapli. lasma. B.cereus
yok. B. cereus B. cereus izole edildi.| B. cereus izole izole edildi
izolasyon.(+) edildi.
T:39°C T:39°C T:39°C T:39°C T:39°C
CMT(+) CMT(+) CMT(#+) CMT(+) CMT(+)
Meme lobu hafif siskin| Meme lobu atrofiye | Meme lobu atrofiye. |Meme lobu sert | Meme lobu sert ve
Kizariklik yok, siit olmus. Memeden Sitin rengi sari-yesil [ ve atrofik siit akis | agrili, atrofi var.Mu
A.Gin | pembemsi fazla ya- kanl bir akinti siitte | yapiskan ve iltehapl. [ kan. Pihtilasma | koz bir akinti. Sit-

ten B, cereus izole
edildi.
Rengi hafif kirmizi.

(1) 8 $661 Taa(q "qOoMIN PA NiPd
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Faﬂn

Sus No1
K.No:418
Sag Meme Lobu

Sus 2
K.No:313
Sagd Meme Lobu

Sus 3
K.No:176
Sol Meme Lobu

Sus 4
K.No:313
Sol Meme Lobu

Deneme Susu
K.No:448
Sag Meme Lobu

5.Glin

T:39°C

CMT(+)

Meme lobu normal.
Sutin rengi hafif
pembe ve siit sulu
B. cereus izole edildi

T:39.2°C

CMT(+)

Meme lobu sert ve
atrofik. Memeden
kanl bir akinti. B.ce-
izole edildi. Hayvan
kesime sevk edilerek
meme lobu patoloji-
verildi.

Hayvan kesilerek
meme lobu
patolojiye verildi.

T:39°C

CMT(+)

Meme lobu sert
ve atrofik. Siit ha
fif kKirmizimsi renk
te peynirlesme

ve pihtilasma yok.
B. cereus izole
edildi.

T:39.2°C

CMT(+) Sitiin ren-
kirli sari meme lo-
bu sert-agrih. Siit-
ten B.cereus izole
edildi. Hayvan ke-
sime sevk edilerek
meme lobu patolo-
jiye verildi

B.Gin

T39°C

CMT(+)

Meme lobu atrofik
memeden kanli bir
kanl bir akinti

B. cereus izole edildi.

T:39°C

CMT(+)

Meme lobu atrofik
St Kirli sari sari
renkte. Akiskan
B. cereus izole
edildi. Fakat kolo
ni miktari azaldu.
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re gelisme gorildu
B.cereus izole
edilemedi. Hayvan

kesildi

Gln Sus No1 Sus 2 Sus 3 Sus 4 Deneme Susu
K.No:418 K.N0:313 K.No:176 K.No:313 K.No:448
Sag Meme Lobu Sag Meme Lobu Sol Meme Lobu Sol Meme Lobu | Sag Meme Lobu
T:39°C T:39°C
Meme lobu atrofik. Siit Kirli sari renkts
7.Gun | Memeden kanlh bir akiskan. B. cereug
akinti. B. cereus izole edildi.
izole edildi. Hayvan
kesime verildi.
T:39°C
8.Gln Siit Kitrli sari renk.
te Akiskan. B cere
us izole edildi.
T:39°C
9.Glin CMT(¥ ) B. cereus
izole edilemedi.
CMT(-) Hayvanlar
10.Glin da iyilesmeye dog
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TARTISMA

Bu ¢alismada Enstitiimiiziin Mastitis Labaratuvarina gelen subklinik mastitis
pozitif olan 366 adet siit 6rneg@i incelenmistir. Bu siit 6rneklerinden 4 adet
B.cereus izole ve identifiye edilmistir.

Bazi arastiricilar B.cereus'un izolasyonu igin cesitli selektif besiyerleri
gelistirmisler ve bu besiyerlerine inhibitér maddeler katarak gidalarda mevcut
diger bakteri ve basil florasini inhibe etmek suretiyle B.cereus'u ayirmaya
calismiglardir (12,25,28).

Donovan (1958) Nikodemus (1962) ile Mossel ve ark (1967) tarafindan
gelistirilen selektif besiyerlerinde, inhibisyon maddesi olarak lithium chlorid,
polymyxin B siilfat ve etanol kullaniimistir (20).

Bunlardan Mossel ve arkadaslari (1967) nin kullandiklart MYP-Agarda
inhibitdr olarak Polymyxin B siilfat vardir. Bu selektif besiyeri gram negatif
bakteri nevilerini ve B.subtilis'i kuvvetli olarak inhibe ettigini bununla beraber
besiyerierinde streptococcus faecium ve staphylococcus aureus'un ¢ok az
olarak inhibisyona ugradiklari tesbit edilmistir.

Bizim ¢alismalarimizda kullandiimiz PEMBA besiyerinde inhibitor olarak
Polymyxin B kullanilimistir. Fakat Polymyxin B'nin, staphylococcus aureus,
Serratia marcecens ve Proteus vulgaris igin inhibe edici olmadigi fakat bunlarin
renk ve koloni formlariyla B.cereustan ayrildigini arastiricilar aciklamislardir
12).

Yine bu besiyerinde B.cereus'un Lesitinaz pozitif bir reaksiyon meydana
getirdigi gézlendi.

Peterz ve arkadaslarn (1985), Gidalardan B..cereus'un izolasyonu igin
3.besiyerini karsilastirmistir. Bunlar Mossel ve ark (1967) tarafindan tarif edilen
MYP (Mannitol-egg yolk-polymyxin agar), Hoolbrook ve Anderson (1980),
tarafindan gelistirilen PEMBA (Polymyxin pyruvate-egg yolk-mannitol-
bromothymol blue agar) ve selektiv olmayan blood agar Schieman (1978)
tarafindan kuruldu. Bu arastiricilar kuru gida trtinlerinde, stit ve sit trlinlerinde
B.cereus'u izole etmislerdir. Ancak besiyerlerinde, kuru gidalar igin reme
oranlarinin hemen hemen ayni oldugunu fakat siit ve st trinleri icin kanli
agarin 6teki iki besiyerinden daha zayif bir Greme gosterdigini belitmislerdir.
Kanli agarda kontaminasyonun daha fazla oldugunu acgiklamislardir.
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Calismalarimiz da her iki besi yerindede tiremenin ayni oldugu fakat PEMBA
nin B.cereus icin selektif bir besiyeri oldugu gérdldd.

Peterz ve ark (1985), kuru gidalari ve siit Grtinlerini % 0.1peptonlu su ile
homojenize ederek bir gece oda derecesinde 6n inkubasyon yapmislardir. %
0.1 peptonlu suda oérneklerin uygun dilisyonlarindan 10 ml yukarida belirtilen
3 besiyerine inokule etmislerdir. Plateler, 30°C de inkube edilerek 24-48 saat
sonra incelenmislerdir. Biz mastitisli siit érneklerini sulandirmadan besiyerlerine
0.1 cc. ekerek 30°C de 18 ve 37 °C de 24 saat inkube ettigimizde iremenin
her iki 1s1 derecesinde de ayni oldugunu saptadik.

Gedek (1986), elde ettigi 51 izolati kiiltlre etti ve onlarin morfolojik, biyosimik
karakterleri ve antimikrobiyal hassasiyet derecelerini tayin etti. Butiin
izolatlarda, glukoz, fruktoz, N- acetylglucosamin, esculin, maltoz, trehaloz,
amidon, gylcogen, arginin dihydrolose, gelatinase ve cytochrome oxidase'in
pozitif oldugunu tesbit etti. Lesitinaz reaksiyonu ise devamli pozitifti.

Bizim elde ettigimiz izolatlarda ise fruktoz, glukoz, maltoz, jelatin hidroliz,
nitrat rediiksiyonu, nisasta hidroliz, kazein hidroliz, VP. penisilinaz, Lesitinaz
hepsinde pozitif, arabinoz, ramnoz, Kisiloz, laktoz, rafinoz, intlin, dulcitol,
inositol, mannitol, sorbitol, eskulin 4 susta negatifti. Diger testler ise suslar
arasinda deigisiklikler géstermektedir.

B. cereus, kiiltiirel ve mikroskobik muayenelerde anthrax basiliile kolayca
kanstirilabilmektedir. Her iki basil arasindaki ¢cabuk differansiyasyonun anhtrax
fajlari lizis kabiliyeti, penisilin rezistans testi (inci testi), hareket muayenesi ve
kdlttr formlarinin goézlemi ile B. cereus suslarinda fosfataz yapma kabiliyeti
ve lesitinaz kabiliyetinin tesbiti ile miimkiin olabildigini, Seidel (1959) bize
bildirmektedir. Ayni sekilde Pawlova ve Katz (1966) bu ayrimda mikroskobik
aki ve kapsil boyamasinin 6nemi lizerine dikkat cekmektedirler.

Calismalarimizda B.cereus izolatlarini B.anthracis'den ayirmak icin
yaptigimiz calismada 4 susun hepsinin buyyonu bulandirdigi ve hepsinin
hareketli oldugu, kanda kapsiil teskil etmedigi ve kuvvetli hemoliz yaptigini
tesbit ettik. inci testinde ise B.anthracisin pozitif oldugu B. cereus izolatlatlarinin
hepsinin negatif reaksiyon gosterdigi tesbit edildi.

Burdon ve ark (1967), 4 saatlik B.cereus buyyon kiilttirtinden 2 ml ( 8x10"
jerm/ml) 4 ay 6nce kuzulayan bir koyuna intracisternal olarak tatbik ederek
mastitis gelistirmislerdir.
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Horvath ve ark (1986) yaptiklari deneysel calismada 8 siit inegi
kullanmislardir. Bir enfekte inegin siitlinden izole edilen B. cereus susunun
saf kiltirlerinden a) 2x10%, 2x10' b) 3x107, 6x102, c) 2x10* d) 2x107koloni
ihtiva eden miktarlarinda ineklere intracisternal olarak vererek akut parankimal
mastitisi gelistirmislerdir.

Horvath ve ark (1986) enfektif doza bagli olarak ineklerin genel durumunda
degisimlerin 2-5 saat iginde gorildiigiina 5 ve 8. saatler arasinda semptomlarin
gittikce siddetlendigini viicut isisinin bazen 41 °C ye kadar yiikseldigini ve 8-
10 saatler arasinda en yiiksek seviyeye ulastigini aciklamisladir. Yine bu
arastiricilar memeden B. cereus'un eliminasyonunun 72-120 saat siirdigtint
fakat siitiin kalitesindeki degisikliklerin 3-6 hafta boyunca degismedigini ve bu
siire icinde enfekte meme lobunun atrofiye oldugu ve kérlestigini belirtmislerdir.

Merck ve Burow (1973) koyunlara B. cereusla intracisternal enjeksiyondan
3 gunsonra hayvanlarin genel durumlarinin, viicut isisinin ve hasta meme
lobunun normale déndugiini agiklamislardir.

Bizim ¢alismamizda koyunlarin birer memesine (8x10™ jerm/ml) iceren
soliisyonundan 2 ml verildi. Koyunlarin diger memesi kontrol olarak kullanildt.
intramammal enjeksiyondan 4 saat sonra hafif baslayan viicut 1sisi 24. saate
kadar yiikseldi, 39, 5°C ve 40, 7°C arasinda degisen ates izlendi. 2. glin ateste
kendiliginden diisme gozlendi. 3. gtiniin sonunda koyunlardaki genel durum
normale dénmesine ragmen siitteki degisiklikler devam etti. Ayrica koyunlarin
kontrol birakilan memesinde hig bir degisiklik gézlenmezken, enfekte edilen
memelerde degisiklikler gozlendi. (Tablo-4)

Weidlich (1961), B. cereus ile deneysel olarak olusturduklari mastitis
olaylarinda histolojik olarak, alveollerde ve glanduler lobullerde kanamalarla
cok sayida bakterileri iceren nekrotik adaciklar, kan ve lenf damarlarinda ise
trombozlar tesbit etmistir. Nekrotik odaklar lenfosit ve granulosit infiltrasyon
ile kusatiimistir.

Gloor (1968), memenin glanduler epithelium'unda fokal vacuoler
dejenerasyon ve alveollerde diffuz notrofil 15kositlerle infiltrasyonunu bildirmistir.

Schiefer ve ark (1976), enfekte meme loblarinda akut yangi ve ¢cok miktarda
gram (+) bakterileri iceren hemorajik-nekrotik odaklar gozlemisler ve lezyonlari
supramammar lenf diigiimlerinde de bulmuslardir.

Jones ve Turnbult (1981), 29 inek ve bir kecide B. cereus mastitisini
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bildirmisler ve ineklerin birinde histolojik olarak focal alveolitis interstisyal 6dem
tesbit etmislerdir.

Horvath ve ark (1986) ineklerde deneysel enfeksiyonun 8. gliniinde histolojik
olarak interstisyumda; 6dem ve nétrofilik granulosit infiltrasyonu, glandular
epitelyumda vakuolasyon, genislemis alveol ve kanallarda nétrofil 16kositleri
iceren eksudat tesbit etmislerdir.

Bizim calismamizda histopatolojik olarak elde ettigimiz bulgular Horvath
ve arkadaslari (1986) nin deneysel enfeksiyon bulgulariyla uyumludur. Bazi
arastiricilarin Weidlich (1961); Schiefer ve ark (1976) nin bildirdikleri, bakterileri
kapsayan hemorajik-nekrotik odaklara inceledigimiz glandiiler lobiillerde
rastlanmamistir.

Cesitli arastircilarinda bildirdikleri gibi B. cereus'un bir toprak basili olmasi
nedeniyle uygun olmayan hijyenik kosullar, sagim tekniginin uygun olarak
yapilamamas! ve tedavi esnasinda intramammal enjeksiyonlarin
kontaminasyonu sonucu B. cereus mastitisin meydana geldigi
bilinmektedir.(7,15,18)

Calismamizin sonucunda elde ettigimiz bulgulardan B. cereus'tan ileri gelen
mastitislerin diger mastit etkenlerine gére %1.1 gibi diisiik oranda olmasina
ragmen subklinik mastit olaylarinda B. cereus'un g6z éniinde bulundurulmasi
gerektigi kanisindayiz.

TESEKKUR

Bu arastirmamizda hize yardimlarini esirgemeyen Mastit Laboratuvari Sefi
Nedret Aydin'a, Patoloji Laboratuvari Sefi Hamdi Girgin'e, Bakteriyolojik Teshis
laboratuvar Sefi Muhsin Bekar'a, Anthrax Laboratuvari sefi Musa Yiristn'e
ve elemanlarina tesekkiir ederiz.
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