NORMAL VE PNOYMONILI SIGIR AKCIGERLERINDEN
HAEMOPHILUS SOMNUS ISOLAZYONU UZERINDE
CALISMALAR

Viidan GZDEMIR (%)

GIRIS VE LITERATUR BILGISI

Son yillarda 6nemi anlagilan Haemophilus somnus ilk kez 1960 yilin-
da Amerika Birlesik Devletleri'nde sigirlarin tromboembolik meningoensefa-
lomiyelitis (TEME) olaylarindan izole edilmistir (31). Ozellikle Amerika ve
Avrupa'da bu konuda yapilan arastirmalarda H.somnus'un sebep oldugu
enfeksiyonlarin sikligi tespit edilmigtir. Ancak, Tirkiye'de metritisli iki inegin
uterusundan etkenin izolasyonu (17) ve serolojik olarak H.somnus'a karsi
olusan antikorlarin sigir populasyonundaki dagihmini ve sikligini belirlemek
icin yapilan bir diger ¢alismanin diginda literatiire rastlanmamigtir (3).

Taksonomisi ve nomenklatirl tGzerinde halen tartigilan mikroorganiz-
ma ilk olarak izole edildiginde "Haemophilus-like" (Haemophilus benzeri)
olarak tanimlanmigtir (31). Daha sonra bazi arastirmacilar mikroorganizma-
nin Actinobacillus tirt olarak kabul edilmesini 6nermigler ve actinobacillus
actinoides-like olarak adlandirmiglardir (25). Bazi 6zellikleri gdzdntine ali-
narak mikroorganizmanin Haemophilus cinsine dahil edilmesi ve Haemop-
hilus somnus olarak adlandiriimasi énerilmigstir (6). "Haemophilus taksono-
misi alt komitesi" ve 6neri sahipleri bu siniflamanin gegersiz oldugunu bil-
dirmiglerdir (29). Ancak, sipheli durum giderilmedigi ve bir yenilik kazandi-
rilmadigi igin literattrlerde Haemophilus somnus ismi kullaniimaktadir.

Uremek igin "X" ve "V" faktérlerine gereksinim géstermemesi, DNA
homolojilerindeki farklilik, bazi ko-enzim benzeri maddelere sahip olmama-
si gibi 6zellikleri ile H.somnus klasik Haemophilus cinsinden ayrilmaktadir
(24). Buna karsin, sigir ve koyunlardan izole edilen ve Histophilus ovis ve
Haemophilus agni olarak adlandirilan iki tir, fenotipik &zellikleri yéniinden
H.somnus'a gok benzerlik géstermektedirler (40). Son yillarda yapilan aras-
tirmalarda bu Gg turin DNA homolojilerinin gok ylksek dizeyde bulundugu

(*) Etlik Hayvan Hastaliklari Arastirma Enstitiisii Mldiirlligli Leptospira Lab. Sefi.



ve genetik olarak homojen bir grup olusturduklari ileri stralmastir (43). Bu
arastirmacilar H.somnus susglarinin DNA Guanin + Sitozin oranlarini % 37-
38.8 mol, Histophilus ovis'inkini ise % 38.1 mol dizeyinde belirlemiglerdir.
Ayrica koyunlardan izole edilen Haemophilus somnifer ve insan ve koyun-
larda bulunan HB-5 grubu mikroorganizmalar daha sonra H.somnus turi
kapsamina alinmiglardir (29).

Haemophilus somnus gram negatif, ki¢ik pleomorfik, kokobasil sek-
linde, karboksifilik, hareketsiz ve sporsuz bir bakteridir (29). H.somnus k-
¢lk ve kisa zincirlerden uzun flamentdz formlara kadar degisebilen uzun-
lukta olabilir. Ultrasutraktirel incelemelerde, H.somnus'un dider gram
negatif bakterilere benzer bir hicre duvarina sahip oldugu gdsterilmistir.
Gerek 1s1k ve gerekse elektron mikroskopu ile yapilan ¢alismalarda, bakte-
rinin gevresinde polisakkarit yapida bir kapsil bulunmadidi ve ayrica pilusa
sahip olmamasina ragmen gesgitli sigir doku kultird hicrelerine yapisma
6zelliginin bulundugu bildirilmigtir (38).

H.somnus % 10 sigir kani ve % 0.5 maya 6zeti eklenmis beyin kalp
inflzyon agarinda optimal treme gdsterir (29). Mikroorganizma canli ortam
oiarak embriyolu tavuk yumurtasinin sarisinda iyi iremektedir (20). Diker
ve ark. (19)'In yaptid bir calisma ile H.somnus'un 37°C'de kan ve serum
icinde uzun sdre canh kaldigi bildirilmistir. H.somnus uygun kosullarda 2-3
gln iginde 1-2 mm gapa ulasan konveks, duzgin ve yuvarlak kenarli, yag
kivaminda ve gri sari renkli koloniler olusturur (29). H.somnus suslari ge-
nellikle hemolitik degildir. Bazilarinda vasatin rengini hafifge yesile déndui-
ren, dar bir zona sahip hemoliz gérilmastir (29). H.somnus'un birgok kolo-
ni varyantinin bulundugu bildirilmigtir. Olugan koloni tiplerinin smooth (S),
mukoid (M), rough (R) ve intermedier (l) karakterde oldugu ve patojeniteleri
arasinda iligki bulunmadidi bildirilmistir (11). H.somnus'un yari saydam k-
¢uk, saydam olmayan kigik ve saydam olmayan buyuk koloni formu gos-
terdigi; yari saydam kolonilerin diizensiz pleomorfik ve hicre duvari ince
suglar tarafindan, saydam olmayan buyudk ve kigulk koloni varyantlarinin
ise daha kalin hicre duvarina sahip suslar tarafindan olusturuldugu gézlen-
mistir (44).

Ozellikle ilk izolasyonlarinda suslarin hemen hepsi % 10 karbondiok-
sit iceren atmosfere ihtiyag duyarlar (29). Suni vasatlara pasajlarindan son-
ra kuiltirlerin aerobik ortama adapte olduklari bildirilmigtir (31). Thiamin
pyrofosfat (cocarboxylase) ve thiamin monofosfatin tremeyi arttirdigi (5)
amino asit analizlerinden aspartik asidin Ureme boyunca faydali olan tek
amino asit oldugu bildirilmistir (13).

H.somnus suslan "X" ve "V" faktérlerine bagimli-degillerdir. Ayrica
amino lovulinik asit'ten porfirinlerin sentezlenebilmesiyle H.somnus'un "X"
faktériine bagimsizligi ortaya konmustur (29).



H.somnus'un batin suglar glukozu fermente ederler. Diger karbon-
hidratlarin fermentasyonu igin degisik arastirmacilar farkli sonuglar bildir-
miglerdir (29). Oksidaz, nitrat, glukoz ve mannoz pozitif bulunmugtur (42).
Fakat katalaz, tireaz ve sitrat negatif sonug vermistir. Indol, hidrojen siilfiir
ve lizin dekarboksilaz gibi biyokimyasal testlerde ise arastirmacilar degisik
sonuglar blidirmiglerdir (26). Dezenfektanlarin H.somnus tzerine etkileri in-
celenmis ve 6nerilen standart konsantrasyonlarinin H.somnus'u éldirmege
yeterli oldugu belirlenmigtir (18).

Sigirlarda H.somnus infeksiyonu énce tromboembolik meningoen-
cephalitis (TEME) gibi sentral sinir sistemini etkileyen enfeksiy6z bir hasta-
lik olarak tanindi (35). Fakat sigirlarda respiratér sistem hastaligi, polyart-
hritis, tendonitis, abortus, infertilite, septisemi ve zayif buzagi sendromu
gibi diger birgok sendrom, bu organizm tarafindan olan enfeksiyonla iligkili
bulunmustur (22,23). Butun bu sistemleri etkileyebildigi i¢in, bu mikroorga-
nizmanin olusturdugu infeksiyonlarin genel tanimlanmasinda "Haemophilus
somnus kompleksi" terimi kullaniimaktadir (8).

Tromboembolik meningoensefalit olaylarinda ani 6lim ve hayvanla-
rin koma halinde bulunmalari akut ve perakut dénemlerinin karakteristik be-
litileridir.Gok geng ve gok yaslhlar etkilenebildigi gibi genellikle 1-2 yas ara-
s hayvanlarda gorilir (31). Hastahgin akut déneminde durgunluk, is-
tahsizlik ve yiksek ates gibi genel belirtilerin yanisira ataksi, paresis, para-
lisis,kas tremorlari, hassasiyet ve dairesel dénme gibi ndyrolojik bulgulara
da rastlanmugtir. Bazen, strabismus ve nistagmus ile bilikte gérilebilen uni-
lateral ve bilateral kérlik de hastaligin tipik bulgulari arasinda sayilmistir.
Ayrica oftalmolojik muayenede fokal retinal kanamalar géralmustar (29).
Hastalik daha ¢ok besi sigirlarinda bazen de stit sigirlarinda gorilir. Ge-
nellikle sonbahar ve kigin nemli dénemlerde daha ¢ok rastlanir (37).

Bir TEME salginindan 1-2 giin veya birkag hafta sonra eklem ile ilgili
topallik ortaya ¢ikabilir. Bu perakut veya akut sendromla ilgili olabilir veya
bagimsiz olarak gekillenen topallik ve kasiima ile karakterize subakut send-
romda gorulir. Topaligin sekillenmesinden birkag giin sonra etkilenen ek-
lemlerde giskinlikler géralur. Bu gelisen arthritis birkag haftadan birkag aya
kadar uzayabilir (13).

Genital sistemi ile ilgili olarak normal bogalarin prepusyumundan,
distal tretra ve semeninden H.somnus izole edilmigtir. Bazi H.somnus sus-
larinin prepusyumun ve distal tretranin irinli yangisina sebep olabilecegdi ve
sperm kalitesini bozabilecegi ileri strdlmistir (10,13).

H.somnus ineklerin endometritisinin énemli bir etkenidir. Mikroorga-
nizma infertil ineklerin uterusundan, endometritis ve metritis olaylarindan
izole edilmistir (13,17). H.somnus, abortlara sebep oldugu olaylarda fetu-
sun dokularindan veya mide i¢eriginden izole edilmistir (10). Atik etkeni ola-



rak 6nemi gittikge artan mikroorganizmay! arastiricilar atik sigir fetuslarin-
dan % 3-13 oraninda izole ettiklerini bildirmislerdir (37). Deneysel ¢alisma-
lar ile de H.somnus'un sigirlarda abortusa neden olabilecegi gdsterilmistir
(10).

H.somnus sigir pnéymonisinin énemli bir sebebidir (1). H.somnus ile
iligkili solunum sistemi enfeksiyonlarinin iki sekilde gelistigi bildirilmigtir (29).
Saunders ve ark. (37) solunum sistemi hastaliginin TEME ile birlikte ortaya
¢tktgini ve TEME'nin bir siiride solunum sistem hastaligi gelistikten sonra,
siklikla buzagilarda olustugunu ve septiseminin solunum sistemi dokulari-
nin primer enfeksiyonunun bir sonucu olabilecegini ileri sirmuglerdir. Buna
karsin bir gok arastirmaci H.somnus ile iligkili pnéymoni olgularini ayr bir
hastalik olarak degerlendirmisler ve H.somnus'u bu olgularin primer patoje-
nik etkeni olarak kabul etmiglerdir. Son raporlara gérede buzagilarda
H.somnus enfeksiyonu, bilhassa alt solunum sistemi hastaligini meydana
getirmektedir (1,13). H.somnus, saf kiltir halinde ya da Pasteurella hae-
molytica, Pasteurella multocida ile hemen hemen ayni oranda gorultr
(1,10). Pnéymonik bir akcigerden bu U¢ bakteriden ikisini bir arada izole et-
mek oldukgasik rastlanan bir olaydir (10). H.somnus'tan ileri gelen solunum
sistemi hastaligi akut fibrinli pndymoni ve pleuritis ile karakterizedir(22).
H.somnus ayrica laryngitis, tracheitis, konjuktivitis, otitis media olgularindan
ve saglikli sigirlarin Gst solunum yollarindan da izole edilmigtir (8,32,33).

Hastalik daha ¢ok besi sigirlarinda sonbahar ve kis aylan siresince
soguk, nemli ve degisken hava ve fazla sayida hayvanin bir arada bulun-
masinin verebilecegi stres ile sekillenir (7). Hayvanlarin besi durumlarinin
da etkili olabilecegdi dusiinilmektedir. Uzun sireli yapilan bir taramada kilo-
su 200 kg'dan daha az olan besi ve siit danalarinda etkene siklikla rastlan-
mistir (1,2).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda buzagilarda deneysel yolla
H.somnus kdkenli pnéymoni olusturulmustur (22,30). Pndymoni birgok yol-
larla meydana getirilmistir. Intratrachael inokulasyon; nasla instillasyon, ae-
rosola maruz birakma ya da intravenéz enjeksiyondan daha basaril olarak
kullanilmistir (12). Gerek deneysel yolla meydana getirilen, gerekse dogal
olarak sekillenen H.somnus kdkenli pndymonilerden (H.somnus) mikroor-
ganizma yuksek oranda izola edilmigtir. Andrews ve ark. (1,2), yaptiklari iki
ayr galismada % 89 ve % 87.6 oraninda, Stastova (42) % 23.7 oraninda
H.somnus'u pnéymonik akcigerlerden izole etmislerdir. Corbeil ve ark. (10),
Gogolewski ve ark. (22), Jackson ve ark. (30) ve yine bir bagka ¢alismasin-
da Gogolewski ve ark. (23), deneysel yolla olusturulan H.somnus kokenli
pndymonilerdeki lezyonlarla, dogal yolla olusan H.somnus kékenli pnéymo-
nilerdeki akciger lezyonlarinin ayni oldugunu bildirmiglerdir.

H.somnus ineklerin perakut ve akut mastitislerinden spontan olarak
izole edilmis ve mastitis deneysel olarak gergeklestiriimistir (4).
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TEME'de merkezi sinir sisteminde 4 cm'ye varan ¢ok sayida kirmizi-
kahverengi hemorajik nekrozlar karakterizedir. Iskelet kaslarinda, idrar ke-
sesi, kalp, bobrek, optik sistem ve retina dahil diger dokularda sik sik septik
infarksiyon, vaskulitis ve tromboza bagh lezyonlar meydana gelir. Diger be-
lirgin lezyonlar perikarditis, hydroperikardium, cystitis, fibrino prulent veya
suppurativ polyarthritis ve synovitis, lymphadenitis, hemorajik enteritis, peri-
hepatitis, peritonitis ve polyserositis'dir (31,36). Ust solunum yollarinin lez-
yonlari sik sik TEME ile iligkili olarak bildirilir. Rhinitis, prulent frontal sinusi-
tis ve pharyngitis olgulari, nekroze veya ulseratif laryngitis sik sik bildi-
rilmektedir (29).

H.somnus'un tek olarak izole edildigi danalarin pndymonik lezyonlari-
nin TEME ile iligkili olmadigi belirtilmigtir. Corboz (13), ¢ok siddetli pronkop-
ndymoni gézlemigtir. P.multocida, P.haemolytica, Mycoplasma spp.'nin sik
olmamakla beraber H.somnus ile birlikte izole edildigi olaylarda akut fibri-
néz pleurapndymoni ve fibrindz bronkopndymoni bildirilmistir (1).

Genital sistemde ise kotiledonlarin nekroz ve hemorajileri, metritis
mevcuttur. Atik fétusta extremitelerde yaygin 6dem gérilmektedir (29).

H.somnus'un deneme hayvanlarindaki patojenitesi Uzerinde gesitli
galismalar yapilmisg, fare disindaki laboratuvar rodentlerinin H.somnus'a ge-
nellikle az duyarli olduklari bulunmustur (15). Farelerde periton igi, intrase-
rebral ve intrakranial yollarla enfeksiyon olusturmay! basaran Kennedy ve
ark. (31), embriyolu tavuk yumurtasinin H.somnus'la kolayca infekte edile-
bildigini ve embriyonun ¢esitli lezyonlar sonucu 61digind belirtmislerdir.

Bugiine kadar yapilan galismalarda H.somnus'un suslarinin virulans
farkhlklari hakkinda bilinenler gok azdir. Corboz ve Pohlenz (12), beyin ve
akciger izolatlarinin olusturduklan infeksiyonlarin siddetleri arasinda fakli-
hklar bulundugunu bildirmiglerdir. Corboz ve Wild(13) ise degisik kaynakli
H.somnus izolatlarinin morfolojik, biyokimyasal ve molekiler dizeydeki
Ozellikleri arasinda fark bulunmadigini agiklamiglardir. Yapay besiyerlerin-
deki pasajlarin patojeniteyi azalttigi, embriyolu tavuk yumurtalarinda yapi-
lan pasajlarin ise patojeniteyi arttirdidi bildirilmistir (16,31).

H.somnus'un hicre duvan antijenik 6zellige sahip proteinleri ve lipo-
polisakkaritleri igerir (29). Yapilan ilk ¢alismalarda H.somnus'un birgok su-
sunun antijenik bakimdan homojen oldugu bildirilmistir (16,20). Fakat son
yillarda yapilan bir galismada kros adsorbsiyon aglutinasyon yéntemi kulla-
nilarak suslar arasinda antijenik farkhliklar belirlenmistir (9). H.somnus in-
feksiyonlarinin serolojik teghisi igin aglutinasyon, agar-jel immun diffuzyon,
hemaglutinasyon, komplement fikzasyon ve ELISA testleri kullaniimaktadir
(3,16,39).

In-vitro galismalarla H.somnus'un neomycin, lincomycin ve sulfona-
mid hari¢ genelde diger antibiyotiklere duyarl oldugu bildirilmistir. Ancak,
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TEME'den etkilenmis hayvanlarn tedavide nérolojik gelisme basarisiz ol-
mugtur (6). Cok erken klinik sendrom gésteren olaylarda antimikrobial teda-
viye degisik cevaplar alinmigtir (31). Solunum ve genital sistem ile iligkili
H.somnus'un tedavisi hakkinda bilgi bulunmamaktadir.

H.somnus koékenli pndymoni ve TEME'de serum antikorlarinin koru-
yucu olacagi dusunulerek gesitli asilar hazirlanmaktadir. Aluminyum hidrok-
sit adjuvanli H.somnus bakterinin iki doz uygulandiginda buzagilari deney-
sel infeksiyondan korudugu bildirilmigtir (29). Groom ve Little (27),
Stephens ve ark. (41) etkili koruma saglamak igin iki doz agi uygulamasinin
gerekli o'dugunu bildirmiglerdir. Ancak, deneysel infeksiyonlarda serum an-
tikor titreleri ylkseldigi halde H.somnus'a spesifik serum IgG ve IgM dizey-
leri yuksek olan sigirlarin bazi infeksiyonlara duyarli olabildigi ve élimlerin
sekillendigi  bildirilmektedir (29,39). Son yillarda yapilan c¢alismalar
H.somnus'un intraseliler bir patojen olabilecegi varsayimini ortaya gikar-
mistir (14).

MATERYAL VE METOT

Orneklerin toplanmasi : Izolasyonda kullaniimak iizere 1989-1990
yilinda Etlik Hayvan Hastaliklan Arastirma Enstitlisi Genel Teshis Labora-
tuvarina getirilen pnéymonik buzagdi ve dana akciger materyallerinden top-
lam 11 adet toplandi. Bu toplanan materyaller Ankara Seker Fabrikasi (4
adet), Eskisehir Seker Fabrikasi (1), Atatlirk Orman Giftligi (1), Ankara,
Kayseri ve Gankiri [l Tanim Mudurlikleri (5) tarafindan Enstitimiize génde-
rilmigtir. Ayrica, 6rneklerin toplandigi 4 ay suresince 10 defa Ankara Et ve
Balik Kurumu mezbahasina gidilerek 209 adet normal ya da pnéymonili ak-
ciger materyali temin edildi. Bu materyaller de Ankara (150), Yozgat (6) ve
Konya (53) bélgelerinde beslenen besi sigirlarina aittir (Tablo-1). Incelenen
bu 220 materyalden 10 tanesi buzagi, 210 tanesi 1,5-2 yas arasi erkek si-
girdir. Toplam 220 materyalin, 90 tanesi dis bakida normal gérinusli akci-
ger, 130 tanesi ise pnéymonili akciger olarak ayrildi. Alinan érnekler ayni
gln laboratuvara getirilerek incelendi.

Tablo-1 : Toplanan materyallerin kaynaklari

Materyalin alindigi yer Materyal sayisi

Etlik Hayvan Hastaliklari

Arastirma Enstitisi 11

Ankara E.B.K. 209
(Ankara) (150)
(Yozgat) (6)
(Konya) (53)

TOPLAM 220
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Besiyerleri

Brain-Heart Infusion Besiyeri (Difco)

H.somnus'un izolasyonu amaci ile kullanilan bu temel besiyerinin for-
mili asagida belirtilmigtir.

Calf Brains 200 g
BeefHearts 250 ¢g
Proteose Peptons 10g
Bacto Dextrose 249
Sodium Chloride 5¢
Disodium Phosphate 25¢
Bacto Agar 15¢

Bu temel besiyerine % 0.5 maya 6zeti, % 0.5 Cocarboksilaz ve % 10
defibrine koyun kani katildi (BHIBYE). H.somnus'un sivi besiyerlerinde pa-
sajinin yapiimasi amaci ile % 0.5 maya 6zeti ve % 10 at serumu igeren
Brain-Heart Infusion buyyonu kullanildi. Besiyerleri otoklavda 121°C'de 15
dakika sterilize edildikten sonra petrilere dékilerek buzdolabinda saklandi.

Standart Susglar

Izolasyon ve identifikasyon cgaligmalarinda kullaniimak tizere A.U.
Vet. Fak. Bakt. kurststinden saglandi. Bu sug Kanada'dan TEME'li bir geyi-
gin beyninden izole edilmis olan H.somnus 43826 susu olup Dr.
S.C.Groom'dan (Ontario Veterinary Collage, University of Guelph, Ontario,
Canada) temin edilmigtir.

H.somnus'un izolasyonu Calismalari

Alinan materyaller en seri ve uygun kosullarda laboratuvara getirildi.
Bu materyallerden besiyerlerine, asagdida belirtildigi sekilde ekimler yapildi.

Akcigerin tzeri kizgin bir spatil ile daglandi. Steril bir makas ile steril
swabin rahatga girebilecegi kadar bir yer kesildi. Bu kesilen yerden iceriye
steril swab degisik ydnlere sokularak akciger sivisi emdirildi. Bu swab direk
olarak daha 6nce petrilere hazirlanmis olan BHIBYE agar (izerine strilerek
ekildi. % 10 CO2'li ve nemli ortamda 37°C'de 48-96 saat inkube edildi.

identifikasyon Calismalari

Izole edilen mikroorganizmalar Humphrey ve Stephens'e gére (29)'
de tarif edildigi sekildeki koloni morfolojileri ve biyokimyasal karakterleri y6-
ninden incelendi. Pasajlarin yapilmasi ve biyokimyasal testler igin koloni-
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lerden % 0.5 maya 6zeti ve % 10 at serumu igeren Brain-Heart Infusion
buyyona ekimler yapildi. Izolatlarin H.somnus oldugu, standart bir H.som-
nus susuna karsi Arda ve ark. (3) tarafindan hazirlanan hiperimmun serum
kullanilarak yapilan aglutinasyon testi ile dogrulandi. |zolatlarin tireme kabi-
liyetleri kanli agar, Mac Conkey agar ve nutrient buyyonda ve aerobik ko-
sulda kontrol edildi.

H.somnus'un Biyokimyasal Ozelliklerinin Saptanmasi

a - Katalaz testi : Agar uzerindeki taze Gremeden bir 1-2 koloni ali-
narak lam tzerindeki bir damla % 0.5'lik HoO» icinde suspanse edildi. Gaz

kabarciklarinin gérilmesi pozitif kabul edildi.

b - Karbonhidrat fermentasyonu : Glukoz, maltoz, laktoz ve arabi-
noz igeren besiyerlerine (durhaim tdpld) 0.1 cc miktarinda mikroorganizma
ekildi ve 37°C'de inkubasyona birakildi. Asit ve gaz tesekkulld yéninden
hergtin kontrol edildi. 14 gin iginde besiyerinin renginin agiimasi asit mey-
dana geldigini, durhaim tlplerinde gaz toplanmasi gaz tesekkilini goster-
di.

¢ - Oksidaz testi : Bu aktivitenin saptanmasi amaciyla M-N-dimetil-
1-4 fenilen diamonyum diklorid ve 1-naftol igeren Bactident Oxidase
(Merck) hazir kagit seritleri kullanildi. Kagit seridin normalde pembe olan
renginin 20-60 saniye i¢ginde mor renk almasi pozitif, rengin sariya dénmesi
veya degismemesi negatif olarak degerlendirildi.

d - indol deneyi : 5 cc peptonlu su igine mikroorganizma ekilip
37°C'de 2 gln inkube edildi. Kultirin Gzerine Kovac yaracindan 0.5 cc ila-
ve edildi ve karistirildi. Kiltirtin st kisminda pembe rengin olusumu pozi-
tif, rengin sari olusu negatif kabul edildi.

e - HaS olusumu : Mikroorganizma 5 cc peptonlu su igine ekildikten
sonra igine kursun asetath kagit yerlestirildi. Kiltirdeki kagit serit hergtin
kontrol edildi. Kagit seritteki ugtan baglayan kararma pozitif olarak kabul
edildi. Negatif reaksiyonu degerlendirmek igin kulttire 0.5 cc 2N HCI ilave
edildi ve tekrar kagit serit konarak kaltar icinde H2S olmadigi kontrol edildi.

f - Ureaz deneyi : 0.5 cc dreli sivi ortam igine mikroorganizmanin yo-
gun bir emilsiyonu yapildi ve 37°C'de 3 saat su banyosunda tutuldu. Sire-
nin sonunda tdpdn igine 0.1 cc Nessler ayiract kondu ve 3-4 dakika iginde
sonugokundu. Pozitif reaksiyonlarda saridan koyu kahverengiye kadar de-
gisen renkte presipitasyon gorildd. Negatif reaksiyonlarda tiplerin rengi
degismedi.



BULGULAR

Incelenen 220 akciger materyalinden 130 tanesi (% 59.09) pnéymo-
nili, 90 tanesi (% 40.9) saglikli hayvanlara ait akcigerlerdir. Pnéymonili 130
akcigerin 4 (% 3.2)'inden H.somnus izole edildi. Normal gérinusli akciger-
lerinise 1 (% 1.1)'inde H. somnus bulundu.

Izole edilen bu suglar yalnizca BHIBYE agar'da ve CO2'li ortamda
trediler. Kirksekiz saat iginde treyen koloniler 1 mm ¢apli, yan saydam,
grimsi sari renkli, tereyad kivaminda, yuvarlak ve konveks olarak gorildi-
ler. Daha uzun inkubasyonda koloni ¢api 2-3 mm'ye ulasti.

Izolatlarin sadece kanli, maya 6zetli beyin-kalp infuzyon agar (BHIB-
YE) ve serumlu, maya 6zetli, beyin-kalp infuzyon buyyon (BHISYE)'de (ire-
digi belirlendi. Diger test edilen kanli agar, Mac Conkey agar ve nutrient
buyyonda treme kaydedilmedi. Karanlik saha ve faz kontras mikroskobu ile
incelendiginde hareket gézlenmedi. H.somnus antiserumu ile kontrol edilen
suslarin timd ldm'da aglutinasyon verdi.

Ureyen kolonilerden Gram yéntemi ile yapilan boyamalarda gram ne-
gatif, pleomorfik, kiiglik kokobasil seklinde mikroorganizmalar gérilda. Izole
edilen mikroorganizmalarda biyokimyasal reaksiyonlar sonunda oksidaz ve
indol pozitif, katalaz, tireaz ve H»S olusumu negatif bulundu. Suslar glukoz
ve maltoz'u fermente etti, laktoz ve arabinoz'u fermente etmedi.

H.somnus izole edilen 4 pnéymoni vak'asinin timtnde fibrinli veya
prulent karakterde lezyonlar belirlendi.

TARTISMA VE SONUG

Gunumizde H.somnus kdkenli enfeksiyonlar ve hayvan ekonomisine
verdigi kayiplarin énemi gin gegtikge deder kazanmaktadir. Normal ve
pnéymonili sigirlarin akcigerinde H.somnus'un varhgini tespit etmek lzere
yapilan bu ¢alismada degisik menseili 220 besi siginnin akcigeri incelen-
mistir. Pnéymonili akcigerlerde % 3.2 gibi bir deger bulunmustur. Normal
goriinusli 90 akcigerin ise sadece birinden H.somnus izole edilmistir. An-
cak, bu oran diger ulkelerle kiyaslandi§i zaman oldukg¢a dusukttr. Andrews
ve ark. (2)'nin yaptiklan ve bes yil siren bir aragtirmada; 105 sigirin
92'sinden (% 87.6) H.somnus izole edilmigtir. Andrews ve ark. (1)'nin yap-
tiklan bir bagka arastirmada da % 89 oraninda H.somnus izole edilmistir.
Stastova (42), ise danalardaki H.somnus oranini % 23.7 olarak bildirmisdir.
Yine Moreira ve ark. (34), bir salginda buzagilarin % 20'sinin H.somnus
pndymonisinden etkilendigini belitmiglerdir.

Yapilan bu galismada H.somnus oraninin az bulunmasi, besi sigirla-
rina antibiyotik katkili yem verilmesinden kaynaklanmig olabilir. Ayrica,
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mezbahada kesilen bu sigirlarin ortalama agirliklarinin 200-350 kg arasin-
da oldugu 6grenilmistir. Andrews ve ark. (1,2), yaptiklari her iki galismada
da agirliklari 200 kg'nun altinda olan hayvanlarin bu mikroorganizmaya kar-
si daha hassas oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica, diger ¢caligmalarda 6zellikle
pnéymoni salgini olan sdrdlerin segilmesi oranin yiksek olmasina yol aga-
bilir.

Sigirlarda deneysel olarak da H.somnus kdkenli pndymoniler gergek-
lestirilmistir (10,21,22,23,28,30,35). Olusturulan bu pndymonilerde, deney-
sel inokulasyonlarda kullanilan danalarin akcigerlerinden H.somnus izole
edilmis (21,22,28,28,30,35), mikroorganizmanin akcigerlerde uzun sire
kaldig! (23,35) ve bu sirenin artan virulans mekanizmasiyla iligkili oldugu
ileri strdlmastir (35).

Deneysel olarak olusturulan H.somnus kdkenli pnéymonilerdeki lez-
yonlarla, dogal yolla olusan H.somnus kékenli pndymonilerdeki lezyonlarin
ayni oldugu bildirilmistir (10,12,21,28,30). Bu ¢alismada da 6nceki arastiri-
cilar tarafindan bildirilenlere parelel olarak pndymonili akcigerlerin timinde
fibrinli ya da prulent pndymoni lezyonlari ve ayrica % 11.5 oraninda nekro-
tik lezyonlar tespit edilmistir.

Izolasyonda H.somnus'un % 10 sigir kani ve % 0.5 maya 6zeti eklen-
mis Brain-Heart Infusion agar'da optimal treme goésterdigi ve 6zellikle ilk
izolasyonda %10 CO2'li atmosferin gerektigi Humphrey ve Stephens (29),
tarafindan bildirilmistir. Yapilan bu ¢alismada da H.somnus'un izolasyonu
icin % 0.5 maya 6zeti, %10 koyun kani ve % 0.5 Thiamine pyrophosphate
(cocarboxylase) igeren Brain-Heart Infusion agar kullaniimig olup % 10
CO2 atmosferde 37°C'de 48 saat inkubasyona birakilmigtir. Potgieter ve
ark. (35), ise deneysel inokulasyonlar igin H.som-nus'u % 5 sigir kani, % 1
maya 6zeti katilmig tryptose agar'da ve % 10 CO.'li atmosferde 37°C'de
Urettiklerini bildirmiglerdir.

Asmussen ve Daugh (5), serum, maya 6zeti ve thiamine pyrophosp-
hate (cocarboxylase)'in Gremeyi arttirici etkilerinden bahsetmislerdir. Yapi-
lan bu calismada da bu maddelerin eksikligi durumunda treme kaydedil-
memigtir.

Stastova (42), izole ettigi H.somnus suslarinin biyokimyasal reaksi-
yonlarinda oxidase, NOg, glukoz ve mannoz'u positif bulmustur. Yapilan bu
calismada da 6nceki arastiricilarin galismalarina paralel olarak oxidase ve
glukoz pozitif bulunmustur.

Yapilan literatir taramasinda normal gérunuslid akcigerlerden
H.somnus izole edildigine dair herhangi bir kayida rastlanmamistir. Ancak,
Humprey ve Stephens (29), saglikh sidirlarin st solunum yollarindan
H.somnus izole edildigini bildirmiglerdir.
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Bu c¢alisma ile Turkiye'de ilk kez H.somnus'un sigirlarin pnéymoni
vak'alarinda bulunabilecegdi gosterilmis ve diger pnéymonik infeksiyon et-
kenleri arasinda H.somnus'un da rutin olarak incelenmesi gerektigi ortaya
konulmustur.

OZET

130 Pndéymonili akcigerden dért ve 90 normal gérunisla sigir akcige-
rinden 1 adet Haemophilus somnus izole ve identifiye edildi. Toplanan ma-
teryallerden steril ekiivyonlarla kanli agar, Mac Conkey agar ve kanli-maya
Ozetli beyin-kalp inflizyon agara ekimler yapildi. Sadece kanli-maya 6zetli
beyin-kalp inflizyon agarda % 10 COz atmosferde, 48 saat inkubasyondan
sonra treme belirlendi. Koloniler; grimsi sari renkli, tereyag kivaminda, 1
mm gapli, yari saydam, yuvarlak sekilli olarak gériildiler. Izole edilen gram
negatif, pleomorfik, kii¢iik kokobasil seklindeki mikroorganizmalar glukozu
fermente ettiler. Indol ve oksidaz pozitif, katalaz negatif bulundu. H.somnus
antiserumu ile kontrol edilen izolatlarin timi Iamda aglutinasyon verdi.

SUMMARY

Haemophilus somnus was isolated and identified from four lungs of
130 lungs with pneumonia and from one of 90 lungs with normal appearan-
ce. The collected materials were seeded on to blood agar, Mac Conkey
and brain-heart infusion agar with blood and yeast extract using steril
swabs. The organisms grew well only on brain-heart infusion agar with blo-
od and yeast extract in the presence of % 10 CO2 atmosphere and after 48
hours incubation. The colonies were greyish yellow in colour, translucent,
rounded, 1 mm in diamater and butter-like in consistency. The isolated or-
ganisms were gram negative, pleomophic and coccobacilli and they fer-
mented glucose. Indol and oxidase tests were positive but catalase negati-
ve. All the isolates tested with H.somnus antiserum and gave agglutination
in the slide-agglutination test.
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