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Schweiz. Arch. Tierheilk. /23, 79-88, 1981

Aus dem Institut fiir Veterindrhygiene (Prof. Dr. E. Hess) und
dem Veterinar-Anatomischen Institut (Prof. Dr. J. Frewein) der Universitit Ziirich

Epidemiologie der Haemophilus somnus-Infektion beim Rind:

Vergleich von Stiimmen in der
Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE)!

von L. Corboz? und P. Wild

Einleitung

Haemophilus somnus wurde zum ersten Mal im Jahre 1960 durch Kennedy et al.
[16] in Kalifornien aus dem Gehirn eines am sogenannten Sleeper syndrome erkrank-
ten Rindes isoliert. Seither wurde die aetiologische Rolle dieses Erregers sowohl in
den USA als auch in Kanada und Europa bei einem breiten Krankheitsspektrum
nachgewiesen, das neben der infektitsen septikdmisch-thromboembolischen Menin-
goencephalitis (ISTEME) auch Infektionen des Atmungs-, Geschlechts- und Bewe-
gungsapparates sowie Aborte einschliesst. Obwohl die eine oder andere Form dieser
Krankheit [11, 24] nur in der Schweiz [4], in der Bundesrepublik Deutschland [28]
und in Schottland [26] beschrieben wurde, diirften H. somnus-Infektionen auch in an-
deren européischen Lindern wie Belgien, Frankreich, Italien und der DDR beobach-
tet worden sein (personliche Mitteilungen). Obzwar Symptome und Organveridnde-
rungen je nach Krankheitsform sehr verschieden sind, konnten in vergleichenden Un-
tersuchungen bisher keine grossen Unterschiede innerhalb der isolierten H. somnus-
Stimme festgestellt werden [1, 4, 11, 13, 21]. Allerdings wurde die Polyacrylamidgel-
Elektrophorese (PAGE), die seit einigen Jahren vermehrt zur Feindifferenzierung von
Bakterien und Viren und als taxonomisches Hilfsmittel eingesetzt wird [2, 15, 17, 20,
22,23, 27], fiir H. somnus noch nicht angewendet. Das Ziel dieser Arbeit liegt darin,

1. die Verbreitung der H. somnus-Infektion zu ermitteln,

2. H. somnus-Isolate aus verschiedenen Organen und Ausscheidungen morpholo-
gisch, kulturell, biochemisch und elektrophoretisch mit PAGE zu vergleichen und

3. die Epidemiologie der H. somnus-Infektion zu erortern.

Material und Methode

1. Das Untersuchungsmaterial erfasste eine erste Gruppe von 1482 Proben aus Organlésionen
und aus pathologisch verinderten Ausscheidungen (vgl. Tabelle 1). Es handelte sich um Proben
von Kilbern, die im Alter von einer Woche bis zu 12 Wochen infolge Meningo-Encephalitis, Bron-
chopneumonie oder chronischer Polyarthritis verendet waren oder notgeschlachtet wurden. Ferner

! Mit finanzieller Unterstiitzung durch das Bundesamt fiir Veterinirwesen (Projekt 012.75.4)
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wurden Proben von Kithen mit chronischer Endometritis und von Stieren mit eiterhaltigem Ejaku-
lat sowie Proben aus Abortmaterial entnommen. Eine zweite Gruppe von 233 Proben setzte sich
aus unverindertem Ejakulat von Stieren sowie aus Nasen- und Vaginalschleim von klinisch gesun-
den Kilbern bzw. Kithen zusammen.

2. Als Referenzstamm von H. somnus wurde, wie in fritheren Arbeiten [4, 5], der Stamm 8025,
ein Hirnisolat aus den USA, verwendet.

3. Ndhrmedien und Kulturverfahren wurden schon frither beschrieben [4]. Auf die Koloniedisso-
ziation wurde besonders geachtet [6].

4. Die biochemische Untersuchungsmethodik [4] wurde etwas modifiziert: fur die Spaltung von
Kohlehydraten und Alkoholen wurde als Grundmedium Phenol Red Broth Base (DIFCO) verwen-
det. Die beimpften Medien wurden eine Woche lang in 10%iger CO2-Atmosphire bei 37 °C inku-
biert und eine weitere Woche in normaler Atmosphire bei 37 °C aufbewahrt, da in CO2-Atmo-
sphére eine spontane Ansduerung des Grundmediums auftrat. Diese Reaktion war aber reversibel.
Damit konnten falsch positive bzw. zweifelhafte Resultate beseitigt werden. Fiir die Indolproduk-
tion wurden die Stimme in PPLO-Broth (DIFCO) mit Zusatz von 10% Schweineserum, 5% eines
25%igen Trockenhefenextraktes, pH 8.0 (Fleischmann’s dry Yeast) und 0,2% DL-Tryptophan
(Merck) angeziichtet und 24 bis 48 Stunden inkubiert. Der Indolnachweis erfolgte mit dem Indolre-
agens nach Ehrlich-Bshme.

5. Fiir elektronenmikroskopische Untersuchungen wurde eine 24 Stunden alte Kultur auf ange-
reichertem PPLO-Agar ohne Blutzusatz (4] mit Phosphat-Puffer (PBS), pH 7.4, abgeschwemmt und
wihrend 20 Minuten bei 11000 g/4 °C zentrifugiert. Der Bodensatz wurde in 2,5% Glutaraldehyd
in 0,1 M Na-Cacodylat-Puffer, pH 7.4, resuspendiert und in Mikrorshrchen bei 500 g wihrend 20
Minuten zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde fir weitere 30 Minuten mit 2,5% Glutaralde-
hyd fixiert, anschliessend in 0,1 M s-Collidin-Puffer, pH 7.4, gewaschen und mit 1% Osmiumséure
in 0,1 M s-Collidin-Puffer, pH 7.4, nachfixiert, in aufsteigender Alkoholreihe dehydriert und in
Epon 812 (Fluka) eingebettet. Nach der Polymerisation wihrend 3 Tagen bei 60 °C wurden Ultra-
diinnschnitte hergestellt (LKB Ultratom III), welche mit Magnesiumuranylacetat und Bleicitrat
kontrastiert und in einem Philips EM 201 untersucht wurden.

6. Natrium-Dodecylsulfat (SDS)-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE)

a) Gel-Vorbereitung: Die PAGE wurde nach der Methode von Laemmii [17] in Flachgels
(130 115x 1,5 mm) durchgefiithrt. Dabei wurden 3%iges Startgel und 12,5%iges Separationsgel
(Bio-Rad) mit Zusatz von 0,1% SDS und 30% Urea (Bio Rad) verwendet, was eine bedeutend
schiarfere Trennung der Proteinbéinder ermdglichte. Die Gels wurden jedesmal frisch vorbereitet,
wobei die verschiedenen Acrylamidgemische zwischen zwei Glasplatten gegossen und bei Zimmer-
temperatur polymerisiert wurden.

b) Das Aufschlussreagens bestand aus folgendem Gemisch: 30 ml einer wiisserigen 6,1%igen
Tris-Pufferlosung (Sigma) mit Zusatz von 0,4% SDS — pH auf 6.8 mit konz. HCI eingestellt — ;
1,5 ml einer 0,1%igen Losung von Bromphenolblau in Aethanol; 15 ml Glycerin; 3,0 g SDS; H20
ad 100 ml. Unmittelbar vor dem Gebrauch wurde beta-Mercaptodthanol (Serva) in einer Endkon-
zentration von 1% zugegeben.

c) Zur Antigen-Vorbereitung wurden einzeln oder gemischt die glatten (S) und intermedidren
(I) Kolonieformen der betreffenden Stimme ausgewihlt, um Unterschiede in Proteinfraktionen,
die auf die Kolonie-Dissoziation zuriickzufithren wiren [6], auf ein Minimum zu reduzieren. Als
Antigen wurde ein wisseriger Kochextrakt verwendet: eine 18 Stunden- Kulturabschwemmung
wurde wihrend 15 Minuten im Wasserbad auf 100 °C erhitzt und anschliessend zentrifugiert [6].
Der Uberstand, der nach der Bestimmungsmethode von Lowry [18] ca. 1 mg Protein/ml enthielt,
stellte das Antigen dar. Es wurde im Verhiltnis von 1:1 mit Aufschlussreagens gemischt und wih-
rend 3 Minuten im Wasserbad auf 100 °C erhitzt. Das aufgeschlossene Antigen wurde in 500 mcl-
Mengen (25 bis 30 mcg-Protein) in die vorgebildeten Kerben des Startgels aufgetragen.

d) Die Elektrophorese wurde mit einem Apparat von Biowerk (Biozentrum Basel) bei Zimmer-
temperatur unter einer konstanten Stromstirke von 30 mA wihrend ca. 2% Stunden oder von 4 mA
iiber Nacht — bis sich das Bromphenolblauband 1 cm vor dem unteren Gelrand befand — durchge-
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fithrt. Danach wurde das Gel kurz in destilliertem Wasser gewaschen und mit 0,25% Coomasie
Brillant Blue R (Merck) in einer 45%igen Methanol/9%igen Eisessig-Losung wihrend 40 Minuten
bei 55 °C in einem Schittelwasserbad gefirbt. Das Entfarben erfolgte in der gleichen Methanol/
Eisessig-Losung iiber Nacht bei Zimmertemperatur unter leichtem Schiitteln. Danach wurde das
Gel fotografiert und auf einem Geltrockner (Savant) zwischen 2 Cellophan-Folien (Celloclan
Haushalt-Rolle) unter Vakuum (Wasserstrahlpumpe) bei 60 °C wihrend mindestens 5 Stunden ge-
trocknet und aufbewahrt. Anstatt das Gel zu trocknen, wurde es z. T. auch parallel zu der Laufrich-
tung in Streifen geschnitten, so dass die Extinktion der aufgetrennten Fraktionen in jedem Streifen
bei 578 nm photometrisch (Beckmann Spectrophotometer ACTA CIII) gemessen und das Protein-
bandmuster jedes Stammes als Densitogramm dargestellt werden konnte. Das Molekulargewicht
(MG) der verschiedenen Proteinfraktionen wurde durch den Vergleich mit Referenzmarkern be-
kannter Molekulargewichte (BDH-Chemicals) geschitzt.

Resultate und Diskussion

Die Hiufigkeit des Nachweises von H. somnus aus verschiedenem Untersuchungs-
material ist in Tabelle I dargestellt. Der grosste Prozentsatz der Isolate aus verianderten
Organen und Ausscheidungen stammte aus Féllen von Pneumonie, Endometritis und
eiterhaltigem Ejakulat. Die Isolierung aus Abortmaterial und aus Fillen von Arthritis
und Meningo-Encephalitis gelang nur sporadisch oder gar nicht. Diese geringe Zahl der
[solierungen konnte durch antibiotische Behandlung und, insbesondere bei Arthritis,
durch die Chronizitit des Leidens bedingt sein. Jedoch weist das seltene Vorkommen
von entsprechenden Lisionen darauf hin, dass diese drei letzten Verlaufsformen in der
Schweiz — im Gegensatz zu anderen Landern [10, 11, 24, 28] - selten sind. Bei klinisch
gesunden Tieren war die Haufigkeit der Anziichtungen aus Nasenschleimproben von
Mastkilbern und aus Vaginalschleimproben von Kithen, im Gegensatz zu jener aus un-
verdndertem Ejakulat, verhiltnisméssig gering. Aus diesen unterschiedlichen Befunden
ist ersichtlich, dass H. somnus als Erreger von Pneumonien und von Endometritis von

Tabelle 1: Haufigkeit des Nachweises von H. somnus aus verschiedenem Untersuchungsmaterial

Untersuchungsmaterial Anzahl Proben H. somnus
Anzahl Isolate %

2) Hirn 151 0* 0
Lunge 349 35 10,1
Gelenk 255 3 0,8
Uterus 566 36 6,4
Foetus/Placenta 130 2 1,5
Ejakulat 31 11 35,5

Total 1482 87

b) Nasenschleim 77 2 255
Vaginalschleim 36 1 2,7
Ejakulat 120 34 28,5

Total 233 37

a) = Organe bzw. Ausscheidungen mit pathologischen Verinderungen
b) = Ausscheidungen von klinisch gesunden Tieren
* = 2 Falle von ISTEME path.-anat. nachgewiesen, jedoch ohne Erregerisolierung
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grosser Bedeutung ist. Hingegen ist die aetiologische Rolle von H. somnus im ménnli-
chen Geschlechtsapparat unklar, da Isolierungen etwa gleich hiufig aus eiterhaltigem
wie aus unverindertem Ejakulat gelangen. Es muss angenommen werden, dass
H. somnus haufig im Priputium parasitieren kann, ohne dabei erfassbare Stérungen
oder Anderungen der Spermaqualitit zu verursachen. Da die Isolierung von H. som-
nus aus Hoden bzw. akzessorischen Geschlechtsdriisen bis jetzt nicht bekannt ist,
scheint eine Infektion dieser Organe hochst selten zu sein. Die niedrige Isolierungs-
rate aus dem oberen Respirationstrakt von klinisch gesunden Mastkilbern entspricht
den Befunden von anderen Autoren [7]. Hingegen weisen unsere wie andere [19] Be-
funde darauf hin, dass H. somnus aus Vaginalschleim gesunder Kiihe in der Schweiz
seltener als in anderen Landern — bis iiber 6,5% [29] — isoliert wird. Dies konnte in
Zusammenhang mit Unterschieden der Bestandesgrossen stehen.

 Verschiedene Kriterien wurden angewendet um abzukliren, ob Isolate von Aus-
scheidungen klinisch gesunder Tiere von Stimmen aus pathologisch verdnderten Or-
ganen und Ausscheidungen differenziert werden konnen. Kulturell waren die
Stamme beider Gruppen nicht zu unterscheiden und ihre Eigenschaften entsprachen
denjenigen fritherer Beschreibungen [4, 6]. Bei Erstisolaten wurden in beiden Grup-
pen Kolonien von verschiedenen Dissoziationsformen nachgewiesen, wobei glatte (S)

Abb.1 EM-Aufnahme einer 24-Stunden-Kultur von H. somnus 8025. a = Zellwand; b = Zyto-
plasma-Membran; ¢ = Zytoplasma. Vergrosserung: X 56000
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und intermediédre (I) ofters als mukoide (M) Varianten beobachtet wurden. Rauhe
Formen (R) waren verhiltnisméissig seltener und konnten bei Isolaten aus unverin-
derten Ausscheidungen nicht vermehrt festgestellt werden. Morphologisch liessen
sich alle Isolate als mehr oder weniger pleomorphe, gramnegative Stibchen erkennen
[4], deren Ultrastruktur derjenigen von gramnegativen Bakterien entsprach [1], wie in
Abbildung I ersichtlich ist.

Die Resultate der biochemischen Untersuchungen sind in der Tabelle 2 darge-
stellt. Kein wesentlicher Unterschied konnte zwischen beiden Gruppen von Isolaten
nachgewiesen werden. Bei den variablen Reaktionen vermochte ein hoherer Prozent-
satz von Stammen aus pathologisch verinderten Organen und Ausscheidungen Ga-
lactose, Trehalose und Sorbit zu spalten. In Abweichung zu eigenen fritheren, negati-
ven Ergebnissen bei der Indolproduktion [4] konnte bei ca. %3 der Stimme eine posi-
tive Indolreaktion festgestellt werden, was auf die bessere Untersuchungsmethode zu-
riickzufiihren ist. Die biochemischen Resultate entsprechen denjenigen anderer Auto-
ren [1, 10, 13, 16], mit Ausnahme der Indolreaktion, die &fters als positiv sowie der
Spaltung von Dulcit und von Inosit, die allgemein als negativ beschrieben werden.
Die Tatsache, dass in 10%iger CO2-Atmosphire eine Ansiduerung des Mediums er-
folgt, ist sicher eine der Hauptursachen von Fehlinterpretationen zweideutiger Reak-
tionen. Dies konnte aber durch eine nachtrigliche Inkubation in normaler Atmo-
sphire fast vollstindig beseitigt werden, da es sich um einen reversiblen Vorgang handelt.

Die Ergebnisse der Elektrophorese (SDS-PAGE) sind am Beispiel von 9 Stim-
men in Abbildung 2 dargestellt. Eine Proteinfraktion, die fiir Stimme aus einem be-
stimmten Organ oder fiir Isolate aus pathologisch verdnderten bzw. unverdnderten

Tabelle 2: Biochemische Differenzierung von 125 H. somnus-Isolaten aus verschiedenem Unter-
suchungsmaterial

Test Isolate aus Test Isolate aus

a b a b
Oxidase + + Galactose v(875 v(51,4
Nitrat + + Trehalose v(77,2) v(35])
Indol v(69,3) v(514) Arabinose v(13,6) v (54
Katalase v(l1,4) v (10,8) Saccharose — =
Urea - - Lactose — =
H:S - - Raffinose = e
Beweglichkeit - = Rhamnose = -
VP-MR — - Aesculin = &
Xund V - - Mannit + +
Glukose + + Sorbit v (95,5 v (459
Maltose + + Dulcit v{44,3) v (459)
Mannose + + Inosit v(87,5) +
Xylose v(93,2) + Salizin - -
a = 88 Isolate aus pathologisch verinderten Organen und Ausscheidungen
b = 37 Isolate aus Ausscheidungen klinisch gesunder Tiere
+ = positive Reaktion - = negative Reaktion
v = variable Resultate () = % positive Stimme



84 L. Corboz und P. Wild

Abb.2 SDS-PAGE von H. somnus-Isolaten (wisseriger Kochextrakt) aus pathologisch veréinder-
ten Organen und Ausscheidungen (1 = Ejakulat 719; 2 = Hirn 8025; 3 = Lunge 606; 4 = Gelenk
679; 5 = Uterus 43; 6 = Foetus 540) bzw. aus Ausscheidungen klinisch gesunder Tiere (7 = Eja-
kulat 450; 8 = Nasenschleim 516; 9 = Vaginalschleim 375), nach Fiarbung des Gels mit Coomas-
sie Brillant Blue. Die Proteinfraktionen A bis F entsprechen folgenden Molekulargewichten (Dal-
tons): A = 53700, B = 36200, C = 25600, D = 16000, E = 14800, F = 11700

Organen und Ausscheidungen spezifisch gewesen wire, wurde nicht nachgewiesen.
Dies konnte objektiv durch den Vergleich der verschiedenen Densitogramme festge-
stellt werden. In Abbildung 3 wird als Beispiel das Densitogramm von Stamm 606 ge-
zeigt. Das MG der Fraktion A (ca. 53700 Daltons) wies je nach Stamm geringe Un-
terschiede auf, jedoch ohne Zusammenhang mit einem bestimmten Organ. Ausser-
dem wurde in fritheren Arbeiten gezeigt [6], dass die Fraktion A, im Gegensatz zu
den Fraktionen B bis F, nicht antigenetisch war. Wihrend Fraktion B (MG von ca.
36200 Daltons) auch bei anderen Bakterienspezies nachgewiesen wurde, scheint
Fraktion C (MG von ca. 25600 Daltons) spezifisch fiir H. somnus zu sein (eigene
noch nicht vertffentlichte Resultate). Wie bereits beschrieben, konnen die MG der
drei letzten Fraktionen D bis F je nach Dissoziationsform variieren [6]. Es ist deshalb
wichtig, in vergleichenden Untersuchungen S- oder I-Kolonievarianten auszuwibhlen,
die ein dhnliches Bandmuster mit MG von 16000 (D), 14800 (E) bzw. 11700 (F) Dal-
tons aufweisen. Diese Untersuchungen haben die Tauglichkeit der PAGE als zusitz-
liches Kriterium beim Vergleich von H. somnus-Stimmen erwiesen, wobei jedoch Be-
ziehungen zwischen Bandmuster und biologischen Eigenschaften nicht zu ermitteln
waren, wie schon fiir andere Bakterienspezies festgestellt wurde [22].

Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dass H. somnus-Isolate aus Organlisionen
und pathologisch verdnderten Ausscheidungen, von Stimmen aus Ausscheidungen
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Abb.3 Densitogramm nach SDS-PAGE von H. somnus 606 (wisseriger Kochextrakt), isoliert aus
Lungenlision eines Kalbes. Die Extinktionsmaxima A bis F entsprechen den in Abb. 2 aufgenom-
menen Proteinfraktionen.

klinisch gesunder Tiere weder morphologisch noch kulturell, biochemisch oder elek-
trophoretisch zu differenzieren sind. Zudem wurde in eigenen noch nicht publizierten
Untersuchungen festgestellt, dass keine wesentlichen serologischen Unterschiede zwi-
schen diesen Stimmen bestanden. All dies spricht gegen unsere frithere Hypothese,
wonach Isolate aus unveridnderten Ausscheidungen saprophytire Stamme seien, die
sich von pathogenen Stimmen unterscheiden liessen. Somit sind Isolate aus jegli-
chem Organ als pathogen zu betrachten, obwohl die Virulenz von Stamm zu Stamm —
wie bereits beschrieben [5] — variieren kann. Demzufolge ist in Zuchtbestinden der
Stier als eines der bedeutendsten Reservoirs von H. somnus zu betrachten, wobei der
Erreger durch den Deckakt iibertragen werden kann [11, 29]. Bei kiinstlicher Besa-
mung wird allerdings diese Ubertragungsgefahr durch die dem Ejakulat beigemisch-
ten Antibiotika beseitigt. Bei Kithen kann die Infektion aszendierend durch die Zer-
vix oder himatogen tiber die Plazenta erfolgen [11], wobei es zu einer intrauterinen
Infektion der Foeten kommt [29], die zum Abort [3, 11] oder zur Geburt lebens-
schwacher Kilber und meist zur chronischen Endometritis fithren kann [12, 29]. Da
In eigenen Untersuchungen festgestellt wurde, dass Kithe mit chronischer Endometri-
tis den Erreger z.T. iiber Wochen ausscheiden, ist ausserdem die Gefahr einer iatro-
genen Infektionsiibertragung innerhalb des Bestandes nicht zu unterschiitzen, wenn
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der behandelnde Tierarzt mehrere Tiere vaginal untersucht, ohne zwischen zwei Pa-
tienten seine Instrumente und Hénde zu desinfizieren. In Mastbestdnden sollen kli-
nisch gesunde Kilber, die sich vermutlich schon im Herkunftsbestand infiziert haben
[9], das Hauptreservoir von H. somnus darstellen und den Erreger iiber Monate [8, 9]
mit dem Nasenschleim ausscheiden kénnen. Die Ausscheidungsdauer wird durch an-
tibiotische Behandlung nicht beeinflusst [7, 9] und durch Vakzination [14, 30] nur
leicht reduziert. Kontakttiere werden in wenigen Tagen infiziert [8], besonders wenn
sie zusitzlich an einer Virusinfektion — wie z. B. IBR - erkrankt sind [9], da diese zu
einer Herabsetzung der bakteriziden Wirkung des Blutserums fiithrt [25]. Es ist des-
halb nicht ausgeschlossen, dass der jetzige Ausbruch von IBR in der Schweiz zu einer
Verbreitung von H. somnus-Infektionen sowohl in Zucht- als auch in Mastbestanden
fithren wird.

Zusammenfassung

Die Verbreitung von H. somnus beim Rind wurde durch den Erregernachweis ermittelt. Dabei
liessen sich die Isolate zwei Gruppen zuordnen. Eine erste Gruppe von 87 Isolaten stammte aus
Lungen und Gelenken von notgeschlachteten oder verendeten Kilbern mit Bronchopneumonie
und chronischer Arthritis, ferner aus Uterusinhalt von Kithen mit chronischer Endometritis, aus
Abortmaterial sowie aus eiterhaltigem Ejakulat von Stieren. Eine zweite Gruppe von 37 Stdmmen
wurde aus Nasen- und Vaginalschleim von klinisch gesunden Kilbern bzw. Kithen sowie aus un-
verandertem Ejakulat von Stieren isoliert. Die Rolle von H. somnus in der Aetiologie von Pneumo-
nie bei Kilbern und von Endometritis bei Kithen wurde durch die Hiufigkeit des Erregernachwei-
ses in beiden Gruppen belegt. Hingegen war die Bedeutung von Isolaten aus dem ménnlichen Ge-
schlechtsapparat weniger klar, da Isolierungen etwa gleich hiufig aus eiterhaltigem wie aus unver-
andertem Ejakulat gelangen. Es scheint, dass ein grosser Teil der Stimme die Praeputialschleim-
haut besiedeln kann, ohne dabei erfassbare Stérungen zu verursachen. Unter Beachtung der Kolo-
niedissoziation in den Kulturen konnten die isolierten Stimme beider Gruppen weder morpholo-
gisch noch kulturell, biochemisch oder elektrophoretisch (PAGE) differenziert werden. Demzufolge
sind Isolate aus beliebigen Organen als pathogen zu betrachten, wobei der Stier eines der Hauptre-
servoirs von H. somnus darstellt. Die Epidemiologie dieser Infektion wird erortert.

Résumé

L’importance de H. somnus chez le bovin a été établie par détermination culturelle de ’agent.
Les souches obtenues ont été réparties en deux groupes, dont le premier en comptait 87, isolées soit
de poumon et d’articulation de veaux péris ou abattus d’urgence pour cause de bronchopneumonie
ou d’arthrite chronique, soit de contenu utérin de vaches atteintes d’endométrite chronique, soit en-
core d’avortons ou d’arriére-faix ainsi que d’éjaculat purulent de taureaux. Un second groupe de 37
souches a été isolé de mucus nasal et vaginal de veaux et respectivement de vaches cliniquement
saines, ainsi que d’éjaculat normal de taureaux. La comparaison de la fréquence des isolations dans
les deux groupes permit d’établir I'importance de H. somnus comme agent de pneumonie du veau et
d’endométrite de la vache. En revanche, le rdle étiologique des souches provenant de I'appareil gé-
nital male est moins évident, vu qu’a peu prés le méme pourcentage de souches fut isolé d’éjaculat
normal et d’éjaculat purulent. Il semble qu’une grande partie des souches soient en mesure de colo-
niser la muqueuse du prépuce, sans pour autant provoquer de symptomes décelables. En tenant
compte de la dissociation des colonies dans les cultures examinées, la comparaison des propriétés
morphologiques, culturelles, biochimiques et électrophorétiques (PAGE) des souches ne permit pas
de faire une distinction entre les deux groupes. C’est pourquoi, quelle qu’en soit la provenance, cha-
que souche doit étre considérée comme pathogéne, le taureau représentant ainsi I'un des principaux
réservoirs de H. somnus. L’épidémiologie de cette infection est discutée.
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Riassunto

La diffusione di H. somnus nel bovino & stata definita per mezzo della dimostrazione del
germe. I germi isolati potevano essere suddivisi in due gruppi. Un primo gruppo di 87 isolati prove-
niva da polmoni ed articulazioni di vitelli macellati d’urgenza o morti spontaneamente in seguito a
broncopolmonite e ad artrite cronica, quindi dal contenuto uterino di vacche con endometrite cro-
nica, da feti abortiti o da eiaculato purulento di tori. Un secondo gruppo di 37 ceppi & stato isolato
dal muco nasale e vaginale di vitelli e vacche clinicamente sane e da eiaculato di tori. Il ruolo ezio-
logico di H. somnus nella polmonite dei vitelli e nella endometrite delle vacche ¢ stato documentato
attraverso la frequenza dell’agente patogeno in entrambi i gruppi. Per contro il significato dell’iso-
lamento dall’apparato genitale maschile ¢ meno chiaro, perché il germe ¢é stato isolato con la stessa
frequenza da eiaculato purulento e da eiaculato normale. Sembra che una grande parte di ceppi
possa colonizzare sulla mucosa prepuziale, senza peraltro causarvi apprezzabili alterazioni. Pren-
dendo in considerazione la dissociazione delle colonie nelle culture, i ceppi isolati non potevano
essere differenziati n¢ da un punto di vista culturale né morfologico né biochimico ne elettrofore-
tico. Percio sono da considerarsi patogeni gli isolati da qualsivoglia organo, mentre il toro rappre-
senta una riserva particolarmente importante di Haemophilus somnus. Si discute la epidemiologia di
questa infezione.

Summary

The distribution of H. somnus in cattle was investigated by cultural isolation. Two groups of
strains were recorded. A first group of 87 strains was isolated from lung and from joint of sick cal-
ves with bronchopneumonia and chronic arthritis, as well as from uterus content of cows with chro-
nic endometritis, from aborted fetus and placenta, and from purulent ejaculate of bulls. A second
group of 37 strains was isolated from nasal and vaginal mucus of clinically healthy calves and cows
respectively, as well as from normal ejaculate of bulls. The great importance of H. somnus as an
etiological agent of pneumonia in calves and of endometritis in cows was determined by comparing
the frequency of the isolations. However, the etiological role of isolates from male genital tract is
less evident, as almost the same percentage of strains was isolated from normal and from purulent
ejaculate. It seems that a majority of strains are able to colonize the mucosa of the prepuce without
producing any noticeable symptoms. Taking account of the colonial dissociation in the examinated
cultures, no difference could be revealed between strains of both groups using morphological, cul-
tural, biochemical and electrophoretical (PAGE) criteria. For this reason, isolates from any organs
have to be considered as pathogenic, whereby the bull represents one of the principal reservoirs of
H. somnus. The epidemiology of this infection is discussed.
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