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MORAXELLA BOVIS’IN ADHERENS OZELLIKLERININ
HUCRE KULTURLERINDE INCELENMESI

Jale ERDEGER* Nejat AYDIN** Arife ERTURK*%*

Investigation of adherence of Moraxella bovis to various cell cultures.

Summary: Moraxella bovis is the etiologic agent of infectious bovine ke-
ratoconjunctivitis (IBK). Adhesion of bacterium via pilus to corneal epithelial
cells has an important role in the pathogenesis of IBK. In this study, adherence
of M. bovis strains to cell monolayers from different origins were investigated.

To determine the adherence properties of M. bovis strains to bovine cor-
neal epithelial (BCE), Madin-Darby bovine kidney (MDBK) and Vero cells, M.
bovis strains isolated from cattle with IBK were tested for hemagglutination
(HA) activity and 6 HA positive, 3 HA negative and a reference M. bovis strains
were used.

All HA positive M. bovis strains adhered in high numbers to BCE and
MDBK cells whereas 3 HA negative strains in low number. None of M. bovis
strains adhered to Vero cells . Treatment of hemagglutinating strains with 10%
magnesium chloride inhibited the adherence of strains to BCE and MDBK cells.

As conclusion, it is suggested that there is a correlation between HA and
adhesion characteristics of M. bovis and the adherence is specific for the cells
of bovine origin.

Ozet: Moraxella bovis, sigirlarin infeksiyoz keratokonjunktivitis’inin (IBK)
spesifik etkenidir. Infeksivonun patogenezisinde etkenin piluslari ile korneal epi-
tel hiicrelere adhezyonun onemli rolii vardir. Bu ¢alismada M. bovis suslariun
degisik orijinli hiicrelere adherens ézellifi incelendi.

Bovine corneal epithelial (BCE), Madin-Darby bovine kidney (MDBK) ve
Vero hiicrelerine M. bovis’in adherens dzelliklerini incelemek amaciyla, IBK'li
sigirlardan izole edilen suslarin hemaglutinasyon (HA) dzellikleri saptanarak, 6
HA pozitif, 3 HA negatif ve ayrica 1 referens sus denemeler icin se¢ildi.

HA pozitif 7 M. bovis susunun tiimiiniin BCE ve MDBK hiicrelerine viiksek
sayida, HA negatif 3 susun ise az savida vapistige gizlendi. M. bovis suglarinin
hichiri Vero hiicrelerine yapismadi. HA pozitif suslarm %10 magnezyum kloriir
ile muamele edilmesiyle BCE ve MDBK hiicrelerine vapisma ozellikleri biiviik
oranda inhibe edildi.

Sonugta, M. bovis’in HA ve adherens ozellikleri arasinda parallellik bulun-
dugu ve adherens ozelliginin sigir kokenli hiicrelere spesifik oldugu belirlendi.

Girig teriyel adherens” olarak adlandinlan bu feno-

. o mende bakteri ve konak¢i dokulan arasinda

_ Insan ve hayvanlarda bakterilerin scbep ol- spesifik bir iliski vardir ve bazi bakteriler hasta-
dugu birgok hastalifin patogenezisinde. muko- Ik olusturmak i¢in 6zel dokulan tercih ederler

zal yiizeylere yapigsma onemli rol oynar. “Bak-

* Dog. Dr., A.U. Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Ankara.
** Prof. Dr. A.U. Vcteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.
**x* Uzman Vet. Hek. Etlik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisu, Ankara.




548

(doku tropizmi). Baz1 bakteriyel infeksiyonlar
tiir spesifitesi de gostermektedir. Mikroorganiz-
malann yiizeyindeki bu adhesiv yapilar “adhe-
sinler” olarak adlandirilirken, konakg: hiicre yii-
zeyindeki adhesiv yapilarin  kargitian  ise
“reseptor” olarak tammlanmaktadir (3). Bakte-
rilerin piluslann ve diger adhesinleri, insan ve
hayvanlann organ hiicrelerinin ve eritrositleri-
nin sitoplazmik membranlarina lokalize olmus
reseptorlere yapismasina neden olur (14). Bunu
kolonizasyonla birlikte dokulara penetrasyon
izler ve ciddi infeksiy6z hastaliklar sekillenir
3).

infeksiyoz keratokonjunktivitis (IBK) si-
girlarin 6nemli bir goz hastaligidir ve bu hasta-
higin primer etkeni M. bovis’tir (2, 12). M.
bovis’in sadece piluslu suglarn patojeniktir ve
sigirlarda IBK (8) ve farelerde konjunktival lez-
yonlar olusturmaktadir (5). Sadece piluslu izo-
latlar korneal hiicrelere in vitro baglanmakta (4)
ve bu izolatlar konjunktival mukozaya tutuna-
rak kolonize olabilmektedir. Bu IBK’in patoge-
nezisinde ve infeksiyonun sekillenmesinde
onemlidir (11, 16).

Yapilan ¢aligmalarda M. bovis’in bovine
corneal epithelial (BCE) ve Madin-Darby bovi-
ne kidney (MDBK) hiicre kiiltiirlerine adhere
oldugu, fakat sigir orijinli olmayan hiicrelere
yapismadig1 gozlenmigtir. Bir susun pilusuna
karg1 hazirlanan antiserum, piluslu suglarin ad-
herensini inhibe etmekte ve bunlar tanimlama-
ya yaramaktadir (1).

Otoaglutinasyon ve hemaglutinasyon (HA)
Ozelligine sahip M. bovis suglan patojenik ola-
rak kabul edilmektedir (6, 7). Pilusa sahip M.
bovis susglan tuzlu suda siispanse edildiginde
otoaglutinasyon gostermektedir. Bakterilerin bu
ozelligi %10 MgCl, soliisyonunda gidenlmek-

tedir (10). Otoaglutinasyon gosteren M. bovis
suglan tavuk entrositlerini aglutine etmekte.
MgCl, siispansiyonlarr ile HA 6zelligi de inhi-
be olmakta ve dolayisiyla pilus varligr ortadan
kaldiriimaktadir. IBK’nin klinik bulgular1 dene-
me hayvanlanina piluslu suglar verildiginde se-
killenmektedir, ancak MgCl, ile muamele edil-
mig ve pilussuz suglar ile infekte edilen
hayvanlarda hastahk belirlenmemistir (6). Bu
denemelerle M. bovis’in virulensi ve hemaglu-
tinasyon arasinda var olan iligki ortaya konula-
bilmistir (6, 7, 10).

Bu aragtirmada, M. bovis’in adherens yete-
neginin ortaya konulmasi i¢in in vitro bir yon-
tem olan ¢esitli hiicre kiltiirlerine mikroorga-
nizmanin adherensinin incelenmesi, adherens
ozelligi ile HA ve otoaglutinasyon arasinda bir
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iligkinin olup olmadiinmin belirlenmesi amac-
land.

Materyal ve Metod

M. bovis suglari: Testte IBK’h sigirlardan
izole edilen ve HA ozelliklen saptanan 6 HA
pozitif, 3 HA negatif ve 1 referens M. bovis
susu kullanildi. Referens M. bovis sugu
(IBH65) ABD’den (National Animal Disease
Center, Agricultural Research Service, USDA,
Ames, Towa) saglandi. Mikroorganizma kiiltiir-
leri Trypticase Soy Broth’da (TSB) 37°C’de 48
saat tretilerek gliserinli TSB’da -70 °C’de sak-
land1.

Standart bakteri siispansiyonu: M. bovis
suslan %7-10 koyun kanh agarda 37°C’de 24
saat tiretildi. Fosfat buffer saline (PBS) ile top-
lanarak siispanse edildi ve 1 kez yikandi. Bakte-

ri sayist 108 bakteri/ml konsantrasyonuna ayar-
landi ve hemaglutinasyon testi ile adhesyon
testlerinde bu siispansiyon kullamld: (1).

Hiicre kiiltiirleri: M. bovis’in hiicre kiiltiir-
leri adhesyonunu saptamak amaciyla sigir ori-
jinli bovine corneal epithelial (15) ve Madin-
Darby bovine kidney, aynca sigir orijinli olma-
yan Vero hiicre kiiltiirleri kullanildi. BCE hiic-
relerini hazirlamada, hiicre kiiltiirii yapilacak
kornealar 5 ayhk sigir fétusundan elde edildi.
Sklero-korneal sinirdan bir bistiiri yardimiyla
eksize edilen kornealar PBS igine alindi. Petri

kutusunda bistiiri ile 2-3 mm?liik boyutlara kii-
giltiilen doku pargalan iizerine %0.25 tripsin
ilave edilerek 37°C’lik su banyosunda 30 daki-
ka inkiibe edildi. Araliklarla vortekslenen doku
parcalan bu siire sonunda santrifiij edilerek. ser-
best kalan korneal epitel hiicreleri pelet olarak
elde edildi. Hiicreler %10 fotal dana serumu
iceren Dulbecco’s Modified Minimal Essential
Medium i¢inde kiiltiire edildi. Yeterli hiicre iire-
mes} 36-72 saat sonunda elde edildi (15).

Hemaglutinasyon testi: Alscver sollisyonu
ile 1/10 oraminda tavuk kanm ahindi ve 3 kez
PBS (pH 7.2) ile yikandi. Yikanmig tavuk erit-
rositleri PBS ile %1 oraminda siispanse edildi.
Test mikroplate’lerde yapildi. Bu amagla, plate
gozlerine 50 * | bakteri siispansiyonu konuldu
ve lizerine esit miktarlarda %1'lik tavuk eritro-
sitleri ilave edildi. Aynca plate’nin birer goziin-
de kan ve antijen kontrolii de yapildi. Plate’ler
karistiricida galkalandr ve 37°C’de 30 dk. inku-
basyonda tutularak sonuglar degerlendirildi (1).

Adhesvon testi: Bildirilen hiicre kiiltiirle-
rinden chamber slayt’lannda monolayer doku
hiicreleri hazirlandi ve PBS ile 3 kez yikand:.
Herbir boltime 50 * | miktarinda bakteri siispan-
siyonu inkule edilerek 45 dk. 37°C’de inkube
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edildi. Hiicrelere yapismayan bakterilerin uzak-
lagtinlmas1 igin PBS ile 3 kez yikandi. Fikze
edilerek Giemsa ile boyandi. Doku hiicrelerine
(en az 10 doku hiicresi) yapisan bakteriler say1-
larak, her bir hiicreye yapisabilecek bakteri sa-
yis1 hesaplandi ve deneme iki kez tekrarlanarak
ortalama degerleri alindx (1).

MgCly'iin bakteriler iizerindeki etkisini

saptamak amaciyla M. bovis suglarimn distile
sudaki standart siispansiyonlan %10 oraninda
MgCl, ile 37°C’de 30 dk. muamele edildi. Siis-

pansiyon 6000 devirde 30 dk. santrifiij edilerek

Tablo 1. M. bovis’in hiicre kiiltiirlerine adherensi.
Table 1. Adherence of M. bovis to cell cultures

Hiicrelere adherens
sayist (ortalama)
Sug No HA BCE MDBK Vero
IBH 65 + 72 65 0
IBK 1 + 57 48 0
IBM 4 + 60 55 0
IBM 16 + 62 57 0
IBM 21 + 65 64 0
IBM 25 + 58 56 0
IBM 26 + 67 43 0
Ortalama 63.0 55.4 0 |
|
IBK 2 - 29 20 0 .
IBK 37 - 27 16 0o
IBK 42 - 23 18 0 i
Ortalama 26.3 18.0 0 |
J

Tablo 2. M. bovis’in hiicre kiiltiirlerine adherensinde %10
MgCl,'iin etkisi.

Table 2. Effects of 10% MgCl, on adherence of M. bovis
to cell-cultures.

MgCl, etkisi ile hiicrelere ortalama
adherens sayisi

Sug No BCE MDBK Vero |
IBH 65 8 7 0o !
IBK 1 5 3 0
IBK 4 7 3 0
IBK 16 6 4 0
IBK 21 6 5 0
IBK 25 4 5 0 !
IBK 26 4 3 0
Ortalama 5.7 4.4 0 :
IBK 2 25 18 0
IBK 37 23 I 0
IBK 42 I8 15 0 |
Ortalama 22.0 14.6 ' 0 |

Sekil 1. HA pozitif M. bovis sugunun BCE hiicrelerine

adherensi (x 100).

Figure 1. Adherence of hemagglutinating M. bovis strain
to BCE cells (x100).

Sekil 2. HA negatif M. bovis sugunun BCE
’ hiicrelenine adherensi (x100).
Figure 2. Adherence of non-hemagglutinating M. bovis
strain to BCE cells (x100).

/ - o
Sekil 3. MgCl, ile muamele edilmig HA pozitif M. bovis

sugunun BCE hiicrelerine adherensi (x100).
Figure 3. Adherence of MgCl, treated hemagglutinating

M. bovis strain to BCE cells (x100).

MgCl, uzaklaguirildi. Coken bakteriler PBS’de

tekrar siispanse edildi ve hiicre kiiltiirlerinde ad-
hesyon denemeleri yapildi.
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Bulgular

IBK’Ii sigirlurdan 1zole edilen 6 HA pozi-
tif, 3 HA negatif ve referens sugun hiicre kiiltiir-
lerine adherensi tablo 1'de gosterilmigtir. Test
edilen standart IBH65 sugu ve HA pozitif 6
susun tiimi BCE ve MDBK hiicrelerine yiiksek
sayida (Sekil 1), HA negatif 3 sug diigiik sayida
(Sekil 2) yapistr. 10 M. bovis sugunun higbiri
Vero hiicrelerine yapigmadi.

M. bovis’in hiicre kiiltiirlerine adherensin-
de MgCly'iin etkisi tablo 2'de gosterilmistir.
%10 MgCl, ile muamele edilen M. bovis sugla-

rnin BCE ve MDBK hiicrelerine yapisma 6zel-
liklerini yiiksek oranda kaybettikleri gozlendi
(Sekil 3).

Tartisma

Infeksiydz keratokonjunktivitis sigirtarin
onemli bir goz hastaligidir ve bu hastaligin pri-
mer etkeni M. bovis’tir (2, 12). Otoaglutinas-
yon ve hemaglutinasyon 6zelligine sahip (pilus-
lu) M. bovis suslart buzagilarda infeksiyon
olusturmug ve patojenik olarak kabul edilmistir
(8). Piluslu suglann, siir kornea epitel hiicrele-
rine adherensi, infeksiyoz keratokonjunktivi-
tis’in patogenezisinde énemli bir rol oynar. Sa-
dece piluslu izolatlar sigir kornea hiicrelerine in
vitro baglanmakta ve konjunktival mukozaya
tutunarak kolonize olabilmektedir (4). Annuar
ve Wilcox (1) yaptiklan arastirmada M.
bovis’in sigir onijinli hiicre kiiltiirlerinden BCE
ve MDBK’ya adherans ozelligi gosterdigi,
ancak si18ir orijinli olmayan Vero, CRFR, L,
PSEK, BHK hiicre kiiltiirlerine ise adherens
gostermedigini saptamiglardir. Bunun si8ir ori-
jinli hiicrelerde varolan ancak, diger hayvan tiir-
lerine ait hiicrelerde bulunmayan spesifik resep-
tor bolgelerinin  varhgma bagh oldugu
sanilmaktadir. Avrica. hemaglutinasyon 6zellik-
leri saptanmig piluslu suglarin pilussuz suglara
gore daha yiiksek oranda adherens gosterdigini
bildirmiglerdir.

Caligmada  hemaglutinasyon  ozelligine
sahip M. bovis susglarinin BCE hiicrelerine ad-
herens sayisi ortalama olarak 63, MDBK hiicre-
lerine ise 55.4 olarak bulunmugtur. Vero hiicre-
lerine ise adherens gorlilmemigtir.
Hemaglutinasyon negatif M. bovis suglarinin
BCE hiicrelerine adhesyon sayisi ortalama ola-
rak 26.3, MDBK hiicrelerine ise 18 olarak sap-
tanmagtir. Yine HA negatif suslarda Vero hiicre-
lerine adhesyon gozlenmemigtir. Bu bulgulara
gore HA pozitif suglarla adhesyon. negatif sus-
lara gore daha yiiksck oranda bulunmugtur. Ay-
rica, s181r orijinli olmayan Vero hiicre kiiltiirle-
rinde adherens saptanmamistir. HA negatif
suglann BCE ve MDBK hiicre kiiltiirlerine ya-
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pismasi diger yiizey adhesinlerine bagh olarak
sekillenmis olabilir.

Yapilan ¢aligmalarda pilusun varligi ile M.
bovis’in virulensi arasindaki iligki gosterilmistir
(9, 13). Gil-Tumnes (6) yaptig1 arastirmada sade-
ce otoaglutinasyon ve hemaglutinasyon 6zelligi
gosteren M. bovis suglarinmin buzagilarda patoje-
nik oldugunu, bu patojenik izolatlarin MgCl ile
muamele edildiginde onlanin patojenik etkileri-
nin ortadan kalktigini gostermistir. Annuar ve
Wilcox (1), M. bovis’in piluslu suglarimin
MgCl, ile muamele edildiginde, piluslu suglarin

hiicrelere adherensini biiyiik ol¢iide inhibe etti-
gini, pilussuz suglarda bu inhibisyonun zayif ol-
dugunu, bunun diger adhesinlerden ileri gelebi-
lecegini bildirmistir. Ayrnica Pugh ve Hughes
(10), %10 MgCly'iin M. bovis’in otoaglutinas-
yonunu inhibe ettigini saptamiglardir.

Bu ¢aligmada incelenen M. bovis suglan
%10 MgCl, ile muamele edildiginde, HA o6zel-
ligi gosteren suslann sigir orijinli hiicre kiiltiir-
lerine (BCE, MDBK) adherensleri biiyiik élgii-
de diismistiir. BCE hiicrelerine ortalama 5.7,
MDBK hiicrelerine ortalama 4.4 bakteri yapis-
migtir. HA negatif suglarda ise MgCl, ile mua-

melenin fazla etkisi olmamigtir. BCE’de bu say1
22.0, MDBK’de 14.6 olarak bulunmugtur. HA
negatif suglardaki bu diigiik oranda azalma, bazi
aragtiricilarin da (1) bildirdigi gibi, diger adhe-
sinlere bagh sekillenmig olabilir.

Sonugta HA ve adherens 6zellikleri arasin-
da paralellik bulundugu ve adherens 6zelliginin
s1gir kokenli hiicrelere spesifik oldugu belirlen-
migtir. Aynca buna bagh olarak M. bovis’in pa-
tojenitesi ile hemaglutinasyon arasindaki var
olan iligki ortaya konulabilmistir. Cesitli susla-
nn antijenik iligkilerinin ortaya konulmasinda
ve ag suglanmin segiminde bu karakterler
onemlidir.
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