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MORAXELLABovis'iN ADHERENSÖZELLiKLERiNiN
HÜ~EKmTÜRL~mDEmCaENME~
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Investigation of adherence of Moraxella bovis to various cell cuItures.

Summary: Moraxella bovis is the etiologic agent of infectious bovine ke-
ratoc01~iunctivitis (IBK). Adhesion of bacterium via pilus to comeal epithelial
cells has an important role in the pathogenesis (lIBK. In this study, adherence
of M. bovis strains to cell monolayers from d~fferent 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 hemagglutinati011
(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 nıımbers 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 /0%
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.

Özet: Moraxe.tla bovis, sığırların infeksiyöz keratokonjwıktivitis'inin (IBK)
spesifik etkenidir. bıfeksiyonun patogenezisinde etkenin pilusları ile konıeal epi-
tel hücrelere adhezyonun önemli rolü vardır. Bu çalışmada M. hovis suşlarının
değişik orijinli hücrelere adherens özelliği incelendi.

Bovine comeal epithelial (BCE), Madin-Darby bovine kidney (MDBK) ve
Vero hücrelerine M. bovis'in adherens özelliklerini incelemek amacıvla, IBK'li
sığırlardan izole edilen suşların hemaglutinasyon (HA) özellikleri saptanarak, 6
HA pozitif, 3 HA negat~f ve ayrıca I referens suş denemeler için seçildi.

HA pozitif 7 M. hovis SU,HlIluntümünün BCE ve MDBK hücrelerine yüksek
sayıda, HA negatif 3 suşun ise az sayıda yapı".tığı göz}endi. M. hovis su,,,laruıııı
hiçbiri Vero hücrelerine yapı~madı. HA pozit~rsu,,,larl1l %10 maf.:nezyum klorür
ile muamele edilmesiyle BCE ve MDBK hücrelerine yapışma özellikleri hüyük
oranda inhibe edildi.

Sonuçta, M. bovis 'in HA ve adherens özellikleri arasında parallellik hulun-
duğu ve adherens özelliğinin sığır kökenli hücrelere spesifik olduğu helirlendi.

Giriş

İnsan ve hayvanlarda bakterilerin sebep ol-
duğu birçok hastalığın patogenezisinde. muko-
zal yüzeylere yapışma önemli roloynar. "Bak-

teriyel adherens" olarak adlandırılan bu feno-
mende bakteri ve konakçı dokulan arasında
spesifik bir ilişki vardır ve bazı bakteriler hasta-
lık oluşturmak için özel dokulan tercih ederler
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(doku tropizmi). Bazı bakteriyel infeksiyonlar
tür spesifitesi de göstermektedir. Mikroorganiz-
malann yüzeyindeki bu adhesiv yapılar "adhe.
sinier" olarak adlandırılırken, konakçı hücre yü-
zeyindeki adhesiv yapıların karşıtları ise
"reseptör" olarak tanımlanmaktadır (3). Bakte-
rilerin pilusları ve diğer adhesinleri, insan ve
hayvanların organ hücrelerinin ve eritrositleri-
nin sitoplazmik membranıarına lokalize olmuş
reseptörlere yapışmasına neden olur (14). Bunu
kolonizasyonla birlikte dokulara penetrasyon
izler ve ciddi infeksiyöz hastalıklar şekillenir
(3).

İnfeksiyöz keratokonjunktivitis (IBK) sı-
ğırların önemli bir göz hastalığıdır ve bu hasta-
lığın primer etkeni M. bovis'tir (2, 12). M.
bovis'in sadece piluslu suşları patojeniktir ve
sığırlarda IBK (8) ve farelerde konjunktival lez-
yonlar oluşturmaktadır (5). Sadece piluslu izo-
lat1ar komeal hücrelere in vitro bağlanmakta (4)
ve bu izolatlar konjunktival mukozaya tutuna-
rak kolonize olabilmektedir. Bu IBK'in patoge-
nezisinde ve infeksiyonun şekiııenmesinde
önemlidir (i i, 16).

Yapılan çalışmalarda M. bovis'in bovine
comeal epithelial (BCE) ve Madin-Darby bovi-
ne kidney (MDBK) hücre kültürlerine adhere
olduğu, fakat sığır orijinli olmayan hücrelere
yapışmadığı gözlenmiştir. Bir suşun pilusuna
karşı hazırlanan antiserum, piluslu suşların ad-
herensini inhibe etmekte ve bunları tanımlama-
ya yaramaktadır (1).

Otoaglutinasyon ve hemaglutinasyon (HA)
özelliğine sahip M. bovis suşları patojenik ola-
rak kabul edilmektedir (6, 7). Pilusa sahip M.
bovis suşları tuzlu suda süspanse edildiğinde
otoaglutinasyon göstermektedir. Bakterilerin bu
özelliği % LO MgCl2 solüsyonunda giderilmek-
tedir (I O). Otoaglutinasyon gösteren M. bovis
suşları tavuk eritrositlerini aglutine etmekte.
MgCl2 süspansiyonları ile HA özelliği de inhi-
be olmakta ve dolayısıyla pilus varlığı ortadan
kaldırılmaktadır. IBK'nin klinik bulguları dene-
me hayvanlarına piluslu suşlar verildiğinde ~e-
killenmektedir, ancak MgCI2 ile muamele edil-
miş ve pilussuz suşlar ile infekte edilen
hayvanlarda hastalık belirlenmemiştir (6). Bu
denemelerle M. bovis'in virulensi ve hemaglu-
tinasyon arasında var olan ilişki ortaya konula-
bilmiştir (6,7, 10).

Bu araştırmada, M. bovis'in adherens yete-
neğinin ortaya konulması için in vİtro bir yön-
tem olan çe~itıi hücre kültürlerine mikroorga-
nizmanın adherensinin incelenmesi, adherens
özelliği ile HA ve otoaglutinasyon arasında bir
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ilişkinin olup olmadığının belirlenmesi amaç-
landı.

Materyal ve Metod

M. bovis suşları: Testte IBK'li sığırlardan
izole edilen ve HA özellikleri saptanan 6 HA
pozitif, 3 HA negatif ve i referens M. bovis
suşu kullanıldı. Refereııs M. bovis suşu
(IBH65) ABD'den (National Animal Diseaiie
Center, Agricultural Research Service, USDA,
Ames, Iowa) sağlandı. Mikroorganizma kültür-
leri Trypticase Soy Broth'da (TSB) 3TC'de 48
saat üretilerek gliserinli TSB'da -70 °C'de sak-
landı.

Standart bakteri sü.\pansiyonu: M. bovis
suşları %7-10 koyun kanlı agarda 3TC'de 24
saat üretildi. Fosfat buffer saline (PBS) ile top-
lanarak süspanse edildi ve i kez yıkandı. Bakte-
ri sayısı i08 bakterİ/ml konsantrasyonuna ayar-
landı ve hemaglutinasyon testi ile adhesyon
testlerinde bu süspansiyon kullanıldı (1).

Hücre kültürleri: M. bovis'in hücre kültür-
leri adhesyonunu saptamak amacıyla sığır ori-
jinli bovine comeal epithelial (15) ve Madin-
Darby bovine kidney. ayrıca sığır orijinli olma-
yan Yero hücre kültürleri kuııanıldı. BCE hüc-
relerini hazırlamada, hücre kültürü yapılacak
komealar 5 aylık sığır fötusundan elde edildi.
Sklero-komeal sınırdan bir bistüri yardımıyla
eksize edilen komealar PBS içine alındı. Petri
kutusunda bistüri ile 2-3 mm3'lük boyutlara kü-
çültülen doku parçaları üzerine %0.25 tripsin
ilave edilerek 3TC'lik su banyosunda 30 daki-
ka inkübe edildi. Aralıklarla vortekslenen doku
parçaları bu süre sonunda santrifüj edilerek, ser-
best kalan komeal epitel hücreleri pelet olarak
elde edildi. Hücreler % LO fötal dana serumu
içeren Dulbecco's Modified Minimal Essential
Medium içinde kültüre edildi. Yeterli hücre üre-
mesi 36-72 saat sonunda elde edildi (15).

Hemag/utiııasyOlI testi: Alsever solüsyonu
ile 1/10 oranında tavuk kanı alındı ve 3 kez
PBS (pH 7.2) ile yıkandı. Yıkanmış tavuk erit-
rositleri PBS ile % i oranında süspanse edildi.
Test mikroplate'lerde yapıldı. Bu amaçla, plate
gözlerine 50 . 1 bakteri süspansiyonu konuldu
ve üzerine eşit miktarlarda % i 'lik tavuk eritro-
sitleri ilave edildi. Ayrıca plate'nin birer gözün-
de kan ve antijen kontrolü de yapıldı. Plate'ler
karıştırıcıda çalkalandı ve 3TC' de 30 dk. inku-
basyonda tutularak sonuçlar değerlendirildi (I).

Adhes\"()// testi: Bildirilen hücre kültürle-
rinden chamber slayt'lannda monolayer doku
hücreleri hazırlandı ve rilS ilc 3 kez yıkandı.
Herbir bölüme 50 . i miktannda bakteri süspan-
siyon u inkule edilerek 45 dk. 37°C'de inkube
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Şekil i.HA pozitif M. bovis suşunun BCE hücrelerine
adherensi (x JOO).

Figure i.Adherence of hemagglutinating M. bovis strain
to BCE eells (x 100).

edildi. Hücrelere yapışmayan bakterilerin uzak-
laştınlması için PBS ile 3 kez yıkandı. Fikze
edilerek Giemsa ile boyandı. Doku hücrelerine
(en az LOdoku hücresi) yap!şan bakterilersayı-
larak, her bir hücreye yapışabilecek bakteri sa-
yısı hesaplandı ve deneme iki kez tekrarlanarak
ortalama değerleri alındı (ı).

MgCl2'ün bakteriler üzerindeki etkisini
saptamak amacıyla M. bovis suşlarının ôistile
sudaki standart süspansiyonları % iO oranında
MgCI2 ile 3TC'de 30 dk. muamele edildi. Süs-
pansiyon 6000 devirde 30 dk. santrifüj edilerek

Tablo I. M. bovis'in hücre kültürlerine adherensi.
Table ı. Adherenee of M. bovis to eell cultures
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Şekil 2. HA negatif M. bovis suşunun SCE
hücrelerine adherensi (x 1(0).

Figure 2. Adherenee of non-hemagglutinating M. bovis
strain to SCE eclIs (x JOO).
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Hücrelere adherens
sayısı (ortalama)

Suş No HA SCE MDBK

lBH 65 + 72 65
lBK i + 57 48
IBM 4 + 60 55
IBM 16 + 62 57
IBM 21 + 65 64
IBM 25 + 58 56
IBM 26 + 67 43

Ortalama 63.0 55.4

lBK 2 29 20
ISK 37 27 16
lBK 42 23 IS

Ortalama 26.3 18.0
i
i

______________ . .__._J

MgCl2 uzaklaştırıldı. Çöken bakteriler PBS'de
tekrar süspanse edildi ve hücre kültürlerinde ad-
hesyon denemeleri yapıldı.

Tablo 2. M. bovis'in hücre kültürlerine adherensinde %10
MgClz'ün etkisi.

Table 2. .Effeet~ of 10% MgCI2 on adherenee of M. bovis
to eelI-cultures.

i

MgCI2 etkisi ile hücrelere ortalama

iadherens sayısı
i

Suş No SCE MDBK Vem i

lBH 65 8 7 O i

lBK i 5 3 O
lBK 4 7 3 O
lBK 16 6 4 O
ISK 21 6 5 ()

lBK 25 4 5 O
lBK 26 4 3 O

Ortalama 5.7 4.4 ()

lBK 2 25 18 ()

IBK 37 23 i i O
IBK 42 18 15 ()

Ortalama 22.0 14.6 O

i
Şekil 3. MgCl2 ile muamele edilmiş HA pozitif M. bovis

suşunun BCE hücrelerine adherensi (x JOO).
Figure 3. Adherenee of MgCI2 treated hemagglutinating

M. bovis su'aiıı to SCE eelIs (x i00).

.1
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Bulgular

IBK'li slğırbrJdll izole -:Jılen 6 HA pozi-
tif, 3 HA negatif ve referens su~un hücre kültür-
lerine adherensi tablo i'de gösterilmi~tir. Test
edilen standart IBH65 suşu ve HA pozitif 6
suşun tümü BCE ve MDBK hücrelerine yüksek
sayıda (Şekil I), HA negatif 3 suş düşük sayıda
(Şekil 2) yapıştı. ıo M. bovis suşunun hiçbiri
Vero hücrelerine yapışmadı.

M. bovis'in hücre kültürlerine adherensin-
de MgCI2 'ün etkisi tablo 2'de gösterilmiştir.
% ıo MgCI2 ile muamele edilen M. bovis suşla-
rının BCE ve MDBK hücrelerine yapışma özel-
liklerini yüksek oranda kaybettikleri gözlendi
(Şekil 3).

Tartışma

İnfeksiyöz keratokonjunktivitis sığırların
önemli bir göz hastalığıdır ve bu hastalığın pri-
mer etkeni M. bovis'tir (2, 12). Otoaglutinas-
yon ve hemaglutinasyon özelliğine sahip (pilus-
lu) M. bovis suşları buzağılarda infeksiyon
oluşturmuş ve patojenik olarak kabul edilmiştir
(8). Piluslu suşların, sığır komea epitel hücrele-
rine adherensi, infeksiyoz keratokonjunktivi-
tis'in patogenezisinde önemli bir roloynar. Sa-
dece piluslu izolatlar sığır kornea hücrelerine in
vitro bağlanmakta ve konjunktival mukozaya
tutunarak kolonize olabilmektedir (4). Annuar
ve Wilcox (i) yaptıkları araştırmada M.
bovis'in sığır orijinli hücre kültürlerinden BCE
ve MDBK'ya adherans özelliği gösterdiği,
ancak sığır orijinli olmayan Vero, CRFR, L,
PSEK, BHK hücre kültürlerine ise adherens
göstermediğini saptamışlardır. Bunun sığır ori-
jinli hücrelerde varolan ancak, diğer hayvan tür-
lerine ait hücrelerde bulunmayan spesifik resep-
tör bölgelerinin varlığına bağlı olduğu
sanılmaktadır. Ayrıca. hemaglutinasyon özellik-
leri saptanmış pıluslu suşların pilussuz suşlara
göre daha yüksek oranda adherens gösterdiğini
bildirmişlerdir.

Çalışmada hemaglutinasyon özelliğine
sahip M. bovis suşlannın BCE hücrelerine ad-
herens sayısı ortalama olarak 63, MDBK hücre-
lerine ise 55.4 olarak bulunmuştur. Vero hücre-
lerine ise adherens görülmemiştir.
Hemaglutinasyon negatif M. bovis suşlarının
BCE hücrelerine adhesyon sayısı ortalama ola-
rak 26.3, MDBK hücrelerine ise ı8 olarak sap-
tanmıştır. Yine HA negatif suşlarda Vero hücre-
lerine adhesyon gözlenmemi~tir. Bu bulgulara
göre HA pozitif suşlarla adhesyon. negatif suş-
lara göre daha yüksek oranda bulunmuştur. Ay-
rıca, sığır orijinli olmayan Vero hücre kültürle-
rinde adherens saptanmamıştır. HA negatif
suşların BCE ve MDBK hücre kültürlerine ya-
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pışnıası diğer yüzey adhesinlerine bağlı olarak
şekillenmiş olabilir.

Yapılan çalışmalarda pilusun varlığı ile M.
bovis'in virulensi arasındaki ilişki gösterilmiştir
(9, 13). Gil-Tumes (6) yaptığı araştırmada sade-
ce otoaglutinasyon ve hemaglutinasyon özelliği
gösteren M. bovis suşlarının buzağılarda patoje-
nik olduğunu. bu patojenik izolatların MgCI ile
muamele edildiğinde onların patojenik etkileri-
nin ortadan kalktığı nı göstermiştir. Annuar ve
Wilcox (i), M. bovis'in piluslu suşlarının
MgCI2 ile muamele edildiğinde, piluslu suşların
hücrelere adherensini büyük ölçüde inhibe etti-
ğini, pilussuz suşlarda bu inhibisyonun zayıf ol-
duğunu, bunun diğer adhesinlerden ileri gelebi-
leceğini bildirmiştir. Ayrıca Pugh ve Hughes
(10), % ıo MgCl2'ün M. bovis'in otoaglutinas-
yonunu inhibe ettiğini saptamışlardır.

Bu çalışmada incelenen M. bovis suşları
% ıo MgCI2 ile muamele edildiğinde, HA özel-
liği gösteren suşların sığır orijinli hücre kültür-
lerine (BCE, MDBK) adherensleri büyük ölçü-
de düşmüştür. BCE hücrelerine ortalama 5.7,
MDBK hücrelerine ortalama 4.4 bakteri yapış-
mıştır. HA negatif suşlarda ise MgCI2 ile mua-
melenin fazla etkisi olmamıştır. BCE'de bu sayı
22.0, MDBK'de 14.6 olarak bulunmuştur. HA
negatif suşlardaki bu düşük oranda azalma, bazı
araştırıcıların da (i) bildirdiği gibi, diğer adhe-
sinIere bağlı şekillenmiş olabilir.

Sonuçta HA ve adherens özellikleri arasın-
da paralellik bulunduğu ve adherens özelliğinin
sığır kökenli hücrelere spesifik olduğu belirlen-
miştir. Ayrıca buna bağlı olarak M. bovis'in pa-
tojenitesi ile hemaglutinasyon arasındaki var
olan ilişki ortaya konulabilmiştir. Çeşitli suşla-
rın antijenik ilişkilerinin ortaya konulmasında
ve aşı suşlarının seçiminde bu karakterler
önemlidir.
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