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MORAXELLA Bovİs'İN TÜM HÜCRE PROTEİNLERİNİN
ELEKTROFORETİK ANALİZİ

Jale ERDEGER* Mehmet AKAN* K. Serdar DiKER**

Summary: Whole-cell proteins of ten field isolates of Moraxela bovis
from eattle with bovine infectious keratoconjunctivitis were examined with SDS-
PAGE technique. Seven isolates were hemolytic and hemagglutinating and
three were non-hemolytic and non-hemagglutinating. Four major protein band
of 55, 37, 35, 19 kDa molecular weights were found in all M. bovis strains.
Twenty-eight protein bands were identical in all M. bovis strains, but four addi-
tional protein bands with approximate molecular weights of 97, 63.5 and 22
kDa were detected in non-hemolytic strains. Five hemolytic and hemaglutinat-
ing field isolates from Turkeyand two isolates from USA had 30 idenrical
bands. Only two different protein bands of 22 and 18 kDa molecular weight
were seen among hemolytic and hemagglutinating isolates from these Mo coun-
tries.

Özet: İnfeksiyöz keratokonjuktivitisli sığırlardan izole edilen LO adet Mo-
raxeııa bovis saha izolatının tüm hücre proteinleri SDS-PAGE tekniği ile ince-
lendi. İzolatların yedisi hemoliz ve hemaglutinasyon pozitif, üçü hemoliz ve he-
maglutinasyon negatijti. Elektroforetik analiz sonucunda tüm M. bovis
suşlarında 55, 37, 35 ve 19 kDa ağırlığında majör protein bandları saptandı.
M. bovis'in tüm suşlarında 28 protein bandı benzer bulunurken, hemoliz negatif
suşlarda ayrıca 97, 92, 63.5 ve 22 kDa molekül ağırlığında 4 farklı protein
bandı belirlendi. Türkiye'de izole edilen 5 ve Amerika Birleşik Devletleri'nde
izole edilen hemoliz ve hemaglutinasyon pozitif suşlar arasında 30 ortak bant
saptandı. Bu iki ülkeden izole edilen hemoliz ve hemaglutinasyon pozitif M.
bovis suşlarında 22 ve /8 kDa molekül ağırlığında iki protein bandı farklı bu-
lundu.

Giriş

Moraxeııa boyis, sığırların infeksiyöz kera-
tokonjuktivitisinin (IBK) primer etkenidir
(4.13). Pilus ve hemolizin bu etkenin önemli vi-
rulens faktörlerindendir (i I). M. bovis'in pilus-
lu, otoaglutinasyon ve hemaglutinasyon özeııiği
gösteren suşları patojeniktir ve sığırlarda deney-
sel IBK oluşturmaktadır (I, 3, 6). M. bovis'in
patojenitesi, beta hemolizin oluşturmasıyla da
ilgilidir. Etkenin hemoliz pozitif suşları patoje-
nik, hemoliz negatif variantları ise patojenik de-
ğildir. Hemoliz negatif M. bovis suşları ile in-
feksiyon oluşturulamayan gözlerde, hemoliz
pozitif suşların IBK oluşturduğu bildirilmiştir
(i O). M. bovis'in kültürel, morfolojik ve biyo-
kimyasal özeııiklerinin incelenmesine karşın
antijenik yapısı hakkında sınırlı araştırma yapıl-
mıştır. Sandhu ve White (12), M. bovis'in ek s-

traselüler antijenlerini immunoelektroforetik
olarak incelemişler ve Rough tip izolatların
Smooth tip izolatlardan farklı spesifik iki antije-
ne sahip olduğunu saptamışlardır. Micheıı ve
Burrell (8), Moraxella 'nın çeşitli türlerinin kül-
tür süpernatanlarının 3-6 antijen içerdiğini ve
bunlardan birinin tüm Moraxella türlerinde var
olduğunu bildirmişlerdir. Ayrıca M. bovis'in
diğer Moraxella türleriyle antijenik yakınlığı
immunodifüzyonla da belirlenmiştir. Ostle ve
Rosenbusch (9), SDS-PAGE tekniği kullanıla-
rak bu mikroorganizmalan diğer Moraxella tür-
lerinden ayıran dış membran protein (OMP)
profillerini saptamış ve 9 major protein bandı
identifiye etmişlerdir. Aynı çalışmada, immu-
noblotting ile Moraxella türlerinin birbirlerine
antijenik yakınlığı da araştırılmıştır. Ayrıca
Horsnell ve Teale (5), farklı M. bovis izolatları-
nın dış membran protein profillerinin benzerlik
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gösterirse de aynı olmadığını, sadece üç ayrı
immunojenik proteinin tüm izolatlarda yaygın
olduğunu saptamışlardır.

Bu araştırmada, sahadan izole edilen M.
bovis suşlarının tüm hücre protien profıllerinin
sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel elektro-
forezis (SDS-PAGE) yöntemi ile saptanması ve
suşların birbirlerine antijenik yakınlığının belir-
lenmesi amaçlanmıştır.

Materyal ve Metod

Moraxella suşları: Çalışmada Türkiye'deki
IBK'li hayvanlardan izole edilen IBK2, IBK4,
IBKI6, IBK23, IBK26, IBK37, IBK41 ve
IBK4~ suşları kullanıldı. Suşların identifikasyo-
nu Wılcox (l4)'a göre yapıldı. Bu suşlardan
IBK2, IBK37 ve IBK42 hemoliz ve hemagluti-
nasyon negatif, diğer suşlar hemoliz ve hemag-
lutinasyon pozitif özellikteydi (2). Ayrıca
A.BD.'de IBK'li hayvanlardan izole edilen ve
D.G. Rogers'ten (National Animal Disease
Center, Agricultural Research Service, Iowa)
sağlanan M. bovis Mac74 ve IBH63 suşları kul-
lanıldı.

PoLiakriLamid jelin hazırlanışı: Ayırıcı jel
(%i~) h.azırlan.ması. içi~, monomer solusyonu
(akrılamıd ve bısakrılamıd), 4x ayırıcı jel buffer
(pH: 8.8), SDS ve su karıştırıldı. Deaerasyon iş-
I~.m.iyapıldıktan sonra, karışıma amonyum per-
s~lfat (AP.S) ve. TEMED ilave edilerek polime-
rızasyon ışlemı başlatıldı. Karışım, önceden
hazırlanan cam tabakalar (1.5 mm x i6 cmx 18
cm) arasına üstte yaklaşık 4 cm kalacak biçim-
de döküldü. Polimerizasyonun tamamlanması
için 1-2 saat beklendi. Dizici jel (%4), mono-
mer solusyonu, 4x dizici jel buffer (pH: 6.8),
SDS ve su karıştırılarak hazırlandı. Deaerasyon
işlemi yapıldıktan sonra APS ve TEMED ek-
len~i: le.l solusyonu cam tabakaların tarak yer-
leştırılmış boş kısmına döküldü. Polimerizas-
yon işleminin tamamlanması için birkaç saat
beklendi.

Elektroforez için örneklerin hazırlanması
ve jele yüklenmesi: Kanlı agarda 24 saatte üre-
tilen M. bovis suşları 100 it i 2x lizis buffer
(tris, SDS, gliserol, merkaptoetanol) içinde 40-
50]1 g yaş ağırlık olacak şekilde süspanse edil-
di. Bu süspansiyonlar 100 .C'de Lo dakika kay-
natıldı ve %00 i oranında bromphenol blue izci
boyası ilave edildi. Molekül ağırlık standartları
(sığır albumini, 66 kDa; yumurta albumini 45
kDa; gliseraldehid-3- fosfat dehidrogenaz: 36
kDa; karb.on~k .an~i~raz, 29 kDa; tripsinogen,
24 kDa; trıpsın ınhıbıtörü, 20.1 kDa; alfa laktal-
bümin, 14.2 kOa, Sigma) ve örnekler, çukurlara
20 "]11olacak şekilde mikroenjektörle yüklendi.
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Elektroforez: Elektroforez işlemi tris, gli-
sin, SDS içeren tank bufferda, 30 mA sabit am-
perde ge!çekleştirildi. İşleme izci boya jelin so-
nuna gelınceye kadar (4 saat) devam edildi.

Boyama: Elektroforez işlemi bittikten
sonra jel cam plaklardan çıkarılarak fiksatif
boya (metanol, asetik asit, coomassie blue
R.250) ile 4 saat boyandı. Daha sonra jel boya
gide!ici so~usyon I'de bir saat, solusyon' II'de
zemın rengı açılıncaya kadar bekletildi.

SonuçLarın değerLendirilmesi: Protein bant-
larını~ molekül ağırlıkları, molekül ağırlık mar-
kerlerı kullanılarak belirlenen Rf eğrisine göre
hesaplandı.

Bulgular

. Çalışmada kullanılan suşların, SDS-PAGE
ıle ~i~v~ 13.2 kDa arasındaki proteinleri sapta-
nabıldı. !ncelenen M. bovis suşlarında toplam
47 proteın bandı tespit edildi (Şekil 1). En az
protein bandı IBK 2'de (32 protein), en fazla ise
IBK 23'~.e~~i protein) belirlendi. M. bovis suş-
larının tumunde, 55, 37, 35 ve 19 kDa ağırlığın-
da majör protein bandları ortak olarak saptandı.
M. bovis'in tüm suşlarında 28 protein bandı
b~~zer bulunurken, hemoliz negatif suşlarda
d~ger suşlardan farklı olarak 4 band tespit edil-
dı. Sadece nonhemolitik suşlarda bulunan bu
bandların ağırlıkları 97,92,63.5 ve 22 kDa ola-
rak belirlendi. ABD'den sağlanan M. bovis suş-
larından IBH63'te 34, MAC74'te ise 37 protein
bandı saptandı. Bu protein bantırından 32'sinin
benzer olduğu görüldü. Türkiye'de izole edilen
5 ve Amerika Birleşik Devletleri 'nde izole edi-
len hemoliz ve hemaglutinasyon pozitif suşlar
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Ş~kİl i.Çeşitli M .b(~ı'issuşlarının elektroforetik (sodyum dodesil
sulfat-polıaknlamıd Jı:1 elektroforezİs. SOS-PAGE) protein profi-
lerı (MA. molekul agırıık stanadaııları: sığır alhumini, 66 kDa;
yumuııa albumını, 45 kDa; gliseraldehid-3-fosfat dehidrooenaz
36 kOa: karboni.k anhidraz, 29 kDa: tıipsinogen, 24 kOa: fripsi~

ınhıbıtoru. 10.1 kDa: alfa laktalhümin. 14.2 kDa).
hgıır~ I. Elecrophoretical (sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamıde gel e1ectrophoresls. SDS-PAGE) protein profiles
of varıous M. boı'ıs straıns (MA, molecular weight standaııs: bo-
vıne alhumıne: 66 kOa; egg albumİn. 45 kOa; glyceraldehyde-3-
phospate dehıdrogenase. 36 kOa; carbonic anhydrase. 29 kDa;
trypsınogen, 24 kDa: trypsin inhibitor, 20.1 kDa; alfa lactalbu-

min. 14.2 kOa).
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arasında 30 ortak bant saptandı. Bu suşlarda
ortak olan bantlardan 22 ve 18 kDa molekül
ağırlığında iki band, Türkiye'de izole edilen he-
moliz ve hemaglutinasyon pozitif suşlarda sap-
tanamadı.

Tartışma ve Sonuç

Bu çalışmada, Türkiye ve ABD'de ISK'lı
sığırlardan izole edilen M. bovis suşlarının tüm
hücre proteinleri elektroforetik olarak (SDS-
PAGE yöntemi) incelendi. SDS-PAGE tekniği
mikroorganizmaların protein profillerinin sap-
tanması ve bireysel antijenik moleküllerinin
analizi için sıkça kullanılmaktadır. Bu tekniğin
günümüzde çok yaygın olarak kullanılan şekli
Laemmli (7) tarafından geliştirilmiştir ve bakte-
rilerin protein profillerinin saptanmasında ve
numerikal taksonomisinde en çok kullanılan
yöntemdir. Tekniğin en önemli yararı birçok fe-
notipik özelliğe esas olan proteinlerin kalitatif
ve kantitatif analizinin yapılabilmesidir.

Bu çalışmada, tüm suşlarda ortak ve 55,
37, 35 ve 19 kDa molekül ağırlığında 4 majör
protein bandı bulundu. Horsnell ve Teale (5),
inceledikleri LO M. bovis suşunda, 128, 55 ve
37 kDa molekül ağırlığındaki majör proteinle-
rin ortak olduğunu saptamışlardır. Ostle ve Ro-
senbusch (9) de, yaptıkları çalışmada M. bovis
suşlarında ortak olan 37.l kDa molekül ağırlı-
ğında majör protein bandı olduğunu bildirmiş-
lerdir. Çalışmada elde edilen sonuçlar ile, diğer
araştırıcıların elde ettikleri sonuçlar arasında
benzerlik bulunmaktadır. Horsnell ve Teale
(5)'nin saptadıkları 55 ve 37 kDa ağırlığındaki
protein bantları bu çalışmada aynı bulunurken,
diğer majör bantlar bildirilmemiştir, Horsnell
ve Teale (5), yaptıkları çalışmada teknik olarak
radioizotop bir elementle (1251) işaretledikleri
antijenleri kullanmışlar ve ayrıca immunoblot-
ting ile aynı molekül ağırlığındaki protein band-
larını tespit etmişlerdir. MoraxeiLa türleri ilc ya-
pılan çalışmalarda saptanan 55 ve 37 kDa
ağırlığındaki proteinlerin immunojeniteye esas
olduğu bildirilmektedir (5, 9). Bu çalışmada da,
hem Türkiye hem de ABD orjinli suşlarda bu
proteinlerin saptanması, M. bovis suşlarının im-
munojeniteye esas antijen ik yapılarının aynı ol-
duğunu ve aşı hazırlamada bu suşların kullanı-
labileceğini gösterdi.

Çalışmada kullanılan ABD orijinli suşlar,
antijenik olarak birbirlerine oldukça yakın bu-
lundu. Bu suşlarda ortak olarak 32 protein
bandı saptandı. Bu suşlarda ortak olan 22 ve 18
kDa ağırlığında iki protein bandı, Türkiye'deki
ISK'lı sığırlardan izole edilen hemoliz ve he-
maglutinasyon pozitif beş M. bovis suşunda
saptanamadı. Bu farklılığına karşın, her iki ül-

keden izole suşlar arasında protein profilleri ba-
kımından büyük bir benzerlik bulunmaktadır.
Hemoliz ve hemaglutinasyon negatif M. bovis
suşlarında, diğerlerinden farklı 4 protein bandı
belirlendi. Farklı olan bu proteinlerin üç hemo-
liz ve hemaglutinasyon negatif suşta bulunması,
hemolitik ve hemaglutinasyon pozitif suşlardan
farklı antijenlere de sahip olduklarını göster-
mektedir. Bu konuda bildirilen bir çalışma ol-
madığından konuyu tartışmak mümkün olmadı.

Bu çalışmadan elde edilen sonuçlar, Türki-
ye'de ve ABD'de ISK'lı sığırlardan izole edilen
M. bovis suşlarının protein profillerinin birbirle-
rine yakın olduğunu ve bu suşların antijenik
olarak benzerliklerini göstermektedir. İzolatla-
rın fiziksel karakterleri ile ortak antijenleri ara-
sındaki immunolojik olarak homojenite derecesi
aşı hazırlamada kullanılan suşların seçiminde
önemlidir, Elde edilen sonuçlar, hayvanlarda
önemli verim düşüklüğüne neden olan M.
bovis'e karşı aşı hazırlanmasında, aşı suşlarının
seçimine ışık tutacak niteliktedir.
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