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MORAXELLA BOVIS’IN TUM HUCRE PROTEINLERININ
ELEKTROFORETIK ANALIZI
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Summary: Whole-cell proteins of ten field isolates of Moraxela bovis
from cattle 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 Turkey and two isolates from USA had 30 identical
bands. Only two different protein bands of 22 and 18 kDa molecular weight
were seen among hemolytic and hemagglutinating isolates from these two coun-
tries.

Ozet: Infeksiyoz keratokonjuktivitisli sigirlardan izole edilen 10 adet Mo-
raxella bovis saha izolatimn tiim hiicre proteinleri SDS-PAGE teknigi ile ince-
lendi. Izolatlarin yedisi hemoliz ve hemaglutinasyon pozitif, iicii hemoliz ve he-
maglutinasyon negatifti. Elektroforetik analiz sonucunda tim M. bovis
suslarinda 55, 37, 35 ve 19 kDa agirlifinda major protein bandlart saptandi.
M. bovis’in tiim suglarinda 28 protein bandi benzer bulunurken, hemoliz negatif
suglarda ayrica 97, 92, 63.5 ve 22 kDa molekiil agirhiginda 4 farkli protein
bandi belirlendi. Tiirkiye'de izole edilen 5 ve Amerika Birlesik Devletleri’nde
izole edilen hemoliz ve hemaglutinasyon pozitif suglar arasinda 30 ortak bant
saptandr. Bu iki iilkeden izole edilen hemoliz ve hemaglutinasyon pozitif M.
bovis suglarinda 22 ve 18 kDa molekiil agirlifinda iki protein bandi farkli bu-
lundu.

Giris

Moraxella bovis, sigirlarin infeksiyoz kera-
tokonjuktivitisinin  (IBK) primer etkenidir
(4.13). Pilus ve hemolizin bu etkenin 6nemli vi-
rulens faktorlerindendir (11). M. bovis’in pilus-
lu, otoaglutinasyon ve hemaglutinasyon ozelligi
gosteren suslari patojeniktir ve sifirlarda deney-
sel IBK olusturmaktadir (1, 3, 6). M. bovis’in
patojenitesi, beta hemolizin olusturmasiyla da
ilgilidir. Etkenin hemoliz pozitif suslan patoje-
nik, hemoliz negatif variantlar ise patojenik de-
gildir. Hemoliz negatif M. bovis suglan ile in-
feksiyon olusturulamayan gozlerde, hemoliz
pozitif suglarin IBK olusturdugu bildirilmistir
(10). M. bovis’in kiiltiirel, morfolojik ve biyo-
kimyasal o6zelliklerinin incelenmesine kargin
antijenik yapis1 hakkinda sinirli aragtirma yapail-
migtir, Sandhu ve White (12), M. bovis’in eks-
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traseliiler antijenlerini  immunoelektroforetik
olarak incelemisler ve Rough tip izolatlarin
Smooth tip izolatlardan farkl spesifik iki antije-
ne sahip oldugunu saptamislardir. Michell ve
Burrell (8), Moraxella’nin gesitli tiirlerinin kil-
tir siipernatanlarinin 3-6 antijen igerdigini ve
bunlardan birinin tiim Moraxella tiirlerinde var
oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica M. bovis’in
diger Moraxella tiirleriyle antijenik yakinlifi
immunodifiizyonla da belirlenmigtir. Ostle ve
Rosenbusch (9), SDS-PAGE teknigi kullanila-
rak bu mikroorganizmalan diger Moraxella tiir-
lerinden ayiran dig membran protein (OMP)
profillerini saptamis ve 9 major protein bandi
identifiye etmislerdir. Aymi ¢alismada, immu-
noblotting ile Moraxella tiirlerinin birbirlerine
antijenik yakinhigi da arastinlmigtir. Ayrica
Horsnell ve Teale (5), farkli M. bovis izolatlari-
nin dis membran protein profillerinin benzerlik
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gosterirse de ayni olmadifini, sadece ii¢ ayri
immunojenik proteinin tim izolatlarda yaygin
oldugunu saptamglardir.

Bu aragtirmada, sahadan izole edilen M.
bovis suglarinin tiim hiicre protien profillerinin
sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektro-
forezis (SDS-PAGE) yo6ntemi ile saptanmasi ve
suslarin birbirlerine antijenik yakinhigimn belir-
lenmesi amaglanmusgtir.

Materyal ve Metod

Moraxella suglar: Caligmada Tiirkiye’deki
IBK’li hayvanlardan izole edilen IBK2, IBK4,
IBK16, IBK23, IBK26, IBK37, IBK41 ve
IBK42 suslart kullanildi. Suglarin identifikasyo-
nu Wilcox (14)'a gore yapildi. Bu suglardan
IBK2, IBK37 ve IBK42 hemoliz ve hemagluti-
nasyon negatif, diger suslar hemoliz ve hemag-
lutinasyon pozitif ozellikteydi (2). Ayrica
A.B.D.de IBK’li hayvanlardan izo6le edilen ve
D.G. Rogers’ten (National Animal Disease
Center, Agricultural Research Service, ITowa)
saglanan M. bovis Mac74 ve IBH63 suglar kul-
lanildi.

Poliakrilamid jelin hazirlanisi: Ayinc jel
(%10) hazirlanmas: i¢in, monomer solusyonu
(akrilamid ve bisakrilamid), 4x ayirici jel buffer
(pH: 8.8), SDS ve su kanstirildi. Deaerasyon ig-
lemi yapildiktan sonra, karigtma amonyum per-
stilfat (APS) ve TEMED ilave edilerek polime-
rizasyon islemi baglatildi. Karistm, 6nceden
hazirlanan cam tabakalar (1.5 mm x 16 cmx 18
cm) arasina lUstte yaklagik 4 cm kalacak bigim-
de dokiildi. Polimerizasyonun tamamlanmasi
igin 1-2 saat beklendi. Dizici jel (%4), mono-
mer solusyonu, 4x dizici jel buffer (pH: 6.8),
SDS ve su karnstirilarak hazirlandi. Deaerasyon
islemi yapildiktan sonra APS ve TEMED ek-
lendi. Jel solusyonu cam tabakalarin tarak yer-
lestirilmis bos kismuina dokiildii. Polimerizas-
yon igleminin tamamlanmasi igin birkag saat
beklendi.

Elektroforez igin 6reklerin hazirlanmast
ve jele yiiklenmesi: Kanli agarda 24 saatte iire-
tilen M. bovis suglar1 100 1 2x lizis buffer
(tris, SDS, gliserol, merkaptoetanol) iginde 40-
50 ug yas agirhk olacak sekilde siispanse edil-
di. Bu siispansiyonlar 100 °C’de 10 dakika kay-
natildi ve %001 oraninda bromphenol blue izci
boyasi ilave edildi. Molekiil agirlik standartlar
(sigir albumini, 66 kDa; yumurta albumini, 45
kDa; gliseraldehid-3- fosfat dehidrogenaz, 36
kDa; karbonik anhidraz, 29 kDa; tripsinogen,
24 kDa; tripsin inhibitorii, 20.1 kDa; alfa laktal-
biimin, 142 kDa, Sigma) ve drnekler, gukurlara
20 "ul olacak gekilde mikroenjektorle yiiklendi.

J.ERDEGER - M. AKAN - K. S. DIKER

Elektroforez: Elektroforez iglemi tris, gli-
sin, SDS igeren tank bufferda, 30 mA sabit am-
perde gergeklestirildi. Isleme izci boya jelin so-
nuna gelinceye kadar (4 saat) devam edildi.

Boyama: Elektroforez islemi bittikten
sonra jel cam plaklardan g¢ikarilarak fiksatif
boya (metanol, asetik asit, coomassie blue
R.250) ile 4 saat boyandi. Daha sonra jel, boya
giderici solusyon I'de bir saat, solusyon Il'de
zemin rengi agilincaya kadar bekletildi.

Sonuglarin degerlendirilmesi: Protein bant-
larinin molekiil agirliklari, molekiil agirlik mar-
kerleri kullanilarak belirlenen Rf egrisine gore
hesapland:.

Bulgular

Calismada kullanilan suslarin, SDS-PAGE
ile 118 ve 13.2 kDa arasindaki proteinleri sapta-
nabildi. Incelenen M. bovis suslarinda toplam
47 protein band: tespit edildi (Sekil 1). En az
protein band: IBK 2’de (32 protein), en fazla ise
IBK 23'te (41 protein) belirlendi. M. bovis sus-
larinin tiimiinde, 55, 37, 35 ve 19 kDa agirhgin-
da major protein bandlar: ortak olarak saptandi.
M. bovis’in tim suslarinda 28 protein bandi
benzer bulunurken, hemoliz negatif suslarda
diger suslardan farkl olarak 4 band tespit edil-
di. Sadece nonhemolitik suglarda bulunan bu
bandlann agirliklan 97, 92, 63.5 ve 22 kDa ola-
rak belirlendi. ABD’den saglanan M. bovis sus-
larindan IBH63'te 34, MAC74'te ise 37 protein
band: saptandi. Bu protein bantlrindan 32'sinin
benzer oldugu goriildii. Tiirkiye’de izole edilen
5 ve Amerika Birlesik Devletleri’nde izole edi-
len hemoliz ve hemaglutinasyon pozitif suslar
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Sekil 1. Cesith M. bovis suglannin elektroforetik (sodyum dodesil
stilfat-poliakrilamid jel elektroforezis, SDS-PAGE) protein profi-
leri (MA, molekiil agirlik stanadartian: sigir albumini, 66 kDa;
yumurta albumini, 45 kDa; gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz,
36 kDa: karbonik anhidraz, 29 kDa: tripsinogen, 24 kDa: tripsin
inhibitorii, 10.1 kDa; alfa laktalbiimin, 14 2 kDa).

Figure 1. Elecrophoretical (sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis. SDS-PAGE) protein profiles
of various M. bovis strains (MA, molecular weight standarts: bo-
vine albumine, 66 kDa; egg albumin, 45 kDa; glyceraldehyde-3-
phospate dehidrogenase, 36 kDa: carbonic anhydrase, 29 kDa;
trypsinogen, 24 kDa: trypsin inhibitor, 20.1 kDa; alfa Jactalbu-
min, 14.2 kDa).
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arasinda 30 ortak bant saptandi. Bu suslarda
ortak olan bantlardan 22 ve 18 kDa molekiil
agirlifinda iki band, Tiirkiye’de izole edilen he-
moliz ve hemaglutinasyon pozitif suslarda sap-
tanamadi.

Tartisma ve Sonug

Bu ¢aligmada, Tiirkiye ve ABD’de IBK’l1
sigirlardan izole edilen M. bovis suglarinin tiim
hiicre proteinleri elektroforetik olarak (SDS-
PAGE yontemi) incelendi. SDS-PAGE teknigi
mikroorganizmalarin protein profillerinin sap-
tanmas1 ve bireysel antijenik molekiillerinin
analizi i¢in sik¢a kullanilmaktadir. Bu teknigin
giinimiizde ¢ok yaygin olarak kullanilan sekli
Laemmli (7) tarafindan gelistirilmigtir ve bakte-
rilerin protein profillerinin saptanmasinda ve
numerikal taksonomisinde en ¢ok kullanulan
yontemdir. Teknigin en 6nemli yarar: birgok fe-
notipik 6zellige esas olan proteinlerin kalitatif
ve kantitatif analizinin yapilabilmesidir.

Bu ¢alismada, tim suglarda ortak ve 53,
37, 35 ve 19 kDa molekiil agirhiginda 4 major
protein bandi bulundu. Horsnell ve Teale (5),
inceledikleri 10 M. bovis susunda, 128, 55 ve
37 kDa molekiil agirlifindaki major proteinle-
rin ortak oldugunu saptamiglardir. Ostle ve Ro-
senbusch (9) de, yaptiklari ¢aliymada M. bovis
suslarinda ortak olan 37.1 kDa molekiil agirh-
ginda major protein bandi oldugunu bildirmis-
lerdir. Calismada elde edilen sonuglar ile, diger
aragtiricilanin elde ettikleri sonuglar arasinda
benzerlik bulunmaktadir. Horsnell ve Teale
(5)'nin saptadiklar1 55 ve 37 kDa agirhigindaki
protein bantlari bu ¢alismada aym bulunurken,
diger major bantlar bildirilmemistir. Horsnell
ve Teale (5), yaptiklan ¢alismada teknik olarak
radioizotop bir elementle (1251) isaretledikleri
antijenleri kullanmisglar ve ayrica immunoblot-
ting ile aym molekiil agirhigindaki protein band-
larin tespit etmiglerdir. Moraxella tiirleri ile ya-
pilan ¢aligmalarda saptanan 55 ve 37 kDa
agirhgindaki proteinlerin immunojeniteye esas
oldugu bildirilmektedir (5, 9). Bu ¢alismada da,
hem Tiirkiye hem de ABD orjinli suglarda bu
proteinlerin saptanmasi, M. bovis suglarinin im-
munojeniteye esas antijenik yapilarinin ayni ol-
dugunu ve as1 hazirlamada bu suglarin kullani-
labilecegini gosterdi.

Caligmada kullanilan ABD orijinli suslar,
antijenik olarak birbirlerine oldukga yakin bu-
lundu. Bu suslarda ortak olarak 32 protein
band: saptand:. Bu suglarda ortak olan 22 ve 18
kDa agirhiginda iki protein bandi, Tiirkiye’deki
IBK’l1 sigirlardan izole edilen hemoliz ve he-
maglutinasyon pozitif bes M. bovis susunda
saptanamadi. Bu farklihgna kargin, her iki iil-

keden izole suslar arasinda protein profilleri ba-
kimindan biiyiik bir benzerlik bulunmaktadir.
Hemoliz ve hemaglutinasyon negatif M. bovis
suslarinda, digerlerinden farkh 4 protein bandi
belirlendi. Farkli olan bu proteinlerin ii¢ hemo-
liz ve hemaglutinasyon negatif susta bulunmas,
hemolitik ve hemaglutinasyon pozitif suglardan
farkli antijenlere de sahip olduklarimi géster-
mektedir. Bu konuda bildirilen bir ¢alisma ol-
madigindan konuyu tartigmak miimkiin olmadi.

Bu ¢aligmadan elde edilen sonuglar, Tiirki-
ye’de ve ABD’de IBK’l1 sigirlardan izole edilen
M. bovis suglarinin protein profillerinin birbirle-
rine yakin oldugunu ve bu suglarin antijenik
olarak benzerliklerini gostermektedir. Izolatla-
nn fiziksel karakterleri ile ortak antijenleri ara-
sindaki immunolojik olarak homojenite derecesi
a1 hazirlamada kullamlan suglarin segiminde
o6nemlidir. Elde edilen sonuglar, hayvanlarda
onemli verim diisiikliigiine neden olan M.
bovis’e karsi as1 hazirlanmasinda, as1 suglartnin
se¢imine 151k tutacak niteliktedir.
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