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BRUCELEA MELITENSES DIS MEMBRAN PROTEIN GENININ KLONLANMASI

Oryasim E. Adnar Menderes Tniversitesi Sadhk Bilimleri Enctitfisii Mikrobiyoloji
Program, Yilksek Lisans Tezi, Aydm, 2018,

sis susundan omp3] geninin klonlanmas: amacland:. Boylelikle

ast gelistirmek, izl tam kiti gelistirmek gibi daha ileri biyoteknolojik galigmalar ve
yaklasimlarda kullamlabilecek yerli ve potansiyel bir 6n ¢alisma olacagi dugtinildi.
Calismada materyal olarak Brucella melitensis REV-1 canlt agi susu kullamidi. E{Z@Easyml Ve
susun dogrulanmasinin ardindan, DNA ekstraksiyonu yapildt. Dig membran proteini kodlay

gen bolgesi gen bankasindan bulundu. Bu bolgeyi klonlamak igin gerekii primerler dizayn
edildi. Primer dizaynindan sonra polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yoluyla ¢ogalitlan gen
bolgesi, pET28a ekspresyon vektorime klonlanavak Escherichia coli BL21 bakterisine
transformasyonu gergeklestirildi.

E. coli BL21 hiicresinden plazmid ekstraksiyonu gerceklestirildi ve klonlama igin kullanilan
restriksivon enzimi ile kesim sonucunda insert ve plazmid ayri olarak gozlemlendi. 790 bp
bityiikliginde bulunan insert, tekrar klonlama primeri ile gogaltilarak dofrulamak amaciyla
sekans analizi vapiidi. Sekans analizi sonrasinda elde edilen dizi gen bankas: ile karsilagtiriids
ve insertin B. melitensis dis membran proteini oldugu dogruland:.

Rekombinant dis membran proteini Omp31 (tfOmp31)’in ag1 aday: olma potansiyelini bulmak
icin deneysel calismalarda kullanilabilecek deneysel bir komponent olma ozelligi vardir.
Boylelikle bu caligmamn asi gelistirmek, izl tam kiti gelistirmek gibi daha ileri caligmalarda

kullanilabilecek verli ve potansiyel bir 6n galisma olacag: diistnfilmigtiir.

Anahtar kelimeler: Brucella melitensis, dis membran protein geni, kionlama, omp31
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CLONING OF OUTER MEMBRAN PROTEIN GENE OF BRUCELLA
MELITENSES

Oryasin B, Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Microbiclogy

Program, M.Se. Thesis, Aydin, 2018,

In this study cloning of Brucella melitensis outer membrane protein was aimed. It was
thought that, this study could be a potential and national preliminary work which would lead a
way for rapid diagnosis kit and vaccine development.

Brucella melitensis REV-1 live vaccine sirain was used in the study. After isolation and
confirmation of strain, DNA was exiracted from bacterial culture. Gene sequence which
encodes outer membrane protein was obtained from Gene Bank and primers for gene were
designated. PCR reaction was carried out and amplicon was cloned Pet28A expression vector,
then recombinant plasmid was transformed into Escherichia coli BL21.

Plasmid was extracted from £ coli BL21 strain and after the restriction digest insert and
plasmid were observed separately. Insert with size of 790 bp, amplified with cloning primers
again and amplicon was sequenced. Obtained sequence was compared with those in Genbank
and insert was confirmed as B. melitensis outer membrane protein.

Recombinant outer membrane protein Omp31 (1Omp31) has a feature of experimental
component for vaccine candidate researches. In this way this stady could be a potential

preliminary national work for further studies such as developing rapid diagnostic kits.

Key Words: Brucella melitensis, outer membran protein gene, cloning, omp31
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Malta hummas: veya Akdeniz hummas: olarak da Brucella cinsi igerisindeki
bakterilerin neden oldugu zoonoz hastahik brusellozis olarak isimlendirilmektedir. [tk kez
1897'de Danimarkal: veteriner hekim Berhnhard Bang Brucella aborius u saflastirmigtir, Bu
nedenle hastalik Bang hastalifi olarak da bilinmektedir (Hoover ve ark, 1997, Erol, 2007,
Godfroid ve ark, 2011).

Hayvanlarda neden oldugu yavru kaybs, siit veriminde azalma, darmizhik degeri kayb,
kisirhk gibi  zararlar dikkate ahndifinda brusellozis eveil hayvanlann en oSmemli
hastalildarindan biri olarak kabul edilmektedir. Hastalifin ¢abuk yayilmasi, konirol ve
mitcadelesinin vzun siire almas: ve masrafli clmas: bu hastalilda miicadeleyi zorlastiran en
snemli nedenlerdir. Hayvansal protein kaynakianina olan olumsuz etkisi, hayvan ve hayvansal
firinierin ticaretine engel teskil etmesi ve gogunlugu kirsal kesimde bulunan kisith imkanlara
sahip hayvan yetigtiricilerinin sosyo-skonomik gelismesini engellemesi gibi zararlanmn
olmasi bir baska faktordir. Bazi gelismis tlkelerde brusellozis hayvanlar arasinda tamamen
eradike edilmis olmakla birlikte, iilkemizde hayvanlar arasmda oldukca yaygm bir hastahktir.
Ozellikle Ankara ovasinda, Konya yoresinde, gineydogu Anadolu’da Diyarbakir ve Uria
yérelerinde hayvanlarda yaygindir (Sézen, 2007, Stmerkan, 2007). Ulkemizde de sikca
rastlanan Brucella enfeksiyonlar: yetistivicilerimizin ekonomik kayiplarina neden olmasimin
yamnda, siirdirebilir hayvancilifimiza da olumsuz etkiler yapmaktadir. Hastalik temelde
hayvan hastalifn olmakla birlikte, diinya ¢apinda her yil 500,000°den fazla insan vakasi
bildiriimesi nedeniyle en énemli zoonozlardan biri olarak kabul edilmektedir (GTHB, 2012).

Brusellozisin sifir ve koyunlarda yayginhginin belirlenebilmesi igin Mayis/Haziran-
2011 tarihleri arasinda yiritilen saha caligmalanmin ilk degerlendirmelerine gore sifirlarda
siiri prevalansi %7,8 (fert prevalans: %2,7), koyunlarda strl prevalansi %22,5 (fert
prevalans: %3,4) olarak bildirilmistir. Elde edilen sonuglar Bakanlifimiz uzmanlan tarafindan
degerlendirildiginde, ilkemizde brusella ile miicadelede kitle agtlamasi yapiimasinin en etkili
yéntem oldufuna, kitle agilamasinin ise her yagtaki hayvana giivenilir olarak uygulanabilecek
konjunktival asilama ile yapilmasma karar verilmistic. Brusella ulusal referans
laboratuvarimiz olan Pendik Veteriner Kontrol Enstitt Midirlugi tlkemizde uygulanacak
miicadelede kullamimak iizere konjunktival brusella asis: iiretmektedir (GTHB, 2012).

Hiicre duvan bakterinin stabilizasyonu igin anatomik ve fonksiyonel bir bariyer olup,

hastalik sirasinda konak immunitesi ile ilk karsilagan kisimdir. Brusellalann antijenik yapilan



tirlere gore farkhiliklar gostermektedir. Dis membran proteinierinin (OMP) farkh tiirlerde
degisik yapilarda oidugu gosterilmistir. Major antijen olan LPS antijenleri hilcre yizeyinde
ver aldiklar halde, protein antijenlerinin bityiik kism hiicre iginde bulunur (He, 2009).

Dis membran proteinlerinin tanimlanmast ve g¢ahsilmasi, bu bakterilerin virulens
dzelliklerinin anlasiimasinda énemli bir adimdir. Su ana kadar, brusella supernatantlanmn
direk fraksiyonlanarak caligilmas: ile gok fazla bagartya ulagilamanugtir. Buna ek olarak,
Gram negatif bakterilerin membranlarinda LPS ve fosfolipidiere ek olarak, dig membran
proteinlerini de icermektedir. Brusella OMP molekitler agirhiklanna gore simiflandinimglar.
Uc énemli OMP, Omp25 (25-27 kDa), Omp2b (36-38 kDa) ve Omp31 (31-34 kDa) olarak

siflandiridnustiy (Dubray and Bezard, 1980; Verstreate ve ark, 1982; Cloeckaert ve ark,

B. melitensis'n dis membran proteini Omp31 koruyucu bir immimojen olarak kabul
edilir ve 6nemb bir agi adayidir. Rekombinant dig:membran proteini Omp31 (rfOmp31)in ast
adayi olma potansiyelini bulmak igin deneysel calismalarda kullanilabilecek deneysel bir arag
olma ozelligi vardir. Bu gcahgmada Brucellc melifensis agt susundan omp3] geninin
klonlanmasi amaclanmistir. Béylelikle bu ¢aligmanin agi gelistirmek, hizli tam kiti geligtirmek
gibi daha ileri cahgmalarda kullanilabilecek yerli ve potansiyel bir n ¢alisma olacag
dissintilmuistir. Ayrica, ileri ¢alismalarla bu klon arag kullanilarak as: aday: bir rekombinant

klon olup olmadifi aragtiniacaktir.



3. GENEL BILGILER

2.1, Tarihee

Brusellozisin bulasic: karakierde bir hastabk oldugu bu yizoilin bagindan ber
bilinmekle birlikte, 1880 yillarina tam olarak sapiammugtir. {lk clarak 1897'de Danimarkali
veteriner hekim Berhnhard Bang fotal membranlar ile uterus sivilarindan saf Gram negatif
koko basilleri izole etmislerdir. Yurdumuzda itk brusellozis olgusunun saptanmas:
Hisamettin Kural ve Mahmut Sabit Akalin (1915) tarafindan Kuleli Askeri Hastanesi’'nde
tedavi edilen bir askerde bildirilmistir. Hayvanlarda ise laboratuar muayenesi sonucunda ik
» koyan Berke (1931) olmugtur (Arda ve ark, 1997).

Brusella tirleri; Gram negaftif, harekeisiz, sporsuz, genellikle aerobik ve fagositik
hiicreler icerisinde yasayabilen intraselliiler mikroorganizmalardir (Tasci, 2004),

Hayvanlarda, morfolojik, kiltirel, biyokimyasal ve serolojik olarak birbirine yakin
oszellilder gosteren B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. ovis, B. canis ve B. neotomae olarak

isimiendirilmis 6 tiir bulunmakiadir,

2.2. Etiyoloji

Brusella cinsi bakteriler yaklagik 0.6-1.5 um boyutlarinda, Gram negatif, harcketsiz,
sporsuz, aerobik veya mikroaerofil, katalaz pozitif, kokobasillerdir (Hoover ve ark, 1997).

Farkh brusella tirleri, belli konaklarda enfeksiyon yapma egilimindedirler. Ornegin
sigirlar enfeksiyondan korunmast igin abortus agist ile astlamrlar fakar bu as1 B. melifensis
icin koruyucu degildir (Iyisan ve ark, 2000).

Bruselia cinsi mikroorganizmalarm, %70°lik ethanol ve %1 lik sodium hyphochlorite
gibi dezenfektanlar ile tetrasiklin, gentamisin ve streptomisine duyarh oldufu bildirilirken;
basitrasin, penisilin ve sefalosporinlere karg: direncli olduklart ve pastérizasyon isisinda 10-
15 dakikada oldukleri ifade edilmektedir (Hoover ve ark, 1997).

Insan enfeksiyonu acisindan dimya genelinde olgularm g¢ofunda en invazil ve
patojenik olan B. melitensis sorumiudur. Patojenite yoniinden B. suis, B. abortus ve B. canis
ise nadirdir (Iyisan ve ark, 2000). Enfeksiyona en ¢ok neden oldugu bilinen brusella tiirleri

agsagida Tablo 1’de verilmistir.



Table 1. insanda hastalik yapan brusella tirleri ve konakeilar

Brauselia Tiri Rezervaar:

Brucella melitensis Kegi, koyun, sigtr

B. aborius S, at

B. suis Domuz, Tavsan, Sifir
B. canis Kéapek, Kedi

B. ovis Koyun

2.3, Ureme ve Biyokimyasal Ozellikieri

Brusella tirlerinin metabolizmas: genelde oksidatiftir, optimum treme 5151 37°C ve
pH 6,6-7,4 arasmdadir. Ureme sonrasi besi yeri alkalize olur. Uremesi icin tiamin, niasin ve
biyotine ihtivag vardwr. Brusella tiwleri yavas trer ve koloniler uygun besi yerlerinde 2-3 giin
iginde gorimir hale gelivler. Smooth (%) koloniler seffaf, kigik, yuvarlak, konveks ve hafif
tumsek, tam kenarlidir, diizgtin ve parlak bir yizeye sahiptirier. Serum Deksiroz Agarin
kullanildign itk izolasyonda, brusella kolomileri 48 saatten énoe nadiren gozitkurler. Koloni
morfolojileri bakterinin lipopolisakkaritinin (LPS) ozelliklerine bagh olarak smooth (S),
rough (R), smooth-rough-iniermediate (&) ve mukoid (M) olmak tzere 4 kategoride

siflandinlabilir (Hoover ve ark, 1997).

2.4, Epidemiyelojisi

Bruselloz, Brucella bakterilerinin yol aguf, Birlesmis Milletler Gida ve Tanm
Teskilati (FAQ), Dimya Saglik Orgiitis (WHO) ve Uluslararast Salgin Hastaliklar Ofisi (OIE)
tarafinden dinyada en yaygin zoonozis olarak kabul edilmekte olup, tim olgularda dogrudan
ya da dolayh olarak hayvan temasi s6z konusudur (Anonim 1).

Brusellozis hem insan hem de hayvan sagh@ sorunu olmasiin yam sia
sosyoekonomik kayrplara da yol aghigi icin dnemli bir halk saglig: sorunu olarak kabul edilen,
enfekte hayvanlarin dokularma temas veya Urimlerinin tiketilmesi ile bulagan ve dinya
iizerinde bilinen en yaygm zoonozdur. Tim dimyada yilhk 500 000 yeni bruselioz olgusu
oldugu tahmin edilmektedir (Anonim 1),

Hastahgin gorilme sikligs geligmis ilkelerde hayvan brusellozisinin kontrol altma
ahnmasi sonucu oSnemli oranda azalmistr. Bruseliozis dimyamn pek g¢ok yerinde ve
yurdumuzda (Latin Amerika, Afrika, Akdeniz bolgesi, Orta Dogu, Bati Asya) halen endemik
dizeyde olmak tzere dinyada yaygm gorilen bir zoonozdur (Anonim 2, Robinson ve arlk,

2010).
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hastaliktir (Anonim 3, Anonim 4). Ancak bildirimlerin ne yazik ki beklenen vaka sayilarimn

altinda oldugu dusimiilmektedir (Kalig, 2012). Yurdumuzda kiinik mikrobiyoloji
laboratuvaninds insanlarda vapilan calismanin sonuclarina gore brusellozis en sik incelenen
hastaliklardandir. incelenen 510 laboratuvarm %71.7°si brusellozie teshisi igin en az bir
yontem kullanmakia ve yilda toplam 1 milyonun (zerinde Grmedi incelemekiedir.
Laboratuvarlarin yandan fazlasinda serum tip aglittinasyon testi, yaklagik dortte birinde de
bruselia kiltiiris yapilabilmekle birlikte bu laboratuvarlarin %15-20%sinde tammn gegerli
prosediirlere dayanmadig: dikkati gekmektedir (Anonim 53).

Insenlarda gorillen enfeksiyon, iilke veya bdigede hangi hayvan tirli fazla ise o tiiriin
enfeksiyonlar cogunluktadic. Enfeksiyon insidansinda farkh bolgelerde degisken sonuglar
alinmasimin bashica nedenlerinden biri, ulusal ve ulusiararast hayvan ticaretimin hareketli
olmasi ve hayvanlarn sik sik yer degistirmesidir. Insan ve hayvan enfeksiyonlarna en gok yol
acan 4 tiri bulunmaktadir. Bunlardan B. abortus sifir ve bizonlarda, B. melitensis koyun ve
kegilerde, B. suis domuz, ren geyikierinde, B. canis kopek, tilki ve gakallarda enfeksiyon
olusturan tirlerdir (Robinson ve ark 2010). Insanda B. canis enfeksiyonu nadir goulmekle
birlikte, B. abortus genis bir cografik yayihun gosterir, B. melitensis ise en sik hastaliga neden
olan tiirdiir (Anonim 2, Robinson ve ark, 2010).

Brusellozisin insanlarda bir meslek hastabipn (kan, plasenta, atilous fetus, uterin
sekresyonlar gibi- enfekie hayvan dokulanna direk temas) oldugu bilinmekle birlikie baglica
pastorize edilmemis sit ve siit tiriinlerinin tiketimi veya kontamine aerosollerin inhalasyonu
ile bulagmaktadir. Yapilan ¢alismalarda brusellozisin kontamine siit ve sit Urinlerini tiiketen
bireylerde ve meslegi gerefi hayvanlarla yakin temasta olan kigilerde en gok gdriildigini
ortaya koymustur (Anonim 2). Dogal enfeksiyonda en gok B. melitensis’den, sporadik
olaylarda ise en gok enfeksiyon etkeni B. abortus’dur. Brucella vektdr ve rezervuarlan
iizerinde vapilmis olan ¢aligmalarda hastehfin naklinde sinek, sivrisinek tahtakurusu, kene,
pire gibi artropodalaria yabani tavgan, sican, fare gibi kemiricilerin de rol aldift rapor
edilmistir (Aydin ve ark, 2006, Erol 2007). Hastaligin yayihminda, kronik olarak enfekie
asemptomatik hayvanlar énemli bir rol oynamaktadilar. Sigir, koyun ve kegilerde B. abortus
ve B, melitensis kaynakl: bruselloz vakalar, insanlarda ise ¢nem tagiyan tlirler sirastyla 5.
melitensis, B. suis ve B. dbortus oldugn belirtilmistir (FAG, 2003).

Brusellozis abortus, infertilite, genital organ infeksiyonlarma ve siit veriminin

azalmasina sebep olmakla birlikte hastalik kaynaklanmn enfekte fetus, enfekte sit, sperma,
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fotal membranlar, uterus akintilar, sperma, bulasik yem ve sular oldug
(Kahraman ve ark, 2007).

Brusella tiirlerini potansiyel biyoteror ajan olmeasindaki en dnemli sebep enfektif dozunun gok
diigik olmasidir. Biyolojik savag program: kapsaminda ABD tarafindan 1954 yilinda
biyolojik silah haline getirilmig ilk biyolojik ajamn B. suis oldugu bilinmekiedir. Enfektif
dozun cok disik olmas: klinik mikrobiyoloji laboratuvarlan igin de etkenin 6nemli bir tehiike
kaynag olmasina sebep olmustur. Bu nedenle Brucelln tiwrleri risk grubu 3 organizma olarak
siniflandinidildan igin kiinik materyallerden Brucelfe kulturlerinin asgari bir simf-IIA
biyogiivenlik kabini iginde gergeklestirilmesi gerekomektedir (Anonim 3, Robinson ve ark,

2010 ).

2.5, Patogenezisi

Brusella tirleri intrasellitler etkenlerdir. Brusellozis bir retikulo-histiositer sistem
hastahigidir ve belli organ ve dokulara affinitesi bulunmaktadir (Arda ve ark, 1997). Etlen
viteuda herhangi bir yoldan girdikten sonva, lenfatik kanallar ve bolgesel lenf bezleri aracihif
ile ana lenf damarma ve buradan da kan dolasimina kanbir. Kanda bakteriemi sonrasmda
hematojen yolla parankimatoz organlara taginir. En 6nemli lezyonlar lenf dokusuy, karaciger,
dalak, kemikiligi ve retikiloendotelieal sistemin diger kisimlanindaki granulamatéz lezyonlar
ve abse formlandir. Etken, 6zellikle memelerde, gebe uterusta, lenf diigimlerinde, testislerde

ve seyrek olarak da eklem, tendo kiliflan ve Bursalara yerlesir (Aydin ve ark, 2006).

2.6, Semptomiary

Brusellozisin sifirlarda bashca klinik semptomlar: arasmda yavru atma en Snemli
semptom olmakla birlikte kisirlik, mastitis ve orsitis bulunmaktadir. Abortuslar genellikle
gebeligin son zamanlarinda (6-8. Aylarinda) gorilir. Etken yavru atmadan onece vicut
salgilar ile 6zellikle siit ve idrarla; sonra ise uterus akintilan ile etrafa sacilir (Kahraman ve
ark, 2007, Arda ve ark, 1997).

Nekropside, plasentalar kalinlagims ve fibrinli bir irinle Srtiilmistir, yangilidir. Bazen
kan lekeleri gorilor, uterusta fibrinli bir iltthap mevcuttur. Auk fotisin de mide ve
bagirsaklaninda yang: meveuttur ve iginde simiksii kivamda ve kirli-sar1 beyaz renkte bir sivi

bulunur. Lenf bezleri ve dalak ve siskmigtir. Uzerinde kiigitk beyaz nekroz odaklari vardar.



Frkeklerde testis, testisi saran katman ve testis ke
bir iltthap goriliir (Aydin ve ark, 2006).
Brusellozis insanlarda ates, kinklik, halsizlik, terleme ve agnlarla seyreden sinsi bir
baslangici vardir. Vakalann cogunda ates dikkat cekicidir ve genellikle &gleden sonra
vitkselir, geceleyin artar. Igtahsizhk, sinirlilik, halsizlik, zayiflama gérilic. Kemik ve eklem
agrilar, bas agnsy, depresyon ve halsizlik noropsikiatrik semptomlar, karm agnsi, kabizlik,

ishal, kusma gorilebilir (Erol 2007).

2.7. Tesghisi

Brusellozis hayvanlarda ¢ok sinsi bir hastalikiir. Hasta inekleria kiinik teshisi zor haita
mimkin degildir. Aboriusa neden olan pek cok mikroorganizma bulunmakiadir. Ancak
abortuslarin gebelign son 6-8. aylannda gériilmesi ve nekropside dzellikle fotiis ve plasenta
tizerinde lezyonlar hastaliktan siuphelendirebiliv. Hastaligm kesin teshisi, yeni afilmis
fotislardan alinan marazi maddeler, kan, serum, siit, plasenta, sperma, vajinal sivi, idrar ve
organlarda teknifine gore uygun olarak alman materyallerle laboratuarda yapilacak
bakteriyolojik ve serolojik muayeneler sonucu konulur (Arda ve ark, 1997, Kahraman ve ark,
2007).

Brusellozun tams: bashca mikroorganizmanin Idinik drneklerden izolasyonuna veya
serclojik  yontemlerle antikor yamtimn gosterilmesine dayanmakiadir. Brusellozisin
laboratuvar teshisi asagidaki sira ile yaptlmaktadir:

A. Bakteriyoskopi: Nekropsi materyalleri modifiye Ziehl-Neelsen veya Koster boyama
yontemieriyle konirol edilir. Brucella spp. mavi zemin fzerinde krmizi venkie gorimirier
(Kahraman ve ark, 2007). Brucella tiwrlerini diger etkenlerini ayirmada Gram boyama yontemi
de kullamlabilir (Aydmn ve ark, 2006).

B. Kiiltiir: Brucella torlerinin ilk izolasyonunda Serum Dekstroz veya Tween Deksiroz
Agar’larm kullanilmasi faydalidir. Kontaminasyondan siiphesi meveut ise besi yeri igerisine
antibiyotik katilabilir. Ekiminden sonra etkenin {remesi igin petri kutulan aerobik kosullarda
ve % 10 CO2’1i etitve yerlestirilirler ve 1 hafta siire inkiibasyona birakilirlar. Ureyen koloniler
morfolojik, kittiirel, bivokimyasal, boya testleri, hayvan inokulasyonu ve serolojik yonlerden
muayene edilerek etkenin kesin identifikasyonu yapilir (Kahraman ve ark, 2007). Hastalik
yapan en 6nemli brusella tirlerinin énemli §zellikler asagidaki tabloda verilmigtir (Bilgehan,
2009).



Table 2. Onemli brusella tirlerinin ayirt edici Szellikleri

Konak CO, Ihtivac:  ¥,S Yapimu  Thionin Bazik Fuksin
B. abortus Sigur + + - +
B. melitensis  Koyun, Kegi - - - +
B, suis Domuz - + + -
B. canis Kéapek - - + -

€., Hayvan Deneyi: Elde edilen kultiler ve kontaminasyon ihtimali olmayan materyaller
kobaylara intraperitoneal olarak, kontamine olanlar ise derialii ve intramuskuler veya kas ict
olarak siringa edilirler. St ve idrar gibi kontamine materyaller igin kobay inckulasyonu direk
kilttr yontemine oranla daha tvi sonug vermektedir (Aydin ve ark, 2006).

D. Serolojik Testler: Kiltiriin baz dezavantajlant nedeniyle serolojik tfam Onem

kazanmakiadir. En az 2 hafta araliklarla 3 serslojik metodun uygulanmasiyla birlikte alerjik
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muayenelerin yapiimasinmn gerekiigi bildirilmektedir. Hayvanlarda teshis amac: ilc en
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kullamlan ve en pratik serolojik testler arasimda kan ve kan serumu ile aghitinasyon testleri |
sit ile yapilan ring test gelmektedir (Arda ve ark, 1997). Insantarda ise tek reseptore sahip
inkomplete antikorlann antiglobulin serum aracihif ile, antijenle birlesip flakonlar teskil
ederek cokmesi esasina dayana Coombs {Antiglobulin) testi pratik éneme sahiptir,

Cesitli arastirmacilar tarafindan gibre, f5tus, ve insan kamindan ¢ok sayida faj
izolasyonu vapilomstir. Fakat Rusya’da izole edilmis olan Thilisi, Weybridge ve Berkelay
fajlan referans olarak tip tayininde referans faj olarak kullamimaltadir (Arda ve ark, 1997).

Bazi iilkelerde sigir, koyun, kegi ve domuz brusellozisin teshisinde alerjik testler
serolojik testler ile birlikte kullamimaktadir. Alerjik testler koyun ve kegilerde sifirlardan
daha iyi sonug verdigi bildirilmekiedir (Arda ve ark, 1997).

Rununla birlikte son yillarda molekiler yontemler de suslarin identifikasyonlarinda
pratik ve giivenilir olmasi agisindan siklikla tercih edilmektedir. Molekiiler tabanl tam
yontemlerinin gelismesi ile virulens ozellikler gen diizeyinde saptanmaya baglanmugtir.
Brusellozun tanisinda molekiiler yontemler de bagartyla kullamlmaktadir (Al Dahouk ve ark,

2011)

2.1.6. Laboratuvar Giivenligi

Brusellozis laboratuvar ‘kaynakli oldugu bildinlen en yaygm enfeksiyondur.
Laboratuvar personeli kiltiirlere dofrudan temas, kiiltirlerin koklanmasi ya da aerosol treten
islemler dolayis: ile sikiikla enfekte olmakiadular. Brucella spp. igerdigi dugintlen klinik

srneklerin en az smfITA biyogivenlik kabinleri icinde ¢alisilmas: gerekmekiedir.
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Kiiltirlerde Brucelia tretilirse, isleme BGD3 labor:
ve ark, 2010). Yizey dekontaminasyonu igin g¢amagir suyu (1/10 sulandirtbmeg, taze
hazirlanmig) kullamimahdir. Laboratuvarn iginde otoklav bulunmali, tim kiiltirler st
bittikien sonra hemen otoklavianmahidir. Serolojik tami BGD2 laboratuvarda
gerceklestirilebilir. Serum/plazma ornekleri ile cahgilirken en ciddi risk personele kan-
kaynakli patojenlerin (hepatit viriisleri, HIV) bulagma riskidir. Serum/plazma ayirma islemi

ve test yapilirken daima eldiven giyilmelidir (Anonim 6).

Brusellozis tazminatli enfeksiyonlardandir, hastalanin safaltin: yapiimamaktadir.

Hastalar ayniarak mezbahaya sevk edilirler (Kahraman ve ark, 2007},

210, Korunma

Korunmada ozellikle dikkat edilmesi gereken noktalar, Siriiye enfeksiyon sokmamak,
Reaktorleri elimine etmek, Hijyenik tedbirler almak, Hayvaniar aghitinojen ve aglitinojen
olmayan astlar ile bagigik kalmak seklinde siralanmaktadir. (Arda ve ark, 1997, Kahraman ve
ark, 2007).



ag

3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Fenotipik Calismalar

3.1.1.1. Brucells melitensis Susunun Aktivasyonu

Klonlama calismasmda kullanidan Brucella melitensis susu, Gida Tarim ve Hayvancthk
Bakanlist Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii tarafindan tiretilen liyofilize Brucella melitensis
Rev.l asi susunun canlandinimas: ile elde edildi. Liyofilize olarak satin ahnan sug, Brain
Heart Infusion Broth (BHIB) ile rehidrate edilmesinin ardindan %7 koyun kanh agar (KA)'a
pasajlandr. Aerobik ortamda 37°C’de 72 saat inkiibe edildi. Ureyen bakteri kolonisi BHIB’a

ve KA’a pasajlanarak biyokimyasal ve tamsal kontrolleri yapilds.

Resim 1. Livofilize Brucella melitensis Rev.1 asi susu
3.1.1.2. Besiyerleri

Liyofilize Brucella melitensis Rev.1 agi sugunun canlandinlmasinda BHIB ve %7 koyun
kanlt agar (KA) , ast susunun canlandirddiktan sonra saklanmasinda skim milic (yagsiz siit

tozu), Greyen kolonilerden biyokimyasal testlerin yaptlmasimnda oksidasyon fermentasyon

(OF) besiyeri ve friple sugar ron agar (TSIA) kullaniidi.
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3.1.1.2.1. Kanh Agar (Merck 1.13886)

Dehidre besiyeri 40 g/l konsanirasyonda olacak sekilde isitzlarak distile su iginde
eritildi. Karnisimn pH’s: 7,2+0,2 ayarlanarak Otoklavda 121°C'da 15 dak steril edildi. Otoldav
cikisinda 45-50°C'a sofutuldu. %7 oramnda defibrine koyun kam ilave edildi ve kangtinldi,

Petri kutularina 12,5'er mi dokuldi

o

3.1.1.2.2. Brain Hearth Infusion Broth (Oxeid-CM1135)

Besiyeri 3,7 g tarnildi iizerine 100 mi distile su eklendi, mikrodalga finnda eritildi.
Kargim pH’s: 7,2+0,2 ayarland:, 5 m{’lik tiplere 3 ml olacak sekilde dagrtildi. Ctoklavda

1219 de 15 dakika sterilize edild:.

3.1.1.2.3, Skim Milk Powder (Uxoid-LP003T)

Distile su igerisinde %10’ luk bir kansun hazirland1. Bu, taze sit ile esdegerdir ve
kanigim 121°C'de § dak sireyle otoklaviama yoluyla sterilize edildi. Sterilizasyon srasmda

asiri 1simmamaya 6zen gosterilmelidir, aksi takdirde karamelizasyon olusur.

3.1.1.2.4. Oksidasyen Fermentasyon Besiveri (Hugh ve Leifson) (Merck 1.10282)

Dehidre besiveri, 11,0 g/L olacak sekilde distile su iginde eritildi. Karigimin pH’st
7,2+0,2 ayarlandi. Otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize edildi. Otoklav sonras1 50°Cye
sopudugunda filtre ile sterilize edilmiy %10'luk karbohidrat ¢ézeltisinden (glikoz, laktoz, vs)
100 mVL konsantrasyonda olacak sekilde ilave edildi. Kenstinlirak 5 ml standart tiiplere

dagitiida.

3.1.1.2.5. Triple Sugar Iron Agar (Merck 1.03915)

Karbonhidrat fermentasyon testinde kullamldi. Dehidre besiyeri, 65,0 g/L olacak
sekilde distile su iginde eritildi. Kangimm pH’s: 7,2+0,2 ayarlandi. Besiyeri heniiz sivi halde
iken, standart 16X160 mm tiplere 7'ser mL olarak dafitilip, tipler 121°C'da 15 dakika
sterilize edildi. Otoklav cikisinda besiyeri heniiz sivi iken tipler 1-1,5 em yikseklifinde bir

cubuga yatirilarak besiyerinin katilagmasi beklendi.
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3.1.1.3, Aysrac ve Boyalar

3.1.1.3.1. Oksidaz Aywrac: (Oxoid, BR 64)

Gram negatif bakterilerin oksidaz aktivitelerinin belirlenebilmesi amac ile kullanildi.

Kullamima hazir olarak temin edilen oksidaz test kiti buzdolabinda (2-8°C) saklandu.

3.1.1.3.2. Hidrojen Peroksit (H,0,) (%3°hik)

Ticari olarak temin edilen bu ¢ozelti, organizmalarin katalaz aktivitelerini belirlemek

amaciyla kullanildi. Buzdolabinda (2-8°C) sakland.

3.1.1.3.3. Kovaks Indel Ayirac: (Merck 189293)

Izolatlarm indol aktivitelerinin belirlenebilmesi amaci ile kullamld: Kullanima hazir

olarak temin edilen kovacs indol ayiraci buzdolabimda (2-8°C) sakland:.

3.1.1.3.4. Gram Boyams Seti (Merck 111885)

izolatlarin Gram boyanma morfolojilerinin belirlenebilmesi amac ile kullamldi. Ticar

olarak temin edilen Gram Boyama Seti oda 1sisinda tutuldu.
3.1.2. Genetipik Calismalar
3.1.2.1. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH:8,0) Buffer
10X TBE Stok Solusyonu
Tris Base [tris (hydroxymethyl)aminomethane] ....................................108 g

BOTIK ASTE . o e 005 8
BT A o e e e e e e 15 B
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Hezitlanan kanigim 800 ml distile suda eritildi. Daha sonra hacim 1000 mPye
tamamlandi. Kansimn pH’st 8,0°e ayarlayip 121°C’de 15 dk otoklav edilidi. Oda wisinda

saklandi,

0,5X TBE Kullonma Solusyonu
O TR e 50 ml

DSt BU. L e 950 m

1

Belirtilen stvilar kangtinlarak soliisyon hazirlandi. Hazirlanan bu soliisyondan hem

agaroz hazirlamada hem de elektroforez tank: igerisinde kullamids

3.1.2.2. 16X Tag Buffer, dNTP, Tag BNA Polimeraz
1 g

10X Tag Buffer (100 mM Tris-HCI, pH 8,3, 500 mM KCl, 25mM MgCly), 100 mM
deoksintikleotid trifostat (ANTP) set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), Tag DNA polimeraz (5U),

(Fermentas) kullamid:.

3.1.2.3. Primerler

B melitensis susumun i membran protein geninin (omp3/) klonlama amach
cogaltilmasinda bu calisma icin dizyn edilen asagida belirtilen primer ¢ifti Tablo 3°de

verthmigtir,

Tablo 3. Brucella melitensis omp31 geninin amplifikasyonunda kullanilan primerler

ET e e = ]
Primer Dizi (5'-3) Hedef Gen Urtin (s;zggmﬁ@gss T
Omp31FEco AAGAATTCACAGACTITITCGCCG omp3i 48
omp3i 766 54

Omp31REco TTGAATTOCGTGGATTAGAACTTGTAG

Bu primerlerin dizaynt icin gen bankasindan B. melifensis’e ait omp3 ] geni tarand: ve
gene ait olan dizi Gzerinde baslangic kodonu ile stop kodonlan isaretlendi. Dizayn edilen
primerde bu bolgelerini igine almasina dikkat edildi. Klonlama iglemini saglamak amaciyla
dizayn edilen primerlere restriksiyon kesim boélgesi eklendi. Eklenen restriksiyon enziminin

tamima bélgesinin genin icerisinde olmamasina dikkat edildi.
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GenBank Accession Number: AFGT76256.2
36502 bp

LOCUS AF076250

2001DEFINITION

ACCESSION AF076290 AF076289 U39453

ORGANISM Brucella meli

Brucellaceae;

(bases 1 to 36502)

REFERENCE 2
AUTHORS Vizcaino,N.,
Cloeckaert, A,

TITLE

Verger,J.M. .,

DNA polymorphism at the omp-31

Brucella.

Grayon, M.,

DNA linear

Brucella melitensis partial cds.

M.35.

Zygraunt,

and

locus of Brucells spp.:

BCT 05-NOV-

¢ Alphaprotecbacteria; Rhizobiales;

evidence

for a large deletion in Brucella abortus, and other species~gpecific

markers

Cha 22897

o]
23619

/gene="omp31"

/note="bmeb"

..23619

/gene="omp31l*¥

/note="0mp31;

Bmeb"

/codon_start=1

/transl table=11

/product="outer membrane

/protein id="BAB36693

/db xref="GI:1457933"
/translation="MKSVILASIAAMFATSAMAADVVVSEPSAPTAAPVDTESWIGGY

protein®

TGINAGYAGGKFKHEPFSSFDKEDNEQVSGSLDVTAGGEFVGGVQAGYNWQLDNGVVLGA

ETDFOGSSVTGSISAGASGLEGKAETKVEWFGTVRARLGY TATERLMVYGTGGLAYGK

VKSAFNLGDDASALHTWS DKTKAGWTLGAGAEYAINNNWTLKSEYLYTDLGKRNLVDV
DNSFLESKVNFHTVRVGLNYKE™

tttatcceca
taaatcagca
taggtaagct
atcgccgeta
gcecctacty
geceggttacyg
;;;; gaacaggttt
ggttacaact
tcgagegtta

1 asaggtcgagt

cttaattggt
ttacaacgag
ttgtctaatt
tgttegecac
ctgctecectgt
caggcggeaa
ceggtteget
ggcagctcga
cgggttcgat
ggttcggeac

aaaaatcccg
atgttgcata
tacctagagg
gtccgetaty
tgacaccttc
gttcaagcat
cgacgtaaca
caacggegte
ttcagceggt
agttcgtgce

ttaasaatgt

gctgececgacy
tcgtyggaccyg
ccattttcta
gctggegygcet
gtgcteggeyg
gccageggte

cgtcttaget

ccaattgtaa

, aatccgtaat

tggttgttte
geggetatat
gctttgacaa
tegteggtag
cggaaaccga
tcgaaggcaa

acacggctac

ttttttceet
‘aatgtgat
tttggcgtec
tgaaccttce
cggtatecaac
ggaagacaac
tgttcaggcece
cttcecaggga
agctgaaacc

cgaacgeete
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341 atggtttaty gtaccggegg totggectat ggtaaggtea agtetgegtt caacctgggt
401 gatgatgcaa ghgccctgea cacgtggtce gacaagacga aagetggctg gaccctegge
461 gctggtgctg aatatgccat caacaacaac tggacgctca agtcggaata cctctacacc
2

1 gacctcggca agogeaacct cgtcgacgtt gacaataget tccttgagag caaggtcaat

23581 ttecacactg ttecgegtcgg tet acac ggaatgaaga

23641 agggccgetce cactccagtc gggcggecect tettatttgg caagcattat caggcggcgyg

c
23701 gaattgtcct gaatggatti tcgecctttaa ccggetocge cttgcgeget cgatacatcet

Gen bankasindan slinms olan omp3] genine ait diziyi gosteren kisim yukarda

belirtilmigtir. Start kodonu olan

5 yegil renk ile, stop kodonu olan " karmiza renk ve

dizayn edilen primer bélgeleri mavi renk ile gosterildi.

3.1.2.4. Plazmid

PZR ile B. melitensis susundan cogalilan omp3 amplikonunun klonlanmasi igin

pET28a ekspresyon plazmidi ticari olarak temin edildi.

3,1.2.5, Gel Loading Buffer (6X)

Bromfeno] TEVIS. .. ..o e o e e e e e e 25 T
SHKTOZ. . oo oo oot e e e e e e e e 4 B
O e e e e 1O

Belirtilen miktardaki maddeler kangtirilarak solusyon hazirlandi.

3.1.2.6, Agaroz Jel
AGaroz (SIZMAY... ... oot iit i o e i,5g

Tartilan agaroz sise icerisine alindi. Uzerine 100 mi 0,5X TBE buffer ilave edilerek
karighirild: ve mikrodalga finnda 3-5 dk kaynatildi. Homojenize halde olan kanigim 40-50
°C’ye kadar sogutuldu. Blektroforez isleminde kullamiacak olan agaroz jelin boyanmasinda
Safe View (ABM, Canada) boyasi, 100 ml %1,5’lik agarose jelin icerisine 7 pl mikiarinda
eldenerek kullamildi. Sivi halde olan karisim jel kalibimn igerisine yavasga ve kabarcik

olusturmayacak sekilde dokildii Jel kalib igine yikleme kuyucuklanm olugturan taraklar
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yerlestirilerek 15-20 dk oda isisinda sogumaya birakiidi. Sogutulan jel, kalibindan cikanlarak

elektroforez tankina verlestiriidi.

3.1.2.7. Marker

PZR sonrasi DNA bantlanmn bityiikhiklerinin belirlenmesinde marker olarak Pst/
‘enzimi ile kesilmig lambda faj DNA’s1 (Fermentas) kullanildi. Ps¢/ enzimi ile kesilmis lambda
faj DNA’s: asagidalki gibi hazirlands.

30 pl A DNA (Fermentas),

30 ul 10x% Buffer

4 ul Pstl enzimi (Fermentas)

236 pl enjelsiyonluk distile su

Bir saat 37°C°de bekledikien sonrz 30 pl loading dye eklenmistir. Her elekiroforez

reaksiyonu icin 7 pl kullamic,

g

e BGE

Resim 2. Psi/ enzimi ile kesilmig lambda faj DNA’simin gorimtiisii

3.1.2.8. Kullanmilan Cihazlar

PZR 96 ¢rnek kuyucuklu LongGene A300 (China) marka termal déngileme cihazinda,
elektroforez Major Scientific marka, 40 kuyucuk kapasiteli elektroforez tankinda,
gorintileme Vilber Lourmat (infinity VX2, Almanya) marks gorintileme cihazimda,
ligasyon  iriinlerinin  elektrotransformasyonu  elektroporatér  cihazina  (Thermo)

gergeklestirildi.

i6



3.2, Yontem

3.2.1. Bakterinin Uretilmesi ve Kontroli

Agt sugn canlandimimak amact ile KA’a ekildikten sonra petri kutulannda tweyen
koloniler éncelikie makroskobik ve mikroskobik morfolojileri yoniinden degerlendirildi.
Daha sonra Gram boyamalar: ve énemli biyokimyasal testleri yapilarak suslann dogrulugu
teyit edildi. Asafidaki biyokimyasal testler yonimden inceleme yapilde.

» Oksidaz Testi: Ayirag emdiritmis hazir kagitlar (izerine bakterinin taze kiiltiiriinden
koloniler alirak kafit tizerine siwiildii. 10-15 saniye sonra renk olusumuna gore degerlendirme
yapild

¢ Katalaz Testi: Kati besi yerinde Uremis olan mikroorganizma kolonilerinden platin
Sze yardmm ile yeterli miktarda almarak temiz ve yapsiz bir lamin tizerine konuldu. Sonra
buna %3’lik hidrojen peroksidden bir damla damlatldi. Kabarcik olusup olusmamasma gore
degerlendirme yapilds.

> Oksidasyon ve/veya Fermentasyon (O/F) Testi: Taze kitltiive batiritmug steril ifne her
ki besi yerine dikine daldiilmak suretiyle ekildi. Bir tanesine fermentasyonun
belirlenebilmesi igin 1 cm kalinlikta olacak tarzda sivi steril parafin ilave edildi. Tiiplerin agzs
iyice kapauldi ve 37°C de 2 gin inkibasyonda tutuldu. Tuplerdeki renk degisimi
degeriendirildi.

» Indol Testi: Mikroorganizmalar iginde iriptofan bulunan sivi besi verine ekildikten
sonra 37°C de 2 gin inkubasyona birakildi. Sonra killtirlerin tizerine kovacs ayiracindan 0,5
mi ilave edildi ve iyice kangtnidi. Tip st kismuinda olusan kirmiz ve sar halkalara gore
degerlendirme yapilds.

{

* Karbonhidrat Fermentasyon Testi: Triple Sugar Iron besiyeri kullamldi. Taze kiltive
batirilmg steril igne uglu 6ze tipteki yatik besiyerine batinldi ve gizgi ekim yapildi. 37°C de
2 gin inkibasyona birakildi. Inkibasyon sonunda laktoz, sikroz, glikoz fermentasyonu
okundu.

» Ureaz Testi: Ureli buyyon igerisine mikroorganizmalar ekildikten sonra 37°C’°de 2

giin inkitbasyona birakildi. Renk degisimi degerlendirildi (Bilgehan 2009).
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3.2.2. Genotipik Calismalar

3.2.2.1. B. melitensis Susundan Total DNA Ekstraksivonu

Canlandinilan B. melitensis sugundan DNA ekstraksiyonu ticari bir genomik DNA
ekstraksiyon kiti (InstaGen Matrix, Bio-Rad) kullamilarak tretici firmamn Snerdigi sekilde
asafndaki gibi gerceklestirildi.

Bunun igin kiltirden 3-5 koloni almarak ependort tipit igerisinde 1 mi distile su ile
stspanse edilerek yikand1. 12000 rpm’de 3 dakika santrifllj yapilarak fistte kalan stipernatant
dokildi. Dipte kalan pelet tizerine ise 200 ul Instagen matriks ilave edilerek homojen hale
getirildi. 56°C’de 20 dakika inkibe edildikten sonra 10 saniye vortekslendi. 100°C’de 10
dakika inkiibe edilip 10 saniye vortekslendi. 12000 devirde 2-3 dakika santrifiij edildi. DNA

kullanilincaya kadar -20°C'de bekletildi.

3.2.2.1.1. DNA min Elekiroforezi

Izole edilen DNA’lar da degradasyon olup olmadigint kontrol etmek amaciyla agaroz
jel elekioroforezi, %1 agaroz iceren jelde gerceklestirildi. Bunun amacla, Sul DNA, 1 ui
yikleme soliisyonu ile kanstirilarak 100 V’ta 45 dak yuriutiildi. Elektroforez sonucunda,
baglangic nokiasina yakin, yiksek molekil agirhikls tek bir bant gozlenmesi, izole edilen

DNA’larin bitimliginiin tam oldugunu gosterdi {(Sambrock ve ark. 1989).

3.2.2.1.2. BNA’nmn Saflik Kontrolii ve Miktar Tayinleri

Izolatlardan elde edilen genomik DNA’lar batimlikleri bakimindan agaroz jel
elekiroforezi ile kontrol edildikten sonra, saflik kontrolleri ve miktar tayinleri Nonadrop
(Maestro) ile yapildi. Cihaz ile DNA’larin 260 nm ve 280 nm’deki absorbanslar1 hesapland
(OD260 ve OD280) ve bu degerler arasindaki oran kullamlarak DNA’nin safligy kontrol
edildi. OD260/0D280 oranmm 1,8-2,0 arasinda olmasi DNA min saf olduguny, bu araliktan
daha asafida olmasi RNA kontaminasyonu oldufunu ve bu araliktan daha yukarida olmas: da

protein kontaminasyonu oldugunu gostermekiedir {Turner ve ark. 2004).
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e Bakteri BHIB 2 ekildikten sonwa 37°C de 24 saat inkitbasyona birakildi.

@

Tuplerde geligme gozlendikten sonra plazmit izolasyonu igin 1,5 mL’lik mikro
santrifiyj tipinde 5 dakika ve 14000 rpm’de santrifiy edildi. Tuptin altnda olusan
peletin tizerindeld sivi, ¢okiintitye dokunmadan atildi,

® Peletin Gizerine stispansiyon soliisyonundan 250 ul eklendikien sonra tip vorteks ile
10 33 saniye ¢alkaland: ve zaman zaman iyi kangim elde stmek igin pipetle bir kag
kez cekilerek geri birakald:.

¢ Sonra lzerine 250 uL lizis solusyonu eklendi ve tiipler asag yukarn 4- 6 kez alt {ist
yapilds,

e Uzerine 350 uL notralizasyon solisyonu eklendi ve yine 4-6 kez alt tist yapilds.

e Tipler 5 dakika ve 14000 rpm’de santrifiy edildi.

e Santrifiljden sonra tipin yan ylizeyinde olusan sivi pellete dokunmadan pipetle iki
tipten aym mikiarda ¢ekilerek 6zel GenelJET tiplerine aktarildi.

e Sonra tiipler 1 dakika 14000 rpm’de santrifiyj edildi ve zel GeneJET tipiintn altna
stizilen s1v1 atilds

s Ozel GeneJET tiipiiniin siizgeci olan kismina 500 pL yikama soliisyonu eklendi ve 30-
60 saniye ve 14000 rpm’de sanirifiy edilerek altiaki sivi anilds.

e Altiaki s1vi dokilditkten sonra 1 dakika 14000 rpm’de santrifiy islemi uygulandi ve
sonra 6zel GenelET tiipinin alt parcasi atilarak yerine temiz bir eppendorf tiipii
yertestirildi.

s Filireli olan tipe 50 pL Eltsyon tamponundan eklendi ve 2 dakika 14000 rpm’de

santrifiij edildi. Temiz tiipe gecen sivi dogal olarak plazmit igerdifi kabul edildiginden

=20 °C’de saklandi.

3.2.2.3 pET28a Plazmidi fle Kionlanacak omp3] Genini lceren Amplikenlarin

Restriksivonu

Izolasyonu yapilan pET28a plazmid DNA’s: ile restriksiyon kesim vyerleri eklenmis
modifiye primerler ile gogaltilan omp3/ geni amplikonlan EFcoRl endonikieaz enzimi ile
kesilerek diiz zincir (dogrusal) haline getirildi. Kullanilan primerlere klonlamay: yapabilmek
amaciyla eklenen ZcoR/ endoniikleazi genom iizerinde 5-GAATTC-3' dizisini tamyan ve

DNA’y: keserek vyapiskan uc olusturan enzimdir. pET282 plazmid DNA’smm FcoR/
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endonilileaz: ile kesim reaksiyonu bilesenleri Table 6’da, omp3! fragmamm iceren

amplikonun EcoRI endoniikleaz ile kesim reaksiyon bilesenleri ise Tablo 7°de verildi.

Table 6. pET28% plazmid DNA sinm FcoR/ endoniikleazs ile kesim reaksiyonu

feerik Ahnan Miktar { p)

pET28a plazmid DNA st

Fasi Digest Buffer

FEcoRI

Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP}
Deionize Su

TOPLAM

Boe——g

Tablo 7. omp3] geni amplikonunun Ecokl endonikleazlarn ile kesim reaksiyonu

fgerik Almman Mikiar (ub)
omp31 geni amplikonu 19

Fast Digest Buffer 2

Ecold 1
Deionize Su 7
TOPLAM 20

Tablo 6 ve Tablo 7°de belirtilen kesim reaksiyonlan 37°C’de yaklagik 30 dak inkiibe
edildikten sonra 5’er pl’leri alind: ve DNA markan ile %1 w/v’lik agaroz jelde incelendi.
Geriye kalan reaksiyon frinleri presipitasyon ile saflagtinid:. Presipitasyon reaksiyonu igin
asafida belirtilen protokol uygulands:

Geriye kalan 15 pl’lik restriksiyon iriinii iizerine 85 ul steril distile su eklenerek
hacim 100 ul’ye ¢ikanlds.

° 100 pi’lik restriksiyon Uriinii igeren hacim icerisine hacim/hacim olacak sekilde vani
1006 ul Fenol:Kloroform:{zoamilalkol (24:25:1) eklendi ve karistinldiktan sonra, 13000
rpm’de +4 °C’de 5 dk. santrifiy edildi.

s Santrifij sonras: olusan fist seffaf faz yeni bir ependorf igerisine dikkatlice alindi. Bu
asamada klonlanmak istenen amplikonun restriksiyon reaksiyonundaki st faz ile
klonlanacaf vekitre ait tist faz birlestirildi.

° Uzerine 1/10 hacimde 20 pl 3 M Na Asetat (pH:5.2) eklenip kanstnidikian sonra,
aym hacimde 220 pl %100°lik isopropanol eklenip karigtirildi ve 20 dk. -20 °C’de bekletildi.
inkiibasyon sonrast 13000 rpm’de +4 “C"de 20-30 dk. santrifiyj edildi.
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° Dildkatli bir sekilde st sivi atilarak pellet tizerine 300 ul %70lik etanol eklendi ve
13000 rpm’de +4 *C’de 5 dk. santrifly edildi,
® Santrifiij sonras: st s1v1 atilarak pellet kuruduktan sonra ligasyon reaksiyonu igin 17

u:d steril distile suda ¢ézildi,

3.2.2.4. pET28a Plazmidi ile Klonlanacak omp3 1 Genini fceren Amplikonun Ligasyonu
Presipitasyon agamasinda birlegtirilmis pET28a vektorii ile amplikon ligasyona hazir

hale getirildi. omp3] geni amplikonu ile pET28a vekt6rii igin ligasyon reaksiyonu bilesenlen

Tablo & de verilmigtir.

Tablo 8. omp3] geni amplikonu ile pET28a vekidri igim ligasyon reaksiyonu bileseniert

frerik Alman Milkdtar
omp3i geni + pET28a plazmidi 17 ul
T4 DNA Ligaz Buffer 2 ul
T4 DNA Ligaz 1pl
TOPLAM 20 pl

3,

Flde edilen ligasyon reaksiyonu 22 °C’de 1 gece inkiibe edildi. Daha sonra ligasyon
grinleri icin de presipitasyon iglemi uygulanarak enzim ve difer kimyasallar gibi
inhibitorlerden anmdirildi. Son olarak ligasyon kangmm £. coli BL21 bakterisine transferde
kullanilmak fizere 10 pl steril distile su ile sulandirtldi ve transformasyona kadar -20 °C’de

saklands.

3.2,2.5. Elektrokompetan F, coli BLZ1 Hiicrelerinin Hazrlanmass

Kompetan bakteri olugturmada kullamlan . coli BL21 bakterisi, asafida belirtilen
protokol uygulanarak kompetan hale getirildi ve ligasyon reaksiyon Urimd ile
elektrotransformasyonda kullanildi. E. coli BL21 bakterisinden kompetan hiicre eldesi agagida
belirtildigi sekilde gerceklestirildi:

° E. coli BL21 ekilmis plaktan tek bir koloni alinarak 5 ml TSB (Tryptic soy Broth)

broth besiyerine inokiile edilerek 37 °C’de gecelik kiltiire birakild:.
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° Frtesi giin 50 ml TSB broth igeren tiipe, 1 ml gecelik kiltiirden inokiile edildi ve 37
°*C’de yaklasik 3 saat inkibe edilerek OD600 “deki absorbans degeri OD 0,6-0,8 oluncaya
kadar inkiibe edildi (sonraki tim islemler sofuk zincirde stirdtiriildiy).

® Absorbans: 0,6-0.8’e erisen 50 m! bakteri kitltirinii igeren tiip 5000 rpm’de 10 dakika
+4 °C’de santrifiy edildi.

e Ust stvi uzaklagtnlarak pellete 10 ml soguk steril distile su eklenip homojenize edildi

ve +4 °C’de 5000 rpm’de 10 dk. santrifiy edilerek fist siv1 atilarak, pellet tizerine tekrar 10 ml

steril soguk distile su eklenip +4 °C’de 5000 rpm’de 10 dk. santrifiy edildi.
® Ust sivi Uzakias’urdafa}’ 10 m! soguk %10 gliserol igeren steril distile sudan eklendi,

kangunldiktan sonra +4 °C’de 5000 rpm’de 10 dk. santrifij sonras: Uist sivi atildy

® {Jzerine tekrar 10 ml sofuk %10 gliserol igeren steril distile sudan ekienerek
kangtiriidi ve +4 °C’de 5000 rpm’de 10 dk. santnifly edilip, tist stvi atzldy

® Pellet tizerine %10 gliserol iceren steril distile sudan 1 ml ekien dikten sonra hafif
pipetsj ile homojenize hale gelen hicreler, 100 ul’lik balimlere ayrilarak kullamhincaya kadar

-20 °C’de saklandi.

3.2.2.6. Kanamisin iceren Secici Besiyerinin Hazirlanmast

Plaldarda rekombinantlann segimine dayali besiyeri igerisine pET28a vektdrimnde yer
alan kanamisin direnci ile aynim igin 50 pg/ml olacak sekilde kanamisin ilave edildi. Istenilen
miktara uygun agar besiyeri otoklaviandikian sonra, uygun sicaklifa gelmesi beklendi.
Besiyerinin her mililitresi igerisindeki antibiyotik (kanamisin) konsantrasyonunun 50 pg

olmasi saglandi ve petri plaklanna dokaldi,

3.2.2.7. Ligasyon Uriinlerinin Elekirotransformasyona

omp3] genini tagiyan amplikon ile ligasyonu yapilan pET28a vektorimden 10 pl,
hazirlanan E. coli BL21 kompetan hiicresinden ise 100 ul alinarak aym tlpte birlestirildi ve
clektrotransformasyon  kivetine alindi.  Daha sonra elektrotransformasyon  kiveti
lektroporatsr cihazina (Thermo) yerlestirilerek kapasitansi 15 pF’e, reziztans 335(Ya ve
voltaj 2,5 K'V’a getirilip elektrik soku verildi.

Elekirik sokundan hemen sonra cihazdan alman kivet icerisine 1 ml TSB broth
eklenerek steril bir ependorf tipit igerisinde 37°C’de 1 saat inkibasyona birakildi. Inkiibasyon

sonrasi her bir transformasyon icin secici kanamisin igeren besiyerine 50 ve 200°er pl’lik
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hacimler halinde yayma ekim yapildi. Ertesi ghin segici besiyeri tizerinde Ureyen koloniler

degerlendirmeye alndi.

3.2.2.8. insert Alsn Rekombinant Plazmidleri Igeren Kolonilerin Secimi ve

DeoZrulanmas:

Segici kanamisinti besiyeri piaklarinda fireyen pET28a plazmidi igerisine hedef DNA
fragmaninin (omp31 geni) eklendifi disiiniilen koloniler segiidi ve klonlama i¢in kullantian
primerler ile PZR yapilarak kontrol edildi. Aynica PZR sonucunda pozitif olan koloniler 50
ng/mi kanamisin igeren TSB broth besiyerinde 37°C’de inkube ediierck gelistirildi. Tipte
ireyen transformantiardan plazmid ekstraksiyonu yapilarak kionlamak icin kullanilan FeoR!

enzimiyle kesilerek, elekiroforezi yapildi ve plazmid ile insert incelend:.

3.2.2.9, Sekans Analizi

Segici kanamisinli besiyerinden segilen klonlanin dofrulamas: yapildiktan sonra elde
edilen kiondan klonlama primerleri ile PZR yapildi ve sekans analizi igin 6zel bir firmaya
{Macrogen, Guney Kora) gonderildi. Firma saflagthrmayr takiben sckans analizini
gerceklestirdi. Fasta formatinda tarafumiza gonderilen bu sekans gen bankas: ile kargilagtinidi.

Bunun igin nucleotide-nucleotide BLAST program: kullamldr



4. BULGULAR

4.1, Bakterinin Uretilmesi ve Kontroli

Canlandmlan B. melitensis susu kanl agar kugiik, konveks, diiz, yan saydam koloniler
slusturarak Giredi. Ureyen kolonilerden Gram boyama vapildi. Gram negatif, kiigik, kokoid,

sporsuz ¢omakgeiklar goraldi. Klonlamada kullamlan B. melitensis susunun makroskobik ve

mikroskobik morfolojisi Resim 4°de gésteribimistir.
A 5

Resim 4. B. melitensis susunun makroskobik ve mikroskobik morfolojisi

/

Canlandirilan B. melitensis sugundan klonlama islemine baglamadan &nce susun
kontrolit amaci ile baz 6nemli bivokimyasal testleri yapildi. Yapilan testler arasinda oksidaz,
katalaz, treaz, indol, oksidasyon fermentasyon ve karbonhidrat fermentasyon testi (TSI)

vardir. Test sonuglart Tablo 9°da verilmigtir,

Tablo 9. B. melitensis sugunun baz énemli biyokimyasal testierin sonuglari

Test B, melitenisis
Oksidaz +
Katalaz +

Ure +

Indol -

CO, Thtiyaci Yok

TSP da lireme +
Glikoz +

H,S -
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4.%. Genotipik Cabigmalar
4.2.1. omp3! Geninin PZR Amplifikasyonu
Cahismada kullamlan B. melitensis’e ait omp3] geninin amplifikasyonu igin dizayn

edilen primerler ve belirtilen reaksiyon kogullarinda PZR yapildi. PZR sonras: elde edilen

amplikonun elektroforez sonrasi jel gorintiisii agagida Resim 5’°de gosterilmistir.

Resim 5. omp3/ geninin amplifikasyonu igin gergeklestirilen PZR

4.2.2. Cogaltilan omp31 Geni ve pET28a Vektbrii Restriksiyonu

Amplifikasyonu gergeklestirilen omp3/ geninin ve klonlama vekidrii olan pET28a min
kesimleri gergeklestirildi. Bu amagla dizayn edilen primerlere eklenen restriksiyon tamma

boigelerinden EcoRl enzimi ile hem amplikon hem de pET28a plazmidi ayn ayn restriksiyon

islemi gergeklestiriidi (Resim 6).

868 ©

790

Resim 6. omp3] geni ve pET28a vektorime ait vestriksiyon elektroforez gorintisiz
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4,2.3. Restriksivon Sonras: Ligasyon ve Transformasyon

Restriksiyon  reaksivonundan sonra (Urimlerin  ligasyonu vyapildi  ve ardindan
transformasyon sonrasi elde edilen rekombinant bakteri kolonileri kanamisin iceren TSA
besiverinde secildi. Segim sonrasi rekombinant kolonilerden plazmid ekstraksiyonu yapilarak
restriksiyon ile insert ve vektdr konirol edildi. Bu amacla elde edilen plazmid FcoRl
restriksiyon enzimi ile kesildi. Resiriksyon sonrasi insert ve plazmid birbirinden ayrilarak
linear halde jelde iki bant olusturdu. Bu profile uyan numaralandinlmig klonlar PZR sonrasi

sekans analizi ile dogrulanmak amaciyla stoklandi.

Resim 7. Secilen transformantlardan plazmid restriksiyonu. 11k siradaki klonda restriksiyon
sonrast insert ve plazmid agifa ¢iktifindan dogru kion olarak segildi.

Resim 7’de gorildugi gibi restriksiyon sonrasi A klonunun beklenilen buyiklikte
(790 bp) inserti almig olarak tespit edildi. Sonrasinda yine ayn: koloniden PCR yolu ile
klonlama icin kullamlan primerler ile amplifikasyon yapilarak dogru buyiklikte olup

olmadif test edildi (Resim 8).
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4.2.4. Sekans Analizi ile Secilen Klonun Dogralanmas:

PZR amplifikasyonu sonrasi sekans analizine gonderilen amplikon Gen Bankasi ile
kargilastiriiarak gogaltilan trimin omp3/ genine ait olup olmadig kontrol edildi. Bu arpagla
fasta formatinda gelen DNA dizisi BioBdit program ile agilarak hitps://blast.ncbi.nim.nih.gov
adresine girildi ve BLAST analizi gerceklegtirildi. Analize ait resim asafida verilmigtir

(Resim 9, Resim 10, Resim 11).
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5. TARTISMA

Memelileri etkileyen enfeksiydz zoonotik bir hastalik olan brusellozis, Brucella
cinsinin farkh tirlerinden kaynaklanmaktadic (Delpino ve ark, 2007) ve Akdeniz, Bati Asya,
Kuzey Afrika ve Latin Amerika gibi birgok gelismekie olan Ulkede gorilmeye devam
etmektedir (Cassataro ve ark, 2007). Brusellozis hayvanlarda dilsiiklerle onemli ekonomik
kayiplara neden olur ve insanda potansiyel olarak hayati tehdit eden goklu sistemn hastalify
olarak bilinir (Sauret ve Vilissova, 2002).

Bruselloz, Avrupada seyrek goriilen bir hastaliktir. Son verilere gére 2014 yilindaki
vakalarin bityik bir kismi, calisma gagindaki erkellerde meydana gelmis olup, muhiemelen
mesleki maruz kalmay gostermekiedir. Ciftlik hayvanlanyla ¢alisan kisilerin bruselloz riskini
daha fazla tasidifn bilinmektedir (Corbel, 2006).

Avrupa By B'g“ e iye giney filkeler yani Yunanistan, Portekiz ve Ispanya tarafindan
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icin tam olarak rapor beyan etmemistir. Yalin tarthii bir aragtirmaya gore, Italya'daki
bildirilen brusellozis vakalarinin sayisimin 2 ila 21 kat oldugy tahmin edilmektedir (Mancint
veark, 2014).

Brusellozis orammin 2013'e kyasla arthifn tek ilke Portekiz'dir. 2014'te kuzey
Portekiz'de kegi peyniri tarafindan gonderilen 13 vaka ile bruselioz salgmm ortaya gikrmghir.
Almanya'da, bildirilen brusellozis vakalarmmn sayist, 2014'e bir énceki yila kiyasla neredeyse
iki katina gikomstr. Artigin arkasindaki nedenler arastirilmaya devam edilmekle birlikte,
Tirkiye ile olan baBianti, olgulann biyitk bir kisminin nedeni olarak bildirilmigtir (Robert
Koch Institut, 2015).

Fransa, 2005 yilindan beri sifirlarda brusellozisden resmen kurtulmustur. Ancak, 2012
yilinda sifir kokenli insan brusellozis teshis edilmigtic (Mailles ve ark, 2012). Ayrica
patojenin, yabani hayvan popilasyonlarindan evcil sifirlara yeniden gegmis olabilecefi
dustinitlmektedir (Mick ve ark, 2014).

Avrupa Birligi ortak fonlu brusellozis ile milcadele programlan, zellikle de sifir
brusellozunu va da B. melitensis oranimi azalimak igin Gye devletler diizeyinde faaliyet

gistermektedir.
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Kosar ve ark. 2001 yalinda 280 brusellozis olgusunu degerlendirdikieri ¢alismalarmda
hastalarin %40’ 1mun pismemig siitten ve st Orimlerinden tfiretime ve tiketime devam
ettiklerini soylediklerini belirtmistir. Tiirkive’de sindirim yoluyla olusan brusellozis oran
diger ilkelere gére daha yiksektir. Ulkemizde siit ve siit irinlerinin kullanmmin arastiran bir
calismada, peynir yapiminda %70 ¢if siitten yararlanildif belirlenmigtir (Dabanlioglu, 2005;
Kosar ve ark, 2001).

Hastaliga yakalanma oram, ¢ig siitten yapilan krema ve tereyaglarin venilmesi halinde

oldukea yiksekiir. Cinka ozellikle krema vapimunda uygulanan santrifiy yonteminde
brusellalar siit yaginda yaygm bigimde toplanmakia, etkenin miktar: 10-15 kat artmaktadit

(Inal ve Ergim, 1990).
Gida trimlerindeki bulasin arastinldigi calismalarda ya dogrudan antijenik yapilar ya

s

da antikorlar aranmaktadir. Gidalarda Bruceiia 1gG poziiifiigi Brucelia spp. varhigi veya

dir

yoklugu hakkinda kesin bilgi vermemekte; ancak hayvamn Brucella ile kargilagmis oldugunu
gostermekiedir. Brucella etkeninin gosterilmesinde kulttr yontemleri daha belirleyicidir.

Asilama, serolojik identifikasyon ve hasta hayvanlann izolasyonu, eradikasyon igin en
pratik yontemlerdir. Ancak gimimiizde kullanilan B. abortus S19 ve B. melitensis REV-1 gibi
canli attentie asidar, gebe hayvanlarda digiklere sebep olabildigi gibi insanlar i¢in de
virulandir (Monreal ve ark, 2003; Moriyon ve ark, 2004). Bu nedenle bu suslar ile hazirlanan
canh atterile tam ‘bakieri asilant vyerine, caligmamuzda oldufu gibi bakterimin OMP
proteinlerinden biriyle hazirlanan agilann kulianilmasi hem hayvanlarda hem de insanlarda
hastalifa neden olma riski tagimayacagindan olduk¢a énemlidir. Bununla birlikte S koloni
olusturan ast suslan ile virilan sug antijenik olarak benzer oldufu igin buna kargt olusan
antikorlan 6lgen serolojik testler ikisini ayirt edemezler (Limet ve ark, 1993; Monreal ve ark,
2003, Weynants ve ark, 1997). Bunun sonucunda da yapilan serolojik incelemelerde hayvanin
hasta mi yoksa ast ile korunmakta i oldugu anlasilamamalaadir (Moriyon ve ark, 2004 ).

Cloeckaert ve ark. Bp26 ve omp31 genlerini B. melitensis ve B. ovis’e aktararak, elde
edilen mutantlarn olusturdugu bagisiklik yaniti ile orijinal susun olusturdugu bagisiklik yanmits
ile karsilastimiglar ve her iki asmin da koruyuculuk 6zellifi arasinda anlamli bir fark
olmadifim  bildirmiglerdir. Boylece bu mutantlarin ast olarak kuilamldiklan takdirde
bagigiklik yamiti olusturacaklan ve serolojik festler ile tamda hasta ve asili hayvanlann ayirt

edilmesini sagladiZim bildirmiglerdir (Cloeckaert ve ark, 2004).
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B. abortus 45/20 R susu agt amach kullanilmaya galigibmig ancak stabilitesi ok ditsiik
oldufundan basarisiz olmustur. R suslar ile hazirlanan asilarin basansiz olmasimm en Snemli
sebebi fazla attentie olduklarindan dolayr bagisik yamin giigsiiz olmasidir. R ve § suslarmn
karsilagtinldig calismalarda S suslarmin virulan Brucello suslarma kars: daha etkili cevap
clusturdugu saptarmmistir (Monreal ve ark, 2003).

Calismamizda secilen B. melifensis REV-1 agi susunun segiline nedenlerinden birisi de
daha etkili bagisik yamit olusturabilme potansivelidir. Dis membran proteinlerinin brusella
enfeksiyonu sirasinda Snemli bir rol oynamasi ve konak bagisk yamtim inditklemesi ag:
galigmalan i¢in bakterinin kullanilabilir bir komponenti oldugunu géstermektedir (Ding ve
ark, 2005).

Ding ve arkadaslarinin 2002 yilinda bildirdikleri gibi, B. suis ve B. melitensis “in tiim
genom sekanslanmn yayinianmasiyla, brusella dig membran profeinlerinin klonlanabilmesi
olasihi elugmustur (Ding ve ark, 2005).

Russo ve ark. tagtyici sistem olarak veksorleri kullanarak, L7/L12, OMP25 ve OMP31
gibi brusella proteinlerini salmonella suslarma kionlayarak bagisik yamit olusturmay:
amaclamisiardir (Navarro ve ark, 2004).

Eistein ve arkadaglari 2003 wilinda yaptiklan calismada adjuvanli rekombinant
OMP31 (xOmp31) proteininin farelerde serum IgG dizeyini artirdifim gostermislerdir. 2004
yilinda B. melitensis tOMP31 proteininin koyunlarda olusturdufu bagsik yaniti ve B. ovis’e
karsi olusan serum bakterisidal etkisini arastirnuslardir. B. melifensis 'den ekstrakte edilen
OMP31 proteini . coli’de dretilmis ve koyunlara verildikten sonra olusan sivisal bagisik
yanit B. ovis-ELISA ile hiicresel bagigik yanit ise koyunlarin dersinde OMP31 ile yapilan deri
testi ile tespit edilmigtir. Caligmanm sonucunda OMP31 proteininin farelerde oldugu gibi
koyunlarda da sivisal ve hiicresel baggik yamtr indikledigi gosterilmistir (Estein ve ark,
2004).

Ding ve ark. 2005 yilinda yaymladildan caligmada, B. swis’in yedi dis membran
proteinini kodlayan genini klonlayip £. coli’de eksprese etmigler tavsanlarda olusan bagisik

yamti incelemislerdir (Ding ve ark, 20035).
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Onemli zoonozlardan biri olan brusellozisin iilkemizde duyarh hayvanlar arasinda ve
insanlarda yaygin gdrilmesi nedeniyle kowirol ve eradikasyonu e ilgili programlarin
aksatilimadan ve dikkatlice vyiriitiilmesi, bolgesel hasialik oranlarimin belirlenmesi belirli
zaman araliklar ile tekrarlanmasi gerekmektedir. Ozellikle kirsal kesimde yasayan halkin
bilinglendirilmesi, tiketilen siit ve stit Urimlerinin kaynatilarak veya pasidrize edilerck
hazirlanmas: saflanmahidir,

Insan enfeksiyoniarini durdurmak icin hayvanlarda brusellozis kontrolii ve dnleme
tedbirlerinin uygulanmas: gerekmektedir. Meslek: maruziyetin dnlenmesinde iyi hijyen ve
koruyucu giysi / ekipman ¢ok dnemlidir. Endemik bolgelerdeki epidemiyolojik arastirmalara
ek olarak, agi deneme galismalarn ve etkili kontrol ve 6nleme stratejileni formiile edilmeli ve
uygulanmahdir, Baz geligmig iilkelerde brusellozis ortadan kaldiribnusg olsa da, brusellozisin
tamamen ortadan kaldirlmas icin gelismekie olan tlkelerde hala ¢ok is yapiimasma iktiyac
vardir.

B. melitensis'in dis membran proteinlerinden biri olan Omp31 koruyucu bir imminojen
olarak kabul ediliv ve dnemli bir as1 adayidir. Rekombinant dis membran proteint Omp31
(rOmp31)’in ast aday: olma potansiyelini bulmak icin deneysel calismalarda kullamlabilecek
deneysel bir komponent olma dzellifi vardir. Bu caligmada B. melifensis a1 susundan omp3 [/
geninin klonlanmas1 amaclandi. Boylelikle bu cahsmamn a;i geligtirmek, izl tam kiti
gelistirmek gibi daha ileri caligmalarda kullamlabilecek yerli ve potansivel bir 6n calisma
olacagn dustniiidi. Bundan sonra yapilacak olan caligmaiarla da bu kion arag olarak

kullamlarak, ast aday: bir rekombinant klon olup olmadig, arastirilacaktir.
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