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ABSTRACT Brucellosis is one of the most important zoonotic diseases transmitted to humans from animals or animal
products. Brucella melitensis is the most pathogenic species in the genus brucella. The outer membrane
protein 31 (Omp31) of B. melitensis is considered to be a protective immunogen and an important candidate
vaccine. In this study, cloning from B. melitensis Rev 1 strain of Omp31 coding gene (omp31) was aimed.
Brucella melitensis REV-1 live vaccine strain was used in the study. After reactivation of strain, DNA was
extracted from bacterial culture. Gene sequence which encodes outer membrane protein was obtained from
Gene Bank. Primers were designed to clone this region. After primer design, the gene region amplified by the
polymerase chain reaction was cloned into the pET28a expression vector and transformed into Escherichia
coli BL21 bacteria. Plasmid extraction was performed from E. coli BL21. The insert and plasmid were
separately observed as a result of cutting with the restriction enzyme used for cloning. Expected size (790 bp)
insert amplified with cloning primers again and amplicon was sequenced. The sequence obtained after
sequencing analysis was compared to the gene bank and confirmed to be the outer membrane protein of B.
melitensis. Further studies are required to investigate the antigenic properties of the cloned recombinant
outer membrane protein Omp31 (rOmp31) and determine the potential to be a candidate for vaccination.
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0z Brucella melitensis dis membran protein geni Omp31’in klonlanmasi

Bruselloz hayvanlardan veya hayvansal iiriinlerden insanlara bulasan en énemli zoonotik hastaliklardan
birisidir. Brucella melitensis, brusella cinsi icerisinde en patojen tiirlerden birisidir. B. melitensis'in dis
membran proteini 31 (Omp31) koruyucu bir immiinojen ve 6nemli bir aday asi olarak kabul edilmektedir. Bu
calismada, B. melitensis Rev 1 susundan Omp31’i kodlayan genin (omp31) klonlanmasi amaglandi. Calismada
materyal olarak B. melitensis REV-1 canhi as1 susu kullanildi. Susun canlandirilmasinin ardindan, DNA
ekstraksiyonu yapildi. Dis membran proteini kodlayan gen bdlgesi, gen bankasindan bulundu. Bu bélgeyi
klonlamak icin gerekli primerler manuel olarak dizayn edildi. Primer dizaynindan sonra polimeraz zincir
reaksiyonu yoluyla ¢ogaltilan gen boélgesi, pET28a ekspresyon vektoriine klonlanarak Escherichia coli BL21
bakterisine transformasyonu gergeklestirildi. E. coli BL21’den plazmid ekstraksiyonu yapildi. Klonlama igin
kullanilan restriksiyon enzimi ile kesim sonucunda insert ve plazmid ayri olarak gozlemlendi. Beklenen
biiyiikliikte (790 bp) bulunan insert, tekrar klonlama primeri ile ¢ogaltilarak dogrulamak amaciyla sekans
analizi yapildi. Sekans analizi sonrasinda elde edilen dizi gen bankasi ile karsilastirildi ve insertin B. melitensis
dis membran proteini oldugu dogrulandi. Bundan sonraki yapilacak ¢alismalarla da klonlanan rekombinant
dis membran proteini Omp31 (rOmp31)’'in antijenik 6zelliginin arastirilarak as1 aday1 olma potansiyelinin
belirlenmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Brucella melitensis, Klonlama, Omp31

GiRis etkenlerin enfekte hayvanlardan insanlara kolaylikla

bulasmasi hastaligin halk sagligini tehdit eden bir zoonoz
Bruselloz, Brusella etkenlerinin hayvanlarda odzellikle olarak kabul edilmesine neden olmustur. Hastaligin
genital organlara yerleserek abortusa ya da infertiliteye eradikasyonunun zor olmasi, insanlardaki tedavisinin
sebep oldugu kronik seyirli, olduk¢a bulagici ve yangisal uzun siirmesi ve pahali olmasi, hayvanlarda ihbar1 mecburi
reaksiyonlarla kendini gosteren bir hastaliktir. Tim bir hastalik olmasi gibi nedenler hastaligin 6nemini
diinyada yaygin olmakla birlikte yurdumuzda da bildirilen artirmaktadir (GKGM 2012; OIE 2016). Asilama brusellozu

hastalik, ekonomik kayiplara neden olmasinin yani sira, kontrol etmenin en etkili ve ekonomik yoludur.
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Gunuimiizde Brucella melitensis Rev1, Brucella abortus S19
ve RB51 gibi zayiflatilmis suslar evcil hayvanlarda
brusellozu kontrol etmek i¢in asi susu olarak
kullanilmaktadir. Mevcut olan bu canli asilarin ciddi yan
etkileri bulunmaktadir. Bu yan etkilerin en énemlilerinden
birisi as1 suslarinin insanlarda enfeksiyon olusturma
yetenegine sahip olmalaridir. Son ¢alismalar koruyucu
bagisiklik mekanizmalarinin ¢6ziilmesine ve etkili bir
bruselloz asisinin gelistirilmesine odaklanmistir (Vahedi et
al, 2011; Shojaei et al. 2018).

Brusella dis membran proteinlerinin tanimlanmasi ve
calisiimasi, bu bakterilerin  virulens 6zelliklerinin
anlasilmasinda 6nemli bir adimdir. Brucella sp.'nin dis
membran proteinleri (Omps) 1980'lerin baslarinda
tanimlanmistir (Dubray ve Bezard 1980) ve immiinojenik
potansiyeli olan ve koruyucu antijenler olarak karakterize
edilmistir (Cassataro et al. 2007).

Molekiiler agirliklarina gore tic Omp bildirilmektedir;
Omp25 (25-27 kDa), Omp2b (36-38 kDa) ve Omp31 (31-
34 kDa). Omp31 geninin B. abortus harig¢ biitiin brusella
tirlerinde bulundugu tespit edilmis (Cloeckaert et al.
2002) ve Omp31 serolojik olarak immiinodominant bir
antijen olarak bildirilmistir (Kittelberger et al. 1995). Bu
ozellikler Omp31’i bruselloza kars1 umut verici bir subunit
as1 adayr olarak desteklemekte, bruselloza karsi asi
gelistirmek icin potansiyel bir aday olarak onerilmesine
sebep olmaktadir. Iran’da yapilmis bir c¢alismada da
omp31 geninin saflastinlip bir as1 aday1 olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir (Vahedi et al. 2011).

Bu calismada, B. melitensis Rev 1 susundan Omp31’i
kodlayan genin (omp31) klonlanmasi amaglandi. Bu
calismanin as1 veya hizh tani kiti gelistirmek gibi daha ileri
calismalarda kullanilabilecek yerli ve bir 6n c¢alisma
olacagi diistiniilmektedir.

MATERYAL ve METOT

Brucella melitensis susu: Klonlama g¢alismasinda kullanilan
B. melitensis susu, Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi
Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii tarafindan tretilen
liyofilize B. melitensis Rev.1 as1 susunun canlandirilmasi ile
elde edildi. Primerler: B. melitensis susunun dis membran
protein geni omp31’'in klonlama amach ¢ogaltilmasinda bu
calisma icin manuel olarak dizayn edilen asagida belirtilen
primer cifti Tablo 1’de verilmistir.

Bu primerlerin dizayni i¢in gen bankasindan B. melitensis’e
ait omp31 geni tarand1 ve gene ait olan dizi lizerinde
baslangi¢c kodonu ile stop kodonlar isaretlendi. Dizayn
edilen primerde bu bélgelerini i¢cine almasina dikkat edildi.
Klonlama islemini saglamak amaciyla dizayn edilen
primerlere restriksiyon kesim boélgesi eklendi. Eklenen
restriksiyon enziminin tanima bélgesinin genin igerisinde
olmamasina dikkat edildi.

Plazmid: B. melitensis susundan ¢ogaltilan omp31
amplikonunun klonlanmas1 igin pET28a ekspresyon
plazmidi ticari olarak temin edildi.

Brucella melitensis susundan total DNA ekstraksiyonu:
Ticari bir genomik DNA ekstraksiyon kiti (InstaGen Matrix,
Bio-Rad) kullanilarak iretici firmanin onerdigi sekilde
gerceklestirildi. izole edilen DNA’lar da degradasyon olup
olmadigini kontrol etmek amaciyla DNA’lar 100 V’ta 45 dk.
siire ile %1 agaroz iceren jelde yiiriitiildi. Elektroforez
sonucunda, baslangi¢ noktasina yakin, yiiksek molekiil
agirlikl tek bir bant gézlenmesi, izole edilen DNA’larin
biitiinligliniin tam oldugunu gosterdi (Sambrook ve
Russel, 2001). DNA’larin saflik kontrolleri ve miktar
tayinleri Nanodrop (Maestro) ile yapildi.
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Cihaz ile DNA’larin 260 nm ve 280 nm’deki absorbanslari
hesaplandi. 0D260/0D280 oraninin 1.8-2.0 arasinda
olmasi DNA'nin saf oldugunu gosterdi (Turner et al. 2004).

Polimeraz  zincir  reaksiyonu  (PZR): Tim PZR
reaksiyonlarinda bir 6rnek i¢cin PZR amplifikasyonu 50 pl
toplam hacimde, son konsantrasyon 10X Taq enzimi
tampon ¢ozeltisi 1X, dNTP 0.2 mM, primer (her biri i¢in)
0.4 pmol, Tag DNA polymerase 1.5 U olacak sekilde
gerceklestirildi.

PZR islemi sonrasinda hazirlanan tiipler daha sonra termal
dongiileme cihazlarina yiiklenip cihaz programlandi.
Sikluslar 94 °C’de 4 dk. baslangi¢ denatiirasyonu takiben;
94 °C’de 30 sn denatiirasyon, 52 °C'de 30 sn., 72 °C 60 sn.
uzama toplam 35 siklus, 72 °C’de 8 dk. son uzama olacak
sekilde ayarlandi. Yiiz voltda 45 dakikalik elektroforez
stiresinin ardindan SafeView Classic (ABMgood, USA) ile
boyanan jel UV 15181 altinda fotograflandiktan sonra, bant
uzunluklar1 degerlendirildi. Pozitif amplifikasyon goriilen
amplikonlar klonlama islemi i¢in -20 °C’de muhafaza
edildi.

pET28a iceren Escherichia coli BL21 susundan plazmid
ekstraksiyonu: Plazmid Miniprep Kit (Fermentas, K0502)
kullanilarak  diretici firmanin  belirttigi sekilde
gerceklestirildi. PZR ile B. melitensis susundan ¢ogaltilan
omp31 amplikonunun klonlanmasi i¢in secgilen pET28a
ekspresyon plazmid vektdriiniin yapis1 Sekil 1'de
gosterilmistir.
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Sekil 1. pET28a plazmidinin yapisi (5369 bp)
Figure 1. Construction of pET28a (5369 bp)

pET28a plazmidi ile klonlanacak omp31 genini igeren
amplikonlarin restriksiyonu: izolasyonu yapilan pET28a
plazmid DNA’s1 ile restriksiyon kesim yerleri eklenmis
modifiye primerler ile ¢ogaltilan omp31 geni amplikonlari
EcoRI endoniikleaz enzimi ile kesilerek dogrusal hale
getirildi. Kullanilan primerlere klonlamayi yapabilmek
amaciyla eklenen EcoRI endoniikleazi genom tizerinde 5'-
GAATTC-3' dizisini taniyan ve DNA’y1 keserek yapiskan ug
olusturan enzimdir. pET28a plazmid DNA’sinin EcoRI
endoniikleazi ile kesim reaksiyonu bilesenleri Tablo 2’de,
omp31 fragmanini igeren amplikonun EcoRI endoniikleazi
ile kesim reaksiyon bilesenleri ise Tablo 3’de verilmistir.
Kesim reaksiyonlar1 37°C'de yaklasik 30 dk. inkiibe
edildikten sonra 5’er pl'leri alindi ve DNA markir ile %1
w/V'lik agaroz jelde incelendi. Geriye kalan reaksiyon
diriinleri presipitasyon ile saflastirild1 (Sambrook ve Russel
2001).

pET28a plazmidi ile klonlanacak omp31 genini igeren
amplikonun ligasyonu: Presipitasyon = asamasinda
birlestirilmis pET28a vektorii ile amplikon ligasyona hazir
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hale getirildi. omp31 geni amplikonu ile pET28a vektori
icin ligasyon reaksiyonu bilesenleri Tablo 4’de verilmistir.
Elde edilen ligasyon reaksiyonu 222C’de bir gece inkiibe
edildi. Daha sonra ligasyon iirlinleri i¢in de presipitasyon
islemi uygulanarak enzim ve diger kimyasallar gibi
inhibitérlerden arindirildi. Son olarak ligasyon karisimi E.
coli BL21 bakterisine transferde kullanilmak iizere 10 pl
steril distile su ile sulandirildi ve transformasyona kadar -
20 2C’de saklandi.

Elektrokompetan E. coli BL21 hiicrelerinin hazirlanmast:
Kompetan bakteri olusturmada kullamilan E. coli BL21
bakterisi daha once bildirilen protokol uygulanarak
kompetan hale getirildi ve ligasyon reaksiyon iirinii ile
elektrotransformasyonda kullanildi (Sambrook ve Russel
2001).

Kanamisin igeren segici besiyerinin hazirlanmasi: Plaklarda
rekombinantlarin se¢imine dayali besiyeri icerisine
pET28a vektoriinde yer alan kanamisin direnci ile ayrim
icin 50 pg/ml olacak sekilde kanamisin ilave edildi.
Ligasyon iiriinlerinin  elektrotransformasyonu: omp31
genini tasiyan amplikon ile ligasyonu yapilan pET28a
vektoriinden 10 pl, hazirlanan E. coli BL21 kompetan
hiicresinden ise 100 pl alinarak ayni tiipte birlestirildi ve
elektrotransformasyon kiivetine alindi. Daha sonra
elektrotransformasyon kiiveti elektroporatér cihazina
(Thermo, Micropulser) yerlestirilerek kapasitansi 15 pF’e,
reziztans 335Q'a ve voltaj 2.5 KV’a getirilip elektrik soku
verildi. Elektrik sokundan hemen sonra cihazdan alinan
kivet icerisine 1 ml Tryptic Soy Broth (TSB) eklenerek
steril bir Ependorf tiipi icerisinde 37°C’de 1 saat
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi her bir
transformasyon i¢in segici kanamisin iceren besiyerine 50
ve 200’er pl'lik hacimler halinde yayma ekim yapildi.
Ertesi glin segici besiyeri tlizerinde iireyen Kkoloniler
degerlendirmeye alindi.

Insert alan rekombinant plazmidleri iceren kolonilerin
secimi ve dogrulanmast: Segici kanamisinli besiyeri
plaklarinda iireyen pET28a plazmidi igerisine hedef DNA
fragmaninin (omp31 geni) eklendigi diisiiniilen koloniler
secildi ve klonlama i¢in kullanilan primerler ile PZR
yapilarak kontrol edildi. Ayrica PZR sonucunda pozitif olan
koloniler 50 pg/ml kanamisin iceren TSB broth
besiyerinde 37 2C'de inkiibe edilerek gelistirildi. Tiipte
ireyen transformantlardan plazmid ekstraksiyonu
yapilarak klonlamak igin kullanilan EcoRI enzimiyle
kesilerek, elektroforezi yapildi ve plazmid ile insert
incelendi.

Sekans analizi: Segici kanamisinli besiyerinden segilen
klonlarin dogrulamasi yapildiktan sonra elde edilen
klondan klonlama primerleri ile PZR yapild1 ve sekans
analizi i¢in 6zel bir firmaya (Macrogen, Giiney Kore)
gonderildi. Firma saflastirmay1 takiben sekans analizini
gerceklestirdi. Fasta formatinda tarafimiza gonderilen bu
sekans gen bankasi (NCBI) ile karsilastirildi. Bunun igin
Nucleotide-Nucleotide BLAST programi kullanildi.

BULGULAR

omp31 geninin PZR amplifikasyonu: Calismada kullanilan B.
melitensis’e ait omp31 geninin amplifikasyonu i¢in dizayn
edilen primerler ve belirtilen reaksiyon kosullarinda
gerceklestirilen PZR sonrasi elde edilen amplikonun
elektroforez sonrasi jel goriintiisii Sekil 2’de gosterilmistir.

bp

11501

1700

805

Sekil 2. omp31
gerceklestirilen PZR

geninin

amplifikasyonu  i¢in

Figure 2. Amplification of omp31 gene

Cogaltilan omp31 geni ve pET28a vektori restriksiyonu:
Amplifikasyonu gerceklestirilen omp31 geninin ve
klonlama  vektori olan pET28a’nin kesimleri
gerceklestirildi. Bu amagla dizayn edilen primerlere
eklenen restriksiyon tanima bélgelerinden EcoRI enzimi
ile hem amplikon hem de pET28a plazmidi ayr1 ayri
restriksiyon islemi gerceklestirildi (Sekil 3).

bp bp
5369 5077
790 805

Sekil 3. omp31 geni ve pET28a vektoriine ait restriksiyon
elektroforez goriintiisi

Figure 3. Electrophoresis of omp31 gene and pET28a

Restriksiyon  sonrast  ligasyon ve  transformasyon:
Restriksiyon reaksiyonundan sonra iriinlerin ligasyonu
yapild1 ve ardindan transformasyon sonrasi elde edilen
rekombinant bakteri kolonileri kanamisin igeren Tryptic
Soy Agar besiyerinde segildi. Se¢im sonrasi rekombinant
kolonilerden plazmid ekstraksiyonu yapilarak restriksiyon
ile insert ve vektor kontrol edildi. Bu amacla elde edilen
plazmid EcoRI restriksiyon enzimi ile kesildi. Restriksyon
sonrasl insert ve plazmid birbirinden ayrilarak lineer
halde jelde iki bant olusturdu. Bu profile uyan
numaralandirilmis klonlar PZR sonrasi sekans analizi ile
dogrulanmak amaciyla stoklandi.
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Sekil 4. Secilen transformantlardan plazmid restriksiyonu.
flk siradaki klonda restriksiyon sonrasi insert ve plazmid
ac1ga ciktigindan dogru klon olarak segildi

Figure 4. Plasmid restriction from selected transformants

Sekil 4’de goriildiigii gibi restriksiyon sonrasi A klonunun
beklenen biiytikliikteki (790 bp) inserti aldig tespit edildi.
Sonrasinda yine ayni koloniden PZR yolu ile klonlama i¢in
kullanilan primerler ile amplifikasyon yapilarak dogru
biiytikliikte olup olmadig1 incelendi (Sekil 5)

Sekil 5. Secilen klonlarin PZR ile dogrulanmasi
Figure 5. PCR confirmation of selected clones

Sekans analizi ile segilen klonun dogrulanmasi: PZR
amplifikasyonu sonrasi sekans analizine gonderilen
amplikon Gen Bankasi ile Kkarsilastirilarak c¢ogaltilan
tiriiniin omp31 genine ait olup olmadig kontrol edildi. Bu
amagla fasta formatinda gelen DNA dizisi BioEdit programi
ile agilarak https://blast.ncbi.nlm.nih.gov adresine girildi
ve BLAST analizi gerceklestirildi. Gen bankasinda
ACV07678.1 no’lu dizi %99,58 oraninda benzerlik
gosterdigi bulundu. Analize ait sekil asagida verilmistir
(Sekil 6, Sekil 7).

Tablo 1. B. melitensis omp31 geninin amplifikasyonunda kullanilan primerler

Table 1. The primer sequences used in PCR assays for B. melitensis omp31 gene

Primer Dizi (5'-3") Hg::f uzun[llll;g:(bp) ;2;
Omp31FEco AAGAATTCACAGACTTTTTCGCCG 48
Omp31REco TTGAATTCCGTGGATTAGAACTTGTAG omp31 790 54
Tablo 2. pET28a plazmid DNA’sinin EcoRI endoniikleazi ile kesim reaksiyonu
Table 2., Restriction reaction of pET28a plasmid with EcoRI
igerik Alinan Miktar ( pul)
pET28a plazmid DNA’s1 10
Fast Digest Buffer 2
EcoRI 1
Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) 1
Deionize Su 6
TOPLAM 20
Tablo 3. omp31 geni amplikonunun EcoRI endoniikleazlar ile kesim reaksiyonu
Table 3. Restriction of omp31 gene amplicon with EcoRI endonucleases
icerik Alinan Miktar (ul)
omp31 geni amplikonu 10
Fast Digest Buffer 2
EcoRI 1
Deionize Su 7
TOPLAM 20
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Tablo 4. omp31 geni amplikonu ile pET28a vektori i¢in ligasyon reaksiyonu bilesenleri

Table 4.Ligation reaction components for pET28a plasmid and omp31 gene amplicon

icerik Alinan Miktar
omp31 geni + pET28a plazmidi 17 pl
T4 DNA Ligaz Buffer 2ul
T4 DNA Ligaz 1ul
TOPLAM 20l

0 4 2 fl il Ll 0 10

il ] il

A AGETTAAAAT GAAAT COGTAATTTT GGCGTCATCOCCGCTATGTTCGCCACGTCOGUTATGGCTECCCACGTEETTOTTTCT GAACCTTCOCCCCCTACTEDY

|

ks

(oo ..Mmunmhxﬂulmlhﬂthlﬂhum“ﬂ“ﬂ“ﬂ“

Sekil 6. Secilen klonun (rOmp31) PZR sonrasi sekans analizi

Figure 6. Sequence analysis of rOmp31
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Accession
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Brucella melitensis isolate 1 genome assembly, chromosome: 2

Sekil 7. Sekans datasinin gen bankasi ile karsilastirilmasi
Figure 7. Comparison of sequence data with gene bank

TARTISMA ve SONUC

Hasta ya da portér hayvanlarin tespit edilmesi,
bakteriyolojik identifikasyon, serolojik teshis ve asilama
bruselloz  eradikasyonunda kullanilan en  pratik
yontemlerdirler. Gliniimiizde brusellozdan korunmak igin
kullanilan B. abortus S19 ve B. melitensis REV-1 gibi canl
attenlie asilarin pek ¢ok dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Ornegin bu agilar gebe hayvanlarda abortuslara sebep
olabildigi gibi insanlar i¢in de virulandir. Bununla birlikte S
koloni olusturan as1 suslari ile viriilan sus antijenik olarak
benzer oldugu i¢in buna karsi olusan antikorlari 6lgen
serolojik testler ikisini ayirt edemezler. Bunun sonucunda
da yapilan serolojik incelemelerde hayvanin hasta mi
yoksa as1 ile korunmakta mi oldugu anlasilamamaktadir
(Monreal et al. 2003).

Bu nedenle, bu suslar ile hazirlanan canl atteniie tam
bakteri asilar1  yerine, bakterinin dis membran
proteinlerinden birsi ile hazirlanan asilarin kullanilmasi
hem hayvanlarda hem de insanlarda hastalia neden olma
riski tasimayacagindan olduk¢a Onemlidir. Omp31
serolojik olarak immiinodominant bir antijen olarak
bilinmektedir (Kittelberger et al. 1995). Bu nedenle

Omp31 bruselloza karsi potansiyel, ilging ve umut verici
bir alt birim as1 adayidir. Bu ¢calismada, B. melitensis Rev 1
susundan dis membran proteinlerinden birisi olan
omp31’i kodlayan gen olan omp31, pET28a ekspresyon
plazmidi icerisine klonlandi. PZR amplifikasyonu sonrasi
da sekans analizi ile elde edilen Uriiniin omp31 genine ait
oldugu dogrulandi. Bu ¢alismamizda segilen B. melitensis
REV-1 as1 susunun seg¢ilme nedeni susun dis membran
proteinlerinin brusella enfeksiyonu sirasinda énemli bir
rol oynamasi ve konak bagisik yanitini indiiklemesidir. Bu
da, bu susun asi ¢alismalar: i¢cin bakterinin kullanilabilir
bir komponenti oldugunu goéstermektedir (Ding et al.
2005).

Daha o6nce yapilmis bir c¢alismada omp25 ve omp31
genlerinin  bagisik  yanit  olusturabilme  giiciinii
belirleyebilmek amaciyla, hem B. melitensis ve B. ovis hem
de membran proteinleri ile farelerde enfeksiyon
olusturulmustur. Orijinal suslarin olusturdugu bagisiklik
yaniti ile membran proteinlerinin olusturdugu bagisiklik
karsilastirilmis ve koruyuculuk diizeyleri arasinda anlamli
bir fark olmadig bildirilmistir. Boylece bu proteinlerin, asi
olarak  kullanildiklar1  takdirde  bagisikhik  yaniti
olusturacaklari ayrica serolojik testler ile tanida hasta veya

107



[Erman ORYASIN and Siiheyla TURKYILMAZ]

Van Vet J, 2019, 30 (2) 103-108

asili hayvanlarin ayirt edilmesini sagladigi da bildirilmistir
(Cloeckaert et al. 2002).

insan enfeksiyonlarini durdurmak i¢in hayvanlarda
bruselloz  kontrol ve eradikasyon tedbirlerinin
uygulanmasi gerekmektedir. Yeni asilarin yapilmasina
yonelik ilk pratik adimlar asi adaylarinin iretilmesi,
ekstraksiyonu ve saflastirilmasidir. Bu ¢alismada rOmp31
basar ile saflastirllmistir. Bundan sonra yapilacak olan
calismalarla da, bu klon arag olarak kullanilarak, as1 aday1
olarak iyi bir rekombinant klon olup olmadiginin
arastirilmasi hedeflenmektedir.
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