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Brusellozis, Glkemiz ve diinya hayvanciligina zarar veren kronik bakteriyel bir enfeksiyondur. Brucella dogada plazmidi bulunmadigindan
plazmid kaynakli mutasyonlara ¢ok agik degildir. Ancak Brucella’nin uzun pasajlar sonrasi bakteriyel adaptasyon ile elde edilmis mutantlari
bulunmaktadir. Konjugasyon, lipofektamin ve elektroporasyon yontemleriyle gen aktarimi yapilmaktadir. Sferoplast yapi, gen aktarimini
kolaylastirmada maya, mantar ve bitki hiicrelerinde basari ile kullaniimaktadir. Bu galismada kullanilan mutant pJQ200KS isimli intihar
plazmidi 6,7 kb (Backbone 5,4kb + 1,25kb insert) gibi oldukca biiyiik bir genoma sahiptir. Genom biiyiidiikge transformasyon
zorlasmaktadir. Calismada Brucella’nin kompetent hale getirilerek gen aktariminin elektroporasyon ile kolaylasmasi igin hiicreler, gesitli
yontemlerle ile sferoplast haline getirildi ve gen aktariminda ki etkisine bakildi. Stok Brucella melitensis Rev.1 kanli agara pasajlandi. Kultir,
Brucella broth igerisinde 37 2C’de 24 saat boyunca 160 rpm’da inkiibe edildi. Santrifiij ile 8000xg 4 2C’'de 5 dakika pelet haline getirildi,
PBS ile yikanarak besi yerinden arindirildi. Sferoplast uyarimi igin 72 saat boyunca penisilin, ampisilin ve glisin ile indiklendi.
Elektroporasyon ile gen aktarimda en etkin yéntemin glisin ile uyarim metodu oldugu belirlendi. Aktarimi zor olan ve 7 kb’dan daha blyik
olan plazmidlerin aktarimi i¢in uygulanan kompetent hiicrenin sferoplast yapiya donustiriilmesi metodunun gelecekte yapilacak
calismalarda arastirmacilara avantaj saglayacagi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Brucella, elektroporasyon, intihar plazmid, sferoplast

Making Brucella melitensis Rev.1 Open to Gene Transfer with Spheroplast Structure
Abstract

Brucellosis is a chronic bacterial infection that harms livestock in our country and the world. Because of Brucella does not have a natural
plasmid, it is not very open to plasmid-derived mutations. However, there are Brucella mutants obtained after long passages with bacterial
adaptation. Gene transfer studies with conjugation, lipofectamine and electroporation are available. The suicide plasmid called pJQ200KS
used in this study cannot be accomplished by conjugation since it does not have the A pir gene region required for conjugation. It has
been reported that as the size of the genome used for transfer increases, transformation becomes more difficult. Spheroplast structure
has been successfully used in yeast, fungi and plant cells to facilitate gene transfer. There are two studies conducted for the transformation
of Brucella into spheroplast structure. In studies to obtain spheroplasts from Brucella, after 24 hours of pre-culture, the spheroplast cells
were exposed to the stimulation of penicillin, ampicillin and glycine for 48 hours, and penicillin and glycine were taken as the most
effective stimulation method. Stock Brucella melitensis Rev.1 was passaged on blood agar. The culture was incubated in Brucella broth at
37 ° Cfor 24 hours at 160 rpm. 8000xg was pelleted for 5 minutes at 4 ° C by centrifugation, and the medium was cleared by washing with
PBS. It was induced with penicillin, ampicillin and glycine for 72 hours for spheroplast stimulation. The structure has been made suitable
for gene transfer. Since penicillin completely removes the cell wall structure of Brucella, unlike spheroplast formation, that it harms
bacteria. It was determined that the most effective method in transferring with electroporation was stimulation with glycine. The method
of transforming the component cell into a spheroplast structure for the transfer of plasmids that are difficult to transfer and larger than
7 kb will provide an advantage to researchers in studies.

Key Words: Brucella, electroporation, suicide plasmid, spheroplast

GiRiS

Brusellozis, a-Proteobacteria grubunda yer alan memeli-
lerde bulasici ve kronik enfeksiyona sebep olan bir hastaliktir
(1). Enfeksiyon, yillar icerisinde bircok isim degistirmistir, son
olarak Sir. David Bruce’a ithafen “Brucella” olarak isimlendi-
rilmistir (2). Ulkemizde enfeksiyon, yogun hayvan hareketleri
ve geleneksel tarim uygulamalarindaki degisikliklere bagh
olarak uzun yillardir gézlenmektedir. Tlrkiye’de Brusellozisin

kontrol ve eradikasyonu igin ¢alismalar 1930 yilinda basla-
mistir. ilk resmi Brusella teshis laboratuvari 1951 yilinda
FAO/WHO Ortadogu Brusellozis adi ile Merkezi Etlik Veteri-
ner Kontrol Enstitlisi (Etlik VKE) blnyesinde kurulmus ve
daha sonra 1957 yilinda Pendik Veteriner Kontrol Enstit-
siine (Pendik VKE) tasinmistir. Enstitli binyesinde devlet
destekli olarak 1960 yilinda S19 asisi liretilmeye baslanmis-
tir. FAO blinyesinde 1965 yilinda koyun hastaliklari teshis
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birimi kurulmus ve 1969 yilinda B. melitensis Rev.1 asisi (ire-
timine baslanmistir (3). Rev.1 asisi Elberg tarafindan etkinligi
belirlendikten 12 yil sonra Tirkiye’de kullanilmaya baslanmis
ve halen de kullanilmaktadir. Tirkiye’de 6zel sektor bazli
Brusella asisi Uretimi yapan iki adet kurulus bulunmaktadir;
Vetal A.S 1991 yilinda kurulmus, 2004 yilinda ruhsath Bru-
sella asisi Giretimine baslamis ve 2018 yilinda iyi Giretim uygu-
lamalari (Good manufacturing practice) GMP sertifikasyon
asamalarini tamamlamistir. Dollvet 2003 yilinda kurulmus,
2009 yilinda ruhsath Brusella asisi Uretimine baslamis ve
GMP sertifikall asi Gretimi sertifikasina sahiptir (4).

Tirkiye hastalikla 1969 yilindan beri etkin sekilde mi-
cadele etmektedir. Tarim Orman Bakanhgi hastaligin eradi-
kasyonu icin 1984, 2012 ve 2019 yillarinda “Ulusal Brusella
Kontrol ve Eradikasyon Projesi” genelgeleri yayinlamistir (5,
6).

Ontolojik olarak Brucella’nin toplam 140 proteini bu-
lunmaktadir (7). Outer membran proteinleri ise grup 1 (88-
94 kDa), grup 2 (36-38 kDa), grup 3 (31-34 kDa ve 25-27 kDa)
ve kliclk outer membran proteinleri olarak siniflandirilir (8).
Omp 16, Omp 10, Omp 19 lipoprotein yapisindaki outer
membran proteinleridir ve Rhizobiacae ailesinde bulunan
bakteriler icinde antijenik determinant gostermektedirler.
Bu lipoproteinler ile yapilan serolojik testlerde, B. melitensis
ile enfekte koyunlarda daha glicli antikor cevap alinirken, B.
abortus ile enfekte sigirlarda bu liporoteinlere karsi daha za-
yif bir antikor cevap alinmis olmasi, koyunlarda Brucella en-
feksiyonlarinda Omp19 bélgesinin antijenik ve serolojik 6ne-
mini gostermektedir (9).

Brucella’nin gogu tiiriniin 2 kromozomu bulunmakta-
dir ancak kromozoma entegre olan plazmidi bulunmamakta-
dir (10). Bunun sebebinin etkenin yasamsal dongusi igeri-
sinde konak ile hizh etkilesim kurarak hiicre igine yerlesmesi
ve diger bakterilerle etkilesim kurmamasi oldugu bildirilmis-
tir. Brucella konak ile bagi kesildiginde dogada aylarca canli
kalabilecek yapiya sahip degildir ve bu durum Brucella’nin
cevreyle etkilesim kurmasinin 6nliine gegmektedir (11). Do-
gal plazmid’i bulunmayan Brucella igerisinde replike olabile-
cek plazmid bulmak igin tur spesifikligi genis olan, RK2 iletim
araglarina sahip ve distk kopya Gretebilen plazmidler tercih
edilmistir. pBBR1mcs, pMR10 ve pGL10 isimli plazmidler Bru-
cella igerisinde ¢ogalarak gen diizenlemesi yapabilmektedir
(12-14). Plazmidin Brucella’da ¢ogalmaya basladigi zaman
tekrar izole edilebilir olmasi, Koch postulatinin molekiiler
versiyonunun olusmasina sebep olmaktadir. pSUP202-1/Tn5
(ColE1), pUT-mini-Tn5 (oriRK6), pSC189 (oriRK6) ve pEX18Ap
(oriT) isimli plazmidler Brucella igerisinde ¢ogalamamaktadir
(15, 16). Allel degisimi pUC ve pBluescript (ColE1) gen bolge-
lerinin Brucella’da g¢ogalma yetersizligine bagh olarak sekil-
lendigi bildirilmis ve dezavantaj bu yolla avantaja gevirilmis-
tir (17). Organizmada antijenik degisim iki yolla meydana gel-
mektedir; Tesadufi mutasyonlar; kimyasal yolla veya trans-
poson kullanarak meydana getirilebilir. Bilingli mutasyonlar;
var olan antijenik bolgenin organizma hayatina zarar verme-
den genetik olarak silinmesi veya gen eklenmesi sonucu elde
edilen mutasyonlardir (18). Allelik degisim ve transposon
mutagenezleri bakteriyel gen silmede kullanilan yaygin me-
totlardir. Allelik degisim genelikle cift kross over ile yapilirken
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Pseudomonas gibi Gram-negatif bakterilerde tek krossover
ile allelik degisim miimkindur (19). Allelik degisimde 6nce
silmek istenen ORF bolgesi uygun primerler ile ¢ogaltilir. Bu
gen bolgesi uygun antibiyotik direng ve siikroz geni (Sac B)
iceren intihar plazmide aktarilir. intihar plazmid énce donér
E. coli susuna aktarilir mutasyon dogrulugu antibiyotik di-
rencliligi ile takip edilir. Belirlenen mutant ¢ogaltilip alici bak-
teriile konjugasyona tabi tutulur. Mutantlar belirlenir ve stik-
roz varliginda ¢ogalan gift kross-over'in sekillendigi delesyon
mutantlar segilir (20).
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lN’JJW,
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NN
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@

Yogun Plazmid

e
Homoloji bolgeleri
meydana gelen
llel degisimi

Sekil 1. Calisma hipotezi; intihar plazmid ¢ift kross-over sonucu si-
linmis mutantin elde edilmesi

Bu yontem o6zellikle Gram-negatif bakteriler icin tercih
edilmektedir. Gram negatifler siikroz varliginda ¢ogalama-
maktadir. Ancak ¢ift kross-over ile siikroz varliginda konju-
gasyon sonucu plazmid aktarimi basarili ise alici bakteri slik-
roz varliginda ¢cogalmaktadir. Allelik degisim yoluyla Pseudo-
monas spp., Enterobacter spp., Vibrio spp., Yersinia entero-
colitica, Francisella tularensis, Brucella spp., Rhizobium legu-
minosarum, a-2 Proteobacteria gibi Gram-negatif aile tyele-
rinde bu yol kullanilarak birgok gen silme calismasi yapilmis-
tir (18, 21-23). pJQ200KS plazmidi, gentamisin direng gen
bolgesi, bircok kesim enzimine acik ¢oklu klonlama bdlgesi,
Sac B gen ve X-gal operonuna sahiptir. Bu plazmid donér ola-
rak E. coli DH5 a’y1 kullanmaktadir ve bu plazmidin alici a-2
Proteobacteria ailesi lyelerine gen aktariminda uygun ol-
dugu belirlenmistir (18).

Lipopolisakkarit (LPS)’de olusan mutasyona bagl rough
koloni, streptomisine direngli Rev.1 ve rifampisin direngli
RB51 uzun pasajlar sonrasi bakteriyel adaptasyon ile elde
edilmis mutantlardir (24). Konjugasyon, lipofektamin ve
elektroporasyon ile yapilmis gen aktarim ¢alismalari mevcut-
tur (14, 25-27). Bu galismada kullanilan pJQ200KS isimli
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intihar plazmidinde konjugasyon icin gerekli A pir gen bolgesi
bulunmadigi igin bu yontem tercih edilmemistir.

Sferoplast, gram negatif bakterilerin hiicre duvarinin
antibiyotikler ve kimyasallar tarafindan kismen veya tama-
men tahrip edilmesi ile olusur ve bu sartlar ortadan kalkti-
ginda bakteri eski formuna geri doner (28). Sferoplast yapi,
gen aktarimini kolaylastirmada maya mantar ve bitki hiicre-
lerinde basari ile kullanilmaktadir (29, 30). B. abortus RB51
hiicre duvarinda meydana gelen degisim ile gen aktarimini
artirdigi bildirilmistir (31). Ayrica aktarimda kullanilan genom
biyldikce transformasyonun zorlastigl tespit edilmistir
(32).

Calismada; protektif ve virulans dzellikteki saha/asi su-
sunda bulunan Omp 19 bélgesininin intihar plazmidine akta-
rimi yapilarak Brucella kromozomundan donlstimsiiz olarak
silinmesi amaglanmistir. Ayrica bu g¢alisma ile dogal plazmidi
bulunmayan Brucella kromozomuna, sferoplast yapi saye-
sinde a-Proteobacteria uyumlu pJQ200KS aktarimi hakkinda
metod bilgisi verilmesi planlanmaktadir.

MATERYAL VE METOT

Sus Se¢imi

Bir kamu (Pendik VKE) ve ikisi 6zel asi firmalarindan (Dollvet
A.S, Vetal A.S) 6zel izinle alinan B. melitensis bv.1. Rev.1. sus-
lari Dye Test ve Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) ile Rev.1
ozellikleri tagimalari bakimindan test edildi. Etik agidan sus-
lar numaralandinldi ve isimleri sakli tutuldu. En kararh sus
olan 2 numarali ticari B. melitensis Rev.1 susu ¢alismada kul-
lanildi. Kompetent hiicre olarak; E. coli DH5a (New England
Biolabs, Inc ABD) ve intihar plazmidi olarak; pJQ200KS (ATCC
77484) kullanildi.

Besi Yeri

B. melitensis bv.1. Rev.1l. bakterisinin koloni morfolojisini
gbzlemlemek amaci ile Brucella agar base (Sigma Aldrich,
18795) kullanildi. Rekombinant kolonileri gelistirmek igin Lu-
ria Bertani Agar (LB) (Lab M) ve plazmid izolasyonu 6nce-
sinde LB buyyon (Merck 71753) kullanildi.

Kullanilan Kitler ve Enzimler

PZR Clean up kiti (Macherey-Nagel Gmbh, Germany) ve DNA
ekstraksiyonunda ticari DNA purifikasyon kiti (Wizard Geno-
mic DNA Purification Kit, Promega) Uretici firmanin belirttigi

Brucella melitensis Rev.1’in Sferoplast Yapisi ile Gen Transferine...

sekilde kullanildi. Kompetent hale getirilmis Brucella hiicre-
lerine gen aktarimi 6ncesi yogun miktarda plazmid izolas-
yonu saglayan ZymoPURE™ Il Plazmid Maxiprep Kit (Zymore-
search, ABD) kullanildi. T4 DNA ligaz enzimi (New England
Biolabs, Inc ABD M0202S) kullanildi. Kesim enzimleri ihtiva
eden 5’ homoloji bolgesinin, ileri bolgesinden kesim igin Sal |
HF (New England Biolabs, Inc ABD R3138S) geri bdlgesi
GC'GGCCGC baz dizisinden kesim icin Not | (New England
Biolabs, Inc ABD R0189S) kullanildi. Kesim enzimleri ihtiva
eden 3’ homoloji bolgesinin, ileri bolgesinden kesim i¢in Not
I (New England Biolabs, Inc ABD R0189S) geri bélgesinden
kesim i¢in Xho | (New England Biolabs, Inc ABD R0146S) kul-
lanild.

5’ ve 3’homoloji Bolgelerinin Tek Bir insert Haline
Getirilmesi

Brucella kromozomunda yer alan Omp19 gen dizilimi 534
bp’dir. 5’"HB-RES F 5'TAACA/GTCGAC/TGCCGTTGCC'3 ve
3’'HB-RES R 5'TGCTTA/CTCGAG/CCGCAATGTCGGTCA'3 pri-
merleri kullanilarak 1250 bp’lik ligasyon Grind ug kisimla-
rinda Sal | enzim kesim bolgesi orta noktada Omp19 ORF ye-
rine Not | kesim enzim bolgesi ve son kissimda Xho | kesim
bolgesi olacak sekilde 95°C’de 5 dk 6n denatiirasyon, 35
dongi (95°C’de 30 sn, 63°C de 90 sn ve 72°C’de 90 sn) son
uzatma olarak DNA'lar 72°C’de 6 dk amplifiye edildi (Sekil 2).
o, 625bp 627hp

2 £, 2L

3' Homoloji Bolgesi
Sal THF Not Not Xho!
i, 5.1
e 3 Homoloji Balsesi 1250tp
Restricksiyon Enzimleri: Sl [HF-rmessreermesmereemeasereeeeeee G (1)

Sekil 2. Primer 1 ve primer 4 ile homoloji bolgelerinin tek {iriin ha-
line getirilmesi

Vektor ve 5'+3’ Homoloji Bolgesinin Sal I- Xho | Kesim
Enzimleri ile Muamelesi

Saf olarak elde edilen siiper yumak halindeki pJQ200KS plaz-
midi ve tek parca haline getirilmis 1250 bp’lik homoloji bél-
gesi Sal | HF ve Xho | kesim enzimleri ile Gretici firma (NEB)
protokoliine gore hazirlandi (Tablo 1).

Tablo 1. Vektor ve insert igin kesim enzimi protokolu

Firma Protokoli

Vektor igin

5’+3’ HB 1250bp insert’ igin

DNA 1ug
Cut Smart buffer S5ul
Sal I-HF 1ul
Xho | 1l
Ultra Saf Su 50 pl'ye tamamlanir

20ul (20x143.1ng=2862ng) 30ul

100 pl'ye tamamlanir

(30x128ng=3840ng)

10 ul 10 ul
2 ul 2 ul
2 ul 2 ul

66 pl'ye tamamlanir

Hazirlanan karisim 37°C’de 15 dk inkiibe edildi ve 0.5
ug/ml etidyum bromid iceren % 1’lik agaroz jelde elektrofo-
reze edildi. Marker olarak 100 bp marker kullanildi. UV

gorintuleme cihazinda gorintilenen band jelden kesilip, jel
ekstraksiyon kiti (Macherey-Nagel Gmbh, Germany) ile artik
Urinlerden ve jelden arindirihp saflastirildi.
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Kesilmis Vektor ve Kesilmis insert 5’+3’ Homoloji Bolgesinin
Ligasyonu

Ligasyon protokoli 10 dk 25°C’de protokol takip edildi
(Tablo 2).

Tablo 2. Vektor ve insert’iin ligasyonu

Firma Takip edilen
protokolii protokol
Vektér DNA 50 ng 2 ul (57.2ng/ul)
Cutinsert 5’+3'HBDNA 50 ng 2 ul (51.7 ng/pl)
T4 DNA ligase buffer 2 ul 4l
T4 DNA ligase 1ul 2 ul
Ultra Saf Su 20 ul total 40 pl total hacim
hacim

Karisimin yarisi oda sicakhginda 10 dk, yarisi 16°C’de bir
gece inklibe edildi. Bunun yani sira negatif kontrol olarak in-
sert ilave etmeksizin ligasyon protokolu uygulandi. Ayrica is-
lem gérmemis saf bos vektorde pozitif kontrol olarak kulla-
nildi (Sekil 3).

Sall-HF*® ( G'TCGAC) + Xhol (GAGCT'C) Kesimi Sonrast
TEGACATG. TGac -—' ‘‘‘‘‘‘‘‘‘
eTac AcTCREEE

Yapuskan Us i

SalIHE  yosilmis

Acik Yapiskan Uclu
pIQ200KS Vektdrii
5400 bp

Sekil 3. Kesilmis pJQ200KS ve homoloji bolgesi insert’liniin ligas-
yonu

B.melitensis bv. 1 Rev.1’in Sferoplastlastiriimasi

Aktarilacak mutant plazmidin de 6,7 kb (Backbone 5,4kb +
1,25kb insert) biiyiikliigiinde olmasi gen aktarimi tizerine et-
kili bir faktordar.

Deneme gruplariigin 3 farkli Brucella buyyon igerigi ha-
zirlandi, 100 ml Brucella buyyon igerisine 2 gr glisin eklendi
ve otoklavda steril hale getirildi. Diger gruplar igin Brucella
buyyon otoklavda steril hale getirildi. Sonrasinda 100 ml be-
siyerine 100 pl ampisilin stok sollisyonundan eklenerek son
hacimde 10 pg/ml ampisilin, diger grupta 100 ml besi yerine
10ul penisilin G stok soliisyonundan eklenerek son hacimde
5 pg/ml penisilin G olmasi saglandi.

Ana stoktan kanli agara ekim yapilarak 10-20 adet B.
melitensis Rev.1 kolonisi 3 farkh Brucella buyyona (20 ml) pa-
sajlandi ve 24 saat boyunca 372C 160 rpm’de inkiibe edildi.
OD 600 degerleri 0.220 olarak belirlendi. 8000xg’de 5 dk
santrifiij edildi. Peletler yine ayni hacimde, ampisilin (10
pg/ml) Brucella buyyon, glisin (%2 ) Brucella buyyon ve peni-
silin G (5 ug/ml) Brucella buyyon igerisine pasajlandi ve cal-
kalayici etlivde 80 rpm 372C’de 72 saat siire ile inkiibe edildi.

Brucella melitensis Rev.1’in Sferoplast Yapisi ile Gen Transferine...

Bu 3 sferoplast grubu ile beraber 24 saatlik gencg Brucella kiil-
tlrd ve 96 saatlik yash Brucella kiltiriide deneme igin alindi
(31, 33, 34).

Sferoplast Brucella’nin Elektroporasyon Kompetenti Haline
Getirilmesi

Tiim deneme kltirleri ikiye bolinerek 5000xg’de 8 dk sant-
rifQj edildi. Peletler 10’ar ml buzda bekletilmis %10 gliserol
ile ¢cozdurilda ve 30 dk buzda inkiibe edildi. Bu islem buzda
inklbasyon siresi her seferinde 5 dk azalacak sekilde 4 defa
daha tekrarlandi. Son inkiibasyon periyodu (10 dk) ardindan
ayni sekilde santrifiij edildi. En son asamada kompetent Bru-
cella pelleti 600 pl %10 gliserol ile ¢ozdiirildu ve elektropo-
rasyon islemine kadar -802C de saklandi. Yapilan sayimlarda
bu siispansiyonlar icerisinde yaklasik 5x10'° CFU/ml bakteri
bulundugu tespit edildi.

Elektroporasyon

Elektroporasyon icin Time costant ve Exponential decay’ pro-
tokolde (Xcell, Biorad) direng 100 Q ile 400 Q arasinda 20
msn boyunca akim devam ettirildi (11, 14, 35).

istatistik

Verilerin degerlendirilmesinde SPPS 25 (IBM Corp. Released
2017. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 25.0. Ar-
monk, NY: IBM Corp.) istatistik paket programi kullanildi. De-
giskenler ortalamaztstandart sapma ve Medyan (Maksimum-
Minumum) yiizde ve frekans degerleri olarak belirlendi.

BULGULAR

Stok kiilturlerin dogruluklari onaylandiktan sonra NCBI veri-
lerinden yararlanilarak dizayn edilen primer cifti ile Omp19
homoloji bolgeleri sentezlendi. Homoloji bdlgelerinin ligas-
yon ile tek parca haline getirildi (Sekil 4).

~— -
[
—
=
p—rt
f—

Sekil 4. Omp19 gen dizilimi gikarildiktan sonra 5’ ve 3’ homoloji bol-
gelerinin ligasyonu

Buyuk miktarlarda plazmid izolasyonu igin kullanilan ti-
cari plazmid izolasyon kiti 100 pl eliisyon hacminde en fazla
322,6 ng/ pl elde edildi (Tablo 3). Aktarim icin en az 1ug en
fazla 10 pg plazmid DNA’si kullanildi.
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Tablo 3. Maxi prep denemelerinden elde edilen vektor DNA’larinin

miktarlari
:z:;t;:: I;',:i‘tl:: Eliisyon 2. eliisyon 3. eliisyon
kit 100 ul  305,8 ng/ ul 220 ng/ ul  150,6 ng/ ul
kit 100 129,4ng/ul 66,8 ng/ul 41,6 ng/ ul
kit 100 322,6 ng/ 210 ng/ pl 138 ng/ pl
kit 100l 132,2 ng/ ul 54 ng/ ul 43 ng/ ul

Brucella spp. olarak dogrulanan sus uygun kosullarda
sferoplast kompetentler haline getirildi (Sekil 5).

Sekil 5. B. melitensis Rev.1’in elektroporasyona uygun kompetent hiicre haline
getirilmesi, a-Santriflij sonrasi pelet, b- Soguk %10’luk gliserol ile kltiiriin yikan-
masi, ¢- yikama sonrasi bakteri peleti, d- Aktarima hazir kompetent hiicre

Brucella’nin kompetent hale getirilerek gen aktariminin
elektroporasyon ile kolaylasmasi icin hicreler, cesitli yon-
temlerle ile sferoplast haline geldigi tespit edildi.

Brucella kultiranin sferoplast uyarim sonrasi hiicre du-
vari yapisinin degismesine bagli olarak gram boya alma 6zel-
ligi degisti. Gram negatif 6zellik gbsteren B. melitensis Rev.1
kaltard artik gram pozitif boyandi (Sekil 6).
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Sekil 6. 151k mikroskobi goriintuleri a-72 saatlik %2’lik glisin sferoplast B.me-
litensis bv.1. Rev.1 kiltlr( b- 72 saatlik 5 ug/ml penisilin G sferoplast B. me-
litensis bv.1. Rev.1 kiltiirii c-72 saatlik 10 pg/ml ampisilin sferoplast B. me-
litensis bv.1. Rev.1 kiiltlirii d-96 saatlik B. melitensis bv.1. Rev.1 kiilturi
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Elektropotor cihazinda “Exponential decay” modunda
20 msn saniye akim hedeflenen, glisin (%2) ve ampisilin
(10pg/ml) ile sferoplast haline kompetent B. melitensis Rev.1
denemelerinde 17, 19, 43, 44, 45 ve 46 numarali alti dene-
mede basarili aktarim saglandi (Sekil 7).
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Sekil 7. Aktarimi basarili olan sferoplast kompetent Brucella uyarimlari

Mutant 43, Mutant 44 ve Mutant 45, 24 saat on kaltlr
sonrasl 72 saat %2 glisin iceren ortamda uyarildi. Kompetent
Brucella’lardan 1 pg, 5 pug ve 10 pg plazmid DNA’s1igeren tiim
gruplarda elde edilen bu basarisi glisin ile sferoplast hale ge-
len kompetentin hiicre duvarinda meydana gelen bozulma
ile 1 ug plazmid DNA’sina kadar etkin sonug verdigini gos-
terdi.

Mutant 19 ve 46, ampisilin (10 pg/ml) ile 96 saatlik kil-
turlerde hazirlanan sferoplast yapilar yiksek (10 pg) ve di-
slik (1 pg) plazmid DNA’si varliginda etkinlik gosteremedigi
ve her iki grubunda 5 pg plazmid DNA’sI varliginda ideal se-
kilde etkinlik gosterdigi tespit edildi.

TARTISMA VE SONUC

Kompetent haline gelmis Brucella’ya gen aktarimi igin temiz,
yogun ve konsantre olarak minimum 1 pg plazmid elde et-
mek gerekmektedir. Bunu gergeklestirmek i¢in ZymoPURE™
Il plazmid maxiprep kit protokoliinde 1,2 mg kadar plazmid
DNA’sI elde edildiginden bahsedilse de yapilan ¢calismada 30-
40 pg kadar plazmid DNA’sI elde edilebildi. Bazi deneme-
lerde 150 ml-500 ml arasinda baslangi¢ kilturi kullanilsa da
ancak miniprep kiti ile 100 ng/ul DNA elde edildi. Bazi ¢alis-
malarda benzer miktarlarda plazmid DNA’sI elde edilmis ol-
masi ZymoPURE™ Il plazmid maxiprep kit belirtilen miktar-
larda plazmid DNA’siI elde edemedigini kit omri gectikce
RNase aktivitesini kaybettigi icin elle edilen miktarlarin di-
slik olabilecegi ya da ellisyon igin ellisyon buffer yerine ultra
saf suyun kullanimina bagli olarak kolonda uygun pH degisi-
mini meydana getirememesine bagl olarak toplam yikin
kolondan eliie edilemedigi dustuniilmektedir (36, 37).
Quandt ve Hynes (18) ¢alismasinda kullanilan pJQ200KS
isimli plazmid, Rhizobium leguminosarum igin dizayn edilmis
bir intihar plazmididir. Rhizobium ve Brucella’nin a-prote-
obacteria tirl igerisinde yer almasi nedeniyle B.melitensis
bv.1. Rev.1’den yapilacak gen silinmesi islemi i¢cinde uyumlu
olacagi disunuldi. Diger intihar plazmidlerinde bulunan de-
lesyon kasedinde yer alan siikroz direnci ile iliskili Sac B
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genine, Lac operatorini iceren pBluellKS plazmid back-
bone’nuna ve pJQ plazmid backbone’nuna sahiptir (38). Sa-
hip oldugu kaset ile ilk merodiploid yapinin olusmasinda ve
kross over basamaklarinin sekillenmesinde delesyona yon
verecegi diistinildi. B. ovis ile yapilan LPS delesyonu ¢alis-
masinda ve B. abortus 2308’ten galE geni dizilimi icin kittp-
hane olusturulmasinda pJQ200KS plazmidinin kullanilmasi,
B. melitensis Rev.1’den yapilacak gen delesyonunda bu plaz-
midin etkili olacag fikrini ortaya ¢ikarmistir (27, 39). Calis-
mada elde edilen bulgular neticesinde ortaya siiriilen bu fik-
rin dogrulugu kanitlanmistir.

Ancak Brucella ile yapilan gen aktarim g¢alismalarinda,
plazmid’in tasidigi gen biliytdikge gen aktariminin zorlastigi
ifade edilmistir. Gheibi ve ark (31) yaptiklarn ¢alismada B.
abortus RB51’e 4 kb’lik plazmid aktariminda normal Brucella
kompetentlerinin gen aktariminda basari orani 1ug DNA icin
60 koloni civarinda iken, plazmid 7kb’a gikarldiginda elekt-
roporasyon ile basari saglanamadigini tespit etmislerdir.
Mcquiston ve ark (14) Brucella’ya intihar plazmidi aktarimi
icin hazirladiklari protokolde kullanilan plazmid 4,7 kb’dir.
Lalsiamthara ve ark (40) B. abortus per geni delesyonu icin
dizayn ettikleri intihar plazmidi 5,6 kb’dir. Calismada kullani-
lan pJQ200KS plazmidi bos iken 5.4 kb biuyukliginde olup
delesyon igin kullanilan homoloji bolgesi gen insertii (1.3 kb)
ile birlikte 6,7 kb bliytukliGglinde bir plazmide donismektedir.
Gheibi ve ark (31) verileri ile kiyaslandiginda, bu ¢alismada
kullanilan yaklasik 7 kb biytkliginde mutant plazmid
pJQ200KS ile yasanan gen aktarimi problemleri tutarl goziik-
mektedir. Bunun yani sira B. abortus ile yapilan bazi ¢galisma-
larda 8 kb ve 13,7 kb buyikluglinde plazmidlerin elektropo-
rasyonda 200 Q 3,7 msn gibi degerlerle basarili mutant elde
edildigi bildirilmistir (26, 41). Calisma bulgulari ve 6nerilen
protokollerde basarili Brucella mutantiicin, 400 Q direngte en
az 20 msn elektrik akimina maruz kalmasi tavsiye edilmekte-
dir. Elde edilen veriler ile konu hakkinda yapilan ¢alisma so-
nuglan kiyaslandiginda uyumsuzlugu géze ¢arpmaktadir.

Brucella’dan sferoplast eldesi icin yapilan ¢alismada 24
saat 6n kiiltlr sonrasi 48 saat sferoplast icin penisilin, ampi-
silin ve glisin uyarimina maruz birakilarak sferoplast haline
gelmis hiicreler kontrol edilmis ve en etkin uyarim yolu olarak
penisilin ve glisin alinmistir (33). Gheibi ve ark (31) yaptigi ¢a-
lismada 24 saat 6n kiltiir sonrasi 24 saat sferoplast igin ampi-
silin ve glisin uyarima maruz birakilarak elektroporasyona alin-
mis ve basari oraninin ampisilinde ylksek oldugu belirtilmistir.

Penisilin, Brucella’nin hiicre duvari yapisini tamamen
ortadan kaldirdigi icin sferoplast yapi olusumunun aksine
hiicreyi tamamen yok ettigi dislinildu. Elektroporasyon ile
aktarimda en etkin yéntemin glisin ile uyarim metodu oldugu
belirlendi. Aktarimi zor olan ve 7 kb’dan daha biyiik olan
plazmidlerin aktarimiigcin kompetent hiicrenin sferoplast ya-
plya donustirilmesi metodu calismalarda arastirmacilara
avantaj saglayacaktir.
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