T.C.
KOCAELI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TURKIYE'NIN FARKLI COGRAFiK BOLGELERINDEN iZOLE
EDILEN BRUCELLA MELITENSIS IZOLATLARINDAN ELDE
EDILEN ORTAK IMMUNODOMINANT PROTEINLERIN
IMMUNOPROTEOMIK YONTEMLE ARASTIRILMASI

Hiiseyin UZUNER

Kocaeli Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii Y6netmeliginin
Mikrobiyoloji Programi i¢in Ongordiigii
DOKTORA TEZI
Olarak Hazirlanmstir

KOCAELI
2020






T.C.
KOCAELI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TURKIYE'NIN FARKLI COGRAFiK BOLGELERINDEN iZOLE
EDILEN BRUCELLA MELITENSIS iIZOLATLARINDAN ELDE
EDILEN ORTAK IMMUNODOMINANT PROTEINLERIN
IMMUNOPROTEOMIK YONTEMLE ARASTIRILMASI

Hiiseyin UZUNER

Kocaeli Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetmeliginin
Mikrobiyoloji Programu i¢in Ongordiigii
DOKTORA TEZI
Olarak Hazirlanmistir

Danigman: Prof. Dr. Aynur KARADENIZLI

Bu Calisma Kocaeli Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
(Proje No: 2017/34) Tarafindan Desteklenmistir.
Etik Kurul Onay No: KU GOKAEK 2019/10.13

KOCAELI
2020



SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU’NE

Tez Adi: Tiirkiye'nin Farkli Cografik Bélgelerinden izole Edilen Brucella melitensis
Izolatlarindan Elde Edilen Ortak Immiinodominant Proteinlerin Immiinoproteomik
Yontemle Arastirilmasi

Tez Yazar1: Hiiseyin UZUNER

Tez Savunma Tarihi: 07.01.2020

Tez Danismani: Prof. Dr. Aynur KARADENIZLI

Bu ¢alisma, sinav kurulumuz tarafindan Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda DOKTORA tezi
olarak kabul edilmistir.

SINAV KURULU UYELERI
UNVANI ADI SOYADI iMZA
BASKAN (UYE) Prof. Dr. Fetiye KOLAYLI 4 %7%
/ 1
DANISMAN Prof. Dr. Aynur KARADENIZL] ( W
{/1 \
UYE Prof. Dr. Mustafa ALTINDIS ﬂ;—/'/\
UYE Prof. Dr. Cagri ERGIN %’
7
UYE Prof. Dr. Murat HOKELEK ﬂ,j J
e
UYE Prof. Dr. Murat KASAP /| %

Onay

Bu tez Kocaeli Universitesi Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yénetmeliginin ilgili maddeleri
uyarinca yukaridaki jliri tarafindan uygun bulunmus ve Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetim
Kurulu karartyla onaylanmustir.

| .
Prof. Dr. Sema Askin KECELI
KOU Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirii



OZET

Tiirkiye'nin Farkh Cografik Bolgelerinden izole Edilen Brucella melitensis
izolatlarindan Elde Edilen Ortak Immiinodominant Proteinlerin Immiinoproteomik
Yontemle Arastirilmasi
Amag¢: Bu caligmanin amact Tirkiye’nin farkli cografik bolgelerinden izole edilmis
Brucella melitensis izolatlariin, ortak immiinojen protein varligi ag¢isindan

immiinoproteomik bir teknik olan AMIDA yontemi ile aragtirilmasidir.

Yéntem: Brusella izolatlar1 koyun kanli agar besiyerinde iiretildi. Izolatlarin tanimlanmasi
icin PZR islemi gergeklestirildi. Brusella’nin ortak immiinodominant proteinlerinin tespit
edilebilmesi i¢in tiim izolatlardan membran protein izolasyonu yapildi. Bruselloz gegirmis
25 insan serumu karistirilarak serum havuzu olusturuldu. Serum havuzunda bulunan
antikorlar Protein-G kolonu kullanilarak saflastirildi. Bu antikorlar immiinoproteomik analiz
(AMIDA) gergeklestirmek amaciyla manyetik boncuklar iizerine kaplandi. Brusella
izolatlarindan elde edilen membran proteinleri ile manyetik boncuk {izerine kaplanan
antikorlar immiinyakalama teknigi ile karsilagtirildi. Manyetik boncuk {izerindeki
antikorlara baglanan Brusella antijenleri Nano LC-MS/MS cihazi ile tanimlandi. Dort farkli
Brusella izolatinin immiinyakalama reaksiyonu sonucunda tanimlanan proteinler analiz
edilerek ortak immiinodominant proteinler belirlendi.

Bulgular: B. melitensis 1062 izolatindan 66, B. melitensis 1177 izolatindan 65, B. melitensis
5031 izolatindan 47, B. melitensis 5112 izolatindan ise 44 immiinodominant protein
tanimlandi. “Bacterioferritin (Bfr)” proteininin B. melitensis 1062, 1177 ve 5112
izolatlarinda, “sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter substrate-binding protein UgpB”
proteininin ise B. melitensis 1062 ve 1177 izolatlarinda ortak immiinodominant protein
oldugu tespit edildi.

Sonug¢: Bu tez ¢alismasi ile B. melitensis izolatlarindaki Bfr proteinin insanlarda potansiyel
immiinojen bir protein oldugu gosterilmistir. Literatiirde Bfr ve UgpB proteinleri veya
bunlarin gen bolgeleriyle ilgili yapilmis ve insandaki brusellozun serolojik tanisinda
kullanimi veya asilama i¢in aday olmasiyla ilgili veriler kisithidir. Bfr proteininin insan

brusellozunun serolojik tanisinda kullanilabilme potansiyelinin oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Brucella melitensis, immiinoproteomik, AMIDA, Bfr, UgpB



ABSTRACT

Investigation of Common Immunodominant Proteins Extracted from Brucella
melitensis Species Isolated from Different Geographic Regions of Turkey Using an
Immunoproteomic Method
Objective: The aim of this study was to investigate the immunogen proteins of Brucella
melitensis isolates that were collected from various geographic regions of Turkey by using

an immunoproteomics technique called AMIDA.

Method: Brucella isolates were grown on sheep blood agar medium. PCR was performed
to characterise the isolates. Membrane protein isolation procedure was performed with each
isolate for the purpose of determine the common immunodominant proteins. A serum pool
was formed by mixing 25 human sera which had brucellosis. Antibodies which found in
serum pool were purified through protein G column. The antibodies were coated on magnetic
beads to perform immunoproteomic analysis (AMIDA). The antibody-coated magnetic
beads and the membrane proteins isolated from Brucella isolates were co-incubated for
immunecapturing to occur. Brucella antigens which was captured by the antibody-coated
beads were identified by Nano LC-MS/MS. The identified proteins were analyzed and
common immunodominant proteins from Brucella isolates were determined.

Results: Sixty-six, 65, 47 and 44 immunodominant proteins were identified from
B.melitensis 1062, 1177, 5031 and 5112 isolates, respectively. “Bacterioferritin” was
determined to be a common immunodominant protein for B. melitensis 1062, 1177 and
5112 isolates and “sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter substrate-binding protein
UgpB” was determined to be the common immunodominant protein for B. melitensis 1062
and 1177 isolates.

Conclusions: In this study, Bfr from B. melitensis was shown to be a potential immunogenic
protein that may create an immunogenic response in human. There is limited data in the
literature regarding Bfr and UgpB proteins and the gene sequences encoding them. Their
potential use in serological diagnosis or for vaccination in human brucellosis have not been
explored as well. Bfr protein may have the potential to be used for the serological diagnosis
of human brucellosis.

Keywords: Brucella melitensis, immunoproteomics, AMIDA, Bfr, UgpB
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SIMGELER ve KISALTMALAR

2D-PAGE: 2 boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi
2-ME: 2-merkaptoetanol

Al: Avidite indeksi

AmBic: Amonyum bikarbonat

AMIDA: Antijenlerin otoantikor araciligiyla tanimlanmasi
APS: Amonyum persiilfat

BCV: Brusella igeren vakuol

BLAST: Basic local alignment search tool

CDC: Hastalik kontrol ve onleme merkezleri

CBG: Siklik beta glukan

DNA: Deoksiriboniikleik asit

dNTP: Deoksiriboniikleotid trifosfat

DOC: Sodyum deoksikolat

DTT: Dithiothreitol

EDTA: Etilen diamin tetra asetik asit

ELISA: Enzim isaretli immunosorbent assay

ER: Endoplazmik retikulum

FASP: Filtre destekli numune hazirlama

FPI: Floresan polarizasyon immiinoassay

HPLC: Yiiksek performansli sivi kromatografisi

IAA: lodoasetamit

IP: Immiinopresipitasyon

LC-MS/MS: Sivi kromatografi-kiitle spektrometresi/kiitle spektrometresi
LFA: Lateral flow assay

LPS: Lipopolisakkarit

MALDI/TOF-MS: Matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonu/ugus zamani-kiitle
spektrometresi

MALDI/TOF-TOF-MS: Matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonu/ugus Zamani-ugus
zamani-kiitle spektrometresi

MBI: Manyetik boncuklu immiinyakalama

MHC: Major doku uygunluk kompleksi

NAAT: Niikleik asit amplifikasyon testleri
Xi



NO: Nitrik oksit

NOR: Nitrik oksit rediiktaz

OMP: Dis membran proteini

OMV: Dis membran vezikiilii

O-LPS: O-lipopolisakkarit

PAMP: Patojen iligkili molekiiler patern
PBS: Fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi
PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu
RBT: Rose-bengal testi

R-LPS: Pirtiiklii lipopolisakkarit

ROI: Reaktif oksijen ara tiriinleri

SDS: Sodyum dedosil siilfat
SDS-PAGE: Sodyum dedosil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi
SERPA: Serolojik proteom analizi
S-LPS: Diiz lipopolisakkarit

SOD: Siiperoksit dismutaz

SPS: Sodyum polianetil siilfonat

T4SS: Tip 4 sekresyon sistemi

TBE: Tris-borik asit EDTA

TCA: Trikloroasetik asit

TCEP: Tris [2-carboxyethyl] phosphine
TCS: Iki bilesenli sistem

TEMED: Tetrametiletilendiamin

TFA: Trifloroasetik asit

TLR: Toll-like reseptor

TNF-a: Timor nekroz faktor alfa
WAT: Wright agliitinasyon testi
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1. GIRIS

Brusella ilk defa 1887 yilinda David Bruce tarafindan kesfedilmistir. Bruce, Malta'da
gorev yapan askeri personel arasinda yaygin olan atesli bir hastaliktan (Malta atesi) 6len bir
Ingiliz askerinin dalagindan Brucella melitensis'i (o yillarda Micrococcus melitensis) izole
etmistir. Brusella’nin izolasyonundan sonra yaklagik 20 yil boyunca Malta atesi bir gizem
olarak kalmistir. 1897'de Danimarkali bir veteriner olan L.F. Benhard Bang, Bang basilinin
(B. abortus) Bang hastaliginin etkeni oldugunu kesfetmistir. Themistocles Zammit’in
1905'te B. melitensis'i kegi siitiinden izole ederek hastaligin zoonotik dogasini tesadiifen
gosterene kadar brusellozun vektoér kaynakli bir hastalik oldugu diistinilmiistiir. Siit
tirtinlerindeki patojen bakteriler tizerinde ¢alismalar yapan Amerikali bir bilim insan1 olan
Alice Evans, Bang hastalig1 ile Malta atesi arasindaki iliskiyi dogrulamis ve David Bruce'u
onurlandirmak i¢in etkeni Brucella olarak yeniden adlandirmistir (Galinska & Zagorski,
2013; Seleem, Boyle, & Sriranganathan, 2010).

Brucella Proteobacteria subesi, Alfaproteobacteria smifi, Rhizobiales takimu,
Brucellaceae ailesine ait bir bakteri cinsidir (Bowman, 2011). Brucella cinsi bakteriler,
siddetli bir atesli hastalik olan brusellozdan sorumludur. Bruselloz hastaligi, evcil ve vahsi
hayvanlarda diisiik ve kisirliga neden olan gelismis iilkeler diginda tiim diinyada yaygin bir
sorundur (Lapaque, Moriyon, Moreno, & Gorvel, 2005). Diinya ¢apinda her y1l yaklasik
500.000 insan bruselloz tanisi almaktadir (Byndloss & Tsolis, 2016). Bruselloz agirlikli
olarak Orta Dogu, Akdeniz kiyilar1 (Portekiz, Ispanya, Yunanistan, Tiirkiye), Asya, Afrika,
Gliney ve Orta Amerika'da siit Uriinler1 aliminin yiiksek oldugu ve hayvan sagliginin
korunmasinin yetersiz kaldigi {iilkelerde endemik bir zoonozdur (Rubach, Halliday,
Cleaveland, & Crump, 2013).

1.1. Brusella’nin Genel Ozellikleri

Brusella gram negatif, kapsiilsiiz, spor olusturmayan, zorunlu hiicre i¢i yerlesim
gosteren, 0,6-1,5um boyutlarinda kiigiik kokobasil olarak tanimlanir. Brusella mikroskopta
genelde tek tek goriiliir; nadiren ¢ift veya zincir olusturur (Alton & Forsyth, 1996; Corbel,
1997, Glowacka, Zakowska, Naylor, Niemcewicz, & Bielawska-Drozd, 2018). Brusella bir
hiicre i¢i patojendir, enfeksiyon sirasinda etkisiz hale gelmez ve makrofajlarda cogalir.
Bakteriler asidik pH'a, diisiik oksijen seviyelerine ve diisiik besin seviyelerine adapte

olabilirler (Kohler ve ark., 2002). Brusella iki farkli lipopolisakkarit (LPS) formu



olusturabilen bir cinstir. Diiz (S) formlar dig zarda tam bir LPS bulundururken, piirtiiklii (R)
formlar polisakkarit O-zincirini icermezler (Lapaque ve ark., 2005). Sitokrom oksidaz ile
katalaz enzimleri vardir ve ¢ogu iireyi hidrolize edebilir. Brusella ekzotoksin ve sitolizin
tiretmez; kapsiil, plazmit ve fimbria gibi yapilar1 yoktur (Seleem, Boyle, & Sriranganathan,
2008). Brusella su, fetiis, toprak, siit {irlinleri, et, giibre ve tozda uzun siire canliligini
stirdiirebilir. Siitte 8°C’de iki giin, peynirde Ui¢ ay, toprak nemli ise 40 giin kadar canl
kalabilirler. Ancak 1siya, radyasyona, dezenfektanlara ve pastorizasyona duyarlidir
(Doganay & Aygen, 2003; Gwida ve ark., 2010).

Bakteri konak hayvanlarina gore isimlendirilir ve konaklara gore patojenitesi
degiskenlik gosterir. Brusella cinsi; klasik olarak alt1 tiirdiir. B. melitensis koyun ve kegide,
B.abortus sigirda, B.suis domuzda, B.canis kopeklerde, B.ovis koyunda, B.neotomae ¢l
faresinde hastalik olusturur. B. melitensis, B.abortus, B.suis, B.canis tiirleri insanlarda
hastalik olusturabilir (Ficht, 2010). Brusella tiirlerinin genomu, biiyiikliik ve gen sayisi
bakimindan ¢ok benzerdir. Cins i¢indeki her tiir, yaklasik 3,29 Mb'lik bir ortalama genom
biiyiikliigiine sahiptir ve iki dairesel kromozomdan olusur. Tiim brusella genomlarinin G +
C igerigi %57,2'dir. Kromozom I, yaklasik olarak ortalama 2,11 Mb ve Kromozom II,
yaklagik 118 Mb'dir (Delvecchio ve ark., 2002; Halling ve ark., 2005; Paulsen ve ark., 2002).
Brucella melitensis insanlar i¢in en virulan ve en yaygin goriilen tiirdiir. Cok az sayidaki
mikroorganizma (10-100 adet) bile insanda hastalik olusturabilir (Pappas, Papadimitriou,
Akritidis, Christou, & Tsianos, 2006; Winter ve ark., 1996; Young, 1983). Brusella aerosol
temast ile de bulasabilmesi, invazif olmasi ve viriilansinin yiiksek olmasi sebebiyle Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezleri (Centers for Disease Control and Prevention, CDC)
tarafindan ayn1 zamanda B grubu potansiyel biyoterdr etkeni olarak da tanimlanmistir
(Yagupsky & Baron, 2005).

Brusella’nin iiremesi i¢in en uygun sicaklik yaklagik 37°C'dir, ancak 20-40°C arasinda
da yavas da olsa tireyebilirler. Bazi1 brusella tiirleri iireyebilmek i¢in %5-10 karbondioksite
ihtiya¢ duyar. Brucella agar, kanli agar, ¢ikolatamsi agar, triptik soy agar ve Brain-Heart
Inflizyon gibi besiyerleri kiiltiir icin kullanilabilir. Ortama serum ve kan ilave edilmesi
tiremelerini arttirir (Doganay & Aygen, 2003). Kan veya viicut sivisi kiiltiirli i¢in Castaneda
ad1 verilen bifazik kiiltiir ortam1 veya otomatize kan kiiltiir sistemleri kullanilabilir (Gupte
& Kaur, 2016). Ilk izolasyon igin zenginlestirme faktdrlerine ek olarak isoerythritol,
pantotenat, tiamin, nikotinamid, magnezyum, demir gibi biiytime faktorleri gerekli olabilir.
Brusella izolatlar1 “toz benzeri” minik, piirlizsiiz, parlak, biitiin kenarlar yiikseltilmis ve

beyaz-krem rengi koloniler olusturarak 48-72 saatte iirer (Percin, 2013).
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1.2. Viriilans Faktorleri
1.2.1. Lipopolisakkarit

Lipopolisakkarit (LPS) Gram negatif bakterilerin dis membraninin yapisal ve
fonksiyonel biitiinligii i¢in ¢ok énemlidir (Cardoso, Macedo, Azevedo, & Oliveira, 2006).
Brusella’nin iki tip LPS’si bulunur: Diiz lipopolisakkarit (S-LPS) ve pirtikli
lipopolisakkarit (R-LPS). Brusella'in S-LPS fenotipi ¢ekirdek oligosakkarit yapidaki lipid
A ve bir O yan zincir polisakkaritinden olusan tam bir LPS yapisindadir. Brusella’nin R-
LPS fenotipi ise O yan zinciri icermez (Caroff, Bundle, Perry, Cherwonogrodzky, &
Duncan, 1984). LPS’nin yapisi brusella’nin konak hiicre iginde hayatta kalmasinda ve
viriilansinda 6nemli rol oynamaktadir (Lapaque ve ark., 2005). S-LPS'li olanlar, nétrofillerin
hiicre i¢i oOldiiriilmesine karsi R-LPS'lilere gore daha direnglidir (Maria-Pilar, Dudal,
Dornand, & Gross, 2005; Smith & Ficht, 1990).

B. abortus’un lipid A yapisi glukozamin yerine bir diaminoglukoz omurgasina
sahiptir, acil gruplari daha uzundur (C12 ve C14 yerine C18-C19 veya C28) ve ¢ekirdege
ester ve amid baglari yerine basit amid baglariyla baglanir (Keleti, Feingold, & Youngner,
1974). Bu yap1 LPS-patojen iligkili molekiiler patern (PAMP) etkilesimini degistirir ve
LPS'nin tipik endotoksin 6zelligini azaltir. B. abortus’un LPS’si E.coli toksininden birkag
yiiz kat daha az toksiktir (Goldstein ve ark., 1992; Keleti ve ark., 1974; Moreno, Berman, &
Boettcher, 1981). Saflastirilmig B. abortus LPS’si solunum patlamasi (oksidatif burst),
bakterisidal azot ara maddeleri ve lizozim sekresyonunu zayif sekilde indiikler. Makrofaj
degredasyonuna kars1 da direnglidir (Rasool, Freer, Moreno, & Jarstrand, 1992).

Brusella LPS’si, Toll-like reseptor 4 (TLR4)/MD2 kompleks tarafindan taninan ana
yiizey antijenidir (Bryant, Spring, Gangloff, & Gay, 2010). LPS'nin lipid A kismi
TLR4/MD2 kompleksini baglar ve immiin yanit1 baslatir. R-LPS igeren Brucella spp. hiicre
icerisine lipid sallar1 araciligiyla girmez, bu sebeple lizozomlarla hizla birlesir (Sekil 1.1).
Bunun aksine, S-LPS’1i brusella’nin hiicre igine girisi lipid salina baglidir ve enfeksiyonun
ilk birkag saati boyunca fagozom-lizozom fiizyonunu bozar (Lapaque ve ark., 2005). S-
LPS’li brusella, O polisakkaritin Tiimor Nekroz Faktor alfa (TNF-o) mekanizmasi iizerine
olan etkisiyle konak hiicre apoptozisini inhibe eder. Bu sayede konak hiicrenin immiin
yanitindan kagar ve immiin sistem faktorlerinin aktivasyonunu engeller (Fernandez-Prada

ve ark., 2003).
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Sekil 1.1 S-LPS ve R-LPS brusella’nin 6karyot hiicreye girisi (Haag, Myka, Arnold, Caro-
Herndndez, & Ferguson, 2010).

1.2.2.Tip 4 Sekresyon Sistemi

Tip 4 sekresyon sistemi (T4SS), bakteriyel makromolekiillerin ve proteinlerin hiicre
membrani boyunca salgilanmasindan sorumlu olan protein kompleksidir (Cascales &
Christie, 2003). Brusella viriilans faktorlerinin konak hiicre igerisine translokasyonunda bu
sistemi kullanir. Brusella'daki T4SS, 12 proteini kodlayan virB operonu tarafindan belirlenir
(O’Cellaghan ve ark., 1999). Brusella’nin T4SS’nin molekiiler kompleksleri, bir bitki
patojeni olan Agrobacterium tumefaciens gibi bakteriyel zar boyunca konakg¢i hiicrenin
sitoplazmasina aktardigi diisiiniilmektedir (Christie, 2004). T4SS’nin VirB bolgesi, B. suis,
B. abortus ve B. melitensis'te hiicre i¢i hayatta kalma ve ¢ogalmasi i¢in ¢ok énemlidir. virB
mutanti1 olanlar, endoplazmik retikulum (ER)’daki endositik yolu atlayamaz, lizozomlarla

kaynasir ve elimine edilir (Watarai, Makino, Fujii, Okamoto, & Shirahata, 2002).
1.2.3.1ki Bilesenli BvrR / BvrS sistemi (Two-Component System-TCS)

Iki bilesenli sistem (TCS) bir hayvan patojeni olan Bartonella bacilliformis'te bulunan
sisteme cok benzer. ki bilesenli BvrR / BvrS sistemi viriilansin, hiicre istilasinin ve hiicre
i¢i replikasyonun kontrolii i¢in ¢ok 6nemlidir (Lamontagne ve ark., 2007). BvrR ve bvrS
genleri dis membranin bilesimini diizenleyen baz1 amino asitleri kodlar. BvrR/BvrS sistemi
mutasyonu bulunan mutant brusella ve mutasyon bulunmayan yabani tip brusella ile yapilan

caligmalarda, BvrR ve BvrS mutantlarinin, vahsi tipten daha az invaziv oldugu ve her iki
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mutantin da fagositik veya fagositik olmayan hiicreler igerisinde ¢ogalamadig:
gosterilmistir. BvrR ve BvrS'nin fonksiyonunun bozulmasi ayrica B. abortus'un bakterisidal
katyonik peptidlere kars1 direncini azaltir ve yiizey aktif maddelere gegirgenligini arttirir.
(Sola-Landa ve ark., 1998).

1.2.4.Siklik p-1,2 Glukan

Siklik glukanlar, Agrobacterium, Rhizobium, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas
campestris, Rhodobacter sphaeroides ve Brucella spp gibi Gram negatif bakteri zarflarinin
i¢ bilesenleridir (Martirosyan ve ark., 2012). Siklik B-1,2-glukan (CBG), S-LPS ve R-LPS
suslarda meydana gelen ve polisakkarit B (poli-B) olarak adlandirilan kii¢iik molekiiler
agirlikli bir polisakkarittir. Brusella’daki CBG’lar, brusella’nin konak¢i hiicre ER’deki
replikatif nislerine ulasmasi ig¢in 6nemlidir. Brusella’daki CPG'lerin 6karyotik hiicre
zarlarin1 bozabildigi ve kolesterolii lipid sallarindan ¢ikarabildigi gosterilmistir. (Ifion De
lannino, Briones, Tolmasky, & Ugalde, 1998). CPG'lerin brusella’nin enfeksiyon
olusturmak i¢in konake1 hiicreye girmede 6nemli bir rol oynadig belirtilmektedir (Arellano-
Reynoso ve ark., 2005).

1.2.5.Siiperoksit Dismutaz

Reaktif oksijen ara iriinlerinin (ROI) tiretimi, brusella’nin hiicre i¢i replikasyonunu
sinirlamak i¢in konak¢1 makrofajlar tarafindan kullanilan birincil mekanizmalardan birisidir
(Gee ve ark., 2005). Siiperoksit (O2"), hidrojen peroksit (H20) ve hidroksil radikalleri (OH)
gibi ROI'leri brusella'nin makromolekiiler yapilarina zarar verirler (Farr & Kogoma, 1991).
Stiperoksit dismutaz (SOD)’lar aktif bolgelerinde demir, manganez veya bakir ve ¢inko
igeren bir metalloenzim ailesidir. Bu enzimler siiperoksitin, oksijen ve hidrojen peroksit’e
dontistiiriilmesini katalize eder (Keele, McCord, & Fridovich, 1970). B. melitensis, B. suis,
ve B. abortus genomlarmin dizilenmesi sonucunda iki gen tarafindan SOD kodlandigi
gosterilmistir. Periplazmik SOD (sodC) brusella’y1 makrofajlarin solunum patlamasindan

korur.

1.2.6.Katalaz

Katalaz bakterilerin oksidatif strese karst korunmasinda 6nemli bir rol oynar.
Bakteriler konakg¢1 tarafindan iiretilen hidrojen peroksit saldirisina karsi savunma araci

olarak, hidrojen peroksitin su ve oksijene ayrigmasini katalizlemek i¢in bu enzimi kullanirlar
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(Kim, Sha, & Mayfield, 2000). Brusella'daki bilinen tek katalaz aktivitesi periplazmik
boslukla smirhdir. Katalaz enzimi E. coli'nin katE genine benzer bir dizi tarafindan kodlanir.
B. abortus, B. melitensis ve B. suis’deki katalaz {iretimi, dis ortamdaki H2O> seviyesinin

artmasiyla diizenlenir (Gee ve ark., 2004).
1.2.7.Ureaz

Brusella iki ayr1 6zdes olmayan iireaz operonuna sahip oldugu bilinen ii¢ bakteri
cinsinden birisidir. Mikrobiyal tireazlar karbonik asit ve iki amonyak molekiilii olusturmak
iizere iireyi hidrolize eden multisubunit metalloenzimlerdir. Urenin bozunmas1 sonucunda
aciga ¢ikan amonyak hiicre i¢i metabolitlere katilir. Boylece iireaz brusella’nin asidik
ortamlarda hayatta kalmasini kolaylastirir (Seleem ve ark., 2008). Brusella kromozomunda
1 Mb uzunlugunda deoksiriboniikleik asit (DNA) dizisi ile ayrilmis iki tire operonu vardir:
ure-1 ve ure-2. Bu operonlar ureA, ureB, ureC yapisal genlerini ve ureD, ureE, ureF, ureG
aksesuar genlerini kodlar (Mobley, Island, & Hausinger, 1995). Brusella konakg¢iya oral
yoldan girdiginde sindirim sisteminden gegisi siiresince tiireaz enziminin brusella'y:
korudugu diisiiniilmektedir (Bandara, Sriranganathan, Schurig, & Boyle, 2005). Ureaz B.
ovis harig¢ Brucella cinsine ait tiim bakteriler tarafindan tiretilir (Sangari, Seoane, Rodriguez,

Agiiero, & Lobo, 2007).
1.2.8. Diger Viriilans Faktorleri

Brusella’da bulunan diger viriilans faktorleri Tablo 1.1°de belirtilmistir.

Tablo 1.1 Brusella’da bulunan diger viriilans faktorleri ve fonksiyonlari (Seleem ve ark.,
2008).

Viriilans Faktorii Fonksiyonu
Brucella Viriilans Faktor | Hiicre i¢i nig replikasyonunu olusturmada rol
A (BVfA) oynadig1 diistiniilmektedir.
Alkil hidroperoksit Oksijen radikallerine ve reaktif azotlara karsi
rediiktaz koruma saglar.

Oksijen  kullanilabilirliginin ~ sinirli  oldugu
makrofajlarda hayatta kalmasin1 kolaylastirir.
Enfekte makrofajlar nitrik oksit (NO) {iretir.
Brusella iretilen bu NO’leri NOR sayesinde
kendi amaglar1 i¢in kullanabilir.

Sitokrom oksidaz

Nitrik oksit rediiktaz
(NOR)

XthA geni, DNA'nin baz eksizyon onariminda yer
Base excision repair alan eksontikleaz II1'i kodlar. Bu enzim oksidatif
yikima kars1 korumadan sorumludur.
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1.3. Brusella’nin insana Bulas:

Brusella insan viicuduna gastrointestinal ve solunum yollari, konjonktiva ve biitlinliigii
bozulmus cilt gibi ¢esitli yollardan girebilir, transfiizyonla veya transplasental gegisle de
dogrudan kan dolasimina erisebilir (Franco, Mulder, Gilman, & Smits, 2007;
Giannacopoulos, Eliopoulou, Ziambaras, & Papanastasiou, 2002; Pappas, Akritidis,
Bosilkovski, & Tsianos, 2005).

Brusella insanlara enfekte ¢ig siit ve peynir-krema gibi siit {irlinlerinin tiiketilmesi,
enfekte hayvana ait salgilara temas edilmesi veya kontamine aerosollerin solunmasi ile
bulasir. Brusella hayvanlarin meme bezlerinde bulunur ve siit ile insanlara gegis gosterir. Bu
nedenle enfekte ¢ig siit ve peynir-krema gibi siit tirlinlerinin tiiketilmesi, enfekte hayvana ait
salgilarla temas edilmesi veya kontamine aerosollerin solunmasi ile hastalik bulasir (Young,
1983). Bulas yolu nedeniyle ¢iftciler, ¢obanlar, veterinerler ve kesimhane isgileri risk
grubunu olustururlar (Lim, Matthew, Rickman, 2004). Insanlarin hastaliga yakalanmasinda
hayvanlar birincil rezervuardir. Hayvanlarin vajinal dokulari, plasenta ve fetiisii yogun
olarak bakteri ile kontaminedir. Bir karbohidrat olan erythritol fetal dokularda yogun
bulunur ve bu madde bakterinin ¢ogalmasini saglar ve diger hayvanlara bulas1 artirir (Seleem

ve ark., 2010).
1.4. Brusella’nmin Patogenezi

Brusella hastaligin baslangicinda primer olarak profesyonel fagositleri (makrofaj ya
da dendritik hiicreler) enfekte eder. Bu  hiicreler hem bakterinin yasamini
stirdiirebilmesi/replike olabilmesi i¢in nis hem de diger organlara yayilim i¢in vektor olarak
gorev yapar (Celli, 2015).

Brusella’nin konak makrofajlarinin igerisinde canliligini siirdiirebilmesi en 6nemli
viriilans 6zelliklerinden biridir. Bu sayede bakteri hiicre i¢erisinde ¢ogalir veya uyur halde
(dormant) kalir. Bu durum klinikte kronik enfeksiyon, relaps veya gecikmis iyilesme olarak
tanimlanir (Corbel, 2006; Liautard, Dornard, Gross, & Kdohler, 1996). Bakteri makrofaj ve
dendritik hiicre gibi fagositoz yapan hiicreler tarafindan fagosite edildikten sonra en yakin
lenf diiglimlerine tasmir. Lenf diiglimiindeki bakteri lenf sistemi araciligiyla dalak ve
karaciger gibi retikiiloendotelyal sistem olmak iizere tim organlara yayilir (De Figueiredo,
Ficht, Rice-Ficht, Rossetti, & Adams, 2015).

Brusella sahip oldugu T4SS, LPS yapisi, CBG sentezlemesi ve gen diizenleme 6zelligi

sayesinde hiicre i¢inde yasamay1 basarabilmektedir (Lapaque ve ark., 2005). Brusella’nin
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makrofaj hiicresi igerisindeki trafigi tedaviye ragmen hastaligin kroniklesmesiyle iliskilidir.
Brusella O-polisakkariti konak hiicre yiizeyinde bulunan spesifik reseptorler ile etkilesir ve
bu sekilde hiicrede ilk olarak brusella i¢eren vakuol (BCV) olgunlagsmasi baslar. Brusella’nin
hiicre igerisindeki trafigi ile ilgili yapilan birgok calisma, bu patojenin kendisinin hiicre
icindeki kompartmanlarda dongiisiinii kontrol ettigini gdstermistir. BCV bir endozomal
vakuolden (eBCV) ER derivesi olan bagka bir replikatif vakuole (rBCV) kadar degisir (Sekil
1.2). En sonunda otofaji ile ilgili kompartmanda (aBCV) biyogenez sonlanir (Celli ve ark.,
2003). Fagozom matiirasyonundaki en dnemli basamaklardan biri BCV asidifikasyonu olup
bu vakuoliin i¢inde pH yaklasik 4-4,5’dur. Bu asama bakterinin yasayabilmesi i¢in hayati
Oonem tasir. Fagozom asidifikasyonu baslangicta inhibe edilirse bakteri Olmektedir.
Bakterinin viriilans genlerini ¢alistirmasi i¢in ortamin asidik olmasi gerekmektedir (Porte,
Liautard, & Kohler, 1999).

Erken BCV doneminde bakteri lizozom fiizyonundan kagar ve hiicre igerisinde
yasamay1 basarir. Ge¢ BCV doneminde ise endozomal ve lizozomal belirtegler eksprese eder
ve lizozom ile birlesir (eBCV). Bakterilerin bir kismi1 bu evrede 6liir. eBCV asidifikasyonu
brusella’nin major viriilans determinant olan VirB T4SS’ni bir sinyalle indiikler. Bu rBCV
biyogenezine ve replikasyonuna yol acar. Bakterinin eBCV igerisindeyken hiicre siklusunu
ve kromozomal replikasyonu yeniden baslattigi kabul edilir. Bakterinin bdliinmesi ve
replikasyonu rBCV’lerde goriiliir. Kisaca, hiicrede vakuol igerisinde bulunan brusella
endositik halden replikasyona izin veren rBCV evresine kadar gelisen tiim olaylari bazi
proteinler ve mekanizmalarla kontrol eder. Bazen bu yolagin ¢aligmasini bloke eder (Deghelt
ve ark., 2014). Enfeksiyondan 48 saat sonra ER’da gerceklesen yaygin replikasyon
sonrasinda bakterilerin ¢oklu membran yapilarina sahip otofagozomlarda sakli sekilde

kaldig1 belirtilmistir (Starr, Ng, Wehrly, Knodler, & Celli, 2008).
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Sekil 1.2. Brusella’nin makrofaj i¢erisindeki hiicre i¢i trafigi (Celli, 2015).

1.5. Bruselloz Klinigi

Bruselloz herhangi bir organ veya viicut sisteminin tutulabilecegi sistemik bir
hastaliktir. Kulugka siiresi 1 ile 5 hafta arasinda degismektedir. Enfeksiyon asemptomatik
veya semptomatik olabilir. Semptomlarin uzunlugu ve ciddiyetine gore akut (8 haftadan az),
subakut (8-52 hafta arasi) veya kronik (1 yildan fazla) olarak siiflandirilir (Doganay &
Aygen, 2003). Brusellanin merkezi ve periferik sinir sistemini, gastrointestinal,
hepatobiliyer, genitoiiriner, kas-iskelet sistemi, kardiyovaskiiler ve integumenter sistemleri
etkiledigi bildirilmistir (Franco ve ark., 2007).

Asemptomatik bruselloz serolojik testlerin pozitif olmasi ile teshis edilir. Hastalarin
akut veya kronik hastalik Oykiisii veya fiziksel bulgular1 yoktur. Ciftcilerde, mezbahada
calisan isgilerde ve veteriner hekimlerde daha sik gosterilmistir (Doganay & Aygen, 2003).

Akut bruselloz, 6zellikle aralikli (intermittent) veya inisli-cikislt (remittent) ates ile
belirgindir. Halsizlik, bas agrisi, kilo verme, eklem agrisi, kas agrisi, kabizlik, istahsizlik ve
sirt agrist akut brusellozun diger semptomlaridir. Subakut bruselloz endemik bolgelerde tarif
edilen dalgali atesi olan tipik ve klasik bir formdur. Belirtileri yorgunluk, bas agris1 ve kas
agrisidir. Ayrica epididimit, orsit ve osteoartikiiler komplikasyonlar gibi lokalize
enfeksiyonlar daha sik goriiliir. Kronik bruselloz genellikle kemik, eklem, bobrek, karaciger
veya dalakta derin yerlesimli bir enfeksiyon odagmin kalmasindan kaynaklanir. Kronik
brusellozda gozlenen yaygin semptomlar halsizlik, yorgunluk, duygusal degiskenlik,

depresyon, bas agrisi1 ve uykusuzluktur (Ulu Kilic, Metan, & Alp, 2013).



Lokalize bruselloz organizmalarin kandan izole edilemedigi ancak kemik, eklemler,
beyin omurilik sivisi, karaciger, bobrekler, dalak veya deri gibi spesifik dokularda lokalize
oldugu durumlara karsilik gelir. Lokalizasyon sistemik enfeksiyonun ana belirtisi olabilir
veya kronik bir enfeksiyonun tek belirtisi olabilir. Lokalize enfeksiyon bazen sistemik
enfeksiyon sonucu meydana geldiginde komplikasyon olarak adlandirilir (Doganay &
Aygen, 2003).

1.6. Bruselloz’un Tanis1

Brusella enfeksiyonlarinin tanisi kiiltiir, serolojik testler ve niikleik asit amplifikasyon
analizleri ile konulabilir. Brusella kiiltiirii tanida altin standarttir. Ancak kiiltiiriin negatif
olmasi bruselloz tanisini diglamaz. Kiiltiiriin duyarliligi ¢esitli parametrelerden (hastaligin
hangi evresinde (akut-kronik) 6rnek alindigi, kiiltiir sistemi (otomatize-konvansiyonel)
tedavi Oncesi-sonrasi) etkilenir. Bu sebeple bruselloz tanisinda serolojik testler dnem
kazanir. Serolojik testlerin 6zgiilliikleri yliksek olmasa da ekonomik yonden geri kalmig
tilkelerde bruselloz tanisinin temelini olusturur. Niikleik asit amplifikasyon analizleri
hassasiyet, 0zgiilliik ve giivenligi bir araya getirir ve hastaligin hizli bir sekilde teshis
edilmesini saglar. Ancak ticari Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) tani testlerinin yeterince
dogrulanmamis olmasi1 ve PZR testlerinin tedavi takibinde kullanilamamalar1 sebebiyle
bruselloz tanisinda kiiltiir ve serolojik yontemler 6nemini korumaktadir (Yagupsky, Morata,

& Colmenero, 2019).
1.6.1. Kiiltiir
1.6.1.1. Kan Kiiltiiri

Brusellozun ilk evrelerindeki hastalarda siirekli diisiik dereceli bir bakteriyemi gelisir.
Enfeksiyon ilerledik¢ce brusella kan dolasimindan makrofajlara geger. Sonu¢ olarak
dolasimdaki bakterilerin konsantrasyonu yavas yavas azalir ve organizmanin izolasyonunu
giderek zorlagir. Ancak brusella zaman zaman kan dolagimini tekrar girebilir (Pappas &
Papadimitriou, 2007). Semptomatik donemde brusella izolasyon oranlari ilk iki hafta
boyunca ¢ok daha yiiksektir. Birden fazla kan 6rnegi alinip kiiltiiriiniin yapilmasi brusella
tireme oranini artirabilir (Memish, Mah, Mahmoud, Shaalan, & Khan, 2000).

Brusellozlu hastalarda serolojik test sonuglar1 negatif oldugunda veya diisiik veya
siirda antikor titreleri gosterdiginde, erken dénemlerde enfeksiyon varligini dogrulamada
kan kiiltiirlerinde brusella iiretilebilir (Shemesh & Yagupsky, 2011).
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Organizmanin izolasyon sansini arttirmak i¢in, kan inokiile edilmis besiyerinin 4 hafta
boyunca takip edilmesi ve negatif kan kiiltiirii sisesinden kor pasaj yapilmast Amerikan
Mikrobiyoloji Dernegi ve Diinya Saglik Orgiitii tarafindan tavsiye edilmektedir (Yagupsky
ve ark., 2019).

1.6.1.1.1. Manuel Monobazik Kiiltiir Metodu

Brusella'y1 kandan izole etmek i¢in kullanilan kiiltiir yontemleri, diger patojenlerin
saptanmasinda kullanilan geleneksel laboratuvar uygulamalarindan farkli degildir.
Hastalanin kan o6rnekleri kan kiiltiir siselerine ekilip 35°C'de inkiibe edilir. Besiyerinde
bulanikligin saptanmasi i¢in periyodik olarak takip edilir. Siv1 kiiltiir ortaminda bulaniklik
olusmasi bakterinin ¢ogaldigini ve yiiksek konsantrasyona ulastigini gosterir (Yagupsky ve
ark., 2019).

1.6.1.1.2. Manuel Bifazik Kiiltiir Metodu

Castaneda Yontemi: Tekrarlanan kor pasaj gerekliligini ortadan kaldirmak igin,
1940'larin sonlarinda Ruiz-Castafieda tarafindan basit ve ucuz bir bifazik kiiltiir sisesi
tasarland1 (Castaneda, 1947). Kiiltiir sisesinin bir tarafi agar ile kaplanir, daha sonra serum-
dekstroz veya pepton bazli sivi besiyeri sise igerisine eklenir. Hastadan alinan kan, kemik
iligi ornekleri veya klinik olarak ilgili diger ornekler besiyerine eklendikten sonra kiiltiir
sisesi inkiibe edilir. Sise her 48 saatte bir agar yiizeyinde bakteriyel kolonilerin varligi
acisindan incelenir. Ureme belirtileri gézlenmezse, sise tekrar yatirilir ve tekrar enkiibe
edilir, bu siire¢ en az 35 giin boyunca tekrarlanir (Castaneda, 1961). Castaneda yontemi
brusella icin spesifik degildir, diger mikroorganizmalar da sisede biiyiiyebilir. Bu nedenle
izolatin tam olarak tanimlanmas1 gerekir. Her ne kadar son yillarda otomatik kan kiiltiir
sistemleri Castaneda yonteminin yerini almis olsa da, diisiik maliyetli ve pratik olmasi
nedeniyle brusellozun endemik oldugu sinirli ekonomik ve teknik kaynaklara sahip
tilkelerde halen yaygin olarak kullanilmaktadir (Barua ve ark., 2016; Purwar, Metgud,
Mutnal, Nagamoti, & Patil, 2016).

TUMS medium: Siv1 fazda beyin kalp infiizyon besiyeri kat1 fazda ise tire agar’in
kullanildigi Tahran Tip Bilimleri Universitesi (TUMS) ortami adi verilen farkli bir
Castaneda sigesi gelistirilmistir. Bu besiyerinin sagladigi kolaylik, brusella cinsinin tiim
iyelerinde gozlenen iireaz aktivitesinin besiyerindeki pH indikatdriin renk degisikligi ile
gozlenebilmesi ve izolati tanimlamak i¢in gereken siireyi kisaltmasidir (Fatollahzadeh,

Maleknejad, Hejazi, & Pyri, 2009).
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1.6.1.1.3. Lizis Temelli Kan Kiiltiirleri

Sivi temelli kan kiiltiirlerinin duyarliliginin diisiik olmasi ve inkiibasyonun uzun
siirmesi nedeniyle, kandaki beyaz kan hiicrelerinin parcalanmasi ve sonrasinda kati
besiyerine ekilmesi temeline olusan alternatif bir yaklasim gelistirilmistir. Bu stratejinin
mantigi, brusella’larin kan dolagiminda serbest yasayan mikroorganizmalar olarak
dolagmamasidir. Beyaz kan hiicrelerinin pargalanmasi ile fagosite edilmis ancak kiiltiir
ortaminda iireyebilecek haldeki bakterilerin kiiltiir ortaminda serbestlesmesi saglanmaktadir
(Young, Borchert, Kretzer, & Musher, 1985).

Lizis-filtrasyon metodu: Bu yontem 1950'lerin baslarinda Braun ve Kelsh tarafindan
kanda bulunan mikroorganizmalari iiretebilmek igin gelistirilmistir. Bu yonteme gore kan
ornegi alinir, heparinize edilir ve ozmotik lizise maruz birakilir. Lizat daha sonra sterilize
edilmis bir membran filtresi vasitasiyla negatif basing altinda siiziiliir. Sonrasinda membran
kat1 bir besiyeri yiizeyine ekilir ve inkiibasyona birakilir. Filtrede tutunan organizmalar
besiyeri tizerinde ayr1 koloniler seklinde tirer (Braun & Kelsh, 1954).

Lizis-santrifiij metodu: Lizis-filtrasyon metodunun modifiye edilmis halidir.
Bakteriler kan lizatindan filtrasyon yerine santrifiijleme ile ayrilir. Santrifiij sonrast elde
edilen ¢okelti besiyerine ekilir ve inkiibe edilir (Kolman ve ark., 1991). Bir lizis santrifiij
metodu olan Isolator tekniginde kan 6rnekleri antikoagiilan ajan olan sodyum polianetil
siilfonat (SPS) ve bir deterjan karigimi iceren Ozel siselere ekilir. SPS numunenin
pihtilagsmasin1 Onlerken deterjan polimorfoniikleer kan hiicrelerinin hiicresel zarlarim
bozarak fagosite edilmis bakterileri serbest birakir. Elde edilen lizat daha sonra uygun
besiyerine ekilir ve inkiibe edilir (Yagupsky ve ark., 2019).

1.6.1.1.4. Otomatize Kan Kiiltiirii Sistemleri

Kan kiiltiirii tekniginin temeli kiiltiir ortamindaki CO2 konsantrasyonunun artigini veya
oksijen igeriginin azalismni tespit ederek mikroorganizmalarin metabolik aktivitesini
belirlemektir. Kan kiiltlir sisesindeki gaz bilesimindeki degisiklikler, kiiltiir sivisinin
bulaniklasmasindan ¢ok daha 6nce cihazlar tarafindan tespit edilebildiginden otomatize
sistemler liremeyi tespit etmek i¢in gereken zamani kisaltir. Cogu kan kiiltiir sistemi hem
bakterileri daha fazla oksijene maruz birakmak hem de ortama CO2 salinimini
kolaylastirmak igin inkiibasyon esnasinda siseleri siirekli veya aralikli olarak calkalar

(Yagupsky ve ark., 2019).
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Fazla miktarda kan 6rnegi alinmasi kan kiiltiiriiniin duyarliligin1 arttirir. Bu nedenle
yetiskinlerden 20 ile 30 ml, 3 yasindan kii¢lik ¢ocuklardan 2 ile 4 ml, daha biiyiik
cocuklardan ise 10 ml hacimde kan alinmasi Onerilir. Kan oOrneginde bulunabilecek
kompleman, antikor ve antibiyotik gibi bakterilerin tiremesini inhibe edebilecek faktorlerin
konsantrasyonunu azaltmak i¢in sisedeki kan-besiyeri oraninin 1:5 ile 1:10 oraninda olmast
onerilmektedir (Yagupsky ve ark., 2019).

Baz1 otomatize sistemlerin kan kiiltiirii siseleri (Bactec Myco/F-Lytic) ile lizis islemi
de gergeklestirilir (Mantur & Mangalgi, 2004).

Pozitif kan kiiltiirti siselerinde meydana gelen metabolik degisiklikleri 6lgme yontemi,
otomatik kan kiiltiirii sistemleri arasinda farklilik gosterir. Bactec 9000 ve Bactec FX cihaz
serilerinde CO:z igerigi arttik¢a ve O2 konsantrasyonu azaldikga floresans seviyeleri artar.
BacT / Alert (bioMérieux, Marcy 1’Etoile, Fransa) kan kiiltiirii sisteminde kolorimetrik bir
sensoOr besiyerindeki degisen CO2 seviyesini Olger. Vital (bioMérieux, Marcy I’Etoile,
Fransa) cihazi ise besiyerinin asitlesmesinden kaynaklanan floresansin baskilanmasini dlger.
Besiyeri ortamindaki COz seviyesi radyometrik veya kizilotesi yontemlerle
belirlenebilmektedir (Yagupsky ve ark., 2019).

Otomatize kan kiiltlir sistemleri, geleneksel kiiltiir yonteminden daha yiiksek verim
saglar ve bakteri tiremesinin tespitini hizlandirir. Otomatize kan kiitiir sistemleri genellikle
bir hafta igcinde sonug verir. Sigeleri 10-14 giinden daha uzun siire inkiibe etmeye gerek
yoktur (Yagupsky, 1999).

1.6.1.2. Diger Klinik Ornekler

Brusella izolasyonu igin kan 6rnegi disinda kemik iligi, beyin omurilik sivisi, sinoviyal
s1v1 veya piiy/aspirat mayi gibi 6rnekler de kan kiiltiir siselerine ekilebilir (Yagupsky ve ark.,
2019). Kemik iligi kiiltiirlerinin hastaligin herhangi bir doneminde brusella tespiti i¢in kan
kiiltirlerinden daha duyarli oldugu kanitlanmistir (Gotuzzo, Carrillo, & Guerra, 1986).
Kemik iligi 6rneklerinde brusella tireme siiresi kan kiiltiiriine oranla énemli 6l¢iide diisiiktiir.
Ayni zamanda bu yontemin antibiyotik ile tedavi edilen hastalarda da yararli oldugunu
kanitlamistir. Ancak kemik iligi aspirasyonu hasta i¢in agrili bir siire¢ oldugundan sadece
kuvvetli bruselloz klinik sliphesi bulunan ve serolojik olarak negatif hastalarda uygulanmasi
onerilmektedir (Gotuzzo ve ark., 1986; Mantur, Mulimani, Bidari, Akki, & Tikare, 2008;
Pappas ve ark., 2005).
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1.6.1.3. Brusella’nin Tanimlanmasi
1.6.1.3.1. Konvansiyonel Metotlar

Kan kiiltiir sisesinde tireme olduktan sonra sise i¢erisinden bir miktar sivi alinip Gram
boyama yapilir. Gram boyamada ¢ok kiiglik, soluk Gram negatif kokobasiller goriiliir.
Siseden bir miktar sivi alinip koyun kanli agar gibi bir kat1 besiyerine ekim yapilir ve %5-
10 CO:‘li ortamda 35-37°C'de inkiibe edilir. Goriiniir kolonilerin ortaya ¢ikmasi i¢in 48-72
saat inkiibasyon gerekebilir. Klinik 6rneklerden brusella’nin ilk izolasyonu esnasinda
bakterinin tipik 6zelligi olan noktasal, pigmentli ve hemolitik olmayan kolonilerin gériilmesi
birkag giin veya haftalar siirebilir. Brusella izolatlarinin diizgiin (S tipi) kolonileri digbiikey,
dairesel, yar1 saydam ve 0,5 mm ile 1 mm ¢apindadir. Koloni morfolojisi, antijenik
ozellikleri ve bakterinin faj duyarlilig1 tekrarlayan pasajlarla veya uzun siireli inkiibasyondan
sonra (dort giinden fazla) degisiklige ugrayabilir. S tipi koloniler donuk, kuru, sarimsi-beyaz
graniiler bir goriiniime sahip olan, daha az disbiikey ve daha opak morfolojideki R tipi
kolonilere doniisebilir. Oksidaz ve iireaz pozitif bakteriler brusella siiphesini arttirmalidir.
Hizli tanimlama igin siipheli kolonilere polivalan brusella antikoru ile lam agliitinasyon testi
uygulanabilir. Brusella tiirlerinin ve biyovarlarin tanimlanmasi i¢in CO2 gereksinimi, HaS
tiretimi, boyalar ile iiremenin inhibisyonu ve faj tiplendirmesi gibi testlerin yapilmasi
gerekmektedir (Tablo 1.2). Bu yontemler zaman alici, uygulamasi tehlikeli ve uzman
yorumu gerektiren testlerdir ve bu nedenle rutin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
uygulanmasi uygun degildir (Al Dahouk, Sprague, & Neubauer, 2013; Al Dahouk, Tomaso,
Nockler, Neubauer, & Frangoulidis, 2003; Yagupsky ve ark., 2019).

API gibi ticari triinler brusella’yr Ochrobactrum, Haemophilus, Bergeyella,
Bordetella veya Psychrobacter cinsi bakteriler olarak hatali tanimlayabilmektedir. Bu
nedenle bu gibi ticari tirlinler kullanilirken potansiyel hatali tanimlama ihtimali g6z 6niinde
bulundurulmalidir. Bu gibi durumlarda brusella'nin tanimlanmasi molekiiler bir yontemle
veya bakteriyel O-lipopolisakkarite (O-LPS) karsi spesifik antiserum ile dogrulanmalidir.
Ancak bu O-LPS diger Gram-negatif bakteriler ile ¢apraz reaksiyon verebildiginden, bu test
sadece brusella fenotipik karakterlerini (Gram morfolojisi, tipik biyokimyasal profil vb.)
gosteren organizmalara yapilmalidir. Ote yandan brusella’nin S-LPS’den R-LPS’ye dénmiis
kolonileri (veya dogal olarak R-LPS olan B. suis ve B. canis kolonileri) O-polisakkariti

sentezlemedikleri i¢in bu antiserumlar ile agliitinasyon olusturmayacaklari g6z oniinde
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bulundurulmalidir. Bu gibi koloniler anti-R-LPS antiserumlar ile muamele edilmelidir (Al
Dahouk ve ark., 2013; Yagupsky ve ark., 2019).

Tablo 1.2. Insanda hastalik olusturan brusella tiirlerinin fenotipik 6zellikleri (Al Dahouk ve
ark., 2003; Yagupsky ve ark., 2019).

Boya varhginda iireme - - o
9 @ Faj ile lizis*
(rutin test diliisyonu) > é
E @
= =
c s o S
c = c e 2
2 S © =] g
X = = w o o) @)
. S N O S o]

Tiir Ad T = & T | O |9 = < N Iod
B. melitensis + + + - - 24 s - = + -
B. abortus +2 - + +b + | 24s| + + + +
B. suis £ + - - - |15d | - + + -
B. canis =3 + - S - |15d| - - - +

a: Biyotip 2 harig, b: Biyotip 5 harig, c:Biyotip 3 hari¢
* Th: Thilisi, Wh: Weybridge, 1z: 1zatnagar

Brusella cinsi liyelerinin tanimlanmasi ve tiir tayini i¢in alternatif olmast amaciyla 570
metabolik reaksiyona dayali yeni bir minyatiir yar1 otomatik sistem (Micronaut, Merlin
Diagnostika) gelistirilmistir (Al Dahouk ve ark., 2010). Bu sistemde bulunan 196 metabolik
reaksiyon 23 referans brusella susu arasinda giivenilir bir ayrim saglamis, ayrica brusella’y1
Ochrobactrum spp. gibi ayirt edilmesi zor mikroorganizmalardan ayirmistir. Micronaut
sistemi spesifik reaktiflerin hazirlanmasini1 gerektirmeden yeni brusella tiirlerini ve
biyovarlarim1 saptama potansiyeline de sahiptir (Scholz ve ark., 2010). Bununla birlikte
Micronaut kitinin bu tiplendirme ozelligi bruselloz tedavisini etkilemedigi igin klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlari i¢in bir ihtiya¢ olarak goriilmemektedir. Ancak bu sistem
Ozellikle atipik brusella izolatlarinin tanimlanmasi igin referans laboratuvarlarda tercih

edilebilir (Al Dahouk & Nockler, 2011).

1.6.1.3.2. Matris Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyonu-Ucus Kiitle
Spektrometresi (MALDI/TOF-MS)

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda MALDI/TOF-MS teknolojisinin uygulanmasi

mikroorganizmalarin tanimlanma seklini derinden degistirmistir. Geleneksel fenotipik
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tekniklerle karsilastirildiginda MALDI/TOF-MS  uygun maliyetli ve kesin tam
saglamaktadir. Baslarda brusella’nin tanimlanmasinda MALDI/TOF-MS’in performansi
yetersizdi (Poonawala, Conner, & Peaper, 2018). Ancak arttk MALDI/TOF-MS, brusella’yi
hem kiiltiir plakalarindan hem de kan kiiltiirii siselerinden dogrudan tanimlayabilmektedir
(Ferreira ve ark., 2010; Lista ve ark., 2011). Yakin zamanda yapilan bir arastirmada nadir ve
atipik brusella izolatlar1 dahil olmak iizere, brusella’nin bilinen tiim tiirlerine ait 84 farkli
izolattan bir referans veri tabani olusturulmustur (Mesureur ve ark., 2018). Giincellenen veri
tabani ile brusella’nin Ochrobactrum cinsinin tiyelerinden belirgin sekilde ayirt edilmesi ve
B. melitensis, B. abortus ve B. suis’in kesin bir sekilde tanimlanmasi saglanmistir. Bununla
beraber, calisma esnasinda canli brusella’ya maruz kalmamak igin absolii etanol ile
bakterinin inaktivasyonunun saglanmasi, sonrasinda ise formik asit ve asetonitril ile standart
protein ekstraksiyonu basamagina gegilmesi gerektigi bildirilmistir (Drevinek, Dresler,
Klimentova, Pisa, & Hubalek, 2012; Sali ve ark., 2018).

1.6.2.Serolojik Testler

S-LPS’ye kars1 gelisen antikorlarin temel alindig1 bruselloz serolojik tanis1 genellikle
B. abortus S19 susundan elde edilen antijenler kullanilarak gerceklestirilir. Ciinkii brusella
immiinodominant S-LPS’si klinik agidan 6nemli olan {i¢ tiirlin tiim biyovarlar1 i¢in ortaktir
(Nielsen, 2002). Dogal olarak, ortak S-LPS antijeninin taninmasina dayanan serolojik testler,
bu ¢apraz reaksiyona giren tiirlerin neden oldugu enfeksiyonlarin ayirt edilmesini saglamaz.
R-LPS’ye sahip brusella tiirleri B. canis ve B. ovis dogal olarak O zincirinden yoksundur.
Anti-S-LPS antikorlarmin tespit edilmeye ¢alisilmasiyla bu tiirlerin  olusturdugu
enfeksiyonlar teshis edilemez. B. ovis insanda hastalik olusturmaz, ancak B. canis kaynakli
insan enfeksiyonlari bildirilmistir. Bu enfeksiyonlarin serolojik olarak tanimlanabilmesi i¢in
tire Ozgii R-LPS’nin kullanildigi agliitinasyon testi veya antijen olarak B. canis
proteinlerinin kullanildigi bir enzim isaretli immunosorbent assay (ELISA) testi
gerekmektedir (Polt, Dismukes, Flint, & Schaeffer, 1982).

LPS molekiiliiniin Yersinia enterocolitica O:9, Salmonella enterica serovar Urbana
0:30, Francisella tularensis, Escherichia coli 0116 ve 0157, Vibrio cholerae,
Xanthomonas maltophilia, ve Afipia clevelandensis gibi c¢esitli Gram negatif
organizmalarinkilerle ¢capraz reaksiyona giren epitoplari tasidigi belirtilmelidir (Al Dahouk
& Nockler, 2011; Pappas ve ark., 2005). Bu nedenle, S-LPS'yi hedef alan serolojik testlerin

sonuglar1 dikkatli yorumlanmalidir. Sonuglar hastaligin klinik belirtileri ve epidemiyolojik
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verilerle iligkilendirilmelidir. Bu spesifik olmayan reaksiyonlardan sorumlu olan anti-S-LPS
antikorlari gogunlukla IgM izotipindedir (Lamb, Jones, Schurig, & Berman, 1979; Yagupsky
ve ark., 2019).

Brusellamin sitoplazmik proteinleri, LPS'ye uygun bir alternatiftir ¢linkii bunlar
Ochrobactrum cinsinin disindaki bakterilerle 6nemli bir serolojik capraz reaksiyon
gostermezler. Bu sayede bu sitoplazmik proteinler brusella'nin neden oldugu enfeksiyonlari,
S-LPS seviyesinde ¢apraz reaksiyona giren organizmalarin neden oldugu enfeksiyonlardan

ayirt etmek i¢in kullanilabilir (Yagupsky ve ark., 2019).

1.6.2.1. Rose-Bengal Testi (RBT)

RBT, Rose Bengal boyasi ile boyanmis ve spesifik olmayan agliitininleri inhibe etmek
icin pH 3,65'te tamponlanmis bir tam B. abortus hiicresi siispansiyonu ile hasta serumunun
agliitinasyon reaksiyonuna dayanmaktadir (Corbel, 1997; Rose & Roepke, 1957). Test
yapilmasi basit, hizli (5 dakika i¢inde) ve akut bruselloz hastalarinin teshisinde nispeten iyi
sonuclara sahip bir testtir, ancak kronik ve komplike vakalarda yiiksek oranda yanlis negatif
sonug verir (Araj, Brown, Haj, & Madhvan, 1988). RBT agliitine olan ve agliitine olmayan
antikorlar1 saptar ve prozon fenomeninin (Wright agliitinasyon testi (WAT) ile g6zlenen,
goreceli olarak fazla antikor olmasi nedeniyle diisik serum diliisyonlarinda
agliitinasyonunun goériilmemesi) dezavantajina sahip degildir. Testin uygulanmasi basittir ve
teknik uzmanlik veya 6zel laboratuvar ekipmani gerektirmez. (Diaz, Casanova, Ariza, &
Moriyo6n, 2011).

RBT, enfeksiyonun evresinden bagimsiz bir sekilde oldukca duyarlidir (%99), ancak
LPS'ye kars1 gelisen antikorlar1 tespit eden biitiin testlere benzer sekilde, capraz reaksiyona
girebilecegi bakterilerle enfekte olmus hastalarda sahte pozitif reaksiyonlar verebilir. RBT
pozitifligi 6zellikle brusellozun endemik oldugu bolgelerde WAT gibi ikinci ve daha spesifik
bir testle dogrulanmalidir (Yagupsky ve ark., 2019).

1.6.2.2. Wright Agliitinasyon Testi (WAT)

WAT, B. abortus, B. melitensis ve B. suis enfeksiyonlarinin teshisinde kullanilan en
yaygin serolojik testtir. WAT S-LPS'ye kars1 olusan antikorlar1 tespit ettiginden, R-LPS’1i
B. canis tiirlerinin neden oldugu hastaligin teshisi igin kullanilmaz (Nielsen, 2002).

WAT hasta serumunun test tiipleri igerisinde 2’ser kat sulandirilmasi (1:20 ile 1: 2,560

araliginda) sonrasinda esit hacimde 1s1 ve fenol ile 6ldiiriilmiis B. abortus 119-3 susundan
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elde edilen antijen ile karigtirlmasiyla gergeklestirili. Gece boyunca 37°C’de
inkiibasyondan sonra reaksiyon ¢iplak gozle degerlendirilir. Agliitinasyon meydana gelirse,
olusan antijen-antikor kompleksleri zemine ¢oker ve dibinde ¢okelti olusmus berrak bir s1vi
seklinde gortliir. Agliitinasyon ger¢ceklesmezse siispansiyon bulanik kalir. Test sonucunun
1:160 ve iizerinde olmas1 bruselloz pozitif olarak kabul edilir (Al Dahouk & Nockler, 2011;
Nielsen, 2002).

Hastaligin erken evrelerinde WAT sonuglar1 negatif veya diisiik titrelerde olabilir.
Hatali negatif sonuctan siipheleniliyorsa test en az 2 ile 3 hafta arayla tekrarlanmalidir.
Agliitine edici olmayan antikorlarin veya prozon fenomeninin baskinligina da hatali negatif
sonug ile karsilagilir. Bu sorun hasta serumunun daha fazla seyreltilmesi ile asilabilir

(Yagupsky ve ark., 2019).

1.6.2.3. 2-merkaptoethanol (2-ME) Testi

Brusellozun tanisina yonelik serolojik testlerin dogru sekilde yorumlanmasi, IgM
antikorlarinin S-LPS'yle ¢apraz reaksiyona girmesinin neden oldugu diisiik spesifite ve yine
IgM antikor titrelerinin uzun siire kalic1 olmasindan dolay1 sorun olabilmektedir. IgM’in bu
olumsuz etkisini ortadan kaldirmak ve ayn1 zamanda IgG’nin aktivitesini bozmamak i¢in
cesitli metotlar Onerilmistir. IgM’in disiilfid baglar1 ortama 2-ME, antiglobiilin veya
selatlama ajanlar1 eklenerek, asitlestirilmis bir antijen kullanarak, rivanol ¢okeltmesi veya
serumun 1sitilmasiyla inaktive edilebilir. Bu amagla glniimiizde sadece 2-ME
modifikasyonu insanlarda bruselloz teshisi i¢in yaygin olarak kullanilmaya devam
etmektedir. 2-ME'nin asil kullanim amaci 6nceden bruselloz tanisi almis hastalarda
antibiyotik tedavisine verilen yanitin serolojik olarak izlenmesidir (Buchanan & Faber,
1980).

2-ME testi, WAT ile paralel sekilde gergeklestirilir ve her test tiipinde 0,05 M'lik 2-
ME ilave edilir. 2-ME bulunan tiiplerdeki agliitinasyon titresi IgG antikorlarinin aktivitesini
gosterir (Yagupsky ve ark., 2019).

1.6.2.4. Coombs Antiglobiilin Agliitinasyon Testi

Uzun siiredir devam eden brusella enfeksiyonu olan hastalarda agliitine edici olmayan
antikorlar agliitine edenlere gore gorece olarak daha fazla oldugundan, WAT yanlis negatif
sonuglar verebilir. Coombs testi, tekrarlayan veya devam eden bruselloz hastalarinda

brusellozun tanimlanmasi i¢in daha uygun olabilir (Franco ve ark., 2007).
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WAT testi sonrasi tiipler +5°C’de bir saat bekletildikten sonra santrifiij edilir.
Stipernatant uzaklastirilip pellet serum fizyolojik ile siispanse edilir. Bu islem iki kere daha
tekrar edildikten sonra pellet lizerine anti-human globiilin eklenir siispanse edilir. Tiipler

yeniden 37°C’de inkiibe edilir ve agliitinasyon olup olmadigi degerlendirilir (Morgan, 1990).
1.6.2.5. Brusella Coombs Jel (Odak) Testi

Brusella Coombs jel testi (Odak testi), bir jel matrisi ve Coombs antikorlart igeren
mikro kolonlarda gergeklestirilen yeni, basit ve hizli bir agliitinasyon testidir. Serumdaki
brusella antikorlarmin varligi, testin yapilmasindan 2 saat sonra jelde pembe bir antijen /
antikor kompleksi olusumu ile ortaya ¢ikar. Hasta serumu uygun sekilde sulandirildiktan
sonra tizerine brusella antijeni ilave edilip 37°C’de inkiibe edilir. Sonrasinda bu sividan bir
miktar alinip jel matrisi i¢eren tiip igerisine birakilir. Bir siire 37°C’de inkiibe edildikten
sonra jel matris igeren tiipler santrifiij edilir. Serumda antikor bulunmuyorsa tiipiin dibinde,
antikor bulunuyorsa tiipiin iist kisminda pembe renkli bant olusur (Borsa, Aldag, Yilmaz,
Dalar, & Ozalp, 2016; Hanci, Igan, & Uyanik, 2017)

1.6.2.6. Immunocapture Agliitinasyon Testi

Son yillarda brusellozun serolojik tanisinda yeni bir tek agamali immunocapture testi
(Brucellacapt test, Vircell) kullanilmaya baglanmistir. Bu test, tecriibeli laboratuvar
personeli veya ek bilesenler gerektirmez ve sonuglar 24 saat sonra okunur. Brucellacapt,
IgM antikorlarinin diistik spesifikliginden kaginmak igin asidik ortamda g¢alisir ve antijen
olarak B. abortus antijenleri kullanir. Bu test S-LPS igeren ii¢ brusella tiiriine karsi olusmus
agliitine edici olan ve olmayan IgG ve IgM antikorlarini saptar (Orduia ve ark., 2000).

Anti-human immiinglobiilinleri ile kaplanmis kuyucuklara sulandirilmig hasta serumu
ve test antijeni eklenir. Pleyt 37 © C'de 24 saat inkiibe edilir. Kuyucuk dibinde olusan yaygin
agliitinasyon pozitif, kuyunun dibinde olusan merkezi bir pellet ise negatif olarak
yorumlanir. Genel olarak Brucellacapt testi bruselloz enfeksiyonunun erken evrelerinde
Coombs testindekine oranla daha yiiksek titreler verir (Yagupsky ve ark., 2019).
Brucellacapt testi Coombs testine gore basitligi nedeniyle bruselloz tedavisi alan hastalarin

takibinde tercih edilebilir (Casanova, Ariza, Rubio, Masuet, & Diaz, 2009).
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1.6.2.7. Enzim Isaretli Immunosorbent Assay (ELISA)

ELISA testi biitiin brusella hiicresi veya brusella proteini kaplanmis plaklarda
gerceklestirilir. ELISA S-LPS'nin tespiti igin de kullanilabilse de plaklar genellikle sitozolik
proteinler ile kaplanir. Hastanin serumu belli oranda seyreltilir, kuyuya birakilir ve pleyt
inkiibe edilir. Yikama adimindan sonra Kkuyucuklara bir enzim ile konjuge edilmis
(genellikle alkalin fosfataz veya horseradish peroksidaz) anti-human 1gG, IgM veya IgA
eklenir. Uygun sekilde inkiibe edildikten sonra yine yikama islemi yapilir. Daha sonra
kuyucuklara enzime spesifik substrat ilave edilir. Inkiibasyonun ardindan reaksiyon
durdurulur ve kuyucuklardaki isima uygun dalga boyunda 6l¢iiliir (Yagupsky ve ark., 2019).

ELISA, ozellikle yiiksek klinik siiphe varken diger testler negatif oldugunda, koplike,
fokal ve kronik vakalarda tercih edilen bir testtir. Yiiksek hassasiyet ve dzgiilliik ile spesifik
IgG, IgM, IgA immiinglobulinlerini hizla (4-6 saat) saptayabilir (Araj, Lulu, Mustafa, &
Khateeb, 1986). Immiinglobulin sinmiflarmin tespitine ek olarak ELISA ayrica brusella-
spesifik IgG alt siniflarini ve IgE gibi diger brusella immiinglobulinlerini de tespit edebilir
(Araj, 1988). ELISA ile fazla sayida Ornek eszamanli olarak test edebildigi icin
epidemiyolojik siirveyans aragtirmalarinda da yaygin olarak kullanilmaktadir. In-house
ELISA'larin duyarlilig1 genellikle yiiksektir ancak 6zgiilligii agliitinasyon testlerinden daha
diistiktiir. Ticari ELISA Kitleri genellikle iyi performans gosterir (Araj, Kattar, Fattouh,
Bajakian, & Kobeissi, 2005).

1.6.2.8. 1gG Avidite ELISA Testi

Klasik ELISA'nin bir modifikasyonu olan IgG avidite ELISA testi baglangictaki diisiik
afiniteli IgG antikorlarinin zamanla yiiksek afiniteli antikorlarla degistirildigi goriisline
dayanir. Bu testte klasik ELISA’ya ek olarak iire igeren fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS)
kullanilir (Mantecon ve ark., 2008; Pabuccuoglu ve ark., 2011). Diisiik afiniteli antikorlar
iire tarafindan baglanma bolgelerinden ¢ikarilarak yiiksek afiniteli olanlar eklenir. IgG
avidite indeksi (Al), tire ile muamele edilmis kuyunun absorbansinmin muamele
edilmeyenlerin absorbansina bdliinmesiyle hesaplanir. Yiiksek Al degeri immiinolojik
hafizay1 ve daha olgun bir immiin yanit1 gosterirken, diisik Al degeri yeni gelismis

enfeksiyon olarak yorumlanir (Kutlu ve ark., 2003).
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1.6.2.9. Floresan Polarizasyon Immunoassay (FPI)

FPI’nin prensibi, bir florokrom ile isaretlenmis ¢ozelti icindeki bir antijen molekiilii
ile, antikoru ile konjiige edilmis ayn1 antijen molekiiliiniin donme hizindaki farki 6lgmeye
dayanir. Oldukea kiigiik olan brusella S-LPS molekiilii hizli bir sekilde doner ve 1s1k hizhi
bir sekilde depolarize olurken, ¢ok daha biiylik olan antijen-antikor kompleksi daha diisiik
bir hizda doner ve 1s1ik da daha yavas sekilde depolarize olur. Bu fark dogru bir sekilde
Ol¢iilebilir ve sonuglar dakikalar iginde elde edilebilir (Nielsen, Lin, Gall, & Jolley, 2000).
B. melitensis, B. abortus veya B. suis kaynakli akut enfeksiyonlar1 veya relapslar1 olan
hastalardan alinan serumlar test edildiginde, duyarlilik genel olarak %96,1 bulunmustur.
Islemin kolay olmasi, FPI'min klinik laboratuvarlarda, kan bankalarinda ve arazide

kullanilabilecegi bildirilmistir (Lucero, Escobar, Ayala, Paulo, & Nielsen, 2003).
1.6.2.10. Dipstick Assay

Dipstick assay brusella'ya 6zgii IgM antikorlarinin tespiti i¢in kullanilan hizli bir
testtir. Test ¢ubugu belirli bir bolgede B. abortus'tan tiiretilmis S-LPS’leri igeren bir
nitroseliiloz seridinden olugur. Hastanin serumu ile karigtirilan test antijeni (kolloidal boya
pargaciklar1 ile konjuge edilmis bir monoklonal anti-human IgM antikoru), 1slatilmis test
cubugu icerisinde 3 saat siireyle inkiibe edilir. Siire sonunda ¢ubuk musluk suyu ile durulanir
ve oda sicakliginda kurumaya birakilir. Olusan renk yogunlugu bir referansla karsilastirilir
(Altuglu ve ark., 2002). Testin uygulanmasi basittir ve teknik uzmanlik veya 6zel ekipman
gerektirmez. Yalnizca IgM antikorlan tespit edilebildiginden sadece akut brusellozun
tanisinda kullanilabilmektedir. Uzun siliren ve kronik vakalar i¢in yetersiz oldugu

kanitlanmistir (Casao, Smits, Navarro, & Solera, 2003; Clavijo ve ark., 2003).
1.6.2.11. Lateral Flow Assay (LFA)

LFA, ELISA'nin uygun bir plastik aparatta uygulandigi basitlestirilmis bir
versiyonudur. Sistem, bir ucunda bir reaktif ped ve diger ucunda bir emme pedi bulunan B.
abortus LPS’si iceren bir nitroseliiloz seridinden olusmaktadir. Reaktif ped, tespit araci
olarak kurutulmus kolloidal altin anti-human IgM ve anti-human IgG konjugatlarini igerir.
LFA hasta bast kullanimi igin tasarlanmistir, lanset yardimiyla parmaktan alinacak kii¢iik
bir kan damlasi ile ¢alisilir. Laboratuvar uzmanligi, 6zel ekipman veya elektrik kaynagi

gerektirmez. Sonuglarin yorumlanmasi kolaydir ve tasima veya depolama igin sogutmaya
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ihtiya¢ duymaz. LFA'"nin duyarliligi (%95) WAT ile benzerdir (Smits, Abdoel, Solera,
Clavijo, & Diaz, 2003; Yagupsky ve ark., 2019).

1.6.3.Niikleik Asit Amplifikasyon Testleri (NAAT)

Brucella spp, kan veya diger steril viicut sivilar1, dokular ve eksiidalar gibi herhangi
bir klinik drnekten NAAT ile tanimlanabilir. Ancak periferik kan genellikle en iyi verim
alinan ve yillar boyunca en fazla deneyime sahip olunan klinik &rnektir. ilk arastirmalar
sirasinda periferik tam kan numuneleri kullanilmis ancak tam kandaki insan DNA’sinin fazla
olmas1 ve hemin gruplarimin Taq polimeraz enzimi iizerindeki olumsuz etkileri sebebiyle
NAAT arzu edilen sonuglar1 vermemistir (Navarro, Escribano, Fernandez, & Solera, 2002;
Queipo-Ortuiio, Garcia-Ordofiez, Colmenero, & Morata, 1999). Buffy coat’tan DNA
izolasyonu ile bazi inhibitorler ortadan kalkmasina ragmen, Ficoll-Hypaque ile muamele
edilmesini gerektirdigi i¢in buffy coat yaygin sekilde kullanilmamaktadir (Matar, Khneisser,
& Abdelnoor, 1996).

DNA izolasyon islemlerinde ve amplifikasyonda kullanilan teknolojideki gelismeler
Sserumun insan brusellozunun molekiiler tanisi icin tercih edilen bir 6rnek oldugunu
gostermistir (Sanjuan-Jimenez, Colmenero, & Morata, 2017). Baz1 ¢aligmalar hasta serumu
kullanilarak yapilan PZR analizlerinin sonucunun tam kan érneklerinden daha iyi oldugunu
gostermistir (Zerva, Bourantas, Mitka, Kansouzidou, & Legakis, 2001).

Bruselloz hastalarinda brusella DNA'sinin tespiti, klinik drneklerde az sayida bakteri
bulunmasindan ve Ornekten kaynaklanan inhibitdr etkilerden dolayr olduk¢a zordur
(Queipo-Ortufio, Colmenero, Macias, Bravo, & Morata, 2008). Brusella PZR’lerinin
duyarlilig1 %50 ile %100, 6zgilliigii ise %60 ile %98 arasinda degismektedir. Duyarlilik ve
ozgiillik kullanilan DNA izolasyon yontemine, kullanilan klinik 6rnek ¢esidine vs. bagl
olarak farklilik gosterir (Morata ve ark., 2001; Probert, Schrader, Khuong, Bystrom, &
Graves, 2004; Romero, Gamazo, Pardo, & Lopez-Goni, 1995). Hastalik evresinden bagimsiz
olarak PZR’nin duyarliligi kan kiiltiirlerinden, 6zgilliigii ise serolojik testlerden daha
yiiksektir (Navarro, Casao, & Solera, 2004).

16S rRNA'min PZR’de hedef gen bdlgesi olarak kullanimi bir¢ok bakteriyel
enfeksiyonun molekiiler tanisinda ¢ok yaygindir. Ancak diger alfaproteobakterilerle capraz
reaksiyon gostermesi ve daha spesifik gen bolgelerinin duyarliliginin yiiksek olmasindan
dolay1 16S rRNA brusellozun molekiiler tanisinda tercih edilmez (Romero ve ark., 1995).

Simdiye kadar tanimlanan biitiin brusella tiirlerinde degisken sayida bulunan IS711 gen
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bolgesi hastaligin molekiiler tanisinda hedef bolge olarak ¢ok sik kullanilmaktadir
(Bounaadja ve ark., 2009). Brusella cinsine 6zgii 31 kDa'lik immiinojenik bir membran
proteinini kodlayan Bcsp31 geni en sik kullanilan hedef bolgedir (Mayfield ve ark., 1988).
Kontaminasyon riskine ragmen Nested PZR’nin 6zgiilliigi ve duyarliligi diger PZR’lere
gore yiiksektir (Matar ve ark., 1996). Real-time PZR, klinik 6rneklerin verimli sekilde
taranmasini saglar ve birkag saat i¢inde sonug verir (Redkar, Rose, Bricker, & DelVecchio,
2001).

1.7. Tiirkiye’de ve Diinya’da Brusellozun Onemi

Bruselloz iilkemizde ve Diinyada gelismekte olan iilkelerde yaygin bir zoonozdur.
Hastalik 6zellikle Afrika, Asya, Orta Dogu, Orta ve Giiney Amerika da yaygindir. Bruselloz
Tiirkiye, Fransa ve Ispanya’da endemiktir (Lim & Rickman, 2004). Ulkemizde insidans
100.000°de 11,93 ile 49,54 arasinda degisiklik gostermektedir (Dean, Crump, Greter,
Schelling, & Zinsstag, 2012). Tiirkiye’de bruselloz olgulart en fazla Giineydogu Anadolu
bolgesinde (%41,1) goriilmektedir (Yiice, 2006). Son yillarda siirveyans ve kontrol
yontemlerinde ¢ok sayida gelismeye ragmen, gelismekte olan {ilkelerde hijyen,
sosyoekonomik ve politik faktorlere bagli olarak prevalansinda artis vardir (Gwida ve ark.,
2010; McDermott, Grace, & Zinsstag, 2013). Diinya Saglik Orgiitii tahminlerine gore gercek
insidans raporlananlardan 10-25 kat daha fazladir (World Health Organization, 1997).
Bruselloz iilke ekonomisine zarari yiiksek bir zoonozdur. Hem insan hem agil hayvanlari
hem de vahsi hayattaki canlilara zarar verir. Hayvanlarda diisiige, erken doguma neden
olmasi, siit tiretiminde azalmaya yol agmasi nedeniyle ekonomik zarara yol agar (Gwida ve
ark., 2010; McDermott ve ark., 2013). Gegen yiizyilin sonunda, Arjantin’de hastalik
prevalanst %5 olmasina ragmen, bu hastaliktan kaynaklanan ekonomik kayip yillik 60
milyon dolar olarak raporlanmistir (McDermott ve ark., 2013). Tirkiye’de bu oranin

yaklasik yillik 40 milyon dolar civarinda oldugu diisiiniilmektedir (Can & Yalgin, 2014).

1.8. Brusella ile Tlgili Proteom Cahsmalar1

Brusella’da eksprese edilen proteinleri tanimlamak i¢in yapilan ilk protein
calismalarinda tek boyutlu sodyum dedosil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) ve / veya immiinoblotlama teknikleri kullanilmistir. Bu ¢alismalar ile elde edilen
protein bant profillerinin tiire 6zgii oldugu ortaya koyulmustur (Hill & Cook, 1994; Morris,
1973). S6z konusu ¢alismada hem B.abortus hem de B.suis izolatlarinda 35 ortak bant
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saptanmistir. On bant bir tlire 6zgii olarak belirlenmistir. On bes bant ise tiirler arasinda
farklilik olarak belirlenmistir (Hill & Cook, 1994).

Daha sonra yapilan bazi ¢alismalarda brusella’nin tek bir pH araligindaki 2 boyutlu
elektroforez jelleri ile proteomlar1 karakterize edilmistir. Cesitli calismalar ile bakteriye ait
54 adet protein tanimlanmistir (Sowa, Kelly, Ficht, & Adams, 1992; Teixeira-Gomes,
Cloeckaert, Bézard, Bowden, ve ark., 1997; Teixeira-Gomes, Cloeckaert, Bézard, Dubray,
& Zygmunt, 1997). Proteinlerin tanimlanmasinda brusella’ya kars1 antikorlar i¢eren hayvan
serumlart kullanilmistir. Calismalar sonucunda saptanan baslica proteinler; Alanyl
aminopeptidase, Amino acid ABC-type transporter, Dihydrolipoamide succinyltransferase,
Leu/lle/Val-binding protein precursor, L7/L12 ribosomal protein, Lumazine synthase (18
kDa), Malate dehydrogenase, Succinyl-CoA synthetase a subunit, Superoxide dismutase
(Cu, Zn), BCSP 31, 32.2-kDa protein, 22.9-kDa protein, BA 14K, BP 26, ClpP (27 kDa),
CP24, DNA K, GroEL, GroES, HtrA, 31-kDa protein, P15, 20-kDa protein, 17-kDa protein,
UVrA, YajC, NikA (58 kDa), dis membran proteini (Omp) 89 kDa, Omp 31, Omp 28, Omp
25, Omp 19ve P39’dur.

Brusella proteomu 1980’li yillarda 2 boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi (2D-
PAGE) ve MALDI/TOF-MS'i de igeren proteomik teknikler kullanilarak kapsamli bir
sekilde analiz edilmistir. Brucella melitensis’te 500'den fazla protein tanimlanmistir
(DelVecchio ve ark., 2002). B. melitensis 16M susu'nun tiim hiicre proteinleri izole
edildikten sonra pH 3,5-11,0 aras1 immobilized pH gradient (IPG) seritleri ile yapilan 2D-
PAGE jel elektroforezi sonucunda 557 spot tanimlanmistir (Wagner ve ark., 2002).

Brucella spp'nin belli bagli OMP'leri ilk olarak 1980'lerin basinda tanimlanmis ve
potansiyel immiinojenik ve koruyucu antijenler olarak karakterize edilmislerdir. Molekiiler
kiitlelerine gore grup 1 (94 veya 88 kDa OMP), grup 2 (36—-38 kDa OMP) ve grup 3 (31-34
kDa OMP ve 25-27 kDa OMP) olmak iizere 3 gruba ayrilmiglardir. Bunlarin arasindan grup
1’in rolii ve yapisi aydinlatilamamistir (Cloeckaert, Vizcaino, Paquet, Bowden, & Elzer,
2002; Edgardo Moreno & Moriyon, 2006). Omp25 gen bolgesi iizerindeki ¢alismalar
Omp25’in bir viriilans faktorii oldugunu, bu proteinin geninden yoksun B. melitensis, B.
abortus ve B. ovis mutantlariin viriilansinin azaldigimi gostermistir (Cloeckaert ve ark.,
2002). Omp22 B. abortus’ta; omp25b B. melitensis ve B. suis’te; omp25c B. melitensis, B.
abortus ve B. suis’ te; Omp31b B. abortus ve B. suis’te tanimlanmistir (Moreno & Moriyon,
2006).

Farkli ¢evresel kosullarda brusella suslarinin protein analizlerinin yapildigi ¢alismalar

da gerceklestirilmistir. Bu c¢alismalar farkli ¢evresel stres kosullarinda brusella’nin
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metabolik aktivitelerinde (Al Dahouk, Jubier-Maurin, Neubauer, & Kohler, 2013; Al
Dahouk ve ark., 2009; Zai ve ark.,, 2017), bazi gen mutanti brusella klonlarinin
proteomlarinda (Park, Im, Shim, & Yoo, 2018) meydana gelen degisikliklerin arastirildigi
caligmalari, immiinoreaktif proteinlerin tanimlandigi ¢alismalar (Connolly ve ark., 2006;
Lee ve ark., 2014; Pajuaba ve ark., 2012; Wareth ve ark., 2016; Zhao ve ark., 2011) ve as1
determinant1 ¢alismalarini (Connolly ve ark., 2006; Mahmud, Khan, & Igbal, 2019)
icermektedir. Bu galismalarda insan ig¢in bazi proteinler (ABC transporter permease,
fumarate reductase flavoprotein subunit, FOF1-type ATP synthase a subunit, cysteine

synthase A vb.) potansiyel as1 adaylar1 olarak raporlanmistir.

1.9. Brusella As1 Calismalari

Hayvanlarda ve insanlarda brusellozu 6nlemek igin ideal bir brusella asisinin
gelistirilmesi i¢in yirminci yiizyilin bagindan beri arastirmalar yapilmaktadir (Nicoletti,
1990). Hayvanlarda uygulanabilen asilar mevcut olmasina ragmen insan brusellozunun
onlenmesi icin lisansl bir as1 heniiz yoktur. Hayvanlarda kullanilan asilarin asir1 duyarlilik
reaksiyonlarina sebep olmasi ve enfeksiyon olusturma potansiyelinin bulunmasindan dolay1
insanlarda kullanilmamaktadir. insanlarda kullanim igin ideal bir as1 mutlaka giivenli ve
etkili olmalidir. Hastalik olugturmamalidir ve uzun 6miirlii koruma saglamalidir. Tek bir doz
uygulanmasi tercih edilse dahi asinin etkinligine bagh olarak doz ayarlamasi yapilabilir
(Perkins, Smither, & Atkins, 2010).

Bruselloza karsi canli ve inaktive asilar gelistirilmis olmasina ragmen istenilen
koruyuculuk elde edilememis ancak modifiye canli asilarin iistiin koruyucu immiinojenler
oldugu gosterilmistir (Avila-Calderon, Lopez-Merino, Sriranganathan, Boyle, & Contreras-
Rodriguez, 2013). Brucella abortus S19 eski Sovyetler Birligi'nde bir donem insan asisi
olarak kullanilmistir (Vershilova, 1961). Bununla birlikte, S19 ve B. melitensis Rev.1’in
insanlarda bruselloza neden oldugu ve bu nedenle insan asilamasi ig¢in uygun olmadig
raporlanmistir (Spink, Hall, Finstad, & Mallet, 1962). B. abortus 19BA ve B. melitensis
104M gibi ¢esitli canli zayiflatilmis suslar eski Sovyetler Birligi'nde ve Cin'de bir siire as1
olarak kullanilmig ancak sinirh etkinlik gosterdigi belirtilmistir (Perkins ve ark., 2010).
Bunlara ek olarak, gesitli brusella fraksiyonlar1 potansiyel insan asilar1 olarak denenmistir
ancak etkinlikleri halen belirsizligini korumaktadir. Bunlar esas olarak peptidoglikan,
protein ve diiz LPS’lerden olusan B. abortus veya B. melitensis'in fenolde ¢6ziinmeyen

sodyum dodesilsiilfat (SDS) fraksiyonunu igerir (Lopez-Merino ve ark., 1976). Bu as1
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preparatinin fare modelinde immiinojenik ve enfeksiyonuna karst koruyucu oldugu
degerlendirilmistir. Asinin insanlarda da immiinojenik oldugu belirtilmistir. Ancak asinin
ayn1 zamanda bazi yan etkileri oldugu goriilmiis, enjeksiyon bolgesinde ciddi lokal agriya
ve asilama atesine neden oldugu belirlenmistir (Hadjichristodoulou ve ark., 1994; Rasooly,
Olitzki, & Sulitzeanu, 1966; Renoux & Tinelli, 1973).

Brusella'nin ¢ok sayida alt birim fraksiyonu fare modelinde rekombinant protein asilar
olarak c¢alisilmis ve bunlarin bazilar1 koruyucu etkinlik gdstermistir (Oliveira,
Giambartolomei, & Cassataro, 2011). Bunlar 22,9 kDa, 32,2 kDa, BLS, Cu-Zn SOD, DnaK,
L7/L12, 1alB, Ompl6, Omp19, Omp31, P39, SurA proteinlerini igerir (Perkins ve ark.,
2010).

Bakteriyel hiicre yiizeyi antijenleri patojen ve konak¢1 arasindaki ilk temas noktasi
olduklarindan dolay1 as1 i¢in baglica adaylardir. Bir ¢alismada brusella’nin dis zarinda bir
ka¢ immiinojenik antijen belirlenmistir (Cassataro ve ark., 2005). Bunlar B.melitensis’e ait
Omp31, B.abortus’a ait Omp16, Ompl19, Omp25 ve Omp28 rekombinant proteinler olup
hayvan deneylerinde asi adayi olarak denenmistir (Cassataro ve ark., 2005; Goel &
Bhatnagar, 2012; Kaushik ve ark., 2010; Pasquevich ve ark., 2010, 2011). Bunlardan farkli
olarak, B. abortus’un periplazmik proteini olan Cu-Zn SOD’m {ii¢ peptiti (peptit 1
(GGDNYSDKPEPLGG), peptit 2 (LAEIKQRSLMVHGG) ve peptit 3
(GGAPGEKDGKIVPAGQG)) as1 determinanti olarak fare deneylerinde ¢alisilmis olup, sadece
bir peptitin (peptit 3) B. abortus 2308'e kars1 dnemli bir koruma saglayabildigi gosterilmistir
(Tabatabai & Pugh, 1994). Ayrica sitozolik proteinler olan SurA ve DnaK saflastirilmis
rekombinant proteinleri de farelerde as1 determinanti olarak degerlendirilmis, her iki protein
de B. abortus'a karsi canli ag1 kontroliine kiyasla orta seviyelerde benzer koruma seviyeleri
gosterdigi belirlenmistir (Delpino, Estein, Fossati, Baldi, & Cassataro, 2007).

DNA asilar1 hem hiimoral hem de hiicresel bagisiklik yaniti olusturabilirler ancak
genellikle protein asilarindan daha diisilk miktarda bagisiklik yaniti indiiklerler. Omp31
eksprese eden bir DNA asismmin Incomplete Freud Adjuvant ile kombine halde
kullanildiginda, rekombinant protein ile benzer koruma seviyeleri sagladigi raporlanmistir
(Cassataro ve ark., 2005).

Son zamanlarda brusella dis membran vezikiilleri (OMV)'nin potansiyel asi1 olarak
kullanimi arastirilmistir. Fareleri immiinize etmek igin hem B. melitensis 16M hem de B.
melitensis VTRM1 suslarindan saflastirilmis OMV'ler kullanilmistir. Canli B. melitensis

asis1 ile karsilagtirildiginda benzer koruma sagladigir goriilmiistiir. Tiim bu g¢alismalara
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ragmen halen insanda giivenle kullanilabilecek bir as1 bulunamamistir (Avila-Calderén ve

ark., 2013).
1.10. immiinoproteomik Yéntemler

Immiinoproteomik, yiiksek verimli proteomik teknolojiler yoluyla bagisiklik
sisteminin protein hedeflerinin incelenmesidir. Immiinoproteomik yéntemler patojen
mikroorganizmalar, konakg1 hiicreler veya immiin sistemi uyaran diger molekiillere kars1
olusmus immiin sistem proteinlerinin veya peptitlerinin tanimlanmasi i¢in kullanilan ¢esitli
teknikleri igerir. Kiitle spektrometresi dahil genomik ve proteomik alanindaki son teknikler,
immiinoproteomik yontemlerin hizla gelismesine olanak saglamistir. Immiinoproteomik
yontemler hastaliklarin nasil olustugunun ve ilerlediginin anlasilmasini, hastaliklarin
biyobelirteglerinin ve potansiyel asi adayr molekiillerin belirlenmesini saglar (Fulton &
Twine, 2013).

Hasta serumlarinin otoreaktivite profillerinin belirlenmesinde ve otoimmiin
hastaliklardan sorumlu antijenlerin tanimlanmasinda kullanilan en yaygin yontem serolojik
proteome analizi (SERPA) veya PROTEOMEX olarak adlandirilir (Klade ve ark., 2001). Bu
yontemde potansiyel otoantijenleri i¢eren biitiin doku/hiicre proteinleri, ii¢ kopya jel halinde
2D-PAGE jeli iizerinde ytritiilir. Bu 2D-PAGE jellerinden ikisi, immiinblotlama igin
kullanilir: biri hasta serumuyla digeri kontrol serumla immiinblotlamaya tabi tutulur. Hasta
serumu ile blotlanan jelde bulunan ancak kontrol serumu ile blotlanan jelde bulunmayan
protein spotlar1 tespit edilir. Bu protein spotlar1 iiclincii 2D-PAGE jelinden toplanir.
Toplanan protein spotlar tripsin ile muamele edilerek peptit haline getirilir. Elde edilen
peptitler sivi kromatografi-kiitle spektrometresi/kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) veya
MALDI/TOF-MS sistemleriyle tanimlanir (Cottrell, Hall, Rosen, & Casciola-Rosen, 2012).

Antijenlerin  Otoantikor ~ Araciligiyla  Tanimlanmasi  (AMIDA)  yontemi,
immiinoproteomik yontemlerinin en yenisidir. AMIDA yonteminde hiicre lizatlarinda
bulunan potansiyel antijenleri immiinyakalama yontemiyle tanimlamak igin antikorlar
iceren hasta serumu kullanilir (Gires ve ark., 2004). Immiinyakalama ise manyetik boncuklar
veya agaroz reginesi gibi kat1 bir faza baglanmis spesifik antikorlar kullanilarak antijenlerin
kiiciik dlgekli afinite saflastirmasi islemidir. Immiinyakalama proteinlerin veya diger
biyomolekiillerin, Western blot veya diger teknikler ile tespit edilmesi amaciyla hiicre
lizatlarinin kullanildig1 en yaygin yontemlerden biridir. Bir proteine spesifik olan antikor,

manyetik boncuk gibi bir kat1 faz iizerine ilk olarak kaplanir ve daha sonra hedef proteini
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iceren bir soliisyon ile inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresi boyunca soliisyonun hafifce
calkalanmas1 hedef antijenin antikora baglanmasin1 kolaylagtirir. Olusan immiin
kompleksler daha sonra manyetik boncuktan biyokimyasal yontemlerle ayristirilir,

immiinkompleksler bir tiipe alinir ve analiz edilir (Bonifacino, Gershlick, & Dell’ Angelica,
2016).
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2. AMAC

Brusella ile ilgili Tiirkiye’de yapilan ve bizim ulasabildigimiz ¢alismalar dikkate
alindiginda, genellikle epidemiyolojik c¢alismalarin ¢ogunlukta oldugu goriilmektedir.
Bunlar, insan ve hayvanlardaki brusella seroprevalanslarini igeren ¢aligsmalari, olgu
sunumlarini, molekiiler biyolojik teknikler ile brusella izolatlarinin tiplendirme galigsmalarini
ve multi-lokus varyans analizlerini igermektedir (Cetinkaya, Aktepe, Ciftci, & Demirel,
2005; Gwida ve ark., 2012; Kili¢ ve ark., 2011; Otlu, Sahin, Atabay, & Unver, 2008; Sayan,
Yumuk, Bilenoglu, Erdenlig, & Willke, 2009; Siimer, Siimer, Alim, Nur, & Ozdemir, 2003;
Unver, Erdogan, Atabay, Sahin, & Celebi, 2006). Tirkiye’deki brusella izolatlarinin protein
profilleri hakkinda temel laboratuvar ¢aligsmalari ile ilgili literatiirde sadece tek bir yayina
ulasilabilmistir. Bu yayida Tiirkiye’deki bir inekten izole edilmis tek bir Brucella abortus
izolat1 calisilmistir (Wareth ve ark., 2016).

Bruselloz tanisinin konulmasi igin etkenin iiretilmesi altin standarttir, ancak brusella
kiiltiiri tecriibe gerektiren, bulas riski tasiyan ve zaman alan bir islemdir. Bu yiizden
bruselloz tanis1 genellikle serolojik testlerle konulmaktadir (Galinska & Zagorski, 2013).
WAT, RBT, ELISA ve kompleman fiksasyon testi bunlardan bazilaridir (Al Dahouk ve ark.,
2013; Franco ve ark., 2007; Young, 1991).

Bruselloz tanisinda kullanilan serum agliitinasyon, kompleman fiksasyon ve ELISA
gibi konvansiyonel serolojik testlerde antijen olarak genellikle tam hiicre preparatlari, hiicre
ekstraktlar1 veya LPS fraksiyonlar1 kullanilmaktadir. LPS’ler immiin sistemi c¢ok giiglii
sekilde uyarmalarina karsin tanida biiyiik hatalara sebep olabilmektedirler. Brusella O-
polisakkaritine ait immiinodominant epitop, Yersinia enterocolitica O:9, Vibrio cholerae,
Salmonella typhimurium, Francisella tularensis, Escherichia coli O:157, Stenotrophomonas
maltophilia gibi diger gram negatif bakterilerin O-polisakkariti ile benzerlik gosterir. Sonug
olarak diger etkenlere kars1 olusan antikorlar ile ¢apraz reaksiyon meydana gelmekte ve bu
durum tanida hatali pozitifliklere sebep olmaktadir. LPS icermeyen ve brusella’ya 6zgii
protein iceren tani sistemlerinin gelistirilmesi ile bu hatali pozitifliklerin Oniine
gecilebilecegi diistiniilmektedir. Bu baglamda brusella’ya yiiksek derecede spesifik
immiinojenik proteinlerin tanimlanmasi biiyiikk 6nem tasimaktadir. Bunun yaninda
brusellozu 6nlemek i¢in insanlarda giivenle kullanilabilecek bir as1  heniiz
gelistirilememistir. As1 gelistirilmesi 6zellikle hayvanlarla yakin temasta bulunan giftciler
ve veterinerler ile laboratuvar ¢aliganlar1 ve endemik bdlgelerde yasayan kisiler i¢in 6nem

arz etmektedir (Avila-Calderon ve ark., 2013). Son yillarda brusella’ya spesifik
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immiinojenik proteinlerin tanimlanmasina yonelik c¢aligmalar 6nem kazanmistir. Bu
caligmalar sonucunda hem tanida kullanilabilecek daha spesifik testlerin gelistirilebilecegi
hem de gelecekte gelistirilecek alt iinite asilar i¢in degerli verilerin elde edilebilecegi
ongoriilmektedir (Abbady, Al-Daoude, Al-Mariri, Zarkawi, & Muyldermans, 2012; Abo
Assali, Al-Mariri, Hamad, & Abbady, 2012; Sascha Al Dahouk ve ark., 2006; J. Y. Kim ve
ark., 2014; Ko ve ark., 2012; Lee ve ark., 2015; Pajuaba ve ark., 2012; Tiwari ve ark., 2013;
Wareth ve ark., 2016; Yang ve ark., 2011; Zhao ve ark., 2011).

Bu tez c¢alismasi ile Tiirkiye’nin farkli cografik bolgelerinden izole edilmis brusella
izolatlarinin, ortak immiinojen protein varlig1 agisindan immiinoproteomik bir teknik olan
AMIDA yontemi ile aragtirilmasi amaglanmustir.

Bu tez c¢alismasinda Tiirkiye’den izole edilen dort adet farkli Brucella melitensis
izolat1 ¢alisilmis ve immiinodominant proteinleri agisindan birbirleriyle karsilagtirilmigtir.
izolatlarin Tiirkiye’nin farkli cografik bélgelerinden izole edildikleri goz Oniinde
bulunduruldugunda, farkli izolatlar arasindaki ortak immiinodominant protein benzerlikleri

veya farkliliklar1 belirlenebilmistir.
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3. YONTEM

Bu tez calismasi Eyliil 2016-Kasim 2019 tarihleri arasinda Kocaeli Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 laboratuvarlarmda ve Kocaeli Universitesi
Deneysel ve Klinik Arastirmalar Merkezi Proteomiks Laboratuvarinda gergeklestirildi.
Calismanin gerceklestirilebilmesi igin Kocaeli Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulundan onay alindi (Etik kurul onay numarasi: KU GOKAEK
2019/10.13).

Calismada kullanilan ve Tiirkiye’nin farkli cografik bolgelerinden izole edilen brusella
izolatlar1 Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Klinik Oncesi Bilimler Boliimii Ogretim
Uyesi Dog. Dr. Sevil ERDENLIG GURBILEK tarafindan hediye edildi. B. melitensis
izolatlarindan 1062 kodlu izolat Marmara Bolgesi'nden, 1177 kodlu izolat i¢ Anadolu
Bolgesi’nden, 5031 kodlu izolat Dogu Anadolu Bolgesi’nden ve 5112 kodlu izolat Ege

Bolgesi’nden izole edilmis.
3.1. Brusella izolatlarinin Tamimlanmasi

Tiim izolatlara Gram boyama, katalaz ve oksidaz testleri yapildi. Bakteriler %5 koyun
kanli agar (GBL, Tirkiye) besiyerine pasajlandi. Kiiltiir plaklari mumlu jar igerisinde
37°C’de 24-48 saat inkiibe edildi (Sekil 3.1). Ureyen kolonilerden preparat hazirlanarak

Gram boyama prosediirii ile boyandi. Daha sonra oksidaz ve katalaz testleri yapildi.

Sekil 3.1. Kiiltiir plaklarinin jar i¢erisinde inkiibasyonu.
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Katalaz testi i¢in %3’liikk hidrojen peroksit soliisyonu hazirlandi. Stok %30’luk
hidrojen peroksit (Merck, Almanya)’ten 0,1 ml alinip 0,9 ml distile su igerisine birakildu.
Hazirlanan bu soliisyondan lam {izerine bir damla %3’liikk hidrojen peroksit soliisyonu
damlatildi. Ureyen kolonilerden bir miktar almip damla igerisinde siispanse edildi. Hava
kabarcig1 olusumu katalaz pozitif olarak degerlendirildi.

Oksidaz testi i¢in %!1’lik tetrametil-parafenilen diamin hidroklorid soliisyonu
hazirlandi. Bir gram tetrametil-parafenilen diamin hidroklorid tozu (Merck, Almanya)
tartilarak yiiz mililitre distile su igerisinde siispanse edildi. Soliisyonun 1siktan
etkilenmemesi i¢in tilip etrafi aliiminyum folyo ile kapatildi. Hazirlanan bu soliisyondan bir
damla almip kurutma kagidi iizerine damlatildi. Ureyen kolonilerden bir miktar alinip
sollisyon damlatilmis kurutma kagidina siiriildii. Mor renk olusumu oksidaz pozitif olarak
degerlendirildi.

Bakteriler klasik PZR ile molekiiler olarak da tanimlandi. Probert’in Ger¢ek Zamanl
PZR protokolii modifiye edilerek klasik PZR olarak kullanildi (Probert ve ark., 2004).
Oncelikle bakteriler koyun kanli agar besiyerinde 37°C’de 24-48 saat inkiibe (MIR-162,
Sanyo, Japonya) edildi. Ureyen bakterilerden ticari kit (Roche, Isvigre) ile iireticinin
Onerileri dogrultusunda DNA izolasyonu yapildi. Bu amagla; bakteri kiiltiiriinden bir 6ze
dolusu koloni toplanip steril bir mikrosantrifiij tiipii icerisinde 180 ul ATL tamponu ile
siispanse edildi. Uzerine 20 ul Proteinaz K ilave edildi ve 56°C’de 1-3 saat inkiibe (Finepcr,
Giiney Kore) edildi. Inkiibasyon siiresi sonrasi tiip igerisine 200 ul AL tamponu eklendi.
Soliisyon 70°C’de 10 dakika inkiibe (Finepcr, Giiney Kore) edildikten sonra tizerine 200 pul
%96°11k etil alkol ilave edildi. Vorteks (Fisher Scientific, Amerika Birlesik Devletleri) ile 15
saniye karigtirildiktan sonra tiim s1v1 spin kolon igerisine alindi. Ornek 6000 x g’de 1 dakika
santrifiij (Mpw, Polonya) edildikten sonra filtrat atildi. Kolon tizerine 500 pl AW1 tamponu
eklendi, tekrar santrifiij edildi ve filtrat atildi. Daha sonra kolon iizerine 500 pl AW2
tamponu ilave edildi, santrifiij edildi ve filtrat uzaklastirildi. Kolon steril bir mikrosantrifiij
tipii igerisine alindi. Kolona tutunmus olan DNA’y1 kolondan ayirmak i¢in 50 pl AE
tamponu eklendi ve yeniden santrifiij edildi. Elde edilen DNA steril mikrosantrifiij tiiplerine
alind1 ve PZR islemine kadar -20°C’de (Sanyo, Japonya) muhafaza edildi. Yontem temel
olarak su basamaklari icermektedir: (1) lizozim ile bakteri hiicre duvarinin par¢alanmasi ve
niikleik asitlerin ortama salinmasi; (2) kaotropik tuz ve proteinaz k ile niikleazlarin
inaktivasyonu; (3) niikleik asitlerin spin kolona baglanmasi; (4) yikamalar ile niikleik
asitlerin diger hiicresel bilesenlerden ayristirilmasi; (5) eliisyon tamponu ile niikleik asitlerin

spin kolondan salinmasi1 ve mikrosantrifiij tiipiine toplanmasi.
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Klasik PZR ile brusella izolatlarinin tanimlanmasinda Tablo 3.1°’de verilen gen
bolgeleri ve primer dizileri kullanildi. PZR karigimi toplam 25 pl hacimde olacak sekilde
10X Hot Start tamponu (Thermo Scientific, Amerika Birlesik Devletleri), MgCl, (Thermo
Scientific, Amerika Birlesik Devletleri), deoksiriboniikleotid trifosfat (ANTP) (Thermo
Scientific, Amerika Birlesik Devletleri) Maxima Hot Start Tag DNA Polymerase (Thermo
Scientific, Amerika Birlesik Devletleri), primer ¢iftleri ve kalip DNA kullanilarak
hazirlandi. Karigim igerigi Tablo 3.2’te gosterildigi gibi hazirlandi. PZR reaksiyonu iCycler
(BioRad, Amerika Birlesik Devletleri) marka thermal cycler’da gergeklestirildi. Ornekler
once denatiirasyon ve enzim aktivasyonu igin 95°C’de 10 dakika bekletildi. Sonrasinda
94°C’de 15 saniye denatiirasyon ile 57°C’de 1 dakika yapisma ve uzama olacak sekilde
toplam 45 dongii gergeklestirildi.

Tablo 3.1. Brusella izolatlarinin tanimlanmasi igin yapilan klasik PZR’de kullanilan gen
bolgeleri ve bu gen bolgelerini ¢ogaltmak i¢in kullanilan primer dizileri.

Bakteri ad1 Gen bolgesi Primer dizileri (5’ — 3’ yoniinde)

Forward | GCTCGGTTGCCAATATCAATGC

Brucella spp. | bcsp31
Reverse GGGTAAAGCGTCGCCAGAAG

Forward AACAAGCGGCACCCCTAAAA
B. melitensis BMEI1162

Reverse | CATGCGCTATGATCTGGTTACG

Forward | GCGGCTTTTCTATCACGGTATTC
B. abortus alkB

Reverse | CATGCGCTATGATCTGGTTACG

Olusan PZR f{irlinleri agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi. Elektroforez islemi igin
Tris-borik asit EDTA (TBE) tamponu igerisinde %1°lik agaroz (Sigma, Amerika Birlesik
Deviletleri) jel hazirlandi. Temiz bir sise igerisine 0,3 g agaroz eklendi, iizerine 30 ml 0,5X
TBE tamponu ilave edildi. Sise mikrodalga firmn (Bosch, Almanya) igerisine alindi ve
igerisindeki agaroz tamamen eriyene kadar isitildi. Sise iyice calkalanarak igerisindeki
soliisyon homojen hale getirildi. Soliisyon 1s1s1 55-60°C’ye geldiginde 10 mg/ml’lik stok
etidyum bromiir (Sigma, Amerika Birlesik Devletleri) soliisyonundan igerisine bir miktar
(1-1,5 pl) ilave edildi ve iyice ¢alkalandi. Hazirlanan jel dokme aparati igerisine dokiildiikten
sonra soguyana kadar oda 1sisinda bekletildi. PZR {irtinlerinden 5 pl alinip 1 ul 6X DNA

yiikleme boyasi ile karigtirildiktan sonra agaroz jelin kuyularina sirayla yiiklendi. Marker
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olarak GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)
kullanildi.
Tablo 3.2. Klasik PZR’de kullanilan reaktifler ve ¢alisma konsantrasyonlari.

Reaktifler Stok Calisma Bir iirnek.ig:in
konsantrasyonu | konsantrasyonu | gereken hacim (ul)

Hot Start tamponu 10X 1X 2,5

MgCl; 25 mM 3mM 3

dNTP karigimi 25 mM 0,25 mM 0,25

Tagq DNA Polymerase 5 U/ul 15U 0,31

Primer (her birinden) 10 uM 0,2 uM 0,5

Steril distile su 13,94
Ornek DNA 2

Toplam hacim 25

3.2. Brusella’dan Membran Proteini izolasyonunun Yapilmasi ve Gosterilmesi
3.2.1. Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi
Caligmalarda kullanilan tampon ¢ozeltiler Tablo 3.3’de verildigi gibi hazirlandi.

Tablo 3.3. Calismalarda kullanilan ¢ozeltiler, konsantrasyonlari, miktarlari ve hazirlaniglari.

Cozelti / Konsantrasyonu

; H 1
Besiyeri Adi ve Miktari azirlanisi

73.06 g EDTA tartilarak 450 ml saf
suda 60 °C’de karistirilirken sodyum
hidroksit  pelleti  (NaOH) ilave
0,5M, 500 ml edilerek ¢oziildii. pH:8’e
ayarlandiktan sonra distile su ile 500
ml’ye tamamlanda.

64,8 g Tris, 33 g borik asit ve 24 ml
EDTA (0,5 M pH 8,0) 550 ml saf suda
TBE tamponu 10X, 600 ml ¢oziildi, 600 ml’ye tamamlanarak
otoklavda steril edildi.

50 ml 10X TBE tamponu iizerine 950
ml distile su ilave edildi.

Etilen diamin tetra asetik asit
(EDTA) (pH:8)

TBE tamponu 0,5X, 1 litre
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Cozelti /
Besiyeri Ad1

Konsantrasyonu
ve Miktari

Hazirlamisi

Tris.HCI, pH:8

10 mM, 500 ml

0,6057 g Tris tartilarak 480 ml distile
¢oziildi. HCl ile pH:8e
ayarlandi ve 500 ml’ye tamamlandi.

suda

Lizozim

100 pg/ul, 500 ul

0,05 g lizozim tartildi, 500 pl
Tris.HCI (pH:8) ile ¢oziildii.

Sarcosyl

%10, 5 ml

0,5 g sarcosyl 5 ml Tris.HCI (pH:8)
ile ¢Oziildii.

Sodyum deoksikolat (DOC)

%0,2, 10 ml

%10’luk stok DOC’tan 0,2 ml alinip
MilliQ su ile 10 ml’ye tamamlandi.

Trikloroasetik asit (TCA)

%72, 50 ml

110 g TCA 50 ml MilliQ su ile
¢oziildii (%100 TCA). 36 ml %100
TCA iizerine 14 ml MilliQ su ilave
edildi. +4°C’de karanlikta sakland.

Tris.HCI, pH:8,8

1,5 M, 100 ml

18,15 g Tris tartilarak 80 ml distile
suda ¢ozildi. HCl ile pH:8,8 'e
ayarlandi ve 100 ml’ye tamamlandi.

Tris.HCI, pH:6,8

0,5M, 100 ml

6 g Tris tartilarak 80 ml distile suda
¢oziildi. HCI ile pH:6,8 'e ayarland:
ve 100 ml’ye tamamlandi.

SDS

%10, 10 ml

1 g SDS tartilip 10 ml distile suda
¢oziildii ve oda sicakliginda saklandi.

Amonyum Persiilfat (APS)

%10, 10 ml

1 g APS tartilip 10 ml distile suda
¢Oziildii. Filtre edildi ve +4°C’de
saklandi.

6X Yiikleme Boyasi

0,5 M Tris-HCI
pH:6,8 Glycerol

(9%99,7), %10
SDS, B-
Mercaptoethanol,

%0,5 (wWiv)

Bromphenol blue

1 ml 0,5 M Tris-HCI pH:6,8, 2 mli
Glycerol %99,7), 1,6ml %10 SDS,
0,4 ml B-Mercaptoethanol, 0,4 ml
%0,5 (w/v) Bromphenol blue 2,6 ml
distile su ilave edildi.

Akrilamid/Bisakrilamid

29,2 g Akrilamid, 0,8 g Bisakrilamid

%30, 100 ml tartilip 100 ml distile suda ¢oziildii.
Filtre edildi ve +4°C’de saklandi.
o 4,59 Tris, 21,6 g Glisin ve 1,5 g SDS
SDS-PAGE Yirit
G urutie 5X, 300 ml distile suda ¢oziilerek 5X tampon 1X
Tamponu , -
e seyreltildi.
.. .| %40 Metanol, | 40 ml Metanol ve 10 ml Asetik Asit
SDS-PAGE  Sabitlestirici | - elano mi VIetano! Ve 25 M1 ASEUICASH

Soliisyon (Fiksatif)

%10 Asetik asit,
100 ml

kanistirilarak distile su ile 100 ml’ye
tamamlandi.
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Cozelti /
Besiyeri Ad1

Konsantrasyonu
ve Miktari

Hazirlamisi

Kullanmadan hemen 6nce hazirlandi.
70 ml stok Coomassie Uzerine Once
10 ml ortho-fosforik asit daha sonra

Coomassie Blue boyasi 100 ml 20 ml metanol eklendi. Hazirlanan
solisyon manyetik karistiricida 15
dakika karistirilarak homojen hale
getirildi.

40 mg Amonyum bikarbonat

Destaining tamponu (In-Gel 20 ml (AmBic) tartildi, tizerine 10 ml

Tryptic Digestion) MilliQ su ve 10 ml asetonitril ilave
edildi. +4°C’de muhafaza edildi.

Digestion tamponu (25 mM 10 mg AmBic tartildi, 5 ml MilliQ

AmBic) (In-Gel Tryptic | 5ml icerisinde ¢ozlldi. +4°C’de

Digestion) muhafaza edildi.

$reigucmg ta[gi(;:goigt?yl\a Kullanilmadan hemen‘ once

ohosphine (TCEP)) (In-Gel 30 ul h’ilZlﬂE.lndl. 3,3 ul TCEP ile 30 pl

Tryptic Digestion) digestion tamponu karistirildi.
Kullanilmadan hemen once

Alkylation tamponu karanlikta hazirlandi. 0,7 mg IAA 7 pl

(lodoasetamit  (IAA)), (In- |35 ul MilliQ su ile ¢ozildi (5X IAA).

Gel Tryptic Digestion) Uzerine 28 ul digestion tamponu
ilave edildi.

e Kullanilmadan hemen once
él;u'f'l’t;;?::nD(ilgl(;sltlii/rt;D (In- 10 pl hazirlandi.1 pl tripsin {izerine 9 pl
digestion tamponu ilave edildi.

Trifloroasetik asit (TFA) %1, 1 ml 1 0ul TFA dzerine 990 ul MilliQ su
ilave edildi.

TEA %0,1 1 ml 1 pl TF.A .ﬁzerine 999 ul MilliQ su
ilave edildi.

6 g Tris tartilarak 450 ml distile suda

Tris tamponu 0,1 M, 500 ml ¢oziildi. HCI ile pH:7,6 'e ayarland:
ve 500 ml’ye tamamlandi.

Dithiothreitol (DTT) 0,1 M, 10 ml 015 g DTT 10 mi distile suda
¢ozildi.

Filtre  destekli  numune 0,1 M Tris tamponu (pH: 7,6)

hazirlama (FASP) Lizis | 40 ml icerisinde %4 SDS ve 0,1 M DTT

tamponu ilave edildi.

Ure Soliisyonu (FASP Kiti) | 1 ml FASP kitinde bulunan Ure tiipi

icerisine yine FASP kitinde bulunan
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Cozelti /
Besiyeri Ad1

Konsantrasyonu
ve Miktari

Hazirlamisi

Tris soliisyonundan 1 ml ilave edildi.
Coziilene kadar tiip ters-diiz edildi.

10X IAA (FASP Kiti)

100 pl

FASP kitinde bulunan IAA tipi
icerisine lire sollisyonundan 100 pl

Solution Tryptic Digestion)

ilave edildi. Pipetaj yapilarak
karistirildi.
40 mg AmBic tartilip 10 ml distile
AmBic 50 mM, 10 ml suda ¢Oziildi ve oda sicakliginda
saklandi.
Binding tar_nponu (A]_‘mlte 20 mM sodyum fosfat, 100 mM
kromatografisi / Protein G | 200 ml
NaCL, pH:7,4
kolon)
Elution tamponu (Afini . .
g ta_p_)o u .' e 1,5 g Glycine 150 ml distile su
kromatografisi / Protein G iy . ,

. 200 ml icerisinde ¢oziildi. HCI ile pH:2,7’ye
kolon) (0.1 M Glycine.HCL, ayarlandi. 200 mI’ye tamamlandi
pH: 2,7) by Y '
Neqtr.a lization tarT}p_onu 24 g Tris 150 ml distile su igerisinde
(Afinite  kromatografisi / . . . ,

. 200 ml cozildi. HCI ile pH:9’a ayarlandu.
Protein G kolon) (1 M 200 ml’ve tamamland
Tris.HCI, pH:9,0) N Y
Digestion tamponu (50 mM Kullanilmadan hemen once
AmBic) (In-Solution Tryptic | 500 ul hazirlandi. 2 mg AmBic tartildi, 500
Digestion) ul MilliQ igerisinde ¢oziildii.
Reducing tamponu (100 mM Klt. %gensmden .gl.kan .DTT t.llpP

) . igerisine 500 pl MilliQ su ilave edildi.
DTT) (In-Solution Tryptic | 500 ul L et g ,
Digestion) lyice c¢oziildiikkten sonra 50’ser pl
g porsiyonlanarak -20°C’de saklandi.

. Kullanilmadan hemen once
Alkylation tamponu (1.00 karanlikta hazirlandi. 1,8 mg IAA 100
mM  1AA), (In-Solution | 100 ul e . vt qen

e pul MilliQ su ile ¢ozildi. Etrafi
Tryptic Digestion) . )
aliminyum folyo ile sarild1.
AKif tripsin (100 ng/ul) (In Kullanilmadan hemen once
P g1 10 pl hazirlandi.1 pl stok tripsin tizerine 9

pl MilliQ su ilave edildi.

3.2.2. Membran Proteinlerinin izole Edilmesi

Membran proteini izolasyonu islemleri smif 2 biyogiivenlik kabini (Clean Air

Techniek, Hollanda) igerisinde gergeklestirildi (Sekil 3.2). islemler sirasinda 6nliik, maske

vs. gibi kisisel koruyucu ekipmanlar kullanildi.
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Ojanen’in protokolii modifiye edilerek uygulandi (Ojanen, Helander, Haahtela, Korhonen,

& Laakso, 1993). izolasyon esnasinda yapilan tiim islemler buz iizerinde gerceklestirildi.

Sekil 3.2. Membran proteini izolasyonu islemlerinin yapildigi ortam.

Brusella izolati koyun kanl1 agar besiyerinde iiretildi. Ureyen bakteriler steril plastik
0ze yardimiyla besiyerinden toplanarak igerisinde steril PBS (Thermo Scientific, Amerika
Birlesik Devletleri) bulunan falkon tiip i¢erisinde siispanse edildi. Tiip 5000 x g’de 20 dakika
santrifiij edilerek bakteriler yikandi. Bu islem 2 kere tekrar edildi. Santrifiij sonrasinda
olusan pellet buz iizerinde sogutulmus 5 ml Tris.HCI (pH:8) tamponu ile siispanse edildi.
Siispansiyon tizerine lizozim (100 pg/ul) soliisyonundan son konsantrasyon 100 pg/ml
olacak sekilde (5 ul) ilave edildi. Tipler 37°C’de 30 dakika inkiibe (Sanyo, Japonya) edildi.
Inkiibasyon sonrasinda siispansiyon igerisine bir miktar proteaz inhibitérii (Roche, Isvigre)
ilave edildikten sonra sonikasyon (Bandelin, Almanya) islemi uygulandi (Sekil 3.3).
Sonikasyondan sonra elde edilen soliisyon, Onceden igerisine ¢elik boncuklar (Next
Advance, Amerika Birlesik Devletleri) ilave edilmis mikrosantrifiij tiiplerine (Eppendorf
Safe-Lock, Almanya) alindi. Tiipler Bullet Blender (Next Advance, Amerika Birlesik
Devletleri) cihazina koyuldu ve +4°C’de 4 dakika boyunca muamele edildi (Sekil 3.4). Bu
islem 4 Kkere tekrar edildi. Daha sonra tiiplerdeki sivi ¢ekilerek yeni mikrosantrifiij tiiplerine
alindi. Tipler 15,000 x g’de 60 dakika boyunca +4°C’de santrifiij (Beckman Coulter,
Amerika Birlesik Devletleri) edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant nazik¢e uzaklagtirildi.
Pellet 1 ml soguk Tris.HCl (pH:8) ile siispanse edildi. Orneklerdeki protein miktarlart
slciildii.
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Sekil 3.4. Bakterilerin bullet blender cihazinda +4°C’de ¢elik boncuklar ile pargalanmasi.

Protein miktarlarin1 6lgebilmek igin Bradford Assay (Bradford, 1976) yontemi
kullanildi. Olgiilecek protein Soliisyonundan 10 pl almarak 10 pl standart tamponu ile
karistirildi. Karigim tizerine 1 ml 1X bradford reagent (BioRad, Amerika Birlesik Devletleri)
eklenerek vortekslendi ve karanlikta 5 dakika inkiibasyona birakild1. inkiibasyonun ardindan
ornekler Nanodrop cihazi (Thermo Scientific, Amerika Birlesik Devletleri) ile 595nm’de
olgiildii. Orneklerin &lgiilen protein konsantrasyonlart daha &nce 595 nm’ye gore
hazirlanmis sigir serum albiimin standart egrisi ile karsilastirilarak hesaplandi. Her 6rnek
icin Ol¢timler 3 defa tekrarlandi ve bu tekrarlarin ortalamalarindan elde edilen sonuglar

protein 6rneklerinin konsantrasyonlari olarak kabul edildi.
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Protein miktarlar1 belirlenen soliisyonlarin iizerine %10’luk sarcosyl’den son
konsantrasyon %1,5 olacak sekilde (176 pl) ilave edildi ve oda 1sisinda 20 dakika inkiibe
edildi. inkiibasyon sonunda tiipler 15,000 x g’de +4°C’de 90 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonunda olusan siipernatant ve pellet ayr1 ayri tiiplerde saklandi. Her iki 6rnek de SDS-
PAGE jelinde yiiriitiilerek protein profilleri karsilastirildi. SDS-PAGE jeline yiiklenmeden

once siipernatant orneklerine protein ¢oktiirme prosediirii uygulandi.
3.2.3.Proteinlerin Temizlenmesi ve Coktiiriilmesi

Protein 6rneklerinin tuzlardan, lipitlerden, deterjanlardan, niikleik asitlerden ve fenolik
birlesikler gibi kirleticilerden temizlenmesi gerekmektedir. Izolasyon sonrasi elde edilen
stipernatanda  bulunan proteinleri konsantre etmek ve temizlemek amaciyla
TCA/DOCl/aseton ile protein ¢oktiirme prosediirii uygulandi. Bu prosediir kapsaminda
%0,2’lik DOC birinci ¢oktiirme ajani olarak, %72’lik TCA ikinci ¢oktiirme ajani olarak,
aseton ise yikama sollisyonu olarak kullanildi.

Protein izolasyon isleminden sonra elde edilen siipernatant 6rneginden 1 ml alinarak
temiz bir mikrosantrifiij tiipiine birakildi. Uzerine 111 ul %0,2’lik DOC eklendi. Tiip
nazikce alt-iist edildikten sonra buz iizerinde 20 dakika inkiibe edildi. Sonra tiip igerisine
111 pl %72’1ik TCA ilave edildi ve nazikge alt-iist edildikten sonra buz {izerinde 20 dakika
bekletildi. Ilgili siire sonunda tiip +4°C’de 15,000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonunda elde edilen siipernatant dikkatlice ¢ekildi ve uzaklastirildi. Olusan pellet {izerine 1
ml soguk saf aseton eklendi. Pellet iyice ¢oziilene kadar vorteks yapildi. Daha sonra tiip -
20°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Bu siire igerisinde her 10 dakikada bir vorteks islemi
uygulandi. Inkiibasyon siiresi sonrasinda tiip +4°C’de 15,000 x g’de 10 dakika santrifiij
edildi. Olusan siipernatant dikkatlice uzaklastirildi. Tiip oda 1sisinda 5 dakika kurumaya

birakildi. Sonrasinda tiip i¢indeki pellet 2D tamponu ile ¢ozildii.
3.2.4.Kera-free SDS-PAGE ile Protein Bantlarinin Goriintiilenmesi

3.2.4.1. Kera-free SDS-PAGE Jelinin Hazirlanmasi ve Orneklerin Jele

Yiiklenmesi

Proteinleri molekiiler agirliklarina gore ayirmak igin kesintili SDS poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullanildi. Yiikleme ve ayirma jeli olmak tizere iki
kisimdan olugan bu jel sistemi Tablo 3.4’de verilen Kkera-free kimyasallar kullanilarak

hazirlandi. Kera-free jel dokiilmesi i¢in Onceden dikkatlice hazirlanan soliisyonlar
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kullanilarak biyogiivenlik kabini icerisinde keratin kontaminasyonu olmamasima &6zen

gosterilerek hazirlandi. Membran proteinlerinin jele daha fazla girebilmesi ve ¢oziilebilmesi

icin 4M iire iceren %8’lik ayirma jeli ve %4’liik yiikleme jeli hazirlandi.

Tablo 3.4. Kera-free SDS-PAGE ayirma ve yiikleme jeli hazirlanmasinda kullanilan

kimyasallar ve miktarlari.

Kullanilan Kimyasallar Ayirma Jeli (%38) Yiikleme Jeli (%4)
Distile Su (4M fiire iceren) 4,64 ml 3mi

1,5 M Tris, pH:8,8 2,5 ml -

0,5M Tris pH:6,8 - 1,25 ml

%10 SDS 100 pl 50 ul

%30 Akrilamid/BisAkrilamid 2,66 mi 670 ul

%210 APS 100 pl 50 ul
Tetrametiletilendiamin (TEMED) | 5 ul 5ul

Toplam 10 ml 5ml

Ayirma jeli 50 ml'lik tiip igerisinde hazirlandiktan sonra kendinden 1 mm aralikli
(spacer) kalin ve ince camlar arasina dokiildii ve tizerine nazikge bir miktar izopropanol
(Sigma, Amerika Birlesik Devletleri) konularak hem jelin yiizeyinin diizlesmesi saglandi
hem de hava ile olan temasi engellendi. Bu sekilde polimerizasyon hizlandirildi ve ayni
zamanda piirlizsiiz bir yiizey elde edildi. Ayirma jeli polimerize olduktan sonra izopropanol
dokiildii ve jelin ylizeyi saf su ile yikandi. Jel iizerinde cam plakalar arasinda kalan su
kurutma kagidi yardimiyla tamamen uzaklastirildi. Yiikleme jeli hazirlanarak polimerize
olmus ayirma jelinin lizerine dokiildii ve cam plakalara uygun 1 mm genisligindeki teflon
tarak yerlestirildi. Yiikleme jeli de polimerize olduktan sonra jellerdeki taraklar ¢ikartild.

SDS-PAGE cam plakalar1 elektrotlarin bulundugu tetracell elektroforez (BioRad,
Amerika Birlesik Devletleri) tanklarina yerlestirildi. Elektroforez tanklari uygun seviyeye
kadar 1X SDS-PAGE yiiriitme tamponu konularak yiirimeye hazir hale getirildi.
Brusella’dan membran proteini izolasyonu prosediirii sonunda elde edilen pellet ve
stipernatant 6rneklerinin iizerine 6X yiikleme tamponundan 1X olacak sekilde eklenerek
95°C’deki su banyosunda 4 dakika kaynatilarak proteinlerin ileri denatiirasyonlari saglandi.
Kaynatma siiresi sonunda ornekler buza alindi ve kisa bir santrifiij sonras1 mikropipet
yardimiyla jel igerisindeki kuyucuklara yiiklendi. Jel 180V akim verilerek 60 dakika
boyunca yiiriitiildii (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. SDS-PAGE elektroforez islemi.

3.2.4.2. SDS-PAGE Jelinin Fiksasyonu ve Boyanmasi

Yiiriitme iglemi bittikten hemen sonra, jeldeki proteinlerin gériiniir hale getirilmesi
icin jeller fikse edildi ve boyandi. Fiksasyon i¢in Once jel camlar arasindan ¢ikarildi.
Yiikleme jeli kesilerek uzaklastirildi. Temiz bir kap igerisine 50 ml SDS-PAGE sabitlestirici
soliisyon (fiksatif) eklendi. Ayirma jeli bu kap icerisine birakildi. Jel gece boyunca
calkalayict (VWR, Amerika Birlesik Devletleri) tizerinde inkiibasyona birakildi (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. SDS-PAGE jelinin gece boyunca calkalayicida inkiibe edilmesi.

Jelin boyanacagi coomassie blue boyasi taze sekilde hazirlandi. Fiksatif igerisinde
bulunan jel hizlica MilliQ su ile yikandi. Hazirlanan boya jel tizerine dikkatlice dokiildii ve
calkalayici tizerinde gece boyu inkiibasyona birakildi. Ertesi giin jel i¢erisinde MilliQ su

bulunan temiz bir kaba alind1 ve birka¢ saat boyunca calkalayici tizerinde inkiibe edilerek
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boyanin fazlasinin uzaklagsmasi saglandi. Fazla boyadan arindirilan jel son olarak

goriintiileme cihaz1 (BioRad, Amerika Birlesik Devletleri) ile goriintiilendi.

3.2.5.izole Edilen Membran Proteinlerinin MALDI/TOF-TOF-MS Analizi ile

Gosterilmesi

SDS-PAGE jelinde goriilen bantlarin membran proteinlerine ait olduklarinin
gosterilmesi amaciyla MALDI/TOF-TOF-MS analizi gergeklestirildi (Sekil 3.7). Jeldeki
bantlar sadece bant gevresini kapsayacak sekilde bistiiri ile dikkatlice kesildi. Tek bir band1
iceren jel pargasi temiz bir plastik petri igerisine birakild1 ve bistiiri ile kiiglik pargalara
ayrildi. Bu islem tiim bantlar i¢in ayr1 ayri yapildi. Temiz mikrosantrifiij tiipleri icerisine
100’er ul MilliQ su koyuldu ve her bir protein bandina ait jel parcalari ayri bir mikrosantrifiij

tiiptine birakildi. Sonrasinda jel parcalarina tripsin ile kesim prosediirii uygulandi.

Sekil 3.7. MALDI/TOF-TOF-MS cihazi.

3.2.5.1. Jel icindeki Proteinlerin Tripsin ile Kesimi

Protein bantlar1 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine alinarak, iireticinin tavsiye ettigi
sekilde In-Gel Tryptic Digestion Kit (Thermo Scientfic, Amerika Birlesik Devletleri) ile
muamele edildi. Protein bantlarinin bulundugu tiip igerisine 30 pl destaining tamponu
eklendi ve c¢alkalayicida 15 dakika boyunca calkalandi. Boya uzaklastirildiktan sonra jeller

iizerine reducing tamponu eklendi ve 60°C’de 10 dakika inkiibe edilerek disiilfid baglarinin
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kirilmast saglandi. Ardindan ¢ozelti pipet yardimiyla g¢ekilerek atildi ve baglarin tekrar
kurulmamasi i¢in tiipe 30 pl alkylation tamponu ilave edilerek oda sicakliginda ve karanlikta
1 saat inkiibe edildi. Bu islemin ardindan jeller tekrar 20 pl destaining tamponu ile 15 dakika
yikandi. Ardindan yikama tamponu uzaklastirildi ve jeller tizerine 50 ul asetonitril eklenerek
15 dakika boyunca dehidrasyon saglandi. Dehidrasyonun sonunda asetonitril pipet
yardimiyla uzaklagtirildi ve jellerin tizerine 15 ul aktif tripsin soliisyonu eklenerek 37°C’de
15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda tiip iizerine 15 ul daha aktif tripsin
eklendi. Tiip 30°C’de gece boyu inkiibe edildi. Ertesi sabah tiipe 2 kere quick spin
((Scilogex, Amerika Birlesik Devletleri)) ve vorteks (Biosan, Litvanya) islemi
uygulandiktan sonra sonik banyoda (Branson, Amerika Birlesik Devletleri) 15 dakika
muamele edildi. Daha sonra tekrar 2 kere quick spin ve vorteks islemi yapildi. Kesim
isleminin ardindan, iist sivilar temiz tiiplere aktarildi. Tiiplerde kalan jel tizerine %1°luk TFA
¢ozeltisi eklenerek 5 dakika ¢alkalandi. Tiipteki sivinin tamami kesim reaksiyonundan sonra
yeni tiipe koyulan ist sivinin iizerine eklendi. Peptid pargalarinin bulundugu kesim
reaksiyonu Speed-Vac (Eppendorf, Almanya) cihazi ile yaklasik 45 dakika 60°C’de 2500 x
g hizda cevrilerek kurutuldu.

3.2.5.2. Peptid Orneklerinin MALDI/TOF-TOF-MS Analizi icin Hazirlanmasi

Speed-Vac cihazindan alinan peptid 6rnegi %0,1°lik 10 ul TFA soliisyonu ile ¢oziildii.
Peptid pargalar: iireticinin tavsiye ettigi sekilde ZipTip kolonuna baglandi. Protokol kisaca
su sekilde uygulanmustir: Ik énce ZipTip kolonu 10ul asetonitril ile 3 kez yikanarak 1slatildi.
Ardindan da 10 pl %0,1 TFA soliisyonundan 3 kez gegirilerek peptid baglanmasi dncesi
kolon dengelendi. Dengeleme sonras1 peptidlerin kolona baglanmasi i¢in 6rnekler ZipTip
kolonundan yavasca 20 kez gecirildi. Baglanma sonrasi kolona baglanmayan peptidleri
uzaklagtirmak amaci ile 10ul %0,1 TFA ile kolon 3 kez aspire edildi. Baglanan peptidler 1,4
ul Matriks (a-Cyano-4hydroxycinnamic) solisyonu kullanilarak elut edildi ve MALDI
Plate’e spotlandi.

3.2.5.3. MALDI/TOF-TOF-MS Analizi

Ziptip sonrast MALDI plate’e yerlestirilen 6rneklerin MALDI/TOF-TOF-MS
(AbSciex, Amerika Birlesik Devletleri) cihazinda analizleri yapildi. MALDI/TOF-TOF-MS
bir kiitle spektrometresi olup lazer 15181 kullanarak iyonize ettigi peptidleri vakumlu bir tiip

igerisinde ayristirdiktan sonra kiitle/yiik (m/z) oranlarina ve peptidlerin amino asit
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dizilimlerine gore tanimlamaya yardimci olmaktadir. Cihazdan elde edilen verilerin online
MASCOT data bankasindan PROTEIN PILOT programi kullanilarak hangi proteine ait
olduklar1 belirlendi. Elde edilen proteinler arasindaki biyolojik iliskiyi ortaya koymak ve
iliskili yolaklar1 belirlemek i¢in ise STRING ve PANTHER programlar1 kullanildi.

MALDI kalibrasyonu eksternal veya internal kalibrant kullanildi ve her bir spektrum
icin ortalama 200 lazer vurusu kullanildi. Elde edilen tim spektralar (m/z), arama
parametreleri; bir hatali kesim bolgesi, fiksed modifikasyon olarak carbamidomethyl
(cysteine), degisken modifikasyon olarak Met oksidasyonu, peptid yiikii +1, monoizotopik
kiitle degerleri, peptid kiitle toleransi £50 ppm, fragment kiitle tolerans1 +£0,25 Da olarak
belirlenerek MASCOT bilgi bankasinda analiz edildi.

3.2.6.Nano LC-MS/MS Analizi ile Membran Protein izolasyon Oraninin

Belirlenmesi

MALDI/TOF-TOF-MS analizi ile membran proteini varligi gosterilen 6rneklerin
igerisindeki membran proteini oranint belirlemek igin Nano LC-MS/MS analizi
gerceklestirildi. Bu kapsamda brusella izolatindan 3.2.2 ve 3.2.3 boliimlerindeki islemler
yeniden uygulandi ve yeniden membran proteini izole edildi. izole edilen proteinler son
santrifiij asamasindan sonra FASP lizis tamponunda ¢6ziildii, protein miktari belirlendi ve

kullanilincaya kadar -80°C’de (Sanya, Japonya) muhafaza edildi.

3.2.6.1. Nano LC-MS/MS Analizi i¢in Ornek Hazirlanmasi

Ilgili islemler sonunda elde edilen pellet ve siipernatant &rneklerine, iireticinin
onerileri dogrultusunda FASP protein kesim kiti (Expedeon, Ingiltere) protokolii uygulandh.
Orneklerden 30’ar pl FASP lizis tamponu igerisinde ¢oziildii. Ornek iizerine 200 pl iire
soliisyonu ilave edildi ve tiim soliisyon spin filtre igerisine alindi. Filtre 14,000 x g’de 15
dakika santrifiij edildi. Alttaki toplama tiipiinde biriken s1v1 atildi. Farkli bir tiipe 10X 1AA
soliisyonundan 10 pl alinip tizerine 90 pl tire soliisyonu ilave edildi. Hazirlanan bu soliisyon
filtre iizerine koyuldu, aliminyum folyo ile sarild1 ve vorteks yapildi. Filtre karanlikta ve
oda 1s1sinda 20 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda 14,000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi.
Alttaki toplama tiipiinde biriken sivi atildi. Filtre tizerine 100 pl {ire soliisyonu ilave edildi
ve tekrar 14,000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Alttaki toplama tiipiinde biriken sivi1 atild1.
Bu islem 2 kere daha tekrarlandi. Filtre iizerine 50 mM AmBic soliisyonundan 100 pl ilave
edildi ve 14,000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Alttaki toplama tiiptinde biriken s1v1 atildi.
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Bu islem 2 kere daha tekrarlandi. Filtre tizerine 30 pl tripsin soliisyonu eklendi ve vorteks
yapildi. Tlpiin agz1 parafilm ile sarilarak 37°C’de gece boyu inkiibe edildi. Ertesi giin filtre
temiz bir mikrosantrifiij tiipli igerisine alindi. Filtre i¢erisine 50 mM AmBic soliisyonundan
40 ul ilave edildi, vorteks yapildi ve 14,000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Alttaki tiipte
biriken siv1 atilmadi. Filtre iizerine yeniden 50 mM AmBic soliisyonundan 40 pl ilave edildi,
vorteks yapildi ve 14,000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Alttaki tiipte biriken s1v1 atilmadi.
Filtre iizerine 0,5 M NaCl soliisyonundan 60 pl ilave edildi, vorteks yapildi ve oda 1sisinda
1 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda 14,000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Alttaki toplama
tiiptinde biriken ve parcalanmis protein fraksiyonlarini igeren sivi Speed-Vac cihazi ile
yaklasik 45 dakika 60°C’de 2500 x g hizda gevrilerek tamamen kurutuldu (Sekil 3.8). Ornek
tizerine 20 pl %0,1 formik asit ilave edildi. Formik asit iceren tiip 5 dakika boyunca
calkalama cihazinda ¢alkalandi ve daha sonra sonik banyo uygulandi (Sekil 3.9). Quick-spin
cihaz1 ile yaklasik 1 dakika dondiiriilen tiiplerden uygun hacimde 6rnek alinarak cihaza

verildi.

Sekil 3.8. Orneklerin Speed-Vac cihazi ile kurutulmast.

46



i
-
i

Sekil 3.9. Sonik banyo uygulamasi ile sividaki baloncuklarin uzaklagstirilmasi.

3.2.6.2. Hazirlanan Ornegin Nano LC-MS/MS Cihazinda Analiz Edilmesi

Peptidlerin ayirimi Dionex Ultimate 3000 Series RSLC (Thermo Scientific, Amerika
Birlesik Devletleri) marka bir nano-pompa ile gergeklestirildi. Bu nano pompa Ultimate
3000 Series TCC-3000RS (Thermo Scientific, Amerika Birlesik Devletleri) kolon
kompartmanlari1 ile donatilmis olup yine Dionex UltiMate 3000 Series RS (Thermo
Scientific, Amerika Birlesik Devletleri) oto-6rnekleme iinitesine baglhidir (Sekil 3.10).
Sistemin tamami1 Xcalibur 4.0 (Thermo Scientific, Amerika Birlesik Devletleri) yazilimi ile
kontrol edilmektedir. Her bir analiz 6ncesinde 6rnekler Smm x 300 um i.d., 5 pm, 100 A
boyutlarindaki bir C18 materyali i¢eren yakalama kolununa (Thermo Scientific, Amerika
Birlesik Devletleri) dakikada 5 mikrolitre hizla ve yiiksek performansl sivi kromatografisi
(HPLC) Kkalitesinde su ile hazirlanan %0,05 TFA ve %2 asetonitril igeren ¢ozelti yardimi ile
yiiklendi (bu asamada protein ile beraber gelen tuz ve deterjan gibi kirlilikler uzaklastirilarak
sisteme girmesi engellendi). Bu siirenin sonunda peptid eliisyonu iki farkli mobil faz (A ve
B) kullanilarak yapildi. Mobil faz A HPLC kalitesinde su ile hazirlanmis 9%0,1
(hacim/hacim)’lik formik asit icerirken mobil faz B HPLC Kkalitesinde asetonitril ile
hazirlanmis %0,1 (hacim/hacim)’lik TFA igermektedir. Ornekler Tablo 3.5’te belirtilen
gradiyent sartlar1 altinda yakalama kolonundan boyutlar1 15 ¢cm x 75 pm olan ve 2 um, 100
A ¢apinda C18 materyali ile paketlenmis Acclaim PepMap RSLC (Thermo Scientific,
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Amerika Birlesik Devletleri) analitik bir kolona aktarildi. Peptidler 130 dk. siireyle ve
dakikada 0,3 mikrolite akis hiziyla ayristirilarak Thermo Q-exactive kiitle spektrometresine

gonderildi.

Sekil 3.10. Nano LC-MS/MS cihazi.

Tablo 3.5. nHPLC’de analitik kolona uygulanan mobil fazlarin gradiyentleri.

Uygulavma Mobil B faz1 Uygulanan Gradyan
aralhig .. . q A
(Dakika) yiizdesindeki artis Tipi
0-45 6-20 lineer
45-75 40 lineer
75-90 90 lineer
90-120 90 Sabit
120-125 6 hizl diisiis
125-130 94 A fazi ile yikama

Kolon sicakligt 40°C’de tutuldu ve her analizde 2 mikrolitre 6rnek enjeksiyonu
yapildi. Peptidlerin pozitif yiik okuma modunda iyonizasyonunu saglayabilmek igin
Nanospray Flex™ (Thermo Scientific, Amerika Birlesik Devletleri) iyon kaynagi kullanildi.
Cihaz parametreleri +2.3 kV voltaj ve 320°C kapiler sicakligi olacak sekilde ayarlandi.
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3.2.6.3. izole Edilen Membran Proteini Oraminin Belirlenmesi

Nano LC-MS/MS analizi ile tanimlanan proteinlerin hiicre i¢i lokalizasyonu Chou’nun
proteinlerin hiicre i¢i lokalizasyonunu tahmin etmek amaciyla gelistirdigi yazilim
kullanilarak belirlendi (Chou & Shen, 2008). Bu amagla
http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Cell-PLoc-2/. baglant1 adresi 1-30 Mayis 2019 tarihleri

arasinda ziyaret edildi. Ekrandaki “Gneg-mPloc” baglanti adresi tiklanarak Gram negatif

bakterilere ait veri tabanina girildi (Sekil 3.11).

Cell-PLoc 2.0: A package of web-servers for predicting
subcellular localization of proteins in different organisms

Hum-mPloc 2.0: prediciing
subcellular localization of
human protein including those
with muliiple sites. Hum-mPLoc
2.0 is updated from Hum-
mPLoc.

e 1 L™ Euk-mPLoc 2.0: predicting subcellular

£ == localizafion of eukaryotic protein including
=" those with multiple sites. Euk-mPLoc 2.0 is
~ updated from Euk-mPLoc.

. Gpos-mPLoc: predicting
Gram-positive protein
subcellular locations. Gpos-
mPLoc is updated from Gpos-
FlLoc.

“_ Plant-mPLoc predicting plant protein
~ subcellular locations. Plant-mPLoc is
updated from Plant-PLoc.

rus-mPLoc: predicting viral
protein subcellular locations
within host and virus-infected
cellz. Virus-mPLoc is updated
from Virus-PLoc.

/ _ Gneg-mPLoc: predicling Gram-negative
protein subcellular locations. Gneg-mFLoc is
updated from Gneg-PLoc.

Reference: Kuo-Chen Chou, and Hong-Bin Shen, Cell-FLoc 2.00 an improved package of web-servers for
predicting subcellular localization of proteins in various organisms, Matural Science, 2010, 22 1080-1103

Cell-PLoc 1.0 package is available at- http:/www.csbio.sjtu.edu.cn/bicinfiCell-PLoc!

Sekil 3.11. Gneg-mPloc sayfasinin goriiniimii.

Nano LC-MS/MS analiz programinin tanimladigi proteinlerin kimlik numaralari (ID)
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein baglant1 adresindeki arama gubuguna yazilarak arama
islemi gergeklestirildi (Sekil 3.12).
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http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Cell-PLoc-2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein

Resources [~/ How To (v

[Protein ~||WP_002966117.1

LC-MS'in verdigi protein ID'sini buraya giriyoruz.

Advanced

Protein

The Protein database is a collection of sequences from several sources, including franslations from annotated coding

regions in GenBank, RefSeq and TPA, as well as records from SwissProt, PIR, PRF, and PDB. Protein sequences are
the fundamental determinants of biological structure and function.

Using Protein Protein Tools

Quick Start Guide BLAST GenBank Home
FAQ LinkQut RefSeq Home
Help E-Utilities cDD

GenBank FTP Batch Entrez Structure
ReiSeq FTP

Other Resources

“You are here: NCBI = Proteins > Protein Database

GETTING STARTED RESOURCES POPULAR FEATURED

Suppart Center

NCBI INFORMATION

Sekil 3.12. Protein kimlik numarasi girilen ekran goriintiisii.

Ekranda agilan sayfadan ilgili baglanti adresine tiklanarak proteinin FASTA

formatindaki dizisi elde edildi (Sekil 3.13).

Resources [¥] How To [v]

Protein Protein

vl

Advanced

GenPept + Send to +

0 This record is a non-redundant protein sequence. Please read more here.

MULTISPECIES: GntR family transcriptional regulator [Brucella]

NCBI Reference g- WP_002966117.1

Identical Proteins Graphics

Go to

Locus WP_022566117 257 aa linear  BCT 29-AUG-2013

DEFINITION MULTISPECIES: GntR family transcriptional regulator [Brucella].

ACCESSION  WP_@@2966117

VERSION WP_082966117.1

KEYWORDS  RefSeq.

SOURCE Brucella

ORGANISM Brucella
Bacteria; Proteobacteria; Alphaprotecbacteris; Rhizobiales;
Brucellaceas.

COMMENT REFSEQ: This record represents a single, non-redundant, protein
sequence which may be annotated on many different RefSeq genomes
from the same, or different, species.

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..257
forganism="Brucells”
Jdb_xref="taxon:234"

Protein 1..257

/product="GntR family transcriptional regulator”
/calculated_mol_wt=27836

noTATM

Sekil 3.13. Nano LC-MS/MS ile tanimlanan proteinin FASTA formatinin goriintiilenmesi.

Change region shown

Customize view

Analyze this sequence
Run BLAST

Identify Conserved Domains
Highlight Sequence Features

Find in this Sequence

Protein clusters for WP_002966117.1

GntR family transcriptional regulater
Total proteins: 110

Total genera: 0

Conserved in- Protecbacteria

Related information
BioProject

Nucleotide

Bu dizi kopyalanarak Chou’nun Gram negatif bakterilerine ait veri taban1 sayfasina

yapistirildi ve arama gergeklestirildi (Sekil 3.14).
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Gneg-mPLoc: Predicting subcellular localization of Gram-
negative bacterial proteins

|Read Me | Data | Citation | Download |

Input the Gram-negative protein sequence in Fasta format (Example):

FEGNFOAFLPENLQGSAPSSGAGP LYV LROSLEAAIRAGOLADGEALPPERDLAEYANLSRVTVREAVD
DLVEAGLLVRRHGSG T FVVRPGERVQDSLSMLTSF TEDMARRG LATOSRWLERGLY YPSPEEMMELGLSS
ETRVARLGRLEMYGDMP LALERASLSSEF LPOPDAVRGSLYAELGRTGFRPVRAM]R LAACHNIKTSDART

Submit Clear

Reference:

Hong-Bin Shen and Kuo-Chen Chou, Gneg-mFLoc: A top-down sirategy to enhance the quality of
predicting subcellular localization of Gram-negative bacterial proteins, Journal of Theoratical
Biology, 2010, 264: 326-333.

Kuo-Chen Chou and Hong-Bin Shen, Cell-PLoc: A package of web-servers for predicting
subcellular localization of proteins in various organisms, Nature Profocods, 2008, 3, 153-162.

Kuo-Chen Chou and Hong-Bin Shen: Large-scale predictions of Gram-negafive bacterial protein
subcellular locations, Journal of Profecme Research, 2006, 5, 3420-8.

If your protein is predicted as Nucleus localization and you want to know its targeting
signal, please use our INSP (ldentification Nucleus Signal Peptide) prediction software at:
http:/'www.cshio.sjtu.edu.cn/bioinfliINSP/.

Sekil 3.14. FASTA dizisinin analiz edilmesi.

Program tarafindan yapilan analiz sonucunda proteinin tahmin edilen hiicre igi
lokalizasyonu elde edildi (Sekil 3.15). Bu islemler Nano LC-MS/MS analiz programi
tarafindan tanimlanan tiim proteinler i¢in gerceklestirildi. Tiim proteinlere ait hiicre i¢i
lokalizasyonu bilgisi elde edildikten sonra membran proteinlerinin tanimlanan toplam

proteinlere olan orani hesaplandi.
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Gneg-mPLoc: Predicting subcellular localization of Gram-negative
bacterial proteins

Eead Me | Data | Citation | Downlead

Your input sequence (257aa) is:

FWP_002966117.1 MULTISPECIES: GniF. family transcriptional regulator [Brucella]
VS FGAFLPENLQGSAPSSGAGPLYVQLRQELEAATR AGQL ADGEAT PPERDIAEY AN
EENVTVEEAVDDLVEAGLLVERHGEGTFVVEPGERVQQSLEML TEFTEDMARRGIATQSERW
LERGLY YPSPEEMMELGLSSETRVARLGRLEMVGDMPLAIER ASL ESEFLPDPDAVQGEL
FAELGRTGFRPVBAVQRIAACNIKTSDARILGVQEGDAGLEIERL S YLASGRVVEFTESL
NRGDAYDFVAELTIPQS

----------- Gneg-mPLoc Computation Result --—---------
) . Predicted
Sy location(s)
WP_002966117.1 MULTISPECIES: GntR. family transcriptional regulator .
Cytoplasm.
[Brucella)

Home Page

Contact @ Hong-Bin
Sekil 3.15. Gneg-mPLoc ile proteinin hiicredeki yerlesim yerinin saptanmasi.

Bu basamaga kadar yapilan analizler ile Ojanen (Ojanen ve ark., 1993)’in membran
protein izolasyonu prosediirii kullanilarak brusella’dan membran proteini izole edilebildigi
gosterildi. Bu agsamadan sonra boliim 3.2.2 ve 3.2.3’teki protokoller uygulanarak tiim
brusella izolatlarindan membran proteinleri izole edildi. Izole edilen proteinler son santrifiij
asamasindan sonra imminpresipitasyon (IP) lizis/yikama tamponunda ¢o6ziildi ve

kullanilincaya kadar -80°C’de muhafaza edildi.
3.3. Brusella Pozitif ve Brusella Negatif insan Serumlarimin Hazirlanmas:

Brusella izolatlarindan elde edilen membran proteinlerinden hangilerinin insanda
antikor yanitt olusturdugunu belirlemek igin bruselloz geg¢irmis insan serumlari kullanildi.
Negatif kontrol olarak saglikli bireylere ait brusella negatif serumlar ¢alismaya dahil edildi.
Hem brusella pozitif serumlardaki brusella antikorlarnin aktivitelerinin kontrol edilmesi
icin hem de negatif kontrol olarak kullanilacak serumlari belirlemek i¢in tim serum
ornekleri Rose Bengal Agliitinasyon Testi (Seromed, Tiirkiye) ile kontrol edildi. Bu test i¢in
kullanilacak serumlar ve antijen oda sicakliginda 10-15 dakika bekletildi. Antijen
koptirtiilmeden iyice karistirildiktan sonra test kart1 lizerine 25 pl eklendi. Antijen lizerine
esit miktarda serum ilave edildi. Antijen ve serum bir kiirdan yardimiyla karistirildi. Test
kart1 dairesel sekilde hareket ettirilerek reaksiyon gozlendi. Kiimelesme seklinde
agliitinasyon goriilmesi Rose Bengal pozitif olarak degerlendirildi. RBT pozitif olan 25 hasta

serumu ile negatif olan 25 hasta serumu ¢alismaya dahil edildi. Pozitif serumlardan 50’ser
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ul alimip tek bir tiip igerisinde birlestirilerek brusella pozitif serum havuzu, negatif
serumlardan da yine 50°ser pl alinip tek bir tiip icerisinde birlestirilerek brusella negatif
serum havuzu olusturuldu. Olusturulan bu iki serum havuzuna tekrar RBT uygulanarak
pozitif ve negatif reaksiyon kontrol edildi.

Serum havuzlarindaki antikor disindaki iriinlerin (albiimin vs.) uzaklastirilarak
antikorlarin saflagtirllmast i¢in afinite kromatografisi yontemi uygulandi. Bunun igin sivi
kromatografi sistemi olan NGC cihaz1 (BioRad, Amerika Birlesik Devletleri) ve antikor
saflagtirma islemlerinde tercih edilen Protein G kolonu (HiTrap, GE, Amerika Birlesik
Devletleri) kullanildi (Sekil 3.16). Brusella pozitif ve brusella negatif serumlardaki

antikorlar saflastirilirken asagidaki prosediir uygulandi.

Sekil 3.16. NGC cihazi ile antikor saflagtirma islemi.

Serum havuzundan 200 pl 6rnek alinarak 800 pl baglama soliisyonu ile karistirildi.
Olusan soliisyon 6zel bir enjektor ile NGC sistemine yiiklendi. Kolondan 10 ml baglama
tamponu gecirilerek kolonun sartlanmasi saglandi. Sartlandirma siirecinin ardindan
enjeksiyon halkasi (loop) igerindeki 6rnek sabit baglanma soliisyonu akisi ile kolona
aktarildi. Ornek kolondan gecerken icerisinde bulunan immiinglobulinler kolona olan
afinitelerinden dolay1 kolona baglandi. Baglanmayan proteinlerin uzaklastirilmas: ve
kolonun yikanmasi igin 10 ml baglanma soliisyonu sistemden gegirildi. Yikama igleminin
ardindan sistemden 5 ml %2100 eliisyon soliisyonu gecirilerek kolona baglanmis
immiinglobulinlerin kolondan ayrilmasi saglandi. Kolondan ayrilan immiinglobulin

proteinleri 0,5 ml’lik fraksiyonlar halinde toplandi (Sekil 3.17). Eliisyon soliisyonunun
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diisiik pH’1nin protein 6rneklerine zarar vermesini engellemek icin elde edilen fraksiyonlara
hizli bir sekilde 30 pl nétralizasyon soliisyonun eklendi. Bu islem brusella pozitif ve brusella
negatif hasta serumlari i¢in ayri ayri uygulandi. Toplanan fraksiyonlardaki protein

konsantrasyonlar1 Nanodrop cihaz1 kullanilarak belirlendi.

Sekil 3.17. Fraksiyon toplayici ile konsantre edilen ve saflastirilan antikorlarin toplanmasi.

Saflastirmay1 kontrol etmek amaciyla cihaza verilmeden hemen 6nce sulandirilan
serum Ornekleri, kolona baglanmadan akip giden serum 6rnekleri (protein &ziitii) ve kolona

baglanan iriinlerin fraksiyonlar1 SDS-PAGE ile analiz edildi.

3.4. Calismada Elde Edilen Brusella’ya ait Proteinler ile Antikor Havuzu
Kullanllarak Manyetik Boncuklu Immiinyakalama (MBI) Isleminin

Gerceklestirilmesi

Brusella izolatlarindan izole edilen membran proteinleri ile Protein G kolondan
gecirilip saflastirilan insan antikorlarinin baglanip baglanmadigini test etmek igin MBI
kullanildu.
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3.4.1. Manyetik Boncuklara Antikorlarin Kaplanmasi

Manyetik boncuklara antikor kaplanmasi esnasinda Dynebeads Antikor Kaplama Kiti
(Invitrogen, Amerika Birlesik Devletleri) protokoli iireticinin Onerileri dogrultusunda
uygulandi. Yonteme gore; kit igerisindeki manyetik boncuklardan temiz bir mikrosantrifiij
tiipii igerisinde 6 mg tartildi. Boncuklar iizerine 1 ml C1 soliisyonu eklendi ve pipetaj yapildi.
Mikrosantrifiij tiip manyetik spora koyuldu, 1 dakika bekletildi ve siipernatant uzaklastirildi
(Sekil 3.18). Ayri bir mikrosantrifiij tiipti i¢erisine brusella pozitif antikor soliisyonundan 30
ug olacak sekilde ilave edildi. Antikor soliisyonu tizerine toplam hacim 300 pl olacak sekilde
C1 soliisyonu eklendi. Bu soliisyon {izerine de 300 ul C2 soliisyonu ilave edildi. Daha sonra
bu soliisyon manyetik boncuklar {izerine ilave edildi ve pipetaj yapildi. Boncuklar igeren
mikrosantrifiij tiipti roller karistirict (WiseMix, Giiney Kore) igerisine koyularak gece boyu
37°C’de inkiibasyona (Sartorius, Almanya) birakild: (Sekil 3.19).

Sekil 3.18. Manyetik Dynabead boncuklarinin goriintiisii. A: Boncuklarin homojen
stispansiyon sekli B: Boncuklarin manyetik spordaki goriintiisi.
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Sekil 3.19. Orneklerin roller karistiricida 37°C’de inkiibasyonu.

Ertesi giin mikrosantrifiij tiipii manyetik spora koyuldu, 1 dakika bekletildi ve
stipernatant uzaklastirildi. Mikrosantrifiij tiipii igerisine 800 pl HB soliisyonu (%0,1 Tween
20 eklendi) ilave edildi ve pipetaj yapildi. Tiip manyetik spora koyuldu, 1 dakika bekletildi
ve slpernatant uzaklastirildi. Mikrosantriflij tiipii igerisine 800 ul LB soliisyonu (%0,1
Tween 20 eklendi) ilave edildi ve pipetaj yapildi. Tiip manyetik spora koyuldu, 1 dakika
bekletildi ve silipernatant uzaklastirildi. Mikrosantrifiij tlipii i¢erisine 800 pl SB soliisyonu
ilave edildi ve pipetaj yapildi. Tiip manyetik sporda 1 dakika bekletildi ve siipernatant
uzaklastirildi. Bu islem iki kere tekrar edildi. Mikrosantrifiij tlipli igerisine yeniden 800 ul
SB soliisyonu ilave edildi ve pipetaj yapildi. Mikrosantrifiij tlipii roller karistiric1 igerisine
koyularak 15 dakika boyunca oda sisinda inkiibasyona birakildi. Tiip manyetik spora
koyuldu, 1 dakika bekletildi ve slipernatant uzaklastirildi. Manyetik boncuk konsantrasyonu
10 mg/ml olacak sekilde tiip igerisine 600 ul SB soliisyonu ilave edildi. Sonrasinda

immiinyakalama protokolii uygulandi.
3.4.2. Manyetik Boncuklara Antikor Kaplandigimin Gésterilmesi

Antikor ile kaplanmig manyetik boncuklardan 100 ul alinip bir tiip igerisine birakildi.
Boncuklar {izerine 10 pl 2X yiikleme boyasi eklenerek siispanse edildi ve 95°C’deki su
banyosunda 4 dakika kaynatildi. Bu sayede manyetik boncuklara kaplanan antikorlarin sivi
faza gegmesi saglandi. Daha sonra tiip manyetik sporda 1 dakika bekletildi ve siipernatant
temiz bir tiipe alindi. Bir adet SDS-PAGE jeli hazirlandi. Protein marker ve elde edilen
stipernatant jele yiiklendi. Jel 180V akim verilerek 60 dakika boyunca yiiriitiildi. Yiriime
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isleminden sonra jel fikse edilip commassie blue ile boyandi. Fazla boyadan arindirilan jel

son olarak goriintiileme cihaz1 ile goriintiilendi.
3.4.3. Manyetik Boncuklu Immiinyakalama Islemi

Manyetik boncuklara kaplanmis brusella antikorlar1 ile brusella membran
proteinlerine asagida detaylar1 verilen MBI prosediirii uygulandi.
Brusella pozitif ve negatif antikor kaplanmis manyetik boncuklar, brusella proteinleri

ve IP lizis tamponu kullanilarak 3 farkli MBI deneyi yapild1 (Sekil 3.20).

1. Bruselloz pozitif serum kaplanmis manyetik boncuk ve brusella proteinleri: Bu

deneyin amaci, insanda brusella antikorlarinin hangi brusella proteinlerine karsi
olustugunun belirlenmesidir.

2. Bruselloz negatif serum kaplanmis manvyetik boncuk ve brusella proteinleri: Bu

deneyin amact, insan serumunda bulunan ve brusella proteinleri ile yalanci pozitif
reaksiyon veren antikorlarin olup olmadiginin belirlenmesidir.

3. Bruselloz pozitif serum kaplanmis manvetik boncuk ve IP lizis tamponu: Bu

deneyin amaci ise brusella proteinlerinin siispanse edildigi IP lizis tamponundan

kaynaklanan yalanci pozitif reaksiyonun belirlenmesidir.

Sekil 3.20. Calisma kapsaminda yapilan MBI deneyleri. Yesil alanda bulunan proteinler
ortak immiinodominant proteinleri temsil etmektedir. Diger alanlarda bulunan proteinler
dikkate alinmamustir.

Brusella antikorlar1 kaplanmis manyetik boncuklardan 100 pl alinarak temiz bir tiipe

koyuldu, manyetik sporda 1 dakika bekletildi ve siipernatant uzaklastirildi. Bélim 3.3’te
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elde edilen proteinlerden 2 mg olacak sekilde temiz bir tiipe koyuldu ve IP lizis tamponu ile
600 pl tamamlandi. Bu soliisyon manyetik boncuklar {izerine birakildi ve iyice pipetaj
yapildi. Boncuklari igeren mikrosantrifiij tiipii roller karistirici igerisine koyularak gece boyu
+4°C’de (Ugur, Tiirkiye) inkiibasyona birakildi (Sekil 3.21). Ertesi giin mikrosantrifiij tiipii
manyetik spora koyuldu, 1 dakika bekletildi ve siipernatant uzaklastirildi. Tiip icerisine 500
ul IP lizis tamponu ilave edildi ve siispanse edildi. Bu asama 2 kere tekrar edildi. Manyetik
boncuklar 500 pl MilliQ su ile siispanse edildi ve manyetik spora koyuldu. Siipernatant
uzaklastirildi, tiip icerisine 100 pl eliisyon tamponu eklendi ve nazikge 30 saniye vorteks
yapildi. Tip igerisine 15 pl notralizasyon tamponu eklendikten sonra manyetik sporda 1
dakika bekletildi. Siipernatant dikkatlice alindi ve bolim 3.2.3’teki protein
coktlirme/temizleme prosediirii uygulandi. Prosediir sonunda tiip dibinde olusan pellet 25 pl
AmBic (50 mM) ile siispanse edildi ve Nano LC-MS/MS analizi i¢in tripsin ile kesim iglemi
yapildi.

Sekil 3.21. Orneklerin roller karistiricida +4°C°de inkiibasyonu.

3.5. Nano LC-MS/MS Analizi ile immiinodominant Proteinlerin Tanimlanmasi

3.5.1.S1v1 Icindeki Proteinlerin Tripsin ile Kesimi

In-Solution Tryptic Digestion and Guanidination Kit (Thermo, Amerika Birlesik

Devletleri) kullanilarak iireticinin Onerileri dogrultusunda asagidaki protokol uygulandi.
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Immiinyakalama islemi sonunda elde edilen sivi iizerine 1,5 pl reducing tamponu ilave
edildi. Mikrosantrifiij tiipii 95°C’de 5 dakika inkiibe edildi, sonrasinda 15-20 dakika oda
1s1sinda bekletilerek sogumasi saglandi. Tup icerisine 3 ul alkylation tamponu eklendi.
Karanlikta ve oda 1s1sinda 20 dakika bekletildi. Ornek iizerine 1 pl aktif tripsin ilave edildi
ve 37°C’de 3 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 6rnek iizerine 1 pl daha aktif
tripsin eklendikten sonra gece boyu 30°C’de inkiibe edildi. Ertesi giin mikrosantrifiij tiipti
Speed-Vac cihaz ile yaklasik 45 dakika 60°C’de 2500 x g hizda cevrilerek kurutuldu. Ornek
tizerine 10 pl %0,1 formik asit ilave edildi. Formik asit igeren tiip 5 dakika boyunca
calkalama cihazinda calkaland1 ve daha sonra sonik banyo uygulandi. Quick-spin cihazi ile

yaklasik 1 dakika dondiiriilen tiiplerden uygun hacimde 6rnek alinarak cihaza verildi.
3.5.2. Hazirlanan Ornegin Nano LC-MS/MS Cihazinda Analiz Edilmesi

Boliim 3.2.6.1°deki protokol aynen uygulanarak 6rnekler Nano LC-MS/MS cihazinda
analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Brusella izolatlarinin Tanimlanmasi

Brusella izolatlarinin koyun kanli agar’daki 48 saatlik inkiibasyonu sonucu olusan

koloni goriiniimii Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Sekil 4.1. Brusella’nin koyun kanl1 agar besiyerindeki ireme goriintiist.

Ureyen kolonilerden yapilan DNA izolasyonu sonrasinda klasik PZR islemi
gergeklestirildi. Primer dizileri BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programinda
analiz edilerek bant yiikseklikleri hesaplandi. Gergeklestirilen PZR isleminde bant
biiyiikliikleri Brucella spp i¢in 151 bp; Brucella abortus igin 135 bp; Brucella melitensis igin
ise 301 bp idi. PZR sonrasinda iiriinlerin agaroz jel elektroforezi ile yiiriitiilmesi sonrasinda
elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.2°de goriilmektedir. Calismaya dahil edilen 4 brusella
izolatin jel goriintiisii de BLAST analizinde hesaplanan bant yiikseklikleri ile uyumlu sekilde

elde edilmistir.

Izolatlarin Brucella melitensis oldugu teyit edildikten sonra bakterilerden membran

proteini izolasyonu islemleri gergeklestirilmistir.
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M . i M
100bp ! 2 ~ ’ : 100 bp

Sekil 4.2. Klasik PZR sonrasi agaroz jel elektroforezi goriintiisii. 1:1062, 2: 1177, 3: 5031,
4:5112, 5: PK- B.melitensis, 6: PK- B.abortus, 7: Negatif kontrol.

4.2. Membran Proteini izolasyonu
Membran proteini izolasyonu igin Ojanen’in (Ojanen ve ark., 1993) protokolii
uygulandi. Membran proteini izolasyonu protokolii esnasinda izole protein miktarinin

belirlenmesi igin yapilan Bradford 6l¢iimii sonucunda elde edilen sonuglar asagidaki tabloda

gosterilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. izolasyon sonrasinda Bradford ydntemi ile yapilan protein dlgiimii sonuglari.

Olciim sayisi Sonug (ug/ml)
1. 6l¢iim 712,9
2. 6l¢im 7354
3. 6l¢iim 626,2
4. 6lgiim 906,4
Ortalama 745,2

Protein miktar1 hesaplanirken agagidaki formiil kullanildi.

Olgiim sonucu x 10 x20x 1000

Formiilde:
10-> soliisyondan alinip 6l¢liim yapilan protein miktarini (pul) belirtmektedir.
20-> 2D tamponu sigir serum albiimin 6l¢iim standardini belirtmektedir.

1000 > pg/ml’den pg/ul’ye ¢evirmek igin kullanilan standardi belirmektedir.

1 1
745,2 x 1 x20x 1000
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Olgiim sonucunda elde edilen 745,2 pg/ml degeri formiilde yerine koyularak hesap
yapildi. Sonugta 1,49 pg/ul degeri elde edildi.

4.3. Kera-free SDS-PAGE ile Protein Bantlarinin Goriintiillenmesi

Protein 6l¢timii isleminden sonra ornek santrifiij edilerek pellet ve siipernatant elde
edildi. Hem pellet hem de siipernatanda bulunan proteinleri goriintiilemek icin SDS-PAGE
jeli hazirlandi ve Ornekler jele yiiklendi. Siipernatant jele yiiklenmeden Once
temizleme/¢oktiirme islemi uygulandi.

Pellet 6rneginden 5 pl ve 2,5 ul alinarak 6X yiikleme boyasi ile karistirildi. Protein
marker ile birlikte sirayla jele yiiklendi. Elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.3°te belirtilmistir.

Pellet 6rneginden sadece 5 pl yiiklenen kuyuda tek bir protein bandi elde edilmistir.

3
B4
P
)
2

2,5 ul

|
"

66.2 kDa

45 kDa

35kDa

25kDa

Sekil 4.3. Pellet 6rneginden hazirlanan SDS-PAGE jelinin goriintiisii.

Stipernatant 6rneginden de 2,5 pl ve 5 pl olmak iizere 2 farkli 6rnek hazirland:.
Ornekler 6X yiikleme boyasi ile karistirildi ve protein marker ile beraber SDS-PAGE jeline
yiiklendi. Siipernatant drnegine ait jel goriintlisii Sekil 4.4’te sunulmustur. Bu jelde farkl
yiiksekliklerde bantlar oldugu goriildi. Elde edilen bu bantlarda membran proteini olup
olmadigini arastirildi. Bu amagla jeldeki ilgili bantlar bistiiri ile kesildi. Proteinler jelden
izole edilerek MALDI/TOF-TOF-MS cihazinda analiz edildi.
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Sekil 4.4. Stipernatant 6rneginden hazirlanan SDS-PAGE jelinin goriintiisii.

4.4, Membran Protein izolasyonunun MALDI/TOF-TOF-MS Analizi ile

Gosterilmesi

Stipernatant 6rneklerinin yiiklendigi jeldeki bantlardan en fazla protein igeren 5 bant
kesilerek MALDI/TOF-TOF-MS analizi yapildi. Analiz sonuglarina gore kesilen 5 banttan
3 tanesi membran proteini igerirken diger 2 bant sitoplazmik proteinler icermektedir. Analiz

sonucunda tanimlanan proteinlerin tanimlayic bilgileri Tablo 4.2°de gosterilmistir.
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Tablo 4.2. MALDI/TOF-TOF-MS analizi sonucu tanimlanan proteinlerin 6zellikleri.

pl Kapsama
Baglant1 Ad1 Kiitle | Skor | Expect | Eslesme Aciklamasi Yerlesimi
degeri | orani (%)
Elongation factor G OS=Brucella melitensis Sitoplazma
EFG_BRUMB | 76247 | 193 | 1.6e-014 28 5,05 33 biotype 2 (strain ATCC 23457) GN=fusA PE=3
Sv=1
Heme transporter bhuA OS=Brucella melitensis | Dis membran
BHUA _BRUME | 72888 | 86 | 0.00083 16 571 24 GN=bhuA PE=2 SV/=2
ATP synthase subunit beta OS=Brucella ic membran
ATPB BRUME | 54757 | 146 | 8.1e-010 22 5,48 36 melitensis GN=atpD PE=3 SV=1
ATP synthase subunit alpha OS=Brucella I¢ membran
ATPA_BRUMB | 54855 | 102 | 2,00e-05 15 6,1 30 melitensis biotype 2 (strain ATCC 23457)
GN=atpA PE=3 SV=1
EFTU_BRUA2 | 42578 | 203 | 1,60e-15 18 5,29 31 Elongation factor Tu OS=Brucella melitensis Sitoplazma

GN=tufA PE=3 SV=1
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4.5. izole Edilen Membran Proteinlerinin Nano LC-MS/MS Analizi Sonugclar1

MALDI/TOF-TOF-MS sonuglarina gére membran proteini varligi gosterilen
orneklerdeki membran proteini oranini belirlemek i¢in Nano LC-MS/MS analizi yapildi. Bu
amagla brusella izolatindan yeniden protein izole edildi. Siipernatant temizleme/¢oktiirme

islemi uygulandiktan sonra FASP protokolii ile 6rnekler Nano LC-MS/MS i¢in hazir hale

getirildi.

Nano LC-MS/MS cihazinda toplam 641 protein tanimlandi (Bkz. EK:1).

4.6. Membran Protein izolasyon Oraninin Belirlenmesi

Tanimlanan tiim proteinler http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Cell-PLoc-2/ baglanti
adresinde bulunan “Gneg-mPloc” yazilimi ile analiz edilerek hiicre i¢erisindeki lokasyonlari
belirlendi. Analiz sonucuna gore 641 proteinin 381 (%59,4) tanesi membran, 219 tanesi

sitoplazma, 31 tanesi periplazma, 7 tanesi hiicre dis1 ve 3 tanesi fimbria olarak tanimlandi.

Tanimlanan bu proteinlerin bazilar1 Tablo 4.3’te gosterilmistir.

Tablo 4.3. Nano LC-MS/MS sonucuna gore tanimlanan bazi proteinlerin kodlari, isimleri
ve tahmin edilen lokasyonlari.

Protein kodu

Protein Ismi

Proteinin Tahmin Edilen

[Brucella]

Lokasyonu
WP_002963714.1 MULTIS.PECIES: L.D- Membran
- transpeptidase [Brucella]
MULTISPECIES: large
WP_002963483.1 | conductance mechanosensitive Membran
channel protein MscL [Brucella]
MULTISPECIES: metal ABC
WP_002966660.1 | transporter ATP-binding protein Membran
[Brucella]
MULTISPECIES: N-
WP_002966116.1 | acetylglucosamine kinase Membran
[Brucella]
WP _002064719.1 | MULTISPECIES: porin family Membran
- protein [Brucella]
MULTISPECIES: outer membrane
protein assembly factor BamD
WP_002964530.1 Membran
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http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Cell-PLoc-2/

Protein kodu

Protein Ismi

Proteinin Tahmin Edilen

Lokasyonu
WP 0020648021 | MV LTISPECIES: peptidoglycan - Membran
- binding protein [Brucella]
MULTISPECIES: UDP-3-O-(3-
WP_002964281.1 | hydroxymyristoyl)glucosamine N- Sitoplazma
acyltransferase [Brucella]
WP 002964874.1 | MUYLTISPECIES: MarR family Sitoplazma
transcriptional regulator [Brucella]
MULTISPECIES: response
WP_002965068.1 | regulator transcription factor Sitoplazma
[Brucella]
MULTISPECIES: class Il .
WP_002964393.1 . I
002964393 fructose-bisphosphatase [Brucella] Sitoplazma
WP _005968973.1 | MULTISPECIES: hypothetical Fimbrium
protein [Brucella]
WP_002963645.1 MUL.TISPECIES: hypothetical Fimbrium
protein [Brucella]
MULTISPECIES: glycine zipper
WP_002964839.1 | 2TM domain-containing protein Fimbrium
[Brucella]
MULTISPECIES: nitrate .
WFP_0029888. 1 reductase subunit beta [Brucella] Periplazma
MULTISPECIES: Fe(3+) ABC
WP_002965941.1 | transporter substrate-binding Periplazma
protein [Brucella]
WP_002966234.1 | MULTISPECIES: catalase Periplazma
- [Brucella]
MULTISPECIES: nitrate .
WFP_004681614.1 reductase subunit alpha [Brucella] Periplazma
MULTISPECIES: sugar ABC
WP_002967363.1 | transporter substrate-binding Periplazma
protein [Brucella]
WP _002064637.1 | MULTISPECIES: hypothetical Hiicre digt
protein [Brucella]
WP_002971287.1 MULTISPECIES: hypothetical Hiicre dist

protein [Brucella]

Membran proteini izolasyon orant %59,4 olarak hesaplandi. Bu sonuca gore,

uygulanan protokol kabul edilebilir bulundu ve tiim brusella izolatlarindan membran proteini

izolasyonu gergeklestirildi.

66




4.7. Brusella izolatlarindan izole Edilen Protein Miktarlar:

Tiim brusella izolatlarindan boliim 3.2.2°de anlatilan protokol ile farkli giinlerde 2’ser

kez protein izolasyonu gerceklestirildi. Izolatlara ait Bradford protein 6l¢iimii sonuglari

Tablo 4.4’de sunulmustur.

Tablo 4.4. Brusella izolatlarina ait protein 6l¢iim sonuglar1 ve elde edilen toplam protein

miktari.

izolat Adx

Izolasyon / Ol¢iim icin

alinan hacim

Ol¢iim
Sonuclarn

Ortalama
Ol¢iim sonucu

Toplam
protein
miktari (mg)

B. melitensis 1062

. Izolasyon /5 pl

307,4

258,7

318,4

336,6

221,5

288,52

. izolasyon / 5 ul

530,9

310,4

374,4

493,9

459,7

433,86

3,17

B. melitensis 1177

. izolasyon / 5 ul

316,7

289,2

268

216,1

290,6

276,12

. izolasyon / 5 ul

520,8

508,2

565,1

387

542,6

504,74

3,11

B. melitensis 5031

. izolasyon / 5 pl

160

221,8

209,4

231

170,7

198,58

. izolasyon / 5 pl

680,4

615,5

648,3

648,06

3,38

B
meli
tens

is

. izolasyon /5 pul

120,3

182,3

67




Toplam
protein
miktar1 (MQ)

Izolasyon / Ol¢iim icin Ol¢iim Ortalama

izolat Ad .
z ! alinan hacim Sonuglar1 | Ol¢iim sonucu

2411
125,6 182,36 3,61
2425
637,8
. 657,3
2. izolasyon / 5 pl 816.3 722,95

780,4

4.8. Bruselloz Pozitif ve Bruselloz Negatif Insan Serumlarimin Hazirlanmasi

Calismaya dahil edilen 25 pozitif ve 25 negatif serumdan olusturulan pozitif serum
havuzu ve negatif serum havuzu ile RBT ¢alisildi. Test sonucunda pozitif serum havuzu
orneginde yogun sekilde agliitinasyon goriiliirken negatif serum havuzu 6rneginde higbir

reaksiyon goriilmedi (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Serum havuzlari ile yapilan RBT sonucu. Soldaki pozitif, sagdaki ise negatif
reaksiyonu gostermektedir.

Serum havuzu 6rnekleri NGC protein saflastirma sistemi yardimi ile Protein G
kolondan gegirildi. Bu sayede serumda bulunan immiinglobiilinler saflastirildi ve konsantre
edildi. Once negatif serum havuzu 6rnegi cihaza verildi. Cihaza ait fraksiyon toplayici ile
Ornege ait eliisyonlar mikrosantrifiij tiiplerine toplandi. Protein G kolondan gecen serum
Ornegine ait kromatogram Sekil 4.6 sunulmustur. Kolonda tutunan ve eliisyon islemi ile
kolondan ayrilip tiiplere toplanan A6-A12 arasindaki fraksiyonlarda ¢ok az miktarda antikor
oldugu goriilmektedir.

Daha sonra pozitif serum 6rnegine ait 6rnek cihaza verildi. Protein G kolondan gegen
serum Ornegi kromatogrami Sekil 4.7°de belirtilmistir. A5-A7 arasindaki fraksiyonlarda
bulunan kirmizi pik degeri kolona tutunmus yiiksek miktarda antikor oldugunu

gostermektedir.
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Negatif serum havuzu 6rnegine ait NGC cihazi kromatogrami. A6/A12 arasindaki bolmeler toplanan fraksiyonlari gostermektedir.
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Sekil 4.7. Pozitif serum havuzu 6rnegine ait NGC cihazi kromatogrami. A5/A20 arasi bolmeler toplanan fraksiyonlar1 gostermektedir.
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Cihazdan toplanan ve pozitif ve negatif serum Orneklerindeki antikorlari i¢eren
fraksiyon tiiplerindeki protein miktarlar1 280 nm’de Nanodrop cihazi ile 6lgiildii. Sonuglar
Tablo 4.5 ve 4.6’da bulunmaktadir. Pozitif serum havuzu ile negatif serum havuzu arasinda

protein igerme oranlarina gore farklilik oldugu goriilmektedir.

Tablo 4.5. Negatif serum havuzu fraksiyonlarinin Nanodrop 6lgim sonuglari.

. Ol¢iim sonucu | Ol¢iim sonucu
Fraksiyon numarasi
(mg/ml) ortalamasi
7. fraksiyon 0,49
7. fraksiyon 0,53 0,51
7. fraksiyon 0,53
8. fraksiyon 0,39
8. fraksiyon 0,38 0,37
8. fraksiyon 0,34
9. fraksiyon 0,24
9. fraksiyon 0,29 0,27
9. fraksiyon 0,3

Tablo 4.6. Pozitif serum havuzu fraksiyonlarinin Nanodrop 6l¢iim sonuglari.

) Ol¢iim sonucu | Ol¢iim sonucu
Fraksiyon numarasi
(mg/ml) ortalamasi
5. fraksiyon 1,73
5. fraksiyon 1,78 1,75
5. fraksiyon 1,75
6. fraksiyon 0,87
6. fraksiyon 0,86 0,86
6. fraksiyon 0,85
7. fraksiyon 0,63
7. fraksiyon 0,65 0,65
7. fraksiyon 0,66

Cihaza verilen pozitif ve negatif serum Orneklerini, kolona baglanmadan gegen
serum proteinleri ve kolona baglanan 6rnekleri igeren fraksiyonlarin SDS-PAGE jelindeki
gortintiileri Sekil 4.7.’de sunulmustur. Cihaza verilen serum 6rnegindeki protein profili ile
kolonda tutunan ve eliisyon islemi ile kolondan ayrilip tliplere toplanan 6rneklerin protein
profili karsilastirildiginda saflastirma isleminin gergeklestigi goriilmektedir. Pozitif serum

deneylerinde 6. fraksiyon, negatif serum deneylerinde ise 8. fraksiyon kullanildi.
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Sekil 4.8. Brusella pozitif ve negatif serumun saflastirma 6ncesi ve sonrasi fraksiyonlarin
SDS-PAGE jel goriintiisii.

4.9. Manyetik Boncuklara Antikorlarin Kaplanmasi
Antikorlarin manyetik boncuklara baglanip baglanmadigini kontrol etmek igin yapilan
deney sonucunda elde edilen SDS-PAGE jel goriintiisii Sekil 4.9’de sunulmustur. Jelde

protein marker yaninda bulunan iistteki bant immiinglobiilinlere ait agir zinciri, alttaki bant

ise hafif zinciri gostermektedir.
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Sekil 4.9. Manyetik boncuklara kaplanan antikorlarin SDS-PAGE jel goriintiisii.

4.10. MBI islemlerinin Nano LC-MS/MS Analizi Sonuclar

Immiinodominant proteinlerin belirlenmesi amaciyla yapilan 3 farkli MBI deneyinin

sonuclar1 agagida sunulmustur.

4.10.1. Bruselloz Pozitif Serum Kaplanmis Manyetik Boncuk ve Brusella
Proteinleri ile Yapilan MBI Sonugclar

Bruselloz pozitif insan serumundan saflagtirilan antikorlar ile kaplanmis manyetik

boncuklar ve 4 farkli B. melitensis izolati kullanilarak yapilan MBI deneyleri sonuglari

asagida belirtilmigtir.

4.10.1.1.B.melitensis 1062 izolatinin Sonuclar

B. melitensis 1062 izolat1 ile yapilan MBI sonucunda 66 adet protein tanimlandh.

Tanimlanan bu proteinler Tablo 4.7°da belirtilmistir.

Tablo 4.7. Pozitif serum ve B.melitensis 1062 ile yapilan MBI sonucunda tanimlanan
proteinlerin kodlar1 ve isimleri.

Protein kodu Protein Ismi

WP_002966069.1 | MULTISPECIES: bacterioferritin [Brucella]

sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter substrate-binding

WP_004681934.1 protein UgpB [Brucella melitensis]

WP_100217440.1 | MULTISPECIES: sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter
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Protein kodu

Protein Ismi

substrate-binding protein UgpB [Brucella]

WP_002968422.1

MULTISPECIES: bacterioferritin [Brucella]

WP_086440147.1

MULTISPECIES: sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter
substrate-binding protein UgpB [Brucella]

WP_094866405.1

MULTISPECIES: sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter
substrate-binding protein UgpB [Brucella]

WP_004686048.1

MULTISPECIES: sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter
substrate-binding protein UgpB [Brucella]

WP_004684932.1

sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter substrate-binding
protein UgpB [Brucella melitensis]

WP_101433165.1

sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter substrate-binding
protein UgpB [Brucella melitensis]

WP_004686876.1

MULTISPECIES: bacterioferritin [Brucella]

WP_004681883.1

MULTISPECIES: bacterioferritin [Brucella]

WP_087907903.1

sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter substrate-binding
protein UgpB [Brucella melitensis]

WP_002966636.1

MULTISPECIES: flagellin [Brucella]

WP_002967142.1

MULTISPECIES: branched-chain amino acid ABC
transporter substrate-binding protein [Brucella]

WP_002965167.1

MULTISPECIES: double-strand break repair protein AddB
[Brucella]

WP_002971932.1

MULTISPECIES: extracellular solute-binding protein
[Brucella]

WP_002963917.1

MULTISPECIES: undecaprenyl-phosphate glucose
phosphotransferase [Brucella]

WP_002969201.1

MULTISPECIES: VOC family protein [Brucella]

WP_002966349.1

MULTISPECIES: sensor domain-containing diguanylate
cyclase [Brucella]

WP_002964920.1

MULTISPECIES: nicotinate-nucleotide adenylyltransferase
[Brucella]

WP_006140578.1

MULTISPECIES: double-strand break repair protein AddB
[Brucella]

WP_004689334.1

MULTISPECIES: double-strand break repair protein AddB
[Brucella]

WP _075630341.1

MULTISPECIES: extracellular solute-binding protein
[Brucella]

WP_102207968.1

VOC family protein [Brucella melitensis]

WP_006135593.1

MULTISPECIES: extracellular solute-binding protein
[Brucella]

WP_126982354.1

nicotinate-nucleotide adenylyltransferase [Brucella
melitensis]
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Protein kodu

Protein Ismi

WP_065870134.1

double-strand break repair protein AddB [Brucella
melitensis]

WP_004687483.1

MULTISPECIES: sensor domain-containing diguanylate
cyclase [Brucella]

WP_004690511.1

MULTISPECIES: nicotinate-nucleotide adenylyltransferase
[Brucella]

WP_004684551.1

MULTISPECIES: double-strand break repair protein AddB
[Brucella]

WP_006268145.1

hypothetical protein [Brucella melitensis]

WP_101433313.1

flagellin [Brucella melitensis]

WP_005974852.1

extracellular solute-binding protein [Brucella melitensis]

WP_087907765.1

undecaprenyl-phosphate glucose phosphotransferase
[Brucella melitensis]

WP_006138194.1

extracellular solute-binding protein [Brucella melitensis]

WP_004685172.1

branched-chain amino acid ABC transporter substrate-
binding protein [Brucella melitensis]

WP_004683587.1

MULTISPECIES: undecaprenyl-phosphate glucose
phosphotransferase [Brucella]

WP_087907895.1

branched-chain amino acid ABC transporter substrate-
binding protein [Brucella melitensis]

WP_006266051.1

extracellular solute-binding protein [Brucella melitensis]

WP_005972253.1

MULTISPECIES: extracellular solute-binding protein
[Brucella]

WP_087924401.1

double-strand break repair protein AddB [Brucella
melitensis]

WP_006254548.1

double-strand break repair protein AddB [Brucella
melitensis]

WP_004685561.1

undecaprenyl-phosphate glucose phosphotransferase
[Brucella melitensis]

WP_101419142.1

flagellin [Brucella melitensis]

WP_004686210.1

MULTISPECIES: double-strand break repair protein AddB
[Brucella]

WP_006153246.1

sensor domain-containing diguanylate cyclase [Brucella
melitensis]

WP_005974814.1

hypothetical protein [Brucella melitensis]

WP_006150625.1

hypothetical protein [Brucella melitensis]

WP_004681501.1

MULTISPECIES: sensor domain-containing diguanylate
cyclase [Brucella]

WP_087932920.1

double-strand break repair protein AddB [Brucella
melitensis]

WP_101433269.1

double-strand break repair protein AddB [Brucella
melitensis]
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Protein kodu

Protein Ismi

WP_005974306.1

VVOC family protein [Brucella melitensis]

WP_004684435.1

MULTISPECIES: VOC family protein [Brucella]

WP_006136795.1

double-strand break repair protein AddB [Brucella
melitensis]

WP_004685901.1

MULTISPECIES: branched-chain amino acid ABC
transporter substrate-binding protein [Brucella]

WP_004681009.1

MULTISPECIES: flagellin [Brucella]

WP_006146722.1

hypothetical protein [Brucella melitensis]

WP_002967200.1

MULTISPECIES: sensor domain-containing diguanylate
cyclase [Brucella]

WP_006151957.1

MULTISPECIES: sensor domain-containing diguanylate
cyclase [Brucella]

WP_087932822.1

sensor domain-containing diguanylate cyclase [Brucella
melitensis]

WP_004681063.1

MULTISPECIES: branched-chain amino acid ABC
transporter substrate-binding protein [Brucella]

WP_006146824.1

extracellular solute-binding protein [Brucella melitensis]

WP_006190078.1

MULTISPECIES: undecaprenyl-phosphate glucose
phosphotransferase [Brucella]

WP_006140795.1

hypothetical protein [Brucella melitensis]

WP_004686489.1

MULTISPECIES: undecaprenyl-phosphate glucose
phosphotransferase [Brucella]

WP_006146749.1

flagellin [Brucella melitensis]

4.10.1.2.B.melitensis 1177 izolatinin Sonuclar

B. melitensis 1177 izolat1 ile yapilan MBI sonucunda 73 adet protein tanimland.

Tanimlanan bu proteinler Tablo 4.8’da belirtilmistir.

Tablo 4.8. Pozitif serum ve B.melitensis 1177 ile yapilan MBI sonucunda tanimlanan
proteinlerin kodlar1 ve isimleri.

Protein Ismi
MULTISPECIES: glucose-6-phosphate dehydrogenase
[Brucella]
MULTISPECIES: pyruvate carboxylase [Brucella]
MULTISPECIES: 1S6-like element 1S2020 family
transposase [Brucella]
MULTISPECIES: iron-responsive transcriptional regulator
RirA [Brucella]
MULTISPECIES: bacterioferritin [Brucella]

Protein kodu

WP_002965865.1

WP_002964862.1

WP_002964935.1

WP_002966073.1

WP_002966069.1
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Protein kodu

Protein Ismi

WP_004681934.1

sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter substrate-binding
protein UgpB [Brucella melitensis]

WP_005970312.1

MULTISPECIES: acetyl/propionyl/methylcrotonyl-CoA
carboxylase subunit alpha [Brucella]

WP_002963981.1

MULTISPECIES: lipid A biosynthesis lauroyl
acyltransferase [Brucella]

WP_004686287.1

MULTISPECIES: pyruvate carboxylase [Brucella]

WP_004685580.1

MULTISPECIES: lipid A biosynthesis lauroyl
acyltransferase [Brucella]

WP_004683664.1

MULTISPECIES: lipid A biosynthesis lauroyl
acyltransferase [Brucella]

WP_002965265.1

MULTISPECIES: acetyl/propionyl/methylcrotonyl-CoA
carboxylase subunit alpha [Brucella]

WP_086440147.1

MULTISPECIES: sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter
substrate-binding protein UgpB [Brucella]

WP_002968422.1

MULTISPECIES: bacterioferritin [Brucella]

WP_094285334.1

acetyl/propionyl/methylcrotonyl-CoA carboxylase subunit
alpha [Brucella melitensis]

WP_006642007.1

MULTISPECIES: IS6 family transposase [Brucella]

WP_101457603.1

IS6-like element 1S2020 family transposase [Brucella
melitensis]

WP_004681883.1

MULTISPECIES: bacterioferritin [Brucella]

WP_087907903.1

sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter substrate-binding
protein UgpB [Brucella melitensis]

WP_006146607.1

acetyl/propionyl/methylcrotonyl-CoA carboxylase subunit
alpha [Brucella melitensis]

WP_004690199.1

MULTISPECIES: iron-responsive transcriptional regulator
RirA [Brucella]

WP_004688709.1

MULTISPECIES: pyruvate carboxylase [Brucella]

WP_101419801.1

pyruvate carboxylase [Brucella melitensis]

WP_032449882.1

IS6-like element 1S2020 family transposase [Brucella
melitensis]

WP_004685844.1

pyruvate carboxylase [Brucella melitensis]

WP_118874232.1

acetyl/propionyl/methylcrotonyl-CoA carboxylase subunit
alpha [Brucella melitensis]

WP_101433165.1

sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter substrate-binding
protein UgpB [Brucella melitensis]

WP_006149565.1

glucose-6-phosphate dehydrogenase [Brucella melitensis]

WP_004685868.1

IS6-like element 152020 family transposase [Brucella
melitensis]

WP_023081119.1

lipid A biosynthesis lauroyl acyltransferase [Brucella
melitensis]
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Protein kodu

Protein Ismi

WP_004682109.1

MULTISPECIES: glucose-6-phosphate dehydrogenase
[Brucella]

WP_032451232.1

IS6-like element 1S2020 family transposase, partial
[Brucella melitensis]

WP_004684235.1

MULTISPECIES: pyruvate carboxylase [Brucella]

WP_100217440.1

MULTISPECIES: sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter
substrate-binding protein UgpB [Brucella]

WP_087909581.1

IS6 family transposase [Brucella melitensis]

WP_004686876.1

MULTISPECIES: bacterioferritin [Brucella]

WP_087932918.1

pyruvate carboxylase [Brucella melitensis]

WP_050560556.1

IS6-like element 1S2020 family transposase [Brucella
melitensis]

WP_004684932.1

sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter substrate-binding
protein UgpB [Brucella melitensis]

WP_004681881.1

MULTISPECIES: iron-responsive transcriptional regulator
RirA [Brucella]

WP_023081101.1

glucose-6-phosphate dehydrogenase [Brucella melitensis]

WP_004686048.1

MULTISPECIES: sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter
substrate-binding protein UgpB [Brucella]

WP_006144745.1

acetyl/propionyl/methylcrotonyl-CoA carboxylase subunit
alpha [Brucella melitensis]

WP_004690769.1

MULTISPECIES: lipid A biosynthesis lauroyl
acyltransferase [Brucella]

WP_118890817.1

pyruvate carboxylase [Brucella melitensis]

WP_087910627.1

lipid A biosynthesis lauroyl acyltransferase [Brucella
melitensis]

WP_004690290.1

MULTISPECIES: glucose-6-phosphate dehydrogenase
[Brucella]

WP_006136871.1

pyruvate carboxylase [Brucella melitensis]

WP_006071872.1

MULTISPECIES: acetyl/propionyl/methylcrotonyl-CoA
carboxylase subunit alpha [Brucella]

WP_087909574.1

pyruvate carboxylase [Brucella melitensis]

WP_094866405.1

MULTISPECIES: sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter
substrate-binding protein UgpB [Brucella]

WP_124737041.1

pyruvate carboxylase [Brucella melitensis]

WP_081310914.1

carbamoyl-phosphate synthase subunit L [Brucella
melitensis]

WP_006136746.1

acetyl/propionyl/methylcrotonyl-CoA carboxylase subunit
alpha [Brucella melitensis]

WP_006152378.1

glucose 1-dehydrogenase [Brucella melitensis]

WP_002965722.1

MULTISPECIES: cupin domain-containing protein
[Brucella]
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Protein kodu

Protein Ismi

WP_002967392.1

MULTISPECIES: ABC transporter ATP-binding protein
[Brucella]

WP_002964719.1

MULTISPECIES: porin family protein [Brucella]

WP_004684750.1

MULTISPECIES: ABC transporter ATP-binding protein
[Brucella]

WP_019444549.1

ABC transporter ATP-binding protein [Brucella melitensis]

WP_006192318.1

MULTISPECIES: ABC transporter ATP-binding protein
[Brucella]

WP_041596356.1

porin family protein [Brucella melitensis]

WP_004689729.1

MULTISPECIES: glucose 1-dehydrogenase [Brucella]

WP_094977890.1

porin family protein [Brucella melitensis]

WP_087907716.1

glucose 1-dehydrogenase [Brucella melitensis]

WP_004684110.1

MULTISPECIES: porin family protein [Brucella]

WP_110506821.1

porin family protein [Brucella melitensis]

WP_002968561.1

MULTISPECIES: cupin domain-containing protein
[Brucella]

WP_024767861.1

ABC transporter ATP-binding protein [Brucella melitensis]

WP_004684826.1

cupin domain-containing protein [Brucella melitensis]

WP_004682517.1

MULTISPECIES: ABC transporter ATP-binding protein
[Brucella]

WP_087932854.1

cupin domain-containing protein [Brucella melitensis]

WP_004688648.1

MULTISPECIES: porin family protein [Brucella]

4.10.1.3.B.melitensis 5031 izolatinin Sonuclar

B. melitensis 5031 izolat1 ile yapilan MBI sonucunda 55 adet protein tanimland.

Tanimlanan bu proteinler Tablo 4.9°da belirtilmistir.

Tablo 4.9. Pozitif serum ve B.melitensis 5031 ile yapilan MBI sonucunda tanimlanan
proteinlerin kodlar1 ve isimleri.

Protein Ismi
MULTISPECIES: 1S6-like element 152020 family
transposase [Brucella]
MULTISPECIES: phage major capsid protein [Brucella]
phage major capsid protein [Brucella melitensis]
I1S6 family transposase [Brucella melitensis]
IS6-like element 1S2020 family transposase [Brucella
melitensis]
IS6-like element 1S2020 family transposase, partial
[Brucella melitensis]
MULTISPECIES: phage major capsid protein [Brucella]

Protein kodu

WP_002964935.1

WP_002966724.1
WP_004685509.1
WP_087909581.1

WP_050560556.1

WP_032451232.1

WP_006261779.1
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Protein kodu

Protein Ismi

WP_065895625.1

phage major capsid protein [Brucella melitensis]

WP_004688126.1

MULTISPECIES: phage major capsid protein [Brucella]

WP_004686539.1

MULTISPECIES: phage major capsid protein [Brucella]

WP_006642007.1

MULTISPECIES: IS6 family transposase [Brucella]

WP_046722146.1

phage major capsid protein [Brucella melitensis]

WP_032449882.1

IS6-like element 1S2020 family transposase [Brucella
melitensis]

WP_004685868.1

IS6-like element 1S2020 family transposase [Brucella
melitensis]

WP_101457603.1

IS6-like element 1S2020 family transposase [Brucella
melitensis]

WP_004683466.1

MULTISPECIES: porin family protein [Brucella]

WP_004681792.1

MULTISPECIES: DUF4038 domain-containing protein
[Brucella]

WP_002966387.1

MULTISPECIES: chaperonin GroEL [Brucella]

WP_002964371.1

MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L7/L12 [Brucella]

WP_004681497.1

MULTISPECIES: oxidoreductase FAD/NAD(P)-binding
subunit [Brucella]

WP_002967723.1

MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella]

WP_002964038.1

MULTISPECIES: DsbA family protein [Brucella]

WP_017822065.1

DUF4038 domain-containing protein [Brucella melitensis]

WP_087932952.1

N-acetylglucosamine transferase [Brucella melitensis]

WP_006266922.1

DUF4038 domain-containing protein [Brucella melitensis]

WP_011005782.1

hypothetical protein [Brucella melitensis]

WP_006153248.1

hypothetical protein [Brucella melitensis]

WP_087909557.1

DsbA family protein [Brucella melitensis]

WP_011005794.1

chaperonin GroEL [Brucella melitensis]

WP_004690145.1

MULTISPECIES: DUF4038 domain-containing protein
[Brucella]

WP_017822069.1

chaperonin GroEL [Brucella melitensis]

WP_004685011.1

DUF4038 domain-containing protein [Brucella melitensis]

WP_006138797.1

MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella]

WP_006152432.1

DsbA family protein [Brucella melitensis]

WP_024767947.1

DUF4038 domain-containing protein [Brucella melitensis]

WP_004688851.1

MULTISPECIES: chaperonin GroEL [Brucella]

WP_024768000.1

DUF4038 domain-containing protein [Brucella melitensis]

WP_124737057.1

DUF4038 domain-containing protein [Brucella melitensis]

WP_065887266.1

N-acetylglucosamine transferase [Brucella melitensis]

WP_101417050.1

N-acetylglucosamine transferase [Brucella melitensis]

WP_006267642.1

50S ribosomal protein L7/L12 [Brucella melitensis]

WP_006151328.1

porin family protein [Brucella melitensis]
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Protein kodu

Protein Ismi

WP_006147191.1

hypothetical protein [Brucella melitensis]

WP_006151959.1

hypothetical protein [Brucella melitensis]

WP_087932869.1

chaperonin GroEL [Brucella melitensis]

WP_006144850.1

DUF4038 domain-containing protein [Brucella melitensis]

WP_014490119.1

50S ribosomal protein L7/L12 [Brucella melitensis]

WP_004685536.1

porin family protein [Brucella melitensis]

WP_006147160.1

DUF4038 domain-containing protein [Brucella melitensis]

WP_065879815.1

N-acetylglucosamine transferase [Brucella melitensis]

WP_002966790.1

MULTISPECIES: DsbA family protein [Brucella]

WP_006149711.1

chaperonin GroEL [Brucella melitensis]

WP_126981368.1

N-acetylglucosamine transferase [Brucella melitensis]

WP_019444592.1

DsbA family protein [Brucella melitensis]

WP_004685080.1

oxidoreductase FAD/NAD(P)-binding subunit [Brucella
melitensis]

4.10.1.4.B.melitensis 5112 izolatinin Sonuclar

B. melitensis 5112 izolat1 ile yapilan MBI sonucunda 44 adet protein tanimland.

Tanimlanan bu proteinler Tablo 4.10°da belirtilmistir.

Tablo 4.10. Pozitif serum ve B.melitensis 5112 ile yapilan MBI sonucunda tanimlanan
proteinlerin kodlar1 ve isimleri.

Protein kodu

Protein Ismi

WP_087907707.1

IS5 family transposase [Brucella melitensis]

WP_002966069.1

MULTISPECIES: bacterioferritin [Brucella]

WP_004685522.1

thiol:disulfide oxidoreductase [Brucella melitensis]

WP_002964709.1

MULTISPECIES: ABC transporter ATP-binding protein
[Brucella]

WP_087923330.1

IS5 family transposase [Brucella melitensis]

WP_087907799.1

IS5 family transposase [Brucella melitensis]

WP_127074433.1

IS5 family transposase, partial [Brucella melitensis]

WP_087910421.1

IS5 family transposase [Brucella melitensis]

WP_004681883.1

MULTISPECIES: bacterioferritin [Brucella]

WP_002968422.1

MULTISPECIES: bacterioferritin [Brucella]

WP_127074438.1

IS5 family transposase [Brucella melitensis]

WP_006152507.1

thiol:disulfide oxidoreductase [Brucella melitensis]

WP_054598420.1

IS5 family transposase, partial [Brucella melitensis]

WP_087921029.1

IS5 family transposase [Brucella melitensis]

WP_101419833.1

IS5 family transposase [Brucella melitensis]

WP_004686876.1

MULTISPECIES: bacterioferritin [Brucella]

WP_101433286.1

ABC transporter ATP-binding protein [Brucella melitensis]
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Protein kodu

Protein Ismi

WP_087920851.1

ABC transporter ATP-binding protein [Brucella melitensis]

WP_094283661.1

ABC transporter ATP-binding protein [Brucella melitensis]

WP_099686910.1

MULTISPECIES: IS5 family transposase [Brucella]

WP_002963866.1

MULTISPECIES: GNAT family N-acetyltransferase
[Brucella]

WP_002965392.1

MULTISPECIES: [protein-PII] uridylyltransferase
[Brucella]

WP_002965578.1

MULTISPECIES: ABC transporter ATP-binding protein
[Brucella]

WP_006191194.1

MULTISPECIES: [protein-PI1] uridylyltransferase
[Brucella]

WP_094979191.1

ABC transporter ATP-binding protein [Brucella melitensis]

WP_004685548.1

GNAT family N-acetyltransferase [Brucella melitensis]

WP_006267350.1

[protein-P11] uridylyltransferase [Brucella melitensis]

WP_006138210.1

ABC transporter ATP-binding protein [Brucella melitensis]

WP_006260298.1

[protein-PI1] uridylyltransferase [Brucella melitensis]

WP_006139466.1

MULTISPECIES: GNAT family N-acetyltransferase
[Brucella]

WP_006136128.1

hypothetical protein [Brucella melitensis]

WP_069129803.1

GNAT family N-acetyltransferase [Brucella melitensis]

WP_101419127.1

[protein-PI1] uridylyltransferase [Brucella melitensis]

WP_006161145.1

MULTISPECIES: GNAT family N-acetyltransferase
[Brucella]

WP_006256276.1

[protein-P11] uridylyltransferase [Brucella melitensis]

WP_006137391.1

MULTISPECIES: GNAT family N-acetyltransferase
[Brucella]

WP_004683500.1

MULTISPECIES: GNAT family N-acetyltransferase
[Brucella]

WP_101419821.1

GNAT family N-acetyltransferase [Brucella melitensis]

WP_016769572.1

GNAT family N-acetyltransferase [Brucella melitensis]

WP_071152683.1

[protein-P11] uridylyltransferase [Brucella melitensis]

WP_004686653.1

MULTISPECIES: [protein-PII] uridylyltransferase
[Brucella]

WP_128675654.1

[protein-P11] uridylyltransferase [Brucella melitensis]

WP_004686505.1

GNAT family N-acetyltransferase [Brucella melitensis]

WP_002969408.1

MULTISPECIES: M48 family peptidase [Brucella]
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4.10.2. Bruselloz Negatif Serum Kaplanmis Manyetik Boncuk ve Brusella
Proteinleri ile Yapilan MBI Sonuclar

Bruselloz negatif insan serumundan saflastirilan antikorlar ile kaplanmis manyetik
boncuklar ve 4 farkli B. melitensis izolat1 kullanilarak yapilan MBI deneyleri sonuglar

asagida belirtilmistir.
4.10.2.1.B.melitensis 1062 izolatimin Sonuclari

B. melitensis 1062 izolat1 ile yapilan MBI sonucunda 5 adet protein tanimland.

Tanimlanan bu proteinler Tablo 4.11°da belirtilmistir.

Tablo 4.11. Negatif serum ve B.melitensis 1062 ile yapilan MBI sonucunda tanimlanan
proteinlerin kodlar1 ve isimleri.

Protein kodu Protein Ismi
WP_004690210.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella]
WP_017822103.1 | exodeoxyribonuclease 111 [Brucella melitensis]
WP_004687718.1 | MULTISPECIES: exodeoxyribonuclease 111 [Brucella]
WP_024767995.1 | exodeoxyribonuclease 111 [Brucella melitensis]
WP_002965066.1 | MULTISPECIES: exodeoxyribonuclease 111 [Brucella]

4.10.2.2.B.melitensis 1177 izolatinin Sonuclari

B. melitensis 1177 izolat:1 ile yapilan MBI sonucunda 12 adet protein tanimland.

Tanimlanan bu proteinler Tablo 4.12°da belirtilmistir.

Tablo 4.12. Negatif serum ve B.melitensis 1177 ile yapilan MBI sonucunda tanimlanan
proteinlerin kodlar1 ve isimleri.

Protein kodu Protein Ismi
WP_002964266.1 | MULTISPECIES: triose-phosphate isomerase [Brucella]
MULTISPECIES: 1S6-like element 1S2020 family
transposase [Brucella]

WP_006642007.1 | MULTISPECIES: 1S6 family transposase [Brucella]
IS6-like element 1S2020 family transposase [Brucella
melitensis]

I1S6-like element 152020 family transposase [Brucella
melitensis]

WP_004681766.1 | MULTISPECIES: porin family protein [Brucella]
IS6-like element 1S2020 family transposase [Brucella
melitensis]

WP_087909581.1 | 1IS6 family transposase [Brucella melitensis]
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Protein Ismi
MULTISPECIES: triose-phosphate isomerase [Brucella]
IS6-like element 1S2020 family transposase [Brucella
melitensis]
IS6-like element 1S2020 family transposase, partial
[Brucella melitensis]
porin family protein [Brucella melitensis]

Protein kodu
WP_004683846.1

WP_050560556.1

WP_032451232.1

WP_004685017.1

4.10.2.3.B.melitensis 5031 izolatinin Sonuclar

B. melitensis 5031 izolat1 ile yapilan MBI sonucunda 4 adet protein tanimland.

Tanimlanan bu proteinler Tablo 4.13’da belirtilmistir.

Tablo 4.13. Negatif serum ve B.melitensis 5031 ile yapilan MBI sonucunda tanimlanan
proteinlerin kodlar1 ve isimleri.

Protein Ismi
MULTISPECIES: HU family DNA-binding protein
[Brucella]
MULTISPECIES: porin family protein [Brucella]
porin family protein [Brucella melitensis]
MULTISPECIES: HU family DNA-binding protein
[Brucella]

Protein kodu

WP_002964234.1

WP_004681766.1
WP_004685017.1

WP_006190452.1

4.10.2.4.B.melitensis 5112 izolatinin Sonuclari

B. melitensis 5112 izolat1 ile yapilan MBI sonucunda 6 adet protein tanimland.

Tanimlanan bu proteinler Tablo 4.14’da belirtilmistir.

Tablo 4.14. Negatif serum ve B.melitensis 5112 ile yapilan MBI sonucunda tanimlanan
proteinlerin kodlar1 ve isimleri.

Protein kodu Protein Ismi

WP_002964234.1

MULTISPECIES: HU family DNA-binding protein
[Brucella]

WP_002964266.1

MULTISPECIES: triose-phosphate isomerase [Brucella]

WP_004681766.1

MULTISPECIES: porin family protein [Brucella]

WP_004685017.1

porin family protein [Brucella melitensis]

WP_004683846.1

MULTISPECIES: triose-phosphate isomerase [Brucella]

WP_006190452.1

MULTISPECIES: HU family DNA-binding protein
[Brucella]
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4.10.3. Bruselloz Pozitif Serum Kaplanmis Manyetik Boncuk ve IP Lizis
Tamponu ile Yapilan MBI Sonugclar

Bruselloz pozitif insan serumundan saflastirilan antikorlar ile kaplanmis manyetik
boncuklar ve IP lizis tamponu kullanilarak yapilan MBI deneyleri sonucu asagida

belirtilmistir.

IP lizis tamponu ile yapilan MBI sonucunda 9 adet protein tanimlandi. Tanimlanan bu

proteinler Tablo 4.15’da belirtilmistir.

Tablo 4.15. IP lizis tamponu ile yapilan MBI sonucunda tanimlanan proteinlerin kodlar1 ve
isimleri.

Protein kodu Protein Ismi

WP_004684051.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella]
WP_004682630.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella]
WP_002963560.1 | MULTISPECIES: tetratricopeptide repeat protein [Brucella]
WP_127030815.1 | hypothetical protein [Brucella melitensis]

WP_004685451.1 | tetratricopeptide repeat protein [Brucella melitensis]
WP_006137704.1 | tetratricopeptide repeat protein [Brucella melitensis]
WP_006144674.1 | tetratricopeptide repeat protein [Brucella melitensis]
WP_004691809.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella]
WP_006137785.1 | hypothetical protein [Brucella melitensis]

4.11. MBI Sonuclarin Analizi

Dort farkli B.melitensis izolatindan elde edilen proteinler ile yapilan tiim MBI
sonuglar1 Tablo 4.16’de belirtilmistir.

Tablo 4.16. MBI sonrasinda tanimlanan protein sayilari.

Tanimlanan protein sayisi
Izolat Pozitif serum Negatif serum
B. melitensis 1062 66 )
B. melitensis 1177 73 12
B. melitensis 5031 55 4
B. melitensis 5112 44 6
IP lizis tamponu 9 --

Bir izolata ait sonuclar hem diger izolatlarm negatif serum ile yapilan MBI

sonuglariyla (Ornegin; B.melitensis 1062 proteini + bruselloz pozitif serum kaplanmis MBI
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sonucu ile diger izolatlarin bruselloz negatif serum kaplanmis MBI sonuglar) hem de IP
lizis tamponu ile yapilan MBI sonuglariyla karsilastirildi. Bruselloz negatif serumla yapilan
MBIi’de bulunan proteinler diger MBI sonuglarinda da varsa bu proteinler ¢apraz pozitiflik
olarak degerlendirilip immiinodominant protein olarak dikkate alinmada.

Bruselloz negatif serumla yapilan MBI’lerin sonuglarina gore toplam 27 protein, IP
lizis tamponu ile yapilan MBI sonucuna gore ise 9 protein tanimlanmistir. Bu iki MBI
isleminde ortak protein belirlenmemistir. Bu sonuglar tiim izolatlarin venn semalarinda

gosterilmistir.
4.11.1. B.melitensis 1062 MBI Sonuclar:

B.melitensis 1062 izolatinin sonuglar1 Sekil 4.9°de belirtilmistir. Yapilan MBI ile 66
protein tanimlanmustir. Negatif serumla yapilan MBI ile tanimlanan 27 proteinin ve IP lizis
tamponu ile yapilan MBI ile tanimlanan 9 proteinin higbirisinin B.melitensis 1062 izolati ile

yapilan MBI ile tanimlanmadig1 belirlenmistir.

Sekil 4.10. B.melitensis 1062°nin tiim B.melitensis proteinlerinin negatif serum MBI
sonuclar ile karsilagtirilmasina ait Venn semasi.

4.11.2. B.melitensis 1177 MBI Sonuclar:

B.melitensis 1177 izolatinin sonuglar1 Sekil 4.10°de belirtilmistir. Yapilan MBI ile 73
protein tanimlanmistir. Bu proteinlerden 8 tanesinin negatif serumla yapilan MBI ile de
tammlanmadig1 belirlenmistir. IP lizis tamponu ile yapilan MBI ile ortak protein

bulunmamustir.
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Sekil 4.11. B.melitensis 1177’nin tiim B.melitensis proteinlerinin negatif serum MBI
sonuglart ile karsilastirilmasina ait Venn semasi.

4.11.3. B.melitensis 5031 MBI Sonuclari

B.melitensis 5031 izolatinin sonuglar1 Sekil 4.11°de belirtilmistir. Yapilan MBI ile 55
protein tanimlanmigtir. Bu proteinlerden 8 tanesinin negatif serumla yapilan MBI ile de
tammlanmadig1 belirlenmistir. IP lizis tamponu ile yapilan MBI ile ortak protein

bulunmamustir.

Sekil 4.12. B.melitensis 503 1’in tiim B.melitensis proteinlerinin negatif serum MBI sonuglar1
ile karsilastirilmasina ait Venn semasi.
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4.11.4. B.melitensis 5112 MBI Sonuglar

B.melitensis 5112 izolatinin sonuglar1 Sekil 4.12°de belirtilmistir. Yapilan MBI ile 44
protein tanimlanmistir. Negatif serumla yapilan MBI ile tanimlanan 27 proteinin ve IP lizis
tamponu ile yapilan MBI ile tanimlanan 9 proteinin hicbirisinin B.melitensis 5112 izolat: ile

yapilan MBI ile tanimlanmadig1 belirlenmistir.

Sekil 4.13. B.melitensis 5112’nin tiim B.melitensis proteinlerinin negatif serum MBI
sonugclari ile kargilastirilmasina ait Venn semasi.

4.11.5. B. melitensis izolatlarinda Ortak Olan Proteinler

e “Bacterioferritin” proteininin “WP_002966069.1, WP_002968422.1, WP _004686876.1,
WP_004681883.1” erisim numarali proteinleri B.melitensis 1062, 1177 ve 5112

izolatlarinda ortak olarak bulunmustur.

¢ “sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter substrate-binding protein UgpB”
proteininin “WP_004681934.1, WP_100217440.1, WP_086440147.1, WP_094866405.1,
WP_004686048.1, WP_004684932.1, WP_101433165.1 ve WP_087907903.1” erisim

numarali proteinleri ise B.melitensis 1062 ve 1177 izolatlarinda ortak olarak bulunmustur.
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5. TARTISMA

Brucella cinsi bakteriler bruselloz hastaligi etkenidir. Bruselloz hastaligi evcil ve vahsi
hayvanlarda diisiik ve kisirhiga, insanlarda ise akut veya kronik enfeksiyonlara neden olur
(Lapaque ve ark., 2005). Bruselloz Orta Dogu, Akdeniz kiyilari, Asya, Afrika, Giiney ve
Orta Amerika'daki bazi iilkelerde endemik bir zoonozdur (Rubach ve ark., 2013). Diinya
genelinde yilda ortalama 500.000 insan bruselloz tanisi almaktadir (Byndloss & Tsolis,
2016). Tirkiye’de ise insanlarda 6457 (2017 yili) hayvanlarda ise 5496 (2011 yil1) brusella
olgusu rapor edilmistir (Tiirkiye, 2011, 2017).

Brucella melitensis insanlar i¢in en virulan olan tiirdiir, 10-100 adet bakteri bile
hastalik olusturabilir (Pappas ve ark., 2006; Winter ve ark., 1996; Young, 1983). Ulkemizde
de tiim Diinya’da oldugu gibi brusella bakterisi enfekte ¢ig siit ve peynir-krema gibi siit
trtinlerinin tiiketilmesi, enfekte hayvana ait salgilara temas edilmesi veya kontamine
acrosollerin solunmasi ile bulasir (Young, 1983; Yumuk & O’Callaghan, 2012).

Bruselloz tanis1 6zellikle ekonomik yonden geri kalms iilkelerde serolojik testler ile
konulur. Ancak serolojik testlerin 6zgiilligii ¢ok yiiksek degildir. Serolojik testlerde antijen
olarak genellikle hiicre ekstraktlar1 veya LPS fraksiyonlar1 kullanilmaktadir. Bunun
sonucunda da bazit mikroorganizmalara karsi olusan antikorlar ile ¢apraz reaksiyon meydana
gelmekte ve bu durum tanida hatali pozitifliklere sebep olmaktadir (Yagupsky ve ark., 2019).
Bu nedenle brusella’ya yiiksek derecede spesifik immiinojenik proteinlerin tanimlanmasi
biiylik 6nem tagimaktadir. Bu c¢alisma ile Tirkiye nin farkli cografik bolgelerinden izole
edilmis brusella izolatlarinda ortak immiinojen protein varliginin immiinoproteomik
yontemle arastirilmasi hedeflenmistir. Bu calismada bolgeleri temsil etmesi amaciyla
Marmara Bolgesi’nden, I¢ Anadolu Bélgesi’'nden, Dogu Anadolu Bolgesi’nden ve Ege
Bolgesi’nden toplam dort izolat kullanilmistir.

Immiinyakalama kati bir faza baglanmis spesifik antikorlar kullanilarak antijenlerin
afinite saflagtirmasidir. Bu ¢alismada hasta serumlariyla hazirlanan serum havuzundan elde
edilen antikorlar manyetik boncuklara kaplanarak brusella proteinleri ile immiinyakalama
reaksiyonu gergeklestirilmistir. AMIDA olarak isimlendirilen bu yontem kullanilarak
poliakrilamid jel elektroforezi esnasinda 6zellikle ¢oziiniir olmayan membran proteinlerinin
jelde yiritiilmesindeki zorluklar ekarte edilmistir. AMIDA y6nteminde, protein karisiminin
2D-PAGE’de oldugu gibi spotlara ayrigtirilmasi gerekmedigi i¢in yliksek miktarda antijen
ile calisilabilmektedir. Daha fazla protein ile ¢alismak testin hassasiyetini arttirmaktadir.

Bununla birlikte, hasta serumunun Protein G kolondan gegirilmesi sonucunda serumda
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yiiksek miktarda bulunan albiimin ortamdan uzaklagmakta, sonug olarak spesifik olmayan
capraz reaksiyonlar daha az goriilmektedir (Rauch & Gires, 2008). Bu gibi avantajlarindan
dolay1 bu tez ¢alismasinda immiinoproteomik test olarak AMIDA yontemi kullanilmistir.
Literatiirde AMIDA yonteminin kullanildig1 brusella proteomu ile ilgili caligma
saptanmamigtir.

Zhao ve ark. tarafindan yapilan ve B. melitensis M5 biyotip I as1 susunun kullanildigi
bir ¢alismada membran proteinleri 2D-PAGE ile ayristirillmis (Zhao ve ark., 2011). Jel 15
adet anti-brusella pozitif sigir serumu ile olusturulan serum havuzu ve 23 adet anti-brusella
negatif sigir serumu ile olusturulan serum havuzu (negatif kontrol) ile blotlanmis. Western-
blot islemi sonucunda immiinoreaktif olan proteinler jelden toplanip tripsin ile kesim
isleminden sonra MALDI/TOF-MS ile tanmimlanmis. Jelde toplam 426 protein spotu
belirlenmis. Bu spotlarin 21 tanesi immiinoreaktif protein olarak yayinlanmigtir. Bu tez
caligmasinda ise total membran proteini izole edilen 4 farkli izolattan toplam 211 protein
tanimlanmistir. En az sayida protein tanimlanan izolatta bile 38 adet immiinoreaktif protein
tanimlanmasi basarilmistir. Bu tez ¢alismasinda daha fazla protein tanimlanmasinin baslica
nedenleri; uygulanan membran proteini izolasyonu protokolii ve immiinoproteomik teknigin
ilk kez bu alanda uyarlanmasi oldugunu diisiinmekteyiz. Kullanilan AMIDA teknigi ile
Ozellikle ¢oziinlir olmayan membran proteinlerinin poliakrilamid jelde yiiriimesinde
karsilagilan sorunlart ortadan kaldirdig: i¢in daha fazla protein tanimlanmasini sagladigi
seklinde yorumlanmistir. Zhao ve ark.’lar1 ¢alismalarinda sigir serumlari kullanmigken bu
calismada insan serumlart kullanilmistir. Her iki ¢alismada kullanilan bakterilerin ve
serumlarin farkli olmasi da farkli sonuglarin alinmasina sebep oldugunu diistinmekteyiz.
Zhao ve ark.’lar1 tarafindan immiinoreaktif protein olarak tanimlanan “porin”, “Chaperonin
GroEL”, “Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase” ve “50S ribosomal protein”leri bu tez
caligmasinda da immiinoreaktif olarak saptanmigtir. Ancak bu proteinlerin higbiri kullanmis
oldugumuz dort izolatta ortak immiinodominant protein olarak belirlenmemistir.

Yang ve ark. tarafindan yapilan ve B. melitensis 16M biyotip I referans susunun
kullanildig1 bir ¢alismada total proteinler 2D-PAGE jeller ile spotlara ayrilmis (Yang ve ark.,
2011). Jellerden bir tanesi akut bruselloz gegiren 2 hastadan elde edilen serumlar ile
hazirlanan serum ile, diger jel ise B.melitensis ile enfekte olmus 12 adet keciden alinan
serumlardan olusturulan serum ile ile blotlanmis. Western-blot islemi sonucunda
immiinoreaktif olan proteinler jelden toplanip tripsin ile kesim isleminden sonra LC-MS/MS
ile tanimlanmis. Calisma sonunda 600’den fazla protein spotu elde edilmis. Bunlardan 23

tanesi insan serumlar1 ile yapilan blotlamada, 33 tanesi ise keg¢i serumlari ile yapilan
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blotlamada immiinoreaktif olarak tanimlanmig. On bir tane protein hem insanda hem de
kegide ortak immiinojen olarak bulunmus. Bu tezde insanda asi uygulamasina aday
immunodominant protein segimi hedeflendigi i¢in insan serumu kullanilmasi tercih
edilmistir. Bruselloz hastast 25 kisiye ait serumlardan bir havuz olusturulup en etkin
immunodominant protein saptanmaya g¢alisilmistir. Yang ve ark.’larmin immiinodominant
olarak saptadigi proteinlerin higbirisi bu tez ¢alismasinda arastirilan immiinodominant
proteinler igerisinde yer almamaktadir. Bunun sebebi her iki calismada kullanilan
immiinodominant protein taniminin farkli amaglar i¢in kullanilmasidir. Yang ve ark.’lar1
calismalarinda arastirdiklar1 tek bir susun hem insan hem de hayvan serumunda ortak
immiinoreaktif olan proteinlerini immiinodominant olarak tanimlarken, bu tez ¢alismasinda
arastirilan 4 farkli izolatin en az ikisinde immiinoreaktif olan proteinler insan serum havuzu
kullanilmast sonucunda immiinodominant protein olarak degerlendirilmistir.

Wareth ve ark.’lar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada B. abortus ve B.melitensis’in
immiinodominat proteinleri arastirilmistir (Wareth ve ark., 2016). Tiirkiye’deki bir inekten
izole edilmis tek bir Brucella abortus’un immiinoreaktif proteinlerinin de degerlendirildigi
bu ¢alismada B. abortus ve B.melitensis izolatlarindan total protein izolasyonu yapildiktan
sonra 2D-PAGE ile spotlar elde edilmis. Bu 2D-PAGE jeli ve Misir’daki enfekte sigr,
manda, koyun ve kegilerden elde edilen serumlar kullanilarak Western-Blot yapilmis.
Immiinoreaktif olan proteinler MALDI/TOF-MS ile analiz edilmis. Analiz sonucunda
B.melitensis izolatinda 20 protein, Tiirkiye’den izole edilen B.abortus izolatinda ise 25
protein immiinoreaktif olarak tanimlanmis. Bu tez ¢alismasinda immiinodominant olarak
saptanan “Bacterioferritin” proteini, benzer sekilde Wareth ve ark.’lar1 tarafindan hem
B.melitensis hem de B.abortus izolatinda immiinoreaktif olarak tespit edilmis. Bunun
disinda B.melitensis’te “Amino acid ABC transporter substrate-binding protein”, B.
abortus’ta ise “Chaperonin GroEL” bu tez c¢alismasindaki sonuglarla benzer sekilde
immiinoreaktif olarak tanimlanmistir. Ancak her iki protein bu tez calismasinda da
immiinoreaktif olarak tanimlanmasina ragmen ortak immiinodominant protein olarak tespit
edilmemistir. Wareth ve ark.’lart “Fumarylacetoacetate hydrolase” proteinini hem B.
abortus hem de B. melitensis izolatlarinin tiim hayvan (sigir, manda, koyun ve keci)
serumlariyla yapilan immiinoproteomik analizlerinde ortak immiinodominant protein olarak
tespit etmislerdir. Ancak Wareth ve ark.’lari, bu tez ¢alismasindan farkli olarak, insan
serumlart ile degil enfekte hayvan serumlari kullanarak immiinodominant proteinleri

arastirmiglardir. Bunun disinda kullanilan immiinoproteomiks teknigi de bu tez ¢alismasinda
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kullanilan AMIDA tekniginden farklidir. Tanimlanan immiinodominant proteinlerin farkli
olmasinin her iki ¢aligma arasindaki bu farkliliklardan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Bu tez c¢alismasinda ‘“Bacterioferritin (Bfr)” B.melitensis 1062, 1177 ve 5112
izolatlarinda, “sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter substrate-binding protein UgpB”
ise B.melitensis 1062 ve 1177 izolatlarinda ortak immiinodominant protein olarak
tanimlanmastir.

Bfr, merkezi bir demir depolama boslugunu ¢evreleyen, kabaca kiiresel bir protein
kabugu olusturan 24 adet ayni alt birimden olusan ve hem igeren bir demir depolayan
multimerik proteindir (Frolow, Kalb, & Yariv, 1994). Bfr sadece bakterilerde bulunur ve
hiicresel metabolizmada 6nemli bir role sahip olan “hem” iceren ferritin sinifina aittir.
Bakteriyoferritin demir homeostazini kontrol eder ve metali biyolojik olarak kullanilabilir
ve toksik olmayan bir formda depolar (Almirén & Ugalde, 2010; Andrews, 2010). Bfr'nin
varligi Pseudomonas aeruginosa, Yersinia pestis, Mycobacterium avium, Mycobacterium
paratuberculosis ve Mycobacterium leprae gibi patojenler dahil ¢ok ¢esitli
mikroorganizmada tespit edilmistir (Brooks ve ark., 1991; Inglis, Stevenson, Hosie, &
Sharp, 1994; Moore, Mann, & Bannister, 1986; Perry, Lucier, Sikkema, & Brubaker, 1993;
Pessolani ve ark., 1994). Bfr B. melitensis'te 1s1, oksidasyon ve asit streslerine karsi
sentezlenen bir protein olarak da tanimlanmistir (Teixeira-Gomes, Cloeckaert, & Zygmunt,
2000). Ayni1 zamanda B. melitensis’in Bfr proteini, enfekte sigirlarda giiglii lenfoproliferatif
tepki olusturdugu ve IFN-y tiretimini arttirdigi i¢in T hiicre-immiinodominant antijeni olarak
kabul edilmistir (Denoel ve ark., 1997). B. abortus ile yapilan bir ¢calismada Bfr'nin, dogal
olarak enfekte olmus sigirlarda giiclii antijenik 6zellige sahip oldugu, bu proteinin serolojik
tanida potansiyel brusella belirteci olarak uygulanabilecegi diistiniilmistiir (Philippe A.
Denoel ve ark., 1995; Pajuaba ve ark., 2012). Rekombinant B.abortus Bfr proteini ile yapilan
ve s1gir brusellozu tanisinda kullanilmak tizere olusturulan ELISA testinde 6zgiilliikk %93,6,
duyarhilik ise %85,33 olarak tespit edilmistir (Hop ve ark., 2016). Ancak literatiirde insan
serumlartyla calisilmig ve Bfr'nin antijen olarak kullanildigi ELISA ile ilgili herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Bu tez calismasinda insan serumlar1 kullanilarak Bfr’nin
immiinodominant oldugu gosterilmistir.

Bruselloz as1 ¢alismalarinda Bfr’nin potansiyel belirte¢ olarak kullanilabilirligini test
etmek amaciyla Al-Mariri ve ark.’lar1 Bfr antijenini rekombinant protein olarak saflastirmis
ve hiicre-aracili immiin sistem adjuvani olan CpG ODN ile birlikte fareye enjekte edilmistir.
Bfr agilamasi sonrasi farede uygun bir immiin yanit olugsmus ancak herhangi bir koruyuculuk

tespit edilmemistir (Al-Mariri ve ark., 2001). Yazarlar Bfr’nin as1 determinanti olarak uygun
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olmadig1 yoniinde gorlis bildirmistir. S6z konusu calisma deney hayvanlarinda olup
insanlarda gelisen antikorlarla herhangi bir karsilagtirma yapilmamastir.

Bu tez calismasinda bulunan diger ortak immiinodominant protein “sn-glycerol-3-
phosphate ABC transporter substrate-binding protein UgpB” proteinidir. UgpB, ABC
tastyict kompleksi UgpABCE'nin bir pargasidir ve sn-gliserol-3-fosfat’in hiicre igine
alinmasinda rol oynar. Kompleks iki ATP baglayici protein (UgpC), iki transmembran
protein (UgpA ve UgpE) ve bir solute-binding proteinden (UgpB) olusur. Glycerol-3-
phosphate binding ATP-binding cassette (ABC) transporter, ¢esitli patojenik ve patojenik
olmayan bakterilerin dis zarinda bulunur (Czibener & Ugalde, 2012). Gliserol-3-fosfat,
glikoliz ve fosfolipid biyosentezinin metabolik bir ara maddesidir. (Sascha Al Dahouk ve
ark., 2013). UgpB proteini ise brusella’nin hiicre yiizeyinde bulunur ve epitelyal hiicrelerin
enfeksiyonu sirasinda adezin ve invazin olarak rol oynar (Castafieda-Roldan ve ark., 2006).
UgpBmin brusella'da ikili bir iglevi olabilecegi ve besin stresinin konakg¢i hiicrelerin
istilasina neden olup olmayacaginin arastirilmasi ile agikliga kavusturulabilecegi
belirtilmektedir (Al Dahouk ve ark., 2013).

Literatiir incelendiginde “sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter substrate-binding
protein UgpB” proteini ile ilgili bruselloz tanisinda veya mevcut asilamada kullanimi ile
ilgili bir veriye ulasilamamistir. Ancak UgpB gen bdlgesinin 6zellikle DNA asis1 olarak
kullanilabilecegi ile ilgili bazi g¢aligmalar mevcuttur. Castaneda-Roldan ve ark.’lar
brusella’nin yiizey proteinleri (SP) ile ilgili ¢aligmalarinda SP41 proteinini tanimlamiglardir.
SP41 proteininin biyokimyasal analizi sonucunda, bu proteinin bir¢ok bakteri tiiriinde
bulunan glycerol-3-phosphate binding ATP-binding cassette (ABC) tasiyici proteinine
onemli bir homoloji gosteren “UgpB” lokusunun O6ngoriillen bir iriinii oldugunu
gostermiglerdir (Castafieda-Roldan ve ark., 2006). Al-Mariri ve ark.’lar1 ise sp41 (UgpB)
genini tagtyan DNA/plazmid ile fare immiinizasyonu gerceklestirmis ve bu sp41’in DNA
asis1 olarak kullanilabilirligini arastirmistir (Al-Mariri, Akel, & Abbady, 2014). p39 ve sp4l
genlerini igeren plazmid DNA's1 ile agilamanin Th-1"in hem hiimoral hem de hiicresel tipinin
ortaya ¢ikmasina neden oldugunu ve bu plazmid DNA ile asilama’nin brusella'ya karsi
koruma saglamak ic¢in bagarili bir alternatif yontem olabilecegini gostermislerdir. Tez
calismasinda da saptanmis olan UgpB proteininin gen bolgesi ile yapilacak DNA as1
caligmalarinin kigide hiimoral ve hiicresel immiin yanit1 tetiklemesi brusellozun onlenmesi

acisindan 6nemli oldugunu diistinmekteyiz.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Sonug olarak, Tirkiye’den izole edilen 4 farkli Brusella melitensis izolatinin 3
tanesinde Bfr proteini, 2 tanesinde ise UgpB proteini ortak immiinodominant protein olarak
saptanmistir. Literatiirde bu proteinler veya bunlarin gen bdlgeleriyle ilgili yapilmis ve
insandaki brusellozun serolojik tanisinda veya asilamada kullanilmalariyla ilgili veriler cok
az sayidadir. Ozellikle Bfr'nin serolojik tanida kullanilabilecegi bildirilmis ve sigir
brusellozunun serolojik tanis1 i¢in ELISA calismalar1 yapilmis olmasina ragmen insan
brusellozunun serolojik tanisi i¢in yapilmig bir ¢caligma bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasi
ile B. melitensis izolatlarindaki Bfr proteinin insanlarda immiinojen bir protein oldugu
gosterilmistir. Tez ¢alismasinda da saptanmis olan UgpB proteininin de potansiyel asi
calismalarinda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu tez ¢aligmast ile hem Bfr hem de UgpB proteininin immunodominant 6zellikleri
nedeniyle insan brusellozunun serolojik tanisinda ve as1 ¢alismalarinda 6nemli potansiyele
sahip oldugu goriilmekte olup daha detayli in vitro ¢alismalar ve hayvan deneyleri yapilarak

gelistirilecek bir konu olarak bilim diinyasina sunulmustur.
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EK 2. LC-MS/MS sonucunda elde edilen proteinlerin tahmin edilen lokasyonlari

Protein Proteinin
Protein ismi Tahmin Edilen
kodu
Lokasyonu
WP_004684703.1 | MULTISPECIES: thiazole synthase [Brucella] Sitoplazma
WP_002965756.1 MULTISPECIES: 3-isopropylmalate Sitoplazma
dehydrogenase [Brucella]
WP_002966226.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] |10
membrani
WP_002971281.1 MULTISPECIES: TIdD/PmbA family protein Sitoplazma
[Brucella]
WP_002965058.1 MULTISPECIES: inorganic diphosphatase Sitoplazma
[Brucella]
WP_002963604.1 | MULTISPECIES: CvpA family protein [Brucella] | 1Ucr
membrani
WP_002963714.1 | MULTISPECIES: L,D-transpeptidase [Brucella] | 1ucr
membrani
WP _004684011.1 | MULTISPECIES: SCO family protein [Brucella] | Lucre
membrani
WP_002969323.1 | MULTISPECIES: 5-oxoprolinase [Brucella] Hiicre
membrani
WP 002964873.1 MULTISPECIES: GntR family transcriptional Hiicre
- regulator [Brucella] membrani
MULTISPECIES: twin-arginine translocase Hiicre
WP_0029g85%2.1 subunit TatB [Brucella] Membrani
WP_002964719.1 | MULTISPECIES: porin family protein [Brucella] | 10¢™
membrani
WP 002966764.1 MULTISPECIES: serine hydroxymethyltransferase Sitoplazma
[Brucella]
WP 002964648.1 MULTISRECIES: ublqumo_l-cytochromec Hiicre
- reductase iron-sulfur subunit [Brucella] membrani
WP 0029636251 MULTISPECIES: cytochrome c oxidase subunit Il | Hiicre
[Brucella] membrani
WP 002969568.1 MULTISPE_CIES: p)_/rldoxamme 5'-phosphate Sitoplazma
oxidase family protein [Brucella]
WP 0029643631 MU_LTI_SPECIES: 30S ribosomal protein S10 Hiicre
[Rhizobiales] membrani
WP_002967351.1 MULTISPECIES: nitrate reductase subunit beta Periplazma
[Brucella]
WP 002963611.1 MULTISPECIES: 30S ribosomal protein S6 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 002964350.1 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L5 Hiicre
- [Brucella] membrani
MULTISPECIES: UDP-3-O-(3-
WP_002964281.1 | hydroxymyristoyl)glucosamine N-acyltransferase | Sitoplazma

[Brucella]
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Proteinin

Protein Protein Ismi Tahmin Edilen
kodu
Lokasyonu
WP_050590265.1 |trigger factor [Brucella melitensis] Hiicre
membrani
WP_002964874.1 MULTISPECIES: MarR family transcriptional Sitoplazma
regulator [Brucella]
WP 0029654611 MULTISPECIES: thiamine phosphate synthase Hiicre
- [Brucella] membrani
WP _002965793.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | ucre
membrani
WP 002966095.1 MULTISPECIES: ABC transporter permease Hiicre
- subunit [Brucella] membrani
WP 002966847 1 MULTISPECIES: RIP metalloprotease RseP Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 0029642651 MULTISPECIES: preprotein translocase subunit | Hiicre
- SecG [Brucella] membrani
WP _002966660.1 I\/_IUI__TISPEC_IES: metal ABC transporter ATP- Hiicre
binding protein [Brucella] membrani
WP 002966116.1 MULTISPECIES: N-acetylglucosamine kinase Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 0029659411 MULTISPI_ECI_ES: Fe(3_+) ABC transporter Periplazma
substrate-binding protein [Brucella]
WP_002965908.1 MULTISPECIES: BA14K family protein Hiicre
[Brucella] membrani
WP_002964883.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | 1Ucr
membrani
WP_002963986.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | Ucr
membrani
MULTISPECIES: LPS export ABC transporter Hiicre
WP_002965405.1 ATP-binding protein [Brucella] membrani
WP 004686684.1 MUL_TISPECIE_S: YbaB/EbfC family nucleoid- Hiicre
- associated protein [Brucella] membrani
WP_002964319.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] |Sitoplazma
WP 0046863961 MULTISPECIES: protein translocase subunit Hiicre
SecD [Brucella] membrani
MULTISPECIES: orotate i
WP_002963797.1 phosphoribosyltransferase [Brucella] Sitoplazma
WP_002963618.1 MUL_TISPECIES: beta-ketoacyl-[acyl-carrier- Sitoplazma
protein] synthase Il [Brucella]
WP_002965068.1 MULTISPECIES: response regulator transcription Sitoplazma
factor [Brucella]
WP_002964973.1 MULTISPECIES: GNAT family N- Sitoplazma
acetyltransferase [Brucella]
WP 002966106.1 MULTISPECIES: alpha-ketoacid dehydrogenase | Hiicre
- subunit beta [Brucella] membrani
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Proteinin

Protein Protein ismi Tahmin Edilen
kodu
Lokasyonu
WP_002964604.1 MULTISPECIES: LysR family transcriptional Sitoplazma
regulator [Brucella]
WP_002963836.1 MULTISPECIES: nucleoside-diphosphate kinase Sitoplazma
[Brucella]
WP_002965096.1 MULTISPECIES: acetyI-C_:oA carboxylase Sitoplazma
carboxyltransferase subunit alpha [Brucella]
MULTISPECIES: undecaprenyldiphospho- Hiicre
WP_002964539.1 | muramoylpentapeptide beta-N- "
: membrani
acetylglucosaminyltransferase [Brucella]
MULTISPECIES: bifunctional
WP_002967109.1 | hydroxymethylpyrimidine Sitoplazma
kinase/phosphomethylpyrimidine kinase [Brucella]
WP_002966234.1 | MULTISPECIES: catalase [Brucella] Periplazma
WP 002964386.1 MUL_TISPECIES: DUF192 domain-containing Hiicre
- protein [Brucella] membrani
WP_004681889.1 | MULTISPECIES: DsbA family protein [Brucella] | Sitoplazma
WP_002963432.1 MULTISPECIES: urease subunit gamma Sitoplazma
[Brucella]
WP 002963945.1 MULTISPECIES: NADH-quinone oxidoreductase |Hiicre
- subunit Nuol [Brucella] membrani
WP 004683764.1 MUL_TISPECIES: STAS domain-containing Hiicre
- protein [Brucella] membrani
WP 0029648351 MUL_TISPECIES: DUF1036 domain-containing Hiicre
- protein [Brucella] membrani
WP_002963614.1 MULTISPECIES: 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] Sitoplazma
reductase [Brucella]
WP 002964823.1 MUL_TISPECIES: DUF1013 domain-containing Hiicre
- protein [Brucella] membrani
MULTISPECIES: outer membrane protein Hiicre
WP_002964530.1 assembly factor BamD [Brucella] membrani
WP 0029648751 MU_LTISPECIES: FOF1 ATP synthase subunit Hiicre
- epsilon [Brucella] membrani
WP_002964287.1 | MULTISPECIES: UMP kinase [Brucella] Sitoplazma
MULTISPECIES: cobalamin biosynthesis protein | Hiicre
WP_002964425.1 CobW [Brucella] membrant
WP 002971443 1 I\/_IU_LTISP_ECIES: PAS domain-containing sensor | Hiicre
- histidine kinase [Brucella] membrant
WP 002964310.1 MULTISP_ECIES: NADPH-dependent 7-cyano-7- | Hiicre
- deazaguanine reductase QueF [Brucella] membrant
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Proteinin

Protein Protein ismi Tahmin Edilen
kodu
Lokasyonu
MULTISPECIES: mannose-1-phosphate
WP_002963689.1 | guanylyltransferase/mannose-6-phosphate Sitoplazma
isomerase [Brucella]
WP 002964837 1 MUL.TISPECIES: DUF2312 domain-containing Hiicre
- protein [Brucellaceae] membrani
WP_002964393.1 MULTISPECIES: class Il fructose-bisphosphatase Sitoplazma
[Brucella]
WP 002965120.1 MUL'TISPECIES: ABC transporter ATP-binding | Hiicre
- protein [Brucella] membrani
WP 0029677371 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L30 Hiicre
- [Brucellaceae] membrani
WP_002971893.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | /ucre
membrani
WP 002966970.1 MULTISPECIES: fructose-6-phosphate aldolase Sitoplazma
[Brucella]
WP_024767881.1 |propionyl-CoA synthetase [Brucella melitensis] Sitoplazma
WP 002969420.1 MULTISPECIES: MerR family transcriptional Hiicre
- regulator [Brucella] membrani
WP 0046838561 MULTISPECIES: glutamate--tRNA ligase Sitoplazma
[Brucella]
WP_004685983.1 | MULTISPECIES: MFS transporter [Brucella] iy
membrani
WP 002964239 1 MULTISPECIES: RNA chaperone Hfq Hiicre
- [Brucellaceae] membrani
WP 004686688.1 |sov_aler3_/I-CoA dehydrogenase [Brucella Hiicre
melitensis] membrani
WP 002964357 1 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L22 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_002966390.1 MULTISPECIES: class Il fumarate hydratase Sitoplazma
[Brucella]
WP_002965226.1 | MULTISPECIES: RNA-binding protein [Brucella] | 1"
membrani
WP_002963962.1 MULTISPECIES: 30S ribosomal protein S4 Sitoplazma
[Brucella]
WP_002965875.1 | MULTISPECIES: glutamine synthetase [Brucella] | Sitoplazma
WP_002966966.1 MUL_TI_SPECIE_S: ATP-binding cassette domain- | Hiicre
containing protein [Brucella] membrant
WP 002963946.1 MULTISPECIES: NADH-quinone oxidoreductase |Hiicre
subunit J [Brucella] membrani
WP 002964060.1 MUL_TISPECIES: glycosyltransferase family 2 Hiicre
- protein [Brucella] membrani
WP_002964699.1 MULTISPECIES: response regulator transcription Sitoplazma

factor [Brucella]
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Proteinin

Protein Protein ismi Tahmin Edilen
kodu
Lokasyonu
WP 006136447 1 MULTISPECIES: Na+/H+ antiporter NhaA Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 002964802.1 MULTISPECIES: peptidoglycan -binding protein | Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 0059675311 MULTISPECIES: dihydroxyacetone kinase Hiicre
- subunit L [Brucella] membrani
WP_002971872.1 MULTISPECIES: cobaltochelatase subunit CobS Sitoplazma
[Brucella]
WP 002967278.1 MULTISPECIES: amino acid ABC transporter Hiicre
- permease [Brucella] membrani
WP 002963937 1 MULTISPECIES: NADH-quinone oxidoreductase |Hiicre
- subunit A [Brucella] Membrani
WP_002966740.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | 1Ucre
membrani
WP 002964374.1 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L11 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 011069144.1 MULTISPECIES: virulence factor family protein | Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_024767964.1 |citrate (Si)-synthase [Brucella melitensis] Hicre
membrani
WP 004684264.1 MULTISPECIES: FOF1 ATP synthase subunit Hiicre
- alpha [Brucella] membrani
WP 002970710 1 I\/_IUI__TISPEC_IES: ABC transporter substrate- Hiicre
- binding protein [Brucella] membrani
WP_002963608.1 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L9 Hiicre
[Brucella] membrani
WP 004681235.1 MULTISPECIES: SPFH/Band 7/PHB domain Hiicre
- protein [Brucella] membrani
WP 002964366.1 MU_LTI_SPECIES: 30S ribosomal protein S12 Hiicre
- [Rhizobiales] membrani
WP 002963538.1 MULTISPECIES: tetratricopeptide repeat protein | Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 0497511451 cob(l)yrinic a(_:ld a:c-dlamlde adenosyltransferase | Hiicre
- [Brucella melitensis] membrant
WP_002972182.1 | MULTISPECIES: MFS transporter [Brucella] Hiicre
membrani
WP_005968973.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | Fimbrium.
WP_004686514.1 | LPS-assembly protein LptD [Brucella melitensis] Hicre
membrani
WP 004683012.1 MULTISPECIES: FOF1 ATP synthase subunit B | Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 024767999 1 AB_C transporter ATP-binding protein [Brucella Hiicre
- melitensis] membrani
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Proteinin

Protein Protein ismi Tahmin Edilen
kodu
Lokasyonu
WP_002965411.1 | MULTISPECIES: Hsp20 family protein [Brucella] | Sitoplazma
WP 0046863801 | MUYLTISPECIES: PLP-dependent Sitoplazma
aminotransferase family protein [Brucella]
WP_002964625.1 MULTISPECIES: MarR family transcriptional Sitoplazma
regulator [Brucella]
MULTISPECIES:
WP_005970312.1 |acetyl/propionyl/methylcrotonyl-CoA carboxylase | Sitoplazma
subunit alpha [Brucella]
MULTISPECIES: iron-sulfur cluster carrier Hiicre
WP_002968080.1 protein ApbC [Brucella] membrani
WP 002963949 1 MULTISPECIES: NADH-quinone oxidoreductase |Hiicre
- subunit M [Brucella] membrani
WP 002966579 1 MULTISPECIES: plasmid partitioning protein Hiicre
- RepA [Brucella] membrani
WP 0029665501 MULTISPECIES: SDR family oxidoreductase Sitoplazma
[Brucella]
WP_002964814.1 | MULTISPECIES: transketolase [Brucella] Sitoplazma
WP 004686268.1 MULTISPECIES: ATP-dependent chaperone ClpB Sitoplazma
- [Brucella]
WP 002964773.1 MULTISPECIES: adenylosuccinate synthase Sitoplazma
- [Brucella]
MULTISPECIES: ATP-dependent Clp protease .
WP_002964236.1 ATP-binding subunit ClpX [Brucella] Sitoplazma
WP_002963775.1 MULTISPECIES: thiol:disulfide oxidoreductase Sitoplazma
[Brucella]
WP 0046836491 MUI__TISPECIES: glutathione S-transferase family Sitoplazma
protein [Brucella]
MULTISPECIES: outer membrane protein Hiicre
WP_004683866.1 assembly factor BamA [Brucella] membrani
MULTISPECIES: LPS biosynthesis N- Hiicre
WP_002963675.1 formyltransferase WbkC [Brucella] membrani
WP 004686562.1 MUL_TISPECIES: ABC transporter ATP-binding | Hiicre
protein [Brucella] membrani
WP_002965459.1 | MULTISPECIES: thiaminase 11 [Brucella] Hicre
membrani
WP 0029694911 MULTISPECIES: ubiquinone biosynthesis Sitoplazma
hydroxylase [Brucella]
WP 002967092.1 MUL_TISPECIES: organic solvent tolerance Hiicre
- protein OstA [Brucella] membrani
WP_002966069.1 | MULTISPECIES: bacterioferritin [Brucella] Sitoplazma
WP_002964513.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | 10c™
membrani
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WP_004681614.1 MULTISPECIES: nitrate reductase subunit alpha Periplazma
[Brucella]
MULTISPECIES: S-(hydroxymethyl)glutathione
WP_002965379.1 |dehydrogenase/class 1l alcohol dehydrogenase Sitoplazma
[Brucella]
WP 002964337 1 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L17 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 0029655351 MULTISPECIES: DUF2948 family protein Hiicre
[Brucella] membrani
WP 002964509.1 MULTISPECIES: DUF2853 family protein Hiicre
[Brucella] membrani
WP_002964353.1 MULTISPECIES: 30S ribosomal protein S17 Hiicre
[Brucella] membrani
WP 002963613.1 MULTISPECIES: ACP S-malonyltransferase Sitoplazma
[Brucella]
WP_080682825.1 3-hydro>_<ybutyryI-CoA dehydrogenase [Brucella Sitoplazma
melitensis]
WP 0029644921 MULT_ISI_DECIES: TetR/AcrR family Hiicre
- transcriptional regulator [Brucella] membrani
WP 002967308.1 MULTISPECIES: cytochrome bd oxidase subunit | | Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_002964899.1 | MULTISPECIES: LemA family protein [Brucella] | 1"
membrani
WP 0029635441 MULTISPECIES: FOF1 ATP synthase subunit C | Hiicre
- [Brucellaceae] membrani
WP 002964289 1 MULTISPECIES: 30S ribosomal protein S2 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_002970991.1 | MULTISPECIES: signal peptidase | [Brucella] | Lucre
membrani
WP_002964749.1 | MULTISPECIES: response regulator [Brucella] Sitoplazma
WP 002964272 1 MULTISPECIES: transcriptional repressor LexA | Hiicre
- [Brucella] membrani
MULTISPECIES: sn-glycerol-3-phosphate ABC | Hiicre
WP_002967115.1 transporter ATP-binding protein UgpC [Brucella] | membrani
WP 0029665911 MULTISPECIES: TonB-dependent receptor Hiicre
- [Brucella] membrant
WP 0029650621 MUL_TISPECIES: cell division ATP-binding Hiicre
- protein FtsE [Brucella] membrant
WP 0029639071 MULTISPECIES: transcription antitermination Hiicre
factor NusB [Brucella] membrant
WP 002964216.1 MULTISPECIES: acriflavine resistance protein B | Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_002965745.1 | MULTISPECIES: alkene reductase [Brucella] Sitoplazma
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WP 024768002.1 aC|d-act|vated_ Perl_plazmalc chaperone HdeA Hiicre
- [Brucella melitensis] membrani
imidazoleglycerol-phosphate dehydratase HisB .
WP_088835781.1 [Brucella melitensis] Sitoplazma
MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L14 Hiicre
WP_002964352.1 [Brucella] membrani
MULTISPECIES: 30S ribosomal protein S16 Hiicre
Wp_002964901.1 [Brucella] membrani
WP 002970964.1 MUL?I'ISPEC.IE_S: LysM_ peptidoglycan-binding Hiicre
- domain-containing protein [Brucella] membrani
WP_002964943.1 MULTISPECIES: phosphoenolpyruvate--protein Sitoplazma
phosphotransferase [Brucella]
WP_002965156.1 MULTISPECIES: response regulator transcription Sitoplazma
factor [Brucella]
WP_004686442.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | 19¢™
membrani
MULTISPECIES: DUF992 domain-containing Hiicre
WP_002963851.1 protein [Brucella] membrani
WP _002964101.1 | MULTISPECIES: glycosyltransferase [Brucella] | ucre
membrani
MULTISPECIES: sn-glycerol-3-phosphate import | Hiicre
WP_002967281.1 ATP-binding protein UgpC [Brucella] membrani
WP_002966386.1 | MULTISPECIES: co-chaperone GroES [Brucella] | Sitoplazma
WP 002965489 1 MULTISPECIES: SDR family oxidoreductase Sitoplazma
- [Brucella]
WP 0029646011 ML_JLTISPECIES: pyridoxal phosphate-dependent Sitoplazma
- aminotransferase [Brucella]
WP 0029650531 MULTI_SPECIES: histidinol-phosphate Sitoplazma
transaminase [Brucella]
WP 004684290.1 MULTISPECIES: NAD-glutamate dehydrogenase | Hiicre
- [Brucella] membrani
MULTISPECIES: glutamine-hydrolyzing GMP .
WP_002966228.1 synthase [Brucella] Sitoplazma
MULTISPECIES: high-affinity branched-chain Hiicre
WP_002966967.1 |amino acid ABC transporter permease LivM
membrani
[Brucella]
MULTISPECIES: transcription Hiicre
WP_002964375.1 |termination/antitermination protein NusG
membrani
[Brucella]
. Hiicre
WP_002964647.1 | MULTISPECIES: cytochrome b [Brucella]
membrani
WP 0029641781 | MULTISPECIES: acetyl-CoA Sitoplazma

hydrolase/transferase family protein [Brucella]
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WP_002964332.1 | MULTISPECIES: recombinase RecA [Brucella] | Sitoplazma
WP 002964627 1 MUL'TISPECIES: HAMP domain-containing Hiicre
- protein [Brucella] membrani
WP 002966849 1 MULTISPECIES: DUF1849 family protein Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 0029649751 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L19 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_002967157.1 | MULTISPECIES: isochorismatase [Brucella] Hicre
membrani
WP 0029648241 | MULTISPECIES: NAD(P)H quinone Sitoplazma
oxidoreductase [Brucella]
WP_002963712.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | Lucre
membrani
WP 002967363.1 MULTISP[_ECI_ES: sugar ABC transporter Periplazma
- substrate-binding protein [Brucella]
WP 004681510.1 MULTISPECIES: Ldh family oxidoreductase Hiicre
- [Brucella] membrani
multidrug efflux RND transporter Periplazmaic Hiicre
WP_129558693.1 adaptor subunit BepD [Brucella melitensis] membrani
WP 002964361 1 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L4 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 0029638621 MULTISPECIES: ETC complex I subunit region | Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 0029656831 MULTISPECIES: tetratricopeptide repeat protein | Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 0029654821 MULTISPI_ECI_ES: sugar ABC transporter Periplazma
- substrate-binding protein [Brucella]
WP_002971209.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | 10"
membrani
WP 002969270.1 MUL_TISPECIES: chain-length determining Hiicre
- protein [Brucella] membrani
WP_011069084.1 | MULTISPECIES: PhoH family protein [Brucella] |Sitoplazma
WP_004682072.1 | M81 family peptidase [Brucella melitensis] Hiicre
membrani
WP 004686203.1 MULTISPEC_IES: DN_A starvation/stationary Sitoplazma
- phase protection protein Dps [Brucella]
WP 127064422.1 acet_yI-C_oA C-acetyltransferase [Brucella Sitoplazma
- melitensis]
WP 0029643721 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L10 Hiicre
- [Brucella] membrant
MULTISPECIES: pyruvate dehydrogenase
WP_004686424.1 | complex dihydrolipoamide acetyltransferase Sitoplazma

[Brucella]
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WP 002964322 1 MULTI_SPECIES: TAXI family TRAP transporter |Hiicre
- solute-binding subunit [Brucella] membrani
WP 002965929.1 MULT_ISI_DECIES: MurR/RpiR family Sitoplazma
- transcriptional regulator [Brucella]
WP 002963720.1 MULTISPECIES: transcriptional regulator Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 0029646421 MULTISPECIES: redox-regulated ATPase YchF Sitoplazma
- [Brucella]
MULTISPECIES: sn-glycerol-3-phosphate ABC | Hiicre
WP_002965898.1 transporter ATP-binding protein UgpC [Brucella] | membram
WP_002963597.1 |MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | -Uc"®
membrani
WP 002963577 1 MULTISPECIES: enoyl-[acyl-carrier-protein] Hiicre
- reductase Fabl [Brucella] membrani
WP 002964243.1 MULT_ISI_DECIES: sigma-54-dependent Fis family Sitoplazma
- transcriptional regulator [Brucella]
WP 002965746.1 MULTISPECIES: Lrp/AsnC family transcriptional | Hiicre
- regulator [Brucella] membrani
WP 0029657591 MULTISPECIES: aspartate-semialdehyde Sitoplazma
dehydrogenase [Brucella]
WP 0029642611 MULTISPECIES: phosphopyruvate hydratase Sitoplazma
[Brucella]
WP_002964637.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] |Extracell
WP_002965031.1 MULTISPECIES: universal stress protein Sitoplazma
[Brucella]
WP 0029640361 MULTISPEC_IES: ace_tyI-CoA carboxylase biotin Sitoplazma
carboxyl carrier protein [Brucella]
WP 0046819571 MULTISPI_ECI_ES: amino acid ABC transporter Periplazma
substrate-binding protein [Brucella]
WP_024767924.1 |50S ribosomal protein L15 [Brucella melitensis] Hicre
membrani
WP 0029636161 MU_LTI_SPECIES: acyl carrier protein Sitoplazma
[Rhizobiales]
MULTISPECIES: sulfate/molybdate ABC Hiicre
WP_002965359.1 transporter ATP-binding protein [Brucella] membrant
WP_002965460.1 MUL_TISPECIES: ABC transporter ATP-binding Sitoplazma
protein [Brucella]
MULTISPECIES: 3-hydroxyacyl-[acyl-carrier- .
WP_002968051.1 protein] dehydratase FabA [Brucella] Sitoplazma
WP _002965676.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | Ucr
membrani
WP _002965662.1 | MULTISPECIES: alpha/beta hydrolase [Brucella] | U
membrani
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WP _002967099.1 MU_LTISPEQIES: aspartate aminotransferase Sitoplazma
family protein [Brucella]
WP 002964340.1 MULTISPECIES: 30S ribosomal protein S13 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_002969361.1 | MULTISPECIES: IMP dehydrogenase [Brucella] | Sitoplazma
WP_002964222.1 MULTISPECIES: peptidylprolyl isomerase Periplazma
[Brucella]
WP_002969462.1 MULTISPECIES: pyruvate, phosphate dikinase Sitoplazma
[Brucella]
WP 002965713.1 MULTISPECIES: D-amino-acid transaminase Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_002963607.1 MULTISPECIES: class | SAM-dependent Sitoplazma
methyltransferase [Brucella]
WP 005971076.1 MULTISPECIES: acyl-CoA dehydrogenase Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 002964588.1 MUL_TISPECIES: Na/Pi cotransporter family Hiicre
- protein [Brucella] membrani
WP 002965608.1 MUL_TISPECIES: glutathione S-transferase family Sitoplazma
- protein [Brucella]
WP 127030812.1 alde_hyde_ dehydrogenase family protein [Brucella Sitoplazma
- melitensis]
WP 004684267 1 MULTISPECIES: FOF1 ATP synthase subunit Hiicre
- delta [Brucella] membrani
WP 002965281 1 MULTISPECIES: DNA polymerase 111 subunit Sitoplazma
- gamma/tau [Brucella]
WP _002964359.1 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L2 Hiicre
[Brucella] membrani
WP_002964067.1 MULTISPECIES: protein-L-isoaspartate O- Sitoplazma
methyltransferase [Brucella]
WP 0029635261 MULTISPI_ECIES: cytochrome-c oxidase, cbb3- Hiicre
type subunit 11 [Brucella] membrani
WP_024767985.1 |acyl-CoA dehydrogenase [Brucella melitensis] Hiicre
membrani
WP_002963780.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] |Periplazma
WP 002963770 1 Ml_JL'_I'ISPECI_ES: electron transfer flavoprotein- Sitoplazma
- ubiquinone oxidoreductase [Brucella]
WP 0029648151 MULTISPECIES: type | glyceraldehyde-3- Sitoplazma
phosphate dehydrogenase [Brucella]
WP_002969353.1 MULTISPECIES: FadR family transcriptional Sitoplazma
regulator [Brucella]
WP 002965384.1 MULTISPECIES: global response regulator Sitoplazma

transcription factor RegA [Brucella]
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WP 004681804.1 MULTISPECIES: PIG-L family deacetylase Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_014489415.1 |alpha/beta fold hydrolase [Brucella melitensis] Sitoplazma
WP_004684538.1 MULTISPEQIES: Tim44/TimA family putative Hiicre
adaptor protein [Brucella] membrani
WP_002966840.1 | MULTISPECIES: Lon protease [Brucella] Sitoplazma
WP 0029650611 MULTISPECIES: ABC transporter permease Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 002964354.1 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L29 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 002965136.1 MULTISPECIES: protein-export chaperone SecB | Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_002966503.1 | MULTISPECIES: ferrochelatase [Brucella] Sitoplazma
WP 002963462.1 MULTISPECIES: polyphosphate kinase 2 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 002964345.1 MULTISPECIES: 30S ribosomal protein S5 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_002965171.1 MULTISPECIES: acetyl-(_:oA carboxylase Sitoplazma
carboxyltransferase subunit beta [Brucella]
WP_002964998.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | 1Ucr
membrani
WP 002964348.1 MULTISPECIES: 30S ribosomal protein S8 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 0029644911 MULTISPECIES: ketol-acid reductoisomerase Sitoplazma
[Brucella]
WP_002966087.1 MULTISPECIES: UDP-glucose 4-epimerase GalE Sitoplazma
[Brucella]
MULTISPECIES: nitrogen regulation protein Hiicre
WP_002964246.1 NR(II) [Brucella] membrani
WP 0029667381 MULTISPECIES: peptidylprolyl isomerase Hiicre
[Brucella] membrani
WP 0029645261 MULTISPECIES: aminopeptidase P family protein Sitoplazma
[Brucella]
WP 002964640.1 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L25 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 002964376.1 MULTISPECIES: preprotein translocase subunit | Hiicre
- SecE [Brucellaceae] membrani
WP 002966912.1 MULTISPECIES: prolipoprotein diacylglyceryl Hiicre
- transferase [Brucella] membrani
WP 002964682.1 I\/_IUI__TISPEC_IES: choline ABC transporter ATP- | Hiicre
- binding protein [Brucella] membrant
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WP 0029653221 MULTISPECIES: argininosuccinate synthase Sitoplazma
[Brucella]
WP 002964056.1 MULTISPECIES: Fe-S cluster assembly ATPase | Hiicre
- SufC [Brucella] membrani
WP_002966404.1 MULTISPECIES: FCD domain-containing protein Sitoplazma
[Brucella]
WP_002966416.1 | MULTISPECIES: CoA ester lyase [Brucella] Sitoplazma
WP_002963878.1 |MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | -Ucr®
membrani
WP 004684457 1 MULTISPECIES: succinate--CoA ligase subunit | Hiicre
- alpha [Brucella] membrani
MULTISPECIES: bifunctional
phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide :
WP_iRR%94S formyltransferase/IMP cyclohydrolase PurH Sitoplazma
[Brucella]
WP 004686484.1 MULTISPECIES: NADH-quinone oxidoreductase |Hiicre
- subunit NuoE [Brucella] membrani
5-carboxymethyl-2-hydroxymuconate )
WP_069129506.4 semialdehyde dehydrogenase [Brucella melitensis] Sitoplazma
WP_002964836.1 ML_JLTISPECIES: N-formylglutamate Hiicre
amidohydrolase [Brucella] membrani
WP _002967303.1 MULTISPI_ECI_ES: pept_lde ABC transporter Periplazma
substrate-binding protein [Brucella]
MULTISPECIES: 3-methyl-2-oxobutanoate
WP_002966107.1 |dehydrogenase (2-methylpropanoyl-transferring) | Sitoplazma
subunit alpha [Brucella]
WP_002965004.1 MULTISPECIES: hydroxyacylglutathione Sitoplazma
hydrolase [Brucella]
WP _002965771.1 MULTISPECIES: translational GTPase TypA Sitoplazma
[Brucella]
WP_075620510.1 | MULTISPECIES: GTP-binding protein [Brucella] | 19¢"
membrani
WP_002963805.1 | MULTISPECIES: ribonuclease I11 [Brucella] Sitoplazma
WP 002965274.1 MULTISPECIES: 30S ribosomal protein S1 Sitoplazma
- [Brucella]
MULTISPECIES:
WP_002963972.1 | phosphoribosylformylglycinamidine synthase Sitoplazma
subunit PurQ [Brucella]
WP 002964378.1 MULTISPECIES: CBS domain-containing protein | Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 002965694.1 MUL_TISPECIES: ABC transporter ATP-binding | Hiicre
- protein [Brucella] membrani
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WP_002964533.1 MULTISPECIES: cell division protein FtsZ Sitoplazma
[Brucella]
MULTISPECIES: bifunctional UDP-N-
WP_004681894.1 |acetylglucosamine diphosphorylase/glucosamine- | Sitoplazma
1-phosphate N-acetyltransferase GImU [Brucella]
WP 126608807.1 MULTISPECIES: Re/S|_-speC|f|c NAD(P)(+) Hiicre
- transhydrogenase subunit alpha [Brucella] membrani
WP _004681807.1 | MULTISPECIES: nitrate reductase [Brucella] Hicre
membrani
WP 002969805.1 MULTISPECIES: phosphatidylserine Hiicre
- decarboxylase [Brucella] membrani
WP 004684099 1 MULTISPECIES: histidine phosphotransferase Hiicre
- [Brucella] membrani
WP _004683466.1 | MULTISPECIES: porin family protein [Brucella] | 1U¢re
membrani
WP_002971287.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] |Extracell.
MULTISPECIES: NAD(P)(+) transhydrogenase | Hiicre
WP_002965677.1 (Re/Si-specific) subunit beta [Brucella] membrani
WP 002971481 1 MULTISPECIES: outer membrane protein Hiicre
- assembly factor BamE [Brucella] membrani
WP 0029695821 MULTISPECIES: DMT family transporter Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 004684016.1 MULTISPECIE_S: UDP-3-O-acyl-N- Hiicre
- acetylglucosamine deacetylase [Brucella] membrani
WP_002971512.1 | MULTISPECIES: porin [Brucella] Hiicre
membrani
WP 004692089 1 MULTISPECIES: cadmium-translocating P-type | Hiicre
- ATPase [Brucella] membrani
WP_002966800.1 | MULTISPECIES: valine--tRNA ligase [Brucella] |Sitoplazma
WP 0029651851 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L20 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_002965370.1 | MULTISPECIES: dipeptidase [Brucella] Sitoplazma
WP _002963534.1 MUL_TISPECIES: aromatic acid exporter family Hiicre
protein [Brucella] membrani
WP_002964174.1 MULTISPECIES: 3-mercaptopyruvate Sitoplazma
sulfurtransferase [Brucella]
WP_024767970.1 |dUTP diphosphatase [Brucella melitensis] Hiicre
membrani
WP 004683920 1 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L6 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 002971032.1 MUL_TISPECIES: GGDEF domain-containing Hiicre
- protein [Brucella] membrani
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WP_002963984.1 MULTISPECIES: beta-ketoacyl-ACP synthase Hiicre
[Brucella] membrani
WP 002964269.1 MULTISPECIES: indole-3-glycerol phosphate Hiicre
- synthase TrpC [Brucella] membrani
WP _002968615.1 | MULTISPECIES: cardiolipin synthase [Brucella] | ucre
membrani
WP 002964431 1 MULTISPECIES: acyl-CoA dehydrogenase Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_002965531.1 MU_LTI_SPECIES: translation initiation factor IF-1 Sitoplazma
[Rhizobiales]
WP_006137374.1 |ribonuclease D [Brucella melitensis] Sitoplazma
WP 0029714321 MU_LTISPECIES: efflux RND transporter Hiicre
- Periplazmaic adaptor subunit [Brucella] membrani
WP 0029640211 ML_JLTISPECIES: preprotein translocase subunit | Hiicre
- YajC [Brucella] membrani
MULTISPECIES: pyruvate dehydrogenase (acetyl-
WP_002964258.1 |transferring) E1 component subunit alpha Sitoplazma
[Brucella]
WP 0029667711 MULTISPECIES: NADH-quinone oxidoreductase |Hiicre
- subunit G [Brucella] membrani
WP _002963435.1 MULTISPECIES: urease accessory protein UreE | Hiicre
[Brucella] membrani
WP 0029646161 MULTISPECIES: acyl-CoA thioesterase Sitoplazma
[Brucella]
WP 0046854651 ABC transporter ATP-blndlng protein/permease Hiicre
[Brucella melitensis] membrani
WP 0029662411 MULTISPECIES: phosphomannomutase Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_002965227.1 MULTISPECIES: translation initiation factor 1F-2 Sitoplazma
[Brucella]
WP 002963760 1 MULTISPECIES: DegQ family serine Hiicre
- endoprotease [Brucella] membrani
MULTISPECIES: tRNA (adenosine(37)-N6)- Sitoplazma
WP_002965213.1 |threonylcarbamoyltransferase complex Extrgcell
dimerization subunit type 1 TsaB [Brucella]
WP 002965247 1 MULTISPECIES: 30S ribosomal protein S20 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_004686395.1 MULTISPI_ECI_ES: sulfa_lte ABC transporter Periplazma
substrate-binding protein [Brucella]
WP 004682852.1 multld_rug efflux RND transporter permease Hiicre
- subunit BepE [Brucella melitensis] membrani
WP_002965536.1 MULTISPECIES: UDP-N-acetylglucosamine 1- Sitoplazma

carboxyvinyltransferase [Brucella]
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WP 002964351 1 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L24 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 002963939.1 MULTISPECIES: NADH-quinone oxidoreductase |Hiicre
- subunit C [Brucella] membrani
WP_002963772.1 | MULTISPECIES: AMP nucleosidase [Brucella] Sitoplazma
MULTISPECIES: transcription
WP_002965225.1 |termination/antitermination protein NusA Sitoplazma
[Brucella]
WP 002964358.1 MU_LTI_SPECIES: 30S ribosomal protein S19 Hiicre
- [Rhizobiales] membrani
WP 002963709 1 MULTISPECIES: magnesium transporter CorA Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 002971243.1 MU_LTISPE_CIES: invasion associated locus B Hiicre
- family protein [Brucella] membrani
WP 002964234 1 MUL_TISPECIES: HU family DNA-binding Hiicre
- protein [Brucella] membrani
WP 002964743.1 MULTISPECIES: RNA polymerase sigma factor | Hiicre
- RpoH [Brucella] membrani
WP_004684447.1 |dihydrolipoyl dehydrogenase [Brucella melitensis] | Sitoplazma
] . . Hiicre
WP_002965210.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella]
membrani
WP 002965622.1 MULTISPECIES: 2,3,4,5-tetrahydropyr|d|ne-2,6- Sitoplazma
dicarboxylate N-succinyltransferase [Brucella]
WP_002969587.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | 1Ucr
membrani
WP_002964330.1 | MULTISPECIES: alanine--tRNA ligase [Brucella] | Sitoplazma
WP 002963796.1 MULTISPECIES: GTP pyrophosphokinase rsh Sitoplazma
[Brucella]
WP 0029659661 MUI__TISPECIES: aldehyde dehydrogenase family Sitoplazma
protein [Brucella]
WP 0029645251 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L11 Sitoplazma
methyltransferase [Brucella]
WP 002963524.1 MULTISPI_ECIES: cytochrome-c oxidase, cbb3- Periplazma
type subunit 111 [Brucella]
WP 002964574.1 MULTISPECIES: linear amide C-N hydrolase Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 0029695571 | MULTISPECIES: type | methionyl Sitoplazma
aminopeptidase [Brucella]
WP 0029661051 MULTISPECIES: 2-0xo0 acid dehydrogenase Hiicre
- subunit E2 [Brucella] membrani
WP _004683948.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | 1Ucr
membrani
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MULTISPECIES: sn-glycerol-3-phosphate ABC | Hiicre
WP_002967276.1 transporter ATP-binding protein UgpC [Brucella] | membrani
WP 0029662121 MUL_TISPECIES: ABC transporter ATP-binding | Hiicre
- protein [Brucella] membrani
WP 002963630.1 MULTISPECIES: cytochrome c¢ oxidase subunit 3 | Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 006262370.1 MUL_TI_SPECIE_S: ATP-binding cassette domain- | Hiicre
- containing protein [Brucella] membrani
MULTISPECIES: ATP-dependent Hiicre
WP_002964780.1 | metallopeptidase FtsH/Ymel/Tma family protein
membrani
[Brucella]
MULTISPECIES:
WP_002963853.1 | phosphoribosylformylglycinamidine cyclo-ligase | Sitoplazma
[Brucella]
WP_002963622.1 | MULTISPECIES: guanylate kinase [Brucella] Sitoplazma
WP 002970916.1 MULTISPECIES: outer membrane protein Hiicre
- assembly factor [Brucella] membrani
WP _004684610.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | 1Ucr
membrani
WP_002964048.1 MULTISPECIES: thioredoxin-dependent thiol Sitoplazma
peroxidase [Brucella]
WP_004684614.1 MULTISPECIES: cytochrome ¢ family protein Periplazma
[Brucella]
WP 0029639251 MULTISPECIES: 30S ribosomal protein S9 Hiicre
- [Brucellaceae] membrani
WP 002967866.1 MULTISPECIES: dihydroxyacetone kinase Hiicre
- subunit L [Brucella] membrani
WP 0029638961 MULTISPECIES: porphobilinogen synthase Hiicre
[Brucella] membrani
WP_005970254.1 | MULTISPECIES: YdcF family protein [Brucella] | 10c™
membrani
WP_002963636.1 | MULTISPECIES: peroxiredoxin [Brucella] Periplazma
WP_002964015.1 | MULTISPECIES: serine--tRNA ligase [Brucella] | Sitoplazma
WP_002965409.1 MULTISPECIE_S: PTS I1A-like nitrogen- Sitoplazma
regulatory protein PtsN [Brucella]
WP 024767981.1 MULTISPECIES: GDP-mannose 4,6-dehydratase Sitoplazma
[Brucella]
WP 0029682151 MULTISPECIES: FadR family transcriptional Hiicre
- regulator [Brucella] membrani
WP_002964355.1 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L16 Hiicre
[Brucellaceae] membrani
WP_002964834.1 | MULTISPECIES: pyruvate kinase [Brucella] Hiicre
membrani
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WP_002964402.1 | MULTISPECIES: porin family protein [Brucella] Hucre
membrani
MULTISPECIES: NADH:ubiquinone Hiicre
WP_002964032.1 oxidoreductase subunit NDUFA12 [Brucella] membrani
WP_002963985.1 | MULTISPECIES: acyl carrier protein [Brucella] | Sitoplazma
WP_002966909.1 MULTISPECIES: MBL fold metallo-hydrolase Sitoplazma
[Brucella]
WP _002963975.1 MUL_TISPECIES: DUF1476 domain-containing Hiicre
protein [Brucella] membrani
WP 0029650471 MULTISPECIES: argininosuccinate lyase Sitoplazma
[Brucella]
WP_002964339.1 MULTISPECIES: 30S ribosomal protein S11 Hiicre
[Brucellaceae] membrani
WP 002965402.1 MULTISPECIES: signal peptide peptidase SppA Sitoplazma
- [Brucella]
WP 002963596.1 MULTISF_’ECIES: TIGR00730 family Rossman Hiicre
- fold protein [Brucella] membrani
WP 004686256.1 MULTISPECIES: malate dehydrogenase Sitoplazma
- [Brucella]
WP 002964590.1 MULTISPE_CIES: carbamoyl-phosphate synthase Sitoplazma
- small subunit [Brucella]
WP 004684456.1 MULTISPECIES: 2-oxoglutarate dehydrogenase | Hiicre
- E1 component [Brucella] membrani
WP_002964862.1 | MULTISPECIES: pyruvate carboxylase [Brucella] | Sitoplazma
WP_002964595.1 MULTISPE_CIES: carbamoyl-phosphate synthase Sitoplazma
large subunit [Brucella]
WP_002964776.1 MULTISPECIES: phosphoserine transaminase Sitoplazma
[Brucella]
WP_002964776.1 MUL_TISPECIES: DUF2147 domain-containing Sitoplazma
protein [Brucella]
WP_002967219.1 | MULTISPECIES: alanine racemase [Brucella] Hiicre
membrani
WP 002964493.1 MULTISPECIES: potassium transporter Kup Hiicre
- [Brucella] membrant
WP_004683710.1 MULTISPECIES: _acetyI-CoA carboxylase biotin Sitoplazma
carboxylase subunit [Brucella]
WP_002965181.1 | MULTISPECIES: alpha/beta hydrolase [Brucella] | Sitoplazma
WP 002964167 1 MUL_TISPECIES: competence/damage-inducible | Hiicre
- protein A [Brucella] membrani
WP 002964611 1 MUL_TISPECIES: DUF1176 domain-containing Hiicre
- protein [Brucella] membrani
WP_002971389.1 MULTISPECIES: response regulator transcription Sitoplazma

factor [Brucella]
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WP 002964877 1 MULTISPECIES: FOF1 ATP synthase subunit Hiicre
- gamma [Brucella] membrani
WP 002964327 1 MULTISPECIES: NADP-dependent isocitrate Sitoplazma
- dehydrogenase [Brucella]
WP 0029657891 MULTISPI_ECI_ES: D-rl_bose ABC transporter Periplazma
- substrate-binding protein [Brucella]
WP 002966968.1 MULTISPECIES: FOF1 ATP synthase subunit beta | Hiicre
- [Brucella] membrani
MULTISPECIES: branched-chain amino acid
WP_004685845.1 | ABC transporter substrate-binding protein Periplazma
[Brucella]
WP_002968728.1 | MULTISPECIES: proline--tRNA ligase [Brucella] | Sitoplazma
WP 002965775.1 MULTISPECIES: fructose-bisphosphate aldolase | Hiicre
- class Il [Brucella] membrani
WP _002963786.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | Ut
membrani
WP 0029669751 MU!_TISPECIES: CoA-acylating methylmalonate- Sitoplazma
semialdehyde dehydrogenase [Brucella]
WP 024767984.1 3-hydro>_<yacyI-CoA dehydrogenase [Brucella Sitoplazma
melitensis]
WP 0029648121 MULTISPECIES: cell division protein ZapA Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 0029640071 MULTISPECIES: arginine--tRNA ligase Sitoplazma
[Brucella]
WP _002964050.1 MULTISPECIES: tyrosine--tRNA ligase Sitoplazma
[Brucella]
WP 0029648561 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L32 Hiicre
[Brucellaceae] membrani
WP _002965176.1 | MULTISPECIES: YdcF family protein [Brucella] | 1Ucr
membrani
WP 002967440.1 MU_LTISPE_CIES: crotonase/enoyl-CoA hydratase |Hiicre
- family protein [Brucella] membrani
WP 0029641221 MULTISPECIES: P-II family nitrogen regulator | Hiicre
- [Brucellaceae] membrani
WP_002964062.1 MULTISPECIES: DEAD/DEAH box helicase Sitoplazma
[Brucella]
WP _002967723.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | 1ucre
membrani
WP_004686317.1 |sensor histidine kinase [Brucella melitensis] Hiicre
membrani
WP 002964221 1 MULTISPECIES: peptidylprolyl isomerase Periplazma
[Brucella]
WP_004684481.1 | MULTISPECIES: cysteine synthase A [Brucella] | 10<"®
membrani
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WP 002964346.1 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L18 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_002964131.1 | MULTISPECIES: NAD+ synthase [Brucella] Hicre
membrani
WP 002969295.1 MUL_TISPECIES: ABC transporter ATP-binding | Hiicre
- protein [Brucella] membrani
WP _002964140.1 | MULTISPECIES: ABC transporter [Brucella] Hicre
membrani
MULTISPECIES: large conductance Hiicre
WP_002963483.1 mechanosensitive channel protein MscL [Brucella] | membrani
WP _004683873.1 MULTISPECIES: ribosome recycling factor Sitoplazma
[Brucella]
WP 0029684881 MULTISPECIES: glycine cleavage system protein | Hiicre
GcvH [Brucella] membrani
WP_002964608.1 MULTISPECIES: Lrp/AsnC family transcriptional Sitoplazma
regulator [Brucella]
WP 0029663641 MULTISPECIES: DNA mismatch repair Hiicre
- endonuclease MutL [Brucella] membrani
WP_002964746.1 MULTISPECIES: transcriptional repressor Sitoplazma
[Brucella]
WP 0029670271 | MULTISPECIES: 165 rRNA (guanine(527)-N(7))- | Hiicre
- methyltransferase RsmG [Brucella] membrani
WP_004685217.1 succinate dehydrogenase flavoprotein subunit Sitoplazma
[Brucella melitensis]
WP_002964038.1 | MULTISPECIES: DsbA family protein [Brucella] |Periplazma
WP 0029649711 MULTISPI_ECIES: succinate dehydrogenase, Hiicre
- hydrophobic membrane anchor protein [Brucella] | membrani
WP 002964231 1 MUL_TISPECIES: single-stranded DNA-binding | Hiicre
- protein [Brucella] membrani
MULTISPECIES: succinate dehydrogenase, Hiicre
WP_002971918.1 cytochrome b556 subunit [Brucella] membrani
WP_002970090.1 | MULTISPECIES: elongation factor Tu [Brucella] |Sitoplazma
WP_002964800.1 MULTISPECIES: inositol monophosphatase Sitoplazma
[Brucella]
WP 0029653011 MUL_TISPECIES: DUF1775 domain-containing Hiicre
- protein [Brucella] membrant
WP 0029659211 I\/_IUI__TISPEC_IES: ABC transporter substrate- Periplazma
binding protein [Brucella]
MULTISPECIES: 2-oxoglutarate dehydrogenase Hiicr
WP_004684455.1 | complex dihydrolipoyllysine-residue mZICnliranl

succinyltransferase [Brucella]
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MULTISPECIES: branched-chain amino acid
WP_002964865.1 | ABC transporter substrate-binding protein Periplazma
[Brucella]
WP 002969217.1 MULTISPECIES: molecular chaperone DnaK Sitoplazma
[Brucella]
WP_004686479.1 MULTISP!ECIES: Grx4 family monothiol Sitoplazma
glutaredoxin [Brucella]
WP_002967987.1 MU_LTISPEQIES: cystathionine gamma-synthase Sitoplazma
family protein [Brucella]
WP 0029643951 ML_JLTISPECIES: LL-diaminopimelate Sitoplazma
aminotransferase [Brucella]
MULTISPECIES: proline/glycine betaine ABC Hiicre
WiV 115 transporter ATP-binding protein ProV [Brucella] | membrani
WP_002966502.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | 1Ucr
membrani
WP_002965314.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | /ucre
membrani
WP 002964356.1 MULTISPECIES: 30S ribosomal protein S3 Hiicre
- [Brucellaceae] membrani
WP 0029644509.1 MUL_TISPECIES: ABC transporter ATP-binding | Hiicre
- protein [Brucella] membrani
WP 002964365.1 MULTISPECIES: 30S ribosomal protein S7 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 0046830141 MULTISPECIES: ATP synthase subunit b 2 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_002964775.1 MULTISPECIES: phosphoglycerate Sitoplazma
dehydrogenase [Brucella]
WP 031310973.1 MU_LTISPE_CIES: invasion associated locus B Hiicre
- family protein [Brucella] membrani
WP_002971090.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | 1ucre
membrani
WP_002964582.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | 10"
membrani
WP_002964787.1 | MULTISPECIES: protein ToIR [Brucella] Hcre
membrani
WP 002965122.1 MU_L_TISPECI_ES: ParB/RepB/Spo0J family Hiicre
- partition protein [Brucella] membrant
WP_002964949.1 | MULTISPECIES: glutaredoxin 3 [Brucella] Sitoplazma
WP 002966035.1 MULTISPECIES: acyl-CoA dehydrogenase Hiicre
- [Brucella] membrant
WP 0046822381 MULTISPECIES: glycerol-3-phosphate Sitoplazma

dehydrogenase [Brucella]
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WP_002966855.1 MULTISPECIES: DNA-directed RNA polymerase | Hiicre
subunit beta [Brucella] membrani
WP_004686339.1 | MULTISPECIES: cytochrome ¢l [Brucella] Hicre
membrani
WP 002964360.1 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L23 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 0543141171 |Su9ar ABC transporter ATP-binding protein Hiicre
- [Brucella melitensis] membrani
WP 004683917.1 MULTISPECIES: DNA-directed RNA polymerase | Hiicre
- subunit alpha [Brucella] membrani
WP _002964572.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | 1Ucr
membrani
WP _004686962.1 | MULTISPECIES: OmpA family protein [Brucella] | 7'
membrani
WP 002971797 1 MUL_TISPECIES: ABC transporter ATP-binding | Hiicre
- protein [Brucella] membrani
MULTISPECIES: Asp-tRNA(Asn)/Glu-
WP_002964030.1 |tRNA(GIn) amidotransferase subunit GatB Sitoplazma
[Brucella]
WP_002963818.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] |Extracell.
MULTISPECIES: DNA topoisomerase (ATP- Hiicre
WP_00295g8s5.1 hydrolyzing) subunit B [Brucella] membrani
WP _002965735.1 MULTISPECIES: SIS domain-containing protein Sitoplazma
[Brucella]
WP 002965627 1 M_ULTISPECIES: membrane protein insertase Hiicre
- YidC [Brucella] membrani
WP 0029655891 MULTISPECIES: 2-polyprenylphenol 6- Extracell.
hydroxylase [Brucella]
WP 002965128.1 MULTISPECIES: transcription termination factor | Hiicre
- Rho [Brucella] membrani
WP 002966992.1 MULTISPEQIES: succinate dehydrogenase iron- | Hiicre
- sulfur subunit [Brucella] membrani
MULTISPECIES: FtsH protease activity Hiicre
WP_002964506.1 modulator HfIK [Brucella] membrani
MULTISPECIES: thiamine ABC transporter .
WP_002964841.1 substrate binding subunit [Brucella] Periplazma
WP 002964549 1 MULTISPECIES: divalent metal cation transporter | Hiicre
- [Brucella] membrant
WP_002963982.1 Ml_JLTISPECIES: NADPH:quinone Sitoplazma
oxidoreductase [Brucella]
WP_002969569.1 MUL_TI_SPECIES: STAS/SEC14 domain- Hiicre
containing protein [Brucella] membrani
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WP_002963701.1 MULTISPECIES: betaine-aldehyde dehydrogenase Sitoplazma
[Brucella]
WP 002964756.1 MULTISPECIES: DUF883 family protein Sitoplazma
- [Brucella] Extracell.
MULTISPECIES: amino acid ABC transporter Hiicre
WP_002965957.1 ATP-binding protein [Brucella] membrant
MULTISPECIES: UDP-N-acetylmuramoyl-L-
WP_002964544.1 |alanyl-D-glutamate--2,6-diaminopimelate ligase Sitoplazma
[Brucella]
WP_002965246.1 | MULTISPECIES: enoyl-CoA hydratase [Brucella] | /0T
membrani
WP 0046837581 MULTISPECIES: 3-deoxy-7-phosphoheptulonate | Hiicre
synthase class Il [Brucella] membrani
MULTISPECIES: cytochrome bd-I oxidase Hiicre
WP_0024gg6-1 subunit CydX [Brucella] membrani
MULTISPECIES: UDP-N-acetylmuramoylalanyl-
WP_002964543.1 | D-glutamyl-2,6-diaminopimelate--D-alanyl-D- Sitoplazma
alanine ligase [Brucella]
WP 002970268.1 MUL_TI_SPECIE_S: ATP-binding cassette domain- | Hiicre
- containing protein [Brucella] membrani
MULTISPECIES: electron transfer flavoprotein Hiicre
WP_002965036.1 subunit alpha/FixB family protein [Brucella] membrani
WP_004683131.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | L0c™
membrani
WP 0029639981 MULTISPECIES: Lrp/AsnC family transcriptional | Hiicre
regulator [Brucella] membrani
WP 0029667041 MULTISPECIES: endolytic transglycosylase MItG | Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 002972093.1 MULTISPECIES: superoxide dismutase [Cu-Zn] Periplazma
[Brucella]
MULTISPECIES: 3-hydroxyacyl-ACP i
WP_002964280.1 dehydratase FabZ [Brucella] Sitoplazma
WP 002966369 1 MUL_TISPECIES: DUF4170 domain-containing Hiicre
- protein [Brucella] membrani
WP_004681076.1 I\/_IUI__TISPEC_IES: ABC transporter substrate- Periplazma
binding protein [Brucella]
WP 0029653411 MULTISPECIES: aconitate hydratase AcnA Hiicre
- [Brucella] membrant
WP_002965452.1 MULTISPECIES: alcohol dehydrogenase AdhP Sitoplazma
[Brucella]
WP_002963991.1 MULTISPECIES: HAD family hydrolase Sitoplazma

[Brucella]
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WP 004684654 1 MUL_TISPECIES: DUF3131 domain-containing Hiicre
- protein [Brucella] membrant
WP_002966265.1 MUL_TISPECIES: DUF3597 domain-containing Extracell.
protein [Brucella]
WP 002963942 1 MULTISPECIES: NADH-quinone oxidoreductase |Hiicre
- subunit NuoF [Brucella] membrani
MULTISPECIES: (2,3- :
WP_002969261.1 dihydroxybenzoyl)adenylate synthase [Brucella] Sitoplazma
WP_002963716.1 | MULTISPECIES: superoxide dismutase [Brucella] | 1T
membrani
WP 024767954.1 DNA-dlrected_ RNA polymerase subunit beta' Hiicre
- [Brucella melitensis] membrani
WP 002963713.1 MUL_TISPECIES: DUF853 domain-containing Hiicre
- protein [Brucella] membrani
WP_002964923.1 | MULTISPECIES: GTPase ObgE [Brucella] Sitoplazma
WP_002967300.1 I\/_IUI__TISPEC_IES: ABC transporter substrate- Periplazma
binding protein [Brucella]
MULTISPECIES: bifunctional 3-
WP_002964945.1 | demethylubiquinone 3-O-methyltransferase/2- Sitoplazma
octaprenyl-6-hydroxy phenol methylase [Brucella]
WP 002964804.1 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L31 Hiicre
- [Brucellaceae] membrani
WP 002968836.1 MULTISPECIES: ATP-dependent protease Sitoplazma
- [Brucella]
WP 0029646381 MULTISPECI_ES: ribose-phosphate Sitoplazma
- pyrophosphokinase [Brucella]
WP _002966096.1 MULTISPECIES: ABC transporter permease Hiicre
subunit [Brucella] membrani
WP 002964342 1 MULTISPECIES: preprotein translocase subunit | Hiicre
- SecY [Brucella] membrani
WP _002965667.1 MULTISPECIES: Lacl family transcriptional Periplazma
regulator [Brucella]
WP 002964785.1 MULTISPECIES: Tol-Pal system protein TolB Periplazma
[Brucella]
WP_004686037.1 MULTISPECIES: 6,7-dimethyl-8-ribityllumazine | Hiicre
synthase [Brucella] membrani
WP_002968608.1 MU_LTISPE_CIES: complex | NDUFAQ subunit Sitoplazma
family protein [Brucella]
WP_002965457.1 MUL_TISPECIES: aldehyde dehydrogenase family Sitoplazma
protein [Brucella]
WP_002964288.1 | MULTISPECIES: elongation factor Ts [Brucella] |Sitoplazma
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WP 0467221011 heme blc_)synthe3|s protein HemY [Brucella Hiicre
- melitensis] membrani
WP 002964538.1 MUI__TIS_PECIES: UDP-N-acetylmuramate--L- Sitoplazma
- alanine ligase [Brucella]
WP_004686102.1 MULTISPECIES: phosphoglycerate Sitoplazma
dehydrogenase [Brucella]
WP 004686354.1 MULTISPECIES: RNA polymerase sigma factor | Hiicre
- RpoD [Brucella] membrani
WP 002966761 1 MULTISPECIES: DNA topoisomerase IV subunit | Hiicre
- A [Brucella] membrani
WP_002964121.1 MULTISPECIES: type | glutamate--ammonia Sitoplazma
ligase [Brucella]
MULTISPECIES: phosphate ABC transporter Hiicre
WP_i&E 2% ATP-binding protein [Brucella] membrani
WP 002966792.1 MULTISPECIES: penicillin-binding protein 1A Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 0029639081 MULTISPECIES: sodium-translocating Hiicre
pyrophosphatase [Brucella] membrani
WP_002964915.1 | MULTISPECIES: S41 family peptidase [Brucella] | 19°™
membrani
WP 004683912.1 MULTISPECIES: TRAP transporter permease Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_002965169.1 | MULTISPECIES: thioredoxin [Brucella] Sitoplazma
WP_002965328.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] |Extracell.
WP 002966712.1 MULTISPECIES: ABC transporter permease Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 002964697 1 MUL_TISPECIES: DUF1134 domain-containing Hiicre
- protein [Brucella] membrani
MULTISPECIES: 1-(5-phosphoribosyl)-5-((5-
WP_002965150.1 | phosphoribosylamino)methylideneamino)imidazol | Sitoplazma
e-4-carboxamide isomerase [Brucella]
WP 002963679.1 MULTISPECIES: De_gT/DnrJ_/EryCl/StrS Sitoplazma
aminotransferase family protein [Brucella]
WP_002971551.1 | MULTISPECIES: DsbA family protein [Brucella] |Periplazma
WP 002963914.1 MULTISPECIES: integration host factor subunit | Hiicre
- alpha [Brucella] membrant
WP_005969508.1 | MULTISPECIES: endonuclease [Brucella] Hiicre
membrani
WP_002964323.1 | MULTISPECIES: glutamate racemase [Brucella] Hiicre
membrani
WP 0046866371 MULTISPECIES: aldehyde dehydrogenase family Sitoplazma

protein [Brucella]
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WP_002966005.1 MU_LTISPEQIES: saccharopine dehydrogenase Sitoplazma
family protein [Brucella]
WP_002967274.1 MULTISPI_ECI_ES: carb_ohydrate ABC transporter Periplazma
substrate-binding protein [Brucella]
WP 0029657741 MULTISPECIES: class 1 fructose-bisphosphatase | Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_002966094.1 MULTISPI_ECI_ES: pept_lde ABC transporter Periplazma
substrate-binding protein [Brucella]
WP_002964994.1 I\_/IULTISPEQIES: ADP-forming succinate--CoA Sitoplazma
ligase subunit beta [Brucella]
WP 004683126.1 MULTISPECIES: cytochrome c oxidase subunit I | Hiicre
- [Brucella] membrani
energy-dependent translational throttle protein Hiicre
WP_ER %% EttA [Brucella melitensis] membrani
WP 0029638811 MULTISPI_ECI_ES: amino acid ABC transporter Periplazma
substrate-binding protein [Brucella]
WP 077281769 1 A_ctS/PrrB/RegB fam_lly rgdox-sensmve histidine | Hiicre
- kinase [Brucella melitensis] membrani
WP_002964041.1 | MULTISPECIES: ribonuclease E/G [Brucella] Sitoplazma
WP 002966939.1 MULTISPECIES: RNA polymerase sigma factor | Hiicre
- [Brucella] membrani
MULTISPECIES: nitrogen regulation protein :
WP_002964245.1 NR(1) [Brucella] Sitoplazma
WP 002967949 1 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L21 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 0029643621 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L3 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_002966097.1 MUL_TISPECIES: ABC transporter ATP-binding | Hiicre
protein [Brucella] membrani
MULTISPECIES: Hiicr
WP_002963974.1 | phosphoribosylaminoimidazolesuccinocarboxamid tere
membrani
e synthase [Brucella]
WP 0029640041 MUL_TISPECIES: tellurite resistance TerB family | Hiicre
- protein [Brucella] membrant
WP 0029635431 MULTISPECIES: FOF1 ATP synthase subunit A | Hiicre
- [Brucella] membrant
WP 002967176.1 MUL_TISPECIES: ABC transporter ATP-binding | Hiicre
- protein [Brucella] membrant
WP_094285340.1 |transporter [Brucella melitensis] Hiicre
membrani
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sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter
WP_004681934.1 |substrate-binding protein UgpB [Brucella Periplazma
melitensis]
WP_002964772.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] |Extracell.
WP_004683735.1 |site-specific integrase [Brucella melitensis] Sitoplazma
WP _002965160.1 MULTISPECIES: PTS sugar transporter subunit | Hiicre
I1A [Brucella] membrani
WP_004684580.1 MULTISPECIES: methionine adenosyltransferase Sitoplazma
[Brucella]
WP 0247679411 phosphate signaling complex protein PhoU Sitoplazma
- " | [Brucella melitensis]
WP_002964095.1 MUL_TISPECIES: DUF1508 domain-containing Hiicre
protein [Brucella] membrani
WP _004683739.1 | MULTISPECIES: porin family protein [Brucella] | 1U¢r
membrani
WP_002963845.1 MULTISPECIES: glutathione S-transferase Sitoplazma
[Brucella]
WP 002963926.1 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L13 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP _004681766.1 | MULTISPECIES: porin family protein [Brucella] | 1U¢re
membrani
WP_002966387.1 | MULTISPECIES: chaperonin GroEL [Brucella] Sitoplazma
WP 002966434.1 MU_LTISPE_CIES: hydroxypyruvate isomerase Sitoplazma
family protein [Brucella]
WP 004684004.1 MULTISPECIES: protease modulator HfIC Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 002971535.1 MULTISPECIES: peptidoglycan-binding protein | Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_004683915.1 MULTI_SPECIES: rgpllcatlon-assouated Sitoplazma
recombination protein A [Brucella]
WP_002963645.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] |Fimbrium.
WP 0029669501 MULTISPECIES: flagellar motor protein MotA Hiicre
[Brucella] membrani
WP 002964641.1 MULTISPECIES: aminoacyl-tRNA hydrolase Sitoplazma
[Brucella]
WP 086440181.1 MULTISPECIES: acyl-CoA dehydrogenase Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 002965230.1 MULTISPECIES: 30S ribosomal protein S15 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_002964102.1 | MULTISPECIES: glycosyltransferase [Brucella] | 1Ucr
membrani
WP 002965785.1 MUL_TISPECIES: DUF2291 domain-containing Hiicre
- protein [Brucella] membrani
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WP_004686402.1 MULTISPECIES: 3-hydroxyisobutyrate Sitoplazma
dehydrogenase [Brucella]
MULTISPECIES: succinylglutamate Hiicre
WP_002967400.1 |desuccinylase/aspartoacylase family protein 4
membrani
[Brucella]
WP 0046843031 MULTISPECIES: lytic murein transglycosylase Hiicre
- [Brucella] membrani
WP _002963639.1 MULTISI?ECIES: sensor domain-containing Hiicre
phosphodiesterase [Brucella] membrani
WP 002964897 1 MULTISPECIES: TPM domain-containing protein | Hiicre
- [Brucella] membrani
MULTISPECIES: twin-arginine translocase Hiicre
WPaRe 964034t subunit TatC [Brucella] Membrani
WP 0029650521 MULTISPECIES: class | SAM-dependent Sitoplazma
methyltransferase [Brucella]
WP 002966947 1 I\_/IULTIS_PECIES: peptidoglycan-associated Hiicre
- lipoprotein Pal [Brucella] membrani
WP 0046840821 MUL_TISPECIES: DUF4159 domain-containing Hiicre
- protein [Brucella] membrani
WP 087913319.1 rlbosome-assquatgd translation inhibitor RaiA Hiicre
- [Brucella melitensis] membrani
WP_002964263.1 | MULTISPECIES: CTP synthase [Brucella] Sitoplazma
WP_ 0029665061 MULTISPI_ECIES: KpsF/GutQ family sugar- Sitoplazma
phosphate isomerase [Brucella]
WP_002964944.1 | MULTISPECIES: aspartate kinase [Brucella] Sitoplazma
WP 002963940.1 MULTISPECIES: NADH-quinone oxidoreductase |Hiicre
- subunit D [Brucella] membrani
WP _002965063.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | Ut
membrani
MULTISPECIES: HTH-type quorum sensing-
WP_002966460.1 |dependent transcriptional regulator VjbR Sitoplazma
[Brucella]
MULTISPECIES: molybdopterin-synthase Hiicre
WP_002965251.1 adenylyltransferase MoeB [Brucella] membrant
WP _005968692.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | 1ucre
membrani
WP 004684705.1 MULTISPECIES: copper-translocating P-type Hiicre
- ATPase [Brucella] membrani
WP_004686419.1 | MULTISPECIES: elongation factor G [Brucella] | Sitoplazma
WP 002964257 1 MULTISPECIES: pyruvate de_hydrogenase Hiicre
- complex E1 component subunit beta [Brucella] membrani
WP 002964349 1 MULTISPECIES: 30S ribosomal protein S14 Hiicre
- [Brucella] membrani
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WP_002964621.1 | MULTISPECIES: cold-shock protein [Brucella] Sitoplazma
WP_002966034.1 MULTISPECIES: aspartate carbamoyltransferase Sitoplazma
[Brucella]
WP_004682938.1 MULTISPECIE_S: TRAP transporter small Hiicre
permease subunit [Brucella] membrani
WP_002964341.1 | MULTISPECIES: adenylate kinase [Brucella] Sitoplazma
WP_002964955.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | 1Ucr
membrani
WP 002967174.1 MULTISPECIES: O-antigen ligase family protein | Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_002963831.1 MULTISPECIES: leucyl aminopeptidase Sitoplazma
[Brucella]
WP 0029639381 MULTISPECIES: NADH-quinone oxidoreductase |Hiicre
subunit B [Brucella] membrani
WP_024767917.1 |porin family protein [Brucella melitensis] Hcre
membrani
WP 002965252.1 MULTISPECIES: glyoxylate/hydroxypyruvate Sitoplazma
reductase A [Brucella]
WP 0029646311 MUL_TISPECIES: accessory factor UbiK family Hiicre
- protein [Brucella] membrani
WP 0029651311 MULTISPECIES: kinase/pyrophosphorylase Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 011069136.1 MULT_ISI_DECIES: GbsR/MarR family Hiicre
- transcriptional regulator [Brucella] membrani
WP _004683781.1 MULTISPECIES: universal stress protein Sitoplazma
[Brucella]
WP_004684484.1 MULTISPECIES: SDR family oxidoreductase Sitoplazma
[Brucella]
) . Hiicre
WP_002964788.1 | MULTISPECIES: protein TolQ [Brucella]
membrani
WP_002964839.1 MUL_TI_SPECIE_S: glycine zipper 2TM domain- Fimbrium
containing protein [Brucella]
WP_002965727.1 MUL_TISPECIES: alpha-hydroxy-acid oxidizing Sitoplazma
protein [Brucella]
WP _002967716.1 | MULTISPECIES: RidA family protein [Brucella] | 1ucr
membrani
WP_004685853.1 | MULTISPECIES: acetate--CoA ligase [Brucella] | Sitoplazma
WP 0029645911 MULTISPECIES: flagellar biosynthesis protein Hiicre
- FIgM [Brucella] membrani
WP 002964371.1 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L7/L12 | Hiicre
- [Brucella] membrani
WP_002971236.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | Ucr
membrani
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WP 002967018.1 MULTISPECIES: HlyC/CorC family transporter | Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 002964373.1 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L1 Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 002964737 1 MULTISPECIES: disulfide bond formation protein | Hiicre
- B [Brucella] membrant
WP_002964255.1 MULTISPECIES: dihydrolipoyl dehydrogenase Sitoplazma
[Brucella]
WP 002964867 1 MUL_TISPECIES: ABC transporter ATP-binding | Hiicre
- protein [Brucella] membrani
WP _006074564.1 | MULTISPECIES: YgcG family protein [Brucella] | 1Ucre
membrani
WP_002964755.1 | MULTISPECIES: hypothetical protein [Brucella] | 1Ucre
membrani
WP 002965770.1 MULTISPECIES: magnesium transporter Hiicre
- [Brucella] membrani
WP 002965079.1 MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L28 Hiicre
[Brucella] membrani
WP 0029652331 MULTISPECIES: enoyl-[acyl-carrier-protein] Hiicre
reductase Fabl [Brucella] membrani
WP_004683766.1 | MULTISPECIES: kinesin [Brucella] e
Membrani
WP _002965733.1 MULTISPECIE_S: efflux RND transporter Hiicre
permease subunit [Brucella] membrani
WP 004684679 1 MULTISPECIES: integration host factor subunit | Hiicre
- beta [Brucella] membrani
WP_002966289.1 MULTISPECIES: respiratory nitrate reductase Hiicre
subunit gamma [Brucella] membrani
WP_002965723.1 MULTISPECIES: D-amino acid dehydrogenase Sitoplazma

[Brucella]
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