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ÖNSÖZ 
 

 
 
 

       Salmonella Enteritidis, kanatlılarda yaygın olarak bulunan zoonotik bir bakteridir. 

Kanatlı hayvanlarda görülen sistemik enfeksiyon sonrası bu hayvanlardan elde edilen 

et ve yumurta gibi ürünlerinin tüketimi yoluyla insanlarda salmonelloza neden 

olmaktadır. Dünya çapında ve özellikle Avrupa'da en çok izole edilen serotiplerden 

birisidir. Bulaşması kanatlılar arasında vertikal veya horizontal yolla olmaktadır. 

Aşılama, salmonelloz gibi hastalıklardan korunmada en güçlü yöntem olup, tedavi 

maliyetleri ve artan antibiyotik direnci nedeniyle en efektif kontrol önlemlerinden 

birisidir. Ancak, Salmonella'nın 2600’e yakın serotipinin arasında çapraz koruma 

olmaması bir sorundur. Salmonella infeksiyonlarının kontrolü için attenüe, inaktif ve 

subünit aşılar kullanılmaktadır. Canlı aşılar bağışıklık sistemini uyararak kısa zamanda 

hem hücresel hem de humoral immun yanıtı ortaya çıkmaktadır. Bu nedenle 

Salmonella enfeksiyonuna daha fazla duyarlı olan 1 günlük civcivleri korumak için 

Salmonella aşısının oral yol ile verilmesi ideal bir seçenektir. Bakterideki metabolizma 

ve/veya virülens genlerinde delesyon yapılarak Salmonellalarda canlı attenüe aşılar 

(mutant aşılar) geliştirilmektedir. Bu amaçla lambda red rekombinasyon (homolog 

rekombinasyon) yöntemi gibi çeşitli moleküler teknikler kullanılmaktadır. Günümüze 

değin, Salmonella Enteritidis suşlarını attenüe etmek ve mutant bir suş oluşturmak için 

lambda red yöntemi kullanılarak aroA, htrA, SPI1 ve SPI2, lon, aroD, ompR, sptP, 

HupAB, phoPfliC, hilAssrAfliG, SPI1lonfliC ve Lon-cpxR gibi genlerin delesyonu 

başarıyla gerçekleştirilmiştir. Bu tezin amacı, bakterinin virülens antijenlerini 

kodlayan genlerde delesyon yaparak, kanatlı hayvanlarda aşı potansiyeli olan 

Salmonella Enteritidis aroA ve ClpP mutant suşlarının geliştirilmesi ve in vitro 

koşullarda özelliklerinin karşılaştırılmasıdır. 
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1. GİRİŞ 

        

 

       Salmonelloz, insan ve hayvanlarda görülen önemli zoonotik bir hastalıktır (Mesfin 

ve Dejene, 2017). Salmonella infeksiyonu kanatlı hayvanlarda verim düşüklükleri ve 

ölümlere neden olmasının yanında, insanlarda ciddi bir hastalık yapmakta, yaygın 

epidemiyolojisi, teşhis ve tedavi maliyetleri nedeniyle dünya çapında hayvan 

yetiştiriciliği ve halk sağlığını etkilemektedir (Akan M, 2008; Crump ve ark., 2004). 

İnsanlarda gastroenterit, diyare, bakteriyemi ve enterik ateş Salmonella 

infeksiyonunun dünya çapında en sık görülen belirtileridir (Majowicz ve ark., 2010). 

 

       Konakçı spesifik Salmonella infeksiyonları arasında, tavuk tifosuna neden olan 

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Gallinarum (S. Gallinarum) ve pullorum 

hastalığına neden olan S. Pullorum, kanatlılarda sistemik hastalığa neden olmaktadır 

(Chappell ve ark., 2009). Konakçı-spesifik olmayan Salmonella serotipleri; O4 grubu: 

Agona, Derby, Heidelberg, Paratyphi B ve Typhimurium; grup O7: Montevideo, 

Virchow ve Infantis; grup O8: Kentucky; grup O9: Moskova, Panama ve Enteritidis, 

kanatlı hayvanların gastrointestinal kanallarında kommensal olarak bulunmakta, 

insanlarda ise yaygın olarak hastalıklara neden olmaktadır (Revolledo ve Ferreira., 

2012). S. Enteritidis ve S. Typhimurium, hem gelişmiş hem de gelişmekte olan 

ülkelerde en yaygın non-tifoid Salmonelloz nedenleridir (EFSA, 2012).  

 

 

1.1. Tarihçe  

 

       Salmonella ilk kez 1880'de Karl Eberth tarafından tifo hastalarının dalaklarında 

gösterilmiş (Eberth, 1880) ve dört yıl sonra  Georg Theodor Gaffky tarafından 

Salmonella saf kültür olarak başarıyla üretilmiştir (Anne, 1999). Etkene Amerikalı bir 
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veteriner patolog olan Daniel Elmer Salmon'un soyadından esinlenerek “Salmonella” 

adı verilmiştir (Oldenkamp, 2004). 

 

 

1.2. Etiyoloji 

 

       Salmonella cinsi, Enterobacteriaceae familyasına ait Gram negatif, çomak 

şeklinde, sporsuz, hareketli (Salmonella Gallinarum ve Salmonella Pullurum hariç) ve 

fakültatif anaerobik bir bakteridir (De Cort, 2015). Üremesi için optimum sıcaklık 

37ᵒC'dir, ancak 5 - 47ᵒC aralığında da üreyebilmektedir (Gast, 2003 ve Quinn ve ark., 

2004).  

 

 

1.3. Sınıflandırma 

 

       Kauffman – White (1934) şemasına göre somatik (O), flagellar (H) ve kapsüler 

(K) veya (Vi) antijenlerinin serolojik tanımlanması kullanılarak serotiplendirme 

yapılmaktadır (Quinn ve ark., 2002; Quinn ve ark., 2004). Salmonella cinsine ait iki 

tür bulunmaktadır. Bunlar Salmonella enterica ve Salmonella bongori'dir. S. enterica, 

2600'den fazla serotip içeren 6 alt türe ayrılmıştır (Gal-Mor ve ark., 2014 ve Su ve 

Chiu., 2007). Kauffmann-White sınıflandırmasına göre, Salmonella Enteritidis'in 

antijenik formülü (1,9,12:g,m: -) 'dir ve D1 grubunda bulunmaktadır (Grimont ve 

François, 2007).  

 

 

1.4. Bulaşma Yolları ve Patogenezi   

 

       Salmonella, insanlarda yumurta ve diğer kanatlı ürünlerinin tüketimi yoluyla 

salmonelloza neden olmaktadır (Rahul ve ark., 2011). Kanatlı hayvanlarda ise yatay 

veya vertikal bulaşabilmektedir. Yatay bulaşma, kuşların arasında temasla veya 

kontamine dışkılarla fekal-oral yolla gerçekleşmektedir. Biyolojik vektörler, yabani 
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kuşlar, köpekler, kediler, fareler ve kemirgenler de Salmonella bulaşmasında rol 

oynayabilmektedir (Rafael ve ark., 2010 ve Rahman ve ark., 2018). 

 

       Salmonella patogenezinde, bakteri serovarları ve dozuna, konak yaşı ve bağışıklık 

durumu gibi farklı faktörler rol oynamaktadır (Mark ve Bill, 2003). Bakteri insanlarda 

mide asit bariyerini geçtikten sonra ince ve kalın bağırsağın mukozasını istila etmekte 

ve toksinler üretmektedir. Bu istila, ishala, ülserasyona ve mukozanın tahrip olmasına 

neden olan akut inflamatuar reaksiyonu indükleyen proinflamatuar sitokinlerin 

salıgılanmasını uyarmaktadır (Giannella, 1996). Genellikle Salmonella Enteritidis ile 

kontamine gıdaları tükettikten 12 ila 72 saat sonra enfekte kişilerde başlayan ateş, 

karın krampları ve ishal ortaya çıkmaktadır. Bazı hastalarda hastalık genellikle 7 gün 

sürmekte, ancak yaşlılarda, bebeklerde ve immünosüpresif insanlarda hastanede tedavi 

gerekebilmekte, ve bazı durumlarda, uygun antibiyotik uygulanmadığında ölüme 

neden olabilmektedir (Omwandho ve Takayuki, 2010).  

 

       Kanatlı hayvanlarda, yutulan organizmalar sindirim sistemi yolundan ilerlemekte 

ve Peyer plaklarının üzerindeki mukozal yüzey ile temas ettikten sonra bağırsak epitel 

hücrelerine nüfuz etmektedir. Bazı Salmonellalar bağırsak duvarından ve daha derin 

dokulara girdikten sonra, retiküloendotelyal sistemini istila etmekte, çoğalabilmekte, 

ve üreme sistemi dokuları dahil olmak üzere karaciğer, dalak ve diğer iç organlara 

yayılarak kalıcı, ciddi ve sistemik hastalıklara neden olabilmektedir (Devendra ve ark., 

2012 ve Suzuki, 1994). Ayrıca bakteriler makrofajları aracılığıyla diger organlara da 

yayılabilmektedir (Zhao, 2002). Civcivlerde akut seyreden S. Enteritidis 

enfeksiyonlarında stres koşullarının etkisiliyle %20’lere varan ölümler gözlenmiştir 

(Suzuki, 1994). 
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       1.5.  Virülans Faktörleri 

 

 

       1.5.1. Toksinler 

     

       Salmonella iki toksini üretmektedir. 1- Dış membran lipopolisakkaritten 

kaynaklanan lipid A, iç çekirdek, ve O-yan zincir oligosakkarit endotoksinleri. 2- 

Enterotoksin (aynı zamanda verotoksin olarak da adlandırılan) ve sitotoksin olarak iki 

türe ayrılmış olan ekzotoksinleri (Ashkenazi ve ark., 1988; Hitchcock ve ark., 1986 ve 

Suzuki, 1994). 

 

       Lipid A'nın makrofajları aktive etmesinden sonra serbest makrofajlardan ortaya 

çıkan çeşitli faktörlerin ateş ve şok ile ilişkisi vardır. Salmonella'nın LPS 

moleküllerinin O-yan zinciri, ardışık komplement (cascade) reaksiyonlarının litik 

etkisine direnci ile ilişkilidir (Suzuki, 1994). Salmonella'nın LPS yapısında bir 

bozukluk olduğunda fare kalın bağırsağını kolonize etme yeteneğinin azaldığı 

gözlenmiştir (Nevola ve ark., 1985). Bunun dışında, Salmonella'nın O zincirlerinin 

bileşimi  makrofajların fagositozuna karşı dirençliliğini etkilemektedir. LPS'nin O-yan 

zincir yapısındaki farklılıklar Salmonella'nın farelerde virülansını etkilemiştir (Liang-

Takasaki ve ark., 1982 ve Liang-Takasaki ve ark., 1983). 

 

       Salmonella enfeksiyonlarının patogenezi üzerine yapılan birkaç çalışmada, ısıya 

dayanıklı enterotoksin üreten (S. Enteritidis dahil olmak üzere) ekzotoksinlerin 

potansiyel ilişkisi bildirilmiştir (Jiwa, 1981). Salmonella enfeksiyonlarında görülen 

diyarenin nedeni bakterinin önemli bir virülans faktörü olan enterotoksini olduğu 

düşünülmektedir (Chopra ve ark., 1994 ve Chopra ve ark., 1999). Isıyla inaktive 

edilmiş ve saflaştırılmış kolera toksini ile immunize edilmiş tavşanlarda, canlı S. 

Typhimurium ile eprüvasyon sonrasında sıvı ve elektrolit kaybı engelenmiştir 

(Guiannella ve ark., 1975).  
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       Salmonella sitotoksini, bakterinin dış membranında bulunan, insan AV-3, Vero, 

Hela ve CHO hücrelerinin üzerinde sitotoksik etkilere neden olan, ısıya dayanıklı bir 

proteindir. Salmonella gastroenteritlerinde, bağırsak epitel hücrelerinde Salmonella 

sitotoksinlerine bağlı protein sentezi inhibisyonu nedeniyle bağırsaktaki mukozal 

yüzeylerde hasar, diyare ve enterik semptomlar ortaya çıkmaktadır (Ashkenazi ve ark., 

1988; Ketyi ve ark., 1979; Koo ve ark., 1984; Koo ve Peterson., 1982 ve Reitmeyer ve 

ark., 1986).  

 

 

       1.5.2. Virülans Plazmidler 

 

       Altı Salmonella serotipinin (Abortusovis 50-67 kb, Choleraesuis 50-110 kb, 

Dublin 80 kb, Enteritidis 60 kb, Gallinarum/Pullorum 85 kb ve Typhimurium 90-95 

kb) virülans plazmidi taşıdığı bilinmektedir (Rotger ve Casadesus, 1999). Salmonella 

Enteritidis'in fare virülans plazmidi, enfeksiyonun farelerde ince bağırsaktan 

mezenterik lenf düğümlerine, dalak ve karaciğere yayılmasına neden olmakta ve bu 

plazmid, plazmit içermeyen bir Salmonella Dublin suşuna aktarılabilmektedir 

(Alphons ve Jaap, 2005 ve Suzuki, 1994). Serotip-spesifik 36 megadalton plazmidi 

çoğu S. Enteritidis izolatı dışında, virülent fare ve kanatlı S. Enteritidis izolatlarında 

da bulunmuştur (Suzuki, 1994). 

 

 

       1.5.3. Bakteriyel Adezyon ve Motilite 

 

       Bakteriler, bakteriyel yüzey bileşenlerinin (örneğin: fimbria ve flagella) farklı 

konak reseptörleri ile sıkı etkileşimi ile hedef hücrelere bağlanır. Bazı çalışmalarda 

serovar Typhimurium'un PE fimbriasının farelerde ince bağırsaklara bakterinin 

yapışmasında rol oynadığı (Baumler ve ark., 1996), serovar Enteritidis'in SEF14 

fimbriyalarının makrofajlar tarafından bakterinin tutulumunda rol oynadığı 

görülmüştür (Edwards ve ark., 2000). 
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       Salmonella'da hareket sağlayan yaklaşık 5-10 adet flagella bulunmaktadır 

(Alphons ve Jaap, 2005). Salmonella'nın flagellumu 22 yapısal protein, 6 sitoplazmik 

protein, 4 yapısal şaperon ve 3 düzenleyici proteinden oluşmaktadır (Amanda ve ark., 

2012). Flagella, bakterilerin konak mukus tabakasına daha hızlı nüfuz etmesini ve 

konak hücre yüzeyine ulaşmasını sağlamaktadır (Allen ve Woodward, 1999a).  

 

 

       1.5.4. Bakteriyel İnvazyon 

 

       Bakterinin konak hücrelerini invaze etmesi virülans faktörlerinden birisidir. S. 

Enteritidis'in, özellikle faj tip 4 suşlarının tavuklarda sistemik enfeksiyonda çok 

invazif bir patojen olduğu tespit edilmiştir (Barrow, 1991 ve Suzuki, 1994  ). 

Salmonella serotiplerinin bağırsak mukozal hücrelerini invazyonunun, SPI-1'de 

bulunan tip III salgılama sistemi (T3SS) tarafından sağlandığı saptanmıştır (Baumler 

ve ark., 1996 ve Marcus ve ark., 2000). T3SS yapısı 20'den fazla proteinden oluşmakta, 

bakteri hücre duvarının hem iç hem de dış membranını kapsayan ve bakteri hücre 

yüzeyinden dışarı doğru uzanan iğne benzeri bir yapı oluşturmaktadır (Şekil 1.1.) 

(Burkinshaw ve Strynadka, 2014). 

 

 

Şekil 1.1. Tip III salgılama sistemi yapısı genel görünümü (Burkinshaw ve Strynadka, 2014). 
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       T3SS tarafından, Salmonella'nın yapıştığı bağırsak epitel hücrelerine efektör 

proteinleri enjekte edilmektedir. Enjekte edilen efektör proteinler genellikle Sip 

(Salmonella invazyon proteinleri), Sop (Salmonella dış proteinleri) ve diğer proteinleri 

içermektedir (Foley ve ark., 2013).  

       

 

       1.5.5. Makrofajların Etkilenmesi 

 

       Salmonella konak hücreleri enfekte ettikten sonra makrofajlarda 

yaşayabilmektedir. Salmonella patojenite adaları (SPI-2, SPI-3 ve SPI-4) 

makrofajlarda Salmonella’nın canlı kalmasında rol oynamaktadır (Marcus ve ark., 

2000 ve Ochman ve ark., 1996). Serovar Typhimurium'un saha suşu makrofajlara 

invazyonundan dört saat sonra üremeye başlamışken, SPI-2 mutant suşu aynı oranda 

üreme göstermemiştir (Hensel ve ark., 1998).  

 

 

       1.5.6. Metabolik Adaptasyon 

 

       Salmonella besin eksikliği, oksidatif stres ve sindirim enzimleri gibi çeşitli 

çevresel etkilerin altında canlı kalmasını sağlayan bir grup adaptif mekanizma ile 

desteklenmektedir. aroA, narZ, fadF ve eutE gibi genler bu metabolik adaptasyonda 

rol oynamaktadır. (Spector, 1998). 

 

 

         1.6. Epidemiyoloji  

 

Salmonella enfeksiyonuna bağlı Gastroenterit nedeniyle dünya çapında yılda 

155,000 ölüm görülmektedir (Majowicz ve ark., 2010). 1995 yılında Salmonella 
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Enteritidis serotipi 35 ülkede en çok izole edilen serotip olarak kayıtlara geçmiştir 

(Herikstad ve ark., 2002). Dünya Sağlık Örgütü tarafından sağlanan verilere göre, 

2001-2005 yılları arasında dünya çapında gastroenterit olgularında en sık izole edilen 

serotipin Salmonella Enteritidis'in olduğu kayıt edilmiştir (Galanis ve ark., 2006). 

Salmonella Enteriditis Asya, Latin Amerika ve Avrupa'da en sık görülen serotiptidir. 

Kuzey Amerika'da ve Afrika'da ise Salmonella Enteriditis ve Salmonella 

Typhimurium en yaygın serotiplerdir (Barrow ve Thomson., 2010 ve Eng Shu-Kee ve 

ark., 2015). 

 

       2012 yılında, şekil 1.2.'de gösterildiği gibi, Salmonella Enteritidis'in insanlardan 

en çok izole edilmiş serovar olduğu (%41,3), bunu takiben Salmonella Typhimurium 

(%22,1) ve monofazik Salmonella Typhimurium 1,4,[5],12:i:- ve ardından Salmonella 

Infantis’in geldiği bildirilmiştir ( EFSA, 2014).  

 

 

Şekil 1.2. 2012 yılında, Avrupa Birliğinde insanlarda bulunan Salmonella serovarlarının dağılımı 
(EFSA, 2014). 

 

 

 

       Türkiye’de, Sağlık Bakanlığından alınan verilere göre 2012-2016 yılları arasında 

insanlarda klinik vakalardan alınan materyallerden en sık izole edilen Salmonella 

serotipi Salmonella Enteritidis’tir (%57,3-74,1). Birincil üretimde, genel Salmonella 
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pozitifliği broyler, yumurtacı, hindi ve damızlık epidemiyolojik birimlerinde sırasıyla 

%24,5, %7,5, %21,5 ve %4,3 olarak bulunmuştur. Salmonella Enteritidis’in broyler, 

yumurtacılar, hindi, damızlık ve kesimhane örneklerindeki 3.baskın serotip olduğu 

saptanmıştır.  

 

 

 

1.7. Teşhis 

 

       Salmonellozun teşhisinde, bakteriyel izolasyon veya Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

(PCR), tam kan aglütinasyon testi (WBT), hızlı lam aglütinasyon testi (RSA), serum 

aglütinasyon testi (SAT) ve ELISA kullanılarak yapılabilmektedir (OIE Terresterial 

Manual, 2018). Salmonella'nın serolojik teşhisinde Kauffmann-White şemasına göre 

serum aglütinasyonuyla bakteri hücre yüzeyinde lipopolisakkarit (somatik veya O 

antijeni), flagella (H antijeni, faz I ve II), ve kapsüler (Vi) antijenin varlığına göre 

yapılmaktadır (Fitzgerald ve ark., 2003). Faj tiplendirme, Pulse Field Jel Elektroforezi, 

biyotiplendirme, antibiyotik direnç modellerinin belirlenmesi veya plazmid profil 

analizi gibi diğer yöntemler serovar seviyesinden daha detaylı bir şekilde izolatların 

tanımlanması için kullanılmakta ve epidemiyolojik çalışmalarda uygun yöntemlerdir 

(Barker ve Old, 1989). 

 

 

 

       1.8. Sağaltım  

 

       İnsanlarda Salmonella infesksiyonlarının tedavisi için geleneksel olarak ampisilin, 

kloramfenikol ve trimetoprim-sülfametoksazol gibi antimikrobiyaller kullanılmakta, 

ancak bu antimikrobiyallere karşı direnç ortaya çıkmasından dolayı florokinolonlar'ın 

ve geniş spektrumlu sefalosporinler'in çoklu ilaca dirençli Salmonella infeksiyonları 

tedavisinde kullanılması tercih edilmiştir (Eng, Shu-Kee ve ark., 2015 ve Sood ve ark., 

1999). Ancak, gelişmekte olan ülkelerde florokinolonlara Salmonella dirençliliğinin 

artmasından Salmonella enfeksiyonlarının tedavisinde tercih edilen kinolonlar ve 
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üçüncü nesil sefalosporinler gibi antibiyotikler neden olmuştur (Hasan ve ark., 2008 

ve Karon ve ark., 2007). 

 

       Florokinolonlar farklı ülkelerde kanatlı endüstrisinde çeşitli şekillerle 

kullanılmaktadır (Randall ve ark., 2006). Trimetoprim ile polimiksin B sülfat 

uygulanması, 1 günlük civcivlerde Salmonella Enteritidis'in   kolonizasyonunu 

engellemiş ve enfeksiyonu ortadan kaldırmıştır (Goodnough ve Johnson, 1991). Bir 

çalışmada normal tavuk bağırsak florası ile enrofloksasin kullanılarak 1 günlük 

civcivlerde Salmonella Enteritidis enfeksiyonu elimine edilmiştir (Seo ve ark., 2000).  

 

      Antimikrobiyallerle tedavi etkinliğinin sınırlı olması, örnekleme sırasında 

enfeksiyonun maskelenebilmesi, et ve yumurtada kalıntı bırakması ve dirençliliğe 

neden olması gibi nedenlerle kanatlı hayvanlarda Salmonella enfeksiyonunu kontrol 

etmek için antimikrobiyallerin kullanılmaması tavsiye edilmektedir. Ayrıca 

antimikrobiyaller normal florayı azaltmakta ve böylece Salmonella ile kolonizasyon 

olasılığını artırmaktadır (OIE manual, 2021). 

 

 

       1.9. Koruma  

 

       Aşılar, salmonelloz gibi hastalıklara karşı en güçlü biyolojik etkenlerdir. 2600 

serotipin herhangi birinden yapılan aşı, diğerine karşı çapraz koruma 

sağlayamamaktadır (Singh, 2009). Kanatlıların aşılanması, maliyeti ve bakterilerin 

antibiyotik direncinin artması nedeniyle en önemli kontrol önlemlerinden birisidir 

(Zhang ve ark., 1999). Salmonella'nın kontrolü için canlı attenüe, inaktive (ölü) ve 

subünit aşıları kullanılmaktadır.  
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       1.9.1. Canlı Attenüe Aşılar   

 

       İnsanlarda Salmonella tifosu aşısı ilk geliştirilmiş attenüe aşıdır (Wright, 1997). 

Daha sonra kanatlılarda tifo hastalığının kontrolü için S. Gallinarum'un 9R ve 9S 

suşları geliştirilmiştir (Smith, 1956).  

 

       İnaktif aşılar sadece antikor üretimini uyarırken, canlı atenüe aşılar hem hücresel 

hem de humoral immun yanıtı uyarmaktadır (Barrow, 1996 ve Chatfield ve ark., 1993). 

Genellikle tüm uygun antijenleri in vivo olarak eksprese ettikleri ve kolayca oral 

yolundan verilebildikleri için çeşitli avantajları bulunmaktadır (Desin, 2013 ve Gast 

ve Beard., 1989). Yumurtadan yeni çıkmış civcivler Salmonella infeksiyonuna çok 

duyarlı olduğundan, canlı Salmonella aşısının 1 günlük civcivlerin aşılanmasından 18 

gün sonra LPS antijenine karşı antikor üretimini sağlayabilmesi avantajlardan birisidir. 

(Cooper ve ark., 1994 ve Desmidt, 1997).  

 

       İnsanlarda, hayvanlarda ve kanatlı hayvanlarda genetik delesyon veya insersiyon 

yoluyla bölgeye spesifik ya da spesifik olmayan mutasyonlara sahip birçok Salmonella 

attenüe aşıları geliştirilmiştir (Singh, 2009). 

 

 

       1.9.1.1. Mutasyonları Oluşturmak için Kullanılan Yöntemler 

        

       E. coli kromozomunda gen transformasyonu için iki yöntem kullanılmıştır. 

Birincisi, bir plazmidin bakteri kromozomuna insersiyonuna dayanan “in-out” 

yöntemidir. İkincisi “linear fragment” yöntemi (aynı zamanda homolog 

rekombinasiyon yöntemi olarak adlandırılır), linear DNA molekülünün uçlarında 

oluşturulan kısa homolog kollar aracıyla homolog-rekombinasiyona dayanan bir 

metottur (Madyagol ve ark., 2011). 
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       Homolog rekombinasyonda hedef DNA molekülleri, rekombinasyon enzimleri 

eksprese eden konakçı hücrelerde kesin olarak değiştirilmektedir. E. coli'de 

rekombinasyon için sıklıkla Lambda (λ) red rekombinasyon fajının fonksiyonlarından 

faydalanır (Datsenko ve Wanner, 2000 ve Murphy, 1998). Lambda (λ) red genleri: 

Exo, Bet ve Gam red rekombinasyonunda çok önemli bir rol oynamaktadır. Exo, lineer 

dsDNA'nın 5 ucunu bozmakta ve Bet, Exo'nun oluşturduğu ssDNA'nın hücrede 

tamamlayıcı bir hedefe bağlanmasını desteklemektedir (Kuzminov, 1999; 

Murphy,1998; Poteete ve Fenton., 2000 ve Yu ve ark., 2000). Gam geni, lineer 

DNA'nın (PCR ürünü) bozulmaması için E. coli’nin RecBCD ve SbcCD eksonükleaz 

aktivitesini inhibe etmektedir (Karu, 1975; Murphy, 1991 ve Murphy, 1998). 

 

       Lambda (λ) red plazmidi, arabinoz-indükleyebilen promotörün kontrolü altında 

eksprese edilen lambda genlerini (gam, exo, ve beta) içeren, sıcaklığa duyarlı, 

antibiyotik direnç geni (ampisilin ve tetrasiklin gibi) içeren ve düşük sayıda DNA 

kopyasına sahip bir plazmittir (Şekil 1.3.). 

 

.  

Şekil 1.3. E. coli genomunun modifikasyonunda kullanılan pREDIA plazmidi (Yang ve ark., 2014). 
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       Genelde, PCR’da şablon olarak, rekombinasyon aşamasında PKD3 

(kloramfenikol) ya da PKD4 (kanamisin) plazmidleri kullanılmaktadır. Şekil 1.4.’te 

gösterildiği gibi, PKD3, FRT bölgeleri ile çevrili cat kaseti, antibiyotik direnç genleri 

(kloramfenikol ve ampisilin), ve promotör içeren bir şablon plazmittir (Datsenko ve 

Wanner, 2000).   

 

 

Şekil 1.4. Rekombinasyon aşamasında kullanılan olan PKD3 plazmidi. 

        

       Rekombinasyon için kullanılan lineer DNA fragmentleri, bir antibiyotik direnç 

markerini çevreleyen PCR fragmentleri ile üretilebilmektedir. E. coli kromozomuna 

homolojiye sahip olmayan üç π-bağımlı plazmidin (örn. pKD3) hedef geninin kısa 

homoloji bölgeleri (genelde 36 ila 50 bp) ile çevrili seçici bir marker üreten PCR 

amplifikasyonunda şablon olarak kullanılması için tasarlanmaktadır. Sadece 

modifikasyonu taşıyan koloniler agar plaklarındaki antibiyotik seçiminde 

üreyebilmektedir (Datsenko ve Wanner, 2000).  
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        1.9.1.2. Daha Önce Yapılmış Mutasyon Çalışmaları 

       

        Mutasyonların prensibi iki genel kategoriye ayrılır: metabolik fonksiyonlar veya 

virülans faktörleridir. En yaygın çalışılan metabolik olarak zayıflatılmış suşlar, 

defektif aromatik amino asitleri (örn. aroA veya aroC ve aroD), defektif purinler (örn. 

purA, purE), defektif adenilat siklaz (örn. cya), veya defektif siklik AMP reseptör 

proteini (crp). Virülans-attenüe mutant aşılarda ise iki bileşenli düzenleyici sistem 

phoP/phoQ veya Salmonella patojenite adası 2 (SPI2) kullanılarak mutasyon 

oluşturulmaktadır (Gamazo ve Irache, 2007). 

 

       Birçok çalışmada S. Enteritidis atenüasyonu sağlamak amacıyla farklı genler 

üzerinde defektler yapılmıştır. AroA geni, glikolizi doğrudan aromatik amino asitlerin 

sentezine bağlayan “shikimate” yolun bir parçasıdır (Bentley ve Haslam., 1990). Bu 

nedenle aroA'nın silinmesi ile birlikte aromatik amino asitlerin eksikliğine bağlı 

Salmonella okzotrofik hale gelmekte ve aroA eksikliği olan Salmonella suşlarının 

oldukça zayıfladığı tahmin edilmektedir (Hoiseth ve Stocker, 1981). 

 

       Salmonella genlerinin büyük bir kısmı, Salmonella patojenite adaları (SPI's) adı 

verilen farklı bölgelerdeki kromozomda kümelenmektedir. Yaklaşık olarak 21 

Salmonella patojenite adası (SPI's) tespit edilmiştir (Amanda ve ark., 2012). 

Salmonella'nın hücrelere invazyonu SPI-1'de bulunan tip III salgılama sistemi (T3SS) 

ile sağlanmaktadır (Baumler ve ark., 1996 ve Marcus ve ark., 2000). Civcivlerin SPI-

1 mutantı ile aşılamasından sonra inflamatuar bir yanıt vermeden S. Enteritidis saha 

suşuna karşı koruyucu bağışıklığı sağlanmıştır (Marta ve ark; 2015). İnsan intestinal 

epitel hücreleri (Caco-2) kullanılarak yapılan bir in vitro analizde, SPI-1 mutant 

suşunun saha suşundan daha az invazif olduğu ve eprüvasyon testinde SPI-1 mutant 

ile aşılanmış kanatlılarda sistemik enfeksiyonunun geciktiği saptanmıştır (Taseen ve 

ark; 2009). SPI-1 defektif bazı suşların, oral yol ile murin tifosuna neden olma 

yetenekleri büyük ölçüde azalmıştır (Penheiter ve ark., 1997). Başka bir çalışmada, 

SPI-1 ve SPI-2'nin tavuklarda kolonizasyon için S. Enteritidis'in en önemli iki 

patojenik adası olduğu bildirilmiştir (Rychlik ve ark; 2009 ve Matulova ve ark; 2012). 
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Kanatlı hayvanların SPI-1-lon-fliC mutant ile oral aşılanmasından sonra suşun etkinlik 

testlerinde attenüe ve immünojenik olduğu bulunmuştur. Aynı zamanda aşılı 

tavukların enfekte tavuklardan serolojik olarak ayırt edilmesi sağlanmıştır (Marta ve 

ark., 2013).  

 

       Birçok çalışmada, flagellaya bağlı bakteriyel motilitenin adezyon veya invazyon 

için önemli olduğu bulunmuştur (Allen ve Woodward, 1999b; Jones ve ark., 1992 ve 

Khoramian ve ark., 1990). Salmonella serovarlarının çoğu, H1 (faz 1 fliC) ve H2 (faz 

2, fljB) flagellin olarak adlandırılan ve antijenik olarak birbirinden farklı iki filament 

proteinine sahiptir (Kutsukake ve ark., 1990 ve Macnab ve ark., 1996). Salmonella, 

her iki proteini de kodlamakta, ancak aynı anda eksprese etmemektedir (Amanda ve 

ark., 2012). Ancak S. Enteritidis'in sadece fliC genini içerdiği kanıtlanmıştır (Van 

Asten ve ark., 1995). Çalışmalardan birisinde, flagella barındırmayan mutant suşların, 

saha suşuna göre daha az bağlanma gösterdiği kanıtlamıştır (Allen ve Woodward, 

1999a). Başka bir araştırmada, invazyon açısından S. Enteritidis fliC mutant suşu, saha 

suşundan 50 kat daha az bulunmuş (Fons ve ark., 2000) ve farklı bir çalışmada, fliC 

mutant suşunun attenüe olduğu saptanmıştır (Craig ve Jean, 2001). FliC'nin silinmesi, 

ticari olarak temin edilmiş ELISA kiti kullanılarak aşılanmış tavukların enfekte olmuş 

tavuklardan ayırt edilmesini sağlamıştır (Ulrich ve ark., 2011 ve Marta ve ark., 2013).  

        

       InvH bir dış membran lipoproteinidir ve Salmonella suşlarında T3SS'nin önemli 

bir parçasıdır (Altmeyer ve ark., 1993 ve Galan ve Watz, 2006). InvH'nın, 

Salmonella'nın patojenitesi, makrofajların lizisi, birkaç proteinin salgılanması, 

salgılayıcı ve enflamatuar immün yanıtları ve T3SS'nin bir kısmının lokalizasyonu için 

gerekli olduğunu bildirilmiştir (Daefler ve Russel, 1998 ve Kimbrough ve Miller, 

2002). Ayrıca, InvH Salmonella'nın epitelyal hücrelere bağlanmasında ve konakçı-

hücre etkileşiminde rol oynadığını göstermektedir (Altmeyer ve ark., 1993). S. Dublin 

ve S. Typhimurium invH mutant suşlarının invazyonu, MDCK ve Int 407 hücre kültürü 

deneyleriyle test edilmiş ve bulgularda her iki hücre kültüründe invazyonun azaldığı 

gözlenmiştir (Watson ve ark., 1995). Bir araştırmada, in-vitro çalışmalarda, S. 

Typhimurium invH mutant suşunun invazyonunun saha suşunun invazyonuna kıyasla, 



16 
 

% 70-80'e düştüğü ve invH-ssaV çift mutant suşunun saha suşuna kıyasla Sip 

(Salmonella invasion protein) efektörünün salgılanmasını azalttığını göstermiştir (Pati 

ve ark., 2013). 

 

       Hücre içi proteoliz, stres kaynaklı proteinler olarak bilinen olan, Lon, Clp 

familyası, HslUV ve FtsH dahil olmak üzere, dört enerjiye bağlı proteaz tarafından 

başlatılmaktadır (Akiko ve ark., 2002). Clp proteaz, Lon ile birlikte hücrede protein 

degradasyonunun % 80'ini oluşturan ATP'ye bağlı proteazlardan biridir (Thomsen ve 

ark., 2002). Clp kompleksi arasında, ATP hidrolizini gerektiren bir işlemde peptitleri 

parçalayan ve yanlış katlanmış proteinlerin parçalanmasında rol oynayan proteolitik 

bir bileşen olan ClpP bulunmaktadır (Nicholas ve ark., 2008). Önceki çalışmalarda, 

ClpP eksikliğinin farelerde virülans azalmasına, Salmonella patojenite adası 1'in 

(SPI1) ve SPI4 virülans genlerinin transkripsiyonunun azalmasına neden olduğunu 

gösterilmiştir (Ran ve ark., 2018). 

 

       Salmonella proteini tirozin fosfataz (SptP), Salmonella patojenite adalarında (SPI-

1) kodlanmış bir Salmonella T3SS efektör proteinidir. Bu protein, tirozin fosfataz ve 

GTPaz aktive edici protein (GAP) içermekte, konakçı hücre fizyolojisini değiştirmekte 

ve hücrede bakteriyel yaşamı desteklemektedir (Fu ve Galan, 1999 ve Kaniga ve ark., 

1996). SptP, interlöykin-8'in üretimini bastırmakta ve bunun sonucu olarak Salmonella 

invazyonu ve hücre içi replikasyonu desteklemektedir (Haraga ve Miller, 2003 ve Lin 

ve ark., 2003). S. Enteritidis sptP mutant suşunun farelerde immünojenik ve güvenli 

olduğu, hem in vivo hem de in vitro olarak bakteriyel kolonizasyonu azalttığı 

bildirilmiştir (Lin ve ark., 2017).  

 

       Ayrıca, Salmonella attenüasyonu için yapılan farklı çalışmalarda, lon, aroD, 

ompR ve htrA (Karasova ve ark., 2009), HupAB (Milanez ve ark., 2018), phoPfliC 

(Ulrich ve ark., 2011), hilAssrAfliG (De Cort ve ark., 2015) ve Lon-cpxR (Rahul ve 

ark., 2011) gibi genlerde delesyonlar yapılmıştır. 
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       1.9.2. İnaktif Aşılar 

 

       İnaktif aşılarda fiziksel (ısı) veya kimyasal maddeler (ß- propiolakton, 

glutaraldehit veya formaldehit) kullanılarak tüm organizma inaktif hale getirilmektedir 

(Gamazo ve Irache, 2007). 

 

       İnaktif aşılar, ilk kez atlarda salmonellozun kontrolü için başarıyla kullanılmıştır. 

Daha sonra, S. Typhimurium, S. Abortusequi, S. Dublin, S. Virchow, S. Gallinarum, 

ve S. Enteritidis inaktif aşıları geliştirilmiştir. Ancak, canlı ve inaktif aşıların 

karşılaştırmalı analizinde, yalnızca yüzey antijenlerin bulunması sebebiyle eksik bir 

koruyucu antikor yanıtı vermesi, salmonellozda gereken uzun süreli koruma için 

önemli olan hücresel yanıtı vermemesi, ve mukozal yüzeylerdeki salgılayıcı 

immünoglobulin (sIgA) üretimini sağlamaması gibi nedenlerle inaktif aşıların 

etkisinin canlı aşıların etkisinden daha az olduğu tespit edilmiştir (Singh, 2009). 

      

 

       1.9.3. Subünit Aşılar  

 

       Subünit aşılar, bakterinin immünodominant bileşenlerini içeren aşılardır. 

Patojenin, sentetik peptitlerinin ham veya saflaştırılmış ekstraktlarından 

hazırlanmakta, veya rekombinant DNA teknolojisi kullanarak, saf DNA veya RNA 

kullanımıyla elde edilmektedir (Gamazo ve Irache, 2007). Salmonella'nın yaygın 

hücre altı bileşenleri, dış membran proteinleri (OMP), porinler, toksinler, ve ribozomal 

fraksiyonları gibi antijenik ürün, yapı ve komponentleri bu tür aşıların 

geliştirilmesinde kullanılmaktadır (Singh, 2009). 
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       1.10. Kontrol 

 

       İnsanlarda salmonellozun kontrolü için, gıda hijyeni, tüketime hazır ve/veya 

işlenmiş gıdaların kontrolü ile tavuklarda enfeksiyon kontrolü gerekmektedir (Ehuwa 

ve ark., 2021). 

 

       Kanatlı hayvanlarda ise, güvenlik önlemleri, kesim öncesi (örneğin: çiftlikte), 

kesim esnasında (örneğin: kesimhaneye nakliye ve kesim hattında) ve kesim sonrası 

(örneğin: işleme ve hazırlık sırasında) olmak üzere farklı aşamalarda önlemler 

alınabilmektedir. Ayrıca, salmonelloz kontrolü için biyogüvenlik önlemleri, 

Salmonella içermeyen kanatlı yemleri ve içme suları, ek olarak aşılama, ve 

kolonizasyon-inhibisyon uygulamaları gerekmektedir (De Cort, 2015). 

        

       Bu tezin amacı, bakterinin virülens antijenlerini kodlayan genlerde delesyon 

yaparak, kanatlı hayvanlarda aşı potansiyeli olan Salmonella Enteritidis aroA ve ClpP 

mutant suşlarının geliştirilmesi ve in vitro koşullarda özelliklerinin karşılaştırılmasıdır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 
 

1. GEREÇ VE YÖNTEM 

      2.1. Gereç  

       

 

      2.1.1. Salmonella Enteritidis Suşları 

 

       Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı’nda kanatlı 

kümeslerinin altlık örneklerinden izole ve identifiye edilen ve daha önce pulsed field 

jel elektroforezi ile tiplendirilen SEI-WT (kod: Düzce 138-10635) ve SEIII-WT (kod: 

Sultanbey 9699C) Salmonella Enteritidis suşları kullanıldı. Bu suşlardan SEI-WT suşu 

mutantları oluşturmak için, SEIII-WT suşu ise genotipik değerlendirme için seçildi.  

 

 

 

       2.1.2. Besiyerleri 

 

 

       2.1.2.1.  Luria Bertoni (LB) Broth-Lennox (LAB-İngiltere) 

        
 
       Tripton 10 g, maya ekstraktı 5 g, sodyum klorid 5 g. Besiyeri içeriği distile su ile 

1000 ml’ye tamamlandı. Sterilizasyon işleminden önce pH 7,0 ± 0,2’ye ayarlandı. 

Otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edildi. Soğutulduktan sonra +4°C’te saklandı. 

 

 

 

       2.1.2.2. Luria Bertoni (LB) Agar-Lennox (LAB-İngiltere) 

 
        

       Tripton 10 g, maya ekstraktı 5 g, sodyum klorid 5 g, agar 15 g. Besiyeri içeriği 

distile su ile 1000 ml’ye tamamlandı. Sterilizasyon işleminden önce pH 7,0 ± 0,2’ye 

ayarlandı. Otoklavda 121°C’de 15 dk steril edildi. Katı besiyerleri 47°C’ye 

soğutulduktan sonra petrilere dağıtıldı.  
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       2.1.2.3. Ampisilin içeren (50 μg/mL) LB Broth-Lennox (LAB-İngiltere) 

 
 
       Tripton 10 g, maya ekstraktı 5 g, sodyum klorid 5 g. Besiyeri içeriği distile su ile 

1000 ml’ye tamamlandı. Sterilizasyon işleminden önce pH 7,0 ± 0,2’ye ayarlandı. 

Otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edildi. Soğutulduktan sonra 50 μg/mL olacak 

şekilde ampisilin selektif supplement (Oxoid-Thermo Fisher, USA) eklendi ve 

+4°C’de saklandı. 

 

 

       2.1.2.4. Kloramfenikol içeren (100 μg/mL) LB Agar-Lennox (LAB-İngiltere) 

 
 

       Tripton 10 g, maya ekstraktı 5 g, sodyum klorid 5 g, agar 15 g. Besiyeri içeriği 

distile su ile 1000 ml’ye tamamlandı. Sterilizasyon işleminden önce pH 7,0 ± 0,2’ye 

ayarlandı. Otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edildi. Katı besiyerleri 47°C’ye 

soğutulduktan sonra 100 μg/mL olacak şekilde kloramfenikol selektif supplementi 

(Oxoid-Thermo Fisher, USA) eklendi ve petrilere dağıtıldı. 

 

 

       2.1.2.5. Nutrient Agar (Merck, Almanya) 

 
 

       Et peptonu 5 g; Et ekstraktı 3 gr; Agar 12 gr. Besiyeri distile su içinde ısıtılarak 

eritildi, otoklavda 121°C 'de 15 dakika sterilize edildi ve 45-50°C'ye soğutulup steril 

petrilere döküldü. 

 

 

       2.1.2.6. Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) Agar (Neogen- İngiltere)  

 
 
       Maya ekstraktı 3 g, sodyum klorid 5,0 g, ksiloz 3,75 g, laktoz 7,5 g, sükroz 7,5 g, 

L-lizin hidroklorid 5 g, sodyum tiyosülfat 6,8 g, ferrik amonyum sitrat 0,8 g, fenol 

kırmızısı 0,08 g, sodyum deoksikolat 1 g, agar 13 g. Besiyeri içeriği distile su ile 1000 
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ml’ye tamamlandı. Sık sık karıştırılarak hızlıca kaynama noktasına getirildi ve hemen 

45-50°C’lik bir su banyosuna koyuldu. Soğutulduktan sonra petrilere dağıtıldı. 

 

 

 

       2.1.2.7. Mueller-Hinton (MH) Agar (Merck, Almanya) 

 

       Et infüzyonu 2 g, kazein hidrolizatı 17,5 g, nişasta 1,5 g, agar 13 g. Besiyeri 1000 

ml distile su içinde ısıtılarak eritildi, otoklavda 121°C’de 10 dakika sterilize edildi. 45-

50°C’ye soğutulduktan sonra steril petrilere döküldü.  

 

 

 

       2.1.2.8. Mueller-Hinton (MH) Broth (Merck, Almanya) 

 

       Et infüzyonu 2 g, kazein hidrolizatı 17,5 g, nişasta 1,5 g. Besiyeri 1000 ml distile 

su içinde ısıtılarak eritildi, otoklavda 121°C’de 10 dakika sterilize edildi. 

Soğutulduktan sonra +4 oC’de saklandı. 

 

 

 

       2.1.2.9. Modifiye Edilmiş Rappaport Vassiliadis (MSRV) Yarı Katı Besiyeri 

(Merck, Almanya)  

 

       Hayvan ve bitki dokusunun enzimatik sindirimi 4,6 g, Kazein Hidrolizat 4,6 g, 

NaCl 7,3 g, KH2PO4 1,5 g, anhydrous MgCl2 10,9 g, Malakit Yeşil Oksalat 0,04 g, 

agar 2,7 g, novobiocin sodyum supplement tuzu 0,01 g. MSRV yarı katı besiyeri ISO 

6579 protokoluna göre hazırlandı. Besiyeriden 15,8 g alındı ve 500 ml distile su içinde 

çözüldü. Sık sık çalkalanarak kaynanan suda eritildi. Bir şişe MSRV selective 

supplement’in liyofilizatı, 1 ml steril, saf su eklenerek çözüldü ve besiyerine eklendi. 

45-50°C’ye soğutulduktan sonra petrilere döküldü. 
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       2.1.2.10. Super Optimal Broth with Catabolite Repression (SOC) Broth 

Besiyeri (ABD) 

         

       Tripton: 20 g, maya ekstraktı: 5 g, NaCl: 0,5 g, MgSO4: 0,96 g, Glikoz: 3,6 g, 

KCl: 0,186 g. Besiyeri içeriği distile su ile 1000 ml’ye tamamlandı. Sterilizasyon 

işleminden önce pH 7,0 ± 0,2’ye ayarlandı. Otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edildi 

ve +4’°C de saklandı. 

 

 

       2.1.3. Ticari Kitler, Tampon Solüsyonlar ve Çözeltiler 

 
 
Çizelge 2.1. Testlerde Kullanılan Ticari Kitler, Tampon Solüsyonlar ve Çözeltiler. 
 

No. Kitler/ Tampon solüsyonlar/ Çözeltiler/ Kimyasallar Üretici Firma Orijini 
1. MicrogenTM GnA+B-ID System Microgen Bioproducts İngiltere 
2. GeneJET PCR Purification Kit Thermo Fisher ABD 
3. GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher ABD 
4. PCR Master Mix (2X) Thermo Fisher ABD 
5. UltraPure™ Agarose Thermo Fisher ABD 
6. Tris Borate EDTA Buffer (TBE, 10X) Thermo Fisher ABD 
7. Phosphate Buffered Saline (PBS) Oxoid İngiltere 
8. Egg Yolk Tellurite Merck Almanya 
9. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) Thermo Fisher ABD 

10. Domuz Serumu Thermo Fisher ABD 
11. L-(+)-Arabinose 99% Sigma-Aldrich ABD 
12. Glycerol 99.5% Sigma-Aldrich ABD 
13.  Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)  Sigma-Aldrich ABD 
14. Trypsin-EDTA Sigma-Aldrich ABD 
15. Fetal Bovine Serum Sigma-Aldrich ABD 
16. BSA, Molecular Biology Grade New England Biolabs ABD 

17. N-Lauroylsarcosine sodium salt 94% Sigma-Aldrich ABD 
18. SeaKem® Gold Agarose Lonza Bioscience İsviçre 

19. Sodium Dodecyl Sulphate VWR ABD 

20. TİO ÜRE Labshop Türkiye 

21. TRIS borate- EDTA  Sigma-Aldrich ABD 

22. Ethidium Bromide Sigma-Aldrich ABD 

23. SYBR Safe-DNA Gel Stain Thermo Fisher ABD 
24. Cell Suspension Buffer Sigma-Aldrich ABD 
25. Proteinase K New England Biolabs ABD 

26. TE Buffer Thermo Fisher ABD 

27. DpnI (10 U/ µL) Thermo Fisher ABD 
28. XbaI (10 U/ µL) Thermo Fisher ABD 
29. 100 bp DNA Ladder Himedia Hindistan 
30. 1 kb Plus DNA Ladder Invitrogen ABD 
31. 1 kb/1000bp DNA Ladder GeneON Almanya 
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32. 10X Fast Digest Buffer Thermo Fisher ABD 
33. S. Braenderup (H9812) Standard  ATCC ABD 
34. Triton X-100 Sigma-Aldrich ABD 
35. Gentamicin Solution  

(Cell Cultured Tested) 
Sigma-Aldrich ABD 

        

 

       2.1.4. Cihaz ve Ekipmanlar 

 

Çizelge 2.2. Testlerde Kullanılan Cihaz ve Ekipmanlar. 
 

No. Ekipmen/Cihaz Üretici Firma Orijini 
1. Soğutmalı Santrifüj Z 366 K Hermle Almanya 

2. Spektrofotometre  
(BD PhoenixSpec™nephelometer) 

BD ABD 

3. Isı Bloğu Bio TDB-100 Letonya 
4. Hassas Terazi Scaltec ABD 
5. Vorteks Fine Vortex Kore 
6. Nano-Drop 2000 Spektrofotometre  Thermo-Scientific ABD 
7. ARKTIK PCR Cihazı Thermo-Scientific ABD 
8. Jel Elektroforez Ünitesi Thermo-Scientific ABD 
9. Güç Kaynağı  

(WEALTEC ELITE 300 Plus Power Supply) 
WEALTEC ABD 

10. PFGE CHEF-DR III Bio-Rad ABD 
11. MicroPulser Electroporator Bio-Rad ABD 

12. Görüntüleme Cihazı SYNGENE ABD 
13. Safe 2020 Biyolojik Güvenlik Kabini Thermo-Scientific ABD 
14. pH Metre Model 420A Hollanda 

 

 

       2.1.5. Plazmidler 

 

       Bu çalışmada S. Enteritidis mutant suşları oluşturmak için Gene Bridges 

firmasından temin edilen pRedET (ampisilin) ve Nova Lifetech firmasından elde 

edilen PKD3 (kloramfenikol) plazmidler kullanılmıştır.  

 

 

 

       2.1.6. PCR Primer Çiftleri 

  

       Tezde kullanılan primerler NCBI Primer-BLAST web sitesi kullanılarak 

tasarlanmıştır. Primerler Sentebiyolab firmasında sentezlettirildi. 
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Çizelge 2.3. Primer Çiftleri. 
 

Gen Primer Oligonükleotid Dizisi Ürün Referans 
Gam +P3-F 5’TAGCGGATCCTACCTGAC‘3  

596 bp Ran ve ark., 2018 
+P4-R 

 

5’ATCAGTTCCTGTGGGTCG‘3 

aroA 

*aroA 45F 

5’ATGGAATCCCTGACGTTACAACCCA 

TCGCGCGGGTCGATGGCGCCGTGTAGGCT

GGAGCTGCTTC ‘3 

 

 

1104 bp 

Bu Çalışmada 

*aroA 45R 

5’TTAGGCAGGCGTACTCATTCGCGCCAGT

TGTTCGAAATAATCAGGCATATGAATATC

CTCCTTAG’3 

**aroAF_CTR 5’TCTATCTATAACGCCATGCC’3 1652 bp 

(WT), 

1470 bp 

(mutant) 

Karasova ve ark., 

2009 **aroAR_CTR 

5’ATTCACGCCATTTTTACATC’3 

++aroAF_CTR 
5’TCTATCTATAACGCCATGCC’3  

 

0 bp 

(WT), 

428 bp 

(mutant) 

Karasova ve ark., 

2009 

++CM-R 

5’TTTTCACCATGGGCAAATAT’3 

Bu Çalışmada 

****aroA-F 5’TGAAAACCTTTGGCGTGGAG’3 177 bp 

(WT), 

0 bp 

(mutant) 

Bu Çalışmada 
****aroA-R 

5’GGCCAATTCCGGTCACTTTT’3 

ClpP 

*P1-F 

5’TTGTTATGCTTGAATTATGGCGATGCCG
TACCCATTACAGAGGGACTGGCTGATAAT

AGCGATTGTGTAGGCTGGAG’3 

 

 

 

1166 bp 
 

Ran ve ark., 2018 

*P2-R 
5’TCAATTACGATGGGTCAAAATTGAGTCA
ACCAAACCGTACTCTACCGCTTCAGGCGC

TTAACGGCTGACATGGGAATTAG’3 

**P5-F 5’GCTTGAATTATGGCGATGC’3 728 bp 

(WT), 

1152 bp 

(mutant) 

Ran ve ark., 2018 
**P6-R 

5’ACGATGGGTCAAAATTGAGTC’3 

++P5-F 5’GCTTGAATTATGGCGATGC’3 0 bp 

(WT), 

291 bp 

(mutant) 

Ran ve ark., 2018 

++CM-R 

5’TTTTCACCATGGGCAAATAT’3 

Bu Çalışmada 
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*: Lambda red rekombinasyonda kullanılan primerler. Şablon olarak kullanılmış olan PKD3 plazmidin 

dizisinin altı çizilmiştir. **: Dış konfirmasyon primerleri (Tüm PKD3 kaseti amplifiye etmek için). ++: 

Konfirmasyon primerleri (Genomda pKD3 kasetinin 5' ucunu tespit etmek için kullanılmıştır). ****: 

aroA genini iç primerleri. +: pRedET plazmidin transformasyonu olup olmadığını tespit etmek için 

kullanılan konfirmasyon primerleri.  

 

 

       2.2. Yöntem 

        

       2.2.1. Mutantların Oluşturulması 

        

       S. Enteritidis’in saha tipi suşlarının (SEI-WT) mutantları Datsenko ve Wanner 

(2000)’ın  yöntemine göre ClpP ve aroA genlerinin delesyonu ile elde edildi. 

 

 

 

       2.2.1.1. Elektrokompetent SEI-WT Suşunun Oluşturulması ve pRedET 

Plazmidinin Transformasyonu 

 

       LB agarda üretilmiş SEI-WT suşundan bir koloninin 10 ml LB brotha ekim yapıldı 

ve gece boyunca 37°C'de inkübe edildi. Kültürden 50 µl’lik hacim, 50 ml LB broth 

içeren bir falkon tüpüne inoküle edildi ve 37°C’de 200 rpm'de çalkalanarak inkübe 

edildi.  OD600, 0,5'e (~2 saat) ulaştığında kültür, 30 dakika buzda bekletildi. Sonra, 

kültür 4°C'de 15 dakika 4500 rpm’de santrifüj edildi. Süpernatant atıldıktan sonra pelet 

1 kez soğuk steril distile su ile, 2 kez soğuk steril %10 gliserol ile yıkandı. Pelet, 500 

µl steril soğuk %10 gliserol ile çözüldü ve önceden soğutulmuş 5 adet eppendorf 

tüpüne (her biri 100 µl) dağıtıldı. Elektro-kompetent bakterileri içeren eppendorf 

tüplerinden birisi transformasyon için kullanılmış ve diğer tüpler -80°C'de saklandı. 

pRedET plazmidinden 2 µl (40 ng), 100 µl elektro-kompetent bakteriye aktarıldı ve 

15 dakika buzda bekletildi. Bakteriler, 0.1 cm'lik bir elektroporasyon küvetine 

aktarıldı. Plazmidin transformasyonu için 1800 V'ta elektroporasyon yapıldı ve 30 
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dakika buzda bekletildi. Bakteri, 900 µl SOC besiyeri içeren bir eppendorf tüpüne 

aktarıldı ve 30°C'de 2 saat inkübe edildi. Kültür santrifüj edildi ve süpernatantdan 900 

µl atıldı. Pelet içeren kalan 100 µl, ampisilinli LBA besiyeri (50 μg /ml) içeren petrilere 

dağıtıldı ve gece boyunca 30°C'de inkübe edildi. Üremiş kültürden tek bir koloni alındı 

ve yeni ampisilinli LBA (50 μg /ml) besiyerine ekim yapıldı.  

 

 

 

       2.2.1.1.1. pRedET plazmidin Ekstraksiyonu ve Transformasyonun PCR ile 

Doğrulanması 

        

 

       2.2.1.1.1.1. Plazmidin Ekstraksiyonu 

 

       pRedET plazmidin ekstraksiyonu GeneJET Plazmid Miniprep Kiti (Thermo-

Scientific) ile kitin önerdiği koşullar doğrultusunda yapıldı: 

 

       Ampisilinli LB agarda üretilmiş transforme suşundan bir koloni sterilize edilen 

öze ile alınarak 5 ml LB brotha ekimi yapıldı ve gece boyunca 30°C'de inkübe edildi. 

Kültür oda sıcaklığında 2 dakika 8000 rpm santrifüj edildi ve süpernatant atıldı. Pelet 

250 µl süspansiyon tamponunda süspanse edildi ve mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı. 

250 µl lizis tamponu eklendi ve karıştırıldı. 350 µl nötralizasyon solüsyonu eklendi ve 

karıştırıldı. Karışım 5 dakika santrifüj edildi. Süpernatant GeneJET kolonuna aktarıldı 

ve 1 dakika santrifüj edildi. Süzüntü atıldı ve kolon aynı toplama tüpüne geri 

yerleştirildi. 500 µl yıkama tamponu eklendi ve 1 dakika santrifüjlendi. Süzüntü atıldı 

ve kolon aynı toplama tüpüne geri yerleştirildi. Kolon yeni bir mikrosantrifüj tüpüne 

yerleştirildi ve 50 µl elüsyon tamponu eklendi. Kolon 2 dakika oda sıcaklığında 

bırakıldı ve 2 dakika santrifüj edildi. Kolon atıldı ve plazmid DNA'yı içeren 

mikrosantrifüj tüpü -20°C'de saklandı. 
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       2.2.1.1.1.2. Transformasyonun PCR ile Doğrulanması 

 

       PCR reaksiyonunda forward P3 ve reverse P4 primer çifti kullanılarak Gam 

genindeki 596 bazlık hedef bölge çoğaltıldı. PCR reaksiyonu karışımı örnek başına 2X 

PCR master mix 12,5 µl, forward primer 1 µl, reverse primer 1 µl, moleküler saflıkta 

su 8,5 µl, ve plazmid ekstraksiyonudan elde edilen kalıp DNA 2 µl olarak reaksiyona 

eklendi. Reaksiyon karışımlarının hazırlanması süresince kuru buz üzerine çalışıldı. 

Kalıp DNA'nın çoğaltılması aşaması önceden programlanmış olan thermal cycler'da 

95°C 5 dakikalık ön denatürasyondan sonra 95°C 20 saniye denatürasyon, 51°C 1 

dakika primer bağlanması, 72°C 90 saniye ektensiyon şeklinde toplamda 35 siklusta 

gerçekleştirildi. Son siklusu takiben 72°C 'de 10 dakikalık final ekstensiyon 

aşamasının ardından örnekler agaroz jel elektroforezinde incelendi. 

 

 

       2.2.1.1.1.2.1. PCR Ürünün Görüntülenmesi 

 

 

       2.2.1.1.1.2.1.1. Agaroz Jel Elektroforezi 

 

       Amplifiye edilmiş olan örneklerin elektroforezinde %1’lik yoğunlukta agaroz jel 

kullanıldı. Bunun için 1 g agaroz 100 ml TBE tamponu (1X konsantrasyonda) içeren 

bir erlenmayere konuldu. Mikrodalga fırında 1.5 dakikada kaynatılılarak eritildi. 

Soğutulduktan sonra içerisine SYBR safe stain (10 µl) eklenerek karıştırıldı ve tarak 

yerleştikten sonra yatay elektroforez cihazının kalıbına döküldü. Agaroz gel 

katılaştıktan sonra tarak dikkatli bir şekilde çıkarıldı. 

 

       2.2.1.1.1.2.1.2. Jelin Görüntülenmesi 

 

      Agaroz jelin katılaşmasından sonra elektroforez tankına konuldu ve üzerine 1X 

TBE tamponu döküldü. Negatif kontrol dahil olmak üzere her numuneden 12 µl, 2 µl 

6X yükleme boyasıyla karıştırıldı ve jelin gözlerine ayrı ayrı yüklendi. Son göze 10 µl 
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marker (Invitrogen1 kb plus DNA Ladder) eklendi. Jel 180 V'de 45 dakika 

elektroforeze edildi. Elektroforezin sonunda jel SYNGENE görüntüleme cihazında 

görüntülendi. Spesifik bant veren numuneler başarıyla transforme edilmiş kabul edildi 

ve 'SEI-WT-RedET' olarak adlandırıldı. 

 

 

 

       2.2.1.2. Homolog Uçlu Lineer DNA Kasetinin Amplifikasyonu 

 

       Bu çalışmada PCR ile iki kaset (aroA ve ClpP homolog uçları olan lineer DNA) 

çoğaltıldı. , Her iki kasetin çoğaltması, ClpP geninin delesyonu için P1-F ve P2-R 

primer çifti ve aroA geninin delesyonu için aroA 45F ve aroA 45R primer çifti 

kullanılarak Datsenko ve Wanner (2000)’ın yöntemine göre gerçekleştirildi. Şablon 

olarak kullanan pKD3 plazmidi, ClpP geni için ClpP-PKD3 kaseti (1166 bp) ve aroA 

geni için aroA-PKD3 kaseti (1104 bp) oluşturuldu. 

 

       AroA-PKD3 kaseti oluşturmak için, PCR reaksiyonu karışımı örnek başına 2X 

PCR master mix 12,5 µl, forward primer 1 µl, reverse primer 1 µl, moleküler saflıkta 

su 10 µl, ve PKD3 plazmidinden 0,5 µl olarak karışım yapıldı. ClpP-PKD3 kaseti 

oluşturmak için, PCR reaksiyonu karışımı örnek başına 2X PCR master mix 12,5 µl, 

forward primer 2,5 µl, reverse primer 2,5 µl, moleküler saflıkta su 7 µl, ve PKD3 

plazmidinden 0,5 µl (50 ng) olarak karışım yapıldı. Her kaset için toplam 20 PCR 

reaksiyonu hazırlandı. Reaksiyon karışımlarının hazırlanması süresince kuru buz 

üzerine çalışıldı. 

 

       Kasetlerin çoğaltması için, önceden programlanmış olan thermal cycler'da 

95°C’de 7 dakika  ön denatürasyonun ardından 98°C 10 saniye denatürasyon, 55°C 30 

saniye primer bağlanması, 72°C 2 dakika ektensiyon şeklinde toplam 35 siklusta 

gerçekleştirildi. Son siklusu takiben 72°C 'de 10 dakikalık final ekstensiyon 

aşamasının ardından PCR ürünleri tek bir tüpte toplandı, DpnI restriksiyon enzimi 
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(Thermo-Scientific) ile muamele edildikten sonra GeneJET PCR pürifikasyon kiti ile 

saflaştırıldı ve agaroz jel elektroforezinde incelendi. 

 

 

       2.2.1.2.1. DpnI Restriksiyon Enzimi ile PKD3 Plazmid Eliminasyonu 

 

       PCR ürününde kalan PKD3 plazmidi DpnI restriksiyon enzimi (10 U/ µl) ile 

uzaklaştırıldı. Önce PCR ürünündeki DNA miktarı Nano-Drop 2000 Spektrofotometre 

cihazi ile ölçüldü ve miktarına göre DpnI restriksiyon enzimi karışımına eklendi. DpnI 

restriksiyon enziminin karışımı hazırlamak için 240 µl nükleaz içermeyen suyu, 30 µl 

10X Tango tamponu, ve 7,5 µl DpnI enzimi sterile bir mikrosentrifüj tüpünde 

karıştırıldı ve PCR ürünü (~ 30 ng/ µl) bu karışıma eklendi. Karışım 37°C'de 1 saat 

inkübe edilmesinin ardından -20°C'de saklandı. 

 

 

 

       2.2.1.2.2. ClpP-PKD3 ve aroA-PKD3 Kasetlerinin Pürifikasyonu 

 

       GeneJET PCR pürifikasyon kiti (Thermo-Scientific) ile kitin önerdiği koşullar 

doğrultusunda ClpP-PKD3 ve aroA-PKD3 kasetlerinin pürifikasyonu yapıldı. 

 

       PCR ürününe bağlama tamponu eklendi (1:1) ve karıştırıldı. Karışım, GeneJET 

saflaştırma kolonuna aktarıldı ve 1 dakika santrifüj edildi. Süzüntü atıldıktan sonra 

700 µl yıkama tamponu tüpe eklendi ve 1 dakika santrifüj edildi. Süzüntü atıldı ve 

kalan yıkama tamponunu uzaklaştırmak için boş kolon ekstra 1 dakika santrifüj edildi. 

Toplama tüpü atıldı ve kolon, yeni steril 1,5 ml'lik mikrosantrifüj tüpüne yerleştirildi. 

Kolonun ortasına 100 µl nükleaz içermeyen su konuldu ve 1 dakika santrifüj edildi. 

Son olarak, kolon atıldı ve saflaştırılmış PCR ürünü -20°C'de saklandı. 
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       2.2.1.2.3. Saflaştırılmış PCR Ürünün Görüntülenmesi 

 

 

       2.2.1.2.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi 

 

       Agaroz Jel Elektroforezi 2.2.1.1.1.2.1.1. paragrafında anlatıldığı gibi yapıldı. 

 

 

       2.2.1.2.3.2. Jelin Görüntülenmesi 

        

       Jelin görüntülenmesi 2.2.1.1.1.2.1.2. paragrafında anlatıldığı gibi yapıldı, fakat 

numuneden 2 µl, 10 µl steril distile suyunda sulandırıldıktan sonra 2 µl 6X yükleme 

boyasıyla karıştırıldı ve jelin gözeneklerine yüklendi. 

 

 

       2.2.1.3. Lineer DNA Kasetlerinin Transformasyonu  

 

       Lineer DNA kasetinin transformasyonunun amacıyla SEI-WT-RedET suşundan 

elektro-kompetent bakteri oluşturuldu. ClpP ve aroA mutanları oluşturmak için aynı 

yöntem kullanıldı. 

 

       Bunun için, ampisilinli LB agarda (50 µg/ml) üretilmiş SEI-WT-RedET suşundan 

bir koloni 10 ml ampisilinli LB brotha (50 µg /ml) ekimi yapıldı ve gece boyunca 

30°C'de inkübe edildi. %10 L-arabinoz (%99) distile suda çözdürüldü ve 0,22μm filtre 

ile steril edildi. L-arabinoz solüsyonundan 900 µl 50 ml LB broth içeren bir falkon 

tüpe ilave edildikten sonra kültürden 50 µl inoküle edildi ve 30°C’de 200 rpm'de 

çalkalanarak inkübe edildi.  OD600, 0,5'e (~2.5 saat) ulaştığında kültür, 30 dakika buzda 

bekletildi. Sonra, kültür 4°C'de 15 dakika 4500 rpm santrifüj edildi. Süpernatant 

atıldıktan sonra pelet 2 kez soğuk steril distile su ile, 2 kez soğuk steril %10 gliserol 

ile yıkandı. Pelet, 450 µl steril soğuk %10 gliserol ile çözüldü ve önceden soğutulmuş 
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5 adet eppendorf tüpüne (her biri 90 µl) dağıtıldı. SEI-WT-RedET elektro-kompetent 

bakterileri içeren eppendorf tüplerinden birisi transformasyon için kullanılmış ve diğer 

tüpler -80°C'de saklandı.  Kasetten 10 µl (1500 ng), 100 µl elektro-kompetent 

bakteriye eklendi ve 15 dakika buzda bekletildi. Bakteriler, 0,1 cm'lik bir 

elektroporasyon küvetine aktarıldı. Kasetin transformasyonu için 1800 V'ta 

elektroporasyon yapıldı ve ardından 30 dakika buzda bekletildi. Bakteri, 900 µl SOC 

besiyeri içeren bir eppendorf tüpüne aktarıldı ve 37°C'de 2 saat inkübe edildi. Kültür 

santrifüj edildi ve süpernatanttan 900 µl atıldı. Pelet içeren kalan 100 µl SOC besiyeri, 

kloramfenikollu LBA besiyeri (100 μg /ml) içeren petrilere dağıtıldı ve gece boyunca 

37°C'de inkübe edildi. Üremiş kültürden tek bir koloni alındı ve kloramfenikollu LBA 

besiyeri (100 μg /ml) içeren petrilere ekim yapıldı. 

 

 

       2.2.1.4. Suşların DNA Ekstraksiyonu ve Mutasyonların PCR ile 

Konfirmasyonu 

 

       Mutantların (ClpP ve aroA) ve SEI-WT suşlarından DNA ekstraksiyonu ve PCR 

yapıldı. 

 

 

       2.2.1.4.1. DNA Ekstraksiyonu 

 

       GeneJET genomik DNA pürifikasyon Kiti (Thermo-Scientific) ile aşağıda 

belirtilen kitin önerdiği koşullar doğrultusunda mutantların DNA ekstraksiyonu 

yapıldı. 

  

       LB agarda üremiş suşundan bir koloni 5 ml LB brota ekim yapıldı ve gece 

boyunca 37°C'de inkübe edildi. Kültürden 2 ml mikrosentrifüj tüpüne aktarıldı. Kültür 

oda sıcaklığında 10 dakika 6000 rpm santrifüj edildi ve süpernatant atıldı. Pelleti 180 

μl sindirim tamponunda yeniden süspansiyon haline getirildi, üzerine 20 μl Proteinaz 
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K eklendi ve vorteksleyerek karıştırıldı. Karışım 56°C'de yaklaşık 30 dakika 

çalkanarak inkübe edildi. RNase A solüsyonundan 20 μl eklendi ve oda sıcaklığında 

10 dakika bekletildi. Liziz solüsyonundan 200 μl eklendi ve vorteksleyerek karıştırıldı. 

400 μl %50 alkol eklendi ve vorteksleyerek karıştırıldı. Lizat GeneJET genomik DNA 

pürifikasyon kolona aktarıldı ve 8000 rpm 1 dakika santrifüj edildi. Süzüntü atıldı ve 

kolon yeni bir 2 ml'lik toplama tüpüne yerleştirildi. 500 μl yıkama tamponu I 

solüsyonundan kolona eklendi ve 10000 rpm 1 dakika santrifüj edildi. Süzüntü atıldı 

ve 500 μl yıkama tamponu II solüsyonundan kolona eklendi ve 13000 rpm 3 dakika 

sentrifüj edildi. Toplama tüpü atıldı ve kolon yeni bir 2 ml'lik mikrosantrifüj tüpüne 

yerleştirildi. Kolonun ortasına 200 μl elüsyon tamponu eklendi, 2 dakika oda 

sıcaklığında bırakıldı ve 10000 rpm 2 dakika santrifüj edildi. Kolon atıldı ve bakterinin 

DNA'sı içeren mikrosantrifüj tüpü -20°C'de saklandı. 

 

 

       2.2.1.4.2. Mutasyonların PCR ile Konfirmasyonu 

 

       Mutasyonların olup olmadığı doğrulanması için çeşitli primer çifti kullanılarak 

koloni PCR yapıldı. PCR reaksiyonunda kullanılan konfirmasyon primer çifti, PCR 

karışımı, thermal cycler programı, ve beklenen PCR ürünün uzunluğu aşağıdaki 

tabloda gösterildi. 
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Çizelge 2.4. SEI-WT ve kloramfenikol dirençli kolonilerin koloni PCR taraması.  
 

Gen 
*Primer 

Çifti 
PCR Karışımı Thermal Cycler Programı 

Beklenen PCR 

Ürünün Uzunluğu 

(bp) 

WT **Mutant 

  ClpP P5-F ve 

P6-R 

2X mastermix: 12,5 

μl, P5-F: 1 μl, P6-R: 

1 μl, nüleaz 

içermeyen suyu: 7,5 

μl, DNA: 3 μl 

Ön denatürasyon: 95oC’de 300 

saniye. 35 siklus 

(denatürasyon: 95oC’de 20 

saniye, bağlanma: 1 dakika 

47oC, ektensiyon 72oC’de 90 

saniye). Son ekstensiyon: 72oC 

10 dakika. 

 

 

 

 

 

728 

 

 

 

 

1152 

P5-F ve 

+CM-R 

2X mastermix: 12,5 

μl, P5-F: 1,5 μl, CM-

R: 1,5 μl, nüleaz 

içermeyen suyu: 7,5 

μl, DNA: 2 μl 

Ön denatürasyon: 95 oC 300 

saniye. 35 siklus 

(denatürasyon: 95 oC 20 

saniye, bağlanma: 1 dakika 45 
oC, ektensiyon 72 oC 60 

saniye). Son ekstensiyon: 72 

oC 10 dakika. 

 

 

 

 

0 

 

 

 

291 

  aroA aroAF_CT

R ve 

aroAR_C

TR     

2X mastermix: 12,5 

μl, aroAF_CTR: 1 μl, 

aroAR_CTR: 1 μl, 

nüleaz içermeyen 

suyu: 7,5 μl, DNA: 3 

μl 

Ön denatürasyon: 95 oC 300 

saniye. 35 siklus 

(denatürasyon: 95 oC 20 

saniye, bağlanma: 1 dakika 50 

oC, ektensiyon 72 oC 90 

saniye). Son ekstensiyon: 72 

oC 10 dakika. 

 

 

 

 

1652 

 

 

 

1470 
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aroAF_CT

R ve +CM-

R 

2X mastermix: 12,5 

μl, aroAF_CTR: 1,5 

μl, CM-R: 1,5 μl, 

nüleaz içermeyen 

suyu: 7,5 μl, DNA: 2 

μl 

Ön denatürasyon: 95 oC 300 

saniye. 35 siklus 

(denatürasyon: 95 oC 20 

saniye, bağlanma: 1 dakika 45 

oC, ektensiyon 72 oC 60 

saniye). Son ekstensiyon: 72 
oC 10 dakika. 

 

 

 

 

 

0 

 

 

 

 

428 

aroA-F ve 

aroA-R 

2X mastermix: 12,5 

μl, aroAF_CTR: 1 μl, 

aroAR_CTR: 1 μl, 

nüleaz içermeyen 

suyu: 6,5 μl, DNA: 4 

μl 

Ön denatürasyon: 95 oC 300 

saniye. 35 siklus 

(denatürasyon: 95 oC 20 

saniye, bağlanma: 1 dakika 55 

oC, ektensiyon 72 oC 60 

saniye). Son ekstensiyon: 72 

oC 10 dakika. 

 

 

 

 

177 

 

 

 

0 

*: ClpP rekombinantı için 2 farklı primer seti ve aroA rekombinantı için 3 farklı primer seti kullanıldı. 
**: Pozitif rekombinantlar, fonksiyonel aroA ve ClpP genleri yerine lineer kaseti içermektedir. +: 

Kloramfenikol asetiltransferaz primerinin 1. bağlanma yeri. 

 

       2.2.1.4.2.1. Rekombinantların ve SEI-WT PCR Ürünlerinin Görüntülenmesi 

 

 

       2.2.1.4.2.2. Agaroz Jel Elektroforezi 

 

       Agaroz Jel Elektroforezi 2.2.1.1.1.2.1.1. paragrafında anlatıldığı gibi yapıldı. 

 

       2.2.1.4.2.3. Jelin Görüntülenmesi 

 

       Jelin görüntülenmesi 2.2.1.1.1.2.1.2. paragrafında anlatıldığı gibi yapıldı. PCR ile 

doğrulandıktan sonra, pozitif suşlar, fonksiyonel ClpP veya aroA genleri yerine lineer 
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kaseti (Kloramfenikol) içermekte, rekombinant suşlar olarak kabul edildi ve SEI-

△ClpP:CmR, SEI-△ aroA:CmR olarak adlandırıldı. 

 

 

 

       2.2.1.5. pRedET Plazmidinin Eliminasyonu 

 

       Plazmidin eliminasyonu amacıyla 24 saatlik LB agarda üremiş rekombinant 

suşlardan tek koloni alındı, kloramfenikol içeren 3 mL LB (100 μg/ml) brotha inoküle 

edildi ve 42°C'de gece boyunca inkübe edildi. pRedET plazmidinin elimine olup 

olmadığını test etmek için, 5. pasaj yapıldıktan sonra, kültürden 100 μl ampisilin içeren 

(50 μg/ml) ve içermeyen 10 ml LB brotha ekim yapıldı ve gece boyunca 30°C'de 

inkübe edildi. Ampisilin içermeyen LB brothta üremiş ve aynı zamanda ampisilin 

içeren LB brothta ürememiş suşların pRedET plazmiti içermeyen suşu olarak 

düşünüldü. Bunu doğrulaması için 2.2.1.1.1 pragrafta anlatıldığı gibi PCR yapıldı. 

 

 

 

       2.2.2. SEI-△ClpP:CmR, SEI-△ aroA:CmR ve SEI-WT arasında  Fenotipik 

Özelliklerinin Karşılaştırması 

 

 

       2.2.2.1. LB Besiyerinde ve Stres Koşullarda Üreme Özellikleri 

        

       Milanez ve ark. (2018) ile Ran ve ark. (2018)’nın metotlarına göre, WT, ΔClpP 

ve ΔaroA mutantlarının 37°C ve 42°C'de klasik LB broth veya %5 NaCl-LB broth 

veya 4,5 pH’lı LB broth kullanılarak üreme kinetiği değerlendirildi. Üreme kinetiğini 

37°C ve 42°C'de test etmek için, her suş için besiyerlerin inükülasyonu ikişer ikişer 

yapıldı. LB brothta gece boyunca üremiş her suştan 50 μl, 50 ml LB broth, veya %5 

NaCl-LB broth veya 4,5 pHlı LB broth içeren falkon tüpüne inüküle edildi. Kültürler 

hem 37°C hem de 42°C'de 12 saat boyunca inkübe edildi. İnkübasyon süresinde, 2 
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saatte bir OD600 değerleri spektrofotometre (BD PhoenixSpec™nephelometer) ile 

ölçülüyordu. OD600 değerlerine göre bakterinin sayısı (CFU/ml) hesaplandı. 

 

 

       2.2.2.2. Mutantların XLD Besiyerinde Üremesi 

 

       XLD agar besiyerinde üreme özelliği değerlendirmek için gece boyunca LB 

agarda üremiş her suştan tek bir koloni alındı ve yuvarlak uçlu öze ile XLD agar 

besiyeri içeren petrilere çizme plak yöntemi kullanılarak geçirildi. Petriler gece 

boyunca 37°C’de inkübe edildi. 

 

 

 

       2.2.2.3. Mutantların Hareket Özellikleri 

 

       Hareket özelliği değerlendirmek için MSRV Yarı Katı Besiyeri kullanıldı. Gece 

boyunca LB agarda üremiş her suştan yuvarlak uçlu öze kullanılarak tek bir koloni 

alındı, besiyerinin ortasına konuldu ve Oda sıcaklığı, 37°C ve 42°C'de 20 saat inkübe 

edildi. İnkübasyon sonunda üremiş kültürün çapı milimetre cinsinde ölçüldü. 

 

 

 

       2.2.2.4. Antibiyotik Duyarlılık Testi 

 

       Antibiyotik duyarlılık testinin (disk difüzyon yöntemi) gerçekleştirilmesi için 

Kirby-Bauer yöntemi kullanıldı (Bauer ve ark., 1966). Bunun için, 24 saatlik LB 

agarda üremiş kültürden yuvarlak uçlu öze kullanılarak birkaç koloni alındı 5 ml steril 

PBS solüsyonunda süspanse edildi ve bulanıklığı 0,5 McFarland olacak şekilde 

ayarlandı. Sıvı kültüre steril svap daldırılıp iyice eminceye kadar bekletildi ve petri 

yüzeyine 120 derecelik açıyla sürülerek MH agar içeren petrilere ekim gerçekleştirildi. 

Antibiyotik diskleri, petrilerin yüzeyine steril pens yardımıyla yerleştirildi ve 37 ºC'de 
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24 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında, disk etrafında oluşan şeffaf inhibisyon 

zonları, milimetre cinsinde ölçüldü. Kullanılan antibiyotikler ve konsantrasyonları 

çizelge 2.5.’te gösterilmiştir.  

 

Çizelge 2.5. Kullanılan antibiyotikler. 
 

Antibiyotik Konsantrasyonu Üretici Firma Orijini 

CEFTRIAXONE (CRO) 30 μg OXOID ABD 

CEPHALEXIN (CL) 30 μg OXOID ABD 

FLORFENICOL (FFC) 30 μg OXOID ABD 

DOXYCYCLINE (DXT) 30 μg BIOLAB ITALYA 

ENROFLAXACIN (ENR) 5 μg OXOID ABD 

CEFTAZIDIME (CAZ) 30 μg OXOID ABD 

STREPTOMYCIN (S) 10 μg OXOID ABD 

NALIDIXIC ACID (NA) 30 μg OXOID ABD 

TETRACYCLINE (TE) 30 μg OXOID ABD 

SULPHAMETHAZOLE (SMX) 50 μg BIOLAB ITALYA 

GENTAMYCIN (CN) 10 μg OXOID ABD 

GENTAMYCIN (CN) 30 μg OXOID ABD 

METRONIDAZOLE (MTZ) 50 μg OXOID ABD 

CEFOPERAZONE / SULBACTAM (SCF) 105 μg OXOID ABD 

CIPROFLOXACIN (CIP) 5 μg OXOID ABD 

COMPOUND SULPHONAMIDES (S3) 300 μg OXOID ABD 

CLINDAMYCIN (DA) 2 μg OXOID ABD 

AMOXYCILLIN / CLAVULANIC ACID 
(AMC) 

30 μg OXOID ABD 

OXYTETRACYCLINE (OT) 30 μg OXOID ABD 

AMPICILLIN (AMP) 10 μg OXOID ABD 

CHLORAMPHENICOL (C) 30 μg OXOID ABD 

AMOXYCILLIN (AML) 25 μg OXOID ABD 

ERYTHROMYCIN (E) 15 μg OXOID ABD 

KANAMYCIN (K) 30 μg OXOID ABD 

CEFOTAXIME (CTX) 30 μg OXOID ABD 

SULPHAMETHOXOLE/ TRIMETHOPRIM 
(SXT) 

25 μg OXOID ABD 
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       2.2.2.5. Biyokimyasal Testleri 

 

       Suşlara, glukoz, Lisin, Mannitol, Ksiloz, sitrat, TDA, Ornitin, H2S, üre hidrolizi, 

indol oluşumu, Voges Proskauer-VP, ve β- galaktosidaz(ONPG) gibi biyokimyasal 

testleri gerçekleştirmek için MicrogenTM GnA+B-ID Sistem kiti kullanıldı. Bunun 

için, 24 saatlik LB agarda üremiş suşun kolonilerinden alındı ve 3ml steril % 0.85’lik 

fizyolojik tuzlu su (FTS) içinde süspanse edildi. Süspansiyondan test kitinin her bir 

kuyucuğuna 100’er µL damlatıldı. Kullanım kılavuzuna göre 1, 2, 3 ve 9 numaralı 

kuyucuklara 3-4 damla steril mineral yağ damlatıldı. Testin üzeri test kitinden çıkan 

bir şerit ile örtüldü ve 37°C’de 24 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyondan sonra 

şerit çıkarılarak; 8. kuyucuğa kovaks ayıracı, 10. kuyucuğa önce VP I ayracı sonra VP 

II ayracı damlatıldı, 12 numaralı kuyucuğa ise TDA (triptofan deaminaz) ayracı 

damlatıldı. Ayıraçlar eklendikten sonra renk oluşan renk değişiklikleri renk skalasına 

göre pozitif ve negatif sonuçlar değerlendirildi. 

 

 

       2.2.2.6. Yumurta Sarısı, Domuz Serumu ve EDTA Duyarlılık Testi 

 

 

       EDTA solüsyonu (50 mg/ml), %50 steril domuz serumu ve steril yumurta sarısının 

suşların üzerinde duyarlılığı belirlenmek için MIC testi (Minimum İnhibisyon 

Konsantrasyon) yöntemi kullanılarak ayrı ayrı steril U şeklinde 96 kuyucuklu 

mikrotitre pleytlerinde test edildi.  

 

       200 µl test materyalinden mikrotitre pleytindeki ilk sütunun kuyucuklarına (1A 

ila 1F), aktarıldı. 100 µl steril MH brottan diğer tüm kuyucuklara konuldu. Çok kanallı 

pipet kullanılarak, pozitif kontrol ve negatif kontrol satırları hariç (G ve H), 1. 

sütundan başlayarak 12. sütuna kadar iki kat sulandırma yapıldı.  

 

       Materyalin dilüsiyonlara suşların duyarlılığı test etmek için, SEI-WT suşuna, SEI-

△aroA:CmR suşuna ve SEI-△ClpP:CmR suşuna, sırasıyla (A ve B), (C ve D) ve (E 

ve F)  satırları ayarlandı. Pozitif kontrol için, SEI-WT suşuna, SEI-△aroA:CmR 



39 
 

suşuna, ve SEI-△ClpP:CmR suşuna, sırasıyla (G1 ila G4), (G5 ila G8), (G9 ila G12)  

kuyucukları ayarlandı. Negatif kontrol için, SEI-WT suşuna, SEI-△aroA:CmR 

suşuna, ve SEI-△ClpP:CmR suşuna, sırasıyla (H1 ila H4), (H5 ile H8), (H9 ila H12)  

kuyucukları ayarlandı. 

 

       24 saatlik LB brotta üremiş suşların kültürü, 107 CFU/ml konsantrasyonu elde 

etmek için steril PBS tamponu ile seyreltildi.  Seyretilmiş kültürden 10 µl, negatif 

kontrol kuyucukları hariç, yukarıda bahsedildiği gibi diğer kuyuculara aktarıldı. 

Pleytler 37°C'de 24 saat inkübe edildi. İnkübasyondan sonra tüm kuyucuklara 30 µl 

steril resazurin indikatör solüsyonu (%0,1) eklendi ve 37 C'de 4 saat inkübe edildi. 

Mor rengi negatif, ve pembe rengi pozitif olarak değerledirildi. Renk değişimi 

olmayan en düşük konsantrasyon, test materyali ve bakteri suşu için minimum 

inhibitör konsantrasyon (MIC) değeri olarak değerlendirildi.  

 

 

       2.2.3. Mutantların Genotiplendirilmesi 

 

       Fenotipik değerlendirme yapmak amacıyla Center for Disease Control and 

Prevention (CDC)’nın önerdiği protokole göre Pulsed Field Jel Electrophoresis 

(PFGE) yapıldı. Bunun için, SEIII-WT, SEI-WT, SEI-△aroA:CmR, ve SEI-

△ClpP:CmR suşları kullanıldı. Görüntülemede marker olarak kullanılmak amacıyla 

Salmonella Braenderup standart suşu (H 9812) eklendi. 

 

 

       2.2.3.1. Suşların Hazırlanması 

 

       Her suş, NA besiyerine ekim yaplıdı ve 37°C'de 24 saat inkübe edildi. Steril 

yuvarlak öze ile koloniler alındı ve 2 ml hücre süspansiyon tamponu (CSB) içeren 

şeffaf kapaklı 10 ml'lik tüpüne vorteksleyerek süspanse edildi ve MacFarland 4'e 

ayarlandı. 
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       2.2.3.2. Agaroza Gömülmesi 

 

       56°C'ye ayarlanmış ısı bloğuna boş ve kapağı kesilmiş 1,5 ml'lik ependorf tüpü 

konuldu. 10 ml Plug jeli (10 ml TE tamponu+ 0,1 g seakem gold agaroz) hazırlandı ve 

200 µl ısı bloğundaki tüpe aktarıldı. 200 µl yoğunluğu ayarlanmış bakteri 

süspansiyonundan ependorf tüpüne aktarıldı ve 10 µl proteinaz K solüsyonundan 

eklendi. süspansiyon karışımından 200 µl alındı, ısı bloğundaki jel ile 8 kez pipetleme 

yapılarak karıştırıldı ve plug molda döküldükten sonra +4 °C'de donması için 

bekletildi. 

 

 

 

       2.2.3.3. Agaroz İçindeki Bakterinin Liziz Aşaması 

 

       Plugtaki jeli 50 ml’lik falkon tüpüne aktarıldı, 5 ml liziz tamponu (50 ml 1 M Tris, 

100 ml 0.5 M EDTA, 10 g N-Lauroylsarcosine sodium salt, 5 ml %1 proteinaz K, 835 

ml dH2O) ve 25 µl proteinaz K eklendikten sonra çalkalamalı su banyosunda 2 saat 55 

C'de inkübe edildi. 

 

 

 

       2.2.3.4. Yıkama Aşaması 

 

       Liziz tamponu aspire eldildi. Distile su ile 2 kez ve TE tamponu ile 4 kez su 

banyosunda çalkalayarak 10 dakika 55°C'de yıkama yapıldı. Son yıkamadan sonra TE 

tampon aspire edildi ve 5 ml TE tamponu eklendikten sonra +4°C'de gece boyunca 

inkübe edildi. Ertesi günde TE tamponu ile 2 kez su banyosunda çalkalayarak 10 

dakika 55°C'de yıkama yapıldı.  
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       2.2.3.5. Restriksiyon Enzimi (RE) ile Kesim 

 

       TE tamponu aspire edildi. DNA içeren agaroz kalıbı petriye aktarıldı, pistüre ile 

1X2 olacak şekilde kesildi. Agarozun küçük parçası ependorf tüpüne konuldu. Ön 

restriksiyon aşamasında, 10 µl 10X Fastdigest tamponundan 90 µl moleküler saflıkta 

suyu ile karıştırıldı. Karışım ependorf tüpündeki agaroz dilimine aktarıldı ve oda 

sıcaklığında 10 dakika bekletildi. Restriksiyon aşamasında, agaroz dilimi alındı, 100 

µl restriksiyon solüsyonu (XbaI restriksiyon enzimi: 3 µl, 10X Fastdigest buffer: 10 

µl, BSA: 0,5 µl, moleküler saflıkta su: 85,5 µl) içeren bir ependorf tüpüne aktarıldı ve 

su banyosunda 2 saat 37 oC'de inkübe edildi.  

 

 

 

       2.2.3.6. Elektroforeze Jelin Hazırlanması ve Kalıpların Jele Yüklenmesi  

 

       RE ile kesilmiş olan agaroz kalıbı jel tarağına uygun şekilde yerleştirildi. 

Elektroforez jelin döküleceği kalıba agaroz içeren tarak yerleştirildi. Elektroforez 

kalıbına tarak dikkatli bir şekilde yerleştirildi. Kaynatılmış PFGE jeli (1 g seakem gold 

agaroz, 5 ml 10X TBE buffer, 95 ml dH2O) Elektroforez kalıbına döküldü ve donması 

için 15 dakika bekletildi. Jelin donmasından sonra tarak çok dikkatli bir şekilde 

çıkartıldı.  

 

       TBE buffer (10X TBE buffer: 115 ml, dH2O: 2185, Tio-üre: 760 µl) CHEF DR 

III cihazinin tankına eklendi. CHEF DR III cihazi çalıştırıldı ve çalışmaya uygun 

programı (Initial switch time: 2,2 S, Final switch time: 63,8, Voltage: 6 V, Included 

angle: 120°, Run time: 16 h, Temperature: 14 oC) ayarlandı. Kalıp içindeki jel dikkatli 

bir şekilde çıkartıldı, cihazin tankına yerleştirildi ve cihaz çalıştırıldı.  
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       2.2.3.7. Boyama ve Yıkama Aşaması 

 

       Jel cihazdan çıkartıldı ve özel boyama kalıbına yerleştirildi. Kalıba etidium 

bromid solüsyonu (2. stok etidium bromid: 750 µl, dH2O: 900 µl) jele geçek şekilde 

eklendi ve karanlık ortamda yarım saat çalkalıyıcıda inkübe edildi. İnkübasyondan 

sonra 3 kez dH2O ile yarım saat yıkama yapıldı.  

 

 

       2.2.3.8. Görüntüleme ve Analiz  

 

       Yıkamanın sonunda, jel görüntüleme cihazında görüntülendi, Bionumerix 7 

programında analiz edildi ve dendogram oluşturuldu. 

 

 

 

       2.2.4. Hücre Kültüründe Adesyon ve İnvazyon Testi 

 

       Hücre kültüründe S. Enteritidis suşlarının (SEI-WT, SEI-△aroA:CmR, ve SEI-

△ClpP:CmR) adezyonu ve invazyonunu belirlemek amacıyla, Ran ve ark. (2018), 

Roof ve ark. (1992), ve Lin ve ark. (2017)'nın yöntemine göre adezyon ve invazyon 

testi yapıldı.   

 

       African Green Monkey kidney (Vero D 11-1) hücre kültürü içeren T-175'lik hücre 

kültürü flask DOLLVET Veteriner Aşı İlaç Biyolojik Madde Üretimi Sanayi ve 

Ticaret A.Ş fırmasından temin edildi. Vero hücreleri, %10 fetal bovine serum içeren 

Dulbecco's Modified Eagle's Medium'u kullanarak 0,3 X 106/göz olacak şekilde 6 adet 

NUNC 6-gözlü hücre pleytlere (Thermo-USA) dağıtıldı ve %5 CO2  37°C'de 24 saat 

inkübe edildi.  

 

       24 saatlik LB besiyerinde üremiş suşlardan 50 µl, 50 ml yeni LB besiyeri içeren 

falkon tüpüne ekildi ve 37°C'de inkübe edildi. OD600, 0,5'e (~2 saat) ulaştığında 
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kültürler 4500 rpm'de santrifüj edildi. Süpernatant atıldıktan sonra 50 ml DMEM 

vasatı her tüpe eklendi ve bakterinin tortusu süspanse edildi. Her suş için ayrı 2 adet 

6-gözlü hücre kültürü pleyti, birisi adezyon testi için ve diğeri invazyon testi için 

ayarlandı. MOI (Multiplicity of Infection) 100:1 elde etmek için bakterinin 

süspansiyonun 1 ml'si (1.5X108 PFU), hücre kültürü pleytinin her gözüne (1.2X106 

hücre/göz) aktarıldı ve %5 CO2  37°C'de 2 saat inkübe edildi. İnkübasyonun ardından 

pleytler 3 kere steril PBS tamponu ile yıkama yapıldı.  

        

       Adezyon testinde, hücreleri lize etmek amaçıyla, 1 ml %1 Triton X-100 

solüsyonundan her göze eklendi ve 37°C'de 15 dakika inkübe edildi. İnvazyon testi 

için vero hücrelerin dışındaki bakterileri öldürmek amacıyla 1 ml gentamisin içeren 

DMEM vasatından (100 µg/ml) her göze eklendi ve ekstra 2 saat %5 CO2  37°C'de 

inkübe edildi. İnkübasyondan sonra, 3 kez steril PBS ile yıkama yapıldı, 1 ml %1 

Triton X-100 solüsyonundan her göze eklendi ve 37°C'de 15 dakika inkübe edildi. 

hücreleri lize etmek amaçıyla, 1 ml %1 Triton X-100 solüsyonundan her göze eklendi 

ve 37°C'de 15 dakika inkübe edildi. Her pleytin gözlerindeki hücre lizatları bir falkon 

tüpüne aktarıldı. Bakterinin sayısını belirlemek amacıyla 10 kat sulandırma yapıldı ve 

LB agara ekildi.  
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3. BULGULAR 

        

 

 

       3.1. Mutantların Oluşturulması 

        

       3.1.1. pRedET Plazmidin Transformasyonu ve PCR ile Doğrulanması  

 

       pRedET plazmidi ile transformasyon başarıyla gerçekleştirildi. Şekil 3.1.’de LB- 

Amp (50 µg/ml) agarda üremiş SEI-WT-pRedET suşu ve şekil 3.2.’de PCR ile 

doğrulanmasına bağlı ortaya çıkan 596 bp’lik bandı gösterildi. 

 

 

Şekil 3.1. LB- Amp (50 µg/ml) agarda üremiş SEI-WT-pRedET suşunun görüntüsü. 

 

 

Şekil 3.2. pRedET ile transformasyonun PCR ile doğrulanması sonucunun jel görüntüsü. 1: Marker 
(GeneOn 1 kb/1000 bp DNA Ladder); 2, 3, 4, 5: SEI-WT-pRedET; 6: NC; 7: Marker (Invitrogen1 kb 
plus DNA Ladder).   

 

   1          2         3          4         5         6          7 

596 bp 
500 bp 

750 bp 

650 bp 
500 bp 

1500 
bp 
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       3.1.2. PCR ile Homolog Uçlu Lineer DNA Kasetlerinin Amplifikasyonu  

 

       Mutantları oluşturmak amacıyla homolog uçlu lineer DNA kasetlerinin 

amplifikasyonu PCR ile yapıldı. Şekil 3.3.'te oluşturulan ClpP-PKD3 kaseti (1166 bp) 

ve aroA-PKD3 kaseti (1104 bp) gösterildi. 

 

 
Şekil 3.3. PCR ile amplifiye edilmiş kasetlerin jel görüntüsü. 1: Marker (Higeno 100 bp DNA ladder 
Himedia); 2: aroA-PKD3 kaseti; 3: ClpP-PKD3 kaseti; 4, 5, 6: NC; 7: Marker (Higeno 100 bp DNA 
ladder Himedia). 
 
 
 
 

       3.1.3. Lineer DNA Kasetlerinin Transformasyonu  
 
       

        SEI-WT-pRedET suşu, lineer DNA kasetlerinin transformasyonundan sonra 

kloramfenikollu LB agarda (100 mg/ml) üremiştir. Şekil 3.4. A ve B'de üremiş suşlar 

gösterildi. 

 

  1           2             3          4         5       6        7 

1104 bp 1166 bp 
1500 bp 

1000 bp 
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Şekil 3.4. Kaset transformasyonları sonucunda kloramfenikollu LB agarda üremiş suşların görüntüsü. 
A: aroA-PKD3 kaseti ile transforme edilmiş SEI-WT-pRedET suşu; B: ClpP-PKD3 kaseti ile 
transforme edilmiş SEI-WT-pRedET suşu.  

 

 

       3.1.4. Mutasyonların PCR ile Konfirmasyonu 

 

       Kloramfenikollu LB agarda (100 µg /ml) üremiş mutantlar (aroA ve ClpP) PCR 

ile doğrulandı. SEI-△ClpP:CmR, SEI-△ aroA:CmR ve SEI-WT suşlardan beklenen 

PCR ürünleri şekil 3.5., 3.6., ve 3.7.’de gösterildi. 

 

 

Şekil 3.5. Dış konfirmasyon primerlerinin PCR sonucunun jel görüntüsü (ClpP: 2 ve 3; aroA: 4 ve 5). 
1: Marker (GeneOn 1 kb/1000 bp DNA Ladder); 2: SEI-△ClpP:CmR; 3: SEI-WT; 4: SEI-
△aroA:CmR; 5: SEI-WT; 6: NC. 

 

A B 

  1           2            3          4           5            6        

2000 bp 

1500 bp 

1000 bp 

1152 bp 

 728 bp 

1470 bp 1652 bp 
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Şekil 3.6. Genomda pKD3 kasetinin 5' ucunu tespit etmek için kullanılan primerlerin PCR sonucunun 
jel görüntüsü (ClpP: 2 ve 3; aroA: 4 ve 5). 1: Marker (GeneOn 1 kb/1000 bp DNA Ladder); 2: SEI-
△ClpP:CmR; 3: SEI-WT; 4: SEI-△aroA:CmR; 5: SEI-WT; 6: NC; 7: Marker (Invitrogen1 kb plus 
DNA Ladder).   

 

 

 

Şekil 3.7. aroA geninin iç primerlerin PCR sonucunun jel görüntüsü. 1: Marker (Invitrogen1 kb plus 
DNA Ladder); 2: SEI-WT; 3: SEI-△aroA:CmR; 4: NC.   

 

 

 

       3.1.5. pRedET Plazmidinin Eliminasyonu  

 
       Kloramfenikol içeren LB brothhta   42oC’de 5. pasajından sonra, ampisilin içeren 

(50 μg/ml) 10 ml LB brotha ekilen olan SEI-△ClpP:CmR ve SEI-△ aroA:CmR mutant 

suşları üremedi. pRedET varlığının olup olmadığı tespit etmek için kloramfenikol 

  500 bp 

  250 bp 

  500 bp 

   300 bp 

   1         2         3       4        5         6       7     

291 bp 
  428 bp 

  100 bp 

177 bp 

      1              2              3              4                      

       1                  2               3                 4           

  200 bp 

  400 bp 



48 
 

içeren LB brothta 42oC’de üremiş mutantların 5. pasajına yapılan PCR sonucunda hiç 

bir bant (596 bp) görülmedi. 

 

 

 

       3.2. SEI-△ClpP:CmR, SEI-△aroA:CmR ve SEI-WT arasında  Fenotipik 

Özelliklerin Karşılaştırmalı Değerlendirilmesi 

 

 

       3.2.1. LB Besiyerinde ve Stres Koşullarda Üreme Özelliklerinin 

Karşılaştırılması   

 

       LB besiyeri kullanılarak stres koşullarda SEI-△ClpP:CmR ve SEI-△ aroA:CmR 

mutant suşları  ile SEI-WT saha suşuyla karşılaştırmanın sonucunda: 

 

       LB brothta, 37oC ve 42oC'de lag fazında mutantlar saha suşundan daha yavaş 

üredi. Mutantların arasında SEI-△ aroA:CmR mutant suşu SEI-△ClpP:CmR 

suşundan daha yavaş üredi (şekil 3.8 ve 3.9). 

 

 

Şekil 3.8. LB-37oC'de suşların üreme eğrisi grafiği. 
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Şekil 3.9. LB-42 oC'de suşların üreme eğrisi grafiği. 

 

       4,5 pH’lı LB brothta, 37oC ve 42oC'de üreme eğrisine göre: 37oC’de SEI-

△ClpP:CmR mutant suşu ve SEI-WT suşunun arasında önemli bir farklılık 

bulunmazken,  SEI-△ aroA:CmR suşu diğer suşlardan daha yavaş üredi. 42oC’de ise 

lag fazında mutant suşlar saha suşundan daha yavaş üredi ve inkübasyon sonunda 

suşların arasında çok önemli bir farklılık görülmedi. Mutant suşlar neredeyse aynı 

üreme oranıyla üredi (şekil 3.10 ve 3.11). 

 

 

Şekil 3.10. pH 4,5 LB-37oC’de suşların üreme eğrisi grafiği. 
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Şekil 3.11. pH 4,5 LB-42oC’de suşların üreme eğrisi grafiği. 

 

        %5 NaCl LB brothta, 37oC ve 42oC'de lag fazında SEI-△ aroA:CmR suşu diğer 

suşlardan daha iyi üredi fakat 12 saatlik inkübasyonun sonunda SEI-WT suşu mutant 

suşlardan daha yüksek sayı (CFU) gösterdi. İki sıcaklıkta ve özellikle 37oC'deki lag 

fazında SEI-△ClpP:CmR suşu diğer suşlardan çok yavaş bir üreme gösterdi (şekil 

3.12 ve 3.13). 

 

 

Şekil 3.12. %5 NaCl LB-37oC’de suşların üreme eğrisi grafiği. 
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Şekil 3.13. %5 NaCl LB-42oC’de suşların üreme eğrisi grafiği. 

 

 

 

       3.2.2. Mutantların XLD Besiyerinde Üreme Özellikleri 

 

       XLD agarda SEI-△ClpP:CmR mutant suşu SEI-WT suşu ile aynı üreme 

özelliklerini gösterirken SEI-△ aroA:CmR mutant suşu aynı besiyerinde H2S üretmedi 

(şekil 3.14). 

 

 

 
Şekil 3.14. XLD agarda üremiş suşların görüntüsü. A: SEI-WT suşu; B: SEI-△ aroA:CmR mutant 
suşu; C: SEI-△ClpP:CmR mutant suşu . 
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       3.2.3. Mutantların Hareket Testi Bulguları 
 
 

       Farklı sıcaklıklarda motilite testinin sonucu aşağıdaki gibidir: 

 

       Oda sıcaklığında, mutant suşların hareketliliği SEI-WT suşa kıyasla önemli 

ölçüde azaldı. 37°C'de, SEI-△ aroA:CmR suşu  ve SEI-WT suşu aynı değer 

gösterirken SEI-△ClpP:CmR suşu daha az hareketlilik gösterdi. 42°C'de ise mutant 

suşlarının (özellikle SEI-△ClpP:CmR suşu) hareketliliği SEI-WT suşa kıyasla önemli 

ölçüde azaldı (şekil 3.15).  

 

 

 

Şekil 3.15. Suşların hareketlilik grafiği. 

 

 

 

       3.2.4. Antibiyotik Duyarlılık Testi Bulguları 

 

       Mutant suşların duyarlılığı SEI-WT suşunun duyarlılığına kıyasla arttı, özellikle 

SXT-25, CTX-30, K-30, AML-25, CN-30, AMC-30, SCF-105, CN-10, SMX-50, TE-

30, NA-30, S-10, CAZ-30, ENR-5, E-15 ve OT-30 antibiyotikleri (şekil 3.16). Ayrıca, 

SEI-△ aroA:CmR suşu, test edilen antibiyotikler arasında daha fazla duyarlılık 

gösterdi (13/26). 
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Şekil 3.16. Antibiyotik duyarlılık grafiği.  

 

 

 

       3.2.5. Biyokimyasal Test Bulguları 

 
      Şekil 3.17 ve çizelge 3.1'de gösterildiği gibi, MicrogenTM GnA+B-ID sistem kiti 

ile yapılan biyokimyasal testlerde, H2S testinde negatif veren SEI-△ aroA:CmR suşu 

harıç (şekil 3.17'de soldan üçüncü kuyucuk), tüm suşlar benzer sonuç verdi. 

 

 

 

Şekil 3.17. Biyokimyasal testlerinin görüntüsü. 

 

 

 

 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

C
R

O
-3

0

C
L

-3
0

F
FC

-3
0

D
X

T
-3

0

E
N

R
-5

C
A

Z
-3

0

S
-1

0

N
A

-3
0

T
E

-3
0

S
M

X
-5

0

C
N

-1
0

M
T

Z
-5

0

S
C

F-
10

5

C
IP

-5

S
3-

30
0

D
A

-2

A
M

C
-3

0

C
N

-3
0

0T
-3

0

A
M

P
-1

0

C
-3

0

A
M

L
-2

5

E
-1

5

K
-3

0

C
T

X
-3

0

S
X

T
-2

5

Ç
ap

ı (
m

m
)

Antibiyotik Duyarlılık Grafiği 

SEI-WT SEI-△ aroA:CmR SEI-△ClpP:CmR 



54 
 

Çizelge 3.1. Biyokimyasal test sonuçları. 
 

 Lisin Ornitin H2S Glikoz Mannitol Ksiloz ONPG İndol Üre V.P Sitrat TDA 

SEI-
WT 

+ + + + + + - - - - + - 

SEI-
△aro
A:C
mR 

+ + - + + + - - - - + - 

SEI-
△Clp
P:C
mR 

+ + + + + + - - - - + - 

 

 

 

       3.2.6. Yumurta Sarısı, Domuz Serumu ve EDTA Duyarlılık Testi Bulguları 

 

       Şekil 3.18, 3.19 ve 3.20'de gösterildiği gibi, yumurta sarısı, EDTA ve domuz 

serumu duyarlılık testinde, SEI-△ aroA:CmR suşu SEI-WT ve SEI-△ClpP:CmR 

suşlarına kıyaslandığında daha fazla duyarlılık gösterdi. SEI-△ClpP:CmR suşu SEI-

WT suşuna kıyaslandığında, EDTA'ya karşı daha fazla dirençlilik, yumurta sarısına 

karşı daha az dirençlilik, ve dumuz serumuna karşı benzer dirençlilik gösterdi. 

 

 

 

Şekil 3.18. Suşların domuz serumuna karşı dirençlilik grafiği. 
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Şekil 3.19. Suşların EDTA’ya karşı dirençlilik grafiği. 

 

 

Şekil 3.20. Suşların yumurta sarısına karşı dirençlilik grafiği. 

 

 

 

       3.3. Mutantların Genotiplendirilmesi 

 

       PGEF analizinde, mutant suşların paternleri (SEI-△ aroA:CmR   ve SEI-

△ClpP:CmR )  ana suşunun (SEI-WT ) paterninden farklı bulundu (Şekil 3.21). 

Bionumerix 7 programının analizinden oluşturulan dendogram mutant suşların 

paternlerinin SEIII-WT suşunun paternine daha yakın olduğunu gösterdi (Şekil 3.22). 
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Şekil 3.21. PFGE görüntüsü. 1: Marker (S. Braenderup (H9812) Standard); 2: SEI-WT; 3: SEIII-WT; 
4: SEI-△ClpP:CmR; 5: SEI-△aroA:CmR. 

 

 

 

Şekil 3.22. PFGE dendogram görüntüsü. 

 

    1       2       3       4      5     
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       3.4. Hücre Kültüründe Adezyon ve İnvazyon Testi Bulguları 

        

       Vero hücre kültüründe, mutantlar ana bakteriden (SEI-WT suşu) daha az adezyon 

ve invazyon gösterdi. Mutantların arasında ise, SEI-△aroA:CmR suşu SEI-

△ClpP:CmR suşundan daha az adezyon ve invazyon gösterdi (Şekil 3.23).  

 

  

Şekil 3.23. Vero hücre kültüründe suşların adezyonu ve invazyonu grafiği. 
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4. TARTIŞMA 
 

 

 

       Salmonella serovarları, sürüngenler, kuşlar, insanlar dahil olmak üzere 

memelilere kadar çok çeşitli konakçıda hastalık yapabilmektedir. Salmonella 

Enteritidis'in, gıda kaynaklı hastalıkların ana nedenlerinden biri olması sebebiyle, en 

önemli zoonotik hastalıklar arasında gösterilmektedir (Mesfin ve Dejene., 2017). 

Salmonella Enteritidis'in Avrupa’da 2012 yılında, Türkiye’de ise 2012-2016 yılları 

arasında insanlardan en çok izole edilen serotip olduğu saptanmıştır (EFSA, 2014). 

Broyler, yumurtacılar, hindi, damızlık ve kesimhane örneklerinde Salmonella 

Enteritidis’in en yaygın 3. serotip olduğu bildirilmiştir (Ulusal Salmonella Kontrol 

Programı, 2018).   

 

       S. Enteritidis'in kanatlı hayvanların oral enfeksiyonu ardından herhangi bir klinik 

belirti görülmeden aylarca sekumlara kolonize olmakta, dışkıyla atıldığında diğer 

kanatlıları, kontamine yumurtaları ya da etleri tüketildiğinde ise insanları infekte 

etmektedir. Civcivlerde ise yüksek oranda ölüm kayıt edilmiştir (Suzuki, 1994). 

Avrupa Birliği standartlarına göre uygun örnekleme modeline göre kanatlı üretiminde 

S. Enteritidis ve S. Typhimurium sıklığının %1 düzeyinin altında olması 

hedeflenmektedir. Bu hedefi gerçekleştirmek adına Avrupa Komisyonu, insanlarda 

hastalığı kontrol etmek için tavukların aşılanmasının en önemli ve en pratik önlem 

olabileceğini bildirmiştir (Ulusal Salmonella Kontrol Programı, 2018). 

 

       Aşının amacı, uzun-süreli immünolojik koruma sağlamak olup, bu sayede 

enfeksiyonun tamamen önlenmesi ya da hastalığın şiddetinin büyük ölçüde azaltılması 

mümkün olabilmektedir. Canlı aşıların salmonelloza karşı etkili bir koruma 

sağlayabilmesi, kolay uygulanması, heterolog antijenler içermesi, mukozal, hücresel 

ve humoral immun yanıtı indükleyebilmesi gibi birçok avantajı bulunmaktadır. Buna 

karşın inaktif aşılarda immünojenitenin arttırılması için genellikle adjuvantla birlikte 

uygulanması ve uzun süreli koruyucu bağışıklığın sağlanabilmesi için bir dozdan daha 

fazla uygulanması gerekmektedir (Singh, 2009). 
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    Canlı aşı suşunun koruyucu bir immun yanıt oluşturması amacıyla, belli bir süre 

GALT (gut-associated lymphatic tissues) ve MALT (mucosa associated lymphatic 

tissues) dokulara invaze olması, bu dokularda canlı kalması ve çoğalabilmesi 

gerekmektedir. Bu hedef, metabolik enzimler veya temel virülans faktörlerini 

kodlayan genlerin delesyonu ile mutant suşlar geliştirerek elde edilebilmektedir. S. 

Enteritidis'in geliştirilen mutant aşılarının arasında, oksotrofik çift-marker mutantı, 

metabolik drift mutantı, sıcaklığa duyarlı spontan mutantı, cya-crp mutantı ve aroA 

mutantı bulunmaktadır (Revolledo ve Ferreira., 2012). AroA, glikolizi aromatik amino 

asitlerin sentezlenmesine doğrudan bağlayan shikimate yolunun bir parçasıdır. Aro 

mutantları, fenilalanin, tirozin ve triptofan gibi aromatik amino asitleri 

üretememektedir. Amino asitler konak içinde serbest bulunmadığından aro mutantları 

hücre içinde replikasyonu yapamamaktadır (Sebkova ve ark; 2008). Proteoliz, hücre 

içi ortamdaki istenmeyen proteinleri uzaklaştıran temel bir hücresel aktivitedir. 

Proteolitik sistemi, hücrenin proteostazı sürdürmesini, protein seviyelerini değiştirerek 

bakterinin değişen ortamlara adaptasyonunu sağlamaktadır. Bakterilerde, ClpP ve Lon 

genleri, hücresel proteolitik aktivitelerin %80'ini gerçekleştirmektedir. 1980 ve izleyen 

yıllarda hayvanlarda Salmonella oksotrofik aromatik amino asit mutantlarının 

virülansı azalttığı öğrenildikten sonra, farklı Salmonella serotiplerinin virülansını 

azaltmak için bu genlerde sıklıkla   mutasyonlar yapılmıştır (Sebkova ve ark; 2008). 

ClpP geni ise stres koşulları altında proteinlerin parçalanmasında önemli bir rol 

oynadığından, bu genin delesyonu bakterilerin attenüasyonuna neden olmaktadır 

(Thomsen ve ark; 2002).   

 

       Bu tez çalışmasında, Türkiye'de kanatlı kümeslerinin altlık örneklerinden izole ve 

idetifiye edilmiş olan Salmonella Enteritidis suşu kullanarak aroA ve ClpP mutantları 

oluşturuldu ve in vitro koşullarda fenotipik özellikleri saha suşuyla karşılaştırılarak 

değerlendirildi.   
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       Bu çalışmada, Datsenko ve Wanner (2000)'in yöntemine göre, hedef genlerin 

delesyonu ve kloramfenikol geninin (CmR) insersiyonunu doğrulamak amacıyla aroA 

için 3 ve ClpP için ise 2 farklı primer çifti tasarlandı. Bakterinin genomuna 

yerleştirilen PKD3 kasetini çoğaltan dış primerler, hedef genlerin dışındaki dizilerden 

tasarlandı. Bu sebeple, bu primerler ile, mutant PCR ürünün uzunluğu ana bakterinin 

PCR ürünün uzunluğundan farklıydı. İkinci primer setinde, forward primer hedef 

genin dışında bulunan diziden ve reverse primer sokulan kasetteki diziden tasarlandı. 

Bu nedenle, PCR ürünü sadece mutantın genomundan amplifiye edildi. Üçüncü sette 

ise, forward ve reverse primerler aroA geninin ortasındaki diziden tasarlandı, aroA 

geni mutant suşta bulunmadığı için PCR ürünü sadece SEI-WT suşunun genomundan 

amplifiye edildi. Bu bahsedilen primerler ile beklenen sonuçlar elde edildi ve daha 

sonra mutantlar kloramfenikola direnç kazandığı için PKD3 kasetinin insersiyonu 

başarıyla gerçekleştirildi. Bu elde edilen aroA ve ClpP delesyon bulgusu, Karasova 

ve ark. (2009) ve Ran ve ark. (2018)'in sırayla elde ettikleri bulgularla benzerlik 

göstermektedir. Lambda red rekombinasyon yöntemi, klasik restriksiyon enzimleri 

klonlama yöntemiyle karşılaştırıldığında, lambda red daha hızlı (1 hafta), restriksiyon 

bölgelerinden bağımsız, ve daha büyük DNA fragmanları modifiye edilebilmektedir. 

 

       PFGE tekniği, restriksiyon enzimleri yardımıyla büyük DNA molekülleri 

parçalanarak ve jel matriksi içerisinde diagonal aralıklarla uygulanan elektrik akımı 

yardımıyla jelde DNA fragmentlerinin ayrılmasına dayalı güçlü bir moleküler 

tiplendirme (genotiplendirme) tekniğidir (Sharma ve ark; 2016). Bu çalışmada, 

mutantlara ait PFGE paternlerinin ana bakterinin PFGE paterninden genotipik olarak 

farklı olup olmadığını belirlemek için PFGE yapıldı. Bu teknikte kullanılan 

restriksiyon enziminin mutasyon stratejisine bağlı delesyon ve insersiyon sebebiyle 

ilgili suş genomlarını farklı bölgelerden kesmesi sonucunda, mutant suşların paternleri 

(SEI-△ aroA:CmR  ve SEI-△ClpP:CmR )  ile ana suşunun (SEI-WT ) paterni arasında 

farklılıklar saptandı. Bu çalışmada elde edilen PFGE bulguları Mustak ve Yardimci 

(2019)'in elde ettikleri bulgularla benzerlik göstermektedir. 

 

Thongbai ve ark. (2006) ve Sebkova ve ark. (2008) yapmış oldukları çalışmada, 

4.5’luk pH değerinde bakterinin dış membranının bozulduğunu, aro mutantlarının 
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attenüasyonunun hücre duvarı ve dış membranında defektlere neden olması nedeniyle 

aroA mutant suşu, düşük pH'ya saha suşundan daha duyarlı olduğunu bildirmişlerdir. 

Bu tez çalışmasında, 4.5 pH’lı LB brothta 37oC'de, SEI-△aroA:CmR suşunun 

membranındaki defektler nedeniyle düşük pH'den etkilenmiş ve diğer suşlardan daha 

yavaş üremiştir. Daha önce yapılan bir çalışmada, ClpP'nin çeşitli stres koşullarında 

S. Typhimurium'un üremesi üzerinde önemli rolü olduğu saptanmıştır (Thomsen ve 

ark., 2002). Bu tez çalışmasında, SEI-△ClpP:CmR mutant suşu %5’lik NaCl 

konsantrasyonuna  çok yüksek duyarlılık göstermiştir. Bu ve diğer bulgular Ran ve 

ark. (2018)'nin elde ettikleri bulgularla benzerlik göstermektedir.  

        

       Biyokimyasal testler ve XLD agarda üreme özellikleri değerlendirildiğinde, ClpP 

mutant ve saha suşu arasında bir farklılık görülmedi. AroA mutant suşu ise hem XLD 

agarda üreme ve hem de biyokimyasal testlerinde ticari olan Vaxsafe® STM-1 

(Salmonella Typhimurium) aşı suşunda olduğu gibi, H2S negatif özellik gösterdi. Tez 

çalışmasında aroA geni delesyonu nedeniyle H2S üretiminden sorumlu olan phsA 

geninde bir değişiklik olduğu düşünülmektedir.  

        

       Frahm ve ark. (2015) ve Deditius ve ark. (2015)'nın yapmış oldukları 

çalışmalarda, hücre membran bütünlüğü ile LPS'deki değişikliklerin Salmonella 

hareketliliğini etkilediğini bildirmişlerdir. Flagella genlerinin ekspresyonunun 

azalmasının, aroA mutant suşunun motilitesinin azalmasına neden olduğu saptanmıştır 

(Sebastian ve ark., 2016). Bu çalışmada, mutantların hareket testi bulgularında, oda 

sıcaklığı ve 42oC'de SEI-△ aroA:CmR suşunun  hareketliliği SEI-WT suşuna kıyasla 

önemli ölçüde azalmıştır. Yukarıda bahsedildiği gibi, aroA mutantlarının 

attenüasyonunun hücre duvarı ve dış membranında defektlere neden olması, flagella 

genlerinin ekspresyonunda azalmaya bağlı olarak aroA mutant suşunun motilitesinin 

azaldığı düşünülmektedir. ClpP ekspresyonunun, besin eksikliğinde rol oynayan 

proteinlerinin parçalanması, durma fazının adaptasyonu, ısı stresi, hücre siklusunun 

ilerlemesi, biyofilm formasyonu, motilite, beslenme ve metabolizma üzerinde önemli 

rolünün olduğu bulunmuştur (Bhandari ve ark., 2018). Knudsen ve ark. (2013)'in 

yaptığı çalışmada, proteolitik ClpX bileşeninin olmaması S. Typhimurium clpP mutant 

suşunun atenüasyonuna ve motilitesinin kaybolmasına neden olduğu saptanmıştır. Bu 
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tez çalışmasında, bütün test edilen sıcaklıklarda SEI-△ClpP:CmR suşunun 

hareketliliği SEI-WT suşuna kıyasla önemli ölçüde azaldığı saptanmıştır. 

 

       Antibiyotik duyarlılık testi bulgularında, SEI-△ aroA:CmR suşunun, test edilen 

antibiyotiklere karşı daha fazla duyarlılık gösterdiği görülmüştür. Sebastian ve ark. 

(2016)'nın yaptığı çalışmada, gliserofosfolipidlerdeki değişiklikler ve putatif ubikinon 

sentezi bozukluklarının dış membranın bozulmasına neden olduğundan, aroA 

mutantlarının penisilin ve ampisiline daha duyarlı olduğu bildirilmiştir. Bu nedenlerle, 

tez çalışmasında geliştirilen aroA mutantının antibiyotiklere duyarlılığının arttığı 

düşünülmektedir. Clp proteazlar, ribozom mekanizmasına üzerine etkili 

antibiyotiklerin kullanımına bağlı sitoplazmada yanlış katlanmış veya yanlış 

translasyon geçirmiş proteinleri uzaklaştırmaktadır (Pan ve ark., 2019). Vaubourgeix 

ve ark. (2015)’in yaptığı çalışmada, Mycobacterium smegmatis'te biriken proteinler ve 

ölüm oranı arasında bir ilişkinin bulunduğunu, ana hücrede biriken protein yükünün 

yeni nesil hücrelere eşit olmayan dağılımı sonucu bakterinin üreme hızını azalttığını 

ve/veya hücre ölümüne neden olduğunu bulmuştur. Bu çalışmada geliştirilen ClpP 

mutant suşunda saha suşuna kıyasla antibiyotiklere duyarlılığın artış nedeni yukarıda 

belirtilen nedenlerden kaynaklanabileceği düşünülmektedir. 

 

       Bu tez çalışmasında mutant suşlarının yumurta sarısı, EDTA ve seruma duyarlılığı 

test edildi. Salmonella Enteritidis yumurta kabuğundan yumurtanın hem sarısı hem de 

beyazına geçebilmekte, bu şekilde kontamine olan yumurtaları tüketen insanlarda 

enfeksiyona neden olmaktadır. Sebkova ve ark. (2008)'in yaptığı çalışmada, 

attenüasyondan kaynaklanan hücre duvarı ve dış membrandaki bozuklukları 

nedeniyle, Salmonella Enteritidis aroA ve aroD mutantlarının albümine duyarlılığının 

saha suşuna kıyasla 20 kat arttığını bulmuştur. Bu çalışmada, yumurta sarısına karşı, 

aroA mutant suşunun duyarlılığı 16 kat daha fazla, ClpP mutant suşunun duyarlılığı 

ise, saha suşunun duyarlılığından 8 kat daha fazla bulundu. Salmonella dış 

membranında, EDTA veya fiziksel muamele gibi çeşitli yöntemlerle bozukluk 

yapılabilmektedir (Thongbai ve ark., 2006). Alakomi ve ark. (2003)'in yaptığı 

çalışmada, EDTA'nın erken log fazında dış membranını çok daha fazla etkilediği 

saptanmıştır. Sebkova ve ark. (2008)'in yaptığı çalışmada, aro geninin delesyonundan 
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kaynaklanan hücre duvarı ve periplazm yapısal bozukluklarından dolayı Salmonella 

Enteritidis aroA ve aroD mutantlarının EDTA'ya duyarlılığı saha suşuna kıyasla daha 

yüksek bulunmuştur. Bu tez çalışmasında, aroA mutant suşunun EDTA'ya duyarlılığı 

saha suşunun duyarlılığından 4 kat daha fazla olduğu saptanmıştır. Bu çalışmada elde 

edilen bulgular Sebkova ve ark. (2008)'in elde ettikleri bulgularla benzerlik 

göstermektedir. ClpP mutant suşunun duyarlılığı ise saha suşunun duyarlılığından 

daha az olduğu bulundu. Salmonella sıklıkla hücre içi bir etken olmasına rağmen, 

bazen hücre dışında da kan serumunda bulunan komplemente maruz kalabilmektedir 

(Conlan ve North, 1992). Sebkova ve ark. (2008) yaptığı çalışmada, Salmonella 

Enteritidis aroA mutantlarının insan ve tavuk serumuna karşı yapılan duyarlılık testi 

sonucu ile domuz serumunun duyarlılık testi sonucu arasında bir fark olmadığı, 

Salmonella Enteritidis aroA mutantının domuz serumuna karşı saha suşunun 

duyarlılığına kıyasla daha fazla duyarlılık gösterdiği ve bu duyarlılığın flagella 

üretiminin azalmasından kaynaklandığını bulmuştur. Bu çalışmada, ClpP mutant suşu 

ve saha suşunun domuz serumuna karşı aynı dirençlilik oranı gösterdiği (%50), aroA 

mutant suşunun ise çok daha yüksek duyarlılık gösterdiği görülmüştür. Bu elde edilen 

aroA mutant suşunun domuz serumuna yüksek oranda duyarlılık bulgusu Sebkova ve 

ark. (2008)'in elde ettikleri bulgularla benzerlik göstermektedir. 

 

       Bu tez çalışmasında, mutantların adezyonu ve invazyonu vero hücre kültüründe 

değerlendirildi. Patojenik Salmonella serotipleri, bağırsak epitel hücrelerine invaze 

olabilmektedir (Kusters ve ark., 1993). Sitotoksik E. coli izolatlarının sitotoksisitesi, 

vero hücrelerinde incelenebilmekte (Ghadir ve ark, 2010) ve Salmonella 

invazyonunun kantifikasyonu, vero, HeLa, sığır ve tavuk böbreği, civciv embriyo 

fibroblast ve insan bağırsak hücre kültüründe in vitro olarak kolayca yapılabilmektedir 

(Barrow ve Lovell,1989). Roof ve ark. (1992)'nın yaptığı çalışmada, vero hücreleri 

hızlı üremeleri ve Salmonella' ya yüksek afinitesi için kullandı. Daha önce yapılan bir 

çalışmada, insan epitel hücre kültüründe S. Typhimurium ClpP mutant suşu invazyonu 

önemli ölçüde azaltılmıştır (Knudsen ve ark., 2013). Ran ve ark. (2018)'in yaptığı 

çalışmada, S. Enteritidis ClpP mutant suşunun invazyonunun J774 hücre kültüründe 

azaldığı saptanmıştır. Gaillot ve ark. (2000)'in yaptığı çalışmada, konak hücrelerine 

invazyondan sonra bakterinin fagositik vakuolden kaçabilmesi için konakta 
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gözenekleri oluşturan Listeriolysin O virülans faktörünün ekspresyonu için ClpP2'nin 

gerekli olduğu bulunmuş, bu nedenle makrofajlar tarafından fagosite edilen ClpP2 

mutantlarının hücreden kaçamadığı ve hücre içinde çoğalamadığı için enfeksiyonun 

yayılamadığı saptanmıştır. Bu tez çalışmasında, ClpP mutant suşunun adezyonu ve 

invazyonunun saha suşuna kıyasla sırasıyla 3 kat ve 4 kat azaldığı saptanmıştır. Bu tez 

çalışmasında, elde edilen ClpP mutant suşunda azalan invazyon düzeylerinin Ran ve 

ark. (2018), Knudsen ve ark. (2013) ve Gaillot ve ark. (2000)'in çalışmalarında elde 

ettikleri bulgularla benzerlik gösterdiği görülmektedir. Roof ve ark. (1992)'nın yaptığı 

çalışmada, S. choleraesuis 38 suşunun invazyonu için dış membran proteinlerinin 

önemli olduğu saptanmıştır. Barbosa ve ark. (2017)'nın yaptığı çalışmada, felçli bir 

flagella sentezleyen S. Enteritidis motB mutant suşunun bağırsak kolonizasyonunda 

etkisiz olduğu saptanmıştır. Bu çalışmada, aroA mutant suşunun adezyonu ve 

invazyonu saha suşuna kıyaslandığında sırayla 33 kat ve 18 kat azalmıştır. AroA 

mutant suşlarında, hücre duvarı ve dış membranındaki defektler, flagella gen 

ekspresyonunda azalma ve konak hücrenin içinde serbest bulunmayan aromatik amino 

asitlerin üretemindeki eksiklikler nedeniyle adezyon ve invazyonun büyük ölçüde 

azaldığı düşünülmektedir. 

 

       Aşıların geliştirmesinde in-vitro çalışmalar, sonradan yapılacak in-vivo testler 

açısından bir aşının beklenen etkinliği hakkında önemli ipuçları sağlamaktadır. Bu tez 

çalışmasında gerçekleştirilen testler sonrasında elde edilen mutantların yüksek 

derecede attenüasyon göstermesi hayvanlarda aşı adayı olarak kullanılabilme 

potansiyelleri açısından oldukça umut verici bir sonuç olmuştur. Bu aroA 

mutasyonlarının Salmonella serotiplerinin atenüasyonu için yaygın olarak 

kullanılması nedeniyle beklenen bir sonuçtur (Karasova ve ark., 2009). ClpP geninin 

delesyonu ise, S. pneumoniae, E. faecalis, S. Typhimurium, P. aeruginosa, E. coli ve 

Salmonella Enteritidis'in virülansında önemli derecede azalma ve attenüasyona neden 

olmuştur (Moreno-Cinos ve ark., 2019; Ran ve ark., 2018). 

 

 

 



65 
 

5. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

 

       Kanatlı hayvanlarda aşı potansiyeli mutantların geliştirilmesinin amaçlandığı 

çalışmada, lokal Salmonella Enteritidis suşundan aroA ve ClpP mutant suşları 

oluşturuldu ve in vitro koşullarda fenotipik ve genotipik özellikleri saha suşu ile 

karşılaştırıldı. Çalışmanın sonucunda, geliştirilen mutantların aşı olarak 

kullanılabilmesi için uygun olup olmadığı ortaya konuldu. 

 

       Türkiye'de, verilere göre Salmonella Enteritidis insanların enterit vakalarından 

diğer Salmonella serovarlarına kıyasla daha fazla izole edilmiştir. Salmonella 

Enteritidis'in enfeksiyonu kanatlı hayvanların tüketilen ürünlerinden bulaşması 

nedeniyle, bu hayvanlarda enfeksiyonun kontrol edilmesi gerekmektedir. Canlı aşılar 

inaktif aşılardan daha iyi koruma sağlayabilmesinden dolayı rekombinasyon ile canlı 

attenüe mutant aşıları geliştirebilmektedir. İn vitro koşullarda mutantların test edilmesi 

in vivo olarak test edildiğinde iyi bir görüş sağlayabilmektedir. 2000 yılından sonra 

lambda red rekombinasyon yöntemi ile çok sayıda mutantlar oluşturulmuştur.  

 

       Bu tez çalışmasında, elde edilen Salmonella Enteritidis aroA mutant suşunun 4,5 

pH’lı LB brotta 37 oC ve 42 oC'de daha yavaş ürediği, biyokimyasal testlerinde ve 

XLD agarda H2S negatif verdiği, motilitede azalma gösterdiği, antibiyotiklere 

duyarlılığı arttığı, yumurta sarısına duyarlılığı 16 kat arttğı, EDTA'ya duyalılığı 4 kat 

arttığı, domuz serumuna duyarlılığı arttğı, adezyonu ve invazyonu sırayla 33 kat ve 18 

kat azaldığı, PFGE paterninin saha suşuna göre farklı olduğu saptandı. 

 

       Elde edilen Salmonella Enteritidis ClpP mutant suşunun %5 NaCl 

konsantrasyonuna çok yüksek duyarlılık gösterdiği, motilitede azalma gösterdiği, 

antibiyotiklere duyarlılığı arttığı, yumurta sarısına duyarlılığı 8 kat arttğı, EDTA'ya 

duyarlılığı azaldığı, adezyonu ve invazyonu sırayla 3 kat ve 4 kat azaldığı, PFGE 

paterninin saha suşuna göre farklı olduğu saptandı. 
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       Bu yapılan testlerin sonuçlarına göre elde edilen mutant suşlarının belirli bir 

attenüasyonu gösterdiğinden kanatlı hayvanlarda aşı adayı olarak kullanılabilme 

potansiyelleri açısından ve mutant suşu saha suşundan ayırt edilebilmesinden DIVA 

stratejisi açısından da uygun olduğu düşünülmektedir. Bu tez çalışmasında geliştirilen 

mutantların, güvenliği, immünojenitesi ve kolonizasyonu değerlendirilmesi için in 

vivo olarak fare modelinde ve tavuklarda çalışmaya devam edilmesi gerekmektedir. 
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ÖZET 

 

 

Kanatlı Hayvanlarda Aday Aşı Potansiyeli Olan Salmonella Enteritidis AroA ve 
ClpP Mutantlarının Geliştirilmesi  

    

       Bu çalışmada, virülans antijenlerini kodlayan aroA ve ClpP genlerinde delezyon 
yaparak kanatlı hayvanlarda aday aşı potansiyeli Salmonella Enteritidis mutantlarının 
geliştirmesi ve in vitro koşullarda özelliklerini karşılaştırması amaçlandı. 
 

        SEI-△ClpP:CmR ve SEI-△aroA:CmR mutant suşları lambda red 
rekombinasyonu yöntemi kullanılarak, Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi 
Mikrobiyoloji Anabilim Dalında, kanatlı kümeslerinin altlık örneklerinden izole edilen 
ve Pulsed Field Jel Elektroforezi ile genotiplendirilmiş olan Salmonella Enteritidis 
saha suşundan oluşturuldu. Elde edilen mutant suşlarının özellikleri saha suşyla 
karşılaştırıldığında, SEI-△aroA:CmR'nin 37 oC ve 42oC'de 4,5 pH'lı LB besiyerinde 
yavaş ürediği ve SEI-△ClpP:CmR mutant suşunun %5 NaCl'lı LB besiyerinde yüksek 
duyarlılık gösterdiği saptandı. SEI-△ aroA:CmR mutant suşu, XLD agarda ve 
biyokimyasal testlerde H2S negatif bir sonuç verdi. Oda sıcaklığında ve 42oC'de SEI-
△aroA:CmR ve SEI-△ClpP:CmR mutant suşlarının  motiliteleri azaldı, ve 
antibiyotiklere karşı duyarlılıkları arttı. SEI-△aroA:CmR mutantının yumurta sarısına 
ve EDTA'ya duyarlılığı sırasıyla 16 kat ve 4 kat arttı, domuz serumuna karşı çok 
yüksek duyarlılık gösterdi, SEI-△ClpP:CmR mutant suşunun yumurta sarısına karşı 
duyarlılığı 8 kat  arttı. Vero hücre kültüründe mutantların adezyonu ve invazyonu, SEI-
△aroA:CmR mutantının sırasıyle 33 kat ve 18 kat,  SEI-△ClpP:CmR mutant suşu ise 
sırasıyla 3 kat ve 4 kat azaldı. PFGE genotiplendirmesinde, SEI-△aroA:CmR ve SEI-
△ClpP:CmR mutant suşlarının PFGE paternleri, saha suşunun PFGE paterninden 
farklılık gösterdi.  
 

       Elde edilen sonuçlara göre, geliştirilen mutant suşlarının in vitro koşullarda net 
bir attenüasyon gösterdiklerinden, tavukları Salmonella Enteritidis enfeksiyonundan 
korumak için adayı aşı suşlar olarak kullanılmasında faydalı olacağı düşünülmektedir. 

Anahtar Sözcükler: Salmonella Enteritidis, aroA, ClpP, Mutant, Aşı.  
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SUMMARY 

 

 

Development of Potential Salmonella Enteritidis AroA and ClpP Mutants 
candidate Vaccines in Poultry  

       This study was aimed to develop potential Salmonella Enteritidis mutant 
candidate vaccine strains in poultry by knocking out aroA and ClpP genes which 
encodes virulence antigens, and compare their properties under in vitro conditions. 

         
       The mutant strains SEI-△ClpP:CmR and SEI-△aroA:CmR were generated by 
using lambda red recombination method from Salmonella Enteritidis wild type strain 
which was isolated from litter samples of poultry houses, identified and genotyped by 
Pulsed Field Gel Electrophoresis at Ankara University Faculty of Veterinary Medicine 
Department of Microbiology. The results of the tested properties of the generated 
mutant strains compared with the wild-type strain revealed that the SEI-△aroA:CmR 
grew more slowly in LB broth with 4.5 pH at 37oC and 42oC, while the SEI-
△ClpP:CmR showed very high sensitivity to 5% NaCl. The SEI-△ aroA:CmR mutant 
strain was H2S negative when cultured in XLD agar and tested by biochemical tests. 
The motility of SEI-△aroA:CmR and SEI-△ClpP:CmR mutant strains decreased 
especially at room temperature and 42oC, and their sensitivity to antibiotics increased. 
The sensitivity of SEI-△aroA:CmR mutant to egg yolk and EDTA increased by16-
fold and 4-fold respectively and showed very high sensitivity to pig serum, while the 
sensitivity of SEI-△ClpP:CmR mutant strain was increased against egg yolk only 
which was 8-fold. The ability of SEI-△aroA:CmR mutant to adhere and invade Vero 
cells decreased by 33-fold and 18-fold, and for SEI-△ClpP:CmR mutant strain 
decreased by 3-fold and 4-fold respectively. In genotyping, the PFGE patterns of SEI-
△aroA:CmR and SEI-△ClpP:CmR mutant strains were different from the PFGE 
pattern of the field strain.  

       According to these results, since the generated mutant strains showed a clear 
attenuation under in vitro conditions, it is thought that it will be beneficial to be used 
as vaccine candidate strains to protect chickens from Salmonella Enteritidis infection. 

Keywords: Salmonella Enteritidis, aroA, ClpP, Mutant, Vaccine.  
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