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ONSOZ

Salmonella Enteritidis, kanatlilarda yaygin olarak bulunan zoonotik bir bakteridir.
Kanatli hayvanlarda goriilen sistemik enfeksiyon sonrasi bu hayvanlardan elde edilen
et ve yumurta gibi Uriinlerinin tiiketimi yoluyla insanlarda salmonelloza neden
olmaktadir. Diinya ¢apinda ve 6zellikle Avrupa'da en ¢ok izole edilen serotiplerden
birisidir. Bulagsmas1 kanatlilar arasinda vertikal veya horizontal yolla olmaktadir.
Asilama, salmonelloz gibi hastaliklardan korunmada en giiglii yontem olup, tedavi
maliyetleri ve artan antibiyotik direnci nedeniyle en efektif kontrol oénlemlerinden
birisidir. Ancak, Salmonella'min 2600’e yakin serotipinin arasinda c¢apraz koruma
olmamas1 bir sorundur. Salmonella infeksiyonlariin kontrolii i¢in atteniie, inaktif ve
subiinit agilar kullanilmaktadir. Canli agilar bagisiklik sistemini uyararak kisa zamanda
hem hiicresel hem de humoral immun yaniti ortaya g¢ikmaktadir. Bu nedenle
Salmonella enfeksiyonuna daha fazla duyarli olan 1 giinliik civcivleri korumak i¢in
Salmonella asisiin oral yol ile verilmesi ideal bir secenektir. Bakterideki metabolizma
ve/veya virlilens genlerinde delesyon yapilarak Sa/monellalarda canl atteniie asilar
(mutant asilar) gelistirilmektedir. Bu amagla lambda red rekombinasyon (homolog
rekombinasyon) yontemi gibi ¢esitli molekiiler teknikler kullanilmaktadir. Glinlimiize
degin, Salmonella Enteritidis suslarini atteniie etmek ve mutant bir sus olusturmak i¢in
lambda red yontemi kullanilarak aroA, htrA, SPI1 ve SPI12, lon, aroD, ompR, sptP,
HupAB, phoPfliC, hilAssrAfliG, SP11lonfliC ve Lon-cpxR gibi genlerin delesyonu
basariyla gergeklestirilmistir. Bu tezin amaci, bakterinin viriilens antijenlerini
kodlayan genlerde delesyon yaparak, kanatli hayvanlarda asi potansiyeli olan
Salmonella Enteritidis aroA ve ClpP mutant suslariin gelistirilmesi ve in vitro

kosullarda 6zelliklerinin karsilastiriimasidir.
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1. GIRIS

Salmonelloz, insan ve hayvanlarda goériilen 6nemli zoonotik bir hastaliktir (Mesfin
ve Dejene, 2017). Salmonella infeksiyonu kanatl hayvanlarda verim diisiikliikleri ve
Oliimlere neden olmasinin yaninda, insanlarda ciddi bir hastalik yapmakta, yaygin
epidemiyolojisi, teshis ve tedavi maliyetleri nedeniyle diinya capinda hayvan
yetistiriciligi ve halk saghigin etkilemektedir (Akan M, 2008; Crump ve ark., 2004).
Insanlarda gastroenterit, diyare, bakteriyemi ve enterik ates Salmonella

infeksiyonunun diinya ¢apinda en sik goriilen belirtileridir (Majowicz ve ark., 2010).

Konake1 spesifik Salmonella infeksiyonlari arasinda, tavuk tifosuna neden olan
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Gallinarum (S. Gallinarum) ve pullorum
hastaligina neden olan S. Pullorum, kanatlilarda sistemik hastaliga neden olmaktadir
(Chappell ve ark., 2009). Konakgi-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,
kanatli hayvanlarin gastrointestinal kanallarinda kommensal olarak bulunmakta,
insanlarda ise yaygin olarak hastaliklara neden olmaktadir (Revolledo ve Ferreira.,
2012). S. Enteritidis ve S. Typhimurium, hem gelismis hem de gelismekte olan
tilkelerde en yaygin non-tifoid Salmonelloz nedenleridir (EFSA, 2012).

1.1. Tarihge

Salmonella ilk kez 1880'de Karl Eberth tarafindan tifo hastalarinin dalaklarinda
gosterilmis (Eberth, 1880) ve dort yil sonra Georg Theodor Gaftky tarafindan
Salmonella saf kiiltiir olarak basariyla iiretilmistir (Anne, 1999). Etkene Amerikali bir



veteriner patolog olan Daniel Elmer Salmon'un soyadindan esinlenerek “Salmonella”

ad1 verilmistir (Oldenkamp, 2004).

1.2. Etiyoloji

Salmonella cinsi, Enterobacteriaceae familyasina ait Gram negatif, ¢omak
seklinde, sporsuz, hareketli (Salmonella Gallinarum ve Salmonella Pullurum harig) ve
fakiiltatif anaerobik bir bakteridir (De Cort, 2015). Uremesi i¢in optimum sicaklik
37°C'dir, ancak 5 - 47°C araliginda da lireyebilmektedir (Gast, 2003 ve Quinn ve ark.,
2004).

1.3. Simiflandirma

Kauffman — White (1934) semasina gore somatik (O), flagellar (H) ve kapsiiler
(K) veya (Vi) antijenlerinin serolojik tanimlanmasi kullanilarak serotiplendirme
yapilmaktadir (Quinn ve ark., 2002; Quinn ve ark., 2004). Salmonella cinsine ait iki
tiir bulunmaktadir. Bunlar Salmonella enterica ve Salmonella bongori'dir. S. enterica,
2600'den fazla serotip iceren 6 alt tiire ayrilmistir (Gal-Mor ve ark., 2014 ve Su ve
Chiu., 2007). Kauffmann-White smiflandirmasina goére, Sa/monella Enteritidis'in
antijenik formiilii (1,9,12:g,m: -) 'dir ve D1 grubunda bulunmaktadir (Grimont ve

Francois, 2007).

1.4. Bulasma Yollar1 ve Patogenezi

Salmonella, insanlarda yumurta ve diger kanath {irlinlerinin tiikketimi yoluyla
salmonelloza neden olmaktadir (Rahul ve ark., 2011). Kanatli hayvanlarda ise yatay
veya vertikal bulasabilmektedir. Yatay bulasma, kuslarin arasinda temasla veya

kontamine diskilarla fekal-oral yolla gerceklesmektedir. Biyolojik vektorler, yabani



kuslar, kopekler, kediler, fareler ve kemirgenler de Salmonella bulasmasinda rol

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

Salmonella patogenezinde, bakteri serovarlari ve dozuna, konak yas1 ve bagisiklik
durumu gibi farkl faktorler rol oynamaktadir (Mark ve Bill, 2003). Bakteri insanlarda
mide asit bariyerini gegtikten sonra ince ve kalin bagirsagin mukozasini istila etmekte
ve toksinler tiretmektedir. Bu istila, ishala, iilserasyona ve mukozanin tahrip olmasina
neden olan akut inflamatuar reaksiyonu indiikleyen proinflamatuar sitokinlerin
saligilanmasini1 uyarmaktadir (Giannella, 1996). Genellikle Salmonella Enteritidis ile
kontamine gidalan tiikettikten 12 ila 72 saat sonra enfekte kisilerde baslayan ates,
karin kramplar1 ve ishal ortaya ¢ikmaktadir. Baz1 hastalarda hastalik genellikle 7 giin
siirmekte, ancak yaslilarda, bebeklerde ve immiinosiipresif insanlarda hastanede tedavi
gerekebilmekte, ve bazi durumlarda, uygun antibiyotik uygulanmadiginda &liime

neden olabilmektedir (Omwandho ve Takayuki, 2010).

Kanatli hayvanlarda, yutulan organizmalar sindirim sistemi yolundan ilerlemekte
ve Peyer plaklarinin tizerindeki mukozal yiizey ile temas ettikten sonra bagirsak epitel
hiicrelerine niifuz etmektedir. Bazi Salmonellalar bagirsak duvarindan ve daha derin
dokulara girdikten sonra, retikiiloendotelyal sistemini istila etmekte, cogalabilmekte,
ve Ureme sistemi dokular1 dahil olmak iizere karaciger, dalak ve diger i¢ organlara
yayilarak kalici, ciddi ve sistemik hastaliklara neden olabilmektedir (Devendra ve ark.,
2012 ve Suzuki, 1994). Ayrica bakteriler makrofajlar1 araciligiyla diger organlara da
yayilabilmektedir (Zhao, 2002). Civcivlerde akut seyreden S. Enteritidis
enfeksiyonlarinda stres kosullarinin etkisiliyle %20’lere varan dliimler gdzlenmistir

(Suzuki, 1994).



1.5. Viriilans Faktorleri

1.5.1. Toksinler

Salmonella iki toksini iiretmektedir. 1- Dig membran lipopolisakkaritten
kaynaklanan lipid A, i¢ ¢ekirdek, ve O-yan zincir oligosakkarit endotoksinleri. 2-
Enterotoksin (ayn1 zamanda verotoksin olarak da adlandirilan) ve sitotoksin olarak iki
tiire ayrilmis olan ekzotoksinleri (Ashkenazi ve ark., 1988; Hitchcock ve ark., 1986 ve
Suzuki, 1994).

Lipid A'nin makrofajlar1 aktive etmesinden sonra serbest makrofajlardan ortaya
cikan g¢esitli faktorlerin ates ve sok ile iligkisi vardir. Sal/monellanin LPS
molekiillerinin O-yan zinciri, ardisik komplement (cascade) reaksiyonlarinin litik
etkisine direnci ile iliskilidir (Suzuki, 1994). Salmonellanin LPS yapisinda bir
bozukluk oldugunda fare kalin bagirsagini kolonize etme yeteneginin azaldigi
gbzlenmistir (Nevola ve ark., 1985). Bunun disinda, Salmonellanin O zincirlerinin
bilesimi makrofajlarin fagositozuna karsi direngliligini etkilemektedir. LPS'nin O-yan
zincir yapisindaki farkliliklar Salmonella'nin farelerde viriilansini etkilemistir (Liang-

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

Salmonella enfeksiyonlarinin patogenezi lizerine yapilan birka¢ ¢alismada, 1s1ya
dayanikli enterotoksin iireten (S. Enteritidis dahil olmak iizere) ekzotoksinlerin
potansiyel iligkisi bildirilmistir (Jiwa, 1981). Salmonella enfeksiyonlarinda goriilen
diyarenin nedeni bakterinin 6nemli bir viriilans faktérii olan enterotoksini oldugu
diistiniilmektedir (Chopra ve ark., 1994 ve Chopra ve ark., 1999). Isiyla inaktive
edilmis ve saflagtirilmis kolera toksini ile immunize edilmis tavsanlarda, canli S.
Typhimurium ile epriivasyon sonrasinda sivi ve elektrolit kaybi engelenmistir

(Guiannella ve ark., 1975).



Salmonella sitotoksini, bakterinin dis membraninda bulunan, insan AV-3, Vero,
Hela ve CHO hiicrelerinin tizerinde sitotoksik etkilere neden olan, 1siya dayanikli bir
proteindir. Salmonella gastroenteritlerinde, bagirsak epitel hiicrelerinde Salmonella
sitotoksinlerine bagli protein sentezi inhibisyonu nedeniyle bagirsaktaki mukozal
ylizeylerde hasar, diyare ve enterik semptomlar ortaya ¢ikmaktadir (Ashkenazi ve ark.,
1988; Ketyi ve ark., 1979; Koo ve ark., 1984; Koo ve Peterson., 1982 ve Reitmeyer ve
ark., 1986).

1.5.2. Viriilans Plazmidler

Alt1 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) viriilans plazmidi tasidigi bilinmektedir (Rotger ve Casadesus, 1999). Salmonella
Enteritidis'in fare viriilans plazmidi, enfeksiyonun farelerde ince bagirsaktan
mezenterik lenf diiglimlerine, dalak ve karacigere yayilmasina neden olmakta ve bu
plazmid, plazmit icermeyen bir Salmonella Dublin susuna aktarilabilmektedir
(Alphons ve Jaap, 2005 ve Suzuki, 1994). Serotip-spesifik 36 megadalton plazmidi
cogu S. Enteritidis izolat1 disinda, viriilent fare ve kanath S. Enteritidis izolatlarinda

da bulunmustur (Suzuki, 1994).

1.5.3. Bakteriyel Adezyon ve Motilite

Bakteriler, bakteriyel yiizey bilesenlerinin (6rnegin: fimbria ve flagella) farklh
konak reseptorleri ile siki etkilesimi ile hedef hiicrelere baglanir. Baz1 ¢alismalarda
serovar Typhimurium'un PE fimbriasinin farelerde ince bagirsaklara bakterinin
yapismasinda rol oynadigi (Baumler ve ark., 1996), serovar Enteritidis'in SEF14
fimbriyalarinin  makrofajlar tarafindan bakterinin tutulumunda rol oynadig1

goriilmiistiir (Edwards ve ark., 2000).



Salmonella'da hareket saglayan yaklasik 5-10 adet flagella bulunmaktadir
(Alphons ve Jaap, 2005). Salmonella'nin flagellumu 22 yapisal protein, 6 sitoplazmik
protein, 4 yapisal saperon ve 3 diizenleyici proteinden olugsmaktadir (Amanda ve ark.,
2012). Flagella, bakterilerin konak mukus tabakasina daha hizli niifuz etmesini ve

konak hiicre ylizeyine ulagmasini saglamaktadir (Allen ve Woodward, 1999a).

1.5.4. Bakteriyel invazyon

Bakterinin konak hiicrelerini invaze etmesi virlilans faktorlerinden birisidir. S.
Enteritidis'in, 6zellikle faj tip 4 suslarinin tavuklarda sistemik enfeksiyonda ¢ok
invazif bir patojen oldugu tespit edilmistir (Barrow, 1991 ve Suzuki, 1994 ).
Salmonella serotiplerinin bagirsak mukozal hiicrelerini invazyonunun, SPI-1'de
bulunan tip III salgilama sistemi (T3SS) tarafindan saglandig1 saptanmistir (Baumler
ve ark., 1996 ve Marcus ve ark., 2000). T3SS yapis1 20'den fazla proteinden olugmakta,
bakteri hiicre duvarinin hem i¢ hem de dis membranin1 kapsayan ve bakteri hiicre
ylizeyinden disari dogru uzanan igne benzeri bir yapi olusturmaktadir (Sekil 1.1.)

(Burkinshaw ve Strynadka, 2014).

PrgkK

Needle complex

Sekil 1.1. Tip III salgilama sistemi yapis1 genel goriiniimii (Burkinshaw ve Strynadka, 2014).



T3SS tarafindan, Sal/monellanin yapistig1 bagirsak epitel hiicrelerine efektor
proteinleri enjekte edilmektedir. Enjekte edilen efektdr proteinler genellikle Sip
(Salmonella invazyon proteinleri), Sop (Salmonella dis proteinleri) ve diger proteinleri

icermektedir (Foley ve ark., 2013).

1.5.5. Makrofajlarin Etkilenmesi

Salmonella  konak hiicreleri enfekte ettikten sonra makrofajlarda
yasayabilmektedir. Salmonella patojenite adalar1 (SPI-2, SPI-3 ve SPI-4)
makrofajlarda Salmonella’nin canli kalmasinda rol oynamaktadir (Marcus ve ark.,
2000 ve Ochman ve ark., 1996). Serovar Typhimurium'un saha susu makrofajlara
invazyonundan dort saat sonra liremeye baslamisken, SPI-2 mutant susu ayni oranda

tireme gostermemistir (Hensel ve ark., 1998).

1.5.6. Metabolik Adaptasyon

Salmonella besin eksikligi, oksidatif stres ve sindirim enzimleri gibi ¢esitli
cevresel etkilerin altinda canli kalmasii saglayan bir grup adaptif mekanizma ile
desteklenmektedir. aroA, narZ, fadF ve eutE gibi genler bu metabolik adaptasyonda
rol oynamaktadir. (Spector, 1998).

1.6. Epidemiyoloji

Salmonella enfeksiyonuna bagli Gastroenterit nedeniyle diinya capinda yilda

155,000 oliim goriilmektedir (Majowicz ve ark., 2010). 1995 yilinda Salmonella



Enteritidis serotipi 35 iilkede en ¢ok izole edilen serotip olarak kayitlara ge¢mistir
(Herikstad ve ark., 2002). Diinya Saghk Orgiitii tarafindan saglanan verilere gore,
2001-2005 yillar1 arasinda diinya ¢apinda gastroenterit olgularinda en sik izole edilen
serotipin Salmonella Enteritidis'in oldugu kayit edilmistir (Galanis ve ark., 2006).
Salmonella Enteriditis Asya, Latin Amerika ve Avrupa'da en sik goriilen serotiptidir.
Kuzey Amerika'da ve Afrika'da ise Salmonella Enteriditis ve Salmonella
Typhimurium en yaygin serotiplerdir (Barrow ve Thomson., 2010 ve Eng Shu-Kee ve

ark., 2015).

2012 yilinda, sekil 1.2.'de gosterildigi gibi, Salmonella Enteritidis'in insanlardan
en ¢ok izole edilmis serovar oldugu (%41,3), bunu takiben Sa/monella Typhimurium
(%22,1) ve monoftazik Salmonella Typhimurium 1,4,[5],12:i:- ve ardindan Salmonella

Infantis’in geldigi bildirilmistir ( EFSA, 2014).

S. Kentucky
0.8%

S. Panama
0.9%
S. Enteritidis
b 413 %
09% ' 3%
S. Newport __————— L ——

09%
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1.3%

S. Stanley
14%

S. Infantis
25% S. Typhimurium,

monophasic
1.4,[5].12:i:- Hae S S. Typhimurium
72% 22.1%

Sekil 1.2. 2012 yilinda, Avrupa Birliginde insanlarda bulunan Salmonella serovarlariin dagilimi
(EFSA, 2014).

Tiirkiye’de, Saglik Bakanligindan alinan verilere gére 2012-2016 yillar1 arasinda
insanlarda klinik vakalardan alinan materyallerden en sik izole edilen Salmonella

serotipi Salmonella Enteritidis’tir (%57,3-74,1). Birincil {iretimde, genel Salmonella



pozitifligi broyler, yumurtaci, hindi ve damizlik epidemiyolojik birimlerinde sirasiyla
%24.5, %7,5, %21,5 ve %4,3 olarak bulunmustur. Salmonella Enteritidis’in broyler,
yumurtacilar, hindi, damizlik ve kesimhane Orneklerindeki 3.baskin serotip oldugu

saptanmistir.

1.7. Teshis

Salmonellozun teshisinde, bakteriyel izolasyon veya Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR), tam kan agliitinasyon testi (WBT), hizli lam agliitinasyon testi (RSA), serum
agliitinasyon testi (SAT) ve ELISA kullanilarak yapilabilmektedir (OIE Terresterial
Manual, 2018). Salmonella'nin serolojik teshisinde Kauffmann-White semasina gore
serum agliitinasyonuyla bakteri hiicre ylizeyinde lipopolisakkarit (somatik veya O
antijeni), flagella (H antijeni, faz I ve II), ve kapsiiler (Vi) antijenin varligina gore
yapilmaktadir (Fitzgerald ve ark., 2003). Faj tiplendirme, Pulse Field Jel Elektroforezi,
biyotiplendirme, antibiyotik diren¢ modellerinin belirlenmesi veya plazmid profil
analizi gibi diger yontemler serovar seviyesinden daha detayl bir sekilde izolatlarin
tanimlanmasi i¢in kullanilmakta ve epidemiyolojik ¢aligmalarda uygun yontemlerdir

(Barker ve Old, 1989).

1.8. Sagaltim

Insanlarda Salmonella infesksiyonlarmin tedavisi i¢in geleneksel olarak ampisilin,
kloramfenikol ve trimetoprim-siilfametoksazol gibi antimikrobiyaller kullanilmakta,
ancak bu antimikrobiyallere kars1 direng ortaya ¢ikmasindan dolay1 florokinolonlar'in
ve genis spektrumlu sefalosporinler'in ¢oklu ilaca direngli Sa/monella infeksiyonlari
tedavisinde kullanilmasi tercih edilmistir (Eng, Shu-Kee ve ark., 2015 ve Sood ve ark.,
1999). Ancak, gelismekte olan iilkelerde florokinolonlara Sa/monella direngliliginin

artmasindan Salmonella enfeksiyonlarinin tedavisinde tercih edilen kinolonlar ve



ticiincii nesil sefalosporinler gibi antibiyotikler neden olmustur (Hasan ve ark., 2008

ve Karon ve ark., 2007).

Florokinolonlar farkli iilkelerde kanatli endistrisinde ¢esitli sekillerle
kullanilmaktadir (Randall ve ark., 2006). Trimetoprim ile polimiksin B siilfat
uygulanmasi, 1 giinliik civcivlerde Salmonella Enteritidis'in ~ kolonizasyonunu
engellemis ve enfeksiyonu ortadan kaldirmistir (Goodnough ve Johnson, 1991). Bir
calismada normal tavuk bagirsak florasi ile enrofloksasin kullanilarak 1 giinliik

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

Antimikrobiyallerle tedavi etkinliginin smirli olmasi, Ornekleme sirasinda
enfeksiyonun maskelenebilmesi, et ve yumurtada kalint1 birakmasi ve direnglilige
neden olmasi gibi nedenlerle kanath hayvanlarda Salmonella enfeksiyonunu kontrol
etmek icin antimikrobiyallerin kullanilmamasi tavsiye edilmektedir. Ayrica
antimikrobiyaller normal floray1 azaltmakta ve boylece Salmonella ile kolonizasyon

olasiligini artirmaktadir (OIE manual, 2021).

1.9. Koruma

Asilar, salmonelloz gibi hastaliklara karsi en giiclii biyolojik etkenlerdir. 2600
serotipin herhangi birinden yapilan as1i, digerine karst c¢apraz koruma
saglayamamaktadir (Singh, 2009). Kanatlilarin asilanmasi, maliyeti ve bakterilerin
antibiyotik direncinin artmasi nedeniyle en 6nemli kontrol onlemlerinden birisidir
(Zhang ve ark., 1999). Salmonella'nin kontrolii i¢in canli atteniie, inaktive (6lii) ve

subiinit agilar1 kullanilmaktadir.
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1.9.1. Canh Atteniie Asilar

Insanlarda Salmonella tifosu asis1 ilk gelistirilmis atteniie asidir (Wright, 1997).
Daha sonra kanatlilarda tifo hastaliginin kontrolii i¢in S. Gallinarum'un 9R ve 9S

suslar1 gelistirilmistir (Smith, 1956).

Inaktif agilar sadece antikor {iretimini uyarirken, canli ateniie asilar hem hiicresel
hem de humoral immun yaniti uyarmaktadir (Barrow, 1996 ve Chatfield ve ark., 1993).
Genellikle tiim uygun antijenleri in vivo olarak eksprese ettikleri ve kolayca oral
yolundan verilebildikleri i¢in ¢esitli avantajlart bulunmaktadir (Desin, 2013 ve Gast
ve Beard., 1989). Yumurtadan yeni ¢ikmis civcivler Salmonella infeksiyonuna ¢ok
duyarli oldugundan, canli Sa/monella asisinin 1 giinliik civcivlerin agilanmasindan 18
giin sonra LPS antijenine kars1 antikor iiretimini saglayabilmesi avantajlardan birisidir.

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

Insanlarda, hayvanlarda ve kanatl hayvanlarda genetik delesyon veya insersiyon
yoluyla bdlgeye spesifik ya da spesifik olmayan mutasyonlara sahip bir¢cok Salmonella
atteniie asilar gelistirilmistir (Singh, 2009).

1.9.1.1. Mutasyonlar1 Olusturmak i¢in Kullanilan Yontemler

E. coli kromozomunda gen transformasyonu i¢in iki yontem kullanilmistir.
Birincisi, bir plazmidin bakteri kromozomuna insersiyonuna dayanan “in-out”
yontemidir. Ikincisi “linear fragment” yontemi (aym1 zamanda homolog
rekombinasiyon yoOntemi olarak adlandirilir), linear DNA molekiiliiniin uglarinda
olusturulan kisa homolog kollar araciyla homolog-rekombinasiyona dayanan bir

metottur (Madyagol ve ark., 2011).
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Homolog rekombinasyonda hedef DNA molekiilleri, rekombinasyon enzimleri
eksprese eden konaker hiicrelerde kesin olarak degistirilmektedir. E. coli'de
rekombinasyon i¢in siklikla Lambda (1) red rekombinasyon fajinin fonksiyonlarindan
faydalanir (Datsenko ve Wanner, 2000 ve Murphy, 1998). Lambda (L) red genleri:
Exo, Bet ve Gam red rekombinasyonunda ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir. Exo, lineer
dsDNA'nin 5 ucunu bozmakta ve Bef, Exonun olusturdugu ssDNA'nin hiicrede
tamamlayict bir hedefe baglanmasimni desteklemektedir (Kuzminov, 1999;
Murphy,1998; Poteete ve Fenton., 2000 ve Yu ve ark., 2000). Gam geni, lineer
DNA'nin (PCR {iriinii) bozulmamasi i¢in E. coli’nin RecBCD ve SbcCD eksontikleaz
aktivitesini inhibe etmektedir (Karu, 1975; Murphy, 1991 ve Murphy, 1998).

Lambda (A) red plazmidi, arabinoz-indiikleyebilen promotoriin kontrolii altinda
eksprese edilen lambda genlerini (gam, exo, ve beta) iceren, sicaklifa duyarl,
antibiyotik diren¢ geni (ampisilin ve tetrasiklin gibi) igeren ve diisiik sayida DNA
kopyasina sahip bir plazmittir (Sekil 1.3.).

(8779) ApaLl

(8711) XmnI EcoRV (301)

BssHII (585)

(8173) Bsal

BspQI - SapI (978)

BamHI (1154)
Eco53KkI (1223)

(7672) PluTI
BanII - SacI (1225)

(7670) Sfol

(7669) Narl

(7668) KasI

(7534) Eagl - Notl

Sall (1726)
(7214) Spel

PPREDIA
9030 bp

(5904) EcoNI
(5698) HindIII
o0
5000 v
(5449) Ndel \_/

(4720) BgIII BmgBI (4650)

(6747) Pcil

AleI (2649)

Nhel (3691)
BmtI (3695)

Pfol (3937)

Sekil 1.3. E. coli genomunun modifikasyonunda kullanilan pREDIA plazmidi (Yang ve ark., 2014).
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Genelde, PCR’da sablon olarak, rekombinasyon asamasinda PKD3
(kloramfenikol) ya da PKD4 (kanamisin) plazmidleri kullanilmaktadir. Sekil 1.4.’te
gosterildigi gibi, PKD3, FRT bolgeleri ile ¢evrili cat kaseti, antibiyotik direng genleri
(kloramfenikol ve ampisilin), ve promotor igeren bir sablon plazmittir (Datsenko ve

Wanner, 2000).

B04) BCivi BspDI  Clal (40
1 Aarl  BfuAl BspMI (&)

,,,,,, Nzpl  Sphi (s5:)

A (a5
BMgRI (5n)
BEtRI (a0

Swal (441)

123571 Pvul
20m) Stel
(2109) Pepl
(2115) NmeAll
ous) Bght

2047) BarFl

(1967) Ahdt

(1922) Eagl - Nott

(1740) EcoP1m1

Ndal (1301)

Sekil 1.4. Rekombinasyon asamasinda kullanilan olan PKD3 plazmidi.

Rekombinasyon i¢in kullanilan lineer DNA fragmentleri, bir antibiyotik direng
markerini ¢evreleyen PCR fragmentleri ile iiretilebilmektedir. E. coli kromozomuna
homolojiye sahip olmayan ii¢ n-bagimli plazmidin (6rn. pKD3) hedef geninin kisa
homoloji bolgeleri (genelde 36 ila 50 bp) ile ¢evrili segici bir marker iireten PCR
amplifikasyonunda sablon olarak kullanilmas: i¢in tasarlanmaktadir. Sadece
modifikasyonu tasiyan koloniler agar plaklarindaki antibiyotik sec¢iminde

tireyebilmektedir (Datsenko ve Wanner, 2000).
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1.9.1.2. Daha Once Yapilmis Mutasyon Calismalar

Mutasyonlarin prensibi iki genel kategoriye ayrilir: metabolik fonksiyonlar veya
virlilans faktorleridir. En yaygin ¢alisilan metabolik olarak zayiflatilmis suslar,
defektif aromatik amino asitleri (6rn. aroA veya aroC ve aroD), defektif purinler (6rn.
purd, purE), defektif adenilat siklaz (6rn. cya), veya defektif siklik AMP reseptor
proteini (crp). Viriilans-attenlie mutant asilarda ise iki bilesenli diizenleyici sistem
phoP/phoQ veya Salmonella patojenite adast 2 (SPI2) kullanilarak mutasyon

olusturulmaktadir (Gamazo ve Irache, 2007).

Bircok g¢alismada S. Enteritidis ateniiasyonu saglamak amaciyla farkli genler
tizerinde defektler yapilmistir. AroA geni, glikolizi dogrudan aromatik amino asitlerin
sentezine baglayan “shikimate” yolun bir parcasidir (Bentley ve Haslam., 1990). Bu
nedenle aroA'min silinmesi ile birlikte aromatik amino asitlerin eksikligine baglh
Salmonella okzotrofik hale gelmekte ve aroA eksikligi olan Sal/monella suslarinin

olduke¢a zayifladigi tahmin edilmektedir (Hoiseth ve Stocker, 1981).

Salmonella genlerinin biiyilik bir kismi, Salmonella patojenite adalar1 (SPI's) adi
verilen farkli bolgelerdeki kromozomda kiimelenmektedir. Yaklasik olarak 21
Salmonella patojenite adast (SPI's) tespit edilmistir (Amanda ve ark., 2012).
Salmonella'nin hiicrelere invazyonu SPI-1'de bulunan tip III salgilama sistemi (T3SS)
ile saglanmaktadir (Baumler ve ark., 1996 ve Marcus ve ark., 2000). Civcivlerin SPI-
1 mutanti ile agilamasindan sonra inflamatuar bir yanit vermeden S. Enteritidis saha
susuna kars1 koruyucu bagisiklig1 saglanmistir (Marta ve ark; 2015). Insan intestinal
epitel hiicreleri (Caco-2) kullanilarak yapilan bir in vitro analizde, SPI-1 mutant
susunun saha susundan daha az invazif oldugu ve epriivasyon testinde SPI-1 mutant
ile agilanmig kanathilarda sistemik enfeksiyonunun geciktigi saptanmistir (Taseen ve
ark; 2009). SPI-1 defektif bazi suslarin, oral yol ile murin tifosuna neden olma
yetenekleri biiyiik ol¢iide azalmistir (Penheiter ve ark., 1997). Bagka bir calismada,
SPI-1 ve SPI-2'nin tavuklarda kolonizasyon i¢in S. Enteritidis'in en onemli iki

patojenik adas1 oldugu bildirilmistir (Rychlik ve ark; 2009 ve Matulova ve ark; 2012).
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Kanatli hayvanlarin SPI-I-lon-fliC mutant ile oral asilanmasindan sonra susun etkinlik
testlerinde atteniie ve immiinojenik oldugu bulunmustur. Ayni zamanda asili
tavuklarin enfekte tavuklardan serolojik olarak ayirt edilmesi saglanmistir (Marta ve

ark., 2013).

Bircok calismada, flagellaya bagli bakteriyel motilitenin adezyon veya invazyon
icin 6nemli oldugu bulunmustur (Allen ve Woodward, 1999b; Jones ve ark., 1992 ve
Khoramian ve ark., 1990). Salmonella serovarlarinin ¢ogu, H1 (faz 1 fIiC) ve H2 (faz
2, fliB) flagellin olarak adlandirilan ve antijenik olarak birbirinden farkli iki filament
proteinine sahiptir (Kutsukake ve ark., 1990 ve Macnab ve ark., 1996). Salmonella,
her iki proteini de kodlamakta, ancak ayni1 anda eksprese etmemektedir (Amanda ve
ark., 2012). Ancak S. Enteritidis'in sadece fliC genini igerdigi kanitlanmistir (Van
Asten ve ark., 1995). Calismalardan birisinde, flagella barindirmayan mutant susglarin,
saha susuna gore daha az baglanma gosterdigi kanitlamistir (Allen ve Woodward,
1999a). Bagka bir arastirmada, invazyon agisindan S. Enteritidis f7iC mutant susu, saha
susundan 50 kat daha az bulunmus (Fons ve ark., 2000) ve farkli bir ¢alismada, fliC
mutant susunun atteniie oldugu saptanmustir (Craig ve Jean, 2001). F/iC'nin silinmesi,
ticari olarak temin edilmis ELISA kiti kullanilarak asilanmis tavuklarin enfekte olmus

tavuklardan ayirt edilmesini saglamistir (Ulrich ve ark., 2011 ve Marta ve ark., 2013).

InvH bir dig membran lipoproteinidir ve Sa/monella suslarinda T3SS'nin 6nemli
bir parcasidir (Altmeyer ve ark., 1993 ve Galan ve Watz, 2006). InvHnin,
Salmonella'nin patojenitesi, makrofajlarin lizisi, birka¢ proteinin salgilanmasi,
salgilayici ve enflamatuar immiin yanitlart ve T3SS'nin bir kisminin lokalizasyonu i¢in
gerekli oldugunu bildirilmistir (Daefler ve Russel, 1998 ve Kimbrough ve Miller,
2002). Ayrica, InvH Salmonellamin epitelyal hiicrelere baglanmasinda ve konakgi-
hiicre etkilesiminde rol oynadigini géstermektedir (Altmeyer ve ark., 1993). S. Dublin
ve S. Typhimurium invH mutant suglarinin invazyonu, MDCK ve Int 407 hiicre kiiltiirii
deneyleriyle test edilmis ve bulgularda her iki hiicre kiiltiiriinde invazyonun azaldig1
gbzlenmistir (Watson ve ark., 1995). Bir arastirmada, in-vitro ¢alismalarda, S.

Typhimurium invH mutant susunun invazyonunun saha susunun invazyonuna kiyasla,
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% 70-80'e distiigli ve invH-ssaV ¢ift mutant susunun saha susuna kiyasla Sip
(Salmonella invasion protein) efektoriiniin salgilanmasini azalttigin1 gostermistir (Pati

ve ark., 2013).

Hiicre i¢i proteoliz, stres kaynakli proteinler olarak bilinen olan, Lon, Clp
familyas1, HslUV ve FtsH dahil olmak iizere, dort enerjiye bagl proteaz tarafindan
baslatilmaktadir (Akiko ve ark., 2002). Clp proteaz, Lon ile birlikte hiicrede protein
degradasyonunun % 80'ini olusturan ATP'ye bagli proteazlardan biridir (Thomsen ve
ark., 2002). Clp kompleksi arasinda, ATP hidrolizini gerektiren bir islemde peptitleri
parcalayan ve yanlis katlanmis proteinlerin pargalanmasinda rol oynayan proteolitik
bir bilesen olan ClpP bulunmaktadir (Nicholas ve ark., 2008). Onceki ¢alismalarda,
CipP eksikliginin farelerde viriilans azalmasina, Salmonella patojenite adasi 1'in
(SPI1) ve SPI4 viriilans genlerinin transkripsiyonunun azalmasina neden oldugunu

gosterilmistir (Ran ve ark., 2018).

Salmonella proteini tirozin fosfataz (SptP), Salmonella patojenite adalarinda (SPI-
1) kodlanmis bir Salmonella T3SS efektor proteinidir. Bu protein, tirozin fosfataz ve
GTPaz aktive edici protein (GAP) igermekte, konake1 hiicre fizyolojisini degistirmekte
ve hiicrede bakteriyel yasami desteklemektedir (Fu ve Galan, 1999 ve Kaniga ve ark.,
1996). SptP, interlykin-8'in liretimini bastirmakta ve bunun sonucu olarak Salmonella
invazyonu ve hiicre i¢i replikasyonu desteklemektedir (Haraga ve Miller, 2003 ve Lin
ve ark., 2003). S. Enteritidis sptP mutant susunun farelerde immiinojenik ve giivenli
oldugu, hem in vivo hem de in vitro olarak bakteriyel kolonizasyonu azalttig1

bildirilmistir (Lin ve ark., 2017).

Ayrica, Salmonella attentiasyonu i¢in yapilan farkli calismalarda, /on, 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 yapilmaistir.
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1.9.2. Inaktif Asilar

Inaktif asilarda fiziksel (1s1) veya kimyasal maddeler (8- propiolakton,
glutaraldehit veya formaldehit) kullanilarak tiim organizma inaktif hale getirilmektedir

(Gamazo ve Irache, 2007).

Inaktif asilar, ilk kez atlarda salmonellozun kontrolii icin basariyla kullanilmustir.
Daha sonra, S. Typhimurium, S. Abortusequi, S. Dublin, S. Virchow, S. Gallinarum,
ve S. Enteritidis inaktif asilar1 gelistirilmistir. Ancak, canli ve inaktif asilarin
karsilastirmali analizinde, yalnizca ylizey antijenlerin bulunmasi sebebiyle eksik bir
koruyucu antikor yaniti vermesi, salmonellozda gereken uzun siireli koruma igin
onemli olan hiicresel yanitt vermemesi, ve mukozal ylizeylerdeki salgilayici
immiinoglobulin (sIgA) iiretimini saglamamasi1 gibi nedenlerle inaktif asilarin

etkisinin canli agilarin etkisinden daha az oldugu tespit edilmistir (Singh, 2009).

1.9.3. Subiinit Asilar

Subiinit asilar, bakterinin immiinodominant bilesenlerini iceren asilardir.
Patojenin, sentetik peptitlerinin ham veya saflastirilmis ekstraktlarindan
hazirlanmakta, veya rekombinant DNA teknolojisi kullanarak, saf DNA veya RNA
kullanimiyla elde edilmektedir (Gamazo ve Irache, 2007). Salmonella'nin yaygin
hiicre alt1 bilesenleri, dig membran proteinleri (OMP), porinler, toksinler, ve ribozomal
fraksiyonlar1 gibi antijenik {irlin, yapt ve komponentleri bu tiir asilarin

gelistirilmesinde kullanilmaktadir (Singh, 2009).
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1.10. Kontrol

Insanlarda salmonellozun kontrolii igin, gida hijyeni, tiiketime hazir ve/veya
islenmis gidalarin kontrolii ile tavuklarda enfeksiyon kontrolii gerekmektedir (Ehuwa

ve ark., 2021).

Kanatli hayvanlarda ise, giivenlik 6nlemleri, kesim Oncesi (6rnegin: ciftlikte),
kesim esnasinda (6rnegin: kesimhaneye nakliye ve kesim hattinda) ve kesim sonrasi
(6rnegin: isleme ve hazirlik sirasinda) olmak iizere farkli agamalarda Onlemler
alinabilmektedir. Ayrica, salmonelloz kontrolii i¢in biyogiivenlik 6nlemleri,
Salmonella igermeyen kanatli yemleri ve igme sulari, ek olarak asilama, ve

kolonizasyon-inhibisyon uygulamalar1 gerekmektedir (De Cort, 2015).

Bu tezin amaci, bakterinin viriilens antijenlerini kodlayan genlerde delesyon
yaparak, kanatli hayvanlarda as1 potansiyeli olan Sal/monella Enteritidis aroA ve ClpP

mutant suslarinin gelistirilmesi ve in vitro kosullarda 6zelliklerinin karsilastirilmasidir.
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1. GEREC VE YONTEM
2.1. Gereg

2.1.1. Salmonella Enteritidis Suslar

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda kanatl
kiimeslerinin altlik 6rneklerinden izole ve identifiye edilen ve daha dnce pulsed field
jel elektroforezi ile tiplendirilen SEI-WT (kod: Diizce 138-10635) ve SEIII-WT (kod:
Sultanbey 9699C) Salmonella Enteritidis suslari kullanildi. Bu suslardan SEI-WT susu

mutantlari olusturmak i¢in, SEIII-WT susu ise genotipik degerlendirme i¢in segildi.

2.1.2. Besiyerleri

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

Tripton 10 g, maya ekstrakt1 5 g, sodyum klorid 5 g. Besiyeri igerigi distile su ile
1000 mlI’ye tamamlandi. Sterilizasyon isleminden 6nce pH 7,0 £ 0,2’ye ayarlandi.
Otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edildi. Sogutulduktan sonra +4°C’te saklandi.

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

Tripton 10 g, maya ekstrakt1 5 g, sodyum klorid 5 g, agar 15 g. Besiyeri igerigi
distile su ile 1000 m1’ye tamamlandi. Sterilizasyon isleminden 6nce pH 7,0 = 0,2’ye
ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 15 dk steril edildi. Kati besiyerleri 47°C’ye

sogutulduktan sonra petrilere dagitildi.
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2.1.2.3. Ampisilin iceren (50 pg/mL) LB Broth-Lennox (LAB-Ingiltere)

Tripton 10 g, maya ekstrakti 5 g, sodyum klorid 5 g. Besiyeri igerigi distile su ile
1000 mlI’ye tamamlandi. Sterilizasyon isleminden 6nce pH 7,0 £ 0,2’ye ayarlandi.
Otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edildi. Sogutulduktan sonra 50 pg/mL olacak
sekilde ampisilin selektif supplement (Oxoid-Thermo Fisher, USA) eklendi ve
+4°C’de saklandi.

2.1.2.4. Kloramfenikol iceren (100 pg/mL) LB Agar-Lennox (LAB-Ingiltere)

Tripton 10 g, maya ekstrakt1 5 g, sodyum klorid 5 g, agar 15 g. Besiyeri igerigi
distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Sterilizasyon isleminden 6nce pH 7,0 £ 0,2’ye
ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edildi. Kat1 besiyerleri 47°C’ye
sogutulduktan sonra 100 pg/mL olacak sekilde kloramfenikol selektif supplementi
(Oxoid-Thermo Fisher, USA) eklendi ve petrilere dagitildi.

2.1.2.5. Nutrient Agar (Merck, Almanya)

Et peptonu 5 g; Et ekstrakt1 3 gr; Agar 12 gr. Besiyeri distile su i¢inde 1sitilarak
eritildi, otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize edildi ve 45-50°C'ye sogutulup steril
petrilere dokiildii.

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

Maya ekstrakti 3 g, sodyum klorid 5,0 g, ksiloz 3,75 g, laktoz 7,5 g, siikkroz 7,5 g,
L-lizin hidroklorid 5 g, sodyum tiyosiilfat 6,8 g, ferrik amonyum sitrat 0,8 g, fenol
kirmizis1 0,08 g, sodyum deoksikolat 1 g, agar 13 g. Besiyeri icerigi distile su ile 1000
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ml’ye tamamlandi. Sik sik karistirilarak hizlica kaynama noktasina getirildi ve hemen

45-50°C’lik bir su banyosuna koyuldu. Sogutulduktan sonra petrilere dagitildi.

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

Et infiizyonu 2 g, kazein hidrolizat1 17,5 g, nisasta 1,5 g, agar 13 g. Besiyeri 1000
ml distile su i¢inde 1sitilarak eritildi, otoklavda 121°C’de 10 dakika sterilize edildi. 45-

50°C’ye sogutulduktan sonra steril petrilere dokiildii.

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

Et inflizyonu 2 g, kazein hidrolizat1 17,5 g, nisasta 1,5 g. Besiyeri 1000 ml distile
su i¢inde 1sitilarak eritildi, otoklavda 121°C’de 10 dakika sterilize edildi.

Sogutulduktan sonra +4 °C’de saklandi.

2.1.2.9. Modifiye Edilmis Rappaport Vassiliadis (MSRYV) Yar1 Kat1 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 MgCl, 10,9 g, Malakit Yesil Oksalat 0,04 g,
agar 2,7 g, novobiocin sodyum supplement tuzu 0,01 g. MSRYV yar1 kati besiyeri ISO
6579 protokoluna gore hazirlandi. Besiyeriden 15,8 g alind1 ve 500 ml distile su iginde
¢oOziildii. Sik sik calkalanarak kaynanan suda eritildi. Bir sise MSRV selective
supplement’in liyofilizati, 1 ml steril, saf su eklenerek ¢6ziildii ve besiyerine eklendi.

45-50°C’ye sogutulduktan sonra petrilere dokiildii.
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2.1.2.10. Super Optimal Broth with Catabolite Repression (SOC) Broth
Besiyeri (ABD)

Tripton: 20 g, maya ekstrakti: 5 g, NaCl: 0,5 g, MgSOas: 0,96 g, Glikoz: 3,6 g,

KCI: 0,186 g. Besiyeri igerigi distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Sterilizasyon
isleminden 6nce pH 7,0 + 0,2’ye ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edildi

ve +4°°C de saklandi.

2.1.3. Ticari Kitler, Tampon Soliisyonlar ve Cozeltiler

Cizelge 2.1. Testlerde Kullanilan Ticari Kitler, Tampon Soliisyonlar ve Cozeltiler.

No. Kitler/ Tampon soliisyonlar/ Cozeltiler/ Kimyasallar Uretici Firma Orijini
1. Microgen™ GnA+B-ID System Microgen Bioproducts Ingiltere
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 Ingiltere
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 Isvigre
19. Sodium Dodecyl Sulphate VWR ABD
20. TiO URE Labshop Tiirkiye
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. Dpnl (10 U/ uL) Thermo Fisher ABD
28. Xbal (10 U/ pL) 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
3s. Gentamicin Solution Sigma-Aldrich ABD

(Cell Cultured Tested)

2.1.4. Cihaz ve Ekipmanlar

Cizelge 2.2. Testlerde Kullanilan Cihaz ve Ekipmanlar.

No. Ekipmen/Cihaz Uretici Firma Orijini
1. Sogutmali Santrifiij Z 366 K Hermle Almanya
2. Spektrofotometre BD ABD

(BD PhoenixSpec™nephelometer)
3 Is1 Blogu 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 Cihazi Thermo-Scientific ABD
8 Jel Elektroforez Unitesi Thermo-Scientific ABD
9 Gii¢ Kaynagi WEALTEC ABD
(WEALTEC ELITE 300 Plus Power Supply)
10. PFGE CHEF-DR III Bio-Rad ABD
11. MicroPulser Electroporator Bio-Rad ABD
12. Goriintilleme Cihazi SYNGENE ABD
13. Safe 2020 Biyolojik Giivenlik Kabini Thermo-Scientific ABD
14. pH Metre Model 420A Hollanda
2.1.5. Plazmidler

Bu calismada S. Enteritidis mutant suslar1 olusturmak icin Gene Bridges
firmasindan temin edilen pRedET (ampisilin) ve Nova Lifetech firmasindan elde

edilen PKD3 (kloramfenikol) plazmidler kullanilmstir.

2.1.6. PCR Primer Ciftleri

Tezde kullanilan primerler NCBI Primer-BLAST web sitesi kullanilarak

tasarlanmistir. Primerler Sentebiyolab firmasinda sentezlettirildi.
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Cizelge 2.3. Primer Ciftleri.

Gen Primer Oligoniikleotid Dizisi Uriin Referans
Gam “P3-F 5’TAGCGGATCCTACCTGAC 3
596 bp Ran ve ark., 2018
P4-R
5S’ATCAGTTCCTGTGGGTCG 3
aroA 5’ ATGGAATCCCTGACGTTACAACCCA
. TCGCGCGGGTCGATGGCGCCGTGTAGGCT
aroA 45F
GGAGCTGCTTC 3 1104 bp
Bu Caligmada
5’TTAGGCAGGCGTACTCATTCGCGCCAGT
*aroA 45R TGTTCGAAATAATCAGGCATATGAATATC
CTCCTTAG’3
“aroAF_CTR 5’TCTATCTATAACGCCATGCC’3 1652 bp
5’ATTCACGCCATTTTTACATC’3 (WT), Karasova ve ark.,
“aroAR_CTR 1470 bp 2009
(mutant)
5’TCTATCTATAACGCCATGCC’3 Karasova ve ark.,
*aroAF _CTR
B 2009
S’TTTTCACCATGGGCAAATAT’3 0 bp
(WT),
CM-R Bu Calismada
428 bp
(mutant)
“**aroA-F 5’TGAAAACCTTTGGCGTGGAG’3 177 bp
5’GGCCAATTCCGGTCACTTTT’3 (WT),
Bu Calismada
" aroA-R 0bp
(mutant)
ClpP S’TTGTTATGCTTGAATTATGGCGATGCCG
TACCCATTACAGAGGGACTGGCTGATAAT
*P1-F AGCGATTGTGTAGGCTGGAG’3
1166 bp Ran ve ark., 2018
S’TCAATTACGATGGGTCAAAATTGAGTCA
P2-R ACCAAACCGTACTCTACCGCTTCAGGCGC
TTAACGGCTGACATGGGAATTAG’3
“P5-F 5’GCTTGAATTATGGCGATGC’3 728 bp
5’ACGATGGGTCAAAATTGAGTC’3 (WT),
Ran ve ark., 2018
“P6-R 1152 bp
(mutant)
“P5-F 5’GCTTGAATTATGGCGATGC’3 0 bp Ran ve ark., 2018
S’TTTTCACCATGGGCAAATAT’3 (WT),
CM-R 291 bp Bu Calismada
(mutant)
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*: Lambda red rekombinasyonda kullanilan primerler. Sablon olarak kullanilmis olan PKD3 plazmidin

dizisinin alti ¢izilmistir. **: Dis konfirmasyon primerleri (Tiim PKD3 kaseti amplifiye etmek igin). **:

Hkkk

Konfirmasyon primerleri (Genomda pKD3 kasetinin 5' ucunu tespit etmek i¢in kullanilmistir). :
aroA genini i¢ primerleri. ©: pRedET plazmidin transformasyonu olup olmadigini tespit etmek igin

kullanilan konfirmasyon primerleri.

2.2. Yontem

2.2.1. Mutantlarin Olusturulmasi

S. Enteritidis’in saha tipi suslarinin (SEI-WT) mutantlar1 Datsenko ve Wanner

(2000)’1in yontemine gére ClpP ve aroA genlerinin delesyonu ile elde edildi.

2.2.1.1. Elektrokompetent SEI-WT Susunun Olusturulmasi ve pRedET

Plazmidinin Transformasyonu

LB agarda tiretilmis SEI-WT susundan bir koloninin 10 ml LB brotha ekim yapild1
ve gece boyunca 37°C'de inkiibe edildi. Kiiltiirden 50 pul’lik hacim, 50 ml LB broth
iceren bir falkon tiipiine inokiile edildi ve 37°C’de 200 rpm'de calkalanarak inkiibe
edildi. ODeoo, 0,5'e (~2 saat) ulastiginda kiiltiir, 30 dakika buzda bekletildi. Sonra,
kiiltiir 4°C'de 15 dakika 4500 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra pelet
1 kez soguk steril distile su ile, 2 kez soguk steril %10 gliserol ile yikandi. Pelet, 500
ul steril soguk %10 gliserol ile ¢oziildii ve dnceden sogutulmus 5 adet eppendorf
tiiptine (her biri 100 pl) dagitildi. Elektro-kompetent bakterileri iceren eppendorf
tiiplerinden birisi transformasyon i¢in kullanilmis ve diger tiipler -80°C'de saklandi.
pRedET plazmidinden 2 pl (40 ng), 100 pul elektro-kompetent bakteriye aktarildi ve
15 dakika buzda bekletildi. Bakteriler, 0.1 cm'lik bir elektroporasyon kiivetine

aktarildi. Plazmidin transformasyonu ic¢in 1800 V'ta elektroporasyon yapildi ve 30
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dakika buzda bekletildi. Bakteri, 900 pl SOC besiyeri igeren bir eppendorf tiipiine
aktarild1 ve 30°C'de 2 saat inkiibe edildi. Kiiltiir santrifiij edildi ve siipernatantdan 900
ul atildi. Pelet i¢eren kalan 100 pl, ampisilinli LBA besiyeri (50 pg /ml) igeren petrilere
dagitild1 ve gece boyunca 30°C'de inkiibe edildi. Uremis kiiltiirden tek bir koloni alindi
ve yeni ampisilinli LBA (50 pg /ml) besiyerine ekim yapildu.

2.2.1.1.1. pRedET plazmidin Ekstraksiyonu ve Transformasyonun PCR ile

Dogrulanmasi

2.2.1.1.1.1. Plazmidin Ekstraksiyonu

pRedET plazmidin ekstraksiyonu GeneJET Plazmid Miniprep Kiti (Thermo-

Scientific) ile kitin 6nerdigi kosullar dogrultusunda yapildi:

Ampisilinli LB agarda iiretilmis transforme susundan bir koloni sterilize edilen
0ze ile alinarak 5 ml LB brotha ekimi yapildi ve gece boyunca 30°C'de inkiibe edildi.
Kiiltiir oda sicakliginda 2 dakika 8000 rpm santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Pelet
250 pl siispansiyon tamponunda siispanse edildi ve mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.
250 pl lizis tamponu eklendi ve karigtirildi. 350 pl nétralizasyon soliisyonu eklendi ve
karistirildi. Karisim 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant GeneJET kolonuna aktarildi
ve 1 dakika santrifiij edildi. Siiziintii atildi ve kolon ayni toplama tiipiine geri
yerlestirildi. 500 ul yikama tamponu eklendi ve 1 dakika santrifiijlendi. Siizlintii atild1
ve kolon ayni toplama tiipline geri yerlestirildi. Kolon yeni bir mikrosantrifiij tiipiine
yerlestirildi ve 50 pl eliisyon tamponu eklendi. Kolon 2 dakika oda sicakliginda
birakildi ve 2 dakika santrifiij edildi. Kolon atildi ve plazmid DNA'y1 iceren

mikrosantrifiij tlipii -20°C'de saklandi.
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2.2.1.1.1.2. Transformasyonun PCR ile Dogrulanmasi

PCR reaksiyonunda forward P3 ve reverse P4 primer ¢ifti kullanilarak Gam
genindeki 596 bazlik hedef bolge ¢ogaltildi. PCR reaksiyonu karisimi 6rnek bagina 2X
PCR master mix 12,5 pl, forward primer 1 pl, reverse primer 1 pl, molekiiler saflikta
su 8,5 ul, ve plazmid ekstraksiyonudan elde edilen kalip DNA 2 ul olarak reaksiyona
eklendi. Reaksiyon karigimlarinin hazirlanmasi siiresince kuru buz {izerine caligildi.
Kalip DNA'nin ¢ogaltilmas1 asamasi 6nceden programlanmis olan thermal cycler'da
95°C 5 dakikalik 6n denatiirasyondan sonra 95°C 20 saniye denatiirasyon, 51°C 1
dakika primer baglanmasi, 72°C 90 saniye ektensiyon seklinde toplamda 35 siklusta
gerceklestirildi. Son siklusu takiben 72°C 'de 10 dakikalik final ekstensiyon

asamasinin ardindan 6rnekler agaroz jel elektroforezinde incelendi.

2.2.1.1.1.2.1. PCR Uriiniin Goriintiilenmesi

2.2.1.1.1.2.1.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Amplifiye edilmis olan 6rneklerin elektroforezinde %1°lik yogunlukta agaroz jel
kullanildi. Bunun i¢in 1 g agaroz 100 ml TBE tamponu (1X konsantrasyonda) i¢eren
bir erlenmayere konuldu. Mikrodalga firnda 1.5 dakikada kaynatililarak eritildi.
Sogutulduktan sonra icerisine SYBR safe stain (10 pl) eklenerek karistirildi ve tarak
yerlestikten sonra yatay elektroforez cihazinin kalibina dokiildi. Agaroz gel

katilastiktan sonra tarak dikkatli bir sekilde ¢ikarildi.

2.2.1.1.1.2.1.2. Jelin Goriintiilenmesi

Agaroz jelin katilasmasindan sonra elektroforez tankina konuldu ve iizerine 1X
TBE tamponu dokiildii. Negatif kontrol dahil olmak iizere her numuneden 12 pl, 2 pl
6X ylikleme boyastyla karistirildi ve jelin gozlerine ayr1 ayr1 yiiklendi. Son goze 10 pl
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marker (Invitrogenl kb plus DNA Ladder) eklendi. Jel 180 V'de 45 dakika
elektroforeze edildi. Elektroforezin sonunda jel SYNGENE goriintiileme cihazinda
goriintiilendi. Spesifik bant veren numuneler basariyla transforme edilmis kabul edildi

ve 'SEI-WT-RedET' olarak adlandirildi.

2.2.1.2. Homolog Uclu Lineer DNA Kasetinin Amplifikasyonu

Bu c¢alismada PCR ile iki kaset (aroA ve ClpP homolog uglari olan lineer DNA)
cogaltildi. , Her iki kasetin ¢ogaltmasi, ClpP geninin delesyonu i¢in P1-F ve P2-R
primer ¢ifti ve aroA geninin delesyonu i¢in aroA 45F ve aroA 45R primer ¢ifti
kullanilarak Datsenko ve Wanner (2000)’1n yontemine gore gerceklestirildi. Sablon
olarak kullanan pKD3 plazmidi, ClpP geni i¢in ClpP-PKD3 kaseti (1166 bp) ve aroA
geni i¢in aroA-PKD3 kaseti (1104 bp) olusturuldu.

AroA-PKD3 kaseti olusturmak i¢in, PCR reaksiyonu karigimi 6rnek bagina 2X
PCR master mix 12,5 pl, forward primer 1 pl, reverse primer 1 pl, molekiiler saflikta
su 10 ul, ve PKD3 plazmidinden 0,5 pl olarak karigim yapildi. ClpP-PKD3 kaseti
olusturmak i¢in, PCR reaksiyonu karisimi 6rnek bagina 2X PCR master mix 12,5 pl,
forward primer 2,5 pl, reverse primer 2,5 ul, molekiiler saflikta su 7 pl, ve PKD3
plazmidinden 0,5 pl (50 ng) olarak karisim yapildi. Her kaset i¢in toplam 20 PCR
reaksiyonu hazirlandi. Reaksiyon karigimlarinin hazirlanmasi siiresince kuru buz

tizerine ¢alisildi.

Kasetlerin ¢ogaltmasi i¢in, Onceden programlanmis olan thermal cycler'da
95°C’de 7 dakika 6n denatiirasyonun ardindan 98°C 10 saniye denatiirasyon, 55°C 30
saniye primer baglanmasi, 72°C 2 dakika ektensiyon seklinde toplam 35 siklusta
gerceklestirildi. Son siklusu takiben 72°C 'de 10 dakikalik final ekstensiyon

asamasinin ardindan PCR firiinleri tek bir tiipte toplandi, Dpnl restriksiyon enzimi
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(Thermo-Scientific) ile muamele edildikten sonra GeneJET PCR piirifikasyon kiti ile

saflagtirildi ve agaroz jel elektroforezinde incelendi.

2.2.1.2.1. Dpnl Restriksiyon Enzimi ile PKD3 Plazmid Eliminasyonu

PCR iirlinlinde kalan PKD3 plazmidi Dpnl restriksiyon enzimi (10 U/ pl) ile
uzaklastirildi. Once PCR iiriiniindeki DNA miktar1 Nano-Drop 2000 Spektrofotometre
cihazi ile dl¢iildii ve miktarina gore Dpnl restriksiyon enzimi karigimina eklendi. Dpnl
restriksiyon enziminin karisimi hazirlamak i¢in 240 pl niikleaz igermeyen suyu, 30 pl
10X Tango tamponu, ve 7,5 ul Dpnl enzimi sterile bir mikrosentrifiij tiiplinde
karigtirildi ve PCR iiriinii (~ 30 ng/ ul) bu karisima eklendi. Karisim 37°C'de 1 saat

inkiibe edilmesinin ardindan -20°C'de saklandi.

2.2.1.2.2. CipP-PKD3 ve aroA-PKD3 Kasetlerinin Piirifikasyonu

GeneJET PCR piirifikasyon kiti (Thermo-Scientific) ile kitin 6nerdigi kosullar
dogrultusunda ClpP-PKD3 ve aroA-PKD3 kasetlerinin piirifikasyonu yapildi.

PCR iirlinline baglama tamponu eklendi (1:1) ve karistirildi. Karisim, GeneJET
saflagtirma kolonuna aktarildi ve 1 dakika santrifiij edildi. Siiziintii atildiktan sonra
700 pl yikama tamponu tiipe eklendi ve 1 dakika santrifiij edildi. Siiziintii atild1 ve
kalan yikama tamponunu uzaklastirmak i¢in bos kolon ekstra 1 dakika santrifiij edildi.
Toplama tiipii atild1 ve kolon, yeni steril 1,5 ml'lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi.
Kolonun ortasia 100 pl niikleaz icermeyen su konuldu ve 1 dakika santrifiij edildi.

Son olarak, kolon atild1 ve saflastirilmis PCR {iriinii -20°C'de saklandi.
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2.2.1.2.3. Saflastirlmis PCR Uriiniin Gériintiilenmesi

2.2.1.2.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz Jel Elektroforezi 2.2.1.1.1.2.1.1. paragrafinda anlatildig1 gibi yapildi.

2.2.1.2.3.2. Jelin Goriintillenmesi

Jelin gorintiillenmesi 2.2.1.1.1.2.1.2. paragrafinda anlatildig1 gibi yapildi, fakat
numuneden 2 pl, 10 pl steril distile suyunda sulandirildiktan sonra 2 pl 6X yiikleme

boyasiyla karigtirildi ve jelin gézeneklerine yiiklendi.

2.2.1.3. Lineer DNA Kasetlerinin Transformasyonu

Lineer DNA kasetinin transformasyonunun amaciyla SEI-WT-RedET susundan
elektro-kompetent bakteri olusturuldu. ClpP ve aroA mutanlar1 olusturmak i¢in ayni

yontem kullanildi.

Bunun i¢in, ampisilinli LB agarda (50 pg/ml) tiretilmis SEI-WT-RedET susundan
bir koloni 10 ml ampisilinli LB brotha (50 pg /ml) ekimi yapildi ve gece boyunca
30°C'de inkiibe edildi. %10 L-arabinoz (%99) distile suda ¢ozdiiriildii ve 0,22um filtre
ile steril edildi. L-arabinoz soliisyonundan 900 pl 50 ml LB broth igeren bir falkon
tiipe ilave edildikten sonra kiiltiirden 50 pl inokiile edildi ve 30°C’de 200 rpm'de
calkalanarak inkiibe edildi. ODsoo, 0,5'e (~2.5 saat) ulastiginda kiiltiir, 30 dakika buzda
bekletildi. Sonra, kiiltiir 4°C'de 15 dakika 4500 rpm santrifiij edildi. Siipernatant
atildiktan sonra pelet 2 kez soguk steril distile su ile, 2 kez soguk steril %10 gliserol

ile yikandi. Pelet, 450 pl steril soguk %10 gliserol ile ¢oziildii ve dnceden sogutulmus
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5 adet eppendorf tiiptine (her biri 90 pl) dagitildi. SEI-WT-RedET elektro-kompetent
bakterileri iceren eppendorf tiiplerinden birisi transformasyon i¢in kullanilmis ve diger
tiipler -80°C'de saklandi. Kasetten 10 pl (1500 ng), 100 pl elektro-kompetent
bakteriye eklendi ve 15 dakika buzda bekletildi. Bakteriler, 0,1 cm'lik bir
elektroporasyon kiivetine aktarildi. Kasetin transformasyonu icin 1800 V'ta
elektroporasyon yapildi ve ardindan 30 dakika buzda bekletildi. Bakteri, 900 pul SOC
besiyeri igeren bir eppendorf tlipiine aktarildi ve 37°C'de 2 saat inkiibe edildi. Kiiltiir
santrifiij edildi ve siipernatanttan 900 pl atildi. Pelet iceren kalan 100 pl SOC besiyeri,
kloramfenikollu LBA besiyeri (100 pg /ml) igceren petrilere dagitildi ve gece boyunca
37°C'de inkiibe edildi. Uremis kiiltiirden tek bir koloni alind1 ve kloramfenikollu LBA
besiyeri (100 pg /ml) iceren petrilere ekim yapildi.

2.2.14. Suslarin DNA Ekstraksiyonu ve Mutasyonlarin PCR ile

Konfirmasyonu

Mutantlarin (ClpP ve aroA) ve SEI-WT suslarindan DNA ekstraksiyonu ve PCR
yapildi.

2.2.1.4.1. DNA Ekstraksiyonu

GeneJET genomik DNA pirifikasyon Kiti (Thermo-Scientific) ile asagida
belirtilen kitin Onerdigi kosullar dogrultusunda mutantlarin DNA ekstraksiyonu

yapild.

LB agarda iiremis susundan bir koloni 5 ml LB brota ekim yapild1 ve gece
boyunca 37°C'de inkiibe edildi. Kiiltiirden 2 ml mikrosentrifiij tiipline aktarildi. Kiiltiir
oda sicakliginda 10 dakika 6000 rpm santrifiij edildi ve slipernatant atildi. Pelleti 180

ul sindirim tamponunda yeniden siispansiyon haline getirildi, lizerine 20 pl Proteinaz
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K eklendi ve vorteksleyerek karistirildi. Karisim 56°C'de yaklasik 30 dakika
calkanarak inkiibe edildi. RNase A soliisyonundan 20 pl eklendi ve oda sicakliginda
10 dakika bekletildi. Liziz soliisyonundan 200 pl eklendi ve vorteksleyerek karistirildi.
400 pl %50 alkol eklendi ve vorteksleyerek karistirildi. Lizat GeneJET genomik DNA
piirifikasyon kolona aktarildi ve 8000 rpm 1 dakika santrifiij edildi. Stizlintii atild1 ve
kolon yeni bir 2 ml'lik toplama tiipline yerlestirildi. 500 pl yikama tamponu I
solisyonundan kolona eklendi ve 10000 rpm 1 dakika santrifiij edildi. Siiziintii atildi
ve 500 pl yikama tamponu II soliisyonundan kolona eklendi ve 13000 rpm 3 dakika
sentrifiij edildi. Toplama tiipii atild1 ve kolon yeni bir 2 ml'lik mikrosantrifijj tlipline
yerlestirildi. Kolonun ortasina 200 pl eliisyon tamponu eklendi, 2 dakika oda
sicakliginda birakildi ve 10000 rpm 2 dakika santrifiij edildi. Kolon atild1 ve bakterinin
DNA's1 igeren mikrosantrifiij tiipii -20°C'de saklandi.

2.2.1.4.2. Mutasyonlarin PCR ile Konfirmasyonu

Mutasyonlarin olup olmadigi dogrulanmasi i¢in ¢esitli primer ¢ifti kullanilarak
koloni PCR yapildi. PCR reaksiyonunda kullanilan konfirmasyon primer ¢ifti, PCR
karisimi, thermal cycler programi, ve beklenen PCR iiriiniin uzunlugu asagidaki

tabloda gosterildi.
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Cizelge 2.4.

SEI-WT ve kloramfenikol diren¢li kolonilerin koloni PCR taramasi.

Beklenen PCR
Gen “Primer PCR Karisimi Thermal Cycler Programi Uriniin Uzunlugu
Cifti (bp)
WT | “Mutant
CipP P5-F ve 2X mastermix: 12,5 | On denatiirasyon: 95°C’de 300
P6-R pl, P5-F: 1 pl, P6-R: | saniye. 35 siklus
1 pl, niileaz (denatiirasyon: 95°C’de 20
icermeyen suyu: 7,5 | saniye, baglanma: 1 dakika
ul, DNA: 3 pl 47°C, ektensiyon 72°C’de 90 | 728 1152
saniye). Son ekstensiyon: 72°C
10 dakika.
P5-Fve 2X mastermix: 12,5 | On denatiirasyon: 95 °C 300
“CM-R pl, P5-F: 1,5 pl, CM- | saniye. 35 siklus
R: 1,5 pl, niileaz (denatiirasyon: 95 °C 20
icermeyen suyu: 7,5 | saniye, baglanma: 1 dakika 45 0 291
pl, DNA: 2 ul °C, ektensiyon 72 °C 60
saniye). Son ekstensiyon: 72
°C 10 dakika.
aroA | aroAF _CT | 2X mastermix: 12,5 | On denatiirasyon: 95 °C 300
R ve | ul, aroAF _CTR: 1 pl, | saniye. 35 siklus
aroAR_C aroAR_CTR: 1 pl, (denatiirasyon: 95 °C 20
TR niileaz igermeyen saniye, baglanma: 1 dakika 50 | 1652 1470

suyu: 7,5 ul, DNA: 3
pl

°C, ektensiyon 72 °C 90
saniye). Son ekstensiyon: 72

°C 10 dakika.
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aroAF CT
R ve *CM-

2X mastermix: 12,5
pl, aroAF CTR: 1,5
pl, CM-R: 1,5 pl,
niileaz

suyu: 7,5 ul, DNA: 2

igermeyen

ul

On denatiirasyon: 95 °C 300
siklus

°C 20

saniye. 35

(denatiirasyon: 95
saniye, baglanma: 1 dakika 45
°C, ektensiyon 72 °C 60
saniye). Son ekstensiyon: 72

°C 10 dakika.

428

aroA-F ve

aroA-R

2X mastermix: 12,5
pl, aroAF_CTR: 1 pl,
aroAR_CTR: 1 pl,
niileaz igermeyen
suyu: 6,5 ul, DNA: 4

ul

On denatiirasyon: 95 °C 300
siklus

°C 20

saniye. 35

(denatiirasyon: 95
saniye, baglanma: 1 dakika 55
°C, ektensiyon 72 °C 60

saniye). Son ekstensiyon: 72

177

°C 10 dakika.

*: ClpP rekombinanti igin 2 farkli primer seti ve aroA rekombinanti igin 3 farkli primer seti kullanild.

**: Pozitif rekombinantlar, fonksiyonel aroA ve CIpP genleri yerine lineer kaseti igermektedir. *:

Kloramfenikol asetiltransferaz primerinin 1. baglanma yeri.

2.2.1.4.2.1. Rekombinantlarin ve SEI-WT PCR Uriinlerinin Goriintiillenmesi

2.2.1.4.2.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz Jel Elektroforezi 2.2.1.1.1.2.1.1. paragrafinda anlatildig1 gibi yapildi.

2.2.1.4.2.3. Jelin Goriintiilenmesi

Jelin goriintiilenmesi 2.2.1.1.1.2.1.2. paragrafinda anlatildig1 gibi yapildi. PCR ile

dogrulandiktan sonra, pozitif suslar, fonksiyonel ClpP veya aroA genleri yerine lineer
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kaseti (Kloramfenikol) igermekte, rekombinant suslar olarak kabul edildi ve SEI-

ACIpP:CmR, SEI-A aroA:CmR olarak adlandirildi.

2.2.1.5. pRedET Plazmidinin Eliminasyonu

Plazmidin eliminasyonu amaciyla 24 saatlik LB agarda iiremis rekombinant
suslardan tek koloni alind1, kloramfenikol igeren 3 mL LB (100 pg/ml) brotha inokiile
edildi ve 42°C'de gece boyunca inkiibe edildi. pRedET plazmidinin elimine olup
olmadigini test etmek i¢in, 5. pasaj yapildiktan sonra, kiiltiirden 100 pl ampisilin igeren
(50 pg/ml) ve igermeyen 10 ml LB brotha ekim yapildi ve gece boyunca 30°C'de
inkiibe edildi. Ampisilin icermeyen LB brothta {iremis ve ayni zamanda ampisilin
iceren LB brothta iirememis suslarin pRedET plazmiti igermeyen susu olarak

diistiniildii. Bunu dogrulamasi i¢in 2.2.1.1.1 pragrafta anlatildig1 gibi PCR yapildu.

2.2.2. SEI-ACIpP:CmR, SEI-A aroA:CmR ve SEI-WT arasinda Fenotipik

Ozelliklerinin Karsilastirmasi

2.2.2.1. LB Besiyerinde ve Stres Kosullarda Ureme Ozellikleri

Milanez ve ark. (2018) ile Ran ve ark. (2018)’nin metotlarina gére, WT, ACIlpP
ve AaroA mutantlarinin 37°C ve 42°C'de klasik LB broth veya %5 NaCl-LB broth
veya 4,5 pH’I1 LB broth kullanilarak iireme kinetigi degerlendirildi. Ureme kinetigini
37°C ve 42°C'de test etmek icin, her sus icin besiyerlerin iniikiilasyonu ikiser ikiser
yapildi. LB brothta gece boyunca tiremis her sustan 50 pl, 50 ml LB broth, veya %5
NaCl-LB broth veya 4,5 pHl1 LB broth igeren falkon tiipiine intikiile edildi. Kiiltiirler
hem 37°C hem de 42°C'de 12 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinde, 2
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saatte bir ODgoo degerleri spektrofotometre (BD PhoenixSpec™nephelometer) ile

Ol¢iilityordu. ODsoo degerlerine gore bakterinin sayisi (CFU/ml) hesaplandi.

2.2.2.2. Mutantlarin XLD Besiyerinde Uremesi

XLD agar besiyerinde iireme 0Ozelligi degerlendirmek i¢in gece boyunca LB
agarda tiremis her sustan tek bir koloni alindi ve yuvarlak uglu 6ze ile XLD agar
besiyeri igeren petrilere ¢izme plak yontemi kullanilarak gegirildi. Petriler gece

boyunca 37°C’de inkiibe edildi.

2.2.2.3. Mutantlarin Hareket Ozellikleri

Hareket 6zelligi degerlendirmek icin MSRV Yar1 Kat1 Besiyeri kullanildi. Gece
boyunca LB agarda iiremis her sustan yuvarlak uglu 6ze kullanilarak tek bir koloni
alindi, besiyerinin ortasina konuldu ve Oda sicakligi, 37°C ve 42°C'de 20 saat inkiibe

edildi. Inkiibasyon sonunda iiremis kiiltiiriin ¢ap1 milimetre cinsinde dl¢iildii.

2.2.2.4. Antibiyotik Duyarhhk Testi

Antibiyotik duyarlilik testinin (disk difiizyon yontemi) gerceklestirilmesi i¢in
Kirby-Bauer yontemi kullanildi (Bauer ve ark., 1966). Bunun i¢in, 24 saatlik LB
agarda tiremis kiiltiirden yuvarlak uglu 6ze kullanilarak birkac koloni alindi 5 ml steril
PBS soliisyonunda siispanse edildi ve bulanikligi 0,5 McFarland olacak sekilde
ayarlandi. Sivi1 kiiltiire steril svap daldirilip iyice eminceye kadar bekletildi ve petri
yiizeyine 120 derecelik agiyla siiriilerek MH agar igeren petrilere ekim gergeklestirildi.

Antibiyotik diskleri, petrilerin yilizeyine steril pens yardimiyla yerlestirildi ve 37 °C'de
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24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, disk etrafinda olusan seffaf inhibisyon

zonlari, milimetre cinsinde 06lgiildii. Kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlari

cizelge 2.5.’te gosterilmistir.

Cizelge 2.5. Kullanilan antibiyotikler.

Antibiyotik Konsantrasyonu Uretici Firma Orijini

CEFTRIAXONE (CRO) 30 pg OXOID ABD
CEPHALEXIN (CL) 30 ug OXOID ABD
FLORFENICOL (FFC) 30 ug OXOID ABD

DOXYCYCLINE (DXT) 30 pg BIOLAB ITALYA
ENROFLAXACIN (ENR) 5pug OXOID ABD
CEFTAZIDIME (CAZ) 30 pg OXOID ABD
STREPTOMYCIN (S) 10 pg OXOID ABD
NALIDIXIC ACID (NA) 30 ug OXOID ABD
TETRACYCLINE (TE) 30 pg OXOID ABD

SULPHAMETHAZOLE (SMX) 50 pg BIOLAB ITALYA
GENTAMYCIN (CN) 10 pg OXOID ABD
GENTAMYCIN (CN) 30 ug OXOID ABD
METRONIDAZOLE (MTZ) 50 pg OXOID ABD
CEFOPERAZONE / SULBACTAM (SCF) 105 pg OXOID ABD
CIPROFLOXACIN (CIP) 5pug OXOID ABD
COMPOUND SULPHONAMIDES (S3) 300 pg OXOID ABD
CLINDAMYCIN (DA) 2 g OXOID ABD
AMOXYCILLIN / CLAVULANIC ACID 30 pg OXOID ABD

(AMO)
OXYTETRACYCLINE (OT) 30 ug OXOID ABD
AMPICILLIN (AMP) 10 ug OXOID ABD
CHLORAMPHENICOL (C) 30 pg OXOID ABD
AMOXYCILLIN (AML) 25 ug OXOID ABD
ERYTHROMYCIN (E) 15 pg OXOID ABD
KANAMYCIN (K) 30 pg OXOID ABD
CEFOTAXIME (CTX) 30 pg OXOID ABD
SULPHAMETHOXOLE/ TRIMETHOPRIM 25 g OXOID ABD
(SXT)
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2.2.2.5. Biyokimyasal Testleri

Suslara, glukoz, Lisin, Mannitol, Ksiloz, sitrat, TDA, Ornitin, H2S, tire hidrolizi,
indol olusumu, Voges Proskauer-VP, ve B- galaktosidaz(ONPG) gibi biyokimyasal
testleri gerceklestirmek igin Microgen™ GnA+B-ID Sistem kiti kullamldi. Bunun
icin, 24 saatlik LB agarda liremis susun kolonilerinden alind1 ve 3ml steril % 0.85’lik
fizyolojik tuzlu su (FTS) i¢inde siispanse edildi. Siispansiyondan test kitinin her bir
kuyucuguna 100’er pL. damlatildi. Kullanim kilavuzuna gore 1, 2, 3 ve 9 numaral
kuyucuklara 3-4 damla steril mineral yag damlatildi. Testin iizeri test kitinden ¢ikan
bir serit ile ortiildii ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra
serit ¢cikarilarak; 8. kuyucuga kovaks ayiraci, 10. kuyucuga 6nce VP I ayraci sonra VP
IT ayraci damlatildi, 12 numarali kuyucuga ise TDA (triptofan deaminaz) ayraci
damlatildi. Ayiraglar eklendikten sonra renk olusan renk degisiklikleri renk skalasina

gore pozitif ve negatif sonuglar degerlendirildi.

2.2.2.6. Yumurta Sarisi, Domuz Serumu ve EDTA Duyarhhk Testi

EDTA soliisyonu (50 mg/ml), %50 steril domuz serumu ve steril yumurta sarisinin
suslarin iizerinde duyarlihgi belirlenmek icin MIC testi (Minimum Inhibisyon
Konsantrasyon) yontemi kullanilarak ayr1 ayri steril U seklinde 96 kuyucuklu

mikrotitre pleytlerinde test edildi.

200 pl test materyalinden mikrotitre pleytindeki ilk siitunun kuyucuklarma (1A
ila 1F), aktarildi. 100 pl steril MH brottan diger tiim kuyucuklara konuldu. Cok kanalll
pipet kullanilarak, pozitif kontrol ve negatif kontrol satirlar1 hari¢ (G ve H), 1.

siitundan baglayarak 12. siituna kadar iki kat sulandirma yapildi.
Materyalin diliisiyonlara suslarin duyarlilig1 test etmek i¢in, SEI-WT susuna, SEI-

AaroA:CmR susuna ve SEI-ACIpP:CmR susuna, sirastyla (A ve B), (C ve D) ve (E
ve F) satirlar1 ayarlandi. Pozitif kontrol i¢in, SEI-WT susuna, SEI-AaroA:CmR
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susuna, ve SEI-ACIpP:CmR susuna, sirastyla (G1 ila G4), (G5 ila G8), (G9 ila G12)
kuyucuklar1 ayarlandi. Negatif kontrol i¢in, SEI-WT susuna, SEI-AaroA:CmR
susuna, ve SEI-AC/pP:CmR susuna, sirasiyla (H1 ila H4), (HS ile HS8), (H9 ila H12)
kuyucuklar1 ayarlandi.

24 saatlik LB brotta {iremis suslarm kiiltiiri, 10’ CFU/ml konsantrasyonu elde
etmek icin steril PBS tamponu ile seyreltildi. Seyretilmis kiiltiirden 10 pl, negatif
kontrol kuyucuklar1 hari¢, yukarida bahsedildigi gibi diger kuyuculara aktarildi.
Pleytler 37°C'de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra tiim kuyucuklara 30 pl
steril resazurin indikator soliisyonu (%0,1) eklendi ve 37 C'de 4 saat inkiibe edildi.
Mor rengi negatif, ve pembe rengi pozitif olarak degerledirildi. Renk degisimi
olmayan en diisiik konsantrasyon, test materyali ve bakteri susu i¢in minimum

inhibitor konsantrasyon (MIC) degeri olarak degerlendirildi.

2.2.3. Mutantlarin Genotiplendirilmesi

Fenotipik degerlendirme yapmak amaciyla Center for Disease Control and
Prevention (CDC)’nin Onerdigi protokole gore Pulsed Field Jel Electrophoresis
(PFGE) yapildi. Bunun i¢in, SEIII-WT, SEI-WT, SEI-AaroA:CmR, ve SEI-
ACIlpP:CmR suslar1 kullanildi. Gorilintiillemede marker olarak kullanilmak amaciyla

Salmonella Braenderup standart susu (H 9812) eklendi.

2.2.3.1. Suslarin Hazirlanmasi

Her sus, NA besiyerine ekim yaplidi ve 37°C'de 24 saat inkiibe edildi. Steril
yuvarlak 6ze ile koloniler alind1 ve 2 ml hiicre siispansiyon tamponu (CSB) iceren

seffaf kapakli 10 ml'lik tlipine vorteksleyerek siispanse edildi ve MacFarland 4'e

ayarlandi.
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2.2.3.2. Agaroza Gomiilmesi

56°C'ye ayarlanmis 1s1 bloguna bos ve kapagi kesilmis 1,5 ml'lik ependorf tiipii
konuldu. 10 ml Plug jeli (10 ml TE tamponu+ 0,1 g seakem gold agaroz) hazirlandi ve
200 pl 1st blogundaki tiipe aktarildi. 200 pl yogunlugu ayarlanmis bakteri
siispansiyonundan ependorf tiipline aktarildi ve 10 pl proteinaz K soliisyonundan
eklendi. siispansiyon karigimindan 200 pl alindi, 1s1 blogundaki jel ile 8 kez pipetleme
yapilarak karistirildi ve plug molda dokiildiikten sonra +4 °C'de donmasi igin

bekletildi.

2.2.3.3. Agaroz Icindeki Bakterinin Liziz Asamasi

Plugtaki jeli 50 ml’lik falkon tiipiine aktarildi, 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 dH>0) ve 25 ul proteinaz K eklendikten sonra ¢alkalamali su banyosunda 2 saat 55
C'de inkiibe edildi.

2.2.3.4. Yikama Asamasi

Liziz tamponu aspire eldildi. Distile su ile 2 kez ve TE tamponu ile 4 kez su
banyosunda calkalayarak 10 dakika 55°C'de yikama yapildi. Son yikamadan sonra TE
tampon aspire edildi ve 5 ml TE tamponu eklendikten sonra +4°C'de gece boyunca
inkiibe edildi. Ertesi giinde TE tamponu ile 2 kez su banyosunda calkalayarak 10
dakika 55°C'de yikama yapildi.
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2.2.3.5. Restriksiyon Enzimi (RE) ile Kesim

TE tamponu aspire edildi. DNA igeren agaroz kalib1 petriye aktarildi, pistiire ile
1X2 olacak sekilde kesildi. Agarozun kiigiik parcasi ependorf tiipiine konuldu. On
restriksiyon asamasinda, 10 pl 10X Fastdigest tamponundan 90 pl molekiiler saflikta
suyu ile karnstirildi. Karigim ependorf tiiplindeki agaroz dilimine aktarildi ve oda
sicakliginda 10 dakika bekletildi. Restriksiyon asamasinda, agaroz dilimi alindi, 100
ul restriksiyon soliisyonu (Xbal restriksiyon enzimi: 3 ul, 10X Fastdigest buffer: 10
ul, BSA: 0,5 ul, molekiiler saflikta su: 85,5 pl) igeren bir ependorf tiipiine aktarildi ve
su banyosunda 2 saat 37 °C'de inkiibe edildi.

2.2.3.6. Elektroforeze Jelin Hazirlanmasi ve Kaliplarin Jele Yiiklenmesi

RE ile kesilmis olan agaroz kalibi jel taragina uygun sekilde yerlestirildi.
Elektroforez jelin dokiilecegi kaliba agaroz igeren tarak yerlestirildi. Elektroforez
kalibina tarak dikkatli bir sekilde yerlestirildi. Kaynatilmis PFGE jeli (1 g seakem gold
agaroz, 5 ml 10X TBE buffer, 95 ml dH,0) Elektroforez kalibina dokiildii ve donmasi
icin 15 dakika bekletildi. Jelin donmasindan sonra tarak ¢ok dikkatli bir sekilde
c¢ikartildi.

TBE buffer (10X TBE buffer: 115 ml, dH,O: 2185, Tio-lire: 760 ul) CHEF DR
III cihazinin tankina eklendi. CHEF DR III cihazi calistirildi ve ¢alismaya uygun
programi (Initial switch time: 2,2 S, Final switch time: 63,8, Voltage: 6 V, Included
angle: 120°, Run time: 16 h, Temperature: 14 °C) ayarlandi. Kalip i¢indeki jel dikkatli
bir sekilde ¢ikartildi, cihazin tankina yerlestirildi ve cihaz caligtirildi.
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2.2.3.7. Boyama ve Yikama Asamasi

Jel cihazdan ¢ikartildi ve 6zel boyama kalibina yerlestirildi. Kaliba etidium
bromid soliisyonu (2. stok etidium bromid: 750 ul, dH2O: 900 pl) jele gecek sekilde
eklendi ve karanlik ortamda yarim saat calkaliyicida inkiibe edildi. Inkiibasyondan

sonra 3 kez dH20 ile yarim saat yikama yapildu.

2.2.3.8. Goriintiileme ve Analiz

Yikamanin sonunda, jel goriintiilleme cihazinda goriintiilendi, Bionumerix 7

programinda analiz edildi ve dendogram olusturuldu.

2.2.4. Hiicre Kiiltiiriinde Adesyon ve invazyon Testi

Hiicre kiiltiirtinde S. Enteritidis suglarinin (SEI-WT, SEI-AaroA:CmR, ve SEI-
AClpP:CmR) adezyonu ve invazyonunu belirlemek amaciyla, Ran ve ark. (2018),
Roof ve ark. (1992), ve Lin ve ark. (2017)'nin yontemine gore adezyon ve invazyon

testi yapildi.

African Green Monkey kidney (Vero D 11-1) hiicre kiiltiirti igeren T-175'lik hiicre
kiiltiirii flask DOLLVET Veteriner As1 ilag Biyolojik Madde Uretimi Sanayi ve
Ticaret A.S firmasindan temin edildi. Vero hiicreleri, %10 fetal bovine serum igeren
Dulbecco's Modified Eagle's Medium'u kullanarak 0,3 X 10%/gdz olacak sekilde 6 adet
NUNC 6-gozlii hiicre pleytlere (Thermo-USA) dagitildi ve %5 CO2 37°C'de 24 saat
inkiibe edildi.

24 saatlik LB besiyerinde tiremis suslardan 50 pl, 50 ml yeni LB besiyeri i¢eren
falkon tiiptine ekildi ve 37°C'de inkiibe edildi. ODsoo, 0,5'e (~2 saat) ulastiginda
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kiiltiirler 4500 rpm'de santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra 50 ml DMEM
vasati her tlipe eklendi ve bakterinin tortusu siispanse edildi. Her sus i¢in ayr1 2 adet
6-gozli hiicre kiiltiirli pleyti, birisi adezyon testi i¢in ve digeri invazyon testi i¢in
ayarlandi. MOI (Multiplicity of Infection) 100:1 elde etmek icin bakterinin
siispansiyonun 1 ml'si (1.5X10® PFU), hiicre kiiltiirii pleytinin her gdziine (1.2X10°
hiicre/gdz) aktarildi ve %5 CO2 37°C'de 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan
pleytler 3 kere steril PBS tamponu ile yikama yapildi.

Adezyon testinde, hiicreleri lize etmek amaciyla, 1 ml %1 Triton X-100
soliisyonundan her gdze eklendi ve 37°C'de 15 dakika inkiibe edildi. Invazyon testi
icin vero hiicrelerin disindaki bakterileri 6ldiirmek amaciyla 1 ml gentamisin igeren
DMEM vasatindan (100 pg/ml) her goze eklendi ve ekstra 2 saat %5 CO2 37°C'de
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, 3 kez steril PBS ile yikama yapildi, 1 ml %1
Triton X-100 soliisyonundan her goze eklendi ve 37°C'de 15 dakika inkiibe edildi.
hiicreleri lize etmek amagiyla, 1 ml %1 Triton X-100 soliisyonundan her goze eklendi
ve 37°C'de 15 dakika inkiibe edildi. Her pleytin gozlerindeki hiicre lizatlar1 bir falkon
tiiptine aktarildi. Bakterinin sayisini belirlemek amaciyla 10 kat sulandirma yapildi ve

LB agara ekildi.
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3. BULGULAR

3.1. Mutantlarin Olusturulmasi

3.1.1. pRedET Plazmidin Transformasyonu ve PCR ile Dogrulanmasi

pRedET plazmidi ile transformasyon basariyla gerceklestirildi. Sekil 3.1.’de LB-
Amp (50 pg/ml) agarda tiremis SEI-WT-pRedET susu ve sekil 3.2.°de PCR ile

dogrulanmasina bagl ortaya ¢ikan 596 bp’lik bandi gosterildi.

Sekil 3.2. pRedET ile transformasyonun PCR ile dogrulanmasi sonucunun jel goriintiisii. 1: Marker
(GeneOn 1 kb/1000 bp DNA Ladder); 2, 3, 4, 5: SEI-WT-pRedET; 6: NC; 7: Marker (Invitrogenl kb
plus DNA Ladder).
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3.1.2. PCR ile Homolog U¢lu Lineer DNA Kasetlerinin Amplifikasyonu

Mutantlar1 olusturmak amaciyla homolog uglu lineer DNA kasetlerinin
amplifikasyonu PCR ile yapildi. Sekil 3.3.'te olusturulan ClpP-PKD?3 kaseti (1166 bp)
ve aroA-PKD?3 kaseti (1104 bp) gosterildi.

1000 bp

Sekil 3.3. PCR ile amplifiye edilmis kasetlerin jel goriintiisii. 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 susu, lineer DNA kasetlerinin transformasyonundan sonra
kloramfenikollu LB agarda (100 mg/ml) tiremistir. Sekil 3.4. A ve B'de iiremis suslar

gosterildi.
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Sekil 3.4. Kaset transformasyonlar1 sonucunda kloramfenikollu LB agarda tiremis suglarin goriintiisii.
A: aroA-PKD3 kaseti ile transforme edilmis SEI-WT-pRedET susu; B: ClpP-PKD3 kaseti ile
transforme edilmis SEI-WT-pRedET susu.

3.1.4. Mutasyonlarin PCR ile Konfirmasyonu

Kloramfenikollu LB agarda (100 ug /ml) iiremis mutantlar (aroA ve ClpP) PCR
ile dogrulandi. SEI-ACIpP:CmR, SEI-A aroA:CmR ve SEI-WT suslardan beklenen
PCR iiriinleri sekil 3.5., 3.6., ve 3.7.’de gdsterildi.

2000bp e 1470 bp 1652bp
1500 bp P

728 bp
1000 bp - —

Sekil 3.5. Dis konfirmasyon primerlerinin PCR sonucunun jel goriintiisii (ClpP: 2 ve 3; aroA: 4 ve 5).
1: Marker (GeneOn 1 kb/1000 bp DNA Ladder); 2: SEI-ACIpP:CmR; 3: SEI-WT; 4: SEI-
AaroA:CmR; 5: SEI-WT; 6: NC.
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500 bp

Sekil 3.6. Genomda pKD3 kasetinin 5' ucunu tespit etmek i¢in kullanilan primerlerin PCR sonucunun
jel goriintiisii (ClpP: 2 ve 3; aroA: 4 ve 5). 1: Marker (GeneOn 1 kb/1000 bp DNA Ladder); 2: SEI-
ACIpP:CmR; 3: SEI-WT; 4: SEI-Aaro4:CmR; 5: SEI-WT; 6: NC; 7: Marker (Invitrogenl kb plus
DNA Ladder).

Sekil 3.7. aroA geninin i¢ primerlerin PCR sonucunun jel goriintiisii. 1: Marker (Invitrogenl kb plus
DNA Ladder); 2: SEI-WT; 3: SEI-AaroA:CmR; 4: NC.

3.1.5. pRedET Plazmidinin Eliminasyonu

Kloramfenikol iceren LB brothhta 42°C’de 5. pasajindan sonra, ampisilin igeren
(50 pg/ml) 10 ml LB brotha ekilen olan SEI-ACIpP:CmR ve SEI-A aro4:CmR mutant

suglar1 tiremedi. pRedET varliginin olup olmadigi tespit etmek i¢in kloramfenikol
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iceren LB brothta 42°C’de liremis mutantlarin 5. pasajina yapilan PCR sonucunda hig
bir bant (596 bp) goriilmedi.

3.2. SEI-ACIpP:CmR, SEI-AaroA:CmR ve SEI-WT arasinda Fenotipik

Ozelliklerin Karsilastirmal Degerlendirilmesi

3.2.1. LB Besiyerinde ve Stres Kosullarda Ureme Ozelliklerinin

Karsilastirilmasi

LB besiyeri kullanilarak stres kosullarda SEI-AC/pP:CmR ve SEI-A aroA:CmR

mutant suslar1 ile SEI-WT saha susuyla karsilastirmanin sonucunda:

LB brothta, 37°C ve 42°C'de lag fazinda mutantlar saha susundan daha yavas
tiredi. Mutantlarin arasinda SEI-A aroA:CmR mutant susu SEI-ACIpP:CmR
susundan daha yavas iiredi (sekil 3.8 ve 3.9).

LB-37°C'de Ureme Egrisi
9.20
9.00
8.80
8.60
8.40
8.20
8.00
7.80
7.60
2 4 6 8 10 12 14
Zaman (saat)

Log,, CFU/ml

—o—SEI-WT SEI-ACIpP:CmR SEI-A aroA:CmR

Sekil 3.8. LB-37°C'de suglarin iireme egrisi grafigi.
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LB-42°C'de Ureme Egrisi

)
= 8.20
8.00

2 4 6 8 10 12 14
Zaman (saat)

—0—SEI-WT  —@—SEI-ACIpP:CmR SEI-A aroA:CmR

Sekil 3.9. LB-42 °C'de suslarin tireme egrisi grafigi.

4,5 pH’li LB brothta, 37°C ve 42°C'de iireme egrisine gore: 37°C’de SEI-
ACIpP:.CmR mutant susu ve SEI-WT susunun arasinda oOnemli bir farklilik
bulunmazken, SEI-A aroA:CmR susu diger suslardan daha yavas tiredi. 42°C’de ise
lag fazinda mutant suslar saha susundan daha yavas iiredi ve inkiibasyon sonunda
suslarin arasinda ¢ok 6nemli bir farklilik goriilmedi. Mutant suslar neredeyse ayni

tireme oraniyla tiredi (sekil 3.10 ve 3.11).

pH 4.5 LB-37°C'de Ureme Egrisi

10.00
‘=.:—:'

8.00 ﬁ
E
=)
= 6.00
®}
a 4.00
)
-

2.00

0.00

2 4 6 8 10 12 14
Zaman (saat)
—o—SEI-WT  —e—SEI-ACIpP:CmR SEI-A aroA:CmR

Sekil 3.10. pH 4,5 LB-37°C’de suslarin {ireme egrisi grafigi.
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pH 4.5 LB-42°C'de Ureme Egrisi
8.60
8.40
8.20
8.00
=7.80
7.60
7.40
7.20

CFU/ml

Log

2 4 6 8 10 12 14
Zaman (saat)

—e—SEI-WT  —@—SEI-ACIpP:CmR SEI-A aroA:CmR

Sekil 3.11. pH 4,5 LB-42°C’de suslarin iireme egrisi grafigi.

%35 NaCl LB brothta, 37°C ve 42°C'de lag fazinda SEI-A aroA:CmR susu diger
suslardan daha iyi iiredi fakat 12 saatlik inkiibasyonun sonunda SEI-WT susu mutant
suslardan daha yiiksek say1 (CFU) gosterdi. iki sicaklikta ve ozellikle 37°C'deki lag
fazinda SEI-ACIpP:CmR susu diger suslardan ¢ok yavas bir lireme gosterdi (sekil
3.12 ve 3.13).

%5 NaCl LB-37°C'de Ureme Egrisi

9.00
E 8.50 —4
=
O 8.00
gs .
S 7.50

7.00

2 4 6 8 10 12 14
Zaman (saat)
——SEI-WT  —e—SEI-ACIpP:CmR SEI-A aroA:CmR

Sekil 3.12. %5 NaCl LB-37°C’de suslarin iireme egrisi grafigi.
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%5 NaCl LB-42°C'de Ureme Egrisi

9.00
8.80
8.60
8.40
8.20
< 8.00
2 7.80
7.60
7.40
7.20

2 4 6 8 10 12 14

Zaman (saat)

CFU/ml

—o—SEI-WT  —@—SEI-ACIpP:CmR  —®—SEI-A aroA:CmR

Sekil 3.13. %5 NaCl LB-42°C’de suslarin iireme egrisi grafigi.

3.2.2. Mutantlarin XLD Besiyerinde Ureme Ozellikleri

XLD agarda SEI-AC/pP:CmR mutant susu SEI-WT susu ile aymi lireme
ozelliklerini gosterirken SEI-A aroA:CmR mutant susu ayni besiyerinde H»S tiretmedi

(sekil 3.14).

Sekil 3.14. XLD agarda iiremis suslarl gorilintiisii. A: SEI-WT susu; B: SEI-A aroA:CmR mutant
susu; C: SEI-ACIpP:CmR mutant susu .
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3.2.3. Mutantlarin Hareket Testi Bulgular:

Farkli sicakliklarda motilite testinin sonucu asagidaki gibidir:

Oda sicakliginda, mutant suglarin hareketliligi SEI-WT susa kiyasla onemli
Ol¢iide azaldi. 37°C'de, SEI-A aroA:CmR susu ve SEI-WT susu ayni deger

gosterirken SEI-ACIpP:CmR susu daha az hareketlilik gosterdi. 42°C'de ise mutant

suslarinin (6zellikle SEI-AClpP:CmR susu) hareketliligi SEI-WT susa kiyasla 6nemli
Olciide azaldi (sekil 3.15).

Hareket Ozelligi

Oda sicaklig1 37°C 42 °C

60

Cap1 (mm)
= N w iy (9]
o o o o o

o

B SEI-WT  ®mSEI-A aroA:CmR SEI-ACIpP:CmR

Sekil 3.15. Suslarin hareketlilik grafigi.

3.2.4. Antibiyotik Duyarhhk Testi Bulgular

Mutant suslarin duyarliligi SEI-WT susunun duyarhiligina kiyasla artt1, 6zellikle
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 (sekil 3.16). Ayrica,
SEI-A aroA:CmR susu, test edilen antibiyotikler arasinda daha fazla duyarlilik
gosterdi (13/26).

52



Antibiyotik Duyarlilik Grafigi

(=]
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|
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45
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2
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1
1
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(9]

)
C-30

AML-25
E-15
K-30

DA-2
CTX-30
SXT-25

AMC-30
0T-30

CRO-30
CL-30
FFC-30
DXT-30
ENR-5
CAZ-30
NA-30
TE-30
SMX-50
CN-10
MTZ-50
SCF-105
CIP-5
S3-300
CN-30
AMP-10

B SEI-WT mSEI-A aroA:CmR ®SEI-ACIpP:CmR

Sekil 3.16. Antibiyotik duyarlilik grafigi.

3.2.5. Biyokimyasal Test Bulgulari

Sekil 3.17 ve cizelge 3.1'de gosterildigi gibi, MicrogenTM GnA+B-ID sistem kiti
ile yapilan biyokimyasal testlerde, H>S testinde negatif veren SEI-A aroA:CmR susu

harig (sekil 3.17'de soldan {igiincii kuyucuk), tim suglar benzer sonug verdi.

P00 0@
990 0@

poeece

Sekil 3.17. Biyokimyasal testlerinin goriintiisii.
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Cizelge 3.1. Biyokimyasal test sonuglari.

Lisin

Ornitin

H2S Glikoz

Mannitol

Ksiloz

ONPG

indol

I"Jre

V.P

Sitrat

TDA

SEI-
WT

+

+

+ +

+

+

+

SEI-
Aaro
A:C
mR

SEI-
ACIlp
P:C
mR

3.2.6. Yumurta Sarisi, Domuz Serumu ve EDTA Duyarhlik Testi Bulgular:

Sekil 3.18, 3.19 ve 3.20'de gosterildigi gibi, yumurta sarisi, EDTA ve domuz

serumu duyarlilik testinde, SEI-A aroA:CmR susu SEI-WT ve SEI-ACIpP:CmR

suslarina kiyaslandiginda daha fazla duyarlilik gésterdi. SEI-ACIpP:CmR susu SEI-

WT susuna kiyaslandiginda, EDTA'ya kars1 daha fazla direnclilik, yumurta sarisina

kars1 daha az direnclilik, ve dumuz serumuna kars1 benzer direnglilik gdsterdi.

Domuz Serumu

60

50

40

30

(drenclilik%)

20

10

SEI-WT

Domuz Serumu

SEI-A aroA:CmR SEI-ACIpP:CmR

Sekil 3.18. Suslarin domuz serumuna kars1 direnclilik grafigi.
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EDTA
3.5

2.5
15
0.5

0 .
SEI-WT SEI-A aroA:CmR  SEI-ACIpP:CmR

EDTA (drenclilik mg/ml)
N

Sekil 3.19. Suslarin EDTA’ya kars1 direnglilik grafigi.

Yumurta Sarisi

- 7
@2~
= X 6
[~ -
72} é 5
£5,
5=
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1
. — I
SEI-WT SEI-A aroA:CmR SEI-ACIpP:CmR

Sekil 3.20. Suslarin yumurta sarisina kars1 direnglilik grafigi.

3.3. Mutantlarin Genotiplendirilmesi

PGEF analizinde, mutant suslarin paternleri (SEI-A aroA:CmR  ve SEI-
ACIpP:CmR ) ana susunun (SEI-WT ) paterninden farkli bulundu (Sekil 3.21).
Bionumerix 7 programinin analizinden olusturulan dendogram mutant suslarin

paternlerinin SEIII-WT susunun paternine daha yakin oldugunu gosterdi (Sekil 3.22).
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Sekil 3.21. PFGE goriintiisii. 1: Marker (S. Braenderup (H9812) Standard); 2: SEI-WT; 3: SEIII-WT;
4: SEI-ACIpP:CmR; 5: SEI-AaroA:CmR.

80
-85
90

95

IM-lI3S

IM-13S
ddio-13s
Vole-|3s

Sekil 3.22. PFGE dendogram goriintiisii.
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3.4. Hiicre Kiiltiiriinde Adezyon ve invazyon Testi Bulgular

Vero hiicre kiiltiiriinde, mutantlar ana bakteriden (SEI-WT susu) daha az adezyon
ve invazyon gosterdi. Mutantlarin arasinda ise, SEI-AaroA:CmR susu SEI-
ACIpP:CmR susundan daha az adezyon ve invazyon gosterdi (Sekil 3.23).

0 II II II

SEI-WT SEI-A aroA:CmR SEI-ACIpP:CmR

CFU/ml
NoWw s »

[,

m Adezyon ®invazyon

Sekil 3.23. Vero hiicre kiiltiiriinde suslarin adezyonu ve invazyonu grafigi.

57



4. TARTISMA

Salmonella serovarlari, siirlingenler, kuslar, insanlar dahil olmak {izere
memelilere kadar ¢ok cesitli konakg¢ida hastalik yapabilmektedir. Salmonella
Enteritidis'in, gida kaynakli hastaliklarin ana nedenlerinden biri olmasi sebebiyle, en
onemli zoonotik hastaliklar arasinda gosterilmektedir (Mesfin ve Dejene., 2017).
Salmonella Enteritidis'in Avrupa’da 2012 yilinda, Tiirkiye’de ise 2012-2016 yillarn
arasinda insanlardan en ¢ok izole edilen serotip oldugu saptanmistir (EFSA, 2014).
Broyler, yumurtacilar, hindi, damizlik ve kesimhane oOrneklerinde Salmonella
Enteritidis’in en yaygin 3. serotip oldugu bildirilmistir (Ulusal Salmonella Kontrol
Programi, 2018).

S. Enteritidis'in kanatli hayvanlarin oral enfeksiyonu ardindan herhangi bir klinik
belirti goriilmeden aylarca sekumlara kolonize olmakta, diskiyla atildiginda diger
kanathlari, kontamine yumurtalar1 ya da etleri tiiketildiginde ise insanlar1 infekte
etmektedir. Civcivlerde ise yiiksek oranda oliim kayit edilmistir (Suzuki, 1994).
Avrupa Birligi standartlara gore uygun 6rnekleme modeline gore kanatli iiretiminde
S. Enteritidis ve S. Typhimurium sikliginin %1 diizeyinin altinda olmasi
hedeflenmektedir. Bu hedefi gerceklestirmek adina Avrupa Komisyonu, insanlarda
hastalig1 kontrol etmek i¢in tavuklarin asilanmasimin en onemli ve en pratik énlem

olabilecegini bildirmistir (Ulusal Salmonella Kontrol Programi, 2018).

Asinin amaci, uzun-siireli immiinolojik koruma saglamak olup, bu sayede
enfeksiyonun tamamen 6nlenmesi ya da hastaligin siddetinin biiyiik 6l¢iide azaltilmasi
miimkiin olabilmektedir. Canli asilarin salmonelloza karsi etkili bir koruma
saglayabilmesi, kolay uygulanmasi, heterolog antijenler icermesi, mukozal, hiicresel
ve humoral immun yanit1 indiikleyebilmesi gibi bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Buna
karsin inaktif agilarda immiinojenitenin arttirilmasi i¢in genellikle adjuvantla birlikte
uygulanmasi ve uzun siireli koruyucu bagisikligin saglanabilmesi i¢in bir dozdan daha

fazla uygulanmasi gerekmektedir (Singh, 2009).
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Canl1 as1 susunun koruyucu bir immun yanit olusturmast amaciyla, belli bir siire
GALT (gut-associated lymphatic tissues) ve MALT (mucosa associated lymphatic
tissues) dokulara invaze olmasi, bu dokularda canli kalmasi ve g¢ogalabilmesi
gerekmektedir. Bu hedef, metabolik enzimler veya temel viriilans faktorlerini
kodlayan genlerin delesyonu ile mutant suslar gelistirerek elde edilebilmektedir. S.
Enteritidis'in gelistirilen mutant asilarinin arasinda, oksotrofik c¢ift-marker mutanti,
metabolik drift mutanti, sicakliga duyarli spontan mutanti, cya-crp mutant1 ve aroA
mutantt bulunmaktadir (Revolledo ve Ferreira., 2012). AroA, glikolizi aromatik amino
asitlerin sentezlenmesine dogrudan baglayan shikimate yolunun bir pargasidir. Aro
mutantlari, fenilalanin, tirozin ve triptofan gibi aromatik amino asitleri
iiretememektedir. Amino asitler konak i¢inde serbest bulunmadigindan aro mutantlar
hiicre i¢inde replikasyonu yapamamaktadir (Sebkova ve ark; 2008). Proteoliz, hiicre
ici ortamdaki istenmeyen proteinleri uzaklastiran temel bir hiicresel aktivitedir.
Proteolitik sistemi, hiicrenin proteostazi siirdiirmesini, protein seviyelerini degistirerek
bakterinin degisen ortamlara adaptasyonunu saglamaktadir. Bakterilerde, ClpP ve Lon
genleri, hiicresel proteolitik aktivitelerin %80'ini gergeklestirmektedir. 1980 ve izleyen
yillarda hayvanlarda Salmonella oksotrofik aromatik amino asit mutantlarinin
viriilanst azalttig1 6grenildikten sonra, farkli Sal/monella serotiplerinin viriilansini
azaltmak i¢in bu genlerde siklikla mutasyonlar yapilmistir (Sebkova ve ark; 2008).
ClpP geni ise stres kosullart altinda proteinlerin pargalanmasinda 6nemli bir rol
oynadigindan, bu genin delesyonu bakterilerin atteniiasyonuna neden olmaktadir

(Thomsen ve ark; 2002).

Bu tez ¢calismasinda, Tiirkiye'de kanatli kiimeslerinin altlik 6rneklerinden izole ve
idetifiye edilmis olan Sa/monella Enteritidis susu kullanarak aroA ve ClpP mutantlar
olusturuldu ve in vitro kosullarda fenotipik 6zellikleri saha susuyla karsilastirilarak

degerlendirildi.
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Bu ¢aligmada, Datsenko ve Wanner (2000)'in yontemine gore, hedef genlerin
delesyonu ve kloramfenikol geninin (CmR) insersiyonunu dogrulamak amaciyla aroA
icin 3 ve ClpP igin ise 2 farkli primer ¢ifti tasarlandi. Bakterinin genomuna
yerlestirilen PKD3 kasetini ¢ogaltan dis primerler, hedef genlerin disindaki dizilerden
tasarlandi. Bu sebeple, bu primerler ile, mutant PCR iiriiniin uzunlugu ana bakterinin
PCR fiiriiniin uzunlugundan farkliydi. Ikinci primer setinde, forward primer hedef
genin disinda bulunan diziden ve reverse primer sokulan kasetteki diziden tasarlandi.
Bu nedenle, PCR iiriinii sadece mutantin genomundan amplifiye edildi. Ugiincii sette
ise, forward ve reverse primerler aroA geninin ortasindaki diziden tasarlandi, aroA
geni mutant susta bulunmadigi i¢in PCR iirlinii sadece SEI-WT susunun genomundan
amplifiye edildi. Bu bahsedilen primerler ile beklenen sonuglar elde edildi ve daha
sonra mutantlar kloramfenikola diren¢ kazandigi igin PKD3 kasetinin insersiyonu
basariyla gerceklestirildi. Bu elde edilen aroA ve ClpP delesyon bulgusu, Karasova
ve ark. (2009) ve Ran ve ark. (2018)'in sirayla elde ettikleri bulgularla benzerlik
gostermektedir. Lambda red rekombinasyon yontemi, klasik restriksiyon enzimleri
klonlama yontemiyle karsilastirildiginda, lambda red daha hizli (1 hafta), restriksiyon
bolgelerinden bagimsiz, ve daha biiyiikk DNA fragmanlart modifiye edilebilmektedir.

PFGE teknigi, restriksiyon enzimleri yardimiyla biiyiik DNA molekiilleri
parcalanarak ve jel matriksi icerisinde diagonal araliklarla uygulanan elektrik akimi
yardimiyla jelde DNA fragmentlerinin ayrilmasma dayali giiglii bir molekiiler
tiplendirme (genotiplendirme) teknigidir (Sharma ve ark; 2016). Bu c¢aligmada,
mutantlara ait PFGE paternlerinin ana bakterinin PFGE paterninden genotipik olarak
farkli olup olmadigim1 belirlemek i¢in PFGE yapildi. Bu teknikte kullanilan
restriksiyon enziminin mutasyon stratejisine bagli delesyon ve insersiyon sebebiyle
ilgili sus genomlarini farkli bolgelerden kesmesi sonucunda, mutant suglarin paternleri
(SEI-A aroA:CmR ve SEI-ACIpP:CmR ) ile ana sugunun (SEI-WT ) paterni arasinda
farkliliklar saptandi. Bu ¢alismada elde edilen PFGE bulgular1 Mustak ve Yardimci
(2019)'in elde ettikleri bulgularla benzerlik gostermektedir.

Thongbai ve ark. (2006) ve Sebkova ve ark. (2008) yapmis olduklar1 ¢alismada,

4.5’luk pH degerinde bakterinin dis membraninin bozuldugunu, aro mutantlarinin
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atteniiasyonunun hiicre duvari ve dis membraninda defektlere neden olmasi nedeniyle
aroA mutant susu, diisiik pH'ya saha susundan daha duyarli oldugunu bildirmislerdir.
Bu tez calismasinda, 4.5 pH’li LB brothta 37°C'de, SEI-AaroA:CmR susunun
membranindaki defektler nedeniyle diisiik pH'den etkilenmis ve diger suslardan daha
yavas iiremistir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada, ClpP'nin ¢esitli stres kosullarinda
S. Typhimurium'un tiremesi iizerinde énemli rolii oldugu saptanmistir (Thomsen ve
ark., 2002). Bu tez caligmasinda, SEI-ACIpP:CmR mutant susu %5’lik NaCl
konsantrasyonuna ¢ok yiiksek duyarlilik gostermistir. Bu ve diger bulgular Ran ve

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

Biyokimyasal testler ve XLD agarda lireme 6zellikleri degerlendirildiginde, ClpP
mutant ve saha susu arasinda bir farklilik goriilmedi. AroA mutant susu ise hem XLD
agarda lireme ve hem de biyokimyasal testlerinde ticari olan Vaxsafe® STM-1
(Salmonella Typhimurium) as1 susunda oldugu gibi, H>S negatif 6zellik gosterdi. Tez
calismasinda aroA geni delesyonu nedeniyle H»S iiretiminden sorumlu olan phsA

geninde bir degisiklik oldugu diistintilmektedir.

Frahm ve ark. (2015) ve Deditius ve ark. (2015)'nin yapmis olduklari
caligmalarda, hiicre membran biitiinliigii ile LPS'deki degisikliklerin Salmonella
hareketliligini etkiledigini bildirmislerdir. Flagella genlerinin ekspresyonunun
azalmasinin, aroA mutant susunun motilitesinin azalmasina neden oldugu saptanmistir
(Sebastian ve ark., 2016). Bu ¢alismada, mutantlarin hareket testi bulgularinda, oda
sicakligi ve 42°C'de SEI-A aroA:CmR susunun hareketliligi SEI-WT susuna kiyasla
onemli Olglide azalmigtir. Yukarida bahsedildigi gibi, aroA mutantlarinin
atteniiasyonunun hiicre duvari ve dig membraninda defektlere neden olmasi, flagella
genlerinin ekspresyonunda azalmaya bagl olarak aroA mutant susunun motilitesinin
azaldig1 disiiniilmektedir. ClpP ekspresyonunun, besin eksikliginde rol oynayan
proteinlerinin par¢alanmasi, durma fazinin adaptasyonu, 1st stresi, hiicre siklusunun
ilerlemesi, biyofilm formasyonu, motilite, beslenme ve metabolizma iizerinde 6nemli
roliiniin oldugu bulunmustur (Bhandari ve ark., 2018). Knudsen ve ark. (2013)'in
yaptig1 calismada, proteolitik C/pX bileseninin olmamasi S. Typhimurium c/pP mutant

susunun ateniiasyonuna ve motilitesinin kaybolmasina neden oldugu saptanmistir. Bu
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tez calismasinda, biitlin test edilen sicakliklarda SEI-AC/pP:CmR susunun
hareketliligi SEI-WT susuna kiyasla dnemli dl¢lide azaldig1 saptanmustir.

Antibiyotik duyarlilik testi bulgularinda, SEI-A aroA:CmR susunun, test edilen
antibiyotiklere kars1 daha fazla duyarlilik gosterdigi goriilmiistiir. Sebastian ve ark.
(2016)'min yaptig1 calismada, gliserofosfolipidlerdeki degisiklikler ve putatif ubikinon
sentezi bozukluklarimin dis membranin bozulmasina neden oldugundan, aroA
mutantlarinin penisilin ve ampisiline daha duyarli oldugu bildirilmistir. Bu nedenlerle,
tez calismasinda gelistirilen aroA mutantinin antibiyotiklere duyarliligmnin arttigi
distiniilmektedir. Clp proteazlar, ribozom mekanizmasina {izerine etkili
antibiyotiklerin kullanimia bagli sitoplazmada yanlis katlanmis veya yanlis
translasyon geg¢irmis proteinleri uzaklastirmaktadir (Pan ve ark., 2019). Vaubourgeix
ve ark. (2015)’in yaptig1 calismada, Mycobacterium smegmatis'te biriken proteinler ve
Oliim oran1 arasinda bir iligkinin bulundugunu, ana hiicrede biriken protein yiikiiniin
yeni nesil hiicrelere esit olmayan dagilimi sonucu bakterinin {ireme hizini azalttigini
ve/veya hiicre 6liimiine neden oldugunu bulmustur. Bu ¢alismada gelistirilen ClpP
mutant sugunda saha susuna kiyasla antibiyotiklere duyarliligin artig nedeni yukarida

belirtilen nedenlerden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Bu tez caligmasinda mutant suglarinin yumurta sarisi, EDTA ve seruma duyarliligi
test edildi. Sa/monella Enteritidis yumurta kabugundan yumurtanin hem saris1 hem de
beyazina gegebilmekte, bu sekilde kontamine olan yumurtalan tiiketen insanlarda
enfeksiyona neden olmaktadir. Sebkova ve ark. (2008)'in yaptig1 calismada,
atteniiasyondan kaynaklanan hiicre duvart ve dis membrandaki bozukluklar
nedeniyle, Salmonella Enteritidis aroA ve aroD mutantlarin albiimine duyarliliginin
saha susuna kiyasla 20 kat arttigin1 bulmustur. Bu ¢alismada, yumurta sarisina karst,
aroA mutant susunun duyarlilig1 16 kat daha fazla, C/pP mutant susunun duyarlilig1
ise, saha susunun duyarliligindan 8 kat daha fazla bulundu. Salmonella dis
membraninda, EDTA veya fiziksel muamele gibi ¢esitli yontemlerle bozukluk
yapilabilmektedir (Thongbai ve ark., 2006). Alakomi ve ark. (2003)'in yaptig1
caligmada, EDTA'nin erken log fazinda dis membranin1 ¢ok daha fazla etkiledigi

saptanmistir. Sebkova ve ark. (2008)'in yaptig1 ¢calismada, aro geninin delesyonundan
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kaynaklanan hiicre duvari ve periplazm yapisal bozukluklarindan dolay1 Salmonella
Enteritidis aroA ve aroD mutantlarinin EDTA'ya duyarlili1 saha susuna kiyasla daha
ylksek bulunmustur. Bu tez ¢calismasinda, aroA mutant susunun EDTA'ya duyarliligi
saha susunun duyarliligindan 4 kat daha fazla oldugu saptanmistir. Bu ¢alismada elde
edilen bulgular Sebkova ve ark. (2008)'in elde ettikleri bulgularla benzerlik
gostermektedir. ClpP mutant susunun duyarlilig1 ise saha susunun duyarliligindan
daha az oldugu bulundu. Salmonella siklikla hiicre ici bir etken olmasina ragmen,
bazen hiicre disinda da kan serumunda bulunan komplemente maruz kalabilmektedir
(Conlan ve North, 1992). Sebkova ve ark. (2008) yaptig1 calismada, Salmonella
Enteritidis aroA mutantlarinin insan ve tavuk serumuna kars1 yapilan duyarlilik testi
sonucu ile domuz serumunun duyarlilik testi sonucu arasinda bir fark olmadig,
Salmonella Enteritidis aroA mutantinin domuz serumuna karst saha susunun
duyarliligina kiyasla daha fazla duyarlilbik gosterdigi ve bu duyarliligin flagella
tiretiminin azalmasindan kaynaklandigini bulmustur. Bu ¢alismada, ClpP mutant susu
ve saha susunun domuz serumuna kars1 ayni direnclilik oran1 gosterdigi (%50), aroA
mutant susunun ise ¢ok daha yiiksek duyarlilik gosterdigi goriilmiistiir. Bu elde edilen
aroA mutant susunun domuz serumuna yiiksek oranda duyarlilik bulgusu Sebkova ve

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

Bu tez calismasinda, mutantlarin adezyonu ve invazyonu vero hiicre kiiltiiriinde
degerlendirildi. Patojenik Salmonella serotipleri, bagirsak epitel hiicrelerine invaze
olabilmektedir (Kusters ve ark., 1993). Sitotoksik E. coli izolatlarinin sitotoksisitesi,
vero hiicrelerinde incelenebilmekte (Ghadir ve ark, 2010) ve Salmonella
invazyonunun kantifikasyonu, vero, HeLa, sigir ve tavuk bobregi, civciv embriyo
fibroblast ve insan bagirsak hiicre kiiltliriinde in vitro olarak kolayca yapilabilmektedir
(Barrow ve Lovell,1989). Roof ve ark. (1992)'nin yaptig1 calismada, vero hiicreleri
hizli iiremeleri ve Salmonella' ya yiiksek afinitesi i¢in kullandi. Daha 6nce yapilan bir
caligmada, insan epitel hiicre kiiltiiriinde S. Typhimurium ClpP mutant susu invazyonu
onemli Olclide azaltilmistir (Knudsen ve ark., 2013). Ran ve ark. (2018)'in yaptig1
calismada, S. Enteritidis C/pP mutant susunun invazyonunun J774 hiicre kiiltiirtinde
azaldig1 saptanmistir. Gaillot ve ark. (2000)'in yaptig1 ¢alismada, konak hiicrelerine

invazyondan sonra bakterinin fagositik vakuolden kacabilmesi icin konakta
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gozenekleri olusturan Listeriolysin O viriilans faktoriiniin ekspresyonu i¢in C/pP2'min
gerekli oldugu bulunmus, bu nedenle makrofajlar tarafindan fagosite edilen ClipP2
mutantlarinin hiicreden kacamadigi ve hiicre icinde ¢ogalamadigi i¢in enfeksiyonun
yayilamadigi saptanmistir. Bu tez ¢alismasinda, ClpP mutant susunun adezyonu ve
invazyonunun saha susuna kiyasla sirastyla 3 kat ve 4 kat azaldig1 saptanmigstir. Bu tez
calismasinda, elde edilen C/pP mutant susunda azalan invazyon diizeylerinin Ran ve
ark. (2018), Knudsen ve ark. (2013) ve Gaillot ve ark. (2000)'in ¢alismalarinda elde
ettikleri bulgularla benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Roof ve ark. (1992)'nin yaptigi
calismada, S. choleraesuis 38 susunun invazyonu i¢in dig membran proteinlerinin
Oonemli oldugu saptanmistir. Barbosa ve ark. (2017)'nin yaptig1 ¢alismada, felgli bir
flagella sentezleyen S. Enteritidis motB mutant susunun bagirsak kolonizasyonunda
etkisiz oldugu saptanmistir. Bu c¢alismada, aroA mutant susunun adezyonu ve
invazyonu saha susuna kiyaslandiginda sirayla 33 kat ve 18 kat azalmistir. 4roA
mutant suslarinda, hiicre duvari ve dis membranindaki defektler, flagella gen
ekspresyonunda azalma ve konak hiicrenin i¢inde serbest bulunmayan aromatik amino
asitlerin iiretemindeki eksiklikler nedeniyle adezyon ve invazyonun biiyiik ol¢iide

azaldig1 diisiiniilmektedir.

Asilarin gelistirmesinde in-vitro ¢aligmalar, sonradan yapilacak in-vivo testler
acisindan bir asinin beklenen etkinligi hakkinda 6nemli ipuglar1 saglamaktadir. Bu tez
caligmasinda gergeklestirilen testler sonrasinda elde edilen mutantlarin yiiksek
derecede atteniiasyon gdostermesi hayvanlarda as1 adayr olarak kullanilabilme
potansiyelleri acgisindan olduk¢ca umut verici bir sonu¢ olmustur. Bu aroA
mutasyonlarinin  Sal/monella serotiplerinin ateniiasyonu i¢in yaygin olarak
kullanilmas1 nedeniyle beklenen bir sonuctur (Karasova ve ark., 2009). ClpP geninin
delesyonu ise, S. pneumoniae, E. faecalis, S. Typhimurium, P. aeruginosa, E. coli ve
Salmonella Enteritidis'in viriilansinda 6énemli derecede azalma ve atteniiasyona neden

olmustur (Moreno-Cinos ve ark., 2019; Ran ve ark., 2018).
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5. SONUC ve ONERILER

Kanatli hayvanlarda as1 potansiyeli mutantlarin gelistirilmesinin amaglandigi
calismada, lokal Salmomnella Enteritidis susundan aroA ve ClpP mutant suslari
olusturuldu ve in vitro kosullarda fenotipik ve genotipik 6zellikleri saha susu ile
karsilagtirildi.  Calismanin = sonucunda, gelistirilen mutantlarin as1  olarak

kullanilabilmesi i¢in uygun olup olmadig1 ortaya konuldu.

Tiirkiye'de, verilere gore Salmonella Enteritidis insanlarin enterit vakalarindan
diger Salmonella serovarlarina kiyasla daha fazla izole edilmistir. Salmonella
Enteritidis'in enfeksiyonu kanatli hayvanlarin tiiketilen {irlinlerinden bulagsmasi
nedeniyle, bu hayvanlarda enfeksiyonun kontrol edilmesi gerekmektedir. Canli asilar
inaktif asilardan daha iyi koruma saglayabilmesinden dolay1 rekombinasyon ile canli
atteniie mutant asilar1 gelistirebilmektedir. /n vitro kosullarda mutantlarin test edilmesi
in vivo olarak test edildiginde iyi bir goriis saglayabilmektedir. 2000 yilindan sonra

lambda red rekombinasyon yontemi ile ¢ok sayida mutantlar olusturulmustur.

Bu tez calismasinda, elde edilen Salmonella Enteritidis aroA mutant susunun 4,5
pH’l1 LB brotta 37 °C ve 42 °C'de daha yavas iiredigi, biyokimyasal testlerinde ve
XLD agarda H2S negatif verdigi, motilitede azalma gosterdigi, antibiyotiklere
duyarlilig1 arttig1, yumurta sarisina duyarliligi 16 kat arttgi, EDTA'ya duyalilig1 4 kat
artt1g1, domuz serumuna duyarlilig1 arttg1, adezyonu ve invazyonu sirayla 33 kat ve 18

kat azaldig1, PFGE paterninin saha susuna gore farkli oldugu saptandi.

Elde edilen Salmonella Enteritidis ClpP mutant susunun %5 NaCl
konsantrasyonuna ¢ok yliksek duyarlilik gosterdigi, motilitede azalma gosterdigi,
antibiyotiklere duyarlilig1 arttig1, yumurta sarisina duyarliligi 8 kat arttg1, EDTA'ya
duyarhilig1 azaldigi, adezyonu ve invazyonu sirayla 3 kat ve 4 kat azaldigi, PFGE

paterninin saha susuna gore farkli oldugu saptandi.
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Bu yapilan testlerin sonuglarina gore elde edilen mutant suglarinin belirli bir
attentiasyonu gosterdiginden kanatli hayvanlarda asi adayi olarak kullanilabilme
potansiyelleri agisindan ve mutant susu saha susundan ayirt edilebilmesinden DIVA
stratejisi agisindan da uygun oldugu diisiiniilmektedir. Bu tez calismasinda gelistirilen
mutantlarin, glivenligi, immiinojenitesi ve kolonizasyonu degerlendirilmesi i¢in in

vivo olarak fare modelinde ve tavuklarda ¢alismaya devam edilmesi gerekmektedir.
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OZET

Kanath Hayvanlarda Aday As1 Potansiyeli Olan Salmonella Enteritidis AroA ve
ClpP Mutantlarinin Gelistirilmesi

Bu ¢alismada, viriilans antijenlerini kodlayan aroA ve ClpP genlerinde delezyon
yaparak kanatli hayvanlarda aday as1 potansiyeli Sa/monella Enteritidis mutantlarinin
gelistirmesi ve in vitro kosullarda 6zelliklerini karsilastirmasi amaglandi.

SEI-ACIpP:CmR ve SEI-AaroA:CmR mutant suslar1 lambda red
rekombinasyonu yontemi kullanilarak, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda, kanatl kiimeslerinin altlik 6rneklerinden izole edilen
ve Pulsed Field Jel Elektroforezi ile genotiplendirilmis olan Sal/monella Enteritidis
saha susundan olusturuldu. Elde edilen mutant suslarinin o6zellikleri saha susyla
karsilastirildiginda, SEI-AaroA:CmR'nin 37 °C ve 42°C'de 4,5 pH'li LB besiyerinde
yavas liredigi ve SEI-AClpP:CmR mutant susunun %5 NaCl'li LB besiyerinde yiiksek
duyarlilik gosterdigi saptandi. SEI-A aroA:CmR mutant susu, XLD agarda ve
biyokimyasal testlerde H>S negatif bir sonug verdi. Oda sicakliginda ve 42°C'de SEI-
AaroA:CmR ve SEI-ACIpP:CmR mutant suslarinin  motiliteleri azaldi, ve
antibiyotiklere kars1 duyarliliklar1 artti. SEI-AaroA:CmR mutantinin yumurta sarisina
ve EDTA'ya duyarlilig1 sirasiyla 16 kat ve 4 kat artti, domuz serumuna karsi ¢ok
yuksek duyarlilik gosterdi, SEI-ACIpP:CmR mutant susunun yumurta sarisina karsi
duyarhilig1 8 kat artt1. Vero hiicre kiiltiirlinde mutantlarin adezyonu ve invazyonu, SEI-
AaroA:CmR mutantinin sirastyle 33 kat ve 18 kat, SEI-AClpP:CmR mutant susu ise
sirastyla 3 kat ve 4 kat azaldi. PFGE genotiplendirmesinde, SEI-AaroA:CmR ve SEI-
ACIpP:CmR mutant suslarinin PFGE paternleri, saha susunun PFGE paterninden
farklilik gosterdi.

Elde edilen sonuglara gore, gelistirilen mutant suslarinin in vitro kosullarda net
bir atteniiasyon gosterdiklerinden, tavuklar1 Sa/monella Enteritidis enfeksiyonundan
korumak i¢in adayi as1 suslar olarak kullanilmasinda faydali olacagi diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Sa/monella Enteritidis, aroA, ClpP, Mutant, Asi.
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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 CIpP genes which
encodes virulence antigens, and compare their properties under in vitro conditions.

The mutant strains SEI-ACIpP:CmR and SEI-AaroA: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-AaroA:CmR
grew more slowly in LB broth with 4.5 pH at 37°C and 42°C, while the SEI-
AClpP:CmR showed very high sensitivity to 5% NaCl. The SEI-A aroA:CmR mutant
strain was H2S negative when cultured in XLD agar and tested by biochemical tests.
The motility of SEI-AaroA:CmR and SEI-ACIpP:CmR mutant strains decreased
especially at room temperature and 42°C, and their sensitivity to antibiotics increased.
The sensitivity of SEI-AaroA: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-ACIpP:CmR mutant strain was increased against egg yolk only
which was 8-fold. The ability of SEI-AaroA:CmR mutant to adhere and invade Vero
cells decreased by 33-fold and 18-fold, and for SEI-ACIpP:CmR mutant strain
decreased by 3-fold and 4-fold respectively. In genotyping, the PFGE patterns of SEI-
AaroA:CmR and SEI-ACIpP: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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