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ONSOZ

Salmonella enfeksiyonlar1 tiim diinyada hem insan sagligin1 hem de hayvan
saghigini etkileyen en dnemli sorunlardan biri olmustur. Ozellikle kanatli hayvan
orijinli gidalardan bulasip insanlarda hastaliklara sebep olan S. Typhimurium gibi
etkenler yillardir arastirilmaktadir. Kanathi hayvanlarda asemptomatik olup insan
saghigin1 tehlikeye atan bu etkenlere karsi en etkili ve ekonomik micadele
yontemlerinden biri asilamadir. Asilama sayesinde giivenli gida Oretimi

saglanabilecek ve insanlarda bu etkenlerin sebep oldugu enfeksiyonlar azalacaktir.

Guniimiizde ¢esitli tekniklerle tiretilen asilar mevcuttur. Bu tekniklerden lambda
red rekombinasyon yontemi ile ¢esitli gen delesyonlar1 saglanabilir ve olusan
rekombinant bakterilerle as1 adayi suslar olusturulabilir. Ayrica yapilan gen

delesyonlar1 genlerin iglevlerinin tespit edilebilmesi imkanini da sunar.

Bu tez caligmasi kapsaminda tiim diinyada 6énemli halk saglig1 problemlerinden
biri olan S. Typhimurium susu kullanilarak Lambda red yontemiyle aroA gen

delesyonu yapilmis ve mutant as1 adayi suslar elde edilmistir.

Oncelikli alanimin “As1 Calismalari” oldugu ve “YOK 100/2000 Doktora
Projesi” kapsaminda T.C. Yiiksekogretim Kurulu tarafindan desteklenen bu tez
caligmast ayrica “Kanatlh Hayvanlarda Potansiyel Asi Adayr Salmonella
Typhimurium Mutant Susunun Gelistirilmesi” adli ve “21L.0239008" nolu Oncelikli
Alan Lisansistl Tez Projesi (Doktora) kapsaminda T.C. Ankara Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Koordinatorliigii tarafindan desteklenmistir. Bu

iki kuruma tesekkiirlerimi sunarim.

Tez c¢aligmalarim boyunca ilgi ve desteklerini esirgemeyen basta danigman
hocam sayin Prof. Dr. Baris SAREYYUPOGLU olmak iizere, ¢calismalarim hakkinda
fikir ve gortisleriyle yardimer olan Sayin Prof. Dr. Mehmet AKAN’a, Mikrobiyoloji
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1. GIRIS

1.1. Salmonella Hakkinda Genel Bilgiler

Salmonella ile ilgili ilk ¢alisma, Eberth tarafindan 19. yiizyilda
gerceklestirilmistir (Jajere, 2019). 1884 yilinda Amerikali bakteriyolog Daniel Elmer
Salmon ve Theobald Smith tarafindan Salmonella choleraesuis ilk kez domuz
bagirsagindan izole edilmis ve Salmonella adin1 Daniel Elmer Salmon’dan almistir
(Chiu, 2007 ve Jajere, 2019). Baslangigta "Bacillus choleraesuis™ olarak adlandirilan
organizma daha sonra Lignieres tarafindan "Salmonella choleraesuis” olarak
degistirilmistir. Antiserumlar kullanilarak belirlenen serolojik siniflandirmayla

bircok Salmonella serotipi ayirt edilmistir (Su ve Chiu, 2007).

Salmonella; Enterobacteriaceae familyasindan, 0,2-1,5 X 2-5 um boyutlarinda,
Gram negatif, comak seklinde, fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan, tiim serovarlari
(S. Gallinarum ve S. Pullorum harig) peritrik flagellalar ile aktif hareket edebilen,
laktoz, indol ve Ureaz negatif, HoS pozitif, optimum olarak 37°C'de Ureyen, hiicre igi
hayvan ve insan patojenidir (Jajere, 2019; Mastroeni ve ark., 2001; Songer ve Post,
2012 ve Suez ve ark., 2013).

Laboratuvar ortaminda Salmonella identifikasyonunu saglamak igin g¢esitli
besiyerleri  kullanilabilir. MacConkey agarda Salmonella kolonileri laktoz
fermantasyonunu saglayamadiklarindan renksiz koloniler seklinde gorulur. Fakat,
daha spesifik izolasyon ve identifikasyon icin Hektoen enterik (HE) agar, Ksiloz
Lisin Deoksikolat (XLD) agar ve Salmonella Shigella (SS) agar gibi diger kati
selektif besiyerleri kullanilabilir. Bu genusun karakteristik bir metabolik 6zelligi olan
H.S Uretimi besiyerlerinde siyah merkezli koloniler seklinde gorulmektedir. Ayrica
Kligler's Iron agar (KIA) ve Triple Sugar Iron (TSI) agarda da H.S ve gaz olusumu
gozlemlenebilir ( Fabrega ve Vila, 2013).



Salmonella, baglangicta karbon kaynagi olarak sitrat1 ve nitrojen kaynagi olarak
lizini metabolize etmesi ve ayrica hidrojen sulfiur Uretebilmesi ile karakterize
edilmekteydi. Fakat sadece Kklasik biyokimyasal testler kullanilarak bu genusun temel
uyeleri agik bir sekilde ayirt edilemeyebilir. Modern siniflandirma ise bunun yerine
serolojiye ve molekiiler yontemlere dayanir (Dekker ve Frank, 2015). Mevcut I1SO
6579 yontemi ise birgok Salmonella referans merkezi tarafindan benimsenmistir ve

diger Salmonella standart tespit yontemlerine benzemektedir (Jajere, 2019).

Salmonella siniflandirmasinin karmasik bir gegmisi vardir. Bu durum kismen,
cins igindeki filogenetik iliskileri karakterize etmek igin fenotipik, genotipik ve
serolojik yontemler kullanan bir¢cok arastirmacidan ve bazen de isimlendirme
konusundaki anlasmazliklardan kaynaklanmaktadir (Dekker ve Frank, 2015).
Guntimuzde ise diinyadaki gogu Salmonella referans merkezi, Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) tarafindan tavsiye edilen Salmonella isimlendirme sistemini
benimsemektedir. Bu sistem, Salmonella genusunu 16S rRNA dizi analizindeki
farkliliklara gore iki tiire aymrir (Jajere, 2019). Buna gore, Salmonella genusu,
Salmonella enterica ve Salmonella bongori diye bilinen iki tiirden olusur. S. enterica
ise, S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp.
arizonae, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. indica ve S. enterica subsp.
houtenae diye adlandirilan alt1 alt gruba ayrilmistir (Issenhuth- Jeanjean ve ark.,
2014). Salmonella serotiplerinin ¢ogunlugu (% 59), S. enterica subsp. enterica’ya
aittir ve bu gruptaki en yaygin olan O antijen serogruplari ise, A, B, C1, C2, D ve
E'dir. Bu serogruplardaki suslar insanlarda ve sicakkanli hayvanlarda Salmonella
infeksiyonlarinin yaklasik % 99' una neden olmaktadir. S. bongori ve S. enterica
subsp. diarizonae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. salamae, S.
enterica subsp. indica, S. enterica subsp. houtenae ise genellikle soguk kanl
hayvanlardan, ¢evreden ve nadir olarak da insanlardan izole edilir (Brenner ve ark.,
2000).

Kauffman ve White smiflandirma sistemi, filogeniye dayali alt tiirlerin
siiflandirilmasinda kullanilan farkli bir sistemdir. Bu sistem, somatik (O), Kapsil

(K) ve flagella (H) dahil olmak Uzere U¢ ana antijenik belirleyiciyi baz alarak



Salmonella'y1 serotiplere ayirir (Brenner ve ark., 2000 ve Jajere, 2019). Ayrica S.
enterica subsp. enterica’ya ait serovarlar genellikle serovarin ilk izole edildigi
cografik yerle ilgili bir adla belirtilirken, serovar ismi italik olmayan Roma
harfleriyle ve ilk harfi biiyiik olacak sekilde yazilir (Issenhuth- Jeanjean ve ark.,
2014).

Patogenez agisindan Salmonellalar iki ana gruba ayrilabilir. Birinci gruptaki
serotipler (konakgiya 6zgii serotipler) tipik olarak sistemik hastaliktan sorumludur ve
cok nadiren insanlarda gida zehirlenmesine sebep olabilirler. Diger gruptakiler ise
tipik olarak gida zehirlenmesinden sorumludur ve yumurtlama déneminde olan
hayvanlarda, ¢ok gen¢ veya yash hayvanlarda veya bazi viral enfeksiyonlardan sonra
oldugu gibi yalnizca belirli kosullar altinda sistemik hastaliklara sebep olabilirler

(Barrow, 2007).

Tifoidal Salmonella serovarlari olan S. enterica subsp. enterica Typhi ve
Paratyphi ates ve karin agrisiyla karakterize, sistemik enterik atese neden olan insan
konak¢1 patojenlerdir. S. enterica subsp. enterica serovarlari olan Enteritidis ve
Typhimurium ise ¢ok cesitli konaklar1 enfekte edebilen ve invaziv non-tifoidal
Salmonella (iNTS) hastaliklarindan sorumludur (La Rock ve ark., 2015 ve Zhi ve
ark., 2019). Bunlar, insanlarda, kiimes hayvanlarinda, sigirlarda ve domuzlarda akut
gastroenterite neden olurlar, ancak bagisiklik sistemi baskilanmis konaklarda, ¢ok
geng ve yash bireylerde ve bazen de saglikli yetiskin insanlarda veya hayvanlarda

bakteriyemiye ve sistemik enfeksiyona neden olabilirler (La Rock ve ark., 2015).

Diinyanin en zararli gida kaynakli patojenlerinden biri olan Salmonella,
2500'den fazla taninmig serovari ile biiyiikk bir taksonomik grup icermekte ve bu
serovarlarin bazilar1 insan enfeksiyonlarindan sorumlu olmaktadir (Proroga ve ark.,
2019). Insan ve hayvanlarda gastrointestinal hastalik sebebi onemli bir zoonotik
patojen olan bu etkenle kontamine olmus kiimes hayvani iirtinleri, insan Salmonella
enfeksiyonlariin baslica kaynaklarindan birisidir (Desin ve ark., 2013). Salmonella

etkenlerinin kanatli iirinlerine bulagsmasi kanatl etlerinde diski-karkas, yumurtalarda



ise digki-kabuk seklinde olmaktadir (Akan, 2008). Salmonella serotiplerinin cogu
birden fazla konakgiya bulasabilirken, bazilari ise yalnizca tek bir konake tiiriinii
enfekte etmektedir (Helm ve ark., 2004). Ornegin S. Typhimurium ve S. Enteritidis
gibi birkac serotip insanlarda enfeksiyona neden olabilirken, kiimes hayvanlar1 da

bunlar i¢in biiyiik bir rezervuardir (Dar ve ark., 2017).

Salmonella enfeksiyonlarinin patogenezinde bir¢cok virulans faktoriiniin gesitli
gorevler tstlendigi bildirilmistir. Bu faktorler arasinda kapsul, flagella, plazmidler,
adezyon sistemleri ve Salmonella patojenite adasi (SPI)-1 ve SPI-2 ve diger SPI'lerde
kodlanan tip 3 salgilama sistemleri (T3SS) yer almaktadir (Jajere, 2019). Salmonella
patogenezinde Onemli bir ozellik, fagositik olmayan hucrelerin invazyonudur
(Sénchez-Vargas ve ark., 2011). Enfeksiyona neden olma yetenegi, Salmonella
kromozomu iizerinde kodlanmis bir dizi virulans faktoriin  varhigindan
kaynaklanmaktadir (Prajapat ve Saini, 2012). Invazyona dahil olan ve hiicre ici
hayatta kalmak icin gerekli olan virulans genleri, Salmonella patojenite adalari
(SPI'ler) olarak adlandirilan biiyiik kromozomal DNA boélgelerinde kiimelenir.
(Banda ve ark., 2018 ve Sanchez-Vargas ve ark., 2011). SPI'ler, operon olarak
bilinen kompakt ve farkli bir genetik birim olarak islev goren virulans genlerini
tastyan kromozomal bolgelerdir. Bu bolgeler, kromozomun geri kalanindan,
DNA'nin diger boliimleriyle karsilastirildiginda daha fazla miktarda G + C (guanin

ve sitozin) varligiyla farkl bir yap1 gosterir (dos Santos ve ark., 2018).

1.2. S. Typhimurium Genel Ozellikleri

Salmonella enterica, insanlarda tifoid atese neden olan tifo serovarlari1 (Typhi ve
Paratyphi) ve daha genis bir konak¢1 araligina sahip ve siklikla zoonotik etkenlerden
olusan non-tifoidal Salmonella (NTS) serovarlarina ayrilir (Gordon, 2011). INTS
hastalig: ise, 6nemli bir halk saglhig: sorunudur ve bununla ilgili en yaygin olarak
iligkilendirilen S. enterica serovarlar1 S. Typhimurium, S. Enteritidis ve S. Dublin'dir

(Balasubramanian ve ark., 2019).



S. Typhimurium, intestinal epitel hiicreleri enfekte edebilen ve intestinal
mukozanin yangisina neden olabilen bir Gram negatif enterik patojendir (Akbar ve
ark., 2003). Konakg1 hiicrelerde invazyon ve viicutta yayilma kabiliyeti, virulans
genleri ile yakindan ilgilidir. S. Typhimurium ve S. Typhi, DNA'larinda bulunan
genlerin yaklasik % 90'm1 paylasir (Konjugasyon, transformasyon ve transdiiksiyon
yoluyla). Kalan % 10’u ise, enfeksiyona katkida bulunan ve bu serotipin patojenite
derecesini belirleyen yapilar, iiriinler ve stratejiler olarak tanimlanan virulans
faktorleri kodlayan genleri icerir. S. Typimurium’da, bu genlerin ¢ogu Salmonella
Patojenite Adalarinda (SPI) bulunur. Fimbria ve flagellay1 kodlayan bir kisim gen ise
kromozomun diger kisimlarinda bulunmaktadir. S. Typhimurium ve S. Typhi’deki
bugiine kadar tanimlanan beser patojenite adasi ilimli (temperate) bakteriyofajlarin
yerlesmesi i¢in temel nokta olan tRNA genlerinin i¢inde veya yanindadir (Songer ve
Post, 2012). Bunlardan SPI-1 ve SPI-2 en taninmis ve galisilmis olanlaridir (dos
Santos ve ark., 2018).

S. Typhimurium, gidadan, insan ve hayvan klinik vakalarindan siklikla izole
edilen serotiplerden biridir. Salmonella enterica subsp. enterica serovar 1,4, [5], 12:
i: - (STM), fljB kodlu ikinci faz H antijeninden yoksun bir monofazik S.
Typhimurium serotipidir. Bu serotip, birgok tlkede insan enfeksiyonlarinin ortaya
¢ikis nedeni olarak kabul edilmistir. S. Typhimurium, kiimes hayvanlar1 ve
ruminantlar dahil genis bir konak¢1 dagilimina sahipken, hayvanlarda tespit edilen
monofazik S. Typhimurium izolatlarmin ¢ogu domuzlara aittir. Onemli olarak, grvA
geni sadece S. Typhimurium suslarinda bulunurken, sopE, sodC, gtgB ve gipA esas
olarak S. 1,4, [5], 12: i: - izolatlarinda istatistiksel olarak anlamli bir farkla tespit

edilmistir (Proroga ve ark., 2019).

Diinya kanatli trlinlerinin yaklasik yilizde yirmi kadart Salmonella ile
kontaminedir ve biyofilm olusumu yoluyla insan ve hayvan cevrelerinde ve
tesislerde uzun sire kalabilmektedir. Insanlarda kanatli {iriinleri tiiketiminden
kaynaklanan ve gida zehirlenmelerine sebep olan Salmonella salginlarinin ¢gogunda
Enteritidis ve Typhimurium serovarlari izole edilmistir (Afshari ve ark., 2018 ve

Pesingi ve ark, 2017). Her yerde bulunan S. Typhimurium, insanlar1 ve hayvanlari



etkileyen, en sik bildirilen NTS serovarlarindan biri olmasmin yaninda 2001'den
2007 yilna kadar Amerika Birlesik Devletleri, Kanada, Avustralya ve Yeni
Zelanda'da en yaygin olamidir (Almeida ve ark., 2018 ve Herrero-Fresno ve ark.,
2014) Ayni1 donemde, S. Typhimurium, S. Enteritidis serovarindan sonra Afrika,
Asya, Avrupa ve Latin Amerika'daki en yaygin olan ikinci serovar olarak

gorulmistiir (Almeida ve ark., 2018).

Cevresel ortamlara ve farkli hayvan tiirlerinin bagirsaklarina adapte olmus
200'den fazla farkli S. Typhimurium susu tanimlanmistir. Bu suslarin genom igerigi
oldukga benzerdir. S. Typhimurium, Salmonella patojenitesinin arastirilmasinda ve

as1 gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilmistir (Luo ve ark., 2012).

1.3. Salmonella Asilar:

Salmonella, diinya ¢apinda hem insanlarda hem de hayvanlarda 6nemli derecede
mortalite ve morbiditeye neden olan blyuk bir sosyo-ekonomik tehdittir (Dar ve ark.,
2018). Bircok tilkede, epidemiyolojik kayitlarda bakteriyel gida kaynakli
enfeksiyonlarin 6nde gelen nedenlerinden biri olan NTS serovarlari, halk saglig:
yonunden 6nemli zoonotik patojenlerdir (Kapperud ve ark., 1998 ve Zhao ve ark.,
2017). Salmonella'nin dogal ortamda yaygin sekilde bulunmasi ve global gida
zincirindeki prevalansi, ekonomi ve halk saglhigiyla ilgili kaygilar1 uyandirmaktadir
(Kapperud ve ark., 1998). Artan halk sagligi endisesi nedeniyle, Salmonella’nin gida
kaynakli bulagsmasinin Onlenmesi, kanatli hayvancilik sektorii i¢in en Onemli

konulardan biri olmaya devam etmektedir (Dar ve ark., 2018).

Kanatli hayvanlarda kontrol 6nemli bir sorun haline gelmistir ve sonradan
kazanilmis veya dogustan gelen bagisiklik, bu sorunun Oniine ge¢gmenin bir yolu
olarak goriilmektedir (Barrow, 2007). Ozellikle kanatl: siiriilerinde konakgiya adapte
olmayan Salmonella tiirlerinin yayginligini kontrol etmek icin kesinlikle etkili

Onlemlere ihtiya¢ vardir (Desin ve ark., 2013).



Gida endistrisi  ve zoonotik  enfeksiyonlar insanlarda  Salmonella
enfeksiyonlarinin ana kaynagini olusturdugundan, Salmonella'ya kars1 hayvan asilari,
bu mikroorganizmalarin hayvanlardan insanlara bulagsmasimi Onlemek veya
sinirlamak i¢in etkili bir onlem olabilir. Ayrica, bu asilar, insanlarda invaziv
Salmonella enfeksiyonunun tedavisinde 0zel bir engel olan, coklu ilaca direncli
Salmonella suslari ile hayvan kolonizasyonunun dnlenmesine de yardimci olabilir

(Sanchez-Vargas ve ark., 2011).

Salmonella ile enfekte olan hastalar genellikle florokinolonlar, trimetoprim-
stilfametoksazol, ampisilin veya genis bir etki spektrumuna sahip sefalosporinlerden
olusan antibiyotiklerle tedavi edilmektedir. Etkinliklerinin iyi olmasina ragmen, S.
Typhimurium, S. Enteritidis, S. Typhi ve S. Paratyphi icin coklu ila¢ direncinin
ortaya ¢ikmasi nedeniyle kullamimlarinda sinirlamalarin arttigi  bilinmektedir.
Bundan dolay1 da asilama gerekli ve gegerli bir uygulama olarak kabul edilmektedir
(Gayet ve ark., 2017).

Kiimes hayvanlarinin agilanmasi, kapsamli bir Salmonella kontrol programinin
bir pargasi olarak diger kontrol 6nlemleriyle birlikte, kanatl siiriilerinde Salmonella
prevalansinin azaltilmasinda Onemli bir strateji olup, gida kaynakli Salmonella
enfeksiyonlarinin azaltilmasina ve daha giivenli gida tedarigine yol agmaktadir. Bu
durum ise insan Salmonella enfeksiyonlarinin daha diisiik oranda gorulmelerini
saglayacaktir (Desin ve ark., 2013). Asi ile profilaktik korunma bulagici hastaliklara
kars1 en uygun maliyetli Onlem oldugundan, uygun asilarin gelistirilmesi ve
bagisiklik kazandirma stratejileri, cagdas biyomedikal arastirmalarin en zorlu

konularindan biridir (Felgner ve ark., 2016).

Etkili bir Salmonella asisinda; mukozal ve sistemik enfeksiyonlara karsi koruma
saglama, asinin hem insanlar hem de hayvanlar igin avirulent olmasi, sagilmay1 ve
yumurta kontaminasyonunu azaltmak icin bagirsak kolonizasyonunu azaltmasi,
diisiik uygulama maliyeti gibi kriterler aranir (Wolfenden ve ark., 2010). Test edilen

Salmonella asilari; inaktif, canli-attenlie ve subunit asilar olarak ii¢ kategoriye



ayrilmistir. Ideal olarak asi, giivenli, capraz koruyucu, iyi tanimlanmis ve tiim
tirlerde Salmonella enfeksiyonunun kontrolii ig¢in 6nemli oldugu diisiiniilen hiicresel

bagisikliga neden olmalidir (Desin ve ark., 2013).

1.3.1. Inaktif Salmonella Asilan

Inaktif bakteri asilari, 1s1, formalin, gibi farkli yontemlerle inaktive edilmis
bakterilerden olusur. inaktive edilen asilarinin ¢ogu kas iginden veya deri altindan
uygulanir ve en az iki kez asilanma gerektirir. Avantaji risk olusturabilecek canli bir
organizma igermemesi, dezavantaji ise konak¢1 tarafindan kisa siire i¢inde elimine
edilebilir olmas1 ve adjuvantlarin kullaniminin gerekli olmasidir (Desin ve ark.,

2013).

Salenvac® (Merck, NJ, ABD) ve Layermune SE® (Ceva Biomune, KS, ABD)
gibi inaktif S. Enteritidis as1 suslart diinyanin bir¢cok bdlgesinde kullanilmigtir (Desin
ve ark., 2013).

1.3.2. Subunit Salmonella Asilar

Subunit asilar ya tek bir antijenden ya da ¢ok sayida tanimlanmig antijenden
(genelde proteinlerden) olusur. Bu bilesenler genellikle bakteri hiicrelerinin
yuzeyinde bulunur ve énemli virulans 6zelliklerine sahiptir. Bu as1 tiirii inaktif agilar
gibi canli organizmalarla iligkili diizenleyici ve biyolojik komplikasyonlardan

yoksundur (Desin ve ark., 2013).

Salmonella’da flagellar filamenti olusturan 6nemli bir yilizey yapist olan FIiC
proteininin bir kismini igeren bir peptit, tavuklar1 immiinize etmek i¢in subunit asi

olarak kullanilmigtir (Desin ve ark., 2013 ve Toyota-Hanatani ve ark., 2009).



1.3.3. Canh Atteniie Salmonella Asilari

Canli bakteriyel asilarin bagisiklik kazandirmadaki diger yaklagimlara gore
birgok avantaji vardir: bakterilerin in-vivo yayilmasi Dbasittir; agiz yoluyla
uygulanabilir, boylece steril igne enjeksiyonlar1 ve 6zel olarak egitilmis personel
ihtiyacindan kagimilabilir ve bakteriler liyofilize halde tasinabilecekleri igin soguk

zincirlere ihtiyag duymazlar (Felgner ve ark., 2016).

Canli attenlie Salmonella as1 suslari, konak¢1 organizmada hayatta kalmak igin
gerekli olan gen mutasyonlar1 veya delesyonlart i¢erebilir. Bu suslarin kullanimiyla,
asilarin herhangi bir yastaki kanatlilara icme suyu ile oral yoldan verilebilmesi ve
hem antikora dayali hem de hiicresel immun yanit aktivasyonu yoluyla koruyucu

immunitenin induklenmesi dahil gesitli avantajlar saglar (Desin ve ark., 2013).

Salmonella onlarca yildir canli as1 aday1 olarak diistiniilmustiir (Felgner ve ark.,
2016). Genetik olarak tanimlanmis S. Typhimurium as1 suslarinin en iyi ornekleri
aroA veya aroCD, crp / cya, phoPQ, ompR ve htrA mutantlarini igerir (Valentine ve
ark., 1998). Ayrica kanatli lreticilerine sunulan gesitli Salmonella canli asilarinin
¢ogu lisansl ve ticari olarak temin edilebilirdir. S. Gallinarum 9R susu (Nobilis® SG
9R) Avrupa'da S. Gallinarum ve S. Enteritidis'e kars1 kullanilabilen iyi bilinen bir
canli as1 susudur (Desin ve ark., 2013). Avustralya'da, Bioproperties VaxSafe™
STM1 susu, lisanshi ve ticari olarak uygun S. Typhimurium agisidir. Bu as1 canli
attentie bir aroA delesyon mutantidir (Howard ve ark., 2018). Ayrica canli atteniie bir
adenin-histidin oksotropik S. Enteritidis susunun (Gallivac® Se), {i¢ asilamadan
sonra koruyuculugu gosterilmistir (Desin ve ark., 2013 ve Springer ve ark. 2011).
Megan VAC ise Amerika Birlesik Devletleri'nde kiimes hayvanlari igin lisanslanan

ilk canli asidir ve bir S. Typhimurium Acya Acrp mutantidir (Dérea ve ark., 2010).

Kanatli hayvan sagligi icin ¢esitli sirketler gelecegin asi teknolojileri olarak
DNA agilar1 disinda bakteriyel ve viral vektorlii asilara yonelmislerdir. Ekspresyonu

giiclii bir okaryotik promotoriin kontrolii altinda as1 antijenlerini kodlayan bir



bakteriyel plazmitten olusan DNA asilariyla ilgili olarak S. Typhimurium’a kars1
SopB'in ve 6zellikle SopB'nin son 261 amino asidinin DNA asis1 aday1 olarak
tanimlanmasi1 bu yonde 6nemli bir adimdir (Desin ve ark., 2013; Nagarajan ve ark.,
2009 ve Saade ve Petrovsky, 2012).

Fakultatif intraselller patojenlerin ¢ogu, yeni asilama stratejileri i¢in canli
tasiyicilar olarak kullanilmigtir. Salmonella bazli olarak kullanilan asilar, diisiik
uretim maliyeti, oral uygulama, genetik stabilite ve givenlik dahil olmak (zere
avantajlar1 vardir. Canli atteniie Salmonella'y1 as1 tasiyicilart olarak kullanan yeni
stratejilerin ¢ogu, hayvan modellerinde umut verici sonuglara yol agmistir (Hegazy

ve Hensel, 2012).

Hedef olarak belirlenmis bazi genlerin ¢ikarilmasini saglamak, arastirmacilar
tarafindan, as1 lretimi, gen islevinin gosterilmesi ve protein yapilarinin veya
ekspresyonun daha iyi anlasilmasi gibi bircok amag i¢in kullanilir. Lambda Red

sistemi de bu gen ¢ikarma yontemlerinden birisidir (Azari ve ark., 2015).

1.4. Lambda (A) Red Rekombinasyon Yontemi

Bakteriyofaj lambda (A) rekombinasyon proteinlerini ve kisa DNA
homolojilerini kullanan in-vivo yontem “recombineering” (recombination-mediated
genetic engineering) olarak adlandirilmistir (Sawitzke ark., 2007). Bu yontem,
restriksiyon enzimlerinin ve DNA ligazin in-vitro kullanimi olmadan DNA
molekdllerini in-vivo olarak tasarlamanin basit ve etkili bir yoludur. Recombineering,
kisa (50 bp civar1) homoloji segmentleri arasindaki homolog rekombinasyonu
katalize etmede Ozellikle etkili olan faj A’nin Red proteinleri veya E. coli'nin Rac
profajindan RecET olmak iizere fajdan tiiretilmis proteinler tarafindan gergeklestirilir

(Datta ve ark., 2008).
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Red rekombinasyon iglevleri, A pL operonunda ii¢ bitisik gen, gam, bet ve exo
tarafindan kodlanir. RecET islevleri ise, bircok E. coli K-12 susunun genomunda
bulunan kriptik lambdoid Rac profaji1 {izerinde bulunan iki bitisik gen olan recEk ve
recT tarafindan kodlanir. Cesitli ¢alismalara gore, Exo/Beta ve RecE/RecT protein
ciftleri, dizi diizeyinde iligkili olmasa da islevsel olarak esdegerdir (Datta ve ark.,
2008). Faj A'dan A Red ve E. coli Rac profaj'dan RecET, yaygin olarak bulunan iki
faj bazl1 homolog rekombinasyon sistemidir. Her iki faj tabanli sistemde, lineer ¢ift
sarmalli DNA'nin (dsDNA) rekombinasyonu, 30 bp kadar az homoloji gerektirir
(Karlinsey, 2007; Yu ve ark., 2000 ve Zhang ve ark., 1998).

Genetik rekombinasyon, genlerin veya gen parcalarinin yeniden diizenlenmesi
olarak tanimlanir (Hillyar, 2012). Saccharomyces cerevisiae mayasinda, kisa dizi
homoloji uzantilarinin varliginda DNA fragmanlarinin kromozomla rekombinasyona
ugrama yetenegi ise, gen degistirme ve modifikasyon i¢cin PCR tabanli yontemlerin

gelistirilmesine yol agmistir (Baudin ve ark., 1993 ve Uzzau ve ark., 2001).

Homolog rekombinasyon E. coli'de gesitli yaklasimlarda kullanilmistir. Bunlar,
bagimsiz replikonlar arasindaki, 6rnegin bir plazmit ile E. coli genomu veya bir BAC
arasindaki rekombinasyonu igerir (Zhang ve ark., 1998). Homolog rekombinasyon
reaksiyonunda RecE ve RecT'yi eksprese eden bir plazmit kullanilarak recBC susuna
aktarilmig ve RecE ve RecT'nin ¢ok 6nemli bir rekombinasyon reaksiyonuna aracilik
ettigi gosterilmistir (Zhang ve ark., 1998). Buna gére ET klonlama, recE ve recT
proteinlerinin aracilik ettigi homolog rekombinasyona dayanan bir yoéntemdir
(Muyrers ve ark., 1999 ve Zhang ve ark., 1998).

ET rekombinasyonu, E. coli'de genetik degisiklikler yapmanin bir yoludur ve
BAC!'ler gibi biiyilk DNA molekiillerini restriksiyon alani gereksinimleri olmaksizin

tasarlamak i¢in gelistirilmistir (Angrand ve ark., 1999).

Redo/RedP ET klonlama reaksiyonlarinda test edilmis ve RecE/RecT ile benzer

verimlilikleri gozlemlenmistir. Buna goére, recET ve Red faj operonlarinin benzer
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sekilde bir 5'—3' eksoniikleaz ve bir baglanma proteinini birlestirdigi goriilmektedir.

Yani RecE yolu, A fajinin Red yoluna benzerdir (Zhang ve ark., 1998).

Faj lambdadan tiretilen Red rekombinasyon sistemi ise, ilgili PCR primerlerinin
hedeflenen gen veya genlere homoloji sagladigi E. coli'de genetik degisiklikler
yapmak icin kullanilan basit ve oldukg¢a uygun bir yontemdir (Datsenko ve Wanner,
2000 ve Mosherg ve ark., 2010). Ayn1 zamanda kromozomal, plazmit veya BAC
tizerinde silme, ekleme ve nokta mutasyonlari olusturmak igin ¢ok basit bir yol saglar
(Mosberg ve ark., 2010). Bu yontemde rekombinasyon, kolayca ¢ikarilabilen, diisiik
kopya numaral1 bir plazmid {izerinde indiiklenebilir bir promotoriin kontrolii altinda

sentezlenen faj A Red rekombinazi gerektirir (Datsenko ve Wanner, 2000).

Bakteriyofaj lambdanin Red rekombinasyon sistemi, ¢esitli bakteri ve
mantarlarda kromozomal genleri etkisiz hale getirmek icin kullanilmistir (Lesic ve
Rahme, 2008). Bolgeye oOzgii kromozomal gen nakavtlari, faj rekombinasyon
proteinlerini eksprese eden hiicrelere kisa homolog yan DNA dizileri ile antibiyotige
direncli genler gibi secilebilir belirtecler dahil edilerek ve uygun ortam (zerinde
se¢im yapilarak kolayca elde edilir (Datsenko ve Wanner, 2000 ve Karlinsey, 2007).
Ayrica, faj aracili rekombinasyon ile gen delesyonlarinin, bolgeye 06zgi
mutasyonlarin ve gen filizyonlarinin yapimi, g¢esitli DNA klonlama adimlarina olan
ihtiyact ortadan kaldirarak in-vivo olarak gergeklesir (Karlinsey, 2007). Prosedir,
asamal1 PCR protokolii ile elde edilen ve hedef lokusa homolog bir bolge ile ¢evrili
bir antibiyotik kasetininin lambda Red rekombinasyon sistemini eksprese eden bir

susa elektroporasyonundan olusur (Lesic ve Rahme, 2008).

L Red rekombinasyon sisteminin kullanilmasi, PCR tarafindan olusturulan
fragmanlarin dizili genomlarda spesifik kromozomal lokasyonlara hedeflenmesini
saglar (Karlinsey, 2007). Bu yaklasimin yararlarin1 gosterebilmek igin, inaktive
edilecek gene bitisik bolgelere homolog olan primerler ve FRT (FLP tanima bolgesi)
bolgelerince c¢evrelenen antibiyotik direng genleri tasiyan template plazmidler

kullanarak PCR (Uriinleri olusturulur. Ilgili PCR iiriinleri kullanilarak kromozomal
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gen veya genlerde bozulma yapilir. Mutant genler veya operonlar, PCR Urunu
DNA'mimn bir Red ekspresyon plazmidini tasiyan bakterilere sokulduktan sonra
antibiyotige direngli koloniler olarak izole edilir. Bu prosedr, 6zellikle E. coli ve
diger bakterilerin genom analizinde genis Ol¢iide kullanilabilirdir, ¢lnki prosedur

saha tipi hiicrelerde uygulanabilir (Datsenko ve Wanner, 2000).

Buradaki temel strateji, bir kromozomal diziyi, kisa homoloji uzantilarina sahip
primerler kullanilarak PCR ile Uretilen secilebilir bir antibiyotik diren¢ geniyle
degistirmektir. Bu ise yan homolojilerde Red aracili rekombinasyon ile basarilir.
Secimden sonra diren¢ geni, diren¢ genini ¢evreleyen dogrudan tekrarlanan FRT
bolgeleri tlizerinde etkili olan FLP rekombinazi eksprese eden yardimci bir plazmid
kullanilarak da ¢ikarilabilir. Red ve FLP yardimci plazmitleri, sicakliga duyarli
olduklar1 igin uygun sicaklikta inkibasyonla c¢ikarilabilir (Datsenko ve Wanner,
2000).

Faj bazli bu sistemler, kromozomal genetik miihendisligi i¢in ¢ok yonlii ve
alternatif bir yontem olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu yontem, hiicrede homolog
rekombinasyona aracilik etmek i¢in lineer DNA fragmanlarinin 5' uglarinda sadece
kisa homoloji bolgeleri gerektiren faj rekombinasyon proteinlerini kullanir. Bu islem,
zaman alict in-vitro DNA klonlamasin1i  Onleyerek kromozomal genetik

miihendisligini kolaylastirir (Karlinsey, 2007).

Red sistemi, tirlinleri sirasiyla Gam, Bet ve Exo olarak adlandirilan, y, B ve exo
olmak Uzere Uc¢ gen icerir (Datsenko ve Wanner, 2000 ve Murphy, 1998). Red
genleri arasinda exo (veya reda), bet (veya redf veya basit¢e ) ve gam (veya )
bulunur. Exo, bet ve gam genleri sirasiyla 24 kDa eksoniikleaz Exo, 28 kDa ssDNA
baglayict protein Bet ve 16 kDa polipeptit Gam't kodlar (Hillyar, 2012). A Red
genleri hiicrelerde lineer dsDNA'nin faj bagimli homolog rekombinasyonunu

desteklemek icin gereken genlerdir (Karlinsey, 2007 ve Yu ve ark., 2000).
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Exo, ¢ift sarmalli dSDNA iizerinde islemsel olarak hareket eden bir 5'-3’
eksoniikleazdir. Bet, tamamlayici ssDNA zincirlerini baglayabilen tek sarmalli bir
DNA (ssDNA) baglayict (annealing) proteinidir. Red rekombinasyon islevlerine,
konak¢t RecBCD eksoniikleazini inhibe eden Gam yardimer olur. RecBCD, E.
coli'nin ana rekombinasyon sistemindeki anahtar enzimlerden biri olsa da,
aktivasyonu, saha tipi lambda DNA'sinda bulunmayan Chi bdlgelerinin
(5'GCTGGTGG3') varligma baghidir (Murphy, 1998). Bet ve Exo birlikte yaklasik
50 bazin kisa homolojileri arasindaki rekombinasyonu katalize ederler (Thomason ve
ark., 2007). Exo ve Bet lincer DNA'nin uglarinda ¢ok kisa homolojiler kullanabilir.
Ancak homoloji ¢ok kisaysa (<40 nt) ve eslestirme verimli degilse, Bet baglh

kalabilir ve verimsiz rekombinasyona neden olabilir (Yu ve ark., 2000).

Lambda eksoniikleaz (Exo), dsDNA'y1 5'-3' yonuinde bozarak girintili bolgelerde
tek iplikli DNA birakir. Beta, Exo tarafindan tretilen tek zincirli bolgelere baglanir
ve homolog genomik hedef bdlgeye baglanmayi tesvik ederek rekombinasyonu
kolaylastirir (Mosberg ve ark., 2010). Gam'in rolii, konak¢t RecBCD eksoniikleaz
V'yi inhibe etmek, yani A faj DNA'sinin RecBCD tarafindan tesvik edilen sindirimini
onlemektir, boylece Exo ve Bet, rekombinasyonu baslatmak i¢cin DNA uglarina
erisebilir (Datsenko ve Wanner, 2000 ve Murphy, 1998). Bu durum Sekil 1.1°de

gosterilmistir.

RecBCD

Sekil 1.1. Lambda red genlerinin ¢aligma mekanizmasi.
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Datsenko ve Wanner (2000), Red genlerini diisiik kopya sayili bir plazmide
klonlamistir. Elde edilen mutantlardan kolay c¢ikarilmasini saglamak i¢in sicakliga
duyarh replikasyonu gosteren bir vektér kullanmistir. Ayrica PKD20 ve pKD46
plazmidlerinin, indiikleyici olmayan kosullar altinda istenmeyen rekombinasyon
olaylarindan kaginmak i¢in iyi diizenlenmis bir promotérin kontroli altinda Red

sistemini eksprese ettigi sonucuna varmislardir.

pKD46, rekombinasyonu kolaylastirmak i¢in bir arabinoz ile indiiklenebilir
promotorden lambda red rekombinasyon proteinlerini eksprese etmek igin yaygin
olarak kullanilir. Ayrica bu plazmid ampisiline direngli, sicakliga duyarlidir
(Datsenko ve Wanner, 2000 ve Quick ve ark., 2010).

1.5. aroA Geni

1.5.1. Sikimat Yolu ve Enzimleri

Aromatik amino asitler, ubikinon ve K vitamini gibi aromatik bilesikler, bir
organizmanin metabolizmasi i¢in Onemli 6n kosullardir. Bircok organizma bu
aromatik metabolitleri sikimat yolu ile sentezleyebilir (Mir ve ark., 2015). Aromatik
amino asitler olan fenilalanin, tirozin ve triptofan tretimine gotiren ortak yol olan
sikimat yolu, hayvanlarda bulunmayan, sadece mikroorganizmalarda ve bitkilerde
bulunan metabolizmanin bir pargasini olusturur (Herrmann ve Weaver, 1999).
Sikimat yolu memelilerde bulunmadigindan, bu yolun enzimleri, potansiyel
antimikrobiyal hedefler olarak biiytik ilgi gormiistiir (Priestman ve ark., 2005). Bu
nedenle yol, herbisitler, antibiyotikler ve canli asilar i¢in Onemli bir hedeftir

(Herrmann ve Weaver, 1999).

Bakterilerde, aromatik amino asitlerin sentezi, pre-korizat yol olarak bilinen yedi

enzimatik reaksiyondan olusan ortak, dogrusal bir biyokimyasal yolla baslar
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(McArthur ve ark., 2003). Bu yol, fosfoenolpiruvat ve eritroz 4 fosfat1 yedi enzimatik
olarak katalize edilmis adim yoluyla korizmata doniistiiriir ve korizmat, cesitli
aromatik Dbilesiklerin sentezi i¢in bir Oncli gorevi gorir. Bu enzimlerin
mikroorganizmalarin yasayabilirligi i¢in hayati bir rol oynadig1 gésterilmistir (Mir ve

ark., 2015).

Sikimat yolunun yedi enzimi, basta E. coli ve S. Typhimurium olmak (zere
bakteriler tizerinde yapilan ¢alismalarla kesfedildi (Herrmann ve Weaver, 1999). 5-
enolpiruvilsikimat-3-fosfat sentaz (EPSPS) enzimi, sikimat yolunun altinc
enzimidir. Bu enzim bitkilerde, mantarlarda ve apicomplexan parazitleri de dahil
olmak Uzere mikroorganizmalarda aromatik amino asitlerin ve bircok aromatik

metabolitin sentezi icin gereklidir (Priestman ve ark., 2005).

aroA lokusu tarafindan kodlanan EPSPS enzimi, bakterilerde glifosat
inhibisyonunun hedef bolgesidir (Stalker ve ark., 1985). Glifosat, yabani ot
kontrolinde giivenli bir herbisit olarak kullanilir ve mikroorganizmalarda ve
bitkilerde aromatik amino asit biyosentetik yolunda anahtar bir enzim olan EPSPS’yi
inhibe eder (He ve ark., 2001 ve Sun ve ark., 2005).

Cesitli organizmalardan farkli aroA enzimleri (EPSPS) iki sinifa ayrilmistir (Y1
ve ark., 2016). Simf I enzimler, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium
Aeromonas salmonicida, Petunia petunia ve Arabidopsis thaliana, Proteus mirabilis
ve Klebsiella pneumoniae dahil tim mikroorganizma ve bitkilerde bulunur (He ve
ark., 2001; Liu ve Cao, 2018 ve Sun ve ark., 2005). Smif I enzimler dogal olarak
glifosata duyarlidir (Sun ve ark., 2005). Siuf II aroA enzimlerinin ise, smif I
enzimleriyle %30'dan az dizi benzerligi vardir ve ancak yiiksek bir glifosat
konsantrasyonunda aktivitelerini gerceklestirebilirler (Y1 ve ark., 2016). Simif II
enzimleri, Bacillus subtilis, Agrobacterium tumefaciens CP4 ve Pseudomonas sp.
susu PG2982 gibi mikroorganizmalardan tanimlanmustir. (He ve ark., 2001 ve Sun ve

ark., 2005). Genel olarak, sinif I EPSPS dizileri igeren tiirler glifosata duyarliyken,
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siuf II dizileri olan tiirler direngli olma egilimindedir. Sinif II, transgenik bitkilerde

glifosat toleransini arttirmak i¢in kullanilmistir (Liu ve Cao, 2018).

Aromatik (aro) yolun genlerinde hasar olan Salmonella suslarinin, memeli
dokularinda eksik olan p-aminobenzoik asit (PABA) gereksinimleri nedeniyle
zayiflatildigina inanilmaktadir ve bu suslar, 6ldiiriici organizmanin tehdidine karsi

koruyucu bagisiklik saglar (McKelvie ve ark., 2008).

1.5.2. aroA Gen Delesyonunun Bakteri Metabolizmas1 Uzerine Etkileri

aroA geni, memeli konakgilarda serbestce bulunmayan aromatik amino asitlerin
sentezinde ve bakterinin virulans ve immunojenitesi {izerinde etkin rol oynamaktadir.
Bu gen aromatik amino asitlerin biyosentezine katilan EPSPS’yi kodlar ve glikolizi
dogrudan aromatik amino asitlerin sentezine baglayan sikimat yolun bir parcasidir.
Sikimat yolunun aroA'nin silinmesiyle kesilmesi, yag asitleri ve amino asit
metabolizmalari i¢in Salmonellanin metabolizmasi {lizerinde genis bir etkiye sahiptir

(Felgner ve ark., 2016).

aroA geninin islev bozuklugu, bakterinin 4-aminobenzoik asit, 2,3
dihidroksibenzoik asit ve aromatik amino asitler; Fenilalanin (Phe), Tirozin (Tyr) ve
Triptofan (Trp) icin oksotrofisine yol acar. Bu oksotrofi ise attenie bakteriyel
asilarin gelistirilmesinde kullanilmistir (Vivas ve ark., 2004). Oksotrofik mutantlarin
olusturulmasi, canli as1 potansiyeli sergileyen rasyonel olarak zayiflatilmis suslarin
tretilmesi i¢in popliler bir yontem olmustur. aroA'min mutasyonu yoluyla pre-
korizmat yolunun bozulmasi, bir dizi rasyonel atteniiasyon c¢alismasinda ortak bir

strateji olmustur (McArthur ve ark., 2003).

Yapilan calismalarda aroA gen delesyonunun mikroorganizmalart metabolik
olarak atteniie ettigini ve ayrica bakteriyel fizyoloji, virulans ve imminojenite

Uzerinde biyik 6l¢tde pleiotropik etkilere neden oldugu gosterilmistir. Bu delesyon

17



aromatik amino asitler igin Salmonellay1 okzotrofik hale getirir. Ayrica, bu genin
pleoitropik 6zelliginin olmasi sayesinde buradaki bir mutasyon bakterinin bircok
Ozelligini degistirir. aroA delesyonu yapilmig Salmonella suslarinin oldukga
zayiflatildig1 ve uygun vektor sistemleri oldugu diisiiniilmektedir. Buna gore, aroA
mutasyonunun genellikle giivenli oldugu ve bakteriyel suslar igin evrensel olarak
kullanildigr kabul edilmistir. Yapilan c¢alisma sonuclari, aroA delesyonu yapilan
Salmonella suslarinin  immiinojenitesinin, bakteriyel as1 tasiyicilarinin = ve
immiinoterapinin optimize edilmesi i¢in avantajli olabilecegini géstermektedir. aroA
delesyonu, glikolizisi aromatik amino asit sentezine baglayan yolu keser. Bu kesinti,
bakterilerde ozmotik stres yaratabilecek ve sirayla tiim gozlemlenen degisiklikleri
ortaya cikarabilecek negatif feedback ile hiicre i¢i piruvat birikimine yol agar. Bu
durum bakterinin biiyiimesini yiiksek oranda zayiflatir. Bakteri konakgida patojenik
olmadan fakat bir bagisiklik tepkisi meydana getirecek kadar uzun siire kalir, yani
canli a1 olmak i¢in ideal bir aday haline gelir (Felgner ve ark., 2016 ve Mombarg ve
ark., 2014).

Aro genlerindeki mutasyonlarin aromatik amino asitlerde oksotrofiye sebep
olmast durumu S. enterica'nin aro mutantlarinin atteniiasyonunun Ve evcil

hayvanlarin oral yolla asilanmasi yoniinden canli asilar olmasinin temel sebebidir

(Malcova ve ark., 2009).

Yapilan ¢alismalara gore, aroA delesyonu yapilan mutant bakteriler, sistemik
uygulamadan sonra proinflamatuar sitokin timor nekrozis faktor alfa (TNF-a)
seviyelerinin artmasina neden olmustur. aroAmin silinmesi, Salmonella'nin
immunostimulator ozelliklerini artirir. Buna gore, aroA delesyonu yapilan suslar
tiimor terapdtik yaklagimlarinda oldukga etkilidir ve aroA mutasyonuyla zayiflatilmis
bakterilerin asilama disinda ve bakteri aracili timor tedavisi igin de uygun vektor

sistemleri haline gelebilecegi sonucu ¢ikarilmistir (Felgner ve ark., 2016).

Gliserofosfolipidler dis zarin 6nemli bir bilesenidir ve zar biitiinliigl igin de

oldukga Onemlidir. aroA mutantinda gliserofosfolipidlerin  metabolizmasi
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gecikmistir. Gliserofosfolipidlerin yaninda, sentezleri bozulursa zar stabilitesini
etkileyebilecek olan ubikuinonlarin sentezinin iptali, EDTA'ya duyarlilig1 artirmigtir
(Felgner ve ark., 2016). Yani, Salmonella'daki sikimat yolunun kesintiye ugramasi
oksotrofi ile sonuglanip, ayni zamanda albiimin veya EDTA'ya kars1 duyarliligini da

artirir (Felgner ve ark., 2016 ve Sebkova ve ark., 2008).

Sonug olarak, aroA delesyonu yapilan Salmonella suslarinin yiiksek oranda

ateniie oldugu varsayilir ve uygun vektor sistemleri olarak kabul edilir (Felgner ve

ark., 2016 ve Hoiseth ve Stocker, 1981).

Bu tez caligmasi, kanatli orijinli S. Typhimurium susunda lambda red
rekombinasyon teknigiyle aroA gen delesyonunun saglanarak potansiyel asi aday1
susun elde edilmesini amaclayan Tirkiye’deki ilk c¢alisma olma 6zelligini

tasimaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC

2.1.1. Kullamlan Bakteri Suslar1

Bu tez ¢aligmasinda, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji
Anabilim Dal1 sus koleksiyonundan kanatli hayvan karkaslarindan ve kiimes
althgindan izole edilen ve ribotiplendirme kutiiphanesinde en ¢ok ribopaterni olan 12
adet S. Typhimurium susu kullanildi. Bu suslar, biyokimyasal testler ve ISO6579
protokollerine gdre yeniden serotiplendirilip teyit edildikten sonra tez ¢aligmasinda
kullanilmak iizere ¢alismaya eklendi. Calismada yer alan suslarin se¢iminde ayrica

antibiyotik direng 6zellikleri ve aroA geni icermeleri de g6z 6niinde bulunduruldu.

2.1.2. S. Typhimurium izolasyon ve Identifikasyonunda Kullanilan

Besiyerleri, Biyokimyasal Testler ve Antiserumlar

S. Typhimurium izolasyon ve identifikasyonunda Xylose Lysine Deoxycholate
(XLD) agar, Nurient agar (NA) ve McConkey agar kullanildu.

Tez g¢alismasinda biyokimyasal testlerde Triple Sugar Iron (TSI) besiyeri ve
icinde lizin, ornitin, H.S, glukoz, mannitol, ksiloz, ONPG (B-galaktosidaz), indol,
ireaz, voges proskauer, sitrat ve triptofan deaminaz testlerinin bulundugu Microgen

markal1 (Microgen GN ID) biyokimyasal identifikasyon kiti A paneli kullanildi.

Statens Serum Institut, Denka Seiken, BioRad, SSI diagnostica ve Microgen
markali antiserumlar kullanilarak “O” ve “H” antijenlerine dayali serotiplendirme

yapild.
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2.1.3. S. Typhimurium Suslarinin Se¢ciminde Kullanilan Antibiyotikler ve
Antibiyogram igin Besiyeri

Antibiyogram yaparken Mueller-Hinton Agar ve uygun sus se¢imi i¢in ampisilin

ve kanamisin antibiyotik diskleri (Oxoid) kullanildi.

2.1.4. Molekiiler Analizlerde Kullanilan Malzemeler ve Ekipmanlar

Steril Kabin: Class Il, Safety Cabinet (Thermo Scientific).

DNA Ekstraksiyon Kiti: GeneJet Genomic DNA Purification Kit #K0721, #K0722
(Thermo Scientific).

Vorteks Cihazi: Thermo Scientific Vortex.

Santrifiij Cihazi: MicroCL 21 Microcentrifuge (Thermo Scientific).
Spektrofotometre: NanoDrop™ ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific).
PCR Cihazi: ARKTIK Thermal Cycler (Thermo Scientific).

PCR Master Mix: Thermo Scientific PCR Master Mix (2X).

PCR Asamalarinda Kullamlan Su: Nuclease-free Water (Thermo Scientific).
Hassas Terazi: Scaltec, SBC41.

Jel Elektroforez Unitesi Cihaz: OWL A2 Large Gel System (Thermo Scientific).
Jel Elektroforez Unitesi Gii¢ Kaynag:: Serva Bluepower 500 Electrophoresis
Power Supply.

Bilgisayarli Jel Elektroforez Goriintiilleme Cihazi: G:BOX (Syngene) UV
transilliminatorlt gérintileme sistemi.

Agaroz: Prona Agarose, Biomax.

Elektroforez Tampon Solisyonu: 10x TBE (Tris-borate-EDTA) (Himedia).
Boyama SolUsyonu: SafeView Classic (abm).

DNA Ladder: GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder (SM0321) (Thermo Scientific).
Loading Dye: 6X TriTrack DNA Loading Dye (Thermo Scientific).
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2.1.5. Mutasyon Asamalarinda ve Sonrasinda Kullamllan Malzeme,

Ekipman, Besiyerleri ve Antibiyotik Diskleri

Gen Delesyon Kiti: E. coli Gene Deletion Kit By Red®/ET® Recombination, Quick
& Easy, Cat. No. K006 (Gene Bridges).

Super Optimal broth with Catabolite repression (SOC) Medium (Condalab):
Ozellikle transformasyon asamasinda olmak iizere yiiksek verim saglamak igin
kullanildi.

Luria-Bertani (LB) Broth / Agar, Miller (Himedia): Sus canlandirmada kullanildi.
50 pg/ml Ampisilinli Luria-Bertani (LB) Broth: Oxoid™ Ampicillin Selective
Supplement (Thermo Scientific) kullanilarak hazirlandi.

50 pg/ml Ampisilinli Luria-Bertani (LB) Agar: Oxoid™ Ampicillin Selective
Supplement (Thermo Scientific) kullanilarak hazirlandi.

50 pg/ml Kanamisinli Luria-Bertani (LB) Agar: Oxoid™ Kanamycin Sulphate
Supplement (Thermo Scientific) kullanilarak hazirlandi.

%10’luk  L-Arabinoz (Sigma): Red/ET Rekombinasyon proteinlerinin
ekspresyonunu indiiklemek i¢in kullanildi.

%10’luk Gliserol ve Steril Distile Su: Yikama soliisyonu olarak kullanild1.

15 ve 50 mP’lik Santrifiij tiipleri, Thermo Scientific: Santrifiijj asamalarinda
kullanilda.

McFarland Dansitometre: Grant Bio DEN-1 McFarland Densitometer.
Inkubatérler: Niive EN500 inkubatér.

Calkalayian Inkiibatér: Environmental Shaker — Incubator ES-20, HVD Life
Sciences.

Sogutmal Santrifiij: Hermle Z 366 K centrifuge.

Elektroporasyon Kuveti: Gene Pulser/MicroPulser Electroporation Cuvettes, 0,1
cm (Bio-Rad).

Elektroporasyon Cihazi: MicroPulser Electroporator (Bio-Rad).

PCR Saflastirma Kiti: GeneJet PCR Purification Kit #K0701, #K0702 (Thermo
Scientific).

Primerler: Calismada kullanilan primerlerin tasariminda “Primer3” programi

kullanildi.
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Red/ET Ekspresyon Plazmidi: pRedET (amp).

FRT yanh PGK-gb2-neo kaset olusturmak icin PCR-template (plazmid DNA):
FRT-PGK-gb2-neo-FRT template DNA.

Antibiyotik Diskleri: Rekombinasyon asamalar1 bittikten sonra saha susu ve
rekombinant susu kasilastirmak adina Oxoid ve Bioanalyse markalarindan Ampisilin,
Kanamisin, Tetrasiklin, Kloramfenikol, Neomisin, Gentamisin, Streptomisin,
Siprofloksasin, Sefotaksim, Trimetoprim-Sulfametoksazol, Trimetoprim, Nalidiksik
asit, Amoksisilin, Amoksisilin klavulanik asit, Meropenem, Imipenem,
Enrofloksasin, Oksitetrasiklin ve Polimiksin B antibiyotik diskleri kullanildi.

Tryptic Soy Broth (TSB): Hareket 6zelliklerini incelemek i¢in kullanildi.

2.2. YONTEM

2.2.1. Tez Calismalarinda Kullamlacak S. Typhimurium Susunun Secilmesi

2.1.1.1. S. Typhimurium izolasyon ve Identifikasyonu

Daha 6nce ribotiplendirilmesi yapilmis olan ve sus koleksiyonunda saklanan S.
Typhimurium suslarinda herhangi bir kontaminasyon riskini 6nlemek ve yeniden
teyit ve serotiplendirme amaciyla ISO6579 protokolii uygulandi. Bunun i¢in ilk
olarak 1lgili suglar XLD agarda 37°C’de 24 saat inkiibe edilerek canlandirildi. Burada
olusan siyah merkezli seffaf kolonilerden steril 6ze yardimiyla birer tane alinarak
nutrient agara ekimleri yapildi. Ertesi giin olusan kolonilere kit kullanilarak
biyokimyasal testler yapildi ve ardindan antiserumlar kullanilarak O (somatik) ve H
(flagellar) antijenlerine bakilip Kauffmann-White Semasina gore degerlendirildi.
Boylece serotiplendirilmesi ve biyokimyasal testleri yapilmis olan suslarin S.

Typhimurium oldugu dogrulandi.
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2.1.1.2. S. Typhimurium Suslarmin Antibiyotik Direncliliklerinin

Belirlenmesi

Suslara European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) kriterlerine gore antibiyogram yapildi. Antibiyotik diskleri olarak
ampisilin ve kanamisin kullanildi ve bunlara karst en duyarl olan suslar calismaya

dahil edildi.

2.1.1.3. S. Typhimurium Suslarinda aroA Geninin PCR ile Tespiti

Serotiplendirilmesi yapilan ve antibiyotik direncliliklerine gore segilen suslardan
9 tanesinde aroA geninin varligina bakilmasina karar verildi. Bu suslarin molekiiler
tanisinda  kullanilmak tiizere DNA izolasyonunda GeneJet Genomic DNA
Purification Kiti (Thermo Scientific) kullanildi. Bunun i¢in Oncelikle 2 ml’lik
mikrosantrifuj tiplerine 500 pl nikleaz free water eklenip, igerisine taze kultre
edilmis iki adet S. Typhimurium kolonisi eklendi. Kitte belirtilen iglemlerin yapim

asamast asagida su sekilde siralandi:

e Mikrosantrifiij tiiplerine alinan 6rnekler 10 dakika kadar 5000 x g’de santrifiij
edildi ve siipernatant atild1.

e Peletler 180 pl Digestion soliisyonu igerisinde iyice karistirildi. Uzerine 20 pl
Proteinase K enzimi eklenip uniform olana kadar iyice vortekslendi.

e Peletler tamamen eriyene kadar ara sira vortekslenerek 56°C’de 30 dk kadar
151 blogunda inkiibe edildi.

e Uzerine RNase A sollisyonundan 20 pl eklendi, vortekslenerek karistirildr ve
oda sicakliginda 10 dakika daha inkiibasyonu saglandi.

e Numuneye Lizis soliisyonundan 200 ul eklendi. Homojen bir karisim elde
edilinceye kadar yaklasik 15 sn vortekslenerek iyice karigtirildi.

e Uzerine 400 pl %50’lik etanol eklenip tekrardan vortekslendi.
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e Hazirlanan lizat bir toplama tiipline yerlestirilmis olan GeneJET Genomic
DNA Purifikasyon column tiiplerine aktarildi ve 1 dk 6000 x g’de 1 dakika
santrifiij edildi. Daha sonra toplama tiipii atildi ve column yeni bir toplama
tiipline yerlestirildi.

e Uzerine 500 pl Wash Buffer I (etanol eklenmis) eklenip 1 dk 8000 x g’de
santrifiij edildi. Toplama tiiplindeki sivi atilarak column tlipii yeniden
toplama tiiptline yerlestirildi.

e Column iizerine 500 ul Wash Buffer II (etanol eklenmis) eklenip maksimum
hizda (12000 x g) 3 dakika kadar santrifiij edildi. Ardindan columnn 1,5
ml’lik mikrosantrifiij tlipiine yerlestirildi.

e Column merkezi lizerine 60 pl Elution Buffer eklenip 2 dakika oda 1sisinda
inkibe edildikten sonra 1 dk kadar 8000 x g’de santriftij yapilda.

e Purifikasyon column tiipii uzaklastirildiktan sonra ve elde edilen DNA
yogunlugu ve safligi UV spektrofotometre (NanoDrop 2000, Thermo
Scientific) ile dlgiilerek belirlendi. ilgili DNA’lar kullanilmak iizere -20 de

saklandi.

Ekstraksiyon islemi tamamlandiktan sonra Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
asamasina gecildi. Secilen suglarda aroA geninin varliginin ortaya konmasi igin 297
bp’lik hedefe spesifik primerler tasarlandi (Cizelge 2.1). Tasarlanan primerler HPLC

metodu ile saflastirilmis olarak temin edildi.

Cizelge 2.1. Tasarlanan aroA primerlerinin baz dizilimi.

ST-aroA-F 5°- CGGTGAATTGCACGCCATAG- 3’

ST-aroA-R 5’- GACAGTGCGACCAGTGAGAA- 3’

Konvansiyonel PCR yonteminin kullanildigi bu ¢alismada her bir 6rnek i¢in
kullanilan reaksiyon miktarlar1 asagidaki gibi belirlendi. Negatif kontrol igin ise

Template DNA yerine niikleaz free water kullanildu.
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Reaksiyon karigimi Miktar1

PCR Master Mix: 12,5 ul
ST-aroA-F: 1l
ST-aroA-R: 1l
Nikleaz-free water: 8,5 ul
Template DNA: 2 ul

PCR tiiplerine alinan ve reaksiyon hacimleri 25 pl olarak ayarlanan numuneler
thermal cycler cihazina konularak amplifikasyon kosullar1 ayarland: (Cizelge 2.2) ve

PCR reaksiyonu baslatildi.

Cizelge 2.2. S. Typhimurium suslarinda aroA geni varligmnin arastirilmasti igin uygulanan amplifikasyon kosullari.

Adimlar Sicakhik Sire Siklus Sayisi
On denatiirasyon 94°C 3dk 1
Denattirasyon 94°C 1dk
Baglanma 54°C 1dk 30
Uzama 72°C 1dk
Son uzama 72°C 7 dk 1

Amplifikasyon sonrasi elde edilen PCR firiinlerinin degerlendirmesinde agaroz
jel elektroforezi uygulandi. Bunun i¢in 20 ml 10x TBE 180 ml distile su ile
karistirlldi. Hassas terazi ile Olgiilen 3 gram agaroz bu karigimla birlestirildi.
Mikrodalga firina alinarak ¢oziinmesi saglandi. Jel sogumaya basladiginda tizerine
boyama soliisyonu olarak 15 pl SafeView eklendi ve karistirilarak yatay jel
elektroforezi tablasina dokiildii. Donmasi saglaninca PCR test Ornekleri alinarak
6xLoading Dye ile karstirilip jele yiiklendi. Jelin ilk gdziine ve negatif kontrolden
sonrasina marker (DNA ladder) konuldu. 60 dk siire ile 180 voltta elektroforez islemi
uygulandi. Goriintiileme islemi i¢in ise UV transilliiminator goriintiilleme sistemi

kullanilarak degerlendirme yapildi.
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2.2.2. S. Typhimurium Susunda aroA Gen Delesyonu ile Mutant Sus Eldesi
(RED/ ET Rekombinasyonu)

S. Typhimurium susunda aroA gen delesyonunun gerceklestirilerek as1 adayi
olabilecek mutant susun olusturulmasi amaciyla Lambda Red rekombinasyon
yonteminin uygulandigi bu asamalar Quick & Easy E. coli Gene Deletion Kiti Cat.

No. K006’dan uyarlanarak yapildi.

2.2.2.1. Homoloji Kollar ile Cevrili Fonksiyonel Bir Kasetin PCR Teknigi

ile Olusturulmasi

Homoloji kollari ile ¢evrili fonksiyonel bir kaset olusturmak i¢in FRT-PGK-gb2-
neo-FRT template DNA (plazmid DNA) ve Cizelge 2.3’de belirtilen tasarlanmis ve
HPLC metoduna gore saflagtirllmig olan oligoniikleotidler (upper ve lower)
kullanildi. Bu oligoniikleotidlerin ilk 50 niikleotid dizisi homoloji kollarini
olusturmak igin, geriye kalan ve alt1 ¢izili kisimlar ise Quick & Easy E. coli Gene
Deletion kitinde belirtildigi gibi PCR amplifikasyonu igin tasarlandi. Tasarlanirken
amaglanan yerlestirme bdlgelerine dogrudan bitisik (5') 50 niikleotid secildi ve

bunlarin 3' ucuna amplifikasyon i¢in gerekli olan diziler eklendi.

Cizelge 2.3. Fonksiyonel bir kaset olusturmak i¢in tasarlanan oligoniikleotidlerin baz dizilimi.

ST-Upper-F 5’-
ATGGAATCCCTGACGTTACAACCCATCGCGCGGGTCGATGGCGCCATTAAAATTAACCCTCA
CTAAAGGGCG- 3’

ST-Lower-R 50
TTAGGCAGGCGTACTCATTCGCGCCAGTTGTTCGAAATAATCAGGGAACGTAATACGACTCA
CTATAGGGCTC- 3’

Asagida belirtilen reaksiyon karisimindan bes adet PCR tiipline ayr1 ayri

hazirlanarak PCR islemine baglandi.
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Reaksiyon karisimi 1 6rnek igin 5 6rnek icin

PCR Master Mix: 25 ul 125 pl
ST-Upper-F 2 ul 10 i
ST-Lower-R: 2 ul 10 pl
Nikleaz-free water: 20 pl 100 pl
FRT-PGK-gb2-neo-FRT template DNA: 1l 5ul

Her bir tiipte 50 ul PCR karisimi olacak sekilde tiim 6rnekler (5 adet PCR tiipii)
thermal cycler cihazina yerlestirildi ve amplifikasyon kosullar1 Cizelge 2.4’te

belirtildigi gibi ayarlanda.

Cizelge 2.4. FRT-PGK-gh2-neo-FRT kasetini olugturmak i¢in uygulanan amplifikasyon kosullari.

Adimlar Sicakhik Sure Siklus Sayis1
On denatiirasyon 98°C 3dk 1
Denatiirasyon 98°C 10 sn
Baglanma 55°C 30sn 3
Uzama 72°C 90 sn
Son uzama 72°C 10 dk 1

Amplifikasyon agamasi bittikten sonra her biri 50 pl’lik olan PCR iiriinleri tek
bir eppendorfta toplanarak 250 pl’lik iiriin elde edildi. PCR isleminin basaril
oldugundan emin olmak i¢in 1 pl kadar {irlin agaroz jel elekroforezinde kontrol edildi
ve goriintiileme cihazinda bakildi. Istenilen bp aralifinda goriintiilenmesinin
ardindan GenelJet PCR Purification Kiti (Thermo Scientific) kullanilarak {iriin

saflagtirildi. Kitte belirtilenlere gore yapim asamalart asagidaki gibi siralanmustir.

e PCR iriintne 1:1 hacminde Binding Buffer eklendi. Yani 250 pul PCR
urtintne 250 ul Binding Buffer eklendi.
e Elde edilen karisim GenelJET purifikasyon column tiipiine yerlestirildi. 1dk
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boyunca 10 000 rpm’de santrifiij edildi ve dipte toplanan sivi atildi.

e Column tiipii izerine etanol ile seyreltilmis 700 ul Wash Buffer eklendi.
Ardindan 10 000°’rpm de 1 dk santrifiij edilerek dipte toplanan sivi atildi.

e Kalan Wash Buffer1 tamamen ¢ikarmak ig¢in bos olan column tipli 1dk
boyunca 10 000 rpm’de tekrardan santriftj edildi.

e Column tiipii temiz 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.

e 50 pl Elution Buffer column merkezine birakilarak 14 000 rpm’de 1 dk
santrifiij yapildi.

e Purifikasyon column tiipli atilarak, mikrosantrifiij tiipiinde kalan ve miktar1

50 pl olan saflagtiritlmis DNA konsantrasyonu daha sonra kullanilmak iizere -

20 °C’de saklanda.

2.2.2.2. Red/ET Ekspresyon Plazmidi pRedET (amp) ile Transformasyon

Asamasi

Islemlere baslamadan o6nce aroA geni pozitif, ampisilin ve kanamisin
antibiyotiklerine duyarli S. Typhimurium suslarindan bir tanesi secilip LB agara
ekimi yapilarak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Bakteri se¢imi i¢in tek koloni ekim
yontemi kullanildi. Ayrica antibiyotiksiz LB broth ve 50 pg/ml ampisilinli LB agar

hazirlandi.
Transformasyon asamalar1 asagida siralandigi gibidir.
1. adim:
15 ml’lik santrifiij tiipiine 10 ml antibiyotiksiz LB broth konuldu. Igerisine

antibiyotiksiz LB agarda canlandirilan taze kolonilerden 6ze yardimu ile bir veya iki

adet alinarak eklendi ve 37°C’de 24 saat calkalayici etiivde inkiibasyona birakildi.
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2. adim:

Calismalara baglamadan en az 2 saat 6nce 0,1 cm aralikli elektroporasyon

kiivetleri, steril distile su, %10’luk gliserol buza gémiilerek sogutuldu. Sogutmali

santrifiij ¢calistirilarak 1sisinin 2°C civarinda olmasi saglandi.

2 adet 50 ml’lik santrifiij tiipii icerisine 25’er ml LB broth konuldu. igine
25’er ul bir 6nceki giin inkiibasyonu saglanan taze kiiltiirden ilave edildi.
Calkalayic1 inkiibator 37°C’ye ve hizi ise 220 rpm’e ayarlandi. Santrifiij
tipleri inkubatore yatay olarak yerlestirildi ve yarim saatte bir McFarland
dansitometre ile bulaniklig1 olciildii. Yaklasik 3 saat sonra tekrar Slgiilerek
inkiibatorden santrifiij tiipleri alinip tek bir santrifiij tiipiinde birlestirildi ve
hizlica buza gomiildii. Tamamen soguyana kadar yaklasik 30 dk buzda
bekletildi.

Onceden calistirilarak 1s1s1 2°C’ye diisiiriilen sogutmali santrifiij cihazina buz
icerisinde bekletilen santrifiij tiipii konularak 4500 rpm’de 10 dk boyunca
santriflj yapildi. Santriflij bitince stipernatant hizli bir sekilde uzaklastirilarak
pelet hizlica buza gomiildi.

Pelete 10 ml kadar distile su eklendi ve vorteks yardimiyla iyice karigtirildi.
Homojenizasyon saglandiktan sonra 2°C’de 4500 rpm’de 10 dk boyunca
santrifiij edildi. Olusan silipernatant atilip pelet buza gémiildii ve bu adim bir
kez daha tekrarlandi.

Olusan pelete %10’luk gliserolden 10 ml kadar eklenerek vortekslendi ve
ayar degistirilmeden santrifiij islemine devam edilerek olusan pelet hizlica
buza gémiildii. Ardindan bu adim tekrar edildi.

Pelet miktarina gore yaklasik 200 pl %]10’luk gliserol santrifiij tiipiine
konulup peletle siispanse edildi. Ardindan bu karisim 4 adet 2 ml’lik
eppendorflara esit olarak paylastirildi ve buza gémiildii.

Iginde 50 pl kiiltiir olan eppendorflardan biri aliarak iizerine 10 pl (200 ng)
Red/ET ekspresyon plazmidi eklendi ve buza gomiilerek yaklasik 15 dk
bekletildi.

Geriye kalan elektrokompotent hiicrelerden kontrol amacl bir tanesi alinip

NA’a yayma ekim yapilarak 24 saat kadar 37°C’de inkiibasyona birakildi.
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Diger elektrokompotent hiicreler ise bir aksilik c¢ikmast durumunda
kullanilmak tizere -80°C’ye kaldirildu.

Buzda bekletilen plazmidli karisim 0,1 cm aralikli elektroporasyon kiivetine
pipet yardimiyla aktarildi. Sonra kiivet Elektroporasyon Cihazina
(MicroPulser Electroporator, Bio-Rad) 1,35 kV ayarlanarak yerlestirildi ve 5
ms’lik tek vurus uygulandi. Tekrar buza gomiilerek 15 dk daha bekletildi.
Elektroporasyon kiiveti buzdan alinarak iizerine antibiyotiksiz 1 ml SOC
eklendi. Yavasca yaklasik 10 kere pipetasyon yapildiktan sonra her sey 2
ml’lik eppendorfa aktarildi.

Eppendorf calkalayici inkiibatérde 220 rpm hizda 30°C’de 4 saat kadar
inkiibasyona birakildi. PRedET’in 37°C’de kaybolacagt g6z Oniinde
bulunduruldu.

4 saat sonra santriflij yapilarak siipernatantin bir kismi dokiildii. Ardindan
100 pl kadar 6rnek alinarak 50 pg/ml ampisilin iceren LB agara yayma ekim
yapildi ve 24 saat 30°C’de inkiibe edildi.

Ertesi glin Gremesi beklenen koloniler kontrol edildi ve pasajlandi.

2.2.2.3. FRT-PGK-gb2-neo-FRT Kasetinin pRedET (amp) Iceren S.

Typhimurium Susuna Transformasyonu

Bu asamalara baglamadan 6nce % 10’luk L-arabinoz, %10’luk gliserol, %10’luk

distile su, SOC besiyeri, 50 pg/ml ampisilin i¢eren LB broth hazirlandi. Kanamisinli

LB agar hazirlanirken ilk olarak kitte belirtildigi gibi 15 pg/ml konsantrasyon

ayarlandi. Fakat ilgili susun bu besiyerinde Uremesiyle kanamisin konsantrasyonu 50

pg/ml olarak degistirildi.

1. adim:

Transformasyon asamasinda elde edilen kolonilerden 4-5 tane alinip 50 pg/ml

ampisilin iceren 5 ml LB brotha pasajlamasi yapildi. Ertesi giin bu karisimdan 50 pl

alinip yine 50 pg/ml ampisilin i¢ceren 5 ml LB brotha pasajlamasi yapildi. Pasajlama
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boyunca numuneler 30°C’de calkalayict inkiibatorde 24 saat kadar inkiibe edildi. Bu

pasajlama islemine 5 giin boyunca devam edildi.

2. adim:

Bu adima baslamadan en az 2 saat o6nce distile su, %10’luk gliserol ve 0,1 cm
aralikli elektroporasyon kiivetleri buza gomiilerek sogutulmasi saglandi. Ayrica
sogutmali santrifiij calistirilarak 1s1s1 2°C’ye diistiriildii.

e 2 adet santrifiij tiipli hazirlanarak igerisine 25’er ml taze ampisilinli LB broth
(50 pg/ ml ampisilin iceren) konuldu. Daha sonra her bir tlipe onceden
ampisilinli LB brothtta iretilen taze kiiltiirden 25 pl ve %10’luk L-
arabinozdan 900 pul eklendi. L-arabinoz Red/ET Rekombinasyon
proteinlerinin ekspresyonunu indiikleyecektir. Ardindan 30°C’de, galkalamali
inkiibatorde 220 rpm hizda yaklagik 2 saat inkiibasyona birakildi.

e 37°C rekombinasyon icin gerekli olan proteinlerin eksprese edildigi
sicakliktir. Hiicre basina sicakliga duyarli plazmidin yaklasik 5 kopyasi1 vardir
ve bir saat boyunca herhangi bir yavru hiicre hala ortalama 2-3 kopyaya sahip
olacaktir. Ayrica rekombinasyon proteinlerini eksprese etmeye devam
edecektir.

e Bu ylizden 1 saat kadar da 37°C’de inkiibe edilerek ara sira McFarland
dansitometre ile bulaniklig1 6lciildii. Istenilen deger araliklarma ulasilinca
tiipler inkiibatérden alind1.

e Her iki tlipilin igerigi tek bir tiipte toplanip hizlica buza gémiilerek yaklagik 30
dk sogumasi saglandi.

e Sogutmali santrifiij cihazinda 2°C’de 4500 rpm hizda 10 dk santrifuj edildi.
Tiipteki slipernatantin hepsi hizlica dokiilerek pelet buza gomiildii.

o Pelet tzerine 10 ml distile su eklenerek iyice vortekslenip homojenizasyonu
saglandi. Sonra hizlica sogutmali santrifiijde ayn1 hizda 10 dk santrifiij edildi.
Santrifij sonrasi siipernatant atildi ve bu adim bir kez daha tekrarlandi.

e Olusan pelet 10 ml %10’luk gliserol ile iyice vortekslendikten sonra 10 dk

ayn1 hizda santrifiij edildi ve silipernatant atilarak bu adimin tekrar1 saglandi.
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Daha sonra pelet lizerine 200 pl %10’luk gliserol eklenip vortekslenerek
homojenize bir stispansiyon elde edildi.

Bu karigim 4 adet 2 ml’lik eppendorflara esit olarak paylastirilarak buza
gomiildii. Icinde 50 pl kiiltiir olan eppendorflardan biri segilerek iizerine daha
once olusturulan kasetten 10 ul eklendi ve 15 dk kadar buz iginde bekletildi.
Geriye kalan elektrokompotent hiicrelerden bir tanesi alinarak NA’a kontrol
amagcli olarak yayma ekim yapildi. Digerleri ise -80°C’ye kaldirild1.

Icinde kaset olan eppendorftaki karisim aliarak sogutulmus olan elektroforez
kiivetine (0,1 cm aralikli) aktarildi. Daha sonra kiivet Elektroporasyon
Cihazina (MicroPulser Electroporator, Bio-Rad) yerlestirildi ve 1,35 kV
ayarlanarak 5 ms’lik tek vurus uygulandi. Ardindan kiivet cihazdan alinarak
buzda 15 dk kadar bekletildi.

Buzda bekletme islemi tamamlandiktan sonra kiivete SOC besiyerinden 1 ml
ilave edilerek yaklasik 10 kere pipetasyon yapildi. Daha sonra kiivetin
igerisindekiler 2 ml’lik steril bir eppendorfa aktarildi.

Rekombinasyonu gerceklestirmek {izere kiiltlir 37°C’de ¢alkalayici
inkiibatorde 220 rpm hizda 4 saat boyunca inkiibasyona birakildu.

4 saat sonra inkiibatdrden alinan 6rnek 4500 rpm’de 1 dk boyunca santrifiij
edildi. Dipte peletle beraber 100 pl s1v1 kalacak sekilde ayarlanip geriye kalan
slipernatant uzaklagtirildi.

Kalan siv1 karisim yeniden siispanse edildikten sonra 50 pg/ml kanamisin
iceren LB agara ekilerek 24 saat 37°C’de inkiibe edidi.

Ertesi giin olusan koloniler kontrol edildi ve koloniler arasinda mutant
olmayanlar da olacagi i¢in saflastirma islemi yapildi. Ardindan 3 kere
kanamisinli agarda pasajlandi.

PCR islemi ile suslar dogrulandi.
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2.2.3. Rekombinasyon Isleminin PCR Testi ile Dogrulanmasi

Yapilan rekombinasyon isleminde basarili oldugu diisiiniilen kolonilerin
konfirmasyonu amaciyla PCR kullanildi. Bunun i¢in karsilagtirma yapabilmek adina,
hem rekombinasyon islemi uygulanan kolonilerden hem de saha susu
canlandirildiktan sonra elde edilen kolonilerinden Genelet Genomic DNA
Purification kiti (Thermo Scientific) kullanilarak ekstraksiyon islemi yapild:.

Ekstraksiyon islemi sonrasinda PCR asamalaria geg¢ildi.

Mutant suslarin dogrulamasi ve saha susuyla karsilastirmasi amaciyla 2 ayri
primer ¢ifti kullanildi. Daha o6nce S. Typhimurium’da aroA geninin tespitinde
kullanilan primer (ST-aroA-F 5°- CGGTGAATTGCACGCCATAG-3’, ST-aroA-R
5’- GACAGTGCGACCAGTGAGAA- 3°) cifti ile daha once belirtilen yontemle
PCR gergeklestirildi. Ikinci olarak konfirmasyon amaciyla kullanilan ve HPLC
metodu ile saflastirilarak siparis edilen primerlerin baz dizilimi ise Cizelge 2.5’te

belirtildigi gibi tasarlandi.

Cizelge 2.5. Tasarlanan konfirmasyon primerlerinin baz dizilimi.

ST-conf-F 5’- GTTAGCGGACAATACGCTGGA- 3°

ST-conf-R 5’- ATCGCCACCGCCAGTAGTAAT- 3’

Konvansiyonel PCR yapilan her bir 6rnek i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi

asagidaki gibi hazirlandi.

Reaksiyon karigimi Miktar1

PCR Master Mix: 12,5 ul
ST-conf-F: 1l
ST-conf-R: 1l
Nikleaz-free water: 8,5 ul
Template DNA: 2 ul
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Reaksiyon hacimleri 25°er ul olarak ayarlanan PCR tiipleri thermal cyclera
yerlestirildi. Ardindan amplifikasyon kosullar1 Cizelge 2.6’da gosterildigi gibi

ayarlandi.

Cizelge 2.6. Mutant susglarla saha tipi susu karsilagtirmak i¢in ayarlanan amplifikasyon kosullari.

Adimlar Sicakhik Sire Siklus Sayis1
On denatiirasyon 95°C 3dk 1
Denatiirasyon 94°C 30sn
Baglanma 64°C 1dk %
Uzama 72°C 90 sn
Son uzama 72°C 10 dk 1

PCR isleminden sonra agaroz jel elektroforezi yapildi ve bilgisayarl jel
elektroforez goriintiileme cihazi kullanilarak suslarin  amplikon biyiikliikleri

degerlendirildi.

2.2.4. Mutant S. Typhimurium Susundan pRedET (amp)’in Cikarilmasi

Beamish ve ark. (2004), sicakliga duyarli olan pKD46’nin, yiiksek sicaklikta
(42°C’de) kolayca elimine edilebilecegini belirtmislerdir. Buna gore calismada
kullanilan ve sicakliga duyarli olan pRedET i¢in de ayn1 durumun gegerli olabilecegi
diistiniildii. Bu amagla ilgili susun canlandirilmasi i¢in LB agara ekimi yapilarak 24
saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Bunun ardindan tek diisen bir koloni alinarak
kontaminasyon riskinin de 0nline gecebilmek adina kanamisin igeren LB agara ekimi
yapildi ve 42°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben &rneklenen tek

kolonilerin kanamisinli besiyerine bir seri pasajlar gergeklestirildi. Ozellikle 3. ve 4.
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pasajlarda elde edilen kolonilerin kontrolleri yapilarak plazmidin ¢ikip ¢ikmadigi
kontrol edildi. Besinci pasajin ardindan susun ampisilinli LB agara ekimi ve 30°C’de
24 saat inkiibasyonu saglandi ve bu agarda iireme durumu gdzlemlendi. Istenilen

sonug elde edilince suslar toplandi ve -20°C’ye saklandi.

2.2.5. Mutant S. Typhimurium Susunun Fenotipik Karakterizasyonu

Fenotipik degerlendirme yapabilmek adina hem saha susu hem de mutant susun
cesitli besiyerleri ve kitler kullanilarak biyokimyasal 6zellikleri, koloni morfolojileri,
hareket 0Ozellikleri ve antibiyotik direng profilleri belirlenerek karsilikli
degerlendirildi. Ayrica, mutant susa ISO6579’a uygun olarak serotiplendirme islemi

yapildi.

2.2.5.1. Mutant Susun Biyokimyasal Ozellikleri ve Koloni Morfolojisinin

Incelenmesi

Microgen markali biyokimyasal identifikasyon kitinin (Microgen GN ID) A
paneli kullanilarak biyokimyasal testler yapildi. Kitin ¢alisma prensiplerine gore
asagidaki uygulamalar gergeklestirildi:

e 3 ml fizyolojik tuzlu su igerisine taze hazirlanmig kiiltiirden tek bir koloni

alinarak iyice karigtirild.

e Testin yapildig1 kuyucuklar1 kapatan yapigskan bant dikkatlice kaldirildu.

o Steril bir pastor pipeti kullanilarak her bir kuyucuga 3-4 damla (100 pl kadar)

bakteri stispansiyonundan eklendi.

e Daha sonra 1, 2, 3 ve 9 numarali kuyucuklara (siyah daire seklindeki) 3-4

damla mineral yag damlatilarak kaplandi.

e Yapiskan bant kuyucuklarin {lizerine uygun bir sekilde kapatilarak 24 saat

37°C’de inkiibasyona birakildi ve okunma asamasina gecildi.
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e Ertesi giin yapigkan bant ¢ikarilarak renk tablosuna gore pozitif reaksiyonlar
kaydedildi.

e Ardindan kuyucuklara uygun ayiraglar eklendi. Bunun igin Oncelikle 8.
kuyucuga 2 damla kovaks ayiraci eklenerek 60 saniye beklendi. Siire sonunda
sonuglar okundu ve kaydedildi. Kite gore kirmizi rengin olugsmasi pozitif
reaksiyon olarak kabul edildi.

e 10. kuyucuga 1 damla VP I ayirac1 ve ardindan 1 damla da VP II ayiraci
eklendi ve 15 dakika sonra sonuglar okundu. Kite gére koyu pembe/kirmizi
rengin olusmasi pozitif reaksiyon olarak kabul edildi.

e 12. kuyucuga 1 damla TDA ayirac1 eklendi ve 60 saniye sonra sonuglar
okundu. Kite gore kiraz kirmizisi rengin olusmasi pozitif reaksiyon olarak

kabul edildi.

¢ Son olarak biitiin bu sonuglarin degerlendirilmesi yapildi.

Mutant susun hem koloni morfolojisinin degerlendirilebilmesi hem de saha
susuyla karsilastirmasi amaciyla TSI besiyerine, XLD agara, MacConkey agara, O/F
besiyerine, Kanli agara ve Nutrient agara ekimleri yapildi. Ayrica kanl agarda

hemoliz 6zellikleri de karsilastirildi.

2.2.5.2. Mutant Susun Hareket Ozelliklerinin incelenmesi

Tryptic Soy Broth (TSB) kullanilarak hem mutant susun hem de saha susunun
hareket yetenegi karsilagtirmali olarak incelendi. Bunun igin taze kiiltiirlenmis olan
kolonilerden birer tane alinarak hazirlanmig iki ayr1 TSB’nin tam ortasina steril 6ze
yardimiyla ekimleri yapildi. 37°C’de yaklasik 24 saat inkiibasyona birakildiktan

sonra degerlendirmeleri yapildi.
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2.2.5.3. Mutant Susun Antibiyotik Diren¢ Profilinin incelenmesi

Islemlere baslamadan dénce mutant sus ve karsilastirma yapmak amaciyla saha
susu LB agara ekilerek 37°C’de inkiibasyona birakildi. Ertesi giin elde edilen taze
koloniler kullanilarak disk diflizyon yontemiyle antibiyogram yapildi. Bunun ig¢in
oncelikle Muller-Hinton agar hazirlanarak petrilere dokiildi. Serum fizyolojik
icerisine taze hazirlanmis kiiltiirlerden eklenerek inokulum siispansiyonu hazirlandi
ve McFarland dansitometre ile Olgiiliip bulanmikligi 0,5 olacak sekilde ayarlandi.
Hazirlanan inokulum igerisine steril pamuklu ekiivyon ¢ubugu daldirildi ve pamugun
1slanmast saglandi. Ardindan ekiivyon ¢ubugu petri lizerinde hi¢ bos alan
kalmayacak sekilde siiriilerek ekim islemi gerceklestirildi. Kullanilmasina karar
verilen antibiyotik emdirilmis diskler secilerek esit araliklarla agar {izerine pens
yardimiyla yerlestirildi. Disklerin aralarinda belirli bir bosluk olmasina ve agar
yiizeyi ile sik1 bir temas halinde bulunmasma dikkat edildi. islemler tamamlandiktan
sonra 37°C de 24 saat kadar inkiibasyona birakildi. Ertesi giin disklerin zon ¢aplari
EUCAST standart protokolline gore yorumlanip 6l¢giilerek antibiyotik direnglilikleri
karsilastirildi.

Bu tez ¢aligmasinda kullanilan antibiyotik diskleri, firma ad1 ve pg cinsinden

konsantrasyonlar1 Cizelge 2.7°de verilmistir.
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Cizelge 2.7. Antibiyogram i¢in kullanilan diskler, firmalar1 ve konsantrasyonlari.

Konsantrasyonu
Antibiyotik disk ad1 Firma adx (ng/disk)
Ampisilin (AMP) Oxoid 10
Kanamisin (K) Oxoid 30
Tetrasiklin (TE) Oxoid 30
Kloramfenikol (C) Bioanalyse 30
Neomisin (N) Oxoid 10
Gentamisin (CN) Oxoid 10
Streptomisin (S) Oxoid 10
Siprofloksasin (CIP) Oxoid 5
Sefotaksim (CXT) Oxoid 30
Trimetoprim- Silfametoksazol (SXT) Oxoid 25
Trimetoprim (W) Oxoid 5
Nalidiksik asit (NA) Oxoid 5
Amoksisilin (AML) Oxoid 10
Amoksisilin klavulanik asit (AMC) Bioanalyse 30
Meropenem (MEM) Oxoid 10
Imipenem (IPM) Oxoid 10
Enrofloksasin (ENR) Bioanalyse 5
Oksitetrasiklin (T) Bioanalyse 30
Polimiksin B (PB) Oxoid 300
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3. BULGULAR

3.1. S. Typhimurium Susunun Secim Bulgular:

3.1.1. S. Typhimurium izolasyon ve Identifikasyon Bulgulari

Tez cgalismasi i¢in ISO6579 standartlarina gore degerlendirilmek iizere secilen
12 adet S. Typhimurium susunun XLD agara ekimi sonucu, seffaf renkli, parlak ve
siyah merkezli koloniler elde edildi. Bu kolonilerden NA’a ekim yapildiktan sonra
Microgen markali biyokimyasal identifikasyon kiti kullanilarak biyokimyasal testler

yapildi. Test sonucuna gore elde edilen bulgular Cizelge 3.1°de verildi.

Cizelge 3.1. MICROGEN GN ID A paneli kullanilarak yapilan biyokimyasal testler ve sonuglari.

Reaksiyon Sonucu
Lizin Pozitif
Ornitin Pozitif

H2S Pozitif
Glukoz Pozitif
Mannitol Pozitif
Ksiloz Pozitif
ONPG Negatif
Indol Negatif
Ureaz Negatif
Voges proskauer Negatif
Sitrat Pozitif
Triptofan deaminaz Negatif

Ayrica TSI besiyeri kullanilarak suslar glukoz pozitif, laktoz negatif ve siikroz
negatif bulundu. MacConkey Agar yardimiyla da laktozun fermente edilemedigi

dogrulandu.
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Biyokimyasal testlerden sonra antiserumlar kullanilarak Kauffmann-White
Semasina gore O (somatik) antijenleri “1, 4 ve 12 olarak dogrulandi. H (flagellar)

[13%2]
1

antijenlerinden ise faz 1 antijeni olarak “i”, faz 2 antijeni olarak ise “1 ve 2”

dogrulanarak serotiplendirme islemi tamamlandi.

3.1.2. Antibiyotik Diren¢ Profiline Gore Sus Secimi Bulgulari

Serotiplendirilmesi yapilip S. Typhimurium olarak dogrulanan 12 adet susa
antibiyogram yapildi. Tez ¢alismasinda pRedET (amp) ve FRT-PGK-gb2-neo-FRT
template DNA kullanildig1 i¢in ampisilin ve kanamisinin her ikisine birden duyarh
olan suslar tespit edildi. Bu sart1 saglayan 9 adet sus c¢alismanin devaminda

kullanildi.

3.1.3. aroA Geni Varhgmna Gore Sus Secimi Bulgular:

Bu caligmada ampisilin ve kanamisine duyarli olan S. Typhimurium suslarinda
aroA gen varlhigini tespit edebilmek adina konvansiyonel PCR islemi yapildi. PCR
tiriinlerinin agaroz jel elektroforezi sonrasinda goriintiilenmesiyle tiim 6rnekler aroA

geni (297 bp) yoniinden pozitif bulundu (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. S. Typhimurium suslarinin tasidigi aroA genlerine ait PCR urtinlerinin (297 bp) jel elektroforez
gorintist (M: DNA ladder, N: Negatif kontrol).
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aroA geni pozitif bulunan 9 adet S. Typhimurium susundan birisi rastgele

secilerek calismada kullanilmasina karar verildi.

3.2. S. Typhimurium Susunda aroA Gen Delesyonunun Gerceklestirilerek
Mutant Susun Elde Edilmesi (RED/ ET Rekombinasyonu) Bulgular:

3.2.1. Homoloji Kollar ile Cevrili Fonksiyonel Bir Kasetin PCR Teknigi ile

Olusturulmasina Ait Bulgular

Goriintilleme cihazinda incelenen FRT-PGK-gb2-neo-FRT kaseti icin PCR
urindintin boyutu 1737 bp olarak tespit edildi (Sekil 3.2). Boylece yapilan islemin

basarili oldugu sonucuna ulasildi.

3000 bp

2000 bp
1500 bp

Sekil 3.2. FRT-PGK-gh2-neo-FRT Kaseti i¢in PCR urtininun boyutunun (1737 bp) jel elektroforez géruntust (M:
DNA ladder).
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3.2.2. Red/ET Ekspresyon Plazmidi pRedET (amp) ile Transformasyon
Bulgular:

Transformasyon asamasi i¢in antibiyotiksiz LB brotht’a inokiile edilen taze
kiiltiiriin - ¢alkalayici inkiibatorde 37°C’de yaklasik 3 saat kalmasindan sonra
McFarland dansitometre ile Slgiilen bulanikliginin 0,35 oldugu tespit edildi. Buna
gore inkiibatdrden alinarak buz igerisinde sogutuldu. Ardindan devam eden santrifiij

asamalarinin siireleri ve yikama sayilar1 ise olusan pelet miktarina gore ayarlandi.

Elektroporasyon asamasindan Once elektrokompotent hiicrelerin bulundugu
eppendorflardan biri alinip NA’a kontrol amacl yapilan ekim sonucu lireme tespit

edildi. Buna gore bu agamaya kadar hiicrelere zarar verilmedigi sonucuna ulagildi.

Biitiin adimlar tamamlanip en son 50 pg/ml ampisilin igeren LB agarda ekimi
yapilip 30°C’de inkiibasyonu saglandiktan sonra ertesi giin besiyerinde kolonilerin
oldugu gorildii (Sekil 3.3). Bu koloniler alinarak pasajlamalar1 yapildi (Sekil 3.4).
Ampisiline duyarli olan bakteri susunun besiyerinde iiremesiyle susun pRedET

(amp)’ye sahip oldugu ve transformasyon isleminin basarili oldugu tespit edildi.

Sekil 3.3. Transformasyon asamasi sonrasinda pRedET (amp) iceren S. Typhimurium sugunun 50 pg/ml
ampisilinli LB agarda Uremesi.
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Sekil 3.4. Transformasyon sonrasinda olusan kolonilerin ampisilinli LB agarda pasajlanmasi.

Saha susunun ve pRedET (amp) igeren susun ampisinli LB agarda
karsilastirilmast Sekil 3.5’te gosterildigi gibidir. Buna gére pRedET (amp) igeren sus

ampisinli LB agarda tirerken, saha susunun tiremedigi goriildii.

Sekil 3.5. Saha susunun ve pRedET (amp) i¢eren susun ampisinli LB agarda karsilastirilmast.
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3.2.3. FRT-PGK-gb2-neo-FRT Kasetinin pRedET (amp) Iceren S.

Typhimurium Susuna Transformasyonu Bulgular:

Ampisilinli LB broth icerisine konulan taze kiltiir ve L-arabinoz sonrasinda
calkalamal1 olarak inkiibasyona birakilan numunenin McFarland dansitometre ile
yaklagik 3 saatin sonunda bulanikligi 0,39 olarak 6l¢iildii ve inkiibatorden alinarak
buza gomiildii. Transformasyon asamasinda oldugu gibi santrifiij islemlerinde olusan

pelet miktarina gore yikama iglemi ayarlandi.

Elektroporasyon isleminden once eppendorflara alinan elektrokompotent
hiicrelerden birinin NA’a yapilan ekimi degerlendirildi. Buna gore besiyeri kontrol
edildiginde tireme oldugu goriildii ve bdylece bu asamaya kadar yapilan islemlerde

suslara zarar verilmedigi sonucuna varildi.

Elektroporasyon asamasindan sonra en son kanamisinli LB agara ekim yapilip

ertesi giin incelendiginde kolonilerin tiredigi tespit edildi (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Rekombinasyon asamast sonrasinda S. Typhimurium susunun 50 pg/ml kanamisinli LB agarda
uremesi.

45



3.2.4. Rekombinasyon Isleminin PCR Testi ile Dogrulanmasmna Ait
Bulgular

Rekombinasyon isleminin basarili oldugundan emin olabilmek i¢in PCR’dan
faydalanildi. Bunun i¢in de aroA gen varliginm tespit etmek i¢in ST-aroA-F ve ST-
aroA-R primerleri (297 bp) ile saha susu ve mutant suslar incelendi. Jel elektroforezi
goriintiilerine goére saha suslarinda aroA geni bulunurken, mutant suslarda

bulunmadigi belirlendi (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Saha susu ve mutant suslarin aroA gen varligina ait jel elektroforezi gortintiisii (M: DNA ladder; 1, 2,
3 ve 4 numarali 6rnekler saha susu (297 bp); 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 numarali 6rnekler mutant suglar ve N: Negatif
kontrol).

Saha tipi susla mutant susun ayrimini yapabilmek ic¢in konfirmasyon primerleri

de kullanildi. Elektroforez islemi sonrasinda goriintiilenmeleri ile mutant susun 2165

bp, saha susunun ise 1712 bp biiytikliiglinde sonug verdikleri tespit edildi (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Saha susu ve mutant suglarin PCR {iriinlerinin jel elektroforezi goriintiisii (M: DNA ladder; 1, 2,4, 5, 7,
8, 10 ve 11 numarali drnekler mutant sus (2165 bp); 3, 6, 9 ve 12 numarali 6rnekler saha susu (1712 bp) ve N:
Negatif kontrol).
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3.2.5. Mutant S. Typhimurium Susundan pRedET (amp)’in Cikarilmasi
Bulgular:

Saha susunda bulunmayan fakat mutant susta bulunan ve ampisiline karsi
direnglilige neden olan pRedET’in ¢ikarilmasi amaciyla kontrollii olarak pasajlama
islemleri gerceklestirildi. 42°C’de ve kanamisinli besiyerinde yapilan 5. pasaj
sonrasinda koloniler alinarak ampisilinli besiyerine ge¢ildi. En son ampisinli

besiyerinde lireme olmamasiyla ilgili plazmidin ¢ikarildig1 sonucuna varildi.

3.2.6. Mutant S. Typhimurium susunun Fenotipik Karakterizasyon

Bulgular:

Mutant susun biyokimyasal Ozelliklerine, koloni morfolojisine, hareket
Ozelliklerine ve antibiyotik direng profillerine ait bulgular analiz edildi. Ek olarak
mutant susa ISO6579’a uygun olarak yapilan serotiplendirme islemleri sonucunda
saha susunda oldugu gibi O (somatik) antijenleri “1, 4 ve 12” ve H (flagellar) faz 1

(13421

antijeni “1”, faz 2 antijeni ise “1 ve 2” olarak tespit edildi.

3.2.6.1. Mutant Susun Biyokimyasal Ozellikleri ve Koloni Morfolojisi
Bulgular:

Biyokimyasal identifikasyon kiti kullanilarak yapilan testlerde saha susundan
farkli olarak mutant susta H2S ve sitrat reaksiyonlar1 negatif bulundu (Sekil 3.9) Kitte
bulunan diger testlerin sonuglar1 ise saha susuyla ayni olup, lizin, ornitin, glukoz,
mannitol, ksiloz pozitif; ONPG, indol, Ureaz, voges proskauer ve triptofan deaminaz

negatif bulundu.
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Sekil 3.9. Microgen markali biyokimyasal identifikasyon kitinin A paneli kullamlarak yapilan biyokimyasal
testler (A: Mutant sus; B: Saha susu; 1: Lizin; 2: Ornitin; 3: H2S; 4: Glukoz; 5: Mannitol; 6: Ksiloz; 7: ONPG; 8:
indol; 9: Ureaz; 10: Voges proskauer; 11: Sitrat; 12: Triptofan deaminaz).

TSI besiyerine yapilan ekimlerde ise mutant susta H>S olusumu gozlenmedi
(Sekil 3.10). Ayrica saha susundan farkli olarak XLD agarda seffaf renkli parlak
fakat siyah merkezli olmayan kolonilerin olusumu goriildi (Sekil 3.11). Ek olarak
MacConkey Agarda ve O/F besiyerinde saha susundan farkli bir ireme gézlenmedi.
MacConkey agara yapilan ekimlerde laktoz negatif koloniler, O/F besiyerine yapilan
ekimlerde ise fermentatif olduklar1 sonuglarma ulasildi. Kanli agar ve Nutrient agar
gibi genel besiyerlerine yapilan ekimler sonucunda morfolojik olarak mutant susun
saha susuna goére daha biiylik ve parlak renkli ve farkli formdaki kolonileri tespit
edildi. Kanli agarda hemoliz 6zelligi ise saha susunda oldugu gibi mutant susta da

go6zlendi.

Sekil 3.10. Saha susunun ve mutant susun TSI besiyerinde goriintiisii (A: Saha susu; B: Mutant sus).
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Sekil 3.11. Saha susunun ve mutant susun XLD agarda goriintiisii (A: Saha susu; B: Mutant sus).

3.2.6.2. Mutant Susun Hareket Ozellikleri Bulgular

TSB besiyerine yapilan ekimler sonucu saha susu ve mutant susun hareket
ozelliklerinde morfolojik olarak bir farklilik tespit edilmedi. 24 saat sonunda yapilan

go6zlemler sonucunda her iki susun da hareketli oldugu goézlendi.

3.2.6.3. Mutant Susun Antibiyotik Diren¢ Profili Bulgular:

Mutant sus ve saha susunun antibiyogram sonrasinda olusan zon degerleri
Olciilerek karsilastirildi  (Cizelge 3.2). Buna gore, saha susunda amoksisilin
Klavulanik asite kars1 direnglilik, mutant susta ise duyarlilik saptandi. Ayrica, mutant
susta ampisilin, tetrasiklin, kloramfenikol, gentamisin, streptomisin, siprofloksasin,
sefotaksim, trimetoprim-silfametoksazol, trimetoprim, nalidiksik asit, amoksisilin,
amoksisilin klavulanik asit, meropenem, imipenem, enrofloksasin, oksitetrasiklin ve

polimiksin B’ye kars1 saha susuna gore artan duyarlilik gozlendi.
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Cizelge 3.2. Saha susu ve mutant sugun antibiyotik zon ¢aplarinin Karsilagtirilmasi.

Antibiyotik Disk adi

Saha susunda ol¢iilen

antibiyotik zon cap1

Mutant susta olciilen

antibiyotik zon cap1

Ampisilin 19 24
Kanamisin 20 0
Tetrasiklin 20 26
Kloramfenikol 29 32
Neomisin 16 0
Gentamisin 19 21
Streptomisin 12 16
Siprofloksasin 30 35
Sefotaksim 27 29
Trimetoprim-Sulfametoksazol 31 38
Trimetoprim 28 34
Nalidiksik asit 24 30
Amoksisilin 24 26
Amoksisilin klavulanik asit 10 18
Meropenem 23 25
Imipenem 32 36
Enrofloksasin 32 34
Oksitetrasiklin 26 28
Polimiksin B 15 19
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4. TARTISMA

Insanlarda Salmonella enfeksiyonunun en onemli bulas kaynaklari kiimes
hayvanlart ve yumurtalardir (Park ve ark., 2014). Konake¢1 spesifik olmayan
Salmonella’lar kanatlilara kolonize olmakla birlikte hastaliga neden olmaz (Tan ve
ark., 1997). S. Enteritidis ve S. Typhimurium ise insan enfeksiyonlari ile iligkili
Salmonella serovarlar1 arasinda one ¢ikan iki tanesini temsil eder (Park ve ark.,
2014). Ticari kanatlilarda artan as1 kullanimu ile S. Enteritidis ve S. Typhimurium
iliskili halk saglig1 sorunlar1 nedeniyle, bu serovarlar ¢cogu Salmonella asisinin hedefi
olmaktadir (Foley ve ark., 2011).

Salmonella asilari, kiimes hayvanlarinda Salmonella tasima oranini azaltmada
onem arz eden bir uygulamadir (Tan ve ark., 1997). S. Typhimurium’un canli atteniie
suslari, mukozal immiinizasyon olusturmak amaciyla canli rekombinant asilarin
iretilmesi i¢in ¢ok yonlii bir organizmadir (Husseiny ve Hensel, 2008). Bakterilerde
mutasyon olusturmak i¢in Lambda Red rekombinasyon sistemi olduk¢a uygun ve
popiiler bir yaklasim haline gelmistir. Bu sistem, cesitli Gram negatif bakteri
tirlerinde kullanim i¢in uyarlanmistir (Quick ve ark., 2010). Ayrica Faj A Red
rekombinasyon yontemi, bir delesyon yontemi olarak S. enterica'daki gen

rekombinasyonlari i¢in de tasarlanmistir (Husseiny ve Hensel, 2008).

Lambda red rekombinasyon yonteminde gesitli plazmidler kullanilmistir.
Datsenko ve Wanner (2010), E. coli'deki kromozomal genleri bozmak icin
gelistirdikleri yontemlerinde pKD3, pKD4, pKD13 gibi template plazmidler
kullanarak birtakim kromozomal gen mutasyonlari olusturmuslardir. Lambda red
rekombinasyonu  ekspresyon plazmidlerinden pKD46’nin  biiyiik  oranda
rekombinasyona olanak sagladigi anlasilinca pKD20’nin yerine bu plazmidi
kullanmaya karar vermislerdir. Quick ve ark. (2010), bu yontemde kullanim ig¢in
trimetoprim veya spektinomisin/streptomisine direnci kodlayan PCR drunleri

iiretmede kullanilabilecek template plazmidlerin mevcudiyetini rapor etmislerdir. Bu
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tez ¢alismasinda ise Quick & Easy E. coli Gene Deletion kitinden temin edilen
Red/ET ekspresyon plazmidi (pRedET) ve FRT-PGK-gh2-neo-FRT template DNA
kullanildi. pRedET, 1s1ya duyarli bir plazmid olan pSC101 nin bir tiirevidir. pSC101
tarafindan kodlanan RepA proteini, plazmid DNA replikasyonu icin gereklidir
(Miller ve ark., 1995). Bu bulgulara gore lambda red rekombinasyon yonteminde
cesitli template plazmidler ve ekspresyon plazmidleri kullanilarak basarili sonuglar

elde edilebilecegi sonucu ¢ikarilabilir.

aroA geninde mutasyon olusturmak igin gesitli yontemler kullanilmigir. Alderton
ve ark. (1991) ve Hoiseth ve Stocker (1981), Tn10 adli bir transpozon kullanarak S.
Typhimurium suslarinda aroA geninin mutasyonunu saglamiglardir. Saxena ve ark.
(2015), S.Typhimurium’da TnlO ile olusturduklari gen mutasyonunda Tnl0’un
sadece ilgili gende (aroA) mutasyon olusturmadigini ayrica kromozomda baska
rekombinasyon olaylarin1 da indiikledigini belirtmiglerdir. Bu ¢aligmada ise,
transpozon insersiyonu yapilmadan lambda red yoOntemiyle gen delesyonu
saglanmigtir. PCR ile yapilan dogrulama islemleri sonucunda ise rekombinasyonda
basarili olundugu ispatlanmistir. Bu iki yontem karsilastirildiginda Tnl0
transpozonunun kromozomda istenmeyen rekombinasyonlar olusturmasi nedeniyle

lambda red yonteminin daha tercih edilebilir bir yontem oldugu diisiiniilmektedir.

Rekombinasyon asamasinda lamda red genlerinin ekspresyonu igin farkl
sicakliklarda inkiibasyon Onerilmistir. Sharan ve ark (2009), rekombinasyon
genlerinin diisiik sicakliklarda (30°C-34°C) eksprese edilemeyecegini ve bakteri
kiltir sicakliginin 15 dakika boyunca 42°C'ye ¢ikarildiginda, rekombinasyon
genlerinin yliksek seviyelerde eksprese edilecegini belirtmislerdir. Benzer sekilde
Murphy ve Campellone (2003), elektroporasyon asamasindan 6nce hiicreleri 6nce
30°C’de ardindan 42°C'de 15 dakika inkiibe etmislerdir. Gen delesyon Kiti ise, 6nce
30°C’de, daha sonra da rekombinasyon i¢in gerekli proteinlerin eksprese edildigi
37°C’de yaklasik 1 saat kadar hiicrelerin inkiibasyonunu Onermistir. Yapilan bu
caligma kitten uyarlanmis olup basarili sonug elde edildi. Fakat diger yontemlerde

benzer sekilde olumlu yanit alinabilecegi diigiiniilmektedir.
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Elektroporasyon isleminde S. Typhimurium igin farkli akim siddetleriyle basarili
sonuc elde edilebilir. Sawitzke ve ark. (2007), E. coli ve Salmonella igin 6nerilen
standart kosullar1 goézeterek Bio-Rad markali elektroporatér ile 0,1 cm
elektroporasyon kiivetlerini kullanip, 1,8 kV’lik akim uygulamiglardir. Bu ¢alismada
ise ayn1 marka elektroporasyon cihazi ve yine ayni boyuttaki kiivetler kullanildi.
Fakat kitte yazildig1 gibi 1,35 kV akim uygulandi ve elektroporasyon isleminden
basarili sonug¢ elde edildi. Bu bulgulara goére uygulanan her iki akimin da tercih

edilebilir oldugu sonucu ¢ikarilabilir.

Hiicreler elektroporasyon isleminden sonra hassastir ve ekim yapmadan once
LB broth’da bir inkiibasyon siresi gerekir (Sharan ve ark., 2009). Sawitzke ve ark.
(2007), elektroporasyondan sonra hiicrelere LB broth eklendikten sonra, minimum
olarak 30 dakikalik bir inkiibasyonun gerekli oldugunu, ancak iiretilen
rekombinantlarin tipi ve rekombinantlar1 tanimlamak i¢in kullanilan ydnteme baglh
farkli inkiibasyon sicaklik segcenekleri bulundugunu belirtmislerdir. Yine antibiyotige
direngli kaset kullanildiginda yeterli ekspresyon igin 2-3 saatlik buyimenin gerekli
oldugunu ifade etmislerdir. Yapilan tez ¢alismasinda ise yaklasik 4 saat siireyle SOC
besiyerinde inkiibasyon saglandi. Rekombinasyon isleminin basari ile sonuglanmasi

farkl1 inkiibasyon siirelerinin uygulanabilecegini gostermektedir.

LB broth ve SOC besiyeri transformasyon asamalarinda yaygin olarak
kullanilirlar. Murphy (2016), yiiksek tuz konsantrasyonlar1 iceren LB brothun
elektroporasyondan sonra hiicrelerin hayatta kalmasi i¢in zararli olabilecegini
belirtmistir. Sun ve ark. (2009), glikoz ve zengin besin kaynagi olan SOC besiyerinin
transformasyon verimliliginde artis sagladigini belirtmislerdir. Verilen bu bilgilere
gore Quick & Easy E. coli Gene Deletion kitinde belirtilenin aksine, bu ¢alismada da
elektropore edilmis hiicreler i¢cin SOC kullanild1 ve olumlu yanit alindi. Buna gore
LB broth yerine SOC besiyeri kullanilinca da basarili sonu¢ elde edilebilecegi

sonucu ¢ikarilabilir.
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Antibiyotik konsantrasyonu bakteri seleksiyonunda olduk¢a 6nemli olmaktadir.
Kullanilan gen delesyon kitine gore, ¢alisma konsantrasyonlar1 olarak ampisilinin 50
pug/ml, kanamisinin ise 15 pg/ml olarak ayarlanmasi gerektigi belirtilmistir. Bu tez
calismasinda ampisilin konsantrasyonunda bir degisiklik yapilmazken, kanamisin
calisma konsantrasyonun 50 pg/ml olarak degistirilmesine karar verildi. Ulkeler ve
hatta suglar arasi degisebilecek antibiyotik duyarlilik Ozellikleri goéz Oniinde
bulunduruldugunda rekombinasyon islemleri sonrasinda uygun konsantrasyonlu
kanamisinli LB agara yapilan ekimlerde mutant olmayan kolonilerin Uremesinin

onune gegilebilir.

Gen delesyonlar1 bakterilerin ¢esitli biyokimyasal Ozelliklerini etkileyebilir.
Cooper ve ark. (1994b), S. Enteritidis susunda aroA gen delesyonu yapildiktan sonra
olusan rekombinant susun XLD agarda H2S olusturamadigini bu ylizden de siyah
merkezli olmayan saydam kolonilerin varligint bildirmislerdir. Bu durumun ise aroA
gen delesyonuyla yakindan iliskili oldugunu belirtmislerdir. Ayn1 sekilde Cooper ve
ark. (1994a), TSI besiyerinde aroA mutantlarinin H2S Uretememesinin sebebinin
aroA gen delesyonu oldugunu belirtmislerdir. Yapilan tez ¢aligmasinda da XLD agar
ve TSI besiyerine yapilan ekimler sonucunda saha susunda H2S olusumu
gozlenirken, rekombinant susta gozlenmemesiyle bu bulgularin  dogrulugu

ispatlanmistir.

aroA delesyonu hicre ici piruvat birikimine neden olur (Felgner ve ark., 2016).
Tez caligmasinda saha susundan farkli olarak H>S disinda sitrat testi de negatif
bulundu. Bu durumun piruvat dehidrogenaz enzim sisteminin olusturulan
mutasyondan etkilenmesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Ancak aroA gen
delesyonu ve sitrat iliskisi hakkinda daha fazla aragtirma yapilmas: fayda

saglayacaktir.

Mutant suslar ile saha suglarinin koloni morfolojisinde farkliliklar olabilir.
Sawitzke ark. (2007), selektif olmayan besiyerlerinde rekombinant suslar1 koloni

morfolojisi ve bakteri iireme siiresindeki degisikliklerin gozlenmesiyle saptamanin
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miimkiin oldugunu belirtmislerdir. Tez ¢alismasinda ise rekombinant susun
kolonileri saha susuna gore daha biiylik, daha parlak ve farkli bir formda iiremis,
ayrica XLD agarda siyah merkezli olmayan seffaf kolonilerin varlig tespit edilmistir.

Bu bulgular Sawitzke ve ark. (2007)’1n gbzlemi ile benzerlik gostermektedir.

aroA genindeki mutasyonlar bakterinin hareket 6zelliginde farkli etkilere sebep
olabilir. Sebkova ve ark. (2008), aro mutantlarinin, aromatik amino asitleri
sentezlemedeki yetersizlikleri nedeniyle hem konak i¢inde ¢gogalamadiklarini hem de
sitoplazmik membran, dis zar veya periplazmik bosluk islevinde de kusurlu
olabilecegini, ayrica bu mutantlarin, muhtemelen ubikinon ve menakinonlarin
yetersiz iiretimi nedeniyle hareket Ozelliginde de kusurlar olabilecegini ifade
etmiglerdir. Felgner ve ark. (2016), hiicre zar1 biitiinligiiniin Salmonella'nin
hareketliligini etkiledigini buna gore ise aroA geninde delesyon yapilan suslarda saha
susuna gore hareketin azaldigin1 ve aroA delesyonuyla beraber, smif III flagellar
genlerin (6rn. fliC ve fljB) ekspresyonunda azalmanin hareketi etkileyebilecegini
belirtmislerdir. Fakat flagellar genlerin ekspresyonunun, S. Typhimurium aroA
mutant suslar1 SF102 ve SF101'de farkli sekilde diizenlendigini de ifade etmislerdir.
Bu tez calismasinda ise saha susu ve rekombinant sus arasinda hareket 6zelligi
bakimindan herhangi bir farklilik tespit edilemedi. Fakat farkli S. Typhimurium
suslarinda farkli mekanizmalarin olabilecegi ve konu hakkinda ilave c¢aligmalarin

yapilmasi gerektigi diislintildii.

aroA gen delesyonu yapilan mutant suslar saha susuna gore antibiyotiklere karsi
daha duyarli olabilirler. Felgner ve ark. (2016) ve Sebkova ve ark. (2008),
degistirilmis gliserofosfolipidler ve ubikinon sentezinin bozukluklarinin, dis zarin
stabilitesine etki edebilecegini ifade etmislerdir. Buna gore Felgner ve ark. (2016),
aroA gen delesyonundan sonra susta ampisiline kars1 duyarliligin artmasini dis zarin
stabilitesinin bozulmasiyla iliskilendirmislerdir. Benzer sekilde Miistak ve Yardimci
(2019), aroA delesyonu yaptiklar1 S. Infantis susunda ampisiline kars1 duyarliligin
arttigin1 belirtmislerdir. Yapilan bu tez ¢alismasinda da ampisiline karst duyarliligin
artmast ise bu bulgular1 destekler niteliktedir. Bunun disinda ayni nedenle

ampisilinden ayr1 olarak kullanilan penisilin grubu antibiyotiklerden amoksisiline
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kars1 duyarliligi artarken, amoksisilin klavulonik asite ise direngli durumdan duyarl
hale geldi. Ayrica denenen iigiincii nesil sefalosporinlerden sefotaksime; diger beta
laktam antibiyotiklerden imipenem ve meropeneme; aminoglikozidlerden
streptomisin ve gentamisine; tetrasiklinlerden tetrasiklin ve oksitetrasikline; birinci
kusak kinolonlardan nalidiksik asite; ikinci kusak kinolonlardan enrofloksasin ve
siprofloksasine; fenikollerden kloramfenikole; stlfanamidlerden trimetoprim ve
trimetoprim-siilfametoksazole ve polimiksinlerden polimiksin B antibiyotiklerine
kars1 daha duyarli hale geldi. Polimiksinler, Gram-negatif bakterilerin dis zarinin
lipopolisakkariti (LPS) ile etkilesime girer ve dis zarda gecirgenlik degisikliklerine
yol agan yikict bir etki yapar (Zavascki ve ark, 2007). Bu bilgiye gore bu tez
caligmasinda polimiksin B’ye kars1 duyarliligin artmasinin aroA gen delesyonundan

sonra dig zar stabilitesinin bozulmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tum dinyada artan S. Typhimurium kaynakli halk sagligi sorunlar1 yiiziinden
onemli bir rezervuar kaynagi olarak kabul edilen kanatli hayvanlar olduk¢a 6nem
kazanmaktadir. Asilama, hastaligi Onlemede en bagsarili yOntemlerden biri
oldugundan kanatli hayvanlarin asilanmasi bu anlamda oldukga faydali olacaktir. Bu
amagla bu tez ¢alismasinda Tiirkiye’de ilk olmak Uzere, S. Typhimurium etkenine
yonelik lambda red rekombinasyon yontemiyle aroA gen delesyonu yapilarak kanatl
hayvanlara yonelik as1 adayir suslar olusturuldu. Mutant as1 adayi suslar bir¢ok
yonden incelendi ve saha susundan farkli olan Ozellikleri degerlendirilerek

yorumlandi.

Bu tez ¢alismasi Quick & Easy E. coli Gene Deletion kitinde belirtilen yontem
modifiye edilerek gerceklestirildi. Buna gore, kitte onerilen adimlardan farkli olarak,
hem optimizasyon amaciyla yapilan deneme sonuglarina hem de ¢esitli literatiir
bilgilerine gore degisiklikler yapildi. Calismalar sonucunda, mutant susun
biyokimyasal testlerde H>S olusturmadigi ve sitrat negatif oldugu, genel
besiyerlerinde standart ve saha suslarina gére daha farkli koloni morfolojisine sahip
oldugu ve yapilan antibiyogram testleri sonucu kullanilan birgok antibiyotige karsi

daha da duyarl hale geldigi belirlendi.

S. Typhimurium suslarinda aroA gen delesyonunun bakteri Uzerinde
aciklanmamis bir¢ok etkileri oldugu g6z 6niinde bulunduruldugunda bu konuda daha

fazla ¢aligma yapilmasinin yararli olacagi sonucuna ulasildi.

Calisma sonucunda olusturulan mutant S. Typhimurium susu 6rnek alinarak bu
susta bagka genlere yonelik ve yine bu mutant sus 6rnek alinarak iilkemizden izole
edilen diger hayvan hastalik etkenlerine yonelik olmak {izere lambda red
rekombinasyon teknigi kullanilarak gen delesyonlar1 yapilip mutant as1 aday1 suslarin

olusturulmasi onerilmektedir.
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OZET

Kanath Hayvanlarda Potansiyel As1 Adayr Salmonella Typhimurium Mutant
Susunun Gelistirilmesi

Enterobacteriaceae familyasinin genel Ozelliklerini tasiyan Salmonella etkenleri
ozellikle kanatli hayvanlarda neden olduklar1 hastalik ve verim diisiikliigii sebebiyle tUm
diinyada oldukga 6nem kazanmaktadir. Artan halk sagligi endisesi nedeniyle, Salmonella’nin
gida kaynakli bulagmasinin 6nlenmesi, kanath hayvancilik sektorii icin en énemli konularin
basinda gelmektedir. Ozelikle Salmonella Typhimurium gibi non tifoidal zoonotik etkenlere
yonelik koruma ve kontrol programlarinin gelistirilmesi insan ve hayvan sagligi i¢in Kritik
bir rol oynamaktadir. Glnimuzde as1 ile profilaktik korunma bulasici hastaliklara karst en
etkili 6nlemlerden biri oldugundan, uygun asilarin gelistirilmesi oldukga faydali olacaktir.
Kiimes hayvanlarinin asilanmasi, Salmonella kontrol programinin bir pargasi olarak, kanatli
strdlerinde S. Typhimurium prevalansinin azaltilmasinda 6nemli bir yoldur. Boylece gida
kaynakli Salmonella enfeksiyonlari azalacak ve gidalarin giivenli tiretimi saglanabilecektir.

Gen islevinin gosterilmesi ve as1 liretimi amaciyla bazi genlerin delesyonlari
saglanmistir. Gen delesyon yontemlerinden biri olan lambda red rekombinasyon yontemi ise
bu amaci gercgeklestirebilmek tizere ¢esitli caligmalarda uygulanmistir. Bu ¢aligmada, kanath
hayvan orijinli S. Typhimurium suslari se¢ilmis ve bu suslara Turkiye’de ilk kez lambda red
yontemiyle aroA gen delesyonu yapilarak mutant as1 aday1 susun gelistirilmesi saglanmustir.
Gelistirilen mutant as1 aday1 sus saha susuyla biyokimyasal 6zellikleri, koloni morfolojisi ve
antibiyotik direng profilleri gibi yonleriyle karsilastirilarak incelenmistir. Buna gore mutant
susta saha susuna gore H.S olusumu ve sitrat testi negatif bulunmus, koloni morfolojisinde
farkliliklar gézlemlenmis ve kullanilan birgok antibiyotige karsi da duyarliligin arttigi tespit
edilmistir.

Lambda red rekombinasyon yontemiyle mutant as1 adayi susun olusturuldugu bu
calisma S. Typhimurium iizerinde baska genlere yonelik yapilabilecek delesyonlarda yol
gosterici olacaktir.

Anahtar SozclUkler: Asi, Kanatli, Lamda Red, Mutant, S. Typhimurium.
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SUMMARY

Development of Potential Vaccine Candidate Salmonella Typhimurium Mutant
Strain in Poultry

Salmonella agents, which have the general characteristics of the Enterobacteriaceae
family, are gaining importance all over the world due to the diseases and the low
productivity they cause particularly in poultry. Due to the increasing public health concern,
the prevention of foodborne transmission of Salmonella is one of the most important issues
for the poultry industry. The development of protection and control programs for non-
typhoidal zoonotic agents, especially Salmonella Typhimurium, plays a critical role for
human and animal health. Since prophylactic protection with vaccines is one of the most
effective measures against infectious diseases today, it will be very beneficial to develop
appropriate vaccines. Poultry vaccination, as part of a Salmonella control program, is an
important way to reduce the prevalence of S. Typhimurium in poultry flocks. Thus,
foodborne Salmonella infections will decrease and safe production of food will be ensured.

Deletions of some genes have been provided for the purpose of demonstrating gene
function and producing vaccines. Lambda red recombination method, which is one of the
gene deletion methods, has been applied in various studies to achieve this goal. In this study,
S. Typhimurium strains of poultry origin were selected and aroA gene deletion was
performed on these strains for the first time in Turkey using lambda red method, and mutant
vaccine candidate strain was developed. The developed mutant vaccine candidate strain was
compared with the field strain in terms of biochemical properties, colony morphology and
antibiotic resistance profiles. Accordingly, H.S formation and the results of citrate test were
found to be negative in mutant strains, colony morphology of mutant strains and that of wild
type strains were observed to be different, and there was an increased sensitivity to many
tested antibiotics in mutant strains compared to wild type strains.

This study, in which mutant vaccine candidate strain was created using lambda red
recombination method, will lead the deletions that can be made for other genes on S.
Typhimurium.

Keywords: Lamda Red, Mutant, Poultry, S. Typhimurium, Vaccine.
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