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ONSOZ

Salmonella etkenleri kanatli hayvanlarda 6nemli verim kayiplarina ve hastalik
tablolarina neden olmalarmin yami sira insanlarda karsilasilan gida kaynakl
infeksiyonlarda dnemli rol oynamaktadir. Giliniimiizde insan tiiketimine sunulan etlik
pili¢ isletmelerinde en ¢ok karsilasilan Salmonella serotipi Salmonella Infantis’tir.
Bunun sonucu olarak insanlarda karsilasilan gida kaynakli infeksiyonlarda S.
Infantis’in prevalansi her gecen giin artmaktadir. Bu nedenle kanatli hayvanlarda
onemli verim kayiplarima neden olmasinin yani sira toplum saghgma karsi tehdit

olusturan S. Infantis infeksiyonlarina kars1 gelistirilecek agilar 6nem tasimaktadir.

Toplum saghgini korumak i¢in gida kaynakli hastaliklarin azaltilmasinda
koruma ve kontrol islemlerinin liretim asamasindan baslatilmasi ¢ok onemlidir. Bu
amagla uygulanan biyogiivenlik uygulamalarindan en 6nemlisi asilamadir. Ancak
giniimiizde kullanilan ve konvansiyonel yontemlerle elde edilen Salmonella
asilarmin etiyolojik ve ekolojik Ozelliklerine bagli olarak sorunlar yasandig
bilinmektedir. Bu nedenle rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak daha verimli
asilarin gelistirilmesine yonelik caligmalar her gecen gilin hiz kazanmaktadir. Bu tez
calismasinda Salmonella, Shigella ve Escherichia gibi gram negatif bakterilerde
basartyla kullanilanilabilen klonlama veya genom miihendisligi ve homolog
rekombinasyona dayanan alternatif bir yontem olan Lambda-Red yontemi
kullanilarak as1 adayr invH mutanti Salmonella Infantis susu gelistirilmesi

amaclanmustir.
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1. GIRIS

Salmonelloz ismiyle bilinen ve Salmonella etkenlerinin neden oldugu
infeksiyonlar diinya genelinde en sik karsilasilan gida kaynakli hastaliklar olmaya
devam etmektedir. Giiniimiizde Salmonella’nin neden oldugu binlerce ciddi hastalik
ve 6liim vakasi artan bir sekilde bildirilmektedir. Bu durum 6nemli bir kiiresel saglik

ve ekonomik sorun olmaya devam etmektedir (WHO, 2018).

Onemli bir protein kaynagi olan kiimes hayvanlar1 insanlarda gida kaynakl
Salmonella infeksiyonlarinin odak noktasindadir. S. Infantis, kanatli eti ile iligkili son
yillarda prevelansi artan non-tifoid bir Salmonella serotipidir ve hem kanath
hayvanlarda hem de insanlarda c¢esitli salginlarin olusmasindan sorumludur.
Giintimiizde Salmonella Infantis kiimes hayvanlar ile iligkili infeksiyonlarda artan
prevalansi ile 6nemli bir kamu endisesi haline gelmektedir. Ayrica, antimikrobiyal
ajanlarin kontrolsiiz kullanimi, artan siklikta ortaya ¢ikan ¢oklu ila¢ direngli (multi
drug resistant - MDR) suslarin yayilmasina neden olmaktadir. MDR suslarin varligi,
epidemiyolojik bir kriz olusturabilecek bir tehdittir (Pardo-Este ve ark., 2021).

Giliniimiizde kanatli hayvan siiriilerinde Salmonella prevalansini diisiirmek igin
kullanilan en ekonomik ve etkili yontem asilamadir. Ancak kiimes hayvanlari igin
canli ticari agilar yalnizca S. Enteritidis, Typhimurium ve Gallinarum i¢in mevcuttur.
Bu agilarin diger Salmonella serotiplerine karsi etkinlikleri hakkinda geliskili veriler
bulunmaktadir (Mustak ve Yardimci, 2019).

1.1. Taksonomi ve Nomanklatiir

Salmonella adini, 1884 yilinda domuz bagirsagindan bakterinin ilk kez izole
edilmesini saglayan (o zamanki adiyla Bacillus choleraesuis) veteriner hekim Daniel
E. Salmon'dan almistir. Bu isim 1900 yilinda Lignieres tarafindan “Salmonella

choleraesuis” olarak degistirilmistir (Ryan ve ark., 2017).



Guniimiizde Salmonella cinsine ait iki tiir bulunmaktadir. Bunlar Salmonella
enterica ve Salmonella bongori'dir. Salmonella enterica, kendi igerisinde romen
rakamlar1 ile belirtilen alt1 alt tiir barindirmaktadir. Bu alt tiirler 1 (enterica), Il
(salamae), Illa (arizonae), Illb (diarizonae), IV (houtenae) ve VI (indica) olarak

isimlendirilmistir (Switt ve ark., 2009).

Bu alt tiirlerden Salmonella enterica subsp. enterica hiicrelerinde
lipopolisakkarit O-antijeni, flagellar H-antijeni ve Kkapsiiler polisakaritlerin
antijenlerini (Vi-antijeni) bulundurur. Bu antijenlerin degisimlerine bagli olarak
olusan spesifik kombinasyonlar serotipleri (veya serovarlart) belirler (Switt ve ark.,
2009). O-antijeni Salmonella izolatinin ait oldugu grubu belirlerken H-antijeni
serotipi belirler. Kapsiiler antijen sadece S. Typhi, S. Paratyphi C (bu antijen
Paratyphi A veya B'de bulunmaz) ve S. Dublin'de bulunur (Ryan ve ark., 2017).

O-antijeni, lipopolisakkaritin dis yiizeyinde bulunan 1siya dayanikli bir
polisakkarittir. Her O-antijeni 5-6 seker biriminden, bu birimlerdeki varyasyondan,
birimler arasindaki kovalent baglardan ve O-antijeni alt birimleri arasindaki
baglantidan olusur. H-antijenleri, flagellin alt birimlerinden olusur ve bakteri
kamg¢isinin filamentli kismidir. Salmonella serovarlar1 ya bir tip H-antijeni ile
monofazik ya da iki tip H-antijeni ile difazik olabilir. Salmonella bu agidan enterik
bakteriler arasinda benzersizdir. Vi-kapsiiler antijeni en yaygin olarak S. Typhi'de
bulunur, ancak bazen S. Dublin, S. Paratyphi C ve bazi Citrobacter suslarinda da
tanimlanir. Spesifik antiserum ile slayt agliitinasyonu, Vi-kapsiiler antijeni

tanimlamak i¢in kullanilir (Ryan ve ark., 2017).

S. enterica subsp. enterica'ya ait serovarlar, genellikle serovarmn ilk izole
edildigi cografi yerle ilgili bir adla belirtilir. Serovar adi italik olmayan Roma
harfleriyle yazilir ve ilk harf biiyiik yazilir. Ayrica baz1 Salmonella serotipleri konak
spesifik olmalari nedeniyle 06zel olarak isimlendirilmislerdir. Bu serotipler;
Salmonella Typhi (insan), Salmonella Pullorum ve Gallinarum (kanatli), Salmonella
Dublin (sigir), Salmonella Abortus ovis (koyun), Salmonella Abortus equi (at),
Salmonella Choleraesuis (domuz) olarak tanimlanmistir. Diger alt tiirlere ait

serovarlar, alt tir adinin ardindan antijenik formiilleri ile gosterilir (Sekil 1.1).



Salmonella serovarlarimin antijenik formiilleri, White-Kauffmann-Le Minor
semasinda listelenir. Bu listenin giincellenmesi, Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
Salmonella Referans ve Arastirma Isbirligi Merkezi (WHO-Salm) ile Pasteur

Enstitiisii sorumlulugundadir (Guibourdenche ve ark., 2010 ve Sarigcam, 2017).

White-Kauffmann-Le Minor semasinda 2.650'den fazla Salmonella serotipi

tanimlanmustir (Sekil 1.1) (Issenhuth-Jeanjean ve ark., 2014).
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1.2. Etiyoloji

Salmonella cinsi Enterobacteriaceaec familyasindan Gram negatif, oksidaz
negatif, katalaz pozitif, spor olusturmayan c¢ubuk seklinde bakterilerden
olusmaktadir. Bu bakteriler fakiiltatif anaeroblardir. Salmonella tiirleri Salmonella
Gallinarum ve Salmonella Pullorum harig peritrik kamg1 yoluyla hareketlidir (Lopes
ve ark., 2016).

Salmonella i¢in optimal iireme sicakligi 37°C'dir; ancak 2 ile 4°C arasindan
54°C'ye kadar tireme gosterebildikleri kaydedilmistir. Salmonella i¢in optimum pH
aralig1 6,5-7,5 olmasina karsin daha diisiik veya daha yiiksek pH’larda (pH 3,8 — pH
9,5 araliginda) yasayabildikleri gosterilmistir (Ryan ve ark., 2017). Su aktivitesinin
(aw) 0,94'ten diisiik olmas1 Salmonella tiremesini inhibe eder (Hew ve ark., 2005).
Bununla birlikte, belirli sicakliklarda diisiik bir su aktivitesinin Salmonella tizerinde
koruyucu bir etkiye sahip olabilecegi gosterilmistir (Aljarallah ve Adams, 2007).
Salmonella’nin kati1 besi yerinde olusturdugu koloniler yuvarlak, diiz kenarli ve
parlaktir (Akan, 2008).

Salmonella'yt tanimlamak i¢in kullanilan biyokimyasal Ozellikler arasinda
hidrojen stlfiir iretimi, lizin ve ornitin dekarboksilasyonu ve {ireyi hidrolize

edememeleri (Cizelge 1.1) bulunmaktadir (Ryan ve ark., 2017).

Cizelge 1.1. Salmonella’nin biyokimyasal 6zellikleri.

Biyokimyasal Ozellik | Sonug Biyokimyasal Ozellik | Sonug
Oksidaz Negatif Metil Red Pozitif
Katalaz Pozitif Lizin Pozitif
H,S Pozitif Lizin dekarboksidaz Pozitif
Glikoz Pozitif Indol Negatif
Siikroz Negatif Ure Negatif
Laktoz Negatif Arjinin Degisken
Beta galaktoz Negatif Ornitin Degisken
O/F Fakiiltatif Sitrat Degisken




1.3. Epidemiyoloji

Salmonella dogal kaynaklarda yaygin olarak bulunur ve hem insanlarda hem de
hayvanlarda ¢ok cesitli hastaliklara neden olabilir. Insanlarda Salmonella etkenleri
tifo, septisemi, gesitli viicut dokularinin lokalize enfeksiyonlar1 ve gastroenterit gibi

birgok farkli hastaliga yol agar (Ryan ve ark., 2011).

Salmonella enterica subsp. enterica’ya ait serotipler; insan ve hayvanlarda,
Salmonella infeksiyonlarinin (sistemik infeksiyonlar ve enterit) yaklasik %99’unu
olusturmaktadir. Bu serotiplerin kii¢iik bir kismi; belirli hayvan tiirlerinde ve
insanlarda, tifoid salmonellozise sebep olurken; Salmonella Infantis, Salmonella
Enteriditis, Salmonella Typhimurium gibi paratifoid serotipler; genis bir konak
spektrumuna sahiptir. Konagin bagirsagina yerlesen ve akut enterit ya da subklinik

infeksiyona yol acabilen bu serotipler ayni zamanda zoonotik 6neme sahiptir

(Karasova ve ark., 2009).

Salmonella etkenlerinin kanath iirlinlerine bulagsmasi; kanath etlerinde, digki-
karkas ve yumurtalarda, diski-kabuk yoluyla olmaktadir. Insanlara bulagmada
ozellikle bulasik yumurta ve tavuk eti tiiketimi 6nemli rol oynamaktadir (Akan, 2008
ve Pardo-Este ve ark., 2021). Salmonella’nin kanatli bagirsagina kolonizasyonu ve
yiksek diizeyde diskiyla sacgilimi; ozellikle hayvansal gidalarin tiiketilmesiyle
birlikte insan gida zincirine girmekte ve insanlarda gastroenteritlere sebep
olmaktadir. Bu nedenle kanatli hayvanlardaki Salmonella infeksiyonlari 6nemli bir
halk sagligi sorunu haline gelmistir. Bu durum Salmonella infeksiyonlarini sosyo-

ekonomik agidan 6nemli bir konuma getirmektedir (Barrow ve ark., June 2010).

Salmonella enterica serovar Infantis (S. Infantis), Avrupa'da pili¢ siiriilerinde
(%45,6) ve pili¢ etinde (%50,6) en sik goriilen serovar olarak rapor edilmistir ve
diger tilkelerde bulunan damizlik tavuk ciftliklerinde prevalansi artmaktadir.
Insanlarda S. Infantis, Avrupa'da tifoid olmayan Salmonella (non-typhodial
Salmonella - NTS) insan enfeksiyonlarinda en yaygin dordiincii serovar olarak
simiflandirilmistir (Alba ve ark., 2020 ve Mughini-Gras ve ark., 2021). European
Food Safety Authority (EFSA)’nin raporlarina gore en sik karsilagilan insan



Salmonella serotipleri sirasiyla; S. Enteritidis, S. Typhimurium, monofazik S.
Typhimurium 1,4,[5],12:i:- ve S. Infantis’tir. S. Infantis’in farkli c¢evresel
kaynaklardan izolasyon oranin artmasi, bu serotipin 6nemli diizeyde adaptasyon
yetenegine sahip oldugunu kanitlar niteliktedir. Bu durum S. Infantis’in halk sagligi

acisindan yarattig1 endiseyi arttirmaktadir (EFSA, 2021).

Son yirmi yilda diinya genelinde yapilan ¢aligmalar kanatli hayvanlardan ve
insanlardan izole edilen S. Infantis suslarinda artan bir antibiyotik direngliligi
oldugunu ortaya koymaktadir (Nogrady ve ark., 2007 ve Asgharpour ve ark., 2014 ve
Mughini-Gras ve ark., 2021). Antibiyotiklere kars1 ¢oklu direng kazaniminin en etkili
yolu spesifik direng genlerini barindiran integron, transpozon ya da plazmid gibi
mobil genetik elementlerdir. Integronlar tarafindan tasinan direnc genleri konjugatif
plazmid ve transpozonlar aracilifiyla diger komsu bakterilere aktarilabilmektedir.
Direng faktorlerine sahip kanatli hayvan kokenli Salmonella Infantis serotipleri halk
sagligini ciddi diizeyde tehdit etmektedir (Recchia ve Sherratt, 2002).

2001 yilindan itibaren Almanya basta olmak iizere tiim Avrupa Birligi iiye
tilkelerinde yasanan insan Salmonelloz vakalarindan en ¢ok izole edilen ve konaga
bagl olmayan serotip S. Infantis’tir. Gliniimiizde bu serotip Arjantin, Avustralya,
Brezilya, Hollanda, Finlandiya, Kanada, Macaristan, Japonya, Yeni Zelanda ve
Rusya’da giderek daha fazla rapor edilmektedir (Miller ve ark., 2010).

EFSA’nin 2021 yilinda yayinladig: rapora gore etlik pili¢ ¢iftliklerinden en ¢ok
izole edilen serovarlar ise sirasiyla; Salmonella Infantis (%33,6), Salmonella
Enteriditis (%15,8) ve Salmonella Mbandaka (%6,7) seklindedir. Kanath
tirtinlerinden izole edilen Salmonella serotiplerinin prevelansi ile insanlarda goriilen
salmonelloz vakalarinin arasindaki epidemiyolojik baglanti g6z Oniine alindiginda
Salmonella Infantis’in 6nemi daha da artmaktadir (Drauch ve ark., 2021 ve EFSA,
2021). Basta tavuklar olmak iizere kanatli hayvanlar insanlardaki Salmonelloz
vakalarindan en ¢ok izole edilen serotip olan S. Infantis’in en 6nemli rezervuarlaridir

(Sekil 1.2) (Antunes ve ark., 2016).
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Sekil 1.2. Avrupa Birligi verilerine gore insanlardan izole edilen Salmonella serotiplerinin gida
kaynaklarina gore dagilimi (EFSA, 2021).

1.4. Viriilans Faktorleri

Salmonella infeksiyonu iki faktor ile dogrudan ilgilidir. Bunlardan birincisi
konagin oOzellikleri (yas, genetik ve ¢evresel faktorler), ikincisi ise bakterinin
Ozellikleri (viriilans faktorleri) olarak tanimlanabilir. Klasik Salmonella viriilans
faktorleri; virtilans-plazmitler, toksinler, fimbria ve flagella olarak tanimlanmistir
(van Asten ve van Dijk, 2005). Salmonella serotiplerinin hayvan ve insanlarda
infeksiyon olusturma yetenegi; konak savunmasmi notralize eden ve konak
savunmasindan kagabilmeyi saglayan viriilans genlerinin kodlama ve eksprese
edilmesine baghdir. Bakterinin viriilans diizeyini ise Konaga adaptasyon, hiicre i¢inde
¢ogalma, ekstraintestinal yayilim ve canli kalma gibi 6zellikleri belirlemektedir. Bu
viriilans ozellikler bakterinin kromozomu iizerinde bulunan farkli genler tarafindan

kodlanmaktadir (Rychlik ve ark., 2006).

Salmonella'nin viriilans genlerinin ¢ogunlugu, “Salmonella patojenite adalar1”
(Salmonella patojenicity islands - SPI) olarak adlandirilan kromozom {izerinde



dagilmis bolgelerde kiimelenmistir. Bu gen kiimelerinin, Salmonella tarafindan diger
tiirlerden yatay gen transferi yoluyla elde edildigi diistinilmektedir (van Asten ve van
Dijk, 2005).

1.4.1. Salmonella Patojenite Adalari

SPI; ¢ogunlukla kromozomlar iizerinde kodlanmigtir. SPI horizontal gen
transferi yoluyla elde edilen ve genellikle spesifik virulans fenotipler i¢in gerekli
olan virulans genleri tasiyan gen kiimeleridir (Ohl ve Miller, 2001). Su ana kadar
tanmimlanmis 21 adet SPI (SPA-1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21) bulunmaktadir (Cizelge 1.1) (Wisner ve ark., 2012).



Cizelge 1.2. Salmonella patojenite adalar1 (Wisner ve ark., 2012).

SPI Biiyiikliik (baz) Fonksiyonu

SPI-1 40,2 T3SS — Bagirsak epiteline invazyon

SPI-2 39,8 T3SS — Bagirsak epitel hiicrelerinin ve makrofoajlarin
icinde canli kalabilme yetenegi, farelerde sistemik
infeksiyon,

SPI1-3 16,6 T5SS — Makrofajlar igerisinde canli kalabilime, S.
Typhimurium’un farelerde, buzagilarda ve civcivlerde
infeksiyon olugturmasini saglama. SPI-1 ile ¢aligir.

SPI-4 25,0 SPI-1 T3SS ile baglantili olarak epitel hiicrelerine giris.

SPI-5 6,6 Sigirlarda S. Dublin kaynakli enteritis
Civcivlerde S. Typhimurium sistemik enfeksiyonu

SPI-6 17,6 S. Enteritidis'te bulunmayan bir T6SS ve tcf fimbrial
operonudur.

S. Enteritidis digindaki serotiglerde 44 kb’a kadar cikabilir.

SPI-7 Bilinmiyor Sadece S. Typhi, S. Paratyphi ve bazi S. Dublin suglarinda
bulunur. Bilinen en biiylik patojenite adasidir. 134 kb’a
kadar bulunabilir. Bakterisinlere kars direng saglar.

SPI-8 Bilinmiyor S. Enteritidis and S. Typhimurium’da bulunmaz.

SPI-9 16,3 T1SS

SPI-10 10 S. Enteritidis’de Sef fimbrial operonudur.

SPI-11 6,7 S. Typhimurium’un makrofajlar igerisinde canli kalabilme
yetenegi ile iligkilidir.

SPI-12 5,8 Farelerde S. Typhimurium viriilans1 i¢in 6nemlidir.

SPI-13 25,3 Farelerde S. Typhimurium sistemik infeksiyon olusturmasi
ile ilgilidir.

SPI-14 6,8 Elektron transferi ve diizenleyici genlerden sorumludur.

SPI-15 Bilinmiyor S. Enteritidis veya S. Typhimurium'da bulunmaz.

SPI-16 3,3 LPS modifikasyonundan sorumludur.

SPI-17 3,6 LPS modifikasyonundan sorumludur. S. Enteritidis veya S.
Typhi'de bulunur ancak S. Typhimurium’da bulunmaz.

SPI-18 Bilinmiyor S. Typhi'de sitolizin i¢in gerekli HIyE ve invazyon igin
gerekli olan TaiE genlerini kodlar.

SPI-19 14,1 T6SS’ni kodlar ancak S. Enteritidis’te islevsizdir.

SPI-20 Bilinmiyor T6SS ile iliskilidir. Sadece S. enterica subsp.
arizonae igerisinde identifiye edilmistir (34 kb).

SPI-21 Bilinmiyor T6SS ile iliskilidir. Sadece S. enterica subsp.

arizonae igerisinde identifiye edilmistir (55 kb).
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SPA-1 iizerinde kodlanan genler genellikle intestinal ¢evreye benzeyen bir
ortam olustugunda cksprese olmaktadir. Salmonella serotipleri hiicre igerisine
girdiginde ise baskilanmaktadir. Bu genler; SPA-1’den kodlanan HilA, HilC, HilD,
InvF ve SprB olarak tanimlanan 5 regiilator tarafindan kontrol edilmektedir. SPA-1
regiilatorleri ayn1 zamanda SPA-2 genlerini de diizenlemektedir. SPA-1 ve SPA-2,
tip 11 sekresyon sistemini (T3SS) kodlamakta ve 40-kb’lik bir DNA bdlgesinden
olusmaktadir. T3SS, direkt olarak konak hiicre ya da c¢evresine, hiicresel
fonksiyonlar1 degistirecek virulans faktorleri transfer etmektedir (Valdez ve ark.,
2009).

SPA-1 igerisinde T3SS-1 araciligiyla transfer edilen invA, invB, invC, invF,
invG, hilA, sipA, sipC, sipD, spar, orgA, sopB ve sopE genleri kodlanir (Siriken,
2013). Bu genler fagositik ya da non-fagositik hiicrelere invazyondan sorumludur
(Giacomodonato ve ark., 2007). Bunun yan1 sira T3SS-2 sayesinde aktarilan SseF,
SseG, SifA, PipB2, SopD2, SseJ, SseL gibi yaklasik 30 farkli efektor protein ise
bakterinin internalizasyonundan, vakuollerin olugmasindan ve konak hiicrede

¢ogalmadan sorumludur (Figueira ve Holden, 2012).

InvG T3SS’nin protein sekresyonunu diizenleyen ve bakterinin hiicre igine
alinmasinda kritik rol oynayan ve dis membran proteinlerini kodlayan gendir. SPA-1
igerisinde kodlanan invH ise aksesuvar proteindir. InvH bakterinin adhezyonunda rol
almasinin yani sira invG geni ile birlikte ¢alisir (Daefler ve Russel, 1998 ve Siriken,
2013).

1.4.1.1. invH Geni

invH geni, T3SS'de bulunan invazyon kompleksinin 6nemli bir pargasidir.
Bakterinin hiicreye etkili bir sekilde tutunmasi ve epitel hiicrelerine giris igin invH
geninin rolii ¢ok oOnemlidir. invH geni non-fimbriyal adhezinleri kodlayarak,
intestinal ylizeyin taninmasini saglar. Bu sekilde Salmonella bakterilerinin konaga
adaptasyonunu kolaylastirir. invH geni Salmonella sbsp. arizonae disinda, tiim

Salmonella suslarinda bulunur. Yersinia, Shigelia, Proteus ile enteroinvaziv ve
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enteropatojenik Escherichia coli suslarinda ise bu tip hi¢bir homolog dizi tespit
edilmemistir (Dehghani ve ark., 2013 ve Sever, 2017).

invH geni hiicrede dis membran lipoproteini olarak bulunur ve invG geninin
sitoplazmadan dis membran tizerine gegebilmesini saglar. Buzagilar {izerinde yapilan
caligmalarda invH geninde olusturulan mutasyonlarin enteriti azalttig1 gosterilmistir.
Ancak yine de invH geninin T3SS-1 ile iliskili hiicre maniipilasyonlarinda oynadig1
rol tam olarak anlasilamamistir (Pati ve ark., 2013). Ancak invH geninin T3SS
caligmasinda esansiyel bir role sahip olmasinin yani sira invH ve invG arasindaki
etkilesimin  pilotin-sekretin ~ gozeneklerini bir araya gelmesini saglayan

mekanizmalardan sorumlu oldugu bilinmektedir (Majewski ve ark., 2021).

Ayrica invH geninin yoklugunda konak hiicre membraninin diga dogru
genislemesini saglamakla gorevli olan sipC efektor proteinin Salmonella tarafindan

tiretilemedigi gosterilmistir (Daefler ve Russel, 1998 ve Sever, 2017).

1.5. Salmonella Asilar:

Asilar, ilaglara direngli patojenlerin neden oldugu hastaliklarin insidansinin
arttigt  glinimiizde, antibiyotikler, antiviral veya antiparazit ilaglar ile
karsilastirildiginda bulasic hastaliklarla miicadelede daha verimli ve daha ekonomik
bir yaklasim saglar (Clark-Curtiss ve Curtiss, 2018). ideal bir as1 giivenli, capraz
koruyuculuk saglayan, iyi tamimlanmis ve Salmonella enfeksiyonunun kontrolii igin

hiicresel bagisikligi indiikleyeci olmalidir (Barrow, 2007).

Tavuklarin asilanmasi, kanath siiriilerindeki Salmonella yiikiiniin azaltilmasi
icin Salmonella infeksiyonlarina karsi tavuklarin bagisiklik sistemini aktif hale
getirmeyi amaglar. Gilinlimiizde Salmonella asilar1 canli atentiie asilar, inaktive asilar

ve subiinit asilar olmak iizere ii¢ kategoriye ayrilir (Desin ve ark., 2013).

Canli ateniie as1 suslar1 yumurtact siiriilerde yaygin olarak kullanilirken,

inaktive asilarin damizlik siirlilerde kullanimi daha yaygindir. Etlik pili¢ stirtileri
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genellikle Salmonella'ya karsi asilanmaz. Piyasada bulunan kanatli hayvan asilari
cogunlukla Salmonella Enteritidis ve Typhimurium suslarina dayanmaktadir.
Serogrup C suslarina karst asilarin kullanimi sinirhidir. Civeivler yumurtadan
ciktiktan hemen sonra canli as1 uygulamasi yapildiginda, aym serotiplere kars1 24
saat icerisinde barsak kolonizasyonundan korunurlar. Buna kolonizasyon-inhibisyon
ad1 verilir. Bu erken koruma, etlik pili¢ler de dahil olmak iizere tim kanath {iretim

tirlerinde faydalidir (Eeckhaut ve ark., 2018).

Canli ateniie Salmonella asilar1 bakterinin viriilans, metabolizma veya hiicre
icerisinde canli kalabilme oOzelliklerini kodlayan esansiyel genlerin mutasyona
ugratilmalar1 veya silinmeleri yoluyla elde edilir. Oral yolla uygulanabilme bu
asilarin  Onemli avantajlarindandir. Bu asilar organizmada antikor yaniti
olusturduklart gibi hiicresel immiin yanit da olusturur (Nandre ve ark., 2015). Canli
atteniie asilarin en biiylik dezavantaji, canli susun tavuklarda ve ¢evrelerinde uzun
stire kalabilmesi yoluyla insan sagligina potansiyel bir tehdit olusturmasidir. Ancak
bu durum aymi zamanda bir avantaj saglayabilir. Bireysel asilamanin bir secenek
olmadigi durumlarda horizontal bulagsma yoluyla siiriiniin bagisiklik kazanmasi
saglanabilir. Canli ateniie asilarin diger dezavantajlari, tekrar viriilans oOzellik
kazanabilme ihtimalleri ve Salmonella test prosediirlerinde hatali sonuglara neden
olabilmeleri olarak siralanabilir. Giiniimiizde bir¢ok canli Salmonella as1 susu, farkli

derecelerde basari ile test edilmistir (Desin ve ark., 2013).

Inaktif agilar formalin, 1s1 veya aseton kullanimi gibi farkli yontemlerle bakteri
suslarmin inaktive edilmesi ile olusturulur. Inaktif Salmonella asilari kas iginden
veya deri altindan uygulanir. Bu asilarin iyi bir bagisiklik saglamasi icin en az iki doz
uygulama gerekmektedir. Inaktif agilarm en biiyiik avantaji insan saghgi igin risk
olusturmamalaridir. Ayn1 zamanda bu asilarin giiclii antikor tepkileri verdigi
gosterilmistir. Ancak inaktive asilar, bakterinin tiim antijen repertuarina sahip olan
canli ateniie asilarin aksine, kisa bir siire i¢ginde konakg¢1 tarafindan elimine edilebilir.
Bununla birlikte inaktif agilarin verimli olabilmesi i¢in adjuvant kullanimi sarttir. Bu

durum asinin kullanim yollarin sinirlayicidir (Barrow, 2007 ve Gast, 2007).
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Subiinit asilar genellikle bakteri hiicre yiizeyinde bulunan antijenik yapilarin
bir veya bir¢ogundan olusur. Bu yapilar proteinlerden olusmaktadir. As1 i¢in segilen
antijenik yapilar bakterinin énemli viriilans 6zelliklerine sahiptir. Subiinit agilar kas
ici veya deri alt1 yolla uygulanir. Ancak uygun sekilde formiile edilen subiinit agilar
mukozal bagisiklik saglamak igin agizdan verilebilir. Inaktif asilar gibi, bu tip asilar
da diger canli organizmalarla iliskili biyolojik komplikasyon riski tasimaz. Bu
avantajlarina karsin subiinit asilar cogunlukla zayif immiinojenik 6zelliktedir. Uygun
adjuvanlar ile formiile edilmeleri gereklidir (Mutwiri ve ark., 2011 ve Desin ve ark.,
2013).

Gliniimiizde artmaya devam eden Salmonella infeksiyonlarina kars1 korunmada
asilama en etkili ve ekonomik aragtir (Varmuzova ve ark., 2016). Mevcut olan
Salmonella asilarindan daha etkili ve daha giivenli Salmonella asilarinin
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Salmonella virulensinin genetigi hakkinda
elde edilen bilgiler ve modern rekombinant DNA teknolojisi mutant as1 suslarinin
gelistirilmesine katkida bulunmaktadir (Giinaydin, 2008). Basta civcivlerde olmak
lizere canli atteniie Salmonella asilarinin  Salmonella’nin  kolonizasyon ve

inhibisyonunu azaltmakta oldukg¢a basarili oldugu bildirilmektedir (Kaya, 2017).

Yukarida verilen bilgiler 1s181nda bu tez ¢alismasinda etlik pilig siiriilerinde en
¢ok karsilagilan Salmonella serotipi olan Salmonella Infantis susunun konak hiicreye
invazyonunu diizenleyen genlerden invH geni Lambda Red rekombinasyon yontemi
ile susturularak as1 adayr canli mutant Salmonella Infantis susu elde edilmesi

amaclanmastir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Bakteri Suslari

Calismada Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Kiiltiir Koleksiyonunda bulunan ve daha once farkli yetistirme tipine sahip
kanatli kiimeslerinden altlik, toz, cevresel kaynaklardan ve kesimhane karkas

orneklerinden izole edilen 50 adet Salmonella Infantis susu kullanildi.

2.1.2. Besiyerleri

e Luria Bertani Agar/Broth (LB): HiMedia® M1245

e S.0.C Medium: Condalab® CN: 2019

e Nutrient Agar (NA): Oxoid™

e Mueller-Hinton Agar (MH): Oxoid™

e Mac Conkey Agar (MC): Oxoid™

e Xylose Lysine Deoxycholate agar (XLD agar): Oxoid™
e Tryptic Soy Broth (TSB): Sigma-Aldrich®

2.1.3. Antiserumlar

e Salmonella Antisera: Statens Serum Institut Diagnostica
e Salmonella Antisera: Denka Seiken™

e Salmonella Antisera: BioRad
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2.14.

2.15.

2.1.6.

Antibiyotik Diskleri ve Suplementleri

Ampisilin Suplement: Liofilchem® - MTS™ A
Kanamisin Suplement: Liofilchem® - MTS™ A
Ampisilin Disk: AML25 Oxoid™

Gentamisin Disk: GN10 Oxoid™

Streptomisin Disk: S10 Oxoid™

Siprofloksasin Disk: CIP10 Oxoid™
Kloramfenikol Disk: C30 Oxoid™
Siilfametoksazol Disk: RL100 Oxoid™
Trimetoprim Disk: W5 Oxo0id™

Tetrasiklin Disk: TE30 Oxo0id™

Biyokimyasal ve Molekiiler Kitler

Biyokimyasal Identifikasyon Kiti: Microgen® GnA-ID (MID-
64CE)

Lambda Red Rekombinasyon Kiti: Gene Bridges Quick and Easy
E. coli Gene Deletion Kit K006

DNA Ekstraksiyon Kiti: GeneJET Genomic DNA Purification Kit
K0721 Thermo Fisher Scientific™

DNA Saflastirma Kiti: GeneJET PCR Purification Kit K0701

Thermo Fisher Scientific™

Kimyasal Maddeler

Gliserol: Isolab %99 Glycerol Isolab 56-81-5
Loading Dye: 6X TriTrack, Thermo Fisher Scientific™
DNA Ladder: GeneRuller 100bp Plus, SM0321

Agaroz: Prona, Biomax
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2.1.7.

TBE: 10X TBE HiMedia®

PCR Master Mix: Thermo Fisher Scientific™
SafeView: SafeView™ Classic ABM G108
L-Arabinose: Sigma-Aldrich®

Laboratuvar Ekipmanlari

Biyolojik giivenlik kabini: Class Il, Safety Cabinet Thermo
Scientific™, USA ve Safe 2020 Laminar Flow

DNA thermal cycler: Thermo Scientific™ ARKTIK Thermocycler,
USA

Elektroporator: Bio-Rad Micropulser Elektroporator

Inkiibator: Niive N500 Inkiibator

Calkalamal inkiibator: Enviromental Shaker ES-20, HVD Life
Sciences

Dansitometre: Grant Bio DEN-1 McFarland Densitometer
Spektrofotometre: ND-1000 (NanoDrop) Thermo Scientific™, USA
Hassas terazi: Scaltec, SBC41, Germany

Santrifiij: Micro CL21, Thermo Scientific™, USA

Sogutmah Santrifiij: Hermle Z446K

Vorteks: Thermo Scientific, USA

Jel elektroforez iinitesi: Thermo Scientific™ Thermo Owl A2 Large
Gel System

Bilgisayarh goriintiileme sistemi: Gene Genius, Syngene, Bio
Imaging System, USA

Pipetler: Thermo Scientific (Finnpipette F1) (0,5-10 pl, 2-20 ul, 10-
100 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl)

Kiivetler: Bio-Rad Gene Pulser (Mikropulser Elektroporasyon
Kiiveti, 0,1 cm)
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2.1.8. Primerler ve Plazmidler

Bu c¢alismada kullanilan primerler Primer 3 programi kullanilarak

tasarlanmistir.
Kasetin olusturulmasi i¢in tasarlanan primerler:

e F¥
ATATGAAAAAATTTTATAGCTGTATTCCTGTCTTTTTACTGATCGGCTG
AATTAACCCTCACTAAAGGGCG 3

e R5
CGGTCATGAGTTGCTCTTCATCTTCTTTCGAACGCATGTATTGTGGAT
GTAATACGACTCACTATAGGGCTC ’3

Mutasyonun dogrulanmasi igin tasarlanan primerler:

e F5 GTGTAAAAACATTGCGCCTC 3
e R5 GTTCAGCCAACGGTGATATG ‘3

Bu calismada kullanilan plazmidler;

e pKD46- ARed
e pKD4-Kanamisin

2.2. Yontem

2.2.1. Kullanilacak Susun Belirlenmesi

Bu tez c¢alismasinda kullanilacak olan Salmonella Infantis suslariin
belirlenmesi i¢in; Salmonella izolasyon ve identifikasyonunda standart bir yontem
olan ISO 6579 prosediirii kullanild1 (ISO-6579, 2002). Bakterilerin yiizey (LPS, O-
antijenleri) ve flagella antijenlerinin (protein, H-antijenleri) tespiti i¢in
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serotiplendirme yapildi. Elde edilen antijenik kombinasyonlar Kauffmann-White

Semasina gore degerlendirildi.

Serotiplendirilmesi tamamlanan Salmonella Infantis suslarinin g¢alismaya
uygunlugunu belirlemek i¢cin EUCAST Disk Diflizyon yontemi kullanilarak
antibiyotik duyarliliklar1 belirlendi (EUCAST, 2020). Ampisilin ve kanamisine karsi
duyarl olan suslar arasindan ribotiplendirme kiitiiphanesinde en ¢ok ribopaterni olan

sus tez ¢alismasinda kullanilmak i¢in segildi.

2.2.2. Hedeflenen Gen Bolgesine Uygun Oligoniikleotidlerin Tasarlanmasi

PCR amplifikasyonuna uygun olarak olusturulan oligoniikleotidler iki
kisimdan olusacak sekilde tasarlandi. Bunlardan birincisi hedef molekiil ve lineer
molekiil tarafindan paylasilan homoloji bolgesini kapsayan, ikincisi ise seg¢ici marker

bolgesinin PCR amplifikasyonuna hazir hale gelmesini saglayan bolgelerdi.

Hedeflenen bolgenin ters okuma yoniiniin 5' ucundan itibaren 50 niikleotid
se¢ildi. Bu oligonun 3' ucuna ise FRT-PGK-gh2-neo-FRT kasetinin amplifikasyonu
icin gerekli olan “-AATTAACCCTCACTAAAGGGCG -3’ ** dizisi eklendi. Reverse
komplementi olusturmak i¢in 3’ ucundan itibaren 50 niikleotid secildi. Bu oligonun
3' ucuna ise FRT-PGK-gh2-neo-FRT kasetinin amplifikasyonu igin gerekli olan
“-TAATACGACTCACTATAGGGCTC -3’ ” dizisi eklendi.

2.2.3. Uygun Besiyeri ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi

2.2.3.1. Selektif LB Hazirlanmasi

Selektif LB besiyeri hazirlamak i¢in 1 L LB soliisyonuna 15 g agar eklendi.
Karisim otoklavlandi. Otoklavlama islemi sona erdikten sonra ¢ozelti sicaklif

yaklasik 50°C iken antibiyotik c¢ozeltileri eklendi ve petri kaplarina dokildii.

19



Selektif LB besiyerinin hazirlanmasi igin antibiyotik c¢ozeltileri asagida belirtildigi

oranda hazirlandi.

* Ampisilin stok soliisyonu 100 mg/ml oraninda %50’lik etanol igerisinde

¢ozdiiriildii. Calisma konsantrasyonu 50 pg/ml olacak sekilde hesaplandi.

+ Kanamisin stok soliisyonu ¢ = 30 mg/ml oraninda ddH,O igerisinde

¢ozdiiriildii. Calisma konsantrasyonu 15 pg/ml olacak sekilde hesaplandi.

2.2.3.2. L-arabinoz Stok Soliisyonun Hazirlanmasi

25 ml’lik tiipler igerisinde ddH,O ile %10’luk L-arabinoz soliisyonlari
hazirlandi. L-arabinoz soliisyonlart hazirlandiktan hemen sonra -20°C’de

dondurulmus olarak saklandi.

pRedET rekombinasyon protein ekspresyonunun uyarilmasi i¢in 1.4 ml LB
basina 50 pg L-arabinoz stok soliisyonu kullanildi. Ug¢ defadan fazla dondurulup

¢ozdiiriilen L-arabinoz soliisyonlari tekrar kullanilmada.

2.2.4. Homoloji Kollarina Uygun Kaset Hazirlanmasi

Oligoniikleotidler 10 pM konsantrasyonda olacak sekilde ddH,O igerisinde

¢ozdirildi.

50 ul PCR reaksiyonu i¢in asagida verilen sekilde PCR karisimi hazirlandi.

* 34,5 ul - dH,0

* 10 pl - 5X PCR buffer
*2ul-5mMdNTP

* 1 pl - upper oligoniikleotid
* 1 pl - lower oligoniikleotid

* 0,5 ul - fusion polimerase
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PCR islemi sirasinda primerlerin hedeflenen bdlgeye baglanmasi i¢in optimal

sicaklik 57°C — 62°C olarak belirlendi. PCR profili;

e 98°C-30sn
e 98°C—-30sn
e 57°C—-30sn
e 72°C—-90sn
e 72°C-10dk

ve 30 dongii olacak sekilde ayarlandi.

PCR'nin basarili oldugundan emin olmak igin elektroforez jel {izerinde 5 pl
PCR firiinii kontrol edildi. Elde edilen PCR iiriini DNA konsantrasyonu 100-400
ng/pl olacak sekilde ayarlandi.

2.2.5. Salmonella Infantis’in pRedET Plazmidi ile Transformasyonu

Secilen Salmonella Infantis susundan tek koloniler elde etmek i¢in selektif LB
agara ekim yapildi. Yapilan ekim sonunda 1-2 koloni segilerek 1 ml LB igeren

tiplere inokiile edildi. Calkalamali etiiv icerisinde 37°C’de bir gece inkiibasyona

birakildi.

Bir sonraki asamaya gegebilmek i¢in %10’luk gliserol ¢ozeltisi ve
elektroporasyon kiivetleri buz iizerinde yaklasik 2 saat sogutuldu. Santrifiij sicakligi
2°C’ye ayarlandu.

Gece boyu inkiibasyona birakilan taze kiiltiirden 30 pl alinarak 1,4 ml LB
besiyeri iceren mikrosantrifiij tlipii icerisine inokiile edildi. Mikrosantrifiij tiipti 1000

rpm hizda ve 37°C’de yaklasik 2 saat inkiibasyona birakildi.

Inkube edilen bakteri hiicrelerini elektroporasyona hazirlamak igin

inkiibasyona birakilan mikrosantiirfiij tiipti daha oOnceden sogutulmus santiirfiij
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icerisinde 11,000 rpm hizda santrifiij edildi. Elde edilen iiriinden siipernatant hizlica
uzaklastirildi ve pelet kisim buz iizerine konuldu. Sogutulmus 1 ml ddH,O eklenerek
pipetleme islemi yapildi. Hazirlanan siispansiyon c¢ozelti ile santrifiij islemi
tekrarlandi. Tiipte 20 pl ila 30 ul kalacak sekilde siipernatant bir kez daha atild1 ve

tiip buz tizerinde bekletildi.

Hazirlanan hiicre peletine Red/ET rekombinasyon protein ekspresyon plazmidi
olan pRedET’ten 1 ul eklendi ve karistirildi. Buz {izerinde tutulan tiipte bulunan
stispansiyon sogutulmus elektroporasyon kiivetine aktarildi. Elektroporator 1350 V

ve 5 ms pulse olacak sekilde ayarlandi ve elektroporasyon islemi gergeklestirildi.

Elektropore edilmis hiicreler antibiyotiksiz 1 ml LB besiyerine ekildi. 1000
rpm’e ayarlanan ¢alkalamali etiivde 70 dakika 30°C'de (pRedET plazmidi 37°C’de

inaktiveolacagi igin) inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresinin sonunda &6ze ile PRedET plazmidine bagli olarak
hazirlanan ampisilin (50 pg/ml) iceren LB agar iizerine 100 pl ekim yapilarak

30°C'de inkiibe edilerek gece boyu iiremeye birakildi.

2.2.6. Hedeflenen Kromozomal DNA Bélgesinin Kesilmesi

Kromozom iizerindeki DNA pargasinin kesilmesi ic¢in kullanilacak homoloji

FRT-PGK-gb2-neo-FRT kaseti hazirlandi.

Bir 6nceki basamakta hazirlanan ve antibiyotikli LB agar {izerinde liremeye
birakilan bakterilerden 1 koloni alinarak mikrosantrifiij tlipii igerisinde 1 ml LB

antibiyotikli besiyerine ekim yapildi ve 30°C'de 24 saat inkiibe edildi.

Bir sonraki asamaya gecebilmek icin %]10’luk gliserol c¢ozeltisi ve
elektroporasyon kiivetleri buz iizerinde yaklasik 2 saat sogutuldu. Santrifiij sicakligi
2°C’ye ayarlandi. Bir 6nceki adimda oldugu gibi 1,4 ml antibiyotikli LB besiyeri

iceren kapakli miktosantrifiij tiipleri hazirlandi. Bir gece dnce inkiibasyona birakilan
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kiiltirden 30 pl alinarak inokiile edildi ve 30°C'de 1100 rpm hizda g¢alkalamali
olacak sekilde yaklasik 2 saat inkiibe edildi.

Iki saat inkiibasyon sonucunda tiipe 50 ul %10 L-arabinoz eklendi ve %0,3-
%0,4'liik bir son konsantrasyon elde edildi. L-arabinoz, Red/ET rekombinasyon
proteinlerinin eksprese olmasinin indiiklenmesini sagladi. Elde edilen iiriin 37°C'de

45 dakika calkalamali etiivde inkiibasyona birakildi.

Bakteri hiicrelerinin elektroporasyona hazirlanmasi i¢in 2°C'ye sogutulmus bir
santrifiijiinde 11.000 rpm'de 30 saniye santrifiij islemi gergeklestirildi. Olusan
slipernatant hizla uzaklastirildi ve tiip buz igerisine koyuldu. 1 ml sogutulmus ddH,O
eklenerek pipetleme ile karistirildi. Pipetleme isleminden sonra santrifiij
tekrarlanarak bakteri hiicreleri yeniden siispanse edildi. Santriflij sonucunda tiipte
yaklasik 20 pl ila 30 pl arasinda iiriin kalacak sekilde olusan siipernatant bir kez daha

atildi. Mikrosantrifiyj tiipii buz {izerinde tutuldu.

Hazirlanan lineer FRT-PGK-gb2-neo-FRT pargasindan 2 pul eklendi ve
pipetleme ile karistirildi. Karigim onceden sogutulmus elektroporasyon kiivetlerine
aktarildi. Elektroporator 1350 V, 10 pF, 600 Ohms seklinde ayarland1 ve
elektroporasyon islemi gerceklestirildi. Elektroporasyon islemi gergeklestirilen
kiivete antibiyotik icermeyen 1 ml LB besiyeri eklendi ve pipetleyerek karistirildi.
Kiivet igerisinde elde edilen karisim mikrosantrifiij tiipline aktarildi ve 37°C'de
calkalamali etlivde 3 saat inkiibe edildi. Rekombinasyonun bu asamada

gerceklesmesi hedeflendi.

Inkiibasyon asamasindan sonra 30 sn boyunca santrifiij edilen iiriinden 900 pl
siipernatant atildi. Elde edilen bakteri hiicreleri kanamisin (15 pg/ml) iceren LB agar

tizerine ekildi. Agar gece boyunca 37°C'de inkiibasyona birakildi.
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2.2.7. Gen Delesyonunun Dogrulanmasi

Gen delesyonunun dogrulanmasi i¢in elde edilen koloniler PCR ile analiz
edildi. Besi yeri tizerinden tek bir koloni segildi. DNA ekstraksiyonu i¢in Thermo
Scientific™ GeneJET Genomic DNA Purification Kiti kullanildi. Yontem olarak kit
prosediirii i¢erisinde bulunan Gram negatif bakteriler i¢in DNA saflastirma protokolii

kullanildi.

DNA ekstraksiyonundan sonra amplifikasyon, elektroforez ve goriintiilleme
olmak {lizere li¢ asamada gen delesyonu dogrulamasi yapildi. PCR karisimi agagida

belirtilen oranlar ile son hacim 25 pl olacak sekilde hazirlandi.

e 14,8 ul nuclease free water

e 2.5 ul 10 x PCR buffer solution
e 3 ul MgCl; (25 mM)

e 0,5 ul dNTP (10 mM)

e [ pl forward primer (10 pmol)
e 1 ulreverse primer (10 pmol)

e 0,2 pl Tag DNA polymerase

Elde edilen PCR karisimindan her bir tiipe 23 pl dagitildi ve her birine 2 pl
ornek DNA eklendi. PCR profili;

e 95°C-3dk
e 94°C—-30sn
o 64°C-1dk
e 72°C—-90sn
e 72°C-10dk

ve 35 dongii olacak sekilde ayarlandi.
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PCR uygulamasi sonucunda olusan amplifikasyon tiriinlerinin her birinden 5 pl
alindi. 6X Loading Dye soliisyonundan 2 pl eklenerek karistirildt ve %1,5 agaroz
igeren jele yiiklendi. Jeldeki birinci goze 5 ul DNA marker konularak 180 voltta 60
dk elektroforez islemi uygulandi. Syngene Biyo-Goriintiileme sistemi kullanilarak

jeldeki drnekler goriintiilendi.

2.2.8. pRedET Plazmidinin Mutant Salmonella Infantis Susundan

Cikarilmasi

pRedET plazmidi FRT-PGK-gh2-neo-FRT Kkasetinin transformasyonundan
sonra 37°C’de gergeklestirilen inkiibasyon igslemlerinde kopyalanamayacak sekilde
tasarlanmistir. Bu nedenle pRedET plazmidinin S. Infantis susu igerisinden
cikarilmasi i¢in elde edilen bakteri kolonileri 50 pg/mL ampisilin iceren LB agar
tizerinde 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Antibiyotik direngliliginin ortadan kalkmasi
nedeniyle mutant bakterilerin bu inkiibasyon sonucunda iireme gostermemesi

hedeflendi.

2.2.9. Mutant Bakterinin Degerlendirilmesi

Elde edilen mutant Salmonella Infantis susunun fenotipik 6zelliklerinin
degerlendirilmesi ve saha susu ile Kkarsilagtirllmas:t igin koloni morfolojisi,
biyokimyasal test analizleri, hareket muayenesi ve antibiyotik diren¢ profilleri

incelendi.

Koloni morfolojisinin incelenmesi i¢in genel besiyerleri olan kanli agar ve NA

kullanildi.

Biyokimyasal  ozelliklerinin  belirlenmesi  i¢cin  Microgen®  GnA-1D
Biyokimyasal Identifikasyon kiti kullanildi. Microgen® GnA-ID Biyokimyasal
Identifikasyon kiti icerisinde bulunan GN-A paneli protokolii kullanilarak
biyokimyasal testler gergeklestirildi.
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Olusturulan mutant bakterinin hareket 6zelliklerinde herhangi bir degisiklik
gerceklesip gerceklesmediginin belirlenmesi amaciyla TSB yar1 kati besi yeri
hazirlandi ve igne uglu 6ze yardimiyla hazirlanan besiyerinin orta hattindan olacak
sekilde ekim yapildi. Hareket muayenesinin yapilmasi i¢in 37°C’de 24 saat

inkiibasyona birakild.

Antibiyotik diren¢ profillinde meydana gelmesi muhtemel degisikliklerin
belirlenmesi igin parantez iginde belirtilen konsantrasyonlarda Oxoid marka
Ampisilin (25 pg), Streptomisin (10 pg), Siprofloksasin (10 pg), Gentamisin (10 ug),
Kloramfenikol (30 pg), Siilfametoksazol (100 pg), Trimetoprim (5 ng), ve
Tetrasiklin (30 pg) antibiyotik diskleri kullanilarak Mueller-Hinton agara ekim
yapilarak EUCAST 2020 kriterlerine uygun olacak sekilde disk difiizyon yontemi
kullanildi (EUCAST, 2020).

LB medium besiyerinde 1 gece boyunca inkiibasyona birakilan bakterilerin,
serum fizyolojik i¢inde, McFarland tiip Ne: 0,5 bulaniklik standardinda olacak
sekilde inokulumu hazirlandi. Hazirlanan inokulum McFarland 0,5 dansitometre
(Grant Bio DEN-1 McFarland Densitometer) ile 6l¢iildii. Hazirlanan inokulumdan
MH agar plaklarina {i¢ yonde olacak sekilde yayma ekim yapildi. Antibiyotik diskleri

agarlara yerlestirilerek 24 saat inkiibasyona birakildu.

Cizelge 2.1. Kullanilan antibiyotik ajanlar.

Antibiyotik Disk Zon Cap1
R | S
Ampisilin AML25 pg <13 14-16 >17
Gentamisin GN10 pg <12 13-14 >15
Streptomisin S10 pg <11 12-14 >15
Siprofloksasin CIP10 ng <15 16-20 >21
Kloramfenikol C30 ug <12 13-17 >18
Stilfametoksazol RL100 pg <12 13-16 >17
Trimetoprim W5 ug <10 11-15 >16
Tetrasiklin TE30 pg <11 12-14 >15
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3. BULGULAR

3.1. Kullanilacak Salmonella Infantis Susunun Belirlenmesine Ait

Bulgular

3.1.1. Biyokimyasal ve Serolojik Analizlere Ait Bulgular:

Bu tez c¢alismasinda kullanilacak olan susun belirlenmesi igin; Ankara
Universitesi ~ Veteriner ~ Fakiiltesi ~ Mikrobiyoloji ~ Anabilim Dali  Kiiltiir
Koleksiyonunda bulunan 50 adet Salmonella Infantis susu canlandirildi. 1ISO 6579
prosedirii  kullanilarak bakterilerin  yiizey (LPS, O-antijenleri) ve flagella
antijenlerinin  (protein, H-antijenleri) tespiti i¢in serotiplendirme yapild.
Serotiplendirme sonucunda suslarin White-Kauffmann-Le Minor semasinda Grup
O:7 (Cy) igerisinde oldugu tespit edildi. Salmonella suslarinin antijenik formulasyonu

“6,7:1:1,5” olarak dogrulandi.

Serotiplendirilmesi tamamlanan Salmonella Infantis suslarinin g¢alismaya
uygunlugunu belirlemek icin EUCAST Disk Difiizyon yontemi kullanilarak
belirlenen antibiyotik duyarliliklarina gére Ampisilin ve Kanamisine en duyarli sus

mutasyon i¢in se¢ildi.

Secilen Salmonella Infantis susunun biyokimyasal o&zellikleri Microgen®
GnA-1D System Kiti ile belirlendi.

27



Cizelge 3.1. Secilen S. Infantis susunun biyokimyasal 6zellikleri.

Biyokimyasal Ozellik Sonug
Lizin Pozitif (+)
Ornithine Pozitif (+)
H,S Pozitif (+)
Glikoz Pozitif (+)
Mannitol Pozitif (+)
Ksiloz Pozitif (+)
O.N.P.G. Negatif (-)
Indol Negatif (-)
Ure Negatif (-)
V.P. Negatif (-)
Sitrat Pozitif (+)
T.D.A. Negatif (-)

3.1.2. DNA izolasyonuna Ait Bulgular

Calisma i¢in segilen Salmonella Infantis susunun DNA izolasyonu
tamamlandiktan sonra spektrofotometre (Nano Drop 2000) ile elde edilen DNA

izolatinin miktar1 belirlendi. Buna gére DNA oran1 260/280 olacak sekilde segildi.

3.2. Homoloji Kollarina Uygun Kaset Hazirlanmasina Ait Bulgular

Delesyonu hedeflenen gen bolgesine her iki ugtan FRT-PGK-gh2-neo-FRT
kaseti baglanacak sekilde homoloji kollarin1 kapsayan ve tasarlanan primerler ile
gergeklestirilen PCR reaksiyonu sonucunda agaroz jel lizerinde 1736 bp olarak

hedeflenen bolgede tespit edilen bant ile tasarlanan kaset olusumu dogrulandi.
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Sekil 3.1. Tasarlanan kasetin PCR goriintiisii ile konfirmasyonu.

3.3. pRedET plazmidinin Transformasyonuna Ait Bulgular

PRedET plazmidinin secilen Salmonella Infantis susuna basarili bir sekilde
transformasyonunun gerceklestirildiginin gosterilmesi igin 50 pg/mL Ampisilin
iceren LB agara ekim yapildi. 30 °C’de 24 saat siiren inkiibasyon sonucunda agar
tizerinde {ireyen kolonilerin serolojik olarak Salmonella Infantis oldugunun

dogrulanmasi ile pRedET plazmidinin transformasyonu dogrulandi.
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Sekil 3.2. pRedET plazmidinin transformasyonu sonucunda Ampisilin igeren besi yerinde iireyen S.
Infantis kolonileri.

3.4. Hedeflenen Kromozomal DNA Bolgesinin Kesilmesine Ait Bulgular

Sekil 3.3. Transformasyon islemi sonucunda Kanamisin'e kars1 direng kazanan S. Infantis kolonileri.

invH geninin kesilmesi i¢in FRT-PGK-gb2-neo-FRT kasetinin Salmonella
Infantis  susuna  transformasyonu yapilmistir.  Transformasyon isleminin
dogrulanmasi i¢in elde edilen bakteri hiicreleri kanamisin (15 pg/ml) iceren LB agar
iizerine ekildi. Uriinler gece boyunca 37°C'de inkiibasyona birakildi. Transformasyon

islemi Oncesinde kanamisine duyarli olan S. Infantis susunun 15 pg/ml kanamisin
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iceren LB agar iizerinde {iiremesi ile transformasyon islemi fenotipik olarak
dogrulandu.

invH geninin delesyonunun dogrulanmasi igin elde edilen koloniler PCR ile
analiz edildi. 15 pg/ml kanamisin i¢eren LB agar {izerinde iiremis olan FRT-PGK-
gh2-neo-FRT kaseti ile transforme edilmis tek bir koloni secilerek PCR analizi
gerceklestirildi. PCR {irlinlerinin agaroz jel lizerinde goriintiilendi. Goriintlileme
sonuglarma gore 1923 bp’lik bantlarin olusmasi ile mutasyon islemi molekiiler
olarak dogrulandi. Mutasyon islemi gergeklestirilmeyen saha susunun ise ayni

primerler ile 542 bp’lik bant olusturdugu gosterildi.

Sekil 3.4. Plazmid eliminasyonu yapilan susa spesifik olarak dizayn edilen primerler ile yapilan PCR
sonucu elde edilen jel elektroforez goriintiisii (M: DNA Ladder MT-1: Mutant S. Infantis MT-2:
Mutant S. Infantis WT: Saha susu N: Negatif kontrol).
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3.5. pRedET Plazmidinin Mutant Salmonella Infantis Susundan

Cikarillmasina Ait Bulgular

pRedET plazmidi FRT-PGK-gh2-neo-FRT Kkasetinin transformasyonundan
sonra 37°C’de gergeklestirilen inkiibasyon islemlerinde kopyalanamayacak sekilde
tasarlanmistir. Bu nedenle pRed/ET plazmidinin S. Infantis susu igerisinden
cikarilmasi i¢in elde edilen bakteri kolonileri 50 pg/mL ampisilin igeren LB agar
lizerine pasajlanarak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda iireme
gozlenmemesi ile pRedET plazmidinin basarili bir sekilde mutant Salmonella Infantis

susundan ¢ikarildig: kanitlandi.

3.6. Mutant Bakterinin Degerlendirilmesine Ait Bulgular

Elde edilen mutant Salmonella Infantis susunun fenotipik O6zelliklerinin
degerlendirilmesi ve saha susu ile karsilastirilmasi icin koloni morfolojisi,
biyokimyasal test analizleri, hareket muayenesi ve antibiyotik direng profilleri

incelendi.

Mutant Salmonella Infantis susu ile saha susu olan Salmonella Infantis’in in
vitro analizlerine gore; mutant bakterinin fenotipik ozelliklerinde herhangi bir
degisiklik bulunmadig: belirlendi. Tiim suslarda besi yerinde iireme 6zellikleri ile

biyokimyasal test analiz sonuglarinin ayni oldugu belirlendi.

Mutant Salmonella Infantis susu ile saha susu olan Salmonella Infantis susunun
hareket yeteneklerinin karsilastirlldiginda ise yar1 kati besiyerinde yapilan

analizlerde herhangi bir farklilik tespit edilmedi.

Iki bakterinin antibiyotik diren¢ profillinde meydana gelmesi muhtemel
degisikliklerin belirlenmesi igin gergeklestirilen antibiyogram test sonuglarina gore
invH geni ¢ikarilmis olan Salmonella Infantis susunun antibiyotik direng profilinde

herhangi bir degisiklik olmadig1 tespit edildi.
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4. TARTISMA

Salmonella infeksiyonlarina karsi gelistirilen ilk asimin tizerinden yiiz yildan
fazla zaman geg¢mis olmasina ragmen Salmonella infeksiyonlar1 mortalite ve
morbidite oranlari ile 6nemini korumaya devam etmektedir. S. Typhi’e kars1 diinya
genelinde yapilan etkili siirveyans calismalar1 ile bakterinin etkinligi oldukca
kisitlanmig olmasi, S. Infantis, S. Typhimurium ve S. Enteritidis gibi diger invaziv
Salmonella etkenlerine karsi farkindaligi artirmistir (Tennant ve Levine, 2015).
Salmonella etkenlerine karsi kullanilan canli asilar mukozal bagisikligi uyarma ve
hayvanlarda Salmonella kolonizasyonunu azaltma &zelliklerine sahiptir. Bu nedenle,
yumurtadan ¢ikimdan hemen sonra kullanilabilirler. Hofacre ve ark. (2021) yaptiklar
calismada koruma diizeyini artirmak ve daha iyi bagisiklik elde etmek i¢in canli
asilar ile yapilan ilk agilamadan birka¢ hafta sonra ek dozlarin gerekli oldugunu
bildirmiglerdir. Kanatli hayvanlarin canli Salmonella asilar1 ile asilanmasi, kanatl
sirketlerinin giderek artan miisteri talebini karsilamaya calisirken gida giivenligini
saglamak i¢in gelistirilen koruma ve kontrol programlarinda énemli bir yer teskil
etmeye baglamistir. Bu nedenle canli mutant Salmonella asilar1 kanatli hayvan
yetistiriciliginde kritik bir rol oynamaktadir (Hofacre ve ark., 2021).

Giiniimiizde uygulanan koruma ve kontrol programlarina ragmen Salmonella
serotiplerinin neden oldugu Salmonella infeksiyonlari hem insan hem de hayvan
saghig i¢in biiyiik bir tehdit yaratmaya devam etmektedir. Kanathh hayvanlarda
Salmonella infeksiyonlarin1 kontrol altina almak igin gilinlimiizde birgok farkli
uygulama bulunmaktadir. Asilama bu uygulamalar icerisinde en etkin role sahip
yontemlerden birisidir. Kanatli hayvan siiriilerindeki Salmonella prevelansini agilama
yoluyla azaltmak yasanacak verim kaybina bagli maddi zararlar1 azaltmanin yani sira
insan ve toplum sagligini korumak ic¢in uygulanabilecek en rasyonel yontemlerden
birisidir. Bu nedenle Salmonella as1 ¢alismalar1 arastirmacilarin {izerine yogunlastigi
olduk¢a 6nemli bir konudur. Tiim as1 ¢alismalarinda oldugu gibi Salmonella as1

caligmalarinda da ortak hedef etkin bir koruyucu bagisiklik saglamaktir.
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Bu tez ¢alismasinda EFSA ve WHO (WHO, 2018 ve EFSA, 2021) raporlarina
gore giiniimiizde etlik pili¢ siiriilerinden en ¢ok izole edilen ve insanlarda goriilme
siklig1 her gegen giin artmakta olan Salmonella Infantis serovarina karsi asi1 adayi
olabilecek invH mutant canli Salmonella Infantis susu gelistirilmesi hedeflenmistir.
Ayn1 zamanda iilkemizde uygulanmakta olan Ulusal Salmonella Kontrol Programi
verilerine gore S. Infantis etlik pilic stiriilerinden en c¢ok izole edilen sus

konumundadir (Ulusal Salmonella Kontrol Programi, 2018).

Bu ¢alisma sonucunda elde edilen bakteri susunda gercgeklestirilen mutasyon
molekiiler yontemler ile dogrulanmistir. Caligma sonucunda elde edilen mutant susun
fenotipik ~ ozellikleri in  vitro kosullarda incelenmistir. Yapilan literatiir
arastirmalarinda invH mutant S. Infantis suslar1 hakkinda ¢ok az sayida c¢alismaya
rastlanmistir. Ayni zamanda bu ¢alisma tilkemizde invH geni mutant ~ S. Infantis ile

yapilan ilk ¢aligma olma 6zelligini tasimaktadir.

Lambda-Red rekombinasyon yontemi kromozomal diizeyde ekleme, silme ve
nokta mutasyonlari olusturmak icin basit ve ¢cok yonlii bir yontem olmakla beraber
Escherichia coli, Salmonella ve Shigella basta olmak {iizere Gram negatif
bakterilerde genetik degisiklikler yapmak igin giiglii bir aractir (Mosberg ve ark.,
2010 ve Ahani Azari ve ark., 2015). Giiniimizde Lambda-Red rekombinasyon
yontemini farkli plazmidler kullanilarak gergeklestirmek miimkiindiir. Datsenko ve
Wanner (2000) yaptiklar1 ¢alisma sonucunda Lambda-Red rekombinasyonu
ekspresyon plazmidlerinden pKD46’nin rekombinasyona en elverisli plazmid
oldugunu  gostermislerdir. Ayrica diger rekombinasyon yoOntemleri ile
karsilastirlldiginda Lambda-Red rekombinasyon yonteminden daha hizli sonug
almak miimkiindiir. Bu tez ¢alismasinda ise Red/ET ekspresyon plazmidi (pRedET)
ve FRT-PGK-gb2-neo-FRT template DNA kullanilmigtir. Red/ET ekspresyon
plazmidi (pRedET) ve FRT-PGK-gh2-neo-FRT template DNA ticari olarak satilan

Quick & Easy E. coli Gene Deletion kitinden temin edilmistir.

Salmonella serotiplerinde invH geninde olusturulacak mutasyonlar i¢in farkli
yontemler kullanilmistir. Watson ve ark. (1995) yaptiklari ¢alismada TnphoA isimli

transpozonu kullanarak S. Typhimurium ve S. Dublin’de invH mutasyonunu
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gerceklestirmiglerdir. Bir baska ¢alismada Pati ve ark. (2013), pInvH plazmidi ile S.
Typhimurium’dan invH geninin delesyonunu gergeklestirmistir. Bu c¢aligmalar
incelendiginde olusabilecek istenmeyen rekombinasyonlar ve ilgili plazmidlerin
temin edilmesinin zorlugu nedeniyle gerceklestirilecek mutasyonun Lambda-Red

yontemiyle yapilmasinin daha uygun oldugu diisiiniilmiistir.

Calismanin rekombinasyon asamasinin basarili bir sekilde tamamlanmasi igin
Quick & Easy E. coli Gene Deletion kitinin protokoliine gére lamda red genlerinin
ekspresyonu ilk olarak 30°C’de, ilerleyen asamada ise 37°C’de yaklagik 1 saat
hiicrelerin inkiibasyonunu oOnermistir. Yapilan diger bir ¢alismada Murphy ve
Campellone (2003), elektroporasyon agsamasindan dnce hiicreleri ilk olarak 30°C’de
ardindan 42°C'de 15 dakika inkiibe etmislerdir. Buna paralel olarak Sharan ve ark.
(2009), rekombinasyon genlerinin 30°C-34°C gibi diisiik sicakliklarda eksprese
edilemeyecegini belirtmis, elde edilen bakteri kiiltliriniin 15 dakika siiresince
42°C'de inkiibe edilmesi sonucunda rekombinasyon genlerinin eksprese edilecegini
gostermislerdir. Bu tez ¢alismasi ticari kitten uyarlandi ve basariyla mutasyon islemi
gerceklestirildi. Ancak benzer c¢alismalar diger yontemler ile basarili sonuglar

aliabilecegini gostermektedir.

Bagirsak epitel hiicrelerine adhezyon enterik patojen Salmonella'nin patojenik
yasam dongiisiindeki en Onemli basamaklardan birisidir. Bakteri, zara bagh
vezikiillerde bagirsak epitelinden gecerek, lamina propria ve retikiiloendotelyal
sistem hiicrelerine ulasir (Kim, 2003). Watson ve ark. (1995), invH genini mutasyona
ugrattiklar1 ¢alismalarinda S. Typhimurium ve S. Dublin ile c¢alismis, mutant
bakterilerin Gentamisin direngliliginde bir degisim olmadigini ortaya koymuslardir.
Bu sonuglar bu tez ¢calismasindaki sonuglar ile ortiismektedir. Ayn1 zamanda yapilan
hayvan deneylerinde invH geni mutasyona ugratilan Salmonella serotiplerinin
bagirsak mukozal hiicrelerine invazyon yeteneginin ve Salmonella’ya bagli enterit
vakalarinin 6nemli Ol¢iide azaldigi gosterilmistir. Ancak bazi hassas hayvanlarin
mutant bakteri ile infekte edildikten 48 saat sonra bagirsak epitellerinde yangiya
rastlanmistir. Bu sonuglar invH mutant S. Infantis serotipinin énemli bir mutant canli

as1 aday1 oldugunu desteklemektedir.
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Pati ve ark. (2013), invH geni mutasyona ugratilmig S. Typhimurium ile fareler
tizerinde yaptiklar1 calismalarda invH geni mutasyona ugratilmis Salmonella
bakterilerinin mezenterik lenf diiglimlerini infekte etme kabiliyetlerinin vahsi serotip
ile aym1 oldugunu gostermislerdir. Ancak bagirsak epitelinde yaptiklar1 ¢alismalar
mutant bakterinin bagirsak epitelinde infeksiyon olusturma yeteneginin Onemli
oOlglide azaldigimi gostermistir. Bu sonug invH geninin bakterinin bagirsak epiteline

invazyon yeteneginde 6nemli bir rol oynadigini kanitlamaktadir.

Salmonella hiicrelerinde elektroporasyon islemi i¢in O'Callaghan ve Charbit
(1990) S. Typhimurium’da Bio-Rad markali elektroporator ile 0,2 cm agikliga sahip
elektroporasyon kiivetlerini kullanmis ve 2,5 kV’lik akim uygulamislardir. Bu tez
calismasinda ise ayn1 marka elektroporasyon cihazi kullanildi ancak 0,1 cm agikliga
sahip kiivetler kullanilmasinin yanm sira ticari kitte kullanilmast 6nerilen 1,35 kV
akim uygulandi. Elektroporasyon isleminin basarili bir sekilde tamamlanmasi
uygulanan farkli akim siddetlerinin ve kiivet agikliklarmin uygulanabilir oldugunu

gostermektedir.

Elektroporasyon islemi bakteri hiicreleri i¢in yipratict olmaktadir. Bu nedenle
elektroporasyon islemini takiben hizli bir sekilde hiicrelerin LB broth igerisinde
inkiibe edilmesi gerekir (Sharan ve ark., 2009). Ancak LB broth’un igerdigi tuz
nedeniyle elektroporasyon sonrasi bakterilerin yasamasi ic¢in ¢ok elverisli
olamayabilecegi gosterilmistir (Murphy, 2016). LB broth yerine SOC besiyerinin
daha iyi bir alternatif olarak kullanilabilecegini Sun ve ark. (2009) yaptiklari bir
calismada gostermislerdir. Bu tez ¢alismasinda elektroporasyon isleminin ardindan S.
Infantis hiicreleri SOC besi yeri igerisinde 4 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Sonuglarin basarili olmasi LB broth yerine SOC besiyerinin kullaniminin da uygun

olabilecegini kanitlar niteliktedir.

Lambda-Red yontemi ile gergeklestirilen mutasyonlar sirasinda en kritik
noktalardan birisi de kullanilan suslarin antibiyotik direnglilik profilleridir. Quick &
Easy E. coli Gene Deletion kitinin protokoliine gore ¢alisma sirasinda kullanilacak
antibiyotiklerin yogunlugunun ampisilinin 50 pg/ml, kanamisinin ise 15 pg/ml

olmas1 gerektigini belirtmislerdir. Ancak bakteri suslarinin antibiyotik direnglilik
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profilleri suslarin izole edildigi {iilkelerde kullanilan antibiyotik ¢esitlerine ve
antibiyotik kullanim prosediirlerine gore farklilik gosterebilmektedir. Bu durum goz
Oniine alindiginda bu tez calismasinda kullanilan kanamisin konsantrasyonu 50
ug/ml olarak belirlendi. Tavsiye edilenden farkli olarak diizenlenen antibiyotik
konsantrasyonunda caligmanin basarilt bir sekilde tamamlanmasi i¢in, ¢alismadan

once suslarin antibiyotik direng profillerinin belirlenmesinin dnemini géstermektedir.

Altmeyer ve ark. (1993), invH geninde meydana getirilen mutasyonun farkli
Salmonella serotiplerini nasil etkiledigini ortaya koymustur. Bu calismaya gore elde
edilen mutant suslarin invazyon yetenekleri hiicre kiiltliriinde test edilmis ve
S. Typhimurium, S. Gallinarum, S. Enteritidis, S. Choleraesuis ve S. Typhi invH
mutantlarinin invazyon yetenekleri incelenmistir. Caligma sonuglarma gore tiim
serotiplerin invazyon yetenekleri belirli oranda azalma gdsterse de konakgi spesifik
Salmonella serotipleri mutasyondan en ¢ok etkilenmis ve invazyon yeteneklerini en
cok kaybeden suslar olmuslardir. Bunun yani sira genis konake1 araligina sahip diger
Salmonella suslariin kolonizasyon yetenekleri, mutasyondan daha az etkilenmistir.
Bu sonug genis konakg1 araligina sahip S. Infantis suslarinda invH gen mutasyonu ile
ilgili daha fazla ¢aligma yapilmasi gerektigini gostermesinin yani sira konak spesifik

suslar icin umut vadetmektedir.

Daefler ve Russel (1998), S. Typhimurium ile yaptiklar1 bir ¢alismada invH
geninin invG lipoproteininin hiicre duvarina yerlesimi i¢in gerekli oldugunu
kanitlamislardir. Salmonella bakterileri SP-1 tarafindan kodlanan T3SS ile hedef
hiicrenin sitoplazmasina girebilir. T3SS ise invG geni ile kodlanmaktadir (Crago ve
Koronakis 1998). Bu calismalar invH geni mutasyona ugratilmis S. Infantis
mutantinin hiicreye adhezyon yeteneginin kisitlandigin1 gosteren g¢alismalar ile
ortigmektedir ve invH mutant1 S. Infantis’in iyi bir canli as1 adayi olabilecegini

desteklemektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Giliniimiizde diinyada ve iilkemizde goriilme sikligi hizla artan S. Infantis
suslarina kars1 gelistirilmis bir as1 bulunmamaktadir. Bu amagla as1 adayr olacak
mutant S. Infantis mutant susu olusturulmus, olusturulan sus molekiiler yontemler ile

dogrulandiktan sonra karakteristik 6zellikleri saha susu ile karsilastirilmistir.

Calisma sonucunda elde edilen mutant S. Infantis susunun antibiyotik
direnclilik o6zelliklerinde ve biyokimyasal Ozelliklerinde herhangi bir degisime

rastlanmamuistir.

Bu ¢alisma sonucunda gelecekte prevalansinin artmasi ongoriilen serotiplere
kars1 as1 adayir suslarin gelistirilebilecegi ongoriilmektedir. Salmonella Koruma ve
Kontrol Programi kapsaminda as1 adayr suslarin gelistirilmesi i¢in giincel
rekombinant DNA teknolojilerinin kullanimi1 Onerilmistir. Elde edilecek suslarin
genotipik ve fenotipik oOzellikleri belirlenerek as1 ¢alismalarina uygunlugu

belirlenebilir.

Bu tez calismasinin sonucunda elde edilen invH mutant S. Infantis susu as1
aday1 olarak belirlenmistir. Ilerleyen siirecte yapilacak in-vitro ve in-vivo calismalar

i¢cin uygun kosullarda saklanmistir.
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OZET

Kanath Hayvanlarda As1 Adayr Salmonella Infantis Mutant Suslarinin Gelistirilmesi

Salmonella, hayvanlarda ve insanlarda gastrointestinal sistem infeksiyonlarina neden
olan ve oldukga sik karsilagilan énemli bir zoonozdur. Diinya genelinde kanatli hayvanlarda
Salmonella sikligin1 azaltmada ve patojenin kontroliiniin saglanmasinda asilama oldukga
onemli bir yere sahiptir. Ancak giiniimiizde kullanilan mevcut asilar 6zellikle S. Enteritidis
ve S. Typhimurium suslarina karst kullanilmaktadir. Bu asilarin diger Salmonella
serovarlarina kars1 koruyuculugu tartismalidir. Bu tez calismasinda etlik pili¢lerden en sik
izole edilen ve prevalansi her gegen giin artmakta olan S. Infantis serovarina karsi invH
mutant1 canl as1 aday1 sug gelistirilmesi ve mutant susun karakterizasyonunun yapilmasi
hedeflenmistir.

Bu tez calismasinda Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dalr’nda bulunan Ulusal Salmonella Referans Laboratuvari kiiltiir kiitiiphanesinde bulunan
Salmonella Infantis suslar1 kullanildi. Molekiiler ve biyokimyasal yontemler kullanilarak
calismaya uygun bulunan serovar mutasyon igin se¢ildi. Segilen  S. Infantis susunda, invH
geninin Lambda-Red rekombinasyon metodu kullanilarak mutasyonu saglandi. Mutasyon
isleminin basarili bir sekilde gerceklestirildigi molekiiler yontemler ile kamitlandi. invH
mutant bakteri ile saha susunun fenotipik ve biyokimyasal Gzelliklerinin karsilastiriimasi
sonucunda her iki sus arasinda bir farklili§a rastlanmada.

Bu tez caligmasinda kanatli hayvanlarda canli as1 olma potansiyeli tasiyan invH
mutant1 S. Infantis susu elde edildi. Gelecekte yiiriitiilecek in-vitro ve in-vivo galismalar
sonrasinda mutant susun kanatli hayvanlarda agilama iglemi i¢in yiiksek bir potansiyele sahip
olabilecegi belirlendi. invH mutant canli Salmonella Infantis susunun mukozal bagisiklik
olusturma, kolonizasyon potansiyeli ve ¢evreye sagilim dzelliklerinin belirlenmesi as1 olarak
kullanilma potansiyeli hakkinda bilgi saglayacaktir.

Anahtar Sozciikler: invH, Kanatli, Lambda-Red, Mutant Asi, Salmonella Infantis
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SUMMARY

Development of Vaccine Potential Salmonella Infantis Mutant Strains in Poultry

Salmonella is an important zoonosis that causes gastrointestinal tract infections in
animals and humans. Vaccination has a significant place in reducing the frequency of
Salmonella in poultry worldwide and in controlling the pathogen. However, current vaccines
are mainly used against S. Enteritidis and S. Typhimurium strains. The protection of these
vaccines against other Salmonella serovars is controversial. This thesis aimed to develop an
invH mutant live vaccine candidate strain and characterize the mutant strain against S.
Infantis serovar, the most frequently isolated from broiler chickens and whose prevalence is
increasing day by day.

In this thesis study, Salmonella Infantis strains found in the culture library of the
National Salmonella Reference Laboratory, which is within the scope of the Ankara
University Veterinary Faculty Microbiology Department, were used. After the necessary
molecular and biochemical methods were performed, the serovar found suitable for the study
was selected for the mutation. Mutation of the invH gene was achieved in the selected S.
Infantis strain using the Lambda-Red recombination method. It has been proven by
molecular methods that the mutation process is successfully carried out. As a result of
comparing the phenotypic and biochemical properties of invH mutant bacteria and the field
strain, no difference was found between the two strains.

In this thesis study, an invH mutant S. Infantis strain, which has the potential to be a
live vaccine in poultry, was obtained. After future in-vitro and in-vivo studies, it was
determined that the mutant strain has a high potential for vaccination in poultry.
Determination of mucosal immunity, colonization potential and dispersal characteristics of
invH mutant live Salmonella Infantis strain will provide information about its potential to be
used as a vaccine.

Keywords: invH, Lambda-Red, Mutant vaccine, Poultry. Salmonella Infantis,
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