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ÖNSÖZ 

Salmonella etkenleri kanatlı hayvanlarda önemli verim kayıplarına ve hastalık 

tablolarına neden olmalarının yanı sıra insanlarda karĢılaĢılan gıda kaynaklı 

infeksiyonlarda önemli rol oynamaktadır. Günümüzde insan tüketimine sunulan etlik 

piliç iĢletmelerinde en çok karĢılaĢılan Salmonella serotipi Salmonella Infantis‟tir. 

Bunun sonucu olarak insanlarda karĢılaĢılan gıda kaynaklı infeksiyonlarda S. 

Infantis‟in prevalansı her geçen gün artmaktadır. Bu nedenle kanatlı hayvanlarda 

önemli verim kayıplarına neden olmasının yanı sıra toplum sağlığına karĢı tehdit 

oluĢturan S. Infantis infeksiyonlarına karĢı geliĢtirilecek aĢılar önem taĢımaktadır. 

Toplum sağlığını korumak için gıda kaynaklı hastalıkların azaltılmasında 

koruma ve kontrol iĢlemlerinin üretim aĢamasından baĢlatılması çok önemlidir. Bu 

amaçla uygulanan biyogüvenlik uygulamalarından en önemlisi aĢılamadır. Ancak 

günümüzde kullanılan ve konvansiyonel yöntemlerle elde edilen Salmonella 

aĢılarının etiyolojik ve ekolojik özelliklerine bağlı olarak sorunlar yaĢandığı 

bilinmektedir. Bu nedenle rekombinant DNA teknolojisi kullanılarak daha verimli 

aĢıların geliĢtirilmesine yönelik çalıĢmalar her geçen gün hız kazanmaktadır. Bu tez 

çalıĢmasında Salmonella, Shigella ve Escherichia gibi gram negatif bakterilerde 

baĢarıyla kullanılanılabilen klonlama veya genom mühendisliği ve homolog 

rekombinasyona dayanan alternatif bir yöntem olan Lambda- ed yöntemi 

kullanılarak aĢı adayı invH mutantı Salmonella Infantis suĢu geliĢtirilmesi 

amaçlanmıĢtır. 

Bu tez çalıĢmasının gerçekleĢtirilmesinde maddi destek sağlayan Ankara 
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vii 

 

Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı öğretim üyelerine, bölüm sekreteri Yüksel 

Erol‟a, baĢta Dr. Tajelser Idris Badri Adam, Dr. Asena Esra Erdem ve Dr. Tuğçe 

Üstün olmak üzere Mikrobiyoloji Anabilim Dalı‟ndaki tüm çalıĢma arkadaĢlarıma, 

Hasan Sarıyıldırım‟a, Nihat Aldemir‟e, çalıĢma sürecimin her aĢamasında bilgilerini, 

tecrübelerini ve değerli zamanını esirgemeyerek bana her fırsatta yardımcı olan 

babam Prof. Dr. Ahmet Gökhan Önol‟a annem Emine Önol‟a kardeĢim Mehmet 

Önol ile her koĢulda yanımda olan değerli eĢim Ġmge Duru Önol ve tez yazım 

sürecim boyunca yanımdan ayrılmayan güzel kedim Mu‟ya çok teĢekkür ederim. 

 

  



viii 

 

SĠMGELER VE KISALTMALAR 

%  Yüzde 

°C  Santigrat derece 

aw Su aktivitesi 

amp  Ampisilin 

bp  Base Pair 

cm  Santimetre 

dk  Dakika 

DNA  Deoksiribo Nükleik Asit 

EDTA  Etilen Diamin Tetra Asetik Asit 

EUCAST  European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

FRT  Flippase Tanıma Bölgesi 

g  The Gravitational Force 

H2S  Hidrojen Sülfür 

ISO International Organization for Standardization 

kDa  Kilodalton 

kV  Kilovolt 

LB  Luria-Bertani 

α  Alfa 

β  Beta 

γ  Gama 

Δ  Genin önüne getirilince delesyonu temsil eder. 

λ  Lambda 

  



ix 

 

ġEKĠLLER 

ġekil 1.1. Salmonella nomanklatür ( yan ve ark., 2017) 4 

ġekil 1.2. Avrupa Birliği verilerine göre insanlardan izole edilen Salmonella 

serotiplerinin gıda kaynaklarına göre dağılımı (EFSA, 2021). 8 

ġekil 3.1.Tasarlanan kasetin PC  görüntüsü ile konfirmasyonu. 29 

ġekil 3.2. pRedET plazmidinin transformasyonu sonucunda Ampisilin içeren besi 

yerinde üreyen S. Infantis kolonileri. 30 

ġekil 3.3. Transformasyon iĢlemi sonucunda Kanamisin'e karĢı direnç kazanan S. 

Infantis kolonileri. 30 

ġekil 3.4. Plazmid eliminasyonu yapılan suĢa spesifik olarak dizayn edilen primerler 

ile yapılan PC  sonucu elde edilen jel elektroforez görüntüsü (M: DNA Ladder MT-

1: Mutant S. Infantis MT-2: Mutant S. Infantis WT: Saha suĢu N: Negatif kontrol). 31 

 

 

 

 

  



x 

 

ÇĠZELGELER 

Çizelge 1.1. Salmonella‟nın biyokimyasal özellikleri. 5 

Çizelge 1.2. Salmonella patojenite adaları (Wisner ve ark., 2012). 10 

Çizelge 2.1. Kullanılan antibiyotik ajanlar. 26 

Çizelge 3.1. Seçilen S. Infantis suĢunun biyokimyasal özellikleri. 28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 

 

1. GĠRĠġ 

Salmonelloz ismiyle bilinen ve Salmonella etkenlerinin neden olduğu 

infeksiyonlar dünya genelinde en sık karĢılaĢılan gıda kaynaklı hastalıklar olmaya 

devam etmektedir. Günümüzde Salmonella‟nın neden olduğu binlerce ciddi hastalık 

ve ölüm vakası artan bir Ģekilde bildirilmektedir. Bu durum önemli bir küresel sağlık 

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

Önemli bir protein kaynağı olan kümes hayvanları insanlarda gıda kaynaklı 

Salmonella infeksiyonlarının odak noktasındadır. S. Infantis, kanatlı eti ile iliĢkili son 

yıllarda prevelansı artan non-tifoid bir Salmonella serotipidir ve hem kanatlı 

hayvanlarda hem de insanlarda çeĢitli salgınların oluĢmasından sorumludur. 

Günümüzde Salmonella Infantis kümes hayvanları ile iliĢkili infeksiyonlarda artan 

prevalansı ile önemli bir kamu endiĢesi haline gelmektedir. Ayrıca, antimikrobiyal 

ajanların kontrolsüz kullanımı, artan sıklıkta ortaya çıkan çoklu ilaç dirençli (multi 

drug resistant - MD ) suĢların yayılmasına neden olmaktadır. MDR suĢların varlığı, 

epidemiyolojik bir kriz oluĢturabilecek bir tehdittir (Pardo-Este ve ark., 2021). 

Günümüzde kanatlı hayvan sürülerinde Salmonella prevalansını düĢürmek için 

kullanılan en ekonomik ve etkili yöntem aĢılamadır. Ancak kümes hayvanları için 

canlı ticari aĢılar yalnızca S. Enteritidis, Typhimurium ve Gallinarum için mevcuttur. 

Bu aĢıların diğer Salmonella serotiplerine karĢı etkinlikleri hakkında çeliĢkili veriler 

bulunmaktadır (Mustak ve Yardimci, 2019).  

1.1. Taksonomi ve Nomanklatür 

Salmonella adını, 1884 yılında domuz bağırsağından bakterinin ilk kez izole 

edilmesini sağlayan (o zamanki adıyla Bacillus choleraesuis) veteriner hekim Daniel 

E. Salmon'dan almıĢtır. Bu isim 1900 yılında Lignieres tarafından “Salmonella 

choleraesuis” olarak değiĢtirilmiĢtir (Ryan ve ark., 2017). 
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Günümüzde Salmonella cinsine ait iki tür bulunmaktadır. Bunlar Salmonella 

enterica ve Salmonella bongori'dir. Salmonella enterica, kendi içerisinde romen 

rakamları ile belirtilen altı alt tür barındırmaktadır. Bu alt türler I (enterica), II 

(salamae), IIIa (arizonae), IIIb (diarizonae), IV (houtenae) ve VI (indica) olarak 

isimlendirilmiĢtir (Switt ve ark., 2009). 

Bu alt türlerden Salmonella enterica subsp. enterica hücrelerinde 

lipopolisakkarit O-antijeni, flagellar H-antijeni ve kapsüler polisakaritlerin 

antijenlerini (Vi-antijeni) bulundurur. Bu antijenlerin değiĢimlerine bağlı olarak 

oluĢan spesifik kombinasyonlar serotipleri (veya serovarları) belirler (Switt ve ark., 

2009). O-antijeni Salmonella izolatının ait olduğu grubu belirlerken H-antijeni 

serotipi belirler. Kapsüler 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 dıĢ yüzeyinde bulunan ısıya dayanıklı bir 

polisakkarittir. Her O-antijeni 5-6 Ģeker biriminden, bu birimlerdeki varyasyondan, 

birimler arasındaki kovalent bağlardan ve O-antijeni alt birimleri arasındaki 

bağlantıdan oluĢur. H-antijenleri, flagellin alt birimlerinden oluĢur ve bakteri 

kamçısının filamentli kısmıdır. Salmonella serovarları ya bir tip H-antijeni ile 

monofazik ya da iki tip H-antijeni ile difazik olabilir. Salmonella bu açıdan enterik 

bakteriler arasında benzersizdir. Vi-kapsüler antijeni en yaygın olarak S. Typhi'de 

bulunur, ancak bazen S. Dublin, S. Paratyphi C ve bazı Citrobacter suĢlarında da 

tanımlanır. Spesifik antiserum ile slayt aglütinasyonu, Vi-kapsüler antijeni 

tanımlamak için kullanılır (Ryan ve ark., 2017).  

S. enterica subsp. enterica'ya ait serovarlar, genellikle serovarın ilk izole 

edildiği coğrafi yerle ilgili bir adla belirtilir. Serovar adı italik olmayan  oma 

harfleriyle yazılır ve ilk harf büyük yazılır. Ayrıca bazı Salmonella serotipleri konak 

spesifik olmaları nedeniyle özel olarak isimlendirilmiĢlerdir. Bu serotipler; 

Salmonella Typhi (insan), Salmonella Pullorum ve Gallinarum (kanatlı), Salmonella 

Dublin (sığır), Salmonella Abortus ovis (koyun), Salmonella Abortus equi (at), 

Salmonella Choleraesuis (domuz) olarak tanımlanmıĢtır. Diğer alt türlere ait 

serovarlar, alt tür adının ardından antijenik formülleri ile gösterilir (ġekil 1.1). 
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Salmonella serovarlarının antijenik formülleri, White-Kauffmann-Le Minor 

Ģemasında listelenir. Bu listenin güncellenmesi, Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) 

Salmonella  eferans ve AraĢtırma ĠĢbirliği Merkezi (WHO-Salm) ile Pasteur 

Enstitüsü sorumluluğundadır (Guibourdenche ve ark., 2010 ve Sariçam, 2017).  

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

tanımlanmıĢtır (ġekil 1.1)  (Issenhuth-Jeanjean ve ark., 2014). 
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ġekil 1.1. Salmonella nomanklatür (Ryan ve ark., 2017) 
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1.2. Etiyoloji 

Salmonella cinsi Enterobacteriaceae familyasından Gram negatif, oksidaz 

negatif, katalaz pozitif, spor oluĢturmayan çubuk Ģeklinde bakterilerden 

oluĢmaktadır. Bu bakteriler fakültatif anaeroblardır. Salmonella türleri Salmonella 

Gallinarum ve Salmonella Pullorum hariç peritrik kamçı yoluyla hareketlidir (Lopes 

ve ark., 2016).  

Salmonella için optimal üreme sıcaklığı 37°C'dir; ancak 2 ile 4°C arasından 

54°C'ye kadar üreme gösterebildikleri kaydedilmiĢtir. Salmonella için optimum pH 

aralığı 6,5-7,5 olmasına karĢın daha düĢük veya daha yüksek pH‟larda (pH 3,8 – pH 

9,5 aralığında) yaĢayabildikleri gösterilmiĢtir (Ryan ve ark., 2017). Su aktivitesinin 

(aw) 0,94'ten düĢük olması Salmonella üremesini inhibe eder (Hew ve ark., 2005). 

Bununla birlikte, belirli sıcaklıklarda düĢük bir su aktivitesinin Salmonella üzerinde 

koruyucu bir etkiye sahip olabileceği gösterilmiĢtir (Aljarallah ve Adams, 2007). 

Salmonella‟nın katı besi yerinde oluĢturduğu koloniler yuvarlak, düz kenarlı ve 

parlaktır (Akan, 2008).   

Salmonella'yı tanımlamak için kullanılan biyokimyasal özellikler arasında 

hidrojen sülfür üretimi, lizin ve ornitin dekarboksilasyonu ve üreyi hidrolize 

edememeleri (Çizelge 1.1) bulunmaktadır (Ryan ve ark., 2017). 

Çizelge 1.1. Salmonella‟nın biyokimyasal özellikleri. 

Biyokimyasal Özellik Sonuç Biyokimyasal Özellik Sonuç 

Oksidaz Negatif Metil Red Pozitif 

Katalaz Pozitif Lizin Pozitif 

H2S Pozitif Lizin dekarboksidaz Pozitif 

Glikoz Pozitif Ġndol Negatif 

Sükroz Negatif Üre Negatif 

Laktoz Negatif Arjinin DeğiĢken 

Beta galaktoz Negatif Ornitin DeğiĢken 

O/F Fakültatif Sitrat DeğiĢken 
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1.3.  Epidemiyoloji 

Salmonella doğal kaynaklarda yaygın olarak bulunur ve hem insanlarda hem de 

hayvanlarda çok çeĢitli hastalıklara neden olabilir. Ġnsanlarda Salmonella etkenleri 

tifo, septisemi, çeĢitli vücut dokularının lokalize enfeksiyonları ve gastroenterit gibi 

birçok farklı hastalığa yol açar (Ryan ve ark., 2011).  

Salmonella enterica subsp. enterica‟ya ait serotipler; insan ve hayvanlarda, 

Salmonella infeksiyonlarının (sistemik infeksiyonlar ve enterit) yaklaĢık %99‟unu 

oluĢturmaktadır. Bu serotiplerin küçük bir kısmı; belirli hayvan türlerinde ve 

insanlarda, tifoid salmonellozise sebep olurken; Salmonella Infantis, Salmonella 

Enteriditis, Salmonella Typhimurium gibi paratifoid serotipler; geniĢ bir konak 

spektrumuna sahiptir. Konağın bağırsağına yerleĢen ve akut enterit ya da subklinik 

infeksiyona yol açabilen bu serotipler aynı zamanda zoonotik öneme sahiptir 

(Karasova ve ark., 2009).  

Salmonella etkenlerinin kanatlı ürünlerine bulaĢması; kanatlı etlerinde, dıĢkı-

karkas ve yumurtalarda, dıĢkı-kabuk yoluyla olmaktadır. Ġnsanlara bulaĢmada 

özellikle bulaĢık yumurta ve tavuk eti tüketimi önemli rol oynamaktadır (Akan, 2008 

ve Pardo-Este ve ark., 2021). Salmonella‟nın kanatlı bağırsağına kolonizasyonu ve 

yüksek düzeyde dıĢkıyla saçılımı; özellikle hayvansal gıdaların tüketilmesiyle 

birlikte insan gıda zincirine girmekte ve insanlarda gastroenteritlere sebep 

olmaktadır. Bu nedenle kanatlı hayvanlardaki Salmonella infeksiyonları önemli bir 

halk sağlığı sorunu haline gelmiĢtir. Bu durum Salmonella infeksiyonlarını sosyo-

ekonomik açıdan önemli bir konuma getirmektedir (Barrow ve ark., June 2010). 

Salmonella enterica serovar Infantis (S. Infantis), Avrupa'da piliç sürülerinde 

(%45,6) ve piliç etinde (%50,6) en sık görülen serovar olarak rapor edilmiĢtir ve 

diğer ülkelerde bulunan damızlık tavuk çiftliklerinde prevalansı artmaktadır. 

Ġnsanlarda S. Infantis, Avrupa'da tifoid olmayan Salmonella (non-typhodial 

Salmonella - NTS) insan enfeksiyonlarında en yaygın dördüncü serovar olarak 

sınıflandırılmıĢtır (Alba ve ark., 2020 ve Mughini-Gras ve ark., 2021). European 

Food Safety Authority (EFSA)‟nın raporlarına göre en sık karĢılaĢılan insan 
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Salmonella serotipleri sırasıyla; S. Enteritidis, S. Typhimurium, monofazik S. 

Typhimurium 1,4,[5],12:i:- ve S. Infantis‟tir. S. Infantis‟in farklı çevresel 

kaynaklardan izolasyon oranın artması, bu serotipin önemli düzeyde adaptasyon 

yeteneğine sahip olduğunu kanıtlar niteliktedir. Bu durum S. Infantis‟in halk sağlığı 

açısından yarattığı endiĢeyi arttırmaktadır (EFSA, 2021). 

Son yirmi yılda dünya genelinde yapılan çalıĢmalar kanatlı hayvanlardan ve 

insanlardan izole edilen S. Infantis suĢlarında artan bir antibiyotik dirençliliği 

olduğunu ortaya koymaktadır (Nogrady ve ark., 2007 ve Asgharpour ve ark., 2014 ve 

Mughini-Gras ve ark., 2021). Antibiyotiklere karĢı çoklu direnç kazanımının en etkili 

yolu spesifik direnç genlerini barındıran integron, transpozon ya da plazmid gibi 

mobil genetik elementlerdir. Ġntegronlar tarafından taĢınan direnç genleri konjugatif 

plazmid ve transpozonlar aracılığıyla diğer komĢu bakterilere aktarılabilmektedir. 

Direnç faktörlerine sahip kanatlı hayvan kökenli Salmonella Infantis serotipleri halk 

sağlığını ciddi düzeyde tehdit etmektedir (Recchia ve Sherratt, 2002).  

2001 yılından itibaren Almanya baĢta olmak üzere tüm Avrupa Birliği üye 

ülkelerinde yaĢanan insan Salmonelloz vakalarından en çok izole edilen ve konağa 

bağlı olmayan serotip S. Infantis‟tir. Günümüzde 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‟nın 2021 yılında yayınladığı rapora göre etlik piliç çiftliklerinden en çok 

izole edilen serovarlar ise sırasıyla; Salmonella Infantis (%33,6), Salmonella 

Enteriditis (%15,8) ve Salmonella Mbandaka (%6,7) Ģeklindedir. Kanatlı 

ürünlerinden izole edilen Salmonella serotiplerinin prevelansı ile insanlarda görülen 

salmonelloz vakalarının arasındaki epidemiyolojik bağlantı göz önüne alındığında 

Salmonella Infantis‟in önemi daha da artmaktadır (Drauch ve ark., 2021 ve EFSA, 

2021). BaĢta tavuklar olmak üzere kanatlı hayvanlar insanlardaki Salmonelloz 

vakalarından en çok izole edilen serotip olan S. Infantis‟in en önemli rezervuarlarıdır 

(ġekil 1.2) (Antunes ve ark., 2016). 
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ġekil 1.2. Avrupa Birliği verilerine göre insanlardan izole edilen Salmonella serotiplerinin gıda 

kaynaklarına göre dağılımı (EFSA, 2021). 

1.4. Virülans Faktörleri 

Salmonella infeksiyonu iki faktör ile doğrudan ilgilidir. Bunlardan birincisi 

konağın özellikleri (yaĢ, genetik ve çevresel faktörler), ikincisi ise bakterinin 

özellikleri (virülans faktörleri) olarak tanımlanabilir. Klasik Salmonella virülans 

faktörleri; virülans-plazmitler, toksinler, fimbria ve flagella olarak tanımlanmıĢtır 

(van Asten ve van Dijk, 2005). Salmonella serotiplerinin hayvan ve insanlarda 

infeksiyon oluĢturma yeteneği; konak savunmasını nötralize eden ve konak 

savunmasından kaçabilmeyi sağlayan virülans genlerinin kodlama ve eksprese 

edilmesine bağlıdır. Bakterinin virülans düzeyini ise konağa adaptasyon, hücre içinde 

çoğalma, ekstraintestinal yayılım ve canlı kalma gibi özellikleri belirlemektedir. Bu 

virülans özellikler bakterinin kromozomu üzerinde bulunan farklı genler tarafından 

kodlanmaktadır (Rychlik ve ark., 2006). 

Salmonella'nın virülans genlerinin çoğunluğu, “Salmonella patojenite adaları” 

(Salmonella patojenicity islands - SPI) olarak adlandırılan kromozom üzerinde 
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dağılmıĢ bölgelerde kümelenmiĢtir. Bu gen kümelerinin, Salmonella tarafından diğer 

türlerden yatay gen transferi yoluyla elde edildiği düĢünülmektedir (van Asten ve van 

Dijk, 2005).  

1.4.1. Salmonella Patojenite Adaları 

SPI; çoğunlukla kromozomlar üzerinde kodlanmıĢtır. SPI horizontal gen 

transferi yoluyla elde edilen ve genellikle spesifik virulans fenotipler için gerekli 

olan virulans genleri taĢıyan gen kümeleridir (Ohl ve Miller, 2001). ġu ana kadar 

tanımlanmıĢ 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) bulunmaktadır (Çizelge 1.1) (Wisner ve ark., 2012). 
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Çizelge 1.2. Salmonella patojenite adaları (Wisner ve ark., 2012). 

SPI Büyüklük (baz) Fonksiyonu 

SPI-1 40,2 T3SS – Bağırsak epiteline invazyon 

SPI-2 39,8 T3SS – Bağırsak epitel hücrelerinin ve makrofoajların 

içinde canlı kalabilme yeteneği, farelerde sistemik 

infeksiyon,  

SPI-3 16,6 T5SS – Makrofajlar içerisinde canlı kalabilime, S. 

Typhimurium‟un farelerde, buzağılarda ve civcivlerde 

infeksiyon oluĢturmasını sağlama. SPI-1 ile çalıĢır. 

SPI-4 25,0 SPI-1 T3SS ile bağlantılı olarak epitel hücrelerine giriĢ. 

SPI-5 6,6 Sığırlarda S. Dublin kaynaklı enteritis 

Civcivlerde S. Typhimurium sistemik enfeksiyonu 

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

operonudur. 

S. Enteritidis dıĢındaki serotiğlerde 44 kb‟a kadar çıkabilir.  

SPI-7 Bilinmiyor Sadece S. Typhi, S. Paratyphi ve bazı S. Dublin suĢlarında 

bulunur. Bilinen en büyük patojenite adasıdır. 134 kb‟a 

kadar bulunabilir. Bakterisinlere karĢı direnç sağlar. 

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 içerisinde canlı kalabilme 

yeteneği ile iliĢkilidir. 

SPI-12 5,8 Farelerde S. Typhimurium virülansı için önemlidir. 

SPI-13 25,3 Farelerde S. Typhimurium sistemik infeksiyon oluĢturması 

ile ilgilidir. 

SPI-14 6,8 Elektron transferi ve düzenleyici 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 için gerekli HlyE ve invazyon için 

gerekli olan TaiE  genlerini kodlar. 

SPI-19 14,1 T6SS‟ni kodlar ancak S. Enteritidis‟te iĢlevsizdir. 

SPI-20 Bilinmiyor T6SS ile iliĢkilidir. Sadece S. enterica subsp. 

arizonae içerisinde identifiye edilmiĢtir (34 kb).  

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

arizonae içerisinde identifiye edilmiĢtir (55 kb). 
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SPA-1 üzerinde kodlanan genler genellikle intestinal çevreye benzeyen bir 

ortam oluĢtuğunda eksprese olmaktadır. Salmonella serotipleri hücre içerisine 

girdiğinde ise baskılanmaktadır. Bu genler; SPA-1‟den kodlanan HilA, HilC, HilD, 

InvF ve SprB olarak tanımlanan 5 regülatör tarafından kontrol edilmektedir. SPA-1 

regülatörleri aynı zamanda SPA-2 genlerini de düzenlemektedir. SPA-1 ve SPA-2, 

tip III sekresyon sistemini (T3SS) kodlamakta ve 40-kb‟lık bir DNA bölgesinden 

oluĢmaktadır. T3SS, direkt olarak konak hücre ya da çevresine, hücresel 

fonksiyonları değiĢtirecek virulans faktörleri transfer etmektedir (Valdez ve ark., 

2009).  

SPA-1 içerisinde T3SS-1 aracılığıyla transfer edilen invA, invB, invC, invF, 

invG, hilA, sipA, sipC, sipD, spar, orgA, sopB ve sopE genleri kodlanır (Siriken, 

2013). Bu genler fagositik ya da non-fagositik hücrelere invazyondan sorumludur 

(Giacomodonato ve ark., 2007). Bunun yanı sıra T3SS-2 sayesinde aktarılan SseF, 

SseG, SifA, PipB2, SopD2, SseJ, SseL gibi yaklaĢık 30 farklı efektör protein ise 

bakterinin internalizasyonundan, vakuollerin oluĢmasından ve konak hücrede 

çoğalmadan sorumludur (Figueira ve Holden, 2012). 

InvG T3SS‟nin protein sekresyonunu düzenleyen ve bakterinin hücre içine 

alınmasında kritik rol oynayan ve dıĢ membran proteinlerini kodlayan gendir. SPA-1 

içerisinde kodlanan invH ise aksesuvar proteindir. InvH bakterinin adhezyonunda rol 

almasının yanı sıra invG geni ile birlikte çalıĢır  (Daefler ve Russel, 1998 ve Siriken, 

2013).  

1.4.1.1. invH Geni 

invH geni, T3SS'de bulunan invazyon kompleksinin önemli bir parçasıdır. 

Bakterinin hücreye etkili bir Ģekilde tutunması ve epitel hücrelerine giriĢ için invH 

geninin rolü çok önemlidir. invH geni non-fimbriyal adhezinleri kodlayarak, 

intestinal yüzeyin tanınmasını sağlar. Bu Ģekilde Salmonella bakterilerinin konağa 

adaptasyonunu kolaylaĢtırır. invH geni Salmonella sbsp. arizonae dıĢında, tüm 

Salmonella suĢlarında bulunur. Yersinia, Shigelia, Proteus ile enteroinvaziv ve 
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enteropatojenik Escherichia coli suĢlarında ise bu tip hiçbir homolog dizi tespit 

edilmemiĢtir (Dehghani ve ark., 2013 ve Sever, 2017). 

invH geni hücrede dıĢ membran lipoproteini olarak bulunur ve invG geninin 

sitoplazmadan dıĢ membran üzerine geçebilmesini sağlar. Buzağılar üzerinde yapılan 

çalıĢmalarda invH geninde oluĢturulan mutasyonların enteriti azalttığı gösterilmiĢtir. 

Ancak yine de invH geninin T3SS-1 ile iliĢkili hücre manüpilasyonlarında oynadığı 

rol tam olarak anlaĢılamamıĢtır (Pati ve ark., 2013). Ancak invH geninin T3SS 

çalıĢmasında esansiyel bir role sahip olmasının yanı sıra invH ve invG arasındaki 

etkileĢimin pilotin-sekretin gözeneklerini bir araya gelmesini sağlayan 

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

Ayrıca invH geninin yokluğunda konak hücre membranının dıĢa doğru 

geniĢlemesini sağlamakla görevli olan sipC efektör proteinin Salmonella tarafından 

üretilemediği gösterilmiĢtir (Daefler ve Russel, 1998 ve Sever, 2017).  

1.5. Salmonella AĢıları 

AĢılar, ilaçlara dirençli patojenlerin neden olduğu hastalıkların insidansının 

arttığı günümüzde, antibiyotikler, antiviral veya antiparazit ilaçlar ile 

karĢılaĢtırıldığında bulaĢıcı hastalıklarla mücadelede daha verimli ve daha ekonomik 

bir yaklaĢım sağlar (Clark-Curtiss ve Curtiss, 2018). Ġdeal bir aĢı güvenli, çapraz 

koruyuculuk sağlayan, iyi tanımlanmıĢ ve Salmonella enfeksiyonunun kontrolü için 

hücresel bağıĢıklığı indükleyeci olmalıdır (Barrow, 2007). 

Tavukların aĢılanması, kanatlı sürülerindeki Salmonella yükünün azaltılması 

için Salmonella infeksiyonlarına karĢı tavukların bağıĢıklık sistemini aktif hale 

getirmeyi amaçlar.  Günümüzde Salmonella aĢıları canlı atenüe aĢılar, inaktive aĢılar 

ve subünit aĢılar olmak üzere üç kategoriye ayrılır (Desin ve ark., 2013).  

Canlı atenüe aĢı suĢları yumurtacı sürülerde yaygın olarak kullanılırken, 

inaktive aĢıların damızlık sürülerde kullanımı daha yaygındır. Etlik piliç sürüleri 
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genellikle Salmonella'ya karĢı aĢılanmaz. Piyasada bulunan kanatlı hayvan aĢıları 

çoğunlukla Salmonella Enteritidis ve Typhimurium suĢlarına dayanmaktadır. 

Serogrup C suĢlarına karĢı aĢıların kullanımı sınırlıdır. Civcivler yumurtadan 

çıktıktan hemen sonra canlı aĢı uygulaması yapıldığında, aynı serotiplere karĢı 24 

saat içerisinde barsak kolonizasyonundan korunurlar. Buna kolonizasyon-inhibisyon 

adı verilir. Bu erken koruma, etlik piliçler de dahil olmak üzere tüm kanatlı üretim 

türlerinde faydalıdır (Eeckhaut ve ark., 2018).   

Canlı atenüe Salmonella aĢıları bakterinin virülans, metabolizma veya hücre 

içerisinde canlı kalabilme özelliklerini kodlayan esansiyel genlerin mutasyona 

uğratılmaları veya silinmeleri yoluyla elde edilir. Oral yolla uygulanabilme bu 

aĢıların önemli avantajlarındandır. Bu aĢılar organizmada antikor yanıtı 

oluĢturdukları gibi hücresel immün yanıt da oluĢturur (Nandre ve ark., 2015). Canlı 

attenüe aĢıların en büyük dezavantajı, canlı suĢun tavuklarda ve çevrelerinde uzun 

süre kalabilmesi yoluyla insan sağlığına potansiyel bir tehdit oluĢturmasıdır. Ancak 

bu durum aynı zamanda bir avantaj sağlayabilir. Bireysel aĢılamanın bir seçenek 

olmadığı durumlarda horizontal bulaĢma yoluyla sürünün bağıĢıklık kazanması 

sağlanabilir. Canlı atenüe aĢıların diğer dezavantajları, tekrar virülans özellik 

kazanabilme ihtimalleri ve Salmonella test prosedürlerinde hatalı sonuçlara neden 

olabilmeleri olarak sıralanabilir. Günümüzde birçok canlı Salmonella aĢı suĢu, farklı 

derecelerde baĢarı ile test edilmiĢtir (Desin ve ark., 2013). 

Ġnaktif aĢılar formalin, ısı veya aseton kullanımı gibi farklı yöntemlerle bakteri 

suĢlarının inaktive edilmesi ile oluĢturulur. Ġnaktif Salmonella aĢıları kas içinden 

veya deri altından uygulanır. Bu aĢıların iyi bir bağıĢıklık sağlaması için en az iki doz 

uygulama gerekmektedir. Ġnaktif aĢıların en büyük avantajı insan sağlığı için risk 

oluĢturmamalarıdır. Aynı zamanda bu aĢıların güçlü antikor tepkileri verdiği 

gösterilmiĢtir. Ancak inaktive aĢılar, bakterinin tüm antijen repertuarına sahip olan 

canlı atenüe aĢıların aksine, kısa bir süre içinde konakçı tarafından elimine edilebilir. 

Bununla birlikte inaktif aĢıların verimli olabilmesi için adjuvant kullanımı Ģarttır. Bu 

durum aĢının kullanım yollarını sınırlayıcıdır (Barrow, 2007 ve Gast, 2007).  
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Subünit aĢılar genellikle bakteri hücre yüzeyinde bulunan antijenik yapıların 

bir veya birçoğundan oluĢur. Bu yapılar proteinlerden oluĢmaktadır. AĢı için seçilen 

antijenik yapılar bakterinin önemli virülans özelliklerine sahiptir. Subünit aĢılar kas 

içi veya deri altı yolla uygulanır. Ancak uygun Ģekilde formüle edilen subünit aĢılar 

mukozal bağıĢıklık sağlamak için ağızdan verilebilir. Ġnaktif aĢılar gibi, bu tip aĢılar 

da diğer canlı organizmalarla iliĢkili biyolojik komplikasyon riski taĢımaz. Bu 

avantajlarına karĢın subünit aĢılar çoğunlukla zayıf immünojenik özelliktedir. Uygun 

adjuvanlar ile formüle edilmeleri gereklidir (Mutwiri ve ark., 2011 ve Desin ve ark., 

2013). 

Günümüzde artmaya devam eden Salmonella infeksiyonlarına karĢı korunmada 

aĢılama en etkili ve ekonomik araçtır (Varmuzova ve ark., 2016). Mevcut olan 

Salmonella aĢılarından daha etkili ve daha güvenli Salmonella aĢılarının 

geliĢtirilmesine ihtiyaç duyulmaktadır. Salmonella virulensinin genetiği hakkında 

elde edilen bilgiler ve modern rekombinant DNA teknolojisi mutant aĢı suĢlarının 

geliĢtirilmesine katkıda bulunmaktadır (Günaydın, 2008).  BaĢta civcivlerde olmak 

üzere canlı attenüe Salmonella aĢılarının Salmonella‟nın kolonizasyon ve 

inhibisyonunu azaltmakta oldukça baĢarılı olduğu bildirilmektedir (Kaya, 2017). 

Yukarıda verilen bilgiler ıĢığında bu tez çalıĢmasında etlik piliç sürülerinde en 

çok karĢılaĢılan Salmonella serotipi olan Salmonella Infantis suĢunun konak hücreye 

invazyonunu düzenleyen genlerden invH geni Lambda  ed rekombinasyon yöntemi 

ile susturularak aĢı adayı canlı mutant Salmonella Infantis suĢu elde edilmesi 

amaçlanmıĢtır. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1. Gereç 

2.1.1. Bakteri SuĢları 

ÇalıĢmada Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim 

Dalı Kültür Koleksiyonunda bulunan ve daha önce farklı yetiĢtirme tipine sahip 

kanatlı kümeslerinden altlık, toz, çevresel kaynaklardan ve kesimhane karkas 

örneklerinden izole edilen 50 adet Salmonella Infantis suĢu kullanıldı.  

2.1.2. Besiyerleri 

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

 S.O.C Medium: Condalab® CN: 2019 

 Nutrient Agar (NA): Oxoid™ 

 Mueller-Hinton Agar (MH): Oxoid™ 

 Mac Conkey Agar (MC): Oxoid™ 

 Xylose Lysine Deoxycholate agar (XLD agar): Oxoid™ 

 Tryptic Soy Broth (TSB): Sigma-Aldrich® 

2.1.3. Antiserumlar 

 Salmonella Antisera: Statens Serum Institut Diagnostica 

 Salmonella Antisera: Denka Seiken™ 

 Salmonella Antisera: BioRad 
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2.1.4. 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™ 

 Sülfametoksazol Disk: RL100 Oxoid™ 

 Trimetoprim Disk: W5 Oxoid™ 

 Tetrasiklin Disk: TE30 Oxoid™ 

2.1.5. Biyokimyasal ve Moleküler Kitler 

 Biyokimyasal Ġdentifikasyon 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 SaflaĢtırma Kiti: GeneJET PCR Purification Kit K0701 

Thermo Fisher Scientific™ 

2.1.6. 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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 TBE: 10X TBE HiMedia® 

 PCR Master Mix: Thermo Fisher Scientific™ 

 SafeView: SafeView™ Classic ABM G108 

 L-Arabinose: Sigma-Aldrich® 

2.1.7. Laboratuvar Ekipmanları 

 Biyolojik güvenlik kabini: Class II, Safety Cabinet Thermo 

Scientific™, USA ve Safe 2020 Laminar Flow 

 DNA thermal cycler: Thermo Scientific™ ARKTIK Thermocycler, 

USA  

 Elektroporatör: Bio- ad Micropulser Elektroporatör 

 Ġnkübatör: Nüve N500 Ġnkübatör 

 Çalkalamalı inkübatör: 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 

 Santrifüj: Micro CL21, Thermo Scientific™, USA 

 Soğutmalı Santrifüj: Hermle Z446K 

 Vorteks: Thermo Scientific, USA 

 Jel elektroforez ünitesi: Thermo Scientific™ Thermo Owl A2 Large 

Gel System 

 Bilgisayarlı görüntüleme sistemi: Gene Genius, Syngene, Bio 

Imaging System, USA 

 Pipetler: Thermo Scientific (Finnpipette F1) (0,5-10 μl, 2-20 μl, 10-

100 μl, 20-200 μl, 100-1000 μl) 

 Küvetler: Bio-Rad Gene Pulser (Mikropulser Elektroporasyon 

Küveti, 0,1 cm) 
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2.1.8. Primerler ve Plazmidler 

Bu çalıĢmada kullanılan primerler Primer 3 programı kullanılarak 

tasarlanmıĢtır.  

Kasetin oluĢturulması için tasarlanan primerler: 

 F 5‟ 

ATATGAAAAAATTTTATAGCTGTATTCCTGTCTTTTTACTGATCGGCTG

AATTAACCCTCACTAAAGGGCG „3 

 R 5‟ 

CGGTCATGAGTTGCTCTTCATCTTCTTTCGAACGCATGTATTGTGGAT

GTAATACGACTCACTATAGGGCTC ‟3 

Mutasyonun doğrulanması için tasarlanan primerler: 

 F 5‟ GTGTAAAAACATTGCGCCTC „3 

 R 5‟ GTTCAGCCAACGGTGATATG „3 

 

Bu çalıĢmada kullanılan plazmidler; 

 

 pKD46- λRed 

 pKD4-Kanamisin 

2.2. Yöntem 

2.2.1. Kullanılacak SuĢun Belirlenmesi 

Bu tez çalıĢmasında kullanılacak olan Salmonella Infantis suĢlarının 

belirlenmesi için; Salmonella izolasyon ve identifikasyonunda standart bir yöntem 

olan ISO 6579 prosedürü kullanıldı (ISO-6579, 2002). Bakterilerin yüzey (LPS, O-

antijenleri) ve flagella antijenlerinin (protein, H-antijenleri) tespiti için 
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serotiplendirme yapıldı. Elde edilen antijenik kombinasyonlar Kauffmann-White 

ġemasına göre değerlendirildi.  

Serotiplendirilmesi tamamlanan Salmonella Infantis suĢlarının çalıĢmaya 

uygunluğunu belirlemek için EUCAST Disk Difüzyon yöntemi kullanılarak 

antibiyotik duyarlılıkları belirlendi (EUCAST, 2020). Ampisilin ve kanamisine karĢı 

duyarlı olan suĢlar arasından ribotiplendirme kütüphanesinde en çok ribopaterni olan 

suĢ tez çalıĢmasında kullanılmak için seçildi. 

2.2.2. Hedeflenen Gen Bölgesine Uygun Oligonükleotidlerin Tasarlanması 

PC  amplifikasyonuna uygun olarak oluĢturulan oligonükleotidler iki 

kısımdan oluĢacak Ģekilde tasarlandı. Bunlardan birincisi hedef molekül ve lineer 

molekül tarafından paylaĢılan homoloji bölgesini kapsayan, ikincisi ise seçici marker 

bölgesinin PC  amplifikasyonuna hazır hale gelmesini sağlayan bölgelerdi. 

Hedeflenen bölgenin ters okuma yönünün 5' ucundan itibaren 50 nükleotid 

seçildi. Bu oligonun 3' ucuna ise FRT-PGK-gb2-neo-FRT kasetinin amplifikasyonu 

için gerekli olan “-AATTAACCCTCACTAAAGGGCG -3‟ ‟‟ dizisi eklendi. Reverse 

komplementi oluĢturmak için 3‟ ucundan itibaren 50 nükleotid seçildi. Bu oligonun 

3' ucuna ise FRT-PGK-gb2-neo-FRT kasetinin amplifikasyonu için gerekli olan       

“-TAATACGACTCACTATAGGGCTC -3‟ ” dizisi eklendi. 

2.2.3. Uygun Besiyeri ve Solüsyonların Hazırlanması 

2.2.3.1.  Selektif LB Hazırlanması 

Selektif LB besiyeri hazırlamak için 1 L LB solüsyonuna 15 g agar eklendi. 

KarıĢım otoklavlandı. Otoklavlama iĢlemi sona erdikten sonra çözelti sıcaklığı 

yaklaĢık 50°C iken antibiyotik çözeltileri eklendi ve petri kaplarına döküldü.  
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Selektif LB besiyerinin hazırlanması için antibiyotik çözeltileri aĢağıda belirtildiği 

oranda hazırlandı. 

•  Ampisilin stok solüsyonu 100 mg/ml oranında %50‟lik etanol içerisinde 

çözdürüldü. ÇalıĢma konsantrasyonu 50 µg/ml olacak Ģekilde hesaplandı. 

•  Kanamisin stok solüsyonu c = 30 mg/ml oranında ddH2O içerisinde 

çözdürüldü. ÇalıĢma konsantrasyonu 15 µg/ml olacak Ģekilde hesaplandı. 

2.2.3.2. L-arabinoz Stok Solüsyonun Hazırlanması 

25 ml‟lik tüpler içerisinde ddH2O ile %10‟luk L-arabinoz solüsyonları 

hazırlandı. L-arabinoz solüsyonları hazırlandıktan hemen sonra -20°C‟de 

dondurulmuĢ olarak saklandı. 

pRedET rekombinasyon protein ekspresyonunun uyarılması için 1.4 ml LB 

baĢına 50 µg L-arabinoz stok solüsyonu kullanıldı. Üç defadan fazla dondurulup 

çözdürülen L-arabinoz solüsyonları tekrar kullanılmadı. 

2.2.4. Homoloji Kollarına Uygun Kaset Hazırlanması 

Oligonükleotidler 10 µM konsantrasyonda olacak Ģekilde ddH2O içerisinde 

çözdürüldü.  

50 µl PC  reaksiyonu için aĢağıda verilen Ģekilde PC  karıĢımı hazırlandı. 

• 34,5 µl - dH2O 

• 10 µl - 5X PCR buffer 

• 2 µl - 5 mM dNTP 

• 1 µl - upper oligonükleotid 

• 1 µl - lower oligonükleotid 

• 0,5 µl - fusion polimerase 
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PC  iĢlemi sırasında primerlerin hedeflenen bölgeye bağlanması için optimal 

sıcaklık 57°C – 62°C olarak belirlendi. PC  profili; 

 98°C – 30 sn 

 98°C – 30 sn 

 57°C – 30 sn 

 72°C – 90 sn 

 72°C – 10 dk 

ve 30 döngü olacak Ģekilde ayarlandı. 

PC 'nin baĢarılı olduğundan emin olmak için elektroforez jel üzerinde 5 µl 

PC  ürünü kontrol edildi. Elde edilen PC  ürünü DNA konsantrasyonu 100-400 

ng/μl olacak Ģekilde ayarlandı. 

2.2.5. Salmonella Infantis’in pRedET Plazmidi ile Transformasyonu 

Seçilen Salmonella Infantis suĢundan tek koloniler elde etmek için selektif LB 

agara ekim yapıldı. Yapılan ekim sonunda 1-2 koloni seçilerek 1 ml LB içeren 

tüplere inoküle edildi. Çalkalamalı etüv içerisinde 37°C‟de bir gece inkübasyona 

bırakıldı.  

Bir sonraki aĢamaya geçebilmek için %10‟luk gliserol çözeltisi ve 

elektroporasyon küvetleri buz üzerinde yaklaĢık 2 saat soğutuldu. Santrifüj sıcaklığı 

2°C‟ye ayarlandı.  

Gece boyu inkübasyona bırakılan taze kültürden 30 μl alınarak 1,4 ml LB 

besiyeri içeren mikrosantrifüj tüpü içerisine inoküle edildi. Mikrosantrifüj tüpü 1000 

rpm hızda ve 37°C‟de yaklaĢık 2 saat inkübasyona bırakıldı. 

Ġnkube edilen bakteri hücrelerini elektroporasyona hazırlamak için 

inkübasyona bırakılan mikrosantürfüj tüpü daha önceden soğutulmuĢ santürfüj 
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içerisinde 11,000 rpm hızda santrifüj edildi. Elde edilen üründen süpernatant hızlıca 

uzaklaĢtırıldı ve pelet kısım buz üzerine konuldu. SoğutulmuĢ 1 ml ddH2O eklenerek 

pipetleme iĢlemi yapıldı. Hazırlanan süspansiyon çözelti ile santrifüj iĢlemi 

tekrarlandı. Tüpte 20 µl ila 30 µl kalacak Ģekilde süpernatant bir kez daha atıldı ve 

tüp buz üzerinde bekletildi. 

Hazırlanan hücre peletine  ed/ET rekombinasyon protein ekspresyon plazmidi 

olan p edET‟ten 1 µl eklendi ve karıĢtırıldı. Buz üzerinde tutulan tüpte bulunan 

süspansiyon soğutulmuĢ elektroporasyon küvetine aktarıldı. Elektroporatör 1350 V 

ve 5 ms pulse olacak Ģekilde ayarlandı ve elektroporasyon iĢlemi gerçekleĢtirildi.  

Elektropore edilmiĢ hücreler antibiyotiksiz 1 ml LB besiyerine ekildi. 1000 

rpm‟e ayarlanan çalkalamalı etüvde 70 dakika 30°C'de (pRedET plazmidi 37°C‟de 

inaktiveolacağı için) inkübe edildi.  

Ġnkübasyon süresinin sonunda öze ile pRedET plazmidine bağlı olarak 

hazırlanan ampisilin (50 μg/ml) içeren LB agar üzerine 100 μl ekim yapılarak 

30°C'de inkübe edilerek gece boyu üremeye bırakıldı. 

2.2.6. Hedeflenen Kromozomal DNA Bölgesinin Kesilmesi 

Kromozom üzerindeki DNA parçasının kesilmesi için kullanılacak homoloji 

FRT-PGK-gb2-neo-FRT kaseti hazırlandı. 

Bir önceki basamakta hazırlanan ve antibiyotikli LB agar üzerinde üremeye 

bırakılan bakterilerden 1 koloni alınarak mikrosantrifüj tüpü içerisinde 1 ml LB 

antibiyotikli besiyerine ekim yapıldı ve 30°C'de 24 saat inkübe edildi. 

Bir sonraki aĢamaya geçebilmek için %10‟luk gliserol çözeltisi ve 

elektroporasyon küvetleri buz üzerinde yaklaĢık 2 saat soğutuldu. Santrifüj sıcaklığı 

2°C‟ye ayarlandı. Bir önceki adımda olduğu gibi 1,4 ml antibiyotikli LB besiyeri 

içeren kapaklı miktosantrifüj tüpleri hazırlandı. Bir gece önce inkübasyona bırakılan 
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kültürden 30 µl alınarak inoküle edildi ve 30°C'de 1100 rpm hızda çalkalamalı 

olacak Ģekilde yaklaĢık 2 saat inkübe edildi. 

Ġki saat inkübasyon sonucunda tüpe 50 µl %10 L-arabinoz eklendi ve %0,3-

%0,4'lük bir son konsantrasyon elde edildi. L-arabinoz, Red/ET rekombinasyon 

proteinlerinin eksprese olmasının indüklenmesini sağladı. Elde edilen ürün 37°C'de 

45 dakika çalkalamalı etüvde inkübasyona bırakıldı. 

Bakteri hücrelerinin elektroporasyona hazırlanması için 2°C'ye soğutulmuĢ bir 

santrifüjünde 11.000 rpm'de 30 saniye santrifüj iĢlemi gerçekleĢtirildi. OluĢan 

süpernatant hızla uzaklaĢtırıldı ve tüp buz içerisine koyuldu. 1 ml soğutulmuĢ ddH2O 

eklenerek pipetleme ile karıĢtırıldı. Pipetleme iĢleminden sonra santrifüj 

tekrarlanarak bakteri hücreleri yeniden süspanse edildi. Santrifüj sonucunda tüpte 

yaklaĢık 20 µl ila 30 µl arasında ürün kalacak Ģekilde oluĢan süpernatant bir kez daha 

atıldı. Mikrosantrifüj tüpü buz üzerinde tutuldu. 

Hazırlanan lineer FRT-PGK-gb2-neo-FRT parçasından 2 µl eklendi ve 

pipetleme ile karıĢtırıldı. KarıĢım önceden soğutulmuĢ elektroporasyon küvetlerine 

aktarıldı. Elektroporatör 1350 V, 10 µF, 600 Ohms Ģeklinde ayarlandı ve 

elektroporasyon iĢlemi gerçekleĢtirildi. Elektroporasyon iĢlemi gerçekleĢtirilen 

küvete antibiyotik içermeyen 1 ml LB besiyeri eklendi ve pipetleyerek karıĢtırıldı. 

Küvet içerisinde elde edilen karıĢım mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı ve 37°C'de 

çalkalamalı etüvde 3 saat inkübe edildi.  ekombinasyonun bu aĢamada 

gerçekleĢmesi hedeflendi. 

Ġnkübasyon aĢamasından sonra 30 sn boyunca santrifüj edilen üründen 900 µl 

süpernatant atıldı. Elde edilen bakteri hücreleri kanamisin (15 μg/ml) içeren LB agar 

üzerine ekildi. Agar gece boyunca 37°C'de inkübasyona bırakıldı. 
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2.2.7. Gen Delesyonunun Doğrulanması 

Gen delesyonunun doğrulanması için elde edilen koloniler PC  ile analiz 

edildi. Besi yeri üzerinden tek bir koloni seçildi. DNA ekstraksiyonu için Thermo 

Scientific™ GeneJET Genomic DNA Purification Kiti kullanıldı. Yöntem olarak kit 

prosedürü içerisinde bulunan Gram negatif bakteriler için DNA saflaĢtırma protokolü 

kullanıldı. 

DNA ekstraksiyonundan sonra amplifikasyon, elektroforez ve görüntüleme 

olmak üzere üç aĢamada gen delesyonu doğrulaması yapıldı. PC  karıĢımı aĢağıda 

belirtilen oranlar ile son hacim 25 μl olacak Ģekilde hazırlandı. 

 14,8 μl nuclease free water 

 2,5 μl 10 x PC  buffer solution 

 3 μl MgCl2 (25 mM) 

 0,5 μl dNTP (10 mM) 

 1 μl forward primer (10 pmol) 

 1 μl reverse primer (10 pmol) 

 0,2 μl Taq DNA polymerase 

Elde edilen PC  karıĢımından her bir tüpe 23 μl dağıtıldı ve her birine 2 μl 

örnek DNA eklendi. PCR profili; 

 95°C – 3 dk 

 94°C – 30 sn 

 64°C – 1 dk 

 72°C – 90 sn 

 72°C – 10 dk 

ve 35 döngü olacak Ģekilde ayarlandı. 
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PC  uygulaması sonucunda oluĢan amplifikasyon ürünlerinin her birinden 5 μl 

alındı. 6X Loading Dye solüsyonundan 2 μl eklenerek karıĢtırıldı ve %1,5 agaroz 

içeren jele yüklendi. Jeldeki birinci göze 5 μl DNA marker konularak 180 voltta 60 

dk elektroforez iĢlemi uygulandı. Syngene Biyo-Görüntüleme sistemi kullanılarak 

jeldeki örnekler görüntülendi. 

2.2.8. pRedET Plazmidinin Mutant Salmonella Infantis SuĢundan 

Çıkarılması 

pRedET plazmidi FRT-PGK-gb2-neo-FRT kasetinin transformasyonundan 

sonra 37°C‟de gerçekleĢtirilen inkübasyon iĢlemlerinde kopyalanamayacak Ģekilde 

tasarlanmıĢtır. Bu nedenle pRedET plazmidinin S. Infantis suĢu içerisinden 

çıkarılması için elde edilen bakteri kolonileri 50 μg/mL ampisilin içeren LB agar 

üzerinde 37°C‟de 24 saat inkübe edildi. Antibiyotik dirençliliğinin ortadan kalkması 

nedeniyle mutant bakterilerin bu inkübasyon sonucunda üreme göstermemesi 

hedeflendi. 

2.2.9. Mutant Bakterinin Değerlendirilmesi 

Elde edilen mutant Salmonella Infantis suĢunun fenotipik özelliklerinin 

değerlendirilmesi ve saha suĢu ile karĢılaĢtırılması için koloni morfolojisi, 

biyokimyasal test analizleri, hareket muayenesi ve antibiyotik direnç profilleri 

incelendi. 

Koloni morfolojisinin incelenmesi için genel besiyerleri olan kanlı agar ve NA 

kullanıldı. 

Biyokimyasal özelliklerinin belirlenmesi için Microgen® GnA-ID 

Biyokimyasal Ġdentifikasyon kiti kullanıldı. Microgen® GnA-ID Biyokimyasal 

Ġdentifikasyon kiti içerisinde bulunan GN-A paneli protokolü kullanılarak 

biyokimyasal testler gerçekleĢtirildi.  
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OluĢturulan mutant bakterinin hareket özelliklerinde herhangi bir değiĢiklik 

gerçekleĢip gerçekleĢmediğinin belirlenmesi amacıyla TSB yarı katı besi yeri 

hazırlandı ve iğne uçlu öze yardımıyla hazırlanan besiyerinin orta hattından olacak 

Ģekilde ekim yapıldı. Hareket muayenesinin yapılması için 37°C‟de 24 saat 

inkübasyona bırakıldı. 

Antibiyotik direnç profillinde meydana gelmesi muhtemel değiĢikliklerin 

belirlenmesi için parantez içinde belirtilen konsantrasyonlarda Oxoid marka 

Ampisilin (25 μg), Streptomisin (10 μg), Siprofloksasin (10 μg), Gentamisin (10 μg), 

Kloramfenikol (30 μg), Sülfametoksazol (100 μg), Trimetoprim (5 μg), ve 

Tetrasiklin (30 μg) antibiyotik diskleri kullanılarak Mueller-Hinton agara ekim 

yapılarak EUCAST 2020 kriterlerine uygun olacak Ģekilde disk difüzyon yöntemi 

kullanıldı (EUCAST, 2020).  

LB medium besiyerinde 1 gece boyunca inkübasyona bırakılan bakterilerin, 

serum fizyolojik içinde, McFarland tüp №: 0,5 bulanıklık standardında olacak 

Ģekilde inokulumu hazırlandı. Hazırlanan inokulum McFarland 0,5 dansitometre 

(Grant Bio DEN-1 McFarland Densitometer) ile ölçüldü. Hazırlanan inokulumdan 

MH agar plaklarına üç yönde olacak Ģekilde yayma ekim yapıldı. Antibiyotik diskleri 

agarlara yerleĢtirilerek 24 saat inkübasyona bırakıldı.  

Çizelge 2.1. Kullanılan antibiyotik ajanlar. 

Antibiyotik Disk Zon Çapı 

 R I S 

Ampisilin AML25 μg ≤13 14-16 ≥17 

Gentamisin GN10 μg ≤12 13-14 ≥15 

Streptomisin S10 μg ≤11 12-14 ≥15 

Siprofloksasin CIP10 μg ≤15 16-20 ≥21 

Kloramfenikol C30 μg ≤12 13-17 ≥18 

Sülfametoksazol RL100 μg ≤12 13-16 ≥17 

Trimetoprim W5 μg ≤10 11-15 ≥16 

Tetrasiklin TE30 μg ≤11 12-14 ≥15 
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3. BULGULAR 

3.1. Kullanılacak Salmonella Infantis SuĢunun Belirlenmesine Ait 

Bulgular 

3.1.1. Biyokimyasal ve Serolojik Analizlere Ait Bulguları 

Bu tez çalıĢmasında kullanılacak olan suĢun belirlenmesi için; Ankara 

Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Kültür 

Koleksiyonunda bulunan 50 adet Salmonella Infantis suĢu canlandırıldı. ISO 6579 

prosedürü kullanılarak bakterilerin yüzey (LPS, O-antijenleri) ve flagella 

antijenlerinin (protein, H-antijenleri) tespiti için serotiplendirme yapıldı. 

Serotiplendirme sonucunda suĢların White-Kauffmann-Le Minor Ģemasında Grup 

O:7 (C1) içerisinde olduğu tespit edildi. Salmonella suĢlarının antijenik formulasyonu 

“6,7:r:1,5” olarak doğrulandı.  

Serotiplendirilmesi tamamlanan Salmonella Infantis suĢlarının çalıĢmaya 

uygunluğunu belirlemek için EUCAST Disk Difüzyon yöntemi kullanılarak 

belirlenen antibiyotik duyarlılıklarına göre Ampisilin ve Kanamisine en duyarlı suĢ 

mutasyon için seçildi. 

Seçilen Salmonella Infantis suĢunun biyokimyasal özellikleri Microgen® 

GnA-ID System kiti ile belirlendi. 
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Çizelge 3.1. Seçilen S. Infantis suĢunun biyokimyasal özellikleri. 

Biyokimyasal Özellik Sonuç 

Lizin Pozitif (+) 

Ornithine Pozitif (+) 

H2S Pozitif (+) 

Glikoz Pozitif (+) 

Mannitol Pozitif (+) 

Ksiloz Pozitif (+) 

O.N.P.G. Negatif (-) 

Indol Negatif (-) 

Üre Negatif (-) 

V.P. Negatif (-) 

Sitrat Pozitif (+) 

T.D.A. Negatif (-) 

3.1.2. DNA Ġzolasyonuna Ait Bulgular 

ÇalıĢma için seçilen Salmonella Infantis suĢunun DNA izolasyonu 

tamamlandıktan sonra spektrofotometre (Nano Drop 2000) ile elde edilen DNA 

izolatının miktarı belirlendi. Buna göre DNA oranı 260/280 olacak Ģekilde seçildi. 

3.2. Homoloji Kollarına Uygun Kaset Hazırlanmasına Ait Bulgular 

Delesyonu hedeflenen gen bölgesine her iki uçtan FRT-PGK-gb2-neo-FRT 

kaseti bağlanacak Ģekilde homoloji kollarını kapsayan ve tasarlanan primerler ile 

gerçekleĢtirilen PC  reaksiyonu sonucunda agaroz jel üzerinde 1736 bp olarak 

hedeflenen bölgede tespit edilen bant ile tasarlanan kaset oluĢumu doğrulandı. 
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ġekil 3.1. Tasarlanan kasetin PC  görüntüsü ile konfirmasyonu. 

3.3. pRedET plazmidinin Transformasyonuna Ait Bulgular 

pRedET plazmidinin seçilen Salmonella Infantis suĢuna baĢarılı bir Ģekilde 

transformasyonunun gerçekleĢtirildiğinin gösterilmesi için 50 µg/mL Ampisilin 

içeren LB agara ekim yapıldı. 30 °C‟de 24 saat süren inkübasyon sonucunda agar 

üzerinde üreyen kolonilerin serolojik olarak Salmonella Infantis olduğunun 

doğrulanması ile pRedET plazmidinin transformasyonu doğrulandı. 
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ġekil 3.2. pRedET plazmidinin transformasyonu sonucunda Ampisilin içeren besi yerinde üreyen S. 

Infantis kolonileri. 

3.4. Hedeflenen Kromozomal DNA Bölgesinin Kesilmesine Ait Bulgular 

 

ġekil 3.3. Transformasyon iĢlemi sonucunda Kanamisin'e karĢı direnç kazanan S. Infantis kolonileri. 

invH geninin kesilmesi için FRT-PGK-gb2-neo-FRT kasetinin Salmonella 

Infantis suĢuna transformasyonu yapılmıĢtır. Transformasyon iĢleminin 

doğrulanması için elde edilen bakteri hücreleri kanamisin (15 μg/ml) içeren LB agar 

üzerine ekildi. Ürünler gece boyunca 37°C'de inkübasyona bırakıldı. Transformasyon 

iĢlemi öncesinde kanamisine duyarlı olan S. Infantis suĢunun 15 μg/ml kanamisin 
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içeren LB agar üzerinde üremesi ile transformasyon iĢlemi fenotipik olarak 

doğrulandı. 

invH geninin delesyonunun doğrulanması için elde edilen koloniler PC  ile 

analiz edildi. 15 μg/ml kanamisin içeren LB agar üzerinde üremiĢ olan FRT-PGK-

gb2-neo-FRT kaseti ile transforme edilmiĢ tek bir koloni seçilerek PCR analizi 

gerçekleĢtirildi. PC  ürünlerinin agaroz jel üzerinde görüntülendi. Görüntüleme 

sonuçlarına göre 1923 bp‟lik bantların oluĢması ile mutasyon iĢlemi moleküler 

olarak doğrulandı. Mutasyon iĢlemi gerçekleĢtirilmeyen saha suĢunun ise aynı 

primerler ile 542 bp‟lik bant oluĢturduğu gösterildi. 

 

ġekil 3.4. Plazmid eliminasyonu yapılan suĢa spesifik olarak dizayn edilen primerler ile yapılan PC  

sonucu elde edilen jel elektroforez görüntüsü (M: DNA Ladder MT-1: Mutant S. Infantis MT-2: 

Mutant S. Infantis WT: Saha suĢu N: Negatif kontrol). 
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3.5. pRedET Plazmidinin Mutant Salmonella Infantis SuĢundan 

Çıkarılmasına Ait Bulgular 

pRedET plazmidi FRT-PGK-gb2-neo-FRT kasetinin transformasyonundan 

sonra 37°C‟de gerçekleĢtirilen inkübasyon iĢlemlerinde kopyalanamayacak Ģekilde 

tasarlanmıĢtır. Bu nedenle pRed/ET plazmidinin S. Infantis suĢu içerisinden 

çıkarılması için elde edilen bakteri kolonileri 50 μg/mL ampisilin içeren LB agar 

üzerine pasajlanarak 37°C‟de 24 saat inkübe edildi. Ġnkübasyon sonucunda üreme 

gözlenmemesi ile pRedET plazmidinin baĢarılı bir Ģekilde mutant Salmonella Infantis 

suĢundan çıkarıldığı kanıtlandı. 

3.6. Mutant Bakterinin Değerlendirilmesine Ait Bulgular 

Elde edilen mutant Salmonella Infantis suĢunun fenotipik özelliklerinin 

değerlendirilmesi ve saha suĢu ile karĢılaĢtırılması için koloni morfolojisi, 

biyokimyasal test analizleri, hareket muayenesi ve antibiyotik direnç profilleri 

incelendi.  

Mutant Salmonella Infantis suĢu ile saha suĢu olan Salmonella Infantis‟in in 

vitro analizlerine göre; mutant bakterinin fenotipik özelliklerinde herhangi bir 

değiĢiklik bulunmadığı belirlendi. Tüm ĢuĢlarda besi yerinde üreme özellikleri ile 

biyokimyasal test analiz sonuçlarının aynı olduğu belirlendi. 

Mutant Salmonella Infantis suĢu ile saha suĢu olan Salmonella Infantis suĢunun 

hareket yeteneklerinin karĢılaĢtırıldığında ise yarı katı besiyerinde yapılan 

analizlerde herhangi bir farklılık tespit edilmedi. 

Ġki bakterinin antibiyotik direnç profillinde meydana gelmesi muhtemel 

değiĢikliklerin belirlenmesi için gerçekleĢtirilen antibiyogram test sonuçlarına göre 

invH geni çıkarılmıĢ olan Salmonella Infantis suĢunun antibiyotik direnç profilinde 

herhangi bir değiĢiklik olmadığı tespit edildi.  
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4. TARTIġMA 

Salmonella infeksiyonlarına karĢı geliĢtirilen ilk aĢının üzerinden yüz yıldan 

fazla zaman geçmiĢ olmasına rağmen Salmonella infeksiyonları mortalite ve 

morbidite oranları ile önemini korumaya devam etmektedir. S. Typhi‟e karĢı dünya 

genelinde yapılan etkili sürveyans çalıĢmaları ile bakterinin etkinliği oldukça 

kısıtlanmıĢ olması, S. Infantis, S. Typhimurium ve S. Enteritidis gibi diğer invaziv 

Salmonella etkenlerine karĢı farkındalığı artırmıĢtır (Tennant ve Levine, 2015). 

Salmonella etkenlerine karĢı kullanılan canlı aĢılar mukozal bağıĢıklığı uyarma ve 

hayvanlarda Salmonella kolonizasyonunu azaltma özelliklerine sahiptir. Bu nedenle, 

yumurtadan çıkımdan hemen sonra kullanılabilirler. Hofacre ve ark. (2021) yaptıkları 

çalıĢmada koruma düzeyini artırmak ve daha iyi bağıĢıklık elde etmek için canlı 

aĢılar ile yapılan ilk aĢılamadan birkaç hafta sonra ek dozların gerekli olduğunu 

bildirmiĢlerdir. Kanatlı hayvanların canlı Salmonella aĢıları ile aĢılanması, kanatlı 

Ģirketlerinin giderek artan müĢteri talebini karĢılamaya çalıĢırken gıda güvenliğini 

sağlamak için geliĢtirilen koruma ve kontrol programlarında önemli bir yer teĢkil 

etmeye baĢlamıĢtır. Bu nedenle canlı mutant Salmonella aĢıları kanatlı hayvan 

yetiĢtiriciliğinde kritik bir rol oynamaktadır (Hofacre ve ark., 2021). 

Günümüzde uygulanan koruma ve kontrol programlarına rağmen Salmonella 

serotiplerinin neden olduğu Salmonella infeksiyonları hem insan hem de hayvan 

sağlığı için büyük bir tehdit yaratmaya devam etmektedir. Kanatlı hayvanlarda 

Salmonella infeksiyonlarını kontrol altına almak için günümüzde birçok farklı 

uygulama bulunmaktadır. AĢılama bu uygulamalar içerisinde en etkin role sahip 

yöntemlerden birisidir. Kanatlı hayvan sürülerindeki Salmonella prevelansını aĢılama 

yoluyla azaltmak yaĢanacak verim kaybına bağlı maddi zararları azaltmanın yanı sıra 

insan ve toplum sağlığını korumak için uygulanabilecek en rasyonel yöntemlerden 

birisidir. Bu nedenle Salmonella aĢı çalıĢmaları araĢtırmacıların üzerine yoğunlaĢtığı 

oldukça önemli bir konudur. Tüm aĢı çalıĢmalarında olduğu gibi Salmonella aĢı 

çalıĢmalarında da ortak hedef etkin bir koruyucu bağıĢıklık sağlamaktır.  
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Bu tez çalıĢmasında EFSA ve WHO (WHO, 2018 ve EFSA, 2021) raporlarına 

göre günümüzde etlik piliç sürülerinden en çok izole edilen ve insanlarda görülme 

sıklığı her geçen gün artmakta olan Salmonella Infantis serovarına karĢı aĢı adayı 

olabilecek invH mutant canlı Salmonella Infantis suĢu geliĢtirilmesi hedeflenmiĢtir. 

Aynı zamanda ülkemizde uygulanmakta olan Ulusal Salmonella Kontrol Programı 

verilerine göre S. Infantis etlik piliç sürülerinden en çok izole edilen suĢ 

konumundadır (Ulusal Salmonella Kontrol Programı, 2018).  

Bu çalıĢma sonucunda elde edilen bakteri suĢunda gerçekleĢtirilen mutasyon 

moleküler yöntemler ile doğrulanmıĢtır. ÇalıĢma sonucunda elde edilen mutant suĢun 

fenotipik özellikleri in vitro koĢullarda incelenmiĢtir. Yapılan literatür 

araĢtırmalarında invH mutant S. Infantis suĢları hakkında çok az sayıda çalıĢmaya 

rastlanmıĢtır. Aynı zamanda bu çalıĢma ülkemizde invH geni mutant    S. Infantis ile 

yapılan ilk çalıĢma olma özelliğini taĢımaktadır. 

Lambda-Red rekombinasyon yöntemi kromozomal düzeyde ekleme, silme ve 

nokta mutasyonları oluĢturmak için basit ve çok yönlü bir yöntem olmakla beraber 

Escherichia coli, Salmonella ve Shigella baĢta olmak üzere Gram negatif 

bakterilerde genetik değiĢiklikler yapmak için güçlü bir araçtır (Mosberg ve ark., 

2010 ve Ahani Azari ve ark., 2015). Günümüzde Lambda-Red rekombinasyon 

yöntemini farklı plazmidler kullanılarak gerçekleĢtirmek mümkündür. Datsenko ve 

Wanner (2000) yaptıkları çalıĢma sonucunda Lambda-Red rekombinasyonu 

ekspresyon plazmidlerinden pKD46‟nın rekombinasyona en elveriĢli plazmid 

olduğunu göstermiĢlerdir. Ayrıca diğer rekombinasyon yöntemleri ile 

karĢılaĢtırıldığında Lambda-Red rekombinasyon yönteminden daha hızlı sonuç 

almak mümkündür. Bu tez çalıĢmasında ise  ed/ET ekspresyon plazmidi (pRedET) 

ve FRT-PGK-gb2-neo-FRT template DNA kullanılmıĢtır.  ed/ET ekspresyon 

plazmidi (pRedET) ve FRT-PGK-gb2-neo-FRT template DNA ticari olarak satılan 

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

Salmonella serotiplerinde invH geninde oluĢturulacak mutasyonlar için farklı 

yöntemler kullanılmıĢtır. Watson ve ark. (1995) yaptıkları çalıĢmada TnphoA isimli 

transpozonu kullanarak S. Typhimurium ve S. Dublin‟de invH mutasyonunu 
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gerçekleĢtirmiĢlerdir. Bir baĢka çalıĢmada Pati ve ark. (2013), pInvH plazmidi ile S. 

Typhimurium‟dan invH geninin delesyonunu gerçekleĢtirmiĢtir. Bu çalıĢmalar 

incelendiğinde oluĢabilecek istenmeyen rekombinasyonlar ve ilgili plazmidlerin 

temin edilmesinin zorluğu nedeniyle gerçekleĢtirilecek mutasyonun Lambda-Red 

yöntemiyle yapılmasının daha uygun olduğu düĢünülmüĢtür. 

ÇalıĢmanın rekombinasyon aĢamasının baĢarılı bir Ģekilde tamamlanması için 

Quick & Easy E. coli Gene Deletion kitinin protokolüne göre lamda red genlerinin 

ekspresyonu ilk olarak 30°C‟de, ilerleyen aĢamada ise 37°C‟de yaklaĢık 1 saat 

hücrelerin inkübasyonunu önermiĢtir. Yapılan diğer bir çalıĢmada Murphy ve 

Campellone (2003), elektroporasyon aĢamasından önce hücreleri ilk olarak 30°C‟de 

ardından 42°C'de 15 dakika inkübe etmiĢlerdir. Buna paralel olarak Sharan ve ark. 

(2009), rekombinasyon genlerinin 30°C-34°C gibi düĢük sıcaklıklarda eksprese 

edilemeyeceğini belirtmiĢ, elde edilen bakteri kültürünün 15 dakika süresince 

42°C'de inkübe edilmesi sonucunda rekombinasyon genlerinin eksprese edileceğini 

göstermiĢlerdir. Bu tez çalıĢması ticari kitten uyarlandı ve baĢarıyla mutasyon iĢlemi 

gerçekleĢtirildi. Ancak benzer çalıĢmalar diğer yöntemler ile baĢarılı sonuçlar 

alınabileceğini göstermektedir.  

Bağırsak epitel hücrelerine adhezyon enterik patojen Salmonella'nın patojenik 

yaĢam döngüsündeki en önemli basamaklardan birisidir. Bakteri, zara bağlı 

veziküllerde bağırsak epitelinden geçerek, lamina propria ve retiküloendotelyal 

sistem hücrelerine ulaĢır (Kim, 2003). Watson ve ark. (1995), invH genini mutasyona 

uğrattıkları çalıĢmalarında S. Typhimurium ve S. Dublin ile çalıĢmıĢ, mutant 

bakterilerin Gentamisin dirençliliğinde bir değiĢim olmadığını ortaya koymuĢlardır. 

Bu sonuçlar bu tez çalıĢmasındaki sonuçlar ile örtüĢmektedir. Aynı zamanda yapılan 

hayvan deneylerinde invH geni mutasyona uğratılan Salmonella serotiplerinin 

bağırsak mukozal hücrelerine invazyon yeteneğinin ve Salmonella‟ya bağlı enterit 

vakalarının önemli ölçüde azaldığı gösterilmiĢtir. Ancak bazı hassas hayvanların 

mutant bakteri ile infekte edildikten 48 saat sonra bağırsak epitellerinde yangıya 

rastlanmıĢtır. Bu sonuçlar invH mutant S. Infantis serotipinin önemli bir mutant canlı 

aĢı adayı olduğunu desteklemektedir. 
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Pati ve ark. (2013), invH geni mutasyona uğratılmıĢ S. Typhimurium ile fareler 

üzerinde yaptıkları çalıĢmalarda invH geni mutasyona uğratılmıĢ Salmonella 

bakterilerinin mezenterik lenf düğümlerini infekte etme kabiliyetlerinin vahĢi serotip 

ile aynı olduğunu göstermiĢlerdir. Ancak bağırsak epitelinde yaptıkları çalıĢmalar 

mutant bakterinin bağırsak epitelinde infeksiyon oluĢturma yeteneğinin önemli 

ölçüde azaldığını göstermiĢtir. Bu sonuç invH geninin bakterinin bağırsak epiteline 

invazyon yeteneğinde önemli bir rol oynadığını kanıtlamaktadır. 

Salmonella hücrelerinde elektroporasyon iĢlemi için O'Callaghan ve Charbit 

(1990) S. Typhimurium‟da Bio- ad markalı elektroporatör ile 0,2 cm açıklığa sahip 

elektroporasyon küvetlerini kullanmıĢ ve 2,5 kV‟lık akım uygulamıĢlardır. Bu tez 

çalıĢmasında ise aynı marka elektroporasyon cihazı kullanıldı ancak 0,1 cm açıklığa 

sahip küvetler kullanılmasının yanı sıra ticari kitte kullanılması önerilen 1,35 kV 

akım uygulandı. Elektroporasyon iĢleminin baĢarılı bir Ģekilde tamamlanması 

uygulanan farklı akım Ģiddetlerinin ve küvet açıklıklarının uygulanabilir olduğunu 

göstermektedir. 

Elektroporasyon iĢlemi bakteri hücreleri için yıpratıcı olmaktadır. Bu nedenle 

elektroporasyon iĢlemini takiben hızlı bir Ģekilde hücrelerin LB broth içerisinde 

inkübe edilmesi gerekir (Sharan ve ark., 2009). Ancak LB broth‟un içerdiği tuz 

nedeniyle elektroporasyon sonrası bakterilerin yaĢaması için çok elveriĢli 

olamayabileceği gösterilmiĢtir (Murphy, 2016). LB broth yerine SOC besiyerinin 

daha iyi bir alternatif olarak kullanılabileceğini Sun ve ark. (2009) yaptıkları bir 

çalıĢmada göstermiĢlerdir. Bu tez çalıĢmasında elektroporasyon iĢleminin ardından S. 

Infantis hücreleri SOC besi yeri içerisinde 4 saat süreyle inkübe edilmiĢtir. 

Sonuçların baĢarılı olması LB broth yerine SOC besiyerinin kullanımının da uygun 

olabileceğini kanıtlar niteliktedir. 

Lambda- ed yöntemi ile gerçekleĢtirilen mutasyonlar sırasında en kritik 

noktalardan birisi de kullanılan suĢların antibiyotik dirençlilik profilleridir. Quick & 

Easy E. coli Gene Deletion kitinin protokolüne göre çalıĢma sırasında kullanılacak 

antibiyotiklerin yoğunluğunun ampisilinin 50 μg/ml, kanamisinin ise 15 μg/ml 

olması gerektiğini belirtmiĢlerdir. Ancak bakteri suĢlarının antibiyotik dirençlilik 
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profilleri suĢların izole edildiği ülkelerde kullanılan antibiyotik çeĢitlerine ve 

antibiyotik kullanım prosedürlerine göre farklılık gösterebilmektedir. Bu durum göz 

önüne alındığında bu tez çalıĢmasında kullanılan kanamisin konsantrasyonu 50 

μg/ml olarak belirlendi. Tavsiye edilenden farklı olarak düzenlenen antibiyotik 

konsantrasyonunda çalıĢmanın baĢarılı bir Ģekilde tamamlanması için, çalıĢmadan 

önce suĢların antibiyotik direnç profillerinin belirlenmesinin önemini göstermektedir. 

Altmeyer ve ark. (1993), invH geninde meydana getirilen mutasyonun farklı 

Salmonella serotiplerini nasıl etkilediğini ortaya koymuĢtur. Bu çalıĢmaya göre elde 

edilen mutant suĢların invazyon yetenekleri hücre kültüründe test edilmiĢ ve            

S. Typhimurium, S. Gallinarum, S. Enteritidis, S. Choleraesuis ve S. Typhi invH 

mutantlarının invazyon yetenekleri incelenmiĢtir. ÇalıĢma sonuçlarına göre tüm 

serotiplerin invazyon yetenekleri belirli oranda azalma gösterse de konakçı spesifik 

Salmonella serotipleri mutasyondan en çok etkilenmiĢ ve invazyon yeteneklerini en 

çok kaybeden suĢlar olmuĢlardır. Bunun yanı sıra geniĢ konakçı aralığına sahip diğer 

Salmonella suĢlarının kolonizasyon yetenekleri, mutasyondan daha az etkilenmiĢtir. 

Bu sonuç geniĢ konakçı aralığına sahip S. Infantis suĢlarında invH gen mutasyonu ile 

ilgili daha fazla çalıĢma yapılması gerektiğini göstermesinin yanı sıra konak spesifik 

suĢlar için umut vadetmektedir.  

Daefler ve Russel (1998), S. Typhimurium ile yaptıkları bir çalıĢmada invH 

geninin invG lipoproteininin hücre duvarına yerleĢimi için gerekli olduğunu 

kanıtlamıĢlardır. Salmonella bakterileri SP-1 tarafından kodlanan T3SS ile hedef 

hücrenin sitoplazmasına girebilir. T3SS ise invG geni ile kodlanmaktadır (Crago ve 

Koronakis 1998). Bu çalıĢmalar invH geni mutasyona uğratılmıĢ S. Infantis 

mutantının hücreye adhezyon yeteneğinin kısıtlandığını gösteren çalıĢmalar ile 

örtüĢmektedir ve invH mutantı S. Infantis‟in iyi bir canlı aĢı adayı olabileceğini 

desteklemektedir. 
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5. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

Günümüzde dünyada ve ülkemizde görülme sıklığı hızla artan S. Infantis 

suĢlarına karĢı geliĢtirilmiĢ bir aĢı bulunmamaktadır. Bu amaçla aĢı adayı olacak 

mutant S. Infantis mutant suĢu oluĢturulmuĢ, oluĢturulan suĢ moleküler yöntemler ile 

doğrulandıktan sonra karakteristik özellikleri saha suĢu ile karĢılaĢtırılmıĢtır. 

ÇalıĢma sonucunda elde edilen mutant S. Infantis suĢunun antibiyotik 

dirençlilik özelliklerinde ve biyokimyasal özelliklerinde herhangi bir değiĢime 

rastlanmamıĢtır. 

Bu çalıĢma sonucunda gelecekte prevalansının artması öngörülen serotiplere 

karĢı aĢı adayı suĢların geliĢtirilebileceği öngörülmektedir. Salmonella Koruma ve 

Kontrol Programı kapsamında aĢı adayı suĢların geliĢtirilmesi için güncel 

rekombinant DNA teknolojilerinin kullanımı önerilmiĢtir. Elde edilecek suĢların 

genotipik ve fenotipik özellikleri belirlenerek aĢı çalıĢmalarına uygunluğu 

belirlenebilir. 

Bu tez çalıĢmasının sonucunda elde edilen invH mutant S. Infantis suĢu aĢı 

adayı olarak belirlenmiĢtir. Ġlerleyen süreçte yapılacak in-vitro ve in-vivo çalıĢmalar 

için uygun koĢullarda saklanmıĢtır. 
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ÖZET 

Kanatlı Hayvanlarda AĢı Adayı Salmonella Infantis Mutant SuĢlarının GeliĢtirilmesi 

Salmonella, hayvanlarda ve insanlarda gastrointestinal sistem infeksiyonlarına neden 

olan ve oldukça sık karĢılaĢılan önemli bir zoonozdur. Dünya genelinde kanatlı hayvanlarda 

Salmonella sıklığını azaltmada ve patojenin kontrolünün sağlanmasında aĢılama oldukça 

önemli bir yere sahiptir. Ancak günümüzde kullanılan mevcut aĢılar özellikle S. Enteritidis 

ve S. Typhimurium suĢlarına karĢı kullanılmaktadır.  Bu aĢıların diğer Salmonella 

serovarlarına karĢı koruyuculuğu tartıĢmalıdır. Bu tez çalıĢmasında etlik piliçlerden en sık 

izole edilen ve prevalansı her geçen gün artmakta olan S. Infantis serovarına karĢı invH 

mutantı canlı aĢı adayı suĢ geliĢtirilmesi ve mutant suĢun karakterizasyonunun yapılması 

hedeflenmiĢtir. 

Bu tez çalıĢmasında Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim 

Dalı‟nda bulunan Ulusal Salmonella  eferans Laboratuvarı kültür kütüphanesinde bulunan 

Salmonella Infantis suĢları kullanıldı. Moleküler ve biyokimyasal yöntemler kullanılarak 

çalıĢmaya uygun bulunan serovar mutasyon için seçildi. Seçilen       S. Infantis suĢunda, invH 

geninin Lambda- ed rekombinasyon metodu kullanılarak mutasyonu sağlandı. Mutasyon 

iĢleminin baĢarılı bir Ģekilde gerçekleĢtirildiği moleküler yöntemler ile kanıtlandı. invH 

mutant bakteri ile saha suĢunun fenotipik ve biyokimyasal özelliklerinin karĢılaĢtırılması 

sonucunda her iki suĢ arasında bir farklılığa rastlanmadı. 

Bu tez çalıĢmasında kanatlı hayvanlarda canlı aĢı olma potansiyeli taĢıyan invH 

mutantı S. Infantis suĢu elde edildi. Gelecekte yürütülecek in-vitro ve in-vivo çalıĢmalar 

sonrasında mutant suĢun kanatlı hayvanlarda aĢılama iĢlemi için yüksek bir potansiyele sahip 

olabileceği belirlendi. invH mutant canlı Salmonella Infantis suĢunun mukozal bağıĢıklık 

oluĢturma, kolonizasyon potansiyeli ve çevreye saçılım özelliklerinin belirlenmesi aĢı olarak 

kullanılma potansiyeli hakkında bilgi sağlayacaktır. 

Anahtar Sözcükler: invH, Kanatlı, Lambda-Red, Mutant AĢı, 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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