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ONSOZ

Salmonella’lar kanathi hayvanlarda 6nemli hastalik tablolarina neden
olmaktadir. Etkenin zoonotik yayilmasi ve bdylece insanlarda da hastalik
olusturmasi ise Onemini arttirmaktadir. Tirkiye’de paratifoid Salmonella’lar
icinde Salmonella Infantis’in orani diger Sal/monella serotiplerine goére artig
gostermektedir. Kanatli Salmonella infeksiyonlarinin, broyler ve yumurta tiretim
asamalarinda, dolayisiyla zoonotik yayilmada kontroliin saglanmasi gerektigi bu
artis ile daha ¢ok onem kazanmistir. Kanatli Salmonella infeksiyonlarinin
kontrolii amaci ile kullanilan biyogiivenlik uygulamalari, besleme, bakim
programlar1 yaninda uygulanan yontemlerden birisi de agilamadir. Kullanilan
baz1 konvansiyonel Salmonella asilarinda ekolojik ve etiyolojik ozellikleri
nedeni ile sorunlar yasanmaktadir. Bu nedenle biyoteknolojik asilarin
geligtirilmesi ve kullanilmas1 giindeme gelmistir. Okzotrofik mutantlarin
ozellikle Salmonella serotiplerinde virlilensi azalttigi 1980’lerden beri
bilinmektedir. Bircok Gram negatif bakteride de aromatik aminoasit sentezinden
sorumlu genlerde mutasyon olusturularak, hayvanlarda olusan infeksiyonlara
kars1 basarili potansiyel canli as1 uygulamalar1 bildirilmektedir. Bu g¢alisma
kapsaminda, Tiirkiye’de en ¢ok izole edilen Sa/monella Infantis suslarina karsi
as1 gelistirilebilmesine yonelik okzotrofik mutant Salmonella Infantis susu

olusturulmasi amacglanmistir.

Tez calismam konusunda yardim ve ilgilerini esirgemeyen danigman
hocam Prof. Dr. Hakan YARDIMCI basta olmak tizere Mikrobiyoloji Anabilim
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1. GIRIS

Salmonella cinsi Enterobacteriaceae familyasinin bir {iyesi olup, Gram
negatif, fakiiltatif anaerob ve sporsuz bakterileri igerir. Sadece iki tiirden
olusmaktadir; Salmonella bongori ve Salmonella enterica. Salmonella enterica
alt1 alt tiire ayrilmaktadir; Salmonella enterica, Salmonella salamae, Salmonella
arizonae, Salmonella diarizonae, Salmonella houtenae ve Salmonella indica.
Salmonella’lar somatik O, flagellar H ve Vi kapsiil antijenine gore 2600’den

fazla serotipe ayrilmaktadirlar (Guibourdenche ve ark., 2010).

Salmonella serotipleri, tiim diinyada hem insanlart hem de hayvanlari
infekte ederek zoonotik hastaliklara neden olan fakiiltatif hiicre i¢i bakterilerdir.
(Ruby ve ark., 2012). Hiicre i¢i ¢ogalma, enteritis ve sistemik infeksiyonlarin
baglica unsuru olup, hayvanlarda hastaligin ilerledigi donemde daha yaygin
olarak goriilmektedir. Bunun yani sira hiicre i¢i ¢cogalma, insan ve hayvanlarda
tipik tifoid benzeri hastalik olusturan serotiplerin neden oldugu infeksiyonlarda

da temel mekanizmadir (Kabir, 2010).

Salmonella’larin  bagirsak kolonizasyonu ve digki yoluyla sacilima,
ozellikle gida amacgh kullanilan hayvanlarla insan besin zincirine girerek
gastroenteritislere sebep olmaktadir. Salmonella infeksiyonlari,
gastroenteritisten sistemik infeksiyonlara kadar genis bir hastalik araligina
sahiptir. Bu sistemik infeksiyonlar genellikle konak-spesifik 6zelliktedir (Kabir,
2010 ve Ruby ve ark., 2012).

Salmonella serovarlar1 gdsterdikleri konak prevalansi ve klinik tabloya
gore lic gruba ayrilmaktadir: i) Bazi serovarlar saglikli erigkin hayvanlarda ciddi
sistemik hastalik olusturabilme yetenegindedir. Bulasma genellikle fekal-oral
yolla olmakta, bakteriyel ¢ogalma ise ilk olarak makrofaj monosit hiicrelerinde
gerceklesmektedir. Hastaligin sadece ileri sathalarinda bazi Salmonella

serovarlar1 sindirim sisteminde patoloji olusturmakta ve bu yilizden hastaligin



gbzlenmedigi durumlarda, bagirsakta azda olsa kolonize olarak kalabilmektedir.
Bu tarz infeksiyonlara, insanlar da tifoid ates olusturan S. Typhi, S. Paratyphi A
ve S. Paratyphi B’nin bazi suslari, kanatlilarda ve diger kuslarda S. Gallinarum
ve domuzlarda ise S. Choleraesuis neden olmaktadir. ii) Diger Salmonella
serovarlarinin, 6zellikle memelilerde gebelik ya da kanatlilarda yumurtlama
zamaninda infeksiyon odag siklikla iireme sistemidir. Ayn1 zamanda ¢ok geng
hayvanlarda daha yogun, sistemik cogalma gosterebilir ve enteritise neden
olabilirler. Sigirlarda S. Dublin, koyunlarda S. Abortusovis, atlarda S.
Abortusequi ve kanatlilarda S. Pullorum bu serovarlar icerisinde yer almaktadir.
iil)) Geriye kalan serovarlarin biiylik cogunlugu normal ve saglikli eriskin
hayvanlarda sistemik infeksiyon olusturamazlar. Bunlar, ancak sindirim
sitemine kolonize olabilir ya da akut enteritis veya subklinik infeksiyon

olusturabilirler (Barrow, 2010).

Salmonella enterica subspecies enterica, Salmonella enterica subspecies
enterica serovar Pullorum (Salmonella Pullorum) ve Salmonella enterica
subspecies enterica serovar Gallinarum (Salmonella Gallinarum) kanathilarda
sirasiyla Pullorum hastalig1 ve kanath tifosunun etkenleri olarak bilinmektedir.
Bu iki serotip, kanatlilarda hepatosplenomegali, anemi ve nadiren intestinal
hemorajilerle seyreden, yiliksek mortalite gosteren sistemik infeksiyonlara neden
olmaktadir. Kanath sektoriinde ciddi kayiplara neden olan bu Salmonella
infeksiyonlar1 1900°1i yillardan beri biiyiik bir problem olarak goriilmektedir.
Salmonella Enteritidis ve Salmonella Typhimurium kanathilarda en ¢ok izole
edilen etkenler arasinda bilinmesine ragmen Salmonella Heidelberg, Salmonella
Kentucky ve Salmonella Infantis serotipleri de siklikla goriilmektedir. Bu
serovarlar hem insan hem de hayvanlarda konaga bagli olmadan g¢esitli

infeksiyonlar olusturabilme yetenegindedir (Barrow, 2010).

Tifoidal Salmonella enterica serotiplerinin (S. Typhi, S. Paratyphi) neden
oldugu Salmonellozis infeksiyonu 4 ile 72 saat i¢inde diyare, ates ve karin agrisi
(gastroenteritis sendromu) ile kendini gdsterip mortaliteye neden olabilmektedir.

Saglikli insanlarda infeksiyon dozu, agizdan alindiginda 10° ile 10® olmasina



ragmen daha diisiik bakteriyel dozda yenidogan ve yaslilarda infeksiyon
olusmaktadir (Antunes ve ark., 2016). Insanlarda, non-tifoidal Salmonella
serotiplerinin olusturdugu gastroenteritis infeksiyonlar1 nedeniyle, tiim diinyada
hastalik sayilarinda beklenmedik artiglarin yasanacagi bildirilmistir (Majowicz
ve ark., 2010). Salmonella kontrolii ile ilgili yiritiilen ulusal kontrol
programlarinin etkilerini gosteren bir diger ¢alismada ise, 2016 yi1linda European
Food Safety Authority (EFSA)’nin raporunda Avrupa’da, gida kaynakl
bulagmanin neden oldugu Salmonellozis vakalarinin son sekiz yillik periyotta

ciddi sekilde azaldig1 belirtilmistir (EFSA, 2016)

Insanlarda ve cesitli gida maddelerinde gériilen Salmonella serotiplerinin
prevalanst ile ilgili diinya ¢apinda elde edilen veriler ile, insanlarda goriilen
Salmonellozis ve kanatli iiriinleri arasinda epidemiyolojik bir baglant1 kurulmus
ve kanath et iiriinleri (tavuk ve hindi eti) ile insanlar arasinda ¢esitli serotiplerin
benzedigi goriilmiistiir. Avrupa’da insanlarda infeksiyona neden olan
Salmonella serotiplerinin siklig1 rapor edilmis ve bazi vakalarda, kanatlilarda
gozlenen serotiplerle uyum gozlenmistir. Avrupa’da 2013 yilinda raporlanan
verilere gore, kanath eti (tavuk ve hindi) tliketimine bagli olarak insanlarda
infeksiyona neden olan Salmonella serotiplerinin oraninda artis gézlenmistir. Bu
serotipler arasinda; Salmonella Infantis, Salmonella Stanley ve Salmonella
Kentucky bulunmaktadir. 2011-2013 yillar1 arasinda Avrupa’da ozellikle
broyler tavuklarinda ve broyler tavuk etlerinde insanlarda infeksiyona neden

olan §. Infantis’in oran1 %26,5 artmistir (Antunes ve ark., 2016).

EFSA’nin 2014 raporunda S. Enteritidis’in %45,7 ve S. Typhimurium’un
ise %15,8 oraninda oldugu bildirilmistir. Bu oranin S. Enteritidis’de arttig1, S.
Typhimurium’da ise azaldig1 goézlenmistir. Dordiincii en ¢ok goriilen serovar
olarak bilinen S. Infantis’in orani ise 2015 yilinda da artmaya devam etmistir.
Gida kaynakli bulagsmada Salmonella’larin en siklikla broyler (%6,5) ve hindi
etlerinde (%4,6), en az ise domuz eti (%1,7) ve si8ir etinde (%0,2) bulundugu,
bununla birlikte sofralik yumurtada % 0.9, hazir gidalarda boroyler etinde %1.1

domuz etinde ise %0.7 oldugu hindi ve sigir etinde ise hi¢ olmadig1 2016



raporunda bildirilmistir. Tavuklardan en ¢ok izole edilen serovarlar; ilk sirada S.
Infantis (%33,6) daha sonra S. Enteritidis (%15,8) ve son olarak da S. Mbandaka
(%6,7) olarak bildirilmis ve bu ii¢ serovarin son dort yilda tavuklardan en sik
izole edilen serovarlar oldugu raporlanmistir. Broyler tavuklara bakildiginda,
yine S. Infantis’in (%38,7) ilk sirada, S. Enteritidis’in (%11,6) ikinci ve S.
Mbandaka’nin (%7,2) iiciincii sirada oldugu goriilmiistiir. Broyler tavuk etinde
S. Infantis (%54,1) ve S. Enteritidis (%12,4) serovarlarinin en ¢ok izole edilen

serovarlar oldugu da raporda bildirilmektedir (EFSA, 2016)

2001 yilindan itibaren Avrupa’da ve 6zellikle Almanya’da konak bagimli
olmayan S. Infantis, S. enterica serotipleri arasinda insanlarda en ¢ok izole edilen
on serotipin basinda gelmektedir. 1970’lerden beri bu serotip Arjantin,
Avusturalya, Brezilya, Hollanda, Finlandiya, Kanada, Macaristan, Japonya,
Yeni Zelanda ve Rusya gibi diinya {ilkelerinde artarak rapor edilmektedir. S.
Infantis, oncelikle kiiciik cocuklar olmak iizere yetiskin bireyleri de etkileyerek
kimi zaman septisemik semptomlara kimi zamanda Oliimle sonuglanan
infeksiyonlara neden olarak hastanelerden de izole edilmistir. Insanlardaki bu S.
Infantis Salmonellozis’inin en 6nemli rezervuart olarak hayvanlar ve 6zellikle

kanatlilar bildirilmektedir (Miller, 2010).

Salmonella tiirleri hem insanlarda hem de hayvanlarda potansiyel patojen
olarak kabul edilmesi nedeniyle Salmonellozis’in halk saglig1 acisindan 6nemi
biiytiktiir. Bu nedenle Sa/monella tiirlerinin kontrolil i¢in uluslarasi, ulusal ve

lokal Salmonella izleme programlar1 uygulanmaktadir (Kabir, 2010).

Salmonella Enteritidis ve S. Typhimurium tavuklardan en ¢ok izole edilen
serotipler olarak kabul edilmesine ragmen diger serotipler de siklikla izole
edilmektedir (Foley ve ark., 2011 ve Wales ve Davies, 2011). Bu serovarlar
konak bagimli olmayan serovarlardir ve hem insanlarda hem de hayvanlarda
infeksiyonlara neden olmaktadirlar. Cogunlukla bu serovarlar, tavuklarda
asemptomatik olsa da uzun yillar diskiyla tasinip, sacilabilir ve sistematik

infeksiyonlara neden olabilir (Van Immerseel ve ark., 2005). Insanlarda bu



serovarlar gastrointestinal hastaliklara neden olur ve kaynag: ya direkt olarak
kanatli hayvanlar veya kiimes hayvanlar1 {iriinleridir (Feasey ve ark., 2012).
Antibiyotik tedavisi ve bazen hospitalizasyon gerektiren S. Enteritidis/S.
Typhimurium infeksiyonlar1 siddetli hale gelmektedir. Bunun yani sira, ¢oklu
antibiyotik direnci gosteren Salmonella suslarinin ortaya ¢ikmasiyla insanlarda
antibiyotik tedavisi de giiclesmektedir. Bu ylizden, kanatli hayvanlarda konak
bagimli olmayan Salmonella tiirlerinin efektif kontroliinlin yapilmas1 ciddi bir

gereksinimdir (Desin ve ark., 2013).

Kanatli asilama programlar igerisinde Sa/monella asilari canli atteniie
asilar, inaktif ve subunit asilar olmak tizere {i¢ kategoriye ayrilmaktadir (Kabir,

2010).

Yirminci yiizyilin baglarinda Pasteur ve Koch’un deneysel attentiasyon
metotlart gelistirilene kadar, birgok canli viriis ve bakteri asisi in vitro hiicre
kiiltiirlerinde tekrarlanan pasajlarla yapilmaktaydi. Inaktif asilar ise gegmisten
giiniimiize kadar kimyasal veya fiziksel yontemlerle elde edilmis olan ve nitekim
kanathilarda efektif bir koruma saglayamamaktadirlar (Gamazo, 2007). Subunit
asilar ise c¢ogunlukla bakteri hiicre ylizeyinde bulunan ve bakteri igin
karakteristik viriilens antijenlerini tek veya ¢oklu olarak bulunduran asilardir.
Subunit agilar da genellikle zayif immunojen olan ve uygun adjuvant ile iyi

formulize edilmesi gereken asilardir (Desin ve ark., 2013).

Giliniimiizde Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa’da yaygin olarak
kullanilan efektif molekiiler yontemlerle elde edilen canli atteniie asilar
bulunmaktadir. Almanya’da ve bircok Avrupa lilkesinde canli S. Enteritidis ve
S. Typhimurium asilar1 kullanilmaktadir. Canli S. Enteritidis asilarinin 0:9 (D1)
grubu Salmonella serotiplerine karsi, canli S. Typhimurium asilarinin da 0:4 (B)
grubu Salmonella serotiplerine karst koruma sagladigi bilinmektedir (Miller,

2010).



1.1. Canh Atteniie Salmonella Asilar

Canli atteniie Salmonella asilar1 etkenin konakta yasamasini saglayan
viriilens genlerinin veya metabolizmasi i¢in gerekli olan genlerin mutasyonu ve
delesyonunun yapilmasi ile elde edilmektedir. Bu tip asilarin en biiylik
dezavantajinin uzun siireler boyunca hem ¢evrede hem de hayvanlarda kalip,
insan saglig1 i¢in potansiyel bir tehdit olugturmasi oldugu diistintilmektedir. (Tan
ve ark., 1997). Diger bir dezavantaj ise, viriilensi tekrar kazanabilme ihtimalidir.
Canli atteniie asilarin uzun siire ortamda kalmasinin avantaji ise, bireysel
asilamanin yapildig1 siiriilerde horizantal transfer ile diger hayvanlarin da
immunizasyonun saglamasidir (Chappell ve ark., 2009; Foley ve ark., 2011 ve

Gast, 2007).

Salmonella canli asilarmin  birgogu lisansli  ve ticari olarak
bulunabilmektedir. Bu asilar arasinda; Avrupa’da S. Gallinarum ve S.
Enteritidis’e kars1 kullanilan Salmonella enterica subspecies enterica serovar
Gallinarum 9R susu (lipopolisakkarit modifikasyonu), esansiyel metabolik
enzimleri sentezleyen gen mutanti Salmonella Enteritidis ve Salmonella
Typhimurium ve S. Enteritidis’e kars1 kullanilan adenin-histidin okzotrofik

mutant sus asilar1 sayilabilir (Desin ve ark., 2013).

Ozellikle civcivlerde Salmonella’nin kolonizasyon ve inhibisyonunu
azaltmaya yonelik hazirlanan canli atteniie Salmonella agilariin kullaniminin
avantajli oldugu bildirilmektedir (Methner ve ark., 2011 ve Van Immerseel ve

ark., 2005).

1.2. inaktif Asilar

Olii asilar tiim bakterinin sicaklik, formalin, aseton veya diger maddelerle
muamele edilerek elde edilmesi islemine dayanir. Cogu 6lii Sa/monella asisi,

intramuskiiler veya subkutendz olarak verilen ve en az iki defa immunizasyon



gerektiren asilardir. Bu asilarin en biiylik avantajlarindan birisi, canli olmamasi
ve bu yiizden ¢evrede uzun siire kalip insan saglig1 agisindan risk tastmamasidir.
Ancak, canli agilarin aksine konak tarafindan kisa siirede ortadan kaldirilabilirler

ve sinirli sayida antijen eksprese edebilirler (Barrow, 2007 ve Gast, 2007).

Demir kisitlamasi ile olusturulan S. Enteritidis inaktif asis1, Ingiltere,

Avrupa ve diinyanin bir¢ok yerinde kullanilmaktadir (Desin ve ark., 2013).

1.3. Subunit Asilar

Subunit agilar tek bir antijen veya ¢oklu antijen (6zellikle protein) iceren
asilardir. Bu antijenler ¢ogunlukla bakterinin ylizeyinde bulunan ve 6nemli
viriilens 6zelliklerine sahiptirler. Bagka tiirlii hazirlanmadik¢a genel olarak
subunit asilar intramuskiiler veya deri alt1 yolla kullanilirlar. Subunit agilar
genellikle zay1f immunojenik ve uygun adjuvantlar ile formulasyon gerektirirler

(Barrow, 2007 ve Mutwiri ve ark., 2011).

Salmonella fliC proteini, Salmonella tip 1 fimbria, subunit asilarda

kullanilan 6nemli ylizey antijenleridir (Toyota-Hanatani ve ark., 2009).

Tiim bu asilar arasinda bir sinif asinin digerinden daha iyi oldugunu
sdylemenin miimkiin olmadig1 diisiiniilmektedir. ingiltere’de yapilan bir
caligmada dortlii asi1 (ii¢ canli as1 ve bir inaktif as1) gelistirilmis ve S. Enteritidis’e
kars1 yumurta tavuklarinda koruma sagladigi gozlenmistir. Tiim bu sonuglar
1s181inda, arastirmacilar Salmonella asillarinin giivenilirligi ve gelistirilmeye
ihtiyac1 oldugu sonucuna vararak ve bu gelisimin subunit agilar ile olacagini

vurgulamiglardir (Desin ve ark., 2013).



1.4. Gelecekte As1 Teknolojisi

Kanatli hayvan saglig1 ve refahi i¢in giivenli, etkili agilara artan talep ile
hayvan saglig1 sirketleri as1 gelistirmede alternatif teknolojilere yonelmislerdir.
Bu agilar, bakteriyel veya viral vektorler kullanilarak DNA aktarimini
hedefleyen ve kanatl endiistrisinde yaygin olarak kullanilan asilardir (Desin ve

ark., 2013).

1.4.1. DNA Asilan

DNA agilari, as1 antijenini kodlayan bakteriyel plazmidi igeren ve
ekspresyonu okoryatik promotdr tarafindan yapilan asilardir. Bu as1 teknolojisi,
antijenik yapinin korunmasi, MHC smif I ve II molekiillerine daha iyi antijen
sunumu, birden ¢ok as1 antijenini bir arada bulundurabilmesi, daha az yan etkiye
sahip olmasi, yliksek sicakliklarda stabil kalabilmesi ve kullanim kolaylig1 gibi
bir¢ok avantaja sahiptir. Ote yandan DNA asilar1, koruma kapasitesi bakimimdan
siirli olup konak genomuna entegre olma konusunda risk tasimaktadir. DNA
astlarinin kanath sektdriinde kullanimi oldukga faydalidir. Ciinkii alt1 haftalik
tavuklarda farkli patojenlere karsi 5-8 canli ag1 uygulamasi yapilmakta ve bu say1
18 haftalik yasta 12’ye ¢ikmaktadir. Buna ek olarak, asi kullanimin artmasi,
patojen viriilensinin artmast ihtimalini diisiindiirerek endiseye neden olmaktadir.
Sonu¢ olarak, DNA asilar1 konvansiyonel kanathi asilarina olasi ¢oziimler
sunmaktadir. 2014 yilina kadar DNA asis1 iizerine sadece bir adet calisma
bulunmaktadir. Bu ¢alismada, Sa/monella SPI-1 efektor protenini kodlayan
SopB’nin S. Typhimurium suslarina karsi1 koruyuculugu test edilmistir. Asilanan
farelerin karaciger ve dalaklarinda S. Typhimurium oraninin azaldigi
belirlenmistir. Bu ¢alisma daha ileri caligmalar i¢in umut verici olmustur

(Haygreen ve ark., 2005; Nagarajan ve ark., 2009 ve Saade ve Petrovsky, 2012).



1.4.2. Vektor Asilar

Atteniie Salmonella asilari, yirmi yildan fazla bir siiredir as1 platformunda
kullanilmaktadir (Doggett ve Curtiss, 1992). Bu vektorler genellikle as1
antijenlerini plazmid iizerinde veya daha siklikla bakteriyel kromozomda
bulundurmaktadirlar. Ayrica, kolayca maniiple edilebilir olmasi, uzun siireli
hiicresel veya humoral immun yanit olusumunu saglamasi, ucuz olmasi, oda
1s1sinda saklanabilir olmas1 ve enjektore ihtiya¢ duymadan kolay sistemlerle
uygulanabilir olmas1 bakimindan bir¢ok avantaja sahiptir (Hegazy ve Hensel,

2012 ve Kwon ve ark., 2007).

Salmonella asilart kanath endiistrisinde, hastaliklara karsi korumada
ozellikle sadece antijene karsi degil Sal/monella susuna karst da koruma
saglamas1 bakimindan 6nem arz etmektedir. Bu konuda yapilan ¢aligmalar
bulundugu gibi 1990’larin ortalarindan beri Sa/monella suslarina kars1 kullanilan
rekombinant adenoviriis asilar1 da potansiyel as1 adayr olarak c¢alisilmaktadir

(Desin ve ark., 2013).

1.4.3. Okzotrofik Mutant Asilar (Aromatik Aminoasit
Mutantlari)

1980’lerin basindan beri aromatik aminoasitlerden yoksun okzotrofik
Salmonella mutantlariin  viriilensinin ~ hayvanlar i¢in diisiik oldugu
bilinmektedir (Hoiseth ve Stocker, 1981). O zamandan beri farkli Salmonella
serotiplerinde aromatik aminoasitlerin biyosentezinden sorumlu genlerdeki
mutasyonlar virlilensi azaltmak icin kullanilmaktadir. Salmonella enterica
serovar Typhi’nin aroA ve aroD mutantlarinin insanlarda tifoya kars1 as1 olarak
basarili oldugu belirlenmistir (Tacket ve ark., 1997 ve Tacket ve ark., 2000).
Benzer mutasyonlar farkl ¢iftlik hayvanlarinin immunizasyonu i¢in aviriilent
suslarin olusturulmasinda kullanilmistir (Cooper ve ark., 1994b; Everest ve ark.,
1999 ve Robertsson ve ark., 1983). Aro mutantlarinin, olduk¢a duyarlt oldugu

bilinen gnotobiyotik farelerde bile avirulent oldugu gorilmistir. Aro



mutantlarinda goriilen viriilens azalmasi temel olarak fenilanin, tirozin ve
triptofan gibi aromatik aminoasitler ile aromatik metabolitlerin {iretilememesi
seklinde  aciklanmaktadir. Konak icinde  aminoasitler  kolaylikla
saglanamadigindan aro mutantlarinin hiicre icerisinde replike olamamalar1 da
beklenen bir sonugtur. Ayrica, yapilan ¢alismalarda aro mutantlarinin
bakterilerde motiliteyi bozdugu da goriilmiistiir. Bununla birlikte gnotobiyotik
farelerde aro4 mutantlarinin, immun yanit1 uyarmadig gibi sitokin liretimini de
uyarmadigi goriilmiistiir. Bu bulgularla birlikte aro mutantlarinin sadece konak
icinde replikasyonu degil, ayn1 zamanda sitoplazmik veya dis membran veya
periplazmik membran fonksiyonlarini da bozdugu sonucuna varilmistir (Bar-
Tana ve ark., 1980 ve Sebkova ve ark., 2008). Son yillarda yapilan bir calismada
sikimat yolagina miidahale edilen Salmonella suslarinin sadece okzotrofik
olmadigi aym1 zamanda albiimin ve EDTA’ya kars1 duyarliligmin arttigi da

gosterilmistir (Felgner ve ark., 2016).

Sikimik asit, ilk defa 1885 yilinda anasonlu meyvelerden (///icium
anisatum) elde edilmis olup, sikimat yolagi adini shikimi-no-ki isimli bir Japon
bitkisinden almistir. Sikimat yolagi, korismat biyosentez yolagi olarak da
bilinmektedir. Bu yolagin enzimatik aktivitesi sonucu iki metabolit olusur;
glikolizis yolaginin fosfoenolpiruvati (PEP) ve korismat i¢inde pentoz fosfat
yolaginin eritroz 4-fosfati. Bu sikimat yolagi ve aromatik aminoasit biyosentezi,
bitkiler, mikroorganizmalar ve mantarlar icin olduk¢ca Onemlidir fakat

memelilerde bulunmamaktadir (Pribat ve ark., 2010).

AroA geni aromatik aminoasit biosentez yolaginin ilk basamaginda
bulunan gen olup paraaminobenzoik asit (PABA) sentezi icin gereklidir ve
sikimat yolagmin (Sekil 1.1) aromatik aminoasit sentezi i¢cin gerekli olan
glikolizis ile direkt baglantili olan bir parcasidir (Felgner ve ark., 2016 ve
Sebkova ve ark., 2008).
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Pentoz Fosfat Siklusu Glikoliziz

D-Eritroz 4-P Fosfoenolpiruvat

\ J
[

7-fosfo-2-dehidro-3deoksi-D-arabinoheptulosanat

3-Dehidrokuinat sentaz

3-Dedhidrokuinat

l 3-Dehidrokuinat dehidrataz
3-Dehidrogikimat
l Sikimat 5-Dehidrogenaz
Sikimat
l Sikimatkinaz

Sikimat 3-Fosfat

3-fosfogikimat-1-karboksivinil
Transferaz (EPSP sentaz)

3-Fosfo-5-enolpiruvilgikimat

|

Ubikuinon <+——— Korismat ——— Aromatik Amino Asitler

l PABA sentaz

PABA
—_— | — Ek PABA Antagonisti
sulfonamider
Folik asit

Sekil 1.1. Aromatik aminoasit biyosentez yolagi.

Sikimat yolaginin yedi basamakli enzimatik aktivitesinde en ¢ok ¢alisilan
iki enzim 3-deoksi-D-arabinoheptulosanat 7-fosfat sentaz (DAHPS) ve 5-enol
piruvilsikimat 3- fosfat sentaz (EPSPS) dir (Hu ve ark., 2003).

Bakterilerde, aromatik aminoasit sentezi ortak sekilde baslar. Bu
biyokimyasal yolakta yedi adet enzimatik reaksiyondan 5-enolpiruvilsikimat 3-
fosfataz sentezinden sorumlu gen olan aro4’nin mutasyona ugratilmasi ile pre-
korismat yolaginin bozulmasi bir¢ok atteniiasyon caligmasinda ortak bir strateji

olarak kullanilmaktadir (McArthur ve ark., 2003).

Gliniimiizde aroA proteinleri Siif 1 ve Smuf 2 enzimleri olarak ikiye
ayrilmaktadir. Smif 1 enzimler biitiin bitkilerde ve ¢ok diisiik diizeylerde
glikofosata duyarli Escherichia coli ile S. Typhimurium’da bulunmaktadir. Sinif
2 enzimler ise yliksek konsantrasyonda bile glikofosati tolere edebilen

Pseudomonas sp. PG2982, Agrobacterium tumefaciens CP4, Streptococcus
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pneumoniae ve Staphylococcus aureus tiirlerinde bulunmaktadir. Glikofosat

PEP analogudur ve EPSPS aktivasyonunu inhibe eder (Liu ve Cao, 2015).

Birgok Gram negatif bakteride, Ozellikle Salmonella sp., Bordetella
pertusis, Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica gibi solunum sistemi
patojenlerinin aromatik aminoasit sentezinden sorumlu aro4 geni mutasyonu
son otuz yildir hayvanlara kars1 basar1 ile sonuglanmis potansiyel canli as1 aday1

olarak bildirilmektedir (Garside ve ark., 2002).

Bu tez caligmasinda, Tiirkiye’de en ¢ok izole edilen S. Infantis suslarina
kars1 as1 gelistirilebilmesine yonelik, S. Enteritidis ve S. Typhimurium’a kars1
daha once kullanilmis olan aro4 gen mutasyonunun, kanatlilardan en sik izole

edilen S. Infantis’te olusturulmasi amaglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Kullanmilan Suslar

Bu caligmada, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Kiiltiir Koleksiyonu’nda yer alan, daha once kiimes altlik ve
tozundan Anabilim Dali’nda izole edilmis olan, rRNA operonunun (5S, 16S,
23YS) spesifik restriksiyon enzimiyle (Pvull) kesilmesi sonucu ortaya ¢ikan bant
profillerinin (ribopatern) analizine dayanan ribotiplendirme metodu ile
identifiye edilmis ve bu ribotiplendirme kiitiiphanesinde en ¢ok ribopaterni olan

S. Infantis susu kullanildi.

Olusturulan mutant susun fenotipik ve genotipik oOzelliklerinin
karsilagtirilmasinda, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Kiiltiir Koleksiyonu’nda yer alan S. Enteritidis ve S.

Typhimurium suslar1 kullanildu.

Transformasyon igin, ticari olarak tedarik edilmis One Shot TOP10

Chemically Competent Escherichia coli (Invitrogen) hiicresi kullanildi.

2.1.2. Kullamilan Besiyerleri

Luria Bertani Agar/Broth (MILLER)

Bilesim
Pepton 5g
Kazein pepton S5g
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Sodyum klorid 10g
Agar 12¢g
Distile su 1000 ml

Hazirlanisi

*37 g LB agar 1 litre suda ¢ozdiiriildii.
*121°C’de 15 dakika otoklavlandi.

*45-50°C’ye sogutulduktan sonra 5-10 ml olacak sekilde 60 mm x 15

mm biiytikliigiinde petri kaplarina dagitild.

*Antibiyotikli besiyeri i¢in; 100 mg/ml hazirlanmis stok antibiyotikten

100 pg/ml kullanildi.

Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD Agar)

Bilesim
Maya eksrakti 3g
Sodyum kloriir (NaCl) 5¢g
Ksiloz 375¢
Laktoz 75¢g
Sukroz 75¢g
L-lizin hidroklorid S5¢g
Sodyum tiyosiilfat 6,8¢g
Demir (IIT) amonyum asetat 0,8 g
Fenol kirmizisi 0,08 g
Sodyum deoksikolat lg
Agar 9,18 ¢
Distile su 1000 ml
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Hazirlanisi

*Agar eriyene kadar kaynar su banyosunda bekletildi.

Sterilizasyon islemi kaynar su banyosunda otoklavlanmadan

gerceklestirildi.
*5-10 ml olacak sekilde 60 mm x 15 mm biiyiikliiglinde petri kaplarina
dagitildi.

MacConkey Agar

Bilesim
Pepton 20g
Laktoz 10g
Safra tuzu S5¢g
Sodyum klorid 5¢g
Notr Kirmizi 0,075 g
Agar 12 g
Distile su 1000 ml

Hazirlanisi

*Agar 1 litre su i¢inde eritilerek homojenize hale getirildi.

*121°C’de 15 dakika otoklavlandi.

*45-50°C’ye sogutulduktan sonra 5-10 ml olacak sekilde 60 mm x 15
mm biiytikliigiinde petri kaplarina dagitild.
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Nutrient Agar

Bilesim
Et ekstrakti 3g
Pepton 5g
Agar 9-18 g
Distile su 1000 ml

Hazirlanisi

*Agar 1 litre su i¢inde eritilerek homojenize hale getirildi.

*121°C’de 15 dakika otoklavlandi.

*45-50°C’ye sogutulduktan sonra 5-10 ml olacak sekilde 60 mm x 15
mm biiytikliigiinde petri kaplarina dagitild.

Mueller-Hinton Agar

Bilesim
Et ekstrakti 300 g
Kazein hidrolizati 17,5¢g
Nisasta I,5¢
Agar 17¢g
Distile su 1000 ml

Hazirlanisi

*Agar 1 litre su i¢inde ¢ozdiirtildi.

*121°C’de 15 dakika otoklavlandi.
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*45-50°C’ye sogutulduktan sonra 5-10 ml olacak sekilde 60 mm x 15

mm biiytikliigiinde petri kaplarina dagitild.

Motility Test Medium

Bilesim

Triptoz
Sodyum klorid
Agar

Distile su

Hazirlanisi

*Agar 1 litre su i¢inde ¢ozdiirtildi.
*121°C’de 15 dakika otoklavland.

10g
5g

5¢g
1000 ml

*45-50°C’ye sogutulduktan sonra 5-10 ml olacak sekilde vida kapakli

tiiplere dagitildi.

2.1.3. Biyokimyasal Testlerde Kullanilan Besiyerleri ve

Kimyasallar

Triple Sugar/Iron Agar /TSI Agar)

Bilesim

Et ekstrakti

Maya ekstrakti
Pepton

Sodyum kloriir (NaCl)
Laktoz

3g
20g

5g
10g
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Sukroz

Glukoz

Demir (III) sitrat
Sodyum tiyosiilfat
Fenol kirmizisi
Agar

Distile su

Hazirlanisi

10g

lg
03¢g
03¢g
0,024 ¢
9,18¢g
1000 ml

*Agar tiiplere 10 ml olacak sekilde dagitilip 121°C’de 15 dakika

otoklavlandi.

*Tiipler, dibindeki agar 2-2,5 cm olacak sekilde yatik pozisyonda

donduruldu.

Ure Agar (Christensen)

Bilesim

Pepton

Glukoz

Sodyum kloriir (NaCl)

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4)
Fenol kirmizisi

Agar

Distile su

Hazirlanisi

*Agar 1 litre su i¢inde ¢ozdiirtildi.

*121°C’de 15 dakika otoklavlandi.

2g
0,012 ¢
9-18 ¢
1000 ml
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Indol Test Ayiraci

Kovaks
4-Dimetilaminobenzaldehid 5¢g
Hidroklorik asit 25 ml
2-Metilbiitan-2-ol 75 ml

2.1.4. Molekiiler Analizlerde Kullanilan Cihaz ve Kimyasal
Soliisyonlar

PCR Cihazi: ARKTIK Thermal Cycler (Thermo Scientific) ve
Thermocycler (Biometra) cihazlar1 kullanildi.

Spektrofotometre: NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) cihazi
kullanildi.

Jel Elektroforez Goriintiileme Unitesi: G:BOX (Syngene) kullanildi.
Sekans Cihazi: Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer cihazi
kullanildi.

Dikey Elektroforez Unitesi: Mini-PROTEAN Tetra Handcast
Systems (Bio-Rad) kullanildi.

Protein Blotting Sistemi: Trans-Blot Turbo Transfer Systems (Bio-
Rad) kullanildt.

Pulsed Field Jel Elektroforezi: CHEF-DR III Variable Angle System
(Bio-Rad) kullanildu.

Santrifiij: MICROCL 21 (Thermo Scientific) kullanildi.

10x TBE (Tris-borate-EDTA): 1 litre hazir TBE (Thermo Scientific)
kullanildi.

Ethidium Bromide Boya Soliisyonu: 10 mg/ml stok soliisyonu 100 ml

distile su i¢inde 1 g Ethidium Bromide ilave edilerek hazirlandi.
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2.2. Yontem

2.2.1. Kullanilacak Susun Hazirlanmasi

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Kiiltiir Koleksiyonu’nda yer alan daha once kiimes altlik ve tozundan izole
edilmis olan ve ribotiplendirme kiitiiphanesinde en ¢ok ribopaterni olan toplam

15 S. Infantis susu se¢ildi ve kiiltiire edildi.

2.2.2. Bakteriyel Genom izolasyonu

Kiiltlire edilmis olan S. Infantis suslarindan bir ve/veya iki koloni (koloni
biiytikliigiine gore) olacak sekilde, 200 ul niikleaz-free buffer bulunan ependorf
tiiplerinde toplandi. DNA ektraksiyonu i¢in ependorf tlipline toplanan drnekler
5000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atildi. GeneJet Genomic
DNA Purification kit (Thermo Scientific) ile iretici firmanin talimatlarina uygun

sekilde DNA ekstraksiyonu yapildi.
DNA ekstraksiyon agamalar1 asagidaki gibidir;

e 180 ul Digestion sulusyonu iginde peletler siispanse edildi. Uzerine
20 pl Proteinase K enzimi eklenip, vortkeslendi.

e 56°C’de peletler eriyene kadar (yaklasik 30 dakika) inkiibe edildi.

e Inkubasyon sonrasi 20 pul RNase A enzimi eklenip, vortekslendi ve
10 dakika oda 1sisinda bekletildi.

e Uzerine 200 pl Lysis solusyonu eklenip 15 saniye homejen goriintii
elde edilene kadar vortekslendi.

e 400 pl %50 etanol eklenip vortekslendi.

e Lizat GeneJET Genomic DNA Purification Column tiiplerine

aktarildi. 6000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.
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e Santrifiij sonras1 toplama tiipleri bosaltilip column tiipleri lizerine
500 ul Wash Buffer I eklenip 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.

e Tekrar toplama tiipleri bosaltilip column tiipleri lizerine 500 pl
Wash Buffer II eklenip maksimum (12000 x g) hizda 3 dakika
santrifiij edildi.

e Santrifiij sonras1 toplama tiipleri atilip yerine 1,6 ml eppendorflar
yerlestirilip column tiipleri lizerine 50 ul Elution Buffer eklenip 2
dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra 8000 x g’de 1 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi eppendorflarda DNA ekstrakti
toplandi.

Elde edilen ekstraklardaki DNA miktar1 spektrofotometre (NanoDrop
2000, Thermo Scientific) ile dl¢lildi. DNA miktar1 ve 260/280 oran1 en uygun

olan iki 6rnek segildi.

2.2.3. Hedef Genom Bolgesinin Belirlenmesi ve PCR ile
Cogaltilmasi

Olasz ve ark. (2015)’nin yayinladign Macaristan ve Ingiltere’de saglikl
broyler tavuklardan izole edilen ii¢ adet S. Infantis susunun genom sekansi
caligmasina ait Gen Bankas1 (NCBI, GenBank) arsivine giren S. Infantis susunun
genom dizisinden (GenBank Acc. Number: LN649235.1) yararlanilarak,
delesyonu yapilacak olan arod gen bolgesinin yaklasik 200’er niikleotid up-
stream ve down-stream flanking sekanslarini da icerecek sekilde sekans dizisi
belirlendi. Belirlenen diziye gore bilgisayar programi ile (CLC Main
WorkBench, Danimarka) aroA-F/0384 5°-TCT TTC CGG TCT GGT GTT-3’
aroA-R/2451 5°-GAC GTT TGG TGT ATT TGC TT-3’ primerleri yaklasik
2000 bp’lik kismi ¢ogaltacak sekilde tasarlandi. Tasarlanan bu primerler ile
Phusion High-Fidelity DNA Polimerase (Thermo Scientific) kullanilarak PCR
analizi gergeklestirildi. Uygulanan PCR reaksiyon karigimi ve amplifikasyon

kosullar1 asagidaki gibidir.
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Reaksiyon karigimi;

5x Phusion HF Buffer 10 pl
10 mM dNTPs 1 ul

Forward primer, 10 pmol 0,5 ul
Reverse primer, 10 pmol 0,5 ul
DMSO 1,5 ul
Phusion DNA Polimeraz 0,5 ul
H,O 34 ul
Template DNA 2 ul

olacak sekilde ve toplam 50 pl’lik hacimde hazirlandi.

Amplifikasyon kosullari:

98°C 2 dakika

98°C 10 saniye

50-65°C 20 saniye 40 siklus
72°C 45 saniye

72°C 7 dakika

Primerlerin Ta (baglanma sicaklig1) derecesinin optimal kosullarinin
belirlenmesi amaciyla gradient PCR uygulandi. Uzama siiresi beklenen PCR

liriiniiniin bliytikliigiine (baz ¢ifti uzunlugu) gore ayarland.

2.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme

Amplifikasyon sonrasi iriinlerin degerlendirilmesi amaciyla %1’lik
agaroz jel hazirlandi. Bu amagla 200 ml 0,5 TBE ve 2 g agaroz mikrodalga
firinda eritildikten sonra, 8 pl ethidium bromide ilave edildi. 20 cm’lik yatay jel
elektroforezi tablasina dokiiliip dondurulduktan sonra ornekler agaroz jele

yiiklendi. 180 voltta 60 dakika elektroforez islemine tabi tutuldu. Islem sonrasi
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jel UV transilliiminatér goriintiileme sistemine yerlestirilerek goriintiilendi

(Sambrook ve Russell, 2001).

2.2.5. PCR Uriiniiniin Piirifikasyonu

Gortintiileme islemi sonrast 6rneklerin istenen yerde bant gostermesiyle
calismaya tek Ornekle devam edildi. Elde edilen PCR iiriinii QIAquick PCR
Purification kit (Qiagen) ile kitin 6nerdigi kosullar dogrultusunda piirifiye edildi.

Uygulanan asamalar asagidaki sekilde ger¢eklestirildi.

e 1:5 oraninda Buffer PB PCR firiinii iizerine eklenip vortekslendi.

o Karisim QIAquick column tiiplerine aktarildi. 17900 x g’de 30-60
saniye santriflij edildi. Santrifiij sonrasi toplama tiipiinde biriken
stvi bosaltild1.

e 0,75 ml Buffer PE ile yikanip, 30-60 saniye 17900 x g’de
santrifiijlendi.

e Santrifiij sonras1 toplama tiipii degistirilip tekrar 17900 x g’de 1
dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonras1 QIAquick columnlar1 yeni 1,5 ml ependorflara
alindi.

e Uzerine 30 ul Buffer EB eklenip 1 dakika oda 1sisinda
bekletildikten sonra 17900 x g’de 1 dakika santrfifiij edildi.

e Pirifikasyonu yapilan PCR firiinleri santrifiij sonrast 1,5 ml

ependorfta toplandi.
2.2.6. PCR Uriiniiniin Tasiyic1 Plazmide (Shuttle Plazmid)
Klonlanmasi

Piirifiye edilen PCR iiriinii CloneJet PCR Cloning kit (Thermo Scientific)
ile asagida belirtilen kitin Onerdigi kosullar dogrultusunda pJET1.2/blunt

klonlama vektori igine yerlestirildi.
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Klonlama Protokolii;

2x Reaksiyon Buffer 10 pl
pJET 1.2/blunt Cloning Vector 1 ul
Piirifiye PCR iiriinii 1 ul
T4 DNA Ligaz 1l
H,O 7wl

olarak 20 pl reaksiyon karisimi hazirlanip 3-5 saniye vortekslendikten

sonra 22°C’de 5 dakika bekletildi.

Klonlama isleminin konfirmasyonu amaciyla aro4 geni yerlestirilmis
pJET1.2/blunt vektorii kompetan hiicreye transforme edildi. Transformasyon
icin ticari olarak tedarik edilmis One Shot TOP10 Chemically Competent

Escherichia coli (Invitrogen) hiicresi kullanildi.

Transformasyon islemi Sambrook ve Russell (2001)’1n yontemine gore;
50 ng vektor 50 pl hiicre icine aktarilip 30 dakika buzda bekletildi. Buzdan
cikarilan ornekler 42°C sicak su banyosunda 90 saniye bekletildikten sonra
tekrar buza alinip 1-2 dakika sogutuldu. Sogutma isleminden sonra iizerine 800
ul SOC medium eklenip 37°C’de 45 dakika 225 rpm’de ¢alkalanarak bekletildi.
Daha sonra uygun antibiyotik eklenmis LB medium hazirlanmis petrilere 50-100
ve 150 pl olacak sekilde biitiin 6rnek yayma ekim yapilarak ekildi. 37°C’de 1

gece inkubasyona birakildi.

Inkubasyon sonrasi iiremelerden rastgele 19 adet koloni konfirmasyon i¢in
secilerek koloni PCR’ma tabi tutuldu. PCR islemi ic¢in reaksiyon karigimi
Phusion High-Fidelity DNA Polimerase (Thermo Scientific) kullanilarak daha
once bu enzimle uygulanan reaksiyon karisimi ile ayni sekilde 20 pl’lik hacimde

hazirlandi.
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Amplifikasyon kosullari:

98°C 10 dakika

98°C 10 saniye

65°C 30 saniye 40 siklus
72°C 90 saniye

72°C 7 dakika

PCR analizi yapilan her bir koloni, antibiyotik eklenmis LB broth

besiyerlerinde saklandi.

Koloni PCR sonucu firiinler, jel elektroforezine tabi tutularak UV 11k
altinda incelendi. Beklenen yerde bant gosteren Ornekler klonlamanin
gerceklestigi pozitif ornekler olarak kabul edilip, saklandiklari LB broth
besiyerinde 37°C’de bir gece iiretildikten sonra -80°C’de saklandi. Bu islemden

sonra pozitif ornekler pJETaroA olarak isimlendirildi.

2.2.7. pJETaroA Vektoriinden aroA Gen Bolgesinin
Kesilmesi ve Elde Edilmesi

AroA geni yerlestirilmis ve konfirmasyonu yapilmig pJETaroA
vektoriinden 5°-...G/TCGAC...-3’ bolgesinden Sall restriksiyon enzimi ile
aroA gen bolgesinin bir kismi kesildi. Kesim islemi sonrasinda iiriin %0,8’lik
jelde yiiriitiildi. Elektroforez sonucu aroA genini g¢evreleyen (up-stream ve
down-stream flanking) sekanslar1 iceren yaklasik 4000 bp biiyiikliigiinde ana
iskelet (biiyiik parga) jelden QIAquick Gel Extraction kit (Qiagen) ile kitin
onerdigi sekilde uygulanarak ekstrakte edildi. Jel ekstraksiyon asamalari asagida

belirtildigi gibi yapildu.

e Ekstraksiyonu yapilacak olan kisim jelden bir bisturi yardimiyla

kesildi.
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Kesilen jel hassas tartida tartilip 1:3 oraninda iizerine Buffer QG
eklendi.

50°C’de 10 dakika jel tamamen eriyene kadar 2-3 dakikada bir
vortekslenerek inkiibe edildi.

Jel tamamen eridikten sonra QIAquick 2 ml toplama tiiplerine
aktarildi.

13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Toplama tiipleri bosaltildiktan sonra 0,5 ml Buffer QG eklenip
13000 rpm’de 1 dakika santifiij edildi.

Yikama iglemi column tiiplere 0,75 ml Buffer PE eklenip 1 dakika
13000 rpm’de santrifiij edildi.

Toplama tiipleri atilip yerine 1,5 ml eppendorf yerlestirildi ve colum
tiipleri iizerine 30 ul Buffer EB eklendi. 1 dakika oda isisinda
bekeltilditen sonra 1 dakika maksimum hizda santrifiij edildi.

Santrifiij islemi sonrasi jel ekstrakti ependorfta toplandi.

2.2.8. Elde Edilen aro4 Gen Bolgesi Uriiniiniin Blunt-end

Haline Doniistiiriilmesi

Jel ekstraksiyonu sonucu elde edilen aro4 genini gevreleyen biiylik parca

bir sonraki ligasyon asamasinda kullanilmak tiizere T4 DNA Polymerase

(Thermo Scientific) ile blunt-end haline doniistiiriildi.

Blunt-end Reaksiyonu;

5x Reaksiyon Buffer 4 ul
pJETaroA Vektorii 10 pl
2mM DNTPs 1l
T4 DNA Polymerase 0,2 ul
H,O 4,8 ul
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olarak 20 ul hacimde hazirlanip vortekslendikten sonra oda 1sisinda 5
dakika, 75°C’de 10 dakika bekletildi. Elde edilen yeni plazmid
pJETaroA(-) olarak isimlendirildi.

2.2.9. GFP (Green Fluorescent Protein) Geni Elde Edilmesi
ve Cogaltilmasi

Bu amagla ticari olarak temin edilen pGFPuv vector (Clontech, ABD)
kullanildi. pGFPuv plazmidi kompetan hiicreye daha dnce yukarida belirtildigi
sekilde transforme edilerek LB broth besiyerinde 50 ml hacimde iiretildi.
Hazirlanan kiiltiirden istenilen miktarda ¢ogaltilmis plazmid saf olarak elde
edildikten sonra GFP kaseti Ecorl (G/AATTC) ve Pvull (CAG/CTGQG)
restriksiyon enzimleri ile kesilerek plazmid govdesinden ayrildi. Kesim iglemi
sonrasinda karisim %0,8’lik jelde yiiriitiildii. Elektroforez sonucu jelden, GFP
geninin yaklasik 950 bp klonlanacak bolimii QIAquick Gel Extraction kit
(Qiagen) kullanilarak elde edildi.

2.2.10. pJETaroA(-) Vektorii icine GFP Gen Bolgesinin
Yerlestirilmesi

pJETaroA(-) vektorii i¢cine elde edilen GFP geni T4 DNA Ligaz (Thermo

Scientific) enzimi kullanilarak yerlestirildi.

Ligasyon Reaksiyonu;

5x Reaksiyon Buffer 4 ul
pJETaroA Vektorii 1 ul
GFP Vektorii 3ul
T4 DNA Ligaz 1l
H,O 11 pl
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olarak 20 ul hacimde hazirlanip vortekslendikten sonra oda 1sisinda 5

dakika bekletildi.

Ligasyon isleminin konfirmasyonu i¢in yukarida belirtildigi sekilde
Sambrook ve Russell (2001)’in yontemine gore transformasyon yapildi.
Transformasyon islemi sonucu uygun antibiyotik eklenmis besiyerlerinde
tiretilen hiicreler UV 1s1k altinda incelenerek yesil renkte parildama gosterip
gostermediklerine bakildi. Yesil renkte parlayan bu koloniler ligasyon isleminin
basarili bir sekilde gerceklestigini belirtmis oldu. Elde edilen bu son plazmid
pJETaroA(-)GFP olarak isimlendirildi.

2.2.11. pJETaroA(-)GFP Plazmidinin Dogrulanmasi

Ligasyon sonucu dogrulamasi yapilan ve besiyerinde yesil renkte parlayan
kolonilerden rastgele bes tanesi secilerek sekans analizi gerceklestirildi. Bu
amagla secilen koloniler, uygun antibiyotik eklenmis LB medium besiyerlerine
pasajlandi. 37°C’de bir gece inkubasyon sonucu plazmid ekstraksiyonu
gerceklestirildi. Plazmid ekstraksiyonu GeneJET Plasmid Miniprep kit (Thermo
Scientific) ile kitin 6nerdigi kosullara uygun olarak yapildi. Kitin uygulama

kosullar1 asagida 6zetlendi.

e Bakteri kiiltiirleri 8000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatant atildiktan sonra peletler tizerine 250 pul Resuspension
soliisyonu eklenip vortekslendi.

e Uzerine 250 pl Lysis soliisyonu eklenip 4-6 kez tiipler ters yiiz
edildi.

e Uzerine 350 pl Neutralization soliisyonu eklenip tiipler tekrar 4-6
kez ters yliz edildikten sonra 5 dakika 14000 rpm’de santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrast siipernatant Thermo Scientific GeneJET Spin

Column tiiplerine aktarilip 1 dakika 14000 rpm’de santrifiij edildi.
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e 500 ml Wash soliisyonu eklenip 30-60 saniye 14000 rpm’de 2 kez
santrifiijlenerek yikama iglemi yapildi. Yikama isleminden sonra
toplama tiipleri atilip 1,5 ml ependorflar yerlestirildi.

e 30 pl Elution buffer eklenip 2 dakika oda 1sisinda bekletildikten
sonra 14000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonras1 plazmid DNA ekstrakti ependorflarda toplandi.

Ekstraksiyon sonucu Orneklerin DNA miktar1 spektrofotometre ile
belirlendi. Sekans analizi i¢in reaksiyon karigimi ve amplifikasyon kosullari

asagida belirtildigi sekilde sekans PCR’1 uygulandi.

Reaksiyon karigimi:

BigDye Terminator 3.1 Ready Reaction Mix 4ul
BigDye Terminator 3.1 5x Sequencing Buffer 2l
Forward primer, 3.2 pmol 2wl
Reverse primer, 3.2 pmol 2 ul
Template 150-300 ng
H,O 8-10 pl

Amplifikasyon Kosullar:

96°C 1 dakika

96°C 10 saniye

50°C 5 saniye 25 siklus
60°C 4 dakika

PCR iiriinlerinin piirifikasyonu Sephadex (Sigma-Aldrich) ile yapildi.
Piirifikasyondan sonra ornekler 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

cihazina yiiklenip sekans analizi gergeklestirildi. Sekans analizi sonucu
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degerlendirme CLC Main Workbench programu ile incelendi ve konfirmasyonu

saglandi.

2.2.12. Rekombinant Bakterinin Olusturulmasi

Dogrulanan pJETaroA(-)GFP plazmidi dncelikle Notl restriksiyon enzimi
ile kesilerek linearize hale getirildi. Takiben uygun replikasyon doneminde
(ODgpo 0.4-0.6) secilen S. Infantis susu icerisine yukarida bahsedilen Sambrook
ve Russell (2001)’1n yontemine gore transforme edildi. Segilen S. Infantis susu
kimyasal transformasyon i¢in Sambrook ve Russell (2001)’1in yontemine gore
hazirlandi. Bu amagla bakteriyi kompetan hale getirmek i¢in 6ncelikle segilen S.
Infantis susu LB agarda 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Ureyen kolonilerden
yaklagik 2-3 mm biiyiikliiglinde tek koloni segilerek LB broth’a pasajlandi ve
37°C, 225 rpm’de inkubasyona birakildi. ODggo degeri 0,4’e ulastigi zaman
kiiltiir, 6nceden buz iizerinde sogutulmus 50 ml falkonlara aktarildi ve 10 dakika
buzda sogutuldu. Ardindan 2700 x g hizinda, 4°C 1sida, 10 dakika santrifii
edildi. Siipernatant atildiktan sonra kalan pelet 1 dakika kurumaya birakildi.
Daha sonra pelet, buz iizerinde sogutulmus 30 ml MgCl,-CaCl, soliisyonunda
stispanse edildi. Siispanse olan kiiltiir tekrar 2700 x g hizinda, 4°C 1sida, 10
dakika santrifiij edildi. Siipernatant atilip kalan pelet 1 dakika kurumaya
birakildi. Son agamada buz {izerinde sogutulmus 2 ml 0,1M CaCl, ile siispanse

edildi. Transformasyon sonucu genin aktarim durumu UV 151k altinda incelendi.

2.2.13. Rekombinant Bakterinin Dogrulanmasi

Olusturulan rekombinant bakteride GFP geninin plazmitte mi tagindig1
veya bakteri kromozomuna mi entegre oldugunu ortaya koymak i¢in PCR

analizi, plazmid eliminasyonu, sekans analizi ve Western Blot analizi yapildi.
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2.2.13.1. PCR Analizi

Beklenen mutant bakteri dizisine 6zel primerler tasarlanarak PCR analizi
gerceklestirildi. Primerler, bakteri kromozomunda aroA geninin 6niinde bulunan
geni ve GFP genini kapsayarak yaklagik 1400 bp’lik kismi ¢ogaltacak sekilde
MaroA-F 5’-CTC CTT AAT ATC CCC TCC AAC-3" MaroA-R 5’-ATC ACC
TTC ACC CTC TCC-3’ olarak tasarlandi. Bu amagla, ilk olarak bakteri DNA
ekstraksiyonu GeneJet Genomic DNA Purification kit (Thermo Scientific) ile
kitin talimatlarina uygun olarak gerceklestirildi. Uygulanan PCR (gradient)

reaksiyon karigimi ve amplifikasyon kosullar1 asagidaki gibidir.

Reaksiyon karigimi;

5X Phusion HF Buffer Sul

10 mM dNTPs 0,5 ul
Forward primer, 10 pmol 0,25 ul
Reverse primer, 10 pmol 0,25 ul
DMSO 0,75 ul
Phusion DNA Polimeraz 0,25 pul
H,O 17 ul
Template DNA 1l

olarak 25 pl’lik hacimde hazirlandu.

Amplifikasyon kosullari:

98°C 2 dakika

98°C 10 saniye

54-60°C 20 saniye 40 siklus
72°C 45 saniye

72°C 7 dakika

PCR iiriinleri jel elektroforezine tabi tutularak UV 151k altinda incelendi.
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2.2.13.2. Plazmid Eliminasyonu

Ikinci asamada olusturulan rekombinant S. Infantis susu, aktarilan
plazmidin tasidig1 antibiyotik direng genine sahip oldugu i¢in ancak ¢alismanin
baginda kullanilan, mutasyona ugratilmamis olan saha susunda direng
bulunmadigindan olusturulan rekombinant bakteride plazmid eliminasyonu
gerceklestirildi. Plazmid eliminasyonu Carlton ve Brown (1981)’1n yontemine
gore normal lireme sicakliginin 5-7°C iizerinde (42-43°C) bes giin boyunca LB
medium besiyerinde pasajlama ile gerceklestirildi. Besinci giiniin sonunda
pasajlanan koloniler, plazmitte bulunan direng geniyle ayni antibiyotigin
eklendigi LB medium besiyerlerine ekildi ve 37°C’de bir gece inkubasyona
birakildi. 18-24 saat sonunda, antibiyotik eklenen besiyerinde {iremenin

olmamasi1 sorgulandi.

Bes giin siiren plazmid eliminasyonu sonucu, kolonilerde UV 151k altinda
parlama olmamasi nedeniyle, GFP geninin kromozomda bulunup bulunmadig:
tekrar konfirme edildi. Konfirmasyon i¢in, daha 6nce UV 151k altinda yesil
floresan parlama gosteren ilk rekombinant bakteride oldugu gibi bakteri
kromozomunda aroA geninin 6niinde bulunan geni ve GFP genini kapsayacak
sekilde MaroA-F 5°-CTC CTT AAT ATC CCC TCC AAC-3’ MaroA-R 5’-ATC
ACC TTC ACC CTC TCC-3’ olarak tasarlanan primerlerle, yukarida belirtilen
kosullarla ayn1 olarak DNA ekstraksiyonu, PCR analizi ve jel elektroforezi
gerceklestirildi. Jel elektroforezi sonucu GFP geninin bakteri kromozomunda

bulundugu saptandi.

2.2.13.3. Sekans Analizi

Plazmid eliminasyonu yapilan rekombinant bakteride sekans analizi
gerceklestirildi. Sekans analizi i¢in reaksiyon karigimi, amplifikasyon kosullar
ve piirifikasyon asamasi yukarida belirtildigi sekilde uygulandi. Dizi analizi
sonuglar1 CLC Main Workbench 7 programinda incelendi ve GFP geninin

bakteri kromozomunda entegre olarak bulundugu bir kez daha dogrulandi.
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2.2.13.4. Western Blot Analizi

Olusturulan rekombinant bakteride GFP geninin ekspresyonunu ortaya
koymak i¢in Western Blot analizi gerceklestirildi (Sambrook ve Russell, 2001).
Bu amagla, plazmid eliminasyonu yapilan rekombinant bakteri, plazmid
eliminasyonun yapilmadig1 yani antibiyotikli besiyerinde tireyip UV 151k altinda
yesil floresan parlama gosteren sus ve saha susu kullanildi. Suslar ODggo degeri
0,5 olana kadar LB broth besiyerinde tiretildikten sonra protein ekstraksiyonu
icin 16000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra pelet 50
ul buzda sogutulmus lysis buffer (Bio-rad) iginde siispanse edildi. 95°C’de 10
dakika bekletildikten sonra 14000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatantta bulunan protein ekstraktindan 40 pl yeni bir ependorf tiipiline
aktarildi. Protein miktar1 Bradford analizi ile 6l¢iildii. Bu asamada, Bradford
reagent kit (Thermo Scientific) ile kitin onerdigi sekilde mikroplate’lerde 10 pl
ornege ait protein ekstrakti ile 300 pul Coomassie Plus Reagent karistirildi. 10
dakika oda 1s1sinda ¢alkalanarak bekletildi. Protein miktar1 595 nanometre dalga
boyuyla olciilerek kalibrasyon egrisi olusturuldu (Sekil 2.1). Bradford analizi

icin standart olarak Bovine Serum Albumin (Sigma-Aldrich) kullanildi.
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Sekil 2.1. Protein kalibrasyon egrisi.

Protein miktar1 ayarlandiktan sonra, analiz i¢in 10 pl protein ekstrakti ile

10 pl 2X laemmli sample buffer (Bio-rad) karistirilip 95°C’de 5 dakika
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bekletildi. Mini-protean TGX Stain-free Precast Gel (bio-rad) kuyucuklarma 10
pl ornekler yiiklendi ve 200V ile 45 dakika dikey elektroforez yapildi.

Elektroforez sonucu jel, Commasie Blue (Thermo Scientific) ile boyandi.

Western Blot analizi i¢in 10 pl protein ekstrakti ile 10 pl 2X laemmli
sample buffer (Bio-rad) karigtiritlip 95°C’de 5 dakika bekletildikten sonra Mini-
protean TGX Stain-free Precast Gel (Bio-rad) kuyucuklarma 10 pl 6rnekler
yiiklendi ve 200V ile 45 dakika dikey elektroforez yapildi. Elektroforez sonucu
jel Trans-Blot Turbo PVDF (Bio-rad) membranina Trans-Blot Turbo Transfer
System (Bio-rad) kullanilarak aktarildi. Daha sonra membran, Ponceau S
(Thermo Scientific) ile boyanarak transfer kalitesi kontrol edildi. Ponceau S
boyasi dokiildiikten sonra membran Tris Buffered Saline (Bio-rad) ve Tween-20
(Bio-rad) (TBST) ile ii¢ kere yikandi. Ardindan 1X Tris Buffered Saline (TBS)
ile %5 siit tozu ve Tween-20 karistirilarak Blocking buffer hazirlandi. Membran
blocking buffer ile bir saat oda 1sisinda ¢alkalanarak yikandi. Daha sonra birer
dakikadan iki kez TBST ile yikandi. Blotlama i¢in kullanilan polyclonal anti-
green fluorescent protein, rabbit IgG fraction (Invitrogen) 1:1000 oraninda
sulandirilip membrana aktarildi, bir saat oda 1sisinda ¢alkalanarak bekletildi.
Birinci antikor dokiildiikten sonra birer dakikadan iki kez TBST ile yikandu.
Ikinci antikor Anti-Rabbit IgG (whole molecule) (Sigma-Aldrich) 1:80000
oraninda sulandirilip membrana aktarildi ve yaklagik bir saat oda 1sisinda
calkalanarak bekletildi. Son olarak {i¢ kez 5-10 dakika TBST ile yikamadan
sonra 1:1 oraninda hazirlanan Western ECL Substrate (Bio-rad) eklenip 5 dakika
bekletildikten sonra ChemiDoc MP System (Bio-rad) kullanilarak goriintiilleme

islemi tamamlandi.

2.2.14. Rekombinant Bakterinin Karakterizasyonu

Olusturulan rekombinant S. Infantis susu ile S. Infantis saha susu, S.
Enteritidis saha susu ve S. Typhimurium saha susu fenotipik ve genotipik

yontemler ile karsilastirildi.
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2.2.14.1. Fenotipik Degerlendirme

Rekombinant S. Infantis susu ve saha susu S. Infantis, S. Enteritidis, S.
Typhimurium farkli besiyerlerine ekilerek H>S olusumu, koloni morfolojisi,
biyokimyasal test analizleri, iireme profili, antibiyotik direnc¢ profilleri ve

antimikrobiyal madde duyarlilig1 karsilastirilda.

2.2.14.1.1. Biyokimyasal ve Ureme Ozellikleri

Besi yerindeki iireme Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in, Kanli agar,
MacConkey agar, XLD agar, Nutrient agar, TSI agar, O/F medium ve iire agara
ekimler yapildi. Ureme profilinin belirlenmesi igin ise BioScreen C MBR
(Finland) cihaz1 kullanildi. Bu amagla selektif olmayan besiyerinde suslar tek
koloni diisecek sekilde iiretilip cihaza uygun plate’lere 400 pl i¢cinde tek koloni
stispanse edilerek 37°C’de 24 saat ve her saat basi Olgiim yapilacak sekilde
ayarlanip cihaza yiiklendi ve ODg;o dalga boyunda 6l¢iimler yapildi.

2.2.14.1.2. Hareket Ozellikleri

Olusturulan rekombinant bakterinin hareket yeteneginde meydana gelen
degisiklikleri incelemek amactyla hareket testi uygulandi. Bu amagcla, Tittsler ve
Sandholzer (1936)’in metodu temel alinarak yar1 kat1 besiyeri (Motility test
medium) hazirlandi. Rekombinant sus, saha suslar1 S. Infantis, S. Typhimurium
ve S. Enteritidis igne uglu 6ze yardimiyla hazirlanan besiyerinin orta hattindan

olacak sekilde ekildi ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi.

2.2.14.1.3. Antibiyotik Duyarhlik Ozellikleri

Antibiyotik diren¢ profillerinin incelenmesi i¢in Mueller-Hinton agara

ekimler yapilarak disk diflizyon yontemiyle Cizelge 2.1.°de belirtilen
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antibiyotikler European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) kriterlerine uygun olarak test edildi. Bu amagla, 1 gece énce LB
medium besiyerinde iiretilmis bakterilerden, serum fizyolojik i¢inde, McFarland
0,5 bulaniklik standardi yogunlugunda inokulum hazirlandi. McFarland 0,5,
dansitometre (Grant Bio DEN-1 McFarland Densitometer) ile Olgiilerek
ayarlandi. Daha sonra steril pamuk uglu ekiivyon inokulum igine batirilip,
kalinlig1 yaklagik 5 mm olarak hazirlanmig Muller-Hinton agar plaklarina ii¢
yonde siirerek yayildi. Antibiyotik diskleri agarlara yerlestirildi. Biitiin testlerde
pozitif kontrol olarak E. coli ATCC 25922 susu kullanildi.

Cizelge 2.1. Kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlari.

Antibiyotik Konsantrasyon
Ampisilin (Oxoid) 10 pg
Gentamisin (Oxoid) 10 pg
Streptomisin (Oxoid) 10 pg
Siprofloksasin (Oxoid) 5ug
Nalidiksik asit (Oxoid) 30 ug
Trimetoprim (Oxoid) S5ug
Trimetoprim siilfametoksazol (Oxoid) 300 pg
Kloramfenikol (Oxoid) 30 ug
Tetrasiklin (Oxoid) 30 ug
Sefoktaksim (Oxoid) 5ug

2.2.14.1.4. EDTA Duyarhhlk Testi

Olusturulan rekombinant S. Infantis susunun antimikrobiyal maddelere
kars1 degisen 6zelliklerini incelemek amaciyla EDTA duyarlilik testi yapildi. Bu
amagla, Sebkova ve ark. (2008)’nin kullandig1 antibiyotik MIK degerlendirme
yontemine benzer olan metot uygulandi. Bu yonteme gore; bir litre distile su

icerisinde c¢ozdiiriilen 4096 mg EDTA (Sigma-Aldrich) siispansiyonu esit
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miktarda LB broth ile karistirildi. Bu karisimdan daha sonra 96 gozli
mikropleytte, ilk gézde 2048 mg/L olacak sekilde 16 mg/L’ye kadar LB broth
ile iki katli diliisyonlar1 hazirlandi. Rekombinant S. Infantis susu ve S. Infantis
saha susu hazirlanan bu mikropleyte esit oranda ilave edilerek 37°C’de 24 saat

inkubasyona birakildi.

2.2.14.1.5. In Vitro Adezyon ve invazyon Testleri

Rekombinant S. Infantis susunun bagirsak hiicresinde adezyon ve
invazyonunun belirlenmesi amaci ile Sap Enstitlisii’nden temin edilen Caco-
2/An 1 (human epithelial colorectal adenocarsinoma) hiicre kiiltiirtine Salehi ve
ark. (2017) ile Giannasca ve ark. (1996)’nin yontemine gore ekimler yapildi.
Caco-2 hiicreleri, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Sigma-
Aldrich) i¢ine %10 fetal bovine serum eklenerek 37°C’de %5 karbondioksitli
etlivde inkiibasyona birakildi. Adezyon ve invasyon analizi i¢in, Caco-2

hiicreleri 24 gozlIii hiicre kiiltiirii pleytlerine ekildi.

Adezyon analizi i¢in, LB broth besiyerinde, calkayicili etiivde 37°C’de
tiretilmis, taze, rekombinant S. Infantis ve saha susu S. Infantis ODggo degeri 0,6
(6x10® CFU/ml) olacak sekilde ayarlandi. 24 gozlii hiicre kiiltiirii pleytinin her
bir goziinde yeteri kadar bakteri (yaklasik 10" cfu/ml) olacak sekilde 100:1
oraninda bakteri inokulumu hazirlandi. inokulasyondan énce Caco-2 hiicreleri
iki kez phosphate-buffered saline (PBS) ve bir defa da oda 1sisindaki DMEM
medium ile yikandi. Bakteri inokulasyonundan 1 ml hiicre kiiltiirii pleytine
eklendikten sonra, pleyt 800 rpm’de bir dakika boyunca santriflij edildi.
Santrifiijden sonra pleyt, 37°C’de %5 CO,’li etiivde 45 dakika inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra inokulum atilarak adezyonu gergeklememis
bakterileri ortadan kaldirmak i¢in pleytler bes kez 1sitilmig PBS ile yikandi. Daha
sonra Caco-2 hiicreleri sogutulmus %0,1 Triton X-100 (Sigma-Aldrich) ile

parcaland1 ve bakteri hiicre sayisinin belirlenmesi i¢in 10 kathi diliisyonlar
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hazirlanarak, her bir diliisyondan iki adet LB medium besiyeri plaklarina ekimler

yapildi.

Invazyon analizi icin, yukarida anlatildig1 sekilde, hazirlanan inokulum
hiicrelere verildikten sonra bir saat bekletildi. Daha sonra medium igerisinde 100
ng/ml gentamisin bulunan taze medium ile degistirildi. Iki saatlik inkubasyon
sonrasinda siispansiyon aspire edildi. Daha sonra hiicreler iki kez PBS ile
yikanarak iizerine sogutulmus %0,1 Triton X-100 eklendi. Invaze olmus bakteri
hiicre sayisinin belirlenmesi i¢in 10 kathi diliisyonlar hazirlanarak, her bir
diliisyondan iki adet LB medium besiyeri plaklarina ekimler yapildi. Biitiin bu
islemler dort defa tekrar edildi. Tekrarlarin aritmetik ortalamasi alinarak yiizde
invazyon orani ([hiicre i¢i bakteri sayisi/inokule edilen bakteri sayisi]x100) ve
ylizde aderans orani ([yikama sonrasi bakteri sayisi/inokule edilen bakteri

say1s1]x100) hesaplandi.

2.2.14.2. Genotipik Degerlendirme

Genotipik degerlendirme amaciyla Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE)
uygulandi. Bu amagla, rekombinant S. Infantis susu plazmid eliminasyonu
yapilan ve yapilmayan olarak iki sus, saha susu S. Infantis, S. Enteritidis ve S.

Typhimurium kullanildi.

Her bir sus Nutrient agar besiyerlerine ekilerek 37°C’de 18-24 saat
inkubasyona birakildi. Ureme sonunda Centers for Disease Control and
Prevention (CDC)’1n protokoliine gore Onerilen kosullarda jel elektroforezine

hazirlandi. Protokole gore uygulanan agamalar asagidaki gibidir:

e Kiiltiire edilen 6rnekler ODgo 0,8-1,0 arasinda olacak sekilde Cell
Suspension Buffer (100 ml 1M Tris, 200 ml 0,5 M EDTA, 700 ml

Ultrapure su) i¢inde siispanse edildi.
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e Her bir siispanse edilen 6rnekten 400 pl alinarak 20 pl Proteinase K
(20 mg/ml stok) ve 400 pl %1’lik SeaKem Gold agarose ile
karistirtlip pluglar hazirlandi.

e Hazirlanan pluglar Cell Lysis Buffer (50 mM Tris: 50mM EDTA,
pH 8,0 + %1 Sarcosyl) ve Proteinase K eklenmis mix i¢inde 54-
55°C su banyosunda 1,5-2 saat inkiibe edildi.

e Inkubasyon sonucu pluglar, 54-55°C’de 10-15 dakika olacak
sekilde ilk olarak 10-15 ml Ultrapure suda 2 kez yikandu.

e Su ile yikama islemi sonrasi pluglar, 54-55°C’de 10-15 dakika
olacak sekilde TE Buffer ile ii¢ kez yikandi.

e Yikama isleminden sonra pluglar Xbal (50U) restriksiyon enzimi
kullanilarak kesim islemine tabi tutuldu. Kesim i¢in; pluglar
oncelikle 2,0-2,5 mm biiyiikliigiinde bistiiri yardimiyla kesildi ve
ependorf tiiplerine aktarildi. Her bir 6rnek iizerine 180 pl Ultrapure
su ve 20 pul 10X Restriction buffer eklenip 37°C su banyosunda 5-
10 dakika bekletildi. Inkubasyon sonunda buffer atilip iizerine 175
ul Ultrapure su, 20 pl 10X Restriction buffer ve 5 ul Xbal (10U/pl)
enzimi eklenip 37°C su banyosunda 1,5-2 saat bekletildi.

o Kesim islemi sonrasi jel elektroforezi i¢in oncelikle 100 ml 10X
TBE ve 1900 ml Ultrapure su karigtirilarak buffer hazirlandi. Ayni
zamanda 100 ml 0,5X TBE ile 1 g SeaKem Gold agaroz karisitilip
mikrodalgada eritildikten sonra 55-60°C sicakliga sogutuldu.

Kesim sonras1 pluglar jel igine yerlestirilip CHEF DR-III cihazinda
elektroforez gergeklestirildi.

Elektroforez kosullari

Initial switch time: 2,2 s
Final switch time: 63,8 s
Voltage: 6 V

Included Angle: 120°
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Run time: 18-19 saat

olarak ayarlandi.

Elektroforez islemi sonucu jel 20-30 dakika 400 ml Ultrapure su
icine 40 pl (10 mg/ml) ethidium bromide eklenerek boyandi. Daha
sonra 500 ml Ultrapure su ile 20 dakikada bir degistirilerek 60
dakika daha yikandi.

Elde edilen DNA fragmanlar1 UV 15181 altinda goriintiilendi.
Fragmanlarin benzerligi GelCompar II vs. 6.6.11 (Applied Maths)
yazilimi kullanilarak degerlendirildi.

PFGE sonucu elde edilen bantlar UPGMA (Unweighted pair group
method with mathematical averaging) metodu ve Dice benzerlik
(Dice similarity coefficient) katsayisi kullanilarak dendrogram

analizi yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. Kullamlacak Susun Secimi ve Genom izolasyon
Bulgular:

Calismada kullanilacak olan susun segimi icin Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kiiltiir Koleksiyonu’nda yer
alan, daha oOnce kiimes altlik ve tozundan izole edilmis ve ribotiplendirme
kiitliphanesinde en ¢ok ribopaterni olan suslardan se¢im yapildi
Ribotiplendirme sonuglarina gore ribotiplendirme kiitiiphanesinde toplam 170 S.
Infantis susunun dahil oldugu, alt1 adet ribopatern i¢inde en ¢ok sayida (n: 98)
S. Infantis’i igeren ribopaternden rastgelel5 adet S. Infantis susu segildi ve
kiiltiire edildi. Kiiltiire edilen suslardan yapilan bakteriyel genom izolasyonu
sonucu ekstraksiyonlardaki DNA miktari, spektrofotometre (NanoDrop 2000,
Thermo Scientific) ile dl¢iildii. DNA miktar1 ve 260/280 orani sirasiyla; birinci
susta 27,2 ng/ul ile 1,98, ikinci susta 28,8 ng/ul ile 2,01 olarak optimum

degerlere sahip olan iki sus secildi.

3.2. Hedef Genom Bolgesinin PCR Analiz Bulgulari

DNA ekstraksiyonu yapilan S. Infantis suslarinda aroA4 geninin varligi
uygulanan gradient PCR ile aroA-F/0384 5°-TCT TTC CGG TCT GGT GTT-3’
aroA-R/2451 5°-GAC GTT TGG TGT ATT TGC TT-3’ primerleri kullanilarak
saptandi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. aroA genine spesifik dizayn edilen primerler ile elde edilen iki susa ait gradient PCR sonucu jel
elektroforez goriintiisii (M: 1kb DNA Ladder; N: Negatif kontrol, A:50°C; B:51°C; C:52,3°C; D:54°C;
E:56,1°C; F:58,6°C; G:60,8°C; H:62,4°C; 1:63,9°C; J:64,6°C; K:65°C).

3.3. Klonlama Bulgular:

Hedef genom boélgesi cogaltilip piirifikasyonu yapilan PCR iiriind,
CloneJet PCR Cloning kit ile shuttle plazmide klonlandiktan sonra pJETaroA
vektoriiniin, kompetan hiicreye transformasyonu ve daha sonra PCR analizi ile
klonlama isleminin konfirmasyonu yapildi. Klonlama isleminin basarili bir

sekilde gerceklestigi belirlendi (Sekil 3.2).

UL EE

Sekil 3.2. Rastgele segilen 19 adet bakteri kolonisine, aroA genine spesifik dizayn edilen primerler ile
uygulanan PCR sonucu elde edilen jel elektroforez goriintiisii (M:1 kb DNA Ladder; 1-19: 6rnek
numaralari).

3.4. pJETaroA Vektoriinden Elde Edilen Gen Bolgesi
Bulgular:

Konfirmasyonu yapilan pJETaroA vektoriinden Sall restriksiyon enzimi

ile kesim iglemi yapildiktan sonra jel elektroforezi ile kesim isleminin dogru
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sekilde gerceklestigi saptandi ve bu dogrultuda biiylik parca (pJETaroA(-))
jelden ekstrakte edildi (Sekil 3.3).

M

S G000 bp
4000 bp
t

3500 bp
S 3000 bp

1500 bp

1000 bp

Sekil 3.3. pJETaroA vektoriiniin Sall restriksiyon enzimi ile kesimi sonras: jel goriintiisii (M: 1kb DNA
Ladder).

3.5. Bakteri Hiicresinde ifade Olabilen Yesil Floresan
Protein (GFP) Kodlayan Gene Ait Bulgular

Ticari olarak temin edilen pGFPuv vektorii kompetan hiicreye transforme
edildikten sonra UV 151k altinda bakild1 ve kolonilerin yesil floresan renkte
parlayarak transformasyonun ger¢eklestigi saptandi (Sekil 3.4). Transformasyon
sonucu GFP geni ekstrakte edildikten sonra Ecorl ve Pvull restriksiyon

enzimleri ile kesildi ve jel elektroforezi kesim islemi dogruland1 (Sekil 3.5).

43



Sekil 3.4. pGFPuv vektoriiniin transformasyonu sonucu UV 151k altinda goriintiisii.

Cut Pvull-Ecorl Uncut pGFPuy

pGFPuv

3000 bp

bkt . St

1000 bp

50 bp

Sekil 3.5. pGFPuv vektoriiniin EcoRI ve Pvull restriksiyon enzimleri ile kesimi sonrasi jel goriintiisii (M:
1 kb DNA Ladder).

3.6. GFP Geni Klonlama Bulgular1

pJETaroA(-) vektorii icine GFP geni yerlestirildikten sonra kompetan
hiicreye transforme edilerek UV 151k altinda bakildi1 ve kolonilerin yesil renkte
parildama gdostermesi ile GFP geninin pJETaroA(-) vektoriine yerlestirildigi
belirlendi (Sekil 3.6).
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Parildama gdosteren kolonilerden rastgele segilen bes tanesinden plazmid
ekstraksiyonu yapilarak sekans analizi gergeklestirildi ve sekans analizine gore

GFP geninin varlig1 belirlendi.

Sekil 3.6. pJETaroA(-)GFP vektoriiniin transformasyon sonucu UV 151k altinda gériintiisii.

3.7. Rekombinant Bakterinin Dogrulanmasi1 ve Analiz
Bulgular:

3.7.1. pJETaroA(-)GFP Plazmidinin S. Infantis Saha
Susuna Transformasyonu

pJETaroA(-)GFP plazmidi Notl restriksiyon enzimi ile kesilip linearize
hale geldigi elektroforez yapilarak saptandi (Sekil 3.7). Linearize hale getirilen
plazmid S. Infantis susuna transforme edilerek UV 1sik altinda bakildi ve
kolonilerin yesil renkte parildama gostermesi ile transformasyonun
gerceklestigi, bdylece GFP geninin aktarildigi dolayisiyla aro4 geninin

sondiiriilerek delesyon mutasyon sonucun pozitif oldugu anlasildi. (Sekil 3.8).
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Cut Notl
pJETaroA
(-)GFP

6000 bp
- sand 5000 bp

o] 3000 bp

1000 bp

Uncut
pJETaroA(-)
GFP

Sekil 3.7. pJETaroA(-)GFP vektoriiniin Notl restriksiyon enzimi ile kesimi sonrasi jel goriintiisii (M: 1 kb
DNA Ladder).

Sekil 3.8. pJETaroA(-)GFP vektoriiniin S. Infantis susuna transformasyonu sonucu UV isik altinda
gorintisil.

3.7.2. Rekombinant S. Infantis Susunun Dogrulanmasi

3.7.2.1. PCR Analizi

Olusturulan rekombinant bakteride GFP geninin bakteri kromozomuna
entegre oldugu, PCR analizi ile saptandi. Beklenen yerde bant goriilmesi GFP

geninin bakteri kromozomuna entegre oldugunu ortaya koymus oldu (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Rekombinant S. Infantis susuna ait spesifik dizayn edilen primerler ile yapilan PCR sonucu elde
edilen jel elektroforez goriintiisii (M: 1kb DNA Ladder).

3.7.2.2. Sekans Analizi

PCR reaksiyonu sonucu elde edilen {iriin ayni primerler ile iki yonlii olarak

sekans analizi ile konfirme edildi ve GFP geninin varlig1 saptandi.

3.7.3. Rekombinant S. Infantis Susunda Plazmid
Eliminasyonuna Ait Bulgular

Rekombinant S. Infantis susu, aktarilan plazmidin tasidigi antibiyotik
diren¢ genine sahip oldugu i¢in ancak ¢aligmanin basinda kullanilan, mutasyona
ugratilmamig olan saha susunda diren¢ bulunmadigindan, olusturulan
rekombinant bakteride 42°C’de bes giin boyunca LB medium besiyerinde
pasajlama ile bes giiniin sonunda antibiyotikli LB medium besiyerinde lireme

olmamasiyla plazmid eliminasyonu gergeklestigi belirlendi.
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3.7.3.1. Plazmid Eliminasyonunun Dogrulanmasi

3.7.3.1.1. PCR Analizi

Plazmid eliminasyonu sonucu UV 1sik altinda kolonilerin yesil floresan

parildama gostermemesi sonucu, GFP geninin varlig1 PCR ve sekans analizi ile

belirlendi (Sekil 3.10).

Z

1500 bp

1000 bp

—
| —
| ——
—
——
—
—
——

|1 [ LW

Sekil 3.10. Plazmid eliminasyonu yapilan susa spesifik olarak dizayn edilen primerler ile yapilan PCR
sonucu elde edilen jel elektroforez goriintiisii (M: 1kb DNA Ladder; N: Negatif kontrol).

3.7.3.1.2. Sekans Analizi

Plazmid eliminasyonu yapildiktan sonra konfirme edilen PCR {iriinii

sekans analizi ile dogrulandi ve GFP geninin varlig1 belirlendi.

3.7.4. Western Blot Bulgular:

Blotlama yontemi ile plazmid eliminasyonu yapilan ve yapilmayan iki

rekombinant sus ve saha susu test edilerek GFP antikorunun plazmid
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eliminasyonu yapilan susta ve saha susunda baglanmamasi, plazmid
eliminasyonu yapilmayan susta ise antikorun baglanmasi ile protein ekspresyonu
belirlendi. Plazmid eliminasyonu yapilan susta GFP geninin eksprese olmadigi

goriildii.

3.7.5. Fenotipik Bulgular

3.7.5.1. Biyokimyasal Ozellikleri ve Ureme Bulgulari

In vitro analizlerde; rekombinant bakteri ile saha suslar1 S. Infantis, S.
Enteritidis ve S. Typhimurium’un fenotipik 6zelliklerinde herhangi bir farklilik
bulunmadig1 belirlendi. Tiim suslarda besi yerinde iireme oOzellikleri ile

biyokimyasal test analiz sonuglarinin ayni oldugu belirlendi.

Suslarin 37°C (Sekil 3.11) ve 56°C’deki (Sekil 3.12) iireme egrisi

grafikleri karsilastirildiginda suslarin tireme grafikleri arasinda farklilik

belirlenmedi.
Ureme Egrisi
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Sekil 3.11. Suslara ait 37°C’de ilireme egrisi grafigi.

49



Ureme Egrisi
05

0,25 F————

[
[
¢

¢
L
q

S — — )

0
O O O O O O O O O O O O O OO0 OO O oo O o o o o
S OO0 0 OO0 oo oo oo o oo o o o
O d &N N < 1N O~ 0 OO O &N N < 1D O N 00 OO O 4 NN M
O O O O O O O O O O «f ™ 1 ™+ o 1 o 1 o = N &N N
=@=>3. Infantis/sahasusu S.Infantis/rekombinant sus
S.Typhimurium S.Enteritidis
==@==Blank

Sekil 3.12. Suslara ait 56°C’de iireme egrisi grafigi.

3.7.5.2. Hareket Testi Bulgular:

Hareket 6zellikleri incelendiginde, rekombinant bakteri ile saha suslarinin

yart kati besiyerindeki iireme sekillerinde herhangi bir farklilik saptanmadi.

3.7.5.3. Antibiyotik Duyarhhk Test Bulgular:

Rekombinant S. Infantis ve saha susu S. Infantis suslarinin antibiyotik
direng profillerine bakildiginda; rekombinant bakterinin nalidiksik asite,
tetrasikline, trimetoprime duyarli hale geldigi ve siprofloksasin, kloramfenikol,
ampisilin ve streptomisine karsi da rekombinant bakteride duyarliligin arttig

saptandi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Rekombinant S. Infantis susu ve S. Infantis saha susunun antibiyotik disk difiizyon testi
sonuglari. (NA; nalidiksikasit, TE; tetrasiklin, AMP; ampisilin, W; trimetoprim, CTX; sefotaksim, C;
kloramfenikol, RL; sulfametoksazol, CN; gentamisin, S; streptomisin, CIP; siprofloksasin).

Antibiyotik NA TE AMP W CIX C RL CN S C(CIP
Diski/Zon ¢ap1
Rekombinant 23 15 18 29 33 33 0 22 16 30

sus

Saha susu 0 0 9 0 33 20 0 20 10 20

50



3.7.5.4. EDTA Duyarhlik Testi Bulgular:

MIK degerlerine gére rekombinant susun saha susundan yaklasik sekiz kat
daha duyarli oldugu tespit edildi. Buna gore, saha susunun MIK degeri >1024
pg/ml iken mutant susun MIK degeri 128 pg/ml olarak bulundu.

3.7.5.5. In vitro Adezyon ve invazyon Test Bulgular

Hiicre kiiltiirii analizi sonucu mutant sus adezyon oran1 %0,07; invazyon
orani ise %0,03 olarak bulunurken saha susu adezyon orani %0,77; invazyon
orani ise %0,4 olarak bulundu. Elde edilen bu sonu¢lar mutant susun saha susuna

kiyasla 10 kat daha az invazyon ve adezyon yetenegine sahip oldugu belirlendi.

3.7.6. Genotipik Bulgular

Genotipik analizlerde ise, PFGE sonucu rekombinant sus ile S. Infantis
saha susunun gen profillerinin birbirinden farkli oldugu belirlendi (Sekil 3.13).
Dendogram analizi sonucu rekombinant sus ile saha susu S. Infantis’in farkl
taksonlarda yer aldiginin gézlenmesi mutant sus ile saha susunun birbirinden

farkli oldugunu ortaya koydu (Sekil 3.14).
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Sekil 3.13. PFGE Jel Elektroforezi goriintiisii (M: marker; Wild: S. Infantis saha susu, 1: Plazmid

eliminasyonu yapilmayan rekombinant S. Infantis susu, 1M: Plazmid eliminasyonu yapilmis S. Infantis
susu; SE: S. Enteritidis; ST: S. Typhimurium).
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Sekil 3.14. Dendogram analizi goriintiisii (M: marker; WT: S. Infantis saha susu, P: Plazmid eliminasyonu

yapilmayan rekombinant S. Infantis susu, PC: Plazmid eliminasyonu yapilmis S. Infantis susu; SE: S.
Enteritidis; ST: S. Typhimurium).
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4. TARTISMA

Avrupa’da ve diger iilkelerde, tavuk eti ile besin yoluyla insanlarda
infeksiyonlara neden olan Salmonella Infantis, son yillarda ciddi oranda artig
gostermesi ile onem kazanmaktadir. Giderek artan Sa/monella prevalansinin
azaltilmast hem halk sagligi hem de hayvan sagligi acisindan biiyiik dneme
sahiptir. Bu amagla uygulanan kontrol programlar1 yaninda asilama programlari
da oldukc¢a 6nemlidir. Giinlimiizde Amerika Birlesik Devletleri’nde, Avrupa’da
ve bir¢ok iilkede molekiiler yontemlerle elde edilen asilar kullanilmaktadir. Bu
tez calismasinda, Tiirkiye’de en c¢ok izole edilen S. Infantis suslarina karsi as
gelistirilebilmesine yonelik bir¢ok hayvanda ve hatta insanda atteniie oldugu iyi

bilinen aro4 mutanti olusturularak bu susun in vitro analizleri yapildi.

1980’lerden beri aromatik aminoasitlerden yoksun mutantlar bir¢ok farkli
bakteri tiirlinde calisilmig ancak S. Infantis suslarinda c¢alisiimamistir. Bu
dogrultuda okzotrofik mutant S. Infantis susu olusturulmasi, diinyada yapilan ilk

caligmadir.

Hoiseth ve Stocker (1981)’in ¢alismasinda, transpozon insersiyonu ile
aromatik aminoasit sentezini engelleyerek aviriilent S. Typhimurium susu elde
etmigken bu calismada gen insersiyonu transpozon kullanilmadan
gerceklestirilerek aroA geni S. Infantis’te sondiiriilmistiir. Calismada kullanilan
susta aroA genine spesifik tasarlanan primerler ile yapilan PCR analizi sonucu
beklenen yerde ve tek bir bant goriilmesi bununla birlikte negatif kontroliin

dogru calismasi primerlerin oldukca spesifik oldugunu ortaya koydu.

Rekombinant bakterinin fenotipik incelemelerinde saha susu ile ayni
ozellikler tagidig1 ancak bazi farkli 6zelliklere sahip oldugu goriildii. Salmonella
spesifik besiyerlerine yapilan ekimlerde rekombinant sug ile saha susu S.
Infantis, S. Enteritidis ve S. Typhimurium suslarinin {iremelerinde bir fark

olmadigi belirlendi.
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Cooper ve ark. (1994a)’nin olusturdugu aro4 mutanti S. Enteritidis
susunun triple sugar iron (TSI) besiyerinde H,S olusturamadigini bildirmislerdir.
Bunun aksine yapilan tez c¢alismasinda olusturulan aro4 mutant1 S. Infantis
susunda TSI besiyerinde H,S olusumu gozlendi. Cooper ve ark. (1994a) H,S
olusumunu aro4 mutasyonuyla iliskilendirmislerdir ancak bu konuyla ilgili daha

ayrintili ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Ocallaghan ve ark. (1988)’nin yaptig1 ¢caligmada, esansiyel aminoasitlerin
besiyerinden saglanarak aro4 mutanti Salmonella suslarinin saha suslar1 gibi
tireyebildigi belirtilmektedir. Bu tez c¢alismasinda, benzer olarak 37°C ve
56°C’de 24 saat boyunca suslara ait iireme egrisi grafikleri incelendiginde suglar
arasinda bir farklilik olmadignin belirlenmesi yapilan c¢alismayr destekler

nitelikte bulundu.

Sebkova ve ark. (2008) yaptigt calismada S. enterica’nin bazi
serotiplerinin aro mutantlarinin serum, alblimin, EDTA, sistein, tripsin, lizozim
gibi antimikrobiyal etkisi oldugu bilinen maddelere duyarliliginin arttigini
bildirmislerdir. Sebkova ve ark. (2008), artan bu duyarlili1 aro mutantlarinda
hiicre zar1 yapisinin bozulmasindan kaynaklandigini 6ne stirmiislerdir. Bu tez
calismasinda da hiicre membranma etki ettigi bilinen EDTA duyarliligi
incelendiginde mutant susun saha susuna kiyasla EDTA’ya duyarliliginin sekiz
kat arttig1 belirlendi. Elde edilen bu sonu¢ Sebkova ve ark. (2008)’nin sonucunu

destekler nitelikte bulundu.

Antibiyotik direng profili karsilagtirildiginda ise mutant susun saha susuna
kiyasla bazi antibiyotiklere daha duyarl hale geldigi, bazilarina ise tamamen
direngli halden duyarli hale geldigi goriildii. Ozellikle aminoglikozid
(streptomisin), kloramfenikol, ikinci kusak kinolonlara (siprofloksasin) ve
ampisiline duyarlilifi artarken birinci kusak kinolonlar (nalidiksik asit),
tetrasiklin ve trimethoprime tamamen duyarli hale geldigi goriildi. Felgner ve
ark. (2016), aro4A mutant S. Typhimurium susunda mutant susun ampisiline kars1

duyarliligmin arttigin1 bildirmistir. Arastirmacilar ampisiline karsi gelisen bu
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duyarliligin aro4 mutant S. Typhimurium susunda dis membranin yapisinin
bozulmasindan kaynaklanabilecegini diisiinmiislerdir. Bu ¢alismada da aroA
mutant S. Infantis susunda ampisilin duyarlilifinin artmasi bu sonucu destekler
niteliktedir. Mutant susta trimetoprime kars1 kazanilan duyarhilik trimetoprimin
etki mekanizmasi ve aro4 mutasyonu ile ortiismektedir. Trimetoprimin, PABA
antagonisti olarak calistig1 bilinmektedir. aro4 ise PABA sentezi i¢in gerekli
olan bir gen olup bu gendeki mutasyonun PABA sentezini engelledigi
diisiiniilmektedir (Smith ve Powell, 2000). Bu duruma benzer sekilde, tez
calismasinda olusturulan S. Infantis mutant susunda PABA sentezi

gerceklesemedigi icin trimetoprime duyarl hale geldigi diisiiniildii.

Baz1 bakterilerin, flagella iiretmesinde ubikuinona ihtiya¢ duydugu
bilinmektedir (Hertz ve Bar-Tana, 1977). Bu bakterilerden, S. Typhimurium’un
da flagella iiretmesinde ve bakteriyel iliremesinde alifatik veya aromatik
karboksilik asitlerin varliginda ubikuinon sentezine ihtiya¢ duyduklari ortaya
konmustur (Bar-Tana ve ark., 1980). Bununla birlikte, Sebkova ve ark. (2008)
aro mutantlarinda hareketin bozuldugunu bildirmislerdir. Yapilan bu tez
caligmasinda, sikimat yolaginda gorev alan aroA geninin sondiiriilmesi sonucu
ayni yolagin son iiriinlerinden biri olan ubikuinonun, olusturulan rekombinant
bakteri de sentezlenemeyece§i sonucuna varilarak hareket testi uygulandi.
Ancak, elde edilen sonuglar rekombinant sus ile saha susu arasinda hareket
ozelligi acisindan bir fark olmadigini gosterdi. Elde edilen bu sonug flagella
tretilmesinde S. Infantis suslarinda farkli bir mekanizmanin olabilecegini

diistindiirdii.
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5. SONUC VE ONERILER

Tiirkiye’de oranmi gittikge artan S. Infantis suslarina kars1 gelistirilmis as1
bulunmamaktadir. Bu amagla, diinyada ilk defa, 1980’lerden beri viriilensinin
oldukca diisiik oldugu bilinen okzotrofik S. Infantis mutanti olusturuldu ve

olusturulan susun karakterizasyonu incelendi.

Elde edilen mutant susun, baz1 antibiyotik ve antimikrobiyal maddelere
diren¢ gostermedigi, hiicre kiiltiiriine inokulasyonda adezyon ve invazyonun

saha susuna gore 10 kat daha az oldugu saptandi.

Bu tez c¢aligmasi ile; Tiirkiye’de farkli bolgelerden izole edilen yeni
serotiplere kars1 as1 adayi ¢alismasi yapilabilecegi ongoriilmektedir. Sa/monella
Kontrol Programi ¢ergevesinde siklikla izole edilebilecek diger serotiplere karsi
da rekombinant ag1 aday1 olusturulabilecegi bu dogrultuda, as1 aday1 olusturmak
icin rekombinant DNA teknolojisi kullanimi onerilmistir. Olusturulan susun

fenotipik ve genotipik karakterizasyonu yapilarak uygunlugu belirlenebilir.

Bu calismada olusturulan okzotrofik S. Infantis mutant susu as1 aday1
olarak goriiliip, daha sonra yapilacak olan in vivo ve in vitro ¢alismalar icin

saklanmigtir.
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OZET

AroA Defektif Mutant Salmonella Infantis Elde Edilmesi ve
Karakterizasyonu

Salmonella tiirleri, bagirsak kolonizasyonu ve diski ile sacilmasi gida
amacl kullanilan kanathi hayvanlarla kolayca insan besin zincirine girerek
insanlarda gastroenteritisten sistemik infeksiyonlara kadar bir¢ok hastaligin
nedeni olabilmektedir. Kanatli asilama programlart Sal/monella kontrol
programlari i¢cinde 6nemli bir yere sahiptir. Gilinlimiizde, en ¢ok izole edilen
tirler arasinda bulunan S. Enteritidis, S. Typhimurium ve S. Typhi’ye kars1
gelistirilmis asilar bulunmaktadir. Ancak Tiirkiye’de de orani giderek artan S.
Infantis suslarina kars1 bir ag1 bulunmamaktadir. Bu nedenle, bu tez calismasinda
Tiirkiye’de kanath yetisitiriciliklerinde siklikla izole edilen S. Infantis suslarina
kars1 bir as1 prototipi gelistirilebilmesine yonelik olarak, aro4 gen bolgesi
silinmis rekombinant S. Infantis susu gelistirilmesi ve elde edilen mutant
bakterinin in vitro karakterizasyonunun yapilmasi amaglanmistir.

Bu kapsamda, diinyada ilk defa okzotrofik S. Infantis mutant susu aroA4
gen bolgesi silinerek olusturulmus olup olusturulan susun in vitro analizlerinde
bazi1 antibiyotiklere ve bazi antimikrobiyal maddelere karsi duyarli hale geldigi
ve saha susuna kiyasla hiicre kiiltiiriinde yapilan testlerle adezyon ve
invazyonunun 10 kat daha az oldugu tespit edilmistir.

Salmonella Kontrol Programi ¢ercevesinde, Tiirkiye’de farkli bolgelerden
siklikla izole edilebilecek serotiplere karsi as1 prototipi gelistirilmesine yonelik
olarak rekombinant DNA teknolojisinin kullaniminin avantajli olacagi
onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: aro4 geni, okzotrofik mutant, rekombinant asi,

Salmonella Infantis
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SUMMARY

Achieve and Characterization of aroA Defective Mutant Salmonella
Infantis

Salmonella species, by means of intestine colonization and feces spread of
the food animals, Salmonella are known to be main cause of diseases variying
from gastroenteritis to systemic infections in humans. Poultry vaccine
programmes are important for control of Salmonella infections. There are
vaccines for the most isolated serotypes of S. Enteritidis, S. Typhimurium and S.
Typhi. Nevertheless, there are no vaccines for S. Infantis having increased rate
in Turkey. Therefore, it was aimed to generate aroA gene region deleted mutant
recombinant bacteria for the constitution of S. Infantis vaccine prototype and the
in-vitro charecterisation of this mutant bacterium, in this PhD thessis.

In this content, for the first time in the world S. Infantis oxotrophic mutant
has been constituted and it was determined that this mutant bacterium get
suscebtibility against some antibiotics and antimicrobial substances. In addition,
it was observed that the adhesion and invasion rate of mutant strain tenfold
decreased in comparison with the field strain in cell culture assay.

It can be concluded that within the frame of Salmonella Control
Programmes the use of recombinant DNA technology for the vaccine prototype
development against the serotypes frequently isolated from the different regions
of Turkey is recommended.

Key Words: arodA gene, auxotrophic mutant, recombinant vaccine,
Salmonella Infantis
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