Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Derg, 19, 63 - 68, 2008

Kanath Salmonella Asilarina Farkh Perspektiften Bakis
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Ozet: Salmonella infeksiyonlarindan korunmada asilama oldukga giiclii bir aragtir. Daha etkili ve daha giivenli Salmonella asi-
larmin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Salmonella virulensinin genetigi hakkinda elde edilen bilgiler ve modern rekombinant
DNA teknolojisi; ¢oklu, belirlenmis, atteniie ve irreversible mutasyonlarin bakteri genomu igerisine dahil edilmesi gerekliligi iizerin-
de durmaktadir. Bu genler bakteriyel yapisal komponentlerin (Lipopolisakkarit; LPS, dis membran proteini; outer membran proteini,
OMP) veya temel metabolitlerin (aromatik aminoasit, purin, primidinhistidin) biyosentezinden sorumlu olan ‘house-keeping genes’
olarak adlandirilan genlerdir. Salmonella’nin konak iginde hayatta kalabilmesini saglayan ¢ok sayida gen identifiye edilmistir. Bu
genlerde meydana getirilen mutasyonlarla yeni ast suslart denenmistir.

Anahtar sozciikler: Salmonella, mutasyon, ast susu.

View at Poultry Salmonella Vaccines with Different Perspective

Abstract: Vaccination is a powerful tool for the protection of Salmonella infections. There is a need to develop more effective
and more reliable Salmonella vaccines. The knowledge achieved about the genetics of Salmonella virulence and modern recombinant
DNA technology dwell upon a subject of the necessity of inserting multiple, specified, attenued and irreversible mutations into the
bacterial genome. These genes, responsible for biosynthesis of bacterial basic structural components (Lipopolisaccharide; LPS, outer
membran protein; OMP) or basic metabolits (aromatic aminoasit, purin, primidinhistidin) are termed as house-keeping genes. Many
genes, eliciting survival of Salmonella into the host were identified. New vaccine strains were experienced by the mutations achieved

in the genes.
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Giris

Kanatlilarda Salmonella infeksiyonlarina neden
olan Salmonella serovarlari konakgi-bagimli ve ko-
nake¢i-bagimsiz serovarlar olmak iizere 2 baslik al-
tinda degerlendirilir. Kanatlilarda, Salmonella
infeksiyonlarma kars1 etkili koruyucu onlemlerin
alinmas1 Oncelikle Salmonella salgilarinin izlerini
siirmekle basarilmstir. Ingiltere ve Kuzey Ameri-
ka’da Salmonella insidensinin rapor edildigi
dokiimanlar 1930’lu yillarda baslamaktadir. Ameri-
ka Birlesik Devletleri’nde 1935 yilinda Salmonella
enterica  subsp. enterica serovar  Pullorum
(Salmonella Pullorum) infeksiyon diizeyini azalt-
mak i¢in olusturulan ‘Ulusal Kanatli Koruma Prog-
ram1’ boyali antijenle aglutinasyon ve tam kan testi
kanatlh siiriilerinde istege bagimli olarak genis kap-
samli olarak kullamlmistir (BAUMLER ve ark.,
2000). Es zamanl olarak, kimi Avrupa iilkelerinde
de benzer koruma kontrol programlart uygulanmig-
tir. ‘Ulusal Kanatli koruma Programi 1954 yilinda
Kanatli Tifosu etkeni olan Salmonella Gallinarum’u
da icine alacak sekilde degistirilmistir. Bu iki
Salmonella biyotipi (Pullorum ve Gallinarum) ayni
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serovara ait olduklar1 i¢in Salmonella Pullorum po-
zitif hayvanlarin imhasi tifo insidensini de etkin bir
bicimde diislirmiistiir. Boylelikle 1960-1970’1i yil-
larda Salmonella  Pullorum ve Salmonella
Gallinarum Ingiltere ve ABD’de ticari kanatli siirii-
lerinden elimine edilmistir. 1900’lerin basinda, in-
san Salmonella Enteritidis infeksiyonlar1 kanatlilar-
la iligkilendirilmemis, bu patojenin tek bilinen hay-
van rezervuarinin rodentler oldugu disiiniilmiistiir
(BAUMLER ve ark., 2000; WOLFGANG ve ark.,
2000). 1930’larda monitoring c¢aligmalar1 bagladi-
ginda etkenin ortaya konulamamasi ve kanatlilarin
1960’11 yillara dek bu mikroorganizma ile infekte
olmamasi, bu hipotezin ¢ok gegcmeden ¢iiriitiilmesi-
ne neden olmustur. Epidemiyolojik arastirmalarin
retrospektif analizlerinden ortaya c¢ikan sonuglar
Salmonella  Enteritidis’in - neden oldugu insan
salmonellosis epidemilerinin, avian Salmonella
Pullorum ve Salmonella Gallinarum’un bosalttig
ekolojik boslugu Salmonella Enteritidis’in doldur-

mast sonucu sekillendigini gostermistir
(BAUMLER ve ark., 2000; WOLFGANG ve ark.,
2000). Retrospektif  analizler ~ Salmonella
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Enteritidis’in kanatl siiriilerine girisinin 1960’larda
oldugunu ve bunun evcil kanathlarda konakgi-
bagimli Salmonella patojenlerinin eradikasyonu ile
cakistigini ortaya koymaktadir. Her {i¢ patojen ortak
immunodominant yiizey antijenini paylastig1 ve do-
layisiyla ayni serogrupta yer aldiklart icin iki ko-
nakg¢i-bagimli Salmonella serovarina karsi olusan
stirii immunitesi, gectigimiz ylizyilin ikinci yarisin-
da Salmonella Enteritidis’in kanatli siiriilerindeki
sirkiilasyonunu engellemistir. Bu nedenledir ki;
serogrup B’de yer alan Salmonella Typhimurium
uygulanan koruma ve kontrol programlarindan etki-
lenmemis ve stabil bir insidensle seyretmistir
(BAUMLER ve ark., 2000; WOLFGANG ve ark.,
2000).

Salmonella infeksiyonlarinin kontroliinde, etki-
li ve giivenilir Salmonella agilarmin kullanimi yo-
niinde duyulan ihtiyag, arastirmacilar1 farkli asi
suslar1 tizerinde ¢alismaya yoneltmektedir. Virulens
genlerinde olusturulan mutasyonlarla gelistirilen as1
suslartyla ilgili ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur
(MASTROENI ve ark., 2000). Burada halihazirda
kullanilan ve halen arastirmalari devam eden mu-
tasyona ugratilmis bazi as1 suslar1 hakkinda bilgi
verilecektir.

9 R Susu: Belirlenmemis mutant sus
Salmonella Gallinarum 9R’nin tavuklart virulent
Salmonella Gallinarum ve Salmonella Enteritidis’e
karst koruyabildigi bilinmektedir (SMITH 1956;
BARROW 1991). Fakat as1 bazi tavuk irklarinda
dalakta lezyonlara ve hepatitise yol agmakta ve
Salmonella Typhimurium’a karsi koruma saglama-
maktadir (SILVA ve ark., 1981). Salmonella
Gallinarum 9R susu 1950’lerden beri tavuklarda
canli as1 olarak kullanilmaktadir. 9R kanatli tifo asi-
s1, besinsel kalitesi diisiik bir besiyerinde pasajlar
yapilarak iiretilmis ve ergin tavuklarda sistemik
infeksiyona kars1 giiclii bir koruma saglamigtir. 9R
susu rough bir sus olup, direkt lipopolisakkarite kar-
st antikor Uretimini stimiile etmemektedir. Asi
susunun bu oOzelligi olduk¢a degerlidir. Ciinki
Salmonella  enfeksiyonunun tespitinde kullanilan
serotip-spesifik serum IgG varligina dayali serolojik
testlerle  interfere = olmamaktadir (ZHANG-
BARBER ve ark., 1999).

Dis membran proteini (Outer membran pro-
tein; Omp): OmpR regiilatér sistemin bir
komponentidir. OmpR temel outer membran prote-
inlerini kodlayan genlerin ekspresyonunu regiile

eder. Bu operon, serbest yasam alanlarinda ve hay-
van barsaginda Salmonella’nin farkli gevresel ko-
sullara adaptasyonunu saglar (MASTROENI ve
ark., 2000). Salmonella Enteritidis’in infeksiyon
olusturabilmesi intestinal epitelliyal hiicrelere tu-
tunma, kolonizasyon ve invazyon yetenegine bagli-
dir. Tutunma patogenesisin birinci basamagidir.
Bakterinin tutunmasi kollektif olarak adhesin olarak
bilinen proteinler tarafindan gerceklestirilmektedir.
Bu sathanin blokaj1 bakteriyel infeksiyonu engelle-
menin en etkili stratejisidir (KHAN ve ark., 2003).
Salmonella Enteritidis’in outer membran proteinleri
adjuvant ile as1 olarak kullanildiklarinda, virulent
Salmonella suslarina maruz birakilan tavuklardan
alman kloakal svaplardan yapilan ol¢iimlerde digki
ile sagilimin engellendigi ve yiiksek antikor cevabi-
nin sekillendigi ortaya konmustur (MEENAKSHI
ve ark., 1999).

Galactose epimerase-less (galE) mutantlari:
Gal E mutantlari, uridine diphosphate-galactose
(UDP-Gal) epimerase (galE) enziminin eksikligin-
den dolayi, uridine-diphosphate-glucose (UDP-
Gul)’dan UDP-Gal’1 sentezleyemezler. Galaktoz,
Lipopolisakkaritin ve baz1 Salmonella serotiplerinde
O-polisakkarit yan zincirinin bir komponentidir.
Sonu¢ olarak, galE suglarn galaktoz yoklugunda
rough koloniler seklinde iirerler. Eksojen olarak
galaktoz saglandiginda; Salmonellalar,
galactokinase ve galactose 1-P uridyl transferase
enzimini kullanarak LPS molekiilii igcine seker dahil
ederek smooth LPS sentezleyebilirler ve bu sayede
son liriin UDP-Gal olustururlar. Fakat galE yoklugu,
azalan virulensle sonuglanan ve hiicreler i¢in toksik
olan Gal-1-P ve UDP-Gal birikimine neden olmak-
tadir (MASTROENI ve ark., 2000). Salmonella
Typhimurium’un canli galE mutantlar ile oral yolla
asilanan ve 14 giin sonra oral yolla Salmonella
Typhimurium’a maruz birakilan 1 giinliik civcivler-
de fekal sacilimin azaldigi, kiimeslerden ve kesim-
hanelerden alinan ¢evresel Orneklerde Salmonella
tastyicilik diizeyindeki diislisiin dikkate deger oldu-
gu bildirilmistir. Bu agmnin, tavuklarin canli agirlik
kazaniminda da 6nemli etkiye sahip oldugu bildi-
rilmigtir (WRAY ve ark., 1983).

Adenylate cyclase (Cya) ve cyclic AMP
reseptor (crp) mutantlari: Cya ve crp genleri;
hiicre ylizeyi OMP, flagella ve fimbriyanin ekspres-
yonunda, karbonhidrat ve aminoasitlerin transpor-
tunda ve kullaniminda gorev alan ¢ok sayida ve ce-
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sitlilikteki  genin  ekspresyonunu regiile eder
(MASTROENI ve ark.,, 2000). Salmonella
Tyhimurium susunun cya- crp mutantlar ile oral
immunizasyon, asili tavuklarda antikor yanitim
(IgA, IgG, IgM) ve hiicresel immun yaniti indiikle-
mektedir (MASTROENI ve ark., 2000). Canl
attenilie cya-crp mutantlar ile yapilan galigmalarda,
homolog ve heterelog suslarla tavuklar karsi kargiya
birakildiginda tavuklarin gastrointestinal sisteminde
visseral kolonizasyonun ve invazyonun azaldigini
ortaya konmustur. Ayrica bu as1 yumurta iiretimine
herhangi bir etki yapmaksizin en az 11 ay kadar
virulent homolog ve heterelog Salmonella suslarinin
intestinal, visseral, reprudiiktif ve yumurta
kolonizasyonuna karsi koruma saglamaktadir
(HASSAN ve CURTIS 1994, 1997).

Aromatik bagimh asilar: Salmonella aromatik
(aro) biyosentetik yolun final iiriiniinden para-
amino-benzoic-acid (PABA) ve 2,3-
dihydroxybenzoate (DHB) sentezler. Aro genlerin-
de mutasyon olusturulan Salmonellalar, kiiltiirleri
yapilan makrofajlarda, memeli dokularinda iireme
kabiliyetlerini yitirmistir ve birgok hayvan tiirli igin
etkili asilardir (HOISETH ve STOCKER, 1981;
FIELDS ve ark., 1986). Canli atteniie Salmonella
suslar;, neonatal civcivlerin normal barsak
mikroflorasi olmadigi i¢in, bu hayvanlarin alimentar
bolgesine kolonize olabilmektedir. Bu durum, ya-
samin ilk giinleri igerisinde virulent Salmonella
suslarmin kolonizasyonunu engellemektedir. Bu fe-
nomene kolonizasyon-inhibisyon adi verilmektedir
(BARROW ve ark., 1987; BERCHIERI ve
BARROW 1990). Bu inhibitér fenomenin test edi-
len tim Salmonella suslarinda gozlenmedigi rapor
edilmistir. Bir diger hipotez ise kullanilabilir karbon
kaynaklar1 ve elektron akseptdrlerinin olmamasi do-
layisiyla ikinci susun suprese olmasidir (ZHANG-
BARBER ve ark., 1997; VAN IMMERSEL ve ark.,
2002). Salmonella Enteritidis’in Aro mutantlar1 ku-
luckadan yeni ¢ikan civcivlerde ve ergin tavuklarda
oldukga giivenlidir. Kulugkadan yeni ¢ikan civcivle-
rin oral yolla agilanmasi sonucunda sekumda bakteri
sayisinda ¢ok fazla artis olmasmma ragmen,
immunizasyondan bir giin sonra herhangi bir yan
etkiye rastlanmadigi ve infeksiyona karsi direng
saglandig1 ortaya konmustur (COOPER ve ark.,
1992, 1994). Intramuskuler asilama yapmadan, sa-
dece oral agilama sonrasinda geng tavuklar virulent
susa oral ve intramuskuler olarak maruz birakildik-

larinda bakteriyel sagcilimin 6nemli 6l¢iide azaldig:
ve dalak, karaciger, ovaryum ve sekumda
kolonizasyonun kaydadeger bir sekilde geriledigi
gozlenmistir (COOPER ve ark., 1992, 1994). Oral
ve intramuskuler as1 kombinasyonunun uygulamasi
sonrasinda, gen¢ tavuklar oral yolla Salmonella
Enteritidis’e maruz birakildiginda ovaryumlarda ar-
tan bir korumanin saglandigi  bildirilmistir
(BARROW ve ark., 1990). Aym1 zamanda aro
mutantlari ile agilama, asili tavuklara infekte tavuk-
lardan wild-type salmonellalarin gegisini engelle-
mektedir (COOPER ve ark., 1993). Salmonella
Gallinarum aro mutant1 ile oral agilama yapmadan
sadece intramuskuler asilama, tavuklar1 virulent
susla oral maruz birakilisa karst korumaktadir.
Salmonella Enteritidis rough aro mutantlar ile
immunizasyon, oral yolla virulent Salmonella
Enteritidis’e maruz birakilan tavuklarda zayif ko-
ruma saglar. Bunun sebebi heniiz agikliga kavus-
mamakla birlikte rough as1 susunun anti-O antikor
olusturmadaki yetersizligi oldugu diistiniilmektedir
(VAN IMMERSEL ve ark., 2002).

DNA adenine methylase (Dam) mutantlari:
DNA metilasyonunun degistirilmesine dayali asilar,
kanatlilarda 6n Salmonella kontaminasyonunu azal-
tarak, insanlara gida ile bulasabilen bu patojenin po-
tansiyel tehdit olmasini engelleyebilmektedir. DNA
metilasyonu, Salmonellalar1 igine alan
proteobakterlerin gamma alt grubundaki ¢ok sayida
patojenin virulensinde rol alir. Virulenste DNA
metilasyonunun etkinligi ve koruyucu immun cevap
olusturmasi, gen ekspresyonunda global regiilator
olarak gdrev yapma kapasitesinin bir neticesidir
(HEITHOFF ve ark., 1999; LOW ve ark., 2001;
MAHAN ve LOW, 2001). DNA adenine methylase,
Escherichia coli (VAN DER WOUDE ve ark.,
1996) ve Salmonella spp.’de (NICHOLSON ve
LOW, 2000) ¢ok sayida adhezinin iiretimini ve
Salmonella infeksiyonun sekillenmesi igin gerekli
olan bir¢ok virulens geninin regiilasyonunu iistlen-
mektedir. Bu tarz ektopik gen ekspresyonlari, asili
hayvanlarda goriilen ve etkili immuniteyi sekillen-
diren ¢ok sayida ve gesitlilikte antijenin iiretimi ile
sonuglanabilmektedir (HEITHOFF ve ark., 1999,
2001). Bu nedenle dam aktivasyonunun denetim di-
s1 birakilmasinin, birgok hayvani infekte eden farkli
patojenlere kars1 koruyucu immun cevabi ortaya ¢i-
karmanin bir yolu oldugu bildirilmektedir (LOW ve
ark., 2001; MAHAN ve LOW, 2001). DUEGER ve
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ark., (2001) 15’1i gruplar halinde 30 adet kulugka-
dan yeni ¢ikan civcivle yaptiklari ¢alismada, Dam-
Salmonella Typhimurium UK-1’e maruz biraktikla-
1 I. Grubun yasadigini, II. Gruba ise Dam arti
Salmonella Typhimurium UK-1 verdiklerinde 15
civcivden 8’inin o6ldiigiinii bildirmislerdir. Bu ¢a-
lismanin sonucunda Dam’da olusturulan mutasyo-
nun Salmonella Typhimurium UK-1°1 atteniie ettigi
ortaya konmustur. Aymi arastirmacilar Dam-
Salmonella Typhimurium UK-1 ile asiladiklart civ-
civleri Salmonella Typhimurium F98’¢ maruz bi-
raktiklarinda, asili hayvanlarin dalak, karaciger,
bursa Fabricius, ileum, sekum ve diskilarindan yap-
tiklar1 incelemelerde Salmonella Typhimurium
F98’e rastlamadiklarini, asilanmayan hayvanlarda
ise bu organlarda etkeni izole ettiklerini bildirirken,
homolog susa karsi koruma saglandigim belgele-
mislerdir (DUEGER ve ark., 2001).

Putative NADH-ubiquinone oxidoreductase
(nuoG) mutantlar: Bu mutant susla atteniiasyonun
mekanizmasi tam olarak agiklaga kavusmamis ol-
masina ragmen; nuoG mutantlarinin tek karbon
kaynagi olan asetatta ¢cok zayif iiredikleri bilinmek-
tedir (ARCHER ve ark, 1996). NADH
dehydrogenase I kompleksi, elektron transport zin-
cirinin ilk komponentidir. Nuo mutantlarinin fer-
mente edilemeyen karbon kaynaklarindan enerji
ekstrakte etmede wild-type suslara gore daha az et-
kin olmalar atteniiasyonun bir sebebi olarak goste-
rilmektedir. NADH dehydrogenase-I’de nuoG mu-
tasyonu, sekumda kolonizasyonunun azalmasi, da-
lak ve karacigerde bakteri iiremesinin durmasiyla
virulent Salmonella Gallinarum susunu olduk¢a
attenlie eder. Canli nuoG mutanti ile tek doz oral
immunizasyon sonrasinda, virulent Salmonella
Gallinarum’a maruz birakilan 2 haftalik piliglerde
mortalitenin % 75’ten % 8’in altina diistigi bildi-
rilmistir (ZHANG-BARBER ve ark., 1998).

Sicaklik Duyarh (Temprature sensitive -Ts)
mutantlar: Fareler virulent Salmonella suslarina
oral veya intravendz maruz birakildiklarinda, Ts
Salmonella suslari ile immunizasyonun, Salmonella
antikorlar ve antikor salgilayan hiicrelerin sayila-
rinda artiga yol actig1 bildirilmistir. Ts mutantlari fa-
relerde subkutandz olarak lireyebilmekte ve septik
arthritise neden olabilmektedir. Bu bulgular; mutant
susun diigiik 1sinin bulundugu viicut alanlarinda po-
tansiyel iireme gosterebildiginin delili niteligindedir
(MASTROENI ve ark., 2000). Cerquetti ve

Gherardi (2000), tavuklar1 Salmonella Enteritidis
E/1/3/ Ts mutantinin multiple oral dozlarina maruz
biraktiklart ¢alismalarinda, herhangi bir hastalik
tablosuna rastlamamakla birlikte sekal
kolonizasyonda azalma oldugunu ve virulent
Salmonella Enteritidis ve Salmonella Gallinarum’a
kars1 korunmanin saglandigini ortaya koymuslardir.

Sonug olarak, c¢oklu, belirlenmis, atteniie ve
irreversible mutasyonlarin bakteri genomu igerisine
dahil edilmesi sonucu gelistirilen as1 suglariyla ka-
natlilarda Salmonella infeksiyonlarindan korunma-
da anlamli sonuglar alinmakla beraber konuyla ilgili
aragtirmalar devam etmektedir.
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