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SALMONELLA CRISPR-Cas SISTEMI’NIiN TEMEL
Ozge ERDOGAN OZELLIKLERI

OZET. Son yillarda kesfedilen CRISPR-Cas sistemi, CRISPR dizileri (diizenli
araliklarla boliinmiis palindromik tekrar kiimeleri) ve Cas (CRISPR iliskili proteinler)
genlerinden olugmaktadir. 1987 y1linda bu tekrar kiimeleri ilk olarak Escherichia coli’de

Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi,
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Ankara Universitesi Saglik ~Bilimleri kesfedilmis ancak fonksiyonlari tanimlanamamistir. Giiniimiizde Salmonella da dahil
Enstitiisi Veterinerlik Mikrobiyolojisi olmak iizere bakteri genomlarinin yaklasik % 45'inde bulunan CRISPR-Cas sisteminin
Anabilim Dali, Ankara bakterilerin niikleik asit tabanli adaptif bagisiklik sisteminin temel bilesenleri oldugu

bilinmektedir. CRISPR-Cas bdlgelerinin analizine dayali ¢aligmalarin son yillarda
oldukga artmasi, CRISPR tabanli teknolojilerin ve uygulamalarin ¢ogalmasi bu alanda
yapilan ¢alismalarin etkinligini de giderek artirmaktadir. Bu derlemede CRISPR-Cas
sistemi ve Salmonella’da mevcut olan CRISPR bolge 6zellikleri ile kullanim alanlar:
ORCID: 0000-0003-1721-1579 hakkinda bilgi verilecektir

Anahtar Kelimeler: CRISPR, Molekiiler tiplendirme, Salmonella.

*Sorumlu Yazar: Ozge ERDOGAN
E-Posta: ozgeerdogan21(@gmail.com

Gelis Tarihi: 23.11.2022
Kabul Tarihi: 11.08.2023

14 (2): 72-78, 2023
DOI: 10.38137/vftd. 1208878

KEY FEATURES OF SALMONELLA CRISPR-Cas
SYSTEM

ABSTRACT. The CRISPR-Cas system, discovered in recent years, consists of
CRISPR sequences (clusters of regularly spaced palindromic repeats) and Cas
(CRISPR-associated proteins) genes. These repeat clusters were first discovered in
Escherichia coli in 1987, but their function has not been defined. It is known that the
CRISPR-Cas system, which is present in approximately 45% of bacterial genomes,
including Salmonella, is the essential component of the nucleic acid-based adaptive
immune system of bacteria. The increase in studies based on the analysis of CRISPR-
Cas regions and the proliferation of CRISPR-based technologies and applications
increase the effectiveness of studies in this field. In this review, information will be
given about the CRISPR-Cas system and the CRISPR region features and usage areas
in Salmonella.
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GIRIiS

CRISPR-Cas sistemi son yillarda kesfedilen, bakteri
ve arkealarin kendilerini koruyarak yabanci genetik
materyale karsi kazanilmis bagisikligi sagladigi adaptif
immun sistem olarak tanimlanmaktadir.

CRISPR-Cas sistemi; CRISPR dizileri (diizenli
araliklarla boliinmiis palindromik tekrar kiimeleri) ve Cas
(CRISPR iligkili proteinler) genlerinden olugmaktadir
(Grissa ve ark., 2007a). CRISPR dizileri ilk olarak
1987 yilinda Escherichia coli’de belirlenmistir ancak
o zamanlar ne oldugu anlagilamamistir. 2005 yilinda ii¢
bagimsiz aragtirma grubu tarafindan bu tekrar kiimelerinin
arasinda kalan DNA dizilerinin bazilarinin o canliy1
enfekte eden virlislerin ve plazmidlerin DNA’sinin bir
kismu ile benzerlik gosterdigi ortaya konmustur. Viris
DNA’s1 ile ayni1 diziye sahip olmanin da o viriise karst bir
direng gelistirdigi gozlenmistir (Mojica ve ark., 2009).
Boylece CRISPR’lerin bakteri ve arkealarin yeni bir
savunma sistem bi¢imi olarak gorev yaptig1 anlagilmistir
(Grissa ve ark., 2007a).

Hayvansal ilk

siralarda Salmonella’lar yer almaktadir. Son yillarda

orijinli patojenler arasinda
Salmonella da dahil olmak tizere bakteri genomlarinin
yaklasik % 45’inde mevcut olan CRISPR-Cas bdlgelerinin
analizine dayal1 yenilik¢i ve giiclii tiplendirme yontemleri
2016). PCR

temelli teshis yontemlerinin zaman, hassaslik ve kolay

geligtirilmistir (Barrangou ve Dudley,

uygulanabilirlik agisindan avantajli olmasi, CRISPR-Cas
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bolgelerinin Salmonella identifikasyonunda kullanimini
artirmistir (Oliveira ve ark., 2002).

Giiniimiize kadar birgok Salmonella CRISPR
lokusu, alt tip protokollerinin gelistirilmesi (Liu ve ark.,
2011a; Fabre ve ark., 2012; DiMarzio ve ark., 2013;
Shariat ve ark., 2013a) veya Salmonella filogenisinin daha
iyi anlagilmasi (Fricke ve ark., 2011; Pettengill ve ark.,
2014) amaciyla analiz edilmistir.

Bu derlemede CRISPR-Cas sistemi hakkinda
genel bilgiler ile birlikte Salmonella’larda ki CRISPR
bu

degerlendirilerek molekiiler tiplendirmede kullanimiyla

bolge oOzellikleri ve bolgelerin  degiskenligi

ilgili bilgiler verilecektir.

CRISPR-Cas SISTEMi

CRISPR-Cas sistemi, bakteri ve arkealarin yabanci genetik
materyale karsi kendilerini koruyarak adaptif bagisiklig
sagladigr bir sistemdir (Barrangou ve Marraffini, 2014).
Bu sistem Cas gen dizisi, bir lider dizi ve CRISPR dizi
genlerinden olugmaktadir (Shariat ve ark., 2015). Sekil
1’de bir CRISPR lokus 6rnegi gosterilmistir.

CRSPR dizisi

Bir CRISPR dizisi tekrar (repeat) ve aralik (spacer)
21-48
baz ¢ifti (bp) uzunlugunda iyi korumus bdlgeler olup
CRISPR lokuslarinda farkli
bulunabilmektedir. CRISPR lokuslarinda genellikle 2-100

bolgelerinden olusmaktadir. Tekrar bolgeleri

uzunlukta ve sekansta

Core elements

-—_JD.J_)J-MWO %0 ¢

(as3 cascade(casABCDE)

Repeat / p‘b(

COOMATCCCCOCTOOCCCOGAGAEAL 117 04

Leader sequence
O Repeat

cas! cas2

| Spacer
Repeat

1 EETTIATCCCOGLTOACOL (LR AMAL

ALT A

Sekil 1. CRISPR lokusu (Karimi ve ark., 2018).
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tekrar bolgesi oldugu gozlenmistir (Barrangou ve Oost,
2013). Tekrar bolgelerindeki bu farkliliklara ragmen
¢ogu 3’ sonunda, Cas proteinlerinin baglanma alani olan
korunmus GAAA(C/G) motifi icermektedir (Kunin ve
ark., 2007).

CRISPR bolgesindeki aralik bolgeleri ise 26-72
bp arasinda olup kendine 6zgii niikleotit dizisine sahiptir.
CRISPR
olan aralik bolgeleri viriis veya plazmidlerin genetik

savunma sisteminin dnemli parcalarindan
elementleri olup CRISPR savunma sistemine eklenerek
katkida bulunduklart saptanmistir (Fabre ve ark.,
2012). Bu araliklar CRISPR’in genellikte tek tarafindan
eklenerek bakteriyi enfekte eden viriislerin kronolojik
sirasini olusturmaktadir (Rath ve ark., 2015).

CRISPR lokus sayis1 ve her bir lokusun uzunlugu
farklilik gosterebildigi gibi genomda bir veya c¢oklu
CRISPR bolgesi de mevcut olabilmektedir (Horvath
ve Barrangou, 2010). CRISPR sayisi ve uzunlugu
genomun uzunlugu ile iligkili olmayip en kiigiik genoma
sahip bakterilerin ¢oklu CRISPR bdlgesi icerebildigi
gozlenmistir (Sorek ve ark., 2013).

Lider Sekans

CRISPR lokuslarinda AT (adenin, timin) niikleotitleri
yoniinden zengin olan, korunmus sekanslarin bulundugu
bu bolge genlerin ekspresyonunun kontroliinde gérevlidir.
Lider sekanslar 100-500 bp uzunlugunda olup tekrar
CRISPR

lokusunun transkripsiyonu igin ana promotor bolgelerini

bolgelerinin  bitisiginde  bulunmaktadir.
tasty1p ilk tekrarin yakininda veya etrafinda bulunan aralik
bolgesine yeni araliklarin eklenmesini saglamaktadir.
Genel olarak, lider diziler sadece CRISPR dizisinin
yakininda bulunup, genomun baska bir yerinde mevcut

degildir (Jansen ve ark., 2002).

Cas genleri

Birbirinden farkli genlerin bir araya gelmesiyle olusan,
CRISPR dizisinin yanma yerlesim gosteren bu bolge
Cas gen bolgesi olarak adlandirilmaktadir (Horvath
ve Barrangou, 2010). Cas genleri niikleik asitlerle
etkilesmektedir. CRISPR 1 iligkili csnl-like geninin
inaktive edilip faj kokenli araliklarin bulunmasina ragmen
faja kars1 gelistirilmis olan direncin kaybedilmis olmasiyla
Cas proteinlerinin CRISPR savunma mekanizmasinda
gorevli olduklart anlasilmigtir (Barrangou ve ark., 2007).

CRISPR igeren genomlarda oncelikle 4 ¢esit Cas geni
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belirlenmis ancak yapilan ¢aligmalar arttikga 45 civari
farkli gen ailesi varlig1 saptanmistir (Haft ve ark., 2005).
Cas genlerinin farklilik géstermesi, CRISPR bdlgelerinin
¢oklu mevcudiyeti ve canlilar
olusu  CRISPR-Cas
giiclestirmektedir (Rath ve ark., 2015).

CRISPR bélgesinin 6zelligine ve Cas protein

arasinda gegislerin

sisteminin  smiflandirilmasini

cesitliligine gore CRISPR-Cas sistemleri I, II ve III
olmak tizere 3 ana tipe ve IA-F, IIA-C ve IIIA-B olmak
iizere 11 alt tipe siniflandirilmaktadir (Jiang ve Doudna,
2015). CRISPR-Cas sisteminin tek bir organizmada ayni
anda farkli tipte bulunmasi da miimkiindiir (Rath ve ark.,
2015). Tip I sistemi ise en ¢ok kullanilan CRISPR-Cas
sistemidir.

CRISPR-Cas bagisiklik sistemi hiicre icerisinde
immiiniteyi; Yabanct DNA’nin adaptasyonu, CRISPR
RNA (crRNA) biyosentezi ve hedefleme olmak tizere 3
adimda gerceklestirmektedir. [lk asama olan adaptasyonda,
yabanci niikleik asitten gelen aralik kisimlarinin CRISPR
bolgesine yerlestirildigi gdzlenmistir (Barrangou ve
2014). CRISPR-Cas

adaptasyon yalnizca istilact genomdaki protoaralik bitisik

Marraffini, Bazi sistemlerinde
motifi (PAM) olarak adlandirilan bolgenin taninmasiyla
ve sonrasinda CRISPR lokusuna yerlestirilmesiyde
meydana gelmektedir (Deveau ve ark., 2008; Horvath
ve ark., 2008). Bu PAM’larin 2-5 niikleotitten olusan
iyi korunmus boélgeler oldugu belirtilmistir (Barrangou
ve Marraffini, 2014). Plazmid ve fajlarin genomlarinda
bulunan PAM sekansina sahip olanlarin aralik kismi tekrar
genleriyle birlikte CRISPR bolgesine yerlestirilmektedir.
PAM dizilerinde meydana gelen degisimler fajin CRISPR
bagisikligindan kagmasina sebep olmaktadir (Jiang ve
Doudna, 2015). Sonraki asama CRISPR lokuslarmin
crRNA’lara kopyalanip islendigi asama olup bu amagla
istilact genom’daki hedef sekans 6nciil CRISPR RNA’lara
(pre-ctRNA) transkribe edilmektedir. Pre-crRNA’lar
daha sonra Cas proteinleri tarafindan kiigiik crRNA’lara
doniistiiriilmektedir (Barrangou ve Marraffini, 2014;
Nishimasu ve ark.,2014; Savic ve Schwank, 2016). Ugiincii
ve son agsama hedefleme agamasi olup hedef niikleik asit,
crRNA ve Cas proteinlerinin birlikte géreviyle taninip yok
edilmektedir (Rath ve ark., 2015).

Salmonella’ da CRISPR-Cas SISTEMI
Salmonella CRISPR I ve CRISPR II olmak {lizere 2 adet
CRISPR lokusuna sahiptir (Jansen ve ark., 2002; Fricke
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ve ark., 2011; Touchon ve Rocha, 2010). Sekil 2’de
Salmonella CRISPR-Cas lokusu 6rnegi gosterilmektedir.
1-E  CRISPR-Cas

Salmonella’da cas3, csel, cse2, cas7, cas5, casé6e, casl

Tip sistemini  igeren
ile cas2 genleri olmak {izere toplam 8 gen bulunmaktadir
(Makarova ve ark., 2006). CRISPR I’deki 8 adet gen gri
oklar ile gosterilmistir. Koyu gri ile de Tip 1 sisteminin
belirgin geni olan cas3 belirtilmistir. Cas1 ve cas2 genleri
ise tiim CRISPR-Cas tiplerinde bulunmaktadir (Shairat ve
ark., 2015).

CRISPR I lokusu CRISPR II’ye gore daha iyi
korunmakta olup tekrar bolgeleri 24-47 niikleotitten
olugurken, aralik kisimlar1 21-72 niikleotit uzunlugundadir
(Grissa ve ark., 2007; Horvath ve Barrangou, 2010).

Simdiye kadar analiz edilen 38 Salmonella
genomunun 35’inde Tip 1-E CRISPR-Cas sistemi mevcut
iken S. Pullorum S06004, Javiana ve Paratyphi B’de Cas
geni saptanamamistir (Medina-Aparicio ve ark., 2018).

Fabre ve ark. (2012) tarafindan insanlarda
Salmonella enfeksiyonuna sebep olan toplam 130 serotipin
CRISPR dizileri

yaygin serotipler olan S. Typhimurium ve S. Enteritidis

incelenmistir. Calisma sonucunda
gibi suslarin CRISPR dizilerinin mikroevrimi sonucu
alt tiplerine ayirt edilmesinin kolaylastigi belirtilmistir.
S. enterica ve S. bongori’den toplam 39 genomda ise 2
CRISPR lokusunda toplam 705 aralik tespit edilmis olup
CRISPR I'deki aralik sayist 1 ile 55, CRISPR II’deki
aralik sayisini ise 0 ile 52 arasinda oldugu gozlenmistir.
CRISPR I ve CRISPR II’nin basit bir PCR uygulamasi
sonrast agaroz gel elektroforez ve PCR iriinlerinin
boyutlandirilmasrtyla ile

salgin salgin olmayanlarin

ayriminda faydali bir tarama araci oldugu belirtilmektedir.

casd

csel cse? cas7 cash cash casi cas?
Leade

Leader
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Serovar Enteritidis, Typhimurium, Newport,
Heidelberg’den sirasiyla 141, 84, 86 ve 89 olmak iizere
toplam 400 Salmonella izolatinin CRISPR I ve CRISPR
II analizi sonucunda 4 serovar arasinda sirasiyla CRISPR
I ve CRISPR 1II i¢in 61 ve 68 farkli array bulunmustur
(Shariat ve ark., 2013a; Shariat ve ark., 2013b; Shariat ve
ark., 2013c). Serovar Typhimurium’un her iki lokus i¢in
en fazla sayida farkli diziye sahip oldugu belirtilmistir.
Bu calismada ve digerlerinde gosterildigi gibi (Liu ve
ark., 2011a; Fabre ve ark., 2012; Shariat ve ark., 2013a)
Salmonella CRISPR dizilerindeki polimorfizmlerin ¢ogu
aralayici-tekrar birimlerinin silinmesinin bir sonucu
olarak mevcut olsa da cogunlukla buna aralik kayiplarimnin
sebep oldugu belirtilmistir.

Xie ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢aligmada 1962 ile
2015 yillar1 arasinda farkli bolgelerden toplanan 655 adet
S. Pullorum susunun CRISPR sekanslarini analiz etmistir.
WGST ile birlikte CRISPR tiplendirme metodunu
kombine ederek yaptiklari ¢aligma sonucu gdsterdi ki
CRISPR lokuslart alt tipleme ve suslarin karsilastirmal
analizlerini degerlendirmek i¢in faydali olmaktadir.
Bunlara ek olarak, CRISPR’in, WGST analizi tarafindan
tanimlanan ana soylart tanimlayabildigi belirtilmistir.
Ornegin sekans tipi 10 sadece Cinin Anhui’dan toplanan
6 susta saptanirken ve CRISPR 1 araliklart yokken,
Avrupa ve Giiney Amerika’dan toplanan 26 izolatta 8
farkli dizi mevcut olup bunlar Cin’den izole suslarda
bulunmamaktadir. Boylelikle araliklarm farkli bolgeleri
karakterize eden DNA parmak izi gdrevi gorebilecegi
belirtilmistir. Bu ¢alisma ile CRISPR lokuslarinin sadece
izolatlar arasindaki iligkiyi yansitmakla kalmayip suslar

ve cevreleri arasindaki iliskiyi de yansittig1 saptanmistir.

CRISPR2

Sekil 2. Salmonella CRISPR-Cas lokusu (Shairat ve ark., 2015).
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Ustelik, WGST ile karsilastirildiginda, CRISPR ile
tiplendirmenin ¢ok daha basit ve daha uygun maliyetli
oldugu belirtilmistir. Tiim bunlarm sonucunda CRISPR’a
dayanan yontemlerin timit verici oldugu goriilmektedir.

138 S. Infantis susu kullanarak yapilan diger
bir ¢alismada 2 adet CRISPR I ile 5 adet CRISPR II
alleli tespit edildigi, CRISPR I de olan farkliligin tek bir
araliktan, CRISPR 1II de olan farkliligin ise kayip ya da
duplike olmus araliklardan kaynaklandigi belirtilmistir.
S. Infantis’in CRISPR lokuslarindaki allel farkliliginin
daha 6nce baska serovarlar ile yapilan ¢alismalarda tespit
edilene gore az oldugu belirtilmektedir (Richards ve ark.,
2020). Ornegin 161 S. Enteritidis izolatinda yaptiklari
calismada CRISPR I ve CRISPR II’de 7 allel bulundugu
(Shariat ve ark., 2013a) ve yine baska bir ¢aligmada 40 S.
Kentucky izolatinda 13 adet CRISPR I ve 7 adet CRISPR
IT alleli mevcudiyeti belirlenmistir (Vosik ve ark., 2018).

CRISPR lokusunda degiskenligi degerlendirmek
icin ¢esitli teknikler kullanilmaktadir. Tiirlere gore farkli
CRISPR temelli genotiplendirmeler yapilabilmektedir.
Farkli suslardaki CRISPR lokuslar aralik dizi kayiplart,
tek niikleotid polimorfizmi, bakteriyofaj varligi, plazmid
replikasyonu gibi sebeplerle degisebilmektedir (Barrangou
ve ark., 2007).

Sonug¢ olarak, bakteri suslarinda CRISPR
lokuslarmin analizi genotiplendirme ve epidemiyolojik
calismalarda oldukg¢a potansiyele sahiptir (Barrangou
ve Marraffini, 2014). Giiniimiize kadar 64 Salmonella
serovarinin CRISPR-Cas sisteminin degerlendirilmesiyle
her iki CRISPR dizisinin uzunlugunda yiiksek bir ¢esitlilik
gosterilmigtir  (Pettengill ve ark., 2014). Bu yiiksek
cesitlilikteki CRISPR verilerinin degerlendirilmesi igin
yeni biyoinformatik araglarin kullanilmas1 ve bu dizilerin
gorsellestirilmesi, epidemiyolojik arastirmalara katki
saglayacaktir. Ayrica farkli popiilasyonlarda CRISPR
lokuslarmin analizleri

aralik  bolge epidemiyolojik

caligmalar icin kronolojik ve cografi olarak bilgi
vermekte ve cesitliligi gostermektedir. CRISPR’lerin
Salmonella izolatlarinin molekiiler tiplendirilmesinde ve
alt tiplendirilmesinde kullanima uygun gii¢lii bir yontem
oldugu yapilan ¢alismalar ve ortaya konulan sonuglarda
goriilmektedir. Avantajlar1 dikkate alindiginda, CRISPR
analizlerinin, mevcut altin standart yontemlere alternatif
oldugu anlasilmistir. CRISPR ile tiplendirmenin hizi da
dikkate alindiginda salgin hastaliklarin incelenmesine de

biiyiik bir katkis1 oldugu goriilmektedir.
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