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OZET

SALMONELLA SEROTIPLERINDE BiYOFIiLM VE VIRULENS ILISKiSININ
ARASTIRILMASI

Doyuran ES. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji
Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2018.

Aragtirmamizda Salmonella serotiplerinde biyofilm ve virulens genlerinin iligkisi
incelenmistir. Salmonella serotiplerindeki biyofilm ile ilgili bapA, sdiA, invA, agfD ve adrA gen
varliklar1 PCR y6ntemi ile incelendi. Arastirma i¢in farkli kaynaklardan izole edilmis olan 44
adet Salmonella izolatinin 10’u Salmonella Typhimurium, 10’u Salmonella Enteritidis ve
24°{i Salmonella Infantis’tir. incelenen 44 serotipin, 38’ inde (% 86.36) bapA geni, 26 sinda (
% 59) sdiA geni,44 linde yani tamaminda (% 100) oraninda invA geni, 39 unda (%88.64)
agfD geni ve 35 inde (%79.55) oraninda adrA geni tespit edilmistir.

Incelenen ¢esitli virulens genlerinin dzelliklerin saptanmasinda fenotipik yontem ile PCR
teknigi uyumluluk gostermesine karsin, bazi 6zelliklerde PCR teknigi ile saptanan sonuglarin
fenotipik sonuglara kiyasla yiiksek bulunmasi molekiiler ¢aligmalarin ¢ok sayida gen ile
iliskili bir 6zelligin ayrintili olarak incelenmesinde yarar sagladigint ve her iki yontemin bir
arada kullanilmasinin daha giivenilir bir sonug elde etmede 6nemli oldugunu ortaya koydu.
Bu calisma ile; Salmonella’nin insanlar i¢in patojen oldugu ve diinyada letal etkili bir ¢ok
salgia yol ac¢tif1 goz Oniline alinirsa gida tiretim yerlerinde, hammaddeden son {irline kadar
genel hijyenik kurallarin uygulanmasinin ve kros kontaminasyonu engelleyici dnlemlerin

almmmasinin gerekliligi ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Salmonella, Biyofilm, Virulens, PCR



ABSTRACT

INVESTIGATION OF BIOFILM AND VIRULENCE AFFECT ON SALMONELLA
SEROTYPES

Doyuran ES. Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Microbiology
Programme, PhD Thesis, Aydin, 2018..

In our research, biofilm and virulence genes affect on Salmonella serotypes is investigated.
Biofilm related existence of bapA, sdiA, invA, agfD and adrA genes of Salmonella serotypes is
investigated with PCR method. For research, 44 Salmonella isolates taken from different
sources and consist of 10 Salmonella Typhirium, 10 Salmonella Enteritidis and 24 Salmonella
Infantis. 38 (86.36%) of investigated 44 serotypes contain bapA gene, 26 (59%) contain sdiA
gene, 44 (100%) contain invA gene, 39 (88.64%) contain agfD gene and 35 (79.55%)
contain adrA gene.

Despite the consistency of detected virulence genes characteristics through phenotypic
method and PCR technique, for some characteristics results were higher with PCR technique
than phenotypic method. This states that multigene related characteristic investigations can
benefit from molecular researches and using both methods together is essential to produce
more reliable results.

With this research, regarding that Salmonella is a pathogen for human kind and causes lethal
epidemics around the world, the necessity of applying hygienic rules from raw material to
final product and taking precautions to avoid cross contamination at food production areas is

presented.

Keywords: Salmonella, Biofilm, Virulence, PCR
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1. GIRIS

Salmonellozis, diinyada en sik goriilen gida kaynakli enfeksiyonlardandir. Biitiin
toplumlar1 etkilemektedir. Salmonella serotipleri gastroenterit, tifo, bakteriyemi, fokal
enfeksiyonlar ve Omiir boyu tasiyiciliga kadar genis bir hastalik spektrumuna yol
acabilmektedir. Bu hastaliklar etiyolojik olarak degerlendirildiginde, birbirinden net olarak
ayrilan farkliliklar gostermektedir. Ancak konak patojen iliskilerinin temel molekiiler
mekanizmalariin benzerligi, Salmonella’lar1 s6z konusu iligkilerin a¢iklanmasinda model bir
mikroorganizma haline getirmektedir. Salmonella’da patojeniteyi saglayan molekiiler
elemanlarin genetik ve biyokimyasal esasinin tanisi, enfeksiyon hastaliklarinin temel
biyolojik siire¢lerinin agiklanmasina onciiliikk etmektedir (Dolapg1 ve Erdem, 2013).

Salmonella’larin insan disinda vahsi memeliler, kuslar, hasere, siirlingen ve evcil
hayvanlardan olusan genis bir konak spektrumu vardir. Salmonella Typhi, Salmonella
Paratyphi ve Salmonella Sendai gibi baz1 Salmonella serotipleri insana uyumludur ve bilinen
baska konaklar1 yoktur. Salmonella Typhimurium gibi bazi serotipler insan ve degisik
hayvanlardan olusan genis bir konak yelpazesinde yer alirlar. Bir kismi ise Salmonella Dublin
bliylikbas hayvanlar, Salmonella Arizonae siiriingenler gibi belirli konaga yerlesirler ama
bazen insanda da hastalik gelistirebilirler (Akgelik ve Akkog, 2010).

Salmonella enfeksiyonlar1 epidemik ya da endemik olarak seyredebilmekte ve
ozellikle bagisiklik sistemi zayif olan yaslilar ve yenidoganlar basta olmak {izere
immunsupresif bireylerde ciddi hastaliklara yol acabilmektedir. Insan Salmonella
infeksiyonlarinda primer kaynak kontamine et ve siit iiriinleri gibi hayvan kaynakli gida
rtinleridir. Salmonella tim diinyada gidalar araciligi ile enfeksiyona yol agan en 6nemli
etmendir. Bu vakalarin %26’ sinin etmeni Salmonella enterica serovar Typhimurium olarak
belirlenmistir. Salmonella nin en ¢ok bulundugu gida maddelerinin basinda hayvansal iiriinler
gelmektedir. Bunlar arasinda kiimes hayvanlar1 eti, kiyma, sosis, yumurta {irlinleri, su
tirtinleri, dondurma, siit tozu ve krema en yiiksek risk i¢eren gidalardir. Ayrica ¢esitli soslar ve
salatalar, pudingler ve diger siit iirlinleride Salmonella riski tasiyan gidalar arasinda yer
almaktadir. Hammadde isleme teknolojisi, depolama ve pazarlama kosullar1 Salmonella
riskinin biliylimesine neden olmaktadir. Salmonella’larim yol agtifi gastroenteritin siddeti
konagin yasina baghdir. Yenidoganlarda, bebeklerde ve yaslilarda daha siddetlidir (Akgelik
ve Akkog, 2010).



Glinlimiizde {tilkeler arasi gelisen ticari iligkiler sonucunda gida iirlinlerinin biitiin
diinyada yaygin dolasimi géz Oniine alindiginda, bu gida firiinlerinden kaynaklanabilecek
Salmonella salginlar genis cografi bolgeleri etkileyebilmektedir (Dolap¢i ve Erdem, 2013).

Bugiin diinyada 2 milyondan fazla olgu olusturan ve 200.000’den fazla insanin
O0lmesine sebep olan tifo ve paratifo ile ¢ok daha fazla morbidite hatta bazen mortalite
nedeninin Salmonella gastroenteritleri oldugu bildirilmektedir. Bunun disinda Salmonella
cinsindeki bakteriler portorliikk, lokal abseler ve enfeksiyonlar, septisemi gibi genis bir
enfeksiyon yelpazesi olustururlar. Salmonella enfeksiyonlari, insan saglig1 kadar veteriner
hekimligi ve bununla ilgili gida sanayini de c¢ok fazla ilgilendirir. Hayvansal gidalardan
insanlara bulagabilecegi ve besin ile iligkili salginlar yaptig1 i¢in de veteriner hekimligin
onemli konularindan biridir. Bir¢cok gelismis iilkede, insanlardaki gida kaynakli salmonelloz
olgularinin temel nedeni; Sal/monella’lar ile kontamine kanatli hayvanlardir. Kanath
hayvanlarin Salmonella’lar ile kontamine olmasina neden ise ¢ogu zaman kontamine hayvan
yemleridir.

Salmonellozun sicakkanli hayvanlarda olusturdugu sistemik ya da sistemik olmayan
enfeksiyonlarin molekiiler diizeyde arastirilmasinda Salmonella Typhimurium model
organizma olarak kullanilmaktadir.

Tifo etkeni Salmonella Typhi insan konakc¢ilarda safra taslarinin iizerinde biyofilm
olusturmak suretiyle asemptomatik olarak hayatta kalmaya devam eder. Bu nedenle
asemptomatik konakg¢ilarda patojenin yok edilmesi i¢in antibiyotik uygulamasi, ¢ogu kez
yetersiz bir uygulama olmaktadir.

Salmonella enfeksiyonlarinda bulasma fekal-oral yolla gerceklesir. Alt yapinin saglikli
olmadigi, evsel ve gevresel atik sularinin, kanalizasyon sularinin igme ve kullanma sularina

karistig1 yerlerde salginlar daha yogun goriilmektedir (Giilmez, 2013).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihg¢e, Siniflandirma ve Isimlendirme

Tifo basili, Karl Joseph Eberth tarafindan gézlenmis, Koch bu bulguyu dogrulamis
George Gaffky ise kiiltlirlinii yapmay1 basarmistir. Salmonella ismi, domuz barsagindan
izolasyonunu yapan Daniel Elmer Salmon’un adina izafeten verilmistir. Pfeiffer ve Kolle ile
Gruber ve Durham ayr1 ayr1 yaptiklar1 ¢alismalar ile tifo basiliyle immunize edilen deney
hayvaninin serumu ile ayni bakterinin aglutine olduklarini ortaya koymuslardir. Georges
Widal ve Sicard Paris’te, Grunbaum Londra’da birbirinden bagimsiz olarak hasta serumlarini
tifo basili ile aglutine ederek serolojik taniy1 ortaya koymuslardir. Antijenik analiz, Casellani
ile baslamis, Smith ve Reagh somatik ve flagellar antijenleri, Weil ve Felix ile Andrexs
flagellar antijenlerin difazik olusunu, Felix ve Pitt ise Vi antijenini tanimlamislardir
(Gedikoglu, 2013; Toreci, 2013).

White ilk antijenik semayr olusturmus, Kauffmann bu semayr gelistirmistir.
Kauffmann-White antijenik semasi 1941 yilinda 100 serotip icerirken, 1988 yilinda sayi
2000’lere ulasmis ve yeni veriler ile devam etmektedir (Minor ve ark, 1984). Kauffmann-
White antijenik semasi Le Minor tarafindan gelistirilmis ve artik “Kauffmann-White-Le
Minor antijenik semas1” olarak adlandirilmaktadir. Serovar sayist1 2010 yilinda 2610’a
cikmistir (Toreci, 2013).

Salmonella’larin  smiflandirilmasinda ve nomenklatiiriinde bugiine kadar pek cok
degisim olmustur. Taksonomi dinamik bir bilim dalidir ve bilgi arttikga taksonomide
degisiklikler olmakta, yeni bilgiler edinilince, yeni yontemler uygulandik¢a smiflamada,
nomenklatiirde, identifikasyon kriterlerinde degismeler olmakta, yeni ve farkli
mikroorganizmalar izole edilmekte, yeni tiirler ve cinsler tanimlanmaktadir. Salmonella cinsi,
siiflandirmasi1 ve nomenklatiirii belki en ¢ok degisen, en karisik olan bakteri cinslerinden

biridir. Salmonella cinsi, Enterobacteraceae ailesinde yer alir (T6reci, 2013).



2.2. Taksonomi

Alem (Kingdom): Bacteria

Sube (Division): Proteobacteria

Sinif (Class): Gamma Proteobacteria

Takim (Order): Enterobacteriales

Familya (Family): Enterobacteriaceae

Cins (Genus): Salmonella

Tiir (Species): S.bongori

S.enterica

Taksonomik olarak 1983 yilina kadar ¢ok sayida tiir igerdigi kabul edilmekte iken, son
yillarda yapilan genetik ¢aligmalar, suslar arasinda yiliksek oranda DNA benzerligini ortaya
koymustur. Salmonella’lar, Salmonella enterica ve Salmonella bongori olmak iizere iki tiire
ayrilmistir. Salmonella enterica’nin 1, 11, Illa, IIIb, IV ve VI olarak alt1 alt tiirli (subspecies)
bulunmaktadir. Daha 6nce subspecies V olarak gruplananlar ise Salmonella bongori olarak
smiflandirilmistir. Insanda patojen olan Salmonella’larin biiyiik ¢ogunlugu Salmonella
enterica subsp. Enterica (subspecies 1) icinde; digerleri ise Onceleri Arizonae olarak
isimlendirilen subspecies Illa ve IIIb ‘de yer almaktadir. Smiflandirmada baz: tiirler bazi
ozellik farkliliklari ile alt tiirlere (subspecies, subsp.), alt tiirlerde antijenik farkliliklarina goére
serotip veya “serovar”, belirli fajlara duyarlilifina gore bakteriyofaj tipi veya “fagovar”, bazi
biyokimyasal ozelliklerine gore biyotip veya “biyovar® gibi alt taksonlara ayrilabilir.
Salmonella’larin 7 alt tiirli, somatik O ve flagellar H antijenlerine gore serotip-serovara
ayrilmaktadir (Minor ve ark, 1984; Patrick ve ark, 2007; Toreci, 2013).

Salmonella serovarlarinin isimlendirilmesi 6zeldir. Diger bakterilerde serovarlar
antijenik formiilleri ile belirtilmekte iken Salmonella’lar; olusturduklar1 hastalik, etkili
olduklar1 konak veya ilk izole edildikleri yere izafeten verilmis olan 6zel isimler ile anilir ve
tiir ismi gibi italik harfler ile degil diiz yazilir (Gedikoglu, 2013). Salmonella enterica subsp.
Enterica (subspecies 1)’ daki serovarlar 6zel adlar ile diger alt tiirlerdeki serovarlar alt tiir
sayisin1 gosteren Romen rakamlar1 ve antijen formdilii ile yazilir (Guibourdenche ve ark, 2010).

Salmonella enterica subsp. Enterica suslar1 antijenik olarak birbirinden farkli 2600’1

asan sayida serovarlara (serotiplere) ayrilir:



Tablo 1. White-Kauffmann-Le Minor Semas1 2010 Versiyonu (Guibourdenche ve ark. 2010)

Serovar Sayisi Orani
Salmonella enterica subsp. Enterica @D 1547 % 59,3
« « “  Salamae 1) 513 % 19,7
“ “ “  Arizonae (IlIa) 100 % 3,8
“ “ “  Diarizonae (I1Ib) 341 % 13,1
“ “ « Houtenae Iv) 73 % 2,8
“ “ “ Indica (VD 13 % 0,5
Salmonella bongori V) 23 % 0.9
2610

Bu serovarlardan sadece ikisi diinyada ilk defa Tiirkiye’den izole edilmistir. Bunlar
S.istanbul ve S.Adana’dir (Ongen ve ark, 2013). Diinyada ve Tiirkiye’de Salmonella
Enteritidis ve Salmonella Typhimurium en sik izole edilen serotiptir.

Salmonella esasen insan ve hayvanlarin bagirsaklarinda bulunan bir patojendir. Bazi
Salmonella’lar konaga adapte olmus ya da konaga spesifiktir. Bunun en Onemli Grnegi
Salmonella enterica serovar Typhi’dir. Konaga spesifik diger serovarlar: Paratyphi, Sendai
(insan), Pullorum/Gallinarum (kanatlilar), Dublin (sigirlar), Choleraesuis (domuzlar, ancak
insanlarida enfekte eder); Typhimurium ve Enteritidis (insan, sigir, kanatlilar, koyun, domuz,
at ve yabani kemirgenlerde ana hastalik etmenleridir) sayilabilir (Akgelik ve Akkog,2010).

Bakteri genetigi konusundaki ilerlemelerle bakterilerin siniflandirilmast 1970’lerde
degismistir. Bir bakterinin ne oldugunu, biitiin canlilardaki gibi, tasidig1 genetik sifre belirler
ve genetik sifreyl de cift ipgikli DNA molekiiliiniin boyutu, guanin-sitozin(GC) cifti ile
adenin-timin(AT) c¢iftinin oran1 ve gen olarak fonksiyon goren DNA iplik¢igindeki
niikleotidlerin siralanmasi belirler. Salmonella’larda DNA molekiiliinde 4,8-4,9 milyon kadar
baz cifti vardir ve 4400-5600 kadar gen olarak kabul edilebilecek kodlayabilen niikleotid
dizisi icerir. DNA-DNA hibridizasyon deneyleri Salmonella’larin siiflandirilmasinda ¢ok
kullanilan ve giivenilir deneylerdir (Gedikoglu, 2013; Jacobsen ve ark, 2011).

Salmonellozun sicakkanli hayvanlarda olusturdugu sistemik ya da sistemik olmayan
enfeksiyonlarin molekiiler diizeyde arastirilmasinda Salmonella Typhimurium model
organizma olarak kullanilmaktadir (Akc¢elik ve Akkoc¢,2010).

Salmonella enterica subsp. Enterica (subspecies I) insanda ve sicakkanli hayvanlarda

infeksiyon olusturan serovarlarin biiyiik cogunlugunu ve A, B, C1, C2, D ve E somatik antijen
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gruplarindaki suslarin ¢ogunu igerir. Bu alt tiirdeki serovar sayisi bilinen serovarlarin %
59,31 oldugu halde yapilan izolasyonlarin % 99,5°1 insan izolatlarinin da % 99’dan fazlasi bu
alt tiirdendir (Brenner ve ark, 2000). Salmonella enterica subsp. Enterica (subspecies I)
disindaki alt tiirler ve Salmonella bongori daha ¢ok sogukkanli hayvanlardan ve c¢evreden
izole edilir.

Bir iilkede izole edilmis serovarlarin ve kaynaklarinin bilinmesi o iilkede daha sonra
izole edilecek Salmonella’larin tanimlanmasinda 6nem tasimakta ve yardimei olmaktadir. Bir
bakterinin Salmonella oldugunun morfolojik ve biyokimyasal yontemlerle belirlenmesinden
sonra serovarinin belirlenmesi, Salmonella antijenlerine karst hazirlanmis faktor serumlari ile
yapilan lam agliitinasyon deneyleri ile saglanir.

Salmonella enterica izolatlar1 klasik olarak serotiplendirme, biyokimyasal 6zellikler
ve faj tiplendirmesi gibi fenotipik yOntemlerle tanimlanmakta ve tiplendirilmektedir.
Serotiplendirme, 0zgiil antiserumlar kullanilarak bakterinin yiizey lipopolisakkaritleri (O
antijeni), flagella proteinleri (H antijenleri) ve kapsiiler protein (Vi antijeni) yapilarinin ortaya
konulmasina dayali bir yontemdir. Mikroorganizmanin hiicresel metabolik enzimlerinin
analizi ile ortaya konulan biyokimyasal profili, antimikrobiyal duyarlilik /direnglilik
ozellikleri ve faj tiplendirme de Salmonella 1zolatlarinin fenotipik tiplendiriminde kullanilan
diger yontemlerdir (Dolap¢1 ve Erdem, 2013).

Epidemiyolojik arastirmalarda salmonelloz salginlarinin tanimlanmasi izlerinin takip
edilmesi i¢in, serotiplendirme ve diger fenotipik yontemlerden ziyade daha spesifik diizeyde
taksonomik bilgi veren ve kaynak susun parmak izini ortaya koyabilecek yontemlere ihtiyag
duyulmaktadir. Parmak izi ¢ikarma amaciyla, pulsed field jel elektroforezi (PFGE) yontemi
1990’larda Salmonella’lara uyarlanmis ve salgin kaynagi olan suslart tanimlamadaki
kapasitesi gosterilerek, kisa silirede sik kullanilir hale gelmistir. PFGE, gilinlimiizde
Salmonella molekiiler tiplendirmesinde “altin standart™ olarak kabul edilmektedir (Wattiau ve
ark, 2011; Winokur, 2003)

Surveyans c¢alismalar1 son yillarda, klasik yontemlere ek olarak, cogunlugu DNA
temeline dayanan alternatif yontemlerin gelistirilmesi ile daha kolaylasmistir.

Siiflandirmada Yeni Yaklasimlar (Dolapg1 ve Erdem, 2013);
1.DNA microarray temelli testler
2.PCR temelli testler
LPS ve flagellar yapisal genlere dayanan molekiiler serotiplendirme
Genomik belirteglere dayali molekiiler serotiplendirme (Premi test)

3.DNA dizi analizi temelli testler



4.Hizl fenotipik parmak izi teknolojileri
PyMS "Piroliz kiitle spektrometresi”
MALDI-TOF MS
FT-IR ”Frourier transform infrared spektroskopi”
Raman spektroskopisi

Diger fenotipik yontemler

2.3. Morfoloji, Kiiltiir ve Biyokimyasal Ozellikler

Salmonella, diger Enterobacteriaceae iiyeleri gibi fakiiltatif anaerobik, spor
olusturmayan, kapsiilsiiz, 2-3 um uzunlugunda ve 0,4-0,6 um eninde ¢cubuk seklinde bir hiicre
morfolojili gram negatif basildir. Boyali preparatlarda cogunlukla tek tek goriiliirler.
Salmonella Gallinarum (biotip Pullorum dahil) serovart disinda hareketlidir ve peritrik
flagellaya sahiptir. Klinik izolatlarda, diger serovarlara ait hareketsiz suslarda bulunmustur.
Suslarda flagellar antijenler difazik varyasyon gosterebilmektedirler. Dogal ortamda biyofilm
olusturabilmekte ve ‘rdar’ fenotipi olarak adlandirilan c¢ok hiicreli bir fenotipe de
rastlanmaktadir. ’Rdar’ fenotipi Salmonella’ya kurumaya ve sodyum hipokloriire kars1 direng
kazandirmaktadir. Laboratuar besiyerlerinde kolaylikla iireyebilen Salmonella etkenleri;
37°C’ de 24-48 saatte kiiciik yuvarlak S tipi koloniler olustururlar. Biyokimyasal aktiviteleri
oldukca yiiksektir. Genellikle laktozu fermente etme yetenekleri yoktur; nitrat, H,S, sitrat ve
lizin dekarboksilaz reaksiyonlar1 pozitiftir. Salmonella suslar i¢in ortak olan biyokimyasal
ozelliklerin en belirleyici olanlarini bile tagimayan atipik suslarin varlig1 nedeniyle tanimlama
i¢in biyokimyasal ve serolojik yontemler birlikte kullanilmaktadirlar (Giilmez, 2013).

Salmonella suslar1 diizglin (smooth-S) koloni olusturmakla birlikte, mukoid (M)
koloni gelisimi de goriilebilmektedir. M koloni gelisme olasiligi, S.Paratyphi B gibi bazi
serovarlarda, diisiik sicaklik, diisik nem ve yiiksek ozmolarite varliginda daha yogun
goriilmektedir. Saf kiiltiirlerde S ve M koloni morfolojilerini birlikte gdsteren Salmonella
suslar1 da tespit edilmistir (Gililmez, 2013).

Bir ¢ok Salmonella susu fimbria sentezlemektedir. Daha ¢ok tip 1 fimbria, tip 2
fimbria ve tip 3 fimbria yapimina rastlanmaktadir. Salmonella genomunda 35 farkli fimbrial
gen kiimesi saptanmigtir. Fimbrial gen bdlgelerinin kaybi/kazanilmas: ve allel varyasyonlar
ile seyreden evrimsel siiregler cesitliligin devamini saglamaktadir (Yue,2012). ince agragatif

fimbrianin yapimin1 diizenleyen genler, ekstraselliiler yapmin diizenlenmesinde de rol
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oynamaktadir. O antijeninden olusan ve c¢evresel faktorlere, Ozellikle kurumaya direng
saglayan bir kapsiilde olusturabilmektedir. Bu kapsiiliin yapimimin fimbriya ve seliilozla
iliskili ekstraselliiler matriks ile birlikte diizenlendigi gosterilmistir (Gibson, 2006).
Salmonella dayanikl bir patojendir. Degisen ¢evre kosullarinda hayatta kalabilmekte,
7-48°C gibi genis bir sicaklik araliginda, pH 4-8 arasinda iireyebilmektedir. Gelisme icin
optimum sicakliklar1 37 C’dir. Salmonella lar diisiik pH, diisiik su aktivitesi ya da yiiksek yag
icerigine sahip gidalarda sicakliga direnglidir. Gidalarin dondurularak depolanmasinda,
ozellikle donma sicakligi civarinda canlilik diiser (Akgelik ve Akkog, 2010). Salmonella’lar
% 8 tuz konsantrasyonunda canliligini siirdiirebilir, fakat sularin dezenfeksiyonunda
kullanilan yogunluktaki klora dayanamaz Oliirler. Salmonella’lar toprakta, suda, siitte,
peynirde, tereyaginda, sigir diskisinda, dondurmada giinlerce ve haftalarca canliligini
koruyabilen bakterilerdir. Glukoz, maltoz, mannitol ve genellikle sorbitolden asit ve
cogunlukla gaz olusturmaktadir. Laktoz negatiftirler. Genellikle sitrati tek karbon kaynagi
olarak kullanabilmekte, ii¢ sekerli demirli besiyerinde, TSI agarda H,S yapabilmekte, lizin ve
ornitini dekarboksile edebilmektedir. Sukroz ve adenitol fermentasyonu ve indol olusumu
nadiren gdzlenmektedir. Metil red testi pozitif, Voges-Proskauer negatiftir. Ure hidrolizi ve
fenilalanin deaminasyonu goriilmemektedir. Biyokimyasal 6zelliklerin plazmide bagli olmasi
atipik biyokimyasal ozelliklere sahip suslarin ortaya cikmasmi kolaylastirmakta, dogru
tanimlamay1 zorlagtirmaktadir (Giilmez, 2013). Cogu Salmonella prototrofiktir yani liremesi
icin gerekli organik bilesikleri sentezleyebilmekte ve uygun bir karbon kaynagi varliginda
minimum tuz besiyerinde ¢ogalabilmektedir. Digki gibi mikrobiyal yiikiin yiiksek oldugu
orneklerde secici ve ayirt ettirici besiyerleri kullanilmali, besin 6rneklerinde ise biiyiik hacimli
orneklerde diisiik yogunlukta bulunan Salmonella’larin iretilebilmesi i¢in zenginlestirme

uygulamalar gerekmektedir (Giilmez, 2013).
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Sekil.1. Salmonella spp. tanisinda biyokimyasal tanimlama testleri semasi

(Turkiye Halk Sagligi Kurumu Klinik Bakteriyoloji Tan1 Standartlar1 Calisma Grubu, 2015)

Salmonella 1zolasyonunda kullanilan besiyerlerinin bilesimi, 6nemli iki 6zelliklerini
ortaya ¢ikarma esasina dayanmaktadir. Bu 6zellikler, H,S olusturmalari (S.Paratyphi haric) ve
laktozu fermente edememeleri olup, E.coli’den ayirimlarinda kullanilan en 6nemli testlerdir.

Salmonella, disk1 ornekleri disindaki klinik 6rneklerde, rutin kiiltiir i¢in kullanilan
besiyerlerinde rahatlikla iiretilebilmektedir. Diskida Salmonella ve Shigella tiirlerinin
saptanabilmesi i¢cin MacConkey agar, Salmonella-Shigella (SS) agar, Hektoen enterik agar,
ksiloz lizin deoksikolat agar gibi secici ve ayirt ettirici besiyerlerinin yani sira, gram negatif
GN buyyon ve selenit F besiyeri gibi zenginlestirici s1vi besiyerleride kullanilmaktadirlar. Bu
besiyerleri, gram pozitif bakterilerin liremesini baskilayan safra tuzlari, deoksikolat veya
selenit F icermektedirler. Zenginlestirici besiyerleri, kiiltlirde izolasyon oranlarini
yiikseltmektedir (York, 2004).

Salmonella tiirlerinin iiretilmesi i¢in EMB agar, SS agar, Selenit F buyyon, XLD agar,
HE agar,DCA agara ekilmesi, kolonilerin laktoz kullanim1 ve H2S {iretimi basta olmak {izere

biyokimyasal 6zelliklerine gore identifikasyondan sonra Kaufman-White-Le Minor semasina



gore serotiplendirilmeleri yapilir. Molekiiler tiplendirme icin genellikle PFGE yontemi

kullanilmaktadir. Serolojik tani1 i¢inse Gruber-Widal testi uygulanmaktadir (Agca, 2013).

2.4. Antijen Yapisi

Diger enterik bakteriler gibi Salmonella’larda somatik, yiizey ve flagella olmak {izere
li¢ tip antijen igerir.

1.Somatik (O) antijenleri: Hiicre duvar1 lipopolisakkarit tabakasindan olusan 1siya
direngli polisakkarit yapilaridir.

2.Hareket (H) antijenleri: Flagellaya ait 1s1iya duyarli proteinlerdir. Salmonella cinsine
0zgl olarak difazik varyasyon gosterirler.

3.Vi antijeni: Salmonella Typhi ve az sayida Salmonella serovarinda bulunur. Hiicre
yiizeyinde bulunur, polisakkarit yapidadir.

Salmonella’lar antijenik ¢esitlilikleri nedeni ile 0zel olarak siniflandirilmaktadir.
Antijenik formiil; somatik O antijenleri, faz-1 ve faz -2 H antijenleri olmak tizere 3 kisimdan
olusur. Kisimlar 3 siitiin halinde siralanir ve “iki nokta st iiste “ (:) ile faktorler ise “virgiil”
(,) ile birbirinden ayrilirlar. Somatik-O antijenleri rakamlar ile ifade edilir. Faj ile iliskili
somatik faktorlerin alt1 ¢izilir, yani bu faktorler ancak faj aracili olarak bulunurlar. Faz-1 H
antijenleri a-z kadar kiiciik harfler ile belirlenir. Z harfiden sonra z;-zg3 olarak devam eder.
Faz-2 H antijenleril-12 kadar rakamlar ile numaralanir. Bazi H antijenleri faz spesifiktir

(Gedikoglu, 2013a).

2.4.1. Somatik (O)-Hiicre Duvar Antijeni

Somatik (O)-hiicre duvar antijeni “Ohne-hauch-yayilmayan” anlaminda (O) harfi ile
gosterilir. Biitlin Salmonella serotiplerinde bulunan bu antijenik yap1, hiicre duvarinda protein
ve lipidlere bagl olarak yer alir. O antijeni, hiicre duvarinda yer alan lipopolisakkarit tabakasi
ile iliskilidir. Istya dayaniklidir. Lipopolisakkarit, gram negatif bakterilerin dis membraninin
onemli bir bilesenidir. Lipit A, core oligosakkariti ve O spesifik polisakkarit (O antijeni)
olmak tlizere 3 ayr1 bolgeden olusur. Core polisakkaridleri, Enterobacteriaceae igin ortak
yapiya sahiptir. O antijen 0zgiilliiglinii core kismina baglanan seker yan dallar1 verir

(Gedikoglu, 2013a).
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O-antijen biyosentezi niikleotid seker sentezi ile baglar ve sekerlerin eklenmesi ile
devam eder. Bu islem icin gerekli olan enzimler O-antijen gen bolgesinde yer alir.
Antijenlerin gen bdlgesinde degisimler her zaman s6z konusu olabilmektedir.
Transpozonlarin bu degisimde énemli rolii vardir.

O-antijen Ozgilliigiinii saglayan polisakkarid zincirlerin tekrarlayan dallari, tek bir

seker molekiiliiniin degisikligi ile grup degismesine neden olabilir (Gedikoglu, 2013a).

2.4.2. O-Antijen Degisimleri

S-R degisimi: Salmonella’lar S formda koloni olusturur. Baz1 sartlarda S-R degisimi
olabilir. R mutant suslar; Ra-Re olarak smiflandirilir. Ra mutantlar O spesifik yan dallari
icermez, Rb’den Re’ye kadar olan suslar ise progresif olarak core bdlgesinden seker
kaybeder. R formlar dogal ortamda seyrek yer alir. Genellikle laboratuvar sartlarinda ve ¢ok

pasaj yapilan suslarda gozlenir (Gedikoglu, 2013a).

2.4.3. Lizojenik Konversiyon

O-antijeninin 6zgiil yapisi, faj aracilifi ile olusan lizojenik konversiyon ile

farklilasabilir. Polisakkaritlerin tekrarlayan birimlerinin kimyasal yapisinda minik farklar

gelisir ve degisiklikler genetik olarak ortaya konabilir. Bakteri faj ile enfekte olduktan sonra

dakikalar i¢inde yeni 6zellik kazanabilir. Faj konversiyonu ile iliskili faktorlerin alt1 ¢izilerek

isaretlenir. Bazi gruplarda bir faktoriin varligi ya da kaybi 6nemli bir degisik olusturmaz.

2.4.4. Plazmid Konversiyon

O-antijen 6zgiilliigli plazmid aracilif1 ile de degisime ugrayabilir. Bir faktor plazmid

aracili olarak kazanilip, kaybedilebilir.
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2.4.5. Hareket (H) Antijenleri

Hareketli Salmonella’larda bulunan, flagellaya ait, 1s1ya duyarl proteinlerdir. Hauch —
yayilan anlaminda (H) harfi ile gosterilir. Flagella; protein yapisinda ve giiglii antijenik 6zellik
gosteren flagellin adi verilen filamentlerden olusur. Salmonella serovarlarinin ¢ogunlugu
difaziktir. Yani antijenik yapilar1 farkli olan iki farkli antijen igerirler. Az sayida Salmonella
ise monofaziktir yani flagella fazlarindan birine sahiptir. Ureme sirasinda major flagella
antijeninin periyodik olarak degisimi s6z konusudur. Bu protein antijenlerinin degiskenligi bir
tek amino asit ile bile olabilir (Herrera-Leo’n, 2004).

WKL semasinda yer alan 69 flagellar antijenin birbirleri ile antijenik benzerligi yoktur
veya ¢ok azdir.

Bazi serovarlarda flagellin proteinin polimerizasyonu ve sekresyonu ile ilgili gen
bolgesinin yiiksek oranda goriilmiis oldugu gosterilmistir. Genin santral kismi hareket ile
iligkilidir. Uzunluk ve sekans yoniinden yiiksek oranda degiskendir. Ancak hareket {izerine
olumsuz etkisi yoktur. Benzer serovarlarin, horizontal gen transferi ile flagellalar1 farkl
olabilmektedir (Gedikoglu, 2013a).

H antijenlerinin yapimi; faz-1 (fljC) ve faz-2 (fjB) gibi iki bagimsiz kromozomal gen
bolgesi tarafindan kontrol edilmektedir. Ugiincii bir gen bolgesi olarak; fljA bulunur. fljB gen
bolgesinin repressorii olarak bulunur ve faz degisiminin regiilasyonunda yer alir (Gedikoglu,

2013b).

2.4.6. Trifazik suslar

Dogadan izole edilen bazi nadir suslarda 3 veya daha fazla sayida antijenik olarak

farkl flagella bulunabilir.

2.4.7. Vi Antijeni

Bakterinin hiicre duvarmin disinda bulunan antijenik yapilardir. Vi kapsiil
polisakkariti; yapisal (viaB) ve fonksiyonel (viaA) gen bolgeleri kromozom {izerinde farkli
gen bolgelerinde yer alir. Vi antijeni, S.Typhi, Paratyphi C ve Dublin’de bulunur. Bu
serotipler genetik olarak yakin degildir. S.Typhi ve Paratyphi C suslarinin % 99’u via genine
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sahiptir. Vi genlerine sahip suslar, laboratuvar sartlarinda, miktarina ve bulundugu serovara
gore farkli koloni yapisi olustururlar. Siirekli pasajlar ile Vi‘suslar, Vi yapim o&zelligini

kaybedebilir (Gibson, 2006).

2.4.8. Fimbrial Antijenler

Salmonella serotiplerinin hepsi tip-1 fimbria igerir. Tifo olgularinin ¢ogunda ve
asilamalar ile tip-1 fimbria antikorlar1 olusur. Bu antikorlar Gruber-Widal testinde yanlis
pozitif sonuglara neden olabilir. Fimbrialarin tanisal bir degeri yoktur, ancak serolojik tanida

sorun yaratabilmeleri nedeni ile onemlidir (Gedikoglu, 2013a).

2.5. Serotiplendirme

Salmonella serotiplerinin kesin identifikasyonlar1 antijenik formiillere gore
yapilmaktadir. Ancak ayni antijenik yap1 gosteren farkli Salmonella’lar da mevcuttur. Bunlar
birbirinden ancak biyokimyasal 6zellikleri ile ayrilirlar ve biovar olarak kabul edilmektedirler.
Ornegin S.Gallinarum ve S.Pullorum ayni antijenik formiile sahip olup ancak S.Pullorum’un
ornitin dekarboksilaz pozitif olmasiyla ayrimlar1 yapilmakta ve bu iki etken biovar olarak
kabul edilmektedir. Bazi suslar Salmonella’larim ortak biyokimyasal 06zelliklerini
tasimadigindan, biyokimyasal testler tek basimna degerlendirme i¢in kullanilmazlar.
Biyokimyasal testlerin ayirt edici 6zelliginin zayif olmasi nedeni ile Salmonella’larda

serotiplendirme daha 6n plandadir.

2.5.1. Salmonella Antijenleri

O antijenleri; O grup antijenleri ve yardimci O antijenleri olmak iizere ikiye ayrilir. O
grup antijenleri, rfb gen bolgesi tarafindan kodlanan, biitiin Enterobacteriaceae ailesinde
bulunan ve serotiplendirmenin esas belirleyicisi olan antijenlerken, yardimec1 O antijenleri ise
bakteriyofaj ya da plazmidler gibi ekstrakromozomal elemanlarca kodlanan, belirli
serotiplerde bulunan ve serotiplendirme acgisindan ¢ok da Onemli olmayan antijenlerdir

(Threlfall, 2005).
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H antijenleri; difazik varyasyon gosterir; Faz-1 ve Faz-2. Faz-1 antijenleri diger
enterik bakteriler ile homoloji gosterirken, Faz-2 antijenini kodlayan gen, Salmonella-spesifik
genom lizerinde yer alir. Bu iki genin ekspresyonu daima bir diizen i¢inde gerceklesir. Her
ikisi birden eksprese olmaz (Threlfall, 2005).

Vi antijenleri; homolog O antiserumu ile agliitinasyonu engelleyen yiizey
polisakkaritidir. Vi antijeni varhifinda O antiserumlar1 ile agliitinasyonun, bakteri
stispansiyonu 100°'C de 60 dakika kaynatildiktan sonra yapilmasi gerekir. Aksi takdirde
agliitinasyon maskelenecektir (Threlfall, 2005).

Percin (2013)’ e gore 67 O antijeni tanimlanmasina ragmen, bazilar1 mindr antijenler
grubuna alindigindan, bazilari ise bilinen majdr antijenin faj konversiyonu ile olusan kimyasal
modifkasyonu oldugu belirlendiginden, bugiin 46 O serogrubu kullanilmaktadir.

Insan Salmonella enfeksiyonlarmda etken Salmonella enterica subsp. Enterica alt
tirline aittir. Bu alt tiirdeki serotiplerin % 96,5’i ise 6 O serogrubuna aittir. Bu O
serogruplarinin ilgili H antijenlerinin kullanilmasiyla insanlarda enfeksiyon yapan Salmonella

serotiplerinin tamamina yakini tanimlanabilir (Per¢in, 2013).

2.5.2. Serotiplendirmede Rutin Algoritm

Serotiplere gore invazyon, kinolonlara diren¢ ve dolayisiyla prognoz degismektedir.
Diski kiiltlirti yapilan rutin laboratuvarlarda temel biyokimyasal reaksiyonlara gore
Salmonella stipheli bir sus izole edildiginde O, Vi, Faz-1 H ve Faz-2 H antiserumlari
kullanilarak agliitinasyon aragtirilmali, gerektiginde Sven Gard besiyeri ile faz inversiyonu
saglanarak serotiplendirme yapilmalidir.

Bir Salmonella etkeni antijenik formiiliine gore tanimlanirken; oncelikle somatik
antijene ait faktorler, varsa yiizey antijeni, hareketli ve difazik ise Faz-1 ve Faz-2 antijenik

faktorleri sira ile yazilir.

2.5.3. Epidemiyolojik Acidan Onemli Salmonella Serotipleri

Salmonella Enteritidis, yumurta kaynakli salginlarin en biiylik sebebidir. Hayvan
kaynakli pek c¢ok yiyecek salmonelloz salginlarina yol agabilmektedir. Salmonella

Enteritidis’in tavuk yumurtasin1 asemptomatik olarak enfekte etme ve tavuk ciftliklerinde
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uzun siire canli kalabilme 6zelligi ve pismemis yumurta ile kontamine gidalar sayesinde bu
serotipe ait salginlar bildirilmistir.

Salmonella Typhimurium, hem insanlarda hem de evcil ve vahsi hayvanlarda en sik
izole edilen ilk {i¢ Salmonella serotipinden biridir.

Salmonella Virchow, tifo dis1 salmonellozlar i¢inde kan dolagimina en yiiksek oranda
invazyon gosteren serotiptir.

Salmonella Typhi, insana adapte serotiplerdendir. Ancak giderek artan c¢oklu ilag
direnci giderek biiyliyen bir problemdir.

Salmonella Paratyphi A

Salmonella Paratyphi B

Salmonella Hadar

Salmonella Heidelberg

Salmonella Gallinarum, kanatlilarda enfeksiyon yapan hareketsiz bir serotiptir ve
kuslarda yiiksek mortalite ile seyreder (Per¢in, 2013).

Salmonella Infantis

2.5.4. Faj Tiplendirme ve Profajlar

Serotiplendirme ve faj tiplendirme yontemleri, genotiplendirme yontemleri ile
karsilastinlldiginda az sayida techizata ihtiyag gosteren, basit teknolojilere sahip ucuz ve
zahmetli olmayan yontemlerdir. Faj tiplendirme sistemlerinin uygulanabilirligi, fajlardan
korunmada rol oynayan konak kontrolli modifikasyon ve restriksiyon sistemleri,
lipopolisakkaritlere ve dis membranlara adsorbsiyon, siiperenfeksiyonlar1 engelleyen
sistemler ve konagin immun sistemine etki yetenegi gibi durumlarla etkilenen faj konak
Ozgiilliigiine baghdir. Faj tiplendirme fenotipik bir yontemdir. Giinlimiizde Salmonella
serovarlari i¢in bir ¢ok faj tiplendirme semalar1 kullanilmaktadir (Tekeli, 2013).

Bakteriyel genom cesitliligini saglayan en Onemli ozellikler; gerceklesen internal
modifikasyonlar ve horizontal gen transferi mekanizmalaridir. Bakteriyofajlar bakteri
yasamina etki ederler. Bu etkiler, lizojenik konversiyon, genomik diizenlemeler, gen
bozulmasi, litik enfeksiyondan korunma, rekabet edilen suslarin lizisi ve lizojenik
konversiyon, transdiiksiyon gibi yeni uyum faktdrlerinin saglanmasidir. Lizojenik
konversiyon, bakterinin temprate faj ile enfeksiyon sonrasi fenotipini degistirmesidir. Profaj

ve profaj kalintilar1 bakteriyel genomda sik goriiliirler. Dizilim analizleri yapilmis bakteri
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genomlarmin yaklasik %60°1 profaj elemanlar1 tasimaktadir. Profajlar ayni zamanda yeni
genlerin bakteri DNA’sina eklenmesi nedeniyle, ayn tiir i¢inde bir¢ok farkliliga sebep olan
elemanlardir. Profajlar bulunduklar1 bakteri hiicresinin patojenitesine onemli katkilarda
bulunurlar. Profaj ve kalintilar1 Salmonella’larda gesitli virulens genlerini tagimaktadir. Profaj
kaynakli virulens genleri ile ilgili ¢calismalar ¢ogunlukla Salmonella Typhimurium, Typhi,
Paratyphi ve Enteritidis iizerine yogunlasmistir. Ancak diger serovarlarda da bu tip genler
bulunmaktadir. Baz1 fajlar, faj fonksiyonlar1 i¢in gerekli olan niikleik asit disinda farkli
bakterilerden replikasyon sirasinda alinmis DNA parcalar1 da tasimaktadirlar. Alinan bu DNA
parcalart faja bir katkida bulunmayip, konak hiicreye (bakteriye) katki sagliyorsa bu genlere
“moron”ad1 verilmektedir. Moronlarin patojen bakterilerin evriminin temeli oldugu
diisiiniilmektedir. Moron ile kodlanmis birtakim ozellikler konagin (bakterinin) uyumunu
artirirlar, bu durum profa; yayilimimi kolaylastirir. Faj ile kodlanmis ekstra fonksiyonlar
konak bakterinin bulundugu ortama veya yeni bir ortama uyumunu artirirlar. Bu degisiklikler,
moronlart ve bulunduklari faji, bakteri i¢in zorunlu hale getirir ve profaji sabitlestirir. Genel
olarak moronlar faj genomuna ekler halinde goriilmektedirler. Guanin-sitozin igerikleri, cevre
genlerden farklidir ki bu horizontal transferin gostergesidir. Moronlarda, replese profajlardan

ekspresyonlarina aracilik eden promotor ve terminator elemanlar vardir (Tekeli, 2013).

2.5.5. Serotiplere Gore Molekiiler Tiplendirme Metodlar:

Gilinlimiizde geleneksel White-Kaufmann-Le Minor semasina gore yapilan Salmonella
serotiplendirmesi biitiin diinyada Salmonella siniflandirilmasinda “altin standart” olarak kabul
edilmektedir. Bununla birlikte molekiiler yontemler suglarin tanimlanmasinda ve belirli
suslarin genetik iligkilerinin ortaya konulmasinda evrensel olarak kullanilmaktadir (Malorny,
2011).

Salmonella suslarinin metabolik aktivitelerinin ortaya konulmasi temeline dayal
biyokimyasal 6zellikleri, serotiplendirme, faj tiplendirmesi, antimikrobiyal duyarlilik testleri
ve multilokus enzim elektroforezi gibi yontemle ile birlikte degerlendirilerek fenotipik olarak
yapilan identifikasyon ve siniflandirmasi biitiin diinyada yillardir basariyla kulanilmaktadir.
Fenotipik tiplendirme teknikleri, bakterinin farkli suslarinda bulunan belirli genlerin
tirtinlerinin ekspresyonlarinin saptanmasi temeline dayanmaktadir. Bakteri tiplendirmesi i¢in
genomun niikleotid sekansindaki farkliliklari tanimlamaya dayanan ve gen ekspresyonundan

biiyiik oranda bagimsiz olan genotipik yontemlerle bu agidan tamamen zittirlar. Tek baslarina
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fenotipik yontemler, siklikla birbirleriyle yakin iliskili Salmonella izolatlarinin ortaya
konulmasinda yeterli ayrimi saglayacak bilgi verememektedirler. Diger taraftan yeni
uygulamaya konulan genotipik yontemlerin bu gibi suslarin ayriminda kapasiteleri gittikce
artmaktadir (Bishop, 2006).

Serotiplere goére molekiiler tiplendirme metodlarinin karsilastirilmasinda, farkl
metodlar siklikla PFGE ile karsilastirilarak degerlendirilmektedir. Bunun en biiylik nedeni
Salmonella molekiiler tiplendiriminde PFGE’nin “altin standart” olarak kabul edilmesidir.

Degisken Alanli Jel Elektroforezi (PFGE), bakteri genomunun nadir kesen enzimlerle
kesilerek, daha az sayida ancak daha biiyiik boyutta DNA parcalari elde edilip, bu parcalarin
0zel bir elektroforez teknigiyle ayristirlmasi esasina dayanan bir RFLP (Restriction fragment
length polymorphism) yontemidir. Bu yontemde DNA parcalar1 dalgalanmalar gosteren
elektrik akim alaninda ayristirilir. Bu yaklagimla 800 kb’a kadar olan biiyiikliikteki DNA
parcalar1 ¢oziinebilir. Nadir kesen enzimlerin kullanimi ile elde edilen bu profil, biitiin bakteri
genomunun DNA sekansini yansitan bir DNA “parmak izi” elde etmemizi saglar. Olusan
farkli kesim profilleri, izolatlar arasinda genetik karsilastirmalarin yapilmasinda kullanilir
(Riley, 2004).

Standardize Degisken Alanli Jel Elektroforezi (PFGE) protokolleri uygulanarak elde
edilen bant paternleri, ulusal ve uluslararasi veri tabanlar1 olusturulmasinda kullanilir (Dolapgt,

2013).

2.6. Salmonella Virulens Faktorleri

Salmonella’lar agamali olarak salgiladiklar1 virulens faktorleri ile bulunduklari konagi
yonlendirirler. Salmonella’larda 40’1n iizerinde virulens faktorii tanimlanmistir. Salmonella
tarafindan salgilanan 300 ilave protein oldugu tahmin edilmektedir. Diger enterik patojenlerin
aksine Salmonella’larin hepsi virulen kabul edilir. Insan enfeksiyonlari ile iliskili olan biitiin
izolatlarin hastalik olusturma kapasitesi vardir. Susun virulensi, baslangi¢ dozu, enfeksiyonun
kaynagi ve konak duyarliligi gibi pek cok faktdre bagli olarak hastalik tipi derecesi degisir.
Salmonella’lar ¢ok cesitli enfeksiyonlar olusturabilirler, en sik goriileni gastroenterittir. Her
serotip gastroenterit olusturabilir. Her bir serotip i¢in farkli virulens faktorleri gorev alir.
Diger enterik patojenlerde oldugu gibi bu virulens faktorleri hem bakteriyel kromozomda hem
de plazmidde bulunur. Salmonella krozomunda bulunan 3000°den fazla genin en az 150-300

tanesinin patojenitede de rol oynadigi tahmin edilmektedir (Us, 2013).
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Salmonella’lar alindiktan sonra ancak ¢esitli fizyololojik ve immunolojik engelleri
astiktan sonra lokalize enfeksiyon olusturabilirler. Dis ¢evredeki pH’nin yavas bir sekilde
diismesine (pH’nin 7.6 dan 5,5’e¢ ve sonrasinda 3,3’e¢ degisimi) maruz kaldiktan sonra asit
toleransinin gelismesi “asit tolerans cevabi* olarak isimlendirilmistir. Bakterinin bu cevabi pH
5,5-6 arasindayken wuyarilir; ardindan gelen diisik pH’da yasayabilme yetenegi
mikroorganizma tarafindan i¢ pH dengesinin devami sonucunda gergeklesir. Ortaya ¢ikan bu
asit tolerans cevabi Salmonella’nin mide asiditesine dayanmasinda ve fagozomun asidik
ortaminda canliligini siirdiirmesinde rol oynar (Us, 2013).

Salmonella gastrik asit etkisine ragmen canliligin1 siirdiirdiikten sonra ince barsaklara
gelir ve enfeksiyon igin tercih ettigi bir bolge olan terminal ileumun epitelyum hiicreleri veya
M hiicelerine tutunur. Barsak Peyer plaklarindaki epitelyum hiicrelerinin ve M hiicrelerinin
invazyonu Salmonella’larim sistemik alana gegebilmek icin kullandigi mekanizmalardan
biridir. Tutunmada fimbrialar gérev alir (Us, 2013).

Tutunmanin ardindan epitelyum hiicrelerinin, M hiicrelerinin ve makrofajlarin hizl
invazyonu sonucunda bagirsak enfeksiyonu gelisir. Bu siiregte en az alt1 farkli genetik bolge
rol alir. Salmonella’nin invazyon genotipi in vitro olarak makrofajlar, T ve B hiicreleri gibi
cesitli hiicre dizilerine penetre olmasi ve replikasyonu ile iliskilidir. Invaziv Salmonella
Typhimurium makrofajlar i¢inde replike olur ve ardindan biiylik vakuoller i¢inde kalir.
Virulen Salmonella saatler i¢inde konak hiicre zarinin burusmasina, sitotoksik tepkimelere ve
apoptozise yol acar. Boylece enfeksiyon meydana gelir, bakteri canliligin1 devam ettirir ve
konagin bagisik cevabindan kagarak sistemik olarak yayilir.

Salmonella Typhi ve Salmonella Paratyphi A, B, C invaziv patojenlerdir. Enfeksiyon
bolgesi olan ince bagirsaklara ulasmak i¢in dncelikle mide asidini agsmalar1 gerekir. Bu durum
tifoid suslar da dahil biitiin Salmonella’larda bulunan asid tolerans cevabi ile asilir. Tifo ve
paratifo disindaki diger Salmonella’lar, bakteri aracili endositoz ile bakteri hiicrelerin
fagositozunda diger bagirsak epitelyum hiicrelerini uyarabilirlerken, tifoid ve paratifoid
basiller Peyer plaklarinin iistiindeki M hiicrelerini tercih ederler. Alimi takiben organizma
makrofaj ve lenfositlerle veya submukozadaki diger lenfoid dokularla etkilesir. Makrofajlar
icinde hayatta kalabilmeleri sayesinde bagirsaklardan mezenterik lenf nodlarma yayilirlar.
Torasik kanaldan sistemik dolagima gecerek karaciger ve safra kanallarin1 enfekte ederler.
Hareket yeteneginin saglamligi, demir tasima sistemi (enterochelin), Vi antijeni (kompleman
C3’lin baglanmasini engelleyerek komplemanin 6ldiiriicli etkisini azaltir) tifoid suslardaki

diger 6nemli virulens faktorleridir (Us, 2013).
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2.6.1. Salmonella Virulens Plazmidleri

Salmonella’min  patogenezinde encok c¢alisilan faktér virulens plazmidleridir.
Plazmidler tanimlanmis ilk horizontal aktarilan DNA elemanlaridir. Bu sekilde genetik
materyal kazanan bakteriler hizla patojen bakterilere doniisiirler. Virulens plazmidleri biiyiik
molekiiler agirlikta (50-100 kb ) ve sadece bazi Salmonella serotiplerinde varolan
plazmidlerdir. Bu kromozom dis1 elemanlarin biiyiikliikleri serotipten serotipe degismekle
birlikte bes geni kodlayan 8 kb’lik bolgesi biitlin virulen plazmidlerde bulunur. Bu bolgeye
spv (Salmonella plazmid virulens) genleri denir. Yapilan ¢calismalarda gastroenterit gibi erken
enfeksiyonlarda spv genlerinin rol oynadigina dair ¢ok az kanita rastlanmistir. Virulens
plazmidleri kan izolatlarinda (% 76), diski (% 42) izolatlarina gére daha yaygin olarak
bulunur. Bu durum spv’nin septisemi gibi ge¢ enfeksiyonlarda rol oynadigini goéstermektedir
(Us, 2013). Salmonella’nin bagirsak dis1 bolgelere (6r. mezenterik lenf nodlari, karaciger,
dalak) yayilimi spv tasiyan serotiplerde, virulens plazmidi tagimayanlara gore fazladir. spv
genlerine sahip serotiplerin virulens plazmidi olmayan suslara gore bagirsak dis1 dokularda
daha fazla ¢ogaldiklar1 gosterilmistir. spv pozitif Salmonella Dublin suglar1 ile yapilan
hayvan deneylerinde hayvanlarda agir diyare gelistigi ve enfeksiyonun 6liimle sonuglandigi
gorilmistlir. spv diizenleyici kusuruna sahip mutant suslar sistemik bir hastalik belirtisi
olusturmay1p sadece hafif bir enterite neden olurlar. Bu bulgular spv virulens genlerinin hem

bagirsakta hemde bagirsak dis1 cogalmada rol oynadigini diistindiirmektedir (Us, 2013).

2.6.2. Salmonella patojenite adalar:

Kromozomal DNA’nin horizontal aktarimini saglayan plazmidler disinda bagka
mekanizmalarda s6z konusudur. Cesitli virulens fonksiyonlarimin kromozomun farkli
bolgelerinde gruplanmasi, bu bolgelerin genetik olarak sabit olmamasi ve siklikla silinmesi
yeni bir genetik eleman formunun varligin1 akla getirdi. Patojenite adasi terimi ilk kez 1983°te
E.coli’nin iiropatojen suslarinin hemolitik aktivitesi ile ilgili genlerin genetik degiskenligini
gozlemleyen Hacker ve arkadaglari tarafindan kullaniimistir.

Patojenite adalari, bakteri kromozomundaki biiylik ve ayr1 genetik olusumlardir. Bir
veya daha fazla virulens geni igerirler. Genellikle genetik olarak dengesizdirler. Bu durum
dogrudan tekrarlar, integrazlar, transpozazlar ve bakteriyofaj genleri gibi DNA hareketliligi

ile ilgili genetik elemanlarin varligini kapsamaktadir. Patojenite adalariin DNA’larinin
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bilesimi genomdan farklidir. Guanin ve sitozin rezidiilerinin yiizdesi (% G+C) olarak ifade
edilen baz bilesimi her bir bakteri tiirii i¢in 6zeldir. Kromozomun ortalama baz bilesiminden
daha fazla veya az G+C igeren bir DNA parcasi bu bdlgenin bir baska tiirden horizontal
olarak alindigim1 gosterir. Genellikle tRNA’lar1 kodlayan genler ile iligkilidirler. tRNA
genlerinin farkli bakteri tiirlerindeki korunmus yapilarindan dolayi, horizontal olarak
kazanilan DNA’nin baslangi¢ ucu olduklar1 diisiiniilmektedir. Patojenite adasinin kazanilmasi
sayesinde bakteriler diger patojenlerden gelen karmasik virulens fonksiyonlarina hizla sahip
olurlar. Etkenin konak aralig1 genisler ve konak organizmada yeni bolgelere kolonize olabilir
(Us, 2013).

Salmonella Enterica’nin O6nemli virulens Ozellikleri; enterositlerle etkileserek
diyareye yol agma, patojen olmayan hiicrelerin invazyonu, fagozitoza ragmen hayatta
kalabilme ve 0karyot konak hiicrelerinde ¢ogalabilmedir. Bu virulens fonksiyonlar1 karmagsik
multigen ozelliklerdir. Virulens fenotiplerinin genetik temelinin incelenmesi sonucunda g¢esitli
ozelliklerde patojenite adalarina sahip olan Salmonella Enterica’da biiylik virulens gen
gruplart tanimlanmistir ve bunlara ”Salmonella Patojenite Adas1 (SPA)” adi verilmistir. Pek
cok SPA’lan karsilastimali genomik ¢aligmalar ile aragtirllmistir. Fakat ¢ogunun virulensdeki

rolli heniiz tam agikliga kavusmamaistir (Hensel, 2006).

2.6.2.1. Salmonella Patojenite Adasi-1 (SPA-1)

SPA-1 icindeki genler invazyon yapamayan S. Enterica suglarinin tanimlanmasi
sirasinda transpozon mutagenezi yaklasimi ile belirlendi. Daha sonraki incelemelerle
invazyon fenotipinde pek c¢ok genin gerekli oldugu ortaya cikti. Bu genler Salmonella
kromozomunda patojenite adasinin pek c¢ok Ozelligine sahip olan farkli bir invazyon
bolgesindeki sentizom 63 i¢inde gruplandi. Bu bolgeye daha sonra SPI-1 ad1 verildi.

SPI-1; S.bongori ve S.enterica’nin biitiin alt tiirlerinde bulunur. SPI-1 genlerinin
dizileri kiyaslandiginda bu gen grubunun Salmonella tiirlerinde ve Shigella tiirlerinin virulens
plazmidinde bulunan spa/mxi bolgesi i¢indeki invasyon genlerinde korundugu gosterilmistir
(Us, 2013).

SPI-1 yaklasik 40 kb biiytikliigiindedir. SPA-1 herhangi bir tRNA geni ile iliskili
degildir. Fonksiyonel incelemeler SPI-1‘in en az 2 farkli elemendan olustugunu gosterir. Bir
elemani, Tip III sekresyon sisteminin (TTSS) birlegsmesi ve fonksiyonu igin gerekli olan
yaklasik 30 genden olusur. TTSS, gram negatif bakterilerde bulunan proteinlerin dkaryot

hedef hiicre igine temas sonucu aktarilmasina aracilik eden makromolekiil kompleksleridir.
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SPI-1 tarafindan kodlanan TTSS, hiicre disindaki Salmonella tarafindan proteinlerin konak
hiicreye tasinmasina aracilik eden igne ucu benzeri yiizey eklentileri olusturur. SPI-1°de
bulunan sit ABCD genlerinin kiigiik bir grubundan olusan bagka bir elemani demir alim
sistemini kodlar, fakat invasyonda rol oynamaz (Hensel, 2006).

Enfeksiyon esnasinda Salmonella Typhimurium, Salmonella patojenite adasi-1 (SPI-
1)’de kodlanan tip III salgi sistemi (T3SS-1) aracilig1 ile efektor proteinlerini enjekte ederek,
enterositlere ve mikrofold (M) hiicrelerine dahil olur. Alt1 efektér, Rho ailesi GTPazlar icin
iki guanin niikleotit degisim faktorii (SopE ve SopE?2), inozitol fosfat fosfataz (SopB, SigD
olarak da anilmaktadir), aktin baglanma proteinleri (SipA ve SipC) ve aktiviteleri bilinmeyen
efektorler (SopA ve SopD), beraber calismak suretiyle bakterinin bagirsak epitel hiicrelerine
girmesini saglamakta ve bagirsak mukozasinda enflamasyon olusumunu bagslatmaktadir
(Akgelik ve Akkog, 2010).

SPI-1, S.enterica’nin 6nemli bir virulens 6zelligi olan fagositoz yapmayan hiicrelerin
invazyonu i¢in gereklidir. Salmonella’nin invazyon genleri ile Shigellanin mxi/spa invazyon
genleri yakin iligkilidir. SPI-1 genlerinde mutasyona sahip Salmonella’larin hiicre kiiltiirii ve
hayvan modellerindeki invazivligi azalir. Bagirsagin invazyonu sirasinda SPI-1’in kodladig:
SipB proteini makrofajlarda bulunan hiicre ici kaspaz-1°1 aktive eder (Hersh, 1999). Kaspaz-1
sistein proteaz ailesinin bir Tlyesidir ve enfekte makrofajlarda apoptozu uyararak
Salmonella’larm bu hiicrelerden kagmasina yol agar. Ayni zamanda polimorf niikleer
16kositlerin lokal inflamasyonu ve infiltrasyonunu artiran bioaktif sitokinlerin tiretilmesi i¢in,
proinflamatuvar sitokinler olan IL1 ve IL18’1 de parcalar. Kaspazin SipB aracili
aktivasyonu Peyer plaklar1 ve mezenterik lenf nodlarinda kolonizasyonu artirir. Salmonella
konak savunmasini yikarak bakterilerin daha uzun siire konakta kalmasina izin veren, bdylece
daha ¢ok yayilmasini saglayan proteinler salgilar. SPI-1 tarafindan kodlanan tip III salgilama
sistemi (TTSS) pek ¢ok etkili proteinin konak hiicrelere aktarilmasinda rol oynamaktadir. Tip
Il salgilama sistemin (TTSS) bakteri sitoplazmasindan konak hiicre sitoplazmasina
salgilanmay1 saglayan ve en iyi bilinen ve en ¢ok calisilan mekanizmadir (Heffron, 2011).
SipA, SipB, SipC, SptP ve AvrA, SPI-1 bolgesindeki genler tarafindan kodlanir. SipABC ve
SptP, Salmonella tirlerinde korunmustur. AvrA SPI-1 iizerinde bulunur ve ¢ok degiskendir.
Efektor protein SopA, SopB, SopD, SopE ve SopE2, SPI-1 disindaki bagimsiz bir bolge
tarafindan kodlanir. SopB, SopD, SopE?2 bolgeleri Salmonella tirlerinde korunmus iken, faj
iceren SopE’nin dagilimi degiskendir (Us, 2013).

SPI-1 tarafindan salgilanan efektorler epitelyum hiicrelerinin invazyonunda ve

bagirsak inflamasyonunun ardindan gelisen gastroenterit i¢in zorunludur. SPI-1, TTSS
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antijenleri isleyen M hiicrelerinin o6ldiiriilmesi ve boylece bagirsaktaki lenfoid dokuya
giriglerinin engellenmesi ic¢in gereklidir. Salmonella aynt zamanda CD18 tasiyan hiicreler
tarafindan da kan dolagimina tasinabilir. Salmonellalar hiicreleri toll benzeri reseptorlere, nod
benzeri reseptorlere, sitoplazmik reseptorlere ve diger potansiyel reseptorlere baglanan bakteri
iriinlerine maruz birakarak enflamasyon gelisimine yol acarlar (Monark, 2008). Bu etkilesim
sonucu Onciil yangisal sitokin ve kemokinler salinir ve inflamasyon siireci baglar. Kemokinler
profesyonel fagositleri bagirsak liimenine toplar. Bu durum insanlarda yangisal diyare ile
sonuclanir. SPI-1 efektorleri SipA, SipC, SopB, SopD, SopE,SopE2 ve SptP enfeksiyonun
erken intestinal asamasinda 6nemlidir (Us, 2013).

Salmonella bir konak hiicre ile temasa gectiginde hiicre bakteriyi yakalar ve hiicre
icine alir. Hiicre invasyonuna aracilik eden dort adet efektor vardir: SopB, SopE, SopE2 ve
SptP.

Insan viicudundan alman doku ornekleri Salmonella Typhimurium ile insan bagirsak
mukozas1 arasindaki iliskinin tanmmasi igin kullanilmaktadir. Insan epitel hiicrelerinin
kullanildig1 bu caligmalarda; SopB tarafindan iiretilen fosfatidil inozitol fosfatazlar ile SopE-
SopE?2 tarafindan iiretilen RhoGTPaz’larin beraberce Salmonella Typhimurium isgali i¢in
gerekli olan WASp/Scar proteinlerini aktive ettigi belirlenmistir. Aktive edilen WASp/Scar
proteinleri Arp2/3 kompleksini etkileyerek aktin flamentlerinin yeni dallar olusturmasini
saglamaktadir. SipA proteini bu asamada aktin polimerizasyonu icin gerekli olan kritik dal
konsantrasyon miktarini diisiirmekte, yeni dallarin olusumunu hizlandirmakta ve ADF/kofilin
tarafindan yonetilen aktin ¢oziilmelerini engellemektedir. Yeni aktin dallarimin hizlica
bliylimesi membram1 disart dogru itmekte ve membran kabartilarinin olusmasina,
makropinozitoz ile bakterinin igeri alinmasini saglamaktadir (Akgelik ve Akkog, 2010).

Insanlarda yangisal diyarede diskida beyaz kiire artar. Diyare sonucunda normal flora
ortadan kalkar ve besin maddelerinin Salmonella agisindan goreceli fazlalig: ile bagirsaklarda
Salmonella replikasyonu artar. Insanda Salmonella Typhi oral enfeksiyonun ardindan

monositlerin i¢inde taginarak hizla kan dolasimina geger.

2.6.2.2. Salmonella Patojenite Adasi-2 (SPA-2)

SPI-2, Salmonella’nin sistemik enfeksiyonu gerceklestirebilmesini ve konak
organlarinda ¢ogalabilmesini saglar. Bu virulens fenotipi, S. enterica nin fagositik hiicrelerde
yasayabilme ve cesitli okaryotik hiicrelerde vakuoller iginde ¢ogalabilme yetenegini saglar

(Akgelik ve Akkog, 2010).
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40 kb biiyiikligiinde olup, 32 geni kodlamaktadir. Bu genlerin ¢ogu konak hiicre
icinde bakteri liremesi sirasinda eksprese edilir. Bu genin ekspresyonu sistemik enfeksiyon
olusumu i¢in 6nemlidir ve bakterinin makrofaj i¢inde cogalmasini kontrol eder.

Salmonella enfeksiyonlarinda gercek doku hasari, nétrofiller yardimiyla; proteazlarin,
miyeloperoksidazlarin ve NADPH oksidazlarin salgilanmasi ile ger¢eklesmektedir. Epitelin
bariyer fonksiyonu ortadan kalktiktan sonra, kan damarlarindan ¢ok miktarda damar sivisi
kaybr gelisir ve kandan bagirsak liimenine yiiksek oranda sivi gecisi olur. Nadirende,
bakteriler koruyucu makrofaj cevabi olusmadan Once kan dolagimina girebilirler ve bu
durumda da septik sok ve oOliim goriiliir. Bagirsak mukozasinda canli kalabilmek igin
Salmonella Typhimurium’un kullandig1 nis, makrofajlarin igerisidir. Makrofajlarin ig¢erisinde
canlt kalmak icin ise, SPI-2 tarafindan kodlanan ikinci bir tip III salg1 (T3SS-2) sistemine
ihtiya¢ duyulur. Bu bakterilerde T3SS-2’nin inaktivasyonu sonucu, buzagilarda ve
streptomisin ile muamele edilmis farelerde Salmonella Typhimurium’un agizdan
enfeksiyonunu takip eden 24 saat icerisinde bagirsak mukozasinda notrofil sizmasinin 6nemli
Olciide diistiigii belirlenmistir. Enflamasyonunun, hiicre i¢i bir adaptdr protein olan ve Toll
benzeri reseptorlerden (TLR) alinan sinyalleri birlestiren MyD88’e bagimli olmasi, lamina
propria’da T3SS—2 ortamli bakteriyel hayatin, patojen taniyan algilayicilar tarafindan stirekli

izlendigini gostermektedir (Akcelik ve Akkog, 2010).

2.6.2.3. Salmonella Patojenite Adasi-3 (SPA-3)

SPA-3 17 kb biiyiikliigiindedir ve 10 gene sahiptir. Bu adacik Salmonella enterica
serovar Typhi ve Typhimurium ile Salmonella bongori’de bulunur. SPA-3 tarafindan
kodlanan temel virulens faktorii, yiiksek afiniteli magnezyum transport sistemi (MgtS)’ dir.
Sitoplazmik membranda yerlesim gosteren MgtS, Salmonella tiirlerinin gerek hiicre iginde
gerekse makrofajlarin i¢cinde canli kalabilmesi i¢in gereklidir.

SPI-3 tarafindan kodlanan virulens faktorii, Salmonella’nin konak hiicre i¢inde canli
kalabilmesi i¢in 6nemli olan yiiksek affiniteli magnezyum transport sistemidir (MgtCB).
MgtCB sistemindeki bozucu bir mutasyonu igeren suslarin sistemik virulens etkileri ve hiicre
icinde ¢ogalma miktarlar1 azdir. Bu gen kiimesi i¢in de bulunan misL, bir ototransporter
proteini kodlamaktadir. S. Typhimurium ile enfekte olmus tavuk ve farelerde bagirsak
yiizeyinde bakteriyel kolonizasyonun gerceklesmesi icin misL geninin tam aktivitesini
gostermesi gerekir. Salmonella patojenite adasi-3 (SPI- 3) S. enterica serovar Typhimurium

kromozomunda 81 dakikika bolgesinde yer alan selC tRNA geninin Oniinde (3’ ucunda,
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downs tream) lokalize olan 17kb uzunlugunda bir bolgeyi kapsamaktadir. Bu bolgenin C+G
icerigi % 47,5’tur ve genomun diger bolgelerindeki G+C iceriginden (%52) farklidir. SPI-
3’un merkezinde yer alan 4 genlik grup rmbA, misL, fidL ve marT yalniz baz1 alt tiirlerde
bulunmaktadir ve insersiyon seri kalintilar1 tarafindan genler ayrilmaktadir. SPI-3 alt1
transkripsiyon tiinitesi halinde organize olmus on acik okuma kalib1 (ORF) icermektedir. Bu
acik okuma kaliplari, yukarida s6z edilen 4 gen disinda, Mg2+ transporter protein MTB ve
biyokimyasal fonksiyonu bilinmeyen MgtC’yi kodlayan operonu olusturmaktadir. MgtC geni
makrofaj i¢inde ve in vitro kosullarda diisik Mg”* konsantrasyonunda bakterinin canliligini

korumasinda rol almaktadir (Akgelik ve Akkog, 2010).

2.6.2.4. Salmonella Patojenite Adasi-4 (SPA-4)

27 kb biiyiikliigiindedir ve tRNA’ya bitisik yerlesim gdstermektedir. Bu adacik 18
genden olusur ve Tip 1 sekresyon sistemi (TOSS)’ni kodlayan genleri icerdigi
diistiniilmektedir. SPA-4 sitotoksin sekresyonunda rol alir ve hiicreyi apoptoza gotiiriir. Bu
genlerin kodladig1 proteinler etkenin makrofaj i¢inde canli kalmasini saglar.

SPI-4 da bulunan genler T3SS’e benzer DNA baz dizi 6zelligi gostermektetir. Bunun
yaninda transpozon mutasyonu denemeleri sonucunda Salmonella’nin makrofaj icinde hayatta
kalabilmesi icin gerekli fonksiyonlar1 igeren bir kag¢ lokus tanimlanmigtir. SPI-4 icinde yer
alan bu lokuslardan biri ims94 olarak adlandirilmaktadir. SPI-4, T3SS’e benzer bir
mekanizma ile SiiE adi verilen bir adhezin kodlamaktadir. Ancak bu adhezin, fimriyal
adhezinlerden farkli bir fonksiyon ile epitel hiicrelere tutunmaya yardimci olmaktadir. % 44,8
gibi diger patojenite adalarina oranla diisiik bir G+C igerigine sahip olan SPI-4, 23 kb
biiyiikliigiinde bir bolgeyi isgal etmektedir. Dizi analizi ¢aligmalarindan elde edilen verilerde
s0z konusu bolge Salmonella Typhi ile Salmonella Typhimurium arasinda 6nemli farkliliklar

gostermektedir (Akgelik ve Akkog, 2010).

2.6.2.5. Salmonella Patojenite Adasi-5 (SPA-5)

Biiytikligii 7,6 kb olan SPA-5 bolgesi 6 geni kodlamaktadir. Enterik enfeksiyonlarin
patogenezinden sorumlu oldugu diisliniilmektedir.

SPI-5, salgi sistemleri ile translokasyonlar1 gerceklestirilen efektor proteinleri kodlar.
T3SS-1 araciligi ile translokasyonu yapilan ve sivi salinimini bagslatarak diyareye neden olan

SopB efektor proteini ve T3SS-2 araciligr ile translokasyonu gerceklestirilen PipB efektor
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proteini bu lokusta kodlanir. SPI-5 genlerinin regiilasyon sistemleri, SPI-2 genleri ile
benzerdir. Bu genlerin aktivasyonu, hiicre i¢i (in vivo) ya da bakterilerin Mg2+ kistlamasina
maruz kaldig1 in vitro kosullarda gelisir. SopB ifadesi, Hi 1A fonksiyonuna (SPI-1 kodlu
merkezi regulator protein) baghdir (Akgelik ve Akkog, 2010).

2.6.2.6. Salmonella Patojenite Adasi-6 (SPA-6)

59 kb’lik bir bolgedir ve hem Typhi hem de Typhimurium serovarlarinda
bulunmaktadir. Bu adacik Salmonella kromozomal adacig1 (SCI) olarak da bilinir. Yapilan
calismalarda, serovar Typhimurium’daki SCI lokusu yok edildiginde, etkenin neden oldugu
sistemik enfeksiyonlarin patogenezinde bir degisiklik olmamakla birlikte hiicre kiiltiirtinde

invazyonun gerceklesmedigi goriilmiistiir.

2.6.2.7. Salmonella Patojenite Adasi-7 (SPA-7)

Major patojenite adas1 (MPI) olarak da bilinen SPA-7 133 kb’lik en biiylik Salmonella
adacigidir. Bu adacik tarafindan kodlanan en o6nemli virulens faktorii Vi antijenidir. Vi
antijeni kapsiiler ekzopolisakkarit yapisinda olup, tifo sirasinda atesin yiikselmesine neden
olmaktadir. Bir diger virulens faktor, pilgen kiimesi tarafindan kodlanan tip IVB pilusudur.
SPA-7’de ayrica sopE geni de bulunur. sopE geni sopE fajin aktive eder ve bu fajin diger

1zolatlara transferini saglar (Siriken, 2013).

2.6.2.8. Salmonella Patojenite Adasi-8 (SPA-8)

6,8 kb biiyiikliigiindedir ve pheV tRNA’nin yakininda yer alir. Saroj ve ark (2008) bu
genin serovar Typhi disinda serovar Cholerasuis ve Paratyphi A’da da bulundugunu
bildirmislerdir. Virulens genleri bakteriyosinlerdir, ancak bu genlerin fonksiyonlar1 heniiz

agiklanmamustir (Siriken, 2013).

2.6.2.9. Salmonella Patojenite Adasi-9 (SPA-9)

Yaklasitk 16 kb biyiikliiglindedir. Serovar Typhi kromozomundaki Lizojenik
bakteriyofaja bitisik olarak bulunur. SPA-9, TOSS ve RTX (repeats-in-toxin) benzeri toksini
kodlayan genleri icermektedir (Siriken, 2013).
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2.6.2.10. Salmonella Patojenite Adasi-10 (SPA-10)

32,8 kb biiyiikliigiindedir ve tRNA leuX’de yerlesim gostermektedir. SPA-10"un
virulens faktorii olarak, konak hiicre yilizeyinde tutunmayi saglayan sef fimbria proteinlerini

kodlamaktadir (Siriken, 2013).

2.6.2.11. Salmonella Genomik Adasi-1 (Salmonella Genomic Island; SGI-1)

Coklu direng integronlari (yer degistirebilen genetik elemani) igeren mobilize bir yapi
olup, Salmonella enterica kokenlidir. Bir baska deyisle ¢oklu antibiyotik direng genlerini
tastyan gen kiimelerini icerir. 43 kDa’luk bir lokus olup pek cok S. enterica serotiplerinde
bulunmaktadir. SGI-1 iceren suslarin c¢oklu antibiyotik direnci gosterdigi belirlenmistir

(Siriken, 2013).

2.6.2.12. Yiiksek Patojenite Adasi (High Pathogenicity Island HPI)

Demir alimi i¢in ihtiya¢ duyulan siderofor (demir tasiyici) biyosentezi igin gerekli

genleri igerir ve S enterica’da bulunur. HPI’ya sahip olan suslar demir eksikligi olan

ortamlarda demir selatorii sentezlemektedirler (Siriken, 2013).
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Sekil.2. S.enterica’nin virulens lokuslarinin genetik haritasi.

Gen adalarmin spesifik tRNA’lar1 veya toparlayici genlerin pozisyonlar1 kismi olarak
kromozomlar iizerinde tarif edilmistir. Sadece enterik ates ile ilgili Salmonella serovarlarinda
bulunan kesik c¢izgili oklar yoluyla haritaya yerlestirilen serovar Typhi gen adalar1 olan SPA
6-10 da kapsayan tim 10 Salmonella patojenite adalar1 ¢emberde resimlenmistir. Profaj
genomlart da haritada bulunmaktadir ve lolipop seklinde gosterilmistir. Adhezin/fimbrial

operonlar kare olarak sematize edilmistir (D’aoust ve Maurer, 2007).
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2.6.3. Tip III Sekresyon Sistemi (TTSS)

“Molekiiler enjektor” olarak da bilinen TTSS, temasa bagli sekresyon veya konak
hiicreye virulens proteinlerinin aktarimini gerceklestirir. 20 den fazla proteinden olusmus
karmasik bir yap1 olup, bu proteinlerin organizasyonu enjektor yapisiyla benzesmektedir.
TTSS’den sorumlu genler Salmonella’da kromozomal yerlesim gostermektedir. SPA-1
tarafindan kodlanan TTSS intestinal enfeksiyonun baslatilmasindan, SPA-2 tarafindan
kodlanan TTSS ise sistemik enfeksiyonun olusumundan sorumludur.

Tip III efektéor molekiiller, i¢ ve dis membranlarin genislemesine yol agacak
proteinlerin oligomerik yapidaki kompleks birligine ihtiya¢ duyarlar. Sec mekanizmasi salgi
icin sart degildir ancak, yapisal proteinlerin i¢ membrandan translokasyonunu idare eder.
SipA, SopA, SopB, SopD, SopE ve SopE2 Salmonella Typhimurium’da SPI-1 de kodlanan
T3SS tarafindan salgilanan efektdr molekiillerdendir. Bunlar bakteriyel invazyondan sonra

epitelyum hiicrelerine enjekte olur (Akgelik ve Akkog, 2010).

2.6.4. Enfeksiyonun Hiicre i¢ci Dénemi

Salmonella hiicre iginde “Salmonella igeren vakuol* denilen bir vezikiil i¢inde bulunur
ve orada replike olur. Bakteri i¢ine alindiktan sonra SPI-2 aracilifi ile epitel hiicreleri veya
makrofajlar gibi profesyonel fagositlerin icine efektorler salgilanir. SPI-2, TTSS
Salmonella’nin fagosit iginde hayatta kalisini ve replikasyonunu artirir. SPI-2°de mutasyon
varsa enfeksiyon sonrasi devamlilik siirdiiriilemez. Salmonella hiicre igine girdiginde
vezikiiler trafik tamamen degisir. Hiicre enfeksiyonundan yaklagik 2-6 saat sonra enfekte olan

hiicre tipine bagl olarak Salmonella replikasyona baslar.

2.6.5. Barsaktan Yayilim ve Sistemik Enfeksiyon

Tifoya yol agmayan Salmonella serotipleri, saglikli bireylerin savunma mekanizmalari
ile bas edemezler ve bu nedenle bakterilerin intestinal mukozadan sistemik enfeksiyon
bolgelerine yayilmasi kisitlanir. Gastroenterite yol acan ve tifo etmeni olmayan Salmonella
serotiplerinin konak isgal mekanizmalarin anlagilmasi tizerine saglanan geligsmeler, Typhi’nin

savunma mekanizmalarini agmasinda yardimci olan spesifik 6zelliklerini ve neden
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gastroenterit yerine tifoya yol agtigmi tanimlamamiza yardimci olmustur. Ozellikle
Salmonella’da patojenite ile iliskili molekiiler elemanlarin genetik ve biyokimyasal esasinin
tanisi, enfeksiyon hastaliklarinin temel biyolojik siireclerinin agiklanmasina Onciiliik
etmektedir.

Salmonella ve konak hiicre arasindaki ilk etkilesimin ardindan hiicrenin dengesi
bozulur. Enfeksiyona karst aktif bir yangisal yanit olusur veya hiicre 6liimiine gider. Hiicre
Oliimii fazla miktarda sitokin salinimi ile sonuglanir. Yangisal sitokinlerin salinimindan sonra
kemotaktik macrofajlar SipB ve kaspaz 1 arasindaki direkt etkilesim ile oldiiriiliir. Salmonella
hiicre enfeksiyonu sonrasi farkli efektorlerin agiga c¢ikmasi sonucu makrofajlart o6ldiiriir.
fleumda SPI-2 barsak penetrasyonundan dnce uyarilir. Salmonella piroptoz ile hiicre dliimiine
yol agar. Piroptoz DNA’ nin kirilldig1 ve zar iizerinde por olusumu ile hiicrenin pargalandigi
apoptozun daha yangisal bir tiiriidiir. Salmonella ayrica kaspaz 1’1 aktive eden trombosit
aktive edici faktorii uyaran flagellinin sitoplazmaya salinimi sonucu inflamazomu aktive eder.

Salmonella zaman zaman da olsa oral enfeksiyonun ardindan dakikalar i¢inde kan
dolasimina ulasir. intestinal kanaldan kana yayilmak icin iki yolu kullanir:

1.Fagositer hiicreler i¢inde tasindig1 dakikalar veya birkac saat siiren direkt yol
2.Bakterilerin lenfatik sistemden gectigi ve en az 24 saat siiren indirekt yol
Salmonella kan dolasimina baslica M hiicreleri, Peyer plaklari, mezenterik lenf nodlar1 ve
lenfatikler araciligi ile dahil olur (Heffron, 2011). Hiicre enfeksiyonundan 4 saat sonra
“Salmonella iceren vakuol® gittikce daha ¢ok bakteri ile dolar. Komsu hiicreler bakteriyel
progeniyi aldiginda ilk olarak enfekte olan hiicreler dliir. Daha sonra bakteri uzak bolgelere

ulasir (Us, 2013).

2.6.7. Dogal ve Kazanilmis Bagisikhiktan Kagis

Dentritik hiicreler immun sistemin ilk antijen sunan hiicreleridir ve naif T hiicrelerini
direkt olarak uyarabilme Ozelligindedir. Salmonella proteinlerinin islenmesi ve dentritik
hiicreler tarafindan sekonder lenfoid organlardaki naif T hiicrelerine sunulmasi ile etkili bir
kazanilmig bagisik yanit ortaya cikar. Salmonella dentritik hiicreleri oldiirlir. Patojenlere
maruz kalan dentritik hiicreler enfekte patojene karsi pek cok sitokin salgilarlar. Bir
Salmonella enfeksiyonunu ortadan kaldirmak i¢in CD4, CD8 ve B hiicreleri gerekir (Wick,
2007).
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2.7.Salmonella Biyofilmleri

Bakteriyel biyofilm kavrami ilk olarak 1683 yilinda Antonie Van Leeuwenhoek
tarafindan ifade edilmistir. Arastirici, insan disinden kazidigi plaklart kendi ilkel
mikroskobunda incelemis ve bu gézlemlerindeki yapilara animalkuli adin1 vermistir.

Biyofilmler bir ylizeye yapisarak kendi iirettikleri polimerik yapida jelsi bir tabaka
icinde yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk olarak tanimlanabilir. Bu jelsi
tabaka, bakteri hiicreleri tarafindan iiretilen niikleik asit, proteinler ve ekzopolisakkaitlerden
olusan hiicre dis1 matriks yapisindan olusur (Giin ve Ekinci, 2009). Biyofilm, birbirine ya da
bir yiizeye yapisik bakterinin organik bir polimer matriks i¢ine gomiilmesidir. Costerton ve
Donlan (2002) tarafindan yeni bir biyofilm tanimi yapilmistir. Buna gore; ara yiizlere,
birbirlerine ya da bir substrata geri doniistimlii olarak tutunmus ve iirettikleri hiicre dist
polimerik matriksin i¢ine gdmiilmiis, farkli mikrobiyel gelisme fizyolojileri ve farkli genetik
ifade ile iligkili bicimde degisen bir fenotip sergileyen yapilar, biyofilm olarak
adlandirilmistir.

Biyofilm yapilarinda en dikkat c¢ekici 6zelliklerden biri polimerik matriks igersinde
gomiilli vaziyette bulunan bakterilerin planktonik yasam tarzlarindan farkli olarak fenotipik
ve morfolojik farkliliklar sergilemeleridir. Biyofilm yapisindaki bakteriler ve planktonik
bakteriler arasinda yaklasik olarak % 1-10 arasinda bakteriyel transkript farki saptanmigtir.
Gen ifade diizeyleri ve metabolizma ayni sekilde biyofilm olusumunun farkli sathalarinda
cesitlilik gosterir. Gram negatif bakterilerde cesitli ¢evresel kosullar (6rnegin; besin arzi,
konak¢1 metabolitleri, kolonize olunan yiizeylerin fiziksel ve kimyasal nitelikleri, sicaklik,
oksijen gerilimi, tuz konsantrasyonu ve ozmolarite) ve bakterinin kendi iirettigi sinyaller
(6rnegin; indol, siklik-diguanilat, asetil fosfat ve N-asilhomoserin laktonlar) biyofilm
olusumunda, olgunlagmasinda ve dagilmasinda rol oynar. Bu hiicre dis1 polimerik matriks,
ags1 bir tabaka olup, su ve besin maddelerinin dagitildig:1 kilcal damar su kanallarinin
bulundugu goézenekli bir yapidadir.

Mikroorganizmalar tarafindan tiretilen ekzopolisakkaritler (EPS),
mikroorganizmalarin gram pozitif veya gram negatif olup olmamasina bagl olarak da degisir
(Giin ve Ekinci, 2009).

Bakteriyel tiirlerin farkliligina bagli olarak ekzopolisakkaritlerin tipi ve miktari
cesitlilik gostermektedir. Bakteriyel ekzopolisakaritler biyofilm matriksinin en temel 6gesidir.
Matriks sulu bir tabiata sahip olup bir¢ok tiiriin biyofilminde anyonik bir karakter sergileyerek

temel besinlerin ve minerallarin yakalanarak konsantre hale getirilmesine olanak saglayan bir
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sistem olusturur. Biyofilmler igerisinde yer alan bakteriler i¢in ¢evresel tehditlere, biyositlere,
antikorlara, surfaktanlara, serbest yasayan amip gibi predatorlere ve beyaz kan hiicrelerine
kars1 koruyucu bir avantaj saglar. Matriks {i¢ boyutlu bir kuvvet alam yaratarak bakterileri
cevreler ve bakterilerin yiizeylere sikica tutunmalarini saglayarak bakterilere stabilite
kazandirir.

Biyofilm kiitlesinin % 97 gibi biiyiik bir kismint su olusturur. Matriks i¢indeki diger
bilesenler ise; % 1-2 ekzopolisakkarit, % 1-2 globuler glikoproteinler ve diger proteinler, % 1-
2 niikleik asit, lipit, fosfolipitlerdir. Ancak bu oranlar mevcut organizmalarin c¢esidine,
fizyolojik ozelliklerine, gelisme ortaminin dogasina, akigskanin tipine, genel fiziksel
ozelliklere gore degisebilmektedir. Polisakkarit, protein, DNA ve sudan olusan ekstraseliiler
matriks biyofilm hiicrelerinin tutunmasini saglar. Yiizeye sikica tutunan bakteri burada
cogalarak oOnce mikrokolonileri, mikrokolonilerde biiyiiyerek ve genisleyerek biyofilm
tabakasin1 olusturur. Ekzopolisakkarit iretimi, organizmanin yiizeye doniisiimsiiz olarak

tutunmasi i¢in gereklidir ve bu biyofilm olusumunun bir gostergesidir (Giin ve Ekinci, 2009).

Resim 1. Elektron mikroskopunda S.Typhimurium biyofilm goriintiisii (Greetje, 2013)

Monosakkarit monomerlerinin (1—4) B glikozit baglariyla bir araya gelmesiyle olusan

seliiloz, birgok bakteriyel matriks kompozisyonunda bulunan énemli bir bilesendir.
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Proteinler de biyofilm matrikslerde seliilloz gibi 6nemli bilesenlerdir. Proteinlerin
miktarlar1 ve tipleri biyofilm igerisindeki mevcut bakterinin tiirline gore degisim gosterir.
Biyofilm matriksin kompozisyonuna dahil edilen lektinler bu duruma tipik bir 6rnek teskil
etmektedir. Lektinler, piluslar ve gram negatif bakteri dis membrani gibi hiicre yiizey
yapilartyla iligkilidir ve bakterilerin hem birbirlerine hem de konakgilarina spesifik bir sekilde
tutunmalarina olanak saglar (Starke ve ark, 2004). Fimbriyalar temelde fimbrin adi1 verilen
monomerlerin bir araya gelmesiyle olusan yapisal elemanlar olup, bakterilerin inert yiizeylerle
olan etkilesiminde 6nemli bir rol oynarlar.

Diger yandan hiicre dist DNA (eDNA), matriksin yapisalliginda 6nem teskil eder.
Baz1 bakterilerin matriks yapisindaki DNA, rasgele bir sekilde kromozomal DNA‘dan koken
almakta ve bu DNA matriks icerisinde hiicre-hiicre etkilesimine katki saglamaktadir. Hiicre
dis1t DNA ‘nin biyofilmin erken olusum safhalarinda yapisalliga katkida bulunan bir fonksiyon
sergiledigi de bilinmektedir

Insanlarda goriilen mikrobiyal enfeksiyonlarin % 60-80’inin biyofilm olusturan
bakteriler tarafindan meydana getirildigi disiiniilmektedir. Tek basina yasayan
mikroorganizmalar stres altinda, takim calismasi yaparak bir araya toplanmakta ve biyofilm
ad1 verilen yap1 igcinde gida azlig1 ya da diisiik 1s1 gibi ¢evresel faktorlerden (UV radyasyon,
farkli pH kosullari, ozmotik basing, su kaybi, antibiyotik vb.) korunma saglamaktadirlar. Bu
yap1 besinlerin alt katmanlara inmesine izin veren ve ayni zamanda atiklarini ylizeye yollayan
kanallardan olusan adeta bir sehir mimarisi sergilemektedir (Dolap¢i, 2013). Biyofilmler
bakterileri bir arada tutarak eksojen ajanlar ya da stres kaynaklarma duyarliliklarini
degistirmektedirler. Ornegin Escherichia coli, Streptococcus mutans ve Vibrio cholerae’nin
biyofilm yapis1 i¢inde bulunmasinin asit ve osmotik toleranslarni degistirdigi bilinmektedir.
Biyofilm yapisi iginde gomiilii Salmonella izolatlarinin klorlamaya, trisodyum fosfata ve
kurumaya karsi duyarhiliklarinin azaldigi, Salmonella tirlerinin  biyofilm olusturma
kapasitelerinin degiskenlik gdsterdigi bilinmektedir. Susa baghh biyofilm olusturma
kapasitesindeki degiskenlikler Salmonella’larin 6zellikle diisik pH’ya sahip gidalan
kontamine etmeleri sonucunda gelisen enfeksiyonlarin Onlenmesi acgisindan Onemlidir
(Hasegawa ve ark, 2011). Baz1 bakteriler biyofilm olusturmak i¢in yliksek egilime sahiptir.
Bunlardan en yayginlar1 Pseudomonas, Enterobacter, Flavobacterium, Alcaligenes,
Staphylococcus ve Bacillus’dur. Bu mikroorganizmalar besin maddelerinin ¢ok oldugu birgok

ekosistemde tlim yiizey tipleri lizerinde biyofilm olusturabilir (Giin, 2006).
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Organik yuzey

Yakindan Goriniam

Blytteg Altinda Gortiniim

Stereo Elektron Mikroskop

Resim 2. Organik ylizeyde Salmonella biyofilmlerinin yakindan, biiyiite¢ altinda ve

stereoelektron mikroskop goriintimleri (Yardimet, 2013)

Cevremizde cesitli ylizeylerde olusan biyofilmler ile ilgili ¢aligmalar son 20-30 yildir
giderek artmaktadir. Biyofilm igerisinde bulunan hiicreler, kendi iirettikleri ve dis ¢evreye
kars1 kimyasal ve mekanik koruma saglayan bir matriks igerisine gomiilii olarak bulunmakta
ve lizerlerinde ¢ok cesitili bilesiklerin birikmesine neden olduklari i¢in hem endiistriyel hem
de tip alaninda biiyiik sorunlarin ortaya ¢ikmasma neden olmaktadirlar. Biyofilmlerin,
aletlerin tizerinde olusturduklar1 hasarlar, tirlin kontaminasyonlari, enerji kayiplari, neden
olduklar1 enfeksiyon hastaliklar1 ¢ok ©nemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Su
borularinin i¢ yiizeylerinde olusarak korozyona yol agan veya gida isleme alanlarinda
olusarak ylizey temizliginde sorun yaratan biyofilmler endiistriyel kayba da yol agarlar.
Endiistriyel/evsel su sistemlerinde, 1s1 degistiricilerde, su ileten borularda, gemi karinalarinda,
su aritma, depolama, isleme ve dagitim tesislerinde “biyofouling” olarakta adlandirilan
istenmeyen tortu ve tabakalagmalara yol agarlar. Biyofilm olusan borularda akigkanlik ve 1s1
taginimi azalmakta, biyofilm {iriine kontamine olabilmekte, biyofilm i¢indeki asit olusumu
nedeniyle borular korozyona ugrayabilmektedir. Bu durum sadece mikrobiyologlar i¢in degil,
ekolojistler, ¢cevre miithendisleri ve matematikciler iginde aragtirma alami yaratmistir (Giin,

2006). Biyofilmler 6zellikle gida endiistrisinde mayalanma, siit liriinleri igleme, kanath etleri
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isleme ve kirmizi et islemede sorun olusturabilirler. Insan saglig1 agisindan tedavileri gii¢ olan
veya siklikla tekrarlayan iiriner sistem enfeksiyonlari, katater enfeksiyonlari, ¢ocukluk cagi
orta kulak iltihaplari, periodontit, yaygin dis plaklari, gingivitler biyofilmlerin yol a¢tigi
patolojilerdir. Ateroskleroz, kronik siniizit, kronik yaralar, kistik fibrozis, endokardit, i¢ kulak
enfksiyonlari, bobrek taglari, leptospiroz, osteomyelit, periyodontal hastaliklar, eklem
protezleri ve protez kalp kapaklari ile biyofilm olusumu arasinda iligki vardir (Dolapgi,
2013a).

Yapilan son ¢alismalar; Salmonella’nin polimer, ¢elik ve cam gibi yiizeylerin yani sira
maydanoz gibi organik yiizeylerde de biyofilm olusturma yeteneginde oldugu belirlenmistir
(Moretro, 2009).

Biyofilm icerisindeki bakteriler, birtakim antijenler sentezleyerek antikor iiretimini
tetikleyebilirler; ancak antikorlar ¢ogu kez biyofilm igerisindeki bakterileri dldiirmek i¢in
yeterli etkinligi gosterememektedirler. Bunun sonucunda, biyofilm ¢evresindeki dokuda
immunkompleks hasar1 meydana gelmektedir. Yeterli hiicresel ve humoral bagisiklig1 olan
bireylerde dahi biyofilmler, immun sistemce alt edilemeyebilirler. Antibiyotik terapiler,
biyofilmlerden aciga ¢ikan planktonik hiicrelerin semptomlarini tersine ¢evirebilirken,
biyofilmlerin yok edilmesinde etkin olamamaktadir. Siirekli antibiyotik terapisine ragmen
tekrarlayan semptomlarin goriilmesi sonucunda cerrahi miidahaleyle biyofilmin viicuttan
uzaklastirilmasi gerekmektedir (Costerton ve ark, 1999).

Biyofilm icerisindeki bakteriler, konak¢r immun yanitina daha giiglii bir sekilde karsi
koyabilmekte, planktonik bakterilere oranla antibiyotiklere daha yiliksek diizeyde direng
gosterebilmektedirler. Biyofilmler ayrica kronik enfeksiyonlarin siirekliliginde de rol
oynamaktadir. Antibiyotik direngliliginde biyofilm mekanizmalar farklilik gostermektedir.
Bir mekanizma; antimikrobiyel ajanlarin biyofilmin derinliklerine dek niifuz edememesiyle
ilgilidir. Biyofilmlerde oldugu gibi polimerik matriksler, antibiyotiklerin difiizyonunu
engellerler ve genelde antibiyotikler sudaki hallerinden daha yavas oranlarda biyofilmler
icerisinde difiize olurlar. Biyofilmin ve ajanin dogasina gore antibiyotikler biyofilmlerin igine
girebilir ya da biyofilmlere zayif bir sekilde niifuz eder. Bir bariyerin varliginda antibiyotik
ajan, diffiize olabildigi serbest alanda oldugundan ¢ok daha hizli bir sekilde aktivitesinin
kaybedebilmektedir. Bu durum hidrojen peroksit ve hipoklorit gibi reaktif oksidantlar i¢in de
gecerlidir. Bu antimikrobiyel oksidantlar fagositik hiicrelerin {irtinleri olup, biyofilmdeki

bakterileri 6ldiirmede yetersizdirler.
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Biyofilm igerisinde yavas gelisme gosteren bakteriler antimikrobiyel ajanlara karsi
daha az duyarhidirlar. Biyofilmlerdeki bakterilerin farkli gelisme stratejileri gostermeleri bu

bakterilerin herhangi bir metabolik saldirida hayatta kalmalari i¢in zorunludur.

Resim 3. Salmonella spp. tarafindan iiretilmis biyofilmler; yukaridan asagiya paslanmaz
celik, cam ve plastik malzemede (A.16°, B:20°, C:28° ve D:35°C’de) (De Oliveira ve ark.
2014).

Giliniimiizde Salmonella’larin meyve ve sebzeler, kiimes hayvanlar1 kaynakli gidalar,
gida hazirlanan ortamlardaki plastik veya cam yiizeyler, cesitli tibbi aletler, insanlarda safra
taglar1 ve solid tiimorler gibi biyolojik ylizeyler iizerinde biyofilm olusturular.
S.Enteritidis ve S.Typhimurium gida kaynakli Salmonella enfeksiyonlarinin en sik goriilen
sebepleridir ve igerisinde plastik, cam ve paslanmaz celigin de yer aldig1 bir¢ok farkl
yiizeyde biyofilm olusturma yetenegine sahip serotiplerdir.

Lahana, marul, fasulye, rezene, kisnis, kavun, pastorize edilmemis portakal suyu,

domates, mango, kereviz, maydanoz gibi bircok sebze ve meyve ile iligkili salmonelloz
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salginlar1 s6z konusu olmustur. Dogada bir yapragin lizerindeki bakteri popiilasyonunun %30-
80’1 biyofilm yapist1 i¢indedir (Dolapgi, 2013a).

Sebze ve meyvelerden izole edilen pek ¢ok Salmonella tiiriiniin biyofilm matriksinin
ana bilesenlerini sentezleme yeteneginde oldugu ortaya konmustur. Biyofilmler, bakterilerin
dezenfektanlar ve diger kimyasallardan daha az etkilenmelerini saglamanin yani sira UV
1isinlarindan da korunmalarinida imkan vermektedirler. Kontamine gidalar tizerindeki biyofilm
olusumlar biitiin diinyada Salmonella spp.’e bagh gida kaynakli enfeksiyonlara biiyiik katki
saglamaktadir (Giin, 2009).

Biyofilmler gida endiistrisinde hijyenik agidan sorun olusturmanin yani sira gidalarin
raf omriinii azaltmasi nedeni ile ekonomik kayiplara da neden olmaktadirlar. Manijeh ve
ark.’nin ¢aligmasinda S.Enteritidis’in ¢elik, cam ve polietilen ylizeylere adezyonundan sonra
2., 4., 8., 16. ve 20. saatlerde olusturdugu biyofilm yapisi incelenmistir. Mikroorganizmanin
her ii¢ yiizeyde de biyofilm yaptig1 ancak 2 saat sonra cam ve gelik yilizeylerde olusturdugu
biyofilmin polietilen ylizeye gore daha kuvvteli oldugu izlenmistir. Calisma sonuglar
biyofilm olusumunda bakteri hidrofobisitesi yaninda ylizey 6zelliklerinin de 6nemli oldugunu
gostermistir (Manijeh, 2008).

Salmonella spp. ile kontamine yemler, hayvanlarda ve takibende bu hayvan {iriinlerini
tikketen insanlarda Salmonella enfeksiyonu riski olusturmaktadir.

Biyofilm igerisindeki bakteriler, konak¢i immun yanitina daha giiclii bir sekilde karsi
koyabilmekte, planktonik bakterilere oranla antibiyotiklere daha yiiksek diizeyde direng
gosterebilmektedirler. Biyofilmler ayrica kronik enfeksiyonlarin stirekliliginde de rol
oynamaktadir. Antibiyotik direncliliginde biyofilm mekanizmalar1 farklilik gostermektedir.
Bu mekanizma; antimikrobiyel ajanlarin biyofilmin derinliklerine niifuz edememesiyle
ilgilidir. Biyofilmlerde oldugu gibi polimerik matriksler, antibiyotiklerin difiizyonunu
engellerler ve genelde antibiyotikler sudaki hallerinden daha yavas oranlarda biyofilmler
icerisinde difiize olurlar.

Salmonella’larin insanlarda safra kesesinde asemptomatik tasiyicilik durumunda
kalabildikleri bilinmektedir. Safra tas1 olan bireylerin tifo tagiyicist olma ihtimallerinin daha
yiiksek oldugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda safra tast olan S.Typhi tasiyicilarinda antibiyotik
tedaviside etkisiz kalmaktadir (Prouty ve ark, 2002). Sistemik tifo enfeksiyonlar1 sirasinda
S.Typhi safra kesesine ulagarak aku aktif enfeksiyon (kolesistit) olusturabilmektedir. Akut tifo
geciren bireylerin % 2-5’inin digkilarindan yaklagik bir yil siire ile S.Typhi izole
edilebilmektedir. Safra kesesi tasinin esas yapisin1 kolestrol olustururken safra kanalinda

olusan taslar kalsiyum bilirubinat agirliklidir. Safra tas1 olan kronik tifo tasiyicilari aym
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zamanda safra kesesi karsinomunuda iceren hepatobiliyer hastaliklara yakalanma agisindan
8,47 kat daha fazla risk tagimaktadirlar. Salmonella’larin safra taglari {izerinde olusturdugu
biyofilm yapisi safra kesesi tasiyiciliginda rol oynamaktadir (Prouty ve ark, 2002). Yapilan
degisik calismalarda safra tasi lizerinde etkili bir biyofilm yapisi, ortamda safra varliligi

durumunda gergeklestigi gosterilmistir.

2.7.1. Biyofilm Icerisindeki Hayat Dongiisii

2.7.1.1. Tutunma ve Kolonizasyon

Biyofilm olusumunun ilk asamasi; bakterilerin uygun bir yiizeye tutunmalaridir.
Biyofilm olusumu ve bakterilerin yilizeylere baglanma diizeyi, ortamin pH’st ve sicakligi,
bakteri tiirli, bakteri hiicre duvarmin yapisi (gram pozitif veya gram negatif olusu) bakteri
sayis1, baglandig1 ylizeyin 6zellikleri, hiicre hareketliligi, ortamdaki besin maddelerinin igerigi
ve miktari, iyon konsantrasyonu gibi bir¢cok faktorler ile degisebilmektedir.

Herhangi bir ylizeyle etkilesime girecek olan bakteriyel hiicreler tutunmadan once
yiizey boyunca hareket ederler. Yiizeyle etkilesimden sonra ayni tiire dahil bakteriler bir araya
gelip mikrokoloniler olusturabilmek i¢in tek tabakali hiicre hatlar1 olustururlar. Biyofilmler,
ayni tlirden bakterilerin bir araya gelmeleriyle olusabilecegi gibi, farkl tiirden bakterilerin bir
araya gelmesi halinde daha karmasik bir yapida olabilirler. Tutunma aktif bir siire¢ olup,
bakterinin yilizeye ve diger bakterilere geri doniisiimlii bir bigimde baglanabilmesi i¢in gerekli
olan hiicre dis1 polimerlerin sentezini gerektirir

Bakterilerin geri doniisiimlii bir bicimde baglanmalarinin ardindan bakteriyel hiicreler
cogalir ve ekzopolisakkarit (EPS) iiretirler (Kumar ve Anand, 1998). Biyofilmler, elastiki
davranig sergileyen yliksek derecede esnek yapilardir (Stoodley ve ark, 2002). Bakteriyel
tiirlere bagl olarak biyofilmler; % 10- 25 bakteri hiicrelerinden ve % 75-90 ekzopolisakkarit
matriksten olusur.

Biyofilm olusumu bakterinin bir ylizeye tutunduktan sonra siimiiksii, yapiskan bir
madde salgilamasi ve bu maddenin metal, plastik, tibbi implant yilizeyi veya insan, hayvan
dokusu gibi canli veya cansiz yiizeyler iizerinde kolonize olmasiyla baslar. Once yiizeye
tutunma Van der Waals baglar1 gibi geri donlisiimlii, zayif baglarla gerceklesir. Bakteriler bu
fazda durulama gibi basit yikama islemleri ile kolayca uzaklastirilabilirler. Bu siiregte, bakteri

kolonileri ylizeyden uzaklastirilmazlarsa, ylizeylerindeki hiicresel adhezyon molekiilleri ve
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proteinleri vasitastyla tutunmay1 daha kalict ve kuvvetli bir hale doniistiiriir. Hiicre adhezyonu
ile diger hiicrelerede baglanirlar. Bir matriks yapisi olusturup, bir arada kalacaklar1 biyofilm
dokusunu sekillendirirler (Dolapgi, 2013a).

Biyofilm olusumu esnasinda bir¢ok gen aktivitesinde degisiklik gelisir. Genlerin
aktivasyonu patojenleri igine hapsederek koruyan hiicre dis1 matriks yapisinin
sentezlenebilmesi i¢in gereklidir. Belirgin oranda fazla eksprese edilen genlerin, aminoasit
metobolizmasi, hareket, stres toleransi ile ilgili olduklar1 gézlemlenmistir. Mikroorganizmalar
organik materyale ilk 6nce geri donilisiimlii olarak ve daha sonrada kamgi ve fimbrialari
vasitasiyla geri doniisiimsiiz olarak baglanirlar. Mikroorganizmalarin ¢evresindeki besin
maddeleri siirlandiginda da alt tabakaya tutunurlar. Biyofilm tabakasinda bulunan hiicreler
eger besin maddesi yoklugundan olecek olurlarsa bu takdirde biyofilm tabakasi yerinden

sokiilebilir. Bu durum ortamdaki hiicre sayisinda azalma sonucunu dogurur.

2.7.1.2. Biiyiime ve Gelisme

IIk kolonizasyondan sonra, biyofilm yapisi, hiicrelerin béliinmesi ve bir araya
toplanmas: ile biiyiimeye baslar. Biyofilm sekil ve boyutlarini degistirerek gelisir. Igeride
besin dolasimini saglayan kanallar olusur. Biyofilmler kendi metabolizmalarin1 gelistirirler.
Farkli yonlere dogru biiyiirler. Semptomlar olustururlar (Dolapg¢i, 2013a). Biyofilm gelisimi
taze besiyeri saglandik¢a devam eder. Ancak ortamdaki besin maddeleri tiikenince ylizey
baglantilar1 zayiflar ve planktonik modlarina geri donerler. A¢lik durumu hiicrelerin yeni taze
besin kaynaklar1 aramalarini, ortamlara daha 1y1 adapte olmalarini ve yayilmalarini saglar.

Biyofilmler siklikla mantar benzeri yapilar sergilerler. Bu yapmin bas kisiminda
hiicresel yogunluk sap kismina oranla daha fazladir (Costerton, 1999). Olgun biyofilmlerin ii¢
boyutlu yapilarinda bakteriyel kiimeler arasinda su dolu kanallar bulunmaktadir, bu su dolu
kanallar primitif bir dolasim sistemine analog olacak sekilde metabolik siireclerde iiretilen
toksik maddelerin atilmasinda ve besinsel 6gelerin alinmasinda gorev yapar.

Tutunmadan sonra mikrokoloniler, biyositlere direngli ekzopolisakkarit kapl
komiiniteler halinde farklilasirlar. Gram negatif bakterilerde yeter sayi algilama (Quorum
Sensing) caligsmalar1 bakterilerce salinan asilhomoserin lakton sinyallerinin kritik hiicresel

yogunlukta, spesifik bazi genlerin ifadesini tesvik ettigini gostermistir.
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2.7.1.3. Hareket

Biyofilm bakterileri; dalgalanma, yuvarlanma hareketleri veya kiimeler halinde kopup

kayarak yiizey iizerinde topluca hareket edebilirler.

2.7.1.4. Ayrilma ve Eksternal Kolonizasyon

Biyofilm olustuktan sonra, belli araliklarla biyofilmden planktonik bakteriler kendi
kendilerine ayrilmaya baglarlar. Bu kopan bakteriler, hizla ¢ogalirlar ve yeni biyofilmler
olusturmak {iizere yayilirlar. Biyofilm gelisiminin kopma veya ayrilma evresinde tek bir
bakteri veya bakteri kiimeleri biyofilm tabakasindan koparak ortama yayilir. Bu ayrilma
islemi dis kuvvetlerin etkisiyle olabilecegi gibi, biyofilm olusum basamaginin bir parcasi
olarak tek bir hiicrenin veya ¢oklu hiicrelerin kopmasinin bir sonucu olabilir.

Biyofilm icerisindeki bakteriler bir matriks yapisi ile korunduklari i¢in, konak bagisik
yanitindan kagmaktadirlar. Biyofilmden diizenli olarak planktonik bakteri salinimi oluyorsa,
bagisiklik sistemi bu bakterilerini varligindan haberdardir. Bu durum kronik enfeksiyonlarin
nedenini agiklamaktadir (MPKB, 2015).

Eger bir bakteri iizerinde yasadigi konagi Oldiiriirse, kendisininde yasayacagi yer
kalmamaktadir. Dolayisiyla bir enfeksiyonun kronik formu bakterilerin aslinda isine

gelmektedir.
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Sekil 3. Biyofilm olugma basamaklari (Birbirini izleyen 5 evre) (Stoodley ve ark, 2002)

2.7.2. Biyofilmlerin Avantajlar

Biyofilm, bakteriyi konak bagisik yanmitindan kagirmanin yani sira antimikrobiyal
tedaviye karsida koruyarak, {istlinliik kazandirmakta, ayni zamanda {yelerine besin
maddelerine kolay ulasim imkani sunmaktadir. Bu yolla bakteriler viicudun dogal
bagisikligimin bir parcasi olan salgilara ve enzimlere de direng gosterirler. Bakterilerin
kiimeler halinde ve ekzopolisakkarit matriks i¢erisinde bulunmalar1 sonucu fagosite edilmeleri
giiclesir ve humoral immun sistem bilesenlerinin bakterilere ulagsmalar1 engellenmis olur.
Antimikrobiyal ajanin biyofilm matriksinden ge¢ penetrasyonu, biyofilm igindeki
mikroorganizmalarin degismis tireme hizlar1 ve direngli fenotip alt topluluklarinin varligi bu
direncten sorumludur. Biyofilmden disar1 salinan planktonik hiicrelerin tekrar hizla
antimikrobiyallere duyarlilik kazanmalari, biyofilm i¢indeki direncin mutasyon veya

horizontal gen transferi ile olmadigini gostermektedir (Giin ve Ekinci, 2009).
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2.7.3. Salmonella’larda Biyofilm Olusumu

Salmonella Typhimurium‘da ve yakin iliskili bakterilerde, flagellar hareket, pilus ve
kolanik asit, lipopolisakkarit, ortak enterobakteriyel antijen lipid II ve seliiloz sentezi ile ilgili
yapisal genler, g¢esitli biyotik ve abiyotik yiizeylerde biyofilm olusumuna katilmaktadirlar
(Solanove ark, 2002; Boddicker ve ark, 2003). Ozmolarite ve zar stresini algilayan sensorler
tarafindan saglanan hareketlilikle, karbon depolama regiilatorleriyle ve polimer matriks
senteziyle ilgili diizenleyici proteinler, biyofilmin olusumu ve dagiliminda rol oynarlar
(Solanove ark, 2002; Boddicker ve ark, 2003; Gerstel ve ark, 2003). Salmonella
Typhimurium 'un epitel hiicrelerinde biyofilm gelistirmesi icin sart olan kapsiiller, hiicre dis1
polisakkarit yapisindaki kolanik asitin, cansiz yiizeylerde gelisen Salmonella biyofilmleri igin
gerekli degildir.

Salmonella Typhimurium‘un barA/sirA ortologlarinin E. coli ve Pseudomonasdaki
etkinligi bilinmekle birlikte Salmonella’daki biyofilm olusumuna katkilart heniiz
belirlenmemistir (Teplitski ve ark, 2004). barA /sirA 6nemli bir virulens, hareketlilik ve
biyofilm olusumu regiilatoriidiir. Salmonella Typhimurium ortologlart olan barA/sirA
komponentleri, y- Proteobacteria grubu bakterilerde biyofilm olusumu ve virulens 6zelliginin
gelisimi i¢in onemlidir. Salmonella Typhimurium‘da SirA, karbon depolama regiilasyonundan
sorumlu RNA‘lar olan crsB ve csrC*yi ve virulens genlerin regiilatorleri olan hilA ve hilC‘yi
aktive eder. Regiilator RNA‘lar viriilens genlerinin translasyonuna izin vererek ve flagellar
genlerin translasyonunu inhibe ederek etkili olurlar. Bu anlamda sirA ve csr sistemi ayni
zamanda tip 1 fimbriyay1 kodlayan fim operonunu da kontrol etmektedir. Diger bakteriyel
tirlerdeki sirA ortologlarimin ve Salmonella Typhimurium‘daki fim operonunun biyofilm
olusumunda rol oynadig1 bilinmektedir. Salmonella Typhimurium‘un tiim {iyelerinde sirA
regiilonunun biyofilm olusumu iizerine etkisi in vitro kosullarda belirlenmistir. sird mutanti,
csrB ve csrC ikili mutantlar1 ve fiml mutantlarinin biyofilm olusturma yeteneklerini
kaybettigi belirlenmistir. sirA, biyofilm olusumunu baglatmak i¢in csrB, csrC ve fim
operonlarini aktive etmektedir. csrB ve csrC, fim operonunu translasyonunu yonetirken, ayni
zamanda biyofilm olusumunu inhibe eden flagella translasyonunu engellemektedir (Teplitski
ve ark, 2006). sirA ii¢ parcali histidin sensér kinaz barA tarafindan fosforile edilen FixJ
ailesinin yanit regiilatoriidiir (Teplitski ve ark, 2004; Tomenius ve ark, 2005). sirA‘nin barA
tarafindan fosforile edilmedigi durumda, sirA hiicresel asetil fosfat havuzundan aktive edilir
(Lawhon ve ark, 2002; Tomeniusve ark, 2005). barA/sirA sisteminin ortologlar1 E. coli‘de,

Salmonella‘da, Pseudomonas‘ta ve Vibrio spp.‘de, flagellar gen ifadesinin (flhDC)
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reglilasyonuna ve bakteriyel hareketlilige katki saglar. flhDC promotorunun transkripsiyonu,
Crp, OmpR, H-NS, HdfR, OseBC, FliA ve LrhA sistemleri ve DNA siipersarmallasmasi,
sicaklik, gelisme fazi, hiicre dongiisii kriterlerine bagli olarak regiile edilir. Bu genin
irlinliniin post transkripsiyonel regiilasyonu flhDC-Csr sistemi ve ClpXP proteazi tarafindan
denetlenir. csr sistemi, RNA-baglanma proteini olan csrA ve kiiciik regiilatér RNA‘lar olan
csrB ve csrC‘den olusur. csrA disinda csrB ve csrCnin transkripsiyonu, E. coli ve
Salmonella‘da barA/sirA ortologlarinin kontrolii altindadir. csrA, 61 amino asitlik bir protein
olup hedef genlerin mRNA‘larina baglanir. Bu baglanmayla mesaj ortadan kaldirilabilir,
translasyon siirecine dahil olabilir ya da ifadesi engellenir. E. coli’de csrA, biyofilm
olusumunu ve ekzopolisakkarit sentezini uyaririrken, glikojen metabolizmasin1 ve
glukoneogenezisi inhibe eder (Suzuki ve ark, 2002). csrA proteinin aktivitesi, kiiglik
diizenleyici csrB ve csrC RNA‘lan tarafindan engellenir. csrB molekiilii, 18 adet csrA
proteinine baglanirken; csrC 9 adet csrA proteinine baglanir. csrA‘nin csr RNA‘lar ile olan
etkilesimi Salmonella Typhimurium‘da tanimlanmamistir. Ancak E. coli‘de csrA, csrB ve
csrC genlerinin harekette, karbon depolanmasinda, virulensin ve sekonder metabolizmanin
denetlenmesinde 6nemli rolleri vardir (Fortune ve ark, 2006). Diger yandan evrimsel olarak
korunmus csr genlerinin kontroliinde Salmonella SirA regiilasyon sistemi, ayni zamanda
yatay gen transferiyle kazanilmis virulens genleri de regiile eder. Virulens genlerinin
ifadesinin etkilenmesi i¢in fosforile edilmis sirA dogrudan virulens regiilatorleri olan hilA ve
hilC‘nin kodlandig1 Salmonella patojenite adasin1 uyarir (Teplitski ve ark, 2003). HilA, 21
SPI-1°‘in biiytlik bir regiilatorii olup prgH ve invF operonlarinca kodlanan tip III salgi sistemini
dogrudan aktive eder. invF kontrollii sic/sip operonlariyla birlikte sipBCD, salgilanan
efektorleri kodlar ve bu proteinler hedef hiicre membrani ilizerinde translokaz kompleksi
olusturur. barA ve SirA‘nin tip I fimbriyayr kodlayan fim operonunu regile -ettigi
gosterilmistir. Tip I fimbriya Salmonella biyofilm olusumunda 6nemlidir (Boddicker ve ark,
2002). Bundan dolay1 sirA/barA regiilonunun tiim bilesenlerinin Salmonella’da biyofilm
olusumundaki etkileri incelenmistir. sirA, barA, csrB, csrC ve tip I fimbriya plastik
yiizeylerde biyofilm olusumu i¢in gereklidir. Flagellay1 elimine eden tersine mutasyonlar
biyofilm olusumunu artirir. sirA-P dogrudan fimA promotoru ile etkilesim igerisindedir
(Teplitski ve ark, 2006). sirA regiillonunun genlerindeki mutasyonlar biyofilm olusumunu
etkiler. y- proteobakteriler icin barA/sirA ortologlar1 hareket, virulens ve bazi durumlarda
biyofilm olusumu i¢in gerekli genleri kontrol etmektedir (Teplitski ve ark, 2004). Ancak barA
ve sirA‘nin  Salmonella Typhimurium‘daki biyofilm olusumundaki rolleri heniiz

bilinmemektedir.
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Dogal tip Salmonella Typhimurium biyofilmleri, kuyularin tabaninda ve plagin ¢eper
kisimlarindadir. Dogal tip sus, ayni zamanda plastik yilizeylerin iist kisimlarda kolonize
olmakta ve biyofilm olusturmaktadir; ancak sirA mutantlarinda biyofilm olusumununun 3-5
kat azaldig1 saptanmistir. sirA mutantlari, kuyularin ¢eper kisimlarinda bakteriyel hiicrelerden
olusan ince bir halka meydana getirmekte ve kuyunun tabaninda saptanabilir bir biyofilm
olusturamamaktadir. sirA'nin ifadesinin regiilasyonundan sorumlu barA geninin delesyonu
ayni sekilde biyofilm olusumunu azaltmaktadir. sirA mutantina benzer sekilde, barA
mutantlarindaki biyofilm olusumunda da kuyularin meniskiis kistminda ince bir hiicresel
halka olusumu karakteristiktir. Salmonella Typhimurium‘da barA/sirA, SPI-1, SPI-4 ve SPI-5
tizerinde lokalize olan yatay olarak kazanilmig 22 virulens genlerini, SPI-1 iizerinde lokalize
olmus hilA geni aracilifiyla kontrol eder. SPI-4 ya da SPI-5 i¢indeki herhangi bir mutasyon,
biyofilm olusumunu degistirmez. Ancak SPI-1 regiilatorii olan hilA igindeki bir MudJ
insersiyonu, biyofilm olusumunu 1,5-2 kat artirir. Benzer sekilde SPI-1 igerisindeki tip III
salgi sistemi genlerinin delesyonu ya da sipB‘nin ifadesinin ortadan kalkmasi (tip III
translokaz kompleksinin bir parcasi) aym sekilde biyofilm olusumunu artirir. Bu sonuglar
SPI-1 tarafindan kodlanan TTSS‘nin, biyofilm olusumuyla ya da test edilen kosullarda
biyofilm olusumunun azaltilarak regiile edilmesiyle iliskili oldugunu gostermektedir. Kiiciik
diizenleyici RNA‘lar olan csrB ya da csrC*nin ifade edilmemesi biyofilm olusumunu azaltir.
Bunun yaninda ikili csrB/csrC mutanti biyofilm olusum Kkabiliyetini 6nemli Olciide
azaltmaktadir. Benzer sekilde sirA‘min plazmid iizerinde diisiik kopya sayili {retimi,
csrB/csrC ikili mutantlarinda biyofilm olusumunu yenileyememektedir. Bu sonuglar, hem
sirA hem de csrB ve csrC‘nin biyofilm olusumu i¢in gerekli oldugunu gosterir. sirA protein
aktivasyon i¢in, diizenleyici RNA‘lar ise translasyon icin gereklidir (Teplitski ve ark,2006).
csrA proteini, biyofilm olusumu icin gereken proteinlerin translasyonunu oOnler ya da
proteinlerin par¢alanmasina yol agar. csrB ve csrC RNA‘lartysa, csrA‘ya antagonistik etki
gostererek bu durumu tersine cevirmektedir. Bununla birlikte SirA‘nin bir geni aktive
edebilmesi i¢in, csrB ve csrCenin translasyona izin vermesi gerekmektedir. Bu modelin teskil
ettigi temele gore csrA mutantlarinda, sirA ya da csrB/csrC mutantlarina nazaran daha fazla
biyofilm olusumu gézlenir(flhDC mutantlarinda oldugu gibi). E. coli’de csrA mutantlar1 iyi
bir sekilde gelisirken Salmonella Typhimurium‘un csrA mutantlart zayif bir sekilde
gelismektedir. Ayrica bu mutantlarin baskin mutasyonlar1 hizli bir sekilde biriktirdigi
belirlenmigtir (Altier ve ark, 2000). csrB ve csrC‘nin yiiksek ifadesi, csrA proteininin
miktarin1 dengeleyip bu proteinin fonksiyonunu azalmaktadir. Ancak csrB ya da csrC

genlerinin fazla sayida kopyasini bulunduran Salmonella Typhimurium suslart csrA
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mutantlarinda oldugu gibi ¢ok yavas c¢ogalmaktadir. Flagellar regiilatérler Salmonella
Typhimurium‘da biyofilm olusumuna katkida bulunmaktadirlar. Flagellar regiilon, barA/sirA
ve csr sistemleriyle diizenlenmektedir. fThDC regiilatorii, flagellar regiilasyon ¢aglayaninin en
ist noktasindadir. flhD ve flhC genlerinde meydana gelen mutasyonlarda biyofilm
olusumunda yaklasik olarak 5 katlik bir artis meydana gelmektedir. Ayrica, sirA ve flhD ya da
sirA/flhC ikili mutantlarinda biyofilm iiretimi azalmaktadir. Salmonella flhD ve flhC
mutantlarinin tutunma karakteristikleri dogal tiplerdekinden farklidir. Dogal tipin aksine flhD
ve flhC mutantlar1 kuyularin ¢eper kisminda siki sekilde tutunan bakterilerin olusturdugu
halka yapisin1 ve kuyunun iist kisminda goriilebilen bakteri kolonisi olusturmaz. fThD ve flhC
mutantlar1 kuyularin taban kisimina ¢ok siki bir sekilde baglanirlar. Uzun siireli inkiibasyonda
(bes giinliik) dogal tip bakteriler kuyunun tabaninda kalin, gevsek bir biyofilm olustururken,
fIhD ve flhC mutant hiicrelerinin ¢ogu kuyunun duvarlarina baglanacak sekilde taban kisimda
ince bir biyofilm meydana getirirler. flhDC fenotipinin ileri analizi i¢in flagellanin varliginda
hareket, kemotaksi ya da flhD‘nin hareketten bagimsiz diizenleyici fonksiyonlari, biyofilm
kontrolii agisindan test edilmistir. Calismada kullanilan biitiin hareketsiz suslar (csrA, flhD,
fIhC, fliF, fliA, cheZ, motA ve flagellasiz fliB/fliC ikili mutantlar1) dogal tiplerden farkli olarak
biyofilm olusumunda farkli kabiliyetler gostermislerdir. Bunlardan csrA, E. coli‘deki flhDC
mRNA‘simma dogrudan baglanmakta ve mRNA‘y1 regiile ederler (Wei ve ark, 2001). Diger
mutasyonlar (fIhD, fIhC, fliA, cheZ ve motA) flhDC regiilonuyla ilgilidir. Alternatif bir sigma
faktorii kodlayan fliA‘da meydana gelen bir mutasyon flhD mutasyonunda oldugu gibi
biyofilm miktarin1 artirir. fliF‘y1 kisitlayan mutasyon (fliFF mutantlar1 motor aparata sahip
olup, yiizeyde flagella bulundurmaz) aymi sekilde dogal tiptekinden daha fazla biyofilm
tiretimine yol agmaktadir. Flagellin tiretimi kisitlanmis; fakat flagellar salgi makinesine sahip
ikili fliB/fliC mutantinda biyofilm artig1 goriiliir. fliF ve fliB/fliC mutantlarinin her ikisi de,
fIhD 1ile fliA mutantlarma benzer sekilde, kuyularin ¢eper kisminda siki bir halka yapist
olusturmadan ya da ¢eperin yukar1 kisimlarinda kolonize olmadan tutunur. Paralize flagella
bulunduran motA mutantinin ve flagellali; fakat kemotaktik olmayan cheZ mutanti dogal
tiptekinden daha az biyofilm olusturmaktadir. Bu mutantlar, sadece ¢eper kisminda ince bir
halka olustururken ¢eperin asagi ve yukar1 kisimlarinda kolonize olamazlar. Bu bulgular
flagellanin bakterinin yiizeyinde fonksiyonel olsun ya da olmasin biyofilm olusumunu inhibe
ettigini gostermektedir. Flagellanin kaybi, biyofilm olusumunu artirir. Fonksiyonel olmayan
flagellali mutantlarin (motA) ya da kemotaktik hareket yapamayan mutantlarin (cheZ)
fonksiyonel flagellali dogal tiplere kiyasla daha az biyofilm olusturmaktadir. Kiiciik

diizenleyici bir RNA olan csrC, Salmonella nin hareketlilik ile ilgili genlerini diizenler. csrC
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post-translasyonel regiilasyon sisteminin bir pargasi olup SPI-1 iizerindeki viriilens genlerinin
regiilasyonuyla da ilgilidir (Teplitski ve ark, 2006). Salmonella Typhimurium‘da sirA‘nin
flagellar genler lizerinde dolayli bir etkisi vardir ve bu etki csrA‘nin antagonistigi olan
csrB‘nin aktivasyonuyla iligkilidir (Teplitski ve ark, 2003). csrC‘nin fonksiyonu, csrB‘ye
benzer ve csrC, flhDC‘nin ifadesini baskilayarak biyofilm olusumuna katkida bulunur.
csrB/csrC ikili mutantlari, flhDC fenotipinin ifadesini arttirarak biyofilm miktarmi artirir.
sirA/flhD ya da flhC/sirA ikili mutantlarinda flhDC fenotipinden ziyade, sirA fenotipi
gorilmektedir.

Birgok Salmonella serovaryetesi hiicre dig1 matriks bilesenleri olan; seliiloz ve kivrimli
fimbriyalarla karakterize edilmis ¢ok hiicreli bir davranis durumu sergilemektedir (Romling,
2005). Cok hiicreli davranig bicimi, csgD (ince agregatif alt iinite geni) tarafindan pozitif
sekilde regiile edilir. Salmonella’da biyofilm bileseni olarak 6nemli bir rol sergileyen seliiloz,
bakteriyel seliiloz sentez operonu olan bcsABZC ve seliilloz biyosentezinin aktivatorii olan
adrA operonunun ifadeleriyle diizenlenir. c¢sgD, seliiloz biyosentezini dolayli bir sekilde adrA
aracilifiyla yapar. c-di-GMP‘nin iiretiminin uyarilmasi adrA tarafindan gergeklestirilir ve c-
di-GMP bcsB alt tinitesine baglanip, seliiloz {iretimini baglatir. Seliilloz kompleksi bcsA ve
besB tarafindan olusturulurken bcesZ selillaz vazifesi goriir. ¢sgD kivrimli fimbiryanin
sentezine de katilir ve promotora baglanarak csgBAC operonunun transkripsiyonunu baslatir
(Romling, 2005). Hem selilloz hem de ince agregatif fimbrialarin {iretimini ayarlayan
transkripsiyonel diizenleyici csgD proteinin ekspresyonu, besin, oksijen basinci, 1s1, ph, etanol
ve ozmolarite gibi ¢evresel faktorlerden etkilenmektedir. Bu protein eksprese edilmedigi
zaman yumusak ve beyaz koloniler izlenmekte ve bu morfotipteki Salmonella’lar hiicre dis1
matriks yapisi salgilayamamaktadir. Salmonella Typhimurium ve Salmonella Enteritidis ile
yapilan ¢aligmalarda suslarinin ¢ogunun 28°C ‘de rdar morfotipi gosterdigi ancak, 37°C’de

nadiren bu morfotipte bulunduklari ortaya konulmustur.
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Curli fimbriae production RpoS, OmpR, H-NS, CpxAR, -HF, MirA
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Sekil 4.Salmonella biyofilminin 6nemli bir parcast olan seliilozun biosentezinin aktivatorii

adrA’nim ve onun lizerinden csgD’nin etkileri (Greetje, 2013)

Salmonella Enteritis 'in biyofilm olusturmasinda gerekli olan bir diger matriks bileseni,
genis hiicre-ylizey proteini olan bapA dir. Bu protein hiicre yiizeyine gevsekce tutunmaktadir.

Salmonella’da seliiloz biyosentezi ve ince agregatif fimbriya (Tafi) sentezi siklikla
birlikte olur. Bu ince agregatif fimriyalar seliilozun olusturdugu elastik ve stabil baglarin
aksine hiicreler arasinda kati1 ve kirillgan baglar kurar. Biyofilm yapilarinda ince agregatif
fimbriya ve seliiloz bulunduran bakteriler, siv1 kiiltiirlerde s1vi-hava ara fazinin hemen altinda,
¢Oziilmesi son derece gii¢ biyofilmler olustururlar. Ekzopolisakkarit olarak yalnizca seliiloz
sentezleyen bakterilerin sivi-hava ara fazindaki biyofilmleri gevsek bir yap1 gosterir. Bu iki
bilesenle birlikte bakterilerin olusturdugu biyofilmlerde inert hidrofobik bir matriks meydana
gelir. Bu durum Salmonella’nin tek hiicreli yasam formundan farkli olarak ¢ok hiicreli bir
yasam formu sergilemesine olanak saglar (Romling, 2002). Salmonella Enteritidis‘te
selilozun biyofilm olusumundaki kritik roliiniin anlagilmasi i¢in Onemli c¢aligmalar
yapilmustir. Salmonella Enteritidis farkli kosullar altinda ve farkli yapiya sahip materyaller
tizerinde biyofilm olusturabilen gida kaynakli 6nemli bir enterik patojendir.

Curli fimbria da denilen, ince, agregasyon (yigisim) yapict fimbrialar ve seliiloz,
Salmonella biyofilmlerinin iki ana matriks bilesenidir. Bu iki bilesen birlikte
sentezlendiklerinde Congo Red agar iizerinde karakteristik ‘rdar’ (red, dry and rough/ kirmizi,

kuru ve diizensiz) morfotipteki kolonilerin olusumuna neden olurlar. Bu ince fimbrialar ve
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seltilozun bir arada eksprese edilmeleri durumunda, hiicreler sert bir matriks yapisi i¢inde bir
araya toplanarak, yliksek hidrofobik bir ag olustururlar ki bu da biyofilm olusumunu artirir.
Seliiloz kivrimli Salmonella Enteritidis izolatlar1, Salmonella Typhimurium‘da da gosterildigi
gibi ¢ok hiicreli ve agregatif bir davranis sergileyebilirler. Bu davranis bigimini karakterize
eden koloni morfotipi rdar’dir (kirmizi, kuru ve piiriizlii). Bu morfotip ilk olarak Salmonella
Typhimurium ‘da tanimlanmistir. S6z konusu morfotipi igeren suslar, sivi besiyerlerinde
inkiibe edildiklerinde s1vi-hava arafazinda son derece siki bir pelikiil yapis1 olustururlar. ince
agregatif fimbriyanin alt iinitesini (agfA) kodlayan genin baskilanmasiyla bu suslarda elde
edilen koloni morfotipi pdar olmaktadir (pembe, kuru ve piiriizlii). pdar kolonileri igerisindeki
bakteriler elastik bir yap1 olusturarak bir araya gelirler. Ancak siv1 kiiltiirlerde pelikiil yapisi
olusturmazlar. Bu sonuglar ince agregatif fimbriyanin Salmonella suslarinin olusturduklari
biyofilmlerde ne kadar onemli bir rolii oldugunu gostermektedir. Diger yandan insersiyonel
mutasyonla inaktif hale getirilen ve muhtemelen bir transmembran proteini kodlayan adrA
geninde olusan bir defekti tasiyan suslarin olusturdugu koloniler rdar morfotipi yerine bdar
(kahverengi, kuru ve piirlizlii) morfotipi gostermektedir. Bu durumda gorevi tam olarak
anlagilamayan ekstraseliiler bilesenin yoklugu sivi kiiltiirlerde goriilen pelikiil olusumlarinin
cok daha kirilgan olmasina yol agmaktadir (Romling, 2002). Cok hiicreli davranis durumuyla
iliskili olan ve duragan gelisme fazinda ifade olunan ince agregatif fimbriya, agfD tarafindan
pozitif sekilde regiile edilmektedir. agfD‘nin delesyonu kirmizi, burusuk, kuru ve yayilan bir
koloni morfotipi olan rdar’1 beyaz ve diiz bir koloni morfotipi olan saw morfotipine ¢evirir.
Ilave olarak sigma faktdr rpoS ve ompR‘nin, agf operonlarmin transkripsiyonu igin gerekli
oldugu anlasilmistir. rpoS aynmi zamanda fonksiyonu tam olarak anlasilamayan bir
ekstraseliiler maddenin iiretimiyle de iligkilidir

Salmonella Typhimurium ile ilgili biyofilm ¢aligmalarinin ¢ogu geleneksel bir metot
olan rastgele transpozon insersiyon kiitliphaneleri olusturularak elde edilen mutantlarin
susturulmus genlerinden yola c¢ikilarak mikrotitre plak deneylerinde mutantlarin biyofilm
olusturma ve tutunma kapasitelerinin incelenmesine dayanir. Gram negatif bakterilerde
yiirlitilen mutasyonel calismalarla elde edilen bu veriler, biyofilm olusumunun flagellar
hareketle, segirme hareketiyle, ekzopolisakkaritlerin senteziyle, say1 algilama sistemiyle, dis
membran adhezinleriyle ve gen ifadelerinin global regiilatorleriyle iligkili oldugunu
gostermistir (Solano ve ark, 2002).

Salmonella Enteritidis‘te polisakkarit, lipopolisakkarit, enterobakteriyel yaygin
antijen, adhezinler, amino asit ve pirimidin biyosentezi, enerji metabolizmasi, regiilasyon

fonksiyonlar1 ve hareketlilikle ilgili gesitli yolaklarda meydana gelebilecek bir mutasyon
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biyofilm ya da pelikiill olusturma kapasitesini etkilemektedir (Solano ve ark, 2002).
Biyofilmlerde hiicresel yogunluk artisina bagli olarak hiicrelerin sinyalizasyonunda gorev alan
ve hormon benzeri bilesenleri diizenleyen yeter say1 algilama mekanizmasi, biyofilm siireci
icin son derece onemlidir. Bakteriler, bu sinyal molekiillerini komiinitenin gen ifadelerini
diizenlemek i¢in iiretir (Miller ve Bassler, 2001).

Yeter say1 algilama sistemi ilk kez Vibrio fischeri‘de tespit edilmistir. Bu bakteri bir
liisiferaz enzim kompleksi tiretmektedir ve yiiksek hiicresel yogunlukta bu kompleks yeter
say1 algilama mekanizmasiyla diizenlenerek, bakteri komiinitesinin biyoliiminesans 6zellik
gostermesine sebep olmaktadir. Yeter sayr algilama mekanizmasinin bir¢ok bakteriyel tiirde
biyofilm gelisimiyle ilgili oldugu bilinmektedir. Salmonella’da tg tir sayr algilama
mekanizmas: tanimlanmistir. Bu mekanizmalar: N-asilhomoserin laktonlar (AHL),
otoindiikleyici-2 (AI-2) ve otoindiikleyici-3 (AI-3) sistemleridir (Walters ve ark, 2006).
Salmonella’da en 1yl tanimlanmis say1 algilama mekanizmalari, AI-2 ve AHL sistemleridir.
Otoindiikleyici-2 (AI-2) yeter say1 algilama sistemi, /uxS genini igeren bir sistemdir. Bu gen,
Salmonella’y1 da kapsayacak sekilde bir¢ok bakteride tanimlanmaistir. /uxS geni Al-2 iiretimi
icin sorumlu olan proteini kodlar. Bu sistemin tanimlandig: tiim bakteriler Al-2 iiretiminden
sorumlu /uxS genini ve AI-2‘nin iiretimini elimine eden genleri bulundurmaktadir. Bu say1
algilama sisteminde S-ribozil-homosistein, homosisteine ve 4,5-dihidroksi-2,3-pentandiona
(DPD) cevrilir ve reaksiyon [uxS proteini tarafindan katalize edilir. Stabil olmayan DPD
molekiilii su ile reaksiyona girerek kendiliginden sekil degisikligi gecirir ve boylelikle farkl
Al-2 sinyal molekiilleri olusturulur. [uxS/AI-2 sistemi ¢esitli siireclerle ilgili genlerin
diizenlenmesinde sorumludur (6rnegin; virulens, hareket ve biyofilm olusumu).
Salmonella’da Al-2 sistemi tarafindan regiile edilen genler yalmizca Isr operonunu (ABC
tastyici sistemi) diizenleyen genlerdir. Bu sistem AI-2‘nin alinmasinda bir rol oynar (De
Keersmaecker vd, 2006). AI-2‘nin Salmonella Thypimurium‘da daha ¢ok rol iistlenmektedir.
Al-2,luxS mutantlariyla Salmonella Typhimurium‘da birgok hiicresel siirece dahil olmaktadir
(Soni ve ark, 2008). Iyi tanimlanan diger bir yeter say1 algilama sistemi N-asilhomoserin
lakton sistemidir (AHL). Bu say1 algilama sistemi /uxI/luxR sistemi tarafindan regiile edilir.
N-asilhomoserin laktonlar [ux/-tip proteini tarafindan sentezlenir ve [uxR-tip proteini
tarafindan saptanir (Taga ve ark, 2003).

Hedef gen AHL’ler bakteriyel membranlardan serbestce gecerler ve bakterilerin
yiiksek hiicresel yogunluklarda bir araya gelmelerini temin ederler. Salmonella nin sdiA adi
verilen bir luxR homologuna sahip oldugu bilinmektedir. Bu nedenle sdiA, diger tiirlerden

salinan AHL‘leri saptamak icin kullanir. Salmonella, luxI sistemine homolog bir sistem
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bulunduramadigindan AHL iiretemez (Ahmer, 2004). Yeter say1 algilama mekanzimasi ve
hiicre dis1 matriks bilesenlerinin {iretimi arasinda da bir bag vardir. Biyofilm olusumunun
kalinligmin ve seklinin tesisinde N-(3-oksododekanoil)-L-homoserinin etkileri matrikste
onemli degisikliklere yol agar. Yeter sayr algilama etkisiyle sentezlenen rhamnolipid,
biyofilm olgunlagsmasi boyunca su kanallarini agik tutarak biyofilm seklinin olusumunda

onemli bir rol oynamaktadir (Branda ve ark, 2005).

Sekil 5. Salmonella enterica serovar Typhimurium’un biyofilm olusturma regiilasyonu (Simm

ve ark, 2014)
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2.7.4. Salmonella’larin Biyofilm Olusturmasinda Etkili Hiicresel Elemanlar (Yiizey

Eklentileri)

2.7.4.1. Flagella

Flagella, biyofilm gelisiminin baglangi¢c asamasi olan ylizeye baglanmay1 saglayan
hiicresel elemandir. Flagellalarin biyofilm olusumundaki rolleri tutunulan yilizeye bagli olarak
degiskenlik gdosterir. Salmonella Typhimurium’un flagella ekspresyonunun plastik
kuyucuklarda ve cam ylizeylerde biyofilm olusumunu inhibe ettigi gosterilirken, kolesterol ile
kapl yiizeylerde ise biyofilm gelisimini sagladig1 ortaya konulmustur. Polivinil-kloriir (PVC)
materyaller iizerinde transpozon mutasyonu uygulamasiyla tip I pilus iiretemeyen ya da
hareketsiz suslarin tutunamamasi, hareketin ve piluslarin biyofilm baslangi¢ safhasinda
onemli oldugunu gostermistir. Biyofilm olusumunun baglangicinda hiicre-yiizey etkilesiminin
gerceklesebilmesi icin tip I piluslara gereksinim duyulmakta, sonrasinda biyofilmin yiizey
boyunca yayilabilmesi i¢in mikroorganizmanin flagellar hareket kabiliyeti sergilemesi

gerekmektedir (Dolap¢i, 2013b).

2.7.4.2. Fimbria

Fimbriyalar, ¢esitli cevresel sartlarda tiretilen ve bakterilerin aktif ylizey tutunmasinda
rol oynayan sa¢ benzeri yapilardir. Bir ya da daha fazla protein monomerinden olusan bu
yapilarin sentez yonii hiicre yiizeyinden disariya dogrudur. Fimbriyalar 6karyotik hiicrelerin
yiizeyine, doku matriksine, serum proteinine ya da diger bakterilere tutunma gorevi gortirler.
Bu tutunma bakterilerin epitel ylizeyinde kolonizasyonu, konak hiicreye giris, konjugasyon ve
biyofilm olusumu siirecleri i¢in mecburidir. (Akgelik ve Akkog, 2010). Salmonella’nin genom
dizi analizi sonucunda 13 farkli fimbriyal operon igerdigi belirlenmistir. Ancak bunlardan
yalniz iki adeti (ince agregatif fimbriya, agf, ve tip-1 fimbriya, fim) invitro kosullarda iiretilip
tanimlanabilmistir. Ince agregatif fimbriyanin ana alt {initesi olan agfA proteini fibronektine
(epitel doku bag proteini) spesifik olarak baglanmakta ve TLR2 tarafindan taninmaktadir. Fim
olarak adlandirilan fimbriyanin ana alt unitesi (fimH) ise, eritrositler ve maya hiicrelerinin
ylizeyinde bulunan glikoproteinlerin igerdigi terminal alfa-D mannoz birimlerine
baglanmaktadir. Plazmid kodlu fimbriyanin pefA alt unitesi(pef) Lewis kan grubu antijenine
Gal s1-4(Fucal-3)GIcNAc (trisakkarit) 6zgul baglanma gostermektedir. Uzun polar fimbriya’

nin ise sadece heterolog konakta ifadesi 6rneklenmis ve patojenin konak sistemde kaliciligi
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tizerinde roloynadigi tanimlanmstir. Diger dokuz Salmonella fimbriyasinin invitro kosullarda
tiretilememesi nedeni ile tutunma ve kalicilikta oynadiklart roller {izerinde bilgi
bulunmamaktadir (Akgelik ve Akkog, 2010).

Fimbrialarin birgok mikroorganizmada biyofilmin baslatilmas1 ve olgunlastiriimalar
asamalar1 sirasinda, mikroorganizmalarin yiizeye ve birbirlerine tutunmalarina aracilik ettigi
gosterilmistir. Tip 1 fimbria yapisinin asir1 ekspresyonu Salmonella’larin kolesterol kapl
yilizeylerde biyofilm olusturmalarini inhibe ederken cam ya da plastik yiizeylerde olusan
biyofilmler bu durumdan etkilenmemektedir (Dolapg¢i, 2013a). Transpozon insersiyonu
yontemiyle elde edilmis ylizeye tutunma yetersizligi gosteren Pseudomonas fluorescens
suslarinda sad (yiizeye tutunma defekti) mutantlar1 hareketsiz ve sitoplazmik bir proteazla
iliskili Clp yiizey proteinini {iretemedigi halde biyofilm olusturma basarisin1 gdstermektedir.
Cevresel sinyallerin degismesine gore mikroorganizmalar biyofilm olusumuna yonelebilmek
icin ¢ok cesitli stratejiler gelistirebilirler (Dolapgi, 2013a).

Gida kaynakli enterik patojen olan Salmonella Enteritidis ayni sekilde, biyofilm
olusumu i¢in gereksinim duyulan piluslart bulundurmaktadir. Bu pilus, 6nceleri ince agregatif
fimbriya olarak adlandirilmaktaydi (giincel ifadeyle kivrimli fimbriya) ve bu fimbriyanin
ifade edilmedigi mutant suslarda, dogal suslarda goriildiigii gibi yogun biyofilm sentezi
gorilmemektedir.

Salmonella Typhimurium’un LT2 genomu, bazilart in vitro olarak eksprese

edilmeyen, 13 fimbrial operonu kodlar (Dolapgi, 2013a).

2.7.5. Biyofilm Olusumunu Etkileyen Cevresel Faktorler

Biyofilm gelisimi; bakteri hiicresi, tutunulan yiizey ve bunlar1 ¢evreleyen unsurlar
olmak tizere li¢ ana faktore baghdir. Biyofilmin ilk asamasi olan bakteri hiicrelerinin yiizeye
yapismasi, hiicre ylizeyinin fizikokimyasal 6zelliklerinden etkilenmektedir. Bu fizikokimyasal
ozellikler hiicrenin hangi tlireme fazinda oldugukiiltiir kosullart ve sus c¢esitliligini
icermektedir.Bir¢ok bakteri hiicresinin yiizeyi negatif elektrik yiikliidiir ve bu net negatif yiik
elektrostatik  itici glicler nedeniyle bakterinin herhangi bir ylizeye yapismasini
engelleyebilmektedir. Bununla birlikte bakteriler yiizeylerindeki fimbria, flagella ve
lipopolisakkarit yapilara bagl olarak hidrofobisite gosterirler. Hiicre yiizeyi ve tutunulacak

tabaka arasindaki hidrofobik etkilesimler, bakteri hiicresinin itici giiclerin iistesinden

gelmesini saglar ve tutunma gergeklesir (Dolapgt, 2013a).
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Tutunulan ylizeyin, ylizey piirlizleri, temizligi, 1slanabilirligi gibi 6zellikleri biyofilm
olusumunu etkileyen diger 6nemli faktorlerdir.

Is1, pH, ozmolarite, oksijen diizeyi, besin durumu ve diger bakterilerin varligi gibi
cevresel hususlar biyofilm yapisinin olusumunda etkili ve dnemli olan yiizey ve bakteriden

bagimsiz faktorlerdir.

2.7.6. Hiicreden Hiicreye iletisim

Biyofilm olusumu, bakterilerin sadece bir araya gelerek belirli bir yiizeye tutunduktan
sonra oraya yapigsmast ve o yiizeydeki diger tiirlerle birlikte yasamaya devam ettikleri
seklinde gerceklesen rasgele bir olay degildir. Birgok organizma aktivitelerini koordine etmek
icin birbirlerine sinyal verirken kiiclik yayilabilir molekiilleri kullanirlar. Biyofilm
olusumunda 6nemli bir mekanizma olan ve “Quorum Sensing (QS)” olarak adlandirilan bu
islem ile bakteriler iirettikleri sinyal molekiillerinin yogunlugunu 6l¢ebilmekte, ¢evrelerindeki
diger mikroorganizmalarin miktarin1 hissedebilmekte ve bu verileri digerlerine iletmesine
imkan saglamaktadir. QS ile bakteriler ¢cevrelerindeki bakteriyel popiilasyonun yogunlugunu
belirler. Bir yiizeye tutunan her bakteri, ortama ‘Ben buradayim’ mesaji veren bir molekiil
yayar. Ylzeye tutunan bakterilerin sayisi arttik¢a, bu sinyalin lokal konsantrasyonlar: artar.
Bu sinyal molekiiliiniin konsantrasyonundaki artis ile birlikte, biyofilm olusumuna yonelik bir
dizi islem baglatilir yani biyofilm igerisindeki bakteriler hiicre i¢i, diisiik molekiil agirliklarina
sahip haberciler araciligiyla iletisim kurmaktadirlar (Giin, 2009).

Bakteri hiicreleri kiiglik c¢oziilebilir sinyal molekiilleri salgilayarak ve bunlari
hissederek ,”Quorum Sensing “ olarak bilinen bir islem cergevesinde, birbirleri ile iletisim
kurarlar. Bu bakterilerin kendi ¢evrelerindeki otoindiikleyici olarak bilinen ¢oziilebilir sinyal
molekiillerinin miktarlarin1 6lgme yoluyla, onlara toplu davraniglarda bulunma imkani
vermektedir. QS molekiillerinin otoendiikleyici olarak da ifade edilmelerinin nedeni,
tiretildikleri hiicrenin metabolizmas1 lizerinde diizenleyici etki gdstermeleridir. Hiicreden
hiicreye sinyal mekanizmalar1 araciligiyla bakteriler hem kendi davranislarini ayarlamakta
hem de diger tiirler tarafindan iiretilen sinyallere cevap gelistirirler (Giin, 2009).

Bakteriler “Quorum Sensing” iletisimini, virulens, hareketlilik, sporlanma,
bioliiminesans ve antimikrobiyal diren¢ gelistirme gibi g¢esitli fizyolojik ve genetik
aktivitelerini diizenlemek i¢in kullanirlar.”Quorum Sensing” pek ¢ok tlirde biyofilm

olusturmada da gorev alir. Biyofilmler tipik olarak yiiksek konsantrasyonda hiicre igerdikleri
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icin otoindiikleyici aktivite ve “Quorum Sensing” diizenlenmesi, biyofilm fizyolojisinin temel

bilesenleri olarak goriiliirler (Dolapgi, 2013a).

2.8. Patogenez ve Virulens Mekanizmalari

Virulens genleri patojenite adalari denilen kromozom bdlgelerinde yer almaktadir.
Salmonella serotiplerinde su ana kadar 18 adet patojenite adasi belirlenmistir. Konak
hiicrelere invazyon, intraselliiler patogenez ve ekstraintestinal yayilim gibi birgok viriilans
ozellikleri mevcuttur. Bazi patojenite adalart Salmonella cinsi i¢inde korunmus olarak
bulunurken bazilar1 da belirli serotipler i¢in spesifiktir. Bu nedenle Salmonella serotipleri
arasinda enfeksiyon siddeti a¢isindan farkliliklar vardir.

Bu calismada Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritis ve Salmonella Infantis
serotiplerinde biyofilm ve Virulens genlerinin iliskisinin arastirilmast amaglanmistir.
Salmonella serotiplerindeki biyofilm ile ilgili sdiA, bapA, agfD, adrA ve invA gen varliklar

incelenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Metot
3.1.1. Bakteri izolatlar:

Calisma kapsaminda farkli kaynaklardan izole edilmis olan ve Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan 44 adet
Salmonella izolati incelendi. Incelenen oOrneklerin serotiplere gore dagilimi 10 adet

Salmonella Typhimurium, 10 adet Salmonella Enteritidis ve 24 adet Salmonella Infantis
seklindedir.

3.1.2. identifikasyon
Calismada kullanilan izolatlar nutrient ve TSA agarda 37° C’de 24 saat inkiibasyona
tabi tutularak canlandirildi. izolatlarin fenotipik olarak identifikasyonlar1 i¢cin MacConkey
agara ve EMB (eozin metilen blue) agara ekimleri gerceklestirildi.
3.1.3. Biyofilm Uretiminin Fenotipik Olarak Belirlenmesi
Slime olusumu Kongo Red Agar (CRA) yontemi kullanilarak belirlendi. Slime
arastirilacak suslarin besiyerlerine ekimi yapildi. 37°°C’de 24 saat inkubasyona birakildi.

Inkiibasyon sonucu siyah ve piiriizlii yiizey olusturan &rnekler slime pozitif olarak

degerlendirildi. Olusturmayanlar negatif olarak degerlendirildi.
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3.1.4. Salmonella serotiplerindeki biyofilm ile ilgili bapA, sdiA, invA, agfD ve adrA gen

varliklarimin PCR ile incelenmesi

PCR c¢aligmalarinda kullanilmak iizere tiim izolatlarin DNA eldesi i¢in kaynatma
yontemi uygulandi. Bu amagla stafilokok izolatlarinin Trypticase Soy Agar (TSA)’a ekimi
yapilip ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. izolatlar iiretildikten sonra bir ze dolusu
saf koloni alinarak 500 mikrolitrelik DNase-RNase ari ependorf tiiplerinde deiyonize su ile
stispanse edildi. Siispansiyon 100 derecede 10 dk kaynatildi ve daha sonra 10 000 rpm de 5 dk
santrifiij edildi. Ustte kalan sivi almarak PCR amplifikasyonlarmnda hedef DNA olarak
kullanild1 (Ciftci ve ark, 2009). DNA’larin konsantrasyonlar1 spektrofotometrik olarak
Olciildii ve tiim DNA’lar 50 ng/mikrolitre olacak sekilde esitlendi. Elde edilen DNA’lar
kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

PCR ile bapA geninin belirlenmesi i¢in Horton ve ark. (2016)’nin kullandiklar
protokoliin modifikasyonu ile gerceklestirildi. Toplam 25 pul PCR karisimina; 50 ng ekstrakte
edilmis DNA, 1X PCR tamponu, 3mM MgCl,, Spm her bir primer, 200 uM her bir dNTP, 0,5
U Tagpolimeraz ilave edildi. Amplifikasyon kosullar1 94°C’de 2 dk ilk denatiirasyon, 25
siklus 94°C’de 1dk, 63°C’de 1dk, 72°C’de 1dk amplifikasyon ve 72°C’de 7 dk son uzama
asamasi olacak sekilde ayarlandi. Amplifikasyon iiriinleri etidiumbromid (2pg/ml) iceren %
1,5’luk agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilendi. Goriintiileme
sonrasinda 814bp’lik bant goriilmesi bapA geni i¢in pozitif olarak degerlendirildi.

PCR ile invA geninin belirlenmesi i¢in Bhattave ark. (2007)’nin kullandiklar
protokoliin modifikasyonu ile gerceklestirildi. Toplam 25 pl PCR karigimina; 50 ir dNTP, 1 U
Tagpolimeraz ilave edildi. Amplifikasyon kosullar1 94°C’de 1dk ilk denatiirasyon, 30 siklus
94°C’de 30 sn, 60°C’de 30 sn, 72°C’de 2 dk amplifikasyon ve 72°C’de 10 dk son uzama
asamasi olacak sekilde ayarlandi. Amplifikasyon iiriinleri etidiumbromid (2pg/ml) iceren %
2’lik agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilendi. Goriintiileme
sonrasinda 244 bp’lik bant goriilmesi invA geni icin pozitif olarak degerlendirildi.

PCR ile sdiA geninin belirlenmesi icin Halatsive ark. (2006)’nin kullandiklari
protokoliin modifikasyonu ile gerceklestirildi. Toplam 25 pl PCR karisimina; 50 ng ekstrakte
edilmis DNA, 1X PCR tamponu ((NH4)>SO4’lii), 3mM MgCl,, 25 pm her bir primer, 200 uM
her bir ANTP, 1 U Tagpolimeraz ilave edildi. Amplifikasyon kosullar1 94°C’de 5 dk ilk
denatiirasyon, 30 siklus 94°C’de 30 sn, 52°C’de 40 sn, 72°C’de 30 sn amplifikasyon ve

72°C’de 7 dk son uzama asamasi olacak sekilde ayarlandi. Amplifikasyon iiriinleri
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etidiumbromid (2pg/ml) iceren % 1,5’liik agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV
transilluminator ile goriintiilendi. Goriintilleme sonrasinda 274 bp’lik bant goriilmesi sdiA
geni icin pozitif olarak degerlendirildi.

PCR ile adrA geninin belirlenmesi i¢in De Oliveira ve ark. (2014)’nin kullandiklar
protokoliin modifikasyonu ile gergeklestirildi. Toplam 25 pl PCR karisimina; 50 ng ekstrakte
edilmis DNA, 1X PCR tamponu, 2,5mM MgCl,, 10 pm her bir primer, 200 uM her bir dNTP,
1,25 U Tagpolimeraz ilave edildi. Amplifikasyon kosullar1 94°C’de 5 dk ilk denatiirasyon, 35
siklus 94°C’de 30 sn, 60°C’de 30 sn, 72°C’de 30 sn amplifikasyon ve 72°C’de 4 dk son
uzama asamasi olacak sekilde ayarlandi. Amplifikasyon firiinleri etidiumbromid (2pg/ml)
iceren % 3’liik agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilendi.
Gorilintiileme sonrasinda 92 bp’lik bant goriilmesi adrA geni i¢in pozitif olarak
degerlendirildi.

PCR ile agfD geninin belirlenmesi i¢in De Oliveira ve ark. (2014)’nin kullandiklar
protokoliin modifikasyonu ile gerceklestirildi. Toplam 25 pul PCR karisimina; 50 ng ekstrakte
edilmis DNA, 1X PCR tamponu, 2,5mM MgCl,, 10 pm her bir primer, 200 uM her bir dNTP,
1,25 U Tagpolimeraz ilave edildi. Amplifikasyon kosullar1 94°C’de 5 dk ilk denatiirasyon, 35
siklus 94°C’de 30 sn, 60°C’de 30 sn, 72°C’de 30 sn amplifikasyon ve 72°C’de 4 dk son
uzama asamas1 olacak sekilde ayarlandi. Amplifikasyon triinleri etidiumbromid (2pg/ml)
iceren % 3’liik agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminatdr ile goriintiilendi.
Gorilintiileme sonrasinda 123 bp’lik bant goriilmesi agfD geni igin pozitif olarak

degerlendirildi.
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Tablo 2 Calismada kullanilan oligontikleotid gen dizileri.

Primer Oligoniikleotid dizisi (5°-3’) Bant Referans

boyutu
invAF  ACAGTGCTCGTTTACGACCTGAAT 244bp Bhatta ve ark. 2007
invAR  AGACGACTGGTACTGATCGATAAT
sdiAl  AATATCGCTTCGTACCAC 274bp Halatsi ve ark. 2006
sdiA2 GTAGGTAAACGAGGAGCAG
agfDF  TGCGGACTCGGTGCTGTTGT 123 De Oliveira ve ark.
agfDR  CAGGAACACGTGGTCAGCGG 2014
adrAF  GGGCGGCGAAAGCCCTTGAT 92 De Oliveira ve ark.
adrAR  GCCCATCAGCGCGATCCACA 2014
bapAF GCG CCG CAG ATCGTG TCA G 575 Horton ve ark.2016

bapAR CCG GCA GCG TCC AGG TG
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4. BULGULAR

4.1. Bakteri izolatlar

Calisma kapsaminda farkli kaynaklardan izole edilmis olan ve Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan 44 adet
salmonella izolat1 incelendi. Bu 44 6rnek Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis ve
Salmonella Infantis serotiplerine aitti. Incelenen orneklerin serotiplere gére dagilimi ise
Salmonella Typhimurium 10 adet, Salmonella Enteritidis 10 adet, Salmonella Infantis 24
adettir.

Bu 44 6rnegin 38 inde % 86.36 oraninda bapA geni, 26 sinda % 59 oraninda sdiA geni,
44 iinde yani tamaminda % 100 oraninda invA geni, 39 unda % 88.64 oraninda agfD geni ve

35 inde % 79.55 oraninda adrA geni tespit edilmistir.

4.2. Identifikasyon Bulgular

Calismada kullanilan izolatlar nutrient agarda 37°C’de 24 saat inkiibasyona tabi
tutularak canlandirildi. izolatlarin fenotipik olarak identifikasyonlari igin Mac Conkey agara
ve EMB agara ekimleri yapildi. Herbir 6rnek bu selektif besi yerlerinde renksiz koloniler
olusturdu.

Fenotipik olarak biyofilm olusturma durumlar1 Kongo kirmizili agar ile arastirilmistir.
Kongo kirmizili agar besiyerine ekilen kiiltiirlerin 37°C’de 24 saat inkiibasyonundan sonra
kirmizimsi-siyah, piiriizlii ve kuru koloni olusturanlar biyofilm pozitif, pembemsi-kirmizi ve
diiz koloni yapanlar gram negatif olarak kabul edildi. Orneklerin higbirinde fenotipik olarak

biyofilm olusumu gézlemlenmemistir.

4.3. PCR Bulgulan

Salmonella serotiplerindeki biyofilm ile ilgili bapA, sdiA, invA, agfD ve adrA gen
varliklar1 incelendi. Bu 44 6rnegin 38 inde % 86.36 oraninda bapA geni, 26 sinda % 59
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oraninda sdiA geni, 44 {inde yani tamaminda % 100 invA geni, 39 unda %88.64 oraninda

agfD geni ve 35 inde %79.55 oraninda adrA geni tespit edilmistir.

Tablo 3.Salmonella serotiplerindeki bapA, sdiA, invA, agfD ve adrA gen varliklarinin yizde (%)
dagilimlar
bapd sdid [y agfll add,
Salmonella incelenen 38 26 44 39 35
toplam omek sayisi;: 44 Y8036 %09 %100 Y8864 79.55

45

30 7

25 1

15 7

10 7

bapa =did inwA agfD adrd,

Sekil 6.Salmonella serotiplerindeki (44 adet) bapA, sdiA, invA, agfD ve adrA gen varliklarinin

dagilimlari

Tablo 4.Tiim Salmonella serotiplerindeki (44 O6rnek) bapA, sdiA, invA, agfD ve adrA genlerinin

varlig
bap sdi inv agf adr
S INFANTIS 1 L& % | [ |%
SNEANTISZ 12 % (& [ | %
SNEANTSS (3 % & & | |
SINFANTSZ 4 % % % % ¥
SINFANTISS (5 & (% [% ¥ ¥
SNEANTISS 6 % & & ¥ |
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sdi inv agf adr

bap

S INFANTIS 7 7 T T
S INFANTIS 8 8 | & | ¥ |
S INFANTIS 9 9 |#F & | |F |
S INFANTIS 10 10 5 & % |F |
S INFANTIS 11 11 3 |F |F |
S INFANTIS 12 12 5 |3 % | |
S INFANTIS 13 13 % | |F |F |
S INFANTIS 14 14 & & |F |F |
S INFANTIS 15 1S & |3 |F | |
S INFANTIS 16 16 &£ | |F |F |
S INFANTIS 17 17 |4 J e T
S INFANTIS 18 18 |4 AL
S INFANTIS 19 19 |4 4
S INFANTIS 20 20 |8 | | |
S INFANTIS 21 21 |4 "
S INFANTIS 22 22 | | | |
S INFANTIS 23 23 - T T
S INFANTIS 24 24 | | ||
SENTERITIDIS 1 |25 |

SENTERITIDIS2 |26 |4F

SENTERITIDIS 3 |27 |

SENTERITIDIS 4 |28 |4F

SENTERITIDIS 5 |29 |1F

SENTERITIDIS6 |30 |

SENTERITIDIS7 |31 |3 I
SENTERITIDIS8 |32 |

SENTERITIDIS9 |33 |+
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S.ENTERITIDIS 10

PCR ile bapA geninin belirlenmesi i¢in Horton ve ark. (2016)’nmin kullandiklar
protokoliin modifikasyonu ile gerceklestirildi. PCR ile incelenen toplam 44 adet Salmonella
orneginde bapA geni 38 adet (% 86,36) pozitif olarak bulundu.

M 1
1000 bp

-

Resim 4. Incelenen suslarm bapA geni spesifik PCR sonucu
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PCR ile sdiA geninin belirlenmesi i¢in Halatsi ve ark. (2006)’nin kullandiklari

protokoliin modifikasyonu ile gerceklestirildi. PCR ile incelenen toplam 44 adet Salmonella

Orneginin 26 sinda % 59 oraninda sdiA geni pozitif olarak bulundu.

300 bp

200 bp

Resim 5. incelenen suslarin sdiA geni spesifik PCR sonucu
PCR ile invA geninin belirlenmesi i¢in Bhattave ark. (2007)’nin kullandiklart

protokoliin modifikasyonu ile gergeklestirildi. Toplam 44 adet Salmonella’nin tamaminda %

100 oraninda invA geni bulundu.

8 9 1011 12 1314151617 1819

300 bp

200 bp

Resim 6.Incelenen suslarm invA geni spesifik PCR sonucu
PCR ile adrA geninin belirlenmesi i¢cin De Oliveira ve ark. (2014)’nin kullandiklari

protokoliin modifikasyonu ile gerceklestirildi. PCR ile incelenen toplam 44 adet Salmonella

orneginin 35 inde % 79.55 oraninda adrA geni pozitif olarak bulundu.
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Resim 7. incelenen suslarin adrA geni spesifik PCR sonucu

PCR ile agfD geninin belirlenmesi i¢cin De Oliveira ve ark. (2014)’nin kullandiklar
protokoliin modifikasyonu ile gerceklestirildi. PCR ile incelenen toplam 44 adet Salmonella

orneginin 39 unda % 88.64 oraninda agfD geni pozitif olarak bulundu.

200 bp
123 bp

100 bp

Resim 8.Incelenen suslarm agfD geni spesifik PCR sonucu

Salmonella Typhimurium serotipine ait 10 6érnegin; 6 sinda (% 60) bapA geni, 6 sinda
(% 60) sdiA geni, 10 unda (% 100) invA geni, 10 unda (% 100) agfD geni ve 6 sinda (% 60)
adrA geni;

Salmonella Enteritidis serotipine ait 10 6rnegin; 10’unda (% 100) bapA geni, 0 inda
(% 0) geni, 10 unda (% 100) invA geni, 5 inde (% 50) agfD geni ve 5 inde (% 50) adrA geni;

Salmonella Infantis serotipine ait 24 drnegin; 22 sinde (% 91.67) bapA geni, 20 sinde
(% 83.33) sdiA geni, 24 tinde (% 100) invA geni, 24 tinde (% 100) agfD geni ve 24 {inde (%
100) adrA geni tespit edilmistir.
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Tablo 5. Salmonella serotiplerindeki bapA, sdiA, invA, agfD ve adrA genlerinin herbir serotipteki

pozitif sayilar1 ve yiizdeleri

Salmonella Typhimurium
incelenen dmek sayisi: 10

Salmonella Enteritidis
incelenen dmek sayisi: 10

Salmonella infantis
Incelenen dmek sayisi: 24

Salmonella  Typhimurium

bapA sdiA

6 6

% 60 % 60

10 0

%10 %0

22 20

%9167 % 83.33
serotipine  ait

10

mvA

10
%0100

10
%100

24
9100

Ornekten

agfD

10
%0100

%50

24
9100

elde

24
24100

edilen genler

degerlendirildiginde; biitiin 6rneklerde % 100 oraninda invA ve agfD genleri tespit edilmistir.

Ote yandan bapA, sdiA ve adrA genleri % 60 oraninda goriilmiistiir. Bu ¢alismada Salmonella

Typhimurium O6rneklerinde invA ve agfD genlerinin % 100 oraninda tespiti, invA ve agfD

genlerinin Salmonella Typhimurium serotipinin identifikasyonunda ve virulensinde énemini

ortaya koymaktadir.

bapA edif

invA

agfD

adri

Sekil 7.Salmonella Typhimurium serotipine ait 10 drnekten elde edilen genlerin dagilimi

64



Salmonella Enteritidis serotipine ait 10 oOrnekten elde edilen genler
degerlendirildiginde; biitiin 6rneklerde % 100 oraninda invA ve bapA genleri tespit edilmistir.
Ote yandan agfD ve adrA genleri % 50 oraninda gériiliirken, sdiA geni tespit edilmemistir. Bu
calismadaki Salmonella Enteritidis 6rneklerinde invA ve bapA genlerinin % 100 oraninda
tespiti, invA ve bapA genlerinin Salmonella Enteritidis 6rneklerinin identifikasyonunda ve
virulensinde ©6nemli faktorler oldugunu ortaya koymustur. Ayrica sdiA geninin hig

goriilmemis olmasida Salmonella Enteritidis’ler i¢in anlamlidir.

bapa =dif inva agfDr adra

Sekil 8.Salmonella Enteritidis serotipine ait 10 drnekten elde edilen genlerin dagilimi
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Salmonella Infantis serotipine ait 24 drnekten elde edilen genler degerlendirildiginde;
biitiin 6rneklerde % 100 oraninda invA, adrA ve agfD genleri tespit edilmistir. Ote yandan sdi
geni % 83,33 oraninda ve bapA geni % 91,67 oraninda goriilmiistiir. Bu ¢calismada Salmonella
Infantis orneklerinde invA, adrA ve agfD genlerinin % 100 oraninda tespiti, invA, adrA ve
agfD genlerinin Salmonella Infantis serotipinin identifikasyonunda ve virulensinde 6nemli
oldugu anlagilmistir. sdiA geninin % 83,33 ve bapA geninin % 91,67 seklinde yiiksek
oranlarda goriilmeside Salmonella Infantis serotipinin identifikasyonunda ve virulensinde

diger genler kadar 6nemli oldugunu ortaya koymustur.

bapa sdid inwA agfD adrd,

Sekil 9. Salmonella Infantis serotipine ait 24 drnekten elde edilen genlerin dagilimi
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5. TARTISMA

Wassenaar ve Gaastra (2001)’e gore Salmonella infeksiyonlarinin sonucunu bakterinin
kendisi ve konak¢inin durumu sekillendirir. Konak¢inin durumunu ¢evresel faktorler, genetik
faktorler ve yas belirlerken, bakterilerin durumu virulens faktorleri tarafindan belirlenir.
Ancak, giiniimiizde hala virulens faktér veya virulens genlerinin simirlar1 tam anlamiyla
tanimlanamamistir. Ornegin virulens plazmidlerinin virulans faktdr olup olmadig1 hakkindaki
tartigmalar hala siirmektedir. Bunun sebebi ise, virulens genlerin (virulens faktorler) sadece
virulens proteinlerini kodlamaktan sorumlu olmalari, bununla birlikte konak¢1 ve bakteri
arasindaki etkilesime direkt olarak etkilerinin olmayisidir.

Salmonella cinsi bakterilerin virulens faktdrlerinin tamami patojenitelerinin pesinden
molekiiler anlamda mekanizmasindaki degisiklik ile hastalik yapict bilgisini kazanmaya
devam ederek gelismektedir. Ornegin; Salmonella vakuollerinden replikasyon ve canlilik
proteinlerini igeren effektdr proteinler giiniimiizde virulens faktorler olarak karakterize
edilmektedir. Virulens plazmidleri, toksinler, fimbria ve flagella gibi diger virulens faktorleri
son yillardaki ¢aligmalarda ortaya konulmus ve bu nedenle de klasik virulens faktorler olarak
aciklanmistir (Wassenaar ve Gaastra, 2001).

Marcus ve ark (2000) gore Salmonella’larin virulans genlerinin cogunlugu Salmonella
patojenite adalart1 (SPA) olarak adlandirilan kromozomun iizerindeki bdlgelere dagilmis
olarak bulunmaktadir (Sekil 1) Bu gen topluluklarinin horizantal gen transferi vasitasiyla
Salmonella cinsi olmayan diger cinslerden edinilmis oldugu diisliniilmektedir. Bu hipotez
siklikla patojenite adalarinin uglarindaki transpozon insersiyon sekanslarin veya bakteriyofaj
kalintilar1 gibi rezidiiel genomlarin bu adalarda bulunan farkli GC igerigi ile karigmasi esasina
dayanmaktadir (Marcus ve ark, 2000).

Virulens plazmidlerin, toksinlerin ve fimbrialarin dagilimi ve varligi iizerine yapilmis
olan ¢alismalarin bircogu; hibridizasyon denemelerine dayanmaktadir. Ancak bu denemelere
dayal1 belirli virulens faktorlerin varligini gostermek birbiri ile ¢elisen sonuglarin ¢ikmasina
yol acabilmektedir. Ortaya ¢ikan bu sonuclar, genler tarafindan kodlanan virulens faktorlerin
ekspresyonunun hangi faktorlere bagli oldugu hakkinda yeterli bilgi verememektedir.

Salmonella patojenite adalarinin  olusmasi, s6z konusu transfer esnasinda
Salmonella’larn patojenitelerinde ani bir artisa yol agabilmektedir (Ata ve Cetin, 2015).

D’aoust ve Maurer (2007) yaptig1 calismalarda Salmonella enterica’da bulunan gen

adalarinin (patojenite adalar1) ¢ofu patojenite i¢in esansiyel olan Onemli fonksiyonlari
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kodladigini ve bununda lokuslarda tiir ve cinslerde tamimlandigini, Salmonella’larin
kromozomlar1 iizerinde bes Salmonella patojenite adasi identifiye edildigini, patojenite
adalarinin sentizom 63, 31, 82, 92 ve 25°de lokalize olmalarini, Salmonella patojenite adasi—1
tizerinde tip III sekresyon sistemini kodlayan DNA’nin 40 kilobase (kb)’lik bolgesi
bulundugunu, tip III bakteriyel transport sisteminin; hiicreler tarafindan bakterilerin igeri
alinmasina yol acan hedef hiicre aktinine baglanan SopE ve SptP bakteriyel proteinleri
kodladigini belirtmektedir.

D’aoust ve Maurer (2007) Salmonella spp.’de invazyon lokusunun, invazyon
mekanizmasinda 6zel bir role sahip oldugunu, Ca+2’nin igeri alinmasi ile konak hiicre
sitoplazmalarinda anatomik yapinin yeniden yapilandirilmasi, M hiicreleri ve enterositlerde
iki 6nemli degisikligi tetikledigini, adheze Salmonella’lar aktin polimerizasyonunu etkileyen
onemli bir sinyal ile memeli hiicreleri igine luminal Ca+2’nin alinmasin1 gergeklestirdigini,
Salmonella’larin Okaryotik hiicrelere sip A, sipB, sipC, sptP, sopE2 ve sopB invazyon
proteinlerini  gonderdigini, bu proteinlerin sirasiyla istilact patojenlerin etrafinda
mikroflamentlerin icinde konak hiicre aktininin polimerizasyonuna sebep olduklarini
belirtmektedirler.

Alphons ve Jaap (2005) gore ikinci tip III sekresyon sistemini 40 kb’lik Salmonella
patojenite adasi—2’deki lokusu kodlamakta ve hem epitelyum hiicrelerinde hem de
makrofajlarin icinde bakterilerin canli kalmasi i¢in Salmonella’lar bu sisteme gereksinim
duymaktadir. Salmonella patojenite adasi—4 makrofajlar i¢inde canli kalmayr saglar.
Salmonella patojenite adasi—5’in diareye sebep olan patojenite yeteneginden sorumlu oldugu
ortaya konulmustur.

D’aoust ve Maurer (2007) Salmonella patojenite adasi—1 lokusu Salmonella’nin
enteropatojenitesinde, toksinlerinin ekspire edildigi bolge olmasi nedeniyle 6nemli bir faktor
olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Alphons ve Jaap (2005)’a gore flagella, bir¢ok Salmonella’da bulunan ve motilite
ozelligini kazandiran bir organeldir. Salmonella’nin flagellar gen sistemi tam anlamiyla
anlasilamamistir. Ancak flagellasiz serotiplerin flagellasinin ve hareketinin bulunmayist sinirl
molekiiler bilgiyle agiklanabilmektedir. Flagellaya sahip olan Salmonella’larin ¢ogunun
faydalandig: flagellin varyasyonu, konake¢1 savunma sisteminden kagmayla ilgidir. Salmonella
spp.’den kaynaklanan infeksiyonlarda, flagellanin rotasyon yoniiyle ve flagella vasitasiyla
saglanan hareketteki flagellanin rolli, Salmonella spp.’lerin patogenezinde, dkaryot hiicrelere
invazyonda ve onlarin adhezyonunda varsayilan rolleri hakkinda, farkli sonuglara yol agtigini

ileri siiren bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir.

68



Sunar ve ark (2010) yaptiklar1 ¢calismada spesifik Salmonella uyumu nedeniyle invA
genini primer gen olarak se¢mislerdir. [nvA4 genleri ve Salmonella spp. DNA’lar1 igin PCR
giiclendirmesi 6nemli ve yararli sonuglar ¢ikarmistir. Dolayisiyla, ileriki aragtirmalar igin
patojenin tanimlanmasinda standart geleneksel tekniklerin yaninda molekiiler tekniklerin
kullanilmasimin uygun oldugu sonucuna varilmistir. invA geni Salmonella spp. de PCR
teknikleri kullanarak kolayca tanmnmustir. InvA geni 6zgiin dizilimler tasimaktadir ve bu
primerler Salmonella ve diger organizmalar1 birbirinden ayirt etmeye yarar. invA geni tastyan
Salmonella spp. tiplendirilmesinde molekiiler tekniklere daha fazla bagvurulmasi gerektigini
ifade etmislerdir.

Halatsi ve ark (2006) yaptiklar1 ¢aligmada farkli Salmonella serotiplerini sdiA geni
varligi i¢in incelemislerdir. Burada her Salmonella tiiri PCR testlerinde pozitif sinyal
vermistir. Farkli ortamlardan izole edilen Salmonella serotipindeki 18 tiir sdiAl ve sdiA2
primerleriyle elde edilmistir.

Bakteriyel patojenitenin ve 6zellikle Salmonella’nin bagirsak viriilansinin ¢ok 6nemli
bir regiilatorii Quorum Sensing’tir. Kesin mekanizma birden fazla karakterden sorumlu
olunmasi nedeniyle heniiz detaylariyla bilinmiyor. sdiA diger mikrobiyal tiirlerin AHL
sinyallerini tespit eden bakteriyel reseptoriin ilk Ornegidir. sdiA geni Salmonella
kromozomunun sentisome 42 bdlgesinde bulunur(dengesiz sentisome 63 bdlgesinden
yeterince uzakta) , uvrC ve sirA’nin hemen {stlindedir. sdiA Salmonella’nin viriilansla alakali
tip 3 salg sistemini regiile etmez. Dolayisiyla, sirA Salmonella’nin bagirsak viriilansi igin
major regiilatorken; sdiA bagirsakta hayatta kalmaya veya kolonizasyona katkida bulunan
yardimcr faktorleri ve fonksiyonu bilinmeyen diger genleri regiile eder. sirA geni ayrica
Salmonellanin PC’la tespiti i¢in kullanilir. Ancak Salmonella olmayan tiirler i¢in 6zgiin
olmayan bantlar iiretir. Genel olarak sdiA’nin sadece tek bir bakterinin konak dokuya
yapismasina yardimer oldugu bilinmektedir. Gen transkripsiyonunun cevap regiilatorii olarak
sdiA oldukca smirli alana sahiptir. Quorum Sensing sistemindeki her eleman, sistem
fonksiyonunun tiimiine zarar vermeden daha biiyilk karmasiklifa veya Ozgiinliige
evrilebilmektedir. Bu karakteristikler Quorum Sensing genlerinin primer tasarimi i¢in ¢ok
uygundurlar.

Gibson ve ark (2006)’e gore Salmonella hiicre dis1 matiksle baglantili bir O-Ag
kapstlii {retir. Yapisal analizler Salmonella serovar Enteritidis LPS O-Ag ile benzer
tekrarlayan bir oligosakkarit birimini gostermistir. yih operonlarinin kapsiil {iretimi ve

translokasyonu i¢in 6nemli oldugu gosterilmistir. yihVW operonu, agfD varliginda baskilanan,
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yihU transkripsiyonunun varsayimsal represoriinii kodlar. Kapsiil iiretimi ve translokasyonu
hiicre dis1 matriksin bir pargasi olarak Tafi(Curli) ve seliilozla birlikte regiile edilir.

Kapsiil olusumu hiicre dis1 matriksle birlikte agfD taratindan Tafi operonundan regiile
edilir. yihV olusumu agfD varliginda baskilanir, bu durum yihU aktivasyonuyla uyumludur.
agfD nin ¢ok hiicreli patern olusumu, Salmonella i¢in 6nemli bir fizyolojik durumdur ve
hiicre dis1 matriks genlerinin olusumunu kontrol eder. yikh operonlarinin da ayrica Salmonella
boyunca tutuldugu tespit edilmistir. Bu O-Ag kapsiiliiniin Salmonella hayat dongiistindeki
onemli yerini gostemektedir.

Gibson ve ark (2006)’nin g¢aligmalarina gore hiicre dist matriks Salmonella igin
kurumaya karst dayaniklilik saglamaktadir. Bunun arastirilmasinda uzun dénem hayatta
kalabilmeyi saglayan Onemli bakteriyel bilesenler icin basit ve verimli bir test olan
liyofilizasyon’u kullanmislardir. Sonuglar plastik {izerinde 9 ay kalabilen kolonilerde O-Ag
kapsiiliiniin, kurumaya karst dayanikliliktan sorumlu oldugunu gostermislerdir. Buradan yola
cikarak, O-Ag kapsiiliiniin ana roliiniin, olumsuz sartlarda hiicreleri kurumaya kars1 korumak
olabilecegi hipotezini kurmuslardir. O-Ag kapsiiliiniin ¢evresel olumsuz etkilere kars1 direnci
olusturan Salmonella hiicre dis1 matriksi i¢in 6nemli bir bilesen oldugunu gostermislerdir.

Salmonella Typhimurium’daki spiA geni, SPI-2 tip 3 salg1 sisteminin dis zar bilesenini
kodlayan gendir ve konak hiicrelerindeki virulens i¢in gereklidir. Dong ve ark (2011) bu
durumun biyofilm olusumuyla ilgili olarak spiA geninin transpozon mutagenesi ile ayrica
gosterildigini ifade etmislerdir. spiA geninin Salmonella Enteritidis tarafindan biyofilm
olusumu iizerindeki etkisini gorebilmek i¢in bir spiA mutanti olusturulmus ve biyolojik
karakteristikleri karsilagtirilmistir. Biyofilm olusumunda fonksiyonel bir spiA geninin
yoklugunun etkisini arastirmak i¢in spiA’nin biyofilmle ilgili biyolojik aktivitesi test
edilmistir. Biyofilm olusumunun elektron mikroskobu taramasi spiA 'nin daha az bakteriyle
gevsek ve ince bir yapi iirettigi tespit edilmistir. Salmonella biyofilmleri baslica seliiloz ve
curli’den olusur. spiA nin insan epitel hiicresine yapisma ve invazyonunu test etmek icin
eksponansiyel ve biyofilmin biliylime fazindaki bakteriler kullanilmistir. Biyofilm fazindaki
spiA yapisma ve invazyon yiizdesi eksponansiyel biiylime fazindaki bakteriye gore daha
yiikksek bulunmustur. spiA geninin yoklugu yapisma (adherence) ve invazyonda azalma
olusturmamuistir.

Hidalgo ve ark (2016) koruma altindaki vahsi hayvanlardan izole edilen 17 farkli
serovardan 83 farkli susa ait bapA tespit etmislerdir. Buna gore bapA, Salmonella’larda
yiiksek derecede korunan bir gendir ve bu organizmanin gen bazli identifikasyonlarinda

kullanilabilir. bapA pozitif c¢ikan bircok hayvanin asemptomatik olarak tasiyici oldugu
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belirlenmistir. Bu saglik alaninda calisanlara bir sorun yaratmaktadir. Ciinkii Salmonella’nin
farkl1 ortamlarda hayatta kalma kapasitesinin gelecekte yayilmaya devam edecegini
gostermektedir.

Farkli serotiplerin i¢inde ve arasinda bapA yliksek benzerlikle (% 99) olduk¢a korunan
bir gendir. Bu nedenle bapA’nmn varligi farkli ortamlarda Salmonella identifikasyonunda
kullanilabilir.

bapA cesitli ylizeylere bakteri yapigsmasini ve biyofilm olgunlasmasini saglayan biiyiik
yiizey proteinleri ailesindendir. Eskiden Stm2689 olarak adlandirilan protein, fare modelinde
bagirsak kolonizasyonu ve diger organlara bakteriyel yayillmada 6nemli rol oynar. Bagirsak
kolonizasyonu kismi olarak bapA geninin varligiyla alakalidir. Hidalgo ve ark (2016)’nin bu
calismasinda Salmonella’lar mide ve bagirsak rahatsizligi olmayan vahsi hayvanlarin
diskilarindan izole edilmistir. Daha Once yapilan arastirmalardaki Salmonella tiirlerinin
bapA’li veya bapA’siz bagirsak kolonizasyonu egilimleri ile bu c¢alismadaki sonuglar
karsilastirildiginda mutasyona ugrayan tiirlerde, vahsi tipli bapA’li tiirlere gore daha az
kolonizasyon oranlari tespit edilmistir.

bapA, biyofilm olgunlagsmasin1 saglayan, bakterinin yiizeylere ilk yapismasini ve
hiicreden hiicreye etkilesim siirecine dahil olan biiyiilk ylizey proteinleri ailesine aittir.
Proteinler, bapA geni tarafinda kodlanir. Biswas ve ark (2011)’inca sunulan c¢alismada 34
serotipten alinan 67 izolatin bapA igerdigini gosteriyor. Bu ¢alisma farkli Salmonella
serotiplerinin bapA igerigi agisindan incelendigi ilk caligmadir. Veri tabaninda yer alan farkli
coklu dizilim ve yerlesimlere gore bapA geni farkli Salmonella spp. lerde korunmakta ve %
99 oraninda yiiksek benzerlik igermektedir. Dolayisiyla, bapA geni Salmonella’nin PCR
tabanl identifikasyonu i¢in iyi bir yoldur.

Turki ve ark (2014) yaptiklar ¢alismada, virulensle ilgili genler i¢in, invA ve spvC
primerleri kullanarak Salmonella izolatlarim1 PCR ile tiplendirmislerdir. Kromozomal invA
geni epitelyal hiicre invazyonlar1 i¢in gerekli olmasina ragmen Anatum, Enteridis ve
Amsterdam serotiplerine ait 3 Salmonella izolat1 bu gen icin negatif olarak tespit edilmistir.
Baska serotipler i¢in baska calismalarda benzer sonuglar gézlenmistir (Malorny ve ark, 2003;
Turki ve ark, 2012).

Sharma ve Das (2016)’a gore Salmonella’ya 6zgl primerlerin Salmonella tiirlerini
hizlica ve isabetli sekilde tespit etme yetenegi, Ozellikle invA geninden segilen primer
dizilimlerinden kaynaklaniyor. invA geni bakterinin i¢ ¢eperindeki proteini kodlar, bu protein

epitel hiicrelerine invazyon i¢in gereklidir.
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Salmonella’nin biyofilm olusumu i¢in csgD etkinligi tizerinden bapA gereklidir. Wang
ve ark (2016) bapA’nin biyofilm olusumuna direkt olarak etki etmedigini gdstermiglerdir.
Wang ve ark (2016)’na gore adrA varligi biyofilm i¢in gereklidir. Yapilan bazi ¢aligmalarda
adrA’nin seliiloz tiretimi ve biyofilm olusumuyla ilgili oldugunu ifade edilmesine ragmen,
bazi ¢alismalarda ise adrA varliginin biyofilm olusumu i¢in gerekli olmadigi belirlenmistir.

Salmonella’nin biyofilm tliretme yetenegi sicaklik ve ylizey materyaline baglidir. Cam
yiizeylerde, sicakliktan bagimsiz olarak biyofilm kolonizasyon kapasitesi diisiiktiir.
Paslanmaz celik vyiizeylerde biyofilm olusumu 28°C’ de, PVC yiizeylerde 20°C’ de
engellenmektedir. Paslanmaz ¢elik yiizeylerde 16°C° de biyofilm olusturan suslarin sikligi
endise vericidir, Ciinkli Salmonella’nin bu yilizeylerde kalicilig1 kiimes kontaminasyonunun
ve gidaya dayali hastaliklarin kaynagi olabilir.

De Oliveira ve ark (2014)’ nin g¢alismasimnin sonuglari, Salmonella nin hidrofobik
materyallere, daha hidrofobik olan paslanmaz c¢elikten daha kolay yapistigini tespit eden
bircok c¢alismaya zitdir. PVC {izerinde paslanmaz celikten daha fazla Salmonella spp.
olusumu goézlemlemistir. agfD ve adrA genleri bu cinste genisce yayilmistir ve biyofilm
olusturma yetenegiyle giiclii sekilde iligkilidir. Biitiin izolatlarin her iki incelenen gene sahip
olmasina ragmen biyofilm olusumu bakteri kolonisinin rdar morfolojisine bagli degildir. Bazi
biyofilm olusturmayan tiirler oldugu i¢in baska genlerin de bu siirece dahil oldugunu 6ne

surmektedirler.
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6. SONUC

Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis ve Salmonella Infantis serotiplerinde
biyofilm ve virulens iligkisinin arastirilmasi amaciyla gergeklestirilen bu ¢alismada asagida
belirtilen sonuclara varilmistir. Salmonella serotiplerindeki biyofilm ile ilgili sdiA, bapA,
agfD, adrA ve invA gen varliklari incelendi. Arastirma i¢in farkli kaynaklardan izole edilmis
olan ve Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kiiltiir
Koleksiyonu’nda bulunan 44 adet Salmonella izolatinin 10’u Salmonella Typhimurium,10’u
Salmonella Enteritidis ve 24°ii Salmonella Infantis’tir. incelenen 44 serotipin, 38’ inde (%
86.36) bapA geni, 26 sinda( % 59) sdiA geni, 44 {inde yani tamaminda (% 100) oraninda invA
geni, 39 unda (%88.64) agfD geni ve 35 inde (%79.55) oraninda adrA geni tespit edilmistir.

Incelenen gesitli virulens &zelliklerin saptanmasinda fenotipik yontem ile PCR teknigi
uyumluluk gostermesine karsin, bazi Ozelliklerde PCR teknigi ile saptanan sonuglarin
fenotipik sonuglara kiyasla yiiksek bulunmasi molekiiler ¢aligmalarin ¢ok sayida gen ile
iligkili bir 6zelligin ayrintili olarak incelenmesinde yarar sagladigini ve her iki yontemin bir
arada kullanilmasinin daha giivenilir bir sonug elde etmede 6énemli oldugunu ortaya koydu.

Bu ¢aligma ile Salmonellanin insanlar i¢in patojen oldugu ve diinyada letal etkili bir cok
salgina yol agtig1 g6z oniline alinirsa gida iiretim yerlerinde, hammaddeden son iirline kadar
genel hijyenik kurallarin uygulanmasinin ve kros kontaminasyonu engelleyici dnlemlerin

alinmasinin gerekliligi ortaya konulmustur.
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