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Bu ¢aligsmada, pagN geninin S. Typhimurium ATCC 14028 susunda biyofilm olusturma
yetenegi tizerine etkisinin belirlenmesi amaci ile, S. Typhimurium 14028 susunun pagN
ve segA geni mutantlari kullanildi. S. Typhimurium pagN ve seqA mutantinda, dogal susa
oranla biyofilm olusumunun istatistiki ag¢idan anlamli bir sekilde azaldigi saptandi
(p<0,05). Dogal tip ve mutant suslarin olusturdugu biyofilm morfotipleri incelendiginde;
dogal tip sus ‘rdar’ morfotip gosterirken, pagN mutant susunun ve segA mutant susunun
ise, tam ‘rdar’ morfotipi olmayan, pdar benzeri ‘ara morfotip’ olarak adlandirdigimiz
biyofilm morfotipini gosterdigi saptandi. Bunun yaninda, pagN geninin ve segA geninin,
Salmonella’da pelikiil olusumu ve pelikiillerin yapisal 6zellikleri tizerinde etkili oldugu
belirlendi. Kat1 ve siv1 kiiltiir ortamlarinda mutant suslarin dogal tipe kiyasla daha az
seliloz  {rettigi  belirlendi. Bu suslarin  yiizde otoagregasyon miktarlar
karsilagtirildiginda, dogal tipe kiyasla segA mutantinda otoagregasyon yetenegi
bakimindan azalma tespit edilirken pagN mutantinin otoagregasyon yeteneginde oransal
olarak biiyiik bir azalma saptanmadi. Buna karsilik, dogal tip susla ve seqA mutant ile
kiyaslandiginda pagN mutantinin swimming hareket kabiliyeti 6nemli dl¢iide azalirken
swarming hareket yeteneginde azalma tespit edilmedi. Ancak seqA mutantinin her iki
hareket kabiliyeti dogal susa kiyasla biiyiikk oranda azaldi. Caco-2 hiicre hattindaki
tutunma denemelerinde pagN ve segA mutantinin yiizde adezyon ve invazyon miktarlari
dogal tipe kiyasla anlaml sekilde daha az oldugu (p<0,05) ve hatta pagN mutantinin
invazyon yetenegini neredeyse tamamen kaybettigi saptandi.
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ABSTRACT

Master Thesis

EFFECT of pagN GENE on BIOFILM FORMING ABILITY in SALMONELLA
TYPHIMURIUM

Asiye Nur KARACA

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa AKCELIK

In this study, pagN and segA gene mutants of strain S. Typhimurium 14028 were used to
determine the effect of the pagN gene on the biofilm formation ability of S. Typhimurium
ATCC 14028 strain. It was determined that biofilm formation was significantly reduced
in S. Typhimurium pagN and seqgA mutant compared to the wild strain (p<0.05). When
the biofilm morphotypes formed by wild-type and mutant strains were examined, While
the wild type strain showed the 'rdar' morphotype, it was determined that the pagN mutant
strain and the segA mutant strain showed the biofilm morphotype, which we call
‘intermediate morphotype," which is not the full ‘rdar' morphotype. In addition, it was
determined that the pagN gene and the segA gene were effective on pellicle formation
and structural properties of pellicles in Salmonella. It was determined that mutant strains
produced less cellulose compared to the wild-type in solid and liquid culture media. When
the percentage autoaggregation amounts of these strains were compared, a statistically
significant decrease in autoaggregation ability was detected in the segA mutant compared
to the wild-type (p<0.05), while no significant decrease in the autoaggregation ability of
the pagN mutant was detected (p<0.05). On the other hand, when compared to the wild-
type strain and the segA mutant, the swimming motility of the pagN mutant was
significantly reduced, while no decrease in swarming motility was detected. However,
both motility abilities of the segA mutant were greatly reduced compared to the wild
strain. In adhesion experiments on the Caco-2 cell line, it was determined that the
percentage adhesion and invasion amounts of the pagN and seqgA mutant were
significantly less than the wild-type (p<0.05) and that the pagN mutant almost completely
lost its invasion ability.
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1. GIRIS

Salmonella, insanlarda ve hayvanlarda bakteriyel enterik hastaliklarin ana sebeplerinden
birisidir. Enfeksiyon, kontamine yiyeceklerden veya i¢eceklerden ya da Salmonella ile
enfekte olmus insan veya hayvanlarla temas yoluyla yayilir. Salmonella konaklari;
memeliler, kuslar, siiriingenler ve hatta bitkiler olabilirken ¢ok degisken abiyotik
cevrelerde, yiizeyle iligkili kompleks bir komiinite formu olan, biyofilm olusturma
yetenegi sayesinde hayatta kalabilir. Biyofilm; bir yiizeye geri doniissiiz olarak tutunmus,
ve kendi tirettikleri polisakkarit materyalden olusan matriks ile ¢evrili mikrobiyal hiicre
toplulugudur (Costerton 1999, Donlan ve Costerton 2002). Biyofilm yapisinda bulunan
hiicreler, ayni hiicrelerin planktonik formuna gére UV radyasyonu, ekstrem sicakliklar,
pH degisiklikleri, yiiksek tuzluluk, yiiksek basing, yetersiz besin, ¢esitli antibiyotikler ve
antimikrobiyaller gibi zorlu ¢evre kosullarina daha direnglidir (Yin vd. 2019). Salmonella
kaynakli enfeksiyonlarin ve endiistriyel kontaminasyonlarin bu bakterilerin plaktonik
degil, biyofilm formlarindan kaynaklandigi bilinmektedir. Biyofilm, genellikle
antimikrobiyal ajanlarla tedavinin basarisiz olmasinin altinda yatan neden olarak kabul
edilir ve tiim kronik enfeksiyonlarin tahminen % 65-80'inin biyofilmle iligkili oldugu
distintildiigiinden (Coenye 2013), bu bakteri ile miicadelede biyofilm formlarinin esas
alinmas1 Onem tasimaktadir. Biyofilmlerinin eradikasyonu i¢in yeni yoOntemler
bulabilmek ancak biyofilme iliskin yapilarin ayrintili sekilde arastirilmasi ve

tanimlanmasi ile mimkiindiir.

Salmonella, fakiiltatif intraselliiler yasam seklini benimsemis bir bakteridir (Fields vd.
1986, Finiay ve Falkow 1989, Groisman ve Ochman 1997, Ibarra ve Steele Mortimer
2009) Dolayisiyla, Salmonella patojenitesinin esas 6zelligi, konak bariyerlerini asma
kapasitesi ve fagositik ve fagositik olmayan hiicreleri isgal edebilme yetenegidir (Wu
2015). Konak hiicreye giris ve intraselliller yasamin baslamasi, Salmonella’nin
cogalmasi, yayilmasi ve diger konaklara bulasmasi igin kritik bir asama oldugu
diisiiniilmektedir (Boumart vd. 2014). Bakteriyel patojenite ile ilgili genetik calismalar
icin bir model 6zelligi tastyan bu mikroorganizmanin, konak hiicrelere tutunmada ve

hiicreye giriste kullandig1 mekanizmalarin iyi taninmasit dnemlidir.



Bu tez galismasinin konusu olan pagN geni Salmonella’nin hiicrelere tutunmasinda ve
fagositik olmayan hiicrelere invazyonunda rol alan bu yapilardan biri olan PagN
proteinini kodlar. Bir dis membran proteini olan PagN bir adezin ve invazin olarak
tamimlanmistir (Lambert ve Smith 2008). PagN proteini Salmonella cinsi igerisinde
yaygin ve sekans diizeyinde olduk¢a korunmustur (Barilleau vd. 2021). Literatiirde pagN
geninin Salmonella’nin hayatta kalma, uyum saglama ve rekabet becerilerinde ve
dolayisiyla viriilansinsa ve yayiliminda i¢in 6nemli oldugu gosterilmistir (Conner vd.
1998, Lambert ve Smith 2008, Yang vd. 2013).

Daha 6nce laboratuvar ekibimiz tarafindan yiiriitiilen arastirmalarda, global bir regiilator
oldugu tespit edilen segA mutantlarinda pagN geninin transkriptlerinin 6nemli dl¢lide
arttigl, RNA-seq analizleri sonucu belirlenmistir (Has vd. 2023). Bu dogrultuda, pagN
geninin biyofilm formasyonundaki roliiniin arastirilmasinin gerekliligi tarafimizca
diisiiniilmistiir. Mevcut veriler ve var olan eksiklerden hareketle s6z konusu genin
Salmonella patojenitesinde 6nemli bir rol aldigi 6ngoriilerek calismanin hipotezi
olusturulmustur. Bu tez tamamiyla orijinal bir ¢alisma olup, pagN geninin Salmonella
adezyon ve invazyonundaki roliinlin bir global regiilatér ile kiyaslamali analizinin
yaninda, as1 ve antikor gelistirme ve biyofilm eradikasyon ¢alismalarina yeni bir aday

sunma potansiyeli ile de onem tagimaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Salmonella Cinsi ve Simiflandirilmasi

Salmonella cinsi; konak ¢esitliligi, viriilansinda rol oynayan genler ve hayatta kalabildigi
kosullar nedeniyle gida patojenleri arasinda biiyiikk bir dneme sahiptir. Ayrica diinya
capinda 6liime neden olan, diyareyle ilerleyen rahatsizliklarin tigiinciistidiir (Ferrari vd.
2019). Salmonella, genis ¢esitlilik gosteren Gram negatif bakteri grubu Proteobacteria
filumunun iyi bilinen patojenlerin biiyiik bir kismini igeren Gammaproteobacteria
subesinde smiflandirilir. Enterobacteriaceae familyasinin, tipik ve ¢ok sayida viriilans
faktoriine sahip olmasi nedeniyle bakteriyel patojenite igin genetik model olarak

degerlendirilen 6nemli bir iiyesidir.

Salmonella ilk kez 1880°1i yillarda gézlemlenmistir. 1885 yilinda hasta domuzdan izole
edilen bir basil, Salmon ve Smith tarafindan Bacterium suipestifer olarak
isimlendirilmistir (Tessari vd. 2012). Sonraki yillarda bu bakteri tiiriiniin ad1, Dr. Daniel
Salmon’a ithafen Salmonella Cholerasuis seklinde degistirilmistir. Bunu izleyen yillarda,
devamli olarak farkli konaklardan ve farkli ortamlardan, yeni bir Salmonella tiirii veya
varyetesi izole edilmis ve tamimlanmustir ve bu siire¢ halen devam etmektedir. Bu sekilde
ilerleyen siireg, bu cinsin tanimlanmasi ve siniflandirilmasi igin yontemler arayisini da
beraberinde getirmistir. Bugiin geldigimiz noktada, Salmonella cinsi, 16S rDNA
analizine gore, Salmonella enterica ve Salmonella bongori olmak {izere iki tiir altinda
smiflandrilmaktadir (Sekil 2.1). Salmonella enterica tiirti, enterica, salamae, arzionae,
diarizonae, houtenae ve indica olmak tizere alt1 alttiir ile Salmonella bongori ise bir alttiir
ile siniflandirilmaktadir. Bu alttiirler biyokimyasal karakteristiklerine gore ayrilmis ¢ok
sayida serovari kapsamaktadir. Bu siniflandirmaya gore % 99’u insan ve hayvanlarda
enfeksiyona neden olan Salmonella enterica subsp. enterica serovarlari yol agiktiklar
rahatsizliklara gore tifoidal ve tifoidal olmayan seklinde iki grup altinda toplanmaktadir.
Bu serovarlarin ayrimi ise spesifik antiserumlar ile somatik (O), flagellar (H) ve kapsiiler
(Vi) antijenlerinin agliitinasyonuna dayanmaktadir. Bu sekilde olusturulan Kauffman—
White semasina gore; O somatik antijen, lipopolisakkaritle iliskili oligosakkarite dayali

sekilde tanimlanmaktadir. Yaklasik olarak 60 adet O faktorii tanimlanmistir (Liideritz vd.



1966). H antijeni flagellar proteinlere dayanmasi nedeniyle hareketle iligkilidir. Bu
faktorler say1 ve harflerle temsil edilmektedir ve farkli kombinasyonlarini tasiyan ¢ok
sayida serovar tanimlamasi yapmak miimkiindiir. Bu yolla her bir serotip i¢in bir antijenik
formiil olusturulabilir. Vi antijeni ise viriilansla iliskilendirilmektir ve bu nedenle hastalik
yapma kabiliyeti daha yiiksek Salmonella tiirleri tarafindan taginmaktadir. Tim bu teshis

yontemleri ile su an 2600°{ gegen Salmonella serovari tanimlanmastir.

Salmonella ‘

A 4 y

.

Salmonella enterica

|

[ Salmonella bongori

4 y y

L 4
| Subsp.V I Subsp. I Subsp. I |[ Subsp. IIa || Subsp. IIIb || Subsp. IV [ Subsp. VI
enterica salamae diarizonae || houtenae indica

arizonae
[

Tifoidal [ Tifoidal Olmayan ]
J, |1

v v
[ Paratifo ] [ Gastroenterit ] [ Ekstraintestinal]

S. Typhi S. Paratyphi A S. Typhimurium S. Choleraesius
S. Paratyphi B S. Enteritidis S. Typhisuis
S. Paratyphi C S. Dublin S. Enteritidis
S. Virchow S. Typhimurium
S. Heidelberg S. Dublin

S. Bovismorbificans

Sekil 2.1 Salmonella taksonomisi

Genis bir konak spektrumu olan bu cins, ayn1 zamanda serovarlariin adapte olduklar
konaklar bakimdan da gruplandirilabilir ve karakterize edilebilir (Agbaje vd. 2011). Bu
gruplandirmaya gore; birinci grubu S. Typhi, S. Paratyphi A, B, C ve S. Sendai insan ve
yiiksek primatlara uyum saglanmis Salmonellae olusturur. ikinci grup belirli hayvan
tiirlerine adapte olmus Salmonella serovarlarmi igermektedir. Ornek olarak; S. Dublin
sigirlara S. Gallinarum kiimes hayvanlarina, S. Abortusequi atlara, S. Abortusovis
koyunlara ve S. Choleraesuis domuzlara uyum saglamistir. Grup ¢ ise herhangi bir
spesifik konagi olmayan ancak insanlarda ve ¢ok sayida hayvanda enfeksiyona neden
olan Salmonella serovarlarini kapsar. Bunlar baslica, bu tezinde konusu olan S.

Typhimurium ve S. Enteritidis’tir. Bu dogrultuda, Salmonella enterica subsp. | serogrubu



neredeyse tiim insan ve sicak kanli hayvanlardaki enfeksiyonlardan sorumludur. Diger S.
enterica serotipleri ve S. bongori genellikle soguk kanli hayvanlardan ve ¢evreden izole
edilmektedir (Agbaje vd. 2011).

Bu cinsin en kalabalik grubunu yaklasik 1600 serovar ile Salmonella enterica subsp. |
olusturmaktadir. Dolayisiyla, enterica alttiiriine ait serovarlarin neden oldugu
rahatsizliklarin halk sagligi tizerinde bir yiik olmasinin yani sira ekonomik olarak etkileri
de biiytiktir. Bu serovarlardan tifoidal olanlar, tifoidal olmayanlarin aksine, insan1 konak
olarak belirlemis ve tamamen adapte olmustur. Tifo ve paratifoya neden olan serovarlar
enterik atesinin sorumlusudur ve bu sistematik hastalik diinya ¢apinda ¢ok fazla vaka ve
olimle sonuglanmakta ve genellikle gelismekte olan {iilkelerde endemiler seklinde
seyretmektedir. Ancak tifoidal olmayan salmonelloz vakalari diinyanin her yerinde
goriilmekte ve nedeni olan serovarlar kimi zaman gastroenterite neden olmakta kimi
zamansa bakteriyemi ve fokal sistemik enfeksiyonlarla ilerleyen ekstra intestinal
hastaliklara yol a¢maktadir. Bu serovarlardan bazilarmin invazyon yetenekleri gok

belirgindir ve bu da bazi sekonder veya koenfeksiyonlarin olusmasina neden olmaktadir.

2.2 Salmonella Genel Ozellikleri

Gram negatif olan bu bakteri basil seklinde ve yaklasik olarak 0,7 — 1,5 um genisliginde
2,0 — 5,0 um uzunlugunda ve sporsuzdur (Ozalp 2012, Tessari vd. 2012). Salmonella
Gallinarum ve Salmonella Pullorum harig peritris flagella ile hareket ederler (Molbak vd.
2006, Ozalp 2012).

Yumurta ve kiimes hayvanlarinin eti Salmonella enfeksiyonlarinin ana kaynagini
olusturmaktadir. Bunlarin yaninda, kirmizi et, siit ve siit {irlinleri, meyve ve sebzeler, hatta
balik¢ilik iiriinleri de Salmonella’nin tasinmasina aracilik yapmaktadir. Salmonella ile
enfekte olmus hayvan etlerinin tiiketilmesi Salmonelloz vakalarimin kaynaklarindan
biridir. Salmonella’nin genellikle, gida iiretiminin yapildig1 yiizeylerden bulastigir kabul
edilmektedir ancak ana bulas yolu hayvan kaynakli fekal kirlilik de olabilir. Bulas
yollarmin disinda depolama sicakligi ve yetersiz pisirme gibi nedenler de salmonelloz

vakalarina zemin olusturmaktadir. Gida zincirinde neden oldugu bu kontaminasyonlar



g6z Oniine alindiginda bu bakterinin hayatta kalmasi ve iiremesini sinirlayan ekolojik
faktorler de onem kazanmaktadir. Salmonella’nin tiremesi i¢in en diisiik sicakligin 7 °C
oldugu belirtilmektedir, ancak 15 °C altinda iireme disiiktiir. Bunun yaninda S.
Heidelberg 5,3 °C’de iireyebilmesi ile bir istisnadir (Giaccone vd. 2011). Ayrica S.
Typhimurium 6,2 °C ve 45 °C araliginda yasayabilmektedir ancak bu aralik disi
sicakliklar bu bakteri igin bakterisidal bir etki gostermektedir (Gomez-Aldapa vd. 2012).
Maksimum iireme sicakhigi ise 49,3 °C'dir; bu esik gegcildiginde, hiicre duvari
bilesenlerinin denatlirasyonu ve 1siya duyarli enzimlerin inaktivasyonu nedeniyle
Salmonella 6lmeye baslar (Giaccone vd. 2011). Sonug¢ olarak, Salmonella spp. i¢in

optimum sicaklik degeri 35 - 43 °C araligindadir.

Salmonella igin gerekli en diisiik mevcut nem miktar1 0,94°tiir (Giaccone vd. 2011,
Gomez-Aldapa vd. 2012, Olgunoglu 2012). Salmonella dehidrasyon kosullarinda uzun
stire hayatta kalabilmektedir. Bu ¢ikolatanin da i¢inde oldugu tatlilardan kaynakli gida
zehirlenmesi salgilarinda tespit edilmistir (Giaccone vd. 2011). Ayrica yasamasi igin
maksimum tuz konsantrasyonu % 0,4 — 0,5 arasidir (Olgunoglu 2012). Tuz
konsantrasyonun % 3 ile % 4 arasinda oldugu kosullarda ise Salmonella itiremesi

genellikle durur (Giaccone vd. 2011).

Salmonella’nin yasamasi i¢in maksimum asidik pH 3,8 olarak nitelendirilmektedir ancak
bu asidin tiiriine baghdir (Giaccone vd. 2011). Salmonella asetik asit ve laktik asite
hassasken; sitrik asite kars1 gorece direng gostermektedir (Giaccone vd. 2011). Ayrica bu
patojenin mide asidinde hayatta kalarak bagirsaga ge¢gmesi de minimum pH s6z konusu
oldugunda goz oOnlinde bulundurulmalidir. Salmonella 4,0 ila 9,5 pH araliginda
tireyebilmektedir ancak en uygun pH, nétral pH civar1 degerlerdir (Giaccone vd. 2011,
Gomez-Aldapa vd. 2012).

2.3 Biyofilm Yapisi ve Olusum Asamalari

Biyofilmler; bir veya birden fazla tiiriin olusturdugu abiyotik ve biyotik yiizeylere
tutunmus ve kendileri tarafindan sentezlenen bir ekstra polimerik matriks (EPS) ile

sarilmig ¢ok hiicreli benzeri bir yagsam formu olarak tanimlanabilirler (Costerton 1999,



Donlan ve Costerton 2002, Hall-Stoodley vd. 2006, Stewart ve Franklin 2008, Homoe
vd. 2009, Flemming ve Wingender 2010, Akgelik ve Akgelik 2022). In vitro ortamlarin
aksine dogal ortamlarda, biyofilm neredeyse her zaman, belirli bir amagla bir araya gelen
ve ayrilan, genetik materyalini yliksek oranlarda paylasan ve biyofilm i¢indeki tiim farkli
nigleri paylasan mikroorganizmalar1 barindiran ¢ok tiirlii bir mikrobiyal topluluktur

(Watnick ve Kolter 2000)
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Sekil 2.2 Biyofilm asamalar1

Mikroorganizmalar, yasayan dokularda, kalici Kkatater ve hatta platin protezlerde,
endiistriyel ya da icilebilir su sistemleri borularinda veya dogal su ortamlarinda biyofilm
olusturabilirler (Donlan 2001, Donlan 2002). insanlarda, tiim hastane enfeksiyonlarmin
% 65’den fazlasini biyofilm kaynakli oldugu tahmin edilmektedir (Consterton vd. 1999,
Donlan 2001, Davies 2003, Douglas 2003, Ramage vd. 2006, Hall-Stoodley ve Stoodley
2009). Biyofilmlerin neden oldugu hastaliklar arasinda dis ¢iirtimesi, dis eti ¢ekilmesi,
orta kulak iltihabi, kronik yaralar ve endokardit 6rnek olarak siralanabilir (Hall-Stoodley
vd. 2006, Ramage vd. 2006, Homoe vd. 2009, Percival vd. 2011).

Biyofilm olusumu iyi tanimlanmis ve ayirt edilebilir asamalari igermektedir. Bu asamalar

temelde, doniisiimlii ve doniistimsiiz tutunmayi igeren erken olusum asamalar1 daha sonra



hiicre kiimeleri ve mikrokolonilerin insa edilmeye baslanmasiyla smniflandirilan orta
asama veya olgunlagma asamasi ve bu kolonilerin olusturdugu ti¢ boyutlu ve genellikle
mantar seklinde tanimlanan olgun biyofilm yapisi ve devaminda biyofilmin dagilmasiyla

sonlanan ge¢ agsamalardir.

Biyofilm olusumunun baslamasi i¢in bahsi gegen erken olusum asamasi sarttir. Bu agsama
temel olarak; mikroorganizmalarin uygun yilizey bulmalari ve bu yiizeye, rastlantisal olan
Brown hareketi ve ¢ogunlukla flagella aktivitesini rol oynadigi kemotaksis hareketleri
aracilifiyla yaklasilmasi ile baglar. Uygun mesafeye ulasilinca tutunma baglar.
Mikroorganizmalarin kati yiizeylere tutunmalarinda farkli yaklagimlar 6ne siiriilmiistiir.
Bunlardan en ¢ok kabul goreni ve gegerli olani iki asamadan olusmaktadir (Marshall vd.
1971). Ilkin tutunmaya izin verecek kadar yakinlagmis hiicreler ile yiizey arasinda Van
der Walls gii¢leri, elektrostatik gii¢ler ve hidrostatik etkilesimler kurulur ve boylece geri
doniisiimlii bir tutunma meydana gelir. Ikinci ve olmazsa olmaz asama ise Dunne
tarafindan (2002) bakterilerin kendilerini ekzopolisakkarit tiretimi ve/veya fimbriya gibi
spesifik ligandlarin yiizeyle kompleks olusturmasiyla yiizeye kilitlenmeleri seklinde
tamimlanan geri doniisiimsiiz tutunmadir. Tersinir tutunmadan geri doniisimsiiz
tutunmaya geciste, kovalent ve hidrojen baglarinin yani sira hidrofobik etkilesimler de

dahil olmak iizere gesitli kuvvetler s6z konusudur (Palmer vd. 2007).

Geri doniisiimsiiz tutunmadan sonra mikroorganizmalar kiimelenerek kendi tirettikleri
hiicre dis1 matriks ile sartlmis mikrokolonileri olusturur. Hiicre dis1 matriksin sentezi,
biyofilm olusumu ve siirdiiriilmesi igin kritiktir. Bu siireg, yliksek sicaklik, besin kitligi,
cok alkali veya asidik ortam, uzun siire UV maruziyeti, antibiyotikler, deterjanlar veya
antimikrobiyallerin varligi ile tetiklenir. Hiicre disi matriks yiiksek oranda su ve
polisakkaritleri, proteinleri, lipidleri ve niikleik asitleri igeren ekstra polimerik maddeden
(EPS) olusur (Flemming ve Wingender 2010). EPS’nin igerigi biyofilmi olusturan
mikroorganizmalara, etkilenen koparilma kuvvetine, sicaklik ve besin varligina gore
degisiklik gostermektedir (Flemming ve Wingender 2010). EPS’nin seker igerigi
mikroorganizmalar arasinda cesitlilik gosterir. Ornegin, E. coli susu i¢in ana polisakkarit
kolonik asit iken, Pseudomonas aeruginosa igin aljinat, Bacillus subtilis i¢in levan olan

seker S. epidermidis icin ise N-asetil glukozamindir. ilk asamalarda az miktarda olan EPS



tiretimi biyofilm olusum siirecinin ileri agamalarinda artar ve g¢evresel stres kosullarinda

bu kolonileri stabilize eden bir yap1 gorevi goriir.

Farkli genlerin ekspresyonun biyofilm olgunlagsmasinda rol oynadigi ¢esitli ¢alismalarla
gosterilmistir. Bu ¢alismalara 6rnek olarak Domka ve arkadaslar1 (2007) tarafindan E.
coli K12 bakterisi ile gergeklestrilen analiz 4-24 saat araliginda % 7,7’den fazla genin
indiiklendigini ve ayn1 zaman araliinda planktonik hiicrelerde genomun % 2,7’sinin
represe oldugu gosterilmistir. Bu durum E. coli biyofilmine katilan hiicrelerin planktonik
hiicrelerden metabolik olarak daha aktif olduguna isaret etmektedir. Benzer bir ¢alisma
ise biyofilmler i¢in model sayilabilecek P. aeruginosa ile Waite ve arkadaslar1 (2005)
tarafindan gergeklestirilmistir. Bu ¢aligmada ise biyofilmin erken agamlar1 sayilabilecek
zaman  araliklarinda  ekpresyon — artis  gosteritken  olgunlasma  olarak
siiflandirabilecegimiz zaman araliginda ekspresyon sabit kalmaktadir. Ancak diger
calismada da oldugu gibi biyofilmdeki gen ekspresyonu siispansyondan daha fazladir.
Ozetle tutunmadan sonra biyofilm olusumunun baslamasi ve olgunlastiriimasi planktonik
formdan farkli genlerin ifade olmasi veya bazilarinin daha yiiksek oranda ekspresyonu ile
saglanilmaktadir dolayisiyla biyofilmin esasmni genetik yeniden programlama

olusturmaktadir.

Bu paralelde, biyofilmin dagilmasinda da bazi gen ifade degisiklikleri rol oynamaktadir.
Organizmalar biyofilm yapisi icerisinde farkli konumlarda kalirlar ve besin, oksijen, atik
ve Ozellikle ekstraseliiler sinyal konsantrasyonu agisindan farkli ¢evreler deneyimlerler
ve bu durum c¢esitli stres cevap faktorlerini indiikler (Rumbaugh ve Sauer 2020). Bu
cevaplardan en bilineni RpoS bagimli genel stres cevabidir. Ozetle dagilma, biyofilmdeki
canli hiicrelerin i¢ ve dis uyaranlara kars1 fizyolojik olarak diizenlenmis bir cevap olarak
yapidan ayrilmasidir (Davies 2011). Yerel uyaranlarla saglanan dagilma, organizmalarin
kendi sentezledikleri molekiiller ve isaretlerle gerceklestirilirken cevresel olarak
indiiklenen dagilma mevcut ¢evrede algilanan faktorler ve degisen ¢evreye cevaplarla
saglanir (Rumbaugh ve Sauer 2020). Tiim bu asamalarda biyofilmin siklik ve aktif bir
stirec olmas1 nedeniyle yapmin arayliziinden ayrilmalar gerceklesmektedir. Ancak
dagilma esnasinda orta tabakalarda gerceklesen ayrilmalar, biyofilm yapisinda bosluklara
neden olabilir (Rumbaugh ve Sauer 2020). Ayrilan bu hiicreler sartlar uygun oldugu
takdirde yeni bir biyofilm dongiisii baslatabilirler (Sekil 2.2).



2.3.1 Salmonella biyofilm yapis1

Salmonella’nin olusturdugu yiizeyle iliskili komiinite formu olan biyofilmler, bu
bakterinin konak i¢i ve konak dis1 ortamlardaki direncinde ve hayatta kalmasinda 6nemli
rol oynar. Salmonella, giftliklerde, mezbahalarda, gida endiistrisindeki tezgahlarda,
mutfak, tuvalet ve banyoda bulunan plastik, kauguk, ¢imento, cam ve paslanmaz ¢elik
gibi ¢ok sayida abiyotik yiizeyde biyofilm olusturabilmektedir (Joseph vd. 2001, Prouty
ve Gunn 2003, Stepanovic vd. 2004, Giaouris ve Nychas 2006, Arnold ve Yates 2009,
Vestby vd. 2009). Salmonella’nin biyofilm olusturabilme kabiliyeti, kuruma ve
dezenfektanlara karsi bakteriyi daha direngli bir hale getirir ve boylelikle esas konagina
ulagincaya dek bu yiizeylerde hayatta kalabilir. Bu abiyotik ylizeylerin yaninda
Salmonella’nin ¢ok sayida bitkinin, tohum, yaprak, kok ve hatta meyve kisimlarina
kolonize olabildigi gosterilmistir (Mahon vd. 1997, Campbell vd. 2001, Klerks vd. 2007).
Bu durum bitkileri, Salmonella’nin konaklar1 arasinda yayilimi igin bir tip vektor yapar.
Salmonella’nin biyofilm olusturdugu iyi bilinen diger bir biyotik yiizey ise safra
taglaridir. Tifo etkeni olan S. Typhi, makrofajlara invaze olarak bu hiicreler araciligiyla
karacigere taginir ve oradan da viicuda yayilir (Tsolis vd. 2008). S. Typhi ile enfekte
kisilerin yaklasik % 5'i asemptomatik kronik tagiyict haline gelir (Steenackers vd. 2011).
Bu asemptomatik tasiyicilar tarafindan Salmonella'nin yayilmasi, 6zellikle az gelismis
tilkelerde gida ve su kaynaklarimi kirletebilir ve bu nedenle tekrarlayan Salmonella

enfeksiyonlarinin kaynagi olabilir.

Salmonella ekstraseliiler matriks bilesenleri, biyofilmin olusturuldugu gevre sartlarina
gore ¢esitlilik gostermektedir. Yapidaki temel bilesenler curli fimbriya (csgDEFG-
csgBAC) (Romling vd. 1998), BapA (bapABCD) (Latasa vd. 2005), seliiloz (bcsABZC-
bcsEFG) (Zohaj vd. 2001), O-Ag kapsiilii (yihU-yshA ve yihVW) (Gibson vd. 2006), ve
LPS’dir (de Rezende vd. 2005). Bunlarin yaninda, Tip 1 fimbriya (fim), plazmidden
kodlanan fimbriya (pef), uzun polar fimbriya (Ipf), bovin kolonizasyon faktorii (bcf), Sth
fimbria (sth), kolanik asit (wca ve wza, wzb, wzc), flagella ve Tip 111 Sekresyon Sistemi
(T3SS)’de yapida rol alabilir (Prouty ve Gunn 2003). Bu bilesenlerin ifadesi, Salmonella

tiiriine 6zeldir ve temas yiizeyinden etkilenir (Romling vd. 2003).
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1980'lerin sonlarinda E. coli suslarinda kesfedilen curli, yiizeylere tutunma, hiicre
toplanmasi, biyofilm olusumu ve konak hiicreye tutunma ve invazyonda 6nemli bir rol
oynar (Barnhart 2006). csgBAC ve csgDEFG operonlar: tarafindan kodlanir. csgBAC
operonu, ana yapisal alt birim olan CsgA'y1 ve CsgB'yi kodlar. csgDEFG operonu ise,

curli fimbriya icin gerekli olan aksesuar proteinleri kodlar (Collinson vd. 1996).

B(1-4)-bagli D-glikoz birimlerinden olusan bir polisakkarit olan seliiloz, Salmonella
biyofilmlerinde sentezlenen 6nemli bir ekzopolisakkarittir. Curli ile birlikte tiretimi,
hidrofobik bir ag ile kaplanmus, sik1 bir sekilde paketlenmis hiicrelerden olusan bir matrisi
insa eder. Seliiloz biyosentezi, seliiloz liretimini aktive eden AdrA'nin transkripsiyonunu
uyaran CsgD tarafindan diizenlenir. AdrA, ya bcs operonlari ile dogrudan etkilesime
girerek ya da bis-3'-5'-siklik dimerik guanozin monofosfat (c-di-GMP) ile dolayli

etkilesime girerek seliiloz tiretimini aktive eder (Garcia vd. 2004).

Biyofilm olusumu i¢in gerekli olan biiyiik bir hiicre ylizeyi proteini olan BapA, bapA geni
tarafindan kodlanir ve Tip | Protein Sekresyon Sistemi (TISS) yoluyla sekrete edilir
(Latasa vd. 2005). Ekspresyonu, csgD'nin etkisiyle, kivrimli fimbriya ve seliilozu

kodlayan genlerin ekspresyonuyla koordine edilir.

Salmonella, fimbriya ve seliilozla iliskili O kapsiiler antijenini iretir. yihU-yshA ve
yihVW operonlart kapsiil birlestirilmesi ve translokasyonundan sorumludur ve bu siire¢
yine CsgD tarafindan regiile edilir. O antijeni tutunma ve ¢evresel kalicilikta 6nemli bir
rol oynar (Barak vd. 2007).

Hiicre disi DNA (eDNA), Salmonella biyofilmlerinin bir matriks bilesenidir. Ancak
Salmonella'nin abiyotik yiizeylerde biyofilm gelisimi sirasinda engelleyici ve
istikrarsizlastiric1 bir etkiye sahip olabilir. Bu durum Ozdemir ve arkadaslarinin (2018)
bulgular arasinda yer almaktadir. 17 farkli Salmonella serovarinda, eDNA’nin, ilkin
bakteriyel adezyonda, biyofilm yapisinda ve olgun biyofilmlerdeki etkisini test etmek
tizere yaptiklari ¢alismada ilk tutunmada eDNA’nin bazi serovarlarda belirgin sekilde
negatif bir etkiye sahip oldugu ve eDNA’nin bu inhibe ve stimiile edici etkisinin serovara

bagli oldugu gosterilmistir.
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Salmonella biyofilmlerinin yapisal bilesenleri ve sentezi cok karmasik bir regiilasyon agi

ile diizenlenmektedir.

2.3.2 Salmonella biyofilm regiilasyonu

Salmonella’da biyofilm olusumu 6ncelikle LuxR ailesinin bir tiyesi olan CsgD proteini
tarafindan diizenlenir (Liu vd. 2014). CsgD, fosforilasyon igin bir hedef olabilecek
korunmus bir aspartat (D59) igeren bir N-terminal alici alanina ve bir C-terminal LuxR
benzeri sarmal-doniig-sarmal DNA baglanma motifine sahiptir. Fosforile edilmemis
CsgD, transkripsiyonu aktive etmek i¢in dogrudan csgBA ve adrA promotor bolgelerine
baglanir (Zakikhany vd. 2010). OmpR, RpoS, RpoE, IHF, H-NS ve MIrA dahil birgok

faktor csgD'nin promotor dizisine baglanir ve transkripsiyonunu diizenler.

OmpR (dis membran proteini R) tanimlanan ilk karsi-etkili (trans-acting) regiilatdrlerden
biridir ve csgD promotorunun regiilasyonu igin gerekli oldugu gosterilmistir (Romling
vd. 1998b). OmpR, EnvZ (membrana bagli sensor kinaz) iki elemanli regiilasyon
sisteminin ana bilesenleridir ve osmolarite ve pH gbi ¢evresel degisikliklere yanit
verebilir. ompR mutantlarinin seliiloz ve curli iiretime yetenegini kaybettigi dolayisiyla

da biyofilm yapis1 olusturamadiklar1 gézlemlenmistir (Dong vd. 2011, Lu vd. 2012).

RNA polimerazin alternatif bir sigma faktorii olan RpoS, stresli kosullar altinda
bakteriyel dayaniklilik icin kritik 6neme sahiptir ve belirli S. Typhimurium suslarinda
csgD promotorunun transkripsiyonel aktivasyonu i¢in gereklidir (Romling vd. 1998).
Hamilton ve arkadaslar1 (2009) S. Typhimurium rpoS regiillonunun % 25'inden fazlasinin
silikon ve kauguk tizerindeki biyofilm hiicrelerinde upregiile edildigini bulmustur. White
ve arkadaslari (2010) ise rpoS transkripsiyonunun, S. Typhimurium dogal tip hiicrelerinde
csgD mutant hiicrelerine kiyasla neredeyse ii¢ kat daha yiiksek oldugunu kesfetmistir.
Benzer sekilde, S. Typhimurium rpoS mutantlari, CR (Kongo Kirmizisi) plakalarinda
degismis morfotipler gosterdigi ve safra taglari, cam ve polistiren gibi ¢esitli yilizeylerde
biyofilm olusumuyla ilgili sorunlar yasadigi ¢esitli ¢alismalarla gosterilmistir (Prouty ve
Gunn 2003, Romling vd. 2003, Hamilton vd. 2009). Bu bulgular, karmasik biyofilm

ortaminda hiicrelerin hayatta kalmasinda RpoS'nin 6nemini vurgulamaktadir.
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Diger bir diizenleyici olan RpoE, Salmonella'da ince agregatif fimbriyalarin
ekspresyonunda rol oynar ve bunun delesyon mutanti, 6nemli 6l¢iide azalmis miktarda

csgD ekspresyonu ve bu 6l¢iide degismis biyofilm olusumu gosterir (Huang vd. 2015).

Histon benzeri bir heterodimerik protein olan IHF, DNA'nin kiigiik oluguna baglanarak
tanimlanmis bir DNA dizisi ile etkilesime girer. IHF mutantlar1 degistirilmis ve azaltilmis
biyofilm morfotiplerini gosterir (Gerstel vd. 2003). IHF, H-NS'nin aksine konsensiis
dizilerine baglanir ve DNA biikiilmesinden sonra transkripsiyonun aktivasyonunu veya
baskilanmasini kolaylastirabilir (Steenackers vd. 2011). H-NS, intergenik csgBAC ve
csgDEFG bolgelerinde AT agisindan zengin bolgeleri baglamayi tercih eder ve csgD
promotorunu orta derecede aktive ederken aksine intergenik csgB-csgD bolgesinde AT
acindan zengin kisimlara spesifik baglanmasiyla baskilayici bir etki de gdstermektedir

(Gerstel vd. 2003).

MIrA, S. Typhimurium’un RpoS'ye bagimli curli ve hiicre dis1 matris tiretiminin pozitif
diizenleyicisi olarak gorev yapar. Dolayisiyla mIrA geninin inaktivasyonu curli iiretiminin

kaybiyla sonuglanir (Brown vd. 2001).

Ozetle, biyofilm olusumunun diizenlenmesi, csgD promotor bolgesi ile etkilesime giren
birden fazla protein ve faktorii igeren karmasik bir stirectir. Farkli Salmonella suslari
farkli diizenleyici mekanizmalara sahip olabilir ve bu diizenleyici proteinlerdeki
mutasyonlar biyofilm olusumunu 6nemli 6l¢iide etkileyebilir. Ayrica, CsgD sentezi,
transkripsiyon sonrasi seviyede, RNA saperonu Hfq aktivitesi sonucu bozulmaya karsi
korunan kiiglik RNA'lar (sSRNA'lar) tarafindan da diizenlenir. Bu SRNA'lar csgD gen
ekspresyonunu negatif olarak diizenleyebilir, bu da mRNA'nin translasyonunun

inhibisyonuna veya bozulmasina neden olabilir (Mika ve Hengge 2013).

Bunlarin yaninda, c-di-GMP, bakterilerin hareketli, serbest yiizen bir durumdan sabit,
biyofilm yasam tarzina gegisinde ¢ok O6nemli bir rol oynayan evrensel bir bakteriyel
ikincil habercidir. Hiicre igindeki yiiksek c-di-GMP seviyeleri, hiicre disi matriksin
iretimini ve biyofilm olusumunu tesvik ederken, hareketliligi baskiladigi; diisiik c-di-
GMP seviyeleri matriks tiretimini baskiladigi ve bireysel hiicre hareketini aktive ettigi

belirlenmistir (Romling vd. 2005). S. Typhimurium'daki yiiksek hiicre i¢i c-di-GMP
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seviyeleri, invazyonun engeller. Bu inhibisyon, ana biyofilm aktivatorii CsgD ve/veya
BcesA'yt gerektirir. Bu nedenle c-di-GMP sinyali, biyofilm olusumunun diizenlenmesinde
oldugu kadar, Salmonella ile konak¢i arasindaki etkilesimin diizenlenmesinde de

snemlidir (Ahmad vd. 2011).

Gamaproteobakteriler i¢inde korunan BarA/SirA iki bilesenli sistemi, Salmonellanin
viriilansi, hareketliligi ve biyofilm olusumunda rol oynayan diger onemli kiiresel
diizenleyici sistemdir (Teplitski vd. 2006). SirA, sensor kinaz BarA veya hiicresel asetil
fosfat tarafindan fosforile edilen FixJ ailesinin (CsgD gibi) bir yanit diizenleyicisidir
(Altier vd. 2000). Salmonella'da safra tuzlari ve kisa zincirli yag asitleri BarA/SirA aracilt
yanitlari etkiliyor gibi gériinmektedir (Lawhon vd. 2002). Bu sistem, hareketlilik, karbon
depolama, viriilans, ikincil metabolizma ve biyofilm olusumu gibi ¢esitli fenotipleri

kontrol eden ¢ok dnemli bir diizenleyici sistemdir (Jonas vd. 2010).

Diger bir diizenleyici sistem ise RcsC—RcsD—RcsB sistemidir. Stres faktorleri ve belirli
mutasyonlar tarafindan etkinlestirilir. Aktivasyon, gen ekspresyonunda degisikliklere yol
acarak kapsiil sentezini tesvik eder ve flagella sentezi ve viriilans genlerini baskilar
(Mariscotti vd. 2009). Salmonella biyofilminin gelisimi RcsB'nin  fosforilasyon
durumuna baghdir. Fosforile edilmemis RcsB, biyofilm matriks bilesiklerinin
ekspresyonunu aktive ederken, fosforile edilmis RecsB, CsgD ekspresyonunu
baskilayarak biyofilm gelisimini inhibe eder. Bu baskilama sSRNA RprA'nin birikmesine
baglidir (Latasa vd. 2012).

Salmonella biyofilm yapisini diizenleyen diger 6nemli bir regiilator ise Quorum Sensing
(QS) sistemidir. Salmonella’da bu sistemin tig tipi bulunur bunlar; asil-homoserin lakton
(AHL), otoindiikleyici-2 (Al-2) ve otoindiikleyici-3 (Al3-3). Bunlar biyofilm yapisinin
regiilasyonunda rol oynarlar. ilk grupta olan AHL’lere cevap veren SdiA Salmonella
biyofilm yapisinda direkt rol almamakta ancak bu protein tarafindan regiil edilen genlerin
biyofilm goérev aldigi ongériilmektedir. Ancak ikinci sistemin bir pargasi olan Al-2
sentezinde gorev alan LUxS enzimi biyofilm regiilasyonunda gorev almaktadir. Bu genin
insersiyonu dagilmis bir biyofilm yapisina neden olurken delesyonuyla biyofilm yapisi

bozulmaktadir (Jesudhasan vd. 2010). Bu sistemin ii¢iincii parcasi ise QseB/C iki
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bilesenli regiilator sistemidir ve bu sistemin eksikliginin biyofilm iiretiminde diismelerle

sonuglandig1 gosterilmistir (Ji vd. 2017).
2.3.3 PhoPQ iki bilesenli regiilator sistemi

Salmonella biyofilmlerinin karmasik regiilasyon sisteminin bir pargasi oldugu bilenen
diger bir regiilator sistem ise PhoP-PhoQ iki bilesenli sistemidir ve bilesenleri, sirasiyla
224 ve 487 amino asitlik polipeptitlerdir (Miller 1991, Véscovi vd. 1994).
Salmonella'daki PhoPQ regiilon sistemi, hiicre i¢i yanit diizenleyici PhoP ve i¢ zarda yer
alan sensor kinaz PhoQ'yu igeren iki bilesenli bir sistemdir (Kato ve Groisman 2008).
Salmonella PhoP proteini, OmpR diizenleyici ailesinin bir iiyesidir ve fosforilasyon yolu
ile bir cevap diizenleyici iglevi goriir. PhoQ ise kinaz ve fosfataz aktivitesine sahip iki
islevli bir proteindir (Kato ve Groisman 2008). Bu sistem, PhoQ'nun otofosforilasyonunu
ve fosfatin PhoP proteinine transferini tetikleyen diisik Mg konsantrasyonuyla
etkinlestirilir (Véscovi vd. 1996, Castelli vd. 2000, Chamnongpol vd. 2003, Shin ve
Groisman 2005). PhoPQ sistemi, diisiik Mg*? konsantrasyonu, bazi antimikrobiyal
peptidler, periplazmik domainde uzun zincirli doymamis yag asitleri, sitoplazmada orta
asidik pH ve transmembranda domainlerinde osmalaritedeki bir artis gibi ¢ok fazla
cevresel degisiklikle aktive edilir (Groisman vd. 2021, Sekil 2.3).

Sitezolde azidik pH Ozmelaritede arhg

Diigak peniplazmik lIg_: Kiza zineirli vag
konsantrasyonu < asitleni

®

Bakteriyvel PhoP Higere yiizeyi
virtlans modifikasvonlan
Sitoplazmik Antimikrobiyal
T-.Ig_: dengesi gjanlara direng

PhoQ sensorii siyahla gosterilen sinyallerle etkinlestirilir. PhoQ tarafindan fosforilasyon {izerine,
diizenleyici PhoP turuncu renkle gosterilen aktiviteleri kontrol eder (Groisman vd. 2021).

Sekil 2.3 PhoP/PhoQ iki bilesenli sistemi diizenlenmesi
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PhoP/Q sistemi, H-NS, SlyA, Rcs, MgrB ve RstB dahil olmak iizere gesitli hiicresel
diizenleyiciler tarafindan transkripsiyonel veya post-transkripsiyonel olarak diizenlenir
(Tierrez vd. 2004, Navarre vd. 2005, Song vd. 2008, Lippa vd. 2009). Ayni zamanda
PhoP/Q sistemi kendi transkripsiyonunu pozitif olarak regiile eder ve bunun Salmonella

viriilansi i¢in kritik oldugu gosterilmistir (Kato ve Groisman 2008).

Tanimlanmig PhoP regiilonu tarafindan diizenlenen genler i¢in bazi prensipler ortaya
konulabilir. {lk olarak PhoP-PhoQ regiilatorii, Mg*? smirlandig1 ortamlarda adaptasyona
aracilik eder. lkincisi, PhoP-PhoQ bircok Gram-negatif tiirde viriilans1 yonetir.
Uciinciisii, PhoP tarafindan diizenlenen genlerin ¢ogu tiire 6zgiidiir ve mikroorganizmaya
benzersiz 6zellikler kazandirir. Ve dordiinciisii, PhoP-PhoQ), bakteri hiicre zarindaki

birgok bilesenin modifikasyonunu ydnetir (Groisman 2001).

Genellikle, iki bilesenli sistemler ailesinin transkripsiyonel diizenleyicilerinin, kontrol
ettikleri genlerin transkripsiyonunu aktive etmek veya bastirmak i¢in belirli DNA
dizilerine baglandigi varsayilir (Véscovi vd. 1994). PhoP/PhoQ tarafindan aktive edilen
genlerin promotor bolgesinde, (T/G)GTTTA tekrart igeren “pho kutusu” bulunur ve PhoP
bu yolla ekspresyonu saglar (Véscovi vd. 1994, Groisman 2001, Kato ve Groisman 2008).
DNA'ya baglandiktan sonra PhoP-P, PhoP ile aktiflestirilen genlerin (pag)
transkripsiyonunu arttirir ve PhoP ile represe edilen genlerin (prg) transkripsiyonunu
azaltir (Yin vd. 2009, Groisman vd. 2021). PhoP tarafindan aktive edilen genlerden birisi
de bu tezin konusu olan pagN genidir. PhoP aktive edildikten sonra 120’den daha fazla
genin ekspresyonunu hem dogrudan hem de dolayli olarak kontrol eder. PhoP-PhoQ
sistemi, Salmonella genomunda kodlanan agik okuma ¢ergevelerinin (ORF) yaklasik %
I'ini olusturan Salmonella'daki en az 40 proteinin ekspresyonunu yonetir (Groisman
2001). Bu genler, LPS modifikasyonu, magnezyum tasinmasi, epitel hiicrelerine
invazyonda ve makrofaj i¢i hayatta kalma gibi ¢esitli islevlerde rol oynar (Charles vd.
2009).

I¢ membran PhoQ sensér kinazin gevresel aktivasyonu, sitoplazmik cevap regiilatorii olan
PhoP’nin fosforilasyonunu artirir. Fosforile olmus PhoP, dis membran proteinlerini
kodlayan genleri, regiilatorleri, intraselliiler Tip 111 Sekresyon Sistemi komponentlerini,

sistolik pH i¢in tampon gorevi géren i¢ membran tagiyicilarini ve dis membran bariyer
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komponentlerini kovalent olarak modifiye eden enzimleri aktive ederken flagellar ve
invazyonla iligkili Tip Il Sekresyon Sistemi efektorlerini kodlayan genleri baskilar
(Dalebroux ve Miller 2014).

PhoPQ iki bilesenli regiilator sistemi tarafindan ifadesi diizenlenen genlerin biyofilm
olusumuyla iliskili oldugu ¢esitli ¢alismalarda gosterilmistir (Adams vd. 2001, Prouty ve
Gunn 2003, Park vd. 2015).

2.4 Salmonella Adezinleri

Adezinler, patojenik bakterilerin, kolonizasyonu ve yayilimi i¢in kritik bir viriilans
faktoriidiir (Hansmeier vd. 2017). Kolonizasyon, planktonik veya hiicre agregatlarinin
adezyonu ile baslar. Abiyotik yiizeylere adezyon, spesifik olmayan etkilesimlerle
yiriitiilebilirken  biyotik yiizeylere adezyon, spesifik reseptor-ligand iligkileri
gerektirmektedir (Berne vd. 2015). Adezyonun ilk asamasi planktonik hiicrelerle ylizeyin
ya da substratin fiziksel veya kimyasal etkilesimidir (Hermansson 1999). Bu
fizikokimyasal etkilesimler; kovalent baglar, Van der Waals kuvveti, elektrostatik
kuvvetler ve asit-baz etkilesimleridir. Gii¢lii tutunma, kovalent baglar ve iyonik baglarla
gerceklestirilebilir ancak hidrojen baglari, Van der Waals etkilesimleri gibi zayif baglar
yapiy1 giiclendirebilir ya da ¢ok sayida ise gii¢lii tutunma saglayabilir (Berne vd. 2015).
Enterik bakterilerin intestinal bariyerdeki mukozal yiizeylere kolonizasyonu ve
penetrasyonu i¢in adezinler esastir (Baumler vd. 1997). Hedeflenen hiicre tipiyle ilkin
etkilesime gecen adezinler, epitel hiicrenin sinyal yolaklariin degistirilmesi gibi konak-

parazit iliskilerinde 6nemli roller iistlenebilirler (Baumler vd. 1997).

Salmonella bagirsaga gectikten sonraki konak dokuya adezyonu patojenite i¢in en dnemli
asamadir. Patojen ve konak hiicre arasindaki ilk siki baglanti; biyofilm olusumu, protein
translokasyonu, hiicreye giris ve sonraki sistemik yayilma gibi ileriki fazlarin
tetiklenmesi i¢in On asamadir (Wagner ve Hensel 2011). Salmonella’nin yiizeylere
tutunmasinda gesitli yapilar rol oynar. Bu adeziv yapilar fimbriyal ve fimbriyal olmayan
adezinler olarak temel olarak iki grupta simiflandirilir ve birlestirilme yolaklarina gore
farklilagirlar (Soto ve Hultgren 1999).
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S. enterica, serotipine bagli olarak, 13 kadar fimbriyal ve en az yedi fimbriyal olmayan
adezin kodlayabilir (Hansmeier vd. 2017). Bu iki gruba ek olarak esas islevlerinin
yaninda tutunmada da Onemli rolleri olan bazi1 polisakkaritlerden bahsetmek de

mumkuindiir.

2.4.1 Salmonella’nin fimbriyal adezinleri

Fimbriyalar, protein yapidaki ylizey uzantilaridir (Wagner ve Hensel 2011). Gram negatif
bakteriler i¢in 6nemli olan bu yiizey yapisi ¢esitli ¢ok sayida alt tiniteden olusur ve
spesifik interaksiyonlar ile reseptorlere tutunmayi saglarlar (Amono 2010). Fimbriyal
adezinlerin alt tiniteleri, farkli sistemlerle birlestirilirler. Bunlar; saperon — yer gosterici
yolagi (CUP), ekstraseliiler niikleasyon yolagi ve Tip Il Sekresyon Sistemine benzer bir

sistemle ¢alisan tip IV pili 6zel yolagidir.

Fimbriyal operonlarin dagilimi farkli serovarlarin c¢esitli nislere adaptasyonunu
yansitmaktadir. Fimbriyalar konakg1 hiicre baglanmasinda, kolonizasyonda ve biyofilm

olusumunda rol oynar.

2.4.1.1 Saperon -yol gosterici (Saperon — Usher) yolagi

Saperon — yol gosterici yoluyla birlestirilen fimbriyal adezin alt tiniteleri N- terminal
sekresyon sekansi ile genel sekresyon yolagi (GSP) tarafindan periplazmaya sektreye
edilir, periplazmada, spesifik saperonlarla interaksiyona girerler ve bu yolla erken
birlestirilme veya proteazlar tarafindan degrede edilmeleri gibi istenmeyen durumlar
engellenir. Ayni zamanda bu saperonlar, fimbriyal alt tiniteleri, bunlarin birlestirilmesini
koordine eden dis membran proteinleri olan yol gostericiye iletir. Birlestirilmesi
tamamlanmis fimbriyalarin, distal alt tniteleri konakla etkilesime gegen reseptor

baglanma bolgesine sahiptir (Wagner ve Hensel 2011, Rehman vd. 2019).

Bu yolla birlestirilen Salmonella i¢in 6nemli bir fimbriyal adezin tip 1 fimbriyalarin bir
tiyesi olan mannoz duyarli Fim fimbriyadir. Fim fimbriya, alt1 gen iceren bir operonda

olusan fim gen kiimesi tarafindan sentezlenir ve bundan bagimsiz olarak bagimsiz ti¢ gen
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tarafindan regiile edilir (Zeiner vd 2012). Fimbrial uzanti; FimA, FimC ve FimD olmak
lizere ana alt linitelerinin kompozisyonlarindan olusur. Bu tip fimbriyanin en ug¢ kisminda,
konak hiicre respetorlerine tutunmasiyla karakterize edilen FimH vardir (Duncan vd.
2005, Holden vd. 2007). Ek olarak, FimH ayn1 zamanda, a3bl integrin alt {initeleri ve
integral membran glikoproteini, uroplakin gibi diger konak proteinlerine baglanabilir
(Amono 2010). Saperon — yol gosterici yolagi ile birlestirilen bu fimbriya, bakterinin,
konak mukozal yiizeylerine kolonizasyon, hava-siv1 arafazi gibi akis stresinin bulundugu
ortamlara dayanmasina saglar. Ayni1 zamanda biyofilm formasyonunda da rol oynadigi
gosterilmistir (Berne vd. 2015). Bu agilardan tip 1 fimbriya, Salmonella viriilans i¢in

oldukca onemli bir faktordiir.

Tip 1 fimbriyanin yaninda saperon- yol gosterici yolagi tarafindan birlestirilen ve
genellikle serovar spesifik pek cok baska fimbriya da bulunmaktadir. Ornek olarak; bcf,
sdj, sdl, Ipf sef, mrk, sib, pef, sdj genleri tarafindan sentezlenen fimbriyalar gibi ¢ok sayida
fimbria mevcuttur (Dufresne ve Daigle 2017).

2.4.1.2 Niikleasyon ¢okme (Nucleation Precipitation) yolag

Diger bir birlestirme yolagi ise niikkleasyon ¢okme yolagidir. Curli fimbriya bu essiz yolla
birlestirilir. Curli, otoagregasyonda, ¢esitli ylizeylere adezyonda ve biyofilm yapisinin
olusturulmasinda Salmonella tarafindan kullanilir. Curli, genellikle ince agregatif
fimbriya olarak da isimlendirilen, 6-12 nm c¢apinda ve c¢esitli boylarda olabilen
fimbriyadir (Berne vd. 2015). Enterobacteriaceae familyasinda bazi bakteriler bu
fimbriyaya sahiptir. Curli fimbriya alt tiniteleri csg (curli subunit gene) genleri tarafindan
kodlanir. Bu fimbriyanin biyogenezi cSgBAC ve csgDEFG’nin i¢inde oldugu ¢ok sayida
operona baglidir. csgBAC operonu tarafindan kodlanan proteinler fimbriyanin yapisal
birimlerini olustururken cSgDEFG operonu diizenleyici gorevindeki proteinleri kodlar
(Evans ve Chapman 2014, Rehman vd 2019). CsgA dis membrana katlanmamig
¢oziilebilir bir peptid olarak saliir ve bu protein curli fimbriyanin alt birimlerini
olusturur. CsgB ise c¢ekirdekleyici gorevindedir ve CsgA’nin amiloid halde hiicre
yiizeyini kaplamasini saglar. CsgC ise bu alt iinitelerin sekresyonunda rol alan kii¢iik bir

periplazmik protein oksirediiktazdir. Niikleator ve alt iinite bir lipoprotein olan por
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formundaki CsgG ile dis mebrana sekrete olur. Aksesuar proteinler CsgE ve CsgF ile ise
saperon benzeri bir fonksiyonda davranarak curli fiberlerinin hiicre yiizetine diizgiin
sekrete olmasini ve baglanmasini saglarlar. CsgD ise bir pozitif regiilatérdiir ve biyofilm
yapisindaki curli ve seliiloz tiretimini pozitif olarak regiile eder (Amano 2010, Evans ve
Chapman 2014, Bhoite vd. 2019, Rehman vd 2019).

2.4.1.3 Tip IV fimbriya yolag

Tip IV fimbriya ise Salmonella fimbriyal adezinlerinin diger bir grubudur ve ¢ok sayida
bakteriyel patojen bu fimbriyaya sahiptir (Rehman vd. 2019). Tip IV fimbriyalar,
bakteriyel viriilansla iliskilendirilen ana adezinlerdir. Salmonella’da Tip IV fimbriya
yolagi tam olarak karakterize edilememistir. T4b fimbriya, insanlara adapte olmus S.
Typhi’de bulunur (Zhang vd. 2000). S. Typhi’deki PilE ve PilS pilus alt birimleri, GSP
araciligiyla periplazmaya taginir ve i¢ membrana baglanir ve N-terminal lider dizisi
prepilin peptidazlar PilD ve PilU tarafindan kesilir ve ATPaz aracili pilus
depolimerizasyonu gerceklestirilir (Craig ve Li 2008).

2.4.2 Salmonella’nin fimbriyal olmayan adezinleri

Bu tip adezinler bakterilerde ¢ok yaygindir ve biiyiik ¢esitlilige sahiptir. Fimbriyal
olmayan adezinler; ototransporter adezinler, dis membran adezinleri ve Tip | Sekresyon
Sistemi (T1SS) tarafindan salgilanan biiylik monomerik ve oligomerik yapida, yiizey
iligkili proteinlerdir (Amono 2010, Wagner ve Hensel 2011). Fimbriyal olmayan
adezinler, konak yiizeyine, kovalent veya kovalent olmayan etkilesimler ile tutunmay1
saglar ve ayni zamanda hiicre-hiicre interaksiyonu ve agregasyonda 6nemli rol oynar.
Dahasi bu tip adezinler biyofilm matriksi ve bakteri arasindaki iliskinin kurulmasi i¢in
oldukg¢a onemlidir (Berne vd. 2015). Bu adezinler konak yiizeyinde kollajen, laminin,
elastin, proteoglikan, fibrinojen ve fibronektin gibi ¢ok ¢esitli ekstraseliiler matriks

elemanlarimi tanir (Amano 2010).
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2.4.2.1 T1SS tarafindan sekrete edilen adezinler

Tip | Sekresyon Sistemi, Gram negatif bakterilerde bulunan, gesitli boyutlarda ve
fonksiyonlardaki proteinlerin tek asamada hiicre disina taginmasini saglayan bir
translokatordiir (Amano 2010). S. enterica’da bu sekresyon sistemi tarafindan salgilanan,
iki tip adezin tamimlanmistir. Bunlar BapA ve SiiE’dir Bu adezinler hiicre disina

salgilanan Salmonella proteomunun en biiyiik proteinlerdir (Wagner ve Hensel 2011).

Bunlardan BapA (biofilm associated protein) bakteriyel zara bagli, biyofilm iliskili
proteindir ve biyofilm formasyonun siirdiiriilmesi i¢in diger adezinlerle birlikte ¢aligir.
BapA S. enterica’da biyofilm ve pelikiil olusumunu destekler ve artirir (Wagner ve
Hensel 2011, Latasa vd. 2015). BapA, bapA geninin asag1 akisinda yer alan tip | protein
sekresyon sistemi (BapBCD) yoluyla salgilanir ve hiicre yiizeyiyle gevsek bir sekilde
iliskili oldugu bulunmustur (Latasa vd. 2015). BapA'nin ekspresyonu, csgD'nin etkisi

yoluyla, curli fimbriya ve seliilozu kodlayan genlerle koordine edilir.

Buna karsilik SiiE serbesttir ve biyofilm yapisinda 6nem arz eden bir rolii yoktur. Ancak
konak-spesifik bir kolonizasyon faktorii olarak hizmet eder (Wagner ve Hensel 2011). S.
enterica, polarize epitel hiicrelerinin apikal tarafina yapismak i¢in SiiE’yi kullanir. Bu
yakin temas, efektor proteinlerin Salmonella Patojenisite Adasi 1 (SPI1) Tip Il
Sekresyon Sistemi (T3SS) yoluyla translokasyonunun aracilik ettigi invazyon igin
gereklidir. SiiE'nin N-terminal kismindaki spesifik alanlarin, bakteri yiizeyinde
tutulmasini ve koordineli salinimi kontrol etmek i¢in ¢ok onemli oldugu bulunmustur

(Wagner vd. 2011, Barlag vd. 2015).

Bu agilardan, Tip I Sekresyon Sistemi, Salmonella adezyonu i¢in dnemli ve &zgiin

proteinleri salgilamasi 6zelligi nedeniyle patojenite icin kritiktir.

2.4.2.2 T5SS tarafindan sekrete edilen adezinler

Gram negatif bakterilerde gézlenen diger bir fimbriyal olmayan adezin sinifi ise Tip V

Sekresyon Sistemi tarafindan transloke edilen ototransporter proteinleridir. Bu tip
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adezinler sitoplazmadan periplazmaya Sec-bagimli mekanizma (genel sekresyon yolagi)
aracilifiyla tasinir. Buradan dis membrana B-ficis1 formundaki kanallar araciligiyla
sekrete edilir. Bu a¢idan Tip V Sekresyon Sistemi iki asamali bir islem siireci izler (Berne
vd. 2015). Bu proteinler ortak yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri paylasirlar. Sec-bagimli
sinyal peptidi gorevi goren amino terminal (N terminal), proteinin islevsel bolimii olan
yolcu domaini, yolcu domainin sekresyonuna izin veren C terminal (karboksil terminal)
kisimlarindan olugsmaktadir (Amono 2010, Berne vd. 2015). Ototransporterlar ti¢ farkli
grupla temsil edilirler. Bunlar; monomerik ototransporterlar, trimerik ototransporterlar ve

iki partnerli sekresyon sistemleri seklindedir.

Salmonella’da Tip V Sekresyon Sistemi tarafindan sekrete edilen ii¢ farkli adezin
bulunmaktadir. Bunlardan SadA, trimerik adezinler ailesi {iiyesi bir proteindir.
Raghunathan ve arkadaglar1 (2011) SadA ekspresyonun; hiicre agregasyonu, biyofilm
formasyonu ve insan bagirsak epitel hiicrelerine tutunmada artisa neden oldugunu
gostermislerdir. Tip V Sekresyon Sistemi tarafindan salgilanan protein ise intestinal
adezyonda Ozellikle fibronektine baglanmada gdrev alan monomerik ototransporter
MisL’dir (Tiikel vd. 2007). Diger bir monomerik ototransporter olan ShdA, fibronektine
baglanmada heparini taklit eden ve onunla yarisan bir proteindir (Wagner ve Hensel
2011). Shd’nin S. Typhimurium’un fare g¢ekumuna dayanmasinda ve buraya

kolonizasyonunda rol aldig1 gosterilmistir (Kingsley vd. 2002).

2.5 Salmonella invazinleri

Basarili bir enfeksiyonu baslatmak veya siirdiirmek igin bakteriler ¢ok sayida strateji
gelistirmistir. Bu stratejilerden birisi de invazyondur. invaziv bakteri, fagositik ve
fagositik olmayan hiicreleri, aktif bir sekilde kendinin hiicre i¢ine alinimi i¢in indiikler ve
daha sonra icerisinde hayatta kalabilecegi, boliinebilecegi ve yayilabilecegi korunmus bir

nis kurar (Cossart ve Sansonetti 2004).

Salmonella patojenitesinin esas 6zelligi; fagositik ve fagositik olmayan konak hiicrelere
girisidir (Boumart vd. 2014). Salmonella bir fakiiltatif intraselliiler patojendir ve hiicreye

girdikten sonra Salmonella Iceren Vakuol (SCV) olarak bilinen degistirilmis fagozom
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icinde hayatta kalir (Bernal-Bayard ve Ramos-Morales 2018). Giris ve intraselliiler
yasamin; Salmonella’nin ¢ogalmasi, yayilmasi ve diger konaklara gegmesi igin kritik
oldugu diistiniilmektedir (Boumart vd. 2014). Bu giris iki tipte gerceklesebilir. Bunlardan
ilki, Tip III Sekresyon Sisteminin (T3SS) rol oynadigi tetikleyici (trigger) giris
mekanizmasidir. Tkinci tanimlanmis mekanizma ise, dis membran proteinlerinden olan
Rck proteinin yonettigi fermuar (zipper) benzeri giristir. Ayrica fermuar tipi girise benzer
bir yol izledigi diisiinlen ve bu tezin de konusu olan PagN aracili giris bulunmaktadir.
Salmonella hem tetikleyici hem de fermuar benzeri giris mekanizmasina sahip oldugu

gosterilen ilk bakteridir (Boumart vd. 2014).

2.5.1 T3SS bagimh invazyon

Tip III Sekresyon Sistemi ¢cok sayida Gram negatif patojen bakteriler tarafindan efektor
proteinleri enjekte etmek icin kullanilan temas bagimli tasima sistemidir (Agbor ve
McCormick 2011, Malik-Kale vd. 2011). Bu sistem, membrana bagli enjektozom ve 800
A-uzunlugunda konak hiicreyle etkilesim i¢in kullanilan igne kompleksinde olusan, 3,5
megadalton igne benzeri yapidir (Radics vd. 2014). Bu nano enjeksiyon sistemi 20-30
proteinden olusur (Malik-Kale vd. 2011). Yatay gen transferi ile kazanilmig olduklar
diigiiniilen Salmonella Patojenite Adast 1 ve 2 tarafindan kodlanan iki farkli Tip 1l
Sekresyon Sistemi vardir. Bu T3SS-1 ve T3SS-2 birlikte 30’dan fazla efektor proteini
sitoplazmadan konak hiicreye enjekte etmek i¢in kullanilir (Radics vd. 2014). T3SS-1
kiimesi, bagirsak epitel hiicrelerine, M hiicrelerine, bagirsak liimenine erken faz
invazyondan ve ilkin inflamatuar yanittan sorumludur. Ancak T3SS-2 iliskili ge¢

enfeksiyon, konak fagositi icerisinde yagamay1 ve ¢gogalmayi icerir (Bao vd. 2020).

T3SS ile gerceklestirilen giris mekanizmasi tetikleyici mekanizmadir. Enjekte edilen
efektor protein kokteyli ile direkt veya direkt olmayan sekilde “membran kirigsmasi”
olarak bilinen hiicre iskeleti yeniden diizenlenmesini indiikler (Boumart vd. 2014). Bu
efektorlerden SipA ve SipC aktinleri paketler ve yonlendirir. SipB, SipC ve SipD bu
efektorlerin taginmasini saglayan translokon komponentleridir (Zhang vd. 2008, Agbor
ve McCormick 2011). SopE ve SopE2, Aktin Iliskili Protein 2/3 (Arp2/3) araciligiyla

aktin sitoiskeleti birlestirilmesini saglayan Rho GTPazi1 aktive ederek sitoiskeleti
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diizenler. SopE ve SopE2 ayni zamanda, fonksiyonu Rho GTPaz’la benzer olan Rac-1 ve
Cdc42 gibi gesitli substratlar1 aktive eder (Zhang vd. 2008, Agbor ve McCormick 2011).
Bu efektorler araciligiyla Salmonella kendi girisini indiikler. Bu asamadan sonra GTPaz
aktivasyon proteini (GAP), SptP, Rac-1 ve Cdc42’yi inaktive ederek konak hiicre
iskeletinin eski haline donmesini saglar ve bu sekilde giris tamamlanmis olur (Zhang vd.
2008, Agbor ve McCormick 2011).

T3SS fakiiltatif intraseliiler bir patojen olan Salmonella’nin viriilansi i¢in oldukga
onemlidir ancak yoklugunda invazyonu siirdiirmek igin ¢alisan bagka mekanizmalar

oldugu da gosterilmistir.

2.5.2 Rck bagimh invazyon

Murray ve Lee tarafindan (2000) Salmonella’da Tip 111 Sekresyon Sistemi rol almaksizin
bakteriyel girisin gergeklesebilecegi gosterilmistir. Bu giris yollarindan birisi Rck
invasinidir. Rck viriilans plazmidi tizerinde bulunan rck geni tarafindan kodlanan, 19-
kDa bir dis membran proteinidir (Rosselin vd. 2010). Bu gen S. Enteritidis ve S.
Typhimurium gibi konak spesifik olmayan serovarlarda ¢ok korunmustur ve S. Dublin’de
bu geni bulundurabilir ancak diger serovarlarda tespit edilememistir (Boumart vd. 2014).
N-asil homoserin lakton, rck geninin ifadesini destekler ve bakterinin i¢eri alimin1 artirir
(Hume vd. 2017). Epidermal biiyiime faktorii reseptorlerinin (EGFR) Rck proteini igin
baglanma noktasi gorevi gordiigii diisiiniilmektedir. Baglanma EGFR kalintilarinin
otofosforilasyonunu tetikler (Hume vd. 2017). Daha sonra hem Racl hem de kinaz
Akt'nin aktivasyonu, sinif I PI3K tirozin kinazlar tarafindan gergeklestirilir (Boumart vd.
2014, Hume vd. 2017). Tiim bunlar aktin yeniden diizenlenme hareketliligine yol agar.

Bu sekilde fermuar tipi giris mekanizmasi ile invazyon gerceklesir.

2.6 Bir Adezin ve Invazin Olarak PagN

Salmonella’da pagN geni tarafindan kodlanan PagN, 239 aminoasit igeren ve molekiiler
agirlig1 25,708 Da olan bir dig membran proteinidir. Sinonim ismi ise iviVI-A’dir. Ayrica

S. Typhi’de bu protein bazi kaynaklarda T2942 olarak da isimlendirilmektedir (Hume vd.
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2017). Bu protein; Salmonella tiir, alttiir ve serotip seviyesinde olduk¢a korunmustur ve
bu seviyelerde allelik 6zgiilliik gosterir (Barilleau vd. 2021). Bu korunmusluk diizeyi,
PagN proteininin, 6zellikle Salmonella patojenitesi agisindan 6nemli olduguna isaret
edebilir. Salmonella’ya 6zgiin oldugu bilinen bu protein Salmonella varliginin erken
tespiti icin de kullamlabilir. Oyle ki Hou ve arkadaslar1 (2022) tarafindan yapilan
caligmada ordeklerde ELISA ile Salmonella tanist igin PagN proteini bir antijen olarak

kullanmis ve olumlu sonuclar elde edilmistir.

Bu protein, patojenik E. coli adezin ve invazinleri olan Hek ve Tia ile % 54 benzerlik
gostermektedir (Lambert ve Smith 2008). Bu homoloji PagN’in bir adezin ve invazin
olabilecegi fikrini dogurmustur. Bu fikirden yola ¢ikarak Lambert ve Smith’in
gerceklestirdikleri deneyde (2008); PagN eksprese eden bakterilerin yaklasik % 60°nin
hiicrelere invaze oldugu ve kontrole gore 27 kat daha invaziv olduklar1 gézlemlenmistir.
Buna ek olarak; gii¢lii bir aktin polimerizasyon inhibitorii olan sitokalasin D ile muamele
edilmis hiicre hattinda indiiklenebilir bir promotora bagli pagN genine sahip E. coli
susunun invazyonu gerceklestirmedigi sonucu elde edilmistir. Dolayisiyla PagN aracili

invazyon igin aktin polimerizasyonu gerekli oldugu kanitlanmustir.

Sekil 2.4 PagN proteininin 3 boyutlu yapis1 (SWISS-MODEL kullanilarak yapilmistir)
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PagN proteinin ikincil yapisi 4 ilmekten olusmakta ve 8 £ ipligi icermektedir bu ipliklerin
dontisleriyle bu proteinin ana yapisini olan S-figis1 konformasyonunu olusturulmaktadir
(Sekil 2.4). PagN proteinde ilk ii¢ ilmegin delesyonu sonucu invazyon % 98 oraninda,
dordiincii ilmegin delesyonu sonucu ise % 94 oraninda bakteriyel invazyon diisiisiine
neden olmaktadir (Lambert ve Smith 2009). Bu da PagN aracili invazyon i¢in proteinin
4 ilmeginin de gerekli oldugunu gostermektedir. Wu ve arkadaslarinin (2020)
gerceklestirdikleri deneyde S. Typhi, S. Typhimurium ve S. diarizonae PagN
sekanslarinda farkli ilmek ve bolgelerde bir aminoasit diizeyinde farkliliklarin invazyon

ve adezyon diizeyinde degisikliklere neden oldugu gézlemlenmistir.

Cogu bakteriyel patojen, tutunma reseptorii olarak konak proteoglikanlarini kullanir. Bu
dogrultuda Lambert ve Smith’in (2009) gergeklestirdikleri ¢alismada; glikozaminoglikan
tiretme yetenegi azaltilmis hiicre kiiltiirine Salmonella invazyonunda ciddi bir disiis
gozlemlenmistir. Bu durum epitel hiicrelere, PagN bagimli invazyon i¢in glikosile edilmis
proteoglikanlarin gereklilik olduguna isaret etmektedir. Ayrica ¢alismanin devaminda
ortama heparin eklenmesinin invazyonu % 90 oraninda engelledigi ortaya konmustur. Bu
sonu¢ dogrultusunda; heparan siilfat proteoglikan (HSPG), PagN proteini i¢in bir reseptor
gorevi gormektedir kanisina varilmistir. Barilleau ve arkadaglar1 da (2021) bu bilgiyi
dogrulamaktadir ancak HSPG’1n bir koreseptor gorevi gordiigii ve S1 integrinle birlikte
internalizasyonu tetikledigini diistinmektedirler. Bununla beraber epitel hiicrelerinin
yiizeyindeki ana proteoglikan olan sindekan-1 tutunmada rol oynuyor olabilir (Lambert
ve Smith 2009, Barilleau vd. 2021)

PagN aracili invazyon, fermuar benzeri giris ile gergeklesmektedir. Barilleau ve
arkadaglar1 (2021) Rck gibi PagN aracili invazyona yol agan sinyal iletiminde sinif I PI 3
kinazlara ihtiyag duyuldugunu gostermistir. Ayni zamanda, inhibitor genistein ile
muamele edilmis hiicrelerde PagN tarafindan indiiklenen invazyon seviyesinin 6nemli
Olclide azaldigin1 gostererek, PagN aracili invazyon i¢in tirozinin fosforilasyonunun
gerekli oldugunu vurgulamiglardir. Hala belirsiz olmasina karsin mevcut bilgiler PagN
aracilt giris mekanizmasinin Rck’ye benzer bir yolak kullandigia isaret etmektedir.
Fermuar mekanizmasindaki ilk adim, Salmonella'nin hedefledigi hiicrelerin yiizeyinde

yer alan reseptorlerle (Rck igin EGFR veya PagN i¢in proteoglikan/B1 integrin) dogrudan
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etkilesimdir. Bu etkilesim, aktin polimerizasyonu, membranin yeniden diizenlenmesi ve
bakterilerin bir vakuol igerisine girmesiyle sonuglanir. Tim bunlara ragmen
Salmonella'nin hiicre i¢i davranigi hala belirsizligini korumaktadir (Ménard vd. 2022,
Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 PagN bagimli invazyon mekanizmasi (Ménard vd. 2022)

2.7 pagN Geni

pagN geni Salmonella cinsi iginde olduk¢a yayindir. Barilleau ve arkadaslarinin (2021)
S. bongori ve S. enterica tiirleri ve S. enterica alt tiirlerinden olusan genis ¢apli veri seti
tizerinden gergeklestirdikleri aragtirmada; test edilen genomlardan % 99,6’s1 pagN geni
acisindan pozitif oldugunu bulmuslardir. Petano-Duque ve arkadaslar1 (2023) tarafindan

yapilan ¢alismada ise, soguk kanli sicak kanli hayvanlardan ve insanlardan izole edilen
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31 Salmonella enterica serotipinin % 54,84’niin pagN geni agisindan pozitif oldugu

gosterilmistir.

pagN geni, PhoP tarafindan aktive edilen genler (PhoP-activated genes) olarak ifade
edilen pags arasindadir. Ozetle; pagN aktivasyonu, PhoP/PhoQ iki komponentli
transkripsiyon regiilasyon sistemine baghdir. Ote yandan, PagN proteininin
ekspresyonuna iligskin olarak, PhoP/PhoQ iki bilesenli sisteminin orta derecede asidik pH,
kalsiyum veya magnezyum iyonlarindan yoksunluk veya aktive eden anti-mikrobiyal
peptidlerin varligr gibi kisitlayict bir ortama bagli olmasit disinda c¢ok az sey

bilinmektedir.

pagN geni, spesifik sentizom 7 genomik adasinda bulunur ve ¢ogu serotip bu gene sahiptir
(Barilleau vd. 2021). Diger invazyonla iligkili operonlarin aksine pagN geni monosistron
olarak transkribe edilir. Daha 6nce S. enterica sentizom 7 genomik adasi (SCI) olarak
bilinen SPI-6, 47 kb'lik bir adadir ve transkripsiyonel diizenleyici SinR ile birlikte pagN
ve safABCD fimbriyal kiimesi gibi adezin ve invasin genlerini icerir (Mulder vd. 2012,
Ray vd. 2022). Sentizom 7 genomik adasi, mozaik yapida bir bolge 6zelligi gosterir.
pagN, saf (Salmonella atypical fimbria) operonu yakininda ve bir transkripsiyon
regiilatorii kodladigi diisiiniilen SINR genin 336 bg asag1 akisinda yer alir ve ters yonde
kodlanir (Gunn vd. 1998, Folkesson vd. 1999). Bu bélgenin G+C orani, Salmonella
genomuna (% 52) gore diisiiktiir (Conner vd. 1998, Folkesson vd. 1999). Bu durum, s6z

konusu bolgenin yatay gen transferi ile alinmis olabilecegine isaret etmektedir.

S. Typhimurium serovarinda SCI adas1 47 kb uzunlugundadir ve Shine Dalgarno sekansi
icermesi muhtemel 37 ORF’yi barindirir (Folkesson vd. 2002). Bu genomik ada,
sitoplazma diginda konumlandigi tahmin edilen proteinleri kodlar. Proteinler, cogu Gram
negatif bakteride bu ada tarafindan kodlanan ve okaryotik hiicrelerle yakin etkilesime
gecebilen, immiin yaniti manipiile edebilen ve bir sekresyon formu veya biyosentez
sistemi olabilen proteinlere benzerdir (Folkesson vd. 1999). Salmonella sentizom 7
genomik adasinin tamamen silinmesi ile olusturulan bir mutantin, 6karyotik hiicrelere
giris yeteneginin bozuldugu saptanmistir. Dolayisiyla bu ada Salmonella’nin ekolojisini
ve yasayis seklini etkilemektedir (Folkesson vd. 1999). Folkesson ve arkadaslarinin

(2002) yaptigi diger bir ¢alismada SClI'nin silinmesi, PagN ekspresyonu ile
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tamamlanamayan HEp-2 hiicrelerine giriste yaklastk % 50'lik bir azalmayla
sonuglanmistir. Ancak safABCD veya sinR ile tamamlama bu ¢alismada yapilmamustir.
Yapilan bir ¢alismada, benzer sekilde, pagN (iviVI-A) gen bolgesinin delesyonu ile
olusturulan mutantlarin, esas susla karsilastifinda hayatta kalma, uyum saglama ve
rekabet becerilerinde diisiis gozlemlenmistir (Conner vd. 1998). pagN mutantlar ile
gerceklestirilmis diger deneylerde de paralel sonuglar gdzlemlenmistir. Ornegin Yang ve
arkadaslarinin (2013) gerceklestirdikleri bir ¢alismada, dogal tip ve ApagN Salmonella
suslart ile enfekte edilmis fareler hastalik siireleri bakimindan karsilastirildiginda, pagN
acisindan mutant Salmonella susu ile enfekte edilmis olanlarin hastalik siiresinin daha
kisa oldugu ve bu farelerin % 80’inin iyileserek deney boyunca yasamaya devam ettigi
gozlenmistir. Bu da pagN geninin Salmonella viriilansi i¢in 6nemli bir faktor oldugunu
gostermektedir. Ayni sekilde Lambert ve Smith (2008), S. Typhimurium pagN
delesyonunun enterositlere bakteriyel invazyonun diismesine neden oldugundan
bahsetmistir. Bu durum Salmonella’nin epitel hiicrelere girisi ve intraselliiler yasaminin
baslamasi acisindan pagN geninin 6nemli genlerden biri oldugunu gostermektedir. pagN
geninin maksimum ekspresyonu intraselliiler halde iken gézlenmistir (Conner vd. 1998,
Heithoff vd. 1999). Ayrica Kocerka ve arkadaslar1 (2024) tarafindan BALB/c fareleri ile
yapilan ¢alismada pagN geninin, tifo benzeri modelde ¢ekum disinda dalak ve karaciger
gibi organlarda, enfeksiyonun ilerleyen saatlerinde, yogun bir sekilde transkribe edildigi
tespit edilmistir. Bu durum sistemik enfeksiyonun olusturulmasinda pagN’nin diger

invazin genlerinden daha 6nemli bir rolii olduguna isaret etmektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteri kiiltiirleri

Yapilan tez ¢alismasinda kullanilan, S. Typhimurium ATCC 14028 susu ve bu susun SeqA
geni bakimindan mutant1 ve yapilan manipiilasyonlar i¢in gerekli vektorleri tasiyan E.
coli suslar1, Prokaryotik Genetik Laboratuvari (Ankara Universitesi Biyoloji Boliimii)
kiiltiir koleksiyonundan saglandi. S. Typhimurium dogal tip sus, LB broth besiyerine ve
bu susun segA mutanti i¢in ise bu lireme ortamina kloramfenikol (20 pg/mL) ilave edilmis
besiyerine inokiile edildi ve 200 rpm ¢alkamali inkiibatérde 37 °C’de gelistirildi. Bu tezde
kullanilan vektorlerden biri olan pKD3 plazmidini tagiyan E. coli susu kloramfenikol (20
ug/mL) ilave edilmis LB broth besiyerinde, pKD46 plazmidi tasiyan E. coli susu ise
amfisilin (100 pg/mL) ilave edilmis LB broth besiyerinde firetildi. Bakteriler, LB
ortamlarina % 60 gliserol ilave edilerek olusturulmus stok ¢ozeltiler seklinde -80 °C’de

muhafaza edildi.

3.1.2 Besiyerleri

Bu tez caligmasinda kullanilan besiyeri igerikleri asagida yer almaktadir.

Cizelge 3.1 (Miller’s) Luria Bertani (LB) broth ve agar

Icerik Miktar (g/L)
Maya ekstrakti 5,0g/L
Pepton (Kazeinden) 10,0 g/L
NaCl 10,0 g/L
Agar 15,0 g/L
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Bilesenleri Cizelge 3.1°deki gibi olan hazir dehidre besiyerinden (Condalab) 25 g
tartilarak 1 litre distile suda ¢ozdiiriildii. Hazirlanan besiyerinin oda sicakliginda pH 's1
7,0 £ 0,2 olacak sekilde ayarlandi. Sivi besiyerleri 5 mL olacak sekilde tiiplere
dagitildiktan sonra kat1 besiyerleri agar ilavesinin ardindan 121 °C' de 1 atm basingta 15
dakika otoklavda sterilize edildi. Kat1 besiyerleri sogutulduktan sonra gerekiyorsa uygun

hacimde antibiyotik ilavesi yapildi ve petri plaklaria 20 mL olacak sekilde dagitildi.

Cizelge 3.2 Tuz igermeyen LB (LB™) broth

Icerik Miktar (g/L)
Maya ekstrakti 5,009/L
Pepton (Kazeinden) 10,0 g/L

Cizelge 3.2°deki bilesenler 1 litre distile suda ¢6zdiiriildii. Hazirlanan besiyerinin oda
sicakliginda pH 's1 7,0 £ 0,2 olacak sekilde ayarlandi. Sivi besiyerleri 5 mL olacak sekilde
cam tiiplere esit miktarlarda boliinmesinin ardindan, 121 °C' de 1 atm basingta 15 dakika

otoklavda sterilizasyon islemine tabii tutuldu.

Cizelge 3.3 Kalkoflor beyazi (CFW) igeren tuzsuz LB broth ve agar

Icerik Miktar (g/L)
Maya ekstrakti 5,09/L
Pepton (Kazeinden) 10,0 g/L
Kalkoflor beyazi 0,04 g/L
Agar 15,0 g/L

Cizelge 3.3’de verilen bilesenler en son kalkoflor boyasi eklenerek 1 litre distile suda
homojen hale gelene kadar karistirilarak ¢ozdiirtildii ve pH 's1 7,0 £ 0,2 olacak sekilde
ayarlandi. Sivi besiyerleri deneye gore uygun hacimde olacak sekilde tiiplere
paylastirildiktan sonra, kati besiyerleri ise agar ilavesinin ardindan 121 °C' de 1 atm
basincta 15 dakika otoklavda sterilize edildi. Kat1 besiyerleri petri plaklarmma 20 mL
olacak sekilde dagitildi.
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Cizelge 3.4 Kongo kirmizis1 (CR) agar

Icerik Miktar (g/L)
Maya ekstrakti 5009/L
Pepton (Kazeinden) 10,0 g/L
Kongo Kirmizisi 0,04 g/L
Agar 15,0 g/L

Cizelge 3.4°de verilen bilesenler en son Kongo kirmizisi boyas1 eklenerek 1 litre distile

suda ¢ozdiiriildii ve pH 's1 ayarlandi. Agar ilavesinin ardindan 1 atm basingta 121 °C' de

15 dakika otoklavda sterilizasyon islemi gergeklestirildi. Sterilizasyonun ardindan

besiyerleri petri plaklarina 20 mL olacak sekilde dagitildu.

Cizelge 3.5 Plate count agar

Icerik Miktar (g/L)
Maya ekstrakti 2,50/L
Pepton (Kazeinden) 5,009/L

D (+) Glukoz 1,0g/L

Agar 14,0 g/L

Bilesenleri Cizelge 3.5°teki gibi olan hazir dehidre besiyerinden (Merck) 22,5 g tartilarak

1 litre distile suda ¢oziildlii. Hazirlanan besiyerinin oda sicakliginda pH 's1 7,0 + 0,2

degerine ayarlandi ve otoklav araciligiyla sterilize edildi. Besi ortamlar1 sogutulduktan

sonra petri plaklarina 20 mL olacak sekilde dagitildi.
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Cizelge 3.6 Swarming agar

Icerik Miktar (g/L)
Maya ekstrakti 5009/L
Pepton (Kazeinden) 10,0 g/L
NaCl 10,0 g/L

D (+) Glukoz 50/L

Agar 50/L

Cizelge 3.6’deki bilesenler 1 litre distile suda tamamen homojen olacak sekilde 1sitilarak

¢Ozdiiriildii. Hazirlanan besiyerinin oda sicakligindada pH 's1 7,0 £ 0,2 degerine ayarlandi.

121 °C' de 1 atm basingta 15 dakika otoklavda sterilizazyon iglemine tabi tutuldu.

Besiyerleri sogutulduktan sonra petri plaklarina 20 mL olacak sekilde dagitildi.

Cizelge 3.7 Swimming agar

Icerik Miktar (g/L)
Maya ekstrakti 5,009/L
Pepton (Kazeinden) 10,0 g/L
NaCl 10,0 g/L
Agar 30/L

Cizelge 3.7°deki bilesenler 1 litre distile suda tamamen homojen olacak sekilde 1sitilarak

¢ozdiiriildii. Hazirlanan besiyerinin oda sicakligindada pH 's1 7,0 £ 0,2 degerine ayarlandi.

121 °C' de 1 atm basingta 15 dakika otoklavda sterilizazyon islemine tabi tutuldu.

Besiyerleri sogutulduktan sonra petri plaklarina 20 mL olacak sekilde dagitilda.
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Cizelge 3.8 Salmonella- Shigella (SS) agar

Icerik Miktar (g/L)
Peptonlar 10,0 g/L
Laktoz 10,0 g/L

Ox bile 8,50/L
Sodyum sitrat 10,0 g/L
Tiyosiilfat 8,5 g/L
Amonyum demir (I11) sitrat 1,0g/L
Parlak yesili 0,0003 g/L
Notral kirmizi 0,025 g/L
Agar 12,0 g/L

Hazir besiyerinden (Merck) 60,0 g tartilarak sekilde 1 L distile su i¢inde tamamiyla

¢oziiliinceye kadar manyetik karistirici izerinde 1sitilarak eritildi ve steril petri kutularina

20’ser mL dokiildii.

3.1.3 Cozeltiler

Cizelge 3.9 1M L-Arabinoz stok ¢ozeltisi

Icerik Miktar ()
L-Arabinoz 1.5013 g
dH>0 8549

Cizelge 3.9°da bilesimi verilen ¢ozelti karistirilip homojen hale getirildikten sonra 0,22

um por capinda siringa filtreden gecirilerek steril sekilde oda sicakliginda saklanda.
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Cizelge 3.10 10X fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) stok ¢ozeltisi

Icerik Miktar (g)
NaCl 80,1g
NazHPO,4 14,4 g

KCI 290
KH2PO 2,79

Cizelge 3.10°da verilen tuzlar 800 mL distile su icerisine eklenerek c¢ozdiiriildii.
Cozeltinin pH’s1 7,2 - 7,4 araliginda olacak sekilde ayarlandi ve son hacim 1 litre
ayarlanarak otoklavda sterilize edildi. Oda sicakliginda saklanan stok PBS ¢ozeltisi

seyreltilerek kullanildi.

Cizelge 3.11 % 33'liik glasiyel asetik asit ¢ozeltisi

Icerik Miktar (mL)
Glasiyel Asetik Asit 33 mL
dH20 67 mL

Cozelti, Cizelge 3.11°da verildigi miktarlarda karigtirildi ve oda sicakliginda 11k

gecirmeyen bir sisede saklandi.

Cizelge 3.12 % 95'lik metanol ¢ozeltisi

Icerik Miktar (mL)
Metanol 95 mL
dH.0 5mL

Cozelti, Cizelge 3.12°de verilen miktarlarda karistirilarak hazirlanarak kullanildi.
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Cizelge 3.13 % 0,1'lik kristal viyole ¢6zeltisi

Icerik Miktar
Kristal viyole 0,19
dH20 100 mL

Cizelge 3.13te verildigi miktarlarda karistirilarak hazirlanan boya ¢ozeltisi 0,45 um por

capinda siringa filtreden gecirilerek kullanildi.

Cizelge 3.14 Amfisilin (AMP) stok ¢ozeltisi (100 mg/mL)

Icerik Miktar
Amfisilin tuzu 1g
dH20 10 mL

Amfisilin tuzu, su igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra 0,45 pm por ¢apinda siringa filtreden

gecirildi ve antibiyotik ¢ozeltileri tiiplere boliinerek -20 °C’de stoklandi.

Cizelge 3.15 Kloramfenikol (CHL) stok ¢ozeltisi (20 mg/mL)

Icerik Miktar
Kloramfenikol 0,209
Etanol 10 mL

Kloramfenikol, etanol igerisinde ¢ozdiiriildiikkten sonra 0,22 um por capinda siringa

filtreden gecirildi ve antibiyotik ¢ozeltileri tiiplere bdliinerek -20 °C’de stokland.

Cizelge 3.16 Gentamisin (GEN) stok ¢ozeltisi (50 mg/mL)

Icerik Miktar
Gentamisin Siilfat Tuzu 0,509
dH20 10 mL

Gentamisin siilfat tuzu, su icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra 0,22 pm por ¢apinda siringa

filtreden gecirildi ve antibiyotik ¢ozeltileri tiiplere boliinerek -20 °C’de stoklandi.
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3.1.4 Vektorler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan plazmidlerin haritas1 asagida verilmistir.

AmpR promoter Aarl - BfuAl - BspMI (5)

(6078) ApalLl EcoRV (301)
(6075) BssSal
(6010) XmnI BSSHII (s85)
5761) Pvul
( ) < ar”(‘p PAIMI (835)
(s481) BpmI v«\? ’Dzs, DrdI (943)
(5472) Bsal 2 BspQI - SapI (973)
(5411) AhdI BStEIT (992)
Miul (1050)
/ araBAD promoter
(:);6‘;) Psl::l;l \ BamHI (1154)
(4968) Narl EcoS53KI (1223)
(4267) Kasl = BanII - Sacl (1225)
(4897) Mmel o ibie Shine-Dalgarno sequence
4833) Eagl - NotI = Pl i
e s 6329 bp Igam protein
NsiI (1508)
(a517) Spel Csil - SexAI* (1632)
Sall (1726)
Bcll* (1742)
XemI (1939)
BsrGI (1975)
(4046) Pcil
Dralll (2564)
(3677) BsaAl - SnaBI SgrAl (2646)
(2396) BSXT Alel (2649)
(3389) Ncol - Styl TspMI - Xmal (2854)
Smal (2856)

A tL3 terminator

Sekil 3.1 Red rekombinaz ifade vektorii pKD46 haritasi

(2000) Beivl B3pOI - Clal (351
26021 Bph Aart - Bfual
(760 Earl

BspMI (25

(2638) BaeGl - Bme1580!
263) ApaLl |
(2631) Bsssal

(2568) Xt

Nsp! - Sphi (335

aflm (353)
BmgBl (3:6)
Bstal (3a)

Swal (441)

(2337) Pl

(2208) Sfel
(2189 Fspl

(2115) Nmeam
12087 Bght

12047} BarFl
(1957) Ahdl
BspEl (885

(1915 Bam

Puull (599)

CATR (1028 . 1047)

\
1825) Eagl - Nott rS

N
ek — FRT (™

(1743) EcoP1SI
Bpul0l (1123)

Mmel (1173

11san) it

Ndel (1381

Sekil 3.2 Kloramfenikol direng kaseti igeren pKD3 yardimc1 vektor haritasi
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3.1.5 Primerler

Bu tez calismasinda kullanilan primerler asagida verilmistir.

Cizelge 3.17 Homolog bolge rekombinasyon primerleri

Primer Dizisi (5°-3°)

F1 | TCTGAAATGAAAAACTTTTTCGCAGTCTGCATCATTCCCCTTGTGGTA
GCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
R1 | TTAAAAGGCGTAAGTAATGCCGAGCATGAAGTCATTGGAGGCAGCCT

TTGATGGGAATTAGCCATGGTCC

Cizelge 3.17°de pKD3 plazmidinde bulunan kloramfenikol diren¢ kasetinin asagi ve

yukari akiginda bulunan, dizi spesifik rekombinasyon i¢in gerekli, flippaz (FLP) tanima

hedef (FRT) bolgelerine homolog kollar1 olacak sekilde bir primer ¢ifti tasarlandi. Alti

cizili kisimlar FRT boélgelerinin eslenigi iken diger kisimlar silinmesi hedeflenen pagN

geni ile homologdur.

Cizelge 3.18 Dogrulama primerleri

Primer Dizisi (5°-3°)

F2

TTGTGGTAGCGTGTAGGCT

R2

GGCAGCCTTTGATGGGAATT

Yapilan delesyonun dogrulanmasi amaciyla Cizelge 3.18deki primer ¢ifti kullanildu.
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3.2 Yontem

3.2.1 Lambda red genlerini kodlayan pKD46 plazmidinin S. Typhimurium 14028’¢
aktarilmasi

Gergeklestirilen ¢alismada, S. Typhimurium pagN geninin silinmesi amaciyla Datsenko
ve Wanner (2000) tarafindan ortaya konulmus olan kromozomal genlerin bozulmasinda
kullanilan bir ¢esit dizi spesifik rekombinasyon yontemi takip edilmistir. Bu yonteme
gore rekombinasyon i¢in indiiklenebilir bir promotor altinda lambda faji1 Red rekombinaz
genleri gerekmektedir. Bu amagla tasarlanmis, arabinoz promotoru ile indiiklenebilir
lambda Red genlerini kodlayan, sicakliga duyarli ve amfisilin direng kaseti igeren pKD46

plazmidi tez calismasinda kullanild.

3.2.1.1 pKD46 plazmidinin izolasyonu

Sicakliga duyarli pKD46 vektoriine sahip E. coli susu, 100 pg/mL amfisilin igeren LB
broth ortamina % 1 inokiilasyon hacminde aktarild1 ve 30 °C derecede 18 saat boyunca
calkalamali kosullarda (200 rpm/dakika) inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde amfisilin
iceren LB agar ortamina ¢izgi ekim yontemiyle ekildi ve 30 °C derecede gecelik inkiibasyona
birakildi. Buradan alinan tek koloni ile yeniden amfisilin igeren LB broth besiyerinde inokiile

edildi ve 30 °C derecede 18 saat boyunca calkalamali sartlarda inkiibe edildi.

Plazmid izolasyonu, QIlAprep Spin Miniprep (QIAGEN/Germnay) kiti kullanarak
gerceklestirildi. Izolasyon ve piirifikasyon asamalar1 boyunca iiretici firma tarafindan
tarif edilen protokol asamalari takip edildi. izolasyon sonrasinda elde edilen plazmid
DNA’larin miktar ve saflik olglimii Nanodrop ND-1000 Spektrofotometre (Thermo
Scientific/ABD) cihazi yardimiyla belirlendi. Bu cihazin kilavuzunda belirtilgi gibi
absorbans 260/280 nm degeri 1,8-2,0 araliginda ve 260/230 nm degeri 2,0-2,2 aralifinda
olan DNA’lar saf olarak degerlendirildi. Saflig1 belirlenen plazmid DNA’lar % 7
konsantrasyonundaki agaroz jelde 80 V sabit akimda 1 saat boyunca elektroforez islemi

gergeklestirildi. Siire bitiminde plazmid DNA’lar Etidyum bromiir ¢ozeltisiyle muamele
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edilerek isaretlendi. Ardindan 366 nm dalga boyunda ultraviyole (UV) 1sikta (SmartView
Pro 1100 Imager System, Taiwan) ile goriintiilendi.

3.2.1.2 Elektrokompetan S. Typhimurium 14028 hiicrelerinin hazirlanmasi

Tek koloniden aktiflestirilmis 18 saatlik S. Typhimurium 14028 aktif kiiltiiriinden 500 pL
alinarak 50 mL LB broth besiyerine inokiile edildi. Belli zaman araliklartyla optik
yogunlugu (ODeoo) takip edildi. Kiiltiirin optik yogunlugu 0,5 degerine ulasinca
inkiibasyon sonlandirilarak kiiltiir 1 mL’lik porsiyonlar seklinde santrifiij tiiplerine
boliindii. Bu tiipler 20 dk boyunca buz iistiinde bekletildi ve bundan sonraki tiim agamalar
buz iizerinde gergeklestirildi. Siire bitiminde hiicreler 4 °C’de 10000 rpm’de 2 dk boyunca
¢oktiiriildii. Stipernatant uzaklastirilarak, pelet hiicrelere zarar vermeyecek sekilde yavas
hareketlerle, 1 mL soguk steril distile su ile yikanarak dagitildi. Ardindan hiicreler 20 dk
boyunca 10000 rpm’de santrifiij islemine tabi tutuldu ve bu yikama islemi 3 defa

tekrarlandi. Son santrifiij islemi sonras1 pelet 100 uL su igerisinde siispanse edildi.

3.2.1.3 pKD46 plazmidinin elektroporasyon yoluyla S. Typhimurium 14028’¢
transformasyonu

Elektrokompetan hale getirilmis S. Typhimurium hiicreleri bekletilmeden 2 mm
genisliginde 6rnek haznesine sahip elektroporasyon kiivetlerine alindi. Konsantrasyonlari
1 ng, 10 ng ve 100 ng olacak sekilde hazirlanmig pKD46 plazmidi her 6rnekten iki tekrar
olacak sekilde bu kiivetlere eklendi. Negatif kontrol i¢in elution buffer kullanildi. Bu
islemler sirasinda hava kabarcigl olusmamasina dikkat edildi. 25 pF 200 ohm rezistansa
ayarlanmis Gene Pulser Xcell Electroporation System cihaziyla (Bio-Rad, USA)
kompetan hiicre ve plazmid DNA karisimini i¢ceren elektroporasyon kiivetlerine 2500 V
degerinde elektrik akim1 uygulandi. Kiivetlere onceden 1sitilmig 1 mL LB broth besiyeri
ilave edildi ve pipetle karistirildi ardindan siringa ile tiim igerik steril cam tiiplere alinarak
2 saat boyunca 30 °C’de 200 rpm/dakika ¢alkalamali kosullarda inkiibe edildi. Ardindan
bu kiiltiirlerden 100 pL aliarak amfisilin iceren (100 pg/mL) LB agar plakalarina yayma
ekim yapildi. Bu plakalar 30 °C’de bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin koloniler segilerek

cogaltildi. Bu bakterilerden plazmid izolasyonu ile dogrulama yapildi.
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3.2.2 Kloramfenikol gen kaseti insersiyonu ile S. Typhimurium’da pagN geninin
delesyonu

Calismanin devaminda Datsenko ve Warner (2000) tarafindan onerildigi gibi temel
strateji, kromozomal diziyi, bu dizi ile homolog uzantilara sahip primerler kullanilarak
PZR yoluyla amplifiye edilen secilebilir bir antibiyotik diren¢ geniyle yer degistirmektir.
Bu amagla pKD3 plazmidi, kloramfenikol direng kaseti i¢in kalip olarak kullanildi.

3.2.2.1 pKD3 plazmidinin izolasyonu

Yardime1 pKD3 vektoriine sahip E. coli susu, 20 pg/mL kloramfenikol eklenmis LB broth
ortamina inokiile edildi ve 37 °C derecede 18 saat boyunca calkalamali kosullarda (200
rpm/dakika) inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde kloramfenikol i¢eren LB agar ortamina
cizgi ekim yontemiyle ekildi ve 37 °C derecede gecelik inkiibasyona birakildi. Buradan
alinan tek koloni ile yeniden amfisilin iceren LB broth besiyerinde inokiile edildi ve 37 °C

derecede 18 saat boyunca calkalamali sartlarda inkiibe edildi.

Plazmid izolasyonu, QIlAprep Spin Miniprep (QIAGEN/Germnay) kiti kullanarak
gerceklestirildi. izolasyon ve piirifikasyon asamalar1 boyunca iiretici firma tarafindan
tarif edilen protokol asamalari takip edildi. izolasyon sonrasinda elde edilen plazmid
DNA’larin miktar ve saflik 6l¢iimii Nanodrop ND-1000 Spektrofotometre (Thermo
Scientific/ABD) cihazi yardimiyla belirlendi. Saflig1 belirlenen plazmid DNA’lar % 7
agaroz jelde 80 V akimla 1 saat boyunca elektroforez islemine tabii tutuldu. Siire
bitiminde plazmid DNA’lar Etidyum bromiir ¢dzeltisiyle muamele edilerek isaretlendi.

Ardindan ultraviyole (UV) 1sikta goriintiilendi.

3.2.2.2 pKD3 plazmidinin Pvul enzimi ile restriksiyon kesimi

Yardimci pKD3 plazmidinin kesilmesinde kullanilan Pvul enzimi ve bu enzimin tampon
cozeltileri Thermo Scientific/ABD firmasindan saglandi. Reaksiyon karigimlarinda ve

kosullarinda bu firma tarafindan 6nerilen parametreler takip edildi.
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Cizelge 3.19 Pvul RE reaksiyon karisimi

Icerik Hacim (uL)
Niikleaz icermeyen su 16 uL

10X Tampon R 2 ulL

pDNA (0.5-1 pg/uL) 1 uL

Pvul RE enzimi 1 uL
Toplam 20 uL

Karisimi igeren tiipler yavasca karistirildi ve spin santrifiij cihazinda birka¢ saniye
dondiiriildii ardindan 16 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde tiipler 20
dakika boyunca 80 °C’de bekletilerek enzimlerin inaktivasyonu saglandi. Kesilmis
ornekler High Pure PCR product purification (Roche) kiti kullanilarak saflastirildi. Kesim
tirtinleri % 7’lik agaroz jelde 80 V akimda 1 saat yiiriitiildiikten sonra UV 151k altinda
goriintlilenerek biiyiikliik tayini yapildi ve saflig1 nanodrop araciligiyla kontrol edildi.

3.2.2.3 Kloramfenikol gen kasetinin Touchdown PZR ile ¢ogaltilmasi

Kesilerek dogrusal hale getirilmis pKD3 plazmidi kloramfenikol direng kaseti

Touchdown (TD) PZR metodu kullanilarak ¢ogaltildi.
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Cizelge 3.20 Touchdown PZR reaksiyon Karigimi

Icerik Miktar (uL)
Niikleaz icermeyen su 39,5 uL
Dream Taq tampon ¢ozeltisi (10X) 5uL

dNTP (10 mM) 1 uL

Ileri primer (10 mM) 1 pL

Geri primer (10 mM) 1 uL

Dream Taq DNA polimeraz 0,5 uL
DNA (100 ng /uL) 2 uL
Toplam 50 uL

Bu sekilde hazirlanan reaksiyon karigimi ile Cizelge 3.21°de verilen amlifikasyon

kosullarinda kloramfenikol direng kaseti ¢cogaltildi.

Cizelge 3.21 Touchdown PZR Sicaklik Dongiisii

Basamak Sicaklik (°C) Siire (sn) Dongii Sayisi
On denatiirasyon 94 120 1
Denatiirasyon 94 20 20

Baglanma 70 - 60* 45

Uzama 72 90

Denatiirasyon 94 20 20

Baglanma 60 45

Uzama 72 90

Son uzama 72 300 1

* Her dongiide sicaklik 0,5 °C derece azalmaktadir.

PZR ardindan {irtinler High Pure PCR product purification (Roche) kiti kullanilarak

saflastirildi. Uriinler % 1°lik agaroz jelde 100 V sabit elektrik akimmda 1 saat

yiiriitiildiikten sonra UV 151k altinda goriintiilendi.
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3.2.2.4 Dpnl restriksiyon enzimi ile PZR iiriinlerinin kesimi

PZR’dan sonra kalip DNA’y1 tamamen ayirmak i¢cin DNA’y1 metillenmis bolgelerden
kesen Dpnl enzimi ile kesim gergeklestirildi. Kesim reaksiyonu Cizelge 3.21’deki gibidir.
Dpnl enzimi ve bu enzimin tampon ¢dzeltileri Thermo Scientific/ABD firmasindan

saglandi.

Cizelge 3.22 Dpnl RE reaksiyon karigimi

Icerik Hacim (pL)
Niikleaz icermeyen su 16 uL

10X Tampon R 2 uL

pDNA (0.5-1 pg/uL) 1 uL

Dpnl RE enzimi 1 uL
Toplam 20 uL

Karigimi igeren tiipler yavasca karistirildi ve spin santrifiij cihazinda birkag saniye
dondiiriildii ardindan 16 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde tiipler 20
dakika boyunca 80 °C’de bekletilerek enzimlerin inaktivasyonu saglandi. Kesilmis
ornekler High Pure PCR product purification (Roche) kiti kullanilarak saflastirildi. Kesim
tirtinleri % 1’lik agaroz jelde 100 V sabit elektrik akiminda 1 saat yiiriitiildiikten sonra
UV 151k altinda goriintiilenerek biiyiikliik tayini yapildi ve safligi nanodrop araciligiyla

kontrol edildi. Nanodrop yardimiyla elde edilen {iriin miktar1 kontrol edildi.

3.2.2.5 S. Typhimurium 14028+pKD46 susunun elektrokompetan hale getirilmesi

pKDA46 aktarilmis S. Typhimurium 14028 susu stoktan 100 pg/mL amfisilin i¢eren LB
broth ortamina inokiile edilerek 30 °C derecede 18 saat boyunca inkiibe edilerek
aktiflestirildi. Buradan ¢izgi ekim yontemi ile amfisilin iceren LB agara ekildi 30 °C’de
bir gece inkiibe edildi ardindan buradan alinan tek koloni ile yeniden siviya ekim yapildi.
18 saat inkiibasyonun ardindan 500 pL amfisilin ilave edilmis 50 mL LB besiyerine % 1
oraninda inokiile edildi. Kiiltiiriin optik yogunlugu (ODeoo) 0,1 degerine ulasinca 1 M L-
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Arabinoz stogundan son hacim 10 mM olacak sekilde ortama eklendi bu sayede pKD46
lizerinde bulunan arabinoz promotoruna bagh £ red genleri indiiklendi. Inkiibasyona
devam edildi ve optik yogunluk 0,4-0,5 araligina ulasinca kiiltiir santrifiij tliplerine

boliindii.

3.2.2.6 Homolog kollara sahip kloramfenikol diren¢ kasetinin pKD46 plazmidi
iceren S. Typhimurium 14028 susuna transformasyonu

Bu tiipler buz iistiinde 20 dk bekletildi. Hiicreler 4 °C’de 10000 rpm’de 2 dk santrifiij
edilerek ¢oktiiriildii. Pelet hiicrelere zarar vermeden steril saf su ile ¢ozdiiriildi ve 10000
rpm’de 20 dk boyunca santrifiij islemine tabii tutuldu. Bu islem ii¢ defa tekrarlandi. Son
asamada pelet 50 pL su igerisinde siispanse edildi ve elektroporasyon kiivetlerine alindi.
Kiivetlere 5 pg ile 0,5 pug araligindaki degerlerde tamamen saflagtirilmig lineer DNA
eklendi. 25 pF 200 ohm rezistansa ayarlanmis Gene Pulser Xcell Electroporation System
cihaziyla (Bio-Rad, USA) kompetan hiicre ve lineer DNA karisimini igceren
elektroporasyon kiivetlerine 2500 V degerinde elektrik akimi uygulandi. Kiivetlere
onceden 1sitilmis 1 mL LB broth besiyeri ilave edildi ve pipetle karistirildi ardindan
siringa ile tiim icerik steril cam tiiplere alinarak 2 saat boyunca 37 °C’de 200 rpm/dakika
calkalamali kosullarda inkiibe edildi. Ardindan bu kiiltiirlerden 100 pL alinarak
kloramfenikol igeren (10 ve 25 pg/mL) LB agar plakalarina yayma ekim yapildi. Bu
plakalar 37 °C’de gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin koloniler se¢ilerek ¢ogaltildi.

3.2.2.7 pagN geni delesyonunun PZR ile dogrulanmasi

Segilen kolonilerden, GenJET Genomic DNA Purification (Thermo) kiti ile genomik
DNA izolasyonu ve piirifikasyonu yapildi. Cizelge 3.22°de verilen reaksiyon karigimi

hazirlandi ve tiipler spin santrifiij cihazinda kisa siire dondiirtildii.
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Cizelge 3.23 Dogrulama i¢in PZR Karigimi

Icerik Miktar (uL)
Taq DNA polimeraz tamponu (10X) 2,5ulL
dNTP (10 mM) 1 uL

Ileri primer (10 mM) 1,25 ulL

Geri primer (10 mM) 1,25 uL
MgCl2 (25 mM) 4 uL

Taq DNA polimeraz 0,125 uL
Niikleaz icermeyen su 12,875 uL
DNA 2 uL
Toplam 25 uL

Polimer Zincir Reaksiyonu (PZR) Cizelge 2.34’teki dongii sayist ve sicaklik
uygulamalariyla gergeklestirildi.

Cizelge 3.24 Dogrulama i¢in PZR sicaklik dongiisii

Basamak Sicaklik (°C) Siire (sn) Dongii Sayisi
On denatiirasyon 94 120 1
Denatiirasyon 94 20 30

Baglanma 51,6 45

Uzama 72 90

Son uzama 72 300 1

Reaksiyon bitiminde, PZR iiriinleri, % 1’lik agaroz jele yiiklendi ve 100 V sabit elektrik

akiminda 1 saat yrtitiildiikten sonra UV 151k altinda goriintiilendi.

3.2.3 S. Typhimurium 14028 susu ve bu susun segA ve pagN mutantlarinin iireme
egrilerinin degerlendirilmesi

LB agar ortaminda iiretilmis bakterilerinin tek kolonileri alinarak 5 mL LB broth

besiyerine inokiile edildi. Bu asamalarda mutantlar i¢in her zaman 20 pg/mL son hacimde
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kloramfenikol eklemesi yapildi. 18 saat boyunca 37 °C derecede ¢alkamali kosullarda
tiretilen kiiltiirden, 50 mL LB s1v1 besiyerine 1/100 oraninda inokiile edildi ve 37 °C 200
rpm ¢alkalamali kosullarda inkiibasyona konuldu. Saatlik zaman araliklariyla optik
yogunluk (ODsgo) Ol¢iimii yapilarak bir grafik olusturuldu. Yine bu zaman dilimlerinde
kiiltiirlerden alinan porsiyonlar, PBS igerisinde seri diliisyonun islemine tabi tutuldu
ardindan Plate Count Agara (PCA) 100 puL hacimde yayma ekim ile inokiile edildi. 37 °C
derecede 12 saat inkiibasyonun ardindan petri plakalarinda olusan koloniler sayildi. Bu
deney 3 teknik tekrar seklinde gerceklestirildi. Hesaplamalar icin asagidaki formiil
kullanildi. Optik yogunluk ve koloni olusturan birimlerin iligkisi lineer regresyonla analiz
edildi.

Koloni sayisi x Diliisyon faktori
Ekilen kiiltiir hacmi (mL)

log KOB/mL =

3.2.4 pagN geni agisindan mutant S. Typhimurium susunun biyofilm olusturma
ozelliklerinin belirlenmesi

Bir adezin olan PagN proteinini kodlayan pagN geninin silinmesinin S. Typhimurium
biyofilm olusturma kapasitesini ve biyofilm morfotipini nasil degistirecegi bu tezin esas
sorusunu olusturmaktadir. Biyofilm yapisindaki degisikliklerin izlenmesi ve tespitine
iligkin deneyler yapildi. Bu denemelerde, S. Typhimurium 14028 susu ve bu susun SeqA
ve pagN genleri acisindan mutantlari, stoktan alinarak LB broth besiyerine (mutantlar i¢in
20 pg/mL kloramfenikol iceren) inokiile edilerek 37 °C’de 18 saat boyunca 200 rpm
calkalamali kosullarda inkiibe edildi. Ardindan tuz igermeyen LB broth (LB &) ortamina

pasajlanarak tiretildi.

3.2.4.1 Polistiren yiizeylerde biyofilm olusum kapasitesinin degerlendirilmesi

Biyofilm olusum deneyleri, 96 kuyulu polistiren mikrotitre plakalar igerisinde tuz
icermeyen LB broth besiyeri ortaminda kantitatif olarak gerceklestirildi. Belirtildigi gibi
hazirlanan aktif kiiltiirlerin optik yogunlugu (ODeoo) besiyeri ile seyreltilerek 0,2 degerine
ayarlandi. Bu kiiltiirlerden 30 pL alinarak 100 pL tuzsuz LB igeren kuyulara aktarildi.
Her deneme deseni 3 teknik tekrar olacak sekilde ayarlandi. Ardindan statik kosullarda
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24, 48, 72, 96, 120 ve 144 saat boyunca 20 ve 28 °C derecede inkiibe edildi. Her
inkiibasyon siiresi bitiminde besiyeri uzaklastirildi ve kuyular tutunmayan hiicreleri de
uzaklastirmak adma 3 defa steril 140 uL PBS tamponu ile yikandi. Oda sicakliginda
kurtulan plaka kuyularma 140 pL % 95 metanol cozeltisi eklendi ve 10 dakika
bekletilerek fiksasyon islemi gergeklestirildi. Metanoliin ortamdan uzaklastirilmasindan
sonra tamamen kurutulmus kuyulardaki sabitlenen biyofilm yapisi kristal viyole (% 0,1)
ilavesinin ardindan boyanmak iizere ve oda sicaklifinda 30 dk bekletildi. Matrikse
baglanmayan boyanin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in iki kez distile su ile yikama islemi
gerceklestirildi. Hiicrelere tutunan boyayr ¢6zmek amaciyla kuyulara 130 pL glasiyal
asetik asit (% 33) aktarildi ve plakalar takriben 45 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Bekleme siiresini takiben biyofilme tutunan boyanin optik yogunlugu, Elisa okuyucu
(Biorad, California, ABD) ile dlgiilerek (ODsgs) belirlendi. Denemeler 2 deney tekrari
olacak sekilde kurgulandi.

Hesaplama, her bir deney grubu i¢in saptanan optik yogunluk degerlerinin ortalamasinin,
negatif kontrol (kor) optik yogunluk degerlerinin ortalamasindan c¢ikarilmasiyla

gerceklestirildi (Stepanovic vd. 2000).

3.2.4.2 Kongo Kirmuzisi (CR) agarda biyofilm morfotiplerinin belirlenmesi

S. Typhimurium 14028 ve bu susun mutantlarinin biyofilm morfotiplerinin belirlenmesi
amaciyla Kongo kirmizi (40 pg/mL) iceren besiyeri kullanildi. Tuz igermeyen LB broth
besiyerinde tiretilen gecelik kiiltiirlerden 20 pL alinarak Kongo kirmizisi kati besiyeri
tizerine damlatma ekim yapildi. Plakalar 20 °C’de 8 giin inkiibe edildi. Agar {izerinde
olusan koloniler, renk ve yap1 agisindan incelenerek degerlendirildi. Deneme deseni en

az 3 teknik tekrar ve 2 deney tekrari olacak sekilde planlandi (Ahmad vd. 2016).

3.2.4.3 Kalkoflor Beyazi (CFW) iceren besiyerlerinde biyofilm yapisinin
degerlendirilmesi

Kalkoflor beyazi igeren sivi ve kati besiyerlerinde, biyofilmin yapisal o6zellikleri

degerlendirildi. Aktif kiiltiirden kalkoflor boyasi iceren (40 pg/mL) besiyerine ekim
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yapildi. Sivi ortamdaki denemeler i¢in 4,5 mL olacak sekilde hazirlanmis kalkoflor
boyasi igeren tuzsuz LB ortamina 500 pL aktif kiiltiirden inokiile edildi. Deneme deseni
en az 3 teknik tekrar 2 deney tekrar1 olacak sekilde hazirlandi. Plaklar ve tiipler 20 °C
derecede statik kosullarda 8 giin boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde 366 nm
UV 1s1k altinda (Biometra T1 2, USA) incelendi (Ahmad vd. 2016).

3.2.4.4 Bakterilerin pelikiil olusturma 6zelliklerinin degerlendirmesi

Dogal tip ve mutant S. Typhimurium suslarinin, sivi-hava ara fazinda pelikiil olusturma
Ozelliklerinin incelenmesi i¢in tuz igermeyen LB broth besiyeri 4,5 mL hacimlerde
hazirlandi. Bu tiiplere 500 pL aktif kiiltiirlerden ilave edildi. Tiipler 20 °C derecede statik
kosullarda 8 giin boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde bakteriler pelikiil
olusturma ve pelikiil dayaniklig1 agisindan degerlendirilerek kiyaslandi. Daha sonra
tiipler bosaltilip 2 defa distile su ile yikanarak oda sicakliginda kurutuldu ve kristal viyole
(% 0,1) ¢ozeltisi ile 10 dk boyunca boyandi.

3.2.5 Bakteriyel agregasyonun belirlenmesi

Agregasyon denemesi i¢in S. Typhimurium dogal tip ve mutant suslar1 LB broth
besiyerinde iiretildikten sonra duragan fazdayken santrifiij tliplerine alindi ve tiipler
10000 Xg’de 10 dk boyunca santrifiij edildi. Stipernatantin ortamdan uzaklastirilmasinin
ardindan peletler iki defa PBS ile yikandi. Kiiltiirlerin optik yogunluklari (ODeoo) 0,2
degerine ayarlandi ve 20°C’de statik kosullarda inkiibe edildi. Her bir sus i¢in 3 teknik
tekrar 2 deney tekrar1 olacak sekilde deneme deseni izlendi. 0, 2, 4, 20 ve 24. saatlerde
600 nm’de optik yogunluk degeri 6l¢iilerek kaydedildi. Yiizde agregasyon katsayilar
asagidaki formiille belirlendi (Merino vd. 2019).

Agregasyon Katsayis1 = [(ODo — ODy) / ODo] x 100
ODy: Inkiibasyondan énce dlgiilen deger

ODx: Her bir inkiibasyon periyodunda dlgiilen deger

49



3.2.6 Swimming ve swarming hareketlerinin izlenmesi

S. Typhimurium dogal tip ve mutant suslarinin flagella donmesiyle desteklenen bireysel
hareketi olan swimming ve yine flagella tarafindan desteklenen ¢ok hiicreli bir yiizey
hareketi olan swarming hareketleri incelendi. Swimming hareketi i¢in % 0,3 oraninda
agar igeren yari katt bir besiyeri kullanildi. Swarming i¢in ise % 0,5 agar ve kiimesel
kemotaksi hareketi i¢in % 0,5 glukoz igeren besiyeri kullanildi. Cizgi ekim yontemiyle
ekilmis gecelik kiiltiir ortamindan alinan tek koloniler bu besiyeri ortamlarmin tam
ortasina birakildi (Ahmad vd. 2016). Plakalar 20, 28 ve 37 °C olmak iizere 3 farkli
sicaklikta 12 saat inkiibe edildi. Her deney grubu i¢in 3 paralel ekim yapildi ve deney 2
kez tekrarland.

3.2.7 S. Typhimurium dogal tip mutantlarinin hiicre hattina tutunma denemeleri

S. Typhimurium dogal tip ve mutant suslarinin insan epitel hiicrelerine adezyon ve
invazyon kabiliyetinin belirlenmesi ve kiyaslanmasi amaciyla insan kolon hiicre hatti
Caco-2 kullanildi. Denemelerden 6nce Caco-2 hiicreleri, % 10 fetal sigir serumu (FBS),
antibiyotik ile desteklenmis Dulbecco Modifiye Eagle Ortaminda (DMEM) rutin olarak
tretildi. Kiiltiirler, nemlendirilmis % 5 CO2 atmosferinde 37 °C'de inkiibe edildi.
Adezyon ve invazyon analizleri i¢in hiicreler, 24 kuyulu hiicre kiiltiir plakalarina ekildi.
Kiiltir ortam1 iki giinde bir degistirildi. Denemeler 3 teknik tekrar olacak sekilde
gerceklestirildi. Bu denemelerde Gagnon vd (2013) tarafindan tarif edilen protokol takip
edildi.

3.2.7.1 Caco-2 hiicrelerine bakteriyel adezyonun belirlenmesi

Aktif kiiltiirler 8000 Xg'de 5 dakika boyunca santrifiijleme yoluyla geri kazanildi, iki kez
steril PBS yikandi ve DMEM ortaminda 2x10” KOB/mI™? konsantrasyonunda siispanse
edildi. Bakteriyel silispansiyonlar (kuyu basina 130 puL) dogrudan yikanmis bagirsak
epitel hiicrelerinin iistiine ilave edildi ve 90 dakika boyunca 37 °C'de % 5 CO: igeren

ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra tutunmayan bakteriler, hiicre kiiltiirlerinin
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iki kez PBS ile yikanmasi yoluyla uzaklastirildi. Tutunan bakterilere sahip hiicreler, 250
uL tripsin-EDTA ile 37 °C'de 10 dakika boyunca muamele edildi, ardindan tripsin
reaksiyonunu durdurmak i¢in 250 pL FBS igeren besiyeri ilave edildi. PBS'de seri 10 kat
seyreltme yapildi ve SS agar ortamina yayma ekim yapildi. Deney gruplar 3 teknik tekrar

olacak sekilde hazirlandi. Gecelik inkiibasyonun ardindan koloniler sayildu.

3.2.7.2 Caco-2 hiicrelerine bakteriyel invazyonun belirlenmesi

Adezyon denemesi i¢in tarif edildigi gibi hazirlanan bir bakteriyel slispansiyon 2 defa
PBS ile yikanmig Caco-2 hiicreleri iizerine uygulandi ve 37 °C'de 90 dakika boyunca
inkiibe edildi. Enfekte olmus hiicreler, kuyu basina 150 pg ml™? gentamisin igeren 250 pL
DMEM eklenmeden 6nce iki kez PBS ile yikandi ve hiicre dis1 hiicreleri 6ldiirmek igin
37 °C'de 60 dakika daha bu antibiyotik ile inkiibe edildi. Hiicrelere invaze olmayan
bakterileri uzaklastirmak icin PBS ile 2 defa yikama adiminin ardindan 250 pL tripsin-
EDTA ile 37 °C'de 10 dakika muamele edilerek hiicreler plakadan ayirildi. Daha sonra
bagirsak hiicreleri, kuyu basma 250 uL % 0,1°lik Triton X-100 ¢ozeltisi eklenerek
parcalandi. 37 °C'de 10 dakikalik inkiibasyonun ardindan yukarida agiklandigi gibi
invaziv bakteri sayisinin belirlenmesi i¢in drnekler toplandi. Seri diliisyonun ardindan

ekim yapild1 ve ertesi giin sayim islemi gerceklestirildi.

3.2.8 Verilerin istatistiki analizi

Sonuglarn istatistiki analizinde SPSS 25 programi kullanildi. Ureme egrileri arasindaki
iliski, R? degerleri baz almarak lineer regresyon analizi ile test edildi. Verilerin varyans
analizi i¢in tek yonlit ANOVA ile F ve p degerleri dikkate alinarak gerceklestirildi. Grup
farkliliklarinin ileri analizi iSe Post-hoc analiz yontemlerinden Bonferroni metodu ile

gergeklestirildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Lambda Red Genlerini Kodlayan pKD46 Plazmidinin S. Typhimurium 14028’e
Aktarilmasi

pagN geni silinmis mutantin olusturulmasi amaciyla ilk olarak arabinoz promotoru
kontroliinde £ red rekombinaz genlerinin ifadesini saglayan pKD46 plazmidi E. coli’den
izole edilerek elektroporasyon yolu ile Salmonella Typhimurium 14028 susuna
transforme edildi. Transformantlar 100 pg/mL amfisilin iceren LB agar ortaminda segildi

(Sekil 4.1)

Sekil 4.1 pKD46 transformasyonu neticesi amfisilin i¢eren agardaki transformantlar

Secilen koloniler iizerinden plazmid izolasyonu yapilarak pKD46 varligir agaroz jel

elektroforezi yoluyla tespit edildi (Sekil 4.2).
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M: Siiper sarmal DNA marker (Sigma, Germany) 1: E. coli’den izole edilen pKD46 plazmidi 2-6:
Transformantlardan izole edilen pKD46 plazmidleri

Sekil 4.2 Transformantlarda pKD46 plazmidi varliginin dogrulanmasi

4.2 Kloramfenikol Gen Kaseti Insersiyonu ile S. Typhimurium’da pagN Geninin
Delesyonu

pagN geni agisindan mutant susun olusturulmasi igin pagN dizisi, bu dizi ile homolog
uzantilara sahip primerler kullanilarak kloramfenikol direng geniyle yer degistirildi. Bu
amagcla, kloramfenikol diren¢ kaseti i¢in kalip olarak kullanilan pKD3 plazmidi E.
coli’den izole edildi (Sekil 4.3).

LI

1

VVvl
£ 11

1-2: pKD3 plazmidi M: 1 kb marker (Thermo, USA)

Sekil 4.3 pKD3 plazmidi jel goriintiisii

Daha sonra plazmid Pvul enzimi ile kesilerek lineer hale getirildi ve ardindan purifiye

edilerek agaroz jelde goriintiilendi.
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1: pKD3 plazmidi 2: Dogrusal hale getirilmis pKD3 plazmidi M: 1 kb marker (Thermo, USA)
Sekil 4.4 Pvul enzimi ile kesilip lineer hale getirilmis pKD3 plazmidi

Dogrusal hale getirilmis pKD3 plazmidi kalip olarak kullanilarak Touchdown PZR
yoluyla pagN geni ile homolog uzantilara sahip kloramfenikol kaseti ¢ogaltildi. Piirifiye
edilmesinin kalip DNA’nin ortamdan uzaklastirilmasi amaciyla Dpnl restriksiyon enzimi
ile kesim islemine tabii tutulduktan sonra piirifiye edildi. Bu 6rnekler % 1’lik agaroz jelde
kontrol edildi (Sekil 4.5).

Elektroporasyon isleminde kullanilacak kesilmis PZR iiriiniiniin saflik ve miktar analizi

nanadrop araciliiyla yapildi.
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M: 1 kb marker (Thermo, USA) 1: Dogrusal haldeki pKD3 plazmidi 2: PZR reaksiyonu i¢in negatif kontrol
3: Touchdown PZR iiriinii 4: Purifiye edilmis Toucdown PZR iiriini 5: Dpnl enzimi ile kesimin ardindan
saflastirilan homolog kollara sahip direng kaseti 6: Dpnl kesimi i¢in negatif kontrol

Sekil 4.5 Touchdown PZR ile ¢ogaltilan homolog kollara sahip kloramfenikol kaseti

Dpnl ile kesilerek saflagtirilmis PZR {irliniinden farkli nanogramlarda kullanilarak
transformasyon iglemi gergeklestirildi. Transformasyon neticesinde £ red Rekombinaz
genlerinin ifadesi sayesinde kromozomal gen ile kloramfenikol diren¢ kaseti yer

degistirilmis bakterilerin antibiyotik i¢eren secici LB agarda iiremesi beklendi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 pagN delesyonu neticesi kloramfenikol iceren LB agardaki transformantlar

Bu agar ortamindaki transformantlardan gDNA izolasyonu ardindan ile ilgili primerler

kullanilarak PZR ile dogrulama yapild1 (Sekil 4.7).

M: 1 kb marker (Thermo, USA) 1: Negatif kontrol 2-7: Delesyon agisindan negatif koloniler 8: pagN geni
delesyona ugratilmig transformant

Sekil 4.7 pagN delesyonu i¢in dogrulama

Red rekombinaz aracili dizi spesifik rekombinasyon sonucu elde edilen pagN geni

acisindan mutant Salmonella Typhimurium susu, bundan sonraki denemelerde kullanildi.
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4.3 S. Typhimurium 14028 Susu ve Bu Susun segA ve pagN Mutantlarinin Ureme
Egrilerinin Degerlendirilmesi

Salmonella Typhimurium 14028 dogal tip ve mutant suglarinin iireme egrileri, absorbansa
ve canlt hiicre sayimina dayali olarak 12 saat boyunca belirli araliklarla takip edildi. Elde
edilen birimleri iliskilendirmek i¢in dogrusal regresyon analizi kullanildi ve dogal tip i¢in
R? degeri 0,912, segA mutant1 i¢in 0,937 ve pagN mutanti iginse 0,980°dir (Sekil 4.8 ve

4.9). Bu deney verileri sonraki deneylerin planlanmasinda kullandi.

Logaritmik Ureme Egrisi
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Sekil 4.8 S. Typhimurium dogal tip ve mutantlarinin logaritmik tireme egrisi
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Sekil 4.9 S. Typhimurium dogal tip ve mutantlarinin {ireme egrisi

Dogal tipe kiyasla seqA mutantinin zamana gore iireme miktarinda ¢ok biiytik bir farklilik
gozlemlenmemesine karsin pagN mutantinin iiremesi diger suslara gore daha yavas

olmakla beraber duragan faza giris vakti de gecikmektedir.

4.4 pagN Geni Acisindan Mutant S. Typhimurium Susunun Polistren Yiizeylerde
Biyofilm Olusum Kapasitesinin Degerlendirilmesi

S. Typhimurium 14028 dogal tip ve mutant suslarmin polistiren yiizeyde iki farklh
sicaklikta biyofilm olusturma kabiliyeti 6 giin boyunca test edilerek kiyaslandi. Polistiren
plakalardaki biyofilm 6l¢iimlerinin sonuglari her teknik tekrardan olgiilen optik dansite
degerlerinin ortalamasindan, kontrol kuyularmin (sadece tuzsuz LB sivi1 besiyeri igeren

kuyular) optik dansite degerlerinin ortalamasinin ¢ikarilmasi yoluyla hesaplanmaistir.

Dogal tip susu, 20 °C’de zamana bagli artan biyofilm {iretimi gosterirken 72. saatte
maksimum biyofilm iiretimine ulasti. 28 °C’de ise en fazla biyofilm iiretiminin 96. saatte
oldugu tespit edildi. Dogal tip i¢in optimum biyofilm iiretim sicakliginin 20 °C derece
oldugu tespit edildi ve biyofilme iliskin diger denemelerde referans noktasi olarak bu
sicaklik kullanildi.
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20 °C'de Zamana Gore Biyofilm Miktari
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B AsegA 0,262 1,147 1,971 1,813 1,877 1,760
B ApagN 0,122 0,786 1,030 0,446 0,408 0,466
Zaman

mDogal Tip ®AseqgA ™ ApagN

Sekil 4.10 20 °C derecede zamana gore biyofilm miktar1

20 °C’de yapilan biyofilm denemelerinde seqA mutantinin her sus i¢in maksimum degerin
goriildiigii 120. saatte biyofilm miktarinin dogal tipe kiyasla segA mutantinin biyofilm
tiretme kabiliyetinin % 33 azaldigi pagN mutantinin biyofilm tiretme kapasitesinin ise
dogal tipe kiyasla % 65 oraninda diistiigii saptandi (p<0,05). Devam eden saatlerde pagN
mutant1 i¢in biyofilm tiretim kapasitesinin oldukca diisiik oldugu ve hemen hemen ayni

optik yogunluk degerlerinde oldugu belirlendi (Sekil 4.10).
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28 °C'de Zamana Bagli Biyofilm Miktari
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Sekil 4.11 28 °C derecede zamana gore biyofilm miktar1

28 °C’de yapilan biyofilm denemelerinde seqA mutantinin, dogal tip i¢in maksimum
degerin goriildiigii 96. saatte biyofilm miktarinin dogal tipe kiyasla % 46 azaldig1 pagN
mutantinin biyofilm tiretme kapasitesinin ise dogal tipe kiyasla % 59 azaldigi tespit edildi

(p<0,05) (Sekil 4.11).

4.5 Kongo Kirmuzisi1 (CR) Agarda Biyofilm Morfotiplerinin Belirlenmesi

S. Typhimurium 14028 dogal tip ve mutant suslarinin biyofilm morfotipleri Kongo
kirmizist (CR) agarda tamimlandi. Curli fimbriya ve seliilloz genlerinin goreceli
ekspresyonuna gore farkli koloni morfotipleri kaydedilmistir. Buna gore, yapisinda
seliiloz ve curli bulundurmayan biyofilm morfotipi diiz ve beyaz (saw), yalnizca seliiloz
eksprese edilmis morfoloji ise pembe, kuru ve piiriizlii (pdar), yalnizca curli fimbriyanin
ekspresyonu ise kahverengi, kuru ve piiriizlii koloni morfotipi ile sonuglanirken dogal tip
suslarda oldugu iki komponentin birden ifade edildigi durumlarda kirmizi, kuru ve
plirtizlii biyofilm morfolojisi ortaya ¢ikar. Kongo kirmizi agarda yapilan denemelerin

sonuglar1 Sekil 4.12’deki gibidir.
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a: dogal tip b: AsegA c: ApagN

Sekil 4.12 Kongo kirmizisi agarda biyofilm morfotipleri

Bu dogrultuda, dogal tip susun biyofilm morfotipi rdar olarak tanimlanirken mutantlarda
bu morfotipten sapmalar goriilmektedir. sSeqA ve pagN mutantlarinin morfotipleri ise pdar

morfotipi benzeri ara bir morfotipe kaymistir.

4.6 Kalkoflor Beyazi (CFW) Iceren Besiyerlerinde Biyofilm Yapisinin
Degerlendirilmesi

Suslarin seliiloz iiretiminin belirlenmesi amaciyla yapilan kalkoflor boyasinin seliiloz
indikatorii olarak kullanildigi denemelerde petri plakalar1 ve tiipler 366 nm UV 151k

altinda incelendi.

Kalkoflor iceren agar ortaminda dogal tipe kiyasla mutantlarin kalkoflor baglama
miktarinin diistiigli 151ma yoluyla gozlemlendi. Isima miktarindaki bu farklilik seliiloz

varliginin azhigina isaret etmektedir (Sekil 4.13).
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a: dogal tip b: AseqA c: ApagN

Sekil 4.13 Kalkoflor beyazi igeren agarda seliiloz baglanma uygulamasi

a: dogal tip b: AseqA c: ApagN

Sekil 4.14 Kalkoflor baglama denemesi

Benzer durum kalkoflor igeren sivi ortamda bakterilerce olusturulan pelikiil yapisi i¢in de
gecerlidir. Dogal tipe kiyasla florensans i1simadaki bu azalma mutantlarda seliiloz
iretiminin biiyiik dl¢tide diistiigiine isaret etmektedir. Bunun yaninda pagN mutantinin

bu ortamda tirettigi pelikiil formunun kirilganligi 1s1manin izlenmesiyle belirgin bir hal

almigtir (Sekil 4.14).

4.7  Salmonella Suslarimin Pelikiil Olusturma Ozelliklerinin Degerlendirmesi

20 °C’de pelikiil olusturma &zellikleri Salmonella dogal tip ve mutant suslar pelikiil
olusumu, bakteri iiremesinin yogunlugu, pelikiilde halka yapisimin varhigi, ve

karistirmaya kars1 yapinin gosterdigi direng temel alinarak incelendi.
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Dogal tip susun iiremesi daha yogun ve bulanikken 6zellikle pagN mutantinin daha berrak
oldugu ve yine 6zellikle pagN mutantinin pelikiil yapisinin diger suslara gére daha kolay
dagilan kirilgan bir yapida oldugu goézlemlendi (Sekil 4.15). Ayrica mutant bakterilerde
halka yapisinin daha ince oldugu bilhassa boyama yoluyla tespit edildi (Sekil 4.16).

a: dogal tip b: 4seqA c: ApagN

Sekil 4.15 Dogal tip ve mutant suslarin pelikiil yapisi

a: dogal tip b: AsegA c: ApagN
Sekil 4.16 Dogal tip ve mutant suslarin pelikiil yapisinin kristal viyole boyasi ile
boyanarak tespiti

4.8 Bakteriyel Agregasyonun Belirlenmesi

S. Typhimurium dogal tip ve mutantlarinin zamana gore agregasyon miktaridaki
degisiklik optik yogunluga bagl olarak belirlendi ve otoagregasyon katsayilar yiizde

cinsinden hesaplandi. Dogal tip susta otoagregasyon miktarlar1 2., 4., 20. ve 24. saatte
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baslangi¢ zamanina oranla sirasiyla % 18,2, % 26,13, % 37,13 ve % 38,7 oraninda artig
gosterdi. Bu oranlar: seqA geni agisinda mutant susta % 4.75, % 5,26, % 21,08 ve % 25,80
iken pagN geni bakimindan mutant susta ise % 5,90, % 7,49, % 30,16 ve % 31,75’tir.
Zamana gore agregasyon miktar1 kiyaslandiginda dogal tip susa gore SegA mutanti
oldukga diisiik agregasyon kabiliyetine sahipken pagN mutantinin agregasyon miktar1 20.
saatten sonra artis gostermekte ve dogal tip susa yaklasmaktadir (Sekil 4.17). S.
Typhimurium dogal tip ve mutant suslarinin zamana gore agregasyon kapasitelerindeki

degisim istatistiksel agidan anlamlidir (p<0,05).
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mDogal Tip ®AseqA ™ ApagN

Sekil 4.17 Dogal tip ve mutant suslarin yiizde otoagregasyon miktarlari

4.9 Swimming ve Swarming Hareketlerinin izlenmesi

Salmonella dogal tip ve mutant suslarinin flagellaya bagli swimming (yiizme) ve
swarming (toplu go¢) hareketleri, inokiilasyon bolgesinden hareketin sonlandig1 noktaya
kadar yarigap Ol¢limiiyle belirlendi. seqA ve pagN geni agisinda mutantlarin swimming
hareketi kabiliyetlerinde dogal tip susa kiyasla sirasiyla 37 °C derecede % 30 ve % 72
azalma 28 °C derecede % 40 ve % 83,3 azalma 20 °C derecede ise % 100 azalma
goriilmektedir (Sekil 4.18). Bu durum, pagN delesyonunun, swimming hareketini gok

biiyiik oranda kisitladigini gostermektedir.
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Swimming

37°C 28 °C 20°C
Dogal 15 mm
tip i
AsegA
ApagN Yo

Swarming hareketi, dogal tip susa kiyasla seqA geni acisindan mutant sus 37, 28 ve 20 °C
derecede sirasiyla % 26,6, % 20 ve % 60 azalirken bu durum pagN geni bakimindan
mutant sus i¢in daha karmagiktir. pagN geni bakimindan mutant susun swarming
hareketliliginde 37 °C derecede yalnizca % 1,5 azalma tespit edilirken 28 °C derecede %

15 artis hesaplandi ve 20 °C derecede ise SeqA mutantina benzer sekilde % 60 azalma

Sekil 4.18 Sicakliga bagli swimming (ylizme) hareketi

izlendi (Sekil 4.19).
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Swarming

37°C 28 °C 20 °C
Dogal 30 mm 13 mm 5mm
tip
AsegA 22 mm 7 mm
ApagN 15 mm

Sekil 4.19 Sicakliga bagli swarming (toplu gog) hareketi

4.10 Caco-2 Hiicre Hattinda Adezyon ve invazyon Denemeleri

Caco-2 hiicre hattinda S. Typhimurium 14028 dogal tip ve mutant suglarinin adezyon ve
invazyon denemeleri yapildi. Sonuglar hiicreleri enfekte etmek icin kullanilan edilen
kiiltiir miktarlarina oranlanarak hesaplandi. Caco-2 hiicrelerine adezyon miktar1 dogal tip
icin % 4,7 iken segA mutanti i¢in % 1,7 pagN geni bakimmdan mutant ig¢inse % 3,7 tespit
edilmistir (Sekil 4.20).
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% Adezyon
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Dogal Tip AseqA ApagN
Seri 1 4,709480122 1,70212766 3,739837398

Sekil 4.20 Salmonella dogal tip ve mutantlarin Caco-2 hiicrelerine adezyonu

Caco-2 hiicrelerine Salmonella invazyonu ise; dogal tip i¢in % 0,82 iken segA mutanti
icin % 0,4 pagN geni bakimindan mutant i¢inse % 0,04 olarak tespit edilmistir (p<0,05).
(Sekil 4.21).
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Sekil 4.21 Salmonella dogal tip ve mutantlarin Caco-2 hiicrelerine adezyonu
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5. TARTISMA ve SONUC

Enterik bir patojen olan Salmonella, gogunlukla kontamine su veya gidalarin tiiketilmesi
yoluyla bulasir. Patojen mideyi gegtikten sonra bagirsaga ulasir ve patojenik dongiisiinii
siirdiirmek i¢in bagirsak epiteliyle etkilesime girer. Bu epitel hiicrelerine tutunma ve
invazyon, bagirsak kolonizasyonu ve epitel bariyerini gegmek i¢in énemli adimlardir.
Salmonella epitel hiicrelere giriste hem sitoiskeletin yeniden diizenlenmesi yoluyla
gerceklestirilen tetikleyici mekanizma ile hem de reseptor bagimli fermuar
mekanizmasiyla giris yapabildigi bilinen bir bakteridir. Konak hiicreye internalize
olmasinin ardindan Salmonella igeren vakuol (SCV) igerisinde kalarak kendini dogal
bagisiklik yanitlardan korur (Haraga vd. 2008). Makrofajlar tarafindan yakalanildiktan
sonra bu hiicreleri, mezenterik lenf diiglimlerine kan dolasimima ve sonugta dalak ve
karaciger gibi sistemik organlara yayilmak i¢in bir vektor olarak kullanir (Monack vd.
1996, Galan vd. 2021, Koczerka vd. 2024). Enfeksiyonun akut asamalarini takiben
Salmonella safra kesesi gibi organlarda asemptomatik olarak varligini siirdiirebilir ve
viicuttan atilimini hizlandirabilir (Crawford vd. 2010). Salmonella’nin epitel hiicrelere
tutunma ve invazyonunda rol alan tanimlanmis bilesenlerinden biri de PagN proteinidir.
Bu proteini kodlayan invazyonla ve viriilansla iliskili baz1 genleri bulunduran SPI-6’da
yer alan pagN geninin Salmonella’nin hayatta kalma, uyum saglama ve rekabet
becerilerinde ve dolayisiyla Salmonella patojenitesi ve viriilansi ayrica yayilimi igin
onemli olduguna dair literatiirde deneysel ¢alisma sonuglari mevcuttur (Conner vd. 1998,
Lambert ve Smith 2008, Yang vd. 2013). Bunlara ek olarak giincel bir ¢aligma pagN
geninin, sistemik enfeksiyonun olusturulmasinda diger invazinlerden daha 6nemli bir rolii
oldugunu gosteren kanitlar sunmaktadir (Koczerka vd. 2024). Bununla birlikte adezin ve
invazin gorevinde oldugu bilinen bir proteini sentezleyen pagN geninin dogasi
hakkindaki bilgiler kisithdir. Bu literatiir verilerinden hareketle bir dig membran proteini
kodlayan pagN geninin, daha once test edilmemis olan Salmonella biyofilm olusturma
yetenegi iizerine etkisinin de bulunma potansiyeli Ongoriisii ile olusturdugumuz

hipotezimizi bu tez kapsaminda test ettik.

Calismamizda, S. Typhimurium ATCC 14028 dogal susu ve onun pagN geni delesyona

ugratilmis mutant1 yaninda, aragtirma grubumuz tarafindan daha 6nceki ¢caligmalarda elde
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edilen ve biyofilm olusumunun regiilasyonuna katildig1 belirlenmis (Ugur vd. 2018) ve
transkriptomik analiz sonucu biyofilm olusumu esnasinda pagN geninin ekspresyonunda
artis oldugu saptanan SegA geninin mutant susu (Has vd. 2023), pagN geninin
fonksiyonunun yaninda regiilasyon karakteristikleri hakkinda da bilgi sahibi olmak

amactyla kullanilmistir.

Bu dogrultuda yiiriittiigiimiiz deneysel ¢aligmalarda pagN ve segA geni mutantlarinda
farkli sicakliklarda biyofilm olusumunun istatistiki agidan anlaml (p<0,05) diizeylerde
diigiisii her iki genin ve dolayisiyla kodladiklari proteinlerin Salmonella’da biyofilm
olusumu tizerinde kritik baz1 rollere sahip olduklarina isaret etmektedir. Burada en dikkat
¢eken sonug, evrensel literatiir verileri (Romling vd. 2000, Garcia vd. 2004, Latasa vd.
2005) yaninda ¢alisma grubumuz tarafindan yiiriitiilen arastirmalarda da (Eran vd. 2020,
Ozdemir vd. 2021, Has vd, 2023, Oguz vd. 2023) farkli genlerin biyofilm yapilari
tizerinde belirlenen etkileri birlikte degerlendirildiginde; pagN geninin belirgin bir
tistiinliik gostermesidir. Oyle ki pagN geni mutantlarinda biyofilm iiretme kabiliyetinde
azalma, Salmonella biyofilm yapilarinin ana regiilatorii olarak kabul edilen csgD geni
mutantlarindan bile daha yiiksek diizeyde meydana gelmistir. Tez ¢alismasinda elde
edilen ve evrensel literatiire dogrudan katki degeri tasiyan ana bulgumuz bu sekilde
Ozetlenebilir. Diger yandan pagN geninin Salmonella biyofilm yapilari iizerindeki
etkinliginin ilk kez bu ¢alisma ile arastirilmasi ve asagida tekrar 6zetlenen bulgularla

kanitlanmas1 da ¢calismanin orjinalitesinin kanitlaridir.

Yukarida 6zetlenen genetik ve fizyolojik kanitlara ek olarak, Kongo kirmizis1 (CR) iceren
agar ortamlarinda yiritilen denemelerde pagN ve segA mutantlarinin biyofilm
morfotipinde dogal susun morfotipi olan rdar (kirmizi, kuru ve piiriizlii) goriiniimiinden
sapmalar meydana gelerek pdar (pembe, kuru ve piiriizlii) morfotip benzeri ara bir
morfotipe doniisiimii belirlenmistir. Ayrica, Kalkoflor beyazi igeren kati ve sivi besiyeri
ortamlarinda yiiriitiilen denemeler ile de pagN ve segA mutantlarinin seliiloz {iretme
yeteneklerinde belirgin bir diisiis oldugu da tanimlanmistir. Son olarak, Salmonella dogal
susu ve mutantlarinda hava-sivi ara fazinda pelikiil olusturma 6zellikleri karsilastirmali
bir sekilde degerlendirildiginde; mutantlarin pelikiil yapilarinin daha kirillgan ve halka
yapisinin daha ince oldugu goriilmiistiir. Bu durum denemelerimizde kontrol olarak

kullanilan segA geni yaninda pagN geninin de, Salmonella biyofilm matriksinin ana
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bilesenleri olan seliiloz ve kivrimli fimbriya {iretimi tizerinde kantitatif bir etkiye sahip
oldugunu ve daha da 6nemlisi s6z konusu elemanlarin iiretiminin diigmesinin biyofilm
tiretimini dramatik bir sekilde degistirebilecegini kanitlamaktadir. S6z konusu pagN geni
mutantinda bu diisiisiin maksimum oranda meydana gelisinin temel kaynagini ise, sadece
bu genin seliiloz ve kivrimli fimbriya iiretimi tizerindeki etkisini agiklamak olas1 degildir.
Ancak pagN geninin ayn1 zamanda bir adezin/invazin olan PagN proteininin genetik
determinant oldugu dikkate alindiginda (Lambert ve Smith 2008) s6z konusu etkinin
fizyolojik esas1 anlasilmaktadir. Zira bu amagla yiiriittiiglimiiz denemelerde pagN ve seqA
geni mutantlarinda adezyon ve invazyon oranlarinin, dogal susa oranla anlamli bir sekilde
diismesi ve pagN geninin esasen invazin {iretimini kontrol ettiginin belirlenmesi pagN
geninin Salmonella’da biyofilm tiretimi ve dolayisi ile patojenite tizerindeki etkinliginin
biyokimyasal ve fizyolojik esasina yonelik yeni bir goriisiin gelistirilmesine esas olacak
ilk bulgulardir. Calismamizda, Salmonella’da bulunan ¢ok sayida adezin kismen de seqA
geni kontroliinde oldugundan, adezin tiretiminde pagN geninden daha yiiksek bir etkinlik
belirlenmistir. Adezinler Salmonella’nin biyotik ve abiyotik ylizeylere tutunma
elemanlaridir. Bu anlamda biyofilm olusumunda etkinliklerinin invazinlerden daha
yiiksek olacagini diisiinmek daha akla yatkin goriinse de, Salmonella popiilasyonunda
adezyon tek hiicreye kadar indirgense bile kisa siirede tutunulan yiizeyde kolonizasyonun
maksimum diizeye ulasabilmesi kuvvetli bir olasiliktir. Dolayis1 ile, bu yiizey
agregatlarindan biyofilm yapisinin olusumunu tesvik edecek diger molekiiler elemanlar,
s6z konusu tutunma yiizeylerinde biyofilm gelisimi icin daha kritik bir Onem
tasimaktadir. Calismamizda invazyon denemelerinden elde ettigimiz ve yukarida
Ozetledigimiz bulgular, pagN geninin biyofilm olusumu iizerine ana etkinligini, invazin
tiretimi ile gosterdigine isaret etmektedir. PhoP/PhoQ ikili regiilator sistemlerinin
reglilasyonuna bagli oldugu bilinen PagN iiretiminde; PhoQ sitozoldeki asidik pH,
ozmolaritedeki artig, diisiik periplazmik magnezyum konsantrasyonu, kisa zincirli yag
asitleri gibi cevresel degisimlerin algilayicisi, PhoP ise bu sinyallere bagli olarak
bakteriyel viriilans, hiicre yiizeyi modifikasyonlar1 ve antimikrobiyal ajanlara direng gibi
yanitlarin iiretiminde temel rolii oynayan sinyal flireticisi olarak gorev almaktadir
(Véscovi vd. 1996, Chamnongpol vd. 2003, Shin ve Groisman 2005, Kato ve Groisman
2008, Groisman vd. 2021). Bu literatiir verileri 1s18inda tutunmadan sonraki asamada

yukarida tanimlanan ikili regiilator sistemler araciligi ile PagN {iretiminin biyofilm
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olusumunun fizyolojik esasini da belirleyen hiicre yiizey degisimlerinin bagladiginin yani
biyofilm iiretiminin tesvik edildiginin dnemli bir belirteci oldugunu séylemek olasidir.
Zira adezyonda Salmonella’nin PagN yaninda daha birgok adezin igermesi bu asamada
bu bakterinin adezyonda PagN proteinine ciddi bir ihtiya¢ duymadigin1 gostermekte ve
daha onemlisi yukarida ifade edildigi iizere tutunma miktarinin da biyofilm {iretme
etkinligi ile dogrudan bir iliskisi bulunmamaktadir. Dolayisi ile PagN’nin Salmonella
patojenitesindeki rolii, tutunmadaki adezin roliinden ¢ok daha 6nemlidir (Koczerka vd.
2024). Ancak bugiine kadar invazinlerin biyofilm olusumundaki roliine dair herhangi bir
arastirma yapilmamistir. Bizim ¢alismamizin verileri, PhoP/PhoQ ikili regiilator
sistemlere bagli olarak PagN invazininin biyofilm olusumundaki dolayli roliinii agik¢a
gostermektedir. Ancak bu yliksek etkinligi tek basina dolayli bir etki olarak acgiklamak
olas1 degildir. Calismamizda PagN invazininin biyofilm olusumundaki roliiniin dogrudan
kanitlari ise, swimming ve swarming hareket iizerine etkinliginin belirlendigi fizyolojik
caligmalar sonucu elde edilmistir. Bu denemelerde pagN geni mutantinda swimming
hareketin ¢ok yiiksek diizeyde diisiisii, biyofilm olusturulacak yiizeyle aktif karsilasma
olasiligin1 minimize ettiginin ve swarming hareketin de artisinin biyofilm olgunlasmasini
kisitladiginin kanitlar1 olarak tespit edilmistir. Calismamizda sinirli deneysel kanitlar
olmasma ragmen, elde edilen bulgular 1s18inda invazin iiretimindeki artisin biyofilm
matriks olusumunu ve bu yolla da biyofilm olusumunu 6nemli Glgiide tesvik ettigini
sOylemek olasidir. Bu 6ngoriiniin kesinlik kazanabilmesi i¢in, halen ilave biyokimyasal

ve fizyolojik kanitlara gereksinim oldugu dikkatten kagirilmamalidir.

Calismamizin devaminda zamana gore ylizde otoagregasyon miktarindaki degisim
izlenmistir. pagN geni acisindan mutant susun yiizde agregasyon degerinde biiyiik bir
degisiklik gozlenmezken segA mutantinda bu katsay1 belirgin sekilde diismiistiir. Bunun
segA delesyonu sonucu bu gen tarafindan regiile edilen agregasyonla iligkili ¢ok sayida
yapinin ekspresyonunun diismesi nedeni ile agiklanmasit miimkiindiir. Bu veriler aym
zamanda hiicre agregatlarin1 da biyofilm yapilar1 gibi degerlendiren birgok literatiir
bilgisini (Sauer vd. 2022, Kragh vd. 2023) ¢iiriitmesi agisindan 6nemlidir. Zira hiicre
agregatlarinda genetik ve biyokimyasal farklanmalar genellikle beklenmezken, biyofilm

yapilarinda s6z konusu farklanmalar yaninda hiicrelerarasi kooperasyon zorunludur.
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Calismadan elde edilen veriler uygulama agisindan degerlendirildirilecek olur ise; elde
ettigimiz verilerden hareketle PagN proteininin ¢ok gli¢lii bir as1 gelistirme ajan1 ve ayrica
biyofilm yapilar ile miicadele icin etkin bir hedef olabilecegi, endiistriyel ve klinik

calismalarda oncelikle dikkate alinmalidir.

72



KAYNAKLAR

Adams, P., Fowler, R., Kinsella, N., Howell, G., Farris, M., Coote, P., & O'Connor,
C.D. 2001. Proteomic detection of PhoPQ-and acid-mediated repression of
Salmonella motility. PROTEOMICS: International Edition, 1(4), 597-607.

Agbaje, M., Begum, R. H., Oyekunle, M. A., Ojo, O. E., & Adenubi, O. T. 20 Evolution
of Salmonella nomenclature: a critical note. Folia microbiologica, 56, 497-503.

Agbor, T. A., & McCormick, B. A. 2011. Salmonella effectors: important players
modulating host cell function during infection. Cellular microbiology, 13(12),
1858-18609.

Ahmad, I., Lamprokostopoulou, A., Le Guyon, S., Streck, E., Barthel, M., Peters, V.,
& Romling, U. 2011. Complex c-di-GMP signaling networks mediate transition
between virulence properties and biofilm formation in Salmonella enterica
serovar Typhimurium. PloS one, 6(12), e28351.

Ahmad, I., Rouf, S. F., Sun, L., Cimdins, A., Shafeeq, S., Le Guyon, S., & Rémling, U.
2016. BcsZ inhibits biofilm phenotypes and promotes virulence by blocking
cellulose production in Salmonella enterica serovar Typhimurium. Microbial cell
factories, 15, 1-15.

Akgelik, N., & Akgelik, M. 2022. What makes another life possible in bacteria? Global
regulators as architects of bacterial biofilms. World Journal of Microbiology and
Biotechnology, 38(12), 236.

Altier, C., Suyemoto, M., Ruiz, A. I, Burnham, K. D., & Maurer, R. 2000.
Characterization of two novel regulatory genes affecting Salmonella invasion
gene expression. Molecular microbiology, 35(3), 635-646.

Amano, A. 2010. Bacterial adhesins to host components in periodontitis.
Periodontology 2000, 52(1).

Arnold, J. W., & Yates, I. E. 2009. Interventions for control of Salmonella: Clearance of
microbial growth from rubber picker fingers. Poultry Science, 88(6),
1292-1298.

Bao, H., Wang, S., Zhao, J. H., & Liu, S. L. 2020. Salmonella secretion systems:
Differential roles in pathogen-host interactions. Microbiological Research, 241,
126591.

Barak, J. D., Jahn, C. E., Gibson, D. L., & Charkowski, A. O. 2007. The role of
cellulose and O-antigen capsule in the colonization of plants by Salmonella
enterica. Molecular Plant-Microbe Interactions, 20(9), 1083-1091.

Barilleau, E., Védrine, M., Koczerka, M., Burlaud-Gaillard, J., Kempf, F., Grépinet, O.,
Wiedemann, A. 2021. Investigation of the invasion mechanism mediated by the
outer membrane protein PagN of Salmonella Typhimurium. BMC microbiology,
21(1), 1-18.

Barilleau, E., Védrine, M., Koczerka, M., Burlaud-Gaillard, J., Kempf, F., Grépinet, O.,
Virlogeux-Payant, 1., Velge, P., & Wiedemann, A. 2021. Investigation of the

73



invasion mechanism mediated by the outer membrane protein PagN of
Salmonella Typhimurium. BMC Microbiology, 21(1), 153.

Barnhart, M. M., & Chapman, M. R. 2006. Curli biogenesis and function. Annu. Rev.
Microbiol., 60, 131-147.

Béaumler, A. J., Tsolis, R. M., & Heffron, F. 1997. Fimbrial adhesins of Salmonella
typhimurium: Role in bacterial interactions with epithelial cells. Mechanisms in
the pathogenesis of enteric diseases, 149-158.

Bernal-Bayard, J., & Ramos-Morales, F. 2018. Molecular mechanisms used by
Salmonella to evade the immune system. Current issues in molecular biology,
25(1), 133-168.

Berne, C., Ducret, A., Hardy, G. G., & Brun, Y. V. 2015. Adhesins involved in
attachment to abiotic surfaces by Gram-negative bacteria. Microbial biofilms,
163-199.,

Berne, C., Ducret, A., Hardy, G. G., & Brun, Y. V. 2015. Adhesins involved in
attachment to abiotic surfaces by Gram-negative bacteria. Microbial biofilms,
163-199.

Bhoite, S., Gerven, N. V., Chapman, M. R., & Remaut, H. 2019. Curli Biogenesis:
Bacterial amyloid assembly by the Type VIII secretion pathway. EcoSal Plus,
8(2).

Boumart, Z., Velge, P., & Wiedemann, A. 2014. Multiple invasion mechanisms and
different intracellular Behaviors: A new vision of Salmonella-host cell
interaction. FEMS microbiology letters, 361(1), 1-7.

Brown, P. K., Dozois, C. M., Nickerson, C. A., Zuppardo, A., Terlonge, J., & Curtiss
[1l, R. 2001. MIrA, a novel regulator of curli (AgF) and extracellular matrix
synthesis by Escherichia coli and Salmonella enterica serovar Typhimurium.
Molecular microbiology, 41(2), 349-363.

Campbell, J. V., Mohle-Boetani, J., Reporter, R., Abbott, S., Farrar, J., Brandl, M., et al.
2001. An outbreak of Salmonella serotype Thompson associated with fresh
cilantro. The Journal of Infectious Diseases, 183(6), 984—987.

Castelli, M. E., Véscovi, E. G., & Soncini, F. C. 2000. The phosphatase activity is the
target for Mg2+ regulation of the sensor protein PhoQ in Salmonella. Journal of
Biological Chemistry, 275(30), 22948-22954.

Chamnongpol, S., Cromie, M., & Groisman, E. A. 2003. Mg2+ sensing by the Mg2+
sensor PhoQ of Salmonella enterica. Journal of molecular biology, 325(4), 795
807.

Charles, R. C., Harris, J. B., Chase, M. R., Lebrun, L. M., Sheikh, A., LaRocque, R. C.,
& Ryan, E. T. 2009. Comparative proteomic analysis of the PhoP in Salmonella
enterica serovar Typhi versus Typhimurium. PLoS One, 4(9), e6994.

Coenye, T. 2013. '‘Biofilms' in Maloy, S. & Hughes, K., Brenner's Encyclopedia of
Genetics (Second Edition), San Diego: Academic Press, 335-337.

74



Collinson, S. K., Clouthier, S. C., Doran, J. L., Banser, P. A., & Kay, W. W. 1996.
Salmonella enteritidis agfBAC operon encoding thin, aggregative fimbriae.
Journal of Bacteriology, 178(3), 662-667.

Conner, C.P., Heithoff, D.M., Julio, S.M., Sinsheimer, R.L., Mahan, M.J. 1998.
Differential patterns of acquired virulence genes distinguish Salmonella strain S.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 95(8), 4641-4645.

Cossart, P., & Sansonetti, P. J. 2004. Bacterial invasion: the paradigms ofenteroinvasive
pathogens. Science, 304(5668), 242-248.

Costerton JW, Stewart PS, Greenberg EP. 1999. Bacterial biofilms: a common cause of
persistent infections. Science 284:1318-1322

Craig, L., & Li, J. 2008. Type IV pili: paradoxes in form and function. Current opinion
in structural biology, 18(2), 267-277.

Crawford, R. W., Reeve, K. E., & Gunn, J. S. 2010. Flagellated but not hyperfimbriated
Salmonella enterica serovar Typhimurium attaches to and forms biofilms on
cholesterol-coated surfaces. Journal of Bacteriology, 192(12), 2981-2990.

Crawford, R. W., Rosales-Reyes, R., Ramirez-Aguilar, M. D. L. L., Chapa-Azuela, O.,
Alpuche-Aranda, C., & Gunn, J. S. 2010. Gallstones play a significant role in
Salmonella spp. gallbladder colonization and carriage. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 107(9), 4353-4358.

Dalebroux, Z. D., & Miller, S. I. 2014. Salmonellae PhoPQ regulation of the outer
membrane to resist innate immunity. Current opinion in microbiology, 17, 106
113.

Datsenko, K.A., Wanner, B.L. 2000. One-step inactivation of chromosomal genes in
Escherichia coli K 12 using PCR products. Proc. Natl. Acad. Sci. 97:6640-6644.

Davies, D. 2003. Understanding biofilm resistance to antibacterial agents. Nature
Reviews. Drug Discovery, 2(2), 114—122.

de Rezende, C. E., Anriany, Y., Carr, L. E., Joseph, S. W., & Weiner, R. M. 2005.
Capsular polysaccharide surrounds smooth and rugose types of Salmonella
enterica serovar Typhimurium DT104. Applied and Environmental
Microbiology, 71(11), 7345—7351.

Domka, J., Lee, J., Bansal, T., & Wood, T. K. 2007. Temporal gene-expression in
Escherichia coli K-12 biofilms. Environmental microbiology, 9(2), 332-346.

Dong, H., Peng, D., Jiao, X., Zhang, X., Chen, S., Lu, Y., ... & Liu, X. 2011.
Construction and characterization of an ompR gene deletion mutant from
Salmonella enteritidis. Wei Sheng wu xue bao= Acta Microbiologica Sinica,
51(9), 1256-1262.

Donlan R. 2001. Biofilms and device-associated infections. Emerg Infect Dis 7:277
281

Donlan, R. M. 2002. Biofilms: microbial life on surfaces. Emerging infectious
diseases, 8(9), 881.

Douglas LJ. 2003. Candida biofilms and their role in infection. Trends Microbiol
11:30-36

75



Dufresne, K., & Daigle, F. 2017. Salmonella fimbriae: What is the clue to their hairdo.
Current Topics in Salmonella and Salmonellosis, 59-79.

Duncan, M. J., Mann, E. L., Cohen, M. S., Ofek, I., Sharon, N., & Abraham, S. N. 2005.
The distinct binding specificities exhibited by enterobacterial type 1 fimbriae are
determined by their fimbrial shafts. Journal of Biological Chemistry, 280(45),
37707-37716.

Dunne MW. 2002. Bacterial adhesion—seen any good biofilms lately? Clin Microbiol
Rev 15:155-166

Eran, Z., Akcelik, M., Yazici, B. C., Ozcengiz, G., & Akgelik, N. 2020. Regulation of
biofilm formation by marT in Salmonella Typhimurium. Molecular Biology
Reports, 47, 5041-5050.

Evans, M. L., & Chapman, M. R. 2014. Curli biogenesis: Order out of disorder.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell Research, 1843(8),
1551-1558.

Ferrari RG, Rosario DKA, Cunha-Neto A, Mano SB, Figueiredo EES, Conte-Junior
CA. 2019. Worldwide epidemiology of Salmonella serovars in animal-based
foods: a metaanalysis. Appl Environ Microbiol 85:e00591-19.

Fields, P. I., Swanson, R. V., Haidaris, C. G., & Heffron, F. 1986. Mutants of
Salmonella typhimurium that cannot survive within the macrophage are
avirulent. Proceedings of the National Academy of Sciences, 83(14), 5189-5193.

Finiay, B. B., & Falkow, S. 1989. Salmonella as an intracellular parasite. Molecular
microbiology, 3(12), 1833-1841.

Flemming, H. C., & W.ingender, J. 2010. The biofilm matrix. Nature reviews
microbiology, 8(9), 623-633.

Folkesson, A., Advani, A., Sukupolvi, S., Pfeifer, J. D., Normark, S., & Lofdahl, S.
1999. Multiple insertions of fimbrial operons correlate with the evolution of
Salmonella serovars responsible for human disease. In Molecular Microbiology
(Vol. 33, Issue 3, pp. 612-622).

Folkesson, A., Lofdahl, S., & Normark, S. 2002. The Salmonella enterica subspecies |
specific centisome 7 genomic island encodes novel protein families present in
bacteria living in close contact with eukaryotic cells. In Research in
Microbiology (Vol. 153, Issue 8, pp. 537-545).

Gagnon, M., Berner, A. Z., Chervet, N., Chassard, C., & Lacroix, C. 2013. Comparison
of the Caco-2, HT-29 and the mucus-secreting HT29-MTX intestinal cell models
to investigate Salmonella adhesion and invasion. Journal of microbiological
methods, 94(3), 274-279.

Galan, J. E. 2021. Salmonella Typhimurium and inflammation: a pathogen-centric
affair. Nature Reviews Microbiology, 19(11), 716-725.

Garcia, B., Latasa, C., Solano, C., Portillo, F. G. D., Gamazo, C., & Lasa, 1. 2004. Role
of the GGDEF protein family in Salmonella cellulose biosynthesis and biofilm
formation. Molecular microbiology, 54(1), 264-277.

76



Gerstel, U., Park, C., & Romling, U. 2003. Complex regulation of csgD promoter
activity by global regulatory proteins. Molecular microbiology, 49(3), 639-654.

Giaccone, V., Catellani, P., & Alberghini, L. 2011. Food as cause of human
salmonellosis. Salmonella—A Dangerous Foodborne Pathogen, 47.

Giaouris, E. D., & Nychas, G. J. 2006. The adherence of Salmonella Enteritidis PT4 to
stainless steel: The importance of the air-liquid interface and nutrient
availability. Food Microbiology, 23(8), 747—752.

Gibson, D. L., White, A. P., Snyder, S. D., Martin, S., Heiss, C., Azadi, P., et al. 2006.
Salmonella produces an O-antigen capsule regulated by AgfD and important for
environmental persistence. Journal of Bacteriology, 188(22), 77227730

Gomez-Aldapa, C. A., Torres-Vitela, M. D. R., Villarruel-Lopez, A., & Castro-Rosas, J.
2012. The role of foods in Salmonella infections. Salmonella-A Dangerous
Foodborne Pathogen, 21-46.

Groisman, E. A., & Ochman, H. 1997. How Salmonella became a pathogen. Trends in
microbiology, 5(9), 343-349.

Groisman, E. A., Duprey, A., & Choi, J. 2021. How the PhoP/PhoQ system controls
virulence and Mg2+ homeostasis: lessons in signal transduction, pathogenesis,
physiology, and evolution. Microbiology and Molecular Biology Reviews,
85(3), 10-1128.

Gunn, J. S., Belden, W. J., & Miller, S. I. 1998. Identification of PhoP-PhoQ activated
genes within a duplicated region of the Salmonella typhimurium chromosome.
Microbial Pathogenesis, 25(2), 77-90.

Hall-Stoodley, L., & Stoodley, P. 2009. Evolving concepts in biofilm infections.
Cellular Microbiology, 11(7), 1034—1043.

Hamilton, S., Bongaerts, R. J., Mulholland, F., Cochrane, B., Porter, J., Lucchini, S.,
& Hinton, J. C. 2009. The transcriptional programme of Salmonella enterica
serovar Typhimurium reveals a key role for tryptophan metabolism in biofilms.
BMC genomics, 10, 1-21.

Hansmeier, N., Miskiewicz, K., Elpers, L., Liss, V., Hensel, M., & Sterzenbach, T.
2017. Functional expression of the entire adhesiome of Salmonella enterica
serotype Typhimurium. Scientific Reports, 7(1), 10326.

Haraga, A., Ohlson, M. B., & Miller, S. 1. 2008. Salmonellae interplay with host cells.
Nature Reviews Microbiology, 6(1), 53-66.

Has, E. G., Akcelik, N., & Akcelik, M. 2023. Comparative global gene expression
analysis of biofilm forms of Salmonella Typhimurium ATCC 14028 and its
segA mutant. Gene, 853, 147094.

Heithoff, D. M., Conner, C. P., Hentschel, U., Govantes, F., Hanna, P. C., & Mahan, M.
J. 1999. Coordinate intracellular expression of Salmonella genes induced during
infection. Journal of Bacteriology, 181(3), 799-807.

Hermansson, M. 1999. The DLVO theory in microbial adhesion. Colloids and surfaces
B: Biointerfaces, 14(1-4), 105-119.

77



Holden, N., Totsika, M., Dixon, L., Catherwood, K., & Gally, D. L. 2007. Regulation of
P-fimbrial phase variation frequencies in Escherichia coli CFT073. Infection and
immunity, 75(7), 3325-3334.

Homoe, P., Bjarnsholt, T., Wessman, M., Sorensen, H. C., & Johansen, H. K. 2009.
Morphological evidence of biofilm formation in Greenlanders with chronic
suppurative otitis media. European Archives of Otorhinolaryngology, 266(10),
1533-1538.

Hou, S., Wang, S., Zhao, X., Li, W., Gao, J., Wang, Y., .& Zhu, Y. 2022. Establishment
of indirect ELISA method for Salmonella antibody detection fromducks  based
on PagN protein. BMC Veterinary Research, 18(1), 424.

Huang, J., Chen, S., Huang, K., Yang, L., Wu, B., & Peng, D. 2015. Identification of
rpoE gene associated with biofilm formation of Salmonella pullorum. Wei sheng
wu xue bao= Acta microbiologica Sinica, 55(2), 156-163.

Hume, P. J., Singh, V., Davidson, A. C., & Koronakis, V. 2017. Swiss Army Pathogen:
The Salmonella Entry Toolkit. In Frontiers in Cellular and Infection
Microbiology (Vol. 7). https://doi.org/10.3389/fcimb.2017.00348

Ibarra, J. A., & Steele-Mortimer, O. 2009. Salmonella-the ultimate insider. Salmonella
virulence factors that modulate intracellular survival. Cellular microbiology,
11(11), 1579-1586.

Jesudhasan, P. R., Cepeda, M. L., Widmer, K., Dowd, S. E., Soni, K. A., Hume, M. E., &
Pillai, S. D. 2010. Transcriptome analysis of genes controlled by
luxS/autoinducer-2 in Salmonella enterica serovar Typhimurium. Foodborne
pathogens and disease, 7(4), 399-410.

Ji, Y., Li, W., Zhang, Y., Chen, L., Zhang, Y., Zheng, X., ... & Ni, B. 2017. QseB
mediates biofilm formation and invasion in Salmonella enterica serovar Typhi.
Microbial pathogenesis, 104, 6-11.

Jonas, K., Edwards, A. N., Ahmad, 1., Romeo, T., Romling, U., & Melefors, O. 2010.
Complex regulatory network encompassing the Csr, ¢-di-GMP and motility
systems of Salmonella Typhimurium. Environmental microbiology, 12(2), 524
540.

Joseph, B., Otta, S. K., Karunasagar, I., & Karunasagar, I. 2001. Biofilm formation by
Salmonella spp. on food contact surfaces and their sensitivity to sanitizers.
International Journal of Food Microbiology, 64(3), 367—372.

Kato, A., & Groisman, E. A. 2008. The PhoQ/PhoP regulatory network of Salmonella
enterica. Bacterial signal transduction: networks and drug targets, 7-21.

Kingsley, R. A., Santos, R. L., Keestra, A. M., Adams, L. G., & Biumler, A. J. 2002.
Salmonella enterica serotype Typhimurium ShdA is an outer membrane

fibronectin-binding protein that is expressed in the intestine. Molecular
microbiology, 43(4), 895-905.

Klerks, M. M., Franz, E., van Gent-Pelzer, M., Zijlstra, C., & van Bruggen, A. H. 2007.
Differential interaction of Salmonella enterica serovars with lettuce cultivars and
plant-microbe factors influencing the colonization efficiency. The ISME
Journal, 1(7), 620—631.

78



Koczerka, M., Lantier, I., Morillon, M., Deperne, J., Clamagirand, C. D., Virlogeux
Payant, 1., & Grépinet, O. 2024. From intestine to beyond: Salmonella entry
factors display distinct transcription pattern upon infection in murine models.
Open Biology, 14(1), 230312.

Kragh, K. N., Tolker-Nielsen, T., & Lichtenberg, M. 2023. The non-attached biofilm
aggregate. Communications Biology, 6(1), 898.

Lambert, M.A.,ve Smith, S.G. 2008. The PagN protein of Salmonella enterica serovar
Typhimurium is an adhesin and invasin. BMC microbiology, 8(1), 1-11.

Latasa, C., Garcia, B., Echeverz, M., Toledo-Arana, A., Valle, J., Campoy, S., &Lasa, I.
2012. Salmonella biofilm development depends on the phosphorylation status
of RcsB. Journal of bacteriology, 194(14), 3708-3722.

Latasa, C., Roux, A., Toledo-Arana, A., Ghigo, J. M., Gamazo, C., Penades, J. R., et al.
2005. BapA, a large secreted protein required for biofilm formation and host
colonization of Salmonella enterica serovar Enteritidis. Molecular Microbiology,
58(5), 1322—1339.

Lawhon, S. D., Maurer, R., Suyemoto, M., & Altier, C. 2002. Intestinal short-chain
fatty acids alter Salmonella typhimurium invasion gene expression and virulence
through BarA/SirA. Molecular microbiology, 46(5), 1451-1464.

Lippa, A. M., & Goulian, M. 2009. Feedback inhibition in the PhoQ/PhoP signaling
system by a membrane peptide. PLoS genetics, 5(12), e1000788.

Liu, Z., Niu, H., Wu, S., & Huang, R. 2014. CsgD regulatory network in a bacterial
trait-altering biofilm formation. Emerging microbes & infections, 3(1), 1-5.

Lu, Y., Chen, S., Dong, H., Sun, H., Peng, D., & Liu, X. 2012. Identification of genes
responsible for biofilm formation or virulence in Salmonella enterica serovar
pullorum. Avian diseases, 56(1), 134-143.

Lideritz, O., Staub, A. M., & Westphal, O. 1966. Immunochemistry of O and R
antigens of Salmonella and related Enterobacteriaceae. Bacteriological
Reviews, 30(1), 192-255.

Mahon, B. E., Ponka, A., Hall, W. N., Komatsu, K., Dietrich, S. E., Siitonen, A., et al.
1997. An international outbreak of Salmonella infections caused by alfalfa
sprouts grown from contaminated seeds. The Journal of Infectious Diseases,
175(4), 876—882.

Malik-Kale, P., Jolly, C. E., Lathrop, S., Winfree, S., Luterbach, C., & Steele-Mortimer,
0. 2011. Salmonella—at home in the host cell. Frontiers in microbiology, 2, 125.

Mariscotti, J. F., & Garcia-del Portillo, F. 2009. Genome expression analyses revealing
the modulation of the Salmonella Rcs regulon by the attenuator IgaA. Journal of
bacteriology, 191(6), 1855-1867.

Marshall, K. C., Stout, R., & Mitchell, R. 1971. Mechanism of the initial events in the
sorption of marine bacteria to surfaces. Microbiology, 68(3), 337-348. 30.

Ménard, S., Lacroix-Lamandé, S., Ehrhardt, K., Yan, J., Grassl, G. A., & Wiedemann, A.
2022. Cross-talk between the intestinal epithelium and SalmonellaTyphimurium.
Frontiers in Microbiology, 13, 906238.

79



Merino, L., Trejo, F. M., De Antoni, G., & Golowczyc, M. A. 2019. Lactobacillus
strains inhibit biofilm formation of Salmonella sp. isolates from poultry. Food
Research International, 123, 258-265.

Mika, F., & Hengge, R. 2013. Small regulatory RNAs in the control of motility and
biofilm formation in E. coli and Salmonella. International journal of molecular
sciences, 14(3), 4560-4579.

Miller, S. 1. 1991. PhoP/PhoQ: macrophage-specific modulators of Salmonella
virulence?. Molecular microbiology, 5(9), 2073-2078.

Mglbak, K., Olsen, J. E., & Wegener, H. C. 2006. Salmonella infections. Foodborne
infections and intoxications, 57-136.

Monack, D. M., Raupach, B., Hromockyj, A. E., & Falkow, S. 1996. Salmonella
typhimurium invasion induces apoptosis in infected macrophages. Proceedings
of the National Academy of Sciences, 93(18), 9833-9838.

Mulder, D. T., Cooper, C. A., & Coombes, B. K. 2012. Type VI secretion system
associated gene clusters contribute to pathogenesis of Salmonella enterica
serovar Typhimurium. Infection and immunity, 80(6), 1996-2007.

Murray, R. A., & Lee, C. A. 2000. Invasion genes are not required for Salmonella
enterica serovar Typhimurium to breach the intestinal epithelium: evidence that
Salmonella pathogenicity island 1 has alternative functions during infection.
Infection and immunity, 68(9), 5050-5055.

Navarre, W. W., Halsey, T. A., Walthers, D., Frye, J., McClelland, M., Potter, J. L.,
& Libby, S. J. 2005. Co-regulation of Salmonella enterica genes required for
virulence and resistance to antimicrobial peptides by SlyA and PhoP/PhoQ.
Molecular microbiology, 56(2), 492-508.

Oguz, S. K., Has, E. G., Akcelik, N., & Akcelik, M. 2023. Phenotypic impacts and
genetic regulation characteristics of the DNA adenine methylase gene (dam) in
Salmonella Typhimurium biofilm forms. Research in Microbiology, 174(1-2),
103991.

Olgunoglu, I. A. 2012. Salmonella in fish and fishery products. Salmonella-A
Dangerous Foodborne Pathogen.

Oludairo, O. O., Kwaga, J. K., Kabir, J., Abdu, P. A., Gitanjali, A., Perrets, A., &
Aiyedun, J. 2022. A review on Salmonella characteristics, taxonomy,
nomenclature with special reference to non-Typhoidal and Typhoidal
salmonellosis. Zagazig Veterinary Journal, 50(2), 161-176.

Ozdemir, C., Akcelik, N., & Akcelik, M. 2018. The role of extracellular DNA in
Salmonella biofilms. Molecular Genetics, Microbiology and Virology, 33, 60
71.

Ozdemir, C., Akeelik, N., Neslihan Ozdemir, F., Evcili, L., Kahraman, T., Giirsel, 1., &
Akcelik, M. 2021. The role of bcsE gene in the pathogenicity of Salmonella.
Pathogens and Disease, 79(6), ftab037.

Ozkalp, B. 2012. Isolation and identification of Salmonellas from different
samples. Salmonella-A Dangerous Foodborne PathogenB.

80



Palmer, J., Flint, S., & Brooks, J. 2007. Bacterial cell attachment, the beginning of a
biofilm. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, 34(9), 577-588.

Park, S. Y., Pontes, M. H., & Groisman, E. A. 2015. Flagella-independent surface
motility in Salmonella enterica serovar Typhimurium. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 112(6), 1850-1855.

Percival, S. L., Malic, S., Cruz, H., & Williams, D. W. 2011. Introduction to
biofilms. Biofilms and veterinary medicine, 41-68.

Petano-Duque, J. M., Rueda-Garcia, V., & Rondon-Barragan, 1. S. 2023. Virulence
genes identification in Salmonella enterica isolates from humans, crocodiles, and
poultry farms from two regions in Colombia. Veterinary World, 16(10), 2096.

Prouty, A. M., & Gunn, J. S. 2003. Comparative analysis of Salmonella enterica serovar
Typhimurium biofilm formation on gallstones and on glass. Infection and
Immunity, 71(12), 7154-7158.

Radics, J., Konigsmaier, L., & Marlovits, T. C. 2014. Structure of a pathogenic type 3
secretion system in action. Nature Structural & Molecular Biology, 21(1), 82
87.

Raghunathan, D., Wells, T. J., Morris, F. C., Shaw, R. K., Bobat, S., Peters, S. E., &
Henderson, I. R. 2011. SadA, a trimeric autotransporter from Salmonella
enterica serovar Typhimurium, can promote biofilm formation and provides
limited protection against infection. Infection and immunity, 79(11), 4342-4352.

Ramage G, Martinez JP, Lopez-Ribot JL 2006 Candida biofilms on implanted
biomaterials: a clinically significant problem. FEMS Yeast Res 6:979-986

Ray, S., Pandey, N. K., Kushwaha, G. S., Das, S., Ganguly, A. K., Vashi, N., &
Bhavesh, N. S. 2022. Structural investigation on SPI-6-associated Salmonella
typhimurium VirG-like stress protein that promotes pathogen survival in
macrophages. Protein Science, 31(4), 835-849.

Rehman, T., Yin, L., Latif, M. B., Chen, J., Wang, K., Geng, Y., & Ouyang, P. 2019.
Adhesive mechanism of different Salmonella fimbrial adhesins. Microbial
pathogenesis, 137, 103748.

Romling, U., Bian, Z., Hammar, M., Sierralta, W. D., & Normark, S. 1998. Curli fibers
are highly conserved between Salmonella Typhimurium and Escherichia coli
with respect to operon structure and regulation. Journal of Bacteriology,
180(3),722-731

Romling, U., Bokranz, W., Rabsch, W., Zogaj, X., Nimtz, M., & Tschape, H. 2003.
Occurrence and regulation of the multicellular morphotype in Salmonella
serovars important in human disease. International Journal of Medical
Microbiology, 293(4), 273-285.

Romling, U., Gomelsky, M., & Galperin, M. Y. 2005. C-di-GMP: the dawning of a
novel bacterial signalling system. Molecular microbiology, 57(3), 629-639.

Romling, U., Rohde, M., Olsén, A., Normark, S., & Reinkoster, J. 2000. AgfD, the
checkpoint of multicellular and aggregative behaviour in Salmonella typhimurium
regulates at least two independent pathways. Molecular microbiology, 36(1), 10
23.

81



Romling, U., Sierralta, W. D., Eriksson, K., & Normark, S. 1998b. Multicellular and
aggregative behaviour of Salmonella typhimurium strains is controlled by
mutations in the agfD promoter. Molecular microbiology, 28(2), 249-264.

Rosselin, M., Virlogeux-Payant, I., Roy, C., Bottreau, E., Sizaret, P. Y., Mijouin, L.,
& Wiedemann, A. 2010. Rck of Salmonella enterica, subspecies enterica serovar
enteritidis, mediates zipper-like internalization. Cell research, 20(6), 647-664.

Rumbaugh, K. P., & Sauer, K. 2020. Biofilm dispersion. Nature Reviews
Microbiology, 18(10), 571-586.

Sauer, K., Stoodley, P., Goeres, D. M., Hall-Stoodley, L., Burmelle, M., Stewart, P. S.,
& Bjarnsholt, T. 2022. The biofilm life cycle: expanding the conceptual model
of biofilm formation. Nature Reviews Microbiology, 20(10), 608-620.

Shin, D., & Groisman, E. A. 2005. Signal-dependent binding of the response regulators
PhoP and PmrA to their target promoters in vivo. Journal of Biological
Chemistry, 280(6), 4089-4094.

Song, H., Kong, W., Weatherspoon, N., Qin, G., Tyler, W., Turk, J., & Shi, Y. 2008.
Modulation of the regulatory activity of bacterial two-component systems by
SlyA. Journal of biological chemistry, 283(42), 28158-28168.

Soto, G. E., & Hultgren, S. J. 1999. Bacterial adhesins: common themes and variations
in architecture and assembly. Journal of bacteriology, 181(4), 1059-1071.

Stepanovic, S., Vukovic, D., Dakic I., Savic, B. and Svabic-Vlahovic, M. 2000. A
modified microtiter-plate test for quantification of staphylococcal biofilm
formation. Journal of Microbiological Methods, 40, 175-179.

Stewart, P. S., & Franklin, M. J. 2008. Physiological heterogeneity in biofilms. Nature
Reviews. Microbiology, 6(3), 199-210.

Teplitski, M., Al-Agely, A., & Ahmer, B. M. 2006. Contribution of the SirA regulon to
biofilm formation in Salmonella enterica serovar Typhimurium. Microbiology,
152(11), 3411-3424.

Tessari, E. N. C., Kanashiro, A. M. I, Stoppa, G. F., Luciano, R. L., De Castro, A. G.
M., & Cardoso, A. L. S. P. 2012. Important aspects of Salmonella in the poultry
industry and in public health. Salmonella-A dangerous foodborne pathogen, 182
206.

Tierrez, A., & Garcia-del Portillo, F. 2004. The Salmonella membrane protein IgaA
modulates the activity of the RcsC-YojN-RcsB and PhoP-PhoQ regulons.
Journal of bacteriology, 186(22), 7481-7489.

Tsolis, R. M., Young, G. M., Solnick, J. V., & Baumler, A. J. 2008. From bench
tobedside: Stealth of enteroinvasive pathogens. Nature Reviews. Microbiology,
6(12), 883—892.

Tikel, C., Akgelik, M., de Jong, M. F., Simsek, O., Tsolis, R. M., & Baumler, A. J.
2007. MarT activates expression of the MisL autotransporter protein of
Salmonella enterica serotype Typhimurium. Journal of bacteriology, 189(10),
3922-3926.

82



Ugur, S., Akgelik, N., Yiiksel, F. N., Taskale Karatug, N., & Akgelik, M. 2018. Effects
of dam and segA genes on biofilm and pellicle formation in Salmonella.
Pathogens and Global Health, 112(7), 368-377.

Véscovi, E. G., Soncini, F. C., & Groisman, E. A. 1994. The role of the PhoP/PhoQ
regulon in Salmonella virulence. Research in microbiology, 145(5-6), 473-480.

Véscovi, E. G., Soncini, F. C., & Groisman, E. A. 1996. Mg2+ as an extracellular
signal: environmental regulation of Salmonella virulence. Cell, 84(1), 165-174.

Vestby, L. K., Moretro, T., Langsrud, S., Heir, E., & Nesse, L. L. 2009. Biofilm
forming abilities of Salmonella are correlated with persistence in fish meal- and
feed factories. BMC Veterinary Research, 5, 20.

Wagner, C., & Hensel, M. 2011. Adhesive mechanisms of Salmonella enterica.
Bacterial Adhesion: Chemistry, Biology and Physics, 17-34.

Wagner, C., Polke, M., Gerlach, R. G., Linke, D., Stierhof, Y. D., Schwarz, H., &
Hensel, M. 2011. Functional dissection of SiiE, a giant non-fimbrial adhesin of
Salmonella enterica. Cellular microbiology, 13(8), 1286-1301.

Waite, R.D., Papakonstantinopoulou, A., Litter, E., and Curtis, M.A. 2005
Transcriptome analysis of Pseudomonas aeruginosa growth: comparison of gene
expression in planktonic cultures and developing and mature biofilms. J
Bacteriol 187: 6571-6576.

Watnick, P., & Kolter, R. 2000. Biofilm, city of microbes.Journal of
bacteriology, 182(10), 2675-2679.

White, A. P., Weljie, A. M., Apel, D., Zhang, P., Shaykhutdinov, R., Vogel, H. J., &
Surette, M. G. 2010. A global metabolic shift is linked to Salmonella
multicellular development. PloS one, 5(7), e11814.

Wu,S. 2015. Invasion. In Molecular Medical Microbiology (pp.423-448).Academic
Press

Yang, Y., Wan, C., Xu, H., Aguilar, Z.P., Tan, Q., Xu, F., Wei, H. 2013. Identification
of an outermembrane protein of Salmonella enterica serovar Typhimurium as a
potential vaccine candidate for Salmonellosis in mice. Microbes and Infection,
15(5), 388-398.

Yin, L., Li, Q., Xue, M., Wang, Z., Tu, J., Song, X., & Qi, K. 2019. The role of the
phoP transcriptional regulator on biofilm formation of avian pathogenic
Escherichia coli. Avian pathology, 48(4), 362-370.

Zakikhany, K., Harrington, C. R., Nimtz, M., Hinton, J. C., & Romling, U. 2010.
Unphosphorylated CsgD controls biofilm formation in Salmonella enterica
serovar Typhimurium. Molecular microbiology, 77(3), 771-786.

Zeiner, S. A., Dwyer, B. E., & Clegg, S. 2012. FimA, FimF, and FimH are necessary for
assembly of type 1 fimbriae on Salmonella enterica serovar Typhimurium.
Infection and immunity, 80(9), 3289-3296.

Zhang, X. L., Jeza, V. T., & Pan, Q. 2008. Salmonella Typhi: from a human pathogen to
a vaccine vector. Cellular & molecular immunology, 5(2), 91-97.

83



Zhang, X. L., Tsui, I. S., Yip, C. M., Fung, A. W., Wong, D. K. H., Dai, X., & Morris,
C. 2000. Salmonella enterica serovar Typhi uses type IVB pili to enter human
intestinal epithelial cells. Infection and immunity, 68(6), 3067-3073.

Z0gaj, X., Nimtz, M., Rohde, M., Bokranz, W., & Romling, U. 2001. The multicellular
morphotypes of Salmonella Typhimurium and Escherichia coli produce
cellulose as the second component of the extracellular matrix. Molecular
Microbiology, 39(6), 1452—1463.

84





