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Salmonella Patojenitesinin
Molekiiler Mekanizmalari

Molecular Mechanisms of
Salmonella Pathogenicity: Review

OZET Patojenik Salmonella suslari insan ve diger bircok memeli tiiriinde hastalik etkenidir. Salmo-
nella serotipleri gastroenteritden, tifo, bakteriyemi, fokal enfeksiyonlar ve yasam boyu tasiyic: du-
ruma kadar genis bir hastalik spektrumuna yol agabilmektedir. Bu hastaliklar etiyolojik agidan
degerlendirildiginde, birbirinden belirgin hatlarla ayrilan farkliliklar icermektedir. Ancak konak-
patojen iliskilerinin temel molekiiler mekanizmalarinin benzerligi, Salmonella’y1 s6z konusu ilis-
kilerin agiklanmasinda model bir mikroorganizma haline getirmistir. Salmonella enterica serotype
typhimurium (S. Typhimurium) tarafindan indiiklenen enterokolitin molekiiler patojenitesi tizerin-
de, doku kiiltiirii ve yenidogan buzag: model sistemleri ile yiiriitiilen yeni ¢alismalar, diyareye yol
acan karmagik konak-patojen iliskilerindeki anahtar olaylarin agiklanmasinda 6nemli gelismeler
saglamistir. Diger yandan Afrika’da bulunan AIDS’li hastalar arasinda gergeklestirilen en son epi-
demiyolojik gozlemler, S. typhinin adaptif bagisikliktan kagma yeteneginde oldugu gorisini des-
teklemistir. Tifoya yol agmayan Salmonella serotipleri, saglikl bireylerin savunma mekanizmalari
ile bag edemezler ve bu nedenle bakterilerin intestinal mukozadan sistemik enfeksiyon bolgeleri-
ne yayilmas: kisitlanir. Gastroenterite yol agan ve tifo etmeni olmayan Salmonella serotiplerinin
konak iggal mekanizmalarin anlagilmas: iizerine saglanan gelismeler, Typhi’nin savunma meka-
nizmalarini agmasinda yardimci olan spesifik 6zelliklerini ve neden gastroenterit yerine tifoya yol
actigini tanimlamamiza yardimci olmustur. Ozellikle Salmonella’da patojenite ile iligkili molekii-
ler elemanlarin genetik ve biyokimyasal esasinin tanisi, enfeksiyon hastaliklarinin temel biyolojik
stire¢lerinin agiklanmasina 6nciilitk etmektedir. Bu derleme, Salmonella patojenitesinin molekiiler
mekanizmalari izerine saglanan yeni bulgular {izerinde odaklanmustir.

Anahtar Kelimeler: Salmonella enfeksiyonlari; adezin, Salmonella

ABSTRACT Pathogenic Salmonella strains are cause disease in humans and many other mammalian
species. Salmonella serotypes may cause a wide spectrum of diseases ranging from gastroenteritis,
typhoid fever, bacteriemia, focal infections, to lifetime carrier state. These diseases are differ sig-
nificantly from each other when considering their ethiology. However, similarities on basic mo-
lecular mechanisms of host-pathogen interactions have brought the Salmonella as a model
microorganism to explain these interactions. Newer studies on the molecular pathogenesis of Sal-
monella enterica serotype typhimurium (S. typhimurium) induced enterocolitis in tissue culture
models and the neonatal calf model have led to an improved to explaining of key events occurring
during the complex series of host-pathogen interactions leading to diarrhea. On the other hand, lat-
est epidemiological observations made among patients with AIDS in Africa, seem to support the
concept that serotype S. typhi is able to evade adaptive immunity. In healthy individuals, nonty-
phoidal Salmonella serotypes are unable to overcome defense mechanisms that limit bacterial dis-
semination from the intestinal mucosa to systemic sites of infection. Advances in our understanding
of the mechanisms by which nontyphoidal Salmonella serotypes cause gastroenteritis have helped
us defining the unique properties that enable serotype Typhi to trigger host responses in humans
leading to the development of typhoid fever rather than gastroenteritis. Especially, identification
of genetic and biochemical basis of pathogen associated molecular patterns in Salmonella leads to
explaining the biological process of infecton diseases. This review focuses on the new findings on
molecular mechanisms of Salmonella pathogenicity.

Key Words: Salmonella infections; adhesin, Salmonella
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almonella insanlarda gastroenterit ve tifo et-
Skenidir. Diinya saglik érgiitii (WHO) tarafin-

dan acgiklanan son istatistiklerde, diinyada
yaklasik 18 milyon tifo (%3.6 6liim orani) ve 1.5
milyar gastroenterit vakasi (%0.23 6liim orani) bil-
dirilmistir. Ozellikle molekiiler genetik ve ileri bi-
yokimyasal teknikler kullanilarak elde edilen
veriler 15181nda Salmonella cinsi i¢in; S. enterica ve
S. bongori olarak adlandirilan iki tiir 6nerilmistir.
S. enterica daha sonra; S. enterica subsp. enterica, S.
enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. houtae-
nae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp.
indica ve S. enterica subsp. arizonae olarak adlan-
dirlan alt1 alt tiire ayrilmistir. Serotipler (serovar-
yete) ile tiirlerin karigtirilmasini engellemek ve
adlandirmay: sadelestirmek icin, serotip esas alin-
diginda alt tiir adinin gézardi edilmesi (S. enterica
subsp. I serotype typhimurium yerine, S. enterica
serotype typhimurium gibi) ve kisa form (S. typhi-
murium gibi) kullanimi 6nerilmistir. S. enterica si-
cak kanh hayvanlari1 enfekte ederek sistemik ya da
sistemik olmayan hastaliklara yol agar. S. bongori
serotipleri ise soguk kanli hayvanlara adapte ol-
mustur. Bugiine kadar yiiriitiilen serotiplendirme
caligmalari sonucunda, S. enterica’ya ait 3000’e ya-
kin serotip saptanmistir. Belirlenen serotiplerin
biiyiik bir cogunlugunda, patojenitenin molekiiler
mekanizmas lizerine ¢ok az sayida ¢aligma bulun-
maktadir.'® Salmonellozun sicak kanli hayvanlarda
olusturdugu sistemik ya da sistemik olmayan en-
feksiyonlarin molekiiler diizeyde arastirilmasinda
S. typhimurium model organizma olarak kullanil-
maktadar.

Salmonella, Enterobacteriaceae familyasina ait
Gram negatif, spor olusturmayan, fakiiltatif aerob
ve ¢omak formunda bakterileri igceren bir cinstir.
Comak seklindeki hiicreler yaklasik 0.5-1.0 (en) x
1-5 (boy) pm boyutlarindadir. Salmonella iiyeleri-
nin biiyiik bir cogunlugu flagella icerir ve hareket-
lidir. Laktozu fermente etme yetenegi yoktur.
Gelisme optimumlar1 37 °C’dir. Salmonella tiyeleri
diisiik pH, diisiik su aktivitesi ya da yiiksek yag ic-
erigine sahip gidalarda sicakliga direnclidir. Gida-
larin dondurularak depolanmasinda, o&zellikle
donma sicaklig: civarinda canlilik diiser. Optimum
pH degeri 6.5-7.5 civarindadir. Ancak pH 4.5-9.0
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arasinda gelisebilirler. Salmonella esas olarak insan
ve hayvanlarin bagirsak sisteminde bulunan bir pa-
tojendir. Baz1 Salmonella tiyeleri konaga adapte ol-
mus ya da konak spesifiktir. Bunun en tipik 6rnegi
S. enterica serovar typhi’dir. Konak spesifik diger
serovaryeteler: Paratyphi, Sendai (insan), Pullo-
rum/Gallinarum (kanatlilar), Dublin (sigirlar),
Choleraesuis (domuzlar, ancak insanlar1 da enfek-
te eder); Typhimurium ve Enteritidis (insan, sig1r,
kanathlar, koyun, domuz, at ve yabani kemirgen-
lerde ana hastalik etmenleridir) sayilabilir. >4

Salmonella serotiplerinin biiyiik cogunlugu ge-
nis konak dizgesi igerir. Lagim ya da disk: 6rnekle-
rindeki Salmonella’lar, uygun kosullar altinda suda
ya da toprakta haftalarca yasayabilirler. Sularin ru-
tin klorlanmasi, pastorizasyon ya da bir¢ok genel
dezenfeksiyon ajani kullanilarak Salmonella’lar 61-
diriilebilir. > Ancak, saglikl ¢iftlik hayvanlar1 ve
evcil kanathilarda da S. typhimurium kolonize ol-
makta ve bu yolla hayvandan insana gegis gercekle-
sebilmektedir. Salmonella tim diinyada gidalar
araciligi ile enfeksiyona yol acan en 6nemli etmen-
dir. Bu vakalarin %26’ sinin etmeni S. enterica sero-
var Typhimurium olarak belirlenmistir. Salmonel-
lamin en ¢ok bulundugu gida maddelerinin baginda
hayvansal tiriinler gelmektedir. Bunlar arasinda kii-
mes hayvanlar eti, kiyma, sosis, yumurta iirtinleri,
su iirlinleri, dondurma, siit tozu ve krema en yiiksek
risk iceren gidalardir. Ayrica gesitli soslar ve salata-
lar, pudingler ve diger siit iirtinleri de Salmonella
riski tasiyan gidalar arasinda yer almaktadir. Ham-
madde isleme teknolojisi, depolama ve pazarlama
kosullar1 Salmonella riskinin biiyiimesine neden ol-
maktadir. Salmonellanin yol agtig1 gastroenteritin
siddeti konagin yasina baghdir. Yenidoganlarda, be-
beklerde ve yaglilarda daha giddetlidir. &7

S. typhimurium kromozomu, yaklagik 4x10°
baz ¢ifti uzunlukta olan tek bir cevrimsel DNA mo-
lekiiliidiir. Cogu Salmonella enterica iiyesi bir vi-
rillans plasmid ve lizogenik faj igerir. S. enterica
serovar typhimurium ve serovar typhi'nin genom

dizi analizleri tamamlanmigtir. 810

1. SALMONELLA ENFEKSIYONU

Daha 6nce de ifade edildigi gibi, salmonellozun
molekiiler mekanizmasinin anlasilmasina yonelik
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calismalarda kullanilan model bakteri S. typhimu-
rium’dur. En yaygin kullanilan konak ise, fare mo-
del sistemleridir. Farelerde o6zellikle tifonun
orneklenmesi, sistemi kullanigli kilan ana unsur-
dur. Ancak degisik konaklarda serovaryeteler i¢in
Salmonella patojenitesinde farkli yanitlar alinma-
s1, hastaligin molekiiler mekanizmas: tizerinde yii-
riitiilen ¢aligmalarda ciddi sorunlar yaratmaktadir.
Bugiine kadar yiiriitiilen ¢aligmalardan elde edilen
veriler 15181nda sistemik ve sistemik olmayan Sal-
monella enfeksiyonunun genel molekiiler meka-
nizmalar1 aydinlatilmistir. Salmonella enfeksiyonu,
primatlar ve insanlarda 10° ya da daha fazla bakte-
rinin gidalar yolu ile alimi sonucu baglar. Salmo-
nella’lar ilk olarak ince bagirsagin bir boliimiini
teskil eden ve ileogekal valve yakin bolgede yer
alan ileum’a, bakteriyel adhezinler aracilig ile tu-
tunur ve mukozal hiicreler iizerinde kolonize olur.
Bu tutunma ve kolonizasyonu o6karyotik hiicrele-
rin iggali (invazyon) takip eder. Hiicre iggalinde ilk
asama, Peyer’s pach bolgesindeki M hiicrelerinin

ve enterositlerin icerisine giristir. ''?

Hastalarin digki 6rneklerinde l6kositlerin var-
lig1 ya da yokluguna bagh olarak yangili diyare ya
da siv1 kaybina yol acan diyare tamimlanmaktadur.
Diski 6rneklerinde laktoferrin ya da notrofillerin
bulunmasi yangih diyareye, diskida 16kositlerin bu-
lunmas: halinde ise siv1 kaybina neden olan diya-
reye karar verilmektedir. Sivi kaybina yol acan
diyareye; Vibrio cholerae, enterotoksijenik Esche-
richia coli, enteropatojenik E. coli ve enterohe-
morrajik E. coli de neden olmaktadir. Bu bakteriler
genellikle invazif degildir ve ince bagirsak muko-
zasinda ¢ok diisiik diizeyde yangiya yol agarlar. Bu-
na karsin yangili diyareye neden olan patojenler
(enteroinvazif E. coli, Shigella spp., Campylobac-
ter spp. ve tifoid olmayan Salmonella serotipleri gi-
bi) bagirsak epitelini isgal ederler ve bagirsakta
yogun notrofil akigina neden olurlar.'31

S. typhimurium tarafindan indiiklenen gastro-
enteritin mekanizmasi izerinde yiiriitiilen son ¢a-
ligmalarda, nétrofil sizmasi (akisi) ile karakterize
edilen yangili diyarenin bakteriyel isgal ve onu ta-
kip eden dogal bagisiklik yanitindan ileri geldigi
belirlenmistir. Enfeksiyon esnasinda S. typhimuri-
um, Salmonella patojenite adas1 1 (SPI1)’de kodla-
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nan tip III salg: sistemi (T3SS-1) aracilig1 ile efek-
tor proteinlerini enjekte ederek, enterositlere ve
mikrfold (M) hiicrelerine girer. Alt1 efektér, Rho
ailesi GTPazlar i¢in iki guanin nukleotit degisim
faktorid (SopE ve SopE2), inozitol fosfat fosfataz
(SopB, SigD olarak da anilmaktadir), aktin-baglan-
ma proteinleri (SipA ve SipC), ve aktiviteleri bilin-
meyen efektorler (SopA ve SopD), beraber caligmak
suretiyle bakterinin bagirsak epitel hiicrelerine gi-
risini saglamakta ve bagirsak mukozasinda yangi

olusumunu tetiklemektedir.!>1°

Salmonellanin ince bagirsak epitel hiicreleri-
ne tutunmasl, liimeni kaplayan mukoz tabakadan
gecme yetenegi sayesinde gerceklesir. Hayvan mo-
del sistemleri ile yiiriitillen caligmalarda, Salmonel-
lanin tutunma ve hiicre isgali i¢in 6ncelikli olarak
bagirsak epitelinde bulunan M hiicrelerini tercih et-
tigi saptanmigtir. Bu asamada ayrica fagositik olma-
yan enterosit hiicrelerinin de kullanildig: belirlen-
migtir. M hiicreleri pinositoz ile patojenleri ve anti-
jenleri i¢lerine almakta ve Peyer’s patches (ince bar-
sakta ve esas olarak da ileumda -incebagirsagin son
kisminda- yer alan, lenfatik doku plaklar) epiteli-
nin altinda bulunan lenfoid hiicrelere tagimaktadir.
Bu aktivite mukozal bagisikligin olusturulmas: agi-
sindan 6nemlidir. Salmonellanin 6karyotik hiicre
isgalinde fagositoz yolu da kullanilmaktadir. Bu yol-
la 6zellikle CD18 antijenini tireten fagositlerin ige-
risine girdikleri tespit edilmistir.®”!*1720 Salmonella
serotipleri epitellerin salgi yaniti olusturmasini te-
tiklemekte ve notrofillerin toplanarak bagirsak lii-
menine (bosluga) sizmasina yol agmaktadir. In-vitro
kosullarda yiiriitiilen doku kaltiirti ¢aligmalarinda
noétrofil birikimi icin, bakteri ve epitel hiicrelerde
cesitli sitokinlerin iiretimi ile iligkili proteinlerin
sentezlenmesinin zorunlu oldugu saptanmistir.
Ozellikle epitel hiicreleri tarafindan iiretilen kemo-
kin interl6kin-8 aracilig: ile mukozal boslukta nét-
rofil birikiminin tegvik edildigi tespit edilmis-
tir.!2222 Salmonella bagirsak epitel hiicrelerini geg-
tikten sonra, bir diger bagisiklik sistemi elemani
olan ve mukozal boslukta yer alan makrofajlar i¢i-
ne girmektedir. Sistemik enfeksiyona yol acan Sal-
monella serotipleri makropinositoz yolu ile
makrofaj i¢ine girmekte ve fagositin antibakteriyel
fonksiyonlarindan kurtulmasini saglayan virtilans
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mekanizmalari aktive etmektedir. Enfekte olmus fa-
gositlerin retikuloendotelyal sistemde bulunan di-
ger organlara go¢ etmesi bakterinin konak i¢inde
yayilmasim kolaylagtirmaktadir.'>?

S. typhimurium ile insan hiicreleri arasindaki
interaksiyon, makrofaj benzeri hiicreler (THP-1
veya U937 hiicreleri), makrofajlardan tiireyen mo-
nosit hiicreleri veya birincil nétrofillerin, soz ko-
enfekte
modellenmigtir.’>!* Son zamanda ise insan viicu-

nusu bakteri ile edilmesi sonucu
dundan alinan doku 6rnekleri S. typhimurium ile
insan bagirsak mukozas: arasindaki iligkinin tanim-
lamasi amaci ile kullanilmaktadir. Insan epitel hiic-
relerinin kullanildigi bu c¢aligmalarda; SopB
tarafindan iiretilen fosfatidilinozitol fosfatazlar ile
SopE-SopE2 tarafindan tiretilen RhoGTPaz’larin
beraber ¢alisarak S. typhimurium isgali i¢in gerek-
li olan WASp/Scar proteinlerini aktive ettigi sap-
tanmigtir.’> Aktive edilen WASp/Scar proteinleri
Arp2/3 kompleksini etkileyerek aktin flamentleri-
nin yeni dallar olugturmasini saglamaktadir.?* SipA
proteini bu agamada aktin polimerizasyonu i¢in ge-
rekli olan kritik dal konsantrasyon miktarini disii-
rerek, yeni dallarin olusumunu hizlandirmakta ve
ayni zamanda ADF/kofilin tarafindan yo6netilen ak-
tin ¢oziilmelerini engellemektedir. Yeni aktin dal-
larinin hizla biiyiimesi membrani digsar1 dogru
itmekte ve membran kabartilarinin olugmasina,
makropinozitoz ile bakterinin igeri alinmasina 6n-
ciillik etmektedir.'*

Salmonella enfeksiyonunda gercek doku hasa-
11, notrofiller aracilifs ile; proteazlarin, miyelope-
roksidazlarin ve NADPH oksidazlarin salgilanmasi
sonucu gerceklesmektedir. Epitelin bariyer fonksi-
yonunu kaybetmesinden sonra, kan damarlarindan
¢ok miktarda damar sivis1 kayb: meydana gelir ve
boylece kandan bagirsak liimenine yiiksek oranda
siv1 akis1 gerceklesir. Nadir olmakla birlikte, bak-
teriler koruyucu makrofaj yaniti olusmadan 6nce
kan dolagimina dahil olabilir ve bu durumda da

septik sok ve 6lim gorilir.??

Bagirsak mukozasinda canh kalabilmek i¢in S.
typhimurium’un tercih ettigi nis, makrofajlarin ice-
risidir. Makrofajlarin icerisinde canli kalmak icin
ise, SPI2 tarafindan kodlanan ikinci bir tiplI-
I salg1 (T3SS-2) sistemine gereksinim vardir. Bu

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2010;30(1)

bakterilerde T3S5S-2'nin inaktivasyonu sonucu, bu-
zagilarda ve streptomisin muamele edilmis fareler-
de S. typhimurium’un agizdan enfeksiyonunu takip
eden 24 saat igerisinde bagirsak mukozasinda nét-
rofil sizmasinin 6nemli dl¢lide diistiigii belirlen-
mistir. Yang: reaksiyonunun, hiicre i¢i bir adaptor
protein olan ve Toll-benzeri reseptérlerden (TLR)
alinan sinyalleri birlestiren MyD88’e bagimli olma-
s1, lamina propria’da T3SS-2 ortaml bakteriyel ya-
samin, patojen taniyan algilayicilar (pathogen
recognition receptors) tarafindan siirekli izlendigi-
ne igaret etmektedir.?

2. SALMONELLA PATOJENITESINDE
ROL OYNAYAN MOLEKULER ELEMANLAR

Degisik mikroorganizmalar, insan hiicrelerinde bu-
lunmayan ve bu nedenle insan sistemine dahil ol-
duklarinda immiin sistem reseptorlerini uyararak
bagisiklik yanitinin olusumuna yol agan yapisal
elemanlar igerirler. Bu yapilar, patojen iliskili mo-
lekiiler elemanlar olarak adlandirilmaktadir. Insan
dogal immiin sisteminin temel patojen iligkili mo-
lekiiler eleman algilayicilari, Toll benzeri reseptor-
lerdir. Diger algilayicilar ise; dektin-1 (b-glukan
iceren partikiilleri taniyan C tipi lektin), makrofaj
mannoz reseptori (degisik bakterilerin yiizeyinde
bulunan sekerleri taniyan C tipi lektin), makrofaj
stiptiriicti reseptori (disitk yogunluktaki lipopro-
teinleri ve belirli anyonik polimerleri tanir) ve pep-
tidoglikan  yapisim1  taniyan reseptorlerdir
(karaciger, 6zefagus ve kemik iliginde bulunur).
Bugiine kadar TLR tarafindan taninan degisik Sal-
monella iligkili molekiiler elemanlar belirlenmis-
tir. Bunlar; peptidoglikan (TLR 2 ve 6), lipoprotein
(TLR 2) ince agregatif fibriya (agf), hekza asile lipit
A (TLR 4) flagellin (TLR 5), metillenmis CpG oligo-
nukleotitler (TLR 9) ve RNA (TLR7 veya TLR8) dir
(Sekil 1).%%7

Patojen iligkili molekiiler elemanlar, patojen
mikroorganizmalarin biiyiik bir cogunlugunda bu-
lunan ve immiin sistem tarafindan taninan (dogal
ve adaptif immiin sistem reseptorlerinin tanimasi
sonucu immiin yanit olusturulan) yapilardir. Bu
elemanlar yiiksek diizeyde korunmus olup, mikro-
biyel metabolizmanin iiriinleridir ve antijenik ya-

pt farkliliklarini kapsamazlar.?2
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$EKiL 1: Salmonella patojenitesinde rol oynayan patojen iliskili molekuler
elemanlar (DM: dig membran, PP: periplazma, SM: sitoplazmik membran,
S: sitoplazma, TLR (Toll benzeri reseptér).

2.1.SALMONELLA'NIN BAGIRSAK EPITELINE TUTUNMASI

Salmonella’da konak hedef doku yiizeyine (bagir-
sak epiteli) tutunmada rol oynayan temel yapilar,
13 adet operon tarafindan kodlanan fimbriya’lar, 2
adet ototransporter protein (ShdA ve MisL) ve mu-

23,29-31

koid kapsiil yapilaridir.

Fimbriya'lar, degisik ¢evresel kosullarda tire-
tilen ve bakterilerin aktif yiizey tutunmasinda rol
oynayan sa¢ benzeri yapilardir. Bir ya da daha faz-
la protein monomerinden olusan bu yapilar hiicre
ylizeyinden disariya dogru sentezlenirler. Fimbri-
ya’lar okaryotik hiicrelerin yiizeyine, doku matrik-
sine, serum proteinine ya da diger bakterilere
tutunma islevi goriirler. Bu tutunma bakterilerin
epitel ylizeyinde kolonizasyonu, konak hiicreye gi-
ris, konjugasyon ve biyofilm olusumu siiregleri i¢in
zorunludur. Salmonellanin genom dizi analizi so-
nucunda 13 farkh fimbriyal operon icerdigi saptan-
mistir. Ancak bunlardan yalniz iki adetinin (ince
agregatif fimbriya, agf, ve tip-1 fimbriya, fim) in
vitro kosullarda iiretimi tanimlanmistir. Ince agre-
gatif fimbriya tizerinde yiiriitiilen detayh analizler
sonucunda; s6z konusu fimbriyanin ana alt {initesi
olan AgfA proteininin fibronektine (epitel doku
bag proteini) spesifik olarak baglandig: ve TLR2 ta-
rafindan tanindig belirlenmistir. Fim olarak adlan-
dirilan fimbriyanin ana alt tinitesinin (FimH) ise,
eritrositler ve maya hiicrelerinin yiizeyinde bulu-
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nan glikoproteinlerin icerdigi terminal alfa-D-
mannoz birimlerine baglandig: saptanmistir. Son
yillarda yiiriitiilen glikomiks ¢aligmalar sonucun-
da plazmid kodlu fimbriyanin PefA alt iinitesinin
(pef) Lewis kan grubu antijenine Gal 1-4(Fucal-
3)GlcNAc (trisakkarit) 6zgiil baglanma gosterdigi
tespit edilmistir. Uzun polar fimbriya'nin ise sade-
ce heterolog konakta ifadesi 6rneklenmis ve pato-
jenin konak sistemde kalicili1 iizerinde rol

oynadigi tanimlanmigtir.3*%

Diger dokuz Salmo-
nella fimbriyasinin in-vitro kosullarda iiretileme-
mesi nedeni ile tutunma ve kalicihikta oynadiklar
roller iizerinde bilgi bulunmamaktadir. Fimbriyal
operonlarin regiilasyonu tizerinde yiiriitiilen ¢alis-
malardan elde edilecek veriler 15181nda, laboratu-
var kosullarinda tiretimleri miimkiin olabilecek ve

adhezif 6zellikleri aydinlatilabilecektir.

Salmonella’da MisL ve ShdA olarak adlandiri-
lan iki ototransporter proteinin, adhezin 6zellikle-
ri tanimlanmistir. MisL. proteininin C terminal
bolgesi, Neisseria gonorrhoeae’da bulunan immu-
noglobulin Al proteaz ailesi iiyesi ototransporter
proteinlerle benzer 6zellikler gostermektedir. 955
amino asitlik MisL proteini sistein icermez ya da
sistein bulunmas: durumunda, bu amino asitler ara-
sinda disiilfit baglari olusturmaz. Belirlenen ikincil
ve ticlincil yap1 ozellikleri esas alinmak suretiyle,
MisL, tip V salg: sistemi tarafindan salgilanan bir
ototransporter protein olarak tanimlanmistir. MisL
proteini; Enteropatojenik E. coli’ de bulunan Al-
DA-1 (%43), Shigella flexneride bulunan VirG
(%38) ve Yersinia pestisde bulunan YapD ve YapH
ototransporter proteinleri ile yiiksek diizeyde ben-

zerlik icermektedir.3+3

MisL proteininin S. typhimurium’un patojeni-
tesindeki fonksiyonu fare model sistemlerinde ¢a-
Ligtlmigtir. Bu aragtirmada bir misL mutantinin fare
bagirsak sisteminde dogal susa oranla kaliciliginin
diistiigii (cekum’da kolonize olma yetenegini
onemli dl¢iide kaybetmistir) ve digkida oraninin ise
onemli 6lciide azaldig: tespit edilmistir. Ayrica
MisL ototransporter proteininin S. typhimurium’a
fibronektin’e (FN) ve kollajen’e baglanma aktivite-
si kazandirarak, kolonik karsinoma kokenli insan
epitel hiicrelerinde invaziviteyi artirmada rol aldi-
g1 da tanimlanmistir. Bu veri MisL’in, bagirsakta
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Salmonellanin kolonizasyonu i¢in gerekli bir eks-
traseliiler matriks adhezin proteini olduguna isaret
etmektedir.®

S. typhimurium’da, MisL diginda, ShdA olarak
tanimlanan bir bagka ototransporter protein daha
izole etmistir. Bu protein biiylik bir dig membran
proteini olup, konak hiicre heparini gibi davrana-
rak yolcu domaini ile fibronektine ve kollajene
baglanmaktadir. ShdA yolcu domaini 1500 amino
asit igerir ve iki bolgeye ayrilir. Burada bir N-ter-
minal tekrarsiz bolgeyi, tipA ve tipB olarak adlan-
dirilan iki tamamlanmamis amino asit tekrari
izlemektedir.3** S. typhimurium shdA geninin in-
sersiyonal inaktivasyonunun ya da delesyonunun
farelerde fekal 6rneklerden geri alinan bakteri sa-
yisinda diismeye neden oldugu belirlenmistir. S.
typhimurium fare enfeksiyonu denemelerinde ¢e-
kum’un bakteriyel populasyonun ana rezervuari ol-
shdA geni,
bakterinin ¢cekum’un duvari ve diger yapilarina ko-

dugu saptanmigtir. soz konusu
lonizasyonu i¢in gerekli oldugu belirlenmistir. So-
nu¢ olarak, ¢ekum’da gerceklesen ShdA-ortamh
kolonizasyon S. typhimurium’un sistemde kalicili-
g1 ve enfeksiyon i¢in zorunludur.3*’

Salmonellanin epitel hiicrelere tutunmasi ve
kolonizasyonunda rol oynayan son eleman muko-
id kapstil yapilar ya da diger bir deyisle ekzopoli-
sakkaritleridir. Salmonella'da en iyi tanimlanmis
ekzopolisakkarit yap1 Vi-Ag'dir. Vi-Ag, lineer po-
li-a-1,4-2-GalANAc homopolimeri olup, serotiple-
re gore C3 pozisyonunda O-asillenmis grup
bakimindan farkliliklar igerir. Tkinci ekzopolisak-
karit yap1 seliiloz’diir. Coziinmez bir $-(1,4) glukoz
homopolimeri olan seliiléz, on bin (10000) adet
glukoz monomeri icerebilmektedir. Seliiloz abiyo-
tik cevrelerde biyofilm olusumuna yol agarken, ko-
nak hiicrelerde, 6zellikle ince agregatif fimbriya ile
ilskilenerek, yiizey tutunmasinda rol almaktadir.
Salmonella’da tanimlanan son ekzopolisakkarit ya-
p1ise kolonik asittir. Kolonik asit yiiksek potasyum
konsantrasyonundadir ve 15-20°C arasinda muko-
id yap1 olugturma 6zelligi gosterir. Tki elemanl bir
sistem (PhoP-PhoQ) tarafindan regiile edilen ko-
lonik asit tiretimi sayesinde abiyotik ¢evre kosulla-
rinda biyofilm olusumu desteklenerek hiicreler
oksidatif stresten korunur. Son yillarda yapilan ¢a-
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lismalarda tavuk ince bagirsak epitel hiicrelerinde
de kolonik asidin biyofilm olusturarak tutunmay
giiclendirdigi ve patojenin virtilansimi yiikselttigi

belirlenmigtir.”-4

2.2. KONAK HUCRE iSGALI
2. 2.1 Salgi izyollan

Gram-negatif bakterilerde I den V’e kadar numa-
ralandirilan bes adet salgi yolu bulunmaktadir.
T3SS yukarida agiklanmistir. Yakin ge¢miste ya-
yinlanan bir makalede Vibrio cholarae’da tanimla-

nan VI bir salg: yolu tanimlanmigtir.?”4!

Tip I salg: sistemi sitoplazmik membran ve dig
membranda porlarin genislemesi gorevini iistlenen
en az ii¢ proteinin islevi ile fonksiyonel olmakta-
dir. i1k kez E. coli alpfahemolisin’inin (HlyA) ékar-
yotik hiicrelere girisi izerinde yiiriitiilen ¢aligmalar
sonucu tanimlanan bu sistemin, degisik patojenler-
deki karakteristikleri belirlenmistir. HlyA modifi-
ye proteine (11-179 amino asitler arasinda bir
tekrar bolgesi icerir) lipit yan gruplarinin baglan-
mas1 sonucu meydana gelen bir lipoproteindir. In
vitro sistemlerde kalsiyuma baglanma 6zelligi gos-
terdigi belirlenmis ve bu yolla 6karyotik hiicreler
ile iligkilendigi 6ne stirtilmistiir. Bu interaksiyon
HlyA’nin, 6karyotik hiicrelerde plazma membra-
nindan gegisini ve sitoplazmik iceriklerin hiicre di-

sina akigini tegvik eder.*>*

Tip II salg1 sistemi, genellikle ana terminal dal
olarak (main terminal branch, MTB) adlandirilir.
Sistemin, stirekli aktif olan tek bir operon tarafin-
dan kodlanan 14’den fazla proteine gereksinim
duydugu saptanmigstir. MTB sistemi ayni zamanda
i¢ ve dig membranlarda, biiyiik olasilikla agilma
yapilari olarak ortaya ¢ikan yapilarin makromole-
kiiler 6zelliklerini tagir. MTB aracilig ile salgilan-
tipik Klebsiella
pullunazin (PulA) salgilanmasidir. PulA nisasta

manin Ornegi, oxytoca'da
hidrolizini gerceklestiren bir lipoprotein’dir. Once
misel formlar1 olugturulur ve daha sonra dis cevre-
ye salgilanir. K. oxytocada MTB yolu bulunduktan
sonra, Vibrio cholerae’de kolera toksininin, P. ae-
ruginosa’da enterotoksin A’'nin ve degisik hiicre
duvar pargalama aktivitesine sahip enzimlerin bu

yolla salgilandi: belirlenmistir.*
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Tip III efektor molekiiller, i¢ ve dig membran-
larin genislemesine yol acacak proteinlerin oligo-
merik yapidaki kompleks birligine gereksinim
duyar. Sec mekanizmasi salg1 i¢in zorunlu degildir
ancak, yapisal proteinlerin i¢ membrandan trans-
lokasyonunu yonetir. SipA, SopA, SopB, SopD, So-
pE ve SopE2 S. typhimurium’da SPI-1 de kodlanan
T3SS tarafindan salgilanan efektor molekiillerin
bazilaridir. Bunlar bakteriyel isgalden sonra epitel

hiicrelerine enjekte edilir.”>?

Tip IV salgi sistemi DNA'nin konjugatif trans-
ferini gerceklestiren sistemlerle iligkilidir. Bu sis-
tem, i¢ ve dis membranlar ile iligkili ve periplazma
ve sitoplazmada lokalize olan, en az dokuz proteinin
koordineli hareketinden sorumludur. Bu sistem sa-
dece Gram-negatif bakterilerde bulunmaktadir.*

Tip V salg sistemi ilk kez Neisseria gonorrho-
eae’da IgA1 proteazin salgilanmasinda tanimlanmais
ve ototransporter salgi yolu olarak adlandirilmigtir.
Poliprotein (ototransporter) 6nciisiiniin sinyal seri-
si i¢ membrandan gecerken kesilir. Bu 6nciiniin ig
membrandan eksportu Sec bagimli izyolu ile ger-
ceklesir Ototransporter proteinin b-barrel domai-
nin karboksil terminali, yolcu domaininin dig
membrandan transportunu saglar. Bundan dolay1
ne enerji baglanmasi ve ne de yardimci faktorler
s6z konusu translokasyon siirecinde rol almaz. Bu-
giine kadar 31 adet IgA1 proteaz-benzeri ototrans-
28 adeti,
prototipik-Sec bagimli sinyal sekanslarinin bazi ka-

porter tanimlanmigtir. Bunlarin
rakteristiklerini tagiyan, sinyal peptit domaini iger-
mektedir. Sinyal seri pozitif yiiklii amino asitlerden
olusan bir N-terminal domaini icermektedir. Ayri-
ca, notral amino asitler igeren bir hidrofobik bolge
(H-domaini) ve C terminal konsensus sinyal pepti-
daz tanima bolgesi (AXB) icermektedir. Burada A
ve B kii¢iik amino asitlerdir ve B olusumundan son-
ra peptit yapisindan kesilirler. Tipik amino-termi-
nal lider peptidin bulunmamas: gibi istisnalar haric,
bu proteinlerin i¢ salgilanmasinda sec-bagimli me-
kanizma s6z konusudur.**” Tip V salgi sistemi i¢in
onerilen ve genel kabul géren modelde, i¢ mem-
brani gectikten sonra ototransporter protein perip-
lazmik  yiizeyde  goriiliir.  Ototransporter
proteininin {3-domaininin biyofiziksel olarak ter-

cih edilen $3-barrel konfigiirasyonundaki dig mem-
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brana insersiyonunun, kendiliginden meydana gel-
digi kabul edilmektedir. 3-barrel, cok sayida amfi-
patik antiparalel {3-katlanmalar: iceren kompleks
protein yapisi igermektedir. Ilk ve son R-katlanma-
lar, kendiliginden yakin halka (ring) yapisinda ve
antiparalel hidrojen baglari olusturur. Amfipatik
primer yap1, molekiiler porlarin olusumuna izin ve-
rir. Burada ototransporter proteinin hidrofobik yan
zincirleri, ¢ift tabaka icerisine girdikten sonra bir-
birini takip eder, ancak merkezdeki hidrofilik yan
zincirler sivi ¢evre ile temasi saglar. Boylece barrel
(fic1) benzeri porlar olusur. Yolcu domaini bu ka-
naldan disar1 salinir. Salinma sonrasinda ya kesilir
ya da S. typhimurium’un ototransporter proteini
ShdA gibi bakteri yiizeyine bagh kalir.?23448

3. SALMONELLA PATOJENITE ADALARI (SPI)

Farkl tiirler arasinda gerceklesen yatay gen trans-
feri tarafindan, viriilans 6zellik ile ilgili genetik lo-
kuslarin belirli genom bolgelerinde toplanmasi
sonucu Salmonella’da patojenite adalarinin (PAI)
olustugu goriisii giderek yayginlik kazanmaktadur.
Tim patojen mikroorganizmalar, bir ya da birden
cok virtilans faktor icermektedir. Virtilans 6zelligi
kodlayan ve genomun ayni1 bolgesinde lokalize olan
patojenite adalari, organizma tipine bagli olarak,
10-200 kb arasinda bolgeleri kapsar. Bu bolgelerin
%G+C igerigi ile kodon kullanma 6zellikleri baki-
mindan diger genomik bolgelerden farkl olusu, ya-
tay (lateral) gen transferi yolu ile kazanildiklarinin
en 6nemli kanmitidir. Diger kanitlar ise; patojenite
adalarinin genellikle dogrudan tekrar edilen DNA
bolgeleri ile ve tRNA genleri ile iligkili olmalaridur.
Zira ¢ogu okaryotik ve bazi prokaryotik organiz-
malarda tRNA genlerinin ve tekrar serilerinin, ya-
banci DNA'nin entegrasyon bolgeleri olarak islev
gordiigii belirlenmigtir. Patojenite adalar1 ayrica,
genellikle integrazlar ve insersiyon elementlerinin
bir bolimii gibi genetik hareketliligi kodlayan
fonksiyonel genler icerirler. Bu nedenle patojenite
adalari stabil olmayan bolgeler olarak degerlendi-
rilmektedir. Bugiine dek Salmonella’da 10 adet
farkli patojenite adas1 ve iki adet patojenite adasi
benzeri genomik organizasyon tespit edilmigtir.*>°
Bunlar igerisinde, genel ya da kismi viriilans fonk-
siyonlar1 tanimlanmis bes ada tizerinde durulacak-
tir.
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Salmonella kromozomunda sentizom 63 i¢inde
yer alan genler Salmonella patojenite adas: 1 (SPI-1)
olarak adlandirilmigtir. Kromozom {tizerinde 40
kb’lik bir bolgeyi isgal eden SP-1 lokusu, yaklasik 30
genin kodladig: Tip-3 salgi sistemi (T3SS-1) aktivi-
tesi ile, hiicre ylizeyinde igne benzeri uzantilar olus-
turulup Salmonella proteinlerinin konaga aktaril-
masini saglanmaktadir. Bu lokusun ikinci elemani
sitABCD genleri invazif aktivite ile iligkili degildir.
So6z konusu genler, Salmonella’da demir yakalama
sistemini kodlamaktadir.’'** Bagirsaga invaze olma
stirecinde, SPI-1’de kodlanan SipB proteini, hiicre
i¢i kaspaz-1'in makrofajlar i¢indeki aktivasyonunu
tetikler. Sistein proteaz ailesinin bir iiyesi olan Kas-
paz-1, enfekte olmus makrofajlarda apoptozisi (hiic-
re olimiinii) baglatir. Bu da Salmonella'nin bu hiic-
relerden salinmasina yol agar. Kaspaz-1 ayni zaman-
da lokal inflamasyonu ve polimorfoniikleer fagosit-
lerin (PMN) s1zmasini arttiran biyoaktif sitokinleri
iiretmek icin inflamatuvar 6ncesi sitokinleri (IL1p
ve IL18) dogrudan baglar. Kaspaz-1’in Sip-B aracili-
g1 ile aktive edilmesi, Peyer’s patch tipi hiicrelerde
ve mezenterik lenf diigiimlerinde gelismis koloni-
zasyon ile sonuglanir.>® Fakat alternatif bir invaze
olma mekanizmasinin SPI-1’e bagh olmadig belir-
lenmistir. Burada Salmonella, M hiicreleriyle iliski-
ye girmez ve mukozal yiizeydeki epitel hiicreleri ve
bakteriler arasindaki siki baglantilari agan dallanmig
hiicreler tarafindan (dentritik hiicreler) yakalanir-
lar.> Salmonella daha sonra fagositlerde eksprese
edilen CD18 aracilig: ile gastrointestinal sistemden
kan dolagimina aktarilir.>*> Konak hiicrenin igine
translokasyonda yer alan ve SPI-1 de kodlanan
T3SS’in efektdr proteinlerinin biiyiik bir kism ta-
nimlanmuigtir. SipA, SipB, SipC, SptP ve AvrA SPI-1
lokusunda yer alan genler tarafindan kodlanmakta-
dir. Salmonella tiirlerinde olduk¢a korunan sipABC,
sptP genleri ve avrA genleri ise SPI-1 ile bitisik,
yiiksek diizeyde degisken bolgeler olarak tanimlan-
mistir. SopA, SopB, SopD, SopE ve SopE2 efektor
proteinleri SPI-1 ‘in diginda bagimsiz bir lokus ta-
rafindan kodlanir. Salmonella tiirlerinde sopB, sopD
ve sopE2 lokasyonu oldukga stabil iken, faj iceren
sopE lokasyonu ise degiskendir.>® SPI-1 genlerinin
ifadesinin regiilasyonu, lokal ve global regiilator sis-
temleri iceren karmagik bir siirecte gerceklestirilir.
AraC siifinin SPI-1 kodlu transkripsiyonel regiila-
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torid olan HilA, SPI-1 kodlu transkripsiyonel bir ak-
tivator olan InVF’yi kontrol eder. HilC ve HilD de,
HilA fonksiyonlarini modiile eden diger SPI-1 kod-
lu regiilatorlerdir. PhoPQ, OmpR/EnvZ ve BarA/Si-
rA gibi iki bilesenli global regiilator sistemler, SPI-1
genlerinin (flagella demeti sistemi gibi) ifadesini et-
kiler. Toplu olarak bu regiilator sistemler; diisiik ok-
sijen gerilimi, orta dereceli bazik pH, yiiksek
osmolarite ve kisa zincirli yag asitlerinin varlig: gi-
bi intestinal limende Salmonella tarafindan kargi-
lagilan gevresel uyaranlarla uyarilir ve bu da istila
genlerinin ifadesiyle sonlanir.3¢>

SPI-2, Salmonellanin sistemik enfeksiyonu
gerceklestirebilmesi ve konak organlarinda ¢ogala-
bilmesi i¢in gereklidir. Bu virtilans fenotipi, S. en-
tericanin fagositik hiicrelerde yasamda kalma ve
cesitli 6karyotik hiicrelerde vakuoller i¢inde ¢oga-
labilme yetenegini saglar. SPI-2 lokusunun biiyiik-
ligt de 40 kb’dir. Bu lokusta kodlanan ikinci
T3SS-2, Salmonella efektor proteinlerin konak
hiicreye lokasyonunu saglamaktadir. Bu salg: siste-
mi ayni zamanda patojeni vakuol i¢inde konak ba-
gisiklik sisteminin efektor fonksiyonlarina kars: da
korumaktadir.>> SPI-2'nin kodladig: bazi protein-
lerin; fagosit oksidazin ve indiiklenebilir nitrik ok-
sit sintazin Salmonella i¢eren vokuollere (SCV)
kolokalizasyonunu engelledigi belirlenmistir.>>>®
Salmonella enfeksiyonlu epitelyal hiicrelerde, ko-
nak hiicre endozomlarinda tiibiiler agregatlarin
olusumu gozlenmistir. Bu fenotip SPI-2-kodlu
TTSS efektor proteini SifA’nin translokasyonuna
baghdir. SifA yoniinden eksik olan mutant suslar
SCV’yi saglayamaz ve dogrudan konak hiicrenin si-
toplazmasina dahil olur.* Makrofajlarin hizl apop-
tozu Salmonella tarafindan SPI-1’e baglh isgal ile
tetiklenirken, gecikmis bir Kaspaz-1'e bagli apoptoz
formunun da SPI-2 fonksiyonuna bagh oldugu sap-
tanmugtir.>® SPI-2 lokusu iginde diger genlerin
fonksiyonu sistemik patojenite ile iligkili degildir.
SPI-2-kodlu T3SS’in ifadesi SPI-2-kodlu bir iki-bi-
lesenli sistem olan SsrAB tarafindan kontrol edilir.
SsrAB’nin ifadesi ise, global regiilatér fonksiyonlu
diger bir iki bilegenli sistem olan OmpR/EnvZ tara-
findan ayarlanir. SPI-2 ifadesinde ¢evresel uyaran-
larin  etkileri tizerinde vyiriitiilen c¢aligmalar,
PhoPQ’nun da regiilator gorevi iistlendigine isaret

etmigtir.?!303%
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SPI-3 tarafindan kodlanan viriilans faktor, Sal-
monellanin konak hiicre i¢inde canli kalabilmesi
i¢in 6nemli olan yiiksek afiniteli magnezyum trans-
port sistemidir (MgtCB). MgtCB sistemindeki bo-
zucu bir mutasyonu iceren suslarin sistemik
viriilans etkilerinin ve hiicre i¢inde ¢ogalma mik-
tarlarinin az oldugu saptanmigtir.>*¢®! Bu gen kii-
mesi icinde yer alan misl, bir ototransporter
proteini kodlamaktadir. S. typhimurium ile enfek-
te olmus tavuk ve farelerde bagirsak yiizeyinde
bakteriyel kolonizasyonun gerceklesmesi i¢in misL
geninin tam aktivitesini gostermesi gerektigi belir-
lenmigtir.346? Salmonella patojenite adasi-3 (SPI- 3)
S. enterica serovar typhimurium kromozomunda
81 dakikika bolgesinde yer alan selCtRNA geninin
oniinde (3’ ucunda, downstream) lokalize olan 17
kb uzunlugunda bir bolgeyi kapsamaktadir. Bu bol-
genin C+G igerigi %47.5’tur ve genomun diger bol-
gelerindeki G+C igeriginden (%52) farklilik
gosterir. SPI-3’iin merkezinde yer alan 4 genlik
grup rmbA, misL, fidL ve marT yalniz baz alt tiir-
lerde bulunmaktadir ve insersiyon seri kalintilar
tarafindan genler ayrilmaktadir.®¢2 SPI-3 alt1
transkripsiyon iinitesi halinde organize olmus on
acik okuma kalibi (ORF) icermektedir. Bu acik
okuma kaliplari, yukarida soz edilen 4 gen disinda,
Mg?* transporter protein MTB ve biyokimyasal
fonksiyonu bilinmeyen MgtC’yi kodlayan operonu
teskil etmektedir. Yakin ge¢miste yiiriitiilen calig-
malar; mgtC geninin fare model sistemlerinde,
makrofaj icinde ve in-vitro kosullarda dustiik Mg**
konsantrasyonunda bakterinin canliligini koruma-

sinda rol aldiginmi gostermistir.3*>

SPI-4’iin fonksiyonel 6zelliklerine dair heniiz
yeterli bilgi elde edilememistir. Ancak yapilan ¢alig-
malar bu adada bulunan genlerin T3SS’e benzer
DNA baz dizi 6zelligi icerdigini gostermistir. Bunun
yaninda transpozon mutasyonu denemeleri sonu-
cunda Salmonella'nin makrofaj i¢inde hayatta kala-
bilmesi igin gerekli fonksiyonlar: iceren birkag
lokus tanimlanmistir. SPI-4 icinde yer alan bu lo-
kuslardan biri ims94 olarak adlandirilmistir.’ Son
yillarda yapilan deneyler sonucunda, SPI-4’iin
T3SS’e benzer bir mekanizma ile SiiE ad1 verilen bir
adhezin kodladig: tespit edilmistir. Ancak bu adhe-
zin, fimriyal adhezinlerden farkl bir fonksiyon ile
epitel hiicrelere tutunmaya yardimci olmaktadir.
%044.8 gibi diger patojenite adalarina oranla dustik
bir G+C igerigine sahip olan SPI-4, 23 kb biiyiiklii-
glinde bir bolgeyi isgal etmektedir. Dizi analizi ¢a-
ligmalarindan elde edilen veriler, sz konusu
bolgenin S. typhi ile S. typhimurium arasinda
onemli farkliliklar gosterdigine isaret etmigtir.”®

SPI-5, salgi sistemleri ile translokasyonlar: ger-
ceklestirilen efektor proteinleri kodlamaktadir.
T3SS-1 aracilig ile translokasyonu yapilan ve sivi
salinimini baslatarak diyareye neden olan SopB
efektor proteini ve T3SS-2 aracigi ile translokasyo-
nu gergeklestirilen PipB efektdr proteini bu lokus-
ta kodlanmaktadir. SPI-5 genlerinin regiilasyon
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