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OZET

Bu ¢alisma, Edirne ilindeki tavuk karkaslarindan izole edilmis olan Salmonella
izolatlariin patojenite fenotiplerinin saptanmasi ve patogenez determinantlarinin
belirlenmesi amaci ile yapilmistir. Toplam 32 izolat bu ¢alismaya dahil edilmistir ve
izolatlardan 26’s1 Infantis, 4’ Enteritidis, 1’er tanesi de Telaviv ve Kentucky
serotiplerine dahildir. Izolatlarin tamaminda kullandigimiz antibiyotiklerden en az bir
tanesine karsi direng ve 26 tanesinde ¢oklu ilag¢ direngliligi gézlemlenmistir. Plazmid
analizi sonuglarina gore 6 izolatin, biiyiiklikleri 1.2-42.4 kb arasinda degisen 1-3
plazmid tasidig1 saptanmustir. Infantis serotipinden 6 ve Enteritidis serotipinden 4 tane
olmak tizere toplam 10 izolatin Caenorhabditis elegans igin patojen olmadigi, Infantis,
Kentucky ve Telaviv serotiplerine ait izolatlar1 igeren diger 22 izolatin ise patojen
oldugu belirlenmistir (p<0.05). BALB/c fare model sisteminde ise, Infantis serotipinden
3 ve Enteritidis serotipinden 1 izolatin patojen olmadigi ve Kentucky, Telaviv ve
Enteritidis serotipinden 1'er izolatin patojen oldugu tanimlanmstir (p<0.05). Plazmid
giderme c¢alismalarinda antibiyotik direnci ile plazmidler arasinda bir iliskiye
rastlanamazken plazmid kaybmin C. elegans'ta patojenitenin azalmasina yol agtigi
bulunmustur. mRNA analizi ¢alismalarinda fim ve stn geninin fare ve nematod
modelinin her ikisinde de eksprese edilmemis, patojenite ile iliskili oldugu bilinen invA
geni ise sadece nematod modelinde eksprese edilmistir. ki hayvan modeli sisteminde
Salmonella izolatlarinin patojenite fenotipleri ve viriilans gen anlatimlarinin farklt
oldugu tespit edilmistir. Tibbi DNA tabanli tan1 kiti gelistirmek icin hasta izolatlarinin

kullanilmasi gerekmektedir.
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ABSTRACT

This study was performed in order to determine pathogenicity status and pathogenetic
determinants of Salmonella isolates obtained from chicken carcasses in Edirne. A total
of 32 isolates were included in the study and seotyping revealed that 26 of this isolates
belonged to Infantis, 4 to Enteritidis and 1 to Telaviv and 1 to Kentacky serotypes. All
isolates were found to have resistance to at least one of the antibiotics tested and 26
isolates showed multi-drug resistance. 6 isolates possessed 1-3 plasmids of sizes
ranging from 1.2 to 42.4 kb. 10 of the isolates (6 of the serotype Infantis and 4 of
Enteritidis) showed no pathogenity in Caenorhabditis elegans nematode model whereas
the other 22 isolates belonging to Infantis, Kentucky and Telaviv serotypes were
pathogenic for nematodes (p<0.05). On the other hand, 3 isolates from Infantis and 1
isolate from Enteritidis serotypes were pathogenic for BALB/c mice model system
while 1 isolates of each of Kentucky, Telaviv and Enteritidis were pathogenic. (p<0.05).
3 Infantis and 1 Enteritidis serotype were found to be non-pathogenic but 1 serotype of
each of Kentucky, Telaviv and Enteritidis isolates was found to be pathogenic in mice
(p<0.05). In plasmid curing experiments, no relationship was found between antibiotic
resistance and plasmid loss but plasmid curing led to a decrease in pathogenicity in C.
elegans model. MRNA analyses showed that fimA and stn genes were not expressed in
mice and nematodes however, invA gene which is related to pathogenicity, was
expressed only in nematodes. Pathogenicity phenotypes and virulance gene expressions
of Salmonella isolates were found to be different in the two animal model systems.
Patient originated isolates are needed for development of DNA based diagnosis Kit.
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BOLUM 1

GIRIS

Tifo dist Salmonella enterica serotipleri ile kontamine gidalarin tiiketiminin
neden oldugu salmonellozlar, diinya capinda dnemli gida kdkenli hastaliklarin basinda
gelmekte ve her yil 6limle sonuglanabilen yiiz binlerce vaka goriilmektedir [1]. Bu
durum mikrobiyal gida giivenligini 6énemli bir halk sagligi sorunu haline getirmektedir.
Cesitli hayvanlarin gastrointestinal sistemleri Salmonella'y1 da igeren enterik patojenler
icin baglica kaynaklar arasinda yer almaktadir. Enfekte olmus hayvanlar ile dogrudan
temas Salmonella enfeksiyonlarina neden olabilmektedir fakat insanlarda goriilen
salmonelloz olgulariin biiyiik bir cogunlugu kontamine gidalarin tiiketimi ile iliskilidir
[2, 3]. Ozellikle kanatl iiriinleri insanlarda gida kokenli patojen enfeksiyonlari igin
baslica rezervuardir ve salmonelloz salginlari i¢in 6nemli bir risk grubudur [4, 5]. Tavuk
eti basta olmak Tlizere ¢ig veya az pismis kontamine kanatli etlerinin tiiketimi
salmonelloza neden olabilmektedir. Bugiine kadar tavuk eti kaynakli ¢esitli salginlar
rapor edilmistir [6, 7].

Salmonellozlar sadece olgu sayilariyla degil ayni zamanda antimikrobiyallere
direncli suslarin artmasiyla da 6nemli bir halk saglig1 sorunu olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Antibiyotiklerin tip ve veterinerlikte yaygin kullanimi nedeniyle antimikrobiyallere
direngli varyant bakteriler gelismektedir [8, 9]. Tedavi gerektirmeyen gastroenterit
olgulariin yani sira oOzellikle cocuklarda, yaslilarda ve immun yetmezligi olan
hastalarda ortaya ¢ikan invazif Salmonella spp. enfeksiyonlarinda antimikrobiyal terapi
onerilmektedir [10, 11].

Mikrobiyal patojenlerin tiplendirilmesi enfeksiyonlarin tani, tedavi ve
epidemiyolojik olarak izlenmesinde énemli rol oynamaktadir. izolatlar , serotiplendirme
ve antibiyotik diren¢ profilleri gibi fenotipik 0Ozelliklerine goére veya molekiiler

tiplendirme teknikleri kullanilarak genotipleme yontemleriyle karakterize edilebilirler
[12].



Tifo dist Salmonella spp. kokenlerinin patojeniteleri fareden buzagiya kadar
cesitli hayvan modellerinde incelenmektedir ancak, bu omurgali hayvan modelleri ile
karsilastirildiginda, omurgasiz hayvan modeli ile ¢alismak biitce, organizmanin basit
yapisi, izlenebilir yasam siiresi ve kolay {iretilmesi gibi bircok Ozellik dikkate
alindiginda ¢ok daha avantajli hale gelmektedir. Son yillarda kullanilan omurgasiz
hayvan modellerinden birisi de serbest olarak yasayan ve bakteri ile beslenen bir toprak
nematodu olan Caenorhabditis elegans'tir [13, 14].

Bu c¢alismada Edirne ilinde satisa sunulan tavuk etlerinden izole edilmis olan
Salmonella enterica izolatlarinin fenotipik (serotiplendirme, antibiyotik direng
profillerinin olusturulmasi) ve genotipik metodlarla (plazmid analizi, ERIC-PZR)
populasyon yapisinin incelenmesi, insan enfeksiyonlarindaki yerlerinin anlasilmasi igin
potansiyel patojenitelerinin C. elegans nematod ve BALB/c fare modeli sistemlerinde

karsilastirilarak belirlenmesi amaglanmustir.



BOLUM 2

KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Salmonella Cinsinin Genel Ozellikleri

Salmonella Enterobacteriaceac familyasina dahil, hareketli, Gram-negatif ve
cubuk seklinde bakterilerdir. Salmonella ilk kez 1880 yilinda Ebert tarafindan
tanimlanmis ve 1884 yilinda Gaffky tarafindan kiiltiiri yapilmigtir [15, 16].

Salmonella zor tireyen bir bakteri cinsi degildir ve konake1 haricinde ¢ok gesitli
cevresel kosullarda cogalabilirler. Gelismek icin sodyum kloriire ihtiyag duymazlar
fakat %0.4-4 NaCl varliginda gelisebilirler. Cogu Salmonella serotipi 5-47°C gibi genis
bir sicaklik araliginda geligebilirken optimum tireme sicakligi 35-37°C'dir. Bununla
birlikte yiiksek 1siya duyarli olup cogunlukla 70°C ve tizeri sicakliklarda oliirler.
Salmonella'larin gelisebildikleri optimum pH araligi 6.5 ile 7.5 olmasina ragmen 4-9 pH
araliginda da cogalabilirler. 0.99 ve 0.94 gibi yiiksek su aktivitesine (aw) ihtiyag
duyarlar ve kuru gidalarda oldugu gibi aw<0.2 oldugu durumlarda oliirler [17, 18, 19].

Salmonella'lar Kauffmann-White semasina goére Salmonella flagellar (H)
antijeni, somatik (O) antijeni ve virulens (Vi) kapsiiler (K) antijenleri olmak iizere 4 ana
antijenik faktore gore simiflandirilmaktadir. Bu sistem 1934'te  Uluslararasi
Mikrobiyologlar Birligi tarafindan kabul edilmistir [19, 20]. ilk 6nerilen sistemde bir
tir-bir serotip yaklasimi benimsenmistir. Her bir serotip ayri bir tir olarak
tanimlanmistir (6rn. S. typhimurium, S. enteritidis, S. pullorum, ve S. dublin gibi).
Giiniimiizde Salmonella cinsinin siniflandirilmasinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve
Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi (CDC) ve bazi diger organizasyonlar tarafindan
da kullanilan sistem kullanilmaktadir. Buna gore Salmonella cinsi 16S rRNA dizi
analizindeki farkliliklaria gore 2400'{in iizerinde serotip iceren, Salmonella enterica ve
Salmonella bongori olmak iizere iki tiire ayrilmaktadir. S. enterica ise, S. enterica
subsp. enterica (1), S. enterica subsp. salamae (lI), S. enterica subsp. arizonae (l11a), S.
enterica subsp. diarizonae (111b), S. enterica subsp. houtenae (IV) ve S. enterica subsp.

indica (VI) olmak fiizere alti alt tiire ayrilmaktadir. Serotip isimleri ile tiir isimleri



arasindaki farklilig1 ortaya ¢ikarmak i¢in serotip isimleri italik olarak yazilmamakta ve
ilk harfleri biiyiik olarak yazilmaktadir [21, 22, 23]. Serotip isimleri genellikle serotipin
ilk izole edildigi cografik bolgeye gore verilmektedir [24]. Serotipler ayrica faj
tiplendirmesi olarak da bilinen izolatlarin secilen farkli bakteriyofajlara karsi
duyarliliklarini esas alan siniflandirma sistemine gore de siniflandirilmaktadir [18]. Faj
tiplendirmesi genel olarak ortaya cikan salginlarin karakteristiginin ve orjininin
belirlenmesinde ayni serotipe sahip izolatlarin ayriminda kullanilmaktadir. Bu zamana
kadar 200'den fazla faj tipi (DT) tanimlanmustir [19, 25].

S. enterica serovarlart genis hayatta kalma c¢evresine sahip ve c¢apraz
kontaminasyon yapabilen c¢esitli gruplara ayrilmaktadir. S. Typhi, S. Dublin ve S.
Gallinarum gibi S. enterica serovarlar1 sinirli konakg1 araligina sahiptir ve tipik olarak
bir veya birkag konakei tiirii ile iligkili iken S. Enteritidis ve S. Typhimurium genis
konakg1 yelpazesi gosterirler [26].

Enterik patojenler tiim diinyada yiiksek olabilen morbidite ve mortalite oranina
sahip olabilen mikroorganizmalardir. Diinyada 3 milyondan fazla 6liimiin Gram-negatif
enterik patojenler ile iligkili oldugu diistiniilmektedir [27].

Salmonella enterik atesi, bakteremi, enterokolit ve fokal enfeksiyonlar gibi
cesitli enfeksiyonlara sebep olmaktadir. Enterokolit bunlar arasinda en sik rastlananidir.
Bunu bakteremi ve fokal enfeksiyonlar takip etmektedir. Enterik atese S. Typhi ve S.
Paratyphi basta olmak iizere nadiren diger serotipler de neden olmaktadir. Yaklasik
olarak 2,000 serotip enterokolit ile iligkili olarak belirlenmis olmakla birlikte yaklasik
olarak 10 serotipin neden oldugu enfeksiyonlar ¢ogunlugu olusturmaktadir: S.

Typhimurium, S. Enteritidis, and S. Heidelberg [16,28].

2.2. Salmonella Patogenezi

2.2.1. Bulasma Yollar

Salmonella dogada yaygin olarak bulunmaktadir ve gesitli yiyeceklerde hayatta
kalabilmektedir. Kiimes hayvanlari, yumurtalar ve mandira iiriinleri salmonelloz i¢in en
yaygin bulagsma yollaridir. Ayrica son yillarda meyve ve sebzeler gibi taze tirinler de
gida iiretim zincirinin herhangi bir asamasinda meydana gelen kontaminasyon sonucu

bulagma araci haline gelebilmektedir [29]. Salmonella ¢evresel kosullarda uzun siire



hayatta kalabilmektedir ve boylece enfeksiyon kaynagi haline gelebilmektedir.
Salmonella'lar kuslar, bocekler ve siiriingenler gibi vektorlere gegebilmekte ve bu
hayvanlarin digkilar1 ile haftalarca hatta aylarca yayilimi devam edebilmektedir.
Dogrudan bulagsmay1 takiben domuz, inek ve tavuklar gibi hareketli hayvanlar
enfeksiyon igin risk faktorii haline gelmektedir. Salmonella'lar hayvan rezervuarlara
kontamine olmus c¢evreden veya yemlerden oral yolla ge¢mektedir. Insanlar, hayvan
rezervuarlarin  kontamine ettigi suyun icilmesi veya gidalarin tiiketilmesi sonucu
Salmonella ile enfekte olurlar. Fakat zorunlu insan patojeni Salmonella Typhi and
Salmonella Paratyphi A' nin hayvan rezervuari mevcut degildir ve dogrudan enfekte
olmus bireyler araciligi ile bulas s6z konusudur [30]. Ayrica Salmonella'nin {iretim
siirecinde gidalara bulasmasinda sebzeler ve kullanilan ekipmanlar da Snemlii rol
oynamaktadir. Bu sekilde kontamine olan gidalarin tiiketimi salmonelloz i¢in risk
olusturmaktadir. ~ Ayrica  Salmonella  kullanilan  ekipmanlarda  biyofilm
olusturabilmektedir ve bu sekilde c¢apraz kontaminasyonlar da meydana
gelebilmektedir. Sonu¢ olarak Salmonella, ¢iftlik hayvanlarmin beslenmesinde
kullanilan yemlerden gida fliretim zincirine, satis hatta servis sirasinda ve evde

yemeklerin hazirlanmasi agamalarinin herhangi birinde gegebilmektedir [31].

2.2.2. Kolonizasyon

Insanlarda ve hayvanlarda Salmonella enfeksiyonunun ilk basamag:
Salmonella'nin fekal-oral yolla bulasmasidir ve genellikle kontamine su ve gida
tirtinlerinin tiiketimi ile olmaktadir [32].

Konakgiyr enfekte eden bakteri sindirim sisteminden ge¢mek zorundadir ve
midedeki asidik ortamda hayatta kalabilmelidir. Salmonella bu gibi asidik ortamlarda
RpoS-faktor, PhoPQ, Ada ve Fur gibi 50'den fazla asit sok proteinlerinin sentezini
gerektiren "asit tolerans cevabi" olarak adlandirilan kompleks adaptif sistemleri
sayesinde hayatta kalabilmektedir [26, 33, 34].

Mide bariyerini gecen bakteriler intestinal epitel hiicrelerinde enterositlerin ve
M hiicreleri olarak adlandirilan 6zel epitel hiicrelerinin invazyonu ile bagirsakta
kolonize olmaktadir [32]. Boylece Salmonella ince bagirsak ve kolonu igeren
gastrointestinal sistem organlarinda ilerleyebilmektedir. Gastrointestinal sistem

hiicrelerini astarlayan epitel ve immun sistem hiicreleri, bagirsakta Salmonella igin ilk



koruyucu bariyeri olusturmaktadir. Salmonella gastrointestinal sistemde kolonize
olurken enterosit ve M hiicreleri ile temasa gegebilmek icin bagirsak mikroflorasi ile
rekabet etmektedir [35, 36]. Salmonella'nin gastrointestinal sistem epitel hiicrelerine
adezyonunu bakteri yiizeyinde bulunan fimbriya (kirpik) ve flagellar (kamgi)
kolaylagtirmaktadir [16, 37]. Calismalar Salmonella serovarlarmin konakgiya
gastrointestinal sisteminde kolonizasyonu i¢in korunumlu ve konak¢1 spesifik faktorlere

sahip oldugunu gostermistir [26, 38].

2.2.3. Konakg1 Hiicrelerinde invazyon

Salmonella'da invazyon ve hiicre i¢inde hayatta kalmak igin gerekli genler
Salmonella patojenite adalar1 (SPIs) olarak adlandirilan kromozomal DNA boélgelerinde
kiimelenmigtir. SPI-1 ve SPI-2 bir multiprotein kompleksinden olusan tip III salgi
sistemini (T3SS) kodlamaktadir [39, 40].

Salmonella intestinal epitel hiicrelerine tutundugu zaman endotelyal invazyonu
saglayan bir multiprotein kompleksi olan T3SS ifade edilir (Foley ve Lynne, 2008).
T3SS bir "molekiiler siringa" (bakteriyel sitoplazma ve konakgi hiicre membrani
arasinda kanal) olarak gorev alir ve toksinleri ve diger efektor proteinleri intestinal
hiicrelere aktarir. Ayrica 20'den fazla yapisal ve regiilatdr protein ile iliskilidir. InvJ,
SpaO, Prgl/J, SipA/B/C/D, SptP, AvrA, SopA/B/D/E/E2, SItP, ve SspH1 gibi ¢esitli
efektor proteinler de T3SS tarafindan salgilanir [41, 42, 43]. T3SS mekanizmasi,
Salmonella adhezyonu, invazyonu ve toksisitesi ile ilgili viriilans genleri barmndiran
SPI-1 ile iliskilidir [38]. T3SS tarafindan konakg1 intestinal epitel hiicrelerine aktarilan
efektor proteinler arasinda SopB, salgi yolaklarinin aktivasyonunda, inflamasyonu
kolaylastirmada ve diyareye neden olan hiicrelerdeki iyon dengesinin degisiminde
onemli rol oynamaktadir. SopA, SopD, SopE2 ve SipA gibi diger yer degistiren
proteinlerin de Salmonella gastroenteritinde rol oynadigi bilinmektedir [44]. SipA,
SipC ve SopB gibi efektor proteinler, hiicre iskeletindeki aktin ile reaksiyona girerek
membran dalgalanmas1 olarak adlandirilan konak¢i hiicre membraninin disa dogru
genislemesine neden olmaktadir [42]. Bu siire¢ Salmonella'nin konakg1 hiicre tarafindan
yutulmasini ve "Salmonella igeren vakuoller" adi verilen yapi ile hiicre igerisine
alinmasini saglar [45, 46]. Salmonella iceren vakuoller olgunlastiklart zaman limen

sinirindan bazal membrana dogru hareket ederler ve bdylece fagolizomal siiregle



pargalanmaktan korunmus olurlar. Bu vakuoller Salmonella'nin intestinal hiicrelerde ve
makrofajlarin igerisinde g¢ogalmasinda anahtar rol oynamaktadir [47]. Daha sonra
Salmonella SPI-2 tarafindan kodlanan T3SS ifade edilmeye baslanir ve bu olay hiicre
i¢i patogenezin ve sistemik enfeksiyonun ortaya ¢ikmasi i¢in oldukg¢a onemlidir [48].
SPI-2 tarafindan kodlanan T3SS'leri Salmonella iceren vakuollerde efektor proteinlerin
salgilanmasindan sorumludur ve salgilanan bu proteinler motor proteinlerle ve hiicre
iskeleti proteinleri ile etkilesime girerek Salmonella tarafindan indiiklenmis ve vakuoliin
disina agilan filamentlerin olusumunu saglarlar [49]. Ayrica SPI-2 tarafindan kodlanan
T3SS Salmonella igeren vakuoliin, lizozom tarafindan pargalanmaktan kagmasini da
diizenledigi bildirilmistir [50]. PipB, SpiC, SseF/G/1/J, SspH1/H2, SifA/B, SopD2, SIrP
ve faj lizerinde tasinan SrfA/B/C/D/E/G/I/J/K/L/M gibi efektor proteinler de dogrudan
SPI-2 tarafindan kodlanan T3SS tarafindan salgilanmaktadir [51]. Salmonella tarafindan
indiiklenen filamentler Salmonella igeren vakuollerin hiicredeki diger vezikiillerle
flizyonuna olanak saglamaktadir ve boylece Salmonellanin vakuol igerisinde
cogalmasinda onemli rol oynamaktadir [52]. Fakat bu filamentlerin Salmonella

enfeksiyonundaki rélii heniiz tam olarak aydinlatilamamistir [26, 36].

2.2.4. Makrofaj ve Dentritik Hiicrelerdde Hayatta Kalma

Az sayida olguda Salmonella konakge1 hiicre igerisinde lireyerek immun cevaptan
kagabilmektedir ve bu durum invaziv ve sistemik enfeksiyona neden olmaktadir [35].
Salmonelloz olgularinda bu gibi durumlar, Salmonella dentritik hiicreleri ve makrofaj
hiicrelerini istila ettigi zaman ortaya ¢ikmaktadir. Salmonella'nin makrofajlar igerisinde
cogalabildigi bilinmektedir [53]. Salmonella'nin farkli immun sistem hiicrelerinin
icerisinde verdigi yanitlardaki farkliliklarin mekanizmalar1 heniiz tam olarak
anlagilamamistir. Bu ayrimda cesitli patojen ve konake¢1 faktorleri rol oynamaktadir
[54]. Dentritik hiicreler lenfoid ve lenfoid olmayan dokularda olduk¢a yaygin olarak
bulunmaktadir ve Salmonella'nin konake1 viicudunda gesitli organlara hizlica yayilimini
saglamaktadir [55]. Arastiricilar, SPI-2 tarafindan kodlanan T3SS'nin dentritik
hiicrelerdeki antijen sunumunu baskilayabildigini ve bu sayede konak¢i immun
sisteminin enfekte hiicreler i¢in olusturdugu yaniti sinirlandirdigini bulmuslardir [51].
Genellikle Salmonella'nin insanlarda veya hayvanlarda enfeksiyona neden olabilmesi

konakg¢1 savunmasindan kagmasini saglayan ve bu savunmay1 etkisizlestiren viriilans



genlerini kodlamasina ve ifade edebilmesine baglidir. Bu faktorler patojenite adalari,

virtilans plazmidleri, toksinler, fimbriyalar ve flagella ile iligkilidir [26].

2.3. Salmonella'min Tiplendirilmesi

2.3.1. Fenotipik Metodlar

Salmonella suslar1 arasindaki iliskinin belirlenmesi salginlardaki yayilmasinin
izlenmesi ve enfeksiyon kaynaklarmin belirlenmesi i¢in 6n kosuldur. Biyokimyasal
analizler ayn1 S. enterica alt tiiri olarak belirlenen bakteriler arasinda daha ileri bir

ayrim yapmadigi i¢in diger fenotipik ve molekiiler yontemler kullanilmaktadir [56].

2.3.1.1. Serotiplendirme

Salmonella serotiplendirmesi Kauffmann-White-Le Minor (KW) semasinin
1930'larda  6ne  siiriilen  orijinalinin  degistirilmis  sekli  esas  alinarak
gerceklestirilmektedir [57]. Serotiplendirme bakterinin somatik (O) ve flagellar (H)
antijenlerine gore tanimlanan ¢esitli spesifik serumlar ile agliitinasyonu temel alinarak
yapilmaktadir. Bu antijenler degisiklik gostermektedir, 64 cesit O ve 114 ¢esit H
varyantt tanimlanmistir. O antijeni bakteriyel yiizeydeki lipopolisakkaritin (LPS)
sakkarit bilesenidir ve spesifik antiserumlarla reaksiyonu Salmonella serotiplendirme
semasinin temelini olusturmaktadir [58, 59, 60]. Cesitli O antijenleri tek bir hiicrenin
yiizeyinde birlikte sentezlenmis olabilir. Bunun aksine ¢ogu Salmonella susu flagellar
protein kodlayan genin iki farkli kopyasina sahiptir ve bu bakteriler ayn1 anda sadece
tek bir flagellar proteini ifade eder [61]. Bu nedenle birgok izolat flageller antijenler g6z
oniine alindiginda difazik (faz I ve faz Il ya da H1 ve H2) olarak adlandirilir. Monofazik
Salmonella’ lar nadir degildir fakat trifazik ve kuadrofazik alt tiplere nadir
rastlanmaktadir [62]. Her ne kadar tek bir seferde sadece bir H antijeni ifade edilse de
saf kiiltiirlerde H1 ve H2 antijenleri birlikte bulunabilir. Ciinkii bu iki faz aymi kiiltiir
veya kolonideki farkli bakteriyel populasyonlar tarafindan ifade edilebilir. Fakat bir H
fazi1 belirlenemezse 6zel bir besiyerinde (6rn. Sven Grad) spesifik antiserum yardimu ile
dominant fazi inhibe eden ve bdylece diger H antijenini ifade eden bakteriyel
populasyonun c¢ogalmasina olanak taniyan "faz inversiyonu" metodu kullanilir.

Kolaylik olmas1 agisindan, bir susta tanimlanan antijenler alttiir numarasini takiben O,



H1 ve H2'nin kullanildig1 bir formiil ile gosterilir (6rnegin, 1 6,7,14:r:1,2). Gecmiste
ortak antijenik formiilii sergileyen Salmonella izolatlarina ayni serovar adi
verilmekteydi. Fakat daha sonra ayni antijenik formiile sahip bazi suslarin farkli
biyokimyasal profillere sahip oldugu belirlenmistir. Bu durum farkli alt tiir
isimlendirmesi ile asilmistir. Bu nedenle serotiplendirme alt tiirlerdeki alt tipleri
(serovar veya serotip) tanimlamaktadir [58, 63]. Giiniimiize kadar 2500' {in iizerinde
Salmonella serotipi tanimlanmistir. Serolojik analizler Salmonella'nin epidemiyolojik
olarak incelenmesinde ilk basamak olarak kullanilmaktadir ve nadir serotipler ile iligkili

epidemiyolojik arastirmalar i¢in elverigli bir metoddur [64].

2.3.1.2. Faj Tiplendirmesi

Faj tiplendirmesi ayni serotipe dahil Salmonella suslarinin ayrimi igin
kullanilmaktadir. Faj tipleri farkli bakteriyofajlar tarafindan liziz duyarhiliklarina gore
belirlenmektedir [65]. Bu metodun avantaji uygulanabilirligindeki basitlik ve temel
laboratuvar ekipmanlariyla yapilabilmesidir. Fakat elde edilen sonuglarin yorumlanmasi
tecrilbe gerektirmektedir ve her zaman tam anlamiyla tekrar edilemez [66]. Faj
tiplendirmesi, faj reaksiyonu sekilleri ¢ok bilinmeyen izolatlarin karakterizasyonunda
kullanilan etkili bir metoddur. Her ne kadar bu yontem aymi faj tiplerinin
arastirilmasinda uygun olmasa da, izolatlar arasindaki iliskinin belirlenmesinde

kullanigh bir yontemdir [63].

2.3.2. Molekiiler Metodlar

Mikrobiyal patojenlerin tiplendirilmesi veya bakterilerin sus seviyesinde
tanimlanmasi, bakteriyel infeksiyonlarin tani, tedavi ve epidemiyolojik olarak
izlenmesinde Ozellikle 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica sus tiplendirme bakteriyal
populasyonlarin dinamiklerinin ¢alisimasinda da kullanim alanlarina sahiptir. Fenotipik
metodlarin eksikliklerinin (fazla zaman harcanmasi, yakin suslar arasindaki ayrimin tam
olarak saglanamamasi vb.) giderilmesi acisindan c¢esitli DNA temelli teknikler

gelistirilmistir [67, 68].



2.3.2.1. Plazmid Tiplendirmesi

Plazmidler i¢inde bulunduklar1 konakg1 hiicreden bagimsiz bir sekilde replike
olabilen c¢evrimsel ekstra kromozomal DNA fragmentleridir. Neredeyse tiim bakteri
tirlerinde bulunurlar ve ¢esitli biiytikliiklere sahiptirler [69]. Plazmidler bakteriyel
populasyonlar arasinda aktarilabilitler, farkli genlerin kazanimi ve kaybedilmesi ile
bakteriyel genetik cesitliligin artmasina katkida bulunurlar [70].

Salmonella enterica biyiikliikleri 1 kb'dan baslayan 200 kb'in iizerine ¢ikabilen
farkli biiyiikliikte plazmidlere sahiptir. Bunlardan en iyi tanimlanmis olan grup serovar
Enteritidis, Typhimurium, Dublin, Choleraesuis, Gallinarum, Pullorum ve Abortusovis'
te bulunan (50-100 kb biiyiikliikte) viriilans plazmidleridir. Bu plazmidlerin tamami
Salmonella’ nin makrofaj igerisinde canli kalmasini saglayan SpvyRABCD genlerini
kodlamaktadir. Serovar spesifik viriilans plazmidlerinin yani sira Salmonella antibiyotik
direng genleri tasiyabilen ve bunlarin aktarilmasinda rol oynayan biiylik molekiiler
agirlikli plazmidler ve fonksiyonlari bilinmeyen biiyiikliikleri 20 kb'in altinda olan
kiiciik plazmidler de tasimaktadir. Salmonella'nin sahip oldugu plazmidler viriilans
faktorleri, antibiyotiklere, agir metallere, fajlara karsi diren¢ ve farkli karbon
kaynaklarmin kullanimi gibi 6nemli o&zellikleri tasimalart bakimindan oldukca
onemlidir [71]. Plazmid tiplendirmesi ayni susa sahip izolatlarin tiplendirilmesinde hizli
ve giivenilir sonuglar vermektedir. Ekstra kromozomal elementlerin biiyiikliikleri,
stabiliteleri, genis yayilimlar1 ve dogal farkliliklar1 bu metodu tim bakteriler i¢in
kullanislt hale getirmektedir [72]. Plazmid analizi mikrobiyal tiplendirme metodu olarak
kullanilan ilk molekiiler tekniktir [73]. Plazmid DNA'sinin izolasyonu ve farkli
bliylikliikteki plazmidlerin agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmesi kolay bir
yontemdir. izolatlar arasindaki aymi epidemik suslar ayni biiyiikliikteki plazmidlere
sahip olacaklardir. Fakat bu test en azindan bir plazmid profilinin bulunmasi gereklidir.
Daha kesin sonuglar i¢in izole edilen plazmid DNA restriksiyon endoniikleazlar ile
kesilerek pargalar agaroz jel elektroforezinde analiz edilmesi ile elde edilebilir. Ayni

plazmidlerin ayn1 restriksiyon profili olusturmasi gerekir [74].
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2.3.2.2. Dalgal Alan Jel Elektroforezi (PFGE)

Dalgali alan jel elektroforezinin prensibi 1984 yilinda Schwartz ve Cantor
tarafindan gelistirilmistir ve o giinden giinlimiize yiiksek ayrim giicii dolayisiyla Gram
pozitif, Gram negatif bakteriler ve diger fungal mikroorganizmalar olmak {izere farkli
patojenlerin genetik ve epidemiyolojik analiz arastirmalarinda siklikla kullanilan bir
metoddur [75]. 1990'larda Salmonella'nin molekiiler tiplendirilmesinde kullanilmak
tizere adapte edilmistir [76, 77, 78, 79]. Bu teknik, salgin durumlarinda suslarin parmak
izlerinin olusturulmasi i¢in oldukga kullanish bir yontemdir. Bir¢ok calismada PFGE'
nin farkli serovarlar igin Salmonella enfeksiyonlarin kayanagmin belirlenmesinde
yiiksek ayrim giiciine sahip bir metod oldugu belirlenmistir [80, 81, 82]. Bunun yani
sira bu metod isglicii yoniinden yogun, zaman gerektiren ve ayrica farkli serovarlarda
esit duyarlilikla ¢aligmayan bir metoddur [83, 84]. Ancak PFGE, salgin durumlarinda
Salmonella izolatlarinin parmak izlerinin olusturulmasinda kullanilan en eski DNA
tiplendirme sistemlerinden biridir ve Salmonella'nin molekiiler tiplendirilmesinde altin
standart olarak bilinmektedir [84].

2.3.2.3. Ribotiplendirme

Ribotiplendirme metodu bakterilerin ribozomal RNA farkliliklarina gore
smiflandirilmasini ve tanimlanmasini saglayan bir metoddur. 16S ve 23S rRNA dizileri
ile hibridizasyon esasina dayanan teknik ilk olarak bakteriyel suslar arasindaki
taksonomik iliskiyi belirlemede kullanilmistir [85]. Salmonella'da serovarlar arasindaki
iliskiyi belirlemede kullanilmaktadir [86, 87]. Ribotiplendirme diisiik ayrim giiciine

sahiptir ve genellikle salgin arastirmalarinda kullanilmamaktadir [88].

2.3.2.4. insersiyon Dizi (IS200) Analizi

IS200 Salmonella, Shigella, Escherichia, Vibrio, Clostridium, Enterococcus,
Actinobacillus ve Helicobacter gibi g¢esitli bakteri cinslerinde bulunan hareketli
elementtir. IS200 elementi olduke¢a kisadir (707-711 bg) ve tek gen igermektedir. Tipik
hareketli elementlerin aksine [S200 transpozazlari nadirdir. Dogal bakteri
populasyonlarindaki 1S200 elementinin sayist ve dagilimi sabittir. Bu stabilite 1S200

elementini epidemiyolojik ve ekolojik c¢aligmalarda kullanilmasi i¢in uygun bir

11



molekiiler belirte¢ haline getirmektedir. 1S200 tiplendirmesi Salmonella izolatlari
arasinda molekiiler iligskiyi degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir. Salmonella
enterica'da IS200 parmak izi yaygin olarak sus ayriminda kullanilmaktadir. Salmonella
kromozomunda 708 b¢ uzunlugunda ¢oklu kopya sayisina sahip insersiyon dizileridir
[89]. Parcalanmis kromozomal DNA'nin IS200 probu ile hibridizasyonu ¢esitli
Salmonella serotiplerinin klonal ayriminda kullanilmak igin uygun bir metoddur. Fakat
S. Enteritidis, S. Typhi ve diger serotipler i¢in faj tiplerinin ayriminda
kullanilmamaktadir [90]. Coklu ilag direngli S. Typhimurium DT204c ve 193 tipleri
gibi Amerika'da yaygin olan faj tiplerinde sus ayriminda kullanilabilirligini gosteren

caligmalar bulunmaktadir [91].

2.3.2.5. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)

Bu teknik ilk olarak Williams ve ark. ve Welsh ve McClelland tarafindan
tanimlanmistir [92, 93]. Genomik DNA'y1 kalip olarak kullanarak kisa diziye sahip
primerler ile (8-12 niikleotid) rastgele DNA pargalarinin ¢ogaltilmasini saglayan bir
PZR metodudur. Gelencksel bir PZR teknigi degildir ¢iinkii hedef patojen iizerinde
spesifik bir DNA dizisinin bilinmesine ihtiya¢ duymaz. PZR reaksiyonunun spesifikligi
primerlerin dizilerine ve kullanilan baglanma sicakliina dayanmaktadir. Suslarin
tiplendirilmesi PZR sonucu c¢ogaltilan fragment sayisina ve biyikliigline gore
yapilmaktadir [92]. Yapilan calismalarda Salmonella serovarlari arasinda serovar
diizeyinde ayrim yapilmasinda basarili bir teknik oldugu bildirilmistir [94, 95, 96]. Bu
metodun avantaji1 kolay ve genis 6l¢iide uygulanabilir olmasi ve genom hakkinda 6n bir
bilgiye ihtiya¢ duyulmamasidir. Fakat bu metodun dezavantaji ise tekrar
edilebilirliginin diistik olmasi ve olusan farkli paternler arasindaki iliskinin

kurulamamasidir [88].

2.3.2.6. ERIC-PZR

Enterobacteriaceae genomu "Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus"
(ERIC) olarak adlandirilan tekrarli diziler igerir ve bu diziler bakterilerin genetik
analizinde ve tamimlanmasinda kullanilirlar. ERIC dizileri ilk olarak E. coli ve

Salmonella'da tanimlanmis olan genom iizerinde transkribe edilen bolgeler ile
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simirlandirilmis 126 bg uzunlugunda bolgelerdir. ERIC-PZR metodu bakteriyel
genomda spesifik bolgelere 6zgii primerlerin kullanilmasini esas alan PZR temelli ve
ayni tiire sahip yakin iligkili suslarin ve serovarlarin ayriminda kullanilan bir yontemdir.
Farkli suslarda bu elementlerin sayilari ve lokasyonlar1 farkli uzunlukta DNA
fragmentlerinin olugmasina neden olur [97, 98]. Van Lith ve Aarts 61 farkli Salmonella
serotipi ile yaptiklar1 ¢alismalarinda, tekrarlarda elde ettikleri profillerde varyasyonlar
olmasmma ragmen ERIC-PZR metodunun Salmonella tiplendirmesinde serotip
seviyesinde ayrim elde etmislerdir [99]. Benzer sonuglar daha sonra yapilan
calismalarda da gosterilmistir [100, 101]. Diger molekiiler tiplendirme metodlariyla
karsilagtirildiginda diisiik maliyetli olusu ve basitligi Salmonella serovarlarinin analizi

ve bir¢ok enterobakterler i¢in kullanisliligini ortaya koymaktadir [102, 103, 104].

2.4. Salmonella'da Antibiyotik Direncliligi

Tifo dig1 Salmonella serotiplerinde antimikrobiyal direng evrensel bir problem
haline gelmistir. Siirveyans verileri Salmonella' lardaki antimikrobiyal direncin bazi
iilkelerde 1990' larin basindan bu zamana kadar %20-30" lardan %70' lere kadar
yiikseldigini gdstermektedir. Bu diren¢ oran1 farkli serotiplere ve antibiyotiklere gore
degisiklik gostermektedir [105].

Antimikrobiyal ajanlarin tipta ve veterinerlikte tedavi amach kullanimlar1 ve
gida olarak tiiketilen hayvanlarda biiyiime arttirict olarak bilingsizce kullanimi
antimikrobiyal direncin Salmonella ve diger patojenlerde hareketli genetik elementler
aracilig1 ile yayilmasina neden olmaktadir [29]. Direng hayvan, su ve kontamine gidalar
gibi kaynaklardan insanlara gecebilmektedir. Coklu ilag¢ direngli Salmonella suslari halk
sagligi acisindan olduk¢a Onemlidir ve arastiricilar Agona, Anatum, Pullorum,
Schwarzengrund, Choleraesuis, Derby, Dublin, Heidelberg, Kentucky, Newport,
Senftenberg, Typhimurium, ve Uganda gibi farkli Salmonella serovarlarinin ¢oklu ilag
direngli suslarmin ortaya c¢iktigim1 gostermislerdir [106, 107, 108]. Coklu ilag
direncliligi gosteren en bilinen Salmonella serotipi S. Typhimurium DT104' tiir ve
ampisilin, kloramfenikol, streptomisin, sulfonamid ve tetrasikline (ACSSuT) karst
direnclidir. Bu antibiyotikler veterinerlikte yaygin olarak kullanilan ilag¢ simiflarina

dahildir [109]. Ayrica S. Typhi, S. Infantis, S. Paratyphi, S. Agona, S. Uganda, ve S.
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Newport, S. Heidelberg, S. Hadar ise S. Typhimurium' a ek olarak ¢oklu ilag direngliligi
gozlemlenmis olan diger serotiplerdir [110, 111, 112].

Direncgli patojenlerin ve direng genlerinin gida olarak tiiketilen hayvanlardan
insanlara ge¢mesi enfeksiyonlarin tedavisi agisindan ciddi sorunlara neden olmaktadir.
Gida olarak tiiketilen hayvanlarda kullanilan tetrasiklinleri, sefalosporinleri ve
florokinolonlar iceren ¢ogu antibiyotik insanlarda da tedavi amagla kullanilan ilaglarla
iligkili ya da aynidir. Bu durum sonucu ortaya ¢ikan diren¢ genlerinin gogunlukla tek bir
antibiyotik yerine antimikrobiyal sinifa dahil biitiin antibiyotiklere diren¢ kodlamasi ve
bazi genlerin ¢apraz dirence neden olmasi sorunlara neden olmaktadir. Ayrica hareketli
DNA elementleri genellikle gesitli direng genleri tasimaktadir, tek bir hareketli genetik
elementin kazanimi c¢oklu antibiyotik direncine neden olabilmektedir ve sadece bir
antimikrobiyalin ila¢ olarak kullanildigi durumlarda bu ¢oklu ila¢ direncliligi biiytik bir
problem olarak ortaya ¢ikmaktadir [113, 114, 115, 116].

Antimikrobiyal ajanlarin klinik tedavilerde ve hayvan ciftliklerinde kullanilmaya
baslanmasit 20.yy'n en oOnemli kazanimlarindan biridir. Ilk antimikrobiyal ajan
1930'arda tanimlanmistir ve devam eden siirecte cok sayida yeni bilesik kesfedilmistir.
Fakat bundan kisa bir siire sonra antimikrobiyallere direng ortaya ¢ikmaya baslamistir
ve bu durumu yeni antimikrobiyal bilesiklere karsi direng takip etmistir [117].
Giiniimiizde antimikrobiyallere direng insan ve hayvan sagligini tehdit eden 6nemli bir
durum haline gelmistir. Modern hayvan {iiretimi hastaliklarin kontrolii igin yiiksek
miktarlarda antibiyotiklerin kullanimi esasma dayanmaktadir. Antibiyotiklerin
hayvanlarda biiylimeyi hizlandirmak i¢in yem katkisi olarak kullanilmasinin yani sira
hayvan yetistiriciliginde ve veterinerlikte kullanimi1 insanlarda ve hayvanlarda hastaliga
neden olan antimikrobiyal direngli bakterilerin segilmesi ve yayilmasi igin segici
kosullar1 ortaya c¢ikarmaktadir. Gida olarak tiiketilen hayvanlarin ve hayvan orjinli
gidalarin  diinya c¢apinda ticaretinin yapilmasi tek bir {ilkede ortaya c¢ikan
antimikrobiyallere direncin tiim diinya i¢in problem olmasina neden olmaktadir. Bu
durum antimikrobiyallere kars1 direncin tiim tilkelerde izlenmesinin gerekliligini ortaya
koymaktadir [118].

Gida ve insan kaynakli Salmonella izolatlarinda artan miktarlarda
antimikrobiyallere direng ve ¢oklu antibiyotik direnci gdsteren S. enterica'ya dahil farkli

serotipler, gelismis ve gelismekte olan iilkelerde olduk¢a yaygindir. Bu suslarin ¢ogu
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zoonotik kokenlidir ve gida zinciri yolu ile insanlara gegcmekte ve enfeksiyonlara neden
olmaktadir [119]. Cogu enfeksiyon kendini sinirlayan diyare ile sonuglanmaktadir ve
antimikrobiyal terapiye ihtiya¢c duyulmamaktadir. Fakat bunun yami sira Ozellikle
cocuklarda, yasghilarda ve immun yetmezligi olan hastalarda ortaya c¢ikan invazif
Salmonella enfeksiyonlarinda antimikrobiyal terapi Onerilmektedir. Salmonella
enfeksiyonlarinda kullanilan antibiyotikler ampisilin, trimethoprim sulfametaksazol,
florokinolonlar1 ve {iglincii kusak sefalosporinleri igermektedir. Ampisilin  ve
trimethoprim sulfametaksozole karsi gozlemlenen direng etkinliklerini diisiirmektedir ve
florokinolonlar ¢ocuklarda kullanim i¢in Onerilmemektedir. Bu nedenle genis etki
spektrumuna sahip sefalosporinler ¢ocuklarda gozlemlenen invazif enfeksiyonlarda
tercih edilen ila¢ secenegi haline gelmistir. Genis spektrumlu sefalosporinlere direngli
Salmonella tiirlerinin ortaya ¢ikmasi diinya ¢apinda sorun yaratmaktadir [11, 120].
Salginlar veya sporadik olarak ortaya g¢ikan salmonelloz olgular1 iizerinde
yapilan ¢aligmalarda antimikrobiyal direng ile enfeksiyonun siddeti arasindaki iligki
ortaya ¢ikarilmistir. Holmberg ve ark., 1971 ve 1983 yillar1 arasinda Hastalik Kontrol
Merkezi (CDC) kayitl Salmonella salginlari ile yapilan ¢alismalarda antimikrobiyallere
direngli Salmonella ile enfekte olmus hastalarda Olim oranmin (% 4.2)
antimikrobiyallere duyarli enfeksiyonlara oranla (% 0.2) daha yiiksek oldugunu
belirlemistir [121]. Daha sonra 1971 ve 1980 yillar1 arasinda meydana gelen halk
kaynakli ve nazokomiyal antibiyotiklere direngli Salmonella'larin neden oldugu
salginlarda 6lim oraninin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica halk salginlarinin
neden oldugu vakalar arasinda da direncgli salmonelloz vakalarinda hastanede yatarak
tedavi oran1 % 57 iken duyarl suslarin neden oldugu vakalarda bu oran % 24.5' te
kalmaktadir [122]. 1984 ve 2002 yillar1 arasinda meydana gelen 24 epidemide de
direngli Salmonella'larin neden oldugu salginlarda duyarli Salmonella'larin neden
oldugu salginlara oranla daha yiiksek hastanede yatarak tedavi orani oldugu

gozlemlenmistir [116, 123].

2.5. Salmonella Enfeksiyonlar1 icin Hayvan Modelleri
Tifo dis1 gastroenterit, tifo disi1 bakteremi ve tifo atesinin neden oldugu diinya
capinda Sliimler oldukcga fazla sayidadir ve bu hastaliklarin patogenez, bagisiklik ve as1

gelistirme ¢alismalarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayn1 zamanda florokinolona direnci de
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iceren ¢oklu ilag direngli Salmonella Typhi ve siprofloksasin ve genis spektrumlu
sefaloporinleri de igeren, c¢oklu ilag direngli tifo disi Salmonella serotipleri tedavi
seceneklerini kisitlamaktadir. Tiim bu veriler elverisli hayvan modellerinin kullanilmasi
ihtiyacim1  dogurmaktadir.  Viriilans, in vivo c¢alismalarda konak¢i patojen
etkilesimlerinin anlagilabildigi olduk¢a kompleks fenotiplere sahiptir. Hayvanlardaki
dogal enfeksiyonun c¢alisilmasi Salmonella patogenezinin tamamen anlagilmasi igin
olduk¢a onemlidir. Salmonella patogenezi, bagisiklig1 ve as1 gelistirme ¢alismalari igin

fareden buzagiya kadar ¢esitli hayvan modelleri kullanilmaktadir [13, 124].

2.5.1. Fare Model Sistemi

1892 yilinda Friedrich Loeffler, Bacillus typhimurium (simdi S. Typhimurium)
olarak adlandirilin ve farelerde bulasici, tifo atesi benzeri bir hastaliga neden olan bir
patojen izole etmistir [125]. Fareler S. Typhimurium ile enfekte oldugu zaman
gastroenterit gelismemektedir fakat hepatomegali ve splenomegali ile sonuglanan
karaciger ve dalakta bakteriyel kolonizasyon ile karakterize edilen sistemik bir hastaliga
neden olmaktadir [126]. Ince bagirsak patolojisinde, dlmek iizere olan hayvanlarda
Peyer plaklariin gevresinde {iilserlesme, kanama, kapiler trombosis, folikiiler ve doku
biiylimesi ile birlikte mononiikleer 16kosit sizintisi goriilmektedir [127]. C57BL/6
fareler ve BALB/c fareler gibi bazi fare soylari, Slc11al genindeki nokta mutasyonunun
neden oldugu fagozomal makrofaj membraninda "makrofaj proteini ile iliskili dogal
direng" olarak adlandirilan fonksiyonel olmayan demir proteininin ifade edilmesi
sonucu, letal S. Typhimurium enfeksiyonuna kars1 genetik olarak duyarlidirlar [128]. S.
Typhimurium ayrica CBA fareler ve 129sv fareler gibi Slcllal aleline sahip olan
genetik olarak hastaliga direngli fare soylarinda da karaciger ve dalakta kolonize
olabilmektedir. Ayrica genetik olarak direngli fareler tipik olarak sistemik bolgelerde
bakteriyel cogalmayi1 kontrol etmektedir ve dolayisiyla bu durum hastaligin gesitli
belirtilerinin ortaya ¢ikmasini engellemektedir [13].

Genetik olarak duyarli hayvanlarin fare tifo modeli olarak kullanimlar1 1980'ler
ve 1990' larin baglarinda Salmonella patogenezi, bagisikligi ve as1 gelistirme
calismalarinda yogun olarak ¢alisilmaya baslanmistir. Ornegin; Bruce Stocker ve ark.,
S. Typhimurium aroA mutantinin farelerde ateniie ve bagisiklik saglayict oldugunu

kesfetmislerdir ve bu bulgu insanlar i¢in yeni, canli S. Typhi asilarinin gelistirilmesine
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yol agmustir [129, 130, 131]. Pietro Mastroeni ve ark., fare tifo modelini, S.
Typhimurium enfeksiyonunda bagisiklik igin antikorlarin ve CD4 T hiicrelerinin
birlikte de gerekli oldugunu bulmak i¢in kullanmislardir ve bu prensip halen as1
calismalari i¢in Onciiliik etmektedir [132, 133]. Paul Gulig and Roy Curtiss 11 fare tifo
modellerinde plazmidi giderilmis S. Typhimurium suslari ile yaptiklar1 ¢alismalarinda
Salmonella plazmid viriilans (Spv) operonunun virillans igin gerekli oldugunu
bulmuslardir [134]. Son olarak, Michael Hensel, David Holden ve ark., SPI-2 tarafindan
kodlanan tip III salgi sistemindeki (T3SS-2) viriilans genlerini tanimlamislardir ve
devam eden ¢alismada Eduardo Groisman T3SS-2'nin S. Typhimurium'un konakg1
makrofajlarinda canli kalmasini sagladigini bulmuslardir [135, 136]. Ayrica, genetik
olarak direngli fare soylarini kullanarak yaptiklari calismalarda, dokularda kronik
tasimanin mekanizmasimin aydinlatilmasi bir ¢igir agmustir [137, 138, 139]. Genetik
olarak direngli fare soylar1 intestinal kaliciligin mekanizmalarinin ¢aligilmasinda ve S.
Typhimurium bulagmasi i¢in fare model sistemi gelistirilmesinde kullanilmaktadir [140,
141, 142]. Son olarak, John Gunn ve Brett Finlay laboratuvari tifo atesinin
bulagmasinda 6nemli bir rezervuar olan safra kesesi kolonizasyonunu arastirmak icin
firsat saglayacak bir fare modeli gelistirmislerdir [143, 144].

Ayrica fare modeli sisteminin, tifo dis1 Salmonella serotiplerinin neden oldugu
enfeksiyonun patogenezinin aydinlatilmasinda da yenilik¢i kullanimlar1 devam
etmektedir. Swearingen ve ark., tifoidal ve tifo dis1 Salmonella serovarlarini igeren 32
Salmonella susunun viriilansini belirlemek i¢cin  BALB/c fare model sistemini
kullanmiglardir [145]. Suez ve ark., 12 tifo dist Salmonella serovarinin viriilans ile
iligkili fenotiplerinin belirlenmesinde fare model sistemi ile in vitro doku kiiltiirii
arasindaki farkliliklarinin belirlenmesinde ~ C3H/HeN ve BALB/c fare modeli

sistemlerini kullanmiglardir [146].

2.5.2. Caenorhabditis elegans Nematod Modeli Sistemi

Caenorhabditis elegans kiiciik, serbest yasayan, oncelikle bakteriler olmak iizere
mikroorganizmalarla beslenerek hayatta kalan ve diinyanin ¢esitli bolgelerinde yasayan
toprak nematodudur. Sydney Brenner tarafindan tanimlanmasinin ardindan genomik,
hiicre biyolojisi, sinir bilimini igeren ¢esitli alanlarda biyolojik arastirmalar i¢in 6nemli

bir model sistem olarak kullanilmaktadir. Kisa hayat dongiisii, yogun genomu, kolay
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cogaltilmasi ve kiigiik boyutu ¢alismalarda cesitli avantajlar saglamaktadir. Yetiskin
nematod anatomik olarak oldukc¢a basittir ve yaklasik olarak 1000 somatik hiicreden
olusmaktadir. C. elegans uygun kosullar altinda yaklasik 3 giinliik bir yasam dongiisiine
sahiptir. Nematod laboratuvar kosullarinda agar plakalarda veya sivi kiiltiirlerde E.
coli'yi gida kaynagi olarak kullanarak yasamini siirdiirebilmektedir. Yasam dongiisii
boyunca seffaf olmasi canli preparatlarda DIC mikroskobu kullanilarak hiicresel
seviyede inceleme yapmayr mimkiin kilmaktadir. Nematod elektron mikroskobu
seviyesinde anatomik olarak incelenmistir [147, 148, 149].

C. elegans'in yasam dongiisii diger nematodlara benzer olarak embriyonik
donem, dort larval evre (L1-L4) ve erginden olusmustur. Her bir larval evrenin sonu
deri degisimi ile karakterize edilir. Her bir yeni donemde, déneme Ozgi kiitikiil
sentezlenir ve eskisi atilir. L1 larval evrede iireme sistemi ve sindirim sistemi gelismeye
baslamakta ve L4 larval evrede gelisim tamamlanmaktadir. Ayrica nematod uygun
olmayan kosullarla karsilagtiginda L3 larval evre yerine gelisimin devam etmedigi ve
"Dauer evre" olarak adlandirilan doneme gecis olmaktadir. Dauer evreye gegis ikinci
deri degisiminin ardindan yiiksek sicaklik, a¢lik populasyon sayisindaki asir1 artig gibi

stres durumlariyla karsilasilinca meydana gelmektedir [150].
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Sekil 2.1. C. elegans'in yasam dongiisii. 0 dk déllenme. mavi ile gésterilmis rakamlar
hayvanin herbir dénemde harcadigi zamani gostermektedir. Ik boliinme, dollenmeden
sonra yaklagik 40. dk'da meydana gelmektedir. Yumurtalar dollenmeden sonra yaklasik
150. dk'da ve gastrula evresinde disar1 salinmaktadir. Her bir evrede hayvanin uzunlugu
mikrometre cinsinden belirtilmistir [150].

C. elegans dogal habitatinda kendini zararli ¢evresel mikroorganizmalara karsi
korumaktadir. Fakat son yillarda yapilan ¢alismalarla C. elegans ve mikroorganizmalar
arasindaki patojenik etkilesimler tanimlanmistir. 1999'dan beri ¢ok sayida insan,
hayvan, bitki ve bdcek patojeninin nematodu Oldiirebildigi gosterilmistir. Bu
patojenlerle yapilan caligmalar ilgilenilen patojenin laboratuvar kosullarinda nematod
growth medium (NGM) agar plaklarinda C. elegans i¢in gida kaynagi olarak kullanilan
oksotrofik Escherichia coli susu olan OP50 ile yer degistirilerek ve deney siiresince
nematodlarin hayatta kalma siireleri karsilagtirilarak gergeklestirilmektedir. Bu basit
beslenme esasli model, C. elegans't patojenik siirecleri galismak igin ilgi ¢ekici bir
model sistem haline getirmektedir. Nematod oda sicakliginda E. coli OP50 ile
beslendigi zaman yaklasik olarak iki haftalik bir yasam dongiisiine sahiptir. Fakat

nematod ¢esitli patojen bakterilerle beslendiginde ¢ok daha kisa yasam dongiisiine sahip
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olmaktadir. Insanlarda patojen olan Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus,
Serratia marcescens, Burkholderia pseudomallei ve Vibrio cholerae suslar1 besin
kaynagi olarak verildiginde C. elegans1 oldiirmektedir ve ¢esitli bakteriyel viriilans
faktorlerinin nematodlar ve insanda patogenezin ortaya c¢ikmasinda rol oynadigi
gozlemlenmistir [151, 152, 153, 154, 155].

Gram negatif enterik bir bakteri olan Salmonella enterica'min C. elegans
bagirsaginda kolonize oldugu belirlenmistir. S. enterica serovar Typhi ¢esitli sistemik
enfeksiyonlara ve tifo atesine neden olmaktadir. S. enterica serovar Typhimurium'un
farelerde letal, tifo benzeri bir hastaliga neden oldugu bilinmektedir ve bu nedenle
fareler bu sistemik enfeksiyon i¢in model sistem olarak kullanilmaktadir. S. enterica
serovar Typhimurium'un C. elegans modelinde bagirsak liimeninde kalici ve fatal
kolonizasyona neden oldugu bilinmektedir ve ayrica bagirsak epitel hiicrelerine
invazyon ettigi bildirilmistir [152, 153, 156]. Salmonella enfeksiyonu siiresince
nematodlarda gii¢lii endomitotik oosit fenotipi gozlemlenmektedir; bakteriye maruz
kalan gelismemis déllenmis yumurta tasiyan nematodlar &liirler. Olen enfekte bir
hayvanin hi¢gbir zaman gelismeyecek ddllenmis yumurtalara sahip olmast germ hatti
gelisiminin  bir sekilde S. Typhimurium enfeksiyonu ile iligkili olabilecegini
gostermektedir. Bu iligkinin nasil oldugu bilinmese de, yapilan bir c¢alismada S.
Typhimurium enfeksiyonunda oliimlere karsi direng igin germ hatti apoptozisinin
gerekli oldugu belirlenmis ancak bu bulgu baska ¢alismalarda tekrar elde edilmemistir.
p38 MAPK kaskadinda mutasyon olan nematodlarin S. Typhimurium enfeksiyonuna
kars1 asirt duyarli oldugu gézlemlenmistir. PhoP/PhoQ, SPI-1 ve SPI-2' yi igeren klasik
S. Typhimurium viriilans faktorleri bakterinin C. elegans kolonizasyonu sirasinda
indiiklenmektedir ve bu faktorlerin nematod modelde viriilans i¢in zorunlu oldugu
gosterilmistir. Ayrica tip III salgi sistemi ve "yabani tip" lipopolisakkarit (LPS)
yapisinin hem C. elegans hem de fare model sistemlerinde tam viriilanslik i¢in gerekli
olmas1 bu hastaligin bazi yonlerinin memeli ve nematod konaklarda benzer olacak

sekilde korundugunu diisiindiirmektedir [157, 158, 159, 160].
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1. Cahsmada Kullanilan Salmonella spp. izolatlarimin Ozellikleri

Calismada Trakya Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler
Mikrobiyoloji Laboratuar1 kiiltiir koleksiyonunda yer alan ve Edirne ilinde satisa
sunulan tavuk etlerinden izole edilmis olan gida kokenli 32 adet Salmonella spp. izolati

kullanilmuastir.

3.2. Salmonella spp. izolatlarin Serotiplendirilmesi

Salmonella spp. izolatlarinin dogrulanmasi ve serotiplendirilmesi T.C. Saglik
Bakanligi Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlar1 Daire Baskanligi, Ulusal Enterik
Patojenler Referans Merkez  Laboratuvart tarafindan  hizmet alimi ile

gerceklestirilmistir.

3.3. Salmonella spp. izolatlarimin Enterobakteriyel Tekrarlayan Genlerarasi
Uzlasan Dizi Polimeraz Zincir Reaksiyonu (ERIC-PZR) ile Molekiiler
Karekterizasyonu

3.3.1. Genomik DNA izolasyonu

Salmonella spp. izolatlarinin molekiiler karakterizasyonu i¢in gerekli olan ERIC-
PZR c¢aligmalarinda kalip DNA olarak kullanilmak iizere izolatlardan genomik DNA
izolasyonu yapilmistir. Genomik DNA izolasyonu i¢in Bio speedy Genomik DNA
Izolasyon Kiti (Bioeksen, Tiirkiye) kullanilmis, islem iiretici firmanin talimatlarina gore

yapilmistir.
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3.3.1.1. Bio Speedy Genomik DNA izolasyon Kiti Prosediirii

Salmonella suslar1 stok kiiltiirden %1 ekim orani ile 5 mL LB broth (Merck,
Germany) besiyerine inokiile edilmis ve 37°C’de 18 saat inkiibe edilmistir. 1 mL bakteri
kiltirtc 14000 rpm’de 5 dk santrifiije edilerek siipernatant uzaklastirilmistir. Bakteri
pelleti lizerine 600 pL parcalama tamponu eklenmis ve 2 dk siire ile vortekslenmistir.
Ardindan 95 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 10 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda 14000 rpm’de 1 dk santrifiije edilmis ve siipernatant yeni steril mikrosantrifiij
tiipine aktarilmistir. Mikrosantriflij tiiplerine siipernatant hacmi kadar isopropanol,
stipernatant hacminin 2 kati kadar baglanma tamponu eklenmis ve birka¢ saniye
vortekslenerek karistirilmistir. Karigimin 800 puL’si DNA kolonuna transfer edilmis ve
14000 rpm’de 1 dk santrifiije edimistir. Santrifiij sonras1 toplama kolonunda biriken s1v1
atilmis ve bu islem numune bitene kadar tekrarlanmistir. Ardindan DNA kolonuna 500
uL yikama tamponu eklenmis ve 14000 rpm’de 1 dk santrifiijlenerek toplama
kolonunda biriken s1v1 atilmis ve bu adim bir kez daha tekrarlanmistir. Ardindan kolon
14000 rpm’de 1 dk bos santrifiije edilmis ve steril yeni bir mikrosantrifiij tiipiine
yerlestirilmistir. Kolona 100 pL ¢oziicii tampon eklenmis ve oda sicakliginda 1 dk
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 14000 rpm’de 1 dk santrifiije edilmis ve izole
edilen genomik DNA’y1 tasiyan mikrosantrifiij tiipleri etiketlenerek -20TC’ye
kaldirilmistir.

3.3.1.2. Genomik DNA Konsantrasyonlarinin Hesaplanmasi

Izole edilen genomik DNA &rneklerinin konsantrasyonlar: kuvartz kiivetler
kullanilarak spekrofotometrik olarak ol¢iilmiistiir. Kiivetlere 995 pL steril distile su ve 5
pL gDNA Ornegi eklenerek 260 nm dalga boyunda verdikleri absorbanslar
belirlenmistir. Her bir susa ait genomik DNA 6rneginin konsantrasyonu asagida verilen
formiil yardimi ile hesaplanmustir.

e dsDNA konsantrasyonu (ng/uL) = 50 ng/uL x OD260 x diliisyon faktorii

Ayrica gDNA orneklerinin OD260/0OD280 degerleri hesaplanmistir. Degerleri
1.8 — 2.0 arasinda olan drneklerin DNA konsantrasyonlart 50 ng/uL olarak seyreltilmis
ve ERIC-PZR ¢alismalarinda kullanilmak tizere -20 C’ ye kaldirilmistir.
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3.3.2. ERIC-PZR
Izolatlarn  molekiiler ~karakterizasyonu i¢in ERIC-PZR yontemi

kullanilmistir. Kullanilan primerlerin 6zellikleri Tablo 1'de verilmistir.

Tablo 3.1. ERIC primerlerinin 6zellikleri

Primer Adi Baz Dizisi Uriin
Biiyiikliigii(b¢)

ERIC1 5’-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’ Degisken

ERIC2 5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’ Degisken

PZR icin kullanilan karistm ve PZR amplifikasyon protokolii daha once
yayinlandigi sekilde hazirlanmis ve kullanilmigtir [97, 100].

PZR Amplifikasyon Protokolii

95°C 7 dk.

90°C 30 sn.

52°C 1 dk. 30 dongii
65°C 8 dk.

65°C 16 dk.

3.3.2.1. Agaroz Jel Elektroforezi ve ERIC PZR Uriinlerinin Gériintiilenmesi

PZR islemi tamamlandiktan {riinlerin analizi i¢in agaroz jel elektroforezi
yontemi kullanilmistir. 1X Tris Asetat EDTA (TAE) Tamponu kullanilarak
% 1.5’luk agaroz jel hazirlanmis ve 25 pL PZR 6rnegi 2 pL yiikleme boyasi ile
karistirillarak agaroz jel kuyucuklarina yiiklenmistir. Elektroforez islemi 120 V sabit
elektrik akiminda 3,5 saat siire ile gergeklestirilmistir. Elektroforez islemi sonrasi
jel 1X TAE Tampon igerisine son konsantrasyon 2 pg/mL olacak sekilde etidyum
bromid ilave edilmis boya ¢ozeltisinde 20 dk siire ile boyanmis ve UV 1s1k altinda
goriintlilenerek fotograflari ¢ekilmistir (Cleaver, ABD).

23



3.3.2.2. Bant Biiyiikliiklerinin Hesaplanmasi ve Dendogramin Olusturulmasi

Olusturulan ERIC-PZR profilinde bant biiytikliikleri hesaplanmistir. Analiz, bant
varliginda 'l' bant yoklugunda ise '0' degeri verilerek unweighted-pair group method
(UPGMA)'a gére yapilmustir [161].

3.4. Plazmid Analizi
Plazmid izolasyonu i¢in Kado ve Liu (1981) tarafindan oOnerilen yontem
kullanilmigtir [162].

3.4.1. Plazmid DNA izolasyonu

Salmonella suslar1 stok kiiltiirden %1 ekim orani ile 5 mL LB broth (Merck,
Germany) besiyerine inokiile edilmis ve 37°C’de 18 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda her bir kiiltiiriin iireme diizeyi spektrofotometrik 6l¢iim ile belirlenmis
ve tim kiltiirlerin OD600 degerleri 0.610-0.620 arasinda olacak sekilde steril serum
fizyolojik su (SFS) ile seyreltilmistir. Bu kiiltiirden mikrosantrifiij tliptine 1,5 mL
aktarilarak oda sicakliginda 14.000 rpm’de 5 dakika santrifiije edilmis ve iist faz atilarak
bakteri ¢okeltisi oda sicakliginda kurutulmustur. Cokelti kuruduktan sonra 20 pL Kado
tampon c¢ozeltisinde vortekslenerek c¢oziilmiistiir. Bu silispansiyona 100 pL hiicre
parcalama ¢ozeltisi (lizis ¢ozeltisi) eklenerek homojen karisim elde edinceye kadar
yavasca karistirilmistir. Ornekler 60°C su banyosunda 30 dakika inkiibe edilmis ve
sonrasinda 100 pL fenol/kloroform (1:1) c¢ozeltisi eklenerek vortekslenmistir. Bu
asamadan sonra oda sicaklifinda 14.000 rpm’de 30 dakika santrifiije edilmistir.
Santrifiijleme sonrasi ist faz alinmis ve esit miktarda kloroform eklenerek oda
sicakliginda 15 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiijleme sonrasi alinan iist faz agaroz

jelde yiriitilmustiir [162].

3.4.2. Agaroz Jel Elektroforezi ve Plazmid DNA’ nin Goriintiilenmesi

Izole edilen plazmid DNA’larin analizi igin agaroz jel elektroforezi ydntemi
kullanilmistir. 1X Tris Asetat EDTA (TAE) Tamponu kullanilarak % 0.8’ lik agaroz jel
hazirlanmis ve 20 puL plazmid DNA o6rnegi 2 pL yiikleme boyasi ile karistirilarak
agaroz jel kuyucuklarina yiliklenmistir. Elektroforez islemi 100V sabit elektrik akiminda
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baslatilmig ve 15 dk sonra drneklerin kuyudan ¢ikmasiyla voltaj 120 V sabitlenerek 3
saat siire ile gerceklestirilmistir. Elektroforez sonrasi jel, 1X TAE Tamponuna son
konsantrasyon 2ug/mL olacak sekilde etidyum bromid ilave edilmis boya ¢ozeltisinde
20 dk boyanmis ve UV 1sik altinda goriintiilenerek fotograflar1 ¢ekilmistir (Cleaver,
ABD). Plazmid biiytikliikleri Lambda Hind III DNA Marker (Promega, ABD)
kullanilarak Gel Analyzer programinda hesaplanmistir [163].

3.5. Antibiyotik Duyarhliklariin Belirlenmesi

Izolatlarin antimikrobiyal duyarlhiliklar1 disk difiizyon metodu, antibiyotiklerin
minimal inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIK) ise mikrodiliisyon metodu kullanilarak
belirlenmigtir. Calismada toplam 12 adet antibiyotik kullanilmistir. Kullanilan

antibiyotiklerin 6zellikleri Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan antibiyotiklerin 6zelikleri

Antibiyotik Ad1 Antibiyotik Grubu Coziicii
Kloramfenikol (CHL) Fenikol Etanol
Ampisilin (AMP) Beta-Laktam Saf su
Streptomisin (STR) Aminoglikozid Saf su
Gentamisin (GEN) Aminoglikozid Saf su
Nalidiksik Asid (NAL) Kinolon 0.1M NaOH
Tetrasiklin (TET) Tetrasiklin Saf su
Siprofloksasin (CIP) Kinolon 0.1M NaOH
Trimethoprim (TMP) Antifolat DMSO
Neomisin (NEO) Aminoglikozid Saf su
Ampisilin/Sulbaktam (SAM) Beta-Laktam Saf su
Sulfonamid (SUL) Antifolat DMSO
Kanamisin (KAN) Aminoglikozid Saf Su
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3.5.1. Disk Difiizyon Metodu

Incelenecek kiiltiirler 16 cm cam deney tiiplerinde %1 ekim orani ile 5 mL LB
broth besiyerine inokiile edilmis ve 16-18 saat siire ile 37°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda ornekler 0.5 McFarland standardina gore steril distile su ile
seyreltilmigtir. Seyreltilen orneklerden 100 pL alinarak Miiller Hinton agar plaklari
(Sigma Chem.Co., USA) iizerine yayma ekim yapilmistir. Caligilacak
konsantrasyonlarda antibiyotik emdirilmis 6mm'lik steril diskler kiiltiirlerin {izerine
yerlestirilmis ve 37°C’de 16-18 saat inkiibe edilmistir. Calisilan antibiyotiklerin

konsantrasyonlar1 Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3.3. Caligmada kullanilan antibiyotik stok soliisyonlarmin ve disklerinin
konsantrasyonlar1

Antibiyotik Adi Stok Disk Konsantrasyonu
Konsantrasyonu

Kloramfenikol (CHL) 30 mg/mL 30 ug
Ampisilin (AMP) 10 mg/mL 10 pg
Streptomisin (STR) 10 mg/mL 10 pug
Gentamisin (GEN) 10 mg/mL 10 ug
Nalidiksik Asid (NAL) 10 mg/mL 30 ug
Tetrasiklin (TET) 10 mg/mL 30 pug
Siprofloksasin (CIP) 10 mg/mL S5ug
Trimethoprim (TMP) 10 mg/mL S5ug
Neomisin (NEO) 10 mg/mL 10 ug
Ampisilin/Sulbaktam (SAM) 1 mg/mL 10 pug
Sulfonamid (SUL) 10 mg/mL 250 ug
Kanamisin (KAN) 10 mg/mL 30 ug

Inkiibasyon siiresi sonunda disklerin etrafindaki zon caplar1 6l¢iilmiis (Sekil 3.1)
ve Klinik Laboratuar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) niin belirledigi kirilma noktalar1 ile
karsilastirilarak suslar duyarli (S), orta direncli (I) ve direncgli (R) olarak belirlenmistir
[164].
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Sekil 3.1. Disk Difiizyon Metodu

3.5.2. Mikrodiliisyon Metodu

Minimal Inhibisyon Konsantrasyonunun (MiK) belirlenmesi i¢in 96 kuyucuklu
mikroplaklar  kullanilarak  mikrodiliisyon metodu uygulanmistir.  Antibiyotik
soliisyonlar1 Tablo 3’te belirtilen ¢oziiciiler kullanilarak belirtilen stok miktarlarina gore
hazirlanmistir ve 0.22 um caph filtreler kullanilarak sterilize edilmistir. Calisilacak olan
kiiltiirler 16 cm cam deney tiiplerinde %1 ekim orami ile 5 mL LB broth (Sigma
Chem.Co.,USA) besiyerine inokiile edilmis ve 16-18 saat siire ile 37°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda her bir 6rnek 0.5 McFarland standardina gére steril
distile su ile seyreltilmistir. Plakalardaki kuyucuklara 100 pL Miiller Hinton sivi
besiyeri eklenmistir. Kuyucuklarin ilk sirasina Tablo 3.4’te belirtilen son
konsantrasyonu saglayacak sekilde stok antibiyotik soliisyonlarindan 100 pL
eklenmistir. Ik kuyucuktan baslanarak bir sonraki kuyucuga 100 pL aktarilmistir ve son
kuyucuktan 100 pL alinarak seyreltme islemi tamamlanmistir. Seyreltme sonrasi her bir
kuyucuga 0.5 McFarland standardina gore seyreltilen kiiltiirlerden 10 pL ekim yapilmas,
mikroplakalar 37°C'ye ayarlanmig inkiibatore kaldirilmis ve 24 saat siire ile inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi mikroorganizma iiremesinin gézlemlenmedigi en diisiik

antibiyotik konsantrasyonu MIK olarak belirlenmistir (Sekil 3.2) [165].

Sekil 3.2. Minimal inhibisyon Konsantrasyonun Belirlenmesi
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Tablo 3.4. Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) Metodu’nda Kullanilan Antibiyotiklerin Mikroplakadaki Konsantrasyonlari

Sus CHL AMP STR GEN NAL TET cip TMP NEO SUL KAN
1 2 3 4 ) 6 7 8 9 10 11

A 512ug/mL 512 pg/mlL 512 pg/mL 512 pg/mL 512 uyg/mL 512 pg/mL 64 pg/mL 512 uyg/mL 512 pg/mL 512 pg/mL 512 pg/mL
B 256 pg/mL 256 pg/mL. 256 pg/mL 256 pg/mL 256 pg/mL. 256 pg/mL 32 pg/mL 256 pg/mL 256 pg/mL 256 pg/mL 256 pg/mL
C 128 pg/mL 128 pg/mL. 128 pg/mL 128 pg/mL 128 pg/mL 128 pg/mL 16 pg/mL 128 pg/mL 128 pg/mL 128 pg/mL 128 pg/mL
D 64 ng/mL 64 ng/mL 64 ug/mL. 64 pg/mL 64 ug/mL. 64 ug/mL 8 ug/mL 64 ng/mL. 64 pg/mL 64 pg/mL 64 ng/mL
E 32 pg/mL 32 pg/mL 32 ug/mL 32 pg/mL 32 pg/mL 32 pg/mL 4 pg/mL 32 ng/mL. 32 pg/mL 32 pg/mL 32 pg/mL
F 16 png/mL 16 png/mL 16 pg/mL 16 pg/mL 16 png/mL 16 pg/mL 2 pug/mL 16 png/mL 16 png/mL 16 pg/mL. 16 pg/mL
G 8 pg/mL 8 pg/mL 8 ug/mL 8 pg/mL 8 pg/mL

8 ng/mL 1 pg/mL 8 ug/mL 8 ug/mL 8 ug/mL 8 ug/mL

H 4 pg/mL 4 pg/mL 4 pg/mL 4 pg/mL 4 pg/mL 4 pg/mL 0.5 pg/mL 4 pg/mL 4 pg/mL 4 pug/mL 4 pug/mL
CHL: kloramfenikol, AMP: ampisilin, STR: streptomisin, GEN: gentamisin, NAL: nalidiksik Asit, TET: tetrasiklin, CIP: siprofloksasin,
TMP: trimethoprim, NEO: neomisin, SUL: sulfonamid, KAN: kanamisin.




3.6. Caenorhabditis elegans Modeli Sistem ile Salmonella enterica Serotiplerinin

Patojenitelerinin Belirlenmesi

3.6.1. Caenorhabditis elegans’in Temini ve Stoklarimin Hazirlanmasi

Caenorhabditis elegans atasal susu olan N2 susu Caenorhabditis elegans
Genetic Center (CGC), University of Minesota' dan temin edilmistir. Nematodlar,
Nematod Ureme Besiyeri (NGM) ile ve besin kaynagi olan E.coli OP50 susu kat1 besi
yerinde ekili olarak laboratuvarimiza gonderilmistir.

C. elegans N2 susunun a¢ L1 evredeki larvalart %15 gliserol eklenmis S

Tampon igerisinde stok tiiplerine aktarilarak -80°C'de muhafaza edilmektedir.

3.6.2. Bakteriyel Besin Kaynagimin ve Nematod Ureme Besiyeri (NGM) Petri
Plaklarimmin Hazirlanmasi

C. elegans'in iiretilmesinde besin kaynagi olarak E. coli OP50 susu
kullanilmistir. E. coli OP50 susu %1 ekim orami ile 5 mL LB broth (Sigma
Chem.Co.,USA) besiyerine inokiile edilmis ve 16-18 saat siire ile 37°C’de inkiibe
edilmistir. E.coli OP50 s1v1 kiiltiiriinden petri plaklarina (35 mm ¢apl kiigiik petrilerde
hazirlanmis NGM agar i¢in 0.05 mL veya 60 mm caph biiyiik petrilerde hazirlanmig
NGM agar icin 0.1 mL) yayilarak 37°C'de bir gece inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonras1 nematodlarin E. coli OP50 ekili NGM agar plaklarina aktarimi igin
agar par¢alama (chunking) metodu kullanilmistir. Nematodlarin tiremis oldugu agardan
bir parca alkol ile ateste yakilarak sterilize edilmis spatula yardimi ile alinarak yeni
plakalara aktarilmistir.Nematodlarin laboratuvar ortaminda siirekli olarak canliliginin
saglanabilmesi i¢in 1-3 jenerasyonda bir (3-9 giinde bir) E.coli OP50 ekili NGM
plakalara aktarilmistir [166].

3.6.3. Caenorhabditis elegans N2 Es Zamanh L4 Larvalarin Hazirlanmasi

C.elegans N2 susu "chunking” metodu ile E.coli OP50 ekili NGM agar igeren
Petrilere (60 mm c¢apli) aktarilmis ve 3 giin oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi petriler 2 mL M9 Tampon ile yikanmis, yumurta tagtyan (gravid)

nematodlar ve yumurtalar pastor pipeti ile steril 15 mL'lik konikal satrifiij tliplerine
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aktarilmistir. Her bir tiipteki son hacim M9 Tampon ile 3.5 mL'ye tamamlanmigtir. Her
bir tiipe 0.5 mL 5N NaOH ve 1 mL %5 sodyum hipoklorit soliisyonu eklenip oda
sicakliginda her 2dk araliklarla vorteks ile karistirilarak 10 dk inkiibe edilmis ve
sonrasinda 1300g'de 30sn santrifiijlenmistir. Slipernatant Pastor pipeti ile atilmistir.
Tiiplere 5 mL M9 Tamponu eklenerek vorteks ile birkag saniye karigtirilmis ve
1300g'de 30sn santrifiijlenmistir. Sediment M9 Tampon soliisyonu ile 2 kez yikanmaistir.
Son santrifiijlemeden sonra sediment 7 mL M9 tamponunda ¢oziilmiis ve 18 saat
22°C'de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi yumurtalardan ¢ikan L1 larvalar
1300g'de 30sn santrifiijlenerek toplanmistir. Siipernatant 0.1 mL kalacak sekilde Pastor
pipeti ile uzaklastirilmis ve kalan ¢ozeltide sediment g¢oziilerek Olii nematodlar ve
yumurtalar E. coli OP50 ekili NGM agara aktarilmigtir. 28 saat 22°C'de inkiibe edilen

nematodlarin L4 larval evreye ulagmasi saglanmistir [167].

3.6.4. Caenorhabditis elegans Patojenite Denemeleri

LB broth besiyerinde 37°C'de 18 saat iiretilen Salmonella spp. suslarinin
yogunluklar1 saptanmis (OD600 0.5-0.6) ve 10 uL NGM agara ekilmistir. 37°C'de 18
saat inkiibasyondan sonra Petrilerin 22°C'ye sogumasi beklenmis ve 20 adet L4
donemindeki larvalar her bir Petriye (35 mm g¢apli) stereo mikroskop (Olympus,
Japonya) altinda 4X biiyiitmede platin ¢engel uclu bir aktarici yardimi ile aktarilmistir.
24 saat araliklarla canli ve Olii nematodlarin sayilar1 belirlenmis ve Olenler
uzaklastirilmigtir. Nematodlar deney siiresinde 48 saat aralikla yeni hazirlanmig
besiyerine aktarilmigtir. Deney siiresince platin ug ile mikroskop altinda nazik dokunma
sonucu tepki vermeyen nematodlar 6li kabul edilmistir. Petri duvari ile besiyeri arasina
sikisarak Olen nematodlar analizden ¢ikarilmistir. Deneye tiim nematodlar 6lene kadar
devam edilmistir [153].

Mortalite ve survi GraphPad Prism programi kullanilarak analiz edilmistir.
Nematodlarin =~ %50'sinin ~ 6lmesi i¢cin gecen zaman (TD50) programdaki
Y=Bottom+[Top—Bottom]/[1+10(logEC50-X) (Hill slope)] denklemi kullanilarak
hesaplanmistir. X degeri olarak zaman (giin) logaritmasi, Y degeri olarak o giin i¢in
canlt nematodlarin yiizdesi yazilmis ve maksimum deger 100, minimum deger ise 0
olarak sabitlenmistir. Belirlenen EC50 degeri ise TD50 olarak degerlendirilmistir. TD50
degerleri arasindaki anlamli farklilik Student's t-testi (p<0.05) ile analiz edilmistir.
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3.7. Plazmidlerin Salmonella suslar i¢in Caenorhabditis elegans Patojenitesi ve

Antibiyotik Duyarhhgindaki Rollerinin Arastirilmasi

3.7.1. Plazmidlerin Giderilmesi

Plazmid giderme ajani olarak floresan bir DNA boyasi olan etidyum bromid
kullanilmistir. 50 ug/mL'den 125 pg/mL'ye kadar degisen konsantrasyonlarda EtBr LB-
broth ortamlarina eklenmis ve ardindan %1 ekim orani ile plazmid tasiyan Salmonella
izolatlart inokiile edilmistir. Farkli EtBr konsantrasyonlarinda gelistirilen bakteri
kiiltiirlerinden Kado ve Liu metoduna gore plazmid izolasyonu gergeklestirilmis ve
izole edilen plazmidler %0.7 agaroz jel elektroforezinde analiz edilerek suslarin

plazmidlerinin giderilmesi igin uygun konsantrasyon saptanmistir [168].

3.7.2. Plazmidleri Giderilen izolatlar ile Caenorhabditis elegans Model Sisteminde
Patojenite Denemeleri

Plazmidi giderilen izolatlar 125 pg/mL Et-Br igeren LB broth ortamina %1 ekim
orani ile inokiile edilmis ve 37°C'de 16-18 saat inkiibe edilmistir. Gelisen kiiltlirlerin
yogunluklar1 saptanmis (OD600 0.5-0.6) bu kiiltiirlerden mikrosantrifiij tiipiine 1,5 mL
aktarilarak oda sicakliinda 14.000 rpm’de 5 dakika santrifiije edilmis ve bakteri
cokeltisi 3 defa steril PBS ile yikanmig, 10 pL olacak sekilde NGM agara ekilerek
37°C'de bir gece inkiibe edilmistir. 18 saat inkiibasyondan sonra Petrilerin 22°C'ye
kadar sogumasi beklenmis ve 20 adet L4 larva her bir petriye platin uglu aktarici
yardimi ile aktarilmistir. 24 saatte bir her bir petrideki canli ve 6lii nematodlarin sayilari
belirlenmistir. Olen nematodlar petrilerden uzaklastirilmistir. Nematodlar deney
stiresinde 48 saatte bir yeni hazirlanmis petrilere aktarilmistir. Deney siiresince platin ug
ile nazik dokunma sonucu tepki vermeyen nematodlar 6lii olarak sayilmistir. Petri
duvari ile besiyeri arasina sikisarak 6len nematodlar analizden ¢ikarilmistir. Deneye tiim
nematodlar 6lene kadar devam edilmistir.

Sonuglar GraphPad Prism programi kullanilarak analiz edilmistir. Nematodlarin
%50'sinin  6lmesi igin gecen zaman (TDS50) programdaki Y=Bottom+[Top—
Bottom]/[1+10(logEC50-X) (Hill slope)] denklemi kullanilarak hesaplanmistir. X
yerine giinlerin logaritmasi, Y yerine ise o giin canli kalan kurtlarin yiizdesi yazilmistir.

Top degeri 100, Bottom degeri ise 0 olarak sabitlenmistir. Belirlenen EC50 degeri ise
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TD50 olarak alimmustir. Plazmidi giderilen suslarin kullanildigr deney grubunda elde
edilen TD50 degeri, plazmidi giderilmeden Once elde edilen TD50 degeri ile

karsilastirilmis ve aradaki anlamli farklilik Student's t-testi (p<0.05) ile analiz edilmistir.

3.7.3. Plazmidleri Giderilen Suslarin Antibiyotik Duyarhliginin Belirlenmesi
Plazmidi giderilen izolatlar 125 pg/mL Et-Br igeren LB broth ortamina %1 ekim
orani ile inokiile edilmis ve 37°C'de 16-18 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda her bir ornek 0.5 McFarland standardina gore steril distile su ile
seyreltilmistir. Bu kiiltiirden mikrosantrifiij tiipiine 1,5 mL aktarilarak oda sicakliginda
14.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve hiicre pelleti 3 defa steril PBS ile
yikanmustir. izolatlarn plazmid giderme islemi dncesi direncli olduklari antibiyotiklerin
minimal inhibisyon konsantrasyonlarinda degisim olup olmadig1 mikrodiliisyon metodu

kullanilarak belirlenmistir [165].

3.8. BALB/c Fare Denemeleri
Bu ¢aligma igin gerekli Etik Kurul onay1t TUHDYEK-2014/23 sayili protokol no
ile almmustir. 45 adet BALB/c fare Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Birimi'nden

temin edilmistir.

3.8.1. BALB/c Fare Modelinde Denenecek izolatlarin Secimi

Fare modeli patojenite testleri i¢in izolatlar serotiplerine, antibiyotik direng
profillerine, plazmid profillerine ve C. elegans patojenite denemelerinde elde edilen
sonuclara gore secilmistir. Secilen izolatlarin serotipleri, antibiyotik direng¢ profilleri,
plazmid profilleri ve C. elegans patojenite denemelerinde elde edilen TD50 verileri
Tablo 3.5'te verilmistir.
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Tablo 3.5. BALB/c Fare Denemesi i¢in secilen Izolatlarm Ozellikleri

Sus Serotip Antibiyotik Diren¢ Plazmid Plazmid TD50
Kodu Profili Sayisi Biiyiikliigii (giin)
A8 Infantis STR, NAL, TET, TMP, - (k-b) 3.7+0.005*

SUL
Al10 Kentucky AMP, NAL,TET, CiP, 1 31,6 4.9+0.04*
TMP, SUL
Al7 Enteritidis SUL - - 6.8+0.47
Al8 Infantis STR, NAL, TET, TMP, - - 3.4+0.08*
SUL
A22 Telaviv SUL - - 4.8+0.25*
A30 Enteritidis SUL 1 35,8 7.3+0.81
A32 Enteritidis ~ AMP, STR, GEN, NAL, - - 4.7+0.2*
TET, CiP, TMP, NEO,
SUL, KAN

STR: streptomisin, NAL: nalidiksik asid, TET: tetrasiklin, AMP: ampisilin, NEO:
neomisin, KAN: kanamisin, SUL: sulfonamid, CiP: siprofloksasin, GEN: gentamisin,
TMP: trimethoprim, SAM: ampisilin/sulbaktam, TD50: nematodlarin %50'sinin 6lmesi
icin gecen zaman, * TD50 verilerinin S. Typhimurium ATCC14028 ile arasinda anlamli
fark (p<0.05) bulunmayan C. elegans model sistem igin patojen olarak tanimlanan
izolatlar.

3.8.2. BALB/c Fare Modelinde Patojenite Denemeleri

Denemede, izolatlarin enjekte edildigi gruplar i¢in ve BALB/c farelerde patojen
oldugu bilinen (pozitif kontrol) S. Typhimurium ATCC14028'in enjekte edildigi grup
igin 5, nematod patojenite deneylerinde kullanilan ve patojen olmayan E. coli OP50
susunun enjekte edildigi grup i¢in 3 ve negatif kontrol olarak kullanilan ve sadece
PBS'nin enjekte edildigi grup i¢in 2 adet 8-10 haftalik disi BALB/c fareden olusan
gruplar kullanilmigtir. Deneyde kullanilan her bir gruptaki farelere 10° koloni olusturma
birimi bakteri iceren 0.3 mL PBS ve negatif kontrol i¢in sadece 0.3 mL PBS
intraperitoneal olarak enjekte edilmistir. Ortamin 1sis1 ve nemi 'humidity-temprature
data loger' ile deney siiresince kontrol edilmistir. Deney siiresince fareler ad libitum
olarak beslenmislerdir. Fareler 21 giinliik deney siiresince giinde iki defa kontrol
edilmis ve hastalik olustugunun gostergesi olarak kabul edilen kriterler (hareketlerde

azalma-uyusukluk (letarji), bozulmus kiirk yapisi ve kambur durus) gézlemlenen
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farelere otanazi uygulanmustir. Otenazi islemi icin &ncelikle Smg/kg olacak sekilde
intramuskuler Ksilazin ve ardindan 50mg/kg olacak sekilde intramuskuler Ketamin
enjeksiyonu yapilmistir. Anestezi islemi sonrasinda farelerden 24 Gauge igne ile kalp

kan1 alinarak 6tanazi islemi tamamlanmuistir.

3.8.3. BALB/c Farede Kolonizasyonun Belirlenmesi

Deney siiresi sonunda veya deney siiresince sakrifiye edilen fareler steril
kosullarda disekte edilmistir. Alinan dalak, karaciger, ince bagirsak, kalin bagirsak ve
¢cekum buzda sogutulmus 2 mL PBS igerisinde steril cam boncuklar ile vortekslenerek
homojenize edildikten sonra seri diliisyonlar1 hazirlanmis, Ksiloz Lizin Deoksikolat
(XLD) agar besiyerine yayma ekim yontemi ile ekilerek 37°C' de 16-18 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrast XLD agarda gelisen siyah koloniler sayilarak

dokulardaki kolonizasyon belirlenmistir.

3.9. Viriilans Genlerinin Ekspresyonunun BALB/c Fare ve Caenorhabditis elegans

Nematod Model Sisteminde Belirlenmesi
3.9.1. Total RNA izolasyonu

3.9.2. Kan Orneklerinin Hazirlanmasi

BALB/c fare modeli patojenite denemelerinde anestezi islemi sonrasi farelerden
alman kalp kant RNA degredasyonunun engellenmesi i¢cin RNA Later Soliisyonu
(Sigma Chem.Co.,USA) eklenerek -20°C'ye kaldirilmistir. Total RNA izolasyonu bu
kan Orneklerinden Vivantis Total RNA Ekstarksiyon Kiti ile diretici firmanin

talimatlarina uygun olarak gerceklestirilmistir.

3.9.3. Caenorhabditis elegans Geri Kazanim

RNA izolasyonu i¢in Salmonella suslarinin C. elegans'tan geri kazanimlari
gerceklestirilmistir. Nematodlardan geri kazanim nematodlarin Salmonella suslarina
maruz birakilmalarinin ardindan 6 giin sonra gergeklestirilmistir. Birer adet nematod
aliarak yiizeydeki bakterilerin giderilmesi i¢in 6nce NGM agar lizerinde 4 pl %70

etanolde yikanmistir. Ardindan etanoliin uzaklastirilmasi i¢in her bir nematod NGM
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agar lizerinde 4 pl steril M9 tamponda {i¢ defa yikanmistir. Her bir nematod 20 pl %1
Triton X-100 igeren steril M9 tampon eklenmis 1.5 mL mikrosantrifiij tiiplerine
aktarilmistir ve mikrotiip havan eli ile mekanik olarak ezilmistir. Son hacim steril M9
tampon eklenerek 50 pl'ye tamamlanmistir. Hazirlanan seri diliisyonlar Ksiloz Lizin
Deoksikolat (XLD) agar besiyerine yayma ekim yontemi ile ekilerek 37°C'de 16-18 saat
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi olusan siyah koloniler 250 pL Tris-EDTA
tampona aktarilmistir ve RNA izolasyonu Vivantis Total RNA Ekstarksiyon Kiti ile

iiretici firmanin talimatlarina uygun olarak gergeklestirilmistir.

3.9.4. Vivantis Total RNA Ekstarksiyon Kiti Prosediirii

250 pL kan 6rnegine ve 250 pL TE tampon igerisine aktarilan C. elegans' tan
geri kazanilan Salmonella suslarma 100 pL 0.5 mg/mL konsantrasyonunda TE
tamponda hazirlanmis lizozim eklenmis ve ve oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilmistir.
Ardindan 350 pL "Buffer TR" eklenerek hazirlanmis lizat homojenizasyon kolonuna
aktarilmis ve 13500 rpm' de 2 dk santrifiije edilmistir. Toplama kolonunda biriken
kisma 300 pL absolut etanol eklenmis ve olusan ¢ozelti RNA Baglanma Kolonuna
aktartlmistir. 11000 rpm' de 1 dk santrifiije edilerek toplama kolonunda biriken kisim
atilmigtir. 500 pL "Wash Buffer" eklenmis ve 13500 rpm' de 1 dk santrifiije edilerek
altta biriken kisim atilmistir. Kolona 70 pL "DNasel Digestion Mix" eklenmis ve oda
sicakliginda 15 dk inkiibe edilmistir. Ardindan 500 pL "Inhibitor Removal Buffer"
eklenmis ve 13500 rpm'de 1 dk santrifiije edilerek altta biriken kisim atilmistir. 500 pL
"Wash Buffer" eklenerek 13500 rpm'de 1dk santrifiije edilmistir. Ardindan bu basamak
tekrarlanmistir. Kolon bos olarak 11000 rpm'de 1 dk santrifiije edilmistir. Kolon yeni
santrifiij tiipline aktarilarak 50 pL "RNase-free water" eklenerek oda sicakliginda 1 dk
inkiibe edilmis ve ardindan 11000 rpm' de 1 dk santrifiije edilmistir. Elde edilen RNA
ornekleri 1X Tris Asetat EDTA (TAE) Tampon kullanilarak hazirlanan % 1.5 luk
agaroz jel kuyucuklarina 5 pL RNA 06rnegi 2 pL yiikleme boyasi ile karistirilarak
yiiklenmistir. Elektroforez islemi 100 V sabit elektrik akiminda 1,5 saat siire ile
gerceklestirilmistir. Elektroforez islemi sonrasi jel 1X TAE Tampon igerisine son
konsantrasyon 2ug/mL olacak sekilde etidyum bromid ilave edilmis boya ¢ozeltisinde

20 dk siire ile boyanmis ve UV 1s1k altinda goriintiilenerek fotograflar1 ¢ekilmistir
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(Cleaver, ABD). RNA o6rnekleri -80°C'de muhafaza edilmistir. Analiz edilen total RNA

izolatlar1 cDNA sentezinde kalip olarak kullanilmigtir.

3.9.5. cDNA Sentezi

izole edilmis olan total RNA buz iizerinde eritilmis ve cDNA sentezi reaksiyon
karigimi buz iizerinde hazirlanmistir. Hazirlanan karisim 65°C' de 5 dk inkiibe edilmis
ve ardindan buz iizerinde sogutulmustur. Her bir reaksiyon tiipline cDNA sentezi
reaksiyon karisimi-2 eklenmistir. Karisim kisa bir vorteksleme islemi ile karistirilmistir.

cDNA sentezi agagidaki kosullarda gergeklestirilmistir.

Reaksivon Kosullari

25°C 10 dk
50°C 50 dk
85°C 5dk

Sentezlenen cDNA iiriinlerin analizi i¢in agaroz jel elektroforezi yontemi
kullanilmigtir. 1X Tris Asetat EDTA (TAE) Tampon kullanilarak % 1.5’luk agaroz jel
hazirlanmis ve 4 pL PZR ornegi 2 pL yiikleme boyasit (Fermentas, Finland) ile
karistirllarak agaroz jel kuyucuklarina yiiklenmistir. Elektroforez islemi 100 V sabit
elektrik akiminda 1,5 saat siire ile gerceklestirilmistir. Elektroforez islemi sonrasi jel 1X
TAE Tampon igerisine son konsantrasyon 2pg/mL olacak sekilde etidyum bromid ilave
edilmis boya ¢ozeltisinde 20 dk siire ile boyanmis ve UV 1s1k altinda goriintiilenerek
fotograflar1 ¢ekilmistir (Cleaver, ABD). %]1.5'luk agaroz jelde analiz edilerek

sonrasinda -20°C'de muhafaza edilmistir.

3.9.6. Ters-Yon Polimeraz Zincir Reaksiyonu
BALB/c fare model sisteminde ve C. elegans nematod model sisteminde
virlilans genlerin ekspresyon farkliliginin belirlenebilmesi i¢in ters yon polimeraz zincir

reaksiyonu kullanilmigtir. Kullanilan primerlerin 6zellikleri Tablo 3.6'da verilmistir.
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Tablo 3.6. Viriilans Primerlerin Ozellikleri

Gen Bolgesi Baz Dizisi Uriin Biiyiikliigii

inv A 5-GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA-3' 284 bg
5-TCATCGCACCGTCAAAGGAACC-3

stn 5-CTTTGGTCGTAAAATAAGGCG-3' 260 be
5-TGCCCAAAGCAGAGAGATTC-3'

fimA 5-CCTTTCTCCATCGTCCTGAA-3' 85 bg

S-TGGTGTTATCTGCCTGACCA-3'

PZR igin kullanilan karisim ve PZR amplifikasyon protokolii daha once
yayinlandigi sekilde hazirlanmis ve kullanilmistir [169].

invA primeri icin PZR Amplifikasvon Protokolii

95°C 2 dk.

95°C 30 sn.

62°C 30 sn. > 30 dongii
72°C 30 sn.

72°C 5 dk.

stn ve fimA primerleri icin PZR Amplifikasyon Protokolii

95°C 2 dk.
95°C 1 dk.
52-53°C 1dk. > 25 déngi
72°C 1 dk.
72°C 5 dk.
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BOLUM 4

SONUCLAR

4.1. Salmonella spp. izolatlarimin Serotiplendirilmesi ve ERIC-PZR ile Molekiiler
Karakterizasyonu

Calismada kullanilan gida kokenli 32 adet Salmonella izolatinin 26’sinin
(%81.25) Infantis, 4’liniin (%12.5) Enteritidis, 1’er tanesinin de (%3.125) Telaviv ve
Kentucky serotiplerine dahil oldugu saptanmustir. Suslarin kodlar1 ve dahil olduklar

serotipler Tablo 4.1'de verilmistir.

Tablo 4.1. Salmonella izolatlariin sus kodlar1 ve dahil oldugu serotipler

Sus Kodu Serotipi Sus Kodu Serotipi
Al S. Infantis Al7 S.Enteritidis
A2 S. Infantis Al8 S. Infantis
A3 S. Infantis Al9 S. Infantis
Ad S. Infantis A20 S. Infantis
A5 S. Infantis A2l S. Infantis
A6 S. Infantis A22 S. Telaviv
A7 S. Enteritidis A23 S. Infantis
A8 S. Infantis A24 S. Infantis
A9 S. Infantis A25 S. Infantis
Al10 S. Kentucky A26 S. Infantis
All S. Infantis A27 S. Infantis
Al2 S. Infantis A28 S. Infantis
Al3 S. Enteritidis A29 S. Infantis
Al4 S. Infantis A30 S. Enteritidis
Al5 S. Infantis A3l S. Infantis
Al6 S. Infantis A32 S. Infantis

Calismada kullanilan Salmonella izolatlarinin molekiiler karakterizasyonu i¢in
ERIC-PZR metodu kullanilmistir. ERIC1 ve ERIC2 primerleriyle gerceklestirilen
polimeraz zincir reaksiyonu sonucu elde edilen bant profillerini gdsteren agaroz jel

fotografi Sekil 4.1'te verilmistir.
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M Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 AlL0 All Al2 Al3 Al4 Al5 Al6 Al7 Al8

Sekil 4.1. ERIC-PZR Agaroz Jel Fotografi, A1-A18 kodlu 6rnekler, M: Lambda HindIII
DNA Marker (Promega,USA), (21.226bg, 5.148bg, 4.268bg, 3,530bg, 2,027bg, 1,904bg,
1,584bg, 1,357bg, 947bg, 831bg, 564 bg)
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M A19 A20 A21 A22 A23 A24 A25 A26 A27 A28 A29 A30 A3l A32

T — W — w—— QD

— — .

Sekil 4.1. ERIC-PZR Agaroz Jel Fotografi (Devam) A19-A32 kodlu ornekler, M:
Lambda HindIIl DNA Marker (Promega,USA), (21.226bg, 5.148bg, 4.268b¢, 3,530bg,
2,027bg, 1,904bg, 1,584bg, 1,357bg, 947bg, 831bg, 564 bg)

Salmonella izolatlarindan elde edilen ERIC profilleri 160-3300 bg biiyiikliigiinde
13-22 adet banttan olugmaktadir. 250 bg¢ biiyiikliigiindeki bant tiim izolatlarda
bulunmaktadir.

ERIC-PZR sonucu elde edilen bant profillerinin unweighted-pair group method
(UPGMA) gore yapilan analizi sonucunda olusturulan dendogram Sekil 4.2'de
verilmistir. Bu metodun serotip diizeyinde ayrim giici degeri 0.33 olarak
hesaplanmustir. Infantis serotipine dahil 26 izolat 15, Enteritidis serotipine dahil 4
izolatin her biri ayr1 gruplar olusturmuslardir. Suslarin molekiiler tiplendirmesi ile

antibiyotik duyarliliklar arasinda bir korelasyona rastlanmamastir.
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Salmonella enterica serovar Infantis

A28
All

Al0 - Salmonella enterica serovar Kentucky

AT

Al3 . ey
Salmonella enterica serovar Enteritidis

A30

AlZ

A22  Salmonella enterica serovar Telaviv

o

Sekil 4.2. ERIC-PZR bant profiline gore olusturulan dendogram
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4.2. Plazmid Analizi

32 Salmonella susundan 26 tanesinin (%81.25) plazmid i¢ermedigi, 6 tanesinin
(%18.75) ise biyiikliikleri 1.2 ile 42.4 kb arasinda degisen 1-3 adet plazmid tasidigi
belirlenmistir (Sekil 4.3).

M A7 A10 A13 A15 A16] M A30

e e—— -

Sekil 4.3. Salmonella izolatlarinin plazmid profilleri. M: Lambda HindIII DNA Marker
(Promega,USA), (21.226bg, 5.148b¢, 4.268b¢, 3,530bg, 2,027bg, 1,904bg, 1,584bg,
1,357bg, 947bg, 831bg ).

Plazmid tastyan izolatlardan 3 tanesi Enteritidis, 2 tanesi Infantis ve bir tanesi de

Kentucky serotipine dahildir. Bu izolatlarin her birinin dahil oldugu serotipler, plazmid

bliytikliikleri ve antibiyotik direng durumlar1 Tablo 4.2'de verilmistir.
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Tablo 4.2. Plazmid tasiyan izolatlarin dahil oldugu serotipler, plazmid biiyiiklikleri ve
antibiyotik diren¢ durumlari

Sus Serotipi Plazmid Biiyiikliikleri Diren¢ Gosterdigi

Kodu (kb) Antibiyotikler

A7 S. Enteritidis 31.6, 25.6, 2.6 SUL

A10 S. Kentucky 31.6 AMP, NAL, TET, CiP, TMP,
SUL

Al3 S. Enteritidis 256,15 SUL

Al5 S. Infantis 19.9 AMP, STR, NAL, TET, TMP,
NEO, SUL, KAN

Al6 S. Infantis 42.4,15,1.2 STR, NAL, TET, TMP, NEO,
SUL, KAN

A30 S. Enteritidis 35.8 SUL

4.3. Antibiyotik Duyarhhklarinin Belirlenmesi

12 antibiyotik kullanilarak gerceklestirilen antibiyotik duyarlilik testleri
sonuclarina gore 32 sustan 3 tanesi (%9.4) ampisiline, 27 tanesi (%84.4) streptomisine,
1 tanesi (%3.125) gentamisine, 26 tanesi (%81.25) nalidiksik aside, 25 tanesi (%78.1)
tetrasikline, 2 tanesi (%6.25) siprofloksasine, 25 tanesi (%78.1) trimethoprime, 19
tanesi (%60.8) neomisine, 32 tanesi (%100) sulfonamid bilesiklerine ve 18 tanesi
(%56.3) kanamisine kars1 direng gostermistir. 32 susun tamaminin kloramfenikol ve
ampisillin/sulbaktama kars1t duyarli oldugu saptanmistir. Kullanilan antibiyotikler
igcerisinde streptomisin (256 pg/mL), nalidiksik asit (512 pg/mL), tetrasiklin (>512
pg/mL), trimethoprim (>512 pug/mL), sulfonilamid bilesikleri (>512 pg/mL), kanamisin
(>512 pg/mL) ve neomisin (>512 pg/mL) i¢in yiliksek diizeyde direng belirlenmistir.
Izolatlarin disk difiizyon metoduna gore elde edilen duyarlilik durumlari ve ¢alismada
kullanilan antibiyotiklere karsi diren¢ diizeyleri sirasiyla Tablo 4.3 ve Tablo 4.4'te
verilmistir.

Antibiyotik duyarlilik testleri sonuglart izolatlarin 9 farkli direng fenotipine
sahip oldugunu gostermistir ve 32 sustan 26 tanesinin (%81.3) ¢oklu ila¢ direncliligi (en
az 3 antibiyotige kars1 direnclilik) sergiledigi tespit edilmistir.
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Tablo 4.3. Salmonella Suslarinin Antibiyotik Duyarliliklari (Disk Diflizyon Metodu)

Antibiyotikler ve Zon Caplari (mm)

Sus Kodu CHL AMP STR GEN NAL TET cip TMP SAM NEO SUL KAN
Al 18,34-S 17,73-S 8,17-R  22,36-S 0-R 0-R 20,12-S 0-R 19,85-S 0-R 0-R 0-R
A2 18,28-S 18,80-S 9,04-R  23,95-S 0-R 0-R 20,05-S 0-R 19,25-S 0-R 0-R 0-R
A3 23,52-S 20,48-S 8,97-R  22,84-S 0-R 0-R 20,11-S 0-R 20,03-S  10,46-R 0-R 24,29-S
A4 25,61-S 19,86-S 9,65-R  16,28-S 0-R 0-R 20,36-S 0-R 21,27-S  19,68-S 0-R 25,07-S
A5 22,30-S 19,09-S 8,61-R 22,41-S 0-R 0-R 18,47-S 0-R 20,88-S 0-R 0-R 0-R
A6 22,42-S 19,40-S  9,60-R  24,08-S 0-R 0-R 19,59-S 0-R 22,55-S 0-R 0-R 0-R
A7 27,25-S  23,70-S 21,50-S 24,60-S 20,55-S 22,76-S 33,94-S 27,40-S 24,85-S  18,15-S 0-R 24,63-S
A8 23,16-S 20,89-S 9,71-R  24,16-S 0-R 0-R 19,48-S 0-R 22,09-S  18,39-S 0-R 24,97-S
A9 23,50-S 23,05-S 9,68-R  19,38-S 0-R 0-R 21,07-S 0-R 24,05-S 0-R 0-R 0-R

Al0 30,91-S 0-R 13,22-1  24,23-S 0-R 0-R 14,43-R 0-R 22,86-S  20,73-S 0-R 28,21-S
All 23,60-S 24,05-S 14,20-1 18,04-S 0-R 24,06-S 23,69-S  26,25-S  23,43-S  15,50-S 0-R 20,03-S
Al2 26,79-S  23,98-S 0-R 20,27-S 0-R 0-R 22,66-S 0-R 25,19-S  17,14-S 0-R 22,18-S
Al3 25,77-S 23,67-S 17,21-S 20,21-S 22,67-S 22,76-S 27,87-S 28,31-S 24,50-S  20,67-S 8-R 21,65-S
Al4 26,50-S 24,30-S 10,22-R  20,02-S 0-R 0-R 22,74-S 0-R 24,56-S 0-R 0-R 0-R
Al5 23,94-S 0-R 10,23-R  20,23-S 0-R 0-R 22,17-S 0-R 22,10-S 0-R 0-R 0-R
Al6 22,40-S 23,20-S 9,72-R  20,92-S 0-R 0-R 22,29-S 0-R 23,78-S 0-R 0-R 0-R
Al7 24,60-S 22,31-S 13,88-1 18,04-S 20,98-S 21,61-S 28,66-S 27,21-S 21,16-S 16,97-S 0-R 19,59-S

CHL: Kloramfenikol, AMP: Ampisilin, STR: Streptomisin, GEN: Gentamisin, NAL: Nalidiksik Asit, TET: Tetrasiklin, CIP:
Siprofloksasin, TMP: Trimethoprim, SAM: Ampisilin/Sulbaktam, NEO: Neomisin, SUL: Sulfonamid, KAN: Kanamisin. R: Direngli, I:
Orta Direncli, S: Duyarli.
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Tablo 4.3. Salmonella Suslarinin Antibiyotik Duyarliliklari (Disk Difizyon Metodu) (devam)

Antibiyotikler ve Zon Caplar1 (mm)
Sus Kodu CHL AMP STR GEN NAL TET cir TMP SAM NEO SUL KAN

Al8 22,06-S 18,25-S 8,94-R  23,50-S 0-R 0-R 21,61-S 0-R 20,37-S 21,80-S O0-R 18,85-S
Al9 27,30-S 19,87-S 8,95-R 17,67-S 0-R 0-R 22,32-S 0-R 12,40-S  O-R 0-R 0-R
A20 25.78-S 20,32-S 8,46-R 17,08-S 0-R 0-R 21,39-S 23,73-S 2451-S 20,09-S O0-R 19,66-S
A21 22,46-S 17,06-S 8,89-R 17,06-S 0-R 0-R 19,06-S 0-R 2159-S  0-R 0-R 0-R
A22 23,18-S 21,61-S 13,24-1 19,89-S 21,15-S 20,52-S 26,75-S 25,05-S 21,26-S 14,60-S 0-R  18,88-I
A23 22,41-S 18,38-S 8,81-R 17,47-S 0-R 0-R 19,29-S 0-R 20,01-S O-R 0-R 0-R
A24 21,01-S 19,26-S 9,12-R 19,12-S 0-R 0-R 21,79-S 0-R 18,79-S 18,11-S 0-R  19,87-I
A25 2457-S 20,28-S 8,21-R 18,44-S 0-R 0-R 23,03-S 0-R 24,96-S  O-R 0-R 0-R
A26 22,13-S  17,90-S 0-R  16,29-S 0-R 0-R 21,45-S 0-R 23,11-S  O-R 0-R 0-R
A27 23,57-S 20,57-S 0-R  16,62-S 0-R 0-R 21,80-S 0-R 22,24-S  0-R 0-R 0-R
A28 20,88-S  20,16-S 0-R  17,01-S 0-R 0-R 21,71-S 0-R 19,87-S  0-R 0-R 0-R
A29 20,34-S 18,72-S 9,40-R 18,48-S 0-R 0-R 18,56-S 0-R 22,28-S  0-R 0-R 0-R
A30 26,57-S 21,22-S  15-S  18,58-S 20,14-S 21,31-S 23,17-S 24,26-S 24,05-S 19,35-S 0-R 20,90-S
A3l 23,12-S 19,75-S 9,65-R 17,07-S 0-R 0-R 18,90-S 0-R 20,16-S  O-R 0-R 0-R
A32 19-S 12-R 0-R 9,83-R 0-R 9-R 13,92-R  0-R 20,05-S  0-R 0-R 0-R

CHL: Kloramfenikol, AMP: Ampisilin, STR: Streptomisin, GEN: Gentamisin, NAL: Nalidiksik Asit, TET: Tetrasiklin, CIP: Siprofloksasin,
TMP: Trimethoprim, SAM: Ampisilin/Sulbaktam, NEO: Neomisin, SUL: Sulfonamid, KAN: Kanamisin. R: Direngli, I: Orta Direngli, S:
Duyarl.



Tablo 4.4. Salmonella Suslarinin Antibiyotiklere Kars1t Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlari

Antibiyotikler (ng/mL)

Sus Kodu CHL  AMP STR GEN NAL TET cip TMP NEO SUL KAN

9y

Al 8 <4 256 <4 512 512 <1 >512 512 >512 512
A2 8 <4 512 <4 512 512 <1 >512 512 >512 512
A3 8 <4 128 <4 512 256 <1 >512 >512 >512 <4
Ad <4 <4 256 <4 512 256 <1 >512 <4 >512 <4
A5 <4 <4 256 <4 512 512 <1 >512 512 >512 512
A6 8 <4 256 <4 512 >512 <1 >512 512 >512 512
A7 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <1 <4 <4 >512 <4
A8 <4 <4 64 <4 512 256 <1 >512 <4 >512 <4
A9 4 <4 256 <4 512 256 <1 >512 256 >512 >512
Al0 <4 512 128 <4 256 256 8 >512 <4 >512 <4
All <4 <4 64 <4 512 <4 <1 <4 <4 >512 8
Al2 4 <4 256 <4 512 256 <1 >512 <4 >512 8
Al3 <4 <4 16 <4 <4 <4 <1 <4 <4 >512 <4
Al4 <4 <4 256 <4 512 256 1 >512 256 >512 >512
Al5 8 >512 256 <4 512 256 <1 >512 256 >512 >512
Al6 <4 <4 256 <4 512 256 <1 >512 256 >512 512
Al7 <4 <4 16 <4 <4 <4 <1 <4 <4 >512 <4
Al8 <4 <4 256 <4 512 256 <1 >512 <4 >512 32
Al9 <4 <4 256 <4 512 256 <1 >512 512 >512 >512
A20 <4 <4 256 <4 512 256 <1 <4 <4 >512 <4

CHL: Kloramfenikol, AMP: Ampisilin, STR: Streptomisin, GEN: Gentamisin, NAL: Nalidiksik Asit, TET: Tetrasiklin, CIP:
Siprofloksasin, TMP: Trimethoprim, SAM: Ampisilin/Sulbaktam, NEO: Neomisin, SUL: Sulfonamid, KAN: Kanamisin.



Tablo 4.4. Salmonella Suslarinin Antibiyotiklere Kars1t Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlar1 (Devam)

Antibiyotikler (ng/mL)

Sus Kodu CHL  AMP STR GEN NAL TET cip TMP NEO SUL KAN

Ly

A2l <4 <4 128 <4 512 512 <1 >512 256 >512 >512
A22 <4 <4 64 <4 <4 <4 <1 <4 <4 >512 8
A23 8 <4 256 <4 512 512 1 >512 512 >512 512
A24 <4 <4 256 <4 512 256 <1 >512 <4 >512 8
A25 <4 <4 256 <4 512 128 <1 >512 512 >512 512
A26 <4 <4 256 <4 512 128 <1 >512 512 >512 512
A27 <4 <4 128 <4 512 256 <1 >512 512 >512 512
A28 <4 <4 256 <4 512 256 <1 >512 256 >512 512
A29 <4 <4 256 <4 256 256 <1 >512 256 >512 512
A30 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <1 <4 <4 >512 <4
A3l <4 <4 256 <4 512 512 <1 >512 256 >512 512
A32 <4 >512 512 64 512 512 4 >512 256 >512 >512

CHL: Kloramfenikol, AMP: Ampisilin, STR: Streptomisin, GEN: Gentamisin, NAL: Nalidiksik Asit, TET: Tetrasiklin, CIP:
Siprofloksasin, TMP: Trimethoprim, SAM: Ampisilin/Sulbaktam, NEO: Neomisin, SUL: Sulfonamid, KAN: Kanamisin.



4.4. Caenorhabditis elegans Patojenite Denemeleri

C. elegans hayvan deney modeli kullanilarak gergeklestirilen sagkalim
analizlerinde hesaplanan TD50 (nematodlarin %50'sinin Slmesi i¢in gecen giin)
degerleri pozitif kontrol olarak kullanilan S. Typhimurium ATCC 14028 susu ile
beslenen nematod grubu i¢in 4.2+0.5 giin, negatif kontrol olarak kullanilan E. coli OP50
susu ile beslenen nematod grubu i¢in ise 8.0+0.02 giin olarak hesaplanmistir. Calismada
kullanilan diger gida kokenli Salmonella izolatlari ile beslenen nematod gruplart igin ise
TD50 degerleri 3.4-7.3 giin arasinda belirlenmistir (Tablo 4.5, Sekil 4.4). Deney
siiresince 24 saatte bir yapilan sayimlardaki her bir gruba ait canli, 6lii ve deney dist
nematod sayis1 EK-A'da verilmistir.

S. Typhimurium ATCC 14028 susunun kullanildig1 pozitif kontrol grubundan
elde edilen TDS50 degeri ile deney gruplarindan elde edilen TD50 degerleri
karsilastirilmis ve aralarindaki farkliligin istatistiksel olarak anlamli olup olmadig: t-test
ile (p<0.05) analiz edilmistir. Sonuglar, Infantis serotipine dahil 6 ve Enteritidis
serotipine dahil 4, toplam 10 izolatin (%31.25) yer aldigi deney gruplarindan
hesaplanan TD50 degerleri ile daha 6nce bu model sistemde patojenitesi belirlenmis
olan S. Typhimurium ATCC 14028 kontrol susunun kullanildigi deney grubundan elde
edilen TD50 degerleri arasinda anlamli bir fark oldugunu géstermistir (p<<0.05). Bu
izolatlarmn C. elegans icin patojen olmadigi belirlenmistir. Infantis, Kentucky ve
Telaviv serotiplerine ait izolatlar1 igeren diger 22 izolatin (%67.75) dahil oldugu deney
gruplarindan elde edilen TD50 degerleri ile S. Typhimurium ATCC 14028 kontrol susu
ile elde edilen TD50 degerleri arasinda ise anlamli bir fark olmadigi tespit edilmis
(p<0.05) ve bu gruba dahil olan izolatlar da C. elegans igin patojen olarak

tanimlanmiglardir.
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Tablo 4.5. Salmonella serotiplerinin nematod sagkalim analizinde elde edilen TD50
degerleri

Sus Kodu  Serotip TD50 (giin) Sus Kodu  Serotip TD50 (giin)
Al Infantis 5.0+£0.61%* Al7 Enteritidis  6.8+0.47
A2 Infantis 6.3+0.84 Al8 Infantis 3.4+0.08%*
A3 Infantis 5.4+0.41%* Al9 Infantis 6.2+0.6
A4 Infantis 5.9+0.73%* A20 Infantis 4.6+0.84*
A5 Infantis 4.8+0.39* A21 Infantis 6.2+0.27
A6 Infantis 4.3+0.01%* A22 Telaviv 4.8+0.25%*
A7 Enteritidis  6.4+0.3 A23 Infantis 6.1+0.88
A8 Infantis 3.7+0.005* A24 Infantis 6.2+0.46
A9 Infantis 5.7+0.16* A25 Infantis 4.9+0.80*
Al10 Kentucky  4.9+0.04* A26 Infantis 6.2+0.01
All Infantis 5.4+0.20%* A27 Infantis 4.8+0.07*
Al2 Infantis 4.7+0.09* A28 Infantis 4.5+0.39*
Al3 Enteritidis  6.3+£0.26 A29 Infantis 5.5+0.49%*
Al4 Infantis 4.8+0.84* A30 Enteritidis ~ 7.3+0.81
Al5 Infantis 5.7£0.39*% A3l Infantis 4.8+0.73*
Al6 Infantis 4.4+0.01* A32 Infantis 4.74£0.2%

TD50: nematodlarin %50'sinin 6lmesi i¢in gegen zaman, * TDS50 verilerinin S.
Typhimurium ATCC14028 ile arasinda anlaml fark (p<0.05) bulunmayan C. elegans
i¢in patojen olarak tanimlanan izolatlar.
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Sekil 4.4. C. elegans model sistem kullanilarak gergeklestirilen sagkalim analizi sonucu hesaplanan TD50 verilerini igeren siitun grafigi
(A1-A32: Salmonella enterica izolatlari, E. coli OP50: patojen olmadigi gosterilmis sus, negatif kontrol susu, S. Typhimurium
ATCC14028: patojen oldugu gosterilmis sus, pozitif kontrol susu).



4.5. Plazmidlerin Salmonella suslar i¢in Caenorhabditis elegans Patojenitesi ve
Antibiyotik Duyarhhgindaki Rollerinin Arastirilmasi
Plazmidleri giderilen izolatlarin tasidigi plazmidleri ve plazmidlerinin

giderildigini belirleyen agaroz jel fotografi Sekil 4.5'te verilmistir.

M Al10 Al5 Al16|A10 Al5 Al6
— -

Sekil 4.5. Plazmid tasiyan ve plazmidi giderilen izolatlarin agaroz jel fotografi. M:
Lambda HindIIl DNA Marker (Promega,USA), (21.226bg, 5.148bg, 4.268bg, 3,530bg,
2,027bg, 1,904bg, 1,584bg¢, 1,357bg, 947bg, 831bg ).

Plazmid giderme ajani olarak kullanilan Et-Br'iin ¢alisma oncesi gerceklestirilen
yikama islemi ile uzaklastirildigi ve nematodlarin yasam siireleri {izerinde etkisinin
olmadigini belirlemek amaciyla kontrol olarak Et-Br iceren LB broth ortaminda
gelistirilen E. coli OP50 susu kullanilmigtir. Sagkalim analizlerinde hesaplanan TD50
degeri Et-Br icermeyen besiyerinde gelistirilen E. coli OP50 susu ile beslenen nematod
grubu i¢in 8.00+0.02 giin, Et-Br i¢eren LB broth ortaminda gelistirilen E. coli OP50
susu ile beslenen nematod grubu i¢in 7.8+0.45 giin olarak hesaplanmistir ve aralarinda
anlamli bir fark bulunmamistir (p<0.05). Deney siiresince 24 saatte bir yapilan
sayimlardaki her bir gruba ait canli, 6lii ve deney dis1 nematod sayisi EK-B'de

verilmistir. Deneyde kullanilan plazmid tasiyan ve plazmidi giderilmis izolatlar ile
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beslenen nematod gruplari i¢in belirlenen TD50 verileri ve aralarinda anlamli fark olup

olmadig1 Tablo 4.6'da verilmistir.

Tablo 4.6. Plazmid tasiyan ve plazmidi giderilen Salmonella izolatlar1 kullanilarak
gerceklestirilen C. elegans patojenite denemeleri sonucunda elde edilen TD50 verileri

Sus Kodu TD50 (giin) TD50 (giin)
(Plazmid Tasiyan) (Plazmidi Giderilmis)

Al10 4.94+0.04 6.2+0.1*

Al5 5.7+0.39 5.8+0.16

Al6 4.4+0.01 6.2+0.2*

Kontrol Et-Br icermeyen LB broth Et-Br iceren LB broth

grubu ortaminda gelistirilen ortaminda gelistirilen

E. coli OP50 8.00+0.02 7.8+0.45

TD50: nematodlarin %50'sinin 6lmesi i¢in gecen zaman, *Plazmid tasiyan ve plazmidi
giderilmis izolatlar ile beslenen nematod gruplarindan hesaplanan TD50 verileri
arasinda anlamli fark (p<0.05) bulunanan izolatlar

Izolatlarin plazmid giderme islemi Oncesi direngli olduklar1 antibiyotiklerin
minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 ile plazmid giderme islemi sonrasi elde edilen

minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 arasinda bir farka rastlanmamustir.

4.6. BALB/c Fare Denemeleri
21 giinliik deney siiresince yapilan gézlemlerde farelerdeki hareketlerde azalma,
uyusukluk (letarji), bozulmus kiirk yapis1 ve kambur durus hastalik belirtisi olarak kabul

edilmistir. Enjeksiyon (i.p.) sonrasi saglikli kalan ve hastalik belirtisi gosteren farelerin

fotograflar Sekil 4.6'da verilmistir.
a. b.

Sekil 4.6. a. Saglikli, b. Hastalik belirtisi gézlemlenen fare fotograflari
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Deney siiresince her giin yapilan kontrollerde o giline ait sagliklt kalan ve
hastalik belirtisi gostermesi sonucu 6tenazi uygulanan fare sayilart EK-D' de verilmistir.

Deney sonucu elde edilen sagkalim yiizdesine ait grafik Sekil 4.7'de verilmistir.
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== S. Kentucky A10 =>¢=S. Enteritidis A17
=3ie=S. Infantis A18 S. Telaviv A22
===S_ Enteritidis A30 S. Infantis A32

Sekil 4.7. 21 giinliik deney siiresince her bir deney grubu icin sagkalim yiizdeleri

Deney siiresince hastalik belirtisi gézlemlenmesi sonucu veya deney siiresi
sonunda sakrifiye edilen farelerden alinan dalak, karaciger, ince bagirsak, kalin bagirsak
ve ¢ekum igin organ basma kolonizasyon miktarlari belirlenmistir (EK-E). Her bir
izolatin i.p. olarak enjekte edildigi deney grubunda yer alan farelerdeki kolonizasyon

miktarin ve ortalama kolonizasyon miktarini gosteren grafik Sekil 4.8'de verilmistir.
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Sekil 4.8.a. Deney siiresince farelerin karaciger dokularinda belirlenen kolonizasyon
miktarlar1 (log cfu/organ). Yatay ¢izgi her bir izolata ait dokudaki ortalama
kolonizasyon miktarin1 gostermektedir.
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Sekil 4.8.b. Deney siiresince farelerin dalak dokularinda belirlenen kolonizasyon
miktarlar1 (log cfu/organ). Yatay ¢izgi her bir izolata ait dokudaki ortalama
kolonizasyon miktarini gostermektedir.
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Sekil 4.8.c. Deney siiresince farelerin ince bagirsak dokularinda belirlenen kolonizasyon
miktarlart (log cfu/organ). Yatay c¢izgi her bir izolata ait dokudaki ortalama
kolonizasyon miktarini gostermektedir.
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Sekil 4.8.d. Deney siiresince farelerin kolon dokularinda belirlenen kolonizasyon
miktarlart (log cfu/organ). Yatay c¢izgi her bir izolata ait dokudaki ortalama
kolonizasyon miktarini gostermektedir.
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Sekil 4.8.e. Deney siiresince farelerin ¢ekum dokularinda belirlenen kolonizasyon
miktarlart (log cfu/organ). Yatay c¢izgi her bir izolata ait dokudaki ortalama
kolonizasyon miktarini géstermektedir.

Dokulardaki kolonizasyon miktarlar1 arasindaki farkliligin istatistiksel olarak
anlamli olup olmadig1 one-way ANOVA testi ile analiz edilmistir (p<0.05). Sonugclar ilk
iki giin icerisinde tiim farelerin hastalik belirtisi gosterdigi ve sakrifiye edildigi kontrol
grubu olan S. Typhimurium ATCC1402 ve S. Telaviv (A22) izolatlarinin enjekte
edildigi farelerin 6rneklenen tiim dokularindaki (karaciger, dalak, ince bagirsak, kolon
ve ¢cekum) kolonizasyon miktar ile hastalik belirtisi gostermeyerek 21 giinliik deney
sliresinin tamamlanmasinin ardindan sakrifiye edilen S. Infantis (A8, A18, A32) ve S.
Enteritidis (Al7) izolatlarmin enjekte edildigi farelerin dokularinda belirlenen
kolonizasyon miktarlar1 arasinda anlamli bir fark oldugunu gostermistir (p<0.05).
Bununla birlikte, ilk iki giin igerisinde 3 farenin hastalik belirtisi gosterdigi ve sakrifiye
edildigi S. Kentucky (A10) izolatlarinin enjekte edildigi farelerin kolon ve
cekumlarindaki ve ilk li¢ giin igerisinde 4 farenin hastalik belirtisi gosterdigi ve
sakrifiye edildigi S. Enteritidis (A30) izolatlarinin enjekte edildigi farelerin
karacigerindeki kolonizasyon miktarlari ile S. Infantis (A8, Al8, A32), S. Enteritidis

(A17) izolatlarinin enjekte edildigi farelerin dokularinda belirlenen kolonizasyon
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miktarlart arasinda anlamli bir fark oldugu saptanmistir (p<0.05). Her bir dokudaki

ortalama kolonizasyon miktar1 ve standart sapma degerleri Tablo 4.7'de verilmistir.

Tablo 4.7. Dokulardaki ortalama kolonizasyon

Dokulardaki Ortalama Kolonizasyon (log cfu/organ+std sapma)

Karaciger Dalak Ince Bagirsak  Kolon Cekum

S.Typhimurium  8,348+0,41 7,264£1,16  8,268+0,62 8,099+0,46  7,474+0,93
ATCC14028

S.Infantis 3,23040,86  3,452+0,71 2,497+0,37 2,14241,33  1,656+0,38
(A8)
S.Kentucky 59904237  6,11042,4  5,809+2,42 6,53041,95  6,763+1,73
(A10)
S.Enteritidis 040 1,34241,29  0+0 0,856+1,19  0,2+0,45
(A17)
S.Infantis 3,175+1,53  3,399+126 2,377+1,72 2,78741,72  2,806+1,97
(A18)
S.Telaviv 7,048+4054  7,44+0,73  7,895+0,9 7,975+0,46  7,892+0,6
(A22)
S.Enteritidis 6,999+123  6,751+2,07 6,573+2,14 6,47942,39  5,966+2,06
(A30)
S.Infantis 3,466+0,87  2,773+0,44  2,594+0,47 1,330£1,07  1,150+0,86
(A32)

Dokulardaki kolonizasyon miktarlar1 goz Oniine alindiginda, kontrol grubu
olarak kullanilan S. Typhimurium ATCC14028 ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli
bir farkliligin olmadigi ve deney siiresince farelerde hastalik belirtilerine yol acan S.
Telaviv (A22), S. Kentucky (A10) ve S. Enteritidis (A30) izolatlar1t BALB/c fare model
sistem i¢in patojen olarak tanimlanirken, deney siiresince farelerde hastalik belirtisine
yol agmayan ve doku kolonizasyon miktarlart bakimindan S. Typhimurium
ATCC14028 ile arasinda anlamli bir farklilik olan S. Infantis (A8, A18, A32), S.
Enteritidis (A17) izolatlarmin BALB/c fare model sistem i¢in patojen olmadigi
belirlenmistir. Bu izolatlarin BALB/c fare model sisteminde ve C. elegans nematod
model sisteminde belirlenen patojenite fenotipleri Tablo 4.8'de gosterilmistir. Bu iki
model sistem izolatlarin patojeniteleri bakimindan karsilastirildiginda S. Kentucky
(A10) ve S. Telaviv (A22) her iki model sistem i¢in de patojen, S. Enteritidis (A17) her
iki model sistem i¢in de patojen degil, 3 S. Infantis (A8, A18, A32) izolat1 C. elegans
icin patojen BALB/c fare i¢in patojen degil, S. Enteritidis (A30) C. elegans i¢in patojen

BALB/c fare i¢in patojen degil olarak tanimlanmistir.
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Tablo 4.8. Salmonella izolatlarinin BALB/c fare model sisteminde ve C. elegans
nematod model sisteminde belirlenen patojenite fenotipleri.

C. elegans Nematod BALB/c Fare

Model Sistemi Model Sistemi
S.Typhimurium ATCC14028 + +
S.Infantis (A8) + -
S.Kentucky (A10) + +
S.Enteritidis (A17) - -
S.Infantis (A18) + -
S.Telaviv (A22) + +
S.Enteritidis (A30) - +
S.Infantis (A32) + -

+: Belirtilen model sistem i¢in patojen olarak tanimlanan suslar, -: Belirtilen model
sistem i¢in patojen olmadigi tanimlanan suslar. Suslarin patojenite durumlari her bir
izolat i¢in C. elegans'da hesaplanan TD50 degerlerinin, BALB/c fare sistemi igin ise
fare dokularindaki kolonizasyon miktarlarinin S. Typhimurium ATCC14028 ile elde
edilen degerler ile karsilastirildigindaki anlamlilik (p<0.05) derecelerine gore
belirlenmistir.

4.9. Viriilans Genlerinin Ekspresyonunun BALB/c Fare ve Caenorhabditis elegans
Nematod Model Sisteminde Belirlenmesi

S. Kentucky (A10), S. Enteritidis (A17), S. Telaviv (A22) ve S. Infantis (A32)
izolatlarinda BALB/c fare ve C. elegans nematod model sisteminde invazyon (invA),
fimbriyal (fimA) ve enterotoksin (stn) genlerinin ekspresyonu bakimindan fark olup
olmadigiin belirlenmesi igin ilk olarak BALB/c fare denemelerinde farelerden 6tanazi
sirasinda alman kan oOrneklerinden ve C. elegans patojenite denemeleri sonucu
Salmonella suslarina maruz birakilmalarinin ardindan 6. giinde geri kazanilan suslardan
total RNA izolasyonu yapilmustir. izole edilen total RNA bantlarin1 gdsteren agaroz jel

fotografi Sekil 4.9'da verilmistir.
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Sekil 4.9. Total RNA izolasyonu. 1-4. kuyular; C. elegans' tan geri kazanilan
Salmonella suslarindan izole edilen total RNA, 5-8. kuyular; BALB/c fare
denemelerinde alinan kan 6rneklerinden izole edilen total RNA. 1: A10, 2:A17, 3:A22,
4:A32, 5:A10, 6:A17, 7:A22, 8:A32, M: Gene Ruler 100 bp DNA Marker (Fermentas,
Finland) (100bg, 200bg, 300bg, 400bg, 500bg, 600bg, 700bg, 800bg, 900bg 1000bg)

Elde edilen total RNA ornekleri kullanilarak ters transkriptaz polimeraz zincir

reaksiyonunda kalip olarak kullanilacak olan cDNA sentezi ger¢eklestirilmistir.

Sentezlenen cDNA 6rneklerini gosteren agaroz jel fotografi Sekil 4.10'da verilmistir.
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Sekil 4.10. cDNA sentezi. 1-4. kuyular; C. elegans' tan geri kazanilan Salmonella
suslarindan izole edilen total RNA' dan sentezlenen cDNA, 5-8. kuyular; BALB/c fare
denemelerinde alinan kan 6rneklerinden izole edilen total RNA' dan sentezlenen cDNA.
1: A10, 2:Al17, 3:A22, 4:A32, 5:A10, 6:Al17, 7:A22, 8:A32, M: Gene Ruler 100 bp
DNA Marker (Fermentas, Finland) (100bg, 200bg, 300bg, 400bg, 500bg, 600bg, 700bg,
800bg, 900bg¢ 1000bg)

Elde edilen cDNA'larin kalip olarak kullanilacag: ters transkriptaz polimeraz
zincir reaksiyonu islemine gegmeden Once invazyon (invA), fimbriyal (fimA) ve
enterotoksin (stn) genlerinin Salmonella izolatlarinin genomunda varligini géstermek ve
PZR kosullarin1 optimize etmek i¢in Oncelikle PZR isleminde kalip olarak gDNA
ornekleri kullanilmistir. PZR isleminde pozitif kontrol olarak S. Typhimurium ATCC
14028 susu ve primerlerin ¢apraz reaksiyon verip vermedigini géstermek amaci ile de
negatif kontrol olarak E. coli OP50 susu kullanilmistir. gDNA'nin kalip olarak
kullanildigi PZR isleminde her bir Salmonella susu i¢in ve pozitif kontrol olan S.
Typhimurium ATCC 14028 i¢in invA geni i¢in 284 bg, fimA geni i¢in 85b¢ ve stn geni
icin 260 bg biiyiikliiglinde PZR f{irtinleri elde edilirken negatif kontrol olarak kullanilan
E. coli OP50 susu i¢in spesifik banda rastlanmamistir. Bu PZR islemine ait agaroz jel

fotografi Sekil 4.11.a,b ve c'de verilmistir.

60



1000 bg

500 bg
284 bg

100 be

Sekil 4.11.a. gDNA'nin kalip olarak kullanildig1 invA primeri ile gergeklestirilen PZR.
1: Al10, 2:Al17, 3:A22, 4:A32, 5: S. Typhimurium ATCC 14028, 6: E. coli OP50,
7:Negatif Kontrol, M: Gene Ruler 100 bp DNA Marker (Fermentas, Finland) (100bg,
200bg, 300bg, 400bg, 500bg, 600bg, 700bg, 800bg, 900bg 1000bg)

1000 b

500 bg

100 bg 85 bg

Sekil 4.11.b. gDNA'nn kalip olarak kullanildigi fimA primeri ile gerceklestirilen PZR.
1:A10, 2:A17, 3:A22, 4:A32, 5: S. Typhimurium ATCC 14028, 6: E. coli OP50,
7:Negatif Kontrol, M: Gene Ruler 100 bp DNA Marker (Fermentas, Finland) (100bg,
200bg, 300bg, 400bg, 500bg, 600bg, 700bg, 800bg, 900bg 1000bg)
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1000 b

500 b
260 be
100 be

Sekil 4.11.c. gDNA'nn kalip olarak kullanildig1 stn primeri ile gergeklestirilen PZR.
1:A10, 2:A17, 3:A22, 4:A32, 5. S. Typhimurium ATCC 14028, 6: E. coli OP50,
7:Negatif Kontrol, M: Gene Ruler 100 bp DNA Marker (Fermentas, Finland) (100bg,
200bg, 300bg, 400bg, 500bg, 600bg, 700bg, 800bg, 900bg 1000bg)

C. elegans nematod model sisteminde ve BALB/c fare model sistemde invazyon
geni (invA), fimbrial (fimA) ve enterotoksin (stn) genlerinin ekspresyonlari arasindaki
farki belirlemek amaciyla elde edilen cDNA'lar kalip olarak kullanilarak ters
transkriptaz PZR islemi uygulanmistir. C. elegans'tan geri kazanilan Salmonella
suslarindan izole edilen total RNA'dan sentezlenen cDNA'lar kullanilarak invA primeri
ile gerceklestirilen RT-PZR isleminde 284 bg biiyiikliigliinde PZR {iriinii elde edilirken
BALB/c fare denemelerinde alinan kan orneklerinden izole edilen total RNA'dan
sentezlenen cDNA'larin kullanildigi invA primeri ile gerceklestirilen RT-PZR isleminde
bant olusumu gozlemlenmemistir (Sekil 4.12.a). Bu sonug¢ invazyon geninin nematod

model sistemde ifade edilirken fare model sistemde ifade edilmedigini gdstermektedir
(Tablo 4.9).
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1000 b

500 bg

284 b
100 b

Sekil 4.12.a. cDNA'nin kalip olarak kullanildigi invA primeri ile gerceklestirilen RT-
PZR. 1:A10, 2:Al7, 3:A22, 4:A32 (1-4. kuyular: C. elegans'tan geri kazanilan
Salmonella suslarindan izole edilen total RNA' dan sentezlenen ¢cDNA ile yapilan RT-
PZR), 5:Negatif Konrol, 6:A10, 7:Al7, 8:A22, 9:A32 (6-9. kuyular: BALB/c fare
denemelerinde alinan kan 6rneklerinden izole edilen total RNA' dan sentezlenen cDNA
ile yapilan RT-PZR). M: Gene Ruler 100 bp DNA Marker (Fermentas, Finland) (100bg,
200bg, 300bg, 400bg, 500bg, 600bg, 700bg, 800bg, 900bg 1000bg)

C. elegans' tan geri kazanilan Salmonella suslarindan izole edilen total RNA' dan
sentezlenen cDNA'lar ve BALB/c fare denemelerinde alinan kan orneklerinden izole
edilen total RNA'dan sentezlenen cDNA' lar kullanilarak fimA ve stn primerleri
kullanilarak gergeklestirilen RT-PZR isleminde bant olusumu gézlemlenmemistir (Sekil
4.12.b,c). Bu sonuglar tipl fimbriyanin ana alt {initesini kodlayan fimA geninin ve
enterotoksin (stn) geninin hem nematod hem de fare model sistemde ifade edilmedigini

gostermektedir (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Invazyon geni (invA), fimbrial (fimA) ve enterotoksin (stn) genlerinin C.
elegans nematod ve BALB/c fare model sistemde ekspresyon durumlari

invA geni fimA geni stn geni

C. elegans nematod model sistemi + - -

BALB/c fare model sistemi - - -

+: Belirtilen model sistemde belirtilen viriilans genin ifade edildigini -: Belirtilen model
sistemde belirtilen viriilans genin ifade edilmedigini gostermektedir.
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1000 b
500 be

100 be

Sekil 4.12.b. cDNA'nin kalip olarak kullanildigi fimA primeri ile gerceklestirilen RT-
PZR. 1:A10, 2:Al7, 3:A22, 4:A32 (1-4. kuyular: C. elegans'tan geri kazanilan
Salmonella suslarindan izole edilen total RNA' dan sentezlenen ¢cDNA ile yapilan RT-
PZR), 5:Negatif Konrol, 6:A10, 7:Al7, 8:A22, 9:A32 (6-9. kuyular: BALB/c fare
denemelerinde alinan kan 6rneklerinden izole edilen total RNA' dan sentezlenen cDNA
ile yapilan RT-PZR). M: Gene Ruler 100 bp DNA Marker (Fermentas, Finland) (100bg,
200bg, 300bg, 400bg, 500bg, 600bg, 700bg, 800bg, 900bg 1000bg)

1000 bg

500 be

100 be

Sekil 4.12.c. cDNA'nin kalip olarak kullanildig1 stn primeri ile gergeklestirilen RT-
PZR. 1: Al10, 2:A17, 3:A22, 4:A32 (1-4. kuyular: C. elegans'tan geri kazanilan
Salmonella suslarindan izole edilen total RNA' dan sentezlenen cDNA ile yapilan RT-
PZR), 5:Negatif Konrol, 6:A10, 7:Al7, 8:A22, 9:A32 (6-9. kuyular: BALB/c fare
denemelerinde alinan kan 6rneklerinden izole edilen total RNA' dan sentezlenen cDNA
ile yapilan RT-PZR). M: Gene Ruler 100 bp DNA Marker (Fermentas, Finland) (100bg,
200bg, 300bg, 400bg, 500bg, 600bg, 700bg, 800bg, 900bg 1000bg)
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BOLUM 5

TARTISMA

Mikrobiyal gida glivenligi diinya ¢apinda giderek artan bir toplum sagligi sorunu
haline gelmektedir. Tavuk eti basta olmak iizere kontamine gidalarin tiiketimi de

insanlarda salmonelloz vakalarinin ortaya ¢ikmasinda basta gelen sebepler arasindadir

[8].

Salmonella enfeksiyonlarinin izlenmesinde serotiplendirme 50 yili askin siiredir
ana roli istlenmektedir [170]. Bir iilkede izole edilmis serovarlarin ve kaynaklarinin
bilinmesi, o tilkede daha sonra tamimlanacak Salmonella izolatlar1 i¢in 6nem tasimakta
ve epidemiyolojik ¢alismalarda yardimer olmaktadir. Tiirkiye’de izole edilen serovarlar
1930’11 yillarin sonunda bildirilmeye baslanmistir [171]. Ayrica Toreci ve Ang, 1991
yilinda gergeklestirdikleri ¢aligmalarinda izolasyonu bildirilen Salmonella serovarlarini
derleyerek [172] ve son olarak Téreci ve ark., 2011 yilinin sonuna kadar izolasyonu
bildirilen Salmonella serovarlarin1 yaymlayarak Tirkiye'deki Salmonella siirveyansinin
belirlenmesine biiyiik katki saglamislardir [173]. Calismamizda tanimlanan gida kékenli
Salmonella izolatlariin Infantis, Enteritidis, Kentucky ve Telaviv olmak tizere dort
farkli serovara dahil olduklari tespit edilmistir. Bu serovarlar, Toreci ve arkadaslari'nin
Tiirkiye Salmonella serovarlarini belirledikleri caligmalarinda [173] yer alan 129
serovar igerisinde yer almaktadir. Izolatlarin bilyiik bir kismini olusturan Infantis
serotipi (%81.25) bircok iilkede tavuk basta olmak {izere kanath etlerinden izole edilen
serotiplerin baginda gelmektedir [174, 175]. Tiirkiye'den 2004 ve 2010 yillar1 arasinda
yedi farkli sehirde faaliyet gosteren hastane ve halk sagligi laboratuvarlarindan
gonderilen izolatlarla gergeklestirilen caligmada da Infantis serovari en yaygin izolatlar
arasinda ikinci sirada yer almaktadir [176]. Izolatlarinin dahil oldugu Enteritidis
(%12.5) ve Kentucky (%3.125) serotipleri de tavuk eti izolatlarinda siklikla rastlanan

serotipler olmalarina ragmen Telaviv (%3.125) nadir rastlanan serotipler arasinda yer
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almaktadir. Bu serovar daha once Tirkiye'de satisa sunulan kiymalardan ve sigir
karkaslarindan izole edilmistir [177, 178]. 2008-2011 yillar1 arasinda Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarinda izole edilen suslar ile
yapilan bir ¢alismada bir tane Telaviv serovari tespit edilmistir [179]. Calismamizda,
Tiirkiye'de nadir rastlanan serovarlar arasinda yer alan bu serovarin farkli bir kaynaktan
izolasyonunun  gerceklestirilmis olmasi ve patojenitesinin  ¢alisgilmast  onem
tasimaktadir. Ayrica yapilan literatiir taramasinda Edirne ilinde gidalardan soyutlanan
Salmonella izolatlarina iliskin bir ¢alismaya rastlanmamistir. Calismamizdan elde edilen
veriler Tirkiye'deki Salmonella siirveyansinin belirlenmesinde bu bolge igin katki

saglayacaktir.

Salmonella suslar1 arasindaki iliskinin belirlenmesi salginlardaki yayilmasinin
izlenmesi ve enfeksiyon kaynaklarinin belirlenmesi i¢in 6n kosuldur. Biyokimyasal
analizler ayn1 S. enterica alt tiiri olarak belirlenen bakteriler arasinda daha ileri bir
ayrim yapmadigi i¢in diger fenotipik ve molekiiler yontemler kullanilmaktadir [56].
Diger molekiiler tiplendirme metodlariyla karsilagtirildiginda "Enterobakteriyel
Tekrarlayan Genler aras1 Uzlasan Dizi" parmak izi metodu diisiik maliyeti ve metodun
uygulanmasinin basit olusu nedeni ile Salmonella serovarlarinin analizi igin siklikla
kullanilan bir yontemdir [100, 101]. Lim ve ark., Salmonella spp. izolatlarinin
ayriminda kullanilan dért molekiiler metodu (RAPD, ERIC, Ribotiplendirme-PZR ve
Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi (SSCP) karsilastirdiklar1 ¢aligmalarinda en
etkili metodun ERIC-PZR oldugunu bulmuslardir [100].

Calismamizda Salmonella izolatlarindan elde edilen ERIC profilleri 160-3300 bg
biiyiikliigiinde 13-22 adet banttan olusmaktadir. 250 bg biiyiikliiglindeki bant tiim
izolatlarda bulunmaktadir. Salmonella izolatlarinda elde ettigimiz yiiksek yogunluktaki
bu bant diger arastiricilarin da yaptig1 sekilde analiz sirasinda daha anlamli gruplarin
elde edilebilmesi i¢in analizden ¢ikarilmistir [180, 181, 182]. Literatiirde Van Lith and
Aarts, ERIC1-ERIC2 primer setinin  Salmonella serotiplerinin  ayriminda
kullanilabilecegini belirtirken Burr ve ark. ve Milleman ve ark. ¢alismalarinda ayni
primer setini kullandiklarinda serotipler ile iligkili olmayan bir parmak izi elde
ettiklerini belirtmiglerdir [99, 183, 184]. ERIC1 ve ERIC2 primer setini kullandigimiz

calismamizda ayni serovarlarin benzer ERIC paternleri olusturmalarina ragmen bu
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metodun serovar diizeyinde ayrim giicii 0.33 olarak belirlenmistir ve bu ayrim giicii
oldukga diistik bir diizeydir. Calismadaki 26 S. Infantis izolat1 15 farkli ERIC profili
olustururken 4 S. Enteritidis izolatinin her biri farkli birer ERIC profili olusturmaktadir.
Bu elde edilen ERIC profilleri, plazmid profilleri ve antibiyotik direng fenotipleri
karsilastirildigi zaman izolatlarin farkli klonal kdkene sahip oldugu goriilmektedir. Bu
durum, Fendri ve ark. [185] da galismalarinda belirledigi gibi ERIC-PZR'nin tek
tiplendirme metodu olarak kullanilmasinin yetersiz kalabilecegini fakat diger
tiplendirme metodlar1 ile beraber daha anlamli sonuglar verebilecegini ortaya

cikarmaktadir.

Salmonella enterica, biiyiikliikleri 1 kb'dan baslayan 200 kb'in {izerine ¢ikabilen
plazmidlere sahiptir. Salmonella'nin sahip oldugu plazmidler, viriilans faktorleri,
antibiyotiklere, agir metallere, fajlara karsi diren¢ ve farkli karbon kaynaklarinin

kullanimi gibi 6zellikleri tagimalar1 bakimindan olduk¢a 6nemlidir [71].

Calismada Salmonella izolatlarindan 26 tanesinin (%81.25) plazmid igermedigi,
6 tanesinin (%18.75) ise biiytikliikleri 1.2 ile 42.4 kb arasinda degisen 1-3 adet plazmid
tagidig1 belirlenmistir. Plazmid tasiyan izolatlardan 3 tanesi Enteritidis, 2 tanesi Infantis
ve bir tanesi de Kentucky serotipine dahildir. Bu bolgede Edirne yakinlarindaki bir
askeri birlikte meydana gelen gida kaynakli salgindan ve sporadik vakalardan izole
edilen Enteritidis izolatlarmin da yer aldigi calismada, bu izolatlarin tamaminin
antibiyotiklere kars1 duyarli oldugu ve salgin izolatlarinin ayn1 plazmid profiline sahip
oldugu belirlenmistir [186, 187]. Calismamizda yer alan 4 adet Enteritidis izolat1 sadece
sulfonamide kars1 direng gosterirken kullanilan diger antibiyotikler i¢in duyarlidir ve 3
tanesi biiyiikliikleri 1.5 - 35.8 kb arasinda degisen 1-3 plazmid tasimaktadir. Bu
izolatlarin antibiyotik diren¢ profilleri diger arastiricilarin ¢alismalardaki izolatlar ile

benzerlik gosterirken plazmid profilleri arasinda bir benzerlige rastlanmamaistir.

Plazmid tasiyan diger Kentucky ve 2 Infantis izolati ¢oklu ilag direngliligi
gostermektedir. Bu izolatlarin tagidiklar1 plazmidlerin antibiyotik direnc¢ genleri tasiyip
tasimadiginin ve C. elegans patojenitesi lizerine etkilerinin arastirilmasi igin Et-Br
kullanilarak, plazmid giderme islemi uygulanmis ancak bunun sonucunda antibiyotik

diren¢ durumlarinda bir fark olusmamistir. Bu durum bu izolatlardaki antibiyotik
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direngliliginin plazmid kokenli degil de kromozomal kokenli olduguna isaret

etmektedir.

Literatiirde, S. Heidelberg izolatlar1 ile gergeklestirilen ¢alismada, hindi eti (4
adet), domuz eti ve klinik S. Heidelberg izolatlarindan VirB/D4 T4SS plazmidi tasiyan
ve tasimayan izolatlarin C. elegans model sisteminde patojenite potansiyelleri arasinda
bir farka rastlanamamistir [188]. Calismamizda, 19.9 kb biiyiikliiglinde bir adet
plazmide sahip Infantis izolati kullanilarak gergeklestirilen C. elegans patojenite
denemelerinde plazmid tasiyan ve plazmidi giderilmis hali ile beslenen nematod
gruplar i¢in belirlenen TD50 verileri aralarinda anlamli fark bulunmamis, 31.6 kb
biiytikligiinde bir adet plazmide sahip Kentucky izolatt ve 42.4, 1.5 ve 1.2 kb
biiyiikliiklerinde 3 adet plazmide sahip Infantis izolati kullanilarak gergeklestirilen C.
elegans patojenite denemelerinde plazmid tasiyan ve plazmidi giderilmis Salmonella
suslar1 ile beslenen nematod gruplari i¢in belirlenen TD50 verileri aralarinda anlamli
fark ortaya c¢ikmistir. Bu durum calismadaki Kentuky ve Infantis izolatlarinin
tasidiklar1 plazmidlerin nematodlar i¢in patogenez faktdrii genleri icerdigini
diistindiirmektedir. Ayrica Kentucky izolatinin BALB/c fare model sistemde de patojen
olarak tamimlanmasi tasidigi plazmidin BALB/c fare patojenitesi iizerine de etkili
viriilans genler tagiyabilecegi fikrini ortaya ¢ikarmaktadir. Bu konu iizerinde yapilacak
ilerleyen ¢aligmalar, Salmonella'lardaki bu plazmidlerin ve tasidiklar1 viriilans
genlerinin tanimlanmasi1 ve plazmid kdkenli viriilans genlerinin C. elegans ve BALB/c

farelerde patojeniteye katkisinin belirlenmesine imkan saglayacaktir.

Salmonellozlar sadece olgu sayilariyla degil ayn1 zamanda antimikrobiyallere
direngli suslarin artmasiyla da 6nemli bir halk saglig1 sorunu olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Antibiyotiklerin tip ve veterinerlikte yaygin kullanimi nedeniyle antimikrobiyallere
direngli varyant bakteriler ortaya ¢ikmaktadir [8, 9]. Tedavi gerektirmeyen gastroenterit
olgularinin yan1 sira oOzellikle c¢ocuklarda, yaslilarda ve immun yetmezligi olan
hastalarda ortaya ¢ikan invazif Salmonella spp. enfeksiyonlarinda antimikrobiyal terapi
onerilmektedir [10, 11]. Salginlar veya sporadik olarak ortaya ¢ikan salmonelloz
olgular1 iizerinde yapilan caligmalar enfeksiyonun siddeti ile antimikrobiyal direng

arasindaki iliskiyi ortaya koymustur [116, 189].
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Calismamizda yer alan gida kokenli Salmonella izolatlarinin tamami en az bir
antibiyotige kars1 diren¢ tagimaktadir. Bu durum antibiyotiklerin hayvanlarda biiylimeyi
hizlandirmak i¢in yem katkisi olarak kullanilmasinin yani sira hayvan yetistiriciliginde
ve veterinerlikte kullanimi nedeni ile ¢iftlik ve kiimes hayvanlarindaki mikrobiyal
populasyonlarda antibiyotik direngli varyantlarin ortaya ¢ikmasinin segici seleksiyonun
bir sonucudur [116]. Calismadaki Salmonella izolatlarinin tamami 1937'den beri
terapotik olarak kullanimda olan sulfonamide karsi direnglidir. Sulfonamid direnci ilk
olarak 1930'larin sonunda rapor edilmistir ve giinlimiizde de gegerliligini korumaktadir
[190]. izolatlarimizda rastlanilan sulfonamid direnci bu duruma 6rnek olarak verilebilir.
izolatlarimizda yiiksek oranda direng gozlemlenen streptomisin (%84.4), tetrasiklin
(%78.1) ve neomisin (%60.8) de veterinerlikte siklikla kullanilan ilag gruplar1 arasinda
yer almalart nedeniyle Salmonella izolatlarinda direncin rastlandigi baslica
antibiyotikler arasindadir [191]. Calismadaki izolatlarda ayrica yiiksek oranda nalidiksik
asit direnci bulunmustur (%79). Yapilan calismalar florokinolonlarin veterinerlikte
kullanimlarinin Salmonella'da nalidiksik asit direncinin ortaya ¢ikmasinda ve direngli
suslarin hayvansal gidalar yoluyla insana ge¢cmesinde ve yayilmasinda rol oynadigini
ileri siirmektedir [192]. Florokinolonlar yetiskinlerde salmonellozlarin tedavisinde
siklikla kullanilmaktadir. Nalidiksik asit direngli suslarla enfekte olmus bireylerde bu
tedavi basarisizlikla sonuglanabilmektedir [193]. Bu durum, nalidiksik asite direngli ve
ayn1 zamanda C. elegans model sisteminde patojenite potansiyellerinin de yiiksek
oldugu belirlenen izolatlarin halk sagligi agisindan énemini arttirmaktadir. Elde edilen
bir diger 6nemli sonug, Infantis ve Kentucky serotipinden 2 izolatin (%6.25) tedavide
kullanilan florokinolon grubuna dahil siprofloksasine kars1 direncli olmalaridir.
Tiirkiye'de florokinolonlara karsi direng heniiz yiiksek diizeylerde degildir [194, 195].
Bu suslar, Kentucky serotipine dahil izolat (A10) i¢in hem C. elegans hem de BALB/c
fare model sisteminde, Infantis serotipine dahil izolat (A32) i¢in ise C. elegans model
sisteminde tanimladigimiz yiiksek patojenite potansiyelleri bakimindan 6nem arz

etmektedirler.

Calismamizda gida kokenli Salmonella izolatlarinin patojenite potansiyelleri
Tiirkiye'de ilk kez C. elegans model sistemi kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen
verilerimiz, gida kokenli Salmonella izolatlarinin birbirlerinden farkli patojenite

fenotipleri gosterdigini ortaya koymaktadir. C. elegans 1960'h yillardan bu yana genetik
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model organizma olarak kullanilmaktadir. C. elegans NGM agarda iiretilmis patojen
olmayan E. coli OP50 [147] ile beslendigi zaman oda sicakliginda yaklasik iki haftalik
bir yasam donglisiine sahiptir [196]. Ancak, C. elegans insan patojenleri ile
beslendiginde kisa siirede mortalite goriilmektedir. Insanlarda patojen olan Salmonella
Typhimurium, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, ve
Burkholderia pseudomallei suslari besin kaynagi olarak verildiginde C. elegans't
Oldiirmektedir ve cesitli bakteriyel viriilans faktorlerinin nematodlar ve insanda
patogenezin ortaya ¢ikmasinda rol oynadigi belirlenmistir [151, 152, 153, 154]. C.
elegans N2 atasal susunu model sistem olarak kullandigimiz ¢alismamizda, izolatlarin
bu model sistemde patojeniteleri her bir deney grubundaki izolatlar igin hesaplanan
TD50 verileri ile belirlenmistir. S. Typhimurium ATCC 14028 susunun nematodlarda
patojen oldugu ve E. coli OP50 ile kiyaslandiginda, ¢ok daha kisa bir siirede mortalite
goriildiigii bildirilmistir [153]. Calismamizda, gida kokenli izolatlarin bu model
sistemde patojeniteleri belirlenirken bu iki sus kontrol grubu olarak kullanilmistir. Elde
ettigimiz sonuglara goére, Infantis serotipine dahil 6 ve Enteritidis serotipine dahil 4 tane
olmak iizere toplam 10 izolatin (%31.25) bu model sistemi igin patojen olmadig
belirlenirken, Infantis, Kentucky ve Telaviv serotiplerine ait suslari igceren diger 22
izolatin (%67.75) patojen oldugu goriilmistiir. Daha oOnce yurtdisinda yapilan
calismalarda farkli Salmonella serovarlarmin bu model sistemde farkli patojenite
gosterdigi belirlenmistir [197, 198]. Calismamizda izolatlarin antibiyotik direng
fenotipleri ve TD50 verileri arasinda bir korelasyona rastlanmamistir. Calismamizda,
Tiirkiye'de ilk kez C. elegans deney hayvani model sistemi kullanilarak Salmonella

izolatlarinin patojeniteleri incelenmistir.

Izolatlarm C. elegans model sistemindeki patojenite fenotipleri BALB/c model
sistemindeki patojenite potansiyelleri ile karsilagtirilmistir. Bunun igin, C. elegans'da
patojen olan S. Infantis (A8, A32), S. Kentucky (A10), S. Enteritidis (A18), S. Telaviv
(A22) ile patojen olmayan S. Infantis (A17) ve S. Enteritidis (A30) izolatlar1 BALB/c
fare model sistemi denemelerinde kullanilmistir. Denemelerde, suslarin BALB/c
farelere i.p. enjeksiyonu (her bir fareye 10° cfu bakteri) sonrasi hastalik belirtileri
(hareketlerde azalma, uyusukluk (letarji), bozulmus kiirk yapist ve kambur durus)
gosteren farelere ve 21 ginlik deney siiresini tamamlayan farelere 6tanazi

uygulanmistir. Ardindan fare dokularindaki (karaciger, dalak, ince bagirsak, ¢cekum)
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kolonizasyon miktarlar1 belirlenmistir. Izolatlarn BALB/c fare model sisteminde
patojenite fenotipleri bu sistemde patojenitesi tanimlanmig ve kontrol olarak kullanilan
S. Typhimurium ATCC 14028 susu ile elde edilen kolonizasyon miktarlarina gore
belirlenmistir. Kolonizasyon miktarlarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmeyen izolatlar BALB/c fare model sistemi i¢in patojen olarak tanimlanmislardir. S.
Telaviv enjekte edilmis fare grubunun %100'nde, S. Enteritidis (A30) enjekte edilmis
fare grubunun %80'inde ve S. Kentucky enjekte edilmis fare grubunun %60'inda
hastalik belirtisi gézlemlenmistir. Beklenildigi tizere dokulardaki kolonizasyon miktari

ile hastalik belirtisi gdzlemlenen fare sayis1 birbiriyle iliskilidir.

Infantis serotipinin insanlarda enfeksiyona neden olan ve hastanelerden siklikla
izole edilen serotipler arasinda oldugu bilinmektedir [176, 199]. S. Infantis kullanilarak
yapilan ¢aligmalarda bu susun farelerde hastaliga neden olmadigi tespit edilmistir [145].
Calismamizda kullandigimiz 26 Infantis serotipinin %601 C. elegans igin patojen
oldugunu saptadik. Bunlar arasindan fare model sisteminde patojenite belirlenmesi i¢in
sectigimiz 3 adet Infantis izolatindan (A8, A17, A32) 2 tanesi C. elegans model
sisteminde patojen iken higbiri BALB/c fare model sistemde patojen degildir. Bu durum
C. elegans model sisteminin, Infantis serotipinin patojenite potansiyelinin

belirlenmesinde uygun oldugunu gostermistir.

Enteritidis ve Kentucky serovarlari da fare model sisteminde patojenitesi
calisilmig serovarlar arasindadir [200, 201, 202]. Calismamizdaki 2 adet Enteritidis
(A18 ve A30) izolatinin fare model sistemindeki patojenitelerinin farkli oldugunu
belirledik; A30 fare model sisteminde patojen iken A18 patojen degildir. Bu iki izolatin
C. elegans model sisteminde belirlenen patojenite fenotipleri ise fare model
sistemdekinin tam tersidir. Calismamizda, Kentucky izolati ise hem C. elegans model

sistem i¢in hem de BALB/c fare model sistemi i¢in patojen olarak tanimlanmuistir.

Telaviv serotipinin hem nematod model hem de fare model sistemindeki
patojenitesi hakkinda literatiirde daha once yapilmis bir ¢alismaya rastlanmamaktadir.
Calismamizda S. Telaviv izolatt hem C. elegans model sistemi i¢in hem de BALB/c fare
model sistemi i¢in patojen olarak tanimlanmistir. Dolayisiyla, S. Telaviv izolati ile elde
ettigimiz veriler bu serotipin bu iki farkli model sistemdeki patojenite fenotiplerine dair

elde edilen ilk verilerdir. Ayrica bu serovar igin C. elegans model sisteminde
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belirledigimiz diisiik TD50 degeri (4.8+0.25), ilk 2 giinde tim BALB/c farelerde
hastalik belirtisine neden olmasi ve dokulardaki kolonizasyon miktarinin fazla olmast,
bu serovarin her iki model sistem i¢in de yiiksek viriilansa sahip oldugunu

gostermektedir.

Nematod ve fare model sistemlerinde patogenez fenotipleri arasindaki farkin
molekiiler diizeyde de belirlenmesi amaci ile segilen izolatlar i¢in invazyon (invA),
fimbriyal (fimA) ve enterotoksin (stn) genlerinin bu model sistemlerde ekspresyon
farklar1 incelenmistir. Bu denemeler i¢in S. Kentucky (A10), S. Enteritidis (Al7), S.
Telaviv (A22) ve S. Infantis (A32) izolatlar se¢ilmistir. MRNA analizlerinde, farelerden
Otanazi esnasinda alinan kalp kanmi ve Salmonella suslarina maruz birakilmalarinin
ardindan 6 giin sonra nematodlardan kazanilan Salmonella suslarinin mRNA'lari

kullanilmastir.

"inv" genleri in vitro kosullarda intestinal epitel hiicrelerine bakteriyel invazyon
icin gereklidir ve Salmonella'nin enfeksiyon sirasinda intestinal epitel hiicrelerine
girisini saglamaktadir. Murray ve Lee, yaptiklart ¢alismalarinda S. Typhimurium'un
invA genini de iceren, SPI-1 tarafindan kodlanan invazyon genlerinin fare model
sistemi igin gerekli olmadigini bulmustur [203]. Tenor ve ark., C. elegans model sistemi
ile yaptiklar1 ¢alismalarinda, invH genini de iceren invazyon genlerinin S.

Typhimurium'da konakg1 patojen etkilesimleri i¢in gerekli oldugunu bulmustur [204].

Tip 1 fimbriya fimAICDHF operonu tarafindan kodlanmaktadir ve Salmonella'da
in vitro kosullarda epitel hiicre hatlarina tutunmada rol oynadigi bilinmektedir [205].
Weening ve ark., S. Typhimurium ile yaptiklari caligmalarda "fim" fimbriyal
operonunun CBA farelerde uzun siireli intestinal kalicilik i¢in gerekli olmadigim
bulmuslardir [141]. Salmonella enterotoksini (stn) olas1 viriilans faktordiir ve diyareye
neden olan ajandir. Salmonella'da serotip ayrimi olmaksizin yer almaktadir. Chopra ve
ark., stn genini klonlayarak fare ileum bagirsak modelinde enterotoksik aktivitesini
gostermistir [206]. Calismalarinda stn'nin Salmonella igin bir viriilans faktér oldugunu
ve enterotoksisiteden sorumlu oldugunu bulmuslardir. Fakat daha sonra gerceklestirilen
calismalar bu verileri desteklememektedir ve Salmonella viriilans1 ve stn arasinda bir

iliskiye rastlanamamistir [207, 208, 209]. Son olarak Nakano ve ark., doku kiiltiirii
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calismalarinda in vivo ve in vitro olarak stn geninin bu sistemlerde Salmonella

virtilansina katki saglamadigini bulmustur [210].

Calismamizda, invA geni Kentucky, Telaviv, Enteritidis ve Infantis
serotiplerinde BALB/c fare modelinde eksprese edilmemistir, fakat C. elegans nematod
model sisteminde ifade edilmektedir. Bu veriler baska serotiplerden elde edilen literatiir
bilgileri ile paralellik gostermektedir. fim operonunun major alt {initesini kodlayan fimA
ve stn geni ise Kentucky, Enteritidis, Telaviv ve Infantis serotiplerinde BALB/c fare ve
C. elegans nematod model sisteminin her ikisinde de eksprese edilmemektedir. Ancak
viriilans genlerinin ekspresyonlari hem fare hem de nematod model sistemleri i¢in

belirlenen patojenite fenotipleri ile paralellik géstermemektedir.
Sonug olarak;

e Bu calisma Tirkiye'de mikrobiyal gida giivenliliginin Onemini ve
antibiyotiklerin tibbi kullanimlarinin yani sira hayvan yetistiriciliginde ve
veterinerlikte kullanimlarinin da kontrol altinda tutulmasinin gerekliligini ortaya

koymaktadir.

e Salmonella izolatlarinin patojenite fenotipleri ve virillans geni ekspresyonu
acisindan karsilagtirilmasi C. elegans nematod ve BALB/c fare model sistemleri
kullanilarak ilk kez yapilmistir. Dolayisiyla, Salmonella grubu bakteri
izolatlarinin, farkli canli tiirlerinde in vivo patojenite determinantlarinin anlatimi

caligmalarina katki saglamaktadir.

e Plazmid giderme caligmalarinda antibiyotik direnci ile plazmidler arasinda bir
iliskiye rastlanamazken plazmid kaybinin C. elegans'ta istatistiksel olarak

anlamli diizeyde patojenitenin azalmasina yol actig1 bulunmustur.

e Nadir izole edilen serotipler arasinda yer alan Telaviv serotipinin patojenitesi, C.
elegans nematod ve BALB/c fare model sisteminde ilk kez ¢alisilmistir ve elde

edilen verilerin bu alanda ilk olmas1 bakimindan onemlidir.
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C. elegans nematod ve BALB/c fare model sisteminde hem patojenite fenotipleri
hem de viriilans genlerin ekspresyonlari incelendiginde arada farklar
goriilmiistiir. Bu durum izolatlarin patojenite durumlarimin fenotipik ve
molekiiler diizeyde galisilmasinda tek bir model hayvan sistemi ile ¢alismanin
eksikligini ortaya koymaktadir. Elde edilen verilerin tip alanina uyarlamada ve
kullanilabilecek tanmi kitlerinin gelistirilmesinde kullanilmasi i¢in, Salmonella
izolatlarmin dogrudan insan numunelerinden elde edilmesinin gerekliligi

calismamizda belirlenmistir.
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EKLER

EK-A. Deneylerde kullanilan ¢6zelti ve karigimlarin igerikleri

ERIC-PZR Karisimi (tek reaksiyon icin)

Steril Distile Su 16 uL
10X Tampon (+(NHg)2 SO4) 2.5ulL
dNTP Mix (10 mM) 0.5 uL
Primer ERIC1 (100nmol/mL) 0.5 uL
ERIC2 (100nmol/mL) 0.5 uL
MqgCl, 2 uL
Tagq DNA Polimeraz (5u) 0.5 uL
gDNA (50ng/ uL) 3 uL

Serum Fizyolojik Su (SES)

8.5 g NaCl 1000 mL distile suda c¢oziiliir. Elde edilen ¢ozelti 121°C'de 15 dk

otoklavlanarak steril edilir.

Kado Tampon Cozeltisi

Tris 069
EDTA 0.03¢g
Steril distile su 100 mL
pH 8.0

Elde edilen ¢ozelti 121°C'de 15 dk otoklavlanarak steril edilir.
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Liziz Cozeltisi

Steril distile su 11.5mL
15% SDS 4 mL
250mM Tris 4 mL
5N NaOH 0.3 mL

Fenol/Kloroform Cozeltisi

Fenol 50 mL
Kloroform 50 mL
S Tampon

0.05M K;HPO, 129 mL
0.05M KH,PO4 871 mL
NaCl 5.85g

Elde edilen tampon ¢ozelti 121°C'de 15 dk otoklavlanarak steril edilir.

Nematod Ureme Besiveri (NGM) Agar

NaCl 39
Peptone 2.5¢
Agar 179

975 mL distile suda ¢oziiliir ve 121°C'de 15 dk otoklavlanir. Steril olan besiyeri 55°C'ye
kadar sogutulur. Ardindan 1 mL 1M CaCl; (filtre ile steril edilmis), 1 mL 5 mg/mL
kolesterol (etanolde hazirlanmis), 1 mL 1M MgSO; (filtre ile steril edilmis) ve 25 mL
KPO, tampon (filtre ile steril edilmis) eklenir. Iyice karistirildiktan sonra steril petrilere

dokdiliir.
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M9 Tampon

KH>PO,4 3g
Na,HPO4 6g
NaCl 50

1 It distile su igerisinde ¢oziiliir ve ImL 1M MgSO4 eklenir. 121°C' de otoklavlanarak

steril edilir.

cDNA Sentezi Reaksiyvon Karisimi (1 ornek icin)

Random primer 1 uL
dNTP Karisimi 1 ul
RNA izolat1 7,5 uL

Nuclease-free su 5uL

cDNA Sentezi Reaksiyvon Karisimi-2 (1 ornek icin)

5X Tampon 4 uL
RNase OFF Ribonuclesae Inhibitor 0.5 uL
EasyScript Plus RTase 1 ulL

Viriilans Primerleri icin PZR Karisim (tek reaksivon icin)

Steril Distile Su 9 uL
10X Tampon (+(NHg)2 SOq) 2.5ulL
dNTP Mix (10 mM) 0.5 uL
Primer - F(100pmol) 2.5 uL
-R (100pmol) 2.5 uL
MgCl, 2.5ulL
Tag DNA Polimeraz (5u) 0.5 uL
gDNA veya cDNA 4 uL

77



EK-B. Caenorhabditis elegans patojenite deneyinde her bir gruba ait canli, 6lii ve deney dis1 nematod sayisi (1. Deneme)

Deney

m
DO NOOMOOOOOTCHOOOOOOOoO O
m
:0 O OO O MO MMOANDO-CGO O O OO o o
c
n| @ O N N N
<O N 41+ 000 Lmm-dO OO0 O O o0 o o o
>
o
3 @
DOO M O OO OO OO0 OO OO0 OO oo o o
m
:0 OMNO A NONHOCHHO AN+ O O O O
c
< | © O N N
<O N — dd 0o~ VOIS ITONmHO OO O O
>
o
3 @
DOO T OO0 00O 0O 00 O0OO0OO0OO0OOoOOoOoOOoOOoO o
m
:0 ONddd N 10 O0OmMmMO—+ OO0 o0 o o o
S
M| © O <t n N -
<O N & A A A NN & T F 4 4O O O O O O O
>
o
3 @
DOO OO OO0 OO0 OO0 O0OO0OO0OO0O OO OoOo o o
m
0 O N -+dOMANNOMWMS NO -+ O OO +H O O o
S
N | © — O 00 00 N M
| O N 4 d d 4 d 0 < NN dd 44 0 O O O
>
[
3 >
DOO+H OO+« O 00 O0ONOOOOOOO O
m
:0 ONNONCHSSNMm 1O NOOOOOOoOOoOOo
=
| ®© O VU < < 1 O
<O N 4 d 4+ OnaoNNOOO OO OO O o
cC € cccecccc¢c
ESESESESE3@3@83@83838
OOV OLOLLVLLLLOLO & . . . . .« .+ & <.
e « + s+ e e . .OH NN TN ON KO O
-l N N < N O N 0 O e = el = e e e e e -

78




6.

EK-B. Caenorhabditis elegans patojenite deneyinde her bir gruba ait canli, 6lii ve deney dis1 nematod sayisi (1. Deneme) (Devam)

A6 A7 A8 A9 Al10
Canli | Olii | Deney |Canli |Olii | Deney | Canli | Olii | Deney | Canli | Olii | Deney | Canli | Olii | Deney
Disi Disi Disi Disi Disi
1. Giin 20 0 1 20 0 0 20 0 0 20 0 0 20 0 0
2. Giin 15 3 1 15 2 3 14 6 0 16 2 2 15 5 0
3. Giin 10 5 0 12 2 1 12 2 0 16 0 0 12 2 1
4, Gin 9 1 0 12 0 0 10 2 0 14 2 0 12 0 0
5. Giin 8 1 0 11 1 0 8 2 0 11 3 0 11 1 0
6. Giin 8 0 0 10 1 0 6 2 0 9 2 0 9 2 0
7. Giin 6 2 0 8 2 0 4 2 0 6 3 0 7 1 1
8. Giin 6 0 0 6 2 0 2 2 0 4 1 1 5 2 0
9. Giin 5 1 0 6 0 0 2 0 0 3 1 0 4 1 0
10. Giin 3 2 0 5 1 0 2 0 0 3 0 0 2 2 0
11. Giin 1 2 0 5 0 0 2 0 0 2 1 0 0 2 0
12. Giin 0 1 0 2 3 0 0 2 0 2 0 0 0 0 0
13. Giin 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0
14. Giin 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0
15. Giin 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
16. Giin 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
19. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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EK-B. Caenorhabditis elegans patojenite deneyinde her bir gruba ait canli, 6lii ve deney dis1 nematod sayisi (1. Deneme) (Devam)

A21 A22 A23 A24 A25
Canli | Olii | Deney |Canli |Olii | Deney | Canli | Olii | Deney | Canli | Olii | Deney | Canli | Olii | Deney
Disi Disi Disi Disi Disi
1. Giin 20 0 0 20 0 0 20 0 0 20 0 0 20 0 0
2. Giin 16 3 1 13 5 2 15 4 1 16 3 1 10 6 4
3. Giin 16 0 0 13 0 0 13 2 0 16 0 0 10 0 0
4, Gin 15 1 0 12 1 0 13 0 0 15 1 0 9 0 1
5. Giin 14 1 0 11 1 0 13 0 0 14 1 0 8 1 0
6. Giin 11 3 0 9 2 0 10 3 0 12 2 0 8 0 0
7. Giin 8 3 0 6 3 0 8 2 0 11 1 0 7 1 0
8. Giin 2 6 0 3 3 0 6 2 0 5 6 0 5 2 0
9. Giin 0 2 0 1 2 0 3 3 0 3 2 0 2 3 0
10. Giin 0 0 0 0 1 0 2 1 0 3 0 0 2 0 0
11. Giin 0 0 0 0 0 0 2 0 0 1 2 0 1 1 0
12. Giin 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 1 0 0 1 0
13. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
19. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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EK-B. Caenorhabditis elegans patojenite deneyinde her bir gruba ait canli, 6lii ve deney dis1 nematod sayisi (1. Deneme) (Devam)

A26 A27 A28 A29 A30
Canli | Olii | Deney |Canli |Olii | Deney | Canli | Olii | Deney | Canli | Olii | Deney | Canli | Olii | Deney
Disi Disi Disi Disi Disi
1. Giin 18 0 2 20 0 0 20 0 0 20 0 0 20 0 0
2. Giin 13 2 3 14 4 2 16 3 1 15 5 0 15 2 3
3. Giin 13 0 0 12 0 2 13 3 0 15 0 0 15 0 0
4, Gin 11 2 0 10 2 0 10 3 0 15 0 0 14 0 1
5. Giin 10 1 0 9 1 0 9 1 0 15 0 0 14 0 0
6. Giin 9 1 0 6 2 1 6 3 0 8 5 2 12 1 1
7. Giin 7 2 0 3 3 0 5 1 0 8 0 0 9 2 1
8. Giin 3 4 0 2 1 0 2 3 0 5 3 0 7 2 0
9. Giin 2 1 0 1 1 0 2 0 0 5 0 0 5 2 0
10. Giin 2 0 0 1 0 0 1 1 0 4 0 1 3 2 0
11. Giin 1 1 0 0 1 0 0 1 0 2 2 0 3 0 0
12. Giin 0 1 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2 1 0
13. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 2 0
14. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
15. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
16. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
19. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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EK-B. Caenorhabditis elegans patojenite deneyinde her bir gruba ait canli, 6lii ve deney dis1 nematod sayisi (1. Deneme) (Devam)

A31 A32 S. Typhimurium E. coli OP50
ATCC14028
Canli | Olii | Deney | Canh | Olii | Deney | Canh | Oli Deney | Canli Olii | Deney
Disi Disi Disi Disi
1. Giin 19 0 1 20 0 0 20 0 0 20 0 0
2. Giin 12 5 2 12 5 3 9 6 5 14 2 4
3. Giin 9 1 2 10 2 0 8 1 0 14 0 0
4. Gin 9 0 0 10 0 0 8 0 0 13 1 0
5. Giin 8 1 0 9 1 0 7 0 1 12 0 1
6. Giin 6 1 1 8 1 0 6 1 0 12 0 0
7. Giin 4 2 0 7 1 0 5 1 0 8 2 2
8. Giin 3 1 0 4 3 0 1 4 0 6 2 0
9. Giin 2 1 0 3 1 0 0 1 0 6 0 0
10. Giin 1 1 0 2 1 0 0 0 0 4 2 0
11. Giin 1 0 0 2 0 0 0 0 0 4 0 0
12. Giin 0 1 0 2 0 0 0 0 0 4 0 0
13. Giin 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2 2 0
14. Giin 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0
15. Giin 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
16. Giin 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
17. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
18. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
19. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
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EK-B. Caenorhabditis elegans patojenite deneyinde her bir gruba ait canli, 6lii ve deney dis1 nematod sayisi (2. Deneme)

Al A2 A3 A4 A5
Canli | Olii | Deney |Canli | Olii | Deney | Canli | Olii | Deney | Canli | Olii | Deney | Canli | Olii | Deney
Disi Disi Disi Disi Disi

1. Giin 20 0 0 20 0 0 18 0 2 18 0 2 18 0 2
2. Giin 11 5 4 18 2 0 15 2 1 13 3 2 13 4 1
3. Giin 11 0 0 16 2 0 12 3 0 13 0 0 10 3 0
4, Gin 10 1 0 14 2 0 10 2 0 13 0 0 10 0 0
5. Giin 9 1 0 14 0 0 8 2 0 12 1 0 10 0 0
6. Giin 7 2 0 10 3 1 8 0 0 10 2 0 9 1 0
7. Giin 4 3 0 6 4 0 7 1 0 6 3 1 3 4 2
8. Giin 3 1 0 5 1 0 6 0 1 5 1 0 2 1 0
9. Giin 2 1 0 3 2 0 5 1 0 5 0 0 2 0 0
10.Gin | 1 1 0 1 2 0 3 2 0 2 3 0 2 0 0
11.Gin | 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0
12.Gin | 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0
13.Gin | O 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0
14.Gin | O 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0
15.Giin | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16.Giin | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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EK-B. Caenorhabditis elegans patojenite deneyinde her bir gruba ait canli, 6lii ve deney dis1 nematod sayisi (2. Deneme) (Devam)

A6 A7 A8 A9 Al0
Canli | Olii | Deney |Canli |Olii | Deney |Canli | Olii | Deney | Canli | Olii | Deney | Canli | Olii | Deney
Disi Disi Disi Disi Disi

1. Giin 19 1 0 19 0 1 18 0 2 17 0 3 20 0 0
2. Giin 13 2 3 17 2 0 12 4 2 11 3 3 13 5 2
3. Giin 12 1 0 16 1 0 9 2 1 10 0 1 11 1 1
4, Gin 10 2 0 14 2 0 7 2 0 9 0 1 11 0 0
5. Giin 8 1 1 13 1 0 5 1 1 6 3 0 11 0 0
6. Giin 6 2 0 9 2 1 4 1 0 5 1 0 8 3 0
7. Giin 2 4 0 6 3 0 3 1 0 5 0 0 6 2 0
8. Giin 2 0 0 6 3 0 2 1 0 5 0 0 3 3 0
9. Giin 2 0 0 4 2 0 2 0 0 4 1 0 2 1 0
10. Giin 2 0 0 3 1 0 1 1 0 3 1 0 1 1 0
11. Giin 2 0 0 1 2 0 0 1 0 2 1 0 0 1 0
12.Gin | O 2 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0
13.Gin | O 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
14.Gin | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
15.Gin | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16.Gin | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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EK-B. Caenorhabditis elegans patojenite deneyinde her bir gruba ait canli, 6lii ve deney dis1 nematod sayisi (2. Deneme) (Devam)

All Al12 Al3 Al4 Al5
Canli | Olii | Deney |Canli |Olii | Deney |Canli | Olii | Deney | Canli | Olii | Deney | Canli | Olii | Deney
Disi Disi Disi Disi Disi

1. Giin 18 0 2 19 0 1 20 0 0 16 0 4 17 0 3
2. Giin 14 3 1 13 4 2 14 1 5 9 3 4 14 0 3
3. Giin 13 1 0 10 3 0 14 0 0 8 1 0 9 3 2
4, Gin 10 1 2 10 0 0 14 0 0 6 2 0 9 0 0
5. Giin 10 0 0 9 1 0 12 1 1 6 0 0 7 1 1
6. Giin 8 2 0 8 1 0 7 5 0 4 1 1 5 2 0
7. Giin 6 2 0 7 1 0 5 1 1 3 1 0 4 1 0
8. Giin 4 2 0 7 0 0 3 1 1 2 1 0 2 2 0
9. Giin 2 2 0 4 3 0 3 0 0 1 1 0 1 1 0
10. Giin 1 1 0 2 2 0 2 1 0 0 1 0 0 1 0
11. Giin 1 0 0 1 1 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0
12. Giin 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
13.Giin | O 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14.Gin | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15.Gin | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16.Gin | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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EK-B. Caenorhabditis elegans patojenite

deneyinde her bir gruba ait canli, 6lii ve deney dis1 nematod sayisi (2. Deneme) (Devam)

Al6 Al7 Al8 Al19 A20
Canli | Olii | Deney |Canli |Olii | Deney |Canli | Olii | Deney | Canli | Olii | Deney | Canli | Olii | Deney
Disi Disi Disi Disi Disi

1. Giin 20 0 0 16 0 4 17 0 3 20 0 0 15 0 5
2. Giin 12 4 4 14 1 1 10 5 2 17 2 1 10 3 2
3. Giin 10 2 0 12 2 0 9 1 0 15 0 2 8 2 0
4, Gin 9 1 0 11 1 0 7 2 0 15 0 0 6 2 0
5. Giin 9 0 0 10 1 0 5 2 0 10 1 4 5 1 0
6. Giin 6 3 0 9 1 0 4 1 0 9 1 0 5 1 0
7. Giin 4 2 0 8 1 0 3 1 0 6 3 0 5 0 0
8. Giin 3 1 0 7 1 0 2 1 0 3 3 0 2 2 1
9. Giin 3 0 0 4 3 0 0 2 0 2 1 0 1 1 0
10. Giin 2 1 0 0 4 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0
11.Gin | O 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0
12.Gin | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
13.Gin | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
14.Gin | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15.Gin | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16.Gin | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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EK-B. Caenorhabditis elegans patojenite deneyinde her bir gruba ait canli, 6lii ve deney dis1 nematod sayisi (2. Deneme) (Devam)

A21 A22 A23 A24 A25
Canli | Olii | Deney |Canli |Olii | Deney |Canli | Olii | Deney | Canli | Olii | Deney | Canli | Olii | Deney
Disi Disi Disi Disi Disi

1. Giin 17 0 3 20 0 0 19 0 1 19 0 1 19 0 1
2. Giin 17 0 0 13 4 3 18 0 1 14 0 6 12 4 3
3. Giin 16 1 0 11 2 0 15 2 1 14 0 0 11 0 1
4, Gin 15 1 1 10 1 0 15 0 0 14 0 0 11 0 0
5. Giin 12 3 0 7 3 0 15 0 0 11 2 1 9 2 0
6. Giin 8 4 0 4 3 0 12 3 0 5 4 2 8 0 1
7. Giin 7 0 1 3 1 0 7 5 0 1 4 0 6 2 0
8. Giin 4 3 0 1 2 0 4 2 1 1 0 0 4 2 0
9. Giin 3 1 0 1 0 0 3 1 0 1 0 0 2 2 0
10. Giin 2 1 0 0 1 0 2 1 0 1 0 0 1 0 1
11. Giin 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0
12.Gin | O 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0
13.Giin | O 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
14.Gin | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15.Gin | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16.Gin | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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EK-B. Caenorhabditis elegans patojenite deneyinde her bir gruba ait canli, 6lii ve deney dis1 nematod sayisi (2. Deneme) (Devam)

A26 A27 A28 A29 A30
Canli | Olii | Deney |Canli |Olii | Deney |Canli | Olii | Deney | Canli | Olii | Deney | Canli | Olii | Deney
Disi Disi Disi Disi Disi

1. Giin 18 0 2 19 0 1 20 0 0 20 0 0 16 0 4
2. Giin 15 0 3 13 4 2 12 3 5 15 2 3 13 1 2
3. Giin 12 2 1 12 0 1 11 1 0 14 1 0 12 1 0
4, Gin 11 1 0 10 2 0 11 0 0 10 3 1 12 0 0
5. Giin 10 1 0 8 1 1 7 4 0 9 1 0 12 0 0
6. Giin 7 3 0 7 1 0 6 1 0 7 1 1 9 3 0
7. Giin 6 1 0 4 3 0 4 2 0 5 2 0 6 3 0
8. Giin 4 2 0 3 1 0 3 1 0 3 2 0 5 1 0
9. Giin 4 0 0 2 1 0 0 3 0 2 0 1 2 3 0
10. Giin 2 2 0 1 1 0 0 0 0 0 2 0 1 1 0
11. Giin 2 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
12. Giin 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
13. Giin 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
14. Giin 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
15.Giin | O 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
16.Gin | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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EK-B. Caenorhabditis elegans patojenite deneyinde her bir gruba ait canli, 6lii ve deney dis1 nematod sayisi (2. Deneme) (Devam)

A31 A32 S. Typhimurium E. coli OP50
ATCC14028
Canh | Olii | Deney | Canh | Olii | Deney | Canh | Oli Deney | Canli | Olii | Deney
Disi Disi Disi Disi
1. Giin 21 0 0 20 0 0 20 0 0 20 0 0
2. Giin 15 4 2 15 3 2 15 5 0 10 3 7
3. Giin 13 0 2 15 0 0 13 0 2 10 0 0
4. Giin 12 1 0 10 3 2 11 1 1 10 0 0
5. Giin 12 0 0 7 2 1 9 2 0 9 1 1
6. Giin 7 5 0 5 2 0 7 1 1 8 0 1
7. Giin 5 2 0 4 1 0 5 2 0 5 3 0
8. Giin 4 1 0 3 1 0 4 1 0 4 1 0
9. Giin 3 1 0 3 0 0 3 1 0 3 1 0
10. Giin 2 1 0 2 1 0 1 2 0 1 2 0
11.Gin | O 2 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0
12.Gin |0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0
13.Gin | O 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
14.Gin |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15.Gin | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16.Gin | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0




EK-C. Plazmidlerin Caenorhabditis elegans patojenitesi iizerine etkisinin arastirilmasi deneyinde her bir gruba ait canli, 6li ve deney dist
nematod sayisi (1. Deneme)

¢6

Al0 Al5 Al6 E.coli OP50
Canl Olii Deney | Canli Olii Deney | Canl Olii Deney Canl Olii Deney
Disi Disi Disi Disi

1. Giin 20 0 0 20 0 0 19 0 1 20 0 0
2. Giin 18 2 0 18 2 0 18 1 0 19 1 0
3. Giin 17 1 0 17 1 0 18 0 0 18 1 0
4, Gin 15 0 2 17 0 0 15 1 2 15 1 2
5. Giin 12 3 0 13 4 0 14 1 0 14 1 0
6. Giin 10 2 0 9 4 0 7 7 0 10 3 1
7. Giin 9 1 0 7 2 0 5 2 0 9 1 0
8. Giin 4 5 0 4 3 0 4 1 0 6 2 1
9. Giin 3 1 0 0 4 0 4 0 0 4 2 0
10. Gin | 2 1 0 0 0 0 1 3 0 3 1 0
11.Gin | 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 2 0
12.Giin | O 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0




EK-C. Plazmidlerin Caenorhabditis elegans patojenitesi iizerine etkisinin arastirilmasi deneyinde her bir gruba ait canli, 6li ve deney dist
nematod sayisi (2. Deneme)

€6

Al0 Al5 Al6 E.coli OP50
Canl Olii Deney | Canli Olii Deney | Canl Olii Deney Canl Olii Deney
Disi Disi Disi Disi

1. Giin 20 0 0 20 0 0 20 0 0 19 0 1
2. Giin 15 4 1 20 0 0 20 0 0 18 1 0
3. Giin 14 1 0 20 0 0 20 0 0 18 0 0
4, Gin 13 1 0 18 2 0 17 2 1 18 0 0
5. Giin 12 1 0 14 4 0 13 3 1 14 0 4
6. Giin 12 0 0 10 3 1 12 5 1 12 2 0
7. Giin 10 2 0 5 5 0 6 4 0 11 1 0
8. Giin 10 0 0 3 2 0 2 0 0 8 2 1
9. Giin 8 2 0 2 1 0 2 1 0 7 1 0
10. Gin | 3 5 0 1 0 0 1 0 0 0 0 7
11. Gin | 2 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
12. Gin | 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
13.Gin | 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14.Gin | O 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0




EK-D. BALB/c fare patojenite deneyinde izolatlarin enjekte edildigi her bir fare grubundaki canli ve 6lii sayisi

Enjekte edilen Suslar

v6

S. Typhimurium A8 - S. Infantis Al10 - S. Kentucky | Al7 - S. Enteritidis Al18 - S. Infantis

ATCC14028

HB (-) Olii Canh Olii Canh Olii Canh Olii Canh Olii
0. Giin 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0
1. Giin 3 2 5 0 3 2 5 0 5 0
2. Giin 0 3 5 0 2 3 5 0 5 0
3. Giin 0 0 5 0 2 0 5 0 5 0
4. Giin 0 0 5 0 2 0 5 0 5 0
5. Giin 0 0 5 0 2 0 5 0 5 0
6. Giin 0 0 5 0 2 0 5 0 5 0
7. Giin 0 0 5 0 2 0 5 0 5 0
8. Giin 0 0 5 0 2 0 5 0 5 0
9. Giin 0 0 5 0 2 0 5 0 5 0
10. Giin 0 0 5 0 2 0 5 0 5 0
11. Giin 0 0 5 0 2 0 5 0 5 0
12. Giin 0 0 5 0 2 0 5 0 5 0
13. Giin 0 0 5 0 2 0 5 0 5 0
14. Giin 0 0 5 0 2 0 5 0 5 0
15. Giin 0 0 5 0 2 0 5 0 5 0
16. Giin 0 0 5 0 2 0 5 0 5 0
17. Giin 0 0 5 0 2 0 5 0 5 0
18. Giin 0 0 5 0 2 0 5 0 5 0
19. Giin 0 0 5 0 2 0 5 0 5 0
20. Giin 0 0 5 0 2 0 5 0 5 0
21. Giin 0 0 5 0 2 0 5 0 5 0
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EK-D. BALB/c fare patojenite deneyinde izolatlarin enjekte edildigi her bir fare grubundaki canli ve 6lii sayis1 (Devam)

Enjekte edilen suslar

A22 - S. Telaviv

A30 - S. Enteritidis

A32 - S. Infantis

PBS
Negatif Kontrol

E. coli OP50
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EK-E. BALB/c fare patojenite deneyinde izolatlarin enjekte edildigi her bir gruptaki
fare dokularinda belirlenen kolonizasyon (log cfu/organ)

Dokulardaki Kolonizasyon (log cfu/organ)
Karaciger Dalak  Ince Bagirsak  Kolon Cekum

S. Typhimurium

ATCC14028

1. Fare 8,413 7,462 8,580 8,422 7,204
2. Fare 8,855 8,622 8,681 8,643 8,362
3. Fare 8,547 5,346 7,602 7,623 6,000
4. Fare 8,155 7,447 8,875 8,176 8,041
5. Fare 7,771 7,544 7,602 7,633 7,763
S. Infantis

A8

1. Fare 4,330 4,540 2,623 3,505 2,176
2. Fare 3,000 3,699 2,204 2,477 1,903
3. Fare 3,778 3,000 2,505 2,826 1,301
4. Fare 2,079 2,724 3,041 1,903 1,602
5. Fare 2,964 3,301 2,114 0,000 1,301
S. Kentucky

A10

1. Fare 7,954 8,517 8,079 8,000 8,312
2. Fare 8,580 8,519 8,740 8,477 8,519
3. Fare 6,301 6,000 4,531 6,954 6,699
4. Fare 3,548 3,365 3,477 3,699 4,342
5. Fare 3,568 4,152 4,217 5,521 5,944
S. Enteritidis

Al7

1. Fare 0,000 0,000 0,000 2,380 0,000
2. Fare 0,000 2,903 0,000 0,000 0,000
3. Fare 0,000 1,778 0,000 1,903 0,000
4. Fare 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
5. Fare 0,000 2,033 0,000 0,000 1,000
S. Infantis

Al8

1. Fare 3,699 5,124 4,301 4613 4,362
2. Fare 5,623 4,230 2,903 3,204 3,398
3. Fare 2,556 2,602 1,301 2,602 1,602
4. Fare 2,000 2,000 0,000 0,000 0,000

5. Fare 2,000 3,041 3,380 3,519 4,672
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EK-E. BALB/c fare patojenite deneyinde izolatlarin enjekte edildigi her bir gruptaki
fare dokularinda belirlenen kolonizasyon (log cfu/organ) (Devam)

Dokulardaki Kolonizasyon (log cfu/organ)
Karaciger Dalak Ince Bagirsak  Kolon Cekum

S. Telaviv

A22

1. Fare 8,690 8,342 9,000 7,301 8,000
2. Fare 8,342 7,477 7,903 7,778 6,845
3. Fare 7,544 7,591 8,041 8,146 8,137
4. Fare 7,732 6,301 8,041 8,146 8,137
5. Fare 7,431 7,505 6,491 8,505 8,344
S. Enteritidis

A30

1. Fare 8,041 7,978 7,000 8,505 6,602
2. Fare 7,301 7,301 7,602 7,699 6,602
3. Fare 8,114 7,301 8,146 7477 7,491
4. Fare 6,301 8,079 7,301 6,255 6,792
5. Fare 5,238 3,100 2,820 2,462 2,342
S. Infantis

A32

1. Fare 3,724 2,501 3,009 1,845 1,699
2. Fare 3,462 2,477 2,322 2,477 1,903
3. Fare 4,377 2,699 2,079 1,000 1,000
4. Fare 2,301 3,415 2,968 0,000 0,000

5. Fare 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
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