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OZET

Salmonella Infantis’in Evrimsel Yapisi ve Antimikrobiyal Diren¢ Profilinin
Belirlenmesi

Bu tez calismasi, Tirkiye'deki Salmonella Infantis suslarinin genetik yapisini,
antimikrobiyal diren¢ profillerini ve evrimsel dinamiklerini belirlemek amaciyla
gerceklestirilmistir. 2020-2024 yillar1 arasinda Tiirkiye’nin farkli bolgelerindeki kanatli
ciftliklerinden izole edilen S. Infantis suslar1 analiz edilmistir. Fenotipik antibiyotik duyarlilik
testleri, tiim genom dizileme (WGS) ve biyoinformatik yaklasimlar kullanilarak suslarin
genetik varyasyonu, mobil genetik elementleri, direng genleri ve filogenetik iligkileri kapsamli
bir sekilde incelenmistir.

MLST analizleri, tiim suslarin ST32 sekans tipine ait oldugunu ortaya koymustur.
SNP tabanl filogenetik analizler, suslar arasindaki genetik farkliliklarin diisiik seviyede
oldugunu ve Tirkiye’de tek bir klonal soyun baskin sekilde yayildigini goéstermistir.
Antibiyotik direng analizleri, suslarin biiyiik ¢cogunlugunun florokinolonlar (Siprofloksasin,
Nalidiksik Asit), beta-laktamlar (Seftriakson, Sefotaksim), fenikoller (Kloramfenikol),
tetrasiklinler (tetrasiklin) ve trimetoprim-siilfametaksazol gibi kritik Oneme sahip
antibiyotiklere kars1 direngli oldugunu gostermistir.

Biyoinformatik analizler, diren¢ genlerinin plazmidler aracilifiyla yatay gen transferi
ile tasindigin1 ortaya koymustur. Ozellikle pESI benzeri megaplasmidin varligi, ¢oklu ilag
direnci (MDR) ile dogrudan iligkili bulunmustur. Plazmid analizi, blaCTX-M, sull, tetA, gnrB
ve aadA gibi direng genlerinin suslar arasinda yaygin olarak bulundugunu ve bu genlerin mobil
genetik elemanlar yoluyla aktarilma potansiyelinin yiiksek oldugunu gostermistir.

Cekirdek genom Multi-Locus Sequence Typing (cgMLST) analizleri, ornekler
arasindaki genetik farkliliklarin minimum seviyede oldugunu ve genomlarinin biiyiik oranda
korundugunu ortaya koymustur. Filogenetik analizler, Tiirkiye’deki MDR S. Infantis
suslarinin Avrupa ve Amerika’da bildirilen suslarla yiiksek genetik benzerlik gosterdigini
belirlemis ve bu durum suslarin kiiresel dolagimi ve genetik degisimi agisindan 6nemli bir veri
saglamistir.

Sonug olarak, Tiirkiye’deki S. Infantis suglarinin genetik olarak homojen bir yapiya
sahip oldugu ve MDR ozelliklerinin giderek yayginlastigi belirlenmistir. Calisma,
Tiirkiye’deki Veteriner ve Halk sagligi otoritelerinin genomik gdzetim sistemlerini
giiclendirmesi gerektigini ve antibiyotik kullanim politikalarmin sikilastirilmasmin zorunlu
oldugunu vurgulamaktadir. Bu bulgular, MDR S. Infantis suslarinin izlenmesi ve kontrol altina
almmasi igin genomik epidemiyoloji temelli bir yaklasimin gerekliligini ortaya koymaktadir.

Anahtar Sozciikler: Antimikrobiyal Direng, Genomik Epidemiyoloji, Plazmid Analizi,
Salmonella Infantis, Tiim Genom Dizileme

SUMMARY
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Evolutionary Structure And Antimicrobial Resistance Profile Of Salmonella Infantis: A
Genomic Perspective

This thesis study aims to investigate the genetic structure, antimicrobial resistance
(AMR) profiles, and evolutionary dynamics of Salmonella Infantis isolates in Turkey. A total
of S. Infantis isolates were collected from poultry farms across different regions of Turkey
between 2020 and 2024. Whole genome sequencing (WGS), bioinformatics analyses, and
phenotypic antimicrobial susceptibility testing were conducted to comprehensively assess
genetic variation, mobile genetic elements, resistance genes, and phylogenetic relationships.

MLST analysis identified all isolates as belonging to sequence type ST32, suggesting
a clonal population structure. SNP-based phylogenetic analysis revealed low genetic diversity
among the isolates and confirmed the dominance of a single clonal lineage in Turkey.
Antimicrobial susceptibility tests showed high resistance rates to clinically important
antibiotics, including fluoroquinolones (ciprofloxacin, nalidixic acid), beta-lactams
(ceftriaxone, cefotaxime), phenicols (chloramphenicol), tetracyclines (tetracycline), and
sulfamethoxazole-trimethoprim.

Bioinformatics analyses demonstrated that resistance genes were primarily
disseminated via horizontal gene transfer (HGT), particularly through plasmids. The presence
of a pESI-like megaplasmid was strongly associated with multidrug resistance (MDR).
Plasmid analyses revealed widespread distribution of resistance genes, including blaCTX-M,
sull, tetA, gnrB, and aadA, highlighting their high potential for further dissemination through
mobile genetic elements.

Core genome Multi-Locus Sequence Typing (cgMLST) analysis showed minimal
genetic variability among isolates, indicating a highly conserved genome structure.
Phylogenetic analysis revealed a high genetic similarity between Turkish MDR S. Infantis
isolates and those reported in Europe and the United States, providing evidence for the global
dissemination of these strains.

In conclusion, S. Infantis isolates in Turkey exhibit a genetically homogeneous
population with an increasing prevalence of MDR traits. This study underscores the urgent
need to strengthen genomic surveillance systems and implement stricter antibiotic stewardship
policies to combat the spread of MDR S. Infantis. The findings highlight the necessity of a
genomic epidemiology-based approach to effectively monitor and control these resistant
strains, which pose a significant public health concern.

Keywords: Antimicrobial Resistance, Genomic Epidemiology, Plasmid Analysis,
Salmonella Infantis, Whole Genome Sequencing (WGS)
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ONSOZ

Bu tez c¢alismasinda, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Infantis'in
antimikrobiyal diren¢ ve genomik 0&zelliklerindeki degisimlerin detayli bir sekilde
incelenmesini amacglamaktadir. Gida kaynakli patojenlerin halk sagligi iizerindeki ciddi
etkileri goz 6niine alindiginda, dzellikle ¢oklu ilag direncine (MDR) sahip Salmonella Infantis
suslarinin yayginlagmas: hem klinik tedavi stratejilerini hem de halk sagligi politikalarini
tehdit etmektedir. Bu baglamda, ¢alismamiz, hedef organizmanin evrimsel ve genomik
Ozelliklerinin yam sira, antimikrobiyal diren¢ genlerinin 2020-2024 yillar1 arasindaki
dagilimmi ve dinamiklerini genomik verilerle destekleyerek kapsamli bir sekilde analiz
etmektedir. Biyoinformatik yaklasimlar ve ileri diizey genomik yontemler ile yiiriitiilen bu
calisma hem temel bilimler hem de uygulamali alanlar i¢in dnemli bir referans olusturmayi

hedeflemektedir.

Bu ¢alismanin gergeklestirilmesinde, degerli bilgilerini benimle paylasan, kendisine ne
zaman danigsam bana zaman ayirip sabirla ve biiylik bir ilgiyle bana faydal olabilmek i¢in
elinden gelenden fazlasini sunan, her sorun yasadigimda yanina ¢ekinmeden gidebildigim

Prof. Dr. Hamit Kaan MUSTAK ’a tesekkiirii bir borg biliyor ve siikranlarimi sunuyorum.

Bugiinlere gelmemde emegi olan, beni karsiliksiz, cani goniilden seven annem
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1. GIRIS

1.1. Salmonella’nin Genel Ozellikleri

Hayvanlarda ve insanlarda enfeksiyoz hastaliklara sebep olan Salmonella
genusu, Enterobacteriaceae familyasi igerisinde yer alan, Gram negatif gomak sekilli
bakterilerdir (Lan vd., 2009). Bu bakteriler fakiiltatif anaerob olup S tipli, yuvarlak
koloniler olusturmaktadir. Genus iginde yer alan S. Pullorum ve S. Gallinarum harig
diger Salmonella tiirleri peritrik flagellalar sayesinde hareketlidir. Salmonella tiirleri
tifo, paratifo, gida zehirlenmesi, gastroenterit, septisemi gibi gesitli hastaliklara neden

olabilmektedir (McVey vd., 2022; Swayne ve Glisson, 2013).

Salmonella genusu, S. bongori ve S. enterica olmak lizere iki tiire ayrilir. S.
enterica, alt1 alt tiirden olusmaktadir: S. enterica subsp. enterica, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae ve indica. Insan ve hayvanlardan izole edilen Salmonella
suslarinin biiyiik ¢ogunlugu S. enterica subsp. enterica alt tiiriine aittir (Gianella, 1996;
McVey vd., 2022).

Serotipler, konak spesifik olanlar ve konak spesifik olmayanlar olarak
simiflandirilmaktadir. Konak spesifik olan serotipler; Typhi ve Paratyphi (insan),
Choleraesuis (domuz), Gallinarum/Pullorum (kanatli), Dublin (s1g1r), Abortus-ovis
(koyun), Abortus-equi (at)’dir. Konak spesifik olmayan serotiplerden Infantis, Hadar,
Virschow, Enteritidis, gibi serotipler hem insanlarda hem hayvanlarda enfeksiyona
neden olabilmektedir. Serotipler ayrica tifoidal ve paratifoidal etkenler olarak da ikiye
ayrilmaktadir. Tifoidal serotipler sadece insanda hastalik olusturan S. Typhi, S.
Paratyphi iken; paratifoidal serotipler ise basta S. Typhimurium ve S. Enteritidis olmak

tizere diger serotiplerin tamamidir (Barlow ve Hall, 2002; Grimont vd., 2000).

1.2. Salmonella Epidemiyolojisi

Non-tifoidal Salmonella, kiiresel ¢apta en onemli gida kaynakli bakteriyel
patojenlerden biri olarak kabul edilmektedir. Yillik tahminlere gore, yaklasik 94

milyon insan enfekte olmakta ve bu vakalarinda %86’sinin gida kaynakli oldugu



bildirilmistir (Alba vd., 2020; Majowicz vd., 2010). Diinyada, non-tifoidal Salmonella
enfeksiyonlarmin insanlardaki yillik 6lim sayisinin ortalama 215.000 civarinda
oldugu ongoriilmektedir. Bu durum, non-tifoidal Salmonella'y: insanlarda en 6nemli
gida kaynakli enterik hastaliklardan biri haline getirmektedir (Kumar vd., 2025;
Majowicz vd., 2010; WHO, 2018).

Salmonella serotiplerinin kiiresel dagilimi, bolgesel faktorler, hayvansal iiretim
sistemleri, gida giivenligi uygulamalar1 ve hijyen kosullarina bagli olarak degisiklik
gostermektedir. Diinya genelinde en sik izole edilen Salmonella serotipleri arasinda S.
Enteritidis, S. Typhimurium, S. Infantis, S. Newport ve S. Heidelberg bulunmaktadir
(EFSA, 2022). Avrupa Birligi Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan 2021
yilinda yayinlanan rapora gore, S. Enteritidis (%50,3) en yaygin insan enfeksiyonu
etkeni olarak tanimlanirken, bunu S. Typhimurium (%10,7) ve S. Infantis (%6,3) takip
etmektedir (EFSA, 2022). Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde ise Hastalik Kontrol
ve Korunma Merkezi (CDC')’nin PulseNet programi araciligiyla yapilan genomik
izleme c¢aligmalarina goére, 2020 yilinda en sik rastlanan Salmonella serotipleri S.
Enteritidis (%19,3%), S. Newport (%10,7), S. Typhimurium (%9,5) ve S. Infantis
(%7.9) olarak bildirilmistir (Nadon vd., 2017).

Son yillarda S. Infantis’in 6zellikle kiimes hayvanlarinda ve insanlarda giderek
daha sik tespit edildigi ve pESI-Megaplasmid gibi mobil genetik elementler tagiyan
MDR klonlarinin yayilim gosterdigi bildirilmektedir (Alba vd., 2020). Gelismekte
olan iilkelerde ise S. Typhimurium ve S. Enteritidis disinda S. Weltevreden, S. Agona,
S. Kentucky gibi serotiplerin de yaygin oldugu gozlemlenmistir (Popa vd., 2021). Gida
kaynakl1 hastalik salginlar1 agisindan, kontamine yumurta ve kanatl eti S. Enteritidis
ve S. Infantis i¢in baslica bulas kaynaklar1 olurken, sigir eti ve siit {irtinleri S. Dublin

ile iliskilendirilmistir (EFSA, 2022).

Tiirkiye’de kanatli ve kanatlh etindeki Salmonella serotiplerinin siklig1 iizerine
yapilan ¢caligmalarda elde edilen sonuglar, diinya genelindeki egilimlerle biiyiik 6lciide
paralellik gostermektedir. Ulusal Salmonella Kontrol Programi (Ulusal Salmonella

Kontrol Programi [USKP], 2018) kapsaminda yayimlanan rapora gore Tiirkiye’de gida



kaynaklt Salmonella enfeksiyonlarinin en yaygin etkenleri S. Enteritidis, S.
Typhimurium ve S. Infantis olarak bildirilmekte ve S. Infantis sayisinda bir artig oldugu
belirtilmektedir. USKP haricinde Sahan vd. (2014)’nin yaptig1 farkli bir ¢alismada
%77 orantyla S. Infantis’in en sik karsilasilan serotiplerden biri oldugu
belirtilmektedir. Acar vd. (2017) ozellikle kanatli sektoriinde, S. Infantis suslarinin

yayginligi, direng profili ve farkli genotipik 6zelliklerine dikkat ¢ekmektedir.

Tirkiye’de 2012-2016 yillar1 arasinda S. Enteritidis, en yaygin olarak izole
edilen Salmonella serotipi olmus olup bu oran %57,3 ile %74,1 arasinda
degismektedir. Yillara bagl farkliliklar olmakla birlikte, S. Typhimurium (%3,0-8,5),
S. Infantis (%4,0-6,7), S. Paratyphi B (%3,2-3,8) ve S. Kentucky (%2,7-3,8) en sik
tespit edilen diger serotipler arasinda yer almistir. Bu veriler, insanlarda klinik
vakalardan elde edilen Orneklerin analiz edilmesiyle belirlenmistir (USKP, 2018).
Ozellikle antibiyotik direncli S. Infantis suslarinin Tiirkiye’de giderek daha yaygin
hale geldigi ve kiimes hayvanlarindan insanlara bulasma riskinin arttig
gozlemlenmistir. Salmonella suslart {izerindeki genomik izleme ¢aligsmalarinin
artirtlmasi, ozellikle direng profili yiiksek serotiplerin yayiliminin kontrol altina

alinmasi agisindan biiylik 6nem tagimaktadir.

1.3. Salmonella’nin Laboratuvar Teshisi

1.3.1. Fenotipik Yontemler

Salmonella izolasyonu ve teshisinde standart yontemlerden biri ISO 6579
prosediiriidiir. Bu prosediirle izole edilen 2500°den fazla Salmonella serotipi,
Kauffmann-White semasi temel alinarak formiilize edilerek siniflandirilmaktadir (ISO
6579:1:2017; Popoff vd., 2002). Serotiplendirme, somatik “O”, flagellar “H” ve
virlilens “V1” antijenlerinin agliitinasyonu esasina dayanmaktadir (Grimont ve Weill,

2007; McVey vd., 2022).

Fenotipik teshiste selektif ve diferansiyel besiyerleri kullanilmaktadir.
Salmonella izolasyonu igin yaygin olarak Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) agar,
Brilliant Green Agar (BGA) ve Hektoen Enteric (HE) agar tercih edilmektedir. Bu



ortamlarda Salmonella, H-S iireten, laktoz negatif koloniler olusturarak diger enterik
bakterilerden ayirt edilebilmektedir (Swayne ve Glisson, 2013). Bunun yani sira,
biyokimyasal testler de teshiste onemli rol oynamaktadir. Triple Sugar Iron Agar (TSI)
testi, glukoz fermentasyonu, H.S iiretimi ve gaz olusumunu belirlemek igin
kullanilirken, Simmons Sitrat Agar testi bakterinin sitrat kullanma yetenegini analiz
etmektedir. Ayrica, lireaz testi ile Salmonella suslarinin genellikle lireaz negatif oldugu

dogrulanabilmektedir (Lan vd., 2009).

Fenotipik yontemler, Salmonella’nin kiiltiir 6zellikleri, biyokimyasal profili ve
hareketliligi gibi fiziksel 6zelliklerine dayanmaktadir. Rutin teshislerde yaygin olarak
kullanilan bu yontemler, her ne kadar altin standart olarak kabul edilse de hassasiyet
ve Ozgiillik agisindan sinirlamalara sahiptir ve kesin teshis icin genellikle molekiiler
yontemlerle desteklenmesi gerekmektedir (Dalyan Cilo vd., 2013; Parry vd., 2011).
Bu fenotipik yontemler uygulama kolaylig1 ve diisiik maliyeti nedeniyle avantajli olsa
da zaman alic1 olmalari, fenotipik varyasyonlara baglh hatalara a¢ik olmalar1 nedeniyle

ozgiilliikleri ve duyarliliklari ile ilgili problem yasanabilmektedir (Yoshida vd., 2016).

1.3.2. Molekiiler ve Genotipik Yontemler

Fenotipik yontemlerin sinirlamalarini asmak i¢in molekiiler genetik teknikler
gelistirilmistir. Bu yontemler, Salmonella’nin spesifik genetik dizilimlerini hedef
alarak daha hassas ve hizli teshis saglamaktadir. Molekiiler yontemler, kiiltiir bagimsiz
teshis saglayarak ozellikle hizli ve giivenilir epidemiyolojik incelemelerde 6nemli
avantajlar sunmaktadir. Bu yontemlerin basinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

ve tiirevleri gelmektedir (Dalyan Cilo vd., 2013).

Salmonella’nin tespitinde en yaygin kullanilan genetik belirtecler invA
(invazyon geni), fimA (fimbria), stn (enterotoksin), SpvR (sistemik viriilans regiilator),
spvC (sistemik viriilans C proteini), spiC (Salmonella patojenite adasi 2 (SPI-2)
sekresyon sistemi proteini) ve pipD (Tip III sekresyon sistemi efektdr proteini)
genleridir (Foley vd., 2013). Konvansiyonel PCR yontemi (Dalyan Cilo ver vd., 2013),

Salmonella tiir spesifik genlerini hedefleyerek varligini belirlerken, ger¢ek zamanl



PCR (qPCR) (Kardogan vd., 2019) ise bakterinin DNA’sin1 kantitatif olarak analiz
eder ve disiik miktarlardaki Salmonella DNA’sinin bile saptanmasini saglar.
Multiplex PCR, birden fazla genin eszamanli olarak amplifikasyonuna imkan vererek
farkli Salmonella serotiplerini ayni anda tespit edebilir (Dalyan Cilo vd., 2013;
Kardogan vd., 2019; O’regan vd., 2008).

Molekiiler teshis yontemleri arasinda niikleik asit hibridizasyon teknikleri de
yer almaktadir. Fluorescent in situ hybridization (FISH) yontemi, Salmonella’ya 6zgii
DNA dizilerini floresan problar ile isaretleyerek tespit ederken, DNA microarray
teknolojisi ayni anda binlerce genetik diziyi analiz ederek Salmonella teshisinde
yiiksek hassasiyet saglamaktadir (Ozer ve Kimiran-Erdem, 2013). DNA mikroarray
teknolojisi, Salmonella gibi patojenlerin hizli ve hassas tespiti i¢in kullanilan bir
molekiiler tani1 yontemidir. Hedef DNA dizilerine baglanan problarin floresan
isaretleme ile okunmasina dayanarak, ayni anda binlerce genetik diziyi analiz edebilir.
Gida giivenligi, klinik mikrobiyoloji ve ¢evresel izleme gibi alanlarda yaygin olarak
kullanilan bu teknoloji, Salmonella suslarinin serotipik ve genetik farkliliklarini
belirlemenin yani sira, antibiyotik direng¢ genleri ve virlilans faktorlerinin es zamanlh

tespitinde biiyiik avantajlar sunar (Almeida vd., 2010; Ozer ve Kimiran-Erdem, 2013).

1.3.3. Molekiiler Tiplendirme Yontemleri ve Yeni Nesil Dizileme

Molekiiler genotiplendirme, farkli Salmonella suslarint genetik diizeyde ayirt
etmek ve salginlart tespit etmek icin kullanilmaktadir. Bu yontemlerden Multilocus
Sequence Typing (MLST) (Enright ve Spratt, 1999), Salmonella suslarinin evrimsel
iliskisini belirlemek i¢in kullanilir (Achtman vd., 2012; Carattoli vd., 2014). MLST
haricinde Salmonella serovarlarinin epidemiyolojik anlamda birbirinden genotipik
olarak ayrilabilmesini saglayan molekiiler yontemler gelistirilmistir. Bunlardan
bazilar1 Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) (Schwartz ve Cantor, 1984),
Repetitive Extragenic Palindromic Polymerase Chain Reaction (Rep-PCR) (Hiett ve
Seal, 2009), ribotiplendirme (Esteban vd., 1993), Multiple Locus Variable-Number
Tandem Repeat Analysis (MLVA) (Ranjbar vd., 2016), Multi-Locus Sequence Typing
(MLST) (Sarigam ve Miistak, 2018), Yeni Nesil Dizileme (NGS) (Taylor vd., 2015),



Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat (CRISPR) (Liu vd., 2011)
ve Tiim Genom Dizileme (WGS) (Nadon vd., 2017) gibi diger molekiiler yontemlerdir
(Sekil 1.1). Gegtigimiz yillarda DNA ve genom dizileme teknolojilerinde meydana
gelen hizl ilerlemeler, dizileme kalitelerinde iyilestirmeler, biyoinformatik araglarin
daha kullanilir hale gelmesi ve azalan dizileme maliyetleri sonucunda NGS’nin WGS

i¢in kullanim alan1 oldukga genislemistir (Allard vd., 2016).

Gida kaynakl salginlarin Salmonelia suslan Yeni nesil dizileme Salmoneilla salgin takibinde
molekiler diizeyde arasindaki kisa tekrar cigir agan bir yontem altin standart haline gelmistir.
izlenmesini saglayan ilk bélgelerindeki farkliliklar olmustur. Gida WGS, serotipleme, AMR
yaygin yontemlerden biri analiz ederek yiksek aynm kaynakli salgin profilleme ve filogenetik analiz
olmustur. CDC ve PulseNet glicl sunmustur. izlemelerinde gibi bircok islemi tek
tarafindan standardize Epidemiyolojik izleme igin PFGE'nin yerini platformda yapmayi mimkan
edilmistir. kullanimi artrigtir. almaya baglamistir. kilmistir,
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serotiplendirme igin klonlarin hizli ve genetigini incelemek icin CRISPR dizileri Gizerinden
altin standart. ilk olarak uygun maliyetli kullanilan en givenilir ayirt eden yeni nesil bir
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tarafindan yontemlerinden karsilagtirmasini entegre kullamimi
genisletilmistir. biridir. kolaylastirmistir. artmaktadir.

Sekil 1.1. Salmonella tiplendirmesinde kullanilan molekiiler yontemler (Alikhan vd., 2018;
Leekitcharoenphon vd., 2014)

Geligen farkli NGS teknolojileri ile birlikte WGS, Salmonella teshisinde ve
filogenetik analizlerinde giderek daha genis bir kullanim alan1 bulmaktadir (Alikhan
vd., 2018; Leekitcharoenphon vd., 2014). WGS ile Salmonella genomunun tamami
yuksek genom derinligiyle dizilenerek suslarin genetik farkliliklari, antimikrobiyal
direng profilleri ve salgin kaynaklar1 belirlenebilmektedir. WGS verileri kullanilarak
yapilan tek niikleotid polimorfizm (SNP) analizleri, Salmonella suslar1 arasindaki
kiigiik farkliliklarin bile tespit edilmesine bu sayede suslarin klonal iliskilerinin ortaya
konmasina olanak saglar (Alikhan vd., 2018; Allard vd., 2016; Ashto vd., 2016).

1.4. Salmonella’min Antibiyotik Direnci ve Halk Saghg Uzerindeki Etkileri



Bakterilerde antibiyotik direncinin ¢esitli biyokimyasal siirecleri vardir. Bunlar
hedef proteinin mutasyonel degisimi, ilacin enzimatik inaktivasyonu, diger tiirlerden
direng genlerin edinimi, ilacin hiicreye girisinin azaltilmasi, aktif disar1 atim gibi
mekanizmalar1 barindirir (Nikaido, 2009). Bunlardan florokinolonlar genellikle DNA
topoizomeraz mutasyonlari tarafindan olusur (Hooper, 2000). Aminoglikozidlerde,
aminoglikozit-modifiye enzimi adi verilen bir¢ok enzim bulunmaktadir. Bunlardan
bazilar1, aac(3)-1I, aph(3')-l1 ve aac(3)-1l gibi enzim {iireten ve Gram negatif
bakterilerdeki aminoglikozit direncinin %60’dan fazla bir g¢ogunluguna sebep
olmaktadir (Over vd., 2001; Shaw vd., 1993). Gram negatif bakterilerde B-Laktam R
(resistans) plazmidi ile taginan direnc ilk olarak 1962’lerde bildirilmistir. Sonrasinda
filogenetik ailelerine ambler siniflandirmasi isimiyle A (Serin), B (Metallo), C (ampC)
ve D (OXA) olarak siniflandirilmistir. Karbapenemler bu siniflardan A, B ve D i¢inde
yer almaktadir (Papp-Wallace vd., 2011). Tetrasiklin direng geni tetA, Gram
negatiflerde aktif efluks pompasia bagli dirence (Levy vd., 1992), plazmidlerde
bulunan gnr genleri florokinolon direncine (Robicsek vd., 2006) ve ESBL enzimi
tiretilmesini saglayan CTX-M kodlayan genler de R plazmidi ile dirence sebep
olmaktadir (Bonnet, 2004).

Salmonella tiirlerinde  antibiyotik  direnci  6zellikle beta-laktamlar
(sefalosporinler, karbapenemler), florokinolonlar (siprofloksasin, nalidiksik asit) ve
tetrasiklinler gibi klinik ac¢idan kritik Oneme sahip antibiyotiklerde direng
goriilmektedir (Wang vd., 2017). Avrupa ve ABD’de yapilan, 6zellikle S. Infantis
suslarinda florokinolon ve genis spektrumlu sefalosporinlere kars1 %50°den fazla ve
hizla artan direng oranlar1 bildirilmektedir (Alba vd., 2020; Alba vd., 2023; Sar1 ve
Can, 2021; Robiscek vd., 2015). Fenotipik olarak en sik gozlenen direng
mekanizmalari arasinda efluks pompalart (AcrAB-TolC), porin kayiplart (ompF) ve
beta-laktamaz {iretimi (CTX-M, TEM, SHV, ampC) yer almaktadir. Salmonella,
intrinsik olarak eritromisin, rifampisinler ve polimiksinlere (Kolistin dahil) kars:
direnclidir, bu nedenle bu ajanlar tedavide etkisizdir (Chuanchuen ve Padungtod,
2009). S. Infantis aragtirmalari sirasinda, insan ve hayvan kaynakli izolatlar arasindaki

direng farkliliklari dikkatle incelenmelidir. Ozellikle hayvan kaynakli suslarin



genellikle ii¢ veya daha fazla antibiyotige diren¢li MDR ve bu direng genlerini tasiyan
PESI megaplasmid icerebilmektedir.

Hayvansal tliretimde profilaktik, teropotik ve metafilaktik amagl antibiyotik
kullanim1 olabilmektedir. Buna ek olarak hayvanlarda kullanilan antibiyotik
oranlarimnin insanlardan birkag kat fazla oldugu da bilinmektedir (Mcewen vd. 2002).
Son yillarda, patojen mikroorganizmalarda antibiyotik direnci, antibiyotiklerin yaygin
ve yanlis kullanimi, kontrolsiiz uygulamalar, izleme programlarinin yetersiz kalmasi
gibi nedenlerden otiirii giderek artmaktadir. Bu artis ilerleyen stirecte gesitli yollar ile
kazanilan diren¢ mekanizmalarina sahip bakterilerin secilmesi ve yayilmasiyla
sonug¢lanmaktadir (Lan vd., 2009; WHO, 2017). Bunlardan bir tanesi olan direngli
Salmonella enfeksiyonlari, uzun siireli hastanede yatislara, daha maliyetli tedavilere
ve ciddi komplikasyonlara yol agabilmektedir (CDC, 2022; Kumar vd., 2025; WHO,
2017). Ornegin, Diinya Saglk Orgiitii (DSO) her yil 700 bin kisinin antimikrobiyal
direncli bakteriler nedeniyle hayatin1 kaybettigini ve bu saymin 2050°de 10 milyona
ulasabilecegini ongérmektedir (O’ Neill, 2016; WHO, 2017).

CDC tarafindan yayinlanan 2020 yil1 verilerine gére, ABD’de yilda en az 2,8
milyon kisi antibiyotiklere direngli mikroorganizmalarla enfekte olmakta ve en az
35,000 kisi bu enfeksiyonlar sonucu hayatini kaybetmektedir. Hayvanlar, insanlar gibi,
bagirsaklarinda antibiyotige direncli bakteriler de dahil olmak tizere ¢ok sayida zoonoz
ve kommensal bakteri tasimakta, bu bakteriler de gidalar ile insanlara
bulasabilmektedir ve salginlara yol agabilmektedir (CDC, 2022). MDR igeren
Salmonella suslar1 diinya c¢apinda yayilim gostermekte ve birgok farkli iilkenin
bildirim yapmasini takiben 2019 y1linda DSO, genis spektrumlu beta laktamaz (ESBL)
tireten Enterobacteriaceae tiirlerini halk saghg: i¢in biiyiik risk olusturan "Kritik
Oncelikli Patojenler” listesine eklemistir (WHO, 2017).

Insanlarda  Salmonella enfeksiyonlar1  genellikle tipik — gastroenterit
semptomlariyla seyretmekte, ciddi enfeksiyonlar meydana geldiginde de iiglincii kusak
sefalosporinler ve florokinolonlar araciligiyla tedavi edilmektedir (Montone vd.,

2023). Bu yiizden bu antimikrobiyallere kars1 olusan direng Ozellikle az gelismis



tilkelerde biiylik problemler yaratmaktadir. 2010 yilindan beri artmaya devam eden
MDR S. Infantis suslari, bu diren¢ mekanizmalarinin yaninda, viriilens, yayilim ve
bakteriyel direng gibi parametrelerin artmasiyla sonuclandigi bildirilmektedir (Alvarez
vd., 2023). Bu mekanizmalardan bazilar1 bakterinin kromozomunda meydana
gelirken, bazilar da plazmidler araciligiyla aktarilmaktadir. Ozellikle giiniimiizde S.
Infantis suslarinda bulunan megaplazmid olan (pESI), genellikle genis spektrumlu beta
laktamaz (ESBL; 6rnegin, blaCTX-M) ve sulfonamid (sull) gibi antimikrobiyalleri
igerirken, kromozom araciligiyla nalidiksik asit (gyrA mutasyonu) nitrofurantoin
(nfsA) gibi antimikrobiyallere diren¢ meydana getiren genleri barindirabilmektedir
(Aviv vd., 2014). ampC B-laktamazlari, S. Infantis’in sefalosporinlere karsi direncini

artiran 6nemli bir mekanizmadir.

1.5. Salmonella'min Genomik Yapisi

Salmonella enterica, ortalama 4,5-5,5 milyon baz ¢ifti (Mb¢) uzunlugunda bir
kromozoma sahiptir. Genomu, yaklasik 4,500 ile 5,500 protein kodlayan geni
icermektedir ve bu genler, metabolizma, viriilens, antimikrobiyal diren¢ ve ¢evresel
adaptasyonla iliskili bircok 6nemli mekanizmay1 kontrol etmektedir. Salmonella
genomunda ayrica ribozomal RNA (rRNA) operonlari, transfer RNA (tRNA) genleri
ve mobil genetik elementler de bulunmaktadir (Alikhan vd., 2018; Allard vd., 2016).

Salmonella’nin genomik yapisi, fajlar, plazmidler ve patojenite adalart (SPI-
Salmonella Pathogenicity Islands) gibi mobil genetik elementler agisindan da oldukga
dinamiktir. Salmonella serotipleri arasinda degisiklik gostermekle birlikte, 6zellikle
SPIbolgeleri, bakterinin konagi enfekte etme yeteneginde kritik rol oynar (Connor vd.,
2016). SPI-1 ve SPI-2 adalar1, Tip III Salgi Sistemleri (T3SS) araciligiyla hiicre igine

giris ve makrofaj i¢inde hayatta kalma siireclerini diizenler (Aviv vd., 2014).

Bazi Salmonella serotipleri, plazmidler araciligiyla ek direng ve viriilens
faktorleri kazanabilir. Ornegin, S. Infantis, S. Typhimurium ve S. Enteritidis gibi
serotipler, tasidiklar1 plazmid aracili genler sayesinde antibiyotik direnci ve konak
adaptasyonu agisindan avantaj saglayabilir. Salmonella suslar1 arasinda degisiklik

gostermekle birlikte, genellikle plazmid biiytikliikleri 50 kb ile 300 kb arasinda



degismektedir. Bu plazmidler ESBL ve MDR gibi 6zellikler igerebilir (Aviv vd., 2014,
Connor vd., 2016; McVey vd., 2022).

Ayrica, Salmonella’nin genomunda transpozonlar, faj entegrazonlari ve
rekombinasyon bolgeleri bulunur. Bu hareketli genetik elementler, bakterinin genetik
cesitliligini artirarak antibiyotik direnci ve viriilens faktdrlerinin kazanilmasina olanak
tanir. Bu nedenle, Salmonella’nin genomik yapisi, evrimsel adaptasyonu, konak
patogenezi ve halk sagligi agisindan 6nemli bir arastirma alani olmaya devam

etmektedir (Montone vd., 2023; Raphenya vd., 2022).

Salmonella enterica serovarlari, SPI, T3SS, adezyon proteinleri ve ¢esitli
toksinler gibi birgok viriilens faktorii igermektedir. SPI-1 ve SPI-2, Salmonella’nin
konaga invazyonunu ve makrofaj i¢inde hayatta kalmasini saglayan en kritik patojenite
adalaridir (Alikhan vd., 2018; Alvarez vd., 2023). SPI-1, enterosit hiicrelerine giris
icin gerekli invA, SipA ve sipC gibi genleri barindirirken, SPI-2, Salmonella’nin hiicre
ici ortamda replike olmasini ve immiin kagis mekanizmalarin1 destekleyen sseB ve

sseC genlerini kodlar (Marcus vd., 2000; Schlumberger vd., 2006).

Salmonella'da antimikrobiyal direng ¢esitli genetik mekanizmalarla
saglanmaktadir. Sulfonamidlere kars1 direng, sull, sul2 ve sul3 genleri araciligiyla
dihidropteroat sentetaz enziminde modifikasyon yapilarak antibiyotigin etkisinin
engellenmesi ile gerceklesir (Sart ve Can, 2021). Kinolon direnci, gyrA ve parC
mutasyonlart yoluyla DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerinin modifikasyonu
veya gnrB, gnrD, gnrS gibi plazmid aracili direng genleri ile saglanir. Beta-laktam
antibiyotiklere karsi direng, 6zellikle blaTEM, blaCTX-M ve blaOXA gibi beta-
laktamaz genleri tarafindan saglanmakta olup, bu genler antibiyotigi hidrolize ederek
etkisiz hale getirir (Wang vd., 2017). Kloramfenikollere kars1 direng, floR ve catAl
genleri araciligryla efluks pompalarinin aktivasyonu veya asetil transferazlar yoluyla
antibiyotigin inaktivasyonu ile gerceklesir. Aminoglikozid direnci, aac(6'), ant(3") ve
aph(3') gibi enzimler tarafindan saglanarak antibiyotigin etkisi bloke edilir
(Chuanchuen ve Padungtod, 2009). Tetrasiklinlere kars1 direng ise, tetA, tetB, tetC gibi

genler aracilifiyla efluks pompalarinin aktivasyonu veya ribozomal koruma
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proteinlerinin ekspresyonu ile gergeklesmektedir. Bu diren¢ mekanizmalari,
Salmonella'nin ¢evresel baskilara adaptasyonunu artirarak antibiyotik tedavilerinin

etkinligini azaltmaktadir (Punchihewage-Don vd., 2024).

1.6. NGS ve Epidemiyolojik Kullanim

NGS, bakteriyel genomlarin tamaminin dizilenebilmesini saglayan yiiksek
verimli bir teknolojidir. Bu teknoloji bakterilerin genetik yapisini, patojenite
faktorlerini, antibiyotik diren¢ genlerini ve evrimsel iliskilerini detayli bir sekilde
analiz etme imkan1 sunar. Klasik molekiiler tiplendirme yontemlerine kiyasla, NGS
daha yiiksek ¢ozliniirliik saglayarak suslar arasindaki tek niikleotid polimorfizmlerini
(Single Nucleotide Polymorphisms, SNP) hassasiyetle tespit edebilmektedir (Bansal
vd., 2005). Epidemiyolojik ¢aligmalar, salgin arastirmalar1 ve gida giivenligi izleme
programlarinda NGS’nin kullanimi giderek yayginlasmaktadir (Ashton vd., 2016).
NGS yontemleri giiniimiizde kisa ve uzun okuma seklinde iki farkli teknolojik yontem
kullanilarak uygulanmaktadir. Bu yontemlerden olan uzun okuma teknolojisi kisa
okuma teknolojisine gore daha az bilgisayar giicii gerektirmesi, ger¢ek zamanl
dizileme yapmaya imkan vermesi ve daha uzun genom dizileri olusturmaya olanak
sagladigindan dolay1 giintimiizde sik¢a kullanilmaktadir (Karst vd., 2021). Uzun
dizileme teknolojisinin en 6nemli 6zelliklerinden biri olan rekombinasyonlari, tekrar
eden bolgeleri ve kromozom/plazmid ayrimini tespit edebilme 6zelligi saglamaktadir.
Bu teknoloji ile bakteriyel suslara ait biitiin ve parsiyel kromozomlar, fajlar ve
plazmidler gibi mobil elementlere ait DNA dizileri hizli ve dogru bir sekilde ortaya
konulabilmektedir (Raphenya vd., 2022).

NGS ¢alismalar1 kapsaminda dizilemesi yapilan Salmonella sayisinda diinya
genelinde bir artig goriilmektedir. Diinyada benzer ¢aligmalari yapan baglica kurumlar
olan ABD Gida ve lIlag Dairesi (FDA) (Allard vd., 2016), PulseNet International
(Nadon vd., 2017), Wellcome Trust Sanger Centre (Connor vd., 2016), Public Health
England (Ashton vd., 2016) ve Denmark Technical University (DTU)
(Leekitcharoenphon vd., 2014) yer yil kendi laboratuvarlarinda rutin olarak
Salmonella ile ilgili yiizlerce tim genom dizileme ¢aligmasi gergeklestirmektedir.
Giliniimiizde NGS caligmalar1 sonucunda ortaya c¢ikan biiylik veri (Big Data)

bilgilerinin analizi, biyoinformatik analizler olarak adlandirilmakta ve bu analizlerin
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gerceklestirilebilmesi i¢in biyoinformatik is akislar1 yazilmaktadir. Bu sayede elde
edilen verilere ait sonuglarin standardizasyonu, tekrarlanabilirligi, ulagilabilirligi ve
kolaylastirilmasinin saglanmasi ihtiyaci giderilmektedir (Bansal, 2005). Bu ¢aligsmalar
sonucu ortaya c¢ikan verilerin analizinin = gergeklestirilmesi  biiyiikk  veri
manipiilasyonlar1 ve uzmanlik gerektirdigi i¢in biiyiik bir altyap1 gerektirmektedir.
Laboratuvarlar bu sorunun tiistesinden biyoinformatik uzmanlar1 ve ortaya ¢ikan bu
biiyiik verilerin analizini gergeklestirebilen yiiksek islemcili bilgisayar (HPC)’lar ile
gelmektedirler. Bu gibi merkezler, ortaya ¢ikan bu biiyiik verinin analizinin diger
verilerden farkli olmasi ve biyoinformatik uzmani kisiler gerektirmesinden dolay1,
standardize edilmis “pipeline” (is akisi)’lar araciligiyla otomatize ederek

gerceklestirmektedir.

WGS c¢aligmalar1 tamamlandiktan sonra epidemiyolojik iliskileri genotipik
verileri kullanarak gdstermek adma ¢o6ziiniirliigli normal MLST yonteminden fazla
olan Tiim Genom Multilocus Sequence Typing (WgMLST) ve Core Genome
Multilocus Sequence Typing (cgMLST) gibi yontemler kullanilarak suslar arasinda
genomik benzerlikler sekans tipleri ve SNP farklarina gore ortaya konabilmektedir.
Kullanilan gen sayist ve bu genlerin biyiikliiklerine gore birbirinden ayrilan bu iki
yontem kullanilarak olusturulan iki farkli online veri bankasi, EnteroBase
(http://enterobase.warwick.ac.uk)  (Alikhan vd., 2018) ve PGAdb-builder
(http://wgmlstdb.imst.nsysu.edu.tw/) (Liu vd., 2016) bulunmaktadir. Yukaridaki gibi
veri tabanlariin kullanimi her ne kadar standardize bir yontem gibi goriinse de WGS
sonuglart analiz edilirken kullanilan farkli biyoinformatik araclar ve programlar da

elde edilen sonuglar1 dramatik bir sekilde etkileyebilmektedir (Seoane vd., 2021).

WGS verileri ve Orneklere ait metaveriler kullanilarak gerceklestirilen
genomik epidemiyoloji, bakteriyel patojenlerin molekiiler diizeyde takibini saglayarak
hastaliklarin kaynagini belirlemek, bulas zincirlerini tespit etmek ve halk sagligina
yonelik onlemler gelistirmek amaciyla kullanilmaktadir (Alcock vd., 2020). Pek ¢ok
farkli patojen i¢in de kullanilabilen bu yontem S. Infantis i¢in de son yillarda diinya
genelinde gida kaynakli etkenlerin tespiti i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
(Leekitcharoenphon vd., 2014; Pang vd., 2012; Zankari vd., 2012). Son yillarda
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genomik epidemiyoloji, sadece salginlarin kaynagini belirlemekle kalmamis, ayni
zamanda yeni ortaya ¢ikan diren¢ mekanizmalarinin tespit edilmesinde de kritik bir rol
oynamistir. PulseNet ve GenomeTrakr gibi kiiresel veri tabanlari, S. Infantis
genomlarinin ger¢ek zamanli analizini saglayarak halk saglig1 otoritelerinin bu direng
mekanizmalarinin anlagilmast ve acil halk sagligi aksiyonlarmin alinmasina olanak

tanimaktadir (Brown vd., 2019; Carrigo vd., 2013; Connor vd., 2016).

Avrupa Birligi'nde yapilan genomik epidemiyoloji ¢aligmalari, S. Infantis’in
PESI-Megaplasmid tagiyan klonlarinin hizla yayildigini ve bu suslarin genellikle MDR
ozelligi gosterdigini ve bu durumun antimikrobiyal direng agisindan biiyiik problemler
yarattigini ortaya koymaktadir (Alba vd., 2020, Alba vd., 2023, Alvarez vd., 2023;
ECDC, 2024; EFSA, 2019). Ornegin; EFSA’nm 2019 yilinda gergeklestirdigi genis
capli calismada, kanatli hayvanlardan izole edilen S. Infantis suglarinin insan kaynakli
enfeksiyonlarla genetik olarak biiyiik benzerlik tasidigi ve ¢cogunun florokinolon ve
genis spektrumlu beta-laktam antibiyotiklere direngli oldugu belirlenmistir (EFSA,
2019). CDC ise ABD’de 2014-2020 yillar1 arasinda siiregelen S. Infantis salginlarini
inceleyerek, bu suslarin kanatli etiyle iligkili oldugunu ve plazmid aracili direng genleri

tasidigin1 ve MDR suglarinin bu salginlarda oldugunu tespit etmistir (CDC, 2022).

Bu nedenle, S. Infantis’in genomik epidemiyolojisi, kiiresel saglik otoriteleri
tarafindan halk sagligi risklerini en aza indirmek, antibiyotik direng¢li suslarin
yayilimini izlemek ve gida giivenligini saglamak amaciyla aktif olarak kullanilan bir
ara¢ haline gelmistir. Yapilan c¢aligmalar, genomik izleme sistemlerinin
yayginlagtirilmasi gerektigini ve yiiksek risk tasiyan MDR S. Infantis suslarinin
Ozellikle kanatli hayvanciligi basta olmak iizere gida iiretim zincirinde siki denetim

altina alinmas1 gerektigini ortaya koymaktadir.

1.7. Bakteriyel Evrim

Bakteriler, hizl1 adaptasyon yetenekleri ve genis ekolojik yayilimlari sayesinde
diinyadaki en basarili mikrobiyal gruplardan biri olarak kabul edilir. Bakteriyel evrim,
mutasyonlar, genetik rekombinasyon ve Ozellikle horizontal gen transferi (HGT)

yoluyla sekillenir (Ochman vd., 2000). Bu siiregler, bakterilerin antibiyotik direnci
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kazanmasina, konak uyum mekanizmalar1 gelistirmesine ve yeni metabolik islevler
edinmesine olanak tanir (Davies ve Davies, 2010). Ozellikle antibiyotik direnci,
bakteriyel evrimin en iyi belgelenmis drneklerinden biridir. Ornegin, Escherichia coli
ve Klebsiella pneumoniae gibi patojenlerde B-laktamaz genlerinin tasinabilir genetik
elementlerle yayilmasi, bu bakterilerin genis spektrumlu antibiyotiklere karst direng
gelistirmesine neden olmustur (Bush ve Bradford, 2016). Benzer sekilde, metisiline
direngli Staphylococcus aureus (MRSA) suslari, mecA geni araciligiyla B-laktam
antibiyotiklerden ka¢inmay1 basarmis ve kiiresel bir saglik tehdidine dontismiistiir
(Lakhundi ve Zhang, 2018).

Bakterilerin evrimsel siirecleri yalnizca direng kazanimiyla sinirli degildir;
aynt zamanda patogenez, simbiyotik etkilesimler ve cevresel adaptasyonlar gibi
biyolojik islevlerde de ©nemli degisimlere neden olur. Ornegin, Salmonella
enterica’nin farkli konak tiirlerine uyum saglamasi, gen kayiplart ve yeni gen
kazanimlariyla sekillenen bir evrimsel siirectir (Langridge vd., 2015). Son yillarda
WGS ve filogenomik analizler, bakterilerin evrimsel dinamiklerini incelemekte kritik
bir rol oynamaktadir (Didelot vd., 2012). Bu yontemler, bakteriler arasindaki genetik
akisin, popiilasyon yapisinin ve tiirler aras1 adaptasyonun daha iyi anlasilmasini
saglamaktadir. Bakteriyel evrimi anlamak, yalnizca temel mikrobiyoloji agisindan
degil, ayn1 zamanda halk sagligi, tarim ve biyoteknoloji alanlarinda da biiyiik dneme
sahiptir.

1.8. Biyoinformatik Analizler ve Veri Standardizasyonu

Bakterilerde biyoinformatik analizler genellikle bir dizi belirli asamadan
olusur. ilk olarak, genomik verilerin elde edilmesi i¢in uygun bir sekanslama teknigi
secilir ve bakteri 0rnegi ilizerinde sekanslama iglemi gerceklestirilir. Ardindan, elde
edilen sekans verileri temizlenir ve kalite kontroliinden gegirilir, boylece dogru ve
giivenilir sonuglar elde edilir. Daha sonra, temizlenmis veriler bir dizi analiz
asamasindan gegirilir. Bu analizler arasinda genom montaji, gen tanimlama, gen
varyant1 analizi, filogenetik analiz ve fonksiyonel analiz bulunabilir. Genom montaj,
kisa DNA dizilerinin birlestirilerek bakteri genomunun tamaminin olusturulmasi
islemidir. Gen tanimlama asamasinda ise, monte edilmis genom {iizerinde potansiyel

genlerin tanimlanmasi ve anotasyonu yapilir. Gen varyanti analizi, farkli bakteri
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suslar1 arasindaki genetik farkliliklarin belirlenmesini saglar ve bu farkliliklarin
fenotipik Ozellikler iizerindeki etkileri incelenir. Filogenetik analiz, bakterilerin
evrimsel iliskilerini ve soy agac¢larini ortaya ¢ikarmak igin kullanilirken, fonksiyonel
analizde ise tanimlanan genlerin fonksiyonlar1 ve biyolojik siireclerdeki rolleri
belirlenir. Bu agamalarin tamamlanmastyla, bakterilerin genomik verilerinden énemli
bilgiler elde edilir ve bu bilgiler genetik yapilari, evrimlerini, cevresel adaptasyonlarini
ve patojenik mekanizmalarin1 anlamamiza yardimci olur (Carhuaricra-Huaman vd.,

2024; Carrigo vd., 2014).

Bakterilerde biyoinformatik analizlerde tekrarlanabilirlik, sonuglarin
giivenilirligini saglamak icin 6nemlidir. Bu analizler genellikle biiyiik miktarda veriyle
calisirlar ve birgok farkli parametreyi icerirler. Tekrarlanabilirlik, ayn1 analizlerin veya
islemlerin farkli zamanlarda veya farkli arastirmacilar tarafindan tekrarlanabilme
yetenegini ifade eder. Bu durum, sonuglarin dogrulugunu ve giivenilirligini
degerlendirmek igin kritik dneme sahiptir (Montone vd., 2023). Ozellikle bakterilerde,
farkli suslar arasindaki genetik ve fenotipik varyasyonlarin incelenmesi genellikle
tekrarlanabilir analizler gerektirir. Ayn1 zamanda, bakteriyel genomlarin karmasikligi
ve degiskenligi nedeniyle, tekrarlanabilirlik, elde edilen sonucglarin dogru bir sekilde

yorumlanmasini saglamak i¢in 6nemlidir (Garfias-Gallegos vd., 2022).

Farkl1 biyoinformatik is akisi ¢esitleri ve platformlar1 arasinda tercih yaparken
dikkate alinmas1 gereken avantajlar ve dezavantajlar bulunmaktadir. Bunun haricinde
Galaxy (Galaxy Project, n.d.), BV-BRC (BV-BRC, n.d) ve InsaFLU (Borges vd.,
2018) gibi online platformlar ise kullanici dostu arayiizleri ve kolay paylasim
imkanlariyla ©6ne c¢ikar, ancak sinirli Gzellestirme secenekleri, bagimlilik ve
yiiklenebilecek veri kisitlamalar1 yiliziinden dezavantajlart bulunmaktadir (Wratten
vd., 2021). Hangi platformun segilecegi, kullanicilarin deneyimleri, gereksinimleri ve
tercihleri dogrultusunda belirlenmelidir. Gelistirilen is akiginin gereksinimleri ve
hedefleri dikkate alinarak en uygun platformun secilmesi 6nemlidir (Garfias-Gallegos

vd., 2022; Wratten vd., 2021).
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Geleneksel olarak komut satir1 tabanli veya “bash script”’ler kullanilarak
olusturulan is akislari, esneklik ve kontrol saglar, ancak karmagiklik ve hata egilimi
gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bununla birlikte, Nextflow (Di Tommaso vd.,
2017), Snakemake (Koster vd., 2012) ve Workflow Description Language (WDL)
(Voss vd., 2017) gibi kullanim1 scriptlerden daha kolay olan platformlar, otomatik
paralellestirme ve tasinabilirlik gibi avantajlar sunar, ancak 6grenme egrisi ve bazen
performans acgisindan dezavantajlar1 olabilir. Giinlimiizde mikrobiyolojik etkenlere
spesifik gelistirilen bazi is akis1 6rnekleri bulunmaktadir. Ornegin, Mycobacterium
tuberculosis i¢in gelistirilen TB-Profiler araci, tim genom verilerinden antibiyotik
diren¢ mutasyonlarinin hizli ve dogru tespitini saglarken (Coll vd., 2015), SARS-CoV-
2 genom analizinde ARTIC aginin olusturdugu isakisi, multiplex PCR ile elde edilen
genomik verilerin otomatik analizi ve varyant takibi agisindan biiyiik katki saglamistir
(Grubaugh vd., 2017). Ayrica, farkli bakteriyel etkenler i¢in optimize edilmis genomik
analiz is akis1 BacSeq (Chukamnerd vd., 2023), RSYD-BASIC (Steinke vd., 2023) ve
Bactopia (Petit ve Read, 2020) gibi bir¢cok farkli is akisi oldugunu yayinlarda
goriilmektedir. Ancak, literatiirde Salmonella ve 6zellikle S. Infantis’e 6zgii, optimize
edilmis ve otomatiklestirilmis bir is akisinin bulunmamasi, bu alanda gelistirilecek

yeni is akislarinin 6nemini ortaya koymaktadir.

Bu tez calismasinda, 2020-2024 yillar1 arasinda kanathi kiimeslerinden elde
edilen S. Infantis suslarinin antimikrobiyal direng (AMD) profillerinin tiim genom
dizileme yontemi ile  belirlenmesi, yillar igerisindeki  degisimlerinin
karsilastirilmasinin yapilmasi, bolgesel olarak dagilimlari ve birbirleri arasindaki
epidemiyolojik iligkilerin arastirilmast amaglanmistir. Bununla birlikte her bir susa ait
gen dizilerindeki benzer bolgeler hizalanarak olusturulacak hizalama verileri ile en
uygun filogenetik agacin ¢izilmesi ve farkli yerlerden izole edilmis olan suslar
arasindaki filogenetik iliskinin incelenmesi hedeflenmistir. Son olarak, bu ¢alisma
kapsaminda gelistirilen biyoinformatik analiz yontemi S. Infantis’in NGS ile teshis
edilebilmesi i¢in bir ig akis1 ileride yapilacak olan diger biyoinformatik analizlerin
standardizasyonu i¢in bir oneri gelistirilmis olup, yapilacak diger ¢caligmalar igin bir

ornek model tegkil etmesi amaglanmistir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Calisilacak Suslarin Belirlenmesi

Bu tez ¢calismasinda, 2020-2024 yillar1 arasinda kanatli kiimeslerinin altlik, toz,
cevresel, kemirici, yem ve su orneklerinden “ISO 6579 Salmonella izolasyon ve
Identifikasyon Metodu” ile izole edilerek Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi,
Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonunda saklanan S. Infantis suslari
tekrardan canlandirilarak kullanildi. Bu suslardan, her yildan 2 adet olmak iizere

toplam 10 sus rastgele segildi.

2.2. Segilen Suslarin Aktivasyonu ve Dogrulanmasi

Secilen suslar “ISO 6579 Salmonella Izolasyon ve Identifikasyon Metodu™
(ISO 6579:1:2007) kullanilarak tekrardan canlandirildi. Bu amagla, se¢ilen suslar ilk
olarak nitruent agar (Merck, Katalog No: 1.05450)’a ekildi. Sonrasinda Rappaport-
Vassiliadis Soya Broth (RVS) (Oxoid, Katalog No: CM0866) ve Muller-Kauffman
Tetrathionate Broth (MKTTn) (OXOID, Katalog No: CM1048) gibi segici
besiyerlerde 24 saat boyunca 41,5°C'de inkiibe edildi. Ardindan, besiyerlerindeki
tireme kontrol edildi ve Salmonella'nin karakteristik bitylime 6zellikleri gézlendi. Eger
bu asamada pozitiflik goriilmediyse, drnekler Xylose Lysine Deoxycholate agar
(Merck, Katalog No: 105289) ve Brilliant Green agar (BGA) (Merck, Katalog No:
70134-500G) gibi secici besiyerlerde 24 saat boyunca 35-37°C'de yeniden inkiibe
edildi. Salmonella siipheli koloniler segilere biyokimyasal testlere tabi tutuldu. Bu
dogrulama siirecinde, oOncelikle SIM Testi (Siilfiir Indol Motilite Testi) ile
Salmonella'nin HzS, indol olusturma ve hareket yetenekleri degerlendirildi. Ardindan,
Triple Sugar Iron Agar (Merck, Katalog No: 91428)’a ekilerek suslarin karbonhidrat
fermentasyon yetenekleri ve gaz iiretme kapasitesi incelendi. Son olarak, Citrate Testi
ile Salmonella'nin sitrat kullanma yetenegi belirlendi. Bu adimlarin tamamlanmasinin
ardindan, Salmonella spp. oldugu dogrulanan oOrnekler, fenotipik antimikrobiyal
duyarlilik testlerine tabi tutuldu. Salmonella spp. oldugu belirlenen suslarin

serotiplendirilmesi Kauffmann-White semasina gore agliitinasyon yoOntemiyle
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yapilarak S. Infantis oldugu belirlenen suslar tez c¢alismasinda kullanilmak iizere

segildi.

2.3. Antibiyotik Duyarhlik Testi

AMD’nin fenotipik olarak belirlenmesi i¢in DSO’niin izlenmesi gerektigini
belirttigi florokinolon (siprofloksasin, ofloksasin, nalidiksik asit), genis spektrumlu
beta-laktamlar, Gi¢lincii nesil sefalosporinler ve siilfametoksazol-trimetoprim gibi halk
saglig1 acisindan 6nemli antibiyotiklere karsi gergeklestirildi. Calisma kapsaminda
kullanilan biitiin yontemlerde pozitif kontrol olarak Salmonella Infantis ATCC 51741

susu kullanildi.

Bu c¢alismada, beta-laktamlar,  florokinolonlar,  aminoglikozidler,
polimiksinler, fenikoller, tetrasiklinler ve stilfonamid-trimetoprim kombinasyonu gibi
farkli antibiyotik siniflar1 test edildi. Bu siniflardan, Pefloksasin (PEF, 5 pg, OXOID,
Katalog No: CT0661B), Polimiksin B (PB, 300 U, OXOID, Katalog No: CT0044B),
Nalidiksik Asit (NA, 30 pg, OXOID, Katalog No: CT0031B), Ampisilin (AMP, 10
ng, OXOID, Katalog No: CT0003B), Ceftriakson (CRO, 30 ug, OXOID, Katalog No:
CT0417B), Cefoperazon (CFP, 30 pg, OXOID, Katalog No: CT0193B),
Kloramfenikol (C, 30 ng, OXOID, Katalog No: CT0013B), Ofloksasin (OFX, 5 ng,
OXOID, Katalog No: CT0446B), Siprofloksasin (CIP, 5 pg OXOID, Katalog No:
CT0425B), Siilfametoksazol-Trimetoprim (SXT, 25 pg, OXOID, Katalog No:
CT0052B), Amikasin (AMK, 30 pg, OXOID, Katalog No: CT0107B), Imipenem
(IPM, 10 pg, OXOID, Katalog No: CT0455B), Sefazidim (CAZ, 30 pg, OXOID,
Katalog No: CT0412B) ve Ampisilin/Sulbaktam (SAM, 20/10 pg, OXOID, Katalog
No: CT0520B), Tetrasiklin (TET, 30 pg, OXOID, Katalog No: CT0054B) ve
Streptomisin (STR, 10 pg, OXOID, Katalog No: CT0047B) antibiyotik diskleri
kullanildi. Bu antibiyotiklerin S. Infantis suslar1 {lizerindeki etkileri disk difiizyon
yontemi kullanilarak degerlendirildi. Avrupa Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon
Hastaliklar1 Dernegi (EUCAST)’nin ve Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii
(CLSI)’niin kirilim noktalar1 referans alinarak antibiyotik duyarlilik testleri yapildi.
Calisma sonucunda elde edilen fenotipik veriler antibiyotiklere kars1 direng gelisimi

acisindan WGS ile biyoinformatik analizler yardimiyla karsilastirildi.
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[zole edilen suslar Brain Heart Infusion Broth (BHI, OXOID CMO0225)
icerisine transfer edilerek 37°C’de, tiirbiditesi 0,5 McFarland standardina gelinceye
kadar inkiibe edildi ve spektrofotometre (UV-Vis) kullanilarak dogrulandi. Broth
igerisindeki kiiltiiriin 625 nm dalga boyunda 0,08-0,13 araliginda sabitlendigi deger
EUCAST standardina gére optimum olarak degerlendirildi. Tiirbidite ayarlandiktan
sonra steril svab, kiiltlir icerisine daldirilip tliplin ¢eperinde siizdiiriilerek 4 mm
kalinligindaki Mueller Hinton Agar (OXOID, CM0405) yiizeyine yayildi. Agar yiizeyi
kuruduktan sonra antibiyotik diskleri yerlestirilerek, 15 dakika icerisinde 37°C’de 24

saat inkliasyona alindu.

2.4. Niikleik Asit izolasyonu ve Kiitiiphane Hazirhg

Nutrient agarda saf olarak tiretilmis suslardan tek koloni alinarak, Quick-DNA
Fungal/Bacterial Miniprep Kit (Zymo Research, US, Katalog No: D6005) kiti ile Gram
negatif bakteriler i¢in izolasyon metoduyla iireticinin talimatlarina gore total niikleik
asit izole edildi. UV 1sikta biyomolekiillerin sahip oldugu absorbsiyon sayesinde optik
yogunluk dl¢meye yarayan “NanoDrop ND-1000" spektrofotometre cihazi araciligi ile
elde edilen niikleik asitlerin absorbsiyon degerleri 6l¢iilerek; uygun konsantrasyon ve

saflikta elde edilen dizileme islemine kadar -20°C’de saklandi.

Tiim suglarin total niikleik asit drneklerinin DNA konsantrasyonlar1 Qubit 3.0
Fluorometer (Invitrogen, Singapur) cihazi ve dsDNA High-Sensitivity Assay kit (Life
Technologies, USA, Katalog No: Q32851) kiti kullanilarak ol¢iildii. Kiitiiphane
hazirlig1 i¢in gerekli olan 48 ul DNA her 6rnekten ayr1 ayri alindi ve sonrasinda DNA
repair mix ile hazirlandi. Native Barcode Ligation asamasi i¢in her drnege farkli bir
barkod baglandi. Bir sonraki asamada adaptor ligasyonu ve clean-up asamalari
Adapter Mix Il, Ligation Reaction Buffer ve T4 DNA Ligase’in eklendigi 65 ul’lik bu
havuz igerisinde toplandi. Manyetik boncuk clean-up asamasi gergeklestirirken
AMPure XP beads (Beckman Coulter, UK, Katalog No: A63881) kullanild1 ve her
clean-up asamasindan sonra Olgiimleri yapilarak ¢aligmanin dogrulugu garanti altina
alindi. Barkodlanmis sekans kiitiiphanesi hazirligi, 700 ng 6rnek ve DNA Native
Barcoding Genomic DNA kit (SQK-LSK109) - Oxford Nanopore Technologies
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(ONT, UK) kullanilarak tamamlandi. Sonrasinda hazirlanan kiitiiphane FLO-PRO002
akighiicresine yiiklendi ve PromethION (ONT, UK) cihazinda 72 saat dizilendi.

2.5. Biyoinformatik Analiz Asamalari

Biyoinformatik analiz siireci, sekanslama sonrasi elde edilen ham verilerin
fastq dosyasina doniistiiriilmesi ile bagladi. Kalite kontrol ve 6n isleme adimlari
gerceklestirildikten sonra montajlama islemi gerceklestirildi. Montaj kalitesi
degerlendirilip sonrasinda referans genom (LN649235.1, Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Infantis genome assembly SINFA, chromosome) ile hizalayarak
varyant analizi gergeklestirildi. Montajlama islemi sonucunda elde edilen kontigler ile
MLST, cgMLST, antimikrobiyal direng profillemesi, viriilens genlerin tespiti, gen
anotasyonlari, gorsellestirmeler hem kromozomal DNA hem de plazmid profilleri i¢in
tamamlandi. Yapilan bu analizlerden sonra filogenetik analizin tamamlanmasi i¢in
benzer genomlar ile karsilagtirmalar gergeklestirildi. Filogenetik analizler sonrasinda

evrimsel olarak suslarin yapis1 incelendi.

2.5.1. Kalite Kontrol ve Veri On isleme

Sekanslama sonucunda elde edilen okumalar1 igeren PODS5 dosyalart dorado
basecaller (Oxford Nanopore Technologies, 2023) ile demultiplex islemi
gerceklestirilerek fastq formatina ¢evirildi. Her bir barkod i¢in ayr1 ayri elde edilen
fastq dosyalari, birlestirildikten sonra FastQC v0.11.5 (Andrews, 2010) ve MultiQC
(Ewels vd., 2016) araci ile; sekans dosyasina ait basit istatistik, baz diizeyinde sekans
kalitesi, sekans diizeyinde kalite degerlerinin dagilimi, baz ve sekans diizeyinde “GC”
icerigi, okunamayan sekans igerigi, sekans uzunluk dagilimi, sekans tekrar diizeyi ve
Kmer igerigi tizerine kalite raporu olusturmak icin kullanildi. Bu islemin ardindan
veriler fastp (Chen vd., 2018) araci kalite degerlerine gore filtrelendi. Filtreleme
isleminde uzun okuma sistemleri kullanildigindan dolayr minimum kalite skoru “7”

olarak secildi.

20



2.5.2.Okuma Kilasifikasyonu

Bu c¢alismada, dizileme sonrasi elde edilen okumalarin taksonomik
klasifikasyonu i¢in Kraken2 (Wood vd., 2019) arac1 kullanildi. Klasifikasyon islemi,
Standart 8GB Kraken2 veri tabani (Versiyon, 12/28/2024) ile gergeklestirildi. Analiz
siirecinde, her O6rnege ait okuma verileri Kraken2 ile islenmis ve tiir diizeyindeki

smiflandirmalar belirlendi.

2.5.3.Montaj (Assembly) ve Kalite Degerlendirme

Trimming islemi yapilmis diziler, dizi uglariin eslestirilmesi ve daha sonra
montaj islemi i¢in Flye (Kolmogorov vd., 2019, siirim 2.9.3-b1797) program ile
montaj islemi gergeklestirildi. Montaj islemi, Flye yazilimi kullanilarak filtrelenmis
ve trimlenmis Nanopore dizileri ile gergeklestirilmis olup, parantez icindeki
parametreler (flye nano-raw fastq_files.fastq --genome-size 5m --threads 12 --out-dir

) kullanildi. Elde edilen sonuglar kayit altina alindi.

Montaj sonuglar1 Bandage (Wick, 2015) programi ile “.gff” dosyalar
yardimiyla gorsel olarak degerlendirildi. Degerlendirme yapildiktan sonra kontiglerin
derinlik, say1 ve N50 degerleri kayit altina alindi ve kendi i¢inde karsilastirildi.
Olusturulan draft genomlarin kalitesini 6lgmek i¢in QUAST v 4.3 (Gurevich vd.,
2013) ve BUSCO (Manni vd., 2021) programlar1 kullanildi. Olusturulan genomlarin
yakin oldugu susu bulabilmek adina BLAST yontemi ve ANI yontemi kullanilarak

referans genoma olan benzerlikleri hesaplandi.

Bu calisma kapsaminda degerlendirilen suslarin i¢inde hangi varyantlar
oldugunu degerlendirmek adina bir dizi analiz gerceklestirildi. Bu analizler i¢in ilk
olarak ham veriler referans genoma (LN649235.1, Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Infantis genome assembly SINFA, chromosome) minimap2 (Li, 2018)
programi ile hizalandi. Olugsan bam gore hizalandirma (Danecek vd., 2021), SNP’lerin
ve diger yapisal varyantlarin tespiti i¢in Clair3 (Yu vd., 2023) programi kullanildi. Bu
program, trimming islemi sonucu elde edilen yiiksek kaliteli ONT okumalar1 ile

gerceklestirildi. Elde edilen vcf dosyalar1 bam formatina gevrildikten sonra sirasiyla,
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samtools sort, index ve markdup fonksiyonlar1 kullanilarak farkli mutasyon ve

varyantlari tespit edebilmek i¢in variant calling islemi tamamlandi.

Varyant ¢agirma islemi sonrasinda elde edilen vcf dosyalar1 kullanilarak snpEff
(Cingolani  vd., 2012) programi ve snpEfflin kendi i¢inde olan
“Salmonella_enterica_serovar_Infantis” veri tabami kullanilarak  varyantlarin
anotasyonlari yapildi. Anotasyon isleminden hemen 6nce beftools (Danecek vd., 2021)
arac1 ile kalite degeri 20’nin altinda olan varyantlar filtrelendi. Varyantlarin
anotasyonlari, filtrelenmeleri ve cagirma islemleri tamamlandiktan sonra ivar

(Grubaugh vd., 2019) programi kullanilarak her sus igin consensus genom olusturuldu.

2.5.4.Genom Anotasyonu

Elde edilen dizilerle, Prokka (Seeman, 2014) araci kullanilarak sekansin gen,
CDS, tRNA, rRNA protein vb. anotasyonlari yapildi. Gen anotasyon analizi
sonucunda test edilen suslarin kendi tiirii icerisindeki diger suslarda bulunan genlerle
homolog ve 6zgiin (tekil) olan gen sayilar1 belirlendi. Her 6rnek i¢in yapilan bu iglem
sonucunda elde edilen sonuglar kontrol edildi. Bu kontrol gerceklestirilirken
Salmonella’da olmasi beklenen gen sayist (~4200), rRNA genleri ve pseudo gen

sayisinin %10’dan az olmasi gibi kriterler g6z 6niinde bulunduruldu.

Bakteriyel genom gorsellestirmeleri Proksee.ca (Grant vd., 2023) platformu
kullanilarak gercgeklestirildi. Bu platform, prokaryotik genomlarin kapsamli bir sekilde
analiz edilmesini saglayarak, gen anotasyonu, mobil genetik elementlerin tespiti ve
AMD profillemesi gibi cesitli biyoinformatik analizleri entegre etmektedir. Montaj
sonugclar bu siteye yiiklendikten sonra, Prokka araci ile genom anotasyonu yapildi ve
genler, tRNA'lar ile rRNA'lar tespit edildi (Seemann, 2014). Anotasyon sonrasinda,
genomlarda mobil genetik elementlerin belirlenmesi i¢in MobileOG-db kullanildi ve
suslar arasindaki gen aktarimi analiz edildi (Brown vd., 2022). Yatay gen transferi ile
edinilen bolgelerin tespiti amaciyla Alien Hunter kullanilarak patojenite adalar1 ve
diger mobil genetik elementler belirlendi (Vernikos ve Parkhill, 2006). AMD
profillemesi i¢in, CARD-RGI (Comprehensive Antibiotic Resistance Database —
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Resistance Gene Identifier) yazilimi kullanilarak genomlarda direng genlerinin varligi
tespit edildi (Alcock vd., 2020). Elde edilen analiz sonuglari, gorsellestirme amaciyla
CGView (Stothard, 2005) yazilimi ile halkasal genom haritalarina doniistiirtildi.
Ayrica, genomlarin diger referans dizilerle karsilastirilmasi Microbial Genome

BLAST (Altschul vd., 1990) kullanilarak yapildi ve homolog bolgeler belirlendi.

2.5.5.MLST ve cgMLST Analizleri

S. Infantis suglarinin genotiplendirilmesi amaciyla MLST ve cgMLST
analizleri gergeklestirildi. Bu dogrultuda, sekans tiplerini belirlemek amactyla MLST
analizi, mlst (Seeman, n.d.; Jolley vd., 2018) programi (siiriim: 2.23.0) kullanilarak
gerceklestirildi. S. Infantis icin PubMLST (Jolley vd., 2018) veritabani referans olarak
alinmis ve alel profilleri temelinde sekans tipleri belirlendi. Analizler, aroC, dnaN,
hemD, hisD, purE, sucA ve thrA genlerini igeren yedi lokustan olusan klasik MLST
semasi temelinde yiiriitiildii (mlst --scheme salmonella /*.fasta > mlst_results.txt) ve

%95’1n altinda kalan sonuglar degerlendirme dis1 birakildi.

cgMLST analizi, ChewBBACA yazilimi (stirtim: 2.8.5) kullanilarak gdsterildi.
Analizlerde, “Salmonella enterica” igin olusturulmus INNUENDO c¢gMLST semasi
referans olarak kullanildi. Bu sema 8,558 lokus igermektedir ve ¢alismada kullanilan
S. Infantis suslarmin genetik iliskilerinin belirlenmesine olanak saglamaktadir. Bu
kapsamda analizler belirli parametrelerle (BLAST Score Ratio (BSR): 0.6, Translation
Table: 11 (Bacterial, Archaeal and Plant Plastid Code), Minimum Locus Length: 5000
bg, Size Threshold: 0,05) ve c¢gMLST “AlleleCall” segenegi kullanilarak
gerceklestirildi. ChewBBACA tarafindan yapilan 6n kontrol sonucunda, kullanilan
INNUENDO cgMLST semasinin eski bir siiriim oldugu tespit edildi. Bu nedenle, sema
dosyas1 PrepExternalSchema komutu ile giincellendi ve ChewBBACA 2.8.5 siiriimiine
uyumlu hale getirildi. Tiim analizler Ubuntu 22.04 LTS isletim sistemine sahip bir
sunucuda gergeklestirildi. Islem sirasinda Intel Core i7-11800H islemci kullanilmis ve
analizler 16 ¢ekirdek CPU ile yiiriitiildi. Elde edilen veriler, suslar arasindaki genetik
farkliliklarin belirlenmesi ve filogenetik analizlerin gergeklestirilmesi i¢in sonraki

agsamalarda kullanildi.
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Sonuglara iligkin allel matrisi in-house kodlar yardimiyla uzaklik matrisine
doniistiiriildii. Sonrasinda fastme (Lefort vd., 2015, versiyon 2.1.6.3) programi ve
Neighbour Joining methodu (Gascuel, 1997) ile olusturulan matrixten filogenetik agag

olusturuldu. Olusturulan bu filogenetik aga¢ ve cgMLST matriksi birlikte analiz edildi.

2.5.6. Genomik Antibiyotik Diren¢ Analizi

Bakteriyel genom montajlar1 kullanilarak kromozomal ve plazmid kaynakli
AMD genlerinin tespiti ve karakterizasyonu gergeklestirildi. Analizlerde ARIBA
(Huntvd., 2017) araciligiyla, CARD (Comprehensive Antibiotic Resistance Database)
(Alcock vd., 2020), NCBI AMR Reference Gene Database (Feldgarden vd., 2019),
ResFinder (Zankari vd., 2012), MEGARes (Doster vd., 2020) ve ARG-ANNOT
(Gupta vd., 2014) gibi gesitli direng gen veri tabanlar1 kullanildi. Direng
mekanizmalarmin siiflandirilmasi, veri tabanindaki tanimlanmis direng gen
kiimeleriyle karsilastirilarak  gerceklestirildi. Kromozomal genlerin direng
mekanizmalar1 ile iligkisi, belirlenen gen dizilerinin referans veri setleri ile
eslestirilmesi yoluyla dogrulandi. Elde edilen AMD sonuglar1 fenotipik veriler ile

karsilastirildi.

2.5.7.Plazmid Analizi

Plazmid kaynakli diren¢ genlerinin belirlenmesi i¢in de CARD, NCBI AMR
ve ResFinder veri tabanlart kullanildi, tespit edilen genlerin montajlar igerisindeki
konumlar1 belirlenerek analiz edildi. MEGARes ve ARG-ANNOT veri tabanlari ile ek
degerlendirmeler yapilarak direng genlerinin farkli veri tabanlar1 arasinda tutarliligi
incelendi. Elde edilen direng profilleri, genomlardaki genetik organizasyonu
degerlendirmek amaciyla gorsellestirilmis ve direng genlerinin montajlar arasindaki

dagilimi tablolar ile 6zetlendi.

Montaj isleminden elde edilen kontiglerden plazmidlere ait olanlar1 Prokka ile
anotasyon islemine tabii tutuldu. Her plazmid i¢in anotasyon islemi tamamlandiktan

sonra bu plazmidlerde bulunan IS elementleri de analiz edildi. Son olarak bu
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plazmidlerde bulunan profaj bolgeleri ve kodlama yapan gen bolgeleri de PHASTEST
(Wishart vd., 2016) programi docker iizerinden analiz edilerek sonuglar kayit altina

alindi.

2.5.8.Filogenetik Analizler

Bu c¢alismada, S. Infantis izolatlarinin tiir ve sus diizeyinde dogru
siniflandirilmas1 amaciyla hem benzerlik tabanli hem de genomik karsilastirma
yontemleri kullamldi. Orneklerin tiir diizeyinde tanimlanmasi igin Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) algoritmasi (Altschul vd., 1990) kullanilarak,
referans veri tabanlarindaki genomlarla karsilastirildi. Daha ayrintili filogenetik
degerlendirme ve sus diizeyinde benzerlik analizi i¢in FastANI (Jain vd., 2018)
kullanilarak izolatlarin ortalama niikleotid benzerligi (ANI) hesaplandi. ANI degerleri
%95'in lizerinde olan ve %100’e yakinlik gosteren suglar ayn tiir i¢inde kabul edildi.
Bu analizler hem kromozomlarin tanimlanmasi hem de plazmidlerin isimlendirilmesi
icin kullanildi. BLAST ve FastANI sonuglar birlikte degerlendirilerek, incelenen

izolatlarin genomik benzerligi detayl olarak analiz edildi.

Filogenetik analizlerde kullanmak adina Kontigler BLAST sonuglarina gore
isimlendirildi. Isimlendirilen 6rnekler SNP filtresi uygulandi. Bu filtreleri gegen
ornekler ile SNP agaci olusturuldu. Sonrasinda NCBI’dan kullanilan 115 genom da
kullanilarak parsnp programi ile suslara SNP bazli ag analizi gergeklestirildi. Bu analiz
sonucunda elde edilen nwk formatindaki filogenetik agac¢ grapetree programi ile
gorsellestirilerek ag analizi sonuglar kayit altina alindi. Olusturulan agacin kontroliinii
yapmak icin ayrica MEGA XI programi kullanildi (Tamura vd., 2021). Ikinci asama
olarak da MEGA sonuglar1 IToL (Letunic vd., 2021) yazilimi ile gorsel agidan

diizenlendi ve SNP ag analizi dogrulandi (treegraph.bioinfweb.info/).

Filogenetik iligkilerin tam olarak desteklenebilmesi i¢in roary ¢iktisi olan core
genom hizalama dosyas: kullanilarak ilk olarak filogenetik aga¢ cizildi. Filogenetik
analizde kullanilan hizalanmig veri seti olup FASTA formatinda diizenlendi.

ModelFinder Plus (MFP) kullanilarak en uygun model belirlenmis ve analizde
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GTR+F+l modeli tercih edildi. Bootstrap analizi 1000 replikasyon ile
gerceklestirilmis, sonucglarin giivenilirligi arttirmak amaglandi. Calisma sirasinda 16
CPU ¢ekirdegi tespit edilmis, ancak maksimum verimlilik i¢in 3 ¢ekirdek kullanilmasi
uygun bulunmustur. Parsimony aga¢ olusturma yontemi olarak Phylogenetic
Likelihood Library (PLL) tercih edilmis ve olusturulan Maksimum Olabilirlik (ML)
agact GTR+F+I modeli kullanilarak optimize edildi. Bu islemler “igtree2 -s
core_gene_alignment.aln -m MFP -T AUTO -B 1000 --prefix core_tree” komutu ile
gergeklestirildi. ModelFinder, 286 farkli DNA modeli iizerinde calisarak en uygun
modeli secmesi saglandi. AIC, AICc ve BIC kriterlerine gore en iyi model
GTR+F+I+G4 (gamma dagilimli) modeli olarak belirlendi. Ancak BIC kriterine gore
GTR+F+I modeli en uygun model olarak se¢ilmis ve nihai analizler bu modelle
yiriitiildi. Secilen GTR+F+I modeli, sabit niikleotid frekanslar1 (F), invariable sites

(I) igeren genel zaman geri doniis modelidir.

2.5.9.Evrimsel Analiz

Bu calismada, S. Infantis’in evrimsel siireglerini incelemek amaciyla toplam
124 genom analiz edildi. Bu genomlardan 115’1 NCBI GenBank’tan “complete
genome” secenegi ile veri tabanindan indirilerek kullanildi. Tiim 6rneklere iliskin
metadata bilgileri ¢ok biiyiik oldugu icin online olarak goriilebilmesi adina link
lizerinde ulasilabilir sekilde GitHub web sitesinde
(https://github.com/cinnetcrash/thesis_tables/blob/main/NCBI_metadata_files.csv)
erisime aciktir. Bu metaveri tablosu, genomlara ait iilke bilgileri, montaj metrikleri ve

genomik ozellikleri icermektedir.

Tiim genomlar kullanilarak evrimsel analiz yapmak icin Oncelikle tim
orneklere ait anotasyon islemleri Prokka kullanilarak gerceklestirildi. Prokka ile
protein kodlayan gen bolgeleri, tRNA ve rRNA anotasyonlar1 ¢ikarilmis ve elde edilen
gff dosyalart ile gen diizeyinde evrimsel iligkiler Roary (Page vd., 2015) ile pangenom
analizi yOntemiyle gergeklestirildi. Pangenom analizine ek olarak genom
bliyiikliigliniin ve aksesuar gen iceriginin degerlendirilmesi amaciyla Roary ve BPGA

(Chaudhari vd., 2016) kullanildi. Roary tarafindan olusturulan hizalanmis pangenom
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matrisi, filogenetik zaman tahmini yapmak, evrimsel atalarin belirlenmesi, evrim
diizeyi ve rekombinasyon Ozelliklerini tespit etmek i¢in BEAST2 (Bouckaert vd.,
2019) analizlerinde giris dosyasi olarak kullanildi. BEAST?2 ile yiiriitiilen analizlerde
Bayesci evrimsel modellemeler “beauti” ile xml dosyasi olusturulduktan sonra
BEAST2 programinda calistirildi. Elde edilen sonuglar “tracer” modiili ile
degerlendirildi. BEAST analizinde 500 milyon Markov Chain Monte Carlo (MCMC)
zinciri uzunlugu kullanilarak yapilan ¢alismada, genellestirilmis Skyline demografik
model secildi. Ornekler arasinda 979 farkli niikleotid varyasyonu (patterns)
bulunmaktadir. Baslangi¢ agaci, sabit popiilasyon biiyiikliigline sahip bir koalesan
model ile olusturulmus ve baslangi¢ popiilasyon biyiikliigii 100 olarak belirlendi.
Aga¢c modeli, HKY (Hasegawa-Kishino-Yano) mutasyon modeli ile modellenmis
olup, gegis/gegisim orani (kappa) 2,0 olarak ayarlandi. Saat modeli olarak log-normal
dagilimli diizensiz (uncorrelated relaxed) molekiiler saat kullanild1 ve ortalama saat
hiz1 (ucld.mean) 1,0, standart sapmas1 ise 0,333 olarak belirlendi. Bayes faktorii
kullanilarak oran dagilimi degerlendirildi ve oran kategorileri tahmin edildi. Ayrica,
poplilasyon biiyiikliigiiniin zamana bagli degisimini modellemek icin 10 boyutlu
Skyline model kullanildi. Analizler sonucunda elde edilen aga¢ ‘“‘treeannotator
programi sayesinde konsensus aga¢ olusturmak i¢in “burn-in” degeri %10 secilerek
kullanildi. Sonrasinda olusturulan aga¢ ITOL programi ile metaveriler ile

birlestirilerek gorsellestirildi.

2.6. Biyoinformatik is Akis1 Gelistirilmesi

Son olarak tiim analizlerin birbirleri ile biitlinlesik bir sekilde ¢alismasini
saglamak amaciyla bir “Nextflow” is akis1 gelistirildi ve analiz siiregleri bu sayede
otomatize edildi. Bu is akist www.github.com/cinnetcrash/gelidonyamr {izerinden
arastirmacilar ile paylasildi ve standardize bir sekilde rapor formati olusturularak, elde
edilen tiim sonuglarin herhangi bir kullanici tarafindan kolay bir sekilde
degerlendirilmesine ve tekrar tekrar ¢alistirilabilmesine olanak saglamaktadir.

Bu is akisinin nextflow kullanilarak gelistirilmesi planlandi. Nextflow, analiz
stireclerini modiiler hale getirerek paralellestirme ve biiyiik veri setleriyle ¢alisma
yetenegi kazandirmaktadir. Ayn1 zamanda Conda araciligiyla bagimlilik yonetimi

saglanarak her bir analiz modiilii i¢in gerekli olan yazilimlarin uyumlu bir sekilde
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calismasi1 garanti altma alindi. Is akisi, farkli platformlarda (Linux, HPC, bulut
sistemleri) ¢alisacak sekilde tasarlandigindan, yiiksek Olgeklenebilirlik ve

tasimabilirlik sunmaktadir.

Is akisi, sadece S. Infantis igin degil, genel olarak Salmonella’lar ve diger gida
kaynakli patojenlerin genomik analizi i¢in kii¢clik modifikasyonlar ile kullanilabilecek
modiiler bir yapida tasarlandi. Bu sayede bu is akisinin, gelecekte benzer
epidemiyolojik ¢alismalar i¢in referans ve standardize sonug lireten bir platform olma

potansiyeli hedeflendi.

2.7. Kalite Kontrolii ve Tekrarlanabilirlik

Gelistirilen i akisinin dogru bir sekilde ¢alistigini gésterebilmek adina ¢alisma
kapsaminda analiz edilen ham verilerin haricinde 10 adet S. Infantis’e ait ham veri
Avrupa Niikleotid Arsivi (ENA)’den indirilerek is akismna girdi olarak kullandi.
Sonuglar1 dogrulayabilmek adina yapilan bu analiz ve tez calismasi sirasinda
kullanilan analizler karsilastirildi. Elde edilen sonuglar sadece is akisinin ¢alistigini

gormek adina yapildi. Analiz sonuglari kayit altina alinmadi.

2.8. Istatistiksel Analiz

Bu ¢aligmada, S. Infantis suslarinda yillara gore AMD genlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir degisim olup olmadigini degerlendirmek amaciyla Kruskal-Wallis
testi uygulandi. Caligmada, 2020-2024 yillar1 arasinda belirlenen direng genleri
sayilar1 y1l bazinda gruplandirilarak Kruskal-Wallis testi ile bu gruplar arasindaki

farklilik istatistiksel olarak analiz edildi.

NGS verileri iizerinde uygulanan kalite kontrol islemlerinin istatistiksel
etkilerini degerlendirmek amaciyla Oncesi ve sonrasi metrikler karsilastirildi.
Analizlerde, aym1 Ornege ait farkli durumlar arasindaki farklar1 test etmek igin
eslestirilmis (paired) T-testi kullanild1 (Tavsancil, 2019). Oncelikle, toplam okuma
sayist, toplam baz miktari, Q30 kalite oran1 ve GC igerigi gibi temel kalite metrikleri

belirlenmis ve istatistiksel analize uygun hale getirildi. Eslestirilmis T-testi, iki bagiml
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veri seti arasindaki ortalama farkin anlamli olup olmadigini belirlemek i¢in uygulandi
(Rosner, 2015). p-degeri < 0,05 oldugu durumlarda, Ho hipotezi reddedilerek anlaml

bir farklilik oldugu sonucuna varildi.

Yapilan tiim istatistiksel analizler kayit altina alind1 ve devamlilig1 bozmamak
adina elde edilen sonuglar ilgili baslhiklarin altinda verildi. Analiz siirecinde,
istatistiksel testler Python programlama dili ve SciPy kiitiiphanesi (Virtanen vd., 2020)
kullanilarak gerceklestirildi.
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3.1. Calsilacak Suslarin Belirlenmesi

Bu tez calismasinda,

3. BULGULAR

farkli

sehirlerde bulunan broyler kiimeslerinin

altliklarindan izole edilen 10 farkli S. Infantis susu rastgele secildi. Secilen suslardan

Omek 5, S. Infantis olmadig1 belirlenerek calismadan ¢ikarildi. Ankara Universitesi

Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali sus koleksiyonundan secilen tim

suslarin 6rnek kodu, izolasyon yeri, tarihi ve yetistirme tiiriinii igeren bilgiler Cizelge

3.1°de gosterildi.

Cizelge 3.1. Calisma igin segilen drneklere ait metaveriler

Ornek Izolasyon Yeri  izolasyon izolasyon Tarihi  Yetistirme
Materyali Tiiri

01 Zonguldak Kiimes 11.06.2022 Broyler
Altlik

02 Balikesir Kiimes 08.08.2024 Broyler
Altlik

03 Aydin Kiimes 3.02.2022 Broyler
Altlik

04 Elazig Kiimes 09.12.2024 Broyler
Althik

06 Bolu Kiimes 24.05.2020 Broyler
Althik

07 Diizce Kiimes 29.03.2020 Broyler
Althik

08 Diizce Kiimes 06.07.2023 Broyler
Althk

09 Mersin Kiimes 15.10.2023 Broyler
Althk

10 Manisa Kiimes 01.02.2021 Broyler
Althk
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3.2.  Antibiyotik Duyarhhk Testi

Ug veya daha fazla antibiyotige direncli olan suslarin MDR (Over vd., 2001)
oldugu bilgisi 151g1nda tiim veriler degerlendirildi. Elde edilen sonuglara gore segilen
dokuz sus i¢in AMD profillemesi sonuglar1 Cizelge 3.2°de verildi. Her bir 6rnek i¢in
tespit edilen fenotipik direng ve direng kategorileri degerlendirildi. Bu degerlendirme
yapilirken CLSI 2024 ve EUCAST 2024 kirilim degerleri gozetilerek Direncli (R),
Olas1 Direngli (I) ve Duyarli (S) olarak isimlendirildi. Cizelge 3.2°de de gosterildigi
gibi, PEF (Pefloksasin) ve NA (Nalidiksik Asit) antibiyotikleri i¢in tiim suslarin
(%100) direngli oldugu belirlendi. AMP (Ampisilin) i¢in suslarin %66,7’si (6/9)
direngli, geri kalan %33,3’1 (3/9) duyarl olarak belirlendi. CAZ (Sefazidim) ve SAM
(Ampisilin/Sulbaktam) i¢in tim Ornekler diren¢li (%100) bulundu. CIP
(Siprofloksasin) i¢in direng orani1 %88,9 (8/9) olarak belirlendi. OFX (Ofloksasin) i¢in
diren¢ oran1 %88,9 (8/9) olarak tespit edildi. Ceftriakson (CFP) i¢in diren¢ dagilima,
%77,8 olast direngli (I), %11,1 direngli (R) ve %11,1 duyarh (S) seklindedir. TMP-
STX (Siilfametoksazol-Trimetoprim) i¢in 6 6rnek direngli (%66,7), 3 6rnek duyarl
(%33,3) bulundu. Tetrasiklin (TET) ve Streptomisin (STR) i¢in %88,9 oraninda direng
saptandi. AMK (Amikasin) i¢in diren¢ orant %66,7 (6/9) olarak hesaplandi. PB
(Polimiksin B) i¢in suslarin biiyiik bir kismi duyarli (%77,8) olup, yalnizca %22,2
olas1 direngli (I) olarak tespit edildi. IPM (Imipenem) igin suslarin %55,6’s1 duyarls,
%44,4°1 olas1 direngli (I) bulundu. Yillara gére dagilim igin istatistiksel olarak Ki-kare
(x?) testi ile analiz yapildiginda p-degeri 0,206 bulundu.
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Cizelge 3.2. Test edilen 9 S. Infantis susunun AMD profilleri

Ornek Numaralar1 ve Antimikrobiyal Diren¢ Disk Yaricapi Sonuglar

Kullanilan Antibiyotik (Yogunlugu ve

rcaltma, 01 02 03 04 06 07 08 09 10

Pefloksasin (5 pg, PEF) 16(R) 13(R) 16(R) 16(R) 16(R) 10(R) 18(R) 12(R) 10(R)
Polimiksin B (300 U, PB) 16(S) 16(S) 16(S) 18(S) 15(S) 11(1) 15(S) 13(S) 12(1)
Nalidiksik Asit 30 (30 pg, NA) 0(R) 0(R) 0(R) 0(R) 0(R) 0(R) 0(R) 0(R) 0(R)
Ampisilin (10 pug, AMP) 0(R) 23(S) 25(S) 0(R) 0(R) 0(R) 0(R) 0(R) 20(S)
Ceftriakson (30 pg, CRO) 24(1) 24(1) 26(1) 25(1) 24(1) 20(1) 21(R) 22(1) 23(1)
Cefoperazon (20 pg, CFP) 12(R) 20(1) 20(1) 12(R) 14(R) 9(R) 10(R) 11(R) 18(1)
Kloramfenikol (30 pg, C) 10(R) 22(S) 21(S) 14(R) 4(R) 12(R) 12(R) 12(R) 18(S)
Ofloksasin (5 pg, OFX) 16(R) 18(R) 18(R) 12(R) 16(R) 12(R) 2(R) 10(R) 24(S)
Siprofloksasin (5 pg, CIP) 18(R) 22(R) 26(S) 16(R) 20(R) 12(R) 16(R) 14(R) 22(R)
Trimetoprim-Siilfametaksazol (25 pg, SXT) 0(R) 26(S) 0(R) 0(R) 18(S) 0(R) 0(R) 24(S) 0(R)
Amikasin (30 pg, AMK) 0(R) 16(R) 14(R) 0(R) 0(R) 0(R) 0(R) 0(R) 14(R)
imipenem (10 pg, IPM) 24(S) 24(S) 26(S) 28(S) 24(S) 22(1) 22(1) 21(1) 22(1)
Sefazidim (30 pg, CAZ) 16(R) 14(R) 14(R) 16(R) 8(R) 8(R) 14(R) 14(R) 14(R)
Ampisilin/Sulbaktam (20/10 pg, SAM) 4(R) 6(R) 4(R) 2(R) 2(R) 2(R) 8(R) 6(R) 8(R)
Tetrasiklin (30 pg, TET) 0(R) 28(S) 0(R) 0(R) 0(R) 0(R) 0(R) 0(R) 0(R)
Streptomisin (10 pg, STR) 0(R) 28(S) 0(R) 0(R) 0(R) 0(R) 0(R) 0(R) 0(R)

*R: Direngli, I: Olasi direngli, S: Duyarli
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Cizelge 3.2’nin analizi sonrasinda suslarda toplam 5 farkli direng profili tespit
edilmistir. Profil 1, en yaygin direng profili olup, tiim 6rneklerde Nalidiksik Asit (NA),
Sefazidim (CAZ), Pefloksasin (PEF), Amikasin (AMK) ve Ampisilin/Sulbaktam
(SAM) antibiyotiklerine karsi direng gdstermektedir (9/9, %100). Profil 2, 8 susta
direng gosteren Streptomisin (STR), Siprofloksasin (CIP), Ofloksasin (OFX) ve
Tetrasiklin (TET) antibiyotiklerini icermektedir. Profil 3 ise 6/9 susta direngli olan
Kloramfenikol (C), Cefoperazon (CFP), Siilfametoksazol-Trimetoprim (SXT) ve
Ampisilin (AMP) antibiyotiklerinden olugmaktadir. Profil 4 sadece Ceftriakson (CRO)
antibiyotigine karsi direng gosteren 1/9 6rnegi kapsarken, Profil 5 ise Polimiksin B
(PB) ve imipenem (IPM) antibiyotiklerine kars: direngli (0/9) 6rnek icermemektedir.

Bu veriler Sekil 3.1’de gorsellestirilmistir.

Farkli Direnc Profilleri ve Kapsadigi Antibiyotik Sayisi

Antibiyotik Sayisi

Direng Profili

Sekil 3.1. Farkli direng profilleri ve kapsadiklari antibiyotik sayisi
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Yillara gore fenotipik antibiyotik direng profillerini igeren Sekil 3.2
incelendiginde, bazi antibiyotiklerde direng seviyelerinin stabil kaldigi, bazilarinda ise
belirgin artis veya azalis egilimleri oldugu gozlendi. PEF (Pefloksasin) ve NA
(Nalidiksik Asit) i¢in direng tiim yillarda stabil olarak %100 seviyesinde kaldi. CIP
(Siprofloksasin) ve OFX (Ofloksasin) direng seviyeleri genel olarak yiiksek oldugu
goriildii. Tetrasiklin (TET) ve Streptomisin (STR) i¢in 2020-2023 yillarinda yiiksek
direng oranlar1 gériilmiis, ancak 2024 yilinda direngli sus sayisinda bir miktar azalma
(n=1, %8,3) oldugu tespit edildi. CAZ (Sefazidim) ve SAM (Ampisilin/Sulbaktam)
icin direng oranlari tiim yillarda %100 olarak kaldig1, herhangi bir degisiklik olmadig1
tespit edildi. TMP-STX (Siilfametoksazol-Trimetoprim) i¢in direng orani 2020’de
yiiksek iken, 2021°de belirgin (n=3, %25) bir diisiis gosterdigi, ancak 2023 ve 2024
yillarinda tekrar artis egilimi gosterdigi belirlendi. AMK (Amikasin) icin direng
seviyeleri 2020-2022 arasinda yiiksek seyretmis, 2023 te azalmis, ancak 2024 ’te tekrar
artis gosterdigi gorildii.

Yillara Gére Fenotipik Antibiyotik Direnci (Yigilmis Alan Grafigi)

Antibiyotikler
AMK
. AMP
mm C
L N v.vi
e CFP
W ae
= CRO
mmm NA
OFX
= PEF
. SAM
. TET
S TMP-STX

Direncli Antibiyotik Sayisi

] i f i |
2020 2021 2022 2023 2024
Yil

Sekil 3.2. Yillara gore fenotipik direng ve tekil AMD profillerinin karsilastirilmasi
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3.3. Niikleik Asit izolasyonu ve Kiitiiphane Hazirhig

Total niikleik asit izolasyonu gergeklestirildi. Baz1 suslarda diisik DNA
konsantrasyonu olmasi nedeniyle izolasyon tekrarlandi. Yapilan QUBIT 6l¢timlerinde
suslardan elde edilen DNA konsantrasyonlar: sirasiyla Ornek 01: 59,8 ng/uL,
Ornek 02: 76,2 ng/uL, Ornek 03: 35,4 ng/uL, Ornek 04: 35,4 ng/uL, Ornek 06: 46,6
ng/uL, Orek 07: 31,8 ng/uL, Ornek 08: 22,8 ng/uL, Ornek 09: 42,4 ng/uL ve
Omek_10: 73 ng/pL olarak dl¢iildii. Sonrasinda kiitiiphane hazirlig1 sirasinda, her bir
ornekten 10 pL kullanildi. Hazirlanan kiitiiphaneler sonrasinda Oxford Nanopore

PromethlON platformunda 72 saat boyunca dizilendi.

Sekanslama sonrasi elde edilen ham verilere ait kalite degerlendirme raporlari,
olusturuldu ve baz diizeyinde sekans kalitesi, GC igerigi, sekans uzunluk dagilimi
degerlendirildi (Cizelge 3.3). Sekanslama sirasinda FLO-PRO114M tipinde bir
akishiicresi ve SQK-NBD114-96 kiti kullanilarak, toplamda 72 saatlik ¢alisma
stiresince 9,52 Gb baz cagirildi. Veriler arasinda toplamda 9,43 Gb DNA fiiretilmis
olup, 2,96 milyon okuma elde edildi. Ortalama okuma uzunlugu 10,83 kb olan bu
veriler, yliksek dogruluklu bir basecalling modeli (high-accuracy model, 400 bps) ile

analiz edildi.

3.4. Biyoinformatik Analiz

3.4.1.Kalite Kontrol ve Veri On isleme

Her bir 6rnege ait kalite degerlendirme raporlari, FastQC ve MultiQC araglari
kullanilarak olusturulmus olup ve baz diizeyinde sekans kalitesi, GC igerigi, sekans
uzunluk dagilimi ve Kmer icerigi degerlendirildi. Bu veriler daha kolay

karsilastirilmasi yapilabilmesi agisindan Sekil 3.2°deki gibi gorsellestirildi.
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Cizelge 3.3. Ham NGS veri kalite 6zeti

Toplam . o Maks. Ortalama Ortalama
N GC Min. Dizi Cogaltma
Ornek Dizi Dizi Kalite Uzunluk
Yiizdesi  Uzunlugu Yiizdesi
Sayisi Uzunlugu  (Phred) (be)
01 52324 51 71 266776 10,58 133423,5 75,60
02 46733 51 78 115467 23,55 57772,5 72,27
03 74875 51 82 92176 24,81 46129 71,51
04 62690 51 84 89940 28,14 45012 73,95
06 76962 51 76 129654 20,55 64865 69,35
07 50327 51 81 259893 12,34 129987 76,34
08 50934 51 92 86954 23,29 43523 73,17
09 65667 51 70 904981 6,54 4525255 71,08
10 45595 51 76 90553 24,99 453145 75,46

FastQC analizi sonuglarina gore, her susa ait ham okumalara yonelik veriler
Sekil 3.2'de 6zetlendi. Analiz edilen suslarda toplam sekans sayilarinin 46733 ile
76962 arasinda degisiklik gosterdigi goriildi. Tiim 6rneklerde GC yiizdesi sabit olarak
%351 olarak 6l¢iilmiis, minimum sekans uzunlugu 71 ile 84 bg¢ arasinda degisiklik
gostermekte oldugu tespit edildi. Maksimum sekans uzunluklar1 ise 89940 bg ile
266776 bg arasinda bir dagilim gosterdigi, ortalama kalite skoru, suslar arasinda
onemli varyasyonlar oldugu ve en diisiik 10,58 (Ornek 01) ile en yiiksek 28,14 (Ornek
04) arasinda degistigi goriildii. Ortalama sekans uzunluklart ise 45012 bg ile 133423

bg arasinda olgiildii.

Sekil 3.3’de de goriildiigii lizere ortalama uzunlugun en ¢ok oldugu susun
Ornek 09, en az olanin ise Ornek 08 oldugu gériildii. En fazla okumanin Ornek 06°da,
en az okumanin da Ornek 02°de oldugu gériildii. Orneklerdeki ortalama dizi kalitesinin

de birbirine yakin oldugu goriildii.
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Toplam Dizi Sayisi
—+— Ortalama Kalite (Phred) FastQC Analiz Sonuglari: Toplam Dizi Sayisi, Kalite ve Ortalama Uzunluk
-a- Ortalama Uzunluk (bg)
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Sekil 3.2. FastQC analiz sonuglarina iliskin grafik

3.4.2.0Okuma Filtreleme (Trimming)

Filtreleme sonras1 toplam okuma sayisi, guanin/sitozin (GC) igerigi, ortalama
kalite skoru (Phred), minimum ve maksimum dizi uzunluklari, ortalama okuma
uzunlugu ve c¢ogaltma yiizdesi degerlendirildigi veriler Cizelge 3.4’de verildi.
Filtreleme islemi, fastp araci kullanilarak kalite skoru 7'nin altinda olan diziler
cikarilarak gergeklestirildi. Yapilan okuma filtreleme islemi sonucunda ortaya ¢ikan

veriler Sekil 3.4°teki gibi gorsellestirilerek analiz edildi.
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Toplam Okuma (Once)

Toplam Okuma (Sonra) Trimming Oncesi ve Sonrasi Kalite Degerlendirme Sonuglar
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Sekil 3.3. Filtreleme 6ncesi ve sonrasi kalite degerlendirme sonuglari (Turkuaz renk, “Toplam Okuma

(Once)”; turuncu renk “Toplam Okuma (Sonra); kirmizi ¢izgi “Q30 Orani (Once)”; yesil ¢izgi ise “Q30

Orani (Sonra) gostermektedir)
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Cizelge 3.4. Barkodlara ait kalite degerlendirme raporlarinin dzet sonuglar1 (Filtreleme islemi dncesi
toplam okuma, toplam baz, Q30 orani, GC igerigi gibi bilgiler ile filtreleme sonrasi, filtreleme iglemi

Oncesi toplam okuma, toplam baz, Q30 orani, GC igerigi gibi karsilastirmasi)

Orne Toplam Total Baz Q30 GC Toplam  Toplam Q30 GC
kAdi Okuma  (dnce) (once) (Once) Okuma Baz (Sonra (Sonra
(Once) (Sonra)  (Sonra) ) )

01 52324 340641781 0,64 0.51 46988 30947074 0,70 0,518
9

02 46733 338822219 0,65 0,51 42450 31124825 0,70 0,518
5

03 74875 492634499 0,64 0,51 66702 44498515 0,70 0,518
0

04 62690 498487038 0,65 0,51 56877 45622782 0,70 0,518
6

06 76962 482862549 0,64 0,51 69343 43768310 0,70 0,518
9

07 50327 343114829 0,65 0,51 45810 31461859 0,71 0,518
4

08 50934 322080521 0,64 0,51 45718 29169294 0,70 0,518
9

09 65667 444901819 0,64 0,51 59704 40680977 0,70 0,518
8

10 45595 345650388 0,64 0,51 41298 31551773 0,70 0,517
1

Filtreleme Oncesi ve sonrasi verilerin karsilastirilmasi sonucunda, toplam
okuma sayilarinda ortalama 9%9,5, total baz sayisinin da %8,5-9,7 oraninda azalma
tespit edildi. En fazla okuma kayb1 %10,9 ve en biiyiik baz kayb1 %9,67 ile Ornek
03’te, en diisiik okuma kaybi ise %9,1 ve toplam baz sayis1 azalmas1 %8,14 ile Ornek

02’de hesaplandi.

Filtreleme sonrast Q30 oranlar1 incelendiginde, tiim Orneklerde kalite
degerlerinde belirgin bir iyilesme kaydedilmis ve Q30 oranlarinda %7,9 ila %9,7
arasinda artis oldugu gériildii. En fazla kalite artis1 %9,74 ile Ornek 03 6rneginde tespit
edildi. GC igerigindeki degisim degerlendirildiginde, trimming islemi sonrasinda GC

oranlarinda kiigiik diistisler saptandi. Tiim 6rneklerde GC yiizdesi ortalama %0,1 ila
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%0,2 oraninda azalmis olup, en fazla degisiklik %0,18 ile Ornek 03 6rneginde goriildii.
Ayrmtil bilgiler Cizelge 3.4’de verildi.

Bu calismada, ham NGS verileri iizerinde yapilan kalite kontrol islemlerinin
etkisini degerlendirmek amaciyla Oncesi ve sonrasi metrikler istatistiksel olarak
karsilastirildi. Eslestirilmis (paired) T-testi kullanilarak toplam okuma sayisi, toplam
baz miktari, Q30 kalite oran1 ve GC igerigi analiz edildi. Sonuglara gore, toplam
okuma sayis1 ve toplam baz miktarinda anlamli bir azalma tespit edildi (p<0,001). Bu
durum, diisiik kaliteli bazlarin ve adaptor sekanslarinin filtrelenmesiyle agiklanabilir.
Bununla birlikte, en dikkat g¢ekici degisiklik Q30 oraninda gézlendi. Ham veriyle
karsilastirildiginda, temizlenmis veride Q30 oran1 6nemli 6lgiide artt1 (p<0,0001), bu
da kalite kontrol isleminin veri dogrulugunu artirdigini gosterdi. Ote yandan, GC
iceriginde kiigiik ama istatistiksel olarak anlamli bir degisim goézlendi (p<0,001).
Ancak, bu degisimin biyolojik olarak biiyiik bir farklilik yaratacak seviyede olmadigi

goriildii.

3.4.3.0Okuma Kilasifikasyonu

Filtreleme islemi tamamlanmis okumalarin taksonomik klasifikasyonu icin
Kraken?2 araci ve Standart 8GB veri tabani kullanildi. Calisma kapsaminda dizilemesi
yapilan orneklere ait Kraken2 analiz sonuglarina gére toplamda 9 6rnek tiir diizeyinde
tanimland1. Analiz edilen 6rneklerde toplam okuma sayilar1 41,298 ile 66,702 arasinda
degisiklik gostermekte oldugu goriildii. Orneklerin biiyiik bir kisminda siiflandirilan
okumalarin orani olduk¢a yiiksek olup %99,67 ile %99,76 arasinda degistirdigi
goriildii. Smiflandirilmamis okuma oranlari ise oldukga diistik olup %0,24 ile %0,33
arasinda yer aldig1 goriildii. Tiir diizeyindeki siniflandirma sonuglarina gore, S. Infantis
her drnekte en baskin tiir olarak tespit edildi. Ornegin, Ornek 01 (barcodel7) iizerinde
S. Infantis %87,66 oraninda, Ornek 02 (barcode18) iizerinde %88,64 oraninda, Ornek
10 (barcode26) tizerinde ise %84,77 oraninda siniflandirildi. Bunun yaninda, ikinci en
yaygn tiir Escherichia coli olup, 6rneklerdeki orani %4,23 ile %8,88 arasinda degistigi

goriildii. Ugiincii en yaygn tiir ise Shigella sonnei olarak tespit edilmis ve oran1 %1,22
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ile %1,92 arasinda gozlendi. Bu analiz sonucu elde edilen sonuglar Sekil 3.5°da

ayrmtilt sekilde gorsellestirildi.
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Sekil 3.4. Kraken2 sonuglarmna iligkin grafik (Classified Reads:
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3.4.4.Montaj (Assembly) ve Kalite Degerlendirme

Filtreleme islemi sonrasinda olusturulan fastq dosyalarindan, Flye araci

kullanilarak montaj (assembly) islemi gerceklestirildi. Sonrasinda olusan montaj

sonuglar1 analiz edildi. Montaj sonuglarina gore toplam kontig sayilar1 ve toplam

genom boyutlar1 Cizelge 3.5’te sunulmaktadir.
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Cizelge 3.5. Montaj islemi sonucu elde edilen veriler

Omek Ad1 | Toplam N50 (b¢) | Fragman | En Uzun Fragman (bg) | Scaffold | Ortalama
Uzunluk Sayisi Kapsam
(be)

01 4968720 4680684 | 2 4680684 0 58

02 4937328 4767298 | 2 4767298 0 60

03 5027424 4695275 |3 4695275 0 84

04 4876941 4678813 | 2 4678813 0 90

06 4960095 4679386 |2 4679386 0 84

07 4906014 4678998 | 2 4678998 0 61

08 4877650 4677867 |2 4677867 0 57

09 4896269 4678832 |2 4678832 0 79

10 4952885 4720589 | 2 4720589 0 59

Montaj sonuglari, genomun genel yapisini ve kontig organizasyonunu
gorsellestirmek amaciyla Bandage (Wick, 2015) ve Proksee.ca programi kullanilarak
analizler gerceklestirildi. Bandage programi ile yapilan analizlerde, gfa dosyalar
yardimiyla belirlenen mutasyon bdlgeleri ve montaj yapilar1 detayli bir sekilde
incelendi (Sekil 3.7). Bandage ile montaj grafikleri gorsellestirilerek kontig
baglantilar1 ve genom organizasyonu degerlendirildi. Yapilan degerlendirmeler
sonucunda, kontig derinligi, sayis1 ve N50 degeri gibi istatistiksel parametreler analiz
edilerek montaj kalitesi degerlendirildi. Proksee ile yapilan analizlerde, mobil genetik
elemanlar, gen anotasyonu, AMD genlerinin bulundugu yerler, tRNA ve rRNA’lar

tespit edildi ve gorsel olarak analiz edildi (Sekil 3.6).
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Sample_001 Plazmid 288,036 bp

Sekil 3.5. Bir numarali 6rnege ait 288036 b¢ uzunlugundaki plazmid iizerinde, antimikrobiyal direng

genlerinin, GC igeriginin, profaj bolgelerinin, horizontal gen transferi (HGT) bolgelerinin gosterimi
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Plazmid
288,036
34 Dxm

Sekil 3.6. Bir numarali (Ornek 01) 6rnege ait montaj islemi sonucunda olusan iki adet kontigin bandage
programi kullanilarak gorsellestirilmesi. Kromozom (4,680,684 bg, 60x) ve Plazmid (288,036 bg, 34x)

olmak tizere iki adet kontig

QUAST kullanilarak yapilan analiz sonucunda montajlarin kalite metrikleri
detayl1 bir sekilde incelendi. Cesitli montajlar i¢in, minimum uzunluklara gore (>0 bg,
>1000 bg, >5000 bg, >10.000 b¢ ve >25.000 bg) smiflandirilan kontig sayilari
degerlendirildi. Cogu Ornekte, kontig sayilarimin tutarli oldugu ve genellikle 2-3
arasinda degistigi gozlendi. Bu durum, montajlarin genellikle yiiksek bir biitiinliik
seviyesine sahip oldugunu gostermektedir. Ozellikle, >10.000 bg esik degerini gegen
kontig sayilarinda belirgin bir farklilik goriilmedi.

Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda, montajlarin genel tutarliligmni ve
genomlarin yiiksek oranda kapsanabilir oldugu anlasildi. Montaj kalitesiyle ilgili
detayl1 sayisal sonuglar Sekil 3.8 ve Sekil 3.9’da sunulmus olup, tiim analiz edilen veri
setlerinde gozlemlenen egilimleri ayrintili bir sekilde 6zetlendi. Bu sonuglara gore

orneklerin bir sonraki asamalara gecebilecek veriyi iirettigi goriildii.
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Sekil 3.7. Montaj Sonucunda elde edilen, genom uzunlugu, fragman sayisi, kapsam degerleri ve en uzun

fragmanlarin gosterildigi grafik
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Sekil 3.8. Montaj sonuglarinin toplam uzunluk, kapsam, N50 ve kontig dagilim ile gorsellestirildigi
grafik
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Yapilan BUSCO analizlerinde, bacteria odb10 veri setiyle gerceklestirilen
degerlendirmede her 6rnek 124 BUSCO grubuna kars: test edildi. Ornegin, Ornek
03’te %95,2 tamlik oran1 (118/124 complete BUSCO) elde edilirken, sadece %0,8
eksik ve %4,0 fragmente BUSCO goriildii. En diisiik tamlik oran1 Ornek 02’de %88,7
(110/124 complete BUSCO) olarak kaydedildi. Tiim 6rneklerde, tam BUSCO’larin
%100’lniin tek kopyali olmasi, dizilerin tekrarli bolge igermedigini ve dolayisiyla
yuksek kalitede bir derleme elde edildigini gosterdi. Ayrica, fragmente ve eksik
BUSCO oranlariin sirasiyla %4,0-%7,3 ve %0,8-%4,0 arasinda seyretmesi, genel
biitiinligiin korundugunu ve genomik verilerin sonraki analizler igin giivenilir

oldugunu gosterdigi i¢in sonraki adimlara gegildi.

Her sus iizerinde islenen genomik pozisyonlarin ile varyant adaylarinin tespiti
icin yapilan analizler sonucunda elde edilen veriler kayit altina alindi. Ornegin,
Ornek 01’de 47,795 pozisyon islenirken, pileup modelinden 2,023 ve full-alignment
modelinden 3,120 aday varyant tespit edildi. Bu durumda final vcf’ye, yiiksek
giivenilirlikte toplam 5,143 varyant kabul edildi ve kalan pozisyonlar kriterleri
saglamadigi i¢in reddedildi. Benzer sekilde, Ornek 02’de 51,601 pozisyonda sirasiyla
2,840 (pileup) ve 4,426 (full-alignment) aday varyant raporlandi. Ornek 03’te 42,294
pozisyonda 1,489 ve 1,847; Ornek 04’te 42,118 pozisyonda 1,807 ve 3,037;
Ornek 06’da 43,156 pozisyonda 1,992 ve 2,887; Ornek 08’de 48,398 pozisyonda
2,048 ve 2,887; Ornek 09’da 42,946 pozisyonda 1,993 ve 2,881; ve Ornek 10°da
47,470 pozisyonda 1,993 ve 2,881 varyant tespit edildi. Bu analiz sonucunda elde
edilen vcf dosyalarina beftools ile filtreleme uygulandi ve diistik frekanshi ve koti
kalite degeri olan varyantlar elendi. Sonrasinda elde edilen vcf dosyalar1 daha iyi bir

karsilagtirma yapilabilmesi icin Sekil 3.10°daki gibi gorsellestirildi.
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Ornek basina SNP and Indel Sayisi
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Sekil 3.9. Her 6rnek basina SNP ve INDEL sayilarinin 6rnek bagina gosterimi

3.4.5.Genom Anotasyonlari

S. Infantis suglarina ait genomik analiz sonuglari, farkli 6rneklerde benzer
genomik Ozellikler ortaya koydu. Tim Orneklerde 22 adet ribozomal RNA (rRNA)
geni ve 86 adet transfer RNA (tRNA) geni bulundu. Ayrica, tek bir tmRNA geni ve 2
adet tekrar bolgesi gozlemlendi. Orneklerde kodlanan CDS (protein kodlayan gen)
sayilart 4699 ile 4916 arasinda degisirken, toplam baz uzunluklari 4876941 ile

5027424 arasinda degistigi goriildii. Gen sayilari ise 4808 ile 5025 arasinda degisiklik
gosterdi. Ayrintili genom bilgisi Cizelge 3.6 ve Sekil 3.11°de gosterildi.
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Cizelge 3.6. Anotasyon sonucunda elde edilen genlere iliskin bilgiler

Ornek CDS BazSayim Gen rRNA Tekrar tRNA tmRNA

Bolgesi
01 4905 4968720 5014 22 2 86 1
02 4916 4937328 5025 22 2 86 1
03 4895 5027424 5004 22 2 86 1
04 4699 4876941 4808 22 2 86 1
06 4817 4960095 4926 22 2 86 1
07 4834 4906014 4943 22 2 86 1
08 4837 4877650 4946 22 2 86 1
09 4763 4896269 4872 22 2 86 1
10 4902 4952885 5011 22 2 86 1

*CDS: Kodlama yapan dizi

Ornek 01'de toplamda 3061 6nemli gen tespit edildi. Bu genler arasinda
ribozomal RNA'lar (5S, 23S ve 16S ribosomal RNA), transfer RNA'lar (6rnegin,
tRNA-Glu(ttc)) ve Bifunctional purine biosynthesis protein (purH) gibi metabolik
islevlerde rol oynayan proteinler dne ¢ikmaktadir. Ayrica, Phosphoribosylamine-
glycine ligase gibi niikleotid biyosentezinde yer alan proteinler ve Transcriptional
regulatory protein (ZraR) gibi regiilator proteinler dikkat cektigi goriildii. One ¢ikan
genlerden biri de ¢inko resistance-associated protein'dir ve bu, bakterinin gevresel

metal stresi altinda hayatta kalma kapasitesini artirabilir.
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Sekil 3.10. CDS ve gen dagiliminin yiizdelik oranlartyla gorsellestirilmesi

Omek 02 icerisinde 3060 &nemli gen tespit edildi. Cytochrome c-type
biogenesis protein CcmH ve Heme exporter protein D gibi genler, elektron transfer
zincirlerinde ve oksijen tagimasinda kritik rol oynamaktadir. Ayrica, Periplasmic
nitrate reductase ve Cytochrome c biogenesis ATP-binding export protein (ccmA) gibi
proteinlerin varligi, bakterinin anaerobik solunum kapasitesini destekleyebilecek
adaptasyonlar1 gostermektedir. Bu 6zellikler, bakterinin diisiik oksijenli ortamlarda
hayatta kalma kapasitesine isaret etmektedir. Ornek 03'de toplamda 3075 énemli gen
belirlendi. Ribozomal RNA'lar ve transfer RNA'lar disinda, D-methionine transport
system permease protein (metl) ve Methionine import ATP-binding protein (metN)

gibi metiyonin tagima sistemleri 6ne ¢ikmaktadir.

D-glycero-beta-D-manno-heptose-1,7-bisphosphate ~ 7-phosphatase  gibi
genler, bakterinin lipopolisakkarit biyosentezi ve hiicre zar1 yapisinda bulundu. Ornek
04'de toplamda 3068 énemli gen bulundu. One gikan genler arasinda Multidrug export
protein AcrF ve AcrE bulunmaktadir. Bu proteinler, bakterinin ¢oklu ilag direng
mekanizmalarin1 destekleyen tasima sistemleriyle iligkilidir. Bunun yan1 sira, HTH-
type transcriptional regulator (AcrR) gibi genler, bakterinin gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayabilir. Ribozomal RNA ve transfer RNA'lar da yine
dikkat ¢eken gruplardandir. Ornek 06'da toplamda 3071 gen tespit edildi. Bu genlerden
disulfide interchange protein (dsbA), protein katlanmasinda Onemli bir rol
oynamaktadir ve hiicre zarindaki proteinlerin stabilizasyonunda kritik bir iglevi vardir.

Bunun yaninda, Molybdenum cofactor guanylyltransferase Protein (YihD) gibi genler,
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bakterinin metabolik adaptasyon kapasitesini artirabilecek 6zelliklere sahiptir.
Ribozomal RNA'larin ve transfer RNA'larin varlig1 ise bakterinin protein iiretim
kapasitesini desteklemektedir. Ornek 07 igerisinde toplamda 3074 6nemli gen
bulunmaktadir. Bu genler arasinda hypothetical protein 'ler 6ne ¢ikmakta olup, bu
genlerin fonksiyonlarinin belirlenmesi i¢in ek calismalar gereklidir. Ayrica, CDP-
diacylglycerol--serine O-phosphatidyltransferase gibi genler, lipid biyosentezinde

onemli bir rol oynamaktadir.

Ornek 08'de toplamda 3069 6nemli gen tespit edildi. Multidrug export protein
AcrF ve AcrE gibi genler, bakterinin ilag direng mekanizmalarina katkida bulunabilir.
Bunun yaninda, ribozomal RNA ve transfer RNA'larin varligi, bakterinin genetik
materyalinin stabilizasyonunda ve protein iiretiminde O6nemli bir rol oynar.
Hypothetical proteinlerin yiiksek sayida olmasi, potansiyel olarak kesfedilmemis
fonksiyonel mekanizmalarin varligina isaret etmektedir. 009 assembly'de toplamda
3075 gen belirlendi. Ribozomal RNA ve transfer RNA'larin yani sira, DNA
topoisomerase 1 ve shikimate dehydrogenase (NADP (+)) gibi genler dikkat
cekmektedir. Bu genler, DNA yapisinin diizenlenmesi ve metabolik siireglerde rol
oynamaktadir. Ayrica, Peptide deformylase gibi genler, bakterinin protein biyosentez

mekanizmalarindaki kritik rollerine isaret etmektedir.

Ornek 10°da toplamda 3075 énemli gen bulundu. Hypothetical proteinler,
ribozomal RNA ve transfer RNA'larla birlikte, Alpha-ketoglutarate permease ve CDP-
diacylglycerol--serine O-phosphatidyltransferase gibi genler de 6ne ¢ikmaktadir. Bu
genler, hiicre metabolizmasinin diizenlenmesi ve membran biyosentezi siireclerinde

onemli olabilir.

Tiim montaj sonuglarinda toplam 2989 farkli gen tespit edildi. Bu genler
arasinda ribozomal RNA'lar (168, 23S, 5S), transfer RNA'lar (6rnegin, tRNA-Glu(ttc))
ve birgok temel metabolik siirecte gérev alan proteinler bulunmaktadir. Ozellikle
Multidrug export protein AcrF ve AcrE, bakterinin ilag direng¢ mekanizmalarinda
onemli bir rol oynamaktadir. Ayrica, hypothetical protein'lerin varligi, hala

kesfedilmemis biyolojik islevlerin olabilecegine isaret etmektedir. Bu genler,
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bakterinin hayatta kalma yetenegini artiran ve halk saglig1 agisindan énemli tehditler
sunan unsurlardir. Montajlarin ¢ogunda (toplam 8 tanesinde) bulunan 32 gen tespit
edildi. Bu genler, bakterinin patojenite ve viriilans mekanizmalarina katkida
bulunabilecek genler olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bunlardan bazilarit DNA topoisomerase

1 ve Multidrug efflux proteindir.

Kromozom {izerinde bulunan viriilens genlerinin analizi yapildiginda, bu
calisma kapsamindaki suslarda belirli viriilens genlerinin tiim 6rneklerde korundugu
goriildi. Bu genler, patojenitenin temel bilesenlerini olusturan ve enfektivite agisindan
kritik 5neme sahip olan faktdrleri oldugu bilinmektedir. Ozellikle sseL, sopA, sifB,
sseJ, steC, pipB, invA, invC, prgH, prgl gibi Tip III Salgi Sistemi (T3SS) bilesenleri
tim 6rneklerde korundugu goriildii. Bununla birlikte, fimH, fimD, fimC, IpfA, IpfC gibi
adezyon ve kolonizasyon siireglerinde rol oynayan genlerin de tiim Orneklerde
bulunmasi, suslarin konak hiicreye tutunma ve enfekte etme yetenegini siirdiirdiigiinii

gosterdi.

Baz1 viriilens genleri ise belirli 6rneklerde bulunurken digerlerinde tespit
edilmedi. Ozellikle avrA, slrP, sopE2, sseK1, sseK2, ratB ve shdA genlerinde
varyasyonlar gozlemlendi. avrA geninin bazi suslarda kaybolmasi, bu suslarin
bagirsak epiteline yoOnelik immiin modiilasyon yeteneklerinde degisiklikler
olabilecegini diisiindirmektedir. SIrP geninin bazi Orneklerde bulunmamasi ise,
protein modifikasyon siireclerinde farklilagmalara isaret edebilir. SOPE2 ve sseK
ailesine ait genlerin bazi Orneklerde tespit edilmemesi, suslarin farkli konak
adaptasyonlar1 gelistirdigine dair bir ipucu olabilir. Ayrica, ratB ve shdA genlerinin
bulundu. Bunlara ek olarak tiim orneklerde yersiniabactin kodlayan gen plazmid

tizerinde tespit edildi.

Yillara gore analiz yapildiginda, bazi viriilens genlerinde kayiplar veya
kazanimlar gézlemlendi. Ozellikle 2018-2023 yillar1 arasinda bazi genlerin belirli
yillarda daha fazla ya da daha az oranda tespit edilmesi, suslarin genomik
plastisitesinin yiiksek oldugunu gostermektedir. SOPE2, sseK2, avrA ve slrP gibi

genlerin belirli yillarda kaybolmasi, suslarin konak adaptasyonu ve viriilens
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profillerinde dinamik degisiklikler yasandigini gostermektedir. Buna karsin, SOpA,
sifB, ssed, steC ve invA gibi genler yillar boyunca tiim Orneklerde sabit kaldigi

gorilmistiir.

Bu durum, analiz edilen suslarin yiiksek viriilens potansiyeline sahip oldugunu
ve konak bagisiklik sisteminden kagis mekanizmalarini koruduklarini gostermektedir.
Buna karsin, SOpA, sifB, sseJ, steC ve invA gibi genler yillar boyunca tiim 6rneklerde

sabit kaldig1 goriilmiustiir.

Bu calismada, S. Infantis suslarindaki plazmidlerde bulunan viriilens genleri
incelenmis ve bu genlerin 6rnekler arasindaki dagilimi ile yillara gére degisimi analiz
edildi. Elde edilen veriler, bu serovarin patojenite mekanizmalarini koruma ve ¢evresel
adaptasyon siireclerinde dnemli genetik dinamiklere sahip oldugunu gostermektedir.
Tim orneklerde ortak olarak bulunan sseK1, mgtC, mgtB, misL ve IpfA genleri,
Salmonella’nin patojenite mekanizmalarinin temel unsurlarini olusturmaktadir. sseK1,
Tip III Salg: Sistemi (T3SS) efektdr proteinlerinden biri olup, konagin immun yanitini
baskilamada 6nemli bir rol oynar. mgtC ve mgtB genleri, bakterinin magnezyum iyonu
tasinmasi ve makrofaj i¢inde hayatta kalma mekanizmalarini diizenlerken, misL geni
ototransporter ailesine ait bir protein kodlamakta ve Salmonella’nin bagirsak epitel
hiicrelerine yapismasini saglamaktadir. IpfA ise uzun polar fimbriaya kodlayan bir gen
olup, bagirsak yiizeyine kolonizasyon siirecinde rol almaktadir. Bu genlerin tiim
yillarda ve tiim suslarda korunmasi, S. Infantis’in temel viriilens 6zelliklerini muhafaza
ettigini ve patojenitesini slirdlirebilmek i¢in genomik olarak stabil bolgeler icerdigini
gostermektedir. Belirli 6rneklerde tespit edilen virililens genleri ise suslar arasinda
genetik farkliliklarin ve potansiyel yatay gen transferinin varligina isaret etmektedir.
spvC, sadece belirli orneklerde (01, 02, 06, 07, 09) tespit edildi ve Salmonella’nin
sistemik enfeksiyon olusturma yetenegiyle iliskilidir. siiE geni (01, 04, 06, 08) epitel
hiicrelere tutunma siirecinde kritik rol oynarken, sopB geni (02, 03, 07, 10) bakterinin
konagin hiicrelerine invazyon mekanizmasini diizenlemektedir. gogB (01, 03, 04, 08)
geni ise bagisiklik sisteminden kacgisi saglayan bir efektor protein kodlamaktadir.
Yillara gore virlilens gen profili incelendiginde, belirli genlerin zaman ig¢inde

kayboldugu veya kazanildig1 goriilmiistiir. 2020-2022 yillar1 arasinda spvC ve gogB
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gibi viriilens genleri belirli 6rneklerde bulunurken, 2023-2024 yillarinda bu genlerin
bazi suslardan eksildigi gézlemlendi. Buna karsilik, mgtC, mgtB ve misL gibi genlerin

tiim yillarda ve tiim 6rneklerde stabil bir sekilde korundugu belirlendi.

3.4.6. MLST ve ¢cgMLST sonuglari

MLST analizi sonucunda, test edilen tiim S. Infantis suslarinin sekans tipi ST32
olarak tanimlandi. Bu sonuglar %100 benzerlik oraniyla dogrulanmis olup 6rneklerin
tiimiinlin ayn1 genotipe ait oldugunu gosterdi. Bu durum, analiz edilen 6rneklerin
genetik olarak yiiksek derecede homojen oldugunu ve ayni klonal soyun bir pargasi

olabilecegini isaret ettigi belirlendi.

cgMLST analiz sonuglarina gore, drneklerde toplam 3000 gen bdlgesinden
biiyiik bir kismi eksiksiz (EXC) olarak tanimlandi. Orneklerin kontig basina ortalama
3300-3500 eksiksiz gen bolgesi icerdigi gortildii. Buna ek olarak, LNF (Eksik Genler)
say1s1 4720 ile 4869 arasinda degistigi goriildii. Inferans edilen (INF) gen bolgelerinin
sayis1 6rnekler arasinda farklilik gosterdigi ve en diisiik 72 (Ornek 10) ile en yiiksek
228 (Ornek 01) arasinda oldugu goriildii. Analiz sirasinda herhangi bir problemli
bolgeye (PLOT) rastlanilmadi. Ek olarak, genom basina ortalama 15-47 arasinda
"NIPH" (yeni belirlenmis genler) ve 21-37 arasinda "ALM" (belirlenemeyen genler)
bulundugu goriildii. Orneklerin genomlarmin ortalama "ASM" (genom tamlig1
metrigi) degeri 154-247 arasinda degistigi ve bununda orneklerin yiiksek derecede
tamlik gosterdigini seklinde degerlendirildi. cgMLST analizi sonuglarina gore, toplam
3002 lokus tizerinden yapilan degerlendirmede, farkli montajlamalarda gagrilan alel
sayis1 2373 ile 2513 arasinda degisiklik gosterdigi goriildii. En yiliksek cagrilan alel
orani %83,71 ile 004 assembly Orneginde goriiliirken, en diisiik ¢cagrilan alel oram
%79,05 ile 008 assembly oOrneginde belirlendi. Genel olarak, incelenen

PR

montajlamalarda ¢agrilan alel yiizdesi %79,05 ile %83,71 arasinda degistigi belirlendi.
Belirlenen cgMLST (¢ekirdek genom sekans tipi) degerleri arasinda, 273754,

93270, 23611, ve 241041 gibi farkls tipler tespit edildi. 273754 sekans tipi Ornek 01

ve Ornek 06°da belirlenmis olup, bu &rneklerin yiiksek oranda benzer genetik
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profillere sahip oldugu gériildii. 93270 sekans tipi ise Ornek 04, Ornek 07 ve Ornek
08’de ortak olarak bulundu. 23611 sekans tipi Ornek 02 ve Ornek 10°da tespit edildi.
Genel olarak, cgMLST analizinde elde edilen sonuglara gore, belirlenen sekans tipleri
icerisinde en yiiksek alel uyumu %82,71 ile Ornek 04°de goriildii. En diisiik alel uyum
oran1 ise %78,01 ile Ornek 08’de tespit edildi. Ornekler arasinda genel olarak %78,01

ile %82,71 arasinda degisen alel eslesme oranlar1 belirlendi.

Sekil 3.12°deki verilere gore verilere gore, Ornekler arasindaki en diisiik mesafe
460, en yiiksek mesafe ise 705 olarak belirlendi. Ortalama mesafe 606,89 civarinda
olup, medyan degeri 612,5 ile buna yakindir. Standart sapma 62,58 oldugundan,
mesafelerin ortalama etrafinda ne kadar dagildigini gostermektedir. Ayrica cgMLST
sonuglarma gore Ornek 10 ve Ornek 02’nin diger orneklerden ayristigi acikga
goriilmektedir Ornek 03, Ornek 06 ve 01°in birbirlerine filogenetik olarak yakinsadig
goriilmektedir. Ornek 07 ve 08’in birbirine yakinligi ve Ornek 04 ve 09’un da benzer

yakinlikta oldugu goriildii.
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cgMLST Mesafe Matrisi Isi Haritasi
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Sekil 3.11. cgMLST sonuglarina ait 1s1 haritas1 ve filogenetik agag¢ gorselinin bir arada gosterilmesi
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3.4.7.Genomik Antibiyotik Diren¢ Analizi

Genomik analizler sonucunda, S. Infantis suslarinda c¢esitli kromozomal
antibiyotik direng genleri tespit edildi. Montaj sonrasi elde edilen yiiksek kaliteli
genom verileri kullanilarak yapilan bu analizlerde genlerin kromozomal olarak
konumlandigini dogrulandi. aac(6'), aac(6')-laa ve aac(6')-ly genleri, aminoglikozid
antibiyotiklerine karsi diren¢ saglayan asetiltransferaz enzimlerini kodlamaktadir.
Sekil 3.13’de de goriildiigii gibi bu genlerin farkli direng veri tabanlarinda stirekli
olarak tespit edilmesi, bakterinin aminoglikozidlere kars1 dogal direng repertuarinda
yer aldigmi gosterdi. Farkli yillara ait genom analizlerinde bu genlerin varligini
korumasi, stabil diren¢ mekanizmalarindan biri olarak degerlendirilmesini

destekledigi goriildii.

acrD, mdsA, mdsB, mdsC, mdtA, mdtB, mdtC ve mdtK genleri, antibiyotiklerin
ve toksik bilesiklerin hiicre digina atilmasini saglayan efluks pompa sistemlerine ait
genlerdir. Bu genlerin MEGAres, CARD ve ARG-ANNOT gibi farkli direng veri
tabanlarinda stirekli tespit edilmesi, bakterinin farkli antibiyotik smniflarina karsi
korunmasini destekleyen bir mekanizmaya sahip oldugunu ortaya koydugu seklinde
kayit altina alindi. Efluks pompa sistemleri, 6zellikle MDR ile iligkilendirildiginden,
S. Infantis suglarinin genis spektrumlu antibiyotiklere karsi direng kazanma
potansiyeline sahip oldugu belirlendi. gesA, gesB ve gesC genleri, beta-laktam
antibiyotiklere kars1 direng gelistiren sinif A beta-laktamaz enzimlerini kodlamaktadir.
Genom analizleri sonucunda bu genlerin 2020 yilindan 2024 yilina kadar olan tiim veri
tabanlarinda korundugu goriildii. Genom analizlerinde pmrG genin farkl yillarda ve

cesitli direng veri tabanlarinda siirekli olarak bulundugu belirlendi.
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Sekil 3.12. Yillara gére kromozomal AMD gen sayilari

Genom analizlerinde sdiA geni, bakteriyel quorum sensing (hiicreler arasi
iletisim) mekanizmalarinda goérev almakta olan genin 2020-2024 yillar1 arasinda tim
orneklerde tespit edilmesi, bakterinin ¢evresel uyaranlara kars1 adaptasyon yetenegini
sirdirdigiinii gosterdi. Sonug¢ olarak, S. Infantis suslarmin direng gen profili
incelendiginde, aminoglikozid ve beta-laktam direng genleri ile efluks pompa

sistemlerinin kromozomal olarak konumlandig1 belirlendi.

Sekil 3.14°de ve Cizelge 3.7°de farklt AMD gen veri tabanlarinda yillara gére
tespit edilen direng gen cesitliligi gosterdigi tespit edildi. 2020 yilinda tim veri
tabanlarinda en yiiksek diren¢ gen sayisina ulagilmis oldugu, 6zellikle MEGARES
(n=21) ve CARD (n=16) veri tabanlarinda genis bir direng repertuari tespit edildi. 2021
yilindan itibaren diren¢ gen c¢esitliliginde genel bir azalma gozlenmis, resfinder,
CARD, MEGARES, ARG-ANNOT ve NCBI veri tabanlarindaki direng gen sayilari
sabit bir seviyeye ulastig1 goriildii. 2023 ve 2024 yillarinda tespit edilen direng gen
sayilari, 2021 ve 2022 yillariyla benzer bir egilim gosterdigi belirlendi. Yillara gore
AMD gen ¢esitliligi agisindan farkli veri tabanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml
farkliliklar bulundu (p<0,05). Ozellikle MEGARES ve CARD veri tabanlari, gen
cesitliligi bakimindan diger veri tabanlarina gore daha yiiksek degerler gosterdigi

goriildii. Genel olarak, yillar icinde belirgin bir artis veya azalis egilimi
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gbzlenmemekle birlikte, bazi veri tabanlari arasinda farkliliklarin oldugu anlasildi.

Yillara Gore AMR Direng Gen Cesitliligi
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Sekil 3.13. AMD genlerine ait gesitliligin yillara gére dagilimi. ResFinder, CARD, MEGAres, ARG-
ANNOT ve NCBI veri tabanlar1 kullanildi

Cizelge 3.7. Yillara gore farkli veri tabanlarinda AMD gen ¢esitleri ile ilgili veriler

Yil resfinder CARD MEGARES ARG-ANNOT NCBI

2020 10 16 21 11 9
2021 6 12 18 7 5
2022 7 13 19 8 6
2023 6 12 18 7 5
2024 6 12 18 7 5

Bu ¢alisma kapsaminda degerlendirilen suslara ait fenotipik direng profilleri
ile genotipik profiller karsilastirildiginda, fenotipte goriilen tiim direng profillerini
karsilig1 olan genetik faktorlerin bulundugu belirlendi. Tek fark olarak ozellikle
kolistin direncine katki saglayan olan pmrG geninin genomda tespit edilmesine
ragmen fenotipte polimiksin B direnci goriilmedigi anlasildi. Yillara gbre direng
profilleri karsilagtirildiginda AMD genlerinin fenotipik profillere benzer 6zellikte
arttig1 goriildi. Fenotipik ve genotipik direng profilleri arasinda orta-iyi diizeyde bir
pozitif korelasyon (0,69) bulundu. Yani, fenotipik olarak daha fazla antibiyotige
direngli olan 6rneklerin, genotipik olarak da daha fazla direng¢ geni tasima egiliminde

oldugu goriildi. Ayrintili karsilagtirma verileri Cizelge 3.8”de verildi.
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Cizelge 3.8. Fenotipik direng profilleri ile genotipik direng profillerinin karsilastirilmasi

Ornek  Fenotipik Direng Genotipik Direnc Profilleri Yil
Profilleri
1 PEF, NA, AMP, aac(6"), ant(3")-1la, ant(3"), aac(6')-laa, aac(6")-ly, 2022
CAZ, C, OFX, CIP, aadAl, aadAl-pm, acrD, ant(3")-la, baeR, baes,
TMP-STX, AMK, blaTEM-150, blaTEM-1A, dfrA, dfrA14, floR, gesA,
SAM, TET gesB, gesC, golS, mdsA, mdsB, mdsC, mdtA, mdtB,
mdtC, mdtK, pmrG, sdiA, sull, tetA, tetR
2 PEF, NA, CIP, aac(6")-ly, aac(6'), aac(6')-laa, aac6-ly, acrD, baeR, 2024
AMK, CAZ, SAM baeS, gesA, gesB, gesC, golS, mdsA, mdsB, mdsC,
mdtA, mdtB, mdtC, mdtK, pmrG, sdiA
3 PEF, NA, OFX, aac(6")-ly, aac(6"), ant(3")-lIla, ant(3"), aac(6')-laa, 2022
TMP-STX, AMK, aac6-ly, aadAl, aadAl-pm, acrD, ant(3")-la, baeR,
CAZ, SAM, TET baeS, dfrA, dfrAl4, gesA, gesB, gesC, golS, mdsA,
mdsB, mdsC, mdtA, mdtB, mdtC, mdtK, pmrG, sdiA,
sull, tetA, tetR
4 PEF, NA, AMP, aac(6")-ly, aac(6"), gnrS, aac(6')-laa, aac6-ly, acrD, 2024
CFP, C, OFX, CIP, baeR, baeS, blaTEM-1, blaTEM-1B, blaTEM-57, dfrA,
TMP-STX AMK, dfrAl14, floR, gesA, gesB, gesC, golS, mdsA, mdsB,
CAZ, SAM, TET mdsC, mdtA, mdtB, mdtC, mdtK, pmrG, gnrS1, sdiA,
tetA, tetR
6 PEF, NA, AMP, aac(6")-ly, aac(6"), ant(3")-l11a, ant(3"), aac(6')-laa, 2020
CFP, C, OFX, CIP, aac6-ly, aadAl, aadAl-pm, acrD, ant(3")-la, baeR,
AMK, CAZ, SAM, baeS, blaTEM-150, blaTEM-1A, floR, gesA, gesB,
TET gesC, golS, mdsA, mdsB, mdsC, mdtA, mdtB, mdtC,
mdtK, pmrG, sdiA, sull, tetA, tetR
7 PEF, NA, AMP, aac(6")-ly, aac(6"), aph(3")-la, aph(3"), gnrS, aac(6")- 2020
CFP, C, OFX, CIP, laa, aac6-ly, acrD, aph(3")-1a, aph(3')-1a, baeR, baes,
TMP-STX, AMK, blaTEM-1, blaTEM-1B, blaTEM-57, dfrA, dfrA14,
CAZ, SAM, TET floR, gesA, gesB, gesC, golS, mdsA, mdsB, mdsC, mdtA,
mdtB, mdtC, mdtK, pmrG, gnrS1, sdiA, tetA, tetR
8 PEF, NA, AMP, aac(6')-ly, aac(6"), aac(6')-laa, aac6-ly, acrD, baeR, 2023
CRO, CFP, C, OFX, baeS, blaTEM-1, blaTEM-1B, blaTEM-57, dfrA,
CIP, TMP-STX, dfrAl14, floR, gesA, gesB, gesC, golS, mdsA, mdsB,
AMK, CAZ, SAM, mdsC, mdtA, mdtB, mdtC, mdtK, pmrG, qnrS, gnrS1,
TET sdiA, tetA, tetR
9 PEF, NA, AMP, aac(6")-ly, aac(6"), aac(6')-laa, aac6-ly, acrD, baeR, 2023
CFP, C, OFX, CIP, baeS, blaTEM-1, blaTEM-1B, blaTEM-57, floR, gesA,
AMK, CAZ, SAM, gesB, gesC, golS, mdsA, mdsB, mdsC, mdtA, mdtB,
TET mdtC, mdtK, pmrG, gnrS, gnrS1, sdiA, tetA, tetR
10 PEF, NA, AMP, CIP, aac(6)-ly, aac(6"), ant(3")-1la, ant(3"), aac(6')-1aa, 2021

TMP-STX, AMK,
CAZ, SAM, TET

aac6-ly, aadAl, aadAl-pm, acrD, ant(3")-la, aph(3")-
la, aph(3')-la, baeR, baesS, dfrA, dfrA14, gesA, gesB,
gesC, golS, mdsA, mdsB, mdsC, mdtA, mdtB, mdtC,
mdtK, pmrG, sdiA, sull, tetA, tetR
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3.4.8.Plazmid Analizi

Bu calismada, S. Infantis suslarinda tespit edilen plazmid kokenli AMD genleri
farkli yillar boyunca analiz edildi. Farkli veri tabanlarina (ResFinder, CARD,
MEGARES, ARG-ANNOT ve NCBI) dayali olarak belirlenen bu genlerin dagilimi,
bakterinin plazmid araciligryla kazanilmis diren¢ mekanizmalarini nasil korudugunu

ve gelistirdigini arastirildi.

Yillara goére yapilan analizlerde 2020 yilinda tiim suslarda aminoglikozid
(aadAl, ant(3")-1a), beta-laktam (blaTEM-150), folat sentez inhibitorii (dfrAl4),
florfenikol direnci saglayan floR, siilfanamid direnciyle iligkilendirilen sull ve
tetrasiklin direnciyle iliskili tetA gibi direng genleri tespit edildi. 2021 yilinda benzer
diren¢ profili korunurken, 2022 yilinda bu genlerin farkli 6rneklerde tekrar tespit
edildigi gozlemdi. 2023 ve 2024 yillarinda ise gen dagiliminda biiyiik degisiklikler

oldugu, ancak belirli genler bazi 6rneklerde korunmaya devam ettigi anlasildi.

Plazmid kokenli diren¢ genlerinin yillar i¢inde biiylik ol¢iide korundugu
goriildii. blaTEM, floR, sull, tetA ve dfrAl14 genleri, farkli yillarda tekrar tekrar tespit
edilerek, bu genlerin plazmid araciligiyla stabil bir sekilde tasindigini ve yayilma
potansiyeline sahip oldugunu gosterdigi anlasildi. Ozellikle blaTEM ve floR genleri,
hem MEGARES, CARD hem de resfinder gibi ¢esitli veri tabanlarinda siirekli olarak
yer aldig1 goriildii. Kromozomal direng genleri ile karsilastirildiginda, plazmid kokenli
diren¢ genlerinin daha degisken bir dagilima sahip oldugu ve farkli 6rneklerde farklh
yillarda tespit edildigi goriildii. Plazmidlerin yatay gen transferi yoluyla bakteriler
arasinda kolaylikla yayilabildigi bilinmektedir, bununla birlikte, direng profillerinde
biiyiik degisimler gozlemlenmedi (Sekil 3.15).
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Sekil 3.14. Yillara gore plazmid AMD gen sayilart

Orneklerin birgogunda pESI megaplazmidlerin varligi tespit edilirken, 2
numarali ornekte farkli olarak IncFIB (pN55391) plazmid tipi saptandi. Yapilan
karsilastirma sonucunda 02 numarali 6rnegin, %99,92 oraninda CP169512.1 erisim
numarali plazmid ile benzer oldugu goriildii. Bu durum, 2 numarali 6rnegin plazmid
profili a¢isindan diger 6rneklerden ayristigini gosterdi. Megaplazmidlerin ortak olarak
bulundugu o6rneklerde belirli bir genomik yapi korunurken, IncFIB (pN55391)'in
varligi, konjugasyon, mobil genetik elemanlar ve toksin-antitoksin sistemleri
acisindan dikkat ¢ekicidir. Genom anotasyonu, plazmidde ccdA, ccdB, vagC, vapC
gibi toksin-antitoksin sistemlerini kodlayan genlerin varligini gosterdi. Ayrica, tra, trb,
mobB gibi konjugasyonla iligkili genler de tespit edildi. repA, SopA, sopB gibi
replikasyon ve segregasyon genleri de tespit edildi. Yatay gen transferi analizi ile bu
ornek tizerinde bes farklt HGT bolgesi belirlendi. Bu bélgelerin, 1-20000, 22500-
27500, 35000-45000, 82500-87500 ve 127500-152500 araliklarinda yer aldigi
gozlendi. Ozellikle yiiksek skor degerine sahip bolgeler, potansiyel olarak yabanci
genlerin kazanildigi veya plazmidin diger bakterilerle genetik degisim yaptig1 bolgeler
olabilecegi degerlendirildi (Sekil 3.16).
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Sekil 3.15. iki numarali 6rnege ait plazmidin gorseli

Analiz edilen 9 plazmid 6rneginde ¢esitli IS (Insertion Sequence) elementleri
arastirildi. Bir (01) kodlu 6rnekte IS110, IS21, IS256, IS630, IS481 ve IS6 elementleri
bulundu. Iki (02) kodlu &rnekte IS200/IS605, 1S21, 1S256, 1S3, 1S4, 1S481, 1S6, 1S630
ve ISNCY elementleri tespit edildi. Ug (03) kodlu érnekte 1S200/1S605, 1S21, 1S256,
IS3, 1S6, ISNCY ve IS1380 elementleri belirlendi. Dért (04) kodlu 6rnekte IS110,
IS21, 1S256, 1S3, 1S6, 1S4, IS481 ve ISNCY elementleri bulundu. Alt1 (06) kodlu
ornekte 1S200/1S605, 1S21, 1S256, 1S3, 1S4, 1S6, 1S481 ve ISNCY elementleri tespit
edildi. Yedi (07) kodlu 6rnekte ISKRA4, IS3, 1S6, IS91, IS200/IS605, 1S21, 1S256,
IS4, 1S481 ve IS630 elementleri bulundu. Sekiz (08) kodlu o6rnekte IS110,
1S200/1S605, 1521, 1S256, 1S3, 1S6, 1S4, 15481, 1S630, 1S91 ve ISNCY elementleri
belirlendi. Dokuz (09) kodlu 6rnekte IS110, IS200/IS605, 1S21, IS256, 1S3, 1S6, 1S4,
IS91, ISKRA4 ve ISNCY elementleri tespit edildi. On (10) kodlu 6rnekte IS21, 1S6,
ISNCY, 1S630, 15256, 1S200/1S605, 1S3, 1S4 ve 1S481 elementleri belirlendi. Her
ornekte farkli IS elementleri bulunmus olup, bazi IS aileleri birden fazla 6rnekte ortak
olarak gozlendi. Bu elementlerin bulunma sikliklari ile ilgili ayrintilar Sekil 3.17°de

gosterildi.
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Orneklerde Bulunan IS Elementleri (Giincellenmis)
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Sekil 3.16. Plazmidlerde bulunan IS elementlerinin dagilimi

PHASTEST analizi sonucunda bir numarali érnekte 30,7 kb uzunlugunda
intact (biitiin halde) bir faj bolgesi tespit edildi. Bu bolgenin NC 042128 faj1 ile en
yiiksek benzerligi gosterdigi anlasildi. Faj bolgesi igerisinde transpozon elemanlari
(1S605, 1526, 15110, 1S431), rekombinasyon enzimleri (tyrosine rekombinaz/integrase,
resolvaz, xerD), toksin-antitoksin sistemleri (peml/pemK), antibiyotik direng
mekanizmalar1 ~ (Beta-laktamaz ~ TEM,  aminoglikozid  adenylyltransferaz,
dihidropteroat sentaz), potasyum tasima proteinleri (Kup 1), sekresyon sistemleri
(Colicin V, hifC, fael, K88 fimbrial proteinleri) ve olas1 viriilans faktorleri bulundugu

tespit edildi.

Iki numaral1 6rnekte 27,5 kb uzunlugunda intact bir faj bolgesi tespit edildi. Bu
bolgenin Shigel Stx NC 029120 faj1 ile en yiiksek benzerligi gosterdigi anlasildi. Faj
bolgesinde transkripsiyon diizenleyici proteinler (rfaH), toksin-antitoksin sistemleri
(ccdA/ccdB, vagClvapC), sekresyon sistemleri (Colicin V, Microcin-H47), fimbrial
proteinler (hifC, fael, K88) ve potansiyel viriilans faktorleri dahil olmak iizere gesitli
genler bulundu. Ayrica, bolgede transpozon elemanlar1 ve rekombinasyon enzimleri

(xerD, pSLTO051), antibiyotik direngle iligkili proteinlerin varligi tespit edildi.
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Ug numarali &rnekte 27,2 kb uzunlugunda intact bir faj bolgesi tespit edildi.
Bu boélgenin Brevib Jenst NC 028805 faji ile en yiiksek benzerligi gosterdigi
anlasildi. Faj bolgesinde rekombinasyon enzimleri (prophage P4 integrase, tyrosine
rekombinaz/integrase, resolvaz), transpozon elemanlar1 (1S110, 1S605, 1SSod4),
viriilans ile iligkili fimbrial proteinler (K88, faeD, hifC, F17), toksin-antitoksin
sistemleri (ccdA/ccdB, vapC/vagC), antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 (aminoglikozid
adenylyltransferaz, dihidropteroat sentaz) ve olasi1 sekresyon sistemleri (Colicin V,

Microcin-H47) gibi genlerin bulundugu goriildii.

Dort numarali 6rnekte 12,8 kb uzunlugunda intact bir faj bolgesi tespit edildi.
Bu bolgenin Shigel POCJ13 NC 025434 faj1 ile en yliksek benzerligi gosterdigi
anlasildi. Faj bolgesinde rekombinasyon ve mobil genetik elemanlarla iligkili enzimler
(prophage P4 integrase, tyrosine rekombinaz/integrase, transpozon enzimleri 1S110,
1S605, 1SS0d4), faj replikasyon proteinleri, viriilans ile iligkili fimbrial proteinler (K88,
faeD, faeE, hifC, F17), toksin-antitoksin sistemleri (ccdA/ccdB, vapC/vagC), olasi
sekresyon sistemleri (Colicin V, Microcin-H47) ve antibiyotik direng mekanizmalari

(Beta-laktamaz TEM, tetrasiklin direng proteinleri) gibi genlerin varlig1 belirlendi.

Alt1 numarali 6rnekte 36,2 kb uzunlugunda intact bir faj bolgesi tespit edildi.
Bu bolgenin PHAGE Escher RCS47 NC 042128 faj1 ile en yiiksek benzerligi
gosterdigi goriildii. Faj bolgesinde rekombinasyon ve mobil genetik elemanlarla iligkili
enzimler (prophage P4 integrase, tyrosine rekombinaz/integrase, transpozon
enzimleri 1S605, 1S110, 1S26, 1SSod4), viriilans ile iliskili fimbrial proteinler (K88,
HifC, Fael, F17), toksin-antitoksin sistemleri (CcdA/CcdB, VapC/VagC), olasi
sekresyon sistemleri (Colicin V, Microcin-H47) ve antibiyotik diren¢ mekanizmalari
(Beta-laktamaz TEM, tetrasiklin direng proteinleri, aminoglikozid adenylyltransferaz)

gibi genlerin bulundugu goriildii.

Yedi numarali 6rnekte analiz edilen plazmidin 227,016 bg uzunlugunda oldugu
ve GC igeriginin %49,96 olarak hesaplandig1 belirlendi. PHASTEST analizi
sonucunda 27,5 kb wuzunlugunda intact bir faj bdlgesi tespit edilerek
PHAGE Shigel Stx NC 029120 faj1 ile yiliksek benzerlik gosterdigi anlasildi.
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Plazmidin mobil genetik elemanlar (1S605, 1S110, 1526, 1SSod4, 1S431mec, Tn552,
Tnl721, Tn3), rekombinasyon enzimleri (tyrosine recombinase/integrase, prophage
P4 integrase), viriilans faktorleri (K88 ve F17 fimbrial proteinleri, Chaperone protein
HifB ve Outer membrane usher protein HifC), toksin-antitoksin sistemleri
(CcdA/CcdB, VapC/VagC), antibiyotik direng genleri (Beta-laktamaz TEM,
tetrasiklin, kloramfenikol, aminoglikozid) ve c¢esitli sekresyon sistemleri igerdigi

goriildil.

Sekiz numarali 6rnekte herhangi bir faj bolgesi saptanmadi. Dokuz numarali
ornekte ise 217.437 bg uzunlugundaki plazmidde, 15,7 kb uzunlugunda intact bir faj
bolgesi tespit edildi. Bu bdlgenin PHAGE Mycoba Phrann NC 031266 ile en
yiiksek benzerligi gosterdigi ve GC igeriginin %49,55 olarak hesaplandig: belirlendi.
Faj bolgesinde mobil genetik elemanlar (1S605, 1S110, 1S431mec, 1S640, 15200, 1S257,
IS3A, Tn3, Tn552, Tnl721), rekombinasyon  enzimleri (tyrosine
recombinase/integrase, prophage P4 integrase), viriilans faktorleri (K88 ve F17
fimbrial proteinleri, Chaperone protein HifB ve Outer membrane usher protein
(hifC)), toksin-antitoksin sistemleri (ccdA/ccdB, vapC/vagC, peml/pemK), antibiyotik

direng genleri ve poliketid sentez genleri igerdigi tespit edildi.

On numarali 6rnekte analiz edilen plazmidin 232,296 b¢ uzunlugunda oldugu
goriildii. PHASTEST analizi sonucunda 27,5 kb uzunlugunda intact bir faj bolgesi
tespit edilerek PHAGE Shigel Stx NC 029120 faji ile en yiiksek benzerligi
gosterdigi belirlendi. Plazmidin antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 (Beta-laktamaz
TEM, tetrasiklin, kloramfenikol, aminoglikozid, siilfonamid), viriilans faktorleri (K88
ve F17 fimbrial proteinleri), toksin-antitoksin sistemleri (CcdA/CcdB, VapC/VagC),
sekresyon sistemleri (Colicin V, Microcin-H47) ve ¢evresel adaptasyon saglayabilecek
agir metal direng genleri icerdigi goriildii. Tiim 6rneklere ait plazmidler ve {izerindeki

faj bolgeleri Sekil 3.18’da ayrintili sekilde gosterildi.
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Ornek 01 Ornek 01

Ornek_02 Ornek 09
Ornek 03 Ornek_10
Ornek 04

Sekil 3.17. Plazmidler ve iizerlerinde bulunan profaj bolgeleri

3.4.9.Filogenetik Analiz

Bu calisma kapsaminda genomik analizleri yapilan dokuz adet susa BLAST
analizi yapildi. Yiiksek oranda benzerlik olan 2020 TR06 Turkey genomu,
GCF_005886015.1, GCF_040279165.1, GCF_040279375.1 ve GCF_040279285.1
suslar1 olarak belirlendi ve bu suslar kullanilarak ANI analizleri gergeklestirildi. Bu
suslara ait plazmid BLAST analizi sonucunda bir plazmid digerlerinden farkli olarak
(IncFIB (pN55391) isimlendirildi. Sonrasinda bu plazmidler pESI-megaplazmid ile

benzerliklerinin anlagilmasi i¢cin ANI analizine tabii tutuldu.

Bu ¢aligmada, kromozom ve plazmide 6zgii ayr1 ayr1 ANI (Average Nucleotide
Identity) analizleri gergeklestirildi. Plazmid karsilagtirmalari, referans pESI plazmidi
(Aviv vd., 2020) ile yapilan benzerlik analizlerine dayanmaktadir. Tiirkiye’den girilen
diger suslarinda eklenerek yapildigi analizde elde edilen ANI degerleri %99,45 ile
%99,92 arasinda degistigi goriildii. 01 Ornegi %99,83, 02 drnegi %99,88, 03 drnegi
999,92, 04 6rnegi %99,64, 06 drnegi %99,89, 07 6rnegi %99,45, 08 6rnegi %99,49,
09 ornegi %99,47 ve 10 ornegi %99,88 oraninda ve Tirkiye suslar1 ile benzerlik

gosterdikleri goriildii.
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06 kodlu ornegin genomu, 2017 GCF 005886015.1 Turkey genomuna
%99,72 oraninda benzer bulundu. 07 Kodlu 6rnegin genomu ile 10 kodlu 6rnegin
genomu arasindaki benzerlik %99,96, 01 Kodlu 6rnegi genomu ile 03 kodlu 6rnegin
genomu arasindaki benzerlik %99,96, 2023_GCF_040279165.1 Turkey genomu ile
2023 GCF _040279375.1 Turkey genomu arasindaki benzerlik %99,97 olarak tespit

edildi. Diger genomlar arasinda da benzer oranlar gozlemdi.

Bu calismada, belirlenen plazmidlerin pESI referans plazmidi ile ANI
(Average Nucleotide Identity) karsilagtirmalari gergeklestirildi. Yapilan analizler
sonucunda, plazmidlerin pESI referans dizisiyle benzerlik oranlarinin %99,45 ile
999,92 arasinda degistigi belirlendi. 01 plazmidi referans pESI plazmidi ile %99,83
ANI degerine sahiptir. 02 plazmidi %99,88, 03 plazmidi %99,92, 04 plazmidi %99,64,
06 plazmidi %99,89, 07 plazmidi %99,45, 08 plazmidi %99,49, 09 plazmidi %99,47
ve 10 plazmidi %99,88 oraninda benzerlik gosterdi. ANI analizleriyle birlikte, her
plazmidin pESI referans plazmidiyle karsilastirmali eslesme uzunluklari da belirlendi.
Ornegin, 01 plazmidi 91 eslesme bolgesi ve 96 referans bolgesi ile analiz edildi.
Benzer sekilde, 03 plazmidi 94 eslesme ve 95 referans bolgesi, 06 plazmidi ise 88

eslesme ve 93 referans bolgesi ile hesaplandi. Bu bulgular, incelenen plazmidlerin

pESI referans plazmidi ile yiiksek oranda benzerlik tasidigini gosterdi.

Filogenetik analizlerde, belirli genetik klonlarin salginlarla iligkili olup
olmadigin1 anlamak i¢in genomlar arasi SNP mesafeleri hesaplandi ve genomik
network analizi gergeklestirildi. S. Infantis suslarinin belirli bir genetik havuza ait
oldugunu ve zaman icinde belirli mutasyonlarla adaptasyon gosterdigini ortaya
¢ikardi. Bu sonuglara gore Tiirkiye’den yapilan dizileme ¢aligmalari sonucunda elde
edilen 6rneklerin birbirleri ile baglantili oldugu goriildii. Bu ¢alismaya ait suslarin yil
bakimindan birbirinden evrimsel olarak farkli olsa da SNP bakimindan birbirlerine ¢ok
yakin oldugu hatta neredeyse tiim iilke suslarinin bir arada ag i¢inde oldugu goriildii
ve bu ag Sekil 3.19°deki gibi Tiirkiye ag1 olarak isimlendirildi. Bu agdaki suslardan,
10 ve 02 kodlu sus birbirine 0,0023, 09 ve 04 kodlu suslar 0,0020, 07 ve 08 kodlu sus
0,0025, 01 ve 06 kodlu suslar ise 0,0024 SNP uzaklikta olduklari belirlendi. 03 kodlu

susun bu suslardan ayristigini ve ortak atadan daha az SNP farki oldugu goriildii.
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Sekil 3.18. Tiirkiye’deki 6rneklere ait ag analizine ait grapetree gorseli

Ayrica Tiirkiye’den daha once girilen GCF_04279285.1, GCF_04279165.1,
GCF_04279375.1 ve GCF_04279135.1 erisim numarali suslar bu suglara daha yakin
SNP sayisinin  oldugunu gosterdi. Tirkiye’den 2017°de  NCBI’a yiiklenen
GCF_005886015.1 numaral1 susun ise ¢ok farkli bir dalda yer aldig1 goriildii (Sekil
3.20).

Bu calisma kapsaminda degerlendirilen suslar arasinda baglantinn arastirilmast
icin yapilan SNP ve ag analizleri sonucunda, suslar arasinda 2 ve 10 numaral
orneklerin birbirlerine ¢ok yakin oldugu, 3 (6 ve 1’e yakin), 6 ve 1 numarali 6rneklerin
bir kiimelenme yaptig1 goriildii. Buna ek olarak 7 ve 9 numarali 6rnekler ile 4 ve 8
numarali 6rnekler birbirleri i¢inde kiimelenmis oldugu ve diger kiimelere daha uzak
akrabalar olduklar1 anlasildi. Ornekler kendi icinde filogenetik olarak
degerlendirildiginde 4 adet cluster olustugu gozlendi. Bu kiime Tiirkiye’den girilen

suslar ile birlestirildiginde 5 farkli cluster olustugu goriildii.
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Sekil 3.19. Tiirkiye’den girilen GCF_005886015.1 numarali susun ag analizine gore bulundugu

konumun gosterilmesi

Filogenetik analiz sonucunda Maksimum Olabilirlik (ML) agacinin log-
olasihigr -5,827,526.670 olarak hesaplandi. Bootstrap analizi, sonuglarin
giivenilirligini artirmak i¢in 1000 replikasyon ile gergeklestirilmis olup, elde edilen
ortalama bootstrap destek degeri %99’un iizerinde bulundu. Bununla birlikte, bazi
numunelerde yiiksek bosluk igerigi (gaps) tespit edilmis ve %4’li asan Orneklerde
diisiik giivenilirlik gézlendi. Bu nedenle 6zellikle Rusya, Tiirkiye ve Sirbistan kaynakli
genomlarda bosluk oranlar1 dikkatle degerlendirildi. Analiz sirasinda Sirbistan ve
Tiirkiye’den gelen bazi 6rneklerin bilesim testi basarisiz olmus (p<0.05) ve bu durum
analizin sonuglarinin yorumlanmasinda géz oniinde bulunduruldu. Filogenetik analiz
sonucunda olusturulan ML agaci, bootstrap destekli aga¢ ve destek degerleri kayit
altina alindi. ClonalFrameML kullanilarak rekombinasyonun evrimsel siirece etkisini
degerlendirmek amaciyla analiz ger¢eklestirildi. “core_tree.treefile” dosyasi referans
filogenetik agacit olarak kullanilmigs ve “core_gene_alignment.aln” dosyasina
dayanarak 124 genom ve toplam 3,612,029 niikleotid bolgesi analiz edildi. Atasal

durum rekonstriiksiyonu ve bosluk doldurma (imputation) asamasinda 86905 bolge
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analiz edilmis ve maksimum log-olasilik degeri -931245 olarak hesaplandi. Bu siiregte
empirik niikleotid frekanslar1 asagidaki sekilde belirlendi (A: %23 C: %25,4 G: %28,2
T: %23,4). Filogenetik agag tizerinde rekombinasyonun etkisini 6l¢mek i¢in dallarin
uzunluklar1 diizeltilmis ve optimize edildi. Bu analiz sirasinda, rekombinasyonun
genomik evrimdeki roliinii belirlemek amaciyla ¢esitli istatistiksel dlgiimler yapildi.
Maksimum log-olasilik degeri -892,294 olarak hesaplanirken, rekombinasyon ve
mutasyon oranlarint  belirleyen ana parametreler su sekilde belirlendi:
rekombinasyon/mutasyon orani (R/0) = 0.35, ortalama DNA import uzunlugu 87,535
bg, rekombinasyon yoluyla alinan DNA’nin ortalama evrimsel uzakligi 0,0323497

olarak bulunmustur.

Klonal iligkinin derinlemesine incelenmesi i¢in yapilan analizde ML
filogenetik agacina gore Avrupa ve Tiirkiye suslarinin klonal iligkisinin derinliginin
arttig1 gorildi. Tiirkiye’den girilen suslarin yine ayni dal i¢inde oldugu, ayrica ayni
Sehirlerden geldigi bilinen, Ornek 07 ve Ornek 08’in yakin klonal iligkisinin oldugu
ortaya konulmus oldu. Yillara gore yapilan analizde Tiirkiye ve Avrupa’daki suslarin
1993°den bu yana belirli klonal yayilimlara sahip oldugu analiz sonuglarinda gortldii.
Ayrintili bilgileri igeren Avrupa klad’ma yonelik ¢izilen filogenetik agac¢ Sekil
3.21.”de verildi.
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Sekil 3.20. Cekirdek genom ve 1000 replikasyon kullanilarak ¢izilen klonal analize ait filogenetik agag
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Ozellikle filogenetik agacin  dallarinda  rekombinasyon oranlarmin
hesaplanmas1 sonucunda, farkli cografi bolgelerden gelen genomlar arasinda belirgin
farkliliklar tespit edildi. Giiney Afrika, Nijerya, Kamerun ve Tirkiye gibi bazi
bolgelerden gelen genomlar diger bolgelere kiyasla daha yiliksek rekombinasyon

oranlarina sahip goriildii.

Olusturulan filogenetik agag verisinde Tiirkiye’den girilen 6rneklerin bir arada
toplandig1 ve birbirleri ile ¢ok benzer olduklar1 goriildii. Yapilan daha ayrintili
incelemelerde 6rneklerin Avrupa’da tespit edilen ve dizilenerek NCBI’a yiiklenen S.
Infantis genomlar1 ile yiiksek benzerlik gosterdigi goriildi. Bu da Tiirkiye’den
yiiklenen genomlar ile Avrupa’daki suslar arasinda bir baglant1 olabilecegini gosterdi.
Buna ek olarak Tiirkiye suslariin ikincil olarak da 2016 yilinda Irak’tan yiiklenen
GCF_017693045 susu ile yakin benzerlik gosterdigini gosterdi. Tiirkiye suslarinda
farkli yillardan alinmis 6rnekler olsa da g¢ekirdek genomlar baz alinarak bir analiz
gerceklestirildigi i¢in yi1l agisindan Tirkiye orneklerinin kendi arasinda gesitlilik

gosterdigi goriildii. Ayrintili gorsel Sekil 3.22” verildi.

3.4.10. Evrimsel Analiz

Yapilan filogenetik analizere ek olarak bayesci evrimsel baglantilarin ortaya
konmas1 adma bircok analiz gerceklestirildi Bunlardan Roary kullanilarak yapilan
analizler sonucunda, bu calismada analiz edilen 124 S. Infantis genomu, toplamda
10,716 farkli gen i¢ermektedir. Genomlarin biiylik bir kismi cloud genler (%54,7,
5,867 gen) olarak siniflandirildi. Cekirdek genomda ise (9%95-100 tiim suslarda ortak
olan) yalnizca 3,864 gen bulundu. Shell (%8,5) ve soft-core (%0,7) genlerin toplam
sayisinin nispeten diisiik oldugu goriildii. Yapilan pan-genom analizi sonucunda,
genom sayisi arttikca toplam gen sayisinin da siirekli olarak ytikseldigi gozlendi. Bu
egilim, Sekil 3.23’de de goriildiigii iizere, S. Infantis tlirtiniin "agik pan-genom"

yapisina sahip oldugu olarak sonuglandirildi.
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Sekil 3.21. Toplam gen sayisinin genom sayisina gore oranlanmasi ile bulunan pan-genom agiklik

durumu

BPGA ile olusturulan pan-genom egrisi, pan-genomun agik oldugunu, yani
yeni genomlar eklendik¢e yeni genlerin kesfedilmeye devam ettigini gosterdi. Bu
sonug, S. Infantis tiirliniin genetik olarak oldukc¢a dinamik ve gesitlenmeye agik

oldugunu gostermektedir.

Yapilan BEAST analizi sonucunda, ortalamalar ve giliven araliklar
hesaplanarak en olas1 filogenetik parametreler elde edildi. 95% HPD araligt (-
46,786.99,-46,636.58) ile belirlendi. ESS degeri 167.7, 6rnekleme etkinligi agisindan
diisiik olup, daha uzun zincirlerle iyilestirilebilir. Auto-correlation time (ACT) 2.92 x
10¢ olarak hesaplanmis ve toplamda 4.9 x 10° 6rnekleme yapildi. Saat modeli olarak
log-normal dagilimh diizensiz (uncorrelated relaxed) molekiiler saat kullanilmis ve
ortalama saat hiz1 (ucld.mean) 5.02E-5, standart sapmasi (ucld.stdev) 5.93E-3 olarak
belirlendi. Bayes faktorii kullanilarak oran dagilimi degerlendirildi ve oran kategorileri

tahmin edildi.
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Sekil 3.22. Zamana bagli yas frekansinin gosterilmesi

Popiilasyon biiyiikliigiiniin zamana bagli degisimini modellemek i¢in 10
boyutlu Skyline model kullanildi. Skyline modelinde (Sekil 3.24) popiilasyon
biiyiikliigii degerleri 31,28-774,50 arasinda degismekte ve popiilasyon gruplari
arasinda farkli dinamikler gézlenmektedir. Analiz sonucunda, ortalamalar ve giiven
araliklart hesaplanarak en olasi filogenetik parametreler elde edildi. Agacin kok
yiiksekligi (treeModel.rootHeight) 95,02, en son ortak atanin yasi (age (root)) 1928,98,
toplam dal uzunlugu (treeLength) 2266,53 olarak hesaplandi. Agag olasilik degeri
(treeLikelihood)-42,153.96 olarak belirlenirken, kovaryans degeri (covariance)-
1354.31 ve varyasyon katsayisi (coefficientOfVariation) 0.054 olarak tespit edildi
(Sekil 3.25).
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Sekil 3.23. Frekansa bagli skyline plot degerlerinin gdsterilmesi

Yapilan  analizlerde rekombinasyon boélgeleri degerlendirildi. Bu
degerlendirmeye gore birgok susta rekombinasyonlarin oldugu goriildii. Ozellikle
Tiirkiye’de bulunan suslarda bu olasiligin yiiksek oldugu tiim 6rnekte goriilmesi ile
desteklendi. Sekil 3.25’da yapilan bu analize ait elde edilen gorselde bu sonuglar
verildi. Bu gorsele gore elde edilen sonuglar, {ilkelere ait suslarla

iligkilendirilebilecegini ortaya koydu.
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Sekil 3.24. Rekombinasyonlarin yogun oldugu &rneklerin filogenetik agag lizerinde gosterilmesi




Yapilan BEAST analizi sonunda elde edilen agacin anotasyonu sonucunda bir
filogenetik agag¢ olusturuldu. Bu filogenetik agacta core genom sonucunda elde edilen
agaca gore biiyiik degisiklikler goriildii. Tiirkiye’den girilen 6rneklerin oldugu sari ile
isaretli kladda Tirkiye ile birlikte ABD, Sili ve Giliney Kore’ye ait 6rneklerde
benzerlikler oldugu saptandi. Ayrica yillara gore analiz yapildiginda drneklerin yillara
gore birbirinden ayrildig1 ve ayni yillarda olan 6rneklerin ayni dallarda oldugu goriildii
(Sekil 3.26).
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Sekil 3.25. BEAST analizi sonucunda elde edilen aga¢ dosyasi kullanilarak olusturulan evrimsel

filogenomik agag (skala yillar1 ifade etmektedir)
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Yapilan bayesci filogenetik analizlere gore tiim oOrneklerin iki ayr1 kolda

ayristig1 gorildii. Bunun nedeni olarak uzun zaman Once yasamis bir ortak ata
olabilecegini gostermektedir. Sekil 3.27°de de goriildiigii gibi Tiirkiye’den girilen

orneklerin oldugu dal, Tiirkiye’den girilen diger genomlardan ayrigmaktadir.
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Sekil 3.26. Tiim 6rneklerle yapilan BEAST analizi sonucu suglarin kiimelenme haritasinin gosterilmesi.

Kirmizt ile igaretli olan dallar bu ¢alisma kapsaminda elde edilen suslari temsil etmektedir
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3.5. Biyoinformatik Analiz Is Akis1 Gelistirilmesi

3.5.1.1s Akisi Gelistirme Asamalari

Bu ¢alismada, S. Infantis suslarinin genomik analizi ve antimikrobiyal direng
profillemesini kapsayan biyoinformatik analizlerin otomatize edilmesi amaciyla
Nextflow tabanli bir biyoinformatik is akisi gelistirildi. Is akisi, ham dizileme
verilerini (fastq) alarak kalite kontrol, montaj, anotasyon, antimikrobiyal diren¢ analizi
ve filogenetik degerlendirme gibi temel adimlart modiiler bir sekilde ilerlemektedir.
Birden fazla 6rnegin ayni zamanda islenmesini saglayan bu siire¢ gercek zamanli

olarak goriintiilenebilmektedir (Sekil 3.28).

Is akis’’in temel amaci, S. Infantis suslarinin genomik epidemiyolojisini
incelemek icin standartlagtirilmig, Ol¢eklenebilir ve taginabilir bir analiz altyapisi
sunmaktir. Is akisi, tiim genom dizileme (WGS) verilerini girdi olarak alarak cesitli
biyoinformatik araclarla analiz siireclerini gerceklestirmekte ve nihai olarak suslarin
genetik iliskilerini ortaya koyan raporlar iiretmektedir. Is akisi’nin gelistirilmesi
stirecinde Nextflow is akisi i¢erisinde Conda iginde gesitli biyoinformatik yazilimlar

entegre edilerek modiiler ve esnek bir sistem olusturuldu.

Is akisinin ilk asamasi kalite kontrol ve veri 6n isleme adimlaridir. Bu asamada,
FastQC ve MultiQC araclar1 kullanilarak ham dizileme verilerinin Kkalitesi
degerlendirilmis, fastp araci ile diisiik kaliteli bazlar ve adaptor sekanslari filtrelendi.
Ardindan, uzun okuma teknolojisi ile {iiretilen verilerin montaji (assembly) Flye
yazilim1 kullanilarak gergeklestirilmis ve elde edilen genom taslaklari (draft assembly)
QUAST ve BUSCO analizleriyle kalite agisindan degerlendirildi. Genom montaji
tamamlandiktan sonra, suslarin genetik bilesimi Prokka ile anotasyonlanarak protein
kodlayan genler, rRNA ve tRNA bolgeleri belirlendi. Daha sonra parsnp analizi

gerceklestirilerek, suslar arasindaki genomik farkliliklar ortaya kondu.

Genotiplendirme analizleri, S. Infantis suslarmin filogenetik iliskilerini
belirlemek i¢in gergeklestirildi. MLST ve cgMLST analizleri, suslar arasindaki

genetik varyasyonlar1 tanmimlamaya yardimci oldu. Ozellikle ChewBBACA araci
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kullanilarak yapilan cgMLST analizleri, suslarin klonal iligkilerini ortaya koymus ve
epidemiyolojik baglantilarinin degerlendirilmesini sagladi. SNP tabanli filogenetik
analizler i¢cin Minimap2 ve MUMmer araglar1 kullanilarak tim genom dizileme
verileri referans bir genom ile hizalanmis ve suslar arasindaki mutasyon farkliliklar
hesaplandi. Filogenetik agaglar, is akist disinda online olarak kullanilan iTOL yazilimi

ile gorsellestirildi.

Antibiyotik diren¢ analizi i¢in, genomlarda bulunan diren¢ genleri abricate
kullanilarak belirlenmis ve sonuglar CARD, ResFinder, MEGARES ve NCBI gibi
cesitli veri tabanlari ile karsilastirildi. Elde edilen direng profilleri hem kromozomal
hem de plazmid kaynakli genleri kapsayacak sekilde analiz edildi. Plazmidlerin
belirlenmesi ve karakterizasyonu i¢in PlasmidFinder ve MobileOG-db kullanilmis,
mobil genetik elementlerin yayilimi ve antibiyotik diren¢ genlerinin tasinabilirligi

degerlendirildi.

Is akisi’m dogrulama siireci, hem bu ¢alismada kullanilan S. Infantis suslari
hem de Avrupa Niikleotid Arsivi (ENA)’dan indirilen 20 farkli S. Infantis genom verisi
ile gerceklestirildi. Is akisi’nin ¢iktilar, manuel analiz sonuglari ile karsilastirilmis ve
tekrarlanabilirligi test edildi. Yapilan degerlendirmeler, is akisinin tutarli ve giivenilir

sonuglar iirettigini gosterdi. Tiim 6rneklerden sonug alinabildigini gosterdi.

Gelistirilen 15 akisi, www.github.com/cinnetcrash/gelidonyamr adresinde agik
kaynak olarak arastirmacilarla paylasildi. Isakisi’in ilerleyen asamalarda Docker ve
Singularity kapsayici teknolojileri ile daha tasinabilir hale getirilmesi ve genomik
mobil elementlerin daha ayrintili analizini yapacak ek modiillerin entegrasyonu

planlanmaktadir.
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Sekil 3.27. Komut satirinda is akigina ait Nextflow ¢alismasina ait denemeden bir goriintii

3.6. Ilstatistiksel Analiz

Kruskal-Wallis testi sonuglarina gore, yillar arasinda direng genleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edilmedi (p~0,406, p>0,05). Bu durum,
diren¢ genlerinin yillar iginde belirli dalgalanmalar gdsterdigini ancak bu
degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli olmadigini ortaya koymaktadir. Ozellikle,
belirli yillarda daha fazla direng geni tespit edilmesine ragmen, bu degisikliklerin
rastlantisal olabilecegi ve diren¢ gen frekanslarinin belirgin bir trend gostermedigi

gortildii.
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4. TARTISMA

Salmonella Infantis, kiiresel olarak artan MDR saptanan bir patojen olup, hayvan
ve insan enfeksiyonlarinda giderek daha fazla tespit edilmektedir. Bu suslarin tasidigi
MDR genleri, diren¢ mekanizmalarinin yayilmasina katki saglayarak mevcut tedavi
seceneklerini kisitlamaktadir. Bu nedenle, MDR S. Infantis suslart 6nemli bir halk
saglig1 riski olusturmaktadir. Ozellikte Avrupa’da ¢ok fazla goriilmeye baslayan bu
patojenin, Avrupa'daki kanatli kaynakli S. Infantis izolatlarinda pESI-megaplazmidi
ile tespit edilmektedir (Alba vd., 2020, Aviv vd. 2014). Ozellikle ABD'deki
arastirmalar ise Salmonella etkenlerinde zoonotik bulasmayi1 kanitlayarak (McMillan,
2022; Miller vd., 2020), pESI konjugatif plazmidini tasiyan suslarin klonal yayilimmin
yaygilastigini (Hindermann vd., 2017) ve direng genlerinin farkli cografi bolgelerde
dagildigint gostermektedir. Bu bilgiler MDR S. Infantis suglarinin kiiresel yayilimini
isaret etmekte ve genomik siirveyansin artarak devam etmesi gerektigini

gostermektedir.

Bu tez caligmasinda, 2020-2024 yillani arasinda Tiirkiye’deki kanatli kaynakli
S. Infantis izolatlarinin hem genomik hem de fenotipik profilleri ortaya konmus,
suslarin evrimsel dinamikleri incelenmis ve klonal iligkileri degerlendirilmistir.
Ayrica, bu analizlerin standardize bir sekilde tekrarlanabilmesi i¢in bir biyoinformatik
is akis1 gelistirilmis ve ileride Salmonella ve diger patojenlere yonelik genomik
siirveyans caligsmalarina katki saglamasi hedeflenmistir. Son olarak, bu calisma
kapsaminda NGS ve biyoinformatik analiz yontemlerinin kullanimina dair bir yontem
onerilmis ve ililkemizdeki diren¢ genlerinin varligi, filogenetik iligkiler ve plazmid

aracili diren¢ mekanizmalar1 degerlendirilmistir.

Antimikrobiyal direng profillerini belirlemek i¢in bu calisma kapsaminda
gerceklestirilen disk difiizyon yontemine yonelik fenotipik direng testleri, MDR
suslariin  2020-2024 yillar1 boyunca siirekli olarak varligimi = siirdiirdiigiini
gostermistir. MDR suslarinin hem Tirkiye’de (Acar vd., 2017; Aksakal vd., 2009;
Sahan vd., 2014) hem de diinya genelinde basta ABD (Tate vd., 2017) olmak {izere,
Rusya (Bogomazova vd., 2020), Avrupa (Franco vd., 2015), Peru (Martinez-Puchol
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vd., 2021) ve Sili (Lapierre vd., 2020)’de bu suslarin halk saglig1 agisindan biiytik bir
tehdit olusturdugu ortaya konmustur. Bu calismada elde edilen sonuglar literatiirle
tutarl1 bulunmustur. Ornegin, Acar vd. (2019)’nin yapt1g1 ¢alismada sadece tetrasiklin,
streptomisin, kanamisin ve bazen de ampisilin direnci goriilmesine ragmen bu
calismada fazladan, beta-laktam ve florokinolon direnci de saptanmistir. Buna ragmen
bu calismadaki 6zellikle florokinolon, beta-laktam, tetrasiklin ve siilfonamid direnci
dikkat ¢ekse de fenotipik direng verilerinin yillara gore analizinde anlamli bir farklilik
bulunmamustir (p=0,206). Bunun temel nedenlerinden birinin, bu ¢alisma kapsaminda
test edilen 6rneklem sayisinin siirli olmasidir. Daha biiyiik bir 6rneklem boyutu ve
daha genis temsil edilebilirlik ile gelecekte kapsamli molekiiler arastirmalarin

gerceklestirilmesi gerekmektedir.

NGS teknolojisi, bu ¢alismada fenotipik analizlere ek olarak kullanilmis ve
ileri genomik analizler gergeklestirilmistir. Elde edilen kontig sayilari ve N50
degerleri, verilerin yiiksek kalitede oldugunu gostermektedir. Uzun okuma (ONT)
teknolojisi ile gerceklestirilen bu ¢alismada tiim orneklerde bir kromozoma ve bir
plazmide ait kontig tespit elde edilmistir. Literatiirde, kisa okuma tabanli ¢aligmalar
(Klassen ve Currie, 2012; Pop ve Salzberg, 2008) genellikle birden fazla kontig
tiretmekte, bu da sonraki analizlerde hata riskini arttirdigi goriilmektedir. Bu ¢alisma
kapsaminda giiniimiizde yeni yeni kullanilmaya baslayan uzun okuma ve kisa okuma
teknolojilerinin bir arada kullanildig: hibrit montajlama (Chen vd., 2020) yontemine
gerek duyulmadan yiiksek kaliteli (~60x) genom verisi elde edilmistir. Ozellikle
plazmid ile kromozom arasindaki genomik farki ortaya koymak icin tercih edilen bu
yontemle elde edilen genomik veri Zhao vd. (2023)’nin bulgular1 ile benzerlik
gostermektedir. Yapilan ¢alismalardaki laboratuvar siiregleri olan 1slak laboratuvar
caligmalarindan iyi sonuglar alinmis olsa da bu siirecler kullanict bagimli oldugundan
tekrarlanabilirlik konusunda daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir. Bu nedenle,
calismada elde edilen dizileme sonuglarmin biiyiik o6lgekli calismalarla
karsilagtirillmast  ve laboratuvar yontemlerinin standardize edilmesi tavsiye

edilmektedir.
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Genom anotasyonlar1 sayesinde kromozomal ve plazmid kaynakli genler ayri
ayri tespit edilmistir. Yillara gore ¢ekirdek genoma ait genler analiz edildiginde bu
genlerin biiylik 6l¢iide sabit kaldig1 fakat plazmid tlizerinde genetik ¢esitliligin aksine
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ozellikle pESI olarak bilinen ilk olarak Israil’den
bildirilen (Aviv vd., 2014) megaplazmidin, bir 6rnek hari¢ tiim 6rneklerde tespit
edilmesi bunu destekler niteliktedir. Konjugatif megaplazmid bulunmayan 6rnekte
dahi plazmid tlizerinde ¢ok dnemli viriilens genleri tespit edilmistir. Tespit edilen pESI
plazmidlerinin viriilens (Aviv vd., 2014; Zankari vd., 2012) ve antimikrobiyal direng
genleri (Marcus vd., 2000; Schlumberger vd., 2006) benzer ¢alismalarla paralellik
gostermektedir. Tirkiye’de yapilan farkli ¢alismalarda da pESI-megaplasmid varligi
bildirilmistir (Acar vd., 2019; Kiirek¢i vd., 2021). Bu calismalarda elde edilen
plazmidlerle genellikle gida kokenlidir. Bu ¢alismada kanatli kiimeslerinden toplanan
ornekler ile gergeklestirilmistir. Ayrica yapilan karsilagtirmalar sonucunda belirli
genomik benzerlikler saptanmistir. Ornegin Acar vd. (2019) bu calismaya benzer
tetrasiklin (tet), siilfonamid (sull), aminoglikozit (aadA) ve beta laktam genleri tespit
edilmistir. Bu ¢alismadan farkli olarak da civa direng geni (mer) ekstra olarak tespit
edilmistir. Bu tarz farklarin kullanilan dizileme teknolojisi ile alakali olabilecegi
diistinilmiistiir. Bu ¢alismada ONT teknolojisi kullanilmis olup Acar vd. (2019)’nin
caligmasinda Illumina sistemleri kullanilmistir. Ayrica kullanilan suslarin gida
kaynakli olmas1 da bu tarz bir diren¢ mekanizmasini agiklayabilir. Ilerde farkl
yerlerden izole edilen suslarin derinlemesine analiz yapilmasi tek saglik yaklagimina

biiytik katki saglayacaktir.

Yapilan genomik analizler, ¢esitli antimikrobiyal diren¢ genlerinin varligini
ortaya koymustur. Kinolon, sulfonamid, beta-laktam ve tetrasiklin grubu
antibiyotiklere diren¢ genleri tespit edilmistir. Fenotipik testlerden farkli olarak, belirli
yillarda bazi direng genlerinin fazla veya az bulunmasi, S. Infantis’in yiiksek genomik
plastisiteye sahip oldugunu gostermektedir. Bu durum daha 6nce yapilan ¢aligmalarla
da uyum gostermektedir (Winfield vd., 2004). Genomda bulunan direng genlerinin her
zaman fenotipik olarak ekspresyona ugramadigi bilinmektedir (Buruk vd., 2016). Bu
durum, efluks pompalar1 ve diizenleyici mekanizmalarin gen ekspresyonunda 6nemli

rol oynayabilecegini gdstermektedir. Ornegin, kolistin ve polimiksin direnciyle iliskili
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pmrG geni tespit edilmis olmasina ragmen, fenotipik testlerde bu direng
gozlenmemistir. Kolistin ve Polimiksin B direncinin 6zellikle mcr gibi gen gruplarinin
da katkisiyla gelistigi bilinmektedir (Fortini vd., 2022). Bu durum kompleks bakteriyel
mekanizmalar ile agiklanabilir. Bu calismada sadece genomik olarak analizler
gerceklestirilmistir. Bu mekanizmalarin daha ayrintil bir sekilde ortaya konulabilmesi
icin gelecekte, bu genlerin ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi adina ileri

transkriptomik analizlerin yapilmasi gerekmektedir.

Filogenetik analizler, suslarin klonal iligkilerini ve epidemiyolojik baglamlarini
degerlendirmek i¢in kullanilmigtir. Tiim 6rneklerde daha dnce Tiirkiye’den var oldugu
bilinen baskin tip (Kiirek¢i vd., 2021) ST32 saptanmistir. SNP bazli analizler,
Tiirkiye’den izole edilen genomlarin Rusya ve Avrupa’daki bazi suslarla yakin
benzerlik gosterdigini ancak farkli filogenetik kladlarda yer aldigini ortaya koymustur.
Daha 6nceden yapilan bir ¢alismada (Guzinski vd., 2024) da Avrupa suslarinin bir
kladda yer aldigimi bildirmistir. Bu ¢alisma kapsaminda yapilan analizlerde de bu
calismalar1 dogrular nitelikte sonuglar bulunmustur. SNP bazli filogenetik analizler
her ne kadar ayrim yapabilmis olsa da genellikle akut salginlari incelemek igin
uygundur ancak uzun siire dolasim gosteren suslar1 ayirt etmekte yetersiz kalabilir
(Alba vd., 2023; Shakya vd., 2020). Cekirdek genoma dayali analizler, SNP
analizlerine kiyasla daha genis bir evrimsel perspektif saglamistir ve Tirkiye
suslarinin biiylik dlgiide Avrupa suslariyla ortak kiimeler olusturmugtur. Bu sonuglar
Alba vd. (2023) ve Guzinski vd. (2024) elde ettigi sonuglarla ortiismektedir. Bu
durumun SNP’lerin sadece tek nokta mutasyonlarna, cekirdek genom bazli
caligsmalarinda ¢ekirdek genomda bulunan bolgelere oldaklanmasi ve daha yiiksek bir
¢ozliniirliik sagladigindan dolay1 oldugu bildirilmistir (Alba vd., 2023; Guzinski vd.,
2024; Shakya vd., 2020). Filogenetik analizlerde ¢oziiniirliik istenildigi taktirde
arastirma sorusuna gore ayarlanabilir. Bu ylizden her yontemin kendi i¢inde kullanim
alam buldugu yerler vardir. Ozellikle bu galigmalarda kullanilan filogenetik yontem,
biyoinformatik araglar ve okuma teknolojilerinin standardizasyonu gelecekte

yapilacak aragtirmalar i¢in 6nem arz etmektedir.
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Bayesgi istatistiksel yontemlerle yapilan evrimsel filogenetik analizler, belirli
tilkelerden gelen Orneklerde yiiksek rekombinasyon oranlar1 oldugunu gostermistir.
Ozellikle Giiney Afrika, Nijerya ve Kamerun’dan izole edilen genomlarda yiiksek
rekombinasyon oranlar1 tespit edilmistir. Afrika tilkelerinde saptanan suslarda yiiksek
rekombinasyon oldugu caligsmalarla ortaya konmustur. Bu ¢calismada elde edilen suslar
da Afrika suslarina benzer 6zellik gostermektedir (Mattock vd., 2022). Salmonella
genomlarinin rekombinasyona agik oldugu ve bu olaylarin patojenitenin artisiyla
iliskili oldugu bilinmektedir (Winfield vd., 2004). Tiirkiye’den gelen suslarda da
yiiksek rekombinasyon goézlenmis ve bu durumun genomik cesitliligi artirdigi
belirlenmistir. Tiirkiye suslarinin ABD, Sili ve Giiney Kore suslari ile filogenetik
olarak iliskilendirildigi goriilmiistiir. Bu sonuglar literatiirle (Guzinski vd., 2024)
benzerlik gostermektedir. Guzinski ve arkadaslar1 bu ¢alismadan farkli olarak Birlesik
Kirallik’taki suslara odaklanilmig, daha fazla sus genomu kullanilmis (n=413) ve
MCMC degerini 400 milyon olarak segmistir. Bu ¢aligmada bayes¢i analizler i¢cin 500
milyon se¢ilmis ve analizler buna goére gergeklestirilmistir. Evrimsel analizlerin benzer
sonuclanmast MCMC degerinin benzerligi ile agiklanabilir. Ayrica ¢ogu ¢alisma halen
kisa okuma teknolojilerini kullanmaktadir. Bu teknolojinin yarattigi biasin da
sonuglart etkileyebilecegi unutulmamalidir. Benzer calismalarin giivenilir hale
getirilmesi i¢in daha yiikksek MCMC degerleri ve lokasyon etiketleriyle tekrarlanmasi

oOnerilmektedir.

Biyoinformatik analizler bu siireclerin en 6nemli asamalarindan birisidir. Bu
calisma kapsaminda yapilan analizlerin standardizasyonu ve tekrarlanabilirligini
arttirmak adina bir nextflow is akisi1 gelistirilmistir. Bu is akis1 paralel olarak birden
fazla ornek igin ¢alisabilmektedir. Giiniimiizde kullanilan birgok farkli is akisi
bulunmaktadir. Ornegin, komut satir1 iizerinden ¢alisan Bactopia (Petit ve Read,
2020), BacSeq (Chukamnerd vd., 2023) ve online olarak erisilebilen BV-BRC (n.d.
2015) bunlardan bazilaridir. Bu is akislar1 birden fazla patojene 6zgili olmalar1 ya da
online olarak ulasilabildigi i¢in kisitli sayida 6rnek analiz edilebildiginden problemlere
sebep olmaktadir. Ayrica bu platformlarin filogenetik analizleri gerceklestirebilecek
alt yapilar1 eklenmemistir. Bu ¢alismada tasarlanan is akist su an i¢in sadece

Salmonella’ya 6zgii olup bu esleniklerinden ayrismaktadir. Her ne kadar hizli ve kolay

86



bir sekilde uygulanabilse de su anda sadece nextflow iizerinden galigabilmesi bir
kisitlayici etken olabilir. lerleyen siirecte diger uzmanlarin da katkisiyla bu is akisinin

diger platformlara da aktarilmasi Salmonella siirveyansi igin faydali olacaktir.

Bu tez c¢alismasi, Tirkiye’deki MDR S. Infantis suslarimin genomik
karakterizasyonuna Onemli bir katki saglamaktadir. Ancak bazi siirlamalari
bulunmaktadir. Ilk olarak, yalnizca dokuz sus incelenmis olup bu durum popiilasyonun
tamamini yansitmayabilir. ikincisi, Tiirkiye'den halka agik genomik verilerin eksikligi,
yerel suglarla daha kapsamli bir karsilastirma yapilmasini kisitlamaktadir. Gelecekte,
daha biiyiik ve daha genis cografi dagilima sahip veri setleri ile genomik siirveyans
calismalarinin artirilmast gerekmektedir. Tiirkiye’de MDR S. Infantis suslarinin
yayilimini kontrol altina almak i¢in genomik siirveyans programlar1 genisletilmeli,
biyogiivenlik Onlemleri artirllmali ve diren¢ mekanizmalari daha detayli

arastirilmalidir.

Bu tez ¢alismasi, Tiirkiye'deki MDR 6zelligindeki S. Infantis'in alarm verici
yayllimin1 ve direng egilimlerini takip etmek i¢in genomik siirveyansin dnemini
vurgulamaktadir. pESI-Megaplasmid tasiyan izolatlarin varligi, kiiresel yayilim
acisindan potansiyel bir risk olusturmakta ve kanathi {iretiminde daha siki
antimikrobiyal diren¢ politikalar1 ve biyogiivenlik Onlemlerinin uygulanmasini
gerektirmektedir. Gelecekteki arastirmalarin, Tiirkiye izolatlar1 i¢in genomik veri
tabanlarin1 genigletmeye ve MDR S. Infantis’in halk sagligi iizerindeki etkisini
azaltmaya yoOnelik alternatif kontrol stratejilerini  kesfetmeye odaklanmasi

onerilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma, 2020-2024 yillar1 arasinda Tiirkiye’deki kanatli kaynakli S. Infantis
suslarinin hem fenotipik hem de genomik karakterizasyonunu gercgeklestirerek, MDR
suslarinin yayginligini, evrimsel dinamiklerini ve klonal iliskilerini detayli bir sekilde
incelemigtir. Calisma kapsaminda yapilan fenotipik analizler, MDR 6zellik gosteren
suslarin yillar boyunca varligini siirdiirdiigiinii ve 6zellikle florokinolon, beta-laktam
ve tetrasiklin gibi kritik antibiyotiklere kars1 yiliksek direng seviyeleri sergiledigini
ortaya koymustur. Bununla birlikte, yillara gore fenotipik diren¢ dagiliminda
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlemlenmemistir. Bu durum, MDR
suslarinin  stabil popiilasyonlar olusturdugunu ve diren¢ mekanizmalarinin

stirdiiriilebilir bir sekilde bakteriyel genom icerisinde korundugunu diisiindiirmektedir.

NGS ve biyoinformatik analizler kullanilarak yapilan genomik incelemeler,
MDR S. Infantis suslarinin tasidigi direng ve viriilens faktorlerini genom 6lceginde
belirlemeye olanak saglamistir. Hibrit montajlama yontemi olmadan yapilan kisa
okuma (Illumina) ve uzun okuma (ONT) bazli analizler, yiiksek kaliteli genom verisi
elde edilmesini saglamis ve suslarin kromozomal ve plazmid kaynakli genetik
ozelliklerini detaylandirmustir. Ozellikle pESI olarak bilinen megaplazmidin, tiim
izolatlarda tespit edilmesi ancak bir 6rnekte bulunmamasi, bu mobil genetik elemanin
S. Infantis’in patojenitesi ve direng profili iizerindeki potansiyel etkisini
vurgulamaktadir. pESI-megaplasmid'in, 6nceki calismalarda hem diren¢ hem de
viriilens genlerinin taginmasinda kritik bir rol oynadig1 gosterilmis olup, bu ¢alismada
da benzer sonuglar elde edilmistir. Bunun yani sira, genom anotasyonlar1 sonucunda
cekirdek genoma ait genlerin biiylik 6l¢iide korunmus oldugu, ancak plazmid kaynakl

genetik ¢esitliligin yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Filogenetik analizler, Tiirkiye'deki S. Infantis suslarmin klonal iliskilerini ve
kiiresel dagilimini1 anlamak agisindan 6nemli bulgular sunmustur. SNP bazli analizler,
Tirkiye izolatlarinin Rusya ve Avrupa’daki suslarla yakin benzerlik gosterdigini,
ancak farkl filogenetik dallarda yer aldigini ortaya koymustur. Cekirdek genoma

dayal1 analizler ise Tiirkiye suslarinin biiyilik 6l¢lide Avrupa suslariyla ortak kiimeler
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olusturdugunu gdstermistir. Bu durum, S. Infantis’in kiiresel dolagiminin ve genetik
cesitliliginin yliksek oldugunu, ayrica yatay gen transferi ve rekombinasyon
olaylarinin 6nemli rol oynadigimi desteklemektedir. Bayesci yontemlerle yapilan
evrimsel filogenetik analizler ise Gliney Afrika, Nijerya ve Kamerun’dan gelen
izolatlarda yiiksek rekombinasyon oranlari tespit etmis ve bu bolgelerde MDR
suslarmin genetik olarak farkli evrimsel yollar izledigini gostermistir. Tiirkiye’deki
izolatlarda da belirli diizeyde rekombinasyon tespit edilmis olup, bu durum MDR S.
Infantis  suslarin  uzun vadede genomik plastisiteye sahip oldugunu

distindiirmektedir.

Calisma kapsaminda gelistirilen biyoinformatik is akisi, genomik siirveyansin
standardizasyonu acisindan 6nemli bir katki saglamistir. Gelistirilen is akist hem
Salmonella hem de diger patojenler igin yeniden iiretilebilir analiz siiregleri sunarak,
gelecekteki genomik siirveyans ¢alismalari i¢in temel olusturabilecek bir yapi ortaya
koymaktadir. Ancak, analiz edilen sus sayisinin sinirli olmasi ve Tiirkiye’den halka
acik genomik veri eksikligi gibi baz1 kisitlamalar mevcuttur. Daha genis cografi
dagilima sahip, yliksek sayida izolat igeren ¢alismalarin gerceklestirilmesi, elde edilen

bulgularin dogrulanmasi acisindan 6nem arz etmektedir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasi Tiirkiye’de MDR S. Infantis suslarinin alarm
verici bir sekilde yayilmakta oldugunu ve bu yayilimin genomik siirveyans ile
yakindan takip edilmesi gerektigini gostermektedir. Ozellikle, pESI-megaplasmid
tastyan izolatlarin varlhig, kiiresel yayilim acisindan potansiyel bir risk olusturmakta
ve kanatl tiretiminde daha siki antimikrobiyal diren¢ politikalar1 ve biyogiivenlik
onlemlerinin uygulanmasii gerektirmektedir. MDR suslarin halk saglig tizerindeki
etkilerini minimize etmek i¢in gelecekte su adimlarin atilmasi kritik Onem

tasimaktadir:

e Ulusal genomik veri tabanlarinin genisletilmesi: Tiirkiye’de MDR S. Infantis
izolatlari ile ilgili daha fazla veri liretilmesi, kiiresel ¢apta kiyaslamalar yapilarak

halk saglig1 6nlemlerinin gelistirilmesine katki saglayacaktir.
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e Daha biiylik Olcekli genomik silirveyans calismalari: Daha fazla sus iceren ve
farkli cografi bolgeleri temsil eden calismalar, MDR S. Infantis suslarinin
yayilim dinamiklerini ve evrimsel degisimlerini daha iyi anlamamiza yardimci
olacaktir.

e Biyogiivenlik 6nlemlerinin artirilmasi: MDR suslarin kanatli endiistrisinde
yayilimini kontrol altina almak i¢in biyogiivenlik tedbirleri giiclendirilmeli ve
diren¢ mekanizmalariin ortaya ¢ikisini engelleyecek stratejiler gelistirilmeli ve
uygulanmalidir.

o Alternatif kontrol stratejilerinin arastirilmasi: MDR  suslara karsi yeni
antimikrobiyal ajanlar, bakteriyofajlar veya probiyotik bazli yaklasimlar gibi
alternatif tedavi yontemlerinin gelistirilmesi gerekmektedir.

e Antimikrobiyal diren¢ genlerinin ekspresyon seviyelerinin incelenmesi:
Fenotipik ve genotipik direng arasinda gozlenen farkliliklarin molekiiler
mekanizmalarint anlamak ig¢in ileri transkriptomik ve proteomik analizlere

ihtiyag¢ vardir.

Genomik stirveyansin halk sagligi tizerindeki 6nemi g6z ontine alindiginda, bu
calismada gelistirilen biyoinformatik yaklagimlar ve elde edilen bulgular, Tiirkiye'de
MDR S. Infantis suslarinin izlenmesi ve kontrol altina alinmasi igin temel
olusturmaktadir. Gelecekte yapilacak arastirmalarin, MDR suslarmin yayilimini
sinirlandiracak etkili politikalar gelistirmeye ve genomik silirveyansin halk sagligi

yonetimindeki roliinii giiclendirmeye odaklanmas1 6nerilmektedir.
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