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ON SOz
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OZET

FARKLI SEVIYELERDE AMPISILIN DIRENCLI ESCHERICHIA COLI
SUSLARININ DIRENC MEKANIZMALARININ GENOMIK VE
TRANSKRIPTOMIK ANALIZi

Antibiyotik direnci, enfeksiyon hastaliklar1 ile miicadelede ©nemli bir sorundur.
Mikroorganizmalarin diren¢ seviyesindeki farkliliklar, antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin
anlasilmasinda zorluklara neden olmaktadir. Bu nedenle antibiyotik diren¢ seviyesindeki
farkliliklarin altinda yatan molekiiler nedenlerin aydinlatilmasi gerekmektedir. Bunu yapmak
icin, ampisilin antibiyotigine adaptif diren¢ kazandirilmis farkli direng seviyelerine sahip ii¢
Escherichia coli susunda genomik ve transkriptomik analizler gergeklestirilmistir. Farkli
seviyede direng gosteren suslarin tiim genom dizilemesi sonucunda, 10 kat direngli suslarda 5
mutasyon tespit edilirken 95 kat dirence sahip susta bunlara ek olarak 2 mutasyon daha tespit
edilmistir. Toplamda yedi mutasyondan 3 tanesi sadece tek baz degisimi seklinde ortaya
cikmisken diger 4 tanesi insersiyon yada delesyon olarak ortaya ¢ikmistir. 10 katlik direng
seviyesine ulasilmasinda fisl, marAR ve rpoC genlerinde bulunan mutasyonlarin etkisi ile
ulagildig: distiniiliirken, 95 katlik direng seviyesine tespit edilen 5 mutasyon ile ampC
mutasyonunun sinerjistik etkisi ile ulasildigi tespit edilmistir. Bunun yani sira genel
transkriptomik profiller incelendiginde benzer transkriptomik yanitlarin indiiklendigi gézlendi.
Bu caligma farkli direng seviyelerine sahip bakterilerdeki diren¢ mekanizmalarina bakis agimizi
gelistirecek ve ampisilin direngli E. coli suslarinda antibiyotik direncinin molekiiler

mekanizmasint anlamamiz i¢in temel olusturacaktir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direnci, Adaptasyon, Adaptif laboratuvar deneyleri,

Ampisilin, Genomik ve transkriptomik analizler
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ABSTRACT

GENOMIC AND TRANSCRIPTOMIC ANALYSIS OF RESISTANCE MECHANISMS
OF ESCHERICHIA COLI STRAINS WITH DIFFERENT LEVELS OF AMPICILLIN
RESISTANCE

Antibiotic resistance is a major challenge in the fight against infectious diseases.
Differences in the resistance levels of microorganisms cause great difficulties in understanding
the mechanisms of antibiotic resistance. The molecular reasons for the differences in antibiotic
resistance must therefore be clarified. For this purpose, genomic and transcriptomic analyzes
were performed on three Escherichia coli strains with varying degrees of adaptive resistance to
ampicillin. Whole genome sequencing of strains with different levels of resistance detected 5
mutations in strains with 10-fold resistance and 2 additional mutations in strains with 95-fold
resistance. Overall, 3 of the seven mutations occurred as a single base change, while the other
4 occurred as insertions or deletions. While it was thought that 10-fold resistance was achieved
by the effect of mutations in the fisl, marAR, and rpoC genes, it was found that 95-fold
resistance was achieved by the synergistic effect of 5 mutations and the ampC mutation. In
addition, when the general transcriptomic profiles were examined, it was found that similar
transcriptomic responses were elicited in strains with different levels of resistance. This study
will improve our view of resistance mechanisms in bacteria with different levels of resistance
and provide the basis for our understanding of the molecular mechanism of antibiotic resistance

in ampicillin-resistant E. coli strains.

Keywords: Antibiotic resistance, Adaptation, Adaptive laboratory experiments, Ampicillin,

Genomic and transcriptomic analyzes
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1. GIRIS

Antibiyotikler, bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar1 tedavi etmek icin kullanilan
oldukc¢a 6nemli ilaclardir. Kesfinden bu yana antibiyotikler, sayisiz insan hayatini kurtarmis ve
insan dmriiniin ortalama 20 y1l uzamasini saglamistir (Hutchings vd., 2019). Ancak giintimiizde
bakterilere kars1 kullanilan bu silahlar etkisini kaybetmektedir. Antibiyotik direnci ile birlikte
bakteriler, antibiyotiklere karsi savunma mekanizmalar1 gelistirerek antibiyotiklerin etkisini
azaltmakta veya ortadan kaldirmaktadir. Direngli patojenler tiim diinyada en 6nde gelen 6liim
nedenlerinden  birisidir.  Antibiyotik direnci, enfeksiyon hastaliklarinin  tedavisini
zorlagtirmakta, tedavi siirelerini uzatmakta, ekonomik maliyetleri artirmakta ve 6liim oranlarin

yiikseltmektedir. Dolayisiyla direngli patojenler nedeniyle insan, hayvan ve ¢evre sagligi biiyiik

bir tehlike altindadir.

Antibiyotik direncinin ilk belirtileri, antibiyotiklerin klinik kullaniminin ardindan ortaya
cikmigtir. Penisilinin ilk kez kullanilmasindan kisa bir siire sonra, hastanelerde penisilin
direncine sahip bakterilerle karsilagilmistir (Aminov, 2010). Benzer sekilde, aminoglikozitlere
kars1 direngli bakteriler de klinik kullanimin baglamasindan sonra hizla ortaya g¢ikmistir
(Chambers ve DeLeo, 2009). Antibiyotiklerin kullaniminin artmastyla bu sorun daha da yaygin
hale gelmistir (Appelbaum, 2006; Lowy, 2003). Giiniimiizde antibiyotik direnci, insan sagligi
icin biiyiik bir tehdit olusturmakta ve buna yonelik acil tedbirler alinmasi gerekmektedir.
Ozellikle genis spektrumlu antibiyotiklerin bilingsiz kullanimi, énemli patojen organizmalarin
hizla diren¢ gelistirmesine yol agmistir. Direngli bakterilerin kontrol altina alinmasi giderek
daha zor hale gelmektedir ve bu sorunla miicadele etmek i¢in diren¢ mekanizmalarinin

ayrintilarina dair daha fazla bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadir.

Mikroorganizmalar, cevresel sartlara hizli bir sekilde adapte olabilen canlilardir.
Mevcut antibiyotiklere karsi direng gelistirmis olan mikroorganizmalar, yeni kesfedilen
antibiyotiklere de kolaylikla diren¢ kazanmaktadir. Her yil ABD'de 150.000, Avrupa’da ise
yaklagik 25.000 kisi bakteriyel enfeksiyonlar nedeniyle hayatini kaybetmektedir (Burnham vd.,
2019; Abat vd., 2018). Direng gelisim hiz1 yavaglamazsa, Tiirkiye'de antibiyotiklere direngli
patojenlerden kaynaklanan yillik 6liim sayisinin 2035 yilina kadar 23.000'e, diinya genelinde
ise 2050 yilina kadar 10 milyonun iizerine ¢ikmasi beklenmektedir (WHO, 2014; OECD, 2023).
Bu rakam, kanser, trafik kazalar1 veya diyabet gibi nedenlerle hayatini kaybeden insan

sayisindan ¢ok daha fazladir (WHO, 2014).



Antibiyotik kullanim miktar1 giiniimiizde endise verici boyutlara ulasmistir. Yapilan bir
caligmaya gore 2018 yilinda diinya genelinde her 1000 kisinin giinde ortalama 14,3 doz
antibiyotik kullandigi tahmin edilmektedir. Bu da tiim diinyada giinliik 40,2 milyar doz
antibiyotik kullanildig1 anlamma gelmektedir (Browne vd., 2021). Ulkemiz ise, 1000 kisi
basma giinlik 42 doz antibiyotik kullanimi ile diinya ortalamasinin ¢ok daha iizerindedir
(Versporten vd., 2014). Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde en sik kullanilan antibiyotikler
B-laktam sinifina aittir. Kullanilan antibiyotiklerin %60’ 1mndan fazlasini B-laktam antibiyotikler
olusturmaktadir (Eiamphungporn vd., 2018). Antibiyotik direnci ile antibiyotik kullanimi
arasinda onemli bir iliski bulunmaktadir. Diinya saglik érgiitiiniin (DSO-WHO) 2021 yilinda
Avrupa genelinde yapmis oldugu arastirmada klinik Escherichia coli (E. coli) izolatlarinin
%53,1’inin aminopenisilin, %13,8’inin liclincii kusak sefalosporin ve 9%0,2’sinin de
karpabenem direngli oldugu tespit edilmistir (WHO, 2023). Tiirkiye’de ise diren¢ oranlari
Avrupa ortalamasinin ¢ok daha iizerindedir. Ulkemizdeki klinik E coli izolatlarmimn %74,1’inin
aminopenisilin, %50,2’sinin {i¢iincii kusak sefalosporin ve %4,7’sinin de karpabenem direngli
oldugu ifade edilmektedir (WHO, 2023). Yar1 sentetik bir antibiyotik olan ampisilin, E. coli
hiicrelerinde direncin en sik gdzlendigi aminopenisilin grubuna aittir (Monaghan vd., 2021).
Bu antibiyotik, idrar yolu enfeksiyonlar1 (Heintz vd., 2010), gastrointestinal enfeksiyonlar (Kim
vd., 2019), pnémoni (Kato vd., 2022), neonatal streptokok enfeksiyonlar1 (Bratzler vd., 2013),
koryoamniyonit (Conde-Agudelo vd., 2020) ve karbapeneme direngli Acinetobacter baumannii
(A. baumannii) enfeksiyonlar1 (Tamma vd., 2022) gibi birgok farkli enfeksiyon tiiriinii tedavi
etmek veya onlemek icin kullanilmaktadir. Ampisiline kars1 yiiksek seviyede direng gdsteren
organizmalar, ampisilin ve bir¢ok B-laktam ile tedavinin siirdiiriilebilirligini olumsuz yonde

etkilemekte, genis bir kullanim alanina sahip olan bu ilaglarin etkinligini azaltmaktadir.

Diren¢ mekanizmalarinin anlasilmasi, mevcut antibiyotiklerin Omriinii uzatmak ve
mikroorganizmalara kars1 verdigimiz savasi kaybetmemek i¢in olduk¢a dnemlidir. Bu amagla
gerceklestirilen tez calismasinda, E. coli W3110 susu adaptif laboratuvar deneyleri ile
ampisiline direngli hale getirilmistir. Olusan direngli suslar igerisinden farkli direng
seviyelerine sahip 3 sus (direngsiz, 10 kat direngli ve 95 kat direngli) segilerek, farkli seviyedeki
direncin molekiiler mekanizmasinin ortaya konmasi amaglanmigtir. Bunun i¢in farkli direng
seviyesine sahip suslarda tiim genom dizileme ve RNA dizileme yontemleri kullanilarak
genomik ve transkriptomik degisimler belirlenmistir. Elde edilen sonuglar fisl, marAR, gutQ,
rpoC ve dcuA genlerinde meydana gelen mutasyonun diisiik seviyeli diren¢ kazaniminda, ampC

promotor mutasyonunun (-16_-15insQG) ise yiiksek seviyede ampisilin direnci kazanilmasinda



onemli bir rolii oldugunu gostermistir. ampC promotor mutasyonunun direngteki rolii
rekombinant plazmit kullanilarak dogrulanmistir. Ayrica ampC promotor mutasyonunun diigiik
ampsilin direnci saglayan mutasyonlarla sinerjistik bir etkiye sahip olabilecegi ortaya

konulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. E. coli: Antimikrobiyal Direncin Arastirilmasi icin Bir Model Organizma

E. coli ilk kez Alman mikrobiyolog ve pediyatrist Theodor Escherich tarafindan 1884
yilinda kesfedilmistir (Friedmann, 2006). Dogada, E. coli esas olarak memeli bagirsak
mikrobiyomunun bir bilesenidir, ancak daha az yaygin olmakla birlikte kuslarin, siirtingenlerin
ve baliklarin bagirsak mikrobiyomlarinda ayrica toprakta, suda, bitkilerde ve yiyeceklerde de
bulundugu tespit edilmistir (Leimbach vd., 2013). Gram-negatif, fakiiltatif anaerobik, ¢ubuk
seklinde ve koliform bir bakteri olan E. coli, konakgisiyla komensal ve firsatci patojenik bir
iligki sergilemektedir (Sandle, 2016). Dogal olarak mikrobiyom igerisinde bulunan E. coli,
konakta bagisikligin baskilanmasi veya gastrointestinal duvarlarin, bir yaralanma veya
enflamatuar bagirsak hastalifi gibi bir bozukluk tarafindan zayiflatildigi durumlarda,
enfeksiyonlara yol acabilmektedir (Kaper vd., 2004). E. coli’nin bir ¢ok susu zararsizdir ve
hatta bagirsak florasi i¢in faydalidir, ancak bazi suslar ciddi enfeksiyonlara ve hastaliklara
neden olmaktadir. Bu suslar arasinda enterotoksijenik E. coli (ETEC), enteroinvaziv E. coli
(EIEC), enterohemorajik E. coli (EHEC), enteroaggregatif E. coli (EAEC), enteropatojenik E.
coli (EPEC) ve diffuz aderent E. coli (DAEC) gibi toksijenik ve patojenik E. coli suslarinin
ishal hastaligi, hemolitik iiremik sendrom, idrar yolu enfeksiyonlari, menenjit ve sepsis
komplikasyonu dahil olmak tizere 6nemli klinik durumlara neden oldugu tanimlanmistir (Kaper
vd., 2004; Rojas-Lopez, vd., 2018). Yapilan bir ¢alismada E. coli’nin en yaygin kan ve idrar
yolu patojenlerinden biri oldugu tespit edilmistir (Zhanel vd., 2019). Benzer bir sekilde DSO
tarafindan 2014 yilinda yayimlanan raporda, E. coli’nin idrar yolu enfeksiyonlar1 (bdbrek
enfeksiyonlar1 dahil) ve kan dolasimi enfeksiyonlarinina neden olan patojenlerin baginda
geldigi belirtilmistir. Ayrica, E. coli'nin karin i¢i enfeksiyonlarda, menenjitte ve gida kaynakl

enfeksiyonlarda da 6nde gelen etkenlerden biri oldugu vurgulanmistir (WHO, 2014).

Ulkemizde kandan izole edilen klinik izolatlar arasinda en sik gdzlenen organizmanin
E. coli oldugu tespit edilmistir (UAMDSS, 2016). E. coli'deki yiiksek antimikrobiyal direng,
onemli bir kiiresel halk saglig1 sorunu haline gelmektedir. (ECDC, 2015). DSO, iigiincii kusak
sefalosporinlere, genisletilmis spektrumlu B-laktamazlara (GSBL) ve karbapenemlere direngli
E. coli suslarin1 acil eylem gerektiren bakteriler listesine dahil etmistir (Chaudhary, 2016).
GSBL'ler, iiciincii kugak sefalosporinler dahil olmak iizere ¢gogu B-laktam antibiyotige direng
kazandiran enzimlerdir ve siklikla diger diren¢ mekanizmalariyla kombinasyon halinde
goriilerek ¢oklu ilag direncine neden olmaktadir (Kumar vd., 2021). Karpabenemler genellikle

GSBL’den etkilenmemekte ve siddetli enfeksiyonlar i¢in birkac¢ tedavi se¢eneginden birisi



olmaya devam etmektedir (Karaiskos ve Giamarellou, 2020). Ancak son zamanlarda
karbapenemazlarin aracilik ettigi karbapenem direnci 6nemli bir tehdit haline gelmistir.
Karbapenamaz genleri, genellikle E. coli gibi Enterobacteriaceae ve diger gram-negatif

bakteriler arasinda aktarilabilen plazmitlerde bulunmaktadir (Meletis, 2016).

E. coli hiicrelerinde antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin kesfedilmesi antibiyotik
direnci ile miicadele i¢in olduk¢a Onemlidir. Antibiyotik direncinin yayilmasi ve ortaya
cikisindaki artig, model organizma olarak E. coli ile antibiyotik direncine yonelik ¢alismalarda
ve aragtirmalarda bir artisa neden olmustur. E. coli, zengin ortamlarda hizli bir sekilde
cogalmasi, laboratuvar ortaminda kolayca kiiltiirlenebilmesi, yliksek transformasyon
verimliligine sahip olmasi, genom dizisinin belirlenmis olmasi ve en c¢ok aragtirilan
organizmalardan biri olmasi nedeniyle iyi bilinen bir model organizmadir (Gibson vd., 2018).
Bu organizmaya ait fenotipik ve genotipik Ozellikler iyi bir sekilde karakterize edilmistir.
Agustos 2023 itibariyle Genbank veritabaninda, bu ¢alismada kullanilan E. coli K-12 W3110
susu da dahil olmak tizere 217.268 genom verisi bulunmaktadir. Bu, aragtirmacilarin kapsamli
aragtirmalar gerceklestirebilmesinin yani sira genlerin rollerinin belirlenmesi ve antibiyotik gibi

stres faktorlerine karsi verilen tepkilerin karakterize edilmesine olanak saglamaktadir.
2.2. Antimikrobiyallerin Kokeni

Mikroorganizmalar1 o6ldiirebilen veya biiyiimesini engelleyebilen maddeler olan
antimikrobiyallerin kesfi ve gelistirilmesi, tip tarihindeki en dnemli basarilardan biri olmustur
(Aminov, 2017). Cerrahi, transplantasyon ve kemoterapi gibi bir¢ok tibbi ilerlemeye olanak
saglayan antimikrobiyaller, milyonlarca insanin hayatini kurtarmistir (Adedeji, 2016). Bununla
birlikte, antimikrobiyallerin kokenleri yalnizca insan zekasina degil, ayni zamanda dogal
diinyaya da atfedilmelidir. Aslinda bir¢ok antimikrobiyal, bakteri, mantar, bitki ve hayvan gibi
organizmalar tarafindan {iretilen bilesiklerden tiiretilmekte veya bunlardan ilham almaktadir
(Saga ve Yamaguchi, 2009). Antimikrobiyallerin kokenleri, insanlarin enfeksiyonlar1 ya da
yaralar1 tedavi etmek i¢in bal, sirke, tuz veya kiiflii ekmek gibi dogal tiriinleri kullandig1 eski
zamanlara kadar izlenebilmektedir. Bununla birlikte, antimikrobiyallerin ve etki
mekanizmalarinin bilimsel olarak anlasilmasi, Louis Pasteur, Robert Koch, Alexander Fleming
ve Paul Ehrlich gibi arastirmacilarin mikroorganizmalarin hastaliklardaki rollerini kesfettikleri
ve onlar1 izole etmek ve tanimlamak i¢in yontemler gelistirdikleri 19. ytlizyilin sonlar1 ve 20.

ylizyilin baglarina dayanmaktadir (Gould, 2016).

Insan hastaliklarmin tarihine bakildiginda, genel olarak hastaliklarin biiyiik

cogunlugunu bulasict hastaliklarin olusturdugu goriilmektedir (Saga ve Yamaguchi, 2009). Cok



eski zamanlardan beri insanlik i¢in problem olan c¢esitli bulasici hastaliklardan
mikroorganizmalarin sorumlu oldugu ancak 19. ylizyilin ikinci yarisinda anlasilmistir (Gould,
2016). Bu dogrultuda, etken organizmalar1 hedef alan kemoterapi, ana tedavi stratejisi olarak
gelistirilmistir. Diinyadaki ilk antimikrobiyal ajan, 1910 yilinda Ehrlich tarafindan sentezlenen
ve frengi i¢in gelistirilmis bir ila¢ olan salvarsan olmustur (Zaffiri vd., 2012). Ardindan 1932
yilinda Domagk ve diger arastirmacilar tarafindan siilfonamidler gelistirilmis ve klinik olarak
kullanilmistir (Skold, 2000). Ancak bu ilaglar sentetik bilesikler oldugu ig¢in, giivenlik ve

etkinlik acisindan sinirlamalar1 oldugu belirtilmistir (Saga ve Yamaguchi, 2009).
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Sekil 2.1. Antimikrobiyallerin Kesif Cizelgesi

Alexander Fleming 1928'de mavi bir kiifii (Penicillium cinsinden bir mantar) ¢evreleyen
bolgede Staphylococcus aureus (S. aureus)'un bilyiimesinin engelledigini bulmus ve bu gézlem
bir mikroorganizmanin diger mikroorganizmalarin biiyiimesini engelleyebilecek maddeler
iiretebilecegini kesfetmesine yol agmistir (Lalchhandama, 2021). Tespit edilen madde penisilin
olarak adlandirilmig ve 1940'larda klinikte kullanilmaya baslanmistir (Chain vd., 2005).
Giivenlik ve etkinlik agisindan olaganiistii bir antimikrobiyal ajan olan penisilin, ikinci Diinya
Savasi sirasinda bir¢ok yarali askerin hayatini kurtararak antibiyotik ¢agina onciiliik etmistir.
Takip eden yirmi y1l boyunca, birbiri ardina yeni antimikrobiyal ajan siniflart kesfedilmis ve
bu kesifler antimikrobiyal kemoterapinin altin ¢aginin yasanmasina yol agmistir (Sekil 2.1).
1943 yilinda, bir aminoglikozit antibiyotik olan streptomisin, Streptomyces griseus adl1 toprak
bakterisinden elde edilmistir (Durand vd., 2019). Toprak bakterilerindeki potansiyelin kesfi ile
birlikte1948-1957 yillar1 arasinda bu bakterilerden kloramfenikol, tetrasiklin, makrolid,

glikopeptid ve rifamisin siniflarina ait antimikrobiyal ajanlar izole edilmistir (Powers, 2004).



1962 yilinda kinolon sinifinin ilk temsilcisi olan nalidiksik asit bir klorokin sentezi girisimi
sirasinda kesfedilmistir (Aminov, 2017). Bu antibiyotigin kesfinden gilinlimiize kinolonlar1
temsil eden on binlerce yeni bilesik sentezlenmistir. Antimikrobiyal ajanlarin yeni siniflarinin
kesfi 1960'larin sonlarinda yavaslamis ve 2000 yilindan 6nce son antibakteriyel sinifi olarak
1968 yilinda trimetoprim tanimlanmistir (Durand vd., 2019). Antimikrobiyal simniflarina
eklenen son gruplar ise 2000 yilinda tanimlanan oksazolidinonlar, 2003 yilinda tanimlanan

lipopeptitler ve 2004 yilinda tanimlanan ketolitler olmustur (Durand vd., 2019).

1960’11 yillardan itibaren piyasaya siiriilen antimikrobiyallerin ¢ogu, daha Once
kesfedilen antimikrobiyallerin kimyasal modifikasyonlar: ile gelistirilmistir. Bunlardan biri
olan ampisilin 1961 yilinda piyasaya siiriilmiistiir (Tolomelli vd., 2020). Orjinal penisilinlerden
daha genis bir aktivite spektrumuna sahip olan ampisilin, gram-pozitif mikroorganizmalarin
yant sira gram-negatif mikroorganizmalara karsi da etkili olmustur. Ayrica aside direngli
oldugu icin agizdan kullanilabilmistir (Lima vd., 2020). Enterik ates, solunum yolu
enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilan bu antibiyotik etkinligini arttirilmasi i¢in giiniimiizde diger antibiyotikler ile
kombinasyon halinde kullanilmaktadir (Kaushik vd., 2014). Ancak ampisilin giiniimiizde
onemli bir antibiyotik direnci ile karsit karsiya kalmigtir. Bu nedenle, antimikrobiyallerin
ihtiyatl kullanim1 ve mikrobiyal enfeksiyonlarla miicadele i¢in yeni stratejilerin gelistirilmesi,

insan sagliginin ve refahiin korunmasi i¢in 6nem arz etmektedir.
2.3. Antibiyotik Direncinin Ortaya Cikisi

Antimikrobiyal ajanlara karsi direng, antibiyotik ¢aginin baglangicindan beri
bilinmektedir. Modern kemoterapinin babasi Paul Ehrlich, tripanozoma enfeksiyonlarinin
tedavisi sirasinda kullanilan antimikrobiyal ajana direngli organizmalarin ortaya ciktigini
gozlemlemistir. Ardindan bu direncin kalitsal oldugunu ve sonraki jenerasyonlarda da
goriildiigiinii ortaya koymustur (Jacoby, 2017). Antibiyotik ¢caginin erken donemlerinde direng
dogal ya da edinilmis olarak kategorize edilmistir. Dogal direng, hiicrelerin yapisal
ozelliklerinden dolay1r bir antimikrobiyale karsi gosterilen direng olarak tanimlanmuistir.
Ornegin gram-negatif mikroorganizmalarin gentian violet boyasmna karsi gram-pozitif
mikroorganizmalara kiyasla dogal bir direng gosterdigi tespit edilmistir (Nikaido, 1996).
Edinilmis direng ise daha dnce ilaca daha duyarl olan bir organizmanin sonradan kazandig1 bir

ozellikle duyarliliginin azalmasi olarak tanimlanmistir (Jacoby, 2017).

Direncin ortaya nasil ¢iktigi, on dokuzuncu yiizyillda Négeli ve Koch arasinda bir

tartisma konusu olmustur. Nigeli mikroorganizmalarin polimorfik oldugunu ve sekil ve



biyokimyasal davranis acisindan kendiliginden doniisebildigini savunurken Koch, bunlarin
sabit oOzelliklere sahip monomorfik canlilar olduguna ve dolayisiyla kati bir sekilde
tanimlanabilen tiirler olarak siniflandirilabilecegine inanmistir. 1920'lerde ve 1930'larda bu
tartisma, yerini yeni bir teoriye birakmistir. Bu teori, sekil, beslenme gereksinimleri,
antijeniklik, viriilans, kimyasal reaktivite ve dolayisiyla duyarlilik gibi 6zelliklerin bir
organizmanin sabit 6zellikleri olmadigini, ancak bakteri kiiltiiriiniin biiylime agamasi ve yasam
dongiisii ile degistigini savunmustur (Hadley, 1927). Adaptasyon hipotezi 1940'larda
Hinshelwood tarafindan savunulmus ve kiiltiiriin bir inhibitor varliginda biiyiitiilmesi halinde,
ilag inhibisyonunun tersine ¢evirilebilecegini ileri siirmiistiir. Ardisik olarak daha yiiksek ilag
konsantrasyonlarinda seri pasajlama, boylece kiiltiiriin inhibisyonu tolere etmesi igin
"egitilmesi" olarak yorumlanmistir (Hinshelwood, 1946). Ardindan 1950’li yillarin basinda
antibiyotik yoklugunda da direncin ortaya c¢ikabilecegi ve bunun DNA ile aktarilabilecegi
gosterilmistir (Hotchkiss, 1951; Lederberg ve Lederberg, 1952).

Siilfonamidler, penisilin kullanima girene kadar hem tedavi hem de profilaksi i¢in
yaygin olarak kullanilmis ve ¢ok ge¢meden bircok patojende bu antibiyotiklere karsi direng
goriilmiistiir. Tkinci Diinya Savas: sirasinda askeri iistlerde {ist solunum yolu enfeksiyonlarini
onlemek icin giinliik siilfadiazin uygulamasinin ardindan direngli -hemolitik streptokoklarin
ortaya ¢iktig1 tespit edilmistir (Damrosch, 1946). Siilfonamidlerin bel soguklugu tedavisinde
kullanilmasini, artan basarisizlik oranlar1 ve siilfonamide direngli Neisseria gonorrhoeae (N.
gonorrhoeae) suslarinin ¢ogalmasi izlemistir (Goodale ve Schwab, 1944). Benzer sekilde
Neisseria meningitidis (N. meningitidis)'te de artan siilfonamid direnci ve buna bagl klinik
basarisizliklar kaydedilmistir. Siilfonamid oncesi doneme ait N. gonorrhoeae veya N.
meningitidis kiltiirlerinde siilfonamide direngli suslar tespit edildiginden, direngli suslar
antibiyotik kullanimi sirasinda mi1 ortaya ¢ikti yoksa var olan direngli suslar mi secildi
bilinmemektedir. Bakteriyel biyokimya ve metabolizma alanlar1 sulfonamidlerin deneysel
olarak kesfedilmesinden sonra gelistigi i¢in siilfonamid direncinin nedenlerinin aydinlatilmasi

1940’11 yillar1 bulmustur (Huovinen vd., 1995; MacLeod, 1940; Woods, 1940).

Penisiline karsi direncin ana mekanizmasi siilfonamidlere kiyasla ¢cok daha hizli bir
sekilde tanimlanmustir. S. aureus’a karsi penisilin ile miicadelenin ilk yillarinda, bu bakteride
penisilin direncinde 6nemli bir artig gdzlenmistir. Bu direng, penisilini inaktive eden penisilinaz
adl1 bir enzim araciligiyla gerceklesmistir. Penisilinaz enzimi ilk olarak S. aureus'ta degil, 1940
yilinda penisilin ile klinik ¢alismalarin bagladigi E. coli'de tanimlanmistir (Abraham ve Chain,

1940). 1942 yilina gelindiginde penisilin tedavisi goren hastalardan izole edilen S. aureus



suglarinda direng oraninin arttigi rapor edilmis ve 1944 yilinda ilaca maruz kalmamis
hastalardan elde edilen direngli S. aureus suslarinda da penisilinaz enzimi tespit edilmistir
(Kirby, 1944; Rammelkamp ve Maxon, 1942). Londra'daki Hammersmith Hastanesi'nde
penisiline direngli S. aureus izolatlarinin orani1 1946'da %14 iken 1947'de %38'e, 1948'de %59'a
ve glinlimiizde %90’a ¢ikmistir (Kirby, 1944; Rolinson, 1998; Jacoby, 2017). Artan bu direng,
gelismis P-laktam antibiyotikleri sentezlemeye calisan bilim insanlar1 arasinda bir yarig
baslatmistir (Medeiros, 1997). Sonraki dénemlerde de kesfedilen yeni antimikrobiyal ajanlara
kars1 direng ortaya ¢ikmis ve bu direng incelenmistir. Direncle iligkili bir sonraki biiyiik adim
direng plazmitlerinin 6neminin anlasilmasi ile olmustur. Bu sadece diren¢ kazanimi ve
yayiliminin daha iyi anlasilmasina degil, rekombinant DNA ve biyoteknoloji devrimine yol
acmistir. Direng aktarimi 1959 yilinda gosterilmig, plazmid transferi, izolasyonu ve
siniflandirilmast igin tekniklerin gelistirilmesi ile birlikte bu konudaki ¢aligmalar artmigtir
(Watanabe, 1963; Watanabe, 1966; Datta ve Hedges, 1971; Meyers vd., 1976). Zaman
icerisinde transpozonlarin, integronlarin ve restriksiyon enzimlerinin kesfi plazmid yapisinin
analizini kolaylagtirmig ve DNA klonlamasina izin vermistir (Hedges ve Jacob, 1974; Stokes
ve Hall, 1989; Toleman vd., 2006). Boylelikle antibiyotik direncinin genomik o6zellikleri,
biyokimyasal etkileri kadar izlenebilir hale gelmis ve molekiiler biyolojiye 6nemli katkilarda

bulunmustur.

Antibiyotik 6ncesi doneme ait bakteriler iizerinde yapilan caligmalar, direng
plazmitlerinin antibiyotiklerin klinik kullanimindan Once ortaya ¢iktigini gostermistir (Perry
vd. 2016). Direng genleri, cok cesitli kokenlere sahiptir ve bazilar1 antibiyotigi iireten
organizmalardan koken almistir (Benveniste ve Davies, 1973; Marshall vd., 1997). Diger bir
kisminin ise antibiyotik iireten bakterilerle rekabet halinde olan organizmalarin savunma
mekanizmalar1 oldugu ve binlerce yildir bulundugu kabul edilmistir. Potansiyel direng gen
rezervuarlar1 antik permafrostta ve milyonlarca yil boyunca izole kalmis magaralarin

derinliklerinde bulunmustur (Bhullar vd., 2012; Dcosta vd., 2011).

Antibiyotik direng genlerinin transferi i¢in farkli transfer yontemleri bulunmaktadir. Bu
yontemlerden birisi olan transformasyon, genellikle laboratuvarda kontrollii sartlar altinda
gerceklestirilsede cevrede de dogal olarak gergeklesebilmektedir. Transformasyon ile ¢evrede
bulunan DNA pargalar1 uygun hiicreler tarafindan alinabilmektedir (Davies ve Davies, 2010).
Yapilan bir c¢alismada Enterococcus faecalis (E. faecalis)’in 0lmiis bakterilere ait DNA
parcalarin1 dogal transformasyon yoluyla edinerek kanamisin, ampisilin ve tetrasiklin

antibiyotiklerine diren¢ kazandig1 tespit edilmistir (Lu vd., 2020). Bu durum transformasyonun



antibiyotik diren¢ genlerinin yayilmasinda etkili oldugunu gostermektedir. Dogal
transformasyon, biyofilm gibi hiicrelerin bir arada bulundugu ortamlarda daha sik
gerceklesmektedir. Gen transferinde siklikla gozlenen bir diger yontem ise konjugasyondur.
Konjugasyon antibiyotik direng genlerinin transferinde siklikla kullanilmaktadir. Streptococcus
pneumoniae, N. meningitidis, N. gonorrhoeae ve Haemophilus influenzae (H. influenzae) gibi
patojenlerin, penisilin veya kinolonlara karsi direng saglayan penisilin baglayici proteinler
(PBP) ve topoizomeraz gibi kromozomal genleri yakin akraba tiirleri ile konjugasyon
aracilifiyla paylastig1 tespit edilmistir (Dowson vd., 1989; Spratt vd., 1989; Stanhope vd.,
2005). Antibiyotik direncinin aktariminda transdiiksiyon da onemli bir rol oynamaktadir.
Metagenomik yaklagimlarin kullanildigi bir ¢alismada, bir gamur igerisinden elde edilen virom
orneginde tetrasiklin, ampisilin ve bleomisin dahil olmak {iizere ¢esitli antibiyotiklere direng
kazandirabilecek antibiyotik diren¢ genlerinin bulundugu ortaya konulmustur (Parsley vd.,
2010). Yapilan bagka bir calismada, kentsel kanalizasyon ve nehir suyu orneklerinden elde
edilen faj DNA'sinda B-laktamazlar1 kodlayan iki genin ve PBP kodlayan bir genin varlig1 tespit
edilmistir (Colomer-Lluch, vd., 2011). Literatiirde antibiyotik diren¢ genlerinin fajlarla
aktarilabilecegini goOsteren benzer ¢ok sayida calisma bulunmaktadir (Colomer-Lluch vd.,
2011; Marti vd., 2014). Bu ¢alismalar antibiyotik diren¢ genlerinin fajlar araciligiyla ¢evreye

yaylilabilecegini gdstermektedir.

Giliniimiizde antibiyotik direnci, antibiyotik kullaniminin kaginilmaz bir sonucu olarak
kabul gormeye baslamistir. Bu durumun yayginligi, antiviral, antifungal ve anti-parazitik
ajanlara karsi ortaya c¢ikan direncle de fazlasiyla gosterilmistir. Antibiyotik direng
mekanizmalar: ile ilgili arastirmalar, antibiyotiklerin nasil ¢alistifina dair 6nemli bilgiler
saglamistir. Direng, bir ilag kullanilmaya baglandiktan hemen sonra veya yillar sonra ortaya
cikabilmektedir. Metisiline direngli S. aureus Birlesik Krallik'da ilacin kullanima girmesinden
sonraki birka¢ yil i¢inde izole edilmistir, ancak penisiline duyarlilig1 azalmig pnémokoklarin
izole edilmesi i¢in 20 yil, direncin diinya ¢apinda 6nemli bir sorun olarak kabul edilmesi i¢in
ise 20 y1l daha gegmesi gerekmistir (Barber, 1961; Jevons, 1961; Klugman, 1990). Vankomisin
direncinin ortaya ¢ikmasi ise daha uzun strmiistiir (Leclercq vd., 1988). Tiir igerisindeki
direngli organizma oraninin stabil hale gelmesi organizmalar arasinda degismektedir. f-
laktamaz tiretimi gonokoklarda %10-30, H. influenzae'da %15-35, E. coli'de %30-40,
Moraxella catarrhalis'te %75 ve S. aureus'ta %90'a ulasmistir, ancak bu seviyeleri neyin
belirledigi tam olarak anlasilamamistir. Bununla birlikte, diren¢ kazanildiktan sonra direngli

organizma oraninin azalma hizinin oldukga diisiikk oldugu belirtilmistir (Enne vd., 2001;
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Seppild vd., 1997). Dolayisiyla direng problemine kisa vadede daha hizli ¢oziimler bulan ve

mevcut antibiyotiklerin Omriinii uzatacak stratejilere ihtiya¢ duyulmaktadir.
2.4. Antibiyotik Diren¢ Problemi

Antibiyotik direnci, genis kapsamli kiiresel etkileri olan, modern tibb1 ve halk sagligini
tehdit eden 6nemli bir sorun haline gelmistir. Antibiyotik direncli bakterilerin artisi, cografi
sinirlar1 asan ve toplumlari her diizeyde etkileyen kritik bir endiseye doniismiistiir. Bu durum
bakteriyel enfeksiyonlar i¢in daha sinirh tedavi segeneklerine neden olurken, komplikasyon ve
oliim riskini arttirmigtir. Bir zamanlar rutin enfeksiyonlar olarak kabul edilen vakalar artik canlt
hayatini tehdit eden sorunlara doniisebilmektedir. Antibiyotik direnci, sadece gelismekte olan
iilkelerde degil, tiim diinyada halk sagligi sistemleri i¢cin Onemli bir tehdit olarak kabul
edilmektedir (Founou wvd., 2017; Prestinaci vd., 2015). Bulasici hastaliklarin artik
antibiyotiklerle tedavi edilememesi, saglik hizmetlerinde bilinmeyen bir gelecege isaret

etmektedir (Chokshi vd., 2019).

Mikroorganizmalarin antibiyotikler ile karsilasmasi sadece insan viicudunda degil,
dogada her ortamda meydana gelmektedir. Bircok gelismis iilkede hayvanlarin, antibiyotik
tiiketiminin yaklasik %50-80'inden sorumlu oldugu bilinmektedir. 1940'1 yillarda hayvanlarin
genis spektrumlu antibiyotiklerle tedavi edilmesinin, biiyiimeyi ve et verimini arttirdigt
gosterilmistir. Bu nedenle, antibiyotiklerin gereksiz kullaniminin direng¢ gelisimine neden
oldugu bilinmesine ragmen uzun yillar boyunca antibiyotikler biiyiimeyi hizlandiric1 olarak
hayvancilikta kullanilmistir ve bazi iilkelerde halen kullanilmaktadir (Cully, 2014). Aym
zamanda yem iretiminde de antibiyotik siklikla kullanilmaktadir. Bdylece hayvanlar
yiyecekleri vasitasiyla da antibiyotiklere maruz kalmaktadir. Benzer sekilde, bir¢ok iilkede
yasak olmasina ragmen, aritilmamis yiizey suyu ile sulamadan dolayr meyve ve sebzeler
antibiyotik direngli bakteriler ile kontamine olmaktadir (Ter Kuile vd., 2016). Besin zinciri,
antibiyotik direncli bakterilerin ana tasinim yolu olarak diistiniilmektedir (McEwen ve Fedorka-
Cray, 2002). Barselona’nin kirsal bolgelerinde yapilan bir ¢alismada hi¢ kinolon kullanmamig
olan ¢ocuklarin dortte birinin kinolon direngli E. coli tasidiklari tespit edilmistir. Bu direngli
bakterilerin kaynaginin kiimes hayvanlari1 ya da domuz eti oldugu one siiriilmiistiir (Garau vd.,
1999). Direng gelisimini 6nlemek ic¢in tarim ve hayvancilikta antibiyotik kullaniminin
yasaklanmasi1 hayvan sagligi, refah1 ve artan gida ihtiyac talepleriyle birbirine uymamaktadir.
Bu nedenle antibiyotik diren¢ gelisiminin Onlenmesini aragtiran c¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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Kiiresel ticaret ve seyahatin, antibiyotik direncinin yayilmasinda énemli bir role sahip
oldugu diisiiniilmektedir. Direngli bakteriler, ticari iirlinlerin, insanlarin ve hayvanlarin hareketi
sayesinde iilke sinirlarini kolaylikla asabilmektedir. Dolayisiyla diinyanin bir kdsesinde ortaya
¢ikan direngli bir tiir, hizla kiiresel bir tehdit haline gelerek uluslararasi 6lgekte saglik sistemleri
ve ekonomiler i¢in zorluklar yaratabilmektedir. Bu durum antibiyotik direng krizinin boyutunu
daha da derinlestirmekte ve ulusal sinirlar1 asan isbirlik¢i miidahaleler gerektirmektedir.
Antibiyotik direnci krizinin kiiresel boyutunun ele alinmasinda uluslararas: isbirligi
gerekmektedir. Hiikiimetler, uluslararasi kuruluslar ve saglik kurumlari, saglam gozetim
sistemleri kurmak, veri paylagsmak ve miidahale ¢abalarim1 koordine etmek i¢in bir araya
gelmelidir. Es zamanli bir yaklagim, antibiyotik direnciyle miicadele ¢abalarinin daha giiclii
olmasini, miikerrer caligmalarin Onlenmesini ve kaynaklarin etkisinin en iist diizeye
¢ikarilmasini saglayacaktir. Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC), Amerika Bulasict
Hastaliklar Dernegi (IDSA), Amerika Saglik Hizmetleri Epidemiyolojisi Dernegi (SHEA),
Diinya Ekonomik Forumu (WEF) ve DSO gibi ¢ok sayida énemli kurulus antibiyotik direncini
"kiiresel bir halk sagligi sorunu" olarak ilan etmistir (Michael vd., 2014; Spellberg vd., 2016).
CDC, 2006 yilindan bu yana antibiyotik diren¢ problemini hedef alarak saglik hizmetlerini
iyilestirmek i¢in ¢ok sayida kampanya baslatmistir. Bu kampanyalarda 6zellikle gereksiz ve
yanlis antibiyotik kullanimina dikkat edilmesi gerektigi vurgulanmigtir. IDSA ve SHEA 2007
yilinda baglayarak giiniimiize kadar antimikrobiyal yonetim programlar1 olusturmak i¢in ¢esitli
kilavuzlar yaymlamistir (Barlam vd., 2016; Dellit vd., 2007). Ulkemizde de Saglk
Bakanligi’nin bu konuda caligmalari bulunmaktadir. 2011 yilinda Ulusal Antimikrobiyal
Direng Siirveyans Sistemi (UAMDSS) kurulmus ve bu sistem araciligiyla direng verileri yillik
olarak takip edilmeye ve raporlanmaya baslanmistir. Ayrica gereksiz antibiyotik kullaniminin

azaltilmasina yonelik ¢alismalar gerceklestirilmektedir.

Antibiyotik direnci, ekonomi {izerinde de oldukc¢a dnemli etkilere neden olmaktadir.
Antibiyotik direncli bakteriler ile enfeksiyon, ciddi hastaliklara, hastane yatiglarinin uzamasina,
saglik hizmeti maliyetlerinde artisa, ikinci basamak ilaglarda daha yiiksek maliyetlere ve tedavi
basarisizliklaria yol agmaktadir (Prestinaci vd., 2015; Shrestha vd., 2018). Ornegin, sadece
Avrupa'da antibiyotik direncinin yilda 9 milyar Euro’dan fazla bir maliyetle iliskili oldugu
tahmin edilmektedir (Llor ve Bjerrum, 2014; Prestinaci vd., 2015). Ayrica, CDC’ye gore,
antibiyotik direnci, Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde dogrudan saglik hizmeti
maliyetlerine ek olarak 20 milyar dolarlik bir yiik olusturmakta ve bu da yilda yaklagik 35
milyar dolarlik iiretkenlik kaybina neden olmaktadir (Dadgostar, 2019). Farkli ¢alismalara
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gore, antibiyotik diren¢ maliyetinin 2050 yilina kadar diinya genelinde yillik 300 milyar
dolardan 1 trilyon dolarin iizerine ¢ikacagi dngoriilmektedir (Chokshi vd., 2019; World Bank,
2017). Diinya Bankasi tarafindan yapilan son arastirmalar, antibiyotik direncinin yoksulluk
oranini artiracagini ve diigiik gelirli lilkeleri daha ¢ok etkileyecegini gostermektedir (Dadgostar,
2019). Arastirmalar, 2050 yilina kadar yillik kiiresel gayri safi yurt i¢i hasila’nin (GSYH)
yaklagsik %1 oraninda azalabilecegini ve gelismekte olan {ilkelerde %5-7 oraninda bir kayip
yasanacagini gostermektedir (Anderson vd., 2019; Dadgostar, 2019). Bu oran, 100-210 trilyon
dolar anlamima gelmektedir (World Bank, 2017). Tiim diinyada sadece ¢oklu ilag direncine
sahip bakterilerin neden oldugu hastaliklar arasinda tiiberkiiloz hastaliginin 2050 yilina kadar

16,7 trilyon dolara mal olabilecegi diisiiniilmektedir (Dadgostar, 2019).

Antibiyotikler, enfeksiyonlarla savagsmada kritik bir rol oynadigindan dolayi, bu
ilaglarin etkinliginin azalmasi, toplum sagligi ve ¢alisma yasindaki bireylerin saglikli yasam
stirelerinin olumsuz etkilenebilecegi konusunda endiselere neden olmaktadir. Antibiyotik
direncinin artarak devam etmesi durumunda, enfeksiyonlarin tedavisinin zorlasacagi ve
iyilesme siireglerinin uzayacagi diistiniilmektedir. Dolayistyla buna bagli olarak calisma
yasinda olan bireylerin is giiclinde ve iiretkenliginde azalma olacagi tahmin edilmektedir

(Naylor vd., 2018).

Antibiyotik direncindeki siiregelen egilimler devam ederse, kiiresel ticaret de bu
durumdan biiylik Olclide etkilenecektir (Lekagul vd., 2019). Diinya Bankasi, antibiyotik
direncinin insan emeginin yogun bir sekilde kullanildig: sektorler iizerindeki etkileri nedeniyle
kiiresel ihracatin 2050 yilina kadar 6nemli 6l¢iide azalabilecegini 6ngormektedir (World Bank,
2017). Bu uzun vadeli etkiler, ekonomilerin biiylimesini sinirlayarak genel refah seviyelerini
diisiirecektir. Dolayistyla, antibiyotik direncinin sadece saglik acisindan degil, ayn1 zamanda

ekonomik ag¢idan da ciddi ve kalici etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir.

Antibiyotik direncinin hayvancilik iizerindeki etkileri de olduk¢a 6nemlidir (Hao vd.,
2014). Antimikrobiyallere karst direncin artmasi, hayvanlar tizerindeki tedavileri etkisiz hale
getirerek canli hayvan iiretiminin ve ticaretinin azalmasina yol agacaktir. Nihayetinde bu durum
et, siit ve yumurta gibi protein kaynaklarinin azalmasina bagl olarak protein kaynaklarinin
fiyatlarinda artisa neden olacaktir (World Bank, 2017). Hayvansal proteinlere olan talebin
diinya genelinde artmakta oldugu diisiintildiiglinde, protein kithig1 biiyiik bir endise kaynagi
haline gelmistir (Van Boeckel vd., 2015). Diinya Bankasi'na gore, antibiyotik direncinin,
diistik-orta gelirli tilkelerde hayvancilik {iretimi lizerinde ciddi etkileri olacaktir (Lekagul vd.,

2019). Tahminler, antibiyotik direncindeki artig egilimlerinin devam etmesi halinde, 2050
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yilina kadar hayvancilik tiretiminde %11'lik bir kayip yasanacagini gostermektedir (World
Bank, 2017). Boylesine 6nemli bir kayip, hayvansal iiretimde ekonomik problemleri arttirarak

gelir tiretiminde diisiise sebep olacaktir.

Antibiyotikler, modern tibbin temel taglar1 olarak kabul edilmektedir ve bu taglarin
yerinden oynamasi, tim diinyay1 etkileyen onemli sorunlara yol acacaktir. Mevcut
antibiyotiklere kars1 direng¢ kazanimi, mikroorganizmalarin adapte olma yetenegi nedeniyle
tamamen durdurulamayacak bir siirectir. Cilinkii adaptasyon, canliligin temel bir 6zelligidir ve
organizmalar gelistirilen ilaclara kars1 adapte olacaktir. Antibiyotik direng problemine karsi
yeni ¢Ozlimler gelistirilmelidir, aksi takdirde tibbin karanlik c¢agina tekrar doniilebilir.
Antibiyotik direnci ile miicadele, hiikiimet ve hiikiimet dis1 kuruluslar, arastirmacilar,
tedarikgiler, halk sagligi uygulayicilari, ilag sirketleri, hastane yonetimleri, tarim endiistrisi
liderleri ve hastalar dahil olmak iizere diinya ¢apindaki tiim paydaslar arasinda ¢ok sektorlii
isbirligi ve ortakliklar gerektirmektedir. Bu ortakligin ana hedefi, toplum ve ekonomi
iizerindeki olumsuz etkilerin kontrol edilebilmesi i¢in antibiyotik direncindeki artig egilimini
yavaglatmak olmalidir. Boylece mevcut antibiyotiklerin émriinii uzatirken yeni ¢éztimler igin

vakit kazanilabilir.
2.5. Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalar:

Bakteriler, antibiyotiklere karst ¢esitli direng mekanizmalarin1 kullanarak bu ilaglarin
etkisini azaltabilmekte veya engelleyebilmektedir. Bu mekanizmalardan bazilar1 'i¢sel' olarak
adlandirilmaktadir. I¢sel direngte hiicre, antibiyotige maruz kaldiginda halihazirda sahip oldugu
ozellikleri kullanarak hayatta kalmaktadir. Diger bazi mekanizmalar ise 'edinilmis' olarak
adlandirilmigtir. Edinilmis direngte hiicre, sonradan kazandigi genetik ozellikler sayesinde
antibiyotik varliginda hayatta kalmaktadir. Antibiyotiklerin hangi etki mekanizmalarina sahip
olduguna ve bakterilerin, antibiyotiklerin 6ldiiriicli ve iiremeyi durdurucu etkilerine nasil karsi

koyduguna dair baslica mekanizmalarin neler oldugu biiyiik oranda tanimlanmustir.
2.5.1. Gegirgenligin Azalmasi

Bir¢ok antimikrobiyal maddenin etkinlik gosterebilmesi i¢in bakteri hiicre zarini
geemesi gerekmektedir. Gram-negatif bakterilerde, gram-pozitif bakterilere kiyasla secici
gecirgen bir dig zar bulunmasi, antibiyotiklere karsi i¢sel direng saglamaktadir. Buna ek olarak,
porin kayb1 veya sitoplazmik membranin fosfolipid ve yag asidi igerigindeki degisiklikler gibi
zarf yapisindaki degisiklikler, bir ilacin hiicreye niifuz etme kabiliyetini etkilemekte ve

antimikrobiyal direncinin ortaya ¢ikmasina katkida bulunmaktadir. Gram-pozitif bakterilerde
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dis zar bulunmamasi, onlar1 bir¢ok antibiyotige karsi daha gecirgen kilmaktadir ancak bu
bakterilerde sitoplazmik membranin bilesiminde akiskanligi etkileyen degisikliklerin

antibiyotiklere kars1 gecirgenligi azaltmada 6nemli oldugu gosterilmistir (Mishra vd., 2012).

Gram-negatif bakterilerin dig membrani, besin alimina izin verirken ayni zamanda
koruma saglamak amaciyla bariyer olarak gorev yapmaktadir. Salmonella enterica (S. enterica)
ile yapilan bir ¢alismada, dis membran gegirgenliginin biiylime fazina gore degistigini ve
duragan fazdaki hiicrelerde gecirgenligin azalmasi ile birlikte antimikrobiyalin hiicre i¢erisinde
daha az biriktigi gosterilmistir (Whittle vd., 2021). Dis membran farkli islev ve mimarilere
sahip ¢ok sayida porin igermektedir. Porinler genellikle ¢ok sayida antibiyotigin de dahil oldugu
600 kDa'dan kiictik olan hidrofilik bilesiklerin hiicre igine gegisine izin vermektedir (Fernandez
ve Hancock, 2012). Antibiyotigin hiicre icerisine girmek i¢in kullandig1 porinlerde meydana
gelen mutasyonlar, porin yapisinin degismesine neden olarak antibiyotigin hiicre igerisine
girisini engelleyebilmektedir. Yapilan bir ¢alismada Klebsiella pneumoniae'nin OmpK36
porininde meydana gelen mutasyon ile porin yapisinda 6nemli bir daralma meydana geldigi ve
buna bagli olarak karbapenemlere karsi toleransin arttigi tespit edilmistir (Wong vd., 2019).
Farkli bir ¢alismada, ¢oklu ilag direncine sahip olan E. coli izolatlarinin OmpC porinindeki
elektrik yiikiinli degistiren ve bunun sonucunda sefotaksim, gentamisin veya imipenem gibi
antibiyotiklerin gecirgenligini etkileyen ¢oklu mutasyonlar tasidigi bulunmustur (Lou vd.,

2011).

Antibiyotiklere kars1 gegirgenlik, porinlerde meydana gelen yapisal degisikliklerin yan1
sira porin ifadesinin kontrolii ile de azaltilabilmektedir. Porin ifadesi ¢evresel uyaranlara yanit
olarak aktif bir sekilde diizenlenmektedir. Bu duruma verilebilecek en iyi drneklerden biri E.
coli’deki OmpC ve OmpF porinleridir. Bu porinlerin ifadesi, EnvZ-OmpR iki bilesenli sistemi
ile kontrol edilmektedir. EnvZ, ¢evredeki degisiklikleri algilayan ve ilgili yanit diizenleyicisi
olan OmpR'nin fosforilasyon durumunu kontrol eden periplazmik bir sensor proteindir (Darcan
ve Yilmaz, 2018). Hiicredeki yiiksek fosforile OmpR seviyeleri, ompF transkripsiyonunun
azalmasina ve ompC transkripsiyonunun artmasina neden olmaktadir. Bu diizenleme sistemi
uygun sartlar altinda uygun porinin sentezinin artmasinit saglamaktadir. OmpF porininin,
OmpC'den daha biiyiik oldugu bilinmektedir (Yoshida vd., 2006). Dolayisiyla antibiyotik
varliginda OmpC porininin daha fazla oldugu bakteriler OmpF miktar1 fazla olanlara kiyasla
daha fazla hayatta kalim gostermektedir. Yapilan bir caligmada karbapenem direngli izolatlarda
porin ifadesinin azaltildigir goriilmistiir (Adler vd., 2013). Kiigiik diizenleyici RNA'lar

(sRNA'lar) da dis membran yapisini transkripsiyon sonrasi diizeyde kontrol edebilmektedir. Bir
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sRNA olan micF, ompF mRNA'sinin ribozom baglanma bolgesini ve baslangi¢ kodonunu
iceren bolgeye baglanarak ompF nin translasyonunu inhibe etmektedir (Tyulenev vd. 2022).
micC ise ompC mRNA'smin 5' UTR bolgesine dogrudan baglanarak OmpC translasyonunu
engellemektedir (Doranga ve Conway, 2023). Bu sRNA'larin transkripsiyonu, antimikrobiyal
stres yanit1 olarak birlikte diizenlenmektedir. (Dam vd., 2017).

OmpF ve OmpC gibi spesifik olmayan porinler Enterobacterales'in karakteristik
ozelligidir ancak Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ve A. baumannii gibi diger 6nemli
patojenlerde, genellikle 200 kDa’dan biiylik maddelerin girisine izin vermeyen spesifik porinler
bulunmaktadir. Biiylik porinlerin eksikligi, dig zarlarinin daha az gegirgen olmasina ve igsel bir
dirence neden olmaktadir (Eren vd., 2012). Bu tiir mikroorganizmalarda, porlardan gecebilecek
boyutlardaki antibiyotikleri de i¢eren bir ¢ok molekiil OprD dis membran protein ailesinin
iiyeleri tarafindan alinmaktadir (Zgurskaya ve Rybenkov, 2020). P. aeruginosa’da OprD
porinlerinin kaybi, klinik agidan énemli seviyede karbapenem direncine sahip suglarin ortaya
c¢ikmasina neden olmustur (Chevalier vd., 2017). Yapilan baska bir calisma ise P.
aeruginosa’da tek bir porin kaybinin ila¢ girisini tamamen ortadan kaldiramayacagini
gostermis ve porin kaybi ile diger mekanizmalar arasindaki sinerjinin Onemini ortaya

koymustur (Ude vd., 2021).
2.5.2. Antibiyotiklerin Disa Atim

Bakteriler, antimikrobiyallerin hiicre igerisine girisini engellemenin yani sira, hiicre
icerisine girmis olan maddeleri digar1 atabilmektedir. Disa atim pompalari, antibiyotikler de
dahil olmak flizere ¢ok cesitli toksik bilesikleri bakteriyel membranlardan disar1 tasiyabilen
transmembran proteinlerdir. Direncli bakterilerde genellikle gecirgenligin azaltilmasi ve disa
atim pompalarinin aktivasyonu sinerjistik bir sekilde ¢aligmaktadir. Farkli disa atim pompalari,
antibiyotik direnci tlizerinde farkli seviyede etki gostermektedir. Bazi disa atim pompalarinin
calismast yiiksek seviyelerde direng saglarken, bazilar1 ise diisiik seviyelerde direng
saglamaktadir (Chang vd., 2022). Bakterilerde bircok farkli tipte disa atim pompasi
bulunmaktadir. Bunlar yap1 ve enerji kaynagina gore siniflandirilan bes ana aileye ayrilmistir:
ATP baglayici kaset (ABC) ailesi, ¢coklu ilag ve toksik bilesik ekstriizyon (MATE) ailesi, kiigiik
coklu ilag direng (SMR) ailesi, ana kolaylastirict siiper ailesi (MFS) ve direng¢-nodiilasyon-
hiicre boliinmesi (RND) ailesi (Reygaert, 2018).

Tiim bakteriler disa attm pompasina sahipken, bu pompalar 6zellikle gram-negatif
bakterilerde antibiyotik direncinin Onemli araglar1 olarak kullanilmaktadir. Gram-pozitif

bakterilerde bulunan diga atim pompalar1 genellikle kromozom iizerinde kodlanirken az sayida
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plazmit {izerinde tasinan disa atim pompasi da tespit edilmistir. Bu pompalar MATE ve MFS
ailelerinin liyelerinden olugsmaktadir (Jonas vd., 2001; Kourtesi vd., 2013; Truong-Bolduc vd.,
2005). Gram-negatif bakterilerde ise tiim ailelere ait disa atim pompalar1 bulunmaktadir ancak
klinik agidan en 6nemli direng seviyelerine RND ailesinin iiyeleri neden olmaktadir (Alav vd.,

2021).

Disa atim pompalarinin ¢ogunun, substratlari sitoplazmik membran boyunca tagiyan tek
bilesenli yapilar oldugu bilinmektedir. RND ailesinin iiyeleri ise membran boyunca uzanan
heterotrimerik proteinlerdir. Birden fazla proteinden olusan kompleks, substratlarin ihrag
edildigi uzun ve kesintisiz bir tlinel olusturmaktadir. RND pompalar1 yapisal ve kimyasal olarak
birbirinden farkli olan ¢ok sayida antibiyotigi disar1 atabilmekte ve bu pompalarin asiri
ekspresyonu ile ¢oklu ilag direncine katkida bulunmaktadir (Du vd., 2018; Ebbensgaard vd.,
2020). RND ailesine ait tastyicilar sadece gram-negatif bakterilerde bulunmaktadir. Gram-
negatif bakterilerde RND ailesine ek olarak, diger ailelere ait proteinlerin de ¢ok bilesenli
pompalar olarak hareket ettigi tespit edilmistir. ABC ailesinin bir iiyesi olan MacB,
makrolidleri hiicreden uzaklastirmak igin {iglii bir pompa (MacAB-TolC) olarak ¢alismaktadir
(Jovd., 2017). MFS'nin iiyesi olan EmrB’de MacB’ye benzer sekilde, E. coli'de nalidiksik asidi
disar1 atmak i¢in ¢l bir pompa (EmrAB-TolC) seklinde ¢calismaktadir (Tanabe vd., 2009)

Disa atim pompalarinin ifadesi hiicre igerisinde etkin bir sekilde kontrol edilmektedir.
Genellikle represorler, disa atim sisteminin genlerine bitisik bir sekilde kodlanmistir. Bu
transkripsiyonel diizenleyici genlerdeki mutasyonlar, disa atim pompalarinin ekspresyonunu
onemli seviyede arttirabilmektedir (Gerson vd., 2018; Salehi vd., 2021). Ornegin, MtrR, N.
gonorrhoeae'de tek RND pompast olan mtrCDE'nin baskilanmasinda gorev almaktadir (Veal
vd., 2002). MtrR baglanma bolgesi i¢inde siklikla nokta mutasyonlart meydana gelmekte ve bu
mutasyonlar mrCDE ifadesini arttirmaktadir. merCDE ifadesinin artmasi ile birlikte penisilin,
tetrasiklin, azitromisin ve li¢iincii nesil sefalosporinler dahil olmak iizere ¢esitli antimikrobiyal
ajanlara kars1 direng seviyesinin arttig1 tespit edilmistir (Veal vd., 2002). Baska bir ¢aligmada
bu bilgilerle uyumlu olacak sekilde m#rRmin asir1 ekspresyonunun penisilin ve seftriaksona
kars1 duyarliligi artirdigr gosterilmistir (Chen vd., 2019). Diizenleyici faktorlerdeki bozulmalar
ile antibiyotik direnci arasindaki iliski Campylobacter jejuni, P. aeruginosa ve S. enterica dahil
olmak tizere diger klinik patojenlerde de gozlenmistir (Castanheira vd., 2019; Grimsey vd.,

2020; Grinnage-Pulley ve Zhang, 2015).
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2.5.3. Hedefin Yapisinin Degistirilmesi, Modifikasyonu ve Korumasi

Cogu antibiyotigin bakterilere karsi segici toksisitesinin temelinde, dnemli hiicresel
hedeflere yonelik yiiksek Ozgiinliikleri yatmaktadir. Antibiyotiklerin hedefine baglanmasi,
hiicre igerisinde temel bir islevi durdurarak, hiicrenin biiyiimesinin engellenmesine veya
oliimiine yol agmaktadir (Baquero ve Levin, 2020). Antibiyotik hedefinin yapis1 degistirilerek
(Sekil 2.2A) veya modifiye edilerek (Sekil 2.2.B) antibiyotik-hedef afinitesi azaltilabilmektedir
ve dolayistyla bakteri antibiyotige direncli hale gelmektedir. Ornegin, kinolon antibiyotikleri,
topoizomeraz enzimlerinin aktif bolgesinin yakinina baglanarak hedefini etkisiz hale
getirmektedir. Topoizomeraz enzimindeki bazi mutasyonlar ile birlikte kinolon baglanmasi
engellenerek hiicre direngli hale gelebilmektedir (Bush vd., 2020). Benzer sekilde, p-laktam
antibiyotiklere duyarlilifin azaltilmasi, penisilin baglayici proteinleri kodlayan genlerdeki
mutasyonlarla saglanmaktadir. Ornegin Hindistan'da aztreonam ve avibaktama direncli klinik
E. coli izolatlarinin neredeyse tamaminda PBP3 (FtsI) mutasyonlarina rastlanmistir (Periasamy
vd., 2020; Sauvage vd., 2014). Antibiyotik hedeflerindeki degisimler biiylime sirasinda
meydana gelen yada antibiyotik stresi ile ortaya c¢ikan rastgele mutasyonlar tarafindan
olusturulmaktadir. Meydana gelen mutasyonlara alternatif olarak, hedef genlerin mutant

kopyalar1 transformasyon yoluyla diger bakterilerden alinabilmektedir (Alfsnes vd., 2018).
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Sekil 2.2. Antibiyotik Hedef Yapisinin Degistirilmesi ve Modifikasyonu

Kaynak: (Blair vd., 2015)

Antibiyotik hedefinin modifikasyonu da antibiyotik direncine neden olmaktadir. Bu

direng mekanizmas1 bakteriyel ribozomu hedefleyen makrolitlere kars

duyarliligin
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azaltilmasinda siklikla goriilmiistiir (Vazquez-Laslop ve Mankin, 2018). 16S rRNA, ribozomal
metiltransferazlar tarafindan metillenebilir ve bdylece makrolidlerin, linkozaminler ve
streptograminlerin  baglanmast  Onlenebilir (Bhujbalrao ve Anand, 2019). Hedef
modifikasyonuna verilebilecek bir diger 6rnek ise kolistin direncidir. Gram-negatif
patojenlerde birincil antibiyotik tedavilerine karst direng yayginlastikca, son care
antibiyotiklerden biri olan kolistin siklikla kullanilmaktadir. Kolistin mebrandaki
lipopolisakkariti (LPS) hedef alarak membran hasar1 ve hiicrenin 6liimiine yol agan karmagik
bir etki mekanizmasina sahiptir (Elias vd., 2021; Sabnis vd., 2021). LPS modifikasyonu ile
birlikte kolistin etkisi azaltilabilmektedir. Fosfatidiletanolaminden LPS’ye fosfoetanolamin
transferi kolistine kars1 direng saglayan modifiye bir LPS olusmasina neden olmaktadir. Bu
direng sisteminin kromozom iizerindeki genler aracilifiyla saglandigi ve suslar arasinda
paylasilmadigi diisiiniilmiistiir ancak 2015 yilinda yapilan bir ¢calismada mobilize edilebilen
fosfoetanolamin transferaz ailesi tanimlanmistir. Kolistinin nemi ve mobil kolistin direncinin

hizla yayilma potansiyeli géz oniine alindiginda bu durum son derece endise vericidir.
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Sekil 2.3. Antibiyotik Hedefinin Korunmasi

M

Kaynak: (Darby vd., 2023)

Hedef molekiilde bir mutasyon yada modifikasyon olmaksizin, hedef koruma proteinleri
araciligiyla da diren¢ meydana gelmektedir. Hedef koruma proteinleri, antibiyotigin hedefine
baglanarak antibiyotigin baglanmasin1 engelleme, baglanmis olan antibiyotigin hedeften
ayrilmasini saglama ve hedef proteinin antibiyotik baglanmisken bile islev gdrmesine izin
verme seklinde 3 farkli yol ile direng saglamaktadir (Sekil 2.3). Bir hedefin korunmasi, ilgili

antibiyotigin minimum inhibisyon konsantrasyonunda (MIK) nispeten hafif bir artis
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saglayabilir, ancak hedef bolgenin mutasyonu ile birlikte cok daha yiiksek MIK degerlerine
ulagilabilir. Bu durum, gram-negatif tiirlerde yaygin olarak goriilen ve plazmit lizerinde taginan
genler tarafindan kodlanan Qnr proteinlerinde siklikla goriilmistiir. Qnr, topoizomerazlari
kinolon inhibisyonundan korumaktadir. Yapilan bir ¢alismada gnr geninin edinilmesinin direng
iizerinde hafif bir etkiye sahip oldugu, ancak buna ek olarak gyrA'daki kromozomal
mutasyonlarla birlikte yiiksek diizeyde direng kazanildig: tespit edilmistir (Ruiz, 2019). Hedef
korumasi, antibiyotik hedefine baglandiktan sonra da gerceklesebilir. Ornegin, fusidik aside
direngli S. aureus genellikle FusB tipi proteinleri ifade etmektedir. Fusidik asit, mRNA ve
tRNA'larin islenmesinde ve RNA translokasyonunda gorevli olan uzama faktorii G'ye (EF-G)
baglanarak translokasyonu engellemektedir. FusB proteinleri, antibiyotik ve hedefi baglanmig
olsa bile durmus kompleksin ayrigsmasini tesvik ederek translasyonu kurtarabilirmektedir (Cox
vd., 2012). Baska bir Ornek olarak ribozomu hedef alan makrolidler, linkozamidler,
streptograminler ve pleuromutilinler gibi antibiyotiklere karsi kazanilan direng verilebilir. Bu
antibiyotikler, protein sentezinde hayati 6neme sahip olan peptidil-transferaza baglanarak etki
gostermektedir. ATP-baglayici kaset F (ABC-F) ailesine ait proteinler bu ilaglara karsi direng
saglanmasina katkida bulunmaktadir. ABC tastyic1 proteinlerin aksine, ABC-F proteinleri
membrana bagli degildir ve bu grubun iiyeleri ribozom-antibiyotik kompleksine baglanarak
antibiyotiklere karsi diren¢ saglamaktadir (Crowe-McAuliffe vd., 2021). Ortaya ¢ikan bu
direng, ABC-F proteinlerinin hedefin ila¢ baglama bolgeleriyle etkilesime giren ve hedef-
antibiyotik kompleksinin bozulmasina neden olan "antibiyotik diren¢ bolgeleri" icermesinden

kaynaklanmaktadir (Murina vd., 2018; Su vd., 2018)
2.5.4. Antibiyotiklerin Inaktivasyonu ve Modifikasyonu

Bir¢cok patojen bakteride yaygin olarak goriilen direng mekanizmalarindan biri,
antimikrobiyal maddenin inaktivasyonu veya modifikasyonudur (Forsberg vd., 2015). Bu
mekanizma antibiyotikler {izerinde etkili olan enzimler araciliyla ¢alisir ve bakteri hiicresinin
herhangi bir temel bileseninde degisiklik olmaz. Dolayisiyla mutasyon veya hedef molekiiliin
degistirilmesi gibi mekanizmalara gore daha az hayatta kalim maliyeti ile iligskilendirilmistir.
Antibiyotik inaktivasyonu ve modifikasyonu, antibiyotigin bozunarak etkisiz hale getirilmesi
veya bir kimyasal grubun aktarilmasiyla antibiyotigin modifiye edilmesi seklinde ikiye
ayrilmaktadir. Bu mekanizmalarin her ikisini de kodlayan genlerin bakteriler arasinda
taginabilir olmast nedeniyle antibiyotik inaktivasyonu ve modifikasyonu bakteriler arasinda

olduke¢a yaygindir.
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Antibiyotik inaktivasyonu, antibiyotigin etkinligini kaybedecek sekilde hasar gordiigii
veya bozuldugu onemli bir ila¢ direng¢ mekanizmasidir (Sekil 2.4.A) (Schaenzer ve Wright,
2020). Bu konudaki en ¢ok arastirillmis ve en iyi bilinen Orneklerden birisi B-laktam
antibiyotiklerin f-laktamazlar tarafindan hidrolizidir. B-laktamazlar, B-laktam halkasinin amid
bagimi hidrolize ederek antibiyotigin yapisin1 bozan ve B-laktam ilaglara direng saglayan
enzimlerdir (Tooke vd., 2019). B-laktamazlar, mikroorganizmalar tarafindan [-laktam
antibiyotiklerin iiretilmesine yanit olarak dogada evrimlesmistir ve 1940'lardan beri
incelenmektedir (Darby vd., 2023). Karakterize edilen B-laktamazlarin sayist her gecen giin
artmaya devam etmektedir; Agustos 2023 tarihi itibariyle bir B-laktamaz veri tabani olan
BLDB’de yaklasik 8000 farkli B-laktamaz bulunmaktadir (Naas vd., 2017). Bu B-laktamazlar
primer dizideki aminoasit benzerligini temel alan Ambler simiflandirmasina gore 4 sinifa
(A,B,C,D) ayrilmistir (Sawa vd., 2020). A, C ve D siiflarindaki B-laktamazlar enzim aktif
merkezinde bir serin kullanirken, B sinifindaki -laktamazlar ¢inko kullanmaktadir (Tooke vd.,

2019).

B-laktam grubunun en 6nemli {iyelerinden biri olan karbapeneme direng 6zellikle endise
verici bir hale gelmistir. Ciinkii karbapenemler kullanimdaki en giiclii antibiyotikler arasindadir
ve karbapenem direnci diger B-laktamlara karsi direngle birlestiginde tiim ilag sinifinin
kullanimin1 ortadan kaldirma tehlikesi olusturmaktadir (Lima vd., 2020). Karbapenem
direncinde, karbapenemaz veya genislemis spektrumlu bir B-laktamaz iiretimine porin kaybi1
eslik edebilmektedir. DSO 2017 yilinda, hepsi karbapenem direngli olan {i¢ patojeni kritik
oncelikli patojen olarak listelemistir (Darby vd., 2023). Bunlar bir¢ok B-laktam antibiyotigi
hidrolize etme kapasitesine sahiptir ve belirli bir enfeksiyon i¢in ilag¢ tedavisi seceneklerinin
sayisini biiyiik ol¢lide azaltmaktadir (Queenan ve Bush, 2007; Tooke vd., 2019). Coklu ilaca
direngli plazmidler genellikle B-laktamazlarin varlig1 ile karakterize edilmekte ve bu genlerin
farkli bakteriler arasinda daha kolay yayilmasin1 saglamaktadir (Bush, 2010). Plazmidlere ek
olarak, B-laktamazlar genellikle insersiyon dizilerinin yakininda bulunmaktadir. Bu durum,
hem diren¢ genini harekete gecirebilir hem de ifade diizeylerini etkileyebilir (Chatterjee vd.,
2016; Héritier vd., 2006). Ornegin, A. baumannii'de, blaampc geninin (AmpC B-laktamaz
kodlayan) 6niinde bulunan ISAbal insersiyon dizisi gen ifadesini arttirmistir. Bunun sonucu

olarak genis spektrumlu sefalosporinlere diren¢ meydana gelmistir (Héritier vd., 2006).

Antibiyotik inaktivasyonunun bir diger 6nemli 6rnegi de tetrasiklinlerin oksidasyonunu
katalize eden tetrasiklin inaktive edici enzimlerdir. En iyi bilinen 6rnegi Tet ailesidir ve bir¢ok

farkll bakteri sinifinda karakterize edilmistir. Yiiksek seviyede tetrasiklin direnci saglayan bu
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enzimi kodlayan gen, tasinabilir elamanlar lizerinde yatay olarak hareket edebilmektedir (Fang
vd., 2020; Forsberg vd., 2015). tet (X/X2) genleri, hastalardan alinan izolatlar da dahil olmak
izere cesitli ortamlardaki ¢oklu ilaca direngli bakterilerde yaygin olarak bulunmakta ve bir
ortamdaki varlig: tetrasiklin kullanim ile pozitif korelasyon gostermektedir (Fang vd., 2020;
Gasparrini vd., 2020). Tet (X3/X4/X5) enzimleri de tigesikline kars1 direng kazandirmaktadir.
Cin'de yapilan bir ¢alismada tigesiklin direngli Enterobacterales ve Acinetobacter izolatlarinda
Tet (X3/X4/X5) tespit edilmistir. (He vd., 2019; Sun vd., 2019; Wang vd., 2020). Tet
enzimlerinin tamami diren¢ kazandirma kapasitesine sahip olsa da, tetrasiklinleri pargalama

yetenekleri farklilik gostermektedir (Gasparrini vd., 2020).

Bakteriyel enzimler tarafindan antibiyotik molekiilii iizerindeki hassas bdolgelere
kimyasal gruplarin eklenmesi, antibiyotigin hedef proteine baglanmasini 6nleyerek antibiyotik
direncine neden olmaktadir (Sekil 2.4). Simdiye kadar ¢ok sayida antibiyotik modifikasyon
enzimi bakterilerde tespit edilmistir. Bu enzimler, aminoglikozidler, makrolidler, rifamisinler,

linkozamidler, streptograminler ve fenikoller dahil olmak iizere birgok antibiyotige karsi direng

saglayabilmektedir.
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Sekil 2.4. Antibiyotik Inaktivasyonu ve Modifikasyonu
Kaynak: (Darby vd., 2023)

Aminoglikozitler oldukg¢a biiyiik ve ¢cok sayida acik grup igeren antibiyotiklerdir (Blair
vd., 2015). Bu durum, modifiye edici enzimler tarafindan kolay bir hedef haline gelmelerine
neden  olmaktadir.  Aminoglikozit  smifindaki  antibiyotikler  asetiltransferazlar,
fosfotransferazlar veya niikleotidiltransferazlar tarafindan modifiye edilebilmektedir. Bu
modifikasyon sirasinda antibiyotigin hidroksil veya amino gruplarinin degistirilmesiyle
antibiyotigin hedefe olan afinitesinde 6nemli bir azalma meydana gelmektedir (Ramirez ve
Tolmasky, 2010; Szychowski vd., 2011). Bircok aminoglikozit modifiye edici enzim

kromozomlara ek olarak hareketli genetik elementler {izerinde kodlanmakta ve hem gram-
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pozitif hem de gram-negatif tiirlerde bulunmaktadir. Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada,
diger aminoglikozid diren¢ mekanizmalarindan kagabilen apramisini inaktive edebilen bir

asetiltransferaz tespit edilmistir (Bordeleau vd., 2021).

Antibiyotik modifikasyonuna verilebilecek 6nemli 6rneklerden biri rifamisin direncidir.
Rifamisinler =~ ADP-riboziltransferazlar,  glikoziltransferazlar,  fosfotransferazlar  ve
monooksijenazlar tarafindan inaktive ve modifiye edilebilmektedir (Darby vd., 2023;
Goldstein, 2014). Bu modifikasyonlar rifampisin antibiyotiginin etkisini oldukca azaltarak
direng seviyesinde bir artisa neden olmaktadir. Rifamisinler Mycobacterium tuberculosis
enfeksiyonlaria karsi ilk kullanilan antibiyotiklerden biri oldugu i¢in klinik degeri yiiksek
antibiyotiklerdir (Luthra vd., 2018). Dolayisiyla bu enzimlerin plazmitler gibi hareketli genetik

unsurlarda bulunmasi halk sagligi a¢isindan biiytik risk tagimaktadir.
2.5.5. Antibiyotik Hedefinin Bypass Edilmesi

Bakteriler, bir diger diren¢c mekanizmasi olarak hedef molekiil ile ayni isleve sahip farkl
bir enzimi, antibiyotige hedef olacak farkli bir enzimi ya da orijinal hedefi asir1 iireterek
antibiyotiklerin inhibitor etkisinden kagabilmektedir (Sekil 2.5). Bu durum, genellikle hiicreye
hayatta kalmasi i¢in gerekli 6zellikleri kazandirabilen ancak orijinal antibiyotik tarafindan etkin

bir sekilde inhibe edilmeyen alternatif bir genin edinilmesi yoluyla gergeklesmektedir (Munita

ve Arias, 2016).
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Sekil 2.5. Antibiyotik Hedefinin Devre Dis1 Birakilmasi

Kaynak: (Darby vd., 2023)
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Alternatif enzim iiretimine verilebilecek en iyi drneklerden birisi metisilin direngli S.
aureus'un (MRSA) ortaya ¢ikmasidir. B-laktamlarin antibakteriyel aktivitesi, sitoplazmadan
cikan peptidoglikan birimlerinin transpeptidasyonu ve transglikozilasyonundan sorumlu
enzimler olan PBP'lerin inhibisyonu yoluyla hiicre duvari sentezini bozma yeteneklerine
dayanmaktadir. S. aureus'ta metisiline direng, genellikle mecA olarak adlandirilan yabanci bir
genin edinilmesinden kaynaklanmaktadir. mecA geni, penisilinler, sefalosporinler ve
karbapenemler dahil olmak {izere tiim B-laktamlara kars1 diisiik afiniteye sahip bir PBP olan
PBP2a'y1 kodlamaktadir (Munita ve Arias, 2016). mecA'nin edinilmesi ¢ogu [-laktami
MRSA'ya kars1 ise yaramaz hale getirirken ciddi enfeksiyonlarin tedavisini zorlagtirmaktadir.
Bir diger 6rnek ise vankomisin direngli enterokok ve MRSA enfeksiyonlaridir (Gardete ve
Tomasz, 2014). Bu antibiyotik de B-laktamlar gibi hiicre duvari sentezini inhibe etmektedir,
ancak dogrudan PBP'lere baglanmak yerine, pentapeptit 6nciillerinden olan terminal D-alanin-
D-alanine baglanarak etki gosterir. Bu durum, bakteri hiicre duvarmin sentezi i¢in gerekli olan
peptidoglikan ¢apraz baglarinin olugsmasini engelleyerek bakterinin 6lmesine neden olmaktadir.
Enterokoklarda vand gen kiimesinin edinimiyle birlikte vankomisin antibiyotiginin etkisi
ortadan kaldirilmaktadir. Bir transpozon (Tn1546) iizerinde bulunan vanAd gen kiimesindeki
genlerin ekspresyonu, hedef bolge olan peptidoglikan prekiirsorlerinin farkli bir sekilde
sentezine yol agmaktadir. Uretilen prekiirsorlerde D-alanin-D-alanin yerine antibiyotik ile daha
az afinite gosteren D-alanin-D-laktat veya D-alanin-D-serin bulundugu tespit edilmistir. Hedef
molekiiliin bu sekilde degismesi ile birlikte vankomisin afinitesinin yaklagik 1000 kat azaldig1
gozlenmistir (Miller vd., 2014). Bu direng stratejisi genellikle Enterococcus tiirlerinde ve diger
gram-pozitif bakterilerde goriilmektedir ancak bazt MRSA suslarinin da vankomisine direngli
E. faecalis'den edinilen Tn1546 transpozonunu tasidigi da tespit edilmistir (Melo-Cristino vd,

2013; Sievert vd., 2008).

Alternatif molekiill veya yolak {iireterek antibiyotik direnci saglayan bu direng
mekanizmasi siklikla hiicre duvarini hedef alan antibiyotiklere karsi goriinse de farkli etki
mekanizmasina sahip antibiyotiklere kars1 da goriilmektedir. Trimetoprim ve siilfametoksazol
kombinasyonu idrar yolu enfeksiyonlar1 ve HIV'li bireylerde goriilen Pneumocystis carinii'nin
neden oldugu pndémoni i¢in tedavide siklikla kullanilmaktadir (Huang vd. 2017). Bu iki
antibiyotik niikleik asit ve protein sentezi i¢in gerekli olan bakteriyel folik asit biyosentezini
bloke etmektedir. Trimetoprim bir dihidrofolat rediiktaz (DHFR) inhibitorii olarak islev goriir
ve siilfametoksazol dihidropteroat sentetazi (DHPS) inhibe eden bir siilfonamiddir

(Bermingham ve Derrick, 2002). Genel olarak, kombinasyon tedavisine diren¢ daha yavas
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ortaya ¢ikmakta ve bu da kombinasyon tedavisini cazip bir strateji haline getirmektedir. Ancak,
DHEFR ve/veya DHPS'nin yeni alelleri edinildiginde ve/veya asir1 iiretildiginde trimetoprim-
stilfametoksazol tedavisine kars1 direng ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum antibiyotik hedefinin
miktarinda asirt artisa neden olarak folik asit iiretiminin devam etmesini ve hiicrenin hayatta

kalmasini saglamaktadir (Munita & Arias, 2016).
2.6. Laboratuvar Ortaminda Bakteriyel Adaptasyon ve Evrim

Adaptif siire¢ iizerinde 6nemli bir etkiye sahip olan spontan mutasyonlar, hiicresel
stireclerin isleyisindeki aksakliklar nedeniyle meydana gelmektedir. Meydana gelen bu
mutasyonlarin ¢gogu fenotipik olarak etkili olmasa bile olusan baz1 mutasyonlar hiicrenin g¢esitli
kabiliyetlerini sinirlayan etkilere neden olurken ayni zamanda stres faktorleri varliginda hayatta
kalma avantaji da saglamaktadir. Stres faktorlerine karsi diren¢ kazanimi, duyarli bir
poptilasyondaki hiicrelerin bir alt kiimesinde, ilgili genlerde mutasyon(lar) meydana gelmesi
sonucunda olusmaktadir. Anahtar pozisyonlardaki mutasyonlar ile birlikte hiicreler, stres
faktoriiniin ~ varliginda hayatta kalmaktadir (Reygaert, 2018). Ozellikle dizileme
teknolojilerindeki geligsmeler ile birlikte bu siire¢ laboratuvar ortaminda kolayca izlenebilir hale

gelmistir.

Bakteriler neredeyse tiim stres faktorlerine karsi adapte olabilmektedir. Direng
kazaniminin merkezinde, bakterilerin hayatta kalmak icin kullandiklar1 igsel bir siireg
bulunmaktadir. Bu siire¢ adaptif diren¢ mekanizmalar1 olarak adlandirilmaktadir (Kurenbach
vd., 2018). Adaptif direng, bir stres varliginda hayatta kalma olasiligin1 gegici olarak arttiran ve
stresin ortadan kalkmasi ile birlikte kazanilan toleransin kayboldugu kalitsal olmayan bir yanit
olarak kabul edilmektedir. Strese maruziyet siiresinin uzamasiyla birlikte direng kalitsal bir hale
gelebilir (Sandegren, 2019). Adaptif direng deneyleri, hiicreye zararli olan bir maddenin etkisini
belirlemek icin kullanilan 6nemli bir yontemdir. Bu yontem ayrica mikroorganizmalarin
laboratuvar ortaminda degisim dinamiklerinin dogasinin aydinlatilmasi1 i¢in giiglii bir
yaklagimdir (Du vd., 2020; Mans vd., 2018; Pereira vd., 2019; Sandberg vd., 2019). Adaptasyon
sirasinda meydana gelen mutasyonlar proteinin gorevinde degisimlere neden olabilmektedir.
Dolayistyla, direng¢ mekanizmalarinin aydinlatilabilmesi i¢in meydana gelen degisimlerin
proteinin gorevinde nasil bir etkiye neden oldugunun belirlenmesi biiyiikk bir 6nem

arzetmektedir.

Adaptif laboratuvar evrimi, laboratuvar ortaminda organizmalarin veya molekiiler
sistemlerin, ¢evresel baskilara veya tasarlanmis kosullara uyum saglayarak evrildigi bir

stirectir. Bu siire¢, dogal seleksiyonun laboratuvar kosullarinda yeniden olusturulmasiyla
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gerceklestirilir ve biyolojik evrimin temel prensiplerini taklit etmektedir. Adaptif laboratuvar
evrimi veya ALE deneyleri, hem farkli mikrobiyal fenotiplerin gelistirilmesi hem de biyolojik
olaylarin arastirilmasi i¢in giderek daha popiiler hale gelen bir tekniktir. ALE deneylerinin
tarihi, gegtigimiz yilizyilin ortasindaki kontrollii evrim ¢aligmalarina kadar uzanmaktadir
(Dragosits ve Mattanovich, 2013). En basit haliyle bu yontem, hiicrelerin bir ortamda uzun
stireli kiiltiirlenmesi sirasinda meydana gelen faydali mutasyonlar1 igeren suslarin dogal
secilime ugradigi deney diizenegi olarak agiklanabilir. Bu teknik kontrollii bir laboratuvar
ortaminda evrimsel olgularin analizine olanak sunmaktadir. Mutasyonlarin ortaya ¢ikma hizi
gdz Oniine alindiginda, pek c¢ok bilim insaninin standart laboratuvar siirecleri
(bliyiitme/pasajlama/stoklama) sirasinda uyguladiklart dongiilerde bile hiicreler adaptif olarak
evrimlesmektedir. Mikrobiyal ALE sirasinda, bir mikroorganizma haftalar ila yillar arasinda
degisen uzun siireler boyunca agik¢a tanimlanmis kosullar altinda biiyiitiilmekte ve bu da
istenilen fenotiplerin sec¢ilmesine olanak tanimaktadir. ALE deneyleri, hizli boliinen (20 dk -
10 saat) ve ¢ok sayida hiicre (108-10'%) iceren popiilasyonlarda olduk¢a verimli bir sekilde
gerceklesmektedir. Mikroorganizmalardaki mutasyon hizi ve genom boyutlarinin biiytikligii

genis bir fenotipik cesitliligin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir (Gresham ve Dunham, 2014).

Karsilagtirmali genomigin aksine ALE, fenotipik degisikliklerin belirli bir biiylime
ortamiyla dogrudan iliskilendirilmesine olanak tanimaktadir. Dahasi, yeni nesil dizileme de
dahil olmak iizere olduk¢a yeni teknolojiler sayesinde, fenotip-genom, fenotip-transkriptom
korelasyonlar1 tim genom dizilimi ve RNA-dizileme ile kolayca analiz edilebilmektedir
(Ansorge, 2009; Hardison, 2003; Liu vd., 2012). Bunlara ek olarak, ALE proteom ve
metabolom analizi ile birlestirilerek adaptasyon ile iliskili proteomik ve metabolomik

degisimler de belirlenebilmektedir (Espinosa vd., 2020).
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Sekil 2.6. S1vi Ortamda Adaptasyon Deney Diizenekleri
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Genel olarak, mikroorganizmalarla ALE deneyleri yapmak kolaydir ve yaygin olarak
kullanilan iki yontem bulunmaktadir. Bunlardan birincisi mikroorganizmalarin seri transfer
yapilarak sivi besiyerinde ¢alkalamali bir sekilde biiyiitilmesidir (Sekil 2.6.A). Bu yontemde,
diizenli araliklarla (genellikle giinliik olarak), kiiltiiriin bir kismi, ek bir biiylime turu igin taze
besiyeri igeren yeni bir siseye aktarilmaktadir. Bu yontem kolay kurulum, ucuz ekipman ve ¢ok
sayida paralel kiiltlir kolaylig1 gibi avantajlara sahiptir. Kiiltiir hacimlerini azaltmak ve ¢ok
sayida paralel tekrar yapabilmek i¢in mikro plate kullanilabilmektedir (Gonzalez ve Bell,
2013). Bu yontemde sicaklik ve kiiltliriin homojenligi dahil olmak {izere ¢esitli ¢evresel
faktorler kolayca kontrol edilebilir ancak kesikli kiiltiir i¢erisinde adaptasyon siirecinin, degisen
poplilasyon yogunlugu, dalgalanan biiyiime hizi, degisken besin kaynagi ve pH dahil olmak
izere bazi kontrol edilemeyen faktorleri bulunmaktadir. Cogu durumda, bu faktorler deneysel
diizenek icin biiylik 6nem tasgimasada deney ydnteminin basitligi, mikrobiyal adaptasyon

deneyleri i¢in karmagik ortamlarin uygulanmasini engelleyebilir.

Yaygin olarak kullanilan ikinci yontem, kesikli kiiltiirlere alternatif olan 6nemli bir ALE
teknigidir. Bu yontemde adaptasyon siireci kemostat icerisinde siirekli kiiltlir seklinde
gerceklesmektedir (Wang vd., 2010; Wright vd., 2011). Boylece, kiiltiiriin bliylime oranlar1 ve
popiilasyon yogunluklar sabit tutulmaktadir. Ayrica, besin, pH ve oksijen gibi ¢cevresel kosullar
sik1 bir sekilde kontrol edilebilmektedir. Bu yontemin en 6nemli dezavantaj1 ise maliyetleridir.
Kesikli kiiltiirler ile siselerde yapilan ¢ok sayidaki paralel ¢aligmanin maliyeti bile kemostat
maliyetinin ¢ok altinda kalmaktadir. Ayrica 6nemli bir kurulum maliyeti de gerektirmektedir.
Adaptif laboratuvar evrimi igin 6zellestirilmis kemostatlarda mikrobiyal adaptasyon ¢ok daha
hizli bir sekilde gerceklesmektedir (Toprak vd., 2013). Bu 6zel sistemler, bir stres faktoriine
adaptasyon sirasinda hiicre yogunlugunu es zamanl1 bir sekilde kontrol ederek, ortamdaki stres
faktoriiniin konsantrasyonunu otamatik olarak ayarlayabilmektedir. Boylece deney diizenegi
icerisinde bakteriler siirekli olarak antibiyotik baskisi altinda tutulmakta ve hizli bir sekilde

yiiksek direng seviyelerine ulasilabilmektedir (Sekil 2.6.B).

ALE i¢in bu iki popiiler yontem disinda farkli deney diizenekleri de kullanilmaktadir.
MEGA plaka yontemi, bu alternatifler arasinda en iinlii olanidir. Bakteriler, dogadaki ¢evresel
zorluklar arasinda go¢ ederken evrimleserek hayatta kalmaya g¢alismaktadir. Bu diislince
temelinde gelistirilen MEGA plaka, 120x60 cm boyutlarinda, yar1 s1v1 besiyeri igeren ve siirekli
artan stres konsantrasyonlarina sahip olan bir deney diizenegidir (Sekil 2.7). Organizma, stres
faktorii icermeyen boliimdeki baslama noktasina ekilmektedir. Besin i¢in hareket eden

mikroorganizmalar, siirekli artan stres faktorii igeren alana kadar hareket etmeye devam
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edebilir. Bu alana sadece stres faktoriine karsi adapte olan mikroorganizmalar gegebilmektedir.
Gog islemi, daha yogun stres faktoriiniin oldugu alanlara dogru devam eder ve organizma kisa
stire icerisinde onemli derecede direng¢ kazanir (Baym vd., 2016). Direng siirekli olarak
artarken, bir yandan da hiicreler hem fenotipik hem de genotipik olarak gesitlenmektedir.
Dolayisiyla adaptasyon siireci sonucunda ¢ok sayida farkli soy elde edilmektedir. Bu yontem,
hizl1 bir sekilde yiiksek direng seviyelerine ulagilmasi agisindan oldukga faydalidir ancak deney
diizeneginin biiyiik olmasi, fazla miktarda sarf malzeme gerektirmekte ve kontaminasyon

riskini arttirmaktadir.

Bagslama
Noktasi

Sekil 2.7. Mega Plate Deney Diizenegi

S1v1 kiiltiir seri transferinin uygun olmadig1 adaptasyon caligmalarinda, koloni transfer
yontemi de kullanilmaktadir. Bu ydntem temel olarak iki sekilde uygulanabilmektedir. Ilk
olarak, agar yiizeyine yayilan hiicrelerden bir koloni segilir ve ardindan siv1 kiiltiir i¢erisinde
biiytitiiliir; bu biiyiiyen kiiltiir daha sonra tekrar agar yiizeyine yayilir. Bu dongii, adaptasyon
isleminin gerceklestirilmesi igin tekrarlanir (Sekil 2.8.A). Ozellikle sivi ortamda ciddi
agregatlar olusturan hiicreler s6z konusu oldugunda, ikinci yontem alternatif bir yol olarak
diistiniilebilir. Bu yontemde, hiicreler stres faktoriinii igeren bir agar ylizeyine seyreltme plaka
yontemi ile ekilir. Olusan kolonilerden biri secilir ve stres miktar1 sabit tutularak veya
arttirilarak yeni bir agar ylizeyine ekilir. Bu islem, istenilen adaptasyon gerceklesene kadar
tekrarlanir (Sekil 2.8.B). Koloni transfer yontemi kontaminasyonun gozle goriilebilmesi
acisindan olduk¢a biiyiik bir avantaja sahiptir. Ancak her seferinde sadece bir koloninin
secilmesi diger kolonilerdeki adaptasyon potansiyelinin goz ardi edilmesine neden olmaktadir

(Hirasawa ve Maeda, 2023).

Koloni transfer yonteminin farkli bir versiyonu ise duyarlilik diskleri yardimiyla

gerceklestirilmektedir (Sekil 2.8.C). Nadir kullanilan bu yontemde stres faktoriine direng
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kazandirilmak istenen bakteri petri lizerine yayildiktan sonra iizerine duyarhilik diski
yerlestirilir. Inkiibasyon sonrasinda diski ¢evreleyen inhibisyon bdlgesi incelenerek inhibisyon
bolgesi i¢inde mevcut olan herhangi bir tek koloni secilir. Tek koloni yoksa, inhibisyon
bolgesinin diske en yakin kenar1 bir ekiivyon kullanilarak toplanir ve bir sonraki pasajda
kullanilmak {izere besiyerinde siispanse edilir. Bu igleme, inhibisyon bdlgesinin kenar1 diske
ulasana kadar devam edilir. Béylece bakterilerin MIK degerinde bir artis elde edilir (Flanagan
ve Steck, 2018). Bu yontem her ne kadar diigilk maliyetli olsa da adaptasyon siireci diger

yontemlere kiyasla daha uzun siirmektedir.

Sekil 2.8. Kat1 Ortamda Adaptasyon Deney Diizenekleri

Adaptif laboratuvar evrimi, biyoloji, biyoteknoloji, evrimsel biyoloji ve ila¢ gelistirme
gibi bircok alanda heyecan verici potansiyel sunan bir yaklasimdir. Bu yontem, dogal
seleksiyonun laboratuvar kosullarinda yeniden olusturulmasini saglayarak, biyolojik evrimin
temel prensiplerini anlamamiza yardimci olmaktadir. Yapilan optimizasyonlarla birlikte

karmagik problemlere karst evrimsel siirecleri arastirmak miimkiin hale gelmektedir. Bu
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alanlarda yapilan arastirmalar, adaptif laboratuvar evriminin gelecekte daha da 6nemli bir rol

oynayacagini gostermektedir.
2.7. Adaptif Antibiyotik Diren¢ Gelisimine Yénelik Daha Onceki Cahsmalar

Antibiyotik direncinin gliniimiiziin en 6nemli sorunlarindan biri haline gelmesi ve
teknolojinin gelismesi ile birlikte bu konudaki ¢alismalar son yillarda hizli bir sekilde
artmaktadir. Literatiirde, antibiyotik direncinin molekiiler mekanizmasin1 belirlemek icin farkli

bakis agilari ile yapilmis ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Siprofloksasin antibiyotigi ile yapilan bir caligmada gelistirilen bir cihaz ile bakterilerin
besin ihtiyacindan dolay1 daha yiiksek antibiyotik konsantrasyonu i¢eren ortamlara gé¢ etmesi
saglanmistir. BoOylece her asamada bakteriler daha yiiksek miktarda antibiyotik
konsantrasyonuna adapte olmustur. Adaptasyon deneyleri sonucunda, baslangic MiK degerine
kiyasla 200 katlik antibiyotik iceren ortamda yasayabilen 3 sus elde edilmistir. Bu suslar
arasinda direngten sorumlu oldugu diisliniilen 4 benzer genetik degisiklik gozlenmistir.
Caligmada ara pasajlardan ve antibiyotiksiz kontrol suslarindan dizileme yapilmamus, atasal sus
ve en direngli suslar kullanilarak genomik degisimler incelenmistir (Zhang vd., 2011).
Kloramfenikol, doksisiklin ve trimetoprim antibiyotikleri ile yapilan bir bagka calismada
kemostat benzeri bir cihaz ile adaptasyon deneyleri gerceklestirilmistir. 5 paralel tekrar ile
gerceklestirilen ¢alismada, tiim paralel tekrarlarin sonunda benzer direng seviyeleri elde
edilmigstir. Adaptasyon deneyleri sonucunda, kloramfenikol, doksisiklin ve trimetoprim igin
direng seviyesi sirastyla 870, 10 ve 1680 kat artmistir. Direngli hale gelen bu suslarda tiim
genom dizileme yapilarak atasal sus ile karsilastirilmis ve meydana gelen mutasyonlar tespit
edilmigtir. Veriler, farkli antibiyotiklerin diren¢ mekanizmalarinda farkli varyasyonlar
oldugunu ancak bu varyasyonlarin bazi antibiyotiklere karsi capraz direng sagladigini
gostermistir. Trimetopirim, doksisilin ve kloramfenikol ile yapilan paralel tekrarlarda tespit
edilen mutasyonlarin biiyiik boliimiiniin sirasiyla acrB, marR, folA’da meydana geldigi tespit
edilmistir (Toprak vd., 2012). 12 antibiyotik ile yapilmis baska bir ¢aligmada E. coli hiicreleri,
bu antibiyotiklere karst adaptif diren¢ deneyleri ile direngli hale getirilmis ve direngli suslarin
diger antibiyotiklere kars1 ¢capraz diren¢ durumu incelenmistir. Yapilan duyarlilik testlerinde,
kollateral duyarliligin, antibiyotik direncinin olusumu sirasinda siklikla ortaya ¢iktigi
gosterilmistir. Spesifik olarak aminoglikozitlere karsi direng kazanan hiicrelerin diger
antibiyotiklere karsi duyarli hale geldigi goriilmiistiir. Yapilan genom dizileme g¢alismalari
sonucunda, major disa akis pompalarinin aktivitesini azaltan mutasyonlarin bu durumdan

sorumlu oldugu tespit edilmistir (Lazar vd., 2013). Rifampisin ile yapilan bir ¢alismada ise
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adaptasyon sirasinda konsantrasyon artisi hizinin genomik degisiklikler iizerine etkisi
arastirtlmis ve hizli konsantrasyon artisinin daha az genomik varyasyon ortaya ¢ikardig: tespit
edilmistir. Yapilan calismada bakteriyel direncin gelistirilmesi sirasinda, bir grup bakteri
antibiyotik ile 6n muamele edilmeden dogrudan yiiksek konsantrasyonda antibiyotik i¢eren
besiyerine inokiile edilmistir. Ikinci grup bakteri, her pasajda antibiyotik konsantrasyonu
arttirllarak 16 kez ara konsantrasyonda pasajlandiktan sonra yiliksek konsantrasyonda
antibiyotik igeren besiyerine aktarilmustir. Ugiincii grup bakteri ise, her pasajda antibiyotik
konsantrasyonu artirilarak 32 kez ara konsantrasyonda pasajlandiktan sonra yiiksek
konsantrasyonlu besiyerine aktarilmistir. Cok sayida paralel tekrar ile yapilan ¢caligmada, diisiik
antibiyotik konsantrasyonlarinda 6n muamele yapilmayan grupta, 6n muamele ile adaptasyon
yapilan gruplara gore yasayan bakteri sayisi oldukca diisiikk oldugu tespit edilmistir. Direng
kazanan bakterilerde rifampisin direncinden sorumlu olan 7poB geninin dizilenmesi sonucunda,
on muamelesiz diren¢ kazanan bakterilerin tamaminda sadece rpoB geninde 1 noktada
varyasyon goriiliirken, adaptasyon ile yapilan pasajlama sonucunda daha fazla sayida
varyasyon bulunmustur (Lindsey vd., 2013). Ampisilin ile yapilan bir ¢aligmada, adaptasyon
sonucunda diren¢ kazanan bakterilerin tamaminda ampC geninin promotorunda mutasyona
rastlanmistir. Bu nedenle kazanilan direng bu mutasyon ile iligkilendirilmistir. Ayrica direng
geni disinda tespit edilen prsd4 ve metG mutasyonlarmin ise ampsiline karsi toleransda rol
oynadigi ifade edilmistir (Levin-Reisman vd., 2017). Bu ¢alismalarin tamaminda adaptasyon
sirecinin sonunda ortaya ¢ikan direngli susa odaklanilmistir. Ancak antibiyotik direncine
adaptasyonu daha iyi anlayabilmek i¢in sadece en direngli susa degil, farkli direng seviyesine

sahip olan ara suslara da odaklanilmalidir.

Baym ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada adaptif siirecin tamamina odaklanilmistir.
Bu ¢alismada MEGA plaka adinda bir adaptif deney diizenegi ile hiicreler trimetoprim ve
siprofloksasin antibiyotigine karsi direncli hale getirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda E. coli
hiicreleri trimetoprim antibiyotigi icin MIK degerinin 3000 katinda, siprofloksasin antibiyotigi
icin MIK degerinin 2000 katinda yasayabilir hale gelmistir. Deney siirecinde plaka yiizeyi bir
kamera ile izlenmis ve hiicrelerde degisim oldugu diisliniilen noktalar tespit edilmistir. Daha
sonra trimetoprim antibiyotigi i¢in bu lokasyonlarda bulunan bakterilere tiim genom dizileme
yapilarak genomik degisimler tespit edilmistir. Dizileme sonuglarinda, daha 6nce trimetoprim
direnci ile iligkilendirilmemis olan pit4, aorK ve mgrB genlerinin siklikla mutasyona ugradigi
goriilmiis ve bu genlerin atasal susta nakavti, direng fenotiplerini dogrulamistir (Baym vd.,

2016). Antibiyotik diren¢ gelisim siirecinde meydana gelen genomik degisimlerin tespitine
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odaklanmuis bir diger ¢alisma Li ve ark. tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada E. coli, adaptasyon
deneyleri ile ampisilin antibiyotigine direncli hale getirilmistir. Atasal susun MiK degerine
kiyasla 8 kat direngli olan ara sus ve 64 kat1 direngli olan final susu genomik degisimleri
belirlemek amaciyla dizilenmistir. Dizileme sonrasinda 8 katlik MIK degerine sahip olan E.
coli’nin 4 pozisyonda, 64 katlik MIK degerine sahip olanin ise 8 pozisyonda sinonim olmayan
genomik degisim igerdigi tespit edilmistir. Ara susta ompD geninde ortaya c¢ikan genomik
degisim final susunda gézlenmezken, fsl, acrB ve marR genindeki degisimler final susunda da
bulunmaktadir. 64 katlik dirence sahip susta bulunan diger varyasyonlarin {i¢ tanesi vgrG, bir
tanesi frdD ve digeri ise envZ geninde meydana gelmistir (Li vd., 2019). Bu calismanin
sonuglari, birden fazla genin mutasyona ugradigini ve bu degisimlerin ampisilin antibiyotigine
karsit E. coli direncini arttigin1 gostermistir. Ancak, bu c¢aligmalarda olusan mutasyonlarin
direng ile direkt iligkisi gosterilememektedir. Ampisilin direngli suslarda tespit edilen envZ,
vgrG veya frdD genlerinde meydana gelen tek niikleotit polimorfizm (SNP)’lerinin hangisi
veya hangilerinin direngten sorumlu oldugu ortaya konmamistir. Dolayisi ile meydana gelen
mutasyonlarin ve genlerin direngte nasil rolleri oldugu belirlenememistir. Ayrica antibiyotik
maruziyeti sonrasi transkriptomik degisimler incelenmemis ve olusan mutasyonlarin ifade
edilen genlerin diizeyinde nasil sonuglar dogurdugu belirlenmemistir. Bu nedenle bu ¢aligmalar

direncin mekanizmasini tam olarak agiklayamamaktadir.

135 P. aeruginosa klinik izolat1 ile gergeklestirilen bir ¢calismada, antibiyotik direncinin
genetik belirteclerini tanimlamak i¢in genomik ve transkriptomik analizler yapilmistir.
Siprofloksasin, seftazidim ve meropenem direngleri bakimindan 3’e ayrilarak analiz edilen
bakterilerde siprofloksasin antibiyotigi ile iliskili iki SNP, seftazidim antibiyotigi ile iligkili bir
SNP tespit edilmistir. Siprofloksasin antibiyotigi ile iliskili SNP’ler gyr4 ve parC genlerinde
iken seftazidim direnci ile iligkili SNP ampC geninde meydana gelmistir. Transkriptom verileri
incelendiginde ise genomik analizden farkli olarak chrA4 geninin siprofloksasin direnci ile
iligkili oldugu, cc4, gbuAd ve oprD genlerinin de meropenem direnci ile iliskili oldugu tespit
edilmistir (Khaledi vd., 2016). Bu calismada, her ne kadar antibiyotiklere direngte rolii olan
genler, hem transkriptomik hem de genomik yontemler kullanilarak belirlenmis olsa da farkli
direng seviyesine sahip bakteriler birbirleri ile karsilastirilarak analiz edilmemistir. Benzer bir
sekilde gerceklestirilen bir diger calismada E. coli’nin amoksisilin, enrofloksasin ve tetrasiklin
antibiyotiklerine adaptasyonu sonucunda meydana gelen genomik ve transkriptomik
degisiklikler incelenmistir. Her 3 farkli antibiyotikte ifadesi degismis olan 4 ortak gen (hdeA,

gadA, gadB, ve gadC) bulunmustur. Ayrica tetrasiklin ve enrofloksasin direngli suslar ifadesi
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degisen genler bakimindan digerlerine gore daha ¢ok benzerlik gostermistir. Calismada tiim
genom analizi yapilmamis onun yerine bu antibiyotiklere karsi direncte rolii oldugu bilinen
genler adaptasyon siirecinin farkli noktalarinda dizilenmistir. Dizileme verileri adaptasyon
stirecinde ortaya c¢ikan bir varyasyonun sonraki asamalarda kaybolabilecegini ve farkli
tekrarlarda benzer mutasyonlarin olabilecegini gostermistir (Handel vd., 2014). Bu ¢aligmada
da bir 6ncekine benzer sekilde ayn1 antibiyotige farkli direng seviyesine sahip olan bakteriler
transkriptomik olarak karsilastirilmamistir. Dolayisiyla direng mekanizmasi net olarak ortaya

konulamamustir.

Ampisilin, tetrasiklin, n-butanol ve n-hekzan kullanilarak yapilan bir calismada
bakteriyel adaptasyonun arkasindaki mekanizma belirlenmeye c¢alisilmigtir. Bu kimyasallara
kars1 adapte edilen suslar genomik ve transkriptomik olarak karsilagtirilmistir. Yapilan analizler
sonucunda stres yanit genlerinin adaptasyon siirecinde onemli bir role sahip oldugu
belirlenmistir. Genel stres tepkisini aktive etmekten sorumlu sigma faktorii olan 7poS’nin
ifadesi, ampisilin, tetrasiklin ve n-butanole uyarlanmis popiilasyonlarda siirekli olarak
azalmistir. Bu nedenle, 7poSnin ifadesinin azalmasi, dogal adaptif tepkinin bir parcasi olarak
yorumlanmistir (Erickson vd., 2015). Bu calismanin devami niteliginde olan diger bir
calismada ise bir Onceki c¢alismada elde edilen veriler farkli analiz yaklasimlari ile
incelenmistir. Calismada kullanilan tiim maddelere adaptasyonda 16 genin gorevli oldugu ve
bu genlerin ana diizenleyicisinin dksA oldugu tespit edilmistir (Erickson vd., 2017). Deneysel
asamalar 3 farkli biyolojik tekrar ile gerceklestirilmis ve ayn1 madde ile adaptasyona ugramis
olan biyolojik tekrarlar arasinda ifadesi degisen gen sayisinda onemli farkliliklar oldugu
goriilmiistiir. Yapilan ilk caligmada bu genlerden birkag tanesi promotor bolgesini de icerecek
sekilde dizilenmis ancak gen ifadesini etkiledigi diisliniilen bir varyasyon bulunamamustir.
Caligmadaki paralel tekrarlarin gen ifadesindeki farkliliklar, suslarin diren¢ seviyesinden
kaynaklaniyor olabilir, bu nedenle farkli direng seviyesine sahip suslarin transkriptomik
profillerinin analiz edilerek, direng seviyesi ile gen ifadesi arasindaki iligkilerin belirlenmesi

gerekmektedir.

Kinolon direngli E. coli suslart ile yapilan bir ¢alismada antibiyotigin bakteriyosidal
etkisini azaltan mekanizmanin neler oldugu arastirilmistir. Calismada direng seviyeleri
birbirinden farkli olan 3 sus kullanilmistir. Transkriptom verileri incelendiginde farkli sekilde
ifade edilen gen sayisinin MiK degerindeki artisa paralel olarak arttig1 tespit edilmistir. Ancak
caligmada diren¢ mekanizmasina odaklanildig1 icin farkl: ifade edilen genlerin MIK degeri ile

iligkisi arastirilmamistir (Machuca vd., 2017). MRSA, plazmit olarak CTX-M-15 tasiyan E.
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colive CMY-2 tastyan E. coli ile yapilan bir calismada bu bakterilerin sefotaksim antibiyotigine
verdigi transkripsiyonel yanit incelenmistir. Sonuglar plazmit ile diren¢ saglayan suslarda
transkripsiyonel yanitin direng seviyesine bagli olarak degisebilecegini gostermistir
(Brochmann vd., 2018). Ancak bu ¢alismada kullanilan E. coli suslar1 adaptasyon yoluyla degil
yatay gen transferi ile direngli hale gelmistir. Bu nedenle adaptif direng siirecindeki
mutasyonlarin  degil, yatay gen transferi ile alman diren¢ genlerinin etkileri

yorumlanabilmektedir.

Yapilan bir ¢calismada, E. coli hiicreleri durgun faza kadar biiyiitiilmiistiir. Bu hiicrelerin
bir kismi transkriptomik analizler i¢in toplanirken, kalan kismi ise 2 ayr1 taze besiyeri i¢erisinde
diliie edilmistir. Bu iki besiyerinden birine lethal dozda ampisilin eklenerek, digerine ise
antibiyotik eklenmeden 3 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda bu iki kiiltiir
ile birlikte durgun faz hiicrelerine transkriptom analizi gergeklestirilmistir. Ampisilinle
muamele edilmis E. coli hiicrelerinde, ifadesi en ¢ok artan fonksiyonel gen gruplarinin amino
asit taginmasi ve metabolizmast (28 gen), enerji tiiketimi ve donlisimi (26 gen),
posttranslasyonel modifikasyon (23 gen) ile ilgili oldugu tespit edilmistir. Ayrica ampisilin
muamelesinde yukaridaki fonksiyonel gruplarda bulunan genlerin bir ¢ogunun diizenleyicisi
olan rpoS, rpoH ve rpoE genlerinin de ifadesinin arttig1 gozlenmistir (Deter vd., 2021). Ancak
bu calismada direngli suslar degil duyarli suslara antibiyotik uygulanarak transkriptomik
degisimler tespit edilmistir. Gutierrez ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise ampisilin
muamelesinin yabani tip hiicrede mutasyon sayisini arttirirken ArpoS suslarda bir degisiklige

neden olmadig tespit edilmistir (Gutierrez vd., 2013).

Direng sadece antibiyotik ya da bir kimyasal ile temas durumunda ortaya ¢ikmak
zorunda degildir. Bakterilerin kimyasal maruziyeti olmadan, besiyerinde pasajlamalar
sonucunda da direngli formlarin meydana gelebildigine dair ¢alismalar bulunmaktadir. E. coli
ve S. enterica ile yapilan bir ¢aligmada, bakteriler antibiyotik icermeyen dort farkli besiyeri
icerisinde farkli sayida paralel tekrarlarda 500-1000 jenerasyon pasajlanmis ve finalde elde
edilen 52 sus 10 farkli antibiyotige karsi test edilmistir. Yapilan test sonuglarinda 10 E. coli
populasyonunun eritromisin, rifampisin ve streptomisine 8 kat, S. enterica populasyonunun ise
eritromisin, fosfomisin ve amdinosilin antibiyotiklerine 2-32 kat arasinda diren¢ kazandigi
tespit edilmistir. Genomik degisiklikler incelendiginde farkli besiyerlerinde pasajlanan
bakteriler arasinda benzerlik gdzlenmezken ayni1 besiyerinde pasajlanan bakteriler arasinda bazi
benzerlikler goriilmiistiir (Knoppel vd., 2017). Yapilan diger bir ¢calismada E. coli hiicreleri
50000 jenerasyon boyunca 12 paralel tekrar olacak sekilde hi¢ antibiyotige maruz birakilmadan
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pasajlanmigtir. 2000. ve 50000. jenerasyondaki bakterilerin tiim paralel tekrarlart 15
antibiyotige karsi test edilmis ve diren¢ degisimleri incelenmistir. Elde edilen sonuglarin
%55,8’inde atasal susa kiyasla MIK degerinin diistiigii, %31,7’sinde atasal sus ile MIK
degerinin ayn1 kaldig1 ve %12,5’inde ise atasal susa kiyasla MiK degerinin daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Jenerasyon sayist arttikca cogu antibiyotige duyarlilikta artis goézlenirken
streptomisin antibiyotigine kars1 direncin arttig1 tespit edilmistir (Lamrabet vd., 2019). Dolay1s1
ile SNP olusumu sadece bir antibiyotik yada kimyasal varliginda degil kimyasal maruziyet

olmadan da gergeklesebilmektedir.
2.8. Calismanin Amaglari

Literatiir bilgilerinden de goriilebilecegi gibi mevcut ¢aligsmalar ampisilin direncinin
gelisim siirecini aciklamaya ve hangi genlerin tam olarak sorumlu oldugunu ispatlamaya
yetmemektedir. Direng ile iliskili ¢ok sayida gen tespit edilmis olsa da bu genler arasindaki
iliskiler bilinmemektedir. Ayrica ayni antibiyotige kars1 farkli direng seviyesine sahip olan
suslarda, diren¢ seviyesinin farkli olmasmin ardinda yatan molekiiler mekanizmalar
arastirllmamistir. Bu ¢aligmada adaptif direng deneyleri ile farkli ampisilin direng seviyesine
sahip E. coli suslarinin elde edilmesi ve bu suslar arasindaki genomik ve transkriptomik
farkliliklarin belirlenmesi amacglanmistir. Belirlenen farkliliklar detayli bir sekilde analiz
edilerek “farkli direng¢ seviyesine sahip olan suslarda, bu farklilig1 saglayan genomik ve

transkriptomik degisimler nelerdir?”’ sorusuna yanit aranmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyaller

3.1.1. Kullanmilan E. coli Suslar1 ve Plazmitler

Bu c¢alismada laboratuvar stoklarimizda bulunan yabani tip E. coli W3110 susu
kullanildi. Yabani tip E. coli W3110 disindaki tiim suslar bu ¢aligma kapsaminda olusturuldu.
Tiim genom dizileme ve RNA dizileme i¢in secilen 10 kat ve 95 kat direngli olan suslar sirastyla
E. coli W3110-10 ve E. coli W3110-95 olarak adlandirildi. Calismada kullanilan tiim suslarin
%40 gliserol (Merck) igeren LB besiyerinde stoklart hazirlandi ve -80 °C’de derin dondurucuda

sonraki deneylerde kullanilmak iizere sakland1 (Darcan vd., 2018).

Calismada kullanilan pEX-K248-ampC plazmiti Eurofins Genomics firmasindan temin
edildi. Bu plazmit insliko olarak sentezlenen ampC genini ve seleksiyon islemi i¢in kullanilan
kanamisin direng kasetini igermektedir. pEX-K248 plazmiti 2507 b¢’lik bir uzunluga sahipken
ampC geni ile birlikte 3904 b¢ uzunluga sahiptir. pEX-K248-ampC plazmitinin haritas1 Sekil
3.1°de verildi.
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3.1.2. Besiyerleri
3.1.2.1. LB Agar Besiyeri

LB agar besiyeri E. coli W3110’un ampislin adaptasyonu ve bakterilerin stok olarak
buzdolabinda saklanmasi i¢in kullanildi. 5 g yeast extract (Merck), 10 g pepton from casein
(Merck), 10 g NaCl (Merck) ve 15 g agar-agar (Merck) 1 litre distile suda eritildi ve 121 °C’de
15 dk otoklavlanarak (Hirayama) steril edildi. Steril besiyeri, petrilere 20 ml dokiilerek
hazirlandi. Petrilere doktiikten sonra su buhart olusmamasi i¢in 20 dk steril kabin igerisinde

agz1 acik bir sekilde bekletildi.
3.1.2.2. LB Besiyeri

LB besiyeri bakterilerin iiretilmesinde ve gen ifadesinin arastirildigi deneylerde iireme
ortami olarak kullanildi. 5 g yeast extract, 10 g pepton from casein ve 10 g NaCl tartilarak 1

litre distile suda eritildi. Daha sonra 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak steril edildi.
3.1.2.3. Eosin Metilen Blue (EMB) Besiyeri

EMB besiyeri adaptasyon siireci sonucunda olusan suslarin biyokimyasal 6zelliklerinde
farkliliklar olup olmadiginin degerlendirilmesi i¢in kullanildi. 36 g EMB (Merck) tartilarak 1
litre distile litre suda eritildi ve 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak steril edildi. Petrilere doktiikten

sonra su buhari olusmamasi i¢in 20 dk steril kabin igerisinde agz1 agik bir sekilde bekletildi.
3.1.2.4. indol (Tripton) Besiyeri

Indol besiyeri, IMVIC deneyleri sirasinda indol testinin yapilmasi i¢in kullamldi. 10 g
pepton from casein ve 5 g NaCl 1 litre distile suda eritildi. Daha sonra her bir standart deney
tiipiinde 5 ml olacak sekilde dagitildi. Hazirlanan tiipler 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak steril
edildi.

3.1.2.5. MR-VP (Methyl-red Voges-Proskauer) Besiyeri

MR-VP besiyeri, IMVIC deneyleri sirasinda metil kirmizisi ve Voges-Proskauer
testinin yapilmast i¢in kullanildi. 17 g MR-VP (Merck) besiyeri 1 litre distile su icerisinde
eritildi. Ardindan her bir standart deney tliptinde 5 ml olacak sekilde dagitildi. Hazirlanan tiipler
121 °C’de 15 dk otoklavlanarak steril edildi.

3.1.2.6. Simmons Sitrat Agar

Simmons Sitrat Agar, IMVIC deneyleri sirasinda sitrat testinin yapilmast igin kullanilds.

23,3 g Simmons Sitrat Agar (Merck) 1 litre distile su ile karigtirildi. Ardindan mikro dalga firin
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yardimiyla besiyeri tam olarak eritildi. Besiyeri sivi haldeyken standart deney tiipiinde 5 ml
olacak sekilde dagitildi. Hazirlanan tiipler 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak steril edildi.
Otoklavin ardindan tiipler 1-1,5 cm yiiksekligindeki bir ¢ubuga yatirilarak besiyerinin
katilasmas1 beklendi.

3.1.2.7. Phosphate Buffer Saline (PBS) Soliisyonu

PBS soliisyonu, DNA ve RNA izolasyonu i¢in toplanan hiicrelerin yikanmasi igin
kullanildi. PBS soliisyonunu hazirlamak i¢in 1 adet PBS tablet 200 ml distile suda eritildi ve

daha sonra hazirlanan soliisyon 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak steril hale getirildi.
3.1.2.8. SOB (Siiper Optimal Besiyeri)

SOB, transformasyon sirasinda hiicrelerin biiyiitiilmesi i¢in kullanildi. SOB hazirlamak
icin 21 g bactotripton (BD), 5 g yeast extract, 2 ml 5SM NaCl ve 1 ml 2M KCIl (Carlo Erba) 1
litre distile su igerisinde eritildi ve pH metre (Mettler Toledo) kullanilarak pH degeri 7’ye
ayarlandi. Ardindan 50 ml’lik erlenlere 9,9 ml dagitildi. Hazirlanan erlenler 121 °C’de 15 dk

otoklavlanarak steril edildi.
3.1.2.9. SOC (Katabolit Baskilayicili Siiper Optimal Besiyeri)

SOC, transformasyon sirasinda hiicrelerin biiyiitiilmesi i¢in kullanildi. Bir 6rnek igin
1,96 ml steril SOB igerisine daha onceden streril edilmis 20 pl 2M Mg*? ve 14,4 ul %50’lik

glukoz ¢ozeltisi eklenerek hazirlandi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Adaptasyon Deneyleri ile Antibiyotik Direnci Kazandirma

Antibiyotik adaptasyon deneyleri katt besiyerinden koloni transfer metodunun
optimizasyonu ile gerceklestirildi. E. coli W3110 susu MIK degerinde ampisilin igeren 20 ml
LB agar ile hazirlanan petrilere, seyreltme plaka ekim yontemi ile pasajlandi ve petriler 37
°C’de 1 gece inkiibe edildi. Ureyen bakteri kolonilerinden birisi segilerek ampisilin
konsantrasyonu bir dnceki pasaja gore %10 fazla olan petrilere tekrar pasajlandi. Dongii bu
sekilde devam ettirilerek her pasajlama sonucunda ampisiline daha direngli jenerasyonlar elde
edildi. Adaptasyon siireci 8 tanesi deney grubu (ampisilin i¢eren ortam), 8 tanesi kontrol grubu
(ampisilin igermeyen ortam) olmak {izere 16 pasaj hatt1 ile gerceklestirildi. Adaptasyon deney
diizeneginin semasi1 Sekil 3.2°de verildi. Her 13 pasajda bir tiim pasajlar icin MIK degeri
belirlendi ve sonraki pasajlamaya yeni MiK degeri ile devam edildi. Adaptasyon deneyleri 50.
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pasaj itibariyle sonlandirildi. MIK yapilan asamalardaki ara suslar ve adaptasyon siirecinin

sonunda elde edilen final suslar1 %40 gliserol iceren LB besiyeri igerisinde -80 °C’de saklandi.
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Ampisilin Konsantrasyonu Antibiyotik icermiyor

Sekil 3.2. Ampisilin Adaptasyon Siireci
3.2.2. Duyarhlik Testleri

Organizmalarin antibiyotik direng seviyeleri MIK yéntemi (CLSI, 2018; Kaygusuz vd.,
2020) kullanilarak belirlendi. MIK degeri belirlenecek organizma 5 ml LB besiyerine ekildi ve
37 °C’de 1 gece calkalanarak (160 rpm) inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda bakteri
yogunlugu ODeoo’de 0,1 absorbans olacak sekilde ayarlandi ve daha sonra buradan 400 pl
alinarak 60 ml steril LB besiyerine aktarildi. Bu kiiltiirden, 96 kuyucuklu mikroplakanin ilk
kuyucuklarma 170 veya 180 pl, sonraki kuyucuklara ise 100 ul eklendi. Daha sonra 170 ve 180
ul bakteri kiiltiirii i¢eren ilk kuyucuklara sirasiyla 30 ve 20 ul antibiyotik (direng seviyesine
gore 10 mg/ml ya da 50 mg/ml) eklenerek total hacim 200 pl ye tamamlandi. Ardindan
antibiyotik icerenl. kuyucuktan baglanarak 12. kuyucuga kadar % seri sulandirma yapildi ve 37
°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. Ertesi giin iireme olan kuyucuklar tespit edilerek MIK
degerleri belirlendi. Daha sonra bilesiklerin minimum sidal konsantrasyonunu (MSK)
belirlemek i¢in liremenin olmadigi ilk kuyudan baslayarak {iremenin oldugu kuyuya kadar olan
kuyulardan 10 pl alindi1 ve LB agar iceren petrilere damlatildi. Petriler 37 °C’de 1 gece inkiibe

edilerek ertesi giin MSK degerleri belirlendi. Deneyler en az 3 bagimsiz tekrar ile
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gerceklestirildi. Negatif kontrol olarak kuyucuklardan birine antibiyotik iceren besiyeri,

digerine ise sadece besiyeri konularak ' seri sulandirma yapild.
3.2.3. Diren¢ Kazanmis Suslarin Biyokimyasal Ozelliklerinin Test Edilmesi

Adaptasyon deneyleri sonucunda direng kazanmis final suslar1 i¢in biyokimyasal testler

icerisinde siklikla kullanilan EMB agar ve IMVIC deneyleri gergeklestirildi.
3.2.3.1. EMB Testi

4 °C’de LB agar icerisinde bulunan bakteriden secilen bir koloni aseptik kosullar altinda
0ze yardimiyla alinarak EMB agar {lizerine ekildi. Petriler 37 °C’de 1 gece inkiibe edilerek ertesi

giin koloni morfolojisi ve rengi incelendi.
3.2.3.2. Indol Testi

4 °C’de LB agar icerisinde bulunan bakteriden secilen bir koloni aseptik kosullar altinda
0ze yardimiyla alinarak indol besiyerine ekildi ve kiiltiirler 37 °C’de 1 gece ¢alkalanarak (160
rpm) inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan tiiplere 5 ml kovacs ayraci eklendi. Ardindan
besiyerinin {ist kisminda olusan halka incelendi. Kirmiz1 renk halka olusumu pozitif, ayiracin

kendi rengi olan sar1 renk olusumu ise negatif olarak kabul edildi.

Kovaks ayraci, 5 g para-dimetil-amino-benzaldehitin (Merck) 75 ml izoamil alkol
(Isolab) icinde eritilmesinin ardindan yavas yavas 25 ml saf hidroklorik asit (Tekkim)
eklenmesi ile elde edildi. Kullanilmadigi zamanlarda buzdolabinda saklandi ve kullanilmadan

once yavasca ¢alkalandi.
3.2.3.3. Metil Kirmizis1 Testi

4 °C’de LB agar icerisinde bulunan bakteriden segilen bir koloni aseptik kosullar altinda
0ze yardimiyla alinarak MR-VP besiyerine ekildi ve kiiltiirler 37 °C’de 1 gece ¢alkalanarak
(160 rpm) inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan tiiplere 0,2 ml metil kirmizis1 indikatérii
eklenerek iyice karigtirildi. Ardindan kiiltiirdeki renk degisimi gézlendi. Kirmizi renk olusumu

pozitif, sar1 renk olusumu negatif olarak degerlendirildi.

Metil kirmizist indikatorii, 0,1 g metil kirmizisinin (AFG Scientific) 300 ml etanol
(Isolab) icerisinde eritilmesinin ardindan ¢ozeltinin iizerine 200 ml distile su eklenmesi ile

hazirlandi.
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3.2.3.4. VP Testi

4 °C’de LB agar icerisinde bulunan bakteriden secilen bir koloni aseptik kosullar altinda
0ze yardimiyla alinarak MR-VP besiyerine ekildi ve kiiltiirler 37 °C’de 1 gece ¢alkalanarak
(160 rpm) inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan tiiplere 0,6 ml alfa-naftol ¢ozeltisi, 0,2 ml
KOH ¢ozeltisi eklenerek siddetli bir sekilde galkalandi. 20 dk beklendikten sonra kiiltiirdeki

renk degisimi gézlendi. Kirmizi renk olusumu pozitif olarak degerlendirildi.

Alfa-naftol ¢ozeltisi hazirlamak i¢in, 5 g alfa-naftol (Merck) 15 ml etanol igerisinde
¢oziildi ve ardindan tiim hacim etanol ile 100 m1’ye tamamlandi. KOH ¢ozeltisi, 40 g KOH’un
(AFG Scientific) 50 ml distile su igerisinde eritilmesinin ardindan tiim hacmin distile su ile 100

ml’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.
3.2.3.5. Sitrat Testi

4 °C’de LB agar icerisinde bulunan bakteriden secilen bir koloni aseptik kosullar altinda
0ze yardimiyla alinarak simmons sitrat agar yiizeyine ekildi. Ardindan tiipler 37 °C’de 1 gece
inkiibe edildi ve besiyerindeki renk degisimi incelendi. inkiibasyon sonrasinda besiyerinin mavi

olmasi pozitif, yesil olmasi negatif olarak degerlendirildi.
3.2.4. Biiyiime Deneyleri

Bakteri kiiltiirlerin tireme hiz1 biiyiime deneyleri ile incelendi. Her bir sus 5 ml LB
besiyeri igerisine inokiile edildikten sonra 37 “C’de 18 saat calkalanarak (160 rpm) inkiibe
edildi. Ardindan baslangi¢ sayilarinin esit olmasi i¢in 15 ml LB besiyeri igerisinde bakteri
yogunlugu ODsoo’de 0,1 absorbans olacak sekilde ayarlandi. Hazirlanan 6rnekler ¢alkalamali
inkiibatorde 37 °C, 160 rpm'de inkiibasyona birakildi. Bakterilerden 8 saat boyunca her 2 saatte
bir 6rnek alinarak spektrofotometrede ODsoo absorbanslart dlgiildii ve biiyiime grafikleri

olusturuldu (Cetin Kiligaslan vd., 2021). Deneyler 3 bagimsiz tekrar ile gergeklestirildi.
3.2.5. DNA izolasyonu

-80 °C’de saklanan hiicreler, ortama alistirmak amaciyla 5 ml LB igerisinde 37 °C’de
18 saat calkalamali (160 rpm) olarak biiyiitiildii. Daha sonra bu 6n kiiltiirlerden elde edilen
hiicreler 1/100 diliisyon yapilarak 10 ml taze LB igerisine aktarild1 ve 160 rpm’de 18 saat
inkiibe edildi. Daha sonra kiiltiirler, 1 ml hacimlerde oda sicakliginda 5 dk boyunca 20.000 g’de
santrifiij edildi ve hiicreler toplanarak iki kez PBS ile yikandi. Ardindan Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega) kullanilarak genomik DNA izolasyonu gerceklestirildi. izolasyon

icin kitin protokoliine uygun olarak agagidaki islemler yapildu.
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e Hiicrelerin lizis olmasi i¢in pellet tizerine 600 pul Nuclei Lysis soliisyonu eklenerek 80
°C’de 5 dk inkiibe edildi.

e Hiicre lizatina 3 pl RNase Soliisyonu eklenerek 37 °C’de 30 dk inkiibe edildi.

e RNase ile muamele edilmis olan hiicre lizatindan proteinleri ¢oktiirmek i¢in Protein
Precipitation Solution eklenerek 5 dk buz iizerinde bekletildi.

e inkiibasyon sonrasinda 3 dk boyunca 16.000 g'de santrifiij yapildi ve DNA igeren
stipernatant, 600 pl izopropanol iceren temiz bir santrifiij tiipiine aktarildi.

e DNA goriiniir bir forma geldikten sonra 2 dk boyunca 16.000 g'de santrifiijlendi.

e Siipernatant uzaklastirildiktan sonra 600 pl %70 etanol eklendi ve DNA pelleti yikandi.

e 2 dk boyunca 16.000 g'de santrifiijleme gerceklestirildikten sonra etanol uzaklastirildi
ve tiip kurutuldu.

e Tiip kuruduktan sonra, DNA’y1 rehidre etmek i¢in 100 pl DNA Rehydration Solution
eklenerek 65 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

e DNA’lar analize kadar -20 °C’de sakland.

3.2.6. Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen niikleik asitler %1°lik agaroz jelde yiiriitiildii. %1’lik agaroz hazirlamak i¢in
1 g agaroz (Sigma-Aldrich) ve 100 ml 1x TBE (Thermo Scientific) kullanildi. Agaroz ve TBE
karigimi1 mikrodalgada tamamen ¢oziindiiriilerek lizerine 3 pl Etidyum bromiir (10 mg/ml)
eklendi. Daha sonra elektroforez cihazinin tankina hazirlanan agaroz jeli dokiildii. Donduktan
sonra 1 pl loading dye (6X) (Thermo Scientific) ve 5 pul izole edilen niikleik asit karistirilarak
jele yiiklendi. 45 dk 130 Volt’da yiiriitme islemi gerceklestirildi. Yiirlitme isleminden sonra jel

goriintiileme sistemi (Syngene, G:Box) ile goriintiileme yapildi.
3.2.7. Tiim Genom Dizileme

Kiitiiphane hazirlama ve dizileme islemi Sugenomik Biyoteknoloji firmasindan hizmet
alimi1 seklinde gerceklestirildi. Kiitiiphane hazirlamak i¢cin Nextera DNA Library Preparation
Kit (Illumina), dizileme iglemi i¢in ise NovaSeq 6000 dizileme platformu (Illumina) kullanildu.
Kiitiiphane hazirlama; genomik DNA’nin etiketlenmesi, etiketli DNA’nin piirifikasyonu,
etiketi . DNA’nin  amplifikasyonu,  kiitiphane  piirifikasyonu ~ ve  Kkiitliphane

kontrolii/normalizasyonu olmak iizere bes basamakta gergeklestirildi.

Genomik DNA’nin etiketlenmesi asamasinda genomik DNA pargaland1 ve adaptor
dizileri eklendi. NSP1 plate'e 20 ul genomik DNA eklendi. Uzerine sirastyla 25 ul TD Buffer
(Tagment DNA Buffer) ve 5 ul TDE1 (Tagment DNA Enzyme) eklenerek pipetleme ile
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karistirildi. Daha sonra 280 g de 1 dk boyunca santrifiij edildi ve 55 °C’de 5 dk beklemek iizere

termal dongii cihazi lizerine yerlestirildi.

Etiketli DNA’nin piirifikasyonu asamasinda, etiketleme yapilan DNA dizileri Nextera
transpozomlardan temizlendi. Oncelikle NSP2 plate'in kuyucuklarma 180 ul Zymo DNA
binding buffer eklendi. Daha sonra NSP1 plate’in her bir kuyucugundan 50 pl alindi ve NSP2
plate kuyucuklarina eklendi ve pipetleme ile karistirildi. Zymo-Spin I-96 plate, toplama plate'i
iizerine yerlestirilerek, NSP2’den 6rnek karigimlar transfer edildi, 1300 g’de 2 dk boyunca
santrifiij edildikten sonra toplama tiipiindeki siv1 atildi. Sonra, her bir érnege 300 pl Zymo wash
buffer eklenerek 1300 g’de 2 dk boyunca santrifiij edildi ve toplama tiipiindeki siv1 atild1 (bu
islem 2 defa tekrarlandi). Wash buffer kalintilarini uzaklastirmak igin bir kez daha 1300 g’de 2
dk boyunca santrifiij yapildi. Zymo-Spin 1-96 Plate, NSP3 iizerine yerlestirilerek, her bir
kuyucugun kolon matriksine direk olarak 25 pl RSB eklendi, 2 dk oda sicaklifinda inkiibe
edildikten sonra 1300 g’de 2 dk boyunca santrifiij edildi.

Etiketli DNA’nin amplifikasyonu asamasinda, etiketlenmis DNA amplifiye edilerek
index ve dizileme adaptorleri eklendi. Plate kuyucuklarina Index 1 (i7) ve Index 2 (i5)
adaptoriinden 5 pl konuldu. Daha sonra her bir kuyucuga sirayla 15 pl NPM ve 5 pl PPC
eklendi. NSP3’iin her kuyucugundan 20 ul NAP1'e transfer edildi ve pipetlenerek karistirildi.
Daha sonra 280 g’de 1 dk santrifiij edildi ve Tablo 3.1°deki sartlar ile termal dongii cihazina
yerlestirildi.

Tablo 3.1. Etiketli DNA nin Amplifikasyonunda Kullanilan Déngii Sartlar

Dongii Zaman Sicakhk
3 dk 72 °C
: 30 sn 98 °C
10 sn 98 °C
5 30 sn 63 °C
3 dk 72 °C
Bekleme 00 10 °C

Kiitiiphane piirifikasyonu asamasinda kiitiiphaneler saflagtirildi ve kisa kiitiphane
fragmanlar1 elimine edildi. NAP1 280 g’de 1 dk boyunca santrifiij edildikten sonra NAP2'ye
transfer edildi. AMPure XP beads (Beckman Coulter) 30 saniye vortekslendi, 30 ul AMPure
XP beads NAP2'ye eklendi ve pipetleme ile karistirildi. Oda sicakliginda 5 dk inkiibasyonun

ardindan karisim berrak hale gelene kadar (~2 dk) manyetik stand {izerinde bekletildi ve
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stipernatant uzaklastirildi. Daha sonra boncuklar1 karigtirmamaya dikkat ederek yeni
hazirlanmis 200 pl %80 EtOH eklendi ve karisim berrak hale gelene kadar (~30 saniye)
manyetik stand iizerinde bekletilip yeniden siipernatant uzaklastirildi. (Bu islem 2 defa
tekrarlandi). Daha sonra boncuklar 15 dk boyunca ag¢ik havada kurutuldu. Ardindan, manyetik
stand uzaklastirilarak, 32,5 pl RSB eklendi, pipetlenerek karistirildi ve oda sicakliginda 2 dk
inkiibe edildi. Plate tekrar manyetik stand {izerine yerlestirilerek, karisim berrak hale gelene

kadar (~2 dk) bekletildi ve NAP2 den NLP ye 30ul siipernatant transfer edildi.

Son asama olan kiitiiphane kontrolii/normalizasyonunda ise kiitiiphanelerin nitel ve
nicel kontrolii yapilarak ve Kkiitliphaneler normalize edildi. Kiitiiphane kuantifikasyonu
florometrik bir sekilde Qubit (Thermo Scientific) kullanilarak, kalite kontrolii ise Bioanalyzer
5400 (Agilent Technology) ile yapildi. Indeksli kiitiiphaneler 2 nM'a normalize edildi ve esit
hacimlerde karigtirilarak dizileme havuzu hazirlandi. Hazirlanan kiitiiphaneler kapsama degeri

ortalama 200X olacak sekilde 150 b¢ uzunlugunda ¢ift yonlii dizilendi.
3.2.8. RNA izolasyonu

-80 °C’de saklanan hiicreler, ortama alistirmak amaciyla 5 ml LB igerisinde 37 "C’de
18 saat calkalamali (160 rpm) olarak biiyiitiildii. Biiyliyen hiicreler ODgoo’de yaklasik 0,005
olacak sekilde 15 ml LB besiyerine aktarildi ve ODsoo absorbans degeri 0,1 olana kadar
biiyiitiildii. Daha sonra bu kiiltiire %MIK degerinde ampisilin eklenerek ODgoo absorbans degeri
0,5-0,6 olana kadar biiyiitiildii. Hiicrelerin biiyiitiildiigii her asamada kiiltiir 160 rpm’de
calkalandi. ODsoo absorbans degeri 0,5-0,6 olan hiicreler santrifiij ile toplanarak PBS ile yikand1
ve RNA i¢eriginin degismemesi i¢in hizli bir sekilde RNA izolasyonu gergeklestirildi. RNA
izolasyonunda farkli yontemler denendi ve en verimli sonug Trizol kullanilarak elde edildi. Bu

nedenle izolasyon i¢in Trizol (TRI Reagent, Sigma) metodu asagidaki sekilde gerceklestirildi.

e Pelet lizerine 750 pl Trizol ve 200 pl kloroform eklendi ve 6rnekler oda sicakliginda 10
dk inkiibe edildi.

e Inkiibasyon siiresinin ardindan santrifiij (12.000 g 15 dk 4 °C) yapild1.

e Santrifiij sonras1 6rnekler 3 faza ayrildi ve lstteki RNA igeren faz pipet ile temiz bir
ependorfa aktarild.

e Ust faz iizerine 500 pl izopropanol eklendikten sonra oda sicakliginda 10 dk inkiibasyon
gerceklestirildi.

e Inkiibasyon siiresinin ardindan santrifiij (12.000 g 8 dk 4 °C) yapilds.
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e Ust siv1 uzaklastirildiktan sonra 1 ml %75 lik EtOH ile pellet yikandi (12.000 g 5 dk 4
°0O).

e Ust siv1 yeniden uzaklastirildi ve alkol tamamen ucana kadar tiipler kapag1 acik bir
sekilde kurutuldu.

e Alkol tamamen ugtuktan sonra pelet 50 ul RNase icermeyen su ile ¢ozdiiriildii ve 150

ul RNA koruma soliisyonu eklenerek 4 °C’de saklandi.
3.2.9. RNA Dizileme

Kiitiiphane hazirlama ve dizileme islemi Sugenomik Biyoteknoloji firmasindan hizmet
alimi seklinde gergeklestirildi. RNA degredasyonu ve kontaminasyon %]1’lik agaroz jel
iizerinde incelendi. RNA safligi NanoPhotometer spektrofotometre (IMPLEN) kullanilarak
kontrol edildi. RNA biitiinliigii ise Bioanalyzer 2100 sisteminde (Agilent Technology) RNA
Nano 6000 Test Kiti (Agilent Technology) kullanilarak degerlendirildi.

RNA kiitiiphanesini hazirlamak i¢in 6rnek basma toplam 0,5 pg RNA kullanild.
Dizileme kiitiiphaneleri, iiretici firmanin tavsiyesine gére NEBNext UltraTM RNA Library
Prep Kit for Illumina (NEB) kullanilarak olusturuldu ve her bir 6rnege ait dizilerin ucuna indeks
kodlar1 eklendi. Iplige-6zel (strand-specific) kiitiiphane i¢in, NEBNext Ultra Directional RNA
Library Preparation Kit for [llumina (NEB) kullanild1.

mRNA, poli-T oligo-baglhi manyetik boncuklar kullanilarak toplam RNA'dan
saflastirildi. Fragmentasyon, NEBNext First Strand Synthesis Reaction Buffer(5X) icinde
yiiksek sicaklik altinda iki degerlikli katyonlar kullanilarak gerceklestirildi. Birinci sarmal
cDNA, random hexamer primeri ve M-MuLV Ters Transkriptaz (RNase H-) kullanilarak
sentezlendi. ikinci iplik cDNA sentezi ise daha sonra DNA Polimeraz I ve RNase H kullanilarak
gerceklestirildi. Cikintt olusturan pargalar, eksoniikleaz/polimeraz aktiviteleri yoluyla kor
uclara doniistiiriildii. DNA fragmanlari, 3’uglarinin adenilasyonundan sonra hibridizasyona
hazirlik i¢in hairpin loop yapili NEBNext Adaptori ile baglandi. Tercihen 250~300 bg
uzunlugunda cDNA fragmanlarin1 segmek icin kiitliphane fragmanlart AMPure XP sistemi
(Beckman Coulter) ile saflastirildi. Daha sonra, boyutlarina gore sec¢ilmis ve adaptore
baglanmis olan cDNA ile 3 ul USER Enzyme (NEB) 37 °C'de 15 dk ve ardindan 95 °C'de 5 dk
boyunca inkiibe edildi. Daha sonra Phusion High-Fidelity DNA polimeraz, Universal PCR
primerleri ve Index Primer ile PCR yapildi. Sonunda PCR fiiriinleri saflastirildi (AMPure XP

sistemi) ve kiitliphane kalitesi Bioanalyzer 2100 sisteminde degerlendirildi.
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Indekslenmis 6rneklerin kiimelenmesi, iireticinin talimatlarina gére TruSeq PE Kiime
Kiti v3-cBot-HS (Illumia) kullanilarak bir cBot Cluster Generation sisteminde gerceklestirildi.
Kiime olusturma isleminden sonra, Novaseq (Illumina) platformu kullanilarak dizileme

gerceklestirildi ve 150 bg ¢ift u¢lu okumalar iiretildi.

3.2.10. Biyoinformatik Veri Analizi

3.2.10.1. Tiim Genom Dizileme Verilerinin Analizi

Genom dizileme sonucunda elde edilen verilerin analizi i¢in bir analiz hatt1 olusturuldu.
Analiz hattinin ilk basamaginda elde edilen ham dizi verileri (FASTQ) igerisinden hatali
okumalar1 ayiklamak amaciyla standart olarak kullanilan hata oranlarindan Q30 skoruna gore
filtrelendi. Filtrelenen veriler Burrows-Wheeler Aligner (BWA) algoritmasi ile Ensembl
(https://bacteria.ensembl.org) GCA 000010245 referans numarali £. coli W3110 genomuna
haritaland1 (Li ve Durbin, 2009). Haritalama sonrasinda elde edilen ve hizalama bilgilerini
iceren SAM formatindaki dosyalar, bilgisayarda daha kolay isleyebilmek amaciyla Samtools
kullanarak BAM formatma c¢evrildi (Li vd., 2009). Olusturulan BAM formatindan yine
Samtools kullanilarak varyasyonlar VCF formatinda elde edildi ve ardindan tespit edilen

varyasyonlar SnpEff yazilim1 kullanilarak analiz edildi (Cingolani vd., 2012).
3.2.10.2. RNA-Dizileme Verilerinin Analizi

RNA dizi verilerinin analizinde ise Omicsbox yazilimi kullanildi (OmicsBox, 2019).
Omicsbox yeni nesil dizileme araglarindan elde edilen verilerin analizinde kullanilmak {izere
ticari amacla gelistirilmis bir yazilimdir. Farkli analiz algoritmalarini kullaniciya sunarak kendi
analiz hatlarinin olusturulmasina olanak saglamaktadir. Yaptigimiz analizde RNA verileri, hizlt
ve giivenilir bir algoritma olan Burrows-Wheeler Aligner (BWA) ile Ensembl veri tabaninda
(https://bacteria.ensembl.org) bulunan GCA_ 000010245 referans numarali E. coli W3110
susunun genomuna haritalandi (Li ve Durbin, 2009). Haritalanan verilerden transkript ifadesini
elde etmek i¢in HTSeq kullanildi (Anders vd., 2015). Elde edilen ham transkript verilerinden
farklr sekilde ifade edilmis genlerin (DEG) tespitinde ise bir Bioconductor paketi olan edgeR
kullanildi (Robinson vd., 2010). Kontrol ve deney grubu arasinda anlamli sekilde degisen
genler, log2 (2 kat tlizeri ifade degisimi) > 1 ve yanlis kesif oran1 (FDR) < 0,001 seklinde dikkate

alinarak hesaplandi.

Farkli sekilde ifade edilen genlerin fonksiyonel analizi i¢in Blast2GO metodolojisi
kullanildi (Conesa vd., 2005). ifadesi degisen genler gesitli hizalama algoritmalari yardimryla
(Blast, InterProScan) online veritabanlarinda (NCBI, EMBL-EBI) tarandi. Tarama sonucunda
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DEG’lerin hangi Gen Ontoloji (GO) smifina girdigi belirlenerek 3 farkli GO sinifinda
(Biyolojik Stirecler, Molekiiler Fonksiyonlar ve Hiicresel Bilesenler) en ¢ok degisim gdsteren
gruplar analiz edildi (Ashburner vd., 2000). Yolak zenginlestirme analizi i¢in KAAS (KEGG
Automatic Annotation Server) kullanildi. Farkli ifade edilen genler KEGG GENES
veritabaninda BLAST algoritmasi kullanilarak analiz edildi (Moriya vd., 2007). Anotasyon

sonucunda tespit edilen yolaklara ait venn semalar1 olusturuldu (Heberle vd., 2015).
3.2.10.3. Genom ve Transkriptom Verilerinin Karsilastirilmasi

Gergeklestirilen analizlere ek olarak, mutasyon verileri ile transkriptom verilerinin
gorsel bir sekilde karsilagtirilmasi amaciyla Mutasyon ve Ekspresyon Goriintiileme Araci
(MEGA) gelistirildi. Elde edilen mutasyon verileri ve gen ekspresyon verileri bir java script
kiitiiphanesi olan d3.js ile interaktif bir sekilde gorsellestirildi. Bu verilere ek olarak Regulon
veri tabanindan (https://regulondb.ccg.unam.mx/) transkripsiyonel diizenlemeye ait bilgiler

elde edilerek MEGA ’ya entegre edildi (Tierrafria vd., 2022).

3.2.11. RT-qPCR i¢in Gen Belirlenmesi ve Primer Tasarimi
3.2.11.1. RT-qPCR i¢in Genlerin Secilimi

RNA dizi verilerinin RT-qPCR ile dogrulanmasi amaciyla ekspresyon verileri
incelenerek hem E. coli W3110-10’dan hem de E. coli W3110-95’den 5’er gen se¢ildi. Genlerin
seciminde en ¢ok azalan ve artig gosteren 10’ar gene odaklanildi ve bunlarin igerisinden 2’ser
tanesi ayn1 operonda bulunmamak kosuluyla se¢ildi. Buna ek olarak se¢ilen genin diger 6rnek
icin secilmemis olmasina dikkat edildi. Secilen 4’er genin yanina E. coli W3110-95’de direng
gelisiminden sorumlu oldugu diisiiniilen ampC, ve ampC geninin diizenlenmesinden sorumlu
olan bolA secildi. Bu genlere ek olarak RT-qPCR sirasinda referans olarak kullanilmak iizere

rrsA (16s TRNA) geni segildi. Secilen genlerin tamami Tablo 3.2°de verildi.
3.2.11.2. Primer Tasarimi

Secilen genlere ait dizi bilgileri bir E. coli genom veritabani1 olan PEC’den elde edildi
(Yamazaki vd., 2007). Yazilan bir Python scripti ile 18-22 niikleotit uzunlugunda ve GC orani
%45-55 olan primer adaylar1 belirlendi. Daha sonra bu primer adaylarinin hairpin, self dimer
ve heterodimer ihtimalleri oligo analyzer araci ile kontrol edildi (Owczarzy vd., 2008). Primer
tasariminin ardindan primer ciftlerinin hepsi insiliko PCR yazilim ile simiile edilerek kontrol
edildi (Bikandi vd., 2004). Tasarlanan primerler Tablo 3.2°de verildi. Tasarlanan primerler

Oligomer Biyoteknoloji firmasi tarafindan sentezlendi.
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Tablo 3.2. RT-qPCR Primer Dizileri

Gen Forward Primer Reverse Primer Bant
Biiyiikliigii
gadC | ACTTTGTGCTGCGGAAATGG | AGAAGTCAGGGAAGAAGGTC 422 be
stfO | GAAGGTGAGTTACTCATCGG TAATGCCGTCCTGTTCCTGA 349 be
bol4 | GATACGTGAGCGGATAGAAG | TGTAAGTATGCAGAGCCAGC 236 bg
zraP | GAACACGAAAATTGCCCTGG CTCGTTTCACCCGTAACTCA 317 bg
tdecB | TAAGTTCACTGACCGATGCG TTCCAGACCAATCGTTCCCT 308 be
yjibG | TCAAGGTGTTCAGCAATGGC CGTCACTTTCAACGCCTGAA 260 be
vdiN | GGCTTTCAGCACGCCATTTA TAACCAGTATGACCGCCGAA 410 be
ampC | GCGGTGGCGGTAATTTATCA GGAGTTGGCATACAGACGTT 375 be
garP | ACGCTGTCTATTGCTGGTAC AACCAATCACCCCCATAACG 460 be
sriB | CTCAGTGACCAGATGCTCAT AACTTCAAAACCGATCCCG 296 bg
rsA | AGAGGATGACCAGCCACAC | CGGGTAACGTCAATGAGCAAAG 194 be

3.2.12. Primerlerin Sulandirilmasi

Primerlerin sulandirilmasi i¢in 1X TE kullanildi. Ana stok hazirlamak i¢in, sentezlenen
primerler final konsantransyonu 100 pM olacak sekilde iireticinin talimatina goére TE ile
sulandirildi. Daha sonra bu ana stoklardan alikotlar hazirlamak i¢in10 pl bir ependorfa alindi
ve 90 pul TE ile primer konsantrasyonu 10 uM’a ayarlandi. Hazirlanan primer ana stoklar1 ve

alikotlar1 -20°C’de dondurucuda saklandi.

3.2.13. RT-qPCR
3.2.13.1. cDNA (Komplementer DNA) Sentezi

Transkriptom analizi sonucunda farkli sekilde ifade edildigi tespit edilen genlerin

dogrulanmasit i¢cin RT-qPCR c¢alismast gerceklestirildi. Transkriptom analizi igin
gerceklestirilen biliylime prosediirii ile ayni sekilde biiyiitiilen hiicrelerden izole edilen
RNA’lardan ¢cDNA olusturulmas: icin ters transkripsiyon reaksiyonu gerceklestirildi. izole
edilen RNA miktar1 Nanodrop (Shimadzu) ile 6lgiildii. Ardindan esit miktarda RNA ile
baslamak i¢in her bir 6rnegin RNA konsantrasyonu niikleaz icermeyen su ile 100 ng/pl olacak
sekilde esitlendi. cDNA sentezi i¢cin High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems) kullanildi. Her bir 6rnek i¢in kit protokoliine gére hazirlanan reaksiyon karigimi

(Tablo 3.3)’de verildi.

48




Tablo 3.3. Ters Transkripsiyon Reaksiyon Bilesenleri

Bilesen Miktar

10X RT Buftfer 2,0 ul

25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 ul
10X RT Random Primer 2,0 ul
Reverse transkriptaz 1,0 pl
dH.O 4,2 ul

RNA (100 ng/ul) 10,0 pl
Toplam 20,0 pnl

Protokole gore hazirlanmis olan reaksiyon pipetleme ile karistirildiktan sonra kisa bir
santrifiij ile PCR tiipiiniin dibine ¢oktiirtildii. Daha sonra Tablo 3.4’deki PCR kosullarina uygun
bir sekilde inkiibasyon gerceklestirildi. Elde edilen ¢cDNA’lar kullanima kadar -20 °C

dondurucularda saklandi.

Tablo 3.4.Ters Transkripsiyon PCR Kosullar

1. Adim 2. Adim 3. Adim
Sicaklik 25°C 10 °C 37°C
Zaman 10 dk 120 dk 5 dk
3.2.13.2. qPCR

qPCR analizini ger¢eklestirmek i¢cin AriaMx (Agilent) Ger¢ek Zamanli PCR sistemi
kullanildi. Reaksiyon sonuglarinin analiz edilebilmesi i¢in bakteri aleminde evrensel olarak
bulunan rrs4 (16S rRNA) referans gen olarak secildi. qPCR reaksiyonu i¢in RealQ Plus 2x
Master Mix (Ampliqon) kullanilarak iireticinin protokoliine uygun bir sekilde qPCR
reaksiyonlart kuruldu. Gen ifadesinin belirlenmesinde bu analiz i¢in kullanilan reaktifler ve
reaksiyon sartlar1 Tablo 3.5 ve Tablo 3.6’de sunuldu. Her bir 6rnek i¢in 3 bagimsiz paralel
tekrar gergeklestirildi. Elde edilen Real Time PCR sonuglar1 Pfaffl yontemi kullanilarak analiz
edildi (Pfaffl, 2001).
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Tablo 3.5. RT-qPCR Bilesenleri

Bilesen Miktar

RealQ Plus 2X Master Mix 12,5 pl
Forward Primer 0,5 ul
Reverse Primer 0,5 ul
dH.0 10,5 pl

cDNA 1,0 pl

Toplam 25 ul

Tablo 3.6. RT-qPCR Dongii Kosullar

Dongii Zaman Sicakhk
1 5dk 95°C
30 sn 95°C
40
1 dk 60 °C
30 sn 95°C
1 30 sn 65 °C
30 sn 95°C

3.2.14. ampC Gen Bolgesinin Sentezlenerek pEX-K248 Plazmitine Aktarilmasi

ampC genindeki promotor mutasyonunun ampisiline karsi diren¢ artisindaki roliiniin
dogrulanmasi i¢in pEX-K248-ampC plazmiti olusturuldu. ampC gen bolgesinin dizisi,
mutasyonu i¢eren promotor bolgesi, ampC kodlama bolgesi ve terminatdr bolgesini icerecek
sekilde 95 kat direngli sus referans alinarak belirlendi. Sentezlenmek igin belirlenen 1397 bg
uzunlugundaki ampC dizisi Sekil 3.3’de verildi. Belirlenen bu dizi Eurofins Genomics firmast
tarafindan insliko olarak sentezlendi ve pEX-K248 plazmitine aktarillarak pEX-K248-ampC
plazmiti olusturuldu. Sentezlenen dizinin dogrulugunu ve plazmit {izerindeki yerini kontrol
etmek icin pEX-K248-ampC plazmitinin, ampC genini igerecek sekilde 2696 bazlik kismi
Sanger dizileme yontemi ile dizilendi. Elde edilen dizi sonuglar1 Geneious Prime Version 2023

1.2 kullanilarak analiz edildi ve SnapGene yazilimi ile gorsellestirildi.
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GAGCTCtccacgtacctgcgggcaaatgggttttctacggtctggctgctatcctgacagttgtec

CTCGAGaggtgcatggacgcccgtttacccaaaagatgccagaccgacgataggactgtcaacag

[ Promoter

-35 BOX

acgctgattggtgtcggttacaatctaacgcatcgccaatgtaaatccggcccgcctatggcggg

tgcgactaaccacagccaatgttagattgcgtagcggttacatttaggccgggcggataccgccec

Promoter |

J B [osx]

-35 BOX Insertion

ccgttttgtatggaaaccagaccctatgttcaaaacgacgctctgcgccttattaattaccgect

ggcaaaacatacctttggtctgggatacaagttttgctgcgagacgcggaataattaatggcgga

1 " " " Y " " " " 10 " " "
M F K T T L C A L L 1 T A
S >

cttgctccacatttgctgcccctcaacaaatcaacgatattgtgcatcgcacaattaccccgett

gaacgaggtgtaaacgacggggagttgtttagttgctataacacgtagcgtgttaatggggcgaa
L 15 L L L L 20 L L L L 25 L L L L 30 L L L L 35

atagagcaacaaaagatcccgggtatggcggtggcggtaatttatcagggtaaaccttattactt

tatctcgttgttttctagggcccataccgccaccgccattaaatagtcccatttggaataatgaa
L L L L 40 L L L L 45 L L L L 50 L L L L 55 L

tacctggggctatgcggacatcgccaaaaagcagcccgtcacacagcaaacgttgtttgagttag

atggaccccgatacgcctgtagcggtttttcgtcgggcagtgtgtcgtttgcaacaaactcaatec
. L 60 . . . L 65 . . . L 70 . . . L 75 . . .

gttcggtcagcaaaacatttactggcgtgcttggtggcgacgctattgctcgaggggaaatcaag

caagccagtcgttttgtaaatgaccgcacgaaccaccgctgcgataacgagctcccctttagtte

L 80 L L L L 85 L L L L 90 L L L L 95 L L L L 100
G S vV S K T F T G \ L G G D A 1 A R G E 1 K
>

ttaagcgatcccacaacaaaatactggcctgaacttaccgctaaacagtggaatgggatcacact

aattcgctagggtgttgttttatgaccggacttgaatggcgatttgtcaccttaccctagtgtga
L L L L 105 L L L L 110 L L L L 115 L L L L 120 L L

attacatctcgcaacctacactgctggcggcctgccattgcaggtgccggatgaggtgaaatcct

taatgtagagcgttggatgtgacgaccgccggacggtaacgtccacggcctactccactttagga
L L 125 L L L L 130 L L L L 135 L L L L 140 L L L

caagcgacttgctgcgcttctatcaaaactggcagcctgcatgggctccaggaacacaacgtctyg

gttcgctgaacgacgcgaagatagttttgaccgtcggacgtacccgaggtccttgtgttgcagac
N 145 N N N 150, N N L 155 N N N 160 N N N 165

tatgccaactccagtatcggtttgttcggcgcactggctgtgaagccgtctggtttgagttttga

atacggttgaggtcatagccaaacaagccgcgtgaccgacacttcggcagaccaaactcaaaact

L L L L 1720 L L L 175 L L L 180 L L L 185
Y A N S S 1 G L F G A L A v K P S G L S F E
. _aw B

Sekil 3.3. Sentezlenen ampC Geninin Haritast

65

130

195

260

325

390

455

520

585

650

715
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gcaggcgatgcaaactcgtgtcttccagccactcaaactcaaccatacgtggattaatgtaccge

cgtccgctacgtttgagcacagaaggtcggtgagtttgagttggtatgcacctaattacatggeceg
L L 190 L L L 195 L L L 200 L L L 205 L L

A M T R V F P L K L N H T W 1 N vV P

ccgcagaagaaaagaattacgcctggggatatcgcgaaggtaaggcagtgcatgtttcgcctggg

ggcgtcttcttttcttaatgcggacccctatagcgcttccattccgtcacgtacaaagcggacce

1 210 1 1 1 1 215 1 1 1 1 220 1 1 1 1 225 1 1 1 1 230
P A E E K N Y A W G Y R E G K A V H V S P G
S >

gcgttagatgctgaagcttatggtgtgaagtcgaccattgaagatatggcccgctgggtgcaaag

cgcaatctacgacttcgaataccacacttcagctggtaacttctataccgggcgacccacgtttec
. . . L 235 . . L 240 . . L 245 . . L 250 .

caatttaaaaccccttgatatcaatgagaaaacgcttcaacaagggatacaactggcacaatctec

gttaaattttggggaactatagttactcttttgcgaagttgttccctatgttgaccgtgttagag
. L 255 . . L 260 . . L 265 . . L2270 . .

gctactggcaaaccggcgatatgtatcagggcctgggctgggaaatgctggactggccggtaaat

cgatgaccgtttggccgctatacatagtcccggacccgaccctttacgacctgaccggccattta
L 275 . . L 280 . . L 285 . . L 290 . . L 295

cctgacagcatcattaacggcagtgacaataaaattgcactggcagcacgccccgtaaaagcgat

ggactgtcgtagtaattgccgtcactgttattttaacgtgaccgtcgtgcggggcattttcgcta
L L L L 300 . L L L 305 L L L 310, L L L 315 L

P D S 1 1 N G S D N K 1 A L A A R P \ K A 1
S

tacgcccccaactcctgcagtacgcgcatcatgggtacataaaacaggggcgaccggcggatttyg

atgcgggggttgaggacgtcatgcgcgtagtacccatgtattttgtccccgectggccgecctaaac

" " 320 " " " " 325 " " " " 330 " " " " 335 " " "
T P P T P A \" R A S W \' H K T G A T G G F
ampC >

gtagctatgtcgcgtttattccagaaaaagagctgggtatcgtgatgctggcaaacaaaaactat

catcgatacagcgcaaataaggtctttttctcgacccatagcactacgaccgtttgtttttgata

" 340 " " " " 345 " " " " 350 " " " " 355 " " " " 360
G S Y Vv A F 1 P E K E L G 1 V M L A N K N Y
ampC >

cccaatccagcgagagtcgacgccgecctggcagattcttaacgectctacagtaaaattccatcgg

gggttaggtcgctctcagctgcggcggaccgtctaagaattgcgagatgtcattttaaggtagecec

L L L L 365 L L L L 370 L L L L 375 L L L
P N P A R V D A A W 1 L N A L

gtccgaattttcggaccttttctccgecttttccttgectgtcatctacacttagaaaaaaaccagt

caggcttaaaagcctggaaaagaggcgaaaaggaacgacagtagatgtgaatctttttttggtca

[ Terminator

aaggaaacatttatgcgcctgctcGCGGCCGC 3’
1397
ttcctttgtaaatacgcggacgagCGCCGGCG 5’

Sekil 3.3. Sentezlenen ampC Geninin Haritas1 (Devami)

780

845

910

975

1040

1105

1170

1235

1300

1365
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3.2.15. Transformasyon

Eurofins Genomics firmasi tarafindan hazirlanan pEX-K248-ampC plazmiti liyofilize
halde 4,5 pg gonderildi. 20 ng/ul’lik plazmit konsantrasyonu elde etmek i¢in plazmitin tamami
225 pl 1X TE (Multicell) ile ¢ozdiiriildii. Hazirlanan plazmit hem atasal susa hem de 10 kat

ampsilin direncli susa transforme edildi.

Transformasyon i¢in iki farkli 5 ml LB besiyeri icerisine atasal sus ve 10 kat direngli
sus inokiile edildi ve 37 °C’de 16 saat biiyiitiilerek on kiiltiir hazirland1. Ertesi giin steril 9,9 ml
SOB iizerine steril 100 pl 2M Mg*? ve hazirlanan 6n kiiltiirlerden 50 ul eklenerek ODgoo degeri
0,3’e gelene kadar 37 °C’de calkalamali inkiibasyona birakildi. Ardindan beklenen biiylime
seviyesine ulagan hiicreler 2 ayr tiipe boliinerek 5 dk buzda bekletildi ve ardindan 12.000 rpm
5 dk 4 °C’de santrifiij edildi. Pellet {izerine 1 m1 0,1 M soguk CaCl, eklenerek yeniden siispanse
edildi ve 10 dk buzda bekledildi. Daha sonra 12.000 rpm 5 dk 4 °C’de santrifiij yapildi ve pellet
iizerine 200 pl 0,1M soguk CaCl, eklendi. Yeniden siispanse edilen hiicreler 30 dk buzda
bekletildi. Santrifiij tiiplinde bulunan 200 pl kompetent hiicre tizerine 60-100 ng olacak sekilde
2 farkli konsantrasyonda vektor konularak 45 dk buz tizerinde inkiibe edildi. Daha sonra hiicre
slispansiyonlarina soguk-sicak soklamasi (2 dk 42 °C, 2 dk buz) yapild1 ve iizerlerine 0,8 ml
SOC medium eklenerek 37 °C’de 60 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan hiicreler
5000 rpm 1 dk 4 °C’de santrifiij edildi. Daha sonra pelet tekrar 100 ul SOC medium ile siispanse
edilerek 40 pg/ml kanamisin antibiyotigi iceren LB agar iizerine yayildi ve bir gece 37 °C’de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan petri iizerindeki koloniler secilerek 40 pg/ml
kanamisin antibiyotigi iceren petrilere master plate ekimi yapildi ve bir gece 37 °C’de

inkiibasyona birakild1.

Secilen kolonilerin plazmit igerip icermedigi plazmite 6zgii primerler ile koloni PCR
yapilarak kontrol edildi. Dogrulama igin iki primer ¢ifti kullanildi. Bu primer ¢iftlerinden birisi
(pPEX-K248-F, pEX-K248-R) pEX-K248 iizerine oturarak ampC geninin oldugu bolgeyi
cogaltirken diger primer c¢ifti (pEX-K248-F, ampC-K1) pEX-K248 iizerine ve ampC geni
icerisine oturmaktadir. Boylece iki farkli sekilde hiicrelerin pEX-K248-ampC plazmitini
icerdigi dogrulandi. Plazmiti dogrulamak i¢in kullanilan primerler Tablo 3.7’de sunuldu. PCR
ile dogrulanan 6rneklerden segilen bir tanesi %20 gliserol igeren LB stoklar1 ile -80 °C’de derin

dondurucuda deneylerde kullanilmak iizere saklandi (Darcan vd., 2018).
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Tablo 3.7. pEX-K248-ampC Plazmitini Dogrulamak i¢in Kullanilan Primer Dizileri

Primer Primer Dizisi Bii)lfgﬁal?ltiigii
pEX-K248-F CTGGCTTAACTATGCGGCAT 1549 be
pEX-K248-R GGCTCGTATGTTGTGTGGAA
pEX-K248-F CTGGCTTAACTATGCGGCAT

ampC-K1 TGCTGACCGAACCTAACTCA 477 be

3.2.16. Koloni PCR

Tasarlanan primerlerin kontrolii ve transformasyon sonrasinda plazmiti alan kolonilerin

belirlenmesi i¢in koloni PCR yontemi kullanildi. Bunun i¢in se¢ilen koloniler 20 ul distile su

icerisine siispanse edilerek PCR i¢in kalip hazirlandi. Ardindan her bir reaksiyon Tablo 3.8’deki

sekilde hazirlandi ve Tablo 3.9°daki reaksiyon kosullarina gore koloni PCR iglemi

gerceklestirildi.

Tablo 3.8. Koloni PCR Bilesenleri

Bilesen Miktar
5X Iproof HF Buffer (Bio-Rad) 4,0 ul
dNTP Mix (Bio-Rad) 0,4 ul
ampC Forward Primer 0,4 ul
ampC Reverse Primer 0,4 ul
Bakteri Siispansiyonu 1,0 pl
dH.0 13,6 ul
iProof DNA Polymerase (Bio-Rad) 0,2ul
Toplam 20,0 pnl
Tablo 3.9. PCR Déngii Sartlar
Dongii Zaman Sicakhk
1 2 dk 98 °C
10 sn 98 °C
35 30 sn 62 °C
45 sn 72 °C
1 10 dk 72 °C
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3.2.17. Capraz Diren¢/Duyarhlik Testleri

Direngsiz, 10 kat direngli ve 95 kat direngli suslarin diger antibiyotiklere ve metallere
kars1 direng/duyarlilik durumlarinin incelenmesi igin disk difiizyon deneyleri gerceklestirildi. 4
°C’de LB agar igerisinde bulunan bakteriden segilen bir koloni aseptik kosullar altinda 6ze
yardimiyla alinarak LB besiyerine ekildi ve kiiltiirler 37 °C’de 1 gece ¢alkalanarak (160 rpm)
inkiibe edildi. Ardindan baglangi¢ sayilarinin esit olmasi i¢in 5 ml LB besiyeri i¢erisinde bakteri
yogunlugu ODgoo’de 0,1 absorbans olacak sekilde ayarlandi. Buradan 100 pl alarak 20 ml LB
agar iceren petrilerin iizerine birakildi. Ardindan steril bir drigalski yardimiyla bakteri kiiltiirii
LB agar ylizeyine homojen bir sekilde dagitildi ve petrinin besiyerini tamamen emmesi i¢in 15
dk beklendi. Daha sonra petri lizerine esit araliklarla bos duyarlilik diskleri yerlestirildi ve bu
diskler iizerine Tablo 3.10 ve Tablo 3.11°de verilen konsantrasyonlarda hazirlanmig
antimikrobiyallerden 10 pl damlatildi ve disklerin antimikrobiyalleri emmesi i¢in 10 dk
beklendi. 37 °C’de 1 gece inkiibasyonun ardindan disk etrafindan olusan zonlar 6lciildi ve

fotograflandi. Deneyler 3 bagimsiz tekrar ile gergeklestirildi.

Tablo 3.10. Capraz Direng/Duyarlilik Testinde Kullanilan Metaller

Metal Konsantrasyon Hazirlams

AgNO; 0.2M 0,33 g AgNO310 ml distile su igerisinde ¢oziildii ve
filtre ile steril edildi.

CoSO4 0.2M 0,56 g CoSO4 10 ml distile su igerisinde ¢oziildii ve
filtre ile steril edildi.

CuSO4 M 2,49 g CuSO4 10 ml distile su igerisinde ¢oziildil ve
filtre ile steril edildi.

MnSO4 M 3,38 mg MnSO410 ml distile su icerisinde ¢oziildii ve
filtre ile steril edildi.

NiSO4 0.2M 0,52 mg NiSO4 10 ml distile su igerisinde ¢oziildii ve
filtre ile steril edildi.

ZnSO. 0.2M 0,57 mg ZnSO4 10 ml distile su igerisinde ¢oziildii ve
filtre ile steril edildi.
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Tablo 3.11. Capraz Diren¢/Duyarlilik Testinde Kullanilan Antibiyotikler

Antibiyotik Konsantrasyon Hazirlams
Ampisilin 10 mg/ml 50 mg ampislin 5 ml distile su i¢erisinde ¢oziildii ve
filtre ile steril edildi.
Kanamisin 5 mg/ml 25 mg kanamisin 5 ml distile su igerisinde ¢oziildii ve
filtre ile steril edildi.
Rifampisin 5 mg/ml 25 mg rifampisin 5 ml DMF igerisinde ¢oziildii.
Streptomisin 5 mg/ml 25 mg streptomisin 5 ml distile su igerisinde ¢oziildii
ve filtre ile steril edildi.
Kloramfenikol 5 mg/ml 25 mg kloramfenikol 5 ml etanol icerisinde ¢oziildi
ve filtre ile steril edildi.
Eritromisin 5 mg/ml 25 mg eritromisin 5 ml etanol igerisinde ¢6ziildi ve
filtre ile steril edildi.
Tetrasiklin 5 mg/ml 25 mg tetrasiklin 5 ml distile su icerisinde ¢oziildii ve
filtre ile steril edildi.
Nalidiksik asit 5 mg/ml 25 mg nalidiksik asit 5 ml distile su igerisinde
¢oziildi ve filtre ile steril edildi.
Novobiyosin 5 mg/ml 25 mg novobiyosin 5 ml distile su icerisinde ¢oziildii

ve filtre ile steril edildi.

3.2.18. istatistiksel Analiz

MIiK sonuglarmin 6nemlilik derecelerinin belirlenmesinde Statistical Package for Social

Sciences (SPSS) 25.0 yazilimi kullanilarak Student-t testi yapildi. Tiim testler p < 0,05

anlamlilik diizeyinde analiz edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Suslarin MiK Degerleri

Adaptasyon deneyleri sirasinda belirli araliklarla tiim suslarin MIK degerleri
belirlenmistir. Siire¢ boyunca kontrol suslarimin (K) direng seviyesinde bir degisim
gbzlenmezken deney grubundaki suslarin (D) MIK degerinde 6nemli degisimler gozlenmistir.
Ampisilin iceren ortamda pasajlanan suslar 13. pasaj itibariyle benzer oranlarda direng
kazanmistir. 26. pasajda suslarin direng seviyeleri arasinda farkliliklar ortaya ¢ikmaya baglamis
ve en yiiksek direng seviyesine ulagan suslar D2-26 (31,25 pg/ml) ve D7-26 (31,25 pg/ml) iken
en diisiik direng seviyesine sahip sus D3 (18,75,25 ug/ml) olmustur. 39. pasaj itibariyle bazi
suslarin direng seviyesinde 6nemli artislar gozlenmistir. D1-39 (187,5 pg/ml) ve D5-39 (187,5
pg/ml) suslart en yiliksek direng seviyesine sahip olan suslar haline gelmistir. Adaptasyon
stirecinin sonlandirildig1 50. pasajin ardindan en yiiksek direng seviyesine sahip D1-50 ve D2-
50 suslarmin MIK degerleri baslangi¢ direng seviyesine gore yaklasik 95 kat artarak 275 pg/ml
olurken direng seviyesi en az artan sus ise yaklasik 36 kat artigla D6-50 (105 pg/ml) olmustur.
Adaptasyon siireci boyunca tespit edilen tiim MIK degerleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Adaptasyon Siireci Boyunca Organizmalari MIK Degeri (ug/ml)

Pasaj Hatt1 | Baslangic | 13. Pasaj | 26. Pasaj | 39. Pasaj | 50. Pasaj
D1 2,93 11,71 25 187,5 275
D2 2,93 11,71 31,25 125 275
D3 2,93 11,71 18,75 125 210
D4 2,93 12,7 21,87 125 210
D5 2,93 11,71 25 187,5 210
D6 2,93 11,71 21,87 93,75 105
D7 2,93 11,71 31,25 125 190
D8 2,93 11,71 21,87 125 160
K1 2,93 2,93 2,93 2,93 2,93
K2 2,93 2,93 2,93 2,93 2,93
K3 2,93 2,93 2,93 2,93 2,93
K4 2,93 2,93 2,93 2,93 2,93
KS 2,93 2,93 2,93 2,93 2,93
Ko6 2,93 2,93 2,93 2,93 2,93
K7 2,93 2,93 2,93 2,93 2,93
K8 2,93 2,93 2,93 2,93 2,93
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4.2. Adaptasyon Deneyleri Sonucunda Elde Edilen Suslarin Petri Goriintiisii

Adaptasyon siirecinin tamamlanmasinin ardindan elde edilen 16 susun kati
besiyerindeki koloni morfolojileri karsilastirilmistir. Adaptasyon siireci sonrasinda kontrol
grubundaki suslarda bir farklilik gozlenmezken deney grubundaki D3-50, D4-50 ve D6-50
olarak adlandirilmis suslarda digerlerine kiyasla daha seffaf, kiigiikk ve az sayida koloni
gozlenmistir. 50. pasaj sonrasinda elde edilen tiim suslara ait petri goriintiileri Sekil 4.1°de

verilmistir.

K5-50 K6-50 K7-50 K8-50

Sekil 4.1. Final Suglarina Ait Petri Goriintiileri
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4.3. Ampsiline Adapte Edilmis Suslarin Biiyiime Deneyleri

Adaptasyon siirecinin yaklasik olarak ortasina denk gelen 26. pasaj ve adaptasyon
stirecinin sonuna denk gelen 50. pasaj sonrasinda elde edilen direngli suslara ait kiiltiirlerin
bliylime hizlar1 atasal sus E. coli W3110 ile karsilagtirilmistir. Direng kazanim siireci ile birlikte
biliylimelerin atasal susa kiyasla farklilagtigi goriilmiistiir. 26. pasaj suslarindan atasal susa en
yakin biiyiime profili gdsteren suslar D1-26, D4-26 ve D7-26 olmustur. Bu suslar1 sirasiyla D5-
26, D2-26 ve D8-26 takip ederken, D3-26 ve D6-26 suslarinda biiylimenin yavasladigi

goriilmiistiir. 26. pasaj suslarina ait bliylime grafikleri Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. 26. Pasaj Suslarina Ait Biiyiime Grafigi

Pasajlama siirecinin sonunda elde edilen suslara ait biiyiime verileri, 26. pasajdan sonra
D1-50, D7-50, D8-50, D3-50 ve D6-50 susalarinin biiylimesinde onemli bir degisiklik
olmadigin1 gdstermistir. En yiiksek MIK degerlerinden birine sahip olan D2-50 susunun
biliylimesinin hizlandigi, D5-50 ve D4-50 suslarinin ise biiyiimesinin yavasladigi tespit
edilmistir. Petri goriintiileri ile uyumlu bir sekilde D3-50, D4-50, D6-50 suslar1 digerlerine
kiyasla daha az biiylidiigii tespit edilmistir. 50. pasaj suslarina biliylime grafikleri Sekil 4.3’de

verilmistir.
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Sekil 4.3. 50. Pasaj Suslarina Ait Biiyiime Grafigi
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4.4. Ampsiline Adapte Edilmis Suslarin Biyokimyasal Testleri

Adaptasyon sonrasinda, hiicrelerin tanimlanmasinda siklikla kullanilan biyokimyasal
testler atasal sus ve final suslarinin tamamu i¢in ger¢eklestirilmistir. Tiim suslarda atasal sus ile
benzer sekilde EMB besiyerinde metalik yesil renk, indol ve metil red testinde pozitif sonug,
voges-proskauer ve sitrat testinde ise negatif sonug¢ gdzlenmistir. Antibiyotikli ve antibiyotiksiz
ortamda pasajlanan suglar arasinda testlerin sonuglari bakimindan bir farklilik tespit

edilmemistir.
4.5. Genom ve Transkriptom Analizi icin Suslarin Secimi

Farkli diren¢ seviyesine sahip suslardan genomik ve transkriptomik analizlerin
gerceklestirilmesi i¢in adapte edilen hiicreler igerisinden iki sus secilmistir. Suslarin secilimi
MIK degerleri ve biiyiime grafikleri géz 6niinde bulundurularak gergeklestirilmistir. 50. pasaj
itibariyle en yiiksek direng seviyesine sahip olan suslar 275 pg/ml ampisilin MiK degeri ile D1-
50 ve D2-50 olarak belirlenmistir (Tablo 4.1). Her iki susun da biiyiime grafigi incelendiginde
atasal susa benzer bir profil gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.3). Pasajlama siirecinin
ortalarina denk gelen 26. pasaja ait biiyiime grafigi incelendiginde ise D1-26 numarali susun
biiylime profilinin atasal susa daha ¢ok benzedigi D2-26 numarali susun nispeten daha zayif bir
iiremeye sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.2). Bu nedenle genom ve transkriptom analizi igin
atasal sus (E. coli W3110), yaklasik olarak 10 katlik direng seviyesine sahip olan D1-26 (E. coli
W3110-10) ve yaklasik 95 katlik direng seviyesine sahip olan D1-50 (E. coli W3110-95)

secilmistir.

4.6. Tim Genom Dizileme

4.6.1. DNA Orneklerinin Degerlendirilmesi

Dizileme islemleri i¢in yliksek saflikta, yeterli miktarda ve biitiinliigli bozulmamis
baslangi¢c metaryaline ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle dizileme isleminden 6nce izole edilen
DNA’larin kalitesi hem agaroz jel elektroforezi ile hem de fragment analiz sistemi ile kontrol
edilmistir. izole edilen DNA’lara ait agaroz jel goriintiisii Sekil 4.4’de verilmistir. Agaroz jel
goriintiisii her {i¢ 6rnek icin de, baslangic materyalinden DNA'nin verimli, saf ve biitiinligii

onemli derecede bozulmamis bir sekilde izole edildigini gostermektedir.
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Sekil 4.4. izole Edilen DNA'larin Agaroz Jel Goriintiisii (M: Marker, W: E. coli W3110, 26: E. coli
W3110-10, 50: E. coli W3110-95)

Agaroz jel goriintlisiiniin ardindan fragment analizi ile birlikte izole edilen DNA’larin
boyut ve kalitesini incelemek i¢in daha hassas bir analiz gerceklestirilmistir. Bu analizde, ii¢
ornek i¢in de izole edilen DNA igerisindeki fragment uzunluklarinin 1.500-45.000 bg¢ arasinda
degistigi ve bu fragmentlerin biiyiik bir kisminin 10.000-15.000 bg araliginda oldugu tespit
edilmigstir (Sekil 4.5). Bu fragmentler, istenen boyut araliginda ve homojen bir dagilima

sahiptir. izole edilen DNA’larin konsantrasyonu ve miktar1 Tablo 4.2°de verilmistir.

M w 26 50

Sekil 4.5. DNA Fragment Analizi Sonuglart (M: Marker, W: E. coli W3110, 26: E. coli W3110-10,
50: E. coli W3110-95)
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Tablo 4.2. izole Edilen DNA'larm Kalite Degerleri

Konsantrasyon (ng/pl) Hacim (pl) Miktar (ng)
E. coli W3110 4,765 35 0,16678
E. coli W3110-10 3,721 35 0,13024
E. coli W3110-95 3,712 35 0,12992

4.6.2. Tiim Genom Dizileme Sonuclari

Adaptasyon siirecinde meydana gelen mutasyonlarin tespit edilmesi i¢in E. coli W3110,

E. coli W3110-10 ve E. coli W3110-95 genomlar1 dizilenmistir. Yapilan dizilemelerin hepsinde

ortalama 200x kapsama degeri elde edilmistir. DNA dizilemesi yapilan 6rneklerden, ortalama

685 MD sikistirilmis ham okuma verisi elde edilmistir.

Genomik dizi ilizerinde meydana gelen degisimler nadir olaylardir ve veri analizi

sirasinda gercek degisimlerin okuma hatalarindan ayirt edilmesi son derece dnemlidir. Bu

nedenle kapsama degeri diisiik olan bolgelerdeki mutasyon verileri analiz dis1 birakilmistir.

Pasajlama sirasinda meydana geldigi tespit edilen mutasyonlar Tablo 4.3’de sunulmustur.

Analiz sonucunda E. coli W3110-10 susunun 5 mutasyon igerdigi tespit edilirken E. coli

W3110-95 susunda bunlara ek olarak 2 mutasyon daha gozlenmistir. Toplam yedi mutasyondan

sadece 3 tanesi SNP seklinde ortaya ¢ikmisken diger 4 tanesi insersiyon yada delesyon olarak

ortaya ¢ikmustir.

Tablo 4.3. Pasajlama Siirecinde Meydana Gelen Mutasyonlar (W: E. coli W3110, 26: E. coli W3110-
10, 50: E. coli W3110-95)

Pozisyonu 26 50 Genler Pozisyon Varyasyon Tipi
Sisl 1610/1767
93022 X X SNP (C>T)

murk -144
marR 377/435

1621204 X X Delesyon (A)
marA -83

2829040 X X gutQ 575/966 Delesyon (G)

3450580 X X rpoC 752/4224 SNP (C>T)

4371270 X X dcuA -7 -6 Delesyon (TT)
frdD 349/360 _

4383697 - X Insersiyon (G)
ampC -74

4401616 - X amiB 872/1338 SNP (C>G)
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E. coli W3110-10 ve E. coli W3110-95 suslarinda ortak olarak bulunan mutasyonlar
genom iizerinde 93022, 1621204, 2829040, 3450580 ve 4371270 numarali pozisyonlarda
meydana gelmistir. 93022. pozisyonda meydana gelen SNP, murE geninin promotor bdlgesinde
bulunurken, f#s/ geninin kodlama bolgesinde bulunmaktadir. f#s/ geni 1767 b¢ uzunlugundadir
ve 1610. pozisyonundaki sitozin bazi timin bazina donigmiistiir. Bu transisyon 537.
pozisyondaki alanin aminoasitinin valin aminoasitine doniismesine neden olmustur. 1621204.
pozisyondaki delesyon, marA4 geninin promotoruna, marR geninin ise kodlama bolgesine denk
gelmektedir. marR geninin 377. bazinda meydana gelen mutasyon 58 bazlik ¢cer¢eve kaymasina
neden olmustur. 2829040. pozisyonda meydana gelen mutasyon gut(Q) geninin 575.
pozisyonundaki guanin bazinin delesyonu ile meydana gelmistir. Bu delesyon sonucunda bir
stop kodonu olugsmus ve hatal1 bir protein iiretilmistir. 3450580. pozisyonda meydana gelen tek
bazlik degisimde, rpoC geninin 752. pozisyonunda bulunan sitozin bazi ile timin yer
degistirmistir. Bu transisyon ile birlikte 251. pozisyondaki prolin aminoasidi ldsine
doniismiistiir. Her iki sugsda da ortak olarak bulunan son mutasyon 4371270. pozisyonda
meydana gelmistir. Bu mutasyon dcud geninin Oniinde bulunan -6 ve -7 olarak
numaralandirilan bazlarin silinmesi ile meydana gelmistir. Kodlanmayan bdlgede yer alan bu

mutasyon baska bir gen igerisine denk gelmemektedir.

E. coli W3110-95 susunda diger mutasyonlara ek olarak 4383697 ve 4401616.
pozisyonda iki mutasyon bulunmaktadir. 4383697. pozisyonda bulunan insersiyon frdD
geninin kodlama bolgesine denk gelirken ampC geninin promotor bdlgesine denk gelmektedir.
frdD geni 360 bg¢’lik uzunluga sahiptir ve bu insersiyonla birlikte 11 bazlik bir ¢cer¢eve kaymast
meydana gelmistir. 4401616. pozisyonda bulunan mutasyon ise 1338 bg’lik amiB geninin 872.
pozisyonunda meydana gelmistir. Sitozin bazinin guanin bazina doniigmesi ile meydana gelen

transversiyon alanin aminoasitinin glisin olarak kodlanmasina neden olmustur.

4.7. RNA-Dizileme
4.7.1. RNA Orneklerinin Degerlendirilmesi

RNA-dizileme isleminde kullanilmak {izere her 6rnek i¢in 2 bagimsiz tekrardan RNA
izolasyonu gerceklestirilmistir. izole edilen RNA’lar dizileme isleminden 6nce 6n kontrol
amaciyla agaroz jelde yiiriitiilmiistiir (Sekil 4.6). Agaroz jel goriintiisii, izolasyon sirasinda
DNA kontaminasyonu ve RNA degredasyonu olmadigini ve buna ek olarak izolasyon

protokoliinden kaynakl kirliligin kabul edilebilir seviyede oldugunu gostermektedir.
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M W1 W2 26-1 26-2 50-1 50-2

Sekil 4.6. zole Edilen RNA’nin Jel Gériintiisii (W: E. coli W3110, 26: E. coli W3110-10, 50: E. coli
W3110-95)

Mikrobiyal RNA ornekleri yiiksek miktarda (%95) ribozomal RNA igermektedir.
mRNA dizileme isleminden 6nce gereksiz dizileme maliyeti ve elde edilecek anlamsiz veriden
kacinmak icin toplam RNA iceriginden rRNA’nin uzaklastirilmas: gerekmektedir. Bu amagla
izole edilen RNA’dan mRNA zenginlestirme igslemi gerceklestirilmis ve agaroz jel ile kontrol
edilmistir (Sekil 4.7). Agaroz jel gorlintiisii, rRNA’lara ait bantlarin ve RNA izolasyonu

protokoliinden kaynaklanan kirliligin kayboldugunu gostermektedir.

Sekil 4.7. Saflagtirilmis RNA’larin Jel Goriintiisii (M:Marker, 1: E. coli W3110 1. Tekrar, 2: E. coli
W3110 2. Tekrar, 3: E. coli W3110-10 1. Tekrar, 4: E. coli W3110-10 2. Tekrar, 5: E. coli W3110-95
1. Tekrar, 6: E. coli W3110-95 2. Tekrar)

mRNA zenginlestirme isleminin ardindan, fragment analizi gerceklestirilmistir. RNA
molekiillerinin kalite kontroliinde bir standardizasyon saglamak amaciyla ¢esitli algoritmalar
kullanilarak RIN (RNA Biitiinliikk Sayis1) degerleri hesaplanmaktadir. Yiiksek bir RIN degeri
yliksek RNA biitiinliigli anlamina gelmektedir. Bu degerin dizileme islemi i¢in en az 6 olmast
gerekirken genellikle 7 {izerinde olmasi 6nerilmektedir (Puchta vd., 2020). Dizileme islemi igin

izole edilen RNA’lara ait kalite degerleri Tablo 4.4’de sunulmustur. Calismada kullanilan
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RNA’larin tamaminin RIN degeri 6’dan fazla iken sadece E. coli W3110-95 susunun ikinci
tekrarina ait RNA’nin RIN degerinin 7’nin altinda oldugu goriilmiistiir. Ortalama RIN degeri
ise 7,76 olarak tespit edilmistir. izole edilen RNA’lardan 3 tanesinin miktar1 0,5 pg’dan diisiik
cikmistir. Elde edilen RNA miktarinin az olmasi RNA dizileme isleminde elde edilecek okuma
sayisini sinirlandirmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, bakteriyel RNA dizileme isleminde en az 4
milyon okumanin gen ifadesini yeterli 6l¢iide tespit edebilecegi gosterilmistir (Haas vd., 2012).
Bu calismada 5 milyonluk okuma hedeflendigi i¢in miktar bakimindan az olan RNA
orneklernin bile 4 milyon okumanin altina diismeyecegi 6ngoriilerek dizileme iglemine devam
edilmesine karar verilmistir.
Tablo 4.4. RNA’larin Kalite Analizi Sonuglart (W1: E. coli W3110 1. Tekrar, W2: E. coli W3110 2.

Tekrar, 26-1: E. coli W3110-10 1. Tekrar, 26-2: E. coli W3110-10 2. Tekrar, 50-1: E. coli W3110-95
1. Tekrar, 50-2: E. coli W3110-95 2. Tekrar)

Kons. (ng/ul) Hacim (ul) Miktar (ng) RIN
Wi 12 32 0,384 9,0
W2 15 32 0,480 8,4
26-1 46 32 1,472 8,0
26-2 17 32 0,544 8,0
50-1 12 32 0,384 7,1
50-2 17 32 0,544 6,1

4.7.2. RNA-Dizileme Verilerinin Degerlendirilmesi

E. coli W3110, E. coli W3110-10 ve E. coli W3110-95 suslarmin dizilenmesi ile farkl
direng seviyesine sahip suslarda farkli sekilde ifade edilen genlerin tespit edilmesi
hedeflenmistir. Yapilan dizileme sonucunda her bir 6rnek i¢in ortalama 748 Mb sikistirilmis
ham veri elde edilmistir. RNA dizileme isleminden sonra elde edilen okumalara ait 6zet veriler
Tablo 4.5’de sunulmustur. En diisiik okuma sayisinin RNA miktar1 ile uyumlu bir sekilde 50-2
olarak adlandirilan O6rnege ait oldugu goriilmiistiir. Bunun disindaki tiim Orneklerde ise
hedeflendigi gibi yaklagik 5 milyon ham okuma elde edilmistir. Okuma kaliteleri Fred skoru
(Q) ile degerlendirildiginde okumalarin %96’dan daha fazlasinin Q20 degerini gectigi,
%91°den fazlasinin ise standart olarak kabul edilen Q30 degerini gectigi tespit edilmistir.
Guanin ve Sitozin (GC) oran1 bakimindan incelendiginde ise 50-1 numarali 6rnegin %49,03 ile
en disiik, 26-2 numarali 6rnegin ise %51,16 ile en yiiksek GC igerigine sahip oldugu
goriilmiistiir. Ortalama GC igerigi ise %50,20 olarak tespit edilmistir.
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Tablo 4.5. RNA Dizileme Verilerine Ait Ozet Bilgiler (W1: E. coli W3110 1. Tekrar, W2: E. coli
W3110 2. Tekrar, 26-1: E. coli W3110-10 1. Tekrar, 26-2: E. coli W3110-10 2. Tekrar, 50-1: E. coli

W3110-95 1. Tekrar, 50-2: E. coli W3110-95 2. Tekrar)

Ham Temiz Verim Hata Q20 Q30 ig:?lfi:gi
Okuma Okuma Oram (%) (%) (%)
W1 5.126.288 | 5.000.339 | 97,54 0,03 96,76 91,42 50,00
W2 4.988.078 | 4.911.223 | 98,46 0,03 96,69 91,27 50,39
26-1 5.022.222 | 4.933.863 | 98,24 0,03 96,53 91,03 50,81
26-2 5.352.263 | 5.248.926 | 98,07 0,03 96,75 91,38 51,16
50-1 4.244.681 | 4.178.165 | 98,43 0,03 96,25 90,63 49,03
50-2 5.085.849 | 5.005.587 | 98,42 0,03 96,75 91,48 49,83
Ortalama | 4.969.896 | 4.879.683 | 98,19 0,03 96,62 91,20 50,20

Elde edilen okumalar Q30 skoruna gore filtrelendikten sonra E. coli W3110 referans
genomuna hizalanmistir. E. coli referans genomu 4227 gen igermektedir. Dizilenen 6rneklerin
tamaminda bu genlerin 4171 tanesinin ifadesi tespit edilirken 56 tanesinin ifadesi tespit
edilememistir. Ornekler arasindaki ifade profillerindeki benzerlikleri ortaya koymak amaciyla
tespit edilen 4171 gene ait ifade verileri kullanilarak temel bilesen analizi (PCA) yapilmis ve
elde edilen veriler Sekil 4.8°de sunulmustur. Elde edilen verilerde her ornegin farkli

tekrarlarinin benzer profiller gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.8. RNA Dizileme Verilerine Ait PCA Grafigi (W1: E. coli W3110 1. Tekrar, W2: E. coli
W3110 2. Tekrar, 26-1: E. coli W3110-10 1. Tekrar, 26-2: E. coli W3110-10 2. Tekrar, 50-1: E. coli
W3110-95 1. Tekrar, 50-2: E. coli W3110-95 2. Tekrar)
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Gen ifade profillerindeki benzerlikleri farkli bir yontem ile incelemek ve farkli suglar
arasindaki benzerligi tespit etmek i¢in 1s1 haritasi olusturulmustur (Sekil 4.9). Ist haritasinda
her siitun, bir 6rnegi, her satir ise bir geni temsil etmektedir. Renk skalasinda koyu yesil diistik
ifadeyi, koyu kirmizi ise yiliksek ifadeyi gostermektedir. Elde edilen veriler PCA grafigi ile
benzer bir sekilde bagimsiz tekrarlarin birbiri ile uyumlu sonuglar verdigini gostermistir. Buna
ek olarak ampisilin direngli suslar olan E. coli W3110-10 ve E. coli W3110-95’in ifade profili
yabani tipe kiyasla daha benzer ¢ikmistir.

Sekil 4.9. RNA Dizileme Verilerine Ait Is1 Haritas1 (W1: E. coli W3110 1. Tekrar, W2: E. coli W3110
2. Tekrar, 26-1: E. coli W3110-10 1. Tekrar, 26-2: E. coli W3110-10 2. Tekrar, 50-1: E. coli W3110-
95 1. Tekrar, 50-2: E. coli W3110-95 2. Tekrar)
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4.7.3. RNA-Dizileme Sonuclar:

DEG’lerin tespit edilmesi i¢in “Diferansiyel Gen Ekspresyon Analizi”
gergeklestirilmistir. Bu analizde iki grup karsilastirilmakta ve RNA-dizileme sonucunda elde
edilen okuma sayilarinda gozlemlenen herhangi bir farkliligin anlamli olup olmadig: tespit
edilmektedir. Atasal sus ile direngli suslara ait gen ifade bilgilerinin karsilastirilmasiyla

DEG’ler tespit edilmistir. Beklenildigi gibi DEG sayisinda onemli farkliliklar oldugu

gbzlenmistir.
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Sekil 4.10. E. coli W3110-10 ve E. coli W3110-95 Suslarina Ait Global Ekspresyon Profilleri (A)
Ayni Kosuldaki E. coli W3110 Susuna Kiyasla Ifadesi Artan ve Azalan Genlerin Sayisi (B) Tespit
Edilen DEG’lerin Gen ifadesindeki Degisime Gore Dagilimlart
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DEG sayisinin direng seviyesi ile birlikte arttig1 gortiilmektedir (Sekil 4.10.A). E. coli
W3110-10 susunda E. coli W3110’a kiyasla 938 genin ifadesinin anlamli bir sekilde degistigi
tespit edilmistir. Bu genlerden 470 tanesinin ifadesi artarken 468 tanesinin ifadesi azalmistir.
E. coli W3110-95 susunda ise DEG sayisinin artarak 1107 oldugu tespit edilmistir. Bunlardan
597 tanesinin ifadesi artarken 510 tanesinin ifadesi azalmistir. Elde edilen bulgular direng
seviyesindeki artigla beraber DEG sayisinda da bir artis oldugunu gostermektedir. Gen ifade
degisimlerinin biiyilik bir kism1 (~%76) 2-5 kat arasindadir. 10 kattan fazla ifade degisimine
sahip genlerin sayist toplam DEG sayisinin %10’dan daha azini olusturmaktadir. E. coli
W3110-10 ve E. coli W3110-95 suslar1 icin sirasiyla en az 10 kat degisiklik gosteren gen sayist
79 ve 109, en az 50 kat degisiklik gosteren gen sayist 7 ve 14, en az 100 kat degisiklik gdsteren

gen sayist ise 2 ve 5 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.10.B).
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Sekil 4.11. Gen Ifade Verilerine Ait Volkan Grafigi
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Elde edilen verilerin genel goriiniimiiniin hizli bir sekilde incelenmesi i¢in olusturulan
volkan grafigi (Volcano plots) Sekil 4.11°de verilmistir. Bu grafik, tespit edilen DEG’lerin
istatistiksel Onemini gosteren bir dagilm grafigidir. Istatistiksel olarak &nemli olan kat
degisikliklerinin hizli bir sekilde gorsel olarak tanimlanmasini saglamaktadir. Sekil 4.11°de,
siyah olarak gosterilen noktalar ifade degisiminin iki kattan fazla oldugu ancak istatistiksel
olarak anlamli olmayan genleri, gri olanlar ise istatistiksel olarak anlamli ancak ifade
degisiminin 2 kattan az oldugu genleri temsil etmektedir. Kirmizi ve yesil renkler, her iki
bakimdan da anlamli olanlar1 temsil ederken kirmizilar ifadede ki artis1 yesiller ise azalist
gostermektedir. Her iki grafikte de ifadesi artan genlerin azalan genlere kiyasla daha anlamli
ve biiyilik bir degisim gosterdigi tespit edilmistir. £. coli W3110-10 susuna ait grafik 3 genin
log>FC kat degisiminin digerlerine kiyasla ¢ok yiiksek oldugunu ve bunlarin istatistiksel olarak
onemli degisiklikler oldugunu gostermektedir. E. coli W3110-95’de ise ifadesi artan genlerin

anlamlilik diizeyi bakimindan daha degisken oldugu goriilmiistiir.

332 606 501 93 124 139
>2 fold >5 fold
39 40 69 15 12 44
>10 fold >20 fold
E. coliW3110-10 E. coliW3110-95

Sekil 4.12. E. coli W3110-10 ve E. coli W3110-95 suslarinda tespit edilen DEG sonuglarini
kargilagtiran Venn diyagramlari
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E. coli W3110-10 ve E. coli W3110-95 suslarinda ortak olarak ifadesi degisen genlerin
sayis1 Sekil 4.12°de Venn diyagramu ile gosterilmistir. E. coli W3110’a kiyasla E. coli W3110-
10 ve E. coli W3110-95 numarali 6rneklerde farkli ifade edilen genlerden 606 tanesinin ortak
oldugu tespit edilmistir. Bu genler, E. coli W3110-10’da tespit edilenlerin %64’lini, E. coli
W3110-95°de tespit edilenlerin ise %54’tinti olusturmaktadir. Ortak olmayan genlerin 332
(%36) tanesinin E. coli W3110-10’a, 501 (%46) tanesnini ise E. coli W3110-95’e 6zgii oldugu
belirlenmistir. Gen ifade degisimindeki esik arttik¢a ortak olan genlerin oran1 azalmakta ve susa
0zgl genlerin orani artmaktadir. E. coli W3110-10 ve E. coli W3110-95 suslar1 i¢in en az 2 kat
degisiklik gosteren gen sayisinin %42’sinin, en az 5 kat degisiklik gdsteren gen sayisinin
%34’liniin, en az 10 kat degisiklik gosteren gen sayisinin %27’sinin ve en az 20 kat degisiklik

gosteren gen sayisinin ise %17’ sinin ortak oldugu belirlenmistir.

GO, molekiiler fonksiyon, hiicresel bilesen ve biyolojik siire¢ olmak {iizere iic
kategoriden olusan uluslararasi standartlastirilmis bir gen fonksiyonel siniflandirma sistemidir
(Harris vd., 2004). Tespit edilen DEG’lerin gruplandirilmasi i¢in bu genlerin tamami GO veri
tabanindaki terimlerle eslestirilmis ve bu ii¢ ana GO kategorisinden en az birisine atanmuistir.
En sik zenginlesen 15’er kategori Sekil 4.13°de gosterilmistir. E. coli W3110-10 susunda tespit
edilen DEG’ler 1336 kez biyolojik stireg, 715 kez hiicresel bilesen ve 1089 kez de molekiiler
fonksiyon kategorisi icerisinde eslesmistir. Bu sus i¢in, biyolojik siire¢ kategorisinde en ¢ok
zenginlesen gruplar karbonhidrat metabolik siireci, transmembran tagima ve DNA-temelli
transkripsiyon diizenlenmesi, hiicre bilesenleri kategorisinde plazma membrani ve sitozol,
molekiiler fonksiyon kategorisinde ise oksidorediiktaz aktivitesi, hidrolaz aktivitesi, transferaz
aktivitesi, DNA baglanmasi ve tastyici aktivitesi olmustur. E. coli W3110-95 susunda ise DEG
artisina benzer oranda eslesme sayisi artmistir. Bu sus i¢in tespit edilen DEG'ler 1570 kez
biyolojik siire¢, 788 kez hiicresel bilesen ve 1256 kez de molekiiler fonksiyon i¢inde eslesmistir.
Biyolojik siire¢ kategorisinde en ¢ok zenginlesen gruplar karbonhidrat metabolik siireci, DNA-
temelli transkripsiyonun diizenlenmesi, transmembran tasima olurken, hiicre bilesenleri
kategorisinde plazma membrani ve sitozol, molekiiler fonksiyon kategorisinde ise hidrolaz
aktivitesi, transferaz aktivitesi, DNA baglanmasi, oksidorediiktaz aktivitesi ve tasiyici aktivitesi
olmustur. Her iki direng seviyesinde de benzer GO gruplarinin zenginlestigi tespit edilmistir.
Dolayisiyla GO zenginlestirme analizi sonuglarinda direng seviyesine bagli olarak bir farklilik

tespit edilememistir.

71



3 =
%, S % 3
(5% 2 % . Z
%o %% 953 2
%, %% %ES 2
3 5 O % S
?, 5% %5333 2 & 5 &
%, 2 > % 23T g s >5 & &
%0(« © 2 3 ® %9 7 ] s < Q QS
. Y 5 % ™ 323 S I S 3 o > S
9 A S %9 5% %0 5 8 Q@ S§ S
%, @ > %% %4250 S & £ &
% 2% 2 0o %9 Y3 s @2 g § O .Q o
%% 2% 2333 T 3§ 8 S <
7 %. % % %5 %5330 2,885 Noa v L& &
S, % Y %2 S 0D A 5255 F4&F 48850 &
Uy My % B s %o egan  LofRes95e FE LS L ©
%o, % 2.6 %9 C 030 SERS5SSPF TS & .8
S, % 2.2, 2% 0% 02 h KRN R S SO o S R
Ly 7S %% % 020 BB 30555888 P LT T K
%o, %, % + %228 JEECTEFF T L LA QD & &
0, () <, (o R LC) QLo SLLH > N
Do, % % s g SESETATL & P 2 &
76,0, 9,0 % o ESEEEFESEHY O
7,8 9% 2N o s CITEI Y S
60\‘.0(:9081—@/‘9')600@ 6./L\P<F,‘3:O\&J Nﬁﬁl—\\%\,\\,\\\”/)\\,b\ N N6
Py sy e e O %, ":S‘/{,\\V NN”’% N
asn?a ) 6’00’0 Gof 5.?,00 ce
me % ISR 00
ran ROYREN f(;é{ \\ » \C
e ZANOR .
(240) % ,3/";?\ § MF-95 x\C"\“‘“ ged o'
Yeos, QY BP-10 e o @ ous
/(19 /~\ 2086 e
<) o‘?@o\)\;em"‘ 1esi®
o \‘Qll eo“‘e‘p\a"am\c
exter ri[;l Cleus (43) e C\’}:\)e pran®
n ¢ e
! €NCaPsulating troeq® (30) may ) 3 ribosOr 4 ion
ructure 28 = ) 17 mmchon
extracellular region 227 ] cCc-95 = 117) extracellular space
extracellular space (17) = CcC-10 - 3.8 cytoskeleton
cytoskeleton {17} 1=~ — 239) chromosome
mitochondron 1372\ w = (50 SXtracellular rag;
A AN —— ( SXterna) g | SOION
chroe b(an‘e“ \70 ) (Sg)nu e"capsulaﬁ
mc\eop\a?\ e %‘ 3\ Cle ng Structyre
o o(qao\\)‘“e
eV &N
e BP-95 /55
9% e MF-10 50,
e(\do 200 9) g,
(\‘5‘3(w
oo®

NA
RNA
€ activity (

()
%,
%
A
e
£
R
/L,a
e
./4‘)‘)7
7 D,
{bj)
‘90/
o)
%
‘//Z/? fs?/
4
VI(J’ /;3}
043/
Oy
(23
o (2;{
2.
il
16)
%,
\! O.ob Al <\
\‘7\¢\ >
@S
S L
)
S
Kool
NS
o X
NS
I
>
&
o
W
2
<
~
g <
g
K
&
2
S

‘s, 0
o 7 c
—~Z ° 2,
F&ge $3°g '¢%%‘§5”00)°0 %, %, e
-, [$) = (= - ', e
SIS TOIITIFEEEY SRR R D K, % &, O
& Vs Fe 58S BeTUB2 0% o N
3 0,

& KT & 52736 3233 % %% % 2, 7
< g F Fesge 82322%2%Y %% 2, Y
s & £785E $255%03% % 7

< = o = o, o w»
£ g g5 % 2925 2%y %
< 9 S v % 2 3 CC N
S < 2L S 95 9 & % CYAY
> L £ g 3 =>5 @ 3 Z
> 23w T 2 0° Z % 2
& 5288 Z 2 9 . o
S & ® 3 % 5 < 3 ®
g O O d Z . %
= ® e« D =z
S o @ n © CER
3 $ 3 9 3 (Y
o [} v 2
S 2T 3 & <. ®,
9 ) ) ¥
=4 (o3 [ )
- @ o) ® S,
2 = % % o
[=} =3 (3} ) ‘A
2 4 S B
| 3 CRER
w0 S )
[o [ 4
[s) ® >y
= [0} R
’?‘ w w
=
>

Sekil 4.13. E. coli W3110-10 ve E. coli W3110-95 Suslarinda Tespit Edilen DEG’lerin GO
Zenginlestirme Analizi. BP (Biyolojik Siire¢), CC (Hiicresel Bilesen), MF (Molekiiler Fonksiyon), 10
(E. coli W3110-10), 95 (E. coli W3110-95)

Antibiyotik varliginda hangi yolaklarin ¢alistigini tespit etmek icin ayrica yolak analizi
yapilmistir. E. coli W3110-10 susunda tespit edilen DEG’lerden 665 tanesi 142 yolak ile
ortlismiistiir. Ayni analiz E. coli W3110-95 i¢in yapildiginda 815 DEG’in 172 yolak ile
ortiistiigii tespit edilmistir. Her iki analizde tespit edilen yolaklarin 139 tanesinin ortak oldugu

belirlenmigtir. Bu yolaklar E. coli W3110-10 susunda tespit edilen yolaklarin %98’ini
olustururken, E. coli W3110-95 susunda tespit edilen yolaklarin %80’ini olusturmakta ve ayni
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zamanda yolak analizi yapilabilmis genlerin %93’{inli icermektedir. En sik zenginlesen 20’ser
kategori Sekil 4.14’de gosterilmistir. Her iki grup i¢in de beklenildigi gibi digerlerine kiyasla
en ¢ok zenginlesen gruplar iki bilesenli sistemler ve ABC tastyicilari olmustur. Bunlarin diginda
cok sayida karbonhidrat metabolizmasi ile iliskili yolak oldugu tespit edilmistir. Genel profile

bakildiginda her iki sus i¢in zenginlesen yolaklarin biiyiik oranda ortak oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.14. Yolak Zenginlestirme Analizi Sonuglart
4.7.4. Mutasyon Verileri ile Transkriptom Verilerinin Karsilastirilmasi

Gergeklestirilen analizlere ek olarak mutasyon verileri ile transkriptom verilerinin

gorsel bir sekilde karsilastirilmasi amaglanmistir. Bu nedenle MEGA yazilimi gelistirilmistir
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(Sekil 4.15). Gelistirilen bu ara¢ ile hem mutasyonlarin meydana geldigi bolge ve mutasyon
bilgileri gorsel olarak incelenebilmekte hem de bu genlerdeki ifade degisimleri bir grafik
halinde gozlenmektedir. Bu verilere ek olarak Regulon veri tabanindan transkripsiyonel
diizenlemeye ait bilgiler elde edilerek MEGA’ya dahil edilmistir. Bdylece bir genin
transkripsiyon faktorlerinin ve diizenledigi genlerin de ifadesi es zamanli olarak

goriintiilenebilir hale gelmistir.

1621204

> | 2 | > >
< [ » <
marR marA
o gene marR ©
¢ GenelD gene:BAA15220 N
: start 1620833 °
2 end 1621268
MutPos 1621204
Effect HIGH
. CodonChange frameshift_variant .
s NaChange c.377delA s
AaChange p.Asn126fs
logfC FC NaPos 377/435 logfC FC
W-P26 4.23 18.80 AaPos 126/144 W-P26 4.36 20.59
W-P50 5.22 37.24 VarType indel W-P50 4.08 16.90
P26-P50 0.00 0.00 VarSubType del P26-P50 0.00 0.00
Ref CA
Alt C
Description DNA-binding transcriptional repressor

cra(-), mara(+), fis(+), crp(+), acrr(-),

TranscriptionFactors SOXS(+), rob(+), cpxr(+), marr(-),

Regulated_Genes
PMID

Sekil 4.15. Mega Arayiizii

Kodlama boélgesi icerisinde mutasyon tespit edilen genlerin diizenleyici gen olmadigt
belirlenmistir. Dolayisiyla bu genlerin i¢erdigi mutasyonlar sadece kendi islevlerini etkilerken
kendi disinda bir genin ifadesinde degisime neden olmamaktadir. Bu nedenle mutasyon ve gen
ifade degisikligi arasindaki iliski analiz edilirken sadece baglama kodonundan 6nce mutasyon
iceren genler ve bunlardan diizenleyici olanlarin iligkili oldugu genler incelenmistir. Baslangic
kodonu 6ncesinde mutasyon igeren 4 gen bulunmaktadir. Bu 4 mutasyondan murE, dcuAd ve
marA genlerinde bulunanlar E. coli W3110-10 ve E. coli W3110-95 suslarinda ortakken ampC
genindeki mutasyon sadece E. coli W3110-95 susunda bulunmaktadir. Bu dort gene ait ifade
degisimleri Sekil 4.16’de gosterilmistir. murE geninin ekspresyonu E. coli W3110-10 ve E. coli
W3110-95°de bir farklilik géstermemistir. Bu sonu¢ meydana gelen mutasyonun bu genin ifade
seviyesinde bir degisiklige neden olmadigin1 gostermistir. dcud geni baslangic kodonunun
hemen Oncesinde (-7, -6) bir delesyon igermektedir. Bu genin ifadesi E. coli W3110-10 susunda
2,29 kat azalirken E. coli W3110-95 susunda degismemistir. Bu mutasyonun her iki susta
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bulunmasina ragmen gen ifadesinde farkliliklar olmas1 mutasyon ile gen ifadesi arasinda bir

iliski bulunmadigini géstermistir.

murkE marA

Kat Degisimi
Kat Degisimi

E. coliW3110-10 E. coliW3110-95 E. coliW3110-10 E. coliW3110-95

dcuA ampC

Kat Degisimi
Kat Degisimi

E. coliW3110-10 E. coliW3110-95 E. coliW3110-10 E. coli W3110-95

Sekil 4.16. Promotor Mutasyonuna Sahip Genlerin Gen Ekspresyon Seviyeleri

marA geninin ifadesi E. coli W3110-10 susunda 20,59 kat artarken E. coli W3110-95
susunda 16,90 kat artmistir. Her iki susta da mutasyonu igermeyen E. coli W3110’a gore ifade
artisinin olmasi meydana gelen mutasyonun marA ekspresyonu iizerinde etkili oldugunu
gostermektedir. marA geni, antibiyotik direnci ve stres tepkisi ile ilgili ¢ok sayida genin
ekspresyonunu diizenleyen bir transkripsiyonel aktivatdr oldugu bilinmektedir (Martin vd.,
1996). Bu genin ifadesini diizenledigi ymgA, poxB, acnA, marR, marB, ybjC, inad, nfsA ve
vegZ genlerinin ifadesi hem E. coli W3110-10 susunda hem de E. coli W3110-95 susunda
artmistir (EK Tablo 1 ve EK Tablo 2). Dolayisiyla marA mutasyonunun 10 kathik direng

kazaniminda 6énemli bir rolii oldugu diisiiniilmiistiir.

Elde edilen RNA-seq verilerine gore ampC geninin ifadesinde, mutasyonu igeren E. coli
W3110-95 susunda 52,98 kat artis gézlenmis, ancak mutasyonu igermeyen E. coli W3110-10
susunda degisim tespit edilmemistir. Bu bulgular ampC geninin, promotor bdlgesinde meydana
gelen insersiyon ile birlikte gen ekspresyonunun 6nemli dl¢iide arttigini gostermektedir. ampC

promotor mutasyonuna sahip E. coli W3110-95 susunun, atasal susa kiyasla yaklasik 95 kat,
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W3110-10 susuna kiyasla ise yaklasik 10 kat daha direngli oldugu goézlenmistir. Bu durum,
antibiyotik diren¢ seviyesinin 10 kattan 95 kata ¢ikmasinda ampC promotor mutasyonunun

onemli bir etkisi oldugunu gostermektedir.
4.7.5. RT-qPCR ile RNA-Dizileme Sonu¢larinin Dogrulanmasi

Tasarlanan primerler RT-qPCR yapilmadan 6nce koloni PCR ile kontrol edilmistir.
PCR sonucunda elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.17°de sunulmustur. Elde edilen sonuglar
primerlerde spesifik bantlar elde edildigini ve bu bantlarin beklenen boyutlarda oldugunu

gostermistir.

Sekil 4.17. RT-qPCR Primerlerinin Koloni PCR ile Dogrulanmasi. (M: Marker, 1:zraP, 2:tdcB,
3:bolA, 4:stfQ, 5:gadC, 6:garP, T:srlB, 8:ampC, 9:ydiN, 10:yjbG)

RT-qPCR igin her bir ornekten bagimsiz tekrarlarda RNA izolasyonu yapilarak
cDNA’ya doniistliriilmiis ve tasarlanan primerler araciligiyla ifade degisimi tespit edilmistir.
qPCR ve RNA dizileme verileri karsilastirildiginda hem qPCR hem de RNA dizileme
verilerinde her gen icin benzer yonde ifade degisimleri oldugu goriilmistir (Sekil 4.18).
Oransal kat artis/azalis agisindan incelendiginde ise bazi 6rnekler arasinda farkliliklar oldugu
tespit edilmistir. En biiyiik fark ydiN geninde goriilmiistiir. Bu gende E. coli W3110-10 ve E.
coli W3110-95 suslarinin qPCR ve RNA dizilemedeki ifade seviyeleri arasinda sirasiyla 6,03
ve 7,7 kat fark bulunmaktadir. Bu geni 4,8 katla E. coli W3110-10 susunda s¢/Q takip etmistir.
4 katin iizerinde fark gosteren son grup E. coli W3110-10’a ait tdcB geni olmustur.
Promotorunda mutasyon iceren ampC geninin ifadesinin sadece E. coli W3110-95 susunda
arttig1 qPCR ile de dogrulanmistir. qPCR sonuglarina gore ampC geninin ifadesi E. coli W3110-
95 susunda 89,88 kat artarken E. coli W3110-10 degismemistir.
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Sekil 4.18. Secilen Genlere Ait Ifade Grafikleri
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4.8. ampC Promotor Mutasyonunun Etkisinin Dogrulanmasi

Meydana gelen ampC promotor mutasyonun ampisilin direnci tizerindeki etkisinin
dogrulanmasi i¢in bu mutasyonu tastyan gen bolgesi bir plazmite klonlanarak E. coli W3110
ve E. coli W3110-10 suslaria aktarilmistir. Daha sonra bu iki sustaki ampisilin direng ve

ekspresyon seviyesi tespit edilmistir.
4.8.1. pEX-K248-ampC Plazmitinin Hazirlanmasi ve Dizilenmesi

Mutasyona sahip promotor, terminatér ve ampC kodlama bolgesini iceren 1397 baz
ciftlik DNA dizisi invitro olarak sentezlenmis ve pEX-K248 plazmitine aktarilmigtir. Bu
plazmit ekspresyon vektorii degildir ancak, sentezlenmek istenen genin promotor ve terminator
bolgelerini icermesi nedeniyle ilgili genin ekspresyonunu gerceklestirebilmektedir. Gen sentezi
yonteminde sentezlenmek istenen dizi 100-200 bg¢ uzunlugunda parcalara boliinerek
sentezlenmekte ve daha sonra sentezlenen parcalar birlestirilerek istenilen gen bolgesi elde
edilmektedir. Kisa oligoniikleotit sentezinde hata oraninin daha diisikk olmasi nedeniyle,
istenilen gen bolgesi neredeyse hatasiz bir sekilde sentezlenebilmektedir. Daha sonra
sentezlenen gen istenilen bir vektore aktarilmaktadir. Bu asamada plazmit {izerine
klonladigimiz gen bdlgesinin ampisilin diren¢ geni olmasi nedeniyle transformasyon sirasinda
koloni segilimi yapilabilmesi i¢in kanamisin diren¢ kasetine sahip olan 2507 baz cifti

uzunlugundaki pEX-K248 plazmiti kullanilmistir.

Gen sentezi ve klonlama islemleri tamamlandiktan sonra, sentezlenen genin
dogrulugunu ve plazmitin tasidigi genetik diziyi belirlemek amaciyla detayli bir dizileme
analizi gergeklestirilmistir. Bu analizde, sentezlenen genin tamamini ve vektoriin bir bolimiini
iceren toplamda 2696 baz ciftlik bir bolge, li¢ farkli primer ¢ifti kullanilarak ¢ogaltilmis ve
Sanger dizileme yontemi ile dizilenmistir. Dizileme analizinden elde edilen sonuglar,
sentezlenen genin ve plazmitin beklenen genetik diziyi dogru bir sekilde tagidigini gdstermistir.
Veri analizi sonucunda, dizilenen 2696 baz cifti uzunlugundaki bolgenin ortasinda bulunan
1397 bazlik kisminin, ampC gen bolgesi ile %100 uyumlu oldugu tespit edilmistir. Ayrica, bu
uclarda kalan bolgelerin de pEX-K248 plazmiti ile %100 eslestigi goriilmiistiir. Bu sonuglar
gen sentezi ve klonlama siirecinin basariyla tamamlandigini ve sentezlenen genin giivenilir bir
sekilde kullanilabilecegini gostermektedir. ampC gen bdlgesine ait dizileme sonuglar1 Sekil

4.19’da sunulmustur.
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1 647 OAGCTCTCCACOTACCTOCOCOOCAAATOOGTTTTCTACOOTCTOOCTOCTATCCTOACAGTTOTCACGET 716
Leerrrrrrrrrrrrerrrrrrrrerrreerrrerrrerrrrerrreerrerrrrerrreerrrerreed

2 1 CAGCTCTCCACOTACCTOCOOOCAAATOOOTTTTCTACGOTCTOGCTOCTATCCTOACAGTTATCACGBET M0
1l ! 10l ' 2] ' 3ol ' <ol ! sol ' sol v 7l
[ Primatar

1 717 OGATTOOTOTCOOTTACAATCTAACOGCATCOCCAATOTAAATCCOOCCCOCCTATOOCOOOCCOTTTTAOTA @788
Lerrrrrrerrrrrrererrrrrrrrrrrerrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrererrrrrreren

2 n CATTOCTOTCOGTTACAATCTAACOCATCOCCAATOTAAATCCOGCCCOCCTATOOCOCOCCOTTTTOTA 140
Y sol ' o0l v 1] ! 0] Y 120] ' 15[ v 140]

Promater |
]
Insertion

1 757 TOOAAACCACACCCTATOTTCAAAACOACOCTCTOCOCCTTATTAATTACCOGCCTCTTOCTCCACATTTO 854
Lrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrerrerrrrrrrrerrrerrrrrrrrrrrerrrerrrerrrrend

2 141 TOOCAAACCACACCCTATOTTCAAAACCACOCTCTOCOCCTTATTAATTACCOCCTCTTOCTCCACATTTE 210
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4.8.2. pEX-K248-ampC plazmitinin E. coli W3110 ve E. coli W3110-10 Suslarina

Transformasyonu

pEX-K248-ampC plazmitinin basarili bir sekilde olusturulmasinin ardindan plazmitin
E. coli W3110 ve E. coli W3110-10 suslarina transformasyonu gerceklestirilmistir.
Transformasyon sonrasinda 40 pg/ml kanamisin i¢eren LB besiyerinde ¢ok sayida koloni elde
edilmis ve bunlardan segilen 5’er tanesi 2 farkli primer c¢ifti kullanilarak PCR ile
dogrulanmistir. Segilen kolonilerin hepsinde plazmiti i¢eren suslarda beklenen 1549 bg ve 477
b¢ boyutunda bantlar elde edilmis ve agaroz jel goriintiileri Sekil 4.20°de verilmistir. PCR
sonuglar1 segilen kolonilerin plazmiti igerdikleri ve plazmitin ampC genini dogru bir sekilde
tasidigini gostermektedir. Segilen kolonilerin hepsinde pozitif sonug alinmasi nedeniyle hem E.
coli W3110’da hem de E. coli W3110-10’da 1 numarali koloniler segilerek sonraki ¢aligmalara

devam edilmistir.

Sekil 4.20. pEX-K248-ampC Transforme Edilmis Hiicrelerin PCR ile Dogrulanmasina Ait Agaroz Jel
Gorlintiisti (A) Yabani Tip E. coli W3110 (B) 10 Kat Direngli E. coli W3110 (1-6: pEX-K248-ampC
Transforme Edilen Ornekler)

4.8.3. pEX-K248-ampC Plazmitini Iceren Suslarda Diren¢ ve Ekspresyon

Seviyelerinin Belirlenmesi

Meydana gelen ampC promotor mutasyonunun bireysel ve kiimiilatif etkisini belirlemek
icin, bu mutasyonlu geni igeren pEX-K248-ampC plazmitinin aktarildig1 E. coli W3110-ampC
ve E. coli W3110-10-ampC suslarinda ampisilin MiK degeri ve ampC ekspresyon seviyesi

belirlenmigtir. ampC genini iceren plazmitin transformasyonu sonucunda E. coli W3110’un
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MIK degeri 2,94 pg/ul’den 375 ug/ul’ye cikarken E. coli W3110-10’un MIK degeri 25
pg/ul’den 750 pg/ul’ye cikmistir (Sekil 4.21.A). Boylece hem E. coli W3110-ampC hem de E.
coli W3110-10-ampC susunun direng seviyesi, mutasyonu kendi kromozomunda igeren E. coli
W3110-95°den daha yiiksek seviyeye ulasmistir. Ekspresyon seviyeleri incelendiginde ise E.
coli W3110-ampC susunun ampC ifadesinin 221 kat, E. coli W3110-10-ampC susunun ampC
ifadesinin ise 205 kat artis gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.21.B). Bu bulgular ampC
ekspresyonunun, plazmitin aktarildigi iki susta da E. coli W3110-95 susundan daha fazla

oldugunu gostermistir.

A 800

MIK (ug/ml)
H]

=]
0
E. coli W3110-10 E. coli W3110-95 E. coli W3110-ampC E. coli W3110-10-ampC

—

. o

Kat Degisimi

g

E. coli W3110-10 E. coliW3110-95 E. coliW3110-ampC E. coliW3110-10-ampC

Sekil 4.21. E. coli W3110-10, E. coli W3110-95, E. coli W3110-ampC ve E. coli W3110-10-ampC'nin
Ampisilin MIK Seviyeleri ve ampC Gen Ekspresyon Seviyeleri (A) Suslarm Ampisilin MIK
Degerlerinin karsilastirilmasi, (B) Ampisilin Varliginda Suslarin ampC Ekspresyon Seviyelerinin
Karsilastirilmast

E. coli W3110-ampC susunda sadece mutasyonu igeren plazmitin bulunmasi nedeniyle
meydana gelen mutasyonun direng ve gen ifadesi lizerindeki etkisi net bir sekilde ortaya
konulmustur. E. coli W3110-10-ampC susunda ise mevcut olan 5 mutasyon ile birlikte ampC
promotor mutasyonunun kombine etkisi gozlenmistir. Mevcut 5 mutasyon, bakteriye 10 kat
diren¢ saglarken bunlara ampC promotor mutasyonun eklenmesi ile direng seviyesi yaklasik
250 kata ¢ikmustir. Direncteki bu artisa ragmen ampC geninin ifadesi, yaklagik 125 kat direng

kazanmis olan E. coli W3110-ampC susu ile benzerdir. Bu sonuglar, ampC promotor
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mutasyonu ile birlikte 10 kat direng saglayan 5 mutasyonun kiimiilatif bir etki gostererek

beklenenden ¢ok daha yiiksek bir direng seviyesine neden oldugunu gostermistir.

4.9. Direncli Suslarin Farkli Antibiyotik ve Metallere Kars1 Diren¢ Durumunun

Incelenmesi

E. coli W3110 [ E. coli W3110-10| E. coli W3110-95 E. coliW3110 | E. coli W3110-10( E. coli W3110-95

Kanamisin
Streptomisin

Rifampisin

Novobiyosin

<
%
E
B
]
z

Eritromisin Tetrasiklin

Kloramfenikol

Sekil 4.22. Direngli Suslarin Diger Antibiyotikler ve Metaller ile Disk Diflizyon Deney Sonuglar
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Ampisiline kars1 direngli olan E. coli W3110-10 ve E. coli W3110-95 suslarinin bazi
antibiyotiklere (kanamisin, rifampisin, novobiyosin, nalidiksik asit, tetrasiklin, eritromisin,
kloramfenikol, streptomisin) ve bazi metallere (glimiis, kobalt, bakir, mangan, nikel, ¢inko)
karst diren¢ durumlarimi incelemek amaciyla disk difiizyon deneyleri gerceklestirilmistir.
Ampisilin sonuglar1 MIK sonuglar1 ile uyumlu bir profil gdstermistir. Ampisilin disk
deneyinde, E. coli W3110 susu etrafinda 22 mm’lik bir zon olusurken E. coli W3110-10 ve E.
coli W3110-95 suslarinda sirasiyla 14 mm ve 7,5 mm’lik zon olusmustur. Ampisilin direng
gelisimi ile birlikte en 6nemli direng artis1 kloramfenikol ve nalidiksik asit antibiyotiklerine
kars1 olmustur. E.coli W3110 susunda kloramfenikol etrafinda 23 mm’lik bir zon olusurken E.
coli W3110-10 susunda 14 mm E. coli W3110-95 susunda 13 mm’lik zon olugsmustur. Benzer
sekilde E.coli W3110 susunda nalidiksik asit etrafinda 20,5 mm’lik bir zon olusurken diger iki
susda da 16 mm’lik bir zon olugsmustur. Bu antibiyotiklere ek olarak ampisilin direngli suslarda
rifampisin, novobiosin, tetrasiklin, eritromisin antibiyotiklerine karsi da direng gelisimi
goriinlirken kanamisin ve streptomisine karst duyarlilikta bir degisim gozlenmemistir. Metal
direng seviyeleri incelendiginde ise en Onemli degisim giimiis duyarliliginda gozlenmistir.
E.coli W3110 susunda glimiis etrafinda 10 mm’lik bir zon olusurken E. coli W3110-10 ve E.
coli W3110-95 susunda 14 mm’lik zon olusmustur. Buna ¢k olarak test edilen metallerden
cinkoya diisiik seviyede direng gelisimi gdzlenirken kobalt, bakir ve nikel duyarliliklarinda bir
degisim gozlenmemistir. Digerlerinden farkli olarak ampisilin direngli suslarda mangan
metaline karst direng net olarak gozlenmese de disk etrafindaki zon sinirlarinda bozulmalar
gozlenmistir. Bu durum direncli suslarda mangan toksisitesinin azaldigin1 gostermektedir. Elde

edilen sonuclar Sekil 4.22°de gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Antibiyotikler, insan hayatini1 degistiren en 6nemli bilimsel kesiflerden birisi olmustur.
Bakterilerde temel islevleri engelleyen antimikrobiyallerin bir alt kiimesi olan antibiyotikler
tipta bir¢ok agidan devrim yaratmis ve sayisiz hayat kurtarmistir. Ne yazik ki, bu harika
ilaglarin kullanimi ile birlikte direngli suslar hizla ortaya ¢ikmistir. Antibiyotiklere karsi direng
kazanimi ile bakteriler, duyarli olduklar1 antibiyotiklerin 6ldiiriicii veya iiremeyi durdurucu
etkisine kars1 koyabilmektedirler. Boylece direngli bakteri daha 6nce yasayamadigi antibiyotik
konsantrasyonlarinda yasama avantaji saglamaktadir. Diren¢ mekanizmalarinin anlasilmast,
mevcut antibiyotiklerin émriinii uzatmak i¢in oldukga biiyiik bir 6neme sahiptir. Bu nedenle
gerceklestirdigimiz caligmada, ampisilin direng gelisim siireci ve ampisilin antibiyotigine
adaptif diren¢ kazandirilmis 3 farkli direng seviyesine sahip susta farkli seviyedeki direncin

molekiiler mekanizmasi arastirilmstir.

Calismada kullanilan E. coli W3110 susu, adaptif laboratuvar deneyleri ile yaklasik 2
y1l boyunca ampisilin varliginda pasajlanarak direngli hale getirilmistir. Bu siire¢ icerisinde 8
pasaj hattinin her birinde yaklasik 2400 jenerasyon olusurken 50 kez pasajlama islemi
gerceklestirilmistir. Her pasajda antibiyotik konsantrasyonu bir oncekine kiyasla %10
arttirllmistir. 50 pasaj sonunda bakterilerin antibiyotik direng seviyesinin, atasal susa kiyasla
36-95 kat arttig1 gozlenmistir. Bu sonuglar, adaptif diren¢ deneyleri ile bakterilerin her hangi
bir stres faktoriine karsi direng kazanabilecegini gostermektedir. Calismamizda direng
kazandirmak igin kullanilan atasal susun MIK degeri 2,93 pg/ml olarak belirlenmistir.
Literatiirde bulunan iki farkli ¢alismada E. coli W3110 susunun ampisilin MIK degerinin 2
pg/ml oldugu tespit edilmistir (Feng vd., 2018; Mellbye vd., 2010). Elde edilen bulgular E. coli
W3110 igin belirlenen MIK degerinin literatiir ile uyumlu oldugunu géstermektedir. Calismada
26. pasaj itibariyle elde edilen suslarin ortalama MiK degeri 24,6 pg/ml iken dizileme analizi
icin secilen E. coli W3110-10’un MiK degeri 25 pg/ml olarak belirlenmistir. Bu degerler
pasajlama siirecinin ortasinda, suslarin yaklasik olarak ortalama 10 kat direngli hale geldigini
gdstermistir. Pasajlama siirecinin sonunda elde edilen suslarin ortalama MIK degeri ise 204,3
ng/ml iken dizileme analizi igin segilen E. coli W3110-95’in MIK degeri ise 275 pg/ml
olmustur. Bu da final suslarinin yaklasik olarak ortalama 70 kat direng kazandigini1 gosterirken
E. coli W3110-95’in 95 kat diren¢ kazandigin1 gostermistir. 2020 y1lit CLSI raporuna gore 8
ng/ml’den diisiik MIK degerine sahip Enterobakteri’lerin duyarli, 32 pg/ml’den yiiksek MIK
degerine sahip olanlarin ise direngli oldugu belirtilmistir. Bu iki degerin arasindaki bolge ise

gecis bolgesi olarak kabul edilmistir (CLSI, 2020). Bu standartlara gore incelendiginde, atasal
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susun duyarli kategorisinde bulundugu, E. coli W3110-95’in direngli kategorisinde bulundugu
ve E. coli W3110-10’un ise gecis bolgesinde bulundugu goriilmektedir. Boylece c¢alismada
kullanilan 3 susun direng seviyelerinin ¢alisgmanin amacina uygun olacak sekilde birbirinden

farkli oldugu sdylenebilir.

Antibiyotik konsantrasyonunun yavas bir sekilde artmasi mikroorganizmalar tarafindan
kolayca tolere edilebilirken, konsantrasyonun hizli bir bi¢imde artmasi daha zor tolere
edilmektedir. Yaptigimiz calismada, her pasajda %10°luk konsantrasyon artigina organizmanin
hizli bir sekilde adapte oldugu gozlenmistir. Lindsey ve ark. aniden yiiksek konsantrasyonda
antibiyotige maruz kalmanin adaptasyonu zorlastirdigini gostermistir. Yapilan g¢aligmada
bakteriyel direncin gelistirilmesi sirasinda, bir grup bakteri antibiyotik ile 6n muamele
edilmeden dogrudan yiiksek konsantrasyonda antibiyotik i¢eren besiyerine inokiile edilmistir.
Ikinci grup bakteri, her pasajda antibiyotik konsantrasyonu arttirilarak 16 kez ara
konsantrasyonda pasajlandiktan sonra yiiksek konsantrasyonda antibiyotik igeren besiyerine
aktartlmustir. Ugiincii grup bakteri ise, her pasajda antibiyotik konsantrasyonu artirilarak 32 kez
ara konsantrasyonda pasajlandiktan sonra yiiksek konsantrasyonlu besiyerine aktarilmistir. Cok
sayida paralel tekrar ile yapilan ¢alismada, diisiik antibiyotik konsantrasyonlarinda 6n muamele
yapilmayan grupta, 6n muamele ile adaptasyon yapilan gruplara gore yasayan bakteri sayisinin
oldukea diisiik oldugu belirlenmistir (Lindsey vd., 2013) . Benzer sekilde Baym ve ark. ara
konsantrasyonda antibiyotik muamelesinin adaptasyon siiresini kisalttigin1  gdstermistir.
Yapilan calismada siprofloksasin ve trimetoprim kullanilarak sirasiyla 2000 ve 3000 katlik
direngli suslarin elde edilmesinde ara antibiyotik konsantrasyonunun onemi incelenmistir.
Siprofloksasin antibiyotigi ile yapilan denemelerde 200 ve 2000 kat antibiyotik i¢eren ortama
dogrudan adaptasyon yapilmaya c¢alisildiginda basarili olunmamis ancak bunlardan 6nce 20
katlik antibiyotik igeren bir ortama konuldugunda yiliksek konsantrasyona adaptasyonun
basarilit oldugu goriilmiistiir. Trimetoprim ile yapilan ¢aligmalarda ise 3000 kat antibiyotik
iceren ortama adaptasyonun 250 saatten fazla siirdiigii ancak araya 3 kat veya 30 kat antibiyotik
iceren bir agsamanin eklenmesiyle bu siirenin neredeyse yar1 yartya azaldigi tespit edilmistir
(Baym vd., 2016). Bu sonuglar yiiksek antibiyotik diren¢ seviyelerine ulasmak i¢in ara
antibiyotik konsantrasyonlarinin itici giiciinii gostermektedir. Bu bilgiler 1s181inda 6zellikle
antibiyotik kullanimu ile ilgili politikalar hazirlanirken, antibiyotik dozunun 6nemi g6z 6niinde

bulundurulmalidir.

Adaptasyon siireci mikroorganizmanin zorlu ¢evresel kosullar altinda uyguladig: bir

stratejidir. Bir mikroorganizma belirli bir ortamda veya niste hayatta kalmak icin adapte
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oldugunda, elde ettigi bu avantaja kars1 baz1 6zelliklerini kaybederek bir hayatta kalim maliyeti
odemektedir. Antibiyotik direnci kazanmanin organizmaya belirli bir maliyet ytikledigi ve bu
organizmalarin duyarli suglara gore daha diisiik biiyiime oranlarina sahip oldugu yoniinde genel
bir diisiince bulunmaktadir (Gagneux vd., 2006; Melnyk vd., 2015; Reynolds, 2000).
Yaptigimiz biliylime deneylerinde bu diisiince ile uyumlu bir sekilde antibiyotik direngli suglarin
yabani tipe kiyasla biliylimesinin zayifladig goriilmiistiir. Bliylimedeki bu degisim, farkli pasaj
hatlarinda farkli seviyelerde meydana gelmistir. Baz1 suslar yabani tipten biiyiik farkliliklar
gostermemis olsa da bazi suslarda 6nemli farkliliklar tespit edilmistir. Ayni sartlar altinda
pasajlanan ve ayni atasal sustan koken alan paralel tekrarlar arasinda biiyiimenin farklilagmasi
hayatta kalim maliyetinin her seferinde benzer bir sekilde ortaya ¢ikmadigini ve siirecin rastgele
bir sekilde gergeklestigini gostermektedir. Ayrica ortamda stres faktoriiniin segici baskisinin
devam etmesi durumunda mikroorganizmalar diren¢ kazanimina devam ederken hayatta kalim
maliyetini de azaltabilmektedir. Buna benzer bir durum D2 pasaj hattinda gdzlenmistir.
Caligmanin ortalarina dogru elde edilen D2-26 susu yabani tipe kiyasla daha zayif bir biiytime
gosterirken D2-50 susu yabani tipe benzer bir biiylime goOstermistir. Bu durum direng
seviyesindeki artisa ek olarak meydana gelen maliyetin azaltildigin1 gostermistir. Dolayisiyla
direngli suglarin adaptasyona devam ederek meydana gelen hayatta kalim maliyetini minimuma

indirebilecegi gbz ard1 edilmemelidir.

Farkli direng seviyesine sahip suslarda, diren¢ seviyesindeki farkliligin molekiiler
mekanizmasi halen agik degildir. Bu nedenle farkli direng seviyesine sahip E. coli W3110
suslarinin ampisiline karsi direncinin molekiiler mekanizmasini arastirmak i¢in bakteriyel tiim
genom ve transkriptom analizi yapilmistir. Tiim genom dizileme sonucunda E. coli W3110-
10’un 5 mutasyon igerdigi tespit edilirken E. coli W3110-95’de bunlara ek olarak 2 mutasyon
daha tespit edilmistir. Bu 7 mutasyondan 3 tanesi SNP iken 4 tanesi insersiyon-delesyon olarak
ortaya ¢ikmistir. E. coli W3110-10 ve E. coli W3110-95°de ortak olarak bulunan mutasyonlar
genom iizerinde 93022, 1621204, 2829040, 3450580 ve 4371270 numarali pozisyonlarda

meydana gelmistir.

Genom iizerinde 93022. pozisyonda bulunan SNP, murE geninin promotor bolgesine,
ftsI geninin ise kodlama bolgesine denk gelmistir. MurE hiicre duvari sentezi, hiicre boliinmesi
ve hiicre seklinin diizenlenmesi gibi siireglerde rol almaktadir (Michaud vd., 1990). Mutasyon
bu genin promotor bolgesindedir ancak ekspresyon iizerinde anlamli bir degisiklige neden
olmamistir. Bu nedenle bu mutasyonun direng ile iliskili olmadig1 diisiiniilmustiir. fts/ geni

hiicre boliinmesinde gorevli olan temel bir molekiildiir ve B-laktam antibiyotiklerin hedefidir.
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Bu gende meydana gelen mutasyonlar, hiicrenin B-laktam antibiyotiklere karsi direng
kazanmasina neden olabilmektedir. Yapilan bir ¢alisma sonucunda ampisilin direnci kazanmig
olan {i¢ susun tamaminda 536. aminoasidin degistigi tespit edilmistir. (Xing vd., 2020). E. coli
W3110-10 ve E. coli W3110-95 suslarinda ise 537. aminoasidin degistigi gozlenmistir. Elde
edilen bu bilgiler dogrultusunda 536 ve 537. aminoasitleri igceren fis/ bolgesinin ampisilin ile

etkilesimde onemli oldugu diisiintilmektedir.

Genom iizerinde 1621204. pozisyonda meydana gelen delesyon, mard geninin
promotor bolgesine ve marR geninin kodlama bdlgesine denk gelmistir. marABR genlerinin
farklir antibiyotik siniflarina (baslica B-laktamlar, kloramfenikol, kinolonlar ve tetrasiklin),
dezenfektanlara ve organik ¢oziiciilere karst diisiik diizeyde direng gosterdigi bilinmektedir
(Randall ve Woodward, 2002). Ayrica marA geni, antibiyotik direnci ve stres tepkisi ile ilgili
cok sayida genin ekspresyonunu diizenleyen bir transkripsiyonel aktivatordiir (Martin vd.,
1996). Elde edilen transkriptom verileri, marA4 tarafindan diizenlenen ve stres yanitt ve
antibiyotik direnci ile iligkili olan bir dizi genin ekspresyonunda dnemli degisiklikler oldugunu
gostermistir (Kettles vd., 2019; Martin ve Rosner, 2002). Calismamiza benzer bir sekilde
yapilan bir aragtirmada, 8 pg/ml ve 64 pg/ml olmak tizere iki farkli ampisilin direng seviyesine
sahip E. coli suglarinin marR genlerinde bir mutasyon oldugu tespit edilmistir (Li vd., 2019).
Ancak caligmada genlerin promotor bdlgelerinin incelenmemesi ve mutasyonlarin gen
icerisindeki pozisyonlarinin verilmemesi mutasyonlarin karsilastirilmasint sinirlandirmistir.
Farkli bir ¢alismada doksisiklin direnci kazanan 4 susun ikisinde marR geninde 69 numarali
aminoasitin, birinde 84 numarali aminoasitin ve digerinde ise 94 numarali aminoasitin degistigi
tespit edilmistir. Ayni ¢calismada elde edilen kloramfenikol direngli bir susta doksisilin direngli
suslarla ortak bir sekilde 94 numarali aminoasit degismistir (Toprak vd., 2012). Literatiirde E.
coli W3110-10 ve E. coli W3110-95 suslarinda bulunan mutasyon ile benzer pozisyonda olan
bir mutasyona rastlanmamaistir. Tespit etti§imiz mutasyonun marA geninin promotor bolgesine
de denk gelmesi nedeniyle gen ifadesi lizerinde Onemli bir etkisi bulunmaktadir. Bu
mutasyonun diren¢ mekanizmast lizerindeki etkisi gen ifade verileri ile birlikte daha detayli bir
sekilde tartisilmistir. Elde edilen sonuglar, mar genlerinin antibiyotik adaptasyonu sirasinda
siklikla mutasyona ugradigini ve bu mutasyonlarin orta derecede direng seviyesine dnemli bir

katkida bulundugunu gostermistir.

Genom tizerinde 2829040. pozisyonda bulunan delesyon, gutQ geninin 575. bazina
denk gelmistir. Bu pozisyonda bulunan guanin bazi silinmistir. Bu durum bir stop kodonu

olugmasina neden olarak hatali protein iiretilmesine neden olmustur. Bu gen, E. coli’deki iki D-
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arabinoz 5-fosfat izomerazdan ikincisini kodlamaktadir. gutE tarafindan kodlanan D-arabinoz
5-fosfat izomerazin biyokimyasal 6zelliklerinin ilk tanimlanan D-arabinoz 5-fosfat ile benzer
oldugu bilinmektedir (Meredith ve Woodard, 2005). Bu genlerin ve iiriinlerin benzer olmasi
nedeniyle bu genlerden herhangi birinde mutasyon i¢eren suslarin yasayabildigi ve fonksiyonel
bir lipopolisakkarit tabakaya sahip oldugu goriilmistiir. Ancak her iki genin mutant oldugu
durumlarda hiicrelerin yasayabilmesi i¢in ortamda arabinoz 5-fosfat’a ihtiya¢ oldugu tespit
edilmistir (Meredith ve Woodard, 2005). E. coli W3110-10 ve E. coli W3110-95 suslarinda bu
iki genden sadece gutQ’nun mutasyona ugramis olmasi nedeniyle, mutasyonun énemli bir
etkisinin olmadig1 diisiiniilmiistiir. Literatiirde bu gendeki mutasyonlarin antibiyotik direnci ile

iligkisini gdsteren bir caligsmaya rastlanmamastir.

Genom iizerinde 3450580. pozisyonda meydana gelen tek bazlik degisimde rpoC
geninin 752. pozisyonunda bulunan sitozin bazi ile timin yer degistirmistir. Bu degisim ile
birlikte 251. pozisyondaki prolin aminoasidi 16sine donilismiistiir. RpoC, RNA polimerazin 3’
altbirimini olusturmaktadir (Miller vd. 2021). B’ altbirimi, hedef bolgenin taninmasini ve 3
altbirimi ile birlikte kiskac benzeri bir yap1 olusturarak promotor bolgede iki DNA zincirinin
birbirinden ayrilmasini (promotor melting) saglamaktadir. Bu siire¢ transkripsiyonun baglamasi
icin bliylik bir oneme sahiptir ve bakterilerde olduk¢a korunmustur (Chen vd., 2010)
Dolayistyla rpoC  geninde meydana gelen degisiklikler, hiicrelerin transkripsiyon
mekanizmalarin1 bozarak hiicre 6liimiine yol acabilmektedir. Tetrasiklin ile yapilan bir
caligmada, tetrasikline adapte edilmis hiicrelerde RpoC’nin 367. aminositinin glisinden sisteine
dondiigii raporlanmistir (Hoeksema vd., 2019). Baska bir ¢alismada ise 47 salinamid A direngli
E. coli susunda RpoC’nin 690-783. pozisyonlar1 arasinda toplam 16 aminoasitin degistigi tespit
edilmistir (Degen vd., 2014). Yaptigimiz ¢alismada ise tespit ettigimiz rpoC mutasyonu 251.
aminoasite denk gelmektedir. Literatiirde, antibiyotik direncli suslarda bu bolgeye yakin bir
mutasyon ile karsilagilmamistir. Young ve ark., E. coli’de yaptiklar1 bir caligma ile
transkripsiyonu baglatabilen bir RNA polimerazda hangi bolgelerin aktif olarak rol aldigin
arastirmistir. Elde edilen sonuglara gore o faktoriiniin kii¢iik bir boliimiiniin ve 3° alt biriminin
ilk 314 amino asidinin transkripsiyonun baglamasi ve promotor boélgesinin agilmasi igin yeterli
oldugu goriilmiistiir (Young vd., 2004). Tespit ettigimiz mutasyon bu bolge i¢ine denk gelmis

olsa da organizmanin gen ifadesini baglatmada hayati bir problem yagamadig: tespit edilmistir.

Ortamda stresorlerin varligi rpoC geninin siklikla mutasyona ugramasina neden
olmaktadir. Literatiirde antibiyotik (Cohen ve Hershberg, 2022), ozmotik stres (Guo vd., 2017),
yag asidi (Chen vd., 2020), asit (Harden vd., 2015), sicaklik (Sandberg vd., 2014), iyonlastirict
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radyasyon (Bruckbauer et al., 2019), hidrojen peroksit (Pereira vd., 2021) ve klorheksidin
(Pereira vd., 2021) gibi ¢esitli faktorlere adaptasyon siirecinde rpoC geninin mutasyona
ugradigi gosterilmistir. Ayrica hidrojen peroksit ve klorheksidin adaptasyon siireci sonunda
rpoC mutasyonu igeren hiicrelerin ampisilin direng seviyesi incelendiginde 2 katlik bir artig
oldugu tespit edilmistir. Bu veriler, rpoC mutasyonunun tesadiifi olmadigin1 ve heniiz

bilinmeyen bir mekanizma ile kontrol edildigini gostermektedir.

Genom tiizerinde 4371270. pozisyonda bulunan mutasyon dcuA geninin dniinde bulunan
-6 ve -7 olarak numaralandirilan bazlarin silinmesi ile meydana gelmistir. Kodlanmayan
bolgede yer alan bu mutasyon bagka bir gen igerisine denk gelmemistir. dcud, aerobik kosullar
altinda bir nitrojen kaynagi olarak L-aspartat alimini saglayan ana tastyicidir (Schubert vd.,
2021; Strecker vd., 2018). dcuAd ve dcuB’nin birbirlerine oldukca benzer dizilere sahip olmasi
nedeniyle bu genlerin herhangi birinin mutant oldugu durumlarda hiicre biiylimesinde bir
problem yasanmadigi tespit edilmistir (Six vd., 1994). Calismada tespit ettigimiz bu
mutasyonun, hem gen disinda bir bolgeye denk gelmesi hem de mutasyonun gen ifadesini

etkilememesi, direng iizerinde bir etkisinin olmadigini1 gostermektedir.

E. coli W3110-10’un yaklasik 10 katlik dirence sahip olmasinda fisl, marAR ve rpoC
mutasyonlarmin etkisinin oldugu diisiinlilmektedir. Bu mutasyonlarin tamaminin bir susta
bulunmasi nedeniyle tek bir genin etkisi degil birden fazla genin kombinasyonel etkisi
gozlenmistir. Tespit edilen mutasyonlarin hepsinin direng ile iliskili olabilecegine dair mevcut
bilgiler, bu iic mutasyonun 10 katlik diren¢ seviyesine ulasilmasinda toplu bir etkisinin

olabilecegini gostermektedir.

E. coli W3110-95 atasal susa kiyasla 95 kat dirence sahipken E. coli W3110-10 susu 10
kat dirence sahiptir. Bu diren¢ farkinin sebebinin E. coli W3110-95 susunda meydana gelen 2
ek mutasyon oldugu diistintilmiistiir. 4383697. pozisyonda bulunan insersiyon frdD geninin
kodlama bolgesine denk gelirken ampC geninin promotor bolgesine denk gelmistir. frdD geni
fumarat1 siiksinata ¢eviren fumarat reduktaz enziminin D altbirimini kodlamaktadir. Bu gen
360 niikleotit uzunlugundadir ve 303 ve 360. bazlar1 arasindaki bolge ampC geninin promotor
bolgesi ile cakismaktadir (Tierrafria vd., 2022; Yamazaki vd., 2007). Literatiirde frdD geninde
meydana gelen mutasyonlarin B-laktam direncine neden oldugunu gosteren ¢aligmalar
bulunmaktadir. Triklosanin, antibiyotik direnci {izerine etkisini arastiran bir ¢aligmada, 30
giinliik adaptasyon siirecinin sonunda fabl, frdD, marR, acrR ve soxR genlerinin mutasyonlar
icerdigi ve bunlarin yani sira f-laktam direncinin arttig1 tespit edilmistir (Lu vd., 2018). Benzer

sekilde E. coli hiicrelerinin ampisiline adaptasyonunun gerceklestirildigi baska bir ¢aligmada

91



frdD, fisl, acrB, ompD, marR, vgrG, ve envZ genlerinin mutasyona ugradigi ve ampisilin
direncinin 64 katina ¢iktig1 tespit edilmistir (Li vd., 2019). Farkl1 etki mekanizmalarina sahip
antibiyotiklerle gerceklestirilen bir ¢alismada yine ampisiline adapte edilmis suslarin frdD
geninde bir insersiyon i¢erdigi goriilmiistiir (Karve ve Wagner, 2022). Bahsedilen ¢aligmalarin
ikisinde frdD geninde bir bazlik insersiyon tespit edilirken Li ve ark. tarafindan yapilan
caligmada bir nokta mutasyonu tespit edilmistir. Bu ¢alismalar, frdD geninin heniiz bilinmeyen
bir sekilde ampisilin direnci ile iligkili olan metabolik yolaklarda yer aldigini1 6ne siirmektedir
ancak bu ¢aligmalarin tamaminda ampC geninin promotorunun frdD geni igerisinde yer aldig1
goz onlinde bulundurulmamistir. Triklosan ile yapilan ¢alismada frdD genindeki insersiyon
345. pozisyonda bulunmaktadir. Bu insersiyon ayni zamanda ampC geninin promotor bolgesi
icerisine denk gelmektedir. Diger iki ¢alismada mutasyonlarin frdD geninin hangi bolgesinde
bulundugu gosterilmemistir. Dolayisiyla ¢alismalarda bu gendeki mutasyonlarin daha derin bir

analizine ihtiya¢ duyulmaktadir.

-35 Box -10 Box +1
GCTGCTATCCTGACAGFI'TGTCA[GCTGATTGGTGTCAGT\TACAATCTAACGC/.\TCGCCAAT -51
G
"'1.7 "'§7 * ampC Start
GTAAATCCGGCCCGCCTATGGCGGGCCGTTTTGTATGGAAACCAGACCCTATGTTCAAAA 10
Attenuator

Sekil 5.1. ampC Promotor Bélgesi ve E. coli W3110-95 Susunda Tespit Edilen Insersiyon

Bir B-laktamaz olan ampC penisilinlere, ikinci ve {igiincli kusak sefalosporinlere ve
sefamisinlere diren¢ kazanilmasini saglamaktadir (McCann vd., 2022). Bu gen, E. coli
hiicrelerinde bulunmasina ragmen bir ¢cok E. coli susu tarafindan klinik olarak anlamli bir
dirence neden olacak seviyede ifade edilememektedir. Bu nedenle genellikle plazmit lizerinde
bulunan ampC geni ile direng saglanmaktadir (MacDougall, 2011). Baz1 mutasyonlarin ampC
geni ekspresyonunda artisa neden oldugu bilinmektedir (Singh vd., 2020; Tracz vd., 2005).
Rapor edilen mutasyonlar ampC geni promotor ve attenuatdr bolgesini kapsayan alan igerisinde
bulunmaktadir. ampC geni promotor ve attenuatdr bolgesi Sekil 5.1°de gosterilmistir. Bu
caligmada, tespit ettigimiz mutasyonlarin gen igerisindeki ve Oncesindeki pozisyonlari
belirlenirken translasyonun basladigi nokta +1 pozisyonu olarak kabul edilmistir. Ancak
promotor bolgesi ile ilgili ¢aligmalarin ¢ogunda transkripsiyonun basladig1 pozisyon +1 olarak
kabul edilmektedir. Bu baglamda, translasyon baslama noktasina gore -74. pozisyonda tespit

ettigimiz ampC promotor mutasyonu transkripsiyon baslama noktasina goére -15. pozisyona
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denk gelmektedir. Bu bolge -35 ve -10 kutular1 arasinda yer almaktadir ve mutasyonun

pozisyonu Sekil 5.1°de gosterilmistir.

Tracz ve ark., sefoksitin direngli 52 E. coli ile yaptiklari bir calismada ampC
promotorunu gii¢lendiren mutasyonlar1 tanimlamistir. Bu mutasyonlar igerisinde aktivasyonu
en ¢ok arttiran mutasyonlarin -35 kutusu icerisinde meydana geldigi tespit edilmistir (Tracz vd.,
2007). Dolayisiyla B-laktamaz iiretimi fazla olan suslarda bu bolge siklikla mutasyona
ugramaktadir. Dogada ampC ifadesini arttiran ve en yaygin olarak goriilen mutasyonun T-32A
oldugu bildirilmistir (Lewis vd., 2016). Bu mutasyon ile birlikte promotor aktivitesi yaklagik
olarak 21 kat artmaktadir (Jaurin vd., 1982). Baska bir calismada ayni mutasyonu igeren

suglarda ampC geninin ifadesinin 10 ile 40 kat arttig1 gdsterilmistir (Singh vd., 2019).

Promotor igerisindeki -35 ve -10 kutularimt birlestiren bélgenin uzunlugu
transkripsiyonun baglamasi i¢in olduk¢a 6nemlidir. ampC promotorunda bu bolgenin 16 bazdir
ancak optimal mesafe 17-18 baz uzunlugundadir (Siu vd., 2003, Klein 2021). Tracz ve ark.
tarafindan yapilan ¢aligmada, -35 ve -10 kutularinin arasi en stk mutasyon igeren ikinci bolge
olarak tanimlanmistir (Tracz vd., 2007). Bu bolgedeki insersiyonlar ile 35 ve -10 kutulari
arasindaki mesafe 17-18 baz ciftine c¢ikabilmektedir. -21 -20insT mutasyonuna sahip
hiicrelerde ampC geninin ifadesi 4-6 kat artmistir (Singh vd., 2019). -16_-15insG mutasyonuna
sahip bir baska susta, promotor aktivitesinin yaklagik 15 kat arttig1 tespit edilmistir (Jaurin vd.,
1982). Bu bolge icerisinde siklikla meydana gelen bir mutasyon da G-18A degisimidir. Klinik
olarak anlamli bir sekilde B-laktam direncine sahip olan 411 sus ile yapilan bir ¢calismada, 58
susun (%14) -18. pozisyonunda mutasyon igerdigi tespit edilmistir. G-18A mutasyonu, ampC
promotorunda yeni bir -10 kutusu (TATCGT) olusturarak gen ifadesini 8-32 kat arttirmistir
(Nelson ve Elisha, 1999; Yu vd., 2009).

ampC ifadesinin fazla oldugu E. coli hiicrelerinde, -10 kutusu diger bolgelere kiyasla
daha az mutasyona ugramistir (Tracz vd., 2007). Bu bolge icerisinde en sik mutasyona ugrayan
bazin -11. pozisyonda bulunan sitozin oldugu tespit edilmistir. C-11A mutasyonunu igeren
suslarda ampC ekspresyonu yaklasik 20 kat artmistir (Singh vd., 2019). Aym pozisyonda
meydana gelen ve bagka bir mutasyon olan C-11T degisimi ise ampC ifadesini 6 kat arttirmistir

(SteCorvec vd., 2002).

Konsensus dizilerinin disindaki bolgelerde de gen ifadesini arttiran mutasyonlar
gbzlenmistir. Bunlardan en sik goriileni C-42T mutasyonu olmustur (Corvec vd., 2007). Bu
mutasyonun diginda -88, -82, 17, 23, 31, 58 ve 63. pozisyonlarda da gen ifadesini arttiran
mutasyonlar tespit edilmistir (Corvec vd., 2007; Gude vd., 2012; Sadeghi, 2019). Ancak B-
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laktamaz iireten izolatlarin promotor bolgesinde bu mutasyonlardan genellikle birden fazla
sayida bulunmaktadir. Bdylece organizmalar daha yiiksek seviyede ampC ifadesine ve
direncine ulagabilmektedir. T-32A, C-11A, -22 -21insT ve 16_43del mutasyonlarina sahip bir
susun ampC ifadesinin 140 kat arttig1 tespit edilmistir (Tracz vd., 2005).

E. coli W3110-95’de tespit edilen diger mutasyon 4401616. pozisyonda meydana
gelmistir. Bu mutasyonun gozlendigi gen amiB, hiicre duvar1 glikopeptitlerinde N-
asetilmuramoil ile L-amino asit arasindaki bagi ayiran N-asetilmuramoil-L-alanin amidaz
enzimini kodlamaktadir. Yapilan bir caligmada bu genin mutant oldugu hiicrelerde gentamisin,
tobramisin, vankomisin, meropenem, ertapenem antibiyotiklerine duyarliligin arttig1 tespit
edilmistir (Yakhnina vd., 2015). Literatiirde, bu gendeki mutasyonlar sonucunda antibiyotik

diren¢ kazanimi goriilen bir ¢caligmaya rastlanmamastir.

Tiim genom dizileme yapilan suslarda transkriptomik degisimlerin belirlenmesi i¢in
RNA-dizileme islemi de gergeklestirilmistir. Bu suslar % MIK ampisilin iceren ortamda
biiyiitiilmiis ve ardindan izole edilen mRNA’larin tamami dizilenerek gen ifade seviyeleri
belirlenmistir. E. coli W3110 ile kiyaslandiginda E. coli W3110-10 numarali 6rnekte 938 genin,
E. coli W3110-95 numarali 6rnekte ise 1107 genin ifadesi anlamli bir sekilde degismistir.
Siprofloksasin direngli bakterilerle yapilan bir ¢alismada buldugumuz sonuglara benzer sekilde
diren¢ seviyesinin artmasi ile birlikte DEG sayisinin da arttigi gézlenmistir (Machuca vd.,
2017). Ayni g¢aligmada ifadesi artan ve azalan gen sayisinda 6nemli farkliliklar bulunmustur.
Direng seviyesi fark etmeksizin direngli suslarin tamaminda ifadesi artan gen sayisi, ifadesi
azalan gen sayisinin yaklasik iki kati olarak tespit edilmistir. £. coli W3110-10 susunda ifadesi
artan gen sayis1 470 iken ifadesi azalan gen sayis1 468 olmustur. Benzer sekilde E. coli W3110-
95 susunda ifadesi artan gen sayist 597 iken ifadesi azalan gen sayis1 510 olarak tespit
edilmistir. Her ne kadar ifadesi artan gen sayisi, ifadesi azalan gen sayisindan fazla olsa da
aradaki bu fark anlamli degildir. Dolayisiyla direng seviyesi artisiyla birlikte gen

ekspresyonunun degisim yonii hakkinda genel bir kaniya varilamayacagi ortaya konmustur.

E. coli W3110-95 susunda her ne kadar DEG sayis1 E. coli W3110-10 susuna kiyasla
fazla olsa da direngli suslarin ampisiline verdigi transkriptomik yanit biiylik oranda benzer
genlerden olusmustur. Atasal susa kiyasla E. coli W3110-10 ve E. coli W3110-95 suslarinda
farklr sekilde ifade edilmis genlerden 606 tanesinin ortak oldugu belirlenmistir. Bu genler, E.
coli W3110-10 susunda tespit edilenlerin %64’iini, E. coli W3110-95 susunda tespit edilenlerin
ise %54’linli olusturmustur. Yolak analizi sonuglar1 incelendiginde her iki sus i¢in de ayni

yolaklarin zenginlestigi gézlenmistir. E. coli W3110-10 ve E. coli W3110-95°da tespit edilen
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yolaklardan 139 yolagin ortak oldugu belirlenmistir. Bu rakam E. coli W3110-10 i¢in tespit
edilen yolaklarin %98’ini olustururken, E. coli W3110-95’de tespit edilen yolaklarin %80’ini
olusturmakta ve yolak analizi yapilabilmis genlerin %93’ linli igermektedir. E. coli W3110-95
susunda yolak analizi yapilabilen genlerin sadece %7’si farkli yolaklar1 zenginlestirmistir ancak
bunlarin da c¢ogu istatistiksel olarak anlamli degildir. Dolayisiyla artan direng seviyesi ve
antibiyotik konsantrasyonu ile birlikte yeni yolaklarin kullanilmaya baslanmasindan ziyade,
ayni yolaklarin daha fazla zenginlestigi tespit edilmistir. Bu sonuglar farkli seviyede direng
seviyesine sahip olan suslarda transkriptomik yanitin biiyiik oranda benzer yolaklar {izerinden

daha etkili bir bicimde verildigini gostermektedir.

Yolak analizi sonucunda en ¢ok zenginlesen yolaklarin “iki bilesikli sistemler” ve
“ABC tastyicilar1” oldugu tespit edilmistir. Bakteriler ABC tasiyicilarinin disa atim kanallarini
aktive ederek genis bir antibiyotik yelpazesine diren¢ saglamaktadir. Bu tastyicilar antibiyotik
taginmasi ve direncinde hayati bir rol oynamaktadir. ABC tastyicilarinin ¢ogu, antibiyotiklerin
varligini tespit etme yetenegine sahiptir ve iki bilesenli sistemler tarafindan siki bir sekilde
diizenlenmektedir. Tastyicilarin hem hiicre digini algilayan bir parcalarinin olmast hem de iki
bilesenli sistemler ile birlikte caligmasi, antibiyotiklere karst hizli ve spesifik bir yanitin
tetiklenmesini saglamaktadir (Ahmad vd., 2019; Nawrocki vd., 2014). Yolak analizinde iki
bilesenli sistemler ve ABC tastyicilart disinda karbonhidrat metabolizmast ile iligkili yolaklar
da 6nemli derecede zenginlesmistir. Hiicrelerde antibiyotik gibi bir stres varliginda hayatta
kalma stratejisi olarak bir ¢ok metabolik degisiklik meydana gelmektedir. Bunlardan birisi
ampisilin varliginda hiicrelerin K vitamini sentezini azaltmasidir. K vitamini hiicrelerin
membran gecirgenligini arttirmaktadir. Dolayistyla antibiyotiklerin etkisi K vitamini ile birlikte
artmaktadir. Bu nedenle ampisilin varliginda hiicreler dogal bir savunma mekanizmasi olarak
K vitamini iretimini azaltmaktadir (Nadeem vd., 2020). Benzer bir metabolik degisim,
antibiyotik stresi varliginda ampisilin direngli hiicrelerde oksoglutarat konsantrasyonunun
artmasi ile meydana gelmistir. Oksoglutarat, karbon ve nitrojen metabolizmasi i¢in ortak
diizenleyici metabolittir. Nitrojen miktarinda bir azalma oldugu zaman, E. coli hiicrelerinde
oksoglutarat birikir ve fosfotransferaz sisteminin ilk adim1 olan enzim I'i inhibe ederek glikoz
alimin1 dogrudan bloke edebilir. Karbon ihtiyact oldugunda ise nitrojen yoklugundaki duruma
zit bir sekilde, oksoglutarat miktar1 azalir ve buna bagl olarak glikoz alimi arttirilir. Boylece
glikolitik akisin modiilasyonu hizli bir sekilde yapilmis olur (Doucette vd., 2011; Nadeem vd.,
2020; Yan vd., 2011). Yaptigimiz ¢alismada da E. coli W3110-10 ve E. coli W3110-95

suglarinda karbonhidrat metabolizmasi ile iliskili yolaklarin 6nemli derecede zenginlestigi
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tespit edilmistir. Dolayisiyla karbonhidrat metabolizmasindaki degisikliklerin antibiyotik
direncine katkida bulundugu diistiniilmektedir. Bu nedenle, karbonhidrat metabolizmasinin
antibiyotik direncini nasil etkiledigini anlamak, enfeksiyonlarla miicadelede yeni stratejiler

gelistirmek i¢in ¢ok onemlidir.

Gen ontoloji zenginlestirme analizi, veri kiimesindeki genlerin veya proteinlerin
biyolojik islevleri, hiicresel bilesenleri ve biyolojik siirecleri ile ilgili 6nemli bilgiler
saglamaktadir. Gergeklestirilen analizler, her iki direngli sus i¢in benzer GO smiflarinin
zenginlestigini gostermektedir. Biyolojik siire¢ kategorisi altinda en ¢ok zenginlesen gruplar
karbonhidrat metabolik siireci, transmembran tasima ve DNA-temelli transkripsiyon
diizenlenmesi, hiicre bilesenleri kategorisinde plazma membran1 ve sitozol, molekiiler
fonksiyon kategorisinde ise oksidorediiktaz aktivitesi, hidrolaz aktivitesi, transferaz aktivitesi,
DNA baglanmas1 ve tastyici aktivitesi olmustur. Her iki susta da en c¢ok bu smiflarin
zenginlestiginin tespit edilmesi, bu smiflarin antibiyotik direnci ile iligkili oldugunu
gostermektedir. Yolak analizine benzer bir sekilde, diren¢ seviyesinin yiiksek oldugu E. coli
W3110-95 susunda yukarida belirtilen GO siniflar daha ¢ok zenginlesmistir. Her iki analizde
de elde edilen sonuglar, antibiyotige karsi verilen yanitin siddetinin direng seviyesi ile birlikte
arttigint gostermektedir. Bu durumun, E. coli W3110-95 susunda kullanilan antibiyotik
konsantrasyonunun E. coli W3110-10’a kiyasla 10 kat fazla olmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Yiiksek antibiyotik konsantrasyonu hiicredeki sensorler araciligiyla gen
regiilasyonunu degistirebilmektedir. Ancak, bu sonuglar daha fazla deneysel dogrulama

gerektiren 6nemli bir bulgudur ve ileri arastirmalarla desteklenmelidir.

E. coli W3110-10 susunda ifadesi en ¢ok artan genler gad4BCE olmustur. Bu dort gen
icin sirastyla 82, 114, 130 ve 46 katlik ifade artis1 tespit edilmistir. Ayn1 genler E. coli W3110-
95 susunda sirasiyla 18, 30, 24 ve 17 kat ifade artis1 gostermistir. Her iki susta da gad genlerinin
ifadesinin 6nemli derecede yiiksek olmasi bu genlerin ampisilin direncinde 6nemli bir role
sahip olabilecegini gostermektedir. Bu genler E. coli'deki en etkili asit direng mekanizmasi olan
glutamat dekarboksilaz (GAD) sisteminin parcalaridir (Castanié -Cornet vd., 2010; Vanaja vd.,
2009). Antibiyotik ve asit diren¢ mekanizmalar1 birbirinden farkli olsa da bazi kesisim noktalar1
bulunmaktadir. evgA4, ydeO, gadE genlerinin dahil oldugu bir dizi sinyal kaskadi galyum nitrat
dahil olmak tizere diger ilaglara karsi antimikrobiyal toleransi da kolaylastirmistir (Zeng vd.,
2021). Galyum nitrat, kanserojen hiperkalsemi tedavisinde yaygin olarak kullanilan FDA
onayli bir ilagtir ve klinik olarak 6nemli birkag¢ ¢oklu ilaca direngli bakteriye kars1 etkili oldugu

bilinmektedir. evgS ve evgd mutantlarinin, galyum nitrat toleransi saglamada basarisizdir.
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Fosforile edilmis EvgA, safd, ydeO ve gadE'nin ifadesini arttirmaktadir. gadE’nin mutant
oldugu durumlarda da galyum nitrat tolerans1 azalmaktadir. Bu nedenle GadE, EvgS aracili
galyum nitrat toleransinin anahtar diizenleyicisi olarak gorev yapar ve ayni zamanda glutamat
bagimli asit direng sisteminin merkezi diizenleyicisidir (Zeng vd., 2021). Antibiyotik ve asit
direncinin bir baska kesisim noktasi ise AcrAB-TolC diizenlenmesidir. AcrAB-TolC, bir dig
zar kanali (TolC), bir i¢ zar kanali (AcrB) ve bir periplazmik proteinden (AcrA) olusan akis
pompasidir. Anaerobik kosullar altinda, AcrA, asit kaynakli tasima genlerinin (gadE-mdtEF
operonu) ifadesini 20 kattan fazla arttirmistir. Bu durum hem antibiyotik hem de asit direncinin
ayni anda artmasina neden olmustur (Sheikh vd., 2021; Zhang vd., 2011). gad genlerinin
antibiyotik direnci ile iliskisini inceleyen bagka bir ¢alismada ise amoksisilin, enrofloksasin ve
tetrasiklin kullanilmistir. Bu ii¢ antibiyotige adapte edilen bakterilerin tamaminda gadA, gadB
ve gadC genlerinin ifadesi anlamli bir sekilde degismistir (Handel vd., 2014). Bu veriler ve elde
ettigimiz bulgular antibiyotik direnci ve GAD sisteminin heniiz net olarak bilinmeyen bir
mekanizma ile iligkili olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle, gad genlerinin islevini ve
diizenlenmesini anlamak, antibiyotik direnciyle miicadele etmek i¢in yeni stratejiler

gelistirmeye yardime1 olacaktir.

E. coli W3110-10 susunda ifadesi en ¢ok azalan 10 genin dort tanesinin #dc operonuna
ait oldugu belirlenmistir. Bu dort genin ifadesi 32 kat ile 61 kat arasinda azalirken ayn1 operona
ait diger genlerin de ifadesi dnemli derecede azalmistir. Benzer sekilde E. coli W3110-95°de
de ifadesi en ¢ok azalan 11 genin 4 tanesi bu operona aittir. Bu sonuglar, E. coli W3110-10 ve
E. coli W3110-95 suslarinda tdc operonuna ait genlerin antibiyotik yanitinda bir rolii oldugunu
gostermektedir. E. coli’de, tdcABCDEFG operonu, L-treonin ve L-serin’in taginmasi ve
metabolizmasinda rol oynamaktadir (Lim vd., 2010). tdc operonu ve antibiyotik iligkisini
gosteren ¢alisma sayist sinirlidir. Bu ¢alismalardan birinde, antibiyotiklere yanit olarak ortaya
cikan gen ifade profilleri tespit edilmek istenmistir. Sonug¢ olarak, diisiik norfloksasin
konsantrasyonlarinda (MIC/2, MIC ve 2xMIC) tdcB ve tdcC genlerinin ifadesinin arttigi,
yiiksek norfloksasin konsantrasyonlarinda (33xMIK ve 133xMiK) ise bu genlerin ifadesinde
azalma oldugu tespit edilmistir (Shaw vd., 2003). Rifampisin ile yapilan baska bir ¢alismada,
yiiksek konsantrasyonda rifampisin antibiyotigi uygulanan hiicrelerde zdc operonun ifadesinin
arttig1 tespit edilmistir (Selinger vd., 2003). Bu ¢alismalar, fdc operonunun gen ifadesinin
antibiyotik konsantrasyonuna bagli olarak degisebilecegini gostermistir. Bu durum,
antibiyotiklere kars1 hiicresel yanitin karmasikligin1 ve hassasligini yansitan énemli bir bulgu

olarak degerlendirilebilir. Bu tez ¢alismasinda gen ifadesinin belirlenmesi i¢in MIK degerinin
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altinda antibiyotik konsantrasyonu kullanilmigtir. Bu konsantrasyona verilen yanit norfloksasin
ve rifampisin ile yapilan ¢aligmalara zit bir sekilde gen ifadesinin azalmasi seklinde olmustur.
Hem E. coli W3110-10°da hem de E. coli W3110-95 susunda bu genlerin ifadesinin benzer
yonde siddetli bir sekilde degismesi bu genlerin antibiyotik direncine katkida bulundugunu
gostermektedir. Bu operonun antibiyotik direncine ve hiicresel yanit mekanizmalarina
katkilarin1 daha derinlemesine anlamak, yeni tedavi stratejileri gelistirmek ve antibiyotik

direncini daha iyi anlamak i¢in 6nemli bir adim olabilir.

E. coli W3110-95 susunun transkriptom verileri incelendiginde ifadesi en ¢ok artan 5
genden 3 tanesinin yjpEFGH operonuna ait oldugu goriilmistiir. Bu genlerin ifadesi bu susta
sirastyla 79, 108, 246 ve 7 kat artmigtir. Ayni genlerin ifadesi E. coli W3110-10 susunda
incelendiginde yjbG ve yjbF nin farkl: sekilde ifade edilmedigi yjbE ve yjbH’1n ifadelerinin ise
sirastyla 5 ve 2 kat arttigr tespit edilmistir. yjbEFGH operonu, ekzopolisakkarit (EPS)
iiretiminde gorevli olan genleri icermektedir. Antimikrobiyal maddelere yanit sirasinda
ekzopolisakkarit iiretiminin arttigin1i  gosteren c¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Bir
bakteriyosin olan kolisin M ile gergeklestirilen ¢alismada E. coli hiicreleri, MiK degerinin
altinda kolisin M’ye maruz birakilmis ve meydana gelen transkripsiyonel yanit incelenmistir.
Kolisin M peptidoglikan hasarina neden olmaktadir. Dolayistyla E. coli hiicreleri peptidoglikan
hasarinin neden oldugu zarf stresine kars1 adaptif bir yanit olusturmustur. Bu yanit icerisinde
yibEFGH nin yani sira kapsiil sentez sistemine ait olan wca, osmB, ymgG, ymgD, ivy, yfbR,
ugd, yfdC, yjbJ, galU, yaaX, yggG, yegsS, spy, rprA, bdm ve yaiY genlerinin ifadesi de 6nemli
derecede degismistir (Kamensek ve Zgur-Bertok, 2013). B-laktam antibiyotikler de
peptidoglikan hasarina neden olmaktadir. B -laktam antibiyotiklerle yapilan baska bir ¢alisma,
farklt B-laktam antibiyotiklerin ortak bir sekilde kapsiil sentez sistemini aktive ettigini
gostermistir (Laubacher ve Ades, 2008). E. coli W3110-95 ve E. coli W3110-10 suslarinin
transkriptom sonuglar1 da bu ¢aligmalardan elde edilen sonuglarla benzer bir profil gdstermistir.
E. coli W3110-10 susunda yjbEH, osmB, ymgDG, ivy, yfdC, yjbJ, yegsS, spy, bdm, ugd ve yaiY
genlerinin ifadesi anlamli bir sekilde degisirken E. coli W3110-95°de ise bunlara ek olarak
yibFG, wca ve yaaX genlerinin de ifadesi 6nemli derecede degismistir. Bu sonuglar, direngli
suglarin ampisilin direng seviyesinden bagimsiz olarak kapsiil hasarina yanit verdigini

gostermektedir.

E. coli W3110-95 susunda ifadesi en ¢ok azalan 10 genden 3 tanesi sr/ABE olmustur.
E. coli W3110-95°de bu genlerin ifadesi sirasiyla 59, 121 ve 22 kat, E. coli W3110-10’da ise

sirastyla 5, 4, 4 kat azalmistir. E. coli'nin srl lokusu, D-glusitol'ii (sorbitol) metabolize etmek
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icin gerekli olan genlerden olugsmaktadir (Ng vd. 2018). Bu lokustaki s¥/A BE genleri ise sorbitol
taginmasinda gorevlidir. Bu genlerin ifadesinin azalmasi ile birlikte sorbitol alimi durdurularak
bu metabolik yolun ¢alismasi engellenmektedir. Zuroff ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alisma,
baz1 heksozlarin, 6zellikle sorbitoliin, E. coli hiicrelerinin antibiyotiklere olan hassasiyeti
artirabilecegini gostermistir. Bu ¢aligmada, glikoza alternatif olarak indirgenmis sorbitoliin
kullanilmasiyla E. coli hiicrelerinin ampisiline kars1 daha duyarli hale geldigi tespit edilmistir
(Zuroff vd., 2010). Dolayisiyla ampisilin direngli suslarda sorbitol alimi ile iligkili genlerin
ifadesinin azalmasi bir savunma mekanizmasi olabilir. E. coli W3110-10 ve E. coli W3110-95
suglarinin karsilastirilmasi, yiiksek direncli susun, s7/ABE genlerinin ifadesinin daha belirgin
bir sekilde azaldigini gostermistir. Bu durum sorbitol metabolizmasinin ampisilin direnci ve
direng seviyesi ile iligkili olabilecegini gostermektedir. Elde edilen bulgular, antibiyotik
direncinin altinda yatan genetik mekanizmalarin daha iyi anlasilmasina ve potansiyel olarak

yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katkida bulunabilir.

Genom ve transkriptom verileri, ampisilin direnci ve bu direncin altinda yatan
mekanizmanin anlagilmasina dair Onemli ipuglart sunmustur. Ancak, bu verilerin
karsilagtirmal1 bir analizi, ampisilin direng¢ mekanizmasinin daha kapsamli bir sekilde analiz
edilmesine olanak saglamistir. Kodlama bolgesi icerisinde mutasyon tespit edilen fisl, marR,
gutQ, rpoC, frdD, amiB genlerden hig biri diizenleyici gen degildir. Dolayisiyla bu genlerin
icerdigi mutasyonlar sadece kendi islevlerini etkilerken kendi diginda bir genin ifadesinde
degisime neden olmamaktadir. murR, dcuA, marA ve ampC genleri ise baslangic kodonun
oncesinde mutasyon igermektedir. Bu 4 mutasyondan murE, dcuA ve marA genlerinde
bulunanlar E. coli W3110-10 ve E. coli W3110-95 suslarinda ortakken ampC genindeki
mutasyon sadece E. coli W3110-95 susunda bulunmaktadir. MurE’nin peptidoglikan
monomerlerinin sentezinde yer alan temel bir bakteriyel enzim oldugu bilinmektedir (Bratkovi¢
vd., 2008). Dolayistyla MurE bir ¢ok B-laktam antibiyotigin hedefindedir. Ancak antibiyotik
direncli E. coli W3110-10 ve E. coli W3110-95 suslarina ait RNA-dizileme verileri promotor
bolgesinde mutasyon igeren murE geninin ifadesinde farklilik olmadigini gostermistir.
Dolayisiyla bu mutasyonun, genin ifade seviyesini etkilemedigi ortaya konmustur. dcud geni
baslangi¢ kodonunun 6niinde bulunan ve -6 ve -7 olarak adlandirilan pozisyonda iki bazlik bir
delesyon icermektedir. Bu genin ifadesi E. coli W3110-10 susunda 2,29 kat azalirken E. coli
W3110-95 susunda degismemistir. Bu mutasyonun her iki susta bulunmasina ragmen gen
ifadesinde farkliliklar olmasi mutasyon ile gen ifadesi arasinda bir iliski bulunmadigini

gostermektedir. dcuAd promotor bdlgesi mutasyona ugrayan bolgenin ¢ok daha dncesinde
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bulunmaktadir (Golby vd., 1998). Dolayisiyla elde ettigimiz bulgulara uygun bir sekilde bu
mutasyonun gen ifadesini etkilemesi beklenmemistir. Ancak farkli genlerde baslangic
kodonuna yakin mutasyonlarin translasyon verimliligini disiirdiigiine dair ¢aligmalar
mevcuttur (Hui vd., 1984). Bu nedenle dcud mutasyonunun translasyon {iizerine etkisi ile
antibiyotik direnci arasindaki iliskinin daha derinlemesine aragtirilmasi antibiyotik direng

mekanizmasinin daha iyi anlagilmasini saglayacaktir.

Bakterilerin antibiyotiklere ve diger g¢evresel faktorlere karsi stres tepkisinde rol
oynayan MarA, transkripsiyonel bir diizenleyicidir (Martin vd., 1996; Reyes-Fernandez ve
Schuldiner, 2020). Diisiik direng seviyesi ile iligkili olan MarA’nin, AcrAB-TolC pompasinin
ifadesini arttirarak ve OmpF porininin ifadesini azaltarak dirence aracilik ettigi bildirilmistir
(Randall ve Woodward, 2002). marA geninin ifadesi, E. coli W3110-10 susunda 20,59 kat
artarken E. coli W3110-95 susunda 16,90 kat artmistir. Her iki susta da mutasyonu i¢cermeyen
E. coli W3110’a gore ifade artisinin olmasi meydana gelen mutasyonun marAd ekspresyonu
tizerinde etkili oldugunu gostermistir. MarA’nin antibiyotik direncinde ekspresyonunu
diizenledigi acrAB, tolC ve ompF genlerinin ifadesi incelendiginde acrdB ve tolC’nin
ifadesinde anlamli bir degisim olmadig1 ompF ifadesinde ise E. coli W3110-10 susunda 16,6
kat, E. coli W3110-95 susunda 15,4 kat azalma oldugu tespit edilmistir. Bu durum ampisilin
direngli suslarda MarA’nin OmpF araciligiyla diisiik seviyede diren¢ kazanimina katkida
bulundugunu dogrulamistir. MarA tarafindan saglanan antibiyotik direng seviyesi diisiik olsa
da, bu durum daha yiiksek direng seviyelerine ulagmak icin bir basamak olabilir. Elde edilen
bulgular, antibiyotik direncinin molekiiler mekanizmalarin1 daha iyi anlama ve yeni tedavi
stratejileri gelistirme ¢abalarina 151k tutmaktadir. MarA gibi diizenleyici faktorlerin
hedeflenmesi, antibiyotik direncinin Onlenmesi veya tersine cevrilmesi i¢in potansiyel bir
yaklagim olabilir. Bu nedenle, gelecekteki arastirmalarin, MarA gibi diizenleyici faktorlerin
daha derinlemesine anlasilmasina odaklanmasi 6nemlidir. Bu sekilde, antibiyotiklere karsi
direncin daha iyi yonetilmesine ve etkili antibiyotik tedavilerinin siirdiiriilebilirligine katk1

saglanabilir.

Baslangi¢ kodonunun dncesinde mutasyon igeren son gen ampC genidir. Bu gen bir ¢ok
B-laktam antibiyotige direng saglayan bir B-laktamaz enzimi kodlamaktadir (Hanson, 2003).
RNA dizileme verilerine gére ampC geninin ifadesi daha diisiik direng seviyesine sahip olan E.
coli W3110-10 susunda anlamli bir sekilde degismezken yliksek direng seviyesine sahip E. coli
W3110-95 susunda, atasal susa ve E. coli W3110-10’a kiyasla sirasiyla 52,98 ve 45,59 kat

artmistir. qPCR verileri incelendiginde ise final susununda ifade miktarlarinin sirasiyla 89,88

100



ve 74,9 kat arttig1 tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar, E. coli W3110-95 susunda meydana
gelen ampC promotor mutasyonunun gen ifadesini dnemli derecede arttirdigini ve antibiyotik
direncine biiyiik bir katkida bulundugunu gostermektedir. Bu bulgularla uyumlu bir sekilde
literatiirde bir ¢ok farkli ampC promotor mutasyonunun gen ifadesini arttirarak ampisilin
direncine neden oldugu gosterilmistir (Caroff vd., 1999; Jacoby, 2009; Tracz vd., 2007). Ancak
literatiirde tek bazlik bir mutasyon sonucunda gen ifadesinin bu derece arttig1 bir ¢aligmaya
rastlanmamustir. E. coli W3110-95 susunun ampC promotor bolgesinde -16 -15insG
mutasyonu bulunmaktadir. Tespit ettigimiz mutasyonun promotor aktivitesi ve antibiyotik
direnci iizerine etkisinin incelendigi bir calismada antibiyotik direncinin ve promotor
aktivitesinin yaklagik 15 kat arttig1 tespit edilmistir (Jaurin vd., 1982). Bu promotor aktivitesi
ve direng seviyesi ayn1 mutasyonu iceren E. coli W3110-95 susunda tespit ettigimiz seviyelere
kiyasla oldukga diisiiktiir. Direng seviyesi ve promotor aktivitesindeki bu farkliliklarin, E. coli
W3110-95’in ampC promotor mutasyonu yaninda farklt mutasyonlart1 da igermesinden

kaynaklandig1 diistintilmustiir.

Meydana gelen ampC promotor mutasyonun bireysel ve kiimiilatif etkisini test etmek
icin ampC promotor mutasyonuna sahip bir gen igeren plazmit bu mutasyonu tagimayan E. coli
W3110 ve E. coli W3110-10 susuna transforme edilmistir. E. coli W3110 susuna ampC
promotor mutasyonuna sahip geni igeren plazmitin aktarilmasiyla beraber ampisilin direng
seviyesi yaklasik 125 kat, ekspresyon seviyesi ise 221 kat artmistir. Ayni plazmit 5 pozisyonda
mutasyon iceren E. coli W3110-10’a aktarildiginda ise direng seviyesi yaklasik 250 kat,
ekspresyon seviyesi ise 205 kat artmustir. Her iki susta da direng seviyesinin artmast ampC
promotor mutasyonunun ampisilin diren¢ seviyesini arttirdigini net bir sekilde ortaya
koymustur. Ancak her iki susun ampisilin diren¢ seviyesinin bu mutasyonu kendi
kromozomunda iceren E. coli W3110-95 susuna kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Gen
ifade seviyeleri incelendiginde E. coli W3110-ampC ve E. coli W3110-10-ampC suslarindaki
ekspresyonun E. coli W3110-95 susuna gore fazla olmasi direng seviyesinin yiiksek olmasini
aciklamaktadir. Transformasyon sirasinda hiicreye es zamanli olarak birden fazla plazmitin
girmesi siklikla goriilmektedir (Goldsmith vd., 2007; Tomoiaga vd, 2022). Dolayisiyla E. coli
W3110-ampC ve E. coli W3110-10-ampC suslar1 ampC geninin birden fazla kopyasini
tasimaktadir. BOylece benzer sartlar altinda E. coli W3110-95 susuna kiyasla daha fazla ampC

ekspresyonu gergeklestirmislerdir.

E. coli W3110-ampC susunda ampC ekspresyon seviyesinin E. coli W3110-10-ampC

susundan daha yiiksek olmasina ragmen direng seviyesinin ¢ok daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

101



E. coli W3110-10-ampC susu E. coli W3110-ampC susuna kiyasla fazladan 5 mutasyon
icermektedir. Bu mutasyonlar E. col/i W3110-10 susunda 25 pg/ml direng saglarken, plazmit
iceren suslarda direng seviyesinin 375 pg/ul’den 750 pg/ul’ye ¢ikmasina neden olmustur. Elde
edilen bulgular 10 kat direng saglayan 5 mutasyon ile 125 kat direng saglayan ampC mutasyonu
bir araya geldiginde beklenenden c¢ok daha yiiksek bir direng seviyesi ortaya ciktigini
gostermistir. Bu durum diisiik seviyede direng saglayan mutasyonlarla ampC promotor
mutasyonunun sinerjistik etkisinden kaynaklanmaktadir. Sinerjistik etki ile birden fazla
mutasyon bireysel etkilerinden ¢ok daha biiytik bir etki gostermektedir (Friedman vd., 1984).
Bu c¢alismada ampC promotor mutasyonu ile birlikte sinerjistik etki gosteren mutasyonlar ilk
defa tanimlanmis ve ortaya konmustur. Elde edilen bulgular, antibiyotik direncinin
karmagikligint ve ¢oklu mutasyonlarin etkilerini daha iyi anlamamiza yardimci olacaktir.
Antibiyotiklere karsi direng gelisimi, tek bir mutasyonun &tesine gegebilir ve birden fazla
genetik degisikligin bir araya gelmesiyle direncin siddeti beklenenden ¢ok daha yiiksege
¢ikabilir. Bu nedenle yeni ¢alismalar, bu sinerjistik etkiler daha ayrintili bir sekilde incelenmeli

ve antibiyotik direncinin altinda yatan mekanizmalar1 anlamamiza katkida bulunmalidir.

Yiiksek seviyede direngle iligkili ana gen olan ampC geninin ifadesinin E. coli W3110-
95 susunda en ¢ok artan genler igerisinde 11. sirada oldugu tespit edilmistir. Diigiik seviyede
direncle iligkilendirilmis olan marA geninin ifadesi ise E. coli W3110-10’da 14. sirada iken E.
coli W3110-95 susunda 49. sirada yer almistir. Diren¢ kazanimina katkida bulunan bir diger
gen ftsI’nin ifadesi ise her iki susta da degismemistir. Yukarida bahsedildigi gibi ifadesi en ¢ok
artan ya da azalan genlerin biiyiik oranda ayni operonlara ait genlerden olustugu gozlenmistir.
Bu bulgular, transkriptom verilerinde ifadesi en ¢ok artan ve azalan genlere odaklanmanin,
antibiyotik direng¢ mekanizmalarin1 tam olarak anlamak icin yetersiz oldugunu ortaya
koymaktadir. Antibiyotik direnci, bir¢ok genin karmasik etkilesimleri sonucu ortaya ¢ikan bir
fenomendir ve bu nedenle gen ifadesi diizeyleri tek basina yeterli bir gosterge olmayabilir. Bu
calisma, diren¢ mekanizmalarin1 daha iyi anlamak i¢in gen ifadesi yani sira genetik

mutasyonlarin, da goz 6niinde bulundurulmasi gerektigini vurgulamaktadir.

Bir antimikrobiyale karsi kazanilan direng siklikla beraberinde diger antimikrobiyallere
kars1 duyarlilikta bir degisim meydana getirmektedir (Lazar vd., 2013). Laboratuvar ortaminda
ampisiline adapte ettigimiz E. coli W3110-10 ve E. coli W3110-95 suslarinin ampisilin direng
kazanimi ile birlikte ¢ok sayida antibiyotige karsi duyarliliginin azaldigi ortaya konmustur.
Duyarliliktaki en 6nemli artis kloramfenikol antibiyotiginde olmustur. Bu antibiyotige direng

seviyesinin E. coli W3110-10 ve E. coli W3110-95 suslarinda benzer seviyede oldugu

102



gozlenmistir. Dolayisiyla sadece E. coli W3110-95 susunda bulunan mutasyonlarin bir etkisi
olmadig1 ortaya konmustur. Her ne kadar bu iki antibiyotik farkli etki mekanizmalarina sahip
olsalar da ampisilin ve kloramfenikol direncinin ayn1 anda ortaya ¢iktigin1 gosteren ¢aligmalar
mevcuttur (Randall ve Woodward, 2002; Zhao vd., 2021) . Kloramfenikol antibiyotigine ek
olarak, ampisilin ile birlikte tetrasiklin ve nalidiksik asit ¢apraz direnci de siklikla
gozlenmektedir (Bore vd., 2007; Kohanski vd., 2010; Xing vd., 2020). Bu bulgularla tutarli bir
sekilde ¢ok sayida antibiyotige kars1 diisiik de olsa direng seviyesinin artmasi potansiyel olarak
stres yanitinin bir sonucu olarak degerlendirilmistir. E. coli W3110-10 susunda meydana gelen
mutasyonlardan  birinin  bulundugu mard geni c¢oklu antibiyotik direnci ile
iligkilendirilmektedir. Literatlirdeki ¢aligsmalarda bu genin ifadesindeki artigin kloramfenikol,
tetrasiklin, norfloksasin, imipenem, nalidiksik asit ve ¢ok sayida antibiyotige direng
kazandirdig1 gosterilmistir (Chollet vd., 2002; Seoane vd., 1995). Dolayisiyla farkli etki
mekanizmalarina sahip olan bu antibiyotiklere karst kazanilan direncin biiyiik oranda marA
araciligiyla gergeklestigi diistiniilmiistiir. Tedavi siireclerinde capraz direng iligkilerini goz

onilinde bulundurmak daha etkili tedavilerin gerceklestirilmesine olanak saglayacaktir.

Antibiyotikler ve agir metaller, bakteri hiicrelerinin stres yaniti mekanizmalari iizerinde
benzer etkilere sahiptir. Bu nedenle bir stres faktoriine karsi direng kazanmanin, diger stres
faktorlerine kars1 duyarliligi artirabilecegi veya azaltabilecegi bilinmektedir (Baker-Austin vd.,
2006). Calismada ampisiline adapte edilen suslarin giimiis, kobalt, bakir, mangan, nikel ve
cinko metallerine karsi duyarlilik seviyesindeki degisim incelenmis ve glimiis ve mangan
disindaki metallerde bir degisim gozlenmemistir. Hem E. coli W3110-10 susunda hem de E.
coli W3110-95 susunda giimiis duyarlilig1 artmistir. E. coli suslarinda giimiis direnci genellikle
bakir disa atim sistemleri, biyofilm ya da giimiis diren¢ genlerini tagiyan plazmitler araciligiyla
olmaktadir (Terzioglu vd., 2022). Dolayisiyla diren¢ seviyesinin azalmasi i¢in bu direng
mekanizmalarinin etkisini kaybetmesi gerekmektedir. Calismalarda kullandigimiz E. coli
W3110 susunun plazmit tasimamasi ve biyofilm 6zelliklerinde bir degisim olmamasi bu yolla
diren¢ kazanmadigini gostermektedir. Yapilan diger metal testlerinde bakir duyarliliginda bir
degisim goriilmemesi meydana gelen duyarliligin bakir disa attm mekanizmalariyla da bir
iliskisi olmadigini gostermistir. Ampisilin direng gelisimi ile birlikte giimiis duyarliliginin
arttigim1  gosteren bulgular, iki antimikrobiyal ile iligkili ortak siireclerin oldugunu
gostermektedir. Ancak bu etkilesim, ampisilinin giimiis duyarliligina dogrudan neden oldugu
anlammma gelmez, aksine bakterinin stres yanit mekanizmalarinin karmagikliini

yansitmaktadir. Ampisilin direngli suslarda glimiis duyarliliginin artmasi, ampisilin direngli
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suglarla savagmak i¢in glimiisiin dnemli bir ajan olabilecegini gostermektedir. Antibiyotik
direngli suslarin duyarliliginin degistigi diger agir metal ise mangandir. Bu metale kars1 direng
net bir sekilde meydana gelmese de disk etrafindaki zonda bozulmalar meydana gelmistir. Elde
ettigimiz bulgularla uyumlu bir sekilde, endiistiriyel atik sudan izole edilmis bir S. aureus
susunun ampisilin, tetrasiklin ve mangana direncli iken bakira direngli olmadigi tespit edilmistir

(Zhang vd., 2016). Bu sonuglar ampisilin ve metal direnci arasinda bir iliskinin oldugunu

gosterse de bu iliskinin mekanizmasi heniiz net bir sekilde aydinlatilamamustir.
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6. SONUC

Antibiyotik direnci kiiresel saglik ¢ozlimleri gerektiren bir problem haline gelmistir.
Bakteriler neredeyse mevcut tiim antibiyotiklere kars1 direng gelistirmistir ve direncin ortaya
cikmasini engelleyen farkli stratejiler uygulanmadikca bakterilerin yeni ilaclara bu sekilde
silahlanmas1 kaginilmaz bir gercektir. Direng gelisimini énlemek icin tarim ve hayvancilikta
antibiyotik kullaniminin yasaklanmasi hayvan sagligi, refahi ve artan gida ihtiyaci talepleriyle
birbirine uymamaktadir. Ayrica antibiyotik kullaniminin sinirlanmasi politikasi yeterli degildir.
Metal, pestisit ve dezenfektan gibi ¢evreyi kirleten kimyasal maddelerin de kontrol altina
alinmasi gereklidir. Bu kimyasal maddelerin kontrolsiiz bir sekilde dogaya salinmasiyla birlikte
hem yatay gen transferi ile antibiyotik direncinin transferi artmakta hem de spontan

mutasyonlar ile antibiyotik direngli bakteriler ortaya ¢ikabilmektedir.

Diren¢ mekanizmalarinin anlagilmasi ve direng olusumunun engellenmesi uzun yillardir
calisilan konulardan birisidir. Yeni antibiyotik kesfinin sinirli oldugu diisiintildiigiinde mevcut
antibiyotiklerin Omriinii uzatmak amaciyla bu alanda daha fazla calisilmasi gerektigi
goriilmektedir. Farkli yontemler ve bakis agilari antibiyotik bagimli direng gelisiminin
incelenmesinde kullanilmaktadir. Yatay gen transferinin laboratuvar ortaminda izlenmesinin
zor olmasi nedeniyle direncin ortaya ¢ikist ve mekanizmalarinin aydinlatilmasinda adaptif
direng deneyleri siklikla kullanilmaktadir. Dizileme teknolojilerinin geligsmesi ile birlikte
antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanan bakterilerdeki genomik ve transkriptomik degisimler hizli
ve kolay bir sekilde tespit edilebilir hale gelmistir. Boylece direng gelisiminden sorumlu olan
genler yada pozisyonlar tespit edilerek direng gelisiminin engellenmesi i¢in hedeflenmektedir.
Ayrica, antibiyotik diren¢ kazanim siireci ve mekanizmasi, antibiyotiklere ve bakterilere gore
degiskenlik gostermektedir. Bu nedenle farkli antibiyotikler ve bakterilerde direng gelisiminin
ortaya konmasi, varsa ortak mekanizmalarin belirlenmesi gereklidir. Geligen teknoloji ile
birlikte, farkli organizmalara ve antibiyotiklere yonelik elde edilen verilerin artmasi sonucunda

anahtar molekiiller belirlenerek diren¢ kazaniminin engellenmesinde kullanilabilir.

Bu tez ¢calismasinda, E. coli W3110 susu ampisilin antibiyotigine adapte edilerek direng
kazandirilmigtir. Adaptasyon siireci sonucunda farkli direng seviyelerine sahip 3 sus (direngsiz,
10 kat direngli ve 95 kat direngli) belirlenmis ve bu suslar genomik ve transkriptomik yontemler
kullanilarak karsilastirilmistir. Inceledigimiz farkli direng seviyesine ait suslarda genomik
acidan onemli farkliliklarin oldugu tespit edilmistir. 10 kat ve 95 kat direngli suslarda tespit
edilen mutasyonlardan fzsl, marAR, rpoC mutasyonlarinin diisiik direng seviyesi (10 kat)

iizerinde kombinasyonel bir etkisinin oldugu diisiiniilmiistiir. E. coli W3110-95 numarali
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pasajda bulunan farkli iki mutasyon ile birlikte direng seviyesi 95 kata ulasmistir. Bu iki
mutasyondan direng {izerinde etkili oldugu diisiiniilen degisim ampC promotorunda meydana

gelmis ve gen ifadesini yaklasik olarak 50-90 kat arttirmistir.

Rekombinant plazmit kullanilarak, ampC promotorunda meydana gelen -16 -15insG
mutasyonunun direng iizerindeki rolii tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar bu mutasyonun
bireysel olarak ampsilin direng seviyesini dnemli derecede arttirdiini gostermistir. Buna ek
olarak bu mutasyon ile birlikte ftsl, marAR, gutQ, rpoC ve dcuA mutasyonlarini igeren bir susta
ise direng seviyesinin sadece -16_-15insG mutasyonunu igeren suslara kiyasla 2 kat daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar, diren¢ kazandiran mutasyonlarinin bir araya
gelerek sinerjistik bir etki ile bireysel etkilerinden ¢ok daha siddetli bir etki ortaya
koyabileceklerini gostermistir. Bu calismada ampC promotor mutasyonu ile birlikte sinerjistik

etki gosteren mutasyonlar ilk defa tanimlanmis ve ortaya konmustur

Farkli direng seviyesine sahip suslarda transkriptom verileri arasindaki fark, genomik
veriler kadar net degildir. Hem 10 kat direncli susta hem de 95 kat direngli susta benzer
transkriptomik yanitlar indiiklenmistir. 95 kat direncli olan suglarda 10 kat direncli olan suslara
kiyasla ayn1 yolaga ait DEG sayisinin arttig1 tespit edilmistir. Bu da direng seviyesinin artisi ile
birlikte daha giiclii bir transkriptomik yanit verildigini gostermektedir. Bunlarin yani sira
antibiyotik direngli suslarda ampisilin varliginda karbon metabolizmasi ile iligkili yolaklardaki
gen ifadelerinin anlamli bir sekilde degistigi tespit edilmistir. Dolayisiyla karbon

metabolizmasindaki degisikliklerin antibiyotik direncine katkida bulundugu diistiniilmiistiir.

Mutasyonlarin ortaya ¢ikmasi dogada her zaman ve her daim olacaktir. Bunun
engellenmesi miimkiin degildir. Zengin besiyerinde bir kimyasal mevcut degilken bile
mutasyonlar meydana gelmektedir. Dezenfektanlar, metaller yada antibiyotikler mutasyon
oranini arttirmakla birlikte direncli bakterilerin se¢iliminde birer aracidir. Hayat devam ettigi
stirece genomik degisimler de devam edecektir. Bakteriler zaman igerisinde onlara karsi
kullanilmak iizere gelistirilen her silaha kars1 savunma 6zellikleri kazanacaktir. Ancak bu siireci
yavaglatmak ve miimkiin oldugu kadar zaman kazanmak insanoglunun elindedir. Bu amagla
yapilan calismalar ile elimizdeki silahlar1 daha uzun siire kullanabilir ya da daha uzun siire

kullanabilecegimiz silahlar gelistirebiliriz.
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EK Tablo 1. E. coli W3110-10 Susunda Tespit Edilen DEG'ler

EKLER

# ifade Gen ID FC FDR | logfFC | P Degeri Gen
1 Artis | gene:BAA15156 | 130.77 | 0.0000 | 7.03 | 0.0000 gadC
2 Artis | gene:BAA15163 | 114.93 | 0.0000 | 6.84 0.0000 gadB
3 Artis | gene:BAE77777 | 82.07 | 0.0000 | 6.36 | 0.0000 gadA
4 Artis | gene:BAB96644 | 57.81 | 0.0037 | 5.85 | 0.0009 leul
5 Artis | gene:BAE77782 | 46.73 | 0.0000 | 5.55 0.0000 gadE
6 Artis | gene:BAA15251 | 37.34 | 0.0317 | 5.22 | 0.0101 stfQ
7 Artis | gene:BAE76078 | 37.29 | 0.0347 | 5.22 | 0.0112 ykgK
8 Artis | gene:BAE76504 | 33.47 | 0.0446 | 5.06 | 0.0151 ydiN
9 Artis | gene:BAA15222 | 33.29 | 0.0000 | 5.06 | 0.0000 marB
10 | Artis | gene:BAA14791 | 28.93 | 0.0000 | 4.85 0.0000 yciG
11 | Artis | gene:BAE76387 | 28.13 | 0.0000 | 4.81 | 0.0000 ymgB
12 | Artis | gene:BAA35925 | 22.98 | 0.0000 | 4.52 0.0000 ycfl
13 | Artis | gene:BAE76458 | 22.71 | 0.0000 | 4.51 | 0.0000 IsrG
14 | Artis | gene:BAA15221 | 20.59 | 0.0000 | 4.36 | 0.0000 marA
15 | Artis | gene:BAE77781 | 20.43 | 0.0000 | 4.35 | 0.0000 mdtE
16 | Artis | gene:BAA15220 | 18.80 | 0.0000 | 4.23 0.0000 marR
17 | Artis | gene:BAE76069 | 18.22 | 0.0002 | 4.19 0.0000 yags
18 | Artis | gene:BAE77780 | 17.88 | 0.0000 | 4.16 | 0.0000 mdtF
19 | Artis | gene:BAA35737 | 17.26 | 0.0000 | 4.11 | 0.0000 hyaA
20 | Artis | gene:BAA14798 | 16.93 | 0.0000 | 4.08 | 0.0000 trpD
21 | Artis | gene:BAE76265 | 16.70 | 0.0000 | 4.06 0.0000 ybaT
22 | Artis | gene:BAA35415 | 15.61 | 0.0000 | 3.96 0.0000 ybgS
23 | Artis | gene:BAA35738 | 15.48 | 0.0000 | 3.95 | 0.0000 hyaB
24 | Artis | gene:BAE77199 | 14.91 | 0.0000 | 3.90 0.0000 yhbO
25 | Artis | gene:BAE76264 | 14.77 | 0.0000 | 3.88 | 0.0000 ybas
26 | Artis | gene:BAE78188 | 14.41 | 0.0000 | 3.85 | 0.0000 aidB
27 | Artis | gene:BAA35740 | 14.24 | 0.0000 | 3.83 | 0.0000 hyaD
28 | Artis | gene:BAE77035 | 13.66 | 0.0000 | 3.77 | 0.0000 yghK
29 | Artis | gene:BAA15202 | 13.18 | 0.0000 | 3.72 0.0000 IsrD
30 | Artis | gene:BAA35265 | 12.94 | 0.0000 | 3.69 | 0.0000 crcA
31 | Artis | gene:BAE76457 | 12.48 | 0.0000 | 3.64 | 0.0000 IsrF
32 | Artis | gene:BAA15226 | 12.17 | 0.0000 | 3.61 | 0.0000 ydel
33 | Artis | gene:BAE77062 | 11.70 | 0.0000 | 3.55 | 0.0000 yghA
34 | Artis | gene:BAE76881 | 11.56 | 0.0000 | 3.53 | 0.0000 ygdl
35 | Artis | gene:BAE76581 | 11.44 | 0,0000 | 3.52 | 0.0000 yegP
36 | Artis | gene:BAE76453 | 11.40 | 0.0000 | 3.51 | 0.0000 bdm
37 | Artis | gene:BAE77783 | 11.13 | 0.0000 | 3.48 | 0.0000 hdeD
38 | Artis | gene:BAE76456 | 11.09 | 0.0000 | 3.47 | 0.0000 IsrB
39 | Artis | gene:BAE76235 | 10.55 | 0.0000 | 3.40 | 0.0000 ybaA
40 | Artis | gene:BAA15200 | 10.36 | 0.0000 | 3.37 | 0.0000 ego
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# ifade Gen ID FC FDR | logfC | P Degeri Gen

41 | Artis | gene:BAE77036 | 10.35 | 0.0000 | 3.37 | 0.0000 glcB
42 | Artis | gene:BAE77784 | 10.25 | 0.0000 | 3.36 0.0000 hdeA
43 | Artis | gene:BAE77803 | 10.21 | 0.0000 | 3.35 | 0.0000 yhiM
44 | Artis | gene:BAA35889 | 10.14 | 0.0029 | 3.34 | 0.0007 flgl

45 | Artis | gene:BAE78070 | 10.11 | 0.0000 | 3.34 | 0.0000 yjcH
46 | Artis | gene:BAA77888 | 10.04 | 0.0331 | 3.33 | 0.0106 yafF
47 | Artis | gene:BAA15201 | 9.98 | 0.0000 | 3.32 | 0.0000 IsrC
48 | Artis | gene:BAA16525 | 9.96 | 0.0000 | 3.32 | 0.0000 gabT
49 | Artis | gene:BAE76839 | 9.83 | 0.0000 | 3.30 | 0.0000 cysH
50 | Artis | gene:BAE76160 | 9.69 | 0.0000 | 3.28 | 0.0000 yaiY
51 | Artis | gene:BAA16340 | 9.60 | 0.0000 | 3.26 | 0.0000 tktB

52 | Artis | gene:BAA16275 | 9.20 | 0.0402 | 3.20 | 0.0134 XapA
53 | Artis | gene:BAA35711 | 9.09 | 0.0000 | 3.18 0.0000 rmf

54 | Artis | gene:BAE77786 | 9.04 | 0.0000 | 3.18 | 0.0000 yhiD
55 | Artis | gene:BAE76709 | 8.94 | 0.0000 | 3.16 | 0.0000 ypeC
56 | Artis | gene:BAE77788 | 8.48 | 0.0000 | 3.08 | 0.0000 slp

57 | Artis | gene:BAE76068 | 8.35 | 0.0000 | 3.06 | 0.0000 yagR
58 | Artis | gene:BAA35739 | 831 |0.0103 | 3.05 | 0.0028 hyaC
59 | Artis | gene:BAA35743 | 8.17 | 0.0000 | 3.03 | 0.0000 appC
60 | Artis | gene:BAA15191 | 8.08 | 0.0000 | 3.01 | 0.0000 ydeV
61 | Artis | gene:BAA16421 | 8.06 | 0.0000 | 3.01 0.0000 hscB
62 | Artis | gene:BAA35238 | 8.03 | 0.0000 | 3.00 | 0.0000 ybdR
63 | Artis | gene:BAA35448 | 7.99 | 0.0000 | 3.00 | 0.0000 ybhO
64 | Artis | gene:BAE77785 | 7.90 | 0.0000 | 2.98 0.0000 hdeB
65 | Artis | gene:BAE77037 | 7.75 | 0.0000 | 2.95 | 0.0000 glcG
66 | Artis | gene:BAA14828 | 7.49 | 0.0000 | 2.90 | 0.0000 acnA
67 | Artis | gene:BAA15982 | 7.44 | 0.0000 | 2.90 | 0.0000 yeiR
68 | Artis | gene:BAE77778 | 7.41 | 0.0000 | 2.89 | 0.0000 gadX
69 | Artis | gene:BAA15513 | 7.33 | 0.0000 | 2.87 | 0.0000 katE
70 | Artis | gene:BAE77787 | 7.30 | 0.0000 | 2.87 | 0.0000 yhiF
71 | Artis | gene:BAE76721 | 7.14 | 0.0000 | 2.84 | 0.0000 ypfG
72 | Artis | gene:BAE76489 | 7.13 | 0.0000 | 2.83 | 0.0000 sodC
73 | Artis | gene:BAE77039 | 7.03 | 0.0000 | 2.81 | 0.0000 glcE
74 | Artis | gene:BAE76339 | 6.87 | 0.0000 | 2.78 0.0000 appY
75 | Artis | gene:BAA14790 | 6.79 | 0.0000 | 2.76 | 0.0000 yCiF

76 | Artis | gene:BAE78047 | 6.76 | 0.0000 | 2.76 0.0000 yjbJ

77 | Artis | gene:BAE78109 | 6.72 | 0.0000 | 2.75 | 0.0000 phnB
78 | Artis | gene:BAA15899 | 6.69 | 0.0003 | 2.74 0.0001 wzxC
79 | Artis | gene:BAA77891 | 6.46 | 0.0000 | 2.69 0.0000 fadE
80 Artis | gene:BAE78364 6.41 0.0000 | 2.68 0.0000 osmY
81 | Artis | gene:BAE77006 | 6.32 | 0.0000 | 2.66 | 0.0000 galP
82 | Artis | gene:BAE76576 | 6.27 | 0.0001 | 2.65 | 0.0000 wza

83 | Artis | gene:BAA77933 | 6.26 | 0.0001 | 2.65 | 0.0000 yagA
84 | Artis | gene:BAA16524 | 6.21 | 0.0000 | 2.63 | 0.0000 gabD
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85 | Artis | gene:BAA35772 | 6.20 | 0.0000 | 2.63 0.0000 ymdF
86 | Artis | gene:BAE76584 | 6.11 | 0.0000 | 2.61 0.0000 fbaB
87 | Artis | gene:BAE78293 | 5.95 | 0.0007 | 2.57 0.0001 sgcA
88 | Artis | gene:BAA15227 | 5.90 | 0.0000 | 2.56 | 0.0000 ydeJ
89 | Artis | gene:BAA36006 | 5.81 | 0.0000 | 2.54 | 0.0000 ymgG
90 | Artis | gene:BAA15105 | 5.79 | 0.0000 | 2.53 0.0000 narZ
91 | Artis | gene:BAE77705 | 5.79 | 0.0000 | 2.53 0.0000 aldB
92 | Artis | gene:BAE76516 | 5.78 | 0.0000 | 2.53 0.0000 astB
93 | Artis | gene:BAA35562 | 5.75 | 0.0000 | 2.52 0.0000 nfsA
94 | Artis | gene:BAE76115 | 5.75 | 0.0196 | 2.52 0.0058 prpC
95 | Artis | gene:BAA15794 | 5.71 | 0.0000 | 2.51 0.0000 hchA
96 | Artis | gene:BAA15103 | 5.69 | 0.0007 | 2.51 0.0001 narW
97 | Artis | gene:BAA16526 | 5.68 | 0.0000 | 2.51 0.0000 gabP
98 | Artis | gene:BAA15995 | 5.62 | 0.0000 | 2.49 0.0000 alkB
99 | Artis | gene:BAA14837 | 5.62 | 0.0000 | 2.49 0.0000 osmB
100 | Artis | gene:BAE78365 | 5.62 | 0.0000 | 2.49 0.0000 ytiA
101 | Artis | gene:BAE76612 | 5.61 | 0.0000 | 2.49 0.0000 yohC
102 | Artis | gene:BAE77206 | 5.59 | 0.0000 | 2.48 | 0.0000 yhbW
103 | Artis | gene:BAA35742 | 5.54 | 0.0000 | 2.47 0.0000 hyaF
104 | Artis | gene:BAA16423 | 5.49 | 0.0000 | 2.46 | 0.0000 iscU
105 | Artis | gene:BAA35585 | 5.46 | 0.0000 | 2.45 0.0000 poxB
106 | Artis | gene:BAA15457 | 5.44 | 0.0000 | 2.44 0.0000 sufs
107 | Artis | gene:BAE76772 | 5.43 | 0.0345 | 2.44 | 0.0111 yiT
108 | Artis | gene:BAA16521 | 5.40 | 0.0000 | 2.43 0.0000 ygaF
109 | Artis | gene:BAA16424 | 5.39 | 0.0000 | 2.43 0.0000 iscS
110 | Artis | gene:BAE76067 | 5.37 | 0.0003 | 2.43 0.0001 yagQ
111 | Artis | gene:BAE78094 | 5.37 | 0.0000 | 2.43 0.0000 yjdP
112 | Artis | gene:BAE78017 | 5.29 | 0.0000 | 2.40 | 0.0000 aceA
113 | Artis | gene:BAE77847 | 5.21 | 0.0000 | 2.38 | 0.0000 yrhB
114 | Artis | gene:BAA15717 | 5.19 | 0.0000 | 2.38 | 0.0000 otsA
115 | Artis | gene:BAA14876 | 5.14 | 0.0259 | 2.36 0.0080 pspD
116 | Artis | gene:BAA15250 | 5.13 | 0.0447 | 2.36 | 0.0151 tfaQ
117 | Artis | gene:BAE76298 | 5.12 | 0.0173 | 2.36 | 0.0050 ybcF
118 | Artis | gene:BAA15400 | 5.10 | 0.0000 | 2.35 0.0000 ydhA
119 | Artis | gene:BAE76779 | 5.08 | 0.0000 | 2.34 | 0.0000 ygaT
120 | Artis | gene:BAE76840 | 5.05 | 0.0000 | 2.34 0.0000 cysl
121 | Artis | gene:BAE78071 | 4.98 | 0.0000 | 2.32 0.0000 acs
122 | Artis | gene:BAE78028 | 4.96 | 0.0000 | 2.31 0.0000 yjbE
123 | Artis | gene:BAA14789 | 4.96 | 0.0000 | 2.31 0.0000 yCiE
124 | Artis | gene:BAE77560 | 4.90 | 0.0000 | 2.29 0.0000 pstS
125 | Artis | gene:BAE77779 | 4.89 | 0.0000 | 2.29 0.0000 gadwW
126 | Artis | gene:BAE77458 | 4.89 | 0.0000 | 2.29 0.0000 fadA
127 | Artis | gene:BAE77069 | 4.88 | 0.0000 | 2.29 0.0000 dkgA
128 | Artis | gene:BAA15906 | 4.88 | 0.0136 | 2.29 0.0038 wcal
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129 | Artis | gene:BAA15718 | 4.87 | 0.0000 | 2.29 0.0000 otsB
130 | Artis | gene:BAE76517 | 4.87 | 0.0000 | 2.28 | 0.0000 astA
131 | Artis | gene:BAE77472 | 4.85 | 0.0000 | 2.28 | 0.0000 metE
132 | Artis | gene:BAE78357 | 4.83 | 0.0000 | 2.27 0.0000 fhuF
133 | Artis | gene:BAA15905 | 4.80 | 0.0025 | 2.26 | 0.0006 cpsB
134 | Artis | gene:BAA36142 | 4.79 | 0.0000 | 2.26 | 0.0000 cbpA
135 | Artis | gene:BAA15456 | 4.76 | 0.0000 | 2.25 0.0000 sufD
136 | Artis | gene:BAA15908 | 4.75 | 0.0006 | 2.25 0.0001 fel
137 | Artis | gene:BAE76827 | 4.73 | 0.0000 | 2.24 | 0.0000 cysC
138 | Artis | gene:BAE76501 | 4.70 | 0.0000 | 2.23 0.0000 ydiH
139 | Artis | gene:BAA35358 | 4.70 | 0.0000 | 2.23 0.0000 ybfA
140 | Artis | gene:BAE77038 | 4.67 | 0.0000 | 2.22 0.0000 glcF
141 | Artis | gene:BAA15192 | 4.67 | 0.0000 | 2.22 0.0000 ydeW
142 | Artis | gene:BAA16339 | 4.61 | 0.0000 | 2.21 0.0000 talA
143 | Artis | gene:BAE76109 | 4.54 | 0.0126 | 2.18 | 0.0035 yahl
144 | Artis | gene:BAA35744 | 4.54 | 0.0000 | 2.18 | 0.0000 appB
145 | Artis | gene:BAE78367 | 4.50 | 0.0000 | 2.17 0.0000 i
146 | Artis | gene:BAE77627 | 4.46 | 0.0000 | 2.16 | 0.0000 uhpT
147 | Artis | gene:BAA16296 | 4.46 | 0.0002 | 2.16 | 0.0000 cysA
148 | Artis | gene:BAE78018 | 4.44 | 0.0000 | 2.15 0.0000 acek
149 | Artis | gene:BAA14956 | 4.43 | 0.0000 | 2.15 0.0000 sieB
150 | Artis | gene:BAE76484 | 4.42 | 0.0000 | 2.14 | 0.0000 ydgT
151 | Artis | gene:BAA15104 | 4.38 | 0.0000 | 2.13 0.0000 narY
152 | Artis | gene:BAA16506 | 4.37 | 0.0000 | 2.13 0.0000 yfiu
153 | Artis | gene:BAA15454 | 4.31 | 0.0000 | 2.11 0.0000 sufB
154 | Artis | gene:BAE77775 | 4.31 | 0.0000 | 2.11 0.0000 treF
155 | Artis | gene:BAA36141 | 4.30 | 0.0000 | 2.10 | 0.0000 cbpM
156 | Artis | gene:BAA15455 | 4.30 | 0.0000 | 2.10 | 0.0000 sufC
157 | Artis | gene:BAA14875 | 4.29 | 0.0000 | 2.10 0.0000 pspC
158 | Artis | gene:BAA15939 | 4.25 | 0.0000 | 2.09 0.0000 yegs
159 | Artis | gene:BAB96614 | 4.24 | 0.0000 | 2.08 | 0.0000 kefF
160 | Artis | gene:BAA15538 | 4.24 | 0.0000 | 2.08 | 0.0000 astD
161 | Artis | gene:BAE78069 | 4.17 | 0.0000 | 2.06 | 0.0000 actP
162 | Artis | gene:BAA14984 | 4.14 | 0.0000 | 2.05 0.0000 hslJ
163 | Artis | gene:BAE76123 | 4.14 | 0.0202 | 2.05 0.0060 cynX
164 | Artis | gene:BAA35360 | 4.11 | 0.0058 | 2.04 | 0.0015 ybfB
165 | Artis | gene:BAA35486 | 4.03 0.0000 | 2.01 0.0000 ompX
166 | Artis | gene:BAE76233 | 4.03 | 0.0000 | 2.01 0.0000 ybaY
167 | Artis | gene:BAE76555 | 4.00 | 0.0000 | 2.00 | 0.0000 yedP
168 | Artis | gene:BAE76864 | 3.99 | 0.0000 | 2.00 | 0.0000 yqcC
169 | Artis | gene:BAE77695 | 3.98 | 0.0224 | 1.99 0.0067 yibl
170 | Artis | gene:BAE78151 | 3.97 | 0.0000 | 1.99 0.0000 ecnB
171 | Artis | gene:BAA15126 | 3.97 | 0.0000 | 1.99 0.0000 adhP
172 | Artis | gene:BAE76055 | 3.97 | 0.0000 | 1.99 0.0000 yagH
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173 | Artis | gene:BAA16207 | 3.92 | 0.0000 | 1.97 | 0.0000 yfdC
174 | Artis | gene:BAE78306 | 3.92 | 0.0000 | 1.97 0.0000 fimE
175 | Artis | gene:BAA35449 | 3.90 | 0.0000 | 1.96 | 0.0000 ybhP
176 | Artis | gene:BAE77123 | 3.87 | 0.0000 | 1.95 | 0.0000 ygjG
177 | Artis | gene:BAA15840 | 3.87 | 0.0000 | 1.95 0.0000 yeeD
178 | Artis | gene:BAA15128 | 3.84 | 0.0000 | 1.94 0.0000 osmC
179 | Artis | gene:BAA35745 | 3.82 | 0.0000 | 1.93 | 0.0000 appA
180 | Artis | gene:BAA35540 | 3.82 | 0.0000 | 1.93 | 0.0000 ylil
181 | Artis | gene:BAE76595 | 3.79 | 0.0064 | 1.92 | 0.0016 yehl
182 | Artis | gene:BAE76054 | 3.79 | 0.0014 | 1.92 0.0003 yagG
183 | Artis | gene:BAA15978 | 3.78 | 0.0000 | 1.92 | 0.0000 fruB
184 | Artis | gene:BAE77251 | 3.77 | 0.0000 | 1.91 | 0.0000 yrblL
185 | Artis | gene:BAA77897 | 3.74 | 0.0000 | 1.90 | 0.0000 yafl
186 | Artis | gene:BAE76515 | 3.73 | 0.0000 | 1.90 | 0.0000 astE
187 | Artis | gene:BAE77352 | 3.72 | 0.0000 | 1.89 0.0000 argB
188 | Artis | gene:BAA36140 | 3.71 | 0.0288 | 1.89 | 0.0091 torD
189 | Artis | gene:BAE76094 | 3.70 | 0.0000 | 1.89 | 0.0000 betA
190 | Artis | gene:BAE76603 | 3.68 | 0.0000 | 1.88 | 0.0000 mirA
191 | Artis | gene:BAE78096 | 3.67 | 0.0007 | 1.88 | 0.0001 phnO
192 | Artis | gene:BAE78311 | 3.64 | 0.0000 | 1.86 | 0.0000 fimF
193 | Artis | gene:BAA16321 | 3.62 | 0.0214 | 1.86 | 0.0064 yffl
194 | Artis | gene:BAE76381 | 3.61 | 0.0013 | 1.85 0.0003 ymfs
195 | Artis | gene:BAE76557 | 3.58 | 0.0003 | 1.84 | 0.0001 yedR
196 | Artis | gene:BAE76541 | 3.58 | 0.0000 | 1.84 | 0.0000 yebV
197 | Artis | gene:BAE76223 | 3.58 | 0.0000 | 1.84 | 0.0000 ybaW
198 | Artis | gene:BAA35801 | 3.58 | 0.0000 | 1.84 | 0.0000 phoH
199 | Artis | gene:BAE78292 | 3.58 | 0.0159 | 1.84 0.0045 sgcE
200 | Artis | gene:BAA35715 | 3.54 | 0.0000 | 1.82 | 0.0000 ompA
201 | Artis | gene:BAA35561 | 3.52 | 0.0000 | 1.82 | 0.0000 ybjC
202 | Artis | gene:BAE78283 | 3.52 | 0.0120 | 1.82 | 0.0033 fecR
203 | Artis | gene:BAE76433 | 3.49 | 0.0183 | 1.80 | 0.0053 mokB
204 | Artis | gene:BAE77747 | 3.47 | 0.0000 | 1.79 | 0.0000 yhjY
205 | Artis | gene:BAA15913 | 3.45 | 0.0003 | 1.79 | 0.0001 wzc
206 | Artis | gene:BAA35359 | 3.44 | 0.0000 | 1.78 | 0.0000 rhsC
207 | Artis | gene:BAA16056 | 3.44 | 0.0000 | 1.78 | 0.0000 inaA
208 | Artis | gene:BAE78200 | 3.42 | 0.0000 | 1.77 | 0.0000 yifY
209 | Artis | gene:BAA16425 | 3.40 | 0.0000 | 1.76 | 0.0000 iscR
210 | Artis | gene:BAE77696 | 3.39 | 0.0002 | 1.76 0.0000 yibH
211 | Artis | gene:BAE77473 | 3.37 | 0.0000 | 1.75 | 0.0000 metR
212 | Artis | gene:BAA35836 | 3.37 | 0.0000 | 1.75 | 0.0000 ymdC
213 | Artis | gene:BAE78059 | 3.36 | 0.0000 | 1.75 | 0.0000 yjbR
214 | Artis | gene:BAA15622 | 3.35 | 0.0000 | 1.75 | 0.0000 yoaD
215 | Artis | gene:BAE78062 | 3.35 | 0.0005 | 1.74 | 0.0001 yjcB
216 | Artis | gene:BAE76263 | 3.33 | 0.0000 | 1.73 | 0.0000 copA
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217 | Artis | gene:BAA15453 | 3.32 | 0.0000 | 1.73 0.0000 SUfA
218 | Artis | gene:BAA35366 | 3.29 | 0.0000 | 1.72 0.0000 ybgA
219 | Artis | gene:BAE76452 | 3.29 | 0.0000 | 1.72 0.0000 sra
220 | Artis | gene:BAE76070 | 3.28 | 0.0452 | 1.72 0.0153 yagT
221 | Artis | gene:BAE76179 | 3.27 | 0.0000 | 1.71 0.0000 phoB
222 | Artis | gene:BAE76783 | 3.26 | 0.0114 | 1.70 | 0.0031 ygaX
223 | Artis | gene:BAE78312 | 3.25 | 0.0000 | 1.70 0.0000 fimG
224 | Artis | gene:BAE77005 | 3.25 | 0.0000 | 1.70 | 0.0000 metK
225 | Artis | gene:BAB96641 | 3.23 | 0.0006 | 1.69 0.0001 leuC
226 | Artis | gene:BAA15909 | 3.23 | 0.0011 | 1.69 0.0002 gmd
227 | Artis | gene:BAE76531 | 3.23 | 0.0000 | 1.69 0.0000 yeaQ
228 | Artis | gene:BAE76446 | 3.22 | 0.0000 | 1.69 0.0000 yncG
229 | Artis | gene:BAE76614 | 3.22 | 0.0000 | 1.69 0.0000 yohF
230 | Artis | gene:BAA14950 | 3.19 | 0.0106 | 1.67 0.0029 recE
231 | Artis | gene:BAA14793 | 3.16 | 0.0000 | 1.66 0.0000 trpB
232 | Artis | gene:BAE78366 | 3.15 | 0.0000 | 1.65 0.0000 yiju
233 | Artis | gene:BAA16139 | 3.13 | 0.0000 | 1.65 0.0000 yfcG
234 | Artis | gene:BAE76673 | 3.12 | 0.0000 | 1.64 | 0.0000 yfbH
235 | Artis | gene:BAE76500 | 3.11 | 0.0000 | 1.64 | 0.0000 SufE
236 | Artis | gene:BAE77009 | 3.10 | 0.0000 | 1.63 0.0000 yggJ
237 | Artis | gene:BAA15102 | 3.09 | 0.0007 | 1.63 0.0001 narV
238 | Artis | gene:BAA15580 | 3.08 | 0.0000 | 1.62 0.0000 yeaG
239 | Artis | gene:BAE77080 | 3.06 | 0.0000 | 1.61 0.0000 ygiw
240 | Artis | gene:BAE76095 | 3.05 | 0.0000 | 1.61 0.0000 betB
241 | Artis | gene:BAE78329 | 3.05 | 0.0000 | 1.61 0.0000 yjiN
242 | Artis | gene:BAE76144 | 3.05 | 0.0024 | 1.61 0.0005 yaiP
243 | Artis | gene:BAA35470 | 3.03 | 0.0362 | 1.60 | 0.0118 ybiX
244 | Artis | gene:BAE76559 | 3.01 | 0.0000 | 1.59 0.0000 yedY
245 | Artis | gene:BAA35472 | 3.01 | 0.0000 | 1.59 0.0000 ybiM
246 | Artis | gene:BAA15475 | 3.01 | 0.0000 | 1.59 0.0000 ydiU
247 | Artis | gene:BAE78032 | 3.00 | 0.0000 | 1.58 0.0000 yjbA
248 | Artis | gene:BAA35447 | 3.00 | 0.0001 | 1.58 | 0.0000 ybhN
249 | Artis | gene:BAE76428 | 3.00 | 0.0000 | 1.58 0.0000 paak
250 | Artis | gene:BAA35353 | 2.99 | 0.0011 | 1.58 | 0.0002 kdpC
251 | Artis | gene:BAA16527 | 2.98 | 0.0000 | 1.58 | 0.0000 csiR
252 | Artis | gene:BAE76386 | 2.97 | 0.0033 | 1.57 0.0008 ymgA
253 | Artis | gene:BAA16422 | 2.97 | 0.0000 | 1.57 0.0000 iscA
254 | Artis | gene:BAE78310 | 2.97 | 0.0000 | 1.57 0.0000 fimbD
255 | Artis | gene:BAE78266 | 2.96 | 0.0000 | 1.57 0.0000 yigB
256 | Artis | gene:BAA77927 | 2.96 | 0.0002 | 1.56 | 0.0000 ykfC
257 | Artis | gene:BAE77457 | 2.95 | 0.0000 | 1.56 0.0000 fadB
258 | Artis | gene:BAB96727 | 2.95 | 0.0041 | 1.56 0.0010 fhuC
259 | Artis | gene:BAA15688 | 2.95 | 0.0053 | 1.56 | 0.0013 flnA
260 | Artis | gene:BAA35850 | 2.94 | 0.0000 | 1.56 | 0.0000 msyB
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261 | Artis | gene:BAA35851 | 2.93 | 0.0000 | 1.55 0.0000 mdtG
262 | Artis | gene:BAA15044 | 2.92 | 0.0005 | 1.55 0.0001 trg
263 | Artis | gene:BAA14946 | 2.90 | 0.0000 | 1.54 | 0.0000 dbpA
264 | Artis | gene:BAA15977 | 2.90 | 0.0000 | 1.54 0.0000 fruk
265 | Artis | gene:BAA15776 | 2.90 | 0.0000 | 1.53 0.0000 rcsA
266 | Artis | gene:BAA16320 | 2.89 | 0.0064 | 1.53 0.0016 yfeG
267 | Artis | gene:BAA35468 | 2.89 | 0.0000 | 1.53 0.0000 ybiJ
268 | Artis | gene:BAE78187 | 2.88 | 0.0278 | 1.53 0.0087 yifC
269 | Artis | gene:BAA15933 | 2.88 | 0.0015 | 1.53 0.0003 mdtD
270 | Artis | gene:BAA35835 | 2.85 | 0.0000 | 1.51 0.0000 ymdB
271 | Artis | gene:BAA35639 | 2.84 | 0.0000 | 1.51 0.0000 focA
272 | Artis | gene:BAE77740 | 2.84 | 0.0000 | 1.51 0.0000 yiaG
273 | Artis | gene:BAA14839 | 2.84 | 0.0000 | 1.50 | 0.0000 gmr
274 | Artis | gene:BAE78228 | 2.83 | 0.0000 | 1.50 0.0000 ytfQ
275 | Artis | gene:BAA15087 | 2.83 | 0.0127 | 1.50 | 0.0035 rhsE
276 | Artis | gene:BAA15154 | 2.81 | 0.0001 | 1.49 0.0000 dos
277 | Artis | gene:BAE77562 | 2.81 | 0.0021 | 1.49 0.0005 pstA
278 | Artis | gene:BAE76347 | 2.80 | 0.0027 | 1.49 0.0006 fepB
279 | Artis | gene:BAE77198 | 2.80 | 0.0093 | 1.49 0.0025 yraR
280 | Artis | gene:BAE76266 | 2.80 | 0.0000 | 1.49 0.0000 cueR
281 | Artis | gene:BAE77471 | 2.80 | 0.0000 | 1.48 | 0.0000 ySgA
282 | Artis | gene:BAE77800 | 2.80 | 0.0145 | 1.48 | 0.0041 yhio
283 | Artis | gene:BAA35201 | 2.80 | 0.0006 | 1.48 | 0.0001 ybcH
284 | Artis | gene:BAE76560 | 2.79 | 0.0007 | 1.48 | 0.0001 yedZ
285 | Artis | gene:BAA36005 | 2.78 | 0.0000 | 1.48 | 0.0000 ymgD
286 | Artis | gene:BAA16420 | 2.78 | 0.0000 | 1.48 | 0.0000 hscA
287 | Artis | gene:BAA35455 | 2.77 | 0.0000 | 1.47 0.0000 ybhG
288 | Artis | gene:BAE78260 | 2.76 | 0.0000 | 1.47 0.0000 yigR
289 | Artis | gene:BAA15142 | 2.76 | 0.0007 | 1.47 0.0001 ddpA
290 | Artis | gene:BAA77901 | 2.75 | 0.0000 | 1.46 | 0.0000 dinB
291 | Artis | gene:BAA16536 | 2.74 | 0.0000 | 1.45 0.0000 ygaC
292 | Artis | gene:BAE76149 | 2.72 | 0.0472 | 1.45 0.0162 tauD
293 | Artis | gene:BAA36135 | 2.71 | 0.0006 | 1.44 | 0.0001 torS
294 | Artis | gene:BAE76385 | 2.70 | 0.0028 | 1.43 0.0007 ycgZ
295 | Artis | gene:BAE77426 | 2.69 | 0.0464 | 1.43 0.0159 yihV
296 | Artis | gene:BAA77890 | 2.68 | 0.0000 | 1.42 0.0000 ivy
297 | Artis | gene:BAE77845 | 2.68 | 0.0000 | 1.42 0.0000 yhhA
298 | Artis | gene:BAE76165 | 2.67 | 0.0000 | 1.41 0.0000 psiF
299 | Artis | gene:BAE77955 | 2.66 | 0.0000 | 1.41 0.0000 bfr
300 | Artis | gene:BAE76275 | 2.66 | 0.0000 | 1.41 0.0000 ybbP
301 | Artis | gene:BAA35269 | 2.65 | 0.0496 | 1.41 0.0173 ybeM
302 | Artis | gene:BAE77729 | 2.65 |0.0023 | 1.40 | 0.0005 xylB
303 | Artis | gene:BAA35629 | 2.64 | 0.0000 | 1.40 | 0.0000 ycaC
304 | Artis | gene:BAE78052 | 2.63 | 0.0003 | 1.40 | 0.0001 yjbO
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305 | Artis | gene:BAA35830 | 2.63 | 0.0006 | 1.39 0.0001 csgD
306 | Artis | gene:BAA16092 | 2.62 | 0.0000 | 1.39 0.0000 menF
307 | Artis | gene:BAE77151 | 2.62 | 0.0027 | 1.39 0.0006 yqjF
308 | Artis | gene:BAA35474 | 2.62 | 0.0000 | 1.39 0.0000 ybiO
309 | Artis | gene:BAA35849 | 2.62 | 0.0132 | 1.39 0.0037 yceK
310 | Artis | gene:BAA36043 | 2.61 | 0.0003 | 1.39 0.0001 ycgB
311 | Artis | gene:BAE77929 | 2.61 | 0.0001 | 1.38 0.0000 fic
312 | Artig | gene:BAA14902 | 2.61 | 0.0001 | 1.38 | 0.0000 yciX
313 | Artis | gene:BAE76849 | 2.61 |0.0331 | 1.38 | 0.0107 ygcU
314 | Artis | gene:BAE76287 | 2.60 | 0.0459 | 1.38 | 0.0156 glxR
315 | Artis | gene:BAA15118 | 2.60 | 0.0000 | 1.38 0.0000 narU
316 | Artis | gene:BAA77934 | 2.60 | 0.0001 | 1.38 | 0.0000 yagE
317 | Artis | gene:BAA35834 | 2.60 | 0.0421 | 1.38 | 0.0141 ymdA
318 | Artis | gene:BAE76731 | 2.60 |0.0299 | 1.38 | 0.0094 yphG
319 | Artis | gene:BAE77131 | 2.59 | 0.0000 | 1.37 0.0000 fadH
320 | Artis | gene:BAE77150 | 2.58 | 0.0000 | 1.37 0.0000 yqiK
321 | Artis | gene:BAA16429 | 2.58 | 0.0000 | 1.37 0.0000 csiE
322 | Artis | gene:BAA35377 | 2.57 |0.0000 | 1.36 | 0.0000 ybgl
323 | Artis | gene:BAA15539 | 2.57 |0.0000 | 1.36 | 0.0000 astC
324 | Artis | gene:BAA16414 | 2.56 | 0.0004 | 1.36 | 0.0001 yfhJ
325 | Artis | gene:BAA15374 | 2.56 | 0.0000 | 1.35 0.0000 add
326 | Artis | gene:BAE77617 | 2.55 | 0.0001 | 1.35 0.0000 yidH
327 | Artis | gene:BAE76183 | 2.55 | 0.0001 | 1.35 0.0000 malZ
328 | Artis | gene:BAA36075 | 2.54 | 0.0000 | 1.35 0.0000 chaB
329 | Artis | gene:BAA35367 | 2.54 | 0.0000 | 1.34 | 0.0000 phr
330 | Artis | gene:BAA15081 | 2.54 | 0.0000 | 1.34 | 0.0000 yncB
331 | Artis | gene:BAA14792 | 2.53 | 0.0000 | 1.34 | 0.0000 trpA
332 | Artis | gene:BAA15848 | 2.53 | 0.0003 | 1.34 | 0.0001 yeeY
333 | Artis | gene:BAB96589 | 2.52 | 0.0000 | 1.34 | 0.0000 dnak
334 | Artis | gene:BAE78284 | 2.52 | 0.0103 | 1.33 0.0028 fecl
335 | Artis | gene:BAA35891 | 2.51 | 0.0054 | 1.33 0.0013 flgk
336 | Artis | gene:BAA14794 | 2.51 | 0.0000 | 1.33 0.0000 trpC
337 | Artis | gene:BAA16297 | 2.51 | 0.0314 | 1.33 0.0100 cysW
338 | Artis | gene:BAA36067 | 2.50 | 0.0000 | 1.32 0.0000 lolB
339 | Artis | gene:BAA77861 | 2.50 | 0.0000 | 1.32 0.0000 IdcC
340 | Artis | gene:BAA15738 | 2.50 | 0.0008 | 1.32 0.0002 yecS
341 | Artis | gene:BAB96703 | 2.47 | 0.0000 | 1.31 0.0000 yadG
342 | Artis | gene:BAE77764 | 2.46 | 0.0000 | 1.30 0.0000 bcsC
343 | Artis | gene:BAA35581 | 2.46 | 0.0000 | 1.30 | 0.0000 ybjR
344 | Artig | gene:BAB96732 | 2.45 | 0.0000 | 1.29 0.0000 clcA
345 | Artis | gene:BAA16528 | 2.45 | 0.0000 | 1.29 0.0000 ygaU
346 | Artis | gene:BAB96617 | 2.45 | 0.0000 | 1.29 0.0000 apaH
347 | Artis | gene:BAA35221 | 2.43 | 0.0000 | 1.28 0.0000 ybdK
348 | Artis | gene:BAA15531 | 2.43 | 0.0000 | 1.28 | 0.0000 spy

139



# ifade Gen ID FC FDR | logfC | P Degeri Gen
349 | Artis | gene:BAA15210 | 2.43 | 0.0021 | 1.28 | 0.0005 ydeA
350 | Artis | gene:BAA16577 | 2.42 | 0.0129 | 1.28 | 0.0036 glgs
351 | Artis | gene:BAE76605 | 2.41 | 0.0000 | 1.27 | 0.0000 yehW
352 | Artis | gene:BAA15755 | 2.41 |0.0000 | 1.27 | 0.0000 amyA
353 | Artis | gene:BAE76554 | 2.40 | 0.0001 | 1.27 | 0.0000 yodD
354 | Artis | gene:BAE76135 | 2.40 | 0.0183 | 1.27 | 0.0053 mhpT
355 | Artis | gene:BAA36088 | 2.40 | 0.0001 | 1.26 | 0.0000 ychP
356 | Artis | gene:BAE77369 | 2.39 | 0.0140 | 1.26 | 0.0039 metF
357 | Artis | gene:BAA15901 | 2.39 |0.0123 | 1.26 | 0.0034 cpsG
358 | Artis | gene:BAE76590 | 2.39 | 0.0000 | 1.26 | 0.0000 yehE
359 | Artis | gene:BAA35484 | 2.38 | 0.0000 | 1.25 | 0.0000 dps
360 | Artis | gene:BAE76192 | 2.37 | 0.0000 | 1.25 | 0.0000 yajl
361 | Artis | gene:BAA36076 | 2.37 | 0.0000 | 1.24 | 0.0000 chaC
362 | Artis | gene:BAA35685 | 2.36 | 0.0445 | 1.24 0.0151 ssuB
363 | Artis | gene:BAE77846 | 2.36 | 0.0000 | 1.24 | 0.0000 ggt
364 | Artis | gene:BAA14924 | 2.35 | 0.0474 | 1.24 | 0.0163 insH
365 | Artis | gene:BAA16537 | 2.35 | 0.0000 | 1.23 | 0.0000 ygaM
366 | Artis | gene:BAE76880 | 2.35 | 0.0000 | 1.23 | 0.0000 gcvA
367 | Artis | gene:BAE76483 | 2.35 |0.0000 | 1.23 | 0.0000 bir
368 | Artis | gene:BAE77561 | 2.34 | 0.0056 | 1.23 | 0.0014 pstC
369 | Artis | gene:BAA15428 | 2.34 | 0.0000 | 1.23 | 0.0000 cfa
370 | Artis | gene:BAA35274 | 2.33 | 0.0000 | 1.22 | 0.0000 ybeD
371 | Artis | gene:BAE76648 | 2.33 | 0.0000 | 1.22 | 0.0000 rsuA
372 | Artis | gene:BAA16539 | 2.32 | 0.0305 | 1.21 0.0097 nrdE
373 | Artis | gene:BAE76863 | 2.30 | 0.0278 | 1.20 | 0.0087 yqcB
374 | Artis | gene:BAE78145 | 2.30 | 0.0000 | 1.20 0.0000 grol
375 | Artis | gene:BAE76551 | 2.30 | 0.0071 | 1.20 | 0.0019 yedK
376 | Artis | gene:BAA15585 | 2.30 | 0.0000 | 1.20 | 0.0000 yeaH
377 | Artis | gene:BAE77677 | 2.30 | 0.0101 | 1.20 | 0.0027 yibD
378 | Artis | gene:BAE77149 | 2.30 | 0.0000 | 1.20 | 0.0000 yqjE
379 | Artis | gene:BAA15996 | 2.29 | 0.0003 | 1.20 | 0.0001 ada
380 | Artis | gene:BAE77050 | 2.29 | 0.0000 | 1.20 | 0.0000 yghU
381 | Artis | gene:BAE76987 | 2.29 | 0.0006 | 1.19 | 0.0001 argO
382 | Artis | gene:BAA35255 | 2.28 | 0.0004 | 1.19 0.0001 CitA
383 | Artis | gene:BAE78313 | 2.28 | 0.0000 | 1.19 | 0.0000 fimH
384 | Artis | gene:BAA35595 | 2.27 | 0.0000 | 1.18 | 0.0000 ybjX
385 | Artis | gene:BAE76053 | 2.27 | 0.0000 | 1.18 | 0.0000 yagF
386 | Artis | gene:BAA14845 | 2.26 | 0.0062 | 1.18 | 0.0016 sapC
387 | Artis | gene:BAA16396 | 2.26 | 0.0002 | 1.18 | 0.0000 xseA
388 | Artis | gene:BAE76096 | 2.26 | 0.0000 | 1.18 | 0.0000 betl
389 | Artis | gene:BAB96590 | 2.25 | 0.0001 | 1.17 | 0.0000 dnaJ
390 | Artig | gene:BAE77122 | 2.25 | 0.0002 | 1.17 | 0.0000 aer
391 | Artis | gene:BAA16446 | 2.24 | 0.0000 | 1.17 0.0000 yphA
392 | Artis | gene:BAE78324 | 2.24 | 0.0002 | 1.16 | 0.0000 kptA
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393 | Artis | gene:BAE78229 | 2.24 | 0.0042 | 1.16 | 0.0010 ytfR
394 | Artis | gene:BAE78372 | 2.23 | 0.0000 | 1.16 | 0.0000 deoB
395 | Artis | gene:BAE78345 | 2.23 | 0.0040 | 1.16 | 0.0010 tsr
396 | Artis | gene:BAA35314 | 2.23 | 0.0000 | 1.16 | 0.0000 ybeY
397 | Artis | gene:BAE78031 | 2.23 | 0.0013 | 1.16 | 0.0003 yjbH
398 | Artis | gene:BAE78026 | 2.22 | 0.0000 | 1.15 | 0.0000 lysC
399 | Artis | gene:BAE78362 | 2.22 | 0.0015 | 1.15 | 0.0003 yijG
400 | Artis | gene:BAA15649 | 2.22 | 0.0005 | 1.15 | 0.0001 pphA
401 | Artis | gene:BAE77266 | 2.21 | 0.0002 | 1.15 | 0.0000 nanE
402 | Artis | gene:BAE77148 | 2.21 | 0.0000 | 1.14 | 0.0000 yqjD
403 | Artis | gene:BAE78240 | 2.21 |0.0001 | 1.14 | 0.0000 treR
404 | Artis | gene:BAE78058 | 2.20 | 0.0001 | 1.14 | 0.0000 yjbQ
405 | Artis | gene:BAA15155 | 2.20 | 0.0009 | 1.14 | 0.0002 yddV
406 | Artis | gene:BAA16563 | 2.20 | 0.0120 | 1.14 0.0033 mitB
407 | Artis | gene:BAA35315 | 2.19 | 0.0000 | 1.13 | 0.0000 ybeZ
408 | Artis | gene:BAE76828 | 2.19 |0.0070 | 1.13 | 0.0018 cysN
409 | Artis | gene:BAE76607 | 2.18 | 0.0045 | 1.12 | 0.0011 yehY
410 | Artis | gene:BAA15431 | 2.17 | 0.0000 | 1.12 | 0.0000 ydhQ
411 | Artis | gene:BAA35348 | 2.17 |0.0374 | 1.12 | 0.0123 potE
412 | Artis | gene:BAA35467 | 2.17 | 0.0000 | 1.12 | 0.0000 ybiC
413 | Artis | gene:BAA35872 | 2.17 | 0.0000 | 1.12 | 0.0000 grxB
414 | Artis | gene:BAE76786 | 2.17 |0.0189 | 1.12 | 0.0056 norR
415 | Artis | gene:BAA77928 | 2.17 |0.0317 | 1.12 | 0.0101 mmuP
416 | Artis | gene:BAE76391 | 2.17 | 0.0080 | 1.11 | 0.0021 ycgY
417 | Artis | gene:BAE77733 | 2.17 |0.0001 | 1.11 | 0.0000 ysaB
418 | Artis | gene:BAA16295 | 2.16 | 0.0057 | 1.11 | 0.0014 cysM
419 | Artis | gene:BAA15467 | 2.15 | 0.0473 | 1.11 | 0.0163 ydiR
420 | Artis | gene:BAA15739 | 2.15 |0.0002 | 1.11 | 0.0000 yedO
421 | Artis | gene:BAA16242 | 2.15 | 0.0430 | 1.10 | 0.0145 yfdE
422 | Artis | gene:BAA35569 | 2.15 | 0.0004 | 1.10 | 0.0001 ybjO
423 | Artis | gene:BAE78095 | 2.14 | 0.0163 | 1.10 | 0.0046 phnP
424 | Artis | gene:BAE76204 | 2.14 | 0.0000 | 1.10 | 0.0000 yajl
425 | Artis | gene:BAA35907 | 2.14 | 0.0001 | 1.10 | 0.0000 ycfH
426 | Artis | gene:BAA15073 | 2.14 | 0.0002 | 1.09 0.0000 ydcW
427 | Artis | gene:BAE77954 | 2.14 | 0.0396 | 1.09 | 0.0132 bfd
428 | Artis | gene:BAA15458 | 2.13 | 0.0001 | 1.09 0.0000 ynhG
429 | Artis | gene:BAA77882 | 2.13 | 0.0000 | 1.09 | 0.0000 mitD
430 | Artis | gene:BAE77119 | 2.13 | 0.0000 | 1.09 0.0000 ygjF
431 | Artis | gene:BAE78014 | 2.12 | 0.0041 | 1.09 | 0.0010 yjaB
432 | Artis | gene:BAA35731 | 2.11 |0.0001 | 1.08 | 0.0000 yccV
433 | Artis | gene:BAE76261 | 2.11 | 0.0010 | 1.07 0.0002 ybaP
434 | Artis | gene:BAE76274 | 2.10 | 0.0058 | 1.07 | 0.0015 ybbA
435 | Artis | gene:BAA36053 | 2.09 |0.0370 | 1.07 0.0122 ymgE
436 | Artis | gene:BAA15500 | 2.09 | 0.0000 | 1.07 | 0.0000 pfkB
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437 | Artis | gene:BAE76045 2.09 0.0002 | 1.06 0.0000 glnD
438 | Artis | gene:BAA35352 | 2.09 | 0.0003 | 1.06 | 0.0001 kdpD
439 | Artis | gene:BAE76460 | 2.08 | 0.0008 | 1.06 | 0.0002 yneE
440 | Artis | gene:BAA35727 | 2.08 | 0.0000 | 1.06 0.0000 helD
441 | Artis | gene:BAA77926 | 2.08 | 0.0010 | 1.06 | 0.0002 insO
442 | Artis | gene:BAE78016 | 2.08 | 0.0000 | 1.06 | 0.0000 aceB
443 | Artis | gene:BAA15473 | 2.08 | 0.0003 | 1.05 0.0001 aroH
444 | Artis | gene:BAA15652 | 2.07 | 0.0001 | 1.05 0.0000 yebE
445 | Artis | gene:BAA35230 | 2.07 | 0.0013 | 1.05 0.0003 ybdl
446 | Artis | gene:BAE76988 | 2.07 | 0.0000 | 1.05 0.0000 mscS
447 | Artis | gene:BAA15926 | 2.07 | 0.0016 | 1.05 0.0003 alkA
448 | Artis | gene:BAE76267 | 2.07 | 0.0005 | 1.05 0.0001 ybb)J
449 | Artis | gene:BAE76613 | 2.06 | 0.0000 | 1.05 0.0000 yohD
450 | Artis | gene:BAA36050 | 2.06 | 0.0026 | 1.04 | 0.0006 ldcA
451 | Artis | gene:BAE76184 | 2.06 | 0.0024 | 1.04 | 0.0005 yajB
452 | Artis | gene:BAE77443 | 2.06 | 0.0001 | 1.04 | 0.0000 yihl
453 | Artis | gene:BAE78220 | 2.05 | 0.0000 | 1.03 0.0000 msrA
454 | Artis | gene:BAA77880 | 2.04 | 0.0000 | 1.03 0.0000 yafD
455 | Artis | gene:BAE78153 | 2.03 | 0.0001 | 1.02 0.0000 blc
456 | Artis | gene:BAE78215 | 2.03 | 0.0001 | 1.02 0.0000 cysQ
457 | Artis | gene:BAA16384 | 2.03 | 0.0001 | 1.02 0.0000 hda
458 | Artis | gene:BAA16287 | 2.03 | 0.0002 | 1.02 0.0000 cysZ
459 | Artis | gene:BAA14982 | 2.02 | 0.0000 | 1.02 0.0000 ydbK
460 | Artis | gene:BAA15934 | 2.02 | 0.0313 | 1.01 0.0099 baeS
461 | Artis | gene:BAA14923 | 2.02 | 0.0002 | 1.01 0.0000 ynal
462 | Artis | gene:BAE76841 | 2.02 | 0.0249 | 1.01 0.0076 cysJ
463 | Artis | gene:BAE77323 | 2.02 | 0.0051 | 1.01 0.0013 nudC
464 | Artis | gene:BAE77819 | 2.02 | 0.0038 | 1.01 0.0009 yhhT
465 | Artis | gene:BAE77872 | 2.02 | 0.0097 | 1.01 0.0026 rtcA
466 | Artis | gene:BAE77152 | 2.01 | 0.0000 | 1.01 0.0000 yqjG
467 | Artis | gene:BAA36054 | 2.01 | 0.0003 | 1.01 0.0000 treA
468 | Artis | gene:BAE78309 | 2.01 | 0.0002 | 1.01 0.0000 fimC
469 | Artis | gene:BAA16076 | 2.01 | 0.0003 | 1.01 0.0001 yfbE
470 | Artis | gene:BAA35729 | 2.00 | 0.0048 | 1.00 0.0012 ycecT
471 | Azalis | gene:BAE77767 | -2.00 | 0.0000 | -1.00 | 0.0000 yhjl
472 | Azalis | gene:BAE77942 | -2.00 | 0.0000 | -1.00 | 0.0000 slyD
473 | Azally | gene:BAE76749 | -2.00 | 0.0001 | -1.00 0.0000 rpoE
474 | Azalls | gene:BAE76388 | -2.01 | 0.0027 | -1.01 | 0.0006 ymgF
475 | Azalis | gene:BAE77085 | -2.01 | 0.0001 | -1.01 | 0.0000 ygiN
476 | Azalis | gene:BAE77583 | -2.01 | 0.0001 | -1.01 | 0.0000 tnaB
477 | Azals | gene:BAE76658 | -2.01 | 0.0225 | -1.01 | 0.0068 ccmG
478 | Azalis | gene:BAA35968 | -2.02 | 0.0001 | -1.01 | 0.0000 lit
479 | Azalis | gene:BAA35388 | -2.02 | 0.0000 | -1.02 | 0.0000 sdhC
480 | Azalis | gene:BAA15735 | -2.02 | 0.0016 | -1.02 | 0.0004 yecF
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481 | Azalis | gene:BAA15625 | -2.02 | 0.0004 | -1.02 | 0.0001 manY
482 | Azalls | gene:BAA16209 | -2.03 | 0.0001 | -1.02 | 0.0000 yfdG
483 | Azally | gene:BAE77446 | -2.04 | 0.0025 | -1.03 | 0.0006 yihG
484 | Azalis | gene:BAE78173 | -2.04 | 0.0000 | -1.03 | 0.0000 hfq
485 | Azalis | gene:BAA35216 | -2.04 | 0.0051 | -1.03 | 0.0013 pheP
486 | Azalis | gene:BAE77340 | -2.05 | 0.0000 | -1.03 | 0.0000 tufB
487 | Azalis | gene:BAE77064 | -2.05 | 0.0071 | -1.04 | 0.0018 exbB
488 | Azalis | gene:BAA36008 | -2.05 | 0.0000 | -1.04 | 0.0000 minE
489 | Azalis | gene:BAA35307 | -2.05 | 0.0000 | -1.04 | 0.0000 gltl
490 | Azalls | gene:BAA15204 | -2.06 | 0.0012 | -1.04 | 0.0003 uxaB
491 | Azalis | gene:BAA35528 | -2.06 | 0.0173 | -1.04 | 0.0050 yliE
492 | Azalis | gene:BAA15877 | -2.06 | 0.0001 | -1.04 | 0.0000 wbbH
493 | Azalis | gene:BAA15805 | -2.06 | 0.0006 | -1.05 | 0.0001 chl
494 | Azals | gene:BAA16210 | -2.06 | 0.0003 | -1.05 | 0.0000 yfdH
495 | Azalis | gene:BAE76497 | -2.08 | 0.0185 | -1.05 | 0.0054 ydhW
496 | Azalis | gene:BAE77931 | -2.08 | 0.0042 | -1.05 | 0.0010 argD
497 | Azalis | gene:BAA35270 | -2.08 | 0.0000 | -1.06 | 0.0000 tatE
498 | Azalis | gene:BAE76110 | -2.09 | 0.0405 | -1.06 | 0.0135 yahM
499 | Azalis | gene:BAA15803 | -2.09 | 0.0000 | -1.06 | 0.0000 yeeN
500 | Azahs | gene:BAE77551 | -2.10 | 0.0000 | -1.07 | 0.0000 atpE
501 | Azals | gene:BAE77004 | -2.10 | 0.0317 | -1.07 | 0.0101 yqgD
502 | Azalis | gene:BAA14906 | -2.10 | 0.0000 | -1.07 | 0.0000 tpx
503 | Azals | gene:BAB96737 | -2.10 | 0.0000 | -1.07 | 0.0000 dgt
504 | Azalis | gene:BAE77548 | -2.10 | 0.0001 | -1.07 | 0.0000 gidB
505 | Azahs | gene:BAA15624 | -2.11 | 0.0000 | -1.07 | 0.0000 manX
506 | Azalis | gene:BAA16385 | -2.11 | 0.0109 | -1.07 | 0.0030 uraA
507 | Azalis | gene:BAA15662 | -2.11 | 0.0000 | -1.08 | 0.0000 pykA
508 | Azals | gene:BAA15631 | -2.11 | 0.0000 | -1.08 | 0.0000 manZ
509 | Azalis | gene:BAE76704 | -2.12 | 0.0033 | -1.08 | 0.0008 torl
510 | Azahs | gene:BAA15634 | -2.13 | 0.0000 | -1.09 | 0.0000 cspC
511 | Azalis | gene:BAA35602 | -2.13 | 0.0001 | -1.09 | 0.0000 infA
512 | Azahs | gene:BAA35321 | -2.13 | 0.0000 | -1.09 | 0.0000 nagB
513 | Azalls | gene:BAE78157 | -2.13 | 0.0049 | -1.09 | 0.0012 frdB
514 | Azalls | gene:BAE76980 | -2.13 | 0.0001 | -1.09 | 0.0000 argP
515 | Azahs | gene:BAA35626 | -2.13 | 0.0001 | -1.09 | 0.0000 dmsA
516 | Azalis | gene:BAA16159 | -2.13 | 0.0000 | -1.09 | 0.0000 CVPA
517 | Azalis | gene:BAA16241 | -2.14 | 0.0000 | -1.10 | 0.0000 evgs
518 | Azalls | gene:BAE77337 | -2.14 | 0.0000 | -1.10 | 0.0000 rplK
519 | Azalis | gene:BAA16494 | -2.14 | 0.0000 | -1.10 | 0.0000 rpsP
520 | Azals | gene:BAE77824 | -2.15 |0.0000 | -1.10 | 0.0000 ZntA
521 | Azalis | gene:BAA16063 | -2.15 | 0.0008 | -1.10 | 0.0002 yfaD
522 | Azalis | gene:BAE76712 | -2.15 | 0.0000 | -1.10 | 0.0000 yfeY
523 | Azalls | gene:BAE77982 | -2.15 | 0.0000 | -1.10 | 0.0000 rplX
524 | Azals | gene:BAA16054 | -2.15 | 0.0000 | -1.11 | 0.0000 nrdB
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525 | Azals | gene:BAA14806 | -2.15 | 0.0000 | -1.11 | 0.0000 rluB
526 | Azalis | gene:BAA16155 | -2.15 | 0.0000 | -1.11 | 0.0000 hisJ
527 | Azals | gene:BAE78160 | -2.16 | 0.0030 | -1.11 | 0.0007 yjeM
528 | Azalis | gene:BAA15256 | -2.16 | 0.0224 | -1.11 | 0.0067 cspB
529 | Azalis | gene:BAA16484 | -2.16 | 0.0000 | -1.11 | 0.0000 pheA
530 | Azals | gene:BAA15343 | -2.17 |0.0027 | -1.12 | 0.0006 ydgl
531 | Azalls | gene:BAE77022 | -2.17 | 0.0000 | -1.12 | 0.0000 yggl
532 | Azalis | gene:BAA16123 | -2.18 | 0.0000 | -1.12 | 0.0000 nuoA
533 | Azalis | gene:BAA15654 | -2.18 | 0.0001 | -1.12 | 0.0000 yebG
534 | Azalls | gene:BAA16000 | -2.18 | 0.0000 | -1.13 | 0.0000 rcsB
535 | Azals | gene:BAA16053 | -2.19 | 0.0000 | -1.13 | 0.0000 nrdA
536 | Azalis | gene:BAE77382 | -2.19 | 0.0000 | -1.13 | 0.0000 yiiU
537 | Azals | gene:BAA35304 | -2.19 | 0.0000 | -1.13 | 0.0000 gltL
538 | Azalls | gene:BAE76302 | -2.19 | 0.0000 | -1.13 | 0.0000 ppiB
539 | Azalis | gene:BAA15757 | -2.19 | 0.0002 | -1.13 | 0.0000 yedE
540 | Azalls | gene:BAE77741 | -2.20 | 0.0000 | -1.13 | 0.0000 yiaF
541 | Azals | gene:BAE77581 | -2.20 | 0.0000 | -1.14 | 0.0000 tnaB
542 | Azalis | gene:BAE77302 | -2.21 | 0.0002 | -1.14 | 0.0000 fis
543 | Azalis | gene:BAE77799 | -2.21 | 0.0008 | -1.15 | 0.0002 uspA
544 | Azahs | gene:BAA35945 | -2.22 | 0.0029 | -1.15 | 0.0007 potB
545 | Azalis | gene:BAA16568 | -2.25 | 0.0004 | -1.17 | 0.0001 sriR
546 | Azalis | gene:BAE76659 | -2.25 | 0.0010 | -1.17 | 0.0002 ccmF
547 | Azahs | gene:BAA35915 | -2.25 | 0.0000 | -1.17 | 0.0000 ycfP
548 | Azalis | gene:BAE76057 | -2.25 | 0.0050 | -1.17 | 0.0012 argF
549 | Azals | gene:BAE76683 | -2.25 | 0.0051 | -1.17 | 0.0013 yfbP
550 | Azalis | gene:BAA35700 | -2.26 | 0.0015 | -1.17 | 0.0003 pyrD
551 | Azalls | gene:BAE77521 | -2.26 | 0.0000 | -1.17 | 0.0000 yifo
552 | Azals | gene:BAE76660 | -2.26 | 0.0060 | -1.18 | 0.0015 ccmE
553 | Azalis | gene:BAA15860 | -2.27 | 0.0000 | -1.18 | 0.0000 ugd
554 | Azals | gene:BAE77230 | -2.27 | 0.0000 | -1.18 | 0.0000 rplU
555 | Azalis | gene:BAE76525 | -2.27 | 0.0047 | -1.18 | 0.0011 yeaC
556 | Azals | gene:BAA15369 | -2.27 | 0.0000 | -1.18 | 0.0000 uidR
557 | Azalls | gene:BAE76877 | -2.27 | 0.0000 | -1.19 | 0.0000 fucR
558 | Azalis | gene:BAA16432 | -2.28 | 0.0000 | -1.19 | 0.0000 hcaR
559 | Azals | gene:BAE76857 | -2.28 | 0.0059 | -1.19 | 0.0015 chpR
560 | Azalis | gene:BAA35487 | -2.28 | 0.0011 | -1.19 | 0.0002 ybiP
561 | Azals | gene:BAE78140 | -2.29 | 0.0000 | -1.19 | 0.0000 dcuA
562 | Azalis | gene:BAA35548 | -2.29 | 0.0001 | -1.20 | 0.0000 ybijl
563 | Azalis | gene:BAA77910 | -2.30 | 0.0288 | -1.20 | 0.0090 phoE
564 | Azals | gene:BAE76785 | -2.31 | 0.0004 | -1.21 | 0.0001 gutQ
565 | Azalis | gene:BAE77029 | -2.31 | 0.0000 | -1.21 | 0.0000 yqgA
566 | Azalls | gene:BAE76238 | -2.31 | 0.0001 | -1.21 | 0.0000 maa
567 | Azalls | gene:BAE77061 | -2.31 | 0.0000 | -1.21 | 0.0000 yqhA
568 | Azalls | gene:BAA16502 | -2.31 | 0.0000 | -1.21 | 0.0000 smpA
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569 | Azalis | gene:BAA35317 | -2.32 | 0.0000 | -1.21 | 0.0000 asnB
570 | Azalis | gene:BAE77056 | -2.32 | 0.0001 | -1.21 | 0.0000 hybB
571 | Azalis | gene:BAA14838 | -2.33 | 0.0000 | -1.22 | 0.0000 yciT
572 | Azalls | gene:BAE76216 | -2.33 | 0.0000 | -1.22 | 0.0000 tig
573 | Azalls | gene:BAE77591 | -2.33 | 0.0000 | -1.22 | 0.0000 romH
574 | Azahs | gene:BAA35803 | -2.34 | 0.0245 | -1.23 | 0.0075 ycdQ
575 | Azalls | gene:BAE77812 | -2.35 | 0.0056 | -1.23 | 0.0014 nikR
576 | Azalls | gene:BAE77620 | -2.35 | 0.0004 | -1.24 | 0.0001 emrD
577 | Azalis | gene:BAE76806 | -2.36 | 0.0000 | -1.24 | 0.0000 hypD
578 | Azalls | gene:BAA14922 | -2.36 | 0.0000 | -1.24 | 0.0000 mppA
579 | Azals | gene:BAE77060 | -2.37 | 0.0000 | -1.24 | 0.0000 yghZ
580 | Azalis | gene:BAE77647 | -2.37 | 0.0016 | -1.25 | 0.0004 yicG
581 | Azalls | gene:BAE78354 | -2.38 | 0.0012 | -1.25 | 0.0003 yijP
582 | Azalls | gene:BAE77654 | -2.38 | 0.0000 | -1.25 | 0.0000 yicR
583 | Azalis | gene:BAA35897 | -2.38 | 0.0000 | -1.25 | 0.0000 romF
584 | Azalls | gene:BAE76047 | -2.38 | 0.0058 | -1.25 | 0.0014 yafN
585 | Azalis | gene:BAA16248 | -2.40 | 0.0000 | -1.26 | 0.0000 ddg
586 | Azalls | gene:BAE76466 | -2.41 | 0.0080 | -1.27 | 0.0021 ydfo
587 | Azalis | gene:BAB96683 | -2.42 | 0.0000 | -1.27 | 0.0000 pdhR
588 | Azalls | gene:BAE77469 | -2.42 | 0.0000 | -1.27 | 0.0000 rmuC
589 | Azalis | gene:BAE77318 | -2.42 | 0.0004 | -1.28 | 0.0001 yjaH
590 | Azalis | gene:BAE76760 | -2.43 | 0.0123 | -1.28 | 0.0034 yfjl
591 | Azals | gene:BAE76807 | -2.43 | 0.0000 | -1.28 | 0.0000 hypE
592 | Azalis | gene:BAA15955 | -2.44 | 0.0000 | -1.29 | 0.0000 gatC
593 | Azalis | gene:BAE76871 | -2.44 | 0.0028 | -1.29 | 0.0006 fucO
594 | Azalis | gene:BAA15421 | -2.45 | 0.0000 | -1.29 | 0.0000 ydhO
595 | Azalis | gene:BAE78315 | -2.45 | 0.0000 | -1.29 | 0.0000 UXuA
596 | Azalls | gene:BAE77336 | -2.45 | 0.0000 | -1.29 | 0.0000 rplA
597 | Azalls | gene:BAE77727 | -2.45 | 0.0008 | -1.29 | 0.0002 xylF
598 | Azalls | gene:BAA35417 | -2.46 | 0.0000 | -1.30 | 0.0000 gpmA
599 | Azalis | gene:BAE76545 | -2.46 | 0.0000 | -1.30 | 0.0000 yobA
600 | Azalis | gene:BAE77447 | -2.46 | 0.0008 | -1.30 | 0.0002 yihF
601 | Azalis | gene:BAE78040 | -2.48 | 0.0134 | -1.31 | 0.0037 yjbl
602 | Azalis | gene:BAE77663 | -2.48 | 0.0000 | -1.31 | 0.0000 rfas
603 | Azals | gene:BAE76781 | -2.49 | 0.0003 | -1.31 | 0.0001 ygaW
604 | Azalls | gene:BAE77573 | -2.50 | 0.0000 | -1.32 | 0.0000 yieH
605 | Azalls | gene:BAA14788 | -2.50 | 0.0000 | -1.32 | 0.0000 ompW
606 | Azalis | gene:BAE76705 | -2.51 |0.0123 | -1.33 | 0.0034 yfdXx
607 | Azalis | gene:BAE77057 | -2.51 | 0.0000 | -1.33 | 0.0000 hybA
608 | Azalis | gene:BAA15422 | -2.51 | 0.0001 | -1.33 | 0.0000 sodB
609 | Azalls | gene:BAE76212 | -2.52 | 0.0000 | -1.33 | 0.0000 CcyoA
610 | Azals | gene:BAA77909 | -2.52 | 0.0000 | -1.33 | 0.0000 crl
611 | Azals | gene:BAE77273 | -2.52 | 0.0000 | -1.33 | 0.0000 rpsl
612 | Azalis | gene:BAE78147 | -2.52 | 0.0032 | -1.34 | 0.0007 yjel
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613 | Azalls | gene:BAE77666 | -2.53 | 0.0000 | -1.34 | 0.0000 rfal
614 | Azalls | gene:BAA15956 | -2.53 | 0.0000 | -1.34 | 0.0000 gatB
615 | Azalis | gene:BAE78131 | -2.53 | 0.0003 | -1.34 | 0.0001 yjdO
616 | Azalls | gene:BAE76190 | -2.54 | 0.0000 | -1.34 | 0.0000 yajD
617 | Azalls | gene:BAE76472 | -2.54 |0.0156 | -1.34 | 0.0044 fIxA
618 | Azalls | gene:BAA77883 | -2.55 | 0.0000 | -1.35 | 0.0000 gloB
619 | Azalis | gene:BAE77159 | -2.55 | 0.0002 | -1.35 | 0.0000 yhaO
620 | Azalls | gene:BAE76625 | -2.56 | 0.0048 | -1.35 | 0.0012 mgIC
621 | Azalls | gene:BAE77128 | -2.56 | 0.0155 | -1.36 | 0.0044 ygjl
622 | Azalis | gene:BAE78316 | -2.56 | 0.0000 | -1.36 | 0.0000 uxuB
623 | Azalls | gene:BAE76663 | -2.57 | 0.0000 | -1.36 | 0.0000 ccmB
624 | Azalls | gene:BAE77142 | -2.58 | 0.0000 | -1.37 | 0.0000 uxaC
625 | Azalls | gene:BAE76519 | -2.58 | 0.0011 | -1.37 | 0.0002 ydjZ
626 | Azalis | gene:BAA15519 | -2.58 | 0.0000 | -1.37 | 0.0000 chbB
627 | Azalis | gene:BAB96744 | -2.58 | 0.0000 | -1.37 | 0.0000 rpsB
628 | Azalls | gene:BAA16229 | -2.58 | 0.0002 | -1.37 | 0.0000 dsdA
629 | Azalis | gene:BAE78156 | -2.59 | 0.0000 | -1.37 | 0.0000 frdC
630 | Azalls | gene:BAE77470 | -2.60 | 0.0000 | -1.38 | 0.0000 udp
631 | Azalis | gene:BAA35805 | -2.60 | 0.0003 | -1.38 | 0.0001 ycdR
632 | Azalls | gene:BAA16345 | -2.60 | 0.0000 | -1.38 | 0.0000 yffB
633 | Azalis | gene:BAE77933 | -2.60 | 0.0000 | -1.38 | 0.0000 crp
634 | Azalis | gene:BAA16313 | -2.61 | 0.0011 | -1.38 | 0.0002 murP
635 | Azalls | gene:BAE77539 | -2.61 | 0.0000 | -1.39 | 0.0000 rbsA
636 | Azalls | gene:BAE77324 | -2.62 | 0.0000 | -1.39 | 0.0000 rsd
637 | Azalls | gene:BAA35714 | -2.63 | 0.0000 | -1.39 | 0.0000 ycbG
638 | Azalis | gene:BAE78214 | -2.63 | 0.0000 | -1.39 | 0.0000 cpdB
639 | Azalls | gene:BAE77274 | -2.64 | 0.0000 | -1.40 | 0.0000 rplM
640 | Azals | gene:BAA15726 | -2.64 | 0.0000 | -1.40 | 0.0000 yecl
641 | Azalis | gene:BAE77655 | -2.64 | 0.0000 | -1.40 | 0.0000 romB
642 | Azahs | gene:BAA15618 | -2.65 | 0.0000 | -1.40 0.0000 yoaB
643 | Azalis | gene:BAE76853 | -2.65 | 0.0000 | -1.41 | 0.0000 eno
644 | Azalls | gene:BAE77609 | -2.66 | 0.0000 | -1.41 | 0.0000 yidE
645 | Azalis | gene:BAE78155 | -2.66 | 0.0000 | -1.41 | 0.0000 frdD
646 | Azalls | gene:BAE76520 | -2.66 | 0.0001 | -1.41 | 0.0000 ynjA
647 | Azalis | gene:BAE77102 | -2.67 | 0.0002 | -1.42 | 0.0000 yqil
648 | Azalls | gene:BAA15957 | -2.67 | 0.0000 | -1.42 | 0.0000 gatA
649 | Azalls | gene:BAA16314 | -2.68 | 0.0000 | -1.42 | 0.0000 yfew
650 | Azalis | gene:BAA35758 | -2.68 | 0.0178 | -1.42 | 0.0052 gnsA
651 | Azalis | gene:BAA15484 | -2.69 | 0.0000 | -1.43 | 0.0000 roml
652 | Azalls | gene:BAA15040 | -2.69 | 0.0000 | -1.43 | 0.0000 ydcA
653 | Azalis | gene:BAA16198 | -2.70 | 0.0000 | -1.43 | 0.0000 yfcZ
654 | Azals | gene:BAE77392 | -2.70 | 0.0000 | -1.43 | 0.0000 cdh
655 | Azalis | gene:BAE77203 | -2.70 | 0.0000 | -1.43 | 0.0000 yhbT
656 | Azalis | gene:BAE76521 | -2.70 | 0.0000 | -1.43 | 0.0000 ynjB
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657 | Azals | gene:BAE76139 | -2.71 | 0.0004 | -1.44 | 0.0001 frmR
658 | Azalls | gene:BAE77419 | -2.71 | 0.0001 | -1.44 | 0.0000 yiiF
659 | Azalis | gene:BAA16156 | -2.71 | 0.0000 | -1.44 | 0.0000 argT
660 | Azalls | gene:BAE78249 | -2.74 | 0.0000 | -1.46 | 0.0000 yigk
661 | Azalis | gene:BAA16491 | -2.75 | 0.0000 | -1.46 | 0.0000 rplS
662 | Azalls | gene:BAE77667 | -2.76 | 0.0000 | -1.46 | 0.0000 rfaY
663 | Azalis | gene:BAA35998 | -2.76 | 0.0000 | -1.46 | 0.0000 ycgF
664 | Azals | gene:BAE77533 | -2.76 | 0.0000 | -1.46 | 0.0000 yieP
665 | Azalls | gene:BAE78134 | -2.76 | 0.0000 | -1.47 | 0.0000 cadA
666 | Azalis | gene:BAA16498 | -2.76 | 0.0000 | -1.47 | 0.0000 grpE
667 | Azals | gene:BAE76699 | -2.77 | 0.0273 | -1.47 | 0.0085 yfdQ
668 | Azalls | gene:BAE77341 | -2.77 | 0.0000 | -1.47 | 0.0000 coaA
669 | Azalls | gene:BAE77540 | -2.77 | 0.0000 | -1.47 | 0.0000 rbsD
670 | Azalis | gene:BAE78336 | -2.77 | 0.0000 | -1.47 | 0.0000 mcrB
671 | Azalis | gene:BAE76628 | -2.78 | 0.0003 | -1.47 | 0.0001 galsS
672 | Azals | gene:BAA15465 | -2.78 | 0.0000 | -1.48 | 0.0000 ydiP
673 | Azalis | gene:BAE77536 | -2.78 | 0.0000 | -1.48 | 0.0000 rbsk
674 | Azals | gene:BAA15879 | -2.79 | 0.0000 | -1.48 | 0.0000 rfbX
675 | Azalis | gene:BAA15575 | -2.79 | 0.0000 | -1.48 | 0.0000 yeaA
676 | Azalls | gene:BAE77053 | -2.80 | 0.0000 | -1.49 | 0.0000 hybE
677 | Azals | gene:BAE78328 | -2.81 | 0.0001 | -1.49 | 0.0000 yjiM
678 | Azalis | gene:BAE76562 | -2.82 | 0.0000 | -1.49 | 0.0000 yeel
679 | Azalis | gene:BAE76422 | -2.82 | 0.0000 | -1.49 | 0.0000 feaR
680 | Azalis | gene:BAE78368 | -2.83 | 0.0000 | -1.50 | 0.0000 yijw
681 | Azals | gene:BAA77853 | -2.84 | 0.0000 | -1.51 | 0.0000 hipA
682 | Azalis | gene:BAA15964 | -2.84 | 0.0000 | -1.51 | 0.0000 gatA
683 | Azalis | gene:BAA36095 | -2.84 | 0.0000 | -1.51 | 0.0000 narH
684 | Azalls | gene:BAE78120 | -2.85 | 0.0049 | -1.51 | 0.0012 melR
685 | Azalis | gene:BAA35450 | -2.87 | 0.0000 | -1.52 | 0.0000 ybhQ
686 | Azalls | gene:BAE77176 | -2.88 | 0.0000 | -1.53 | 0.0000 sohA
687 | Azalis | gene:BAE77335 | -2.88 | 0.0000 | -1.53 | 0.0000 rplJ
688 | Azalls | gene:BAE78205 | -2.90 | 0.0038 | -1.54 | 0.0009 yifZ
689 | Azalls | gene:BAE77537 | -2.92 | 0.0000 | -1.55 | 0.0000 rbsB
690 | Azalis | gene:BAE78130 | -2.92 | 0.0000 | -1.55 | 0.0000 yjdK
691 | Azalls | gene:BAA15483 | -2.93 | 0.0000 | -1.55 | 0.0000 rplT
692 | Azalis | gene:BAA16312 | -2.93 | 0.0000 | -1.55 | 0.0000 yfeU
693 | Azalls | gene:BAA15516 | -2.95 | 0.0000 | -1.56 | 0.0000 chbR
694 | Azalls | gene:BAE77924 | -2.95 | 0.0067 | -1.56 | 0.0017 nirD
695 | Azalis | gene:BAA35303 | -2.96 | 0.0000 | -1.57 | 0.0000 rihA
696 | Azalls | gene:BAE77661 | -2.96 | 0.0000 | -1.57 | 0.0000 rfaG
697 | Azalis | gene:BAE76942 | -2.98 | 0.0000 | -1.58 | 0.0000 yqeC
698 | Azalis | gene:BAB96722 | -3.00 | 0.0000 | -1.58 | 0.0000 dksA
699 | Azalis | gene:BAE77058 | -3.00 | 0.0000 | -1.58 | 0.0000 hybO
700 | Azahs | gene:BAE78189 | -3.00 | 0.0007 | -1.59 | 0.0001 yifN
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701 | Azahs | gene:BAA16546 | -3.01 | 0.0000 | -1.59 | 0.0000 mprA
702 | Azals | gene:BAE77576 | -3.01 | 0.0000 | -1.59 | 0.0000 yieE
703 | Azalis | gene:BAA16508 | -3.01 | 0.0099 | -1.59 | 0.0027 yfiv
704 | Azahs | gene:BAA16240 | -3.01 | 0.0000 | -1.59 | 0.0000 evgA
705 | Azalls | gene:BAA16567 | -3.02 | 0.0196 | -1.59 | 0.0058 gutM
706 | Azahs | gene:BAA35330 | -3.03 | 0.0003 | -1.60 | 0.0001 ybfN
707 | Azalis | gene:BAE77664 | -3.03 | 0.0000 | -1.60 | 0.0000 rfaB
708 | Azals | gene:BAE77979 | -3.03 | 0.0004 | -1.60 | 0.0001 romC
709 | Azals | gene:BAE76124 | -3.03 | 0.0018 | -1.60 | 0.0004 lacA
710 | Azalls | gene:BAE76626 | -3.03 | 0.0000 | -1.60 | 0.0000 mglA
711 | Azals | gene:BAE76111 | -3.04 | 0.0001 | -1.60 | 0.0000 yahN
712 | Azals | gene:BAE77334 | -3.05 | 0.0000 | -1.61 | 0.0000 rplL
713 | Azalg | gene:BAE77111 | -3.06 | 0.0349 | -1.61 | 0.0113 ygiP
714 | Azals | gene:BAA15333 | -3.06 | 0.0060 | -1.61 | 0.0015 mdtl
715 | Azalis | gene:BAE77393 | -3.06 | 0.0000 | -1.61 | 0.0000 sbp
716 | Azals | gene:BAA35564 | -3.06 | 0.0000 | -1.62 | 0.0000 ybjN
717 | Azals | gene:BAA15574 | -3.06 | 0.0462 | -1.62 | 0.0157 ydjl
718 | Azals | gene:BAE77669 | -3.07 | 0.0000 | -1.62 | 0.0000 rfak
719 | Azalis | gene:BAE76662 | -3.08 | 0.0000 | -1.62 | 0.0000 cemC
720 | Azahs | gene:BAA16074 | -3.10 | 0.0000 | -1.63 | 0.0000 yfaO
721 | Azals | gene:BAA35728 | -3.11 | 0.0000 | -1.64 | 0.0000 mgsA
722 | Azals | gene:BAA35636 | -3.11 | 0.0012 | -1.64 | 0.0002 ycakK
723 | Azals | gene:BAA15825 | -3.11 | 0.0000 | -1.64 | 0.0000 flu
724 | Azals | gene:BAE77656 | -3.14 | 0.0000 | -1.65 | 0.0000 romG
725 | Azalls | gene:BAE76804 | -3.14 | 0.0000 | -1.65 | 0.0000 hypB
726 | Azalls | gene:BAE76376 | -3.15 | 0.0000 | -1.66 | 0.0000 ymfE
727 | Azals | gene:BAE77181 | -3.15 | 0.0024 | -1.66 | 0.0005 agaA
728 | Azals | gene:BAE77668 | -3.15 | 0.0000 | -1.66 | 0.0000 rfaZ
729 | Azalis | gene:BAA15429 | -3.15 | 0.0000 | -1.66 | 0.0000 ribC
730 | Azals | gene:BAA15981 | -3.16 | 0.0000 | -1.66 | 0.0000 yeiQ
731 | Azals | gene:BAA15517 | -3.16 | 0.0000 | -1.66 | 0.0000 chbA
732 | Azahs | gene:BAA35329 | -3.17 | 0.0000 | -1.66 | 0.0000 ybfM
733 | Azalls | gene:BAA15937 | -3.17 | 0.0001 | -1.67 | 0.0000 ogrk
734 | Azalls | gene:BAE78369 | -3.18 | 0.0000 | -1.67 | 0.0000 yijl
735 | Azals | gene:BAA16572 | -3.19 | 0.0000 | -1.67 | 0.0000 gudD
736 | Azalls | gene:BAE77815 | -3.19 | 0.0000 | -1.68 | 0.0000 nikC
737 | Azals | gene:BAB96584 | -3.20 | 0.0000 | -1.68 | 0.0000 yaaA
738 | Azalls | gene:BAE78290 | -3.22 | 0.0130 | -1.69 | 0.0036 yjhl
739 | Azalls | gene:BAA16208 | -3.23 | 0.0000 | -1.69 | 0.0000 intS
740 | Azahs | gene:BAA77925 | -3.24 | 0.0103 | -1.69 | 0.0028 insN
741 | Azalls | gene:BAE76969 | -3.24 | 0.0000 | -1.69 | 0.0000 gcvH
742 | Azals | gene:BAE77586 | -3.24 | 0.0000 | -1.69 | 0.0000 tnaC
743 | Azalls | gene:BAA16271 | -3.24 | 0.0000 | -1.70 | 0.0000 yfeD
744 | Azals | gene:BAA15548 | -3.24 | 0.0000 | -1.70 | 0.0000 ynjE
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745 | Azalis | gene:BAE78125 | -3.27 | 0.0000 | -1.71 | 0.0000 dcuB
746 | Azalls | gene:BAE77158 | -3.27 | 0.0006 | -1.71 | 0.0001 yhaM
747 | Azals | gene:BAA15059 | -3.27 | 0.0000 | -1.71 | 0.0000 tehB
748 | Azals | gene:BAB96601 | -3.27 | 0.0000 | -1.71 0.0000 carA
749 | Azalls | gene:BAE76842 | -3.28 | 0.0000 | -1.71 | 0.0000 ygcM
750 | Azahs | gene:BAA15975 | -3.28 | 0.0003 | -1.72 | 0.0001 yehB
751 | Azals | gene:BAE77179 | -3.29 | 0.0033 | -1.72 | 0.0008 kbaz
752 | Azalis | gene:BAE77141 | -3.29 | 0.0000 | -1.72 | 0.0000 uxaA
753 | Azalls | gene:BAA35587 | -3.30 | 0.0001 | -1.72 | 0.0000 hcp
754 | Azals | gene:BAA15728 | -3.30 | 0.0000 | -1.72 | 0.0000 ftn
755 | Azahs | gene:BAA15876 | -3.32 | 0.0000 | -1.73 | 0.0000 wbbl
756 | Azalls | gene:BAA35379 | -3.32 | 0.0000 | -1.73 | 0.0000 abrB
757 | Azals | gene:BAE76563 | -3.33 | 0.0000 | -1.74 | 0.0000 yeeR
758 | Azalis | gene:BAA36096 | -3.34 | 0.0000 | -1.74 | 0.0000 narl
759 | Azalls | gene:BAA16079 | -3.35 | 0.0000 | -1.75 | 0.0000 pmrD
760 | Azals | gene:BAA15954 | -3.37 | 0.0000 | -1.75 | 0.0000 gatD
761 | Azals | gene:BAE77127 | -3.37 | 0.0001 | -1.75 | 0.0000 ebgC
762 | Azals | gene:BAE77384 | -3.38 | 0.0000 | -1.76 | 0.0000 glpK
763 | Azals | gene:BAE77450 | -3.41 | 0.0000 | -1.77 | 0.0000 yihD
764 | Azals | gene:BAE78338 | -3.41 | 0.0000 | -1.77 | 0.0000 hsdS
765 | Azalis | gene:BAE77883 | -3.42 | 0.0068 | -1.77 | 0.0017 feoA
766 | Azalls | gene:BAE78305 | -3.44 | 0.0000 | -1.78 | 0.0000 fimB
767 | Azals | gene:BAE77437 | -3.45 | 0.0052 | -1.79 | 0.0013 yihL
768 | Azalis | gene:BAE77204 | -3.45 | 0.0000 | -1.79 | 0.0000 yhbU
769 | Azals | gene:BAE77766 | -3.45 | 0.0000 | -1.79 | 0.0000 dctA
770 | Azals | gene:BAE77944 | -3.47 | 0.0000 | -1.80 | 0.0000 fkpA
771 | Azals | gene:BAA15880 | -3.51 | 0.0000 | -1.81 | 0.0000 rfbC
772 | Azals | gene:BAE78239 | -3.52 | 0.0000 | -1.82 | 0.0000 treB
773 | Azalls | gene:BAA35529 | -3.53 | 0.0000 | -1.82 | 0.0000 yliF
774 | Azals | gene:BAE76646 | -3.54 | 0.0000 | -1.82 | 0.0000 yejG
775 | Azalls | gene:BAA15039 | -3.58 | 0.0000 | -1.84 | 0.0000 cybB
776 | Azals | gene:BAE77229 | -3.58 | 0.0000 | -1.84 | 0.0000 romA
777 | Azalls | gene:BAE77385 | -3.62 | 0.0000 | -1.86 | 0.0000 glpX
778 | Azalls | gene:BAA36097 | -3.65 | 0.0000 | -1.87 | 0.0000 narl
779 | Azalis | gene:BAE77347 | -3.68 | 0.0000 | -1.88 | 0.0000 yijD
780 | Azalis | gene:BAE76492 | -3.69 | 0.0089 | -1.89 | 0.0024 ydhM
781 | Azahs | gene:BAA16269 | -3.71 | 0.0000 | -1.89 | 0.0000 yfeC
782 | Azalis | gene:BAE78242 | -3.72 | 0.0000 | -1.89 | 0.0000 yjgF
783 | Azalls | gene:BAE76650 | -3.72 | 0.0000 | -1.89 | 0.0000 rplY
784 | Azalls | gene:BAA16294 | -3.72 | 0.0000 | -1.90 | 0.0000 yfesS
785 | Azalis | gene:BAA15869 | -3.74 | 0.0000 | -1.90 | 0.0000 gnd
786 | Azalls | gene:BAE76498 | -3.75 | 0.0000 | -1.90 | 0.0000 ydhV
787 | Azalls | gene:BAE78141 | -3.77 | 0.0000 | -1.92 | 0.0000 aspA
788 | Azalls | gene:BAE77160 | -3.77 | 0.0000 | -1.92 | 0.0000 tdcG
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789 | Azals | gene:BAA15561 | -3.79 | 0.0000 | -1.92 | 0.0000 ydjF
790 | Azalis | gene:BAE77776 | -3.82 | 0.0000 | -1.93 | 0.0000 yhjA
791 | Azalis | gene:BAE77002 | -3.85 | 0.0000 | -1.95 | 0.0000 yqgB
792 | Azals | gene:BAA77887 | -3.87 | 0.0000 | -1.95 | 0.0000 yafT
793 | Azalis | gene:BAA15124 | -3.90 | 0.0000 | -1.96 | 0.0000 fdnH
794 | Azahs | gene:BAA15683 | -3.92 | 0.0046 | -1.97 | 0.0011 torY
795 | Azalls | gene:BAE77316 | -3.93 | 0.0000 | -1.97 | 0.0000 zraS
796 | Azalls | gene:BAA35574 | -3.94 | 0.0000 | -1.98 | 0.0000 art
797 | Azalis | gene:BAA16293 | -3.95 | 0.0000 | -1.98 | 0.0000 yfek
798 | Azalis | gene:BAE76843 | -3.97 | 0.0000 | -1.99 | 0.0000 ygcN
799 | Azals | gene:BAE77662 | -3.99 | 0.0000 | -2.00 | 0.0000 rfaP
800 | Azalis | gene:BAA16060 | -3.99 | 0.0020 | -2.00 | 0.0004 glpA
801 | Azals | gene:BAE78057 | -4.01 | 0.0000 | -2.01 | 0.0000 aphA
802 | Azalis | gene:BAA16465 | -4.04 | 0.0000 | -2.01 | 0.0000 yfiD
803 | Azalis | gene:BAA16460 | -4.10 | 0.0000 | -2.04 | 0.0000 hmp
804 | Azals | gene:BAA15875 | -4.13 | 0.0000 | -2.05 | 0.0000 wbb)J
805 | Azalis | gene:BAA35263 | -4.13 | 0.0000 | -2.05 | 0.0000 dcuC
806 | Azalis | gene:BAE77211 | -4.13 | 0.0000 | -2.05 | 0.0000 rpsO
807 | Azalis | gene:BAA15883 | -4.14 | 0.0000 | -2.05 | 0.0000 rfbB
808 | Azalls | gene:BAA35634 | -4.14 | 0.0000 | -2.05 | 0.0000 ycaM
809 | Azalis | gene:BAE76627 | -4.15 | 0.0000 | -2.05 | 0.0000 mglB
810 | Azalis | gene:BAE76680 | -4.16 | 0.0000 | -2.05 | 0.0000 yfbM
811 | Azals | gene:BAE77704 | -4.19 |0.0468 | -2.07 | 0.0160 yiaY
812 | Azalis | gene:BAA35755 | -4.19 | 0.0496 | -2.07 | 0.0173 cspH
813 | Azals | gene:BAA16075 | -4.20 | 0.0000 | -2.07 | 0.0000 ais
814 | Azalis | gene:BAB96746 | -4.21 | 0.0000 | -2.07 | 0.0000 tsf
815 | Azalis | gene:BAE77683 | -4.22 | 0.0000 | -2.08 | 0.0000 secB
816 | Azalls | gene:BAA15444 | -4.23 | 0.0000 | -2.08 | 0.0000 ydhY
817 | Azalis | gene:BAE78091 | -4.26 | 0.0004 | -2.09 | 0.0001 alsB
818 | Azalls | gene:BAE76618 | -4.28 | 0.0000 | -2.10 | 0.0000 yohJ
819 | Azalis | gene:BAE76118 | -4.29 | 0.0056 | -2.10 | 0.0014 codB
820 | Azals | gene:BAE76375 | -4.34 | 0.0000 | -2.12 | 0.0000 ymfD
821 | Azalls | gene:BAE77544 | -4.34 | 0.0000 | -2.12 | 0.0000 asnA
822 | Azalls | gene:BAE77157 | -4.34 | 0.0000 | -2.12 | 0.0000 yhal
823 | Azalls | gene:BAA35756 | -4.36 | 0.0000 | -2.12 | 0.0000 cspG
824 | Azalls | gene:BAE77648 | -4.38 | 0.0000 | -2.13 | 0.0000 dinD
825 | Azals | gene:BAA16565 | -4.47 | 0.0000 | -2.16 | 0.0000 srlB
826 | Azalis | gene:BAA16386 | -4.47 | 0.0000 | -2.16 | 0.0000 upp
827 | Azalis | gene:BAE77205 | -4.53 | 0.0000 | -2.18 | 0.0000 yhbV
828 | Azalls | gene:BAA16566 | -4.54 | 0.0000 | -2.18 | 0.0000 srlD
829 | Azalis | gene:BAE78304 | -4.55 | 0.0000 | -2.19 | 0.0000 yjhA
830 | Azalls | gene:BAA16309 | -4.55 | 0.0000 | -2.19 | 0.0000 ucpA
831 | Azalis | gene:BAA16564 | -4.57 | 0.0000 | -2.19 | 0.0000 srlE
832 | Azalis | gene:BAE77027 | -4.64 | 0.0000 | -2.21 | 0.0000 nupG
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# ifade Gen ID FC FDR | logfC | P Degeri Gen
833 | Azalls | gene:BAE78238 | -4.71 |0.0000 | -2.23 | 0.0000 treC
834 | Azalis | gene:BAA15871 | -4.71 | 0.0000 | -2.24 | 0.0000 insH
835 | Azalis | gene:BAE78076 | -4.75 | 0.0000 | -2.25 | 0.0000 nrfE
836 | Azalls | gene:BAE76845 | -4.81 | 0.0000 | -2.26 | 0.0000 ygcP
837 | Azalis | gene:BAE76860 | -4.87 | 0.0000 | -2.28 | 0.0000 gudX
838 | Azalls | gene:BAE76237 | -4.87 | 0.0000 | -2.28 | 0.0000 ylaC
839 | Azalis | gene:BAE78150 | -4.88 | 0.0390 | -2.29 | 0.0129 ecnA
840 | Azals | gene:BAE77435 | -4.91 |0.0000 | -2.30 | 0.0000 yihN
841 | Azalls | gene:BAE77816 | -5.00 | 0.0000 | -2.32 | 0.0000 nikB
842 | Azalis | gene:BAA15874 | -5.05 | 0.0000 | -2.34 | 0.0000 wbbK
843 | Azalis | gene:BAE77921 | -5.06 | 0.0002 | -2.34 | 0.0000 yhflL
844 | Azalis | gene:BAA36134 | -5.07 | 0.0000 | -2.34 | 0.0000 yccM
845 | Azalls | gene:BAA15974 | -5.07 | 0.0000 | -2.34 | 0.0000 yehA
846 | Azalis | gene:BAA35199 | -5.09 | 0.0000 | -2.35 | 0.0000 ompT
847 | Azals | gene:BAA16124 | -5.10 | 0.0000 | -2.35 | 0.0000 IrhA
848 | Azals | gene:BAE76664 | -5.13 | 0.0000 | -2.36 | 0.0000 ccmA
849 | Azalis | gene:BAB96599 | -5.15 | 0.0000 | -2.36 | 0.0000 rihC
850 | Azalls | gene:BAA15572 | -5.17 | 0.0365 | -2.37 | 0.0119 ydjJ
851 | Azalis | gene:BAA15842 | -5.18 | 0.0000 | -2.37 | 0.0000 yeeF
852 | Azalls | gene:BAE77177 | -5.22 | 0.0000 | -2.38 | 0.0000 yhaV
853 | Azalis | gene:BAE76220 | -5.28 | 0.0000 | -2.40 | 0.0000 hupB
854 | Azalls | gene:BAE76328 | -5.29 | 0.0000 | -2.40 | 0.0000 insH
855 | Azals | gene:BAE78347 | -5.33 | 0.0005 | -2.41 | 0.0001 yijM
856 | Azalis | gene:BAA15881 | -5.36 | 0.0000 | -2.42 | 0.0000 rfbA
857 | Azals | gene:BAE77076 | -5.44 | 0.0000 | -2.44 | 0.0000 ygiS
858 | Azalis | gene:BAE78023 | -5.45 | 0.0000 | -2.45 | 0.0000 pepE
859 | Azalis | gene:BAB96739 | -5.47 | 0.0000 | -2.45 | 0.0000 cdaR
860 | Azals | gene:BAA15882 | -5.49 | 0.0000 | -2.46 | 0.0000 rfbD
861 | Azalls | gene:BAE77736 | -5.54 | 0.0003 | -2.47 | 0.0001 insk
862 | Azalls | gene:BAA18886 | -5.58 | 0.0000 | -2.48 | 0.0000 srlA
863 | Azalis | gene:BAE76589 | -5.62 | 0.0000 | -2.49 | 0.0000 yehD
864 | Azals | gene:BAA35757 | -5.66 | 0.0006 | -2.50 | 0.0001 ymcE
865 | Azalis | gene:BAE77813 | -5.66 | 0.0000 | -2.50 | 0.0000 nikE
866 | Azalis | gene:BAE77099 | -5.71 | 0.0000 | -2.51 | 0.0000 ygil
867 | Azals | gene:BAA15125 | -5.74 | 0.0000 | -2.52 | 0.0000 fdnl
868 | Azalis | gene:BAA35327 | -5.79 | 0.0000 | -2.53 | 0.0000 nagE
869 | Azals | gene:BAA35264 | -5.90 | 0.0000 | -2.56 | 0.0000 dcuC
870 | Azalis | gene:BAE76091 | -5.94 | 0.0000 | -2.57 | 0.0000 ykgF
871 | Azalis | gene:BAA14877 | -5.97 | 0.0000 | -2.58 | 0.0000 pspE
872 | Azals | gene:BAE78124 | -6.03 | 0.0000 | -2.59 | 0.0000 fumB
873 | Azalis | gene:BAE77374 | -6.18 | 0.0000 | -2.63 | 0.0000 romE
874 | Azals | gene:BAE76643 | -6.28 | 0.0009 | -2.65 | 0.0002 yeiC
875 | Azalis | gene:BAE78035 | -6.50 | 0.0000 | -2.70 | 0.0000 malF
876 | Azalls | gene:BAE77436 | -6.53 | 0.0000 | -2.71 | 0.0000 yihM
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# ifade Gen ID FC FDR | logfC | P Degeri Gen
877 | Azals | gene:BAE78036 | -6.55 | 0.0000 | -2.71 | 0.0000 malE
878 | Azalls | gene:BAE77032 | -6.67 |0.0103 | -2.74 | 0.0028 yghG
879 | Azalis | gene:BAA16137 | -6.79 | 0.0000 | -2.76 | 0.0000 yfcC
880 | Azalis | gene:BAE77172 | -6.79 | 0.0000 | -2.76 | 0.0000 garR
881 | Azalis | gene:BAE77167 | -6.80 | 0.0000 | -2.76 | 0.0000 tdcA
882 | Azalls | gene:BAA15257 | -6.86 | 0.0000 | -2.78 | 0.0000 cspF
883 | Azalis | gene:BAE77319 | -6.87 | 0.0000 | -2.78 | 0.0000 hupA
884 | Azalls | gene:BAE77739 | -7.06 | 0.0000 | -2.82 | 0.0000 cspA
885 | Azalis | gene:BAE78037 | -7.17 | 0.0000 | -2.84 | 0.0000 malK
886 | Azalis | gene:BAE76665 | -7.37 | 0.0000 | -2.88 | 0.0000 napC
887 | Azals | gene:BAA15989 | -7.38 | 0.0000 | -2.88 0.0000 napA
888 | Azalis | gene:BAE77957 | -7.48 | 0.0182 | -2.90 | 0.0053 gspM
889 | Azalls | gene:BAE76935 | -7.57 | 0.0000 | -2.92 | 0.0000 ygeV
890 | Azalls | gene:BAE77161 | -7.64 | 0.0000 | -2.93 | 0.0000 tdcF
891 | Azalis | gene:BAE76667 | -7.65 | 0.0000 | -2.94 | 0.0000 napH
892 | Azals | gene:BAE78210 | -7.72 | 0.0000 | -2.95 | 0.0000 ytfE
893 | Azalls | gene:BAE78251 | -7.82 | 0.0000 | -2.97 | 0.0000 argl
894 | Azalls | gene:BAA15169 | -7.89 | 0.0000 | -2.98 | 0.0000 ydeN
895 | Azalis | gene:BAE76092 | -7.99 | 0.0000 | -3.00 | 0.0000 ykgG
896 | Azalls | gene:BAE77817 | -8.09 | 0.0000 | -3.02 | 0.0000 nikA
897 | Azalis | gene:BAE78078 | -8.45 | 0.0000 | -3.08 | 0.0000 nrfG
898 | Azalis | gene:BAE76191 | -8.76 | 0.0000 | -3.13 | 0.0000 tsx
899 | Azalls | gene:BAE76398 | -8.78 | 0.0039 | -3.13 | 0.0009 yciN
900 | Azalis | gene:BAE78075 | -8.86 | 0.0000 | -3.15 | 0.0000 nrfD
901 | Azahs | gene:BAE77258 | -9.51 | 0.0000 | -3.25 | 0.0000 gltF
902 | Azals | gene:BAA15769 | -9.60 | 0.0346 | -3.26 | 0.0112 fliL
903 | Azalis | gene:BAA15758 | -9.60 | 0.0000 | -3.26 | 0.0000 yedF
904 | Azals | gene:BAE78073 | -9.62 | 0.0000 | -3.27 | 0.0000 nrfB
905 | Azalis | gene:BAE76668 | -9.77 | 0.0000 | -3.29 | 0.0000 napG
906 | Azals | gene:BAE77720 | -10.09 | 0.0000 | -3.34 | 0.0000 yial
907 | Azalls | gene:BAE76090 | -10.36 | 0.0000 | -3.37 | 0.0000 ykgE
908 | Azals | gene:BAE76873 | -10.74 | 0.0007 | -3.42 | 0.0001 fucP
909 | Azalis | gene:BAA15168 | -10.82 | 0.0000 | -3.44 | 0.0000 ydeM
910 | Azalis | gene:BAE78034 | -11.18 | 0.0000 | -3.48 | 0.0000 malG
911 | Azals | gene:BAE77171 | -11.56 | 0.0000 | -3.53 | 0.0000 gark
912 | Azalis | gene:BAE78118 | -11.74 | 0.0000 | -3.55 | 0.0000 adiY
913 | Azals | gene:BAE77020 | -11.75 | 0.0000 | -3.55 | 0.0000 ansB
914 | Azalls | gene:BAE78039 | -12.25 | 0.0000 | -3.61 | 0.0000 malM
915 | Azalis | gene:BAE77162 | -12.43 | 0.0000 | -3.64 | 0.0000 tdcE
916 | Azals | gene:BAE78074 | -12.79 | 0.0000 | -3.68 | 0.0000 nrfC
917 | Azalis | gene:BAE78334 | -13.16 | 0.0000 | -3.72 | 0.0000 yjiT
918 | Azals | gene:BAE78038 | -13.42 | 0.0000 | -3.75 | 0.0000 lamB
919 | Azalis | gene:BAA16059 | -13.92 | 0.0000 | -3.80 | 0.0000 glpT
920 | Azals | gene:BAA16061 | -14.33 | 0.0000 | -3.84 | 0.0000 glpB

152



# ifade Gen ID FC FDR | logfC | P Degeri Gen
921 | Azahs | gene:BAA16058 | -15.02 | 0.0000 | -3.91 | 0.0000 glpQ
922 | Azalls | gene:BAE77175 | -15.95 | 0.0000 | -4.00 | 0.0000 garD
923 | Azalis | gene:BAE78072 | -16.35 | 0.0000 | -4.03 | 0.0000 nrfA
924 | Azahs | gene:BAA35675 | -16.67 | 0.0000 | -4.06 | 0.0000 ompF
925 | Azalls | gene:BAE76333 | -17.22 | 0.0000 | -4.11 | 0.0000 borD
926 | Azals | gene:BAE76666 | -19.71 | 0.0000 | -4.30 | 0.0000 napB
927 | Azalls | gene:BAE78077 | -21.28 | 0.0001 | -4.41 | 0.0000 nrfF
928 | Azalls | gene:BAE76518 | -22.63 | 0.0000 | -4.50 | 0.0000 ydjY
929 | Azalis | gene:BAE76861 | -22.73 | 0.0000 | -4.51 | 0.0000 gudP
930 | Azalls | gene:BAE77173 | -28.49 | 0.0000 | -4.83 | 0.0000 garl
931 | Azals | gene:BAE77168 | -32.60 | 0.0389 | -5.03 | 0.0129 tdcR
932 | Azalis | gene:BAE77164 | -37.27 | 0.0000 | -5.22 | 0.0000 tdcD
933 | Azalls | gene:BAE77165 | -37.65 | 0.0000 | -5.23 | 0.0000 tdcC
934 | Azalls | gene:BAE77317 | -41.73 | 0.0111 | -5.38 | 0.0030 zraP
935 | Azalis | gene:BAA16062 | -49.36 | 0.0000 | -5.63 | 0.0000 glpC
936 | Azalls | gene:BAE77174 | -51.98 | 0.0000 | -5.70 | 0.0000 garP
937 | Azalis | gene:BAE76588 | -58.03 | 0.0000 | -5.86 | 0.0000 yehC
938 | Azalls | gene:BAE77166 | -61.43 | 0.0000 | -5.94 | 0.0000 tdcB
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EK Tablo 2. E. coli W3110-95 Susunda Tespit Edilen DEG'ler

# ifade Gen ID FC FDR | logFC | P Degeri | Gen
1 Artis | gene:BAE78030 | 246.51 | 0.0000 | 7.95 | 0.0000 yjbG
2 Artis | gene:BAA15911 | 132.72 | 0.0000 | 7.05 | 0.0000 wcaB
3 Artis | gene:BAE78029 | 108.62 | 0.0000 | 6.76 | 0.0000 yjbF
4 Artis | gene:BAE76504 | 83.83 | 0.0002 | 6.39 | 0.0001 ydiN
5 Artis | gene:BAE78028 | 79.42 | 0.0000 | 6.31 | 0.0000 yjbE
6 Artis | gene:BAE76078 | 78.09 | 0.0009 | 6.29 | 0.0002 ykgK
7 Artis | gene:BAE76576 | 71.51 | 0.0000 | 6.16 | 0.0000 wza
8 Artis | gene:BAA15000 | 61.65 | 0.0021 | 5.95 | 0.0005 | paaG
9 Artis | gene:BAE76069 | 59.92 | 0.0000 | 5.90 | 0.0000 yags
10 Artis | gene:BAA35292 | 58.56 | 0.0022 | 5.87 | 0.0006 | ybeR
11 Artis | gene:BAE78154 | 52.98 | 0.0000 | 5.73 | 0.0000 | ampC
12 Artis | gene:BAA15909 | 41.53 | 0.0000 | 5.38 | 0.0000 gmd
13 Artis | gene:BAE76114 | 41.08 | 0.0000 | 5.36 0.0000 prpB
14 Artis | gene:BAA14958 | 39.36 | 0.0133 | 5.30 | 0.0044 ydaV
15 Artis | gene:BAA15220 | 37.24 | 0.0000 | 5.22 | 0.0000 marR
16 Artis | gene:BAE78062 | 36.66 | 0.0000 | 5.20 | 0.0000 yjcB
17 Artis | gene:BAA15905 | 36.30 | 0.0000 | 5.18 | 0.0000 cpsB
18 Artis | gene:BAA15908 | 35.73 | 0.0000 | 5.16 | 0.0000 fel
19 Artis | gene:BAA15281 | 35.62 | 0.0218 | 5.15 | 0.0079 ydfE
20 Artis | gene:BAA15906 | 34.64 | 0.0000 | 5.11 | 0.0000 wcal
21 Artis | gene:BAA15222 | 34.46 | 0.0000 | 5.11 | 0.0000 | marB
22 Artis | gene:BAE77897 | 32.96 | 0.0442 | 5.04 | 0.0183 yrfC
23 Artis | gene:BAE76325 | 32.83 | 0.0391 | 5.04 | 0.0158 rusA
24 Artis | gene:BAE78355 | 32.45 | 0.0000 | 5.02 | 0.0000 yijiQ
25 Artis | gene:BAA15910 | 32.38 | 0.0000 | 5.02 | 0.0000 | wcaF
26 Artis | gene:BAA35977 | 31.88 | 0.0343 | 499 | 0.0135 | ymfO
27 Artis | gene:BAE78105 | 31.60 | 0.0355 | 4.98 | 0.0141 | phnF
28 Artis | gene:BAA15163 | 30.03 | 0.0000 | 4.91 | 0.0000 | gadB
29 Artis | gene:BAA15913 | 27.66 | 0.0000 | 4.79 | 0.0000 wzc
30 Artis | gene:BAA15156 | 24.66 | 0.0000 | 4.62 | 0.0000 | gadC
31 Artis | gene:BAA35925 | 24.01 | 0.0000 | 4.59 | 0.0000 ycf)
32 Artis | gene:BAE76426 | 23.81 | 0.0001 | 4.57 | 0.0000 | paaD
33 Artis | gene:BAE76572 | 23.70 | 0.0000 | 4.57 | 0.0000 | wcaE
34 Artis | gene:BAE76574 | 23.56 | 0.0000 | 4.56 | 0.0000 | wcaC
35 Artis | gene:BAE76387 | 23.26 | 0.0000 | 4.54 | 0.0000 | ymgB
36 Artis | gene:BAE77199 | 22.18 | 0.0000 | 4.47 | 0.0000 | yhbO
37 Artis | gene:BAE76349 | 21.94 | 0.0001 | 4.46 | 0.0000 entE
38 Artis | gene:BAA15912 | 21.85 | 0.0000 | 4.45 | 0.0000 | wcaA
39 Artis | gene:BAE76160 | 21.03 | 0.0000 | 4.39 | 0.0000 yaiY
40 Artis | gene:BAA15776 | 20.93 | 0.0000 | 4.39 | 0.0000 rcsA
41 Artis | gene:BAE76575 | 20.09 | 0.0000 | 4.33 | 0.0000 wzb
42 Artis | gene:BAE76573 | 19.60 | 0.0000 | 4.29 | 0.0000 | wcaD
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# ifade Gen ID FC FDR | logfFC | P Degeri | Gen
43 Artis | gene:BAE77777 | 18.77 | 0.0000 | 4.23 | 0.0000 | gadA
44 Artis | gene:BAA15899 | 18.73 | 0.0000 | 4.23 | 0.0000 | wzxC
45 Artis | gene:BAA14791 | 18.20 | 0.0000 | 4.19 | 0.0000 yciG
46 Artis | gene:BAA35238 | 17.91 | 0.0000 | 4.16 | 0.0000 | ybdR
47 Artis | gene:BAE77782 | 17.82 | 0.0000 | 4.16 | 0.0000 | gadE
48 Artis | gene:BAE78070 | 17.75 | 0.0000 | 4.15 | 0.0000 yjcH
49 Artis | gene:BAA15221 | 16.90 | 0.0000 | 4.08 | 0.0000 | marA
50 Artis | gene:BAE76453 | 16.56 | 0.0000 | 4.05 | 0.0000 bdm
51 Artis | gene:BAA15907 | 16.43 | 0.0000 | 4.04 | 0.0000 | nudD
52 Artis | gene:BAE76571 | 14.48 | 0.0000 | 3.86 | 0.0000 | wcak
53 Artis | gene:BAA35265 | 13.97 | 0.0000 | 3.80 | 0.0000 crcA
54 Artis | gene:BAE76467 | 13.96 | 0.0000 | 3.80 | 0.0000 ynfN
55 Artis | gene:BAE77781 | 13.07 | 0.0000 | 3.71 | 0.0000 | mdtE
56 Artis | gene:BAE76423 | 12.82 | 0.0000 | 3.68 | 0.0000 | padA
57 Artis | gene:BAE76068 | 12.71 | 0.0000 | 3.67 | 0.0000 | yagR
58 Artis | gene:BAE77035 | 12.32 | 0.0000 | 3.62 | 0.0000 | yghK
59 Artis | gene:BAA15226 | 12.25 | 0.0000 | 3.61 | 0.0000 ydel
60 Artis | gene:BAA36006 | 12.22 | 0.0000 | 3.61 | 0.0000 | ymgG
61 Artis | gene:BAE77062 | 11.77 | 0.0000 | 3.56 | 0.0000 | yghA
62 Artis | gene:BAE76264 | 11.63 | 0.0000 | 3.54 | 0.0000 ybas
63 Artis | gene:BAE76709 | 11.55 | 0.0000 | 3.53 | 0.0000 | ypeC
64 Artis | gene:BAA15901 | 11.43 | 0.0000 | 3.52 | 0.0000 cpsG
65 Artis | gene:BAA14790 | 11.23 | 0.0000 | 3.49 | 0.0000 yciF
66 Artis | gene:BAE76265 | 11.01 | 0.0000 | 3.46 | 0.0000 | ybaT
67 Artis | gene:BAE76109 | 10.95 | 0.0000 | 3.45 | 0.0000 yahl
68 Artis | gene:BAB96605 | 10.77 | 0.0100 | 3.43 | 0.0032 caiD
69 Artis | gene:BAE76516 | 10.73 | 0.0000 | 3.42 | 0.0000 astB
70 Artis | gene:BAA16275 | 10.70 | 0.0154 | 3.42 | 0.0053 | xapA
71 Artis | gene:BAE78094 | 10.32 | 0.0000 | 3.37 | 0.0000 yjdP
72 Artis | gene:BAE77006 | 10.21 | 0.0000 | 3.35 | 0.0000 galP
73 Artis | gene:BAE78364 | 10.20 | 0.0000 | 3.35 | 0.0000 | osmY
74 Artis | gene:BAE76774 | 9.68 | 0.0019 | 3.27 | 0.0005 ypjF
75 Artis | gene:BAA15513 | 9.58 | 0.0000 | 3.26 | 0.0000 katE
76 Artis | gene:BAA14837 | 9.51 | 0.0000 | 3.25 | 0.0000 | osmB
77 Artis | gene:BAE76070 | 9.43 | 0.0000 | 3.24 | 0.0000 | yagT
78 Artis | gene:BAB96678 | 9.38 | 0.0263 | 3.23 | 0.0098 | ppdD
79 Artis | gene:BAE78069 | 9.10 | 0.0000 | 3.19 | 0.0000 actP
80 Artis | gene:BAA14999 | 8.95 | 0.0005 | 3.16 | 0.0001 | paaF
81 Artis | gene:BAE77769 | 8.74 | 0.0417 | 3.13 | 0.0170 yhjH
82 Artis | gene:BAA16525 | 8.67 | 0.0000 | 3.12 | 0.0000 | gabT
83 Artis | gene:BAE76348 | 8.60 | 0.0004 | 3.10 | 0.0001 entC
84 Artis | gene:BAE77695 | 8.45 | 0.0000 | 3.08 | 0.0000 yibl
85 Artis | gene:BAE76235 | 8.44 | 0.0000 | 3.08 | 0.0000 | ybaA
86 Artis | gene:BAE76067 | 8.36 | 0.0000 | 3.06 | 0.0000 | yagQ
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# ifade Gen ID FC FDR | logFC | P Degeri | Gen
87 Artis | gene:BAA15900 | 8.30 | 0.0000 | 3.05 | 0.0000 wcal
88 Artis | gene:BAE78109 | 8.11 | 0.0000 | 3.02 | 0.0000 | phnB
89 Artis | gene:BAE78188 | 8.06 | 0.0000 | 3.01 | 0.0000 aidB
90 Artis | gene:BAE76029 | 8.05 | 0.0080 | 3.01 | 0.0024 yaal
91 Artis | gene:BAE76584 | 7.98 | 0.0000 | 3.00 | 0.0000 | fbaB
92 Artis | gene:BAE76515 | 7.89 | 0.0000 | 2.98 | 0.0000 astE
93 Artis | gene:BAE78047 | 7.85 | 0.0000 | 2.97 | 0.0000 yjbJ
94 Artis | gene:BAE76721 | 7.78 | 0.0000 | 2.96 | 0.0000 ypfG
95 Artis | gene:BAA15227 | 7.76 | 0.0000 | 2.96 | 0.0000 ydeJ
96 Artis | gene:BAE78031 | 7.51 | 0.0000 | 2.91 | 0.0000 yjbH
97 Artis | gene:BAE76339 | 7.37 | 0.0000 | 2.88 | 0.0000 | appY
98 Artis | gene:BAB96582 | 7.33 | 0.0000 | 2.87 | 0.0000 | yaaX
99 Artis | gene:BAA35415 | 7.32 | 0.0000 | 2.87 | 0.0000 ybgS
100 | Artis | gene:BAE76304 | 7.30 | 0.0000 | 2.87 | 0.0000 ybcl
101 | Artis | gene:BAA35820 | 7.29 | 0.0112 | 2.87 | 0.0036 csgE
102 | Artis | gene:BAE76223 | 7.29 | 0.0000 | 2.87 | 0.0000 | ybaW
103 | Artis | gene:BAE77608 | 7.27 | 0.0000 | 2.86 | 0.0000 ibpB
104 | Artis | gene:BAE77036 | 7.18 | 0.0000 | 2.84 | 0.0000 glcB
105 | Artis | gene:BAE77458 | 7.11 | 0.0000 | 2.83 | 0.0000 | fadA
106 | Artis | gene:BAE76103 | 7.06 | 0.0076 | 2.82 | 0.0023 yahF
107 | Artis | gene:BAA35222 | 7.00 | 0.0234 | 2.81 | 0.0085 hokE
108 | Artis | gene:BAA15982 | 6.95 | 0.0000 | 2.80 | 0.0000 yeiR
109 | Artis | gene:BAA35269 | 6.95 | 0.0000 | 2.80 | 0.0000 | ybeM
110 | Artis | gene:BAA16521 | 6.83 | 0.0000 | 2.77 | 0.0000 | ygaF
111 | Artis | gene:BAA16524 | 6.78 | 0.0000 | 2.76 | 0.0000 | gabD
112 | Artis | gene:BAE77305 | 6.76 | 0.0229 | 2.76 | 0.0083 envR
113 | Artis | gene:BAE77677 | ©6.72 | 0.0000 | 2.75 | 0.0000 yibD
114 | Artis | gene:BAA16526 | 6.64 | 0.0000 | 2.73 | 0.0000 | gabP
115 | Artis | gene:BAB96609 | 6.63 | 0.0015 | 2.73 | 0.0004 caiT
116 | Artis | gene:BAE76192 | 6.58 | 0.0000 | 2.72 | 0.0000 yajl
117 | Artis | gene:BAB96614 | 6.42 | 0.0000 | 2.68 | 0.0000 kefF
118 | Artis | gene:BAA35295 | 6.39 | 0.0000 | 2.68 | 0.0000 | ybeU
119 | Artis | gene:BAA77891 | 6.37 | 0.0000 | 2.67 | 0.0000 fadE
120 | Artis | gene:BAA15538 | 6.34 | 0.0000 | 2.66 | 0.0000 astD
121 | Artis | gene:BAE76425 | 6.26 | 0.0000 | 2.65 | 0.0000 | paaC
122 | Artis | gene:BAE76458 | 6.25 | 0.0010 | 2.64 | 0.0003 IsrG
123 | Artis | gene:BAE78302 | 6.20 | 0.0000 | 2.63 | 0.0000 yjhS
124 | Artis | gene:BAE78018 | 6.18 | 0.0000 | 2.63 | 0.0000 acek
125 | Artis | gene:BAA35889 | 6.13 | 0.0343 | 2.62 | 0.0134 flgl
126 | Artis | gene:BAE78306 | 6.11 | 0.0000 | 2.61 | 0.0000 | fimE
127 | Artis | gene:BAE77560 | 6.09 | 0.0000 | 2.61 | 0.0000 pstS
128 | Artis | gene:BAE77206 | 6.06 | 0.0000 | 2.60 | 0.0000 | yhbW
129 | Artis | gene:BAE78365 | 6.04 | 0.0000 | 2.59 | 0.0000 ytjA
130 | Artis | gene:BAA14789 | 6.02 | 0.0000 | 2.59 | 0.0000 yciE
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131 | Artis | gene:BAE76779 | 6.00 | 0.0000 | 2.58 | 0.0000 ygaT
132 | Artis | gene:BAA16256 | 5.96 | 0.0349 | 2.58 | 0.0138 ypdG
133 | Artis | gene:BAE76457 | 5.95 | 0.0000 | 2.57 | 0.0000 IsrF
134 | Artis | gene:BAE76501 | 5.95 | 0.0000 | 2.57 | 0.0000 ydiH
135 | Artis | gene:BAE77780 | 5.86 | 0.0000 | 2.55 | 0.0000 | mdtF
136 | Artis | gene:BAA77933 | 5.86 | 0.0001 | 2.55 | 0.0000 | yagA
137 | Artis | gene:BAE78017 | 5.84 | 0.0000 | 2.55 | 0.0000 aceA
138 | Artis | gene:BAE78246 | 5.81 | 0.0000 | 2.54 | 0.0000 yigH
139 | Artis | gene:BAE76772 | 5.77 | 0.0160 | 2.53 | 0.0055 yfiT
140 | Artis | gene:BAE77786 | 5.75 | 0.0000 | 2.52 | 0.0000 yhiD
141 | Artis | gene:BAA15649 | 5.68 | 0.0000 | 2.51 | 0.0000 | pphA
142 | Artis | gene:BAE76783 | 5.64 | 0.0000 | 2.50 | 0.0000 ygaX
143 | Artis | gene:BAE77787 | 5.63 | 0.0000 | 2.49 | 0.0000 yhiF
144 | Artis | gene:BAE78322 | 5.60 | 0.0484 | 2.49 | 0.0204 yjiG
145 | Artis | gene:BAE76115 | 5.59 | 0.0121 | 2.48 | 0.0040 prpC
146 | Artis | gene:BAE76295 | 5.56 | 0.0468 | 2.48 | 0.0196 allD
147 | Artis | gene:BAE78357 | 5.49 | 0.0000 | 2.46 | 0.0000 | fhuF
148 | Artis | gene:BAE77730 | 5.46 | 0.0261 | 2.45 | 0.0097 yiaB
149 | Artis | gene:BAA15939 | 5.42 | 0.0000 | 2.44 | 0.0000 yegs
150 | Artis | gene:BAE78279 | 5.42 | 0.0062 | 2.44 | 0.0018 | fecD
151 | Artis | gene:BAE76489 | 5.36 | 0.0000 | 2.42 | 0.0000 sodC
152 | Artis | gene:BAE77037 | 5.35 | 0.0000 | 2.42 | 0.0000 glcG
153 | Artis | gene:BAA14984 | 5.35 | 0.0000 | 2.42 | 0.0000 hslJ
154 | Artis | gene:BAB96610 | 5.33 | 0.0084 | 2.41 | 0.0026 fixA
155 | Artis | gene:BAE76447 | 5.29 | 0.0053 | 2.40 | 0.0015 yncH
156 | Artis | gene:BAA35562 | 5.27 | 0.0000 | 2.40 | 0.0000 nfsA
157 | Artis | gene:BAE78071 | 5.26 | 0.0000 | 2.39 | 0.0000 acs
158 | Artis | gene:BAA16190 | 5.19 | 0.0290 | 2.38 | 0.0110 yfcS
159 | Artis | gene:BAB96589 | 5.18 | 0.0000 | 2.37 | 0.0000 | dnak
160 | Artis | gene:BAA16340 | 5.18 | 0.0000 | 2.37 | 0.0000 tktB
161 | Artis | gene:BAE78145 | 5.17 | 0.0000 | 2.37 | 0.0000 grol
162 | Artis | gene:BAA35975 | 5.16 |0.0307 | 2.37 | 0.0118 | ymfN
163 | Artis | gene:BAE76347 | 5.15 | 0.0000 | 2.36 | 0.0000 | fepB
164 | Artis | gene:BAA14998 | 5.14 | 0.0001 | 2.36 | 0.0000 paaE
165 | Artis | gene:BAE78260 | 5.10 | 0.0000 | 2.35 | 0.0000 yigR
166 | Artis | gene:BAE76233 | 5.00 | 0.0000 | 2.32 | 0.0000 ybaY
167 | Artis | gene:BAE76144 | 4.97 | 0.0000 | 2.31 | 0.0000 yaiP
168 | Artis | gene:BAA15201 | 4.95 | 0.0000 | 2.31 | 0.0000 IsrC
169 | Artis | gene:BAA14871 | 4.93 | 0.0135 | 2.30 | 0.0045 puuE
170 | Artis | gene:BAE78361 | 4.90 | 0.0000 | 2.29 | 0.0000 riml
171 | Artis | gene:BAA35448 | 4.88 | 0.0000 | 2.29 | 0.0000 ybhO
172 Artis | gene:BAE76462 | 4.88 | 0.0081 | 2.29 0.0025 ynekK
173 | Artis | gene:BAE76183 | 4.85 | 0.0000 | 2.28 | 0.0000 malZ
174 | Artis | gene:BAA15118 | 4.85 | 0.0000 | 2.28 | 0.0000 narU
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175 | Artis | gene:BAA15001 | 4.84 | 0.0017 | 2.28 | 0.0004 | paaH
176 | Artis | gene:BAE77778 | 4.84 | 0.0000 | 2.28 | 0.0000 | gadX
177 | Artis | gene:BAE76428 | 4.81 | 0.0000 | 2.26 | 0.0000 | paak
178 | Artis | gene:BAE76517 | 4.80 | 0.0000 | 2.26 | 0.0000 astA
179 | Artis | gene:BAA15400 | 4.80 | 0.0000 | 2.26 | 0.0000 ydhA
180 | Artis | gene:BAA35233 | 4.77 | 0.0000 | 2.25 | 0.0000 | ybdO
181 | Artis | gene:BAA15254 | 4.77 | 0.0000 | 2.25 | 0.0000 cspl
182 | Artis | gene:BAA35293 | 4.73 | 0.0052 | 2.24 | 0.0015 djlB
183 | Artis | gene:BAA16077 | 4.69 | 0.0000 | 2.23 | 0.0000 yfbF
184 | Artis | gene:BAA15105 | 4.66 | 0.0000 | 2.22 | 0.0000 narZ
185 | Artis | gene:BAA15898 | 4.65 | 0.0000 | 2.22 | 0.0000 | wcal
186 | Artis | gene:BAB96703 | 4.64 | 0.0000 | 2.21 | 0.0000 | yadG
187 | Artis | gene:BAE77696 | 4.61 | 0.0000 | 2.20 | 0.0000 yibH
188 | Artis | gene:BAE76881 | 4.60 | 0.0000 | 2.20 | 0.0000 ygdl
189 | Artis | gene:BAE77568 | 4.59 | 0.0028 | 2.20 | 0.0007 bglH
190 | Artis | gene:BAE78266 | 4.52 | 0.0000 | 2.18 | 0.0000 yigB
191 | Artis | gene:BAA35930 | 4.48 | 0.0001 | 2.16 | 0.0000 ycfT
192 Artis | gene:BAE77743 | 4.39 | 0.0000 | 2.13 0.0000 yiaD
193 | Artis | gene:BAE76456 | 4.38 | 0.0000 | 2.13 | 0.0000 IsrB
194 | Artis | gene:BAE78228 | 4.38 | 0.0000 | 2.13 | 0.0000 ytfQ
195 | Artis | gene:BAE78292 | 4.31 | 0.0015 | 2.11 | 0.0004 sgcE
196 | Artis | gene:BAA35221 | 4.29 | 0.0000 | 2.10 | 0.0000 | ybdK
197 | Artis | gene:BAE76179 | 4.29 | 0.0000 | 2.10 | 0.0000 | phoB
198 | Artis | gene:BAE76055 | 4.28 | 0.0000 | 2.10 | 0.0000 | yagH
199 | Artis | gene:BAA36005 | 4.28 | 0.0000 | 2.10 | 0.0000 | ymgD
200 | Artis | gene:BAE76149 | 4.27 | 0.0006 | 2.09 | 0.0002 tauD
201 | Artis | gene:BAB96717 | 4.25 |0.0424 | 2.09 | 0.0174 | yadN
202 | Artis | gene:BAE76389 | 4.23 | 0.0370 | 2.08 | 0.0148 | ymgH
203 | Artis | gene:BAA15249 | 4.23 | 0.0000 | 2.08 | 0.0000 pinQ
204 | Artis | gene:BAB96641 | 4.20 | 0.0000 | 2.07 | 0.0000 leuC
205 | Artis | gene:BAE77151 | 4.19 | 0.0000 | 2.07 | 0.0000 yqjF
206 | Artis | gene:BAB96632 | 4.17 | 0.0017 | 2.06 | 0.0004 araB
207 | Artis | gene:BAA14997 | 4.14 | 0.0259 | 2.05 | 0.0096 | maoC
208 | Artis | gene:BAE76123 | 4.07 |0.0132 | 2.02 | 0.0044 cynX
209 | Artis | gene:BAA35502 | 4.07 | 0.0000 | 2.02 | 0.0000 ybiU
210 | Artis | gene:BAE76612 | 4.07 | 0.0000 | 2.02 | 0.0000 yohC
211 | Artis | gene:BAE78289 | 4.06 | 0.0004 | 2.02 | 0.0001 yjhH
212 | Artis | gene:BAE76286 | 4.05 |0.0355 | 2.02 | 0.0141 hyi
213 | Artis | gene:BAE76129 | 4.05 | 0.0046 | 2.02 | 0.0013 | mhpA
214 | Artis | gene:BAE78245 | 3.99 | 0.0000 | 2.00 | 0.0000 pyrlL
215 | Artis | gene:BAA35232 | 3.98 | 0.0013 | 1.99 | 0.0003 | ybdN
216 | Artis | gene:BAE76386 | 3.98 | 0.0000 | 1.99 | 0.0000 | ymgA
217 | Artis | gene:BAE78240 | 3.96 | 0.0000 | 1.99 | 0.0000 treR
218 | Artis | gene:BAE76579 | 3.95 | 0.0301 | 1.98 | 0.0115 yegK
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219 | Artis | gene:BAA15126 | 3.93 | 0.0000 | 1.98 | 0.0000 | adhP
220 | Artis | gene:BAE76541 | 3.92 | 0.0000 | 1.97 | 0.0000 yebV
221 | Artis | gene:BAE77401 | 3.90 | 0.0000 | 1.96 | 0.0000 | sodA
222 | Artis | gene:BAB96590 | 3.90 | 0.0000 | 1.96 | 0.0000 dnaJ
223 | Artis | gene:BAE77775 | 3.90 | 0.0000 | 1.96 | 0.0000 treF
224 | Artis | gene:BAA15104 | 3.88 | 0.0000 | 1.96 | 0.0000 narY
225 | Artis | gene:BAE77779 | 3.87 | 0.0000 | 1.95 | 0.0000 | gadW
226 | Artis | gene:BAE77783 | 3.85 | 0.0000 | 1.95 | 0.0000 | hdeD
227 | Artis | gene:BAA14828 | 3.84 | 0.0000 | 1.94 | 0.0000 | acnA
228 | Artis | gene:BAE76093 | 3.80 | 0.0000 | 1.93 | 0.0000 | ykgH
229 | Artis | gene:BAB96617 | 3.79 | 0.0000 | 1.92 | 0.0000 | apaH
230 | Artis | gene:BAE78358 | 3.77 | 0.0044 | 1.92 | 0.0013 yijZ
231 | Artis | gene:BAE76291 | 3.76 | 0.0153 | 1.91 | 0.0052 ybbY
232 | Artis | gene:BAA15475 | 3.75 | 0.0000 | 1.91 | 0.0000 ydiU
233 | Artis | gene:BAE76248 | 3.75 |0.0000 | 1.91 | 0.0000 apt
234 | Artis | gene:BAA16056 | 3.74 | 0.0000 | 1.90 | 0.0000 inaA
235 | Artis | gene:BAE78324 | 3.72 | 0.0000 | 1.89 | 0.0000 kptA
236 | Artis | gene:BAE78200 | 3.71 | 0.0000 | 1.89 | 0.0000 yifY
237 | Artis | gene:BAA15200 | 3.69 | 0.0000 | 1.88 | 0.0000 ego
238 | Artis | gene:BAE78219 | 3.68 | 0.0000 | 1.88 | 0.0000 ytfl
239 | Artis | gene:BAE78293 | 3.68 | 0.0189 | 1.88 | 0.0067 sgcA
240 | Artis | gene:BAE77607 | 3.67 | 0.0000 | 1.88 | 0.0000 ibpA
241 | Artis | gene:BAE78096 | 3.63 | 0.0007 | 1.86 | 0.0002 | phnO
242 | Artis | gene:BAA15044 | 3.63 | 0.0000 | 1.86 | 0.0000 trg
243 | Artis | gene:BAE78362 | 3.62 | 0.0000 | 1.85 | 0.0000 yijG
244 | Artis | gene:BAA77861 | 3.62 | 0.0000 | 1.85 | 0.0000 IdcC
245 | Artis | gene:BAE78372 | 3.61 | 0.0000 | 1.85 | 0.0000 deoB
246 | Artis | gene:BAA16207 | 3.60 | 0.0000 | 1.85 | 0.0000 yfdC
247 | Artis | gene:BAB96727 | 3.59 | 0.0003 | 1.84 | 0.0001 | fhuC
248 | Artis | gene:BAA35585 | 3.58 | 0.0000 | 1.84 | 0.0000 | poxB
249 | Artis | gene:BAE76786 | 3.58 | 0.0000 | 1.84 | 0.0000 norR
250 | Artis | gene:BAE76730 | 3.57 | 0.0077 | 1.84 | 0.0023 | yphB
251 | Artis | gene:BAE78329 | 3.57 | 0.0000 | 1.84 | 0.0000 yjiN
252 | Artis | gene:BAA15256 | 3.56 | 0.0001 | 1.83 | 0.0000 cspB
253 | Artis | gene:BAE78151 | 3.56 | 0.0000 | 1.83 | 0.0000 ecnB
254 | Artis | gene:BAE76184 | 3.53 | 0.0000 | 1.82 | 0.0000 yajB
255 Artis | gene:BAE76171 3.52 0.0000 | 1.81 0.0000 aroM
256 | Artis | gene:BAA16076 | 3.50 | 0.0000 | 1.81 | 0.0000 yfbE
257 | Artis | gene:BAE76252 | 3.49 | 0.0000 | 1.80 | 0.0000 htpG
258 | Artis | gene:BAE76484 | 3.46 | 0.0000 | 1.79 | 0.0000 ydgT
259 | Artis | gene:BAE76385 | 3.46 | 0.0000 | 1.79 | 0.0000 ycgZ
260 | Artis | gene:BAE76307 | 3.44 | 0.0021 | 1.78 0.0006 sfmA
261 | Artis | gene:BAB96705 | 3.43 | 0.0000 | 1.78 | 0.0000 | yadH
262 | Artis | gene:BAA15248 | 3.42 | 0.0014 | 1.78 | 0.0003 ydf]
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263 | Artis | gene:BAA35757 | 3.40 | 0.0002 | 1.77 | 0.0000 | ymcE
264 | Artis | gene:BAA16536 | 3.40 | 0.0000 | 1.77 | 0.0000 | ygaC
265 | Artis | gene:BAA15717 | 3.38 | 0.0000 | 1.76 | 0.0000 otsA
266 | Artis | gene:BAA16539 | 3.36 | 0.0004 | 1.75 | 0.0001 nrdE
267 | Artis | gene:BAE76278 | 3.34 | 0.0403 | 1.74 | 0.0164 ylbH
268 | Artis | gene:BAE78116 | 3.33 | 0.0000 | 1.73 | 0.0000 eptA
269 | Artis | gene:BAE76581 | 3.32 | 0.0000 | 1.73 | 0.0000 | yegP
270 | Artis | gene:BAE78187 | 3.32 | 0.0044 | 1.73 | 0.0012 yifC
271 | Artis | gene:BAE76798 | 3.32 | 0.0488 | 1.73 | 0.0206 hycE
272 | Artis | gene:BAE76150 | 3.31 | 0.0000 | 1.73 | 0.0000 | hemB
273 | Artis | gene:BAE76246 | 3.31 | 0.0000 | 1.73 | 0.0000 priC
274 | Artis | gene:BAA36099 | 3.30 | 0.0021 | 1.72 | 0.0006 tpr
275 | Artis | gene:BAE76201 | 3.29 | 0.0000 | 1.72 | 0.0000 ispA
276 | Artis | gene:BAB96689 | 3.28 | 0.0001 | 1.72 | 0.0000 | yacH
277 | Artis | gene:BAA15718 | 3.28 | 0.0000 | 1.71 | 0.0000 otsB
278 | Artis | gene:BAE77083 | 3.26 | 0.0179 | 1.71 | 0.0063 ygiZ
279 | Artis | gene:BAE76154 | 3.26 | 0.0021 | 1.71 | 0.0006 insE
280 | Artis | gene:BAB96642 | 3.25 | 0.0002 | 1.70 | 0.0000 leuB
281 | Artis | gene:BAE78095 | 3.25 | 0.0000 | 1.70 | 0.0000 | phnP
282 | Artis | gene:BAA14839 | 3.24 | 0.0000 | 1.69 | 0.0000 gmr
283 | Artis | gene:BAE78085 | 3.22 | 0.0252 | 1.69 | 0.0093 yjcS
284 | Artis | gene:BAE76309 | 3.22 | 0.0010 | 1.69 | 0.0002 | sfmD
285 | Artis | gene:BAE77705 | 3.20 | 0.0000 | 1.68 | 0.0000 aldB
286 | Artis | gene:BAE78283 | 3.20 | 0.0132 | 1.68 | 0.0043 fecR
287 | Artis | gene:BAE77562 | 3.20 | 0.0002 | 1.68 | 0.0000 pstA
288 | Artis | gene:BAE76849 | 3.20 | 0.0055 | 1.68 | 0.0016 | ygcU
289 | Artis | gene:BAA35849 | 3.19 | 0.0011 | 1.67 | 0.0003 ycek
290 | Artis | gene:BAB96692 | 3.19 | 0.0000 | 1.67 | 0.0000 | acnB
291 | Artis | gene:BAE78068 | 3.19 | 0.0001 | 1.67 | 0.0000 yjcF
292 | Artis | gene:BAE76045 | 3.19 | 0.0000 | 1.67 | 0.0000 ginD
293 | Artis | gene:BAE77689 | 3.18 | 0.0000 | 1.67 | 0.0000 lldP
294 | Artis | gene:BAE76816 | 3.18 | 0.0226 | 1.67 | 0.0082 | yghM
295 | Artis | gene:BAE78144 | 3.18 | 0.0000 | 1.67 | 0.0000 groS
296 | Artis | gene:BAA35999 | 3.17 | 0.0001 | 1.66 | 0.0000 | ymgC
297 | Artis | gene:BAE78310 | 3.17 | 0.0000 | 1.66 | 0.0000 | fimD
298 | Artis | gene:BAA15140 | 3.16 | 0.0203 | 1.66 | 0.0072 ddpC
299 | Artis | gene:BAB96651 | 3.15 | 0.0000 | 1.66 | 0.0000 ftsL
300 | Artis | gene:BAA35449 | 3.14 | 0.0000 | 1.65 | 0.0000 | ybhP
301 | Artis | gene:BAA15202 | 3.12 | 0.0279 | 1.64 | 0.0105 IsrD
302 | Artis | gene:BAA35748 | 3.12 | 0.0492 | 1.64 | 0.0208 yccZ
303 | Artis | gene:BAA16339 | 3.12 | 0.0000 | 1.64 | 0.0000 talA
304 Artis | gene:BAE78351 | 3.12 | 0.0000 | 1.64 0.0000 dnaC
305 | Artis | gene:BAA35226 | 3.11 | 0.0265 | 1.64 | 0.0099 fes
306 | Artis | gene:BAE78366 | 3.10 | 0.0000 | 1.63 | 0.0000 yiju
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307 | Artis | gene:BAA77871 | 3.07 |0.0000 | 1.62 | 0.0000 | yaeB
308 | Artis | gene:BAA15191 | 3.07 | 0.0000 | 1.62 | 0.0000 | ydeV
309 | Artis | gene:BAE76341 | 3.07 | 0.0000 | 1.62 | 0.0000 entF
310 | Artis | gene:BAE76346 | 3.07 | 0.0127 | 1.62 | 0.0042 | ybdA
311 | Artis | gene:BAE77069 | 3.07 | 0.0000 | 1.62 | 0.0000 dkgA
312 | Artis | gene:BAE77784 | 3.05 | 0.0000 | 1.61 | 0.0000 | hdeA
313 | Artis | gene:BAA15755 | 3.03 | 0.0000 | 1.60 | 0.0000 | amyA
314 | Artis | gene:BAE76166 | 3.03 | 0.0005 | 1.60 | 0.0001 yaiC
315 | Artis | gene:BAE77846 | 3.02 | 0.0000 | 1.59 | 0.0000 ggt
316 | Artis | gene:BAE76464 | 3.02 | 0.0000 | 1.59 | 0.0000 ydfK
317 | Artis | gene:BAB96633 | 3.02 | 0.0000 | 1.59 | 0.0000 araC
318 | Artis | gene:BAE78232 | 3.00 | 0.0000 | 1.59 | 0.0000 fbp
319 | Artis | gene:BAA35447 | 3.00 | 0.0001 | 1.58 | 0.0000 | ybhN
320 | Artis | gene:BAE78026 | 3.00 | 0.0000 | 1.58 | 0.0000 lysC
321 | Artis | gene:BAB96640 | 2.99 | 0.0000 | 1.58 | 0.0000 leuD
322 | Artis | gene:BAE78123 | 2.98 | 0.0164 | 1.58 | 0.0057 yjdF
323 | Artis | gene:BAE76247 | 2.98 | 0.0009 | 1.57 | 0.0002 ybaN
324 | Artis | gene:BAE78137 | 2.98 | 0.0000 | 1.57 | 0.0000 yjdC
325 | Artis | gene:BAE78352 | 2.98 | 0.0000 | 1.57 | 0.0000 | dnaT
326 | Artis | gene:BAE76446 | 2.97 | 0.0000 | 1.57 | 0.0000 | yncG
327 | Artis | gene:BAE77561 | 2.94 | 0.0001 | 1.56 | 0.0000 pstC
328 | Artis | gene:BAA35255 | 2.94 | 0.0000 | 1.56 | 0.0000 CitA
329 | Artis | gene:BAE76094 | 2.94 | 0.0000 | 1.56 | 0.0000 betA
330 | Artis | gene:BAE76089 | 2.94 | 0.0009 | 1.56 | 0.0002 | ykgD
331 | Artis | gene:BAA35218 | 2.93 | 0.0000 | 1.55 | 0.0000 nfnB
332 | Artis | gene:BAB96713 | 2.93 | 0.0341 | 1.55 | 0.0133 | yadK
333 | Artis | gene:BAA35285 | 2.93 | 0.0006 | 1.55 | 0.0001 cobC
334 | Artis | gene:BAE76208 | 2.92 | 0.0000 | 1.55 | 0.0000 cyoE
335 | Artis | gene:BAE78229 | 2.92 | 0.0000 | 1.55 | 0.0000 ytfR
336 | Artis | gene:BAE76251 | 2.92 | 0.0000 | 1.55 | 0.0000 recR
337 | Artis | gene:BAE78050 | 2.92 | 0.0249 | 1.54 | 0.0092 | yjbM
338 Artis | gene:BAE76241 | 2.91 | 0.0000 | 1.54 0.0000 acrB
339 | Artis | gene:BAE78216 | 2.91 | 0.0000 | 1.54 | 0.0000 ytfl
340 | Artis | gene:BAE78014 | 2.91 | 0.0000 | 1.54 | 0.0000 yjaB
341 | Artis | gene:BAE78052 | 2.90 | 0.0000 | 1.54 | 0.0000 yjbO
342 | Artis | gene:BAA77857 | 2.90 | 0.0000 | 1.54 | 0.0000 IpxB
343 Artis | gene:BAA16501 | 2.90 | 0.0000 | 1.53 0.0000 recN
344 | Artis | gene:BAE78268 | 2.89 | 0.0282 | 1.53 | 0.0106 insC
345 | Artis | gene:BAE76108 | 2.89 | 0.0000 | 1.53 | 0.0000 | yahK
346 | Artis | gene:BAE77039 | 2.89 | 0.0000 | 1.53 | 0.0000 glcE
347 | Artis | gene:BAE78311 | 2.87 | 0.0000 | 1.52 | 0.0000 | fimF
348 | Artis | gene:BAE76232 | 2.87 | 0.0000 | 1.52 | 0.0000 tesB
349 | Artis | gene:BAE77038 | 2.87 | 0.0000 | 1.52 | 0.0000 glcF
350 | Artis | gene:BAE76077 | 2.84 | 0.0003 | 1.51 | 0.0001 yagZ
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351 | Artis | gene:BAA35201 | 2.84 | 0.0004 | 1.51 | 0.0001 | ybcH
352 | Artis | gene:BAB96588 | 2.83 | 0.0000 | 1.50 | 0.0000 | yaaH
353 | Artis | gene:BAA35468 | 2.83 | 0.0000 | 1.50 | 0.0000 ybil
354 | Artis | gene:BAB96699 | 2.83 | 0.0000 | 1.50 | 0.0000 gcd
355 | Artis | gene:BAB96598 | 2.83 | 0.0000 | 1.50 | 0.0000 ispH
356 | Artis | gene:BAE78168 | 2.82 | 0.0000 | 1.49 | 0.0000 yjeF
357 | Artis | gene:BAE76327 | 2.81 | 0.0029 | 1.49 | 0.0008 | ybcQ
358 | Artis | gene:BAA14979 | 2.81 | 0.0000 | 1.49 | 0.0000 pinR
359 | Artis | gene:BAA35225 | 2.81 | 0.0047 | 1.49 | 0.0013 fepA
360 | Artis | gene:BAE76275 | 2.80 | 0.0000 | 1.49 | 0.0000 | ybbP
361 | Artis | gene:BAA35291 | 2.77 | 0.0054 | 1.47 | 0.0016 | ybeQ
362 | Artis | gene:BAE77426 | 2.76 | 0.0279 | 1.47 | 0.0105 yihV
363 | Artis | gene:BAE78309 | 2.76 | 0.0000 | 1.47 | 0.0000 | fimC
364 | Artis | gene:BAA77867 | 2.76 | 0.0006 | 1.46 | 0.0001 yael
365 | Artis | gene:BAE76345 | 2.75 | 0.0033 | 1.46 | 0.0009 | fepD
366 | Artis | gene:BAE76595 | 2.75 |0.0396 | 1.46 | 0.0160 yehl
367 | Artis | gene:BAE76483 | 2.75 | 0.0000 | 1.46 | 0.0000 bir
368 | Artis | gene:BAE78256 | 2.75 | 0.0000 | 1.46 | 0.0000 holC
369 | Artis | gene:BAB96627 | 2.75 | 0.0000 | 1.46 | 0.0000 | hepA
370 | Artis | gene:BAA15531 | 2.74 | 0.0000 | 1.45 | 0.0000 spy
371 | Artis | gene:BAE78218 | 2.74 | 0.0000 | 1.45 | 0.0000 ytfk
372 | Artis | gene:BAA15622 | 2.73 | 0.0000 | 1.45 | 0.0000 yoaD
373 | Artis | gene:BAA35351 | 2.72 | 0.0177 | 1.45 | 0.0062 kdpE
374 | Artis | gene:BAE78308 | 2.72 | 0.0000 | 1.45 | 0.0000 fiml
375 | Artis | gene:BAA35850 | 2.71 | 0.0000 | 1.44 | 0.0000 | msyB
376 | Artis | gene:BAE77785 | 2.71 | 0.0000 | 1.44 | 0.0000 hdeB
377 | Artis | gene:BAB96732 | 2.70 | 0.0000 | 1.44 | 0.0000 clcA
378 | Artis | gene:BAE78345 | 2.70 | 0.0002 | 1.44 | 0.0000 tsr
379 | Artis | gene:BAA15087 | 2.70 | 0.0183 | 1.44 | 0.0064 rhst
380 | Artis | gene:BAE78016 | 2.70 | 0.0000 | 1.43 | 0.0000 aceB
381 | Artis | gene:BAB96597 | 2.70 | 0.0000 | 1.43 | 0.0000 | fkpB
382 | Artis | gene:BAE76482 | 2.70 | 0.0352 | 1.43 | 0.0139 uidC
383 | Artis | gene:BAE78032 | 2.70 | 0.0001 | 1.43 | 0.0000 yjbA
384 | Artis | gene:BAA35290 | 2.70 | 0.0000 | 1.43 | 0.0000 ybel
385 | Artis | gene:BAA15794 | 2.69 | 0.0000 | 1.43 | 0.0000 | hchA
386 | Artis | gene:BAA14869 | 2.69 | 0.0156 | 1.43 | 0.0053 | puuC
387 | Artis | gene:BAA35256 | 2.68 | 0.0007 | 1.42 | 0.0002 citB
388 | Artis | gene:BAE78284 | 2.68 | 0.0039 | 1.42 | 0.0011 fecl
389 | Artis | gene:BAB96698 | 2.67 | 0.0000 | 1.42 | 0.0000 | cueO
390 | Artis | gene:BAA15082 | 2.67 | 0.0000 | 1.41 | 0.0000 yncC
391 | Artis | gene:BAE76113 | 2.66 | 0.0002 | 1.41 | 0.0000 | prpR
392 | Artis | gene:BAE76035 | 2.66 | 0.0001 | 1.41 | 0.0000 | yaaY
393 | Artis | gene:BAE78247 | 2.66 | 0.0133 | 1.41 | 0.0044 yigl
394 | Artis | gene:BAE78371 | 2.65 | 0.0000 | 1.41 | 0.0000 | deoA
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395 | Artis | gene:BAA77890 | 2.65 | 0.0000 | 1.41 | 0.0000 ivy
396 | Artis | gene:BAA15154 | 2.65 | 0.0002 | 1.41 | 0.0000 dos
397 | Artis | gene:BAB96725 | 2.65 | 0.0000 | 1.40 | 0.0000 | mrcB
398 | Artis | gene:BAB96726 | 2.64 | 0.0000 | 1.40 | 0.0000 | fhuA
399 | Artis | gene:BAE76170 | 2.63 | 0.0000 | 1.40 | 0.0000 yaiA
400 | Artis | gene:BAE76096 | 2.63 | 0.0000 | 1.39 | 0.0000 betl
401 | Artis | gene:BAE78220 | 2.63 | 0.0000 | 1.39 | 0.0000 msrA
402 | Artis | gene:BAA15138 | 2.61 | 0.0054 | 1.38 | 0.0016 | ddpF
403 | Artis | gene:BAB96663 | 2.61 | 0.0000 | 1.38 | 0.0000 ftsZ
404 | Artis | gene:BAE76072 | 2.60 | 0.0062 | 1.38 | 0.0018 ykgJ
405 | Artis | gene:BAE76167 | 2.59 | 0.0000 | 1.37 | 0.0000 | proC
406 | Artis | gene:BAE77747 | 2.59 | 0.0000 | 1.37 | 0.0000 yhjY
407 | Artis | gene:BAA35274 | 2.59 |0.0000 | 1.37 | 0.0000 | ybeD
408 | Artis | gene:BAA15992 | 2.57 | 0.0000 | 1.36 | 0.0000 eco
409 | Artis | gene:BAA16543 | 2.57 | 0.0000 | 1.36 | 0.0000 | proW
410 | Artis | gene:BAE76210 | 2.57 | 0.0000 | 1.36 | 0.0000 cyoC
411 | Artis | gene:BAE76242 | 2.57 | 0.0000 | 1.36 | 0.0000 acrA
412 | Artis | gene:BAE76107 | 2.57 |0.0001 | 1.36 | 0.0000 yahJ
413 | Artis | gene:BAE76228 | 2.56 | 0.0000 | 1.36 | 0.0000 mdIA
414 | Artis | gene:BAE77803 | 2.56 | 0.0002 | 1.35 | 0.0000 | yhiM
415 | Artis | gene:BAE78087 | 2.55 | 0.0336 | 1.35 | 0.0131 alsk
416 | Artis | gene:BAA35772 | 2.55 | 0.0000 | 1.35 | 0.0000 | ymdF
417 | Artis | gene:BAE76054 | 2.54 |0.0313 | 1.35 | 0.0120 | yagG
418 | Artis | gene:BAE76555 | 2.54 | 0.0000 | 1.34 | 0.0000 | yedP
419 | Artis | gene:BAA77863 | 2.54 | 0.0000 | 1.34 | 0.0000 tilS
420 | Artis | gene:BAE78217 | 2.53 | 0.0000 | 1.34 | 0.0000 ytf
421 | Artis | gene:BAB96664 | 2.53 | 0.0000 | 1.34 | 0.0000 IpxC
422 | Artis | gene:BAA77928 | 2.52 | 0.0049 | 1.33 | 0.0014 | mmuP
423 | Artis | gene:BAA15972 | 2.52 | 0.0165 | 1.33 | 0.0057 thimM
424 | Artis | gene:BAE76095 | 2.52 | 0.0000 | 1.33 | 0.0000 betB
425 | Artis | gene:BAA35561 | 2.52 | 0.0011 | 1.33 | 0.0003 ybjC
426 | Artis | gene:BAE78287 | 2.51 |0.0260 | 1.33 | 0.0096 yjhF
427 | Artis | gene:BAE76321 | 2.51 | 0.0000 | 1.33 | 0.0000 | ybcM
428 | Artis | gene:BAA35217 | 2.51 | 0.0000 | 1.33 | 0.0000 | ybdG
429 Artis | gene:BAA35715 2.50 | 0.0000 | 1.32 0.0000 ompA
430 | Artis | gene:BAA15102 | 2.50 |0.0072 | 1.32 | 0.0022 narV
431 | Artis | gene:BAA35353 | 2.50 |0.0070 | 1.32 | 0.0021 kdpC
432 | Artis | gene:BAE78059 | 2.48 | 0.0000 | 1.31 | 0.0000 yjbR
433 | Artis | gene:BAE76540 | 2.48 | 0.0000 | 1.31 | 0.0000 | yobH
434 | Artis | gene:BAE78058 | 2.48 | 0.0000 | 1.31 | 0.0000 yjbQ
435 | Artis | gene:BAA15192 | 2.48 | 0.0003 | 1.31 | 0.0001 | ydewW
436 | Artis | gene:BAE77024 | 2.48 | 0.0000 | 1.31 | 0.0000 | mutY
437 | Artis | gene:BAA14946 | 2.47 | 0.0000 | 1.31 | 0.0000 dbpA
438 | Artis | gene:BAA35289 | 2.46 | 0.0000 | 1.30 | 0.0000 leus
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439 | Artis | gene:BAA35229 | 2.46 | 0.0000 | 1.30 | 0.0000 | ybdH
440 | Artis | gene:BAA15142 | 2.45 | 0.0029 | 1.29 | 0.0008 | ddpA
441 | Artis | gene:BAA35830 | 2.44 | 0.0014 | 1.29 | 0.0003 csgD
442 | Artis | gene:BAA15688 | 2.44 | 0.0282 | 1.29 | 0.0106 flnA
443 | Artis | gene:BAE76227 | 2.44 | 0.0000 | 1.29 | 0.0000 ybaO
444 | Artis | gene:BAE78294 | 2.44 | 0.0162 | 1.29 | 0.0056 | sgcQ
445 | Artis | gene:BAE78303 | 2.44 | 0.0000 | 1.29 | 0.0000 yjhT
446 | Artis | gene:BAE76152 | 2.44 | 0.0001 | 1.29 | 0.0000 yaiT
447 | Artis | gene:BAE78330 | 2.43 | 0.0001 | 1.28 | 0.0000 yjio
448 | Artis | gene:BAE76290 | 2.43 | 0.0079 | 1.28 | 0.0024 allB
449 | Artis | gene:BAA35234 | 2.43 | 0.0000 | 1.28 | 0.0000 | dshG
450 | Artis | gene:BAA35286 | 2.43 | 0.0004 | 1.28 | 0.0001 | nadD
451 | Artis | gene:BAE76731 | 2.42 |0.0393 | 1.28 | 0.0159 | yphG
452 | Artis | gene:BAE76165 | 2.42 | 0.0000 | 1.27 | 0.0000 psiF
453 | Artis | gene:BAA35743 | 2.41 | 0.0206 | 1.27 | 0.0074 | appC
454 | Artis | gene:BAE77788 | 2.41 | 0.0003 | 1.27 | 0.0001 slp
455 | Artis | gene:BAE76135 | 2.41 |0.0152 | 1.27 | 0.0052 | mhpT
456 | Artis | gene:BAE77084 | 2.41 | 0.0000 | 1.27 | 0.0000 | mdaB
457 | Artis | gene:BAA15860 | 2.41 | 0.0000 | 1.27 | 0.0000 ugd
458 | Artis | gene:BAA35204 | 2.41 | 0.0002 | 1.27 | 0.0000 cusS
459 | Artis | gene:BAE76098 | 2.41 | 0.0000 | 1.27 | 0.0000 | yahA
460 | Artis | gene:BAA35200 | 2.41 | 0.0391 | 1.27 | 0.0158 envyY
461 | Artis | gene:BAA35836 | 2.41 | 0.0000 | 1.27 | 0.0000 | ymdC
462 | Artis | gene:BAE78212 | 2.41 |0.0009 | 1.27 | 0.0002 ytfG
463 | Artis | gene:BAE77710 | 2.40 | 0.0474 | 1.26 | 0.0199 sgbE
464 | Artis | gene:BAB96645 | 2.40 | 0.0000 | 1.26 | 0.0000 leuO
465 | Artis | gene:BAE76075 | 2.39 | 0.0140 | 1.26 | 0.0047 yagX
466 | Artis | gene:BAE76864 | 2.38 | 0.0166 | 1.25 | 0.0058 yqcC
467 | Artis | gene:BAE78019 | 2.38 | 0.0004 | 1.25 | 0.0001 arpA
468 | Artis | gene:BAE77471 | 2.38 | 0.0000 | 1.25 | 0.0000 ySgA
469 | Artis | gene:BAB96712 | 2.38 | 0.0008 | 1.25 | 0.0002 yadC
470 | Artis | gene:BAE76830 | 2.38 | 0.0001 | 1.25 | 0.0000 iap
471 | Artis | gene:BAE76818 | 2.38 | 0.0000 | 1.25 | 0.0000 rpoS
472 | Artis | gene:BAA15995 | 2.37 | 0.0359 | 1.24 | 0.0142 alkB
473 Artis | gene:BAA16527 | 2.37 | 0.0001 | 1.24 0.0000 csiR
474 | Artis | gene:BAB96741 | 2.36 | 0.0469 | 1.24 | 0.0196 yael
475 Artis | gene:BAE77236 | 2.36 | 0.0000 | 1.24 0.0000 yrbC
476 | Artis | gene:BAA16242 | 2.36 | 0.0139 | 1.24 | 0.0046 yfdE
477 | Artis | gene:BAB96636 | 2.36 | 0.0432 | 1.24 | 0.0178 thiP
478 | Artis | gene:BAB96735 | 2.35 |0.0034 | 1.24 | 0.0009 btuF
479 | Artis | gene:BAA36067 | 2.35 | 0.0001 | 1.23 | 0.0000 lolB
480 | Artis | gene:BAB96624 | 2.35 | 0.0000 | 1.23 | 0.0000 | yabP
481 | Artis | gene:BAA15697 | 2.35 |0.0148 | 1.23 | 0.0050 cheZ
482 | Artis | gene:BAE78063 | 2.34 | 0.0000 | 1.23 | 0.0000 yjcC
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483 | Artis | gene:BAE78064 | 2.34 | 0.0000 | 1.23 | 0.0000 S0XS
484 | Artis | gene:BAE76419 | 2.34 | 0.0000 | 1.23 | 0.0000 ynaE
485 | Artis | gene:BAA77934 | 2.34 | 0.0004 | 1.22 | 0.0001 yagE
486 | Artis | gene:BAE78363 | 2.34 | 0.0000 | 1.22 | 0.0000 prfC
487 | Artis | gene:BAA15128 | 2.33 | 0.0000 | 1.22 | 0.0000 | osmC
488 | Artis | gene:BAE78384 | 2.33 | 0.0000 | 1.22 | 0.0000 ytiC
489 | Artis | gene:BAA77848 | 2.32 | 0.0000 | 1.22 | 0.0000 dxr
490 | Artis | gene:BAA14875 | 2.32 | 0.0234 | 1.21 | 0.0085 | pspC
491 | Artis | gene:BAE77687 | 2.32 | 0.0000 | 1.21 | 0.0000 lldD
492 | Artis | gene:BAA35202 | 2.31 | 0.0001 | 1.21 | 0.0000 nfrA
493 | Artis | gene:BAA35500 | 2.31 | 0.0000 | 1.21 | 0.0000 ybiS
494 | Artis | gene:BAE76645 | 2.31 | 0.0000 | 1.21 | 0.0000 yeil
495 | Artis | gene:BAE76034 | 2.30 | 0.0103 | 1.20 | 0.0033 insA
496 | Artis | gene:BAE77457 | 2.30 | 0.0001 | 1.20 | 0.0000 fadB
497 | Artis | gene:BAE76337 | 2.30 | 0.0002 | 1.20 | 0.0001 ybcY
498 | Artis | gene:BAA15431 | 2.29 | 0.0000 | 1.20 | 0.0000 | ydhQ
499 | Artis | gene:BAE77847 | 2.29 |0.0078 | 1.20 | 0.0024 yrhB
500 | Artis | gene:BAA15081 | 2.29 | 0.0002 | 1.19 | 0.0000 yncB
501 | Artis | gene:BAE78224 | 2.29 | 0.0045 | 1.19 | 0.0013 yzfA
502 | Artis | gene:BAE78275 | 2.28 | 0.0000 | 1.19 | 0.0000 insN
503 | Artis | gene:BAB96615 | 2.28 | 0.0000 | 1.19 | 0.0000 kefC
504 | Artis | gene:BAE77323 | 2.27 | 0.0006 | 1.18 | 0.0001 | nudC
505 | Artis | gene:BAA15619 | 2.26 | 0.0016 | 1.18 | 0.0004 | pabB
506 | Artis | gene:BAA15539 | 2.25 | 0.0000 | 1.17 | 0.0000 astC
507 | Artis | gene:BAE77729 | 2.25 |0.0137 | 1.17 | 0.0046 xylB
508 | Artis | gene:BAB96747 | 2.24 | 0.0000 | 1.16 | 0.0000 | pyrH
509 | Artis | gene:BAE76263 | 2.24 | 0.0000 | 1.16 | 0.0000 | copA
510 | Artis | gene:BAE76819 | 2.23 | 0.0000 | 1.16 | 0.0000 nlpD
511 | Artis | gene:BAE76319 | 2.23 | 0.0194 | 1.16 | 0.0069 ybcK
512 | Artis | gene:BAA15428 | 2.22 | 0.0000 | 1.15 | 0.0000 cfa
513 | Artis | gene:BAA15472 | 2.22 | 0.0000 | 1.15 | 0.0000 ydiA
514 | Artis | gene:BAE78380 | 2.22 | 0.0000 | 1.15 | 0.0000 yijK
515 | Artis | gene:BAE78065 | 2.21 | 0.0029 | 1.15 | 0.0008 soxR
516 | Artis | gene:BAE76603 | 2.21 | 0.0000 | 1.14 | 0.0000 mirA
517 | Artis | gene:BAA16563 | 2.21 | 0.0096 | 1.14 | 0.0030 mitB
518 | Artis | gene:BAA15738 | 2.21 | 0.0044 | 1.14 | 0.0012 yecS
519 | Artis | gene:BAE77118 | 2.20 | 0.0000 | 1.14 | 0.0000 | rpoD
520 | Artis | gene:BAB96719 | 2.20 | 0.0348 | 1.14 | 0.0137 folk
521 | Artis | gene:BAE78370 | 2.20 | 0.0000 | 1.14 | 0.0000 deoC
522 | Artis | gene:BAE76063 | 2.20 | 0.0080 | 1.14 | 0.0024 | yagM
523 | Artis | gene:BAE76229 | 2.20 | 0.0000 | 1.14 | 0.0000 mdIB
524 | Artis | gene:BAB96731 | 2.20 | 0.0000 | 1.14 | 0.0000 | heml
525 | Artis | gene:BAE78215 | 2.19 | 0.0000 | 1.13 | 0.0000 cysQ
526 | Artis | gene:BAE78254 | 2.19 |0.0326 | 1.13 | 0.0127 yigN
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527 | Artis | gene:BAE78313 | 2.19 | 0.0000 | 1.13 | 0.0000 | fimH
528 | Artis | gene:BAB96728 | 2.18 | 0.0165 | 1.13 | 0.0057 fhuD
529 | Artis | gene:BAA15209 | 2.18 | 0.0058 | 1.13 | 0.0017 yneJ
530 | Artis | gene:BAA16287 | 2.18 | 0.0000 | 1.13 | 0.0000 cysZ
531 | Artis | gene:BAA15384 | 2.17 | 0.0277 | 1.12 | 0.0104 rsxC
532 | Artis | gene:BAE77123 | 2.17 | 0.0000 | 1.12 | 0.0000 ygjG
533 | Artis | gene:BAE77472 | 2.17 | 0.0024 | 1.12 | 0.0006 | metE
534 | Artis | gene:BAA35354 | 2.16 |0.0479 | 1.11 | 0.0201 | kdpB
535 | Artis | gene:BAA15477 | 2.16 | 0.0002 | 1.11 | 0.0000 btuD
536 | Artis | gene:BAB96631 | 2.15 | 0.0080 | 1.11 | 0.0024 araA
537 | Artis | gene:BAB96596 | 2.15 | 0.0000 | 1.10 | 0.0000 IspA
538 | Artis | gene:BAE78159 | 2.15 | 0.0001 | 1.10 | 0.0000 | poxA
539 | Artis | gene:BAA35817 | 2.15 |0.0283 | 1.10 | 0.0107 ycdZ
540 | Artis | gene:BAE76038 | 2.15 | 0.0000 | 1.10 | 0.0000 ksgA
541 | Artis | gene:BAE76587 | 2.14 | 0.0000 | 1.10 | 0.0000 yohN
542 | Artis | gene:BAE76254 | 2.14 | 0.0000 | 1.10 | 0.0000 | hemH
543 | Artis | gene:BAE76197 | 2.14 | 0.0023 | 1.10 | 0.0006 thil
544 | Artis | gene:BAE77005 | 2.13 | 0.0000 | 1.09 | 0.0000 | metK
545 | Artis | gene:BAA77927 | 2.13 | 0.0170 | 1.09 | 0.0059 ykfC
546 | Artis | gene:BAE76486 | 2.12 | 0.0008 | 1.09 | 0.0002 rsxA
547 | Artis | gene:BAE76673 | 2.12 | 0.0101 | 1.08 | 0.0032 yfbH
548 | Artis | gene:BAE76266 | 2.12 | 0.0000 | 1.08 | 0.0000 cueR
549 | Artis | gene:BAA15977 | 2.11 | 0.0063 | 1.08 | 0.0019 fruk
550 | Artis | gene:BAE77352 | 2.11 | 0.0059 | 1.08 | 0.0017 argB
551 | Artis | gene:BAA77859 | 2.10 | 0.0000 | 1.07 | 0.0000 | dnaE
552 | Artis | gene:BAE76496 | 2.10 | 0.0001 | 1.07 | 0.0000 ydhS
553 | Artis | gene:BAE76271 | 2.10 | 0.0005 | 1.07 | 0.0001 | ybbN
554 | Artis | gene:BAE78346 | 2.10 | 0.0031 | 1.07 | 0.0008 yjiZ
555 | Artis | gene:BAE76073 | 2.10 | 0.0030 | 1.07 | 0.0008 | yagV
556 | Artis | gene:BAE78132 | 2.10 | 0.0000 | 1.07 | 0.0000 lysU
557 | Artis | gene:BAE78312 | 2.10 | 0.0077 | 1.07 | 0.0023 | fimG
558 | Artis | gene:BAB96628 | 2.09 | 0.0001 | 1.07 | 0.0000 polB
559 | Artis | gene:BAE78381 | 2.09 | 0.0000 | 1.07 | 0.0000 slt
560 | Artis | gene:BAE76180 | 2.09 | 0.0007 | 1.06 | 0.0002 | phoR
561 | Artis | gene:BAA77868 | 2.08 | 0.0000 | 1.06 | 0.0000 nlpE
562 | Artis | gene:BAE78153 | 2.07 | 0.0001 | 1.05 | 0.0000 blc
563 | Artis | gene:BAE76250 | 2.07 | 0.0001 | 1.05 | 0.0000 | ybaB
564 | Artis | gene:BAE78053 | 2.07 | 0.0000 | 1.05 | 0.0000 qor
565 | Artis | gene:BAE78235 | 2.07 | 0.0000 | 1.05 | 0.0000 | pmbA
566 | Artis | gene:BAE76209 | 2.06 | 0.0015 | 1.05 | 0.0004 | cyoD
567 | Artis | gene:BAA77860 | 2.06 | 0.0000 | 1.05 | 0.0000 accA
568 | Artis | gene:BAB96655 | 2.06 | 0.0001 | 1.05 | 0.0000 | mraY
569 | Artis | gene:BAE77819 | 2.06 | 0.0023 | 1.04 | 0.0006 yhhT
570 | Artis | gene:BAA35569 | 2.05 | 0.0008 | 1.04 | 0.0002 ybjO
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571 Artis | gene:BAE76674 2.05 0.0036 | 1.04 0.0010 arnT
572 | Artis | gene:BAB96654 | 2.05 | 0.0000 | 1.04 | 0.0000 | murF
573 | Artis | gene:BAE77592 | 2.05 |0.0000 | 1.04 | 0.0000 | dndA
574 | Artis | gene:BAE77009 | 2.05 |0.0002 | 1.04 | 0.0000 yggJ
575 | Artis | gene:BAE77587 | 2.05 | 0.0007 | 1.04 | 0.0002 trmE
576 | Artis | gene:BAE76218 | 2.05 | 0.0000 | 1.03 | 0.0000 clpX
577 | Artis | gene:BAA15374 | 2.05 | 0.0001 | 1.03 | 0.0000 add
578 | Artis | gene:BAA35287 | 2.05 |0.0003 | 1.03 | 0.0001 holA
579 | Artis | gene:BAA35629 | 2.04 | 0.0001 | 1.03 | 0.0000 ycaC
580 | Artis | gene:BAE76839 | 2.04 | 0.0175 | 1.03 | 0.0061 cysH
581 | Artis | gene:BAB96643 | 2.04 | 0.0055 | 1.03 | 0.0016 leuA
582 | Artis | gene:BAE76560 | 2.04 | 0.0260 | 1.03 | 0.0096 yedZ
583 | Artis | gene:BAE76787 | 2.04 | 0.0062 | 1.03 | 0.0018 norV
584 | Artis | gene:BAA35283 | 2.03 | 0.0067 | 1.02 | 0.0020 | ybeA
585 | Artis | gene:BAE78148 | 2.03 | 0.0001 | 1.02 | 0.0000 yjeK
586 | Artis | gene:BAE76306 | 2.03 | 0.0004 | 1.02 0.0001 folD
587 | Artis | gene:BAE76120 | 2.03 | 0.0266 | 1.02 | 0.0099 cynR
588 | Artis | gene:BAA15155 | 2.03 | 0.0025 | 1.02 | 0.0007 | yddV
589 | Artis | gene:BAA36142 | 2.02 | 0.0001 | 1.02 | 0.0000 | chpA
590 | Artis | gene:BAA77876 | 2.02 | 0.0012 | 1.02 | 0.0003 | metN
591 | Artis | gene:BAB96685 | 2.02 | 0.0000 | 1.01 | 0.0000 aceF
592 | Artis | gene:BAE78027 | 2.02 | 0.0000 | 1.01 | 0.0000 pgi
593 | Artis | gene:BAE77131 | 2.02 | 0.0003 | 1.01 | 0.0001 | fadH
594 | Artis | gene:BAE78367 | 2.01 | 0.0003 | 1.01 | 0.0001 yijV
595 | Artis | gene:BAB96659 | 2.01 | 0.0000 | 1.01 | 0.0000 | murC
596 | Artis | gene:BAE77235 | 2.01 |0.0003 | 1.01 | 0.0001 yrbB
597 | Artis | gene:BAE78360 | 2.00 | 0.0017 | 1.00 | 0.0004 holD
598 | Azalis | gene:BAA15841 | -2.00 | 0.0013 | -1.00 | 0.0003 yeeE
599 | Azalis | gene:BAE76602 | -2.00 | 0.0010 | -1.00 | 0.0002 | yehU
600 | Azalis | gene:BAE76622 | -2.01 | 0.0156 | -1.01 | 0.0054 yeiS
601 | Azalis | gene:BAE77623 | -2.01 | 0.0375 | -1.01 | 0.0150 ilvN
602 | Azalis | gene:BAE77353 | -2.01 | 0.0055 | -1.01 | 0.0016 argC
603 | Azalis | gene:BAA15842 | -2.01 |0.0022 | -1.01 | 0.0006 yeeF
604 | Azalis | gene:BAE77081 | -2.01 | 0.0019 | -1.01 | 0.0005 gseB
605 | Azalis | gene:BAE76650 | -2.02 | 0.0001 | -1.01 | 0.0000 rplY
606 | Azalis | gene:BAE77021 | -2.02 | 0.0021 | -1.01 | 0.0005 | yggN
607 | Azalis | gene:BAA15735 | -2.02 | 0.0014 | -1.01 | 0.0004 yecF
608 | Azalis | gene:BAE76586 | -2.02 | 0.0049 | -1.01 | 0.0014 yohl
609 | Azalis | gene:BAE76243 | -2.02 | 0.0001 | -1.02 | 0.0000 acrR
610 | Azalis | gene:BAE76867 | -2.02 | 0.0001 | -1.02 | 0.0000 | ygdH
611 | Azalis | gene:BAE76738 | -2.02 | 0.0016 | -1.02 | 0.0004 yfhlL
612 | Azalis | gene:BAA16016 | -2.02 | 0.0091 | -1.02 | 0.0028 atoC
613 | Azalis | gene:BAA35949 | -2.02 | 0.0000 | -1.02 | 0.0000 | pepT
614 | Azalis | gene:BAE77033 | -2.02 | 0.0213 | -1.02 | 0.0076 | pppA
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615 | Azalis | gene:BAA15589 | -2.03 | 0.0186 | -1.02 | 0.0066 | yeaN
616 | Azalis | gene:BAE77446 | -2.03 | 0.0021 | -1.02 | 0.0005 yihG
617 | Azalis | gene:BAA35702 | -2.04 | 0.0004 | -1.03 | 0.0001 ycbX
618 | Azalis | gene:BAA16054 | -2.04 | 0.0000 | -1.03 | 0.0000 nrdB
619 | Azalis | gene:BAA35770 | -2.04 | 0.0002 | -1.03 | 0.0000 ycc)
620 | Azalis | gene:BAA16353 | -2.04 | 0.0003 | -1.03 | 0.0001 purC
621 | Azalis | gene:BAA15937 | -2.05 | 0.0122 | -1.03 | 0.0040 ogrk
622 | Azalis | gene:BAE77074 | -2.05 | 0.0001 | -1.04 | 0.0000 plsC
623 | Azalis | gene:BAA35734 | -2.06 | 0.0000 | -1.04 | 0.0000 ycck
624 | Azalis | gene:BAE77639 | -2.06 | 0.0144 | -1.04 | 0.0049 yicE
625 | Azalis | gene:BAA35805 | -2.06 | 0.0062 | -1.04 | 0.0018 ycdR
626 | Azalis | gene:BAE77663 | -2.07 | 0.0000 | -1.05 | 0.0000 rfas
627 | Azalis | gene:BAE76302 | -2.07 | 0.0000 | -1.05 | 0.0000 ppiB
628 | Azalis | gene:BAA15045 | -2.07 | 0.0000 | -1.05 | 0.0000 ydcl
629 | Azalis | gene:BAA15452 | -2.07 |0.0226 | -1.05 | 0.0082 ydil
630 | Azalis | gene:BAE76853 | -2.07 | 0.0000 | -1.05 | 0.0000 eno
631 | Azalis | gene:BAE76124 | -2.08 |0.0311 | -1.06 | 0.0119 lacA
632 | Azalis | gene:BAE76601 | -2.09 | 0.0007 | -1.06 | 0.0002 yehT
633 | Azalis | gene:BAA15983 | -2.09 | 0.0001 | -1.06 | 0.0000 spr
634 | Azalis | gene:BAE77724 | -2.09 |0.0014 | -1.07 | 0.0003 xylR
635 | Azalis | gene:BAE77096 | -2.10 | 0.0000 | -1.07 | 0.0000 ygiE
636 | Azalis | gene:BAE76890 | -2.10 | 0.0000 | -1.07 | 0.0000 ptr
637 | Azalis | gene:BAE77942 | -2.10 | 0.0000 | -1.07 | 0.0000 slyD
638 | Azalis | gene:BAA15729 | -2.10 | 0.0009 | -1.07 | 0.0002 yecH
639 | Azalis | gene:BAE76190 | -2.10 | 0.0000 | -1.07 | 0.0000 yajD
640 | Azalis | gene:BAE76505 | -2.11 | 0.0000 | -1.07 | 0.0000 ydiV
641 | Azalis | gene:BAE76525 | -2.11 | 0.0098 | -1.08 | 0.0031 yeaC
642 | Azalis | gene:BAE77388 | -2.11 | 0.0001 | -1.08 | 0.0000 yiiS
643 | Azalis | gene:BAA77883 | -2.11 | 0.0000 | -1.08 | 0.0000 gloB
644 | Azalis | gene:BAA35642 | -2.12 | 0.0000 | -1.08 | 0.0000 serC
645 | Azalis | gene:BAE76733 | -2.12 | 0.0004 | -1.08 | 0.0001 purl
646 | Azalis | gene:BAE77581 | -2.12 | 0.0000 | -1.08 | 0.0000 tnaB
647 | Azalis | gene:BAE77313 | -2.12 | 0.0028 | -1.08 | 0.0007 | purH
648 | Azalis | gene:BAE76794 | -2.12 | 0.0005 | -1.08 | 0.0001 hycl
649 | Azalis | gene:BAE78238 | -2.12 | 0.0000 | -1.09 | 0.0000 treC
650 | Azalis | gene:BAE76871 | -2.13 | 0.0097 | -1.09 | 0.0031 | fucO
651 | Azalis | gene:BAA16157 | -2.13 | 0.0014 | -1.09 | 0.0004 ubiX
652 | Azalis | gene:BAE76704 | -2.13 | 0.0027 | -1.09 | 0.0007 torl
653 | Azalis | gene:BAE77646 | -2.13 | 0.0144 | -1.09 | 0.0049 ligB
654 | Azalis | gene:BAE76356 | -2.13 | 0.0103 | -1.09 | 0.0033 insH
655 | Azalis | gene:BAE76831 | -2.13 | 0.0078 | -1.09 | 0.0024 | ygbF
656 | Azalis | gene:BAE76394 | -2.13 | 0.0061 | -1.09 | 0.0018 ldrC
657 | Azalis | gene:BAA15451 | -2.13 | 0.0001 | -1.09 | 0.0000 ydil
658 | Azalis | gene:BAA15732 | -2.13 | 0.0000 | -1.09 | 0.0000 | pgsA
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659 | Azalis | gene:BAA35548 | -2.14 | 0.0003 | -1.10 | 0.0001 ybijl
660 | Azalis | gene:BAE77873 | -2.14 | 0.0000 | -1.10 | 0.0000 | malT
661 | Azalis | gene:BAA35874 | -2.14 | 0.0000 | -1.10 | 0.0000 rimJ
662 | Azalis | gene:BAE76891 | -2.14 | 0.0000 | -1.10 | 0.0000 recC
663 | Azalis | gene:BAE76977 | -2.14 | 0.0000 | -1.10 | 0.0000 serA
664 | Azalis | gene:BAE77460 | -2.14 | 0.0000 | -1.10 | 0.0000 ubiD
665 | Azalis | gene:BAE76161 | -2.14 | 0.0020 | -1.10 | 0.0005 yaiZ
666 | Azalis | gene:BAE76388 | -2.15 | 0.0008 | -1.11 | 0.0002 | ymgF
667 | Azalis | gene:BAE77571 | -2.16 | 0.0017 | -1.11 | 0.0004 cbrC
668 | Azalls | gene:BAE76600 | -2.16 | 0.0000 | -1.11 | 0.0000 yehS
669 | Azalis | gene:BAA35331 | -2.16 | 0.0000 | -1.11 | 0.0000 fur
670 | Azalis | gene:BAA35307 | -2.16 | 0.0000 | -1.11 | 0.0000 gltl
671 | Azalis | gene:BAE77619 | -2.16 | 0.0037 | -1.11 | 0.0010 yidF
672 | Azalis | gene:BAE77387 | -2.16 | 0.0000 | -1.11 | 0.0000 yiiT
673 | Azalis | gene:BAE78368 | -2.16 | 0.0009 | -1.11 | 0.0002 yijw
674 | Azalis | gene:BAA15875 | -2.16 | 0.0000 | -1.11 | 0.0000 | wbbJ
675 | Azalis | gene:BAA15661 | -2.17 | 0.0001 | -1.12 | 0.0000 | yebK
676 | Azalis | gene:BAA16142 | -2.17 | 0.0003 | -1.12 | 0.0001 yfel
677 | Azalis | gene:BAE78236 | -2.17 | 0.0005 | -1.12 | 0.0001 nrdG
678 | Azalis | gene:BAE77034 | -2.17 | 0.0000 | -1.12 | 0.0000 yghJ
679 | Azalis | gene:BAA15954 | -2.17 | 0.0000 | -1.12 | 0.0000 | gatD
680 | Azalis | gene:BAA35405 | -2.17 | 0.0000 | -1.12 | 0.0000 tolA
681 | Azalis | gene:BAE77470 | -2.18 | 0.0000 | -1.12 | 0.0000 udp
682 | Azalis | gene:BAA15061 | -2.18 |0.0316 | -1.13 | 0.0122 | ydcO
683 | Azalis | gene:BAA15965 | -2.19 | 0.0000 | -1.13 | 0.0000 gatZ
684 | Azalis | gene:BAA15315 | -2.19 |0.0001 | -1.13 | 0.0000 | dmsD
685 | Azalis | gene:BAA36016 | -2.19 | 0.0003 | -1.13 | 0.0001 hlyE
686 | Azalis | gene:BAE76530 | -2.19 | 0.0000 | -1.13 | 0.0000 | yoaF
687 | Azalis | gene:BAA16123 | -2.20 | 0.0000 | -1.14 | 0.0000 nuoA
688 | Azalis | gene:BAE77559 | -2.21 | 0.0000 | -1.14 | 0.0000 | g/mS
689 | Azalis | gene:BAE77650 | -2.21 | 0.0286 | -1.14 | 0.0108 pyrE
690 | Azalis | gene:BAA14810 | -2.21 | 0.0000 | -1.15 | 0.0000 yciN
691 | Azalis | gene:BAA15420 | -2.21 | 0.0000 | -1.15 | 0.0000 | ydhD
692 | Azalis | gene:BAE77276 | -2.21 | 0.0000 | -1.15 | 0.0000 yhcB
693 | Azalis | gene:BAE77142 | -2.22 | 0.0001 | -1.15 | 0.0000 uxaC
694 | Azalis | gene:BAE77019 | -2.22 | 0.0022 | -1.15 | 0.0006 | yggM
695 | Azalis | gene:BAE77320 | -2.22 | 0.0000 | -1.15 | 0.0000 yjaG
696 | Azalis | gene:BAA15632 | -2.23 | 0.0017 | -1.16 | 0.0004 | yebN
697 | Azalis | gene:BAA14827 | -2.23 | 0.0000 | -1.16 | 0.0000 cysB
698 | Azalis | gene:BAE77574 | -2.24 | 0.0002 | -1.16 | 0.0000 yieG
699 | Azalis | gene:BAE77597 | -2.24 | 0.0000 | -1.16 | 0.0000 yidA
700 | Azalis | gene:BAA15734 | -2.24 | 0.0000 | -1.16 | 0.0000 uvrY
701 | Azalis | gene:BAE76685 | -2.24 | 0.0000 | -1.17 | 0.0000 yfbU
702 | Azalis | gene:BAE77875 | -2.25 | 0.0000 | -1.17 | 0.0000 | malQ
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703 | Azalis | gene:BAE77661 | -2.25 | 0.0000 | -1.17 | 0.0000 rfaG
704 | Azalis | gene:BAA15662 | -2.25 | 0.0000 | -1.17 | 0.0000 | pykA
705 | Azalis | gene:BAE78131 | -2.25 | 0.0012 | -1.17 | 0.0003 yjdO
706 | Azalis | gene:BAE76747 | -2.25 | 0.0000 | -1.17 | 0.0000 rseB
707 | Azalis | gene:BAA15684 | -2.26 | 0.0000 | -1.17 | 0.0000 cutC
708 | Azalis | gene:BAE78007 | -2.26 | 0.0000 | -1.17 | 0.0000 smg
709 | Azalis | gene:BAA15369 | -2.27 | 0.0000 | -1.18 | 0.0000 uidR
710 | Azalis | gene:BAA15624 | -2.27 | 0.0000 | -1.18 | 0.0000 | manX
711 | Azalis | gene:BAA35656 | -2.28 | 0.0000 | -1.19 | 0.0000 ihfB
712 | Azalis | gene:BAA16484 | -2.28 | 0.0000 | -1.19 | 0.0000 | pheA
713 | Azalis | gene:BAA35227 | -2.28 | 0.0000 | -1.19 | 0.0000 cstA
714 | Azalis | gene:BAE77529 | -2.29 | 0.0063 | -1.19 | 0.0019 ilvL
715 | Azalis | gene:BAE77542 | -2.29 | 0.0000 | -1.19 | 0.0000 yieN
716 | Azalis | gene:BAE77539 | -2.30 | 0.0000 | -1.20 | 0.0000 rbsA
717 | Azalis | gene:BAE77662 | -2.31 | 0.0001 | -1.20 | 0.0000 rfaP
718 | Azalis | gene:BAA36008 | -2.31 | 0.0000 | -1.21 | 0.0000 | minE
719 | Azalis | gene:BAE77060 | -2.31 | 0.0000 | -1.21 | 0.0000 | yghZ
720 | Azalis | gene:BAA77887 | -2.31 | 0.0037 | -1.21 | 0.0010 yafT
721 | Azalis | gene:BAA15515 | -2.31 |0.0359 | -1.21 | 0.0143 chbF
722 | Azalis | gene:BAA15788 | -2.32 | 0.0000 | -1.22 | 0.0000 dcm
723 | Azalis | gene:BAA16469 | -2.33 | 0.0000 | -1.22 | 0.0000 trxC
724 | Azalis | gene:BAA77884 | -2.33 | 0.0000 | -1.22 | 0.0000 yafs
725 | Azalis | gene:BAE77392 | -2.33 | 0.0001 | -1.22 | 0.0000 cdh
726 | Azalis | gene:BAE77521 | -2.34 | 0.0000 | -1.22 | 0.0000 yifo
727 | Azalis | gene:BAA36032 | -2.34 | 0.0000 | -1.22 | 0.0000 dsbB
728 | Azalis | gene:BAE76944 | -2.34 | 0.0076 | -1.23 | 0.0023 yafk
729 | Azalis | gene:BAA15879 | -2.34 | 0.0000 | -1.23 | 0.0000 rfbX
730 | Azalis | gene:BAE77025 | -2.35 | 0.0000 | -1.23 | 0.0000 | yggX
731 | Azalis | gene:BAA35802 | -2.35 |0.0295 | -1.23 | 0.0112 ycdP
732 | Azalis | gene:BAE76624 | -2.35 | 0.0001 | -1.23 | 0.0000 yeiA
733 | Azalis | gene:BAE77314 | -2.35 |0.0012 | -1.23 | 0.0003 | purD
734 | Azalis | gene:BAE78251 | -2.35 |0.0328 | -1.23 | 0.0127 argl
735 | Azalis | gene:BAA35597 | -2.36 | 0.0000 | -1.24 | 0.0000 | macA
736 | Azalis | gene:BAE78327 | -2.36 | 0.0157 | -1.24 | 0.0054 yjil
737 | Azalis | gene:BAE77921 | -2.36 | 0.0347 | -1.24 | 0.0137 yhfL
738 | Azalis | gene:BAE78158 | -2.36 | 0.0000 | -1.24 | 0.0000 | frdA
739 | Azalis | gene:BAE76222 | -2.36 | 0.0001 | -1.24 | 0.0000 | ybaV
740 | Azalis | gene:BAA14858 | -2.36 | 0.0235 | -1.24 | 0.0086 | puuD
741 | Azalis | gene:BAE77531 | -2.37 | 0.0000 | -1.24 | 0.0000 yifE
742 | Azalis | gene:BAA15180 | -2.37 | 0.0168 | -1.25 | 0.0058 hipB
743 | Azalis | gene:BAE76857 | -2.37 | 0.0024 | -1.25 | 0.0006 | chpR
744 | Azalis | gene:BAE76378 | -2.38 | 0.0000 | -1.25 | 0.0000 ymfl
745 | Azalis | gene:BAE77549 | -2.39 | 0.0000 | -1.26 | 0.0000 atpl
746 | Azalis | gene:BAE77465 | -2.39 | 0.0000 | -1.26 | 0.0000 tatA
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747 | Azals | gene:BAE77247 | -2.39 | 0.0000 | -1.26 | 0.0000 | yhbH
748 | Azalis | gene:BAA16159 | -2.41 | 0.0000 | -1.27 | 0.0000 CVPA
749 | Azalis | gene:BAA16461 | -2.41 | 0.0000 | -1.27 | 0.0000 ginB
750 | Azalis | gene:BAE76036 | -2.41 | 0.0000 | -1.27 | 0.0000 caiF
751 | Azalis | gene:BAE77367 | -2.42 | 0.0005 | -1.28 | 0.0001 yijE
752 | Azalis | gene:BAE78249 | -2.42 | 0.0000 | -1.28 | 0.0000 yigk
753 | Azalis | gene:BAE78141 | -2.43 | 0.0000 | -1.28 | 0.0000 aspA
754 | Azalis | gene:BAA35388 | -2.43 | 0.0000 | -1.28 | 0.0000 | sdhC
755 | Azalis | gene:BAE77664 | -2.43 | 0.0000 | -1.28 | 0.0000 rfaB
756 | Azalis | gene:BAA15657 | -2.44 | 0.0326 | -1.29 | 0.0126 purT
757 | Azalis | gene:BAE76804 | -2.44 | 0.0003 | -1.29 | 0.0001 | hypB
758 | Azalis | gene:BAE76759 | -2.44 | 0.0285 | -1.29 | 0.0108 alpA
759 | Azalis | gene:BAA16194 | -2.44 | 0.0000 | -1.29 | 0.0000 SixA
760 | Azalis | gene:BAE77798 | -2.44 | 0.0000 | -1.29 | 0.0000 yhiP
761 | Azalis | gene:BAE77654 | -2.44 | 0.0000 | -1.29 | 0.0000 yicR
762 | Azalis | gene:BAE77648 | -2.44 | 0.0005 | -1.29 | 0.0001 dinD
763 | Azalis | gene:BAA15966 | -2.45 | 0.0000 | -1.30 | 0.0000 gatY
764 | Azalis | gene:BAA35564 | -2.46 | 0.0000 | -1.30 | 0.0000 ybjN
765 | Azalis | gene:BAA15516 | -2.46 | 0.0000 | -1.30 | 0.0000 | chbR
766 | Azalis | gene:BAB96601 | -2.46 | 0.0001 | -1.30 | 0.0000 carA
767 | Azalis | gene:BAA35396 | -2.46 | 0.0000 | -1.30 | 0.0000 | mngR
768 | Azalis | gene:BAA15880 | -2.47 | 0.0000 | -1.30 | 0.0000 rfbC
769 | Azalis | gene:BAE76091 | -2.47 | 0.0000 | -1.31 | 0.0000 ykgF
770 | Azalis | gene:BAE77799 | -2.48 | 0.0001 | -1.31 | 0.0000 uspA
771 | Azalis | gene:BAA15204 | -2.49 | 0.0000 | -1.31 | 0.0000 uxaB
772 | Azalis | gene:BAE76545 | -2.50 | 0.0000 | -1.32 | 0.0000 yobA
773 | Azalis | gene:BAA15654 | -2.51 | 0.0000 | -1.33 | 0.0000 yebG
774 | Azalis | gene:BAE76712 | -2.51 | 0.0000 | -1.33 | 0.0000 yfeY
775 | Azalis | gene:BAA15665 | -2.51 | 0.0000 | -1.33 | 0.0000 | znuA
776 | Azalis | gene:BAA15975 | -2.51 | 0.0027 | -1.33 | 0.0007 | yehB
777 | Azalis | gene:BAA35635 | -2.51 |0.0021 | -1.33 | 0.0006 ycaN
778 | Azalis | gene:BAA16577 | -2.52 | 0.0081 | -1.33 | 0.0025 glgs
779 | Azalis | gene:BAA35516 | -2.52 | 0.0000 | -1.33 | 0.0000 iaaA
780 | Azalis | gene:BAE77102 | -2.52 | 0.0003 | -1.33 | 0.0001 yqil
781 | Azalis | gene:BAA15519 | -2.53 | 0.0000 | -1.34 | 0.0000 | chbB
782 | Azalis | gene:BAA15501 | -2.53 | 0.0000 | -1.34 | 0.0000 yniA
783 | Azalis | gene:BAE76111 | -2.53 | 0.0008 | -1.34 | 0.0002 | yahN
784 | Azalis | gene:BAE77052 | -2.54 |0.0135 | -1.34 | 0.0045 hybF
785 | Azalis | gene:BAE77029 | -2.54 | 0.0000 | -1.34 | 0.0000 | yggA
786 | Azalis | gene:BAE77099 | -2.54 | 0.0027 | -1.35 | 0.0007 ygil
787 | Azalis | gene:BAE77041 | -2.55 | 0.0000 | -1.35 | 0.0000 glcC
788 | Azalis | gene:BAA35614 | -2.56 | 0.0000 | -1.35 | 0.0000 Irp
789 | Azalis | gene:BAE77158 | -2.56 | 0.0054 | -1.36 | 0.0016 | yhaM
790 | Azalis | gene:BAE76941 | -2.57 |0.0001 | -1.36 | 0.0000 | ygeB
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791 | Azalis | gene:BAE76781 | -2.57 |0.0002 | -1.36 | 0.0000 | ygaW
792 | Azalis | gene:BAA15874 | -2.58 | 0.0000 | -1.37 | 0.0000 | wbbK
793 | Azalis | gene:BAE76529 | -2.58 | 0.0000 | -1.37 | 0.0000 | yeaO
794 | Azalis | gene:BAE77537 | -2.58 | 0.0000 | -1.37 | 0.0000 rbsB
795 | Azalis | gene:BAA35417 | -2.58 | 0.0000 | -1.37 | 0.0000 | gpmA
796 | Azalis | gene:BAA35404 | -2.59 |0.0004 | -1.37 | 0.0001 tolR
797 | Azalis | gene:BAE77202 | -2.59 | 0.0000 | -1.37 | 0.0000 yhbS
798 | Azalis | gene:BAE76862 | -2.60 | 0.0000 | -1.38 | 0.0000 | yqcA
799 | Azalis | gene:BAA15882 | -2.60 | 0.0000 | -1.38 | 0.0000 rfbD
800 | Azalis | gene:BAE77141 | -2.61 | 0.0000 | -1.38 | 0.0000 | uxaA
801 | Azalis | gene:BAE77022 | -2.61 | 0.0000 | -1.39 | 0.0000 yggl
802 | Azalis | gene:BAA36096 | -2.62 | 0.0000 | -1.39 | 0.0000 narl
803 | Azalis | gene:BAE77459 | -2.63 | 0.0000 | -1.39 | 0.0000 fre
804 | Azalis | gene:BAA14783 | -2.63 | 0.0000 | -1.40 | 0.0000 ycil
805 | Azalis | gene:BAE77469 | -2.63 | 0.0000 | -1.40 | 0.0000 | rmuC
806 | Azalis | gene:BAE77304 | -2.63 | 0.0000 | -1.40 | 0.0000 | yhdU
807 | Azalis | gene:BAA15313 | -2.63 | 0.0094 | -1.40 | 0.0029 ynfG
808 | Azalis | gene:BAE77941 | -2.64 | 0.0017 | -1.40 | 0.0004 | yheV
809 | Azalis | gene:BAE77817 | -2.64 | 0.0000 | -1.40 | 0.0000 nikA
810 | Azalis | gene:BAA14980 | -2.64 | 0.0136 | -1.40 | 0.0045 uspF
811 | Azalis | gene:BAE76970 | -2.64 | 0.0000 | -1.40 | 0.0000 gevT
812 | Azalis | gene:BAE76562 | -2.65 | 0.0000 | -1.40 | 0.0000 yeel
813 | Azalis | gene:BAE77137 | -2.65 | 0.0000 | -1.41 | 0.0000 yajR
814 | Azalis | gene:BAA15787 | -2.65 | 0.0044 | -1.41 | 0.0012 vsr
815 | Azalis | gene:BAA36013 | -2.65 | 0.0000 | -1.41 | 0.0000 ycgl
816 | Azalis | gene:BAA14794 | -2.66 | 0.0002 | -1.41 | 0.0001 trpC
817 | Azalis | gene:BAA35400 | -2.66 | 0.0001 | -1.41 | 0.0000 cydB
818 | Azalis | gene:BAA16198 | -2.67 | 0.0000 | -1.42 | 0.0000 yfcZ
819 | Azalis | gene:BAA16208 | -2.67 | 0.0000 | -1.42 | 0.0000 intS
820 | Azalis | gene:BAA15039 | -2.68 | 0.0000 | -1.42 | 0.0000 cybB
821 | Azalis | gene:BAA15634 | -2.69 | 0.0000 | -1.43 | 0.0000 cspC
822 | Azalis | gene:BAB96599 | -2.69 | 0.0000 | -1.43 | 0.0000 rihC
823 | Azalis | gene:BAA36117 | -2.69 | 0.0000 | -1.43 | 0.0000 hns
824 | Azalis | gene:BAA16426 | -2.69 | 0.0000 | -1.43 | 0.0000 yfhQ
825 | Azalis | gene:BAE77055 | -2.70 | 0.0000 | -1.43 | 0.0000 | hybC
826 | Azalis | gene:BAA35529 | -2.70 | 0.0002 | -1.43 | 0.0001 yliF
827 | Azalis | gene:BAA35264 | -2.70 | 0.0000 | -1.43 | 0.0000 dcuC
828 | Azalis | gene:BAE77437 | -2.71 |0.0199 | -1.44 | 0.0071 yihL
829 | Azalis | gene:BAE76942 | -2.72 | 0.0001 | -1.44 | 0.0000 | ygeC
830 | Azalis | gene:BAE76520 | -2.73 | 0.0000 | -1.45 | 0.0000 ynjA
831 | Azalis | gene:BAA16568 | -2.73 | 0.0000 | -1.45 | 0.0000 sriR
832 | Azalis | gene:BAE76807 | -2.73 | 0.0000 | -1.45 | 0.0000 hypE
833 | Azalis | gene:BAE77812 | -2.73 | 0.0007 | -1.45 | 0.0002 nikR
834 | Azalis | gene:BAE78130 | -2.73 | 0.0000 | -1.45 | 0.0000 yjdK
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835 | Azalis | gene:BAA15509 | -2.73 | 0.0000 | -1.45 | 0.0000 ydjN
836 | Azalis | gene:BAA35945 | -2.74 | 0.0001 | -1.45 | 0.0000 | potB
837 | Azalis | gene:BAE77909 | -2.74 | 0.0347 | -1.45 | 0.0137 yhfy
838 | Azalis | gene:BAE77606 | -2.74 | 0.0000 | -1.45 | 0.0000 yidQ
839 | Azalis | gene:BAE77211 | -2.75 | 0.0000 | -1.46 | 0.0000 rpsO
840 | Azalis | gene:BAE77176 | -2.76 | 0.0000 | -1.46 | 0.0000 | sohA
841 | Azalis | gene:BAA35758 | -2.76 | 0.0152 | -1.46 | 0.0051 gnsA
842 | Azalis | gene:BAE76619 | -2.76 | 0.0000 | -1.47 | 0.0000 | yohK
843 | Azalis | gene:BAE76623 | -2.76 | 0.0000 | -1.47 | 0.0000 yeiT
844 | Azalis | gene:BAA14922 | -2.78 | 0.0000 | -1.48 | 0.0000 | mppA
845 | Azalis | gene:BAA35995 | -2.78 | 0.0000 | -1.48 | 0.0000 | mcrA
846 | Azalis | gene:BAE77382 | -2.79 | 0.0000 | -1.48 | 0.0000 yiiU
847 | Azalis | gene:BAA15618 | -2.80 | 0.0000 | -1.48 | 0.0000 yoaB
848 | Azalis | gene:BAA15422 | -2.80 | 0.0000 | -1.49 | 0.0000 sodB
849 | Azalis | gene:BAE77933 | -2.81 | 0.0000 | -1.49 | 0.0000 crp
850 | Azalis | gene:BAA35700 | -2.81 | 0.0000 | -1.49 | 0.0000 | pyrD
851 | Azalis | gene:BAA36014 | -2.81 | 0.0000 | -1.49 | 0.0000 | ycgM
852 | Azalis | gene:BAA15429 | -2.83 | 0.0000 | -1.50 | 0.0000 ribC
853 | Azalis | gene:BAE76877 | -2.84 | 0.0000 | -1.51 | 0.0000 | fucR
854 | Azalis | gene:BAE77127 | -2.85 | 0.0009 | -1.51 | 0.0002 | ebgC
855 | Azalis | gene:BAA15981 | -2.86 | 0.0000 | -1.51 | 0.0000 yeiQ
856 | Azalis | gene:BAA35712 | -2.86 | 0.0000 | -1.52 | 0.0000 | fabA
857 | Azalis | gene:BAA15956 | -2.87 | 0.0000 | -1.52 | 0.0000 gatB
858 | Azalis | gene:BAE77144 | -2.88 | 0.0000 | -1.53 | 0.0000 exuR
859 | Azalis | gene:BAA15957 | -2.89 | 0.0000 | -1.53 | 0.0000 gatA
860 | Azalis | gene:BAE76962 | -2.89 | 0.0000 | -1.53 | 0.0000 yafY
861 | Azalis | gene:BAA16314 | -2.89 | 0.0000 | -1.53 | 0.0000 | yfeW
862 | Azalis | gene:BAE77381 | -2.89 | 0.0000 | -1.53 | 0.0000 rraA
863 | Azalis | gene:BAA35304 | -2.90 | 0.0000 | -1.53 | 0.0000 gltL
864 | Azalis | gene:BAA15059 | -2.91 | 0.0000 | -1.54 | 0.0000 tehB
865 | Azalis | gene:BAE77573 | -2.91 | 0.0000 | -1.54 | 0.0000 yieH
866 | Azalis | gene:BAA15465 | -2.92 | 0.0000 | -1.54 | 0.0000 ydiP
867 | Azalis | gene:BAE76806 | -2.92 | 0.0000 | -1.54 | 0.0000 | hypD
868 | Azalis | gene:BAA77898 | -2.92 | 0.0000 | -1.55 | 0.0000 | yafM
869 | Azalis | gene:BAE76748 | -2.93 | 0.0000 | -1.55 | 0.0000 rseA
870 | Azalis | gene:BAE77051 | -2.95 | 0.0000 | -1.56 | 0.0000 | hybG
871 | Azalis | gene:BAA15517 | -2.95 | 0.0001 | -1.56 | 0.0000 | chbA
872 | Azalis | gene:BAE77111 | -2.96 | 0.0339 | -1.57 | 0.0132 ygiP
873 | Azalis | gene:BAE76375 | -2.96 | 0.0000 | -1.57 | 0.0000 | ymfD
874 | Azalis | gene:BAE76906 | -2.97 | 0.0000 | -1.57 | 0.0000 galR
875 | Azalis | gene:BAA16288 | -2.98 | 0.0000 | -1.58 | 0.0000 cysk
876 | Azalis | gene:BAE77621 | -2.98 | 0.0000 | -1.58 | 0.0000 ivbL
877 | Azalis | gene:BAE77944 | -2.99 | 0.0000 | -1.58 | 0.0000 | fkpA
878 | Azalis | gene:BAA15955 | -2.99 | 0.0000 | -1.58 | 0.0000 gatC

173



# ifade Gen ID FC FDR | logFC | P Degeri | Gen
879 | Azalis | gene:BAA16502 | -2.99 | 0.0000 | -1.58 | 0.0000 SMpA
880 | Azalis | gene:BAE77609 | -3.00 | 0.0000 | -1.59 | 0.0000 yidE
881 | Azalis | gene:BAA35531 | -3.00 | 0.0001 | -1.59 | 0.0000 yliH
882 | Azalis | gene:BAA36063 | -3.00 | 0.0213 | -1.59 | 0.0077 | ychH
883 | Azalis | gene:BAA14806 | -3.01 | 0.0000 | -1.59 | 0.0000 rluB
884 | Azalis | gene:BAA15964 | -3.01 | 0.0000 | -1.59 | 0.0000 gatA
885 | Azalis | gene:BAE76643 | -3.01 | 0.0262 | -1.59 | 0.0097 yeiC
886 | Azalis | gene:BAA15547 | -3.02 | 0.0002 | -1.59 | 0.0000 ynjD
887 | Azalis | gene:BAE77204 | -3.02 | 0.0000 | -1.60 | 0.0000 yhbU
888 | Azalis | gene:BAE77576 | -3.03 | 0.0000 | -1.60 | 0.0000 yieE
889 | Azalis | gene:BAA16545 | -3.04 | 0.0000 | -1.61 | 0.0000 | ygaH
890 | Azalis | gene:BAA35458 | -3.08 | 0.0015 | -1.62 | 0.0004 ybiA
891 | Azalis | gene:BAA35791 | -3.09 | 0.0000 | -1.63 | 0.0000 | putA
892 | Azalis | gene:BAE77749 | -3.10 | 0.0000 | -1.63 | 0.0000 eptB
893 | Azalis | gene:BAA15610 | -3.10 | 0.0000 | -1.63 | 0.0000 yeaY
894 | Azalis | gene:BAE77159 | -3.11 | 0.0000 | -1.64 | 0.0000 | yhaO
895 | Azalis | gene:BAA16241 | -3.12 | 0.0000 | -1.64 | 0.0000 evgs
896 | Azalis | gene:BAE77533 | -3.13 | 0.0000 | -1.65 | 0.0000 yieP
897 | Azalis | gene:BAA15726 | -3.15 | 0.0000 | -1.66 | 0.0000 yecl
898 | Azalis | gene:BAE77816 | -3.16 | 0.0000 | -1.66 | 0.0000 nikB
899 | Azalis | gene:BAA14838 | -3.17 | 0.0000 | -1.66 | 0.0000 yciT
900 | Azalis | gene:BAE78124 | -3.17 |0.0009 | -1.66 | 0.0002 | fumB
901 | Azalis | gene:BAE77815 | -3.18 | 0.0000 | -1.67 | 0.0000 nikC
902 | Azalis | gene:BAE76841 | -3.19 | 0.0002 | -1.67 | 0.0000 cys)
903 | Azalis | gene:BAA35897 | -3.19 | 0.0000 | -1.68 | 0.0000 | rpmF
904 | Azalis | gene:BAE76968 | -3.22 | 0.0000 | -1.69 | 0.0000 gcvP
905 | Azalis | gene:BAE78157 | -3.23 | 0.0000 | -1.69 | 0.0000 frdB
906 | Azalis | gene:BAA35263 | -3.23 | 0.0000 | -1.69 | 0.0000 dcuC
907 | Azalis | gene:BAA36087 | -3.23 | 0.0000 | -1.69 | 0.0000 | ychN
908 | Azalis | gene:BAA15828 | -3.23 | 0.0000 | -1.69 | 0.0000 yeeX
909 | Azalis | gene:BAA15561 | -3.24 | 0.0000 | -1.70 | 0.0000 ydjF
910 | Azalis | gene:BAE76936 | -3.25 | 0.0006 | -1.70 | 0.0001 | ygeW
911 | Azalis | gene:BAE77205 | -3.26 | 0.0000 | -1.70 | 0.0000 yhbV
912 | Azalis | gene:BAE77767 | -3.26 | 0.0000 | -1.71 | 0.0000 yhjl
913 | Azalis | gene:BAE76980 | -3.26 | 0.0000 | -1.71 | 0.0000 argP
914 | Azalis | gene:BAA15881 | -3.30 | 0.0000 | -1.72 | 0.0000 rfbA
915 | Azalis | gene:BAE77633 | -3.31 | 0.0000 | -1.73 | 0.0000 nipA
916 | Azalis | gene:BAA16386 | -3.31 | 0.0000 | -1.73 | 0.0000 upp
917 | Azalis | gene:BAE78023 | -3.32 | 0.0000 | -1.73 | 0.0000 pepE
918 | Azalis | gene:BAE76092 | -3.34 | 0.0000 | -1.74 | 0.0000 | ykgG
919 | Azalis | gene:BAA15666 | -3.35 | 0.0000 | -1.74 | 0.0000 | znuC
920 | Azalis | gene:BAE78035 | -3.37 | 0.0000 | -1.75 | 0.0000 | malF
921 | Azalis | gene:BAA16345 | -3.38 | 0.0000 | -1.76 | 0.0000 yffB
922 | Azalis | gene:BAA15716 | -3.39 | 0.0000 | -1.76 | 0.0000 | yecG
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923 | Azalis | gene:BAA35915 | -3.40 | 0.0000 | -1.76 | 0.0000 ycfP
924 | Azalis | gene:BAA16432 | -3.40 | 0.0000 | -1.76 | 0.0000 hcaR
925 | Azalis | gene:BAE77383 | -3.41 | 0.0002 | -1.77 | 0.0000 glpF
926 | Azalis | gene:BAE76090 | -3.42 | 0.0000 | -1.78 | 0.0000 ykgE
927 | Azalis | gene:BAE76860 | -3.45 | 0.0000 | -1.79 | 0.0000 | gudX
928 | Azalis | gene:BAA15575 | -3.47 | 0.0000 | -1.79 | 0.0000 | yedA
929 | Azalis | gene:BAE77365 | -3.48 | 0.0000 | -1.80 | 0.0000 gldA
930 | Azalis | gene:BAE77384 | -3.48 | 0.0000 | -1.80 | 0.0000 glpK
931 | Azalis | gene:BAE77374 | -3.49 | 0.0000 | -1.80 | 0.0000 romE
932 | Azalis | gene:BAE76376 | -3.51 | 0.0000 | -1.81 | 0.0000 | ymfE
933 | Azalis | gene:BAE76521 | -3.52 | 0.0000 | -1.82 | 0.0000 ynjB
934 | Azalis | gene:BAB96739 | -3.53 | 0.0000 | -1.82 | 0.0000 | cdaR
935 | Azalis | gene:BAA35793 | -3.56 | 0.0000 | -1.83 | 0.0000 putP
936 | Azalis | gene:BAE76842 | -3.58 | 0.0000 | -1.84 | 0.0000 | ygcM
937 | Azalis | gene:BAA15169 | -3.59 | 0.0000 | -1.85 | 0.0000 | ydeN
938 | Azalis | gene:BAE77203 | -3.60 | 0.0000 | -1.85 | 0.0000 | yhbT
939 | Azalis | gene:BAA35574 | -3.61 | 0.0000 | -1.85 | 0.0000 art
940 | Azalis | gene:BAE77177 | -3.62 | 0.0000 | -1.86 | 0.0000 | yhaV
941 | Azalis | gene:BAE77544 | -3.64 | 0.0000 | -1.86 | 0.0000 asnA
942 | Azalis | gene:BAA77909 | -3.65 | 0.0000 | -1.87 | 0.0000 crl
943 | Azalis | gene:BAE76646 | -3.67 | 0.0000 | -1.88 | 0.0000 yejG
944 | Azalis | gene:BAE78076 | -3.67 | 0.0000 | -1.88 | 0.0000 nrfE
945 | Azalis | gene:BAA15047 | -3.68 | 0.0306 | -1.88 | 0.0117 | ydcH
946 | Azalis | gene:BAE78037 | -3.68 | 0.0000 | -1.88 | 0.0000 | malk
947 | Azalis | gene:BAA16128 | -3.69 | 0.0000 | -1.88 | 0.0000 yfbS
948 | Azalis | gene:BAE77032 | -3.70 | 0.0495 | -1.89 | 0.0209 yghG
949 | Azalis | gene:BAE76519 | -3.71 | 0.0000 | -1.89 | 0.0000 ydjZ
950 | Azalis | gene:BAE77368 | -3.71 | 0.0000 | -1.89 | 0.0000 katG
951 | Azalis | gene:BAE77085 | -3.72 | 0.0000 | -1.89 | 0.0000 ygiN
952 | Azalis | gene:BAE77324 | -3.72 | 0.0000 | -1.89 | 0.0000 rsd
953 | Azalis | gene:BAE78135 | -3.72 | 0.0000 | -1.89 | 0.0000 | cadB
954 | Azalis | gene:BAE76466 | -3.72 | 0.0001 | -1.89 | 0.0000 ydfo
955 | Azalis | gene:BAE77436 | -3.72 | 0.0000 | -1.90 | 0.0000 | yihM
956 | Azalis | gene:BAE77435 | -3.73 | 0.0000 | -1.90 | 0.0000 yihN
957 | Azalis | gene:BAE77385 | -3.74 | 0.0000 | -1.90 | 0.0000 glpX
958 | Azalis | gene:BAE76749 | -3.78 | 0.0000 | -1.92 | 0.0000 rpoE
959 | Azalis | gene:BAA15974 | -3.79 | 0.0000 | -1.92 | 0.0000 | yehA
960 | Azalis | gene:BAA35327 | -3.81 | 0.0000 | -1.93 | 0.0000 | nagE
961 | Azalis | gene:BAA15805 | -3.84 | 0.0000 | -1.94 | 0.0000 chl
962 | Azalis | gene:BAE77056 | -3.85 | 0.0000 | -1.95 | 0.0000 | hybB
963 | Azalis | gene:BAA15443 | -3.86 | 0.0001 | -1.95 | 0.0000 | ydhX
964 | Azalis | gene:BAE77341 | -3.87 | 0.0000 | -1.95 | 0.0000 coaA
965 | Azalis | gene:BAE77316 | -3.87 | 0.0000 | -1.95 | 0.0000 zraS
966 | Azalis | gene:BAA16465 | -3.88 | 0.0000 | -1.95 | 0.0000 yfiD
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967 Azalls | gene:BAA15683 | -3.89 0.0044 | -1.96 0.0012 torY
968 Azalg gene:BAA16156 | -3.94 | 0.0000 | -1.98 0.0000 argT
969 Azalg gene:BAE77766 -3.94 | 0.0000 | -1.98 0.0000 dctA
970 Azalg gene:BAE77207 -3.98 0.0277 | -1.99 0.0104 mtr
971 Azalg gene:BAE77813 -3.98 | 0.0000 | -1.99 0.0000 nikE
972 | Azalls | gene:BAA16508 | -3.99 |0.0015 | -2.00 | 0.0004 | yfiv
973 Azalg gene:BAE76081 -4.00 | 0.0002 | -2.00 0.0000 ykgM
974 | Azalls | gene:BAE77058 | -4.02 |0.0000 | -2.01 | 0.0000 | hybO
975 Azalg gene:BAA16572 | -4.03 0.0000 | -2.01 0.0000 gudD
976 Azalg gene:BAA36097 | -4.03 0.0000 | -2.01 0.0000 narl
977 | Azals | gene:BAE77419 | -4.10 |0.0000 | -2.04 | 0.0000 | yiiF
978 Azalg gene:BAA16074 | -4.12 0.0000 | -2.04 0.0000 yfaO
979 Azalls | gene:BAA35317 | -4.14 | 0.0000 | -2.05 0.0000 asnB
980 Azalg gene:BAE77683 -4.15 0.0000 | -2.05 0.0000 secB
981 Azalg gene:BAA35330 | -4.17 0.0000 | -2.06 0.0000 ybfN
982 Azalls | gene:BAE76657 -4.18 | 0.0000 | -2.06 0.0000 ccmH
983 Azalg gene:BAA35379 | -4.25 0.0000 | -2.09 0.0000 abrB
984 Azalis | gene:BAE77160 -4.28 | 0.0000 | -2.10 0.0000 tdcG
985 Azalg gene:BAA16240 | -4.28 | 0.0000 | -2.10 0.0000 evgA
986 Azalls | gene:BAA35714 | -4.29 0.0000 | -2.10 0.0000 ycbG
987 | Azals | gene:BAE76755 | -4.31 |0.0474 | -2.11 | 0.0199 | phel
988 Azalg gene:BAE77054 -4.31 0.0000 | -2.11 0.0000 hybD
989 Azalis | gene:BAE76396 -4.32 0.0000 | -2.11 0.0000 yciWw
990 Azalg gene:BAE77347 -4.36 | 0.0000 | -2.13 0.0000 yijD
991 Azalls | gene:BAA16137 | -4.44 | 0.0000 | -2.15 0.0000 yfcC
992 Azalg gene:BAE76785 -4.45 0.0000 | -2.15 0.0000 gutQ
993 Azalg gene:BAE76618 -4.45 0.0000 | -2.15 0.0000 yohlJ
994 Azalls | gene:BAE76658 -4.52 0.0000 | -2.18 0.0000 ccmG
995 Azalg gene:BAE77157 -4.52 0.0000 | -2.18 0.0000 yhal
996 Azalls | gene:BAE76843 -4.57 0.0000 | -2.19 0.0000 ygcN
997 Azalg gene:BAA15548 | -4.59 0.0000 | -2.20 0.0000 ynjE
998 Azalis | gene:BAE76660 -4.62 0.0000 | -2.21 0.0000 ccmE
999 Azalg gene:BAE78156 -4.71 0.0000 | -2.24 0.0000 frdC
1000 | Azalls | gene:BAE76893 | -4.75 |0.0420 | -2.25 | 0.0172 | ygdB
1001 | Azalis | gene:BAE76497 -4.77 0.0000 | -2.25 0.0000 ydhW
1002 | Azahg gene:BAA35329 | -4.81 0.0000 | -2.27 0.0000 ybfM
1003 | Azalis | gene:BAA15728 | -4.82 |0.0000 | -2.27 | 0.0000 | ftn
1004 | Azalls | gene:BAA15444 | -4.83 | 0.0000 | -2.27 | 0.0000 | ydhy
1005 | Azahg gene:BAE78034 -4.85 0.0000 | -2.28 0.0000 malG
1006 | Azalis | gene:BAA16294 | -4.86 | 0.0000 | -2.28 0.0000 yfeS
1007 | Azalls | gene:BAE77924 | -4.86 |0.0001 | -2.28 | 0.0000 | nirD
1008 | Azals | gene:BAA15312 | -4.89 |0.0000 | -2.29 | 0.0000 | ynff
1009 | Azahg gene:BAA16309 | -4.89 0.0000 | -2.29 0.0000 UcpA
1010 | Azalis | gene:BAE76422 -4.96 | 0.0000 | -2.31 0.0000 feaR
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1011 | Azalis | gene:BAA16124 | -5.10 | 0.0000 | -2.35 | 0.0000 IrhA
1012 | Azalis | gene:BAE77057 | -5.11 | 0.0000 | -2.35 | 0.0000 hybA
1013 | Azalis | gene:BAE78036 | -5.16 | 0.0000 | -2.37 | 0.0000 | malE
1014 | Azalis | gene:BAE76680 | -5.19 | 0.0000 | -2.38 | 0.0000 | yfbM
1015 | Azalis | gene:BAA16079 | -5.22 | 0.0000 | -2.38 | 0.0000 | pmrD
1016 | Azalis | gene:BAE78334 | -5.24 | 0.0000 | -2.39 | 0.0000 yjiT
1017 | Azalis | gene:BAE77076 | -5.32 | 0.0000 | -2.41 | 0.0000 ygiS
1018 | Azalis | gene:BAA16293 | -5.33 | 0.0000 | -2.42 | 0.0000 yfek
1019 | Azalis | gene:BAE76663 | -5.39 | 0.0000 | -2.43 | 0.0000 | ccmB
1020 | Azalis | gene:BAE77319 | -5.41 | 0.0000 | -2.44 | 0.0000 | hupA
1021 | Azalis | gene:BAA16269 | -5.48 | 0.0000 | -2.45 | 0.0000 yfeC
1022 | Azalis | gene:BAE76662 | -5.51 | 0.0000 | -2.46 | 0.0000 | ccmC
1023 | Azalis | gene:BAA35634 | -5.51 | 0.0000 | -2.46 | 0.0000 | ycaM
1024 | Azalis | gene:BAE76498 | -5.59 | 0.0000 | -2.48 | 0.0000 ydhV
1025 | Azalis | gene:BAE76664 | -5.63 | 0.0000 | -2.49 | 0.0000 | ccmA
1026 | Azalis | gene:BAA14877 | -5.64 | 0.0000 | -2.49 | 0.0000 pspE
1027 | Azalis | gene:BAA36012 | -5.65 | 0.0000 | -2.50 | 0.0000 ycgK
1028 | Azalis | gene:BAA35626 | -5.67 | 0.0000 | -2.50 | 0.0000 | dmsA
1029 | Azalis | gene:BAE76333 | -5.70 | 0.0000 | -2.51 | 0.0000 | borD
1030 | Azalis | gene:BAE77776 | -5.70 | 0.0000 | -2.51 | 0.0000 yhjA
1031 | Azalis | gene:BAE76935 | -5.86 | 0.0000 | -2.55 | 0.0000 | ygeV
1032 | Azalis | gene:BAE76845 | -5.88 | 0.0000 | -2.56 | 0.0000 ygcP
1033 | Azalis | gene:BAE76659 | -5.88 | 0.0000 | -2.56 | 0.0000 | ccmF
1034 | Azalis | gene:BAA16481 | -5.94 | 0.0000 | -2.57 | 0.0000 yfiA
1035 | Azalis | gene:BAE77814 | -5.96 | 0.0000 | -2.58 | 0.0000 nikD
1036 | Azalis | gene:BAA16271 | -6.05 | 0.0000 | -2.60 | 0.0000 yfeD
1037 | Azalis | gene:BAE77361 | -6.08 | 0.0350 | -2.60 | 0.0138 | frwB
1038 | Azalis | gene:BAA14788 | -6.15 | 0.0000 | -2.62 | 0.0000 | ompW
1039 | Azalis | gene:BAE77450 | -6.23 | 0.0000 | -2.64 | 0.0000 yihD
1040 | Azalis | gene:BAA35728 | -6.31 | 0.0000 | -2.66 | 0.0000 | mgsA
1041 | Azalis | gene:BAE78078 | -6.36 | 0.0000 | -2.67 | 0.0000 nrfG
1042 | Azalis | gene:BAE77053 | -6.39 | 0.0000 | -2.68 | 0.0000 hybE
1043 | Azalis | gene:BAE78039 | -6.45 | 0.0000 | -2.69 | 0.0000 | malM
1044 | Azalis | gene:BAE76588 | -6.53 | 0.0000 | -2.71 | 0.0000 yehC
1045 | Azalis | gene:BAA15989 | -6.68 | 0.0000 | -2.74 | 0.0000 | napA
1046 | Azalis | gene:BAE76873 | -6.68 | 0.0046 | -2.74 | 0.0013 fucP
1047 | Azalis | gene:BAA15168 | -6.74 | 0.0000 | -2.75 | 0.0000 | ydeM
1048 | Azalis | gene:BAE77167 | -6.78 | 0.0000 | -2.76 | 0.0000 tdcA
1049 | Azalis | gene:BAA16299 | -6.81 | 0.0000 | -2.77 | 0.0000 cysP
1050 | Azalis | gene:BAE77393 | -7.03 | 0.0000 | -2.81 | 0.0000 shp
1051 | Azalis | gene:BAA35450 | -7.18 | 0.0000 | -2.84 | 0.0000 | ybhQ
1052 | Azalis | gene:BAE76518 | -7.18 | 0.0000 | -2.84 | 0.0000 ydjY
1053 | Azalis | gene:BAE76561 | -7.24 | 0.0000 | -2.86 | 0.0000 | yodA
1054 | Azalis | gene:BAA16060 | -7.35 | 0.0000 | -2.88 | 0.0000 glpA
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1055 | Azalis | gene:BAE78134 | -7.38 | 0.0000 | -2.88 | 0.0000 | cadA
1056 | Azalis | gene:BAE78118 | -7.55 | 0.0000 | -2.92 | 0.0000 adiY
1057 | Azalis | gene:BAA35628 | -7.68 | 0.0000 | -2.94 | 0.0000 | dmsC
1058 | Azalis | gene:BAE76667 | -7.78 | 0.0000 | -2.96 | 0.0000 | napH
1059 | Azalis | gene:BAA15311 | -7.85 | 0.0000 | -2.97 | 0.0000 ynfE
1060 | Azalis | gene:BAA35627 | -7.97 | 0.0000 | -2.99 | 0.0000 | dmsB
1061 | Azalis | gene:BAE78038 | -8.09 | 0.0000 | -3.02 | 0.0000 | lamB
1062 | Azalis | gene:BAE77720 | -8.32 | 0.0000 | -3.06 | 0.0000 yial
1063 | Azalis | gene:BAE76665 | -8.67 | 0.0000 | -3.12 | 0.0000 | napC
1064 | Azalis | gene:BAA15758 | -8.86 | 0.0000 | -3.15 | 0.0000 yedF
1065 | Azalis | gene:BAE78077 | -8.93 | 0.0010 | -3.16 | 0.0002 nrfF
1066 | Azalis | gene:BAE76809 | -9.34 | 0.0144 | -3.22 | 0.0049 ygbA
1067 | Azalis | gene:BAE78155 | -9.42 | 0.0000 | -3.24 | 0.0000 | frdD
1068 | Azalis | gene:BAE78074 | -9.77 | 0.0000 | -3.29 | 0.0000 nrfC
1069 | Azalis | gene:BAE78072 | -9.86 | 0.0000 | -3.30 | 0.0000 nrfA
1070 | Azalis | gene:BAE76668 | -9.87 | 0.0000 | -3.30 | 0.0000 | napG
1071 | Azalis | gene:BAA36134 | -9.87 | 0.0000 | -3.30 | 0.0000 | yccM
1072 | Azalis | gene:BAE76463 | -10.07 | 0.0000 | -3.33 | 0.0000 ydfZ
1073 | Azalis | gene:BAE76829 | -10.29 | 0.0000 | -3.36 | 0.0000 cysD
1074 | Azalis | gene:BAE78075 | -10.78 | 0.0000 | -3.43 | 0.0000 nrfD
1075 | Azalis | gene:BAE77172 | -10.79 | 0.0000 | -3.43 | 0.0000 garR
1076 | Azalis | gene:BAE76589 | -11.64 | 0.0000 | -3.54 | 0.0000 | yehD
1077 | Azalis | gene:BAA16567 | -11.81 | 0.0000 | -3.56 | 0.0000 | gutM
1078 | Azalis | gene:BAE76969 | -11.83 | 0.0000 | -3.56 | 0.0000 | gcvH
1079 | Azalis | gene:BAA16061 | -12.28 | 0.0000 | -3.62 | 0.0000 glpB
1080 | Azalis | gene:BAE78073 | -12.53 | 0.0000 | -3.65 | 0.0000 nrfB
1081 | Azalis | gene:BAE77171 | -12.84 | 0.0000 | -3.68 | 0.0000 gark
1082 | Azalis | gene:BAA77905 | -12.97 | 0.0098 | -3.70 | 0.0031 prfH
1083 | Azalis | gene:BAE77162 | -13.09 | 0.0000 | -3.71 | 0.0000 tdcE
1084 | Azalis | gene:BAE77175 | -13.54 | 0.0000 | -3.76 | 0.0000 | garD
1085 | Azalis | gene:BAE76861 | -14.52 | 0.0000 | -3.86 | 0.0000 | gudP
1086 | Azalis | gene:BAA16058 | -15.00 | 0.0000 | -3.91 | 0.0000 glpQ
1087 | Azalis | gene:BAE77020 | -15.27 | 0.0000 | -3.93 | 0.0000 ansB
1088 | Azalis | gene:BAA35675 | -15.50 | 0.0000 | -3.95 | 0.0000 | ompF
1089 | Azalis | gene:BAE76666 | -16.40 | 0.0000 | -4.04 | 0.0000 | napB
1090 | Azalis | gene:BAE78210 | -16.95 | 0.0000 | -4.08 | 0.0000 ytfE
1091 | Azalis | gene:BAE77173 | -17.86 | 0.0000 | -4.16 | 0.0000 garl
1092 | Azalis | gene:BAA16062 | -19.14 | 0.0000 | -4.26 | 0.0000 glpC
1093 | Azalis | gene:BAA16059 | -20.77 | 0.0000 | -4.38 | 0.0000 glpT
1094 | Azalis | gene:BAA16460 | -21.34 | 0.0000 | -4.42 | 0.0000 hmp
1095 | Azalis | gene:BAE77317 | -21.35 | 0.0283 | -4.42 | 0.0107 zraP
1096 | Azalis | gene:BAA16566 | -22.14 | 0.0000 | -4.47 | 0.0000 srlD
1097 | Azalis | gene:BAE77161 | -22.34 | 0.0000 | -4.48 | 0.0000 tdcF
1098 | Azalis | gene:BAA16564 | -22.66 | 0.0000 | -4.50 | 0.0000 srlE
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# ifade Gen ID FC FDR | logfFC | P Degeri | Gen
1099 | Azalis | gene:BAE77174 | -22.83 | 0.0000 | -4.51 0.0000 garP
1100 | Azalis | gene:BAE77165 | -23.52 | 0.0000 | -4.56 | 0.0000 tdcC
1101 | Azahs | gene:BAE77164 | -27.65 | 0.0000 | -4.79 | 0.0000 | tdcD
1102 | Azalis | gene:BAE77166 | -37.36 | 0.0000 | -5.22 0.0000 tdcB
1103 | Azahg gene:BAA15990 | -42.28 | 0.0152 | -5.40 0.0052 napD
1104 | Azalis | gene:BAA35587 | -42.37 | 0.0000 | -5.41 0.0000 hcp
1105 | Azahg gene:BAA18886 | -59.77 | 0.0000 | -5.90 0.0000 sriA
1106 | Azalis | gene:BAA35586 | -113.74 | 0.0000 | -6.83 0.0000 hcr
1107 | Azahg gene:BAA16565 | -121.11 | 0.0000 | -6.92 0.0000 sriB
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