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METABOLOMIK YAKLASIMLAR VE BIiYOINFORMATIK ANALIiZLER
KULLANILARAK AMPISILIN VE SEFTAZIDIM ANTIBIYOTIKLERININ
PROTEUS MIiRABILIS UZERINDEKI ETKILERININ iNCELENMESI

KUBRA TEKSEN

KASTAMONU UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANA BiLiM DALI
DANISMAN:PROF. DR. ERGIN MURAT ALTUNER
ES DANISMAN:DR. OGR. UYESI IDIL YET

Antibiyotik direnci, mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi diren¢ gelistirmesi olarak
bilinen genellikle dogal bir siiregtir. Bu direng, antibiyotiklerin mikroorganizmalara kars1
etkisiz hale gelmesine veya etkisinin azaltilmasina neden olarak, enfeksiyonlarin tedavisini
zorlastirabilir ve daha ciddi komplikasyonlara neden olabilir. Antibiyotik direnciyle miicadele
etmek icin, mikroorganizmalarin metabolik aktivitelerindeki degisikliklerin kapsamli bir
sekilde analiz edilmesi antibiyotik direncinin anlagilmasinda 6nemlidir. Proteus mirabilis
ozellikle kadinlarda idrar yollar1 enfeksiyonlar: (IYE) gibi iiriner sistem enfeksiyonlarmin
yaygin bir nedeni olan kritik bir patojendir. P. mirabilis enfeksiyonlarinin tedavisi igin
genellikle antibiyotiklere dayali bir yaklagim kullanilmaktadir. Ancak direngli suslarla
karsilasildiginda, tedavi segenekleri sinirlt hale gelebilir. P. mirabilis’in antibiyotik direnci,
enfeksiyonla miicadeleyi zorlastirarak klinik tedavi siirecini sinirlayabilmektedir. Bu nedenle
bu tez calismasinda P. mirabilis’in alt-inhibitdr konsantrasyonundaki ampisiline bagli olusan
antibiyotik direnci gelisimi siirecini simiile etmek ve ampisiline karsi direng kazandirilmig
pasajlarin baska antibiyotiklere capraz direng gelistirip gelistirmediginin metabolik
yontemlerle incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla P. mirabilis susuna disk difiizyon yontemi
ile alt-inhibitor konsantrasyonda ampisiline kars1 adim adim diren¢ kazandirilarak direngli
pasajlar elde edilmistir. Her bir adimdan elde edilen ampisilin direngli pasajlara ve duyarl
kontrol suslarina ampisilin ve seftazidim antibiyotikleri uygulanarak metabolomik
profillerinde meydana gelen farkliliklarin karsilastirilmasi amaglanmistir. Tez ¢aligmasindan
elde edilen metabolomik veriler, istatistiksel ve biyoinformatik analizlerle desteklenerek
metabolik yolaklarin haritalanmasi, metabolik degisikliklerin anlagilmasi ve metabolitler
arasindaki etkilesimlerin belirlenmesinde katki saglamaktadir. Antibiyotik direnci
calismalarinda metabolomik c¢alismalar, direngli mikroorganizmalarda metabolik
degisikliklerin belirlenmesinde, mikroorganizmalarin antibiyotik maruziyetine kars1 verdigi
yanitin anlagilmasinda, antibiyotiklerin metabolik yollar1 nasil etkilediginin anlasilmasinda ve
antibiyotik direnci mekanizmalarinin kapsamli anlagilmasi i¢in degerli bilgiler saglamaktadir.

ANAHTAR KELIMELER:Antimikrobiyal Direng, Antibiyotik Direnci, GC-MS,
Metabolomik, Biyoinformatik

Haziran 2024, 81 Sayfa
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ABSTRACT

MSC THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF AMPICILLIN AND
CEFTAZIDIME ANTIBIOTICS ON PROTEUS MIRABILIS USING
METABOLOMICS APPROACHES AND BIOINFORMATICS ANALYSES

KUBRA TEKSEN

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF BIOLOGY
SUPERVISOR:PROF. DR. ERGIN MURAT ALTUNER
CO-SUPERVISOR:ASSIST PROF. DR. iDiL YET

Antibiotic resistance is a generally natural process in which microorganisms develop
resistance to antibiotics. This resistance can cause antibiotics to become ineffective or less
effective against microorganisms, making infections more difficult to treat and leading to more
serious complications. To combat antibiotic resistance, comprehensive analysis of changes in
the metabolic activities of microorganisms can be helpful in understanding antibiotic
resistance. Proteus mirabilis (P. mirabilis) is a critical pathogen that is a common cause of
urinary tract infections, such as urinary tract infections (UTI), especially in women. An
antibiotic-based approach is often used to treat P. mirabilis infections. However, when
resistant strains are encountered, treatment options may become limited. Antibiotic resistance
of P. mirabilis can make it difficult to fight infection and limit the clinical treatment process.
Therefore, in this thesis study, it was aimed to examine the process of antibiotic resistance
development of P. mirabilis due to ampicillin at sub-inhibitory concentration and whether
passages resistant to ampicillin develop cross-resistance to other antibiotics using metabolic
methods. For this purpose, resistant passages were obtained by gradually imparting resistance
to ampicillin at sub-inhibitory concentration to the P. mirabilis strain using the disc diffusion
method. It was aimed to compare the expression of the differences in the metabolomic profiles
by applying ampicillin and ceftazidime antibiotics to the ampicillin-resistant passages and
sensitive control strains obtained from each step. Metabolomic data obtained from the thesis
study, supported by statistical and bioinformatic analyses, contribute to mapping metabolic
pathways, understanding metabolic changes and determining interactions between
metabolites. In antibiotic resistance studies, metabolomics provides valuable information in
identifying metabolic changes in resistant microorganisms, understanding the response of
microorganisms to antibiotic exposure, understanding how antibiotics affect metabolic
pathways, and providing a comprehensive understanding of antibiotic resistance mechanisms.
KEYWORDS:Antimicrobial Resistance, Antibiotic Resistance, GC-MS, Metabolomics,
Bioinformatics
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Simgeler

cm : Santimetre

Da : Dalton

g : Gram

L : Litre

mg : Miligram

m : Metre

mm : Milimetre

mL : Mililitre

m/z : kiitle/ytik

nm : Nanometre

pH : Hidrojen Giicii
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1. GIRIS

1.1 Omik Teknolojiler

Giliniimiizdeki teknolojik gelismeler sayesinde genomik, proteomik, metabolomik gibi
“Omik” analizler hastaliklarin mekanizmasini anlamak, kisisellestirilmis tedavi
yontemlerinin se¢imi ve erken teshis i¢in biyobelirte¢ belirleme gibi bir¢cok alanda ¢ok
biiylik bir potansiyel sunmaktadir. Cesitli biyoinformatik araglar ve veri tabanlariin
kullanimi ile birlikte biyolojik sistemlerin kapsamli analizinde omik teknolojileri

denilen yeni bir ¢ag baglamistir (Hasin, 2017).

Genomik, organizmanin tiim genomunu yapisal ve fonksiyonel olarak inceleyen en
eski omik dalidir. Kaliimin temel birimi olan DNA yapisinin kesfi ile genomik
alaninda yildan yila artarak bir¢ok yontem gelistirilmistir. 1990’da baslayan ve 2003
yilinda sonlanan ve uluslararasi bir aragtirma projesi olan insan genomu projesi ile
insan genomu dizilenerek genetik haritamizin ortaya ¢ikmasi bu alanda ¢ok biiyiik
yanki1 uyandirmistir. Genomik bilim dalinin gelisimi sayesinde organizmaya ait biitiin
genlerin fonksiyonlari, yapilari, birbirleri ve g¢evre ile etkilesimleri incelenerek

anlamlandirilabilmektedir (Weissenbach, 2016).

Transkriptomik, bir hiicre veya organizmanin belirli bir zamandaki gen ifade
diizeylerini inceleyen bir omik dalidir. Transkriptomik ¢alismalarinda, gen ifadesi
diizeylerini belirlemek i¢in yiiksek verimlilikle mRNA molekiillerinin analizi yapilir.
Bu gen ifadesi diizeyleri, hiicrelerin belirli bir durumda nasil ¢aligtigini, hangi genlerin
etkin oldugunu ve farkli kosullara nasil yanit verdiklerini anlamamiza yardimci olur

(Dong ve Chen, 2013).

Epigenomik, bir organizmanin gen ifadesinin diizenlenmesindeki epigenetik
modifikasyonlari inceleyen bir arastirma alanidir. Epigenetik modifikasyonlar, DNA
tizerinde kimyasal etiketlerin eklenmesi veya kaldirilmasi yoluyla gen ifadesini
etkileyen kimyasal degisikliklerdir. Bu modifikasyonlar, gen ifadesinin kontrolii,
genlerin etkinlestirilmesi veya susturulmasi, DNA’nin paketlenmesi gibi siireclere

katkida bulunur (Wang ve Chang, 2018).



Lipidomik, bir organizmanin hiicrelerindeki lipit kompozisyonunun kapsamli analizini
ve karakterizasyonunu ifade eden bir arastirma alanidir. Lipitler, hiicre zar1 yapisi,
enerji depolamasi ve sinyal iletimi gibi bir¢ok kritik rolii olan bilesiklerdir. Lipidomik
caligmalari, lipitlerin biyolojik rollerini ve hastaliklarla iligkilerini anlasilmasinda

onemli bir rol oynar (Han, 2016).

Proteom terimi, belli bir zaman ve mekanda bir hiicre, doku veya organizmada bulunan
proteinlerin toplamini belirtir. Proteomik, bu proteinlerin yapilarini, translasyon
sonrast modifikasyonlarini, islevlerini ve diger protein ve molekiiller ile
etkilesimlerini inceleyen bilim dalidir. Bu alan, proteinlerin yapisal ve fonksiyonel
Ozelliklerini arastirmak ve genomik bilginin protein diizeyince ifadesini anlamak i¢in
proteinlerin tanimlanmasi, miktarinin belirlenmesi, protein-protein etkilesimlerinin
analizi ve post-translasyonel modifikasyonlarin arastirilmasi gibi ¢esitli alanlar1 igerir

(Cho, 2007).

Metabolom belirli bir zaman diliminde izole edilmis hiicrelerde dokularda veya
fizyolojik sivilarda bulunan tiim metabolitlerin yliksek verimli teknolojiler
kullanilarak kapsamli analizi olarak tanimlanmaktadir. Metabolomik analiz, canlilarda
cesitli hiicresel tepkimeler sirasinda ortaya ¢ikan kiiciik molekiillii metabolitlerin
saptanmasi, nitelendirilmesini ve tanimlanmasini saglamaktadir. Proteomikde oldugu
gibi metabolomik de hastalik ile ilgili biyobelirte¢lerin tanimlanmasinda, ilag¢ kesfi ve
gelistirilmesinde, biyolojik sistemlerin anlagilmasina yonelik arastirmalarda kullanilan
onemli bir aragtir. Metabolomik diger omik dallariyla karsilastirildiginda nispeten
daha dinamiktir, ¢iinkii metabolit konsantrasyonlar1 fizyolojik durumlar ve cevresel
faktorler tarafindan etkilenerek hizla degisebilir. Metabolomik ¢alismalar, ¢evresel
faktorlerin ve fizyolojik degisikliklerin hiicre veya organizmanin anlik metabolik
durumu {izerindeki etkisini yansitan dinamik bir perspektif saglar. Bu sayede
metabolitlerin konsantrasyonlarinin zaman i¢inde nasil degistigini, metabolik yollarin
aktivasyonunu veya inhibisyonunu, metabolizmanin nasil etkilendiginin anlasilmasi
icin olduk¢a Onemlidir. Bununla birlikte, metabolomik diger omik dallariyla da
entegre edilebilir ve birlikte kullanildiginda daha kapsamli bir sistem biyolojisi
anlayis1 saglayabilir. Metabolomik yolak analiz verilerinin diger “omik™ disiplinleri

ile entegrasyonu organizmanin tanimlayici bir goriintiisiinii sunar. Bu entegrasyonlar,



metabolik yolaklarin diizenlemesindeki genetik, transkriptomik, proteomik ve
lipidomik faktorleri anlamayi saglayarak kompleks biyolojik sistemlerin daha

kapsamli1 anlasilmasina katkida bulunur (Weckwerth, 2007).

Ozellikle post-genomik ¢agda metabolomik teknolojiler giderek daha da fazla
kullanilmaktadir. Metabolik teknolojiler, hiicrelerin ve organizmalarin metabolit
profillerinin kapsamli analizini yaparak bir hastalik, tedavi veya bagka bir ¢evresel
faktore kars1 metabolik yolaklarinda meydana gelen degisikliklerin belirlenmesine ve
biyolojik siireclerin daha iyi anlasilmasina yardimci olmaktadir. Post -genomik ¢agda
metabolomik teknolojilerin gelisimi, genomik veya transkriptomik verilerin yani1 sira
daha kapsamli ve detayli bir perspektif sunarak biyokimyasal yollar ve metabolik aglar

arasindaki etkilesimlerin anlasilmasinda 6nemli bir rol oynar (Hollywood vd., 2006).

1.2  Antibiyotik Direncine Kars1 “Omik” Yaklasimlar

Antibiyotik direnci, bakteri veya diger mikroorganizmalarin antimikrobiyallere kars1
diren¢ kazanmasi seklinde ifade edilen genellikle dogal bir siiregtir. Ancak bu ajanlarin
gereksiz yere, uygun olmayan dozda ve yanlis kullanimi1 bu direncin hizla yayilmasina
neden olmaktadir. Antibiyotik direnci, enfeksiyonlarin tedavisinde segeneklerin
azalmasi, hastalarda tedavi siirelerinin uzamasi ve tedavi maliyetlerinin artmasina
neden olmaktadir (Abejew vd., 2024). Bu direng, daha da ciddi halk sagligi sorunlarina
yol agabilecek ve yiiksek mortalite oranlarina sebep olabilecek kiiresel bir sorun haline
gelmektedir. Mikroorganizmalarin kazandigi bu diren¢ sistemi, antibiyotiklerin
mikroorganizmalari 6ldiirme veya ¢ogalmalarini inhibe etme yeteneklerini azaltmakta
veya tamamen ortadan kaldirmaktadir. Kiiresel bir sorun olarak kabul edilen
antibiyotik direncinin iistesinden gelebilmek i¢in diinya capinda artan bir caba
gosterilmektedir. Antibiyotik kesif yaklasimlarinda klasik yontemlerin kullanilmasi
antibiyotik direnciyle miicadelede yetersiz kalmaktadir (Spellberg ve Gilbert, 2014).
Son  yillarda, yenilikgi yaklasimlarla  bakteri-antibiyotik  iliskisi  gibi
mikroorganizmalarin adaptasyon ve diren¢ mekanizmalarima odaklanan omik
yaklasimlar1 kullanilmaktadir. Genomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik
gibi omik teknikler; mikroorganizmalarin genetik, transkripsiyonel, protein ve

metabolit profillerini analiz ederek diren¢ mekanizmalarini ve adaptasyon siireclerini



daha iyi anlamamizi saglamaktadir. Bu omik yaklagimlar, antibiyotik direncinin
molekiiler diizeyde anlagilmasini saglayarak yeni antibiyotik hedefleri ve tedavi

stratejileri gelistirilmesine katkida bulunmaktadir (Kok vd., 2022).

1.3 Metabolomik

Metabolitler, metabolik siiregler sirasinda canlilar tarafindan sentezlenen,
dondistiiriilen veya salgilanan ve yapi tasi, sinyal veya yakit olarak kullanilan kiigiik
kimyasal bilesiklerdir. Biyokimyasal reaksiyonlarda ara iriinler olarak gdrev alan
veya ¢esitli tepkimeler sonucunda sentezlenen metabolitler, molekiil agirliklar1 50-
1500 Da arasinda olan peptitler, amino asitler, sekerler, niikleozitler, lipitler,
stereoitler, ketonlar, aminler, alkaloidler, aldehitler, organik asitler gibi kiigiik
molekiillerdir (Goodacre, 2005; Feng Xiao vd., 2012; Patti vd., 2012; Mohd Kamal
vd., 2022).

Metabolom, bir hiicrede, organda veya organizmada tiim olas1 kosullar altinda bulunan
tiim metabolitlerin toplami olarak ifade edilmektedir (Oliver, 1998). Metabolomdaki
degisiklikler organizmanin cevresel etkilere, genetik degisikliklere, hastalik ve
tedavilere karsi verdigi en son yanittir. Metabolomik, belirli bir zaman diliminde
hiicrelerde, dokularda, fizyolojik sivilarda bulunan tiim bu metabolitlerin kapsamli bir
sekilde analiz edilmesini ve her bir metabolitin tanimlanmasinit ve ol¢iilmesini

amaglayan analitik bir yaklasimdir (Fiehn, 2002).

Metabolomik analiz, spektroskopi, kromatografi gibi yiiksek verimli teknolojiler
kullanilarak belirli bir zaman diliminde metabolomdaki kiicik molekiilli
metabolitlerin saptanmasi, miktarinin belirlenmesi ve tanimlanmasi olarak ifade
edilebilir (Lenz ve Wilson, 2007). Diger omik calismalar gibi metabolomik de
biyolojik sistemlerdeki karmasik biyokimyasal etkilesimlerin anlasilmasina katkida
bulunur. Metabolik degisimlerin belirlenmesi yeni terapdtik hedeflerin tasarlanmasi,
hastaliklarin evrimsel gelisiminin anlagilmasi, uygulanan tedavilerin molekiiler
mekanizmalarinin anlasilmasi gibi birgok alana olanak saglamaktadir (Weckwerth ve

Morgenthal, 2005).



Metabolomik ¢aligmalar, iginde bulunulan duruma gore tiim metabolitlerdeki artma ve
azalmalar1 belirlemeye calisir. Bu nedenle, tiim metabolitlerin ayrintili ve kantitatif
Olclimii hastalik teshisi, tedavi slirecinin denetlenmesi, biyobelirteclerin kesfi ve toksik
ajanlarin fenotip lizerindeki etkilerinin arastirilmasi gibi alanlarda en ideal uygulama
yolu olmustur (Fiehn, 2002; Ramirez vd., 2013). Kapsamli olarak c¢ok sayidaki

metabolitin analizi ile hastaliklarin metabolomik profilleri ¢ikarilabilmektedir.
1.3.1 Metabolomik Yaklasimlar

Metabolomikteki yaklasimlar, arastirma sorularina ve calismanin amaglarina bagh
olarak: metabolik parmak izi ¢ikarilmasi (hedefsiz), metabolik profil ¢ikarilmasi
(hedefli) ve metabolik ayak izi (ekzo-metabolomik) olmak tizere ¢esitlenir (Sekil 1.1).
Metabolik parmak izi c¢ikarilmasi (hedefsiz) analizinde amag¢ bir numunedeki
bilinmeyenler de dahil, miimkiin oldugunca ¢ok sayida metaboliti tespit etmek ve
analiz etmektir. Metabolik profilleme (hedefli) ise benzer biyokimyasal yolaga ya da
bir bilesik sinifina bagli dnceden belirlenmis metabolitlerin tanimlanmasi ve analiz
edilmesine odaklanir. Ugiincii kavramsal yaklasim, metabolik ayak izidir (dis ve/veya
salgilanan metabolitler i¢in ayak izi). Burada, hiicre i¢i metabolitlerden ziyade sekrete

edilen metabolitler ile ilgilenilmektedir (Patel vd., 2015).
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Sekil 1.1 Metabolik parmak izi ¢ikarilmasi (hedefsiz), metabolik profil ¢ikarilmasi (hedefli)
ve metabolik ayak izi (ekzo-metabolomik)

1.3.2  Metabolomikte Analitik Teknikler
1.3.2.1 Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR)

NMR spektroskopisi, ¢cekirdek manyetik rezonansinin temel prensiplerine dayanan
atom c¢ekirdeginin manyetik 6zelliklerini kullanarak molekiiler yapilar1 ve kimyasal
bilesimleri analiz etmek i¢in kullanilan analitik tekniktir. Molekiillerin yapisal
bilgilerini ve kimyasal bilesimlerini belirlemek i¢in kullanilan proton NMR
spektroskopisi ('"H NMR), karbon-13 NMR spektroskopisi ('*C NMR), fosfor-31
NMR spektroskopisi (*'P NMR) ve azot-15 NMR spektroskopisi (>N NMR) gibi
farkli ¢ekirdeklerin manyetik rezonansin incelendigi bir dizi NMR spektroskopisi
teknikleri bulunmaktadir (Bertini vd., 2014). NMR, yiiksek giivenilirlikle karmagik
karisimlardaki metabolitleri saptayabilir, ancak en biiyiikk dezavantaji kiitle
spektroskopisine gére daha az metabolit tanimlamas1 ve diisiik ¢oziiniirliige sahip

olmasidir (Weckwerth, 2007; Emwas, 2015; Mohd Kamal vd., 2022).



1.3.2.2 Kiitle spektrometrisi (MS)

Kiitle Spektrometrisi (MS), bir bilesigin molekiil agirligi, yapisal ozellikleri ve
kimyasal bilesiminin belirlenmesi i¢in kullanilan bir analitik tekniktir. MS, bir bilesigi
iyonize ederek, iyonlar1 kiitlesel olarak ayirir ve bu iyonlarin yogunluklarini tespit
eder. Bu ayrisma, iyonlarin kiitle/yiik (m/z) oranina dayanir. MS dedektorii, iyonlarin
yogunlugunu ve kiitlelerini 6lger. MS tabanli tekniklerde yaygin olarak kullanilan, gaz
kromatografisi (GC), siv1 kromatografisi (LC) ve kapiler elektroforez (CE) olmak
tizere lic kromatografi teknigi mevcuttur. Metabolomik analizler i¢in en 6nemli ve en
cok kullanilan teknikler metabolitlerin seperasyonunu saglayan teknikler (GC, LC,
CE) ile metabolitlerin saptanmasini saglayan MS tekniklerin kombinasyonu ile olusan
tekniklerdir. Bu kromatografi teknikleri, analiz edilecek bilesiklerin ayrilmasini ve

daha sonra kiitle spektrometresine yonlendirilmesini saglar (Lei vd., 2011).

Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (GC-MS), ugucu veya buharlasabilir
bilesiklerin analizlerinde kullanilan yaygin bir analitik yontemidir. Analitler bir gaz
fazinda taginir ve bir kolon i¢inden gegerek farkli hizlarda ayrisir. Gaz kromatografisi
ile bilesikler ayristirilir ve ardindan kiitle spektrometresine yonlendirilir (Sédnchez-

Guijo vd., 2013).

Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (LC-MS), ¢6ziiniir veya sivi fazdaki
bilesiklerin analizinde kullanilan bir analitik teknigidir. Analitler bir siv1 fazi i¢inde
taginarak kolon i¢inden gecerken ayrisir. Stvi kromatografisi ile bilesikler ayristirilir

ve ardindan kiitle spektrometresine yonlendirilir (Pitt, 2009).

Kapiler Elektroforez-Kiitle Spektrometrisi (CE-MS), yiklii bilesiklerin analizinde
kullanilan bir analitik teknigidir. Analitler bir kapiler i¢inde elektrik alan etkisiyle
tasinir ve ayrisir. Ayrisma, analitlerin yiikleri ve elektroforetik hareketlilikleri
tarafindan belirlenir. CE ile ayrilan bilesikler daha sonra bir kapiler elektroforez

cithazindan gegerek kiitle spektrometresine yonlendirilir (Ramautar vd., 2019).



1.3.2.3 Ucus siiresi kiitle spektrometrisi (TOF/MS)

TOF/MS, bir kiitle spektrometresi teknigidir. TOF, Time-of-Flight (Ugus Siiresi)
anlamina gelir ve kiitle spektrometresinde iyonlarin ugus siirelerini kullanarak kiitle
analizi yapar. Kiitleleri daha biiyiik olan iyonlar, daha yavas u¢ar ve daha uzun ugus
stiresine sahip olurlar. Kiitleleri daha kiigiik olan iyonlar ise daha hizli ugar ve daha
kisa ugus siiresine sahip olurlar. Dedektorden elde edilen ugus siiresi verileri MS
tarafindan analiz edilir ve bir kiitle spektrumu olusturulur. Kiitle spektrumu, iyonlarin

kiitlelerini ve yogunluklarini gosterir (Feith vd., 2019; Schwaiger-Haber vd., 2021).

1.3.3  Bakteriyal Metabolomik

Bakterilerin hiicre metabolizmasiin siirdiiriilebilmesinde ¢ok sayida metabolit ve
enzim; enerji sentezi, biiylime, ¢ogalma gibi birincil derece anabolik ve katabolik
yollarda ve savunma mekanizmalari, gevresel streslere adapte olma ile iliskili ikincil
metabolik yollar gibi bircok onemli islevin yerine getirilmesinde rol oynar (Mohd

Kamal vd., 2022).

Metabolitlerin fizikokimyasal 6zeliklerindeki farkliliklarin yani sira, bakterilerin
hiicre membran1 gibi yapisal o6zelliklerindeki farkliliklar numune hazirlama
yontemlerinin 6zellestirilmesini gerektirebilir. Bu ylizden belirli bir numune hazirlama
protokolii mevcut degildir. Ornegin gram-negatif bakterilere kiyasla daha rijit ve kalin
peptidoglikan tabakasi bulunduran gram-pozitif bakteriler hiicre i¢i metabolit

ekstraksiyonu i¢in daha fazla kuvvete ihtiya¢ duyarlar (Mielko, 2021; Gomes, 2020).

Hiicre metabolizmasindaki farkli metabolik yolaklarin ve reaksiyonlarin aktivitelerine
bagli olarak metabolitler arasindaki devir (doniisiim) oranlari, devir hizinin hizli veya
yavas oldugunun belirlenmesinde kullanilir (Pinu vd., 2017). Genel olarak birincil
metabolizmaya dahil olan ATP, NADPH, piruvat gibi siirekli sentezlenip tiiketilen
metabolitler hizli devir orania sahip olup, genellikle diisiikk konsantrasyonda
bulunurlarken; 6te yandan genellikle belirli ¢evresel kosullara yanit olarak iiretilen
ikincil metabolizmaya dahil metabolitler siirli sayida reaksiyonun Onclisi
oldugundan, daha yavas devir oranima sahiptir (Pinu vd., 2017). Dolayisiyla bu tarz

metabolitlerin hiicre i¢i seviyeleri daha yliksektir. Bu sebeple, metabolom



analizlerinde, numune hazirlama asamasinda hiicre i¢i metabolitlerin farklt devir
hizlar1 dikkate alinarak hizli dondurma, hizli sogutma gibi metabolik tutuklama
(quenching) yontemleri kullanilarak metabolik aktivite hizla durdurulmalidir (Pinu

vd., 2017; Mohd Kamal vd., 2022).

Genel olarak mikrobiyal hiicrelerin tiim metabolom analizi i¢in takip edilen adimlar

su sekildedir (Weckwerth, 2007; Mohd Kamal vd., 2022):

1. Mikroorganizmanin uygun bir kiiltlir ortaminda biiyiitiilmesi

Hiicrelerin gelismesi ve metabolik aktivite gostermesi i¢in uygun besiyeri ortaminda

kiiltiire etmek gerekmektedir.

2. Mikrobiyal hiicrelerin kiiltiir ortamindan ekstraksiyonu ve metabolik tutuklama

(quenching)

Hiicreler, santrifiijleme, filtreleme gibi yontemlerle siispansiyon ortamindan
ayirilarak, hiicre i¢i metabolit profili kontamine olmadan analiz edilmesi saglanir.

Ekstraksiyon islemi dogru metabolik profil elde edilmesinde olduk¢a 6nemlidir.

3. Hiicre i¢i metabolit ekstraksiyonu

Hiicre i¢i metabolitlerin metanol, asetonitril veya kloroform gibi organik ¢oziiciiler

kullanilarak ekstraksiyonu gerceklestirilir.

4. Uygun analitik yaklasim ile metabolitlerin analizi

Elde edilen metabolitler, kiitle spektrometrisi (MS) veya niikleer manyetik rezonans
(NMR) gibi teknikler kullanilarak; metabolit tanimlanma, nitelendirilme gibi islemlere

tabi tutulurlar (Segers vd., 2019; Weckwerth, 2007).



5. Metabolomik veri analizi

Elde edilen analiz verileri, biyoistatistiksel ve biyoinformatik yontemlerle
degerlendirilir. Metabolomik analizler karmagik bir silire¢ olabilir bu sebeple veri
setine ve arastirma hedeflerine bagli olarak farkli yontemler ve stratejiler kullanilabilir.
Metabolik verilerin analizi i¢in kullanilan tek bir metabolitin gruplar arasindaki
farkliliklar1 belirlemek i¢in univariate analizler ile gruplar arasinda istatistiksel
anlamlilik cesitli istatistiksel testlerle (t-test, anova, tukey hd) degerlendirilir. Volkan
grafikleri, metabolitlerin ifadesindeki farkliliklarin istatistiksel anlamliligini ve
biiylikligiinii gorsellestirmek igin kullanilir. Volkan grafikleri ile metabolit
ifadesindeki log> kat degisimi (fold change) ve p-degerini kullanilarak yiiksek kat
degisimi ve diisiik p-degerine sahip metabolitlerde anlamli bir degisiklik oldugunu
gosterilir. Birgok metabolit arasindaki iliskileri degerlendirmek ve gruplar arasindaki
ayrimi belirlemek i¢in Temel Bilesen Analizi (ing., PCA (Principal Component
Analysis)), Parsiyel En Kiiciik Kare Ayirict Analizi (ing., PLS-DA (Partial Least
Squares-Discriminant Analysis), Gizli Yapilara Ortogonal Izdiisiimler-Ayirma
Analizi (ing., OPLS-DA (Orthogonal Projections to Latent Structures-Discriminant
Analysis) gibi verilerin boyutunu azaltan ¢oklu degisken analiz yontemleri kullanilir.
Is1 haritalar1 (ing., heatmap) metabolit ifadesini renk skalasina gore kodlayarak farkli
kosullar arasindaki degisimini gostermek icin kullanilir. Metabolik verilerin biyolojik
yorumlamasini yapmak i¢in verilerin biyolojik veritabanlar1 ve yolak analizleri ile
iligkilendirilmesi gerekmektedir. Metabolomik arastirmalar i¢in veri tipine ve analiz
ihtiyaclarina bagli olarak degisiklik gosterebilen ve yaygin olarak kullanilan
veritabanlar1 ve yazilimlar mevcuttur. KEGG, genetik, genomik, biyokimyasal ve
sistem biyolojisi aragtirmalarinda yaygin olarak kullanilan bir veri tabanidir. KEGG
Bilesigi, biyokimyasal bilesiklerin (organik molekiiller, ilaclar, metabolitler, enzim
substratlar1 ve triinleri vb.) ve reaksiyonlarin kapsamli bir koleksiyonunu igerir.
Bilesiklerin biyolojik islevlerini, metabolik yollar igindeki rollerini ve ilag
etkilesimlerini tanimlayan baglantilar sunar (Kanehisa & Subramaniam, 2002).
MetaboAnalyst, metabolomik verilerin analizini, gdorsellestirmesini, veri
madenciligini ve biyolojik yorumlamay1 kolaylastiran bir dizi ara¢ ve modiil saglayan

bir analiz yazilimidir (Xia ve Wishart, 2011). Bu adimda metabolitlerin tanimlanmasi,
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metabolit profillerinin karsilagtirilmasi, istatistiksel analizler ve yolak analizleri gibi

islemler gergeklestirilir (Mielko vd., 2021).

Bu tez calismasinda metabolik yontemler kullanilarak, antibiyotik direnci ile iligkili
metabolik degisiklikleri incelemek ve bu direncin mekanizmalarini anlamak iizerine

odaklanilmistir.

Yapilan c¢alismada, P. mirabilis susuna, disk difiizyon yontemi kullanilarak alt-
inhibitoér konsantrasyon yardimiyla adim adim ampisilin antibiyotigine kars1 direng
kazandirma islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra direncli suslar ve duyarli kontrol
suslarinin ampisilin, seftazidim, ertapenem ve siprofloksasin antibiyotiklerine karsi
gosterdigi tepkiye bagli olarak ortaya ¢ikan metabolik profillerdeki farkliliklar ve
metabolik yolaklarindaki degisiklikler tespit edilmeye calisilmistir.

Bu calisma ile diren¢ kazandirma siirecinde antibiyotiklere yanit olarak metabolik
yolaklarin nasil degistigi ve diren¢ mekanizmalarinin nasil gelistiginin anlasilmasi
hedeflenmistir. Metabolitlerin  ayristirllmast  ve  tanimlanmasi i¢in  Gaz-

Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) kullanilmistir.

GC-MS’den elde edilen veriler cesitli biyoinformatik analizler ve veri-tabanlari
kullanilarak gruplar arasindaki diferansiyel olarak eksprese edilen metabolitlerin

belirlenmesinde ve etkilenen metabolik yolaklarin tespit edilmesinde kullanilmistir.
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2. LITERATUR TARAMASI

Proteus mirabilis, Enterobacteriaceae ailesine ait firsatg1 bir patojendir. Ayrica agar
plakalar1 {izerinde siirlinme (swarming) olarak bilinen yliksek hareket yetenegiyle
karakterizedirler (Armbruster ve Mobley, 2012). Basta idrar yolu enfeksiyonu olmak
tizere (Armbruster ve Mobley, 2012; Chen vd., 2012) kan dolagimi enfeksiyonu (Chen
vd., 2012; Tumbarello vd., 2012), basit sistit (alt idrar yolu enfeksiyonu), piyelonefrit
(bobrek enfeksiyonu), prostatit (prostat bezi enfeksiyonu) (Luis Capelo vd., 2016),
epiyema (gogiis boslugunda enfeksiyon) (Isenstein ve Honig, 1990), diyare hastalig1
(Muller, 1986) gibi birgok hastane (nozokomiyal) enfeksiyonu ile iligkilidir (Chen
vd.,2012).

P. mirabilis 'in idrar yolu enfeksiyonlarindaki patojenite mekanizmalari arasinda iireaz
enziminin iiretimi yer alir. Ureaz enziminin idrardaki iireyi parcalamasi sonucu
amonyak ve karbondioksit agiga cikar. Olusan amonyak, idrarin pH seviyesini
yiikseltir ve idrarda olusan alkali ortam, idrarin zararli mikroorganizmalarin liremesini
Onleyen etkisini azaltir. Ayrica P. mirabilis, ylizeyinde bulunan fimbriyalar sayesinde
hiicrelere yapisarak idrar yolunda biyofilm olusumuna sebep olabilir. Biyofilm,
bakterilerin bir araya gelerek bir polisakkarit matrisinde birlestigi ve daha direncli bir
hale geldigi yapidir. Ozetlemek gerekirse, P. mirabilis, hareket yetenegi, iireaz
enziminin tretimi ve biyofilm olusumu gibi patojenite mekanizmalari ile iligkilidir

(Mobley ve Belas, 1995).

P. mirabilis, bircok antibiyotige diren¢ gelistirebilecegi gibi, B-laktamaz enzimleri
tiretebilme yetenegi sayesinde 6zellikle ampisillin gibi B-laktam antibiyotiklere karsi
direnc gelistirebilir. P. mirabilis’in B-laktamaz enzimleri lretebilme yetenegi, [3-
laktam halkasina sahip antibiyotiklerin etkinliginin azalmasina sebep olacagindan
tedaviyi zorlastirabilir. Bu nedenle, P. mirabilis enfeksiyonlarinin tedavisinde [-
laktam antibiyotiklere diren¢ durumu dikkate alinmalidir (Chanal vd., 2000; Shaaban
vd., 2022; Pagani vd., 2002).

Girlich vd. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada, Proteus spp.’nin ¢oklu ila¢ direnci

fenotipiyle iligkili tiim genetik mekanizmalari belirlemeyi amaclamislardir.
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Arastirmacilar, aminoglikozidlere, kinolonlara ve B-laktamlara kars1 direng saglayan
antibiyotik diren¢ genlerini tasiyan cesitli plazmitleri listelemislerdir. Antibiyotik
direnci belirleyicileri olarak, P. mirabilis igin, kendi kendine ¢ogalabilen ve viriilans
genleriyle birlikte antibiyotik direncini diger suslara ve tiirlere transfer edebilen
SXT/R391 ailesindeki biitiinlestirici ve konjugatif elementleri (ICEPm) ve diger
ICE'leri tagidig1 belirlemislerdir.

Gram negatif bakterilerde plazmid veya kromozomal olarak kodlanan B-laktamaz
enzimlerinin iiretimi en yaygin direng mekanizmasidir (Bush et al., 1995). Karim
(2012) tarafindan yapilan ¢aligmada, idrar yolu enfeksiyonu hastalarindan izole edilen
P. mirabilis izolatlar1 incelenerek izolatlarin ampisilin, sefalotin, amoksisiline kars1
tamamen (%100), tetrasiklin (%81) ve gentamisine (%75) kars1 yliksek direncgli ve
sefotaksim ve seftriakson antibiyotiklerine karsi da direng gosterdigi gézlenmistir.
Coklu ilag direngli (ing., MDR) fenotipe sahip 5 izolattan ii¢iiniin B-laktamaz enzimleri
irettigi ve 3000 baz ¢iftinden biiyiik bir plazmid tasidig: tespit edilmistir, dolayisiyla
MDR fenomenine plazmid veya kromozomal olarak kodlanan (-laktamaz
enzimlerinin olas1 bir rol oynayabilecegini gostermektedir. Plazmid veya kromozomal
DNA iizerindeki antibiyotik belirteclerinin yerini tespit etmek amaciyla plazmid
tasiyan ii¢ izolat i¢in kiirleme deneyi gerceklestirilmistir. Bunun sonucunda izolatlarin
plazmidini kaybettikleri ve bununla birlikte ampisilin, amoksisilin, sefalotin,
sefotaksim ve seftriakson gibi B-laktam antibiyotiklerin yani sira tetrasiklin ve

gentamisin antibiyotiklerine kars1 direnglerini de kaybettiklerini gézlemlemiglerdir.

Luzarro vd. (2009) tarafindan yapilan calismada, 2004-2006 yillar1 arasinda toplamda
2070 adet klinik P. mirabilis izolat1 incelenmis ve bunlarin ampisilin, piperasilin,
sefoksitin, sefotaksim, seftazidim ve seftriakson gibi B-laktam antibiyotiklerinin

coguna karsi direngli oldugu tespit edilmistir.

Ehsan vd. (2018) tarafindan yapilan calismada P. mirabilis kaynakli enfeksiyonlara
yonelik potansiyel antibiyotik hedeflerinin arastirilmas1 amaciyla P. mirabilis
proteomunun belirlenmesi lizerine ¢alisilmistir. Metabolik yolak analizleri sonucu, 28
proteinin patojene ait yollarla eslestigi tespit edilerek bunlardan dordii hedeflenebilir

olarak nitelendirilmistir. Daha fazla filtreleme sonucu, nitrojen diizenleme tepki
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diizenleyicisi (glnG) proteininin gelecekteki ilag kesfi i¢in en uygun hedef oldugu

ortaya ¢ikarilmistir.

Kart vd. (2020) tarafindan yapilan calismada, P. mirabilis ve Candida albicans
patojenlerinin ikili mikrobiyal ortam iizerindeki etkisi ve tiirler arasi etkilesim
aragtirtlmistir. Tek tiir ve iki tlirlin birlikteliginden olusturulmus biyofilmlerin
metabolomik analizleri gergeklestirilmistir. C. albicans'in biiylimesi P. mirabilis
tarafindan inhibe edilirken, P. mirabilis'in biiylimesi ve siiriinme aktivitesi C. albicans
tarafindan artinlmistir. Iki tiiriin birlikteliginin kandidal viriilans genlerinin
ekspresyon seviyeleri ile P. mirabilis'in iireaz ve silirinme aktiviteleri tizerindeki
etkileri arastirllmistir. Candida hiicre bliylimesinin inhibisyonunun biyofilm spesifik
oldugu bulunmustur. Ureaz aktivitesinde degisiklik tespit edilmemistir. EFG1, HWP1
ve SAP2 genlerinin ifadeleri P. mirabilis tarafindan 6nemli Olclide asagi regiile
edilirken, LIP1 yukari regiile edilmistir. P. mirabilis varliginda, C. albicans'ta
karbonhidrat, amino asitler, poliamin ve lipid metabolizmalar1 degismistir. Ilging bir
sekilde, putresin seviyesi ¢ift tiirlii biyofilmde tek tiirlii C. albicans biyofilmine kiyasla

230 kata kadar artmustir.

Tian vd. (2024) calismasinda, protokatekuik asidin P. mirabilis susu ve biyofilmi
tizerindeki inhibitor etkileri, hareketlilik ve yapisma, bakteriyel metabolik aktivite ve
hiicre dis1 polimer iiretimi tizerindeki etkisini transkriptomik ve metabolomik
yontemlerle aragtirmiglardir. Bu calisma sonunda protokatekuik asidin biyofilm
olusumunun %61,2'sini engelledigini gdstermis ve metabolomik veriler, protokatekuik
asidin esas olarak pantotenik asit ve koenzim A biyosentezi, niikleotid metabolizmasi,
alanin, aspartat ve glutamat metabolik yollar1 tizerinde etkili oldugunu ortaya
koymustur. Transkriptom verileri PstS, rbsA, RcsB, LpxA, EptB, MurF ve MrdA gibi

genlerin ifadesinin azaldigini ortaya koymustur.

Greenwood ve O’Grady (1969) tarafindan yapilan c¢alismada organizma
konsantrasyonu ile ampisilinin minimum inhibitér konsantrasyonu (MIC) arasindaki
kantitatif iliskiyi inceleyerek P. mirabilis ve E. colimin davranislarinin 6nemli 6l¢iide
farklilik gosterdigi ve P. mirabilis suglar1 arasinda sistematik farkliliklar olustugu

tespit edilmistir. Geleneksel duyarlilik testi yontemleri kullanildiginda in vitro olarak
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ampisiline kars1 benzer duyarliliga sahip goriilen E. coli ve P. mirabilis suslari, yogun
kiiltiirler ampisiline maruz birakildiginda ve opaklik okumalar1 yapildiginda farkl

davranmustir.

Zheng vd. (2024), idrar yolu enfeksiyonuna (IYE) sahip hastalarin idrar
mikrobiyotasindaki degisikliklerin incelenmesi ve bakteriyel metabolik aktiviteye
dayal1 teshisi ve metabolik tan1 yaklasimina odaklanmislardir. Birgok ¢alismaya gore,
E. coli ile iliskili IYE’ler icin idrar asetik asidi, kotii kokulu amin ve trimetilaminin
biyobelirte¢ olarak belirlenmistir (Zhang vd., 2012; Puebla-Barragan vd., 2020). Bazi
bakteriler spesifik metabolitler iiretir. Ornegin, IYE’ye neden olan diger bakteriler
idrardaki metiyonini metabolize etmezken, P. mirabilis metiyonini 4-metiltiyo-2-
oksobiitirik aside (MOBA) metabolize ettigi tespit edilmistir. Bu nedenle
metabolitlerin incelenmesinin IYE tams1 ve tedavisi acisindan 6nemli oldugu

sOylenebilir.

Lin vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi
kullanilarak iki duyarli ve iki ¢oklu ilaca direngli klinik Escherichia coli susu elde
edilmistir. GC-MS tabanli metabolomik yontem kullanilarak iki ilaca duyarli sus (CK1
ve CK?2) ile ¢oklu ilaca direngli suslar (MDR1 ve MDR1) arasindaki metabolitlerin
farkli ekspresyonlar: karsilastirilmistir. Toplamda 273 metabolit karakterize edilerek,
MDR suglart ile antibiyotige duyarli suslar arasinda anlamli degisen 77 metabolit
farklilik belirlenmistir. Biyoinformatik analiz sonuglari, MDR suslarinda antibiyotige
duyarl suglara gore amino asit biyosentezi, fenilpropanoid biyosentezi ve piirin
metabolizmasi ile ilgili metabolitlerin daha fazla bulundugunu gostermistir. Ayrica,
MDRI1 susunda ¢esitli ortamlardaki mikrobiyal metabolizma, karbon metabolizmasi
ve pirimidin metabolizmasi yollarinin daha zenginlestigi, MDR2 susunda ise ABC
tastyicilart  ve sistein/metionin metabolizma yolaklarinin daha zenginlestigi

goriilmiistiir (Lin vd., 2019).

Schelli vd. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada farkli smiflara ait (B-laktamlar,
aminoglikozidler ve kinolonlar) ampisilin, kanamisin ve norfloksasin antibiyotikleri
ile oldiiriicii dozun altinda (sub-lethaldose) tedavi edilen bir ¢ift izojenik metisiline

duyarl ve direngli Staphylococcus aureus (MSSA, MRSA) RN450 ve 450M suslarinin
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metabolomunu karakterize etmek icin kiitle spektrometresi bazli hedefli metabolik
profil olusturma teknigi kullanilmistir. Calisma sonucunda MSSA ve MRSA
metabolizmasinda ayni antibiyotiklere farkli metabolik yanit tespit edilmesi MSSA ve
MRSA metabolizmas1 arasinda farkli stres yanit mekanizmasina isaret etmistir.
Ampisilin tedavisi uygulanan grupta kontrol grubuna karsi metabolik profillerinde
keskin bir farklilasma go6zlenmistir. Kanamisin ve norfloksasin igin MSSA ve
MRSA’da antibiyotik kaynakli metabolik degisikliklerin farkli oldugu ve norfloksasin
ile tedavi edilen grubun metabolik profilinin MRSA’da kontrol grubuyla kismen
ortiistiigii ancak MSSA’da kontrol grubundan agikga ayrildigi tespit edilmistir. MSSA
RN450 deneylerinde ampisilin ve kanamisin tedavisinde piirin metabolizmasindan,
pirimidin metabolizmasindan, askorbat ve aldarat metabolizmasindan elde edilen
metabolitlerin 6nemli dl¢iide bozuldugu ve bununla birlikte, norfloksasin tedavisinde
sadece orta ila diisiik diizeyde anlamlilik gézlenmistir. MRS A 450M deneylerinde ise,
kanamisin ve norfloksasin ile tedavi edilen grupta, pirimidin ve glisin, serin ve treonin
metabolizmalarindan kaynaklanan metabolitler tedavi edilmeyen gruba gdére anlaml
farklilik sergiledigi gozlenmistir. Ampisilin tedavisinde ise, askorbat ve aldarat
metabolizmast ve D-alanin metabolitleri anlamli farklilik gostermistir. Arastirma
sonucunda bakterisidal antibiyotiklerin S. aureus’ta antibiyotik duyarliligina bagl bir
sekilde metabolik degisikliklere neden olabilecegi sonucuna varilmistir (Schelli vd.,

2017).

16



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1  Materyaller

Tez calismasinin deneysel kisminda kullanilmis olan materyaller, kimyasallar ve

cihazlar asagida belirtilmistir.

3.1.1  Petri Kaplan

Petri kaplari, laboratuvar ortaminda mikroorganizmalarin kiiltiire edilmesi, korunmasi
ve mikrobiyolojik deneylerin yapilmasi i¢in kullanilan genellikle 90-100 mm ¢apinda
ve 20 mm yliksekliginde cam veya polistirenden olusan diiz tabanli seffaf kaplardir.
Bu caligsmadan plastik steril petri kaplar1 (Firatmed, Tiirkiye) mikroorganizma kiiltiiri

gelistirmek amacryla kullanilmistir.

3.1.2 Cam Siseler

Cam siseler genellikle laboratuvar ortamlarinda, mikrobiyolojik ¢aligmalarda ytiksek
sicaklik ve basinca maruz kaldiklarinda dahi biitiinliiklerini  koruyabilen
ekipmanlardir. Bu cam siseler, otoklavda sterilizasyon sirasinda bile dayanikliliklarin
koruyabilirler. Bu tez caligsmasi sirasinda otoklavda steril edilebilen 200 mL, 500 mL
ve 700 mL’lik kapakli boroksilat cam siseler (Labware, ABD) besiyeri

hazirlanmasinda kullanilmistir.

3.1.3 Otomatik Mikropipetler ve Mikropipet U¢lari

Otomatik mikropipetler, laboratuvarlarda hassas ve tekrarlanabilir siv1 transferi i¢in
yaygin olarak kullanilan cihazlardir. Bu ¢alismada 10 pL-100 pL (Microlit, Hindistan)
ve 100 pL-1000 pL (Microlit, Hindistan) arasinda hacimlere ayarlanabilen
mikropipetler s1v1 besiyeri, s1vi kimyasal gibi sivilarin aktariminda uygun hacimlerde

steril mikropipet uglar1 kullanimiyla gerceklestirilmistir.
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3.1.4  Steril Ozeler ve Steril Ekiivyon Cubuklar

Mikrobiyolojik 6rneklerin transferi veya inokiilasyonu gibi islemlerde kullanilan steril
0ze ve ekiivyon ¢ubuklar1 mikrobiyolojik ¢alismalarda kullanilan steril araglardir. Bu
tez c¢alismasinda mikroorganizma transferinde, ekiminde, kiiltiir hazirlama ve
pasajlamada tek kullanimlik steril 6zeler (Microloop, Birlesik Krallik) ve steril
ekiivyon ¢ubuklar1 (swap) (LB Italiana) kullanilmistir.

3.1.5 Pens

Mikrobiyoloji laboratuvarinda pensler genellikle metalden yapilmis, sterilize
edilebilen ve tekrar kullanilabilen araglardir. Sterilize edilmis pensler antibiyotik

disklerin aktariminda kullanilmistir.
3.1.6 Nutrient Broth (NB)

Nutrient Broth (NB), mikroorganizmalarin biiylimesi i¢in gerekli olan temel besin
maddelerini iceren standart olarak mikrobiyoloji laboratuvarlarinda genis bir
mikroorganizma yelpazesinin inkiibasyonu i¢in kullanilan bir siv1 besiyeridir. NB’un
formiilasyonu genellikle pepton, sigir ekstrakti, sodyum kloriir gibi bilesenlerin bir
kombinasyonundan olusturur. Bu tez ¢alismasinda kullanilan NB (Merck, Almanya)

besiyeri, P. mirabilis susunun kiiltiire edilmesinde kullanilmistir.
3.1.7 Agar

Agar (Condalab, Ispanya), jelatinizasyon ozelligi nedeniyle mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda ve besin endiistrisinde yaygin olarak tercih edilen bir katilastiric
ve jellestirici ajan olarak kullanilir. Bu ¢alismada, agar broth besiyerlerine eklenerek
P. mirabilis kiiltiiriiniin gelistirilmesi ve izolasyonu i¢in sterilizasyon ve sogutma

siirecinden sonra besiyerlerinin katilagtirilmasinda kullanilmistir.
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3.1.8 Antibiyotik Diskleri

Bu calismada ampisilin (AMP) (OXOID, Birlesik Krallik) antibiyotik kasetleri disk
difiizyon yontemi ile diren¢ kazandirma isleminde, Seftazidim (CAZ) (OXOID,
Birlesik Krallik), Siprofloksasin (CIP) (OXOID, Birlesik Krallik), Ertapenem (ETP)
(OXOID, Birlesik Krallik) antibiyotikleri de antibiyogram islemlerinde kullanilmistir.
Kullanilan antibiyotik diskler Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Sekil 3.1 Kullanilan Antibiyotik Diskler

3.1.9 Etil Alkol

Etil alkol veya etanol (EtOH) molekiiler formiilii C2;HsOH olan ve bir¢ok endiistriyel,
tibbi ve ev kullaniminda bulunan renksiz yanici bir sivi organik bilesiktir. Bu tez
calismasinda, etanol (Merck, Almanya) laboratuvar ortaminda deneyler sirasinda

ylizey dezenfeksiyonu igin siklikla kullanilmistir.

19



3.1.10 Metil Alkol

Metil alkol veya metanol (MeOH) molekiiler formiilii CH3OH olan renksiz, ugucu ve
yanici bir organik bilesiktir. Metanoliin bir¢ok endiistriyel ve ticari alanda
kullanilanimi1 vardir. Bu ¢alismada 6rneklerdeki bilesiklerin ¢6ziiniirliigiinii arttirmak

icin MeOH:su ¢ozeltisi hazirlanmasinda metanol (Merck, Almanya) kullanilmistir.
3.1.11 Distile Su

Distile su, saf ve aritilmis su eldesinde distilasyon adi verilen suyun kaynatilmasi,
buharlagsmasi ve ardindan buharin yogunlastirilmasi yoluyla suyu diger maddelerden
ayristirma islemiyle iiretilen su tiiriidiir. Bu ¢aligmada, distile su cihazindan (Human
Corporation, Kore) elde edilen distile su; besiyeri hazirlama ve tekrar kullanilabilen

malzemelerin temizlenmesi gibi islemlerde kullanilmistir.
3.1.12 {ispirto Ocag

Ispirto ocag, 6zellikle mikrobiyolojik laboratuvar ¢alismalarinda kullanilan 6zenin
dogrudan alev ile sterilizasyonunda ve mikroorganizmalarin transferi sirasinda hava
kaynakli kontaminasyonun engellenmesi i¢in kullanilan bir aragtir. Bu ¢alismada

ispirto ocagi aseptik teknik uygulamalarinda kullanilmistir.
3.1.13 Aliiminyum Folyo Kagid1

Aliiminyum folyo kagidi, mikrobiyoloji laboratuvarlarinda ozellikle sterilizasyon,
koruma ve Ornek saklama gibi islemlerde kullanilan pratik bir malzemedir. Bu
caligmada, aliiminyum folyo kagidi sterilize edilecek malzemelerin ambalajlanarak

kontaminasyon riskinin azaltilmasinda kullanilmistir.
3.1.14 Parafilm

Parafilm, esnekligi ve yapiskan olmayan yapisiyla 6zellikle petri kaplarinin etrafina
sarilarak kiiltiir ortaminin dis etkenlerden ve kontaminasyondan korunmasinda

kullanilan pratik ve ekonomik bir malzemedir. Bu calisma sirasinda hem stok
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kiiltiirlerde, hem de ¢alisma yapilan petrilerde parafilm (isolab, Almanya)

kullanilmistir.

3.1.15 Deney Tiipleri

Deney tiipleri, silindirik veya konik sekilli cam ve plastik kaplardir. Laboratuvarlarda
cesitli deneylerde kimyasal ¢ozelti hazirlanmasi, karistirilmas: ve ¢esitli kimyasal
reaksiyonlarin gerceklestirilmesi gibi bir¢ok islemde kullanilir. Bu ¢alismada gesitli

uygulamalar sirasinda deney tiipleri kullanilmastir.

3.1.16 Falkon Tiipleri

Falkon tiipleri genelde santrifiijleme islemi i¢in kullanilan, plastik malzemeden
yapilmig 6zel tasarimli tliplerdir. Bu ¢aligmada steril falkon tiipleri (Corning, ABD)

inokulum hazirlanmasinda ve stok kiiltiirlerin saklanmasinda kullanilmastir.

3.1.17 Steril Eppendorf Tiipleri

Eppendorf tiipleri genellikle 0,2 mL, 0,5 mL veya 2 mL hacimlere sahip laboratuvar
uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan laboratuvar malzemeleridir. Bu ¢alismada

santrifiij islemleri sirasinda eppendorf tiipleri (Isolab, Almanya) kullamlmistir,

3.1.18 Buz Kasetleri

Buz kaseti veya buz kalib1 olarak da bilinen genellikle plastik malzemeden yapilmis
igerisindeki suyu diisiik sicakliklarda dondurarak kullanilan malzemelerdir. Bu
calismada numunelerin sogutulmasi ve diisiik sicakliklarda transferini saglamak i¢in

kullanilmastir.

3.1.19 Metoksiamin Hidrokloriir

Metoksiamin hidrokloriir, metabolitlerin yapisinda bulunan karboksil (COOH) ve
aldehit (CHO) gruplarim1 koruyarak metabolitlerin analitik olarak daha kolay

Ol¢iilebilir hale getirmesini saglayan bir tiirevlendirme ajanidir. Bu c¢alismada
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metoksilamin hidrokloriir (Sigma Aldrich, Cin) GC-MS analizi dncesi derivatizasyon

(tirevlendirme) islemlerinde kullanilmistir.

3.1.20 N-Metil-N-(Trimetilsilil) trifloroasetamid (MSTFA) ve %1 Trimetil
Kklorosilan (TMCS)

MSTFA ve %1 TMCS kombinasyonu, metabolitlerin tiirevlendirilmesinde siklikla
kullanilan bir tiirevlendirme ajanlaridir. MSTFA, 6rnekteki metabolitlerle reaksiyona
girerek bilesiklerin bazik gruplarini tiirevlendirerek metabolitlerin daha ugucu ve GC-
MS gibi analitik tekniklerle daha kolay analiz edilebilmesini saglar. %1 TMCS,
MSTFA ile kullanilarak tiirevlendirme reaksiyonunun verimliligini artirir. Bu tez
calismasinda, MSTFA ve %1 TMCS kombinasyonu (Sigma-Aldrich, Isvigre)

tiirevlendirme isleminde kullanilmistir.

3.1.21 Phosphate Buffer Saline (PBS)

PBS (fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) biyokimyasal deneylerde kullanilan bir tampon
cozeltisidir. Biyolojik sistemlerde optimal pH araligini ve iyon dengesini koruyarak,
enzimlerin ve biyokimyasal reaksiyonlarin dogru sekilde calismasini destekler. Bu tez
caligmasinda pH degisimini kismen sabit tutmak amaciyla PBS (pH = 7.4) tamponu
(Sigma-Aldrich, Almanya) kullanilmistir.

3.1.22 Piridin

Piridin, metabolom analizi gibi uygulamalarda bazik metabolitlerin notralize edilmesi
ve metabolitlerin ¢oziinmesinde kullanilir. Piridin kullanim siirecince keskin kokusu
ve zehirli etkisi sebebiyle uygun havalandirma ve giivenli ¢calisma kosullar1 saglanarak
kullanimina dikkat edilmesi gerekmektedir. Bu ¢alismada piridin (Merck, Almanya)

metabolom analizinde kullanilmistir.
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3.2 Cihazlar

3.21  Otoklav

Bu tez ¢alismasinda kullanilan tiim besiyerleri, ¢ozeltiler, cam siseler, pipet uglar1 gibi
materyallerin yiiksek sicaklik ve basingla sterilizasyonu i¢in otoklav cihazi (Daihan,

Kore) kullanilmistir.

3.2.2 Hassas Terazi

Calisma asamalarinda kullanilan besiyerleri ve kimyasallar gibi malzemelerin dogru

tartimi1 icin Precisa (Isvigre) markasina ait hassas terazi kullanilmistir.

3.2.3 Biyogiivenlik Kabini

Biyogiivenlik kabinleri laboratuvar ortaminda ¢alisan arastirmacinin, numunelerin ve
cevrenin giivenligini saglamak i¢in tasarlanmis cihazlardir. Bu deney calismasinda
Sinif II bir biyogiivenlik kabini (Heal Force, Cin) kullanilarak calisilan 6rneklerin ve
cevrenin giivenligi saglanmistir. Deneyler sirasinda g¢ekilen bir biyogiivenlik kabini

goriintiisii Fotograf 3.2.”de verilmistir.
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Sekil 3.2 Biyogiivenlik kabini

3.2.4 Distile Su Cihaz1

Distile su cihazi, suyu damitma yontemiyle saf su elde etmek i¢in kullanilan bir
laboratuvar ekipmanidir. Bu ¢aligmada Human Corporation (Kore) tarafindan iiretilen

distile su cihazi kullanilarak distile su tiretilmistir.

3.2.5 inkiibator (Etiiv)

Inkiibatdr, mikrobiyolojik kiiltiirlerin veya diger biyolojik drneklerin ideal sicaklik ve
nem kosullarinda yetistirilmesi i¢in tasarlanmis sicaklik kontrollii ortamlar saglayan
ekipmandir. Bu ¢alismada, P. mirabilis kiiltiirlerinin inkiibe edilmesi i¢in Selecta

(Ispanya) marka inkiibatdr kullanilmistir.

3.2.6 Buzdolab1 ve Derin Dondurucu

Buzdolab1 ve derin dondurucular diisiik sicakliklar1 koruyarak mikroorganizmalarin

bliylimesini yavaglatir ve Orneklerin uzun siireli saklanmasini saglar. Bu tez
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calismasinda, orneklerin saklanmasi ve muhafaza edilmesi icin buzdolab1 (Vestel,

Tiirkiye) ve derin dondurucu (Vestel, Tiirkiye) kullanilmistir.

3.2.7 Liyofilizator

Liyofilizasyon veya dondurarak kurutma olarak bilinen bu islemde kullanilan
liyofilizator, biyolojik Orneklerin uzun siire saklanmasi veya hassas bilesenlerin
stabilizasyonu icin kullanilan bir yontemdir. Bu c¢aligmada kullanilan biyolojik
orneklerin dondurulup, ardindan vakum altinda i¢inde bulunan suyun uzaklagtirarak
kuru hale getirilmesi isleminde Dokuz Eyliil Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji

Boliimiinde bulunan liyofilizatoér (HyperCool, Kore) kullanilmistir.

3.2.8  Santrifiij

Santrifiij cihazi, sivi 6rneklerin dondiiriilerek merkezkag kuvveti ile ayristirilmasini
saglayan bir laboratuvar cihazidir. Santrifiij cihazinda, donme hiz1 (devir/dakika),
sicaklik ve silire gibi parametreler ayarlanabilen parametrelerdir. Santrifiij islemi
sirasinda Orneklerin icinde bulunan bilesenler merkezkag kuvveti ile ayrilir.
Yogunlugu daha yiiksek olan bilesenler tiiplerin altina g¢dkerken, daha diisiik
yogunluklu bilesenler iist kisimlarda kalir. Bu tez ¢alismasinda iizerinde calisma
yapilacak bakteri peletlerinin elde edilmesi i¢in santrifiij (Hettich, Almanya)

kullanilmistir.

3.29 GC-MS (Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektroskopisi)

GC-MS, gaz kromatografisi ve kiitle spektrometrisinin bir araya gelmesiyle olusan bir
analitik kimya teknigidir. Bu cihaz bilesiklerin analiz edilmesi, tanimlanmas1 ve
niceliklerinin belirlenmesinde kullanilir. Bu ¢alismada 6rneklerin analizinde HP5-MS
kilcal kolon (30 m x 0,25 mm; kaplama kalinlig1 0,25 pm) ile donatilmis Agilent GC
8890-Agilent GC-MSD 5977B (Agilent Technologies, ABD) cihaz1 kullanilmistir.

3.2.10 McFarland Densitometresi
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McFarland densitometresi, mikrobiyolojide belirli bir bakteriyel siispansiyonun optik
yogunlugu o6lgiilerek, McFarland birimlerine karsilik gelen hiicre yogunlugunun
belirlenmesi i¢in kullanilan bir alet veya standart birimidir. Optik yogunluk, bakteri
hiicrelerinin 15181 ne kadar absorbe ettigini ve yansittigini gosterir. Spektrofotometre
veya fotometre gibi optik bir cihaz kullanilarak belirli bir dalga boyunda (genellikle
600 nm ve 625 nm) bakteriyel siispansiyonun optik yogunlugu o6lgiiliir. McFarland
densitometresi, bir dizi standart yogunluk birimi olan McFarland birimlerini
(genellikle 0,5 McFarland veya 1.0 McFarland) kullanir. Bu, bakteriyel kiiltiirlerin
belirli hiicre yogunluguna sahip olmasini ve deneylerde standartlastirilmis bir
baslangi¢ noktasi saglar. Calismada hazirlanan inokulumun standardizasyonunda

Biosan Den 1-B (Litvanya) marka densitometre kullanilmistir.

3.3 Cahsmada Kullanilan Mikroorganizma

Bu ¢alismada, Kastamonu Universitesi, Biyoloji Béliimii, Mikrobiyoloji Laboratuvari

koleksiyonuna bulunan Proteus mirabilis susu kullanilmistir.

3.4 Yontem

34.1 Besiyeri Hazirlama

Bu tez ¢alismasinda kullanilan sivi besiyerlerinin hazirlanmasinda, nutrient broth
besiyeri kutusu iizerinde belirtildigi tizere 1 L distile suya 8 gr nutrient broth eklenip,
tamamen ¢ozdiirmek suretiyle hazirlanmistir. Besiyeri hazirlandiktan sonra 121 °C’de

15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Kullanilan kat1 besiyerleri ise 1 L distile suya 8 gr nutrient broth ve %1,5’luk agar
eklenerek hazirlanmistir. Hazirlanan besiyeri 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak
steril edildikten sonra steril plastik petri kaplarina dokiilerek katilagsmasi igin

sogumaya birakilmigtir.
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Sekil 3.3 Besiyeri Hazirlama islemi

3.4.2 inokulum Hazirlanmasi

Bu tez ¢alismasinda kullanilan P. mirabilis susu, stok kiiltiirden alinip nutrient broth
besiyerine inokiile edilerek, iistel biiylime fazina kadar kiiltiire edilmistir. Taze
kiiltiirden alinan P. mirabilis 6rnekleri, nutrient agar besiyerine ekilerek gece boyunca
37 °C’de inkiibe edilmistir. Bu c¢alismada inokulumlar hazirlanirken McFarland
densitometresi kullanilarak inokulumun bulaniklig1 0,5 McFarland standardina gore

ayarlanmigtir.

3.4.3 Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yontemi ile Diren¢ Mekanizmasinin

Tetiklenmesi

Kirby-Bauer testi, bir bakteri kiiltiiriinlin kat1 besiyeri ortamina yayilarak daha sonra
besiyeri lzerine farkli antibiyotik diskler yerlestirilmesiyle bakterilerin direng
profillerini belirmek amaciyla kullanilan bir yontemdir. Bu ¢alismada, once
antibiyogram test yapilmis ve c¢alismada kullanilan P. mirabilis susunun ampisilin

antibiyotigine kars1 duyarli oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 AMP antibiyotigine karsi baslangi¢ durumunda P. mirabilis (PO) susu ve 5. Pasajin
(P5) antibiyogram testi

Bu sebeple direng kazandirma isleminde ampisilin antibiyotigi kullanilmistir. Nutrient
agar besiyerine ekilen P. mirabilis inokulumu iizerine ampisilin diskleri yerlestirilerek
37 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra (Sekil 3.5), alt inhibitor konsantrasyon
bolgesi olarak kabul edilebilecek, inhibisyon bdlgesi sinirindan toplanan bakteriler sivi
besiyerine pasajlanarak 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Elde edilen yeni suslar

tekrar kat1 besiyerine pasajlanarak yeniden antibiyotik uygulamasi yapilmistir.

28



Sekil 3.5 Disk diflizyon yontemi ile direng gelistirme iglemi

Her pasaj sonunda antibiyotik disklerinin etrafinda olusan inhibisyon bélgesinin ¢ap
Ol¢iimleri yapilarak tekrar alt inhibitdr konsantrasyon bdlgesinden kiiltiir alinarak, yeni
bir nutrient agar besiyerine pasajlanmistir. Bu islemlere P. mirabilis susu ampisilin
antibiyotigine tamamen diren¢ kazanana kadar devam edilmistir. Bakterinin S.
pasajlama sonucunda ampisilin antibiyotigine diren¢ kazandigi goriilmiistiir (Sekil

3.6).
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Sekil 3.6 Stoktan ¢ekilmis P. mirabilis susu (PO) ve adim adim direng gelistirilmis suslarin
(P1, P2, P3, P4, P5) AMP’ye kars1 antibiyogram testleri

Stok kiiltiirden baslayarak 5. pasaja kadar her seferinde P. mirabilis suslar1 i¢in 3’er
tekrarli olarak CIP, SXT, CAZ, CFM, ETP antibiyotiklerine kars1 antibiyogram testleri
yapilmustir. Antibiyogram testlerindeki degisim Sekil 3.7°de verilmistir. Yapilan
antibiyogram testleri sonucunda P. mirabilis susunun ampisilin’e kars1 direng
kazanirken, seftazidim antibiyotigine karsi da ¢apraz direng gelistirdigi gézlenmis ve

bu sebeple ¢aligmada seftazidim antibiyotigi de kullanilmistir.
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Sekil 3.7 PO Orijinal sus ve 5. pasaj susun CIP, SXT, CAZ, CFM, ETP antibiyotiklerine
kars1 antibiyogrami

3.4.4 Metabolomik Analiz

ODeoo’de normalize edilen kiiltiirler 3000 x g’de 10-15 dakika santrifiij edilmistir.
Hiicre peletleri PBS’le iki kez yikanarak siipernatant uzaklastirilmis ve pelet
alinmistir. Hiicre peletlerine iki-ii¢ kez freze-thaw donglisii uygulanmistir. Freeze-
thaw sonrasi peletler vorteksleme yontemiyle PBS icinde tekrar suspanse edilmistir.
Her bir gram pelet i¢in, 1 mL tampon olacak sekilde PBS kullanilmistir. Eppendorflara
alman 150 pL pelet siispansiyonlarinin izerine 850 uL. MeOH:su (9:1 v/v) ¢ozeltisi
eklenerek 1 dakika vorteksle karistirilmistir. Metabolitlerin proteinlerden ayrilmasi

i¢cin ornekler +4 °C’de 15000 g’de 5 dakika santrifiijlenmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8 Santrifiijleme iglemi

Santrifiij sonras1 tiim silipernatantlar alinarak, -80 °C, 0,001 mbar vakumda

liyofilizatorde kurutulmustur (Sekil 3.9).

Sekil 3.9 Liyofilizator ile kurulma islemi

Liyofilizatorden alinan kurumus o6rneklere, 20 pL piridin-metoksilamin hidrokloriir

(20 mg/mL) ¢ozeltisi eklenerek 30 °C’de 90 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda, tiirevlendirme islemi icin 80 pL MSTFA-%1 TMCS

cozeltisinden eklenmistir. Ornekler 37 °C’de 30 dakika tekrar inkiibe edildikten sonra
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GC-MS viallerine aktarilmigtir. Metabolomik analizde kullanilan ig akis semas1 Sekil

3.10°da verilmistir.

Metabolik Metabolit

Numune Toplama 3 & & Dondurma-Cézdiirme  Spndiirme Ekstraksiyonu

’ | l;;: — —_— (-‘»

(=

Veri Analizi GC-MS Turevlendlrme

Sekil 3.10 Metabolomik is akist

3.4.5 Metabolit Analizinde GC-MS Kosullari

Kimyasal bilesenlerin tanimlanmasi i¢in her numune HP5-MS kilcal kolon (30 m x
0,25 mm; kaplama kalinlig1 0,25 um) ile donatilmig Agilent GC 8890-Agilent GC-
MSD 5977B (Agilent Technologies, CA, ABD) ile analiz edilmistir. Tasiyic1 gaz
olarak 1 mL/dk akis hizinda helyum kullanilmistir. Enjeksiyon hacmi 2 pL’ye
ayarlanmistir. Metabolit ayrimi i¢in gradyan sistem kullanilmistir. Enjektor sicakligi
250 °C’de tutulmustur. Firin sicaklig1 bir dakika siireyle 70 °C’de sabitlendikten sonra
10 °C/dk’lik gradyanla 325 °C’ye kadar arttirilmis ve 325 °C’de 10 dakika tutulmustur.
Toplam ayrilma siiresi 37,5 dakika stirmiistiir. MS detektorii elektron iyonizasyon (EI)
modunda gerceklestirilmistir. Veri toplama islemi 50-650 m/z kiitle aralifinda tam
tarama modunda gergeklestirilmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11 GC-MS Analiz islemi

3.4.6 Verilsleme

Ham GC-MS verileri, bir ABF doniistiiriicti (http://www.reifycs.com/AbfConverter
/index.html) kullanilarak “*.abf” formatina doniistiiriilmiistiir. Daha sonra MS-DIAL
(Lat vd., 2018) (versiyon 4.9.221218, http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/
main.html) ile pik hizalama, ters evrisim analizi, tepe tanimlama, nicelik belirleme ve
normalizasyon islemleri yapilmistir. Minimum tepe yiiksekligi 1000 genlik
(amplitude) ve kiitle aralig1 (mass range) ise 0-1000 da olarak ayarlanmistir. Tutma
siiresi toleransi (retention time tolerance) 1 dakika, tanimlama skoru (identification
skor) %75 olarak belirlenmistir. Tanimlama siirecinde 27.977 kayit iceren MONA,
FIEHN ve KOVATS birlestirilmis ve genis bir veri tabani kullanilmistir. Metabolitler
toplam iyon yogunluguna gore normallestirilmistir. AMP ve CAZ antibiyotiklerinin
P. mirabilis metabolom yapist iizerinde direng kazanma siirecleri boyunca etkisini

anlamak amaciyla temel bilesen analizi (TBA ing. PCA) yapilmistir.
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Antibiyotik stresi altinda diferansiyel olarak eksprese edilen metabolitleri istatistiksel
olarak tespit etmek i¢in R programlama dili (versiyon 4.3.1) kullanilarak two sample
t-test uygulanmistir (p<0,05). Gruplar arasinda metabolitlerin kat degisiminin (ing.,
fold change) iki tabaninda logaritmasi hesaplanarak -0,58’in altinda kalan metabolitler
asagi regiile, +0,58’in iistiinde kalan degerler yukar1 regiile olarak kabul edilmis ve p

degeri 0,05°den kii¢iik ¢ikan metabolitlere odaklanilmistir.

Degisen metabolitler (differentially expressed metabolites) yolak analizleri ile
degerlendirilmistir (Metaboanalyst 6.0’daki (https://www.metaboanalyst.ca) yolak
analiz modiilii (https://www.metaboanalyst.ca/faces/upload/PathUploadView.xhtml)
ve KEGG haritalayici sistemi (https://www.genome.jp/kegg/pathway.html))
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4. BULGULAR

4.1 Kirby-Bauer Disk Difiizyon Duyarhlik Testi Sonug¢lari

Disk difiizyon yontemi kullanilarak adim adim ampisilin antibiyotigine direng
kazandirma islemi uygulanmistir. Her uygulama sonunda antibiyotik diskin etrafinda
olusan inhibisyon zonunun ¢api Ol¢iilmiistiir ve ¢ap1 en dar olan zondan bakteri

toplanarak bir sonraki ekim i¢in kullanilmistir.

4.1.1 Baslangic Durumu (P0)

P. mirabilis susun baslangic durumundaki ampisilin diren¢ durumunu gosteren

fotograflar Sekil 4.1°de, dl¢iilmiis olan zon ¢aplari ise Tablo 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1 Ampisiline kars1 direng gelistirme islemi: Baslangi¢c durumu (P0)

Sekil 4.1’de 3 adet ampisilin diski bulunan petriye ait, {i¢ adet paralel ¢aligma

verilmisgtir.

Tablo 4.1 Baslangi¢ durumunda olugan inhibisyon zonlarinin ¢aplari

Ortalama Zon

Replikalar Zon Caplari (cm) Cap1 (cm)
1.Petri 1,3 1,4 1,5 1,40
2.Petri 1,5 1,4 1,5 1,46
3.Petri 1,8 1,8 1,8 1,80

Genel 1,55

ortalama
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Tablo 4.1°deki sonuglara gore, ampisilin antibiyotiginin P. mirabilis susuna baslangic

durumunda ortalama 1,55 cm’lik bir inhibisyon zonuna sebep oldugu goriilmektedir.

4.1.2 Birinci Pasaj (P1)

Baslangi¢ durumundaki ampisilin antibiyogramindaki inhibisyon bdlgesi zonundan
toplanan bakterilerden elde edilen birinci pasajin (P1) ampisilin direng durumunu
gosteren fotograflar Sekil 4.2°de, Olglilmiis olan zon caplari ise Tablo 4.2°de

verilmistir.

Sekil 4.2 Ampisiline kars1 direng gelistirme islemi: 1.Pasaj

Tablo 4.2 Birinci pasajda olusan inhibisyon zonlarmin ¢aplari

Replikalar Zon Caplar1 (cm) Olézl;lln(l?n%)on
1.Petri 1,2 1,0 1,3 1,16
2.Petri 1,0 0,9 0,9 0,93
3.Petri 1,2 1,1 1,2 1,16

Genel 1,08

ortalama

Tablo 4.2°deki sonuglara gore, ampisilin antibiyotiginin P. mirabilis susunun P1
pasajinda sebep oldugu ortalama inhibisyon zonunun 1,08 cm’ye diistiigi

goriilmektedir.
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4.1.3  ikinci Pasaj (P2)

P1 durumundaki ampisilin antibiyogramindaki inhibisyon bolgesi zonundan toplanan
bakterilerden elde edilen ikinci pasajin (P2) ampisilin direng durumunu gdsteren

fotograflar Sekil 4.3’te, Ol¢lilmiis olan zon gaplari ise Tablo 4.3’te verilmistir.

Sekil 4.3 Ampisiline kars1 direng gelistirme islemi: 2.Pasaj

Tablo 4.3 ikinci pasajda olusan inhibisyon zonlarmin ¢aplari

Ortalama Zon

Replikalar Zon Caplari (cm) Capi (cm)
1.Petri 1,3 1,3 1,3 1,3
2.Petri 1,2 1,4 1,3 1,3
3.Petri 1,3 1,3 1,3 1,3

Genel 1,3

ortalama

Tablo 4.3’teki sonuglara gore, ampisilin antibiyotiginin P. mirabilis susunun P2
pasajinda sebep oldugu ortalama inhibisyon zonunun baslangic durumundan daha

diisiik olmasina ragmen, P1’e gore artarak 1,3 cm oldugu gortilmektedir.

4.1.4  Uciincii Pasaj (P3)

P2 durumundaki ampisilin antibiyogramindaki inhibisyon bdlgesi zonundan toplanan
bakterilerden elde edilen tigiincii pasajin (P3) ampisilin diren¢ durumunu gdésteren

fotograflar Sekil 4.4°te, 6l¢iilmiis olan zon ¢aplari ise Tablo 4.4’te verilmistir.
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Sekil 4.4 Ampisiline kars1 direng gelistirme islemi: 3. Pasaj

Tablo 4.4 Ugiincii pasajda olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplari

Replikalar Zon Caplari (cm) Ortalama Zon

Capi (cm)
1.Petri - - - -
2.Petri 0,7 0,7 0,7 0,70
3.Petri 0,8 0,9 0,9 0,86

Genel 0,52

ortalama

Tablo 4.4’teki sonuglara gore, ampisilin antibiyotiginin P. mirabilis susunun P3
pasajinda sebep oldugu ortalama inhibisyon zonunun P1 pasajinin da altina diiserek

0,52 cm oldugu goriilmektedir.

4.1.5 Dordiincii Pasaj (P4)

P3 durumundaki ampisilin antibiyogramindaki inhibisyon bolgesi zonundan toplanan
bakterilerden elde edilen dordiincii pasajin (P4) ampisilin diren¢ durumunu gésteren

fotograflar Sekil 4.5°te, 6l¢iilmiis olan zon ¢aplari ise Tablo 4.5’te verilmistir.
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Sekil 4.5 Ampisiline kars1 direng gelistirme islemi: 4. Pasaj

Tablo 4.5 Dordiincii pasajda olusan inhibisyon zonlarmin ¢aplari

Replikalar Zon Caplar (cm) Olézl;lll?;f)on
1.Petri 0,9 0,8 0,8 0,83
2.Petri 1,0 0,9 0,9 0,93
3.Petri 0,9 1,0 1,3 1,06

Genel 0,94

ortalama

Tablo 4.5’teki sonuglara gore, ampisilin antibiyotiginin P. mirabilis susunun P4

pasajinda sebep oldugu ortalama inhibisyon zonunun, ayni1 P2 pasajinda oldugu gibi,

bir ylikselme ile P3 pasajinin lizerine ¢ikarak 0,94 cm oldugu goriilmektedir.

4.1.6  Besinci Pasaj (PS)

P4 durumundaki ampisilin antibiyogramindaki inhibisyon bolgesi zonundan toplanan

bakterilerden elde edilen besinci pasajin (P5) ampisilin direng durumunu gosteren

fotograflar Sekil 4.6’da, dl¢iilmiis olan zon caplar1 ise Tablo 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6 Ampisiline kars1 direng gelistirme islemi: 5. Pasaj

Tablo 4.6 Besinci pasajda olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplari

Ortalama Zon

Replikalar Zon Caplar (cm) Capi (cm)
1.Petri - - - -
2 .Petri - - 3 -
3.Petri = - - -
Genel -
ortalama

Tablo 4.6’daki sonuglara gore, ampisilin antibiyotiginin P. mirabilis susunun PS5
pasajinda sebep oldugu inhibisyon zonunun tiim diskler i¢in gozlenmedigi

goriilmektedir.

Bu durum, P. mirabilis susunun P5 pasajinda ampisilin antibiyotigine tamamen direng

kazanmis oldugu seklinde yorumlanmustir.

Ampisilin uygulamasinin bakteriyel metabolizma iizerine etkisini incelemek iizere

baslangi¢ durumu (P0), P1, P3 ve PS5 pasajlart kullanilmistir.

4.2  Antibiyogram Testi Sonuclar:

Disk difiizyon yontemi kullanilarak Baslangi¢ durumundaki sus (PO) ve ampisiline
direncli 5. pasaj’dan elde edilen (P5) susa siprofloksasin (CIP), sulfametoksazol
(SXT), seftazidim (CAZ), gentamisin (CN), sefiksim (CFM) ve ertapenem (ETP)

antibiyotikleri uygulanarak ampisiline direng gelistirme sirasinda bu antibiyotiklere
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capraz direng gelistirip gelistirmedigi test edilmistir. Uygulamalar sonunda antibiyotik

disklerin etrafinda olusan inhibisyon zonunun ¢ap1 Sl¢iilmiistiir.

4.2.1 Baslangi¢ P. mirabilis Susun (P0) Antibiyogrami

Baslangic durumundaki susun (PO), CIP, SXT, CAZ, CN, CFM ve ETP
antibiyotiklerine karst direng durumunu gosteren antibiyogram fotograflari Sekil

4.7°de, 6l¢iilmiis olan zon caplari ise Tablo 4.7°de verilmistir.

Sekil 4.7 CIP, SXT, CAZ, CN, CFM ve ETP antibiyotiklerine kars1 antibiyogram: PO susu

Tablo 4.7 CIP, SXT, CAZ, CN, CFM ve ETP antibiyotiklerine kars1 baglangi¢ durumunda
(PO) olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplari

Zon Caplari (cm)

Replikalar Ccip SXT CAZ CN CFM ETP

1.Petri 3,9 2,0 1,9 1,4 2,6 3,5

2.Petri 4,0 2,2 1,7 1,4 3,3 3,2

3.Petri 3,5 2,1 1,8 1,4 3,6 3,2

Ortalama Zon 3,8 2,1 1,8 1,4 3,2 3,3
Capi (cm)

Tablo 4.7°daki sonuglara gore, CIP, SXT, CAZ, CN, CFM ve ETP antibiyotiklerinin
baslangi¢c durumdaki P. mirabilis susunda sirasiyla ortalama 3,8 cm, 2,1 cm, 1,8 cm,

1,4 cm, 3,2 cm ve 3,3 cm’lik bir inhibisyon zonuna sebep oldugu goriilmektedir.

4.2.2  Besinci Pasaj (P5) Antibiyogrami
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Besinci pasajdan elde edilen ampisiline kars1 direngli susun (P5), CAZ, ETP, CFM,
CIP, SXT ve CN antibiyotiklerine kars1t diren¢ durumunu gosteren antibiyogram

fotograflar1 Sekil 4.8°de, dl¢iilmiis olan zon caplar1 ise Tablo 4.8’de verilmistir.

Sekil 4.8 CIP, SXT, CAZ, CN, CFM ve ETP antibiyotiklerine kars1 antibiyogram: PS5 susu

Tablo 4.8 CIP, SXT, CAZ, CN, CFM ve ETP antibiyotiklerine kars1 besinci pasajda (P5)
olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplari

Zon Caplar (cm)
Replikalar CIP SXT CAZ CN CFM ETP
1.Petri 3,0 1,8 1,4 1,4 3,0 2,8
2.Petri 2,8 1,8 1,3 1,2 3.0 2,2
3.Petri 3,0 1,8 1,6 1,3 2,8 3,0
Ortalama Zon 2,9 1,8 1,4 1,3 29 2,7

Capi (cm)

Tablo 4.8’deki sonuglara gore, CIP, SXT, CAZ, CN, CFM ve ETP antibiyotiklerinin
besinci pasaj P. mirabilis susunda sebep oldugu inhibisyon zonunun tiim diskler i¢in
sirastyla ortalama 2,9 cm; 1,8 cm; 1,4 cm; 1,3 cm; 2,9 cm ve 2,7 cm’lik bir inhibisyon

zonuna sebep oldugu goriilmektedir.

Bu durum, P. mirabilis susunun P5 pasajinda ozellikle CAZ, CIP ve ETP

antibiyotiklerine kars1 ¢apraz diren¢ kazanmis oldugu seklinde yorumlanmistir.

4.3 Yolak Analizleri

GC-MS tabanli metabolomik analizlerle PO, P1, P3 ve P5 sugslarinin antibiyotik
uygulanmis gruplar1 ve kontrol gruplari analiz edilmistir. Elde edilen ham GC-MS

verileri MS-DIAL yazilimda islenmistir. Tanimlanan metabolitler, gruplar arasinda
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degisen metabolitleri belirlemek icin istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Yapilan
istatistiksel analizlerde iki Ornekli t-testi kullanilarak p <0,05 olan metabolitlere
odaklanilmistir. Iki tabaninda logaritmik kat degisimi (fold change) -0,58den kiigiik
olan metabolitler agag1 regiile ve +0,58’den biiylik olan metabolitler yukar regiile

olarak belirlenmistir.

Gruplar arasinda anlaml farklilik gésteren metabolit profillerini kullanarak etkilenen
yolaklar1 belirlemek i¢cin Metaboanalyst yazilimi kullanilarak yolak analizleri
yapilmistir. Bazi gruplar arasindaki metabolit farkliliklar1 yolak analizi
gerceklestirmek i¢in yetersiz olmustur bu yiizden sadece yeterli sayida metabolit

farklilik gosteren gruplar incelenmistir.

Yolak etki analizlerindeki logio(p), p degerinin logaritmik doniisiimiidiir. Logi0(0,05)
~-1.301 “den kii¢iik degerler anlamli olarak kabul edilmistir. Yolak etkisi ise saglanan
metabolik verilere dayanarak en dnemli 6l¢iide etkilenen veya degistirilen yolaklarin

belirlenmesinde yardimer olmaktadir.

43.1 Ampisilin (AMP) Uygulanan Gruplar Arast Anlamh Farkhlasan
Metabolitler ve Yolak Analizleri

Gruplar arasinda AMP antibiyotiginin P. mirabilis’in metabolom yapis1 lizerindeki
etkisini gézlemlemek i¢in temel bilesen analizi (PCA) Sekil 4.9°da verilmistir. Gruplar

arasinda anlamli degisen metabolitlerin tiimii Sekil 4.10°daki 1s1 grafiginde verilmistir.
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Sekil 4.9 Ampisilin uygulanmis ve kontrol gruplarinin temel bilesen analizi (PCA)
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PO K PLK P3K  P5SK POAMP PIAMP P3 AMP P3 AMP

Sinapik asit
Askorbat
Sinigrin
Taksifolin
Piridoksamin
D-Galaktoz
Dibiitil ftalat
N-asetil-D-glukozamin
Sikimat
Uridin
Kolestan
Gliserol
Ketoprofen
Dekan

Eikosan
Guanin
Naringenin
Genistein
Mirisetin
Genistin
Gallik asit
Kiimik asit
Propanoat

- Piceatannol 4’-glukozit
- Tokoferol asetat

Campesterol
Beta-sitosterol
Prostaglandin

5.6 alpha-epoxy-cholesterol
Abietik asiF

Hidrokortison

Stigmasterol asetat
Androstenedion
Kortcksolon
21-hidroksipregnenolon

- Nonadckan

Sitropten

Stigmasterol
4-Hidroksi-L-threonin
S-hidroksi-2,7-dimetoksinaftalin
Etilen glikol distearat

Etil tetradckanoat

Sterkulik asit

- Heksakozan
_ Trans-9-oktadekanoik asit

dokozan

L-Iditol

3.4-Dihidroksileniletilenglikol

Metilstearat

Etil palmitat

Heksadekenoik asit

D-Glukoz

Metil Palmitat

Oksalik asit .
,2-Benzendikarboksilik asit

Fenil asctat

~ Piridoksin fosfat

Heksadckanoik asit
D-Glikoz-1-fosfat

- N-asctilgalaktozamin

Sinamik asit
Siklosiloksan

- Tetrametoksiflavon

Ksantozin
Bifenil

Sekil 4.10 Gruplar aras1 anlamli degisen metabolitlerin 1s1 grafigi

4.3.1.1 P5_AMP-P0_AMP Gruplar1 Aras1 Metabolik Degisim

P5_AMP ve PO_AMP gruplari arasindaki diferansiyel metabolitlerin ve metabolitlerin

eslestigi yolaklar Tablo 4.9°da, yolak etki analizi ise Sekil 4.11°de verilmistir.
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Tablo 4.9 PS5 AMP ve PO AMP gruplari aras1 anlamli degisen metabolitler ve eslenen
yolaklarin analizi

Yolak Adi Eslesme P Degeri Eslesen Metabolitler Degisim Log2(FC) P Degeri

Durumu Katsayis1

(FC)

Vitamin B6 2/13 0,0045045  Piridoksamin 0,07 -3,605 0,007
Metabolizmast 4-Hidroksi-L-threonin 0,04 -4,904 0,01
Doymanmis 172 0,016438 Hekzadekanoik asit 0,03 -5,409 0,04
Yag
Asitlerinin
Biyosentezi
Galaktoz 2/39 0,038258  N-Asetil-D-galaktozamin 0,21 -2,299 0,03
Metabolizmasi D-Glikoz 0,06 -3,455 0,02
Amino Seker 2/44 0,0478 N-Asetil-D-galaktozamin 0,21 -2,299 0,03
ve Niikleotid D-Glikoz 0,06 -3,455 0,02
Seker
Metabolizmasi

Tablo 4.9’a gore, P5-AMP ve PO-AMP gruplari arasinda degisen metabolitlere yapilan
yolak analizi sonucu vitamin B6 metabolizmasi, doymamis yag asitlerinin biyosentezi,
galaktoz metabolizmasi, amino seker ve niikleotid seker metabolizmasi yolaklarinin

etkilendigi goriilmektedir.

.- #itamin BG
Metabolizmas:

ﬁ —enieeeno.| Doymamis
i Yag
: ,f‘r Asitlerinin
!’ Biyosentezi
E ﬂ _...; ............ Galaktoz ...... ............... , .............
= (@ [T Metabolizmas:
g — : §
: +Amino$ekerl.'e
8 Niikleotid Seker i
: lMetabolizmas:
b O : :
; | @
g _.8_ ............................................. T T
; I ] l T |

(.00 0.05 010 015 0.20 0.25
Tolak Etkisi
Sekil 4.11 P5_AMP -PO_AMP yolak etki analizi

47



4.3.1.2 P3_AMP -PO_AMP Gruplar1 Aras1 Metabolik Degisim

P3 AMP ve PO AMP gruplari arasindaki diferansiyel metabolitlerin ve metabolitlerin
eslestigi yolaklar Tablo 4.10°da, yolak etki analizi ise Sekil 4.12°de verilmistir.

Tablo 4.10 P3_AMP ve PO AMP gruplar1 aras1 anlamli degisen metabolitler ve eslenen
yolaklarin analizi

Yolak Adi Eslesme P Degeri  Eslesen Metabolitler Degisim Log2(FC) P
Durumu Katsayis1 Degeri
FO
Vitamin B6 2/13 7,7653E-  Piridoksamin 0,0765 -0,0385 0,004
Metabolizmast 4
4-Hidroksi-L-Treonin 0,0539 -0,892 0,05

Tablo 4.10’a gore, P3-AMP ve PO-AMP gruplar1 arasinda degisen metabolitlere
yapilan yolak analizi sonucu vitamin B6 metabolizmasi yolaginin etkilendigi

goriilmektedir.

."'-“ \fitamin BS

hetabalizmas

3.0

25
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-log10(p)

15

1.0
|
@

[Ty)
(=T I I I I |7
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
Yolak Etkdsi

Sekil 4.12 P3_AMP -PO_AMP yolak etki analizi
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4.3.1.3 P5_AMP -P1_AMP Gruplar1 Aras1 Metabolik Degisim

P5_AMP ve P1_AMP gruplar arasindaki diferansiyel metabolitler ve metabolitlerin
eslestigi yolaklar Tablo 4.11°da, yolak etki analizi ise Sekil 4.13’de verilmistir.

Tablo 4.11 P5_AMP ve P1_AMP gruplar1 aras1 anlamli degisen metabolitler ve eslenen
yolaklarin analizi

Yolak Adi Eslesme P Degeri  Eslesen Metabolitler Degisim  Logx(FC) P
Durumu Katsayist Degeri
FO)

Galaktoz 5/39 4,7046E- D-Glikoz 1-fosfat 0,13 -2,935 0,008

Metabolizmasi 4 N-Asetil-D-galaktozamin 0,16 2,566 0,04
D-Galaktoz 0,10 -3,264 0,02
D-Glikoz 0,09 -3,386 0,001
Gliserol 0,11 -3,161 0,004

Vitamin B6 2/13 0,022074  Piridoksamin 0,08 -3,590 0,04

Metabolizmasi 4-Hidroksi-L-Treonin 0,07 -3,725 0,01

Doymamis 172 0,036344 Hekzadekanoik asit 0,06 -4.050 0,007

Yag Asitlerinin

Biyosentezi

Amino Seker 3/44 0,043188  N- Asetil-D-glikozamin 0,134 -2,899 0,01

. klilrlkle"“d D-Glikoz 1-fosfat 0.13 2935 0,008

Metabolizmasi D-Glikoz 0,09 -3,386 0,001

Tablo 4.11°e gore, P5S-AMP ve P1-AMP gruplar1 arasinda degisen metabolitlere
yapilan yolak analizi sonucu galaktoz metabolizmasi, vitamin B6 metabolizmasi,
doymamig yag asitlerinin biyosentezi ve amino seker ve niikleotid seker

metabolizmasi yolaklarinin etkilendigi goriilmektedir.
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Sekil 4.13 P5S_AMP -P1_AMP yolak etki analizi

4.3.1.4 P5_AMP -P3_AMP Gruplar1 Aras1 Metabolik Degisim

P5_AMP ve P3_AMP gruplar arasindaki diferansiyel metabolitler ve metabolitlerin

eslestigi yolaklar Tablo 4.12°de, yolak etki analizi ise Sekil 4.14’de verilmistir.
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Tablo 4.12 P5_AMP ve P3_ AMP gruplar aras1 anlamli degisen metabolitler ve eslenen

yolaklarin analizi

Yolak Adi Eslesme P Degeri Eslesen Metabolitler Degisim  Log2(FC) P
Durumu Katsayisi Degeri
(FC)

Galaktoz 5/39 2,741E-4  D-Glikoz 1-fosfat 0,10 -3,197 0,001

Metabolizmast N-Asetil-D-galaktozamin 0,11 3,145 0,04
D-Galaktoz 0,09 -3,430 0,002
D-Glikoz 0,10 -3,309 0,03
Gliserol 0,09 -3,35 0,004

Vitamin B6 2/13 0,010543 Piridoksamin 0,10 -3,274 0,009

Metabolizmasi 4-Hidroksi-L-Treonin 0,07 -3,735 0,01

Doymamis 12 0,029129 Hekzadekanoik asit 0,07 -3,767 0,002

Yag Asitlerinin

Biyosentezi

Amino Seker 3/44 0,02374 N-Asetil-D-glukozamine 0,11 -3,14 0,004

gzkl‘i;lkleo“d D-Glikoz 1-fosfat 0.10 3,197 0,001

Metabolizmasi D-Glikoz 0,10 -3,309 0,03

Nisasta ve 2/22 0,039274  D-Glikoz 1-fosfat 0,10 -3,197 0,001

Siikroz D-Glikoz 0,10 3309 0,03

Metabolizmast

Akarboz ve 1/3 0,043393  D-Glikoz 1-fosfat 0,10 -3,197 0,001

validamisin

biyosentezi

Tablo 4.12’ye gore, P5S-AMP ve P3-AMP gruplar1 arasinda degisen metabolitlere

yapilan yolak analizi sonucu galaktoz metabolizmasi, vitamin B6 metabolizmasi,

doymamis yag asitlerinin biyosentezi, amino seker ve niikleotid seker metabolizmast,

nisasta ve siikroz metabolizmasi ve akarboz ve validamisin biyosentezi yolaklarinin

etkilendigi gortilmektedir.
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Sekil 4.14 P5_AMP -P3_AMP yolak etki analizi

4.3.1.5 PS5_AMP-P5_K Gruplar Aras1 Metabolik Degisim

P5_AMP ve P5_K gruplan arasindaki diferansiyel metabolitler ve metabolitlerin
eslestigi yolaklar Tablo 4.13’de, yolak etki analizi ise Sekil 4.15°de verilmistir.

Tablo 4.13 P5_K ve P5S_AMP gruplar aras1 anlaml degisen metabolitler ve eslenen
yolaklarin analizi

Yolak Adi Eslesme P Degeri Eslesen Metabolitler Degisim  Log2(FC) P
Durumu Katsayisi Degeri
(FO)

Vitamin B6 2/13 0,011009  Piridoksin fosfat 0,13 -2,84 0,02

Metabolizmasi 4-Hidroksi-L-Treonin 0,06 -3,89 0,002

Galaktoz 3/39 0,011707 N-Asetil-D-galaktozamin 0,07 -3,671 0,04

Metabolizmasi D-Galaktoz 0,07 -3,706 0,001
Gliserol 0,08 -3,57 0,005

Doymamis 172 0,025511  Hekzadekanoik asit 0,11 -3,15 0,004

Yag

Asitlerinin

Biyosentezi
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Tablo 4.13’e gore, P5-K ve P5-AMP gruplar arasinda degisen metabolitlere yapilan
yolak analizi sonucu vitamin B6 metabolizmasi, galaktoz metabolizmasi, doymamis

yag asitlerinin biyosentezi yolaklariin etkilendigi goriilmektedir.
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Sekil 4.15 P5_K-P5_AMP yolak etki analizi

4.3.2 Seftazidim (CAZ) Uygulanan Gruplar Arasi1 Anlamh Farkhlasan
Metabolitler ve Yolak Analizleri

P. mirabilis susunun Ampisilin direnci gelistirirken ayn1 zamanda seftazidime kars1 da
direng gelistirdigi goriilmiistiir. Bu nedenle PO, P1, P3, PS5 gruplarina seftazidim

uygulamalar1 yapilmstir.

53



4.3.2.1 P0_K-P0_CAZ Gruplar:1 Aras1 Metabolik Degisim

PO_K ve PO_CAZ gruplan arasindaki diferansiyel metabolitler ve metabolitlerin

eslestigi yolaklar Tablo 4.14°de, yolak etki analizi ise Sekil 4.16’da verilmistir.

Tablo 4.14 PO_K ve PO_CAZ gruplar1 aras1 anlamli degisen metabolitler ve eslenen
yolaklarin analizi

Yolak Adi Eslesme P Eslesen Metabolitler Degisim  Log2(FC) P Degeri
Durumu  Degeri Katsayis1
FO
Vitamin B6 1/13 0,04 Piridoksamin 5,95 2,57 0,02
Metabolizmast

Tablo 4.14°e gore, PO-K ve PO-CAZ gruplar arasinda degisen metabolitlere yapilan

yolak analizi sonucu vitamin B6 metabolizmasi yolaginin etkilendigi goriilmektedir.
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Sekil 4.16 PO_K-PO_CAZ yolak etki analizi
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4.3.2.2 P5_K-P5_CAZ Gruplar:1 Aras1 Metabolik Degisim

P5_K ve P5 CAZ gruplan arasindaki diferansiyel metabolitler ve metabolitlerin

eslestigi yolaklar Tablo 4.15°de, yolak etki analizi ise Sekil 4.17°de verilmistir.

Tablo 4.15 P5_K ve P5_CAZ gruplari aras1 anlamli degisen metabolitler ve eslenen

yolaklarin analizi

Yolak Adi Eslesme P Degeri  Eslesen Metabolitler Degisim Log2(FC) P degeri
Durumu Katsayis1
FO
Tirozin 1/13 0,04 3-(4-Hidroksifenil) piruvat 0,5 -0,953 0,01
metabolizmasi

Tablo 4.15’e gore, P5-K ve P5-CAZ gruplar arasinda degisen metabolitlere yapilan

yolak analizi sonucu tirozin metabolizmasi yolaklarinin etkilendigi goriilmektedir.
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Sekil 4.17 P5_K-P5_CAZ yolak etki analizi
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5. TARTISMA

P. mirabilis idrar yolu enfeksiyonlarin ikinci en yaygin nedeni ve ayni zamanda
nozokomiyal enfeksiyonlarin da 6nemli bir nedeni oldugu bilinmektedir (Rézalski vd.,
1997). Chanal vd. (2000) tarafindan yapilan ¢calismada, klinik olarak izole edilmis ve
bir B-laktam antibiyotigi olan amoksisiline direngli P. mirabilis suslar1 arasinda B-
laktamlarin prevelansini degerlendirmislerdir. 1072 ardisik P. mirabilis susun
amoksisilin siklig1 %48,5 olarak tespit edilmis ve 520 amoksisiline direncli izolat
arasinda penisilinaz (407 sus (%78,3)), genisletilmis spektrumlu B-laktamaz (74 sus
(%14,2)) ve inhibitor direnci (39 sus (%7,5)) fenotipi tespit edilmistir. Amoksisilin
direnci %97 oranla TEM veya TEM'den {iretilen B-laktamazlarla iliskilendirilmistir.
Ayrica Karim (2012) tarafindan yapilan ¢calismada, klinik olarak izole edilmis ve ¢coklu
ilag direnci fenotipine sahip P. mirabilis suslarinin cogunlukla B-laktamaz enzimleri
iirettigi ve 3000 baz ciftinden biiyiik bir plazmid tasidigini tespit etmislerdir. Kiirleme
deneyi sonucunda da plazmidini kaybeden suslarin antibiyotiklere olan direnglerini de
kaybettiklerini gdzlemlemislerdir. Bu bulgular, coklu ila¢ direnci fenotipinin
olusumunda plazmid veya kromozomal B-laktamaz enzimlerinin potansiyel katkisini

gostermektedir.

Luzarro vd. (2009) tarafindan yapilan ¢alismasinda incelenen 2070 adet P. mirabilis
izolatin ampisilin, piperasilin, sefoksitin, sefotaksim, seftazidim ve seftriakson
antibiyotiklerine kars1 direng gelistirdigi tespit edilerek P. mirabilis'in B-laktam

antibiyotiklerinin ¢oguna kars1 direncli oldugu gosterilmistir.

Yapilan bu tez calismasinda, bir B-laktam antibiyotigi olan ampisiline karst P.
mirabilis susuna diren¢ kazandirma islemi uygulanmistir. Ampisiline kars1 direng
kazanan P. mirabilis susunun baska bir B-laktam antibiyotigi olan seftazidime kars1 da
diren¢ kazandigi antibiyogram testleri sonucunda goriilmiistiir. Yapilan direng
kazandirma islemi sirasinda hiicre metabolomunda ampisiline kars1 ve seftazidime
karst P. mirabilis’in metabolomunda meydana gelen degisiklikler ve etkilenen
yolaklarin belirlenmesi hedeflenmistir. Yapilan ¢aligmada tespit edilen metabolomik

profillerdeki  degisikliklerden hareketle diren¢ gelisimi mekanizmalarinin
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aydinlatilmasinda katki saglayacagi ve yeni antibiyotik hedeflerinin gelistirilmesine

fayda saglayabilecegi ongoriisiinde bulunulabilir.

GC-MS tabanli metabolomik analizlerden elde edilen verilere biyoinformatik analizler
uygulanarak pasajlarin metabolom profilleri belirlenmis ve metabolik yolak analizleri
sonucu diren¢ kazanma siirecince ampisilin ve seftazidim antibiyotiklerinin bir¢cok

metabolik yolaga etki ettigi tespit edilmistir.

5.1 AMP ve CAZ Antibiyotiklerinin Vitamin B6 Metabolizmasina Etkisinin

Degerlendirilmesi

B6 vitamini, ayn1 zamanda piridoksin olarak da bilinen bir B vitamini tiiriidiir. B6
vitamini, hiicre fonksiyonlarini ger¢eklestirmek amaciyla yag asidi biyosentezi, amino
asit biyosentezi ve katabolizmasi gibi hiicresel diizeyde cesitli silireclerde gorev
almaktadir (Mooney vd., 2009; Hellmann & Mooney, 2010). B6 vitamini, piridoksin,
piridoksamin ve piridoksal olarak bilinen {i¢ degisken tiire sahiptir. Bu tiirler, piridinin
4' pozisyonundaki degisken bir grupla birbirlerinden ayrilir. Piridoksin, B6 vitamini
olarak da bilinen en yaygin tiirevidir. Kimyasal olarak, 4' pozisyonunda hidroksil metil
grubuna (-CH30OH) sahiptir. B6 vitamini ailesinin bir diger tiirevi olan Piridoksamin,
4" pozisyonunda amino metil grubuna (-CH3NH>) sahiptir. Piridoksal, B6 vitamini
ailesinin bir diger formudur. 4' pozisyonunda aldehit grubuna (-CHO) sahiptir. Bu
tiirevler fosforilasyon sonucunda biyolojik olarak aktif B6 vitamini formu olan
piridoksal 5'-fosfat (PLP) haline doniigebilir. PLP, B6 vitamini koenzimi olarak islev

goriir ve birgok enzimatik reaksiyonda 6nemli bir rol oynar (Parra vd., 2018).

DXP RIP &= RUP
PLP O
) o,
e o ) ]
PNP PNPox_ W, \OH | PDX1 Pszr GLN
HO™ oy P GLU
N
DAP &=— GAP

PHT ——0

Sekil 5.1 PLP Biyosentezi

Sekil 5.1°de (Parra vd. (2018) kaynagindan alinmistir) PLP biyosentezine yol acan
reaksiyonlar gosterilmistir. Piridoksin biyosentez enzimleri PDXA (4-hidroksitreonin-

4-fosfat dehidrojenaz) ve PDXJ (piridoksin 5'-fosfat sentaz); deoksiloz 5'-fosfat
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(DXP) ve 4 fosfohidroksi-L-treonin (PHT) kullanarak piridoksin 5'-fosfat (PNP)
sentezler. Bir flavin monontikleotid (FMN) bagimli PNP oksidaz (PNPox) daha sonra
PNP'yi PLP'ye doniistiiriir. PDX1 ve PDX2 enzimleri DXP’den bagimsiz olarak PLP
biyosentezini katalize eder. Bu enzimler araciligiyla L-Glutamin (GLN) iizerinden
PLP sentezlenebildigi gibi; Ribuloz-5-fosfat (RUP) ve Riboz-5-fosfat (RIP) iizerinden
veya Gliseraldehit-3-fosfat (GAP) ve Dihidroksiaseton fosfat (DAP) tizerinden de PLP
sentezlenmesi miimkiindiir (Parra vd., 2018). Vitamin B6 metabolizmas1 detayl1 olarak

Ek-A’da verilmistir.

PLP, bircok temel metabolik yolun diizgiin isleyisi i¢in kritiktir. PLP’nin eksikligi
veya azalmasi ciddi sonuglara yol agabilir. Calismalar, E. coli, Streptococcus
pneumoniae, Bacillus subtilis, maya ve bitkilerde PLP eksikliginin organizma i¢in
Olimciil olabilecegi, bu durumun ancak takviye bir vitamin kaynagi ile
diizeltilebilecegi yapilan cesitli ¢calismalarla gosterilmistir (Sakai vd., 2002; Titiz vd.,
2006; Wagner vd., 2006; El Qaidi vd., 2013; Boycheva vd., 2015; Parra vd., 2018).

Pease vd. (2002) yaptig1 calismada, E.coli'de, biiyiime hizi ile pdxB ve pdxA
genlerinin ifadesi arasinda pozitif bir korelasyon gozlenmistir. Rosenberg ve
arkadaslar1 (2017) yiiksek biliyiime oranlarina ulasmak amaciyla gereken B6 vitamini
talebinin karsilanmasi i¢in, PdxB ve PdxA enzimlerinin miktarinin, muhtemelen
amino asit ve dolayisiyla protein biyosentezine katilimi nedeniyle, artirilmasi

gerektigini sOylemislerdir.

Tramonti vd. (2021) yaptig1 ¢aligmada E. coli’de PLP ile baglanan, dolayisiyla PLP
olmadan c¢alismasi etkilenecek proteinleri listelemislerdir. Bu proteinler Tablo 5.1°de
(Tramonti vd., (2021) kaynagindan alinmistir) verilmistir. Tablo 5.1, PLP’nin

bakteriyel yasamda ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir.

Tablo 5.1 E. coli'de PLP baglayan proteinler

Protein Ad1  Aktivite UniProt ID  Biyolojik Siire¢

IIVE Dallanmis zincirli amino asit aminotransferaz POABSO Dallanmus zincirli
amino asit biyosentezi

IIvA Treonin deaminaz P04968 Dallanmis zincirli
amino asit biyosentezi

CysK Sistein sentaz A POABKS Cys biyosentezi

CysM Sistein sentaz B P16703 Cys biyosentezi

TrpB Triptofan sentaz, 3 POAS879 Trp biyosentezi

LysA Triptofan sentaz, 3 POA879 Lys biyosentezi
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/P16703
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/P0A879
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/P0A879

Tablo 5.1’in devam

ArgD N-asetilornitin aminotransferaz/N- P18335 Arg ve Lys
stiksinildiaminopimelat aminotransferaz biyosentezi
ThrC Treonin sentaz P00934 Thr biyosentezi
MetB O-succinylhomoserine(thiol)-lyase P00935 Cys ve Met
biyosentezi
MetC Sistatiyonin B-liyaz/l-sistein destilfhidraz/alanin P06721 Met biyosentezi
rasemaz
AlaC Glutamat-piruvat aminotransferaz P77434 Ala biyosentezi
AlaA Glutamat-piruvat aminotransferaz POA959 Ala biyosentezi
TyrB Tirozin aminotransferaz P04693 Asp, Tyr, Leu, Phe
biyosentezi
HisC Histidinol-fosfat aminotransferaz P06986 His biyosentezi
MalY Sistatiyonin f-liyaz P23256 Met biyosentezi
AspC Aspartat aminotransferaz P00509 Phe biyosentezi
LtaE L-treonin aldolaz P75823 Gly biyosentezi
Alr Alanin rasemaz 1 POA6B4 D-Ala biyosentezi
DadX Alanin rasemaz 2 P29012 D-Ala biyosentezi
AVtA Valin-piruvat aminotransferaz P09053 Ala ve Val
biyosentezi
SerC Fosfoserin/fosfohidroksitreonin aminotransferaz P23721 Ser, Lys, and PLP
biyosentezi
SpeA Arginin dekarboksilaz, biyosentetik P21170 Poliamin biyosentezi
SpeC Ornitin dekarboksilaz P21169 Spermidin ve putresin
biyosentezi
SelA Selenosistein sentaz POAS821 Selenosistein
biyosentezi
WecE dTDP-4-dehidro-6-deoksi-d-glikoz transaminaz P27833 Polisakkarit
biyosentezi
ArnB UDP-4-amino-4-deoksi-l-arabinoz aminotransferaz P77690 Polisakkarit
biyosentezi
PabC Aminodeoksikorizmat liyaz P28305 Folat biyosentezi
BioF 8-amino-7-oksononanoat sentaz P12998 Biyotin biyosentezi
BioA Adenosilmetiyonin-8-amino-7-oksononanoat P12995 Biyotin biyosentezi
aminotransferaz
HemL Glutamate-1-semialdehyde aminotransferase P23893 Tetrapirol biyosentezi
TdcB Katabolik treonin dehidrataz POAGF6 Ser ve Thr
katabolizmasi
DsdA d-serin amonyak-liyaz P00926 Ser ve Thr
katabolizmasi
Kbl 2-Amino-3-ketobutirat koenzim A ligaz POAB77 Thr katabolizmast
AstC Siiksinilornitin transaminaz P77581 Arg ve ornitin
metabolizmast
GlyA Serin hidroksimetiltransferaz POAS25 Gly, Ser ve
tetrahidrofolat
metabolizmasi
GadA Glutamat dekarboksilaz A P69908 Glu metabolizmasi
GadB Glutamat dekarboksilaz B P69910 Glu metabolizmasi
GevP Glycine decarboxylase P33195 Gly metabolizmas1
TnaA Triptofanaz/l-sistein desiilthidraz POA853 Trp metabolizmasi
CadA Lysine decarboxylase 1 POAY9H3 Lys metabolizmas1
LdcC Lysine decarboxylase 2 P52095 Lys metabolizmas1
YgeX 2,3-Diaminopropiyonat amonyak-liyaz P66899 d-Ser katabolizmasi
DcyD d-sistein desiilfhidraz P76316 d-amino asit
metabolizmasi
GabT 4-Aminobutirat aminotransferaz P22256 Gama-aminobiitirat
metabolizmast
PuuE 4-Aminobutirat aminotransferaz P22256 Gama-aminobiitirat
metabolizmast
PatA Putresin aminotransferaz P42588 Putresin
katabolizmast
YbdL Metiyonin-okso-asit transaminaz P77806 L-kinurenin
metabolizmasi
EpmB Lizin 2,3-aminomutaz P39280 Posttranslasyonel
modifikasyon
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Tablo 5.1’in devam

GlgP Glikojen fosforilaz POACS86 Glikojen
metabolizmasi

MalP Maltodekstrin fosforilaz P00490 Glikojen
metabolizmasi

SufS L-sistein desiilfiiraz P77444 Demir-kiikiirt kiimesi
diizenegi

CsdA Sistein siilfinat desiilfinaz Q46925 Demir-kiikiirt kiimesi
diizenegi

YdcR MocR benzeri transkripsiyon faktorii P77730 Transkripsiyonun
diizenlenmesi

YjiR MocR benzeri transkripsiyon faktorii P39389 Transkripsiyonun
diizenlenmesi

PLPHP PLP homeostaz proteini P67080 PLP baglama

YhfX Varsayilan P45550

YhfS Varsayilan aminotransferaz P45545

Bu tez galismasinda ampisilin ve seftazidim uygulanmasi sonucu gruplar arasinda

vitamin B6 metabolizmasinin etkilendigi agik¢a gorilmiistiir.

Calismada kullanilan antibiyotikler B-laktam antibiyotikler olup; bu antibiyotikler,
penisilin baglayici proteinlere (PBP) baglanan ve bunlari inhibe eden antibiyotiklerdir.
Bu PBP’lere, bakteriyel hiicre duvarlarinin peptidoglikan tabakasinin c¢apraz
baglanmasim1  (transpeptidasyon)  katalize etmek i¢in  ihtiya¢  vardir.
Transpeptidasyonun engellenmesi bakterinin ozmotik basinca dayanamayip
yirtilmastyla sonuglanir (Sykes ve Papich, 2021). Transpeptidasyon, bakteriyel hiicre
duvarinin ana yapisal bileseni olan peptidoglikanin sentezinde ¢ok 6nemli bir adimdir.
Transpeptidasyonun inhibe edilmesi, hiicre boliinmesi sirasinda yeni peptidoglikanin
olusumunu engeller (Harry vd., 2006). Peptidoglikan sentezinin inhibe edildigi bir
durumda, hiicrenin boliinmesinin yaratacagi risk sebebiyle; peptidoglikan sentezi,

hiicre bdliinmesinin durdurulmasina sebep olur (Puls vd., 2023).

Yapilan bu calismanin sonuglarina gore, P-laktam antibiyotiginin sebep olacagi
parcalanma riski ile birlikte, hiicre boliinmesinin durdurulmasinda biiyiime ve
gelismede 6nemli rol oynayan vitamin B6 sentezinin asagi regiilasyonunun gorev
aldig1 disiiniilebilir. Tablo 5.1°de goriildiigii gibi, vitamin B6 sentezinin asagi

regiilasyonu, hiicre igideki bir¢ok metabolik yolag: etkileyecektir.

Calisma sonucunda anlamli bulunmus metabolit degisimleri ve bu metabolitlerin

vitamin B6 metabolizmasi ile iliskileri asagida detayli olarak tartisilmistir.
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5.2 AMP ve CAZ Antibiyotiklerinin Doymamis Yag Asitlerinin Biyosentezine

Etkisinin Degerlendirilmesi

Bu tez calismasinda elde edilen sonuglara bakildiginda, direng gelisimine bagh olarak
antibiyotik uygulamasinda hiicre membranin yapisinda bulunan bir doymus yag asidi

olan hekzadekanoik asidin (palmitik asit) asag1 regiile edildigi gézlenmistir.

Armengol vd. (2019) yaptig1 c¢aligmada, kolistin kullanimima bagli membran
akiskanlig1 degisikliklerinin lokal rijiditeyi azaltacagi, buna bagl olarak efflux
pompalarinin dogru paketlenmesini degistirerek hiicreye ulasan ilaglarin disa atimini

degistirebilecegini raporlamislardir.

Armengol vd. (2019) yapmis oldugu bu ¢aligmaya gore, yapilan bu tez ¢aligmasinda
gbzlemlenen doymus yag asidi hekzadekanoik asit (palmitik asit) sentezinin asagi
regiilasyonunun membran akiskanligini degistirerek membran akiskanliginm
degistirebilecegi, bu sayede efflux pompalar araciligiyla uygulanan antibiyotigin disa

atimin kolaylastiracagi sonucunu ¢ikartmak miimkiindiir.

Adebusuyi vd. (2011) yapmis oldugu calisma da bu fikri destekler yondedir.
Adebusuyi ve arkadaslari (2011) inkiibasyon sicakligina gore degisen membran
akiskanliginin disa atim (efflux) pompalari tizerindeki degisimi lizerine ¢aligmiglardir.
Calismada, degisen membran yag asitlerinin bilesiminin, bakteriler tarafindan
fizyolojik veya biyokimyasal stresin neden oldugu membran akiskanligindaki
degisiklikleri telafi etmek i¢in kullanilan bir adaptasyon mekanizmasi oldugu
vurgulanmistir. Calismada, membran akiskanli§inin, zarda bulunan lipitlerin ve
proteinlerin (efflux pompalar1 dahil) etkilesimlerini, hareketliligini ve gegirgenligini

etkiledigi sonucuna varilmistir.

Armengol ve arkadaglarinin (2019) yaptig1 calismaya gore, membran akiskanliginin
artmast efflux pompalart aracilifiyla uygulanan antibiyotigin disa atilmasim
kolaylastirabilir. Ancak, Adebusuyi ve arkadaslarinin (2011) belirttigi gibi, membran
akigskanliginin artmasi ayni zamanda uygulanan antibiyotigin hiicre igine girisini de

artirabilir.
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Ote yandan, Adebusuyi ve arkadaslariin (2011) yapmis oldugu calismada artan
antibiyotik direncinin, efflux pompalarinin artan aktivitesi veya genlerin {izerinde

etkisiyle iliskilendirilmedigi de raporlamiglardir.

Bessa vd. (2018) tarafindan yapilan calismada, E. coli ve S. aureus'un g¢oklu ilaca
direncli (MDR) izolatlar1 arasindaki membran akiskanligini antibiyotik (seftazidim
veya siprofloksasin) yoklugunda ve varliginda degerlendirmislerdir. S. aureusun
MDR izolatlarinin  subinhibitér  siprofloksasin  konsantrasyonlarina maruz
birakilmasinin membran akiskanligini degistirmedigi raporlanmigtir. MRSA'nin,
duyarli S. aureus'a gore daha rijit bir membrana sahip oldugu ve S. aureus'un MDR
izolatlarinin subinhibitor siprofloksasin konsantrasyonlarina maruz birakilmasinin
duyarli veya MDR olmasina bakilmaksizin S. aureus'un membran akiskanligini
onemli Olgiide degistirmedigini, ancak E. coli'nin membran akigskanligini hafifce
etkiledigini gostermektedir. Ozetle, direnglilik ile memban akiskanlig1 arasindaki
iliskiye bakilan bu calismada ¢oklu ilag direngli izolatlar ile direngli olmayanlarin

membran akigkanliginda ciddi fark olmadigini raporlamislardir.

Biitiin bu bilgiler g6z 6niinde alindiginda, hekzadekanoik asit (palmitik asit) sentezinin
asag1 regiilasyonu ile ilgili ileri siirtilen hipotezde agiklanmasi gereken hususlar
mevcuttur. Bu hipotezin daha saglam delillerle ileri siiriilebilmesi i¢in ileri ¢aligmalara

ithtiyag bulunmaktadir.

Ote yandan, vitamin B6 metabolizmasi ile hiicre bdliinmesi arasindaki iliski
diisiiniildiiglinde hekzadekanoik asit (palmitik asit) sentezinin de ayni1 zamanda hiicre
boliinmesi baskilanmasi ile ilgili olabilecegini de ileri siirmek miimkiindiir. Ek-A’da
verilmis olan doymamis yag asitlerinin biyosentezine ait yolakta goriildigl iizere
hekzadekanoik asit (palmitik asit) diger bircok yag asidinin sentezi i¢in dnemlidir.
Dolayisiyla hekzadekanoik asit (palmitik asit) sentezinin asagi regiilasyonu ile diger
bircok yag asidinin de sentezi agagi regiile edilebilmektedir. Bu durum da, membran
fosfolipitlerinin sentezini etkileyebilecektir. Vitamin B6 metabolizmasi asagi regiile
edilir ve hiicre boliinmesi engellenirken, hiicre bdliinmesi sirasinda ihtiya¢ duyulacak
yeni membran fosfolipitlerinin de asag1 regiile ediliyor olmasinin hiicre boliinmesinin

baskilanmasinda bir parametre olabilecegini diistindliirmektedir.
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Ancak, her iki hipotez i¢in de ileri ¢aligmalarin yapilmast ve bu iligkilerin daha saglam

kanitlarla ortaya konulmasi gerekmektedir.

53 AMP ve CAZ Antibiyotiklerinin Tirozin Metabolizmasina Etkisinin

Degerlendirilmesi

Yapilan bu tez calismasinda bir B-laktam antibiyotik olan seftazidime (CAZ) P.
mirabilis bakterisinin ¢apraz diren¢ kazandigi gozlenmistir. Bakteriye CAZ
antibiyotigi uygulandiginda tirozin metabolizmasinda goérev alan 3-(4-Hidroksifenil)

piruvatin anlaml bir sekilde asagi regiile edildigi goriilmiistiir.

Tirozin aminotransferaz, amino asit biyosentezinde onemli bir rol oynayan bir
enzimdir. Tirozin aminotransferaz, L-tirozin'i p-hidroksifenilpiruvata dontistiirtir. PLP
(piridoksal 5'-fosfat) kofaktorlii enzimin aktif bolgesine baglanarak katalizin
gerceklesmesini saglamak icin gereklidir. Sonu¢ olarak, tirozin aminotransferaz
enziminin katalitik aktivitesi i¢in PLP kofaktoriiniin baglanmasi ve etkilesimi kritik

oneme sahiptir (Mehere vd., 2010).

Dolayisiyla, B6 vitamini metabolizmasiin asagi regiile olmasi ile iligkili olarak,
tirozin sentezinden sorumlu tirozin aminotransferaz enziminin aktivitesinin
baskilanmasi ve bu sebeple tirozin metabolizmasinin da asagi regiile olarak etkilenmis

olabilecegi sonucunun ¢ikartilmas1 miimkiindiir.

5.4 AMP ve CAZ Antibiyotiklerinin Galaktoz Metabolizmasi, Amino Seker
ve Niikleotid Seker Metabolizmasi, Nisasta ve Siikroz Metabolizmasi

Uzerinde Etkisinin Degerlendirilmesi

Yapilan bu tez calismasinda galaktoz metabolizmasi, amino seker ve niikleotid seker
metabolizmasi, nisasta ve siikroz metabolizmasi yolaklari ile iligkilendirilen ve ortak
olan bazi metabolitlerin anlamli degisimleri gozlenmistir. Yollardaki toplam metabolit
sayilarina bakildiginda, anlamli degisim gosteren metabolitlerin sayisinin diisiik
oldugu goriilmektedir. Bu yolaklar birbirinden farkli yolaklar olmasina ragmen, bu
yolaklarin ortak 6zellikleri organizmadaki enerji dengesinin, biiylime ve gelismenin,

hiicre dis1 matriks olusumunun ve birgok dnemli biyolojik siirecin diizenlenmesinde
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kritik rol oynamalaridir. Kullanilan antibiyotige bagli olarak bakterinin hiicre
boliinmesini baskilayacagi daha once agiklanmisti. Bu metabolik yolaklarin asagi
regiilasyonunun da, antibiyotik stresine karsi mikroorganizmanin metabolik
aktivitesini azaltarak, hiicre boliinmesini ve ¢ogalmay1 yavaslatarak enerji yonetimi

saglamaya yonelik bir ¢aba olarak yorumlanmast miimkiidiir.

5.5 AMP ve CAZ Antibiyotiklerinin Piirin Metabolizmas1 Uzerinde Etkisinin

Degerlendirilmesi

Yapilan bu tez ¢alismasinda piirin metabolizmas1 metabolitlerinden ksantozin ve
guaninin azalis gosterdigi gozlenmis, ancak bu diislis smirda anlamsiz olarak
bulundugu i¢in (p = 0,05) bulgular kismindaki tablolarda yer verilmemistir. Ancak,

anlamlilik diizeyi sinirda kaldig1 icin bu degisimin de tartisilmasi uygun goriilmiistiir.

Kennelly vd. (2024), P. aeruginosa biyofilm olusumunda piirinlerin c-di-GMP
metabolizmasindaki etkisi iizerine yaptiklar1 ¢alismada; piirinlerin, bakteriyel
hiicrelerde planktonik (serbest ylizen) ve biyofilm durumlar1 arasindaki gecisi
diizenlemekte ikinci haberci molekiil olarak yer alan c-di-GMP (siklik di-guanozin
monofosfat) seviyelerini azalttigin1 ve bunun sonucunda biyofilm olusumunda
azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir. c-di-GMP seviyesinin diisiik olmasi
biyofilm olusumunun azalmasina neden olmaktadir. Piirin metabolizmasinda meydana
gelen bu asagi akis ile c-di-GMP sinyali arasindaki baglanti, bakterilerin yasam tarzi
degisikliklerini metabolik durumlarma goére koordine etmelerini saglayan kritik bir

kontrol noktasidir.

Ksantozin ve guanin metabolitlerindeki azalig piirin metabolizmasinda asag: regiile
sonu¢ vermistir. Piirinlerdeki bu azalma c-di-GMP seviyelerinin artmasina sebep

olacagindan, bu durumun biyofilm olusumu yoniinde sonug verecegi diisiintilebilir.
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6. SONUC

Antimikrobiyallerin artan ve yanlis kullanimi, mikroorganizmalarda antimikrobiyal
direncin hizla yayilmasina ve enfeksiyonlara karsi etkili tedavileri tehdit eden kiiresel
bir halk sagligi sorunu haline gelmesine yol agmistir. Bu sebepledir ki direng
mekanizmalarinin aydinlatilmasi, direngle miicadele edilmesi ve yeni antimikrobiyal
ajanlarin gelistirilmesi ve mevcut antibiyotiklerin daha etkili kullanimi igin kritik

Onem tasimaktadir.

Antimikrobiyal diren¢ mekanizmalarinin anlasilmasinda, metabolik yolaklarin
aydinlatilmast 6nemli rol oynamaktadir. Diren¢ kazanmis mikroorganizmalarin
metabolik yolaklarindaki ortaya c¢ikan degisiklikler mikroorganizmalarin direng
kazanmasii1 saglayabilir. Dolayisiyla metabolik profillerin ayrintili  analizi,

Antimikrobiyal diren¢ mekanizmalarinin anlasilasinda kritik 6neme sahiptir.

Bu tez calismasinda, P. mirabilis susuna adim adim AMP antibiyotigi uygulanmis
olup, 5. pasaj sonucunda AMP antibiyotigine karsi tamamen direng kazandigi
sonucuna ulagilmistir. Bunun yani sira bagka bir B-laktam antibiyotigi olan CAZ

antibiyotigine kars1 da AMP direncli suslarin ¢apraz direng gelistirdigi gdzlenmistir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda AMP antibiyotigine kars1 antibiyotik direng¢ gelisimi
stirecince P. mirabilis pasajlarinin antibiyotige yanit olarak vitamin B6 metabolizmasi,
doymamis yag asitlerinin biyosentezi, tirozin metabolizmasi yolaklarinda 6nemli
degisiklikler oldugu ve bu yolaklarin P. mirabilis’in hayatta kalabilmek ve direng
kazanabilmek icin temelde vitamin B6 metabolizmasi olmak tizere, bu yolakla iliskili

diger yolaklar1 regiile ettigi sonucuna varilmstir.
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7. ONERILER

Bu tez calismasinda elde edilmis olan metabolomik sonuglari incelendiginde, yalnizca
metabolomik analizler ile kesin sonuca her zaman ulasilamayabilecegi, bu analizlerin
mutlaka genomik, proteomik, lipidomik ve/veya baska omik teknolojileri kullanilarak
desteklenmesi gerektigi anlasilmistir. Bu sebeple, ileride yapilacak arastirmalarda
metabolomik deneylere ek olarak proteomik ve/veya lipidomik gibi ¢aligmalarin da
yapilmasinin daha dogru sonug vereceginden omik teknolojilerin birlikte kullanimi

Onerilebilir.

Antibiyotik direnci mekanizmalarinin daha detayli agiklanabilmesi i¢in bu hususta
ileri ¢alismalarinin yapilmasi 6nemlidir. Farkli bakteriler ve farkli antibiyotiklerle
calismalarin artmasi farkli etki mekanizmalarin ve yolaklarin agiklanmasi igin

onemlidir.

GC-MS’in diisiik molekiiler agirlikli, ugucu ve polarhigi diisiik bilesiklerin analizine
daha uygun olmasinin yani sira, metabolitlerin tiirevlendirme 6n isleminden ge¢mesi
analiz siiresini uzatmaktadir. Bu sebeple, ileri analizler yapilirken LC-MS kullanilarak

on islem gerektirmeden dogrudan analiz yapilabilir.

Metabolomik kesif caligmalarinda anlamli ¢ikan metabolitler {izerinde daha
hedeflenmis analizler yapilmasi analizlerin dogrulanmasi i¢in dnemlidir. Bu sebeple,

ilk kesfedilen potansiyel biyobelirtecler daha ayrintili incelenebilir.
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Nisasta ve Siikroz Metabolizmasi

{ UBINS(]

[eT

o]

SALIOJEINGRT BSIauEy (2)
1/6/T (0S00

GETE

— J9-as09anI §-(
it TEC 0
Tree re

dG-2501q01120

el TETE

o]

54>

LN

I'ree

E;m 0 TTE BHTTE
{1e[njjaoenxa) T
280)[RW EETTZE
— 0w Ul —O
2S0}[RI TT7E
TRCIFT|| 1T TFT
06ETE| | ETFT SreaF s

CT66F S

asoeLRn

asoanj-Jqy

asonyE0

v
m|_vm:.m ot 1re}—m

PITE |—m

+

d1-as0an|-(-»

s0NE-J (10

UL Xapoy|

16TETE
A3
As0IqO][=;
FLTTE kil
O 0T TFT
5 [zree
1TrTe
TETTE OfF—

d0-3s0E > -[Asofom e
N
WITEL
[@reE dl-as0an|o--f CHETFT Uu asoan|n-
O [Ras =
[oTve] CETFT
egaa)
[—=0O 0 TILTE o}
;,,.mc_cz,: 1
1L
= WETiT
{Ie[njjaoenxa)
o-ssoomnq X AT O[EyRIL
H... e

ogeam wdns @ oF[anu
pue 1edng oumry

g 2500m]0-(]

HITE
ETTE
SOTTE] umae [Free[rree ]
i) &
3SOJINL](]
wILE < »

L

d9-as0an 0 oy

WSITOEVLIW JS0HONS ANV HOWVIS

80



