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Enterobacter cloacae kompleks sp. V1 susu tarafindan iiretilen
L-asparaginaz enziminin aktivitesi lizerine ortam bilesiminin
etkisi

Erdal OGUN’

OZET

Amacg: Bu arastirmada, Van Golu Havzasindan
toplanan toprak orneklerinden izole edilen bakteri
izolatlarinin, L-asparaginaz enzimini iiretme kabiliyetleri
ve L-asparaginaz enziminin aktivitesi Uzerine ortam
bilesiminin etkisinin arastirilmas amaclanmistir. Ayrica,
L-asparaginaz enzimi

yoniinden pozitif izolatlarin,

fenotipik ve 16S rDNA dizilis analizine dayali olarak

bakteriyel taksonomideki yerlerinin  belirlenmesi
hedeflenmistir.
Yontem: Toprak orneklerinden bakterilerin

izolasyonunda ve Kkiltlire alinmasinda Luria-Bertani
(LB) Agar besiyeri kullamlmistir. L-asparaginaz ireten
izolatlarin taranmasinda %0.5 oraninda L-asparagin ve
%0,001 oramnda fenol kirmizisi bulunan M9 minimal tuz
ortam kullamlmistir. Pozitif izolatlar tarafindan Uretilen,
enzimin aktivitesi 436 nm’de spektrofotometrik yontemle
belirlenmistir. L-asparaginaz Ureten izolatin teshisi,
standart mikrobiyolojik yontemler ve 16S rDNA dizilis

analizine gore yapilmistir.

Bulgular: Toplam 10 izolat arasinda sadece birinin

ABSTRACT

Objective: In this study, it was aimed to investigate
the effect of medium composition on the ability of
producing L-asparaginase enzyme and the activity of
L-asparaginase enzyme isolated from soil samples
collected from Van Lake Basin. In addition, it was aimed
to determine the location of L-asparaginase positive
isolates in bacterial taxonomy based on phenotypic and

16S rDNA sequencing analysis.

Methods: Luria-Bertani (LB) Agar medium was used
to isolate and cultivate bacteria from soil samples.
L-asparaginase-producing isolates were screened
for M9 minimal salt medium with 0.5% L-asparagine
and 0.001% phenol red. The activity of the enzyme
produced by positive isolates was determined
by spectrophotometric method at 436 nm. The
identification of the L-asparaginase producing isolate
was performed according to standard microbiological

methods and 16S rDNA sequencing analysis.

Results: Of the 10 isolates, only one was clearly

positive for L-asparaginase in the M9 minimal salt
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L-asparagin ve fenol kirmizisi iceren M9 minimal tuz
ortaminda asikar bir sekilde L-asparaginaz yoninden pozitif
oldugu gozlenmistir. Bu izolatin (rettigi L-asparaginaz
enziminin 48 saatlik inkiibasyon araliginda 16,02 1U/mL,
35 °C sicaklikta 16,02 IU/mL, pH 8,0 degerinde 15,25 IU/
mL, karbon kaynagi olarak mannitol varliginda 15,69 U/
mL, organik azot kaynagi olarak yeast ekstrat varliginda
14,55 IU/mL ve arginin amino asitinin varliginda 17,63
IU/mL  aktivite olusturdugu tespit edilmistir. Ayrica bu
izolatin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal ozellikleri
belirlenmistir. ilave olarak L-asparaginaz pozitif izolatin,
16S rDNA dizilis analizine gore Enterobacter cloacae
kompleks susuna mensup oldugu tespit edilerek bakteriyel

taksonomideki durumu belirlenmistir.

Sonug: Bu arastirma; lilkemizde dogadan izole edilen
ve L-asparaginaz Ureten bakterilerin taranmasi ile ilgili
ilk arastirmalar arasindadir. ALL tedavisinde kullanilan,
L-asparaginaz enziminin E. cloacae kompleks sp. V1
susunun, antineoplastik L-asparaginaz enzimi yoniinden
pozitif bulunmas, milli gen kaynaklarimiz acisindan son
derece oOnemlidir. Bu susun, L-asparaginaz enziminin
endustriyel Uretiminde potansiyel olarak kullanilabilecek

bir aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Enterobacter cloacae kompleks,

L-asparaginaz,Van Golii Havzasi

medium containing L-asparagine and phenol red. The
L-asparaginase enzyme produced by this isolate was
incubated at a temperature of 35°C 16.02 IU/mL at a
pH of 8.0 15.25 IU/mL for a 48 hour incubation period
16.02 IU / mL, in the presence of mannitol as a
carbon source 15.69 IU/mL, in the presence of yeast
extract 14.55 IU/mL and arginine amino acid 17.63
IU/mL as a source of organic nitrogen. Morphological,
physiological and biochemical properties of this
isolate were determined. In addition, L-asparaginase
positive isolate was found to belong to E. cloacae
complex strain according to 16S rDNA sequencing
analysis and its status in bacterial taxonomy was

determined.

Conclusion: This research; In our country, it is one
of the first studies about screening of L-asparaginase
producing bacteria isolated from nature. In the
of ALL,

complex sp. V1 strain, positive for the antineoplastic

treatment L-asparaginase E. cloacae
L-asparaginase enzyme is extremely important for our
national gene sources. This strain has been found to
have an activity that could potentially be used in the

industrial production of the enzyme L-asparaginase.

Key Words:

L-asparaginase, Lake Van Basin

Enterobacter  cloacae complex,

GiRiS

L-asparaginaz (EC3.5.1.1) enzimi, ekstraseliler
ortamda L-asparagin amino asitini L-aspartat ve
amonyaga hidrolize eden bir enzim olup, akut
lenfoblastik (ALL) ve diger alakali
kanserlerinin uzun sireli tedavisinde kullamldig

losemi kan
rapor edilmistir. L-asparaginaz enziminin lenfoblastik
hiicrelerde protein sentezini inhibe ederek akabinde
apoptozis ile bu hiicrelerin ortadan kaldinlmasina
neden oldugu gosterilmistir (1).

L-asparaginaz enzimi tibbi tedaviye ilave olarak
gida enduistrisi uygulamalarinda da kullanilmaktadir
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(2). Kizartilmis veya 1s1 uygulanmis gidalarda olusan
akrilamidin organizmalarda norotoksik, genotoksik,
kanserojen etkiye sebep olmakla beraber gelisme
ve lreme sistemi Uzerine olumsuz etkisi oldugu
gosterilmistir (3). Gida endustrisinde L-asparaginaz
enziminin,
etkilesimine ket vurdugu ve boylece akrilamid
olusumunu engelledigi belirlenmistir (4).

Tibbi
coli’den izole edilmis, dogal E.

L-asparaginin  indirgen  sekerlerle

tedavide L-asparaginazin, Escherichia

coli asparaginazi,

polietilen glikol’a baglanmis E. coli asparaginaz



ve Erwinia chrysanthemi’den izole edilen Erwinia
asparaginazi olmak uzere, ticari olarak uretilen, Uc
fakli formu kullamldig1 bildirilmistir (5).

Ektraseliler ortamda, L-asparaginaz enzimi,
L-asparagini L-aspartata ve amonyaga donistiiren,
hidroliz reaksiyonunu katalize eder. L-asparagin,
hiicre fonksiyonlar1 ve DNA sentezi icin esansiyel bir
amino asittir. Saglikli hiicrelerde, protein sentezi
icin gerekli olan asparagin, aspartattan, asparagin
sentetaz enziminin katalizorliiglinde sentezlenir.
TUmor hiicreleri disardan alinan veya saglikli hiicreler
tarafindan sentezlenerek, kana verilen L-asparagine
bagimlidirlar. Bu hiicreler, L-asparagin sentetaz
enzimine sahip olmadigi icin, dolasimda serbest olarak
bulunan bu amino asitin, enjekte edilen, L-asparginaz
ile yikilmas1 sonucu neoplastik hiicrelerde, protein
sentezi bloke edilmis olur. Bu uygulama sonunda,
hiicrelerin belli bir siire sonra, normal apoptosis ile

ortadan kalktiklan belirtilmistir (6,7).

bitkilerde,
mikroorganizmalarda bulunan bir amidohidrolazdir.

L-asparaginaz; hayvanlarda ve

Mikroorganizmalar, L-asparaginaz enzimi uretimi

icin potansiyel kaynak olarak, kabul edilmektedir
(2).

Enterobacteriaceae

Gamma Proteobacteria icerisindeki

familyas1 icerisindeki
Enterobacter cinsi icerisindeki turlerin, L-asparaginaz
enzimi {rettigi bazi tarafindan
bildirilmistir. E.
(13) suslarinin L-asparaginaz enzimi urettigi rapor

arastirmacilar

aerogenes (8-12) ve E. cloacae

edilmistir.

Enterobacter cinsinin tirleri, toprakta ve
atik sularda saprofit olarak bulunduklan gibi,
ayn1 zamanda insan gastrointestinal sistemin

kommensal enterik biyotasinin bir parcasidir. E.
cloacae kompleks tiirlerine, dogada yaygin olarak
rastlanir, ancak bu suslar, patojenler olarak da islev
gorebilirler. Biyokimyasal ve molekuler calismalar
E. cloacae complex grubu icerisinde, alti tiirden
olusan genomik heterojenite sergilendigini ortaya
koymustur. Bu suslar arasinda yer alan; E. cloacae, E.
asburiae, E. hormaechei, E. kobei, E. ludwigii ve E.

nimipressuralis suslar bulunmaktadir. E. cloacae susu
klinik orneklerde en sik rastlanan suslar arasindadir
(14).

Bu arastirmada,Van Golu Havzasindan toplanan
toprak orneklerinden, izole edilen bakteri izolatlarinin
L-asparaginaz enzimini Uretme kabiliyetleri ve
L-asparaginaz enziminin aktivitesi Uzerine ortam
bilesiminin etkisinin

arastirilmas1 amaclanmistir.

Aynica, L-asparaginaz enzimi yoniinden pozitif
izolatlarin, fenotipik ve 16S rDNA dizilis analizine
dayali olarak, bakteriyel taksonomideki yerlerinin

belirlenmesi hedeflenmistir.
GEREC ve YONTEM

Arastirmada kullanilan kimyasallar

Arastirmada kullanilan ortamlar, ortam bilesenleri,
sekerler, amino asitler ve molekiiler calismalarda
kullamlan kimyasallar yerel tedarikciler araciligi ile
Sigma Firmasindan saglanmistir.

Toprak ornekleri

Toprak drnekleri, Kuzey Dogu Anadolu Bolgesinden,
Van Golu havzasindan 38°26’27K ve 042°19°04D
koordinatlarina tekabiil eden alandan saglanmistir.
Bu ornekler, steril polietilen torbalar kullanilarak
toplanmis ve soguk zincir icerisinde mikrobiyoloji
laboratuvara ulastirilmistir.

Toprak orneklerinden bakteri izolasyonu

Ringer cozeltisi icerisinde toprak orneklerinden,

1/10’luk toprak c¢ozeltisi hazirlanmisti. Bu ana

soliisyondan, diliisyon yontemi ile seyreltmeler
hazirlanmistir. Bakterilerin izole edilmesi amaciyla,
1x10#luk seyreltmeden 100 pL, LB Agar besiyeri
plakalarin yiizeyine, yayma c¢ubugu vyardimi ile
yayilmistir. Petri plakalar, 48 saat boyunca 30
°C’de inkiibe edildimistir. inkiibasyonun ardindan
elde edilen karnisik kulturlerden saf kilturler elde
edilmistir. Saf kilturlerden stok kiltirler hazirlanmis
ve sonraki adimlarda %5 gliserol iceren kryo tiplerde

-20 °C’de muhafaza edilmistir (15).
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Plaka deneyi ile
izolatlarin taranmasi

L-asparaginaz pozitif

L-asparaginaz enzimi acisindan, izolatlarin primer
(t’lik
bilesimi icin 5 g L-asparagin, 64 g Na,HPO,-7H,0,
15 g KH,PO,; 2.5g NaCl; 5 g NH,Cl, 2 ml 1 M MgSO,,
20 ml %20’lik glikoz ¢ozeltisi ve 0,1 ml 1 M CaCl,,
% 0,001 fenol kirrmzisi] kullamlmistir (16). Ortamin
pH’s1 6.5’e ayarlanmis ve ortamin katilasmasi icin

taramasinda, M9 minimal tuz ortaminin 1

%1.5 oraninda bakteriyolojik agar ilave edilmistir.
Bakteriyel izolatlar, petri plakalarina steril ekiivyon
cubugu yardimi ile yogun bir sekilde ekilmistir. Petri
plakalari, 35 °C’de 48 saat sireyle inkiibe edilmistir.
inkiibasyondan sonra petri plaklarinda, biyomas
etrafindaki rengin saridan kirmiziya donmesi,
L-asparaginaz enzimi Uretimi acisindan pozitif olarak

degerlendirilmistir (17).
L-asparaginaz enziminin uretimi

L-asparaginaz enziminin Uretimi, batik kiltur
yontemi ile gerceklestirilmistir. Uretim icin 100
mL steril M9 minimal tuz ortam iceren 250 mL’lik
erlenler kullanmlmistir.  Erlenlere, L-asparaginaz
pozitif izolatin 24 saatlik kulturtinden, 100 pL ile
asilanmistir. Enzim aktivitesini belirlerken, sicaklik
ve pH degerleri ile zaman araliklari arasindaki iliskiyi
ortaya koyan, capraz denemeler parametre sayisin
cok fazla artiracagindan yapilamamistir. Bu enzim,
tedavi edici enzimler icerisinde siniflandinldigi icin
memelilerin fizyolojik pH’sina yakin olarak biitiin
ortamlarin pH’s1 7,0’ye ayarlanmistir. Enzim aktivitesi
Uzerine inkiibasyon zamaninin etkisini belirlemek
icin, Erlenler sirasiyla 24, 48, 72, 96 ve 120 saat icin
pH 7,0’de 35°C’de calkalayicidda 150 rpm’de inkiibe
edilmistir. pH’min etkisini belirlemek icin, erlenler
sirasiyla pH 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ve 9,0 icin 48 saat
35°C’de calkalayicidda 150 rpm’de inkube edilmistir.
Sicakligin etkisini belirlemek icin, erlenler sirasiyla
25°C,30°C,35°C,40°C,45°Cve50°C’de pH7.0’de 48
saat calkalayicidda 150 rpm’de inkiibe edilmistir. Tek
bir karbon kaynaginin enzim aktivitesi lizerine etkisini

belirlemek icin, arabinoz, fruktoz, laktoz, maltoz,
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mannitol ve trehaloz sekerleri son konsantrasyonlan
%1 olacak sekilde kullanilmistir. Benzer sekilde,
tek bir azot kaynaginmin, enzim aktivitesi lizerine
etkisini belirlemek icin arginin, asparagin, sistein,
glutamin, metiyonin, ornitin ve triptofan amino
asitleri ile kazein, et ekstrati, tripton, iire, ve maya
ekstratimn son konsantrasyonlar1 %1 olacak sekilde
ortama ilave edilmistir. Hem azot kaynaklari hem de
karbon kaynaklarinin enzim aktivitesi tizerine etkisini
belirlemek icin butiin ortamlar; pH 7,0’de, 48 saat
35°C’de calkalayicida 150 rpm’de inkibe edilmistir

(18).

L-asparaginaz enziminin aktivitesinin

belirlenmesi

Enzim aktivitesinin belirlenmesinde neslerizasyon
yontemi kullanilmistir (19). Bu amacla, bakteriyel
+4 °C’de ve 8000 rpm’de 10 dakika
santrifujlenmistir. Slpernatant, enzim aktivitesini

kulturler,
belirlemek icin, ekstraseluler ham L-asparaginaz
enzimi kaynagi olarak kullanilmistir. Test ve kor tiipleri
icin, 2 mL’lik hacimden olusan reaksiyon karisimi; 1
mL 50 mM Tris-HCl tamponu (pH 8,6), 189 mM 0,1 mLL-
asparagin, 0.9 mL distile sudan olusturulmustur. Test
icin, reaksiyon karisiminin tizerine 0, 1mL stpernatant
ilave edilmis ve 37°C’de 30 dk su banyosunda
inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyonu durdurmak icin
0,1 mL 1.5 M trikloroasetik asit (TCA) ilave edilmistir.
Kor tuplerine TCA ilavesinden sonra, enzim cozeltisi
ilave edilmistir. Olusan amonyagin absorbans degeri,
spektrofotometrede (Schimadzu Bausch & Lomb)
436 nm’de belirlenmistir. Standart egriyi olusturmak
icin 6 mM’lik amonyum sulfat ¢ozeltisi kullamlmistir.
L-asparaginaz aktivitesinin, bir uluslararasi birimi
(IU); 37 °C’de, pH 8,6’da, dakikada 1,0 pmol
amonyagi aciga cikarmak icin, gereken enzim miktan
olarak hesaplanmistir.

L-asparaginaz  pozitif izolatin fenotipik
ozelliklerinin belirlenmesi
L-asparaginaz enzimi Ureten izolatin;

morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal ozellikleri,



standart mikrobiyolojik yontemler kullanilarak,
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’e gore

belirlenmistir (20).
Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonunda, fenol: kloroform
(21). 16S rDNA bolgesi
uygun Universal primerler kullanilarak, polimeraz

yontemi  kullamlmistir

zincir reaksiyonu (PCR) ile cogaltilmistir. Bu
amacla; bakteria domaini icin spesifik 27F
5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3’ ve 1492R

5’TACGGYTACCTTGTTACGACTT3’ evrensel pirimerleri
kullanmlmistir. PCR islemi tamamlandiktan sonra,
PCR kansimimin bir kismi, agaroz jel elektroforezi

kullanlarak goriintulenmistir (22).

Polimeraz zincir reaksiyonu ve filogenetik
agacin olusturulmasi

PCR drinleri 27F ve 1492R  primerleri
kullamlarak nikleotid dizileri okumustur. Okunan
(fragmentelerine) ait AB1
formatindaki dosyalar Codone Code Aligner V.6.02

programinda acilarak

dizi parcalaciklarina

kromatogramlar1  kontrol
edilmis, hatali okunan bas ve son kisimlar manuel
olarak uzaklastinlmistir.
tek bir dizisi)
olusturulmustur. Nikleotid dizisi NCBI web sitesinden
BLAST yapilmistir.  Yakin iliskili
gen dizileri ile Mega 7.0 programinda Clustal W
algoritmasi

Geriye kalan nikleotid

bolgelerinden, dizi (konsensis

organizmalarin
kullamlarak hizalanmistir. Hizalanmis
dizilerin nikleotid degisim modelleri JModel Test
yontemi ile test edilmistir. Model testi sonucunda AIC
kriterine gore TIM1+l+G modeli secilmistir (23). Bu
modele gore Bayesian filogenetik analizi 3.000.000

jenerasyon ve her 100 jenerasyonda bir ornekleme
seklinde yapilmistir (24).

BULGULAR
Van Golu  Havzasindan toplanan  toprak
orneklerinden izole edilen bakteri izolatlarinin,

L-asparaginaz enzimini Uretme kabiliyetleri ve

L-asparaginaz enziminin aktivitesi Uzerine ortam

bilesiminin etkisinin arastirildigi bu arastirmada,

toplam 10 izolat arasindan, sadece birinin,

L-asparaginaz enzimi

yoniinden

pozitif oldugu
gozlenmistir (Sekil 1).

Sekil 1. M9 minimal tuz ortaminda L-asparaginaz

Ureten izolat

E. cloacae komplex sp. V1 susu tarafindan uretilen
L-asparaginaz enziminin, 48 saatlik sabit inkubasyon
araliginda sirasiyla; 35 °C’de (16,02 IU/mL), pH 8,0
degerinde (15,25 IU/mL), mannitol (15,69 1U/mL)
yeast ekstrat (14,55 IU/mL) ve arginin amino asitinin
varliginda (17,63 1U/mL) aktivite olusturdugu tespit
edilmistir.

Arabinoz, fruktoz, laktoz, maltoz, mannitol ve

trehaloz sekerlerinden, L-asparaginaz aktivitesi
uzerine en yuksek etkiyi, mannitol (15,69 IU/mL)
gosterirken, en dusuk etkiyi de maltoz (11,69 IU/mL)

gostermistir (Sekil 2).

Farkli Karbon Kaynaklarinin L-As paraginaz Aktivitesi Uzerine E tkisi

12 7
10 7
8
6
41
2
(U T T T T T

D-Maltoz

L-Asparaginaz aktivitesi (IU/ml)

L-Arabinoz D-Fruktoz D-Laktoz D-Mannitol D-Trehaloz

Sekerler

Sekil 2. Farkli karbon kaynaklarinin L-asparaginaz
aktivitesi Uizerine etkisi
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Arginin, asparagin, sistein, glutamin, metiyonin,
ornitin ve triptofan amino asitlerinden, L-asparaginaz
aktivitesi Uzerine olumlu yonde, en yiiksek etkiyi
arginin amino asidi (17,63 1U/mL) gosterirken, en
dusuk etkiyi glutamin amino asidi (13,56 IU/mL)
gostermistir (Sekil 3).

Farkli Amino Asitlerin L-As paraginaz Aktivitesi Uzerine E tkileri

16
14
12
8
6
4
2
0 T T T T T T

L-Arginin

L-Asparaginaz Aktivitesi (IU/ml)
s

L-Asparagin  L-Sistein  L-Gluamin  L-Metiyonin  L-Omitin  L-Tryptophan

Amino Asitler

Sekil 3. Farkli amino asitlerin L-asparaginaz aktivitesi
tzerine etkisi

Kazein, et ekstrakti, pepton, tripton, ure ve maya
ekstrakt1 gibi azot kaynaklarindan, L-asparaginaz
aktivitesi Uzerine olumlu yonde, en vyiiksek etkiyi
pepton (14,55 IU/mL) gosterirken, en disuk etkiyi de
ure (11,91 IU/mL) gostermistir (Sekil 4).

Organik Azot Kaynaklarinin L-Asparaginaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

12
10
8
6
4
2
0 T T T T T
Ure

Et Ekstrati
Sekil 4. Farkli organik azot kaynaklarinin L-asparaginaz
aktivitesi Uzerine etkisi

L-Asparaginaz Aktivitesi (IU/ml

Kazein Pepton Trypton

Organik Azot Kaynaklari

Yeast Ekstrat

Bes farkli pH degerinden L-asparaginaz aktivitesi
tizerine olumLu yonde, en yiiksek etkiyi pH 8.0 araligi
(15,25 IU/mL) gosterirken, en dusuk etkiyi de pH 9.0
araligr (12,24 IU/mL) gostermistir (Sekil 5).

Alti farkli sicaklik degerinden, L-asparaginaz
aktivitesi Uizerine olumlu yonde, en yiksek etkiyi 35
°C (16,02 IU/mL) gosterirken, en disuk etkiyi de 50 °C

64

Turk Hij Den Biyol Derg

(1,54 IU/mL) gostermistir (Sekil 6).

L-Asparaginaz Aktivitesi Uzerine pH'nin Etkisi

18
16

14
12
10

8

pH 5.0 pH 6.0

L-Asparaginaz Aktivitesi (IU/ml)

o N & oo

pH7.0 pH 8.0 pH 9.0

Farkli pH degerleri

Sekil 5. Farkli pH araliklarinin L-asparaginaz aktivitesi
uzerine etkisi

Farkli Sicaklik Araliklarinin L-As paraginaz Aktivitesi Uzerine E tkisi

"

Sicaklik Araliklar

Sekil 6. Farkli sicaklik degerlerinin L-asparaginaz
aktivitesi Uzerine etkisi

2 Aktivitesi (1U/mi)

3

o

L-Asparagina

N

Alt1 farkli inkiibasyon peryodundan, L-asparaginaz
aktivitesi Uizerine olumlu yonde, en yiiksek etkiyi 48
saatlik zaman aralig1 (16,02 1U/mL) gosterirken, en
diisiik etkiyi de 120 saatlik zaman araligi (8,87 IU/mL)
gostermistir (Sekil 7).

Farkliinkiibasyon Peryotlarinin L-As paraginaz Aktivitesi Uzerine E tkisi

16

14
12
10
8
6
4
2
0 T T T T T

L-Asparaginaz Aktivitesi (IU/ml)

24 Saat 48 Saat 56 Saat 72 Saat 96 Saat 120 Saat
Farkliinkiibasyon Peryotlari
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ureten Gram

fakultatif anaerobik,

L-asparaginaz enzimi izolatin;

negatif, hareketli, Voges-
Proskauer, nitrat ve H2S testleri acisindan negatif
ve asetat, sitrat ve ureaz testleri acisindan, pozitif
oldugu belirlenmistir. Bu izolatin fruktoz, maltoz,
mannitol, trehaloz, arabinoz ve sukroz sekerlerini
okside ettigi ancak sellobiyoz, galaktoz, glukoz,
laktoz, mannoz ve ksiloz sekerlerini tek karbon
kaynagr olarak kullanmadigi belirlenmistir. ilave
olarak; arginin, asparagin, sistein, lizin, glutamin,
metiyonin, ornitin ve triptofan amino asitlerini

dekarboksilasyona ugrattig1 fakat glisin, fenilalanin,

prolin ve tirozin amino asitlerini tek azot kaynagi
olarak kullanmadigi belirlenmistir (Sekil 8, 9).
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Sekil 9. Amino asit dékarbokéilasyon testleri

L-asparaginaz pozitif izolata ait, 16S rDNA gen
bolgesi (1.411 nt) MK787298 erisim numarasi ile
GenBank’a kaydedilmistir. BLAST analizi sonucunda
E. cloacae Kompleks V1 susunun E. cloacae kompleks
sp. (MK522134) susu ile %99.57 oraninda benzerlik

olusturdugu belirlenmistir. Bayesian yaklasimi ile
olusturulan filogenetik aga¢c modellemesinde bu
susun E. cloacae kompleks icerisinde yer alan turler
ile birlikte kumelendikleri gortlmustur ve Bayesian
filogenetik agacinda goriildiigii gibi Enterobacter
genusu icerisinde kiime olusturdugu belirlenmistir
(Sekil 10).

Enterobacter cloacae kompleks sp. (MK522134)

BI 0.92)
0.006 Ei bacter cle k¢

ks sp. (MK787298)

Enterobacter cloacae (KF254591)
0.99
Enterobacter cloacae kompleks sp.(CP028950)
Enterobacter ludwigii (MG602668)
Enterobacter asburiae (MF683251)

0.61 Enterobacter kobei (CP017181)

— Enterobacter kobei (LT547823)

4 . r Enterobacter hormaechei subsp. oharae (CP017180)

Enterobacter hormaechei subsp. xiangfangensis (CP030007)

Enterobacter aerogenes (CP002824)

Enterobacter aerogenes (FO203355)

————— Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (CP001657)
Sekil 10. Enterobacter cloacae kompleks sp. V1 susu

ve Enterobacter cinsinin uyeleri arasindaki iliskiyi
gosteren 16S rDNA gen sekanslarina dayanan Bayesian
filogenetik agaci

TARTISMA

Toprak orneklerindenizole edilen bakteri tiirlerinin
L-asparaginaz enzimi uretme kabiliyetleri ve bu
enzimin aktivite degerleri cesitli arastirmalarda ortaya
konulmustur. Yapilan calismalarda Pseudomonas
maksimum  aktivite
degerinin 1.6 1U/ml oldugu ortaya konulmustur (25).
Myroides gitamensis turuniin 24 saatlik inklibasyon
araliginda ve 37 °C’de 85.7 IU/gds aktivite gosterdigi
belirtilmistir (26). Bacillus aryabhattai 1TBHU02
susunun  maksimum aktivite degerinin 6.35 mg-1

proteolytica S13D  susunun

oldugu gosterilmistir (27). Streptococcus spp. D1,
Bacillus polymyxa ve Streptococcus spp. D2 tirlerinin
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sirasiyla, 11,6 U/mL, 8,8 U/mL ve 7,9 U/mL aktivite
gosterdikleri bildirilmistir. Ayrica bu tirlerin enzim
aktivitesi acisindan optimum pH tercihlerinin pH
8.0 oldugu belirtilmistir (28). E. aerogenes suslar
ile yapilan calismalarda, arastincilar L-asparaginaz
aktivitesini sirasiyla; 55 IU/mg (9), 20,17 IU/mL (11),
18,35 IU/mL (12) 0,11-0,50 IU/mL (19) ve 20,15 1U/
mL (29) olarak belirlediklerini bildirmislerdir.

Bu arastirmaya benzer bir arastirmada, E. cloacae
BGCC 2389 susunu kullanlarak, ortam bilesiminin,
L-asparaginaz enziminin aktivitesi uzerine etkisi
belirlemislerdir (13). Bu susun pH 7,0’da (3,7+0,12
IU mL-1), 40°C’de sicaklikta (4,31+0,15 IU/mL-1),
21 saatlik inklbasyon peryodunda (1,3+0,04 1U/
mL-1) ve 15 saatlik kiltirden %2 oraninda asilama
yapildiginda (1,43+0,06 1U/mL-1) maksimum aktivite
gosterdigini ifade edilmistir. Ayrica ayn arastirmada,
L-asparaginaz enzimi Uretimi Ulzerine karbon
kaynagi olarak Piruvatin (7,01+0,15 IU/mL-1), azot
kaynagi olarak yeast ektratin (9,80+0,32 IU IU/mL-
1), mineral iyon olarak magnezyum (11,76+0,39 IU
mL-1) ve indikleyici olarak asparagin amino asitinin
(13,06+0,37) 1U/mL-1),

uzerine olumLu etki gosterilmistir.

L-asparaginaz aktivitesi
Bu arastirmada E. cloacae kompleks V1 susunun
tarafindan Uretilen, L-asparaginaz enziminin, 48
saatlik inkiibasyon araliginda (16,02 IU/mL), 35°C
sicaklikta (16,02 IU/mL), pH 8,0 degerinde (15,25
IU/mL), karbon kaynagi olarak mannitol varliginda
(15,69 1U/mL), organik azot kaynagi olarak yeast
ekstrat varliginda (14,55 IU/mL) ve arginin amino
asitinin varliginda (17,63 IU/mL) aktivite olusturdugu
tespit edilmistir. Organik azot kaynagi olarak yeast
ekstrat varliginda, maksimum aktivitenin goriilmesi,
E. cloacae BGCC 2389 susu ile yapilan calisma ile, bu
arastirma arasinda ortak noktay1 olusturmustur.
L-asparaginaz pozitif V1 susunun, Gram negatif
comak morfolojiye sahip olmasi, oksidaz testi
acisindan negatif olmasi ve hem oksijenli hem de
oksijensiz ortamLarda cogalabilme o0zelliklerinden
dolay1 Enterobacteriaceae

familyasina mensup
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olduguna tespit edilmistir (20). Bu susun pH 5,0 ile pH
9,0 arasinda genis bir pH araligina tolerans gosterdigi
belirlenmistir. ilave olarak V1 susunun 45 °C’de
buylime gostermesi termotolerant koliform grup
icerisinde oldugunu da gostermistir (30). Bu susun,
indol ve hidrojen siilfit Uretimi yonunden negatif
ve Sitrat testi acisindan pozitif olmas1 Enterobacter
genusuna ait bir tiir oldugu belirlenmistir (31). Bu
susun; Voges-Proskauer testi, hareket testi acisindan
pozitif ve sukrozu karbon kaynagi olarak kullanmasi
gibi fenotipik ozelliklerinden dolay1 E. asburiae E.
cloacae, E. hormaechei ve E. ludwigii tirlerinden
birine ait olabilecegi tespit edilmistir (14).
Enterobacter cinsi icersinde yer alan bu susun,
kesin tamsinin yapilabilmesi icin, 16S rDNA dizi analizi
gerceklestirilmistir. 16S rDNA gen dizilerine dayali
olarak, filogenetik analizlerde V1 susu filogenetik
agacta E. cloacae kompleks iceriside konumlanmistir.
birlikte bu
degerlendirilen (32). E. hormaechei komplex subsp.

Bununla kompleks icerisinde
oharae (CP017180) ve E. hormaechei komplex subsp.
xiangfangensis (CP030007) suslarinin agac lizerinde
E. cloacae kompleks icerisinde yer alan diger iiyelere
daha uzak konumLanmistir (Sekil 10). Bu durum E.
cloacae kompleks icerisinde gruplandirilan suslarin
taksonomik pozisyonlarinin yeniden degerlendirilmesi

geregini ortaya cikarmistir.

SONUC
Van Goli Havzasindan toplanan  toprak
orneklerinden, izole edilen bakteri izolatlarinin,

L-asparaginaz enzimini Uretme kabiliyetlerinin
arastinlmasiyla ilgili, gerceklestirilen bu arastirma,
ulkemizde konu ile ilgili ilk arastirmalar arasindadir.
Bu arastirmada, E. cloacae kompleks sp. V1 susunun,
antineoplastik L-asparaginaz enziminin yoninden
pozitif bulunmasi, mikrobiyal biyoteknoloji acisindan

son derece onemlidir.
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