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Abstract: Corynebacterium pseudotuberculosis, hücre içi bir patojen 
olup küçük ruminantlarda kazeöz lenfadenit (KLA) hastalığına sebep 
olan, Gram-pozitif fakültatif bir bakteridir. Ayrıca               C. 
pseudotuberculosis, insanlarda ve hayvanlarda hastalık oluşturan bir 
bakteri türüdür. Bu bakteri, açlık stresine maruz kaldığında, hücresel 
yapısını ve metabolizmasını değiştirerek adaptasyon gösterir. Bu 
değişiklikler, bakterinin protein ekspresyonunda da değişikliklere 
neden olabilir.  
Bu çalışmada, C. pseudotuberculosis’in açlık stresine maruz 
bırakıldığında ve genel besiyerlerinde üretildiğinde protein 
profillerinde meydana gelen farklılıkların araştırılması amaçlanmıştır. 
Daha önce izole edilmiş olan bir saha suşu ve referans olarak 
kullanılan C. pseudotuberculosis suşu Tryptic Soy Broth ve RPMI 1640 
(Roswell Park Memorial Institute) besiyerlerinde üretildikten sonra 
tüm proteinleri SDS PAGE ile karşılaştırılarak incelendi.  
Sonuç olarak, açlık strese maruz bırakılan ve bırakılmayan C. 
pseudotuberculosis suşları arasında protein yapıları arasında profil 
farklılıkları olduğu tespit edilmiştir. 
Anahtar Kelimeler: Corynebacterium pseudotuberculosis, RPMI, SDS-
PAGE, Stres. 
  

Analysis of Proteins of Corynebacterium 
pseudotuberculosis Exposed to Starvation Stress by 

SDS-PAGE 
  
Abstract: Corynebacterium pseudotuberculosis is a Gram-positive 
facultative bacterium that is an intracellular pathogen causing 
caseous lymphadenitis (CLA) in small ruminants. In addition, C. 
pseudotuberculosis is a bacterial species that causes disease in 
humans and animals. When exposed to starvation stress, this 
bacterium adapts by changing its cellular structure and metabolism. 
These changes may also result in alterations in the protein expression 
of the bacterium.  
In this study, we aimed to investigate the differences in protein 
profiles of C. pseudotuberculosis when exposed to starvation stress 
and when grown on general media. A previously isolated field strain 
and a reference strain of C. pseudotuberculosis were grown in Tryptic 
Soy Broth and RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute), and all 
proteins were analyzed by SDS PAGE.  
As a result, it was determined that there were profile differences in 
protein structures between C. pseudotuberculosis strains exposed 
and not exposed to starvation stress. 
Keywords: Corynebacterium pseudotuberculosis, RPMI, SDS-PAGE, 
Stress. 
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Giriş 
 
C. pseudotuberculosis, Gram pozitif bir bakteri olup, 
hareketsiz, sporsuz, kapsülsüz, kokoid veya çomak 
morfolojisinde, fakültatif hücre içi bakteridir. Etken, aerobik 
veya fakültatif anaerobik ortamlarda, katı besi yerlerinde 37 
ºC’de 48-96 saatte küçük, smooth tarzda yuvarlak, sarımsı 
veya grimsi-beyazımsı koloniler meydana getirmektedir. 
Proteolitik etkisi bulunmayıp, biyokimyasal aktivitesi zayıftır 
ve değişkenlik göstermektedir. Etken, daha çok koyun ve 
keçilerde kazeöz lenfadenitis (KLA)’in spesifik etkenidir. KLA, 
özellikle eksternal lenf yumruları (eksternal form) ve 
akciğerler başta olmak üzere birden fazla iç organda kapsüllü 
apseler meydana getiren (internal form) kronik bir 
enfeksiyon meydana getirir. Dünyanın birçok yerinde yaygın 
olarak görülen bu hastalıkta apse oluşumuyla beraber erken 
doğum, abortlar, deri ve yapağı kalitesinde bozulma, çok 
şiddetli zayıflamaya bağlı olarak et verimi ve kalitesinde 
düşme, özellikle genç hayvanlarda aşırı olmak üzere nadiren 
de olsa ölümler gözlenebilmektedir (Dorella ve ark., 2006; 
İlhan, 2001; Middleton ve ark., 1991; Parin ve ark., 2018). 

Küçük ruminantlarda, C. pseudotuberculosis 
patogenezine katkıda bulunan virülans faktörleri ile ilgili 
olarak, 31.4 kDa’luk fosfolipaz D (PLD) bu bakterinin başlıca 
virülans faktörü olarak tanımlanmaktadır. PiCp1 
operonundaki genler (fagA, fagB, fagC, fagD) tarafından 
oluşturulan virülans faktörlerinin açlık stresinde bakterinin 
eksprese ettiği genlerden bazılarıdır (Billington ve ark., 
2002). Bu virülans faktörleri, C. pseudotuberculosis'in 
farelerde hastalık oluşturma yeteneği için gereklidir. FagA 
(37,5 kilo dalton), demir edinimi için gerekli olan bir heme-
bağlayıcı proteindir. FagB (20 kDa), hücre duvarı stabilitesini 
sağlayan bir proteindir. FagC (25 kDa), fagositozdan kaçınma 
için gerekli olan bir proteindir. FagD (22 kDa), hücre içi 
hayatta kalma için gerekli olan bir proteindir. Ayrıca, bir ATP 
bağlayıcı sitoplazmik membran proteini (37,5 kDa) ve bir 
demir bağlayıcı siderofor CiuA (50 kDa) (Ribeiro ve ark., 2014) 
proteini bulunmaktadır. 

Açlık stresinde protein düzeylerindeki değişikliklerden 
biri ATP bağlayıcı sitoplazmik membran proteini düzeyleri 
artmasıdır. Bu protein, bakterinin enerji üretimi için 
gereklidir. Açlık stresi altında, bakteri enerji tasarrufu 
sağlamak için ATP üretimlerini artırmaya çalışır. Bu, ATP 
bağlayıcı sitoplazmik membran proteini düzeylerinin 
artmasına neden olur ve demir bağlayıcı siderefor protein 
düzeyleri artar.  Açlık stresi altında, bakteri demir eksikliği 
stresine maruz kaldığından bu da bakterinin demir alımını 
arttırmasına neden olur. Bu nedenle, demiri bağlayıcı 
siderefor proteini düzeyleri artar. Sonuçta bu değişikliklerin, 
bakterinin enerji üretimini artırmasına, demir alımını 
artırmasına ve fagositozdan kaçmasına yardımcı olduğuna 
inanılmaktadır (Lee ve ark., 2017). 

C. pseudotuberculosis’in tüm izolatlarında bulunan ve 
SDS’de çözünen proteinlerin dört gruba ayrılabildiğini ve 
bunların; (i) 119 kDa'dan büyük olan yüksek moleküler kütleli 
proteinler, (ii) 84, 64 ve 58 kDa moleküler kütleli üç protein 
seti, (iii) 33 ile 30 kDa moleküler kütleli proteinlerden oluşan 
bir çift ve (iv) 25 ile 20 kDa düşük moleküler kütleli proteinler 
olduğunu bildirilmiştir (Egerton ve ark., 1997). 

Bu çalışmada, C. pseudotuberculosis’in açlık stresine 
maruz bırakıldığında ve genel besiyerlerinde üretildiğinde 
protein profilleri arasındaki farklılıkların incelenmesi 
amaçlanmıştır.  

 
Materyal ve Metot 
 
C. pseudotuberculosis suşları: Bir adet referans (ATCC 

19410) ve daha önceden izole edilip suş bankasında saklanan 
bir saha izolatı olmak üzere 2 adet C. pseudotuberculosis suşu 
Dollvet Biyoteknoloji A.Ş.’den temin edilmiştir. Bu çalışma 
"Hayvan Deneyleri Etik Kurullarının Çalışma Usul ve Esasları 
Hakkında Yönetmelik"in 8(k) maddesi uyarınca HADYEK 
iznine tabi değildir. 

C. pseudotuberculosis suşlarının doğrulanması: 
Referans (ATCC 19410) ve izole edilen C. pseudotuberculosis 
suşlarının VİTEK/COMPACT VK2C22273 ile 
identifikasyonuları teyit edildikten sonra suşlara PZR yapıldı 
(forward primer PLD-F 5’-ATA AGC GTA AGC AGG GAG CA-3’ 
/ reverse primer PLD-R1 5’-ATC AGC GGT GAT TGT CTT CC-3) 
ve numunelerin C. pseudotuberculosis olduğu doğrulandı. 
Toplam 50 μL PCR karışımı; 5 μL PCR Buffer (10 mMTris–HCl, 
pH:9.0, 50 mMKCl, %0,1 Triton X-100), 5 μL 25 mM MgCl2, 
250 mM dNTPs, 1 μL her bir primerden, 2 μL Taqpolimeraz 
ve 5 μL template DNA içerdi. Amplifikasyon aşaması; 95 °C’de 
3 dakika ön denaturasyon, daha sonra 1 dakika 95 °C’de 1 dk, 
58 °C’de 40 saniye, 68 °C’de 90 saniye olarak 40 döngü 
halinde yapıldı.  Son aşamada da, 1 kez 68 °C’de 7 dakika final 
zincir uzaması ile amplifikasyon tamamlandı (Pacheco ve 
ark., 2007). PZR numuneleri yatay elektroforez’de %1.5’luk 
ethidium bromid içeren (0.5 mg/mL) agaroz jelde (70 Voltta, 
50 dakika-1 saat aralığında) yürütüldü. Süre sonunda agaroz 
jel ultraviolet ışık altında gözlendi. 

C. pseudotuberculosis suşlarının çoğaltılması: Referans 
suş ve izolat, %5 koyun kanlı agarlara ekilerek %5 CO2 ‘li 
inkübatörde 24 saat inkübe edildi. Süre sonunda üremesi 
görülen besiyerlerinden suşlar toplanarak içlerinde 5’şer ml 
Tryptic Soy Broth (TSB) ve Roswell Park Memorial Institute 
(RPMI) besiyeri bulunan 15 ml’lik falkonlara pasajı yapılarak 
%5 CO2 ‘li inkübatörde 24 saat inkübe edildi. Süre sonunda 
yine içlerinde 9’ar ml Tryptic Soy Broth (TSB) ve RPMI besiyeri 
bulunan 15 ml’lik falkonlara 1’er ml alınarak 1/10 oranında 
pasajları yapılarak %5 CO2 ‘li inkübatörde 24 saat inkübe 
edildi. 

Corynebacterium pseudotuberculosis suşlarının SDS-
PAGE ile analizi: Üreyen bakteri kültürü 6000 rpm’de 10 dk 
santrifüj edildikten sonra üstteki süpernatant kısmı atılarak 
dipte kalan kültür, yükleme tamponu (Laemmli 2X buffer) 
(Sigma Lot #SLBT2607), 500mM Tris/HCl pH 6.8); %4 (w/v 
SDS; %10 (v/v gliserol; %10 (v/v) 2-β-merkaptoetanol ve 
%0.004 bromfenol mavisi) ile 1/3 oranında dilüe edilerek 5 
dakika 95 0C’de kaynatıldı (Güllü Yücetepe, 2023; Laemmli, 
1970). 

Numunelerin yüklenmesi için, %12’lik ayırıcı (resolving) 
jel monomer homojenizasyonu hazırlandı ve hazırlanan jel 
karışımı mikropipet ile döküldü (4 ml saf su (dH2O), 3,3 ml 
%30 Akrilamid/Bis-akrilamid, 2,5 ml 1,5 M Tris (pH: 8.8), 100 
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µl %10 SDS, 100 µl %10 Amonyum Persülfat ve 4 µl TEMED). 
Jel taksim edildikten sonra, yürütme jelinin üzerinde hava 
kabarcığı kalmaması amacıyla mikropipet yardımı ile distile 
su döküldü. Jelde polimerizasyonun sağlanması nedeniyle 
20-30 dakika beklendi. Yürütme jeli polimerizasyonundan 
sonra aynı prosedür yükleme jeli için de yapıldı. Yükleme 
jelindeki polimerizasyondan emin olunduktan sonra %4’lük 
yükleme (stacking) jeli için monomer homojenizasyonu 
hazırlandı ve hazırlanan jel karışımı mikropipet ile döküldü (4 
ml saf su (dH2O), 3,3 ml %30 Akrilamid/Bis-akrilamid, 2,5 ml 
1,5 M Tris (pH: 6.8), 100 µl %10 SDS, 100 µl %10 Amonyum 
Persülfat ve 4 µl TEMED) (Öztürk ve ark., 2023) 

Hazırlanan yükleme jeli bekleme yapılmadan ayırıcı jelin 
üstüne eklendi ve camlara uygun kalınlıkta olan jel tarakları 
yerleştirildi. Jelde polimerizasyonun sağlanması nedeniyle 
20-30 dakika beklendi. Yükleme jelindeki polimerizasyondan 
emin olunduktan sonra taraklar jel bozulmayacak şekilde 
çıkarıldı ve jel camlar ile birlikte elektroforez sistemine 
yerleştirildi. Marker (10 µl) ve numuneler (20 µl) jeldeki 
kuyucuklara yüklendi. 

Elektroforez yürütme solüsyonu [Running Buffer; 1.92 
M Glycine 14.4 gr, 0.25 M Tris Base 3 gr, %1 SDS 1 gr, 1000 
ml saf su (dH2O)] hazırlanıp jel tankına (Mini-PROTEAN Tetra 
Cell) eklendi. Örnek proteinler, yükleme jelinde 40V sabit 
akımda 30 dakika, yürütme jeline geçildiğinde ise 120 Volt 
sabit akımda yaklaşık 2 saatte ayrıştırıldı. Yürütme 
tamamlandıktan sonra jel boyama çözeltisinin içine 

konularak (Coomassie Blue Staining, Thermo) yatay 
çalkalayıcıda (MR-12, BIOSAN) 3-4 saat bekletildi. 

Boyama solüsyonundan alınan jel, boyayı uzaklaştırmak 
için hazırlanan destaining buffer [(200 ml Methanol, 100 ml 
Glacial asetik asit, 700 ml saf su (dH2O)] içerisine konuldu. Jel 
boyandıktan sonra büyüklüklerine göre ayrışmış proteinler 
gözlendi. 

 
Bulgular 
 
İdentifikasyon için PZR yapılan C. pseudotuberculosis 

numuneleri 203 bp’lik DNA bantları gözlendiğinden pozitif 
olarak kabul edildi (Sakmanoğlu ve ark., 2015). 

Bu çalışmada SDS-PAGE analizi yapılan 2 adet suş ve 2 
adet farklı besiyerinin farklı protein profilleri gösterdiği 
belirlenmiştir (Şekil 1). RPMI’de üretilen saha izolatın 
proteinleri sırasıyla; 25 kDa, 40.1 kDa, 59.2 kDa, 108.9 kDa ve 
138.3 kDa olarak görülürken, RPMI ATCC suşunda sırasıyla; 
25 kDa, 41.5 kDa, 72.5 kDa, 120.3 kDa ve 156.5 kDa luk 
bantlar saptandı. TSB de üretilen saha suşunda sırasıyla; 25 
kDa, 29.6 kDa, 32.4 kDa, 35.6 kDa, 39.6 kDa, 53.5 kDa, 66.8 
kDa, 71.2 kDa, 80.6 kDa, 87.7 kDa, 98.4 kDa, 125.8 kDa, 149 
kDa, 191.8 kDa bantları görüldü. TSB’de üretilen ATCC 
suşunda sırasıyla; 25.4 kDa, 29.5 kDa, 41.8 kDa, 48.1 kDa, 54 
kDa, 59.8 kDa, 65.3 kDa, 70.7 kDa, 74.9 kDa, 80 kDa, 86.8 
kDa, 92.9 kDa, 102.7 kDa, 131 kDa, 145.8 kDa luk bantları 
görüldü.  

 

 
 

 
Şekil 1. Corynebacterium pseudotuberculosis suşlarının SDS-PAGE ile analizi. 
1: Marker, 2: C. pseudotuberculosis saha izolatı RPMI kültürü, 3: C. pseudotuberculosis saha izolatı TSB kültürü, 4: C. 
pseudotuberculosis ATCC 19410 izolatı TSB kültürü, 5: C. pseudotuberculosis ATCC 19410 izolatı RPMI kültürü. 
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RPMI’de üretilen C. pseudotuberculosis saha izolatı ile 
ATCC 19410 izolatının protein profilleri değerlendirildiğinde, 
her iki izolatta da 5’er protein bandı bulunduğu, 25 kDa 
büyüklüğündeki proteinin ortak olduğu ve diğer 4 proteinin 
farklı kDa’lara sahip olduğu görülmektedir. 

TSB’de üretilen C. pseudotuberculosis saha izolatı ile 
ATCC 19410 izolatının protein profilleri değerlendirildiğinde, 
saha izolatında 25 kDa-191.8 kDa arasında değişen 14 bant 
bulunurken ATCC 19410 izolatında 25.4 kDa-145.8 kDa 
arasında değişen 15 bant bulunmakta ve benzer proteinlere 
sahip olmadıkları görülmektedir. 

 
Tartışma ve Sonuç 
 
Kazeöz lenfadenit, dünya genelinde endemik olarak 

ortaya çıkan ve küçük ruminantlarda çok büyük maddi 
kayıplara sebep olan bir hastalıktır. OIE’nin 2009 yılındaki 
yayınlamış olduğu verilerde 1996-2004 yıllarını kapsayan 
süreçte 201 tane ülkeden alınan veriler karşılaştırılmış olup, 
64 tane ülkede hastalığın görüldüğü ve bu ülkelerin de 19 
tanesinin Amerika Kıtasında, 18 tanesinin Afrika Kıtasında, 14 
tanesinin Avrupa Kıtasında, 11 tanesinin Asya Kıtasında ve 2 
tanesinin de Okyanusya’da görüldüğü bildirilmiştir (OIE 
2009). Ülkelere göre enfeksiyonun prevalansıyla ilgili oldukça 
farklı değerler gözlenmiştir. Bu oran, yaklaşık olarak %8-90 
aralığında değişkenlik göstermektedir (Ali ve ark., 2016; Kuria 
ve Holstad, 1989; Middleton ve ark., 1991; Stanford ve ark., 
1998). Kazeöz lenfadenitin prevalansıyla ilgili 
değerlendirmeler, genellikle enfeksiyonun görüldüğü 
eksternal formdaki lezyonlara bakılarak yapılmaktadır. 
Bununla beraber hastalığın gerçek prevalansının 
saptanmasında internal formdaki lezyonlara da özellikle 
önem verilmesi gerekmektedir (Abebe ve Tessema, 2015). 

Açlık stresi, bakterinin protein ekspresyonunu azaltarak 
enerji tasarrufu yapmasına yardımcı olur. Bu, bakterinin stres 
faktörlerine karşı direncini artırmasına, bakterinin hücre 
duvarını güçlendirmesine, hücre içi stresi azaltmaya yardımcı 
olabilir. Açlık stresinin, ayrıca yeni proteinlerin 
ekspresyonunu tetikleyerek bakterinin strese karşı 
adaptasyonuna, bakterinin stres faktörlerinden kaçmasına 
veya konakçı hücrelerden kurtulmasına katkı sağlayabileceği 
bildirilmiştir (Lee, J.H., 2017). 

Çalışmamızda RPMI besiyerinde üreyen suşlar 
büyüklükleri 25-157 kDa arasında değişen yaklaşık 5 band 
sergilerden TSB’de üreyen suşlar büyüklükleri 25-192 kDa 
arasında değişen yaklaşık 15 band sergilemişlerdir. 
Bakterinin çok sayıda virulens faktörü bulunmaktadır. Bunlar 
başta fosfolipaz D olmak üzere farklı moleküler ağırlıklara 
sahip ATP bağlayıcı sitoplazmik membran proteinleri (30-60 
kDa), demir bağlayıcı siderefor proteinleri (Ferritin, 
Siderophores, 50-100 kDa), fagositozdan kaçınma proteinleri 
(LcrV, LcrM, LcrP, 10-30 kDa), bakteriyel duvar proteinleri (M 
protein, 20-100 kDa, bakteriyel zar proteinleri (Fimbriae, 
Porins, 10-50 kDa), bakteriyel enzim proteinleri 
(Katalaz, Superoksit dismutaz, DNA polimeraz, 10-100 kDa) 
arasında molekül ağırlıklarına sahiptirler (Egerton ve 
ark.,1997). 

Bu çalışmada, RPMI besiyerinde açlık stresine maruz 
kalan suşların SDS-PAGE analizinde ortaya koyduğu bant 

sayısı, genel besiyerinde üreyen suşların üçte biri kadar 
olmuştur. Bunun muhtemel nedeni bol miktarda besine 
sahip oldukları için genel besiyerlerinde, bakterinin daha hızlı 
üremesi ve bakteriyel enzim protein düzeylerinin artması 
olabilirken diğer bir nedeni de açlık stresi altında enerji 
tasarrufu nedeniyle sadece hayatta kalma ile ilgili gen 
ürünlerinin ifadesine bağlı olması kuvvetle muhtemeldir. 
Açlık stresine maruz kalan suşların sergilediği proteinlerin 
büyük bir olasılıkla 50-100 kDa luk siderefor proteinleri 
olduğu düşünülmektedir. Açlık stresine maruz kalan 
bakterilerin hayatta kalmaları için zorunlu olan demiri elde 
etmek üzere bu proteinlerin ifadelerini artırması, bu strese 
karşı bir adaptasyon mekanizması olarak 
değerlendirilmektedir (Lee ve ark., 2017). Bu farklılıklar, açlık 
stresinin bakterinin protein üretimini nasıl etkilediğini 
göstermektedir. Açlık stresi altında, bakteri enerji tasarrufu 
sağlamak için ATP üretimini artırmaya, demir alımını 
artırmaya ve fagositozdan kaçmaya odaklanır. Bu nedenle, 
bu işlevlerle ilişkili proteinlerin düzeylerinde artış görülür 
(Lee ve ark., 2017).  

Açlık stresine maruz kalan C. pseudotuberculosis izolatı 
ile SDS-PAGE analizi kullanılarak yapılan bir çalışmada, açlık 
stresinin bakterinin toplam protein ekspresyonunu %30-50 
oranında azaltmış olup, bakterinin enerji tasarrufu 
yapmasına yardımcı olduğu belirtilmiştir (Dorella ve ark., 
2006)  

Sonuç olarak, açlık stresine ve genel besiyerlerine maruz 
kalan C. pseudotuberculosis suşlarında görülen protein 
bantları, bakterinin hayatta kalmasını ve büyümesini 
sağlamaya yardımcı olan çeşitli işlevlerle ilişkilidir. Bu 
çalışmada, strese maruz bırakılan C. pseudotuberculosis 
suşları arasında protein yapıları arasında profil farklılıkları 
olduğu tespit edilmiştir. Bu durum bakterinin enerji tasarrufu 
sağlamak için gereksiz proteinlerin ekspresyonunu azaltması 
olabilir. RPMI da üreyen suşların sergilediği, ancak TSB’de 
üreyen suşların sergilemediği proteinlerin büyük bir olasılıkla 
50-100 kDa luk siderefor proteinleri olduğu 
düşünülmektedir. C. pseudotuberculosis suşlarının açlık 
stresine maruz bırakıldığında demir metabolizması ile ilgili 
protein düzeylerindeki değişikliklerin, daha net bir şekilde 
ortaya konması için, açlığa maruz kalan ve kalmayan 
C.pseudotuberculosis suşlarının tüm hücre proteinlerinin 
antijen olarak kullanıldığı ve açlık stresinde arttığı düşünülen 
siderefor virülans faktörlerine karşı monoklonal antikorlar 
kullanılarak yapılacak immunoblot testi çalışmalarına ihtiyaç 
duyulmaktadır.   
 

Çıkar çatışması 
 
Yazarlar bu yazı için gerçek, potansiyel veya algılanan 

çıkar çatışması olmadığını beyan etmişlerdir. 
  
Etik izin 
 
Bu çalışma “Hayvan Deneyleri Etik Kurullarının Çalışma 

Usul ve Esaslarına Dair Yönetmelik” Madde 8 (k) gereği 
HADYEK iznine tabi değildir. 
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Finansal destek 
 
Bu çalışmada herhangi bir kurumdan destek 

alınmamıştır. 
 
Benzerlik Oranı 
 
Makalenin benzerlik oranının sisteme yüklenen raporda 

belirtildiği gibi %14 olduğunu beyan ederiz. 
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