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Abstract: Corynebacterium pseudotuberculosis, hiicre igi bir patojen
olup kuglk ruminantlarda kazedz lenfadenit (KLA) hastaligina sebep
olan, Gram-pozitif fakiltatif bir bakteridir. Ayrica C.
pseudotuberculosis, insanlarda ve hayvanlarda hastalik olusturan bir
bakteri tirtdir. Bu bakteri, aghk stresine maruz kaldiginda, hiicresel
yapisini ve metabolizmasini degistirerek adaptasyon gosterir. Bu
degisiklikler, bakterinin protein ekspresyonunda da degisikliklere
neden olabilir.

Bu c¢alismada, C. pseudotuberculosis’in aghk stresine maruz
birakildiginda ve genel besiyerlerinde (retildiginde protein
profillerinde meydana gelen farkliliklarin arastirilmasi amaglanmistir.
Daha once izole edilmis olan bir saha susu ve referans olarak
kullanilan C. pseudotuberculosis susu Tryptic Soy Broth ve RPMI 1640
(Roswell Park Memorial Institute) besiyerlerinde Uretildikten sonra
tiim proteinleri SDS PAGE ile karsilastirilarak incelendi.

Sonug¢ olarak, aghk strese maruz birakilan ve birakilmayan C.
pseudotuberculosis suslari arasinda protein yapilar arasinda profil
farkhhklari oldugu tespit edilmistir.

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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Giris

C. pseudotuberculosis, Gram pozitif bir bakteri olup,
hareketsiz, sporsuz, kapsilsiiz, kokoid veya ¢omak
morfolojisinde, fakiltatif hiicre ici bakteridir. Etken, aerobik
veya fakiltatif anaerobik ortamlarda, kati besi yerlerinde 37
oC’'de 48-96 saatte kiiglik, smooth tarzda yuvarlak, sarimsi
veya grimsi-beyazimsi koloniler meydana getirmektedir.
Proteolitik etkisi bulunmayip, biyokimyasal aktivitesi zayiftir
ve degiskenlik gostermektedir. Etken, daha ¢ok koyun ve
kecilerde kaze6z lenfadenitis (KLA)'in spesifik etkenidir. KLA,
ozellikle eksternal lenf yumrularn (eksternal form) ve
akcigerler basta olmak Uzere birden fazla i¢ organda kapsdill
apseler meydana getiren (internal form) kronik bir
enfeksiyon meydana getirir. Dlinyanin birgok yerinde yaygin
olarak gorilen bu hastalikta apse olusumuyla beraber erken
dogum, abortlar, deri ve yapag kalitesinde bozulma, ¢ok
siddetli zayiflamaya bagh olarak et verimi ve kalitesinde
disme, Ozellikle geng hayvanlarda asiri olmak {izere nadiren
de olsa oliimler gozlenebilmektedir (Dorella ve ark., 2006;
ilhan, 2001; Middleton ve ark., 1991; Parin ve ark., 2018).

Kaguk ruminantlarda, C. pseudotuberculosis
patogenezine katkida bulunan virllans faktorleri ile ilgili
olarak, 31.4 kDa’luk fosfolipaz D (PLD) bu bakterinin baslica
virilans  faktéri  olarak  tanimlanmaktadir.  PiCpl
operonundaki genler (fagA, fagB, fagC, fagD) tarafindan
olusturulan virtlans faktorlerinin aglik stresinde bakterinin
eksprese ettigi genlerden bazilanidir (Billington ve ark.,
2002). Bu virilans faktorleri, C. pseudotuberculosis'in
farelerde hastalik olusturma yetenegi icin gereklidir. FagA
(37,5 kilo dalton), demir edinimi icin gerekli olan bir heme-
baglayici proteindir. FagB (20 kDa), hiicre duvari stabilitesini
saglayan bir proteindir. FagC (25 kDa), fagositozdan kaginma
icin gerekli olan bir proteindir. FagD (22 kDa), hiicre igi
hayatta kalma igin gerekli olan bir proteindir. Ayrica, bir ATP
baglayici sitoplazmik membran proteini (37,5 kDa) ve bir
demir baglayici siderofor CiuA (50 kDa) (Ribeiro ve ark., 2014)
proteini bulunmaktadir.

Aclik stresinde protein dizeylerindeki degisikliklerden
biri ATP baglayici sitoplazmik membran proteini diizeyleri
artmasidir. Bu protein, bakterinin enerji Uretimi igin
gereklidir. Aglik stresi altinda, bakteri enerji tasarrufu
saglamak icin ATP Uretimlerini artirmaya calisir. Bu, ATP
baglayici sitoplazmik membran proteini diizeylerinin
artmasina neden olur ve demir baglayic siderefor protein
dizeyleri artar. Aclik stresi altinda, bakteri demir eksikligi
stresine maruz kaldigindan bu da bakterinin demir alimini
arttirmasina neden olur. Bu nedenle, demiri baglayic
siderefor proteini diizeyleri artar. Sonugta bu degisikliklerin,
bakterinin enerji Uretimini artirmasina, demir alimini
artirmasina ve fagositozdan kagmasina yardimci olduguna
inanilmaktadir (Lee ve ark., 2017).

C. pseudotuberculosis’in tim izolatlarinda bulunan ve
SDS’de ¢oziinen proteinlerin dort gruba ayrilabildigini ve
bunlarin; (i) 119 kDa'dan biyuk olan yuksek molekiiler kitleli
proteinler, (ii) 84, 64 ve 58 kDa molekiiler kutleli li¢ protein
seti, (iii) 33 ile 30 kDa molekdiler kitleli proteinlerden olusan
bir cift ve (iv) 25 ile 20 kDa dusik molekdler kiitleli proteinler
oldugunu bildirilmistir (Egerton ve ark., 1997).

Bu calismada, C. pseudotuberculosis’in aglik stresine
maruz birakildiginda ve genel besiyerlerinde Uretildiginde
protein profilleri arasindaki farklilklarin incelenmesi
amaglanmigtir.

Materyal ve Metot

C. pseudotuberculosis suslari: Bir adet referans (ATCC
19410) ve daha 6nceden izole edilip sus bankasinda saklanan
bir sahaizolati olmak lizere 2 adet C. pseudotuberculosis susu
Dollvet Biyoteknoloji A.S.’den temin edilmistir. Bu ¢alisma
"Hayvan Deneyleri Etik Kurullarinin Calisma Usul ve Esaslari
Hakkinda Y&netmelik"in 8(k) maddesi uyarinca HADYEK
iznine tabi degildir.

C. pseudotuberculosis suslarinin  dogrulanmasi:
Referans (ATCC 19410) ve izole edilen C. pseudotuberculosis
suslarinin VITEK/COMPACT VK2C22273 ile
identifikasyonulari teyit edildikten sonra suslara PZR yapildi
(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 oldugu dogrulandi.
Toplam 50 pL PCR karisimi; 5 uL PCR Buffer (10 mMTris—HClI,
pH:9.0, 50 mMKCI, %0,1 Triton X-100), 5 uL 25 mM MgCl2,
250 mM dNTPs, 1 L her bir primerden, 2 pL Tagpolimeraz
ve 5 pL template DNA igerdi. Amplifikasyon asamasi; 95 °C’'de
3 dakika 6n denaturasyon, daha sonra 1 dakika 95 °C'de 1 dk,
58 °C’'de 40 saniye, 68 °C'de 90 saniye olarak 40 dongi
halinde yapildi. Son asamada da, 1 kez 68 °C’de 7 dakika final
zincir uzamasi ile amplifikasyon tamamlandi (Pacheco ve
ark., 2007). PZR numuneleri yatay elektroforez’de %1.5'luk
ethidium bromid iceren (0.5 mg/mL) agaroz jelde (70 Voltta,
50 dakika-1 saat araliginda) ylrituldda. Siire sonunda agaroz
jel ultraviolet 151k altinda gozlendi.

C. pseudotuberculosis suslarinin gogaltilmasi: Referans
sus ve izolat, %5 koyun kanh agarlara ekilerek %5 CO: ‘li
inkibatorde 24 saat inkibe edildi. Sire sonunda Uremesi
gorilen besiyerlerinden suslar toplanarak iglerinde 5’ser ml
Tryptic Soy Broth (TSB) ve Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) besiyeri bulunan 15 ml’lik falkonlara pasaji yapilarak
%5 CO:2 ‘li inklibatorde 24 saat inkiibe edildi. Sire sonunda
yine iclerinde 9’ar ml Tryptic Soy Broth (TSB) ve RPMI besiyeri
bulunan 15 ml’lik falkonlara 1’er ml alinarak 1/10 oraninda
pasajlari yapilarak %5 CO: ‘li inkiibatérde 24 saat inkibe
edildi.

Corynebacterium pseudotuberculosis susglarinin SDS-
PAGE ile analizi: Ureyen bakteri kiiltiiri 6000 rpm’de 10 dk
santriflj edildikten sonra Ustteki stipernatant kismi atilarak
dipte kalan kiltur, yikleme 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-B-merkaptoetanol ve
%0.004 bromfenol mavisi) ile 1/3 oraninda dilie edilerek 5
dakika 95 °C’de kaynatildi (GUlli Yiicetepe, 2023; Laemmli,
1970).

Numunelerin yliklenmesi igin, %12’lik ayirici (resolving)
jel monomer homojenizasyonu hazirlandi ve hazirlanan jel
karisimi mikropipet ile dokulda (4 ml saf su (dH20), 3,3 ml
%30 Akrilamid/Bis-akrilamid, 2,5 ml 1,5 M Tris (pH: 8.8), 100
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ul %10 SDS, 100 pl %10 Amonyum Persilfat ve 4 ul TEMED).
Jel taksim edildikten sonra, yiritme jelinin lzerinde hava
kabarcigl kalmamasi amaciyla mikropipet yardimi ile distile
su dokildi. Jelde polimerizasyonun saglanmasi nedeniyle
20-30 dakika beklendi. YirGtme jeli polimerizasyonundan
sonra ayni prosedir yikleme jeli icin de yapildi. Yiikleme
jelindeki polimerizasyondan emin olunduktan sonra %4’lik
yikleme (stacking) jeli icin monomer homojenizasyonu
hazirlandi ve hazirlanan jel karisimi mikropipet ile dokuldi (4
ml saf su (dH20), 3,3 ml %30 Akrilamid/Bis-akrilamid, 2,5 ml
1,5 M Tris (pH: 6.8), 100 pul %10 SDS, 100 ul %10 Amonyum
Persiilfat ve 4 pul TEMED) (Oztiirk ve ark., 2023)

Hazirlanan yikleme jeli bekleme yapilmadan ayirici jelin
Gstlne eklendi ve camlara uygun kalinlikta olan jel taraklari
yerlestirildi. Jelde polimerizasyonun saglanmasi nedeniyle
20-30 dakika beklendi. Yiikleme jelindeki polimerizasyondan
emin olunduktan sonra taraklar jel bozulmayacak sekilde
cikarildi ve jel camlar ile birlikte elektroforez sistemine
yerlestirildi. Marker (10 pl) ve numuneler (20 ul) jeldeki
kuyucuklara yiiklendi.

Elektroforez yuritme solliisyonu [Running Buffer; 1.92
M Glycine 14.4 gr, 0.25 M Tris Base 3 gr, %1 SDS 1 gr, 1000
ml saf su (dH20)] hazirlanip jel tankina (Mini-PROTEAN Tetra
Cell) eklendi. Ornek proteinler, yiikleme jelinde 40V sabit
akimda 30 dakika, yiriitme jeline gecildiginde ise 120 Volt
sabit akimda vyaklasik 2 saatte ayrnistirildi. Yiritme
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konularak (Coomassie Blue Staining, Thermo)
calkalayicida (MR-12, BIOSAN) 3-4 saat bekletildi.

Boyama sollisyonundan alinan jel, boyayi uzaklastirmak
icin hazirlanan destaining buffer [(200 ml Methanol, 100 ml
Glacial asetik asit, 700 ml saf su (dH20)] igerisine konuldu. Jel
boyandiktan sonra biytkliklerine gére ayrismis proteinler
gozlendi.

yatay

Bulgular

identifikasyon icin PZR yapilan C. pseudotuberculosis
numuneleri 203 bp’lik DNA bantlar gézlendiginden pozitif
olarak kabul edildi (Sakmanoglu ve ark., 2015).

Bu calismada SDS-PAGE analizi yapilan 2 adet sus ve 2
adet farkli besiyerinin farkh protein profilleri gosterdigi
belirlenmistir (Sekil 1). RPMI’de Uretilen saha izolatin
proteinleri sirasiyla; 25 kDa, 40.1 kDa, 59.2 kDa, 108.9 kDa ve
138.3 kDa olarak gorilirken, RPMI ATCC susunda sirasiyla;
25 kDa, 41.5 kDa, 72.5 kDa, 120.3 kDa ve 156.5 kDa luk
bantlar saptandi. TSB de (iretilen saha susunda sirasiyla; 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 bantlarn goriildi. TSB’de Uretilen ATCC
susunda siraslyla; 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 bantlari
goruldi.
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Sekil 1. Corynebacterium pseudotuberculosis suslarinin SDS-PAGE ile analizi.
1: Marker, 2: C. pseudotuberculosis saha izolatt RPMI kiltlrd, 3: C. pseudotuberculosis saha izolati TSB kaltird, 4: C.
pseudotuberculosis ATCC 19410 izolati TSB kiiltiirQi, 5: C. pseudotuberculosis ATCC 19410 izolati RPMI kiiltir.
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RPMI’'de uretilen C. pseudotuberculosis saha izolati ile
ATCC 19410 izolatinin protein profilleri degerlendirildiginde,
her iki izolatta da 5’er protein bandi bulundugu, 25 kDa
biyuklGglindeki proteinin ortak oldugu ve diger 4 proteinin
farkh kDa’lara sahip oldugu gorilmektedir.

TSB’de lretilen C. pseudotuberculosis saha izolati ile
ATCC 19410 izolatinin protein profilleri degerlendirildiginde,
saha izolatinda 25 kDa-191.8 kDa arasinda degisen 14 bant
bulunurken ATCC 19410 izolatinda 25.4 kDa-145.8 kDa
arasinda degisen 15 bant bulunmakta ve benzer proteinlere
sahip olmadiklari gorilmektedir.

Tartisma ve Sonug

Kaze6z lenfadenit, diinya genelinde endemik olarak
ortaya cikan ve kic¢lk ruminantlarda c¢ok buyik maddi
kayiplara sebep olan bir hastaliktir. OIE’nin 2009 yilindaki
vayinlamis oldugu verilerde 1996-2004 vyillarini kapsayan
slirecte 201 tane llkeden alinan veriler karsilastiriimis olup,
64 tane Ulkede hastaligin goruldigi ve bu tlkelerin de 19
tanesinin Amerika Kitasinda, 18 tanesinin Afrika Kitasinda, 14
tanesinin Avrupa Kitasinda, 11 tanesinin Asya Kitasinda ve 2
tanesinin de Okyanusya’da gorildugia bildirilmistir (OIE
2009). Ulkelere gére enfeksiyonun prevalansiyla ilgili oldukca
farkh degerler gozlenmistir. Bu oran, yaklasik olarak %8-90
araliginda degiskenlik gostermektedir (Ali ve ark., 2016; Kuria
ve Holstad, 1989; Middleton ve ark., 1991; Stanford ve ark.,
1998). Kazeoz lenfadenitin prevalansiyla ilgili
degerlendirmeler, genellikle enfeksiyonun goritldigi
eksternal formdaki lezyonlara bakilarak yapilmaktadir.
Bununla  beraber hastaligin  gergek  prevalansinin
saptanmasinda internal formdaki lezyonlara da ozellikle
o6nem verilmesi gerekmektedir (Abebe ve Tessema, 2015).

Aclik stresi, bakterinin protein ekspresyonunu azaltarak
enerji tasarrufu yapmasina yardimci olur. Bu, bakterinin stres
faktorlerine karsi direncini artirmasina, bakterinin hiicre
duvarini giiclendirmesine, hiicre ici stresi azaltmaya yardimci
olabilir.  Aghk stresinin, ayrica yeni proteinlerin
ekspresyonunu  tetikleyerek bakterinin  strese  karsi
adaptasyonuna, bakterinin stres faktorlerinden kagmasina
veya konakg hiicrelerden kurtulmasina katki saglayabilecegi
bildirilmistir (Lee, J.H., 2017).

Calismamizda RPMI  besiyerinde (reyen suslar
blytklikleri 25-157 kDa arasinda degisen yaklasik 5 band
sergilerden TSB’de Ureyen suslar bulyklikleri 25-192 kDa
arasinda degisen vyaklasik 15 band sergilemislerdir.
Bakterinin ¢ok sayida virulens faktori bulunmaktadir. Bunlar
basta fosfolipaz D olmak uzere farkl molekiiler agirliklara
sahip ATP baglayici sitoplazmik membran proteinleri (30-60
kDa), demir baglayici siderefor proteinleri (Ferritin,
Siderophores, 50-100 kDa), fagositozdan kaginma proteinleri
(LerV, LerM, LerP, 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)
arasinda molekil agirliklarina sahiptirler (Egerton ve
ark.,1997).

Bu calismada, RPMI besiyerinde aglik stresine maruz
kalan suslarin SDS-PAGE analizinde ortaya koydugu bant

sayisl, genel besiyerinde Ureyen suslarin Ugte biri kadar
olmustur. Bunun muhtemel nedeni bol miktarda besine
sahip olduklariicin genel besiyerlerinde, bakterinin daha hizl
Uremesi ve bakteriyel enzim protein diizeylerinin artmasi
olabilirken diger bir nedeni de acglik stresi altinda eneriji
tasarrufu nedeniyle sadece hayatta kalma ile ilgili gen
Urinlerinin ifadesine bagli olmasi kuvvetle muhtemeldir.
Aclik stresine maruz kalan suslarin sergiledigi proteinlerin
buyuk bir olasilikla 50-100 kDa luk siderefor proteinleri
oldugu duslinllmektedir. Aglik stresine maruz kalan
bakterilerin hayatta kalmalari icin zorunlu olan demiri elde
etmek (zere bu proteinlerin ifadelerini artirmasi, bu strese
karsi bir adaptasyon mekanizmasi olarak
degerlendirilmektedir (Lee ve ark., 2017). Bu farkhliklar, aghk
stresinin bakterinin protein Uretimini nasil etkiledigini
gostermektedir. Aclik stresi altinda, bakteri enerji tasarrufu
saglamak igin ATP Uretimini artirmaya, demir alimini
artirmaya ve fagositozdan kagmaya odaklanir. Bu nedenle,
bu islevlerle iliskili proteinlerin dizeylerinde artis gorilar
(Lee ve ark., 2017).

Aclik stresine maruz kalan C. pseudotuberculosis izolati
ile SDS-PAGE analizi kullanilarak yapilan bir ¢alismada, aglik
stresinin bakterinin toplam protein ekspresyonunu %30-50
oraninda azaltmis olup, bakterinin enerji tasarrufu
yapmasina yardimci oldugu belirtilmistir (Dorella ve ark.,
2006)

Sonug olarak, aglik stresine ve genel besiyerlerine maruz
kalan C. pseudotuberculosis suslarinda goriilen protein
bantlari, bakterinin hayatta kalmasini ve blylimesini
saglamaya yardimci olan gesitli islevlerle iliskilidir. Bu
calismada, strese maruz birakilan C. pseudotuberculosis
suslari arasinda protein yapilari arasinda profil farkhliklar
oldugu tespit edilmistir. Bu durum bakterinin enerji tasarrufu
saglamak icin gereksiz proteinlerin ekspresyonunu azaltmasi
olabilir. RPMI da Ureyen suslarin sergiledigi, ancak TSB’de
Ureyen suslarin sergilemedigi proteinlerin biylik bir olasilikla
50-100  kDa luk  siderefor  proteinleri  oldugu
disinidlmektedir. C. pseudotuberculosis suslarinin aghk
stresine maruz birakildiginda demir metabolizmasi ile ilgili
protein diizeylerindeki degisikliklerin, daha net bir sekilde
ortaya konmasi ic¢in, achga maruz kalan ve kalmayan
C.pseudotuberculosis suslarinin tiim hicre proteinlerinin
antijen olarak kullanildigi ve aglik stresinde arttigi distinilen
siderefor viriilans faktorlerine karsi monoklonal antikorlar
kullanilarak yapilacak immunoblot testi calismalarina ihtiyag
duyulmaktadir.

Cikar ¢catismasi

Yazarlar bu yazi icin gergek, potansiyel veya algilanan
cikar catismasi olmadigini beyan etmislerdir.

Etik izin
Bu calisma “Hayvan Deneyleri Etik Kurullarinin Calisma

Usul ve Esaslarina Dair Yonetmelik” Madde 8 (k) geregi
HADYEK iznine tabi degildir.
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Finansal destek

Bu calismada herhangi bir kurumdan destek
alinmamistir.

Benzerlik Orani

Makalenin benzerlik oraninin sisteme yiklenen raporda
belirtildigi gibi %14 oldugunu beyan ederiz.
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