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کورینه باکتریوم سودوتوبرکلوزیس
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 چکیده  
زمینه مطالعه: بیماری لنفادنیت پنیری ناشی از کورینه باکتریوم سودوتوبرکلوزیس یکی از مهم ترین بیماری های گوسفند و بز است که منجر 
به ضرر های اقتصادی دام پروران می شود. فسفولیپاز Dا)PLD( این باکتری یک اگزوتوکسین قوی است که به عنوان یک عامل حدت اصلی آن 
در نظر گرفته می شــود و احتمالاًً در انتشــار باکتری از محل عفونت به سایر قسمت های بدن میزبان مشارکت دارد. پروتئین های شوک حرارتی 
)HSPs( کاندیدا های خوبی برای تهیه واکسن ها هستند چون هم ایمنی هومورال و هم ایمنی سلولی را تحریک  می کنند. هدف: مطالعه حاضر 
باهدف تولید پروتئین های نوترکیب PLD و HSP60 کورینه باکتریوم سودوتوبرکلوزیس جهت فراهم شدن زمینه ی بررسی توان محافظت کنندگی 
و ساخت واکسن ضد این باکتری صورت گرفت. روش کار: ژن های PLD و HSP60، در پلاسمید pMAL-c2X کلون گردیدند و در اشرشیا کلی 
سویه DH5 ترانسفورمه شدند. بیان پروتئین ها با استفاده از روش SDS-PAGE بررسی شده و صحت ردیف نوکلئوتیدی محصولات کلون شده 
با تعیین توالی نوکلئوتیدی مورد تأیید قرار گرفتند. نتایج: نتایج نشــان داد که اشرشــیا کلی سویه DH5 ترانسفورمه شده به خوبی پروتئین های 
فوق را بیان می نماید. پروتئین های نوترکیب بیان شده تقریباً به طور کامل محلول بودند. نتیجه گیری نهایی: با توجه به امکان تولید پروتئین های 
نوترکیب فوق، در مطالعات بعدی می توان ایمنی زایی و محافظت کنندگی آن ها در برابر عفونت های ناشی از کورینه باکتریوم سودوتوبرکلوزیس 

را موردسنجش قرارداد.

واژه های کلیدی: کورینه باکتریوم سودوتوبرکلوزیس، فسفولیپاز D، پروتئین شوک حرارتی )HSP60(، کلونینگ

مقدمه
کورینــه باکتریــوم ســودوتوبرکلوزیس باکتری گرم مثبت، داخل ســلولی 

 Caseous( اختیاری و عامل بیمــاری مزمن و واگیردار لنفادنیــت پنیری

lymphadenitis( در گوســفند و بز اســت که موجب لاغری می شــود. 

بیماری با تورم یک طرفی یا دو طرفی عقده های لنفاوی سطحی مشخص 

می گردد و ضایعات ناشی از آن قابل سرایت به کلیه ها، ریه ها، کبد و طحال 

است. این باکتری عامل درصد فابل توجهی از آبسه های کبدی گزارش شده 

اســت )13،20(.  اگرچه میزان تلفات ناشی از این بیماری خیلی کم است، 

اما میزان ابتلای به آن زیاد اســت. بیماری انتشار جهانی داشته و علاوه بر 

گوسفند و بز، گاو، اسب و شتر، آهو و انسان را نیز درگیر می سازد )18(.

 )PLD(اD مهم تریــن عامل حدت در بیماریزایی این جرم فســفولیپاز

آن اســت که یک اگزوتوکسین پروتئینی بوده که باعث هیدرولیز باندهای 

استری اسفنگومیلین در غشاء سلولی پستانداران، افزایش نفوذپذیری عروق 

و گسترش عفونت به مکان های ثانویه می شود، اما عامل چرک زای مقاوم 

به حرارت که باعث جذب لوکوسیت ها به موضع عفونت می شود و لیپید با 

خاصیت آنتی فاگوســیتوزی موجود در جدار جرم، نیز از دیگر عوامل حدت 

این باکتری هســتند )21، 15(. به دلیل داخل ســلولی بــودن این باکتری 

آنتی بیوتیک درمانی چندان بر بهبودی تأثیرگذار نیست )16(، بنابراین تلاش 

بر پایه پیشگیری با واکسیناسیون است. واکسن های متعددی جهت مبارزه با 

لنفادنیت پنیری، شامل استفاده از سویه های غیرفعال یا تخفیف حدت یافته 

این باکتری )10(، اجزاء سلول باکتری شامل آنتی ژن های پیکری باکتری، 

آنتی ژن های مایع رویی کشــت باکتری )4( و DNA واکســن ها )7( مورد 

آزمایش قرارگرفته اند، اما تاکنون واکسن مناسب تجاری برای حفاظت مؤثر 

در مقابل لنفادنیت پنیری معرفی نشده است )21(. 

استفاده از PLD نو ترکیب با افزایش عیار آنتی بادی ضد اگزوتوکسین 

و محافظت نسبی در گوسفند همراه بوده است )17، 9، 6، 3(. پروتئین های 

شــوک حرارتی آنتی ژن های خوبی برای تهیه واکســن  هســتند چون هم 

ایمنی هومورال و هم ایمنی سلولی را تحریک  می کنند. Pinho و همکاران 

در ســال 009 2 گزارش نموده اند که ایمن ســازی موش های BALB/C با 

 HSP60 ضد IgG پروتئین شوک حرارتی نوترکیب، باعث افزایش معنی دار

می شود ولی منجر به القاء محافظت در برابر آلودگی داخل صفاقی نمی گردد 

 CTLA4 و D حاوی ژن های فسفولیپاز DNA 9(. استفاده از واکسن های(

در گوســفند، با حفاظت 56 تا 70 درصدی همراه بوده است )7(. همان گونه 

کــه مشــاهده می شــود، HSP60  و PLD این باکتری هــر یک به تنهایی 

به عنوان کاندیدی جهت واکسن به کار گرفته شده اند، اما ایمن سازی موش 

بــا این پروتئین ها منجر به القاء محافظت در برابــر آلودگی داخل صفاقی 

نشده است. با این فرض که استفاده توأم این دو پروتئین ممکن است با القاء 

مقاومت همراه باشد، این مطالعه باهدف تولید نوترکیب PLD و HSP60 این 

باکتری انجام گردید تا زمینه بومی سازی تولید نوترکیب این دو پروتئین و 
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بررســی توان محافظت کنندگی آن ها در برابر عفونت ناشی از این باکتری 

در دام ها فراهم گردد.

مواد و روش کار
ســویه های باکتری و پلاسمید مورداستفاده: به عنوان سویه باکتریایی 

از یــک جدایــه کورینه باکتریــوم ســودوتوبرکلوزیس که در آزمایشــگاه 

 PCR باکتری شناسی دانشکده  دامپزشکی اهواز از گوسفند جدا شده بود و با

حضور ژن های PLD و HSP60 در آن اثبات شده بود، استفاده شد. همچنین 

از سویه DH5 اشرشیا کلی که از موسسه پاستور ایران تهیه شده بود به عنوان 

میزبان پروکاریوتی و پلاسمید بیانی پروکاریوتی c2X pMAL- محصول 

شــرکت New England Biolabs جهــت کلونینگ و بیــان پروتئین 

استفاده شد.

آزمایش PCR: با اســتخراج توالی ژن های کد کننده ناحیه ی PLD و 

HSP60 کورینه باکتریوم ســودوتوبرکلوزیس از Gene Bank، پرایمرهای 

ایــن مطالعه بــا اســتفاده از نرم افزار Primer3 طراحی شــد )جــدول 1(. 

پرایمرهای پیشرو دارای جایگاه شکست برای آنزیم EcoR I و پرایمرهای 

معکوس دارای جایگاه شکســت برای آنزیم Sal I بودند. با استفاده از این 

پرایمرها و DNA استخراج شده از جدایه کورینه باکتریوم سودوتوبرکلوزیس، 

 2x 10( مسترمیکسmM( 12/5 µl به شرح زیر انجام گرفت: مقدار PCR

 4 µlا،R و F 10( از هرکــدام از پرایمر هایpmol( 2 µl ،)ســیناژن، ایران(

DNA واµl 4/5 آب دو بار تقطیر استریل، در حجم نهایی µl 25 مخلوط و 

تکثیر ژن های موردنظر در ترمال سایکلر )اپندورف، آلمان(، با برنامه دمایی 

oC94 بــه مدت 5 دقیقه، 30 چرخه )94oC به مدت 30 ثانیه، 60oC برای 

PLD و 50oC برای HSP60 به مدت 45 ثانیه و 72oC به مدت 2 دقیقه( و در 

 ،PCR 72 به مدت 10 دقیقه صورت گرفت. محصولات قابل انتظارoC آخر

قطعاتی به طول PLD( 924 bp( و 1609 bp )HSP60:( بودند.

 DNA و دســتیابی به قطعات PCR کلونینــگ و بیان: پــس از انجام

موردنظر، محصولات PCR و پلاســمید pMAL-c2X توسط آنزیم های 

محدودالاثــر EcoR I و Sal I هضــم و بعــد از الکتروفــورز در ژل آگاروز 

1% با کیت اســتخراج DNA از ژل )شــرکت ویوانتیــس، مالزی( خالص 

شــدند و واکنش لیگاسیون بین پلاسمیدها و محصولات PCR با استفاده 

از آنزیــم لیــگاز T4 )فرمنتاس، لیتوانی( و طبق دســتورالعمل آنزیم انجام 

 شد. محصولات لیگاســیون با روش چندمرحله ای توسط کلرید کلسیم به 

ســویه DH5 اشرشیا کلی منتقل و باکتری های ترانسفورمه شده در محیط 

LB جامد آمپی ســیلین دار کشــت گردیدند. غربالگری کلون های باکتری 

حاوی پلاســمیدهای نوترکیب با روش PCR انجام شد. پس از الکتروفورز 

و اطمینــان از صحت کلونینگ، باکتــری در محیط LB مایع دارای آمپی-

سیلین )100µg/ml( و 2% گلوکز کشت داده شد؛ با رشد باکتری و رسیدن 

 IPTG ،600، به منظور القاء بیان پروتئین nm به کدورت 0/6 در طول موج

 1 mM ایزوپروپیــل بتا دی گالاکتوپیرانوزید، ســیگما( با غلظــت نهایی(

اضافه شد و کشت باکتری در دمای o 37 تا 2 ساعت ادامه یافت. نمونه های 

تهیه شده پیش و پس از افزودن IPTG، با الکتروفورز در ژل پلی آکریل آمید 

و رنگ آمیزی ژل با رنگ آبی کوماسی، ازنظر بیان مورد ارزیابی قرار گرفتند 

)2(. با توجه به پلاســمید مورداســتفاده، انتظار می رفت، پروتئین نوترکیب 

تولیدی به شــکل فیوژن با پروتئین متصل شونده به مالتوز )MBP( تولید 

گردد. برای هریک از ژن های موردمطالعه ســه کلونی بیان کننده پروتئین 

انتخــاب و پلاســمیدهای نوترکیــب آن ها به منظور تعییــن توالی با کیت 

استخراج پلاسمید )شرکت ویوانتیس، مالزی( استخراج و از طریق شرکت 

تکاپوزیست به شرکت Bioneer، کره جنوبی ارسال شدند.

خالص ســازی پروتئین: جهت خالص سازی پروتئین های نوترکیب از 

ســتون کروماتوگرافی رزین - آمیلوز و براساس دستورالعمل شرکت تولید 

کننده ی pMAL-c2X استفاده شد. به طور خلاصه، کلون های باکتریایی 

موردنظر در حجم موردنیاز کشت گردید و پس از رسیدن کدورت محیط ها 

به حد مناسب، IPTG اضافه شد و دو ساعت بعد سانتریفوژ گردید. به رسوب 

 3 ، -20 oC باکتریایی بافر ســتون افزوده  شد. این سوسپانســیون در دمای

 PMSF و DDT ،100-X مرتبه منجمد و ذوب شد و به آن لیزوزیم، تریتون

اضافه شد. سوسپانســیون فوق، سونیکه )10 چرخه 80 واتی به فاصله 20 

ثانیه( و سپس سانتریفوژ گردید. مایع رویی با بافر ستون رقیق و به آرامی به 

ســتون رزین - آمیلوز شسته شده با بافر ستون منتقل گردید. ستون با بافر 

ســتون شستشو شد و آزادســازی پروتئین های متصل شده به رزین با بافر 

حاوی مالتوز انجام شــد. درنهایت، اقدام به جمع آوری مایع خروجی گردید. 

جهت تأیید استخراج پروتئین های نوترکیب، نمونه های جمع آوری شده مورد 

SDS-PAGE قرار گرفتند )2(. 

ارزیابی فعالیت PLD نوترکیب: با توجه به این که PLD مانع از همولیز 

ناقص استافیلوکوکوس آرئوس می شود )5(، این فعالیت در PLD نوترکیب 

و PLD طبیعی )مایع روی کشت شبانه کورینه باکتریوم سودوتوبکلوزیس در 

جدول 1. توالی الیگونوکلئوتیدی پرایمرهای مورداستفاده جهت تکثیر اختصاصی ژن های PLD وHSP کورینه  باکتریوم سودوتوبرکلوزیس.

HSP60فسفولیپاز Dپرایمر

TCGGAATTCATGGCAAAGCTGATTG-'5-3'مستقیم
                                                                EcoR I

3-GCTGGAATTCATGAGGGAGAAAGTTGTTTT-'5
                                                          EcoR I

GCCTGTCGACTTAGTGGTGGTGATGGTG-'5-3'معکوس
                                                             Sal I

'3-GCCTGTCGACTCACCACGGGTTATCCGMTA-'5
                                                             Sal I
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محیط BHI براث( و توکسوئید PLD نوترکیب )PLD نوترکیب مجاورشده 

با فرمالین و سپس دیالیز شده( مطابق روش Songer و همکاران در سال 

1990 به طور خلاصه به شرح زیر انجام شد:

در محیط آگار خون گوســفند گوده هایی به قطر mm 4 ایجاد شــد و 

در هر گوده، PLD ،20 µl نوترکیب یا طبیعی و توکسوئید PLD نوترکیب 

ریخته شــده و پلیت یک شــب در دمای 37oC گرم خانه گذاری شد. روز بعد  

ml  2 از مایع روی کشــت شبانه استافیلوکوکوس آرئوس روی سطح پلیت 

ریخته شــد و پس از 4 ســاعت گرم خانه گذاری در 37oC و یک ساعت در 

4oC پلیت ازنظر بروز یا عدم بروز همولیز در اطراف گوده ها بررسی شد )19(.

نتایج
الکتروفورز محصولات انجام  شده بر روی DNA باکتری استخراج شده 

نشــان داد کهPCR با موفقیت منجر به ساخت قطعات DNA مورد انتظار 

با طول bp 924 و bp 1609 شــده اســت )تصویــر 1(. ظهور کلونی های 

قابل تکثیر بر روی محیط جامد LB آمپی ســیلین دار پس از هضم و اتصال 

محصولات PCR به پلاســمید pMAL-c2X و سپس ترانسفورماسیون 

محصولات اتصال در اشرشــیا کلی، نشان دهنده ورود موفق پلاسمیدهای 

حاوی ژن مقاومت به آمپی ســیلین در باکتری ها بود. PAGE SDS- انجام 

شــده بــر روی کلون های حاوی پلاســمید  های نوترکیب مــورد القاء بیان 

پروتئین قرار گرفته دال بر بیان مناسب پروتئین های فوق در سویه  های فوق 

بود. همان گونه که در تصویر 2 مشخص شــده است، باکتری DH5 حاوی 

پلاســمید pMAL-c2X-HSP پس از افزودن IPTG در مقایســه بازمان 

پیش از افزودن IPTG، حاوی پروتئینی جدید در محدوده kDa 100 بود که 

 59  kDa با وزن مولکولی قابل انتظار برای پروتئین بیانی )با احتساب وزن

تا kDa 60 برای HSP60 و kDa  42 برای پروتئین MBP کد شــده توسط 

  pMAL-c2X-PLD پلاسمید( هم خوانی داشت.  باکتری حاوی پلاسمید

نیز در حضور IPTG پروتئینی با وزن حدود kDa  76 را تولید نمود که با وزن 

ملکولی قابل انتظار برای PLD نوترکیب )با احتســاب وزن kDa  34 برای 

PLD و kDa  42 برای پروتئین MBP کد شده توسط پلاسمید( هم خوانی 

داشت.  تعیین توالی و آنالیز بلاست نشان داد که توالی قطعه های تکثیرشده  

با ژن های PLD و HSP60 تطابق دارند. 

انجــام  SDS-PAGE بــر روی محلول هــای جمــع آوری شــده، از 

ســتون آمیلوز حاکــی از تخلیص پروتئین های PLD و HSP60  با ســتون 

کروماتوگرافی بود. حضور باندهای پروتئینی قوی تر در برخی فراکشن های 

اولیه دیده شد )تصویر های3،4(.

 PLD نوترکیب و طبیعی برخلاف توکسوئید PLD نوترکیب توانستند 

از ایجاد همولیز ناقص استافیلوکوکوس آرئوس ممانعت نمایند )تصویر 5( 

که نشان دهنده فعالیت طبیعی PLD نوترکیب تهیه شده بود.

تولید پروتئین های PLD و HSP کورینه باکتریوم سودوتوبرکلوزیس

تصویــر 1. الکتروفورز محصول هــای PCR ژن های PLD و HSP60 کورینه باکتریوم 
ســودوتوبرکلوزیس )ســتون 1: محصول PCR ژن HSP60 )با طول bp1609(، ستون 2 

.)923 bp با طول حدود PLD ژن PCR 100 و ستون 3 حاوی محصول bp مارکر

 DH۵ مایــع رویــی حاصــل از لیز کلون های اشرشــیاکلی SDS- PAGE .2 تصویــر
ترانســفورمه شــده بــا ژن هــایPLD و HSP60 کورینه باکتریوم ســودوتوبرکلوزیس 
 PLD ســتون 1: مارکر وزن مولکولی، ســتون های  2 و 4: به ترتیب کلون های واجد(
 PLD ستون های 3 و ۵: به ترتیب کلون های واجد ،IPTG قبل از افزودن HSP60 و

و HSP60 بعد از افزودن IPTG؛ پیکان ها باندهای القاء شده را نشان می دهند(.

تصویــر SDS- PAGE .3 پروتئیــن  نوترکیب HSP60 پس از خالص ســازی با رزین 
آمیلوز )ســتون 1: شــاخص وزن مولکولی، ستون های 2 تا 6 فراکشن های جمع آوری 

شده از ستون(. 
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بحث
 باوجود واکســن های تجاری Biodectin و Glan vac استرالیایی، 

Caseous D-T و Case Bac تولیدی ایالات متحده و Linfo vac برزیلی 

لنفادنیت پنیری همچنان شایع است و نیاز به معرفی واکسن های جدیدی 

است که در گوسفند و بز با محافظت بالایی همراه باشد )3(. در مطالعه  حاضر 

که قدمی درراه رسیدن به واکسن مناسب برای مبارزه با عفونت های ناشی 

از کورینه باکتریوم ســودوتوبرکلوزیس به خصوص لنفادنیت پنیری اســت، 

ژن های PLD و HSP60 درون وکتور بیانی پروکاریوتی pMal-c2X کلون 

شد و پلاسمید نوترکیب به درون سویه DH5 اشرشیا کلی، منتقل گردید که 

القاء بیان با IPTG دال بر بیان خوب پروتئین های فوق در این کلون ها بود.

 تاکنــون در چندین مطالعه دیگر نیــز اقدام به کلونینگ ژن های فوق 

شده است که در هیچ یک از پلاسمید به کاررفته در مطالعه حاضر استفاده 

نشــده اســت. Hodgson و همکاران در ســال 1990 برای کلون نمودن 

 DH5 و جهت بیان آن از سویه pUC118 و pUC12 از پلاســمید PLD

اشرشیا کلی استفاده نموده اند )Songer )14 و همکاران نیز در سال 1990 

اقدام به کلون ژن مذکور در پلاســمید pUC19  نموده و پلاسمید فوق را 

در کلی باسیل سویه DH5 بیان نموده اند )Pinho .)19 و همکاران در سال 

2009 و Costa و همــکاران در ســال 2011 برای کلون نمودن HSP60 از 

پلاســمید pProEx-Hta و جهت بیان آن از ســویه Top10 اشرشیا کلی 

استفاده نموده اند )9، 8(. پلاسمید pMal-c2X استفاده شده در این تحقیق 

دارای پروموتور قویی اســت که موجب بیان بیشــتر پروتئین در مقایسه با 

بســیاری از پلاســمیدهای بیانی پروکاریوتی می گردد )1(. همچنین یکی 

از معایــب بیان پروتئین های هترولوگ در E. coli تولید اشــکال نامحلول 

پروتئین بیانی به شکل گنجیدگی است که نسبتاً به فراوانی روی می دهد اما 

استفاده از پلاسمید pMALc2x  تا حد بسیار زیاد موجب رفع این مشکل 

می شود زیرا MBP کد شده توسط این پلاسمید به عنوان یکی از مؤثرترین 

عوامل محلول کننده پروتئین های باقابلیت تشــکیل گنجیدگی محسوب 

 HSP می شــود )12، 11(. در این رابطه می توان به نامحلول بودن پروتئین

بیان شده توسط پلاسمید pTOPO استفاده شده توسط Pinho و همکاران 

در ســال 2009 اشــاره نمود )9( درصورتی که در مطالعه حاضر با استفاده از 

پلاســمید فوق HSP به شــکل محلول تولید گردید )اطلاعات نشان داده 

نشده اســت(. مزیت دیگر استفاده از پلاسمید pMALc2x  این است که 

MBP ضمن کمک به بیان پروتئین های هترولوگ به شکل محلول، امکان 

خالص سازی پروتئین بیانی را نیز با استفاده از رزین آمیلوز به نحو مطلوب 

میسر می سازد. درزمینه کلون ژن های PLD و HSP60 چه در سیستم-های 

پروکاریوتی و چه در سیستم های یوکاریوتی تاکنون هیچ مطالعه ای در ایران 

انجام نشده است و به نظر می رسد، مطالعه حاضر اولین تحقیق درزمینه ی 

بومی ســازی تولید پروتئین های نوترکیب فوق  باشــد. درمجموع مطالعه ی 

حاضر توانســت به خوبی فسفولیپاز D و HSP60 را در پلاسمید پروکاریوتی 

pMal-c2X کلون نموده و در ســطح بالایی در اشرشــیا کلی بیان کند. با 

توجه به بیان مناســب این پروتئین های نوترکیب می توان آن را با  ســتون 

زین-آمیلوز اســتخراج و خالص ســازی نمود و جهت انجــام مطالعات آتی 

تصویر 4. الکتروفورز پروتئین های حاصل از کلون های اشرشیا کلی DH۵ حاوی ژن PLD در ژل پلی اکریل آمید پس از خالص سازی با رزین آمیلوز )ستون 1: مارکر، ستون های 
2 تا 11 فراکشن های اولیه جمع آوری شده از ستون(. 

تصویر ۵. جلوگیری از همولیز استافیلوکوکوس آرئوس توسط فسفولیپاز D: اطراف 
گوده های شــماره 4 و ۵ که حاوی  فســفولیپاز D هســتند، را ناحیه ای از گلبول های 

لیز نشده احاطه کرده است.      



125

پیرامون تولید واکسن بکار برد.

تشکر و قدردانی
نویســندگان وظیفه می دانند از دانشگاه شــهید چمران اهواز به سبب 

تأمین هزینه این پایان نامه تشکر نمایند.

تولید پروتئین های PLD و HSP کورینه باکتریوم سودوتوبرکلوزیس
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Abstract:
BACKGROUND: Caseous lymphadenitis, caused by Corynebacterium pseudotuberculo-

sis, is one of the most important diseases of sheep and goats, causing considerable losses 
for herd owners. Phospholipase D (PLD) is a potent exotoxin produced by C. pseudotuber-
culosis and it has been considered as the major virulence factor for this bacterium, possibly 
contributing to the spread of the bacteria from the initial site of infection to secondary sites 
within the host. Heat shock proteins (HSPs) are important candidates for the development 
of vaccines because they are usually able to promote both humoral and cellular immune re-
sponses in mammals. OBJECTIVES: The aim of this study was the cloning and expression 
of the PLD and HSP60 genes of C. pseudotuberculosis, used subsequently to evaluate the 
protectivity of these recombinant proteins for vaccine development against this bacterium. 
METHODS: PLD and HSP60 genes were cloned into pMAL-c2X vector and recombinant 
plasmids construct was transformed to DH5 strain of E. coli. Expression of the proteins 
was shown by SDS-PAGE and accuracy of the cloned genes was confirmed by nucleo-
tide sequence analysis. RESULTS: The transformed E. coli strain DH5 expressed PLD and 
HSP60 proteins effectively. The expressed fusion protein was found almost entirely in the 
soluble form. CONCLUSIONS: In the following studies the immunogenicity and protectiv-
ity of these recombinant proteins against C. pseudotuberculosis infections can be assessed.

Keyword: Corynebacterium pseudotuberculosis, phospholipase D, pheat-shock protein, cloning
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Sequences of oligonucleotide primers used for the specific amplification of PLD and HSP60 genes of C.pseudotuberculosis.

Figure 1. Agarose gel electrophoresis of the PCR products obtained from PLD and HSP60 genes of C. pseudotuberculosis (Lane 1: 
923bp PCR product of PLD gene; Lane 2:  100 bp and Lane 3: 1609bp PCR product of HSP60 gene).
Figure 2. SDS- PAGE profile of DH5 strain of E. coli lysate transformed with the PLD or HSP60 genes of C. pseudotuberculosis 
(lane 1: Molecular weight marker;   Lanes 2 and 4: Supernatant of the PLD and HSP60 cloned before IPTG induction; Lanes 3 and 
5: Supernatant of the IPTG induced cloned; Arrows indicates induced bands).
Figure 3. SDS- PAGE profile of recombinant HSP60 protein after purification with amylose resin (lane 1: Molecular weight marker;   
Lanes 2 through 6 different collected fractions).
Figure 4. SDS- PAGE profile of recombinant PLD protein after purification with amylose resin (lane 1: Molecular weight marker;   
Lanes 2 through 6 different collected fractions).
Figure 5. Staphylococcus aureus hemolysis-inhibiting activity of phospholipase D: Wells number 4 and 5 which contain recombi-
nant PLD were surrounded by a zone of unlysed erythrocytes.


