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The analysis of protein structure of cyst hydatid protoscolices from sheep and
the determination of specific antigens

Ozet: Bu ¢alismada SDS-PAGE+Western blot kombinasyonu kullanilarak,
koyun karaciger kist hidatik protoskolekslerinin protein bantlart ortaya ¢ikarimuy,
daha sonra da koyunlar igin spesifik kist hidatik protein bantlart belirlenmigstir.

Bu amag icin 20 pozitif koyun serumu, 10 negatif koyun serumu, I non-enfekte

koyun serumu kullanimigtir.

Calisma sonuglarina gore; koyunlarda kist hidatik hastaligu i¢in spestfik pro-
tein bantlarinin 68,24 ve 8 kDa oldugu belirlenmigtir.
Anahtar kelimeler: Kist hidatik, koyun, protoskoleks, SDS-PAGE, Western

blot.

Summary: In this study, protein bands of hydatic protoscolices of sheep liver
were determined by using SDS-PAGE+Western blot, and this was followed by de-
termining the specific cyst hydatic protein bands for sheep.

For diagnosis purpose, 20 positive, 10 negative and | non-infected sheep

sera were used in this experiment.

According to our results, specific protein band for cyst hydatic disease in

sheep was determined as 68,24 and 8 kDa.

Key words: Hydatid cyst, protoscolex, SDS-PAGE, sheep, Western blot.

Giris

Echinococcus  granulosus'un  olgunian
basta kopekler olmak tizere kurt, gakal gibi ge-
sitli karnivorlarin incc bagirsaklarinda, larvasi
olan kist hidatik isc koyun, ke¢i, sigir, domuz,
geyik gibi birgok cvcil ve yabani memclinin,
ayrica insanlarin daha ¢ok karaciger olmak
tizere ¢esitli  organ ve dokularinda bu-
Iunmaktadir (9,17).

Hidatidosis, diinyada o6zellikle az ge-
lismis ve gelismekte olan lilkelerde go-
riilmektedir (9). Tiirkiyc’de de yaygin olarak
goriilen bu hastahik gerck saglik, gerckse eko-
nomik agidan sorun olusturmaktadir (3,9).

Hayvanlarda ekonomik ve pratik olmamasi
nedeniyle hidatidosisin tcshisine bagvurulma-
maktadir. Insanlarda isc hastahifin tamsinda
klinik  semptomlardan, Radyografi, Ult-
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rasonografi ve ayrica Immundiffuzyon, IHAT,
CIEP, DD, IFAT, ELISA gibi ¢esitli serolojik
yontemlerden  yararlaniimaktadir. Bunlardan
ozellikle Radyografi ve Ultrasonografi yon-
temleri ile iyi sonuglar alinmaktadir. Ancak
doku i¢indc olan ve 6zellikle yeni olugmakta
olan kistlerin bu tekniklerle teshisinde zorluklar
yasanmaktadir. Diger taraftan bagta Taenia sp.
ve Hymenolepis nana olmak iizerc gesitli ces-
tod enfeksiyonlar ile ¢apraz reaksiyonlar ver-
diginden IHAT, CIEP, DD, IFAT, ELISA gibi
serolojik yontemlerin de hastaligin teshisinde
fazla giivenilirligi bulunmamaktadir (1,10,
11,16,18).

Tiirkiye'de insanlarda hidatidosisin se-
rolojik yontemlerle teshisi konusunda simrh sa-
yida da olsa ¢aligmalar (8,13,27,28) yapilmustr.
Hayvanlarda isc bu konuda yapilmig scrolojik
¢ahisma sayisi ¢ok daha simirhdir (2,25).

Scnlik (25), yapu@ ¢aligmada, koyunlarda
hidatik  kistlerin  teshisinde IFATin sen-
sivitesini %78.95, spesifitesini de %77.03 ola-
rak tespit cttigini ve IFAT 1n IHAT a gore daha
giivenilir test oldugunu bildirmistir. Ancak
Cysticercus tenuicollis ve Moniezia sp.’li
koyun serumlaninda her iki test ile de ¢apraz re-
aksiyonlar goriildiigiinit kaydetmigtir (25). Hi-
datidosisli koyunlar tizerinde CIEP ve DD tck-
niklerinin kullanildig1 bir ¢aligmada (2), kist
lokalizasyon yerlerinin clde edilen sonuglan
onemli olgiide etkileyebileccgi belirtilmistir.

Son yillarda immunodiagnoz alanina hizla
giren sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gcl electrophoresis (SDS-PAGE)+Western blot
yontemleri, enfeksiyon etkenlerinin protein ya-
pisindaki spesifik antijenlerini ortaya ¢ikararak,
indirekt tam yontemlerinin degerini diigliren
capraz reaksiyon gibi olumsuzluklan ortadan
kaldirmigtir (22). SDS-PAGE tekniginde pro-
teinler anyonik decterjan olan SDS ile re-
aksiyona girerek ncgatif yikli kompleksler
olustururlar. Protein tarafindan baglanan SDS
miktar1 ve dolayisiyla kompleks iizerindeki
yiik, protein biiytikligi ile orantilidir. Her-
nekadar istisnalar varsa da genellikle 1.4 gr.
SDS 1 gr. proteine baglanir. Proteinler ge-
ncllikle SDS ye baglanarak denatiirc olur ve ¢o-
ziiniirliik  kazanarak sckillerini  degistirirler.
Boylece, proteinler asidik yada bazik negatif
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yiiklenmis kompleksler olarak temeldce yik-
lerindeki ve biiyiikliiklerindeki farklihga da-
yanarak polyacrylamide jclin kalbura benzer
matriksinde clektroforez ile separasyona tabi tu-
tulurlar (1).

Oncelikle viral ve bakteriyel hastabklarin
tanisinda dogrulama testi olarak kullanilmaya
baglanilan ve teorik olarak kusursuz ézelliklerc
sahip olan SDS-PAGE+Western blot tekniginin
parazitolojide kullanimi oldukga yenidir (1,26).
Diger bir¢ok uygulamada da goriildiigii gibi bu
test de standardize edilmeye muhtagtir (26). Ni-
teckim SDS-PAGE de proteinlerin  frak-
siyonunda ayni antijenle ¢aligitimasina ragmen
farkh sonuglarin alindig1 rapor edilmigtir (13).
Bu farkhihklarin antijenin ekstraksiyonunda
kullanilan metodotlarin farkli olmasindan, ay-
rica ¢aligmanin ¢esitli asamalarinda kullanilan
aletlerden ve 6zellikle protein kesici ve jel po-
limerizasyonunda kullantlan kimyasal mad-
delerin kalite ve kantite degisikliklerinden kay-
naklanabilecegi belirtilmcktedir (13).

Bu teknigin insanlarda paraziter has-
taliklarin tamisinda da son derece hassas ve spe-
sifik sonuglar verdigi bildirilmektedir (23,26).
Hidatidosisli insanlar iizerinde yapilan c¢a-
ligmalarda (6,7,12) immiinoblotting testinin
capraz reaksiyon riskini ¢nemli oranda azalt-
ugi, erken teshis i¢in ¢ok oncmli bir basamak
teskil ettigi kaydcdilmektedir.

Kanwar ve ark. (12), koyun, kegi, domuz
ve insandan aldiklann hidatik kist sivilarinda
molekiil agirhiklart 8-116 kDa arasinda degisen
en az 15 protein fraksiyonu saptadiklarmi, hi-
datidosisli hastalarda koyun hidatik kist sivi
fraksiyonlarinda bunlardan 12 sine karg1 antikor
yanitin geligtigini kaydetmislerdir. Arasuricilar
(12), 16,24,38,45 ve 58 kDa’luk bantlara karsi
hidatidosisli insan serumunda antikor yanitin
goriildiigiinii, fakat bu bantlarin diger bazi pa-
raziter enfcksiyonlu insan serumlanyla da c¢ap-
raz reaksiyonlar verdigini, bununla beraber 8 ve
116 kDa iki antijenik fraksiyona karsi hi-
datidosisli insan serumlarinda spesifik antikor
yamitin bulundugunu bildirmektedir. Maddison
ve ark. (15), bu bantlardan 8 kDa’nun daha spe-
sifik oldugunu belirtmiglerdir. Bunun yaninda
12,16,20,37,38,48 kDa bantlara karst hi-
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datidosisli hastalarda olusan antikor yanitin spe-
sifik oldugunu bildiren arastincitar da bu-
lunmaktadir (5,6,7,14,19,21).

SDS-PAGE+Western blot kombinasyonu
kullanarak, kist hidatik sivisi antijeni ile 30 po-
ziuf, 20 negatif koyun serumu ve 10 pozitif, 10
negatif insan scrumunun bakisim1 yapan Burgu
ve ark. (4), koyunlarda kist hidatik hastalig: icin
spesifik protein bantinin 116 kDa, insan kist hi-
datik hastaligy i¢in de 68 ve 8 kDa oldugunu
bildirmiglerdir.

Echinococcus  granulosus yumurta on-
kosferlerinden SDS-PAGE ile elde ettikleri 23
ve 25 kDa’luk proteinlcri dencysel olarak ko-
yunlara vercn Heath ve Lawrence (10), koyun
serumlarinda bu protcinlere karst spesifik an-
tikorlarin  gelistigini ve bu antikorlarin on-
kosferi eritici Ozellige sahip oldugunu be-
lirlemislerdir.

Insan, koyun ve sigir kokenli hidatik kist
sivilarindaki proteinlerin SDS-PAGE ile ana-
lizlerinde 8-120 kDa arasinda degisen 20 kadar
bant bulan Ké&ksal ve ark. (13), prcoperatif
hasta serumlarinda hem insan, hem de s181r k&-
kenli kist hidatik sivilarinda 116,98,68,57 ve 45
kDa’luk en az 5 banta karsi antikor yamitin
olustugunu tespit etmislerdir.

Tiirkiye’de yapilan bir diger c¢aligmada
(24), kist hidatigin protoskoleks, kist sivis1 ve
¢imlenme zart kullanilarak, bunlara iliskin an-
ijenik profilleri Western blot ile ortaya ¢i-
karilmis ve 8,20,45,57.68 kDa’luk antijcnik de-
terminantlarin, cerrahi olarak hastaligi
dogrulanmus kan serumu antikorlan ilc ta-
nindigy bildirilmistir. Ayrnca sigir ve koyun ko-
kenh kist sivilanindan da benzer sonuglar alin-
dig: kaydedilmistir (24).

Hidatidosisli insanlar lizerinde yapilan ¢a-
lismalarda (6,7,12,14), immunblot tekniginin
iyi bir konfirmasyon testi oldugu, fakat spesifik
bantlanin  belirlenmesi amaciyla baska ca-
ligmalarin yapilmasi gercktigi vurgulanmigtir.

Bu calisma ile insan saglifini ciddi tehlike
icinde birakan ve hayvansal iirlin kaybina
neden olan hidatidosisin varligini ortaya koy-
mada, son yillarda uygulanmaya baslanan SDS-

PAGE+Western blot  kombinasyonu  kul-
lanmilarak hidatik kist protoskoleks antijenindcki
protcin  bantlarindan spesifik  olanlar1  be-
lirlemek amacglanmistir. Bu ¢alisma sonuglarina
gore yapilacak daha sonraki caligmalarla spe-
sifik oldugu belirlenen bu bantlarin pii-
rifikasyonu ile hidatidosisin crken donemde tey-
hisini saglayacak kitlerin Tiirkiye'de
tirctilcbilmesi miimkiin olacaktr.

Materyal ve Metot

Calisgma materyali i¢in Kazan Belediyesi
Mezbahasina gidilerek, kesimi yapilan ko-
yunlann kanlan tiiplere alinmug, daha sonra bu
hayvanlann kesimleri takip edilerek kist hi-
datikli olanlar ve olmayanlar belirlencrck se-
rumlan aynlmistir. Aynica, pozitif ve negatif
kontrol olarak serumlann aynlan koyunlarin
disk1 ve organlan Fasciola sp., Dicrocoelium
dentriticum,  Paramphistomum  sp., Tric-
hostrongyliduae sp., Cysticercus tenuicollis gibi
diger helmint tiirleri bakimindan da incclenerek
hayvanlarin bu hastaliklar yoniinden pozitif
veya negatif olduklan belirlcnmistir.  Bu se-
rumlarin  yaninda ncgatif scrumlann dog-
rulamasinin yapilmasi amact ilc piyasada hazir
satilan non-enfekte koyun serumu (Sigma S-
3772) temin edilmigtir.

Calismada kullanilan antijen asagidaki pro-
sediire gore hazirlanmigtir.

Koyun karacigerinden toplanan kist hidatik
stvist 10000xg de 30 dakika santrifiij cdilerek
protoskoleksler ¢oktiiriilmiistiir. Santrifiij son-
ras1 dibe ¢oken protoskoleksler %10 SDS ile 30
dakika sallayicida birakilarak pargalanmig ve
elde edilen s1vi 0.45um lik membran filtreden
gecirilmistir.  Filtreden gegirilen soliisyon di-
yaliz torbasina konularak 36 saat distile suya
kars1 +4°C da diyaliz cdilmistir. Boylece hazir

hale gelen antijen -20°C da saklanmistr.

Calismada uygun antijen miktanin1 be-
lirlemeck igin hazirlanan jele (%12°lik  se-
parcting+%35°lik staking) 10,20,30,40,50u] an-
tijen yiiklencrck boyamalarn yapilmis ve en iyi
bantlarin 40ul’de oldugu belirlenerek caligmaya
bu miktar ilc devam edilmistir. Protein bant-
larinin molekiil agirhiklarinin belirlenmesinde 2 E
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ayr protein standardi kullamilmustir. Bu stan-
dartlar; molekiil agirligt 36-205 kDa arasinda
olan High Range standart ile (Sigma M-3788),
ilc molekiil agirh@ 3.5-29 kDa arasinda de-
gisen, Low Range standart (Owl Unstained
Standarts Kit ER-111-L) olmustur.

Caliymada kullanilan  solusyonlarin ha-
zirlanmasi ile Elcktroforez ve Western blot pro-
sediirleri Sambrook ve ark. (20)‘a gorc ya-
pilmistr.

Spesifik protein bantlarmin  belirlenmesi
amactyla, separating+staking jel kombinasyonu
ile protoskolckslerden  hazrlanan  antijenin
SDS-PAGE yontemi ile elcktroforezi yapilmug
ve proteinlerin molekiil agirliklarina gore ay-
rilmalan saglanmuigtur. Proteinlerin bulundugu
jel elektroforezden alinarak (Proteinlerin nit-
roselliiloz membrana aktanlip Western blot
yonteminin uygulanabilmesi igin) transfer blot
aygitina aktanilmistr. 13-25V ve 3mA/cm? he-
sabi ile ayarlanan giic kaynag ile 40-45 da-
kikada transfer islemi tamamlanmigtr. Birinci
~ siraya protein standart yiiklenerek elektroforezi
yapilan Polyacrilamide jel nitroselluloz memb-
rana aktanildikdan sonra Ponceau S ile bo-
yanarak standart protcinlerin molekiil agirliklar
membran iizerinde belirlenmistir. Nitrosclliiloz
membran daha sonra, Anti-shcep 1gG Pe-
roxidase Conjugate (Sigma A-3415) vc subs-
tratla (OPD Peroxidase Substrate Sigma P-
8287) karsilagtinlarak sonuglar okunmustur.
Calismada kullamlan antijenin protein yapist
SDS-PAGE yontcmi ile separe edildikten
sonra, jel Silver Stain Teknigi ilc boyanip pro-
tcin bantlan standartla karsilastirilarak, molekiil
agirliklan belirlenip, fotograflan ¢ckilmistir.

Bulgular

Calismada SDS-PAGE  yontemi ile bi-
yiikliikleri 116-3.5 arasinda degisen 34 protein
bant belirlenmistir (Sekil 1).

Islenen 20 pozitif koyun secrumunda nit-
roselliiloz membranda 68,58,48,38,24 vc 8 kDa
olmak iizere cn fazla 6 bant goriilmiistiir (Sekil
2).

Islecnen 10 ncgatif koyun scrumunda en
fazla 4, en az 3 bant gorilmiistir (Sekil 3).
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Bunlardan 58,48,38 kDa luk bantlar tiim ncgatif
serumlarda goriiliirken, 68 kDa'luk protein
banti 2 negatif serumda belirlenmistir (Tablo

2).

Non-enfckte koyun scrumunun Western
blot islemi sonucunda ise nitroselliiloz memb-
randa 58,48 ve 38 kDa molckiil agirliklarinda 3
banta rastlanmgtir.

Pozitif kontrol olarak aynlan 20 koyunun
karkas ve organ muayenesinde, 15’inde hem
karaciger, hem de akcigerlerde kist hidatigc
rastlamrken, 5’inde sadece karacigerde kist hi-
datik goriilmiigtiir. Aynica yapilan karkas ve
organ muayencsinde 4 koyunda Cysticercus te-
nuicollis tespit edilmistir.
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Sekil 1. Koyun kist sivist antijenindeki proteinlerin
SDS-PAGE yontemi ile separasyonu sonucu elde edilen
protein bantlari. (h:high range protein standart.
l:low range protein standart, azantijen 10pl, biantijen
20ul, c:antijen 30ul, d:antijen 40ul. c:antijen 50ul)
Figurc 1. Protein bands scparated by SDS-PAGE in cyst
hydatid protoscolices of sheep. (h:high range protein
standart, l:low range protein standart,
azantigen 10pl, b:antigen 20pl, c:antigen 30ul.
d:antigen 40pl, e:antigen 50ul)
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Pozitif ve negatif kontrol olarak aynlan ko-
yunlarin diski muayeneleri scdimentasyon ve
flotasyon yontemleri ile yapilmustir. Bu mu-
ayene sonuglarina gore pozitif kontrol olarak
ayrilan 20 koyunun 16’sinda Trichostronglidae
sp., 3 koyunda Dicrocelium dendriticum, 2 ko-
yunda Paramphistomum sp. ve 1 koyunda Fas-
ciola sp. yamurtasina rastlanmgtir (Tablo 1).

Negalif kontrol olarak aynlan 10 koyun
diskisinin muayenesi sonucunda ise, 7 koyunda
Trichostrongvlidae sp., 2 koyunda Fasciola sp.,
| koyunda Paramphistomum sp., 1 koyunda
Trichuris sp. ve 1 koyunda Dicrocelium dend-
riticum yumurtasina rastlanmistir (Tablo 2).

Negatif kontrol olarak ayrlan koyunlarin
karkas ve organ muayenelerinde ise, 1 koyunda
Cysticercus tenuicollis'e rastlanmgtir.

Bu calismaya gore, koyunda kist hidatik
hastaligi i¢in spesifik oldugu kabul cdilen 68

kDa

Sekil 2. Western blot yontemi ile pozitif koyun se-
rumunlarinda goriilen bantlar.
Figure 2. Bands detected by Western blot in positive sheep
sera.

kDa’luk bant, mezbaha muaycnelerine gore kist
hidatik bakimindan negatif olan 2 koyun se-
rumunda da goriilmiistiir. Bu bantin goriildiigu
koyunlarnin diski muayencsinde; koyunlardan
birisin de¢ Trichostrongylidue sp. ve Pua-
ramphistomum sp.’ye, digerinde isc Tric-
hostrongylidae sp. ve Fasciola sp.’ye rast-
lanmigtir (Tablo 2).

Elde cdilen bulgulara gére, koyun ka-
raciger kist protoskolekslerinin antijen olarak
kullamldign Western blot yonteminde, Ko-
yunlarda kist hidatik hastaliginin tanisinda, spe-
sifik bantlarin 68,24 ve 8 kDa oldugu sonucuna
vanlmistir. Bu sonuca, hidatidosisli koyun se-
rumlan ile, negatif kontrol ve non-enfektc
koyun serumlarinin nitrosellilloz membranda
vermis olduklar1 bantlarin kargilagtinlmast ilc
vanlmigtir. Nitekim, 68,58,38,24 ve 8 kDa'luk
protein bantlarinin 20 pozitif koyun scrumunun
hepsinde goriilmesi (Sekil 2), 24 ve 8 kDa’luk
protein bantlarmin 10 negatif koyun se-

kDa

Sekil 3. Western blot yontemi ilc negatif koyun se-
rumlarinda goriilen bantfar
Figure 3. Bands detected by Western blot in negative
sheep sera.
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rumundan higbirisinde goriilmemesi (Sekil 3),
68 kDa’luk protein bantimin ise yanhzca 2 ne-
gatif koyun serumunda goriilmesi ve piyasadan
hazir satin alinan non-enfckte koyun scrumunda
bu bantlardan 68,24 ve 8 kDa olanlarina rast-
lanmamas spesifik protein bantlaninin 68,24 ve
8 kDa oldugu sonucunu desteklemistir. Ancak,
68 kDa’luk bant 10 negatif kontrol kan se-
rumundan ikisinde de goriilmiistiir. Bu sonug,
kanin alindig1 koyunda mezbaha kontrollerinde
g6zden kagmug ¢ok kiigiik ¢aph kistin varhgin
akla getirdigi gibi, 68 kDa’luk proteinin %100
spesifik olmayip kros reaksiyon vermesine de
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ilgili olabilir. Ciinkii, non-enfekte koyun se-
rumunda 68 kDa’luk bant goriilmemiy ve bu
bantin goriildiigii negatif hayvanlarda ise 7ric-
hostrongylidae sp., Paramphistomum sp. ve
Fasciola sp.’ye rastlanmustir.

Tartisma ve Sonug

Son yillarda immunodiagnoz alanina hizla
giren sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE)+Western blot
yontemleri, baz1 paraziter hastaliklarn tes-
hisindc de denenmeye baglanmigtir (1).

Tublo 1. Kist hidatik ile enfekte koyun scrumlarinda Western blot teknii ile saptanan protein bantlar.
Table 1. Protein bands detected by using Western blot in the sera of sheep with hydatidoss.

Enfekte Kist lokalizasyon Diger helmint Nitrosellilloz membranda goriilen bantlar (kDa)
Hayvan no Yeri Enfcksiyonlan 68 58 48 38 24 8
1 Karaciger,Akciger Tre. + + + + + +
2 Karaciger.Akciger Trc. + + + + + +
3 Karaciger,Akciger Trc.Dic + + + + + +
4 Karaciger,Akciger + + + + + +
5 Karaciger,Akciger Tre.,Paramph. + + + + + +
6 Karaciger, Akciger Tre.,Cyst. + + + + + +
7 Karaciger,Akciger Trc. + + + + + +
8 Karaciger. Akciger + + + + + +
9 Karaciger. Akciger Tre. + + + + + +
10 Karaciger. Akcier Trc.,Cyst. + + + + + +
1) Karaciger. Akciger Trc.,Cyst. + + + + + +
12 Karaciger, Akciger Tre.,Cyst. + + + + + +
13 Karaciger.Akciger Tre.,Fasc. + + + + + +
14  Karaciger,Akciger - + + + + + +
15 Karaciger,Akciger Trc.,Paramph. + + + + + +
16 Karaciger Trc.,Dic. + + + + + +
17 Karaciger + + + + + +
18 Karaciger Trc. + + + + + +
19 Karaciger Trc.,Dic. + + + + + +
20) Karaciger Tre. + + + + + +
Pozitif bant sayisi 20 20 20 20 20) 20
Pozitif bant %’si 100 100 100 100 100 100

#*Diger helmint enfeksiyonlan; Tre. Trichostrongylidae sp., Paramph.: Paramphistomum sp.,Fasc.: Fasciola sp., Dic.:

Dicrocoelium dendriticum, Cyst.: Cysticercus tenuicollis

o
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Tablo 2. Negatif kontrol grubu koyun serumlarinda Western blot teknigi ile saptanan protein bantlar.
Table 2. Protein bands detected by using Western blot in the sera of sheep of negative control group.

Enfekte Diger helmint Nitroselliiloz membranda goriilen bantlar (kDa)
Hayvan no Enfeksiyonlari* 68 58 48 38 24 8
| Tre. + + +
2 - - + + +
3 Tre. Trich. Dic. + + +
4 Tric.,Fasc. + + +
S Tre. + + + -
6 - + + +
7 Tre.Paramph. + + + +
8 Tric. + + +
9 Cyst. + + +
10 Trc.,Fasc. + + + + -
Pozitif bant sayis1 2 10 10 10 0 0
Pozitif bant % si 20) 100 100 100 0 0

*Diser helmint enfeksiyonlan; Tre.: Trichostrongylidae sp., Paramph.: Param histomum sp.,Fasc.: Fasciola sp..
g y gy P p p p P
Dic.: Dicrocoelium dendriticum, Cyst.: Cysticcreus tenuicollis

Kanwar ve ark. (12), koyun, ke¢i, domuz
ve insandan aldiklart hidatik kist sivilarinda
molekiil agirhiklar 8-116 kDa arasinda degisen
en az 15 protein bandi bulundugunu bil-
dirmisier ve bu protein bantlan igerisinden 8-
116 kDa’luk 2 antijenik banta karst opere cdi-
lerek hastaliklan tcyit edilmig hasta se-
rumlarinda antikor ccvabi bulundugunu tespit
etmislerdir. Yapilan bu ¢aligmada ise antijende,
3.5-116 kDa arasinda degisen 34 protein bandi
bulunmus ve bu bantlar arasindan koyunlarda
kist hidatik hastaligr i¢in spesifik bantlarin
68,24 ve 8 kDa oldudu belirlenmistir.

Maddison ve ark. (15), insanlarda kist hi-
datik hastalig1 i¢in 8 kDa’nun en spesifik bant
oldugunu kaydetmigtir. Bu ¢alisma sonucuna
gore dc, koyunlarda %100 spesifik  di-
yebileccgimiz protein bantlarnt 24 ve 8 kDa’luk
bantlar olarak dikkati ¢ekmektedir.

Insan, koyun ve sigir kokenli kist hidatik
sivilarinda  proteinlerin SDS-PAGE ile ana-
lizlerinde 8-120 kDa arasinda degisen 20 kadar
bant bulan Koksal vc ark. (13), preoperatif
hasta serumlarinda hem insan, hem de si1g1ir ko-
kenli hidatik sivilaninda 116,98,68,57 ve 45

kDa’luk en az 5 banta kars: antikor cevabi tcs-
pit etmistir. Arastinicilar (13), 8 kDa’luk pro-
teini nitroselliiloz membranda g0s-
terememelerini  clektrik akiminin  etkisi ile
kiigiik olan bu protcinin membran porlarindan
geemig olabilccegine baglamisur. Yaptigimiz
caligmada 68 kDa’nun 20 koyun serumunun
hepsinde bulunmasi bu galigma sonucu ile ben-
zerlik gostermektedir.

Burgu ve ark. (4) kist hidatik sivi antijeni
kullanarak yaptiklar1 g¢aligmada, kist hidatik
hastahg igin koyunlarda spesifik banun 116
kDa, insanlarda ise, 68 ve 8 kDa oldugunu bil-
dirmislerdir. Yapilan bu ¢aligmada da, insan
kist hidatik hastalig1 igin spesifik oldugu bil-
dirilen 68 ve 8 kDa’luk protein bantlarina ko-
yunlarda rastlanmugtir.

Sasmaz ve ark. (24), hidatidosisin tcs-
hisinde antijen olarak protoskoleks, kist sivisi
ve ¢imlenme kapsiilii kullanarak, bunlara ait
spesifik bantlari Western blot ile ortaya ¢i-
karmuglar, ayrica 8,20,45,57,68 kDa’luk an-
tijenik determinantlan cerrahi olarak hastalif
dogrulanmug hastalarin kan serumu antikorlar
ile saptamiglardir. Bu ¢ahsmada, koyun kist hi-
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datik hastalig1 i¢in spesifik bulunan bantlardan
68 ve 8 kDa’luk bantlar Sagmaz ve ark. (24)nin
caligmastyla benzerlik gostermektedir.

Diger taraftan hidatidosisli hastalarda
12,16,20,37,38,48 kDa’luk bantlara kars1 olu-
san antikor yamtn spesifik oldugunu bildiren
aragtiricilarda  bulunmaktadir  (5,6,7,19,21).
Ancak, - SDS-PAGE de proteinlerin  ay-
nstirlmasinda aym antijenle ¢aligilmasina rag-
men farkli sonuglar alinabilmekte, bu farkl so-
nuglarin antijenin ckstraksiyonunda kullamlan
metod farklhihklarnnin yani sira caligmanin ge-
sitli asamalarmda kullamilan 6zellikle protein
kesici ve jel polimerizasyonunda kullanilan
kimyasallann kalite ve kantite farkliliklarindan
kaynaklanabileccgine isaret edilmektedir (13).
Bizde bu goriisii paylagsmaktayiz.

Sonug olarak, kist hidatik protoskoleks an-
tijeni kullanilarak Western blot metodu ile ko-
yunlarda spesifik protein bantlarimin  aras-
urlldigi  bu  caligmada, spesifik  protein
bantlarinin 68, 24 ve 8 kDa biiyiikliiglindeki
proteinlerin oldugu belirlenmigtir. Ancak, 68
kDa’luk bantin 10 negatif kontrol kan se-
rumundan ikisinde goriilmesi ve piyasadan
hazir satin alinan non-cnfckte koyun serumunda
bu banta rastlanmamasi, kanlarnin alindif ko-
yunlarda mezbaha kontrollerinde gozden kag-
mis ¢ok kiiciik ¢aph kistin varlifini akla ge-
tirdigi gibi, 68 kDa’luk proteinin %100 spesifik
olmayip kros reaksiyon vermesiyle ilgili ola-
bilir. Ayrica hem pozitif kontrol, hemde negatif
kontrol koyunlarda goriilen diger 58,48 ve 38
kDa’luk bantlarin ise antijenik bir spesifitesinin
olmadi bu proteinlerin koyuna ait biinye pro-
leinleri veya diger bakteriyel, viral veya pa-
raziter hastaliklara ait protcinler olabilecegi ka-
nisina varimistr.
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