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The alZalysis of proteilZ strueture of eyst hydatid protoseoliees from sheep alZd
the determinatiolZ of specifie alZtigem

Özet: Bu çalışmada SDS-PAGE+ Western blot kombinasyonu kutlaııılarak,
koyun karaciğer kist hidatik protoskolekslerinin protein bantları ortaya Çıkarılm 1,1',

daha sonra da koyunlar için spesifik kist hidatik protein bantları belirlenmi,~tir.
Bu amaç: i~'in20 pozitiFkoyun serumu, 10 neKatilkoyun serumu, i ıwn-enfekte

koyun serum u kullanılmıştır.
Çalı,~ma sonuçlarına Köre; koyunlarda kist hidatik hastalığı için spesifik pro-

tein bantlarının 68,24 ve 8 kDa olduğu belirlenmi,~tir.
Anahtar kelimeler: Kist hidatik, koyun, protoskoleks, SDS-PAGE, Western

blo!.

Summary: In this study, protein bands (~lhydatic protoscolices ot' sheep liver
were determined by using SDS-PAGE+ Western blot, and this was j(Jl!owed by de-
tennininK the spec(fic cyst hydatic protein bandsfor sheep.

For diagnosis purpose, 20 positive, 10 negative and 1 non-infected sheep
sera were used in this experiment.

AccordinK to our results, specifie protein band for eyst hydatie disease ın
sheep was determined as 68,24 and 8 kDa.

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

Giriş

Eehinococcus Kranulosus\ın olgunları
başta köpekler olmak üzere kurt, çakal gihi çe-
şitli karnivorların ince bağırsaklarında, larvası
olan kist hidatik ise koyun, keçi, sığır, domuz,
geyik gihi birçok evcil ve yahani memelinin,
aynca insanların daha çok karaciğer olmak
üzere çeşitli organ ve dokularında bu-
lunmaktadır (9,17).

Hidatidosis, dünyada özeııikle az ge-
lişmiş ve gelişmekte olan ülkelerde gö-
rülmektedir (9). Türkiye' de de yaygın olarak
görülen bu hastalık gerek sağlık, gerekse eko-
nomik açıdan sorun oluşturmaktadır (3,9).

Hayvanlarda ekonomik ve pratik olmaması
nedeniyle hidatidosisin teşhisine başvurulma-
maktadır. İnsanlarda ise hastalığın tanısında
klinik semptomlardan, Radyografi, Uh-
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rasonografi ve ayrıca İmmundiffuzyon, IHAT,
CIEP, DO, IFAT, ELISA gibi çeşitli serolojik
yöntemlerden yararlanılmaktadır. Bunlardan
özellikle Radyografi ve Ultrasonografi yön-
temleri ile iyi sonuçlar alınmaktadır. Ancak
doku içinde olan ve özellikle yeni oluşmakta
olan kistlerin bu tekniklerle teşhisinde zorluklar
yaşanmaktadır. Diğer taraftan başta Taenia sp.
ve Hymenolepis nana olmak üzere çeşitli ees-
tod enfeksiyonları ile çapraz reaksiyonlar ver-
diğinden IHAT, CIEP, DO, IFAT, ELISA gibi
serolojik yöntemlerin de hastalığın teşhisinde
fazla güvenilirliği bulunmamaktadır (1,10,
i 1,16,18).

Türkiye'de insanlarda hidatidosisin se-
rolojik yöntemlerle teşhisi konusunda sınırlı sa-
yıda da olsa çalışmalar (8,13,27,28) yapılmıştır.
Hayvanlarda ise bu konuda yapılmış scrolojik
çalışma sayısı çok daha sınırlıdır (2,25).

Şenlik (25), yaptığı çalışmada, koyunlarda
hidatik kistlerin teşhisinde IFATın sen-
sivitesini %78.95, spesifitesini de %77.03 ola-
rak tespi t ettiğini ve lFATın IHA Ta göre daha
güvenilir test olduğunu bildirmiştir. Ancak
C)'sticercus tenuİcol!is ve Moniezia sp. 'li
koyun sertımlarında her iki test ile de çapraz re-
aksiyonlar görüldüğünü kaydetmiştir (25). Hi-
datidosisli koyunlar üzerinde CIEP ve DD tek-
niklerinin kullanıldığı bir çalışmada (2), kist
lokalizasyon yerlerinin elde edilen sonuçları
önemli ölçüde etkileyebileceği belirtilmiştir.

Son yıllarda immunodiagnoz alanına hızla
giren sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel elcctrophoresis (SDS-PAGE)+Western blot
yöntemleri, enfeksiyon etkenlerinin protein ya-
pısındaki spesifik antijenlerini ortaya çıkararak,
indirekt tanı yöntemlerinin değerini düşüren
çapraz reaksiyon gibi olumsuzlukları ortadan
kaldıl'mıştır (22). SDS- PAGE tekniğinde pro-
teinler anyonik deterjan olan SDS ile re-
aksiyona girerek negatif yüklü kompleksler
oluştururlar. Protein tarafından bağlanan SDS
miktarı ve dolayısıyla kompleks üzerindeki
yük, protein büyüklüğü ile orantılıdır. Her-
nekadar istisnalar varsa da genellikle 1.4 gr.
SDS i gr. proteine bağlanır. Proteinler ge-
nellikle SDS ye bağlanarak denati.ire olur ve çö-
zünürlük kazanarak şekillerini değiştirirler.
Böylece, proteinler asidik yada bazik negatif

yüklenmiş kompleksler olarak temelde yük-
lerindeki ve büyüklüklerindeki farklı lığa da-
yanarak polyaerylamide jelin kalbura benzer
matriksinde elektroforez ile separasyona tabi tu-
tulurlar (1).

Öncelikle viral ve bakteriyel hastalıkların
tanısında doğrulama testi olarak kullanılmaya
başlanılan ve teorik olarak kusursuz özelliklere
sahip olan SDS-PAGE+Western blot tekniğinin
parazitolojide kullanımı oldukça yenidir (1,26).
Diğer birçok uygulamada da görüldüğü gibi bu
test de standardize edilmeye muhtaçtır (26). Ni-
tekim SDS-PAGE de proteinlerin frak-
siyon un da aynı antijenle çalışılmasına rağmen
farklı sonuçların alındığı rapor edilmiştir (13).
Bu farklılıkların antijenin ekstraksiyonunda
kullanılan metodotların farklı olmasından, ay-
rıca çalışmanın çeşitli aşamalarında kullanılan
aletlerden ve özellikle protein kesici ve jel po-
limerizasyonunda kullanılan kimyasal mad-
delerin kalite ve kantite değişikliklerinden kay-
naklanabileceği belirtilmektedir (13).

Bu tekniğin insanlarda paraziter has-
talıkların tanısında da son derece hassas ve spe-
sifik sonuçlar verdiği bildirilmektedir (23,26).
Hidatidosisli insanlar üzerinde yapılan ça-
lışmalarda (6,7,12) immünoblotting testinin
çapraz reaksiyon riskini önemli oranda azalt-
tığı, erken teşhis için çok önemli bir basamak
teşkil ettiği kaydedilmektedir.

Kanwar ve ark. (12), koyun, keçi, domuz
ve insandan aldıklan hidatik kist sıvılarında
molekül ağırlıkları 8- i16 kDa arasında değişen
en az 15 protein fraksiyonu saptadıklarını, hi-
datidosisli hastalarda koyun hidatik kist sıvı
fraksiyonlarında bunlardan 12 sine karşı antikor
yanıtın geliştiğini kaydetmişlerdir. Araştırıcılar
(12), 16,24,38,45 ve 58 kDa'luk bantlara karşı
hidatidosisli insan serumunda antikor yanıtın
görüldüğünü, fakat bu bantların diğer bazı pa-
raziter enfeksiyonlu insan serumlarıyla da çap-
raz reaksiyonlar verdiğini, bununla beraber 8 ve
116 kDa iki antijenik fraksiyona karşı hi-
datidosisli insan serumlarında spesifik antikor
yanıtın bulunduğunu bildirmektedir. Maddison
ve ark. (15), bu bantlardan 8 kDa'nun daha spe-
sifik olduğunu belirtmişlerdir. Bunun yanında
12,16,20,37,38,48 kDa bantlara karşı hi-
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daLİdosisli hastalarda oluşan antikor yanıtın spe-
sifik olduğunu bildiren araştırıcılar da bu-
lunmaktadır (5,6,7,14,19,21).

SOS-PAGE+Western blot kombinasyonu
kullanarak, kist hidatik sıvısı antijeni ile 30 po-
zitif, 20 negatif koyun senımu ve LOpozitif, LO
negaLİf insan serumunun bakısını yapan Burgu
ve ark. (4), koyunlarda kist hi daLİk hastalığı için
spesifik protein bantının 116 kOa, insan kist hi-
daLİk hastalığı için de 68 ve 8 kDa olduğunu
bildirmişlerdir.

Echinoc()ccuS Kranulosus yumurta on-
kosferlerinden SDS-PAGE ile elde ettikleri 23
ve 25 kOa'luk proteinleri deneyselolarak ko-
yunlara veren Heath ve Lawrence (10), koyun
senımlarında bu proteinlere karşı spesifik an-
likarların geliştiği ni ve bu anLİkorların on-
kosferi eriLİci özelliğe sahip olduğunu be-
lirlemişlerdir.

Insan, koyun ve sığır kökenli hidatik kist
sıvılarındaki proteinlerin SOS-PAGE ile ana-
lizlerinde 8-120 kOa arasında değişen 20 kadar
bant hulan Köksal ve ark. (13), preoperaLİf
hasta serumlarında hem insan, hem de sığır kö-
kenli kist hidatik sıvılarında 116,98,68,57 ve 45
kOa'luk en az 5 banta karşı antikor yanıtın
oluştuğunu tespit etmişlerdir.

Türkiye' de yapılan bir diğer çalışmada
(24), kist hidatiğin protoskoleks, kist sıvısı ve
çimlenme zarı kullanılarak, bunlara ilişkin an-
Lİjenik profilleri Western blot ile ortaya çı-
karılmış ve 8,20,45,57,68 kOa'luk antijenik de-
terminantların, cerrahi olarak hastalığı
doğrulanmış kan senımu anLİkorları ile ta-
mndığı bildirilmiştir. Ayrıca sığır ve koyun kö-
kenli kist sıvılarından da benzer sonuçlar alın-
dığı kaydedilmiştir (24).

Hidatidosisli insanlar üzerinde yapılan ça-
lışmalarda (6,7,12,14), immunblot tekniğinin
iyi bir konfirmasyon testi olduğu, fakat spesifik
bantların belirlenmesi amacıyla başka ça-
lışmaların yapılması gerektiği vurgulanmıştır.

Bu çalışma ile insan sağlığını ciddi tehlike
içinde hırakan ve hayvansal ürün kaybına
neden olan hidatidosisin varlığını ortaya koy-
mada, son yıllarda uygulanmaya başlanan SOS-

PAGE+Western blot kombinasyonu kul-
lanılarak hidaLİk kist protoskoleks anLİjenindeki
protein bantlarından spesifik olanları be-
lirlemek amaçlanmıştır. Bu çalışma sonuçlarına
göre yapılacak daha sonraki çalışmalarla spe-
sifik olduğu belirlenen bu bantların pü-
rifikasyonu ile hidaLİdosisin erken dönemde tq-
hisini sağlayacak kitlerin Türkiye' de
üretilcbilmesi mümkün olacaktır.

Materyal ve Metot

Çalışma materyali için Kazan Belediyesi
Mezbahasına gidilerek, kesimi yapılan ko-
yunların kanları tüplere alınmış, daha sonra bu
hayvanların kesimleri takip edilerek kist hi-
daLİkli olanlar ve olmayanlar belirlenerek se-
rumları ayrılmıştır. Ayrıca, pozitif ve negatif
kontrololarak serumları ayrılan koyunların
dışkı ve organları Fasciola sp., Dicrocoelium
dentriticum, Paramphistomum sp., Tric-
hostronKylidae sp., Cysticercus tenuico!lis gibi
diğer helmint türleri bakımından da incelenerek
hayvanların bu hastalıklar yönünden pozitif
veya negaLİf oldukları belirlenmiştir. B u se-
rumIarın yanında negaLİf senımların doğ-
rulamasının yapılması amacı ile piyasada hazır
satılan non-enfekte koyun serumu (Sigma S-
3772) temin edilmiştir.

Çalışmada kullanılan antijen aşağıdaki pro-
sedüre göre hazırlanmıştır.

Koyun karaciğerinden toplanan kist hidatik
sıvısı iOOOOxg de 30 dakika santrifüj edilerek
protoskoleksler çökti.irülmüştür. Santrifüj son-
rası dibe çöken protoskoleksler %10 SDS ile 30
dakika sallayıeıda bırakılarak parçalanmış ve
elde edilen sıvı OA5IJ.m lik membran filtreden
geçirilmiştir. Filtreden geçirilen solihyon di-
yaliz torbasına konularak 36 saat distile suya
karşı +4°C da diyaliz edilmiştir. Böylece hazır

hale gelen antijen -20°C da saklanmıştır.

Çalışmada uygun antijen miktarını be-
lirlemek için hazırlanan jcle (% 12' lik se-
pareting+%5'lik staking) 1O,20,30,40,50IJ.1 an-
tijen yüklenerek boyamaları yapılmış ve en iyi
bantların 40IJ.l'de olduğu belirlenerek çalışmaya
bu miktar ile devam edilmiştir. Protein bant-~'
larının molekül ağırlıklarının belirlenmesinde 2'
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Non-enfekte koyun serumunun Westem
blot işlemi sonucunda ise nitrosellüloı memb-
randa 58,48 ve 38 kOa molekül ağırlıklarında 3
banta rastlanmıştır.

Bunlardan 58,48,38 kDa luk bantlar tüm negatif
serumlarda görülürken, 68 kDa'luk protein
bantı 2 negatif serumda belirlenmiştir (Tablo
2).

Pozitif kontrololarak ayrılan 20 koyunun
karkas ve organ muayenesinde, 15' inde hem
karaciğer, hem de akciğerlerde kist hidatiğc
rastlanırken, Yinde sadece karaciğerde kist hi-
datik görülmüştür. Ayrıca yapılan karkas ve
organ muayenesinde 4 koyunda Cysticercus te-
nuicollis tespit edilmiştir.
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Şekil I. Koyun ki st sıvısı antıjenindeki proteınlerın
SDS-PAGE yöntemi ilc separasyonıı sonucu elde edilen

protein bantları. (h:hıgh range proleııı <;tandart.
i:iow range protein standart.a:aIllijen l0ı.ıl. h:antiJen
20ı.ı1, c:anlijen 30ı.ı1, d:anliJen 40ı.ı1. e:antijeıı S0ı.ıL)

Figure i. Protein bands separated by SDS-PAGE ın cyst
hydatid protoscolices of sheep. (h:hıgh range rrotein

standart, l:Jow raııge protein standart.
a:antigen ı0ııl, b:antigen 20ııl. c:aııtigcn 30ı.ı1.

d:antigen 40ııl, e:antigen SOııl)

Bulgular

Çalışmada SDS-PAGE yöntemi ile bü-
yüklükleri 116-3.5 arasında değişen 34 protein
bantı belirlenmiştir (Şekil I).

İşlenen 20 pozitif koyun serumunda nİt-
rosellüloz membranda 68,58,48,38,24 ve 8 kDa
olmak üzere en fazla 6 bant görülmüştür (Şekil
2).

Çalışmada kullanılan solusyonların ha-
nrlanması ile Elektrororez ve Western blot pro-
sedürleri Sambrook ve ark. (20)'a göre ya-
pılmıştır.

İşlenen iO negatif koyun serumunda en
fazla 4, en az 3 bant görülmüştür (Şekil 3).

Spesifik protein bantlarının belirlenmesi
amacıyla, separating+staking jel kombinasyonu
ile protoskolekslerden hazırlanan antijenin
SDS-PAGE yöntemi ile elektroforezi yapılmış
ve proteinlerin molekül ağırlıklarına göre ay-
rılmaları sağlanmıştır. Proteinlerin bulunduğu
jel elektroforeıden alınarak (Proteinlerin nit-
rosellüloz membrana aktarılıp Western blot
yönteminin uygulanabilmesi için) transfer blot
aygıtına aktarılmıştır. i3-25V ve 3mA/cm2 he-
sabı ile ayarlanan güç kaynağı ilc 40-45 da-
kikada transfer işlemi tamamlanmıştır. Birinci
sıraya protein standartı yüklenerek elektroforezi
yapılan Polyacrilamide jel nitroselluloz memb-
rana aktarıldıkdan sonra Ponceau S ile bo-
yanarak standart proteinlerin molekül ağırlıkları
memhran üzerinde helirlenmiştir. Nitroseııüloz
membran daha sonra, Anti-sheep IgG Pe-
roxidase Conjugate (Sigma A-3415) ve subs-
tratla (OPD Peroxidase Substrate Sigma P-
8287) karşılaştırılarak sonuçlar okunmuştur.
Çalışmada kullanılan antijenin protein yapısı
SDS-PAGE yöntemi ile separe edildikten
sonra, jel Silver Stain Tekniği ile boyanıp pro-
tein bantları standartla karşılaştırılarak, moleküI
ağırlıkları belirlenip, fotoğrafları çekilmiştir.

ayrı protein standardı kullanılmıştır. Bu stan-
dartlar; molekül ağırlığı 36-205 kDa arasında
olan High Range standart ile (Sigma M-3788),
ile molekül ağırlığı 3.5-29 kDa arasında de-
ğişen, Low Range standart (Owl Unstained
Standarts Kit ER- i i i -L) olmuştur.
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Pozitif ve negatif kontrololarak ayrılan ko-
yunların dışkı muayeneleri sedimentasyon ve
flotasyon yöntemleri ile yapılmıştır. Bu mu-
ayene sonuçlarına göre pozitif kontrololarak
ayrılan 20 koyunun 16'sında Trichostronglidae
sp., 3 koyunda Dicrocelium dendriticum, 2 ko-
yunda Parumphistomum sp. ve i koyunda Fas-
cio!a sp. yumurtasına rastlanmıştır (Tablo I).

Negatif kontrololarak ayrılan iO koyun
dışkısının muayenesi sonucunda ise, 7 koyunda
Trichostrongv!idae sp., 2 koyunda Fascio!a sp.,
i koyunda Parumphistomum sp., i koyunda
Trichuris sp. ve 1 koyunda Dicmcelium dend-
riticum yumurtasına rastlanmıştır (Tablo 2).

Negatif kontrololarak ayrılan koyunların
karkas ve organ muayenelerinde ise, 1 koyunda
Cysticercus tenuicollis'e rastlanmıştır.

Bu çalışmaya göre, koyunda kist hidatik
hastalığı için spesifik olduğu kabul edilen 68

kOa

Şekil 2. Western blot yöntemi ile pozitif koyun se-
rumunlarında göriilen bantlar.

Figurc 2. Bands detected by Western blot in positive shecp
sera.

kDa'luk bant, mezbaha muayenelerine göre kist
hidatik bakımından negatif olan 2 koyun se-
rumunda da görülmüştür. Bu bantın görüldüğü
koyunların dışkı muayenesinde; koyunlardan
birisin de Trichostrongy!idae sp. ve Pa-
ramphistomum sp. 'ye, diğerinde ise Tric-
hostrongylidae sp. ve Fascio!a sp. 'ye rast-
lanmıştır (Tablo 2).

Elde edilen bulgulara göre, koyun ka-
raciğer kist protoskolekslerinin antijen olarak
kullanıldığı Western blot yönteminde, ko-
yunlarda kist hidatik hastalığının tanısında, spe-
sifik bantların 68,24 ve 8 kOa olduğu sonucuna
varılmıştır. Bu sonuca, hidatidosisli koyun se-
rumları ilc, negatif kontrol ve non-enfekte
koyun serumlarının nitrosellüloz membranda
vermiş oldukları bantların karşılaştırılması ilc
varılmıştır. Nitekim, 68,58,38,24 ve 8 kOa'luk
protein bantlarının 20 pozitif koyun serumunun
hepsinde görülmesi (Şekil 2), 24 ve 8 kOa'luk
protein bantlarının iO negatif koyun se-

kDa

24

8

_. - - ---_._._--------
Şekil 3. Western blot yöntemi ilc negatif koyun se-

rumiarında göriilen bantlar
Figure 3. Bands detected by Western blot ın negative

sheep sera.
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rumundan hiçbirisinde görülmemesi (Şekil 3),
68 kOa'luk protein bantının ise yanlızca 2 ne-
gatif koyun serumunda görülmesi ve piyasadan
hazır satın alınan non-enfekte koyun serumunda
bu bantlardan 68,24 ve 8 kOa olanlarına rast-
Ianmaması spesifik protein bantlarının 68,24 ve
8 kOa olduğu sonucunu desteklemiştir. Ancak,
68 kOa'luk bant 10 negatif kontrol kan se-
rumundan ikisinde de görülmüştür. Bu sonuç,
kanın alındığı koyunda mezbaha kontrollerinde
gözden kaçmış çok küçük çaplı kistin varlığını
akla getirdiği gibi, 68 kOa'luk proteinin %100
spesifik olmayıp kros reaksiyon vermesine de

ilgili olabilir. Çünkü, non-enfekte koyun se-
rumunda 68 kOa'luk bant görülmemi~ ve bu
hantın görüldüğü negatif hayvanlarda ise Tric-
hostrongylidae sp., Paramphisto/11u/11 sp. ve
Fasciola sp.' ye rastlanmıştır.

Tartışma ve Sonuç

Son yıllarda immunodiagnoz alanına hızla
giren sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis (SOS-PAGE)+Western blot
yöntemleri, bazı paraziter hastalıkların teş-
hisinde de denenmeye başlanmıştır (I).

Tahlo I. Kist hidatik ile enfekte koyun serıımlarında Western blot tekniği ilc saptanan protein bantları.
Table]. Protein hands detected by using Western blot in the sera of sheep with hydatidosis.

Enfekte Kist lokalizasyon Diğer helmint Nitrosellii]oz membranda görülen bantlar (kDa)

Hayvan no Yeri Enfeksiyonları 68 58 48 38 24 8

i Karaciğer,Akciğer Trc. + + + + + +

2 Karaciğer,Akciğer Trc. + + + + + +

3 Karaciğer,Akciğer Trc.Dic + + + + + +

4 Karaciğer,Akciğer + + + + + +

5 Karaciğer,Akciğer Trc ..Paramph. + + + + + +

6 Karaciğer,Akciğer Trc.,Cysl. + + + + + +

7 Karaciğer,Akciğer Trc. + + + + + +

8 Karaciğer.Akciğer + + + + + +

9 Karaciğer.Akciğer Trc. + + + + + +

LO Karaciğer.Akciğer Trc.,Cysl. + + + + + +

i i Karaciğer.Akciğer Trc.,Cysl. + + + + + +

12 Karaciğer,Akciğer Trc.,Cysl. + + + + + +

13 Karaciğer,Akciğer Trc.,Fasc. + + + + + +

14 Karaciğer,Akciğer - + + + + + +

15 Karaciğer,Akciğer Tre.,Paramph. + + + + + +

16 Karaciğer Trc.,Die. + + + + + +

17 Karaciğer + + + + + +

18 Karaciğer Trc. + + + + + +

19 Karaciğer Trc.,Die. + + + + + +

20 Karaciğer Trc. + + + + + +

Pozitif bant sayısı 20 20 20 20 20 20
Pozitif hant %' si 100 ıno 100 100 ı()(ı 100

"'Diğer helmint enfeksiyonları; Trc.:Trichostrongylidae sp., Paramph.: Paramphi.stoınuın sp.,Fasc.: Fasciaı" sp., Dic.:
Dicrocoelium dendriticum, Cysl.: Cysticercus tenuicollis
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Tablo 2. Negatif kontrol grubu koyun serumlarında Western blot tekni~i ile saptanan protein bantları.
Table 2. Protein bands deteeted by using Western blot in the sera of sheep of negative control group.

Enfekte Diğer helmint Nitrosellüloz membranda görülen bantlar (kDa)

Hayvan no Enfeksiyonları * 68 58 48 38 24 8

i Tre. + + +

2 - + + +

:i Tre ..Trieh.,Die. + + +

4 Trıe.Fase. + + +

5 Tre. + + + -

6 - + + +

7 Tre. Param ph. + + + +

8 Trie. + + +

9 Cyst. + + +

lO Tre.,Fase. + + + + -

Pozitif bant sayısı 2 LO LO LO O O

Pozitif bant % 'si 20 100 100 ıoo O II

"'Diğer helınint enfeksiyonları: Tre.:Triehostrongylidac sp., Paramph.: Paramphistomum sp.,Fase.: Eıseiola sp ..
Die.: Dieroeoelium dendritieum, Cyst.: Cysticcreus tenuieollis
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Kanwar ve ark. (I 2), koyun, keçi, domuz
ve insandan aldıklan hidatik kist sıvılarında
molekül ağırlıkları 8- i 16 kOa arasında değişen
en az iS protein bandı bulunduğunu bil-
dirmişler ve bu protein bantları içerisinden 8-
116 kOa'luk 2 antijenik banta karşı opere edi-
lerek hastalıklan teyit edilmiş hasta se-
rumlannda antikor cevabı bulunduğunu tespit
etmişlerdir. Yapılan bu çalışmada ise antijende,
3.5- i 16 kOa arasında değişen 34 protein bandı
bulunmuş ve bu bantlar arasından koyunlarda
ki st hidatik hastalığı için spesifik bantların
68,24 ve 8 kDa olduğu belirlenmiştir.

Maddison ve ark. (15), insanlarda kist hi-
datik hastalığı için 8 kDa'nun en spesifik bant
olduğunu kaydetmi~tir. Bu çalışma sonucuna
göre de, koyunlarda %100 spesifik di-
yebileceğimiz protein bantları 24 ve 8 kOa'luk
banılar olarak dikkati çekmektedir.

tnsan, koyun ve sığır kökenli kist hidatik
sıvılannda proteinlerin SOS-PAGE ile ana-
lizlerinde 8-120 kOa arasında değişen 20 kadar
bant bulan Köksal ve ark. (13), preoperatif
hasta serumlarında hem insan, hem de sığır kö-
kenli hidatik sıvılarında 116,98,68,57 ve 45

kOa'luk en az 5 banta karşı antikor cevabı tes-
pit etmiştir. Araştırıcılar (13), 8 kOa'luk pro-
teini nitrosellüloz membranda gös-
terememelerini elektrik akımının etkisi ile
küçük olan bu proteinin membran porlarından
geçmiş olabileceğine bağlamıştır. Yaptığımız
çalışmada 68 kOa'nun 20 koyun serumunun
hepsinde bulunması bu çalışma sonucu ile ben-
zerlik göstermektedir.

Burgu ve ark. (4) kist hidatik sıvı antijeni
kullanarak yaptıkları çalışmada, kist hidatik
hastalığı için koyunlarda spesifik bantın 116
kDa, insanlarda ise, 68 ve 8 kOa olduğunu bil-
dirmi~lerdir. Yapılan bu çalışmada da, insan
kist hidatik hastalığı için spesifik olduğu bil-
dirilen 68 ve 8 kOa'luk protein bantlarına ko-
yunlarda rastlanmı~lır.

Şaşmaz ve ark. (24), hidatidosisin teş-
hisinde antijen olarak protoskoleks, kist sıvısı
ve çimlenme kapsülü kullanarak, bunlara ait
spesifik bantları Wcstern blot ile ortaya Çl-

karmı~lar, ayrıca 8,20,45,57,68 kOa'luk an-
tijenik determinantları cerrahi olarak hastalığı
doğrulanmış hastaların kan serumu antikürları
ile saptamışlardır. Bu çalışmada, koyun kist hi-
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daLİk hastalığı için spesifik bulunan bantlardan
6~ ve 8 kOa'luk bantlar Şaşmaz ve ark. (24)nın
çalışmasıyla benzerlik göstermektedir.

Diğer taraftan hidaLİdosisli hastalarda
12,16,20,37,38,48 kDa'luk bantlara karşı olu-
şan antikor yanıtın spesifik olduğunu bildiren
araştırıcılarda bulunmaktadır (5,6,7, i9,2 I).
Ancak, SDS-PAGE de proteinlerin ay-
rıştırılmasında aynı antijenle çalışılmasına rağ-
men farklı sonuçlar alınabilmekte, bu farklı so-
nuçların antijenin ekstraksiyonunda kullanılan
metod farklılıklarının yanı sıra çalışmanın çe-
şi tli aşamalarında kullanılan özellikle protein
kesici ve jel polimerizasyonunda kullanılan
kimyasalların kalite. ve kantite farklılıklarından
kaynaklanabileceğine işaret edilmektedir (13).
Bizde bu görüşü paylaşmaktayız.

Sonuç olarak, kist hidatik protoskoleks an-
tijeni kullanılarak Western blot metodu ile ko-
yunlarda spesifik protein bantlarının araş-
tırıldığı bu çalışmada, spesifik protein
bantlarının 68, 24 ve 8 kDa büyüklüğündeki
proteinlerin olduğu belirlenmiştir. Ancak, 68
kOa'luk bantın 10 negatif kontrol kan se-
rumundan ikisinde görülmesi ve piyasadan
hazır satın alınan non-enfekte koyun serumunda
bu banta rastlanmaması, kanların alındığı ko-
yunlarda mezbaha kontrollerinde gözden kaç-
mış çok kiiçük çaplı kistin varlığını akla ge-
tirdiği gibi, 68 kDa'luk proteinin % 100 spesifik
olmayıp kros reaksiyon vermesiyle ilgili ola-
bilir. Ayrıca hem pozitif kontrol, hemde negatif
kontrol koyunlarda görülen diğer 58,48 ve 3~
kOa' luk bantların ise antijenik bir spesifitesinin
olmadığı bu proteinlerin koyuna aİt bünye pro-
teinleri veya diğer bakteriyel, viral veya pa-
raziter hastalıklara ait proteinler olabileceği ka-
nısına varılmıştır.
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