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Hidatik Kist Sıvısından  
Antijen B (Agb)’nin Kısmi Purifikasyonu ve  
Koyun Hidatidosisinin Tanısındaki Etkinliği 

 
Bu çalışma, koyun ham kist sıvısı antijeni ile kısmi purifiye kist sıvısı antijeninin (AgB) antijenik 
özelliklerinin SDS-PAGE ile araştırılması ve koyun hidatidosisinin tanısında ELISA’nın sensitivite ve 
spesifitesinin belirlenmesi amacıyla yapılmıştır.  

Koyun ham hidatik kist sıvısının SDS-PAGE analizinde moleküler ağırlığı 8 ile 205 kDa arasıda 
değişen 15 farklı polipeptid bandı tespit edilirken, kısmi purifiye antijenin elektroforezi neticesinde 
moleküler ağırlığı 16 ile 68 kDa arasında değişen 6 farklı polipeptid bandı belirlenmiş olup her iki 
antijende de en belirgin bandın 66 kDa’luk band olduğu dikkati çekmiştir. Ayrıca kısmi purifiye kist 
sıvısı antijeninin elektroforezinde AgB’nin düşük moleküler ağırlıklı (16, 24, 29 kDa) 3 subuniti elde 
edilmiştir.  

Elde edilen her iki antijenin koyun hidatidosisinin tanısındaki etkinliğini belirlemek amacıyla yapılan 
ELISA testi neticesinde kısmi purifiye kist sıvısı antijeninin (AgB) sensitivitesi %91.6, spesifitesi 
%77.1 olarak belirlenmiş; ham kist sıvısı antijeni için ise bu oranların sırasıyla %79.1 ve %60.4 
olduğu tespit edilmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Hidatik Kist, Antijen B, Purifikasyon, ELISA, Koyun. 

 
Partially Purification of Antigen B (Agb) From Hydatid Cyst Fluid 

and Diagnostic Effectiveness İn Sheep Hydatidosis 

This study was undertaken to investigate antigenic characteristics of crude sheep cyst fluid antigen 
(cAg) and partially purified cyst fluid antigen (AgB) of sheep by using SDS-PAGE method, to 
evaluate the sensitivity and specificity of ELISA for the diagnosis of sheep hydatidosis.  

A total of 15 different polypeptide bands were detected that molecular weights varying between 8 
and 205 kDa in SDS-PAGE analysis of cAg while six different polypeptide bands were obtained 
between 16 and 68 kDa at the electrophoretic analysis of AgB. At the electrophoretic analysis of 
both cAg and AgB the 66 kDa band was evaluated as the most distinct band. Besides, three 
different subunite of Antigen B (16, 24, 29 kDa) were obtained at SDS-PAGE analysis of AgB.  

Diagnostic effectiveness of both antigens at sheep hydatidosis were detected by using of ELISA. 
As a results, sensitivity of AgB was calculated as 91.6% while specificity was 77.1%. However, 
these rates were 97.1% and 60.4% for cAg, respectively. 

Key Words:. Hydatid Cyst, Antigen B, Purification, ELISA, Sheep. 

Giriş 

Echinococcus granulosus’un erişkinleri köpek, kurt, çakal ve diğer kanidelerin ince 
bağırsaklarında, larvası olan hidatik kist ise koyun, keçi, sığır, domuz ve diğer birçok 
evcil ve yabani memelide ayrıca insanlarda başta karaciğer ve akciğer olmak üzere 
çeşitli organ ve dokularda bulunmaktadır (1). 

Echinococosis, hem insan hem de evcil hayvanları etkileyen dünyadaki en önemli 
zoonozlardan birisi olup, özellikle az gelişmiş ülkelerde kırsal bölgelerdeki 
populasyonlarda, insan ve hayvanlarda oldukça sık rastlanmaktadır (2). Klinik bulguların 
yeterince belirgin olmaması ve parazitolojik yoklamaların spesifik sonuçlar vermemesi 
nedeniyle ara konaklardaki teşhisinde sıkıntılar ortaya çıkmaktadır. Özellikle yeni 
oluşmakta olan kistlerin radyodiagnostik yöntemlerle tespiti güç olmaktadır. Hastalığın 
erken tanısı şüphesiz ki tedavideki başarı oranını da artırmaktadır (3).  

Hidatidosiste serolojik tanı diğer parazit hastalıklarında olduğu gibi konağın parazite 
karşı göstermiş olduğu hücresel ve humoral immun yanıtı ortaya koyma esasına 
dayanmaktadır. Serolojik testlerin sensitivite ve spesifiteleri, kullanılan antijenin cinsi ve 
hazırlama şekli, değişik pozitiflik kriterleri, kistin canlılığı ve lokalizasyonu, parazitin suşu 
gibi birçok nedene bağlıdır (4). 
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Echinococcus granulosus’un değişik yaşam evre-
lerinin farlı antijenik yanıtlar verdiği, hidatik antijenlerin 
genel kaynağının ise kist sıvısı, kist membranı ve 
protoskoleksler olduğu bilinmektedir (5). Günümüze 
kadar kist sıvısı içerisinde iki farklı antijenik yapı 
belirlenmiş olup bunların ısıya dayanıksız bir lipoprotein 
olan antijen 5 ve ısıya dayanıklı bir protein olan antijen B 
olduğu bildirilmiştir (6, 7). 

Antijen 5 ilk defa Capron ve ark. (8) tarafından 
immunoelektroforez metoduyla at kist sıvısından elde 
edilmiş ve hidatidosisin tanısındaki değeri üzerinde 
durulmuş, ayrıca antijen 5’in çimlenme zarında, 
protoskolekslerin parankiminde ve bunların salgılarında 
bulunduğu tespit edilmiştir. Antijen 5, parazitin hidatik 
sıvısında ve kistin somatik dokularında bulunan 10 veya 
daha fazla antijenden biri olup, immunoelektroforetik 
çalışmalar bu antijene karşı oluşmuş antikorların 
hastanın serumunda bulunmasının hidatidosisin 
tanısında kesin bir kriter olduğunu göstermiştir (8). Bu 
antijene aynı zamanda Taenia hydatigena sistiserkleri 
içindeki sıvıda da rastlandığı ve bu nedenle cysticercosis 
ile çapraz reaksiyona neden olduğu bildirilmiştir (9). İkinci 
önemli hidatik antijen Oriol ve ark (7) tarafından tanım-
lanan, lipoprotein yapıda, ısıya dayanıklı ve moleküler 
ağırlığı 12000 dalton olan antijen B’dir. Bu antijen, kist 
sıvısı kaynatıldıktan sonra geriye kalan en önemli 
antijenik bileşimdir (7). Kist membranının geçirgenliği 
antijen B için antijen 5’e göre 10 kat daha fazladır (5). 
Klasik elektroforetik yöntemler içerisinde modifiye edilmiş 
jel sistemleri olmasına rağmen sodyum dodesil sülfat-
poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) bunların en 
popüler olanlarından biridir. Yöntemin en önemli 
özellilerinden birisi çok sayıda protein karışımlarının 
analizine olanak sağlamasıdır (10). 

Burgu ve ark (11), koyun hidatik kist sıvısının SDS-
PAGE ile analizinde moleküler ağırlığı 8 ile 200 kDa 
arasında değişen dokuz farklı spesifik protein bandı elde 
etmişlerdir. Şimşek ve Köroğlu (12) ise aynı yöntemle 
koyun kist sıvısında 29, 45, 58, 68, 98 ve 116 kDa 
moleküler ağırlığında altı farklı polipeptit bandı tespit 
etmişlerdir. Başka bir çalışmada Kanwar ve ark (13), 
koyun hidatik kist sıvısında SDS-PAGE yöntemiyle 
moleküler ağırlığı 8-116 kDa arasında değişen 15 farklı 
fraksiyon belirlenmişler ve bunlar içerisinde en belirgin 
olanının 66 kDa’luk band olduğunu bildirmişlerdir. 
Sepherd ve McManus (14), 12 ve 16 kDa’luk polipep-
tidlerin, Maddison ve ark. (15) ise 8 kDa’luk polipeptidin 
hidatik kist için spesifik olduğunu bildirmişlerdir.  

Hidatidosisin tanısında kullanılan ELISA yöntemi, 
yüksek duyarlılıklı olup, çok az miktarda serumun yeterli 
olması, kesin kantitatif ölçmeyi sağlaması ve kısa 
zamanda çok sayıda numunenin işlenmesine imkan 
sağlaması bakımından rutin kullanıma uygun, duyarlı, 
özgül ve ekonomik bir yöntemdir (16). Yong ve ark. (17), 
koyun hidatik kist sıvısından hazırladıkları antijeni 
kullanarak, hidatik kistle doğal enfekte altı yaşındaki 45 
koyunun nekropsisi sonucu elde ettikleri serumları ELISA 
ile test etmişler ve 41 koyunda pozitif sonuç elde 
etmişlerdir. Force ve ark. (18), hidatidosisin tanısında 
karşılaştırmalı olarak çalıştıkları 8 serolojik test içerisinde 

ELISA yönteminin %94 ile en sensitiv, %99 ile en spesifik 
test olduğunu saptamışlardır. Şimşek ve Köroğlu (12) ise 
koyun ham kist sıvısı antijenini koyun hidatidosisinin 
tanısında kullanmışlar ve ELISA’nın %60 sensitiviteye ve 
%94 spesifiteye sahip olduğunu tespit etmişlerdir. 
İbrahem ve ark (19) koyun ham kist sıvısı antijeni, kısmi 
purifiye kist sıvısı antijeni (AgB) ve rekombinant AgB’yi 
kullanarak ELISA testini uygulamışlar ve bu antijenlerin 
koyun hidatidosisinin tanısındaki yerini araştırmışlardır. 
Neticede sensitivite oranlarının ham kist sıvısı antijeni 
için %32, kısmi purifiye AgB için %88 ve rekombinant 
AgB için ise %28 olduğunu belirlemişler, spesifite 
oranlarının ise sırasıyla %90, %95 ve %95 olarak 
şekillendiğini ifade etmişlerdir. 

Bu çalışma ile hidatidosisin serolojik tanısında 
kullanılacak kist sıvısı antijeninin kısmi purifikasyonunun 
yapılması, antijenik bantların SDS-PAGE ile gösterilmesi 
amaçlanmış, ayrıca elde edilen antijenlerin sensitivite ve 
spesifite oranlarının ELISA kullanılarak belirlenmesi 
hedeflenmiştir. 

Gereç ve Yöntem 

Ham kist sıvısı antijeninin hazırlanması: Koyun 
karaciğerinden elde edilen fertil hidatik kist sıvısı 5000 
g’de 10 dakika santrifüj edilerek protoskoleks ve diğer 
partiküllerin çökmesi sağlanmıştır. Bu aşamadan sonra 
elde edilen supernatant 0.45µl’lik filtreden geçirilmiş ve 
12 saat PBS’ye karşı +4˚C’de diyaliz edilerek tuz 
konsantrasyonu düşürülmüştür. Daha sonra porsiyonlara 
ayrılarak kullanıncaya kadar -20˚C’de saklanmıştır (12). 

Kısmi Purifiye Antijenin (AgB) hazırlanması: 
Hidatik kist sıvısından Antijen B bakımından zengin 
antijen koyun karaciğerinden elde edilen hidatik kist 
sıvısından hazırlanmıştır. Hidatik kist sıvısı 5000 g’de 10 
dakika santrifüj edilen protoskoleks ve diğer partiküllerin 
çökmesi sağlanmıştır. Elde edilen 100 ml supernatant 
hem antijen 5 hem de antijen B’yi içermektedir. Bu 
supernatant 1 gece +4˚C’de 0.005 M acetat buffer 
(pH=5.0)’da diyaliz edilmiş, daha sonra +4˚C’de 15000 
g’de 30 dakika santrifüj edilmiştir. Supernatant atılıp altta 
kalan pellet toplanmış ve 10 ml 0.2 M fosfat buffer 
(pH=8.0)’da çözdürülmüştür. Bu solüsyon 15 dakika su 
banyosunda tutulduktan sonra +4˚C’de 20000 g’de 1 
saat süreyle santrifüj edilmiştir. Elde edilen pellet atılmış 
ve Antijen B’den zengin supernatant porsiyonlara ayrılıp 
kullanılıncaya kadar -20˚C’de saklanmıştır (20). 

Polipeptid analizi: Ham hidatik kist sıvısı antijeni 
(cAg) ve Antijen B (AgB)’den zengin kısmi purifiye kist 
sıvısı antijeni %12’lik seperasyon ve %3.9’luk stok jel 
sisteminde reducing şartlarda SDS-PAGE yöntemiyle 
elektroforeze tabi tutulmuştur. Seperasyon amacıyla her 
bir antijen fraksiyonundan 20 µl alınıp 3 µl 6X SDS örnek 
buffer (7 ml 4X Tris-Cl/SDS (pH=6.8), 0.93 gr 
dithiothreitol, 1 gr SDS, 1.2 mg bromphenol blue, 3 ml 
glycerol) ile karıştırılarak ikişer kuyucuğa yüklenmiştir. 
Ayrışan proteinlerin moleküler ağırlığını belirlemek 
amacıyla da bir kuyucuğa moleküler ağırlık markeri 
(Oncogene Research Product Prestained Protein 
Molecular Weight Markers, Cat No: MW03) konulmuştur. 
Örnekler 200 V sabit akımda proteinler jelin alt kısmına 
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ulaşana kadar seperasyona tabi tutulmuştur. Bu sürenin 
sonunda jel 15 dk fikzasyon solusyonunda (%10 glacial 
asetik asit, %20 methanol ve %70 distile su) bekletilmiş 
ve takiben %5 coomassie mavisi (5 ml %1 coomassie 
blue, 20 ml %95 methanol, 5 ml glacial asetik asit, 20 ml 
distile su) ile bir gece boyanıp bantlar belli olana kadar 
açma solusyonunda (3 kısım methanol, 1 kısım glacial 
asetik asit, 6 kısım distile su) bekletilmiştir. Bantlar 
tamamen ortaya çıkınca jelin görüntüsü alınmıştır. 

ELISA’nın Uygulanışı: Bu test, Şimşek ve Köroğlu 
(12)’nun bildirdiği şekilde yapılmıştır. Antijenlerin 
optimum dilusyonu 0.05 M karbonat/bikarbonat tamponu 
ile yapılmış ve ELISA pleytinin (Linbro EIA mikrotitration 
plate 96 flat bottom Lot No: 805202) her bir kuyucuğuna 
100 µl konularak bir gece +4ºC’de bekletilmiştir. 
Bloklama işlemi için 1X PBS ile sulandırılmış %5’lik 
yağsız süt tozu kullanılmıştır. Serumlar 1/200, konjugat 
(anti-sheep IgG peroxidase conjugate, Sigma 
Immunochemicals Cat. No: A3415) ise 1/7500 oranında 
sulandırılmış, yıkama ve sulandırma işlemleri için ise 
%0.02 Tween-20 içeren PBS kullanılmıştır. Substrat ve 
15 dakika sonra durdurma solusyonu eklenen pleyt, 
ELISA okuyucusunda (Medispec ESR 200 ELISA 
Reader) 450 nm dalga boyunda okutulmuştur. Sonuçlar 
absorbans değerleri olarak alınmış, negatif kontrollerin 
absorbans değerlerinin aritmetik ortalaması +2 standart 
sapma (X+2SD) değerinin (eşik değer=cut-off) üstü 
pozitif olarak kabul edilmiştir.  

ELISA’nın Standardizasyonu: Testi standardize 
etmek amacıyla antijen, serum ve sekonder antikorun 
(anti-sheep) optimal çalışma dilusyonu ve konsan-
trasyonu belirlenmiştir. Bu amaçla bilinen pozitif ve 
negatif serum örneklerinin seri dilusyonları yapılmıştır. 
Bu çalışmada kullanılan 48 adet pozitif serum örneği 
mezbahada kesim takip edilerek, karaciğer, akciğer veya 
her ikisinde birden belirgin hidatik kistlerin görüldüğü ve 
diğer organlarında başka bir parazitolojik ve patolojik 
durumun olmadığı koyunlardan alınmıştır. Aynı şekilde, 
48 negatif örnek de mezbahada kesim takip edilerek elde 
edilmiş, özellikle 1 yaşından küçük ve organlarında 
hidatik kist ve başka paraziter oluşum görülmeyen 
kuzulardan alınmıştır. Testin sensitivite ve spesifitesi 
pozitif ve negatif örneklerin cut-off değerlerine göre 
hesaplanmıştır. 

Bulgular 

Koyun ham hidatik kist sıvısının SDS-PAGE 
analizinde moleküler ağırlığı 8 ile 205 kDa arasıda 
değişen 15 farklı polipeptid bandı tespit edilmiş, bunlar 
içerisinde en belirgin olanın 66 kDa’luk bant olduğu 
gösterilmiştir (Şekil 1B). Kısmi purifiye antijenin 
elektroforezi neticesinde ise moleküler ağırlığı 16 ile 68 
kDa arasında değişen 6 farklı polipeptid bandı 
belirlenmiş olup en belirgin bandın ham kist sıvısı 
antijeninde olduğu gibi 66 kDa’luk band olduğu 
belirlenmiştir (Şekil 1,A). Ayrıca kısmi purifiye kist sıvısı 
antijeninin elektororezinde Antijen B’nin düşük moleküler 
ağırlıklı (16, 24, 29 kDa) 3 subuniti elde edilmiştir. Elde 
edilen her iki antijenin koyun hidatidosisinin tanısındaki 
etkinliğini belirlemek amacıyla yapılan ELISA testi 
neticesinde kısmi purifiye kist sıvısı antijeninin (AgB) 

sensitivitesi %91.6, spesifitesi %77.1 olarak belirlenmiş; 
ham kist sıvısı antijeni (cAg) için ise bu oranların 
sırasıyla %79.1 ve %60.4 olduğu tespit edilmiştir. 

 

 
Şekil 1. Koyun kısmi purifiye (A) ve ham (B) kist sıvısı 
antijenlerinin SDS-PAGE ile elektroforetik analizi 
neticesinde elde edilen bandların görünümü 

Tartışma 
Echinococcus granulosus’un değişik yaşam 

evrelerinin farklı antijenik yanıtlar verdiği, hidatik antijen-
lerin genel kaynağının ise kist sıvısı, kist membranı ve 
protoskoleksler olduğu bilinmektedir. Hidatidosisli farklı 
konaklardan alınan kist sıvılarının antijen konsan-
trasyonları karşılaştırıldığında, insan ve koyun kist-
lerinde, sığır ve domuz kistlerine, karaciğer kistlerinde ise 
akciğer kistlerine oranla daha fazla antijenik protein 
olduğu, ayrıca en yüksek antijen konsantrasyonuna 
koyun karaciğer kistlerinin sahip olduğu saptanmıştır (5). 
Hidatik kist sıvısı içerisinde konağa ait komponentlerin 
bulunması nedeniyle hidatidosisin tanısında kullanılan 
serolojik testlerde yanlış pozitif reaksiyonlar şekillen-
mektedir. Serolojik testlerin tanısal gücünü (spesifitesini) 
artırmak amacıyla purifiye antijenler veya konak kompo-
nentlerini minimum düzeyde içeren kist sıvısı antijenleri 
kullanılmaktadır (16). Bu çalışmada kullanılan her iki 
antijen de koyun karaciğerinden elde edilen fertil hidatik 
kistlerden hazırlanmıştır. 

Burgu ve ark. (11), koyun koyun hidatik kist sıvısının 
SDS-PAGE ile analizinde moleküler ağırlığı 8 ile 200 kDa 
arasında değişen 9 spesifik protein bandı elde 
etmişlerdir. Bu çalışmada da ham kist sıvısı antijeninin 
separasyonu sonucu 8 ile 205 kDa aralığında 15 farklı 
protein bandı elde edilmiştir. Kanwar ve ark. (13), aynı 
yöntemle koyun hidatik kist sıvısını ayrıştırmışlar ve 
moleküler ağırlığı 8 ile 116 kDa arasında değişen 15 
farklı protein bandı belirlemişler ve en belirgin bandın 66 
kDa’luk bant olduğunu ifade etmişlerdir. Bu çalışmada 
kullanılan her iki antijenle de 66 kDa’luk bant en belirgin 
bant olarak göze çarpmıştır.  

Sepherd ve McManus (15), 12 ve 16 kDa’luk polipep-
tidlerin, Madison ve ark (16) ise 8 kDa’luk polipeptidlerin 
hidatik kist için spesifik olduğunu bildirmişlerdir. Ibrahem 
ve ark (19) ise kısmen purifiye ettikleri kist sıvısı 
antijeninde 8, 12 ve 24 kDa ağırlığındaki proteinleri elde 
etmişler ve koyun hidatidosisinin tanısında kullan-
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mışlardır. Bu çalışmada Antijen B’nin 3 subunitinden (8, 
16 ve 21 kDa) 8 kDa olan bant kısmi purifiye kist sıvısı 
antijeninde elde edilemezken, tespit edilen 16, 24 ve 29 
kDa’luk bantların 16 ve 21 kDa’luk polipeptidler ile 
benzer olabileceği düşünülmüştür. Bunlardan 8 kDa’luk 
polipeptid ham kist sıvısı antijeninde gösterilmesine 
rağmen küçük moleküler ağırlığı nedeniyle purifikasyon 
aşamasında elimine olduğu düşünülmüştür. Bununla 
birlikte ham kist sıvısındaki yüksek moleküler ağırlıklı 
diğer polipeptidler purifikasyon aşamasında elimine 
edilerek antijenin sensitivitesi artırılmıştır. 

Hidatidosisin tanısında kullanılan ELISA yöntemi, 
kısa zamanda çok sayıda örneğin işlenmesine olanak 
sağlaması, duyarlı, özgül ve ekonomik bir yöntem olması 
nedeniyle tercih edilmektedir (17). Yapılan değişik 
çalışmalar koyun hidatidosisinin tanısında ELISA 
yönteminin sensitivitesinin %60 ile %94 arasında, 
spesifitesinin ise %94 ile %99 arasında (12, 18, 19) 

değiştiğini ortaya koymuştur. Ibrahem ve ark. (19), koyun 
ham kist sıvısı antijeni, kısmi purifiye kist sıvısı antijeni ve 
rekombinant AgB’yi kullanarak ELISA testini koyun 
hidatidosisinin tanısında uygulamışlar ve sırasıyla %32, 
%88 ve %28 oranlarında sensitivite ve %90, %95 ve 
%95 oranlarında spesifite elde etmişlerdir. Bu çalışma ile 
kısmi purifiye kist sıvısı antijeninin ELISA ile sensitivitesi 
%91.6, ham kist sıvısı antijeninin ise %79.1 olarak 
belirlenirken spesifite oranları sırasıyla %77.1 ve %60.4 
olarak tespit edilmiştir. 

Neticede özellikle yeterli laboratuvar alt yapısının 
olmadığı durumlarda koyunlarda hidatidosisin 
seroprevalansının belirlenmesinde ham kist sıvısı antijeni 
yerine hazırlaması oldukça basit olan kısmi purifiye kist 
sıvısı antijeninin kullanılması faydalı olacaktır. Yine bu tür 
çalışmalarda çok sayıda örneğin kısa zamanda 
işlenmesine imkan sağlayan basit, ekonomik ve özgül bir 
test olan ELISA’nın kullanılması da yararlı olacaktır. 
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