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Hidatik Kist Sivisindan
Antijen B (Agb)’nin Kismi Purifikasyonu ve
Koyun Hidatidosisinin Tanisindaki Etkinligi

Bu calisma, koyun ham kist sivisi antijeni ile kismi purifiye kist sivisi antijeninin (AgB) antijenik
Ozelliklerinin SDS-PAGE ile arastiriimasi ve koyun hidatidosisinin tanisinda ELISA’'nin sensitivite ve
spesifitesinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir.

Koyun ham hidatik kist sivisinin SDS-PAGE analizinde molekiiler agirhgi 8 ile 205 kDa arasida
degisen 15 farkl polipeptid bandi tespit edilirken, kismi purifiye antijenin elektroforezi neticesinde
molekuler agirigi 16 ile 68 kDa arasinda degisen 6 farkli polipeptid bandi belirlenmis olup her iki
antijende de en belirgin bandin 66 kDa’luk band oldugu dikkati ¢cekmistir. Ayrica kismi purifiye kist
sivisi antijeninin elektroforezinde AgB’nin dugik molekuler agirlikh (16, 24, 29 kDa) 3 subuniti elde
edilmistir.

Elde edilen her iki antijenin koyun hidatidosisinin tanisindaki etkinligini belirlemek amaciyla yapilan
ELISA testi neticesinde kismi purifiye kist sivisi antijeninin (AgB) sensitivitesi %91.6, spesifitesi
%77.1 olarak belirlenmis; ham kist sivisi antijeni igin ise bu oranlarin sirasiyla %79.1 ve %60.4
oldugu tespit edilmistir.

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

Partially Purification of Antigen B (Agb) From Hydatid Cyst Fluid
and Diagnostic Effectiveness In 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.

Giris
Echinococcus granulosus’un eriskinleri kdpek, kurt, ¢cakal ve diger kanidelerin ince
bagirsaklarinda, larvasi olan hidatik kist ise koyun, kegi, sigir, domuz ve diger birgok

evcil ve yabani memelide ayrica insanlarda basta karaciger ve akciger olmak lzere
cesitli organ ve dokularda bulunmaktadir (1).

Echinococosis, hem insan hem de evcil hayvanlar etkileyen diinyadaki en 6nemli
zoonozlardan birisi olup, &zellikle az gelismis Ulkelerde kirsal bodlgelerdeki
populasyonlarda, insan ve hayvanlarda oldukga sik rastlanmaktadir (2). Klinik bulgularin
yeterince belirgin olmamasi ve parazitolojik yoklamalarin spesifik sonuglar vermemesi
nedeniyle ara konaklardaki teshisinde sikintilar ortaya cikmaktadir. Ozellikle yeni
olusmakta olan kistlerin radyodiagnostik yontemlerle tespiti glic olmaktadir. Hastaligin
erken tanisi suphesiz ki tedavideki basari oranini da artirmaktadir (3).

Hidatidosiste serolojik tani diger parazit hastaliklarinda oldudu gibi konagin parazite
karsi gostermis oldugu hiicresel ve humoral immun yaniti ortaya koyma esasina
dayanmaktadir. Serolojik testlerin sensitivite ve spesifiteleri, kullanilan antijenin cinsi ve
hazirlama sekli, degisik pozitiflik kriterleri, kistin canliligi ve lokalizasyonu, parazitin susu
gibi bircok nedene baglidir (4).
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Echinococcus granulosus’un degdisik yasam evre-
lerinin farli antijenik yanitlar verdigi, hidatik antijenlerin
genel kaynaginin ise Kkist sivisi, kist membrani ve
protoskoleksler oldugu bilinmektedir (5). Glnumuze
kadar kist sivisi igerisinde iki farkli antijenik yapi
belirlenmis olup bunlarin i1siya dayaniksiz bir lipoprotein
olan antijen 5 ve Isiya dayanikli bir protein olan antijen B
oldugu bildirilmistir (6, 7).

Antijen 5 ilk defa Capron ve ark. (8) tarafindan
immunoelektroforez metoduyla at kist sivisindan elde
edilmis ve hidatidosisin tanisindaki degeri Uzerinde
durulmus, ayrica antijen 5’'in ¢imlenme zarinda,
protoskolekslerin parankiminde ve bunlarin salgilarinda
bulundugu tespit edilmistir. Antijen 5, parazitin hidatik
sivisinda ve kistin somatik dokularinda bulunan 10 veya
daha fazla antijenden biri olup, immunoelektroforetik
calismalar bu antijene karsi olusmus antikorlarin
hastanin  serumunda  bulunmasinin  hidatidosisin
tanisinda kesin bir kriter oldugunu géstermistir (8). Bu
antijene ayni zamanda Taenia hydatigena sistiserkleri
icindeki sivida da rastlandigi ve bu nedenle cysticercosis
ile gapraz reaksiyona neden oldugu bildirilmistir (9). ikinci
onemli hidatik antijen Oriol ve ark (7) tarafindan tanim-
lanan, lipoprotein yapida, i1siya dayanikli ve molekdler
agirhgr 12000 dalton olan antijen B’dir. Bu antijen, kist
sivisi kaynatildiktan sonra geriye kalan en &nemli
antijenik bilesimdir (7). Kist membraninin gegirgenligi
antijen B icin antijen 5’e gére 10 kat daha fazladir (5).
Klasik elektroforetik yontemler icerisinde modifiye edilmis
jel sistemleri olmasina ragmen sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) bunlarin en
populer olanlarindan biridir. Yontemin en &nemli
Ozellilerinden birisi ¢ok sayida protein karigimlarinin
analizine olanak saglamasidir (10).

Burgu ve ark (11), koyun hidatik kist sivisinin SDS-
PAGE ile analizinde molekuler agirigr 8 ile 200 kDa
arasinda degisen dokuz farkli spesifik protein bandi elde
etmislerdir. Simsek ve Koéroglu (12) ise ayni yontemle
koyun kist sivisinda 29, 45, 58, 68, 98 ve 116 kDa
molekuler agiriginda alti farkh polipeptit bandi tespit
etmiglerdir. Baska bir ¢alismada Kanwar ve ark (13),
koyun hidatik kist sivisinda SDS-PAGE yontemiyle
molekiler agirigr 8-116 kDa arasinda degisen 15 farkli
fraksiyon belirlenmisler ve bunlar igerisinde en belirgin
olaninin 66 kDa'luk band oldugunu bildirmiglerdir.
Sepherd ve McManus (14), 12 ve 16 kDa’luk polipep-
tidlerin, Maddison ve ark. (15) ise 8 kDa’'luk polipeptidin
hidatik kist igin spesifik oldugunu bildirmislerdir.

Hidatidosisin tanisinda kullanilan ELISA yontemi,
yuksek duyarlilikh olup, ¢cok az miktarda serumun yeterli
olmasi, kesin kantitatif o6lgmeyi saglamasi ve kisa
zamanda c¢ok sayida numunenin islenmesine imkan
saglamasi bakimindan rutin kullanima uygun, duyarl,
0zgil ve ekonomik bir ydntemdir (16). Yong ve ark. (17),
koyun hidatik kist sivisindan hazirladiklari antijeni
kullanarak, hidatik kistle dogal enfekte alti yasindaki 45
koyunun nekropsisi sonucu elde ettikleri serumlari ELISA
ile test etmisler ve 41 koyunda pozitif sonu¢ elde
etmislerdir. Force ve ark. (18), hidatidosisin tanisinda
karsilastirmali olarak calistiklari 8 serolojik test icerisinde
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ELISA ydnteminin %94 ile en sensitiv, %99 ile en spesifik
test oldugunu saptamiglardir. Simsek ve Koéroglu (12) ise
koyun ham kist sivisi antijenini koyun hidatidosisinin
tanisinda kullanmiglar ve ELISA’nin %60 sensitiviteye ve
%94 spesifiteye sahip oldugunu tespit etmislerdir.
ibrahem ve ark (19) koyun ham kist sivisi antijeni, kismi
purifiye kist sivisi antijeni (AgB) ve rekombinant AgB'yi
kullanarak ELISA testini uygulamiglar ve bu antijenlerin
koyun hidatidosisinin tanisindaki yerini arastirmiglardir.
Neticede sensitivite oranlarinin ham kist sivisi antijeni
icin %32, kismi purifiye AgB icin %88 ve rekombinant
AgB igin ise %28 oldugunu belirlemigler, spesifite
oranlarinin ise sirasiyla %90, %95 ve %95 olarak
sekillendigini ifade etmiglerdir.

Bu calisma ile hidatidosisin serolojik tanisinda
kullanilacak kist sivisi antijeninin kismi purifikasyonunun
yapilmasi, antijenik bantlarin SDS-PAGE ile gosterilmesi
amagclanmisg, ayrica elde edilen antijenlerin sensitivite ve
spesifite oranlarinin  ELISA kullanilarak belirlenmesi
hedeflenmistir.

Gereg ve Yontem

Ham kist sivisi antijeninin hazirlanmasi: Koyun
karacigerinden elde edilen fertil hidatik kist sivisi 5000
g'de 10 dakika santrifiij edilerek protoskoleks ve diger
partikullerin ¢dkmesi saglanmistir. Bu asamadan sonra
elde edilen supernatant 0.45pl'lik filtreden gegirilmis ve
12 saat PBS'ye karsi +4°C'de diyaliz edilerek tuz
konsantrasyonu disirulmustir. Daha sonra porsiyonlara
ayrilarak kullanincaya kadar -20°C’de saklanmistir (12).

Kismi Purifiye Antijenin (AgB) hazirlanmasi:
Hidatik kist sivisindan Antijen B bakimindan zengin
antijen koyun karacigerinden elde edilen hidatik kist
sivisindan hazirlanmistir. Hidatik kist sivisi 5000 g’de 10
dakika santrifij edilen protoskoleks ve diger partikillerin
¢cokmesi saglanmistir. Elde edilen 100 ml supernatant
hem antijen 5 hem de antijen B’yi icermektedir. Bu
supernatant 1 gece +4°C'de 0.005 M acetat buffer
(pH=5.0)'da diyaliz edilmis, daha sonra +4°C’de 15000
g'de 30 dakika santrifiij edilmistir. Supernatant atilip altta
kalan pellet toplanmis ve 10 ml 0.2 M fosfat buffer
(pH=8.0)'da ¢ozdlrilmigstir. Bu solisyon 15 dakika su
banyosunda tutulduktan sonra +4°C’de 20000 g'de 1
saat sureyle santriflij edilmistir. Elde edilen pellet atiimis
ve Antijen B’den zengin supernatant porsiyonlara ayrilip
kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmistir (20).

Polipeptid analizi: Ham hidatik kist sivisi antijeni
(cAg) ve Antijen B (AgB)den zengin kismi purifiye kist
sivisi antijeni %12'lik seperasyon ve %3.9'luk stok jel
sisteminde reducing sartlarda SDS-PAGE yontemiyle
elektroforeze tabi tutulmustur. Seperasyon amaciyla her
bir antijen fraksiyonundan 20 pl alinip 3 pl 6X SDS 6rnek
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 karigtirilarak ikiser kuyucuga yuklenmistir.
Ayrisan proteinlerin  molekuler agirhigini  belirlemek
amaciyla da bir kuyucuga molekiler agirhk markeri
(Oncogene Research Product Prestained Protein
Molecular Weight Markers, Cat No: MW03) konulmustur.
Ornekler 200 V sabit akimda proteinler jelin alt kismina
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ulagsana kadar seperasyona tabi tutulmustur. Bu slirenin
sonunda jel 15 dk fikzasyon solusyonunda (%10 glacial
asetik asit, %20 methanol ve %70 distile su) bekletiimis
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 boyanip bantlar belli olana kadar
acma solusyonunda (3 kisim methanol, 1 kisim glacial
asetik asit, 6 kisim distile su) bekletilmistir. Bantlar
tamamen ortaya gikinca jelin goriintiist alinmistir.

ELISA’nin Uygulanigi: Bu test, Simsek ve Kéroglu
(12)nun  bildirdigi  sekilde yapiimistir.  Antijenlerin
optimum dilusyonu 0.05 M karbonat/bikarbonat tamponu
ile yapilmis ve ELISA pleytinin (Linbro EIA mikrotitration
plate 96 flat bottom Lot No: 805202) her bir kuyucuguna
100 pl konularak bir gece +4°C’de bekletilmigtir.
Bloklama iglemi icin 1X PBS ile sulandirimis %5’lik
yagsiz sit tozu kullaniimigtir. Serumlar 1/200, konjugat
(anti-sheep IgG  peroxidase conjugate, Sigma
Immunochemicals Cat. No: A3415) ise 1/7500 oraninda
sulandiriimig, ylkama ve sulandirma iglemleri icin ise
%0.02 Tween-20 iceren PBS kullaniimistir. Substrat ve
15 dakika sonra durdurma solusyonu eklenen pleyt,
ELISA okuyucusunda (Medispec ESR 200 ELISA
Reader) 450 nm dalga boyunda okutulmustur. Sonuglar
absorbans degerleri olarak alinmig, negatif kontrollerin
absorbans degerlerinin aritmetik ortalamasi +2 standart
sapma (X+2SD) degerinin (esik deger=cut-off) Usti
pozitif olarak kabul edilmigtir.

ELISA’nin Standardizasyonu: Testi standardize
etmek amaciyla antijen, serum ve sekonder antikorun
(anti-sheep) optimal ¢alisma dilusyonu ve konsan-
trasyonu belirlenmistir. Bu amagcla bilinen pozitif ve
negatif serum o6rneklerinin seri dilusyonlari yapilmistir.
Bu calismada kullanilan 48 adet pozitif serum 0Ornegi
mezbahada kesim takip edilerek, karaciger, akciger veya
her ikisinde birden belirgin hidatik kistlerin goraldugu ve
diger organlarinda bagka bir parazitolojik ve patolojik
durumun olmadigi koyunlardan alinmistir. Ayni sekilde,
48 negatif 6rnek de mezbahada kesim takip edilerek elde
edilmig, ozellikle 1 yasindan kiglk ve organlarinda
hidatik kist ve baska paraziter olusum goérilmeyen
kuzulardan alinmigtir. Testin sensitivite ve spesifitesi
pozitif ve negatif orneklerin cut-off degerlerine gore
hesaplanmistir.

Bulgular

Koyun ham hidatik kist sivisinin  SDS-PAGE
analizinde molekiler agirigr 8 ile 205 kDa arasida
degisen 15 farkh polipeptid bandi tespit edilmis, bunlar
icerisinde en belirgin olanin 66 kDa’luk bant oldugu
gosterilmigtir  (Sekil 1B). Kismi purifiye antijenin
elektroforezi neticesinde ise molekdiler agirhgi 16 ile 68
kDa arasinda degisen 6 farkli polipeptid bandi
belirlenmis olup en belirgin bandin ham kist sivisi
antijeninde oldugu gibi 66 kDa'luk band oldugu
belirlenmistir (Sekil 1,A). Ayrica kismi purifiye kist sivisi
antijeninin elektororezinde Antijen B’nin dusik molekiler
agirhkli (16, 24, 29 kDa) 3 subuniti elde edilmistir. Elde
edilen her iki antijenin koyun hidatidosisinin tanisindaki
etkinligini belirlemek amaciyla yapilan ELISA testi
neticesinde kismi purifiye kist sivisi antijeninin (AgB)
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sensitivitesi %91.6, spesifitesi %77.1 olarak belirlenmis;
ham kist sivisi antijeni (cAg) igin ise bu oranlarin
sirasiyla %79.1 ve %60.4 oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 1. Koyun kismi purifiye (A) ve ham (B) kist sivisi

antijenlerinin  SDS-PAGE ile elektroforetik analizi
neticesinde elde edilen bandlarin goériiniimii
Tartigsma

Echinococcus  granulosus’'un  degisik  yasam

evrelerinin farkli antijenik yanitlar verdigi, hidatik antijen-
lerin genel kaynaginin ise kist sivisi, kist membrani ve
protoskoleksler oldugu bilinmektedir. Hidatidosisli farkli
konaklardan alinan kist sivilarinin antijen konsan-
trasyonlari kargilastirildiginda, insan ve koyun kist-
lerinde, sigir ve domuz kistlerine, karaciger kistlerinde ise
akciger Kkistlerine oranla daha fazla antijenik protein
oldugu, ayrica en yiksek antijen konsantrasyonuna
koyun karaciger kistlerinin sahip oldugu saptanmistir (5).
Hidatik kist sivisi igerisinde konaga ait komponentlerin
bulunmasi nedeniyle hidatidosisin tanisinda kullanilan
serolojik testlerde yanlis pozitif reaksiyonlar sekillen-
mektedir. Serolojik testlerin tanisal gucunl (spesifitesini)
artirmak amaciyla purifiye antijenler veya konak kompo-
nentlerini minimum diizeyde igeren kist sivisi antijenleri
kullaniimaktadir (16). Bu calismada kullanilan her iki
antijen de koyun karacigerinden elde edilen fertil hidatik
kistlerden hazirlanmistir.

Burgu ve ark. (11), koyun koyun hidatik kist sivisinin
SDS-PAGE ile analizinde molekiiler agirhgi 8 ile 200 kDa
arasinda degisen 9 spesifik protein bandi elde
etmiglerdir. Bu calismada da ham kist sivisi antijeninin
separasyonu sonucu 8 ile 205 kDa araliginda 15 farkli
protein bandi elde edilmistir. Kanwar ve ark. (13), ayni
yontemle koyun hidatik kist sivisini ayristirmiglar ve
molekiler agirligi 8 ile 116 kDa arasinda degisen 15
farkli protein bandi belirlemigler ve en belirgin bandin 66
kDa’luk bant oldugunu ifade etmislerdir. Bu calismada
kullanilan her iki antijenle de 66 kDa'luk bant en belirgin
bant olarak géze carpmistir.

Sepherd ve McManus (15), 12 ve 16 kDa'luk polipep-
tidlerin, Madison ve ark (16) ise 8 kDa’luk polipeptidlerin
hidatik kist icin spesifik oldugunu bildirmislerdir. Ibrahem
ve ark (19) ise kismen purifiye ettikleri kist sivisi
antijeninde 8, 12 ve 24 kDa agirhigindaki proteinleri elde
etmisler ve koyun hidatidosisinin tanisinda kullan-
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mislardir. Bu galismada Antijen B'nin 3 subunitinden (8,
16 ve 21 kDa) 8 kDa olan bant kismi purifiye kist sivisi
antijeninde elde edilemezken, tespit edilen 16, 24 ve 29
kDa'luk bantlarin 16 ve 21 kDa'luk polipeptidler ile
benzer olabilecegi disindlmuistir. Bunlardan 8 kDa'luk
polipeptid ham kist sivisi antijeninde gdsteriimesine
ragmen kigik molekiler agirligi nedeniyle purifikasyon
asamasinda elimine oldugu disltndlmistir. Bununla
birlikte ham Kkist sivisindaki yuksek molekuler agirhkli
diger polipeptidler purifikasyon asamasinda elimine
edilerek antijenin sensitivitesi artirilmistir.

Hidatidosisin tanisinda kullanilan ELISA y&ntemi,
kisa zamanda c¢ok sayida 6rneg@in islenmesine olanak
saglamasi, duyarli, 6zgul ve ekonomik bir yéntem olmasi
nedeniyle tercih edilmektedir (17). Yapilan degisik
galismalar koyun hidatidosisinin tanisinda ELISA
yonteminin sensitivitesinin %60 ile %94 arasinda,
spesifitesinin ise %94 ile %99 arasinda (12, 18, 19)
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