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KOPEKLERDE ERISKIN TAENIA HYDATIGENA ANTIJENINE KARSI ANTIJENIK
SPESIFITENIN SDS-PAGE ve WESTERN BLOT YONTEMIYLE ARASTIRILMASI*
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Gelig Tarihi:

Ozet: Kopek, kurt ve difer yabani karnivorlarin ince bagirsaklannda parazitlenen ve oldukca kozmopolit bir yayiliga sahip
olan Taenia hydatigena'nin karnivorlarda teshisi oldukga zor olup, yumurtalart Taeniidae ailesine baglt diger tiirlerin
yumurtalanyla kangmaktadie. Bu ¢alismada deneysel yolla enfekte edilen ile kontrol grubu képek yavrularindan elde edilen
serumlar ve olgun T-hydatigena halkalanndan hazirlanan antijen kullambmigtir. Antijendeki proteinlerin molekiil buyilkliklerinin
belirlenmesi icin antijenin SDS-PAGE ybntemiyle elektroforezi yapilmigur, SDS-PAGE yontemi ile separe edilen proteinler
Western blot metoduyla nitroseltiloz membranlara transfer edilip, kdpek serumlan (deneysel enfekte ve kontrol grubu) ve ayrica
hazir ticari non-enfekte képek serumu test edilmis ve membranlarda agifia ¢ikan protein bantlarindan hangilerinin deneme grubu
hayvanlar igin spesifik oldugunu belirtemek igin elde edilen bulgular diger bantlarla karsilagtinlmistr. Bu bulgulara gisre Western
blot yonteminde kdpeklerde Thydatigena'n tamsinda kullaniabilecek spesifik bantlarin molekil agirliklaninin 24 ve 84 kDa
oldugu tespit edikmistir.

Anghtar Stzeiikler: Taenia hydatigena, kopek, SDS-PAGE, Western blot.

Investigation of Antigenic Specificity Against Somatic Taenia hydatigena Antigen in Dogs
by SDS-PAGE and Western Blotting

Summary: Taenia hydatigena occurs in the small intestine of dogs, wolves and other wild carnivores and it is cosmopolitan
in distribution. The diagnosis of this cestode is almost impossible via fecal examination in carnivores. Because the egg of this
parasite is very similar to other species of Taeniidae family, which causes confusion in diagnosis. In this study the sera were
obtained from the experimentally infected dogs and Control group dogs. Antigen was prepared from the T.Aydatigena proglottids,
The antigen was studied with SDS-PAGE to determine protein bands, These proteins were transferred to nitrocellulose
membranes by the method of Western blotting. The dog sera and also commercial non-infected dog serum were tested on these
nitrocellulose membranes. After that the results from the sera of experimental group were compared to the results of sera from
Control group and non-infected dog serum to determine specific bands for this parasite. According 1o the results, the bands of 24

and 84 kDa are determined to be specific proteins in the diagnosis of TAydatigena in dogs.
Key Words: Taenia hvdatigena, dog, SDS-PAGE, Western blotting.

GIRIS tim bolgelerdeki kopeklerde goriilmektedir, Tiirki-

ye'de yapilan bir caligmada Mimioglu ve ark.’, bu ces-

Taenia hydatigena basta kopek olmak iizere, kurt,
tilki, gakal gibi yabani karnivortarin ince bagirsaklann-
da bulunur. Gelismelerinde basta koyun ve kegi ol-
mak iizere cesitli evcil ve yabani ruminantlar, domuz,
sincap ve yesil maymunlar hatta nadir de olsa atlar
arakonaklik yaparlar'®. Kasaplarin ve halkin su kesesi
olarak adlandirdig: T.hydatigena'nin larvas: olan
Cysticercus tenuicollis, bilinen sistiserkler icinde en
biiyiiklerinden olup, 5 ile 8 em'lik bir capa ulasabil-
mektedir. Olgun parazitler kdpekier icin fazla bir teh-
like arz etmese de, arakonaklar fazla sayida sistiserk
ile enfekte olduklarinda, bu larvalar karaciger dokn-
sundaki gécleri esnasinda tahribat meydana getirmekte
ve sonugta akut fasciolosise benzeyen hepatitis cysti-
cercosa tablosu ortaya ¢ikmaktadir,

Kozmopolitan bir yayilisa sahip olan bu parazit
diinyada koyun, ke¢i ve domuz yetisliriciligi yapilan

*  Bu makale doktora tez ¢aligmasinin bir béltimiinden dzetlenmigtir,

todun Ankara sokak kdpeklerindeki yayihisinin % 4 ol-
dugunu bildirmislerdir. Pamuk¢u ve Ertiirk?, nekropsi-
sini yaptiklari kopeklerin % 15.2'sinde bu parazite
rastlamislardir. Doganay®, nekropsilerini yaptigr Anka-
ra sokak kopeklerinde bu parazite % 32 oraninda rast-
lacigint bildirmistir..

Parazitlerin teshisinde mikroskobik yénternler hala
en gecerli yontemler olmay siirdiirmekle beraber bu
yontemlerin bir ¢ok dezavantajt da vardir. Ornegin ba-
71 parazitler morfolojik olarak benzer yapida yada kii-
¢iik yaptlh olup, boyanmalari veya tetkikleri zordur.
Ayrica Taenia yumurtalarinin mikroskopta tiir diizevin-
de teshisleri de mitmkiin degildir*”. Yukanda sayilan
zorluklarn iistesinden gelebilmek igin son yillarda se-
rolojik tant yontemleri gelistirilmeye baslanmistir. Bu
amagia son yillarda serolojik yontemlerden SDS-PA-
GE ve Western blot metotlan sikhikla kullanilanlardan
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olmustur™®, Kopeklerdeki Taenia hydatigena enfeksi-
yonlarinda spesifik olan protein bantlarinin Western
blot yontemiyle ortaya ¢ikantmast; bu parazit ve diger
kopek cestodlarinin eradikasyonuna yonelik ¢aligmala-
ra, ileride gerceklestiritebilecek asi caligmalarina, bu
hastaligin erken donemde serolojik teshisi icin Kit ha-
zirlanmasing, diger serolojik ve biyo-molekiiler galis-
malara bir basamak teskil etmesi bakimindan Gnem ta-
simaktadir.

Bu ¢aligma kapsaminda, SDS-PAGE metoduyla
erigkin Taenia hydatigena halkalanindan hazirlanan an-
tijenlerindeki proteinlerin aynstirilmasindan sonra Ta-
enia hydatigena ile deneysel enfekte pozitif, kontrol
grubu ve piyasadan saglanmig olan non-enfekte kopek
serumlan kullanilarak Western blot yontemiyle bu
bantlardan hangilerinin spesifik oldugu aragtinlmigtir.

MATERYAL ve METOT

Serumlar: Deneme ve Kontrol grubu hayvanlarin
Vena saphena externa'lanndan alinan 10 ar ml kan or-
nekleri 6.000 rpm'de 10 dakika stireyle santrifiije edi-
lip serumlart aynistinldiktan sonra numuneler -20 °C ‘e
derin dondurucuda kullantdlincaya kadar saklanmigtir.,

Antijen Hazirlanmasi: Halkalardan antijen hazir-
fanmasi isleminde ise; gebe halkalar ¢ok iyi temizlen-
mis bir havan igerisine konuldu ve tizerlerine yaklagik
-300 °C gibi ¢ok diigiik bir 1siya sahip sivi azot ilave
edildi, Sivi azotun ugmasiyla beraber asin derccede
donmus durumdaki parazitler havan tokmag ile dovii-
lerek toz haline getirildi. Toz haline getirilen her bir
gram olgun halka i¢in 2 ml PBS ile birlikte proteaz
inhibitorleri olarak %1 oraninda deoxycholic acid
{SI3MA Chemical Company, USA) ve ethylenedi-
aminetetra-acetic acid (EDTA, SIGMA Chemical
Company, USA) 5 mM oranlarinda ilave edilerek 1yi-
ce kapstirildi ve soliisyon haline getirildi. Bu soliisyon
£3.000 rpm'de 30 dakika santrifiij edilerek elde edilen
siipernatant diyaliz torbasina konularak distile suya
karst +4 °C  de 24 saat diyaliz edildi. Diyalizle tuz
konsantrasyonu diisiirilen olgun (somatik) antijenleri
(.45 ptlik membran filtreden gegirildi. Filtreden gegi-
rilen soliisyon, miiteakiben eppendorf tiiplere konula-
rak derin dondurucuda kullanilincaya kadar -70 °C de
sakland.

SDS-PAGE ve Western blot: Dencyin sonraki
ayamalarinda kullamlacak en uygun antijen miktarunt
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belirleyebilmek igin 5 10, 20, ve 30 yl hacimlerinde
antijenler prosediire uygun olarak hazirlanan jele yiik-
lenmistir. Elektroforez isleminden sonra ortaya ¢ika-
cak olan proteinlerin molekiil agirhikiarin belirteyebil-
mek i¢in jele antijenin yant sira iki farkl protein stan-
dard: yiiklenmistir (High and Wide Molecular Weight
Range, SIGMA Chemical Company, USA). Antijeni
%15'lik jel i¢inde molekil agirliklarma gore aynstir-
mak i¢in sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) islemi yapilrmugtir.

Elektroforez isleminden sonra bir kereye mahsus
olmak lizere jel, ortaya ¢cikan proteinleri gorebilmek
ve molekiil agirhklanm 6lgebilmek icin hazir kit ile gii-
miis boyama islemine tabii tutulmugtur (Owl Silver
Staining Kit, Owl Separation Systems, Inc., USA).

Elektroforez islemini miiteakip western blot meto-
duna gegilmistir. Bunun icin jeldeki ayristirtlmes prote-
inler nitroseliiloz membranlara transfer blot cihaziyla
nakledilmistir. Bu transfer isleminde yari-islak blot
(semi-dry blot) cihazi kullamlmistir, Bu membranlar,
enfekte ve kontrol grubu kopeklerin serumlari ve ayr-
ca piyasadan alinmis hazir non-enfekte kipek seru-
muyla (SIGMA Chemical Co.,USA) muamele edil-
mistir. Konjugat olarak anti-dog [gG peroxidase con-
jugate (antibody developed in rabbit IgG fraction of
serum, SIGMA  Chemical Co.,USA) kullaniinustr.
Nitroseliiloz membranlardaki peroksidaz aktivitesini
gozlemleyebilmek igin, DAB (3,3,-Diaminobenzidine)
peroksidaz (SIGMA Chemical Co., USA) tabletierden
hazirlanan solisyon substrat otarak kullamlmistir. Bu
islemi miiteakip vakit gecirmeden membranlarin fo-
tograflar ¢ekilerek saklanmusgtir.

SDS-PAGE ve Western blot islemlerinin tatbiki ve
kullanilan soliisyonlarin-hazirlanmasi Sambrook ve
ark.”a gore yapitmstir.

BULGULAR

SDS-PAGE: Taenia hydatigenanin olgunlarindan
hazirlanan antijen 5, 10, 20 ve 30 pl miktarlarinda jele
yiiklenmig, bunlar arasindan 30 pl'lik miktar ile tespit
edilen bantlar en belirgin-olarak kabul edilmis ve ¢a-
lismanin sonraki agamalart bu miktar kullanilarak siir-
diiriilmiistiir. Bu antijen SDS-PAGE ile analiz edilip,
giimiis boyama yontemiyle boyandiginda <6.5 kDa ile
205 kDa arasinda 22 bant tespit edilmistir. Boyanmg
olan jelde en belirgin bantlar 116,84, 66, 55, 45, 42.5,
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36, 329, 29, <29, >14.2 ve 6.5 kDa olarak belirlen-
mistir. Yiiz on alu, 84, 66 ve 45 kDa'lik bantiann jel
iizerindeki goriiniimlerinde birbirine benzerlik gorii-
liirken; en belirgin olarak 6.5, 45 ve 55 kDa'lik bantlar
tespit edildi. Diger protein bantlan ise jel lizerinde da-
ha zayif sekilde gériilmiistiir (Resim ).

Western Blot: Taenia hydatigena olgun antijenin-
deki protein bantlan nitroseliiloz membrana aktarilip,
deneysel enfekte kopeklerin serumiariyla Western blot
yontemiyle test edildiginde membranda 16 bant tespit
edilmistir. Bu bantlardan molekiil agirhig1 en diisiik
olanin 6.5 kDa'un altinda cldugu, en yiiksek molekiil
agirhgmdaki bandin ise 116 kDa ofdugu goriitmiigtiic
(Resim 23. Kontrol grubu kopeklerin serumlarinin
Western blot ydntemiyle serolojik kontroliinde memb-
randa birisi 6.5 kDa'un altinda, digerleri ise 6.5 ile 116
kDa arasinda molekiil agirhigina sahip 14 protein band:
belirlendi (Resim 3). Non-enfekte kopek serumu ile
galisiidiginda ise yine birisi 6.5 kDa'un altinda, digerle-
riise 6.5 ile 116 kDa arasinda 11 bant tespit edildi (Se-
kil ). Elde edilen bulgular karsilastinldiginda T Avda-
tigena olgun antijenin kullamldigl Western blot yonte-
minde; kdpeklerdeki T hydatigenanin tamsinda tmmiin
reaktif protein bantlannin melekiit agirfiklar 24 ve 84
kDa olarak belirlendi. Bununla birlikte nitroseliiloz
membranda 24 kDa'lik immin reaktif bandin 84
kDa'luk banttan daha belirgin oldugu dikkat ¢ekicidir.

TARTISMA ve SONUC

Bu galigmada, C.tenuicollis ile deneysel olarak en-
fekte edilen kipeklerden elde edilen erigkin T hydati-
gena'lardan hazirlanan antijenler kullamilmistir. Daha
sonra Western blot metoduyla kopeklerde T hydatige-
ra enfeksiyonu i¢in immiin reaktif protein bantlari or-
taya ¢ikarnimstir,

Simdiye kadar ruminantlari ve domuzlar enfekte
eden cestod larvalari iizerinde bir ¢ok ¢alisma gergek-
lestirilmigsken olgun formlan képeklerde yerlegen ces-
wdlar iizerinde E.granulosus ve T.ovis haricinde Wes-
tern blot caligmasina rastianmamasi nedeniyle, bu ¢a-
lismadaki sonuglar yakin kaynaklar tartisilarak deger-
lendirilmistir. Taenia hydatigena ile yapilmig olan se-
rolojik ¢aligmalar Heath ve ark.', Jenkins ve ark.”,
Deplazes ve ark.”min yapmig oldugu ELISA calismala-
rindan ibarettit. Ancak C.tenuicollis i¢in koyunlar'®"
ve domuzlar” iizerinde yapilmis olan Western blot ¢a-
ligmalan vardir. Bu ¢alismalarin bazilar C.tenuicol-
lis'in, C. cellulosae, C.bovis ve C.ovis gibi cestod lar-
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valarina genetik yakinhigindan dolayi bunlann tanisinda
kullanilip kullanilmayacaginin arastinimas: yéniindedir.

Jenkins ve Rickard'**"™ ve Heath ve ark.nin ¢alig-
malarindan énce képeklerde Taenia tiirlerine karsi olu-
san anfikor yanitlart iizerine yayimianmig herhangi bir
yayina rastlanmarustir. Bu aragtincilar®, itk ¢alismala-
rinda tamamuyla parazitsiz ortamda yetismis kopekler
ile monospesifik olarak cestodlar ile enfekte kopek-
lerdeki hematalojik ve serolojik verileri kargilagtirmis-
lardir. Bu enfeksiyonlarin hi¢ birinde antikor titrelerin-
de ve hematolojik degerlerde kayda deger bir degisi-
min olmadifini bildirmiglerdir. Aymt aragtincilar para-
zitsiz yetistirdikleri kopekleri Fhydatigena, T.pisifor-
mis ve E.granulosus'la monospesifik olarak enfekte
etmisler, sonra tedavi edip tekrar ayni parazitlerle en-
fekte ettikten sonra, onkosfer -antijenleri ile skoleks
antijenterini CLISA yontemi ile kiyaslamiglardir. Ca-
ligma sonucunda onkosfer antijenlerin spesititesinin
daha yiiksek oldugunu bildirmiglerdir'.

Heath ve ark.® Taenia tiirlertyle enfekte kopeklerde
spesifik antikorlarin olustugunu T.evis'i kullanarak
yapmus oldugu ¢alismada teyit etmistir. Taenia ovis'le
bitlikte T. hydatigena, T. pisiformis ve E. granulo-
sus'dan bazirlanan E/S antijenlerini ELISA yontemi
kultanarak kargilastirmig, sonugta T. ovis ile T. hvdati-
gena arasmda ¢apraz reaksiyon goriiliirken, 7. ovis ile
diger iki parazit arasinda ¢apraz reaksiyon goriilmedi-
gini bildirmislerdir. Heath ve ark.”min ¢alismasinda
kullanilan antijen E/S antijeni olmasma ragmen, yine
de T. ovis ile T. fivdatigena arasinda capraz reaksiyon
goriilmiistiir. Bizim calismamiz sonucunda elde edilen
24 ve 84 kDa'tuk proteinlerin piirifikasyonu ile ¢apraz
reaksiyon probleminin ortadan kalkacag diistiniilmek-
tedir.

Ralston ve Heath" T.ovis skolekslerinin salgilarin-
dan hazirladigr antijenle cestod-spesifik ELISA ve
Western blot testieri gelistirmeyi amacladiklari galis-
malarinda, képeklerde T. ovis enfeksiyonlarinin serodi-
agnozunda spesifik antijenin molekil aguliginm 94
kba oldugunu tespit etmiglerdir. Ancak, bu antijenleri
ELISA ydntemt ile monospesifik olarak 7. hydatigena
ve T. pisiformis ile enfekte kdpek serumlan ile test et-
tiklerinde, serumlarin sadece % 30'unun pozitif reaksi-
yon verdigini gozlemlemislerdir. KSpek serumlarinimn,
olgun 7. hydaiigena ham antijenleri kullanifarak Wes-
tern blot yontemiyle test edildifi ve bu parazit iizerin-
de ilk defa ger¢cklestirilen bu tez galismasinda 24 ve
84 kba molekiil agirligimda‘iki banda rastlanmmstir. Bu
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parazitle yakin genetik ozellige sahip olan T. ovis'le
yapilmis olan ¢aligmada” bulunan 94 kDa'luk bandin
bu ¢alismada bulunmadig: gibi 24 ve 84 kDa molekil
agirhgindaki bantlarda 7. ovis'ten bildirilmemistir.

Bu caligmada, ozellikle olgun T. hydatigena'dan
hazirlanan ham antijen ekstraktlannin hem SDS-PAGE
ile elektroforezinde hem de Western blot'unda ¢ok sa-
yida protein bantlari ortaya gikmustir. Caligma sonug-
larina gore Western blot ta ortaya ¢ikan spesifik olma-
yan protein bantlarimin sayisini en aza indirmek igin
gelecekte bu parazitle yapilacak ¢aligmalarda E/S anti-
jenleri gibi spesifik antijenlerle ¢aligilmasi gerekmek-
tedir. Ancak, E/S antijenleri bile olsa yukarida sozii
edilen bazi caligmalar gostermektedir ki cestodlar ara-
sindaki yakin genetik benzerlikten dolayr E/S antijen-
lerinin bile piirifikasyona ihtiya¢ gosterdigi anlagil-
maktadir. Bu ¢ahgmada elde edilen 24 ve 84 kDa mo-
lekiil agirliklarindaki iki immiin reaktif bandin yakin
gelecekte Gel Eluter, Prep-Cell ve Rotofor-Cell gibi
modern cihazlaria saflastiriimasi halinde T hydatigena'
nin teshisinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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Resim 1: Taenia h}'giatige}rca clgun antijeninin SDS-PAGE ile
analizi. PS.: Protein standardi, a:5, B:10, ¢:20, d:30 pl’lik antijen
mikzan R '

Figure 1: Analysis of T. hydatigena proglottid antigen by SD5-
PAGE. PS.: Protein standerds, 2:3, b:40, ¢:20, d:30 pl volume of
antigens.
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Resim 2: Western blot'da deneme grubu kopeklerin serumlarinda Resim 4: Western blot’da non-enfekte kopek serumunda goréilen

goriilen protein bantlar, protein bantlar.
Figure 2: The protein bands detected in the sera of dogs in Figure 4: The protein bands deteeted in the non-infected dog
experimental group by western blotling. serum by western blotting. .

Resim 3: Western blot"da kontrol grubu kopeklerin serumlarinda
gtnitlen protein bantlari.

Figuve 3: The proicin bands detected in the sera of dogs in control
group by western blotiing,



