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Hypoderma bovis ve Przhevalskiana silenus Somatik
Antijenlerinin SDS-PAGE ile Tanimlanmasi

Sami SIMSEK, Armagan Erdem UTUK, Ergiin KOROGLU, Cem Ecmel SAKI

Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali, Elaz1g

OZET: Bu calisma, Hypoderma bovis ve Przhevalskiana silenus’un {igiincii dénem larvalarindan elde edilen larval antijenleri sodyum
dodesil-siilfat poliakrilamid jel elektroforezis (SDS-PAGE) metoduyla analiz etmek amaciyla yapilmistir. SDS-PAGE deneyinde,
%12’1ik ayristiric: (separating) ve %5’lik toplayict (stacking) jel kullanilmistir. Bu islemin sonucunda Hypoderma bovis’in tigiincii do-
nem larvalarindan elde edilen antijenin, molekiiler agirligi 6 ile 66 kDa arasinda degisen 11 farkli polipeptid bandi olusturdugu,
Przhevalskiana silenus™un tgiincti donem larvalarindan elde edilen antijenin ise molekiiler agirligi 6 ile 100 kDa arasinda degisen 19
farkli polipeptid bandi olusturdugu belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: SDS-PAGE, Hypoderma bovis, Przhevalskiana silenus
Determination of Hypoderma bovis and Przhevalskiana silenus Somatic Antigens using SDS-PAGE

SUMMARY: The aim of this study was to examine larval antigens obtained from the third instar larvae of Hypoderma bovis and
Przhevalskiana silenus using the sodium dodecyl-sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) method. SDS-PAGE separa-
tion was performed using 12% separation gel and 5% stacking gel. At the end of the SDS-PAGE examination, 11 and 19 different poly-
peptide bands were detected between 6-66 kDa and 6-100 kDa in the third instar larvae antigen of H. bovis and P. silenus, respectively.
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GIRiS

Hypoderma bovis’in larval safhast sigirlarin paraziti olup,
nadiren atlarda da gorilebilmektedir. Sigir
hypodermosisinin kuzey yarimkiiredeki bir¢ok tilkede dnemli
ekonomik kayiplara neden oldugu bildirilmektedir (11). Son
yillarda yapilan kontrol ¢aligmalarina ragmen (ilaglama, steril
sinek iiretimi ve agilama denemeleri) hastalik halen Amerika,
Afrika ve Avrupa’da oldukca yaygindir (10). Tirkiye’de ise
sig1r hypodermosisinin %5-68 (Kasim-Subat) oraninda yaygin
oldugu bildirilmistir (9, 13).

insan ve

Hypoderma larvalarinin varligi, ilkbahar ve yaz aylarinda
sigirlarin sirt kisminin elle palpasyonu veya kesim sonrasinda
yapilan karkas muayenesiyle anlagilmaktadir. Serolojik tani
amaciyla ise yaygin olarak ELISA kullanilirken son yillarda
Western blot testi de kullanim alani bulmustur (12, 15). Anti-
hypoderma antikorlar1 enfekte sigirlarda ticlincii donem larva-
larin topraga diismesinden sonra yaklasik 3-4 ay kadar kanda
bulunmakta ve antikor seviyesi Kasim-Mart doneminde en {ist

Gelis tarihi/Submission date: 25 Kasim/25 November 2004
Diizeltme tarihi/Revision date: 14 Subat/14 February 2005
Kabul tarihi/Accepted date: 28 Subat/28 February 2005

Yazigma /Correspoding Author: Sami Simsek
Tel: (+90) (424) 237 00 00 / 6454 Fax: (+90) (424) 238 81 73
E-mail: ssimsek@firat.edu.tr

seviyeye ¢cikmaktadir. Bu nedenle serolojik testler igin en uy-
gun zamanin bu dénemler oldugu bildirilmistir (3).

Ke¢i hypodermosisinin sigirlardaki gibi Tirkiye’de ve diger
iilkelerde bir sorun oldugu bilinmektedir. Przhevalskiana
silenus, kecilerde hypodermosise neden olan dnemli tiirlerden
biri olup, iilkemizde 6zellikle kil kegilerinde ekonomik kayip-
lara neden olmaktadir (8).

Hypodermosisde derinin en degerli kism1 olan sirt bolgesinde
olusan tahribat neticesinde 6nemli ekonomik kayiplar sekil-
lenmektedir. Bunu onlemek amaciyla ya biitiin hayvanlar,
larvalarin bacak ve karin bolgesinde bulundugu Ekim-Kasim
aylarinda sistemik insektisitlerle ilaglanmali veya sadece
enfekte hayvanlar erken donemlerde serolojik testlerle tespit
edilerek ilaglanmalidir. Hastaligin 6nlenmesindeki en ekono-
mik yol, enfekte olmadigr halde ilaglanan hayvanlarda hem
ila¢ masrafi hem de olusan ilaglama stresini 6nlemek amaciyla
serolojik testlerin yapilmasidir (5, 12).

Protein yapisindaki antijenlerin analizinde elektroforetik yon-
temlerin degisik modifikasyonlar1 uygulanmaktadir. Bunlarin
icerisinde sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforez
(SDS-PAGE) yontemi; proteinlerin tanimlanmasinda, karsilas-
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tirllmasinda ve sayisal olarak elde edilmesinde kullanilan,
pahali olmayan, hizli ve tekrarlanabilir bir yontem olmasi
nedeniyle siklikla tercih edilmektedir. SDS-PAGE, ayrica
ozellikli tan1 yontemlerinin baginda gelen Western blot’in ilk
asamasi olmasi bakimindan da 6nem arzetmektedir (1, 2).

Bu ¢alisma ile H.bovis ve P.silenus’un tiglincii donem larvala-
rindan elde edilen larval antijenlerin SDS-PAGE ile tanim-
lanmas1 amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

H. bovis ve P. silenus Uciincii Donem Larval Antijenlerinin
Elde Edilmesi: H.bovis ile dogal enfekte bir sigirda sirt derisi
altinda bulunan ti¢lincii donem larvalar, derinin parmak yar-
dimiyla sikilmasiyla disar1 ¢ikarilmig ve petrilere konularak
laboratuvara ulastirilmistir. P. silenus’un iiglincii donem larva-
lar1 ise bolgemizde bulunan yerel bir mezbahanede kesimi
yapilan kil kegilerinden, kesim takip edilerek sirt derisinin
altindan toplanmis ve petrilere konularak laboratuara nakle-
dilmistir. Ayr ayr1 kaplara konulan larvalar 4 kez 5’er dakika
0.01 M fosfat tamponu i¢inde oda 1sisinda yikanmistir. Daha
sonra 0.1 M karbonat tamponu (pH=9.6) icinde elektrikli ka-
ristiricida homojenize edilmis (her larva i¢in 2 ml) ve bir gece
+4°C’de inkubasyona birakilmistir. Ertesi giin 16.000 g’de 20
dakika santrifiij edilmis ve H. bovis ve P. silenus antijeni ice-
ren istteki kisim ayrilarak kullanilincaya kadar -20°C’de sak-
lanmugtir (12).

Polipeptid Analizi: Hypoderma bovis ve P. silenus’un ligiincii
donem larvalarindan elde edilen larval antijenler %12’lik ay-
ristirict (separating) ve %5°lik toplayici (stacking) jel siste-
minde SDS-PAGE yontemiyle elektroforeze tabi tutulmustur.
Ayristirma amactyla her bir antijen fraksiyonundan 15 pl ali-
nip 15 ul SDS 6rnek tamponu (50 mM Tris-Cl (pH=6.8),
100mM dithiothreitol, %2 SDS, %0.1 bromophenol blue, %10
glycerol) ile karistirtlarak jele yiiklenmistir. Ayrisan proteinle-
rin molekiiler agirligint belirlemek amaciyla da bir kuyucuga
molekiiler agirlik belirleyicisi (marker) (Oncogene Research
Product, Prestained Protein Molecular Weight Markers, Cat
No: MWO03) konulmus ve drnekler 200 V sabit akimda ayris-
maya tabi tutulmustur. Yiriitiilen proteinler jelin dip kismina
ulasinca akim kesilip jel ¢ikartilmis ve 30 dakika fikzasyon
solusyonunda (%50 methanol, %10 glacial asetik asit, %40
distile su) bekletilmistir. Bunu takiben %5 Coomassie mavisi
(5 ml %1 coomassie mavisi, 20 ml %95°lik methanol, 5 ml
glacial asetik asit, 20 ml distile su) ile bir gece oda 1sisinda
boyanmustir. Ertesi giin boya solusyonundan cikarilan jel,
bantlar belli olana kadar agma solusyonunda (% 30 methanol,
%10 glacial asetik asit, %60 distile su) bekletilmistir. Bantlar
tamamen ortaya ¢ikinca bu solusyondan gikarilan jel, tarayici-
dan gegirilip goriintiisii alinmistir (7).

BULGULAR

Hypoderma bovis’in tigiincli dénem larvalarindan elde edilen
antijenin SDS-PAGE yontemiyle analizi ve coomassie mavisi
ile yapilan boyamasi neticesinde molekiiler agirlhigi 6 ile 66
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kDa arasinda degisen 11 farkli polipeptid band tespit edilmis-
tir (Sekil 1B). Bu bantlar igerisinde 66 kDa’luk olanin en be-
lirgin bant oldugu belirlenmistir. Przhevalskiana silenus’un
ticlinci donem larvalarindan elde edilen antijenin ayni yon-
temle analizi neticesinde ise molekiiler agirlig1 6 ile 100 kDa
arasinda degisen 19 farkli polipeptid bandi tespit edilmistir
(Sekil 1A).
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Sekil 1. Przhevalskiana silenus (A) ve Hypoderma bovis’in (B)
ticiincli donem larval antijenlerinin protein bantlari.
(MW: Molekiiler agirlik markeri)

TARTISMA

Son yillarda yapilan molekiiler ¢aligmalar sigirlardaki
hypodermosis etkenlerinin H. bovis ve H. lineatum, kegilerde-
kinin ise P. silenus oldugunu ortaya koymustur (6). Onceleri
farkli tiirler olarak bilinen P.silenus, P.crossi ve P.aegagri’nin
(5), aslinda tek tiir oldugu yapilan filogenetik arastirmalar ile
belirlenmistir (6). Tiirkiye’de de sigir ve kecilerde oldukca
yaygin olan bu iki tlirlin 6nemli ekonomik kayiplara (et ve siit
verimi kaybi, deri kaybi, ilag masraflar vs.) yol actig1 bildi-
rilmektedir (13).

Hypoderma bovis, H.lineatum ve H.sinense’nin liglincli donem
larval proteinlerinin SDS-PAGE ile analizinde H.bovis ile
H.sinense’nin birbirine yakin oldugu, H.lineatum’un ise bun-
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lardan farkli oldugu bildirilmis ancak ¢alismada birinci donem
larval yapu ile ilgili bir veriye rastlanmamistir (4).

Hypoderma bovis’in birinci donem larvasindan hazirlanan
Hypodermin A antijeninin elektroforetik analizinde elde edi-
len 22-24 kDa’luk bantlarin antijenik 6zelliginin yiiksek oldu-
gu yapilan Western blotting uygulamasiyla ortaya konulmus-
tur (14).

Bu c¢alismada da H.bovis tgiincii donem larvalarindan elde
edilen antijenin SDS-PAGE ile analizinde tespit edilen en
belirgin bant 66 kDa olup, 22-24 kDa’luk bantlar da belirgin
olarak elde edilmistir.

Bu calisma, yapilan arastirmalar neticesinde ortak antijenik
epitoplarinin oldugu belirlenen Hypoderma sp. ve P.silenus’un
(6) ticlincii donem larvalarinin antijenik analizinin yapildigi
bir 6n ¢alisma olup, ad1 gecen parazitlerin birinci dénem lar-
valarinin elde edilip ozellikle Hypodermin C antijeninin
purifikasyonu ve hypodermosisin serolojik tanisinda kullanil-
mas1 hedeflenmektedir.

KAYNAKLAR

1.  Altintas N, 1991. SDS-Polyacrilamide gel elektroforezi ile
proteinlerin separasyonu. I" Parazitol Derg, 15 (2): 119-129.

2. Altintas N, Yolasigmaz A, 1997. Proteinlerin analizi ve SDS-
PAGE. Ozcel MA, Altintas N. ed. Parazit Hastaliklarinda Tani.
Tiirkiye Parazitoloji Dernegi Yayin No: 15. Izmir. 5.321-341.

3. Boulard C, 1975. Evolution des anticorps circulants chez les
bovins traites contre I’hypodermose. Ann Rech Veter, 6:143-154.

4. Huang XB, Jiang XS, SongYJ, He SM, Yang XN, Yang
RHX, Luo XL, 1997. Comparison of protein electrophoresis
and acid phosphatase, alkaline phosphatase activities of the third
period larvae of H.bovis, H.lineatum, and H.sinensis.
Proceedings of the Second Int Cong of Yak, Xining, P.R. China,
1-6 September, 251-252.

5. Mimioglu M, 1973. Veteriner ve Tibbi Arthropodoloji. Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Yayinlari, 295, Ankara.

6. Otranto D, Stevens JR, 2002. Molecular approaches to the
study of myiasis-causing larvae. Int J Parasitol, 32:1345-1360.

7. Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T, 1989. Detection and
analysis of proteins expressed from cloned genes. Molecular
cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring, Harbor Laboratory
Press, New York, USA.

8. Saym F, Meri¢ i, Koseoglu H, Dinger S, Giiler S, 1976. Anka-
ra kecisi hypodermosisi ile ilgili savas metotlar1 lizerinde arag-
tirmalar. FU Vet Fak Derg, 3 (1):1-18.

9. Saym F, Kalkan A, Karaer Z, 2000. Tirkiye’de sigir
hypodermosisi iizerine epidemiyolojik arastirmalar. FU Saghk
Bil Derg, 4 (1): 115-127.

10. Scholl PJ, 1993. Biology and control of cattle grub. Ann Rev
Entomol, 15: 360-365.

11.

12.

13.

14.

15.

Soulsby EJL, 1982. Helminths, Arthropods and Protozoa of
Domesticated Animals. Seventh Ed., Bailliere and Tindall,
London.

Webster KA, Giles M, Dawson C, 1997. A competitive ELISA
fort the serodiagnosis of hypodermosis. Vet Parasitol, 68: 155-
164.

Zeybek H, 1988. Ankara yoresi sigir ve tiftik kegilerinde
Hypoderma spp. (nokra)’nin yayilisi. Etlik Vet Mikrob Derg,
6(2): 45-56.

Ziomko I, Cencek T, 2001. Development of the ELISA kit for
the detection of Hypoderma bovis antibodies in cattle. I.
Development of components. Wiad Parazyt, 47(3): 497-503.

Ziomko I, Cencek T, 2001. ELISA kit for the detection of
Hypoderma bovis antibodies in cattle. Bull Vet Inst Pulawy,
45(2): 205-210.

99



