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Amag: Bu calismada, hidatik kist olgularina ait formalinle fikse parafine gémiilt (FFPG) doku 6rneklerinde Echinococcus spp.
varhiginin tespit edilmesi ve FFPG 6rneklerde DNA izolasyon problemlerinin tartigilmas: amaglanmgtir.

Yontemler: Hidatik kist tanis1 almig 47 olguya ait FFPG 6rnekleri calismaya alindi. Olgularin demografik 6zellikleri aragtirildi.
Orneklerden mikrotom kesitleri alindi ve deparafinizasyon, DNA ekstraksiyonu, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve jel agaroz
elektroforez iglemleri uygulanda.

Bulgular: Olgularin %55,3't: kadin, %45,7’si erkekti. Ortalama yags 45,47 idi. Olgularin %68,1'i karaciger, %17,01 akciger, %12,8'i
batin i¢i ve %2,1’i beyin yerlesimliydi. FFPG kist 6rneklerinin sadece 11’inde (%23,4) DNA elde edildi. PZR iirinlerinde ¢ogalma
saptanamadi. On bir olguda DNA tespit edildi.

Sonug: Formalin FPG kesitlerinde skoleks/germinal membran olmamasi, yogun enflamatuvar hiicre reaksiyonu, fibrozis ve
stromal/parankimal doku varligi, formaldehit etkisine bagli DNA hasari, uzun sireli argivleme ve elde edilen DNA miktarinin
yetersizligi PZR'de DNA ¢ogalmasini engelleyen faktérler olarak distnilmiigtiir.

Anahtar Kelimeler: Kist hidatik, Echinococcus, insan, PZR

ABSTRACT

Objective: This study aimed to detect the presence of Echinococcus spp. in formalin-fixed paraffin-embedded (FFPG) samples of
hydatid cyst cases and to discuss the DNA isolation problems in FFPG samples.

Methods: FFPG samples of 47 cases diagnosed with hydatid cyst were included in this study. Demographic characteristics of the
cases were investigated. Microtome sections were taken from the samples and deparaffinization, DNA extraction, polymerase
chain reaction (PCR), and gel agarose electrophoresis procedures were performed.

Results: Of the cases, 55.3% were female, whereas 45.7% were male. Average age was 45.47 and 68.1% of the cases were located
in the liver, 17.0% in the lung, 12.8% in the abdomen, and 2.1% in the brain. DNA was obtained in only 11 (23.4%) of the FFPG
cyst samples and no proliferation was detected in the PCR products of any of the sample.
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Conclusion: The scolex/germinal membrane’ absence in the FFPG sections, intense inflammatory cell reaction, presence of
fibrosis and stromal/parenchymal tissue, DNA damage due to formaldehyde action, long-term archiving, and insufficient amount
of DNA obtained were considered as factors preventing DNA replication in PCR.
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GIRig

Taeniidae ailesine ait kiiciik bir sestod olan Echinococcus granulosus
ve Echinococcus multilocularis’in sebep oldugu kistik ve alveolar
ekinokokkoz insanlarda olduk¢a yaygin gérilmesine ragmen,
Echinococcus oligarthrus ve Echinococcus vogeli'ye bagh hastaliklar
daha ¢ok Orta ve Giiney Amerika ile sinmirhidir (1-7). Echinococcus
tirleri insanlarda ciddi ve hatta o6liimcil olabilen hastalik
olusturabilirken, hayvanlarda da ¢esitli organ ve dokularda yapisal
ve fonksiyonel bozukluklar olusturarak ekonomik kayiplara neden
olmaktadir (2,4).

Etiyolojisi bulundugumuz yuzyila kadar belirsiz kalan bu parazite
dénik morfolojik ¢alismalar, taksonomik revizyonlar, sus
tanimlamasi ve molekiiler caligmalar agamali olarak cins i¢indeki
cesitliligini anlamamiz1 saglamistir (1-5). Mitokondriyal DNA
sekanslarineticesinde E. granulosus™un on farkl genetik yapis1 (G1-
10 genotipleri) tamimlanmugtir (1-6). Echinococcus sus ve tiirlerinin
molekiiler olarak tanmimlanmasinda hem taze hem de formalin
fikse parafine gémiilii (FFPG) érneklerden yararlamilmaktadir (1-
11).

E. granulosus’'un etkeni oldugu kist hidatik hastalig: tilkemizde
de endemiktir (2,4,5,9,10). Molekiiler ¢aligmalar Tirkiye'deki
insanlarda ve hayvanlarda E. granulosus sensu stricto'nun (G1-G3)
baskin ve en yaygin sus oldugu géstermektedir (2,4,5,9,10,12-
15). Insanlarda en yitksek kist hidatik prevalansinin koyun
yetistiriciligi yapilan toplumlarda bulunmas: nedeniyle kopek-
koyun doéngiisi ve E. granulosus'un koyun susu halk saghg
agisindan oldukea énemlidir (2,4,5) ancak bu kapsamda daha énce
Corum ve yéresinde yapilmis bir aragtirma bulunmamaktadur.

Bu calismanin amac, Corum ilinde cerrahi operasyon ile
insanlardan elde edilen, FFPG kist &rneklerini retrospektif
olarak degerlendirmek, Echinococcus spp. varhgim molekiiler
olarak tespit etmek ve FFPG arsiv 6rneklerinde karsilagilan DNA
izolasyon problemlerini tartigmaktir.

YONTEMLER

Orneklerin Se¢imi

Bu calismada, 01.01.2011 ve 01.12.2018 yillar1 arasinda
Hitit Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim
Dal'nda histopatolojik olarak “kist hidatik” tamisi almig
47 hastanin biyopsi raporlari ve FFPG arsiv preparatlar
retrospektif olarak degerlendirildi. Eksize edilmis dokularin
mikroskopik incelemesinde (PAS pozitif lamine tabakalar ve/
veya protosklekslerin ve/veya kanca parcalarinin saptanmasi)
47 hastanin tamaminin kistik ekinokokkoz ile enfekte oldugu
belirlendi. Etik kurul onay: Hitit Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu'ndan alindi (2018-21).

Deparafinizasyon

FFPG o6rneklerin capraz kontaminasyonunu oénlemek i¢in ayri
mikrotom bicaklar1 kullanildi, mikrotom aleti ve cevresindeki
yuzey her kesitten sonra RNAase ZAP ile temizlendi ve daha
sonra damitilmig suyla yikanarak kurulandi. Calisma tezgahi,
reaktiflerin ve numunelerin hazirlanacagi yizey plastikle
desteklenmis emici laboratuvar tezgah értiileri ile kaplandi.

Her olgu i¢in FFPG bloklarindan iki adet 10 mikrometre
kalinlikta en az 20 adet seri kesit hazirlandi. Kesitler 1,5 mL1ik
mikrotiiplere yerlegtirildi ve 1 mLlik ksilen ile 37 °C’de 3 kez 10

dakika stireyle deparafinize edildi. Daha sonra alkol ile muamele
edilen (siras1 ile %100’1ik, %90'lik, %80’lik, %70’lik, %60k
ve %50’lik) 6rnekler 1,500 rpm'de 5 dakika santrifij edilerek
sipernatan ¢ikarildi ve bu islem bir kez tekrarlandi. Elde edilen
érnekler 1 mL H,O icerisinde 4 °C'de sakland: ve bistiirii yardimi
ile cam petri tizerinde mekanik parcalandi ve tizerine 400 pL ATL
Buffer ve 60 pL proteinaz K eklenip 56 °C’de 48 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. Her 8 saatte bir 10 pL proteinaz K eklenip
karigtirildi, 48 saat tamamlaninca 90 °C’de 1 saat inkiibe edildi,
ardindan 200 pL Buffer AL ve 200 pL etanol eklendi. Tiiplere
aktarilan érnekler 6,000 rpm'de santrifijlendi. 500 pL Buffer
AW1 (yikama tamponu) eklenip 6,000 rpm’de tekrar santrifiij
yapilip filtreden sizan sivi atildi, bu iglem 500 uL Buffer AW2
(yrtkama tamponu) eklenip tekrarlandi. Membrani tam kurutmak
i¢in ilaveten 3 dk 14.000 rpm’de santrifijlenip sizan siv1 atilds,
filtreli tipe 80 pL AE ayrigtirma solisyonu (10 mM Tris CI, 0,5
mM EDTA, pH 9,0) konulup 1 dakika oda 1s1sinda bekletildi, 8,000
rpm'de santrifijlenerek DNA ekstraksiyon islemi tamamlandi.
Mikrosantrifiyj tiptinde kalan DNA miktar1 spektrofotometrede
olgulda ve %1,5 etidyum bromid eklenerek hazirlanan agaroza 10
pL yiiklenerek, 110 voltta 45 dakika olacak sekilde elektroforez
islemine tabi tutularak gériintiilendi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) i¢in 6zetle Tablo 1'de gosterilen
primer ciftleri kullamildi ve reaksiyon karigimi Tablo 2'deki
gibi hazirlandi (2,4,5). Ornek sayisina gore (n=47) hazirlanan
karigimdan PZR tiiplerine 45 pL olacak gekilde paylastirildi, daha
sonra karigima 5’er pL DNA 6rnegi konulup, reaksiyon icin 1s1
déngii cihazina yerlestirildi (2,5).

%1,5 etidyum bromid eklenerek hazirlanan agaroza PZR'de
¢ogaltilan DNA o6rneklerinden 10 upL ve standart bir DNA

Tablo 1. E. granulosus ve E. multilocularis PZR analizi i¢in

kullanilan primer ciftleri

E. granulosus

JB3 TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT

JB4.5 TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG
Cest4 GTTTTTGTGTGTTACATTAATAAGGGTG
Cest5 GCGGTGTGTACMTGAGCTAAAC

E. multilocularis

EM-H15 CCATATTACAACAATATTCCTATC
EM-H17 GTGAGTGATTCTTGTTAGGGGAAG
Cestl TGCTGATTTGTTAAAGTTAGTGATC
Cest2 CATAAATCAATGGAAACAACAACAAG

PZR: Polimeraz zincir reaksiyon

Tablo 2. E. granulosus ve E. multilocularis PZR analizinde
kullanilan karigimindaki malzemeler

Malzeme Miktar
10 X Buffer 10 mM
25 Mm MgCl, 2,5 mM
MixdNTP 200 mM
Primer forward 20 pmol
Primer reverse 20 pmol
Taq DNA polimeraz 1,5 unit
Su 28,6 pL
DNA 6rnegi 5uL




Basg ve ark. FFPG Dokuda Echinococcus Aragtirmast
264 = :

Turkiye Parazitol Derg 2021;45(4):262-7

merdiveni (Bio-Rad) yiiklenerek, 110 voltta 45 dakika olacak
sekilde elektroforez iglemine tabi tutuldu.

istatistiksel Analiz

Caligmanin tim istatistiksel analizi IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 26.0 (IBM Corp.; Armonk, NY, USA) kullanilarak
yapildi. Verilerin betimsel istatistik degerleri incelendi. Bu
kapsamda frekans, ortalama, standart sapma degerlerine
bakildi. Gruplarin homojen dagilip dagilmadigini tespit etmek
icin normalite testi yapildi. Homojen dagilim gostermeyen
gruplarda ise bagimsiz kategorik degiskenler Pearson ki-kare testi
ve Fisher’in kesin ki-kare testi ile kargilagtirildi, p<0,05 anlamh
olarak kabul edildi.

BULGULAR

Histolojik Bulgular

Hitit Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim
Dali Argivinin 01.01.2011 ve 01.12.2018 tarihleri arasinda
retrospektif olarak incelenmesiyle “kist hidatik” tanis1 almig 47
hastaya ait FFPG 6rnekleri caligmaya dahil edilmigtir (Tablo 3).
Olgulara ait FFPG bloklardan elde edilen kesitler tekrar
hematoksilen & eozin (H&E) ile boyanarak incelenmigtir.
Mikroskopik incelemede bazi érneklerin kist duvarlarinin dig
kisminin aseliiller laminer tabakadan ve i¢ kisminin da germinal
tabakadan olustugu gorulmistir (Sekil 1). Yerlestigi organa
ait stromal veya parankimal doku ile ¢evrili laminer tabaka ve
fibrozis alanlar1 belirlenmistir (Sekil 2). Bazi olgularda kist duvar:
fibrohiyalinize, dejenere olmus ve germinal tabakas: kaybolmusg
(Sekil 3) iken olgularin bazilarinda ise fokal alanlarda kiz kistleri
(Sekil 4) saptanmugtir.

incelenen Olgularin Genel Ozellikleri ve Dagilimlar:

“Kist hidatik” tanis1 almig 47 hastanin 26’s1 (%55,3) kadin, 21’i
(%44,7) erkektir. Olgularin 5’1 (%10,6) ¢ocukluk cagindadir.
Olgularin yaglar1 dokuz ila 82 arasinda olup ortalama yas 45,4 7'dir
(Tablo 3).

Karaciger tutulumu olan olgu sayis1 32 (%68,1), akciger sekiz
(%17,0), batin ici alti1 (%12,8) ve beyin birdir (%2,1). Kist
caplar1 olgularin beginde (%10,6) <5 cm, 29’unda (%61,7) 5-10
cm arasinda ve 13’tnde (%27,7) >10 cn’dir. Olgularin 28’inde
(%59,6) multipl, 19’'unda (%40,4) tek lezyon bulunmaktadir.
H&E boyali histolojik kesitlerin %14,9'unda (7/47) skoleks
mevcuttu. On dokuz (%40,43) olguya ait FFPG bloklar1 bes
yildan daha uzun siire arsivde tutulan kist hidatik 6rneklerini
icermekteydi.

Agaroz Jel Elektroforez ve PZR Sonuglar:

Incelenen 47 ornegin sadece 11'inde (%23,4) DNA bantlan
goruntilendi (Sekil 5). DNA tespit edilen 11 olguda skoleks
bulunan yedi (%63,6) ve bulunmayan dort (%36,4) olgudan
olusan iki grup Fisher’in kesin ki-kare testi ile kargilagtirildi
ve gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p=0,00). DNA tespit edilen olgularda cinsiyete, lezyonlarin
lokalizasyonlarina, yillara, lezyonlarin tek/multip] olmasina,
boyutlarina, hastalarin yaslarina gore istatistiksel olarak anlamh
bir fark bulunmadi (Tablo 3).

Parazite 6zgii DNA elde edilmesi ve PZR i¢in farkli iki merkezde
(Van Yiiztincii Yil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Parazitoloji

Sekil 1. Laminar tabakasi, germinal tabakas: ve skoleksleri
izlenen bir kist hidatik olgusuna ait histolojik kesit (H&E, x10)
H&E: Hematoksilen & eozin

Sekil 2. Akciger yerlesimli bir olguya ait histolojik kesitte ince
laminar tabaka yapilar1 ve cevresinde yogun mononiikleer
iltihabi hiicre reaksiyonu (H&E, x10)

H&E: Hematoksilen & eozin

Sekil 3. Laminar tabaka ile devamhilik gosteren fibrohyalinize
olmus kist duvarinda belirgin lenfosit ve makrofaj reaksiyonu
(H&E, x4)

H&E: Hematoksilen & eozin

Anabilim Dali ve Firat Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji
Anabilim Dali) farkli primer ciftleri kullanilarak analizler
tekrarlandi ancak PZR iiriinlerinde ¢ogalma olmadi.
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Sekil 4. Fibrohyalinize olmus kist duvarinda kiz kisti (H&E,
x4)
H&E: Hematoksilen & eozin

Tablo 3. Kirk yedi olguya ait formol fikse parafine gémilii

orneklerin DNA varlifina gore cesitli parametrelere dagihim

DNA | n* r**

Var Yok
Cinsiyet
E 3 18 21
K 8 18 26 0,300"
Yas (9-82) 11 36 47 0,524b
Lokalizasyon
Karaciger 7 25 32
Akciger 2 8
Batlr% 2 4 0.826"
Beyin 0 1
Yil
o D s Jx o
Lezyon sayis1
Multipl 7 21 28 1,00?
Tek 4 15 19
gllzzizll:: Zﬁ:ayan Z 36 £7LO 0,000*
*Olgu sayis1, *p<0,05 anlaml kabul edilmistir.
aFisher’in kesin ki-kare testi, PPearson ki-kare testi

TARTISMA

Az geligmis ve gelismekte olan tlkelerde yaygin olarak tespit
edilen kistik ekinokokkoz tlkemizde ve dinyada ekonomik
kayiplara neden olan énemli bir halk saghg: sorunudur (2,4,5,16).
E. granulosus'un koyun susu (G1 genotipi) diinya capinda en
yaygindir. Bircok calisma, G1'in Tiirkiye’de baskin izolat oldugunu,
insan ve hayvan kistik ekinokokkozunda ana ajan oldugunu
gostermistir (2,4,5,9,12-14,17). Corum ilindeki ekinokok suglari/
turleri ise belirsizdir.

Kistik ekinokokkoz prevalansinin Tiirkiye'de yagla birlikte giderek
artmaktadir (18). Giireser ve ark./nin (19) Corum ilini kapsayan
bir calismasinda olgularin %75’i 40 yas tzerindedir. Beyhan ve

N NSNS PoZs NS Poz INESN - L Nt N A NEENSRozaZPINENKS PR L

-

Sekil 5. DNA'nin agaroz jel elektroforez ile gériintilenmesi
N: Negatif, Poz: Pozitif, L: DNA merdiveni, ZP: Zayif pozitif, NK:
Negatif kontrol, PK: Pozitif kontrol

ark’nin (2) Van Bolgesini iceren calismasinda yag araligi 15-
44’tur. Calismamizda ortalama yas 45,47 idi.

Epidemiyolojik verilerinincelendigi Yazar ve ark. (20) calismasinda
Karadeniz Bolgesindeki 428 olgunun %71,9u kadin, %28,1'i
erkek olarak ve I¢ Anadolu Bélgesinde 13 ili kapsayan Yilmaz
ve Babiir (21) calismasinda kadin %56 ve erkek %44 olarak
bulunmustur. Giireser ve ark. (19) caligmasinda 148’i kadin 105’
erkek seropozitif hastalarin 31'inde (%96,9) karaciger tutulumu,
bu hastalarin ikisinde (%6,3) aym zamanda akciger tutulumu
oldugu belirlenmis, bir hastada (%3,1) ise karaciger tutulumu
olmadan sadece intraperitoneal tutulum rapor edilmigtir.
Galigmamizda hastalarin 26’s1 (%55,3) kadin, 21’1 (%44,7) erkekti
ve karaciger yerlesimli %68, akciger %17, batin i¢inde %13 ve
beyin %0,2 oraninda gézlendi.

DNA analizlerini iceren bircok kriter Echinococcus organizmalarini
karakterize etmek i¢cin kullanilmigtir (13). Direkt olarak parazit
genomunu inceleyen DNA esash yéntemler ile genetik varyasyon
mitokondriyal veya niikleer genomda aragtirilabilir (2,5,13).
Caligmamizda saklanmas: ve tagimasi kolay olan FFPG 6rnekleri
ekinokok gibi bulagicihastaliklar, kanser hastaliklari ve molekiiler/
genetik caligmalar i¢in temel bir kaynak olusturmaktadir
(1,4,5,12-14,22,23).

Simsek ve ark. (23) ¢alismasinda, E. granulosus’a 6zgii DNA’y1
70 FFPG doku omeginin 29’unda (%41,4) cogaltilabilmis ve
41’inde (%58,6) DNA tespit edilememistir. Schneider ve ark. (1)
insan FFPG oérneklerde Echinococcus genotipleri/tirlerine iligkin
calismasinda, PZR amplifikasyonu toplam bloklarin %85’inde
basarih olmustur. Ulkemizde PZR amplifikasyonu Simsek ve ark.
(23) ¢aligmasinda %41,6 (29/70), Kurt ve ark. (4) caligmasinda
ise %82,6 (19/23) oranina bagarili olmugtur. Retrospektif olan
calismamizda FFPG hidatik kist 6érneklerinden yalnizca 11'inde
DNA saptanmistir. Calismamizda hem DNA izolasyonu hem
de PZR adimlarinda negatif sonuglarin iistesinden gelmek icin
toplam 47 6érnek farkl primer ciftleri (Tablo 1) kullanilarak farkh
iki merkezde iki kez analiz edilmig fakat bagarili olunamamugtir.
FFPG o6rneklerinden elde edilen DNA'lar ile yapilan molekiiler
testler genellikle problemli olmaktadir (1,4,22,24). FEPG
drneklerinde DNA elde edilememesinin olasi nedenleri vardir. Kist
orneklerinde germinal merkez tabakasinin yeterli olmamasi, yeterli
protoskoleks icermemesi, formaldehit kaynakli DNA hasarlari,
dokular1 sert ve mekanik kesme nedeniyle DNA'nin bozulmasi
baglica nedenler olarak a¢iklanmaktadir (1,2,4,5,12-14,22,24,25).
Caligmamizda, dokular 20 mikron kalinhiginda ve mikrotom
cihazi kullanilarak kesilmigtir. DNA tespit edilen olgularda
skoleks bulunan ve bulunmayan iki grup karsilagtinldiginda
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
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(p=0,00). Caligmamizda kullandigimiz argiv 6rneklerinin yeterli
oranda skoleks ve/veya germinal membran icermemesi ile birlikte
kist duvar1 ¢evresinde yaygin fibrozis, enflamatuvar reaksiyon
ve stromal veya parankimal doku varhig: ($ekil 2-4) Echinococcus
spp. izolasyonunda olumsuz rol oynayan faktorler olarak
dugtinilmusgtiir.

Ozellikle, DNA'nin fragmantasyonu, PZR amplifikasyonunda
mevcut amplifiye edilebilir kaliplarin miktarini énemli 6l¢iide
azaltan en sik DNA hasar geklidir (1,4,5,22,24,25). Uzun DNA
fragmanlarimin (200/300 bp'den uzun) amplifiye edilmesinde
formaldehit fiksasyonu olumsuz bir etkiye sahiptir (26).
Formaldehit DNA bazlarinin imino gruplar: ile reaksiyona girerek
DNAy1 capraz baglar. Formaldehit kaynakli DNA capraz baglar:
¢ift sarmalli DNA'nin stabilitesini azaltir ve bu da DNAnin
kismi denatiirasyonuna neden olur (22,26). Formaldehit ayrica
DNA'da “abazik” alanlar olusturur. Tamponlanmamis formaldehit
fiksasyonu, c¢ogaltilabilir DNA kaliplarinin miktarim énemli
olgiide azaltmakta, abazik bolgeler sekans artefaktlarina ve
sekans analizinde problemlere yol agmaktadir (22). Tek bir
bazda dahi hasar, polimeraz uzamasini bloke ederse bir kalib1
etkili bir sekilde yok edebilmektedir. Bununla birlikte, 6zellikle
hasarin kaliplar arasinda rastgele dagilmasi veya farkli olmas:
nedeniyle formaldehit fiksasyonunun neden oldugu hasar
tiplerini karakterize etmek de zordur (24). Urasil lezyonlan
da FFPG dokularin DNA’sindaki ana dizi artefaktlar: olarak
tanmimlanmistir. Formaldehit fiksasyon stiresi ve fiksatif secimi,
ekstrakte edilen DNA'nin kalitesini énemli 6lctide etkilemektedir.
PZR’nin bes yili gegmemis FEPG 6rneklerde daha duyarh oldugu
belirtilmektedir (1). Taze formaldehitle fikse dokulardan alinan
DNA ile kargilastirildiginda, daha uzun stre formaldehitle fikse
dokulardan alinan DNA basar1 oranmin azaldifi gosterilmistir.
Arsiv bloklarinda DNA fragmantasyonunun surekli olarak
meydana gelebildigi anlagilmigtir (27). Negatif sonuglarin bir
bagka nedeni, kist dokularimin germinal/laminer tabakalarinin
yiiksek polisakkarit icerigi ile PZR’yi inhibisyonu olabilecegidir.
Fakat inhibitérlerin ¢ikarilmas: i¢in énerilen yéntemler FFPG
dokularina uygulanamamugtir (1). Cahismamizda kullanilan FFPG
ornekleri patoloji arsivinden elde edilmistir. Bes yildan uzun
stredir bekleyen FFPG 6rnek sayis1 19°dur (%40). Bu 6rneklerde
fiksasyon stresi, sicaklik ve cesitli fiksatiflerin kullanimi
icin geriye déniik kontroli ise imkansizdi. Kisa bir fragmam
¢ogaltmak icin primerler kullanmamiza ragmen DNA izolasyonu
gerceklesmemistir.

Kist hidatikde, sus ve tur tayininde, herhangi bir fiksatife
konulmadan canl kist swvisi ve germinal tabaka iceren kist
duvar1 érnekleri tercih edilen materyallerdir (2,11). Beyhan ve
ark. (2) calismasinda ameliyatta elde edilen kistler parazitoloji
laboratuvarina hemen transfer edilmis ve DNA ekstraksiyonuna
kadar -20 °Cde dondurularak korunmustur. Erdogan (28),
Hamama (29), Gokpinar (30) ve ark. calismalarinda taze kist
swisindaki protoskolekslerden genomik DNA izolasyonunun
ve PZR agamalarinin sorunsuz olarak yapildig: belirtilmektedir.
Quach ve ark. (24) caligmasinda taze dokudan elde edilen DNAda,
olciilebilir DNA hasarinin olmadig gérilmiistiir.

SONUC

Calismamizda Corum ilinde histopatolojik olarak pozitif
bulunan 46 o6rnegin 11’inde (%23) Echinococcus spp.ye ait
DNA bantlar1 goruntilenerek tamilari konfirme edilmis oldu.

Ancak muhtemelen 6rneklerin argiv FFPG olmasi ve uzun stire
formaldehitte kalmasina bagl olarak DNA saptanan 6érneklerde
iki farkli merkezde ¢alisilmasina karsin PZR ve genotiplendirme
basarih olamadi. Bu kapsamda ileride ekinokokkozla ilgili
molekiiler ¢aligma yapmay: planlayan arastiricilarin tercihen taze
orneklerden caligmasi ve bu miimkiin degilse formaldehitte uzun
siire bekletmeden, germinal merkezleri ile birlikte skolekslerini
koruyarak saklanmas: énerilir. Corum’daki Echinococcus suglarinin
operasyon sonrast taze olarak alinan kistlerden daha genis
kapsamli bir calismayla degerlendirilmesi planlanmaktadir.
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