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TEZ CALISMASI ORIJINALLIK RAPORU

Blastocystis hominis’in Kolorektal Kanserler ile iliskisinin Arastirilmasi baslikli
tez calismamin toplam 35 sayfalik kismina iliskin, 20.06.2025 tarihinde tez danigsmanim
tarafindan Turnitin adl1 intihal tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak
alinmis olan orijinallik raporuna gore, tezimin benzerlik oran1 %10 olarak belirlenmistir.

Uygulanan filtrelemeler:

Tez kabul sayfas1 hari¢

Tez caligmasi orijinallik raporu sayfasi harig

Bilimsel etik beyannamesi sayfasi harig¢

On s6z haric

Icindekiler hari¢

Simgeler ve kisaltmalar harig

Materyal ve metot hari¢

Kaynaklar hari¢

Alintilar dahil

0. 7 kelimeden daha az ortiisme igeren metin kisimlari harig

A A o e

Necmettin Erbakan Universitesi Tez Caligmasi Orijinallik Raporu Uygulama Esaslarmi
inceledim ve tez calismamin, bu uygulama esaslarinda belirtilen azami benzerlik oraninin
(%20) altinda oldugunu ve intihal igermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda
dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin
dogru oldugunu beyan ederim.
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tez hazirlama kurallarina uygun olarak hazirlanan bu c¢alismada baskalarinin eserlerinden
yararlanilmasi durumunda bilimsel kurallara uygun olarak atif yapildigini1 ve bu kaynaklarin

kaynaklar listesine eklendigini beyan ederim.

14.07.2025
Yaser Ali Hussein MUSAWA
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OZET

Necmettin Erbakan Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
T1bbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1
Tibbi Mikrobiyoloji
Doktora Tezi

BLASTOCYSTIS HOMINIS’IN KOLOREKTAL KANSERLER iLE ILISKISININ
ARASTIRILMASI

Yaser Ali Hussein MUSAWA

Konya-2025

Blastocystis hominis diski incelemelerinde karsilasilan en sik parazit olarak bildirilmektedir. Kommensal
mi yoksa patojen mi oldugu son yillarda ¢okga tartisilan parazit, literatiirde farkli hasta gruplarinda arastirilmastir.
Saglikli bireylerde olduk¢a yaygin bulunmasindan dolay1 insan mikrobiyatasinin bir 6gesi oldugunu ileri siiren
calismalarin yani sira son yillarda patojen potansiyelini arastiran ¢aligsmalar da dikkat cekmektedir. Bu ¢alismada;
kolorektal kanserler ile B. hominis enfeksiyonu arasindaki iligkinin arastirilmasi amaglandi. Caligmaya toplamda
70 kolorektal kanser tanili hasta ve 30 saglikli kontrol bireyi dahil edildi. Digk1 6rneklerinde mikroskobik inceleme
ve gergek zamanli kantitatif PZR (RT-qPZR) kullanilarak B. hominis varligi arastirildi. B. hominis pozitif bulunan
orneklerde Oxford Nanopore yeni nesil dizileme yontemiyle alt tip tayini ve biyoinformatik analiz yapildi. Ayrica
hasta ve kontrol grubu serumlarinda, sistemik inflamasyon sitokinlerinden tiimér nekroz faktorii-alfa (TNF-o)
diizeyleri arastirildi.

Mikroskobik incelemede ¢alisma grubunun %28,6’sinda, kontrol grubunun %?20’sinde B. hominis
pozitifligi saptandi. RT-qPZR sonuglar1 daha yiiksek duyarlilik gosterdi; ¢alisma hastalarinda %42,9 ve kontrol
grubunda %66,7 oraninda B. hominis pozitifligi tespit edildi. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p=0,029). Alt tip analizlerinde ST1, ST3, ST5, ST7 ve ST9 izolatlar1 tespit edildi. Her iki grupta da en
sik tespit edilen alt tip ST3 oldu. Alt tip dagilimlari irdelendiginde, kolorektal kanser hastalarina 6zgii herhangi
bir alt tip 6ne ¢ikmadi. TNF-o pozitifligi yalnizca kolorektal kanser grubunda tespit edilmis olup saglikli
kontrollerin tamaminda TNF-a negatif bulundu. Ancak B. hominis pozitifligi ile TNF-a pozitifligi arasinda anlaml
bir iliski gozlenmedi.

Sonug olarak, bu ¢alismada B. hominis siklig1 kolorektal kanser hastalarinda, saglikli kontrollere gore
anlamli oranda diisiik bulundu ve parazitin TNF-o araciligiyla inflamasyonu artirici bir etkisi tespit edilmedi.
Calisma sonuglari, B. hominis’in kommensal bir protozoon olabilecegi goriisiinii desteklemektedir. Kontrol
grubunun smirl 6rnek sayisi, bu ¢alismanin istatistiksel giiciinii etkileyebilecek temel bir kisitlilik olarak one
cikmaktadir. Ozellikle alt tipler aras1 etkilesimler ve uzun vadeli immiinolojik tepkiler acisindan daha biiyiik hasta
gruplarini kapsayan ileri prospektif ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alt tip, Blastocystis hominis, Kolorektal kanser, RT-qPZR, TNF-a, Yeni nesil dizileme.
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ABSTRACT

Necmettin Erbakan University, Graduate School of Health Sciences
Department of Medical Microbiology
Medical Microbiology
Doctoral Thesis

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP OF BLASTOCYSTIS HOMINIS WITH
COLORECTAL CANCERS

Yaser Ali Hussein MUSAWA

Konya-2025

Blastocystis hominis is the most common parasite in stool examinations. Whether it is commensal or
pathogenic has been widely debated in recent years, and studies have examined the parasite in different patient
groups. While some studies suggest that B. hominis is a component of the human microbiota due to its prevalence
in healthy individuals, other studies investigating its pathogenic potential have also attracted attention. This study
aimed to investigate a possible association between colorectal cancer and B. hominis infection.

The study included a total of 70 patients diagnosed with colorectal cancer and 30 healthy control
individuals. The presence of B. hominis was investigated in stool samples using microscopic examination and real-
time quantitative PCR (RT-qPCR). Subtype identification and bioinformatic analysis were performed on B.
hominis-positive samples using the Oxford Nanopore next-generation sequencing method. Additionally, tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a) levels, a cytokine associated with systemic inflammation, were investigated in the
serum of both groups.

Microscopic examination revealed B. hominis positivity in 28.6% of the patient group and 20% of the
control group. RT-qPCR results showed higher sensitivity, with B. hominis positivity detected in 42.9% of study
patients and 66.7% of the control group. The difference between the two groups was statistically significant (p =
0.029). ST1, ST3, STS, ST7 and ST9 isolates were detected in subtype analyses. The most frequently detected
subtype in both groups was ST3. However, no specific subtype showed a clear predilection for cancer patients.
TNF-a positivity was only detected in the colorectal cancer group, and all healthy controls tested negative for
TNF-a. However, no significant correlation was observed between B. hominis positivity and TNF-a positivity.

In conclusion, this study found that the frequency of B. hominis was significantly lower in patients with
colorectal cancer than in healthy controls, and no TNF-a-mediated inflammatory effect of the parasite was
detected. The results of the study support the view that B. hominis may be a commensal protozoan. However, the
limited sample size of the control group is a significant limitation that could affect the statistical power of this
study. Further prospective studies involving larger patient groups are needed, particularly with regard to
interactions between subtypes and long-term immunological responses.

Keywords: Blastocystis hominis, Colorectal cancer, Next-generation sequencing, RT-qPCR, TNF-o.
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1 GIRIS VE AMAC

1.1  Giris

Kolorektal kanser (KRK), etyopatogenezde hem genetik hem de ¢evresel faktorlerin
onemli rol oynadigi, en yaygm ve dliimciil kanser tiirlerinden biridir. Diinya Saglhk Orgiitii
verilerine gore, KRK tiim diinyada {igiincii en sik teshis edilen kanser tiirii olup, kansere bagl
6limlerde ikinci sirada yer almaktadir. 2020 yilinda 1,9 milyondan fazla yeni vaka ve 935.000
Olim bildirilmistir (Bray ve ark., 2024). Diyet, sigara kullanimi, kronik kabizlik ve fiziksel
inaktivite gibi yasam tarzi faktorleri KRK i¢in i1yi bilinen riskler olsa da artan kanitlar
mikrobiyal enfeksiyonlarn bu hastaligin gelisiminde ve ilerlemesinde rol oynayabilecegini
gostermektedir (Garrett, 2019). Bu mikrobiyal ajanlar arasinda, insan gastrointestinal
sisteminde yaygin olarak bulunan bir protozoon olan B. hominis, kolorektal kanserle potansiyel

iligkisi nedeniyle son yillarda dikkat cekmektedir.

B. hominis, insan bagirsagini kolonize eden bir protozoon olup, diski 6rneklerinde sik¢a
tespit edilmektedir. Bir¢ok calisma, B. hominis'in KRK hastalarindaki yayginligini aragtirmstir.
KRK hastalarinda Blastocystis enfeksiyonunun yayginligt %2,8-%46,7 arasinda degismektedir
(Kumarasamy ve ark., 2022). Esteghamati ve ark., (2019), 39’u KRK tanil1 olan 85 kanserli
hasta iizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada, KRK grubunun %28,2'sinde B. hominis pozitif
bulmuglardir. Benzer sekilde, Cin’de yapilan bir baska ¢alismada KRK hastalarinda %8,1'lik
bir yayginlik bildirilmistir (Zhang ve ark., 2017). Suudi Arabistan'da yapilan bir ¢aligmada,
arastirmacilar KRK hastalarinin %29,7'sinin B. hominis ile enfekte oldugunu gézlemlemis ve
bu popiilasyonda en yaygin alt tipin alt tip 1 oldugunu belirlemislerdir (Mohamed ve ark.,
2017).

B. hominis’in patojenik rolii uzun siiredir tartisilmakta olup, bazi ¢aligmalar irritabl
bagirsak sendromu ve artan bagirsak gecirgenligi gibi durumlara katkida bulunabilecegini 6ne
stirmektedir (Guard, 2024). Daha da ilginci son in vitro ¢alismalar, Blastocystis antijenlerinin
kolorektal kanser hiicre hatt1 iizerinde sitopatik ve immunolojik etkileri oldugunu gostermistir.
Bu etkilere bagl olarak, kanser hiicrelerinin biiylimesinin, invazyon yeteneginin ve metastaz
potansiyelinin artabilecegi bildirilmektedir. Bu ¢alismalar, Blastocystis'in konak bagisiklik
tepkisinde degisiklik ve artan oksidatif hasar yoluyla mevcut KRK'y1 siddetlendirebilecegine
dair destekleyici veriler saglamistir. B. hominis'in kolorektal kanser gelisiminde veya

ilerlemesindeki rolii, tartisma konusu olmaya devam etmektedir (Kumarasamy ve ark., 2022).



1.2 Amag
Bu tez, B. hominis ile kolorektal kanser arasindaki potansiyel iligkiyi arastirmayi

amaclamaktadir ve bu amaca ulagmak i¢in asagidaki hedefleri ele almaktadir:

1. B. hominis’in kolorektal kanser hastalarindaki sikligim1  saglikli  bireylerle
karsilastirmak.

2. B. hominis'in genetik alt tiplerinin kolorektal kanserle iliskili olup olmadigini
incelemek.

3. B. hominis enfeksiyonuna sahip kolorektal kanser hastalarinda pro-inflamatuar sitokin
olan Tiumodr Nekroz Faktorii alfa (TNF-a) pozitifligini saglikli kontrollerle
karsilastirmak.

Bu sorulara yanit verilerek, bu ¢alisma B. hominis'in kolorektal kanserdeki potansiyel
roliine 151k tutmay1 ve mikrobiyal enfeksiyonlar ile kanser arasindaki etkilesime dair biiyiiyen

bilimsel literatiire katkida bulunmay1 ummaktadir.

2 GENEL BILGILER

2.1 B. hominis: Genel Bakis

B. hominis, insanlar da dahil olmak tizere ¢esitli konaklarda bulunan bir enterik
protozoondur. Insan bagirsaginda yerlesik olan bu protozoon, insan digk1 drneklerinde en sik
tespit edilen mikroorganizmalardan biridir (Stensvold ve ark., 2007). B. hominis, birden fazla
morfolojik formda bulunan tek hiicreli, anaerobik ve 6karyotik bir protisttir; her bir form farkl
boyutlarda gériilebilmektedir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde insan diski drneklerinde
siklikla tespit edilmektedir (Tan, 2008). B. hominis, ilk olarak 1870 yilinda Rus bilim insani
Fedor Aleksandrovich Lesh (Losch) (1840-1903) tarafindan rapor edilmistir; ancak

taksonomik konumunun belirsizligi nedeniyle uzun siire gdrmezden gelinmistir (Lesh, 1975).

Ik olarak bir digki 6rneginde zararsiz bir maya olarak kesfedilmis ve 1912 yilinda
Brumpt tarafindan adlandirilmistir  (Brumpt, 1912). Morfolojik 06zellikleri nedeniyle
baslangigta bir maya olarak siniflandirilan bu organizma, daha sonra 1996 yilinda molekiiler
caligmalarla protozoon olarak yeniden siniflandirilmistir (Zierdt, 1991). Bilim insan1 Zierdt, bu
organizmay1 morfolojik 6zelliklerine dayanarak Okaryotik tek hiicreli bir organizma olarak
tanimlamistir (Zierdt & Tan, 1976b). 1976 yilinda Zierdt ve Tan, B. hominis'in sporozoa alt
filumu igerisinde bir protozoon olarak yeniden siniflandirilmasin1 6nermislerdir (Zierdt & Tan,
1976’a). Daha sonra, SSUrRNA gen dizisiyle elde edilen genetik 6zelliklere dayanarak, bu

organizmanin taksonomik konumu bagka bir organizma olan stramenopil disinda yeni bir alef



olarak belirlenmis ve sonraki revizyonlarda chromista adi verilmistir (CAVALIER-SMITH,
1998). Son filogenetik calismalar, cins igindeki genetik ¢esitlilik nedeniyle B. hominis’in
Blastocystis tiirleri olarak yeniden adlandirilmasini 6nermektedir (Stensvold ve ark., 2007).
Blastocystis, 17 alt tipe (ST1-ST17) sahip olup, bunlardan ST1-ST9 insanlarda bulunmaktadir
(Alfellani ve ark., 2013). Insanda en yaygin gériilen alt tip ST3 iken, ST1 6zellikle gastroenterit

vakalarinda patojenite ile iliskilendirilmistir(Scanlan ve ark., 2014).

2.2 Taksonomi ve Siniflandirma

Blastocystis’in mevcut taksonomik siniflandirmasi su sekildedir:

e Domain: Eukaryota

e Siipergrup: Stramenopiles

e Filum: Bigyra

o Smif: Blastocystea

o Takim: Blastocystida

o Cins: Blastocystis

e Tir: B. hominis

Stramenopiles grubundaki diger iiyelerden farkli olarak, Blastocystis’in kamg¢1 veya yan

sacaklar1 yoktur (Silberman ve ark., 1996). Bu organizma, oksijenden yoksun bagirsak
ortaminda yasayabilen zorunlu anaerob bir canlidir ve insanlar, bocekler, stiriingenler, kuslar ve
memeliler gibi genis bir konakg¢1 yelpazesine sahiptir (Jantermtor ve ark., 2013). Ayrica, alt
tipler arasinda konakg1 o6zgiilliigii bulunur. Ornegin, ST1-ST8 hem insanlarda hem de
hayvanlarda bulunabilirken, ST9 yalnizca insanlarda tespit edilmistir ve ST10-ST17 ise insan

dis1 konakgilara 6zeldir (Zhang ve ark., 2017).

2.3 Yasam Dongiisii
B. hominis'in yasam dongiisii tam olarak aydinlatilamamistir, ancak su asamalar kabul

edilir:

Almmim: Kist formlari, kontamine su veya gidalarla alinir.

Ekzistasyon: Gastrointestinal sistemde kistler acilir ve vakuoler, graniiler veya ameboid
formlara doniisiir.

Cogalma: Parazit, esas olarak ikiye bdliinme yoluyla asekstiel cogalir.

Enkistasyon: Belirli kosullarda kist olusturarak diskiyla atilir.

Bulas: Kistler yeni bir konake1 tarafindan alinarak dongii tekrarlanir (Jeremiah & Parija, 2013).



Kist formu, c¢ok katmanli kalin bir duvara sahiptir ve g¢evresel stres faktorlerine

direnglidir. Yeni olusan kistler, vakuoler formun yiizey kalintilarini tasiyabilir veya "¢iplak”

goriinebilir (X. Zhang ve ark., 2003). Bu kistler genellikle 3—6 pm ¢apindadir ve bir ila dort

cekirdek, mitokondri ve lipid/glikojen vakuolleri igerir (Stenzel & Boreham, 1991).

2.4 Morfoloji

B. hominis ¢esitli morfolojik formlar sergiler:

. Vakuoler Form: Diski 6rneklerinde ve laboratuvar kiiltiirlerinde en sik goriilen formdur.

Hiicre hacminin %90'm1 kaplayan biiyiik bir merkezi vakuol igerir. Sitoplazma, ¢ekirdekler
(genellikle bir veya iki) ve diger organeller ince bir periferik tabakada toplanmustir.

Boyutlar1 2-200 um arasinda degisir (Stenzel & Boreham, 1996).

Graniiler Form: Vakuoler forma benzer, ancak sitoplazma veya vakuol i¢inde graniiller
bulunur. Antibiyotik tedavisi gérmiis eski kiiltiirlerde daha sik goriiliir(Jeremiah & Parija,
2013). Elektron mikroskobu ¢alismalar1 metabolik, iireme ve lipid graniilleri tanimlamistir

(Tan & Stenzel, 2003).

. Ameboid Form: Nadir goriilen bu form, psédopodia benzeri uzantilar icerir ve ishalli

vakalarla iligkilendirilir (X. Zhang ve ark., 2012).

. Multivakuoler Form: Taze diski 6rneklerinde sik goriiliir, ¢oklu kiiciik vakuoller igerir

(Sienzel ve ark., 1991).

. Kist Form: En dayanikli formdur, kalin duvarli ve 3—6 um boyutundadir (X. Zhang ve ark.,
2003).

2.5 Klinik Onemi

B. hominis'in klinik 6nemi tartismalidir. Bazi ¢aligmalar ishal, karin agris1 ve siskinlik

gibi semptomlarla iliskilendirirken, bazilar1 asemptomatik tasiyicilik oldugunu bildirmistir

(Tan, 2008). Literatiirde klinik prezentasyonu etkileyen faktorler asagida sunulan bagliklarda

Ozetlenebilir:

. Alt Tip Farkhliklari: ST1’in gastroenteritle baglantili olabilecegi bildirilirken, ST3

insanlarda en yaygin alt tiptir (Stensvold, 2013).



2. Konakel Faktorleri: Bagisiklik durumu, bagirsak mikrobiyotasi ve genetik yatkinlik
etkili olabilir (Jeremiah & Parija, 2013).

3. Kao-enfeksiyonlar: Diger patojenlerin varlig1 semptomlar1 siddetlendirebilir (Tan, 2008).

B. hominis, diger patojenik parazitler, bakteriler veya viriisler olmadan mevcut
oldugunda, ishal, kramplar, mide bulantisi, ates, kusma ve karin agrisinin nedeni olabilir ve
tedavi gerektirebilir. Irritabl bagirsak sendromu olan hastalar iizerinde yapilan yakin tarihli bir
calismada, B. hominis'in varligimin tesadiifi olmadig1 goriilmiistiir. B. hominis ile bagirsak
tikaniklig1 ve hatta enfeksiy0z artrit arasinda olasi iligkiler one siiriilmiistiir. Diger altta yatan
rahatsizliklart olan hastalarda semptomlar daha belirgin olabilir(Xu ve ark., 2021). Bu
organizmanin insidansi, parazit incelemesi i¢in gonderilen diskilarda siiphelenilenden daha
yiiksek goriinmektedir. Diger yakin tarihli calismalar, semptomatik bir B. hominis
enfeksiyonunun tedaviye yanit vermesi durumunda, iyilesmenin tespit edilemeyen baska bir
patojenik organizmanin (E. histolytica, G. intestinalis veya D. fragilis) ortadan kaldirilmasi
nedeniyle olabilecegini ileri slirmiislerdir. Bazi calismalardan elde edilen veriler, diski
orneklerinde yaygin olarak goriilmesine ragmen, B. hominis'in patojenik olmadig1 yoniindedir
(Duda ve ark., 2015). Bagisiklik sistemi zayiflamis hastalar, psikiyatri hastalari, yash kisiler,
gelismekte olan tilkelerden gelen go¢menler, gelismekte olan tropikal iilkelere seyahat edenler
ve kontroller dahil olmak tlizere 1 216 yetiskin iizerinde yapilan bir g¢aligma, tiim risk
gruplarinda B. hominis'in en sik tespit edilen parazit oldugunu gostermistir. B. hominis, yalnizca
siddetli immiinsiipresyonu olan kisileri iceren grupta tespit edildiginde gastrointestinal

semptomlarla anlamli bir korelasyon gostermistir (Beyhan ve ark., 2015).

2.6 Epidemiyoloji ve Patojenite

B. hominis kiiresel olarak dagilmis olup hem semptomlu hem de asemptomatik
bireylerde bulunabilir (Safadi ve ark., 2014). Saglikli bireylerde yiiksek oranda goriilmesi, bazi
aragtirmacilart bu organizmayr normal bagirsak mikrobiyotasinin bir parcasi olarak
degerlendirmeye yoneltmistir (Scanlan & Stensvold, 2013b). Ancak, son ¢alismalar 6zellikle
bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde veya onceden var olan gastrointestinal hastaligi
bulunan kisilerde Blastocystis 'in patojenik potansiyele sahip olabilecegini giderek daha fazla

onermektedir (Ajjampur & Tan, 2016).

B. hominis enfeksiyonunun olas1 klinik bulgular1 arasinda ishal, karin agrisi, siskinlik,

bulanti, kabizlik, kilo kayb1 ve rektal kanama yer almaktadir (Tan, 2008). Bu protozoon, ayni



zamanda artmig bagirsak gecirgenligi ve irritabl bagirsak sendromu ile daha yiiksek bir siklikta
iligkilendirilmistir (Yason ve ark., 2019). Bununla birlikte, Blastocystis'in patojenitesi hala
tartismali olup, bazi arastirmacilar semptomlarin ortak enfeksiyonlara veya bulasict olmayan

nedenlere bagh olabilecegini savunmaktadir (Stensvold ve ark., 2009).

2.7 Laboratuvar Tanisi

B. hominis’in tanisinda en sik kullanilan yontem 151k mikroskopisi ile degerlendirmedir.
Bu asamada yapilan nativ-lugol inceleme kolay ve en sik kullanilan yontemdir. Rutin digki
incelemeleri B. hominis’i izole etmede ve tamimlamada oldukga etkilidir, ancak direkt
preparatlarin incelenmesi organizmay1 kolayca ortaya cikaramayabileceginden kalic1 boyali
yayma tercih edilir. En sik trikrom boyama kullanilir, ancak hematoksilen, Gram boyama,
Giemsa ve Wright boyama yontemlerinin de basarili oldugu tespit edilmistir. Taze digki
fiksasyondan Once suyla seyreltildiginde (konsantrasyon yontemi ig¢in), kistler disindaki
Blastocystis organizmalar1 yok edilir ve boylece muhtemelen yanlis negatif bir sonug elde edilir.
Organizmalar rapor formunda nadir, az, orta veya ¢ok olarak kantite edilmelidir (Jeremiah &

Parija, 2013).

Hem ELISA hem de floresan antikor testleri, B. hominis enfeksiyonlara karst serum
antikorunun tespiti i¢in gelistirilmistir. ELISA yontemiyle yapilan bir ¢alismada; 1/50'lik bir
esik seyreltme kullanilarak, 30 serum 6rneginin 27'si 1/50 veya daha yiiksekte pozitifti; 42
kontrol kan bankas1 serum 6rneginin hepsi 1/50'de negatif bulunmustur (Zierdt ve ark., 1995).
Giiglii bir antikor yaniti, bu organizmanin semptomlara neden olma giicline baglidir. Ayrica, B.
hominis semptomlu hastalik sirasinda ve sonrasinda serum antikor tiretiminin gosterilmesi, bu
protozoanin patojenik rolii i¢in immiinolojik kanit saglar, ancak kronik enfeksiyonlarda
serolojik yanit 2 yil veya daha fazla stirebilir (Nagel ve ark., 2015). Tiim hiicresel B. hominis
antijenlerine kars1 olusmus tavsan antiserumu kullanilarak, vakuoler, graniiler ve amoeboid

formlar IFA ile belirlenmistir (AL & HOKELEK, 2007).

B. hominis gesitli kiiltiir ortamlarinda ¢ogaltilabilir. Ancak sonuglar 48-72 saat sonra
elde edilir. Kiiltiirde B. hominis’in liremesi i¢in anaerobik ortam ve 37°C’lik 1s1 saglanmalidir.
Boeck ve Drbohlav’in yogunlastirilmis yumurtali besiyeri, Dobell ve Laidlaw besiyeri (Ringer
sollisyonu +%20 insan serumu+streptomisin siilfat), Diamond’s triptikaz serum monofazik
besiyeri, Minimal Essential Medium +%10 at serumlu besiyeri, Iscove’s Modified Dulbecco’s

Medium +%10 at serumu kullanilan besiyerleri olarak belirtilmektedir.



B. hominis i¢cin DNA tabanli tanimlama teknikleri daha az siklikta kullanilmaktadir, hepsi
kiiltiirlenmis Blastocystis spp izolatlarindan DNA’y1 icerir. Bu ¢alismalar, insanlardan izole
edilen en az yedi B. hominis genotipinin varligin1 gostermistir ve daha sonraki ¢alismalar daha
fazlasinin muhtemel varligini bildirmistir. Potansiyel patojeniteyi genotip/izolata baglamak icin
birkag girisimde bulunulmustur ancak sonugclar belirsizdir (Stensvold ve ark., 2006).
Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), mikrobiyal patojenlerin tespiti ve karakterizasyonu
icin yaygin olarak kullanilan, yiiksek duyarlilik ve o6zgiilliige sahip bir molekiiler tanisal
tekniktir. Bu yontem, klinik 6rneklerde diisiik yogunluktaki organizmalarin tanimlanmasina
olanak saglayan hedef DNA dizilerinin ¢ogaltilmasina dayanir. PZR analizleri genellikle
yiiksek kopya sayisina sahip ve tiir 6zel degiskenlik gosteren kiiglik alt birim ribozomal RNA
(SSU rRNA) geni gibi korunmus genetik bolgeleri hedef alir; bu da yontemin duyarliligini ve

ayirt edici giliciinii artirir (Persing ve ark., 2021).

Cesitli PZR formatlart gelistirilmistir: konvansiyonel PZR, nested PZR ve gercek
zamanli PZR gibi. Bunlarin her biri duyarlilik, 6zgilliik ve kantifikasyon agisindan farkli
avantajlar sunmaktadir. Ozellikle gergek zamanli PZR, amplifikasyon siireci sirasinda floresan

sinyal tespiti ile patojenlerin hizli tespitini ve nicelendirilmesini saglamaktadir (Reischl & van

Belkum, 2021).

Geleneksel tan1 yontemleri olan mikroskopi veya kiiltiir sonuglarinin belirsiz oldugu ya
da zor kiiltiirlenebilen veya kiiltiire uygun olmayan organizmalarin tespit edilemedigi
durumlarda PZR o6zellikle degerlidir. Patojeni tespit etmenin yaninda PZR, amplifiye edilmis
triinlerin sekans analizi araciligiyla molekiiler tiplemenin ve alt tiplendirmenin yapilmasini
saglayarak epidemiyolojik aragtirmalar, bulasim dinamikleri ve potansiyel zoolojik kaynaklarin

belirlenmesine katki saglar (Hoorfar, 2022).

Ayrica multipleks PZR yontemleri, tek bir reaksiyonda ¢oklu patojenlerin eszamanli
tespitini miimkiin kilarak polimikrobik enfeksiyonlar veya sendromik prezantasyonlar s6z
konusu oldugunda tanisal verimliligi artirir. Yine de PZR yontemi, drnekle ilgili dikkatli
islemeyi, uygun altyapiy1 ve teknik uzmanhg gerektirdiginden, kaynak bakimindan sinirh
ortamlarda kullanimi kisitlanabilir. Ancak dogrulugu, hizi1 ve molekiiler karakterizasyon

kapasitesi nedeniyle modern tanisal mikrobiyolojinin temel tasidir (Mahon ve ark., 2022).



2.8  B. hominis ve Kolorektal Kanser: Ortaya Cikan Kamtlar

Son ¢aligsmalar, B. hominis ile kolorektal kanserler arasinda potansiyel bir baglanti
oldugunu ortaya koymustur (Chandramathi ve ark., 2010). in vitro ¢alismalar, Blastocystis
antijenlerinin kolorektal karsinom hiicreleri iizerinde sitopatik ve immiinolojik etkileri
indiikleyerek hiicre ¢ogalmasini, invazyon yetenegini ve metastatik potansiyeli artirdigini
gdstermistir (Chandramathi ve ark., 2014). Ornegin, HTC116 kolon kanseri hiicre hatlarinda
Blastocystis antijenlerine maruz kalinmasi, hiicre ¢ogalmasinda artisa neden olmustur
(Chandramathi ve ark., 2010). Ayrica, Blastocystis antijenlerinin katepsin B ve TGF-J ifadesini
artirarak kanser ilerlemesiyle iliskili bu molekiillerin roliinii giiclendirdigi gosterilmistir

(Chandramathi ve ark., 2014).

Hayvan calismalarinin bu bulgular destekledigi bildirilmektedir. Bir fare modelinde,
Blastocystis ile enfekte edilen ve karsinojen azoxymethane (AOM) ile muamele edilen
farelerde, enfekte olmayan kontrol grubuna kiyasla kolonik kriptlerde 1,6 kat artis gozlenmistir.
Ayrica, Blastocystis ile enfekte olan fareler adenomlar gelistirmis ve dnemli displaziye sahip
hiperplastik anormal kriptler sergilemistir. Bu bulgular, Blastocystis'in kolorektal karsinogenez
stirecini tesvik etmede potansiyel bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Chandramathi ve

ark., 2010).

2.9 Genetik Cesitlilik ve Alt Tiirler

B. hominis, SSU-rDNA analizi temelinde 17 alt tipe sahip olacak sekilde dnemli genetik
cesitlilik gosterir (Alfellani ve ark., 2013). ST1-ST9 alt tipleri insanlarda bulunur ve bunlar
arasinda en yaygin olan1 ST3'tiir. ST1 alt tipi, 6zellikle gastroenterit vakalarinda patojenite ile
iligkilendirilmistir (Scanlan ve ark., 2014). Blastocystis'in genetik heterojenligi, patojenik
potansiyelindeki farkliliklara katkida bulunabilir; bazi alt tiplerin digerlerinden daha viriilan

oldugu diistiniilmektedir (Alfellani ve ark., 2013).

2.10 inflamasyon Yaniti ve TNF-a

Inflamasyon, kolorektal kanserin gelisiminde ve ilerlemesinde merkezi bir rol oynar.
TNF-a gibi pro-inflamatuar sitokinler, inflamasyon yanitinin ana diizenleyicileridir ve kanser
gelisimiyle iligkilendirilmistir (Grivennikov ve ark., 2010; Terzi¢ ve ark., 2010). B.
hominis enfeksiyonunun konak immiin yanitin1 degistirebildigi ve potansiyel olarak pro-

inflamatuar sitokin seviyelerini etkileyebilecegi gosterilmistir (Yason ve ark., 2019).



3 GEREC VE YONTEM

Calisma igin Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi ilag ve Tibbi Cihaz Disi
Aragtirmalar Etik Kurulundan 16 Haziran 2023 tarihli ve 2023/4395 sayili1 kararla onay alindi.
Calisma Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Koordinatorliigii tarafindan

23DR18009 proje numarast ile desteklendi.

3.1 Calsma Tasarim ve Orneklerin Toplanmasi

Bu calisma, Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'nde yiiriitiilen
prospektif bir vaka-kontrol calismasidir. Calismaya Necmettin Erbakan Universitesi Tip
Fakiiltesi Genel Cerrahi klinigince takip edilen ve kolorektal kanser tanisi konulan hastalar

dahil edildi. Calisma iki grup tizerinde gerceklestirildi:
e Grup 1: 70 kolorektal kanser hastasi.
e Grup 2: Kolorektal kanseri ve ishali olmayan 30 saglikli kontrol

Eyliil 2023- Mayis 2024 tarihleri arasinda her iki gruptan da digki ve serum 6rnekleri
toplandi. Digk1 6rnekleri, B. hominis varligini belirlemek i¢in dogrudan mikroskobik inceleme
ve Giemsa boyama yontemi kullanilarak incelendi. Daha sonra serum ve diski 6rnekleri, ELISA

ve PZR caligsmasi igin epondorf tiiplere alinarak ¢alisma zamanina kadar -80°C’ye kaldirildi.

3.2 Mikroskobik Inceleme
Diskr orneklerinde oncelikle serum fizyolojik ve lugolle direk mikroskobik inceleme
yapildi. Lugol boyama yontemi, B. hominis kistlerinin ve vakuoler formlarinin goriiniirliigiinii

artirmak i¢in kullanildi. Pozitif 6rnekler kaydedildi.

Direkt mikroskobik inceleme i¢in, kiiclik bir par¢ca digki 6rnegi lamin bir kenarinda
serum fizyolojik ile diger kenarinda lugol ile sulandirilarak hazirlandi. Daha sonra lamel ile
kapatilan 6rnekler parazitik yapilari tespit etmek i¢in 151k mikroskobunda 10X ve 40X biiyiitme

altinda incelendi.

3.2.1 Giemsa boyama
Diski 6rneklerinin tamami Blastocystis yapilarini daha iyi goriintiileyip yakalayabilmek

icin Giemsa boyama ile degerlendirildi.



Gereken Malzemeler:

1. Disk1 Ornekleri: Taze veya korunmus disk1 6rnegi.
2. Mikroskop Lamlari: Temiz, yagsiz cam lamlar.
3. Fiksasyon Maddesi: Fiksasyon i¢in mutlak metanol.
4. Giemsa Boyas1 Cozeltisi: Ticari olarak temin edilebilir veya laboratuvarda hazirlanabilir.
5. Fostat Tamponu (pH 6.8): Giemsa boyasin1 seyreltmek i¢in kullanilir.
6. Distile Su: Yikama ve ¢ozelti hazirlamak ic¢in kullanilir.
7. Immersiyon Yag:: Yiiksek ¢oziiniirliiklii mikroskopi icin.
8. Mikroskop: 100x immersiyon lensli mikroskop
Prosediir:

Adim 1: Yayma Hazirlama

1.

Diski Orneklerini Toplama:
Temiz bir spatiil veya uygulayici ¢ubuk kullanarak kiigiik bir miktarda diski 6rnegi alindi
Ince Yayma Hazirlama:

Diski siispansiyonundan kiiciik bir damla (veya kat1 diskidan kii¢lik bir parca) temiz bir

mikroskop lami tizerine yerlestirildi.

Ornek, ince ve diizgiin bir tabaka olusturacak sekilde baska bir lam veya yayic1 kullanilarak

esit sekilde yayildi.

Oda sicakliginda tamamen kurumaya birakildu.

Adim 2: Fiksasyon

Yaymay1 Fikse Etme:

Kurumus yayma, lamin iizerine metanol dokiilerek 3-5 dakika boyunca bekletildi.
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o Fiksasyon sonrasi lam tekrar oda sicakliginda kurumaya birakildi. Dogru fiksasyon, parazit
yapilarinin lam iizerinde sabit kalmasini ve boyama sirasinda zarar gérmemesini

saglamaktadir.

Adim 3: Giemsa ile Boyama

1. Calisma Boyasi1 Hazirlama:

e Stok Giemsa boyasini fosfat tamponu (pH 6.8) ile 1:20 oraninda sulandirildi (6rnegin, 1 mL

Giemsa + 20 mL tampon).
e Kabarcik olusumunu 6nlemek i¢in hafifce karigtirildi.
2. Boyanin Uygulanmast:

o Fikse edilmis yayma iizerine tiim yiizeyi kaplayacak sekilde sulandirilmis Giemsa ¢ozeltisi

dokildi.
e Lam, istenilen boyama yogunluguna bagl olarak oda sicakliginda 20-30 dakika bekletildi

Adim 4: Yikama
e Lamlar, fazla boyay1 uzaklastirmak i¢in distile su ile hafif¢e yikandi.

o Lamu egik tutarak suyun akip gitmesine izin vererek tamamen kurumaya birakildi.
o Kuruyan lam 151k mikroskobunda 100’liik biiyiitmede incelendi.

3.3 Molekiiler Analiz
B. hominis genomik DNA's1 tiim disk1 6rneklerinden izole edildi ve B. hominis varligini
dogrulamak i¢in PZR analizi gerceklestirildi. Blastocystis pozitif digki 6rnekleri, alt tipleri

belirlemek amaciyla Oxford nanopore yeni nesil dizileme (NGS) kullanilarak analiz edildi.

3.3.1 DNA izolasyonu
PZR caligmas1 oncesinde diski orneklerinin DNA izolasyonu icin QIAamp Fast DNA Stool
Mini Kit (Qiagen, Almanya) ticari kiti kullanildi. Uretici firmanin 6nerilerine gore calisma

yiiriitiildii.
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Calisma Basamaklari:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

180-220 mg diski 6rnegi, 2 ml'lik mikrosantrifiij tiipiinde tartildi ve tiip buz iizerinde
bekletildi.

Her bir disk1 6rnegine 1 ml InhibitEX Tamponu eklendi. Ornekler, diski tamamen
homojenize olana kadar 1 dakika siireyle vortex edildi.

Stispansiyon, 70°C'de 5 dakika boyunca 1sitildi. Zor pargalanan hiicreler i¢in sicaklik
95°C'ye ¢ikarildi. Ardindan 6rnekler 15 saniye siireyle vortex edildi.

Ornekler, disk1 partikiillerini ¢oktiirmek icin 1 dakika santrifiij edildi.

. Yeni bir 1,5 ml mikrosantrifiij tiiptine 15 pl Proteinaz K eklendi.

Adim 4'ten elde edilen siipernatantin 200 pul'si, Proteinaz K igeren 1,5 ml'lik mikrosantrifiij
tiipline aktarildi.

200 pl Buffer AL eklendi ve karisim 15 saniye siireyle vortex edildi.

Ornekler, 70°C'de 10 dakika inkiibe edildi.

Lizat icerisine 200 pl etanol (96-100%) eklendi ve karisim vortex edilerek homojenize
edildi.

Adim 9'dan elde edilen 600 pl'lik lizat, dikkatlice QIAamp spin kolonuna uygulandi. Kapak
kapatild1 ve 1 dakika santrifiij edildi. QIAamp spin kolonu, yeni bir 2 ml toplama tiipiine
yerlestirildi ve filtrat igceren tiip atildi.

QIAamp spin kolonu dikkatlice agildi ve 500 pl Buffer AW1 eklendi. 1 dakika santrifiij
edildi. QIAamp spin kolonu, yeni bir 2 ml toplama tiipiine yerlestirildi ve filtrat igeren tiip
atild.

QIAamp spin kolonu dikkatlice acild1 ve 500 pl Buffer AW2 eklendi. 3 dakika santrifiij
edildi. Filtrat i¢eren toplama tiipii atildu.

QIAamp spin kolonu, yeni bir 2 ml toplama tiipiine yerlestirildi ve eski toplama tiipii (filtrat
ile birlikte) atild1. 3 dakika daha santrifiij edildi.

QIAamp spin kolonu, yeni ve etiketli bir 1,5 ml mikrosantrifijj tlipline transfer edildi. 200
ul Buffer ATE, dogrudan QIAamp membraninin {izerine pipetlendi. Oda sicakliginda 1
dakika inkiibe edildikten sonra, DNA'y1 eliisyon etmek i¢in 1 dakika santrifiij edildi.

3.3.2 PZR calismasi

Calismada B. hominis’1 kantitatif olarak tespit eden B. hominis RT-qPZR (Bioeksen,

Tiirkiye) ticari kiti kullanilda.
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Calisma Basamaklart:

1. RT-gPZR reaksiyon karisimi, Bioeksen'in kiti i¢in verdigi talimatlara uygun olarak
hazirlandi. Bu siireg, QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit kullanilarak elde edilen DNA, B.
hominis -spesifik primer ve problar ile reaksiyon i¢in gerekli enzimler ve niikleotidlerin
eklenmesini i¢eriyordu.

2. Calisma Roche LightCycler® 96 Ger¢ek Zamanli PZR cihazi (Sekil 3.1.) ile yapildi. PZR
calisma basamaklar1 ve termal dongii parametreleri iiretici firma Onerileri dogrultusunda
hazirlandi. Reaksiyon karisimi LightCycler cihazina yerlestirildi ve cihaz freticinin

talimatlarina gére programlandi.

Sekil 3.1. Roche LightCycler® 96 Gergek Zamanli PZR cihazi

3. Sonuglar, cihazin yazilimi kullanilarak analiz edildi. B. hominis varligi, hedef DNA'nin
amplifikasyonunun tespitiyle belirlendi. Gergek zamanli kantitatif PZR (qPZR) analizinin
dogrulugunu ve giivenilirligini saglamak i¢in her ¢alismada pozitif kontroller, negatif

kontroller ve internal kontrol kullanildi.



4. Pozitif kontroller, beklenen sigmoidal amplifikasyon egrileriyle karakterize olup tutarli
dongii esigi (Ct) degerlerini gostermektedir. Sekil 3.2.te pozitif kontrollere ait
amplifikasyon egrileri gosterilmis olup bu egriler PZR reaksiyonunun basariyla
gergeklestigini ve hedef DNA’min amplifiye edildigini gostermektedir. Sigmoidal
amplifikasyon egrilerinin varlig1 testin dogru calistigini gostermektedir.

1.000 . e — i

u 0.800 :
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'_g 0.400 B < E—— -

0.200 'r?l__.a" "—.'—".i-'o.-lp
0.000 DL T
300 600  9.00 1200 1500  18.00 2100 2400 27.00  30.00  33.00
Cycle
Sekil 3.2. qPZR analizinde pozitif kontrol 6rneklerine ait amplifikasyon egrileri

5. Negatif kontroller (Sablonsuz Kontroller, NTC), tiim dongiiler boyunca herhangi bir

amplifikasyon gostermemistir, bu da kontaminasyon olmadigini ve 0zgiil olmayan

amplifikasyonlarin meydana gelmedigini kanitlamigtir (Sekil 3.3.).
0.040

8 0.030 o
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0.000 #9000 X = <o SIS S I GRS ISR I~
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Cycle

Sekil 3.3. qPZR analizinde negatif kontrole (No-Template Control, NTC) ait amplifikasyon egrileri.

Internal kontroller, tiim reaksiyonlarda diizenli olarak amplifiye olmus, bu da niikleik asit
ekstraksiyonunun etkinligini ve PZR inhibisyonunun bulunmadigini gostermistir (Sekil
3.4.). I¢ kontrol egrilerinin eksikligi, drneklerin PZR inhibisyonuna ugradigmi veya
ekstraksiyonun basarisiz oldugunu gosterebilir. Bu kalite kontrol dnlemleri, PZR testinin
optimal sekilde ¢alistigini ve 6rnek analizlerinin giivenilir oldugunu dogrulamistir.

PZR c¢alismasinda B. hominis pozitif olarak tespit edilen 6rneklerin DNA’lar1 sekans

caligsmasi i¢in ayrildi.
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Sekil 3.4. qPZR analizinde kullanilan internal kontrol (IC) 6rneklerine ait amplifikasyon egrileri.

3.4 Yeni Nesil Dizileme ve Biyoinformatik Analiz

PZR ile pozitif bulunan 6rnekler sekans ¢alismasina alindi. B. hominis alt tiplerini
belirlemek i¢in yeni nesil dizileme yontemlerinden Oxford Nanopore Technolojileri kullanildi.
Oncelikle ekstraksiyonu yapilan DNA &rneklerinin konsantrasyonlar iQuant dsSDNA HS Assay
Kiti (#N011) kullanilarak Invitrogen Qubit 4 cihaziyla dl¢iildii. Ornekler daha sonra 18S rRNA
analizi i¢in ayrild1. 10 pL hacimde 18S PZR kuruldu. Orneklerden PZR reaksiyonunda 1 ng/pL
olacak sekilde eklendi. Hazirlanan mixler tiiplere 6 puL olacak sekilde dagitildi. PZR detaylari
Tablo 3.1.’de gosterildi. PZR ¢alismasinda kullanilan primerler Tablo 3.2.”de belirtildi.

Tablo 3.1. PZR reaksiyonu bilesenleri.

1X
Enzim: 2X Hi-fi MobiomX (#HF101) 5uL
Primer: 566F —1289R Tailsiz Primer Mix 1 uL
Tablo 3.2. PZR’de kullanilan primerler
Primer Ad1 Primer Dizisi (5’->37)
18S-566F CAGCAGCCGCGGTAATTCC
18S-1289R ACTAAGAACGGCCATGCACC

Orneklere uygulanan PZR programinda, dncelikle 95 °C’de 3 dakika siiren bir baslangic
denatiirasyonu uygulandi. Daha sonra, 30 dongii boyunca 95 °C’de 15 saniye, 58 °C’de 15
saniye ve 72 °C’de 45 saniyelik asamalar gerceklestirildi. Dongiilerin tamamlanmasinin
ardindan, 72 °C’de 5 dakika siiren bir final uzatma adimi1 uygulandi ve program 4 °C’de siiresiz

bekletme ile sonlandirildi.
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Jel Elektroforez:

PZR sonras1 amplifikasyon, %1 agaroz jel elektroforezi ile teyit edildi. MobiomX DL5000
(#DL5-01) DNA Marker kullanilarak, Bento Lab Pro (#BLM1B2P) cihazinda 80 voltta 25
dakika ytiriitildi.

Kiitiiphane Hazirlig1:

Jel elektroforez sonras1 SQK-LSK109 ve EXP-NBD196 kitleriyle 50 6rnek icin kiitiiphane
hazirlig: yapildi. Oncelikle NEB Ultra II End-Prep dA Tailing Module (#E7647L) kullanilarak
end-prep reaksiyonu 20°C 5 dakika, 65°C 5 dakika inkiibe edilerek gergeklestirildi. Ardindan,
orneklerin barkod ligasyonu, Blunt/TA ligase master mix (#M0367L) kullanilarak protokol
uyarinca 20°C 20 dakika, 65°C 10 dakika inkiibe edilerek gergeklestirildi. Barkod ligasyonu
reaksiyonu sonrasinda ornekler tek bir temiz eppendorf tiipte toplandi. Ardindan AMPure
manyetik boncuk ile piirifikasyon gergeklestirildi ve piirifikasyonun ardindan ddH2O ile
eliisyon yapilarak barkodlu poollanmis 6rneklerin konsantrasyonu iQuant dsSDNA HS Assay
Kiti (#N011) kullanilarak invitrogen Qubit 4 cihaziyla 6l¢iildii ve DNA konsantrasyonu adaptor
asamasina gecmeden once kontrol edildi. Ardindan, adaptor ligasyonu MobiomX T4 DNA
Ligase (#M0202) kullanilarak 30°C’de 10 dakika inkiibe edilerek gerceklestirildi. Sonrasinda,
adaptor bagl kiitiphane AMPure Manyetik boncuklar ile piirifiye edildi. Bu asamada yikamalar
Short Fragment Buffer ile yapildi. Piirifikasyon asamasinin ardindan EB ile eliisyon yapildi.
Eliisyon asamasi sonrasi sekans i¢in yiiklemeye hazir kiitiiphanenin konsantrasyonu Qubit ile
Olgiilerek DNA konsantrasyonu tekrar kontrol edildi. Hazirlanan bu kiitiiphaneden FLO-
MIN106D akis hiicresine 115 fmol yiiklendi ve sekans MKI1D cihazinda gerceklestirildi.

Sekans, barkod basina en az 10.000 okuma alindiginda durduruldu.

Biyoinformatik Analiz:

Ornekler icin subtyping referans veri tabanindan
(http://entamoeba.lshtm.ac.uk/blastorefseqs.htm) elde edilen tam uzunluktaki Blastocystis
referans niikleotid dizileriyle en 1yi eslesmeye dayali hizalama yontemiyle gerceklestirildi. Bu
islemde, GenBank’ta bulunan diger tam wuzunluktaki alt tip dizileri de kullanild1 ve

CENTRIFUGE algoritmasi su parametrelerle uygulandi:

-k 1 --min-totallen 800 —qc-filter. CENTRIFUGE algoritmasi, herhangi bir eslesme tespit
edemedigi durumlarda bir rapor (report) dosyasi olusturmaz ve sonug ¢iktisi (result) dosyasini

da bos olarak verir.
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Teyit amaciyla BLAST algoritmasi, %95 benzerlik orani (-perc_identity 95), e-degeri 0.01 (-
evalue 0.01) ve maksimum hedef sayis1 1 (-max_target seqs 1) parametreleriyle ¢alistirildi.
Veritabani olarak ise CENTRIFUGE ig¢in olusturulan tam uzunluktaki Blastocystis referans

nukleotid dizileri kullanildi.

3.5 TNF-a ELISA Calismasi
Insan serumundaki TNF-o varligi, sandvi¢ enzim baglantili immiinosorbent testi
(ELISA) kullanilarak ticari bir kitle (Human TNF-a ELISA Kit, A.B.T. Laboratory Industry,

Ankara, Tirkiye) iiretici firmanin protokoliine gore ¢alisilarak arastirildi.

Kit Ozellikleri
e Tespit Aralig1: 15.63—-1000 pg/mL
e Duyarlilik: 6.5 pg/mL

Calisma Prensibi:

TNF-a ile kaplanmis mikropleytler, anti-TNF-a antikoru kullanilarak analiti (TNF-a)
yakalamaktadir. Analit, biyotin ile isaretli antikor ve avidin-HRP konjugat1 kullanilarak tespit
edildi. Optik yogunluk (OD), 450 nm dalga boyunda olciildii ve OD degerleri TNF-a

konsantrasyonu ile orantili olarak degerlendirildi.

Bu ELISA kiti, "Sandvig-ELISA" metodunu kullanmaktadir. Kite dahil edilen
mikropleytler insan TNF-o'ya o6zgii bir antikorla 6nceden kaplanmustir. Ornekler veya
standartlar, mikropleytin kuyucuklarina eklenir ve burada spesifik antikora baglanirlar. Daha
sonra her kuyucuga sirasiyla insan TNF-a'ya 6zgii biyotinle isaretli tespit antikoru ve Avidin-
Katilagtirilmis Peroksidaz (HRP) konjugati eklenir ve inkiibe edilir. Baglanmayan bilesenler

yikama islemiyle uzaklagtirilir.

Daha sonra her kuyucuga bir substrat ¢ozeltisi ilave edilir. Sadece insan TNF-a,
biyotinle isaretli tespit antikoru ve Avidin-HRP konjugatini igeren kuyucuklar mavi renk
gelistirir. Enzim-substrat reaksiyonu, stop soliisyonun eklenmesiyle durdurulur ve renk sariya

doner. Optik dansite (OD) degeri, 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢iiliir.

OD degeri, insan TNF-o konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Orneklerin OD degerleri

standart egri ile karsilagtirilarak, 6rneklerdeki insan TNF-a konsantrasyonu belirlenir.
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Calisma Basamaklari:
1. Standartlar ve 6rnekler (100 pL/kuyu), ¢ift olarak eklenerek inkiibe edildi (70 dakika,
37°C).

2. Her kuyuya biyotin ile isaretli dedeksiyon antikoru (100 pL/kuyu) eklendi ve inkiibe
edildi (50 dakika, 37°C).

3. Kuyular, yikama tamponu ile 3 kez yikanarak temizlendi.
4. HRP konjugati (100 uL/kuyu) eklendi ve inkiibe edildi (30 dakika, 37°C).

5. Yikamadan sonra, substrat reaktifi (100 pL/kuyu) eklendi ve karanlikta inkiibe edildi (15
dakika, 37°C).

6. Tepkime, durdurma ¢dzeltisi (50 pL/kuyu) ile sonlandirildi ve optik yogunluk (OD) 450
nm dalga boyunda 6l¢iildii. TNF-a konsantrasyonlari, ortalama alinmis ¢ift OD degerleri

kullanilarak 4-parametreli lojistik standart egri (log-log grafigi) tizerinden hesaplandi.

3.6 Istatistiksel Analiz
Bu tez kapsaminda toplanan verilerin analizi i¢in SPSS (v27) kullanildi. Verilerin

degerlendirilmesinde kullanilan analiz adimlar asagida agiklanmstir:
1. Veri Normalizasyonu ve Dagilim Analizi

* Toplanan veriler (6rnegin, B. hominis enfeksiyon sikligi, TNF-a diizeyleri ve genetik alt

tip dagilimi) dncelikle normal dagilima uygunluklari a¢isindan incelenmistir.

* Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigini belirlemek i¢in Shapiro-Wilk testi ve

Kolmogorov-Smirnov testi gibi normallik testleri kullanilmistir.

* Verilerin normal dagilim gostermedigi durumlarda parametrik olmayan testler tercih

edilmistir.
2. Gruplar Arasi Karsilastirmalar

* B. hominis Siklig1: Kolorektal kanser hastalar1 (Grup 1) ile saglikli kontrol bireyleri (Grup

2) arasindaki B. hominis enfeksiyon oranlarini karsilagtirmak i¢in Ki-Kare Testi kullanilmistr.
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* TNF-a Diizeylerinin Karsilastirilmasi: Kolorektal kanser hastalari ile saglikli kontroller
arasinda serum TNF-a diizeylerini karsilastirmak i¢in Mann-Whitney U testi (normalde

dagilmayan veriler i¢in) uygulandi.

* Alt Tip Dagilimi: Kolorektal kanser hastalarinda ve saglikli kontrollerde farkli genetik alt
tiplerin (ST1-ST9) dagilim1 Ki-Kare Testi ile degerlendirildi.

3. Veri Gorsellestirme

Istatistiksel analizin sonuglar grafikler ve tablolar araciligiyla gorsellestirildi:
* Bar Grafikler: B. hominis enfeksiyon yayginlig1 ve alt tip dagilimi.
* Cubuk Grafikler: TNF-a diizeylerinin gruplar arasinda dagilimu.

4. Onem Diizeyi

Tiim istatistiksel analizlerde, dnem diizeyi (p degeri) 0,05 olarak kabul edildi. P <0,05

olan sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1 Demogrofik Bulgularin Degerlendirilmesi

Calismaya dahil edilen 100 6rnekten 70’1 kolorektal kanser hastalarina, 30°u ise saglikli
kontrollere (kolorektal kanser tanisi olmayan ve ishali olmayan) aitti. Calisma hastalar1 grup 1,
kontrol grubundaki hastalar grup 2 olarak tanimlandi. Grup 1’deki hastalarin %52,9 (n=37)’u
kadin ve %47,1 (n=33)’i erkek iken grup 2’deki kontrol hastalarinin %60 (n=18)’1 kadin ve
%40 (n=12)’1 erkekti. Tiim hastalar 22-89 yas araliginda olup yas ortalamasi 56,97 olarak
hesaplandi. Kolorektal kanserli hastalarin yas ortalamasi 61,27 olup yaslar1 22-89 arasinda
degismektedir. Kontrol grubunun yas ortalamasi ise 45,60 olup yaslar1 22-78 arasinda

degismektedir.

Kolorektal kanserli hastalarda B. hominis pozitif bulunan hastalarin %50°s1 erkek, %50
kadin iken kontrol grubunda pozitif bulunan hastalarin %40°’1 erkek, %60°1 kadin idi. Her iki
grupta da cinsiyet ile B. hominis pozitifligi arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0,841).

Yas ortalamasi ile B. hominis pozitifliginin dagilimina baktigimizda, kolorektal kanserli
hastalarda B. hominis pozitif olanlarin yas ortalamasi 62,33, negatif olanlarin yas ortalamasi
60,48 olarak bulunmustur. Kontrol grubunda ise pozitif olanlarin yas ortalamasi 44,10, negatif
olanlarin yas ortalamasi 48,60°dir. Her iki grupta da yas ile B. hominis pozitifligi arasinda

anlaml bir farklilik bulunmadi (p=0,639).

Tiim 6rneklerde mikroskobik inceleme, PZR ile molekiiler ¢calisma, NGS analiziyle alt

tip arastirma, biyoinformatik analiz ve serumda TNF-o ELISA ¢aligmas: yiirtitiildii.

4.2 Mikroskobik Degerlendirme Sonuclari
Mikroskobik degerlendirmede kolorektal kanserli hastalarin %28,6’sinda (n=20),
kontrol grubunun %20°sinde (n=6) B. hominis tespit edildi.

4.3 PZR Analiz Sonuc¢lan

RT-gPZR ile kolorektal kanserli hastalarin %42,9’unda (n=30), kontrol grubunun
%66,7’sinde (n=20) B. hominis tespit edildi (Tablo 4.1.). Gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p = 0,029).
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Tablo 4.1. B. hominis pozitifliginin calisma ve kontrol grubunda dagilimi.

Grup 1 Grup 2 Toplam © P
B Say1 30 20 50
.. Pozitif
B. hominis PZR Oran (%) %42,9 %66,7 %50
4762  0.029
sonuclari Neeatif Say1 (n) 40 10 50
& Oran (%) %57,1 %33,3 %50
Say1 (n) 70 30 100
Toplam Oran (%) %100 %100 %100

4.4 Dizileme analizi sonuclari

NGS yontemlerinden Oxford Nanopore Teknolojileri kullanilarak yapilan dizileme
analizinde her bir 6rnek, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI)’dan indirilmis olan B.
hominis 18S rRNA gen bolgelerine hizalandi. En iyi hizalamaya sahip referans segilerek alt tip
belirlendi. Tablo 4.2. ve Tablo 4.3.’de hasta ve kontrollere ait en iyi hizalama veren tiirler ve

gen bankasi erigim numaralart yer almaktadir.

Alt tip dagilimina baktigimizda kolorektal kanserli grup ve kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p = 0.181). Kolorektal kanserli hastalarda
ST3, ST1, ST5 ve ST7 alt tipleri tespit edilirken; kontrol grubunda ST3, ST1, ST7, ST5, ST2
ve ST9 alt tipleri bulundu. Her iki grupta da en sik tespit edilen alt tip ST3 oldu. Kolorektal
hasta grubunda %53,3 (n=16) ST3 varken, kontrol grubunda %45 (n=9) ST3 bulundu. Ikinci
siklikta tespit edilen ST1 olup, hasta grubunda (%23,3) ve kontrol grubunda (%20) birbirine
yakin oranlarda tespit edildi (Sekil 4.1.).

Cubuk Grafik
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M Negatif

M genotip 1
[ | genotip 2
M genctip 3
M genctip 5
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Sekil 4.1. B. hominis enfeksiyon yaygmligi ve alt tip dagilimu.
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Tablo 4.2. Kolorektal kanserli hastalarin alt tip sonuclari ve gen bank erisim numaralari1 (Genbank ID).

Ornek No En yakin tiir Alt tip Genbank ID
4 B. hominis izolat 05/RS61.1 STS5 AM275384.1
5 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST3 AM275365.1
7 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST3 AM275365.1
8 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST3 AM275365.1
9 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST3 AM275365.1
11 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST3 AM275365.1
12 B. hominis izolat 05/RS342.2 ST7 AM275391.1
16 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST3 AM275365.1
18 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST3 AM275365.1
22 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST3 AM275365.1
26 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST3 AM275365.1
30 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST3 AM275365.1
32 B. hominis izolat 05/RS141.1 ST 1 AM275354.1
33 B. hominis izolat 05/RS17.1 ST7 AM275393.1
39 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST3 AM275365.1
42 B. hominis izolat 05/RS74.1 ST1 AM275348.1
44 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST3 AM275365.1
45 B. hominis izolat 05/RS342.2 ST7 AM275391.1
46 B. hominis izolat 05/RS74.1 ST1 AM275348.1
49 B. hominis izolat 05/RS74.1 ST 1 AM275348.1
51 B. hominis izolat 05/RS141.1 ST 1 AM275354.1
52 B. hominis izolat 05/RS61.1 ST5 AM275384.1
54 B. hominis izolat 05/RS74.1 ST 1 AM275348.1
57 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST3 AM275365.1
60 B. hominis izolat 05/RS196.1 ST5 AM275381.1
61 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST3 AM275365.1
62 B. hominis izolat 05/RS61.1 ST5 AM275384.1
63 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST3 AM275365.1
66 B. hominis izolat 05/RS74.1 ST1 AM275348.1
71 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST 3 AM275365.1

Tablo 4.3. Kontrol grubuna ait alt tip sonuclar1 ve gen bank erisim numaralar1 (Genbank ID).

Ornek Adi En yakin tiir Alt tip Genbank ID
K1 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST 3 AM?275365.1
K2 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST 3 AM?275365.1
K3 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST 3 AM?275365.1
K7 B. hominis izolat 05/RS195.1 ST 9 AM275392.1

K10 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST 3 AM?275365.1
K23 B. hominis izolat 05/RS342.2 ST 7 AM275391.1
K24 B. hominis izolat 05/RS61.1 ST S AM275384.1
K26 B. hominis izolat 05/RS61.1 ST S AM?275384.1
K27 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST 3 AM?275365.1
K28 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST 3 AM?275365.1
K29 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST 3 AM?275365.1
K41 B. hominis izolat 05/RS74.1 ST 1 AM275348.1
K42 B. hominis izolat 05/RS74.1 ST 1 AM275348.1
K44 B. hominis izolat 05/RS146.3 ST 2 AM275364.1
K45 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST 3 AM?275365.1
K46 B. hominis izolat 05/RS158.2 ST 3 AM?275365.1
K47 B. hominis izolat 05/RS17.1 ST 7 AM275391.1
K48 B. hominis izolat 05/RS74.1 ST 1 AM275348.1
K51 B. hominis izolat 05/RS74.1 ST 1 AM275348.1
K52 B. hominis izolat 05/RS17.1 ST 7 AM275391.1
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4.5 Serum TNF-a test sonuclar:

ELISA yontemiyle hasta ve kontrol grubunda TNF-o kantitatif olarak arastirildi.
Tamami kolorektal hasta grubunda olmak t{izere 14 hastada TNF-a pozitifligi saptandi. Kontrol
grubunun serum orneklerinde TNF-a tespit edilmedi (Sekil 4.2.). Hasta grubu ile TNF-a tespiti
arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.008). TNF-a pozitif bulunan 14
ornegin 6’s1 B. hominis pozitif bulunan hastalara ait iken, 8’1 B. hominis negatif hastalara aitti
(Tablo 4.4.) B. hominis pozitif ve B. hominis negatif hastalar arasinda TNF-a pozitifligi
acisindan anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0,564).

Tablo 4.4. TNE-a pozitifliginin B. hominis pozitifligine gore dagilimi
Kolorektal Kanserli Grup

— - — . Kontrol Grubu P degeri
B. hominis Pozitif  B. hominis Negatif
TNF-a P(;thlf 6 (%8.6) 8 (%11.4) 0
Sayisi (%)
TNF-a Negatif 0,564
- o o
Sayisi (%) 24 (%34,3) 32 (%45,7) 30
Toplam 30 40
Gubuk Grafik
TNF-a
® PIN
B Megatif
B Fozitif
50
40
=z
[+ ]
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Grup

Sekil 4.2. TNF-a diizeylerinin gruplar arasinda dagilima.
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5 TARTISMA

5.1 B. hominis Sikh@

B. hominis, insan ve hayvan bagirsaklarini etkileyen ve spesifik konakg¢isi olmayan
zoonotik bir protozoadir. B. hominis enfeksiyonlarinin ve baskin alt genotiplerin yayginligi
tilkeler ve ayni iilkenin bolgeleri arasinda degigsmektedir. Bu parazitin yaygmligi gelismekte
olan iilkelerde %60'tan fazla iken, gelismis tilkelerde %5 ila %20 arasinda bildirilmistir (Salehi
ve ark., 2021).

B. hominis seroprevalansindaki farklilik, Blastocystis epidemiyolojisindeki bdlgesel
varyasyonlari, konak immiinitesini ya da cevresel faktorleri yansitabilir. Tirkiye’de B.
hominis’in hem semptomatik hem de asemptomatik bireylerde oldukc¢a yaygin oldugu
bilinmektedir (Ozgakir ve ark., 2007; Seyer ve ark., 2017). Bu durum, sulak ortamlar
araciligiyla bulagsma ve baz1 bolgelerde yetersiz sanitasyon kosullar1 nedeniyle agiklanabilir

(Ertug, Okyay, Giilmez, & Goktas, 2015).

Kuzey Kibris Tiitk Cumhuriyeti tiiniversite hastanesinde yapilan bir ¢alismada
mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen digki Orneklerinde 9%76,2 oraninda B. hominis
pozitifligi rapor edilmistir (Giiler & Siier, 2021). Istanbul Universitesi Cerrahpasa T1p Fakiiltesi
Parazitoloji Laboratuvari’na basvuran hastalarda geriye doniik olarak parazit dagilimlari
incelenmis ve %63,23 siklikla en sik tespit edilen parazit B. hominis olmustur (Polat ve ark.,
2020). Ankara’da yapilan bir diger retrospektif calismada %63,5 oranla digki 6rneklerinde en
sik tespit edilen parazit B. hominis olarak rapor edilmistir (Selek ve ark., 2016). Van’da yapilan
11 yila ait sonuclarin tarandigi retrospektif bir diger ¢alismada parazitoloji laboratuvarina
gonderilen orneklerde %26,5 pozitiflik saptanmis ve parazit en sik etken olarak bildirilmistir

(Y1lmaz et al., 2019)

Tiirkiye’den bildirilen baz1 ¢alismalarda ise B. hominis sikligi %10’un altindadir.
Van’da yapilan bir caligmada gastrointestinal sikayetlerle bagvuran 300 hasta incelenmis ve B.
hominis siklig1 %35,7 olarak saptanmustir (Ekici ve ark., 2023). Izmir’de yapilan bir diger
caligmada, parazitoloji laboratuvarina gonderilen 6rnekler retrospektif taranmis ve en sik tespit
edilen parazit %4,8 ile B. hominis olmustur (Giirbiiz ve ark., 2020). Ankara’da yapilan bir
calismada yerli ve miilteci hastalarda rutin digki incelemesinde paraziter etkenler arastirilmastir.
Calismada her 1ki grupta da en sik rastlanan parazit B. hominis iken yerli grupta pozitiflik orani

%1,8, diger grupta %6,8 olarak bildirilmistir (Demirel & Ding, 2022).
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Literatiirde KRK hastalarinda B. hominis sikligin1 aragtiran epidemiyolojik ¢aligmalar
birbirinden farkli veriler sunmaktadir. Farkli hasta gruplarinda bagirsak parazitlerinin sikligin
aragtiran bir c¢alismada 39 KRK hastasinda %?28,2 oraninda B. hominis tespit edilmistir
(Esteghamati ve ark., 2019). Cin'de yapilan baska bir calismada 49 KRK hastalarinda %8,1
oraninda Blastocystis prevalanst gosterilmistir (Zhang ve ark., 2017). Mide kanseri hastalari
ile kontrol grubunun karsilastirmali degerlendirildigi bir calismada, kanserli grupta %14
oraninda B. hominis pozitifligi bulunurken, kontrol grubunda %2 oraninda pozitiflik
bulunmustur. Iki grup arasindaki B. hominis pozitifligi agisindan farklilik istatistiksel olarak da
anlamli bulunmustur (Gezici ve ark., 2023). Ozbekistan'da yiiriitiilen bir ¢alismada, KRK
hastalarinda kontrol popiilasyonuna kiyasla bagirsak kurtlar1 ve protozoalarin daha yiiksek
prevalansi gozlemlenmistir. Blastocystis'in kolorektal kanser hastalarindaki yayginligi, kontrol
popiilasyonuna gore dort kat daha yiiksek bulunmustur (Toychiev ve ark., 2018). Suudi
Arabistan'da yiiriitiillen baska bir ¢alismada, KRK hastalar1 arasinda Blastocystis prevalansi
%29,7, GIS dis1 kanser hastalarinda %25, saglikh kisilerde %15 olarak bildirilmistir. KRC
hastalar1 arasinda ST1 baskinken, GiS dis1 kanser hastalarinda ST2 baskin olarak bulunmustur
(Mohamed ve ark., 2017). Malezya'da yapilan bir ¢calismada, 221 kontrol hastas1 ve 204 KRK
arasinda B.hominis’in genel yayginligt %15,29°dur. Kolorektal kanser hastalarinda %21,08,
kontrol grubunda %9,95 pozitiflik saptanmistir. KRK hastalarinda parazit anlamli oranda
yiiksek bulunmugtur (P <0,01). ST3, her iki grupta da en sik bulunan subtip olup kolorektal
kanser hastalarinda kontrol hastalarina kiyasla daha yiiksek oranda tespit edilmistir

(Kumarasamy ve ark., 2014).

Misir'da yapilan bir ¢alismada, KRK ve kontrol grubunda sirasiyla %52 ve %42
pozitiflik tespit edilmis ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Ali ve
ark., 2022). Audebert ve ark.’lar1 Blastocystis kolonizasyonu olan ve olmayan hastalarda
mikrobiyatal karsilasma yaptiklar1 ¢aligmalarinda; kolonizasyonunun disbiyozla iligkili
bagirsak bozukluklari, kanser veya inflamasyondan ziyade saglikli bir bagirsakla baglantili
oldugunu gostermistirler (Audebert ve ark., 2016). Yakin tarihli bir ¢alisma, ST4'iin
(Singapur'daki sagliklt Wistar siganindan izole edilen aksenli izolat ST4-WR1) faydali bir
kommensal oldugunu gdstermistir. S6z konusu ¢aligmada ST4’{in; kisa zincirli yag asitlerinin
tretimini artirdigl, Th 2 ve T-reg hiicreleri diizenledigi, anti-inflamatuar IL-10 sitokinlerinin
salinimini artirdigr ve kolitten iyilesmeyi destekledigi bildirilmistir. Bu nedenle, Blastocystis
ST4’iin bagirsak mikrobiyotasinin stabilitesini iyilestirdigi raporlanmistir (Deng et al., 2022).

Bir baska calismada Blastocystis’in, bagirsak epitel hiicrelerinin antimikrobiyal peptitlerden
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LL-37 salgilamasin1 uyardig bildirilmistir (Yason ve ark., 2016). Benzer sekilde, Billy ve
ark.’lar, sicanlarda uzun vadeli Blastocystis ST3 kolonizasyonunun bagirsak iltihabini ve koliti
hafiflettigini ve bagirsak ekosistemini etkileyerek, inflamatuar sitokinleri (TNF-a ve IL-1p)
azaltarak ve IL-17 (IL17re/IL17C) transkriptlerini uyararak iyilesmelerini hizlandirdiginm
bildirmislerdir (Billy ve ark., 2021). Deng ve ark.’lar1 ST1'in Alloprevotella ve Akkermansia
gibi yararli bakterileri aktive ederek, T hiicresi tepkilerini etkileyerek ve kisa zincirli yag
asitlerinin {iretimini artirarak farelerde kolitin siddetini azalttigini1 bildirmislerdir. S6z konusu
caligmada literatiirde ST1 patojeniteyle iliskilendirilmesine ragmen, ST1 ile kolonizasyonun
bagirsak mikrobiyota kompozisyonunu olumlu yonde etkileyerek insan bagirsagi i¢in faydali

olabilecegi raporlanmistir (Deng ve ark., 2023).

Bu c¢aligmada kolorektal kanser hastalarinda %42,9, kontrol grubunda %66,7 oraninda
pozitiflik bulundu. Sonuglar, bu ¢alismada, B. hominis’in saglikli bireylerdeki yayginliginin
KRK hastalarina gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢lide yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu
bulgu, daha 6nceki bazi ¢aligmalarda bildirilen, parazitin KRK hastalarinda saglikli kontrollere

gore daha sik bulundugu hipotezini kismen sorgulatmaktadir (Ali ve ark., 2022; Hawash ve

ark., 2021).

Pozitiflik orani kontrol grubunda daha yiliksek olmasina ragmen bu durum, parazitin
genel popiilasyonda yaygin olarak bulunmasindan kaynaklaniyor olabilir. Bu bulgular, B.
hominis 'in yalnizca varligiyla kanser gelisimi arasinda dogrudan bir iligki kurulamayacagini ve
ileri caligmalarda alt tipler ile bagisiklik yanitlarimin da degerlendirilmesi gerektigini

diistindiirmektedir.

Sistematik bir derlemede, KRK'ler arasinda B. hominis'in prevalansinin %2 ile %28
arasinda degistigi bildirilmistir (Kumarasamy ve ark., 2022; Taghipour ve ark., 2022).
Calismamizda, daha onceki ¢alismalara kiyasla KRK'li hastalarda ¢ok daha yiiksek bir siklik
kaydedilmistir, ancak Tiirkiye’den bildirilen ¢alismalardaki oranlara benzerdir (Giiler & Siier,

2021; Polat ve ark., 2020b).

B. hominis’in patojenitesine dair ortaya atilan bir diger hipotez, B. hominis’in bagirsak
mikrobiyotasi i¢inde faydali ya da kommensal bir rol oynayabilecegidir (Stensvold & Clark,
2016). Buna gore bizim ¢alismamizda KRK hastalarinda B. hominis’in azalmasinin sebebi,
tiimore bagli inflamasyon veya bagisiklik modiilasyonu sonucunda meydana gelen mikrobiyota

degisiklikleri olabilir kanaatindeyiz. Bu hipotez, Blastocystis tiirlerinin dogrudan patojenik
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olmadiklari, konak¢iya gore iliskilerinin mutualistten firsat¢iya kadar degisebilecegini one

stiren son bulgularla uyumludur (Scanlan & Stensvold, 2013; C. R. Stensvold & Clark, 2016).

Calismamizda B. hominis 'in kolorektal kanser (KRK) hastalarinda saglikli kontrollere
gore daha disiik siklikta bulunmasi, mikrobiyatal elaman olabilecegi ihtimalini

giiclendirmektedir.

Cesitli calismalarda Blastocystis’in cografi olarak farkli bolgelerde yasayan saglikli
bireylerde yaygin olarak bulundugu gosterilmistir. Tiirkiye gibi bolgelerde de hem
gastrointestinal yakinmalar1 olan hem de asemptomatik bireylerde yliksek oranda tespit
edilmistir (Beyhan ve ark., 2015; Ertug ve ark., 2015) . Gastrointestinal semptomlar1 olmayan
bireylerde sik rastlanmasi, bu organizmanin normal bagirsak florasinin bir pargast oldugunu ve
klasik bir patojenden ziyade dengeli bir bagirsak ekosisteminin gostergesi olabilecegini
desteklemektedir. Hatta bazi arastirmacilar, Blastocystis kolonizasyonunun mikrobiyal
dengenin korunmasinda ve intestinal homeostazda rol oynayabilecegini 6ne siirmektedirler (H.

E. Guard ve ark., 2024).

Calismamizda saglikli kontrollerde daha yiiksek tespit orani, B. hominis'in KRK ile
iligkili olan bozulmus bagirsak ortamindan negatif sekilde etkilenebilecegini
diisiindiirmektedir. Tiimdr mikrogevresi kronik inflamasyon, bagisiklik aktivasyonu ve besin
maddelerinin degisimini igerir; tim bu faktorler B. hominis 'in hayatta kalmasi i¢in gerekli olan
ekolojik nisi olumsuz etkileyebilir (Grivennikov ve ark., 2010b; Terzi¢ ve ark., 2010b). Bu
bulgular, B. hominis 'in dogrudan kanserojenezde rol oynamadigini, ancak yoklugunun hastalik
ilerlemesiyle iligskili daha genis mikrobiyal bozulmalarin bir gostergesi olabilecegini

desteklemektedir.

Ayrica, B. hominis enfeksiyonu ile serum TNF-a seviyeleri arasinda anlamli bir iligki
bulunmamasi da bu organizmanin KRK hastalarinda sistemik inflamasyonu tetiklemedigini
destekleyen onemli bir veridir. B. hominis 'in in vitro kosullarda pro-inflamatuar sitokin
iretimini artirabildigi gosterilmis olsa da (Yason ve ark., 2019), in vivo durum ¢ok daha
karmagiktir ve muhtemelen bagirsak mikrobiyotasinin diger bilesenleriyle ve konakel

immiinitesiyle olan etkilesimleri igerir.

Sonug olarak, bu gézlemler B. hominis'in kararli ve inflamasyon olmayan bir bagirsak
ekosisteminin bir gostergesi olabilecegini, ancak dogrudan bir hastalik etkeni olmadiginm

gostermektedir. Gelecekte yapilmasi gereken calismalar, B. hominis dinamiklerinin bagirsak
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sagligl, bagisiklik durumu ve mikrobiyal ¢esitlilik agisindan uzun vadeli degerlendirmesini
icermelidir. Boylece bu organizmanin hem saglik hem de hastalik siireclerindeki ekolojik nemi

daha iyi anlagilabilir.

5.2 Alt Tip Dagihmi ve Potansiyel Patojenite
Alt tip analizi, ST3'lin en sik goriilen genotip oldugunu gdstermistir. Jantermtor ve ark.,
(2013) tarafindan yapilan ¢alismada da Tayland'daki bir hastaneye kayitli hastalar arasinda

genotip 3'lin en yaygin oldugu ortaya konmustur.

Calismamizda toplam alt1 farkli B. hominis alt tip (ST1, ST2, ST3, ST5, ST7 ve ST9)
belirlendi. Her iki grupta da en sik goriilen alt tip ST3 (%53,3 hasta grubunda, %45 kontrol
grubunda) idi. Bu bulgular kiiresel verilerle uyumludur; ¢iinkii ST3 insan popiilasyonlarinda en
yaygin alt tiplerden biri olarak kabul edilmektedir (Yan ve ark., 2021). Ancak alt tip dagilimi
acisindan hasta ve kontrol gruplarn arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlemlenmemistir. Bu sonug, herhangi bir alt tipin KRK ile dogrudan iliskili olmadigini

distindiirmektedir.

ST3 genellikle non-patojenik olarak degerlendirilse de bazi c¢aligmalarda intestinal
gecirgenligi artirdigi ve irritabl bagirsak sendromu ile iliskilendirildigi gosterilmistir (Yason ve
ark., 2019b). Hasta ve kontrol grubunun her ikisinde de ST5 ve ST7 alt tiplerinin bulunmasi,
bu alt tiplerin ishal hastaliklar1 ve inflamatuar bagirsak hastaliklar1 ile zaman zaman
iligskilendirilmis olmasiyla ortiismektedir (Ramirez ve ark., 2020). ST2 ve ST9 yalnizca kontrol
grubunda tespit edilmistir. Bu durum, bu alt tiplerin immiinolojik olarak degistirilmis

ortamlarda (6rnegin KRK) devam etmekte zorlaniyor olabilecegini diisiindiirmektedir.

Malatyali ve ark., (2023) tarafindan Tiirkiye’de yapilan bir ¢calismada, genel popiilasyon
orneklerinde ST3 ve ST1’in en yaygin alt tipler oldugu gosterilmistir. Ancak bu ¢alismada KRK
hastalar1 6zel olarak degerlendirilmemistir. Calismamiz, bu eksikligi gidererek KRK ve kontrol
gruplarindaki alt tip dagilimlarini karsilastirarak, bazi alt tiplerin KRK ile potansiyel iliskisini

degerlendirmeye katki sunmaktadir.

Alt tiplerin konak immiin cevab1 veya mikrobiyota ile nasil etkilestigine dair bilgilerin
siirli olmasi nedeniyle, bu bulgularin alt tip 6zgiilliigii acisindan kesin bir yargiya varmak
mimkiin degildir. Gelecekte yapilacak uzun vadeli izlem c¢aligmalariyla alt tiplerin

dominansindaki degisimlerin hastalik ilerlemesiyle iligkisi incelenebilir.
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5.3 TNF-a Seviyeleri ve Inflamasyon Yamit

Serum TNF-a diizeyleri KRK hastalarinda (%20 prevalans) anlamli bi¢imde yiiksek
bulunmustur (p=0.008), ancak B. hominis enfeksiyonu ile TNF-o pozitifligi arasinda
istatistiksel bir iliski saptanmamustir. B. hominis pozitif bireylerin yalnizca %12’sinde TNF-a
pozitifligi tespit edilmistir. Bu bulgular, B. hominis’in bu c¢aligma grubunda sistematik

inflamasyonu dogrudan tetiklemedigini diisiindiirmektedir.

TNF-a, kolorektal kanser patogenezinde Onemli bir pro-inflamatuar sitokin olarak
bilinmektedir (Grivennikov ve ark., 2010b). KRK hastalarinda bu sitokin diizeylerindeki artis,
kronik inflamasyonun tiimor olusumuna katki sundugu hipotezini desteklemektedir. Ancak B.
hominis ile TNF-a arasindaki baglant1 kurulamamasi, bu organizmanin bu siirecte merkezi bir

rol oynamadigin1 gosterebilir.

Bu sonugclar, Yason ve ark., (2019) tarafindan in vitro yapilan ¢alismayla ¢elismektedir.
Bu ¢alismada B. hominis ’in konak immiin yanitint modiile ettigi ve TNF-a gibi pro-inflamatuar
sitokinlerin liretimini artirdig1 gosterilmistir. Farklilik, ¢aligmanin tasarimiyla agiklanabilir: biz
serum diizeylerini degerlendirirken, diger ¢alisma lokal immiin stimiilasyona odaklanmistir.
Ayrica in vivo ortamda, ¢ok sayida mikrobiyal ajan, genetik yatkinlik ve diyet gibi faktorler

sitokin profillerini etkileyebilir.

B. hominis’in mukozal inflamasyonu artirip artirmadig1 hentiz net degildir. Bu nedenle
gelecekteki caligmalarda mukozal sitokin profili ve histopatolojik analizler yapilmalidir.

Boylece B. hominis, inflamasyon ve KRK arasindaki iliski daha iyi anlasilabilir.

5.4 Smrhlklar ve Gelecek Cahsmalar i¢in Oneriler
Bu calismanin temel sinirlilig1, kontrol grubunun nispeten kii¢iik olmasidir (n=30), bu
da istatistiksel giiclin sinirlt olmasina yol agmustir. Ayrica kesitsel yapidan dolay1 Blastocystis

ile kanser gelisimi arasinda nedensellik kurulamamastir.
Gelecekte yapilacak ¢aligmalarda:
o Kontrol grubu genisletilmeli,
e Daha uzun siireli izlem yapilmali,

o Alt tiplerin molekiiler mekanizmalar1 incelenmeli.
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6.2
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3)
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SONUC VE ONERILER

Sonu¢
B. hominis’in saptanmasinda PZR, mikroskobiye gore ¢ok daha hassas sonu¢ vermistir.
Kolorektal kanserli hastalarda kontrol grubuna gore B. hominis siklig1 azalmistir. iki grup
arasindaki fark istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur. Bu durum B. hominis’in
kommensal olup patojenite durumlarinda azalabilecegini destekler bir veridir.
Her iki grupta da yas ve cinsiyet ile B. hominis pozitifligi arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik bulunmamaistir
Kolorektal kanserli grup ve kontrol grubu arasinda B. hominis’in alt tip dagilimlarinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamuistir. Her iki grupta da en sik tespit edilen
iki alt tip, siklik sirasina gore ST3 ve ST1 dir.
B. hominis pozitifligi ile serum TNF-a diizeyleri arasinda ise istatistiksel bir iliski

saptanmamuistir.

Oneriler
Daha Biiyiik Hasta Gruplartyla Calismalar: Gelecekte yapilacak ¢aligmalarda 6rnek sayisi
ozellikle kontrol grubu i¢in artirilmali ve istatistiksel giiciin artirilmasi saglanmalidir. Bu
sayede B. hominis ile kolorektal kanser arasinda daha net iliskiler kurulabilir.
Uzun Siireli Izlem Caligmalari: Blastocystis ile kanser gelisimi arasindaki iliskinin zaman
icinde nasil degistigi konusunda kesitsel yapidan oOteye gegerek uzun siireli izlem
calismalar1 yapilmalidir. Bu tiir ¢alismalar, parazitin kanser gelisiminden énce mi yoksa
sonra m1 gorildiigiinii belirlemede 6nemli veriler saglayacaktir.
Molekiiler Mekanizmalarin Incelenmesi: Blastocystis’in kolorektal kanser gelisimindeki
rollerini anlamak i¢in in vitro ve in vivo deney modelleriyle bu organizmanin bagisiklik
sistemi, epitel hiicresi fonksiyonlar1 ve tiimor mikrogevresi dinamikleri tizerindeki etkileri
arastirilmalidir.
Metagenomik ve Mikrobiyota Analizlerinin Entegrasyonu: Bagirsak mikrobiyotasinin
kompozisyonu ve Blastocystis ile olan etkilesimleri, metagenomik yaklasimlarla

incelenmelidir. Bu analizler, Blastocystis’in bagirsak ekosistemi ve kanser gelisimi

tizerindeki dolayl: etkilerini ortaya koyacaktir.
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