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OZET
YUKSEK LiSANS TEZi

SULUK SALGI EKSTRAKTI, PROPOLIS VE CARVACROLUN BLASTOCYSTIS
HOMINIS UZERINE iN VITRO ORTAMDA ETKIiSiNiN ARASTIRILMASI

GULSAH OZKULA

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Muttalip CICEK

Diinyada yaygin goriildiigii gibi lilkemizde de yaygin goriilen Blastocystis hominis, insan
bagirsaginda yasamaktadir. B. hominis insanlarda gastro enterite yol agmaktadir.
Metronidazol, blastocytosisli hastalarin tedavisinde sik tercih edilen ilaglardandir.
Metronidazol’iin baslica dezavantaji B. hominis tarafindan direng gelistirilmesiyle uzun
terapotik  tedavi  siireci  gerektirmektedir. Geleneksel ve tamamlayici tedavi
uygulamalarindan olan tibbi siiliik tedavisinin (Hirudoterapi) konvansiyonel tedaviye destek
olarak bir¢ok hastalikta terapotik etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Glinlimiizde siiliiklerin
kan emmeleri esnasinda uygulandigi bolgeye verdigi salgida biyolojik ve farmakolojik
acidan ¢ok sayida etkili biyoaktif madde tespit edilmistir. Bu biyoaktif maddelerden bazilari
genis spektrumlu antibakteriyel peptidler igermektedir. Kekikten elde edilen carvacroliin
bakteriler, mantarlar ve parazitler lizerinde genis bir antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
yoniinde calismalar yapilmaktadir. Propolis apiterapide; antibakteriyel, antiviral, antifungal,
antitlimoral ve analjezik olarak kullanilmaktadir.

Bu caligma siiliik salg1 ekstrakti, propolis ve carvacroliin B. hominis’in in vitro ortamda
¢ogalmasi tizerindeki olasi etkisini aragtirmak amaciyla yapilmistir. Bu ¢aligmada Ahi Evran

Universitesi Parazitoloji laboratuvari parazit bankasinda in vitro ortamda saklanilan suptip
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3 suslar1 oldugu bilinen B. hominis’ler kullanilmistir. B. hominis kiiltiirii i¢in parazitin daha
iyi biiylimesini destekledigi i¢in Jones medium besi yeri kullanilmistir. Besi yerlerine ekimi
yapilan B. hominis’ler 24, 48 ve 72 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siirelerinin
sonunda parazit yogunlugu mikroskobik olarak degerlendirilmistir. 72 saatin sonunda lireme
yogunlugu gozlenen B. hominis’ler 15 ml’ lik falkonda santrifiij edildikten sonra siiper
latentin iizerine 1 ml’lik Jones medium besi yeri eklenerek Tripan blue ile Toma lam1 sayim1
yapildi. 5.10* hiicrenin 96 kuyulu hiicre kiiltiirii besi yerinde stiliik salg1 ekstrakti, propolis,
carvacrol ve metronidazol’ {in farkli konsantrasyonlar1 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri
elisa testi ile degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular kontrol grubu ile karsilastirilarak
antiparaziter etkisi belirlenmistir. Elde edilen bulgular her bir madde de degisiklik
gostermekte bu durum zamana ve doz artigina baglh olarak da farklilik géstermektedir. Elde
edilen sonuglar siiliik salg1 ekstrakti, propolis ve carvacroliin B. hominis’in in vitro gelisimini
inhibe edecegini gostermektedir. Bu ¢alisma; son yillarda etkenin bu ilaca karsi direng
gelisme mekanizmalart da goz Oniinde bulundurularak B. hominis gibi paraziter
enfeksiyonlarin tedavisinde siiliikk salgi ekstrati, propolis ve carvacroliin etkinliginin
alternatif biyolojik ajanlarin kullanimina yonelik gelecekte yapilacak calismalara 151k
tutabilir.

Haziran 2026, 66 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Blastocystis hominis, siililk salgi ekstrakti, propolis, carvacrol,

Antiprotozoal etki
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ABSTRACT

M. Sc. THESIS
INVESTIGATION OF THE IN VITRO EFFECTS OF LEECH SALiVA
EXTRACT, PROPOLIS, AND CARVACROL ON THE GROWTH OF
BLASTOCYSTIS HOMINIS

GULSAH OZKULA

Kirsehir Ahi Evran University
Graduate School of Health Sciences
Medical Microbiology Department

Supervisor: Prof. Dr. Muttalip CICEK

Blastocystis hominis, commonly found both worldwide and in our country, lives in the
human intestine. B. hominis causes gastroenteritis in humans. Metronidazole is a frequently
preferred drug in the treatment of blastocytosis patients. The main disadvantage of
metronidazole is the development of resistance by B. hominis, requiring a long therapeutic
treatment process. Medical leech therapy (Hirudotherapy), a traditional and complementary
treatment practice, is known to have therapeutic effects in many diseases as a support to
conventional treatment. Currently, numerous bioactive substances with biological and
pharmacological effects have been identified in the secretions released by leeches during
blood sucking. Some of these bioactive substances contain broad-spectrum antibacterial
peptides. Studies are being conducted on the fact that carvacrol, obtained from thyme, has
broad antimicrobial activity against bacteria, fungi, and parasites. Propolis is used in
apitherapy as an antibacterial, antiviral, antifungal, antitumor, and analgesic.

This study was conducted to investigate the possible effects of leech secretion extract,
propolis, and carvacrol on the in vitro growth of B. hominis. In this study, B. hominis strains

known to be subtype 3, stored in the parasite bank of the Ahi Evran University Parasitology

xiii



Laboratory, were used. Jones medium was used for B. hominis culture because it supports
better parasite growth. B. hominis cultured on the medium were incubated at 37°C for 24,
48, and 72 hours. At the end of the incubation periods, parasite density was evaluated
microscopically. After 72 hours, B. hominis showing high growth density were centrifuged
in 15 ml Falcon, then 1 ml of Jones medium was added to the superlatent, and counting was
performed using Trypan blue on a Toma slide. Different concentrations of leech secretion
extract, propolis, carvacrol, and metronidazole were evaluated in 96-well cell culture
medium containing 5.10* cells after 24 and 48 hours of incubation using the ELISA test. The
results were compared with a control group to determine the antiparasitic effect. The results
varied for each substance, and this also differed depending on the time and dose increase.
The results show that leech secretion extract, propolis, and carvacrol inhibit the in vitro
growth of B. hominis. This study, considering the mechanisms of resistance development of
this pathogen against these drugs in recent years, may shed light on future studies on the use
of alternative biological agents such as leech secretion extract, propolis, and carvacrol in the
treatment of parasitic infections such as B. hominis.

June 2026, 66 Pages

Keywords: Blastocystis hominis, leech saliva extract, propolis, carvacrol, Antiprotozoal

effect,
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1. GIRIS

Blastocystis hominis, diinya genelinde hem insanlarda hem de ¢esitli hayvan tiirlerinde
bagirsaklarda sikg¢a goriilen tek hiicreli bir protozoondur ve fekal-oral yol ile bulasir (1,2).
Enfeksiyonun prevalansi farkli cografi bolgelerde degisiklik gosterse de hem asemptomatik
bireylerde hem de gastrointestinal semptomlar gosteren hastalarda yaygin olarak
saptanmustir (3,4). Baz1 klinik ¢alismalarda B. hominis pozitif olgularda karin agrisi, ishal,
bulantt ve sigkinlik gibi gastrointestinal semptomlar bildirilmis olmakla birlikte,
enfeksiyonun patojenik rolii hala tartigmali bir konudur, ¢linkii organizmanin bir¢ok
asemptomatik bireyde de bulunmasi bu iligkiyi kesinlestirmemektedir (1,4).

B. hominis morfolojik olarak oldukga degisken bir yapiya sahiptir ve dort temel form ile iki
tane de ara formda gozlemlenmektedir. Temel morfolojik formlar vakuoler, graniiler,
ameboid ve kist formu olarak tanimlanirken; avakuoler ve multivakuoler formlar ara gecis
tipleri olarak bildirilmistir. Elektron mikroskobu ile yapilan incelemeler, 6zellikle taze digka
orneklerinde bu ara formlarin da bulunabilecegini gostermistir (5,6). B. hominis anaerobik
ozellik gostermesi nedeniyle, diski uzun siire bekletildiginde oksijenin etkisiyle hiicre
duvarinin yapisinda degisikliklere neden olmakta ve yiizeyde piiriizlii bir goriiniim ortaya
cikarmaktadir (7).

B. hominis’in taksonomik siniflandirmasi uzun yillar tartismali olmustur; ge¢gmiste mayalar,
mantarlar, amipler, kamgililar ve sporozoon protozonlar grubuna dahil edilmistir. Ancak,
18S rRNA dizileme ¢aligmalar1 ve modern filogenetik analizler, B. hominis’in Stramenopile
alemi i¢inde yer almasinin uygun oldugunu gostermistir (8,9)

Blastocystosis tedavisinde kemoterapotik ajan olan metronidazol tercih edilmektedir (3).
Metronidazol, nitroimidazol tiirevi antibiyotik olup, protozoonlarin ve anaerobik
bakterilerin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Metronidazol hiicre
igine girdikten sonra, hiicrenin DNA’sina baglanir ve DNA replikasyonunu durdurarak
hiicrenin 6liimiine yol acar (10,11). Metr onidazol’iin baslica dezavantajlar1 ve hem B.
hominis hemde G. intestinalis tarafindan direng gelistirilmesiyle uzun terapdtik tedavi siireci
gerektirmektedir (12,13). Bu yiizden metronizdazole karsi olusan diren¢ durumu,

tekrarlayan niiksler, hem de mutajenik etkisi nedeniyle etkili oldugu mikroorganizmalarin



tizerinde kullanilmak iizere siirekli yeni ajanlarin arayisi devam etmektedir. Bu aragtirmanin
bu yeni ajan arayigina katki saglayacagi diislincesindeyiz.

Dogal kokenli bazi maddeler, bazi patojen mikroorganizmalarin iiremesini inhibe etmektedir
(14). Baz1 tibbi bitkilerin insanlarda parazit enfeksiyonlarini etkili bir sekilde ortadan
kaldirmaya yardimci olan organik bilesikler i¢erdigini gosteren c¢alismalar vardir (15,16).
Bu tibbi bitkilerden biri olan kekikten elde edilen carvacrol, fenolik yapida olan
bilesiklerindendir (17). Bu bilesikler antimikrobiyal 6zelliklerini, fonksiyonel hidroksil
gruplar1 ve yliksek redoks potansiyelleri sayesinde gostermektedirler. Carvacrol tat verici ve
istah agic1 6zelliklerinin yaninda, protonlarin hiicre dis1 sivisina gegisini saglayarak, patojen
mikroorganizmalarin stoplazmik zarlarimi pargalayip 6lmelerine neden olmaktadir (18).
Timol ve carvacrol'iin bakteriler (metisiline diren¢li S. aureus Listeria innocua, L.
monocytogenes, A. baumannii, K. pneumoniaee, Citrobacter freundii, S. enteritidis, S.
typhimurium, E. coli, E. coli O157:H7, P. vulgaris, P. aeruginosa, P. fluorescens, Y.
enterocolitica, Bacillus subtilis, B. cereus, Serratia liquefaciens, Lactobacillus carvatus ve
Lactobacillus sakes) mantarlar (Aspergillus spp. ve Candida spp.) ve parazitler (Blastocystis
ve Endolimax nana) iizerinde genis bir antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu one
stiriilmistiir (19,20,21,22,23,24,25,26,27). Bu ¢alismada, bir¢ok mikroorganizma tizerinde
etkinligi aragtiritlmis olan carvakroliin, B. hominis tizerine etkisi incelenmistir.

Propolis; yapisinda bulunan fenolik madde bilesikleri ile apiterapide; antibakteriyal,
antiviral, antifungal, antitlimoral, analjezik olarak kullanilmaktadir. Propolis yaralanma ve
yaniklarda, egzamada, gastrointestinal hastaliklarda tedavi edici, karaciger ve immiin sistem
hastaliklarinda koruyucu unsur olarak bilinmektedir (28,29,30,31). Kahverengi propolisin
(BP) Plasmodium, Trypanosoma ve Leishmania cinsi protozoalara karsi etkili oldugu
bildirilmistir (32). Propolis etanol 6ziitii leishmaniasis i¢in as1 tasariminda humoral
bagisiklik tepkilerinin uyarilmasinda yararli olabilir (33). Baska bir ¢alismada in vitro
kosullarda %30’luk propolis etanol ekstraktinin H.pylori’nin 38 klinik izolatina etkisi
arastirilmistir. Sonugta, propolisin, H.pylori'ye karsi etkili antibakteriyel aktiviteye sahip
oldugu ve aymi zamanda Campylobacter jejuni ve Campylobacter coli’nin iiremesini
engelleyecegi bildirilmistir (34). Yapilan bir calismada da propolis ekstraktlarinin
T.brucei'ye karsi nispeten en yiiksek inhibitor etkiyi gostermesiyle birlikte orta diizeyde
etkinligi ortaya koyulmustur (29). Bu ¢aligmada, bircok mikroorganizma iizerinde etkinligi
denenmis ve olumlu etki aldig1 bildirilmis olan propolisin, B. hominis {izerine in vitro etkisi

arastirilmistir.



Siiliikler ¢ok eski caglardan beri bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Eski
donemlerde oldugu gibi, glinimiizde de tam kontrollii laboratuvarlarda hijyenik sartlar
altinda tretilen siiliikkler giinlimiizde de kullanilmaktadir. Tipta siiliiglin kendisi veya
stiliiklerden elde edilen biyoaktif maddeleri kullanilmaktadir (30). Yetiskin bir stiliik tek bir
beslenmede kendi viicut agirhiginin yaklasik on kati kadar (ortalama 5 ila 15 ml) kan
emebilmektedir. Tedavinin etkinligi, siiliiglin emdigi kandan ziyade salgiladig1 biyoaktif
madde miktari ile dogrudan iligkilidir (31). Siiliiklerin tiikiiriik bezi salgilar1 100’{in iistiinde
farkli biyoaktif madde igerir. Bu salgilarin; vazodilatator, bakteriyostatik, analjezik, anti-
inflamatuarlar, antiparaziter, anti-koagulan, 6dem ¢6ziicii, mikrosirkiilasyon bozukluklarini
Onleyici, organ ve dokularin hasarli vaskiiler permeabilitesini diizeltici, hipoksiyi
diizenleyici, kan basmcini diisiiriici ve immiiniteyi arttirici etkisi oldugu bildirilmistir
(30,35). Yine yapilan bagka bir ¢alismada, Malezya stiliigliniin tiikiiriik salgisinin hem gram
pozitif (S.aureus) hem de gram negatif (S. typhi ve E. coli) bakteri suslarina kars1 genis
spektrumlu bir antibakteriyel aktivite gosterdigi ortaya konulmustur (35).

Tarafimizca yapilan bu ¢alismada tedavide kullanilan tibbi siilitk Hirudo verbana'nin tiikriik

salgisinin B. hominis tlizerindeki anti-paraziter etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihc¢e ve Siniflandirma

B. hominis 'in tarihgesine bakildiginda ¢ok eski donemlere ait kayitlar bulunmakta olup 1899
yilinda Perroncito tarafindan tespit edilmis fakat isimlendirmesi yapilamamistir.
Taksonomik durumuda uzun siire netlestirelemeyen B. hominis bilimsel olarak ilk kez
Alexeieff tarafindan 1911 yillinda maya mantari olarak tanimlamasi yapilmis ve Blastocystis
enterecola ismi verilmistir. Zamanla yapilan ¢alismalarda sigan, kobay, tavuk, siirlingen ve
stiliiklerden Blastocystis izole edilmistir (37). Basta izole edildigi konagin (B. ratti, B. anseri
vb.) ismine goére Blastocystis’in isimlendirilmesi yapilmig bu durum ise konak 6zgilliigi,
hiicre biyolojisi ve patojenite gibi konularda karmasaya neden oldugu bildirilmistir (38,39).
B. hominis’in taksonomik siniflandirmasi tartismali olup mayalar, mantarlar, amipler,
kamgililar ve sporozoon protozonlar grubuna dahil edildigi olmustur. B. hominis’in,
taksonomik siniflandirmasi ancak son yillarda yapilabilmis ve 18s rRNA'nin arastirilmasi
gibi modern filogenetik tekniklerin uygulanmasi sonucu Stramenopile aleminin igine
yerlestirilmistir (8,37). Diger Stramenopiller arasinda insanda yerlesebilen tek tiir olmasi ve
yasam dongiisiinde kamgili bir formun bulunmamas: B. hominis’i bu alemdeki diger

organizmalardan ayirmaktadir (5).

Smif Blastocystea

Subphylum Opalinata

Infrakingdom Stramenopile (Heterokonta)
Subkingdom Chromobiota

Kingdom Chromista

2.2. Morfolojisi

B. hominis polimorfik bir protozoon olup vakuoler, graniiler, ameboid, kist, avakuoler ve
multivakuoler form olmak tizere 6 farkli formu tanimlanmistir. Avakuoler ve multivakuoler
formlar1 diger formlara nazaran daha az rastlanilan ara formlardir. Taze diski 6rneklerinde

bu formlara ek olarak farkli morfolojik varyasyonlarin da ortaya ¢ikabildigi bildirilmistir.



Morfolojik olarak goriilen her bir yapiya ad vermek zor oldugundan ve karmasaya yol
acabileceginden tercih edilmemektedir. Bu formlarindaki gesitlilik B. hominis’in hiicre
biyolojisi ¢alismalarimi zorlastirmakta, kimi zaman ise hatali yorumlara dahi sebep
olmaktadir (5). Elektron mikroskobu ile yapilan detayli incelemeler, Blastocystis hiicre
zarinin alt kisminda belirgin bir yiizey tabakasi bulundugunu ve bunun konaga tutunmada
onemli rol oynayabilecegini gostermistir. Ayrica mitokondri benzeri organellerin varligi,
parazitin aerobik ve anaerobik metabolik siirecler arasinda gecis yapabilme yetenegine sahip

oldugunu ortaya koymustur (40).

2.2.1. Vakuoler Form

B. hominis’in en yaygin gézlenen morfolojik sekli vakuoler formdur. Bu form, genellikle 5—
30 um ¢apinda olup, kiiresel veya oval bir yapiya sahiptir. Hiicrenin merkezinde biiyiik bir
vakuol bulunur ve sitoplazma bu vakuoliin etrafinda ince bir halka olusturur. Hiicre zarina
yakin bolgede bir veya daha fazla c¢ekirdek yer alabilir. Vakuoler form hem disk:

orneklerinde hem de kiiltiir ortamlarinda en sik rastlanan sekil olarak bilinmektedir (38).

2.2.2. Graniiler Form

Graniiler form, vakuoler forma benzer bir yapiya sahip olmakla birlikte, sitoplazmasinda
yogun elektron graniilleri icerir. Bu graniillerin parazitin metabolik aktivite veya iireme

stiregleriyle iligkili olarak arttig1 diistiniilmektedir. (5,8).

2.2.3 Ameboid Form

Ameboid form ise genellikle kiiltir ortamlarinda ortaya ¢ikan, diizensiz sekilli ve
sitoplazmik uzantilar i¢eren bir yapidir. Bu formun, parazitin konagin bagirsak epiteline

tutunmada rol oynayabilecegi ileri siirtilmiistiir (5).

2.2.4 Kist Formu

Kist formu, B. hominis’in ¢evresel kosullara en dayanikli morfolojik yapisidir. Yaklasik
3-5 um ¢apinda olup kalin bir hiicre duvarina sahiptir ve konaktan dis ortama atildiginda

uzun siire canliligini koruyabilir. Kist formu, fekal-oral yolla bulagmanin ana formu olarak

kabul edilmektedir (7).



2.2.5 Multivakuoler Form

Multivakuoler form, genellikle vakuoler formun olgunlagsmasi sonucunda ortaya cikar.
Sitoplazmada birden fazla kiigiik vakuol bulunur ve cekirdekler bu vakuoller arasinda
dagilmistir. Bu form, Kkistlesme siirecinden onceki ara evrelerden biri olarak

diistiniilmektedir (5).
2.2.6 Avakuoler Form

Bu Avakuoler form, merkezi vakuoliinii kaybetmis bir yapidir. Bu form, kiiltiir ortamlarinda
nadiren gézlemlenir ve kesecik seklindedir. Isik mikroskobu ile tespit edilmesi oldukga
giictiir. Morfolojik ozellikleri ancak elektron mikroskobu (TEM) ile yapilan caligmalar
sonucu belirlenebilmistir. Taze disk1 6rneklerinde formun cap1 genellikle 3-8 um arasinda
degismektedir (3,38).



2.3. Yasam Dongiisii
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Blastocystis tiirlerinin yasam dongiisii tam olarak aydinlatilamamis olsa da, mevcut
arastirmalar bu parazitin fekal-oral yolla bulastigin1 ve gelisiminin insan veya hayvan
gastrointestinal sisteminde gergeklestigini gostermektedir (5,38). Parazit konak disina kist
formu halinde atilir; uygun kosullarda agiz yoluyla alindiginda yeni konagin bagirsak
sisteminde gelisimini siirdiirmeye baglar. Bulagma genellikle kontamine su ve gida
maddeleri araciligiyla ya da dogrudan fekal-oral temasla meydana gelmektedir. Kist formu,
mide asidine dayanikli yapisi sayesinde ince bagirsaga ulasir; burada kistin duvari ¢oziiliir
ve icinden ¢ikan vakuoler veya multivakuoler formlar kolonun proksimal bolgesinde
cogalmaya baslar (7). Parazitin ¢cogalmasi genellikle aseksiiel boliinme (binary fission)
yoluyla gergeklesir. Vakuoler form, boliinme sonucu yeni hiicreler olusturur. Bu hiicrelerde
geliserek graniiler, ameboid veya multivakuoler formlara doniisebilir. Morfolojik
dontisiimler, konagin bagirsak ortamindaki pH, oksijen diizeyi ve mikrobiyal flora gibi
faktorlere bagl olarak degiskenlik gosterebilir (5). Bazi arastirmalar, kistlesmenin
Blastocystis yasam dongiisiinde kritik bir evre oldugunu ve kalin duvarli kistlerin
olusumuyla tamamlandigini belirtmektedir. Olusan kistler dis ortama birakildiktan sonra
uzun siire canliligini korur ve yeni bir konaga gegtiginde dongii yeniden baslar (8). Kist
konaga girdikten sonra eksistasyon evresinde trofozoit benzeri formlar ortaya ¢ikar. Kolonik
mukozaya tutunarak c¢ogalmaya baslar. Bu asamada parazitin konaga zarar verme
potansiyeli oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle amdboid formun bagirsak epiteline yakin
bolgelerde bulunmasi, mukozal irritasyon ve inflamatuvar yanitlarin olusumuna katkida
bulunabilir (5).

2.4. Patogenezi ve Klinik Onemi

Blastocystis tiirlerinin patogenezi tam olarak aydinlatilmamis olmakla birlikte, baz1 alt
tiplerin (6zellikle ST1-ST4) patojen potansiyele sahip oldugu bilinmektedir (5,41). Klinik
belirtilerin ortaya ¢ikmasi, konak tepkileri, genetik varyasyonlar ve bagirsak mikrobiyotasi
ile etkilesimlere bagl olarak degiskenlik gostermektedir. Blastocystis’in patojen etkisi,
bliyiik ol¢iide bagirsak mukozasina tutunmasi, metabolik {iriinlerinin salinmasi ve immiin
yamitin uyarilmasi ile iliskilidir. Ozellikle ameboid form, epitel hiicrelerine yakin
konumlanarak mukozal irritasyon, mukus artisi ve hiicresel hasara yol agabilir (5). Ayrica
parazitin salgiladig1 proteaz enzimleri, bagirsak bariyerini bozarak inflamatuvar yanitlar
tetiklemekte ve IL-8, TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinlerin salinimini artirmaktadir (42).
Klinikte Blastocystis enfeksiyonu, asemptomatik tasiyiciliktan irritabl bagirsak sendromu

(IBS) benzeri tablolara kadar genis bir yelpazede seyredebilir. En sik goriilen semptomlar



karin agrisi, siskinlik, ishal ve diskilama degisiklikleridir. Bazi hastalarda, ozellikle
immiinsiipresif bireylerde, semptomlarin daha siddetli seyrettigi bildirilmistir (43,44).

2.5. Tam Yontemleri

B. hominis enfeksiyonunun tanisi, klinik bulgular ve laboratuvar verilerinin birlikte
degerlendirilmesine dayanir. Tanida en sik mikroskobik digki incelemesi, kiiltiir yontemleri
ve molekiiler yontemler (6zellikle PCR) kullanilmaktadir; molekiiler teknikler, 6zellikle
kiiltiir ve mikroskopiye gore daha yiiksek duyarlilik gostermektedir (9,45). Mikroskopik
inceleme, vacuolar, granular ve diger formlarin hizli ve diisiik maliyetli degerlendirilmesini
saglasa da duyarliligi goreceli olarak daha diisiiktiir ve deneyimli personel gerektirebilir (9).
Diskr kiiltiird, diisiik parazit yogunlugunda mikroskopiye gore daha duyarhidir ve paraziti
cogaltarak ileri testler i¢cin materyal saglar; ancak zaman alicidir ve kontaminasyon riski
vardir. Antijen tespiti, ELISA veya immiinokromatografik testlerle yapilabilir ve yiiksek
duyarlilik sunar, fakat maliyeti yiiksektir ve her laboratuvarda uygulanamayabilir.
Molekiiler yontemler, 6zellikle PCR ve DNA dizileme teknikleri hem tan1 hem alt tip
belirlemede altin standart olarak kabul edilir ve diisiik parazit yogunlugunda bile

glivenilirdir; ancak yiiksek maliyet ve ileri laboratuvar altyapist gerektirir (5,9,45).



2.6. Tedavi

B. hominis ile enfekte bireylerin tedavisi, parazitin patojenitesinin tam olarak
aydinlatilamamis olmasi ve enfeksiyonun g¢ogu zaman kendini sinirlayan bir seyir
gostermesi nedeniyle halen tartismalidir. Asemptomatik bireylerde tedavi onerilmemekte,
Klinik bulgularin belirgin oldugu veya bagisiklik sistemi zayif olan bireylerde tedavi
distintilmektedir (5,9).

Farmakolojik tedavide oncelik olarak metronidazole kullanilmakta olup, bazi olgularda
tedaviye yanitin yetersiz kaldigi bildirilmistir (5). Metronidazol tedavisine yanit vermeyen
B. hominis enfeksiyonu vakalarinda, bazi alternatif ajanlar klinik olarak degerlendirilmistir.
Trimetoprim-siilfametoksazol (TMP-SMX) bazi c¢aligsmalarda parazitin eradikasyonu ve
semptomlarin hafifletilmesinde etkili bulunmus, nitazoksanid ile yapilan randomize
calismalarda ise semptomatik hastalarda hem parazitin eliminasyonu hem de klinik iyilesme
saglanmistir. Bu ilaglarin etkilerinin dogrudan parazite yonelik olmadigi, agirlikli olarak
parazitin besin kaynagi olan bagirsak bakterilerini etkileyerek dolayli yoldan paraziti
siirladigr diistiniilmektedir (47,48).

Dogal kokenli bilesiklerin antimikrobiyal 6zelliklere sahip oldugu bir¢ok arastirmada
gosterilmis olup, ucucu yaglar ve bitkisel ekstraktlar bazi patojen mikroorganizmalarin
gelisimini engelleyebilmektedir (49). Baz1 tibbi bitkilerde bulunan organik bilesiklerin,
insanlarda goriilen paraziter enfeksiyonlarin ortadan kaldirilmasma yardimci olabilecegi
yapilan ¢aligmalarda ortaya konmustur (50,51). Bu bitkilerden biri olan kekikten elde edilen
carvakrol, fenolik yapida bir bilesik olup gii¢lii antimikrobiyal 6zellikler gostermektedir
(17). Carvakroliin bu etkisi, yapisindaki fonksiyonel hidroksil gruplari ve yiiksek redoks
potansiyeli sayesinde gerceklesmektedir. Ayrica hiicre zarinda proton gegirgenligini
artirarak patojen mikroorganizmalarin zar biitiinliiglinii bozmakta ve hiicre 6liimiine neden
olmaktadir (18). Klinik bir ¢alismada, 600 mg emiilsifiye kekik yagi uygulanan 11 enfekte
hastanin 8’inde parazitin tamamen kayboldugu, kalan 3 hastada ise yogunlugun belirgin
bi¢cimde azaldigi saptanmistir (52). Kekik gibi tibbi bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin
antimikrobiyal aktivite gosterdigi laboratuvar ortaminda ortaya konmustur; ancak bu
bilesiklerin Blastocystis sp. enfeksiyonlarinin tedavisinde dogrudan klinik etkinligi
konusunda halen yeterli kanit bulunmamaktadir (20,24,53). Bu nedenle dogal ajanlar,

farmakolojik tedavilere potansiyel destek¢i olarak arastirilmaya devam etmektedir.
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Bir diger dogal madde olan propolis, igerigindeki fenolik bilesikler sayesinde antibakteriyel,
antiviral, antifungal ve antiinflamatuvar 6zellikler gostermektedir. Ayrica propolisin yara,
yanik, egzama ve gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde, karaciger ve bagisiklik sistemi
hastaliklarinda destekleyici bir ajan olarak kullanilabilecegi bildirilmektedir (28,29,30,31).
Kahverengi propolisin (Brown Propolis), Plasmodium, Trypanosoma ve Leishmania gibi
protozoonlara karsi etkili oldugu ve bazi ¢alismalarda antiprotozoal ilaglarla benzer diizeyde
parazit inhibisyonu sagladigi gosterilmistir (32,33). Ayrica propolis ekstraktlarmin H.
pylori’ye kars1 giiclii antibakteriyel etki gosterdigi, Campylobacter tiirlerinin {iremesini de
engelleyebildigi bildirilmistir (34).

Siiliiklerin tiikiiriik bezi salgilar1 100’{in iistiinde farkli biyoaktif madde igerir. Bu salgilarin;
vazodilatator, bakteriyostatik, analjezik, anti-inflamatuarlar, antiparaziter, anti-koagulan,
6dem ¢oziicli, mikrosirkiilasyon bozukluklarini nleyici, organ ve dokularin hasarli vaskiiler
permeabilitesini diizeltici, hipoksiyi diizenleyici, kan basincini diisiiricii ve immiiniteyi
arttiric etkisi oldugu bildirilmistir; ancak siiliikk salgisinin Blastocystis sp. enfeksiyonlarinin
tedavisinde dogrudan klinik etkinligi konusunda halen yeterli kanit bulunmamaktadir (30,
35)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Jones Medium Besi Yerinin Hazirlanmasi

230 ml distile suya
0,29 g Na2HPO4
0,09 g KH2PO4
1,68 g ml NaCl

Tampon

Tamponlu soliisyona:
0,23 g maya ekstrakti
9 ml inaktif at serumu
Otoklavlanir.

Hazirlanan besiyeri 3 ml santrifiij tiiplerine (vidali kapakli) aktarilir.

3.2. B. hominisin Temini ve Ekimi

Blastocystis izolatlarinin  in  vitro kosullarda Kkiiltire alinarak -80°C’de
kriyoprezervasyon yoluyla saklanabildigi literatiirde bildirilmistir (36). Cahsmamizda
Ahi Evran Universitesi Parazitoloji Laboratuvar1 Parazit Bankasi’nda in vitro
kosullarda -80°C’de saklanmakta olan, subtip 3 suslar1 oldugu bilinen B. hominis
ornekleri kullamlmustir. B. hominis Kkiiltiirii icin, parazitin optimum biiyiimesini
destekledigi bilinen Jones medium besiyeri tercih edilmistir. Besi yerlerine
inokiilasyonu yapilan B. hominis’ler sirasiyla 24, 48 ve 72 saat boyunca 37°C’de inkiibe
edilmistir. inkiibasyonun 72. saatinde, Kiiltiirden alinan érnekler lam-lamel arasina
yerlestirilerek 151k mikroskobunda morfolojik incelemeye tabi tutulmustur. Ureme
yogunlugu gozlenen Kiiltiirler zaman kaybetmeden 15 mL’lik falcon tiiplerine
aktarilmis, ardindan santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirilms
ve pellet iizerine 1 ml Jones medium eklenmistir. Hiicre canhihiginin ve yogunlugunun
belirlenmesi amaciyla tripan blue ile boyama yapilmis ve Toma lamm kullanilarak

sayim gerceklestirilmistir. Bu asamalarin ardindan deneysel siirece gecilmistir.
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3.3. Carvakroliin Elde Edilmesi ve Konsantrasyonlarin Hazirlanmasi

Carvacrol, %98 saflikta olarak Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. Elde edilen
bilesik, %1 oraninda dimetil siilfoksit (DMSO) icerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Ardindan,
Jones medium besiyeri kullanilarak seri sulandirma yontemi uygulanmis ve 600 pg/mL, 300
pg/mL, 150 pg/mL, 75 pg/mL, 37,5 ug/mL ve 18,75 pg/mL olmak iizere farkl

konsantrasyonlar1 hazirlanmistir.

3.4. Propolisin Elde Edilmesi ve Konsantrasyonlarin Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan propolis, Egricayir Organik Ar1 Uriinleri Ltd. Sti.’nden temin
edilmistir. Propolis ornekleri, kullanilincaya kadar +4°C’de, kuru ve karanlik kosullarda
muhafaza edilmistir. Deneysel uygulama oOncesinde, 240 mg propolis kiigiik parcalara
ayrilmis ve lizerine 80 mL %90’lik etil alkol eklenmistir. Karisim, bir gece boyunca diisiik
sicaklikta manyetik karistiricida homojen hale gelinceye kadar karistirilmistir. Elde edilen
ekstrakt, Jones medium besiyeri ile karistirilarak 6-8 saat boyunca diisiik 1sida yeniden
manyetik karistiricida  karistirilmistir.  Bu  islemin  ardindan propolis ekstraktinin
konsantrasyonu 40 mg/mL olacak sekilde ayarlanmigtir. Hazirlanan stok ¢ozelti, 0,22 um
por capina sahip steril membran filtreden siiziilerek steril hale getirilmistir. Son asamada,
seri sulandirma yontemi kullanilarak 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL,
62,5 pg/mL ve 31,25 ng/mL olacak sekilde farkli propolis konsantrasyonlar1 hazirlanmstir.

3.5. Siiliik Salg1 Ekstraktinin Elde Edilmesi ve Konsantrasyonlarin Hazirlanmasi

Elde edilen siipernatantin stok soliisyon 0,22 um por gézenekli filtreden siiziilerek steril hale
getirildikten sonra -20°C’de bekletilmis ve deneysel siire¢lerde kullanilmistir. Son olarak da
kullanilan siiliikler, 15-30 dk. siire ile 37°C 1ilik suda bekletilerek aktivitelerinin geri
kazanilmasi: saglanmistir. -20°C’de bekletilen siiliikk salgi ekstrakti deneysel siireg
baslatildiginda oda 1sisinda ¢ozdiirtilmiistiir. Siiliik salgi ekstraktina Jones medium besi yeri
eklenerek yine seri sulandirim metodu ile 100 pg/mL’den 3,125 ug/mL’ye kadar degisen
oranlarda 5 ayr1 konsantrasyonu hazirlanmistir. Deneysel calismada kullanilmak {izere,
standart boyutlarda 10 adet Hirudo verbana tiirii tibbi siiliik kullanilmigtir. Siiliikler deney
oncesinde a¢ birakilmig ve ardindan daha dnce proje ekibimiz tarafindan gelistirilen steril

sentetik soliisyon ile beslenmistir. Siiliikklerin soliisyonla tamamen beslenmesinin ardindan,
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buz kabi icerisine yerlestirilmis kapali plastik tiiplerin i¢ine alinmislardir. Siiliikkler, buz
icerisinde 15-20 dakika bekletilerek felg olmalar1 saglanmistir. Bu islem sonucunda,
siiliiklerin emdikleri soliisyonu salgilariyla birlikte geri ¢ikarmalarr saglanmistir. Vakum
yontemiyle toplanan bu soliisyon, 50 mL’lik falcon tiiplerine aktarilmis ve +4°C’de, 4500
RPM’de, 15 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant, 0,22 pm por ¢apina
sahip steril filtreden siiziilerek steril hale getirilmis, ardindan -20°C’de saklanmuistir. Bu stok
soliisyon, deneysel silire¢ oncesinde oda sicakliginda cozdiiriilerek kullanima hazir hale
getirilmistir. Deneysel uygulama 6ncesinde, siiliik salgi ekstraktina Jones medium besiyeri
eklenmis ve seri sulandirma yontemi kullanilarak 100 pg/mL, 50 ng/mL, 25 pg/mL, 12,5
ug/mL, 6,25 pg/mL ve 3,125 ug/mL olmak tizere farkli konsantrasyonlar hazirlanmistir. Son
asamada, kullanilan siiliikler 37°C’deki 1lik suda 15-30 dakika bekletilerek viicut

aktivitelerinin geri kazanilmasi saglanmistir.

3.6. Metronidazoliin Elde Edilmesi ve Konsantrasyonlarin Hazirlanmasi

Eczaneden hazir preparati alinan metronidazole preparati deneysel uygulamalarda
kullanilacak stok soliisyon hazirlamak igin, ilag %1 oraninda dimetil siilfoksit (DMSO)
icerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Elde edilen stok soliisyon, Jones medium besiyeri kullanilarak
seri sulandirma yontemi ile seyreltilmistir. Bu islem sonucunda, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25
ug/mL, 12,5 pg/mL, 6,25 pg/mL ve 3,125 pg/mL olmak {iizere farkli konsantrasyonlari
hazirlanmistir. Hazirlanan konsantrasyonlar, deneysel slirece alinmadan 6nce steril kosullar
altinda calisilmis ve her bir ¢ozelti 0,22 um por ¢apina sahip steril filtreden siiziilerek

sterilizasyonu saglanmustir.

3.7. Cell Counting Kit-8 (CCK-8) Test Kiti Yontemi

Hiicre canliligin1 ve proliferasyonunu belirlemek amaciyla, Cell Counting Kit-8 (CCK-8)
testi kullanilmistir. Bu yontem, canli hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz enzimleri
araciligityla WST-8 tuzunu suda ¢oziinlir formazan bilesigine doniistiirmesine dayanir.
Olusan renk degisimi, hiicre sayisi ile dogru orantilidir ve 450 nm kolorimetrik olarak
oOlgiilebilmektedir. Bu yontem sayesinde, B. hominis kiiltiirleri {izerine uygulanan test
maddelerinin (Carvacrol, Propolis, Siiliikk salgi ekstrakti ve Metronidazol) sitotoksik veya
proliferatif etkileri belirlenebilmistir. Analizler, iiretici firmanin (Dojindo, Japonya)

kullanim talimatina uygun olarak gerceklestirilmistir.
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3.8. Deneysel Calisma ve Hiicre Sayim

Deneysel ¢caligmalarda, 96 cukurlu U-tabanli steril hiicre kiiltiir plakalar1 kullanilmistir. Her
kuyucuga oncelikle 100 pL Jones medium besiyeri ve 10 uL (5%10*) hiicre eklenmistir. Daha
sonra, dnceden hazirlanan test maddeleri veya kontrol soliisyonlari, seri sulandirma yontemi
ile her kuyuya ayr1 ayr1 eklenmistir. Deney gruplari, 24 saatlik ve 48 saatlik iki farkl
inkiibasyon siiresi olacak sekilde hazirlanmistir. Kiiltlir plakalari, 37°C’de ilgili siireler
boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin tamamlanmasinin ardindan, her kuyudaki
parazit yogunlugunu belirlemek amaciyla 10 pL Cell Counting Kit-8 (CCK-8) test Kiti
eklenmistir. Eklemeyi takiben 2—4 saat beklenmis ve bu siire sonunda her deney grubunda
renk degisimi gozlemlenmistir. Renk degisimi sonrasi, hiicrelerin morfolojik 6zellikleri
inverted mikroskop ile incelenmis ve resmi kaydedilmistir. Son olarak, mikroplaka okuyucu

kullanilarak absorbans 6l¢timleri alinmis ve veriler istatistiksel analiz i¢in kaydedilmistir.

3.9. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler GraphPad Prisiom kullanilark analiz edilmistir. Elde edilen veriler,
GraphPad Prisiom 9 yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. Tim deneyler bes bagimsiz
tekrar ile gergeklestirilmis ve veriler ortalama + standart sapma (mean + SD) seklinde
sunulmustur. Gruplar arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamliligi p<0,05 diizeyinde

kabul edilmistir. Grafikler ve tablolar, ilgili test sonuglarina gére hazirlanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Mikroskobik Yontem Bulgular:

B. hominis’lerin 37°C’de 72 saatdeki inkiibasyonunun sonunda kiiltiirden alinan 6rnekler
lam-lamel arasina yerlestirilerek 151k mikroskobunda morfolojik incelemeye tabi

tutulmustur. (Sekil 4.1).

Sekil 4.1: B. hominis’in 72 saatin sonunda 151k mikroskobunda gériinimdi.
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4.1.1 Carvacroliin Mikroskobik Yontem Bulgulari

Carvacroliin B. hominis iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla yapilan mikroskobik
incelemelerde, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda inverted mikroskop altinda
20’1ik ve 40°1ik objektiflerle bakildi. Gozlem bulgulari;

¢ Kontrol grubuna ait kiiltiir plaklarinda, 24 ve 48 saat sonunda yogun bir hiicre liremesi ve

yiiksek canlilik orani gozlemlendi (Sekil 4.2-4.3).

o

Sekil 4.2: B. hominis’in 24 saatlik inverted Sekil 4.3: B. hominis’in 48 saatlik inverted
mikroskoptaki gortiintimii. mikroskoptaki goriiniimii.
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e 18,75 pg/mL konsantrasyondaki carvacrol uygulamasinda, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
sonunda parazitlerin canlilik oraninin yiiksek oldugu belirlendi(Sekil 4.4-4.5).

Sekil 4.4: 24 saatte 18,75 pg/mL Sekil 4.5: 48 saatte 18,75 ug/mL
konsantrasyonda goriiniim. konsantrasyonda goriiniim.

¢ 37,5 ng/mL konsantrasyonda, 24 saatlik inkiibasyon sonunda parazitlerin canlilik oraninin
yiiksek oldugu belirlendi. Ancak 48 saatlik inkiibasyonun ardindan canlilik oraninda belirgin
bir azalma ve hiicre biiyiimesi gozlendi (Sekil 4.6-4.7).

Poeli oy

&

Sekil 4.6: 24 saatte 37,5 pg/mL Sekil 4.7: 48 saatte 37,5 pg/mL
konsantrasyonda goriiniim. konsantrasyonda goriiniim.
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¢ 75 ng/mL konsantrasyonda, 24 saat sonunda parazitlerin canlilik oraninin kontrol grubuna

gore azalmaya basladigi gézlemlendi. 48 saatlik inkiibasyon sonunda ise canlilik oraninda

daha belirgin bir diisiis meydana geldi (Sekil 4.8-4.9).

e

Sekil 4.8: 24 saatte 75 pg/mL konsantrasyonda Sekil 4.9: 48 saatte 75 ug/mL konsantrasyonda
goriniim. goriniim.

e 150 pg/mL konsantrasyonda, 24 saat sonunda canlilik oraninin kontrol grubuna kiyasla
azalmaya bagladigi, 48 saat sonunda ise bu azalmanin daha belirgin hale geldigi goriilmiistiir
(Sekil 4.10-4.11).

Sekil 4.10: 24 saatte 150 pg/mL Sekil 4.11: 48 saatte 150 pg/mL
konsantrasyonda goriiniim. konsantrasyonda goriiniim.
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¢300 ng/mL konsantrasyonda, 24 saatlik inkiibasyon sonunda parazit canliliginda belirgin

bir azalma gozlemlenirken, 48 saat sonunda canlilik oraninin olduk¢a diisiik seviyelere
indigi belirlendi (Sekil 4.12-4.13).

Sekil 4.12: 24 saatte 300 ug/mL Sekil 4.13: 48 saatte 300 ng/mL
konsantrasyonda goriiniim. konsantrasyonda goriiniim.

¢ 600 pg/mL konsantrasyonda ise 24 saat sonunda parazit canliliginin kontrol grubuna gore

ciddi sekilde azaldigi, 48 saat sonunda ise canliligin neredeyse tamamen ortadan kalktig

tespit edildi (Sekil 4.14-4.15)

Sekil 4.14: 24 saatte 600 pg/mL Sekil 4.15: 48 saatte 600 pg/mL
konsantrasyonda goériiniim. konsantrasyonda goriiniim.
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4.1.2. Propolisin Mikroskobik Yontem Bulgulari

Propolisin B. hominis iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla yapilan mikroskobik
incelemelerde, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda inverted mikroskop altinda
20’1ik ve 40°1ik objektiflerle bakildi. Gozlem bulgulari;

e Kontrol grubuna ait kiiltiir plaklarinda, 24 ve 48 saat sonunda yogun bir hiicre tiremesi ve

yiiksek canlilik orani gozlemlendi (Sekil 4.16-4.17)

»ie » W ¥ h Won *

Sekil 4.16: B. hominis’in 24 saatlik inverted Sekil 4.17: B. hominis’in 48 saatlik inverted
mikroskoptaki gortiintimii. mikroskoptaki goriiniimii.
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e 31,25 pg/mL konsantrasyonunda; 24 ve 48 saat sonunda yogun bir hiicre liremesi ve
yiiksek canlilik orani gozlemlendi (Sekil 4.18-4.19).

Sekil 4.18: 24 saatte 31,25 ng/mL Sekil 4.19: 48 saatte 31,25 ng/mL
konsantrasyonda goériiniim. konsantrasyonda goriiniim.

¢ 62,5 ng/mL konsantrasyonunda; 24 ve 48 saat sonunda yogun bir hiicre tiremesi ve yiiksek
canlilik oran1 gozlemlendi (Sekil 4.20-4.21).
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Sekil 4.20: 24 saatte 62,5 png/mL Sekil 4.21: 48 saatte 62,5 ng/mL
konsantrasyonda goriiniim. konsantrasyonda goriiniim.
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¢ 125 pg/mL konsantrasyonunda; 24 ve 48 saat sonunda yogun bir hiicre {iremesi ve yiiksek

Sekil 4.22: 24 saatte 125 pg/mL Sekil 4.23: 48 saatte 125 pg/mL
konsantrasyonda goriiniim. konsantrasyonda gériiniim.

¢ 250 png/mL konsantrasyonunda; 24 ve 48 saat sonunda yogun bir hiicre tiremesi ve yiiksek
canlilik oran1 gozlemlendi (Sekil 4.24-4.25).

4 i T
Sekil 4.24: 24 saatte 250 pg/mL Sekil 4.25: 48 saatte 250 pg/mL
konsantrasyonda goriiniim. konsantrasyonda gériinim.
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¢ 500 pg/mL konsantrasyonunda; 24 ve 48 saat sonunda yogun bir hiicre tiremesi ve yiiksek
canlilik oran1 gézlemlendi (Sekil 4.26-4.27).

Sekil 4.26: 24 saatte 500 pg/mL Sekil 4.27: 24 saatte 500 pg/mL
konsantrasyonda goriiniim. konsantrasyonda goriiniim.

¢ 1000 pg/mL konsantrasyonunda; 24 ve 48 saat sonunda yogun bir hiicre iiremesi ve yiiksek
canlilik oran1 gozlemlendi (Sekil 4.28-4.29).

Sekil 4.28: 24 saatte 1000 pg/mL Sekil 4.29: 48 saatte 1000 pg/mL
konsantrasyonda goriiniim. konsantrasyonda gériiniim.
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4.1.3. Siiliik Salg1 Ekstraktinin Mikroskobik Yontem Bulgular:

Siiliik salgi ekstraktinin B. hominis iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla yapilan
mikroskobik incelemelerde, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda inverted
mikroskop altinda 20°1ik ve 40’lik objektiflerle bakildi. Gozlem bulgulari;

e Kontrol grubuna ait kiiltiir plaklarinda, 24 ve 48 saat sonunda yogun bir hiicre iiremesi ve

yiiksek canlilik oran1 gozlemlendi (Sekil 4.30-4.31).

Sekil 4.30: B . hominis’in 24 saatlik inverted Sekil 4.31: B. hominis’in 48 saatlik inverted
mikroskoptaki goriiniimii. mikroskoptaki goriinimdi.
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e 3,125 ng/mL konsantrasyonunda ki siiliikk salgi ekstraktinin uygulamasinda, 24 ve 48 saat
sonunda yogun bir hiicre tiremesi ve yiiksek canlilik orani gozlemlendi (Sekil 4.32-4.33).

Sekil 4.32: 24 saatte 3,125 pg/mL Sekil 4.33: 48 saatte 3,125 pg/mL
konsantrasyonda goriiniim. konsantrasyonda goriiniim.

¢ 6,25 png/mL konsantrasyonunda; 24 ve 48 saat sonunda yogun bir hiicre tiremesi ve yiiksek
canlilik oran1 gozlemlendi (Sekil 4.34-4.35).

Sekil 4.34: 24 saatte 6,25 pg/mL Sekil 4.35: 48 saatte 6,25 ng/mL
konsantrasyonda goriiniim. konsantrasyonda goriiniim.
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¢ 12,5 ng/mL konsantrasyonunda; 24 ve 48 saat sonunda yogun bir hiicre tiremesi ve yiiksek
canlilik oran1 gézlemlendi (Sekil 4.36-4.37).

Sekil 4.36: 24 saatte 12,5 pg/mL Sekil 4.37: 48 saatte 12,5 ng/mL
konsantrasyonda goriinim konsantrasyonda goriiniim.

¢ 25 ug/mL konsantrasyonunda; 24 ve 48 saat sonunda yogun bir hiicre tiremesi ve yiiksek
canlilik oran1 gézlemlendi (Sekil 4.38-4.39).

\fl’ ¥ Y
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Sekil 4.38: 24 saatte 25 pg/mL Sekil 4.39: 48 saatte 25 pg/
konsantrasyonda goriiniim konsantrasyonda goriiniim
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¢ 50 pug/mL konsantrasyonda, 24 ve 48 saat sonunda yogun bir hiicre iiremesi ve yliksek
canlilik oran1 gézlemlendi (Sekil 4.40-4.41).

Sekil 4.40: 24 saatte 50 pg/mL Sekil 4.41: 48 saatte 50 pg/mL
konsantrasyonda goriiniim. konsantrasyonda goriiniim.

¢ 100 ug/mL konsantrasyonda, 24 ve 48 saat sonunda yogun bir hiicre iremesi ve yliksek
canlilik oran1 gézlemlendi (Sekil 4.42-4.43).

Sekil 4.42: 24 saatte 100 pg/mL Sekil 4.43: 24 saatte 100 pg/mL
konsantrasyonda goriiniim konsantrasyonda gériinim
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4.1.4. Metronidazoliin Mikroskobik Yontem Bulgulari

Metronidazoliin B. hominis tizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla yapilan mikroskobik
incelemelerde, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda inverted mikroskop altinda
20’1ik ve 40°1ik objektiflerle bakildi. Gozlem bulgulari;

¢ Kontrol grubuna ait kiiltiir plaklarinda, 24 ve 48 saat sonunda yogun bir hiicre liremesi ve

yiiksek canlilik orani gozlemlendi (Sekil 4.44-4.45).

Sekil 2.44: B. hominis’in 24 saatlik inverted Sekil 2.45: B. hominis’in 48 saatlik inverted
mikroskoptaki gortiintimii. mikroskoptaki gortiinimii.
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¢ 3,125 ng/mL konsantrasyonunda ki metronidazoliin uygulamasinda, 24 saatlik inkiibasyon
sonunda parazitlerin canlilik oranmin yiiksek oldugu gozlendi. Ancak 48 saatlik
inkiibasyonun ardindan canlilik oraninda belirgin bir azalma tespit edildi (Sekil 4.46-4.47).

Sekil 4.46: 24 saatte 3,125 pg/mL Sekil 4.47: 48 saatte 3,125 pg/mL
konsantrasyonda goriiniim. konsantrasyonda goriiniim.

¢ 6,25 ug/mL konsantrasyonunda; 24 ve 48 saat sonunda canlilik oraninda azalmalar oldugu
gozlemlendi (Sekil 4.48-4.49).

e D

Sekil 4.48: 24 saatte 6,25 pg/mL Sekil 4.49: 48 saatte 6,25 ng/mL
konsantrasyonda goriiniim. konsantrasyonda goriiniim.
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¢ 12,5 ng/mL konsantrasyonunda; 24 saat sonunda canlilik oraninin orta yogunlukta oldugu,

48 saat sonunda canlilik oraninda azalmalar oldugu gézlemlendi (Sekil 4.50-4.51).

Sekil 4.50: 24 saatte 12,5 pg/mL Sekil 4.51: 48 saatte 12,5 ng/mL
konsantrasyonda goriiniim. konsantrasyonda goriiniim.

e 25 ug/mL konsantrasyonunda; 24 saat sonunda canlilik oraninda belirgin bir degisiklik

olmadigi ve 48 saat sonunda canlilik oraninda azalmalar oldugu gézlemlendi (Sekil 4.52-

4.53).

Sekil 4.52: 24 saatte 25 ng/mL Sekil 4.53: 48 saatte 25 pg/mL
konsantrasyonda goriiniim. konsantrasyonda goriiniim.
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¢ 50 pug/mL konsantrasyonunda; 24 saat sonunda canlilik oraninda belirgin bir degisiklik

olmadig1 ve 48 saat sonunda canlilik oraninda azalmalar oldugu gozlemlendi (Sekil 4.54-
4.55).

Sekil 4.54: 24 saatte 50 pg/mL Sekil 4.55: 48 saatte 50 pg/mL
konsantrasyonda goriiniim. konsantrasyonda goriiniim.

¢ 100 pg/mL konsantrasyonunda; 24 saat sonunda canlilik oraninda belirgin bir degisiklik

olmadigi ve 48 saat sonunda canlilik oraninda azalmalar oldugu gézlemlendi (Sekil 4.56-

4.57).

Sekil 4.56: 24 saatte 100 pg/mL Sekil 4.57: 48 saatte 100 pg/mL
konsantrasyonda goriiniim. konsantrasyonda gériinim.
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4.2. Absorbans Olciimii ile Istatistiksel Analiz Bulgulari

4.2.1 Carvakroliin Absorbans Olciimii ile Istatistiksel Analiz Bulgular1
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Sekil 4.58: Carvacroliin farkli konsantrasyonlarda B. hominis canlilig1 tizerine etkisi (CCK-8
yontemi ile olgiilen absorbans degerleri).

24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda CCK-8 testi ile elde edilen absorbans
degerlerine gore canlilik yiizdeleri hesaplanmistir. Siyah siitunlar 24 saatlik, gri siitunlar ise
48 saatlik inkiibasyon siiresini temsil etmektedir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: ns:
p>0,05 (anlamsiz), : p<0,05, **: p<0,001.

Carvacroliin farkli konsantrasyonlarinin B. hominis canlilig1 iizerindeki etkisi, CCK-8 (Cell
Counting Kit-8, WST-8 bazli) yontemi kullanilarak degerlendirildi. Bu yontem, canl
hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz enzimleri tarafindan WST-8 substratinin suda
¢Oziinebilen formazan bilesigine doniistiiriilmesi esasina dayanmaktadir. Olusan formazanin
miktari, hiicre canlilig1 ile dogru orantili olup mikroplaka okuyucuda 450 nm dalga boyunda
Ol¢iildii. Elde edilen absorbans degerleri dogrultusunda 24 ve 48 saatlik inkiibasyon

stirelerinde carvacroliin farkli konsantrasyonlara ait ortalama canlilik oranlar istatistiksel

olarak karsilastirildi.
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Diisiik doz konsantrasyonlari olan 18,75 ve 37,50 pg/mL gruplarinda, her iki inkiibasyon
stiresinde de kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gbzlenmedi (p > 0,05). Bu sonug, carvacroliin diisiik dozlarda B. hominis canliligi iizerinde
belirgin bir inhibitér etki gostermedigini ortaya koymaktadir. Buna karsin,
75 ng/mL konsantrasyonunda ise iki zaman arasinda belirgin bir ayrisma meydana gelmistir.
24 saat sonunda canlilik control diizeyine yakin seyrederken, 48 saatlik inkiibasyon sonunda
canlilik oraninda anlaml1 bir azalma tespit edildi (p < 0,001). Bu durum, carvacroliin belirli
bir esik konsantrasyonun {izerinde zamana bagli antiparaziter etki gdstermeye basladigini
gostermektedir. Carvacroliin etkisinin belirgin hale geldigi konsantrasyon 150 pg/mL
olmustur. Bu dozda 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda canlilikta azalma izlendi; 48
saatlik inkiibasyonda ise bu azalma istatistiksel olarak yiiksek derecede anlamli hale geldi
(p < 0,001). En yiiksek dozlar olan 300 ve 600 pg/mL konsantrasyonlarinda hem 24 saat
hem de 48 saat sonunda canlilik oranlarinda kontrol grubuna goére ¢ok yiiksek diizeyde
anlamli azalmalar tespit edildi (p < 0,001). Ozellikle 600 pg/mL 48 saat uygulamasinda
canlilik oraninin neredeyse sifir diizeyine kadar diistiigii belirlendi. Bu sonug, carvacroliin
yiksek konsantrasyonlarda giiclii bir antiparaziter aktiviteye sahip oldugunu
desteklemektedir.

Genel olarak elde edilen veriler, carvacroliin doza ve zamana bagimli olarak B. hominis
canliligini anlamli bigimde azalttigini ve yiiksek konsantrasyonlarda etkili bir antiparaziter

potansiyele sahip oldugunu desteklemektedir.
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4.2.2 Propolisin Absorbans Olciimii ile Istatistiksel Analiz Bulgular

%k %k
| ns |
[ ns |
" ns
150 s
s | Hl 24 saat
[ * [ 48 saat
S 100-| gig ol + ]L + [
=
E
O 504
0—"% T T T T T T T
> > S & & & Y, S
& & N Nl N > o N
NG 2 o BN ) O
iy Sv N Vv e S

Propolis Konsantrasyonu

Sekil 4.59: Propolisin farkli konsantrasyonlarda B. hominis canlilig1 iizerine etkisi (CCK-8 yontemi
ile lgiilen absorbans degerleri).

24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda CCK-8 testi ile elde edilen absorbans
degerlerine gore canlilik yiizdeleri hesaplanmistir. Siyah stitunlar 24 saatlik, gri siitunlar ise
48 saatlik inkiibasyon siiresini temsil etmektedir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: ns:
p>0,05 (anlamsiz), : p<0,05, **: p<0,001.

Propolisin farkli konsantrasyonlarinin B. hominis canlilig: tizerindeki etkisi, CCK-8 (Cell
Counting Kit-8, WST-8 bazli) yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Bu yontem, canli
hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz enzimleri tarafindan WST-8 substratinin suda
¢oziinebilen formazan bilesigine doniistiirilmesi esasina dayanmaktadir. Elde edilen
formazan miktari, hiicrelerin metabolik aktivitesiyle orantili olup, 450 nm dalga boyunda
mikroplaka okuyucuda dlgiildii. Olgiilen absorbans degerleri kullanilarak 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siirelerinde propolisin farkli konsantrasyonlarina ait ortalama canlilik oranlar
istatistiksel olarak karsilastirildi. Uygulamalar 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde
gerceklestirildi, elde edilen absorbans degerleri kontrol grubuna gore yilizde canlilik oranina
doniistiiriildii. Sonuglar incelendiginde, 24 saatlik inkiibasyon siiresinde tiim propolis
konsantrasyonlarinda hiicre canliligi oranlari kontrol grubuna benzer bulunmus (p>0,05). 48

saatlik inkiibasyon siiresinde ise 6zellikle 500 pg/mL ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda
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canlilik oraninda azalma gozlendi. Bu azalma yalnizca 1000 pg/mL konsantrasyonunda
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).

Elde edilen bulgular, propolisin diisiik ve orta konsantrasyonlarda hiicre canliligini
etkilemedigini; ancak yiiksek konsantrasyonlarda ve uzun siireli uygulamalarda doza ve

zamana bagli sitotoksik etki gosterebilecegini ortaya koymaktadir.

4.2.3 Siiliik Salgi Ekstraktinin Absorbans Ol¢iimii ile Istatistiksel Analiz Bulgular
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Siiliik Salgi1 Ekstrakti Konsantrasyonu

Sekil 4.60: Siiliik Salg1 Ekstraktinin farkli konsantrasyonlarda B. hominis canlilig1 iizerine etkisi
(CCK-8 yontemi ile olgiilen absorbans degerleri).

24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda CCK-8 testi ile elde edilen absorbans
degerlerine gore canlilik yiizdeleri hesaplanmistir. Siyah siitunlar 24 saatlik, gri siitunlar ise
48 saatlik inkiibasyon siiresini temsil etmektedir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: ns:

p>0,05 (anlamsiz), : p<0,05, **: p<0,001.

Siiliikk salgi ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin B. hominis canliligi tizerindeki etkisi,
CCK-8 (Cell Counting Kit-8, WST-8 bazli) yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Bu
yontem, canli hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz enzimleri tarafindan WST-8
substratinin suda ¢oziinebilen formazan bilesigine doniistiiriilmesi esasina dayanmaktadir.
Elde edilen formazan miktari, hiicrelerin metabolik aktivitesiyle orantili olup, 450 nm dalga
boyunda mikroplaka okuyucuda 6l¢iildii. Elde edilen absorbans degerleri kontrol grubuna

gore yilizde canlilik oranina doniistliriildii. Uygulamalar 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
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stirelerinde gerceklestirildi. Elde edilen bulgulara gore 3,125-50 pg/mL konsantrasyon
araliginda her iki inkiibasyon siiresinde de kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklik saptanmadi (p > 0,05). En yiikksek doz olan 100 pg/mL
konsantrasyonunda 24 saatlik inkiibasyon sonunda canlilik oraninda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gozlenmistir (p < 0,01). Ancak aymi konsantrasyonun 48 saatlik
inkiibasyonunda canlilik oranlarinin tekrar kontrol grubuna yakin seviyelere yiikseldigi
belirlenmistir. Genel olarak sonuglar, siiliik salgi ekstraktinin B. hominis tizerinde kalic1 ve
doz-bagimli bir antiparaziter etki gostermedigini, yalnizca yiiksek dozda kisa siireli bir etki

olusturdugunu ancak bu etkinin uzun inkiibasyon siiresinde siirdiiriilebilir olmadigin1 ortaya

koymaktadir.

4.2.4 Metronidazoliin Absorbans Olciimii ile Istatistiksel Analiz Bulgular
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Sekil 4.61: Metronidazoliin farkli konsantrasyonlarda B. hominis canlilig1 iizerine etkisi (CCK-8
yontemi ile dlgiilen absorbans degerleri).

24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda CCK-8 testi ile elde edilen absorbans
degerlerine gore canlilik yiizdeleri hesaplanmistir. Siyah siitunlar 24 saatlik, gri siitunlar ise
48 saatlik inkiibasyon siiresini temsil etmektedir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: ns:
p>0,05 (anlamsiz), : p<0,05, **: p<0,001.

Metronidazoliin farkli konsantrasyonlarinin hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi CCK-8 (WST-

8 temelli) hiicre proliferasyon testi kullanilarak degerlendirilmistir. Canli hiicreler tarafindan
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indirgenen WST-8 substratinin olusturdugu formazan miktar1 450 nm dalga boyunda
Ol¢iilmiis ve elde edilen absorbans degerleri kontrol grubuna gore yilizde canlilik oranina
doniistiiriildii. Uygulamalar 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde gergeklestirildi. Diisiik
konsantrasyonlarda (3,125, 6,25 ve 12,5 pg/mL) metronidazol uygulamasinin hem 24 saat
hem de 48 saat sonunda parazit canlilig1 iizerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir etki
olusturmadig: belirlendi (p > 0,05). Bu bulgu, diisik doz metronidazoliin B. hominis
lizerinde belirgin bir inhibitdor etki gostermedigini ortaya koymaktadir. Orta
konsantrasyonlarda (25 ve 50 pg/mL) canlilik oranlarinda kademeli bir azalma egilimi
gbzlenmis olmakla birlikte, bu diisiislerin ¢ogu istatistiksel olarak sinirli diizeyde kaldi.
Buna karsin, en yiiksek konsantrasyon olan 100 pg/mL uygulamasinda 6zellikle 48 saatlik
inkiibasyon sonunda canlilik oraninda belirgin ve istatistiksel olarak yiiksek derecede
anlaml1 bir azalma saptandi (p < 0,001). Genel olarak metronidazoliin B. hominis tizerindeki
etkisinin doza ve zamana bagimli oldugu; diisiik dozlarda yetersiz kalirken yiiksek doz ve

uzun siireli maruziyette belirgin antiparaziter aktivite gosterdigi sonucuna varilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

B. hominis enfeksiyonlarinin klinik Gnemi, parazitin genis alt tip c¢esitliligi, patojenite
potansiyelindeki farkliliklar ve konvansiyonel tedavi segeneklerine karsi gelisen yanit
sorunlar1 nedeniyle son yillarda giderek artmaktadir. Ozellikle metronidazoliin
blastocystosis tedavisinde yaygin olarak kullanilmasina ragmen, klinik yanit oranlarinin
degiskenlik gdstermesi, niikslerin sik goriilmesi ve ilaca bagli yan etkiler, alternatif ve
tamamlayict tedavi ajanlarinin arastirilmasimi  gerekli kilmaktadir (13,16). Ayrica
Blastocystis alt tipleri arasindaki biyolojik farkliliklarin, tedavi basarisini dogrudan
etkileyebilecegi ve standart tedavi yaklagimlarinin her hastada aym etkiyi gostermedigi
bildirilmektedir (46).

Bu baglamda, dogal kdkenli biyolojik ve bitkisel bilesiklerin protozoonlara kars1 gésterdigi
antiprotozoal aktiviteler, son yillarda yapilan deneysel ve klinik ¢aligsmalarla giderek daha
ayrintili bigimde ortaya konulmaktadir. Fenolik bilesikler basta olmak lizere bazi dogal
ajanlarin, protozoonlarin hiicre zari biitiinliigiinii bozarak, metabolik siireclerini inhibe
ederek ve oksidatif stres iizerinden etki gostererek antiparaziter aktivite sergiledigi
bildirilmektedir. Bu tiir ajanlarin, klasik kemoterapétiklere kiyasla hiicre zar1 ve metabolik
siirecler gibi birden fazla hedef {izerinden etki gdstermesi, literatiirde direng gelisimi
acisindan potansiyel bir avantaj saglayabilecegi yoniinde yorumlanmaktadir (17,49). Bu
caligmada, siiliikk salg1 ekstrakti, propolis ve carvacroliin B. hominis’in in vitro gelisimi
tizerindeki etkileri hem mikroskobik inceleme hem de CCK-8 temelli absorbans 6l¢iimleri
ile degerlendirilmistir.

Kekikten elde edilen carvacrol, fenolik yapida bir monoterpen bilesik olup giiglii
antimikrobiyal ve antiprotozoal 6zellikler gostermektedir (17). Carvacroliin bu biyolojik
aktivitesinin, molekiil yapisinda bulunan fonksiyonel hidroksil gruplar1 ve yiiksek redoks
potansiyeli ile iligkili oldugu bildirilmektedir. Bu yapisal 6zellikler sayesinde carvacrol,
mikroorganizmalarin hiicre zarinda proton gecirgenligini artirarak zar potansiyelini
bozmakta, membran biitiinliigliniin kaybina ve hiicresel homeostazin bozulmasia yol
acmaktadir. Bu siireclerin, enerji metabolizmasinin baskilanmasit ve hiicre i¢i denge

mekanizmalarinin islevini yitirmesiyle birlikte hiicre canliliginda belirgin bir azalma ile
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iliskili oldugu bildirilmektedir (18). Yapilan c¢alismalarda kekik ve ana bilesenleri olan
thymol ve carvacrol dahil olmak iizere cesitli ugucu yaglarin protozoonlar iizerinde etkili
oldugu bildirilmistir. Cryptosporidium parvum iizerine yapilan in vitro ¢alismalarda thymol
ve tiirevinin parazitin enfektifligini ve biiylimesini doz-bagimli olarak inhibe ettigi rapor
edilmistir (50). Giardia lamblia ile yiiriitiilen in vitro ¢aligmalarda carvacrol ve thymoliin
trophozoit proliferasyonunu, hiicre motilitesini ve adezyon yetenegini belirgin sekilde
azalttig1 gosterilmistir (51). Ayrica Leishmania infantum promastigotlar: {izerinde yapilan
deneysel arastirmalarda carvacrol ve thymoliin antileishmanial aktivite gosterdigi
bildirilmistir (52).

Calismamizda elde edilen bulgular, 6zellikle carvacroliin B. hominis {izerinde doz ve zamana
bagli olarak belirgin bir antiparaziter etki gosterdigini ortaya koymustur. Kontrol grubunda,
24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinin sonunda yogun hiicre iiremesi ve yliksek canlilik
orani izlenmis olup, bu durum B. hominis’in kiiltir kosullarinda proliferasyonunu
stirdiirdiiginii gostermektedir. Buna karsilik, carvacrol uygulanan gruplarda hem hiicre
canlilifi hem de CCK-8 yontemiyle elde edilen absorbans degerlerinin konsantrasyon ve
inkiibasyon siiresine bagli olarak anlamli bi¢imde azaldig1 saptanmustir. Carvacroliin B.
hominis iizerindeki etkileri hem inverted mikroskobik incelemeler hem de absorbans
Olctimleri degerlendirildiginde, 75 pg/mL konsantrasyondan itibaren antiparaziter etkinin
gerceklestigi goriilmiistiir. Bu konsantrasyonda, 24 saatlik inkiibasyon sonunda parazit
canliliginin kontrol grubuna kiyasla azalmaya bagladigi, 48 saatlik inkiibasyon sonunda ise
canlilik oranindaki diisiisiin belirgin hale geldigi tespit edilmistir. Konsantrasyon artisi ile
antiparaziter etkinin arttig1, 6zellikle 300 ve 600 pg/mL dozlarinda parazit canliliginin ciddi
diizeyde baskilandig1 gdzlemlenmistir. En yiiksek konsantrasyon olan 600 pg/mL’de, 24
saat sonunda parazit canliliginin kontrol grubuna gore belirgin sekilde azaldigi, 48 saatlik
inkiibasyon sonunda ise canlilifin neredeyse tamamen ortadan kalktig1 hem mikroskobik
bulgular hem de absorbans 6l¢timleri ile ortaya konmustur. Yapilan ¢alismada, B. hominis
izolatlar1 %10 at serumu ile desteklenmis Jones besiyerinde iireyen vakuoler ve graniiler
formlar1 Thoma lami kullanilarak sayilmis ve canlilik degerlendirmesi %0.01 eozin
boyamasi ile gergeklestirilmistir. T. vulgaris etanol ekstrakti, 0,5-4 mg/mL konsantrasyon
araliginda uygulanmis 24, 48, 72 ve 96 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda parazit canliligi
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, kekik ekstraktinin doz ve zamana bagli olarak B.
hominis canliligmi anlamli diizeyde azaltigim1 ve yiiksek konsantrasyonlarda canli

organizmanin gozlenmedigi minimum inhibitér konsantrasyon (MIC) degerlerine
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ulagildigini ortaya koymustur. Ayrica mikroskobik incelemelerde etkenin morfolojik
yapisinda dejeneratif degisiklikler ve proliferasyon kapasitesinde belirgin azalma
bildirilmistir (15). Bulgularimiz, El-Sayed [16] tarafindan gerceklestirilen ve Thymus
vulgaris etanol ekstraktinin B .hominis tizerindeki in vitro etkisini degerlendiren ¢alisma ile
uyum gostermektedir. Her iki calismada elde edilen bulgular, kekik kaynakli bilesiklerin B.
hominis canlilig1 iizerinde doz ve zamana bagl inhibitor etki olusturdugunu gostermektedir.
Bununla birlikte, tarafimizca yapilan ¢alismada inverted mikroskobik incelemelere ek olarak
CCK-8 temelli absorbans 6l¢iimlerinin kullanilmasi, antiparaziter etkinin nicel olarak daha
duyarli bi¢imde ortaya konulmasina olanak saglamis, carvacroliin B. hominis tizerindeki
etkisinin konsantrasyon artigi ve inkiibasyon siiresiyle birlikte belirgin bicimde arttigini
gostermistir.

Calismamizda elde edilen bulgular, carvacroliin doz ve zamana bagli belirgin antiparaziter
etki gosterdigini ortaya koymustur. Kontrol grubunda, 24 ve 48 saat sonunda yogun hiicre
tiremesi ve yiiksek canlilik oran1 gézlenirken, carvacrol uygulanan gruplarda hiicre canliligi
ile CCK-8 yontemiyle dlgiilen absorbans degerlerinin konsantrasyon ve inkiibasyon siiresine
bagl olarak anlamli diizeyde azaldig1 saptanmistir. Diisiik konsantrasyonlarda (18,75-37,5
pg/mL), hem mikroskobik incelemelerde hem de absorbans 6l¢iimlerinde canliligin kontrol
grubuna benzer diizeyde oldugu belirlenmistir. Buna karsilik, orta ve yiiksek
konsantrasyonlarda (75-600 pg/mL), ozellikle 48 saatlik inkiibasyon sonunda, parazit
canlilifinda belirgin azalma gozlenmistir. Bu sonuglar, carvacroliin antiparaziter etkisinin
doz ve siireye bagimli oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, carvacroliin daha 6nce farkl
bazi protozoon tiirleri lizerindeki etkinligini ortaya koyan g¢aligmalara (50,51,52) paralel
olup, dogal fenolik bilesiklerin B. hominis tedavisinde potansiyel alternatif ajanlar olarak
degerlendirilebilecegini desteklemektedir.

Propolis, fenolik bilesikler ve flavonoidler bakimidan zengin dogal bir {iriin olup giiglii
antibakteriyal, antiviral, antifungal ve antiparaziter ozellikler gostermektedir (56).
Propolisin antiprotozoal biyolojik aktivitesinin, icerdigi fenolik bilesikler ve flavonoidlerden
kaynaklandig1 bildirilmektedir. Bu bilesenlerin protozoon hiicre zarinda gegirgenligi
artirarak membran biitiinliigiinii bozmakta, iyon dengesini ve zar potansiyelini
degistirmekte, buna bagli olarakda hiicresel homeostazi bozmaktadir. Bu yapisal hasarin
enerji metabolizmasinin baskilanmasina ve proliferasyon yeteneginin azalmasina yol agarak

hiicre canliliginda belirgin diisiise neden oldugu bildirilmektedir. (61).
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Yapilan ¢alismalarda propolis ve igerdigi biyolojik olarak aktif bilesenler dahil olmak iizere
cesitli propolis ekstraktlarinin protozoonlar tizerinde inhibitor etki olusturdugu bildirilmistir.
Giardia lamblia tizerine yapilan bir ¢alismada, Giardia lamblia tizerine yapilan ¢alismada
Sonoran bdlgesine ait propolis Ornekleri 25-500 pg/mL konsantrasyon araliginda
uygulanmis; 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda trofozoit proliferasyonu hem
mikroskobik sayim hem de canlilik testleri ile degerlendirilmistir. (57). Benzer sekilde,
baska bir ¢alismada ethanolic propolis ekstraktinin Giardia duodenalis trophozoitlerinin
motilitesini ve adezyon yetenegini azalttigi bulunmustur (58). Ayrica Blastocystis spp.
tizerine yapilan in vitro degerlendirmelerde propolisin yliksek konsantrasyonlarda parazitin
biiyiimesini inhibe ettigi ve metronidazole benzer inhibisyon etkisi gosterdigi bildirilmistir
(56). Yine propolis ile yapilan ¢aligmalarda, Hatay ve Bursa bolgelerinden elde edilen
propolis Orneklerinin, Leishmania infantum ve Leishmania tropica promastigotlarinin
biliylimesini in vitro ortamda konsantrasyona bagli olarak anlamli sekilde inhibe ettigi,
ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda parazitik proliferasyonun belirgin sekilde azaldigi
rapor edilmistir (60).

Etanolik propolis ekstrakti Giardia duodenalis trofozoitlerine 125, 250 ve 500 pg/mL
konsantrasyonlarda uygulanmis; 24—96 saatlik inkiibasyon siiresince parazit proliferasyonu
mikroskobik yontemlerle degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, propolisin doz artisiyla
birlikte trofozoit biiyiimesini anlamli sekilde baskiladigini; ayrica parazitlerin motilitesinde
belirgin azalma ve hiicre yiizeyine tutunma yeteneginde bozulma meydana geldigini ortaya
koymustur (58). Baska bir ¢alismada Blastocystis spp. iizerine in vitro ortamda etanolik
propolis ekstraktinin 125, 250, 500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat
boyunca uygulandigr; diisiik ve orta dozlarda sinirh etki gozlenirken 6zellikle 500 ve 1000
ng/mL konsantrasyonlarinda parazit biiylimesinde belirgin inhibisyon olustugu bildirilmistir
(56).

Ayrica Leishmania tiirleri tizerinde yapilan ¢alismalarda propolis ekstraktlarmm 10-500
pug/mL aralifinda uygulanarak promastigot ¢ogalmasinin zamana ve doza bagl olarak
degerlendirildigi; yiiksek konsantrasyonlarda morfolojik bozulmalar ve proliferasyon
baskilanmasi meydana geldigi rapor edilmistir (60).

Calismamizdan propolis i¢in elde edilen bulgular degerlendirildiginde absorbans dlgiim
sonucunda 31,25-500 pg/mL konsantrasyon araliginda 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri
sonunda parazit canliliinin kontrol grubuna benzer diizeylerde seyrettigi ve en yiiksek

konsantrasyon olan 1000 pg/mL uygulamasinda 6zellikle 48 saat sonunda canlilik oraninda
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istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptanmistir (p<0,05). Ancak bu konsantrasyonda dahi
parazitin tamamen ortadan kalkmadig1 gozlemlenmistir. Bu bulgular Alday-Provencio ve
ark. [57], Freitas ve ark. [58], Mokhtar AB ve ark. [59] ve Duran ve ark. [60] ¢alismalarina
benzer sekilde doz ve zamana bagli inhibitor etki olusturdugunu gostermektedir. Buna karsin
calismamizin mikroskobik incelemelerinde tiim doz araliginda yogun hiicre liremesi ve
yiiksek canlilik oranlariin korundugu belirlenmistir.

Tarafimizca yapilan ¢alismada inverted mikroskobik incelemelere ek olarak CCK-8 temelli
absorbans Ol¢iimlerinin kullanilmasi, antiparaziter etkinin nicel olarak daha duyarl bigimde
ortaya konulmasina olanak saglamis; 6zellikle propolisin B. hominis iizerindeki etkisinin
giiclii ve spesifik bir antiparaziter ajan olmaktan ziyade yiiksek dozlarda ve uzun siireli
uygulamalarda sinirl sitotoksik etki gosterebildigini ortaya ¢ikarmistir.

Siiliik salgisinin biyolojik etkilerinin agirlikli olarak antikoagiilan, antiinflamatuar, analjezik
ve mikrosirkiilasyonu diizenleyici 6zellikler tizerine yogunlastigi bildirilmektedir (5,30).
Acanthamoeba iizerine Bilden ve ark. [63] tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, besi ortamina
siilik salgisinin eklenmesinin tiremeyi hizlandirdigr ve proliferasyonu artirdigi rapor
edilmistir. Bu bulgu, siiliik salgisinin bazi mikroorganizmalar iizerinde biiylimeyi
destekleyici etkiler gosterebilecegini diislindiirmektedir. Bununla birlikte, siiliik salgi
ekstraktinin protozoonlar {izerindeki etkilerine iligkin c¢alismalar literatiirde oldukca
siirlidir. Mevcut c¢alismamizin bulgulari, siiliik salgisinin belirgin bir antiparaziter etki
ortaya koymadigini, ancak biyolojik siirecleri destekleyici veya modiilator etkiler
gosterebilen dogal bir iirlin niteligi tasidigini ortaya koymaktadir.

Siiliik salg1 ekstraktinin B. hominis tizerindeki etkileri degerlendirildiginde, uygulanan genis
konsantrasyon araliginda parazit canlilig1 iizerinde belirgin ve kalic1 bir antiparaziter etki
olusturmadigi goriilmiistiir. Diisiik ve orta konsantrasyonlarda 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
siireleri sonunda canlilik oranlarinin kontrol grubuna benzer diizeylerde seyrettigi;
mikroskobik incelemelerde yogun hiicre iiremesinin siirdiigli tespit edilmistir. Yalnizca en
yikksek konsantrasyonda 24 saatlik inkiibasyon sonunda simirli bir canlilik azalmasi
gozlenmis, ancak bu etkinin 48 saatlik inkiibasyon siiresinde ortadan kalktig1 belirlenmistir.
Bu bulgular, siiliik salgi ekstraktinin B. hominis iizerinde gecici bir biyolojik stres
olusturabilecegini, ancak dogrudan ve stirdiiriilebilir bir antiparaziter etki gostermedigini
ortaya koymaktadir.

Genel olarak elde edilen sonuglar, carvacroliin B. hominis’e kars1 propolise kiyasla ¢ok daha

giiclii, hizli ve etkili bir antiparaziter ajan oldugunu gostermektedir. Carvacroliin diisiik

43



konsantrasyonlardan itibaren belirgin inhibitor etki olusturmasina karsin, propolisin ancak
yiksek konsantrasyonlarda smirli etki gostermesi, iki bilesigin hiicresel etki
mekanizmalarindaki farkliliklarla agiklanabilir. Bu baglamda carvacroliin dogrudan hiicre
zarii hedef alarak hizli membran hasar1 olusturdugu; propolisin ise daha dolayli metabolik
baski yoluyla etki gosterdigi diisiiniilmektedir. Sonuglar, carvacroliin B. hominis
kontroliinde daha etkili bir dogal bilesik potansiyeline sahip oldugunu ortaya
koymaktadir.Calismanin sinirliliklar1 arasinda yalnizca belirli konsantrasyon araliklarinin
test edilmesi, daha yiiksek konsantrasyonlarda degerlendirilmesi gerektigini ve inkiibasyon
siiresinin kisa tutulmasi say1labilir. ileri galismalarda, daha genis konsantrasyon araliklari ve
uzun inkiibasyon siirelerinin degerlendirilmesi 6nerilmektedir.

Bu ¢alismada carvacrol, propolis ve siiliik salgi ekstraktinin B. hominis {izerindeki in vitro
antiparaziter etkileri karsilagtirmal1 olarak degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, dogal
ajanlar arasinda antiparaziter etkinligin belirgin farkliliklar gosterdigini ortaya koymustur.
Carvacrol, diislik konsantrasyonlardan itibaren doz ve zamana bagimli olarak giiclii inhibitor
etki olusturmus; 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda parazit canliligini neredeyse tamamen
ortadan kaldirmistir. Buna karsilik propolis uygulamalarinda yalnizca yiiksek
konsantrasyonlarda smirlt bir canlilik azalmasi gozlenmis, diisiik ve orta dozlarda belirgin
bir inhibitdr etki saptanmamustir. Siiliik salgi ekstrakti ise genis konsantrasyon araliginda
kalic1 bir antiparaziter etki gostermemistir.

Sonuglar, carvacroliin B .hominis kontroliinde gii¢lii bir dogal antiparaziter ajan aday1
oldugunu; propolisin ise sinirl etkiye sahip destekleyici bir biyolojik {iriin niteligi tagidigini
ortaya koymaktadir. Siiliik salgisinin bilinen biyolojik o6zellikleri dikkate alindiginda,
antiparaziter potansiyelinin diisiik olmasi biyolojik agidan beklenen bir durum olarak
degerlendirilmektedir. Bu c¢alisma, bitkisel kaynakli fenolik bilesiklerin protozoon
enfeksiyonlarinin kontroliinde 6nemli bir potansiyele sahip olabilecegini géstermekte olup,
carvacroliin etki mekanizmalarinin ileri molekiiler ¢aligmalarla desteklenmesi gerektigini

ortaya koymaktadir.
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