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FARKLI iKi AGIR METALE (BAKIR VE CINKO) MARUZ KALAN TIBBI
SULUKLERDE (HIRUDO VERBANA) SALYA ANTIMIKROBIYAL
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OZET

Arastirmada ¢inko ve bakir metallerinin farkli konsantrasyonlarinin tibbi siiliiklerde
salya antimikrobiyal 6zellikleri {izerindeki etkileri incelenmistir. Bu amacgla 300 adet
Hirudo verbana tiirii siilik kullanildi. 10 Litre suya 15 adet olacak sekilde stoklanan
tibbi siiliikler bakir ve ¢inko metallerinin letal dozlarin altinda belirlenen farkl: iki doza
maruz birakilmistir. Bu dozlar ¢inko i¢in 96 saat boyunca 3,0 mg/L ile 12 mg/L ve 30
giin boyunca 0,5 mg/L ile 2,0mg/L olarak uygulanmistir. Bakir i¢in ise 96 saat boyunca
0,15 mg/L ile 0,6 mg/L ve 30 giin boyunca 0,02 mg/L ile 0,08 mg/L konsantrasyonda
bakir iceren ¢ozeltilere maruz birakildi. Bu uygulamalardan sonra siiliikklerden alinan
salya Orneklerinin antimikrobiyal karakteristigi antibiyogram caligmalar ile
belirlenmeye ¢alisilmistir. Salyalari alinan siiliik dokularinda bakir ve ¢inko i¢in biriken
agir metal miktarlar1 ICP-MS cihazi ile analiz edilerek belirlenmistir. Ayrica salyada
lipit peroksidasyon diizeyleri malondialdehyde (MDA) miktarlar1 analiz edilerek ortaya
konuldu. Caligmada balik patojenlerinden Lactococcus garviae ve Yersinia ruckeri’ ye
karsa stiliik salyasinin herhangi bir antimikrobiyal etki gostermedigi belirlenmistir. T1bbi
stiliiklerin ¢inko ve bakir metallerine maruz kaldiklarinda dokularinda depolanan agir
metal miktarlarinin arttig1 tespit edilmistir. Ayrica ¢inko ve bakirin farkli konsantrasyon
ve siirelerde maruziyetinde siiliik salyasinda malondialdehit degerlerinin de artis
gosterdigi bulunmustur. Elde edilen verilerden Hirudo verbana tiirii tibbi siiliigiin ¢inko

ve bakir agir metalleri i¢in iyi bir biyo-monitdr organizma oldugu ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Tibbi siiliikk, Hirudo verbana, antimikrobiyal, salya, agir metal,

antibiyogram, malondialdehyde
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INVESTIGATION OF SALIVA ANTIMICROBIAL PROPERTIES IN
MEDICAL LEECHES (HIRUDO VERBANA) EXPOSED TO TWO DIFFERENT
HEAVY METALS (COPPER AND ZINC)

Ebubekir ATICI
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ABSTRACT

In the study, the effects of different concentrations of zinc and copper metals on the
antimicrobial properties of saliva in medicinal leeches were investigated. For this
purpose, 300 Hirudo verbana leeches were used. Medical leeches, which were stocked
as 15 pieces in 10 liters of water, were exposed to two different doses of copper and
zinc metals, which were determined below the lethal doses. These doses were 3,0 mg/L
to 12 mg/L for 96 hours and 0,5 mg/L to 2,0 mg/L for 30 days for zinc. For copper, it
was exposed to copper-containing solutions at a concentration of 0,15 mg/L to 0,6 mg/L
for 96 hours, and at a concentration of 0,02 mg/L to 0,08 mg/L for 30 days. After these
applications, antimicrobial characteristics of saliva samples taken from leeches were
tried to be determined by antibiogram studies. Heavy metal amounts accumulated in
leech tissues from which saliva was taken were analyzed by ICP-MS device and
accumulation amounts for copper and zinc were determined. In addition, lipid
peroxidation levels in the saliva were determined by analyzing the amount of
malondialdehyde (MDA\). In the study, it was determined that the leech saliva did not
show any antimicrobial effect against the fish pathogens Lactococcus garviae and
Yersinia ruckeri. It has been determined that when medical leeches are exposed to zinc
and copper metals, the amount of heavy metals stored in their tissues increases. In
addition, it was found that malondialdehyde values in leech saliva increased when zinc
and copper were exposed at different concentrations and durations. From the data
obtained, it was revealed that medicinal leech of the Hirudo verbana species is a good

biomonitor organism for zinc and copper heavy metals.

Keywords: Medicinal leech, Hirudo verbana, antimicrobial, saliva, heavy metal,

antibiogram, malondialdehyde
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GIRIS

Giliniimiizde cevre kirliligi her gegen giin artmakta ve biyolojik varliklar1 tehdit
etmektedir. Cevre kirliligi, en yikict hasari sucul ekosistemlere vermektedir. Sucul
ekosistemlere zarar veren kirleticilerin basinda evsel ve endiistriyel atiklar gelmektedir.
Su ekosisteminde bulunan en 6nemli ¢evresel kirleticilerden biri de agir metallerdir.
Agir metaller; iyon vererek (+) degerlikli hale gecebilen, ametallerle bilesik
olusturabilen fakat kendi aralarinda bdyle bir karaktere sahip olmayan, normal sartlarda
kati formda olan maddeler olarak tanimlanabilir. Agir metallerin tamami canh
organizmalar i¢in birer tehlikedir. Agir metaller deniz, gol ve akarsularda fazla
miktarlarda bulunduklarinda suda yasayan organizmalar tarafindan biinyelerine alinirlar
(Akgali ve Kiiciiksezgin, 2009; Richetti vd., 2011; Oliva vd., 2012). Toksik olarak
nitelendirilen bu agir metaller sucul canlilarin 6zellikle metabolik olarak aktif
organlarinda birikme egilimi gosterirler. S6z konusu kirletici etkenler hedef organ ve
dokularda birikerek yapisal ve fonksiyonel mekanizmalara hasar vermektedirler (Hsu
vd., 2013; Pereira vd., 2013). Sabit ve devamli bir sekilde cevre kirleticileri olarak
tanimlanan agir metallerin miktarlariin azaltilmasi oldukga gii¢ oldugundan her gegen
giin birikimleri de artmaktadir. Su ekosistemlerinde iz miktarlarda bulunan bu
elementlerin canli organizmalardaki birikimleri ve dogal seviyeleri birbirinden oldukca
farkliliklar gosterir. Agir metaller dogrudan g¢evre kirliligi etkenidir ve bunlarin ¢ok az
miktarlar1 bile suda yasayan canlilarda birikim egilimindedir. Bu durumun bir sonucu
olarak besin zincirinin tepesinde olan insanlar tarafindan tiiketildiklerinde de birikim

yaparlar. Kritik sinirlart agsan bu birikimler insanlarda da toksik etkilere neden olurlar.

S6z konusu toksik etkiler, endiistrilesmenin Onlenemez hizi ile birlikte agir
metallerin kullanimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu agir metallerin c¢ok diisiik
konsantrasyonlar1 bile toksik olabilmektedir (Rainbow, 1988). Bu toksikasyonun
derecesi canlilar arasinda oldukga farklilik géstermektedir. Su ekosistemi agir metallerin

en c¢ok birikim yaptig1 sistemler oldugundan, bu kirleticilerin etkileri daha ¢ok baliklar



tizerinden belirlenmeye calisilmistir (Madhavan ve Elumalai, 2016; Ubani-Rex vd.,
2017; Arafa vd., 2015). Baliklarin yani sira denizel veya tathi su ekosistemlerinde
yasayan midye, istiridye ve deniztaraklar1 gibi ¢ift kabuklu canlilarin da agir metallerin

etkilerinin belirlenmesi amaci ile kullanildig: bilinmektedir (Tiirkmen, 2003).

Ortamdaki metal konsantrasyonlar1 ile suda yasayan balik, midye, istiridye,
plankton gibi organizmalarin dokularindaki miktarlar1 arasinda bir iliski oldugu kabul
edilmektedir. Bu agir metallerin suda yasayan ve besin zincirinin farkli kademelerinde
bulunan organizmalar tarafindan alinmasi ¢ogunlukla beslenme yolu ile olmaktadir. Bu
gecislerin solunum, osmoz ve difiizyon olaylari ile de devam ettigi, viicudun suyla
temas eden ylizeyleri olan deri ve solungaclar vasitasiyla da biinyeye alindigi
bilinmektedir. Ancak viicuda alinan miktarlar tiirden tiire oldukca farkliliklar
gostermektedir. Bu farkliliklar alinan metalin toksisite derecesini de belirleyen 6nemli
bir unsur olmaktadir. Ornegin suyu siizerek beslenen kabuklu canlilar ve alglerin birim
zamanda aldiklar1 metallerle baliklarin biinyelerine aldiklart miktarlar oldukca farkli
olmaktadir. Bu canlilar sudaki kirlenmeyi ¢ok daha iyi ve dogru tahmin etmeyi
kolaylastiran canlilar olduklarindan ayn1 zamanda biyo-indikator organizmalar olarak da

adlandirilirlar.

Su ekosistemlerindeki kirleticileri arastirmak ve izlemek maksadi ile bu biyo-
indikator organizmalarin kullanildig1 bircok metot gelistirilmistir (Phillips ve Rainbow,
1993). Gelistirilen bu metotlarin suda yasayan canlilarin dokularindaki birikimlerin
tespiti iizerinden yapildigi ve bu birikimlerden bir sonuca ulasilmaya ¢alisildig
anlasilmaktadir. Elde edilen verilerden canlinin etkilenme derecesi veya toksisite
durumu ile sudaki miktarlar arasindaki iliskilerden kirlenmenin modellenmesi miimkiin
olmaktadir. Kaldi ki endiistrilesmis bir¢ok iilkede civa ve demir disindaki ¢ogu metalin
ekosistemdeki miktarlar1 yer kabugundaki miktarlaria kiyasla 100 ila 1000 kat artmis
durumdadir (Wedepohl, 1991). Bu durum canlilar1 6nemli derecede etkilemis ve soz
konusu metallerin izlenmesi zorunlulugu ortaya ¢ikmistir. Gegtigimiz yiiz yilda agir
metallerden kaynakli seri hastaliklar ve hatta 6liimlere neden olan trajik sonuclar vuku
bulmustur (Dallinger ve Rainbow, 1993). Bu yiizden agir metallerin genel 6zellikleri,
kaynaklari, toksisite etkileri ve artis modelleri takip edilmelidir. Ornegin endiistri
alaninda ¢ok uzun bir siire kullanim alan1 bulan bakirin yiiksek dozlari hem bitkiler hem

de hayvanlar i¢in tehlikeli olabilmektedir. Benzer sekilde ¢inkonun da yiiksek miktarlari



toksik etki gdsteren metallerin basinda gelmektedir (Ozdilek ve Mathisen, 2002).
Baliklar basta olmak {izere kabuklu ve sucul omurgasizlarla beslenen insanlara da s6z
konusu metaller gecebilmekte, toplum saghigini etkiler diizeye ulasabilmektedir. Bu
baglamda s6z konusu biyo-indikator canlilarin agir metaller bakimindan izlenmesi ¢evre
kirliligi bakimindan oldugu kadar halk sagligi bakimindan da 6nem arz etmektedir.
Dogru secilmis bir biyo-monitor canlinin kullanimi farkli metal kaynaklarinin varligini
ve miktarinin belirlenmesinde 6nemli rol oynar. Bu durumla ilgili olarak sadece
¢Ozlinmiis metal kaynaklarini absorbe eden makro algler, suyu filtre ederek beslenen
¢oziinmiis ve askidaki maddeleri biinyelerine toplayan midye ve istiridye benzeri
canlilar ve zeminde yasayan diger canlilar ise sedimentteki kirleticilerin belirlenmesinde
kullanilabilir. Bir organizmanin dogru ve iyi se¢ilmis bir indikatdr canli olabilmesi igin;
genis cografik dagilima sahip olmasi, ¢evresel degisimlere ve kirlilige dayanikli olmast,
iyi bir biyoakiimiilasyon kapasitesine sahip olmasi, teshis, érnekleme ve muhafazasinin
kolay olmasi, ekonomik ve ekolojik yonlerden 6nem tagimasi gibi ozelliklere sahip
olmalidir. Denizel ortamlarda en ¢ok kullanilan biyo- monitor organizmalar; mikro
algler, cicekli bitkiler, suyu filtre eden canlilar ve detritusla beslenen canlilardir
(Carballeria vd., 2000). Sedimentle temasta olmayan deniz yosunlart agir metalleri
yalnizca ¢6ziinmiis kaynaklardan, suyu filtre ederek beslenme faaliyetine sahip
organizmalar ise deniz suyundan ve askidaki maddelerden alirlar. Bu canlilar arasindan
en Onemlileri midye, istiridye ve balanuslar 6rnek verilebilir. Midyeler ve istiridyeler
epibentik bolgelerde filtratif beslenen organizmalar olduklarindan askidaki, ¢éziinmiis,
sudaki ve sedimentteki metaller i¢in 1y1 birer biyo-monitor canlidir (Ettajani vd., 1992).
Bu tiir canlilarin, ¢evresel kirleticilerin en iyi sekilde canlilar iizerinde goriilebildigi
hassas organizmalar oldugundan uzun yillardir kullanildigr bilinmektedir (Salazar,
1992). Cevre kirliliginde biyo-monitér veya indikator olarak kullanilan ¢ift kabuklu
canlilar arasinda; Mytilus edulis, Mytilus galloprovincialis, Mytilus trossulus, Septifer
virgatus, Ostrea edulis, Crassostrea gigas, Crassostrea virginica, Crassostrea
brasiliana ve Spondylus spinosis tiirleri sayilabilir (Tiirkmen, 2003; Rainbow, 1995).
Biyo-monitor olarak secilen organizma ne kadar hassas olursa ¢evresel kirlenme o denli
dogru bir sekilde modellenebilir. Sularda uzun siireler kalabilme ve organizma
dokularinda birikme egilimi gdsteren agir metaller konsantrasyonlarina bagli olarak

onemli zararlar verebilmektedir. Cok diisiik dozlarda etkileri de minimal olurken, daha



yiikksek konsantrasyonlar1 canlilarda ciddi hasarlar olusturarak oOliimlere neden

olabilmektedir.

Bu baglamda, iyi bir indikator organizmadan beklenen bir¢ok 6zellige sahip olan
tibbi siiliikklerin ¢evresel kirleticilerden agir metallere karst gosterdikleri tepkilerin
ortaya konmasi hedeflenmistir. Tibbi siilikler ekolojik ve ekonomik Onemleri
bakimindan oldukca degerli canlilardir. Son yillarda tamamlayict veya alternatif tibbi
uygulamalarda kullanimlar1 artmakta olan tibbi siiliiklerin biyo-monitér olarak
kullanildig1 calisma sayisi nerdeyse yok denecek kadar azdir. Bu baglamda, tibbi
stilliklerde farkli agir metallerin dokulardaki birikimlerinin ve tibbi siiliikklerden elde
edilecek salyada, Malondialdehit (MDA) ve antimikrobiyal 6zelliklerinin arastirilmasi

planlanmustir.
Tibbi Siiliiklerin Tarihcesi

Bir¢ok medeniyetin kullandig, siiliiklerin tedavi amaclh kullanimi iizerine ilk
yazili kaynaklara M.O. 1500°lii yillarda Misir'da rastlanmaktadir (Singh, 2010). Bu
kayitlardan yaklagik iki yiizy1l sonra M.O. 1300°lii yillarda Sanskritge kaynaklar siiliik
tedavisinden bahsetmektedir. Siiliiklerle yapilan tedavi yontemi eski Misirlilar,
Mezopotamyalilar, Aztekler ve Mayalarca; Hipokrat’in Yunanistan'da siiliik
tedavisinden bahsetmesinden Once bilinmekteydi (Ayhan ve Mollahaliloglu, 2018).
Muhtemelen terapdtik amagla siiliik kullanan ilk hekim Kolofonlu (Nikandros)
Nicander’di (M.O. 200-130) (Abdullah vd., 2012). Ayrica baska kaynaklarda Roma’l1
filozof Galen’inde siiliik tedavisi uyguladig1 yer almaktadir. Unlii Tiirk hekim Ibn-i Sina
M.S. 1020°de El Kanun Fi’t-Tibb adli kitabinda bu tedavi yonteminden s6z etmistir
(Singh, 2010). Bunun yam sira Hint mitlerinde saglik tanris1 Dhavantari’nin siiliiklerle
birgok hastalig1 tedavi ettiginden bahsedilmistir. Unlii Hint hekim Sushruta yazdig

yayinlarla siiliik tedavisinin, Cin tibbina yerlesmesini saglamistir.

Stiliikkle tedavisi Osmanli’da ayni sekilde, hastalik tedavisinde uygulanan
alternatif tip yontemlerinden biri olmustur. Avrupa’da ise siilikk tedavisi Orta Cag’da
baslamistir. T1ibbi siiliikkler, 1758 yilinda Linnaeus tarafindan Hirudo medicinalis olarak
isimlendirilmis ve bilim literatiiriine kazandirilmistir. 19. yiizyilin baslarinda 6zellikle
Fransa ve Rusya’da ¢ok fazla siiliikk tedavisi uygulanmis ve her sene 130 milyon adet

stilikten fazlasinin kullanildigi ifade edilmistir (Whitaker vd., 2004). Bu yayilmada



Fransiz Hekim F.J.V. Broussais tarafindan (1772-1838) uygulanan siiliik tedavi
yontemleri etkili olmustur. 1820-1830’larda anestezi, antibiyotik ve antisepsi
uygulamalar1 gelismemisken, Johan F. Diffenbech plastik cerrahi uygulamalarinda
stiliikleri basarili bir sekilde alternatif olarak kullanmigtir. Bunun yan1 sira 1884 yilinda
Highgraft siiliiklerin tiikiiriiglinde kanin pihtilasmasini dnleyen bir madde kesfetmis ve
bu maddeye Hirudo Medicinalis’e atfen hirudin ismini vermistir. Hirudin ismi verilen
bu biyoaktif maddenin antikoagulant 6zellik gdsteren yapida oldugu tespit edilmistir
(Abdullah vd., 2012). Fakat 19. ylizyilin sonlarina gelinirken modern tiptaki gelismeler
sonrasinda, siiliik tedavisi modern tip kavramlar ile ters diismeye baslamistir. 20.
yiizyilin baglarinda O6nemini kaybeden siililk tedavisi 20. yiizyilin ortasinda ve
sonlarinda rekonstriiktif cerrahide kullanilmaya baslanmistir. 2004 yilinda ise Amerika
Birlesik Devletleri Ila¢ ve Gida Dairesi siiliiklerin Amerika’da satis, plastik cerrahi
uygulamalari, mikro cerrahi ve genel amaglar i¢in kullanimina izin vermistir (Parker ve
Shaw, 2011). Siiliikkle tedavide alinan basarili sonuglar sonrast dogal (alternatif) tip
olarak kabul gérmiis ve bircok {iniversite tarafindan enstitiiler araciligiyla arastirilmalar

tapilmistir.
Siiliik Sistematigi

15.000’den fazla iiyesi olan halkali solucan grubundan, 800’i askin iiyesi
bulunan Hirudinea alt sinifinin sadece 15 iiyesi tibbi amagcla kullanilabilir stiliiklerdir.
En ¢ok bilinen tiirler H. medicinalis, H. verbana ve H. orientalis’tir (Wollina vd.,
2016). Siiliikkler hayvanlar alemi (Animalia), halkali solucanlar (Annelida) filumu, kan
stiliikleri (Hirudinia) sinifina aittir. Asagidaki tabloda tibbi siiliiklere ait taksonomi yer

almaktadir.

Tablo 1.Siiliik Taksonomi Tablosu (Sawyer, 1986) (Apakupakul, 1999)

Sinif Hirudinia

Altsimif Euhirudinea

Takim Rhyncobdellida Arhyncobdellida

Alt Takim Erpobdelliformes Hirudiniformes
Aile Glossiphoniidae Erpobdellidae Haemadipsidae

Piscicolidae

Salifidae

Haemopidae

Ozobranchidae

Cylicobdellidae

Hirudinidae*




Hirudo verbana

1cm Hirudo medicinalis

Sekil 1.Hirudo verbana ve Hirudo medicinalis genel goriintimleri (Elliott ve Kutschera
2011)

Siiliiklerin Anatomisi

Biitiin stiliikler 34 segmentli halkali yapidadir. Anatomik olarak siiliikler tek tip
olarak oOzellesmislerdir ve dorso-ventral sekilde yassidirlar. Anterior ve posterior
segmentler cekmen (vantuz) gorevindedir. On vantuz yani agiz bdlgesi arka vantuz yani
aniisten daha ufak yapidadir. Agiz etrafi 6zellesmis sekilde vantuzludur. Aniis vantuzu
ise sekiz segmentin erime ve birlesmesi ile olusmus ¢ember bi¢iminde ve ventral
uzantilidir. Viicut yiizeyindeki ikincil halkalar bogumlar arasinda kalarak gizlenmistir.
Ayrica viicutlarinda kil bulunmamaktadir. 9, 10 ve 11. Bogumlar klitellar olarak
isimlendirilir bunun sebebi ise klitellumun bu bélgede yerlesmis olmasidir. Bir erkek ve
bir disi olmak {iizere iireme delikleri burada yer almaktadir. Govdenin en biiyiik kismi
12-26 bogumlar arasi kalan 15 segmentten olusan orta kisimdir. (Kaestner, 1967,
Barnes, 1974; Sawyer, 1986; Davies, 1991). Siiliikler 0 °C ile 30 °C arasindaki sicaklik
araliginda yasayabilir ve poikilotermlerdir. Ani sicaklik degisiklikleri mortaliteye sebep
olabilmektedir. Siiliikler, suda ¢6ziinmiis veya atmosferik oksijeni genel viicut
yiizeyinden alarak kullanmaktadirlar. Sularda ¢ok diisiik dozlarda bile olsa klor, siiliik
Oliimlerine sebep olmaktadir (Abdullah vd., 2012).
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Sekil 2.Siliik anatomisinin genel goriiniimii (Kiiglik ve Yaman 2019)
Siiliiklerde Dolasim ve Solunum

Siiliikklerde viicut bosluklart dolasima yardimer olabilirler. Dolagim sistemleri
daha gelismis siiliiklerde viicut bosluklar1 ve sivist geliserek damar ve kan formuna
dontigmiistiir. Diizenli olarak yerlesmis kanal sisteminde kan biitiin viicuda tasmnir ve
oksijen biitiin hiicrelere ulastirilir. Kan yanal boyuna kanallarin kasilmasi ve gevsemesi
ile iletilir (Kaestner, 1967; Caglar, 1973; Barnes, 1974; Demirsoy, 1982; Sawyer,1986;
Davies, 1991; Geldiay ve Geldiay, 1991).

Piscicolidae ailesinin bazi tiirleri hari¢ siiliiklerde solunga¢ bulunmaz. Diger
biitlin tiirlerde ise solunum viicut yiizeyinden yapilmakta, oksijen ihtiyaci bu sekilde
karsilanmaktadir. Solungacli olan Piscicolidae ailesinin baz tiirlerinde solungag; yanal
yiizeyde yaprak seklinde uzantidir. Bu solungaglar viicut sivist ve damar ile doludur.
Solunum yapmak icin titreme ve sallanma hareketi yaparlar. Ayrica arka vantuz ile bir
ylizeye yapisip viicudunu sallayarak da solunum gerceklestirebilirler. Pharyngobdellida
ve Gnathobdellida ailesine mensup siiliiklerin  viicut sivilarinda hemoglobin
bulunmaktadir. Bu sivi viicuda oksijen tasinmasii saglar (Kaestner, 1967; Barnes,
1974; Demirsoy,1982; Sawyer,1986; Davies, 1991).



Siiliiklerin Hareketleri

Siiliikler {i¢ farkli tip harekete gosterirler bunlar: siirlinme, dalgalanma ve
ylizmedir. Siirinme hareketi i¢in siiliikkler arka vantuz ile bir ylizeye tutunur, 6n vantuz
tamamen serbest duruma gelir ve siiliik uzanabilecegi en u¢ noktaya kadar uzar ve bu
kez 6n vantuz ile yiizeye tutunur. Daha sonra arka vantuz tutundugu zeminden serbest
birakilir ve 6n vantuza dogru cekilerek yiizeye tekrar tutunur. Bu islem her seferinde
yeniden tekrar edilerek yer degistirme saglanir. Yiizme hareketi ise dorso-ventral
dalgalanma olarak goriilir. Bu yiizme hareketi longitudinal kaslarin gelismesi ile
mimkiin olmaktadir. Son hareket tipi olan dalgalanma ise arka vantuzun bir zemine
yapigsmast ve On vantuzun serbest olmasi ile yapilir. Dalgalanma yapan siiliik su
icerisinde viicudunu saga-sola ya da ileri-geri sallayarak veya titreterek yapar (Kaestner,
1967; Caglar, 1973; Barnes, 1974; Demirsoy, 1982; Saglam ve Sarieyyiipoglu, 1998).

Sindirim Sistemi ve Beslenme

Siiliikklerde agiz iki sekilde karsimiza ¢ikmaktadir. Bunlar; vantuz dibinde ya da
iist dudagin altinda kasik bigimindedir. Agizdan hemen sonra yutak yer almaktadir ve
kaslt bir yapidadir. Bu bolge yani farinksin (yutak) agiz boslugu farkh tiirlerde farkli
sekillerde goriilmektedir. Baz tiirlerde diiz kenarli ya da disli mono veya poli keratinli
cene olarak gozlemlenmistir. Bazi tiirlerde ise uzayabilen bir hortum bulunur. Yutagin
cevresinde tek hiicreli tiikiiriikk bezleri yer almaktadir. Bu tiikiiriik bezlerinin kanallar
diglerin arasma ya da hortumun u¢ kisimlarina uzanir. Tikiirik bezleri kanin
pthtilasmasini1 engelleyen hirudin salgisimi icerisinde bulundurur ve bu salgi kan ile
beslenen siiliiklerde goriiliir. Ceneli stiliiklerin yutaklarindan hemen sonra mide gelir ve
daha once de belirtildigi gibi sindirim borusunun en uzun kismini olusturur. Hortumlu
stiliiklerin ise yutak ve mideleri arasinda uzun ve ince bir yemek borusu yer alir.
Hortum geri ¢ekilirken bu yemek borusu kivrilir. Mide genis tiip bi¢iminde ince zarl
yapidadir. Midenin iki yan kisminda mide boyunca ¢ift halde keseler vardir. Bu
keselerin sayis1 tiirler arasi farkliblk gosterebilir. Ornegin Erpobdella’da hig
bulunmazken, Haemopis sanguisuga tiiriinde bir ¢ift, Hirudo medicinalis tiiriinde ise 11
¢ift bulur. Midenin bu kisimlar1 kursak gorevi iistlenir ve besinin depolanmasini saglar.
Sindirim sadece mide de degil, mide ile bagirsakta gerceklesir. Mide de goriilen keseler

bagirsakta da gortilebilir. Bagirsak sindirim borusunun sonunda ve kisadir. Aniis



viicudun sirt kisminda ve arka vantuzun 6n kismindadir (Kaestner, 1967; Brown, 1967,

Barnes, 1974; Sawyer 1986; Davies 1991; Saglam ve Sarieyyiipoglu, 1998;).

Siiliik tiirlerinin hepsi kan emerek beslenmezler. Bazilar1 omurgasizlar1 yerken;
bazilar1 halkali solucanlart (Annelida), bazilar1 ise salyangoz ve gesitli boceklerin
larvalarin1 yerler. Kan emen tiirler ise ektoparazit olarak yasarlar ve kurbaga, salyangoz,
kaplumbaga, balik, kabuklular ve omurgali hayvanlarin kanlar1 ile beslenir (Kaestner,
1967; Barnes, 1974; Sawyer 1986; Davies 1991). Bu gruplardan en ¢ok saldiriya
ugrayanlar ise baliklardir, omurgalilarin her grubunda konakg¢idirlar (Sawyer, 1986;
Saglam, 1998’a). Tropikal bolgelerde yasayan tirlerden Haemadipsidae ailesine
mensup bireyler memeli ve kuslarin burun ve agiz bdlgelerine yapisirlar. Bu siilikkler
agaclarin ve bitkilerin iizerine ¢ikip kendilerini yapraklarin altindan gecen konakg¢inin
tizerine birakirlar. Baska bir 6rnek verecek olursak Piscicolidae ailesinin iiyeleri ise
balik paraziti olarak karsimiza g¢ikarlar ve konakg¢i tizerinde siirekli kalirlar buna ragmen
cesitli araliklarla kan emdikleri gériilmiistiir (Kaestner, 1967; Barnes, 1974; Demirsoy,
1982; Sawyer 1986; Davies 1991). Hirudo medicinalis ise viicut agirliklarinin ortalama
5.8 (3-10) kat1 kadar kan emerler ve bu emdikleri kanla bir yila kadar yasamlarinin

stirdlirebilirler (Kaestner, 1967; Saglam, 1998b).
Sinir Sistemi

Siiliikklerde viicutlarina gore Ozellesmis bir iletici sinir sistemi vardir. Hiicre
govdeleri sinir diigiimleri i¢inde foliikiiler farklilik gostererek gruplagmistir. Alt1 tane
foliikiil meydana gelmesi i¢in bir ganglion gerekmektedir. Gangliyonik sinir, besinci ve
altinc1 segmentlerde yer almaktadir ve yutak ve hortumun ¢evresini sarmistir. Bu bolge
beyin olarak ifade edilir. Yutak halkast ve diger halkali solucanlarin yutak Onii
ganglionlar ile ilk ii¢ ve dérdiincii segment ganlionlar1 arkaya dogru uzanir. Iki adet
ventral noron seridi olmasina ragmen segmental ganglia’nin her ikilisi eriyip birlesir.
Ayrica bu merkezi otonom sinir sisteminden hari¢ merkezden uzak ve esneme gerilmeyi
saglayan sempatik sinir sistemine de sahiptirler (Kaestner, 1967; Barnes, 1974; Sawyer

1986; Davies 1991; Saglam ve Sarieyyiipoglu, 1998).
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Duyu Organlan

Siiliiklerde duyu organlar1 Ozellesmis duyu organlaridir. Bunlar gozler ve
bogumlara siralanmis duyusal c¢ikintilardir. Biitiin siiliik tiirlerinde g6z vardir. Gozler
pigmentler tarafindan etrafi sarilmis 151k reseptorii hiicrelerin bir bolgede toplanmasiyla
olusur. Gozler genellikle anteriorde ve sirt kisminda yer almaktadir. Tiirler arasi
farklilik gostermekle birlikte sayilari tiire uygun olacak sekilde 2 ile 10 arasinda degisir.
Piscicolidae mensuplarinda posterior ¢ekmende de goézler vardir. G6éz ¢ukurlarinin
konumlar1 farkli yonlerden gelen 1siklar1 algilayacak sekilde 6zellesmis olup degisik
istikametlerden gelen 15181 gormelerini saglar. Bu 6zellikleri siiliiklere aydinlik-karanlik
farkindan ayri olarak 11k yonii tayini de saglar. Siiliiklerin nerdeyse biitiin tiirleri 1s1ktan
kacar canlilardir. Fakat beslenme ihtiyact duyduklarinda isiktan kagma egilimi
goriinmez ve 1siktan kagmazlar. Duyusal bogumlar cesitli gruplarda farkli siralanisa
sahiptirler. Her bogumda yerlesik kiigiik daire seklinde yapilardir. Her birinin tasidigi
kil ile zar lizerinde ¢ikintilar olusturur. Bu hiicreler siiliikklere av ya da konak¢inin yerini
tayin etmede ve karanlik ortamlarda hareket etmekte yardimci olurlar. Kan emen
siiliikler bu duyular1 yardimi ile konakgilarin salgiladiklart doku 6zii, balik pulu, yag
bezi salgilar1 ve baska salgilar sonrasi saldiriya geger. Salgilar ile cezbedilen siiliik
konakc¢iya dogru hareket eder ve konakgiya yapisip beslenir. Taksonomide siiliiklerin
ayrimi yapilirken gozlerin ve duyusal ¢ikintilarin sayist goz Oniine alinan onemli

kriterlerdir (Kaestner, 1967; Barnes, 1974; Sawyer, 1986).

Siiliiklerde Ureme

Siiliikler eseyli lireyen canlilardir. Siiliiklerin rejenerasyon yetenekleri diistiktir.
Bir siilik Longitudinal olarak ikiye kesilirse anterior yeni bir anilis meydana
getirebilirken posterior yeni bir bas meydana getiremez (Caglar, 1973; Savyer, 1986;
Davies, 1991).

Biitiin siiliikler hermafrodittir. Ureme sistemlerinde bir erkek ve bir disi genital
organ gozenegi bulunur. Bu organlar siilik viicudunun karin bolgesinin ortasinda
bulunan ve pes pese sirali ve disar1 agik sekildedir. Erkek gonopor her zaman disi
gonoporun Oniinde yer almaktadir. Erkek yumurtaliklar yuvarlak sporlar seklindedir.

Tiirlere gore sayilar farklilik gostermekle birlikte en az 4, en fazla 17 giftten olusur.
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Siiliikk  testisleri, viicudun median bolgesinde birer ¢ift olacak sekilde lateral
siralanmistir. Bu siralarin disinda sperma kanali yer almaktadir. Testisler kanalciklarla
bu sperma kanalma baglanir. ki adet olan sperma kanal1 6n tarafa dogru uzanir. Daha
sonra biraz genisleyerek atriyum adi verilen yerde birlesirler. Hirudinidae tiirlerinde ise
bu kanallar atriyum yerine bir peniste birlesirler. Atriyumun kompleks, dis ¢eperleri ice
dontik salgi hiicrelerinden olusmustur ve ¢ok kisadir. Prostat ise proksimal salgi bezidir.
Sperm kabarciklar1 gelismis degildir. Sperma olusumu yani spermatofor testis iginde
olusur. Bununla birlikte Rhynchobdellida ve Pharyngobdellida tiirlerinde ¢iftlesme
organi bulunmaz (Kaestner, 1967, Barnes, 1974; Sawyer 1986; Davies 1991).
Ovaryumlar ise her zaman bir ¢ift olarak var olmaktadir. Erkek atriyumu ile antreior
testisin arasinda yer alirlar. Ovaryum germinal doku toplulugu olarak karsimiza
cikmaktadir. Bazen iclerinde yumurta keselerinden birka¢ tane bulundurabilirler
(Kaestner, 1967; Barnes, 1974; Sawyer 1986; Davies 1991). Kisa yumurta kanali
anterior olarak uzanim yapar ve vajinada karsi organiyla birlesir. Gonopor disi organ 11.
bogumun altindan agilir. Yumurtaliklara birakilan yumurtalar gamet ve olgunlasmamis
seklindedir. Bu yumurtalar olgunlagmalarini kokon sivisi igerisinde tamamlarlar
(Kaestner, 1967; Barnes, 1974; Sawyer 1986; Davies, 1991; Saglam ve Sarieyyiipoglu,
1998;). Gnathobdellida’larda doéllenme, penis araciligiyla spermalarin diger bireyin
vajinasma iletilmesi olarak  goriiliir. Diger tiirlerden Rhynchobdellida ve
Pharyngobdellida ise sperma kanallari u¢ kisimda 6zellesmis bir spermatofor yer alir ve
bunlar diger bireyin derisinde genellikle sirtlarina saplanir. Deriyi eritici etki yapan
spermatoforlar 6nce sélom boslugunu gecer ve ordan da yumurtaliga gider. Penis ile
yapilan dollenme bir tarafli iken, spermatofor ile olan déllenme ise karsiliklidir. Bir siire
sonra dollenmis yumurtalar, klitellumlar tarafindan albumin salgis1 ile doldurulmus
keseye birakilir. Bu aralikta klitellum ¢ok belirgindir (Kaestner, 1967; Barnes, 1974,
Sawyer, 1986; Davies 1991; Saglam ve Sarieyyiipoglu, 1998). Disi gonodlardan ¢ikan
yumurta kesesi verimli yumurtalar1 tagimaktadir. Piscicolidae tiirlerinde bir yumurtay1
sadece kokon tasirken, diger tiirlerde kokonlarm tasidigi yumurta sayist farklilik
gosterir. Ornegin Nephelopsis obscura iireme donemlerinde 1-4 kokon olusturur ve bu
kokonlarda 1-8 adet yumurta bulunur (Saglam ve Sarieyyiipoglu, 1998). Hirudo
medicinalis tiirii ise bir tireme doneminde 1-8 kokon olustururken bu kokonlarin her biri
33 embriyo igerir (Sawyer, 1986). Yumurta keseleri genel olarak su igerisindeki

nesnelerin yiizeyine, parazit olan bazi1 formlarda ise konakc¢ilarin viicutlarina birakilir.
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Hirudo medicinalis ve bazi diger tiirler kokonlarini sudan ayrilarak nemli topraga da
gomebilirler. Hirudinidler iginde bazi tiirlerde ise yavru bakimi yapan tiirlerde vardir.
Bu tiirler yumurtalar1 tasirlar ya da yumurtalarin oldugu yerin tizerinde durarak koruma
saglarlar. Metamorfoz siiliiklerin olgunlagsmasinda rol oynamaz (Kaestner, 1967; Caglar,
1973; Barnes, 1974; Sawyer 1986). Bir¢cok siiliikk bir yil yasar. Bahar aylarinda
yumurtadan ¢ikan yavru siiliikkler ertesi yil olgunlasmis olurlar. Hayat dongiisii yasam
ortami ve beslenme diizenine baglilik gosterir. Hirudo medicinalis diger siiliik tiirlerine

kiyasla daha uzun bir yagam siirerler (Barnes, 1974).

| Clitellum |

Sekil 3. (a) Hirudo verbana kitellum bdlgesi ve gonoporlar, (b) Siingerimsi Hirudo
verbana kokonu (Elliott ve Kutschera, 2011)

Siilitk Salyasinin Bilesenleri

Siiliik salgisi, sayilar1 100’den fazla olan peptitler ve proteinlerden olusan
biyolojik agidan aktif bilesikler icermektedir (Das, 2014). Biyolojik ve farmakolojik
acidan zengin olan siiliik salyast; siiliik kan emerken tutundugu bolgeye siiliik tarafindan
enjekte edilir (Alaama vd., 2011; Flecken ve Michalsen, 2007). Gliclii antikoagiilanlar
stlik salgisinda yer almaktadir. Siiliik salgisinda yer alan biyoaktif maddelerden

bazilar ve islevleri agagidaki tabloda yer almaktadir.
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Tablo 2.Siiliik salgisinda bulunan bazi biyoaktif maddeler ve etkileri (Das, B. K., 2014).
Alaama vd., 2011). (Flecken ve Michalsen, 2007).

Biyoaktif Madde Islevleri
Hirudin Trombine baglanarak kan koagiilasyonunu inhibe eder
Calin Von Willebrand fakt6riiniin kolajene baglanmasini bloke

ederek kan koagiilasyonunu inhibe eder, kollajen aracilt
trombosit agregasyonunu inhibe eder.

Destabilaz Monomerik aktivite ile fibrini eritir, trombolitik etki gosterir

Hirustanin Kallikrein, triptin, kimotriptin ve norofolik cathepsin G'yi
inhibe eder

Bdellinler Anti-inflamatuardir. Plazmin, tristin ve akrosin'i inhibe eder

Hyaluronidase Interstisyel viskoziteyi artirir ve antibiyotik etkisi gosterir.

Tryptase inhibitor Mast hiicrelerinin proteolitik enzimlerini inhibe eder

Eglinler Anti-inflamatuardir. a-Kimotripsin, kimaz, subtilisin, elastaz

ve katepsin G'nin etkinligini inhibe eder.

Faktor Xa inhibitorii Molekiiler yogunluklari ayn1 kompleksler olusturarak
pithtilagsma faktorii Xa'nin aktivitesini inhibe eder

Karboksipeptidaz-A Isirik bolgesinde kan akigini arttirir

Asetilkolin Vazodilatordiir
Histamin Benzeri Vazodilator olup, Isirik bolgesinde kan akisini arttirir
Maddeler

Siiliik Tedavisinin Tipta Kullanimi

Tibbi siiliiglin tedavi amaclh kullanimiin ¢ok eski zamanlarda basladigina dair
yukarida bahsedilmisti. 1986 yilina gelindiginde rekombinant hirudin {iretilmis ve
modern tipta anjioplasti uygulanan hastalara rutin olarak kullanilmaya baslanmistir
(Fields, 1991; Eldor vd., 1996). Bunlar ti¢ farkli sekilde ticari formda kullanilir; bunlar
lepiriidin, bivaliiridiin ve desiriidindir. Siiliigiin tiikiirtigii antikoagulatif, vazodilatator ve
antigregan bilesenleri bulundurmaktadir. Daha oncede belirtildigi gibi yaygin tibbi

uygulamalarda iki farkli siilikk tiirii kullanilir. Bunlar Hirudo medicinalis ve Hirudo
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verbana tiirleridir. “Avrupa tibbi siiliigii” olarak ta bilinen Hirudo medicinalis en ¢ok
kullanilan ve iizerinde en ¢ok ¢alisma yapilan tiirdiir. Bu ¢alismalarda, antiromatizmal,
antibakteriyel analjezik, antidepresan, antihipertansif, myorelaksan, antioksidan,
norotrofik etkileri ortaya ¢ikarilmistir (Chalisova vd., 2003). Bu 6zellikleri g6z oniine

alindiginda siiliik tedavisi uygulanan hastaliklar sunlardir.
* Kanser agrilarinin azaltilmasi veya dindirilmesi (Kalender vd., 2010)
 Koagiilasyon ve venozstaz hastaliklar1 (Mamelak vd., 2010)

» Plastik ve rekonstriktif cerrahide O6zellikle u¢ organ amputasyonu sonrasi
yapilan implantasyon veya rekonstriiksiyon sonucu gelisen periferik dolagim
bozukluklar1 (Yantis vd., 2009) ve genis ylizeyli flep uygulamalar1 sonrasi gelisen
vendzstaz (Zhao X vd., 2009)

* Diz (Andereya vd., 2008) ve diger eklem osteoartropatileri (Michalsen vd.,
2008)

» Farkli goriisler olmakla birlikte hematom sonucu olusan medyan sinir

sikigmalar1 (Heckmann vd., 2005) (Schenker vd., 2006).
» Migren tedavisi (Bunker, 1981)
« Infektif miyokardit (Nazar ve Doroshenko, 1998)

* Varis tedavisi ve varis ameliyatlar1 sonrasi gelisen 6dem tedavisi (Chepeha vd.,
2002) (Weinfeld vd., 1998)

* Hipertansiyon ve iskemik kalp hastaliklar1 (Zarodova, 1993)

Etkinligi bilimsel arastirmalarla ispatlanmamis da olsa tibbi siililk giinlimiizde
Avrupa, Amerika ve Avustralya’daki bircok merkezde asagidaki hastaliklarda siklikla

kullanilmaktadir:

* GOz hastaliklari: Behget hastaligi, iiveit, glokom, makulopati, sar1 nokta

hastalig1, diyabetik retinopati, retinitispigmentoza ve optik atrofi

* Varis, hemoroit ve ven6z kan damar1 yetmezlikleri
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* Romatoid artrit ve diger romatizmal hastaliklar
* Artroz ve eklem kire¢lenmeleri

* Plastik ve rekonstriiktif cerrahi sonrasi olusan komplikasyonlar (Gideroglu vd.,

2004)
* El cerrahisi ve uzuv kayiplar1 (Tuncali vd., 2004)
* Migren ve gerilim bas agrilari
* Bas donmesi, kulak ¢inlamalar1 ve menier hastalig
* Her tiirlii kas agrilari, fibromyalji ve huzursuz bacak sendromu
* Boyun fitig1 ve bel fit1g1, tendinit ve tendosinovit
* Dejeneratif sinir sistemi hastaliklar1 (MS, ALS, Parkinson hastalig1 ve felgler)
* Sedef, egzama, iirtiker, kronik deri hastaliklari, mantar hastaliklar1 ve akne
* Kronik hepatit ve karaciger hastaliklari
* Bagisiklik sistemini giiclendirme
* Depresyon
* Kronik yorgunluk sendromu
« Isitme kayiplari
« Cilt kirigikliklarinin giderilmesi gibi kozmetik sebepler

Stiliikkler insanlarin 6nyargist sonucu tiksindirici bir varlik olarak goriinmek
yerine, kanin pihtilagmasi engelleyen, pihtilasmis kani ¢dzen, kolesterol ve seker
seviyelerini azaltan, inflamasyonu diisiiren, agr1 kesici, tansiyon diisiiriicii, 6dem

azaltarak mikrosirkiilasyonu kolaylastiran dogal bir sifa kaynagi olarak goriilmelidir.

Siiliik tedavisi uygulanirken ana damarlarin bulundugu boyun, ¢ene alt1, koltuk

alti, kasik gibi bolgelere uygulamak tehlike olusturabilir. Viicudun yumusak cilt
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bolgeleri olan, goz kapagi ve cevresi ile keratinize 6zellik gosteren avug ici, ayak tabani
gibi bolgelere de bu tedavi uygulanmasi uygun degildir. Cesitli dis eti iltihaplarinda,
gingivit, vajinit, servisit gibi hastaliklara stiliik tedavisi yapanlar da vardir. Bu uygulama
esnasinda hasta gozlem altinda tutulmalidir aksi halde risk teskil edebilir. Siligiin
tedavi bolgesinden uzaklamasinin Onlenmesi igin siiliik arka vantuzundan cerrahi
diiglimle isaretlenmektedir. Tedavide her hasta i¢in farkl siiliik kullanilmamas1 ya da
steril sartlarin  olusturulmamas1 ¢ok kotii sonuglar ortaya cikarabilir. Tedavi
uygulayanlarin kesinlikle egitimli kisiler olmas1 gerekir ve her tedavide hasta ayni kisi
bile olsa yeni siiliiklerle tedavi devam edilmelidir. Tibbi siiliikk tedavisi
komplikasyonlar1 i¢inde enfeksiyon, kanama sorunlart ve anemi gelismesi gibi sorunlar
vardir. Bu tedavi aktif kanama odagi ve kanama diyatezisi olan hastalara
uygulanmamalidir. Anemi rahatsizligi ciddi seviyede olanlara (Hb<10), cerrahi
operasyon ve girisim uygulanacaklara ve kan civitici ilag kullananlara siiliikk tedavisi
uygulanmamalidir. Hamile ve bebek emziren kadinlarda siiliikk tedavisi uygulanmasina
dair bir veri mevcut degildir; bu nedenle bu gruba dahil olanlarda da uygulanmasindan
kacinilmalidir. Siiliiklerin bagirsak ve agizlarinda Aeromonas hydrophila bakterisi
bulunmaktadir. Kan emen siiliklerde Aeromonas hydrophila siiliigiin konak¢idan
emdigi kanin pihtilagmasini engelleyen salgilar iiretmektedir. Tibbi siiliik tedavisi
sonras1 bulasan siproflaksosine karsi direncli aeromonas enfeksiyonlarinin varlig
bilinmektedir (Wang vd., 2011). Aeromonas hydrophila koplikasyonlarini bilen
deneyimli uygulayicilar bunu 6nlemek icin, bilhassa bagisiklik sistemi yetmezligi olan
hastalarda, IV seftriakson profilaksisi kullanmaktadir. Ayrica stiliikler 10 dakika
sodyum hipoklorit eklenen su iginde bekletip eksternal dekontaminasyon igin
kullananlar da vardir. Siiliik tedavisi invaziv yani cerrahi bir girisimsel tedavi oldugu
icin konu uzmani, tibbi egitim almis kisilerce uygulanmalidir, aksi halde istenmeyen
sonuglar ortaya cikabilir. Alternatif bir tip uygulamasi olan siiliik tedavisi modern tip
diinyasinda her gegen giin daha popiilerlesmektedir (Bates vd., 1989). Aile hekimlerinin
sorumluluklar arasinda yer alan saglik uygulamalar1 hakkinda bilgi sahibi olma, giincel
tedavi yontemlerine hakim olma, hastalar1 dogru tami ve yoOnlendirme hatta
bilinclendirme oldugu gibi diger alternatif ve tamamlayict tedavilerden olan
hirudoterapi hakkinda bilgilenmeleri uygun bir faaliyet olmustur. Bu bilgiye sahip

olunduktan sonra ise endikasyonlar ve kontekdikasyonlar verilebilir.
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Diinya iizerinde birgok iilkede siiliik tedavisi giliniimiizde artarak devam

etmektedir. Bu kapsamda siiliilk tedavisi uygulanacak kisilerde kontrendikasyonlara

dikkat edilmeli ve ona gore endikasyonlara uygulanmalidir. Dikkat edilmesi gereken

endikasyonlar ve kontrendikasyon asagidaki tabloda yer almaktadir (Duruhan vd., 2014)

(Jha vd., 2015) (Abdualkader vd., 2013)

Tablo 3. Siiliik tedavisinde endikasyon ve kontrendikasyonlar (Duruhan vd., 2014) (Jha

vd., 2015) (Abdualkader vd., 2013)

Endikasyonlar (Uygulanan tedavi

alanlari)

e Inflamatuvar durumlar

e Plastik ve rekonstriiktif cerrahi

e Kardiyovaskiiler hastaliklar

e Pasif konjesyon

e Hipertansiyon

e Tromboflebit, tromboz, varik6z ven ve
emboli

e Hemoroid

e Hematom

e Omurganin agrili sendromlari

e Artoz, osteoartrit, periartrit ve romatoid
artrit

e Diskulak yolu ve kronik kulak
enfeksiyonlari

e Katarakt, glokom, travmatik yaralanma
ve inflamasyon gibi goz hastaliklari

e Gingivit, paradontit ve gingival 6dem
gibi dis hastaliklar

e Dermatit, psoriasis ve kronik iilser gibi
cilt hastaliklar

e Astim ve akut rinofarenjit gibi solunum
yolu hastaliklar1

¢ Erkek ve kadin infertilitesi

e Endometriosis ve mastit benzeri kadin
hastaliklar

Kontrendikasyon (Dikkat edilecek

hususlar)

o Mutlak hemofili

e Anemi

e [ 9semi

¢ Hipotoni

e Hamilelik

e Siiliik salgisinin aktif igerigine allerjisi
olanlarda

e Immiin supresyon varliginda




1. BOLUM

GENEL BILGILER VE LITERATUR CALISMASI

1.1. Problem Durumu

Sucul ortamlarda yasayan canlilarin kirletici etkenlerden etkilenmesi
kaginilmazdir. Ciinkii atmosferik ve karasal kirlenmelerin de nihai rezervuar alani sucul
ekosistemlerdir. Su kirleticileri igerisinde ise agir metallerin suda yasayan organizmalar
tizerindeki etkileri ¢cok uzun zamandir bilinen bir gergektir. Sulardaki agir metallerin
sucul organizmalar arasindaki etkileri en c¢ok baliklar, midye ve istiridye gibi g¢ift
kabuklular ve planktonlar {izerinde izlenmistir. Bu canlilarin agir metalleri esansiyel
olup olmamalarina gore ayirmadiklar1 ve biinyelerinde biriktirdikleri goriilmektedir.
Biitiin agir metaller belli konsantrasyonlarin {izerinde toksik etkilere sahiptirler.
Ozellikle civa, kursun, arsenik ve kadmiyum gibi esansiyel olmayan metallerin ¢ok
diisiik miktarlar1 bile canlilar tizerinde toksik etkilere sahiptir (Rainbow, 1988). Deniz
ve tatl su kaynaklarinda yasayan bu canlilarin toksik metalleri biinyelerinde biriktirme
ozelliklerinden dolayr bu canlilar ayni zamanda g¢evresel kirlenmenin bir gostergesi
olarak da kullanilirlar (Sabullah vd., 2015). Midye ve istiridye gibi ¢ift kabuklu canlilar
beslenmek maksadi ile suyu siirekli bir sekilde silizdiiklerinden ve suda mevcut
kirleticileri biinyelerinde topladiklarindan bu durumun bir sonucu olarak hem soz
konusu canlilar hem de bunlarla beslenen canlilar, kirleticilerden dogrudan
etkilenmektedir. Bu tehlike sudaki diger organizmalar icin de gegerlidir (Olugbojo ve
Akinyemi, 2016).

Agir metaller suda canli organizmalarin hayati fonksiyonlarmi baski altina
alarak ozellikle bagisiklik sistemini zayiflatirlar ve patolojik degisimlere neden olurlar
(Mohammad vd., 2015). Agir metallerin baliklar basta olmak {izere birgok canlida genel
metabolizmay1 etkilemesinin yam1 sira kan parametrelerinde anormal degisimlere,
davranig bozukluklarina ve hatta reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ile oksidatif strese de

yol actigr bilinmektedir (Ubani-Rex vd., 2017). Bakir ve ¢inko bir¢ok hormon ve
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enzimin yapisina katilarak, canlimin biiyiimesinde ©6nemli oldugundan insan ve
hayvanlarin beslenme rasyonlarinda mutlak bulunmasi1 tavsiye edilmektedir. Bu
elementlerin olmamas1 veya fazla olmasinda, hayvan ve insanlarin hormon ve enzim
sistemleri lizerinde olumsuz etkilerin goriildiigii, hatta 6lime varan ciddi bulgulara
rastlanildigr bildirilmistir (Becking, 1976). Antioksidant savunma mekanizmasi agir
metal kirleticilerinin bir sonucu olarak serbest radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin
tiretimlerinin artis1 ile birlikte zorlanmakta ve bu durumun bir sonucu olarak oksidatif
stres kaciilmaz olmaktadir. Bu durumun ortaya ¢ikmasinda agir metallerin ¢ok biiyiik
bir katkis1 olmaktadir. Serbest radikaller ayni zamanda hiicrenin normal ve rutin
metabolizmas1 sonucu da fretilmektedir. Mitekondriyal solunum reaktif oksijen
tirlerinin ortaya ¢ikmasinda rol oynamaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminin
artmasi protein ve lipidlerin oksidasyonunu arttirirken, gen ekpresyonlarinda ve hiicre
redoks durumunda degisimlere de neden olmaktadir (Livingstone, 2003).

Agir metallerin suda yasayan organizmalar iizerindeki etkilerini ortaya koyan
bircok arastirma bulunmasina karsin, sucul ekosistemin basgka bir {iyesi olan tibbi
siilliikler iizerinde yapilmis c¢ok az sayida calisma mevcuttur. Giliniimiize kadar
stilliklerin yaklasik 600 tiirii belirlenmis olup, sadece 15 tanesi tibbi amaglarla
kullanilmaktadir. Daha dar anlamda “tibbi stiliikkler” olarak smiflandirilan tiirler
yiizyillardir Avrupa, Asya ve Amerika basta olmak iizere diinya {izerindeki hastalar
tedavi etmek igin kullanmilmistir. Gegmiste, tibbi siiliik genellikle morfolojik renk
farkliliklar1 olan tek bir tiir olarak kabul edilirdi. Bu mantikla, en ayirt edici renge sahip
iki fenotip, baslangigta Hirudo medicinalis ve Hirudo medicinalis officinalis olarak
adlandirilmistir. "Macar Siliik" olarak da bilinen ikincisi, tiir statiisii verildikten sonra
Hirudo officinalis olarak yeniden adlandirilmigtir. Mevcut bilimsel anlayisla birlikte,
viicut ylizeylerindeki farkli desenler, iki varsayim fenotipin aslinda iki farkl tiire ait
oldugunu gostermistir: Hirudo medicinalis (Linnaeus, 1758) ve Hirudo verbana
(Carena, 1820). Ayrica, tirlerin sistematikteki yerleri DNA analizleri ile de
belirlenmistir (Kutschera, 2004).

19. Yiizyilin sonlarina dogru siiliikle tedavi tibbi uygulamalardan kaldirilmistir.
Bir zamanlar nesli tiilkenmekte olan siilik popiilasyonu, 20. Yiizyill boyunca
toparlanabilmek icin nispeten uzun bir zaman kazanmistir. Glinlimiizde siiliikle
tedavinin prensip ve mekanizmasi nispeten daha iyi bilinmektedir. Son yillarda ise

stiliik tedavisinin tamamlayic1 ve alternatif tipta yer bulmasi ile birlikte populasyonlari
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da her gecen azalmaya yiiz tutmustur. Siliige olan talebin artmasi kontrolsiiz ve
bilingsiz avciligini da tesvik etmistir. Bu olumsuz durumlara siiliigiin yasam ortamlar1
olan gerekli sulak alanlarin drenaj yoluyla kaybedilmesi eklenince yasam ortamlari
oldukca daralmistir. Dogal siiliik populasyonlarinin biiyiik bir kisminin (6rnegin, ¢ayir
alanlar1 ve s1g goletler) yok edilmesi, geri kalan siiliiklerin artik {ireme i¢in ihtiyag
duydugu ava ulasamamasina neden olmustur. Dahasi, sanayinin gelismesi ile birlikte
cevresel toksinler, bu hassas organizmalarin Avrupa'da ve iilkemizde hayatta kalmasini
daha da zorlagtirmistir. Buglin Avrupa’da bulunan dogal siiliik ortamlarinin sayisi
gercekten cok azdir. Bu mevcut durum ne yazik ki iilkemizde de farkli degildir. Bu
bakimlardan siiliiklerin yasam ortamlarinda su kirleticilerinin basinda gelen agir
metallerin etkilerinin belirlenmesi biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu tez calismasinda da
secilen iki agir metalin tibbi siiliikler tizerindeki etkileri konu edilmistir.

Siiliik  tedavisinin  geri  doniisleri, diger faktorlerin yaninda, siilik
tikiirigiindeki farmakolojik olarak aktif maddelerin daha iyi anlasilmasini
saglamaktadir. Siilik 1sirigmin en belirgin etkisi kan almadir. Bununla birlikte,
farmakolojik etkileriyle karsilagtirildiginda, kan alinmasi yalnizca ikincil dnemdedir.
Beslenme aktivitesi sirasinda, siiliikler yara bolgesine farmakolojik agidan farkli aktif
maddelerden olusan karmasik bir karigim salgilarlar. Siliik salyasinin antikoagulan
etkisi basta olmak lizere antimflamatuar, antidepresan, antimikrobiyal, antiddemik
etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Ancak yukarida belirtildigi iizere siiliiklerin hem
yasam alanlar1 kisitlanmakta hem de bu sinirli alanlarda kirlenme ve olumsuz g¢evre
kosullari ile kars1 karsiya gelmektedirler. Ozellikle kullanimlar artan agir metallerden
kaynakli kirleticilerin stiliiklerdeki etkileri konusunda ¢ok az bilgi bulunmaktadir.
Tibbi 6nemlerinden dolayr ekonomik siiliik tiirlerinden olan Hirudo verbana tiiriiniin
bakir ve ¢inko gibi agir metallere olan tepkileri bu c¢alisma kapsaminda belirlenecek
olup, cevresel kirleticilerden olan bu metallerin salya karakteristigine etkileri
arastirilmistir.  Yapilacak tez calismasit kapsaminda agir metallere maruz kalan
siiliklerden elde edilen salyalarmn antimikrobiyal o6zelliklerinde bir farklilik olup
olmadig1 tespit edilmistir. Elde edilen verilerin agir metal kirliliginin canli
organizmalara olan etkilerinin tibbi siiliik modelinde ortaya konmasi amaglanmais olup,
biyo-monitor olarak tibbi siiliiklerin de kullanimlart ile literatiire katkida bulunulacagi

diistiniilmektedir.
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1.2. Arastirmanin Amaci

Giliniimiizde antibiyotik kullaniminin ¢iftlik hayvanlari, ekosistem ve hatta insan
saghigi bakimindan sakincali sonuglar dogurabildigi bilinen bir gercektir. Ozellikle son
yillarda kullanilan antibiyotiklere karsi patojenlerin diren¢ gdstermesi tedaviye olan
cevabi olumsuz bir sekilde etkilemektedir. Ortaya ¢ikan bu tablo karsisinda basarili bir
tedavi i¢in patojenlerin heniiz direng gelistirmedigi antibiyotiklerin kullanilmasi veya
yiiksek dozlarda uygulanmasi gerekmektedir. Bu durum canli ve ¢evre sagligi acisindan
onemli sorunlara neden olmaktadir (McPhearson vd., 1991; Wise ve Johnson, 1998).
Enfeksiydz hastaliklarin tedavisi veya biliylitme faktorii gibi amaglarla kullanilan
antibiyotikler ile ilgili baska bir problem ise ¢iftlik hayvanlar1 etinde kalint1 riskini
arttirmas1 ve gida giivenligini ve halk sagligini ciddi bir sekilde tehdit etmesidir
(Martinsen, vd., 1992). Ornegin en saglhkli gida kaynaklarindan biri olan balik etindeki
kalintilarin insanlar tarafindan alinmasi sonrasinda deri ve solunum sistemi semptomlari
gOsteren asir1 hassasiyet, spesifik antibakteriyel direng gelisimi ve bazi toksik etkilerin
ortaya ¢iktig1 dnceki calismalardan anlasilmaktadir (Salte ve Liestol, 1983).

Ciftlik hayvanlan yetistiriciliginde yogun antibiyotik kullaniminin insan sagligi
kadar ekosistemi de olumsuz bir bigimde etkiledigi bilinmektedir. Suyun iyi bir ¢oziicii
ve iletken bir 6zellige sahip olmasi, balik yetistiriciliginde kullanilan antibiyotiklerden
kaynakli metabolitlerin tiim sucul ekosisteme, sedimente ve canlilara ulagmasi karasal
ekosistemlere kiyasla daha hizli olmaktadir. Tiim bu olumsuzluklarin yani sira sucul
ortamda kullanilan antibiyotiklerin suya karismasi yolu ile hedef disindaki diger
organizmalar tarafindan da alinmasi1 ve besin zincirinin {ist trofik seviyelerine kadar
ulasarak insanlar i¢in de bir tehdit kaynagi haline gelmektedir (Weston, 2000).

Bu gerekgelerden dolayr antibiyotik kullanimindan kaynakli s6z konusu
olumsuzluklardan korunmak maksadi ile alternatif ¢oziimlere ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu
noktada antimikrobiyal 6zellige sahip siiliik salyasinin degerlendirilmesi iyi bir strateji
olabilir. Siiliikkler, yiizyillardan beri bir¢cok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir.
Ayrica Misir, Pers, Avrupa ve Cin’in en eski yazitlarinda siiliikle tedaviye rastlanmis ve
Ibni Sina’nin tedavi uygulamalari igerisinde yer almistir (Godekmerdan, Arusan, Bayar
ve Saglam, 2011). Hastaliklarda tedavi edici 6zelligi olan birkag siiliik tlirii bulunup
Hirudo medicinalis ve H. verbana bunlarin basinda gelmektedir. H. orientalis, H.
troctina, Hirudinaria manillensis (Asya tibbi siiliigii) ve Macrobdella decora (Kuzey

Amerika tibbi siiliigii) gibi diger siiliik tiirleri de bazen tedavi amacli kullanilmaktadir.
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Son yillarda tamamlayici ve alternatif tibbi tedavi siireglerine dahil edilen siiliik
tedavisi kullanimi her gegen giin artmaktadir. Bu baglamda siiliikk salyasinin biyo-aktif
maddeler yoniinden olduk¢a zengin oldugu bilinmektedir. Hirudin stiliik sivisindaki en
bilinen bilesendir. Gergekte, hirudin yapist saptandigi ve islevinin biiylik 6l¢iide
anlasildigr siiliik salyasindaki spesifik bir maddeye verilen isimdir. Siiliikk salgisindaki
baska bir enzim olan hiyaliironidaz (orgelase), hiyaliironik asidin sindirimine katilir.
Yayilma faktorii olarak, siiliik salgisindaki diger aktif maddelerin daha derindeki
dokulara ulasmasi i¢in bosluklar ve yollar agtig1r bilinmektedir. Fare deneylerinde,
hiyaliironidazin antibiyotik 6zelliklere sahip oldugu tespit edilmistir. Bu mekanizmanin
muhtemelen streptokoklarin mukéz kapsiiliine saldirarak saglandigi diisiiniilmektedir
(Sawyer, 1986). Elde edilen bu verilerden yapilacak ¢alisma ile agir metallere maruz
kaldiklarinda tibbi siiliiklerin salyalarinda antimikrobiyal etkinligin ne yonde degistigi
ortaya konmaya calisilmigtir. Yine benzer sekilde agir metallerin viicut dokusunda
birikim kapasitesi, bu birikimlerin 6liimlere neden olup olmadig1 tespit edilmistir.
Yapilan galigmalarda elde edilen verilerden tibbi siiliiklerin ¢evresel kirlenmenin takip
edilmesinde kullanilabilecek 1yi bir biyo-indikatér organizma olup olmadig:

belirlenerek, benzer ¢aligmalara onciiliik etmesi amaglanmaktadir.

1.3. Arastirmanin Onemi

Artan tibbi Onemlerinden dolayr 6zellikle Hirudo cinsi siiliiklerin ticareti
yapilmakta ve toplanarak yurt digina ihrag¢ edilmektedir. Gliniimiizde diinyada en 6nemli
siiliik ihra¢ eden iilkelerin arasinda Tiirkiye de bulunmaktadir. Ulkemizde 1960’1l
yillardan beri belirlenen iireme bdlgelerinden kontrollii bir sekilde toplanarak Amerika
Birlesik Devletleri, Almanya, Fransa, ingiltere ve Isveg’e siiliik ihracati yapilmaktadir
(Godekmerdan vd., 2011). Ancak, artan avcilik baskisi ile birlikte siiliik popiilasyonlari
18. ylizyildan itibaren ciddi bir sekilde tiim diinyada azalmaya baglamis ve ekonomik
oneme sahip tiirler tiikenme noktasina gelmistir. Bu azaligin en biiyiik nedenleri ise tibbi
alanda ve olta yemi olarak yogun bir sekilde kullanilmalari, kirlilik ve sulak alanlarin
azalmasidir (Kari vd., 2015). Stoklarmin tehlike altinda olmasindan dolayi, tibbi
siilliikler Doga ve Dogal Kaynaklarin Korunmasi I¢in Uluslararas1 Birlik (IUCN)
tarafindan Nesli Tiikenme Tehlikesi Altinda Olan Tiirlerin Kirmiz1 Listesine (Red List
of Threatened Species) eklenmistir (Trontelj vd., 2004). Siiliiklerin stoklarinin

azalmasinda rol oynayan en 6nemli etkenlerin basinda ¢evresel bozulma ve su kirliligi
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gelmektedir. Su kirliliginin canli organizmalarin yasamini etkileyen unsurlar arasinda
yer almasinda agir metallerin rolii ¢ok bliyiiktiir. Siiliikk salyasinin antimikrobiyal bir
icerige sahip oldugu bilinmesine karsin, ¢evre kirliligi sonucu salyanin bu 6zelligi
lizerine ortaya ¢ikmasi muhtemel etkiler konusunda net bir veri bulunmamaktadir.
Ayrica her gegen giin azalan siiliik popiilasyonlari tizerinde agir metallerin etkilerinin de
ortaya konmasi gerekmektedir. Bu baglamda agir metallere maruz kalan Hirudo
verbana tiirii tibbi siiliikk popiilasyonlarinda karsilasilabilecek olumsuzluklarin 6nceden
belirlenmesine yonelik veriler elde edilmistir.

Ayrica yapilan tez ¢aligmalart kapsaminda tibbi siiliiklerin ¢evresel kirlenmenin
izlenmesinde kullanilabilecek biyolojik bir materyal olarak kullanilmas1 da
degerlendirilmistir. Bu baglamda gelecekte yapilacak kirlilik ¢caligmalarinda siiliiklerin
de kullanimlar1 giindeme gelecek olup, ¢evresel kirlenmenin boyutlar1 bu canlilar
tizerindeki etkiler arastirilarak ortaya konabilir. Bu yaklasimla; giderek artan gevresel
kirlenmenin izlenmesi ve gerekli tedbirlerin alinmasi biiyiikk 6nem arz etmektedir. Bu
kapsamda yapilacak caligmalar sonucunda, agir metal kirlenmeleri neticesinde siililk
poplilasyonlarinin nasil etkilenecegi de tespit edilmistir. Her ne kadar diger sucul
organizmalarla bu izleme degerlendirme sorvey ¢alismalart yapilsa da tibbi siiliikler gibi
cevresel degiskenlere yliksek hassasiyet gosteren canlilarin kullanilmasi: daha net
sonuglar vermistir. Stliikler, genis cografik dagilima sahip olmalari, ¢evresel
degisimlere ve kirlilige dayanikli olmalari, iyi bir biyoakiimiilasyon kapasitesine sahip
olmalari, teshis, ornekleme ve muhafazasinin kolay olmasi, ekonomik ve ekolojik
yonlerden 6nem tasimasi gibi 6zelliklerinden dolayi iyi bir indikator organizmadir. Bu
ozellikleri ile hassas biyo-monitér bir canli olan siiliiklerin ¢evresel kirlenmelerin

takibinde kullanilmalari bu yonleri ile de 6nem arz etmektedir.



2. BOLUM
YONTEM VE MATERYAL

2.1. Yontem

Arastirma kapsaminda yapilacak denemelerde tibbi siiliik olarak bilinen
tirlerden biri olan Hirudo verbana kullanilmistir. Calismalar Veteriner Fakiiltesi Su
Uriinleri ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
Denemelerde kullanilan tibbi siiliikler 12-15 aylik olup yaklasik agirliklar1 5-7 gram
arasinda (ortalama 6 gram civarinda) secilmistir. Tibbi siiliikkler ¢aligma Oncesinde en
azindan 3-4 hafta boyunca herhangi bir sekilde beslenmeden tutulmuslardir. Bu aglik
periyodu sonrasinda her bir plastik kaba 15’er adet olacak sekilde stoklanmistir.
Siiliiklerin stoklandig1 plastik kaplar 5 litre hacminde olup, denemeler boyunca herhangi
bir besleme yapilmamustir.

Siiliiklerin stoklandig1 kaplara bakir ve ¢inko agir metallerinin letal dozlarinin
altindaki farkli iki konsantrasyona sahip soliisyonlar1 konulmustur. Letal
konsantrasyonlar ¢inko i¢in 96 saat ve 30 giin sonunda siras1 ile 15,83 mg/ L ve 3,00
mg/ L’dir. Bakir igin ise 96 saat ve 30 giinlilk maruz kalma siirelerinde 0,84 mg/ L ve
0,09 mg/ L olarak belirlenmistir (Petrauskiené, 2008). Hirudo verbana tiirii tibbi
stiliiklerde bu lethal dozlardan hareketle doz alt1 konsantrasyonlarda belirlenen iki farkl
metal konsantrasyonunun etkilerinin belirlenmesi icin diisiik ve yiiksek dozlar
belirlenmistir. Daha once lethal dozlarin altindaki bakir ve ¢inko metallerinin tibbi
stiliiklerdeki etkileri ile ilgili herhangi bir arastirmaya ulasilamadigindan bu dozlar her
bir konsantrasyon i¢in dort kat arttirilarak belirlenmistir. Cinko metali i¢in diisiik doz 96
saatlik uygulamada 3,0 mg/L, yiiksek doz diisiik dozun dort kat fazlasi olan 12 mg/ L
dozu secilmistir. Yine ¢cinkonun 30 giinliik uygulanmasinda diisiik doz 0,5 mg/L olacak
iken yiiksek dozu 2,0 mg/L olarak belirlenmistir. Benzer sekilde stiliiklerin
yasayacaklari su ortamina ilave edilecek olan bakir metali i¢in 96 saatlik uygulamada

diisiik doz 0,15 mg/ L, yiiksek doz ise bu degerin dort kat1 olan 0,60 mg/ L olarak



25

belirlenmistir. Bakir metalinin 30 giinlik muamelesinde diisiik doz 0,02 mg/L iken
yiiksek doz 0,08 mg/L olarak kullanilmistir. Muamele gruplarinin ayrintili agiklamasi
asagidaki tabloda Ozetlenmistir. Kontrol grubunda ise herhangi bir metal

kullanilmamustir.

Tablo 4. Tibbi siiliiklerde uygulanacak ¢inko ve bakir metallerinin siirelere bagh doz

gruplari

Metal Muamele Siireleri | Doz 1(Diisiik Doz) | Doz 2 (Yiiksek Doz)
96 saat 3,0 mg/L 12,0 mg/L
Cinko
30 gilin 0,5 mg/L 2,0 mg/L
96 saat 0,15 mg/L 0,60 mg/L
Bakir
30 giin 0,02 mg/L 0,08 mg/L
2.2. Materyal

2.2.1. Siiliik Bakim Kosullari ve Yasam Ortami

Ortalama 6 gram agirligindaki siiliikler 5 litrelik plastik kaplara 15’er adet

konularak her kapta toplam ortalama 90 gram ortalama olusacak sekilde gruplara

ayrilmistir.

Sekil 4.Gruplandirilmas siiliiklerin plastik kaplarda olusturulan yasam ortami
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Yukarida verilen konsantrasyonlarin hazirlanmasinda, ¢inko ve bakir
metallerinin kimyasal olarak saf durumda olan siilfatli formlar1 (ZnSO4 7H,O ve
CuSOQ4, 5H,0) kullanilmigtir. Caligmada kullanilan suyun kontrol gruplart dahil temel
parametreleri analiz edilerek ve yerinde Olclimler yapilarak belirlenmistir. Analiz
edilecek parametreler arasinda sicaklik, pH ve oksijen gibi parametreler yer almigtir. Saf
suda eritilerek hazirlanan metal iyonlar1 her giin tazelenerek su degisimi saglanmistir.
Calismalar siiresince siiliikler icerisinde Olenler kaydedilerek gruplara gore oliim
oranlarinin hesaplanmasinda kullanilmistir. Her iki metal i¢in uygulanan metal
dozlarinin s6z konusu siirelerde verilmesinden sonra, tibbi siiliikler bulunduklar plastik
kaplardan alinip kusturularak elde edilen salyalar1 analiz asamasina kadar -80 °C’de

muhafaza edilmistir.

Kusturma islemi 6ncesinde ve sonrasinda tibbi siiliikler tartilmistir. Ayni sekilde

salyanin kondugu tiiplerin de daralar1 alinarak elde edilen salya miktarlarinin agirliklar:

da hesaplanmastir.

Sekil 5. Siiliiklere kusturma islemi 6ncesi soguk dus uygulamasi
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Sekil 7. Kusturma sonrasi elde edilen salyalar ve gruplandirilmasi

2.2.2. Agir Metal Analizleri

Yukarida belirtilen islem ve tarttimlarin ardindan siiliiklerin viicutlarinda biriken
metal miktarlar1 bakir ve ¢inko i¢in ayr1 ayr1 analiz edilmistir. Bakir ve ¢inko analizleri
yant sira, ayni orneklerden arsenik, demir ve kursun analizleri de es zamanli olarak
yapilmistir. S6z konusu agir metal analizleri ERU Teknoloji Arastirma Uygulama
Laboratuvarlarinda ICP-MS cihazinda gergeklestirilmistir. Mikrodalga ¢oziintirlestirme
metodu olarak numunelerden 0.2 g alip 5 ml derisik HNO3z, 2 ml H,0, ekleyerek yas
yakma uygulanmistir. Daha sonra 25 ml ye seyreltilerek analiz gergeklestirilmistir.

Sonuglar ppm cinsinden hesaplanmistir.
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2.2.3. Antimikrobiyal Analizler

Tibbi siiliikklerden elde edilen salyalarda antibakteriyel 6zelliklerin incelenmesi
i¢in, daha Once belirlenen gram pozitif ve gram negatif bakterilerde antibiyogram
testleri yapilmistir. Bu testlerde disk difiizyon yontemi uygulanmistir. Uygulanan disk
diftizyon yontemi Bauer vd. (1966) ve Biemer (1973)’den yararlanilarak yapilmustir.
Daha 6nceden izole edilen ve -80 °C’de muhafaza edilen patojenlerden Yersinia ruckeri
ve Lactococcus garviae suslart genel besi yerlerinde ¢ogaltilmistir. Bakteri suslarinin
antibiyotik duyarliliklar1 yukarida deginildigi iizere standart disk difiizyon teknigi ile
tespit edilmistir. Bu yontemde 0,5 McFarland yogunlugunda hazirlanan bakteri
stispansiyonlarindan 100pul alinarak Mueller-Hinton Agar (MHA)’l1 petrilerin yiizeyine
yayilmistir. Daha sonra besiyeri yiizeyine antibiyotik disklerle birlikte tibbi siiliik
salyas1 emdirilen tiim diskler yerlestirilmis ve 24 £ 2 °C de 16- 18 saat siire ile inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda disklerin etrafindaki zon ¢aplar1 olgiilerek
degerlendirilmistir (CLSI, 2006). Calismada amoksisillin (AML 25pg), amoksisilin
/klavulanic acid (AMC 30 pg), doksisiklin (DO 30ug), trimetoprim-siilfametoksazol
(SXT 25pg), eritromisin (E 15 ug), gentamisin (CN 10 pg), oksitetrasiklin (OT 30 pg),
enroflaksasin (ENR 5 pg), okzolinik asit (OA 2 pg) ticari antibiyotik diskleri (Oxoid) ve
steril disklere emdirilmis tibbi siiliik salyalar1 kullamilmistir. Antibiyogram analizleri
sonucunda tibbi siiliikklerden elde edilen salya orneklerinin diger ticari antibiyotik

disklerle kiyaslanarak antimikrobiyal 6zellikleri belirlenmistir.

Sl g
g

R o o

Sekil 8. Siiliik salyasinin steril bos disklere emdirilmesi
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Ayrica antimikrobiyal analizler minimum inhibisyon konsantrasyonlarini
referans alan metot ile de yapilmistir. Analizler Hashim vd. (2020), Ghosh vd. (2010) ve
Wypij vd. (2018)’den yararlanilarak yapilmustir.

2.2.4. Malondialdehit (MDA) Analizleri

Agir metal muamelelerinden sonra, tibbi siiliikklerde oksidatif bir stresin ortaya
cikip ¢ikmadigr malondialdehyde (MDA) miktarlar1 analiz edilerek belirlenmistir. Bu
amagla siiliklerden elde edilen salya Orneklerinin bir kismi MDA analizlerinde
kullanilmistir. Salya orneklerine 1 ml MDA c¢ozeltisi ilave edilerek 95°C’lik su
banyosunda yaklasik 30 dakika boyunca bekletilmistir. Daha sonra 20 dakika buz
banyosu yaptirtlan numuneler, 10 dakika 10.000 rpm ile santrifiij yaptirilmistir. Hali
hazirda pembe renge donmiis Ornekler daha sonra 535-600 nm dalga boylarinda
spektrofotometrede okunmustur. Ornekteki pembe rengin yogunlugu MDA miktari ile
orantilt oldugundan, MDA miktar1 standart grafige karsi gelen absorbans degerinden
hareketle belirlenmistir. Kullanilacak seyreltme katsayisi ile ¢arpildiktan sonra elde
edilen sonuglar uM/100 mL olarak hesaplanmistir. MDA analizleri icin Esterbauer ve

Cheeseman (1990) ve Ohkawa (1979)’dan yararlanilmistir.

o

Sekil 9. MDA analizleri i¢in salya 6rneklerine TBA ve TSA soliisyon eklenmesi
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2.2.5. istatistiksel Analizler

[statistiksel analizler IBM-SPSS for Windows Release 25.0 Programi (SPSS Inc,
Chicago, Illinois, United States of America) kullanilarak yapildi. Verilerin normal
dagilima uygunlugu histogram, q-q grafikleri ve Shapiro-Wilk testi kullanilarak
normallik agisindan test edildi. Normal dagilim gosteren veriler ortalama ve standart
sapma (SD) olarak ifade edildi. Normal dagilmayan veriler ise medyan (25. ve 75.
yiizdelikler) olarak ifade edildi. Gruplar arasi karsilastirmalarda One Way ANOVA
(alternatif; Kruskal Wallis Testi) yapildi. Post-hoc testi olarak Tukey ve Bonferroni testi

kullanildi. P degerinin <0.05 olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



3. BOLUM
BULGULAR

3.1 Tibbi Siiliiklerin Canh Agirhik ve Yasama Oranlar

Iki farkli periyotta uygulanan muamelelerde siiliiklere herhangi bir besleme
yapilmamistir. Arastirma sonucunda yapilan agirhik Olgiimlerinde ise 96 saatlik
uygulama sonucunda siiliiklerde herhangi bir agirlik azalmasi tespit edilmemistir. 30
giinliik ¢alisma sonucunda ise siiliiklerde ortalama 0,1 ile 0,2 gram agirlik azalmalarinin
oldugu belirlenmistir. Bu agirlik kayiplarinin ¢alisma sonuglarina etki etmeyecegi
hesaplanmistir. 96 saatlik uygulama sonucunda yasama oranlart %100 olarak
belirlenirken, 30 gilinlik uygulama sonrasinda sadece 3 adet siilik zayiati

gerceklesmistir.

3.2. Agir Metal Analiz Sonuglar:

Calismada ¢inko ve bakir metallerinin etkileri farkli siire ve dozlar i¢in takip
edilmistir. 96 saat siireyle yiiksek doz ¢inko nitrata maruz kalan siiliiklerin kas
dokusunda biriken ortalama demir diizeyleri, diisik doz ¢inko nitrata maruz kalan
siiliiklerden ve kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (sirastyla; P <0.001, P<0.001). Diger gruplar arasinda, demir degiskeni
acisindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir farklilik gérilmemistir (P>0.05)
(Tablo 5).

96 saat siireyle yiliksek doz ¢inko nitrata maruz kalan siiliikklerin ortalama kas
dokusunda tespit edilen bakir diizeyleri, diisik doz ¢inko nitrata maruz kalan
stiliklerden ve kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur (sirasiyla; P <0.001, P<0.001). 96 saat siireyle diisiik doz ¢inko nitrata
maruz kalan siiliiklerin kas dokusundaki ortalama bakir diizeyleri kontrol grubundan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisik bulundu (P=0.033) (Tablo 5).
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Yine, 96 saat siireyle yiiksek doz ¢inko nitrata maruz kalan siiliiklerin ortalama
cinko diizeyleri diisiik doz ¢inko nitrata maruz kalan siiliiklerden ve kontrol grubundan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde ve yiiksek bulunmustur (sirasiyla; P <0.001,
P<0.001). 96 saat siireyle diisiik doz ¢inko nitrata maruz kalan siiliiklerin ortalama ¢inko
diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu

(P=0.033) (Tablo 5).

96 saat siireyle yiiksek doz ¢inko nitrata maruz kalan siiliiklerin ortalama arsenik
diizeyleri, diisik doz ¢inko nitrata maruz kalan siilikklerden ve kontrol grubundan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiikk bulundu (sirasiyla; P <0.001, P<0.001). 96
saat stireyle yiiksek doz ¢inko nitrata maruz kalan siiliiklerin ortalama arsenik diizeyleri

ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir fark goriilmedi

(P>0.05) (Tablo 5).

96 saat siireyle diisiik doz ¢inko nitrata maruz kalan siiliiklerin ortalama kursun
diizeyleri, yiiksek doz ¢inko nitrata maruz kalan siiliiklerden istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek bulundu (P <0.001). Bu sonuglardan kullanilan ¢inko nitrat miktari ile
analiz edilen kursun diizeyleri arasinda oransal bir iliskinin olmadig1r bulunmustur. 96
saat siireyle yiiksek doz ¢inko nitrata maruz kalan siiliiklerin ortalama kursun diizeyleri
kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (P <0.001)
(Tablo 5).

Tablo 5. Diisiik ve yiiksek doz ¢inko nitrat uygulamalarinda 96. Saat sonunda ¢inko,

demir, bakir, arsenik ve kursun (ppm) degiskenlerin karsilastirilmasi

Grup 1 (n=15) Grup 2 (n=15) Grup 3 (n=15) P Deseri
96S-Zn(NO3),-DD 96S-Zn(NO3),-YD 96S-Kontrol g
Fe 22.68 043 A 17.31+0.17 C 22.33+£0.61 AB <0.001
Cu 202+001C 233+0.17 A 2.14+0.11 B <0.001
Zn 16.60£1.41 B 20.41+035A 1428 £1.58 C <0.001
As 0.14+0.02B 0.18£0.02 A 0.18+0.03 A <0.001
Pb 0.98+0.07 AB 0.85+0.01C 098+0.10B <0.001
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96 saat stireyle diisiik doz ve yiiksek doz bakir siilfata maruz kalan siiliiklerin
ortalama demir diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik
bulundu (sirasiyla; P <0.001, P<0.001). S6z konusu zamanda uygulanan bakir siilfatin
dokularda belirlenen demirin azalmasi yoniinde bir etki gosterdigi kaydedilmistir. Diger
gruplar arasinda, demir degiskeni agisindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir fark

goriilmedi (P>0.05) (Tablo 6).

96 saat siireyle diisilk doz bakir siilfata maruz kalan siiliiklerin ortalama bakir
diizeyleri, yiliksek doz ve kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek

bulundu (sirasiyla; P <0.001, P<0.001).

96 saat siireyle disik doz ve yiikksek bakir siilfata maruz kalan siiliiklerin
ortalama ¢inko diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik
bulundu (sirasiyla; P <0.001, P<0.001). Diger gruplar arasinda, ¢inko degiskeni
acisindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir fark goriilmedi (P>0.05) (Tablo 6).
Bakir siilfatin siiliik dokularinda biriken ¢inko miktarinin azalmasina neden oldugu

ortaya konmustur.

96 saat siireyle diisiik doz bakir siilfata maruz kalan siiliiklerin ortalama arsenik
diizeyleri, yiliksek doz bakir siilfat grubundan istatistiksel olarak anlamh diizeyde diisiik
bulundu (P <0.001). Uygulanan bakir siilfat miktar1 ile dokularda biriken arsenik
miktarlar1 arasinda ters bir iliskinin oldugu belirlenmistir. 96 saat siireyle yiiksek doz
bakir siilfata maruz kalan siiliiklerin ortalama arsenik diizeyleri kontrol grubundan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (P <0.001) (Tablo 6).

96 saat siireyle diisiik doz bakir siilfata maruz kalan stiliiklerin ortalama kursun
diizeyleri yliksek doz bakir siilfat grubundan ve kontrol grubundan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek bulundu (sirasiyla; P <0.001, P <0.001). 96 saat siireyle yiiksek
doz bakir siilfata maruz kalan siiliiklerin ortalama kursun diizeyleri kontrol grubundan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (P <0.001) (Tablo 6). Uygulanan
bakir siilfat miktar1 ile dokularda depolanan kursun miktarinin ters orantili olarak

PR

degistigi belirlenmistir.
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Tablo 6. Diisiik ve yiiksek doz bakir siilfat uygulamalarinda 96. Saat ¢inko, demir,

bakir, arsenik ve kursun (ppm) degiskenlerin karsilastirilmasi

Grup 1 (n=15) Grup 2 (n=15) Grup 3 (n=15)
P Degeri
96S- CuSO4-DD 96S-CuSO,4-YD 96S-Kontrol
Fe 17.83+0.47 B 18.31+1.32 B 22.33+0.61 A <0.001
Cu 2.38+0.23 A 1.85+0.01 C 2.14+0.11 B <0.001
Zn 12.33+1.22 C 12.45+0.19 B 14.28+1.58 A <0.001
As 0.17+£0.01 BC 1.03+0.08 A 0.18+0.03 B <0.001
Pb 1.08+0.01 A 0.21£0.01 C 0.98+0.10 B <0.001

30 giin siireyle diisiik doz ¢inko nitrata maruz kalan siiliiklerin ortalama demir
diizeyleri yiiksek doz ¢inko nitrat grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (P<0.001). Benzer bigimde, 30 giin siireyle yiiksek doz ¢inko nitrata maruz
kalan siiliiklerin ortalama demir diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli

diizeyde yiiksek bulundu (P<0.001) (Tablo 7).

30 giin siireyle diisiikk doz ¢inko nitrata maruz kalan siiliiklerin ortalama bakir
diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulunmustur
(P=0.002). Diger gruplar arasinda, bakir degiskeni agisindan istatistiksel olarak anlamli
diizeyde bir fark goriilmedi (P>0.05) (Tablo 7).

30 giin stireyle diisiik doz ¢inko nitrata maruz kalan siiliiklerin ortalama ¢inko
diizeyleri yiiksek doz ¢inko nitrat ve kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik bulundu (sirasiyla; P=0.001, P<0.001). Diger gruplar arasinda, ¢inko
degiskeni agisindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir fark goriilmedi (P>0.05)
(Tablo 7).
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30 giin siireyle yiiksek doz ¢inko nitrata maruz kalan siiliikklerin ortalama arsenik
diizeyleri diisiik doz c¢inko nitrat ve kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik bulundu (sirasiyla; P=0.002, P<0.001). Diger gruplar arasinda, arsenik
degiskeni agisindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir fark goriilmedi (P>0.05)

(Tablo 7).

30 giin siireyle yiiksek doz ¢inko nitrata maruz kalan siiliiklerin ortalama kursun
diizeyleri diisiik doz c¢inko nitrat ve kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek bulundu (sirasiyla; P<0.001, P<0.001). 30 giin siireyle diisiikk doz ¢inko
nitrata maruz kalan siiliiklerin ortalama kursun diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel

olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (P=0.029) (Tablo 7).

Tablo 7. Diisiik ve yiiksek doz ¢inko nitrat uygulamalarinda 30 giin sonunda ¢inko,

demir, bakir, arsenik ve kursun (ppm) degiskenlerin karsilastirilmasi

Grup 1 (n=15) Grup 2 (n=15) Grup 3 (n=15) p
30G-Zn(NOs),-DD | 30G-Zn(NOs),-YD | 30G-Kontrol | Degeri
Fe 20.39+1.47 BC 22.94£087 A | 20.6242.01 B | <0.001
Cu 1.80£0.23 C 2.24+0.10 AB 3.08:1.63A | 0.002
Zn 19.37+0.74 C 24654434 AB | 2623+421 A | <0.001
As 0.69:0.33 AB 0.370.01 C 0.85:025 A | <0.001
Pb 0.57+0.12 B 0.74+0.09 A 0.48£0.07C | <0.001

30 giin siireyle diisiik doz bakir siilfata maruz kalan siiliiklerin ortalama demir
diizeyleri yiiksek doz bakir siilfat grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik
bulundu (P<0.001). 30 giin siireyle yiiksek doz bakir siilfata maruz kalan siiliiklerin
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ortalama demir diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulundu (P<0.001) (Tablo 8).

30 giin siireyle diisiik doz ve yiiksek doz bakir siilfata maruz kalan siiliiklerin
ortalama bakir diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulundu (sirasiyla; P<0.001, P<0.001). 30 giin siireyle yiiksek doz bakir siilfata maruz
kalan siiliiklerin ortalama, bakir diizeyleri diisiik doz bakir siilfat grubundan istatistiksel

olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (P=0.002) (Tablo 8).

30 giin siireyle diisiik doz ve yiiksek doz bakir siilfata maruz kalan siiliiklerin
ortalama ¢inko diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik
bulundu (sirasiyla; P=0.011, P<0.001). 30 giin siireyle diisiik doz bakir siilfata maruz
kalan siiliiklerin ortalama ¢inko diizeyleri yiiksek doz bakir siilfat grubundan

istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (P=0.011) (Tablo 8).

30 giin siireyle diisiik doz ve yiiksek doz bakir siilfata maruz kalan siiliikklerin
ortalama arsenik diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik
bulundu (sirasiyla; P<0.001, P<0.001). Diger gruplar arasinda, arsenik degiskeni
acisindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir fark goriilmedi (P>0.05) (Tablo 8).

30 giin siireyle yiiksek doz bakir siilfata maruz kalan siiliiklerin ortalama kursun
diizeyleri diisiik doz ve kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulundu (sirasiyla; P<0.001, P<0.001). 30 giin siireyle diisiik doz bakir siilfata maruz
kalan siiliiklerin ortalama kursun diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel olarak
anlaml diizeyde diisiik bulundu (P<0.001) (Tablo 8).
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Tablo 8. Diisiik ve yiiksek doz bakir siilfat uygulamalarinda 30 giin sonunda ¢inko,

demir, bakir, arsenik ve kursun (ppm) degiskenlerin karsilagtiriimasi

Grup 1 (n=15) Grup 2 (n=15) Grup 3 (n=15)
P Degeri
30G-CuSO4-DD 30G-CuSO,4-YD 30G-Kontrol
Fe 20.71+0.98 BC 24.80+0.65 A 20.62+2.01 C <0.001
Cu 6.20+0.28 A 4.88+0.06 B 3.08+1.63 C <0.001
Zn 20.51+1.46 B 17.52+1.23 C 26.23+4.21 A <0.001
As 0.18+0.01 B 0.22+0.02 B 0.85+£0.25 A <0.001
Pb 0.18+0.04 C 0.70+£0.07 A 0.48+0.07 B <0.001

3.3. MDA Sonuclari

Iki farkli siirede cinko ve bakira maruz birakilan siiliiklerden elde edilen
salyalarda MDA analizleri yapilmistir. 96 saat siireyle diisiik doz ¢inko nitrata (Grup 1:
96S-Zn(NO3),-DD) maruz kalan siiliikklerin ortalama salya MDA diizeyleri, 96S-
Zn(NO3),-YD, 30G-Zn(NO3),-YD, 30G-CuS0O,-DD, 30G-CuSO,-YD ve 30G-Kontrol
gruplarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (sirasiyla; P<0.001,
P<0.001, P<0.001, P<0.001, P<0.001) (Tablo 9).

96 saat siireyle yiiksek doz ¢inko nitrata (Grup 2: 96S-Zn(NO3),-YD) maruz
kalan siiliiklerin ortalama salya MDA diizeyleri, 96S-Zn(NO3),-DD, 96S-CuSO,-DD,
96S-CuSO,-YD, 96S-Kontrol ve 30G-Zn(NO3),-DD gruplarindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek bulundu (sirasiyla; P<0.001, P<0.001, P<0.001, P<0.001,
P<0.001). 96 saat siireyle yiiksek doz ¢inko nitrata (Grup 2: 96S-Zn(NO3),-YD) maruz
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kalan stiliiklerin ortalama salya MDA diizeyleri 30G-CuSO,-DD grubundan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (P=0.009). (Tablo 9).

96 saat siireyle diisiik doz bakir siilfata (Grup 3: 96S-CuSO,-DD) maruz kalan
stiliiklerin ortalama salya MDA diizeyleri, 96S-Zn(NO3),-YD, 30G-Zn(NO3),-YD,
30G-CuS0,4-DD, 30G-CuSO4-YD ve 30G-Kontrol gruplarindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (sirastyla; P<0.001, P<0.001, P<0.001, P<0.001,
P<0.001) (Tablo 9).

96 saat siireyle yiiksek doz bakir siilfata (Grup 4: 96S-CuSO,-YD) maruz kalan
stliklerin ortalama salya MDA diizeyleri, 96S-Zn(NO3),-YD, 30G-Zn(NO3),-YD,
30G-CuS0O,4-DD, 30G-CuSO,4-YD ve 30G-Kontrol gruplarindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik bulundu (sirasiyla; P<0.001, P<0.001, P<0.001, P<0.001,
P<0.001) (Tablo 9).

96 saat kontrol grubunda (Grup 5: 96S-Kontrol) yer alan siiliiklerin ortalama
salya MDA diizeyleri, 96S-Zn(NO3),-YD, 30G-Zn(NO3),-YD, 30G-CuSO,-DD, 30G-
CuS0O,4-YD ve 30G-Kontrol gruplarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik
bulundu (sirasiyla; P<0.001, P<0.001, P<0.001, P<0.001, P=0.007) (Tablo 9).

Tablo 9. Gruplar aras1 96. saat salya MDA degiskenlerin karsilastiriimasi

Grup 1 (n=15) Grup 2 (n=15) Grup 3(n=15) | Grup 4 (n=15)

Grup 5 (n=15)
P Degeri
96S-Zn(NOs3),- 96S-Zn(NO3),- 96S-CuSO,- 96S-CuSO,-
96S-Kontrol
DD YD DD YD
MDA 0.27+0.01 BCD 134042 A 0.43+£0.21 BC 0.23+0.06 D 0.55+0.48 B <0.001

30 giin boyunca diisiik doz ¢inko nitrata (Grup 6: 30G-Zn(NO3),-DD) maruz
kalan siiliikklerin ortalama salya MDA diizeyleri, 96S-Zn(NO3),-YD, 30G-Zn(NO3),-
YD, 30G-CuSO,-DD, 30G-CuSO,-YD ve 30G-Kontrol gruplarindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (sirastyla; P<0.001, P<0.001, P<0.001, P<0.001,
P=0.015) (Tablo 10).
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30 giin boyunca yiiksek doz ¢inko nitrata (Grup 7: 30G-Zn(NOs),-YD) maruz
kalan siiliiklerin ortalama salya MDA diizeyleri, 96S-Zn(NO3),-DD, 96S-CuSO,-DD,
96S-CuS0,4-YD, 96S-Kontrol, 30G-Zn(NO3),-DD gruplarindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek (sirasiyla; P<0.001, P<0.001, P<0.001, P<0.001, P=0.015),
30G-CuSO,4-DD gruplarindan ise istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu
(P=0.042) (Tablo 10).

30 giin boyunca diisiik doz bakir siilfata (Grup 8: 30G-CuSO,-DD) maruz kalan
stiliiklerin ortalama salya MDA diizeyleri, 96S-Zn(NO3),-DD, 96S-Zn(NO3),-YD, 96S-
CuS0,-DD, 96S-CuSO,-YD, 96S-Kontrol, 30G-Zn(NOs),-DD, 30G-Zn(NO3),-YD ve
30G-Kontrol gruplarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu
(sirasiyla; P<0.001, P=0.009, P<0.001, P<0.001, P<0.001, P<0.001, P=0.042,
P<0.001)(Tablo 10).

30 giin boyunca yiiksek doz bakir siilfata (Grup 9: 30G-CuSO,-YD) maruz kalan
stiliiklerin ortalama salya MDA diizeyleri, 96S-Zn(NO3),-DD, 96S-CuSO,-DD, 96S-
CuSO,-YD, 96S-Kontrol, 30G-Zn(NO3),-DD ve 30G-Kontrol gruplarindan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (sirasiyla; P<0.001, P<0.001, P<0.001,
P<0.001, P<0.001, P=0.016) (Tablo 10).

30 Giin kontrol grubunda (Grup 10: 30G-Kontrol) yer alan siiliikklerin ortalama
salya MDA diizeyleri, 96S-Zn(NOs),-DD, 96S-CuSO,-DD, 96S-CuSO,-YD, 96S-
Kontrol, 30G-Zn(NO3),-DD gruplarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
(sirastyla; P<0.001, P<0.001, P<0.001, P<0.007, P=0.015), 30G-Zn(NOs),-YD ve 30G-
Zn(NO3),-DD gruplarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu
(P<0.001, P=0.016) (Tablo 10).

Diger gruplar arasinda, MDA degiskeni acisindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde
bir fark goriilmemistir (P>0.05) (Tablo 10).



Tablo 10. Gruplar aras1 30.

giin MDA degiskenlerin karsilagtiriimasi
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Grup 1 (n=15 Grup 2 (n=15 Grup 5
pL( ) p2( ) Grup 3 (n=15) Grup 4 (n=15) P
(n=15) P
30G-Zn(NO3),- 30G-Zn(NO3),- Degeri
(NG2). (NOs)- | 2 16-Cus0,-DD | 306-CuSO,-YD esert
DD YD 30G-Kontrol
MDA 0.58+0.24 C 1.41+0.58 AB 1.95+0.02 A 1.76+£0.19 A 1.17£1.02 B <0.001

3.4. Antimikrobiyal Analiz Sonuc¢lar:

Tibbi stiliiklerden elde edilen salyalarin antibakteriyel 6zelliklerinin belirlenmesi

i¢in, daha Once baliklardan izole edilen gram pozitif Lactococcus garviae ve gram

negatif Yersinia ruckeri suslar1 kullanilmigtir. Bakteri suslarinin, siiliik salyalarina ve

antibiyotik disklere kars1 duyarliliklar1 yukarida deginildigi iizere standart disk difiizyon

teknigi ile tespit edilmistir. Yapilan bu ¢aligmalarda siiliik salyalarinin disk difiizyon

yontemine gore herhangi bir etkisinin olmadigi belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalarin

dogrulanmasi bakimindan antimikrobiyal testler ayni zamanda minimum inhibisyon

konsantrasyonlarini referans alan metot ile de gergeklestirilmis olup, bu analizlerde de

stiliik salyalarinin hem Lactococcus garviae hem de Yersinia ruckeri suslari {izerinde

herhangi bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir.

Sekil 10. Siiliik salyasi ilave edilen besi yerinde (TSA) herhangi bir koloninin

olusmadigini gosterir fotograf
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Sekil 11. Calismanin antimikrobiyal bolimiinde kullanilan Lactococcus garviae

kolonileri

Sekil 12. Calismanin antimikrobiyal boliimiinde kullanilan Yersinia ruckeri kolonileri
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Sekil 13. Mik yontemine gore siiliik salyalarmin Lactococcus garviae suslar iizerine

etkileri

Sekil 14. Mik yontemine gore siiliik salyalarmin Yersinia ruckeri suslari tizerine etkileri




4.BOLUM
TARTISMA-SONUC VE ONERILER

4.1. Tartisma

Agir metallerin tibbi siiliikler lizerindeki etkileri ile ilgili ¢calismalarda emilen
kan miktarinda ve canli agirlikta azalmalar oldugu belirtilmistir. Kullanilan agir metal
karisiminin konsantrasyonuna bagli olarak siiliiklerin emdikleri kan miktarinin 4 hafta
sonunda kontrol grubunda canli agirligin %174’ oraninda iken, %05 agir metal
grubunda alinan kan miktariin %55’e diistiigli tespit edilmistir. Uygulanan agir metal
karisim konsantrasyonu %?2’ye ¢ikarildiginda ise siiliiklerin hi¢ kan emmedikleri rapor
edilmistir (Petrauskiene, 2001). Mevcut calismada ise siilikklere herhangi bir besin
temini s6z konusu olmamakla birlikte 0,1-0,2 g diizeyindeki agirlik kayiplart bu
calismaya benzer sekilde gozlenmistir. Bu agirlik kayiplarinin 96 saat uygulama
gruplarindan gozlenmemis olup, bu kayiplar 30 giinliik uygulamalar i¢in gegerlidir.
Agirlik kayiplarinin siiliiklerin beslenmesinde herhangi bir besinin kullanilmamasi ve
uygulanan agir metallerin viicuttan atilimlar1 i¢in daha c¢ok enerjiye ihtiyag
duyulmasmin bir sonucu olabilir. Kisaca agirlik kayiplar ile ilgili etkiler 30 giinliik
uygulama gruplarinda gézle goriiliir bir sekilde gézlemlenmistir ve bu durum 96 saatlik
uygulamalarda s6z konusu degildir. Agir metal uygulanan gruplarda ise toplam 3 adet
oliim gergeklesmis olup, 6liimlerin uygulama yapilan kaplarda sikigmalara bagl fiziksel
hasardan kaynaklandig1 anlasildigindan, dliimlerin toksik olmadigi diisiiniilmektedir.
Oliimlerin daha wuzun siire uygulama periyotlarinda ve yiikksek metal

konsantrasyonlarinda ortaya ¢iktig1 kaydedilmistir.

Toksisite ve agir metal birikimleri bakimimdan (Alaama vd., 2021) tarafindan
yapilan calismada goldeki agir metal artislarina bagli olarak siiliiklerin kas doku ve
salyalarindaki agir metal birikimlerinin artis gosterdigi kaydedilmistir. Mevcut

caligmada da tibbi siiliiklerin kas dokularindaki agir metal birikimlerinin uygulama
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dozlarina bagli olarak degistigi belirlenmis olup, bu sonuglar her iki yayini
dogrulamaktadir. Her iki c¢alismada farkli tibbi siiliik tiirleri kullanilmis olsa da
dokularda agir metal birikim dinamigi, ortamdaki agir metal miktarina bagli olarak
birbirine benzer goriinmektedir. Ayrica bakir ve ¢inko gibi agir metallere maruz
birakilan siiliikklerin ortamdan uzaklasma, beslenme faaliyetlerini azaltma, tutunma
Ozelliklerinde ve bosaltim faaliyetlerinin etkilendigi gozlenmistir. S6z konusu
caligmalarda bu parametrelerin agir metal ¢calismalarinda davranigsal gostergeler olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir (Petrauskiene, 2003). Yine benzer bir ¢alismada, ¢inko ve
bakirin farkli konsantrasyonlarinin bireysel veya birlikte etkilerinin arastirildigi baska
bir arastirmada uygulama siireleri 48 saat, 96 saat, 10 giin, 20 giin ve 30 giin olarak
belirlenmistir. Hirudo verbana tiirii siiliiklerde yapilan bu g¢alismada bakirin ¢inkoya
gore daha ¢ok toksik etkiler gosterdigi bulunmustur. Toksik etkilerin kisa periyotlardan
ziyade uzun periyotlarda ortaya ¢iktigi vurgulanmistir. Ayrica ¢inko ve bakirin birlikte
kullanildigt muamele gruplarinda bireysel uygulamalarin aksine toksik etkilerin
cogunlukla kisa periyotlarda gozlendigi tespit edilmistir (Petrauskiene, 2008). Elde
edilen bu bulgularla mevcut calismadan elde edilen bulgular birbirini destekler
ozelliktedir. Cilinkii siilik dokularinda belirlenen agir metal birikimlerinin bakir siilfat

uygulamalarinda ve 30 giinliik periyotta net bir bi¢imde ortaya ¢iktig1 bulunmustur.

Kisa siireli uygulamalarda uygulanan ¢inko nitrat miktarinin siiliilk dokularinda
tespit edilen demir ve kursun metallerinin miktarini ters orantili bir sekilde etkiledigi
bulunmustur. 96 saatlik periyotta ¢inkonun diisiik konsantrasyonlarinda bu iki metalin
artmasina karsin, yiiksek dozlarmin dokudaki demir ve kursun miktarlarini ters bir
bi¢cimde azalttig1 gézlenmistir. Bu durumla ilgili siiliiklerde yapilan herhangi bir ¢alisma
bulunmadigindan konu {izerinde daha fazla arastirma yapilmasi faydali olacaktir. Diger
taraftan sudaki ¢inko miktarinin artisina bagl olarak siililk dokularindaki g¢inko, bakir

ve arsenik metallerinin de arttig1 belirlenmistir.

Kisa periyotlarda bakir siilfatin yasama ortamlarina ilave edilmesinin siiliikk
dokularinda biriken ¢inko ve demir miktarlarmi istatistiksel olarak etkilemedigi
sonucuna varilmistir. Bununla birlikte dokulardaki depolanan arsenik miktarlarinin
bakir artisi ile birlikte artmasina karsin, kursun miktarlarinda azalmalara yol actig1 tespit
edilmistir. Yukarida elde edilen bulgulardan sularma ¢inko ilave edilen siiliiklerde

dokuda biriken bakirin artig gostermesine ragmen, benzer bi¢imde aym etkinin bakir
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tarafindan gosterilmedigi anlasilmaktadir. (Petrauskiene, 2008) tarafindan yapilan
calismada da benzer sinerjistik etkilerin kisa siireli metal uygulamalarinda

gorilebilecegi belirtilmis olup, bu ¢alismay1 destekler niteliktedir.

30 giinliik periyotta ¢inko nitratin artan dozlarina bagl olarak siiliik dokularinda
biriken demir ve kursun miktarlarinin artis gostermesine karsilik bakir miktarinin
istatistiki olarak degismedigi, ancak arsenik miktarinin azalma gosterdigi belirlenmistir.
S6z konusu bulgulardan uzun siireli uygulamalarda siiliiklerde agir metal birikim
dinamiginin kisa siireli uygulamalarindan oldukga farklilik gosterdigi anlagilmaktadir.
Bu alanda da literatiirde benzer ¢aligmalar oldukca sinirli oldugundan, siiliiklerde agir
metal birikim dinamigi ve sinerjistik etkiler arastirllmaya muhtag¢ konular arasinda yer

almaktadir.

Uzun periyotta bakir siilfat konsantrasyonundaki artis ile birlikte siiliik
dokularinda demir ve kursun miktarlarini arttirdigi, buna karsin arsenik ve ¢inko
miktarlarini ters orantili olacak bigimde azalttigi belirlenmistir. Buraya kadar belirtilen
ikili metal iliskilerinden suya ilave edilen ¢inkonun siiliik dokularinda biriken bakir
miktarini arttirmasina ragmen, benzer etkinin bakir tarafindan gosterilmedigi aksine
dokulardaki ¢inkonun azalmasi yoniinde etki ettigi belirlenmistir. Bu veriler
Petrauskiene (2008) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada elde edilen verilerden ortaya
cikan etkinin aslinda sinerjistik olmadigini ortamdan c¢inkonun c¢ekilmesi halinde
toksisitenin daha diislik olacagini gostermektedir. Bu yonii ile calismamiz farklilik arz
etmektedir. Sonug olarak bakirin siiliiklerde toksik etkilerin arastirilmasi igin ¢inkoya
gore daha iyi bir indikator oldugu sOylenebilir. Ancak bu etkilerin kisa periyotlardan
ziyade en az 30 giin ve daha fazla uygulama siirelerinde bakilmasinin daha net verilere

ulagtiracagi diistiniilmektedir.

Yapilan caligmada, 96 saat ve 30 giinliilk agir metal uygulamalar1 sonrasinda
siiliiklerden salya sagimlar1 gergeklestirilmis ve MDA degerleri analiz edilmistir. MDA
analizleri 96 saatlik ve 30 giinliik denemeler icin ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. 96 saatlik
agir metal uygulamalar1 sonrasinda yiiksek doz ¢inko nitratin siiliik salyalarinda en
yiiksek MDA degerine ulastigi belirlenmistir. Bu durum yiiksek doz ¢inkonun
siiliiklerde oksidatif stres kaynagi oldugunu gostermektedir. Ancak literatiirde siiliik

salya MDA’lar tizerinde yapilmis herhangi bir arastirma bulunamadigindan 96 saat
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sonrasinda elde edilen bu degerler baskaca yayinlarla kiyaslanamamistir. Ancak elde
edilen veriler kisa periyotlar i¢in ¢inkonun Hirudo verbana tiirii tibbi siiliiklerde bir

stres kaynagi oldugunu kanitlar niteliktedir.

Yine 30 giinliik periyotta elde edilen verilerden ¢inko nitratin 96 saatlik MDA
sonuclarina benzer bigimde diisiik doz bakir siilfatin en etkili oldugu goriilmiistiir.
Bununla birlikte yiiksek doz bakir siilfat ve yiiksek doz ¢inko nitratin da diisiik doz
bakir siilfata benzer etki gostermis olup, istatiksel olarak aralarinda farklilik olmadigi
anlasilmistir. Ancak, 30 giin boyunca diisik doz ¢inko nitratin kontrol grubu ile
kiyaslandiginda MDA degerini oldukga diisiirdiigii belirlenmistir. Bu sonugtan hareketle
diisiik doz ¢inkonun siiliiklerde oksidatif stresi azaltict bir etkisi olabilir. Bu noktadan
hareketle konunun netlestirilmesi i¢in daha fazla arasgtirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. 96
saatlik uygulamalar icin belirtildigi gibi bu gruplarda da literatiirde benzer bir siiliikk
arastirmasi bulunamadigindan, arastirma sonuclar1 kendi i¢inde tartigiimistir. Dolayisi
ile 96 saatlik kisa siireli uygulamalarda ¢inko nitrat agir metal toksisite verilerden
MDA’nin degerlendirilmesinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak uzun 30 giin
gibi siireli agir metal etkilerinin siiliiklerde degerlendirilmesinde ise bakir siilfatin 6n

plana ¢iktig1 sdylenebilir.

Tibbi siiliik salyasiin antimikrobiyal etkilerinin ortaya konmasinda farkli iki
patojen Lactococcus garviae ve Yersinia ruckeri bakterileri kullanilmistir. Tiim
muamele gruplarindan 96 saat ve 30 giinliik agir metal uygulanan siiliiklerden salyalari
sagilmis ve antimikrobiyal sonuglari ayr1 degerlendirilmistir. Ancak tiim muamele
gruplarindan alinan tibbi siiliik salyalarinin yukarida verilen balik patojenleri tizerinde
herhangi baskilayict etki gostermedigi belirlenmistir. Bu bakimdan disk diflizyon
yontemi ile elde edilen antimikrobiyal sonuglar, tekraren minimum inhibisyon
konsantrasyonunu baz alan diger metotlarla da yapilarak veriler dogrulanmistir. Bu
nedenle balik patojenleri {izerinde Hirudo verbana tiirii tibbi siiliiklerin herhangi bir
antimikrobiyal etkisinin olmadigi kanitlanmistir. Ancak bu durum diger balik ve/veya
insan patojenleri icin gegerli olmayabilir. Bu durumun acikliga kavusturulmasi igin
insan, su canlilar1 veya deney hayvanlar lizerinde gerek Hirudo verbana gerekse diger
tibbi siiliikklerden elde edilen salyalar denenebilir. Literatiir taramalarinda Malezya
stiliigii olarak bilinen Hirudinaria manillensis tiirii siiliiklerin 14 haftalik aglik sonrasi

Salmonella typhimurium ve E. Coli patojenleri iizerinde etkili oldugu rapor edilmistir.
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Yine ayni ¢alismada 23 hafta a¢ birakilan siiliikklerden elde edilen liyofilize salyanin
Staphyloccus aureus ve S. Typhimurium patojenlerine karst etkili olduklar
belirlenmistir (Abdualkader vd., 2011). S6z konusu ¢alismada aglik periyodunun siiliik
salyasinin antimikrobiyal karakteristigine onemli diizeyde etki ettigi belirtilmis olup,
ayni zamanda bizim ¢alismada kullandigimiz tiiriin de farkli olmasi sonuglarin farkli
¢ikmasinda birer faktor olabilir. Bu nedenlerle farkli aglik siirelerinin Hirudo verbana
tiurti siiliiklerde antimikrobiyal Ozelliklere etkilerinin arastirilmasi tavsiye edilebilir.
(Malik vd., 2019) tarafindan aynu siiliik tiirii ile yapilan baska bir ¢alismada ise 14 hafta
ac birakilan siiliikklerin E. Coli’ye karsi etkili olduklar tespit edilmistir. Dolayist ile
stilik salyasinin antimikrobiyal etkilerin saglikli bir sekilde ortaya konabilmesi igin;
siilik tliri, aglik periyodu, salya safligt ve formu (sivi/ liyofilize olup olmamasi),
siliiglin hasat mevsimi faktorlerin ayr1 ayri ele alinarak detayli arastirilmalarin

yapilmasi tavsiye edilebilir.

4.2. Sonuglar ve Oneriler

Agir metallerin suda yasayan ve besin zincirinin farkli kademelerinde bulunan
organizmalar tarafindan alinmasi c¢ogunlukla beslenme yolu ile olmaktadir. Bu
gecislerin solunum, osmoz ve diflizyon olaylart ile de devam ettigi, viicudun suyla
temas eden ylizeyleri olan deri ve solungaclar vasitasiyla da bilinyeye alindig
bilinmektedir. Caligmamizda, siiliikklere herhangi bir besleme islemi yapilmadigi daha
once belirtilmistir. Sucul ortamda var olan agir metallerin, yapilan analizler sonucu
silik dokularinda da bulunmasi, agir metallerin sadece beslenme ile viicuda

alinmadigin1 goéstermistir.

Hirudo verbana tiirii tibbi siiliiklerde uygulanan agir metallerin yagsama oranlari
tizerine etkileri diisiik seviyede gerceklesmis olup, mevcut kayiplar kaplardaki
sikigmalardan kaynaklanmistir. Bu bakimdan yasama oranlar1 {izerinde gruplar arasi
farklilik 6nemsiz bulunmustur. Ancak 30 giinlik uygulamalarda disiik seviyelerde

agirlik kayiplart gézlenmistir.

Agir metal birikimleri bakimindan 30 giinliik uygulamalar 96 saatlik
uygulamalara gore belirleyici ve etkili olmustur. Siiliik gibi ¢evresel etkilerin ancak
uzun siireler sonrasinda ortaya ¢iktig1 canlilarda bu tip ¢aligmalarin 30 giinden az

olmamak kaydi ile daha uzun siirelerde yapilmasi tavsiye edilebilir. Cilinkii bu canlilarin
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metabolizmalar1 oldukga yavas ve hi¢ beslenmeden aylarca yasayabilmektedir. Bu
nedenle de kirletici maddeler basta olmak tizere cevresel etki faktorlerinin daha uzun
periyotlarda takip edilmesi uygun gorinmektedir. Mevcut arastirmada da 30 giinliik
periyodun agir metal kirlenmelerinin takibi i¢in daha dogru olacagi sonucuna

varilmistir.

Yine benzer bicimde MDA sonuglar1 bakimindan da etkilerin daha net bir
sekilde ortaya konabilmesi i¢in daha uzun periyotlarda uygulamalarin yapilmasi tavsiye
edilmektedir. Uygulamalarin MDA analizlerinin siiliikk salyasinda gerceklestirildigi ilk
calisma mahiyetindedir ve benzer alanda ileride yapilacak arastirmalara 11k tutacaktir.
Bu baglamda bakir siilfatin ¢inko nitrata kiyasla daha iyi bir takip kriteri oldugu
gbzlemlenmistir. Antimikrobiyal acidan ise s6z konusu iki balik patojenine kars: siilitkk
salyalarinin etkili olmadig1r kanitlanmis olup, tartisma kisminda da belirtildigi gibi,
antimikrobiyal karakteristige etki eden birgok faktor bulundugundan bu parametrelerin
titizlikle ele alinmasi gerekmektedir. Bu alanda diger tibbi siiliiklerden elde edilecek
salyalar, bu salyalarin farkli formlari, aglik siireleri gibi kriterlerde tiim alternatifler

degistirilerek daha net verilere ulasilacaktir.

Calismadan elde edilen tiim veriler g6z Oniine alindiginda Hirudo verbana tiirt
tibbi siiliiklerin, c¢evresel kirleticiler i¢in iyi bir indikatér organizma olabilecekleri
anlagilmaktadir. Bu anlamda tibbi siiliiklerle yapilacak ¢aligmalarda agir metal
birikimlerinin ve MDA degerlerinin 6ncelikli olmak iizere kullanilabilecegi sonucuna
varilmig olup, tibbi siiliikklerle yapilacak galismalarda bu iki kriterin 6ncelikli olarak

arastirilmasi tavsiye edilmektedir.
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