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OZET

DOKTORA TEZi

HiRUDO VERBANA SALGISININ ANTIMiKROBIiYAL ETKISININ
ARASTIRILMASI

Naser MATLABI

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah

Tibbi Mikrobiyoloji, Doktora Programi

Damisman : Prof. Dr. Erdal POLAT

Giris: Antibiyotik direncinin kiiresel bir saglik sorunu haline gelmesi, yeni antimikrobiyal
ajanlara olan ihtiyaci artirmistir. Dogal kaynaklardan elde edilen antimikrobiyal bilesikler, bu
konuda umut verici bir alternatif olarak one c¢ikmaktadir. Siliik salgilari, cesitli biyoaktif
bilesikler iceren ve potansiyel antimikrobiyal aktiviteye sahip dogal bir kaynak olarak
bilinmektedir. Ancak, farkli siiliik tiirlerinin salgilarinin antimikrobiyal spektrumu ve etki
mekanizmalari tam olarak aydinlatilmamistir. Bu ¢alismada, Tiirkiye'de yaygin olarak bulunan
Hirudo verbana tiiriiniin salgilarinin, hastane kokenli bakteri ve mantar suslarina karsi

antimikrobiyal aktivitesini belirlemek amaglanmustir.

Yontemler: Hirudo verbana siiliikklerinden L-Arginin soliisyonu emdirme yontemi kullanilarak
elde edilen salgilar, toplanmistir. Disk difiizyon yontemi ile Escherichia coli, Staphylococcus
aureus gibi yaygin patojenlerin yani sira, yerel izolatlar olan Morganella morganii ve
Enterobacter cloacae gibi bakteriler ile Candida albicans mantarina karsi antimikrobiyal
aktiviteleri test edilmistir. Inkiibasyon sonrasi olusan inhibisyon zonlar1 &lgiilerek

degerlendirilmistir.
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Bulgular: Siiliik salgisinin, test edilen bazi bakteri suslarinda belirgin bir inhibisyon zonu
olusturarak antimikrobiyal aktivite gsterdigi gdzlemlenmistir. Ozellikle, E. coli ve S. aureus'a
kars1 en yiiksek inhibisyon zonlar1 elde edilmistir. Ancak, C. albicans mantarina kars1 belirgin

bir antimikrobiyal etki gozlemlenmemistir.

Tartisma: Elde edilen bulgular, Hirudo verbana siiliikklerinin salgilarinin, bazi bakteri suslarina
kars1 potansiyel bir antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, siiliik
salgilarinin, yeni nesil antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesinde kullanilabilecek dogal bir
kaynak olabilecegi ihtimalini giiclendirmektedir. Ancak, siiliik salgilarinin antimikrobiyal
aktivitesinden sorumlu bilesiklerin belirlenmesi ve etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in

daha fazla ¢aligmaya ihtiyag vardir.

Sonu¢: Bu caligma, Hirudo verbana siiliikklerinin salgilarinin antimikrobiyal potansiyelini
ortaya koyan on bulgular sunmaktadir. Gelecekte yapilacak c¢alismalarla, stiliik salgilarinin
farkli bakteri ve mantar tiirlerine karsi spektrumu genigletilebilir, etki mekanizmalar
aydinlatilabilir ve klinik potansiyeli degerlendirilebilir. Ayrica, siiliik salgilarmin diger
biyolojik aktiviteleri de arastirilarak, bu dogal kaynagin farkli alanlarda kullanimi i¢in yeni

perspektifler elde edilebilir.

Haziran 2024 , 80 sayfa.

Anahtar kelimeler: Hirudo verbana, siiliik salgisi, antimikrobiyal aktivite, antibiyotik direnci,

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans

XV



ABSTRACT

Ph.D. THESIS

INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL EFFECT OF HIRUDO VERBANA
SECRETION

Naser MATLABI

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Microbiology

Medical Microbiology Doctora Program

Supervisor : Prof. Dr. Erdal POLAT

Introduction: The emergence of antimicrobial resistance as a global health crisis has
intensified the search for novel antimicrobial agents. Natural products, including those derived
from leeches, have emerged as promising alternatives. Leech secretions contain various
bioactive compounds and exhibit potential antimicrobial activity. However, the antimicrobial
spectrum and mechanisms of action of different leech species remain incompletely understood.
This study aimed to determine the antimicrobial activity of secretions from Hirudo verbana, a

common leech species in Turkey, against hospital-acquired bacterial and fungal strains.

Methods: Leech secretions were collected using an L-arginine solution soaking method. The
antimicrobial activities of these secretions were tested against a panel of bacteria, including
common pathogens such as Escherichia coli and Staphylococcus aureus, as well as local isolates
like Morganella morganii and Enterobacter cloacae, and the fungus Candida albicans using the
disk diffusion method. Inhibition zones were measured to assess antimicrobial activity.
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Results: Leech secretions exhibited significant antimicrobial activity against some bacterial
strains, as evidenced by the formation of inhibition zones. Notably, the largest inhibition zones
were observed against E. coli and S. aureus. However, no significant antimicrobial effect was

observed against C. albicans.

Discussion: These findings suggest that secretions from Hirudo verbana leeches possess
potential antimicrobial activity against certain bacterial strains. These results strengthen the
possibility of using leech secretions as a natural source for the development of new
antimicrobial agents. However, further studies are needed to identify the specific compounds
responsible for the antimicrobial activity and to elucidate the mechanisms of action.

Conclusion: This study provides preliminary evidence of the antimicrobial potential of
secretions from Hirudo verbana leeches. Future studies should expand the spectrum of bacteria
and fungi tested, elucidate the mechanisms of action, and evaluate the clinical potential of leech
secretions. Additionally, investigations into other biological activities of leech secretions may

reveal new perspectives for the use of this natural resource in various fields.

June 2024, 80 pages.

Keywords: = Hirudo verbana, leech secretion, antimicrobial activity, antibiotic resistance,

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans
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1. GIRIS

Siiliikler vermenin, almanin ve siirdiiriilebilir kaynak yonetiminin énemli bir 6rnegidir.
Siiliikler Diinya’da hayatta kalan en eski canlilar olup hayatta kalmasma yardimci olan iki
onemli faktor vardir:

a. Kan emek i¢in deriyi keserken agr1 olugturmamast.

b. Konak¢idan emdigi kanin viicut boslugunda pihtilagmas.

Hastaliklar1 tedavi edici Ozelligi bulunan siiliiklere tibbi siililk adi verilir. Tibbi
stiliiklerden, Tirkiye’de H. medicinalis ve H. verbana tiiriiniin bulundugu bilinmektedir.
Gilintimiizde stiliik tedavisi biyolojik etkileri agisindan “benzeri olmayan” bir tedavi yontemi
olarak nitelendirilmektedir. Siiliiklerin tedavi edici 6zellikleri kan emerken viicuda verilen
salgida gizlidir. Siiliklerin tipta kullanimina iligskin kayitlar Hipokrat zamanima kadar
uzanmaktadir. Ancak siiliiklerin salgisinda bulunan ve dnemli bir anti-Koagiilan olan hirudinin
izole edilmesi birka¢ y1l dncesine dayanmaktadir. Eczanelerde satilan 100 gr krem i¢inde 445
mg (40.000 U) mukopolisakkarit polisiilfat (kondroitin polisiilfat) bulunan hirudoid krem
ylzeyel flebit, hematomlu veya hematomsuz kiint yaralarin tedavisinde kullanilmakta ve iyi
sonuglar alinmaktadir. Stliikler ile yapilan tedavi dogal sifa yontemlerinden biri olup halkin
biiyiik ilgisini ¢ekmektedir. Buna ragmen siiliiklerin tipta kullanimu ile ilgili gegmiste oldugu
gibi glinlimiizde olumlu veya olumsuz gortisler vardir.

Diinya’nin en 6nemli geleneksel tip merkezlerinde (geleneksel Avrupa, Ayurveda ve
Cin tibb1 dahil) stiliiklerin 2000 y1l1 askin siiredir kullaniliyor olmasi, siiliik tedavisinden alinan
basarili sonuglarin yadsinamaz bir sonucudur. I.W Miiller'e gore: en eski tedavi yontemlerinden
bir olan siiliik tedavisi milyarlarca kisi tarafindan uygulanmis ve kullanilmis olmasina ragmen
yeterince belgelenmedigini yazmaktadir [l].

Siiliikler giiniimiizde insanlarda transplante edilen deri dokularinda kilcal damar
anastomozlarinin olusmasinda, fleblerde vendéz tikanmayi onlemede, ortopedi, plastik ve
rekonstriiktif cerrahide de bilimsel olarak kullanilmaktadir [2]. Son yillarda siiliikler tipta
dejeneratif eklem hastaligiyla iligkili kronik agri sendromlarmin tedavisinde, bagisiklik

sistemin giiclendirilmesinde kullanilmaktadir.



Tedavi edici 6zellikleri salgisinda bulunan siiliikler salgidaki giiclii antioksidan ve anti
mikrobiyolojik etkisi nedeniyle koruyucu tipta da kullanimin alan1 bulmustur. Ornegin y1lda bir
defa yapilan siiliik tedavisi, o y1l icinde enfeksiyonlar basta olmak {izere bir¢ok hastaliga karsi

koruyucu etki gosterdigi kaydedilmektedir.

Siiliikkler kan emerken salyasinda cesitli maddeleri (lokal anestezik, antikoagiilan,
histamin benzeri vazodilatatorler, antibiyotikler vb.) bu bolgeye salarlar. Bundan dolay siiliik
tedavisi biyolojik etkileri agisindan “benzeri olmayan” bir tedavi yoOntemi olarak
nitelendirilmektedir. Stiliikklerin tedavi edici 6zellikleri kan emerken viicuda verilen salgida
gizli olup, bu salgi su ana kadar izole edilebildigi kadariyla 100’den fazla biyoaktif madde
icermektedir. [2]

Calismamizda siiliik salgisinin antibiyotiklere direncgli hastane kokenleri Gram pozitif
ve Gram negatif bakteriler iizerindeki anti bakteriyel, Candida albicans {izerine anti mikotik

etkilerini belirlemeyi amagcladik.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. TIBBi SULUKLERIN TEDAVIDE KULLANILMASININ TARIHCESI

2.1.1. Tibbu Siiliik Tedavisi Eski Caglardan Beri Kullanim

Siiliik tedavisi, tip tarihinde belgelenen en eski tedavi yontemlerinden biridir. Siililk
tedavisi ile ilgili ilk agiklama Hindistan'daki eski Sanskritge yazilarda goriliir. Hindu
mitolojisine gore geleneksel Hint tibbinin sirlarin1 diinyaya agiklayan sifact Dhavantari, bir
elinde nektar, diger elinde siiliik tutuyordu (1). Hint literatiiriinde siiliikle ilgili en kapsamli
agiklamalar hekim Sushruta'nin (MO 100-600) yazilarinda goriilmektedir. Siiliik ayn1 zamanda
geleneksel Cin tibbinda (TCM) da her zaman mevcut olan bir giictii, ancak Hint tibbina gore
daha az 6neme sahipti (Sekil 2.1).

Avrupa'da tibbi siiliik tedavisi, basindan beri bilime dayali bir tedavi yontemi olarak
goriiliiyordu. Siiliik, antik ¢aglardan 19. yiizyila kadar geleneksel ve halk tibbinin ayrilmaz bir
parcasiydi. Tibbi siiliik baslangicta dncelikle deneysel diisiinceye sahip hekimlerin caligma
alan1 olarak kaldi. Daha sonra, tibbi siiliikk savunucularinin ¢ogu, kendi tip fakiiltelerinin gegerli
bilimsel paradigmalar1 ¢ergevesinde bunun terapdtik etkinligini ¢ikardilar. Silik ytlizyillar
boyunca tip fakiiltelerin bir pargasi olarak kaldi. Kullaniminin altinda yatan temel, viicut mizag1
(humoral patoloji) kavramina olan yaygin inangti. Bu genis hastalik kavrama, tiim hastaliklarin
dort viicut sivisindan veya salgilardan (kan, balgam, sar1 safra ve kara safra) birinin

dengesizliginden kaynaklandig fikrine dayaniyordu.

Siiliik, 17. yiizyila kadar eski Avrupa ve Arap tibbinda baskin paradigma olan humoral
patolojide sabit ve nispeten miitevazi bir dizi belirtiye sahipti. Kan alma gibi, siiliik de esas
olarak kanin asir1 bollugunu veya bollugunu ortadan kaldirmanin bir yolu olarak
diistintiliiyordu. Erken tipta siiliik yapmanin diger ana endikasyonlar1 akut enfeksiyon, lokal
inflamasyon, kalp problemleri ve dolagim bozukluklariydi. Humoral patolojinin ret edilmesi
ardindan, 18. ve 19. yiizyillarda siiliigiin kotiiye kullanildigr bir donem (“vampirlik cagi”)
basladi. Fransiz Dr. F. J. V. Broussais'in (1772-1838) ogretilerinden etkilenerek, siilitkk
uygulamasinin endikasyonlar1 higbir rasyonel gerek¢e olmaksizin genisletildi ve siiliik
kullanimi, simdiye kadar bilinmeyen oranlarda bir yogunlukta gerceklestirildi. Broussais,

Paris'teki Val-de-Grace askeri hastanesinin bashekimiydi ve askerlerdeki tifiis, dizanteri ve



bagirsak iltihabini ayni sekilde siiliiklerle tedavi ediyordu. Broussais'e gore bakim standardi,
teshis ne olursa olsun her yeni hastaya 30 siiliikk uygulanmasini1 gerektiriyordu. (Sekil 2.2 ve

Sekil 2.3)[3].

Sekil 2.1: Siiliik tedavisi Antik ¢cagda [4].

Sekil 2.2: Siiliik tedavisi 18. Yiizyilda [3].



Sekil 2.3: Siiliik tedavisi 19. Yiizyilda [2].

Temel olarak, hastaligin humoral kavramina dayanarak olusturulan hastalik tiirlerinin
tarihsel tanimlari, yapisal nedenleri ve tedavileri, giiniimiizde hala mevcut olan geleneksel Cin

tibb1 ve Hint tibb1 kavramlarina benzer sekilde metaforik olarak ele alinmahidir [2].

2.1.2. Siiliiklerin Siiflandirmasi
Siiliikler, segmentli kan emici yaratiklar olarak ayr1 bir varlik gibi goriinebilir, ancak
onlar1 solucanlara baglayan ve cesitli aile agaclarini ortaya ¢ikaran etkileyici bir taksonomik

ozeliklere sahiptirler.

Siniflandirmamiz, segmentli solucanlari igeren bir grup olan Annelida filumuyla baslar;
bunlar arasinda solucanlar, kil solucanlar1 ve siiliikler bulunur. Annelidler, segmentli viicutlar,
tireme ile ilgili kalinlagmis bir bant olan klitellum ve bir koelom adi1 verilen s1v1 dolu bir bogluk
gibi bazi temel 6zellikleri paylasirlar. Annelida i¢inde, siiliikler Clitellata sinifina aittir. Bu sinif,
iireme stratejileri ve viicut 6zelliklerine dayanarak alt siniflara ayrilir. Iste siiliiklerin benzersiz

kimliklerini kurduklar yer:

Alt sinif Hirudinea: Bu alt sinif sadece siiliiklere ayrilmistir. Birkag 6nemli 6zellikle

ayirt edilirler:

Hermafroditizm: Her siiliikk, baz1 tiirlerde kendi kendini délleyebilmelerine olanak

saglayan hem erkek hem de disi iireme organlarina sahiptir.

Klitellum: Diger Clitellata iiyeleriyle paylasilmasina ragmen, siiliik klitellumu tireme

acisindan 6nemli bir rol oynar ve gelismekte olan yumurtalar i¢in bir kozon salgilar.



Emiciler: Solucanlarin aksine, siiliikler beslenme i¢in 6n emici ve baglanma igin arka

emici olmak tizere her iki ucunda emicilere sahiptir.

Segmentasyon: Segmentli olsalar da, segment sayisi, solucanlar gibi i¢ organ diizeniyle

dogrudan iliskili degildir.

Alt simif Hirudinea, alt takimlara daha da ayrilir, bu da alt siif i¢indeki birincil

siiflandirma seviyesidir. Burada iki ana siiliik takimiyla karsilasiriz:

Gnathobdellida: Bu, ¢ogu siiliik tiiriinii kapsayan en biiyikk ve en ¢esitli takimdir.
Konaklarin1 delmek ve kan emmek i¢in disli ¢cenelere sahip olmalariyla karakterize edilirler.

Onemli tibbi siiliik (Hirudo medicinalis) bu takima aittir.

Acanthobdellida: Bunlar, g¢eneleri olmayan ve konaklarini delmek igin bir probosis
kullanan daha kiigiik siiliiklerdir. Temel olarak omurgasizlarla beslenirler ve daha az sik

karsilasilirlar.

Taksonomik hiyerarsinin asagisina dogru ilerlerken, ailelerle karsilasiriz. Aileler,
benzer cinsleri (birbirine yakin iligkili tiir gruplar1) ortak 6zelliklere dayanarak gruplandirir.
Ornegin, Hirudinidae ailesi, Avrupa tibbi siiliik (Hirudo medicinalis) ve yakin akrabalarini

igeren en 1y1 bilinen tibbi stiliikleri kapsar.

Son olarak, cins ve tiir seviyesine ulasiriz. Bir cins, yakin bir ortak ataya sahip olan ve
yiiksek bir benzerlik derecesi sergileyen tiirlerin bir grubudur. Ornegin, Hirudo cinsi, H.

orientalis, H. verbana ve tabii ki H. medicinalis gibi tipta kullanilan birkag siiliik tiiriinii igerir.

Bir cinsin i¢gindeki her tiir, benzersiz 6zelliklerle ayirt edilir, bu da kesin tanimlama icin
olanak saglar. Bu taksonomik siniflandirma sistemi, farkl: siiliik tiirleri arasindaki evrimsel
iligkileri anlamamiza yardimei1 olmanin yani sira, biyolojilerini, ekolojilerini ve potansiyel tibbi
uygulamalarini incelemek i¢in bir ¢ergeve sunar. 600'den fazla siiliik tiiriinden sadece 15'1, sifall

stiliik olarak nitelendirilebilecek kadar tibbi 6neme sahiptir.

2.1.3. Hirudo verbana: Modern Tipta Bir Canlanma

Siiliiklerin tibbi amaglarla kullanimi1 uzun ve etkileyici bir tarihe sahiptir. Yiizyillardir,
bu segmentli solucanlar, genis bir hastalik yelpazesini tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir.
[laglarm tipta kullanmaya baslamas ile, siiliik tedavisi biiyiik dl¢iide azalmistir. Ancak son
yillarda Hirudo verbana'nin tibbi uygulamalarda kullanilmasi ile hirudoterapiye olan ilgi

yeniden artamaya baslamistir [2]. Bu artis siililk salgisindaki benzersiz 6zelliklerdeki



enzimlerden kaynaklanmaktadir. Stiliiklerin kan emme goriintiisii rahatsiz edici olabilir, ancak
kan emerken kana verdikleri salgi ¢esitli terapdtik etkilere sahip karmasik bir biyoaktif molekiil
kokteyli icerir. Hirudo verbana, yakin akrabasi Hirudo medicinalis ile birlikte, giivenilirlik
profilleri ve etkinlikleri nedeniyle modern hirudoterapide kullanilan baslica tiirlerdir.

Hirudo verbana, genellikle yesil benekli siilikk olarak adlandirilir.

Hirudo verbana'nin terapétik potansiyelinin anahtari, salgisinda yatmaktadir. Beslenme

sirasinda, siiliik 300'den fazla biyoaktif molekiiliin bir kokteylini salgilar.

2.1.3.1. Siiliik Uygulamalar

Siiliikler gegmisteki bir uygulama gibi goriinse de, modern tibbin belirli alanlarinda
siirekli olarak kullanilmustir. Iste bazi temel uygulamalar:

Mikrocerrahi rekonstriiksiyon: Siiliik tedavisi, rekonstriiktif cerrahi sonrasi komplike
fleplerde ve greftlerde dolagimi iyilestirmek i¢in kullanilabilir. Siiliiglin salgis1 kan akisim
tesvik eder, sismeyi azaltir ve kan pihtilarini 6nler, bu da ameliyatin basarisi igin kritik olabilir.

Venéz hastaliklarr: Stlik uygulamasi vendz yetmezlik ve kronik vendz iilserlerinin
tedavisine yardimeci olabilir. Siiliik salgisindaki hirudin kan akigin1 diizenleyerek ve tikanikligi
azaltarak venoz staz iilserlerinin iyilegsmesine yardimci olabilir.

Osteoartrit: Siiliikk salgisinin anti-inflamatuar ve analjezik O6zellikleri, osteoartritli
hastalara biraz rahatlama saglayabilir. Calismalar, siiliikk tedavisinin agriy1 azaltabilecegini ve
eklem fonksiyonunu iyilestirebilecegini 6ne siirmektedir.

Raynaud hastaligi: Bu durum parmaklarin ve ayak parmaklarinin soguk sicakliklara
yanit olarak uyusuk ve agrili hale gelmesine neden olur. Siilikk salgisindaki bazi maddeler,
hastalarda kan akisini iyilestirebilir ve semptomlar1 azaltabilir.

Siiliik tedavisinde 1sirma bolgesinde kanama, kasintt ve enfeksiyon gibi birtakim
reaksiyonlar gelisebilir. Ayrica, siiliik tedavisi ¢ogu durum igin birinci basamak tedavi degildir

ve sadece egitimli saglik profesyonelleri tarafindan kontrollii kosullar altinda uygulanmalidir.
2.1.3.2. Arastirma ve Diigsiinceler

Siillik tedavisine olan ilginin yeniden artmasi, terapotik potansiyeline yonelik
yenilenmis arastirmalari tesvik etmistir. Siiliik salgisinin etkinligini aragtirmak icin ¢alismalar
devam etmektedir, bunlar arasinda:

Periferik arter hastaligr: Bu durum bacaklarda ve ayaklarda dolasim bozukluguna yol
acabilir. Yapilan aragtirmalarda, siiliik tedavisinin bazi hastalarda kan akigini diizenleyerek ve

agriy1 azaltabilecegini 6ne stirilmektedir.



Kas-iskelet sistemi yaralanmalary: Siiliik salgisi anti-inflamatuar ve analjezik etkileri ile
spor yaralanmalar1 veya kas gerilmeleri dolayisi ile olusan agriy1 yonetmede ve iyilesmeyi
tesvik etmede faydali olabilir.

Norolojik durumlar: Erken arastirmalar, siiliik tedavisinin migren ve ndropatik agrilari
Onleye bilecegini 6ne siirmektedir.

Ancak, siiliik salgisinin etkinliginin tam olarak belirlemek ve modern tip da kullanimi

protokoliinii olusturmak i¢in klinik deneylere ve ciddi ¢alismalara ihtiyag vardir.

2.1.4. Siiliik Tedavisinin Gelecegi: Zorluklar ve Firsatlar
Siiliiklerin  tipta kullaniminin  bir¢ok faydasi olmasmma ragmen modern tibba

entegrasyonun Oniinde birtakim zorluklar ve firsatlar bulunmaktadir.

2.1.4.1. Zorluklar:

Standartlastirma: Silik tedavisi ile ilgili belirli bir standart bulunmaktadir. Kullanilan
stiliik say1s1, uygulama siiresi ve siiliik tiirii gibi faktorler degisebilir, bu da aragtirma sonuglarini
karsilagtirmay1 ve en iyi uygulamalari belirlemeyi zorlastirir.

Maliyet etkinligi: Geleneksel ilaglara kiyasla, siiliik tedavisi daha pahali olabilir. Belirli
uygulamalar i¢in maliyet etkinligini belirlemek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Halkin algisi: Siiliiklerle iliskilendirilen tiksinme faktort, siiliik tedavisinin yaygin
olarak kullanilmasini engelleyen 6nemli bir faktordiir. Siiliik tedavisi igin verilecek egitimlerde
bu endiseleri ele alabilir. Tedavinin uygulanisi ve potansiyel faydalari hakkinda hastalarin

bilinglendirilmesi uygun olabilir.

2.1.4.2. Fursatlar:

Sentetik analoglar: Siiliik salgisinda bulunan faydali molekiillerin sentetik analoglarinin
tanimlanmas1 ve gelistirilmesi, canli siiliik tedavisine gore potansiyel olarak daha az maliyetli
bir alternatif sunabilir.

Genetik olarak degistirilmis siiliikler: Aragtirmalar, belirli terapotik molekiillerin
tretimini artirmak icin siiliikleri genetik olarak degistirme olasiligini aragtirmaktadir, bu da
etkinliklerini artirabilir.

Gelismig iireme teknikleri: Siiliik tireme tekniklerindeki gelismeler, terapotik kullanim

i¢in giivenilir ve siirdiirtilebilir bir siiliik tedarikini saglayabilir.



2.1.5. Siiliiklerin Salgilari, Salgi 6zellikleri ve Bu Salgilarin Tipta Kullanimi

Siiliikler, viicutlarindan gesitli salgilar tiretirler. Bu salgilar, siiliiklerin hayatta kalmasi
ve savunmasi i¢in 6nemli islevler goriir.

1. Anestezik Salgilar: Siilikkler, 1sirma sirasinda aciyr azaltan anestezik maddeler
salgilarlar. Bu sayede siiliikler, konakg¢ilarini rahatsiz etmeden kan emebilirler.

2. Antikoagiilan Salgilar: Siiliikkler, kanin pihtilasmasin1 onlemek i¢in antikoagiilan
maddeler salgilarlar. Bu sayede siiliikkler, konak¢ilarinin kaninin pihtilasmasini engelleyerek
daha kolay kan emebilirler.

3. Lubrikasyon Salgilari: Siiliikler, viicutlari kayganlagtiran salgilar iiretirler. Bu
salgilar, stiliiklerin konakgilarinin {lizerinde kolayca hareket etmesini ve kan emme islemini
kolaylastirir.

4. Proteolitik Salgilar: Siiliikler, konakc¢ilariin dokularini parcalayan proteolitik
enzimler salgilarlar. Bu enzimler, siiliiklerin daha kolay kan emebilmesini saglar.

5. Immiinosupresif Salgilar: Siiliikler, konakgilarmin bagisiklik sistemini baskilayan
maddeler de salgilarlar. Bu sayede siiliikler, konak¢ilarinin viicudunda daha uzun siire kalabilir
ve daha fazla kan emebilirler.

Stiliiklerin bu salgilari, onlarin hayatta kalmasi ve beslenme ihtiyaglarinin karsilanmasi

icin hayati 6nem tasir.
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2.2. TIBBI SULUK VE ENFEKSiYOZ HASTALIKLAR

Siiltik tedavisi olarak bilinen hirudoterapi, yiizyillardir tipta degisik hastaliklar1 tedavi
etmek ic¢in kullanilmis, bunlara enfeksiyon hastaliklar da dahildir. Stliiklerin tipta kullanima,
kan pihtilagsmasin1 onleyen, kan dolasimini diizenleyen antikoagiilanlar ve diger biyoaktif

maddeler igeren salgi salgilayabilme yeteneklerine dayanmaktadir.

Siiliikler cilde tutundugunda, ac1 vermeden deriyi keser kan dolasimina salgi salgilar.
Bu salg1, hirudin gibi gii¢lii bir antikoagiilani ile birlikte gesitli biyoaktif bilesikler igerir. Bu
maddeler kanin pihtilagmasini 6nler, kanin diizenli bir sekilde akmasini saglar, bu da venoz

tikaniklig1 azaltabilir ve doku 6liimiinii 6nleyebilir.

Siilik tedavisi, vendz hastaligi hafifletmek ve komplike greftlerde kan akigini geri
kazandirmak i¢in plastik ve rekonstriiktif cerrahide kullanilmaktadir. Ayrica dolasim
bozukluklar1 ve kardiyovaskiiler hastaliklar1 tedavi etmek icin de kullanilir. Siiligiin
salgisindaki anti-inflamatuar ve anestezik Ozelligindeki maddeler agriyr ve hassasiyeti

azaltabilir, bu da osteoartrit gibi durumlar i¢in potansiyel bir tedavi olabilir.

Siiliik tedavisi enfeksiyon hastaliklariin tedavisinde birincil tedavi yontemi olmasa da,
dolasimin1 diizenleyerek faydali olabilir. Ornegin, cilt enfeksiyonlar1 veya diyabetik ayak
tilserlerinde, siiliikk tedavisi kan akisini diizenleyerek nekrozu 6nleyerek iyilesmeye yardimet

olabilir.

Stiliik tedavisi akupunktur noktalarina tutturularak, riskleri 6nlemek igin kontrollii bir
ortamda egitimli profesyoneller tarafindan yapilmasi gerekmektedir. Siiliikk tedavisi gdren
hastalara siilikten veya disarindan bulagabilecek enfeksiyon onlemek igin siprofloksasin

verilebilir.

ABD Gida ve llag idaresi (FDA), 2004 yilinda cerrahiden sonra lokalize vendz
tikaniklik i¢in bir tibbi cihaz olarak siiliiklerin kullanimini onayladi. Bu tanima, modern tipta
siiliik tedevisinin yeniden kullanimina yol agmustir. Ozetle, siiliik tedavisi dogrudan enfeksiyon
hastaliklar1 tedavi etmek icin kullanilmasa da, kan dolasimini diizenleme ve doku olimiinii
onleme rolii, enfeksiyonlarla iligkili belirli komplikasyonlarin yonetiminde dolayli olarak

faydali olabilir [5].
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2.3. TIBBI SULUK SALGISININ ANTIBAKTERIYEL ETKISI VE ARASTIRMA
TARIHCESI
Siliikler (Hirudinea), ylizyillardir ¢esitli tibbi uygulamalarda kullanilan kan emici
solucan benzeri canlilardir. Kan emme yeteneklerinin 6tesinde, siiliiklerin salgisi, biyoaktif
bilesenler agisindan zengin bir maddedir. Son yillarda, bu salginin antibakteriyel 6zellikleri
lizerine yapilan arastirmalar giderek artmaktadir. Bu ¢alismada, siiliik salgisinin antibakteriyel

etkileri hakkindaki arastirmalarin tarihsel gelisimini ve giiniimiizdeki 6nemini ele alacagiz.

2.3.1. Geleneksel Tip ve Siiliik Uygulamalari

Siiliiklerin tedavide kullanimi oldukca eskidir. MO 3.300'e kadar uzanan Babil
tabletlerinde ve MO 1.500'lii y1llara ait Eski Musir papiriislerinde siiliik kullanimina dair kayitlar
bulunmaktadir [6]. Antik Yunan ve Roma hekimleri de kan alma, iltihap giderme ve agriy1
dindirme amagli siiliiklere bagvurmuslardir [7]. Bu donemde siiliikk uygulamalarinin temelinde,
"kotii kan"in uzaklastirilmasi veya viicut sivilarindaki dengesizligin diizeltilmesi diislincesi

yatmaktadir. Antibakteriyel 6zelliklerin anlasilmasi ise heniiz s6z konusu degildir.

2.3.2. Modern Tibbin Dogusu ve Siiliik Uygulamalarinin Azalmasi

Modern tipta 19. yiizyildaki gelismeler ile birlikte, antiseptik tekniklerin ve
antibiyotiklerin kesfi, siiliik uygulamalarinin popiilaritesinde bir azalmaya yol ag¢ti. Bununla
birlikte, 20. yiizyilin sonlarinda antibiyotik direncinin giderek artmasi, alternatif tedavi
yontemlerine olan ilgiyi yeniden canlandirdi. Bu baglamda, siiliik salgisinin potansiyel

antibakteriyel 6zellikleri de arastirilmaya baslanda.

2.3.3. Ik Arastirmalar ve Antibakteriyel Etkinin Kesfi

1980'1 yillarda yapilan 6ncii caligsmalar, siiliik salgisinin in vitro ortamda ¢esitli bakteri
tiirlerine kars1 antibakteriyel aktivite gosterebilecegini ortaya koydu [8, 9]. Bu ¢aligmalarda,
stiliik salgisinin Staphylococcus aureus ve Escherichia coli gibi yaygin bakteri suslariin
iiremesini onemli oranda azalttig1 gozlemlendi. Bu bulgular, siiliikk tedavisinin antik ¢aglardan
beri uygulama alan1 bulan faydasinin ardinda antibakteriyel mekanizmalarin rol

oynayabilecegini diislindiirdii.

2.3.4. Siiliik Salgisinin Biyoaktif Bilesenleri ve Antibakteriyel Mekanizmalar
Stiliik salgisinin antibakteriyel etkisinden sorumlu oldugu diisiiniilen cesitli biyoaktif

bilesenler tanimlanmistir. Bunlardan bazilar1 sunlardir:
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Hirudin: Bu protein, kan pihtilagmasini 6nleyici bir maddedir. Son ¢aligmalar, hirudinin
bazi bakteri suslarinin zarlarina zarar vererek antibakteriyel etki goOsterebilecegini ortaya
koymustur [10].

Antistazin: Bu peptid, protein sentezini engelleyerek bakteri ¢ogalmasini baskilayabilir
[11].

Eglinler: Bu enzimler, bakterilerin enerji tiretim mekanizmalarini bozarak biiylimelerini
engelleyebilir [12].
Histamin: Bu molekiil, bagisiklik sistemini uyararak viicudun enfeksiyonlarla miicadele

yetenegini giiglendirebilir [13].

2.3.5. Hayvan Modellerinde Umut Verici Bulgular

Siiliik salgist ile yapilan in vitro ¢alismalardan elde edilen olumlu sonuglar, hayvan
modellerinde de arastirilmaya baglanmistir. Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA)
ve Vankomisin Direngli Enterokoklar (VRE) gibi antibiyotiklere direngli bakteri suslari ile
deneysel olarak enfekte edilmis fare ve siganlarda, siiliik salgisinin kullanimi hayatta kalma
oranlarimi artirmistir [14,15]. Bu bulgular, siiliik salgisinin antibiyotik direnci sorunu ile

miicadelede potansiyel bir rol oynayabilecegini gostermektedir.

2.3.6. Insan Klinik Cahsmalarindaki Durum

Siiliik salgisinin antibakteriyel etkileri ile ilgili insan klinik ¢aligsmalarinin sayis1 halen
sinirlidir. Mevcut calismalarin bir kismi, yara enfeksiyonlart ve diyabetik ayak iilserleri gibi
lokalize enfeksiyonlarin tedavisinde siiliikk uygulamasinin faydalarini aragtirmaktadir [16, 17].
Bu ¢alismalarda siiliik tedavisinin iyilesme siirecini hizlandirdig1 ve enfeksiyonun siddetini
azalttig1 gozlemlenmistir. Ancak bu sonuglar heniiz kesinlik kazanmamistir ve daha genis

kapsamli klinik arastirmalara ihtiya¢ vardir.

2.3.7. Siiliik Tedavisinin Giivenlik ve Yan Etkileri

Siiliik tedavisi, genellikle giivenli bir uygulama olarak kabul edilir. En yaygin yan
etkiler, uygulama yerinde kizariklik, sislik ve hafif agridir. Bunlar genellikle birkag¢ giin
icerisinde kendiliginden diizelmektedir. Nadir durumlarda kanama ve alerjik reaksiyonlar
goriilebilir. Siilik tedavisinin uygulanmamasi gereken durumlar da mevcuttur. Bunlar;

hamilelik, kanama bozukluklari, aktif enfeksiyonlar ve kan sulandirici ilag kullanimi gibi

durumlardir [18].
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2.4. TIBBI SULUKLER

2.4.1. Anatomi ve Tarihce

Hirudo verbana, yiizyillardir tibbi amaglarla kullanilan bir siiliik tiirtidiir. Viicutlarinin
her iki ucunda emiciler bulunan yaklasik 650 tiir pargali solucan igeren Hirudinea alt sinifina
aittir (Sekil 2.4). Hirudo verbana, Isvigre, Italya, Tiirkiye ve Ozbekistan bolgelerine dzgii
oldugundan Akdeniz Medical siiliigii olarak da bilinir.

Hirudo verbana'nin 6n kisminda bir ila dort ¢ift géziin bulundugu 34 parcadan olusan
bir govdesi vardir. Uzunlugu 20 cm'ye (8 ing) kadar biiyliyebilir ve bir beslenmede kendi
agirhiginin bes katindan fazla kan tiiketebilir. Emicilerini kullanarak gozenekli ve hava gecirgen
olanlar da dahil olmak iizere ¢esitli ylizeylere yapisabilir. Ayrica, jilet gibi keskin dislere sahip
ti¢ ¢enesini de konak hayvaninin derisinde Y seklinde bir kesim yapmak i¢in kullanabilir.

Hirudo verbana, pihtilasmayi onlemek igin antikoagiilanlar kullanarak memelilerin,
baliklarin, kuslarin ve amfibilerin kaniyla beslenir. Kani, sindirim sistemindeki bir kese olan
kursaginda birkag ay boyunca saklayabilir. Ayrica beslenmeden alt1 aya kadar hayatta kalabilir.
Mahsuliinde yasayan ve kanin sindirilmesine yardimer olan Aeromonas ve Rikenella adli iki
bakteri ile simbiyotik bir iligkisi vardir.

Hirudo verbana hermafrodittir, yani hem erkek hem de disi ireme organlarina sahiptir.
Ancak kendi kendine ddllenmez, baska bir bireyle ciftlesir. Yumurtalarini karada veya suda
birakilabilen bir kozanin i¢ine birakir. Geng siiliikkler larva agsamasi olmadan dogrudan gelisir.
Hirudo verbana'nin haploid kromozom sayis1 13'tiir ve bu 6zellik onu H. medicinalis ve H.

orientalis gibi diger tibbi siiliiklerden ayirir.

Sekil 2.4: Hirudo verbana. (Orjinal)
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H. verbana, antik ¢aglardan beri tibbi tedavilerde, 6zellikle de hastaligi tedavi etmek
veya Onlemek i¢in hastadan kan alma uygulamasi olan kan alma amaciyla kullanilmaktadir.
Ayrica iltihaplanma, enfeksiyon, agri ve damar tikanikligi gibi gesitli durumlarin tedavisinde
de kullanilmistir. Glintimiizde H. verbana, kan pihtilarin1 6nleyebilen ve kan dolasimini
iyilestirebilen Hirudin gibi antikoagiilanlarin kaynagi olarak hala kullanilmaktadir. Ayrica
plastik ve rekonstriiktif cerrahide deri greftlerinin ve yeniden baglanan uzuvlarin iyilesmesine

yardimc1 olmak i¢in de kullanilir.

H. verbana, uzun bir tibbi kullanim ge¢misine ve karmasik bir biyolojiye sahip, ilging
ve onemli bir siiliik tiiriidiir. Kanla beslenebilen ve kani1 uzun siire depolayabilen az sayidaki
hayvandan biridir. Emdigi kan1 sindirmeye yardimc1 olan bakterilerle benzersiz bir simbiyoz
iligkiye sahiptir. Dogal antikoagiilanlar saglayarak dolagim bozuklugu dolayis1 ile olusan
yaralarin iyilesmesine yardimci oldugundan modern tip i¢in de degerli bir kaynaktir. H.
verbana, dogada ki bazi canlilarin insan sagligma nasil yardimci oldugunun ve fayda
sagladiginin 6nemli 6rneklerinden birisidir. H. verbana, yaygin olarak bilinen tibbi siiliik,
parazit yasam tarzi i¢in Ozellesmis anatomisi olan ilging bir tiirdiir. Bu siiliikk segmentlidir,
viicudu 34 segmentten olusur ve her biri karmasik fizyolojisinde bir rol oynar. H. verbana'nin
sindirim kanal1 iki ana boliime ayrilmistir: kese ve bagirsak.

H. verbana'nin sindirim kanali iki ana boliime ayrilmistir: kese ve bagirsak.

Kese, birincil bir kanal ve ondan uzanan yan korlerden olusan bir depolama organidir.
Bu yapy, siiliiglin beslenme siireci i¢in hayati dneme sahiptir, ¢iinkii bir beslenmede konak¢idan
viicut agirliginin bes kati1 kan ememesine ve depolamasina izin verir.

Bagirsak, keseyle 19-20. viicut segmenti civarinda baglant1 kurar ve kanin sindiriminin
gerceklestigi yerdir. Sindirim kanalinin yaninda, osmoregiilasyon ve atik uzaklastirmada
yardimci olan 17 ¢ift nefridia bulunmaktadir (Sekil 2.5). Siiliigiin mikrobiyotasi, 6zellikle kese
icinde, sindirime yardimci olan ve temel besin maddeleri saglayan simbiyotik bakteriler

tarafindan domine edilir.
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Sekil 2.5: Siiliiklerin anatomisi [19].

Disaridan, H. verbana, bireyler arasinda degisen belirgin ¢izgili deseniyle taninir. Bu
desen sadece bir gorsel isaretleyici degil, aynt zamanda siiliigiin i¢ boliinmesini yansitir.
Siiliigiin emicileri, her bir ugta bir tane olmak {iizere, beslenme ve hareket i¢in hayati olan
konaklara giiclii bir sekilde baglanmay1 saglar.

Hirudo verbana'min anatomisi, bu benzersiz aneliddeki yap1 ve fonksiyon arasindaki

etkileyici etkilesimi sergileyen, parazit bir yagsam tarzina evrimsel uyumunun bir kanitidir.

2.4.2. Hirudo Verbana Salgis1

H. verbana’nin salgisi potansiyel terap6tik uygulamalari olan biyoaktif maddelerin bir
hazine sandigina sahiptir. Bununla birlikte, bu degerli siviy1 ¢ikarmak hassas bir dokunus
gerektirir. Geleneksel olarak, siiliik tedavisi canlt hayvani dogrudan cilde yerlestirerek kan alma
islemi igeriyordu. Bu yontem saf salg1 toplamak i¢in ideal olmazdi. Bilim insanlar1 daha rafine
teknikler gelistirmislerdir. Bir yontem elektriksel uyarimi igerir. Siiliigiin basina yakin nazik
elektriksel darbeler salginin salgilanmasini tetikler. Atilan salgi daha sonra bir mikrokapiller
tiipte toplanabilir. Bu yaklagim iyi bir kontrol saglar ve siiliige zarar vermez. Baska bir yontem
yapay bir besleme alt tabani kullanir. Memeli cildini taklit eden bir zar siiliige sunulur.
Beslenmeye hazirlandik¢a, salgi salgilar ve bu toplanabilir. Bu teknik arastirmacilara siiliigiin
farkl1 uyaricilara verdigi tepkiyi inceleme olanagi saglar ve potansiyel olarak salgi bilesimini

etkileyebilir. Dogal bir kan emme isleminden sonra salgi ¢ikarilmasi baska bir segenektir.
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Burada, siiliikkler bir konakg¢ida (genellikle bir hayvan) beslenir ve ardindan salgi agisindan
zengin mide igerigi ¢ikarilir. Verimli olsa da, bu yontem etik endiseleri giindeme getirir ve saf
salg1 orneklerini veremeyebilir. Teknige bakilmaksizin, ¢ikarilan salgi daha fazla isleme tabi
tutulur. Hiicresel artiklar1 ¢ikarmak icin santrifiij edilir ve arastirma veya potansiyel terapotik
kullanim i¢in konsantre hale getirilir.

H. verbana salgisi, antikoagiilan olan hirudin, kan akigin1 diizenleyen enzimler de dahil
olmak tizere bir¢ok biyoaktif molekiillerin karmasik bir kokteylinden olusur. Bu bilesenler
tedavide aktif rol oynamaktadir.

H. verbana salgisinin igerigi ve iyi karakterize edilmis bilesenler:

Hirudin (Antikoagiilan): Kan pihtilasmasini 6nlediginden post-cerrahide kan pihtilarini
onlemede, derin ven trombozunu tedavi etmede ve hatta koroner arter baypas cerrahisinde
kullanim alan1 bulmustur.

Eglin (Proteinaz Inhibitorleri): Bunlar, dokular pargalayan enzimlerden koruyan kiigiik
kalkanlar gibi davranir. Eglin'in anti-inflamatuar ozellikleri, artrit ve inflamatuar barsak
hastalig1 gibi durumlarin tedavisi i¢in umut vaat etmektedir.

Hyaluronidaz (Yayilma Faktérii): Bu enzim, dokulari sikilastiran bir madde olan
hyaluronik asidi pargalar. Hyaluronidaz, siiliigiin cilde niifuz etmesine yardimci olur ve ayrica
kan akisin1 ve diger salgi bilesenlerinin emilimini kolaylastirir.

Kolajenaz (Coziicii Ajan): Bu enzim, viicuttaki ana yapisal protein olan kollajeni
parcalar. Kolajenaz, siiliiglin beslenmesine yardimer olmak i¢in kan damarlarinin duvarlarini
cozerek kan erisimini kolaylastirir.

Apiraz (Anti-pihtilagma): Bu enzim, kan pulcuklari i¢indeki enerji kaynagini bozarak,
onlarin bir araya gelmesini ve piht1 olusturmasini engeller. Apiraz, inme ve kalp krizlerini
onlemede faydali olabilir.

Destabilaz (Kan Damari Rahatlamast): Son zamanlarda kesfedilen enzim, kan damari
duvarlarini rahatlatarak dolagimi diizenleyerek diisiik kan basincina yol agabilir.

Histamin Benzeri Molekiiller (Vazodilatasyon): Bu siilik kaynakli molekiiller,
histaminin etkilerini taklit ederek, kan damarlarini genisletir ve kan akisini kolaylastirir.
Dolasim sorunlarinin tedavisinde faydali olabilirler.

Bakteri Inhibitorleri: Siiliikler, bakterilerle yakin iliski iginde yasar ve salgis1 zararli
bakteri biiylimesini bastiran bilesikler igerebilir. Bunlar potansiyel antibiyotik uygulamalari

i¢in arastirilabilir.
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2.4.3. Yapilan Hirudo Verbana Salg1 Toplama Calismalari

2.4.3.1. In Vitro Teknikler: Dogrudan Toplama ve Elektriksel Uyarim
Dogrudan Toplama: Siiliikk salgis1 ¢ikarma isleminin en basit yontemi probosisten
dogrudan toplamayi igerir. Iste nasil ¢alisir:
Hazirlik: Saglikli siiliikler belirli bir siire (genellikle 3 — 6 ay) ag birakilarak salgi tiretimi
uyartlir.
Toplama Odasi: Siiliikler, genellikle bir petri kab1 veya sise gibi smurl bir alana
yerlestirilir ve minimum hava dolasimina sahiptir.
Uyarim: Siiliigiin probosisi, yumusak bir malzeme ile temas ettirilerek veya hafif bir
elektrik akim1 uygulanarak nazikg¢e uyartlir.
Salgilanan salgi sonra bir mikropipet veya kapiler tiip kullanilarak toplanir
[20,21,22,23].
o Avantajlar:
Minimal ekipman gerektiren ve basit kurulum.
Siiliik i¢in invaziv olmayan [24,25].
o Dezavantajlar:
Toplanan salgi miktar1 azdir.
Siiliigiin hemolimf kani ile potansiyel kontaminasyon riski vardir.

Siiliigiin salg1 verme siirecini kontrol etmek zordur [26,27].

2.4.3.2. In Vitro Teknikler: Elektroforetik Uyarim
Bu teknik, siiliiglin proboscisinin dogrudan uyarilmasini saglamak ve boylece kontrolli
bir sekilde salgisini indiiklemek i¢in diisiik voltajli elektrik akimi kullanir. Bu yontem,
stiliklerden dogrudan salgi toplamaya kiyasla ¢esitli avantajlar sunar.
Kurulum: Siiliikler, proboscislerinin yakinina hassas bir sekilde yerlestirilmis elektrotlar

iceren steril bir hazneye yerlestirilir [28].

Uyarim: Diisiik yogunluklu ve kontrollii elektrik akimi, proboscise zarar verme riski
olmadan salgin1 uyarmasi i¢in elektrotlar araciligryla uygulanir [29].
Toplama: Salgi, hazne i¢inde toplanir ve daha sonra arastirma veya tibbi uygulamalar
i¢in uygun sekilde ayrigtirilir.
o Avantajlart:

Dogrudan toplamaya kiyasla anlamli 6l¢iide daha fazla kontrol ve tutarlilik saglar.
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Salg1 verimini potansiyel olarak artirabilir, bu da aragtirma ve tibbi uygulamalar i¢in
daha fazla malzeme saglar.
. Dezavantajlart:
Bu yontem, uzmanlik gerektiren 6zel ekipman kullanimini gerekli kilar.
Elektriksel akimin hassas sekilde ayarlanmasi gerekmektedir, aksi takdirde siiliigiin

strese girmesine neden olabilir [30].

2.4.3.3. In Vivo Teknikler: Havuzlanmug Siiliik Salgist

Siiliik salgisi1 toplanmasi: Bu yontem, daha yiiksek miktarda siiliik salgisi elde etmek
i¢cin kontrollii sartlar altinda canli bir konakei tizerinde siiliiklerin beslenmesini igerir.

Konakg¢1 Se¢imi: Anestezi altinda tutulan deney hayvanlari, ¢cogunlukla tavsan veya
koyun, konake1 olarak tercih edilir. Hayvan refah1 gozetilerek, bu konuda etik kurallarin siki
bir sekilde takip edilmesi gereklidir [31].

Beslenme: Siiliikler, kan akisini1 artirmak i¢in 1sitilmis bir ortamda veya topik
vazodilatorler uygulanarak konak hayvanin deri yiizeyine yerlestirilir.

Salg1 toplama: Siiliikler beslenme esnasinda siiliik salgisi, konak hayvanin kan ile
karigir. Karigim, aspirasyon veya Ozel olarak tasarlanmig toplama hazneleri gibi cesitli
yontemler kullanilarak toplanir.

o Avantajlart:

In vitro tekniklerle karsilastirildiginda daha fazla miktarda siiliik salgis: elde edilmesine
olanak saglar.

"Beslenme kosullar1" altinda toplanan salgi, potansiyel olarak ek biyoaktif bilesenler
icerebilir ve bu da tibbi aragtirmalar i¢in daha zengin bir salgi sunar.

o Dezavantajlari:

Hayvan konak¢1 kullanimini gerekli kildigindan etik kaygilar dogurur.

Kan bilesenlerinin varligi, arzu edilen siiliikk salgisini izole etmek i¢in ek saflastirma
adimlarmi zorunlu kilar. Toplanan materyalde, konak¢1 kaynakli patojenlerin bulunma riski

mevcuttur [32-36].

2.5. BAKTERILER VE ONLARIN DIRENC MEKANIZMALARI

Bakteriler her yerdedir, bagirsaklarimizda yogunlasirlar, havada siiziiliirler ve hatta en
derin okyanus hendeklerinde bile yasarlar. Bu kii¢iik, tek hiicreli organizmalar, ¢ubuk sekilli E.

coli, yuvarlak Staphylococcus aureus, ve spiral sekilli Borrelia burgdorferi gibi sasirtic1 sekil
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ve boyuttadir. Bolliinerek hizla cogalirlar, gezegenimizin sagligr icin hayati olan genis
popiilasyonlar olustururlar. Sindirime yardimci olmaktan organik maddeleri pargalamaya
kadar, bakteriler dengeli bir ¢evrenin korunmasinda kritik bir rol oynarlar.

Ancak, bu faydali mikroplarin baz tiirleri insanlarda hastalik olustururlar. Bakterilerin
olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisinde devrim yaratan antibiyotikler, bakterilerin evrimlesme
yetenegi nedeniyle giderek daha az etkili hale gelmektedir. Mutasyonlar ve genetik yollar ile
gelisen direng dolaysi ile antibiyotiklerin bakteriler {izerindeki etkisi giderek azalmis ve ciddi
bir kiiresel saglik sorun halini almistir.

Gelisen antibiyotik direnci nedeni ile bakterilerin etken oldugu cogu enfeksiyonun
tedavisi imkansiz hale gelmistir. Bu tiir enfeksiyonlart tedavi etmek ic¢in kullanilan genis
spektrumlu antibiyotikler ise ciddi yan etkiler olustururlar. Buda hastalarin hastanede kalis1
stirelerini ve saglik maliyetlerini 6nemli dl¢lide artirmaktadir.

Bakterilerin olusturdugu direncin mekanizmalar1 oldukg¢a cesitlidir. Bazi1 bakteriler
tirettigi enzimler ile antibiyotikleri pargalayarak etkisi halle getirirken; bazi bakteriler
antibiyotiklerin hedef sitelerini esasen kapilarinin kilidini degistirirler, boylece antibiyotikler
baglanamaz ve diizgiin ¢alisamaz. Bakteriler ayrica, antibiyotikleri hiicreden aktif olarak disari
atan kiiclik hiicresel makineler olan disar1 pompalar1 gelistirerek antibiyotiklerin hiicre i¢inde
birikimini engelleyerek etkili konsantrasyona ulagsmasini onler.

Hem insanlarda hem de hayvanlarda antibiyotiklerin gereksiz ve yanlhs kullanimi
direncin ana itici giiciidiir. Antibiyotikler gereksiz yere kullanildiginda, 6rnegin, etkisiz
olduklar1 viral enfeksiyonlar i¢in, segici bir baski olusturur. Bu ortamda, direngli bakteriler
belirgin bir avantaja sahiptir ve ¢ogalabilirken, hassas olanlar yok edilir. Bu fenomen, dogal
secimin nasil isledigine benzer, ancak antibiyotik direnci yaratan siiper bakterilerin yan etkisi
olarak ortaya cikar.

Kullanimda olan antibiyotiklere karsi bakteriler diren¢ kazandikca, bakterilerin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisi i¢in bilim insanlar1 yeni arayislara yonelmektedir. Bu arayislar
bakterilerde yeni mekanizmalart hedefleyen ilaglar1 gelistirmeye, bakterilere 0zgii
bakteriyofajlar ve alternatif yontemlere yonelmis durumdadir. Antibiyotik direnciyle miicadele
kiiresel bir ¢aba gerektirir. Yeni antibiyotiklerin arastirilmasi ve gelistirilmesinde uluslararasi
isbirligi hayati 6nem tagir.

Bakteriler tarafindan gelistirilen direng¢ mekanizmalari, bakterilerin kendileri kadar
cesitlidir. Bilim insanlar1 ¢oklu ilaca direngli (MDR) bakterilerin artan yayginligi konusunda

derin endise duymaktadir. Bu suslar, sadece bir degil, birden fazla antibiyotik sinifina
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direnglidir, bu da bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirir. MDR
bakterilerin ortaya ¢ikmasi, dirence kars1t miicadelede ¢ok yonlii bir yaklagimin acil bir sekilde

gerekliligini vurgular.

Bakterileri 6zel olarak hedefleyen ve lize eden viriisler olan bakteriyofajlar, umut verici
bir yol sunmaktadir. Bakteriyofajlar, bakteriyel enfeksiyonlari tedavisinde kullanimi, bazi
tilkelerde uzun bir gegmise sahiptir ve ¢oklu ilaca direngli bakterilere karsi potansiyel etkinligi
nedeniyle yeniden ilgi gormektedir. Bir diger kesif alani, insan mikrobiyotasinin giiciinii
kullanmaktadir. Viicudumuz trilyonlarca bakteriye ev sahipligi yapar ve saglikli bir bagirsak
mikrobiyotasi, patojenik bakterilerin kolonizasyonunu onlemede rol oynayabilir. Faydali
bagirsak bakterilerinin bliylimesini tesvik eden prebiyotikler ve probiyotikler, enfeksiyonlar

onleme ve yonetmede potansiyel rolii i¢in aragtirilmaktadir.

Alternatif tibbin bazi tamamlayici tedavileri modern tipta kullanilan tedavi
yontemlerinin yaninda ek destek sunabilir. Bazi dogal {irlinlerin in vitro olarak antimikrobiyal

etkiye sahip olduklar1 gosterilmistir. Bunlar esansiyel yaglar veya bal gibi tirtinlerdir.

Sonug olarak, antibiyotik direnci ile miicadelede basarili bir strateji, isbirlik¢i bir caba
gerektirir. Ayrica, yeni antibiyotikler, alternatif terapiler ve gelistirilmis tanilar {izerine
arastirma esastir. Sorumlu antibiyotik kullanimini tesvik etmek ve uluslararasi isbirligi, bu
kiiresel miicadelede ana bilesenlerdir. Bilimsel ilerlemeleri sorumlu uygulamalarla

birlestirerek, antibiyotiklerin gelecek nesiller icin etkili kalmasini saglayabiliriz.

1. Klebsiella pneumoniae:

Gram negatif (cubuk seklinde)

Ozellikler: Fakiiltatif anaerob olan bakteri genellikle bagirsakta bulunur, ancak
pndémoni, kan dolasimi enfeksiyonlari ve idrar yolu enfeksiyonlarina neden olabilir.

Direng Mekanizmalari: Genis spektrumlu beta-laktamazlar (ESBL'ler), Karbapenemaz,
efluks pompalart,

Klinik Sonuglar: Hastane ortamlarinda tedavisi zor enfeksiyonlar olusturan bakterinin
tedavisinde genis spektrumlu antibiyotikler kullanilsa da direng olusabilir.

2. Morganella morganii:

Gram negatif (¢ubuk seklinde)
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Ozellikler: Bagirsakta bulunan bakteriler hastane ortaminda idrar yolu enfeksiyonlari,
pnomoni ve kan dolagimi enfeksiyonlarina neden olabilir.

Diren¢ Mekanizmalari: ESBL'ler, florokinolon direnci ve efiiks pompalari igerir.

Klinik Sonuglar: Hastane kaynakli enfeksiyonlarda diren¢ nedeniyle sinirli tedavi
segenekleri.

3. Streptococcus pyogenes (Grup A Strep):

Gram pozitif (yuvarlak sekilli)

Ozellikler: Bogaz agrisina, cilt enfeksiyonlarina (impetigo) ve kizil atese neden olur.

Diren¢ Mekanizmalari: Makrolid direnci, genellikle ilacin hedef bolgesini degistiren
mutasyonlar araciligryla.

Klinik Sonuglar: Olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisi karmasik olup alternatif
antibiyotiklerin kullaniminda artig goriiliir.

4. Enterobacter cloacae:

Gram negatif (¢ubuk seklinde)

Ozellikler: Cevrede ve insan bagirsaginda bulunan firsatg1 bir patojen olan bakteri
pndmoni ve idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi hastane kokenli hastaliklar olusturabilir.

Direng Mekanizmalari: ESBL'ler ve AmpC beta-laktamazlar Florokinolon direnci
mutasyonlar1

Klinik Sonuglar: Olusturdugu hastane enfeksiyonlarinin tedavi segenekleri sinirhdir.

5. Acinetobacter baumannii:

Gram negatif (yuvarlak sekilli)

Ogzellikler: Toprakta ve suda bulunur, ozellikle bagisiklik sistemleri zayiflamis
hastalarda pnomoni ve kan dolasimi enfeksiyonlar: gibi hastane kaynakli enfeksiyonlara neden
olabilir.

Diren¢ Mekanizmalari: Genellikle birlesik diren¢ mekanizmalarina sahiptir.

Klinik Sonuglar: Coklu ilaca direngli (MDR) ve baz1 suslarda hatta pan-ilaca direngli
(PDR) olmas1 nedeniyle tedavisi zor enfeksiyonlar olusturur.

6. Escherichia coli (E. coli):

Gram negatif (¢ubuk seklinde)

Ozellikler: Normal bagirsak florasinda bulunan bakterinin bazi suslar ishal, idrar yolu
ve kan enfeksiyonlarina neden olabilir.

Diren¢ Mekanizmalari: Beta-laktamaz enzimleri, Florokinolon direnci mutasyonlari
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Klinik Sonuglar: Temelde idrar yolu iizerinde etkilidir, ancak diger enfeksiyonlara da
neden olabilir. Yaygin antibiyotiklere direng, idrar yolu enfeksiyonlarinin tedavisini karmagik
hale getirebilir.

7. Staphylococcus aureus:

Gram pozitif (yuvarlak sekilli)

Ozellikler: Ciltte ve burunda yaygin olarak bulunur, cilt enfeksiyonlari, pndmoni ve kan
dolasimi dahil ¢esitli enfeksiyonlara neden olabilir. Metisiline direngli Staphylococcus aureus
(MRSA) 6zel bir sustur.

Direng Mekanizmalari: MRSA suslarinda degismis penisilin baglayic1 proteinler
(PBP'ler)

Klinik Sonuglar: MRSA ciddi bir saglik sorunudur.

8. Enterococcus faecalis:

Gram pozitif (yuvarlak sekilli)

Ozellikler: Bagirsaklarda bulunur ve idrar yolu enfeksiyonlari, endokardit ve kan
dolasimi enfeksiyonlarina neden olabilir. Vankomisin diren¢li Enterococcus (VRE) 6zel bir
sustur.

Diren¢ Mekanizmalari: Vankomisin direnci, ilacin hedef bolgesini degistiren
mutasyonlar araciligiyla degismis hiicre duvari yapisi ve ilaci degistiren enzimler i¢in plazmid
aracili genler yoluyla olusabilir.

Klinik Sonuglar: Hastane kdkenli VRE neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi zordur.

9. Pseudomonas aeruginosa:

Gram negatif (¢ubuk seklinde)

Ozellikler: Toprakta ve suda bulunur, pnémoni, idrar yolu enfeksiyonlar1 ve cilt
enfeksiyonlarma neden olabilir. Ozellikle sistik fibroz veya kronik akciger hastali§i olan
hastalarda sorun olusturabilir.

Diren¢ Mekanizmalari: Diisiik dis zar gegirgenligi ve efiiks pompalar1 nedeniyle birgok
antibiyotige dogustan direnclidir. Karbapenemaz {iretimi yoluyla karbapenemlere direng
kazanabilir.

Klinik Sonuglar: Ozellikle bagisiklik sistemleri zayiflamis hastalarda tedavisi zor

enfeksiyonlar.
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3. YONTEM

3.1. HIRUDO VERBANA SULUKLERIN SECIMIi VE SALGI TOPLAMASI
3.1.1. Hirudo Verbana Siiliiklerin Secimi

Bu ¢alisma, deney i¢in 300 adet H. verbana siiliik kullanildi. H. verbana tiirii siiliik
Tiirkiye’de iiretilen ve kullanilan tiirii oldugu igin arastirmaya almmustir. Siiliikler, Istanbul
Universitesi Cerrahpasa, Geleneksel ve Tamamlayici Tip Uygulama ve Arastirma Merkezinden
temin edilmistir. 300 siiliik se¢imi, homojen ve saglikli bir 6rnek popiilasyonunu saglamak i¢in
asagidaki kriterlere uygun olmustur:

Yas ve boyut: 6 aylik ve 5-7 cm boyutundaki saglikli ve hareketli siiliikler secilmistir.

Secilen siiliikler igerisinde 3 litre 48 saat dinlendirilmis ¢esme suyu bulunan 5 litrelik
mat beyaz plastik bidonlara 1 litre suda 8 adet siiliik hesab1 ile 25 adet olarak konmustur.
Siiliiklerin sayist, tarih ve bidon numarasi etiketlendi (Sekil 3.1, Sekil 3.2). Mat renk, siiliiklerin
151ga daha az maruz kalmasi i¢in tercih edilmistir. Dinlenmis su, siiliikler i¢in toksik bir madde
olan kloru en aza indirmek i¢in kullanildi.

Siiliiklerin emdikleri kani sindirmeleri ve potansiyel patojenlerden arindirmak igin 26
°C’de yar1 karanlik bir ortamda haftada bir sular1 degistirilerek 3 ay siiresince izlenmistir. Bu
arada segilen siiliiklerin sular1 degistirilirken saglik durumlari ve 6liim oranlar1 kontrol edildi

(Sekil 3.3).



24

Sekil 3.1: Hirudo verbana se¢ilmis siiliikklerin saklandig: kaplar.

Sekil 3.2: Hirudo verbana seg¢ilmis siiliiklerin su degisimleri.
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Sekil 3.3: Hirudo verbana se¢ilmis siiliiklerin saklandig1 kaplar.
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3.1.2. Malzemeler

Benmari: Siiliiklerin stimiilasyonu ve elde edilen salginin toplanmasi sirasinda sabit bir
sicaklik saglamak i¢in kullanildi. Benmari, 1siya dayanikli bir cam veya metal hazne ile su

1siticisindan olusan bir cihazdir.

ETUV: Antimikrobiyal aktivite testinde kullamlan besiyerlerin inkiibasyonu igin
kullanildi. ETUYV, sabit bir sicaklikta bakteri {iremesini saglayan bir cihazdir.

Pastor Firini. Pastor firinlar, laboratuvarlarda cam ve plastik laboratuvar malzemelerini
sterilize etmek i¢in kullanilir. Bu cihazlar, yiliksek sicakliklar (genellikle 180°C - 250°C)
kullanarak mikroorganizmalar1 6ldiiriir ve kontaminasyonu onler. Pastor firmlar, cam petri
kaplari, pipetler, kiiltiir tiipleri ve diger hassas laboratuvar malzemelerini sterilize etmek i¢in
idealdir.

Devirdaim Motoru: Benmari igerisindeki suyun siirekli sirkiilasyonunu saglamak igin
kullanildi. Devirdaim motoru, suyu siirekli karistirarak sicakligin homojen dagilimina yardimci

olur.

Deve Boynu Camlari: Siliiklerin yerlestirildigi ve L-Arginin soliisyonuna maruz
birakildig1 cam kaplardir. Deve boynu seklindeki tasarim, siiliiklerin salg: tiretimini tetiklerken,

salginin toplanmasini kolaylastirir (Sekil 3.4 ve Sekil 3.5).

Hortumlar: Benmari igerisindeki sicak suyu deve boynu camlarina aktarmak igin
kullanildi. Hortumlarin malzemesi, 1siya dayanikli ve kimyasallara kars1 direngli olmalidir

(Sekil 3.4).

L-Arginin: Siiliiklerin salg1 tiretimini stimiile etmek i¢in kullanilan bir aminoasittir. L-
Arginin, siiliiklerin salgisinda bulunan ve salgi tiretimini tetikleyen dogal maddeleri taklit etme

amacl kullanilir (Sekil 3.6).

Steril Cam Beher Kaplar: Cam beher kaplari oncelikle iyi bir sekilde yikanmis ve
aliminyum folyo ile kapatilmis, ardindan 175°C'de 60 dakika siireyle pastorizasyon firminda
sterilize edilmistir. Daha sonra, siiliiklerden toplanan salginin bekletilmesi ve filtrelenmesi i¢in

kullanilmustir. (Sekil 3.7)

0.45 um filtreler: Stizme islemi igin kullanilan, mikroorganizmalari tutan ancak salgi

molekiillerinin gegisine izin veren bir membran filtredir. Filtrenin gézenek boyutu, deneysel
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amaglara uygun olarak secilmelidir. Bu islem i¢in 0.45 pm enektorfiltrelerden kullanildi (Sekil

3.8).

Santrifiij cihazi: Siiliik salgisindaki olasi partikiilleri ve kontaminantlar1 uzaklastirmak
icin kullanilan bir cihazdir. Santrifiij, yiiksek hizda donerek, farkli yogunluklara sahip
maddelerin ayrilmasini saglar. Siiliik salgisi 6rneginde, santrifiijleme islemi, salgidaki hiicresel
debris, bakteriler ve diger istenmeyen maddelerden arindirilmig saflagtirilmig bir salgi elde
edilmesini saglar. Siiliiklerden toplanan salgi, filtrasyon isleminden 6nce, 4000 devir/dakika
(rpm) hizla 30 dakika boyunca bu cihazda santrifiij edilerek, iist katmanin filtrelemeye hazir

hale gelmesi saglandi.

3.1.3. Hirudo Verbana Salg1 Alinmasi

L-Arginin Hazirlanmasy: Steril 500 ml cam balona konan 400 ml steril distile suya 1
gram L-Arginin eklenerek manyetik karistiricida tamamen ¢oziinene kadar karistirildi.
Hazirlanan L-Arginin ¢6zeltisi, deney siiresince 4°C'lik buzdolabinda muhafaza edildi (Sekil

3.6).

Stiliiklerin Hazirlanmast: Yar1 karanlik ortamda tutulan siiliiklerin haftada bir sulari
degistirilerek 3 ay sliresince takip edilmesi ve Oliim oranlarinin muhasebe edilmesi
saglanmistir. Bu siirecte siiliiklerin sindirim sistemlerinin bosaltilmasi saglanmis ve salgi almak

i¢in aktif hareket eden ve salgi iiretebilecek siiliikler se¢ilmistir.

Salgi Alma: Deneye baslamadan 6nce, tiim cam ekipmanlar (deve boynu camlar1 ve
beher kaplar) iyice yikandi ve 175°C'de 1 saat siireyle pastor firmninda sterilize edildi. Benmari
cthazi su ile dolduruldu ve istenilen sicaklik olan 37°C'ye ayarlandi. Deve boynu camlarin alt
tarafi parafilm ile kapatilarak siiliiklerin tutunabilecegi bir membran olusturuldu. Hazirlanan L-
Arginin soliisyonu, steril bir enjektdr kullanilarak, deve boynu camlarinin {ist kismindan
yavasca eklendi. Benmari igerisindeki 37°C'lik sicak su devirdaim motoru ile deve boynu
camlarindan gegirilerek L-Argininin sicakligim1 37°C'ye getirilerek kan kokusunun olusmasi

saglandi.

Birinci etapta 25 adet Hirudo verbana siiliik tiirii, i¢erisinde 100 ml dinlendirilmis ¢esme

suyu bulunan cam kaplara dikkatlice yerlestirildi. Kaplar dnce plastik olarak secilmis olsa da,
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tek kullanimlik plastik kaplarin yeterince verimli olmamasi nedeniyle, deney icin 20 adet recel
cami (9,50 cm * 9,50 cm * 8 cm) tercih edildi. Cam kaplar her deneyden dnce 175°C'de bir saat
stireyle pastor firininda sterilize edildi. Siiliiklerin kagmasini 6nlemek i¢in ilk etapta bant sarma
planlandiysa da, stiliiklerin bantlara yapismasi ve miidahalenin zor olmasi nedeniyle cam
kaplarin metal vidali kapaklari tercih edildi. Kapaklar 3,50 cm genisliginde delinecek sekilde
delinerek iizerine parafilm ile kapatilmis deve boynu camlar takildi. Siiliiklerin yerlestirilmesi
sirasinda herhangi bir sekilde zarar gormemelerine 6zen gosterildi. Siiliikler parafilme
tutunarak, yaklasik 30 dakika boyunca L-Arginin soliisyonunu emdirildir. Emmesi biten siilkler
su iceren cam kaplardan dikkatlice ¢ikarildi ve Onceden sterilize edilmis cam beherlere

aktarildi. Camlarin st kisimlar aliminyum folyo ile kapatildi.

Yaklasik bir saat boyunca siiliiklerden kendiliginden salgi salinmasi beklendi. Bu siire
zarfinda siiliiklerin strese bagli olarak salgi iiretmeleri saglanmis olabilir. Siiliikklerin daha fazla
salgt iretmesini hizlandirmak i¢in aliminyum folyoda delikler agilarak alkollu pamuk

kullanildi.

Beher kaplarindaki salgi, steril 15 ml'lik plastik tiiplere alindi ve 4000 rpm hizda 30
dakika boyunca santrifiij edildi. Usteki salgi 10 ml'lik enjektdre alindi 0,45 pm enjjektor
filtreden gegirilerek sterilie edildi. Filtreden gegirilmis salgi steril bos antibiyogram disklerine
emdirildi (Sekil 3-12).
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Sekil 3.4: Hurtumlarla birbirine baglanmis Deve Boynu Camlari.

Sekil 3.5: Benmari, devirdaim motoru ve siralanmasi; deve boynu camlar.
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Sekil 3.7: Aliminyum folyo ile kapanmis beher cami salg1 alma agamasinda.
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Sekil 3.8: 0.45 pum filtreler.

Sekil 3.9: Salginin antibiyotik disklerine emdirilmesi.
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Sekil 3.10: H. verbana siiliikleri deve boynu camlarin tizerinde parafilme tutulmus halinde ve
L-Arginin’e maruz kalmis.



33

3.2. HIRUDO VERBANA SULUKLERIN SALGILARININ BAKTERILER
UZERINDE UYGULAMASI

Deney, H. verbana siiliiklerinin salgilarinin gesitli bakteri ve mantar suslarina kars1 potansiyel
antimikrobiyal aktivitesini aragtirmaktadir bunun i¢in dokuz bakteri ve bir mantar susu i¢in deneysel bir

protokol gelistirilmistir. Deneysel materyaller ve hazirlik asamalar1 asagida detayli olarak agiklanmustir:

3.2.1. Bakteri ve Mantar Suslari:
Dokuz bakteri susu:

Escherichia coli (E. coli)
Staphylococcus aureus (S. aureus)
Enterococcus faecalis (E. faecalis)
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)
Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae)
Morganella morganii (M. morganii)
Streptococcus pyogenes (S. pyogenes)
Enterobacter cloacae (E. cloacae)
Acinetobacter baumannii (A. baumannii)
Bir mantar susu:

Candida albicans (C. albicans)

3.2.1.1. Bakteri ve mantar suslarin secilme nedeni:

Secilen Gram pozitif, Gram negatif bakteriler ve mantarlar hastanelerde ve toplumda
siklikla goriilen enfeksiyonlara neden olan patojenlerdir. E. coli, S. aureus, E. faecalis, P.
aeruginosa, M. morganii, K. pneumoniae, S. pyogenes, E. cloacae, A. baumannii ve C. albicans
tirleridir. Bu kokenler Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Bakteriyoloji
Laboratuvarinda hasta materyallerinden {iretilen ve antibiyogram testleri yapilanlardan
secilmistir. Segilen bu bakteri ve maya tiirleri siiliik salgisinin antibakteriyel aktivitesinin farkli

bakteri gruplarina karsi etkinligini degerlendirmeye olanak saglar.

Antibiyotik Direnci: Segilen bakterilerin bazilar1 antibiyotiklere karsi direng gelistirme
konusunda kétii bir yone sahiptir. MRSA (Metisiline direngli S. aureus) ve VRE (Vankomisin
direncli E. faecalis) gibi multi-direngli bakteriler, tedaviyi zorlastirmakta ve ciddi halk sagligi

sorunlar1 yaratmaktadir. A. baumannii de siklikla ¢oklu antibiyotik direncine sahiptir.
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3.2.1.2. Malzemeler:

Bos Antibiogram Diskleri: Antimikrobiyal aktivite testinde kullanilan, ¢esitli antibiyotik
maddeleri i¢eren kiiciik, steril disklere denir. Bu ¢calisma kapsaminda secilen diskler hig bir aktif
antibiyotikleri igermemelidir (Sekil 3.9).

Tiipler, Petri kaplari, enjektorler vs.

Miiller — Hinton agar Besiyeri: Suslarin pasajinda (siv1) antimikrobiyal aktivite testinde
kullanilan (kat1) , standardizasyon saglayan ve bakteri liremesine uygun bir besiyeri tlriidiir.
Miiller — Hinton agar, test mikroorganizmalarinin optimal biiyiimesini destekler.

MHA, klinik mikrobiyolojide antibiyotik duyarlilik testleri i¢in en yaygin kullanilan
besiyerlerinden biridir. Standardize bilesimi ve genis uyumlulugu nedeniyle, Klinik ve
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) ve Avrupa Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon
Hastaliklar1 Kongresi (ECCMI) gibi uluslararasi kuruluglar tarafindan dnerilmektedir. Miiller —
Hinton agar, hem kat1 hem de s1vi formda hazirlanabilir ve her formun kendine 6zgii avantajlari
ve dezavantajlar1 vardir.

o Kat1 Miiller — Hinton agar Besiyeri hazirlanmas:

Kullanilan melzemer : Dehidre Miiller — Hinton agar tozu, distile su, Otoklav, Steril

Petri kutulari.

Yontem: Dehidre Miiller — Hinton agar tozu, iireticinin talimatlarina gére damitilmig su
ile karistirilir. Genellikle 1 litre suya 34 g toz eklenir. Karigim iyice karistirilarak tiim tozun
erimesi saglanir.Karisgim, 121°C'de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edilir. Steril Petri
kutularma 15-20 ml steril Miiller — Hinton agar dokiiliir. Miiller — Hinton agar’in katilasmasi

beklenir.

. S1v1 Miiller — Hinton agar Besiyeri hazirlanmasi:
Kullanilan melzemer : Dehidre Miiller — Hinton agar tozu, distile su, Otoklav, Steril
tiipler.
Yontem: Dehidre Miiller — Hinton agar tozu, iireticinin talimatlarina gére damitilmig su
ile karigtirilir. Genellikle 1 litre suya 21 g toz eklenir. Karigim iyice karistirilarak tiim tozun
erimesi saglanir. Karigim, 121°C'de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edilir. Steril tiiplere

5-10 ml olacak sekilde dagitilir.
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3.2.2. Pasaj Hazirlama:

Her bir bakteri susu i¢in sivi Mueller-Hinton besiyeri i¢eren steril tiipler hazirlandi. Tiipler, steril
pipetler kullanilarak taze kiiltiirlerden alinan inokulum ile asilandi. Asilama islemi, her susa 6zgii
optimum inokulum konsantrasyonu goz dniinde bulundurularak gergeklestirildi. Tiipler, 37°C'de 24 saat
siireyle inkiibe edildi. inkiibasyon sonrast, tiiplerdeki bakteri tiirlerinin {ireyip iiremedigi ve olusturdugu
bulaniklik kontrol edildi.

Mantar susu i¢in Sabouraud Dextrose Agar (SDA) besiyeri iceren steril Petri plakalar
hazirlandi. Plakalar, steril pipetler kullanilarak taze kiiltiirden alinan inokulum ile asilandi. Asilama
islemi, homojen bir sus popiilasyonu olusturacak sekilde gergeklestirildi. Plakalar, 25°C'de 48 saat
siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, plakalarda {ireyen mantar kolonileri kontrol edildi ve

kontamine kiiltirler elendi.

3.2.3. Inokulasyon ve Besiyeri Hazirlama:

Pasajlardan elde edilen inokulumlar, Mueller-Hinton agar besiyerine standart ekim teknikleri
kullanilarak ekilmigtir. Mueller-Hinton agar besiyeri, antimikrobiyal duyarlilik testi i¢in kullanilan
standart bir besiyeridir. Inkiibasyon islemi, bakterilerin ve mantarlarin optimal sekilde biiyiimesini

saglayarak deney i¢in homojen bir sus popiilasyonu olusturmustur.

3.2.4. Istatistiksel Analiz:

Elde edilen inhibisyon zonu gaplari, istatistiksel analizlere tabi tutulmustur. Her sus icin
inhibisyon zonu ¢aplari arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi, Graphpad Prism
10.2.1 uygulamasinda tekrarli 6lgiimler i¢in tek yonli varyans analizi (RM one-way ANOVA) ve

betimsel istatistikler kullanilarak degerlendirilmistir.
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3.3. BAKTERI SUSLARIN UZERINDE YAPILAN ANTIiBIYOTIK DUYARLILIK
TESTI

Deneyde, antibiyotik duyarliligini belirlemek icin bakteri suslari iizerinde disk diflizyon
yontemi kullanilarak antibiyotik duyarlilik testi (antibiyogram testi) gergeklestirildi. Bu yontem,
standartlastirilmis antibiyotik disklerinin Mueller-Hinton agar besiyerine ekilmis bakteri suslarmin
iizerine yerlestirilmesine dayanmaktadir. Disklerden yayilan antibiyotik, besiyer icerisine difiize olur ve
antibiyotige duyarli olan bakterilerin biiylimesini inhibe eder. Olusan inhibisyon zonu ¢api, bakteri
susunun antibiyotige duyarlilik derecesini gosteren bir 6lgiit olarak kullanilir.

Antibiyotik disklerinin se¢imi, CLSI 2023 standartlar1 kullanilarak yapildi. Bu standartlar, farkli
bakteri tiirleri icin test edilecek antibiyotikleri ve yorumlanmasi gereken inhibisyon zonu ¢aplarini
belirler. CLSI standartlarim takip etmek, elde edilen sonuglarin giivenilirligini ve klinik uygulama ile
tutarliligini saglar.

Asagida, her bir bakteri susu i¢in kullanilan antibiyotik diskleri ve CLSI 2023 standartlarina

gore yorumlari detayli olarak agiklanmaktadir:

Antibiyotik Diskleri:
o Ceftazidime/Avibactam (CZA)
o Ceftazidime (CAZ)
e Clarithromycin (CLR)
e Cefotaxime (CTX)
e Ceftriaxone (CRO)
CLSI 2023 Duyarlilik Yorumlari:
Asagidaki tablo, CLSI 2023 standartlarina gére her bir antibiyotik i¢in E. coli, P. aeruginosa,
A. baumannii, K. pneumoniae, S. aureus, S. pyogenes ve E. faecalis'in duyarlilik yorumlarini inhibisyon

zonu degerlerine gore gostermektedir (Tablo 3.1):

Tablo 3.1: E. coli, P. aeruginosa, A. baumannii, K. pneumoniae, S. aureus, S. pyogenes ve E.
faecalis'in duyarlilik yorumlarini inhibisyon zonu degerleri

o Hassas (S)
Antibiyotik Ara Duyarl (I) (mm) Direngli (R) (mm)
(mm)

Ceftazidime/Avibactam (CZA) >22 17-21 <16
Ceftazidime (CAZ) >27 22-26 <21
Clarithromycin (CLR) >21 14-20 <13
Cefotaxime (CTX) >27 22-26 <21
Ceftriaxone (CRO) >25 20-24 <19
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Antibiyotik Diskleri:
o Kloramfenikol (C)
o Imipenem (IPM)

o Tetrasiklinler (TE)
o Tigecycline (TGC)
o Nitrofurantoin (F)
CLSI 2023 Duyarlilik Yorumlari:
Asagidaki tablo, CLSI 2023 standartlarina gore E. cloacae ve M. morganiin'in her bir
antibiyotige kars1 hassasiyetini, ara duyarliligini veya direngliligini inhibisyon zonu degerlerine gore

gostermektedir (Tablo 3.2):

Tablo 3.2: E. cloacae ve M. morganii'nin duyarlilik yorumlarini inhibisyon zonu degerleri

Antibiyotik Ha(sr::)(S) Ara Duyarli (I) (mm) | Direngli (R) (mm)
Kloramfenikol (C) >13 11-12 <10
Imipenem (IPM) >20 16-19 <15
Tetrasiklinler (TE) >15 12-14 <11
Tigecycline (TGC) >15 12-14 <11
Nitrofurantoin (F) >17 15-16 <14
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4. BULGULAR

4.1. BAKTERI SUSLARIN UZERINDE YAPILAN ANTIBIYOTIK DUYARLILIK
TEST SONUCLARI

Bu raporda, dokuz farkli bakteri tiirii i¢in antibiyogram sonuglart ve CLSI 2023
standartlarina gore bulgulara dayali yorumlar sunulmustur. Her bir bakteri i¢in yorum,
inhibisyon zonu c¢aplarinin hassas, ara duyarli ve direngli kategorilerine gore

degerlendirilmesini igerir. Asagida her bakteri i¢in ayr1 ayr1 yorum bulacaksiniz:

4.1.1. Acinetobacter baumannii:

e C(Ceftazidime/Avibactam (CZA): 1 mm (direncli)

e Ceftazidime (CAZ): 3 mm (direncli)

e Clarithromycin (CLR): 14 mm (hassas)

e Cefotaxime (CTX): 1 mm (direngli)

e C(Ceftriaxone (CRO): 3 mm (direngli)

Yorum: A. baumannii susu, test edilen tiim sefalosporin antibiyotiklerine (CZA, CAZ,

CTX, CRO) direnglidir. Bu durum, hastane kaynakli enfeksiyonlarda siklikla goriilen ve
tedaviyi zorlastiran bir 6zelliktir. Ancak Clarithromycin'e hassas oldugu goriilmektedir (Sekil

4.1).

Acinetobacter baumannii

Naser MATLABI
Dr. Tez Caligmasi

Sekil 4.1: Acinetobacter baumannii antibiyotik duyarlilik testi sonucu.
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4.1.2. Klebsiella pneumoniae:

e Ceftazidime/Avibactam (CZA): 13 mm (hassas)

o Ceftazidime (CAZ): 12 mm (hassas)

e Clarithromycin (CLR): 9 mm (orta derece hassas)

e Cefotaxime (CTX): 8 mm (orta derece hassas)

e Ceftriaxone (CRO): 14 mm (hassas)

Yorum: K. pneumoniae susu, CZA ve CRO'a hassasdir. CAZ ve CTX'e ise orta derece

hassasiyet s6z konusudur. Clarithromycin'e ise orta derece hassas olmasi nedeniyle alternatif
tedavi diisiinilmelidir (Sekil 4.2).

Klebsiella pneumoniae

Naser MATLABI
Dr. Tez Caligmast

Sekil 4.2: Klebsiella pneumoniae antibiyotik duyarlilik testi sonucu.
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4.1.3. Escherichia coli (E. coli):

e C(Ceftazidime/Avibactam (CZA): 0 mm (direncli)

o C(Ceftazidime (CAZ): 4 mm (direncli)

e C(Clarithromycin (CLR): 5 mm (direncli)

e Cefotaxime (CTX): 3 mm (direngli)

e Ceftriaxone (CRO): 4 mm (direngli)

Yorum: E. coli susu, test edilen tiim sefalosporin antibiyotiklerine (CZA, CAZ, CTX,

CRO) ve CLR ‘e direnglidir (Sekil 4.3).

E.coli
Naser MATLABI
Dr. Tez Caligmast

Sekil 4.3: Escherichia coli (E. coli) antibiyotik duyarlilik testi sonucu.
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4.1.4. Pseudomonas aeruginosa:
e Ceftazidime/Avibactam (CZA): 9 mm (orta derece hassas)
e Ceftazidime (CAZ): 9 mm (orta derece hassas)
e Clarithromycin (CLR): 10 mm (orta derece hassas)
e Cefotaxime (CTX): 7 mm (direngli)
e Ceftriaxone (CRO): 11 mm (orta derece hassas)
Yorum: P. aeruginosa susu, CZA, CAZve CLR'e karsi orta derece hassasiyet

gostermektedir. CTX'e direngli oldugu goriilmektedir (Sekil 4.4).

OZ. 02. 2024

Pseudomonas aeruginosa

Naser MATLABI
Dr. Tez Caligmasi

Sekil 4.4: Pseudomonas aeruginosa antibiyotik duyarlilik testi sonucu.
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4.1.5. Staphylococcus aureus:

Ceftazidime/Avibactam (CZA): 0 mm (direngli)

Ceftazidime (CAZ): 5 mm (direngli)

Clarithromycin (CLR): 10 mm (orta derece hassas)

Cefotaxime (CTX): 6 mm (direngli)

Ceftriaxone (CRO): 6 mm (direngli)

Yorum: S. aureus, CZA, CAZ, CTX, CRO direnclidir. Bu durum, o6zellikle hastane

ortaminda gelisen enfeksiyonlarda ve metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslarinda siklikla

goriiliir. Ancak CLR'e kars1 orta derece hassasiyet s6z konusudur (Sekil 4-5).

OZ. OX. 2014

Staphylococcus aureus

Naser MATLABI

l|| Dr. Tez Calismas
I

Sekil 4.5: Staphylococcus aureus antibiyotik duyarlilik testi sonucu.
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4.1.6. Streptococcus pyogenes:

e Ceftazidime/Avibactam (CZA): 3 mm (direngli)

o C(Ceftazidime (CAZ): 2 mm (direncli)

e Clarithromycin (CLR): 14 mm (hassas)

e Cefotaxime (CTX): 2 mm (direngli)

e Ceftriaxone (CRO): 2 mm (direngli)

Yorum: S. pyogenes CZA, CAZ, CTX, CRO direnclidir. Bu durum, 6zellikle penisilin

direncli S. Pyogenes (PRSP) suslarinda goriilebilir. Ancak CLR'e hassas oldugu tespit edilmistir

(Sekil 4.6).
02102 2024

Streptococcus pyogenes

Naser MATLABI
Dr. Tez Caligmas:

Sekil 4.6: Streptococcus pyogenes antibiyotik duyarlilik testi sonucu.
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4.1.7. Enterococcus faecalis:

e C(Ceftazidime/Avibactam (CZA): 0 mm (direncli)

e C(Ceftazidime (CAZ): 0 mm (direncli)

e Clarithromycin (CLR): 13 mm (hassas)

e Cefotaxime (CTX): 0 mm (direngli)

e Ceftriaxone (CRO): 2 mm (direngli)

Yorum: E. faecalis CZA, CAZ, CTX, CRO direnglidir. Bu durum, hastane kaynakli

enfeksiyonlarda sorun yaratabilir. Ancak CLR 'e hassas oldugu goriilmektedir (Sekil 4.7).

Enterococcus faecalis

Naser MATLABI
Dr. Tez Caligmasi

Sekil 4.7: Enterococcus faecalis antibiyotik duyarlilik testi sonucu.
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4.1.8. Enterobacter cloacae:

e Kloramfenikol (C): 12 mm (hassas)

e Imipenem (IPM): 10 mm (orta derece hassas)

e Tetrasiklin (TE): 5 mm (direngli)

e Tigecycline (TGC): 10 mm (hassas)

¢ Nitrofurantoin (F): 8 mm (orta derece hassas)

Yorum: E. cloacae, kloramfenikol ve tigecycline'e hassas, imipenem ve nitrofurantoin'e

ise orta derece hassasiyet soz konusudur. Tetrasiklinlere ise direngli oldugu tespit edilmistir

(Sekil 4-8).

Enterobacter cloacae

Naser MATLABI
Dr. Tez Calismasi

Sekil 4.8: Enterobacter cloacae antibiyotik duyarlilik testi sonucu.
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4.1.9. Morganella morganii:
Kloramfenikol (C): 5 mm (direncli)

e Imipenem (IPM): 9 mm (orta derece hassas)
e Tetrasiklin (TE): 8 mm (orta derece hassas)
e Tigecycline (TGC): 6 mm (orta derece hassas)
e Nitrofurantoin (F): 3 mm (direngli)
Yorum: M. morganii kloramfenikole ve nitrofurantion’a direngli, imipenem ve

tigecycline'e orta derece hassastir (Sekil 4-9).

0L P02 2DZ2H

Morganella morganii

Naser MATLABI
Dr. Tez Caligsmasi

Sekil 4.9: Morganella morganii antibiyotik duyarlilik testi sonucu.
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4.2. HIRUDO VERBANA SALGININ ANTi BAKTERIYEL VE ANTi MIKOTIK
ETKIiSi
Disk difiizyon yontemi ile Muller Hinton agar besiyerinde 3 kez tekrarlayarak yaptigimiz
deneylerde H. verbana tiirii siiliik salgist A. baumannii, K. pneumoniae, P. aeruginosa, E. cloacae, M.
morganii, S. pyogenes, E. faecalis ve C. albicans’a karsi etkisiz bulunmustur. Ancak E. coli ve S. aureus

tir bakterilerin H. verbana tiirii siiliik salgisina karsi orta dereceli hassas oldugu goriilmiistiir.
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4.2.1. Escherichia coli (E. coli):
Tekrarladigimiz deneylerde inhibisyon zonu ¢ap1 5 mm olarak 6l¢iilmiis olup bu bakteri

tiirtiniin stlik salgisina karsi orta derecede hassas oldugunu gosterir (Sekil 4.10).

Naser MATLABI
Dr. Tez Caligmas)

Sekil 4.10: E.coli iizerine H. verbana salgisinin etkisi.

4.2.2. Staphylococcus Aureus:
Tekrarladigimiz deneylerde inhibisyon zonu ¢ap1 4 mm olarak 6l¢iilmiis olup bu bakteri

tiriniin siiliik salgisina karsi orta derecede hassas oldugunu gosterir (Sekil 4.11).

Naser MATL.ABI

Staphylococcus aureus

Naser MATLABI
Dr. Tez Caligmasi

Sekil 4.11: S. aureus iizerine H. verbana salgisinin etkisi.
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4.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ SONUCLARI

4.3.1. Betimsel Istatistiklerin Sonuclari

Verilen tiim bakteri tiirleri icin ortalama degerler incelendiginde, bazi tiirler igin
ortalama degerlerin sifir oldugu goriilmektedir. Bu durum, bu tiirler i¢in yapilan 6lgiimlerin
cogunlukla sifir veya sifira yakin degerler verdigini gostermektedir. Diger tiirler i¢in ise
ortalama degerler sifirdan farklidir, bu da bu tiirler i¢in Slgiimlerin sifirdan farkli degerler

verdigini gosterir.

Veri setindeki bazi bakteri tiirleri i¢in standart sapma degeri sifirdir. Bu durum, bu tiirler
icin tiim Olclimlerin ayn1 degere esit oldugunu gosterir. Diger tiirler icin ise standart sapma

degerleri sifirdan farklidir, bu da bu tiirler i¢in dl¢timlerin farklilik gdsterdigini gosterir.

Veri setindeki bazi bakteri tiirleri i¢in gliven araligi sifir olarak hesaplanmistir. Bu
durum, bu tiirler i¢in popiilasyon ortalamasinin sifir oldugu konusunda yiiksek giivence oldugu
anlamma gelir. Diger tiirler i¢in ise giliven araliklari sifirdan farklidir, bu da popiilasyon

ortalamasinin sifirdan farkli oldugu konusunda yiiksek giivence oldugu anlamina gelir.

Yiiksek varyasyon katsayisi, verilerin daha fazla dagildigini gosterir. Veri setindeki bazi
bakteri tiirleri i¢in varyasyon katsayisi sifirdir. Bu durum, bu tiirler i¢in tiim 6l¢timlerin ayni
degere esit oldugunu gosterir. Diger tiirler icin ise varyasyon katsayisi sifirdan farklidir, bu da

bu tiirler i¢in Ol¢iimlerin farklilik gdsterdigini gosterir.

Bu betimsel istatistiksel testin detayli sonuglar1 Tablo 4.1'de sunulmustur.
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Tablo 4.1: H. verbana Salgisinin Mikroorganizmalar Uzerindeki Etkisi: Betimsel Istatistikler.

E.coli S.aureus E. . P', K. . M. .. S. E 4. . C
faecalis | aeruginosa | pneumoniae \morganii, pyogenes | cloacae | baumannii | albicans

Degerlerin sayisi 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Minimum 4.8 3.8 0 0 0 0 0 0 0 0
Maksimum 53 4 0 0 0 0 0 0 0 0
Menzil 0.5 0.2 0 0 0 0 0 0 0 0
Ortalama 5.02 3.9 0 0 0 0 0 0 0 0
Std. Sapma 0.1789 0.1 0 0 0 0 0 0 0 0
Std. Ortalama
. < 0.08 | 0.04472
Ortalama i¢in
%95 giiven 4.798 3.776 0 0 0 0 0 0 0 0
arah@imin alt sinir1
Ortalama i¢in %95
giiven araliginin tist|  5.242 4.024 0 0 0 0 0 0 0 0
siniri
Degisim katsayist | 3 5639, | 2.564%
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5. TARTISMA

Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarin’da hasta materyalinden
izole edilmis, tanimlanmis ve Gram negatif, Gram pozitif bakterilerin antibiyotik duyarlilik
testleri yapilmisti. Ancak ¢alisama da bu bakterilerin antibiyotik duyarlilik testleri CLSI 2023
standartlarina gore disk diflizyon yontemi ile tekrardan yapilmistir. A. baumannii, CZA, CAZ,
CTX, CRO gibi sefalosporin antibiyotiklerine direncli iken, Clarithromycin'e hassas oldugu
goriilmistiir. K. pneumoniae’nmin CZA ve CRO'a hassas iken, CAZ ve CTX'e orta derece hassas
oldugu tespit edilmistir. E. coli CZA, CAZ, CTX, CRO gibi sefalosporin antibiyotiklerine ve
CLR 'e direngli oldugu bulunmustur. P. aeruginosa, CZA, CAZ ve CLR'e kars1 orta derece
hassas iken CTX'e direngli oldugu saptanmustir. E. cloacae C ve TGC’e hassas, IMP ve F ‘a
orta derece hassas iken TE ise direnglidir. M. morganii IMP ve TGC'e orta derece hassas iken
C ve F’e direngli oldugu goriilmiistiir. S. aureus CZA, CAZ, CTX, CRO gibi sefalosporin
antibiyotiklere direngli iken CLR'e kars1 orta derece hassastir. S. pyogenes CZA, CAZ, CTX,
CRO gibi sefalosporin antibiyotiklerine direngli iken CLR'e hassas oldugu goriilmiistiir. S.
pyogenes CZA, CAZ, CTX, CRO gibi sefalosporin antibiyotiklerine diren¢li iken CLR'e kars1
hassastir. E. faecalis CZA, CAZ, CTX, CRO gibi sefalosporin antibiyotiklerine direncli iken
CLR 'e hassas oldugu belirlenmistir.

Antibiyotikler, mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde ve profilaksisinde kullanilan, klinik agidan c¢ok biiyiik 6nem tasiyan ilaglardir.
Antibiyotiklerin kesfi, insan saglig1 acisindan énemli bir doniim noktas1 olmus ve bu ilaglarin
klinikte kullanilmasini takiben enfeksiyon hastaliklarina bagli mortalite ve morbidite oranlari
dramatik olarak azalmistir. Ancak antibiyotiklerin etkene ydnelik ve yeterli siirede
kullanilmamasi, gereksiz, yanlis dozda kullanilmasindan dolay1 bakteriler antibiyotikler karsi
diren¢ kazanmustir. Antibiyotik direncinin smirlandiriimasina yénelik DSO (Diinya Saglik
Orgiitii) Global Strateji’si yaymlanmis, 2005 yili genel kurur karari ile antibiyotik direncini
siirlama konusunda kaydedilen ilerlemenin yavashigina dikkat ¢ekerek saglayici ve tiiketicileri
akiler antibiyotik kullanimma g¢agirmistir. Halk saglina yonelik tehdidin 6nemine dikkat
cekmek adina DSO, 2011 Diinya Saglik Giiniiniin temasini antibiyotik direnci olarak belirlemis
ve direng gelisimini durdurmak i¢in tiim diinyay1 bu konuyu diisiinmeye, konuyla ilgili harekete

gecmeye ve sorumluluk almaya ¢agirmistir. Antibiyotik direnci tiim diinyay1 ve sadece bugiinii
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degil gelecegi de ilgilendiren, ¢ok Onemli bir saglik sorunudur. Giinlimiiz teknolojik ve
ekonomik kosullarinin yardimiyla uluslararasi seyahat sikliginin artmasinin bir sonucu olarak,
diinyanin herhangi bir bolgesinde ortaya ¢ikan antibiyotik direnci sorunu ¢ok kisa siire iginde
tiim diinyay1 kapsayan bir boyuta ulagmaktadir. Antibiyotik direncinin Oniine gegilmemesi
durumunda, yakin gelecekte enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde mevcut ilaclar tamamen
etkisiz hale gelecektir. Direngli bakterilerin neden oldugu hastaliklar; 6zellikle de yogun bakim
ortammda ve bagisiklik sistemi zayiflamis hastalarda 6liimciil seyredebilir. DSO’niin
antibiyotiklere direnc¢ gelisimiyle miicadele i¢in belirledigi program, konuyla ilgili ulusal
programlarin hazirlanmasini, programa uyulmasimi ve sivil toplum katiliminin tesvik
edilmesini; denetim ve laboratuvar kapasitelerinin artirilmasini; temel ve etkisi kanitlanmis
ilaglara kesintisiz erisimin saglanmasini; uygun hasta bakimiyla birlikte antibiyotiklerin
(veterinerlik, tarim ve hayvancilik, tekstil sektorii vb. kullanimlari da dahil) akiler
kullanimlarinin diizenlenmesini; enfeksiyon hastaliklarinin gelismesinin ve kontrol edilmesinin
daha etkili hale getirilmesini ve yeni ilaglarin gelistirilmesine yonelik AR-GE ¢alismalarini
kapsayan ulusal ve uluslararasi pek ¢ok kurum, organizasyon ve sivil toplumun koordinasyon
ve igbirligini gerektiren bir hareket planini igermektedir.

Bunlarin yani sira antibiyotiklere direncli bakterilerin olusturdugu enfeksiyonlari tedavi
etmek i¢in H. medicinalis, H. verbana ve H. orantalis gibi siiliik tiirleri, bitkilerden elde edilen
oziitler, acik yaralarda bakterilerin olusturdugu kolonizasyonu ve enfeksiyonlarinin tedavisinde
bilimsel olarak 1930 y1lindan beri Lucilia sericata sinek tiirliniin larvalar1 kullanilmaya baglamig
ve basarili sonuglar alinmaktadir. Hirudoterapi ve Larva tedavisi 2004 yilinda Amerikan Ilag
ve Gida Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmastir.

Giiniimiizde siiliik tedavisi biyolojik etkileri acisindan “benzeri olmayan” bir tedavi
yontemi olarak nitelendirilmektedir. Almanya’da 300"l askin Hirudoterapi Klinigi vardir. H.
medicinalis, Alman Tibbi ilaglar Kanunu’nun (Arzneimittelgesetz — AMG) 47. bdliimiiniin 2.
maddesinin H bendi geregi tibbi tedavi iiriinii olarak kabul edilmistir. Sadece Avrupa
iilkelerinde yi1lda 100 milyon siiliik kullanmaktadir. Amerika’da siiliik tedavisi uygulayan
hekimlerin kurdugu dernegin 1000’den fazla {iyesi vardir ve FDA akreditasyonundan sonra
Avrupa’daki gibi eczanelerde satilmasina izin vermistir. Tiirkiye’de de Saglik Bakanligi’nin
27/10/2014 tarihinde 29158 sayili Resmi Gazete’de yaymlamis oldugu “Geleneksel,
Tamamlayici ve Alternatif Tip Uygulamalar1 Yonetmeligi” kapsaminda siiliik tedavisi resmiyet
kazanmistir. Bunlarin yani sira siiliigiin salgisindaki giiclii antioksidan etkisi nedeniyle

koruyucu tipta da kullanimin alan1 bulmustur. Ornegin yilda bir defa yapilan siiliik tedavisi, o
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yil i¢inde enfeksiyonlar basta olmak iizere bir¢ok hastaliga karsi koruyucu etki gosterdigi
kaydedilmektedir [37,38,39]. Son yillarda yapilan g¢alismalarda siiliik salgisinin prostat
kanserinin ilerlemesini durdurdugu ve hatta gerilettigi ortaya konmustur [5].

Gliniimiizde siiliikler insanlarda transplante edilen deri dokularinda kilcal damar
anastomozlarinin olusmasinda, fleblerde vendz tikanmayi onlemede, ortopedi, plastik ve
rekonstriiktif cerrahide de bilimsel olarak kullanilmaktadir. Son yillarda siiliikkler tipta
dejeneratif eklem hastaligiyla iliskili kronik agri sendromlarinin tedavisinde, bagisiklik

sistemin giiclendirilmesinde kullanilmaktadir.

Disk diflizyon yontemi ile Muller Hinton agar besiyerinde 3 kez tekrarlayarak yaptigimiz
deneylerde Hirudo verbana tiirii siilik salgis1 A. baumannii, P. aeruginosa, E. cloacae, S.
pneumoniae, S. pyogenes ve E. faecalis’e karsi etkisiz bulunmustur. Bu bakteriler ¢oklu ilag
direncine sahip oldugundan siiliik salgisina karsida direngli ola bilecegi degisi ¢alismalarda
gosterilmistir. Aminov ve dig. (2023) calismalarinda ¢oklu ilag¢ direncine sahip bakterilere kars1
siilik salgisinin etkisiz oldugu, ancak metisiline direngli S. aureus (MRSA) kars1 etkili
oldugunu gostermislerdir [15]. Dhankhar ve dig. (2020) calismalarinda, siilik salgisinin
vankomisine direngli S. aureus (VRSA) ve penisiline direngli S. pneumoniae etkisiz oldugun
bildirmislerdir [40].

H. verbana salgisinin C. albicans tiirii mantara kars1 etkisiz oldugu gézlemlenmistir.
Azmi ve dig. (2018) caligmalarinda siiliik salgisinin candidalara kars1 etkisiz oldugunu tespit
etmislerdir [41]. Bu bulgular, siiliik salgisinin etkisinin sadece bakteriler ile sinirli olabilecegini
diistindiirebilir.

E. coli ve S. aureus tiir bakterilerin Hirudo verbana tiirii siiliik salgisina kars1 orta dereceli hassas
oldugu goriilmiistiir. Salg1 E. coli'ye kars1 5 mm ¢apinda bir inhibisyon zonu olusturmustur.. Bu
etkinin siiliikk salgisindaki proteinlerin ve peptidlerin etkisi ile oldugu disiiniilmektedir.
Proteinler ve peptidlerin E. coli'nin hiicre ¢eper yapisin1 bozarak bakterilerin ¢ogalmasini
engelledigi varsayilmaktadir. Azmi ve dig. (2018) siiliikk salgis1 ile yaptiklar1 ¢aligmalar
sonucunda benzer bir mekanizma One siirmiislerdir [41]. Siiliik salgisnin E. coli'ye karsi
etkinligi, Arciola ve dig. (2018) tarafindan yapilan ¢alismadan elde edilen sonuglar ile de
uyumlu olup, ayrica siiliik salgismin E. coli'nin biyofilm olusturmasimi da engelledigi
belirtilmistir [42]. Siilik salgisinin antibakteriyel etkisi siiliiglin tiiriine, beslenmesine ve
yetistirildigi ortama kosullarina gore degisebilir. Aminov (2023) ¢alismalarinda E. coli tiirii
bakterilere karsi en etkili H. verbana tiirii siiliik salgisinin oldugunu ortaya koymuslardir [15].

Szklarczyk ve dig. (2020) ¢aligmalarinda, protein ve vitamin agisindan zengin bir diyetle
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beslenen siiliiklerin salgilarinin  daha yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu
gostermislerdir [43].

Hirudo verbana tirii siilik salgi S. aureus'a karst 4 mm ¢apinda bir inhibisyon zonu
olusturmustur. Elde edilen bu sonug, Azmi ve dig. (2018) tarafindan S. aureus ve metisiline
direngli S. aureus ile yaptiklari ¢alisma sonucu ile uyumlu olup, yine Dhankhar ve dig. (2020)
tarafindan S. aureus'a karst bulunan [antibiyotik] ile karsilastirilabilir bir etkiye isaret
etmektedir [40,41]. Bu sonuglar siiliik salgisinin tek basina S. aureus enfeksiyonlarini tedavi
etmek i¢in yeterli olmayacagini, ancak diger antibiyotikler ile birlikte kullanilir ise etkili
olabilecegi diisiindliirmektedir. Azmi ve dig. (2018) calismalarinda da siiliikk salgisinin
antibiyotikler ile sinerjik etkiye sahip oldugu gostermislerdir [41]. Aminov (2023)
caligmasinda, H. verbana tiirii siiliikklerin salgisinin S. aureus'a karst etkili oldugunu
gostermislerdir [15,44]. Malik ve dig (2019), Endonezya siiliiklerinin salgisinin, S. aureus
bakterisinin biiyiimesini 2.472-4.528 pg/ml gibi diigiik bir konsantrasyonda inhibe ettigini
bulmuslardir. Calismalarinda, Endonezya siiliiklerinin salgisinin hem antioksidan hem de
antimikrobiyal ozelliklere sahip oldugu ve S. aureus'un biiylimesini engelledigi, ancak E.
coli'nin biiytimesini engellemedigi belirtilmistir. [45].

Siiliikk salgisinin  antibakteriyel etkisini etkileyen birtakim faktorlerin  oldugu
bilinmektedir. Farkli bakteri tiirleri, siilik salgisindaki antibakteriyel ajanlara karsi farkl
diizeylerde duyarlilik gosterebilir. Siiliikk salgisindaki antibakteriyel ajanlarin konsantrasyonu,
elde edilen inhibisyon zonu ¢aplarini etkileyebilir. In vitro deney kosullari, in vivo kosullar
tam olarak yansitmamaktadir. Siiliik tedavisinin klinik ortamda etkinligini degerlendirmek i¢in
daha fazla in vivo ¢alismaya ihtiyac vardir. Antibiyotik direncinin giderek artmasi, alternatif
tedavi secgeneklerinin arastirilmasin1 zorunlu kilmaktadir. Bu calisma, siiliik salgisinin
potansiyel bir antibakteriyel ajan olarak degerlendirilmesi acisindan 6nemlidir. Elde edilen
bulgular, siiliik salgisinin invitro kosullarda E. coli ve S. aureus gibi direngli bakterilere karsi
orta diizeyde etkili oldugunu gostermektedir. Bu da stiliik tedavisinin antibiyotikler ile birlikte
kullanildiginda antibiyotik tedavisine cevap vermeyen enfeksiyonlarin tedavisinde basarili
olabilecegini gostermektedir. Calismanin in vitro kosullarda yapilmasi ¢aligmay1
sinirlamaktadir. Ciinkii in vitro kosullar, in vivo kosullar1 tam olarak yansitmamaktadir. Siiliik
salgisinin in vivo kosullardaki etkisi ile ilgili yapilmis herhangi bir ¢alistma bulunmadigindan
siiliik salgisinin invivo etkisi ile ilgili bilgi sahibi degiliz. Caligmaya alinan bakteriler ve C.
albicans hastanede yatan hatlarda izole edilmis olup antibiyotikler karsi direngliydiler.

Antibiyotikleri direngli ya da hassas degisik bakteri tiirleri ile yapilacak calismalar siiliik
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salgisinin antibakteriyel etkisinin daha iyi anlasilmasina yardimci olabilir. Siiliik salgisinin

hazirlanmasi1 ve deneysel kosullarin standardizasyonu, sonuglarin giivenirligini artirabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. SONUC

Bu calisma, Hirudo verbana salgisinin bazi bakterilere karsi orta derecede etkili
olabilecegini gostermistir. Siilik tedavisinin klinik uygulamalar1 siirli sayida ¢alismayla
arastirilmistir. Silik tedavisinin klinik etkinligini dogrulamak i¢in daha fazla arastirmaya
ihtiyag vardir. Siiliikk salgisinin antibakteriyel potansiyeli umut vericidir, ancak daha fazla
calisma ile klinik ortamda gilivenli ve etkili bir tedavi secenegi olarak gelistirilmesi

gerekmektedir.

6.2. GELECEGE YONELIK ONERILER

Siiliik salgisinin klinik uygulamalarda daha etkin bir sekilde kullanilabilmesi igin

asagidaki alanlarda daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir:

Stliik salgisindaki antibakteriyel ajanlarin izolasyonu ve karakterizasyonu: Siiliik
salgisindaki antibakteriyel aktiviteye sahip bilesiklerin izolasyonu ve karakterizasyonu, bu
bilesiklerin mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasini saglayacaktir. Bu sayede, gelecekte daha

etkili antibakteriyel ilaglar gelistirilebilir.

Siiliik tedavisinin hayvan modelleri {izerinde in vivo olarak arastirilmasi: In vitro
caligmalar, siiliik salgisinin antibakteriyel potansiyelini ortaya koymaktadir. Ancak, in vivo
hayvan modelleri kullanilarak yapilan ¢alismalar, siiliik tedavisinin etkinliginin ve giivenliginin

insan viicudundaki durumunu daha iyi yansitacaktir.

Siiliik tedavisinin farkli tibbi durumlarda klinik etkinliginin ve gilivenilirliginin
degerlendirilmesi: Randomize kontrollii klinik c¢alismalarla, siiliik tedavisinin ¢esitli
enfeksiyonlar ve yara iyilesmesi gibi farkli tibbi durumlarda etkinliginin ve giivenilirliginin
arastirilmasi gerekmektedir. Bu c¢alismalar, siilik tedavisinin hangi durumlarda giivenle

kullanilabilir oldugunu ortaya koyacaktir.

Siiliik tedavisinin optimal doz ve uygulama seklinin belirlenmesi: Farkli dozlarda ve

uygulama sekillerde kullanilan siiliik tedavisinin etkinlik ve giivenlik profillerinin
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karsilastirilmast gerekmektedir. Bu ¢alismalar, optimal tedavi protokoliiniin belirlenmesine

yardimci olacaktir.

Siliik tedavisinin yan etkilerinin ve kontrendikasyonlarinin arastirilmasi: Siiliik
tedavisinin potansiyel yan etkileri ve hangi durumlarda kullanilmamasi gerektiginin
arastirilmasi onemlidir. Bu c¢aligmalar, siiliik tedavisinin giivenli bir sekilde uygulanmasina

katki saglayacaktir.

Siiliik tedavisi, alternatif tip uygulamalarindan biri olarak ilgi ¢ekmektedir. Ancak, bu
tedavi yonteminin klinik uygulamalarda daha etkin bir sekilde kullanilabilmesi i¢in yukarida
bahsedilen alanlarda daha fazla arastirmaya ihtiyac¢ vardir. Siiliik salgisindaki antibakteriyel

ajanlarin kesfi ve karakterizasyonu, gelecekte yeni antibiyotiklerin gelistirilmesine de onciiliik

edebilir.
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