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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

HEPATIT B ACISINDAN POTANSIYEL REZERVUAR KONAK OLAN TIBBI
SULUKLERIN TRANSOVARYAL NAKILDEKi ROLUNUN ARASTIRILMASI

Nadia Ibrahim Kamil KAMIL

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Saghik Bilimleri Enstitiisii

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Alican BILDEN

Siiliik tedavisi, tibbi siiliiklerle uygulanan ve hirudoterapi olarak da bilinen, geleneksel
tamamlayic1 tibbin en eski ve en bilinen yontemlerinden biri olarak kabul edilmektedir.
Tarih boyunca siiliikler, g¢esitli hastaliklarin tedavisinde yaygin bicimde kullanilmistir.
Ancak bu yontemin etkinligine ragmen, en biiyilkk endiselerden biri, patojen
mikroorganizmalarin bulagsma riskidir. Bu riski azaltmak amaciyla, siiliiklerin genellikle
kullanim sonrasinda imha edilmesi tercih edilmektedir. Ancak s6z konusu uygulamanin,
siiliik popiilasyonlarinin stirdiiriilebilirligi ve ekolojik denge lizerinde olumsuz etkiler

yarattig1 degerlendirilmektedir.

Bu baglamda, yiiriitiilen ¢alismada, bulasici etkenlerin, ozellikle Hepatit B viriisiiniin
(HBV), siiliiklerin lireme sistemi araciligiyla nesiller arasi (dikey) olarak aktarilip
aktarilmadig aragtirilmistir. Buna ek olarak, HBV'nin siiliikklerin salgilar1 ya da biyolojik
atiklar1 yoluyla dis ¢evreye yayilip yayilmadig:r da incelenmistir. Elde edilen bulgularin,
siiliik popiilasyonlarinin biyogiivenligi ve ekolojik siirdiiriilebilirliginin anlagilmasina katki

sundugu ve bu organizmalarin korunmasina yonelik siirdiiriilebilir yonetim stratejilerinin

xii



gerekliligini vurguladigr diisiiniilmektedir. Aragtirma kapsaminda, iireme agisindan
olgunlagmis Hirudo verbana tiiriine ait 52 anag siiliik, deneysel calismaya dahil edilmistir.
Bu siiliikler, HBV ile enfekte edilmis insan kani ile beslenmistir. Daha sonra, yumurtadan
(kokondan) yeni ¢ikmis yavru siiliikler ile siiliikklerin yasadigi c¢evresel ortamlardan
ornekler toplanmistir. Bu ornekler arasinda su, toprak, digki, viicut yiizeyi salgilar1 ve
yumurta kabuklari yer almistir. Tim Ornekler, ileri diizey molekiiler analiz teknikleri
kullanilarak, Ozellikle kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR)
yontemiyle HBV varlig1 acisindan analiz edilmistir. Toplamda 90 yavru siiliik, 15 ¢evresel
ornek ve 13 yumurta kabugu {izerinde ger¢eklestirilen analizlerde, HBV ye ait herhangi bir
pozitif bulguya rastlanmamistir. Elde edilen bu sonuglar, HBV’nin anac¢ siiliiklerden
yavrularina dikey bulas yoluyla aktarilmadigini ve incelenen ¢evresel 6rneklerde de viriise
dair herhangi bir iz tespit edilmedigini diisiindiirmektedir. Ayrica, HBV'nin siiliik salgilar1
veya diskilar1 aracilifiyla ¢evreye yayilma olasiliginin bu calisma kapsaminda diisiik
oldugu gozlemlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda, HBV nin Hirudo verbana tiirii siiliikklerde
nesiller aras1 bulas gostermedigine ve virlisiin siiliik kaynakli biyolojik atiklar yoluyla
cevreye yayllmadigina isaret eden bulgular elde edilmistir. Bu veriler, s6z konusu bulagma
yollariin muhtemelen etkisiz oldugunu diisiindiirmektedir, ancak daha genis kapsamli
caligmalarla desteklenmesi gerekmektedir. Bu bulgu, hem ekolojik hem de tibbi agidan
onem arz etmektedir; zira siiliik kaynaklit HBV bulasma riskinin son derece diisiik oldugu
gosterilmistir. Ayrica, dogal siiliik popiilasyonlarinin korunmasi ve giivenli, siirdiiriilebilir
tibbi uygulamalarin desteklenmesinin 6nemi bir kez daha vurgulanmistir. Siiliikklerde
patojenlerin nesiller aras1 aktarimi iizerine daha 6nce herhangi bir arastirma yapilmamis
olmasi nedeniyle, bu ¢aligma, diger enfeksiydz ajanlarin potansiyel bulasma yollarini

degerlendirmek agisindan da dnemli bir bilimsel zemin sunmaktadir.
Haziran 2025, 80 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Transovaryal Nakil, Hepatit B Viriisii, Siiliikler, Hirudo verbana,
Ekolojik Giivenlik
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF THE ROLE OF MEDICINAL LEECHES AS POTENTIAL
RESERVOIR HOSTS IN THE TRANSOVARIAL TRANSMISSION OF
HEPATITIS B

NADIA IBRAHIM KAMIL KAMIL

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

Supervisor: Dr. Asist. Prof. Alican BILDEN

Leech therapy, also known as hirudotherapy, is one of the oldest and most well-known
treatment methods in traditional alternative medicine. Throughout history, leeches have
been used to treat a wide range of diseases due to their medicinal properties. Despite the
effectiveness of leech therapy, one of its major concerns is the potential transmission of
various pathogens. To mitigate this risk, leeches are typically destroyed immediately after
use, a practice that negatively impacts both the sustainability of leech populations and their
ecological environment. Given these concerns, our study aimed to investigate whether
infectious agents, specifically the hepatitis B virus (HBV), are transmitted vertically
through the leech’s reproductive system (transovarial transmission). Additionally, we
examined whether HBV is released into the external environment through the leech’s
secretions and biological excretions. The findings of this study contribute significantly to
understanding the biological safety and ecological sustainability of leech populations,
reinforcing the necessity of implementing sustainable management practices for their

conservation.

To address these research questions, we conducted an experimental study using 52
reproductively mature leeches of the species Hirudo verbana. These leeches were fed

human blood infected with HBV. Subsequently, we collected newly hatched juvenile

Xiv



leeches along with various environmental samples associated with leech activity, including
water, soil, feces, body surface secretions, and cocoon shells. The collected samples were
then subjected to molecular analysis using advanced techniques, specifically quantitative

real-time polymerase chain reaction (QPCR), to detect the presence of HBV.

In total, we analyzed 90 juvenile leeches, 15 environmental samples directly associated
with leech activity, and 13 cocoon shells. The results of our analysis were entirely
negative, indicating that HBV was not detected in any of the juvenile leeches or the
associated environmental samples. These findings suggest that HBV is not transmitted
vertically from parent leeches to their offspring through reproductive processes.
Furthermore, our data indicate that HBV is not released into the surrounding environment

via leech secretions or other biological materials associated with leech activity.

The results of our study provide strong evidence that HBV is not transmitted across
generations in Hirudo verbana and does not spread into the environment through leech-
related excretions or secretions. This discovery holds significant ecological and medical
importance, as it suggests that the risk of HBV transmission through leech populations is
minimal. Moreover, our findings emphasize the importance of conserving natural leech
populations while simultaneously ensuring safe and sustainable medical practices. Given
the lack of previous research on vertical pathogen transmission in leeches, this study serves
as a foundation for future investigations into whether other infectious agents may follow

different transmission pathways in these organisms.

June 2025, 80 Pages

Keywords: Transovarial Transmission, Hepatitis B Virus, Leeches, Hirudo verbana,

Ecological Safety
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1. GIRIS

Antik caglarda, modern ilaglarin ve ileri tip teknolojilerinin heniiz gelismedigi donemlerde,
alternatif tip, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde temel bir yaklagim olarak kullanilmaktaydi.
Bu tedavi yontemleri biiyiik olciide dogal kaynaklara dayanmakta olup, bitkiler, sinek
larvalart (Lucilia sericata) ve siiliikler gibi canli organizmalar tedavi amagh

kullanilmaktaydi (1).

Hirudoterapi (Siiliikk Tedavisi), yiizyillardir kullanilmakta olup, son donemlerde siilitkk
tilkiiriik salgisinda bulunan hyaluronidaz, hirudin, bdellinler, faktor Xa inhibitorii ve
kollajen gibi biyolojik olarak aktif bircok maddenin kesfi ile kullanim alan1 genislemistir.
Bu tedavi yontemi, basta rekonstriiktif cerrahisinde (kopan uzvun yerine dikilmesinde ve
flep cerrahisinde) olmak iizere romatizma, egzama ve fitik gibi hastaliklarin tedavisine
katki saglamaktadir. Kimyasal ilaglarin yan etkileri, bireyleri geleneksel tibbin sundugu
daha giivenli ve dogal alternatiflere yonlendirmistir (2). Bu nedenle, siiliikk tedavisinin
onemi vurgulanmali ve hastaliklarin tedavisinde rol oynayan bu aktif biyolojik maddelerin
kesfi goz oniinde bulundurulmalidir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) gibi birgok uluslararasi
kurulus da siiliik tedavisinin etkinligini onaylamis olup, modern tedavilerle birlikte

uygulandiginda daha etkili ve olumlu sonuglar alindig1 kanitlanmistir (3).

Bu agiklamalar, siiliikk tedavisinin farkindaligini artirmakla birlikte, bu yontemin bazi
olumsuz yonlerini de ortaya ¢ikarmistir. Her ne kadar bir¢ok faydasi bulunsa da, siiliikle
tedavi, uygulamanin rastgele yapilmasi ve uzman olmayan kisiler tarafindan uygulanmasi
durumunda, kan yoluyla bulasan hastaliklarin yayilma riskini artirmaktadir. Bu sebeple, 27
Ekim 2014 tarihinde yayimlanan Geleneksel ve Tamamlayic1 Tip Uygulamalart Resmi
Gazetesi'nde, siiliik tedavisine iliskin kurallar belirlenmistir. Bu kurallar, siiliik tedavisinin
steril bir ortamda, uzman kisilerce uygulanmasini ve hastaliklarin bulagsma riskini 6nlemek
amaciyla siiliiklerin yeniden kullanilmamasi ve kullanimdan sonra imha edilmesini zorunlu

kilmaktadir (1).



1.1. Amac¢

Tipta siiliikklerin kullanimi1 oldukca degerli bir uygulama olarak kabul edilmektedir. Giincel
uygulamalara gore, tibbi siilikler tek kullanimlik olarak degerlendirilmekte ve
uygulamadan hemen sonra imha edilerek giivenli sekilde bertaraf edilmektedir. Bu
uygulamanin temel amaci, hirudoterapi sonrasinda olusabilecek enfeksiyon risklerini en
aza indirmektir. Ancak, siiliikklerin her kullanimda imha edilmesi, smirli biyolojik
kaynaklarin hizla tiikenmesine yol agcmaktadir. Bu nedenle, tibbi siiliikklerin enfeksiyon
etkenlerini sindirme Kkapasitesine sahip olup olmadigi, bu etkenleri ¢evreye ya da
yavrularina (transovaryal gecis) aktarip aktarmadigi sorusu 6nem kazanmaktadir. Bu
calismada, siiliiklerde transovaryal gegisin miimkiin olup olmadigin1 ve enfeksiyon
etkenlerinin salgilar yoluyla dis ortama yayilip yayilmadigini arastirmak amaclanmstir.
Elde edilen veriler, hem siirdiiriilebilir kullanim ag¢isindan hem de etik ve ekonomik

kayiplarin 6nlenmesi bakimindan 6nem tagimaktadir.

1.2. Onemi

Ulkemizde ve tiim diinyada, son yillarda hirudoterapi (siiliik tedavisi) uygulamalarinda ve
tirtinlerinin kullaniminda ciddi bir artis gozlemlenmektedir. Bu uygulama, hem insan
hastaliklarinin tedavisinde hem de veteriner hekimlikte kullanilan siiliikk tedavisi eski
caglardan beri bilinmektedir. 20. yiizyilin baslarindan bu yana siiliikklerin tiikiiriik
salgisinda bulunan biyoaktif maddelerin kesfi ile siiliikk tedavisi, modern tedaviyi
destekleyici bir metot olarak yeniden Onem kazanmistir. Giinlimiizde, siiliiglin bilinen
600°den fazla tiirii bulunmasina ragmen, tibbi olarak yalnizca 15 tiirii kullanilmaktadir. Bu
turler arasinda en bilinenleri Hirudo medicinalis, Hirudo verbana ve Hirudo orientalis tir
(4). Tibbi siiliiklerin kullanimi, kan dolasim sistemleri ile dogrudan temas sonucu
olusabilecek bulasma ve enfeksiyon risklerini dnlemek amaciyla steril bir ortamda ve
uzman doktor gozetiminde gerceklestirilir. Bu tedavilerde kullanilan siiliikklerin ¢esitli
enfeksiyon etkenlerini igermediginden emin olmak gerekir. Bu iglemin yapilmasi hem
zaman hem de maliyet agisindan ¢esitli zorluklar1 vardir. Bu sebeple, tedavi sonrasinda
stillikler, %70 etanol kullanilarak oldiiriiliir ve tibbi atik yonetmeligine uygn olarak

bertarafi saglanir (5).



Hirudoterapi uygulamalarinin artmasiyla birlikte, siiliikklerin kullanim sonras1 oldiiriilmesi,
gelecekte bu canlilarin sayisinda azalmaya neden olabilecektir. Bu ¢alismada, siiliiklerin
kontamine insan kami emdikten sonra patojenlerin, siililk yavrularina gegmeyecegi
yoniindeki hipotezimizi dogrulamayr amagliyoruz. Hipotezimiz dogrulanabilirse,
stiliklerin korunmasina, etik standartlarin yiikseltilmesine ve gereksiz maliyetlerin

azaltilmasina katki saglanacagini diistinmekteyiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Siiliiklerin Tarihcesi

Siiliiklerin tibbi amaglarla kullanimi, ¢cok eski donemlere dayanmaktadir. Antik Misir ve
Yunan medeniyetlerinde, atesli hastaliklarin tedavisinde siiliikklerin kullanildigina dair
kanitlar, yaklagik 2500 yil oncesine kadar gitmektedir. Bu donemde siiliikler, hastanin

cildine uygulanarak kan emme yoluyla tedavide kullanilmistir (6).

Sekil 2.1: Eski Yunan doneminde siiliiklerin kullanimini gosteren ¢izimli kavanoz (7).

Kolophonlu Nicandros, MO 130-200 yillar1 arasinda siiliikleri tamamen tibbi amagla
kullanan ilk kisi olarak kayitlara ge¢mistir. Roma doneminde Galen, siiliikleri, viicuttaki
kot kan1 uzaklastirmak icin kullanmistir. Bu sekilde viicudun dengesini yeniden
kazanmasina ve dogal islevlerini yerine getirmesine yardimci olmustur. Unlii bilgin Ibn-i
Sina da MS 987-1037 yillar1 arasinda yazdig: tinlii eseri El-Kanun fi't-Tib'da siiliiklerden
bahsetmis, bu canlilarin nasil kullanilacagini ve sagladigi faydalar1 ayrintili bir sekilde
agiklamistir (8). MS 1233-1286 yillar1 arasinda yasamis olan Ibn Maseehi, siiliikleri
tanimlamis ve ozelliklerini detaylandirmistir. “Kitabul Umda Fi Jarahat” adli eserinde,
zehirli siiliikler ve tibbi siiliiklerin ¢esitli tiirlerinden bahsetmistir. Bu eserde, siiliiklerin
farkli renklerini, sekillerini ve kalinliklarin1 ayrintili bir sekilde agiklayarak, tibbi
amaclarla hangi siiliikklerin kullanilabilecegine dair énemli bilgiler sunmustur (8). Abdiil

Latif Bagdadi, on ikinci yiizyilda, siiliikklerin cerrahi islemler sonrasinda dokular1 tedavi




etmek ve temizlemek amaciyla kullanilabilecegini belirtmistir. Siililk kullanimindaki asil
artis, on dokuzuncu yiizyilin ortalarinda, Paris'teki Val de Grace Hastanesi'nin baghekimi
ve Napolyon'un cerrahi olan Fransiz doktor Francois Broussais'in siiliiklerle frengi, tifo,
tiiberkiiloz ve psikolojik hastaliklar gibi bircok hastaligi tedavi etmesiyle yaganmistir. 1833
yilinda Fransa'da 57 milyon siilik kullanilmis ve bu iilke, donemin en biiyiik siiliik

tiikketicisi olmustur (6).

Sekil 2.2: Tarihsel siirecte siilitk toplama, saklama ve uygulama yontemlerine ait arag-gerecler; a)
1814 yilinda siiliiklerin toplanmast; b) siiliiklerin saklandig1 kap, c) siiliik uygulamak igin
kullanilan enjektor kiti (9).

19. ylizyilin baglarinda Amerikali bir doktor, hastalarinda ozellikle iltihaplanma veya
tikaniklik belirtileri ortaya ¢iktiginda siiliikleri tedavi amagh kullanmigtir. Siiliikkler hepatit,
peritonit, tonsillit, miyokardit, pnomoni, gastrit, dizanteri ve akne gibi hastaliklarin
tedavisinde de kullanilmistir. Ancak, frengi, lohusalik hummasi ve erizipel gibi
hastaliklarin bulagsmasina neden olabilecegine dair yaygin inanis nedeniyle siiliiklerin
kullanim1 19. yiizyilin sonunda 6nemli 6lgiide azalmistir. Tiim bu gelismelerden sonra
hirudoterapi, oOzellikle 20. yiizyilin ortalarinda, parmak, kulak, kol, burun ve meme
rekonstriiksiyonu gibi islemlerde yeniden popiilerlik kazanmigtir. Siiliikler, cerrahi
operasyonlar sirasinda olusabilecek venoz tikanikligi onleyerek 6dem, arteriyel tromboz,
iskemi ve nekroz gibi komplikasyonlarin engellenmesinde de etkin ve olumlu bir rol

oynamaktadir (6).



Sekil 2.3: 1985 yilinda iyilesme siirecini hizlandirmak i¢in kulak greftine siiliik uygulanmasi (9).

Baslangicta siiliikkler tibbi yararlar1 tam olarak anlasilamadan kullanilmaktaydi. Ancak,
zamanla yapilan arastirmalar sonucunda siiliiklerin 200°den fazla faydali biyoaktif madde

icerdigi kesfedilmistir. Bu maddelerden bazilar1 asagidaki tabloda verilmistir (10).



Tablo 2.1: Siiliik tiikiiriik salgisinda bulunan biyoaktif maddeler (11-16).

Siiliik Tiikiiriigiiniin Islevleri

Analjezik ve antienflamatuar etki

Hiicre dig1 matris bozulmast

Trombosit fonksiyonunun

inhibisyonu

Antikoagiilan etki

Kan akisinin diizenlenmesi

Antimikrobiyal etki

Antimikrobiyal, antitimor,

antimalaryal etki

Antioksidan, anti-inflamatuar,
antimikrobiyal, anestezik anti-

kandida ve analjezik aktivite

Antimikrobiyal ve antitiiberkiiler
aktivite

Antimikrobiyal, antitiimor,

antiinflamatuar aktiviti

Diger fonksiyonlar

Tibbi Farmasétik Biyoaktif Bilesikler

Antitrypsin, Antiplasmin, Antistasin, Bdellins ve Bdellastasin,
Carboxypeptidase Q, Carboxypeptidase inhibitor, Eglin C,
Ghilantens, Guamerin, Hirustasin, Kazal type inhibitor bdellin-KL,
Leukocyte elastase inhibitor, Piguamerin, Plasma protease C1
inhibitor, Protease inhibitor, Subtilisin inhibitor or complex
leech-derived tryptase inhibitor (LDTI), Complement C1 inhibitor

Agrin, Collagenase, Cystatin, Fibrinogen, Hyaluronidase,
Hyaluronoglucuronidase, Membrane metallo-endopeptidase,

Mucin, Neprilysin, Perlucin, Transgelin Zonadhesin

Aspartylglucosaminidase, Saratin, Apyrase, Calin, Decorsin

Antithrombin-III, Destabilase-I, Ryncolin, The Factor Xa-like
Trypsin, Hirudin, Gelin, Factor Xa Inhibitor, Destabilase, New
Leech Protein-1, Whitide, Whitmanin

Acetylcholine, histamine-like molecules

Bactericidal proteins, Destabilase-I, Chloromycetyn, Hirudomacin
(HMC), Peptide B, Neuromacin, Theromacin, Theromyzin, 4-
bromobutyric acid, Methoxy-phenyl, 2-aminoethyl hydrogen
phosphate, Octahydro-1,4,9,9-tetramethyl, Decanoic acid,

Octadecanoic (Stearic) acid, n-Ocatadecanoic acid,

1,3,6,10 Dodecatetraene, Oxalic acid, 2,2 Dimethylpropionic acid,

Phosphonic acid, Octadecenyl aldehyde, Heptadecanoic (margaric)
acid

Hexadecanoic (Palmitic) acid, Oleic acid,

6,17-Octadecadiene-1-ol acetate, 9,12-Octadecadienoyl chloride

GLIPR1, Plancitoxin, Venom cystatin



2.2. Siiliiklerin Anatomisi

Siiliikler, 10 mm ile 45 cm arasinda degisen uzunluklara sahip, kii¢ilk ve omurgasiz
canlilardir. Yaprak benzeri, esnek, diiz ve spiral sekilleriyle karakterize edilirler. Ayrica,
iki adet emici diske sahip olmalariyla da taninirlar. Kiiciik ve 6n kisminda yer alan emici
diski (anterior), agiz, dis ve ¢ene yapilarini icerirken, daha biiyiik ve arka kisimda yer alan
emici diski (posterior) ise, siiliigiin beslenme sirasinda tutunmasini ve sabitlenmesini
saglar. Bu organizmalar, 10-12. segmentlerinde bulunan yumurtaliklar ve testisler
nedeniyle hermafrodit olarak siniflandirilir. Spermlerin bir siiliikten digerine aktarilmasi
spermatoforlar araciligiyla gerceklesir. Klitellum, yumurtalar1 tasir ve kokonu
(koza/yumurta) iretir. Dollenme, siiligiin klitellumdaki deliklere dogru hareket eden
spermleri irettigi dollenme yolu araciligiyla gergeklesir. Dollenme gerceklestikten kokon
topraga birakilir. Yavru siiliikler yumurtadan ¢ikana kadar kokonda bulunan yumurta sarisi
(albumin) ile beslenir. Yavru siiliiklerin sayisi, dollenmis yumurta sayisina bagli olarak

degisir (17).
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Sekil 2.4: Siiliigiin anatomisi (18).

Siiliiklerin beslenmesinde kan azami Oneme sahiptir. Beslenmeleri icin konak canliya
tutunmast ve kani emmesi gerekmektedir. Viicuda tutunma esnasina iic kanatli ¢ene
yapilarmi kullanirlar. Agizlari, ¢ene yapisinin arkasinda ventral olarak 6n emici diskte
bulunur ve sindirim sistemi, agiz, yutak, yemek borusu, mide, taslik ve arka emici diskin

sonuna kadar uzanan bagirsaklardan olusur (17).



Siiliik tiikiiriik salgisinda, beslenme siirecine yardimer olacak biyolojik olarak aktif bir ¢cok
madde bulunmaktadir. Bu maddeler, kan akisinin devam etmesine katkida bulunur ve
depolama sirasinda yemek borusunda pihtilasmayr Onler. Ayrica, siliiglin 6n emici
diskinde bulunan ve kan emmek i¢in en uygun yeri belirlemeye yarayan sensorler de
mevcuttur. Bu sensorler, glikoz ve arter nabzini algilayarak calisir. Siliigiin sindirim
sisteminde, gerekli maddelerin sentezlenmesine ve zararli mikroorganizmalarin
oldiiriilmesine yardimci olan Aeromonas veronii, Rikenella tiirleri, Erpobdella punctate,
Pseudomonas aeromonas, P. hirudinicyla, Klebsiella spp., Bacterium hirudinicolum gibi
bir¢ok bakteri tiirii bulunmaktadir. Beslenme siireci 20 dakika ile 6 saat arasinda siirer ve

siiliikler bu siirecte yaklasik 5-15 ml kan emerler (17).

Siiliiklerin sinir sisteminde biiyilk boyutlarda noronlar oldugu igin, detayli ndron
incelemelerinde siiliikler ideal canlilar olarak kabul edilir. Sinir sistemleri; serebral
ganglion, ventral ganglion, posterior ganglion, duyusal reseptorler, faringeal ganglion ve
kaudal gangliondan olusur. Siiliikler, 2-10 pigment spot ocelli ve duyusal papilla varlig

nedeniyle fiziksel ve kimyasal etkileri tespit etme yeteneklerine sahiptir (17).

2.2.1. Siiliiklerin Siniflandirilmasi ve Cesitleri

15.000°den fazla tiirli bulunan halkali solucan grubunda bulunan siiliikler kan emerek
beslenen canlilardir. Tibbi siilitkkler, Annelida filumu, Clitellata simnifi ve Hirudinidae alt
siifi icerisinde yer almaktadir. Diinya iizerinde bu sinifta 800’1 askin iiye bulunmakta ve
bunlarin igerisinde tibbi amagla kullanilan yaklagik 15 tiir bulunmaktadir. Siiliikkler, yasam
alanlarina, anatomik yapilarina ve beslenme bicimlerine gore ¢esitli sekillerde
simiflandirilirlar. Tibbi siiliiklerin de icerisinde bulundugu Arhynchobdellida (ceneli
stilikler) takiminda yer alan tiirlerin keskin dislere sahip ceneleri mevcuttur. Ayrica
baliklara yapisarak onlarin kaniyla beslenen ve Piscixolidae olarak bilinen siiliik tiirleri de
vardir (19). Kanla beslenen bagka siiliik tiirleri de mevcut olup, bu tiirlerin ceneleri
bulunmaz. Bu siilikkler Rhynchobdellida olarak adlandirilir; c¢linkii beslenmelerine
yardimc1 olan hortumlara sahiptirler. Bunun disinda, solucanlar, salyangozlar ve bdcek
larvalar1 gibi omurgasizlarla beslenen tiirler de mevcuttur. Bu siiliikler kan emmek yerine
avlanmaya dayali bir beslenme sekli gelistirmistir ve avcr siiliikkler olarak bilinirler. Ayrica,

karasal siiliikler olarak adlandirilan bir baska tiir de mevcuttur (20).



Tablo 2.2: Siiliiklerin siniflandirilmasi (21).
Eukaryota
Metazoa
Annelida
Clitellata
Hirudinida
Hirudinidae

Hirudo Hirudinaria Macrobdella Richardsonianus

Hirudinaria manillensis

Hirudo verbena (5) Macrobdella decora (22) Richardsonianus
sp.

australis (23)

- (L o

Hirudo troctina (24) Hirudinaria thailandica ~ Macrobdella diplotertia (26) Richardsonianus

(25) mauianus (27)

= A o .

Hirudo tianjinensis (28) Hirudinaria bpling (29) Macrobdella ditetra (30)

iy i

Hirudo sulukii (5) Macrobdella mimicus (31)
Hirudo orientalis (5) Macrobdella sestertia (32)

Hirudo nipponia (33)

Hirudo medicinalis (5)
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2.2.2. Hirudo verbana

Hirudo verbana, hirudoterapide en sik kullanilan siiliikk tiirlerinden biri olup, tiikiiriik
salgisinda farkli 6zelliklerde cesitli biyoaktif maddeler mevcuttur (4). Yaklasik 10-15 cm
uzunlugunda silindirik bir gévdeye sahip olup, koyu kahverengi veya zeytin rengi iizerinde
acik renkli cizgiler veya noktalar bulunur. Yaklasik 34 segmentten olusur ve beslenmeye
yardimci olan bir 6n emici ile tutunmay1 saglayan bir arka emiciye sahiptir. Ayrica, II, III,
IVal, Val ve VIa2 segmentlerinde yer alan bes ¢ift siyah, nokta benzeri goze sahiptir. On
emici, 4,2-7,5 mm biiyiikliigiindedir ve 7,0-9,1 mm biiyiikliigiindeki arka emiciden daha
kiiciiktiir. On emicide bulunan ii¢ cene, yalnizca elektron mikroskobu ile goriilebilen ¢ok

kiigiik dislere sahiptir (34).

Sekil 2.5: Hirudo verbana’nin morfolojik yapisi ve iireme sistemine ait anatomik 6zellikleri; a)
Hirudo verbana’nin dorsal ve ventral goriiniimii. b) On ve arka emici diskler. ¢) Genital agikliklar;
eg: Erkek genital agiklig1, dg: Disi genital agiklig1. d) Ureme sistemi; a: Atrium, e: Epididimis, eb:

Ejekiilasyon bulbu, od: Ovidukt, ov: Ovaryum kesesi, v: Vajen, t: Testis kesesi. e) Hirudo
verbana’nin gozleri. f) Ceneler (34).
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2.3. Siiliik Yetistiriciligi

Yeryliziinde yasayan ¢ok sayida siiliik tiirii vardir. Bu siiliik tiirlerinden bazilar1 tibbi siiliik
olarak cok eski caglardan beri bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu
stiliiklerin bir kism1 omurgalilarda, bir kismi1 da omurgasiz canlilarda ektoparazit olarak
yasamaktadir. Siiliikler sulara bagimli olmakla beraber, karasal ve yar1 karasal formlar1 da
bulunmaktadir. Eski donemlerde oldugu gibi, giiniimiizde de tam Kkontrollii
laboratuvarlarda steril sartlar altinda iiretilen siiliikkler modern tipta da kullanilmaktadir.
Modern tipta siiliiglin kendisi veya siiliiklerden elde edilen biyoaktif maddeler
kullanilmaktadir. Siiliiklerin {iretilmesi zor oldugundan ve kiiltiir sartlarinda istenilen
diizeyde iiretilememeleri nedeniyle dogadan toplanmalar1 tercih edilmektedir. Dogadan
ticari amagcla siiliikklerin asir1 toplanmasi ise siiliikk neslinin tehlikeye diismesine neden
olmaktadir. Uluslararas1 CITES (Nesli Tehlikede Olan Yabani Hayvan ve Bitki Tiirlerinin
Uluslararast Ticaretine Iliskin S6zlesme - Convention on International Trade in
Endangered Species of Wild Fauna and Flora) sézlesmesiyle siiliik neslinin devamai i¢in bu
canlilar koruma altmma alinmis olup, siilik ihracati yapan iilkelere kota uygulamasi
getirilmistir (35). Bu cercevede; dogadaki tibbi siiliiklerin neslinin korunmasi, kacak
yollarla yasadisi siiliik ticaretinin 6nlenmesi, tibbi siiliiklerin merdiven alt1 uygunsuz hijyen
kosullarinda {iiretilmesinin engellenmesi ve Hirudoterapi uygulamalarinin siirekliliginin
saglanmasi agisindan siiliik yetistiriciliginin kontrollii bir sekilde yapilmasi gerekmektedir.
Siiliik yetistiriciligi kapali ortam ve agik ortam siiliikk yetistiriciligi olmak iizere iki ana

yontemle yapilmaktadir (36).
2.3.1. Kapal Ortam Siiliik Yetistiriciligi
2.3.1.1. Tank Modeli

Siiliiklerin, dogadaki yasam kosullar taklit edilerek olusturulan, otomatize kapali sistem
modelidir. Tankin igerisine delikli kasalar veya baraj seti yapilarak bu model olusturulur.
Tanklarn igerisine, havalandirma ve su tutma kapasitesi yliksek perlitli torf topragi, kesici
delici olmayan taglar ve bitki Ortiilerinin birakilmasi biiyiik onem tasir. Bu durum,
siiliiklerin siirtiinerek deri degisimini kolaylastirirken, kokon verimini de artirmaktadir.
Ayrica siiliiklerin havuzlardan kagigini onlemek igin silikon yardimiyla dar porlardan
olusan siingerler ile havuzlarin etrafi kapatilmalidir. Bu modelde su sirkiilasyonu anlik
yapilabilmekte, tanklarda olusabilecek herhangi bir kirlilik, kontaminasyon, enfeksiyon

veya Olim durumunda suyun ve siiliiklerin tahliyesi kisa siirede yapilabilmektedir. Bu
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modelde ayrica ana¢ ve yavru siiliikklerin beslenmeleri kolaylikla yapilabilmekte, 6liim ve
enfeksiyon takibi anlik gézlemlenebilmektedir. Raf modeline gore yavru verimi kismen az
olsa da, is yiikii acisindan biiyiik kolaylik saglamaktadir. Havuza konulan su miktarinca
silik adedi belirlenmelidir. Litre bagsina bir siilik olacak sekilde siilik sayisi
belirlenmelidir. Siiliikk sayisinin az olmasi durumunda dollenme azalacagindan kokon
verimi azalacaktir. Fazla olmasi1 durumunda ise enfeksiyon riski ile birlikte kokon verimi

de diisecektir.

Sekil 2.6: Tank modeli.

2.3.1.2. Kavanoz/Raf Modeli

Bu modelde siiliikler cam veya pet kavanozlarda tutulur. Cam kavanozlar, daha saglikli
olmasina kars1 plastik bidonlar hafif olmasi sebebiyle tercih edilmektedir. Anag siiliikler
icin 5 litrelik, diger boylardaki siiliikkler icin ise farkli ebatlarda kavanozlar
kullanilabilmektedir. Bidonlarin iicte ikisine su konulmasi ve biiyiikliigli de g6z Oniinde
bulundurularak litre basina dort adet orta boy anag siiliikk/on adet yavru siiliik tercih
edilebilir. Oksijen ihtiyacim1 karsilamak amaciyla bidonlarin kapaklarinin ortasi delinerek
silikon yardimiyla tiil ile kaplanir. Bu yontemde su degisimi kolaylikla yapilmaktadir. ki
haftalik periyotlarla anag siiliiklerin gebelik ¢izgileri/renk degisimi kontrol edilir. Gebeligi
tespit edilen anag siiliiklerin her biri ayr1 ayri torf topraginin bulundugu kavanozlara alinir

ve kokon birakmasi beklenir. Takip haftada bir yapilirken, bu siire¢ iki aya kadar
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uzayabilir. Bu modelde verim kismen daha fazla iken, is yiikii ve zaman kayb1 agisindan da

dezavantajlidir. Tank modeliyle karsilastirildiginda enfeksiyon riski daha azdir.

Sekil 2.7: Raf modeli.

2.3.2. A¢ik Ortam Siiliik Yetistiriciligi

2.3.2.1. Havuz Modeli

Tank modelinin dogal ortama uyarlanmis halidir. Bu modelde yil boyunca verimin
alinabilmesi i¢in iklimlendirmenin (sera) yapilmasi sarttir. Bunun yaninda bu model iklim
sartlarinin uygun oldugu bolgelerde kullanilmasi tavsiye edilir. Cok sicak veya ¢ok soguk
bolgelerde bu modelin kurulum maliyeti yiiksektir. Bu modelde havuzlar istege bagh
olarak 1-2 m derinlikte kazilir. S1zintiy1 engellemek i¢in zemine ve duvar ¢eperlerine beton
veya branda dosenir. Son olarak siiliikklerin kokon birakmasi i¢in havuzun orta kismina
toprak ve bitki ortiisiinden olusan karasal bir alan olusturulur. Bunun disinda suyun oldugu
kisimlara su bitkileri ve kesici delici olmayan taslar koyulur. Boylece daha dogal bir alan

olusturulur.
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Sekil 2.8: Havuz modeli.

Siiliikkler ¢gogunlukla laboratuvar ortaminda yetistirilir ve bu nedenle kapali ortam siiliik
yetistiriciligi, insan saglig1 agisindan giivenli ve saglikli siiliik tiretimini saglayan etkili bir
sistem sundugundan, kirliligi 6nleme agisindan en uygun yontem olarak kabul edilir (36).
Siiliikklerin uygun sekilde yetistirilmesi i¢in Onemli bazi standartlarin saglanmasi

gerekmektedir. Bu standartlar (37);

e Sicaklik:

Sicaklik, siiliikklerin deri yilizeyinden su yoluyla solunum yapmasi nedeniyle kritik bir
oneme sahiptir; su sicaklig siiliiklerin yasamini ve iiremesini biiyiik dl¢iide etkiler. Viicut
suyu sicakliginin 10,6 °C ile 35,4 °C arasinda olmasi gerekirken, ortalama sicaklik 25,6 °C
olmalidir (37).

e pH Seviyesi:
pH degeri biiylik 6nem tasir; pH, suyun kimyasal yapisini ve hiicre zarim etkiledigi i¢in
stiliiklerin yetistirilmesi ve hayatta kalmasinda kritik bir rol oynar. pH seviyesinin 6 ile 8

arasinda olmas: siiliiklerin yagamasi i¢in uygun bir ortam saglarken, optimum pH degeri

7,16 olarak kabul edilmektedir (37).

e (Oziinmiis oksijen:
Coziinmiis oksijen miktarinin belirlenmesi ve siiliik yetistiriciligi sirasinda bu seviyenin
izlenmesi, siiliiklerin deri ylizeylerinden oksijen almalar1 nedeniyle biiyiilk 6nem tasir. Su

icerisindeki ¢oziinmiis oksijen orani genellikle 4,7 ile 7,3 mg "' arasinda degismektedir

(38).
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e Elektriksel Iletkenlik:

Elektriksel iletkenlik, siiliik yetistiriciliginde 6nemli bir faktordiir ve genellikle 430 ila 615
uS/cm arasinda degisir (38).

e Suyun toplam ¢oziinmiis kat1 madde miktart:

Sudaki toplam ¢oziinmiis katt maddeler i¢in minimum sinir 1110 mg/L, maksimum simnir

ise 5050 mg/L'dir. Bu aralik i¢inde, 2367 mg/L ideal sinir olarak kabul edilmektedir (37).

2.4. Hirudoterapi Uygulamalar

Siiliikler, tarih boyunca c¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmis ve icerdigi biyolojik
olarak aktif maddeler, iyilesme siirecinde onemli bir rol oynamistir. Haycraft'in siiliik
tilkiiriglinde antikoagiilan olarak kabul edilen hirudinin bulundugunu kesfetmesinden
sonra, siilikklerin kullanimi daha da yayginlagmistir (39). Rekonstriiktif ve plastik cerrahi
alanindaki 6nemli rolii ve etkinligi de kanmitlanmig olup, bu durum Diinya Saglk
Orgiitii'niin 2004 yilinda siiliik kullanimini tanimasina ve satisina izin vermesine yol
acmistir (40). Hirudinin yani sira, antiplazmin gorevi goren bdellin gibi diger 6nemli
ozelliklere sahip maddeler de siiliik tiikiiriiglinde bulunmaktadir. Diisiik molekiil agirlikli
parca II ve III, decorcin, ornatin, apyras, anti-trombosit proteinler ve kalin gibi maddeler
de iltithab1 azaltmakta ve eklem hareketliligini artirmaya c¢aligmaktadir. Bu maddelerin

kanama siiresinde artisa neden oldugu da kanitlanmistir (41-44).

Kimyasal ilaglarin kullaniminin ¢esitli istenmeyen yan etkileri olabilir; bu nedenle
stiliiklerle tedavi, siiliik tiikiirtiglinde bulunan maddeler sayesinde bu yan etkileri azaltmay1
hedeflemektedir. Ornegin, osteoporoz tedavisinde kullanilan steroid ilaglar buna ornek
gosterilebili (45, 46). Ancak siiliik tedavisinin bircok faydasina ragmen, ozellikle alerjik
hastaliklar1 olan kisiler, 16semi, hemofili, bagisiklik yetmezligi olanlar ve hamile kadinlar
icin bazi riskler tasiyabilecegi unutulmamalidir. Bu nedenle, bu tiir durumlar1 olan kisilere
stilik tedavisi uygulanmasindan kagmilmasi onerilir (47). Ayrica, kronik T-hiicresi
infiltrasyonunun bir sonucu olarak boyun ve yiiz ¢evresinde ortaya c¢ikan eritemattz
papiiller ve plaklarin olusumuyla karakterize edilen psddolenfoma gibi durumlara da neden
olabilir (48). Siiliiklerin ag1z ve viicut floralarinda, gerekli besinlerin sentezlenmesinde rol
oynayan Aeromonas tirleri bulunmaktadir. Bu nedenle, siiliikk tedavisi ©Oncesinde,
enfeksiyon riskini azaltmak amaciyla sefalosporin gibi antibiyotiklerin kullanilmasi

Onerilir (49, 50).
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2.4.1. Plastik Cerrahi ve Ortopedik Uygulamalarda Hirudoterapi

Siiliikkler, dolagim bozukluklar1 sonucu vendz konjesyondan etkilenen dokularin
tedavisinde son 50 yilda yaygin olarak kullanilmaktadir. Dejanc ve Zdravec, 1960 yilinda
ilk kez tikali plaklar1 tedavi etmek icin siilik kullanmiglardir (51). 1980'lerde Fransiz
doktorlar, siiliikleri plastik ve rekonstriiktif cerrahilerde arterlerin 13 saatten fazla, venlerin
ise 3 saatten fazla tikanmasi sonucu olusan nekrozu 6nlemek amaciyla kullanmiglardir (52,
53). Siiliikler, giintimiizde de plastik ve rekonstriiktif mikrocerrahide kullanilmaya devam
edilmektedir. Ayrica, gut, artrit ve romatizma gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde, bu
hastaliklarla iligkili agriy1 hafifletmek amaciyla ve Diklofenak’tan daha az yan etkiye sahip
olan DING proteini inhibitorleri kullanilarak uygulanmaktadir (54, 55).

Sekil 2.9: Mikrovaskiiler serbest flepte gelisen vendz konjesyonun siiliik tedavisi ile klinik seyri.
A) ciddi venoz konjesyon ile karakterize edilen hirudoterapi dncesi durum, B) hirudoterapi sonrasi
durum (56).

2.4.2. Yara ve Agr Tedavisinde Hirudoterapi

Diyabetli hastalar, genellikle siddetli agriya yol acan ve iyilesmesi uzun siiren kronik
yaralardan muzdariptir. Bu baglamda, siiliikk tedavisi, diyabetle iligkili agriy1 hafifletmeye
ve yaralarin iyilesme siirecini hizlandirmaya yardimci olabilir. Ayrica, kronik bolgesel agri
(CRPS) sendromlarmin iyilesmesine katkida bulunur (57, 58). Siiliikler, aktif biyolojik
maddelerin varlig1 nedeniyle mikrosirkiilasyonu ve hipoksiyi diizenleyerek bu hastaliklarla
iligkili agrinin hafifletilmesine de yardimci olur. Bu 6zellikleri sayesinde siiliik tedavisi,
kanser ve migren gibi nedeni bilinmeyen bircok hastaligin tedavisinde de etkili olabilir (45,

59-61).
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Sekil 2.10: Migren ve diyabetik ayak tilserlerinde siiliik tedavisi uygulamalari. a) migren
agrilarinin tedavisinde siiliiklerin terapotik kullanimi (62). b) diyabet kaynakli ayak iilserlerinin
tedavisinde siiliiklerin kullanimi (63).

2.4.3. Hirudoterapinin Agiz ve Dis Saghgindaki Onemi

Siiliikk tikiirigiindeki biyoaktif maddelerin kesfi, bu maddelerin agiz hastaliklarinin
tedavisinde kullanilmasini saglamis ve genetik miihendislik sayesinde bu maddelerden ilag
tiretme potansiyelini ortaya ¢ikarmistir. Siiliik tiikiiriiglinde bulunan maddeler, kronik dig
eti iltihab1 ve hipertansiyonun iyilesme siirecini hizlandirarak agiz dokularina verilen zarari
en aza indirir. Bu sayede, dis eti ve dis sorunlarinin tedavisinde onemli bir rol oynar ve

hastalarin yasam kalitesini artirir (64, 65).
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Sekil 2.11: Dis ve dis eti problemlerinin tedavisinde siiliiklerin kullanimi (66).

2.5. Hepatit B viriisii

Hepatit, karacigerde iltihaplanmaya yol acan ve potansiyel olarak karaciger yetmezligi,
kanser veya siroz gibi ciddi komplikasyonlara neden olabilen bir hastalik grubudur.
Hepatit viriisleri, o©zellikle karacigeri hedef almakla birlikte, morfolojileri, etki
mekanizmalari, bulasma yollar1 ve hastaligin ciddiyeti agisindan farklilik gosterirler.
Hepatit viriislerinin bes ana tiirii bulunmaktadir: Hepatit A, Hepatit B, Hepatit C, Hepatit
D, Hepatit E ve daha yakin donemde kesfedilen yeni bir tiir olan Hepatit G (67). Bu
tiirlerden bazilari, 6rnegin Hepatit A ve Hepatit E, fekal-oral yolla bulasir; kontamine su
veya gida tiikketimi sonucu enfeksiyon meydana gelir. Diger tiirler, 6rnegin Hepatit B,

Hepatit C ve Hepatit D ise konjenital, parenteral ya da cinsel yolla bulagabilmektedir (67).

[statistiklere gore, diinya genelinde Hepatit B ile enfekte olan bireylerin sayisinn 300
milyondan fazla oldugu ve bu enfeksiyona bagli olarak her yil bir milyona yakin oliim
gerceklestigi tahmin edilmektedir (67). Tiirkiye'de Hepatit B ile enfekte olmus bireylerin
sayisinin da 3,3 milyondan fazla oldugu tahmin edilmektedir (68). Hastaligin
komplikasyonlarindan kaynaklanan 6liim oraninin, diinya genelinde yilda yaklasik 500.000
ile 700.000 arasinda degistigi belirtilmektedir. Tiirkiye'de Hepatit B viriisiiniin (HBV)
goriilme siklig1 iizerinde yas, cinsiyet, farkindalik diizeyi ve goc gibi ¢esitli faktorlerin

etkili oldugu saptanmustir. Ornegin, HBV enfeksiyonu 46 yas ve iizeri bireylerde daha
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yaygin olarak goriilmektedir. Erkeklerde kadinlara kiyasla %5 oraninda daha yiiksek bir
prevalans gostermekte; ayrica diislik gelirli bireylerde ve Tiirkiye'nin dogu ile giineydogu

bolgelerinde yasayan kisilerde HBV ile enfekte olma riski daha yiiksek bulunmustur (69).

Hepatit B viriisii, dogrudan cinsel temas ve steril olmayan enjeksiyonlarin kullanimi
yoluyla yatay olarak bulasabilecegi gibi, dogum sirasinda anneden ¢ocuga dikey olarak da
bulasabilir. Hastalarda semptomlar goriilebilecegi gibi, hastalik asemptomatik de
seyredebilir. Baslangigcta semptomlar arasinda bulanti, kusma, anoreksi veya karin agrisi
yer alirken, ciddi vakalarda bu semptomlar karaciger hasari, sarilik, kanama, enfeksiyonlar,
hepatik ensefalopati ve koagiilopati seklinde kendini gosterebilir (70). Hepatit B viriisii
(HBV), hepatotropizm gosterme yetenegine sahip olup, bu ozellik sayesinde akut veya

kronik enfeksiyonlara yol acarak hepatoseliiler karsinomaya neden olabilir (71).

rcDNA

HBV Pol

Core protein (HBc)

™ ; / : /
Q{ ]A - p— /\/ ._‘_}
Sekil 2.12: Hepatit B viriisiin yapisi (72).

HBV (Hepatit B viriisii), Hepadnaviridae familyasina ait kiiciik bir viriistiir. 3200 baz ¢ifti
iceren kismen cift sarmalli bir DNA'ya sahiptir. Bu DNA, kisa ve uzun iplikciklere
sahiptir; uzun iplik¢ik pregenomik RNA'y1r tamamlayici olup, bu 6zelligi nedeniyle (-)
iplik¢ik olarak adlandirilirken, daha kisa olan iplik¢ik (+) iplik¢ik olarak bilinir. DNA,
ayrica bir protein zarfi tarafindan ¢evrelenmis bir kapsid icinde bulunur (73). HBV asist,
ilk kanser karsiti as1 olarak kabul edilmektedir. 1980'li yillardan itibaren, enfekte bir
hastanin plazmasindan HBsAg'min subviral partikiilleri toplanarak bu as1 gelistirilmistir.
Ancak, bu plazmalardan elde edilen asilarin patojen tagima riski nedeniyle endiseler ortaya
¢ikmistir. Bu sorunlar1 asmak amaciyla, maya tirevi HBsAg kullanilarak rekombinant
HBV asilant gelistirilmis ve bu asilar, HBV'ye karsi koruyucu bagisiklik saglama

konusunda olumlu sonuclar vermistir. Dogal HBV viriisii preS alanina ve glikozilasyona
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sahipken, rekombinant asida bu Ozellikler bulunmamaktadir. Rekombinant as1, 6zellikle
yayginligin yiiksek oldugu bolgelerde HBV'ye bagli hastaliklarin azalmasina katkida
bulunmustur. Asinin dozaji 5-40 pug rekombinant HBsAg ve aliiminyum fosfat veya
aliminyum hidroksit gibi adjuvanlar icerir. HBsAg'ye kars1 antikorlarin konsantrasyonu,
korumanin ve uzun vadeli etkinligin saglanmasi i¢in diizenli olarak ol¢iiliir; 10 mIU/mL
veya daha yiiksek antikor konsantrasyonunun, takviye dozlarina gerek kalmadan etkili bir
koruma sagladig1 kabul edilmektedir. As1 dozu, yasa ve kullanilan iiriine bagli olarak
degismektedir. Prevalansin yiiksek oldugu bolgelerde, saglik calisanlart ve annelere

cocuklarina bulasmay1 onlemek amaciyla as1 yapilmasi 6nerilmektedir (74).

2.6. Transovaryal Gegis (Bulas)

Patojenlerin konaklar arasinda yayilma mekanizmasi bulas olarak adlandirilir. Bu bulasma
siireci, enfeksiyon etkenlerinin (bakteriler, viriisler, mantarlar ve protozoonlar dahil olmak

izere) yayilmasini saglar. Bulas, genellikle iki ana kategoriye ayrilir:
v’ Yatay Gegis (Horizontal Transmission)
v Dikey Gegis (Vertical Transmission)

Yatay Gegis (Horizontal Transmission):

Yatay bulagma, patojenlerin ayni tiire ait bireyler arasinda aktarilmasini ifade eder. Bu

bulagma, bireyler arast dogrudan veya dolayli temas yoluyla gerceklesir.

e Hava yoluyla bulagsma: Grip viriisii (Influenza), hapsirma veya oksiirme yoluyla havaya

karisan damlaciklar araciligiyla yayilir (75).

e Fekal-oral yol: Noroviriis ve rotaviriis gibi etkenler, kontamine gida veya suyun

tilkketilmesi sonucu bulasabilir (76).

e Vektor aracili bulagsma: Sivrisinekler veya keneler gibi eklem bacaklilar, patojenleri

tagiyarak farkli bireylere bulastirabilir (77).

Yatay bulagma, hastaliklarin hizli yayilmasina neden olabilir ve salgin olusumunda kritik

bir rol oynar.
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Dikey Gegis (Vertical Transmission):

Dikey bulasma, patojenlerin anneden yavrusuna aktarilmasini ifade eder. Bu gecis

asagidaki yollarla gergeklesebilir:

e Plasenta yoluyla: Annenin kan dolasimindan fetusa bulasan HIV, sifiliz ve hepatit

B gibi patojenlerdir (78).

e Dogum sirasinda: Enfekte dogum kanalindan gecen bebeklerde, herpes simpleks
viriisii (HSV) bulas1 gozlemlenebilir (79).

e Emzirme yoluyla: HIV ve HTLV-1 gibi bazi viriisler anne siitii araciligiyla

bulasabilir (80).
e Transovaryal Gegis (Bulas)

Transovaryal ge¢is, patojenlerin enfekte bir disi bireyden yumurtalar araciligiyla dogrudan
yavrulara aktarildigr 6zel bir dikey bulasma mekanizmasidir. Bu mekanizma, yavrularin

yumurtadan ¢iktiklart anda enfekte olmalarini saglar.

Transovaryal bulas, 6zellikle artropod vektorlerde (keneler, sivrisinekler ve diger eklem
bacaklilar) yaygindir ve patojenlerin dogal dongiisiiniin siirekliligini saglayan kritik bir
mekanizmadir. Bu siire¢ sirasinda en az bir yumurta veya larva enfekte olur ve patojenin

varlig1 siirdiiriilerek yasam dongiistinde kalicilig1 saglanir (81).

2.6.1. Transovaryal Gegis ile Bulasan Patojenler

Viriisler:

Kirim-Kongo Kanamali Atesi Viriisii (KKKA): Hyalomma keneleri tarafindan
transovaryal olarak tasinir (82).

Kene Kaynakli Ensefalit Viriisii (TBEV) ve Powassan Viriisii (POWV): Ixodes keneleri
araciligiyla yayilir (83).

Bakteriler:

Rickettsia rickettsii: Kayalik Dag1 Benekli Atesi'nin etkenidir ve Rhipicephalus sanguineus

kenesi tarafindan transovaryal olarak aktarilabilir (84).
Protozoonlar:

Babesia bigemina: Si8ir babesiyozundan sorumlu protozoon olup, Rhipicephalus

microplus kenelerinde transovaryal olarak tasinir (85).
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Sekil 2.13: Babesia spp. sensu stricto'nun yasam dongtisii (84).

Omurgali konaklar, enfekte sert kenelerin i1sirmasiyla, kene tiikiiriigiinde bulunan
sporozoitlerin konak eritrositlerine invazyonu sonucunda enfekte olur. Eritrosit i¢inde
sporozoitler, aseksiiel ¢ogalma siireci olan merogoni ile merozoitlere veya gametlere
farklilasan trofozoitlere doniisiir. Merozoitler yeni eritrositleri enfekte edebilirken,
gametositojenik evrim gegiren hiicreler gametlere doniisiir. Kene, kan emme siirecinde
enfekte eritrositleri alir ancak yalnizca gametositler hayatta kalir ve kenenin orta
bagirsaginda gametlere doniiserek gelisimlerine devam eder. Daha sonra, gametlerin
birlesmesiyle zigot olusur ve bu zigot, kenenin orta bagirsagindaki epitel hiicrelerine
girerek kinetlere doniisiir. Kinetler, mayotik boliinme yoluyla hareketli hale gelir ve
kenenin yumurtaliklart ile tiikiiriik bezlerine yayilir. Yumurtalik dokularimin istilasi
transovaryal bulaga, tiikiiriik bezlerine olan yayilim ise vertebrali konaga bulasan

sporozoitlerin olusmasina neden olur (86).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Besleme Kaninin Temini

Bu calismada kullanilan besleme kani, Kirsehir Egitim ve Arastirma Hastanesi Viroloji
Laboratuvar tarafindan RT-qPCR yontemiyle Hepatit B tanis1 konulan bir hastadan elde
edildi. S6z konusu hastadan, etik kurallar gercevesinde ve ilgili onaylarin alinmasinin
ardindan, 450 mL (bir iinite) kan alind1 (Bkz EK-1). RT-qPCR analizi sonucunda, hastanin
viral yiikii 6,5 x 10° IU/mL olarak tespit edildi. Calismada kullanilan anag siiliiklerin

beslenmesinde bu kan, besleme kani1 olarak degerlendiridi.

3.2. Siiliiklerin Temini ve Beslenmesi

Kirsehir Ahi Evran Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Siiliik Yetistirme ve Arastirma
Laboratuvari’ndan temin edilen, agirliklar1 2 ile 4,2 gram arasinda degisen toplam 52 geng
anag siiliik, deney Oncesinde ii¢ ay siireyle a¢ birakilarak hazirlandi. Ug aylik aglik
stiresinin ardindan, siiliiklerin beslenmesi amaciyla kuru bagirsak igerisine 36-37 °C’ye
1sit1lmig besleme kani dolduruldu ve bu bagirsak, anag siiliiklerin bulundugu kaba konuldu
(Sekil 3.1). Bu sayede siiliiklerin bagirsak yiizeyine tutunarak beslenmeleri saglandi (Sekil
3.2).

Beher kullanilarak, besleme kani insan kaninin sicakligini taklit etmek amaciyla su
banyosunda dikkatlice 36-37 °C’ye kadar 1sitildi. Bu sicakligin korunmasi, kanin canl
kanla benzer ozelliklerini muhafaza etmesi agisindan son derece Onemliydi. Bdoylece,
stiliikler icin besleyici bir kaynak olma niteligi artirildi.  Siiliikklere kan vermek igin
besleme kanali olarak kurutulmus bir hayvan bagirsagi kullanildi. Kullanimdan once,
bagirsak su banyosuna kisa bir siire daldirilarak yeniden nemlendirildi. Bu adim,
bagirsagin yumusamasini ve kan karisimi ile doldurulabilecek kadar esnek hale gelmesini
saglamak acisindan kritik bir 6neme sahipti. Daha sonra, kan dikkatlice bagirsaga aktarildi
ve hem kanin hem de bagirsagin 6zelliklerinin korunmasi igin islem boyunca sicaklik

kontrollii kosullarda siirdiiriildii. Bu titiz hazirlik, besleme ortaminin dogal kosullara en
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yakin sekilde olusturulmasini sagladi ve boylece anag siiliiklerin sagligi ile iireme basarisi
tizerinde olumlu bir etki olusturdu. Kanin sicakliginin dikkatle yonetilmesi ve bagirsagin
yeniden nemlendirilmesi, beslenme ortaminin biitlinliigiinii korumak agisindan biiyiik
onem tasimaktaydi ve bu durumun ilireme basarisi tizerinde ciddi bir etkiye sahip oldugu

goriildi.

Sekil 3.1: Besleme kaninin hazirlanmasi.

Cesitli besleme yontemleri, parafilm ve elek kullanimi da dahil olmak iizere test edildi.
Ancak, kanin siiliiklere verilmesi agisindan en etkili yontemin kurutulmus bagirsak
kullanim1 oldugu belirlendi. Kurutulmus bagirsagin  kullanimi, diger yoOntemlerle

kiyaslandiginda daha tutarli ve kontrollii bir besleme sagladi. Potansiyel kan kusma riskini
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yonetmek amaciyla, siiliikler dogrudan ana kaplara aktarilmadan Once ayr1 bir kapta
bekletildi. Bu wuygulama, ana habitatin kontaminasyonunu Onlemek amaciyla
gerceklestirildi. Kan besleme isleminden bir hafta sonra, stiliikler dikkatlice orijinal

kaplarina geri aktarildi.

Su degisimleri i¢in, klor igermediginden emin olmak adina en az 24 saat boyunca agik bir
kapta bekletilen su kullanildi. Haftalik olarak, kap acildi, siiliikler pens ile toplanarak ayri
bir kapta gecici olarak muhafaza edildi. Kap igerisinde bulunan torf sepeti ve taslar
cikarildt ve kap, slinger ve su kullanilarak temizlendi. Temizlik isleminin
tamamlanmasinin ardindan, torf sepeti, taslar ve klor icermeyen su yeniden kap igerisine
yerlestirildi ve siiliikler habitatlarina geri kondu. Su degisimi ve kan besleme siireclerinde
kullanilan tim malzemeler, titiz bir sterilizasyon protokoliine tabi tutuldu. Tamamen
dezenfekte edilmelerini saglamak amaciyla, bu malzemeler 24 saat boyunca camasir
suyunda bekletildi. Sterilizasyon islemi sonrasinda, malzemeler bol musluk suyu ile
duruland1 ve boylece olast kimyasal kontaminasyonun oniine gegildi. Bu titiz prosediirler,
stiliiklerin sagligin1 ve glivenligini saglamak, deneysel kosullarin biitlinliigiinii korumak ve
kontaminasyon riskini en aza indirmek amaciyla uygulandi. Bu protokollerin diizenli ve
tutarli bir sekilde uygulanmasi, deney sonuglarinin giivenilirligi ve gegerliligi agisindan

kritik bir 6neme sahip oldu.
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Sekil 3.2: Siiliiklerin Hepatit B ile kontamine kan ile beslenmesi.

Beslenme sonrasinda, her bir siiliigiin agirliginin en az iki katina ¢iktig1 goriildi. Tim

stiliikler bireysel olarak tartildi ve beslenme Oncesi ile sonrast agirliklar1 kaydedildi (Sekil
3.3).
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Sekil 3.3: Anag siiliiklerin agirlik degisimleri.
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Siiliiklerin beslenme islemi tamamlandiktan sonra, ayni parametrelerine sahip suya transfer
edildi (Sekil 3.7). Yaklasik bir aylik kusma donemi sona erdiginde, siiliikler kokon iiretimi
icin toprak havuzlara yerlestirildi. Bu siirecte, iki haftada bir kokon takibi yapildi ve
siiliiklerin bulundugu su haftada iki kez degistirildi. Ayrica, tiim siiliiklerin canlilik
durumlar ve davraniglart giinliik olarak izlendi. Bu siire¢ toplamda yedi ay boyunca devam

etti.

3.3. Deney Diizeneginin Kurulmasi ve Numunelerin Toplanmasi

Bu caligmaya toplamda 52 adet Hirudo verbana tiirii siiliik dahil edildi. Deneysel ortam,
her bir siiliik i¢in 1 litre su olacak sekilde diizenlendi, 60 litre su kapasitesine sahip bir
havuz kullanilarak olusturuldu. Siiliiklerin dogal yasam kosullarini taklit etmek amaciyla,
havuzun ortasina, su tutma kapasitesi yiiksek, giibre ve kimyasal madde icermeyen torf
topragi, delikli bir kasa icerisinde yerlestirildi (Sekil 3.4). Havuzun geri kalan kisimlarina
ise suyun icerisine farkli boyutlarda bahce taslari konuldu. Anag¢ siiliikkler havuza
yerlestirilmeden Once, suyun parametrelerinin pH 6,8-7,2, sicaklik 24-25 °C, ¢6ziinmiis
oksijen (D.O.) %80-90 ve elektriksel iletkenlik 20-50 puS/cm arasinda olmasina 6zen
gosterildi. Calisma siiresince havuzdaki su haftada iki kez degistirilerek gerekli hijyen ve

su kalitesi saglandi.

Sekil 3.4: Siiliiklerin kontrollii kosullarda barindirildigi deneysel habitat.
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Yedi aylik calisma siiresi boyunca, yaklasik 40-45 giinde bir siiliiklerle iligskili numuneler
toplandi. Bu numuneler; “su ve toprak”, “siilikk diskis1” ve “siiliik viicut salgisi” olarak
adlandirild1 ve -20 °C’de saklandi. Ayrica, her iki haftada bir anag siiliiklerin bulundugu
toprak kontrol edildi, siilikler tarafindan birakilan kokonlar toplanarak uygun kosullara
sahip ayr1 bir topraga yerlestirildi. Yavrularin ¢ikmasi i¢in 35 giin beklendi, bu siirenin
ardindan tim kokonlar elle agildi (Sekil 3.6) ve icinden ¢ikan yavrular tek tek sayildi.

Yavrular ve kokon kabuklar1 numaralandirildi ve -20 °C’de muhafaza edildi.

Calisma siiresi icerisinde anag siiliiklerden 6len olmadi. Calisma sonunda, 52 anag siiliik
arasindan rastgele secilen 5 siiliik secildi, sakrifiye edildi ve -20 °C’de saklandi. Ayrica,
test glivenilirligini saglamak ve viral yiikk degisimini degerlendirmek amaciyla, ¢alisma
stirecinin altinc1 ayinda besleme kani ile beslenen bir pozitif kontrol siiliigii ve saglikli kan

ile beslenen bir negatif kontrol siiliigii de sakrifiye edilerek -20 °C’de sakland.

Sekil 3.5: Anag siiliiklerden toplanan kokonlar.
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Sekil 3.7: Kontaminasyonu 6nlemek amactyla yavru ve anag siiliiklerin ayr1 kaplarda tutulmas.
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3.4. Kimyasal Malzemeler

Calismamizda, farkli amaclar dogrultusunda ¢esitli kimyasal ajanlar kullanildi; bunlar
arasinda sterilizasyon, besleme ve DNA izolasyonu ile amplifikasyonu yer ald1
Sterilizasyon amaciyla, Hepatit B Viriisi'ni (HBV) inaktive etme konusundaki
kanitlanmis etkinlikleri nedeniyle alkol ve ¢amasir suyu tercih edildi. Bu uygulama ile,
viriise maruz kalma riski tasityan malzemelerin ve ortamlarin kullanim sonrasinda giivenli
hale getirilmesi ve kontaminasyondan arindirilmas: saglandi. Alkol (etanol), proteinleri
denatiire etme ve viral zarfi bozma yetenegiyle bilinirken, ¢camasir suyu ise viral DNA ve
proteinleri parcalama Ozelligiyle ©ne c¢ikmaktadir (87). Bu sterilizasyonlarin
kombinasyonu, hem laboratuvar giivenligi hem de deneyin biitlinliigii agisindan kritik olan

steril bir ¢aligma ortaminin saglanmasi adina etkili bir yontem sundu.

DNA izolasyonu i¢in iki farkli kit kullanildi: DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen,
Almanya) ve PowerSoil DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, ABD). Her Kkit,
orneklerin yapisina gore se¢ilmis olup, DNA veriminin ve safliginin optimize edilmesi
amaglandi. Ozellikle, DNeasy Blood & Tissue Kit, anag siiliiklerden, yavru siiliiklerden ve
kokon kabuklarindan DNA ekstraksiyonu i¢in kullanildi. PowerSoil DNA Isolation Kit ise
cevresel Orneklerden, Ornegin su, toprak, anag¢ siiliiklerin diskist ve wviicut ylizeyi
salgilarindan DNA izolasyonu i¢in tercih edildi. Her kitin temel bilesenleri ve gorevleri

asagida aciklanmistir:
e DNeasy Blood & Tissue Kit:

v" DNeasy Mini Spin Kolonlart: DNA’nin ekstraksiyon siirecinde ayristirilmasini

saglamak i¢in 2 ml toplama tiipleri ile birlikte kullanildi.

v 2 ml Toplama Tiipleri: Orneklerin toplanmasi ve izolasyon siirecinde gesitli

¢oOzeltileri tutmak icin kullanildi.

v Buffer AL: Hicre zarlarmmi bozarak DNA’nin hiicrelerden serbest kalmasini

saglayan bir lizis tampon olarak kullanildi.

v Buffer ATL: Doku matrisini par¢alamak ve doku Orneklerinden DNA’nin serbest

birakilmasina yardimci olmak i¢in kullanildi.
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v Buffer AW1 ve Buffer AW2: DNA’nin biitlinliigiinii korurken, kontaminantlarin ve

diger istenmeyen materyallerin DNA’dan wuzaklagtirlmasinm1 saglamak icin

kullanildi.

v Buffer AE: Saflastirilmis DNA’nin spin kolonundan ¢6zeltinin i¢ine salinmasini ve

daha sonraki uygulamalarda kullanilabilir hale gelmesini saglamak i¢in kullanildi.

v Proteinaz K: Niikleazlar gibi DNA’y1 bozabilecek proteinleri sindiren bir enzimdir

ve izolasyon siirecinde DNA’nin saglam kalmasini temin etmek i¢in kullanildi.
e PowerSoil DNA Isolation Kit:

v PowerBead Tiipleri: 750 ul cozeltisi iceren bu tiipler, toprak partikiillerinin
mekanik olarak par¢alanmasina yardimci olurken, humik asitlerin ¢éziinmesini ve

DNA’nin bozulmadan korunmasini saglamak i¢in kullanildi.

v 2 ml Toplama Tiipleri: Orneklerin toplanmasi ve izolasyon siirecinde gesitli

cozeltileri tutmak i¢in kullanildi.

v" Spin Filtreleri: Filtrasyon adimlarinda kritik bir bilesen olan bu filtreler, DNA nin
filtreye baglanmasim1 saglamak ve safsizliklarin uzaklastirilmast amaciyla

kullanildi.

v PowerSoil® Cozeltisi Cl: Hiicre duvarlarin1 ve zarlarmi agarak hiicre lizisini
saglayan SDS (sodyum dodesil siilfat) ve diger ajanlar1 igerdiginden, ¢evresel
orneklerde yaygin olarak bulunan yag asitleri ve lipidlerin par¢alanmasi amaciyla

kullanildi.

v PowerSoil® Cozeltileri C2 ve C3: Proteinler, polisakkaritler ve DNA’nin safligin
ve kalitesini bozabilecek diger kontaminantlar gibi organik ve inorganik

maddelerin ¢okelterek uzaklastirilmasi amaciyla kullanildi.

v PowerSoil® Cozeltisi C4: Filtrasyon siirecinde DNA’nin spin filtrelerine

baglanarak, diger materyallerden uzaklagtirilmas1 amaciyla kullanildi.

v PowerSoil® Cozeltisi C5: DNA, filtrelerden ayristirilmadan kalan tuzlar, humik
asitler ve diger kontaminantlar bir yikama ¢ozeltisi kullanilarak uzaklastirildi; bu

sayede temiz ve saf bir DNA 6rnegi elde edildi.
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v PowerSoil® Cozeltisi C6: Saflastirilmis DNA'yr silika membrandan serbest

birakmak i¢in kullanilan bir eliisyon tamponudur.
o Kantitatif Gergek Zamanli PCR (RT-qPCR):

Orneklerde Hepatit B Viriisii (HBV) tespiti icin Anatolia Geneworks (Tiirkiye) tarafindan
saglanan RT-qPCR kitleri kullanildi. RT-qPCR ile spesifik DNA dizileri ¢ogaltildi ve
miktarlart belirlendi. Bu siiregte, basarili DNA amplifikasyonunun saglanmasi igin
birbiriyle uyum icinde calisan birkag kritik bileseni igeren dikkatlice optimize edilmis bir
reaksiyon karisimi kullanildi. RT-qPCR i¢in gerekli temel materyaller sunlardir:

v' Kalip DNA: Ornekten izole edilen DNA, amplifikasyon hedefi olarak kullanild.

v" Primerler: HBV DNA’sina baglanarak secici amplifikasyonu saglamak amaciyla
kit i¢inde bulunan kisa ve spesifik diziler kullanildi.

v DNA Polimeraz: PCR sirasinda yeni DNA iplik¢iklerinin 5'-3' yoniinde
sentezlenmesi i¢in 1s1ya dayanikli enzim (6rnegin, Taq polimeraz) kullanildi.

v" MgCl, : Polimeraz aktivitesinin artiritlmast ve dNTP’lerle olan etkilesimlerin
stabilize edilmesi amaciyla bir kofaktor olarak eklendi.

v' dNTP'ler: Yeni DNA sentezi i¢in gerekli yapi taglari (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)
reaksiyon karigtmina dahil edildi.

v Tampon Cozeltisi: Enzim fonksiyonunun korunmasi ve uygun pH ile iyonik
dengenin saglanmasi i¢in kullanildi.

v’ Nikleaz Igermeyen Su: Reaksiyon hacminin ayarlanmasi ve DNA'nmn

bozulmasinin dnlenmesi amactyla eklendi.

3.5. Cihazlar ve Diger Malzemeler

Kirsehir Ahi Evran Universitesi Tip Fakiiltesi, diizey deneysel arastirmalari desteklemek
amaciyla cesitli laboratuvar cihazlari ve malzemelerle donatilmistir. Bu cihazlar, molekiiler
biyoloji, genetik ve mikrobiyoloji gibi farkli disiplinlerde yiiriitiilen arastirmalarin
hassasiyetini ve gilivenilirligini artirmaktadir. Arastirmalarin  etkin  bir  sekilde

gergeklestirilmesini saglamak icin kullanilan temel cihazlar ve malzemeler sunlardir:

v Otoklav: Malzemeler sterilize edilerek kontaminasyon onlendi.
v" Buzdolabi (+4 °C ve -20 °C): Kan ornekleri ve hassas malzemeler saklandi.

v" Vorteks Karigtirict: Reaktiflerin iyice karigmasi saglandu.
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Hassas Terazi: Deneylerde kullanilan malzemeler hassas bir sekilde tartildi.
pH Metre: Cozeltilerin pH seviyesi ayarlandi ve izlendi.

Inkiibatér: Inkiibasyon sirasinda sabit sicaklik sagland.

Su Banyosu: Deneylerde kullanilan kan 6rnekleri 1sitildi.

PCR Cihazi: Genetik analiz i¢in gen amplifikasyonu yapildi.
Santrifiij: DNA, diger bilesenlerden ayristirildi.

Nanodrop: DNA/RNA saflig1 ve konsantrasyonu olciildii.

Saf Su Cihazi: Cozelti hazirligi i¢in yiiksek saflikta su saglandi.
Mikropipet: Kiigiik miktarlardaki sivilar hassas bir sekilde dlciildii.
Termometre: Su ve kan sicakligi izlendi.

Elektroforez Cihazi: DNA parcalar1 boyutlarina gore ayrigtirildi.

Laminar Kabini: Deney sirasinda kontaminasyon énlendi.

N N N N N N N N N N N SR

UV Transilliiminator: Jellerde ayristirilmis DNA parcalar1 gorsellestirildi.

Bu cihazlar, genis bir yelpazede deneysel protokollerin hassas ve giivenilir bir sekilde
uygulanmasin1 miimkiin kilarak arastirmalarin kalitesi artirildi. Arastirmacilarin Hepatit B
Virlisii (HBV) maruziyetine kars1 korunmasi ve kontaminasyonun onlenmesi amaciyla
lateks eldivenler, plastik eldivenler ve yiiz maskesi gibi kisisel koruyucu ekipmanlar (PPE)
kullanildi.  Siiliiklerin kontrollii bir ortamda barindirilmasi ve yetistirilmesi i¢in plastik
bidonlar ve kaplar kullanildi, giivenli bir sekilde tutulmalari i¢in ise 6zel pensler tercih
edildi. Calisma alanmin temizligi i¢in 4 litrelik legen ve bulasik siingerleri temizlik
islemlerinde kullanildi, hassas diseksiyon uygulamalar1 i¢in nester bicagi tercih edildi.
Besleme diizeneklerinin giivenligi parafilm ile saglandi, su degisimi sirasinda stiliiklerin

etkin yonetimi i¢in ise siizge¢ kullanildi.

Molekiiler biyoloji uygulamalarinda, DNA amplifikasyonu i¢in PCR tiipleri kullanild1; 6li
stiliiklerin ve diger biyolojik 6rneklerin toplanmasi ve saklanmasi amaciyla 15 ml ve 50 ml
Falkon tiipleri ile Eppendorf tiipleri tercih edildi. Sivilarin hassas ve kontaminasyondan

aridirilmig bir sekilde transfer edilmesi i¢in ise pipet uglar1 vazgegilmez bir bilesen oldu.

Bu malzemeler, deneysel prosediirlerin en yiiksek giivenlik ve dogruluk standartlarina

uygun sekilde gerceklestirilmesini sagladi.

34



3.6. DNA Izolasyonu ve Kantitatif Gercek Zamanh PCR

3.6.1. PowerSoil DNA izolasyon Kiti

0.25 g toprak, su, anag siiliikk digkis1 ve anag siiliiklerin viicut ylizeyi salgilarindan olusan
ornekler hazirlandi. Her oOrnek ayr1 PowerBead tiliplerine eklendi. Bu tiipler,
homojenizasyon ve lizis islemlerini saglamak amaciyla toprak pargaciklarimin dagilmasina,
humik asitlerin ¢oziilmesine ve DNA'nin bozulmasini engellemeye yardimci olur.
Karigimlar vortex ile karistirildi.  C1 c¢ozeltisi 60 °C’de isitilarak tiim ¢okeltilerin
¢Oziilmesi saglandi ve her 6rnege 60 pL eklendi. C1 ¢ozeltisi, hiicre lizisini destekleyen ve
hiicre zarlarindaki yag asitlerini ve lipidleri pargalayan SDS ve diger yikim ajanlarini
icerir. PowerBead tiipleri oda sicakliginda 30 saniye boyunca 10.000 x g hizinda santrifiij
edildi ve siipernatant temiz bir 2 mL toplama tiipiine transfer edildi. DNA’y1 saflagtirmak
icin 250 puL C2 ¢ozeltisi eklendi, vortex ile karistirildi ve 4 °C’de 5 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan tiipler 10.000 x g hizinda 1 dakika santrifiij edildi. Bu adim, DNA
dis1 organik ve inorganik materyallerin uzaklastirilmasini sagladi. 600 pL siipernatant, yeni
bir 2 mL toplama tlipine aktarildi, pellet kismindan kaginildi. Ardindan 200 pL C3
¢ozeltisi eklendi, vortex ile karistirildi ve 4 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. Tiipler tekrar
10.000 x g hizinda 1 dakika santrifiij edildi. 750 pL silipernatant, pelletten kacinarak temiz
bir 2 mL toplama tiipline aktarildi. Sonrasinda 1,2 mL C4 ¢ozeltisi siipernatanta eklendi ve
DNA'nin spin filtresine baglanmasini saglamak i¢in vortex ile karistirildi. 675 pL
siipernatant spin filtreye eklendi ve 10.000 x g hizinda 1 dakika santrifiij edildi. Akitilan
stv1 atildi ve bu adim 3 kez tekrarlandi. DNA’nin spin filtresinde kalan tuz, humik asit ve
diger kirleticilerden temizlenmesi i¢in 500 puL C5 ¢ozeltisi (etanol bazli yikama ¢ozeltisi)
eklendi ve 30 saniye boyunca 10.000 x g hizinda santrifiij edildi. Akitilan sivi atildiktan
sonra, residiiel C5 c¢ozeltisinin PCR veya jel elektroforezi ile etkilesimini onlemek

amacuyla tiipler 10.000 x g hizinda 1 dakika santrifiij edildi.

Son olarak, spin filtre temiz bir 2 mL toplama tiipiine yerlestirildi ve DNA'nin silika spin
filtre membranindan tamamen serbest kalmasmi saglamak icin 100 pL C6 c¢ozeltisi
eklendi. Cozelti, 30 saniye boyunca 10.000 x g hizinda santrifiij edildi ve ardindan spin
filtre atildi. Toprak, su, anag siililk digkis1 ve anag siiliikklerin viicut yiizeyi salgilarindan

elde edilen DNA o6rnekleri, PCR islemi i¢in hazir hale getirildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.8: PowerSoil Kiti ile toprak kaynakli DNA izolasyon protokolii.
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3.6.2. DNeasy Blood & Tissue Kit:

Anag siiliikler, kontrol siiliikler, yavru siiliikler ve kokon kabuklarinin DNA ekstraksiyonu
icin DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) kullanildi. Numuneler farkli zamanlarda
topland1 ve siiliiklerin ¢ogu 6ldiikten sonra -20 °C'de bir tiip icinde saklandi. Ornekler,
daha kolay ezilebilmesi i¢in siv1 azota yerlestirildi, ardindan havanda ezilip distile su ile
karistirildi ve 10.000 x g hizinda 2 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant, PCR
analizi icin toplandi. Diger orneklerde ise DNA ekstraksiyonundan once siiliikler
dondurucudan c¢ikarildi, 56 °C'ye 1sitild1 ve bir nester kullanilarak pargalara ayrildi. Kokon
kabuklar1 ise dogrudan, herhangi bir 1sitma islemi uygulanmadan havanda ezilerek kiiciik
parcalara ayrildi. DNA izolasyonu, calismanin gereksinimlerine uyacak sekilde kiiciik
degisiklikler yapilarak iiretici protokoliine gore gergeklestirildi. Ekstraksiyona baslamadan
once, Buffer ATL ve Buffer AL 56 °C'de 1sitilarak i¢lerinde varsa herhangi bir ¢okelti
cozildi. AW1 ve AW2 tamponlari ise %96-100 etanol ile kitin talimatlarina uygun olarak
seyreltildi. Protokol, hayvan dokular1 i¢cin maksimum 25 mg baslangi¢c materyali 6nerse de,
DNeasy spin kolonunun asir1 yiikklenmesini 6nlemek amaciyla her numunede 12,5 mg doku
kullanildi. Her bir numuneden 12,5 mg doku, ayr1 1,5 mL mikro santrifiij tiiplerine
yerlestirildi ve ardindan 180 uL Buffer ATL ve 20 uL Proteinase K eklendi. Karigim 5-10
saniye vortexlenerek homojen hale getirildi ve doku par¢alanmasmin tam olarak
gergeklesmesini saglamak amaciyla 56 °C'de inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda
numuneler birka¢ kez kisa siirelerle vortexlendi. Tam bir doku lizizi saglamak icin
numuneler gece boyunca inkiibasyonda birakildi. RNA kontaminasyonunu ortadan
kaldirmak i¢in her bir numuneye 4 pL. RNase eklendi, 5-10 saniye vortexlendi ve 15-25
°C'de 2 dakika inkiibe edildi. Ardindan numunelere 200 uL Buffer AL eklendi ve 5-10
saniye vortexlenerek karistm homojenlestirildi. Hemen ardindan 200 uL. %96-100 etanol
eklendi ve 5-10 saniye boyunca tekrar vortexlenerek karistirildi. Lizat, 2 mL toplama
tiiptine yerlestirilmis DNeasy Mini spin kolona aktarild1 ve oda sicakliginda 6000 x g'de 1
dakika santrifiij edildi. Alt faz ve toplama tiipii atildi, spin kolon yeni bir 2 mL toplama
tiipiine yerlestirildi. Sonraki adimda, spin kolona 500 uLL Buffer AW1 eklendi ve oda
sicakliginda 6000 x g'de 1 dakika santrifiij edildi. Alt faz ve toplama tiipii atildiktan sonra
spin kolona 500 uL Buffer AW2 eklendi ve 20.000 x g'de 3 dakika santrifiij edilerek
DNeasy membrani kurutuldu ve etanol kalintilarindan arindirildi. Alt faz ve toplama tiipii

atildi; spin kolon, etanol ile temas etmeyecek sekilde dikkatlice ¢ikarildi (Sekil 3.5).
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Buffer ATL ve 20 uL Proteinase K ile
eklendi.

« Vortex yapildi ve 56°C’de gece boyunca
inkiibe edildi.

* 4 L. RNase eklenip RNA uzaklagtinldi.

* 200 xL Buffer AL ve 200 uL etanol eklenip
vortex yapildi.
« Kansim DNeasy spin kolona aktarildi.

Santrifiij

500 uL Buffer AW1 eklendi

Santrifiij

500 pL Buffer AW2 eklendi

Santrifiij

* 200 uL Buffer AE ile birinci eliisyon yapildi.

* 100 xL Buffer AE ile ikinci eliisyon yapildi.

Sekil 3.9: DNeasy Blood & Tissue kiti kullanilarak uygulanan DNA izolasyon prosediirii.
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Spin kolon tiipleri temiz 2 mL’lik mikro santrifiij tiiplerine yerlestirildi ve 200 uL Buffer
AE, dogrudan DNeasy membranina eklendi. Numune oda sicaklifinda 1 dakika inkiibe
edildikten sonra, 6000 x g'de 1 dakika santrifiij edilerek DNA eliisyonu ger¢eklestirildi.
Ardindan 100 uL Buffer AE kullanilarak ikinci bir eliisyon yapildi ve bu sayede son DNA

konsantrasyonu elde edilerek PCR analizine hazir hale getirildi

3.6.3. DNA izolasyon Saflig::

DNA izolasyonunun safligin1 saglamak icin iki belirleme yontemi kullanildi: NanoDrop
spektrofotometresi ve jel elektroforezi. NanoDrop analizi i¢in, 1 pL distile su kullanilarak
bir bog dlciim hazirlandi ve bu islem, temel absorbans degerinin olusturulmasina olanak
sagladi. Kontaminasyonu onlemek amaciyla, ol¢ciim pedinin temiz bir bezle silinmesinin
ardindan, 1 pLL DNA 6rnegi eklendi ve dsDNA segenegi secildi. Bu 6l¢iim sonucunda, 1,8
A260/A280 orani elde edilerek DNA'nin yiiksek saflikta oldugu gosterildi. Bu sonug, izole
edilen DNA'min yeterli saflikta oldugunu ve PCR gibi ileri diizey uygulamalar i¢in uygun
oldugunu dogruladi. Ek olarak, jel elektroforezi tamamlayict bir yOntem olarak
kullanilarak DNA'nin biitiinliigii daha ileri diizeyde dogrulandi. Agaroz jeli hazirlanirken,
1,5 gram agaroz, 150 mL TAE tamponu ile karistirildi. Karigim, agaroz tamamen eriyene
kadar yaklasik 2 dakika boyunca mikrodalgada 1sitildi. Mikrodalgadan ¢ikarildiktan sonra,
cozeltinin bir siire sogumasi beklendi ve ardindan 5 pL etidyum bromiir boyas1 eklenerek,
boyanin jelin icinde homojen sekilde dagilmasi saglandi. Daha sonra, agaroz cozeltisi
dikkatlice jel tepsisine dokiildii ve 6rnek yiikleme i¢in havuzlar olusturmak amaciyla bir
tarak yerlestirildi. Jel, oda sicakliginda katilasmaya birakildi. Jel tamamen katilagtiktan
sonra, elektroferez cihazina aktarilip jelin lizerini kaplamak icin TAE tamponu eklendi.
Ornekler, elektroferez sirasinda gocii gozlemlemek amaciyla bromofenol mavi boyasi ile
karistirildi. Ornekler vyiiklendikten sonra, elektrik akimi uygulanarak orneklerin jel
matrisinde go¢ etmeleri saglandi. Elektroferez isleminin tamamlanmasinin ardindan, jel
cikarilarak gorsellestirme islemi i¢in hazir hale getirildi ve ayristirma sonuglar1 analiz

edildi.
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Sekil 3.10: DNA jel elektroforez goriintiisii.

Bu iki yontem birlikte kullanilarak, elde edilen DNA'nin kalitesi konusunda giiven

pekistirildi ve sonraki deneysel ¢aligmalar i¢cin saglam bir temel olusturuldu.

3.6.4. Ters Transkripsiyon Kuantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR)

Su, toprak, siiliik diskisi, viicut salgilari, yavru siilikler ve kokon kabuklari gibi
orneklerden DNA izolasyonu gerceklestirildi. RT-qPCR siirecinin baslatilmasi icin,
oncelikle RT-PCR kitinden elde edilen master karigtmi PCR tiiplerine aktarildi. Daha
sonra, izole edilen DNA oOrnekleri tiiplere eklendi ve deneyin dogrulugunu ve
giivenilirligini saglamak amaciyla negatif ve pozitif kontrol DNA oOrnekleri dahil edildi.
Son olarak, reaksiyon hacminin uygun sekilde ayarlanmasi igin tiiplere niikleazdan
arindirilmis su eklendi. Tiim bilesenler hazirlandiktan sonra, tiipler amplifikasyon icin
gercek zamanli PCR cihazina yerlestirildi. PCR siireci boyunca, tam amplifikasyonun
saglanabilmesi icin dongiiler dikkatle takip edildi. Ik adim, 10 dakika boyunca 95 °C’de
gerceklesen baglangi¢ denatiirasyon asamasiydi. Bu asama, ¢ift sarmalli DNA’nin hidrojen
baglarinin kirilarak ipliklerin ayrilmasimi saglamak agisindan kritik ©neme sahipti.
Amplifikasyon dongiileri, 95 °C’de 10 saniye siiren denatiirasyon (denaturation)
asamasiyla bagladi ve bu asama DNA ipliklerinin tamamen ayrigsmasini sagladi. Daha
sonra, sicaklik 55 °C’ye diisiiriilerek 30 saniye siiren primer baglanma (annealing)
asamasina gecildi. Bu asamada, primerlerin hedef DNA dizilerine spesifik olarak
baglanmas1 saglandi. Son olarak, dNTP’lerin DNA polimeraz tarafindan eklenmesini

kolaylastirmak amaciyla sicaklik 72 °C’ye yiikseltilerek uzatma (extension) asamasi
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gerceklestirildi. Amplifikasyon siireci boyunca, reaksiyon sirasinda yayilan fluoresans
sinyalleri siirekli olarak takip edildi. Fluoresans yogunlugu, orneklerde bulunan hedef
DNA miktar1 ile dogru orantili olarak kaydedildi (Sekil 3.8). Deney sirasinda elde edilen
dongii esigi (Ct) degerleri analiz edilerek, test edilen orneklerin HBV acisindan pozitif
veya negatif oldugu belirlendi. Bu analiz, orneklerde viriis varligina iligskin kritik bilgiler

sagladi.

SYBR Green Tespiti

1. Denatiirasyon
2
1T F ¢ €
LLA il il il lilillill

2. Primer baglama

ALttt iiiilll

%
LiLiliilll

Sekil 3.11: SYBR Green kullanilarak gercek zamanli PCR asamalarinin gorsellestirilmesi.
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4. BULGULAR

PCR sonuglari, her numunenin ii¢ tekrari1 iizerinden elde edilen verilerin aritmetik
ortalamalar1 kullanilarak raporlandi. Son dokuz ayda, toplam 90 yavru siiliik, 52 anag
stiliikten basaril bir sekilde tiretilmistir. Bu yavrular, 13 kokon igerisinden ¢ikmis olup, bu
kokonlarin 10’u verimli, 3’ii ise bos olarak kaydedilmistir. Kokonlara ait verimlilik ve
yavru dagilimina iligkin bulgular tablo halinde sunulmustur (Tablo 4.1). Calisma
sonucunda; siiliik besleme kani, anac siiliikler, siiliikklerle iliskili numuneler, pozitif ve
negatif kontrol siiliikklerin ortalama HBYV viral yiikleri ve sonuclar1 ise (Tablo 4.2)'de
Ozetlenmistir. Anag siiliikler ve pozitif kontrol siiliigii hari¢, tiim numuneler HBV RT-
gPCR testlerinde negatif sonu¢ vermistir. Tiim numunelere ait amplifikasyon egrileri ve Ct

degerleri ayrica gorsellestirilmistir (Sekil 4.1).
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Tablo 4.1: Kokon ve yavru sayilari.

Kokon Yavru Sayist
Kokon (1) 3 yavru
Kokon (2) 10 yavru
Kokon (3) 6 yavru
Kokon (4) 0 yavru
Kokon (5) 10 yavru
Kokon (6) 13 yavru
Kokon (7) 10 yavru
Kokon (8) 11 yavru
Kokon (9) 14 yavru
Kokon (10) 9 yavru
Kokon (11) 0 yavru
Kokon (12) 4 yavru
Kokon (13) 0 yavru
Kokon Toplmu: 13 Yavru Siiliigii Toplami: 90

Hepatit B viriisii icin yapilan Ters Transkripsiyon Kuantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-gPCR) sonuglari, tiim 90 yavru siiliik, onlarin kokonlari, su ve toprak orneklerinde
negatif olarak elde edilmistir. Buna karsin, beklenen sekilde, tiim 52 anag siiliikk ve kontrol
stiliikleri virlis agisindan pozitif sonu¢ vermistir. Ancak, bu siiliiklerin tiikiiriik, toprak,
disk1 ve su oOrnekleri negatif ¢ikmistir. Tiim Orneklerde, kitin dogru c¢alistifindan emin

olmak ve sonuclarin dogrulugunu teyit etmek amaciyla i¢ kontrol yapilmistir.

43



Tablo 4.2: Ornek tipleri ve bunlara ait HBV RT-qPCR sonuglari.

} Ornek Ortalama
Siiliikler ve Iliskili Ornekler Savist Konsantrasyon Sonug
y (IU/mL)

Beslenme Kaninin Viral Yiiki 1 6,5)&105 Pozitif
PC (Pozitif Kontrol Siiliigii) 1 1,078x10* Pozitif
Anag Siiliikler 5 3,3x10° Pozitif
Anag Siiliiklerinin Yasam Alanlari: Su ve Toprak 5 <10 Negatif
Ornekleri

Anag Siiliiklerinin Digkilar 5 <10 Negatif
Anag Siiliiklerinin Viicut Yiizeyi Salgilar 5 <10 Negatif
Yavru Siliikler 90 <10 Negatif
Kokon Kabuklar 13 <10 Negatif
Negatif Kontrol Siiliigii 1 <10 Negatif
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Sekil 4.1: Tiim Orneklerin Amplifikasyon Egrileri ve Ct Degerleri; VL (Beslenme Kaninin Viral
Yiikii): Siiliiklerin beslenmesinde kullanilan HBV ile enfekte kanin amplifikasyon egrisi. PC
(Pozitif Kontrol Siiliigii): Pozitif kontrol olarak kullanilan siiliikte tespit edilen HBV
amplifikasyon egrisi. S1, S2, S3, S4, S5 (Anag Siiliikler): Anag siiliiklerden alman 6rneklerin
amplifikasyon egrileri. All Neg (Tiim Negatif Numuneler): Su, toprak, siiliik digkisi, viicut
salgilari, yavru siiliikler, kokon kabuklar1 ve negatif kontrol siiliigiinden alinan 6rneklerin
amplifikasyon egrileri.
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5. TARTISMA VE SONUC

Siiliikler, farkl tiirleri ve diinya capindaki cesitli kitalarda bulunmalariyla dikkat ¢eken
canlilar arasinda yer almaktadir. Bu ektoparaziitler, kara, tathh su ve deniz ortamlar1 da
dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli ekosistemlerde yasamlarini siirdiirebilmektedir (88).
Siiliiklerin boylesine genis bir ¢evresel dagilima sahip olmasi, onlarin dogadaki ekolojik
dengenin korunmasinda ve biyolojik ¢esitliligin devamliliginda oynadigi 6nemli roli bir
kez daha gozler Oniine sermektedir. Bu durum, siiliikklerin sadece kendi ekosistemleri
icinde degil, aym1 zamanda genel cevre saglhiginin korunmasinda da biiyiikk bir katki
sundugunu agikca ortaya koymaktadir (89). Siiliikler, yalnizca ¢evrenin korunmasina katki
saglamakla kalmamis, ayn1 zamanda hem insanlar hem de hayvanlar i¢in bir¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilan 6nemli terapotik Ozellikler sunarak tip alaninda da biiyiik bir rol
oynamistir. Bu benzersiz tedavi edici 6zellikleri nedeniyle, siiliikler ¢cok eski ¢aglardan beri
farkli medeniyetler tarafindan saglik amacli kullanilmis ve giiniimiizde de bu kullanim

devam etmektedir (6).

Tarih boyunca siiliiklerin viicuda uygulanmasiyla ortaya ¢ikan iyilestirici etkilerin altinda
yatan mekanizma uzun siire anlagilamamis, bilim insanlar1 bu siirecin kaynagini tam olarak
aciklayamamistir. Ancak, 19. ylizyiln sonlarina dogru gerceklestirilen bilimsel
aragtirmalar, stiliikklerin salgiladig tiikiirtik icerisinde biyolojik olarak aktif birgok
maddenin bulundugunu ortaya koymustur. Bu kesifler, siiliiklerin tarihsel olarak cesitli
tedavi amaclariyla kullanildigina dair bilgiyi desteklemekte ve giinlimiizde de bu
kullanimin devam ettigini gostermektedir (90). Bircok giincel ¢aligma, hirudoterapinin
osteoartrit, omurga agrilari, varis, diyabetik ayak, priapizm, kompleks bdlgesel agri
sendromu, hematomlar ve periferik arter hastaligi gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ve
agrinin hafifletilmesinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu dogrulamaktadir. Ayrica,
yapilan arastirmalar, hirudoterapinin diger bazi tedavi yontemlerine kiyasla daha yiiksek
bir etkinlik gosterdigini ortaya koymustur. Ornegin, lateral epikondilit tedavisinde yaygin
olarak kullanilan topikal diklofenaktan daha etkili oldugu kanitlanmis, diz osteoartriti olan

hastalarda transkiitandz elektriksel sinir stimiilasyonuna (TENS) kiyasla daha iistiin
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sonuglar verdigi gosterilmistir. Bunun yani sira, kronik bel agris1 tedavisinde fizik tedaviye
oranla daha belirgin bir agr1 azalmasi ve fonksiyonel iyilesme sagladigi tespit edilmistir.
Bu bulgular, hirudoterapinin c¢esitli kas-iskelet sistemi rahatsizliklarinin tedavisinde
giivenilir ve etkili bir tamamlayic1 veya alternatif yontem olabilecegini gostermektedir

91).

Tibbi siiliikkler, icerdigi agri kesici ve anti-enflamatuar Ozelliklere sahip bilesenler,
antikoagiilanlar, trombosit inhibitorleri, antimikrobiyal maddeler ve hiicre dis1 matris
bozucu enzimler sayesinde egzama, viral hepatit, romatizmal hastaliklar, dis eti agrilar1 ve
fitik gibi c¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde ve yara iyilesme siireglerinde 6nemli bir rol
oynamistir (92). Bu biyolojik bilesenlerin kesfiyle birlikte, s6z konusu aktif maddelerin
laboratuvar ortaminda izole edilerek eczacilik alaninda kullanilmasi yoniinde cesitli

bilimsel ¢alismalar baslatilmistir.

Gecmisten giiniimiize, tibbi arastirmalar ve bilimsel c¢alismalar kesintisiz olarak
stirdliriilmiis, bu siirecte bircok yeni biyolojik madde kesfedilmis ve modern tibbin
gelisimine katki saglamak amaciyla arastirilmaya devam edilmistir. Giiniimiizde yiiriitiilen
bu c¢aligmalar, siiliiklerin farmakolojik potansiyelinin tam anlamiyla anlasilmasi ve daha

etkili tedavi yontemlerinin gelistirilmesi agisindan biiyiik bir bilimsel 6neme sahiptir (90).

Tiirkiye Cumbhuriyeti'nde, Saglik Bakanligi 2014 yilinda Resmi Gazete'de yayimlanan
"Geleneksel ve Tamamlayic1t Tip Uygulamalar1 Yonetmeligi" baglikli bir diizenleme ile
hirudoterapinin dogru ve uygun sekilde uygulanmasina yonelik standartlar1 belirlemis ve
kullanim kriterlerini birlestirmistir. Bu yonetmelik kapsaminda, tedavi sirasinda kullanilan
tibbi siiliikklerin tek kullanimlik olarak kabul edilmesi ve her uygulamadan sonra tekrar
kullanilmaksizin giivenli bir sekilde bertaraf edilmesi gerektigi vurgulanmigtir.
Yonetmelige gore, siiliiklerin kullanim sonrasinda tibbi merkezler tarafindan uygun imha
yontemleriyle yok edilmesi zorunlu tutulmus olup, bu uygulamanin temel amac,
hirudoterapi sonrast olas1 enfeksiyon risklerini Oonlemek ve hastalar arasinda bulasici
hastaliklarin yayilmasin1 engellemektir (93). Bununla birlikte, tibbi ve ticari alanlardaki
asir1 ve kontrolsiiz kullanimlar, siiliikk popiilasyonlarmin dogal yasam alanlarinda ciddi
sekilde azalmasina yol agmis ve bu durum ekolojik dengenin bozulmasina neden olarak

bazi tiirlerin yok olma tehlikesiyle kars1 karsiya kalmasina sebebiyet vermistir (94).

Tibbi amaclarla siilik uygulamalarinin hijyen ve sterilizasyon kurallarina uyulmadan

rastgele gerceklestirilmesi, cesitli yan etkilere yol acarak bireyler arasinda hastaliklarin
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yayilmasina neden olabilmektedir. Siiliik tedavisinin belirli faydalar sagladig: bilinmekle
birlikte, konak¢iya bulasarak ciddi saglik sorunlarina neden olabilecek patojenleri tasidigi
da tespit edilmistir. Bu patojenler arasinda Klebsiella pneumoniae, Treponema pallidum,
Aeromonas spp., Serratia sp., Proteus sp. ve Vibrio sp. gibi bakteriler, Trypanosoma ve
Toxoplasma gibi parazitler ile HIV, Hepatit B ve Hepatit C gibi viriisler yer almaktadir
(95). Bu mikroorganizmalar, tedavi siirecinin etkinligini azaltmanmn yani sira ciddi
enfeksiyonlara da yol agcabilmektedir. Bu nedenle, siiliik uygulamalar1 sirasinda siki hijyen
kurallarina uyulmali, sterilizasyon oOnlemleri eksiksiz bir sekilde uygulanmali ve her
kullanim sonrasinda siiliikkler imha edilerek farkli bireylere bulasma riski ortadan
kaldirilmalidir. Gerekli 6nlemler alinmadiginda, siiliiklerin tasidigi enfeksiyon etkenleri
bireyler arasinda yayilabilir ve tedavi siireci beklenenden daha fazla saglik riskine neden

olabilir (93).

Bu c¢alismada, hirudoterapi uygulamalar1 sirasinda enfekte bireyler iizerinde kullanilan
stiliiklerin, imha edilmeden ©Once iireme siireclerinde yeniden degerlendirilme olasiligina
yonelik olarak, viriislerin anac siiliikklerden yavrularina gegis potansiyelini arastiran
deneysel bir ¢alisma yiiriitiildii. Arastirma kapsaminda, model organizma olarak Hepatit B
viriisi (HBV) tercih edilmis ve bu etkenin siiliiklerde nesiller aras1 bulasma durumu
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler, calismada kullanilan ornekler cercevesinde,
HBV’nin anag siiliiklerden yavrulara gecisine dair herhangi bir bulguya ulasilamadigini
gostermistir. Ayrica, ¢cevresel orneklerde gerceklestirilen molekiiler analizler sonucunda da
HBV’ye ait pozitif bir tespit yapilmamistir. Ancak, bu sonuglarin daha kapsaml
caligmalarla desteklenmesi gerektigi goz oniinde bulundurulmalidir (Tablo 4.2, Sekil 4.1).

Bu bulgular, tibbi siiliikklerin kontrollii kosullar altinda yeniden kullanimi ve iireme
dongiisiinlin  stirdiiriilebilirligi acisindan 6nemli bilimsel veriler sunmaktadir. Ancak,
siiliiklerin potansiyel patojen tasiyicilifi goéz oniinde bulunduruldugunda, elde edilen
sonuglarin farkli viral ve mikrobiyal ajanlar acgisindan da dogrulanmasi gerekmektedir.
Ozellikle bu ¢alismada kullanilan viral patojenin Hepatit B Viriisii (HBV) oldugu dikkate
alindiginda, HBV'nin siiliiklerdeki kaliciligi ve yavrulara gec¢is mekanizmalarinin daha
ayrintili bi¢imde arastirilmasi biiyilk 6nem tasimaktadir. Ayrica, uygulamalarin klinik
ortamlarda giivenle gerceklestirilebilmesi i¢in, yavru siiliikklerde HBV bulunmadigindan
emin olunmasia yonelik, incelenmesi gereken siililk sayisinin belirlenmesine dair ileri
diizey ¢alismalar yiiriitiilmelidir. Bu kapsamda yapilacak arastirmalar, hirudoterapinin hem

tibbi giivenligi hem de ekolojik siirdiiriilebilirligi agisindan 6nemli katkilar saglayacaktir.
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Siiliikk bagisiklik sistemi, hem hiicresel hem de humoral bilesenlerden olusan karmasik bir
savunma mekanizmasina sahiptir. Yapilan aragtirmalar, siiliiklerin diger halkali solucanlar
gibi coelomocyte adi verilen bagisiklik hiicrelerine sahip oldugunu ve bu hiicrelerin
omurgalilardaki oldiiriicii T hiicrelerine benzer sekilde islev gordiiglinii ortaya koymustur.
Coelomocyte hiicreleri, yabanci toksinleri taniyip hiicre duvarindaki glikoproteinler
araciligiyla yok ederek enfeksiyonlara karsi korunmada kritik bir rol iistlenir. Bunun yani
sira, tibbi siiliiklerde bagisiklik yanitinda dogrudan rol oynayan NK (dogal katil) hiicreleri
ve CD8+ hiicreleri tespit edilmistir. Bu hiicreler, iltihaplanma siirecine katkida bulunarak
enfeksiyonlara ve yabanci maddelere karsi bagisiklik sisteminin etkinligini artirmaktadir.
Hiicre aracili bagisiklik tepkisinin yani sira, siilik bagisiklik sistemi antijen baglayici
proteinler, sitokinler ve antibakteriyel maddeler gibi ¢esitli bilesenler icermektedir. Bu
bilesenler, solomik siviy1 giiclendirerek hem lizis hem de agliitinasyonu tesvik etmekte,
dolayistyla bagisiklik yanitinin etkinligini artirmaktadir. Ozellikle s6lomik sitolitik faktor
(CCF)’lin, omurgalilarin timor nekroz faktoriine (TNF) benzer islevlere sahip oldugu
tespit edilmistir. Bunun yami sira, siiliikklerin bagisiklik sisteminde yer alan eisenapore,
lysenin ve fetidin gibi pore-forming proteinler, hedef hiicrelerin dis zarlarin1 parcalayarak
bagisiklik sisteminin yabanci hiicrelere karsi etkili bir savunma olusturmasini
saglamaktadir. Bu proteinlerin iglevi, omurgali bagisiklik sistemindeki perforin ve granzim
mekanizmalarina benzerlik gostermektedir. Siilik bagisiklik sistemi ayrica kozmik
mitojenik faktor (CMF) ad1 verilen bir bilesene sahiptir. CMF, fosfolipaz aktivitesi yoluyla
antibakteriyel etkinlik gostererek bakteriyel enfeksiyonlara karsi giiclii bir savunma
saglamaktadir. Bu mekanizmaya fosfolipaz inhibitorleri de katkida bulunarak bagisiklik
yanitinin etkinligini artirmaktadir. Bununla birlikte, siiliiklerin bagisiklik sistemi yalnizca
enfeksiyonlara kars1 koruma saglamakla kalmayip, ayn1 zamanda bagisiklik tepkisinin

uzun vadeli diizenlenmesinde de 6nemli bir rol oynamaktadir (96).

Ayrica, antimikrobiyal peptitler (AMP) de siiliiglin bagisiklik sisteminin onemli bir
parcasidir. Bu peptitler, toksinleri notralize eder ve bagisiklik yanitini giiglendirir.
Ozellikle thromocin, lumbricin ve hirudomacin gibi AMP'ler, bakteriyel enfeksiyonlarla
miicadelede kritik rol oynar. Bu molekiiller, siiliigiin bagisiklik savunmasini daha etkili
hale getirir, yabanc1t maddelere karsi etkin bir koruma saglar ve bagisiklik tepkilerini

diizenler (96).

Afrika domuz vebasi viriisiiniin (ASFV) siiliiklerde ne kadar siire aktif kalabildigini

belirlemek amaciyla gerceklestirilen bir ¢alismada, cesitli siiliik tiirleri secilmis ve dis
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etkenlerin arastirma sonuglarini etkilemesini onlemek amaciyla bu siiliikler laboratuvar
ortaminda kontrollii kosullar altinda tutulmustur. Calismanin sonraki asamasinda, ASFV
ile enfekte oldugu polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle dogrulanan domuzlardan
kan ornekleri toplanmistir. Enfeksiyonun varlig1 ve kandaki viriis seviyeleri kesin olarak
belirlendikten sonra, elde edilen kan Ornekleri 6zel besleme tiipleri araciligiyla siiliiklere
verilerek enfekte edilmeleri saglanmistir. Deney siirecinde, siiliikler belirlenen farkli
zaman dilimlerine gore gruplara ayrilmis ve kan ile beslenmelerinin ardindan belirli zaman
noktalarinda toplanmustir. Ornekleme zaman noktalari, beslemeden sonra 1. giin, 7. giin,
14. giin ve 30. giin olarak belirlenmistir. Toplanan siiliikler iki farkli yontemle analiz
edilmistir. ik yontemde, sindirim sistemi dokulart incelenerek viriisiin varlig
degerlendirilmis; ikinci yontemde ise, siiliiklerin viicutlarinda kalan kan kalintilarinda
viriisiin genetik materyalini tespit etmek amaciyla kantitatif PCR (qPCR) yontemi
kullanilmistir. Bu analizler, ASFV nin siiliikk organizmasi igerisinde ne kadar siire boyunca
tespit edilebilir oldugu ve potansiyel vektorliik kapasitesine dair 6nemli veriler saglamist1.
Elde edilen sonuglar, ASFV'nin siiliiklerin sindirim sisteminde en az 30 giin boyunca aktif
kalabildigini, ancak zaman gectikce viriis seviyelerinde belirgin bir diisiis gézlendigini
ortaya koymustur. Viriisiin siiligiin bagirsaklarinda varligini siirdiirebildigi ancak burada
cogalamadigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, viriisiin bulasiciligini korudugu ve
potansiyel olarak epidemiyolojik bir risk teskil ettigi sonucuna varilmustir. Ozellikle,
stiliiklerin beslenme sirasinda kusmasi veya dogrudan 1siriklari yoluyla viriisiin yayilma

ihtimali oldugu belirlenmistir (97).

Baska bir ¢alismada, arastirmacilar Hirudo verbana tiirii tibbi siiliigii kullanarak Bovine
Viral Diarrhea Virus (BVDV) gibi viriislerin siiliigiin bagirsaklarinda aktif kalip
kalamayacagini ve enfeksiyoz ozelliklerini koruyup koruyamayacagini incelemeyi
amaglamistir. Bu kapsamda, siilikler BVDV ile enfekte sigir kani ile beslenmis ve 20 °C
sicaklikta tutulan standart laboratuvar kosullarinda yedi ay boyunca gozlemlenmistir.
Calismanin bulgulari, BVDV viral yiikiiniin iic ay sonunda belirgin bir sekilde azaldigim
ortaya koymustur. Ayrica, Murine Parvovirus ve Reovirus gibi diger viral patojenlerin
seviyelerinin dort ay icinde tespit edilemez diizeye indigi gdzlemlenmistir. Bunun yani
sira, siiliigiin bagirsak florasinda dogal olarak bulunan Aeromonas hydrophila veronii gibi
baz1 simbiyotik bakterilerin, viral patojenlerin etkisiz hale getirilmesinde ve viral yiikiin
azaltilmasinda 6nemli bir rol oynadig tespit edilmistir. Bu bulgular, tibbi siiliiklerin viral

patojenleri tasima potansiyelini anlamaya yonelik ileri aragtirmalar icin onemli bir temel
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olusturmakta ve simbiyotik mikroorganizmalarin patojen eliminasyonundaki olasi rollerine

isaret etmektedir (98).

Farkli bir caligmada ise, 10 ila 30 °C arasindaki sicaklik seviyelerinin viriislerin
inaktivasyonu iizerindeki etkisi incelenmistir. Bu calismada, incelenen viriisler arasinda
Bovine Parvovirus, Feline Calicivirus, Equine Herpesvirus Tip 1 ve Equine Arteritis Virus
gibi farkli hayvan viriisleri bulunmaktadir. Aragtirmanin sonuglarina gore, 10 °C’de
sicaklikta saklanan siiliiklerdeki viriislerin tespit edilebilirliginin 23 ila 29 hafta arasinda
degisen bir siire zarfinda ortadan kalktigi belirlenmistir. Buna ek olarak, sicaklifin 30
°C’ye yiikseltilmesiyle bu siirelerin daha da kisaldigr gozlemlenmistir. Calismada elde
edilen bulgular, 20 °C’nin siiliiklerin sindirim siireclerini en verimli sekilde
gerceklestirebilmeleri ve hastalik risklerini en aza indirgeyebilmeleri agisindan en uygun
sicaklik oldugunu ortaya koymustur. Bunun temel nedeni, 20 °C’nin siiliiklerin dogal
yasam kosullarina en yakin sicaklik olmasidir. Bu uygun sicaklik seviyesi, siiliikklerin
fizyolojik islevlerini saglikli ve dengeli bir sekilde siirdiirebilmelerini saglamaktadir (98).
Plasmodium berghei, Trypanosoma brucei ve Toxoplasma gondii gibi parazit tiirlerinin
yani sira ¢esitli bakteri tiirlerinin de tibbi siiliigiin bagirsaklarinda hayatta kalma stireleri
izerine bir arastirma gergeklestirilmistir. Calisma kapsaminda siiliikler, 3 °C ile 32 °C
arasinda degisen sicaklik kosullarinda tutulmus ve elde edilen bulgular sonucunda, bu
mikroorganizmalarin siiliiklerin sindirim sisteminde en az 6 ay boyunca canli kalabildigi
belirlenmistir. Elektron mikroskobu ile yapilan ayrintili incelemelerde, bu parazitlerin ve
bakterilerin siiliigiin tiikiiriik bezlerine veya iireme organlarina gegis yapmadigi tespit
edilmistir. Ancak, aragtirma ayn1 zamanda, siiliiglin enfekte bireylerden emdigi kan yoluyla
bu patojenleri sindirim sisteminde tasiyabilecegini ve dolayisiyla dolayli yoldan bir
konakg¢idan digerine bulastirma potansiyeline sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu durum
ozellikle HIV, HBV, Toxoplasma gondii ve Plasmodium berghei gibi enfeksiyon
hastaliklarinin yaygin oldugu bolgelerde halk sagligi agisindan 6nemli riskler teskil
edebilecegini gostermektedir (99).

Onceki arastirmalarda, siiliiklerin bagirsak florasinda bulunan bakteriler, parazitler ve
viriisler gibi ¢esitli patojenlerin organizma iizerindeki etkileri ve ¢evresel faktorlerden nasil
etkilendigi incelenmistir. Bu ¢alismalar, 6zellikle sicaklik degisimleri ve patojenlerin siilitk
organizmasinda kalma siireleri gibi etkenlerin bagisiklik mekanizmalar1 tizerindeki roliine
151k tutmustur. Ancak, bu aragtirmalar patojenlerin anag siiliikklerden yavrularina dogrudan

gecisi konusunda kesin bir bulgu sunmamistir. Bununla birlikte, cevresel faktorlerin
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patojen yiikii iizerindeki etkilerini anlamak ag¢isindan 6nemli bir temel olusturmuslardir.
Literatiirde, diisiik sicaklik kosullarinin ve simbiyotik mikroorganizmalarin varliginin
patojenlerin etkinligini ve miktarint azalttigi, dolayisiyla hastalik yapici organizmalarin
zayiflamasina neden oldugu ifade edilmektedir. Bu durum, patojenlerin ¢evreye salinimini
azaltarak hastaliklarin yayilmasini1 6nlemenin yani sira, siiliiklerin ekolojik ortaminda viral

giivenligin artirllmasina da katki saglamaktadir.

Bu baglamda, Hirudo verbana tiiri siilikler iizerinde gergeklestirilen deneyler, belirli
viriislerin, Ozellikle hepatit viriislerinin, anag¢ siiliiklerden yavrularina gegis yapmadigini
dogrulamistir. Bu bulgu, insanlardan hayvanlara bulasabilen bazi patojenlerin siiliikklerde
nesiller arasi aktariminin sinirli olabilecegini gostermektedir ve mevcut literatiirle
uyumludur. Literatiirde, parazitik veya simbiyotik iligkiler icinde bulunan bazi
organizmalarda da benzer mekanizmalarin bulundugu bildirilmistir. Ancak, elde edilen
veriler, viriislerin neden yavru siiliikklere bulasmadigina dair temel mekanizmanin heniiz

tam olarak anlasilamadigini ortaya koymaktadir.

Siiliiklerin patojenleri nesillerine aktarmamasinin biyolojik veya fizyolojik bir bariyer ile
mi iliskili oldugu, bagisiklik sistemlerinin bu siirecte nasil bir rol oynadig1 gibi konular
heniiz tam olarak agikliga kavusturulmamistir. Mevcut bulgular, siiliikklerin bagisiklik
sisteminin viriisleri dogrudan ortadan kaldirip kaldirmadigi veya organizma igerisinde
etkisiz hale getirip getirmedigi gibi onemli sorularin yanitlanmasini gerektirmektedir. Bu
sireclerin aydinlatilmasi, yalnizca siiliik popiilasyonlarinin korunmasi agisindan degil, ayn1
zamanda insanlarda anneden fetiise gecen viral hastaliklarin 6nlenmesine yonelik yeni

yaklagimlar gelistirmek agisindan da biiyiik 6nem tasimaktadir.

Bu c¢alismanin dikkat cekici bulgularindan biri, siiliiklerde nesiller arasi patojen
aktarimmin goézlemlenmemis olmasidir. Bu durum, belirli kosullar altinda tibbi amagcla
kullanilan siiliiklerin her uygulama sonrast rutin olarak imha edilmesinin yeniden
degerlendirilmesine zemin hazirlayabilir. Literatiirdeki mevcut verilerle uyumlu olan bu
bulgu, etik, ekonomik ve ekolojik acgilardan daha siirdiiriilebilir uygulamalarin

gelistirilmesine katki saglayabilecek potansiyel bir adim olarak degerlendirilebilir.

Tibbi siiliikklerin her kullanimdan sonra imha edilmesi, popiilasyonlarin siirdiiriilebilirligi
acisindan baski olusturmakta ve ayni zamanda ekonomik agidan onemli maliyetlere yol
acmaktadir. Bu dogrultuda, gelecekte siiliikklerin bagisiklik sistemlerinin viral patojenlere

kars1 yanitlarin1 detayli bicimde inceleyen ¢aligmalarin yiiriitilmesi biiylikk Onem
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tasimaktadir. Boyle bir yaklasim, yalmizca siiliik biyolojisine iliskin bilgi birikimini
artirmakla kalmayacak, ayni zamanda biyomedikal alanda viral enfeksiyonlarin
Onlenmesine veya tedavisine yOnelik yenilik¢i stratejilerin gelistirilmesine katki
sunabilecek yeni bilimsel perspektifler kazandiracaktir. Ozellikle, viral etkenlerin nesiller
aras1 aktarimini engelleyen biyolojik mekanizmalarin aydinlatilmasi, bagisiklik sisteminin

dogal bariyerleri hakkinda degerli bilgiler saglayabilir.

Ayrica, siiliiklerin viral patojenleri etkisiz hale getirme siireclerine dahil olan simbiyotik
bakteriler {izerine yapilacak arastirmalar, tip alaninda yeni probiyotik tedavi
yaklagimlarinin gelistirilmesine katki saglayabilir. Aeromonas hydrophila veronii gibi
bakterilerin viral patojenlerin etkisini azaltmada oynadigi rol, biyomedikal alanda yeni
aragtirmalara yon verebilir. Bu tiir mikroorganizmalarin patojen eliminasyonundaki
etkilerinin anlasilmasi, yalmizca veteriner tipta degil, insan sagliginda da enfeksiyon

Onleme stratejilerinin gelistirilmesine yardimeci olabilir.

Gelecekte yapilacak arastirmalar, siiliiklerin bagisiklik sisteminin patojenlerle nasil basa
ciktigin1 ve viral patojenlerin neden yavrulara aktarilmadigini daha ayrintili bir sekilde
acikliga kavusturmalidir. Bu bulgular, yalnizca siiliik biyolojisi agisindan degil, insan
bagisiklik sisteminin evrimi ve viral enfeksiyonlarin 6nlenmesi acisindan da yeni bilgiler
saglayabilir. Ozellikle, siiliikler gibi dis konakgcilarda viral patojenlerin kalicihgr ve
aktarim mekanizmalarmin anlagilmasi, bagisiklik sistemine yonelik yeni ilaglarin

gelistirilmesine ve hastaliklarin bulas zincirinin kirilmasina katkida bulunabilir.

Sonug olarak, bu arastirma, biyomedikal bilimler, ekolojik siirdiiriilebilirlik ve etik hayvan
kullanim1 gibi cesitli disiplinlerde degerli bilgiler saglayarak, hem tibbi siiliikklerin
korunmast hem de tip alanindaki yenilik¢i yaklasimlar igin gii¢lii bir bilimsel temel
olusturmustur. Gelecekte yapilacak daha kapsamli ¢alismalar, hem siiliiklerin biyolojisini
hem de bagisiklik sistemlerinin c¢aligma prensiplerini daha iyi anlamamiza yardimeci

olacaktir
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I Abstract
Objective. The aim of the study is to investigate whether transovarial transmission of the Hepatitis B virus occurs in leeches,
and whether the virus is released into the external environment through their secretions.
Materials and Method. 52 reproductive leeches (Hirudo verbana) were experimentally fed with hepatitis B infected human
blood. From these reproductive leeches, juveniles were produced. Additionally, diverse leech-associated samples were
collected, encompassing water and soil from the habitats of the reproductive leeches, faeces, body surface secretions,
and cocoon shells. Each sample was analyzed for the presence of the hepatitis B virus using advanced molecular methods,
specifically, real-time quantitative polymerase chain reaction.
Results. 90 juveniles, 15 leech-associated samples, and 13 cocoon shells were analyzed. Analyses did not reveal the presence
of HBV in any of the 90 juveniles, or in the leech-associated samples. The results suggest that HBV is neither vertically
transmitted to the juveniles through transovarial transmission, nor disseminated into the external environment through
secretions or other biological materials linked to leeches.
Conclusions. The study concludes that leeches (Hirudo verbana) do not facilitate the transovarial transmission of HBV.
Moreover, the absence of HBV in the environmental samples highlights the minimal risk of viral spread via leech secretions, or
associated materials. These findings provide critical insights for the ecological management of leech populations, especially
in minimizing viral transmission risks. In the literature, studies on transovarial transmission in leeches are quite limited, and
it has been concluded that while the data from the presented study are valuable, they are insufficient and highlight the
need for further research in this field.
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