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Ozet: Arastirmada ¢inko ve bakir metallerinin farkli konsantrasyonlarinin tibbi siiliikler iizerindeki etkileri incelenmistir. 10 litrelik kaplara 15
adet olacak sekilde stoklanan tibbi siiliikkler (Hirudo verbana) bakir ve ¢inko metallerinin letal dozlarin altinda belirlenen farkli iki doza maruz
birakilmistir. Cinko ve bakir igin 96 saatlik muamele dozlari sirast ile 3.0 mg/L ile 12 mg/L ve 0.15 mg/L ile 0.6 mg/L iken; 30 giinliik
muamelelerde 0.5 mg/L ile 2.0 mg/L ve 0.02 mg/L ile 0.08 mg/L olarak uygulanmistir. Bu uygulamalardan sonra siiliiklerden alinan salya
orneklerinin antimikrobiyal karakteristigi, agir metal birikimleri ve malondialdehyde (MDA) diizeyleri analiz edilmistir. Calismada siiliik
salyasinin balik patojenlerinden Lactococcus garviae ve Yersinia ruckeri’ ye karsi herhangi bir antimikrobiyal etki gostermedigi belirlenmistir.
Tibbi siiliiklerin ¢inko ve bakir metallerine maruz kaldiklarmnda dokularinda depolanan agir metal miktarlarinin arttig1 tespit edilmistir. Ayrica
¢inko ve bakirm farkli konsantrasyon ve siirelerde maruziyetinde siiliik salyasinda malondialdehit degerlerinin de artig gosterdigi bulunmustur.
Elde edilen verilerden H. verbana tiirii tibbi siiliigiin ¢inko ve bakir agir metalleri i¢in iyi bir biyo-monitdr organizma oldugu ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Agir metal, Antimikrobiyal, Hirudo verbana, Malondialdehit, Tibbi siiliik

The Investigation of The Effect of Two Different Heavy Metals (Copper and Zinc) on The
Medicinal Leeches (Hirudo verbana) and Saliva Antimicrobial Properties

Abstract: In the study, the effects of different concentrations of zinc and copper metals on medicinal leeches were investigated. Fifteen
medicinal leeches (Hirudo verbana), which were stocked in containers with 10 liters of water, were exposed to two different doses of copper
and zinc metals, which were determined below the lethal doses. While applied doses of zinc and copper were 3.0 mg/L, 12 mg/L, and 0.15
mg/L and 0,6 mg/L during 96 hours, respectively. Applied doses of zinc and copper were 0,5 mg/L and 2,0 mg/L, and 0,02 mg/L and 0,08 mg/L
for 30 days applications, respectively. After these applications, antimicrobial characteristics of the leech saliva, heavy metal deposition and
malondialdehyde (MDA) levels were analysed. It was determined that leech saliva extract did not show any antimicrobial activity on fish
pathogens, Lactococcus garviae and Yersinia ruckeri. Also, It has been found that when medicinal leeches exposed to zinc and copper metals,
heavy metals concentrations in tissues of the medicinal leeches increased. In addition, it was found that malondialdehyde values in leech saliva
increased when zinc and copper were exposed at different concentrations and durations. It was revealed from the data that medicinal leech of
the Hirudo verbana species is a good biomonitor organism for zinc and copper heavy metals.

Keywords: Antimicrobial, Heavy metal, Hirudo verbana, Medicinal leech, Malondialdehyde

1. Giris

Glintimiizde c¢evre kirliligi her gegen giin artmakta ve
biyolojik varliklar1 tehdit etmektedir. Cevre kirliligi, en yikict
hasar1 sucul ekosistemlere vermektedir. Sucul ekosistemlere
zarar veren kirleticilerin baginda evsel ve endiistriyel atiklar
gelmektedir. Su ekosisteminde bulunan en 6nemli ¢evresel
kirleticilerden biri de agir metallerdir. Agir metaller deniz,
g0l ve akarsularda fazla miktarlarda bulunduklarinda suda
yasayan organizmalar tarafindan biinyelerine alinirlar (1-3).
S6z konusu kirletici etkenler hedef organ ve dokularda
birikerek yapisal ve fonksiyonel mekanizmalara hasar
vermektedirler (4, 5). Bu agir metallerin ¢ok diisiik
konsantrasyonlari bile toksik olabilmektedir (6). Bu

toksikasyonun derecesi canlilar arasinda oldukga farklilik
gostermektedir. Su ekosistemi agir metallerin en ¢ok birikim
yaptig1 sistemler oldugundan, bu kirleticilerin etkileri daha
¢ok Dbaliklar iizerinden belirlenmeye c¢aligilmigtir (7-9).
Baliklarin yani sira denizel veya tatli su ekosistemlerinde
yasayan midye, istiridye ve deniztaraklar gibi ¢ift kabuklu
canlilarin da agir metallerin etkilerinin belirlenmesi amaci ile
kullanildigr  bilinmektedir ~ (10).  Ortamdaki  metal
konsantrasyonlar1 ile suda yasayan balik, midye, istiridye,
plankton gibi organizmalarin dokularindaki miktarlar1
arasinda bir iliski oldugu kabul edilmektedir. Bu agir
metallerin suda yasayan ve besin zincirinin farkh
kademelerinde bulunan organizmalar tarafindan alinmasi
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¢ogunlukla beslenme yolu ile olmaktadir. Bu gegislerin
solunum, osmoz ve difiizyon olaylar ile de devam ettigi,
viicudun suyla temas eden yiizeyleri olan deri ve solungaglar
vasitastyla da blinyeye alindig1 bilinmektedir. Ancak viicuda
alman  miktarlar tiirden tire olduk¢a farklhiliklar
gostermektedir. Bu farkliliklar alinan metalin toksisite
derecesini de belirleyen 6nemli bir unsur olmaktadir. Ornegin
suyu siizerek beslenen kabuklu canlilar ve alglerin birim
zamanda aldiklar1 metallerle baliklarin biinyelerine aldiklar
miktarlar olduk¢a farkli olmaktadir. Bu canlilar sudaki
kirlenmeyi ¢ok daha iyi ve dogru tahmin etmeyi kolaylastiran
canlilar olduklarindan ayn1 zamanda biyo-indikator
organizmalar olarak da adlandirilirlar. Su ekosistemlerindeki
kirleticileri arastirmak ve izlemek maksadi ile bu biyo
indikatér  organizmalarin  kullanmildigi  birgok  metot
gelistirilmistir (11). Gelistirilen bu metotlarin suda yasayan
canlilarin  dokularindaki tespiti
yapildigt ve bu birikimlerden bir sonuca ulasiimaya
calisildigr anlagilmaktadir. Elde edilen verilerden canlinin
etkilenme derecesi veya toksisite durumu ile sudaki miktarlar
arasindaki iliskilerden kirlenmenin modellenmesi miimkiin
olmaktadir. Kald1 ki endiistrilesmis birgok iilkede civa ve
demir disindaki ¢ogu metalin ekosistemdeki miktarlart yer

birikimlerin tizerinden

kabugundaki miktarlarina kiyasla 100 ila 1000 kat artmis
durumdadir (12). Bu durum canlilar1 6nemli derecede
etkilemis ve s6z konusu metallerin izlenmesi zorunlulugu
ortaya cikmistir. Gegtigimiz yiliz yilda agir metallerden
kaynakl1 seri hastaliklar ve hatta 6liimlere neden olan trajik
sonuglar vuku bulmustur (13). Bu yiizden agir metallerin
genel Ozellikleri, kaynaklari, toksisite etkileri ve artis
modelleri takip edilmelidir. Ornegin endiistri alaninda ¢ok
uzun bir siire kullanim alan1 bulan bakirin yiiksek dozlari hem
bitkiler hem de hayvanlar icin tehlikeli olabilmektedir.
Benzer sekilde ¢inkonun da yiiksek miktarlart toksik etki
gosteren metallerin basinda gelmektedir. Baliklar bagta
olmak {iizere kabuklu ve sucul omurgasizlarla beslenen
insanlara da s6z konusu metaller gecebilmekte, toplum
sagligini etkiler diizeye ulasabilmektedir. Bu baglamda sz
konusu biyo-indikator canlilarin agir metaller bakimindan
izlenmesi ¢evre Kkirliligi bakimindan oldugu kadar halk
saglig1 bakimindan da 6nem arz etmektedir. Dogru segilmis
bir  biyo-monitér canlimin  kullammi  farkli  metal
kaynaklarmin varligin1 ve miktarinin belirlenmesinde 6nemli
rol oynar. Denizel ortamlarda en ¢ok kullanilan biyo- monitdr
organizmalar; mikro algler, ¢igekli bitkiler, suyu filtre eden
canlilar ve detritusla beslenen canlilardir (14). Midyeler ve
istiridyeler ~ epibentik ~ bolgelerde  filtratif  beslenen
organizmalar olduklarindan askidaki, ¢6ziinmiis, sudaki ve
sedimentteki metaller i¢in iyi birer biyo-monitor canlidir (15).
Bu tiir canlilarin, ¢evresel kirleticilerin en iyi sekilde canlilar
iizerinde goriilebildigi hassas organizmalar oldugundan uzun
yullardir kullanildigr bilinmektedir (16). Cevre kirliliginde
biyo-monitér veya indikator olarak kullanilan ¢ift kabuklu
canlilar arasinda; Mytilus edulis, M. galloprovincialis, M.
trossulus, Septifer virgatus, Ostrea edulis, Crassostrea gigas,
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C. virginica, C. brasiliana ve Spondylus spinosis tiirleri
sayilabilir (10; 17). Biyo-monitdr olarak se¢ilen organizma ne
kadar hassas olursa ¢evresel kirlenme o denli dogru bir
sekilde modellenebilir. Bu baglamda, iyi bir indikator
organizmadan beklenen birgok oOzellige sahip olan tibbi
siiliklerin cevresel Kkirleticilerden agir metallere karst
gosterdikleri tepkilerin ortaya koyulmasi hedeflenmistir.
Tibbi siiliikler ekolojik ve ekonomik dnemleri bakimindan
oldukca degerli canlilardir. Son yillarda tamamlayici veya
alternatif tibbi uygulamalarda kullanimlari artmakta olan
tibbi siilikklerin biyo-monitor olarak kullanildigi g¢alisma
oldukca azdir. Bu nedenle, tibbi siiliklerde farkli agir
metallerin dokulardaki birikimlerinin ve tibbi siiliikklerden

elde edilecek salyada, Malondialdehit (MDA) ve
antimikrobiyal ozelliklerinin ortaya koyulmasi
hedeflenmistir.

2. Gere¢ ve Yontem
2.1. Hayvan Materyali ve Agir Metal Dozlar1

Arastirma kapsaminda yapilan ¢alismalarda tibbi siiliik
olarak bilinen tiirlerden biri olan Hirudo verbana
kullanilmistir. Calismada kullanilan hayvan materyali tibbi
siilik yetistiriciligi yapan Cansuyu Siiliik isimli firmadan
temin edilmistir. Calismalar Veteriner Fakiiltesi Su Uriinleri
Anabilim  Dali
gerceklestirilmigtir. Denemelerde kullanilan tibbi siiliikler
12-15 aylik olup yaklasik agirliklar1 5-7 gram arasinda
(ortalama 6 gram civarinda) segilmistir. Siiliiklerin
stoklandig1 plastik kaplar 5 litre hacminde olup, her bir kaba
15’er adet stoklanmis ve denemeler boyunca herhangi bir
besleme yapilmamistir. Letal konsantrasyonlar ¢inko i¢in 96
saat ve 30 giin sonunda sirast ile 15.83 mg/ L ve 3.00 mg/
L’dir. Bakir igin ise 96 saat ve 30 gilnliik maruz kalma
stirelerinde 0.84 mg/ L ve 0.09 mg/ L olarak belirlenmistir
(18). Hirudo verbana tiirii tibbi siiliiklerde bu lethal dozlardan
hareketle doz alti konsantrasyonlarda belirlenen iki farkli
metal konsantrasyonunun etkilerinin belirlenmesi i¢in diigiik
ve yiiksek dozlar belirlenmistir. Daha 6nce lethal dozlarmn
altindaki bakir ve ¢inko metallerinin tibbi siiliiklerdeki
etkileri ile ilgili herhangi bir aragtirmaya ulasilamadigindan
bu dozlar her bir konsantrasyon igin dort kat arttirilarak
belirlenmistir. Cinko metali i¢in diisiik doz (DD) 96 saatlik
uygulamada 3.0 mg/L, yiiksek doz (YD) diisiik dozun dort kat
fazlas1 olan 12 mg/ L dozu sec¢ilmistir. Yine ¢inkonun 30

ve Hastaliklar1 Laboratuvarinda

giinliik uygulanmasinda diisiik doz 0.5 mg/L, yiiksek dozu ise
2.0 mg/L olarak belirlenmistir. Benzer sekilde siiliiklerin
yasayacaklar1 su ortamina ilave edilecek olan bakir metali
icin 96 saatlik uygulamada diisiik doz 0.15 mg/ L, yiiksek doz
ise bu degerin dort kat1 olan 0.60 mg/ L olarak belirlenmistir.
Bakir metalinin 30 gilinlik muamelesinde diisiik doz 0.02
mg/L iken yiiksek doz 0.08 mg/L olarak kullanilmigtir.
Kontrol grubunda ise herhangi bir metal kullanilmamistir.
Yukarida verilen konsantrasyonlarin hazirlanmasinda, ¢inko
ve bakir metallerinin kimyasal olarak saf durumda olan nitrat
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ve silfath formlar1 (Zn(NO3)2. 7H20 ve CuSO4. 5H20)
kullanilmistir. Her iki agir metal i¢in uygulanan dozlarin s6z
konusu siirelerde verilmesinden tibbi  siiliikler
bulunduklart plastik kaplardan alinarak agir metal ve salya
analizlerine kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

sonra,

2.2.Ag1ir Metal Analizleri

Tibbi siiliikk dokularinda bakir ve ¢inko analizleri yani sira,
ayni Orneklerden arsenik, demir ve kursun analizleri de es
zamanli olarak yapilmigtir. S6z konusu agir metal analizleri
ERU Teknoloji Arastirma Uygulama Laboratuvarlarinda
ICP-MS  cihazinda  gergeklestirilmistir. ~ Mikrodalga
¢oziindiirme iglemlerinde numunelerden 0.2 g tartilarak 5 ml
derisik HNOs, 2 ml H:0. eklenmis ve yas yakma
uygulanmistir. Daha sonra ornekler 25 ml’ye seyreltilerek
analizler gergeklestirilmis ve sonuglar ppm cinsinden
hesaplanmigtir.

2.3.Antimikrobiyal Analizler

Tibbi siiliiklerden elde edilen salyalarda antibakteriyel
ozelliklerin incelenmesi i¢in, daha &nce belirlenen gram
pozitif ve gram negatif bakterilerde antibiyogram testleri
yapilmistir.  Bu disk diflizyon ydntemi
uygulanmistir. Uygulanan disk difiizyon yontemi Bauer ve
ark. (19)’dan yararlanilarak yapilmistir. Daha 6nceden izole
edilen ve -80 °C’de muhafaza edilen patojenlerden Yersinia
ruckeri ve Lactococcus garviae suslari genel besi yerlerinde
(triptik soy agar) ¢ogaltilmistir. Bakteri suslariin antibiyotik
duyarliliklart yukarida deginildigi standart disk
difiizyon teknigi ile tespit edilmistir. Bu ydntemde 0,5
McFarland yogunlugunda hazirlanan bakteri
stispansiyonlarindan 100ul alinarak Mueller-Hinton Agar

testlerde

lizere

(MHA)’l1 petrilerin yiizeyine yayilmistir. Daha sonra besiyeri
ylizeyine antibiyotik disklerle birlikte tibbi siiliik salyasi
emdirilen tiim diskler yerlestirilmis ve 24 + 2 °C de 16- 18
saat siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
disklerin etrafindaki zon ¢aplar1 6l¢iilerek degerlendirilmistir.
Calismada amoksisillin (AML 25pg), amoksisilin /klavulanic
acid (AMC 30 pg), doksisiklin (DO 30pg), trimetoprim-
siilfametoksazol (SXT 25ug), eritromisin (E 15 pg),
gentamisin  (CN 10 pg), oksitetrasiklin  (OT 30 pg),
enroflaksasin (ENR 5 pg), okzolinik asit (OA 2 pg) ticari
antibiyotik diskleri (Oxoid) ve steril disklere emdirilmis tibbi
stliik salyalar1 kullanilmistir. Antibiyogram analizleri
sonucunda tibbi siiliikklerden elde edilen salya drneklerinin
diger ticari antibiyotik disklerle kiyaslanarak antimikrobiyal
ozellikleri belirlenmistir.

2.4.Malondialdehit (MDA) Analizleri

Agir metal muamelelerinden sonra, tibbi siiliiklerde oksidatif
bir stresin ortaya ¢ikip ¢ikmadigit MDA miktarlar1 analiz
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edilerek belirlenmistir. Bu amagla siiliiklerden elde edilen
salya Orneklerinin  bir kismu MDA  analizlerinde
kullanilmustir. Salya 6rneklerine 1 ml MDA ¢ozeltisi ilave
edilerek 95°C’lik su banyosunda yaklasik 30 dakika boyunca
bekletilmistir. Daha sonra 20 dakika buz banyosu yaptirilan
numuneler, 10.000 rpm ile 10 dakika santrifiij islemine tabi
tutulmugtur. Hali hazirda pembe renge donmiis 6rnekler daha
sonra 535-600 nm dalga boylarinda spektrofotometrede
okunmustur. Ornekteki pembe rengin yogunlugu MDA
miktari ile orantili oldugundan, MDA miktari standart grafige
karst gelen absorbans degerinden hareketle belirlenmistir.
Kullanilacak seyreltme katsayisi ile garpildiktan sonra elde
edilen sonuglar pM/100 mL olarak hesaplanmistir. MDA
analizleri i¢in Esterbauer ve Cheeseman (20) ve Ohkawa
(21)’dan yararlanilmistir.

2.5. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler IBM-SPSS for Windows Release 25.0
Program1 (SPSS Inc, Chicago, Illinois, United States of
America) kullanilarak yapilmistir. Verilerin normal dagilima
uygunlugu histogram, q-q grafikleri ve Shapiro-Wilk testi
kullanilarak normallik agisindan test edilmistir. Normal
dagilim gosteren veriler ortalama ve standart sapma (SD)
olarak ifade edilmistir. Normal dagilmayan veriler ise
medyan (25. ve 75. yizdelikler) olarak ifade edilmistir.
Gruplar arasi karsilagtirmalarda One Way ANOVA
(alternatif; Kruskal Wallis Testi) yapilmistir. Post-hoc testi
olarak Tukey ve Bonferroni testi kullanildi. P degerinin <0.5
olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3. Bulgular

96 saatlik uygulamalarda suya ilave edilen ¢inko nitrat
miktarinin artmasi ile birlikte siiliikk kas dokusunda biriken
demir, bakir ve ¢inko miktarlarinin arttigi, ancak arsenik
diizeyinin anlamli 6l¢iide azaldig: belirlenmistir. S6z konusu
zamanda uygulanan bakir siilfatin dokularda belirlenen
demirin azalmasi yoniinde bir etki gosterdigi kaydedilmistir.
Yine benzer olarak ¢inko miktarinin da azalisina neden
oldugu tespit edilmistir. Bu verilere ilaveten uygulanan bakir
stilfat miktari ile dokularda depolanan kursun miktarmin ters
orantili olarak degistigi kaydedilmistir. 30 giin siire ile ¢inko
nitrat ve bakir stilfat miktarlarimin artisina paralel olarak
kursun ve demir diizeylerinin arttig1 arsenik miktarmin
azaldig1 tespit edilmistir (p<0.001) (Tablo 1).

Farkli agir metallerin 96 saat boyunca uygulanmasi
sonrasinda en yiiksek MDA degeri yiiksek doz ¢inko nitrat
grubunda belirlenmistir (p<0.001). Ayni agir metallerin 30
giin uygulandig: siiliiklerden elde edilen salyadaki MDA
diizeylerinin disiik ve yiiksek doz bakir siilfat gruplarinda
onemli diizeyde artis gosterdigi tespit edilmistir (p<0.001)
(Tablo 1).
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Tablo 1. Farkli agir metal ve dozlarinin tibbi siiliiklerde metal ve MDA diizeylerine etkileri

Muamele Agir metal ve miktari (ppm)
grubu

Fe Cu Zn As Pb MDA
96S-Zn-DD 22.68+043 2.02+0.01 16.60x1.41 0.14+0.02 0.98+0.07 0.27+0.01
96S-Zn-YD 17.31+0.17 2.33+0.17 2041+035 0.18+0.02 0.85+0.01 1.34+0.42
96S- Cu-DD 17.83+0.47 2.38+0.23 12.33+1.22 0.171+0.01 1.08+0.01 0.431+0.21
96S-Cu-YD 18.31+1.32 1.85+0.01 12.45+0.19 1.03£0.08 0.21+0.01 0.2310.06
96S-Kontrol 22.33+0.61 2.14+0.11 1428+158 0.18+0.03 0.98+0.10 0.55+0.48
30G-Zn-DD 20.39+1.47 1.80+0.23 19.37+0.74 0.6910.33 0.57+0.12 0.58+0.24
30G-Zn-YD 22.94+0.87 2.24+0.10 24.65+4.34 0.371+0.01 0.74+0.09 1.41+0.58
30G-Cu-DD 20.71+0.98 6.20+0.28 20.51+1.46 0.181+0.01 0.18+0.04 1.95+0.02
30G-Cu-YD 24.80+0.65 4.88+0.06 17.52+1.23 0.22+0.02 0.70+0.07 1.76+0.19
30G-Kontrol  20.62%2.01 3.08+1.63 26.2314.21 0.85+0.25 0.48+0.07 1.174£1.02
P degeri <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

DD: diisiik doz, YD: yiiksek doz, S: saat, G: giin, Fe: demir, Cu: bakir, Zn: ¢inko, As: arsenik, Pb: kursun, MDA: malondialdehit

Yapilan bu calismalarda siiliik salyalarinin disk diflizyon
yontemine gore herhangi bir etkisinin olmadigi belirlenmistir.
Yapilan calismalarin dogrulanmasi bakimindan
antimikrobiyal testler ayni zamanda minimum inhibisyon
konsantrasyonlarini metot ile de
gergeklestirilmis olup, bu analizlerde de siiliik salyalarinin
hem Lactococcus garviae hem de Yersinia ruckeri suslari
tizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir (Sekil
1).

referans  alan

Sekil 1. Siilik salyalarmimn Lactococcus garviae (solda) ve
Yersinia ruckeri (sagda) suslar1 iizerine olan antimikrobiyal
etkileri

4. Tartisma ve Sonug

Alaama ve ark. (22) tarafindan yapilan ¢aligmada, toksisite ve
agir metal birikimleri bakimindan sudaki
artiglarina bagli olarak siiliiklerin kas doku ve salyalarmdaki
agir metal birikimlerinin artis gosterdigi kaydedilmistir.
Mevcut ¢aligmada da tibbi siiliiklerin kas dokularindaki agir

agir metal
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metal birikimlerinin uygulama dozlarma bagh olarak
degistigi belirlenmis olup, bu sonuglar her iki ¢aligmanin
birbirini destekler nitelikte oldugunu gostermektedir. Her iki
calismada farkli tibbi siilik tiirleri kullanilmis olsa da
dokularda agir metal birikim dinamigi, ortamdaki agir metal
miktarina bagli olarak birbirine benzer goriinmektedir.
Ayrica bakir ve ¢inko gibi agir metallere maruz birakilan
siilliklerin ortamdan uzaklagsma, beslenme faaliyetlerini
azaltma, tutunma ozelliklerinde ve bosaltim faaliyetlerinin
olumsuz etkilendigi gézlenmistir. S6z konusu c¢aligmalarda
bu parametrelerin agir metal ¢aligmalarinda davranissal
gostergeler olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (23). Cinko
ve bakirin farkli konsantrasyonlarinin bireysel veya birlikte
etkilerinin arastirildigi bagka bir arastirmada uygulama
stireleri 48 saat, 96 saat, 10 giin, 20 giin ve 30 giin olarak
belirlenmistir. Hirudo verbana tiirii siiliiklerde yapilan bu
calismada bakirin ¢inkoya gore daha cok toksik etkiler
gosterdigi bulunmustur. Toksik etkilerin kisa periyotlardan
ziyade uzun periyotlarda ortaya ¢iktig1 vurgulanmistir. (18).
Elde edilen bu bulgularla mevcut ¢alismadan elde edilen
bulgular birbirini destekler &zelliktedir. Ciinkii siiliik
dokularinda belirlenen agir metal birikimlerinin bakir siilfat
uygulamalarinda ve 30 giinlik periyotta net bir bigimde
ortaya ¢iktig1 bulunmustur.

Uzun periyotlarda bakir siilfat konsantrasyonundaki artigin
stiliik dokularindaki demir ve kursun miktarlarini arttirdigi,
buna karsin arsenik ve ¢inko miktarlarini ters orantili olacak
bicimde azalttig1 belirlenmistir. Buraya kadar belirtilen ikili
metal iliskilerinden suya ilave edilen ¢inkonun siiliik
dokularinda biriken bakir miktarini arttirmasina ragmen,
benzer etkinin bakir tarafindan gdsterilmedigi aksine
dokulardaki ¢inkonun azalmasi yoniinde etki ettigi
belirlenmistir. Bu veriler Petrauskiene (18) tarafindan
gerceklestirilen ¢aligmada elde edilen verilerden ortaya ¢ikan
etkinin aslinda sinerjistik olmadigini ortamdan ¢inkonun
cekilmesi halinde toksisitenin daha disik olacagim
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gostermektedir. Bu yonii ile c¢alismamiz farklilik arz
etmektedir. Sonug olarak bakirmn siiliiklerde toksik etkilerin
arastirilmasi igin ¢inkoya gore daha iyi bir indikator oldugu
sOylenebilir. Ancak bu etkilerin kisa periyotlardan ziyade en
az 30 giin ve daha uzun siirelerde daha net bir sekilde ortaya
cikacag diisiiniilmektedir.

Kisa periyotlarda (96 saat) agir metal uygulamalarn
sonrasinda yiiksek doz ¢inko nitrat uygulamasinin siiliik
salyasinda MDA degerinin en yiiksek degere ulastig
belirlenmigtir. Bu durum yiiksek doz ¢inkonun siiliiklerde
oksidatif stres kaynagi oldugunu gostermektedir. Ancak
literatiirde siiliik salya MDA ’1ar1 {izerinde yapilmis herhangi
bir arastirma bulunamadigindan 96 saat sonrasinda elde
edilen bu degerler baskaca yayinlarla kiyaslanamamstir.
Ancak elde edilen veriler kisa periyotlar i¢gin ¢ginkonun Hirudo
verbana tiirii tibbi siiliiklerde bir stres kaynagi oldugunu
ortaya koymaktadir. Bununla birlikte 30  giinliik
uygulamalarda, yiliksek doz bakir siilfat ve yiliksek doz ¢inko
nitrata maruz birakilan tibbi siiliiklerde MDA degerleri
bakimindan istatiksel olarak aralarinda farklilik olmadigi
anlasilmistir.

Tibbi siiliikk salyasinin antimikrobiyal etkilerinin ortaya
konmasinda farkli iki patojen Lactococcus garviae ve
Yersinia ruckeri bakterileri kullanilmigtir. Tiim muamele
gruplarindan 96 saat ve 30 giinliik agir metal uygulanan
stilliklerden salyalar1 sagilmigs ve antimikrobiyal sonuglari
ayr1 degerlendirilmistir. Ancak tiim muamele gruplarindan
alman tibbi siilik salyalarmin yukarida verilen balik
patojenleri iizerinde herhangi baskilayici etki gostermedigi
belirlenmistir. Ancak bu durum diger balik ve/veya insan
patojenleri i¢in gegerli olmayabilir. Bu durumun agikliga
kavusturulmasi i¢in insan, su canlilar1 veya deney hayvanlar
tizerinde gerek Hirudo verbana gerekse diger tibbi
stiliiklerden elde edilen salyalar denenebilir. Literatiir
taramalarinda Malezya siiliigii olarak bilinen Hirudinaria
manillensis tiirii siiliikklerin 14 haftalik aglik sonrasi
Salmonella typhimurium ve E. coli patojenleri tizerinde etkili
oldugu rapor edilmistir.

Yine ayni ¢alismada 23 hafta a¢ birakilan siiliiklerden elde
edilen liyofilize salyanin Staphyloccus aureus ve S.
typhimurium patojenlerine karsi etkili olduklari belirlenmistir
(24). So6z konusu c¢aligmada aclik periyodunun siiliik
salyasinin antimikrobiyal karakteristigine onemli diizeyde
etki ettigi belirtilmis olup, ayn1 zamanda bizim ¢aligmada
kullandigimiz tiiriin de farkli olmasi sonuglarin farkli
¢tkmasinda birer faktor olabilir. Bu nedenlerle farkli aglik
stirelerinin Hirudo verbana tiirii siiliiklerde antimikrobiyal
ozelliklere etkilerinin arastirilmasi tavsiye edilebilir. Malik
ve ark. (25) tarafindan ayni siiliik tiirii ile yapilan bagka bir
calismada ise 14 hafta ac¢ birakilan siiliikklerden elde edilen
salyanin E. coli ’ye kars1 etkili oldugu tespit edilmistir.
Dolayist ile siiliik salyasinin antimikrobiyal etkilerinin
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saglikll bir sekilde ortaya konabilmesi igin; siiliik tiirii, aglik
periyodu, salya safligt ve formu (siv/ liyofilize olup
olmamast), siiliigiin hasat mevsimi gibi faktorlerin ayr1 ayri
ele almarak detayli aragtirnlmalarin yapilmasi tavsiye
edilebilir. Calismadan elde edilen tiim veriler gdz Oniine
alindiginda Hirudo verbana tiirii tibbi siiliiklerin, ¢evresel
kirleticiler i¢in iyi bir indikatér organizma olabilecekleri
anlagilmaktadir.
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