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Androctonus crassicauda (Oliver 1807) Tiirti Akreplerden
Degisik Yontemlerle Elde Edilen Venomlarin Farelerde

Akut LDsy Miktarlarinin Belirlenmesi
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OZET: Androctonus crassicauda tiirii akreplerden maserasyon ve elektrik uyarimu ile elde edilen venomlarin farelerdeki oldiiriicii
doz-50 (LD50) diizeylerinin belirlenmesi amaglandi. Sanlurfa (Harran)’dan toplanan A. crassicauda tiiri akreplere ait kuyruklardan
10 adet telson ile yine ayni yerden gonderilen 20 adet canli 4. crassicauda tiirii akrep kullanildi. Bu akreplerden 10 tanesi eterle
Otenazi edilerek telsonlar1 alindi, diger 10 tanesi ise 24 V’luk elektrikle uyarilarak venomlar: sagildi. Eterle 6tenazi edilen
akreplerden elde edilen telsonlar ile rastgele secilen telsonlardan maserasyonla ayri ayr1 venom ¢dzeltileri hazirlandi. Hazirlanan 3
ana venom ¢ozeltisi LD50 diizeylerinin belirlenmesi ig¢in Swiss albino 1rki, yaklagik 20 g agirliginda, 6 haftalik, 128 adet saglikli
erkek fareye deri alt1 yolla uygulandi. Her gruptaki zehirlenme belirtileri ve len fare sayisi kaydedildi. Buna gore satin alinan
telsonlarla, 6tenazi edilen akreplerden elde edilen telsonlardan hazirlanan venomlar ve elektrik uyarimi ile sagilan venomlarin LD50
diizeyi sirasiyle 8, 3.46 ve 1.5 ml/kg olarak belirlendi. Sonug¢ olarak elektrik uyarimi ile elde edilen venomun toksisitesinin
maserasyonla elde edilen venomlara gére daha gii¢lii oldugu bulundu.

Anahtar kelimeler: Androctonus crassicauda, akrep, venom, 6ldiiriicii doz, fare

The determination of acute lethal dose-50 (LD50) levels of venom in mice, obtained by different
methods from scorpions, Androctonus crassicauda (Oliver 1807)

SUMMARY: The aim of this study was to determine the lethal dose-50 (LD50) levels of venom in mice, collected by maceration
and electrical stimulation from scorpions of Androctonus crassicauda strains. Ten telsons, belonging to Androctonus crassicauda
scorpions and 20 live Androctonus crassicauda scorpions were collected in the Sanlurfa (Harran) region. Ten of these scorpions
were euthanized by ether and then their telsons were removed. Venom of the other 10 scorpions was removed by electrical
stimulation of 24 V. The randomly chosen telsons were taken from scorpions euthanized by ether and then were used to prepare
different venom solutions by maceration. Three of the main venom solutions were administered subcutaneously to 128 6-week old
healthy Swiss-Albino male mice weighing about 20 g. The symptoms of toxicosis and the numbers of dead mice were recorded. The
LD50 levels of commercial venoms, those made from euthanized scorpions’telsons and those acquired by electrical stimulation
were found to be 8 ml/kg, 3.46 ml/kg and 1.5 ml/kg, respectively. Finally, the toxicity of venom, obtained by electrical stimulation
was found to be much stronger than the venom obtained by maceration.
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GIiRiS

Diinyadaki teknolojik gelismeler ve buna bagli olarak artan
refah diizeyi akrep zehirlenmelerinin (skorpionizm) onemini
eskiye oranla azaltmistir. Ancak buna ragmen skorpionizm
olgularinin hala goriilityor olmasi, bu hayvanlart tibbi yonden
6nemli kilmaktadir (14). Tirkiye’nin de iklim kosullari ve
sosyo — ekonomik yapist nedeniyle skorpionizm olgular1 basta
Giineydogu Anadolu olmak iizere tiim bolgelerde Onemli
saglik sorunlarindan birini tegkil etmektedir (8).
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Akrepler, hayvanlar aleminin Arthropoda subesi, Chelicerata
altsubesi, Arachnida sinifi, Scorpiones takiminda yer alan,
tizerleri kalin bir kitin tabakasi ile kapli ve morfolojik yapilart
nedeniyle ¢ok kolay taninan, uzunluklari 13 - 220 mm
arasinda degisen eklem - bacaklilardir. Varligi ve zehirlilikleri
cok eski ¢aglardan beri bilinen akrepler hastalik etkenlerini
tasimazlar. Ancak ¢cogu zaman kendilerini korumak amaciyla,
insan ve hayvanlari sokarak zehirlenme ve Oliimlere neden
olabilirler (8, 11).

Akrep zehiri, akreplerin telsonlarinda bulunan, birgok protein,
peptid ve biyolojik yonden etkin bilesiklerden olusan
norotoksik etkili bir salgidir. Igerigindeki etkin maddelerin
cesitliligi nedeniyle fizyolojik ve farmakolojik ¢aligmalarda,
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aragtirma materyali olarak sik¢a kullanilmaktadir (6).
Tiirkiye’de zehirlenmelere neden olan en 6nemli akrep tiirleri
Buthidae ailesinden Androctonus, Leiurus ve Mesobuthus
cinsine ait tiirlerdir. Bunlardan Androctonus crassicauda
tiiriinden elde edilen venomun, antivenom iiretiminde antijen
olarak kullanildigt ve bunun da diger akrep tiirlerinin

sokmalarina kars1 giivenle uygulanabilecegi bildirilmistir (15).

Akreplerden venomun elde edilmesinde; maserasyon, manuel
teknik ve elektrik uyarimi gibi yontemler uygulanmaktadir.
Maserasyon, kullanilan en eski yontemlerden biri olup, basit
olarak telsonlarin fizyolojik tuzlu suda maserasyona birakilmasi;
manuel yontem sivri, hipodermik bir igneyle venom kesesine
girilmesi ve oradaki zehirin almmasi ya da venom bezinin bas
ve igaret parmagiyla sikistirilarak venomun sagilmasi; elektrik
uyarimt ise elektrik akimi verilerek venomun sagilmasi esasina
dayanir. Bu yontemlerden maserasyon yontemi yeterli miktarda
venom elde etmek igin olduk¢a fazla akrep Oldiirmek
gerektirmesi, manuel yontemler ise venom bezinde travma
olugturmas: ve olduk¢a az venom elde edilmesi ydnlerinden
dezavantajli olarak goriilmektedir. Giinlimiizde kullanmlan en
giivenli yontem ise elektriksel uyarim olup biitiin gelismis
laboratuvarlarda basariyla uygulanmaktadir (17).

Tirkiye’de antivenom iiretiminde antijen olarak halen
Gilineydogu Anadolu bolgesinden toplanan ve oradan satin
alman kuyruklardan maserasyonla elde edilen venom
kullanilmaktadir. Ancak verilen bilgilerden de anlasilacag: lizere
boyle bir yontemin kullanilmasi hem ekonomik kiilfet
olusturmakta hem de oldukga fazla akrebin 6ldiiriilmesine neden
olmaktadir. Bu c¢alismada A. crassicauda tiirii akreplerden
maserasyon ve elektrik uyarimi ile elde edilen venomlarin

farelerdeki LD50 diizeylerinin belirlenmesi amaglanmigtir.
GEREC VE YONTEM

Materyal olarak Sanlurfa ilinin Harran ilgesinden toplanip
laboratuvara gonderilen A. crassicauda tiriine ait 6rneklerin
kuyruklarindan rastgele secilen 10 adet (yaklasik 200 mg
agirhiginda) telson ile yine ayni yerden gonderilen 20 adet 90 -
125 mm boyunda, ince pedipalpli, kalin kuyruk segmentli ve
siyah renkli 4.crassicauda drnegi kullanilmustir.

Ornekler 22 + 2 °C oda 1s1s1 ve % 60 + 10 nemin oldugu
laboratuvar sartlarinda ayri plastik kaplar (280 x 42 x 140
mm) icerisinde tutuldu. Akreplere, haftada bir peygamber
devesi, ¢ekirge veya Olii fare yavrusu ve giinlik taze su
verildi. Dort hafta aktiviteleri ve beslenmeleri gozlenerek
cevreye adapte olmalar1 saglandi. Bu siire sonunda her grupta
10 adet olacak sekilde rastgele iki esit grup olusturuldu.
Birinci gruptaki ornekler ayri ayri cam kavanoz igerisinde
eterle Otenazi edilerek oda sicakliginda tutulup telsonlar
postabdomen kismindan (yaklagik 200 mg telson) ayrildi ( 2 ).
Diger grup ise elektrik uyarimi ile sagim i¢in tutuldu.

Oldiiriicii  doz-s5, nin belirlenmesi igin, Refik Saydam
Hifzissthha Merkez Bagkanligi deney hayvanlar1 laboratu-

varmdan temin edilen Swiss albino ki, 20£1 g. agirliginda, 6
haftalik, 128 adet saglikli erkek fare kullanildi. Fareler
rastgele secilerek 4 gruba ayrildi. Birinci grupta §; 2., 3. ve 4.
grupta ise 40’ar adet fare kullanildi. Daha sonra 2., 3. ve 4.
gruptaki fareler yine rastgele segilerek her birinde 8 adet
olacak sekilde kendi aralarinda 5 alt gruba ayrildi (Tablo 1).
Deney siiresince hayvanlar, 22 + 2 °C oda 1s1s1 ve % 60 £10
nemin oldugu deney odasinda, polikarbonat kafes icerisinde
ticari fare pelet yemi ile ad libitum beslendi.

Venomlarin hazirlanmasi: Maserasyon ydntemi: Atlarm
hiperimmiinizasyonunda kullanilmak {izere satin alinan
telsonlar ile eterle 6tenazi edilmis akreplerden alinan telsonlar
ayr1 ayr1 olmak iizere bir havana konularak toz haline getirildi
ve bos bir siseye konuldu, {izerine 10 ml %.0.9’1uk fizyolojik
tuzlu su ilave edilerek iyice homojenize edildi. Agizlar1 sikica
kapatilan siseler + 4°C ‘de 72 saat maserasyona birakildi. Bu
siirenin sonunda karigimlar 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi ve siipernatant alinarak fizyolojik tuzlu su ile 10 ml’ye
tamamlandi (4, 16). Boylece hazirlanan stok venom ¢ozeltileri
farelerin LDs, diizeylerinin belirlenmesi i¢in kullanildi.

Elektriksel uyarim yontemi: Bunun i¢cin Gopalakrishnakone
ve ark (1995)’nin bildirdigi yontemden yararlanildi (6). Saglik
Bakanligt Ana Depo Bolge Miidiirliiglinden temin edilen ve
direkt sebeke enerjisiyle ¢alisan 24 V’luk gii¢ kaynagimin anot
ve katot c¢ikislarma 10 mm’lik bakir kablo baglandi.
Kafeslerde tutulan akrepler bir maga yardimiyla postabdomen
kismindan tutularak sunta tahta {izerine alind1. Bagka bir masa
yardimiyla postabdomen kismui sabit hale getirildi. Sabitlenmis
telson altina saat camu yerlestirildi. Daha sonra gii¢ kaynaginin
anot ve katot cikiglar1 akrebin viicuduna ve telsonuna 5 - 10
sn. dokundurularak venom salinimi uyarildi. Bdylece 10
akrepten salinan venom saat caminda topland1 ve 10 ml % 0.9’
luk fizyolojik tuzlu su igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanan
venom solusyonu kullanildi.

Oldiiriicii doz 50’nin (LD50) saptanmasi : Maserasyon ve
elektrik uyarim yontemi ile elde edilen venom ana solusyonlar1
% 0.9’luk fizyolojik tuzlu su ile her fareye deri alt1 yolla 0.5 ml
verilecek sekilde farkli konsantrasyonlarda seyreltildi. Kontrol
grubunda bulunan farelere deri alt1 yolla 0.5 ml fizyolojik tuzlu
su enjekte edildi. Diger gruplarda bulunan farelere ise Tablo
1’de belirtilen dozlarda venom uygulandi.

Venom ¢dzeltilerinin uygulanmasin takiben hayvanlar 48 saat
izlenerek klinik belirtiler ve dlen hayvan sayis1 kaydedildi.
Hayvanlarin %50’sini dldiiren doz miktar1 Behrens ve Karber
yontemine gore asagidaki esitlikle hesaplandi (10).

LDsp=LDygo~

a: birbirini izleyen 2 doz arasindaki fark; b: birbirini izleyen 2 dozdan
ileri gelen dliimlerin aritmetik ortalamasi; n: her bir gruptaki hayvan

say1st

51



Ozkan O. ve Filazi A.

BULGULAR

Zehirlenme belirtileri ve LDsy : Venomlarin uygulamasini
takiben biitlin gruplarda venom miktarina gore degisen
derecelerde kafes iginde sigrama, birbirlerinin {izerine ¢ikma,
huzursuzluk ve enjeksiyon yerini yalamayla kendini gdsteren
belirtiler gozlendi. 2A, 3A ve 4A grubunda bulunan
hayvanlarda bu belirtiler 10-15 dk sonra hafifledi ve bir siire
sonra tamamen kayboldu. Diger gruplarda ise sigrama yerini
sakinlige birakti. Ancak solunumun hizlandig1, uygulanan
venom miktarina bagli olarak 2 - 3 saatte agizda ve burunda
hipersalivasyon goriilmeye baslandi. Bunu takiben agiz, burun
ve gozlerde kanamalar, yiirimede giigliik, arka bacaklarda
felg, yiizii koyun hareketsiz vaziyette yatma, spazm ve koma
sonucu Oliimler goriildii. 2E, 3E ve 4E’de bulunan hayvanlarin
hepsi 3 - 4 saat igerisinde oldii. 2A, 3A, 4A ve kontrol
amaciyla tutulan 1. gruptaki hayvanlarda ise 48 saat i¢inde hi¢
olim goriilmedi.

Tablo 1. Hayvan gruplari, uygulanan doz ve gruplara gore
olim sayilart

Grup Alt Hayvan Uyg}llanan Venom Oliim
Grup sayisi miktar1 (ml/kg) sayisi
- 8 0.5 0
1 2A 8 5 0
2B 8 7 3
2C 8 9 6
2D 8 11 7
2 2E 8 13 8
3A 8 1.65 0
3B 8 25 2
3C 8 3.35 3
3D 8 4.20 6
3 3E 8 5.50 8
4A 8 1 0
4B 8 1.25 3
4C 8 1.50 4
4 4D 8 1.75 5
4E 8 2.00 8

1: Yalnizca fizyolojik tuzlu su verilen kontrol grubu; 2: Satin alinan
telsonlardan maserasyonla elde edilen venom verilen grup; 3: Otenazi
edilen akreplerin telsonlarindan maserasyonla elde edilen venom
verilen grup; 4: Canli akreplerden elektrik uyarimi ile sagilan venom
verilen grup

Buna gore satin alinan telsonlarla 6tenazi edilen akreplerden
elde edilen telsonlardan hazirlanan venomlar ve elektrik
uyarimi ile sagilan venomlarin LDs, diizeyleri sirasiyla 8, 3.46
ve 1.5 ml/kg olarak belirlendi.

TARTISMA

Bu calisgmada antivenom iiretiminde antijen olarak kullanil-
mak lizerine dis piyasadan satin alinan akrep kuyruklarindan
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maserasyonla hazirlanan venom ile laboratuvar sartlarinda
bakilan akreplerden farkli yontemlerle (maserasyon ve elektrik
uyarimi) hazirlanan venomlarin farelerdeki toksisite giicleri
aragtirllmistir. Her iki yontemle elde edilen venomun derialtt
yolla uygulandigr farelerde benzer klinik semptomlar
gOriilmiistlir. Ancak elektrik uyarimi ile elde edilen venomun
uygulandig1 farelerde oliimler daha erken meydana gelmistir.
Tulga (15) tarafindan yapilan calismada da A. crassicauda
tiirii akrep telsonlarindan maserasyonla hazirlanan venomlarin
benzer  siirelerde  fareleri  o6ldirdiigi  belirlenmistir.
A.crassicauda venomunun parenteral yolla verilmesiyle
benzer klinik semptomlarin goriilebilecegi Balozet (4)
tarafindan da bildirilmistir.

Bu calismada hazirlanan ana venom ¢ozeltilerinin 1 ml’si 1
adet telsonu ve her bir kg canli agirlik ise 50 adet fareyi temsil
etmektedir. Buna gore derialti yolla uygulanmak suretiyle
satin alinan bir telsonun % 16’s1, Otenazi edilen bir akrep
telsonunun yaklasik % 7’si ve elektrik uyarimi ile sagilan bir
telsonun % 3’ bir farenin LDsy, miktarma karsilik
gelmektedir. Bagka bir deyisle, satin alinan ve 6tenazi edilen
akreplerden alinan telsonlarla, bir kez elektrikle uyarilarak
sagilan bir telson, bir farenin LDsy miktarinin sirasiyle 6.25,
14.5 ve 33.34 katidir. Bu sonuglardan maserasyonla elde
edilen venomun toksisitesinin diisiik oldugu goriilmektedir.
Bunun nedeninin ise akreplerin yakalanmas1 ve o6ldiiriilmesi
sirasinda hayvanlarin kendilerini savunmalari i¢in venomun
bir miktarin1 kullanmis olabilecegi gibi toplanma déneminde
hayvanlarin fizyolojik ve beslenme durumuna bagli olarak
degisebilecegi dislinlilmiistiir. Ayrica telsonlarin  nakil
kosullari, kurutma yontemi, depolanmasi ve kullanim siiresi
gibi faktorler de etkili olabilmektedir.

Tulga (15), yine aym sekilde atlarin hiperimmunizasyonu
amaciyla piyasadan satin almman A.crassicauda tiiriine ait
telsonlardan maserasyonla elde ettigi venomu, farelere derialti
yolla vermis ve sonugta bir telsonun % 3.3-5 miktarinin bir
farenin LDs, diizeyine karsilik geldigini bildirmistir. Bu da
neredeyse bu ¢alismada elektrik uyarimi ile sagilan venomun
LDy, diizeylerine yakin bir sonug olarak goriilmektedir. smail
ve ark. (9) ise Arabistan bolgesi A.crassicauda
akreplerden elektrik uyarimi ile sagilan venomun farelere deri
alt1 yolla uygulandiginda LDsy’sinin 0.64 mg/kg oldugunu
bildirmesine ragmen Latoxan laboratuvarindan temin ettigi
ayni tlire ait akrep venomunun LDsy’sinin 0.87 mg/kg
oldugunu belirtmistir. Balozet (4) yine farkli olarak bos bir
telsonun 15, dolu bir telsonun ise 66 adet
oldiirebilecegini bildirmistir.

tirt

fareyi

A. crassicauda tirl akreplerden degisik sekillerde elde edilen
venomlarin farelerdeki deri alt1 LDs, diizeylerinin 0.08 mg/kg
(7), 0.40 mg/kg (8) ve 0.50 mgkg (13) oldugu ve
maserasyonla elde edilen liyofilize venomun ise farelerdeki
intraperitoneal LDsy diizeyinin 11.5 mg/kg (1) oldugunu
bildiren ¢aligmalar da mevcuttur. Bunun yan sira diger akrep
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tiirlerinden elde edilen venomlarin 6ldiiriici dozlarina iligkin
arastirmalarda toplanan
Mesobuthus gibbosus tlirline ait akreplerin sican (3) ve
farelerdeki (12) derialtt LDsy’sinin 10 ml/kg oldugu
bulunmustur. Yine Tirkiye’de bulunan ve medikal &neme
sahip tlirlerden Leirus quinquestriatus’a ait
farelerdeki derialti LDs,’si ise 0.25 mg/kg olarak bulunmusgtur.
Goriildiigii gibi her arastirmada belirlenen LDs, diizeylerinin
farkl1 olmasi nedeniyle sonuglar arasinda tam bir uyum
bulunmamaktadir. Bu da daha once belirtildigi sekilde hem
akreplerin toplanma doneminin hem de fizyolojik durumlari
ve beslenme seklinin degismesine bagli olarak venomun
toksisitesinin de degisebilecegini gostermektedir.

yapilan [zmir ve civarindan

venomun

Ozellikle Tiirkiye’de antivenom iiretiminde bir  atin
hiperimmiinizasyonunda 1500 - 2000 adet telson kullanilmak-
tadir. Yapilan ¢aligmada laboratuvar sartlarinda bakim, besleme
ve sagimlar tam bir giiven ve basartyla yapilacak 400 - 500 adet
akrepten elde edilen saf venomun bir atin hiperimmiini-
zasyonunu karsilayabilecegi bulunmustur. Ayrica elektrik
uyarimu ile sagilan akrepler diizenli olarak kontrol edilmis ve
normal giinlitk aktivitelerini siirdiirdiikleri, 6liim veya herhangi
bir klinik belirti gostermedikleri belirlenmistir. Boylece
ozellikle Giiney Dogu Anadolu Boélgesinden toplanan binlerce
akrebin oldiirilmemesiyle hem bdlge akrep faunasi korunmus
olacak hem de telson alimi ile harcanan ekonomik deger
antivenom tiretimin modernizasyonuna kullanilarak {iretim daha
etkin hale getirilebilecektir.

Sonug olarak, elektrik uyarimi ile elde edilen venomun
toksisitesinin maserasyon yontemiyle elde edilen venomlara
gore daha giiclii oldugu tespit edilmistir. Bu da laboratuvar
sartlarinda bakimi1 yapilip ve 2 - 4 haftada bir sagimlar
giivenilir ve bagarili bir sekilde yapilabilecek akreplerin
kullanilmasinin ~ biiyiik bir ekonomik degerin kaybim
Onleyebilecegini, dolayisiyla bdlge akrep
korunabilecegini gdstermektedir.
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