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ONSOZ

Enfeksiyon hastaliklarinda tiim yonleriyle deneysel hayvan modelleri
isimli deneysel cerrahi kitabimiz bakteriyal, mikotik, paraziter modellerin
fizyolojisi ve cerrahi prosediirlerinin ayrintili agiklamalarini ve bunlarin
ardindaki bilimsel prensipleri sunmaktadir. Konusunda uzman olan bir ekip
tarafindan yazilan deneysel cerrahiye odaklanan kitabimizin, tip 6grencileri,
asistanlar ve uzmanlar icin degerli bir kaynak olacagi inancindayiz. Tim
yazarlara katkilarindan dolay1 tesekkiir eder, tip camiasina yararli olmasini
dileriz.
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WHAT IS INFECTION, HOW DOES IT DEVELOP, WHAT ARE INFECTION
TYPES AND COURSE, DEFINITION AND TRANSMISSION MECHANISMS?
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Enfeksiyon, bakteriler, viriisler, mantarlar veya parazitler gibi mikroorganizma olan bir patojen ile
konak organizma arasindaki immuin yanitlarla semptomlara neden olan kompleks bir
etkilesimdir. Patojenler viicuda solunum, mukozal temas veya gastrointestinal sistem gibi ¢egitli
yollarla bulasarak immiinojenik molekiiler mekanizmalari tetiklemektedir. Enfeksiyonlar patojen
tiriine géreviral, bakteriyel, fungal ve paraziter olarak gesitlilik géstermektedir. Dogrudan temas,
havadaki partikiller, kontamine su veya gidalar, damlaciklar ve vektér kaynaklibulag yollari,
patojen tiiriine gére spesifite ve sensitivite gbstermektedir. Bulas sonucunda, influenzadan
fungal pnémoni, AIDS ve sitmaya kadar pek ¢ok hastalik gériilmektedir. Enfeksiyonun bilimsel
ozelliklerinin daha fazla aydinlatiimasi ile etkili énleyici tedbirlerin alinmasi, yeni tani ve tedavi
yéntemleriyle halk saglhgi stratejilerinin gelistiriimesi, pandemi gibi niifusun biyik ¢cogunlugunu
etkileyen hastaliklar dahil pek ¢cok hastaligin énlenmesine katki saglayacaktir.

Anahtar Sozciikler: Enfeksiyon, Enfeksiyon Tipleri, Bulas

SUMMARY

Infection is a complex interaction between a pathogen, which is a microorganism such as
bacteria, viruses, fungi, or parasites, and the host organism that causes symptoms through
immune responses. Pathogens infect the body by various routes, such as respiration,
mucosal contact, or the gastrointestinal ftract, and trigger immunogenic molecular
mechanisms. Infections vary according to the type of pathogen: viral, bacterial, fungal, and
parasitic. Direct contact, airborne particles, contaminated water or food, droplets, and vector-
borne transmission routes show specificity and sensitivity according to the type of pathogen. As
a result of transmission, many diseases, ranging from influenza to fungal pneumonia, AIDS, and
malaria, are observed. Further elucidation of the scientific characteristics of the infection, taking
effective preventive measures, and developing public health strategies with new diagnostic and
treatment methods will contribute to the prevention of many diseases, including those affecting
the majority of the population, such as pandemics.

Keywords: Infection, Types of Infection, Transmission

Enfeksiyon Nedir?

Insanlik tarihi boyunca enfeksiyon, morbidite ve mortalitenin énde gelen nedeni olmustur ve
agr1, temel uyari isaretlerinden biridir (1). Enfeksiyon, klinik olarak belirgin olan/olmayan,
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yarigsmact metabolizma, toksinler, intraseliiler replikasyon veya antijen-antikor yaniti
nedeniylelokal hiicresel hasarlar ile sonuglanabilen, mikroorganizmalarin viicut dokularina
invazyonu ve ¢ogalmasi olarak tanimlanmaktadir (2). Diger bir deyisle enfeksiyon, bir veya
daha fazla patojenik ajanin (bakteriler, viriisler veya protozoanlar gibi) uygun bir konak¢inin
viicudunda veya lizerinde yerlesmesiyle ortaya c¢ikanhastalik durumudur(3). Bulasict
hastaliklar olarak da bilinen enfeksiyon hastaliklari, belirli enfeksiy6z ajanlarin veya bunlarin
toksik tiriinlerinin neden oldugu ve bu ajanlarin enfekte bir birey veya hayvandan duyarl bir
konaga bulasmas1 sonucu ortaya ¢ikan hastaliklar olarak tanimlanmaktadir. Bu hastaliklara
bakteriler, viriisler, mantarlar ve parazitler de dahil olmak iizere ¢esitli patojenler neden
olmaktadir(4). Enfeksiyonlar, farkli semptomlara sahip olabilir ve viicudun farkli bolgelerini
etkileyebilirler. Bu durum, ilgili patojenin viicutta olusturdugu spesifik semptomlarinabagli
olarak ¢esitlilik gostermektedir. Ornegin, HIV (insan Bagisiklik Yetmezligi Viriisii) viicudun
bagisiklik sistemini hedef alan, onu zayiflatan ve bireyleri diger enfeksiyonlara ve hastaliklara
kars1 daha duyarl hale getiren bir enfeksiyondur. Lyme hastalig1 ise enfekte kenelerin 1sirmast
yoluyla insanlara bulagsmakta ve ates, bas agrisi, yorgunluk ve karakteristik deri dokiintiisii
gibi semptomlara neden olabilmektedir (5,6).

Nasil Gelisir?

Bakteriler, viriisler, mantarlar veya parazitler gibi mikroorganizmalar viicuda girip ¢ogalmaya
basladiginda viicut i¢inde enfeksiyon gelismektedir. Tipik olarak enfekte olmus insanlarin
lokal bir bolgesinde goriilen hastalik, enfeksiyon sonucunda viicuttaki hiicreler hasar
gordiigiinde ve bir hastalifin semptomlari ortaya ¢iktiginda olusmaktadir. Enfeksiyona yanit
olarak immiin sistem harekete ge¢cmektedir. Beyaz kan hiicreleri, antikorlar ve diger
mekanizmalar viicudu yabanci patojenden korumak i¢in bir tepki olustururlar. Bu tepkiler, bir
enfeksiyon sirasinda kiginin aci hissetmesine neden olan semptomlardir. Bunlar genellikle,
ates, halsizlik, bas agrisive kizariklik gibi semptomlar olup,bu semptomlarenfeksiyonu
viicuttan atmaya ¢alisan immiin sistemin faaliyetlerinden kaynaklanmaktadi r(7).

Patojen varligina bagl olarak enfeksiyonlar ¢esitli yollarla farkli bireylere bulagarak yayilim
gostermektedirler. Mikroorganizmalar kii¢iik damlaciklar veya kiiciik aerosol pargaciklari
olarak hava yoluyla yayilabilir. Bu, enfekte bir kisi Oksiirdiiglinde, hapsirdiginda,
konustugunda veya nefes aldiginda ve digerleri kontamine havay1 soludugunda meydana
gelebilmektedir.Bu durumda enfekte kisinin Oksiirmesine veya hapsirmasina bagli olarak
solunum damlaciklarinda enfeksiy6z ajanlarin taginimi ile damlacik yayilimi bulagi
goriilebilmektedir. Mikroorganizmalar, enfekte bireylerle dogrudan temas yoluyla, kontamine
ylizeyler veya nesnelerle temas yoluyla dolayli olarak bulasabilir. Enfekte bir kisinin cildi,
mukus zarlar1 veya digkisi ile temas bulagmaya yol agabilir. Ayrica kan, idrar, tiikiiriik, anne
siitli, meni ve vajinal salgilar gibi kontamine viicut sivilariyla temas da bulagici hastaliklarin
yayilmasina neden olmaktadir (8.9). Fekal oral bulas, enfeksiydz ajanlar digki ile temas ve
ardindan oral yolla bulastiginda ortaya ¢ikmaktadir. Tuvaleti kullandiktan veya ¢ocuk bezini
degistirdikten sonra ellerin dogru sekilde yikanmamasi, kontamine sukullanimi gibi koti
hijyen uygulamalar1 nedeniyle gerceklesmektedir (10-12). Bazi bulasic1 hastaliklar,
sivrisinekler, keneler, pireler veya diger eklembacaklilar gibi vektorler araciligiyla bulasir. Bu
vektorler patojenleri enfekte bireylerden duyarli bireylere tasiyabilir ve bulastirabilir. Vektor
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kaynakli hastaliklar, 6zellikle en yoksul niifuslari orantisiz bir sekilde etkiledikleri tropikal ve
subtropikal bolgelerde onemli bir halk sagligi sorunudur. Sitma ve zika vektorel bulasin
ornekleri arasinda yer almaktadir (13-15).

Enfeksiyonlar viicutta bir dizi adimla gelismektedir. Bakteri veya viriis gibi patojenler dnce
konak hiicrelere yerleserek invazyon siirecini baslatmaktadir. Bu durum bagisiklik sistemini
tetikleyerek beyaz kan hiicrelerinin ve diger savunma mekanizmalarinin aktivasyonuna yol
acmaktadir (7). Patojenlerin viicut i¢inde yayilimi, kan dolasimi veya dogrudan hiicreden
hiicreye bulasma gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla gerceklesmektedir. Girdikleri viicut
ylizeyinde (Orn. deri, solunum yolu, bagirsak, genital sistem veya konjonktiva) lokalize
kalabilir veya belirli organlarda lokalizasyon ile iligkili olan genel enfeksiyonlara neden
olabilirler (16). Ayrica, SARS-CoV-2 gibi belirli enfeksiyonlarin kalicilig1 da incelenmektedir.
Aragtirmalar, SARS-CoV-2'nin insan viicudunda kalic1 olabilecegini ve viriisiin uzun vadeli
etkilerinin anlasilmasi i¢in bu ¢aligmalarin katkida bulundugunu goéstermektedir (17).

Mikroorganizmanin invazyon boélgesinin yakininda kalip kalmadigi veya baska bolgelere
yayilip yayilmadigr ve enfeksiyonun ne kadar siddetli oldugu cesitli faktorlere baghdir.
Bunlar; mikroorganizmanin toksin, enzim veya diger maddeleri iretip {iretmedigi,
antimikrobiyal ilaclara karsi direng gelistirip gelistirmedigi, viicudun immiin sistem
mekanizmalarin1 bloke edip edemeyecegi ve kisinin immiin sisteminin ne kadar iyi ¢alistig1
gibi faktorlerdir. Bircok hastalik yapict mikroorganizmada, neden olduklar1 hastaliklarin
siddetini artiran (viriilans) ve viicudun savunma mekanizmalarina direnmelerine yardimci
olan toksinler, enzimler gibi viicudun immiin sistemini bloke etme 6zelligine sahip yapilari
bulunmaktadir. Toksinler, baz1 bocek ilaglar1 gibi insan yapimi ya da bazi organizmalar
tarafindan {iretilenler gibi dogal olabilir. Ornegin, enfekte olmus bir yaradaki
Clostridiumtetani bakterisi tetanoza neden olan bir toksin iiretir. Bazi hastaliklara viicut
disindaki mikroorganizmalar tarafindan iiretilen toksinler neden olur. Ornegin, yiyeceklerde
yasayan stafilokok bakterileri, stafilokoklar 6ldiiriilmiis olsa bile, o yiyecek yenildiginde gida
zehirlenmesine neden olan bir toksin iiretebilir. Cogu toksin, belirli hiicrelerdeki (hedef
hiicreler) molekiillere 6zel olarak baglanan bilesenler igerir. Toksinler tetanoz, toksik sok
sendromu, botulizm, sarbon ve kolera gibi hastaliklarda merkezi bir rol oynamaktadir (18-22).
Clostridiumperfringens gibi bakteriler dokular1 pargalayan enzimler iireterek enfeksiyonun
dokulara daha hizli yayilmasini saglamaktadir. Diger bakteriler ise hiicrelere girmelerini
ve/veya hiicrelerden ge¢melerini saglayan enzimler iiretmektedir (23). Bdylece enfeksiyon
konak igerisinde immiin yanit olusana kadar geliserek ilerleme egilimi gostermektedir.

Enfeksiyon Tiirleri

Enfeksiyonlar cesitli sekillerde siniflandirilmaktadir. En yaygin simiflandirmalardan biri,
enfeksiyona neden olan mikroorganizmanin tiirline dayanmaktadir. Enfeksiyonlara neden olan
dort ana mikroorganizma tiirii bulunmaktadir: bakteriler, viriisler, mantarlar ve parazitler. Her
mikroorganizma ¢esidinin kendine 6zgii 6zellikleri vardir ve farkli tiirde enfeksiyonlara neden
olmaktadir (24,25).

Viral enfeksiyonlar

Viriis adi verilen kiiciik organizmalarin neden oldugu hastaliklardir. Bu viriisler viicuda
girebilir ve soguk alginhigi, grip, COVID-19, noroviriis, HPV ve herpessimpleks viriis dahil
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olmak tizere ¢ok ¢esitli bulasict hastaliklara neden olabilmektedir. Viriisler kiiclik bir genetik
kod parcast igermektedir. Protein ve lipid (yag) molekiillerinden olusan bir kilif (kapsid) ile
korunmaktadir. Bu kapsid icerisinde genetik materyal (DNA veya RNA) tasinmaktadir (26).
Viriisler bir konag1 enfekte eder ve kendilerini bu hiicreye baglarlar. Hiicreye girdiklerinde
genetik materyallerini serbest birakmaktadirlar. Konagin genetik materyaline viriisiin genetik
materyalinin transfekte olmasi ile virlis ¢ogalmaktadir (24,27). Bir DNA viriisiiniin genel
enfeksiyon ve replikasyon siirecinde, viral bir partikiil ilk olarak dis zarfindaki veya
kapsidindeki protein reseptorleri araciligiyla belirli bir konak¢1 hiicreye baglanir. Daha sonra
viral genom konak hiicreye yerlestirilir ve burada DNA'sim1 ¢ogaltmak i¢in konak hiicre
enzimlerini kullanir, messenger RNA (mRNA) yapmak i¢in DNA'y1 transkribe eder ve
mRNA'y1 viral proteinlere ¢evirir. Kopyalanmig DNA ve viral proteinler daha sonra tam viral
partikiiller halinde birlestirilir ve yeni viriisler konak hiicreden salinir. Baz1 durumlarda, viriis
tirevi enzimler konak hiicre zarlarin1 tahrip ederek hiicreyi Oldiiriir ve yeni viriis
parcaciklarini serbest birakir. Diger durumlarda, yeni viriis pargaciklari hiicreyi zayiflatan
ancak yok etmeyen bir tomurcuklanma siireci ile hiicreden ¢ikar(25). Tiim viriisler konak
hiicrelerini yok etmemektedir. insan papilloma viriisii (HPV) ve Epstein-Barr viriisii (EBV)
gibi bazi viriisler, hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde proliferasyona zorlayarak kansere neden
olmaktadirlar(28,29). Dolutegravir, Glecaprevir, Tenofoviralafenamidefumarate (TAF) gibi
Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onay almis antiviral
ilaclar, hastaligin semptomlarini hafifletmeye ve tedaviye yardimci olmaktadir.Viriisiin
cogalmasin1 Onleyebilir ya da viriisiin etkilerine karsi koymak i¢in konagin bagisiklik
sistemini giiclendirmektedirler. Ayni1 zamanda, kombinasyon ilaglarin uygulanmasi durumunda
insan hiicreleri i¢in toksik olabilmekte ve diger yandan viriisler antiviral ilaglara karsi direng
kazanabilmektedir.Ebola, koronaviriisler (SARS-CoV, SARS-CoV-2) gibi yeni virlislerin
ortaya c¢ikmasi, mevcut ve yeni ortaya ¢ikan viral enfeksiyonlarla miicadele etmek i¢in daha
iyi antiviral ilaglar gelistirmek {izere daha yenilik¢i stratejilere duyulan ihtiyact
vurgulamaktadir(30).

Bakteriyel enfeksiyonlar

Bakteriler tek hiicreli prokaryotik organizmalardir; yani ¢ekirdek, mitokondri veya lizozom
gibi organize i¢ zar yapilart yoktur. Genomlari, 6karyotik genomlardan ¢ok daha az proteinle
iligkili olan dairesel, ¢ift sarmalli DNA'dir. Cogu bakteri, ikili fizyon olarak bilinen bir siirecte
biiyliyerek ve iki hiicreye boliinerek ¢ogalmaktadir. Bakteriler arasinda gesitli morfolojiler
vardir, ancak en yaygin {i¢ tanesi basil (¢ubuk seklinde), kok (kiiresel) veya spirillumdur
(sarmal gubuklar). Bakteriyel enfeksiyonlar viicuda yaralar, siyriklar ve cerrahi kesiklerin yani
sira agiz ve burun yoluyla girebilen zararli bakterilerin neden oldugu hastaliklardir. Bakteriler
strep, idrar yolu enfeksiyonlari, menenjit ve tiiberkiiloz dahil olmak iizere ¢ok gesitli bulasici
hastaliklara neden olmaktadir. Bakteriyel dis ylizey, konak hiicrelerle dogrudan temas eder ve
konak dogustan gelen ve adaptif bagisiklik tepkilerini aktive eden ¢esitli antijenik bilesikleri
iceren karmasik yapilardan olusmaktadir (25,31). Sonug olarak, patojenik bakteriler, Gnemli
hayatta kalma firsatlar1 saglamak icin immiin sistemden kagmay1 saglayan cok cesitli dis
ylizey modifikasyonlar1 gelistirmistir. Gram-negatif bakteriler, immiin tanima ve
temizlenmeyi ortadan kaldirmak i¢in karmasik dis yiizey makromolekiillerini polisakkarit
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bakimindan zengin bir kapsiille kaplamaktadir. Bu kapsiiller, Escherichiacoli (E. coli),
Streptococcuspneumoniae, Haemophilusinfluenzae tip b, Neisseriameningitidis ve digerlerinin
patojenik varyantlarinin membranlarindaki daha derin yapilar1 koruyarak kompleman
aktivasyonunu smirlar ve fagositler tarafindan yakalanmay:r engellemektedir(32,33).
Bakteriyel enfeksiyonlarin semptomlari, bakterinin tiiriine ve viicudun etkilenen boliimiine
bagl olarak degiskenlik gostermektedir. Yaygin belirtiler arasinda ates, titreme, Oksiirik ve
ishal, enflamasyon, halsizlik, lokal kizariklik ve sisme yer almaktadir (31,34). Menenjit, orta
kulak iltihabi, zatiirre, tiiberkiiloz, gastrit, goz enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari, cilt
enfeksiyonlar1 ve cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar bazi bakteriyel enfeksiyon ornekleri
arasinda yer almaktadir. Genellikle bakterileri dldiirebilen veya ¢ogalmalarini engelleyebilen
ilaglar olan antibiyotiklerle tedavi edilmektedir. Tedavide kullanilan spesifik antibiyotik,
enfeksiyona neden olan bakteri tliriine baglidir. Bununla birlikte, antibiyotiklerin asir1
kullanim1 antibiyotik direncine yol agmaktadir ve bu da bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisini
zorlastirmaktadir(35).

Fungal enfeksiyonlar

Mantarlar, sert seliiloz veya kitin bazli hiicre duvarlarina sahip olan ve oncelikle sporlar
olusturarak ¢ogalan Okaryotik, heterotrofik organizmalardir. Mayalar gibi bazilar1 tek hiicreli
olmasimna ragmen mantarlarin c¢ogu c¢ok hiicrelidir. Mantar enfeksiyonlarina, mantar
sporlarinin solunmasi, kontamine gida veya su, bocek isiriklar1 veya cinsel temas yoluyla
bulasabilen zararli mantarlar neden olur. Koksidioidomikoz, histoplazmoz, kandidiyaz gibi
mantarlar enfeksiyona neden olurlar. Deri, tirnaklar, akcigerler ve cinsel organlar da dahil
olmak iizere viicudun cesitli bolgelerini etkileyebilir. Viicuda solunum, sindirim veya
kontamine yiizeylerle temas yoluyla girmektedirler (36,37). Siiperfisiyal veya subkutan
mantar enfeksiyonlarinin yaygin semptomlar1 arasinda tahris, kizariklik, kasinti, sisme ve
kabarcik olusumu yer alir (38,39). Akcigerler, beyin veya i¢ organlar gibi viicudun diger
bolgelerinde bulunan mantar enfeksiyonlari sistemik mantar enfeksiyonlaridir (40).
Mantarlarin neden oldugu hastaliklara 6rnek olarak sackiran ve histoplazmoz (yarasa veya kus
digkilariyla bulasan hafif veya siddetli olabilen bir akciger enfeksiyonu) verilebilir. Candida
cinsi mayalar, immiinsupresif veya antibiyotik tedavisi goren kisilerde vajinal mantar
enfeksiyonlar1 ve pamukcuk (bir bogaz enfeksiyonu) gibi hastaliklara neden olabilen firsatci
patojenlerdir. Antibiyotikler normalde bogazda ve vajinada bulunan bakteri popiilasyonunu
azaltarak mayanin kontrolsiiz biiylimesine izin verir (25,41). Hafif mantar enfeksiyonlar
genellikle regetesiz satilan antifungal kremler, merhemler veya spreylerle tedavi edilebilir.
Daha siddetli veya sistemik mantar enfeksiyonlari, oral, topikal veya intravendz olarak
uygulanabilen receteli antifungal ilaglar gerektirebilir. Polienler, azoller, flusitozin ve
ekinokandinler gibi antifungal ajanlar mantar tedavilerinde kullanilmaktadir (38).

Parazit enfeksiyonlart

Viicutta yasayan ve iireyen parazitlerin neden oldugu hastaliklardir. Parazitler, hayatta kalmak
icin ihtiyag duyduklar1 besinleri almak i¢in baska bir canliya (konak) ihtiya¢ duyan
organizmalardir. Parazit enfeksiyonlar1 genellikle ishal ve kusma gibi semptomlarla birlikte
bagirsak hastaliklarina neden olur. Ancak ayni zamanda kagintili deri dokiintiilerine neden
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olabilir veya beyin ya da akcigerler gibi viicudun diger bolgelerini de enfekte edebilirler.
Insanlarda enfeksiyonlara neden olan ii¢ ana parazit tiirii vardir: protozoa, helmintler ve
ektoparazitler. Protozoalar kana, bagirsak sistemine, beyine, deriye, gozlere ve viicudun diger
bolgelerine bulasabilen tek hiicreli parazitlerdir. Helmintler bagirsak sistemi, deri, beyin ve
diger dokular1 enfekte edebilen parazit solucanlardir. Ektoparazitler, deriye yuva yapan ve
orada yasayan bocekler ve araknidlerdir (6rtimcek benzeri bocekler). Bircok parazitik
protozoon ve helmint, genellikle antijenik olan, konak istilas1 ve parazitizmde rol oynayan
siradigiglikan yapilart ve glikan baglayici proteinler (GBP'ler) sentezler. Bu parazitlere deli
dana (Creutzfeldt-Jakob hastaligi) gibi hastaliklara neden olan prionlardahildir (42-44).
Plasmodium, Trichinellaspiralisgibi parazitler hastaliklara neden olmaktadir. Bir parazit
enfeksiyonunun goriinlimii ve prognozu, enfeksiyonun tiirii ve siddeti, bagisiklik sisteminin
zay1f olmasi ve standart tedavilere verilen yanit gibi ¢esitli faktorlere baghdir. Bazi1 parazit
enfeksiyonlar1 ilaglara iyi yanit verirken, digerleri uzun siire devam edebilir veya
tekrarlayabilir (25). Antiparaziter ilaclar, protozoa, helmintler ve ektoparazitler dahil olmak
iizere parazitlerin neden oldugu enfeksiyonlarin yonetimi ve tedavisinde kullanilan bir grup
ilactir. Antiparaziter ilaglar, parazitlerin neden oldugu genis bir hastalik yelpazesini kapsayan
cesitli ilag siniflarini igerir. Sitma, pndmosistis, tripanozomiyazis ve uyuz gibi hastaliklarin
tedavisinde degerli ajanlar olarak cesitli antiparazitik ilaclar tedavi amacli kullanilmaktadir
(45). Baz1 enfeksiyonlarin mikroorganizmalarin bir kombinasyonundan kaynaklanabilecegini
unutmamak &nemlidir. Ornegin, bazi solunum yolu enfeksiyonlarma hem bakteriler hem de
viriisler neden olabilir. Enfeksiyonlarin insan viicudu iizerindeki yayilimi ve etkileri, ilgili
patojenin tiiriine bagh olarak degisebilir. Enfeksiyonlarin tedavisi spesifik nedene baglidir ve
bakteriyel enfeksiyonlar i¢in antibiyotikler veya viral enfeksiyonlar icin antiviral ilaglar gibi
ilaglar icerebilir. Enfeksiyonlar1 6nlemek i¢in diizenli ve dogru el yikama, enfekte kisilerle
yakin temastan kaginma, as1 olma ve uygun gida giivenligi dnlemlerine uyma gibi iyi hijyen
uygulamalar1 gerekmektedir. Sonug olarak, genis kapsamli ¢alismalar ve kisisellestirilmis
tedaviler ile enfeksiyon bulasini ve enfektiflerin neden oldugu tahribati en aza indirmek ve
onlemek i¢in daha fazla translasyonel ve multidisipliner ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Bugiin kullandigimiz bilim ve teknoloji diin yasayan bilim insanlarinin merak ettikleri sorularin
cevaplaridir. Bilim insanlari dogal olaylarin mekanizmasini ¢ézmek igin tabiati taklit edildigi
deneysel arastirma yéntemi kullanmaktir. Deneysel arastirmalar, tabiatta olmus ya da olmasi
muhtemel olaylarin laboratuvar ortaminda kontrolli olarak ortaya konulmasina deneysel aragtirma
denir. Normal biyolojik olaylari taklit eden ve benzerlik gdésteren dlizenlemelere deneysel
modelleme denir. Deneysel aragtirmalarin temel prensibi tekrar edilebilirliktir. Deney
arastirmalarinda tekrar edilebilirlik, deney sonuglarinin zamana, mekéna ve kisiye bagl olmadan
ayni sartlar altinda yapildiginda ayni ya da benzer deney sonuglarinin tekrar Uretilebilmesidir. Ayni
sartlar altinda deney tekrar edildiginde benzer sonuglar elde edilemiyorsa deney sonuglarina
glivenirlik azalacaktir. Deneylerin tekrar edilebilmesini saglayan temel 6ge standardizasyondur.
Deneysel arastirmalarda standardizasyon deneyi uygulayan kiginin, deneyin yapildigi kosullarin,
deneyde kullanilan malzeme, alet, cihaz, ekipman, hayvanlar dahil tim unsurlarin standart
tanimlanabilir olmasi gerekir. Hayvan deneyleri planlamasinda 3R etik ilkeler gbz 6niinde tutularak
hayvan arastirmalarina alternatif olmadigi ve hayvan deneylerine duyulan ihtiyag ortaya koyulmasi
noktasina kanaat getiriimelidir. Daha sonra hayvan tirlerinin segimi ve deneylerde kullaniimak
lizere gerekli hayvan sayisinin hesaplanmasi gerekir. Deneysel prosediir uygulamalar sirasinda
ve sonrasin prosediir siddetine uygun olarak alinacak énlemler, agrinin degerlendiriimesi ve
ybnetimi, deney hayvanlarina sakinlestirici, agri kesici ve anestezi uygulanmasi, insani son
noktalarin olusturulmasi ve 6tenazi uygulamalarinin tanimlanmasi gereklidir.

Anahtar Sézciikler: Deneysel Hayvan Arastirma, Temel Prensipleri, Standardizasyon

SUMMARY

The science and technology we use today are the answers to the questions that scientists living
yesterday wondered about. Scientists use experimental research method in which nature is imitated
to unravel the mechanism of natural events. Experimental research is the controlled investigation of
events that have occurred or are likely to occur in nature in a laboratory environment. Arrangements
that mimic and resemble normal biological events are called experimental modelling. The basic
principle of experimental research is repeatability. Repeatability in experimental research is the ability
to reproduce the same or similar experimental results when done under the same conditions,
regardless of time, place or person. If similar results cannot be obtained when the experiment is
repeated under the same conditions, the reliability of the test results will decrease. The main element
that enables experiments to be repeated is standardization. In experimental research, the person
performing the standardization experiment, the conditions in which the experiment is carried out, and
all elements used in the experiment, including the materials, tools, devices, equipment and animals,
must be standard and identifiable. In planning animal experiments, the 3R ethical principles should
be taken into consideration and it should be concluded that there is no alternative to animal research
and the need for animal experiments should be demonstrated. Then, it is necessary to select the
animal species and calculate the number of animals required to be used in the experiments.
Precautions to be taken during and after experimental procedures in accordance with the severity of
the procedure, evaluation and management of pain, administration of sedatives, painkillers and
anesthesia to experimental animals, establishment of humane end points and definition of
euthanasia practices are required.

Keywords: Experimental Animal Research, Basic Principles, Standardization
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Deneysel Hayvan Arastirmalarinda Temel ilkeler

Deneysel Hayvan Arastirma Sonuglarimin Gegerliligi ve Uygulanabilirligi: Deneysel hayvan
modellerinin sonuglariin insan ve hayvan tibbindagegerli ve uygulanabilir olmasi i¢in uygun
hayvan modelinin secilmesi sarttir. Translasyonel tipta, preklinik hayvan deneyi sonuglarinin
genellestirilmesi (gecerli) ve uyarlanmasii (uygulanabilir) saglayan en temel unsur tiirler
arasindaki homolojidir. Homoloji, tiirler arasindaki morfolojik ve fizyolojik benzerligi ifade
eder. Arastirmada kullanilan hayvan modeli ile insan arasindaki evrimsel a¢idan benzerlik bu
acidan 6nemlidir.

Filogenetik olarak insan ile hayvan tiirleri arasinda biiyiik farkliliklar olsa da bazi temel
ozellikler agisindan benzerlikler vardir. Hayvan modellerinin 6nemli parametreleri homoloji,
analoji ve aslina uygunluk kavramlarmi igerir. Homoloji, ortak bicimden gelen yapisal
benzerlige sahip karsilik gelen parcalarin morfolojik kimligini ifade eder. Homolog modeller
bu nedenle genetik benzerlige sahiptir. Bir modelin homolog olarak kabul edilmesi i¢in
gereken genetik benzerlik derecesi degiskendir. Analoji, islev veya goriiniis yoniinden
benzerlik olmasina karsilik gelisimi ve genetik temeli farkli olan yapilari ifade eder
(benzerligin kalitesine ifade eder). Bu nedenle, analog benzerlikler sadece islevsel benzerlige
sahiptir. Genel olarak, hayvan modelleri bu 6zelliklerin her ikisini de gesitli derecelerde
sergiler ve bu nedenle bunlarin bir melezi olarak kabul edilebilir (1,2). Baska bir deyisle ayni
arastirma ayni modelle tekrarlanirsa ayni sonuca ulasilabilmenin bir Slgiisiidiir (gecerlilik
dlciisii). Iste bu noktadan yola ¢ikarak model hayvan ve organizma seciminde benzer
ozellikleri goz oniline alinarak, deney sonuglar1 gecgerliligi ve uygula bilirligi hedeflenmelidir
(Sekil 1). Translasyonel tipta arastirmacilarinin, deney hayvani arastirma tasarimi yaparken
deney sonuclarinin insanlarda gecerli ve uygulanabilir olmasi acisindan filogenetik
siniflandirmada insana yakin bir model hayvan se¢mesi dogru yaklasimdir. Bununla beraber,
model hayvan se¢iminde arastirma sorusunun 6zelligine gore en uygun hayvan tiirii ve soyu
se¢ilmelidir. Ayrica insanin yasam donemi uygun model hayvan yasam donemini ile aragtirma
sorusunun ¢iktig1 insan yasam donemini taklit etmesi, lizerinde durulmas: gereken diger bir
konudur. Deney hayvani indiiksiyon veya uygulama siiresini belirlemede, insan yagsam dénem
stiresi ile deney hayvanin ayni doneminin siiresinin arasinda yapilan korelasyonu ile deney
uygulama siiresi belirlenmelidir. Hayvan modelinden elde edilen deney sonuglarinin insanlara
uyarlanmasinda model hayvandaki indiiksiyon ile ortaya ¢ikan patofizyolojik degisiklerin,
insanda gercek hastaligin gerceklestigi patofizyolojik degisikleri c¢ok iyi taklit etmesi
sonucunda yiiksek model uyumu gereklidir. Arastirmacilar, hayvan modeli se¢iminde
aragtirma sorusunu ayrintili diigiiniip olgunlastirarak deneysel modele karar vermelidir. Model
hayvan se¢im sonuglarin gegerliligi tizerinde en etkili unsurdur (2,3).

Deneysel Hayvan Arastirmalarinda Standardizasyon Onemi: Deneysel arastirma yodntemleri
icinde hayvan modellerinin 6zel bir yeri ve énemi vardir. Bugiinkii modern insan ve hayvan
tibbin gelismesinde deneysel hayvan modelleri sonuglariin katkist ¢ok biiyiiktiir. Deneysel
arastirmalarin temel prensibi tekrar edilebilirliktir. Deney arastirmalarinda tekrar edilebilirlik,
deney sonuclarinin zamana, mekana ve kisiye bagli olmadan ayni sartlar altinda yapildiginda
ayni ya da benzer deney sonuglarinin tekrar iiretilebilmesidir. Ayni sartlar altinda deney tekrar
edildiginde benzer sonuclar elde edilemiyorsa deney sonuclarina gilivenirlik azalacaktir. Deney-
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lerin tekrar edilebilmesini saglayan temel 6ge standardizasyondur. Deneysel arastirmalarda
standardizasyon deneyi uygulayan kisinin, deneyin yapildigi kosullarin, deneyde kullanilan
malzeme, alet, cihaz, hayvanlar da dahil tlim unsurlarin standart tanimlanabilir olmasidir (1,4).

Uygun Hayvan Secimi
Hayvan Modeli Gecerliligi
Guvenilirlik / Tekrar edilebilir

Gegerli / Uygulanabilir Deney Sonucu

Sekil 1. Deneysel Hayvan Modellerinde Gegerlilik/ Uygulanabilirlik

Deneysel Hayvan Arastirmalarinda Temel Etik Kurallar: Deneysel hayvan model se¢imi
yapilirken hayvan deneyleri etik kurallarinin mutlaka g6z oniline alinmas1 gerekir. Hayvan
deneyleri temel etik kurallar1 1959 yilinda Russel ve Burch’in ortaya koydugu “3R” ilkesine
dayanir. Daha sonra bu 3R kuralina bir “R” daha ilave edilerek 3R+R kurali hayvan deneyleri
temel etik kurallar1 ortaya koyulmustur. 3R+R kurallar1 Ingilizcedeki Replacement,
Reduction, Refinement ve Responsibility kelimelerinin ilk harfleri kisaltilmalarini ifade eder.
Replacement, deneysel arastirmalarda hayvan yerine alternatif deneysel yoOntemler olan
bilgisayar modelleri, hiicre kiltiirii, doku kiiltiirleri, tek hiicreliler, omurgasizlar, yapay
organlar, matematik ve bilgisayar modelleri gibi invitro modellerin kullanilmasina oncelik
verilmesi kuralidir. Hayvan deneyleri planlamasinda 3R etik ilkeler gz oniinde tutularak
hayvan arastirmalarina alternatif olmadigi ve hayvan deneylerine duyulan ihtiya¢ ortaya
koyulmas1 noktasina kanaat getirilmelidir (5). Tim deney hayvani proje ve arastirmalarinda
bu kuralla degerlendirilir. Eger ayni arastirma sorusunun cevaplanmasinda alternatif bir
yontem var ise hayvan kullanimina kesinlikle izin verilmez. Reduction kurali birinci kurali
yani aragtirma sorusunun cevaplanmasinda alternatif yontem yetersiz kaldigi sonucu ulasilirsa
hayvan kullanimina izin verir Hayvan kullanilmasi zorunlu oldugu c¢alismalar i¢in en az
hayvan kullanilarak aragtirmanin yapilmasi kuralidir. En az hayvan kullanmak i¢in modeldeki
prosediiriin model basarist veya etki Olciisii hesaplanarak hayvan sayisi tespit edilmektedir.
Refinement kurali, hayvan deneylerinin prosediirlerin en az agri, ac1 ve istirap verecek
prosediirler tercih edilmeli ve hayvanlarda uygulanan prosediirlerin iyilestirilmesi ve hayvan
refahin1 gozeterek en uygun yontemin secilmesi kuralidir. 3R kuralina daha sonra katilan
dordiincii kural responsibility, hayvan deneyi yiiritiiciilerinin sorumluluklarini yerine
getirmesi kuralidir (6). Bu 4R kurali hayvan deneylerinin temel etik kurallarimi
olusturmaktadir. Deneysel hayvan arastirma yiiriitiiciilerinin, 4R kurallarinin algoritmasi
cercevesinde hayvan modeli se¢meli ve tasarim yapmalidir.

Deneysel Arastirma Modelleri: Tabiatta olmus ya da olmast muhtemel olaylarin laboratuvar
sartlarinda kontrollii olarak ortaya konulmasina deneysel arastirma denir. Deneysel
arastirmalar standart tanimlanabilir sartlar altinda tekrarlandiginda zamana, mekana ve
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arastirmaciya bagli olmaksizin ayni1 sonuca ulasilan arastirmalardir Dogal normal biyolojik
olaylara benzerlik gosteren diizenlemelere deneysel arastirma modeller denir (Sekil 2).

p
Deneysel Hayvan Modelleri;

Fare, Sigcan, Kobay, Hamster,
Gerbil, Tavsan, - Domuz, Insan
leayan Primat

inVivo Modeller

-~
Model Organizmalar;
Deneysel Maya,Kurbaga,Zebra balig

Arastirma Nematot,Drozofila
.

Modelleri

-Hicre ve doku
kaltlrleri,Yapay Organlar,
Matematik ve Bilgisayar
modelleri, Bioyopsi
materyali

in Vitro Modeller

Sekil 2. Deneysel Aragtirma Modelleri

Deneysel aragtirma modellerini genel olarak in vivo ve in vitro deneysel modeller olmak
lizere iki grupta toplanabilir. In vivo modeller, model hayvanlar ve model organizmalar olmak
iizere iki ayrilir. Deneysel hayvan modelleri, modele temel olusturacak hastalik ya da
patolojinin, ger¢ek goriilenlere etiyolojik, patolojik ve semptomatik olarak benzemesi gerekir.
Tiim deneysel hayvan modelleri kullanilmasi i¢in hayvan deneyleri etik kurulunun izin
vermesi gerekir iken model organizmalarin kullanimi igin etik kurul iznine tabi degildir. In
vitro modeller de deney hayvani yerine kullanilabilecek alternatif yontemler hiicre ve doku
kiiltiirleri, yapay organlar, organoidler, matematik ve bilgisayar modelleri, biyopsi materyali
olup ve etik kurul iznine tabi degildir (3).

Deneysel Hayvan Modelleri

Hayvan modelleri, modern tibbin bir¢cok basarisinin merkezinde yer almis ve insan fizyolojisi,
anatomisi, biyokimyasi gibi alanlardaki temel bilgilerin elde edilmesinde hayvan modelleri
cok Onemli katkida bulunmustur. Hayvan modelleri temel, cerrahi ve dahili bilimlerin
gelismesinde c¢ok Onemli roller oynamustir. Translasyonel tip arastirmalarinda deneysel
hayvan modellerinin sonuglar1 cok degerlidir (7). Insan hastaliklarinin taklit eden onun yerine
kullanilabilecek alternatif modeller ne yazik ki ¢ok sinirhidir. Memeli hayvanlar ve Insan
arasindaki dikkate deger anatomik ve fizyolojik benzerlikleri tip arastirmalarinda tercih sebebi
olmaktadir. insanlar ve memeli hayvanlar modelleri biyolojik 6zellikler yoniinden birbirine
oldukca benzer 6zellikleri oldugu i¢in arastirmalarda avantaj saglar. Memeli hayvanlarin ve
insanlar arasindaki yapisal benzerlikler arastirma sonuglarinin gegerliligi agisindan énemlidir.
Deneysel hayvan sonuglarinin insanlarda deney sonuglarinin gegerli ve uygulanabilir olmasi
icin filogenetik olarak insana yakin hayvanlarin secilmesi gerekir. Arastirmacinin hipotezi ve
arastirma sorusuna gore hayvan modeli secilirken ayni zamanda translasyonel tip agisindan
uygulanabilir ve gecerli bir hayvan modeli se¢mek gereklidir. Arastirmaci arastirma
sorusunun Ozelligine gore model organizmalart ve diger alternatif yontemi tercih edebilir.
Bilimsel arastirma ozgiirlik kisitlamadan temel hayvan deneyleri etik kurallarina bagh
kalarak deneysel modeline karar verilmelidir. Bunula beraber arastirmaci deney sonuglarini
insanda kullanmak istiyor ise filogenetik sistematikte insana yakin olan hayvan modeli
se¢melidir (7).
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Deneysel hayvan modelinin se¢imi siirecinde kullanilacak model ile elde edilecek sonuglarin
gecerliligi, uygulanabilirligi ve etik onay siirecini kisacasi tiim deneyi etkileyecek bir karar
verme siireci oldugunu asla unutmamalidir. Bu siireci iinlii diistintir Konfligyiis’iin su sozi ile
aciklamak daha dogru olacaktir. Konfiicyiis “Ne aradigint bilmeyen buldugunu anlayamaz”
diyerek neyi-nerede-nasil arayacagimizi bilememizin 6nemli olduguna isaret etmektedir. Genel
olarak deneysel hayvan modeller(Poyraz O, 2000; Yilmaz O, 2021)ini 4 grupta toplamak
miimkiindiir(4). Insan hastaliklarmin deneysel hayvan modellerini spontan (kendiliginden
gelisen) modeller, negatif modeller, olas1 modeller ve indiiklenmis (uyarilmis) modeller olmak
lizere dort gurupta toplanir. Spontan modeller, genetik nedenlerle kendiliginden gelisen ve
insanlardaki hastaliga benzer patoloji ve belirtiler-semptomlara benzerlik gosteren modellerdir
(bu tip modeller inbred ve outbredsoylarda). Negatif modeller, belirli bir hastalifin kesinlikle
gelismedigi hayvan tiir, irki veya soylardir. Belirli bir hastalik veya tepkinin sekillenmemesinin
arastirihip ¢ozlilmesinde bilimsel anlamda biiyiik yararlar saglar. Olas1 Modeller: Modele esas
teskil eden hastalik ilk 6nce hayvanlarda goriilmiis ve tanimlanmstir. Daha sonra insanlarda da
tanimlanmasina calistlan modellerdir. Indiiklenmis (uyarilmis) modeller, cerrahi ydntem, kimyasal,
fiziksel ve biyolojik aktivitesi olan maddelerin hayvanlara verilmesiyle belirli bir hastalik veya
bozukluk olusturulan modellerdir. Modele temel olusturacak hastalik ya da patolojinin, modelin
olustugu organizmada olusan patolojinin ger¢ek goriilenlere etiyolojik, patolojik ve semptomatik
olarak benzemesi gerekir. Transgenik hayvanlarda bir indiiklenmis hayvan modelleridir (8,9).

Enfeksiyon hastaliklari, toplumu tedirgin eden hastalik etkeni 6zelligine gore cok ciddi
sonuglar1 olan hastaliklardir. Enfeksiyon hastaliklar1 bakteri, virlis, mantar ve parazit gibi
farkli etkenler ile gelistigi i¢in olusan hastalik tablosunun ¢ok bilinmeyen sorularinin olmasi,
farkl1 deneysel modellerin kullanilmasint  zorunlu kilmaktadir. Arastirmacilar  her
enfeksiyonun patogenez dzelliklerini, bulasma, tedavi ve koruyucu ajanlarini arastirmak i¢in
arastirma sorusu ve hipoteze uygun olan in vitro ve in vivo deneysel modeller tercih etmeleri
gerekir. In vivo deneysel enfeksiyon modelleri i¢in laboratuvar model organizmalar (sirke
sinegi, nematot, ve diger), laboratuvar hayvan modelleri (fare, si¢an, tavsan) ve biiyilk memeli
enfeksiyon hayvan modelleri (kdpek, domuz, primatlar) gerektikge kullanmak zorunda
kalmaktadirlar. Bunun yaninda arastirma sorusuna gore in vitro modeller olarak hiicre ve doku
kiiltiirli, yapay organlar, matematik ve bilgisayar modelleri kullanilmaktadir.

Deneysel Hayvan Modeli Seciminde Kriterleri Kararlar

Her yil diinya genelinde milyonlarca hayvan kullanilmaktadir (10). Deneysel hayvan
arastirmalarinda hayvan modeli se¢iminde temel Olgiit arastirmacinin hipotezine, aragtirma
sorusuna ve beklentilerini karsilamasi olarak kabul edilmelidir. Segilen hayvan tiirii, soyu,
yas, cinsiyet, agiliklarinin modelin olusturulmasina neden olan hastalig1 goriildiigli alemi en
dogru yansitmali, hastaligin klinige uygun olarak yavru, geng, eriskin veya yash hayvan
secmek en kritik 6zelligini olusturur ve bu durum elde edilen sonuglarin giivenirligi ve
gecerliligi acisinda da onemlidir. Segilen tiir ya da soyun incelenecek maddeye duyarlilik,
tercih edilen hayvanin genetik ve mikrobiyolojik standardizasyonu, beden biiylikliigii ve
maniiplasyon-operasyon kolaylig1 (kan, doku yeterliligi), maliyet, etik ilkeler (6ncelik kiiclik
ciisseli hayvanlar) ve segilen tiiriin barinma, besleme ve yetistirme imkanlar1 olmas1 gerekir.
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Secilen hayvan tiirlinde tiim uygulamalarin i¢in uygun oldugu goézden gecirilmesi gerekir.
Hayvan modeli se¢imi i¢in ¢evre standartlar1 kontrol etmek 6nemlidir. Uygun saglik standart
veya mikrobiyolojik durumu goz Oniine almak, bu konuda ¢alisan personelin yeterince egitim
ve is tecriibesine sahip olmalidir (teknisyen, veteriner hekim, miihendis, lojistik destek vb.
personel) ,tedarikgilerle siki isbirligi (hayvan, malzeme, ekipman, servis) , deneme Oncesi
uygulamalar ve alt yapisinin olusturulmasi, deneme gruplarmin homojenite ¢ok yiiksek
secilmeli (yas, agilik, genetik olarak homojen),ilk denemeler karmasik gruplar yerine basit
karsilastirabilir gruplardan kurulmalidir, hayvan alistirma uygun mizag, anestezi yontemini
belirleme, O&tenazi yontemi belirleme, istatistiksel yontemin belirlenmesi, deney
uygulanmasinda ortaya c¢ikabilecek biyolojik ve c¢evresel riskler (biyolojik, niikleer
vb.),deneyde izlenecek saglik parametreleri (gerekli alt yapiyr hazirlamak igin gereklidir),
laboratuvar hayvanciligi alt yapi sorunlarinin giderilmesi (uygun kateter, respirator,
vb.),ulusal ve uluslararasi yasal diizenleme ve etik uygulamalar (1,2,11).

Deneysel hayvan arastirma tasariminda énemli noktalar

1. Aragtirma sorusunun veya klinikte karsilagilan sorunun tanimlanmasi,

2. Proje arastirma ekibinin olusturulmasi,

3. Gerekirse en az hayvan ve uygun hayvan modeli bulunmasi i¢in 6n ¢alisma,
4. Hayvan manuplasyon tecriibesi ve prosediirii standart olusturulmasi,

5. Degerlendirme yontemlerinin belirlenmesi (biyokimyasal, histopataloji vb.),
6. Sonuglarin yorumlanmasi ve literatiire katki (interdsipliner bir yaklasimla),

7. Deney sonuglarmin gecerliligi ve uygula bilirligi,

Deneysel Model Hayvan Se¢imi Kriterleri
* Hayvan tiirii/tipi se¢imi
* Yas, cinsiyet, agirlik (klinige uygun olarak yavru, geng, eriskin, yasli)
« Incelenecek maddeye duyarlilik
* Elde edilen sonuglarin giivenirligi ve gecerliligi
* Tercih edilen hayvanin genetik ve mikrobiyolojik standardizasyonu
* Beden biiyiikliigli ve maniipilasyon-operasyon kolaylig1 (kan, doku yeterliligi)
* Maliyet
* Etik ilkeler (6ncelik kii¢lik hayvan)
* Secilen tiiriin barinma, besleme ve yetistirme imkanlar1 olmasi
* Egitilmis personel (hayvan bakici, teknisyen veteriner hekim)
* Deneme Oncesi uygulamalar ve alt yapisinin olusturulmasi
o Deneme gruplarinin homojenite ¢ok yiiksek secilmeli (yas, agirlik, genetik vb.)

o Deneme basit karsilastirabilir gruplardan kurulmalidir

O

Deneme hayvan ¢alismaya uygun mizagta olmalidir

Deneme hayvan uygun anestezi yontemini belirleme

O

Deneme hayvanina gore 6tenazi yontemi belirleme

O
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*Deneysel hayvan arastirmasina uygun istatistiksel yontemin belirlenmesi

*Deneme sonucu ortaya ¢ikabilecek biyolojik ve ¢evresel riskler (biyolojik, niikleer vb.)
*Deneyde izlenecek saglik parametreleri (gerekli alt yapiy1 hazirlamak icin gereklidir)
*Deneme hayvan tiirii uygun uygun kateter, respirator gibi ekipmanlarin bulunmasi

*Ulusal/Uluslararas1 yasal diizenleme ve hayvan arastirma etik uygulamalar

Deneysel hayvan arastirma tasariminda yapilirken, proje personeli, deney hayvan
kullaniminin gerekgeleri ve segilen tiirlin uygunlugu, hayvanlarin temini ve barindirma
bilgileri detay proje bilgilerinde verilmelidir. Ayrica hayvanlarda anestezi ve analjezi,
deneylerin sonlandirilmasi, G6tenazi, deney sirasinda veya sonrasinda ortaya gikabilecek
biyolojik ve cevresel risk faktorleri, deney hayvaninda izlenecek olasi saglik parametre
ayrintili olarak diisiintilmeli ve ilgi etik kurula bildirilmelidir (12).

Enfeksiyon hastaliklarinda olusum mekanizmasina bakildiginda son derece karmasiktir. Bu
nedenle ideal bir deneysel enfeksiyon modelli bulmak ¢cogu zaman miimkiin degildir. Bu yonii
ile insanlardaki gercek goriilen hastalifin tiim belirtilerini ve olusum mekanizmasini
hayvanlarda ¢ogu zaman goriilemeyebilir. Bu yiizden belirtilerin bazilarin deneysel modelde
gormek bile yeterli olacaktir. Enfeksiyon ajanlarinin hastalik olusturma yetenekleri ve konakgi
duyarhig1 goz oniine alindiginda tiirler arasinda temel bariz farkliliklar gdstermektedir. Ideal
enfeksiyon hayvan modellerinde insanlarda goriilen enfeksiyon klinik ve laboratuvar
sonuglari ile taklit etmesi beklenir. Ne yazik ki tiirlerin arasinda temel fizyolojik, immiinolojik
ve tire 0zgii farkliliklardan dolay:1 birebir taklit edebilen bir hayvan modeli ile ¢alismak
olduk¢a zordur. Bu nedenle enfeksiyon hastalik arastirmalarinda aragtirmacilarin ihtiyaglar
dogrultusunda farkli in vitro ve in vivo ¢ok sayida deneysel enfeksiyon modelleri kullanmay1
zorunlu kilmustir. in vitro modeller olarak matematik ve bilgisayar modellerinde (insiliko),
izole proteinler ve niikleik asitler, genetik olarak homojen hiicre hatlari, insan hastalardan
veya hayvanlardan elde edilen materyaller, kiiltlirde biiyliyen organoidlerden ve hasta
biyopsileri materyali gibi alternatif deneysel yontemler kullanilmaktadir. Alternatif yontemler
yetersiz kaldig1 durumlarda ise in vivo deneysel kanser modelleri olan model organizmalar
maya, kurbaga (Xenopuslaevis), nematod (Caenorhabditiselegans, sirke sinegi
(Drosophilamelanogaster), zebra baligi (Daniorerio)model hayvanlar fare, sigcan, tavsan,
kopek, pirimat, transgenik domuz kullanilmaktadir (1).

Insan ve hayvan enfeksiyon hastaliklarin ¢cok asamali (biyolojik etkenin bulasma, yerlesimi,
cogalmasi ve hastalik olusturma) gelisimini taklit eden temel deneysel modeller (model
hayvanlar) hastaligin patogenezinin karmasikligini rasyonalize etmek mekanizmasini
aydinlatmak i¢in 6nemli katki saglamaktadir. Diger deneysel modeller model organizmalar ve
in vitro deneysel modelleri tiim enfeksiyon siirecini taklit etmezler fakat ilag ve as1 gelistirme
stireclerinde kullanilmaktadir. Deneysel hayvan modelleri insan enfeksiyonlarina kars ilag ve
as1 gelistirilmesinde de preklinik aragtirmasinda kullanilan degerli temel aragtirma yontemidir.
Farklt enfeksiyon hayvan modellerinden elde edilen bilgiler enfeksiyon hataliklarin
patogenezi ve korunmasinda hakkinda fikir edinmemizi saglamistir. Giiniimiizde enfeksiyon
ajanlarina karst duyarliligin arttirilmasi i¢in insanlastirilmig hayvan modelleri iizerinde
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calismalar yogunlagsmistir. Bunun en son 6rnegini SARS-CoV-2 viriisiine kars1 gelistirilen
duyarli fare modeli verilebilir. Enfeksiyon hastaliklarla ilgili temel ve klinik 6ncesi ¢alismalar
icin geleneksel hayvan modellerinin yaninda trangenik hayvan modelleri kullaniminin
onemide giin gectikce artmaktadir. Model organizmalarinin ve model hayvanlarinin,
enfeksiyon hastaliklarin arastirma modelleri olarak 6nemli ve tamamlayici rolleri vardir.
Genetigi degistirilmis hayvan modelleri ila¢ ve as1 gelistirilmesi deneylerinde son yillarda
yogun olarak kullanilmaktadir. Enfeksiyon hastalik arastirmalarinda biyolojik ajanlarin insan
ve cevre sagligl giivenligi acisindan goz Oniinde tutularak deneysel model seg¢imi, tesisi
altyapisi yeterliliklerine gore degismekte ve belirlenmektedir.

Sonug olarak hayvan deneyleri planlamasinda 3R etik ilkeler goz Oniinde tutularak hayvan
arastirmalarina alternatif olmadig1 ve hayvan deneylerine duyulan ihtiya¢ ortaya koyulmasi
noktasina kanaat getirilmelidir. Daha sonra hayvan tiirlerinin se¢imi ve deneylerde kullanilmak
tizere gerekli hayvan sayisinin hesaplanmasi gerekir. Deneysel prosediir uygulamalar sirasinda
ve sonrasin prosediir siddetine uygun olarak alinacak onlemler, agrinin degerlendirilmesi ve
yonetimi, deney hayvanlarina sakinlestirici, agr1 kesici ve anestezi uygulanmasi, insani son
noktalarm olusturulmasi ve 6tenazi uygulamalarinin tanimlanmasi gereklidir.
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insan sagligini ilgilendiren deneysel ¢alismalar, insan (izerinde denenmeden invitro kosullarda ve
sonrasinda hayvan deneylerinde gerceklestirilerek kanit elde edilmesi gerekir. Bu amacla uzun
stredir hayvanlarin kullanildigi, saglik hastalikla ilgili alanlarda deneyler yapilmaktadir. Bu
deneylerde denemenin etkisinin incelenmesi icin genellikle hayvanlarin yasamina son
verilmektedir. Bu nedenle bu c¢alismalarin planlama asamasindan itibaren O6zenli sekilde
ydrdtilmelidir. Bu ¢alismalarin ylirtitilmesi igin bilgi birikimini dikkate almak, klavuzlara ve yasal
dlizenlemelere uymak, calismalarin tasarim ve analizlerinin dogru yapilandiriimasi 6nemilidir.
Hayvan deneyi ¢alismalarinda tasarim ve analiz, deneysel ¢alismalarin ilkelerine ve biyoistatistik
biliminin temel kurallarina uyularak gergeklestirimelidir. Bu yazida infeksiyon hastaliklari hayvan
deneyi calismalarinda da uyulmasi gereken hayvan deneyi calismalari icin tasarim ve analize
ybnelik genel ilkeler aciklanmistir.

Anahtar Sézciikler: Hayvan deneyi, tasarim, analiz

SUMMARY

Experimental studies concerning human health must be conducted in vitro and subsequently in
animal experiments to obtain evidence, before testing on humans. For this purpose, experiments
using animals have long been conducted in health and disease-related fields. In these
experiments, the animals are often killed to examine the effects of the experiment. Therefore,
these studies must be conducted meticulously from the planning stage onward. Considering the
accumulated knowledge, adhering to guidelines and legal regulations, and correctly structuring
the study design and analysis are crucial for conducting these studies. Design and analysis in
animal experimental studies should be conducted in accordance with the principles of
experimental studies and the fundamental principles of biostatistics. This article describes the
general principles for design and analysis in animal experimental studies, which should also be
followed in infectious disease animal experimental studies.

Keywords: Animal experiments,design,analysis

“Hayvan deneyleri, saglik ve hastaliklarla ilgili alanlarda ¢alismalar yapmak i¢in hayvanlarin
kullanildig1 deneylerdir.” Hayvan deneyleri arastirmalarindan elde edilen sonuclar, insanda
hastalik ve saglikla ilgili olaylarin fizyolojik, patolojik mekanizmalarinin anlasilmasina 151k
tutarken ayrica hastalikla ilgili tedavi yontemlerinin gelistirilmesine, ilag ve kimyasallarin
giivenirlik testlerinin gerceklestirilmesine katki saglar.
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Deneysel Hayvan Calismalarinda temel ilkeler

Hayvanlar, insan sagligini ilgilendiren hastaliklarla ilgili tani, tedavi ve saglik egitimlerinde
denek olarak uzun siiredir kullanilmaktadir. insan ve hayvan refahma katkisi olabilecek,
gerceklesme olasiligr yiiksek bilimsel hedeflerin varliginda, gerceklesme siireci uzun siire
ongoriilse bile alternatif bir yontemin olmadigi durumlarda, hayvanlar {izerinde deneysel
calismalarin yapilabilecegi bildirilmistir (1). Bulasic1 hastaliklarin bulas yollarinin belirlen-
mesi ve etiyopatolojisinin aydinlatilmasi i¢in 19. yy’dan itibaren hayvanlarin deneylerde
kullanildig1 bilinmektedir. Son yilizyildan bu yana, infeksiyon hastalik etiyopatolojisinin
aydinlatilmas1 haricinde; mikroorganizmalarin virulans etkilerinin konakta ve infeksiyondaki
roliinlin belirlenmesi, antimikrobiyal ajanlarin denenmesi, bakteriosidal etkinliklerinin ve
antibiyobitik sonrasi etkilerin saptanmasi i¢in hayvan deneyleri gergeklestirilmektedir. Bu
konuda en 6nemli 6rneklerden birisi penisilin kesfinde hayvanlarin kullanilmasidir; Fleming
(1928), Penisilinin kesfi i¢in, streptokok ile enfekte farelere penisilin vererek yaptigi hayvan
deneyi caligmasi ile bulasici hastaliklarin tedavisinde énemli bir bulus yapmustir (2). Tarihsel
stirecte tiiberkiiloz tedavisi, kuduz, menenjit ve c¢ocuk felci asilarmin gelistirilmesi gibi
bulasici hastaliklarla ilgili hayvanlarin kullanildigr pek ¢ok Onemli ¢alisma bulunur (3).
Infeksiyon hastaliklarinin &nemli alani olan as1 gelistirme ¢alismalar1 hayvan denemeleri
gerceklestirilmeden insanlara uygulanmasi miimkiin olmayan ¢aligsmalardir.

Infeksiyon hastaliklar1 alanindaki hayvan modelleri ile gergeklestirilen deneysel calismalarda ve
hayvanlarmn kullanildig1 diger deneysel calismalarda, aragtirma amacl olsa da tiim 6nlemlere
ragmen hayvanlar ac1 ¢ekmekte ve deney sonunda genellikle 6liim sonrasi incelemeler icin
yasami sonlandirilmaktadir. Bu nedenle hayvan deneyi ¢aligmalarinda 1950°1i yillardan sonra
etik diizenlemeleri iceren kurallar gelistirilmistir. infeksiyon hastaliklarini ilgilendiren deneysel
calismalarda da bu kurallara uyulmalidir. Giiniimiizde hayvan deneyi c¢alismalari i¢in referans
olusturan hayvan deneyi-etik konusunun temellerini Ozetleyen 3R kuralinin “reduction,
refinement ve replacement” agiklandigi kitap 1959 yilinda yayinlanmustir (4).

Reduction (azaltmak) ilkesi; deneylerde miimkiin olan en az sayida hayvan kullanarak
giivenilir veri elde etmek ve amagtaki hipotezleri test edebilmek olarak tanimlanir. Bu ilkenin
dogru uygulanabilmesi, hayvan deneyinin tasariminin iyi yapilandirilmasi ve tasarim igin
optimal drnek biiyiikliigiiniin hesaplanmasi ile miimkiin olabilir. Infeksiyon hayvan modelleri
ile gerceklestirilen caligmalar i¢in de gecerlidir. Refinement; deneyde zorunlu olarak
kullanilacak hayvanlar iizerinde uygulanan insanlik dis1 islemlerin, siddet ve insidansini
azaltmasidir. Islemlerin sikhig1 icin, tekrarli denemeler varsa minimum tekrar sayisimnin
belirlenmesinde biyoistatistik yontemlerden yararlanilir. Replacement ilkesinde, hayvan
deneyi yerine doku ve organ kiiltlirleri, tek hiicreliler, omurgasiz hayvanlar, embriyonlu
yumurta gibi biyolojik deneme Onermeleri ve matematik modeller, istatistik yaklagimlar,
bilgisayar uygulamalari, veri bankalari, egitimde yapay modeller gibi alternatif ¢oziimlerin
kullanilmasini 6nerilir.

“Hayvan Deneyleri Etik Yasas1” CIOMS tarafindan 1984’de yaymlamistir. Avrupa Birligi
(AB) 86/609/EEC sayili “Deney ve Diger Bilimsel Amaclhh Kullanilan Hayvanlarin
Korunmasina Iliskin Konsey Direktif” 1986 da yiiriirliige girmistir (5). Etik yasada hayvan
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deneyinin yapilabilmesi i¢in matematik istatistik modeller ve invitro denemelerle deneyin
gerekliliginin kanitlanmasini kosul vardir.

Ulkemizdeki hayvan deneyleri ile ilgili “Hayvan Deneyleri Etik Kurullarinin Caligma Usul ve
Esaslarina Dair Yonetmelik” 2006’da yiiriirliige girmis ve iki kez revize edilmistir (6). Ulusal
yonetmelikte de deneylerde hayvan sayisinin azaltilmasi, alternatif yontemlerle matematik-
informatik modellerin gerekliliginden s6z edilmektedir. Hayvan deneylerinin yiiriitiilmesi ve
raporlanmasi ile ilgili klavuzlarda bulunmaktadir. En 6nemlisi ve arastirmacilarin géziinde
bulundurmasi gereken klavuz olan ARRIVE’de (Animals in Research: Reporting In Vivo
Experiments) 20 madde bulunmaktadir ve deneyde kullanilan hayvanlarin 6zelliklerini,
sayilarini, deneysel tasarimi, biyoistatistik ve tiim analitik yontemleri bildirilmektedir (7). Etik
tartismalara ragmen; insan ve hayvan refahina katkisi olabilecek, gerceklesme olasilig1 yiiksek
bilimsel hedeflerin varliginda, alternatif bir yontem bulunmadiginda hayvanlar {izerinde
deneysel ¢alismalar yapilabilecegi bildirilmistir (8).

Infeksiyon hastaliklar1 alaninda son 60 yil icinde 1000’den fazla hayvan modeli gelistirilmistir
(9). Farede peritonit, sigcanda ¢ekal ligasyon ile peritonit, fare ve siganda intraabdominal abse,
fare yabanci cisim peritonit, si¢an, tavsan, kopekte osteomiyelit, fare, hamster, sicanda artrit
fare, sigan, tavslan, kobay, kopekte pnomoni, tavsanda endokardit, fare ve si¢anda iiriner
sistem infeksiyon, sigan, tavsanda menenjit modeli bakteriyolojik infeksiyon modellerine
ornektir. Yasal ve etik diizenlemeler goz oniine alinarak omurgasizlarin infeksiyon modelleri
icin kullanimi giindeme gelmistir. Ornegin; Galleria mellonella, antibiyotiklere direngli
bakteriler, mantar kdkenleri ile ilgili modeller i¢in kullanilmistir (10-12).

Infeksiyon hayvan modeli gelistirildikten sonra konak duyarliligimi ya da mikroorganizma
virulansin1 degistiren maddeler veya tedavi protokollerinin uygulandigi diger arastirma
gruplar genellikle deney prosediiriinde yer almaktadir. Tedavi protokolleri farkli doz gruplari
seklinde denemede sinanabilmektedir. Ayrica kontrol grubu da deney dizayninda bulunur. Bu
durumda infeksiyon hastaliklar1 alaninda hayvan deneylerinde de genellikle faktor olarak
incelenen “grup” degiskeni li¢ ve lizeri grup icermektedir. Daha az sayida deneme planinda
iki grup yer almaktadir. Grup sayis1 planlama asamasinda gruplarda yer alacak hayvan “n”
sayisinin belirlenmesi ve deneme sonunda elde edilen verinin analiz yonteminin se¢imi i¢in

Onemlidir.

Infeksiyon hayvan modellerinin olusturuldugu hayvan deneyleri dncelikle modelin gelistirilip
gelistirilemedigini test etmek i¢in sonrasinda ise bu modellerin ve tedavi-ast modalitelerinin
etkinliklerini test etmek i¢in tasarlanir. Hipotezler farkli olusturulabilir. Ornegin yeni as1 veya
antibiyoterapinin, bilinen tedavi veya koruma onlemlerinden daha etkili oldugu hipotezi test
edilebilir veya bir doz-cevap egrisini tahmin etmek seklinde planlanabilir. Hipotezler
gerceklestirilmek istenen temel amaci kanitlamak icin kurgulanir. Hipotezlerle deneyde
kullanilacak hayvan sayisinin hesaplanmasi, i¢in test edilecek analiz yontemleri de belirlenir.
Ornegin; deney ve kontrol grubu arasinda ortalamalarin farki veya oranm farki gibi iki grup
icin planlama ya da 3 ve {izeri grupta fark aranabilir. Hayvan deneyi ¢aligmalarinin dizayninda
hipotezleri test edilmesine olanak tantyacak optimal hayvan sayini belirlemek ve hipotezlere
uygun en az Ornek biiyiikliigli ile hayvan deneyi planlanmasinin 6nemi bildirilmektedir (13).
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Hayvan deneyleri i¢in uyulmasi gereken oneri infeksiyon hastaliklari hayvan modelleri i¢in de
gecerlidir. Hayvan deneylerinde sonuglara daha az sayida hayvan kullanarak ulasilabilir. Daha
az sayida hayvan kullanilmasi i¢in; deney dizayninda hayvan sayisi belirlenmeli, deneme
yansiz olmali (randomizasyon, standardizasyon). Bu konular ayritili incelerise;

Hayvan sayisi belirleme ve randomizasyon

Deneyde kullanilan hayvan sakrifiye edilmiyorsa tekrar kullanilabilir mi? Denemeler arasi
arinma periyoduna dikkat edilmelidir. Arinma periyodu, tekrarli denemede bir 6nceki tekrarin
etkilerinin kayboldugu donem kadar gecen siireyi kapsar. Tekrar kullanim hayvan
deneylerinde genellikle ¢cok az sayida planlama i¢in uygundur.

Uygun 6rnek biiyiikliigiinii hesaplanmali; (priori power analysis) test etmek istedigimiz temel
hipotez/ler i¢in standartlastirilmis etki biiylikliigii veya ortalamanin standart sapma, oran,
anlamlilik diizeyi, secilen testin tiirii gibi 6ngodriilere gerek vardir (14). bu onsel bilgi i¢in ¢cok
iyi taranmus literatiir bilgisi ve deneyim onemlidir. Literatiir bilgisi hipotez parametreleri i¢in
tahmin degeri gelistirirken gereklidir, deneyimler ise hata kaynaklarimin ne olabileceginin
tahmin edilmesini saglayacaktir (15).

Onciil invivo ¢alisma bulunmuyorsa, invitro onsel tahmin igin bir 6l¢ii yoksa, &rnek
biiylikliigii i¢in “kaynaklarin esitligi” kurali yaklagimi uygulanabilir. Daha az sayida “n”
sayisi ile planlama yapilabilir, kaba bir yontemdir (16-17). Kaynaklarin esitliginde E = N-k
(0<E<20) formiilii kullanilir. (E=Hata, N=hayvan say1 ve k= grup sayisi). Bu yoOntemi
kullanmak i¢in, hipotezle ilgili 6nsel bilginin var olup olmadig1 ¢ok iyi arastirilmalidir.

Degiskenligin (variability) hem grup i¢i hem de gruplar arasi ne kadar oldugu da optimal “n”
sayisini hesaplamada 6nemlidir. Deneyin basinda hayvanlar; benzer gruplardan m1 seg¢ilmistir,
deney stiresince etkisi arastirilan faktér disinda diger etkenlerin (beslenme barinma, sicakli
vb.) etkisi sabit tutulabilmis midir? Sabit tutulamadi ise istatistik analizlerde bu etkenlerin
kontrolii gereklidir.

Ornek biiyiikliigii arttikca, temel faktdre bagli olmayan diger etkenlerin farkliliklar1 yok olur,
ancak “n” sayismin arttirilmasinin gerekgesi ¢ok iyi aciklanmalidir. Hayvan deneyleri igin
ornek biyiikligi ve etki biiyiikliigii arasindaki iliskiyi Krzywinski M, Altman V, grafiksel
olarak gostermigstir (18). Diger etkenlerin dizaynda kontrolii infeksiyon hastaliklart hayvan
deneyi ¢aligmalari i¢in de saglanmalidir.

Hayvan deneyi sonrasinda etkisini arastirilan faktorden (tedavi, islem, beslenme vb.grup)
kaynaklanan fark beklenir. Planlamada faktor hari¢ diger degiskenliklerin standartlastiriimasi
icin, deney birimlerine hayvanlarin yansiz olarak atanmasi (randomizasyon), degerlendirme
ve Olclimlerde korliigiin saglanmasi yansiz tahminlerin yapilmasini ve bu tahminlerle
sonuglarin raporlanmasini saglar.

Hayvan deneyi ¢aligmalar1 dizayninda dikkat edilmesi gerekenler genel konular;

Arastirma konusu belirlendikten sonra; konuyu agiklayacak ve neden hayvan kullanimi
gerektigini de bildiren amag¢ yapilandirilmalidir. Amaci gergeklestirmek igin hipotez/ler
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literatiir ve deneyime dayali olusturulur. Hipotezlere yonelik onsel Ornek biiytikliigii
hesaplanir. Ornekleme islemi (randomizasyon) nasil yapildi bildirilir. Deneyde incelenecek
temel degiskenler, arastirma dizaynina gore yapilandirilarak agiklanir. Deneysel siireg
ayrintilar1 ile tanimlanir. Hayvan tiirii se¢imi, hayvan modeli literatiir bilgisi ile ve gruplarin
olusturulmasi, gruplarda yapilacak tiim islemler gerekgesi ile agiklamr. Olgiim ve
degerlendirmeler nasil yapilacak, standardizasyon nasil saglanacak, klasik literatiir veya cihaz
bilgileri verilir.

Hayvan deneylerinde dizaynda biyoistatistik acidan 6énemli konular 6zetlenirse;
Gruplarin belirlenmesi, gruplarda girisimlerin tanimlanmasi-girisim i¢in standardizasyon
Gruplardaki denemelerin yapilacagi hayvan sayisinin belirlenmesi

Gruplara hayvanlarin atanmasi (randomizasyon kurallari, disi/erkek)

Sonuglar1 degerlendiren, Slgiimleri yapan kisilerin kér olmalidir. Olgiimleri yapan tek bir
arastirmaci degilse arastirmacilar arasi ve 6l¢iim araglari i¢in standardizasyonun nasil saglan-
dig1 raporlanmalidir. Olgiim hatasi en aza indirilmelidir. Olgiim haricinde degerlendirme
yontemlerinin kriterleri ve standartlar1 agiklanmalidir.

Istatistik degerlendirme yontemleri; hayvan sayisinin azaltilmasi igin, tekrarli deneme
yapilabilir mi ve dizaynda degiskenlik (varyasyon) kontrolii i¢in neler yapildi sorulari
aragtirilir. Ornek biiyiikliigii hesabinda &nce vazgegilebilir deney grup var nmudir, kontrol
grubundan vazgegilebilir mi? Iyi bilinen, ¢ok arastirilan hayvan modellerinde saglikli grup
sonuclari, kitap ve literatiir bilgisinde hep benzer degerlerde yer almissa kontrol grubu
kullanim gerekliligi diisiiniilmelidir. Temel hipotez i¢in gii¢ analizi ile en kiiclik “n”
planlamada bildirilmelidir. Degiskenligin (varyasyon) kontrolii yalnizca Ol¢timler i¢in degil
hayvanlar i¢inde saglamak i¢in neler yapildi bildirilmelidir; genetik olarak farki az oldugu
hayvanlar kullanilabilir, randomizasyon sirasinda hayvanlarin yas-agirlik-beslenme bakim
kosullar1 benzer gruptan secilerek degiskenlik azaltilabilir. Tekrarli degerlendirmeler 6rnek
biiyiikliigiinii azaltacaktir. Verinin 6zelligine gore uygun analiz yontemleri se¢ilmelidir.

istatistik analiz

Hayvan deneyleri ¢alismalarindan elde edilen veriler analizi parametrik kosullar saglaniyorsa
parametrik istatistik testlerle, saglanmiyorsa nonparametrik istatistik testlerle analiz edilir. Bu
testleri secerken veri 6zellikleri ve dagilimlari bilinmelidir.

Degiskenleri gosteren veriler 6zelliklerine gore (19-21);
Olgiilen (numerik) veriler: Agirlik, mikroorganizma sayis1 vb. degiskenler.

1. Siralayict (ordinal) &zellikte veriler: Veri siralanma 6zelligi gosterir. Ornegin hayvan
dokular1 degerlendirilirken histolojik skor (0-1-2), hayvanin dogum sayis1 vb.

2. Isimsel (nominal) veriler: Hayvanlarin cinsiyeti (disi-erkek) vb., faktdr (grup) degiskeni.
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Veri yapist ve dagilim 0Ozelligi analizi veri sunumunu belirler. Numerik verilerin
tanimlanmasinda parametrik kosullar saglaniyorsa merkezi ve dagilim olgiitii olarak ortalama
ve sapma kullanilirken, saglanmiyorsa ortanca-en kiiciik/en biiylik deger veya ceyreklikler
arasi deger kullanilir, isimsel-kategorik degiskenler frekans dagilimlar ile sunulur. Hipotez
testleri de de veri dagilimina gore farkl segilir.

Numerik veri 6zeliginde degiskenler, gruplar arasi karsilastirmada parametrik olasilik dagilist
varsa t testi, F test gibi parametrik hipotez testleri ile parametrik olasilik dagilisi yoksa Mann
Whitney U, Kruskal Wallis gibi nonparametrik testlerle karsilastirilir.

Parametrik kosul varsayimlarinin kontrolii igin; verilerin normal dagilima uygunlugu
karsilastirilacak her grup i¢in Kolmograv Smirnov veya Shapiro vilk testle, dagilim sagilim
grafikleri ile kontrol edilir (19-21). Karsilastirilacak hayvan gruplarinin varyanslarinin benzer
(homojen) olmasi diger bir varsayimdir. Bu varsayim deney hayvanlari ayni evrenden
cekilmis ve deney gruplarina yansiz olarak atandigini gosterir. Dagilim 6zellikleri
belirlendikten sonra tanimlayici ve analitik veri sunumu yapilir. Tanimlayici sunumda merkezi
istatistik Ol¢li olarak aritmetik-geometrik ortalama, ortanca ve dagilim Olciileri (varyans,
standart sapma, degisim katsayisi, dagilim araligi, ¢eyreklikler arasi1 dagilim) kullanilir (19-
21). Hangi merkezi ve dagilim o6l¢iisiiniin kullanilacagini parametrik kosula uyum durumu
belirler. Kategorik veri, ordinal veri, hayvan deneylerinde say1 ve yiizdeler ile sunulur.
Tanimlayici olarak verinin sunulmasinda hayvan deneylerinde 6zellikle grafiksel gosterimler
stk kullanilir. Nonparametrik 6zellikte olan verileri ortalama sapma veya ortalama SEM
grafikleri ile sunulmasi sik yapilan hatadir.

Hipotez testleri

Hayvan deneylerinde kullanilan hipotez test sayisi ¢ok fazla degildir. Deney dizaynlar
genellikler gruplar aras1 farki bulmak icin yapilandirihr. iki grup veya ii¢ ve iizeri grup
karsilastirilir. Bu karsilastirmalar 6ncesi tanimlayici analizde parametrik dagilim varsayimlari
kontrol edildikten sonra amag ve hipotezlere uygun test secilir.

Parametrik dagilim varsayimlari; her gozlemin kendi grup ortalamasindan sapmasinin normal
dagilima sahip oldugu, karsilagtirilacak gruplarin varyanslarinin benzer, gdzlemlerin bagimsiz
oldugu, carpik (skewness) veya basik (curtosis) dagilim olmadig1 varsayimlar1 kontrol edilir
(22).

Tek bir hayvan grubundan elde edilen degerler bilinen standart bir degerle (6rnegin; aglik kan
sekeri normal degeri gibi) karsilastirilmasi gerekir. Tek 6rneklem hipotez testi i¢in parametrik
kosullar saglaniyorsa tek orneklem t-test (one sample t-test) saglanmiyorsa isaret (sign) test
ile karsilastirma yapilir. Deney dizayni1 bagimsiz iki grubu karsilagtirmak tizere tasarlanmissa,
parametrik olarak bagimsiz t-test (independent t-test), parametrik kosullar saglanmiyorsa;
Mann Whitney U test ile hipotez test edilir.

Ug ve iizeri bagimsiz grubun (k grup) karsilastirilmasinda; grup sayisi ii¢, dort, bes,,,.k gibi
farkli sayilarda da olsa iic ve lizeri sayida bagimsiz grup karsilagtirilacaksa, parametrik
kosulda ANOVA F test ve nonparametrik karsiligi Kruskal Wallis H test ile analiz edilir. Bu
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her iki hipotez testinde karsilastirilan gruplarin bagimsiz olmasi durumunda, “en az bir grubun
ortalamasmin farkli oldugunu” hipotezini test eder, farkin hangi gruplar arasi esli-ikili
karsilastirmalardan kaynaklandigini test etmek i¢in posthoc testler uygulanmalidir. ANOVA F
test i¢cin birden fazla posthoc test segenegi vardir; 6rnegin Bonferroni ve Tukey test ile tiim
esli karsilastirma sonuglari elde edilir, bu posthoc testler icin karsilagtirilan gruplarin
varyanslar1 benzer varsayimi gerekir, Dunnet test ise gruplarin ortalamalarini kontrol grubu ile
kargilagtirir. Kruskal Wallis H test, uygulandiginda paket programlarda posthoc testi
mevcuttur.

Hayvan deneyi ¢alismalarinda daha az olmak iizere; hayvani sakrifiye etmeden 6nce canli
iken yapilan denemelerde ardisik tekrarlayan 6l¢iimler ve bu dlgiimlerden elde edilen verilerin
karsilastirilmasi gereken hipotezler olabilir. Tekrarli Slgiilerek elde edilen verinin analizinde
tekrarli ANOVA (repetead measure ANOVA) kullanilir, 6l¢iimlerin yapildigi zaman (t)
noktalar1 i¢in zaman noktalarindan gegen en uygun dogru (veya egri) tahminlenir.
Varsayimlarin kontrolii ve posthoc testlerin yorumlanmasi sorunludur. Gozlemlenen yanita
gore egrinin altindaki alan gibi 6lglimlerin, 1y1 bir alternatif ve yorumlanmasinin kolay oldugu
bildirilmektedir (23,24). Parametrik kosullar saglanmiyorsa; tekrarli ANOVA F test yerine
Friedman Varyans analizi uygulanir (23,24). Friedman test iki yonlii varyans analizi olarak
bilinir (23-24). Deneysel ¢aligmalarda “Iki yonli” tamimi, bagimsiz grup ve tekrarli
denemelerden elde edilen dl¢limlerin, ayr1 degiskenler olarak yer aldigini ifade eder.

Korelasyon analizi hayvan deneylerinde kullanilan istatistiklerdendir. Sayisal olarak elde
edilen degiskenlerin verileri (a ve b verisi) i¢in iligkinin giicii ve yoniinii test edilir, a'daki
varyasyonun b'deki varyasyona neden oldugunu agiklamaz. Korelasyon analiz sonucu
yalnizca “p” degeri ile degil korelasyon katsayisi ile birlikte yorumlanir, parametrik kosulda
Pearson, nonparametrik kosulda sperman korelasyon katsayisi ile sonuglar yorumlanir. Veri
ozelligine gore bagka korelasyon katsayilar1 da bulunur. Korelasyon, bir dagilim kullanilarak

grafiksel olarak gosterilebilir.

Iki siirekli degisken X ve Y arasindaki iliskiyi 6lgmek igin regresyon analizi uygulanir. X'teki
varyasyonun Y'de varyasyona neden oldugu varsayilir (22). Hayvan deneyi ¢alismalarinda,
ilag-doz-toksite  arastirmalarinda  kullanilir. Dogrusal regresyon haricinde egrisel
fonksiyonlarla da regresyon ¢oziimlemesi Ornegin zaman bagimli olarak bir maddenin
salimiminin agiklanmasi gibi iliskiler tahminlenmek istediginde uygulanir.

Sonug olarak; infeksiyon hastaliklar1 alaninda gozlemsel, deneysel arastirma tasarimlari
uygulanir. Hayvan deneyleri deneysel dizaynda amag¢ ve hipotezlere uygun tasarlanarak, bu
deneylerden elde edilen veri ve bilgi iyi analiz edilip, yorumlanarak, bilimsel birikimin
gelismesine katki saglanir. Tasarim ve analizlerin iyi yapilandirilmasi iyi bir biyoistatistik
bilgisini gerektirdigi kadar, disiplinler arasi ortak ¢alisma, danismanlik gerektirir.
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(0Y/

Deneysel ¢calismalarin planlanmasindaki amag, sorulan bilimsel sorunun yanitini bulmaktir. Bakim,
barindirma ya da uygulama manuplasyonu farkliliklari nedeniyle deney kosullarinda degigikliklerin
olmasi calismayi etkiler bu da elde edilen sonuclarin giivenilirligini bozar. Ulusal mevzuatlar tim
tesislerde uyulmasi zorunlu kurallar getirerek (ilke genelinde deneysel g¢alismalarda
standardizasyonu saglamaktadir. Deneysel hayvan aragtirmalarinda uyulmasi gereken temel ilke
3R Kuraldir. Bu ilke dedistirme (Replacement), sayiyi azaltma (Reduction) ve lyilestirme
(Refinement) ilkeleridir. Bu kurallar llkemizde ydirtirliikte olan deney hayvani yénetmeliklerinde de
yer almaktadir. Bu ybnetmelikler, (lkemizde ydiriirliikte olan bagka yasalar ve ybénetmelikler ile
bilimsel amaclar i¢in kullanilan hayvanlarin korunmasina dair Avrupa Konseyi direktifine
dayanilarak cikartilmistir. Ulkemizde, deney hayvanlari ile ilgili iki yénetmelik yiiriirliiktedir. Bu
yénetmeliklerden birtanesi, deney hayvanlarinin bakim ve barindirma kosullari, tesis calisma
izinleri ile ilgili konulari kapsamaktayken diger ydnetmelik etik kurullar ve hayvan sertifika
egditimikapsamaktadir.

Anahtar Sozciikler: Hayvan deneyleri yasal mevzuatlari, 3R Kurali, laboratuvar hayvanlari

SUMMARY

The purpose of planning experimental studies is to find the answer to the scientific question.
Changes in experimental conditions due to differences in maintenance, housing, or application
manipulation affect the study, which compromises the reliability of the results. National legislation
provides mandatory rules to be complied with in all facilities and provides standardization in
experimental studies throughout the country. The basic principle in experimental animal research
is the 3R Rule. This principle is replacement, reduction and refinement principles which are also
included in the experimental animal regulations in force in Turkey. These regulations have been
issued based on other laws and regulations and on European Council of directive on the
protection of animals used for scientific purposes. In Turkey, two regulations regarding
experimental animals are in force. While one of these regulations covers the care and housing
conditions of experimental animals, the other regulation covers ethics committees and animal
certification training.

Keywords: Animal research Legislations, 3R Principles, laboratory animals

Giris

Deneysel c¢alismalarin planlanmasindaki amag, arastirmacinin sordugu bilimsel sorunun
yanitint bulmaktir. Bunun i¢in deneyde degistirilen kosula (bagimsiz degiskene) tepki olarak
ortaya cikan yanitlar (bagimli degisken) analiz edilir. Deney prosediirii dahilindeki kosullar
haricinde, calismadaki hayvanlar1 etkileyen baska bir etmen olmasi, deney sonuglarinin
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degismesine neden olur, bu da calismay1 bozar. Bu risk ancak tiim deney hayvani {iretim
tesislerinde standardizasyonun saglanmasi ile azaltilabilir. Ulusal mevzuatlar, tiim tesislerde
uyulmast zorunlu kurallar getirerek iilke genelinde deneysel ¢alismalarda standardizasyonu
saglamaktadir.

Bir tesiste caligmalara verilen hayvanlarla birlikte heniiz calismalara teslim edilmemis
hayvanlar da barindirilmaktadir. Tiim bu hayvanlarin génenglerinin gozetilmesi, bakim ve
barindirma kosullarinin standart olmasi gerekmektedir. Bunu saglamanin en etkili yolu ise
egitimidir. Arastirmacilara verilen hayvan kullanimi sertifika kurs egitimiyle deneysel
calismalarda standardizasyon saglanmistir.

Deney hayvani tesislerde gorev yapan hayvan bakicilart ve teknik personele verilen egitim,
seviyelerine gore verilen sertifika kurslariyla saglanmaktadir. Bu personelin tesis igerisindeki
yaptiklari isler ve sorumluluklar disiiniildiigline, sirastyla 32 saat ve 55 saatlik kuralarin
yeterli olmadigi goriilmektedir. Bu nedenle 2020 yilinda, Ulusal Mesleki yeterlilik
Enstitiisiine miiracaat edilerek “Laboratuvar hayvani bakicisi” ve “laboratuvar hayvani teknik
personeli” meslekleri i¢in, meslek standartlari olusturulmustur (1). Bu meslek standartlarina
dayanilarak Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksek Okulunda &nlisans
programi ag¢ilmistir. Bu bolime Eylil 2023 tarihinden itibaren 06grenci alinmasi
planlanmaktadir. Tesislerde bu alanda egitimli personelin ve tecriibeli akademik ekibin
olmasi, ulusal mevzuatlarda belirtilen sartlarin ve personele yonetmeliklerce verilen
gorevlerin yerine getirilmesini kolaylastiracaktir.

3R Kural

Deneysel hayvan arastirmalarinda uyulmasi gereken temel ilkeler, yani 3R Kurali, 1959
yilinda Russell ve Burch adli ingiliz bilim insanlar1 tarafindan olusturulmus olup giiniimiizde
de Onemini korumaktadir (2). Arastirmacilarin ortaya c¢ikardigi bu ilkeler, laboratuvar
hayvanlar1 biliminde etik ilkelerin temelini olugturmustur ve lilkemiz yasal mevzuatlarinda bu
ilkeler yer almigtir.

3R Kurali Ingilizce ilk harfleri “R” olan kelimeden olusur. Deneysel bir ¢alisama planlanirken
bu kurallara sirastylauyulmasi gerekir.3R kuralini olusturan ilkeler;

Degistirme (Replacement): Canli hayvan kullanilan yontemin, ayni ya da yakin sonuglarin
elde edilecegi bir baska yontemle degistirilmesi. Ozellikle egitim amaclh uygulamalarda
bilgisayar programlari, maket vb. yontemin kullanilmasi hayvan deneyi yerine
kullanilabilecek uygun bir yontemdir. Kullanilabilecek bir diger yontem ise hiicre kiiltiiri,
doku kiiltiirii, organ kiiltiirii ya da Drosofilia sp. gibi filogenetik olarak daha diisiik seviyedeki
canlilarin deneysel ¢aligmalarda kullanilmasidir.

Sayiy1 azaltma (Reduction): Calisma hayvan calismasi yerine alternatif bir yOntemle
yapilamiyorsa istatistiksel olarak anlamli sonu¢ verecek en az sayida hayvanin kullanilmasi
gerekmektedir.

Tyilestirme (Refinement): Calismaya dahil edilen hayvanlarm iyilik hallerinin calismanimn her asa-
masinda korunmasi, deneyi bozmayacak sekilde agri-aci ve istiraplarinin giderilmesi gereklidir.
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Yiiriirliikkte Olan Yonetmeliklerin Yasal Dayanaklar:
1. 24/6/2004 tarihli ve 5199 sayili Hayvanlar1 Koruma Kanununun 9 ve 10 uncu maddeleri.

Bu kanunun 9. Maddesinde deneysel amagli ¢alismalarda kullanilacak olan hayvanlarin bakim
ve barindirilmast vebilimsel c¢alismalarda hayvan kullanim kosullari belirtilmistir. Hayvan
deneyi yapan kurum ve kuruluslarda bu deneylerin yapilmasina kendi biinyelerinde kurulmus
ve kurulacak etik kurullar yoluyla izin verilecegi belirtilmigtir. Kanunun 10. Maddesi ise
satilmakta olan hayvanlarin ilgili kriterleri bildirmektedir.

2. 18/3/2010 tarihli ve 5977 sayil1 Biyogiivenlik Kanununa dayanilarak.

Bu kanun, genetik yapisi degistirilmis organizmalar (GDO) ve {irtinleri ile ilgili tim iglemleri
kapsar. Tarim ve Orman Bakanligindan ¢aligma izni almis olan tesislerdeki transgenik, nakavt
gibi genetik yapilar1 degistirilmis hayvanlar da kapsam dahilindedir. 2010 y1l1 Agustos ayinda
bu kanuna dayanilarak Genetik Yapist Degistirilmis Organizmalar ve Uriinlerine Dair
Yénetmelik yiiriirliige girmistir. Bu yonetmelikte “Ithal edilecek veya yurt icinde gelistirilen
GDO ve iirlinlerinin arastirma, gelistirme ve kontrollii sartlar altinda deneme calismalar1”
kapsami dahilindedir(3).

3. 11/6/2010 tarihli ve 5996 sayili Veteriner Hizmetleri, Bitki Saghgi, Gida ve Yem
Kanununun 7, 8, 9, 11, 25, 31, 36 ve 43’lincli maddeleri.

Bu kanun genel olarak hayvanlarin tanimlanmasi ve kayit altina alinmasi, canli hayvan ve
hayvansal tirlinlerin sevkleri ile satisa iliskin saglik kosullari; hayvanlarin bakim, barindirma,
beslenme, saglik ve diger ihtiyaclariin karsilanmasi; hayvan barindirilan tesisler ve alanlarda
Tarim ve Orman Bakanliginin sorumluluklar1 ve cezai islemler agiklanmustir.

4. Avrupa Parlamentosu, tarafindan 2010 yilinda yiirtirliige giren 2010/63/EC sayil1 Bilimsel
amagclarla kullanilan hayvanlarin korunmasina dair Avrupa Birligi Direktifi (4).

2010/63/EC sayili direktifte deneysel hayvan calismalarda hayvanlara uygulanacak
prosediirlerin siddet siniflamasi tanimlanmistir, hayvanlarin sahiplenilmesi ve tekrar kullanimi
konular1 belirtilmistir ve deneysel prosediirlerin etik agidan degerlendirilmesinde izlenecek
yollar belirtilmistir. Hayvan refah birimi ve bu birimin gorev ve sorumluluklari agiklanmustir.
Avrupa Birligine giris silirecinde oldugumuz i¢in bu tarihten sonra ¢ikartilan yonetmelikler,
Avrupa Birligine uyum kapsaminda bu direktife paralel hazirlanmistir(5).

Tiirkiye’de, deney hayvanlar ile ilgili yonetmeliklerin ¢iktig1 zamanlarda, tesislerin ¢alisma
izni, bakim barindirma kosullar1 ile deneysel prosediirlerin etik yonden incelenmesi ve
bununla ilgili konular farkli bakanliklarin sorumluluk ve yetki alanindaydi. Iki bakanlik 2018
yili Temmuz ayinda, Cumhurbaskanligr Hiikiimet Sistemi ¢ergevesinde birlestirildi. Suan iki
yonetmelik Tarim ve Orman Bakanligina bagli farkli birimlerin sorumlulugundadir. Avrupa
Birliginde bakim, barindirma ve projelerin etik degerlendirme konular1 tek bir direktif altinda
toplanmustir.
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Yonetmelikler ya da yonetmelik talimati icerisinde, farkli yonetmeliklerin kapsaminda olan
aciklamalar, konu ile ilgili maddede belirtilmistir. Bunlar;

e Kuruluslarda olusan tibbi atiklar, 25/1/2017 tarihli ve 29959 sayili Resmi Gazetede
yayimmlanan Tibbi Atiklarin Kontrolii Yonetmeligi ne uygun olarak toplanir, taginir ve
bertaraf edilir.

e Tesislerde, yapilan deneysel ¢alisma protokolleri geregi toksik icerik ve radyoaktif etken
uygulanmis hayvanlara ait atiklar; laboratuvar icinde kullanilan ya da deneysel model
olusumu i¢in kullanilan kimyasal maddeler, 11 Temmuz 1993 tarihli ve 21634 sayili
Resmi Gazetede yayinlanarak yiiriirlige giren Tehlikeli Kimyasallar YOnetmeligi
cergevesinde etiketlenir, depolanir ve kurulustan uzaklastirilir.

e Tesiste, enfeksiydz atik bulunmasi durumunda 20 Ocak 2012 tarihli ve 28179 sayili Resmi
Gazetede yayinlanarak yiiriirliige giren Bulasici Hayvan Hastaliklar1 ile Miicadelede
Uygulanacak Genel Hiikiimlere Iliskin Yonetmelik ¢ercevesinde islem yapilir.

e Aile yanina verilmeye uygun goriilen hayvanlar 08.10.2011 tarihli ve 28078 sayil1 Resmi
Gazete’de yayimlanarak yiiriirliige giren Ev ve Siis Hayvanlarmin Uretim, Satis, Barinma
ve Egitim Yerleri Hakkinda Yo6netmelik kapsaminda sahiplendirilir.

Yonetmelikler
1. Hayvanlarin Bakimi ve Barindirmalart ile Ilgili Yonetmelikler

Ulkemizde, deney hayvanlari igin ¢ikartilmis ilk yonetmelik, o zamanki adiyla, Tarim ve Koy
Isleri Bakanhg tarafindan ¢ikartilarak 16 Mayis 2004 tarihinde yiiriirlige girdi (6). Bu
yonetmelik ile hayvanlarin deneysel ve diger bilimsel amaclarla kullanilabilecegi ¢alisma
konular1 tanimlandi. Bu hayvanlarin bakimlari, barindirilmalari ile ilgili hususlar belirtildi. Bu
yonetmelik ile deneysel arastirmalar i¢in hayvan iireten, kullanan ve tedarik eden tesislerin
kurulus izni, ¢aligma izni almasi zorunlulugu getirildi. Bu izinler i¢in gerekli evraklar
belirtildi. Evraklarin tesliminden sonra, tesis yerinde incelemek iizere komisyon iiyeleri
tanimlandi.

Yonetmeligin yiiriirliige girdigi tarihte aktif olarak ¢alismakta olan pek ¢ok deney hayvani
tesisi mevcuttu, bu tesisler Yonetmelikte belirtilen kriterlere gore eksiklerinin giderilmesi ve
evraklarin tamamlanmasi sonrasinda kurulus izni almadan, dogrudan calisma izni i¢in
miiracaat ettiler. Komisyon, ¢alismakta olan tesislerin yerinde kontrollerini gerceklestirdi. Bu
islemlerden sonra ilk calisma izinleri 2007 yilindan itibaren, 10 yil siireyle verilmeye
baslandi. 2017 yilindan itibaren bu tesisler, faaliyetlerinde bir degisiklik olmadiysa, ¢alisma
izinlerini gerekli belgeleri teslim ederek yenilediler. Tarim ve Orman Bakanligi, internet
sitesinde “Deneysel ve Diger Bilimsel Amaglar I¢in Kullanilan Hayvanlarin Refah ve
Korunmasma Dair Yonetmelik” Cergevesinde Calisma Izni Verilen Deney Hayvam
Kuruluslar’nin” listesini paylagmaktadir.

Deneysel amaglarla tiretilen, kullanilan ve barindirilan deney hayvanlarim1 kapsayan yeni bir
yonetmelik 2011°de yiriirliige girdi (7). Bu yonetmelikte, kurulus ve calisma izinleri i¢in
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yapilmasi gereken islemler, deneysel amagclarla iiretim, bakim, barindirma ve tedarigi
yapilacak olan hayvan tiirleri, bu tiirlerin bakim ve barindirilmasi i¢in uygun olan bakim ve
barindirma sartlar belirtilmistir. Ayrica Avrupa Birligi Direktifinde yer alan hayvan refah
birimi gorev ve sorumluluklar ile prosediir siddet siniflandirmalari agiklanmustir.

Kurulus Izni ve Cahsma izni

Hem “Deneysel ve Diger Bilimsel Amaglar I¢in Kullanilan Hayvanlarin Refah ve
Korunmasina Dair Y&netmelik”hem de 2019°da yiiriirliige giren “Bilimsel Amaglar Igin
Kullanilan Sucul Omurgali Canlilarin Refah ve Korunmasina Dair Y6netmelik”kapsamina
gore, bu hayvanlar iiretecek, kullanacak ve tedarik edecek tesislerin dncelikle kurulus izni
almas1 gereklidir(8). Beyanname, kurulmasi planlanan tesisin vaziyet vekat planini iceren
dosyanin dilekge ile il miidiirliigiine teslim edilir. Il Miidiirliigii tarafindan dosya incelenir ve
uygun bulursa, mahallinde inceleme i¢in bir kurul olusturulur. Bu kurul incelemenin ardindan
yer se¢im raporu olusturur. Rapor uygun olarak verildiyse 1 yil siireyle kurulus izni verilir.

Kurulusun tamamlanmasi sonrasinda ¢alisma izni i¢in miiracaat edilir. Bunun i¢in sorumlu
yonetici ve veterinerin noterde yapilan sozlesmeleri, diger veteriner hekimlerin meslek
odalarindan alian belgeleri, kamu kurum ve kuruluslarina baglh calisacak tesislerde devlet
memuru ve is¢i statlisiinde calisacak olan personelin gorevlendirme yazilart ve bu
personellerin diploma suretleri dosyaya eklenir. Hayvan sagligi ve hayvan refahi amaciyla
kullanilacak aletlerin teknik Ozellikleri ve kapasiteleri; kullanilacak olan kimyasal ve
biyolojik madde gibi materyallerin kurulus yetkilisince onayh listesi; yangin ve patlamalari
onlemek i¢in itfaiyeden alinan belgelerin oldugu dosya il midiirliigline teslim edilir. Uygun
bulunursa komisyon olusturulup mahallinde inceleme yapilir. inceleme sonucu uygun
bulunursa genel miidiirlilkce, tesisin adresine Cahsma Izni verilir. Verilen calisma izni
bilimsel amagl tiretim, kullanim, barindirma yapacak sucul omurgali hayvan tesisleri igin 5
yil, diger tiirlere yoneliktesisleri¢in 10 y1l siireyle gecerlidir.

Hayvan Refah Birimi

Sadece ¢aligmalara teslim edilmis olan hayvanlarin degil, tesiste barindirilmakta olup heniiz
bir ¢alismaya verilmemis hayvanlarin da iyilik hallerinin stirdiiriilmesi gereklidir. Bu gérevin
sorumlulugu, Hayvan Refah Birimine verilmistir. Hayvan refah birimi en fazla 3 kisiden
olusur.

Hayvan refah biriminin temel gorevi tesis ig¢inde barindirilmakta ve kullanilmakta olan
hayvanlarin iyilik hallerinin devamliligin1 saglamaktir. Bu kapsamda, 3R kuralina yonelik
uygulamalar ve Onerilerde bulunur, gerekirse personele egitim verir. 3R kuralinin
uygulanmasia iliskin teknik ve bilimsel gelismeleri takip edip bu konularda personeli
bilgilendirir.

Devam etmekte olan projelerdeki hayvanlarin iyilik hallerini, projenin gelisimine paralel
olarak takip eder. Calismada 3R kuralina katkida bulunabilecek unsurlari belirtir ve
tavsiyelerde bulunur.
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Aile yanina verilecek hayvanlarin sosyallesmesi de dahil aile yanina verme programlari
hakkinda bilgi verir. Sahiplenme amaciyla talep bildirildikten sonra, veteriner hekimle birlikte
aile yanmna verilmesi uygun goriilen hayvanin yonetmelik kapsaminda rehabilitasyonunu
kontrol eder.

Prosediir Siddet Simiflandirmasi

Hayvan deneylerinin belirtildigi projeler, hayvan deneyleri yerel etik kurulunda, ¢alismadan
elde edilmesi 6n goriilen sonuglarin bilime saglayacagi katki ile bu ¢alismadaki hayvanlarin
prosediirler sirasinda ¢ekecegi acinin fayda-zarar analizi yapilarak etik agidan degerlendirilir.
Y onetmelikte, proje “bir ya da daha fazla prosediirii iceren ve belirli bir bilimsel amaci1 olan
igprogram1”; prosediir ise “hayvanlarin yalnizca organlari veya dokularmi kullanmak ig¢in
oldiiriilmesi harig; bir hayvanin dogumu, kulugkadan ¢ikmasi, herhangi bir bicimde genetigi
degistirilmis hayvan soyunun olusturulmasi ve devam ettirilmesi siire¢lerini de kapsayan,
invaziv veya invaziv olmayan, bilinen veya bilinmeyen sonuglar1 olan deneysel, diger bilimsel
veya egitici amaglar i¢cin hayvanda iyi veterinerlik uygulamalarina uygun olarak bir ignenin
batirilmasiyla olusan agriya esit veya daha fazla agri, eziyet, sikinti veya kalic1 hasara yol
acabilen kullanimin1” olarak tanimlanmustir.

Yonetmelige ait Ek-8’de prosediirlerin siddet siniflamas1 4 kategoride tanimlanmustir.

Hafif siddetli: Hayvanlar {izerinde uygulanan ve hayvanin kisa siireyle hafif agri, eziyet ve
sikint1 gekmesinin miimkiin oldugu prosediirler ve hayvanlarin genel durumu tizerinde 6nemli
bir bozulmaya yol agmayan prosediirler hafif olarak siniflandirilir. Ornek olarak tek defa,
toplam dolagim hacminin %10’u ya da daha az miktarda kan alimi verilebilir.

Orta siddetli: Hayvanlar iizerinde uygulanan ve hayvanin kisa siireyle orta diizeyde agri,
eziyet ve sikint1 cekmesinin ya da uzun siireli hafif diizeyde agr1, eziyet ve sikinti gekmesinin
miimkiin oldugu prosediirler veya hayvanlarin genel durumu ve afiyeti iizerinde orta derecede
bozulmaya yol acan prosediirler “orta” olarak simiflandirilir. Ornek olarak, genel anestezi ve
uygun analjeziklerin etkisi altinda yapilan ameliyatla baglantili 6rnegin torakotomi ameliyati
sonrasi agr1, sikint1 ve genel durumda bozulma verilebilir.

Siddetli: Hayvanlar iizerinde uygulanan ve hayvanin kisa siireyle siddetli agri, eziyet ve
sikint1 gekmesinin ya da uzun siireli orta diizeyde agr1, eziyet ve sikinti ¢ekmesinin miimkiin
oldugu prosediirler veya hayvanlarin genel durumu ve afiyeti lizerinde siddetli bozulmaya yol
acan prosediirler “siddetli” olarak siniflandirilir.Ornek olarak, ilerleyen hastaligin 6liime yol
actig1, uzun siireli orta siddette agri, eziyet ve sikintiyla baglantili, hayvanin durumunda kalict
hasarlarla karakterize olan as1 potens testler verilebilir.

Diizelmez: Tamamen genel anestezi altinda gergeklestirilen ve hayvanin bilincinin
acilmasinin beklenmedigi prosediirler diizelmez olarak siniflandirilir.

Bu siddet kategorileri belirlenirken géz onlinde bulunmasi gereken faktorler yonetmelikte
maddelenmistir. Ayrica yonetmelikte siddet kategorilerine gore farkli prosediirlerden 6rnekler
de verilmistir.
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Hayvanlarin aile yanina verilmesi

Genetigi degistirilmis hayvanlar hari¢, saglik durumu uygun olan hayvanin iyilik halinin
devaminin saglanabilecegi durumlarda, hayvanlar sahiplendirilebilir. Yonetmelik talimatinda
daha ayrintili agiklanmustir.

Yonetmelige ait eklerde

Hayvan tiirlerinin canl agirliklarina gore kafes boyutlari; tiire 6zgili barindirma ihtiyaglar;
tesiste saglanmasi1 gereken tiire 6zgli nem ve sicaklik ihtiyaglari; kafes kartlar1 {izerinde
belirtilmesi gereken bilgiler, tiirlere 6zgii isaretleme yontemleri ve uygulama yerleri; prosediir
siddet siniflandirmasi; tiire 6zgii hayvan oldiirme yontemleri ve dikkat edilmesi gereken
hususlar; beyanname formu; yer se¢im raporu; acilma raporu; izinli kuruluslarda iiretilmesi
zorunlu tiirler, tesislerin her sene basinda doldurup teslim etmekle yiikiimlii olduklar1 formlar
yer almaktadir.

Yonetmelik uygulama talimati:

Deneysel ve Diger Bilimsel Amaglar i¢in Kullanilan Hayvanlarin Refah ve Korunmasina Dair
Yonetmeligin uygulanmasin1 saglamak tizere 12 Aralik 2018’de Bakanlik tarafindan
cikartilmistir.

Deney hayvani merkezi olarak kurulacak yerin gevresel ozellikleri, kurulusta bulunmasi
gereken odalar ve bu odalarin 6zellikleri, tesis igerisinde hayvan refahi, hayvan ve halk sagligi
icin bulundurulmasi gereken donanim (6rnegin kafesler, nem ve sicaklik Olcer gibi)
belirtilmistir.

Tesisin giivenligi, tesiste gérev yapan personelin ve arastirmacilarin giivenligi i¢in bulunmasi
ve yapilmasi gerekenler belirtilmistir.

Baz1 caligmalarda Mikrobiyolojik olarak tanimlanmis hayvan (Belirli patojenlerden
arindirilmis, Specific Pathogen Free (SPF) hayvanlar gibi) kullanilmasi gerekir. Bu
hayvanlarin mevcut 6zelliklerinin korunmasi i¢in onlarin yedigi yem, igtikleri su, temas
halinde olduklar1 kafes ve altlik materyali steril edilir, odadan alinip kafesin igerisine verilen
hava 6nce HEPA filtreden gecer; kafes igerisinden alinan hava, odaya verilmeden 6nce tekrar
HEPA filtreden geger. Bu dzelliklerinin korunmasi, bu hayvanlarin kullanilacagi ¢alismalarin
standardizasyonu, bu hayvanlarin mikrobiyolojik 6zelliklerini koruyarak tretilmesi ve bazi
suslarda yasamlarinin devam edebilmesi i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu nedenle, tesiste
mikrobiyolojik olarak tanimli hayvan barindirilacaksa bakim ve barindirma sirasinda capraz
kontaminasyonun Onlenmesi icinyapilmasi gerekenler talimatta belirtilmistir. Capraz
kontaminasyon olmamasin1 saglamak i¢in bu hayvanlarin kullanildigi c¢alismalarda
prosediirler sirasinda da dikkat edilmesi gereklidir.

Prosediirii tamamlanmis hayvanlarin aile yanmma verilmesi i¢in uyulmasi gereken
kurallarbelirtilmistir. Bu kurallara gore, oncelikle hayvanlarin sahiplenilmek tizere sorumlu
yoneticiden talep edilmesi gerekli. Bu talebe istinaden etik kurulun onay1 alinmalidir. Bu siire
icinde sahiplendirilmeye uygun goriilen hayvan 15 giin siireyle prosediir dncesi yasadigi
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ortamda bakimi ve barindirilmasi yapilmalidir. Sahiplendirilme formuna hayvan hakkinda
bilgiler, hayvani sahiplenen kisiler hakkindaki bilgiler ve etik kurul onayina dair bilgiler
yazilir. Ug niisha hazirlanan bu belgenin bir niishas1 sahiplenen kisiye verilir. Deneysel
caligmalarda kullanilan hayvanlar, sahiplendirilmis olsa da asla dogal hayata ya da gelisi
giizel bir ortama birakilamaz.

2. [Etik Kurallar ve Uygulamalarina Yonelik Yonetmelikler

2004 yilinda yiiriirliige giren Hayvanlar1 Koruma Kanunu’nun 9. Maddesinde, Hayvan deneyi
yapilan kuruluslarda, kurulmus ya da kurulacak olan etik kurullar tarafindan yapilmasi
planlanan deneysel calisma icin onay almasi gerektigi belirtilmistir. Bu yasaya istinaden, bu
konuyla ilgili bir yonetmelik yiiriirliige girmeden 6nce liniversiteler biinyesinde etik kurullar
kurulmus ve kendi yonergelerini hazirlayarak kurumlarma ait deney hayvani tesisinde
gerceklestirilmesi planlanan deneysel calismalari etik yonden degerlendirilmeye basla-
muslardir.

Hayvan deneyleri etik kurullarinin ¢aligma usul ve esaslarina dair ilk yonetmelik 2006 yilinda
yurtrliige girmistir(9).Bu  yonetmelikle, Hayvan deneyleri merkezi etik kurulunun
(HADMEK) ve Hayvan deneyleri yerel etik kurulunun (HADYEK) kurulusu, lyelerinin
ozellikleri, ¢aligma yontemleri ve kurulun gorevleri belirtilmistir. Deney hayvanlar ile
calisama yapacak arastirmacilarin deney hayvani kullanim sertifikast kursuna katilarak
sertifika almasi1 zorunlulugu bu yonetmelikle getirildi.

Su an yliriirliikte olan yonetmelik 15 Subat 2014°de yiiriirliige girmistir(10). Bu yonetmelikle
HADYEK’in Bakanliktan ¢alisma izni almis tiim kuruluslarda olusturulmus olmasi ve her bir
kurulusta hayvan refah birimi olusturulmus olmasi zorunlulugu getirildi.

HADYEK toplantilarin1 en az ayda bir yapilacagi; projelere uygun, diizeltilmesi gerekir,
uygun degil seklinde karar verilecegi belirtildi. Projelerin yapilabilirligini sinamak icin az
sayida hayvan iizerinde 6n deneme yapilmasinin isteyebilecegi ve onaylanan projelere 5 yil
stireyle izin verilecegi belirtildi.

HADYEK, izin verdigi ¢aligmalarin, kurula sunulan sekilde yapildigini kontrol etmekle
yikiimliidiir. Bu nedenle bir HADYEK’in izin verdigi c¢alisma, baska HADYEK’in
sorumlugundaki hayvan tesisinde yapilamaz.

Deney Hayvam Kullamim Sertifikas1 Egitim Programina Dair Genelge

Su an yiriirliikte olan deney hayvanlar1 kullanim sertifikasi egitim programina dair genelge
02 Nisan 2019°da yiriirliige girdi.

Bu genelgede 3 tiir sertifika kategorisi agiklandi;
e A Kategorisi: arastirmacilara yonelik
e B Kategorisi: Yardimei personele yonelik (teknik personel, veteriner saglik teknisyeni vb.)

e C kategorisi: Hayvan bakicilarina yonelik
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Her kategori icin alinmasi gereken teorik ve uygulama dersleri ve bu derslerin stireleri
belirtildi.

Sertifika kursu hangi tiire gore diizenlendiyse alinan sertifika ile sadece tiirdeki hayvanlarla
deney/ maniiplasyon yapilabilir. Bu nedenle hayvan tiirlerine gore gruplama yapilmstir.
Sertifikanin alindig1 grup numarasi sertifika iizerinde de belirtilmektedir. Bu gruplamaya
gore;

Grup 1: Kemirgenler (fare, sican, kobay, hamster tiirleri, gerbil) ve tavsan
Grup 2: Ciftlik hayvanlan (kiigiikbas, biiyiikbas hayvanlar ve tek tirnaklilar)
Grup 3: Domuz ve minipig

Grup 4: Evcil kanatlilar (tavuk, hindi, kanath pet hayvani)

Grup 5: Su hayvanlar1 (omurgal1 ve kafadan bacaklilar)

Grup 6: Siiriingenler ve amfibiler

Grup 7: Etgiller

Grup 8: Insanharici primatlar 1 kapsayan sertifika gruplaridir.

HADYEK, sorumlu oldugu tesisin ¢alisma izninde belirtilen hayvan tiirleri i¢in bir egitim
programi diizenleyebilir.

Kursta basarili olup sertifika almaya hak kazanabilmek icin Oncelikle teorik ve uygulama
derslerin her ikisine de %80 devam edilmis olmak gerekli ve teorik ve uygulama sinavlarindan
toplamda 100 iizerinden 70 puan alinmasi gerekli. Alinan sertifikalarin gecerliligi i¢in bir siire
simirlamasi bulunmamaktadir. Projede sadece hayvanlarla ilgili uygulamalar1 yapacak olan
kisilerin sertifika almasi yeterlidir. Sertifikas1 olmayan kisiler de proje yapmak {izere
HADYEK’e basvuruda bulunabilir. Sertifika kursu HADYEK tarafindan diizenlenir ve
yiirttiiliir. Kursta verilmesi gereken ders konular1 ve saatleri egitim genelgesinde agiklanmistir.

Arastirmacilara yonelik A kategorisi kursu 40 saati teorik, 35 saati uygulama olmak {izere
toplam 75 saatlik bir kurstur. Teorik konular arasinda hayvan deneyleri etigi, alternatif
yontemler, hayvan davranisi ve refahi; anatomi, histoloji, biyokimya, anestezi ve Otenazi
teknikleri, biyoistatistik, agri, sikint1 ve insani son noktanin belirlenmesi, hayvan tesislerinde
is saghgi ve giivenligi, standardizasyon, hayvan deneyi modelleri, hayvan deneylerinin
tasarlanmasi, deney hayvanlarinin iiretimi, yetistirilmesi ve barindirilmasi enjeksiyon ve kan
alma teknikleri, cerrahi teknikler gibi pek ¢ok teorik konu islenir. Uygulamalarda ise tutus
teknikleri, ilag verme ve enjeksiyon teknikleri, kan ve 6rnek alma teknikleri, anestezi, anatomi
diseksiyonu ve cerrahi tekniklere yoOnelik uygulamalar yapilir. Hayvan deneylerinin
tasarlanmas1 uygulamasi olarak kursiyerlerden 6rnek bir deneysel caligmanin hazirlanarak
sunulmasi istenir.

Sonug¢

Arastirmacilar aldiklart etik kurul izinleri ile birlikte bu hayvanlarin sorumluluklarini da
istlenmis oluyorlar. Sorumluluk, 3R kuralinin i¢indeki sessiz ilkedir. Ancak 3R ilkesinin
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uygun bir sekilde yerine getirilebilmesi i¢in hatirlatilmas1 gerekmektedir. Bu nedenle,
Uluslararas1 Etik Arastirmalar Vakfi, (The International Foundation for Ethical Research
(IFER)), 1985 yilinda 3R ilkesine, sorumluluk (responsibility) ilkesini de ekleyerek temel
ilkeleri 4R olarak geligtirmistir.

Pandemi doneminde gorildiigii gibi, yeni hastaliklarin ortaya ¢ikmasi, bu hastaliklarin
tedavisini saglamak ve yayilmalarinin engellemek / yayilma hizin1 yavaslatmak iizere yeni
hastalik modellerinin gelistirilmesini zorunlu kilmistir. Bu siireg, hayvan deneylerinin
Oonemini bir kez daha vurgulamistir.

Hayvan deneyi yapacak olan arastirmacilarin bu hayvanlarla birlikte aldiklar1 sorumlulugun
bilincinde ¢aligsmalari, deneysel ¢alismadan elde edilecek sonuglarin da daha saglikli olmasini
saglayacaktir. Ancak bu sekilde bilime bir katki saglanmis olur.
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Hayvan modelleri biyolojik arastirmanin temel bir bileseni olup ve transgenik hayvanlarin
yaratilmasi da dahil olmak (izere insan hastaliklarinin arastiriimasinda bircok acidan kritik bir rol
oynar, ancak bunlar ayni zamanda hayvan popllasyonlarinda dogal olarak meydana gelen
hastaliklar1 arastirmak icin de kullanilabilir. Ayrica dezavantajlari ve benzersiz biyogiivenlik
sorunlarini da beraberinde getirmektedir. Insan ve hayvanlarda bakteri, viriis, mantar ve parazitler
enfeksiyon hastaliklara neden olmaktadir. Bu enfeksiyon etkenleri neden oldugu hastaliklarin olus
mekanizmasi, tedavi edecek ilaclarin gelistirimesi ve bu hastaliklardan koruyacak asilarin
gelistirilmesi icin deneysel arastirmalara ihtiva¢ vardir. Bu enfeksiyon hastalik ajanlarinin
laboratuvar ortaminda Uretilmesi ve Ulzerinde arastirmalar yapiimasi icin biyogiivenlik seviyesi
yiiksek laboratuvarlara ihtiyag duyulmaktadir. Bu enfeksiyon ajanlarinin dretiimesi ve (izerinde
arastirma yaparken insan, hayvan ve cevre sagligin koruyacak biyogivenlik seviyesi ajanin tiiriine
uygun olarak tasarlanan laboratuvarlar bulunmalidir. Bu laboratuvarlar enfeksiyon ajanin
yaratacagi tehlike derecesine gbre biyogtivenlik Seviyesi 1-2-3-4 dlizeyinde laboratuvarlarda
calisiimaktadir. Eger bu enfeksiyon ajanlari hayvanlar (izerinde arastirma yapilacaksa hayvan
glvenlik dizeyi 1-2-3-4 olarak tasarlanan laboratuvarlarda c¢alisiimaktadir. Biyolojik ajanin
deneysel hayvanlar (lzerinde yapilacagl arastirmalarda insan, hayvan ve cevreye verecegi
tehlikeleri ortadan kaldiracak énlemlerin alindigi giivenlikli laboratuvardir. Son yillarda tiim diinyayi
etkileyen salginlarin etkinlerin lretmek ve lzerinde arastirma yapilabilmesi i¢in bu tiir biyoglivenlik
diizeyi yiiksek hayvan laboratuvarina ¢ok ciddi ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Hayvan Giivenlik Diizeyi, Enfeksiyon Ajan, Laboratuvar Hayvani

SUMMARY

Animal models are an essential component of biological research and play a critical role in many
aspects of investigating human diseases, including the creation of transgenic animals, but they can
also be used to study naturally occurring diseases in animal populations. It also brings
disadvantages and unique biosecurity issues. Bacteria, viruses, fungi and parasites cause infectious
diseases in humans and animals. Experimental research is needed to investigate the mechanism of
diseases caused by these infectious agents, the development of drugs to treat them, and the
development of vaccines to protect against these diseases. Laboratories with high biosafety levels
are needed to produce and conduct research on these infectious disease agents in a laboratory
environment. While producing and researching these infectious agents, there should be laboratories
designed with a biosafety level appropriate to the type of agent that will protect human, animal and
environmental health. These laboratories operate at biosafety level 1-2-3-4, depending on the
degree of danger posed by the infectious agent. If these infectious agents are to be researched on
animals, they are studied in laboratories designed to have an animal safety level of 1-2-3-4. It is a
secure laboratory where precautions are taken to eliminate the dangers of biological agents to
humans, animals and the environment in research on experimental animals. There is a serious need
for such animal laboratories with high biosafety levels in order to produce and conduct research on
the effects of epidemics that have affected the whole world in recent years.

Keywords: Animal Safety Level, Infectious Agent, Laboratory Animal
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Giris

Tim diinya, kiiresel 1sinma ve iklim degisikliginin olumsuz etkilerini tiim yonleri ile
hissetmektedir. Kiiresel 1sinma ve iklim degisikliginin ¢evre saglhigi lizerindeki geri tamir
edilemez olumsuz etkileri insan, hayvan ve ekosistem sagligi iizerine ¢ok ciddi olumsuz
etkileri olmaktadir. Bu etkilerden biride enfeksiyon ajanlari, onlarin ara konak ve
konakgilarindaki degisimler sonucu diinyay1 etkileyen salginlara neden olmasidir. Bu
salginlara sebep olan biyolojik ajanlarin hastalik yapici 6zelliklerinin arastirilmasi, bunlara
kars1 koruyucu ve tedavi ajanlarin gelistirilmesi gereklidir. Bilim insanlar1 farkli arastirma
yontemleri ile bu salginlara neden olan biyolojik ajanla {izerinde arastirma yapmasi icin ¢evre,
insan ve hayvan saglig1 ve giivenligini dnceleyen giivenlikli hayvan laboratuvarlarina ihtiyag
duymaktadir. Hayvan modelleri biyolojik arastirmanin temel bir bileseni olup ve transgenik
hayvanlarin yaratilmast da dahil olmak iizere insan hastaliklarinin arastirilmasinda birgok
acidan kritik bir rol oynar, ancak bunlar ayn1 zamanda hayvan popiilasyonlarinda dogal olarak

meydana gelen hastaliklar1 aragtirmak i¢in de kullanilabilir. Ayrica dezavantajlari1 ve benzersiz
biyogiivenlik sorunlarini da beraberinde getiriyorlar (1).

Enfeksiyon hastalik aragtirmacilari, bilimsel arastirma soru ve hipotezlerini test etmek igin
farkli arastirma yontemleri kullanmaktadirlar. Bilimsel arastirma yontemlerinde biriside
deneysel aragtirma yontemidir. Deneysel arastirma, tabiatta olmus ya da olmasi muhtemel
olaylar1 laboratuvar sartlarinda kontrollii olarak tekrar ortaya koyulmasidir. Deneysel
arastirmalarda in vivo ve in vitro modeller kullanilir. In vivo modeller model hayvanlar (fare,
sigan, kobay, hamster) ve model organizmalar (maya, nematod) olmak {iizere iki grupta
toplanir. In vitro modeller ise hiicre kiiltiirli, doku kiiltiirii, bilgisayar modelleri, yapay
organlar gibi modellerdir (2). Deneysel arastirmalari iginde hayvan modelleri ¢cok 6zel bir yeri
vardir. Enfeksiyon hastaliklarinin patogenezi arastirmalarinda, enfeksiyon hastaliklarin tedavi
ve korunmasinda hayvan modelleri yeri tartisilmaz. Enfeksiyon hastaliklarin arastirmalarinda
hayvan modeli se¢ciminde hastaligin insanda goriilen patoloji ve semptomlar1 mutlaka taklit
etmesi gerekir (3,4). Hayvan model se¢iminde, arastirmacinin arastirtma sorusuna ve
ihtiyaglarina bagli olarak en dogru model secilmelidir. Enfeksiyon ajanlari, enfekte
edebilecekleri ve hastaliga neden olabilecekleri tiirlerde sinirhilik gostermekle birlikte son
yillarda ¢ogu kez bu tiir engelini asarak salginlara neden olmaktadir. Bu nedenle enfeksiyon
hayvan modellerinde konak¢1 duyarliligi her zaman 6nemli bir sinirliliktir (5). Bu nedenle,
deneysel hayvan enfeksiyon modellerinde enfeksiyon olusturmak icin duyarli hayvanlari
secmek Onemlidir. Son yillarda enfeksiyon model hayvanlar igin tiir engelini agsmak igin tiir
icinde genetigi degistirilmis hayvan modeli kullanmak ¢ok 6nemli hale gelmistir. Normalde
biyolojik ajana duyarli olmayan hayvan tiiriinii genetigi degistirilerek duyarli hale getirilmesi
calismalari 6nem kazanmistir. BOylece tiir icinde duyarliligi gelistirilen enfeksiyon model
olusturma basar1 yiiksek olmaktadir. Daha az hayvan kullanilmas: (Reduction) hayvan
arastirma etigi agisindan da ¢ok Onemlidir. SARS CoV-2 pandemisinde insanlastirilmis fare
modeli kullanilmast bu durumun en dnemli 6rnegini olusturmaktadir. Biyolojik ajanlar ve
onlarin {irtinleri ile laboratuvarda g¢alisirken insan, hayvan ve g¢evre sagligini korumak i¢in
calisilan ajanin Ozelligine gore biyogilivenlik onlemleri almak gerekir. Gelismis tilkeler bu
biyolojik ajanlarin laboratuvar ortaminda iiretilmesi, identifikasyonu ve bunlara kars1 ilag ve
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as1 aragtirmalariin yapilabildigi biyogiivenlik seviyesi yiiksek laboratuvarlar kurmustur. Bu
biyogiivenlik seviyesi yiiksek laboratuvarda iki temel bolimii bulunmalidir. Coronoviriis
biyolojik enfeksiyon ajanlarin iizerinde yapilacak c¢aligsmalarin in vitro ¢alismalarin yapildig:
biyogiivenlik diizeyi -3 laboratuvari (Biosafetylevel- BSL, -3) ve in vivo deneylerin yapildig:
biyogiivenlik hayvan laboratuvar1 -3 (Animal Biosafety Level —ABSL-3) laboratuvarlar
altyapisina ihtiyag¢ vardir (2,3).

Enfeksiyon hastahk arastirmalarinda hayvan modeli

Deneysel arastirmalar icinde hayvan modelleri 6zel bir yeri vardir. Insan saghg: ile ilgili
bir¢ok alanda arastirma yontemi olarak yerine koyulabilecek bir arastirma ydntemi halen
yoktur. Ancak dogru hayvan modeli secilmez ve dogru tasarim yapilmaz ise bilimsel
ilerlemeyi engelleyen, yaniltan, gereksiz hayvan, para ve zaman kullanimina neden
olmaktadir. Dogru secilen bir hayvan modeli, insanlar ve hayvanlar arasindaki fizyolojik
benzerlikleri ve farkliliklari c¢ok irdelemeli, dogru degerlendirme ve analiz yontemi ile
degerlendirilmeli, iiretilen sonuglart dogru yorumlanmali gecerli ve uygulanabilir genelleme
yapilmalidir (6). Enfeksiyon hastaliklarin arastirilmasinda hayvan disi deneysel modeller:
Deneysel enfeksiyon modelleri her zaman hayvan modelleri kullanmak durumunda degildir.
Ornegin bazi biyolojik iiriinlerin, toksinlerin etkilerini, zellikleri test etmek igin model
organizmalarda (hiicre ve doku kiiltiirler, nematod, sinekler, omurgasizlar vb.) Kullanilmaktadir.
Secilen model, arastirmacinin aragtirtma sorusuna ve ihtiyaclarina bagl olarak en dogru
model se¢ilmelidir.

Enfeksiyon hastaliklar1 konusunda hayvan modeli kullanmak bir¢ok yonden zorunludur.
Enfeksiyon hastalik modelleri insanlar tizerindeki verilerinin bulunmadig1 yeni ortaya ¢ikan
enfeksiyon hastaliklarin patogenezinin anlama, bunlara karsi asilarin veya terapdtiklerin
gelistirilmesi icin ¢ok Onemlidir. Hayvan modelleri, 6zellikle yeni ortaya ¢ikan bulasici
hastalik arastirmalarinda kritik rolii ortaya ¢ikan hastalik, potansiyel olarak 6liimciil veya
kalici olarak sakat birakabilir. Bu etkiler tam bilinmeden arastirmalarda insan denekler
kullanilarak yapilamaz. Hayvan modelleri, insan sagliginin birgok alaninda bilimsel ilerleme
icin gereklidir. Iyi tasarlanmis bir hayvan modeli, insanlar ve hayvanlar arasindaki fizyolojik
benzerliklerin ve farkliliklarin iyi bilinmesi ve elde edilen sonuglarin gecerli ve
uygulanabilirligi izerinde 6ncelikle durulmalidir.

Deneysel hayvan modelleri genel olarak indiiklenmis hayvan modelleri, spontan hayvan
modelleri, negatif hayvan modelleri ve olast hayvan modelleri olmak iizere dort grupta
toplanir (2). Deneysel enfeksiyon hayvan modellerinde ¢ogunlukla viriis, bakteri, parazit gibi
biyolojik ajanlar1 hayvanlara verilerek olusturulan modellerdir. Deneysel enfeksiyon hayvan
modeli, dogal olarak insan veya hayvanlarda olmus yada olmasi muhtemel enfeksiyonlari
laboratuvar ortaminda ortaya koyulan modellerdir. Bir modele, deneysel enfeksiyon hayvan
modeli demek i¢in, gercek goriilen hastaligin veya patolojinin semptomatik, etiyolojik ve
patolojik ozelliklerinin deneysel enfeksiyon hayvan modeli taklit etmesi gerekir. Deneysel
enfeksiyon hayvan modeli semptomatik, patoloji ve etiyolojik olarak orijinal hastalig1 taklit
etmiyor ise deneysel hayvan modeli demek miimkiin degildir. Insanlarda gegerli ve
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uygulanabilir sonuglar hedefleniyorsa hayvan modeli se¢iminde birgok Ozellik yoniinde
insanlara secilen modelin fizyolojik, morfolojik, homoloji olarak benzerlik gdstermelidir.

Bununla birlikte, birgok biyolojik ajan secicidir ve tiire 6zgii tepkilere neden olur. Bu 6zellikle
bakteri ve virlisler dahil enfeksiyon ajanlart i¢in gecerlidir. Bircok enfeksiydz ajan, enfekte
edebilecekleri ve hastaliga neden olabilecekleri tiirlerde smirlilik gostermektedir. Enfeksiyon
ajanlarmin bazilar1 normal insanlarda hastaliga neden olurken bazilar1 sadece immiin yetmezligi
bireylerde hastalik yapmaktadir. Bu nedenle enfeksiyon hayvan modellerinde konake1
duyarliligt her zaman Onemli bir engel olusturmaktadir. Bu durumda, deneysel hayvan
enfeksiyon indiiksiyonlarinda duyarli hayvanlari se¢gmek onemlidir. Son yillarda bu tiir
duyarliligmi asmak icin tiirtin i¢inde genetigi degistirilmis hayvan modeli kullanilmaya
baslanmistir. Bu genetigi degistirilmis enfeksiyon hayvan modelleri arastirmacilarin talepleri
dogrultusunda genetik manipiilasyonlarla iiretildiginden aslinda bit tiir indiiksiyon deneysel
hayvan modelidir. Bu hayvanlarin tiir bazinda duyarli degil iken genetik manuplasyon ile
belirlenen enfeksiyon ajanina duyarli hale getirilmis hayvan modelleri olusturulmaktadir. Bu
durumun en son 6rnegi SARS-CoV-2 viriisiine normal fareler duyarli degil iken genetigi degis-
tirilmis fareler duyarli hale getirilmis ve COVID-19 agisinin gelistirilmesinde kullanilmistr.

Negatif enfeksiyon hayvan modelleri, bir biyolojik ajanin hastalia neden olmadigin
aragtirmak, hastalik siireci hakkinda da daha iyi incelemek i¢in negatif modeller kullanilir.
Olas1 hayvan modelleri, bir tiir i¢in tanimlanmis hastalik ya da patolojinin muhtemelen diger
bir tiirde korelasyon yaptigimiz modellerdir. Olast model olarak o6rnegin hamsterlere
antibiyotik verilmesinin neden oldugu enterit ve 6liimiin, toksite Clostridiumdifficile'nin asiri
biiylimesini kolaylastirarak insanlarda antibiyotikle iliskili psddomembrandz kolit ile iliskili
oldugunun farkina varilmasi gibi sonuglara olast modeller 6rnek verilebilir. Bir tiirde goriilen
patolojinin diger tiirde olasilikla neden oldugu diigiiniilen modellerdir.

Deneysel Enfeksiyon Hayvan Modeli Se¢iminde Temel Adimlar su sekilde siralayabiliriz;
Arastirma sorusu ve hipoteziniz belirlenmesi ve laboratuvar hayvan tesisi ¢alisma izninde
model tir veya soy uygunlugu belirlenmesidir. Biyolojik ajanin 6zelligine gore hayvan
laboratuvarinin biyogiivenlik diizeyini belirlenerek biyolojik ajana duyarli hayvanin veya
altyapinin  mevcut durumunu kontrol edilmesi gerekir. Calisilacak biyolojik ajanin
hayvanlarin bertarafinin nasil yapilacaginin belirlenmesi, model hayvan ve biyolojik ajanin
hastalik siirecinin patolojik ilerlemesi faktorleri tanimlanmasi, enfeksiyon modelinin
olusturulan c¢evresel faktorleri (1s1, nem, 1siklandirma vb) tanimlanmasi Onemlidir.
Hayvanmodel se¢iminde konu ile ilgili literatiirii goézden gecirin ve secilen hayvan
modellerinin gegerliligini degerlendirin. Bir proje ekibi olusturun ve ekibin i¢inde tiim yonleri
ile tartisilmasindan sonra hayvan deneyleri etik kurulunun onayini alinmasi siireci baslar.
Aragtirma kaynaklarinin yonetilmesi 6nemli bir asamadir. Gerekir ise 0n calisma yaparak
deney i¢i hayvan saglik izleme parametreleri belirlemesi prosediir sonuglari i¢in degerlidir. En
onemlisi de deney sonuglarini raporlanmasi siirecidir.

Burada siraladigimiz siire¢ yonetiminde arastirmacinin karsilasacagi olasi zorluklarin 6nceden
¢Oziim tretmesi gerekli basamaklardir. Aragtirmaci oncelikle model hayvana karar verirken
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enfeksiyon hayvan modelleri se¢iminde oOncelikle konu ile ilgili literatiir taranmasi c¢ok
onemlidir. Insanlarla yakin bir filogenetik iliskisi olan hayvanlar, daha yiiksek bir homoloji ve
benzer 6zellik tagidig1 i¢in sonuglarin gegerliligi ve uygulanabilirligi daha gegerlidir. Bununla
beraber hayvan deneylerinde temel alinan etik kurallara gore ayni sonuca ulasilacak ise
filogenetik skalanin daha altindaki hayvan modellerini ve tiirlerini tercih etmek
zorunlulugunda dolayi fare, sican, kobay, hamster, gerbil gibi hayvanlar: tercih etmek gerekir.
Eger bu tiirler yetersiz kalirsa daha biiyiikk hayvan modelleri tercih edilebilir. Ozellikle
enfeksiyon ajan duyarliligi engelini géz ontinde tutulmalidir (7)

Laboratuvarlarin biyogiivenlik diizeyi

Deneysel hayvan arastirmalarinda “Laboratuvar biyogiivenlik diizeyi”enfeksiyoz ajanlarin
kendisi yada toksinlerin istemeden kontaminasyonundan kaynaklanan diger biyolojik
tehlikelerin ele alinmasiyla iligkili saglikla ilgili riskleri azaltmak ic¢in laboratuvarlarda
biyogiivenlik ilkelerinin ve uygulamalarinin kullanimint agiklar (8). Laboratuvar
biyogiivenlikseviyeleri (Biosafety LaboratoryLevels- BSL'ler), yiiriitiilen isle ilgili saglikla
ilgili riskin ciddiyetine bagli olarak laboratuvarlarda yiiriitiilen faaliyetlere artan koruma
sirasina gore uygulanan islemleri gosterir. Amerika Birlesik Devletleri'nde, BSL-1, BSL-2,
BSL-3 ve BSL-4 adlari, bulasict ajanlar, toksinler ve diger biyolojik {riinler {izerinde
calismak i¢in gerekli minimum giivenli ¢alisma uygulamalarini, 6zel olarak tasarlanmig
binalar1 ve giivenlik ekipmanlarini agiklar (9). Arastirma laboratuvar giivenligi, calisan
kisinin, ¢cevrenin ve ¢aligma materyalinin korunmasi amaciyla laboratuvar is akisi kurallarina
uyarak, laboratuvar alt yapi, tasarim, donanim ve uygulamalarindan en uygun sekilde
yararlanilmasi ile saglanir. Arastirma laboratuvari enfeksiyoz ajanlar soz konusu olunca klinik
ornekleri, mikroorganizmalarin kendileri ya da c¢esitli hiicresel yapilarini arastiran
laboratuvarlarin yani sira, hayvan laboratuvarlar1 i¢in de benzer kurallar gecerlidir.
Laboratuvarlarda hem c¢alisanlar hem de ¢evreleri i¢in cesitli enfeksiyon etkenleri ve kazalarla
karsilasma riski bulunmaktadir. Bu noktadan yola ¢ikarak Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
mikroorganizmalart konak¢1 varligi ve ozellikleri, patojenitesi, bulas yolu, birey ve toplum
saglig1 acisindan etkileri, korunma ve tedavisinin bulunup bulunmadigi gibi 6zellikleri dikkate
alarak dort risk grubu altinda toplamistir. Benzer kriterler dikkate alinarak deneysel
aragtirmalar yapan hayvan laboratuvarlart dort kategoriye ayrilmigti. Bu uygulama ile
laboratuvarlarin isleyisi, fiziksel ve teknik donanimlari, birincil ve ikincil korunma
onlemlerini igeren bir rehber olusturulmustur. Oncelikle tiim laboratuvar uygulamalarinda
oldugu gibi hayvan laboratuvarlarinda da hangi kategoride olursa olsun temel laboratuvar
giivenliginin evrensel kurallarina uyulmasi gerekmektedir (10).

Laboratuvar hayvan tesislerinde riskler ve biyogiivenlik

Laboratuvar hayvan tesisleri mikrobiyolojik riskler yoniinden en az risk tasiyan diizeyinden
en yiiksek risk tasiyan diizeyine kadar dort kategoride toplanmaktadir. Bunlar sirasiyla en
diisiik risk diizeyinden en ytiksek risk diizeyine dogru ABSL-1, ABSL-2, ABSL-3 ve ABSL-4
seklinde adlandirilmaktadir (Animal Biosafety Level; ABSL). Laboratuvar giivenligi; ¢alisan
kisinin, c¢evrenin ve ¢alisma materyalinin korunmasi amaciyla c¢alisma sirasinda belirli
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laboratuvar kurallarina uyulmasi, laboratuvar alt yapi, tasarim, donanim ve uygulamalarindan

en uygun sekilde yararlanilmasi olarak tanimlanmaktadir(11). Tim laboratuvar

uygulamalarinda oldugu gibi hayvan laboratuvarlarinda da hangi kategoride olursa olsun

temel laboratuvar gilivenliginin evrensel kurallarima uyulmasi gerekmektedir. Bu kurallar

asagida belirtilmistir (10).

e Laboratuvar yoOneticisi, laboratuvar igindeki is akisini, giinliikk rutinde ve acil durumlarda
uyulmasi gereken kurallari igceren bir rehber olusturmali, kurallar1 yazili ve sozlii olarak
calisanlar ile paylasmalidir.

e Laboratuvar hayvanlar1 biriminde ¢alisacak personel ise alinmadan 6nce ve alindiktan
sonra diizenli olarak gerekli saglik kontrollerinden gecirilmeli, 6n egitim verilmeli ve
hizmet i¢i egitimin siirekliligi saglanmalidir.

e Laboratuvara gorevli personel disinda giris ve ¢ikiglar sinirli olmalidir.

e (Caligma sirasinda uygun giysiler giyilmeli (ayakkabilar kapali olmali, palto gibi hareket
kisitlayict ya da pahali ve zarar gorebilecek giysiler giyilmemeli), kisisel koruyucu
malzemelerden eldiven ve onliik kullanmaya 6zen gosterilmeli, gerekli durumlarda gozliik,
yiiz koruyucu kullanilmali, bu malzemeler ile laboratuvar digina ¢ikilmamalidir.

e Enfeksiydz materyale veya enfekte hayvana temastan sonra, eldiven ¢ikarildiktan sonra ve
laboratuvar terk edilmeden 6nce eller mutlaka yikanmalidir.

e Laboratuvar alani i¢inde bir sey yenilip i¢ilmemeli, sigara i¢cimi kesinlikle yasaklanmali,
kozmetik maddesi uygulanmamali, ¢alismayi kisitlayici taki ve aksesuarlardan kaginilmali,
saglar toplanmalidir.

e Acrosol olusumuna ya da etrafa sigramaya neden olabilecek tiim uygulamalardan
kaginilmalidir.

e Kesici ve delici aletlerle calismalarda gerekli Onlemler alinmali, bu atiklarin
uzaklastirilmasinda sert plastik ya da sert kartondan atik kaplar1 kullanilmalidir.
Hayvanlara ait tiim dokular tibbi atik olarak siiflandirilip kirmizi renkli plastik torbalar ile
atilmalhidir. Bu atiklar gilinliikk olarak birimden uzaklastirilamiyor ise soguk hava
depolarinda bekletilmelidir.

e Hayvana ait tiim biyolojik materyaller (les, doku, kan, idrar, digki, salya gibi viicut sivilari)
potansiyel olarak enfekte kabul edilmeli, temas sonrasi derhal su ve sabunla temas
bolgeleri yikanmalidir.

e (Caligma ylizeyi en az giinde bir kez ve her ¢aligma sonrasi dekontamine edilmelidir.
e Zoonozlar ve alerjenler gibi ilave risklere kars1 6nlemler alinmalidir.

e Kemirici ve bocekler ile miicadele edilmelidir.
Diinya Saglik Orgiitii-DSO ve CDC (Centers for Disease Control and Prevention) tarafindan
hayvan laboratuvarlarinda standardizasyonu saglamak amaciyla biyogiivenlik diizeylerinin ve

laboratuvar uygulamalarinin tanimlandigi hayvan biyogiivenlik diizeyi (Animal Biosafety
Level; ABSL) rehberinin ana noktalar1 su sekilde 6zetlenebilir (3,9).
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Tablo 1. Biyogiivenlik Diizeylerine Gére Hayvan Laboratuvarlar: Ozellikleri ve Calisilan Ajanlar

Blnyoglilvenhk Enfekglyoz Laboratuvar Uygulamalari . . s
Diizeyi Etkenin ve Giivenlik Donammlar Calisilabilen Biyolojik Ajanlar
Ozellikleri
Escherichiacoli, sugigegi gibi virlisler ve
ABSL 1 Saglikli insanda {;r?bi(;;atﬁgfiajclﬁlﬂil sive bakteriler ve bir¢ok bulagict olmayan
hastalik yapmaz. ol dsive;1 kulla}{mlmghy bakteri igerir. Bu seviyedeki dnlem
seviyesi minimaldir
ABSL-1 art1: . )
Perkiitan « Tehlike uyar: isaretleri Insanlarda enfeksiyonlardan sorumlu olan
miikézmembran girise asiimali \S/elhepatlltlA—lE(B—C, Lirnke Eals(talhf,Hlv
ABSL 2 yaralanmalari, Sinif I-IT BGK kullanilir A monerd, zami, abatuak, ’

Dang gibi aerosol haline gelmis

Zlnldlrlr.nlzotlu *Atik ve kafes parcaciklar yoluyla bulagsmasi zor olan
Lag TSkl tastr dekontaminasyonu mikroorganizmalari igerir.
yapilmali
Insanlar icin &liimciil olabilen, ancak
Aerosol yoluile | ABSL-2art: asilar ve diger tedavilerin mevcut oldugu
yerli ya da * Tiim ¢aligmalar igin 6zel | mikroorganizmalar1 igerir. Bu gruplama
ABSL 3 egzotik ajanlar koruyucu giysi giyilmeli | sarbon, bir¢ok viralensefalit,
ciddi hastalik « Tiim islemler i¢in stif IT | coronoviriishantaviris, rift vadisi atesi,
olusturur. BGK kullanilmali sitma, Rocky mountain benekli atesi ve
sar1 hummayi igerir.
ABSL-3 art: Ebola, Marburg viriisii, Lassa atesi,
Aerosol yolu ya y Girj§t§ lflyafe.t Bolivya hemorajik atesi bir¢ok tehlikeli
1 degistirilmeli ve ¢ikista | viriisleri igerir. Sadece belirli kisiler bu
da bilinmeyen dus al | islerle calisabili Ch
i< vollar ile s alinmali. viriislerle ¢a 1sa.b.1 ir ve ayr1 bir hava
ABSL 4 £ee1s yO +Tiim islemler icin stuf III | kaynagt ile pozitif basingl personel

tehlikeli ve
Oliimciil hastalik
riski tagir

BGK ve 6zel giysiler
kullanilmali.

* Ayr1 bir binada
yapilandirilmali

kiyafeti giymelerini gerektirir. Bu viriisler
icin herhangi bir tedavi yoktur ve asir
izolasyon dnlemleri zorunludur. Bu grupta
bakteri yok.

ABSL; Animal Biosafety Level

» ABSL 1: Saglikli insan yetiskinlerinde hastalik ile iligkili olmayan organizmalar.

» ABSL 2: Tibbi 6nlemlerin alinabilecegi hafif hastalia neden olabilecek organizmalar.

» ABSL 3: Tibbi kars1 6nlemlerin alinabilecegi ve toplumda veya ¢evrede yayilma potansiyeli
diisiik olan ciddi veya 6liimciil hastaliga neden olabilecek organizmalar

« ABSL 4 Tibbi onlemlerin alinmasinin miimkiin olmadigi ve toplumda veya cevrede
yayilma potansiyeli yliksek olan ciddi veya oliimciil hastalia neden olacak organizmalar

Gerekli

biyogiivenlik Onlemlerinin risk grubu smiflandirmasi,

laboratuvar kaynakli

enfeksiyonlari en aza indirmek i¢cin mantikli bir yaklagimdir. Bununla birlikte, her laboratuvar
gerekli 6zel hususlart kolayca belirleyip karsilayabilse de laboratuvar is akisinin giinliik
durumunun pratikligi hala daha 6nemlidir. Bu biyolojik tehlike seviyelerine siki sikiya baglh
kalmak, uyma kapasitesine sahip bazi tesisler i¢in yararli ve faydali olabilir. TB
laboratuvarlar1 i¢in daha Once tarif edilen benzer bir durumda, giivenlik 6nlemlerinin her
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klinik laboratuvarin faaliyetlerine '"uyarlanmasi" icin riske dayali bir yaklagim daha
uygulanabilir. Bunu kiiresel dlcekte gercege dontistiirmek i¢in daha fazla calisma yapilmasi
gerekmektedir (9,12).

Hayvan Laboratuvarlar: Biyogiivenlik Diizeyleri (3,9).

Hayvan Biyogiivenlik Diizeyi 1 (ABSL-1): ABSL-1 laboratuvarlarinda, saglikli eriskinde
hastalik yapmadigi bilinen etkenler ile c¢alisma s6z konusudur. Laboratuvar calisanlar1 ve
cevre icin potansiyel tehlike en az diizeydedir. Bu tiir laboratuvarlarda tehlikeleri
uzaklagtirmak i¢in standart uygulamalar yeterli olmakta, ©6zel uygulamalara gerek
duyulmamaktadir. Birincil bariyerler i¢in 6nliik ve eldiven kullanmak yeterlidir. Ancak insan
dis1 primatlar ile calisiliyorsa yliz ve miikozmembranlarin korunmasi acgisindan gozliikk ve
maske kullanimi1 6nerilmektedir.

Hayvan Biyogiivenlik Diizeyi 2 (ABSL-2): Perkiitan ve miikozmembran temaslarinin yani
sira sindirim yolu bulagsmalar1 ile insanda hastalik olusturan patojenlerin calisildig
laboratuvarlardir. ABSL-1 uygulamalarina ek olarak bazi onlemlerin alinmasi gerekmektedir.
Oncelikle laboratuvara personel giris ¢ikislart siki kontrol altinda olmalidir. Calisan
personelin immiinizasyon durumu 6zellikle HBV asisi, tliberkiilin deri testi ve akciger grafigi
diizenli izlenmelidir. Biyogilivenlik el kitabi hazirlanmali, hizmet i¢i egitim daha siklikla
yapilmalidir. Hayvan odalarinin tiim atiklar1 (hayvan dokulari, karkaslar, kontamine altlik
materyali vb.) lizeri oOrtiilii ve dis yiizeyi dekontamine edilmis tasiyici araglar ile laboratuvar
disina ¢ikarilmali, miimkiinse 6nce otoklav koyulmali daha sonra bina digina ¢ikarilmalidir.
Hayvan odalarindan ¢ikarilacak tiim ekipmanlar 6nce dekontamine edilmelidir. Aerosol
olusturacak islemler icin smif I veya II biyogiivenlik kabini (BGK) kullanilmalidir. Kafes
dezenfeksiyonu elle veya otomatik yikama makineleri ile yapilabilir.

Hayvan Biyogiivenlik Diizeyi 3 (ABSL-3): Bir bolgeye 0zgii ya da egzotik hayvanlar ile
calisan laboratuvarlar bu siniflamada yer almaktadir. Aerosol yolu ile ge¢is sonucu ciddi ya da
Oliimciil hastaliklara neden olabilirler. ABSL-2 diizey laboratuvarlardaki 6nlemlerin yan1 sira
zorunlu uygulamalar vardir. Laboratuvar alani ile diger alanlar arasinda cift kapt sistemi
olmal1 ve gorevli personelin giris ¢ikist denetlenmelidir. Calisanlarin rutin saglik izlemleri ve
serum taramalar1 yapilmahdir. Bu kisilerde zoonotik hastaliklarin disinda enfeksiyonlara
yatkinlik da gelisebilir, bu konuda dikkatli olunmalidir. Kafesler ve kullanilan tiim
malzemeler otoklavlandiktan sonra kullanilmalidir. Hayvan odalarindan ¢ikan tiim atiklar
yonetmelige uygun sekilde yakilmalidir. Kisisel koruyucu ekipmanlara ilave olarak 6zel
koruyucu giysiler giyilmelidir. Laboratuvar igindeki tiim uygulamalar sinif II BGK iginde
yapilmalidir.

Hayvan Biyogiivenlik Diizeyi 4 (ABSL-4): Aerosol yolu ile gectigi bilinen ya da diger gecis
yollar1 heniiz bilinmeyen, ¢ok tehlikeli ve egzotik ajanlar ile ¢alisan laboratuvarlar bu grupta
yer almaktadir. Ciddi ve oOliimciil hastaliklara neden olurlar. Bu laboratuvarlar diger tiim
caligma alanlarindan tamamen ayr1 bir binada yapilandirilmalidir. ABSL-3 uygulamalarina ek
olarak tiim caligmalar siif III BGK i¢inde gergeklestirilmelidir. Calisanlarin izlemi, serum
orneklerinin toplanmasi, immiinizasyon takiplerinin yapilmasinin yani sira bilinen risk
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faktorleri icin profilaktik énlemler alinmalidir. Ister klinik, ister deneysel arastirmalar yapan
hayvan laboratuvarlar1 olsun biyogiivenlik kavraminin ana unsurlari arasinda BGK 6nemli bir
yer tutmaktadir (9). Bu risk faktorleri ile temas laboratuvar hayvaninin tiirline gore
(kemirgenler, stirlingenler, kuslar, primatlar vb.) degismekle birlikte temel olarak bes baslik
altinda toplanmaktadir.

Sonug olarak enfeksiyon ajanlarin lizerinde yapilacak arastirmalar insan, hayvan ve cevre
saglig1 lizerinde olusturacagi tehlikelerin 6nlenmesi i¢in biyolojik ajanin ozelligine gore
laboratuvar biyogiivenlik Onlemleri alinmalidir. Son yillarda ¢ikan salginlar g6z Oniine
alindiginda bu ajanlarin iizerinde yapilacak arastirmalar icin biyogiivenlik seviyesi yiiksek
hayvan laboratuvarlarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Insan viicuduyla temas eden tibbi cihazlarin,biyomalzemelerin ve biyolojik ajanlarin diizenleyici
otoriteler tarafindan olasi etkilesimler ve olasi istenmeyen yan etkiler agisindan test edilmesi
zorunlu tutulmaktadir. Biyouyumluluk testi yapmanin amaci, bir cihazin insan kullanimina
uygunlugunu belirlemek ve cihazin kullaniminin herhangi bir potansiyel zararll fizyolojik etkiye
sahip olup olmayacagini gérmektir. Bu testler uluslararasi diizeyde standartlagtirimigtir. Ozellikle
Avrupa Toplulugu'nda bu alandaki her arastirma igcin EN ISO 10993 kurallari kilavuz niteligindedir.
Uriin siniflarina gére yapilmasi gereken in vivo testler sensitizasyon testi, irritasyon testi, akut
sistemik toksisite, implantasyon testi ve tekrarli doz toksisite testleridir. Ayrica mutajenite,
kanserojenite, lreme ve gelisim toksisitesi 6zellikle insan viicudu lzerinde uzun siire kalmasi
planlanan malzemeler icin yapilmasi gereken in vivo testleri olusturmaktadir.

Anahtar Sézciikler: Biyouyumluluk testleri, toksisite testleri, tibbi cihazlar

SUMMARY

Medical devices, biomaterials, and biological agents that come into contact with the human body are
required to be tested by regulatory authorities for potential interactions and possible unwanted side
effects. The purpose of conducting biocompatibility testing is to determine the suitability of a device
for human use and to assess whether the device may have any potential harmful physiological
effects. These tests are standardized on an international level, with EN ISO 10993 guidelines being
particularly important for research in the European Union. Depending on the product class, in vivo
tests that should be conducted include sensitization testing, irritation testing, acute systemic toxicity
testing, implantation testing, and repeated dose toxicity testing. Additionally, mutagenicity,
carcinogenicity, reproductive and developmental toxicity testing are required, especially for materials
intended to remain in the human body for an extended period.

Keywords: Biocompatibility tests, toxicitytests, medicaldevices

Biyouyumluluk, bir tibbi cihazin veya malzemenin belirli bir uygulamada uygun konak
yanitiyla performans gosterme yetenegi olarak tanimlanir. Tibbi cihazlar ve bunlarin bilesen
malzemeleri klinik olarak kullanildiginda istenmeyen etkiler yaratabilecek bilesikleri
sizdirabilir veya yiizey 6zelliklerine sahip olabilir. Biyouyumluluk testi, canli sistemlerdeki
malzemelerin, cihazlarin ve farmasoétiklerin uyumlulugunu ve giivenligini degerlendirmenin
temel amacina hizmet eder. Bu amag icin in vivo ve in vitro test sistemleri gelistirilmistir ve
ulusal-uluslararasi kilavuzlar yayimlanmustir.
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Biyouyumluluk test seviyeleri 3 asamada incelenir

Seviye 1: InvitroBiyolojik Etkilesim: Tibbi malzemelerin kontrollii laboratuvar ortamlarinda
canli hiicre ve dokularla etkilesimini degerlendirir. Amaci tibbi malzemelere kars1 hiicresel
tepkiyi Olgmek ve potansiyel toksisiteyi belirlemektir. Yontem olarak hiicre kiiltiiri
calismalari, sitotoksisite testleri kullanilir. En c¢ok kanla temas eden tibbi cihazlar ve
implantlar i¢in yapilmaktadir.

Seviye 2: Invivo Biyolojik Etkilesim-Hayvan Testleri: Tibbi cihazlarda sistemik ve lokal
reaksiyonlart degerlendirmek i¢in canli organizmalar kullanilir. Amaci daha karmasik
biyolojik sistemlerde biyouyumlulugun degerlendirilmesi, seviye 3 oncesi veri toplanmasidir.
Bu amagla sistemik toksisite ¢caligmalari, implantasyon testleri, irritasyon ve hassasiyet testleri
en ¢ok yapilan testlerdir.

Seviye 3: Klinik Arastirmalar: Klinik deneyler yoluyla insanlarda malzeme performansini
inceler. Bu seviyenin amaci gercek diinya senaryolarinda biyouyumlulugu dogrulamaktir.
Daha ¢ok gozlemsem ve kontrollii ¢aligmalar yapilir.

Sistemik Toksisite Testleri
Akut Sistemik Toksisite

Bir kimyasalin veya {iirliniin tek dozunun ya da c¢oklu dozlarinin 24 saat iginde belirli bir
yoldan (oral, dermal veya inhalasyon) deney hayvanina verilmesi ve buna bagli olarak
olusacak toksik etkilerin degerlendirilmesini igerir. Toksik etkilere bagl klinik semptomlar
madde alinmasindan hemen sonra ya da ¢ok kisa bir siire sonra sekillensede gézlem siiresi 21
giine kadar uzayabilir. Testin yapilis amaci FAZ 1 ¢alismalar1 ve uzun siireli tekrarli doz
toksisite testleri i¢in temel toksikolojik veri elde etmektir. Ayn1 zamanda elde edilecek olan
verilerin olas1 hedef organ ve olas1 etki sekilleri hakkinda da bilgi vermesi agisindan
onemlidir. Akut sistemik toksisite ¢alismalarinda elde edilecek sonuglar, uzun siireli toksisite
calismalarinda hayvanlara verilecek-uygulanacak doz hesaplamasinda kullanilir (1). Akut
sistemik toksisite testleri, uygulama yollara gore agsagidaki kilavuzlar baz alinarak yapilir.

e Akut Oral Toksisite- Sabit Doz Prosediirii: OrganisationforEconomicCo-operationand
Development (OECD) Test Kilavuzu 420

e Akut Oral Toksisite- Akut Toksik Sinif Yontemi: OECD Test Kilavuzu 423

e Akut Oral Toksisite — Doz Azaltma ve Artirma Prosediirii: OECD Test Kilavuzu 425

e Akut DermalToksisite: OECD Test Kilavuzu 402

e Akut Solunum Toksisitesi: OECD Test Kilavuzu 403

e Akut Solunum Toksisitesi- Akut Toksik Sinif Yontemi: OECD Test Kilavuzu 436

e Akut Solunum Toksisitesi- Sabit Konsantrasyon Prosediirii: OECD Test Kilavuzu 433
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Deney hayvanlarinda akut sistemik toksisite testleri sonucunda, LDsy ve LCso degerleri
hesaplanmaktadir. LDsy degeri, bir defada verilen ve bir grup test hayvaninin % 50’sinin
(yarisinin) Oliimiine neden olan madde miktaridir. LCsy degeri ise maddelerin hava veya
sudaki Oldiiriicli konsantrasyonlaridir ve bir grup test hayvaninin yarisinin liimiine neden
olacak doz miktarin1 belirtir.

Akut sistemik toksisite caligmalarinda tipik olarak kemirgen (fare veya sican) kullanilir. Tibbi
cihaz ya da kimyasal tek cinsiyette kullanilacaksa deneyde o cinsiyetteki hayvanda yapilabilir.
Saglikli, geng-eriskin hayvanlarin  kullanilmasi1  zorunludur. Hayvanlarin laboratuvar
ortamlarinda bakilmasi ve test uygulama siireclerinde mutlaka yerel ve merkezi yonetimlerin
mevzuatlarina uyulmalidir (2). Teste alinacak hayvanlar randomize edilmeli daha sonra tek
tek kafeslere konulmalidir. Verilecek olan dozaj hacimlerinde ulusal veya uluslararasi
kilavuzlardan yararlanilabilir. Viicut agirhigr ol¢timleri, doz verilmeden hemen once, doz
verildikten sonra ilk ii¢ giin boyunca giinliik olarak ve ¢alisma siiresi gerektiriyorsa ilk dozdan
sonra haftalik olarak ve ¢alisma sonunda yapilmalidir. Klinik gézlem siiresi en az 3 gilin ve
gerektiriyorsa daha fazla siire boyunca yapilmalidir. Klinik gézlemlerin ne siklikla yapilacagi
kesin olarak belirlenmelidir. Kafeslerde can ¢ekisen hayvanlarin hemen izole edilmesi ve
gerekirse feda edilmesi, Oli bulunan hayvanlarinda hizli bir sekilde nekropsi edilmesi
gerekebilir. Hayvanlarin solunum sistemi, sindirim sistemi ve sinir sistemi gibi hayati
fonksiyonlarin takip edilmesi agisindan klinik gozlemlerin deney hayvanlarinda tecriibeli bir
kisi tarafindan yapilmasi 6nemlidir. Klinik patoloji ve gros patoloji yapilmasi klinik gézlemler
sonucuna dayanir. Histopatolojik inceleme genel olarak akut sistemik ¢aligmalarinda yapilmaz.

Subakut Sistemik Toksisite

Deney hayvaninin 24 saat ile 28 giin arasinda test maddesine birden ¢ok kez veya siirekli
maruz kalmasiyla ortaya c¢ikabilecek toksisitenin belirlenmesi amaciyla yapilir(3).
Olusabilecek olan zehirlenme akut zehirlenmeye gore oranla daha geg sekillenir ve daha uzun
stirelidir. Viicutta meydana gelecek hasarin geri doniisiimii, maddeye karsi olusabilecek
tolerans ve maddenin hangi hedef organda birikim yapabilecegi hakkinda bilgiler vermesi
acisindan 6nemli bir testtir. Deney i¢in saglikli geng-eriskin kemirgen hayvanlar kullanilir.
Her iki cinsiyette toplamda 10 hayvan ve bunlar temsil edecek kontrol gruplarina ihtiyag
vardir. Madde uygulama oral, dermal, inhalasyon ya da parenteral yol ile yapilabilir. Yalniz
intravendz uygulamalarda test siiresi 28 giin yerine 14 giin olarak belirlenmelidir. Klinik
olarak hayvanlarin canli viicut agirlig1 giinliik ve/veya haftalik olarak tartilmalidir. Hayvanlar
klinik olarak uzman kisilerce gozlenmelidir. Klinik goézlemlerde solunum sistemi, motor
hareketler, konviilsiyon, refkleksler, goz, kardiyovaskiiler sistem, salivasyon, piloereksiyon,
kas tonu, gastrointestinal sistem ve deri her hayvanda ayr1 ayr incelenmeli ve klinik gbzlem
formuna varsa bulgular yazilmalidir. Ayrica hayvanlarin yeme-igme durumlar: giinliik olarak
takip edilmeli ve not alinmalidir. Test sonunda tiim hayvanlar 6tanazi yapilmali klinik
patolojik incelemeler i¢in kan 6rnegi toplanmalidir. Gros patoloji gerekirse kor bir gozlemci
tarafindan yapilmali ve histopatolojik incelemeler i¢in drnekler alinmalidir.
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Subkronik Sistemik Toksisite

Deney hayvaninin ortalama yasam siiresinin yaklagik 1/10’luk kismi kadar siiren
caligmalardir. Madde kemirgen hayvanlara 30-90 giin arasi uygulanir. Glinliik uygulamalar
oral, dermal, inhalasyon ya da parenteral yol ile yapilabilir. Genelde haftanin her giinii
uygulansada haftada 5 kez yapilan test ¢alismalaridamevcuttur. Subkronik testin yapilis amact
spesifik olarak etkilenen hedef organi bulmak ve maddenin NOAEL degerini hesaplamaktir.
Test i¢in her iki cinsiyetten toplam 20 hayvan kullanilir. Saglikli geng-eriskin hayvanlarin
kullanilmas1 gerekmektedir. Haftalik olarak test ve kontrol grubundaki hayvanlarin canli
viicut agirliklart ile beraber yem ve su tiiketimi kayit altina alinir. Test sonunda hematolojik
incelemeler i¢in kan drnekleri alinmasi gerekebilir. Ayn1 zamanda klinik gozlem olarak gerek
goriiliirse diger viicut sivi ve sekresyonlarinin toplanmasi ve analiz edilmesi gereklidir. Test
sonunda grosnekropsi ve tam histopatolojik inceleme yapilmasi gerekmektedir.

Kronik Sistemik Toksisite

Test maddesine deney hayvanmin tim yasami boyunca ya da yasaminin biiyiik bir kismi
boyunca maruz birakilmasi ile yapilan uzun siireli bir deneydir. Test siiresi kemirgenler icin 6
ay — 24 ay arasi olabilir. Bu test uzun siire kullanilan ilaglar, gida katki maddeleri ve viicutta
cok uzun siire kalmas1 muhtemel tibbi cihazlarin hem toksik etkilerini hem de kanser yapici
etkilerini ortaya koymasi agisindan dnemlidir. Madde uygulama haftada 7 giin oldugu gibi
bilimsel agidan gerekg¢elendirilerek bu siire 5 giine diisiiriilebilir. Hayvanlarin canli agirlik ve
yem-su tiiketimi haftalik olarak kaydedilir. Deney sonunda kapsamli bir hematolojik inceleme
yapilir. Diger viicut sivi ve sekresyonlarinin analiz edilmeside onemli bir yere sahiptir.
Grosnekropsi ve histopatolojik inceleme i¢in dokular toplanir incelemeye gonderilir, sahit
numuneler ayri ayri sivi azot tanklarinda veya -80°C’deki derin dondurucularda saklanir.

Tiim uzun siireli test ¢aligmalarinda hematolojik kan incelemeleri i¢in pihtilagma potansiyeli
(PT, APTT), hemoglobin derisimi, hematokrit sayimi, trombosit sayimi, kirmizi kan hiicresi
sayimi, beyaz kan hiicresisayimi, ve beyaz kan hiicresi ayiricinin degerlendirilmesi tavsiye
edilir. Kanda bakilmas1 tavsiye edilen biyokimyasal incelemelerde karaciger ve bdobrek
enzimleri basta olmak iizere albiimin, total protein, bilirubin, fosfor, potasyum, sodyum, klor,
kalsiyum, kolesterol, trigliserit ve bilimsel olarak gerekli goriilen diger enzimlerdir. Gerekli
durumlarda idrar ve omurilik sivisi dahil tiim viicut sekresyon ve sivilarinda analiz
yapilmalidir.

Uzun stireli ve tekrarli doz toksisite testlerinde histopatolojik incelemelerde alinmasi gerekli
doku ve organlar:adrenal bezler, biitiin gros lezyonlar, kemik iligi, beyin,sindirim sisteminin
tim kisimlari, lireme sisteminin tim kisimlari, gozler, kalp, solunum sistemi (burun
bosluklarindan bronslara kadar), lenf diigiimleri, kas, sinir, pankreas, cilt, timiis bezi, tiikkriikk
bezleri, tiroid ve paratiroid, dalak, pankras, mesanedir. Ayrica hedef organa goére alinacak
dokularin artirilmast miimkiindiir. Doku ve organlar ¢ikartilmadan 6nce renk, hacim, yapisma,
koku ve deformasyon varligi agisindan makroskobik olarak incelenmelidir. Doku analizlerine
ilk once yiiksek doz test grubundan baglanilmali ve bunun sonucunda gerekli goriiliirse diisiik
ve orta doz gruplar incelenmeye alinmalidir. Doku ve organlar ¢ikartilirken bazi organlarin
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yas agirliklarinin tartilmasi gereklidir. Islemi yaparken zarar vermeden ve gerekirse gevre
dokulardan tutularak ¢ikartilmasi ve disli pensetler kullanilmamasi gerekir.

Implantasyon Testleri

Implantasyon testleri; viicuda yerlestirilen tibbi cihazlarin veya biyomalzemelerin deney
hayvaninda uygun bir alana kisa veya uzun siireli yerlestirilmesi sonucu ortaya ¢ikabilecek
toksik etkilerini incelemek amaciyla yapilir (4). Test malzemesi klinik olarak nerede
kullanilacaksa deney hayvaninda da oraya implante edilmelidir. Test i¢in fare, sican ve tavsan
gibi laboratuvar hayvanlari tercih edilir. Test siiresinin belirlenmesinde genellikle tibbi cihazin
kullanimina gore bir bilimsel gerek¢e olusturulmalidir. Testi yapacak kisinin deney hayvan-
larinin anestezisi, preoperatif, operasyon ve post operatif islemlerine hakim olmasi, grosnek-
ropsi yapacak kisininde deney hayvanlarimin 6zellikle doku ve organ bazinda anatomik
bilgilerine hakim olmasi onemlidir. Test maddesi deney hayvanlarinda cilt alti, kas veya
kemik bolgesine implante edilir. Deney sonunda makroskobik ve mikroskobik inceleme
yapilir. Kemik ve kas bolgesine implant iglemlerinde fare veya si¢an yerine kobay ve tavsan
gibi daha biiyiik hayvanlarin kullanilmasi tercih edilir. Kontrol maddesi ve test maddesi ayni
deney hayvaninda ayni anatomik bolgeye yerlestirilmeli ama birbiri ile temasi engellen-
melidir.

Tahris Testleri

Tibbi cihazlar, biyomalzemeler veya kimyasal malzemelerden genellikle cilde ve daha az
siklikla viicudun diger yerlerine temas kaynakli olusabilecek olan irritasyonun derecesini
belirlemek i¢in yapilan testlerdir. Cilt tahrisi ve 6zel bolgelerin tahrisi (goz, intradermal, oral,
rektal, anal, penil) aym kilavuz i¢inde ayr1 ayr1 kisimlar altinda incelenmelidir. Kimyasal
Maddelerin Zehirli Etki Kayitlarinda (RTECS) tavsanlar ile ilgili ¢ok miktarda dermal tahrig
bilgisi bulundugundan dolayi, tavsan tercih edilen deney hayvanidir. 2000’in iizerinde RTECS
kayitlari, % 85 tavsanla, % 7,5 insanla, % 4 fareyle ve % 3 kobayla yapilan deney sonuglarini
rapor etmektedir.

Hayvan Deri Tahris Testi

Test maddesinin tavsan derisini tahris etme potansiyelini Ol¢gmek icin yapilir. Teste
baslamadan once deney hayvanina alternatif yontemlerin degerlendirilmesi gerekir. Birgok
ulusal ve uluslararas1 kurulus tarafindan akredite edilmis in vitrotest yontemleri mevcuttur.
Test kilavuzlari i¢in OECD 404 veya TS EN ISO 10993-23’e bakilmalidir(5). Test maddesinin
hayvana uygulanmadan Once fiziksel ve kimyasal analizlerinin yapilmis olmasi gerekir. Test
maddesinin pH’1 2’ye esit veya daha diistikse veya 11,5’¢e esit veya daha yliksekse, malzeme
tahris edici olarak beyan edilmeli ve daha fazla deneyin yapilmasina olanak verilmemelidir.
Test maddesi hazirlanmasinda TS EN ISO 10993-12 kilavuzu referans alimmalidir.
Hayvanlarin bakim ve beslemeleri i¢cin TS EN ISO 10993-2 kilavuzuna uyulmalidir. Hayvan
deri tahrig testinde, genc-erigkin, her iki cinsiyetten tavsanlar kullanilir. Eger disi tavsanlar
kullanilacaksa daha 6nce hi¢ dogum yapmamis olmasi gerekir. Testte kullanilacak tavsanin
sirt derisinin diizglin ve plirlizsiiz olmasi olmasi, yaralanma ve kasimaya bagl cizikler,
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kabuklanmalarin olmamasi gerekir. Hayvanin sirt kismi testten yaklasik 4-24 saat 6ncesi tirag
edilir. Test maddesi 0,5 mg veya 0,5 ml miktarda hayvanin sirt bolgesinde 2,5 cm x 2,5 cm’lik
test maddesi alanina uygulanir (Sekil 1). Kontrol maddesi ve pozitif kontrol maddeleride yine
hayvanin sirt kistmlarina ayni miktarlarda kendi bélgelerine uygulanir. Uygulama bdlgeleri
kapatic1 bir bez ile kapatilarak iizerleri elastik bandajla oOrtiiliir. Hayvanin agz1 veya arka
ayaklar1 ile bolgeye wulagsma ihtimaline kars1 Elizabeth yakaliklar1 ve restrainerlar
kullanilabilir. Kapatici sargilar uygulamadan sonra 4. saat ¢ikarilarak bolge su veya baska bir
tahris Ozelligi olmayan ¢oziicli ile temizlenir. Test ve kontrol maddelerinin bdlgeleri
isaretlenir. Bolgeler eritem ve 6dem agisindan yamalarin ¢ikmasindan sonraki 1. saat, 24. saat,
48. saat ve 72. saat gozlemlenir. Yapilan gozlemler sonucunda birincil tahris indeksi
hesaplanarak test maddesinin irritan 6zelligi belirlenmis olur.

Sekil 1. A Bolgesi: Test Maddesi, B Bolgesi Kontrol Maddesi,
C Bolgesi: Tiraglt sirt bolgesi

Okiiler Tahris Testi

Tavsan goz tahris deneyi insanlarda okiiler tahrigi tahmin etmek amaciyla gelistirilmistir. Test
maddesi goz ve/veya goz kapag ile temas edecekse bu teste ihtiya¢ duyulmaktadir. Goz
tahrisi etkilerini arastirmak icin alternatif in vitro yontemler mevcuttur ve test yapilmadan
once bunlarin degerlendirilmesi biliylik 6nem arz etmektedir. Test maddesinin hayvana
uygulanmadan o©nce fiziksel ve kimyasal analizlerinin yapilmis olmasi gerekir. Test
maddesinin pH’1 2’ye esit veya daha diisiikse veya 11,5’e esit veya daha yiiksekse, malzeme
tahris edici olarak beyan edilmeli ve daha fazla deneyin yapilmasina olanak verilmemelidir.
Testte deney hayvani olarak tavsan kullanilir. Teste baslamadan 6nce gozler bir oftalmoskop
ile ayrintil1 bir sekilde incelenmelidir. Test maddesi tavsanin bir géziiniin alt konjuktivasina
(Resiml) 0,1 ml damlatilir (Resim 2) ve goz kapaklar1 1 saniye kapali tutulur. Diger gbze
islem yapilmaz, kontrol bolgesi olarak degerlendirilir. Damlatmadan sonraki 1. saat, 24. saat,
48. saat ve 72. saat gozler oftalmoskop yardimi ile muayene edilir. Kornea ve irisde meydana
gelen hasarlarTS EN ISO 10993-23 veya OECD 405 kilavuzlarina gore puanlanarak
maddenin okiiler irritasyon derecesi belirlenmis olur.
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Resim 1-2. Test maddesi tavsanin bir gdziiniin alt konjuktivasina 0,1 ml damlatilmasi

Oral Mukoza Tahris Testi

Ag1z mukozas: ile temas edecek olan tibbi cihaz ya da kimyasallarin tahris olusturma
potansiyelini belirlemek i¢in yapilir. Cilt veya goz i¢in tahris edici oldugu gosterilen veya
pH’1 <2 veya > 11,5 olan herhangi bir malzeme deneye tabi tutulmamali ve agiz dokusu igin
potansiyel tahris edici olarak tanimlanmalidir. Test i¢in hamster kullanilir. Hayvanlarin tek bir
sustan olmasi, akraba olmamasi ve her iki cinsiyette suriyehamsterlar1 olmasi gerekmektedir.
Deney malzemesi bir pamuk yardimi ile hayvanin agzinda bulunan keseye yerlestirilir.
Kontrol bolgesi olan diger yanaga bir sey yerlestirilmez. Test maddesine en az 5 dakika siire
ile maruz kalmir. Akut degerlendirmeler icin 4 saat boyunca her saat basi bu islemler
tekrarlanir. Son uygulamadan sonra 24. saatte hayvanlarin test ve kontrol bdlgeleri
makroskobik olarak incelenir. Daha sonra hayvanlar otanazi edilerek hsitopatolojik
incelemeler i¢in ag1z bolgesinden doku 6rnekleri alinir.

Vajinal Tahris Testi

Vajinal doku ile temas edecek olan tibbi cihaz, biyomalzeme veya kimyasallarin bu bdlgede
tahrig olusturma potansiyelini belirlemek i¢in yapilir. Deri veya goz i¢in tahris edici oldugu
gosterilen veya pH’1 <2 veya > 11,5 olan herhangi bir malzeme deneye tabi tutulmamali ve
vajinal doku i¢in potansiyel tahris edici olarak tanimlanmalidir. Testte tek bir sustan, 2 kg ve
iistli, saglikli, geng-yetigkin disi albino tavsanlar kullanilmalidir. Hayvanlar her uygulamadan
once vajinal akinti, sisme ve/veya diger vajinal enfeksiyon belirtisi, tahris ve/veya yara igin
kontrol edilir. Vajinadaki fizyolojik degisimlere bagli olarak yanlis bir pozitif reaksiyonun
verilmediginden emin olmak icin estrus (kizisma) devresinde de bir kontrol yapilmalidir.
Bunun i¢inde vajinal siirlintli bir steril swap ile alinmali ve mikroskop altinda incelenmelidir.
1 ml test maddesi 6 cm uzunlugunda bir kateter yardimi ile hayvanin vajinasinin igine verilir
(Resim 3-4). Kisa siireli ¢alismalar i¢in bu islem ardisik 5 giin boyunca tekrarlanmalidir. Ilk
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uygulamadan sonra 24. saatte ve her uygulamadan hemen Once akinti, eritem ve &dem
belirtileri i¢in vajina agiklig1 ve perineumun goriiniimii kaydedilir.Son dozlamadan 24 saat
sonra deney hayvanlar1 Gtanazi yapilarak vajina once makroskobikincelemeye tabi tutulur
sonra mikroskobik inceleme i¢in 6rnek alinir.

i

Resim 3 -4. 1 ml test maddesinin 6 cm uzunlugunda bir kateter yardimi ile hayvanin vajinasinin i¢ine verilmesi

Rektal Tahris Testi

Sadece rektal dokuya temas edecek test maddelerinin toksisitesinin belirlenmesi amaciyla
yapilir. Deri veya goz icin tahris edici oldugu gosterilen veya pH’s1 < 2 veya > 11,5 olan
herhangi bir malzemedeneye tabi tutulmamali ve rektal doku igin tahris edici olarak
tanimlanmalidir. Tek bir sustan her iki cinsiyette 2 kg’dan daha hafif olmayan saglikli geng
yetiskin albino tavsanlarkullanilmalidir. Kisa yumusak bir kateter (6 cm) veya kor uglu bir
kaniil 1 mL’den daha fazla kapasiteye sahip bir enjektore takilir, enjektor ve kateter 1 mL
deney numunesi ile dozlanacak sekilde doldurulur. Her bir hayvan icin katetertakili ayr1 bir
enjektdr hazirlanir. Kateter, takilmadan hemen once kontrol numunesi veya uygun bir
kayganlastiric1 ile 1slatilir. Perineuma uygulama yapmak ic¢in hayvanin kuyrugu tutularak
kaldirilir. Islatilmis kateter yavasca rektumasokulur ve siringadaki 1 mL doz verilir (Resim 5).
Daha sonra kateter geri ¢ekilir ve uygun bir sekilde atilirHer bir hayvanin rektum
kapasitesindeki farkliliklardan dolay1 deney numunesinin bir kismi verilme sirasinda veya
verildikten hemen sonra disar1 akabilir. Disar1 atilan malzeme yumusak bir kagit mendille
nazikce silinmelidir. Yukaridaki islem 5 ardisik giin boyunca 24 saat araliklarla her giin
tekrarlanir.Uzun siireli tekrar maruz kalma deneyleri i¢in, uygulamalarin sayisi, siiresi ve
araligi, klinik ortamda beklenen maruz kalma siirelerine dayandirilir. Son dozdan sonra 24.
saatte hayvanlar etik kurallara uygun olarak 6tanazi yapilir. Alt bagirsagin tamami kesilerek
cikartilir, uzunlamasina agilir ve tahris, epitel tabaka hasar1 ve nekroz belirtileri i¢in incelenir.
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Rektum ve kalin bagirsagin distal kismi histolojik inceleme isleminden dnce uygun bir tespit
maddesi icine yerlestirilir. Deney tavsanlarinin rektal dokulari, kontrol hayvanlarinin rektal
dokulart ile karsilagtirilir.

Penil Tahris Testi

Penil dokuyla temas etmesi beklenen malzemelerin tahris olusturma potansiyelini belirlemek
icin yapilir. Deri veya goz i¢in tahris edici oldugu gosterilen veya pH’s1 <2 veya >11,5 olan
herhangi bir malzeme deneye tabi tutulmamali ve penil doku icin potansiyel tahris edici
olarak tanimlanmalidir. Test i¢in erkek albino tavsanlar veya kobaylar kullanilmalidir.
Saglikli, geng, yetiskin 2 kg’dan daha hafif olmayan tavsanlar ve 300 gram ila 500 gram
agirhigindaki kobaylar kullanilabilir. Ayaklar: bir asistan tarafindan emniyetli sekilde tutularak
hayvan sirtiistli yatirilir. Penisi disar1 ¢ikarmak i¢in isaret parmagi ve orta parmak ile genital
bolgeye nazikge baski uygulanir. Penis disar1 ¢iktiginda penisi kaplayacak sekilde yeterli
miktarda deney numunesi (yaklasik 0,2 mL) uygulanir (Resim 6). Penisin kilif i¢ine geri
cekilmesine izin verilir. Hayvanin deney yerini yalamasini ve birincil tahrigin ikincil
faktorlerle etkilenmesini engellemek amaciyla gerekli Onlemler almmalidir. Akut maruz
kalma i¢in yukaridaki islem 4 saat siireyle her saat tekrarlanir. Akut maruz kalma igin penisin
goriiniimii ilk uygulamadan 1 saat sonra ve sonraki uygulamalarda kaydedilir. Penisin
gbriinlimili son uygulamadan sonra 1. saatte, 24. saatte ve 48. saatte kaydedilir. Makroskobik
ve mikroskobik incelemeler sonucunda test maddesinin penil tahris skoru olusturulur.

Resim 5.Test maddesinin rektuma verilmesi Resim 6. Deney maddesinin penisi kaplayacak
sekilde uygulanmasi

intradermal Reaktivite Testi

Tibbi cihaz ve biyomalzeme 6ziitlerinin deney hayvaninin sirt derisine intradermal enjeksiyonu
ve buna bagl olarak tahris olusturma potansiyeline dayanir. Cilt, g6z veya mukoza dokusu i¢in
tahris edici oldugu gosterilen veya pH’s1 <2 veya >11,5 olan herhangi bir malzeme intradermal
olarak deneye tabi tutulmamalidir. Tek bir sugtan her iki cinsiyette 2 kg’dan daha hafif olmayan
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saglikli genc yetiskin albino tavsanlar kullanilmalidir. Deney malzemesini degerlendirmek igin
baslangicta en az iki hayvan kullanilmalidir. Test maddesi uygulamasindan dnceki 4.-18. saatte
tilyler tiras edilir. Polar ve polar olmayan ¢oziiciiler ile birlikte kontrol maddesi tirash alandaki
S’er bolgeye intradermal yol ile enjekte edilir. Kullanilan enjektoriin madde gegisine izin
verecek en kiiciik ¢apta olmasi 6nemlidir. Madde verildikten sonra 3 giin boyunca giinde bir kez
test bolgesi eritem ve 6dem agisindan degerlendirilir.

Pirojenite Testi

Pirojen ‘1s1 lireten’ anlamina gelmektedir. Pirojen maddeler ise gram pozitif bakteri veya
mantarlarin trettikleri metabolizma {irlinleridir. Pirojenlik, malzeme aracili ve endotoksin
aracili olarak ikiye ayrilir. Malzeme aracili tirlinlerin pirojenite testi i¢in tavsanlarda pirojenite
testi yerine alternatif yontemler (Limulus Amebosit Lisat) yapilabilir. Endotoksin aracili
tirtinlerin pirojenite testinde kilavuz olarak Avrupa ve Amerika Farmakopesi

Kullanilabilir(6). Pirojenite testi maddenin tavsanlara damar i¢i (Resim 7) verilmesini takiben
viicut 1s1s1 artigina dayanan bir test tiiriidiir. Testte saglikli, her iki cinsiyetten en az 1,5 kg
hayvanlar kullanilir. Test oncesi testte kullanilacak biitiin materyalin buharli otoklav cihazinda
steril edilmesi gerekir. Test islemi sirasinda tavsanlarin viicut 1sisinin artisina neden olacak
stres parametrelerinin en az diizeyde olmasi saglanir. Islem yapalirken hayvanin restrainera
konulmasi ya da ortii ile sarilmasi viicutta 1sinin artigina neden olacag icin tavsiye edilmez.
Test baslangi¢ testi ve esas test olarak iki kisimdan olusur. Her iki kisimda da hayvana bir giin
onceden yem verme islemi durdurulur ve test siirecinde su verilmez. Baslangi¢ testinde amag
hayvanin deneye alistirilmasidir ve madde olarak fizyolojik tuzlu su verilir. Esas testte
hayvana en ¢ok kg basina 10 ml madde verilir. Madde verilmeden 6nceki 90. dk ve madde
verildikten sonraki 3. saate kadar her yarim saatte 1 kere viicut 1s1s1 6l¢iiliir (Resim 8). Madde
verilmeden Onceki ve verildikten sonraki degerler karsilastirilarak test maddesinin pirojen
olup olmadig1 hakkinda bilgi edinilir.

Resim 7. Pirojenite testi maddenin tavsanlara Resim 8.Viicut 1sisinin 6lgiilmesi
damar i¢i verilmesi
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Deney hayvanlari, bilimsel arastirmalarda ¢ok énemli bir rol oynamaktadir ve énemli bilimsel
etkiye sahip cesitli amaclara hizmet etmektedir. Deneysel hayvan modellerine dayali arastirmalar
uzun bir gecmise dayanmaktadir ve son birkag ylzyilda arastirmalar hizlanmistir. Deneysel
hayvan modelleri, bilimsel arastirmalarda hastaliklarin molekiiler mekanizmalarini agiklamak, yeni
ilagc gelistiriimesi dabhil cesitli biyolojik siiregleri incelemek, hipotezleri test etmek, tani ve yeni
tedaviler gelistirmek igin kullaniimaktadir. Fareler, siganlar, zebra balidi, sirke sinedi (drosophila),
nematodlar, kobaylar, tavsanlar, insan disindaki primatlar, domuzlar, kbpekler ve koyunlar
deneysel hayvan modelleri arasinda yer almaktadir. Bu modeller, insan fizyolojisi, genetigi veya
patolojisinin belirli ybnlerini simiile etmektedirler. Bbylece,bilimsel temel bilgiler saglanarak temel
biyolojik stireglerin aydinlatiimasinda etkili olmaktadir. Etik unsurlar ve deneysel ciktilar
etkilemeden hayvan kullanimini en aza indirme yobniindeki ¢alismalar, bilimsel arastirmacilarin
temel hedefleri arasinda oldugu unutulmamalidir.

Anahtar Soézciikler: Deneysel Hayvan Modelleri, Enfeksiyon, Viroloji

SUMMARY

Experimental animals play a crucial role in scientific research and serve a variety of purposes with
significant scientific impact. Research-based on experimental animal models has a long history
and has accelerated in the last few centuries. Experimental animal models are used in scientific
research to explain the molecular mechanisms of diseases, to study various biological processes
including new drug development, to test hypotheses, and to develop diagnostics and new
treatments. Experimental animal models include mice, rats, zebrafish, vinegar flies (Drosophila),
nematodes, guinea pigs, rabbits, non-human primates, pigs, dogs, and sheep. These models
simulate specific aspects of human physiology, genetics, or pathology. Thus, it is effective in
elucidating basic biological processes by providing scientific basic information. It should not be
forgotten that ethical considerations and efforts to minimize animal use without affecting
experimental outcomes are among the main goals of scientific researchers.

Keywords: Experimental Animal Models, Infection, Virology

Deneysel Virolojik Hayvan Modelleri

Hayvan modeline dayal1 arastirmalar ¢ok uzun bir siiredir yapilmaktadir. M.O. 5. yiizyildan
bu yana, hayvanlarin kullanildig1 deneylerin raporlar1 belgelenmistir, ancak 19. yiizyildan bu
yana hayvanlarin kullanim sikliginda bir artis gdzlemlenmistir (1). Hayvanlarin deneylerde
kullanimin1 ¢evreleyen etik konular nedeniyle, deney havyan modellerine kiyasla daha sinirl
olan alternatif in vitro veya in silico yontemlerin oldugu arastirma alanlari1 da mevcuttur (1).
Diinyadaki tibbi arastirma kurumlarinin ¢ogu insan digindaki canlilar olarak hayvanlar
deneysel hayvan modeli olarak kullanmaktadir. Hayvan modelleri dogadaki hayvan
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enfeksiyonlarint dogrudan kopyalamaktadir ve bu modellerin ¢ogu insan patofizyolojisini
biitiinsel olarak yansitmaktadir (2). Insanlarin viral enfeksiyonlari igin etik degerlendirmeler,
viriis-konak etkilesiminin birgok yoniinii ele almak i¢in hayvan modellerinin kullanilmasini
gerektirmektedir. Deneysel virolojik hayvan modelleri, viral enfeksiyonlarin davranisini,
bulagmasini, patogenezini ve tedavisini incelemek i¢in bilimsel aragtirmalarda kullanilmaktadir.
Bu modeller, hayvanlar iizerindeki etkilerini gozlemlemek ve virlis-konak etkilesimleri
hakkinda bilgi edinmek i¢in hayvanlara belirli virtislerin bulastirilmasini igermektedir (3).
Hayvan modelleri, viral hastaliklarin anlagilmasinda, asilarin ve antiviral tedavilerin
gelistirilmesinde ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir. Hayvan enfeksiyonlari i¢in bile dogal
konagin kullanilmast her zaman miimkiin degildir ve model olarak farkli bir tiiriin
kullanilmas1 gerekebilir. Fare, si¢an, kobay, hamster, gerbil, tavsan ve zebra balig1 gibi hayvan
modelleri virolojik calismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ornegin, AG129 fareleri
cogunlukla 6liimciil bir DENV enfeksiyon modeli olarak kullanilmaktadir (4). Ayrica, Gine
domuzu, hamster, agackakan, cayir kopegi, pamuk sican, yer sincabi, gelincik, tavuk, makak,
domuz ve ruminant hayvanlar, virolojik hayvan modellerinde yer almaktadir (5).

Fareler

Fareler, kii¢iik boyutlari, kullanim kolayliklar1 ve iyi karakterize edilmis genetik altyapilari
nedeniyle virolojik hayvan modellerinde yaygin olarak arastirilmaktadir. Cok cesitli viral
enfeksiyonlarin incelenmesinde etkili olmuslar ve viral patogenez, immiin yanit ve antiviral
tedavilerin gelistirilmesi konusundaki anlayisimiza 6nemli Olglide katkida bulunmuslardir.
Fareler, Hepatit B Viriisi'niin (HBV) farkli genotiplerinin enfektivitesini, virolojik
ozelliklerini ve tedaviye yanitlarini incelemek i¢in kullanilmistir. Farkli genotiplerde yiiksek
titreli HBV {ireten stabil hiicre hatlar1 olusturulmus ve fare pasajli primer insan hiicrelerinde
ve insanlastirilmis kimerik fare modelinde test edilmistir (6). Fareler, Machupo virlisli gibi
kemirgen kaynakli hemorajik ates viriislerinin patogenezini incelemek i¢in hayvan modeli
olarak kullanilmistir. Ornegin, Machupo viriis enfeksiyonunun patogenezini anlamak igin bir
STAT-1 nakavt fare modeli gelistirilmistir (7). Viral yayilim, bulagma ve hastalik patogenezini
incelemek i¢in fareler SARS-CoV ve SARS-CoV-2 ile enfekte edilebilmektedir. Fareler,
enfekte farelerin bir alt kiimesinde SARS-CoV-2'nin neden oldugu merkezi sinir sistemi
enfeksiyonunu arastirmak i¢in kullanilmistir (8,9). Fareler, Rift Vadisi Atesi Viriisii (RVFV)
enfeksiyonunun patogenezini incelemek i¢in kullanilmistir. Fare modeli, RVFV enfeksiyonu-
nun virolojik, klinikopatolojik ve histopatolojik 6zelliklerini karakterize etmek igin ¢aligmalar
yapilmustir (10). Rotaviriis enfeksiyonuna karsi bagisiklik tepkilerini incelemek i¢in model
olarak kullanilmigtir. Ornegin, T hiicresi eksikligi olan fareler rotaviriise karsi bagisiklig
aragtirmak i¢in model olusturulmustur. Rotaviriis enfeksiyonuna duyarl farelerin optimal yas1
incelenmistir. Fare modeli, farelerin rotaviriis enfeksiyonuna en duyarli oldugu yasi
belirlemek igin kullanilmustir (11). Ornegin, fare IgG1 Fc alaninin VHH fragmanima (ARP1)
fiizyonunun bir bebek fare modelinde rotavirlis kaynakli diyareye karsi koruma sagladigi
gosterilmistir (12). Bu c¢alismalar dogrultusunda, virolojik aragtirmalarda hayvan modeli
olarak farelerin ¢ok yonliiliiglinii vurgulamaktadir.

Viral enfeksiyonlar, konak immiin yanitlar1 ve potansiyel terapdtik miidahaleler hakkinda
degerli bilgiler saglamaktadir. Bununla birlikte, fareler yaygin olarak kullanilsa da viral
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enfeksiyonlara karsi insan tepkisini her zaman tam olarak yansitamayabileceklerini belirtmek
onemlidir. Bu nedenle, fare modellerinden elde edilen bulgular dikkatle yorumlanmali ve
diger ilgili hayvan modellerinde veya insan ¢aligsmalarinda dogrulanmalidir.

Sicanlar

Siganlar, viriis enfeksiyonunun biyolojisini incelemek ve ilag gelistirmek i¢in virolojik hayvan
modellerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Siganlar COVID-19"'u incelemek i¢in alternatif
bir model olarak kullanilmistir. Sican ACE2 reseptorleri SARS-CoV-2 enfeksiyonunu
destekleyebilir, bu da onlar1 viriisii anlamak ve potansiyel terapotikleri test etmek igin degerli
bir model haline getirmektedir (9). Insan T-hiicreli Lésemi Viriisii tip 1'in (HTLV-1)
biyolojisini ve hastalik ilerlemesini incelemek i¢in insan olmayan primatlar, tavsanlar ve
farelerle birlikte sicanlar da yer almaktadir (13). Pamuk sicanlar1 da dahil olmak iizere
sicanlar, hMPV enfeksiyonu, patogenezi ve korunmasini incelemek i¢in kiicliik hayvan
modelleri olarak kullanilmaktadir. Bu modeller, arastirmacilarin virlisiin solunum yolu
tizerindeki etkisini anlamalarina ve potansiyel miidahaleleri degerlendirmelerine yardimci
olmaktadir (14). Sicanlar ve diger kemirgenler, Arenaviridae ve hantaviriisler gibi viriisler i¢in
kritik rol oynamaktadir. Bu hayvanlar {izerinde, kemirgen kaynakli hemorajik ates viriislerinin
bulasmasmi ve patogenezini incelemek igin arastirmalar yapilmaktadir.’Klinik hastalik
gelistirmemelerine ragmen Varicella Zoster Viriisii (VZV) enfeksiyonunu incelemek igin
sicanlar iizerinde arastirmalar yapilmigtir. Subkutan, okiiler ve intraperitoneal gibi enfeksiyon
yollari, siganlarda immiin yanit1 ve serokonversiyonu arastirmak i¢in yol gostermektedir (15).
Siganlar, hepatit C viriisii (HCV) enfeksiyonunu incelemek i¢in hayvan modeli olarak
arastirilmaktadir.  Viriisiin patogenezine iliskin bilgiler saglanilip, arastirma araglarinin
gelistirilmesinde ve potansiyel Onleyici tedbirlerin test edilmesinde etkili olmaktadir (16).
Konjenital Sitomegaloviriis (CMV) enfeksiyonlarini incelemek ve potansiyel asilar
degerlendirmek icin kobay sican CMV modelleri iizerinde ¢aligmalar yapilmaktadir. Fakat,
CMV'ler sadece kendi tiirlerindeki hayvanlar1 enfekte eder; yani bir fare CMV'si, bir insan
CMV'si, bir sigan CMV'si vardir, ancak bu viriisler farkl tiirleri enfekte etmemektedir (17).
Pamuk sigan, influenza viriisii patogenezini incelemek i¢in yararli bir kii¢iik hayvan modeli
olarak kullanilmakta ve virolojik aragtirmalardaki 6nemini gostermektedir (18). Ayrica
siganlar, transplant reddi ilaglar1 kullanilarak immiin sistemi baskilanmig olabilir ve bu da
kronik sican Hepatit E Viriisii (HEV) enfeksiyonu i¢in saglam bir model olabilme
potansiyelini desteklemektedir (19). HIV-1 transgenik si¢an modeli, n6roHIV'i incelemek igin
gelistirilmistir.  HIV ile iliskili norolojik durumlar hakkinda bilgi saglayan immiin
degisiklikler icin karakterize edilmistir. Transgenik bir HIV modeli gelistirmek i¢in sicanlar
secilerek HIV ¢aligmalarindaki 6nemleri ortaya konulmaktadir (20,21).

Sicanlar viral enfeksiyonlar, immiin yanitlar ve potansiyel miidahaleler hakkinda degerli
bilgiler saglamaktadir. Bununla birlikte, hayvan modeli se¢iminin ¢alisilan spesifik viriise ve
arastirma hedeflerine bagli olmaktadir. Viral enfeksiyonlarin kapsamli bir sekilde anlagilmasi
icin sican modellerinden elde edilen bulgular kiimiilatif bilgiler c¢ercevesinde yorumlan-
malidir.
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Insan Olmayan Primatlar

Insan olmayan primatlar (NHP'ler), insanlarla olan yakin filogenetik iligkileri ve oldukca
benzer bagisiklik sistemleri de dahil olmak iizere fizyolojik benzerlikleri nedeniyle virolojik
hayvan modellerinde arastirilmaktadirlar (22). Rhesus makaklar1 gibi insan olmayan
primatlar, insan hastaliklarina yakindan benzeyen viral enfeksiyonlar1 incelemek i¢in model
olarak incelenmektedir. HIV, Ebola ve Zika gibi hastaliklarin patogenezi, immiin yanit1 ve
potansiyel tedavileri hakkinda degerli bilgiler saglamaktadirlar. Insan olmayan primatlar,
asilarin ve antiviral tedavilerin preklinik testleri i¢cin Ozellikle yararlidir. Hepatit viriisleri,
solunum yolu enfeksiyonlart ve HIV/AIDS gibi ¢esitli insan viral enfeksiyonlarinin
incelenmesinde 0nemli bir rol oynamaktadirlar (23,24). NHP'ler, insan immiinolojisini ve
baslica solunum yolu enfeksiyonlarinin patofizyolojisini yansitmalari agisindan ozellikle
degerlidir; bu da onlar1 viral hastaliklara iliskin anlayisimizi ilerletmek ve potansiyel tedaviler
veya agsilar gelistirmek i¢in gerekli kilmaktadir (25). NHP'ler {izerinde HIV bulasini
modellemek ve HIV enfeksiyonundaki kritik adimlar1 anlamak i¢in arastirmalar yapilmaktadir
(25). NHP'ler, 6zellikle makaklar, insanlardaki HIV enfeksiyonunu taklit eden simian immiin
yetmezlik viriisii (SIV)veya simian-insan immiin yetmezlik viriisii (SHIV) kimerik viriisleri
ile enfekte edilebilir Bu modeller, HIV bulagmasmin incelenmesinde ve hastaligin
ilerleyisinin anlasilmasinda etkili olmus, yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde 6nemli rol
oynamistir (26). NHP'ler, HIV'li bireyler i¢in biiyiik bir yiik olan HIV ile iliskili norobilissel
bozukluklari (HAND) incelemek i¢in kullanilmaktadir. Bu modeller, arastirmacilarin bilissel
bozuklugun altinda yatan mekanizmalart arastirmasina ve potansiyel miidahaleler
gelistirmesine yardimer olmaktadir (27). Marburg Virlis Hastaligi (MVD): NHP'ler, Marburg
Viriis Hastaligi (MVD) viriisiine yonelik as1 ve terapotiklerin gelistirilmesi ve test edilmesi
icin hayvan modeli olarak kullanilmaktadir. NHP modeli, insanlarda MVD patogenezini en iyi
sekilde yansitmaktadir (28). Rhesus makaklari, sinomolgus maymunlar1 ve marmosetler gibi
NHP'ler, SARS-CoV-2 enfeksiyon patogenezini incelemek icin hayvan modelleri olarak
kullanilmaktadir. COVID-19 arastirmalar1 i¢in kullanilan NHP modelleri arasinda rhesus
maymunlar1 (M. mulatta) ve cynomolgus maymunlar1 (M. fascicularis) uygun modeller olarak
tanimlanmiglardir (29). NHP calismalari, COVID-19 asilarinin immiinojenisitesinin ve
koruyuculugunun degerlendirilmesinde de onemli bir rol oynamaktadir. COVID-19'a neden
olan viriis SARS-CoV-2 ile enfekte olan NHP'ler, insanlara benzer sekilde burun ve
orofaringeal siiriintiilerde viral RNA icin pozitif sonuglar gostermistir bu da uygun hayvan
modellerinin olusturulmasina katki saglamistir (30). NHP'ler, insanlara filogenetik yakinliklari
ve insan patogenezini dogru bir sekilde taklit etme yetenekleri nedeniyle virolojik hayvan
modelleri i¢in secilmektedir. Viral enfeksiyonlar, bulas mekanizmalar, tedavi ve asilarin
gelistirilmesi konusunda degerli bilgiler saglamaktadirlar.

Domuzlar

Domuzlar, insanlarla olan anatomik ve immiinolojik benzerlikleri nedeniyle virolojik
arastirmalarda degerli modeller olarak hizmet etmektedir. Cesitli bulasici hastaliklar i¢in
virolojik arastirmalarda hayvan modeli olarak yer almaktadir. Ozellikle influenza A viriisii
(IAV) enfeksiyonlarini ve buna bagli dogustan gelen immiin yaniti incelemek i¢in uygun
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olmalari, onlar1 bu alanda 6nemli bir odak noktasi haline getirmektedir (31). Biyomedikal
aragtirmalar ve IAV enfeksiyonu ¢aligmalari igin uygun bir hayvan modelidir (32). Insan
influenza viriisii enfeksiyonlar1 i¢in bir model olarak incelenmistir. HIN1 influenza viriisii de
dahil olmak iizere influenza viriislerinin patogenezini arastirmak icin kullanilmislardir. insan
Lassa atesi i¢in tasiyict kiiclik hayvan modeli olarak kullanilmistir. Hastaligin viriilansini ve
patogenezini incelemek i¢in rekombinant Pichinde viriisii ile enfekte edilmislerdir (33). Insan
meta pnomoviriisii (hMPV) gibi solunum yolu viriislerinin incelenmesinde katkida bulunmusg
ve hMPV enfeksiyonunu, patogenezini ve korunmasina iligkin yeni sonuglarin bulunmasinda
model olarak ¢alisilmigtir. Gine domuzlari, Gottingen minipigleri de dahil olmak {iizere, Zika
viriisii enfeksiyonunu incelemek i¢in model olarak kullanilmistir. Gine domuzlan fizyolojik
ve immiinolojik olarak diger kiiciik hayvan modellerine goére insanlara daha c¢ok
benzemektedir, bu da onlar1 konjenital enfeksiyonlar ve cinsel bulagsma iizerine ¢aligmalar i¢in
uygun hale getirmektedir (34). COVID-19 ile miicadeledeki katilimlar1 da dahil olmak {izere
virlis arastirmalarinda ¢ok onemli bir rol oynamaktadir. Arastirma domuzlari, cesitli viral
hastaliklarin anlasilmasina aktif olarak katkida bulunarak, bulasici hastaliklar hakkindaki
bilgilerimizi ilerletme ve potansiyel miidahaleler gelistirme konusundaki Onemlerini
vurgulamaktadir. Domuzlar, kok hiicre tedavisi de dahil olmak {izere insan tibbi uygulamalar1
icin degerli ve temel biiyilk hayvan modellerinden biridir. Ayrica, genetigi degistirilmis
domuz organlarinin dogrudan insan viicuduna asilanmasi ve domuzlarin insan hiicrelerinin,
dokularinin veya organlarinin biiylimesi ve gelismesi i¢in in vivo biyoreaktorler olarak
kullanilmasi i¢in 6nemli ¢aba sarf edilmistir (35). Domuzlar ve insanlar arasindaki anatomik
ve organ boyutu benzerlikleri, domuz modellerinden elde edilen bulgularin insan
uygulamalarina aktarilmasim1 hizlandirarak, onlar1 insan hastaliklarini ve viral ydnlerini
incelemek i¢in umut verici ve pratik bir se¢im haline getirmektedir (36). Virolojik hayvan
modellerinde domuzlar kullanilmis olsa da hayvan modeli se¢iminin spesifik arastirma
hedeflerine, kullanilabilirlige ve modelin ¢alisilan belirli viriis i¢in uygunluguna bagli olmasi
calisma sonuglarmin verimliliginin saglanmasinda primer sonlanim kriterleri arasinda yer
almaktadir.

Zebra Baliklar

Zebra baligr (Daniorerio) virolojinin g¢esitli yonlerini incelemek icin degerli bir model
organizma olarak ortaya ¢ikmistir. Omurgali biyolojisi, genetik, embriyonal gelisim, insan ve
hayvan sagligi arastirmalari icin miikemmel bir model olarak hizmet vermektedir (37).
Arastirmacilar, zebra baliklarinin balik viriisleri ile enfeksiyonlar icin bir model olarak
degerlendirilmesi de dahil olmak {izere viral enfeksiyonlarin ¢esitli yonlerini incelemek igin
zebra baliklarini kullanmiglardir. Bu, zebra baliginin geleneksel memeli modellerinin 6tesinde
viral hastaliklar1 anlamanmza katkida bulunma potansiyelini gdstermektedir (38). Ornegin,
zebra baliklarinda yilanbagsi rabdoviriis (SHRV) enfeksiyonunun patogenezini inceleyen bir
calismada, enfekte baliklardaki histopatolojik degisiklikler ve antiviral yanit tanimlanmistir.
(39) Konak i¢inde viral yayilim mekanizmalarini aragtirmak i¢in kullanilmistir. Bu modeller,
in vivo viral yayilim1 yoneten hiicresel ve molekiiler programlar1 gézlemlemek ve anlamak
icin seffaf bir pencere saglamaktadir. (40) Chikungunya viriisii (CHIKV) de dahil olmak tizere
cesitli virlisler i¢in enfeksiyon modeli olarak kullanilmigtir. Bu modeller, arastirmacilarin viral
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enfeksiyonun dinamiklerini ve konak dokular iizerindeki etkisini incelemelerine olanak
saglamaktadir. Viral enfeksiyonlarda rol oynayan genetik faktorleri incelemek igin
kullanilmaktadir. Genetik manipiilasyon ve ileri genetik taramalar i¢in avantajlar sunarak
aragtirmacilarin viral patogenez ve konak tepkilerinde yer alan genleri tanimlamasina olanak
tanimaktadir (39). Viroloji aragtirmalarinin belirli yonleri i¢in memeli modellerine alternatif
olarak diistiniilmiistiir. Yiksek verimli tarama icin firsatlar sunmaktadirlar ve konak
inflamatuar yanitlarin1 gorsellestirmek igin o6zellikle yararli olabilmektedirler (41). Ayrica,
COVID-19" incelemek i¢in zebra baligi modelleri gelistirilmis ve bunlarin ¢agdas virolojik
arastirmalarda c¢ok yonliiliigii ve uygunlugu gosterilmistir (42). Ozellikle zebra baligi, konak-
viriis etkilesimlerini ve enflamasyonu incelemek i¢in kullanilmis ve viriis kaynakli
enflamatuar tepkiler hakkinda degerli bilgiler saglamistir (43). Erken gelisim asamalarindaki
seffafliklari, viral enfeksiyonlarin gergek zamanli olarak gozlemlenmesine olanak taniyarak
onlar1 virolojinin karmasikliklarin1 ¢é6zmede uygun bir model haline getirmektedir. Zebra
baliklarinin virolojik arastirmalarda benzersiz avantajlar sunmasina ragmen, insanlardaki viral
enfeksiyonlarin karmasikligimi tam olarak yansitamayabilecegini belirtmek onemlidir. Bu
nedenle, zebra balig1 modelleri, viral enfeksiyonlarin kapsamli bir sekilde anlasilmasi icin
genellikle diger hayvan modelleri ve in vitro ¢aligmalarla birlikte kullanilmaktadir. Bu
baglamda, deneysel hayvan modellerinin gelistirilmesi genetik homojenlige, insan fizyolojisi
ve hastaligini taklit etme yetenegine, sinirsiz tedarik ve manipiilasyon kolayligina, benzersiz
biyolojik &zelliklere, etik ve pratik hususlara baghdir. ileriye doniik ¢alismalarin artmas,
insan fizyolojisi ve hastaliklarinin daha iyi anlasilmasini ve zengin bir veri seti saglayacak,
model gecerliligini artiracak, bulgular1 insan arastirmalarina daha iyi aktaracak ve hayvan
modellerindeki sinirlamalart ve degiskenligi ele alarak deneysel hayvan modellerinin
gelistirilmesini 6nemli Olciide etkileyecektir.
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Deneysel hayvan infeksiyon modelleri, infeksiyonlarin fizyopatolojisinin ve bulagici hastaliklarda
konak ile patojen arasindaki etkilesimlerin ¢éziilmesine énemli 6lgiide katkida bulunur.Hayvanlar
lizerinde yapilan deneysel ¢alismalar; ilaclar, invaziv prosedtirler ve asilarla miidahale stratejileri
hakkinda preklinik diizeyde bilgi saglar. Giiniimiizde as! ve translasyonel tip aragtirmalarinda
hayvan modelleri yerine alternatif modellerin kullaniimasi ile ilgili tartismalar olmaktadir. Bununla
birlikte, agi gelistirimesinde koruyucu bagisikligin ortaya c¢ikariimasi; hiicresel ve hiimoral
bagdisiklik sistemlerinin aracilar arasindaki ¢oklu, oldukca karmasik etkilesimlere bagli olan bir
stregtir. Bu nedenle, bugiin itibariyle, bu etkilesimleri arastirmak i¢in hayvanlarin kullanilmasi en
6nemli secenek olmaya devam etmektedir. Hayvan modelleri, hiimoral ve hiicre aracili bagisiklik,
bagisikligin baslangici ve stiresi, sistemik ve mukozal bagisiklik, infeksiyona karsi koruma ve
hastalik bulagsmasinin azaltiimasi gibi ¢esitli immdiinolojik parametreleri degerlendirmek igin yaygin
olarak kullanilir. Deneysel hayvan infeksiyon modelleri, insan c¢alismalarindan énce preklinik
dlizeyde verdigi veriler nedeniyle 6nemini korumaya devam etmektedir.

Anahtar Sozciikler: Hayvan modeli, infeksiyon, translasyonel tip

SUMMARY

Animal models contribute significantly to unraveling the pathophysiology of infections and the
interactions between host and pathogen in infectious diseases. Experimental studies on animals;
provides preclinical information about drugs, invasive procedures, and vaccine intervention
strategies. Today, discussions continue regarding the use of alternative models instead of animal
models in vaccine and translational medicine research. However, stimulating the immune system to
elicit protective immunity in vaccine development; it is a process that depends on multiple, highly
complex interactions between mediators of the cellular and humoral immune systems. Therefore, as
of today, using animals to investigate these interactions remains the most important option. Animal
models are widely used to evaluate various immunological parameters such as humoral and cell-
mediated immunity, onset and duration of immunity, systemic and mucosal immunity, protection
against infection, and reduction of disease transmission. Experimental animal studies continue to be
important due to the data they give at the preclinical level before human studies.

Keywords: Animal model, infection, translational medicine

Translasyonel Tipta Deneysel Hayvan infeksiyon Modellerinin Yeri

Hayvan modelleri, infeksiyonlarin fizyopatolojisinin ve bulasict hastaliklarda histopatojen
etkilesimlerinin ¢6ziilmesine 6nemli Ol¢lide katkida bulunur. Hayvanlar iizerinde yapilan
deneysel caligsmalar; ilaglar, invaziv prosediirler ve asilarla miidahale stratejileri hakkinda
preklinik diizeyde bilgi saglar. Biyolojik arastirma ve ilag gelistirme alaninda hayvan
modellerinin bilimsel uygulamasi, insanlar ve hayvanlar, 6zellikle memeliler arasindaki
fizyoloji ve anatomideki dikkate deger benzerlik nedeniyle uygulanmaktadir (1). Hayvan

65



Deneysel Hayvan Infeksiyon Modelleri
T. TATLI KIS

modellerinin, antimikrobiyal ilaglarla ilgili klinik deneyleri tasarlamak ve riski en aza
indirmek i¢in yararli oldugu kanitlanmistir (2). ilag gelistirilmesinde, hayvan modelleri, klinik
deneyler uygulanmadan 6nce klinik dncesi arastirmalar i¢in kullanilmaktadir. Bu klinik 6ncesi
veriler, ilag etkinligi, glivenlik, toksikolojik ¢aligmalar gibi temel farmakokinetik parametreler
acisindan en Onemli in vivo modeller olarak kabul edilir. Genel toksisite, mutajenite,
karsinojenite ve teratojenite gibi ¢ok sayida hayvan lizerinde toksikolojik testler yapilir ve
ilaclarin etkileri degerlendirir. Cogu durumda, hem in vitro hem de in vivo modeller, tibbi
denemelere gegmeden &nce dogrulanir. in vivo modeller cogunlukla farelerde, sicanlarda ve
tavsanlarda gerceklestirilir (3). Hayvan modelleriyle yapilan preklinik denemelerde belirli
asamalar yer alir. flag arzu edilen etkiyi gosterirse, yalnizca o zaman daha ileri galismalar
gerceklestirilir; hayvanlar {izerinde klinik Oncesi deneylerde bir ilacin giivenli oldugu
kanitlanirsa, o zaman kii¢lik insan goniillii gruplarinda uygulanir, ayn1 zamanda, uzun siire
uygulandiginda ilacin etkisini degerlendirmek i¢in hayvan deneyi devam eder.Insanlara
benzer biyolojik 6zelliklere sahip olduklar1 ve laboratuvarlarda islenmesi ve yetistirilmesi
kolay oldugu i¢in ¢ogunlukla kemirgenler bu denemelerde kullanilmaktadir. Biyomedikal
arastirmalar i¢in ideal bir hayvan modelinin se¢imi sirasinda birgok faktor géz Oniinde
bulundurulmalidir. En 6nemli kriter, fizyolojik ve/veya fizyopatolojik agidan hayvan tiirleri ile
insanlar arasindaki filogenetik benzerlik agisindan uygun model se¢imidir. Belirli ilaglarin,
molekiillerin, cihazlarin uygulanmasi sirasinda detayli degerlendirme ve bunlarin insanlarla
aynt seviyede hastalik veya patoloji iiretme kapasiteleri, ele alinan hayvan tiirlerinin
biiyiikliigii gibi faktorler degerlendirilmelidir. Sigan ve fare modelleri, biyomedikal
aragtirmalarda 6nemlerini kanitlamistir. Ayrica kobay, hamster, tavsan, dag gelincigi, kuslar,
amfibiler, baliklar, sinekler, solucanlar gibi diger memeli ve memeli olmayan kiiciik
hayvanlarin anatomik ve fizyolojik benzerlikleri nedeniyle ¢aligmalari mevcuttur. Biiyiik
hayvan modelleri ile yine anatomik ve fizyolojik 6zellikler nedeniyle ¢alisilmaktadir. Hayvan
modellerinin biyomedikal 6nemi ve sinirlamalar1 Tablo 1°de gdsterilmistir.

Tablo 1. Hayvan modellerinin biyomedikal ¢aligmalar ve as1 ¢alismalarindaki 6nemi ve sinirlamalart

Hayvan Modeli | Onemi ve Kisithilig:
Kolay iireme, tagima, daha az yetistirme bakimi (4). Cogunlukla kendi i¢inde yetistirilirler, bu nedenle
Sigan ve Fare . .
genis genetik varyasyonlar1 yoktur (5).
Gine domuzu Cogunlukla tiiberkiiloz arastirmasina, a1 ¢aligmasina uygundur (6). Yiiksek fenotipik varyasyonlari
mevcuttur (7).
Sik Ostrojen dongiisii nedeniyle tireme arastirmalart igin kullanilir (8), leptospiroz infeksiyon modeli
Hamster
(9), as1 ¢alismalar1 mevcuttur.
Tavsan Cerrahi olarak olusturulan osteoartrit, yara iyilesme modeli, ilag c¢aligmasi, astim modeli,
¥ kardiyovaskiiler hastalik modelleri mevcuttur (10-13).
Atlar Eklem patolojileri, ortopedik modeller, tendinopatiler, astim modeli, iireme modelleri ¢aligmalart igin
onemlidir. Ancak, bakim maliyeti yiiksektir (14-18).
S5 Disi tireme modeli, gebelikle ilgili konular, tiiberkiiloz ¢alismasi igin modelleri mevcuttur (19-21).
1girlar e .
Ancak bakim maliyeti yiiksektir.
Kullanimi kolay, kolay numune alma, fizyolojik ve anatomik yapi benzerligi avantajidir. Kemik ve
Koyun yara iyilesmesi i¢in cerrahi model, astim modeli, kalp patolojisi, agi gelistirme caligmalar1 igin
kullanilmigtir (22,23).
Kedi Astim, obezite, tip-2 diabetes mellitus, HIV, serebral palsi i¢in 6nemli modelleri mevcuttur (24-26).
.. Narkolepsi, hemofili B veya kalitsal hastaliklar, kanser, kas-iskelet arastirmalarinda modelleri
Kopek
kullanilmigtir (27-29).
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As1 Gelistirilmesinde Deneysel Infeksiyon Modellerinin Onemi

Asilar, tarihteki diger tiim tibbi miidahalelerden daha fazla hayat kurtarmistir. Asilar,
diinyadaki ¢ogu halk sagligi programinin 6nemli bir pargasidir ve ortaya ¢ikan veya yeniden
ortaya ¢ikabilecek bir¢ok hastaligin kontrolii icin gereklidir. Asilarin tarihgesinde hayvanlarin
kullanimina bakilacak olursa, bilinen en eski tibbi standart eser olan Corpus Hippocraticum
(Hipokrat’in toplu yapitlari; yaklastk MO 350), domuzlar iizerinde yapilan deneylerin
aciklamalarini igerir (30). Ilk immiinoprofilaksi girisimi 6. yiizyila kadar uzansa da (Cin'de
insanlar ¢igek hastaligina karsi korumak i¢in varyasyon uygulaniyordu), hayvan deneylerinin
as1 gelistirme ve kalite kontroliinde tam bilimsel statii kazanmasi ancak 19. ylizyilin
ortalarinda miimkiin oldu (30). Hayvanlar iizerinde yapilan ¢aligmalarla bulasic1 hastaliklar ve
mikroorganizmalar arasindaki nedensel iliskiyi desteklemeyi basaran ve bdylece bu
hastaliklarin bir kismi i¢in etkili terapotik ve profilaktik ajanlarin kesfinin yolunu agan Louis
Pasteur ve Robert Koch'du. On dokuzuncu yiizyilin son on yilinda difteri tedavisi ve
onlenmesinde etkili ve giivenilir bir yol bulmak i¢in yiiriitiilen deneysel hayvan ¢alismalari,
bircok acgidan hayvanlarin kullammini belirlemistir (30). Immiinobiyolojiklerin kalite
kontroliinde yaygin olarak kullanilan bir¢ok rutin hayvan testi, difteri aragtirmalarindan ortaya
cikmistir (30). Difteri deneysel hayvan arastirmalan ile elde edilen veriler sayesinde ¢ocuk
Oliimlerinin etkili bir sekilde azalmasiin, o giinlerde toplumun hayvan deneylerine karsi
tutumu {izerinde ¢ok derin bir etkisi olmustur (30). Gliniimiizde ise halen as1 ve translasyonel
tip arastirmalarinda hayvan modelleri yerine alternatif modellerin kullanilmas: ile ilgili
tartismalar olmaktadir. Bununla birlikte, koruyucu bagisikligi ortaya ¢ikarmak i¢in bagisiklik
sisteminin uyarilmasi; hiicresel ve hiimoral bagisiklik sistemlerinin aracilari arasindaki ¢oklu,
olduk¢a karmasik etkilesimlere bagli olan bir siiregtir. Bu nedenle, bugiin itibariyle, bu
etkilesimleri aragtirmak i¢in hayvanlarin kullanilmasi en onemli se¢enek olmaya devam
etmektedir. Hayvan modelleri, hiimoral ve hiicre aracili bagisiklik, bagisikligin baglangici ve
stiresi, sistemik ve mukozal bagisiklik, infeksiyona karsi koruma ve hastalik bulagmasinin
azaltilmas1 gibi c¢esitli immiinolojik parametreleri degerlendirmek icin yaygin olarak
kullanilir. Uygun hayvan modelinin secilmesi, modern ve daha etkili asilarin gelistirilmesi
icin kritik 6neme sahiptir. Belirli bir as1 tarafindan indiiklenen bir bagisiklik tepkisinin tiirtinii
degerlendirmek i¢in, hem sitokin salgilanmasint hem de belirli antikor izotiplerini
degerlendirmek icin, Balb/c fareleri yaygin olarak kullanilir. Bununla birlikte yaygin olarak
kullanilan diger tiirler arasinda tavsanlar, sicanlar ve kobaylar bulunur. Hayvan modellerinin
biyomedikal calismalar ve as1 ¢alismalarindaki 6nemi ve sinirlamalar1 Tablo-1"de gosterilmis
idi. Bu modeller, belirli bir antijene kars1 bagisiklik tepkisini hizli bir sekilde degerlendirme
ve adjuvanlarin, as1 formiilasyonlarinin genis testlerinde veya en iyi bagisiklama yolunun
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilir. Dogru hayvan modelini se¢gmek, asinin basarisi
icin kritik dneme sahiptir. As1 gelistirmede hayvan modelleri, as1 formiilasyonunu (antijen,
adjuvan), uygulama yolunu (6rn. kas i¢i ve mukozal), etkili ve giivenli as1 dozajin1 optimize
edebilir. Indiiklenen bagisiklik tepkisi, korumanm bagisiklik bagmtilarini bulmak igin
degerlendirilebilir. Bu klinik oncesi arastirma, bir as1 adayimnin insanlara uygulanmadan 6nce
koruyucu ve giivenli olma sansini en iist diizeye ¢ikarir (31).
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Peritonit ve sepsise giden bakteri kbkenli infeksiyonlarin yliksek mortalitesi nedeni ile fizyopatoloji
ve tedavisine yonelik c¢alismalar yapilmaktadir. Ancak c¢alismalarin insanlar (izerinde
yapilamamasi nedeni ile deneysel modellerin gelistiriimesi gereklidir. Calismalar feges yada
uretilmis bakteriler ile yapilmaktadir. Baglica bakteri modelleri intraperitoneal ya da intraven6z
bakteri verilmesi, cekumu baglama ve delme metodu, intraperitoneal kapstil modeli, ¢ikan kolona
stent uygulamasidir. Pratikte ¢cekum baglama ve delme metodu peritonitin olusumu ve tedavisi,
intraperitoneal kapstil bakterinin periton bosluguna yavas dagilimi ve uzamis etkileri nedeniyle
peritonit ve apse olusturulmasi icin kullaniimaktadir. Cikan kolona stent anastomoz
perforasyonunun etkilerini yansitan bir modeldir. Bakteriyel translokasyon modeli olarakta yanik
olusturulmasi, hemorajik sok ve intraabdominal damar baglanmasi yéntemleri kullaniimaktadir.

Anahtar Sozciikler: Deneysel model, bakteriyolojik, ¢ekum baglama ve delme,bakteriyel
translokasyon

SUMMARY

The studies of physiopathology and treatment are carried out due tothe high mortality of bacterial
infections leading to peritonitis and sepsis.However, due to the fact that studies cannot be
performed on humans, it is necessary to develop experimental models.Studies are carried out with
faeces or produced bacteria. The main bacterial models are intraperitoneal or intravenous bacteria
administration, cecum ligation and puncture method, intraperitoneal capsule model, and colon
ascendens stent peritonitis. In practice, while the cecum ligation and puncture method is used for
the formation and treatment of peritonitis, the intraperitoneal capsule is used for peritonitis and
abscess formation due to the slow distribution of bacteria into the peritoneal cavity and their
prolonged effects. Colon ascendens stent peritonitis model that reflects the effects of perforation
of anastomosis. Burn injury, hemorrhagic shock and intra-abdominal vessel ligation methods are
used as bacterial translocation model.

Keywords: Experimental model,bacteriologic,cecum ligation and puncture, bacterial translocation

Klinik pratiginde peptik iilser delinmesi, appendisit, barsak delinmesi ya da bakteriyel
translokasyon (BT) ile aerobik ve anaerobik mikroorganizmalarin neden oldugu
intraabdominal peritonit ve sepsis tablosu ¢oklu organ yetmezligi nedeni ile yiiksek morbidite
ve mortaliteye neden olmaktadir. Barsak distaline gidildikge liimen i¢i mikroorganizma
sayisinmn 10 ''? bakteri/ gr. a yiikselmesi ve anaerobik/aerobik oranindaki degisim yaninda,
ilk fazda E .coli kaynakli peritonit olusumu, ikinci fazda da anaerobik bakteri suslar ile
intraabdominal apselerin olusumu deneysel ¢aligmalarin bifazik sepsis konusunda
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yogunlagsmasina neden olmustur. intraabdominal kaynakli sepsisler genellikle polimikrobiyal
kaynakli olup, laboratuvar kosullarinda anaerobik bakterilerin aerobik gr(-)lerin etkilerini
arttirmasi nedeni ile yliksek endotoksin diizeyine neden olmaktadirlar. Yiiksek endotoksin
varliginda bakteriyal kokenli enfeksiyonlar organizmada inflamasyon ve koagiilasyon
yolagini aktive ederek sepsis gelismesine neden olmaktadirlar. Insan hastaliklarmin calisildig
tiim hayvan modelleri kisitliliklar1 olsada invitro modellere gore istiindiirler (1,2). Temelde
bakteriyel modellerin amaci bakteriyemi olusumundan sonra peritonit, sistemik yangisal yanit
sendromu ve sepsise giden tablolarin ortaya ¢ikarilmasi olmaktadir.

Yiiz yili asan siiredir hayvan deneysel modelleri kullanilmakta olup, baslangi¢ ¢alismalari
1905 yilinda intraperitoneal pndmokok enjekte edilerek oldiiriicii etkinin incelenmesi ve 1911
yilinda antibakteriyal bilesiklerin verilmesi islemleri olmustur (3). Bakteriyolojik deneysel
calismalar ise ilk kez 1930’ lu yillara kadar uzanmakta olup son dort dekatta aralarinda
Browder, Teale, Atkinson, Evans ve Briggs’in bulundugu aragtirmacilar tarafindan
bakterilerin virulansi, patojenezi, antibiyotik kullaniminin etkileri, gr(-) sepsis ve sitokinlerin
bakteriyel peritonitteki etkileri gibi farkli modeller {izerinde ¢alisilmistir.

Bakteriolojik modellerin 6nemi

Bakteriyel infeksiyonlarin anlagilmasi ile insanlari iyilestiren yada dliime gotiiren patojenezin
ortaya cikarilmasi ve ¢ozlimiine yonelik invitro metodlar yaninda deneysel hayvan modelleri
de gelistirilmistir. Bu amagla kopek, domuz ve koyunlar kullanilmigssada fare ve sigcanlar
uygulanabilirlik kolaylig1 nedeni ile daha siklikla kullanilan deney hayvanlaridir. Giinlimiizde
fare modelleri infeksiyonlarin 6nlenmesinde ve tedavisinde ©nemli avantajlara sahiptir.
Insanlar {izerindeki bakteriyolojik arastirmalar; insanlarin farkli genetik 6zellikleri, daha &nce
gecirdikleri hastaliklarin farkliligir ve karsilastiklar1 antijenlerin ¢esitliligi, organ ve sistem
ozellikleri olmasi nedeniyle tekdiize ¢alismalar degildir. Insan ve fare arasinda da belirgin fark
olmasina ragmen, fizyolojik benzerliklerden yararlanarak bu modellerde deney hayvaninin
genetik gegmislerinin 6zgiinliigli, organ sistemlerinde calisilabilecegi, immun sisteminin aktif
olmasi, ¢alismanin kolay uygulanabilirligi, kiigiik boyutta olmasi ve bakim kolayligi gibi
ozellikleri ile insanda denenmesi miimkiin olmayan bakteriyal peritonit ve sepsis modellerini
uygulanabilir kilmaktadir (4). Bununla birlikte deney hayvanlarinin 6nceden hastalik
gecirmemis olmalari, yas ve biyolojik rezervlerinin dikkate alinmamasi da elestiri konusu
olmaktadir (1).

Bakteriler ile olusturulan modellerdeki amag; etkin sitokinlerin tanimlanmasi, koruyucu yada
mortalitede rol alan sitokin ve mediatorlerin belirlenmesi, peritonite karsi savunmada
saptanan yolaglar1 ve antibiyotiklerle ilgili yardimci ¢alisamalarin yapilmasidir (5,6). Deney
hayvanlarinda adenotonsillit, siniizit, osteomyelit, periodontitis, nekrotizan fasiyit, vaginit,
peritonitler baglica bakteriyolojik calisma alanlar1 olmustur. Tanimlanan sepsis modellerinin
temel metodu bakteri ve/veya endotoksininin intravendz verilmesi yada periton igine bakteri
verilmesi seklindedir. Periton i¢i bakteri uygulamalarin baslicalar1 fekal suspansiyonun
verilmesi, bakterinin intraperitoneal enjeksiyonu, bakteri igeren kapsiillerin periton icine
yerlestirilmesi yada ¢ekum ligasyonu yapildiktan sonra ¢ekumun delinerek(punktur) (CLD)
hayvanin kendi fegesi ile peritonun kontaminasyonudur (7). Intravendz bakteri uygulamasi
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gr(-) bakterilerin yada endotoksinlerin verilmesi ile yapilmaktadir. CLD ise peritonitin
kolaylikla olusturulabilmesi ve insanlarda intraabdominal organ perforasyonlar1 sonrasi
goriilen hemodinamik ve metabolik etkilere benzer Ozellikleri nedeni ile bakteriyal
infeksiyonun klinik ve laboratuvar 6zelliklerinin c¢alisilmasina uygun bir metottur (8). Ayrica
intravaskiiler ve intraperitoneal sepsis modeli ile karsilagtirildiginda insan hastaliklarina daha
benzer olup polimikrobiyal dogasi ile daha 6ne ¢ikmaktadir. Bu model ayrica proinflamatuvar
sitokin yanitin1 gostermek agisindan bakteriyeminin endotoksemiden daha énemli oldugunu
da gostermek i¢in uygun bulunmustur.

Deney hayvani secimi ve bakteriyolojik materyalin hazirlanmasi

Hayvanlar iizerinde bakteriyolojik calismalar sistemik infeksiyonlar olusturulmasi yada
peritonit modellerinin {izerinde yapilmaktadir. CLD modelinde 6-8 haftalik 20-30 gr ik Swiss
Webster, C3H/HeN, C3H/He;j tiirii endotoksin direngli ratlar kullanilmaktadir. Intraabdominal
apse modelinde Wistar(160 gr), Swiss Albino(25 gr) , Sprague- Dowley(150 gr), CFI(20 gr)
sicanlar kullanilmaktadir. Bakteriyel translokasyonda ise BR Holtzmann , Sprague- Dowley
tiirti kullanilmaktadir. Son 10 yilda deneysel bakteriyolojik ¢aligsmalarda boyutlari, anatomi,
fizyolojisinin, immun yanitin ve dogal yol ile olusan infeksiyonlarinin insana benzerligi
nedeni ile domuzlar da kullanilmaktadir. Ancak bakteriyel calismalarda hayvan se¢iminde
kiiciik, ucuz ve ele sigabilen hayvan tiirii 6nemli olup, bu sartlara uyan hayvan tipi fare ve
sicanlardir. Caligmada fare kullanilacak ise fareler arasinda agirlik farkinin 2-3 g dan fazla
olmamasina dikkat edilmelidir.

Peritonit olusturmak i¢in insan ya da sican fegesinden hazirlanan 107-10° cfu/ml
konsantrasyonda E. coli, B. fragilis ve Enterococcus fecalis kullanilmakta olup, islem 6ncesi
bakteri kiiltiirlerinin santrafiij edilmesi, elde edilen sedimentinin salin ile siispansiyon haline
getirilmesi gereklidir. intraabdominal apse olusturmak icin 10”/gr B. fragilis tipi anaerobik ve
10°/gr konsantrasyonda E.coli tipi aerobik bakteri igerigi hazirlanmaktadir. Apsenin
yogunlugunu saglamak i¢in bu igerige baryum siilfat, hemoglobin, fibrin pihtisi, 6lii dokular
gibi adjuvanlarda ilave edilmektedir. Peritonit olusturulmasi isleminde bakteri ortamina safra,
kan ve miisin eklenmesi hastaligin siddetinde artisa neden olmaktadir.

Bakterinin peritona injeksiyonundan 20 dakika sonra bakteriyemi ortaya ¢ikmakta, bakteri
inokiilasyonu modelinde ise bu siire 1-3 saat arasinda olmaktadir. Sepsis bulgularinin ortaya
cikmasi ise 6-12 saat sonra goriilmektedir. Fekal pellette hazirlanan bakterinin fibrin pihtisi
icinde verilmeside ip feges verilmesi gibi hizli 6liime gotiiren tablo ile birliktedir. Ancak steril
feces, agar ve bakteriden olusan pellet 0.8 ml gibi diislik dozlarda verilirse hafif metabolik
degisikliklere neden olmakta ve mortalite saptanmamaktadir (9).

Periton bosluguna katater tiirlinde yabanci cisim konarak peritonit olusturulan model de ise
Staphylococcus aureus ve koagiilaz-negatif stafilokoklar kullanilmaktadir. Bu modelde
intraabdominal yabanci cisim yerlestirildikten sonra, 10 - 60 dakika arasinda saline ile
hazirlanmus stafilakok intraperitoneal olarak injekte edilmektedir. PeritonalO®cfu bakteri
verildiginde birkag giin igerisinde sayis1 10*-10°/ ml bakteri olmakta ve 3-4 giin icerisinde de
bakteri kaybolmaktadir. Bakterinin kaniil etrafinda kolonize oldugu durumlarda ise 30 giine
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kadar saptanmas1 miimkiin olabilmektedir. Caligmada kullanilmak amac1 ile apse icerisinden
0.05-0.15 ml. aspirat alinmast miimkiin olmaktadir. Domuzlarda kullanilacak bakteri
modellerinde katater, deri ve kalb calismasinda Staphylococcus aureus, gastrointestinal ve
iiriner sistem de ise E.Coli inokulumu olup 10°-10° cfu dozda kullanilmaktadir (10).

Calismalarda peritondan bakteri sayilimi yapilacak ise pratik yontem periton bosluguna 2 ml
salin verildikten sonra farenin karin bolgesinin 1 dakika siire ile hafif masaj yapilarak sivinin
karin i¢ine dagilmasinin saglanmasidir (11). Daha sonra batin insizyonu yapilarak, barsaklar
laterale itilmeli ve pipet ile 1 ml intraperitoneal sivi alinmalidir. BT incelemesinde ise kan
ornekleri tiip igerisine almarak 37°C de 48 saat inkiibe edilerek 24-48 saat sonra bakteri
tiremesi incelenmelidir. Kii¢iik miktarda kan i¢in kuyruk veni, biiylik miktarda (1-1.5 ml) kan
icin aksilla yada kardiyak kan alinmalidir. Doku 6rnekleri i¢in kolona en yakin mezenter lenf
diigimleri yaninda karaciger ve dalak ¢ikarilarak homojenize edilir ve aerobik kiiltiire
ekilerek bakteri sayimi yapilmalidir. Doku histolojik bakisinda ise 6dem ve barsak nekrozu
gibi degisiklikler ¢aligilabilir.

Deney hayvanlarimin bakteriyel calismalar 6ncesi ve sonrasi hazirlanmasi

Insanlarda kolon icerigi anerobik mikroorganizmalardan zengin iken sican kolon
bakterilerinin aeroblarca zengin olmasi insana uyumlu model olmasi ile bagdasmamaktadir.
Bu nedenle siganlarda barsak bakteri yapisinin tahil diyetinin degistirilmesi ile insan barsak
icerigine benzerlik saglanmasi miimkiindiir. Sicanlara yagsiz kiyma gibi et iiriinlii yemler
verildiginde bakteri florasi kisa siirede anaerob hale gelmektedir. CLD modeli uygulanacak
ise sicanlar 2 hafta siire ile hayvan bakim merkezinde barsak florasinin ortak hale gelmesi i¢in
fare yemi ve ad liberum su ile beslenmelidir. Ayn1 beslenmeye cerrahi uygulamadan 8 saat
oncesine kadar devam ettirilmelidir.

Peritonit yapilacak siganlarda islem 15-30 dakikada tamamlandig1 icin anestezik olarak
yaklasik 5 dakikada etkisini gdsteren 30mg/kg ketaminin yeterli olabilecegi gibi 6 mg/kg
Ksilazin ile kombine edilerekte intramuskuler yada subkiitan yol ile kullanilmaktadir (12).
CLD vyapilacak sicanlarin ise verilecek sivi ve antibiyotik miktarinin belirlenmesi igin
islemden once tartilarak 200-300 g agirliginda oldugu tespit edilmelidir (13). Uygulanacak
anestezisi ise 80mg/kg ketamin ve 5-15 mg/kg Ksilazin karigiminin insiilin enjektori ile
intramiiskiiler yada ip yapilmasi ile saglanabilmektedir. Anestezide pentobarbital sodyum
kullanilan c¢alismalarda ise 25 mg/kg dozda yeterli olabilmektedir. Gaz inhalasyonu
uygulanacak ise isoflurane 0.25-2.5 %/kg dozda uygulanmalidir. Anestezinin etkisi kuyruk
yada ayak parmaklarinin sikistirilmasi ile denenmelidir. Anesteziden 1-2 dakika sonra tepki
kaybolmaktadir. Karin cildi temizligi icin %70 lik alkol,isopropanol ya da iyod bazli
soliisyonlar kullanilmalidir. Islem sonrasi siv1 resiisitasyonu uygulanarak kafese almmalidir.
Sivi uygulama yolu karin katlari kapatilmadan ip olarak 37°C 1sitilmis %0.09 saline yada
0.15M Nacl, 25ml/kg dozda verilmelidir. S1v1 resiisitasyonu yapilmayan ratlarda ¢aligsmalar
icin gerekli olan hipermetabolik faz meydana gelmemektedir (14).

Calismalarda olusturulan polimikrobiyal infeksiyonlar i¢in aerobik ve anaerobiklere etkili
metranidazol, sefoksitin, gentamisin, aztreonam tiirii antibiyotikler kullanilmalidir. Antibiyo-
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tiklerin devamli uygulamasinin aralikli uygulamadan daha fazla etkili oldugu gosterilmistir.
Sicanlarda antibiyotik uygulamasi 3-12 kez, 6 saat araliklarla yapilmalidir. Yasam siiresi
calismalarinda kullanilan baslica maddeler pentoksifilin, anti CD8 antikorlari, anti-TNF ve
anti IL1 dir. CLD modelinde ¢alisma sonunda kan kardiyosentez yolu ile alinmalidir. Koloni
olusturma iinit(cfu) petride manuel sayilmalidir. Peritoneal cfu antibiyotik kesildikten sonra
bakilmalidir (7). Aerobik bakteri 3 saatte ortaya c¢ikmakta olup 24 saatte kiltiir(+)Iligi
saptanirken, anaerob bakteriyemi 1 saatte ortaya ¢ikarken kiltir (+) ligi 6 saatte
goriilmektedir (15). Peritonit modelinde sakrifikasyon sonrasi peritondan sivi toplanir ya da ip
lavaj sivist alinir. Peritonitli ortamda fagositler ilk 6 giin, sitokinler ise 3. giine kadar
yiikselme ve ti¢ giin kadar devam etme egilimindedir. BT modelinde ratlarda ¢alisma oncesi
liimen i¢i bakteri yiikiiniin igme suyuna 4 giin 6nceden 4 mg. streptomisin siilfat konulmasi
ile fecesteki floranin 10 cfu ya azaldigimin boyama ile gosterilmesi gereklidir (16). Daha
sonra laboratuvarda iiretilmis E.Coli ratlarin midesine 3x10° cfu verilir ya da icme suyuna
ilave edilir. Antibiyotik tadi nedeniyle bazi sicanlarin su igmedigi durumlarda suya sakarin
ilavesi yapilabilir. Sistemik ya da portal kan tiipleri 48 saat 37° de inkiibe edilerek, 24 saat
sonra bakteri liremesi kontrol edilmelidir. BT nun saptanmasi i¢in ileum ve ¢ekumu drene
eden lenf diigiimlerini de igeren barsak mezosu ile birlikte eksize edilerek steril tiip igine
alimmalidir. Ayrica uygun kosullarda karaciger ve dalakta homojenize edilerek ayri ayri
mikrobiyoloji laboratuarina gonderilir. Kiiltiirde {ireyen bakteriler gram boyama ile identifiye
edilirler. BT yanik, hemorajik sok yada vaskiiler ligasyona bagli olarak ortaya g¢ikarilmigsa
ileum ve cekum 151tk mikroskopu ile incelenir. Bunun i¢in ileum ve ¢ekum mukozasi
orneklerinin 2-4 mm capinda eksize edilmesi gerekmektedir.

Deney hayvanlarinda peritonit ve sepsis bulgulart

Sepsis bulgular haraketsizlik, tiiylerinin diklesmesi, diger hayvanlarla gruplagsma yapmamasi,
titreme, tlylerinin kirli olmasi, su ve yiyecek aliminin durmasi, goézlerinin parlakligini
kaybetmesidir. Hayvanlar tasikardiktir ve idrar1 koyulagmistir. Sicanlarin karninda distansiyon
ve diyare goriilerek birkac giin i¢inde %25’ e varan kilo kayb1 goriiliir. Hastaligin siddetine
bagl olarak ilk 6liim 6-12 saatte goriilmekle birlikte bu siire 5 giine kadar uzayabilir. Olmeyen
hayvanlar tamamen iyilesebilecegi gibi intraabdominal apse olusumu ile de sonuglanabilir.
Calismadaki bakterilerin dozuna bagli olarak diisiik mortaliteli ve uzun siireli apse olusumuda
saglanabilmektedir (17).

Bakteriyolojik Deneysel modeller ve ozellikleri
Intravenéz ya da intraperitoneal bakteri verilmesi

CLD modelinde bakteri kiiltiirlerinin standart olmamasi nedeni ile peritona birakilan bakteri
susu ve sayist (koloni olusturma {init-cfu gr/ml) bilinememektedir. Bu nedenle bakterinin
laboratuar sartlarinda hazirlanmasi ayn biiylime fazindaki bakterinin verilmesini saglamaktadir.
Bakteri inokulumu modeli icerisinde belirli sayida cfu E. coli mevcut olan materyalin ip olarak
verilmesidir. Ratlarda ip uygulamada karin derisi gobekten gecen yatay ve dikey iki ¢izgi ile
dort kadrana ayrilmakta ve injeksiyon vital organlarin bulunmadigi sol alt kadrana yapilmaktadir.
Deney hayvaninin basasagi tutulmasi ile organlarin yer degistirerek ip enjeksiyon i¢in uygun
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kadran saglandig1 belirtilsede organlarin immobil olmasi nedeni ile sorgulanan bir
maniiplasyondur (18). Saf kiiltiir bakterisinin verilmesi endotoksik sok modeli olarak
kullanilmakta olup B. fragilis yada E. coli ve B.Fragilis suslar1 kullanilarak uygulanmaktadir.
Bu model iki fazli olup ip apse modeli olarak da kullanilmaktadir(19). Calismalarda endotoksin
injeksiyonu ile endotoksin duyarlt ya da duyarsiz gruplarin birbirinden farkli olmamasi nedeni
ile bagka faktorlerin incelenmesi i¢in uygun bir model olmaktadir. Bakteri kiiltlirlerinin ip
injeksiyonu septik sok ve hizli 6liime neden olmaktadir. Yiiksek doz bakteri verilmesi immiin
sistemin bakteriyi imhasi ile sonuc¢lanmaktadir. E. coli verilmesi sepsise neden olurken E. coli
ve B. fragilis kombinasyonu intraabdominal apse olusumuna neden olmaktadir. Bu modelin
baslica dezavantaji ise manuplasyona bagli i¢ organ yaralanmasadir.

Polimikrobiyal sepsis ¢alismalari i¢in ip uygulamalarin yapildig1 bir baska model de ¢cekum
bulamac1 hazirlanmasidir. Bu modelde {i¢ saglikli insanin fegesinden olusan igerik 1.75 ml/kg
saline ile sulandirilarak 21G kaniil ile ip olarak uygulanmaktadir. injeksiyondan 2 saat sonra
hastalik belirtileri ortaya ¢ikmaktadir. Benzer bulamag icin farkli sicanlardan yada sakrifiye
edilmis siganlardan hazirlanan suspansiyonlarda kullanilmaktadir. Bu siispansiyon si¢an karin
bolgesinde orta hattan yapilan 0.5 cm. lik kesi ile periton bosluguna girilerek 5-15 ml/kg
dozda verilerek uygulanmaktadir (20).

Intraperitoneal bakteri ile infekte edilmis inokulum verilerek yabanci cisim reaksiyonu
modelide uygulanabilmektedir. Bu amagla periton agilarak batin i¢ine 10-15 mm. uzunlukta
ve dis ¢ap1 4.5 mm. yi ge¢meyen silikon dren parcas1 konulmaktadir. Islemden 10-60 dakika
sonra 10° dozda S.Aureus bakterisi ile infekte inokulum ip olarak uygulanir. Uygulamanin 24
saatten sonraya uzamasi yabanci cisim reaksiyonu goriilme oranini azaltmaktadir. Katater
cikarildiktan sonra 1 ml %0.9 salin i¢ine konur ve 10 saniye sivi i¢inde karistirildiktan sonra
kiiltiir alinir. Bu yontem farkli profilaksi ve tedavi yontemlerinin ¢alisilmast i¢in oncelikli
olmasinin yaninda farkl icerikli ve boyutlardaki yabanci cisimlerin degerlendirilmesinde de
Onem tasimaktadir.

Intraperitoneal kapsiil teknigi

Intraabdominal apse calismalar1 dnceleri kolonun serbest perforasyonu ile yapilmis olup,
infeksiyonun incelenmesi ve antimikrobiyal tedavi sorgulanmistir. Daha sonra pepton ve
baryum siilfat igeren kapsiil teknigi gelistirilmistir. Bu teknigin amaci, bakteri igeren jelatin
kapsiillerin ip olarak yerlestirilmesi ile intraabdominal apse olusturulmasinin saglanmasidir.
Kapsiil i¢inde bakteri kaynagi olarak et ile beslenmis sican ¢ekum igerigi kullanilmakla
birlikte bakteri tiir ve dozunun farkli olmas1 dezavantajidir. Ideal olan invitro {iretilmis istenen
sayida bakteri igeriginin kapsiil icerisine konmasidir. Modelin temel prensibi kapsiil sayesinde
fecesteki bakterinin intraabdominal yayiliminin yavaslamasi ile organizmanin yanitinin
uzamasina neden olmasidir. Jelatin kapstillerde E coli, B.fragilis ve adjuvan maddeler
kullanilmaktadir (21). Kapsiil igerigi pelviste lokalize olmakta 24 saatte siipiirasyon ve ileusa
neden olmaktadir. Modelde iki fazli etki goriilmekte olup, birinci fazda 48 saatte periton
yapisikliklar1 ve kolay dagilan pii olusumlar1 saptanmakta, ilk 3-5 giinde akut sepsise uzanan
peritonit olusmakta ve tedavi edilmez ise hayvanlarin %40 kadar1 bu fazda dlmektedir. ikinci
faz ise 5-7. giin araliginda ortaya ¢ikan intarabdominal apselerdir. Ikinci haftada apseler 6rnek
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alinacak biiyiikiige erismekte ve dordiincii haftada kendiliginden perfore olmaktadirlar. 11k
fazda E.coli gibi aerobik, 2.fazda ise agirlikli olarak B. fragilis tiirii anaerobik bakteriler
goriilmektedir (20). Modelde apsenin makroskobik olmasi tan1 igin yeterli olup histopatolojik
inceleme gerekli degildir. Bu modelde antimikrobiyal tedaviler profilaksi yada tedavi edici
etkilerinin arastirilmasi amaci ile kullanilmaktadirlar (22). Antibakteriyal ilaglar profilaksi
amaci ile kullanilacaksa bakteri inokiilasyonundan 1 saat dnce, tedavi amagh ise islemden 4
saat sonra verilmeye baslanarak 5-15 giin siireyle uygulanmaktadir (23).

Cekum ligasyonu ve delme teknigi

Bu metotta si¢ana anestezi ve cilt temizligi yapildiktan sonra karin derisi orta hattan yada sol
alt kadrandan bistiiri ile 1 cm lik kesi yapilarak agilmakta olup, daha sonra makasla karin
duvarinin line albasi kesilir. Cekum karin disina alinarak ¢ikan kolondaki feges ¢ekum icini
dolduracak sekilde sagilir ve ¢ekum ileogekal valvin hemen altindan 3/0 ipek ile baglanir.
Sepsis modelinde immun calisma yapilacak ise ¢ekum ortasindan ya da 1/3 distalinden
baglanarak karin igi bulasin daha az olmas1 saglanabilir (Resim 1) (24). Istenen inflamasyon
miktarina gore c¢ekum antimezenterik kenarmmdan 18-22 G igne ile delinir ve periton
bosluguna birakilir (Resim 2). Standart uygulama ligasyonun 1 cm. distalinden delinme
yapilmasidir. Bagka bir alternatif ise ¢cekumun nazikce sikilarak az miktar fegesin ¢ekumdan
¢ikmasinin saglayarak ¢ekumun karin bosluguna birakilmasidir. islemden sonra batin katlari
iki planda, miiskiiler tabaka 4/0 absorbabl iplik ve deri 4/0 naylon iplik kullanilarak dikilerek
kapatilmalidir. Siganlar iglem sonras1 6 saate bir kontrol edilmelidir.

KAN KOLOM

BiiviK
ORTA

KOCUK

Resim 1. Ug farkli gekum ligasyonu yontemi ~ Resim 2. Cekumun igne ile delinmesi(kirmizi ¢izgi =kaniil)

Sicanlarda mortalite peritonite bagli sepsis ile 3 gilin iginde olmakla birlikte c¢ekum
ligasyonunun distalden yapilmasi ve ¢ekumun ince ¢apl igne ile delinmesi ile bu siirenin
uzatilmas1 miimkiin olmaktadir(25,26). Cekumun 18G igne ile tek delik ile delindigi modelde
mortalite %60 iken, ¢ift delik uygulandiginda mortalite oran1 %90 dir. Hayvanlara 72 saat
devamli antibiyotik uygulamas ile de diisiik mortalite saglanabilmektedir. CLD modelinde
sepsis sonu mortalite gengten yasliya artis gosterdiginden calismanin ayni yastaki farelerde
yapilmasi idealdir. CLD modeli akut model oldugu i¢in akut barsak perforasyonlarida
kullanilmakta olup kronik organ yetmezligini incelemek amaci ile kullanilamamaktadir. CLD

77



Deneysel Bakteriyolojik Hayvan Modelleri
M. YILDIRIM

nin mortalite ve IL-6 yada TNF artisin1 géstermesinin igne ¢api, perforasyon sayisi, ¢cekumun
ligatlire kisminin uzunlugu, inflizyon ve antibiyotik uygulamasi ile iligkili oldugu da
unutulmamalidir. Ancak cerrahi islemin tim deney grubunda tektip yapilmasi gerekli olup,
calisma sonuglar1 teknik metodla dogrudan iligkili bulunmus ve deneyimsiz ekibin yiliksek
mortalite ile iligkili oldugu da gdsterilmistir (15).

Cikan kolon stenti ile peritonit modeli

Bu modelde ¢ikan kolona yerlestirilen bir kaniil yada stent ile anastomoz kacagi modeli ve
peritonit olusturulmasi saglanmaktadir (27,28). Bu metodda karin duvari acildiktan sonra
once ilegekal bolge ve ¢ikan kolon batin disina alinmaktadir. Cikan kolona ileogekal valvden
10 mm uzaklikta barsak serozasina 7/0 iplikle dikis atilarak diigiimlenmekte ve diigiimden 1
mm uzakliktan 18 G braniil kaniilii yaklasik 2-3 mm kadar liimen i¢ine sokulmaktadir. Atilan
dikisin serbest ipleriyle kaniil sabitlestirilmektedir. Daha sonra braniiliin kilavuzu ¢ikarilarak
braniil barsak disinda 2 mm kalacak kadar kesilmektedir. Cekumdan ¢ikan kolona dogru
barsak sivazlanarak fecesin geldigi goriilerek stentin c¢alistigi kontrol edilmektedir. Batin
icindeki katater iglemden birkag saat sonra omentum ile sarilmakta olup 3 giin icerisinde apse
formasyonu ortaya c¢ikmaktadir. Bu grupta islemden sonra ortaya ¢ikan baslica sepsis
bulgular1 hareket azalmasi, yiyecek aliminda azalma ve zayiflamadir. Sepsise bagli mortalite
48 saatte gelismekte olup, 18G kaniil ile mortalite oran1 %50 iken 14 G kaniil kullanildiginda
oran %100 olmaktadir. Daha ge¢ donemdeki bulgularin ¢alisilmasi i¢in yontemin modifiye
edilmesi gerekmistir.

Sepsisin erken donemlerinde ¢alisma yapilabilmesi amaci ile bu yontemin bir modifikasyonu
gelistirilmis olup, ¢ikan kolon liimenine tarif edilen sekilde 14 G Branil yerlestirilirek
laparatomi kesisi kapatilmaktadir. Islemden bes saat sonra re- eksplorasyon yapilarak barsak
serozasinda stenti tespit eden dikis kesilerek stent ¢ikarilarilmakta ve barsaktaki kaniil giris
deligi 7/0 dikisle tek plan kapatilmaktadir. Bu metodun sonuglar1 stent ¢ikarildiktan sonra
gecen zamana bagl olarak degismektedir. Bu yontem ile hayvanlarda 10 giine kadar uzayan
gbzlem siiresi saglanabilmektedir (28).

Bakteriyal translokasyon modelleri

BT ye bagli liimenici bakteri cogalmasi, immiin sistem yetmezlikleri ve artmis permiabilite
sonrasi liimen i¢i bakteri ve endotoksinin ekstraliiminal yayilmasi nedeni ile bakterioyolojik
caligmalarda uzun yillardir kullanilmakta olan modeldir. BT; yaniklar, hemorajik sok, siiperior
mezenter arter(SMA) ligasyonu ve endotoksemia ile ortaya ¢ikan bir durumdur. Ayrica agik
abdomen modelleride uygulanmakta olup yasam siiresinin uzatilmasi, patojenlerin gecikmis
eradikasyonu ve lokal antibiyotik etkileri ¢alisilabilmektedir. Deneysel modelde BT 4-6 saatte
meydana gelmekte olup translokasyon lenf diigiimleri, karaciger, akciger, dalak, bobrekler ve
portal ya da sistemik kan orneklerinden incelenmektedir. Bu model ¢alisilacak ise ideal ortam
icin gastrointestinal sistem floarasini elimine etmek amaci ile antibiyotik ile dekontaminasyon
yapmak gerekmektedir.

Yanik modeli

Yanik nedeni ile barsak mikrobiyatasinda degisiklikler ortaya ¢ikmakta, koruyucu bakteriler
azalirken firsatg1 bakteriler artmaktadir. Ilaveten hiicreler arasi baglayici proteinlerin
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ekspersyonunda bozulmalar ortaya ¢ikmaktadir. Sonucta mikrobiyata degisikligine ilaveten
yanik hasarma bagh intestinal permiabilite artamasi, barsagin bariyer fonksiyonunun zarar
gérmesine ve intraluminal bakterilerin liimen disina ¢ikmasina neden olmaktadir. Ekstraluminal
bakteri dnce lenf bezlerine daha sonrada karaciger ve dalaga yayilmaktadir (29). Bu modelde
BT olusturmak igin sican sirt bolgesinde Mech formiilii ile hesaplanarak, %20 yanik
olusturulmasi gerekmektedir. Yanik olusturma yontemi; sican ya da farenin 100 derece sicak
suda 10 saniye tutulmasi yada 250 dereceye 1sitilmis ¢elik sablon ile karin derisine 7 saniye
temasi ile yapilmaktadir(16). Sokun dnlenmesi i¢in 1 ml saline ip olarak verilmelidir.

Hemorajik sok modeli

Bu modelde femoral artere konan heparinli 3 musluklu kaniilden kapali sisteme kan ¢ekilerek
tansiyon 30 mm Hg. ya disiiriilmektedir. Ratlarda 30, 60 ve 90. dakikada BT’ a etkileri
incelenmektedir. Bu siirelerde tansiyonun sabit kalmasi i¢in alinan kan gerektiginde tekrar
vaskiiler sisteme verilmesi kolaylig1 vardir. Caligma sonunda alinan kanlarin geri verilmesi ile
reslisitasyon yapilir. Siganlar islem sonrast calismanin metoduna gore 1,6,12,24 saat
araliklarinda sakrifiye edilirler.

SMA ligasyonu modeli

Iskemik modeller de vaskiiler ligasyon ile ileum ya da cekumda nekroz olusmasi
saglanmaktadir. SMAnin aortadan ¢iktig1 yerden gecici olarak baglanmas ile ince barsaklar ve
cekumda renk degisikligi ortaya ¢ikar. Hayvanin batin1 gazli bez ile gecici olarak kapatilarak
beklenir ve SMA diiglimii 45 dakika sonra agilir. Siganlar 1, 3, 8, 24 saatte sakrifiye edilir.

Sonuc¢

Bakterinin yada inokulumun iv-ip verilmesi, CLD, ip kapsiil uygulamasi ve intraluminal stent
yontemleri ile peritonit, sepsis, anastomoz ka¢agi, intraabdominal apse modelleri
yapilmaktadir. Giinlimiizde bakteriyel modellerde, bakteri ya da bakteri duvarinin deneysel
hayvan modellerinde kullanimu ile olusturulan peritonit ya da sepsiste, laboratuar tetkikleri ve
histopatolojik incelemeler ile degisik klinik tablolarin degerlendirilmesi saglanmaktadirlar.
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Tip ve biyolojik arastirma projeleri kapsaminda bazi deneyler etik, uygulama ve ekonomik
sebeplerle insan lzerinde yapllamamaktadir. Béyle durumlarda hayvan modellerinin olusturulmasi
zorunludur. Enfeksiyon hayvan modeli segiminde de insanda gériilen patoloji ve semptomlari en
iyi taklit eden hayvan modeli tercih edilmelidir. Kitabimizin bu béliimiinde mikolojik arastirmalar igin
hali hazirda literattirde yeri olan deneysel hayvan modelleri 6zetlenecektir.

Anahtar Sézciikler: Aspergilloz, mantar. hayvan modelleri

SUMMARY

Within the scope of medical and biological research projects, some experiments cannot be
performed on humans for ethical, practical, and economic reasons. In such cases, it is necessary
to create animal models. When choosing an infection animal model, the model that best mimics
the pathology and symptoms seen in humans should be preferred. In this section of our book,
experimental animal models that are already available in the literature for mycological research
will be summarized.

Keywords: Aspergillosis, fungi, animal models

Giris

Enfeksiyon hastaliklarinda patogenezi, tedaviyi ve korunmayi arastirmada hayvan
modellerinin yeri tartisilmazdir. Kitabimizin bu béliimiinde sik goriilen mikolojik etkenler i¢in
hali hazirda literatiirde yeri olan deneysel hayvan modelleri derlenmistir.

Dermatofitozun hayvan modeli

Dermatofitoz, insan ve hayvanlarin keratinize dokusunu istila eden dermatofitlerin neden
oldugu vyiizeyel mantar enfeksiyonudur (1). Insan dermatofitozunun patofizyolojisini
aydinlatmak ve antifungal ajan etkinligini degerlendirmede tinea corporis, tinea pedis ve tinea
unguium i¢in dermatofitoz hayvan modeli kullanilarak ¢esitli deneyler yapilmistir.

Tinea corporis hayvan modeli, insanlardaki Tinea corporis'e temel olarak Trichophyton
rubrum, Trichophyton mentagrophytes ve Microsporum canis neden olur. Enfeksiyonun
siddeti degiskendir, lezyonlar genellikle keskin kenarli, kabarik eritematoz vezikiiler sinirlar
olan halka ve pullu yamalar seklindedir (2). 1k tinea corporis hayvan modeli olusturma ¢abasi
1908 yilinda Block ve arkadaslarina aittir (3). Modeli olusturup giiniimiize temel olusturan ise
Sakai ve arkadaglaridir (4). Tinea corporis hayvan modelleri i¢in horoz ibigi, fare, tavsan,
tavuk, sican ve kobaylar kullanilmistir (1).
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Trichophyton mentagrophytes ile olusturulmus modellerde kobay derisi insana daha benzer
ozellikler sergilemis fakat horoz ibiginde mantar enfeksiyonunun gelisimi daha kolay
olmustur. Horoz ibiginde olusturulan enfeksiyonun tedavisi daha uzun stirmiistiir (5). Kopek
kaynakli Trichophyton mentagrophytes’ in intravendz ya da perkiitan yolla tavsanlara
verilmesi ile olusan cilt lezyonlarinin ayni 6zellikte oldugu bildirilmistir (6). Tinea igin
kobaylarin daha kullanilabilir ve tekrarlanabilir oldugu sdylense de klinik belirtilerin ve
patolojinin seyrinin insanlara benzememesi bir sorun olarak bildirilmistir (7). Kobaylar
iizerinde deriyi asindirma yontemi uygulanmadan okliizyon ile az miktarda mantarla (100
spor/3,8 cm2) hayvan modeli yapilmustir (8). 7. mentagrophytes ile enfekte olmus kobaylarin
zaman i¢indeki degisikliklerin patofizyolojisi incelenerek tinea corporis modeli
tanimlanmistir. Asilamadan 4 ila 6 gilin sonra eritem ve kirmizi papiiller olusmus, ardindan
7 ila 8 gin arasinda trikofitine verilen reaksiyon pozitif hale gelmis, bu durum
T. mentagrophytes'e kars1 hiicresel bagisiklik olustugunu gostermistir. Sonrasinda eritem ve
papiillerin boyutu giderek artarak birbiri ile kaynasmistir. 14-15. giinde doruga ulasan
lezyonlarda kalin pullu ve kabuklu, infiltratif plak benzeri eritem goriilmiis, daha sonra bu
dokiintiiler yavas yavas ortadan kaybolarak asilamadan sonraki 4 hafta icinde neredeyse
kendiliginden iyilesmistir(9). Tedavi ¢alismalarinda ise oral ya da intravenoz (IV) verilen
antifungaller lezyonlarin ortaya ¢ikis zamaninda uygulanmis, bazi ¢alismalarda terbinafinin
gastrointestinal ~ sistemden emilim siiresi g6z Oniinde bulundurularak, ilaglarin
farmakokinetigine gore uygulanisi degismistir(10). Profilaksi ¢aligmalarinda ise ilacin verilme
stiresi degiskenlik gOstermis, net bir zamanlama verilememistir. Ayrica kobaylarda tineanin
kendiliginden iyilesmesi de tedavi ¢aligmalarini zorlastirmistir (11).

Tinea pedis hayvan modeli, ayaklar 0zellikle de ayak tabanlar1 ve parmak aralar1 insanlarda
tinea pedis'in en sik goriildiigii yerlerdir. En sik goriilen klinik bulgu, doérdiincii ve besinci
ayak parmaklari arasindaki bosluklarda maserasyon, soyulma ve c¢atlaklarla kendini gosteren
dermatittir. Vezikiillerin, piistiillerin ve bazen de biillerin olusumuyla karakterize edilen akut
inflamatuar bu duruma en sik 7. mentagrophytes neden olur. 7. Rubrum, T. interdigitale ve E.
Floccosum ise Tinea pedis'indaha kronik etkenleridir (2). Kobay modelinde kagit disk ve
bandaj yontemi ile tinea pedis enfekiyonu olusturulmustur (12). Lokal tedavilerinde denendigi
tinea pedis hayvan modellerinde insan ve hayvan arasindaki mikolojik iyilesme oram
farkindan dolay1 klinik etkinlik net degerlendirilememistir (13).

Tinea ungium hayvan modeli, insanlarda tirnak yataginin dermatofit tarafindan infekte
edilmesine tinea unguium adi verilir. Tinea ungium i¢in tavsan ve kobaylar kullanilmistir.
Tinea ungium olusturmak i¢in 7. mentagrophytes SM-110'un artrosporlar1 108 ***" /mL'lik bir
konsantrasyonda iki kagit disk mantar siispansiyonuolusturularak kobayin arka penge
parmaklarinin arasina (ikinci {igiincli ayak parmaklari arasina ve {igiincii ve dordiincii ayak
parmaklar1 arasina) bir koplik ped ile uygulanmis ve ardindan yapiskan elastik bantla
sabitlenmis, diskler 21 giin tutulduktan sonra ¢ikarilarak tedavi i¢in lokal ve oral antifungal
tedaviler uygulanmistir. Calismalarin sonuglarinda tinea ungium i¢in lokal uygulanan topikal
amorolfin ve terbinafinin etkisiz oldugu fakat oral terbinafinin uzun donem uygulamada
mantar yiikiinii azalttig1 gosterilmistir (14).
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Aspergillozun hayvan modelleri

Aspergilloz, her yerde bulunan bir grup kif olan Aspergillus spp.'nin neden oldugu, hava
yoluyla bulasan bir mantar hastaligidir. Simdiye kadar yaklasik 185 yaygin Aspergillus tiirii
tanimlanmistir. Bu hastalik hem insanlarda hem de hayvanlarda yiiksek morbidite ve
mortaliteye neden olur (15). Insanlarda Aspergillus ile iliskili hastaliklar, kronik lokalize
aspergillomadan akut invaziv aspergilloza kadar genis klinik spektrum gosterir (16). Aspergilloz
icin model olarak ¢esitli memeli tiirleri kullanilmistir; en sik olarak fareler, sicanlar, kobaylar
ve tavsanlar secilmistir. Ayrica bazi arastirmacilar, inekler de dahil olmak iizere geleneksel
olmayan laboratuvar tiirlerinde de deneysel aspergillozu tanimlamislardir (17).

Deneysel aspergilloz hakkindaki yayinlarin %85'inden fazlasinin odak noktas1 fare
modelleridir (18). Caligmalarda aspergillozu incelemek i¢in 20'den fazla farkli fare susu
kullanilmis ve bunlarin hepsi enfeksiyona duyarlilik agisindan 6nemli farkliliklar gostermistir.
Albino Swiss Webster ve CD1 gibi fare suslar1 6zellikle terapotik analizler i¢in kullanilmistir
(19). Kobaylar ve tavsanlar, invazif aspergillozun spesifik yonleri agisindan insanlarla iyi bir
korelasyon gostermistir (20). Mantar endokarditini incelemek i¢in kobaylar mantar keratit
modelinde ise tavsanlar kullanilmistir (21). Aspergilloz hayvan modeli i¢in ilk Once
immunsupresyon amact ile tekrarlayan siklofosfamid ve/veya steroid uygulamalar1 yapilir, bu
uygulmanin genellikle 14. giinlinde immunsuprese hale gelen hayvan modeline olusturulmak
istenen aspergilloz enfeksiyon tiirline gore intravendz, intratekal, nebulizasyon ya da
intranazal yol ile Aspergillus conidia uygulanir. Klinik belirtiler bu uygulamadan 48-72. saatte
ortaya ¢ikmaya baslar. Aspergilloz olusmus hayvan modeli ilgili protokole gore incelenmeye
baglar. Bu modeller {izerinde histopatoloji, mikolojik kiiltiir, tedaviyi de igeren caligsmalar
yapilabilir. Calismalarin planina goére modeli olusturacak Aspergilloz suslar1 da farklilik
gosterebilir. Ornegin, daha diisiik mortaliteye neden olan az viriilan bir tiir, hastaligin erken
evresi sirasinda ve hastaligin seyri boyunca gesitli teshis yontemlerini incelemek icin daha
faydalidir. Viriilans1 yiiksek bir sus ise miidahale olmadan 6liim oranlarinin neredeyse %100
oldugu klinik 6ncesi terapétik analizlerde genel sagkalimi degerlendirmek i¢in daha uygundur
(22). Aspergillozun hayvan modellerinden elde edilen bilgiler, bunlarin insanlarda ve
hayvanlarda klinik enfeksiyonun anlasilmasi ve tedavisinde faydali oldugunu gostermektedir.
Ancak halen en iyi deneysel metodolojiye iliskin bir fikir birligi yoktur (18).

Candida enfeksiyonunun hayvan modelleri

Candida tiirleri her yerde bulunan mantar patojenleridir ve insanlarda mukozal ve invaziv
mantar enfeksiyonlarinin en yaygin nedenidir. Kandidiyazin 6nde gelen nedeni Candida
albicans’dir. Candida i¢in olan hayvan modelleri de anatomik ve immiinolojik benzerlikleri,
kolay kontrol edilebilir olmalar1 sebebiyle daha ¢ok fare ve sigan olarak se¢ilmistir. Oral,
gastrointestinal, vaginal candidiazis ve sistemik candidiazis i¢in modeller olusturulmustur.
Farelere lateral kuyruk venleri yoluyla Candida albicans siispansiyonu verilerek dissemine
candidiazis modeli gelistirilmistir (23). Bu modellerde mortalite, bobrek-karaciger-dalak gibi
organlarn tutulumlari-histopatolojileri incelenebilir, tedavi ¢aligmalari1 planlanabilir. Mukozal
candidiazis hayvan modelleri ise Candida albicans muamele edilmis swablarin farelerin agiz
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bosluklarina asilanmasi ile olusturulmustur. Mortal olmayan bu modelde viriilans, mutant
susun hastalik yapma o0zelligi, immiinomodiilator stratejiler ve anti-fungallerin etkinligi
aragtirilabilir (24).

Mukormikozun hayvan modelleri

Genel olarak mantar enfeksiyonlarma yonelik patogenezi anlamada ve yeni tedavi
yaklagimlar1 gelistirmede ¢ok onemli olmustur. Bu 6zellikle goriilme sikligi diisiik olan ancak
genellikle oliimciil olan mukormikoz i¢in gecerlidir. Klinik vakalarda en sik karsilasilan
Rhizopus, Mucor ve Lichtheimia cinsleridir. Her ne kadar mukormikoz diger mantar
enfeksiyonlarindan nadir olsa da hastaligin klinik seyri siklikla hizla ilerler ve agresif tedaviye
ragmen yiiksek mortalite goriiliir (25). Literatiirde mukormikoz hayvan modeli gelistirilme-
sinde fareler, siganlar, kobaylar ve tavsanlardan Asya manda buzagilar1 gibi daha egzotik
tiirlere kadar cesitli tiirler kullanilmistir. Calismalar daha ¢ok fare ve tavsanda yogunlasmistir.
Fareler ve tavsanlarda immunsupresyon, alkilleyici ajan (siklofosfamid gibi) ya da kortizon-
metilprednizolon ile olusturulmustur. Bazi modellerde streptozosin ya da alloxan ile diyabetik
ketoasidoz olusturularak deney hayvanlari mukormikoza duyarli hale getirilmistir.
Mukormikoz etkenleri ise fare ve tavsanlara pulmoner mukormikozu taklit etmek i¢in burun
ici, intratrakeal-endotrakeal yol ile verilmistir (26,27). Verilen etkenler genellikle spor formda
secilmistir. Immiinsiipresyon veya ketoasidoz gibi risk faktorlerinin varhiginda deney
hayvanlarinda verilen sporlarin akciger lezyonu olusturmasi kaginilmaz olur. Bu lezyonlar
histolojik olarak vaskiiler invazyon, intravaskiiler tromboz, koagiilatif nekroz ve pulmoner
kanama ile karakterizedir. Deneysel pulmoner mukormikoz olusturulduktan sonra gelismis
yaygin mukormikoz modelleri de vardir, fakat ¢aligmalar genellikle pulmoner mukormikoz
asamasinda c¢esitlenmistir (28). Intravendz olarak verilen sporlarin yayilimi ile gelistirilmis
hayvan modellerinin Mucor ve Rhizopus patogenezini ve terapdtik yaklasimlarin etkinligini
arastirmak i¢in yararl oldugu gosterilmistir (29).

Insanlarda rino-orbital mukormikozis paranazal siniislerden kaynaklanir, burun ve siniislerin
yumusak dokusunu etkiler. Rino-orbital mukormikoztiim mukormikoz hastalarinin %?20-
39'unu olusturur (30). Bu yiiksek orana ragmen hayvan modelinde lokal olarak bu enfeksiyon
modelini olusturmak zor oldugu icin nadiren deneysel olarak incelenebilmistir. Yine ayni
sekilde deri mukormikozu i¢in de model olusturmak zordur. Rhizopus'un lokalize deri
enfeksiyonu, diyabetik tavsanlarda ve siganlarda ve bagisikligi baskilanmis farelerde sporlarin
deri altina enjeksiyonu yoluyla olusturulmustur (31). Memeli modelleri fizyolojik, anatomik
ve imminolojik ozellikleri ile insanlara benzerdir ancak etik ve pratik hususlar bunlarin
biiyiik Olcekli tarama amaglar1 ve tiir karsilastirmalart i¢in uygulanmasini sinirlamaktadir.
Ayrica, memeli modellerinin kullanilmasi, tiim arastirmacilarin erisemeyecegi 6zel tesisler ve
personel gerektirir. Bu nedenle enfeksiyon ¢alismalarina daha az etik ve pratik kisitlamalarla
izin veren alternatif model konaklar gelistirilmistir. Bunlar mukormikoz arastirmalarinda
alternatif omurgali modelleri olarak zebra balig1 ve embriyonlu tavuk yumurtasi olarak
orneklenebilir (32). Biiylik balmumu giivesi Galleria mellonella'min larvalart geleneksel
olarak balik¢ilik i¢in yem olarak yetistirilir, ancak son yillarda mantar enfeksiyonlarini
incelemek icin bir model konakg¢i olarak kullanilmaktadir. Larvalara mantar inokiilasyonu
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yapildiktan sonra larvalarin hayatta kalmasina ek olarak, enfeksiyon siirecini karakterize
etmek icin mantar yiikiiniin Ol¢imii, histopatoloji ve bagisiklik parametrelerinin analizi
yapilabilmektedir (33). Meyve sinegi Drosophila melanogasterise mucor dahil olmak tizere
cesitli viral, bakteriyel ve fungal patojenler i¢in mini konak¢1 olarak kullanilmustir. Sinekler
glukokortikoid uygulamasi, genetik miidahale ile mukormikozise duyarli hale getirilebilir.
Model, sineklerin dorsal gdgiis kafesinin belirli sayida mikrop igeren bir siispansiyona
batirilmis bir igne ile delinmesiyle gerceklestirilir. Sinekler iizerinde mukormikozisin
viriilans1 ve antifungal stratejiler calisilmistir (34).

Mantarlarin patogenezini, viriilans faktorlerini ve terapotik miidahalelerini incelemek igin farkl
enfeksiyon modelleri literatiirde olusturulmustur. Hem pratik hem de teknik agidan ve
insanlarda mantar enfeksiyonlarmin farkli tezahiirlerinin ne kadar dogru bir sekilde taklit
edildigini incelemede tiim modellerin avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Dogru modeli se¢mek
icin, model konaginspesifik patofizyolojik 6zelliklerini, mantar ile iliskili risk faktorlerini ve
bunlarin modellenip modellenemeyecegini/nasil modellenebilecegini anlamak dnemlidir.

KAYNAKLAR

1. Shimamura T, Kubota N, Shibuya K. Animal model of dermatophytosis. J Biomed Biotechnol. 2012;
2012:125384.

2. Weitzman I, Summerbell RC. The dermatophytes. Clin Microbiol Rev. 1995;8(2):240-59.
Bloch B. Zur lehre von den dermatomykosen. Archives of Dermatological Research. 1908;93(1-2):157-220.

4. Sakai S, Kada T, Saito G, Muraoka N, Takahashi Y. Studies on chemotherapy of trichophyton infection. 1.
Antifungal properties of halogen phenol esters. Journal of the Scientific Research Institute. 1952; 46:113-7.

5. Sulzmann R, Weuffen W, Kramer A. Testing of antimycoticly active substances on the model of
experimental cockscomb dermatophytosis. 3. Comparative histological studies of mycosis foci of the
cockscomb and of the back skin of the guinea pig. Mykosen. 1971;14(1):15-8.

6. Van Cutsem J, Janssen PA. Experimental systemic dermatophytosis. Journal of Investigative Dermatology.
1984;83(1):26-31.

7. Uchida K, Yamaguchi H. Preclinical therapeutic evaluation of agents for treating dermatophytosis. Japanese
Journal of Medical Mycology. 1996;37(4):199-205.

8. Kerbs S, Greenberg J, Jesrani K. Temporal correlation of lymphocyte blastogenesis, skin test responses and
erythema during dermatophyte infections. Clinical and Experimental Immunology. 1977;27(3):526-30.

9. Fujita S. Conditions required for successful experimental dermatophytosis and its histopathogenesis.
Japanese Journal of Medical Mycology. 1992;33(2):115-25.

10. Ghannoum MA, Hossain MA, Long L, Mohamed S, Reyes G, Mukherjee PK. Evaluation of antifungal
efficacy in an optimized animal model of Trichophyton mentagrophytes-dermatophytosis. Journal of
Chemotherapy. 2004;16(2):139-44.

11. Tatsumi Y, Yokoo M, Arika T, Yamaguchi H. KP-103, a novel triazole derivative, is effective in preventing
relapse and successfully treating experimental interdigital tinea pedis and tinea corporis in guinea
pigs. Microbiology and Immunology. 2002;46(7):425-32.

12. Fujita S, Matsuyama T. Experimental tinea pedis induced by non-abrasive inoculation of Trichophyton
mentagrophytes arthrospores on the plantar part of a guinea pig foot. Journal of Medical and Veterinary
Mycology. 1987;25(4):203—13.

13. Watanabe S, Takahashi H, Nishikawa T,Takiuchi I, Higashi N, Nishimoto K, et al. A comparative clinical
study between 2 weeks of luliconazole 1% cream treatment and 4 weeks of bifonazole 1% cream treatment
for tinea pedis. Mycoses. 2006;49(3):236—41.

85



14.

15.

16.

17.

18.
19.

20.

21.

22.

23.
24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.
33.

34.

Deneysel Mikolojik Hayvan Modelleri
T. DEMIRCI YILDIRIM

Tatsumi Y, Yokoo M, Senda H, Kakehi K. Therapeutic efficacy of topically applied KP-103 against
experimental tinea unguium in guinea pigs in comparison with amorolfine and terbinafine. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy. 2002;46(12):3797-801.

Desoubeaux G, Bailly E, Chandenier J. Diagnosis of invasive pulmonary aspergillosis: updates and
recommendations. Med. Mal. Infect. 2014;44(3):89-101.

Kousha M, Tadi R, Soubani AO. Pulmonary aspergillosis: a clinical review. Eur Respir Rev. 2011;20(121):
156-74.

Jensen HE, Stynen D, Sarfati J, Latgé JP. Detection of galactomannan and the 18-kDa antigen from
Aspergillus fumigatus in serum and urine from cattle with systemic aspergillosis. Zentralbl Veterinarmed
B. 1993;40:397-408.

Desoubeaux G, Cray C. Animal models of aspergillosis. Comp Med. 2018;68(2):109-23.

Barchiesi F, Santinelli A, Biscotti T, Greganti G, Giannini D, Manso E. Delay of antifungal therapy
influences the outcome of invasive aspergillosis in experimental models of infection.]J Antimicrob
Chemother. 2016;71(8):2230-3.

Patterson TF. The future of animal models of invasive aspergillosis. Med Mycol. 2005;43 (Suppl 1):S115-S119.

Komadina TG, Wilkes TD, Shock JP, Ulmer WC, Jackson J, Bradsher RW. Treatment of Aspergillus
fumigatus keratitis in rabbits with oral and topical ketoconazole. Am J Ophthalmol 1985;99(4):476-9.

Hanson LH, Clemons KV, Denning DW, Stevens DA. Efficacy of oral saperconazole in systemic murine
aspergillosis. J Med Vet Mycol.1995;33(5):311-7.

Clancy CJ, Cheng S, Nguyen MH. Animal models of candidiasis. Methods Mol Biol. 2009; 499:65-76.

Kamai Y, Kubota M, Kamai Y, Hosokawa T, Fukuoka T, Filler SG. Contribution of Candida albicans ALS1
to the pathogenesis of experimental oropharyngeal candidiasis. Infect. Immun. 2002;70:5256-8.

Petrikkos G, Skiada A, Lortholary O, Roilides E, Walsh TJ, Kontoyiannis DP. Epidemiology and clinical
manifestations of mucormycosis. Clin. Infect. Dis. 2012;54: S23-S34.

Lopez-Fernandez L, Sanchis M, Navarro-Rodriguez P, Nicolas FE, Silva-Franco F, Guarro J, et al.
Understanding Mucor circinelloides pathogenesis by comparative genomics and phenotypical studies.
Virulence. 2018; 9:707-20.

Reinhardt DJ, Licata I, Kaplan W, Ajello L, Chandler FW, Ellis JJ. Experimental cerebral zygomycosis in
alloxan-diabetic rabbits: Variation in virulence among zygomycetes. Sabouraudia. 1981;19:245-56.

Schulze B, Rambach G, Schwartze VU, Voigt K, Schubert K, Speth C, Jacobsen ID. Ketoacidosis alone does
not predispose to mucormycosis by Lichtheimia in a murine pulmonary infection model. Virulence. 2017;
8(8):1657-67.

Liu M, Lin L, Gebremariam T, Luo G, Skory CD, French SW, et al. Fobl and Fob2 Proteins Are Virulence
Determinants of Rhizopus oryzae via Facilitating Iron Uptake from Ferrioxamine. PLoS Pathog. 2015;11:
€1004842.

Skiada A, Pagano L, Groll A, Zimmerli S, Dupont B, Lagrou K, et al. in Europe: Analysis of 230 cases
accrued by the registry of the European Confederation of Medical Mycology (ECMM) Working Group on
Zygomycosis between 2005 and 2007. Clin. Microbiol. Infect. 2011; 17:1859-67.

Lewis RE, Ben-Ami R, Best L, Albert N, Walsh TJ, Kontoyiannis DP. Tacrolimus enhances the potency of
posaconazole against Rhizopus oryzae in vitro and in an experimental model of mucormycosis. J. Infect.
Dis. 2013; 207:834-41.

Jacobsen ID. Animal Models to Study Mucormycosis. J Fungi (Basel). 2019;5(2):27.

Trevijano-Contador N., Zaragoza O. Immune response of galleria mellonella against human fungal
pathogens. J. Fungi (Basel) 2018; 5:3.

Wurster S, Lewis RE, Albert ND, Kontoyiannis DP. Preexposure to isavuconazole increases the virulence of
mucorales but not Aspergillus fumigatus in a Drosophila melanogaster infection model. Antimicrob. Agents
Chemother. 2019;63:¢01896-18.

86



PARAZITOLOJIDE HAYVAN MODELLERI
ANIMAL MODELS IN PARASITOLOGY

Prof. Dr. Ahmet OZBILGIN', Dr. ibrahim CAVUS?, Dr. Ogr. Uyesi Yener OZEL?®

! Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Parazitoloji Ana Bilim Dali
Tel no:05321343531, E-posta:a.ozbilgin@yahoo.com,ORCID:0000-0003-3613-8741

2 Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Parazitoloji Ana Bilim Dali
Tel no:05053181491, E-posta:icvs26@yahoo.com, ORCID.:0000-0002-3860-0146

2 Balikesir Universitesi Twp Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali, Tel no:05443257352
E-Posta:yener_ozel@hotmail.com; ORCID:0000-0001-6618-8251

(074

Parazit, yasaminin bir kismini veya tamamini baska bir canlinin viicudu (izerinde veya
icerisinde geciren ve yerlestigi canliya daima zarar veren organizmalardir. Parazit, konak ve
parazit-konak iliskisini inceleyen parazitoloji bilim dali icerisinde parazitolojik hastaliklarin tani,
tedavi, fizyopatolojik ve biyokimyasal 6zelliklerini incelemek amaci ile hastaliklarin deney
hayvani modelleri olugsturulmaktadir. Parazitolojide kullanilan deney hayvani modellerinin biytik
bir kismiMusmusculus cinsi beyaz fareler olusturmaktadir. Diinyada ve Tiirkiye'de insan saghgi
acisindan 6nemli halk saghgi problemlerinden olan leishmaniasis, sitma,toxoplasmosis ve
helmintiosisgibi hastaliklarin daha iyi anlasilabilmesi, bu hastaliklar i¢in gelistirilen tani kitlerinin,
tedavi yontemlerinin ve agigalismalarinin daha saglikli ilerlemesi igin yapilan in vivo
calismalarda deney hayvani modelleri olusturulmaktadir. Bu béliimde,6nemli protozoon ve
helmint kaynakli enfeksiyonlarin arastirimasi igin kullanilacak deney hayvani modellerinin nasil
olusturulmasi gerektigi ile ilgili bilgiler verilecektir.

Anahtar Sozciikler: Deney hayvani, parazitoloji, protozooloji, helmintoloji

SUMMARY

Arasites are organisms that spend part or all of their lives on or in the body of another living
creature, invariably causing harm to the host organism. Experimental animal models of
diseases are created to examine the diagnosis, treatment, physiopathological, and biochemical
properties of parasitological diseases within the field of parasitology, which investigates the
parasite, host, and parasite-host relationship. The most commonly used experimental animal
models in parasitology are white mice of the genus Mus musculus. These models are employed
in in vivo studies to gain a better understanding of diseases such as leishmaniasis, malaria,
toxoplasmosis, and helminthiosis, which pose significant public health concerns globally,
including in Turkey. They also contribute to the improvement of diagnostic kits, treatment
methods, and vaccine studies developed for these diseases. This chapter provides information
on creating experimental animal models to investigate important protozoan and helminth
infections.

Keywords: Experimentalanimal, parasitology, protozoology, helminthology
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GIRIS
Parazitoloji laboratuvarlarinda parazitlerin viriilansi, fizyopatolojisi, tani, tedavi ve korunma

yontemleri, ilag denemeleri, biyokimyasal Ozelliklerinin arastirilmasi, immunolojik ve
serolojik alanda bir¢ok konunun aydinlatilmasinda hayvan modellerinden yararlanilmaktadir.

Kanser tedavisi, organ transplantasyonu gibi immun sistemi baskilayan tedaviler ve son
yillarda artan AIDS vakalar1 sonucu ortaya ¢ikan firsatciparazit infeksiyonlart ile ilgili yeni
ilagclarin  gelistirilmesi, yeni parazitlerintanis1 ve antiparazitolojiktedavide hayvan
modellerinin kullanilmasi, son yillarda 6nemli yer tutmaktadir. Bu tiir ¢alismalarin tiimiinde
oncelikle akilda tutulmasi gerekenler modellerin ahlaki degerlere ve etik kurallara uygun
olmasidir.

Deney hayvanlarinin parazitolojide kullanimi iki ana baslik altinda toplanabilir.

A. Enfeksiyon modeli olarak deney hayvanlarinin kullanimi, biyokimyasal o&zellikler,
viriilans, fizyopatoloji, immiinoloji, seroloji, yeni ilag veya tedavi denemeleri ve korunma
gibi alanlarda kendine yer bulmaktadir. Insan iizerinde yapilacak klinik calismalar ancak
deney hayvani modellerinden alinacak basarili sonuglar ile baslayabilmektedir.

B. Hayvan modellerinin kullanildig1 ¢aligmalar sayesinde yeni gelistirilen tan1 yontemlerinin
ozgullik ve duyarlilig1 saptanabilmekte, en azindan 6n sonuglar alinabilmekte, hangi do-
kunun ve bu dokuda hangi yontemin tercih edilmesi gerektigi konusunda yol gosterici so-
nuglar alinmakta, giivenle tan1 konabilecek en diisiik organizma miktar1 tanimlanabilmek-
tedir.

Hayvan modellerinin genel avantajlarin1 su sekilde siralayabiliriz. Hayvan modellerinin
kullanildig1 aragtirmalarin siiresi kisa, maliyeti diisiik, riskleri azdir. Hayvan c¢alismalari
birbirine esdeger pek ¢ok canli ile ayn1 anda calisma olanagi sunar. Bu sekilde, giivenilir
degerlilikte ve istatistiksel olarak yeterli sayida veri elde edilebilmis olur. Enfeksiyonun
baslangic1 bilindigi i¢in yapilacak gézlemler ve bulgularla enfeksiyonun kronolojik iliskisi
daha saglikli yapilir. Deney hayvanlari, insanlarda arastirllmasi miimkiin olmayan,
morbiditesi ve mortalitesi yiiksek hastaliklarla ¢alisma olanag: saglar. insan ¢alismalarinda
cogu kez olusturulmasi gii¢ olan degiskenlerin kontrolii, hayvan modeli ile ger¢eklestirilebilir.
Boylece deneyin sonucunun, etken-konak arasindaki iligkilere mi, yoksa araya giren diger pek
cok parametreye mi bagl oldugu anlasilabilir. Ayrica deney hayvanlarinda, insanlarda nadir
ortaya ¢ikan enfeksiyonlarda rahatlikla ¢aligilabilir.

Hayvan modellerinin yukarida belirtilen avantajlarinin yani sira c¢esitli dezavantajlari da
vardir. Hayvan modeli olusturulan bir enfeksiyonun mekanizmasi hakkinda dogru bilgi sahibi
olmak icin patofizyolojik bulgular ve kliniginin insan enfeksiyonlarina benzer olmasi
gereklidir. Dogal enfeksiyonlardagenetik olarak farkli parazitler ve kokenler yine genetik
olarak farkli insanlar1 enfekte ederken, deneysel modeldegenellikle tek tip bir parazit
genellikle birbirinin esdegeri olan hayvanlar1 enfekte eder ve bunun sonucunda dogalliktan
uzaklagsma gerceklesebilir. Bazi hayvanlarin genetik yapilar1 ve farkli konak yanitlari,
arastirmanin sonucunu Onemli Ol¢iide etkileyebilir. Hayvan temini ve bakimi da zor ve
zahmetlidir.
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Planlanan tiim g¢aligmalar mutlaka etik sinirlar igerisinde ve etik kurullarin denetiminde
yapilmalidir. Etik kurallarin ortak 6zelligini 3R kuramina dayanmasidir. Bunlar sirastyla,

a. Reduction (azaltma): Deneylerde yersiz hayvan kullanimin1 ve kaybedilmesini Onleyip
miimkiin oldugu kadar az hayvan kullanilarak en iyi sonuca varmay1 énermektedir.

b. Replacement (yerine bir sey koyma): Eger miimkiinse ¢calismanin deney hayvani iizerin-
de degil de alternatif yontemlerle yapilmasini 6nermektedir.

c. Refinement (Hayvan rahatinin saglanmasi): Hayvanlarin dogumlarindan deney bitimine
kadar kullanildig: siirecte en iyi kosullar iginde bulundurulmalar1 gerekir. Beslenme, saglik,
yasanilan ortamin 1s1, 151k, nem, havalandirma diizeyi, o tiire uygun olmalidir. Hayvanlarin
hangi yasta hangi alandaki kafese en fazla kagar adet konacaklar1 dahi belirlenmistir (1).

Uretimde ve deneylerde calisanlar, deney hayvanlarindan ve bu amagla kullamlan her tiirlii
aractan gelebilecek riskleri 6grenmeli ve onlara karst 6nlemlerini almalidirlar. Bunlar kafes veya
kapaklarin batmasi, kesmesi, ¢izmesi, hayvanlarin 1sirmasi, tirmalamasi sonucu olusan fiziksel
zararlar, olusabilecek zoonozlar, kullanilan kimyasal ve biyolojik maddeler ve onlarin
metabolitlerinin bulagmasi olabilmektedir.

Sitma

Glinlimiizde laboratuvarlarda sitma modelleri olusturmak igin kemirgen sitma etkeni
Plasmodium (P) yoelii ve Pberghei yaygin olarak kullanilmaktadir. Sitma i¢in olusturulan
deney hayvani1 modellerinde tercihen Balb/c cinsi 25-30gr agirliginda 2-4 aylik beyaz fareler
kullanilmaktadir.

Sitma modeli olusturmak i¢in s1v1 azotta muhafaza edilen P. bergheiveya P. yoelii izolati, s1v1
azottan ¢ikarilarak 37°C’lik su banyosunda c¢oziinmesi i¢in iki dakika bekletilmelidir.
Cozilinen izolat 5 mL RPMI-1640 besiyeri iceren tiipiin iceresine aktarilir ve 2 dk 2000
rpm’de santrifiij edilmelidir. Santrifiij sonrasi dipte kalan pellet lizerine 5 mL RPMI-1640
besiyeri eklenerek yapilan yikama iglemi ii¢ kez tekrar edilmelidir. Son santrifiij sonunda
dipte kalan pellet lizerine 500 pL besiyeri eklenerek homojen siispansiyon elde edene kadar
hafifce karistirilmalidir. Elde edilen siispansiyon dondr olarak kullanilacak 1-2 fareye
intraperiteonal olarak verilmelidir. Enfekte edilen farelerin parazitemi durumlarini takip
etmek i¢in 15 giin boyunca gilinagir1 kuyruk ucundan kan alimarak ince yayma preparatlari
incelenmelidir. Parazitemi oran1 %30 olan enfekte fareden koltuk alt1 veni kesilerek alinan ve
enfeksiyon oran1 10’/mLP. Bergheiveya P. yoeliiizolatiolarak seyreltilen kandan her fareye
0.25 mL (2.5 x 107 adet Pbergheiveya P. yoelii) kuyruk veninden intravendz (IV) olarak
verilmelidir. Pbergheii ayn1 miktarda peritondan verilebilir. Enjeksiyondan sonra iki giin ara
ile farelerin kuyruk ucu kesilerek alinan kandan yapilan preparatlarda sitmaenfeksiyon
ylizdeleri saptanarakparazitemi izlenmeli ve P. begheii’deyedi giinde, Pyoelii’de ise 12 giinde
bir pasaj yapilarak susun canlilig1 siirdiiriilmelidir (Resim 1-13) (2-6). Parazitemi yiizdesi
“Yoparazitemi= (enfekte eritrosit/toplam eritrosit) x 100” formiilii kullanilarak hesaplan-
malidir.
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Resim 1. Farenin koltuk altindan enfekte kanin alinmasi  Resim 2. Fare kuyruk damarinin vazodilasyonu

Resim 3-4.Intravendz enjeksiyon igin farenin hazirlanmasi

Resim 5-6. P. berghei /Pyoelii IV enfeksiyonu

Resim 7. Fareden kan alinmas1 Resim 8. ince yayma preparatlarin hazirlanmasi
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Resim 12-13. Etken madde veya aday ilacin gavaj yardimiyla fareye verilmesi

Leishmaniasis

Leishmaniasis modeli olusturmak i¢in,kutandz leishmaniasislihastanin lezyon biyopsisinin
yada visseralleishmaniasisli hastanin kemik iligi aspirasyon sivisinin NNN besiyerine ekimi
sonucu lireyen Leishmaniaparazitinin promastigot formu kullanilmaktadir (Resim 14,15,26).
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NNN besiyerinde iireyen ve daha sonra bol miktarda iliremesi i¢cin RPMI-1640 besiyerine
aktarilan promastigotlar, 10 mL kiiltlir sivisinin 1500 devirde 10 dakika santrifiijlenip, dipte
kalan c¢okeltinin steril serum fizyolojik ile ii¢ kez yikanmasi ile elde edilmektedir.
Mikroskopta sayilarak promastigot siispansiyonunun son konsantrasyonu 1x10*promastigot
/mL olacak sekilde ayarlanmalidir.®

a- Kutanoz Leishmaniasis

Kutanoz leishmaniasis modeli olustururken Balb/c cinsi 25-30gr agirli§inda 2-4 aylik beyaz
farelerin sol ayak tabanlarina intradermal yolla 15 pLL.tropicapromastigot siispansiyonu
enjekte edilmelidir. Inokiilasyonun 2. haftasinda ayak tabaminda kizariklik ve sisme olan
farelerin lezyonlarinin genisligi ve deriden yiiksekligi mikrometrik 6l¢iim aleti ile haftalik
olarak olgiilerek lezyon takip edilmelidir. Saglam doku siirindan tiiberkiilin enjeksiyonu ile
serum fizyolojik verilip aspire edilerek alinan 6rneklerden NNN besiyerlerine ekim yapilarak,
yayma preparat hazirlanip Giemsa ile boyanip incelenerek Leishmaniaamastigotlarinin varlig
arastirilmalidir (Resim 16-20, 25).

b- VisseralLeishmaniasis

Visseralleishmaniasis modeli olustururken Balb/c cinsi 25-30gr agirliginda 2-4 aylik beyaz
farelerin kuyruk veninden intravendz olarak L.infantump romastigotsiispansiyonu 15 pL
verilmelidir. Farelere promastigotlarin verilmesinden 30 giin sonra otopsi yapilarak karaciger
ile dalaklar1 ¢ikarilip 6rnekler NNN besiyerlerine ekim yapilmali, yayma preparat hazir-
lanmal1 ve Giemsa ile boyanip incelerek Leishmania amastigotlarinin varlig arastirilmalidir.

Olusturulan bu modellerde etken madde taramalar1 da yapilabilir (Resim 14-27) (9-11).

Resim 14. Kutanoz leishmaniasisli Resim 15. Visseralleishmaniasisli hastadan kemik
hastadan 6rnek alimi iligi aspirasyon sivisi alimi
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Resim 20. Fare ayak tabanindan serum fizyolojik Resim 21. Fare ayak tabanindan touch preparat
verilip aspire edilerek 6rnek alinmasi hazirlanmasi

Resim 22.intravendz yolla Leishmaniaspp Resim 23. Farede visseralleishmaniasis modeli
enjeksiyonu
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Resim 24. Fare karaciger 6rneginin alinmasi Resim 25. Fare dalak 6rneginin alinmast

¥ .
Resim 26. Giemsaboyali yaymada Leishmania Resim 27.Giemsa boyali yaymada Leishmanias
sppamastigot formu pppromastigot formu

Toxoplasmosis

Toxoplasmosis deney hayvani modeli olustururken Balb/c cinsi 25-30gr agirhiginda 2-4 aylik
beyaz fareler kullanilir. Enfeksiyon i¢in mikroskopun 40°lik biiylitmesinde her sahada 4-5
adet takizoit goriilen siispansiyondan 22 G bir igne ile 0.2-1.0 mL arasinda deney hayvanina
intraperitoneal enjeksiyon uygulanir. Enjeksiyondan 5-6 giin sonra deney hayvam sakrifiye
edilerek periton sivisi toplanir. Toplanan periton sivist mikroskopta kontrol edildikten sonra
yeni pasajlar yapilmalidir (Resim 28-33) (12).

Sonu¢ olarak; etik ve bilimsel kurallara uygun olarak planlanan ve uygulanan hayvan
modellerinin, parazitolojinin bir¢ok alanina biiyiik katkilar1 olmaktadir.

Resim 28. Farenin Toxoplasmogondiitakizoitleri ile Resim 29. Farenin hazirlanmasi
intraperitoneal enjeksiyonu
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Resim 31. Fareden periton sivisinin alinmast

a7 A

Resim 32. Alinan periton sivisinin tiipe aktarilmasi Resim 33. Periton sivisindan yapilan yaymada
Giemsa boyal1 Toxoplasmogondiitakizoitleri

TREMATODLARDA HAYVAN MODELI
Schistosoma Tiirlerinde Hayvan Modeli
Fare Modeli

Schistosoma tiirlerine karsi alternatif ila¢ aday1 molekiillerin ya da kimyasallarin aragtirilmasi
icin en iyi kiiglik hayvan modeli yetigkin fareler olarak kabul edilmektedir. Fareler, primat
kullannmin1 gerektirmedigi igin potansiyel veya gercek sistozomisitlerle ilgili yapilan ¢ok
sayida arastirmada kullanilmistir (13-20). Laboratuvarda sistozomlarin iiretilmesi ve bunlara
kars1 gesitli bilesiklerin test edilmesine yonelik en kapsamli inceleme, Pellegrino ve Katz
tarafindan bildirilmistir, ancak Lee ve Lewert ve Fransden tarafindan yapilanlar incelemeler
de bulunmaktadir (21-23).

Fare Enfeksiyonu

Enfeksiyon i¢in kullanilan serkarya sayisi, farelerin yasina, cinsine ve enfeksiyonun verilis
yoluna bagli olarak degismekle birlikte siklikla 100-130 civarindadir. Ancak fare basina
verilen serkarya sayis1 genellikle 200 gegmemelidir.

a) Serkaryalarin, enfeksiyon sirasinda zarar gérmesini 6nlemek i¢in, genis ¢apli bir igne ucu
kullanilarak intraperitoneal olarak enjekte edilmesi Onerilmektedir. Farelerin
Schistosomajaponicum ile enfekte edilmesinde enjeksiyon kullanimi ile ilgili bilgiler,
Moloney ve Webbe tarafindan tarif edilmistir (24).
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b) Farelere anestezik madde olarak barbitiirat enjekte edilir. Farelerin karimnlar1 traglanir ve bu
kisma paslanmaz c¢elik bir halka yerlestirilir. Serkaryalar, bu halka icine pipetlenir ve
yaklagik 20 dakika burada tutulur (25).

¢) Fareler ici su dolu bir kaba alinir ve s1§ suda yiizmeleri saglanir. Bu asamada, diski ve
idrar gibi serkaryaya zarar verebilecek siire¢ler tamamlanmis olur. Fareler daha sonra tek
tek, i¢inde serkarya bulunan, uygun sekilde havalandirilmis ve su dolu kaplara aktarilarak
20 dakika suda ytlizmeleri saglanir (26).

d) Icinde serkarya bulunan bir test tiipiine farenin kuyrugu sokularak ve en az 30 dakika
bekletilerek fareler enfekte edilir (25). Bu agamada farelere anestezi uygulanabilir veya bir
tutucu kullanilabilir (21,28,29).

Perkiitan enfeksiyon yolunun tercih edildigi durumlarda, kafes i¢inde bulunan talaslardaki
yaglar derideki serkariyal penetrasyona engel olabilecegi i¢in, enfeksiyondan once farelerin
yumusak agag talaglar tizerinde tutulmamasi 6nerilmektedir.

SESTODLARDA HAYVAN MODELI
Echinococcusgranulosus Hayvan Modelleri
Mevcut Hayvan Modelleri

Echinococcusspp'nin metasestodlar1 diisiikk konak 6zgiilliigii géstermesi nedeniyle, ¢ok cesitli
memeli tiirlerinde dogal ara konak olarak yerlesebilmektedir (30). Bu nedenle, deneysel
enfeksiyon modelleri igin ¢ok gesitli hayvanlar kullanilmistir. Insanlarda yerlesen kistlerde
kismen bir biiyiime goriilmesi nedeniyle, kemirgenlerde olusturulan deneysel enfeksiyonlar,
insan ekinokokozu i¢in tatmin edici modeller olarak kabul edilmemektedir. Ayrica, iki konakli
yasam dongiisli nedeniyle, enfeksiyon durumunu ve hastaligin erken gelisimini modellemek
icin Echinococcusyumurtalarinin  kemirgenlere oral yoldan verilmesi gerekli olmaktadir.
Yumurta kaynakli laboratuvar bulag riskini ortadan kaldirmak i¢in, oral enfeksiyon yolu
genellikle metacestoda materyalinin (ikincil ekinokokkoz) intraperitoneal verilmesi ile
degistirilmektedir. S6z konusu model i¢in ¢esitli hayvan tiirleri ve enfeksiyon yollar tarif
edilmistir. Kesin konaklarin (kopekler, kediler ve diger etoburlar) deneysel enfeksiyonlari
burada dikkate alinmamaktadir (31).

Oral Enfeksiyon

Sporadik olarak diger memeliler ¢esitli amaclarla enfekte edilmis olsada, bu enfeksiyon yolu
koyunlarda rutin olarak gerceklestirilmektedir. Model olarak maymunlarla (vervetler ve
babunlar) yapilan calismalar, enfeksiyon oranlari ve yogunlugundaki biiyiik farkliliklar
nedeniyle tamamen standart degildir. Kemirgen modeli olusturmak i¢in ¢cok az g¢alisma
yapilmistir: ¢esitli fare tiirlerine (Musmusculus), yomurtalar agizdan verilmek yerine yapay
olarak yumurtadan ¢ikarilip, enfektif hale getirilip intraperitoneal veya intravendz olarak
enjekte edildiginde, kendi kendine iyilesen ve tatmin edici olmayan enfeksiyonlar ile
karsilagilmistir. Literatiirde uygulanan tiim calismalarda, deneysel olarak enfekte edilmis
kopeklerden alinan yumurtalarin kullanildigi ve enfeksiyon dozunun hayvan basma 500 ile

9000 yumurta arasinda degistigi goriilmiistiir.
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Intraperitoneal Enfeksiyon

Kemirgenlerde kistik ekinokokkoz olusturmak i¢in en yaygin kullanilan teknik periton igine
protoskoleks enjeksiyonudur. Calismalarda model olarak ¢esitli fare tiirleri (M. musculus) ve
Mogol gerbilleri (Merionesunguiculatus) kullanilmistir. Hidatik kistler genellikle periton
boslugunda serbest olarak gelisir, ancak komsu organlara yapisabilir veya biiyiiyebilir.
Biiyime yavastir; BALB/C faresinde, 15 ay sonra sadece birkag kist >20 mm ¢apa ulagir. O
zaman bile, cogu kist steril kalabilmektedir. In vitro olarak kiiltiirlenen kistlerin
intraperitoneal implantasyonu ile modelde enfeksiyonun daha hizli bir gelisme gosterdigi
bildirilmistir (32). ikinci teknik, diger kaynaklardan gelen kistlerin canliligini test etmek ve
farelerde steril kistlerin seri pasaji i¢in de kullanilmistir. Genel olarak, fare tiirliniin, parazit
tiirliniin ve enfeksiyon i¢in kullanilan malzemenin durumunun, enfeksiyon gelisimi iizerindeki
etkisi hakkinda ¢ok az somut bilgi bulunmaktadir. Laboratuvar hayvanlarinda protoskoleks
olusumu zayif oldugundan veya bulunmadigindan, enfeksiyon i¢in protoskoleksler genellikle
kiiciikbas, at veya si8ir kaynakl kistlerden elde edilmektedir. Cogu arastirmaci tarafindan
kullanilan enfeksiyon dozlar1 genellikle 2000-5000 protoskoleks arasinda degismektedir (33).
Sekonder ekinokokkoz olusturmak icin protoskolekslerin roliine iliskin bilgiler, Gottstein ve
ark. tarafindan aciklanmistir (34).

NEMATODLARDA HAYVAN MODELI

Kancah Kurtlar icin (Necatoramericanus ve Ancylostomaceylanicum) Hayvan Modeli
Modelin Arka Plam

Kancali kurt enfeksiyonlari igin c¢esitli hayvan modelleri arastirilmistir (35). Hamster,
deneysel kemoterapi calismalar1 i¢in ilk tercih edilen kemirgendir. Hedef parazit tiirleri
hamsterde rahatlikla arastirilabilmekte ve laboratuvarda siirekli bir dongiide canli
tutulabilmektedir.

Konak

Hem outbred hem de inbredhamsterler konak olarak kullanilabilmektedir. N. americanus
enfeksiyonlari i¢cin geng hayvanlar kullanilmakta olup deneyler icin yeterli sayida hayvan elde
etmek icin es zamanlh tliretim gerekmektedir. Yetiskin hamsterlerd. ceylanicum ile enfekte
olabilmektedir. Erkek ve disi hamsterler her iki parazit tiirii i¢in de kullanilabilir. Hamsterlar,
yiyecek (standart hamster yemi) ve su i¢in standart laboratuvar kosullarinda ad libitum olarak
tutulmaktadir.

Parazitler

Kancali kurt-hamster modelinin 6nemli bir yonii, hamstere 6zellesmis N. americanus ve A.
ceylanicum suslarinin mevcut olmasidir (35). Bu suslar, dogal konakta yerlesen vahsi tiir
suslar kadar dogurgan olmasa da, her ikisi de hamsterda, yumurtadan yetiskin bireye kadar
tam gelisim gostermektedir. N. americanus enfeksiyondan yaklasik alt1 hafta sonra enfekte
hamsterin digkisinda yumurtalar goriilmeye baslar; A. ceylanicum'da ise enfeksiyondan
yaklasik iki hafta sonra yumurtalar ortaya ¢ikmaktadir. Yumurtalar fertildir ve enfeksiyonun
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laboratuvarda siirdiiriilmesi i¢in enfekte hamsterlerin diskilarindan elde edilen yumurtalar
enfektif larva asamasina (L) kadar kiiltiirlenebilir. Yetigskin parazitlerin miktari, zamanla
azalsa da, ince bagirsakta bir yildan fazla kalabilmektedir.

Antihelmintik Calismalar

N. americanus ve A. ceylanicum ile olusturulan hamster modelleri hakkinda detayli ¢alismalar
literatiirde mevcuttur (36,37).

Necatoramericanus

Yavru hamsterler (1-3 giinliik), 100-500 aras1 enfektif tip larva ile perkiitan yolla enfekte
edilerek 21 giinliik olana kadar annenin bakimina birakilmaktadir. Olgunlagsmamis solucanlar
tizerindeki ilag etkileri, enfeksiyon sonrasi bes haftalik tedavi sonunda izlenebilir hale
gelmektedir. Yetiskin parazitlere kars1i test edilen ilaglarin degerlendirilmesi igin
enfeksiyondan sonra 50 giinliikk bir siire ge¢mesi gerekmektedir. Enfeksiyon olusumu
dogrulamak ve tedavi edilmeyen kontrol hayvanlarinda beklenen parazit yiikiiniin goériilmesi
icin tedaviden dnce birkac enfekte hayvan sakrifiye edilmelidir. ilaglar oral olarak tekli veya
coklu dozlarda (3 giline kadar) uygulanabilir. Hamsterlere tedaviden 2-3 giin sonra otopsi
yapilir; ince bagirsak ¢ikarilir, agilir ve kancali kurtlar, diseksiyon mikroskobu altinda
sayllmak {izere bir petri kabimna alinir. Olgunlasmamis solucanlar, kemoterapiye yetiskin
parazit kadar duyarhidir (38,39). Parazitin olgunlasmamis asamalarinda, %90-95 klirensi
saglamak i¢in tek doz 20 mg/kg pyrantel ve 15 mg/kg mebendazol gerekmektedir. Pyrantel,
yetiskin solucanlara kars1t da benzer bir etki sergilemistir, %90 klirens i¢in sadece 5 mg/kg
mebendazol yeterli olmustur. N. americanus'a kars1 giiclii etkinlik i¢in tek doz 7,5 mg/kg
ivermektin gerekmektedir. Bu goreceli etki eksikligi, ivermektinin diger konaklara kiyasla bu
tiire kars1 nispeten zayif aktivitesini yansitmaktadir. Thiobendazol, parazitin olgunlasmamis
asamalarina kars1 yiiksek miktarda tek doz (700 mg/kg) veya tekrarlanan (2x500 mg/kg)
dozlarda etkinlik gdstermistir. Bepheniumun, cesitli konaklarda kancali kurtlara karsi
aktiviteye sahip oldugu bilinmekle birlikte (¢cok zayif bir etkiyle), hamster modelinde 2 veya 3
ardisik giinliik doz halinde verildiginde (sirasiyla giinde 400 veya 200 mg/kg) etkili oldugu
gosterilmistir.

Ancylostomacaninum

Yetiskin hamsterler (8-12 haftalik), 21G kiint bir igne kullanilarak oral sonda ile enfekte
edilir. Hayvan, enfeksiyonu baglatmak icin tipik olarak 50-150 arasi enfektif larva yeterli
olmaktadur. Ilag tedavisi, enfeksiyondan yaklasik 18 giin sonra baslayarak eriskin formlar i¢in
degerlendirilebilir. Bilesiklerin subkiitan ve oral yoldan verilmesi uygun seceneklerdir.
Nekropsi, tedaviden 3-7 giin sonraya planlanabilir. Denenen ilaglarin ya da bilesiklerin
etkinligi, bagirsakta kalan solucanlar sayilarak belirlenmektedir. Bu modelde, ivermektinin N.
americanus'a kiyasla, A. ceylanicum i¢in yaklasik 300 kat daha etkili oldugu gdsterilmistir
(40). In vitro calismalarda her iki parazit icin benzer duyarlilik farkinin kaydedildigi
gosterilmistir (41). Buna karsilik, her iki kancali solucan tiiriinlin pyrantel duyarliligi,
pyrantelin hamsterlerdeki duyarliligina esit bulunmustur.
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(074

Bulasici hastaliklarin arastirilmasinda bakteri, maya-mantar ve sinek gibi model organizmalarin
kullanilmasi énemli bir rol oynamistir. Bunlar potansiyel tedavilerin geligtirimesi ve konakgi-
patojen etkilesimlerinin, badisiklik tepkilerinin ve enfeksiyona dahil olan molekiiler
mekanizmalarin anlasiimasi hakkinda degderli bilgiler sagladi. Bakteriler, insan ve hayvan
sagligiyla olan ilgilerinden dolayi deneysel enfeksiyon modellerinde model organizmalar olarak
yaygin sekilde kullaniimaktadir. Ornedin, Escherichia coli, konakginin badisiklik tepkilerini ve
viriilans faktérlerini arastirmak igin yaygin olarak kullaniimaktadir. Benzer sekilde, maya mantari
Saccharomyces cerevisiae, mantar patogenezinin molekiiler mekanizmalari (izerindeki mantar
enfeksiyonlarinin anlasiimasina ve antifungal ilaglar igin potansiyel hedeflerin belilenmesine
onemli Olglide katkida bulunmustur. Ayrica meyve sinegi Drosophila melanogaster, konakgi-
patojen etkilesimlerini incelemek icin gti¢lti bir model organizma olarak ortaya ¢ikti. Bu nedenle,
bulasici hastaliklara yénelik anlayisimizi ilerletmek ve etkili miidahaleler gelistirmek igin bu
model organizmalari kullanarak arastirmaya devam etmek cok 6nemlidir.

Anahtar Sozciikler: Bakteriler, model organizmalar

SUMMARY

In the study of infectious diseases, the utilization of model organisms such as bacteria, yeast-
fungus, and flies has played a crucial role. Those provided valuable knowledge about the
development of potential treatments and the understanding of host-pathogen interactions,
immune responses, and the molecular mechanisms involved in infection. Bacteria have been
extensively used as model organisms in experimental infection models due to their relevance to
human and animal health. For example, Escherichia coli has been widely employed to
investigate host immune responses and virulence factors. Similarly, the yeast-fungus
Saccharomyces cerevisiae has significantly contributed to our understanding of fungal
infectionson the molecular mechanisms of fungal pathogenesis and identifying potential targets
for antifungal drugs. Additionally, the fruit fly Drosophila melanogaster emerged as a powerful
model organism for studying host-pathogen interactions. Therefore, it is crucial to continue
research using these model organisms to further our understanding and develop effective
interventions for infectious diseases.

Keywords: Bacteria, model organisms
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GIRIS

Modern bakteriyel patogenez arastirmalarinda higbir in vitro, in situ veya in silico modelin,
bir patojenin canli bir hayvanda karsilastig1 karmasik konak¢i savunma mekanizmalarint ve
doku karmasikligini dogru bir sekilde yakalayamayacagi koklii bir prensiptir. Bu anlayzs,
insan hastaliklarinin mikrobiyal nedenini belirlemede hayvan modellerinin 6nemini fark eden
Robert Koch ve bu alandaki diger onciilerin ¢alismalarina yilizyildan fazla bir siire dncesine
dayanmaktadir. Etiyolojinin belirlenmesinde "altin standart" olan Koch'un varsayimlar1 bugiin
de arastirmalara rehberlik etmektedir. Koch'un ilkelerini temel alan, Stanley Falkow gibi
isimlerin Onderlik ettigi patogenez aragtirmalarinin molekiiler ¢agi, mikrobiyal patogenezin
altinda yatan molekiiler mekanizmalara iliskin anlayisimizi derinlestirmek i¢in hayvan
modellerinden daha fazla yararlanmistir. Bu aragtirmacilar, patojenlerin belirli gen {iriinleri ile
bunlarin hastaliga neden olma potansiyelleri arasinda islevsel bir baglant1 kurarak, mikrobiyal
patogenez konusundaki modern anlayisimiza katkida bulunmuslardir. Bu nedenle, insan
hastaliklarin1 aslina uygun bir sekilde kopyalayan hayvan modellerinin olmasi, cagdas
mikrobiyal patogenez arastirmalarinin 6nemli bir yonii olmaya devam etmektedir.

Bakteri, maya-mantar ve sinekleri iceren deneysel enfeksiyon modellerinin kullanilmasi,
bulasict hastaliklarin gesitli yonlerinin anlasilmasi i¢in 6nemlidir. Bu modeller, Aeromonas
caviae bakterisi i¢in vektor olarak karasineklerin potansiyelini arastirmak icin kullanilmistir
(1). Ayrica, kutandz leishmaniasis'in tatarciklar tarafindan bulagmasi incelenmis olup, sinek
isiriklart yoluyla bulasma mekanizmasinin ve bunun insan viicuduna entegrasyonunun
belirlenmesinin gerekliligi vurgulanmistir (2). Ayrica, tomurcuklanan maya Saccharomyces
cerevisiae, genetik ve molekiiler biyolojisi, yeni genetik¢iler i¢in bir temel gorevi goren
deneysel bir organizma olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (3). Mayadaki poliglutamin
toksisitesini degerlendirmek i¢in Ozetlenen toksik polyQ genisleme proteinlerini eksprese
eden maya hiicrelerinde toksisiteyi O0lgmek icin deneysel yaklasimlar biiylime analizleri,
degerli bilgiler saglamistir (4). Ek olarak, sineklerde travma ve Pseudomonas entomophila
enfeksiyonu arasindaki etkilesim arastirilarak cesitli modellerde JNK yolunun ve CrebA'nin
inflamasyon ve enfeksiyondaki dnemli rolii vurgulanmistir(5). Deneysel enfeksiyon modelleri
alaninda, makrofaj koloni uyarici faktoriin (CSF-1) fare kandidiyazindaki rolii arastirilmistir;
bu, mantar enfeksiyonuna kars1 erken dirence potansiyel katkisin1 ve deneysel olarak basarili
bir sekilde kullanildigin1 ortaya koymaktadir (6). Ayrica, gergek zamanli PCR'nin
gelistirilmesiyle ¢ege sineklerinin dogal veya deneysel olarak karisik enfeksiyonlar edinme
yetenegine dikkat c¢ekilmistir(7). Ayrica L3T4+ lenfositlerin farelerde sistemik Candida
albicans enfeksiyonuna kars1 koruyucu bagisikliktaki rolii aragtirllmigtir. Deneysel enfeksiyon
modellerinde hiicre dis1 patojenlere karst etkili humoral bagisiklik yanitlari i¢in L3T4+
hiicreleri kullanilmistir. Geleneksel farelerde bagirsak kanalinda Candida albicans tarafindan
kolonizasyonu ve antifungal tedavilerin etkisini arastirmak i¢in farkli enfeksiyon modelleri
kullanilmustir (8). Amag, bu enfeksiyonlarin patolojisini incelemek ve antimikrobiyal ajanlarin
etkinligini degerlendirmek i¢in giivenilir bir deneysel model olusturmaktir (9). Ek olarak
mantar enfeksiyonlarinin neden oldugu otoimmiin hastaliklarin alevlenmesi deneysel
otoimmiin ensefalomiyelit gelisimi, Candida albicans enfeksiyonu varliginda incelenmistir

(10).
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Hayvan Boyutu

Bulasic1 hastalik ¢alismalart igin boyutlar1 daha kiiciik olan hayvanlarin kullanilmasi
avantajlidir. Transgenik kemirgenler haricinde, daha kii¢iik hayvanlarin maliyeti genellikle
daha diisiiktiir, tasinmas1 ve beslenmeleri i¢in daha az alan gerektirir. Ornegin, modern
havalandirmal1 kafes sistemleri ile ayn1 hacimde alan i¢in 800 fare, 140 sican, 24 gelincik
veya 6 tavsan barindirilabilir. Temel olarak, daha kiiciik hayvanlarin barinmasinda kafeste
tutulmalar1 genellikle daha az maliyetlidir. Ayrica daha kii¢iik hayvanlar genellikle daha az
atik yonetimi gerektirir; bu nedenle, daha biiyiik hayvanlara kiyasla daha az otoklav dongiisii
gerceklestirilir, daha az kimyasal kullanilir. Temiz bir ¢evre saglamak i¢in daha az emek
gerekir. Daha kiiclik hayvanlar daha kiigiik hacimlerde test malzemesi gerektirir; as1 ve
deneysel ila¢ olarak; bu 6zellik 6zellikle tiretimi pahali ve zaman alic1 olan yeni bilesiklerin
kullanimin1 gerektiren deneyler i¢in 6nemlidir. Tam tersine, daha biiyiik hayvan modellerinin
kullanilmasinin potansiyel avantajlarina ragmen biiylik miktarlarda doku olmasi, kan veya
serumun bir defada toplanmasi gerekebilir. Mevcut doku miktari hayvan tiirleri arasinda
onemli ol¢iide farklilik gosterebilir. Modellerdekiiciik kemirgenlerin kullanilmasi daha fazla
sayida hayvan gerektirebilir. Analiz i¢in yeterli materyal saglanmalidir. Kan gerektiginde
saglikli bir hayvanin toplam kan hacminin %10'u 6rnek olarak alindiginda kolinerjik
homeostatik tepkileri tetikleyebilir ve ¢ok fazla kan alinmas1 hipovolemik soka neden olabilir

(11).
Bulasic1 Ajanlar

Bulasic1 hastalik arastirmalart i¢in genetik olarak en uygun hayvanin se¢imi, tipki uygun
genetik bilesime sahip bulasici bir organizmanin secilmesi gibi, ¢cok énemlidir. Cins ve tiiriin
dikkate alinmasinin yani sira, aragtirmacilarin etkenin tiiriinii de dikkate almasi gerekir.
Suslarin patogenezleri, baglangigta izole edildikleri kaynak hayvan ve iginde tutulduklar
kiiltiir ve biliylime kosullar1 dahil olmak {izere ¢esitli faktorlere bagl olarak énemli Slgiide
farklilik gosterebilir. Genel olarak laboratuvara uyarlanmis bakteri ve viriis tiirleri, yapay bir
kiiltiir ortaminda art arda ¢ogalan nesiller boyunca zayiflama egilimindedir (12).Ote yandan,
klinik izolatlarin duyarli bir model konakg¢ida giiclii bir enfeksiyona neden olmak i¢in gerekli
viriilans belirleyicilerine sahip olma olasilifi daha yiiksektir. Bu nedenle yeni hayvan
modelleri olusturulurken laboratuvara uyarlanmis suslar yerine klinik olarak hastalardan elde
edilen izolatlar tercih edilir. Bunun bir 6rnegi, ilk olarak 1992 yilinda ABD'deki bir hasta
insandan elde edilen Yersinia pestis'in klinik bir izolat1 olan CO92'nin kullanimidir. Bu 6zel
sus, farelerde, siganlarda, kobaylarda vebay: tetikleme kapasitesine sahiptir (13, 14).

BAKTERILER
Fare modelinde Streptococcus pyogenes akut deri enfeksiyonu

Bakteriyel Suslar ve Kiiltiir Kosullar:

M1 serotipinin S. pyogenes AP1 susu (40/58) ilk olarak Cek Cumhuriyeti'nin Prag kentindeki
Diinya Saglik Orgiitii Streptokok Referans ve Arastirma Isbirligi Merkezi'nden alinmistir. M1
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serotipinin 5448 susu orijinal olarak nekrotizan fasiit ve toksik sok sendromu olan bir
hastadan izole edilmistir (15).

Bakterileri yetistirmek i¢in, 37°C sicaklikta ve %5 CO2'de %0,5 maya ekstrakti ilave edilmis
Todd-Hewitt-Broth'ta gece boyunca biiyiitiilmiistiir. Enfeksiyon deneyleri i¢in bakteriler orta
logaritmik faz sirasinda toplanmis ve steril fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikanmustir.
Bakterilerin konsantrasyonu, PBS icerisinde 5x10° koloni olusturan birim (CFU)/ml'ye
ayarlanmistir.

Fare Enfeksiyon Modeli

Disi C57BL/6J fareleri (8-12 haftalik) Harlan'dan (Venray, Hollanda) alinmis ve Helmholtz
Enfeksiyon Arastirma Merkezi'ndeki (Braunschweig, Almanya) patojen igermeyen bir hayvan
tesisine standart kosullar altinda kurumsal standartlara uygun olarak yerlestirilmistir. Fareler,
100 ul PBS i¢inde 5x10” CFU ile sirtlarindan deri altindan enfekte edimistir. Yalnizca 100 ul
PBS enjekte edilen fareler kontrol olarak kullanilmistir. Farelere enfeksiyondan 6, 12, 24 ve
40 saat sonra CO, bogulmasi yoluyla 6tenazi uygulanmistir. Enfeksiyon tiirii ve zaman
noktasi basina 2-3 hayvanla ¢ok sayida bagimsiz tam siireli deney yapilmistir (16).

Bunun disinda Streptococcus pyogenes ile ¢ok c¢esitli deneysel enfeksiyon modelleri
yapilmistir:

1. Fare Modelleri:Deri alt1 iilser/hava kesesi modeli, impetigo, sistemik hastalik
modelleri, implante odacik modelleri, ayak taban1 modeli, orofaringeal kolonizasyon
modelleri, nazofaringeal iligkili lenfatik doku kolonizasyon modeli, vajinal
kolonizasyon modeli.

Sican Modelleri: Orofaringeal kolonizasyon, otoimmiin kardit modeli.

2. PANDAS: Akut romatizmal ates, S. pyogenes'in neden oldugu cesitli otoimmiin tip
hastaliklardan yalnizca biridir.Bunlardan Sydenham koresi, obsesif kompulsif
bozukluk, Tourette sendromu ve Streptokoklarla (PANDAS olarak bilinir) iliskili
pediatrik otoimmiin noropsikiyatrik bozukluklarin hepsinde 6ne ¢ikan norolojik veya
ndropsikiyatrik bilesenlerdir.

3. Chinchilla Modelleri: Otitis media modeli
4. Primat Modelleri: Insan dis1 primat farenjit modeli, insan dis1 primat sepsis modeli
5. Omurgasiz Modelleri: Ipekbdcegi ve balmumu kurdu modelleri, C. elegans modeli
6. Zebra balig1 Modeli: Myonekroz modeli.

Yersinia

Yersinia enterocolitica (Ye), gida kaynakli zoonozlarin 6nemli sebeplerindendir; BT4/0:3
biyoserotipi, insan enfeksiyonlarinda en yaygin olarak bulunan biyoserotiptir. Domuzlarin Ye
icin birincil rezervuar olarak kabul edilmesi, bu patojenin enfeksiyon dinamiklerinin hem
bireysel hem de grup diizeyinde anlasilmasini ¢ok 6nemli kilmaktadir. Bir ¢alismada, biiyiik
beyaz domuzlara deneysel bir modeli dogrulamak i¢in BT4/0:3 susu enfekte edilmistir.
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Sonuglar, domuzlarda Ye kontaminasyonunun sadece agiz yoluyla degil ayn1 zamanda burun
yoluyla da meydana gelebilecegini ortaya c¢ikarmistir. Kolonizasyon siireci, her biri
domuzlarda farkli bir kontaminasyon durumunu temsil eden ii¢ ayri donemden olusuyordu.
flk désnem (P1), Ye'nin yutulmasindan veya solunmasindan sonraki 24 saat icinde bakterilerin
tonsillerde veya diskida ortaya ¢ikmasiyla meydana gelmistir. Asilamadan 2 giin sonra
baslayan ikinci donem (P2), Ye'nin genislemesini ve bir IgG serolojik yanitinin eslik ettigi
sindirim sistemi ve bagirsak disi organlarin kolonizasyonunu igeriyordu. Asilamadan 21 giin
sonra meydana gelen tlglincii donem (P3), tonsiller ve diskida aralikli Ye tespiti ile
kolonizasyonun gerilemesine isaret etmistir. Asilanan sus tiim domuzlarda 56 giine kadar
varligmi siirdiirmesine ragmen incelenen 30 izolatin %33'liinde genetik varyasyonlar
gozlenmistir. Bu varyasyonlar, insan enfeksiyonunda rol oynayan yadA geninin kaybini ve iki
yeni ¢ok lokuslu degisken sayili tandem tekrar analizi (MLVA) profilinin ortaya ¢ikmasini
icermistir. Genel olarak, bu deneysel enfeksiyon modeli, bakterilerin zaman i¢indeki dagilimi
ve patojenin genetik stabilitesi de dahil olmak {izere domuzlardaki kolonizasyon siirecine
iliskin degerli bilgiler saglamistir (18).

Meningococcal Septik Sok

Yapilan bir domuz ¢alismasinin deneysel tasariminda her biri sekiz domuzdan olusan iki grup,
4 saat boyunca her 30 dakikada bir bakteri inflizyon hizin1 ikiye katlayarak intravendz olarak
artan saylda NmLPS+ veya NmLPS almistir. Bakteri sayisinin inflamatuvar yaniti nasil
etkiledigi, bir domuzun NmLPS+ aldig1 ve diger domuzun esit miktarda NmLPS aldig: ¢iftler
halinde eslestirilmesiyle incelenmistir. Verilen bakteri miktar1 daha sonra her ¢ift igin
arttirilmustir. En diisiik sayida bakteri alan ¢ifte toplam 5,7x10'° meningokok uygulands;
ardisik ciftler bu saymin iki kati, tic kati, dort kati, bes kati, altt kati, 10 kat1 ve 20 kat1
meningokok aldi. U¢ domuz negatif kontrol olarak alinms ve yalmzca % 0,9 NaCl
uygulanmigtir. Esit kosullar altinda gerceklestirilen 6nceki bir ¢alismadan alinan alti ek
negatif kontrol domuzu, tarihsel referans kontrolleri olarak alinmistir (19). Hicbir hayvan
O0lmemistir. Deneylerin bitiminden sonra hayvanlara 500 ila 1000 mg pentobarbital, 30 mg
morfin ve 40 mmol KCI'nin intravendz enjeksiyonu yoluyla 6tenazi uygulanmistir. DNA ve
sitokin analizi i¢in tam kan, etilendiamintetraasetik asit (EDTA) tiiplerine alinmis ve plazma
ayrilarak, aninda dondurulmus ve analiz edilene kadar 70°C'de saklanmistir. Domuzlarin
Otenazisinden hemen sonra akciger, karaciger, dalak, bobrek, jejunum, kolon ve kastan (vastus
lateralis) biyopsiler alinmis ve ardindan siv1 nitrojen iizerinde hizla dondurulmustur.

Corynebacterium iilserans

Corynebacterium {iilserans, difteri toksini iiretebilen ve difteriye benzer bir hastaliga neden
olabilen zoonotik bir patojendir. Farelerde toksijenik ve toksik olmayan Corynebacterium
iilserans enfeksiyonuigin yeni bir deneysel model gelistirilmistir.

Kiiltiir ortami: Yapilan bir ¢calismada bakterilerin ¢ogaltilmasi ve tespiti i¢in ¢esitli kiiltiir
ortamlar1 kullanilmistir. Bakteriyel ¢ogalma icin kanli agar plakalar1 kullanilirken, et suyu
kiiltiirli ve agar plakalar1 i¢in beyin kalp inflizyonu (BHI) et suyu kullanilmigtir. Bakteri tespiti
icin furazolidon-nalidiksik asit-Kolimisin agar (FNC agar) plakalar1 da hazirlanmistir.

105



Deneysel Enfeksiyon Modellerinde Model Organizmalar, Bakteriler, Maya —Mantar, Sinekler
E. HUR, S. DUMAN

Deneyde kullanilan bakteri suslari, Japonya'daki bir solunum yolu enfeksiyonu vakasindan
izole edilen toksijenik Corynebacterium {lserans 0102 ve Amerikan Tipi Kiiltiir
Koleksiyonundan satin almman toksijenik olmayan C. iilserans ATCC 51799 ve
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 dir (20).

Bakteri soylari: Bakterilerin donmus stoklardan c¢ogaltilmasini, bunlarin BHI et suyunda
kiiltiirlenmesini ve bakteri siispansiyonunun belirli bir optik yogunluga ayarlanmasini
icermektedir. Bu deneysel model, farelerde Corynebacterium iilserans''n neden oldugu
enfeksiyonun arastirilmasi i¢in degerli bir veri saglamistir. Seyreltme sonrasinda bakterilerin
BHI agar plakalarina asilanmastyla, 1x siispansiyonun 2 x 10’ koloni olusturan birim (CFU)
mL—1 (50 pL basma 10* CFU'ya esdeger) icerdigi dogrulanmistir.

Burun i¢i inokiilasyon: Farelere, kas i¢ine enjekte edilen bir ketamin hidrokloriir (10 mg/ml)
ve ksilazin hidrokloriir (20 mg/ml: salin = 4:1.25:20) karisimi ile anestezi uygulanmistir. Daha
sonra anestezi altindaki farelerin burun bosluguna, farelerin nefes almasiyla kolaylastirilan 50
uL (her iki tarafta 25 pL) bakteri slispansiyonu asilanmistir. Negatif kontrol olarak steril salin
sollisyonu kullanilmugtir.

Farelerin gozlemlenmesi ve orneklenmesi:Bakteriyel miicadelenin ardindan fareler 14
giinliik bir siire boyunca gozlemlenmistir. Inokiile edilen bakteriyi geri almak igin dlen veya
sakrifiye edilen farelerin burun boslugundan, agiz boslugundan ve trakeasindan siiriintii
ornekleri toplanmistir. Ayrica otopsi sonrasinda akciger, karaciger, bobrek, dalak, ¢ekal icerik
ve kolorektal digki dahil olmak iizere ornekler toplanmistir. Canli C. iilserans, swablarin
(burun ve trakeal) ¢izilmesi veya uygun sekilde seyreltilmis organ homojenatlarinin (akciger,
karaciger, bobrek, dalak) veya kanin BHI agar plakalarina yerlestirilmesiyle tanimlanmistir.
Normal flora bilesenlerinden miidahalenin beklendigi numuneler i¢in (ag1z ve goz siiriintiileri,
cekal icerik ve kolorektal digki), segici FNC agar plakalar {izerinde siirme ve kaplama
yapilmustir. Swap popiilasyonunun kabaca bir tahmini, ¢izgiler lizerinde goriinen kolonilerin
sayllmasiyla gerceklestirilmistir. Ote yandan cekal igerik, kolorektal diski, kan ve organ
homojenatlari agisindan plakalarda goriinen tiim kolonilerin sayimi yapilmstir.

Corynebacterium iilserans tamimlamasi:Corynebacterium iilserans'in  tanimlanmasini
dogrulamak i¢in BHI veya FNC agar plakalarinda goriinen koloniler, koloni morfolojilerine
veya Gram boyamalarina gore incelenmistir. Gerekli durumlarda API Coryne kiti (bioMerieux
SA, Marcy I'Etoile, Fransa) ve difteri toksin genini (A fragmani) ve fosfolipaz D (PLD) genini
hedefleyen PCR kullanilarak tanimlama yapilmistir. Difteri toksini geni ¢esitli primerler
kullanilarak amplifiye edilmistir: (21-23).

MAYA-MANTAR
Yaygin Candida auris'in Deneysel Fare Enfeksiyon Modelleri

Yaygin kandidiyaz, Amerika Birlesik Devletleri'ndeki hastanelerdeki hastalar i¢in énemli bir
risk olusturan ciddi bir hastaliktir. Gelismis antifungal tedavilerin varhigina ragmen, bu
hastaligm 6liim oran1 son on yilda endise verici derecede yiiksektir. Ozellikle endise verici
olan, genellikle saglik hizmetleri ortamlariyla iliskilendirilen, ilaca diren¢li bir mantar
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patojeni olan Candida auris'tir. Bu patojen yakin zamanda kiiresel bir halk sagligi tehdidi
olarak ortaya c¢ikmistir ve bu durum, yaygm C. auris kandidiyazinda konakgi-patojen
etkilesiminin farkli dinamiklerini incelemek i¢in giivenilir bir hayvan modeli gelistirmeyi
gerektirmistir.

Baglangicta, NE/ ve vahsi tip C57BL/6 farelerinde C. auris'in viriilansin1 degerlendirilmistir,
ciinkli NE, antifungal immiin yanitlarda yer alan 6nemli bir serin proteazdir. Bunu yapmak
icin, her iki sustan farelere yiiksek dozda C. auris’in intravendz olarak uygulandigi 6n
deneyler gergeklestirilmistir. Akut invaziv kandidiyazin tetiklenmesi ve C. auris ile oldiiriicii
bir karsilastirma saglanmasi icin pozitif bir kontrol olarak, 6ldiiriici dozda C. albicans SC
5314 (5x10° hiicre) kullamlmustir. Fareler daha sonra intravendz olarak C. auris (2x10® hiicre)
ile asilanmis ve 20 giinliik bir siire boyunca giinde iki kez hastalik ve 6liim orani acisindan
yakindan izlenmistir. C. albicans ile enfekte edilmis farelerde gozlemlenen yiiksek 6liim oram
ve klinik hastalik belirtilerinin aksine, C. auris ile asilananlarin klinik olarak normal oldugu ve
hayatta kaldig1 goriilmiistiir. C. auris'in bobrekler ve beyin gibi hedeflenen organlardaki
mantar ylikiinlin, vahsi tip C57BL/6 farelere kiyasla NE-/- farelerde daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Bu bulgular NE'nin antifungal bagisiklia katkida bulunabilecegini ancak
hayatta kalmak icin gerekli olmadigin1 gostermektedir. Ayrica, C. auris'in iki klinik izolati
(AR-0381 ve AR-0386) test edildiginde, her iki sus da farelerde 6liime neden olmamaistir (24).

Deneysel Hayvan Modelinde Cerebral Aspergillosis

Yaygin Cerebral Aspergillosis (CA) i¢in uygun bir model olusturmak amaciyla, C57BL/6
fareleri, IPA uyarinca CA gelisimi i¢in bilinen bir risk faktorii olan kortikosteroidler
kullanilarak immiinsiipresyona tabi tutulmustur. Bagisiklig1 baskilanmis fareler daha sonra
intranazal olarak A. fumigatus'a konidiaya maruz birakilmig, ardindan bir giin sonra
intravendz olarak dnceden sismis konidianin 70 kat daha diisiik bir asis1 uygulanmistir. Sismis
konidialarin kullanilmasinin nedeni, bu organizmalarin, inhale edilen dinlenme konidialarina
kiyasla metabolik ve biyokimyasal olarak daha aktif olmalari, akcigerlerden kagma ve kan
dolagimina girme olasiliklarinin daha yiiksek olmasidir. Kontrol gruplari, yalnizca intranazal
yolla yiikleme yapilan immiin sistemi baskilanmis fareleri (IN 1 steroid) ve hem intranazal
hem de intravendz yolla yiikleme uygulanan immiin sistemi baskilanmamis fareleri (IN 1 IV)
icermistir. Bagisikligin baskilanmasi ve ardindan IN 1 IV tehdidi, giderek oliimciil bir
enfeksiyona yol agmistir; farelerin %50'si 4. giinde ve %1000 5. giinde hastalifa yenik
diismiisttir. IN 1 IV grubunda farelerin %40 10. giinde 6lmiis, IN 1 steroid grubunda ise
farelerin %30'u 10. giinde dlmiistiir.

Parakoksidioidomikoz (PCM) kronik deneysel modeli

T lenfositlerin gelisiminden sorumlu birincil lenfoid organ olan timus, mikro ortaminda
onemli degisikliklere ugrar. Parakoksidioidomikoz (PCM), Giiney ve Orta Amerika'da yaygin
bir sistemik mantar enfeksiyonudur, ancak endemik olmayan bdlgelerde de bu bdlgelerden
gelenler nedeniyle vakalar rapor edilmistir. Hastaliga, lenfatik ve dolasim sistemleri yoluyla
dalaga, lenf diiglimlerine ve cilde yayilan bir mantar olan Paracoccidioides brasiliensis (Pb)
conidia propagules'un solunmasi neden olur. Bu enfeksiyon siklikla, Th2 sitokinlerinin (IL-10,
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[L-4) iiretimi, bozulmus T hiicresi fonksiyonu ve antijen sunum basarisizlig1 ile karakterize
edilen zayiflamis bir hiicresel bagisiklik tepkisi ile iliskilendirilmistir.

Bir ¢alismada Pbl8 adi verilen P. brasiliensis'in viriilan bir izolati kullanilmigtir. Maya
hiicreleri Fava-Netto ortaminda 37°C'de biiyiitiilmiis ve biiylimenin yedinci giliniinde
toplanmistir. Mantar kiitlesi daha sonra fosfat tamponlu salinde (PBS) silispanse edilmis, iki
kez yikanmis ve 1x10’ maya/mL konsantrasyonuna ayarlanmisti. Maya hiicrelerinin
canliliginin, Trypan mavisi boyama kullanilarak %90'dan yiiksek oldugu dogrulanmstir.
Farelere 0,5 mL PBS icerisinde 5x10° maya/hayvan veya yalnizca PBS intraperitoneal olarak
enjekte edilmistir. Enfeksiyonun intraperitoneal yolu, enfeksiyonun kronik yoniinii taklit
etmek ve siddetli kronik PCM vakalarina benzer sekilde mantar yiikiinlin i¢ organlara esit
sekilde yayilmasini taklit etmek i¢in secilmistir.

Ana hedefin akcigerler oldugu trakeada meydana gelen enfeksiyonun aksine, enfeksiyonun
kronik dogasi ve mantar yiikiiniin i¢ organlara esit sekilde yayilmasi nedeniyle intraperitoneal
enfeksiyon yolu se¢ilmistir; bu durum ciddi vakalara benzemektedir. Enfeksiyon 120 giinliik
bir siire boyunca gerceklestirildikten sonra, farelere ketamin/ksilazin (100 mg/kg ketamin
hidrokloriir ve 5 mg/kg ksilazin hidrokloriir) ile derin anestezi kullanilarak 6tenazi
uygulanmistir (25).

Parazitler

Insan hastaliklar1 icin model uygunlugu olan tek hiicreli parazitler olarak Plasmodium spp,
Toxoplasma gondii, Cryptosporidium spp, Trichomonas vaginalis, Giardia duodenalis,
Entamoeba spp, Leishmania spp, Trypanosoma brucei (gambiense and rhodesiense),
Trypanosoma cruzi sayilirlar.

Toksoplazma ¢ok cesitli sicakkanli hayvanlari enfekte etme yetenegine sahiptir ve
arastirmacilar, calismalarinin spesifik dogasina gore farkli hayvan modelleri se¢gmektedir.
Koyun, keci ve hatta tavuklarin insan toksoplazmozunu incelemek igin etkili modeller oldugu
kanitlanmis olmasina ragmen, en yaygin kullanilan ve uygun maliyetli model faredir. Bununla
birlikte, bulgularin ¢aligsmalar arasinda karsilastirilmasi her zaman basit bir is degildir; ¢linki
parazitin tiirii ve evresi, enfeksiyonun yolu ve konagin bireysel faktorleri gibi ¢esitli faktorlere
baghdir.

Toxoplasma gondii, insanlar da dahil olmak iizere ¢esitli sicak kanli hayvanlar1 enfekte eden,
yaygin olarak dagitilan bir parazittir. Bu, kapsamli bir sekilde arastirilan ve hem insanlarda
hem de hayvanlarda klinik olarak ilgili diger parazitlerin arastirilmasinda siklikla model
organizma olarak kullamlan hiicre igi bir parazittir. In vitro kiiltiir ve genetik manipiilasyon
kolayligi, bu paraziti bilimsel arastirmalar i¢in degerli bir ara¢ haline getirmistir. Son
zamanlarda patolojideki benzerlikleri nedeniyle inflamatuar barsak hastaligini incelemek igin
bir model olarak da kullanilmaktadir. Ancak T. gondii'nin aragtirmacilar tarafindan kullanimi
blytk farkliliklar gdstermektedir ve bu durum, ¢alismalarin karsilastirilmast  ve
yorumlanmasinda zorluklara yol a¢gmaktadir. Bir ¢alismada, son derece oldiiriicii Guyana
GUYO008-ABE susu karakterize edilmis ve Prugniaud tip II susu ile karsilagtirilmistir. Tim
parazit suslari, nemli bir atmosferde %5 CO, ile 37°C'de birincil insan siinnet derisi
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fibroblastlarinda (HFF) seri ge¢isler yoluyla muhafaza edimistir. HFF'ler, %10 FCS, 2 mM
glutamin, 100 U/ml penisilin ve 100 U/ml streptomisin (Invitrogen) ile desteklenmis
Dulbecco'nun degistirilmis Eagle ortaminda (DMEM, GibcoBRL) kiiltiir yapilmistir (26).

SINEKLER

Leishmaniases, Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) cinsine ait protozoalardan
kaynaklanir. Bu parazitleri isiran tatarciklar (Diptera: Ceratopogonidae) birincil vektorler
olarak gorev yapar ve bunlari omurgali konakg¢ilara aktarir. Enfeksiyon siirecini incelemek
amaciyla tatarcik ve kertenkelelerin deneysel enfeksiyonlar1 Leishmania (Sauroleishmania)
adleri ve Leishmania (S.) hoogstraali kullanilarak gerceklestirilir.

Laboratuvar kolonileri, kum sinegi biyolojisinin ve tatarciklarla Leishmania parazitleri
arasindaki etkilesimin arastirilmasinda ¢ok ©Onemli bir rol oynamaktadir. Bu bdceklerin
kontrollii laboratuvar kosullar altinda yetistirilmesi i¢in ¢esitli teknikler kullanilmistir. Bununla
birlikte, bilinen yaklagik 700 kum sinegi tiiriinden yalmizca kiigiik bir kismui laboratuvarda
basarili bir sekilde kolonize edilmis ve daha da az1 deneysel amaglarla siirekli olarak ¢ok sayida
yetistirilmistir. Bu durum arastirmacilarin  kum  sinegi  fizyolojisini, leishmaniasis
epidemiyolojisini ve parazitler, vektorler ve konakgilar arasindaki iligkileri aragtirmasina olanak
tanir. Farkli cografi kokenlerden gelen farkli kum sinegi tiirlerinin ve kolonilerinin,
tikiiriiklerinin bilesimi de dahil olmak {izere cesitli biyolojik ve fizyolojik parametrelerde
farkliliklar sergiledigini belirtmekte fayda vardir. Ayrica kum sinegi tiirleri arasinda Leishmania
parazitlerine duyarlilik agisindan da 6nemli farkliliklar bulunmaktadir. P. papatasi ve P. sergenti
gibi bazi tilirler, yalnmizca tek bir Leishmania tiirliniin olgunlasmasmi ve bulagsmasini
destekleyebildikleri igin "kisith" veya "spesifik" vektdrler olarak kabul edilir. Ote yandan diger
tiirler, birden fazla Leishmania tiiriiniin bagirsaklarinda olgunlagsmasina izin vermistir. Ancak
kum sinegi tiirlerinin biiyilk ¢cogunlugunun Leishmania'ya duyarliligi konusunda hala veri
eksikligi bulunmaktadir. Bu nedenle, dogal popiilasyonlardan yeni kum sinegi kolonilerinin
kurulmasi son derece degerlidir ve tibbi entomologlari bu tiir ¢abalari iistlenmesi gerekir.

Kum sinegi erginleri, ister giindiizleri dinlenirken, ister geceleri yiyecek ararken, cesitli
yontemler kullanilarak toplanabilir. Evlerin duvarlari, hayvan barinaklari, magaralar, agag
kovuklar1 gibi dinlenme alanlarindan farkli tipte agiz aspiratorleri kullanilarak numune
alinabilmektedir.

Aspiratoriin her bir parcasinin boyutlari toplayicinin tercihine gore ayarlanabilmektedir. Kum
sinekleri hassas oldugundan aspiratoriin govdesinin agikliktan daha genis olmasi
gerekmektedir. Ancak plastik aspiratdrlerin hafif ve dayanikli olmasina ragmen statik elektrik
nedeniyle tatarciklara zarar verebilecegini unutmamak gerekir. Laboratuvar ¢aligmalarinda
cam aspiratorlerin kullanilmasi tavsiye edilmektedir ancak ticari olarak mevcut degildir ve bir
cam lfleyici tarafindan 6zel olarak yapilmasi gerekmektedir.

Cok sayida tatarcikla calismak i¢in rezervuar tipi aspirator tercih edilir. Bu tip aspirator
giristen daha genis bir gévdeye sahip olup, boceklerin kagista zorluk yasamasini saglar ve ayri
bir kap veya kafese aktarmaya gerek kalmadan daha fazla numunenin yakalanmasina olanak
saglar.
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Koloni Olusturma

Soguk veya CO, ile hareketsiz hale getirilen kum sinekleri, stereomikroskop altinda
cinsiyetlerine ve fizyolojik durumlarina gore siniflandirilir. Kolonilerin kurulmasi amaglanan
gebe disiler daha sonra 6zellikle larva yetistirmek i¢in kullanilan al¢1 kapli plastik kaplara
aktarilir. Bu yontemin miimkiin olmadig1 durumlarda ¢iplak gézle goriilebilen kanla beslenen
disiler, agiz aspiratdrleri kullanilarak tuzaklardan secilerek transfer edilebilir. Saks1 biiyiikligii
gebe disi sayisima gore secilmeli, kum sinekleri yerlestirilmeden Once saksi su ile
nemlendirilmelidir. Bu kaplar daha sonra sikica kapanan kapaklar1 olan plastik dikdortgen
kutularda saklanir. Yiiksek nemi korumak i¢in kutunun altina bir tabaka nemlendirilmis filtre
kagidi veya kagit mendil yerlestirilir. Disilere taze elma dilimi veya %10-50 sakaroz ¢o6zeltisi
veya bal ile doyurulmus pamuklu yiin ped gibi bir seker kaynag: saglanir. Cogu tiir icin
yetistirme i¢in en uygun sicaklik 24-28°C arasindadir. Kutulardaki bu saksilar ayn1 zamanda
sineklerin taginmasi i¢in de uygun bir yontem gorevi gorse de tasima sirasinda daha serin
kosullarin (15-20°C) muhafaza edilmesi onerilir.

Leishmania ile Deneysel Enfeksiyonlar

Tatarciklarin Leishmania ile deneysel enfeksiyonu i¢in iki yontem kullanilabilir: anestezi
altindaki enfekte hayvanlarla beslenme ve membranla besleme. Tipik olarak duyarli fareler
(6rn. BALB/c) veya altin hamsterler (Mesocricetus auratus) gibi laboratuvar hayvanlari
intradermal olarak kulaga ve sonunda ayak tabanina agilanir. Basarili deneyler i¢in en uygun
yastaki kadinlar1 kullanmak ¢ok 6nemlidir. Cok geng sinekler (¢ogu tiir i¢in 3-4 giine kadar)
beslenmezken, yasli sineklerin (¢cogu tiir i¢cin 10 giinden fazla) kanla beslenmeden sonra
hayatta kalma oran1 diistiktiir.

Enfekte bir hayvan kullanildiginda beslenme orani (kan alan disilerin ylizdesi) genellikle
yiiksektir. Ancak enfeksiyon orani (kanla beslenen disilerde enfeksiyon gelisen kadinlarin
yiizdesi) ¢esitli etkileyici degiskenler nedeniyle tahmin edilemez. Bu degiskenlerden biri de
derideki parazit yogunlugundaki yerel degisikliktir. Enfeksiyon oranini maksimuma ¢ikarmak
icin sadece lezyon bolgesinin agiga ¢ikarilmasi ve hayvanm viicudunun diger kisimlarinin
kalin bir bezle ortiilmesi faydalidir. Alternatif olarak, kum sinekleri bir ucu naylon ag ile
kapatilmis plastik siselere yerlestirilebilir ve anestezi altindaki farelerin kulaklari, siseyi tutan
0zel olarak tasarlanmis kelepceler kullanilarak aga dogru bastirilabilir. Bu yontemle bile
disiler, degisen parazit yogunluklarina sahip lezyonun farkli bélgelerinden beslenebilir.

Bu yontem oOncelikli olarak L. major, L. tropica veya L. mexicana gibi kutandz lezyonlara
neden olan ve optimize kosullarin yiiksek enfeksiyon oranlarma (%50 civarinda) ulasabilecegi
Leishmania tiirleri i¢in kullanilir. Ancak tatarciklarin i¢ organ hastaligi olan hayvanlarla (L.
infantum veya L. donovani) beslenmesi tipik olarak %35 civarinda enfeksiyon oranlariyla
sonuclanir ve bu oran c¢ogu deneysel amag¢ icin ¢ok diisiiktii. Membran beslemesini
gerceklestirmek icin, bir cam besleyici aracilifiyla sineklere amastigot veya promastigot ve
kan karigimi saglanir. Bu yaklasim, bulasici kandaki parazit konsantrasyonunu
standartlagtirmamiza olanak tanir. Diizglin bir sekilde uygulandiginda, bu yontem stirekli
olarak %90'm {izerinde enfeksiyon oranlarina ulasir; bu oldukga yiiksektir. Ek olarak, yutulan
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parazitlerin sayisini kontrol etmemize olanak tanir, bu da vektdr duyarliligini incelemek igin
degerlidir.

Farkl1 tipte membranlarla denemeler yaptiktan sonra, en iyi sonuglarin 1-3 giinliik civcivlerin
derisi kullanilarak elde edildigini bulunmustur (Ward ve ark, 1978). Herhangi bir kum sinegi
tiiri i¢in ParafilmTM membranlarinin kullanilmasindan ka¢inmak oOnemlidir. Membranin
hazirlanmasi i¢in gogiis bolgesini kaplayan deriden tiiyler alinir ve deri dikkatlice viicuttan
uzaklastirilir. Daha sonra -20°C'de saklanmadan 6nce %70 etanol ve steril salinle yikanir.
Kullanmadan 6nce membran eritilir, steril salinle yikanir ve dis yiizeyi disar1 bakacak sekilde
besleyicinin ag¢ikliginin {izerine yerlestirilir. Membrani sabitlemek i¢in bir Parafilm seridi
kullanilir. Steril kosullar altinda besleyicinin i¢ haznesini dolduran kanda parazitler bulunur.
Besleyici bir standa giivenli bir sekilde baglanir ve boru kullanilarak su banyosuna baglanir.
Su, besleyicinin su ceketi igerisinde 37°C sicaklikta dolasir; bu, membran beslemesi i¢in
kritik bir faktordiir. Yemlik, mangon vasitasiyla kafes icerisine sokulur ve kum sineklerinin
kacmasint onlemek ve kafesin dogru pozisyonda kalmasini saglamak i¢in elastik bantlar
kullanilir. Iki veya ii¢ besleyiciyi seri halinde yerlestirmek miimkiindiir.

Steril tavsan kani (sitratli veya defibrinize edilmis) veya kan bankasindan alinan insan kani
kullanilabilir. Enfeksiyon promastigotlar tarafindan baslatilmigsa, kompleman aktivitesini yok
etmek i¢in kanin 56°C'de 30-40 dakika inkiibe edilmesiyle 1siyla inaktive edilmesi gerekir.
Amastigotlar, enfekte hayvanlarin kutan6z lezyonlar1 (cogu Leishmania tiirii), dalak veya
karaciger (visseral leishmaniasis), aksenik amastigotlarin in vitro kiiltiirleri veya makrofaj
benzeri hiicre cizgileri istenirse %5-10 DMSO'lu kiiltlir ortamindan béliinerek dondurularak
saklanabilir, eritilebilir ve kullanomdan hemen Once yikanabilir. Amastigotlarin aksine,
hemasitometre kullanilarak kolaylikla yikanip sayilabilirler. Kum sineklerinin Leishmania
enfeksiyonlarina duyarliligi doza baglidir ve dogal kosullarin kopyalanmasi icin enfektif
dozun ml basina 10° paraziti asmamasi gerekir.

Besleyicideki beslenme oranlar1 genellikle hayvaninkinden daha diisiiktiir. Ancak kafeste
erkeklerin bulunmasi, dolasan suyun sicakligindaki hafif degisiklikler, kafeslerin koyu renkli
bir bezle ortiilmesi ve insan nefesi ile uyarilmasi beslenme oranlarini arttirabilir. Beslenme
basarisin1 arttirmak icin sekerli yem enfeksiyondan bir giin once kafesten ¢ikarilabilir.
Disilerin 1-3 saat kadar beslenmesine izin verilir, ardindan yemlik dikkatlice ¢ikarilir (27).

GONULLU INSANLARDA DENEYSEL ENFEKSiYON MODELLERI

Kontrollii insan enfeksiyonlarinda kan serumu, solunum salgilar1 veya gaita filtrati, bulasici
hastaliklar arastirmalarma temel olmustur. Ishal nedeni olan toksinlerin 1966'da Vibrio
cholerae kiiltlir stvisinin damlatilmasinin ardindan goniilliiler iizerinde tanimlanmistir (28).
Gonillii insan modellerinin  kullanilmas: anti mikrobiyal iriinlerin gelistirilmesi i¢in
kullanilmistir (29) (Tablo 1).
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Tablo 1. Géniillii Insanlarda Deneysel Enfeksiyon Modelleri (29)

Verilis yolu Doz Tip Sonlanim G
sayis1
ETEC Agizdan >5 x 108 CFU [B7A, H10407, E24377A Ishal 1215 Ayaktan
Vibrio cholerae Agizdan 10° CFU El Tor Inaba N16961, Ishal 1210 Hastanede
0139 yatarken
q . Ates veya
_ 4
S Typhi Ora 1-5 x 10°CFU Quailes bakteriyemi 1000 Ayaktan
. - 10 S flexneri 2457T, S Ishal, antikor Hastanede
Shigella spp Agizdan 10-10" CFU sonnei 53G yanit: 850 yatarken
o 9
C?{%IZ?;I&@] (l))ir L rhamnosis GR-1, L Klinik idrar
Lactobacillus spp |Agizdan, vaginal| ~ .. & . reuteri RC-14, L yollart 800 Ayaktan
vajinal 7-5%108 . .
crispatus CTV05 enfeksiyonu
CFU
Streptoco.ccus Intranazal 10°-10° CFU 6B, 23F Kolonizasyon 790 Ayaktan
[pneumoniae
Haemophilus Intra-epidermal | 5 15 opys 35000HP Piistiil olusumu | 550 Ayaktan
ducreyi ve intradermal
- . -
Franc1se.lla Acrosol 10 . SCHU S4 Systemic 500 Hastanede
tularensis 10%organizma symptoms yatarken
IR Intranazal 10* CFU Y92-1009 Colonisation 310 Ayaktan
lactamica
Sivrisinek 1s1r1g1 2-10 sivrisinek
Plasmodium vivax . SIS 181181, 13000 Wild-tip Parazitemi 300 Ayaktan
intravenoz .
genom esti
(Campylobacter < 6 1019 Baslangicte 81-176, ; Hastanede
b Agizdan 10°-10° CFU simdi CG8421 Ishal 260 yatarken
C muris: RN66, C
Cryptosporidium Agizdan 10-10%0kist |meleagridis: TUIBGT, Cf - v yictieri 260 Ayaktan
spp hominis: Iowa strain, C
parvum: Iowa strain
Necat.or Transdermal | 10-50 L3 larva| Papua New Guinea | Gaitada yumurta 250 Ayaktan
americanus
[Escherichia coli - 10°-10¢ ..
(o Uretral kateter CFU/mL 83792, HU2117 Clinical UTI 200 Ayaktan
BCG Intradermal 1-4x 10°CFU BCG Immiin yanit 140 Ayaktan
1-8x10° CFU
Neisseria - (Ms11mkC), .
sonorrhoene Uretral kateter 1-0x105 CFU FA1090, MS11mkC Kolonizasyon 140 Ayaktan
(FA1090)
Giardia lamblia Agizdan | 5-10° trofozoit GS-M83/85 Gaitada kistler, | ,, | Hastanede
antikor yanitt yatarken
ot e Agizdan 10* CFU Baylor 100 Ure nefes testi, | ¢ Ayaktan
pylori histoloji
. - . Ates veya
_ 3
S Paratyphi Agizdan 1-5 x 10* CFU NVGH308 strain bakteremi 40 Ayaktan

En sik kullanilan suslar raporlanmakta ve goniillii sayis1 yaymnlardan tahmin edilmektedir. TCID50=%50 doku kiiltiirii
enfektif dozu. ETEC=enterotoksijenik Escherichia coli. CFU=koloni olusturan birim. S Typhi=Salmonella enterica serotip
Typhi. PFU=plak olusturan birim. RT-PCR U=ters transkripsiyon PCR birimleri. [YE=idrar yolu enfeksiyonu. S
Paratyphi=Salmonella enterica serotipi Paratyphi
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Kontrollii insan enfeksiyonlarinda 6nemli bir kilometre tagi P falciparum circumsporozoite
proteini alt birimi kullanilarak yapilan diinyanm ilk sitma agisinm Avrupa Ilag Ajansindan
ruhsati almasi olmustur. Goniillii denemelerine gore P falciparum ile miicadelede kiimiilatif
olarak %40 civarinda koruyuculuk gosterilmistir. Afrika’da yapilan faz 3 c¢aligmada
cocuklarda %30 koruyuculugu oldugu gosterilmistir (30).

In vitro kiiltiir tekniklerinin gelistirilmesiyle laboratuvarda enfekte edilmis Anopheles tiirii
sivrisineklerinlerin tiikiirik bezlerinde iiretilen sitma parazitleri radyasyonla zayiflatilarak
astlama icin kullanilmistir (31).

Diinya Saghk Orgiitii 2016 yilinda konuyla ilgili CHI denemelerinin kullanimina iligkin
diizenleyici hususlar ve as1 gelistirme ile ilgilibir bildiri yayinlamistir (32).

Sonug

Gregor Mendel, bitki melezleri {izerinde ¢i1gir agan deneyleriyle "model organizma"
kavraminda devrim yaratti. Arastirma sorusunu ele alirken belirgin deneysel avantajlar
nedeniyle 6zellikle bezelyeyi model organizma olarak se¢mistir. Mendel'in benzersiz ¢icek
yapisina sahip Leguminosae familyasi {izerinde yogunlasmasi, sonugta Pisum cinsinin
calismalari i¢in gerekli niteliklere sahip oldugunu kesfetmesine yol agmistir (Mendel, 1866).
O zamandan bu yana, belirli amaglar i¢in model organizmalarin secilmesine yonelik bu
yaklagim genis capta benimsenmistir. Bir model organizmanin erigilebilirlik, deneysel
fizibilite, kisa nesil siireleri, bakim ve iireme i¢in uygun fiyat ve lizerinde g¢alisilabilecek
acikea tanimlanabilir 6zellikler gibi belirli 6zelliklere sahip olmasi gerekir. Son zamanlarda,
sirali bir genoma erisim de dahil olmak tizere genetik izlenebilirlik de 6nemli bir kriter haline
geldi Model sistemlerin biyolojideki 6nemi, model organizmalarin tarihi ve c¢esitliligi
hakkinda kapsamli incelemelere yol agmistir; Model organizmalar ¢ok cesitli taksonlari
kapsar ve bircok aragtirma sorusu ic¢in bakteri (Escherichia coli) veya mayalar
(Saccharomyces cerevisiae) gibi tek hiicreli organizmalar yeterlidir. Ancak, bulgulari
insanlara aktarmayr amaglayan biyomedikal c¢alismalara gelince, memeli olmayanlar
genellikle ¢eviri modelleri olarak uygun degildir.
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Yara infeksiyonlari, cerrahi pratigin en 6nemli komplikasyonlari arasinda yer almakta ve
morbidite, mortalite ile saglik maliyetlerinde artisa neden olmaktadir. Bu nedenle yara infeksi-
yonlarinin patogenezi, immiin yanit mekanizmalari ve tedavi stratejilerinin arastiriimasinda
deneysel hayvan modellerikullanilagelmistir.  Bu modeller, kontrollii  kogullar altinda
mikroorganizma—konak etkilesiminin incelenmesine ve yeni antimikrobiyal ajanlarin, pansuman
materyallerinin veya cerrahi tekniklerin etkinliginin test edilmesine olanak tanir.Yara enfeksiyonlari
lizerine yapilan gtincel arastirmalar 6ncelikli olarak hayvan modelleri lizerinde ydiriitiiimekte ise de
bu durum bu calismalarin dogrudan insanlara aktarilabilirligini kisitlamaktadir. Bu sinirlamalarin
bir kismi, kozmetik cerrahiden kalan ve normalde atilan deri kullanilarak yapilan “ex-vivo”
deneysel modelleri ile asilabilir. Ex-vivo yara modelinin temel faydalari, saglikli insan derisinin
kullanilmasi, élgiilebilir bir bakteriyel enfeksiyon, élgiilebilir bir donére bagl badisiklik tepkisi ve
sonuglarin tekrarlanabilir olmasidir. Bu &zellikler, ex-vivo yara modelini konak-patojen
etkilesimlerinin mekanizmalarini incelemek ve antimikrobiyal ajanlari test etmek icin degerli bir
arag haline getirmektedir.

Anahtar Sozciikler: Deneysel, yara enfeksiyonu, ex vivo

SUMMARY

Wound infections are among the most significant complications of surgical practice, leading to
increased morbidity, mortality, and healthcare costs. Therefore, experimental animal models
have been used to investigate the pathogenesis, immune response mechanisms, and treatment
strategies for wound infections. These models allow for the study of microorganism-host
interactions under controlled conditions and the testing of the efficacy of new antimicrobial
agents, dressing materials, or surgical techniques. While current research on wound infections
is primarily conducted in animal models, this limits their direct transferability to humans. Some
of these limitations can be overcome by ex-vivo experimental models using skin from cosmetic
surgery that is normally discarded. The key benefits of ex-vivo wound models include the use of
healthy human skin, a measurable bacterial infection, a measurable donor-dependent immune
response, and the reproducibility of results. These features make the ex-vivo wound model a
valuable tool for studying the mechanisms of host-pathogen interactions and testing
antimicrobial agents.

Keywords: Experimental, wound infection, ex vivo

Deneysel Modellerin Temel Prensipleri
Kanit diizeyi diisiik olmasma ragmen deneysel modellerin temel prensiplerini saptamak ve

standardize etmek literatiirde homojen bilgi birikimi ve tekrarlanabilir ¢aligmalara olanak
saglayarak kanit degeri daha kabul edilebilir ¢alismalara olanak taniyacaktir. Temel prensipler;
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1. Standardizasyon: Reprodiiksiyon i¢in yara biylkligl, derinligi, mikroorganizma
inokulum dozu standartlastirilmalidir.

2. Hayvan Secimi: Genellikle fare, si¢an, tavsan ve domuz modelleri tercih edilmektedir.
Domuz cilt yapisi, insan cildine en yakin olanidir.

3. Etik ve 3R Ilkesi: (Replacement, Reduction, Refinement) etik acidan temel rehberdir.

4. infeksiyonun Indiiksiyonu: Genellikle Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
ve Streptococcus tiirleri kullanilir.

Kullanilan Hayvan Modelleri

Rodent Modelleri (Fare ve Sican)

e Avantajlar: Diisiik maliyet, hizl1 tireme, genetik manipiilasyon imkani.

e Kullamim Alam: Kronik yara, diyabetik yara, biyofilm olusumu ¢alismalarinda yaygin.

e Yontem: Dorsal bolgede tam kat insizyon veya eksizyon yapilarak yara olusturulur, ardin-
dan bakteri inokiilasyonu yapilir.

Tavsan Modelleri

o Daha genis yara alani olusturulabilir.

o Immiin yanit calismalar1 ve yeni antimikrobiyal ajanlarin testlerinde sik tercih edilir.

Domuz Modelleri
« Insan cildine benzerlik (epidermal kalinlik, ter bezleri, kil folikiilleri).
e Kilinik uyarlanabilirlik yiiksek oldugu icin doku miihendisligi ve yeni yara Ortiilerinin

gelistirilmesinde “altin standart” modeldir.

Infeksiyon Tiplerine Gore Modeller
AKut Yara Infeksiyon Modelleri
e Amag: Mikroorganizmanin hizli kolonizasyon ve doku hasarini gézlemlemek.

o Ornek: Cerrahi insizyon + Staphylococcus aureus inokiilasyonu.

Kronik Yara Infeksiyon Modelleri
o Ogzellikle diyabetik hayvanlarda, yara iyilesmesinin gecikmesi saglanarak ¢alisilir.

e Biyofilm olusturan bakteriler (P. aeruginosa) sik kullanilir.

Yanik Yara Modelleri
e Yanik sonrasi infeksiyon patogenezi ve tedavi stratejilerinin incelenmesinde kullanilir.

e Domuz ve sican yanik modelleri yaygindir.
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Implant infeksiyon Modelleri

Ortopedik implantlar veya yara iizerine yerlestirilen yabanci cisimler iizerinden infeksiyon
caligmalar1 yapilir.

Biyofilm biyolojisinin anlagilmasinda énemlidir.

Deneysel yara infeksiyonu modelleri

Klasik rodent (fare) tam-kat eksizyon + enfeksiyon

Kurulum (6rnek): Sirt derisinde 8 mm dairesel tam-kat eksizyon; ardindan
Pseudomonas aeruginosa belirli dozlarda inokiilasyon. Calismada standart fare susu se-
¢imi, yara hazirlama ve inokulum dozlarini sistematiklestirerek belirli ana gdstergeleri
(CFU dinamigi, graniilasyon kalinligi, neovaskiilarizasyon, sitokinler vb.) énemlidir.

Ne olgiiliir? Yara kapanma ytizdesi, CFU/g doku, IL-1B/TNF-a ekspresyonu, graniilasyon
ve damarlagma skorlar1 (1).

Yanik yara enfeksiyonu modelleri (scald/plaka)

Kantitatif fare modeli: 92-95 °C 1sitilmis piring bloklarla ~%5 TBSA’lik diizenli yanik;
eskarin P. aeruginosa ile inokiilasyonu. 10. giinde yanik+enfekte grupta sagkalim diiser;
erken donemde kas dokuda ytiksek bakteri yiikii gosterilir (1).

Giincel yaklasimlar: Sigcan “Walker—-Mason” modifiye skald modelinde P. aeruginosa
biyofilmi ve yanik patofizyolojisi incelenir. Karma enfeksiyon (P. aeruginosa + S. aureus)
yanik modeliyle polimikrobiyal etkilesimler (2).

Biiyiik hayvan (domuz) yanik-enfeksiyon: Tam-kat domuz yaniklarinda S. aureus/P.
aeruginosa ile enfeksiyon ve topikal antibiyotiklerin etkinligi; incelenir (3).

Diyabetik yara / diyabetik ayak enfeksiyonu

Tip-2 diyabetik fare modeli: Bozulmus iyilesme fenotipinde MRSA ile enfekte standart-
lastirilmis yara protokolii; makro iyilesme serileri, CFU ve histolojiyle zengin gorselles-
tirme prosediirlerini igerir. Diyabetik ayak enfeksiyonunun temel 6zelliklerini (nekroz, sii-
rekli inflamasyon, invazyon) taklit etmeyi amaglar (4).

Biyofilm ve gecikmis iyilesme: Tip-2 diyabetik farelerde P. aeruginosa biyofilmine bagh
kronik yara modeli; biyofilm goriintiileme ve iyilesme incelenebilir (5).

Yeni molekiiler hedefler: Diyabetik yarada S. aureus virlilansin1 artiran sdrH geninin
rolii; immiin kagis ve iyilesme gecikmesi incelenebilmektedir (7).

Biiyiik hayvan (domuz) enfekte yara / kronik yara

Biiyiik kronik yara modeli: Domuzda genis kronik yara olusturup giyilebilir elektro-
terapotiklerin degerlendirilmesi amacglanmaktadir (7).

119



Deneysel Yara Iinfeksiyon Modelleri
A. D. UCAR

Deneysel Modellerin Avantaj ve Kisithliklar:

Bu modellemelerde kontrollii kosullar altinda infeksiyon siirecinin izlenmesi ve yeni tedavi
yontemlerinin 6n klinik degerlendirmesi ana avantajlardandir. Bunun yaninda insan cildine tam
uyumlu olmamalari, baz1 mikroorganizmalarin dogal infeksiyon dinamiklerini yansitmamasi ve
etik sinirlamalar gibi kisithiliklar barindirir. Gelecekte yeni nesil yara infeksiyon modellerinde
3D biyoprinting, insan deri esdegerleri, mikroakiskan ¢ip sistemleri ve immiin yetmezlik
modelleri 6n plana ¢ikmaktadir. Bu sayede insan klinik tablolarina daha yakin deneysel
ortamlar olusturulabilecektir. Sonu¢ olarak deneysel yara infeksiyon modelleri hem yara
patofizyolojisinin anlagilmasinda hem de tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde temel bir
arastirma aracidir. Dogru model se¢imi, aragtirma amacina uygun standardizasyon ve etik
ilkelerle uyumlu yaklasim, bilimsel ¢iktinin giivenilirligini belirleyen anahtar unsurlardir.

Ex vivo insan deri ve karma sistemler

e Ex vivo insan deri enfeksiyon modeli: Taze insan deri 6rneginde kullanimi kolaylastiril-
mis enfeksiyon modeli; maliyet/aktarilabilirlik sorunlarini azaltma hedefli caligsmalardir (8).

In vitro katmanh biyofilm ve ileri sistemler

o Katmanh kronik yara biyofilm modeli: Wound-like besiyerinde S. aureus + P.
aeruginosa birlikte; biyofilm mimarisi ve tedavi yanitlarini incelenebilmektedir (9).

o Topikal antibiyotikli elektrospin tasiyicilarin testleri (in vitro + ex vivo): Gorsel drnek-
lemeler ve biyofilm/CFU sonug ¢alismalari i¢in idealdir (10).

“Skin-on-a-chip” / mikroakiskan ileri modeller

e Deri fizyolojisini taklit eden mikroakiskan sistemler; yara-enfeksiyon ¢aligsmalarina uyarla-
nabilirlik, ¢ok kanall1 besleme ve yliksek ¢oziiniirliiklii goriintiileme imkanlar1 sunar (11).

o Pumpless deri-¢cip érnegi: PDMS tabanli, iki katmanli mikroakiskan akis; kiiltiir odas1 ve
atik ¢ikisi incelemelerini igerir (12).

Implant-iliskili ve hava-posu/abses benzeri modeller

e Subkutan hava-posu implant enfeksiyonu: Ayni hayvanda iki implanti ayni anda
enfekte edip kapsiillii abse ortaminda izleme; biyoliiminesan S. aureus ile dinamik goriin-
tillemeye uygun ¢aligmalar sunar (13).

e Cerrahi implant biyofilmi: S. aureus biyofilm olugsumunun kisa siireli elektrik akimiyla
baskilanmasi; in vivo/cerrahi alan gorselleri ve kantitatif sonuglar verir (14).

Ex vivo insan derisi modelleri

Amag

Insan epidermis-dermis mimarisini ve konak yanitin1 koruyarak Staphylococcus aureus ve
Pseudomonas aeruginosa gibi patojenlerle olusan yara enfeksiyonlarini taklit edebilen,
tekrarlanabilir ve olgiilebilir bir ex vivo insan deri enfeksiyon modeli gelistirmek; modeli
standardize etmek ve antimikrobiyal stratejileri 6n-klinik taramalarda test etmektir.
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Materyal ve Yontem

Cerrahi artik/estetik miidahale kaynakli saglikli insan deri pargalari etik onam ile elde edilir.
6—8 mm punch biyopsiler, epidermis biitlinliigli korunarak ve/veya kontrollii “scratch/punch”
ile yara olusturulur. Numuneler hava-sivi arayiizlii (ALI) kiiltiirde, tanimli besiyeri iizerinde
37 °C’de inkiibe edilir. Bakteriler log-fazda hazirlanip 10"4-10"7 KOB/numune araliginda
inokiile edilir. Negatif (PBS) ve pozitif (6nceden belirlenmis yliksek inokulum) kontroller
dahil edilir.

Standardizasyon Adimlar

1. Doku kaynagi ve hazirhgi: Yas, anatomik bolge ve saklama siiresine gore blok
randomizasyonu; biyopsi ¢ap1 ve kalinliginin sabitlenmesi.

2. Inokulum Kontrolii: Koloni olusturma birimi (KOB) dogrulamasi; hedef aralikta (Srn.
1075 KOB) %15’in altinda varyasyon.

3. Inkiibasyon kosullari: ALI nemi, gaz kompozisyonu; siire (6-48 s).

4. Sonlamim noktalari: Zaman serilerinde (6, 24, 48 s) kantitatif kiltiir (KOB/g), biyofilm
boyasi, histopatoloji (H&E, Gram), immiinhistokimya (MPO, Ki-67), sitokinler (IL-1p,
IL-6, IL-8), doku canlilig1 (ATP/rezazurin), bariyer fonksiyonu (TEWL) ve goriintiilleme
(konfokal/OCT).

5. Tekrarlanabilirlik: Seri i¢i ve seriler aras1 degiskenlik i¢in %CV hesaplanir; hedef %CV <
20.

Modelin Dogrulanmasi (Validasyon)

e Yiizeyel ve derin yiik arasinda korelasyon (siiplirme vs homogenat KOB).

e Kilinik izolatlarin (MRSA, MDR-P. aeruginosa) referans kokenlerle karsilastiriimasi.

e “Doz-yanit” ve “zaman-yanit” egrilerinin tekrari.

o Epitel bitiinliigli bozuldugunda artmis kolonizasyon/biyofilm olusumu ve pro-

inflamatuvar belirteclerde beklenen artisin gosterilmesi adimlarini igerir

Test Uygulamalari

Topikal antibiyotikler (6rn. mupirosin), antiseptikler (POVIDON-iyot, klorheksidin),
kombinasyon rejimleri, antimikrobiyal peptidler, bakteriyofajlar ve yara ortiileri (giimiis,
PHMB, hidrojel) modele 30-60 dk sonrasi uygulanarak etkinlik (log azaltim, biyofilm
yogunlugu, inflamatuvar yanitin modiilasyonu) ile degerlendirilir. Tedavi etkinligi i¢in kismi
iyilesme kriteri (>1.5 log KOB azalimi1 + histolojik inflamasyon skorunda azalma) kullanilir.

istatistik ve Veri Analizi

Gii¢ analizine dayali1 6rneklem (en az n=6/kol) belirlenir. Normal dagilimda ANOVA/Tukey,
aksi halde Kruskal-Wallis/Dunn uygulanir. Coklu sonlanim noktalarinda FDR diizeltmesi
kullanilir. Etki bliytklugi (Hedges g) raporlanir.
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Giivenlik ve Etik

BSL-2 biyogiivenlik; insan doku kullanimima yonelik etik kurul onayi ve donér kimlik
gizliligi saglanmalidir. Antibiyotik direnci tasiyan suslarla atik inaktivasyonu standartlarina
uyulmalidir.

Sonuc¢

Sunulan ex vivo insan deri modeli, klinik olarak ilgili patojenlerle kolonizasyon-biyofilm-
konak yaniti ekseninde Olceklenebilir ve yiiksek igerikli (multi-endpoint) degerlendirme
imkan1 saglar. Antimikrobiyal ajanlarin erken faz taramasi, dozlama/uygulama stratejilerinin
optimizasyonu ve biyobelirte¢ kesfi i¢in gli¢lii bir platform sunar. Sinirliliklar arasinda
donorlar arasi biyolojik degiskenlik, sistemik immiin yanitin yoklugu ve uzun siireli
rejenerasyon siireclerinin kisith taklidi sayilabilir. Yine de klinik uygunlugu yiiksek, etik
acidan erisilebilir ve maliyet-etkin bir ara yiizey model olarak in vivo ¢aligmalar dncesi koprii
rolii iistlenir.

Tablo 1. Deneysel Yara infeksiyon Modellerinde Kullanilan Hayvanlarin Avantaj ve Dezavantajlart

Hayvan | Avantajlan Dezavantajlari
Modeli

- Diisiik maliyet -
Fare - Genetik manipiilasyon kolaylig - Kiicilk yara alant

- Hizls iireme - Insan cildinden yapisal farklilik

- Yara takibi kolay . o .
Sican - Kronik yara modellerinde yaygm - Insan cildinden farkli epidermal yapilar
Tavsan - Daha genis yara alani - Daha pahali
3 - Immiin yanit ¢alismalarina uygun - Etik zorluklar daha belirgin
- Insan cildine en yakin model .. .
Domuz - Doku miihendisligi ve biyomateryal testlerinde - Yitksek maliyet

ideal - Laboratuvar sartlarinda zor uygulanabilir

Tablo 2. Karsilastirma ve Dikkat Edilmesi Gerekenler

Model Avantajlari Dezavantajlar1 / Sitmirlamalar
Tam kat Yara iyilesme siiresi, epitellesme, dermis Arastirma siiresi uzun olabilir;
eksizyon yapisi gibi bir¢ok parametreyi takip etme agri/rahatsizlik kontrolii gerek; biyofilm
modelleri imkani; tedavi etkisini net gorme olusturmak bazen zor
K.ronlk yara / Insan kronik yara benzeri kogullar; tedavi S.tandard1zasyon zor; hayvan refahi; immiin
biyofilm . 4 . sistem farkliliklar1 insanla tam
. diren¢ mekanizmalarini inceleme o o

modelleri ortligmeyebilir
Enfekte model + - L Patojen inokiilasyonu kontrolii, bulagsma

. . Klinik olarak anlamli; yeni ajanlarin . . - :
direncli ercekei testleri riskleri; sonuglarin ¢ogu makroskobik +
patojenler gereee bakteriyolojik + histolojik analiz gerektirir
Ex vivo Hayvan kullanimi azaltilabilir; deri yapist | Hayvanin canli bagisiklik tepkisini igermez;
modeller insan-yakin olabilir sistemik yanitlar1 gdzlemleyemez
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