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OZET

ACIL SERVISE DELI BAL ZEHIRLENMESIYLE BASVURAN
HASTALARIN KAN, iDRAR VE YEMIiS OLDUKLARI BALLARDAKI
GRAYANOTOXIN DUZEYLERININ DEGERLENDIRILMESi

Giris: R. ponticum ve R. luteum bitkilerinin nektarlarindan beslenen arilarin
tirettigi ve grayanotoksin iceren bala ‘Deli Bal’, ‘Tutan Bal’ ya da ‘Orman Giili
Balr’ denir. Orman giilii balindan olusan zehirlenmelerde hem baldaki toksin seviyesi
hem de zehirlenmis kisilerin viicut sivilarinda bu toksinin diizeyini gosteren ¢alisma
bulunmamaktadir.

Method: Universite hastanesi Acil Servisinde Eyliil 2013 ve Subat 2015
tarihleri arasinda deli bal zehirlenmesi tanis1 konulan 25 vaka caligmaya dahil edildi.
Hastalardan tiiketmis olduklar1 deli bal numuneleri temin edildi. Hastalarin kan, idrar
ornekleri acil servise basvurduklarinda tedavi sirasinda alindi. Es zamanli olarak
hastalarin bagvuru sirasindaki klinik verileri ¢alisma formuna islendi. GTX 1 ve
GTX 3 seviyeleri hastalarin kan, idrar ve tiiketilen bal 6rneklerinden es zamanlh
olarak LC-MS/MS sistemiyle analiz edildi.

Bulgular: Hastalarin %60 inda bas donmesi, %56 da bulanti, % 28 kusma,
%44 iinde senkop goriildii. Ortalama sistolik kan basmer 85,40 mmHg, diyastolik
kan basinct 51,60 mmHg idi. kalp hiz1 42,68/dk idi. Hastalarin kan ortalama GTX 1
miktar1 4,82 ng/mL, GTX 3 miktar1 6,56 ng/mL; idrar ortalama GTX 1 miktar1 0,036
ng/mL, GTX 3 miktar1 0,391 pg/mL; tiketilen deli ballardaki ortalama GTX 1
miktar1 8,73 pg/gr, GTX 3 miktar1 27,60 pg/gr idi. SKB<90mmHg ve
SKB>90mmHg olan hastalarin kan, idrar ve yedikleri ballardaki GTX seviyeleri
arasinda istatiksel olarak anlamli iliski saptanmadi. Kalp hiz1 <50/dk olan hastalarin
kan, idrar ve yedikleri ballardaki GTX seviyeleri arasinda iliski bulunmadi. Kalp hiz1
>50/dk olan hastalarin hi¢birinde GTX 3 saptanmadi (p=0,00).

Sonuc¢: Bu tanimlayici ¢alisma ile ilk kez deli bal zehirlenmeli hastalarin
viicut sivilarinda grayanotoksin seviyeleri gosterildi. Hastalarin kan grayanotoksin
diizeyleri ve klinik verileri arasinda iligki kurulamadi.

Anahtar Kelimeler: Deli Bal, Grayanotoxin, LC-MS/MS, Rhododendron, Kan,
[drar, Nabiz Hiz1, Kan Basincu.



SUMMARY

GRAYANOTOXIN LEVELS IN BLOOD, URINE AND HONEY AND THEIR
ASSOCIATION WITH CLINICAL STATUS IN PATIENTS WITH MAD
HONEY INTOXICATION

Aim: Grayanotoxin-containing honey produced by bees fed on nectars from
the plants Rhododendron ponticum and Rhododendron luteum is known in Turkey as
‘Mad Honey’ or ‘Rose of the Forest Honey.” No studies have shown the level of
toxin in both honey and the body fluids of affected individuals in intoxications
caused by rose of the forest honey. The purpose of this study was to investigate
whether there is an association between grayanotoxin levels in urine and blood of
patients with mad honey intoxication and in the honey consumed, and the resulting
clinical picture.

Method: Twenty-five cases diagnosed with mad honey intoxication at a
university hospital emergency department between September 2013 and February
2015 were included in the study. Samples of mad honey consumed by patients were
obtained. Blood and urine specimens were collected at presentation to the emergency
department. Clinical data at time of presentation were entered onto study forms.
GTX 1 and GTX 3 levels from patients’ blood and urine and from honey consumed
were investigated simultaneously using the LC-MS/MS system.

Results: Dizziness was observed in 60% of patients, nausea in 56%, vomiting
in 28% and syncope in 44%. Mean systolic blood pressure (SBP) was 85.40 mmHg,
diastolic blood pressure 51.60 mmHg and heart rate 43/min. Mean GTX 1
concentration in blood was 4.82 ng/mL and mean GTX 3 level 6.56 ng/mL. Mean
GTX concentration in urine was 0.036 png/mL and mean GTX 3 level 0.391 ug/mL.
Mean GTX | concentration in honeys consumed was 8.73 ug/gr and mean GTX 3
level 27.60 pg/gr. No statistically significant correlation was determined between
GTX levels in urine and blood or in honey consumed in patients with SBP<90
mmHg or SBP>90 mmHg. No correlation was also determined between GTX levels
in urine and blood or in honey consumed in patients with heart rate <50/min. No
GTX 3 was detected in any patient with heart rate >50/min (p=0.00).

Conclusion: This descriptive study is the first to show grayanotoxin levels in
body fluids of patients with mad honey intoxication. No association was determined
between grayanotoxin levels in blood and clinical data.

Key Words: Mad honey, Grayanotoxin, LC-MS/MS, Blood, Urine, Pulse rate,
Blood pressure
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1. GIRIS VE AMAC

Balin diinyada toksik etkisi bilinen birka¢ tiirlinden [Ericaceae
(Rhododendron, Azalea, Arbutus, Andromeda, and Kalmia); Solanaceae (Datura,
Hyoscyamus, and Atropa); Compositae (Senecio jacobaea or Kanaryaotu);
Lagnonaceae (Gelseminum); Ranunculaceae (Aconitum)] sadece Rhodendron
cinsine ait tlirler Tiirkiye’nin Kuzey Bolgesi’nde yetismekte ve bunlarin ¢igeklerinde
biriken nektarlar bala gegmektedir (1). Bu bitkilerin nektarlarindan beslenen arilarin
tirettigi ve grayanotoksin igeren bala ‘Deli Bal’ ya da ‘Tutan Bal’ denir (2).

Toksin ihtiva eden tiirlerden mor ¢i¢ekli (Rhododendron ponticum) ve sari
cigekli (Rhododendron luteum), Tiirkiye’de Dogu Karadeniz’in yiiksek kesimlerinde
genis alanlarda yayilim gostermektedir (3). Zehrin etkisinin s6z konusu Rhodendron
cinsine ait bitkilerin ¢igeklerinin actigi donemdeki hava sartlariyla da ilgili oldugu
diistiniilmektedir. Cigeklerin agtig1 ilk gilinlerde yagmur az yagarsa grayanotoksin
etkisi artmakta ve cigeklerden iiretilen baldaki toksin miktar1 fazla oldugundan
tiikketicilerin zehirleme ihtimali de artmaktadir. (4,5).

Diinyada en fazla Tiirkiye de iiretimi yapilan orman giilii bali (deli bal),
Ericaceae familyasinin R.ponticum ve R.luteum tiirlerinin nektar ve polenlerinin bal
arilar tarafindan toplanmasi ile olusan dogal bir iiriindiir (6). Orman giilii balindan
olusan zehirlenmelerde hem baldaki toksin seviyesi hem de zehirlenmis kisilerin
viicut sivilarinda bu toksinin diizeyini gosteren ¢aligma bulunmamaktadir. Toksik
etkileri nedeniyle, arastirmacilar bugiine kadar  bitki ve bal Orneklerinden
grayanotoksini belirlemek ve karakterize etmek yada yeni bir grayanotoksin
sentezlemeye yonelik caligmalar yapmaya yogunlasmislardir. Son 20 yilda, sivi
kromatografisi-kiitle spektrometrisi/ kiitle spektrometri (LC-MS/MS) ve son
zamanlardaki sivi kromatografisi ugus zamanl kiitle spektrometrisi (LC-TOF-MS)
grayanotoksinlerin biyolojik materyallerden (yaprak, cicek ve bal) belirlenmesini
miimkiin kilmaktadir (7). Hostege ve arkadaslar1 (2000) grayanotoksinler i¢in iki
tabakali kromatografi ve daha sonra saflastirma ve izolasyon i¢in SPE kolonlarimi
kullanarak gelistirilmig bir izolasyon ve saflagtirma yontemi tariflediler.
Aragtirmacilar ayrica, biyolojik numunelerden grayanotoksinin (GTX) tespit etmek

ve yapisini analiz etmek i¢in calistilar (8). Hostege ve arkadaslar1 (2001), daha sonra



iskembe icerigi, diski ve idrar dahil olmak iizere biyolojik numunelerde GTX 1, II ve
IIT kantitatif tespitine olanak saglayan hizli bir LC-MS/MS yontemi gelistirdiler. Bu
yontemle bilesiklerin tespit edilmesi pozitif iyon elektrosprey iyonizasyon ve iyon
trap kiitle spektrometresi temeline dayanmaktadir. Kuskusuz onlarin gelistirdigi bu
hassas belirleme yontemi toksikoloji ve ilgili laboratuvarlar i¢in kullanim imkani
saglamistir. (9).

Bu caligma ile deli bal zehirlenmeli hastalarin kan, idrar ve yemis olduklari
ballardaki grayanotoksin diizeyleri ile hastanin klinigi arasinda bir iliski olup
olmadigini arastirmay1 amagladik. Ayrica yine yenmis olunan baldaki grayanotoksin
miktar1 ile hastanin klinigi arasindaki iligki ortaya ¢ikarilarak hastanin yemis oldugu

balin az veya ¢ok zehirli olup olmadigina karar verebilmeyi ummaktay1z.



2. GENEL BILGILER

2.1. Deli Bal Tarihi

Orman giilii ya da Latince adi ile Rhododendron’lar sadece kuzey yarim
kiirede 850’den fazla tiir bulundurur. Avrupa’da Alp Daglari, doguda Kafkas ve
Himalaya Daglar1 gibi genis bir alana yayilmuslardir. Tiirkiye’de Karadeniz
bolgesinde 800 metre yiikseklikteki ormanlik alanlarda yetisen, literatlirdeki adi
“Rhododendron Pontica” olan ve halk arasinda orman giilii olarak bilinir.

Deli bal normal ballardan daha kirmizi ve kahverengi bir renge sahiptir.
Keskin 6zel bir koku ihtiva eder. Kaynatilir ve uzun siire bekletilirse toksisitesinin
kaybolacag1 diisliniildiiglinden, halk arasinda bu balin siitle kaynatilip koplgi
alinmak suretiyle zehirsiz hale gelecegine dair bir inan¢ vardir. Tiirkiye de “deli bal,
tutan bal, kara agu” veya “ac1 bal” olarak da isimlendirilir. T1ibbi literatiiriin yan1 sira
tarih kitaplarinda da konu hakkinda dikkat ¢ekici bilgiler bulunmaktadir. Deli bal ve
deli bal zehirlenmeleri ile ilgili antik kitaplarda ¢cok 6nemli bilgiler gegmektedir.
M.O. 23 - M.O. 79 yillar1 arasinda yasayan {inlii doga bilimcisi Gaius Plinius
Secundus “Natural History” adli eserinde deli bal ve onun zehir 6zelligi ile ilgili su
bilgiler ““.....ger¢ekten arilarin besinleri o kadar 6nemlidir ki; bu yilizden ballarinda
zehirle bile karsilasabiliriz. Pontus’da, Herakleia’da ayni aridan olan ballar birkag yil
sonra Sldiiriicii olabilmektedir’” yer almaktadir (10).

Deli bal zehirlenmesi, ilk kez M.O. 401°de Atinali tarih¢i ve ordu komutani
Ksenophon (M.O 430-355) ve onun askerlerinin maruz kaldig1 bir durum olarak tarih
kitaplarinda s6z konusu olmustur. Tanju Gokg¢ol tarafindan Tiirkgeye ‘“Anabasis,
Onbinlerin Doniisii” olarak c¢evrilen bu eserde Trabzon Kenti icerisindeki
Makronlarla miicadele eden Ksenophon ve askerlerinin maruz kaldigi deli bal
zehirlenmesi ve ardindan yasanan gelismelerden su sekilde bahsedilmektedir: “
doruga ulasan Yunanlilar bol erzak dolu bir¢ok kdyde konakladilar. Bu kdyde onlari
sasirtan bir tek seyle karsilastilar: Bir¢ok kovan vardi ve bu kovanlardaki peteklerden
bal yiyen askerler kustular, ishal oldular ve i¢lerinden higbiri ayakta duramiyordu; az
yiyenler korkiitiik sarhos olmus insanlara, ¢ok yiyenlerse azgin cilginlara hatta can

cekisen insanlara benziyorlardi. Bu durumda birgogu bir bozgun sonrasindaymis gibi



yere serilmis ve biiyiik bir umutsuzluk baslamisti. Ertesi giin kimsenin 6lmedigi
goriilmiis ve sarhosluk yaklasik olarak bir giin 6nce basladigi saatte sona ermisti.
Ucgiincii ve dordiincii giin ise, miishil almis gibi bitkin diismiis halde ayaklandilar”.
Bu eserden anlasilacagi lizere Trabzon bolgesinde yasayan Makronlarin aricilikla
ugrastiklar1 ve bolgeye 6zgii olan deli bal1 ve onun zararh etkilerinden haberdardirlar
. Ayrica Makronlar, bu balin bir tiilketim maddesi olmasinin yani sira ondan biyolojik
silah olarak da faydalanilabilecegini kesfeden ilk topluluktur (11).

Pontos Krali Mithradates VI Eupator (M.O. 120-63) dénemine ait deli bal ve
kullanilis amaci ile ilgili benzer bilgiler vardir. Mithradates’in tabiat bilimi ve
toksikoloji bilimine yogun bir ilgisi vardi. Kralin zehirler i¢in panzehirler iirettigi
bilinmektedir. Bu alanlarda kendini gelistiren Mithradates, Kuzey Anadolu’da Roma
generali Pompeius’un ordularina karsi bu bilgilerini bir silah olarak kullanmustir.
Mithridates ilerleyen Romalilarin yolu iizerine i¢i deli bal ile dolu petekler yerlestirip
ve taktiksel bir geri ¢ekilme yapilmasi ve ardindan bu petekten yiyen Romalilar
bitkin diiserek kolayca etkisiz hale getirmesi bunun en giizel 6rnegidir. Strabon
(M.O. 64 - M.S. 21) eserinde bu konu su sekilde gegmektedir: “Heptakometler,
Pompeius’un daglik tilkesinden gegerken ii¢c Roma boliigiinii imha etmistir. Bunlar
agac siingiilerinden elde edilen deli balin1 kaselerle yol {izerine biraktilar ve askerler
bunu yiyip de bilinglerini kaybedince onlara saldirarak kolayca hepsini saf dis1
ettiler”. Bu iki olaydan da anlasildig1 gibi deli baldan antik ¢aglarda biyolojik silah
olarak da yararlanilmaktadir (12).

XIX. yiizyihn ilk g¢eyreginde Karadeniz Bdlgesini ziyaret eden donemin
Fransiz seyyahlarindan Par Le Colonel Rottiers, Trabzon sehrine geldiginde buradaki
Fransiz konsolosu Pierre Dupre’den deli bal hakkinda bilgiler edindi. Dupre,
kendisine bu balin Rhododendrum Poticum (=orman giilii) ¢i¢ceginin 6z suyundan
yapildigin1 ve bunu tiiketen insanlarin baygin bir sekilde hastanelik olduklarini
anlatirken, ozellikle yore halkinin bu ¢iceklerin actigit mevsimde bu baldan uzak
durduklarin1 bildirdi. Giinlimiize kadar deli bal zehirlenmesi ile ilgili bildirilen
vakalarin ¢ogu Tiirkiye’de goriildii ve bunlarin ¢ogunlugu da Karadeniz Bolgesinde
meydana geldi (12). Diinyada ise en ¢ok Nepal, Birlesik Devletler ve Kanada’nin
batisinda deli bal zehirlenmesi vakalari goriildii. Avrupa ve Kuzey Amerika’da

karsilagilan deli bal zehirlenmesi ile ilgili vakalar ilk kez XIX. yiizyildan itibaren



kaydedildi. 1794 yilinda deli bal zehirlenmesi hakkindaki c¢alismalarin1 ve bunun
sonucunda ortaya ¢ikan bulgulari Amerikan Filozoflar Toplulugu’na sunan Barton,
1802 yilinda bu ¢alismalarini yayinladi. Daha sonra 1855’de Coleman, New
Jersey’de 14 ve Brabchville’de 23 hasta iizerinde yaptiklari ¢alismalari bildirdi.
Kebler 1986 yilinda New Jersey’de 8 adet deli bal zehirlenme vakasini inceleyerek
vardig1 sonuclar ortaya koydu. Bunlara ek olarak 1891 yilinda Plugge, Ericaceae
familyasindan birgok bitki iizerinde c¢alisma yapmis ve bu bitkilerdeki aktif
maddenin andromedotoxin (grayanatoksin) oldugunu bulmustur (13).

Bucak Tirkiye’de ilk kez deli bal ile ilgili arastirma yapmistir ve bali
mikroskopik olarak inceleyerek i¢indeki Rhododendron polenlerini izole etmistir
(11). Biberoglu ve arkadaglar1 1984 ile 1986 yillar1 arasinda deli baldan zehirlenen
16 hastay1 incelemis, bu ballarda grayanotoksin tespit etmistir (14). 1991 yilinda
Onat ve arkadaglar ratlarin peritonuna deli bal enjekte etmisler ve bu ratlarin kalp
hizlarmin distiigiinii ayrica solunum paternlerinin degistigini tespit etmislerdir (15).
Ozhan ve arkadaslari 2002 yilinda acil servislerine basvuran bal zehirlenmesi
diistindiikleri 19 vakayla retrospektif bir ¢alisma yapmuslardir. 19 vakanin 15’inde
siniis bradikardisi, 4’linde ise AV tam blok tespit etmiglerdir. Hastalarin 30—180 mg
arasinda bal yedikleri tespit edilmis olup, hepsi 2-9 saat arasinda 0,5-2 mg atropine
cevap vermislerdir ve 24 saat icerisinde kan basin¢lar1 diizelmistir (16). 2007 yilinda
Giindiiz ve arkadaslar1 ise deli bal zehirlenmesi sonucu kardiyak arrest gelisen

hastaya atropin ve s1vi resusitasyonundan sonra pacemaker takildigini bildirmislerdir
(17).

2.2. Rhododendronlar

Ulkemizin nemli Kuzey ormanlarinda batidan doguya genis bir bant seklinde
yayilim gosteren Ormangiilleri (Rhododendron L.) basta bal iiretimi olmak {izere,
degisik yoresel kullanim alanlariyla da dikkat ¢ekmektedir. Tiirkiye’de bes adet
dogal tiirtin yaninda, dort adet melez Orman giilii tiirii de dogal olarak tilkemiz bitki
ortiisiinde yetismektedir. Cogunlukla yesil olan derimsi-parlak yapraklart ve bir
avizeyi andiran degisik renklerdeki cicekleri (Sekil-1) nedeniyle siis bitkileri olarakta
kullanilmaktadir. Halk arasinda “Komar-Kumar, Agi-Agu, Zifin-Cifin” gibi adlar



verilse de orman giili tiirlerinin isimlendirilmelerinde; c¢igcek renkleri, yayilis
ozellikleri ve melez olup olmamalar1 kullanilmaktadir. Ulkemiz de en yaygin goriilen
tir Rhododendron ponticum ve Rhododendron luteum ‘dur ve Tirkiye’nin kuzey

kesiminde kusak seklinde yayilim gosterir (18,19).
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Sekil 1. Ulkemizin Dogal Rhododendron (Orman giilii) Tiirlerinin iri ve Gosterisli
Cicekleri: a-R.ponticum, b-R. ungernii, c-R. smirnovii, d-R. luteum, e- R.
caucasicum (Foto S. Terzioglu)

2.2.1. insanlar icin Toksik Olan Rhododendron

Grayanotoksini yapisinda az veya ¢ok bulunduran tirler Tablo 1’de

gosterilmistir (20,21).



Tablo 1. insana Toksik Grayanotoksin Kaynaklar (19,20).

Species Family Grayanotoxin*
Agauria spp. (DC.) Hooker Ericaceae +
Andromeda (Pieris) L. Ericaceae

Pieris japonica (Thunb.) D. Don Ericaceae +++
Rhododendron L. Ericaceae

R. luteum Sweet Ericaceae ++
R. ponticum L. Ericaceae ++
R. occidentale Ericaceae +
R. macrophyllum Ericaceae +
R. albiflorum Ericaceae +
R. maximum L. Ericaceae ++
R. japonicum (Gray) Suringar Ericaceae +
R. catawbiense Michx. Ericaceae +++
Kalmia L. Ericaceae

Kalmia latifolia L. Ericaceae +
K. angustifolia L. Ericaceae +++
Pernettya Gaud. Ericaceae

P. coriaceae Klotzsch Ericaceae ++

* Bulunma orani (spektroskopik veri); “+, az”, “++, orta” ve “+++, ¢cok™.

2.3. Grayanotoksin

Grayanotoksinler (GTX) toksik diterpenler grubunda yer alir ve GTX-1" den
tiplenerek GTX-1II ve GTX-HI’ i meydana getirirler. Bu dogal toksinler
Rhododendron ve Kalmia gibi tiirlerin yaprak, ¢icek ve nektar salgisinda dnemli bir
miktarda bulunur. Bal arilar1 bu bitkilere ait polenleri ve nektar salgisini alirken bu
bilesikleri de alip kovandaki peteklere aktarirlar. Nektar bal petegine aktarildiginda
bu bilesikler detoksifiye olmazlar. Ballarin toplanma asamasinda veya sonrasinda
ballar tiiketildiginde GTX’ lerin toksik etkileri meydana ¢ikar. Bu nedenle ¢ok eski

yillardan beri “tutan bal” veya “deli bal” olarak adlandirilir (22).

2.4. Grayanotoksinlerin Kimyasal Yapisi

Lipid ¢6ziinebilir olan grayanotoksinler ugucu olmayan toksik diterpenlerdir.

Gliniimiizde grayanotoksinler olarak bilinen bu toksik diterpenler eskiden ¢oklu

hidroksilli halkalir hidrokarbon bilesikler olarak andromedotoksin, asetil andremodol



ve rodotoksin olarak bilinmekteydi. Bu bilesikler kararli ve 300°C” ye kadar yiiksek
sicakliklara dayaniklidir. Su ana kadar 18 adet bilinen formu ve 60 adet tlirevi tespit
edilmistir. GTX-II hari¢ ,GTX-I ve GTX-III yaygin olarak degisiklik gosterebilir ve
timii ¢ok diisiik derisimlerde Rhododendron tiirlerini de igeren GTX tiirevlerinin
olusturulmasinda ara bilesik roliine sahiptir. 10, 20-epoxy-grayanotoxin-11’nin, GTX-
I, GTX-III ve digerlerini onlarin C (10) tiirevlerine doniistiirmede anahtar bir role
sahip oldugu belirtilmistir. Fakat bu tiirevin toksisitesi ile ilgili suana kadar bir bulgu
saptanmamustir. Transformasyon yeni GTX’ lerin olusumunda son derece 6nemlidir.
GTX-II’ iin 9a- ve 9f-hydroxygrayanotoksini buna giizel bir 6rnektir. Bu tiirevlerin
toksisitesi dogal GTX-II ile karsilastirlldt ve GTX-III’ {n 9a- ve 9p-
hydroxygrayanotoksin tlirevlerinin bilinen toksisiteyi yaptig1 saptandi. Bunun
yaninda, GTX-III’ {in, bir seri oksidasyon basamaklarindan sonra 10-epi-GTX-III’ e
transforme oldugu bildirilmistir ve dogal GTX-III’ tin akut toksik dozu 10-epi-GTX-
I’ in vyaklasitk 1iki kati oldugu bulunmustur. Literatiire bakildiginda,
grayanotoksinlerin bu tlirevlere olan dogal parcalanmasi hakkinda bir bulgu
olmadigint saptanmistir (22).

En son 60 farkli grayanotoksin c¢esidi tespit edilmis olup bunlardan primer
toksik igeriklere sahip olanlar grayanotoxin I, -1l ve VI’ dir (3,23). Grayanotoxinin
genel kimyasal yapist Sekil-2 de gosterilmistir.

Grayanotoxinin hiicre {izerindeki toksik etkileri sodyum kanallar1 iizerinden
meydana gelir. Maejima tarafindan yapilan derlemeye gore grayanotoksinin voltaj
bagimli Na kanallar1 iizerine etkisi 3 asamalidir. Ilk olarak grayanotoksin voltaj
bagiml kanallarin agilma fazinda bu kanallara baglanir daha sonra kanallar modifiye
olur ve en son olarak da modifiye Na kanallarinin aktivasyon potansiyeli
hiperpolarizasyonuna neden olur. Bu durum sonucunda hiicre membraninda voltaj
bagimli aktivasyon veya inaktivasyon meydana gelir (5).

Vagus siniri lizerinden inhibitor etkisi de bilinen diger bir etki
mekanizmasidir. Onat ve arkadaslari, farelerde grayanotoksinin bradikardi ve
respiratuvar depresyona sebep oldugunu tespit etmislerdir. Ayni c¢alismada
grayanotoksinin bradikardik etkisinin bileteral vagotomi ile ortadan kalktigi ve
grayanotoksinin bradikardik etkilerinin, N.vagus ile periferal yoldan olustugunu

gostermistir. Bir bagka fare deneyinde Onat, grayanotoksinin indiikledigi



bradikardinin ve respiratuar depresyonun non-spesifik antimuskarinik bir ajan olan
atropin 1ile diizeldigini sonucuna varmistir. Selektif Mjy-Muscorinik reseptor
antogonisti olan AF-DX116 uyguladiklar: farelerde ise bradikardi diizelmis fakat
repiratuar sistem tiizerine bir etkisi olmamig ve solunum depresyonu diizelmemistir.
Bu bulgulara esiginde Onat, grayanotoksinin kardiotoksik etkisinin M,-Muscorinik

reseptorler lizerinden gelistigi sonucuna varmistir (15).

GRAYANOTOKSIN
GRAY; -OH -CHs - -H
G RAYZ 2 2 :CHZ -H
GRAY; -OH -CHs - -Ac

Sekil 2. Grayanotoxinin Kimyasal Yapisi: Grayanotoksin I, II ve I11’iin Genel Kimyasal
Yapisi (3).

2.5. Deli Bal Zehirlenmesinde Klinik

Hastalarda goriilen en sik bulgular bulanti, kusma, bas donmesi, sersemlik
hissi ve bayilacak gibi olma hissi deli bal yenmesinden sonra goriilmektedir. “bal
tutmas1” olarak bilinen bu durumla karsilasinca bu iyi bilindigi bolgelerde halk
genellikle hastaneye gitmemektedir. Zehirlenen kisiler bal tutmasinin oldugu yerde
dinlendirilmekte, tuzlu su ve tuzlu ayran gibi dogal tedavi yoOntemleri
uygulanmaktadir. Dogal tedavi sonrast ya da yalnizca yatirilarak bir siire
dinlendirilen hastalar kendiliginden saatler igerisinde iyilesmektedir. Genelde
bayilma gibi daha agir klinik tablolar1 olan hastalar hastaneye bagvurmaktadir. En
sik, kardiyovaskiiler sistem bulgular1 goriilmektedir. Bu bulgulara siklikla kardiyak

aritmi eslik etmektedir. Giinlimiize kadar bildirilen vakalarin hemen hemen



tamaminda kardiyak aritmi mevcuttur. Nonspesifik bradiairtmi, nodal ritim,
atrioventrikiiler ( AV ) tam blok ve 2. derece AV bloklar bildirilmesine ragmen en
sik siniis bradikardisi goriilmektedir. Hastaneye basvuran hastalar incelendiginde
hastalarin ¢ogunda ( %90’inda) goriilen klinik bulgular; bulanti, kusma, bradikardi
ve hipotansiyondur. Hastalarin daha az bir kisminda ( %70’inde) yorgunluk, terleme,
sersemlik hissi, bas donmesi ve biling degisikligi gibi bulgular goériilmektedir.
Hastalarin yaklasik 1/3 iinde senkop olusmaktadir. Gorme keskinliginde azalma ve
cift gorme de litaratiirde bildirilen klinik sikayetlerdendir. Farkli oranlarda
goriilmekle beraber bogazda takilma hissi, solunum sikintisi, siyanoz, titreme, tiikriik
salgisinda artig, bas agrisi, yiizde kizarma, titreme gibi semptomlar da deli bal
zehirlenmesinde olusabilmektedir. Deli bal sonrasi tonik klonik tarzda ndbet gegirme
ile hastaneye bagvuran bir ¢ocuk hasta vakasi bildirilmistir. Ancak GTX nobet
olusumu ile ilgili yapilan bir deneysel ¢alismaya gore ise sorumlu bulunmamistir.
Hayvan c¢alismalarinda gosterilen kan sekerini diizenleme etkisi, renal ve hepatik
toksisite insan vaka serilerinde bildirilmemistir (24).

Deli bal zehirlenmesinde semptomlar doz bagimlidir. Zehirlenmenin
gerceklesmesi i¢in 5-30 g bal yeterlidir. Zehirlenmenin gorildiigii ortalama yas
grubu 49 dur ve vakalarin biiylik cogunlugu erkektir ( % 80,7 ). Semptomlarin ortaya
¢ikist alinan miktara bagl olarak bir kac dakika ile iki saati asan siirelerde olabilir.
Semptomlar zehirlenmenin siddetine bagli olarak bir kag saatten bir kag¢ giine kadar
devam edebilmektedir. Deli bal zehirlenmesinde akut koroner sendrom ile uyumlu
semptom ve bulgular gelisebileceginin gosterildigi vakalar da mevcuttur. Deli bal
zehirlenmesinde akut koroner olay mekanizmasinin gelisen hipotansiyon ve
bradikardiye sekonder koroner kan akimi yetersizligi oldugu diisiiniilmektedir. Deli
bal zehirlenmesinde bahsedilen klinik tablolar bir¢ok hastalik klinigi ile hatta bir¢ok
zehirlenme ile karisabilir. Bundan dolay1 6zellikle zehirlenmenin endemik oldugu
bolgeler basta olmak tizere bu sik karsilagilan hasta semptomlart ile gelen hastalarda
bal yeme Oykiisiiniin sorgulanmasi, deli bal zehirlenmesinin akla getirilmesi
onemlidir. Zehirlenen hastalar yeterli serum fizyolojik ile destek tedavi ve 1-2 mg
intravendz atropin ile genelde diizelme gosterirler. Bu tedaviye cevap vermeyen
hastalarda ileri Kardiyak Yasam Destegi Klavuzu (ACLS) da yer alan bradikardi

algoritmasinin uygulanmasi uygun olacaktir. Bu tedaviye ragmen diizelmeyen
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hastalara gec¢ici pacemaker kullanimi gerektiren vakalar bildirilmistir. Hafif
zehirlenmelerde 2—6 saat kardiyak monitorizasyondan sonra hasta giivenli bir sekilde
taburcu edilebilir. Tedavi edilmemis ciddi zehirlenmelerde 6nemli semptomlar ve
belirtiler en geg¢ 24 saat i¢inde kaybolur. Bu siirenin sonuna kadar tiim vital bulgular

normale doner (3).

2.6. Deli Bal Zehirlenmesi Tanisi

Glniimiizde kliniklerde deli bal zehirlenmesi tanisi;  hipotansiyon ve
bradikardi semptomlariyla bagvuran hastalarda Oykiide deli bal tiiketiminin
sorgulanmasi, sikayetlerin bu bali yedikten sonra baslamasi, vital bulgular ve klinik
semptomlarin varligi ile konulmaktadir. Bircok klinikte bu hastalarin viicut
stvilarinda ve yedikleri ballardaki grayanotoksin seviyelerini kesin tespit edecek
laboratuvar testi veya yontem uygulanmamaktadir. Bu tlir zehirlenmeli hastalarin
kan, idrar ornekleri ve yemis olduklar1 ballar ile yapilan ¢aligma yoktur. Bu tiir
zehirlenme ile ilgili olusturulan deney protokollerinde yapilmis ¢aligmalar mevcuttur
(25).

Holstege ve arkadaslar1 (2000,2001) 6nceki hayvan g¢alismalarinda GTX
tespit etme ve miktarini belirlemek i¢cin LC-MS/MS kullandi. Fakat kullandiklari
yontem ¢ok zaman alici ve karmasikti. Ayrica LC-MS/MS’ in analitik kosullarinda
kabul edilebilir dogrusallik, kesinlik ve kurtarma 6zellikleri agisindan belirsizlikler
vardi. Cho ve arkadaglar1 (2014) ilk kez deney ortaminda fare kanindaki GTX
miktarini tespit ederek hassas, giivenilir ve gecerli nicel bir LC-MS/MS yontemi
gelistirdi. Kan numuneleri kullanilarak GTX miktar1 tespiti, Ornekleme ve

algilamadaki belirsizlikleri elimine etmistir (26).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu tanimlayici klinik ¢alisma Karadaniz Teknik Universitesi Acil A.B.D’ da
yapildi. Caligmada toplanan numunelerin kimyasal analizi National Forensic Service,
Daejeon Enstitii, Giiney Kore de yapildi. Calismanin etik onay1 Karadeniz Teknik
Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurul Baskanligi’ndan alindi. Calismanin
analizi Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) burs destegi

ile gerceklestirilmistir.

3.1. Deli Bal, Kan ve idrar Orneklerin Toplanmasi

Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi Acil Tip (Trabzon, Tiirkiye)
klinigine bagvuran ve deli bal zehirlenmesi tanisi konulan 25 vaka calismaya dahil
edildi. Eylil 2013 ve Subat 2015 tarihleri arasinda Acil Tip kliniginde GTX
zehirlenmesi teshisi konulan hastalardan tiiketilmis olan deli bal numuneleri temin
edildi ve hastalarin kan, idrar 6rnekleri acil servise basvurduklarinda tedavi sirasinda
alindi. Es zamanli olarak hastalarin basvuru sirasindaki klinik verileri not alindi.
GTX seviyeleri hastalarin kan, idrar ve tiiketilen bal orneklerinden es zamanl
incelendi. Kan (5ml) ve idrar (Sml) ornekleri hastalar acil servise bagvurduklarinda
alindi. Almman kan ve idrar ornekleri 5°C de 12.000 rpm de santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra olusan siipernatanlar toplandi, -50°C de gece boyunca liyofilize

edildi ve elde edilen kuru materyaller bir sonraki analiz i¢in -80°C saklandi.

3.2. Kimyasal Maddeler ve Belirtecler

Biitiin kimyasal maddeler ve belirtecler analitik kalite idi. GTX I Chungnam
National University, Daejeon, G.Kore temin edildi. GTX Il Hemi (etil asetat) ve
klindamisin hidrokloriir (internal standart, IS), Sigma-Aldrich (St Louis, MO,
USA)’den satin alindi. Solid-faz ekstraksiyon kartusu (SPE) ve adante 1: PEP
(polymer enhanced polymer, 30 mg/1 mL) Shiseido (Tokyo, Japonya)’ dan alindi.
HPLC-grade methanol ve su Fischer Scientific Co. (Fair Lawn, NJ, USA)’dan
alindi. Analitik reaktif-grade glacial asetik asit Merck Company (Darmstadt,
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Germany)’den alindi. Diger kullanilan kimyasal maddeler yiiksek kalitede idi ve
National Forensic Service (Daejeon Enstitli, South Korea) temin edilerek, ayni

merkez toksikoloji laboratuarinda kullanildi.

3.3. Grayanotoksin Standartin ve Orneklerin Hazirlanmasi

Cho ve arkadaslarmin (2014), ABD Gida ve Ilag idaresi (FDA) 2001 klavuzu
bioanalitik method dogrulama kurallar1 esliginde dogrulamasi yapilmis olan yontemi
takip edildi. Grayanotoksin standartlar1 ve ornekler, Cho ve arkadaslarin (2014)
caligmalarim1 yaptiklar1 ayn1 merkezde, spesifitesi ve sensivitesi yiiksek, dogrulugu

kanitlanmis olan tarif ettikleri yontemde kiigiik modifikasyonlar yapilarak hazirlandi.

3.3.1. Grayanotoksin Standartinin Hazirlanmasi

Standart stok sollisyonu sirasiyla Img GTX 1 ve GTX 3’ iin 10 mL methanol
(v/v) icinde ¢oziinmesiyle elde edildi. Internal Standart (IS) stok soliisyonu 1mg
klindamisinin 10 mL deiyonize su igerisinde ¢oziilmesi ile elde edildi. GTX ¢alisma
soliisyonlar1, stok soliisyonlarinin gerekli konsantrasyonda methanol ile seri
seyreltmeler ile elde edildi. 1S, 25 ng/ml © lik konsantrasyona kadar su ile seyreltme
ile hazirland1. Kalibrasyon standartlar1 kan, idrar ve deli bal 6rneklerinin (0.2 g) i¢ine
GTX 1 ve GTX 3 soliisyonlarindan 0.5mL konulmasi ile hazirlandi. Kan, idrar ve bal
orneklerinde ki GTXs konsantrasyonlar1 10, 20, 50, 100 ve 500 ng/mL idi. IS
(25ng/ml, 0.05mL) sabit bir miktarda 2.5ng/mL nihai konsantrasyon elde etmek i¢in

her bir 6rnege ilave edildi. Biitiin soliisyonlar bir sonraki analiz i¢in 4°C sakland.

3.3.2. Kan Orneklerin Hazirlanmasi

0,05mL IS (klindamisin, 25ng/mL), 0,5mL fosfat tamponu (0.05 m, pH 6) ve
2mL asetonitril, kapakli tiiplerdeki 0,5mL biitiin kan &rneklerine eklendi. Ornek
karisimlar1 6nce vorteks karistiricida 3 dakika daha sonra 5 dakika 10,000 rpm de
santrifuj edildi. Elde edilen siipernatan soliisyonlar 60°C’ de N2 altinda

buharlastirildi. Buharlagma sonrasi kalan tortu {izerine ImL su konularak vorteks ile
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kanistirildi. Olusan siipernatanlar énceden 1mL metanol ve 1mL su ile yikanmig
adande:1 PEP Kartuslarina aktarildi. Tiim aktarimdan sonra kartuslar ImL su ve 1mL
hexane ile yikandi. Daha sonra 2mL metanol ile yikanan kartuslar vakumize
edildikten sonra elde edilen sivi ¢6zelti 60°C° de N2 altinda buharlastirildi. En son
olarak buharlastirma sonrasi kalan kuru kalintiya 0.1mL %]1 asetik asit eklendi ve 1
dakika vorteks ile karistirildiktan sonra SuL lik alliquot tiiplerine aktarildi ve LC-
MS/MS sistemine yiiklendi.

3.3.3. idrar Orneklerin Hazirlanmasi

0,05mL IS (klindamisin, 25ng/mL), 0.45mL fosfat tamponu (0.05 m, pH 6)
tiiplerdeki 0,5mL biitiin idrar 6rneklerine eklendi. Ornek karisimlar1 vorteks
karistiricida 3 dk. karistirildi. Olusan siipernatanlar 6nceden 2mL metanol ve 2mL su
ile yikanmig SPE (adande:1 PEP) kartuslarina aktarildi. Kartuslar 2mL su ile
yikandiktan sonra son olarak 2mL metanol ile yikanan kartuslar vakumize edildikten
sonra elde edilen sivi ¢dzelti 60°C° de N2 altinda buharlastirildi. En son olarak
buharlagtirma sonrasi kalan kuru kalintiya 0.1mL %1 asetik asit eklendi ve 1 dakika
vorteks ile karistirildiktan sonra SuL lik alliquot tiiplerine aktarildi ve LC-MS/MS

sistemine yiiklendi.

3.3.4. Bal Orneklerinin Hazirlanmasi

Her bir bal 6rneginden 0,2g olacak sekilde 10 mL lik mass flask tiiplerin
icine konularak hassas bir sekilde tartildi. 0.025 mL of IS tiim 6rneklere eklendi ve
orneklerin toplam miktar1 10mL olacak sekilde su eklendi. Biitiin 6rnekler vorteks
karistiricr ile 3 dk. karistirildi. Olusan bal 6rneklerinden 1mL alinarak onceden 2mL
metanol ve 2mL su ile yikanmig SPE (adande:1 PEP) kartuslarina aktarildi. Kartuslar
2mL su ile yikandiktan sonra son olarak 2mL metanol ile yikanan kartuslar vakumize
edildikten sonra elde edilen sivi ¢ozelti 60°C’ de N2 altinda buharlastirildi. En son
olarak buharlastirma sonrasi kalan kuru kalintiya 0.1mL %1 asetik asit eklendi ve 1
dakika vorteks ile karistirildiktan sonra SpuL lik alliquot tiiplerine aktarild1 ve LC-
MS/MS sistemine yiiklendi.
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3.4. Liquid Chromatography and Mass Spectrometer (MS) Kosullari

Analiz boyunca, Cho ve arkadaslarin bagka bir yerde yayilanmis olan (2014)
son yayindaki gecerliligi dogrulanmig HPLC ve LC-MS/MS calisma kosullari
secildi. Grayanotoksin, Agilent 1200 series high-performance liquid chromatography
( HPLC ) (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) sistem iizerinden analiz
edildi. Kromatografik ayirma islemi, +40°C de C18 guard column (2.1 mm i.d.,
Phenomenex) ile korunan Kinetex Biphenyl column (2.6 um, 100 x 2.1 mm i.d.,
Phenomenex, Torrance, CA, USA) iizerinde uygulandi. Mobil fazlar, %1 asetik asit
su icinde (A) ve %] asetik asit methanol icinde (B) olusuyordu. Gradient eliisyon
islemi 0-13 dk, 5-90% B; 13-20 dk 90% B, 0.25 ml / dk’ lik bir akis hizinda
puskiirtme altinda yapildi. Numune alicis1 10°C altinda muhafaza edildi ve 5 pL
enjeksiyon hacminde kullanildi.

Mass spectrometric tespiti, pozitif iyon modunda Sciex 3200 QTRAP (AB
Sciex, Concord, Canada) sistemi iizerinde yapildi. Analitler, pozitif iyon transfer
modunda ¢oklu monitér takibi (multiple reaction monitoring, MRM) ile analiz edildi.
Iyon kaynagi sicakligi 600 °C de muhafaza edildi ve sprey voltaji 5500V olarak
ayarlandi. Tim kaynak parametreleri LC kosullar1 altinda optimize edildi ve
elektriksel paremetreler direk infiizyon ile optimize edildi. Analist software paket
programi (version 1.5.1, AB Sciex) cihaz ayari, veri satin almalar ve veri islemek

i¢in kullanildi.

3.5. Kan, Idrar ve Deli Bal Orneklerindeki GTX Seviyelerin

Hesaplanmasi

LC-MS/MS sistemiyle elde edilen toksikokinetik parametreler WinNonlin
sofware (version 5.2, MountainView, CA., USA) programi kullanilarak hesaplandi.
Kan sonuglart ng/mL, idrar sonuglart pg/mL, deli bal sonuglar1 pg/g cinsinden

verildi.
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3.6. istatiksel Analiz

Calismanin istatistiksel analizi igin SPSS (Statistical Package for Social
Sciences for Windows v.13.0) programi kullanildi. Degerlendirme sonuglarinin
tanimlayici istatistikleri; kategorik degiskenler icin say1 ve ylizde, sayisal degiskenler
icin ortalama, standart sapma, minimum, maksimum olarak verildi. Gruplar arasi
ortalamalar karsilagtirillmasinda Independent-Samples T-Test testi kullanildi.
Degiskenler arasindaki korelasyonun degerlendirilmesinde Pearson korelasyon

analizi kullanilds. Istatistiksel alfa anlamlilik seviyesi p< 0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Hastalarin demografik 6zellikleri, semptomlarin deli bal tiikketiminden sonra

baslama zamani (saat), klinik semptomlari, sistolik ve diyastolik kan basinci

(mmHg), kalp hizi ortalama, minimum ve maksimum degerleri Tablo 2. de

Ozetlendi.

Tablo 2. Acil Servise Deli Bal Zehirlenmesiyle Bagvuran Hastalarin Demografik ve

Klinik Ozellikleri
Bulgular Mean Std. Deviation  Minimum  Maximum

— Erkek 72% (18
Cinsiyet Kadin 28%((7))
Yas 56,48 +15,72 33 80
Semptomlarin
;l;::ﬁama 1,79 hour +1,079 0,5 hour 5 hour
Bas Donmesi 60 %
Bulant1 56 %
Kusma 28 %
Senkop 44%
Sistolik Kan
Basinci 85,40 mmHg  +17,31 mmHg 60 mmHg 120 mmHg
Diyastolik Kan
Basinci 51,60 mmHg 10,11 mmHg 40 mmHg 70 mmHg
Kalp Hizi 42,68 +7.42 30 58
Ek Hastahklar 36 %

Hastalarin %72 si erkek, %28 1 kadin idi. Ortalama yas 56,48 olup en kiiciik

hasta yas1 33, en biiyiik ise 80 idi. Hastalar deli bal yedikten ortalama 1,79 saat sonra

klinik semptomlarin basladig belirttiler. Klinik semptomlar en erken 30 dk. sonra, en

gec 5 saat sonra basladi. Hastalarin %60 da bas donmesi, %56 da bulanti, % 28

kusma, %44 tlinde senkop goriildii (sekil 3). Ortalama sistolik kan basinci 85,40

mmHg, diyastolik kan basinci 51,60 mmHg idi. Hastalarin ortalama kalp hiz1
42,68/dk, en diistik 30/dk, en yiiksek 58/dk idi. %36 sinda ek hastalik mevcut olup en

sik goriilen ek hastalik hipertansiyondu.
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Semptomlar

W %, Yiizde
Senkop a
Kusma 28
Bulant:
56
Bas donmesi

60

Sekil 3. Acil Servise Deli Bal Zehirlenmesiyle Basvuran Hastalarin Klinik
Semptomlarin Yiizde Dagilimi

Calismaya katilan hastalarin tiikettikleri ballarin iiretim yerleri Sekil
4. de gosterildi. Hastalarin % 64’1 yedikleri ballarin Tiirkiye’nin kuzey bolgesinde
yer alan Trabzon ili yliksek daglarinda tiretilen dogal ballar oldugunu sdyledi.

YER

B Trabzon MRize M@ Giresun MArtvin @ Bayburt

1%

Sekil 4. Acil Servise Deli Bal Zehirlenmesiyle Bagvuran Hastalarin Tiiketikleri Ballarin
Uretim Yerleri

Calismaya dahil edilen 25 vakanin kan, idrar ve tliketilen ballardaki GTX
miktar1 6l¢iildii. Bulunan GTX degerleri, ortalama, standart deviasyon, minimum ve

maksimum degerler Tablo 3. ve 4. de gosterildi. Kan GTX miktar1 ng/mL cinsinden
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hesaplandi. Idrar GTX miktar1 ug/mL cinsinden hesaplandi. Bal GTX miktar1 pg/gr
cinsinden hesaplandi. Hastalarin kan ortalama GTX 1 miktar1 4,82 ng/mL, GTX 3
miktar1 6,56 ng/mL idi. Kan minimum GTX 1 diizeyi 0,35 ng/mL, maksimum GTX
1 diizeyi 25,27 ng/mL’ dir. Kan minimum GTX 3 diizeyi 0,00 ng/mL, maksimum
GTX dizeyi 29,04 ng/mL’ dir. Hastalarin idrar ortalama GTX 1 miktar1 0,036
ug/mL, GTX 3 miktar1 0,391 pg/mL idi. Idrar minimum GTX 1 diizeyi 0,00 ug/mL,
maksimum GTX 1 diizeyi 0,158 ug/mL’ dir. Idrar minimum GTX 3 diizeyi 0,00
png/mL, maksimum GTX 3 diizeyi 1,896 pg/mL’ dir. Hastalarin tiiketilen deli
ballardaki ortalama GTX 1 miktar 8,73 pg/gr, GTX 3 miktar1 27,60 pg/gr idi. Deli
bal minimum GTX 1 diizeyi 0,17 ug/gr, maksimum GTX 1 diizeyi 20,22 ug/gr’ dir.
Deli bal minimum GTX 3 diizeyi 0,00 ug/gr, maksimum GTX 3 diizeyi 75,46 pg/gr’
dir.

Tablo 3. Acil Servise Deli Bal Zehirlenmesiyle Basvuran Hastalarin Kan, Idrar ve
Tiiketilen Deli Bal GTX 1 ve GTX 3 ortalama, SD, Minimum ve Maximum
Degerleri

GTX1K GTX3K GTIX1 GIX31i GTX1B GTX3B
(ng/mL)  (ng/mL)  (pg/mL)  (pg/mL)  (ug/gr)  (ng/gr)

Mean 4,82 6,56 0,036 0,391 8,73 27,60
SD +5,57 +8,37 +0,04 +0,461 +6,02 +18,98
Min. 0,35 0,00 0,000 0,000 0,17 0,00

Max. 25,27 29,04 0,158 1,896 20,22 75,46

GTX: Grayanotoksin, K: Kan, i: Idrar, B: Bal, SD: Standart Deviasyon, Min:
minimum, Max: maximum
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Tablo 4. Acil Servise Deli Bal Zehirlenmesiyle Basvuran Hastalarin Kan, idrar ve
Tiiketilen Deli Bal GTX 1 ve GTX 3 Degerleri

GTX1K GTX3K GTX1I  GTX3i GTX 1B GTX 3B

VAKA " (ngimL)  (ngimL)  (ug/ml)  (ug/mL)  (uglg)  (uglgn)

1 7,03 15,43 0,032 1,896 14,96 41,48
2 0,81 5,41 0,023 0,232 1,55 9,30
3 25,27 4,06 0,079 0,472 7,20 32,69
4 0,38 1,61 0,027 0,159 3,65 22,63
5 14,48 1,85 0,067 0,113 5,35 10,34
6 1,50 0,00 0,008 0,000 10,33 29,24
7 4,12 3,00 0,158 0,554 1,71 8,07
8 10,82 19,15 0,129 0,574 7,38 59,42
9 3,03 3,60 0,018 0,076 9,13 28,85
10 4,01 9,18 0,014 0,434 20,22 18,91
11 4,62 3,11 0,021 0,296 13,68 19,73
12 1,28 0,00 0,006 0,081 5,30 27,40
13 0,80 0,00 0,046 0,058 3,49 9,66
14 3,72 27,33 0,005 0,089 9,86 26,47
15 0,35 0,00 0,006 0,000 9,39 24,59
16 8,23 4,76 0,029 0,202 12,06 35,82
17 6,28 13,57 0,084 0,619 12,10 47,49
18 0,65 0,00 0,000 0,555 0,17 5,14
19 4,55 0,00 0,011 0,093 3,81 9,05
20 8,30 29,04 0,009 0,979 19,56 59,18
21 2,33 6,30 0,018 1,429 12,62 75,47
22 0,55 0,00 0,011 0,000 1,86 0,00
23 0,60 0,00 0,013 0,056 1,59 11,10
24 4,54 10,45 0,030 0,314 11,03 37,86
25 2,33 6,27 0,050 0,490 20,22 40,19

GTX: Grayanotoxin, K: Kan, I: idrar, B: Bal

Sistolik kan basinct <90mmHg ve >90mmHg, kalp hiz1 <50/dk ve >50/dk
olan hastalarin kan, idrar ve yedikleri ballardaki GTX seviyeleri arasindaki iliski
Tablo 5. de gosterildi ve p anlamlilik degeri p<0,05 olarak alindi. SKB<90mmHg ve
SKB>90mmHg olan hastalarin kan, idrar ve yedikleri ballardaki GTX seviyeleri
arasinda istatiksel olarak anlaml iligski saptanmadi. Kalp hiz1 <50/dk olan hastalarin
kan, idrar ve yedikleri ballardaki GTX seviyeleri arasinda iligki bulunmadi. Kalp hizi
>50/dk olan hastalarin hi¢birinde GTX 3 saptanmadi ve p=0,00 dir. Kalp hiz1 >50/dk

olan hastalarin diger grayanotoksin parametreleri ile arasinda iliski yoktur.
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Tablo 5. Hastalarmm Kan, idrar ve Yedikleri Ballardaki GTX Diizeyi ile Sistolik Kan
Basmci ve Kalp Hizi Arasindaki iliski

SKB<90mmHg SKB>90mmHg D Heart rate <50 Heart rate>50

Mean £SD Mean £SD Mean £SD Mean £SD

(n=18) (n=7) Skoru (n=20) (n=5) Skoru
GTX 1K 5,84 +£5,88 2,18 £3,82 0,143 5,63 +£5,92 1,56 £1,72 0,147
(ng/mL)
GTX3K ¢ 54848 273£723 0158  1,56+1.72 00 000
(ng/m L)
GTX I 0,03 +0,03 0,03 £0,04 0,684 0,04 £0,04 0,01 £0,01 0,243
(ng/mL)
GTX 3l 0,47 £0,49 0,17 £0,26 0,153 0,47 £0,47 0,04 £0,04 0,056
(mg/mL)
(?Jg);g::-’)B 10,22 +6,06 4,88 +4,08 0,044 9,48 £6,28 5,72 £3,88 0,219
('E:g)/(gigg 30,60 £18,14 19,87 £20,27 0,211 30,32 £19,92 16,72 £9,47 0,156

GTX: Grayanotoksin, K: Kan, I: idrar, B: Bal, SD: Standart Deviasyon, SKB:
Sistolik Kan Basinci, p<0,05

Hastalarin kan GTX 3 ile sistolik kan basinci ve kalp hizi arasindaki

korelasyon dagilimi Sekil 5 ve Sekil 6’da gosterildi. Kan GTX 3 ile sistolik kan

basinci ve kalp hizi arasinda korelasyon kurulamadi.

00
00
£ 100 90,00 19,15
5 ¢ 3,00 00{\9,18 & 13)675,43 * 2‘339’0 A
£ 80 ¢ 1,86 406,430, 80
a 0f801,61 3,60
2 60 &0, ; 10,45
=
m
>
x 40
8
[72]
2 2
0
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00
GTX 3K (ng/ml)

Sekil 5. Hastalarin Kan GTX 3 ve Sistolik Kan Basinc1 Seviyeleri Arasindaki iliski
Dagilim

21



Kalp HlZl * Kalp Hizi

_ ® 2733
5
==
=3 ¢ 29,04
m
b

20

10

0
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00

GTX 3K (ng/ml)

Sekil 6. Hastalarin Kan GTX 3 ve Kalp Hizi1 Seviyeleri Arasindaki iliski Dagilhimi

Hastalarin kan GTX 1 ile sistolik kan basinci ve kalp hizi arasindaki
korelasyon dagilimi Sekil 7 ve Sekil 8 de gosterildi. Kan GTX 1 ile ayn1 hastalarin
sistolik kan basinci diizeyleri ve kalp hiz1 diizeyleri arasinda korelasyon kurulmadi.

Bu parametreler arasinda dogrusal bir iligki yoktur.
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¥
=
§ 40
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20

0
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00
GTX 1K (ng/ml)

Sekil 7. Hastalarim Kan GTX 1 ve Sistolik Kan Basinc1 Seviyeleri Arasindaki iliski
Dagilim
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Sekil 8. Hastalarin Kan GTX 1 ve Kalp Hiz1 Seviyeleri Arasindaki iliski Dagilhimi
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5. TARTISMA

Deli baldaki grayanayotoksin miktar1 gesitli faktorlerden etkilenmektedir.
Benzer sekilde orman giili balinin GTX miktarinin balin safligina (monofloral
ozelligine), toplandig1 bolgenin cografik ozelligine ve islemden gecip gegmedigine
bagl olarak degisim gostermektedir. Bilimsel olmayan verilere gore isitilan veya
kaynatilan ve uzun siire bekletilen balin toksisitesinin azaldigi veya kayboldugu
sOylenmektedir (27).

Deli bal zehirlenmesi, bali tiiketen herkeste goriilmez. Zehirlenme nedeniyle
acil servise bagvuran hastalarda bulgular benzerdir ve ¢ogunlugunda belirgin
hipotansiyon ve bradikardi goriiliir. Bu sonu¢ ge¢cmiste yapilan deli bal zehirlenmesi
caligmalariyla benzerlik gostermektedir. Deli bal zehirlenmelerinde goriilen diger
semptomlar; bulanti, kusma, terleme, sersemlik, mental durum degisikligi, senkop,
diplopi, bulanik gérme ve hipersalivasyondur (3,28,29). Yavuz ve ark. (1991) yaptigi
bir calismada hastalarin %91 inde bulanti-kusma, %74 iinde bas donmesi
goriilmiistiir. Yilmaz ve ark. (2006) yaptig1 baska bir ¢alismada hastalarin %17,6
sinda senkop, %45,4 linde bulanti, %31,8 inde kusma semptomlart mevcuttu. Bu
calismada bradikardi ve hipotansiyonun yaninda en sik goriilen klinik semptomlar
bas donmesi, senkop, bulanti ve kusmadir. Hastalarin %60 inda bas donmesi, %44
iinde senkop, %56 sinda bulanti, %28 sinde kusma semptomlar1 goriildii. Ana
semptom olarak goriilen hipotansiyon ve bradikardinin yaninda diger goriilen yan
klinik semptomlarin hastalarin yas, cinsiyet ve ek hastaliklarina gore degismektedir.
Literatiir incelemelerinde, deli bal zehirlenmesi ortalama 49 yasinda ve vakalarin
cogunun erkeklerde (%80,7) goriildiigii tespit edilmistir (24). Bu ¢aligmamizda hasta
popiilasyonu literatiirle benzerlik gdstermis olup hastalarin ortalama yasi 56 ve
hastalarin %72 si erkektir.

Deli bal zehirlenmesinde semptomlar tiiketilen balin miktariyla iliskilidir ve
toksisite olusmasi icin 5-30 g deli bal yenmesi gerektigi belirtilmektedir (28).
Calismada hastalarin yedikleri deli bal miktar1 degerlendirilememistir. Ciinkii bir yil
boyunca acil servise deli bal zehirlenmesiyle basvuran hastalarin miktari tarif
ederken ‘‘yemek kasigi, cay kasigi ve tath kasigr sayisi’’ olarak kullandiklari

terimler kesin miktar1 belirlemek icin yeterince objektif olmamistir. Semptomlarin
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ortaya cikist aliman miktara bagli olarak bir ka¢ dakika ile iki saati asan siirelerde
ortaya ¢ikarken toplam siiresi ise zehirlenmenin siddetine bagli olarak bir kag saatten
bir ka¢ giline kadar devam edebilir. Semptomlar genelde yeterli miktarda serum
fizyolojik ve 1-2 mg atropin intraven6z yolla verilmesi ile diizelir. Destek tedaviye
cevap vermeyen hastalarda Ileri Kardiyak Yasam Destegi Klavuzu (ACLS) da yer
alan bradikardi algoritmasinin uygulanmalidir. Bdylece medikal tedavi ile
diizelmeyen hastalara gegici pacemaker kullanimi gerekir ve bdyle vakalar literatiirde
bulunmaktadir (3).

Hafif zehirlenmelerde 2-6 saat kardiyak monit6rizasyondan sonra hasta
giivenli bir sekilde taburcu edilebilir (24,30). Calismamizdaki hastalarin semptomlari
deli bal tiiketimi sonrasi ortalama 1,79 saat sonra ortaya ¢ikmistir. Tiim hastalara
literatlirdeki tedavi Onerilerine uygun olarak serum fizyolojik ve 1-2 mg atropin
intravendz destek tedavi olarak uygulandi. Hastalarin higbirinde gegici pacemaker
ihtiyac1 goriilmedi. Ayrica 3 hasta haricindeki tiim hastalar acil serviste 2-6 saat
kardiyak monitorizasyondan sonra giivenli bir sekilde taburcu edildi. 3 hasta ise ek
hastaliklar1 sebebiyle koroner yogun bakimda takip edildiler ve 24 saat sonunda tiim
vital bulgular stabil bir sekilde taburcu edildiler.

Deli bal zehirlenmesinde hastalar ¢ogunlukla balin i¢inde bulunan
grayanotoksinin kardiyovaskiiler sistem iizerine olan etkileri nedeniyle hastaneye
bagvurmaktadir (24). Giiniimiize kadar hastalarin yedikleri ballardaki grayanotoksin
miktar1 ve bu kardiyovaskiiler sistem etkileri arasindaki iligkiyi gosteren klinik
calisma yapilmamustir. Sadece sinirli sayida yapilmis deneysel ¢alismalar mevcuttur
(15). Tirkmen ve ark (2013) yaptig1 deneysel calismada, farelere degisik dozlarda
sistemik olarak GTX 3 verilerek farelerin kan basinci ve kalp hizi gozlemlendi.
Yaptiklar1 bu fare deneyinde verdikleri GTX 3 dozu ile zehirlenmenin klinik siddeti
arasinda anlamli bir iliski oldugunu gosterdiler. Fakat fare kanindaki GTX diizeyi
6l¢iilmedigi icin kan GTX diizeyi ile klinik arasindaki iliski degerlendirilememistir.

Zehirlenme ile bagvuran hastalarin bagvurdugu bir¢ok merkezde halen viicut
stvilarinda ya da yedikleri deli baldaki GTX miktarin1 gosterecek laboratuvar testi
bulunmamaktadir. Son 20 yilda, sivi kromatografisi-kiitle spektrometrisi/kiitle
spektrometri (LC-MS/MS) ve son zamanlardaki sivi kromatografisi ugus zamanl

kiitle spektrometrisi (LC-TOF-MS) grayanotoksinlerin biyolojik materyallerden
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(yaprak, cigek ve bal) belirlenmesini miimkiin kilmaktadir (7). Holstege ve ark ilk
kez diski, rumen ve idrar1 igeren bazi biyolojik numunelerde grayanotoksin tespit
ettiler. Fakat bu calismalarda (9,31) hayvan digki, rumen ve idrarinda OSlgiilen
grayanotoksin degerleri insan viicut sivilar1 yerine mukayese edilemez. Buna ek
olarak biyolojik numunelerdeki koken farkliligi ve GTX’ lerin ekstraksiyon ve
izolasyon yonteminde diistik sensivite ve selektivite mevcuttu. Bu yontem karmasik
bir 6n protokole sahiptir (9,31). Yine yapilan bagka bir arastirmada deli bal
zehirlenmesine maruz kalmis kimselerin tiikettigi deli ballardaki GTX 3 miktar1 LC-
MS/MS ile dlgiilmiis ve 10-70,00 ng/g arasinda oldugu bildirilmistir (32). Onceki
hayvan c¢alismalarinda da (9,31) GTX miktarmin oOlgiilebilmesi i¢in LC-MS/MS
kullanild1 fakat oOlgtlilebilen miktar diski ve rumen igeriginde 0.2 ug/g ve idrar
igerisinde ise 0.05 ug/g ile smirliydi, ayn1 zamanda 6rneklerin hazirlanmasi zaman
alict ve kangikti. LC-MS/MS’ in analitik kosullarinda kabul edilebilir bir
dogrusalligi, hassasiyet ve iyilestirme acisindan da belirsizlikler mevcuttu.
Grayanotoksinin O0rneklenmesi, saptanmasi ve miktarinin Olcililmesindeki bu
belirsizlikler kan 6rnegi kullanilarak Cho ve arkadaslar: tarafindan ortadan kaldirilds
(26). Cho ve arkadaslari ilk kez deney ortaminda fare kaninda GTX miktarini tespit
ederek hassas, giivenilir ve gecerli bir LC-MS/MS yontemi gelistirdi. Bu ¢alismada
ayni yontem kullanilarak acil servise deli bal zehirlenmesiyle basvuran 25 hastanin
kan, idrar ve yedikleri ballardaki GTX 1 ve 3 diizeyi 6l¢iildii ve bulunan degerler
hastalarin klinik bulgular1 karsilagtirildi. Bu ¢alismanin 6n ¢alismasina ait bir kisim
veriler daha 6nce yayimlanmis olup, devaminda yaptifimiz genis serili ¢alisma
sonuclar1 ile benzerlik gostermistir (33). Hastalarin kan ortalama GTX 1 miktar
4,82 ng/mL, GTX 3 miktar1 6,56 ng/mL, idrar ortalama GTX 1 miktar1 0,036 pg/mL,
GTX 3 miktar1 0,391 pg/mL, tiiketilen deli ballardaki ortalama GTX 1 miktar1 8,73
ug/gr, GTX 3 miktar1 27,60 pg/gr idi. Hastalarin kan, idrar ve yedikleri deli baldaki
GTX 1 ve 3 diizeyleri ile hastalarin sistolik kan basinci ve kalp hizlar1 karsilastirildi

ve aralarinda korelasyon kurulamadi, p>0,05 (Pearson korelasyon testi).
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5.1. Calismanin Kisitlamalari

Bu calismada deli bal zehirlenmeli hastalarin kan, idrar ve yedikleri
ballardaki GTX seviyeleri ile klinik parametreler arasinda iligki kurulamamasini,
calismada var olan bazi kisitlamalar ile ilgili oldugunu diisiinmekteyiz. Oncelikli
olarak calismaya alinan hastalarin yas, cinsiyet, ek hastaliklar, tiiketilen ballarin
orijini arasinda farliliklar vardir. Rhododendron tiirlerin Tiirkiye’ deki dagilimi
olduk¢a heterojendir ve bu varyasyon nektar bilesimindeki GTX konsantrasyonunu
ve boylece deli bal kompozisyonunu etkileyebilmektedir. Ayrica hastalarin acil
servise basvuru siirelerindeki farkliliklar, yedikleri ballarin orijinin ve miktarinin
farkli olmast c¢alismanin  standartizasyonunu  etkiledigini  diislinmekteyiz.
Zehirlenmenin baslangig¢ siiresi ve GTX konsantrasyonlari arasindaki varyasyonlar
Oncelikle hastalarin metabolizmalarinin, deli ballin emilim hizinin farkli olmasina

bagli olabilecegini diisiiniiyoruz.
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6. SONUC

Bu tanimlayict calisma ile ilk kez deli bal zehirlenmeli hastalarin viicut
stvilarinda  grayanotoksin seviyeleri gosterildi. Hastalarin kan grayanotoksin
diizeyleri ve klinik verileri arasinda iliski kurulamamustir. Genel olarak basit,
giivenilir ve gecerliligi onaylanmig bir LC-MS/MS yontemiyle basarili bir sekilde
insan kan, idrar ve tiiketilen bal orneklerinde grayanotoksin 6l¢iimii yapildi. Genis
capli seri ¢aligmalar insanlar1 zehirleyen bu ballardaki toksinin iist ve alt limitini

gostererek riskli toksin diizey araligini belirleyebilir.
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