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ONSOZ

“Triklosan, Kloroksilenol, Metilizotiazolinon ve Boraks Antimikrobiyal Ajanlarinin,
Gokkusagr Alabaligi (Oncorhynchus mykiss) Yavrularindaki Genotoksik ve Histopatolojik
Etkileri ” adl1 bu calisma, Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Baltk¢ilik
Teknolojisi Miihendisligi Anabilim Dali’nda “Doktora Tezi” olarak hazirlanmistir. Caligma,
Strmene  Deniz  Bilimleri  Fakiiltesi,  Molekiiler = Biyoloji ~ Laboratuvarinda
gergeklestirilmistir.

Calismalarim boyunca bilgi ve birikimlerini paylasarak her konuda destek olan, tez
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esnasinda destegini gérdiigiim ve ayn1 zamanda tez izleme komitesinde yer alan Prof. Dr.
Erol CAPKIN’a ve tez izleme komitesinde yer alan ve tezime olan katkilariyla Prof. Dr.
Mehmet KOCABAS’a tesekkiir ederim. Yine calismalarim esnasinda yardimlarini
esirgemeyen Prof. Dr. Sevki KAYIS’a ve tez yazim asamasinda her tirlii destegini
gordiigiim arkadaslarim Balikgilik Teknolojisi Yiiksek Miihendisi Recep PARLAK ve
Dr. Ogr. Uyesi Rafet Cagr1 OZTURK e tesekkiir ederim.

Tez galisma donemi basta olmak iizere benim igin her tiirlii fedakarligi yaparak, bana
destek veren esim Ayse OZCELEP’e, evlatlarrm Ayse Begiim ve Mehmet Emin’e,
bugiinlere gelmemi saglayan, iizerimde hak ve emegi olan, annem Besire OZCELEP’e,
babam Numan OZCELEP’e ve yine hertiirlii destegini gordiigiim kardesim Erhan
OZCELEP’e sonsuz siikranlarimi1 sunarim.

Bu tez ¢alismasinin bundan sonraki ¢alismalara katki saglamasini temenni ederim.

Tuna OZCELEP
Trabzon 2023



TEZ ETiK BEYANNAMESI

Doktora Tezi olarak sundugum “Triklosan, Kloroksilenol, Metilizotiazolinon ve
Boraks Antimikrobiyal Ajanlarmin, Gokkusagr Alabaligi (Oncorhynchus mykiss)
Yavrularindaki Genotoksik ve Histopatolojik Etkileri ” baglikli bu ¢alismayr bastan sona
kadar Prof.Dr. ilhan ALTINOK’un sorumlulugunda tamamladigimi, analizleri ilgili
laboratuvarlarda yaptigimi, verileri kendim topladigimi, baska kaynaklardan aldigim
bilgileri metinde ve kaynakg¢ada eksiksiz olarak belirttigimi, ¢alisma siiresince bilimsel
arastirma ve etik kurallara uygun davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her

tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim. 11.10.2023.
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Triklosan (TRC), kloroksilenol (PCMX) ve metilizotiazolinon (MIT) sabunlarda
antimikrobiyal olarak yaygin olarak kullanilan, boraks (BRX) ise yaygin olarak ev temizliginde
kullanilan bir kimyasaldir. Bu kimyasallar sucul ekosisteme atik sularla karisarak sucul
organizmalart olumsuz yonde etkilemektedir. Bu c¢alismada, gokkusagi alabaliginin
(Oncorhynchus mykiss) yari statik kosullar altinda 40 giin boyunca TRC, PCMX, MIT ve BRX'e
maruz birakilmasi sonucunda, genotoksisitesi, gen ekspresyonu ve histopatolojisi {izerindeki
kronik etkileri degerlendirilmistir. Yapilan comet analizlerinin sonucuna gére MIT, TRC ve
PCMX'in baliklarin eritrositlerinde énemli DNA hasarina neden oldugu tespit edilmistir. TRC,
PCMX, MIT ve BRX'e maruz kalan gokkusagi alabaliklarinin SOD, GPX1, GPX2, GSTA,
HSP90BB, HSP90BA, CAT ve HSC70A genlerinin ekspresyon seviyeleri (PCMX'e maruz kalan
baliklarda GSTA geninin ekspresyonunun artmamasi harig) istatistiksek olarak dnemli diizeyde
artig gostermistir. Bu kimyasallara maruz birakilan baliklarin solungag, dalak, karaciger ve
bobreklerinde histolojik hasarlar tespit edilmistir. Calismamiz gokkusagi alabaligi tizerinde
TRC, PCMX, MIT ve BRX'in kronik toksik etkilerinin yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu
nedenle sucul ortam1 koruma adina bu kimyasallar1 temizlik amactyla kullanirken daha dikkatli

olunmasi 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Comet analizi, genotoksisite, gen ekspresyonu, histopatoloji, aquatik
toksisite, antimikrobiyaller
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SUMMARY

GENETOXIC AND HISTOPATHOLOGICAL EFFECTS OF TRICLOSAN,
CHLOROXYLENOL, METHYLISOTHIAZOLINONE AND BORAX
ANTIMICROBIAL AGENTS ON RAINBOW TROUT (Oncorhynchus mykiss)
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While triclosan (TRC), chloroxylenol (PCMX) and methylisothiazolinone (MIT) are
widely used as antimicrobials in soaps, borax (BRX) is used in household cleaning. These
chemicals mix with wastewater into the aquatic ecosystem and affect aquatic organisms. In
this study, the chronic effects of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) on genotoxicity, gene
expression and histopathology were evaluated after exposure to TRC, PCMX, MIT and BRX
under quasi-static conditions for 40 days. It was determined by the Comet assay results that
MIT, TRC and PCMX caused significant DNA damage in the erythrocytes of fish.
Transcription of the SOD, GPX1, GPX2, GSTA, HSP90BB, HSP90BA, CAT and HSC70A
genes was significantly regulated as a result of exposure to TRC, PCMX, MIT and BRX,
except for the GSTA gene exposed to PCMX. Histological damage was detected in the gills,
spleen, liver and kidneys of the fish. Our study shows that the chronic toxic effects of TRC,
PCMX, MIT and BRX are high in rainbow trout. Therefore, we must be more careful when

using these chemicals for cleaning purposes in order to protect the aquatic environment.

Key Words: Comet assay, genotoxicity, gene expression, histopathology, aquatoxicity,
antimicrobials
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(A) su (kontrol), (B) alkol, (C) BRX, (D) PCMX, (E) MIT ve (F) TRC'ye
maruz kaldiktan 40 giin sonra H&E ile boyanmis gokkusagi alabaligi
bobreginin histopatolojisi. Histopatolojik lezyonlar, melanomakrofaj
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TRC, PCMX, MIT ve BRX maruz birakilan Gokkusag1 alabaliklarinda
Cu/Zn-superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase 1 (GPX1),
glutathione peroxidase type 2 (GPX2), glutathione S-transferase A
(GSTA), heat shock 90 kDa protein 1 beta isoform b (HSP90BB), heat
shock 90 kDa protein 1 beta isoform a (HSP90BA), heat shock 70 kDa
protein 8 isoform a (HSC70A) ve katalaz (CAT) genlerinde mRNA
ekoresyonun kat degisiklikleri. Kat degisiklikleri, maruz kalmayan kontrol
grubuyla karsilagtirilatak elde edildi. Veriler ortalama + SEM'i temsil eder.
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Toksikoloji terimi Yunanca ok zehri anlamina gelen “toksikos” ile bilim dali anlamina
gelen “logos” sozciiklerinden olusur. Toksikolojinin kelime anlami “zehir bilimi” dir. Ancak
bu tanim, bilim ve teknolojinin son yillardaki hizli gelisiminin toksikoloji bilimine de
etkisiyle yeterince agiklayici degildir. Giiniimiizde ise; kimyasallar ile etkiledikleri sistemler
arasindaki iliskiyi inceleyen veya kimyasallarin etki derecesini belirleyen bilim dalidir.
(Gliner, 2014). Modern toksikoloji yeni ortaya ¢ikmis olsa da onceki nesillerin toksik
maddelerin neden oldugu sorunlarin farkinda oldugu anlasilmaktadir. Diinyadaki zararlilarin
bertaraf edilmesinde zehirli bitki ve hayvanlarin kullanilmast ve gezegenimizin zehirli
metaller ve mineraller acisindan zengin olmasi, toksikolojinin ¢ok eskilere dayandigini
gostermektedir. Bununla birlikte modern toksikoloji bilimi ¢ok genis alana hitap ettigi igin,
tanimlayict toksikoloji, klinik toksikoloji, c¢evresel toksikoloji, mesleki toksikoloji,
diizenleyici toksikoloji, adli toksikoloji, analitik toksikoloji ve mekanik toksikoloji gibi alt
dallara ayrilarak ¢alisiimaktadir (Burcham, 2013).

Biitiin kimyasal maddeler doza bagli olarak toksik etki gosterebilmektedir.
Kimyasallarin etkiledikleri sistemlerde yapisal degisiklik veya lezyon seklinde ortaya
cikabilen toksik etkileri, biyolojik sistemler tarafindan geri donistiiriilebilecegi gibi geri
dontistiiriilemeyip hiicrelerin 6liimi ile de sonuglanabilmektedir (Vural, 1996). Canlilarda
kimyasal maddelerin toksik etkilerine bagli olarak gerceklesen yapt ve fonksiyon
degisikliklerinin tespit edilip yorumlanmasi i¢in deneye dayali caligmalar yapilmaktadir
(Loomis, 1978). Cesitli etkenlere bagl toksik etkileri ortaya ¢ikarmak ve toksik etkilere
iliskin bilgileri artirmak amaciyla bilimsel arastirmalar yapmak, c¢evredeki kimyasal
etkenlerin toksik etki potansiyellerini arastirarak risk degerlendirmesi yapmak, kimyasal
maddelerin ve diger toksinlerin zararli etkilerini 6nlemek ve kontrol altina almak
toksikolojinin baslica hedefleridir (Vural, 2005).

20. yiizyilda kimya endiistrisindeki asir1 biiyiime, hayatimiza olumsuz etki eden madde
sayisinda artis meydana getirmistir. Giinimiizde ¢ogunlugu insanlar tarafindan yapay olarak
elde edilen 80.000’¢ yakin kimyasal, birbirinden farkli sektorde farkli amaglar
dogrultusunda kullanilmaktadir. Bu kimyasallarin yariya yakini (48.000) kimya



endiistrisinde olmakla birlikde; ilag endiistrisi (6.000), kisisel bakim firtinleri (3.000), gida
ve yem katkilar1 (2.600) ve tarimsal ilag (1.500) alanlarinda kullanilmaktadir. Bu maddelere
her yi1l yaklasik 1.000 yeni kimyasalin eklendigi tamin edilmektedir. Ayrica sadece sayisal
artisin degil kullanilan kimyasal miktarinda da artislar ¢ok biiyiik oranlarda olmaktadir
(Vural, 2005).

1.1.1. Pestisitler

Sabun, dis macunu ve losyon gibi kisisel bakim iiriinlerinde de kullanilan (EPA, 2003)
ve giliniimiizde, sivi, konsantre toz, sprey ve gaz gibi bir¢cok formiilasyon tiiriinde
pazarlanmakta olan antimikrobiyal tiriinlerde farkl: tiirlerde aktif bilesenler kullanilmaktadir
(EPA, 2016). Antimikrobiyal pestisitler olarak da adlandirilan bu bilesenler, cansiz nesneler
ve yiizeyler iizerindeki bakteri, viriis veya mantar gibi zararli mikroorganizmalar1 yok etmek
veya biiylimelerini yavaslatmak i¢in kullanilan ve Amerika Cevre Koruma Ajansi (EPA)
tarafindan tescil edilen maddeler veya madde karigimlaridir. Ayrica EPA ya gore; tarimsal
tirtinlerin tiretiminde olumsuzluklar meydana getiren mantarlar, yabani otlar, hagereler ve
kemirgenler gibi zararlilarla miicadelede kullanilan fiziksel, kimyasal ya da biyolojik ajanlar
da pestisit olarak ifade edilmektedir.

Fiziksel ve biyolojik yollar ile ¢evreye dagilan pestisitler; gidalarda, toprak, su ve
havada bulunabilmekte ve hedef dis1 canlilarda zararli sonuglari olabilmektedir (Bohmont,
1990). Pestisitlerin dayanikliligi, dogal sartlarda %95’inin bozunmasi i¢in gereken siire baz
alinarak degerlendirilmektedir. Bozunma siiresi 1-12 hafta arasinda olanlar orta dmiirliiler,
2 yildan daha fazla olanlar ise uzun omiirliiler sinifina girmektedir (URL-1). Pestisitlerin

meydana getirebilecegi olumsuzluklar su sekilde siralanabilir;

e Mikroorganizmalar, omurgasizlar, arilar, kuslar ve baliklar gibi hedef dis1
canlilarda 6liimlere neden olurlar.

e Balik, kus ve diger canlilarda iireme potansiyelini olumsuz etkilerler.

e Hedef dis1 canlilarda pestisitlere karsi bagisiklik olusmasindan dolayi, insanlara

hastalik tasiyan boceklerin ve parazitlerin kontrolsiiz sekilde asir1 artmasi

(Echobichon, 1996).



Pestisitler; etkiledikleri canli tiirleri ve kullanim alanlar1 gibi 6zelliklerine gore farkli
guruplara ayrilabilirler. Pestisitler yapilarina gore organo klorlu, organo fosforlu, karbonatli
ve piretroit gurubu pestisistler olmak iizere dort ana gurupta incelenmektedir.

Organo klorlu pestisitler: Bu tiir pestitisler biinyelerinde, karbon, hidrojen ve klor
atomlar1 bulundururlar. Sentetik kimyasal madde sinifinda yer alan bu maddeler son derece
lipofiliktir. Ayrica dogada mikroorganizmalar tarafindan parcalanmasi ¢ok zor olan
maddelerdir. 1940-1960 yillar1 arasinda diinyanin birgok bolgesinde pestisit olarak
kullanilmislardir. Bu gruba triklosan, heptaklor, lindan, dikloro difenil trikloroetan (DDT),
aldrin, endosulfan, toksafen ve endrin 6rnek olarak verilebilir. Bu kimyasallarin arasinda
tarim sektoriinde gecmiste en ¢ok kullanilan kimyasal DDT’dir. Yagh besinlerin, bu
maddelerin lipofilik 6zelliklerinden dolayr emilim oranini arttirdigr bilinmektedir. Aldrin,
dieldrin, metoksiklor ve DDT gibi insektisit deneylerinde kullanilan hayvanlarda bu
maddelerin hepatik dolasima girdigi belirlenmistir (Ozyurt ve Erkekoglu, 2016). Bu
pestisitlerden bazilar1 ¢evreye verdikleri zararlar sebebiyle kullanilmalari yasaklanmstir.
Organik Kklorlu pestisitler, solunum ve temas yolu ile de etki gosterebilmektedir (URL-2).

Organo fosforlu pestisitler: Etken maddelerinin i¢inde fosfor atomu olan bu
pestisistkere klorpirifos, diazinon, malathion, triklorfon, parathion ornek olarak
gosterilebilir. Bu gurup igerisinde yiizden fazla sayida etken madde vardir. Organik fosforlu
pestisitler, sindirim, temas ve solunum vyoluyla etki gosterebilmektedir (URL-2).
Organofosforlu pestisitler, organoklorlu pestisitlere kiyasla yagda daha diisiik oranda
birikim gostermesinden ve dogada par¢alanmasi nispeten daha kolay olmasindan dolay1
insektisist olarak organo klorlu pestitistler yerine kullanilmaya baslanmistirlar. EK olarak
sentezlenmelerinin de kolay olusu bu grubun biiytimesi ve ¢esitlenmesine de neden olmustur
(Akan, 2012).

Karbamatl: pestisitler: Karbamik asit esterleridirler. Aldicarb, methiocarb, methomyl,
oxamyl, pirimicarb bu gurubun iiyeleridir (URL-2).

Piretroit gurubu pestisitler: Piretrinlerin sentetik analoglart olan bu pestisitler
dayanikliliklar1 artirilmis bilesiklerdir. Cyfluthrin, bifenthrin, deltamethrin ve permethrin bu
guruba 6rnek olarak verilebilir. Sinir hiicrelerini bloke ederek zehir etkisi gostermektedirler.
Sicakkanli canlilara kars1 zehir etkisi disiiktiir. Memeli viicudunda birikim olusturmaz ve

dogada kolay pargalanirlar (URL-2).



1.1.2. Dezenfektanlar

Cansiz ortamdaki bakteri endosporlar1 disinda kalan patojen mikroorganizmalarin
Oldiirtilmesi ve yeni mikroorganizmalarin tiremesinin engellenmesi i¢in kullanilan kimyasal
maddelere dezenfektan denir. Iyi bir dezenfektan; suda ¢dziinmeli, 1slaticiligi iyi olmali, kisa
stirede etki etmeli, toksisitesi az olmali, allerjenik ve kanserojen etki gostermemeli, kokusu
kotli olmamali, in Vivo Ve in vitro etki mekanizmalart bilinmeli ve pahali olmamali ve etkili
olmalhidir (URL-3; Kiligturgay vd., 1996). Dezenfektanlar, mikroorganizmalar1 6ldiirme
veya etkisiz hale getirme gibi 6zelliklere sahip olmalidir. Bu nedenle dezenfektanlarin
kullanim asamasindaki 6nemli bir adim, dezenfektanin gerekli diizeyde biyosidal aktiviteye
sahip olmasidir. Denemelerde temas siiresi ve gerekli konsantrasyon gibi iki temel kriterle
ilgili verilerin saglanmasi gerekir. Bu veriler hem titiz hem de tekrarlanabilir testlere
dayanmalidir (Sandle, 2020). Calismamizda da kullanilan antimikrobiyal pestisitlerin
icerisinde yer alan dezenfektanlar giinlikk hayatta Onemli yere sahiptirler ve farkli

ozelliklerine gore siniflandirilmaktadirlar.

1.1.2.1. Etki Mekanizmalarina Gére Dezenfektanlar

1.1.2.1.1. Hiicre Zarma Etkili Dezenfektanlar

Hiicre zarmi etkileyen dezenfektanlar hiicre sitoplazma zarinin yapisini degistirerek
hiicrenin enerji metabolizmasinda degisikliklere neden olmaktadirlar (Kanra ve Ceyhun,
1985).

Yiizey Aktif Dezenfektanlar: Yiizey aktif dezenfektanlar iyonlagma 6zelliklerine gore
i¢ grup altinda incelenir. Benzalkonium kloriir katyonik guruba, sabunlar ve yag asitleri
anyonik guruba 6rnek olarak verilebilir. Noniyonik gurupta bulunan aktif maddeler ise
dezenfektan degil mekanik temizleyicilerdir (Kanra ve Ceyhun, 1985).

Fenoller: Fenoller hiicre zarimi pargalayarak hiicre yapisinin disari ¢ikmasina neden
olurlar. Ayrica hiicre proteinlerini denatiire ederler. Giiniimiizde daha az toksik olan alkil ve klor
tirevleri fenoliin yerini almistir. Alkil ve klor tiirevleri insanlar i¢in daha az toksik, dezenfektan
etkileri ise daha yiiksektir. Fenoliin alkil tiirevine krezol; klorlu tiirevine ise heksaklorofen 6rnek

olarak verilebilir (Kanra ve Ceyhun, 1985).



Organik Coziiciiler: En ¢ok kullanilan organik ¢oziicii alkol olup (Toéreci, 1990); eter
ve kloroform da bu guruba dahildir. Dezenfeksiyon amaciyla alkol kullaniminda %70’lik
konsantrasyon yeterlidir. Alkol, proteinlerin yapisini bozarak primer hale doniistiirtir. Sporlu

bakterilere ise etki etmemektedir.

1.1.2.1.2. Hiicre Proteinlerini Denatiire Eden Dezenfektanlar

Proteinlerin yapisin1 bozan dezenfektanlar, proteinlerin primer hale gelemesini saglayarak
rastgele sekil almalarina neden olmaktadirlar. Boylece bakterisit etki gosterirler. Bu gurupta yer
alan dezenfektanlar, alkaliler, asitler, alkoller ve diger organik ¢oziicii maddelerdir. Yine
hidroklorik asit, asetik asit, siilfiirik asit, borik asit ve propiyonik asit bu guruba dahil olan asitler
arasindadir (Toreci, 1990).

1.1.2.1.3. Mikroorganizma Enzimlerinin islevlerini Bozan Dezenfektanlar

Agir Metal Tuzlar: Civa, glimiis ve bakir gibi agir metallerin tuzlari, enzimlerin
stlfidril guruplar ile birlesmeleri sonucunda etkin hal almaktadirlar. Cerrahi antiseptik
olarak kullanilan merthiolate ile civa krom ayni zamanda deri dezenfektani olarak da
kullanilmaktadir. %1°lik Giimiis nitrat ¢ozeltisi de yeni dogan bebeklerde goz antiseptigi
olarak kullanilmasi gibi ¢esitli alanlarda kullanilirlar (Bilgehan, 1989).

Okside Ediciler: Oksitleyici etkileriyle kirleticilerin enzim aktivitesini bozan maddeler
arasinda ozon, hidrojen peroksit potasyum permanganat ile kuvvetli oksitleyici etkileri olan
halojenlerden klor ve klor vericiler, brom ve iyot bilesikleri bu gruptaki dezenfektanlardir.
Bunlarin arasinda klor ve ozon, sularin patojen mikroorganizmalardan arindirilmasi
amaciyla kullanilmaktadirlar (Bilgehan, 1989).

Alkilleyiciler: Bu gurupta yer alan formaldehit, yiiksek konsantrasyonlarda ¢ogu
mikroorganizma igin 6ldiiriiciidiir. Olii dokularda meydana gelebilecek bozulmalar belli bir
slire engellemek veya yavaglatmak amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Polietilen ve
etilen oksit ise araglarin sterilizasyonu i¢in kullanilmaktadir.

Niikleik Asit Uzerine Etkili Olanlar: Kristal viyole, malahit yesili, brillant yesili,
fuksin, metilen mavisi ve akridin gibi mikrobiyolojide kullanilan boyalar bu grup igerisinde

yer almaktadir. Bu boyalar bilesik olusturduklar1 niikleik asitlerin aktivitelerini bozarak



dezenfeksiyon etkisi olustururmaktadirlar. Metilen mavisi ve akridin boyalari, mukozanin

dezenfeksiyonunda da kullanilmaktadirlar (Bilgehan, 1989).

1.1.2.2. Etki Diizeylerine Gore Dezenfektanlar

Yiiksek Seviyeli Dezenfektanlar: Sporlarin pek ¢ogu dahil tiim mikroorganizmalar1 20
dakikadan daha az bir siirede oldiiren dezenfektanlar bu guruba girer. 10 saate kadar
varabilen uzun uygulama siiresi sonrasi bakteri sporlarmni oldiirebildikleri igin, yliksek
seviyeli dezenfektanlar olarak degerlendirilir. Bu guruba hidrojen peroksit (%6), formaldehit
(%3-8), sodyum hipoklorit (1000 ppm serbest klor), glutaraldehit (%2) ve perasetik asit
(%1’in altinda) gibi dezenfektan maddeler ve konsantrasyonlar1 6rnek verilebilir (Denyer
vd., 2004; Tiinger vd., 2005.)

Orta Seviyeli Dezenfektanlar: Bazi viriisler ve funguslar tizerinde etkili olmayan,
sporlar1 6ldiirme etkisi ¢ok az olan ancak Mycobacterium tuberculosis dahil tim vejetatif
bakterileri 6ldiirebilen dezenfektanlar bu gurupta yer alir. Ornek olarak etil veya izopropil
alkol (%60-90), fenol ve fenol bilesikleri (%0,4-5) ve iyodoforlar (30-50 ppm serbest iyot)
dezenfektan ve konsantrasyonlar1 bu gurubta bulunurlar (Denyer vd., 2004).

Diisiik Seviyeli Dezenfektanlar: Vejetatif bakterilerin birgogunu, bazi funguslar1 ve
uygun bir siirede (<10 dakika) bazi viriisleri oldiirebilen dezenfektanlardir. Etil veya
izopropil alkol (< %50), fenol ve fenol bilesikleri (%0.4-5), iyodoforlar (30-50 ppm serbest
iyot) ve sodyum hipoklorit (100 ppm serbest klor) bu guruba 6rnek verilir. (Tiinger vd.,
2005). Disiik seviyeli dezenfektanlar bakteri sporlar1 ve tiiberkiiloz basiline karst etkili

degildir.

1.1.2.3. Dezenfektanlarin Aktivitesini Etkileyen Etmenler

Kimyasal maddelerin mikroorganizmalar {izerindeki aktivitesini etkileyen gesitli
etmenler vardir:

Yogunluk: Dezenfektanlarin optimal yogunlugu vardir. Yogunluk ile dogru orantili
olarak artan antiseptik etkisi en uygun degere ulastiktan sonra etkide daha artis olmaz. Temas
stiresi, malzeme uyumlulugu ve biyosidal aktivite gibi faktorler konsantrasyon araliginin
ayarlanmasinda etkendir. Bir dezenfektanin seyreltme ve biyosidal aktivitesi arasindaki

iligki ne kadar yiiksek olursa, hiicreleri 6ldiirmek o kadar uzun siirer. Etikette yazan



kullanimindan daha diisiik konsantrasyonlarin o kadar etkili olmadigi gosterilmistir.
Ornegin, belirli bir konsantrasyon katsayisina sahip bir dezenfektan iki kat seyreltilirse,
hiicreleri 6ldiirmesi i¢in gereken siire nispeten iki katina ¢ikabilir. Dezenfektanlarin etkisi
konsantrasyona gore degisebilir ve 6rnegin bakterisidal (bakteri 6ldiiriicii) dezenfektanlar
asirt seyreltildiginde bakteriyostatik (bakteri biiylimesini durdurma) hale gelebilir. Kisaca
bircok kimyasal madde yiiksek yogunluklarda mikroorganizmalar igin Oldiiriicii etki
gosterirken, diisiik yogunluklarda mikroorganizmalarin g¢ogalmalarini engelleyici etki
gosterir. Bu da potansiyel olarak patojenlerin hayatta kalmasina ve sayilarinin artmasina izin
verebilir (Kiligturgay vd., 1996; Bilgehan, 2002; Denyer vd., 2004; Tiinger vd., 2005;
Sandle, 2020).

Etki Siiresi: Antimikrobiyallerin mikroorganizmalar iizerinde etkili olabilmesi i¢in
mikroorganizmalarin belirli bir siire boyunca bu kimyasallara maruz kalmasi gerekir. Bu
stire; ortamdaki nem’e, 1s1ya, antimikrobiyal maddenin yapisina, mikroorganizma tiiriine ve
sayisina, baglhidir (Kiligturgay vd., 1996; Bilgehan, 2002; Tiinger vd., 2005). Is1 seviyesi
artttkga maddenin soliisyondaki iyonizasyon miktari yani kimyasalin etkisi de artar
(Kiligturgay vd., 1996; Bilgehan, 2002; Denyer vd., 2004; Tiinger vd., 2005).

pH: Her dezenfektan i¢in optimal pH degeri vardir. Ortamin pH derecesi optimal
degerden uzaklastikga mikroorganizmalarin dezenfektana olan direngleri azaldigindan
dezenfektanin da etkisi artar (Kiligturgay vd., 1996; Bilgehan, 2002; Denyer vd., 2004;
Tiinger vd., 2005).

Ortamda Bulunan Organik Maddeler: Kan, serum, mukus, diski, doku artiklar1 vb. gibi
mikroorganizmalarin etrafini saran maddeler, dezenfektan madde ile temasi engelledikleri
ve ayrica ¢ogu kimyasal maddenin yapisim da bozduklarindan, 6zellikle proteinlerin
parcalanmas1 yolu ile etkili olan dezenfektanlarin etkilerinin azalmasma yol acarlar
(Kiligturgay vd., 1996; Bilgehan, 2002; Denyer vd., 2004; Tiinger vd., 2005).

Antagonistik Etki Gosteren Kimyasallar: Ortamda bulunabilecek baska kimyasal
maddeler dezenfektanla etkilesime girerek dezenfektanin etkisini ortadan kaldirabilirler.
Omegin demir kloriir ve karbon, fenoliin etkisini giderir (Kiligturgay vd., 1996; Bilgehan,
2002).

Yiizey Gerilimini Azaltict Maddelerin Varligi: Dezenfektanin 1slatma ve yayilma
yetenegini arttiran bu maddeler dezenfektanin mikroorganizmalarla daha kolay ve dogrudan

iliski kurmasini saglar (Kiligturgay vd., 1996; Bilgehan, 2002).



Ortamin Ozmotik Basmcimin Yiiksek Olmasi: Ortam ozmotik basinci yiiksekligi
nedeniyle mikroorganizmalar suyunu kaybedeceginden dezenfektana olan direngleri artar
(Kiligturgay vd., 1996; Bilgehan, 2002).

Mikroorganizmalara Bagli Etmenler: Dezenfektanlar, mikroorganizmalarin, tiiriine,
cinsine, yasam evresine ve miktarina gore farkli etkiler gosterebilmektedir. Ayni tiire ait
mikroorganizmalar bir dezenfektana ayni derecede duyarli olmayabilirler. Mikrobiyal
toplulukta dezenfektanlara ¢ok duyarli mikroorganizmalar olabilecegi gibi dezenfektanlarin
etki edemedigi direngli mutant suslar da bulunabilir (Kiligturgay vd., 1996; Bilgehan, 2002;
Tiinger vd., 2005).

Agir Metallerin Oligodinamik Etkisi: Gilimiis, bakir, altin gibi agir metaller
bulunduklar1 ortamlarda mikroorganizmalarin gogalmasini engelleyici ya da o6ldiiriicii etki
yapabilmektedirler. Bu etki metallerin ortama yayilan iyonlarinin etkisi ile olmaktadir
(Kiligturgay vd., 1996; Bilgehan, 2002).

1.2. Cahsmalarda Kullanilan Kimyasallar

Triklosan (TRC), kloroksilenol (PCMX), metilizotiazolinon (MIT) ve boraks (BRX)
tilketici Urtinlerinde antibakteriyel ve deodorant etkisi olarak yaygin olarak kullanilan
kimyasallardir. El sabunlarinda kullanilan bu kimyasallar, kanalizasyon sistemi ile karistig
sucul ortami etkilemektedir. Bozunmaya kars1 direngli olan bu kimyasallarin varligi hemen
hemen biitiin atik su karigan akarsularda tespit edilmistir (Bedoux vd., 2012; Carey ve
McNamara, 2015; Saleh vd., 2011). Ayrica bu kimyasallarin antibiyotik direncinin
yayginlagmasina sebep olabilecekleri de belirtilmistir (Carey ve McNamara, 2015; Saleh vd.,
2011). Ozellikle COVID-19 salgm siirecinde dezenfektanlarin kullanimi ve dolayistyla
cevresel agidan tasidigi risklerin 6nemi daha da artmigtir (Hora vd., 2020; Zheng vd., 2020).

1.2.1. Triklosan (TRC): Etki Mekanizmasi ve Kullanim Alanlari

[k olarak 1966 yilinda sentetik olarak laboratuvar ortaminda iiretilen TRC (2, 4, 41-
trichloro-21-hydroxy-diphenyl ether; C12H7Cl302), noniyonik, yagda ¢6ziinen, beyazimtrak,
kristalize, tatsiz ve kokusuz bir antimikrobiyal maddedir (Sekil 1). Molekiil agirlig1 289,536
g mol? olan TRC’nin erime sicaklig1 57+1°C ve kaynama sicakhig: da 120°C’dir (Glaser,
2004). Avrupa’da 1960’11 yillarin sonlarindan beri kisisel bakim iirtinlerinde, 1980°den sonra



iIse agiz bakim {iriinlerinde kullanilmaya baslanmistir. Avrupa Toplulugu Kozmetik
Yonergesi kozmetik iriinler igerisine1989 yilindan itibaren %03 seviyesine kadar TRC
katilmasina miisade etmektedir. 1990’larin ortalarindan itibaren Amerikan Gida ve ilag
Dairesi (FDA)’nin izniyle Amerika Birlesik Devletleri’nde de kullanilmaya baslanmistir
(Glaser, 2004; Rodricks vd., 2010).

Sekil 1. Triklosan’in (TRC) Molekiiler Yapisi

TRC, bakteri RNA’sin1, sitoplazmik zari, yag asidi ve protein sentezini olumsuz
etkileyerek antimikrobiyal etki gostermektedir (Bhargava ve Leonard, 1996; Senel vd.,
2016). Lipid sentezini, mikroorganizmaya ait Enoyl-Acyl rediiktaz enzimini bloke ederek
engellemekte ve maruz birakilan mikroorganizmanin gelismesini ve béliinerek gogalmasini
bu sekilde engellemektedir (Fan vd., 2002; McMurry vd., 1998; Levy vd., 1999). Gram
pozitif ve gram negatif bakterilerin hiicre duvarina zarar veren TRC gram pozitif bakterilere
kars1 daha etkilidir. Yiiksek dozlar1 bakterisidal etkiye sahip olan TRC’in diisiik dozlar ise
kisa siireli ve orta derecede bakteriyostatik etki gostermektedir. Bu etki ancak uzun siireli
maruziyet ile olusabilmektedir. Mycobacterium tuberculosis tiirlerine, bakteri sporlarina ve
viriislere kars1 etkisi diisiik olan TRC’nin %]1’lik konsantrasyonlari metisiline direngli
Staphylococcus aureus suslarina karsi etkilidir. Mayalara kars1 yiiksek, Aspergillus gibi kiif
mantarlarina karsi ise diisiik etkinlige sahiptir (Fang vd., 2010; Albay, 2005). Memeliler
tizerinde ise toksik etkisi olmadigi kabul edilmektedir (Bhargava ve Leonard, 1996).

40 yildan fazladir yaygin olarak kullanilan TRC, giinliik hayatta; kozmetik {irtinler,
deodorantlar, kisisel bakim firiinleri, sabunlar, dis macunlari, mutfak esyalari, temizlik
bezleri, ilkyardim malzemeleri, bilgisayar donanimlari, giysiler, el jelleri, yatak pedleri ve
oyuncaklar1 gibi birgok {iiriiniin yapisina, bakterileri yok etme amaciyla katilmaktadir
(Glaser, 2004; Perencevich vd., 2001). Bir miktar antiviral ve antifungal aktiviteye sahip
olan TRC ayni1 zamanda fenoksifenol sinifi antimikrobiyaldir (Bhargava ve Leonard, 1996).
TRC, kullanildigi cilt veya herhangi baska bir yiizey lizerinde temizleme islemi sonrasi

kalabilmekte ve uzun siireli antimikrobiyal etki saglamaktadir. Ornegin TRC igeren bir iiriinle
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el yitkama sonrasi1 mikroplara karsi uzun siireli koruma saglanmig olur. Ancak normal bir sabunla
yikama sonrasi ciltteki mikrop miktarinda kisa siireligine bir azalma olsa da herhangi bir temas
sonras1 mikroplar tekrar cilde tasinir.

2006 yil1 verilerine gore yilda yaklasik 450 ton olan TRC tiiketiminin %85’inin kisisel
bakim tiriinlerinde, %10’ unun plastiklerde ve gidalarla temas eden iirtinlerde, %5 inin ise tekstil
tirlinlerinde kullanildig: belirtilmektedir (European Commission, 2009). FDA ise tezgah iistii
ilag olarak degerlendirdigi TRC’nin el sabunlari, dis macunlari, ¢amasir deterjanlari,
yumusaticilar, yaralar i¢in antiseptikler ve tibbi aletlerde kullanimina izin vermistir. Ancak
FDA tarafindan, 6 Eyliil 2016’da TRC’nin sabun ve buna benzer iiriinlerden ¢ikarilmasi
karar1 alimmustir (Fang vd., 2010; Ruszkiewicz vd., 2017).

Yaygin kullanima sahip TRC, kanalizasyon sularina karisarak ulastigi ortamlarda
cevresel kirlilige neden olmaktadir. Bu durum i¢gme suyu, ylizey suyu ve atik su gibi sucul
ekosistemlerin kontaminasyonuyla sonuglanmakta (Fang vd., 2010) ve ozellikle sucul
organizmalarin yasamasi i¢in 6nemli ortamlardan olan sulak alanlardaki su kalitesini
olumsuz yonde etkilemektedir (Halden, 2014). Su, atik su, toprak ve sediment igerisinde
TRC varhigi tespit edilmistir (Bedoux vd., 2012; Mavri vd., 2012). Lipofilik olan bu
kimyasal, kalict c¢evresel kirleticidir. Bu nedenle yiiksek bir biyobirikim riski
olusturmaktadir. Ozellikle evsel atik sularmn mansabindaki sucul ortamda bulunan sucul
organizmalar tizerinde toksik etkiler gostermektedir (Brausch ve Rand, 2011). TRC’nin
varligi, bir¢cok balik tiirlinde ve yiizey sularinda tespit edilmistir (Benotti vd., 2009;
Dougherty vd., 2010). Birden fazla bakteri tiirinde TRC’ye karsi antibiyotik direnci
bulunduguna dair laboratuar kanitlar1 elde edilmistir. (Aiello vd., 2004, 2005). Ancak
cevresel ortamda antibiyotik direnci olugsmasinin sebebinin TRC igerikli sabun kullaniminin
artisi ile iliskili olup olmadigina dair yeterli calisma bulunmamaktadir. TRC’nin, gevresel
etkilerinden dolay1 sabunlardan ve diger tirlinlerden kademeli olarak kaldirilmas: (Fang vd.,
2010) sonrasinda daha giivenli alternatifler olarak kabul edilen Kloroksilenol (PCMX) ve
farkli sentetik bilesikler kullanilmaya baglanmistir (Sreevidya vd., 2018).

1.2.2. Kloroksilenol (PCMX): Etki Mekanizmasi ve Kullanim Alanlar

Kloroksilenol (4-chloro-3,5-dimethylphenol; CgHoCIO), parachlorometaxylenol
(PCMX) olarak da adlandirilan, fenol igeren ve benzen (CeHs) halkasina ikame edilmis bir
Klorlu ksilenol maddedir (Sekil 2). Hidrofobik 6l¢iim katsayisi [log oktanol-su dagilim
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katsayis1 (KOW)] 3,3 olan kloroksilenol orta derecede hidrofobiktir (USEPA, 2019a). 1k
olarak Avrupa’da 1920’lerin sonlarinda gelistirilen kloroksilenol, ABD’de 1950’lerden beri
kullanilmaktadir (Larson vd., 1986).

PCMX, proteinleri denatiire etmesi ve hiicre duvarimin yapisimi degistirerek bakteri
enzimlerini inaktive etmesiyle bakterileri, algleri ve mantarlari hedef alan topikal bir
antiseptik olarak uzun siiredir kullanilmaktadir (USEPA, 1994). Gram-pozitif bakterilere
kars1 etkisi yiiksek; gram-negatif bakterilere, mantarlara ve bazi viriislere kars1 ise etkisi
nispeten disiiktiir. Etilendiamintetraasetik asitin (EDTA) Pseudomonas tiirlerinin hiicre
duvarindaki metal iyonlarina baglanmasi nedeniyle, PCMX’in &zellikle gram-negatif olan
Pseudomonas tiirlerine ve diger patojenlere karsi etkinligi, EDTA ilavesiyle
artirilabilmektedir. PCMX antibakteriyal etkinin yaninda mantar, alg ve viriislere kars1 da
etkilidir. Singapur'daki Ulusal Cevre Ajansi (NEA)’nin hazirladig: listeye gore, yeni bir
koronaviris tiirii olan siddetli akut solunum sendromu koronaviriis 2'nin (SARS-CoV-2)
neden oldugu kiiresel salgin nedeniyle bir¢ok kozmetik ve ev kimyasalinin yapisina, viriise
kars1 etkili aktif madde olarak %0,12 konsantrasyonda PCMX katilmistir ((URL-4); ljaz
vd.,2020; Neerukonda ve Katneni, 2020; Wu vd., 2020).

PCMX'in antimikrobiyal etkisi orta diizeydedir, birka¢ saat boyunca kaliciligini
stirdiiriir ve aktivitesi ortamdaki organik madde varligindan ¢ok az etkilenir. PCMX bazik
ortamda aktiftir ancak noniyonik yiizey aktif maddeler tarafindan nétralize edilir (Larson,
1988). Kloroksilenoliin sudaki kimyasal par¢alanmasi ise diger fenol tiirevlerine gére daha

yavas gerceklesmektedir (Pauli ve Franke, 1983).

ClI

OH

Sekil 2. Kloroksilenol (PCMX) 'un Molekiiler Yapisi

PCMX, antimikrobiyal madde olarak, boyalarda, yapistirrct maddelerde,
emiilsiyonlarda, ve yikama tanklarinda bakteri, alg ve mantarlar1 kontrol etmek amaciyla
kullanilmaktadir. Antibakteriyel sivi sabunlar, ev antiseptikleri, merhemler, kremler ve ilagh
vazelinlerde ise daha yaygin kullanilmaktadir (Bruch, 1996; Aly ve Malbach, 1988).
PCMX'in toksisitesi, etkiledigi tiire ve test kosullarina bagli olarak degismektedir. Tatli su
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baliklar1 PCMX'e ¢ok duyarliyken, sucul omurgasizlar orta derecede etkilenmektedir (EPA,
1994). PCMX deriden emilerek bazi alerjik reaksiyonlara sebep olabilmektedir (URL-5).
PCMX cildi ve gozii tahris edebilir ve tekrarlayan oral ve dermal maruziyet sonrasinda kan
hiicrelerini de etkileyebilmektedir (Guess ve Bruch, 1986). Biyolojik olarak parcalanabilen
PCMXin biyobirikim yaptig1 tespit edilememistir (Saarikoski ve Viluksela, 1982; USEPA,
2019Db).

PCMX’in ¢evreye olan zararli etkisi, attk su aritma tesislerinden, o0zonlama,
ultraviyole 1sinlama ve termal olarak aktiflestirilmis persiilfatin kullanildigi ileri bir
oksidasyon siireci de dahil olmak {iizere birgok yaygin fizikokimyasal yontemlerin
kullanimiyla elimine edilebilmektedir. (Wu vd., 2020; Li vd., 2020; Sun vd., 2019). Bu
yontemlerin verimliligine ragmen maliyet, cok sayida kimyasal ¢6ziicii kullanim1 ve zararli
yan iriinlerin olusumu gibi baz1 dezavantajlarindan dolayi, ucuz ve dogal olan biyolojik
yontemler PCMX doniisiimiinde de kullanilabilmektedir (Caraccilo vd., 2015). PCMX’in
kloroksilenolun genotoksik ve karsinojenik etkileri konusundaki veriler ise yetersiz
diizeydedir (Yost vd., 2016).

1.2.3. Metiloizotiazolinon (MIT): Etki Mekanizmasi ve Kullanim Alanlari

Bir biyosit olan metiloizotiazolinon (MIT; 2-methyl-4-isothiazolinone-3-one;
C4HsNOS) (Sekil 3) birgok iiriinde kullanilmaktadir (Collier vd., 1990). 1970’lerden beri
kullanilan (MIT), bakteri, viriis ve protozoanlarin biiyiimelerini yavaglatir; mantarlarin da
biiylime ve iireme kabiliyetlerini kisitlayarak antifungal etki gosterir (URL-6; de Groot ve
Herxheimer, 1989; Menne ve Hospital, 1999). 1980’lerden itibaren cesitli endiistriyel
uygulamalarda, kozmetik, tuvalet malzemeleri gibi tirinlerde gram-pozitif ve gram-negatif
bakteriler ile mantarlar ve mayalara karsi koruyucu olarak kullanilmistir (Menne ve
Hospital, 1999). Yine 1980’lerden itibaren MIT ve klorometilizotiazolinon (CMIT) karisimi
olan ve Kathon CG olarak isimlendirilen ticari iiriin Avrupa ve Amerika’da dermatit
vakalarinda artiglara sebebiyet vermistir (de Groot ve Herxheimer, 1989; Castanedo ve
Tardana, 2013). Ayrica Kathon CG’ nin maksimum dozu, alerjik reaksiyonlara sebep oldugu
i¢in kullanimu kisitlanmustir (Schwensen vd., 2017; Urwin ve Wilkinson, 2013; Gameiro vd.,
2014). Avrupa Komisyonu, viicutta ve sagta belli bir siire bekletilen kozmetik {irlinlerinde
MIT kullanimini 2017 yilinda yasaklamis ve 2018’de ise durulanan viicut bakim iirtinlerinde

MIT kullanimini 15 ppm ile sinirlandirmistir (Schwensen ve Johansen, 2020). MIT e kronik
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olarak maruz kalma sinir sistemine zarar verebilir, DNA hasarina neden olabilir ve enzim
aktivitesini etkileyebilir (Du vd., 2002). Kanalizasyon aritma tesislerinde yasayan yararli
mikroorganizmalar i¢in MIT gibi biyositlerin yiiksek konsantrasyonlar1 tehlikeli
olabilmektedir (Rafoth vd., 2007).

O
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Sekil 3. Metiloizotiazolinon (MIT)'un Molekiiler Yapisi

MIT giiniimiizde; el, yliz ve viicut losyon ve kremleri, nemlendiriciler, bronzlastirici
losyonlar, sampuanlar (Uter vd., 2014; Le Hoa vd., 2019), bazi durulama iriinleri,
deterjanlar (Yazar vd., 2011), oda spreyleri (Park ve Kwon, 2016), tuvalet kagitlari, 1slak
mendiller (Gardner vd., 2010; Chang ve Nakrani, 2014) gibi iriinlerde yaygin olarak
kullanilan ev tipi bir biyosit ve koruyucudur (Du vd., 2002; Collier vd., 1990). Bununla
birlikte; metal isleme sivilart (Aerts vd., 2017; Geier ve Lessmann, 2020), su ve yag bazl
duvar boyalari, ahsap koruyucular (Goodier vd. 2018; Wang vd., 2020) ve gida
paketlemesinde kullanilan kagitlar gibi iiriinlerde (Lin vd., 2010), sogutma suyu sistemleri,
yakit depolama tanklari, kagit hamuru ve kagit fabrikasi ve petrol ¢ikarma gibi sistemlerde
de endiistriyel bir biyosit olarak kullanilmaktadir (USEPA, 1998). Bitkilerin
yetistirilmesinde kullanilan farkli agar ortamlarinda kullanilan bitki koruma karisiminda
%0,05-%0,1 oranlarinda MIT ve CMIT bulunmaktadir (Niedz, 1998). CMIT, BIT ve MIT
Escherichia coli ve Schizosaccharomyces pombe tizerinde de biyosidal etki gosterir (Collier
vd., 1990). Ayrica sucul sistemlerde mantarlari, balgik olusturan bakterileri ve algleri kontrol
etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bir¢ok iirlinde yaygin olarak kullanilan
izotiazolinonlar, atik sularda ve yiizey sularinda siklikla tespit edilmektedir (Voulvoulis vd.,
2002; Bollmann vd., 2017; Li, 2019).
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1.2.4. Boraks (BRX): Etki Mekanizmasi ve Kullamim Alanlari

Bor, periyodik cetvelde “B” simgesiyle temsil edilen, atom agirligi 10,81, atom
numarasi 5, yogunlugu 2,84 g cm?, ergime noktas1 2190°C ve kaynama noktas1 2.550°C
olan, yar1 iletken bir elementtir. Boraks (BRX) ise su, oksijen, sodyum ve bordan meydana
gelen ve sodyum borat olarak da bilinen bir bilesiktir. BRX’in kimyasal formiilii
Na2B407.10H20 (Sekil 4) olarak yazilir ve sularda sodyum borat veya borik asit (HsBO3)
olarak bulunur (Staff, 2008). BRX ¢evrede dogal olarak olusan ve diisiik konsantrasyonlarda
bulunan bir kimyasaldir (EPA, 1998).

Bitkilerin beslenme fonksiyonlarinda hayati oneme sahip bir madde olan bor,
hayvanlarin biiyime ve gelisiminde de rol oynar. Bununla birlikte bitkilerin hayat
dongiistindeki rolii bilinen borun, hayvan hiicrelerindeki fonksiyonlari hakkindaki bilgiler
smirhidir. Antiseptik ve antifungal etkisiyle mantar olusumunu 6nleyen ve bu sayede koku
gideren ve kiiflenmeyi Onleyen dogal bir dezenfektan olan BRX, 1950 yilindan sonra
gidalarda koruyucu olarak kullanilmaya baslanmistir (Hildebrand, 1982). Boraks,
mikroorganizmalarin fosfat metabolizmalarinda rol alan enzimleri engelleyerek etkisini
gostermektedir. Streptokok ve stafilokoklara karsi diisiik bakteriyostatik etki gosterir.
Viicutta kisa siirede emilen fakat disar1 atilmasi uzun siirede gerceklesen BRX’1n kopeklerde
diisiik dozlarda zehir etkisi yaptig1 saptanmistir. Giiniimzde gidalara koruyucu madde olarak
ilave edilmemesinin sebebi de bu zehirlilik etkisidir. Buna ragmen havyar tireten bazi
iilkelerde BRX 4 g kg miktarinda kullanimina izin verilmektedir (URL-7).

Insan kaninda 15,3-79,5 ng ml* oraninda bulunan borun %98,4’ii borik asit seklinde,
%1,6’s1 ise borat anyonu seklindedir (Devirian, 2003). BRX’in toksisitesi nedeniyle, epilepsi
nobet bozukluklari, sinirlilik ve gastrointestinal rahatsizliklar goriilebilir. En sik goriilen
bulgular arasinda beyin ve beyin zarinda gozlenen 6dem ve konjesyon olup, karaciger
biiylimesi, damar tikaniklig1, viicut yagi degisimi, siskinlik ve hiicrelerde fazla miktarda su
birikimi de goriilmektedir (Linden vd., 1986; Litovitz vd., 1988; Penland, 1994). Borik asit,
boraks, tileksit ve kolemanit gibi bor bilesiklerinin insan kaninda herhangi bir DNA hasari
yapmadan antioksidan enzim aktivitesini degistirdigi goriilmiistir (Tirkez vd., 2007).

Balik gibi suda yasayan organizmalar sudaki BRX varligmma karsi ¢ok hassastir
(Schoderboeck vd., 2011). Sudaki organizmalar ig¢in toksik olan BRX’m toksik
konsantrasyonu, tiire ve test kosullarina bagli olarak genis bir aralikta degisim

gostermektedir (Loewengart, 2001; Schoderboeck vd., 2011).
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Sekil 4. Boraks (BRX)’1in Molekiiler Yapisi

BRX kaynak islerinde eritici ve pas Onleyici olarak, lehimleme isleminde, camasir
agartmasinda, suyun sertligini gidermede, sabun ve deterjan igeriklerinde, fotograf¢ilik,
matbaacilik, porselen mineleme, cam elyaflarinda, kirilmaz borosilikat cam {iretimi, tekstil
boyalari, kagit sanayi, niikleer alan, savunma sanayii ve jet-roket yakitlarinda
kullanilmaktadir. BRX’in antifiriz ve herbisit olarak da kullanimi mevcuttur (Hildebrand,
1982). Ayrica, yalitim malzemelerinde yaygin kullanan borik asit, boraks ve diger bor igeren
bilesiklerin kullaniminin yani sira, yanma olaylarinda alevlenmeyi geciktirici olarak da
kullanilmaktadirlar (Pleus vd., 2018). Yaygin kullanimi nedeniyle c¢evresel bir kirletici
haline gelmesine ragmen bir¢ok canli organizma i¢in ¢ok 6nemli bir besin maddesidir (Topal

vd., 2016).

1.3. Toksisite Calismalari

Giinliik hayatta kullanilan kimyasal maddelerin toksisitesi iizerine yapilmis ¢aligmalar
canlilar {izerindeki toksik etkilerinin ve toksik etkilerinin goriilmeyecegi dozlarinin
belirlenmesi, toksik maddelerin zararli etkilerinin, atiklarin ve alict ortamlarin izlenmesi,
besin zincirinin st seviyesindeki canlilarin  korunmasi, toksik maddelerin canlilar
tizerindeki uyarici etkilerinin, biyolojik birikimlerinin tespit edilmesi ve baliklarda tireme
biyolojisine etkilerinin degerlendirilmesinde 6nem arz etmektedir (Nowak, 1992; Arnold
vd., 1996; Klauning, 2000; Leblond vd., 2001; Kocabas vd., 2022; 2021; Kocabas Kutluyer
vd., 2022a,b, 2018a,b; Ake¢a vd., 2021). Bu ¢alismalarda; yiizme kabiliyeti, ireme, organ
aktiviteleri, 6lim ve histolojik-biyokimyasal degisiklikler incelenmektedir. Denemelerde
tek bir kirletici kimyasal kullanilabilecegi gibi birden fazla madde igeren karigimlar da
kullanilabilmektedir (Laufer ve Nation, 1999). Bu ¢alismalarda kimyasala uzun siireli maruz
kalma durumuna bagh toksik etkilerin tespiti i¢in deneyin yapildig1 siire igerisinde tiim

guruplar aym oOzellikteki maddelere ayni ortam sartlar1 altinda maruz birakilmalar
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gerekmektedir (Altinok vd., 2011). Ayrica toksik etki olusturdugu bilinen kimyasal
maddenin, pozitif kontrol gurubunda denenmesi ve deneyin saglikli sekilde islediginin test
edilmesi de gerekmektedir (Saygi vd., 1991). Toksik madde disindaki faktorlerin etkilerinin
belirlenmesi amaciyla testlerde kontrol gurubu da olmalidir. Toksik maddenin
¢Oziindiiriilmesi i¢in kullanilacak ¢6ziicii maddelerin muhtemel toksik etkileri de dikkate
almmalidir (EPA, 1993; Unsal, 1998; Altinok, 2004).

Toksisite testleri; siiresi, ortam, toksik madde ilavesi ve amacglarina gore farklh
kategorilere ayrilabilir. Siirelerine gore testler, akut ve kronik olmak tiizere iki guruba
ayrilmaktadir. 24, 48, 72 ve 96 saat siiren testler akut toksikolojik testlerdir. Kronik testler
ise genellikle bir hafta ile bir ay arasinda siirer fakat daha uzun siire de uygulanabilmektedir.
Kronik testlerde genellikle farkli dozdaki toksik maddenin deney organizmalarinin iireme ve
gelisimlerine etkileri incelenmektedir (FAO, 1987; Unsal, 1998).

Antimikrobiyal kimyasallarin yaygin kullanimi nedeniyle bu kirleticilerin baliklar
tizerindeki hiicresel ve molekiiler etkilerinin degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu
kimyasallarin insan tizerindeki etkilerine odaklanan yeterli sayida toksikolojik caligma
olmasina ragmen sucul ekosistemler lizerindeki etkileri tam olarak aydinlatilamamistir
(Levy, 2002; Pirard vd., 2012).

Sucul ortam toksisite ¢aligmalari deney ortamina toksik madde ilave edilme yontemine
gore; statik, yari statik ve siirekli akis sistemli olmak {izere ii¢ guruba ayrilmaktadir. Statik
testlerde deney organizmalari deney ortamina birakildiktan sonra galisma boyunca herhangi
bir degisiklik yapilmamaktadir. Metabolik atiklarin su kalitesinde meydana getirecegi
olumsuzluklari minimize etmek i¢in, 96 saat ve altindaki siirelerde uygulanmaktadir. Yari
statik testlerde ise deney ortami belirli zaman araliklariyla yenilenmektedir. Ortam
yenilenmesinin sikligi kullanilan toksik madde ve deney organizmast tiiriine gore degisiklik
gostermektedir. Yar statik testlerde uygulanan ortam yenilemesi sayesinde metabolizma
atiklar1 ve diger etkenlerin su kalitesi lizerindeki olumsuz etkileri ortadan kalkmaktadir.
Siirekli akis sistemli denemelerde su giris ve ¢ikisinin ortami siirekli yenilemesi sayesinde
metabolik atiklarin su kalitesine etkisi olmamaktadir. Stirekli akis sistemli ortamlar dogal
sartlarin en iyi sekilde temsil edildigi ortamlar olup, genellikle kisa siireli toksik deneyler
i¢in tercih edilmektedir (FAO, 1987; Unsal, 1998).
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1.3.1. Toksisite Calismalarda Deney Organizmalarinin Se¢imi

Test tipi ve test organizmasinin uygunlugu, toksikolojik testlerden dogru sonuglar elde
etmek i¢in ¢ok onemlidir (Rand, 1995). Deney organizmasi olarak ekosistemi temsil eden,
ekolojik ve ekonomik 6neme sahip, temini kolay, say1 olarak yeterli, uygun biiyiikliikte,
laboratuvar ¢alismalarina adaptasyon kabiliyeti yiiksek ve kiiltiirii yapilabilen organizmalar
tercih edilmelidir. Tiirlerin biyolojileri, ortam gereksinimleri (tuzluluk, pH, sicaklik vb),
besin zincirindeki yeri, ekonomik énemi ve en hassas evresi bilinmelidir (Greenberg vd.,
1985; Rand, 1995; Atamanalp, 2004).

Akuatik toksikolojide kullanilacak olan deney organizmalari dogal ortamdan
yakalama, ireticilerden satin alma veya laboratuvar, kulugckahane gibi yapay ortam
kosullarinda tiretme ile temin edilebilmektedir (Atamanalp, 2004). Akuatik toksikolojide
kullanilacak deney organizmasi tiirii daha ¢ok aragtirmanin amacina baglidir ve omurgalilar
igerisinde baliklar temel gurubu olusturmaktadir. Gokkusagi alabaligi, sazan tiirleri, Japon
baligi, giines baligi, kanal kedi baligi, dikence, zebra ve lepistes baliklar1 toksikolojik testlerde
yaygin olarak kullanilan balik tiirleridir. Akuatik toksikoloji testlerinde kullanilan diger bazi
organizmalar ise; bakteri, alg, yiiksek yapili bitkiler, protozoa, sélentera, rotifer, krustasea,
annelidler, su bocekleri ve yumusakgalardir (Pascoe ve Edwards, 1989).

Calismamizda, ortam kosullarina c¢ok iyi uyum saglamasi, aktif yem almasi ve yem
degerlendirme oraninin iyi olmasi, hizli biiytime gostermesi ve kulucka siiresinin diger alabalik

tiirlerine gore daha kisa olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle, gokkusag: alabalig: tercih edilmistir.

1.3.2. Gokkusag1 Alabahg:

Gokkusagr alabaligi (Oncorhynchus mykiss), Salmoniformes takiminin tek familyasi olan
Salmonidae familyasinin iiyesi olup (Tablo 1), diinyada ve Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen
tiirlerden birisidir. 1836 yilinda Colombia Irmagi’nda Richardson tarafindan saptanan ve Salmo
gairdneri adi verilen gokkusagr alabaligi (Celikkale, 1982; Akbulut, vd., 1999), 1988 yilinda
Kamchatka alabalig1 (Salmo mykiss) ile ayni tiir oldugu anlasildigindan, tiir adi mykiss adinin,
Pasifik alabalig1 ve salmonu ile Atlantik alabalig1 ve salmonundan ayirt edilebilmesi amaciyla
da Salmo yerine Oncorhynchus cins admimn kullanilmast Amerika Balik¢ilik Dernegi Balik

Isimleri Komitesi tarafindan uygun gériilmiistiir (Akbulut, vd., 1999).
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Tablo 1. Gokkusagi alabaliginin taksonomisi

Alem Vertebrata

Altalem Pisces

Sinif Osteichtyes

Takim Salmoniformes

Aile Salmonidae

Cins Oncorhynchus

Tiir Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1972)

Gokkusagr alabaliginin kiiltiir ortaminda iiretilmesi ilk kez 1912 yilinda Norveg'te
gerceklestirilmistir. Tiirkiye’de alabalik yetistiriciligi 1970’li yillarda baslamis ve hizli bir
biiylime gostermistir. 1990’11 yillara kadar geleneksel alabalik yetistiriciligi yontemi (beton
ve toprak havuzlarda) uygulanmistir (Akbulut, vd., 1999). Su anda iilkemizin hemen her
bolgesinde farkli su kaynaklarinda (kaynak sulari, akarsu, baraj, deniz) alabalik yetistiriciligi
yayginlasmistir (Emre, 1998). Ulkemizde alabalik yetistiriciligi 199011 yillarda 3000-4000
ton yil'! iken bugiin hem i¢ sularda hem de denizlerde iiretim yapilabilmekte ve 2021
verilerine gore i¢ sularda 135732 ton yil* ve denizde 31554 ton yil™ alabalik iiretilmektedir.
Hem i¢ sularda hem de denizde gerceklestirilen alabalik iiretiminin tamamina yakinini
gdkkusag alabalig1 olusturmaktadir. (TUIK, 2022).

1.3.3. Toksisite Calismalarinda Su Kalitesi

Toksisite calismalarinda denemelerin yapilacagi su ortamindaki ¢6ziinmiis oksijen
miktari, su sicakligi, pH, alkalinite ve sertlik gibi fiziksel ve kimyasal parametrelerinin bilinmesi
gerekmektedir. Ozellikle su sicakligi ve ¢dziinmiis oksijen miktar1 deney organizmasinin
gereksinimlerine uygun olmalidir. Deney ortami su sicakligindaki dalgalanmalar +£2°C’yi
gecmemeli ve ¢ziinmiis oksijen miktar: da deney organizmasinin tolerans sinirinin (genellikle
4 mg L?) altina diismemelidir. Denemelerde suyun pH ve alkalinite parametrelerindeki
degisiklikler, sonuglarin tekrarlanabilirligini tehlikeye attig1 gibi sonuglarn hatali olmasina da

neden olabilmektedir (FAO, 1987).
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1.4. Histoloji

Histoloji yunanca histo (doku) ve logos (bilim) kelimelerinin bir araya gelmesiyle
olusan ve Tiirk¢e karsiligi “doku bilimi” olan bilim dalidir (Junqueira ve Carneiro, 1983;
Firidin, 2004). Bu bilim dali canliy1 olusturan elemanlarin yapisin1 mikroskobik diizeyde
incelemektedir. Bunun i¢in organizmadan alinan dokularin belirli islemlere tabi tutularak
mikroskop altinda incelenecek hale getirilmesi gerekmektedir. Yapilan igslemler biitiiniine
“histolojik teknik” ad1 verilmektedir (Esrefoglu, 2017).

Dokular ¢esitli hiicrelerden ve hiicrelerin doku seklinde organize olmasina yardime1
olan hiicre dig1 matriks arasindaki iliskilerden olusmaktadir. Organlarin ¢ogu birkag dokunun
bir araya gelmesiyle olusmaktadir. Doku biinyesindeki hiicre ve matriks bilesenlerin kiiglik
boyutta olmasi nedeniyle mikroskop kullanimi histolojik ¢alismalarin ayrilmaz bir pargasidir
(Junqueira ve Carneiro, 1983). Histolojik c¢alismanin amacina gore farkli 6zellikteki
mikroskoplar (1s1k mikroskobu, floresan mikroskop, faz kontrast mikroskop, polarizasyon
mikroskobu, elektron mikroskobu gibi) kullanilmaktadir (Esrefoglu, 2017).

Histolojik ¢aligmalarda dokularin takibi ve yapilmasi gereken islemler yedi asamadan
olugsmaktadir. Bunlar fiksasyon, suyunu alma, saydamlastirma, parafinizasyon, blok

hazirlama, kesit hazirlama, boyama islemleridir (Firidin, 2004).

1.4.1. Fiksasyon (Tespit)

Fiksasyon canlidan alinan dokularin canlidaki durumlarina en yakin halde tutulmasi
olarak tanimlanabilir. Fiksasyon ile hiicre metabolizmasimin durdurulmas: ve enzimatik
faaliyetlerin dokulara zarar vermesinin engellenmesi saglanmaktadir. Ayrica bakteri, viris,
mantar gibi mikroorganizmalar ortadan uzaklastirilmis olur. Doku orneginin bozulmaya
mahal vermeyecek sekilde hizli alinmasi ve fikse edilmesi, histolojik ¢alisma yapilacak
orneklerin temininde dikkat edilmesi gereken 6nemli faktorlerdendir.

Fiksasyon isleminde ¢esitli amaglara gore farkli soliisyonlar kullanilmakta olup bu
maddelere fiksatif denilmektedir (Esrefoglu, 2017). En iyi fiksatiflerden birisi tamponlanmig
izotonik i¢inde hazirlanan %10’luk formaldehit ¢6zeltisidir (Junqueira ve Carneiro, 1983;
Esrefoglu, 2017). Formaldehit disinda; gluteraldehit, etanol, bouin ve zenker soliisyonlari da
kullanilabilmektedir. Calisilan dokunun &zelligine bagli olarak uygun soliisyon seg¢imi

yapilmalidir. Ornegin yag miktar1 fazla olan dokularin tespitinde alkol soliisyonu tercih
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edilmemelidir. Ideal bir fiksasyon i¢in doku hacminin 10 kat1 miktarda fiksasyon soliisyonu
kullanilmalidir (Firidin, 2004).

1.4.2. Suyunu Alma (Dehidratasyon)

Dokulardan mikroskobik degerlendirmede kullanilabilecek ince kesitler alinabilmesi
icin dokularin yeterince sertlestirilmesi gerekmektedir. Sertlestirme i¢in fikse edilmis doku
icerisindeki suyun yerini alkoliin almasi saglanmaktadir. Bunun i¢in doku %70-%100
araliginda etanol igeren bir seri alkol muamelesine tabi tutulmaktadir. Daha sonra alkol
yerine ksilol ve en son olarak ksilol yerine parafin niifuz etmesi saglanmaktadir. Her bir
asamanin siiresi ¢aligilan dokunun tiiriine ve boyama yontemine gore degismekte olup 15 dk

ile 1 saat arasinda stirmektedir (Firidin, 2004; Esrefoglu, 2017).

1.4.3. Saydamlastirma

Dehidratasyon asamasinda alkolle yer degistiren ksilen, dokulardaki yaglar eriterek
dokunun seffaflasmasini saglamaktadir (Firidin, 2004; Esrefoglu, 2017). Bu asamanin siiresi

dokunun 6zelligine bagli olarak degismektedir.

1.4.4. Parafinizasyon

Seffaf hale getirilen dokudan istenilen kalinlikta kesitler alinabilmesi i¢in doku, uygun
bir ortama yerlestirilmelidir. Isik mikroskobu ile takip i¢in parafin, elektron mikroskobu ile
takip icin araldin veya epon kullanilmaktadir (Esrefoglu, 2017). Parafinizasyon asamasinda,
etiivde 58-65°C sicakliktaki parafin iginde 2-3 saat bekletilen dokulardaki ksilol yerine
parafin gegmektedir (Junqueira ve Carneiro, 1983; Firidin, 2004; Esrefoglu, 2017).

1.4.5. Blok hazirlama

Etiivden ¢ikarilan ve parafinin oda sicakliginda donmasi nedeniyle sertlesen dokular
kesilecek yiizleri alta gelecek sekilde bloklara yerlestirilerek tamamen parafinle
kaplanmaktadir. Bu sekilde hazirlanan bloklar soguduktan sonra kesit alma islemi igin hazir

hale gelmektedir (Junqueira ve Carneiro, 1983; Firidin, 2004; Esrefoglu, 2017).
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1.4.6. Kesit Hazirlama

Parafin bloklardan mikrotom cihaziyla elde edilen 1-7 pm kalinligindaki kesitler 35-
40°C sicakliktaki suya atilarak kesilme sirasinda kivrilan dokunun diizgiinlestirilmesi
saglanmaktadir. Bir lam yardimiyla sudan alinan doku etiivde bekletilmesi ile icerisindeki

parafinin eriyerek akar ve lam iizerinde sadece doku kesiti kalir (Firidin, 2004).

1.4.7. Boyama

Kesit hazirlama asamasi tamamlanan kesitlerde ¢ogu doku elemani renksizdir ve
mikroskopta incelenebilmeleri i¢in boyanmalart gerekmektedir. Etiivde eritme ile
parafinden ayrilan preparatlarda kalmig olabilecek parafinin tamamen temizlenebilmesi i¢in
lam tizerindeki dokular ksilolde 1,5 saat bekletilmelidir. Saf alkolden baslamak suretiyle
alkol serilerinden gecirilmis olan doku 6rnekleri uygun boyama yontemi ile boyanabilir
(Firidin, 2004).

Histolojik calismalarda genellikle Hematoksilen-Eosin birlesik boyama ydntemi
kullanilmaktadir. Hemotoksilen, hiicre ¢ekirdegini ve diger asidik yapilari maviye; eozin ise
hiicre bag dokusu elamanlarini ve sitoplazmasini kirmizi, turuncu ve pembe renklere
boyamaktadir. Boyanan 6rnekler entellan ile kapatilir ve kurumaya birakilir (Junqueira ve
Carneiro, 1983; Firidin, 2004).

1.5. Comet Analizi

Stres faktorleri canli organizmalarda; hormon, enzim, karbonhidrat ve protein
metabolizmalarini etkileyerek fizyolojik ve morfolojik degisikliklere yol agmaktadir. Stres
faktorlerinin strese maruz kalan organizma tizerinde DNA hasar1 olusturup olusturmadigi,
hasar varsa derecesinin belirlenmesi 6nem arz etmektedir (Giiner ve Muranli, 2013). DNA
hasariin belirlenmesi i¢in bir¢ok metot kullanilmistir. Bu yontemlerin uzmanlik isteyen,
pahali, uzun siiren, ¢ok 6zel donanim ve sarflar gerektiren yontemler olmasi, DNA
hasarlariin belirlenmesinde alternatif yontemlere ihtiyag dogurmaktadir (Tice vd., 2000).
Bu ihtiyaca yanit olarak Singh vd. (1988) tarafindan gelistirilen “tek hiicre jel elektroforez”
veya “Comet Analizi” olarak bilinen yontem DNA hasarin1 ve seviyesini gosteren bir metot

olarak ortaya ¢ikmistir (Cotelle ve Ferard, 1999).
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Cevresel biyoizleme c¢alismalarinda cevresel kirleticilerin genotoksik ozelliklerini
degerlendirmek i¢in DNA hasari yararli bir biyobelirteg olarak onerilmistir (Everaarts vd.,
1998; Felder vd., 1998; Theodorakis ve Shugart, 1998; Xu vd., 1999). Tek hiicreli jel
elektroforezi (SCGE) veya comet analizi, indikatér organizmalarda ¢evresel Kirleticilerin
genotoksisitesini degerlendirmek igin kullanilan teknikler arasinda one c¢ikmaktadir
(Mitchelmore ve Chipman, 1998; Rojas vd., 1999). Comet analizi tek tek hiicrelerde DNA
hasarmin gorsellestirilmesine olanak saglamaktadir (Olive vd., 1990). Nispeten daha az
sayida hiicreye ihtiya¢ duyulan (birkag yiiz hiicre) ve ¢ekirdegi olan herhangi bir hiicrenin
kullanilabildigi comet analizini 6n plana ¢ikarmaktadir. Ayrica islem siiresi nispeten kisa
olup maliyeti diger bircok yonteme gore daha az olan bu teknik, organizmalarin maruz
kaldig1 tiim genotoksik kirleticilerin neden oldugu kiimiilatif genetik toksisiteyi, bagka hicbir
geleneksel ¢evresel etki degerlendirme tekniginin saglayamayacagi sekilde 6l¢ebilmektedir.
(McKelvey-Martin vd., 1993; Fairbairn vd., 1995; Mitchelmore ve Chipman, 1998; Gedik
vd., 1992).

1.6. Real Time PZR

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real-time PZR), klasik PZR'dan daha
sonra gelistirilen bir yontemdir. i1k defa 1992 yilinda tanitilmis ve gecen yillarda kullanimi
yayginlasmistir (Higuchi vd., 1992, 1993). Amplifikasyon iirlinlerinin goriintiilenmesinde
SYBR green ya da Eva green kullanilan bir sistem olan Real-time PZR (RT-PZR) teknolojisi
ile amplifikasyon tiriinlerinin logaritmik artigin1 grafik olarak izleyebilmesi ve bu iiriinlerin
kantitatif analizinin yapilabilmesi saglanmaktadir (Higuchi vd., 1992). RT-PZR, floresan
ozellikli boya veya problarin hedef bolgeye baglanarak olusturduklari amplifikasyon
trlinlerinin 1s1ma yaymast ve bu isinlarin optik bir modiil tarafindan algilanmasi ile
izlenebilir hale gelmesi prensibine dayanmaktadir. PZR sirasinda olusan floresan 1simalarin
algilanmasi bilgisayar yazilimi ile kaydedilmektedir. PZR dongiilerine bagli olarak artan
floresan 1g1malarin bir amplifikasyon grafigi ile es zamanli goriintiilenebilmesi bu yazilim
sayesinde olmaktadir. Ayn1 zamanda kantitatif analizler i¢in floresan 1s1ma siddetini sayisal
degerlere doniistirmektedir. RT-PZR teknolojisi klasik PZR teknolojisine gore
amplifikasyon 6rneklerinin (DNA, mRNA) cogaltimmi ve miktarini tek bir tiipte tespit
edebilme (Klein, 2002), boyama goriintiileme gibi uygulamalara gerek kalmama ve

kontaminasyon riskinin azalmasi gibi avantajlara sahiptir (Hanna vd., 2005). Northern blot
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gibi gen ekspresyonunu incelemeye yonelik diger analizler hem zaman alicidir ve hem de
gen ekspresyon seviyelerinin Ol¢iimlerini dogru sekilde olusturmak zordur. RT-PZR'nin
kullanilmasi, gen ifadesinin tespiti i¢in; daha az numune, verileri hizli ve dogru sekilde
yeniden liretme ve bir seferde birden fazla geni analiz etme kapasitesi gibi ¢esitli avantajlar
sunmaktadir (Fraga vd., 2008).

“RT-PZR” teknolojisi insanda, hayvanlarda ve bitkilerde patojenite olusturan viriisler,
bakteriler, baz1 mantar tiirlerinin meydana getirdigi hastaliklarin patojenlerinin tespitinde
0zel floresan problar sayesinde rutin uygulamada kullanilan bir metot haline gelmistir. Diger
taraftan hastaligin etki derecesinin saptanmasinda ve tedavisinde, viral genomun sayisal
degerinin belirlenmesinde RT-PZR teknolojisi ¢ok biiyiik 6nem arz etmektedir (Brunk vd.,
2002). Yine onkolojik tanilarda, dogum 6ncesi tani ¢aligmalarinda ve genetigi degistirilmis
organizmalarin tespitide RT-PZR her gegen giin artan sekilde kullanilmaktadir (Van der
Velden vd., 2003; Gut vd., 1999;)

1.7. Onceki Cahismalar

1.7.1. Triklosan Calismalari

Brady vd. (1990)’nin yaptigi baz1 ¢caligmalarda TRC igeren antimikrobiyal kullaniminin
metisiline direngli Staphylococcus aureus enfeksiyonlarini azaltigini belirten veriler elde
etmistir. Nehir suyuna TRC ekleyen ve suya ultraviyole 1s1k tutan Latch vd. (2000), TRC’1n %1-
12 arasinda suda dioksine doniistiiglinii, bunun da giines 1s1g1min TRCyi1 dogal olarak dioksine
dontstiirebilecegini gostermistir. Toder vd. (2002) son yillarda 6zellikle Amerika Birlesik
Devletleri ve Avrupa Birligi iilkelerinde artig gésteren TRC kullanimindan kaynakli sorunlarla
ilgili kapsamli arastirmalar yapilarak, sonuglart yayinlanmigtir. Amerika Birlesik Devletleri’nde
1999 ve 2000 yillarinda yapilan bir ¢aligmada farkli su kaynaklarindan alinan numuneler
incelenmis ve TRC’nin konsantrasyon olarak en yiiksek degerdeki antimikrobiyallerden birisi
oldugu anlasilmigtir. Foran vd. (2000)’nin yaptig1 ¢alismada, embriyonik donemde TRC’ye
maruz birakilan Japon medaka (Oryzias latipes) baliklarinda zayif androjenik etki gosterdigi,
disi/erkek oranini ve yilizge¢ uzunluklarini degistirdigi tespit edilmistir. Lindstrom vd.
(2002) Isvicre'de TRC iizerine yaptig1 bir arastirmada, birgok gol ve nehirde kimyasalin
yiiksek konsantrasyonlarinin yani sira, TRC’nin par¢alanma yan {iriinii olan metil TRC’nin

daha diisiik seviyelerde buldugunu belirtmistir. Coogan (2007)’da biyolojik metilasyon
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denen bir islemle olusan metil TRC’nin, TRC’den daha biyobirikimli ve daha lipofilik
oldugunu bulmustur. Wilson vd. (2003) ve Tatarazako vd. (2004) ise TRC’nin sucul
ekosistemler ve farkli alg tiirleri i¢in oldukga zararli ve toksik olabilecegini belirtmistir.
Adolfsson-Erici vd. (2002) ise lipofilik dogasi ve bozunmaya karsi direnci nedeniyle,
TRC’nin suda yasayan organizmalarda emilim ve biyobirikim olusturabilecegi
bildirmiglerdir. BBC News (2003)’de yaymlanan makalede, giines 1s1@inin su aritma
tesislerinde TRC’ile kirlenmis suyun aritilmasinda klorlu TRC’yi yiiksek derecede toksik
dioksin formlarina doniistiirmesinin ciddi bir saglik tehdidine yol agabilecegi bildirilmistir.
Balmer vd. (2004) TRC atiklarinin etkileyebilecegi tatli su kafeslerinde yetirilmis baliklarin
safralarinda yiiksek miktarda TRC bulundugunu belirten bir ¢alisma yiiriitmistiir. Ishibashi
vd. (2004) TRC’nin Japon medaka baliklari igin erken yasam evrelerinde olduk¢a toksik
oldugu ve diisiik bir endokrin bozucu olabilecegini gosteren bir ¢caligma yapmustir. Chen vd.
(2015)’nin zebrafish (Danio rerio) embriyolarini déllenmeden sonra farkli dozlarda TRC’ye
maruz biraktiklar1 ¢calismada, toplam morfolojik skorda azalma ve embriyolarda gelisme
geriligi olustugunu bildirmistir

Glaser (2004) klasik toksikolojik ¢alismalarda TRC’nin insan ve diger memeliler
tizerinde toksik etki yapmadigini belirtmistir. Fakat bazi farkli ¢aligmalar TRC’ye maruz
kalan deride ¢esitli sorunlar olusturdugunu gostermistir. Yarasi TRC igeren iplik ile
kapatilan hastalarda ameliyat sonrasi dikis bolgelerindeki enfeksiyon onlenebilmektedir
(Storch vd., 2004; Fleck vd., 2007; Ming vd., 2008).

Amerika Birlesik Devletleri’nde gergeklestirilen kapsamli g¢alismalarin  sonuglari,
triklosan igeren kisisel bakim firiinleri kullanan 36 emziren annelerin siitlerinde Gnemli
miktarlarda TRC saptanmis oldugu ayrica TRC’nin erkeklerde androjenleri, disilerde ise
Ostrojeni etkiledigini ortaya cikarmistir. TRC’nin disi bireylerde meme karsinomasini
tetikleyebilecegi de rapor edilmistir (McGinnis, 2008). TRC deniz suyunda dort giinde, tatli suda
ise sekiz giinde bozunarak 2,8-dichlorodibenzo-p-dioksin’e doéntismektedir. TRC deniz
canlilarinda yiiksek konsantrasyonlarda bulunmustur (McGinnis, 2008).

Bazi1 dis macunu ve sabun iiriinlerindeki TRC’nin 12 saate kadar etkisini siirdiirdiigii
iddia edilmektedir. Boylece kullanicilar ellerini yikamak veya dislerini firgalamak igin gegen
stireden ¢ok daha fazla TRC’ye maruz kalmaktadir. Siganlar i¢in dermal LDso (bir test
hayvani popiilasyonunun yiizde 50'sini 6ldiiren 6ldiiriicii doz) 5000 mg kgY'dir. Oral LDsg
sicanlar i¢in 4500-5000 mg kg, fareler i¢in 4000 mg kg™ ve kdpekler icin 5000 mg kg™*'m
tizerindedir (URL-8).
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Glaser, (2004) arastirmasinda TRC’nin kanser olusumu iizerine etkisini incelemis ve
TRC’nin hem pozitif yonde hem de negatif yonde etki ettigini belirtmistir. TRC yiiksek
oranda DNA hasarina, dolayisiyla kansere neden olmaktadir (Ciniglia vd., 2005; Binelli vd.,
2009; Lin vd., 2012; Jirasripongpun vd., 2008). Ancak, yapilan baska ¢alismalarda TRC’nin
farkl1 tiimor ¢esitlerinde gogalmayi baskiladigini iddia edilmektedir (Liu vd., 2002; Honkisz
vd., 2012). Ciniglia vd. (2005) bir alg tiirii olan Closterium ehrenbergii de TRC’nin etkisini
comet analiziyle arastirmis ve doz arttikca DNA hasarlarin geri doniisiimsiiz olarak

gergeklestigi belirtilmistir.

1.7.2. Kloroksilenol (PCMX) Cahismalar:

Kanalizasyon suyunda bulunan PCMX bilesiginin ikinci giiniin sonunda %80-95 ve
yedinci giiniin sonunda ise %60-70’inin halen ortamda kalabildigi bilinmektedir. Henry
Kanunu sabitine gore ise, kloroksilenolun, nehirlerden on saatte, gollerden ise dokuz giinde
buharlagmaktadir (Pauli ve Franke, 1983). Zhou vd. (2019), adsorpsiyon kinetigi testleri,
ikinci  dereceden kinetik modelin  PCMX’in adsorpsiyon davranisini  ¢ok 1iyi
tanimlayabildigini  gOstermistir. Yeni bir (-siklodekstrin polimeri kullanilarak
kloroksilenolun sudan adsorptif olarak uzaklastirilmasin1 %90,8 verimlilikle tespit ederek,
su ortamindaki PCMX’in verimli bir sekilde uzaklastirilmasi igin teorik bir temel
saglayabilecegini bulmustur. PCMX miktar1 sudan ziyade 6zellikle ev tozunda daha yiiksek
yogunluklarda bulunabilmektedir (Zheng vd., 2020).

Bazi parazit, bakteri, mantar ve viriislerin yayilmasini kontrol etmek i¢in yaygin olarak
kullanilan ve sentetik bir antiseptik olan PCMX, drenaj yoluyla su ortamlarina ¢ok biiyiik
miktarlarda karisabilmektedir (Au vd., 2023). Hong Kong'daki nehirlerden ve kiyi
sularindan toplanilan su numunelerini yeni gelistirilen bir yontem olan, stabil izotop
seyreltme ile birlestirilmis sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometrisi kullanilarak sucul
ortamda bulunan PCMX kirliligi belirlenmistir (Au vd., 2023). Atik sudaki PCMX'in, Hong
Kong'da ve diinyadaki diger mega sehirlerde kullanilan atik su aritma islemlerinden biri olan
kimyasal olarak gelistirilmis birincil aritma tarafindan etkili bir sekilde giderilmedigi ve
birincil aritma atig1 olan su ortamlarindaki PCMX’in stirekli bir kirlilik kaynagi oldugu
ortaya konmustur (Au vd., 2023). PCMX'in su ortaminda nispeten kararli oldugunu ve suda
yasayan organizmalar i¢in risk olusturabilecegini belirten Au vd. (2023), bu bulgular

15181inda, PCMX bazli dezenfektanlarin asir1 kullanimindan kaynaklanan ¢evresel sonuglara



26

iliskin kamuoyu bilincini artirmanin énemini ve PCMX'i ortadan kaldirmak i¢in g¢esitli atik

su aritma siireclerini yeniden degerlendirme ihtiyacini vurgulamistir.

1.7.3. Metilizotiazolinon (MIT) Calismalar:

MIT ilk olarak Crow ve Leonard (1965) tarafindan sentezlenmistir. Ardindan Lewis
vd. (1971) ilk yonteme gore daha kolay hazirlanabilen bir prosediirle MIT
sentezlenebildigini rapor etmistir. Belli oranlarda uygulanan CMIT/MIT karigiminin, ani
hiicre 6liimlerine sebep olmasi, 3. 6. ve 24. saatler sonunda 6lii hiicre sayisinin asir1 yiiksek
olmasi; 6. saat sonunda, oransal olarak fazla miktarda DNA kirig1 olusturmasindan dolay1
yiiksek toksisiteye sahip oldugu tespit edilmistir (Anselmi vd., 2002). Insan dis deri hiicreleri
belirli oranlarda Kathon CG konsantrasyonlarina 10 dakika maruz birakildiktan sonra 3.
saatin sonunda incelenmis, diisiik konsantrasyonlarda hiicre canliliginda azalma, yiiksek
konsantrasyonunda ise azalmanin arttigi belirtilmistir. Kaspaz enzim aktivitesi zaman
igerisinde konsantrasyona bagl olarak artig gostererek ve hiicresel intiharlar goriildiigiinii,
yiiksek konsantrasyonlarda ise kaspaz enzim aktivasyonu goriilmemis ve nekrotik 6lim
gerceklestigi bildirmistir (Ettorre vd., 2003). Xenopus laevis (Giiney Afrika penceli
kurbagasi) embriyolari, iribaslar ve kurbaga yavrular1 MIT ya maruz birakildiginda dogal
rejeneratif yeteneklerini kaybettikleri ve omurilik, kas, notokort da dahil olmak iizere
dokularin yeniden olusturulamadigr belirlemis ve MIT maruziyeti sonrasinda pegeli
kurbagalarda yara iyilesmesinin olugsmadig1 goriilmiistiir (Santos vd., 2016). Almanya’da
yiizey, yer altt ve igme sularinda MIT, CMIT, BIT, OIT ve DCOIT gibi izotiazolinon
bilesikleri 0,01-0,1 pg L gibi degisen oranlarda bulunmustur. Bu biyositlere nehir sularinda
ise rastlanmamis ve bunun sebebi olarakta izotiazolinon bilesiklerinin nehir sularina ve atik
sulara karistiktan sonra ortamdan hizla uzaklastigi kanisina vartlmistir. Ayrica, farkli
sicakliklarda yiizey, musluk veya yer alt1 sularindan alinan 6rneklerin ortamdan yok olma
siirelerinde farklilik oldugu belirlenmistir  (Bollmann vd., 2017). izothiazolinon
bilesiklerinden aralarinda MIT, BIT, OIT ve DCOIT bilesiklerininde bulundugu 10 farkl:
biyositi, su piresi (Daphnia similis), tatli su planaryas1 (Dugesia japonica) ve yesil neon
karidesi (Neocaridina denticulata) gibi omurgasiz hayvan tiirlerinde uygulamasi sonucu,
DCOIT’in, su biti ve tath su planaryasi lizerinde en yiiksek, MIT 1n ise 3 omurgasiz iizerinde
de diisiik toksisiteye sahip oldugu bulunmustur (Li, 2019). Tiirkiye’de 2016-2018 yillari

arasinda yapilan alerji testi sonuglarina gore, 324 hastanin %8,9’unun MIT veya Kathon
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CG’ye karsi alerjik reaksiyon olusturdugu belirlenmistir. Yine Tiirkiye’de de 1996-2019
yillart arasinda toplamda 2310 hasta {izerinde yapilan MIT ve Kathon CG alerji testi
sonuglarina gore temas hassasiyet orant %3,3 olarak tespit edilmistir (Salman, 2019).
Tirkiye’de MIT veya Kathon CG pozitif, 2015 yilinda %16,4 ile en yiiksek pik degeri
goriilmiis ve 2019 yilinda ise temas hassasiyet oraninin en yiiksek pik degeri % 6,5 olarak
tespit edilmistir (Ozkaya vd., 2020) Tiirkiye’de 1309 kisi arasindan, 2013-2019 yillar1
arasinda yapilan Kathon CG yama testi sonucunda 19 erkekte ve 21 kadinda pozitif vaka

tespit edilmistir (Boyvat vd., 2021).

1.7.4. Boraks (BRX) Calismalar:

Bor, karasal ve su ekosistemlerinde hem asit hem de baz iiretme kapasitesiyle hem
metalik hem de ametalik 6zellikler gostermektedir. Dogada eser miktarlarda olmasina
ragmen hidrosferde ve litosferde yaygin olarak bulunmakta ve jeolojik ve antropojenik
girdiler yoluyla serbest kalmaktadir. Borun dogal kaynaklar arasinda, borosilikat mineralleri
(6rn. turmalin), volkanik patlamalar, jeotermal ve yeralti suyu akintilar1 ve deniz suyu
bulunur. Kiiresel ortalama deniz suyu bor konsantrasyonu yaklasik 4,6 mg Bor L™Ydir ve
genellikle deniz evaporitlerinden tiiretilen tuzlu topraklarda meydana gelir (Degryse, 2017;
Gméling vd., 2007; Helvact ve Palmer, 2017; Pye vd., 2012). Bor igeren atik su iireten
baslica endiistriler, cam veya seramik endiistrisi (%56 ile en yliksek pazar talebi ile) ve
metalurjidir (Pye vd., 2012). Ayrica, bor kaynakli ¢evresel kirleticiler arasinda atik
minerallerden kaynaklanan desarjlar ve madencilikten kaynaklanan atik sular yer
almaktadir. Diinya bor tiiketimi yilda 1,5 milyon tonu asmaktadir (Ozdemir ve Kipgak,
2010). Bunun temel nedeni seramik, ilag, kozmetik, temizlik deterjanlari, bor giibreleri, 1s1ya
dayanikli iirlinler, korozyon dnleyici malzemeler, agir hizmet ¢eligi, alev sentezinde aktif bir
bilesen olan borun genis uygulama yelpazesine sahip olmasidir. Niikleer tesislerde
geciktirici ajanlar ve nétron emici malzemeler olarak kullanilmaktadir (Hosmane, 2011).
Bor atiksu evsel atik sularda birkag¢ yiiz mg L'den birka¢ mg L'ye kadar degisen
seviyelerde mevcut olabilmektedir. Bunun temel nedeni deterjan ve temizlik maddelerinde
kullanilan agartic1 iriinlerdeki sodyum boratin zenginligidir (Remy vd., 2005). Bor,
gecmisten beri kimya ve eczacilik alaninda kullanilan bir bilesendir (Burgos vd., 2018;
Gupta ve Daigle, 2014; Paton, 2017; Soriano-Ursua vd., 2019).
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Boraks’m hem solunum hem de cilt toksisitesi canlilart ayn1 anda etkileyebilmektedir
(Hadrup vd., 2021). Solunum yoluyla boraksa maruz kalmis ¢inli isgilerin iireme
toksisitesine neden olup olmadigini ele alan aragtirmada giinde ortalama 31 mg bora maruz
kalan 75 is¢inin sperm kalitesi arastirilmis ve is¢ilerin semenlerinin etkilendigi tek 6zellik,
azalmis Y:X kromozom orani olarak tespit edilmistir. Ancak bu oran kandaki bor
seviyeleriyle iliskili degildir (Robbins vd., 2008; Scialli vd., 2010). Yine Bandirma'da
bulunan borik asit {iretim tesisinde ¢alisan 204 is¢ide de borun iireme {izerinde olumsuz bir
etkisine rastlanmamistir (Basaran vd., 2012). Borik asitin dermal uygulamasindan sonra
borun emilmesini konu alan ¢aligmada, boraks emilim degerleri uygulanan dozun yaklagik
%0,2'si kadar oldugu gorilmistir (Wester vd., 1998). Gebe siganlara 6-21. gebelik
giinlerinde oral yolla giinde 5, 10 veya 20 mg borik asit ve yavrulara ise dogumdan itibaren
1 ila 28. gilinlerde ayn1 doz uygulanmistir. Yavrularin plazmasinda bor doza baglh olarak
yaklasik 0,1 pg L™"'den en yiiksek dozda 11 pg L™'ye yiikselmistir (Watson vd., 2020). 5 giin
boyunca 1,2 mg L? i¢cme suyunda (giinde 0,2 mg kg? viicut agirligr) borik aside maruz
birakilan farelerin viicut agirliklarinda %28'lik bir azalma, kolestrol ve bazi kan degerlerinde
degisikler meydana geldi ancak histopatolojik degisiklik gézlenmistir (Aysan vd., 2011;
Aysan vd., 2013). Tirkiye'de yiiksek bor maruziyetine ugrayan kadinlarla, disiik ve orta
derecede bor maruziyetine maruz kalan kadinlarin lenfositlerinin comet analizi ile yapilan
karsilagtirilmasinda anlamli bir fark goriillmedigi rapor edilmistir (Basaran vd., 2019a).
Bandirma’da, mesleki olarak borik asite maruz kalan 212 erkegin kan, sperm ve yanak
hiicrelerindeki DNA hasarinin tespitine yonelik yapilan comet analizinde de DNA
hasarlarinda 6nemli degisiklikler bulunmamistir (Basaran vd., 2019b). Cin hamsterine
uygulanan bor oksit (B203) sonucu yumurtalik hiicrelerinde higbir mikroniikleus
indiiksiyonu gozlemlenmemistir (Albuz vd., 2019). Erkek ve disi 50’ser farenin oldugu
gruplara 2500 ve 5000 ppm konsantrasyonda borik asitli yemlerin verilmesiyle 2 yillik bir
calisma sonucunda borik asidin kanserojen olduguna dair bir veri bulunmamistir. Ancak
erkek farelerde yiiksek dozlarda testikiiler atrofi ve interstisyel hiicre hiperplazisi
gbzlenmistir (National Toxicology Program, 1987). Zebra balig, 1 ila 64 mg ! arasindaki su
konsantrasyonlarinda borik asit veya boraksa maruz birakildiginda, her iki bilesik de
eritrositlerde artan DNA iplik¢ik kirilmalarina neden olmaktadirlar (Giilsoy vd., 2015).
Boraksin gokkusagi alabaligi igin toksik olabilecegi ve boraksa akut maruz birakilan
baliklarin solungag, bobrek ve kas dokularinda histopatolojik hasar olusabilmektedir (Topal
vd., 2016).
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1.8. Calismanin Amaci ve Gerekcesi

Bu c¢alisma, antimikrobiyal pestisitlerden boraks (BRX), triklosan (TRC),
kloroksilenol (PCMX), metilizotiazolinon (MIT)'un gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) tizerindeki kronik toksik etkilerini, histopatolojik etkilerini (karaciger, bobrek ve
solunga¢ dokusu), kan DNA hasarini ve gen ekspresyonu etkilerini arastirmak amaciyla

yapilmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Kimyasallar

Ticari olarak temin edilen; triklosan (C12H7Cl3O2, Sigma-Aldrich), kloroksilenol (4-
Kloro-3,5-dimetilfenol, Merck Millipore), metiloizotiazolinon (2-Metil-4-izotiazolin-3-one,
Sigma-Aldrich) ve boraks (Na:BsO7, Sigma-Aldrich) kimyasallar1 uygulanan kronik
toksisite testlerinde antibakteriyel maddeler olarak kullanilmistir.

Triklosan (TRC) ve kloroksilenol'un (PCMX) stok ¢ozeltileri etanol (Merck, ACS
reaktifi, mutlak) ile seyreltilerek hazirlanirken, metiloizotiazolinon (MIT) ve boraks (BRX)
distile su ile seyreltilerek istenen konsantrasyonlar elde edilmistir. Deney siiresince giinliik

hazirlanan taze stok ¢ozeltiler kullanilmistir.

2.2. Deney Baliklari

Bu calismadaki tiim deneyler, Karadeniz Teknik Universitesi, Kurumsal Hayvan
Bakim ve Kullanim Kurulu tarafindan onaylanmustir. Karadeniz Teknik Universitesi Deniz
Bilimleri Fakiiltesi'nden temin edilen gokkusagi alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss)
(17,7743,92 g; 12,04+0,90 cm; Ort. £ SD) kullanilmistir. Deney sonunda baliklar
17,91£4,06 g agirlik ve 12,07+ 0,95 cm boya ulasmislardir.

2.3. Deneysel Tasarim

TRC, PCMX, MIT ve BRX i¢in 96 saatlik LCso konsantrasyonu sirastyla 0,05 mg L,
0,043 mg L%, 0,072 mg L ve 1 g L olarak kabul edilmistir (Abdulganioglu, 2014).

Kronik maruz birakma denemelerinde antimikrobiyallerin LCsp konsantrasyonlarinin
%1’ ine tekabiil eden deger kullanilmistir. Bu nedenle, kronik maruz birakma denemelerinde
kullanilan konsantrasyonlar sirastyla TRC igin 0,48+0,2 ug I'*, PCMX icin 4,2+0,9 pg I,
MIT igin 6,8+1,1 pg It ve BRX i¢in 8,9+1,8 mg I"V’dir. MIT ve BRX, 50 mL distile suda
¢oziilmiistiir. TRC ve PCMX ise 50 mL etanol i¢inde ¢dziildiikten sonra deney suyuna

eklenmistir.
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Denemelerde kullanilacak baliklar deneyler baslamadan 6nce 30 giin siireyle siirekli
akig sistemi ile g¢alisan 200 litrelik tankta laboratuvar kosullarina adapte edilmistir.
Adaptasyon ve kronik toksisite testleri sirasinda, baliklar sabit bir fotoperiyot (12 saat 151k
ve 12 saat karanlik) uygulanmigtir. Baliklar giinliik olarak ticari alabalik pelet yemleri ile
viicut agirhginin %3’ oraninda beslenmistir. Baliklar iizerinde toksik etkilerinin
degerlendirilecek her bir kimyasal ve kontrol grubu i¢in iki akvaryum (iki tekerriir) olmak
izere toplam 12 adet 40 litrelik akvaryum kullanilmistir (Sekil 5). Her bir akvaryuma benzer
boy ve agirliklarda 20’ser adet gokkusagi alabaligi koyulmustur. Baliklar akvaryuma
koyulduktan 1 giin sonra 40 giin boyunca TRC, PCMX, MIT ve BRX'e kronik olarak maruz
birakilmiglardir (Sekil 6).

Sekil 5. Gokkusag alabaliklar1 ve kimyasallara maruz birakildigi akvaryumlar

Kontrol? Kontrol® TRC PCMX MIT BRX
Tekerriir 1 20 balik 20 balik 20 balik 20 balik 20 balik 20 balik
Y 401 401 401 401 401
50mlEtanol 0,48 ug L! 42 ug Lt 6,8 ng L 89mgL?
Tekerrir 2 20 balik 20 balik 20 balik 20 balik 20 balik 20 balik
oy 401 401 401 401 401
50mlIEtanol 048 ug Lt 42 pg Lt 6,8 ugL? 89mgL?
@ normal su

® etanol igeren kontrol gurubu

Sekil 6. Deney semasi

Iki kontrol gurubundan birinde sadece test suyu bulunurken, diger kontrol gurubunda
test guruplarinda kimyasal ¢ozelti hazirlamak i¢in kullanilan etanol miktari ile ayn1 miktarda
etanol icerecek sekilde hazirlanmis olan su kullanilmistir. Etanol i¢eren kontrol gurubu TRC

ve PCMX kimyasallar1 ethanol ile ¢6ziildiigii i¢in kontrol grubu olarak kullanilmigtir. Yart
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statik olarak tasarlanan kronik toksisite denemesinde deneme ve kontrol guruplarinin sulari
giinliik olarak %56 oraninda yenilenmis ve sudaki test kimyasalinin konsantrasyonu giinliik
eklemeler yapilarak sabit tutulmustur (Boran vd., 2010).

Antimikrobiyal kimyasallara kronik maruz birakma deneyleri sirasinda; sicaklik, pH,
¢Oziinmiis oksijen, nitrit ve amonyak gibi su parametreleri giinliilk olarak o6l¢iilmiistiir
(Tablo 2). Ayrica, deneyin basinda ve deney siiresince her iki giinde bir, sudaki
kimyasallarin ger¢ek konsantrasyonlarini belirlemek i¢in su numuneleri alinmistir. Sudaki
TRC (Zhao vd., 2011), PCMX (Gatti vd., 1997), MIT (Baranowska ve Wojciechowska,
2013) ve BRX (EPA, 2013) konsantrasyonlart HPLC ile belirlenmistir.

Tablo 2. Calismalar esnasindaki su kalite parametreleri

Parametre Sud Kontrol Kontrol® BRX MIT TRC PCMX
Sicaklik (°C) 15,1402  15,1+0,1  15,1+0,1  15,1+0,2  15,1+0,2  15,1+0,1 15,1402
pH 8,14+0,21 7,90+0,18 7,82+0,34 8,43+0,11 8,23+0,27 7,92+0,30 7,85+0,25

Céziinmiis oksijen (mg L) 94+03  9,040,2  9,1+0,2  89+0,1  87+0,3  8,8+02  8,4+03
Toplam Amonyak (ng L™ 1,0£0,02 21,843 22,1409 24,5457 245457 245457 24,5457

Nitrit (ng L'l) 5,0+1,7 5,0+1,7 8,4+3,3 27+8,9 26+6,5 23423 24+9,1

2 normal suP etanol iceren kontrol gurubu

2.4. Histopatoloji

TRC, PCMX, MIT ve BRX'e 40 giinlilkk kronik maruziyetten sonra baliklardan
solungag, bobrek ve karaciger doku numuneleri alinmistir. Alinan numuneler hemen nétr
tamponlu formalin soliisyona (%10) konularak 48 saat bekletilmistir. Akabinde organlar
alkol serisi yikamalar ile durulanip ksilen iginde temizlenmistir. Temizlenen numuneler
Parafin-III i¢cinde sabitlendikten sonra (Tablo 3) mikrotom cihazi (Leica, RM 2125RT) ile 5
um kalinliginda Kkesilerek Hematoksilen-Eosin (Tablo 4) ile boyanmistir (Luna, 1968).
Hematoksilen (Biostaine) boyasi hazir olarak temin edilip kullanilmistir. Eozin boyasi
(Merck) ise 1 g’1 100 ml saf su igerisinde ¢oziilerek kullanilmistir. Boyanan preparatlar
entellan ile kapatilarak histopatolojik lezyonlar 151k mikroskobunda (Leica DMI 6000 B,

Almanya) incelenmis (Boran vd. 2012) ve elde edilen bulgular Tablo 5’de sunulmustur.
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Tablo 3. Parafine gomme islem asamalari

Asama Muamele Tekrar Sayisi Siire
1 %70’lik alkol 2 Toplam 60 dakika
2 %80°lik alkol 2 Toplam 60 dakika
3 %9011k alkol 2 Toplam 60 dakika
4 %100’liik alkol 2 Toplam 60 dakika
5 %100’liik alkol + ksilol 1 15 dakika
6 Ksilol-I 1 15 dakika
7 Ksilol- 1 15 dakika
8 Ksilol + parafin (etiiv) 1 15 dakika
9 Parafin-I (etiiv) 1 60 dakika
10 Parafin-II (etiiv) 1 60 dakika
11 Parafin-III (etiiv) i 60 dakika
Tablo 4. Hematoksilen-Eozin boyama islem asamalari
Asama Muamele Siire
1 Ksilol-I 5 dakika
2 Ksilol-11 5 dakika
3 %100’k alkol 3 dakika
4 %80’lik alkol 3 dakika
5 %70’lik alkol 3 dakika
6 Distile su 5 dakika
7 Hematoksilen 6 dakika
8 Distile su 5 dakika
9 Cesme suyu 15 dakika
10 Eozin 3 dakika
11 %70’lik alkol 3 dakika
12 %80°lik alkol 3 dakika
13 %100°1iik alkol 3 dakika
14 Ksilol-I 5 dakika

15 Ksilol-II 5 dakika
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Tablo 5. Histopatolojik lezyon skor tablosu

Durum Skor Lezyon Sayisi
Yok - 0 lezyon
Hafif + 1-4 lezyon
Orta ++ 5-8 lezyon
Siddetli +++ >9 lezyon

2.5. Comet Analizi

Comet analizi Altinok vd. (2012) tarafindan kullanilan yontem uygulanarak
yapilmistir. Kronik toksik deneme sonunda her bir test ve kontrol gurubundaki baliklardan
10 tanesinin kaudal venasindan 0,5 mL kan 6rnegi alinmistir. Kan 6rneklerindeki hiicre
sayisini 100 hiicre/ml oranina seyretlemtk i¢in fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) kullanilmustir.
Seyreltilen kan 6rneklerinden alinan 10 pL hiicre siispansiyonu, 75 pL %05’lik diisiik erime
noktali agaroz (LMPA) ile karistirilip lam iizerine 80 pL hiicre/LMPA siispansiyonu
aktarilmis ve iizeri lamel ile kapatilmistir. Agarozun katilagmasi i¢in 6rnekler 4 °C'de 10
dakika bekletilmistir. Negatif kontrol olarak kontrol grubu baliklarindan (test suyu ve
ethanol’e maruz birakilan iki grup) elde edilen kan O&rnekleri kullanilmigtir. Comet
analizinde pozitif kontrol olarak kullanilmak i¢in negatif kontrol grubundan elde edilen kan
ornekleri 5 dakika hidrojen peroksite maruz birakilmigtir. Karanlik ortamda 1 saat siireyle 4
°C'de lizis soliisyonuna daldirilan slaytlar 4 °C'de alkalin elektroforez tamponu (pH > 13)
igeren elektroforez kabina aktarilmis ve tiim slaytlar karanlikta 30 dakika siireyle 24 V'da
(0,74V cm, 300 mA) kosturulmustur. Bu asamadan sonra lamlar etidyum bromiir (1X) ile
10 dakika boyanip ardindan distile su ile yitkanmistir. DNA hasarini gézlemlemek igin
floresan mikroskop kullanilmigtir. Comet puanlamasi i¢in Comet Software (v1.3,
OpenComet) yazilimi kullanilmigtir. DNA hasarin1 6lgmek igin ise asagidaki formiil

kullanilmistir.

% Kuyruk DNA = 100 x Kuyruk DNA Yogunlugu/Hiicre DNA Yogunlugu
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Comet analizinde kullanilan kimyasallar asagida siralanmstir.

e Dimetil Silfoksit (DMSO)

e Disodyum EDTA (Na; EDTA)

e Etidyum Bromiir (EtBr)

e Fosfat Buffer Saline (PBS; Ca™, Mg** igermeyen)
e Sodyum Klorid (NaCl)

e Sodyum Hidroksit (NaOH)

e Triton X-100

e Trizma Base

Comet Analizi Protokolii:

1. Az rodajli lamlar normal erime noktali agaroz (NMP) ile tek tarafi kaplanir. 1,5
NMP 100 mL saf suda kaynatilip 50-60°C ye sogutularak dikey jar igine dokiiliir. Temiz
lamlar jara batirilirak (batirma esnasinda jar i¢indeki sivi soguyabilir, tekrar isitilabilir)
miimkiin oldugunca yatay cekilir. Lamin alt kism1 peceteyle silinip 1 giin kurumaya birakilir
(I. TABAKA)

2. Kan 0rnegi alinirken kanin pihtilagmamasi icin icinde NaEDTA bulunan siringa
kullanilmahidir (Siringaya Na;EDTA ¢ekilip bosaltilmasi sonrasi siringa ¢eperinde kalan
miktar, alinan kanin pihtilagmamasi i¢in yeterlidir). Kan numuneleri baliga hasar vermeden
kuyruk sapindan alinmali, tagimada dahil soguk ve karanlik ortam olmalidir.

Hazir Haldeki Lamlara Kan Soliisyonunun Konulmast:

» 0,5 mL’lik eppendorf tiiplere 350 puL’lik PBS soliisyonu alinir ve {izerine 5-7 puL
kan 6rnegi konulur (kan hiicrelerine zarar vermemek i¢in pipet ucu kesilmelidir). Sonra bu
sollisyon nazikge karistirilir (pipetle) ve soliisyondan 10 pL alinarak 180 pL diisiik erime
1s1l1 agaroz (LMP) ile karistirilir. 0,5 mL’lik eppendorf tiipler i¢inde 3-5 defa kesik uglu pipet
ile pipetlenir veya nazikge karistirtlir (LMP 6nceden eritilip 37°C’de muhafaza edilmeli).

» Bir giin 6nce kurumaya birakilan lamlar alinarak bu hazirlanan soliisyonda lamlarin
2 farkli yerine toplam 75 pL damlatilarak lamel ile dikkatli bir sekilde kapatilip +4°C’de 1
saat beklemeye alinir (II. TABAKA)

» Daha 6nceden hazirlanmig ve buzdolabinda saklanmis Lysis buffer 50 mL alinip
iyice karistirildiktan sonra dikey jara konulur. Uzerine 500 pL Triton-X ve 5 mL DMSO

eklenip iyice karigtirilir. Lamlarin tizerindeki lameller alinarak bu soliisyona koyulur.
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+4°C’de 1 saat beklemeye alinir. Calismalar miimkiin mertebe florasan 1siktan uzak ve
karanlik ortamda olmalidir (11l. TABAKA)

3. Pozitif kontrol igin H202 (50ul %30’luk H2O2 + 50 ml PBS) kullanilir. Bu islem
+4°C del0 dakika uygulanir. Bu siire sonunda PBS ile iyice yikanir.

4. Bekleyen oOrnekler daha once hazirlanip bekletilen elektroforez buffer tanka
dokiiliir. Miktar1 tankin kapasitesine ve 25V 300 mA olacak sekilde ayarlanir. Ornegin (500
mL buffer hazirlanacaksa 2,5 uL (200 mM) EDTA ve 15 mL (10 M) NaOH 482,5 mL
safsuyla karistirilarak hazirlanir. Ancak tanklarda kullanilacak miktar tankin kapasitesine ve
25 V 300 mA’i saglamasina baghdir.

5. Tanka dokiilen buffer icine yerlestirilen lamlar sicaklik dengelenmesi i¢in 20
dakika buzdolabinda karanlik ortam da bekletilir (Buffer 6nceden buzdolabinda olursa daha
kolay dengelenir). (Lamlarin tanklara yerlestirilmesi (-) kutup (siyah renk) (+) kutuba
(kirmiz1 renk) dogru olmali (Rodajli kisim (-) tarafa dogru olmalr)

6. Tankta 20 dakika bekletilen lamlar daha sonra 25 V 300mA’de 20 dakika yiiriitiiliir.
(25 V’a ayarh gii¢c kaynagi 300 mA olmasi i¢in daha 6nce bos tankta buffer miktarina gore
ayarlanir. Cihaz 300 mA’1i gdsterdiginde lamlar tanka yerlestirilir, 20 dakika calistiritlmadan
bekletilir ve daha sonra 25V 300 mA’de yiiriitiiliir.)

7. Ornekler daha sonra icerisinde 50mL nétralizasyon buffer bulunan dikey jara alinir
(iginde 50 mL soliisyon olan dikey jara daha onceden buzdolabinda bulundurulmali) ve
buzdolabinda 10 dk bekletilir. Daha sonra nétralizasyon buffer dokiiliir ve yine daha dnce
buzdolabinda bekletilen safsu jarri igine dokiilerek 10 dk saf suda bekletilir (Ortam karanlik).

8. Saf su ile yikama igleminden sonra drnekler 1 giin siireyle kurumaya birakilir.

9. Boyama islemi i¢in 1 pL etidiyum bromiir 1000 pL ultra saf su igerisine konularak
hazirlanir ve lamin farkli kistmlarina 50 pL olacak sekilde 2 damla damlatildiktan sonra
eldivenli olmak {izere lamlarin {izeri lamelle (***etidiyum bromiir kanserojen) kapatilir.
(Eppendorf tiip aliiminyum folyo ile kapatilmali)

10. Comet olusumunun gozlemi igin florasan mikroskop altinda 20x biiyiitmede
incelenir. Fotograflanir ve Comet Software (v1.3, OpenComet) yaziliminda analiz edilir.

Herbir 6rnekte (lamda) 100 6rnek analizi yapilir.
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2.6. Gen Ekspresyonu (Gen ifadesi)

2.6.1. RNA izolasyonu

Kronik toksisite denemesinden once (baslangi¢ kontrolii) 10 baliktan 0,5 g karaciger
ve bobrek numuneleri alinarak gen ekspresyon calismalarinda kontrol grubu olarak
kullanilmak {izere -80°C'de saklanmustir. Kronik toksisite denemesinden sonra ise, her bir
deneme gurubundaki 8 baliktan 0,5 g karaciger ve bobrek numuneleri alinarak numuneler
RNA izolasyonu i¢in -80°C'de saklanmistir. Toplam RNA'y1 izole etmek i¢in Trizol yontemi
(Thermo Fisher) kullanilmistir. Karaciger (30 mg) ve bobrekten (30 mg) alinan toplam 60
mg doku, her biri 1 mL Trizol soliisyonu ve 4 adet boncuk iceren Eppendorf tiiplere
konulmus ve numuneler 4 dakika boyunca bilyali homojenizator ile homojenize edilmistir.
Daha sonra 6rnekler tizerine 250 pl kloroform eklenerek 15 saniye kuvvetlice ¢alkalanmis
ve 14.000 x G'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi tlip igerisinde olusan
fazlardan st faz alinarak yeni bir tiipe aktarilmis ve tlizerine izopropanol ilave edilmis ve
RNA ¢okeltisi elde edilmistir. RNA izolasyonunun son asamasida ortamdaki muhtemel
DNA kontaminasyonunu engellemek icin 6rnekler DNAse enzimi ile muamele edilmistir.
Akabinde 6rneklerdeki RNA konsantrasyonu nanodrop cihazinda 260 nm'de 6l¢iilmiistiir.

RNA 6rneklerinin biitiinliigli %1 agaroz jel ile dogrulanmistir.

2.6.2. Revers (Ters) Transkripsiyon

DNase ile muamele edilmis RNA’dan yiiksek Kapasiteli cDNA revers transkripsiyon
kiti (Applied Biosystems, ABD) kullanilarak cDNA sentezlenmistir. Her bir RNA numunesi
(1 pg), revers transkriptaz ile karistilirip, 2X revers transkripsiyon ana karigimi
hazirlandiktan sonra, 1x karisimi olusturmak i¢in 2x RT master karigimimna RNA eklenmistir.
Numuneler sirastyla 25°C'de 10 dakika, 37°C'de 120 dakika ve ardindan 85°C'de 15 dakika
inkiibe edilmistir. Amplifikasyondan sonra, ters transkripsiyon reaksiyon tirtinleri (cDNA)

dogrudan RT-PZR’da analiz i¢in hazir hale getirilmis ve -20°C'de muhafaza edilmistir.
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2.6.3. Primerler

Gokkusagi alabaliklart TRC, PCMX, MIT ve BRX'e maruz birakildiktan sonra Cu/Zn-
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz 1 (GPX1), glutatyon peroksidaz tip 2
(GPX2), glutatyon S-transferaz A (GSTA), 1s1 soku 90 kDa protein 1 beta izoform b
(HSP90BB), 1s1 soku 90 kDa protein 1 beta izoform a (HSP90BA), 1s1 soku 70 kDa protein 8
izoform a (HSC70A) ve katalaz (CAT) genlerinin ekspresyon seviyeleri degerlendirilmistir.
Gen bolgelerinin ¢ogaltilmasinda kullanilacak primerler, NCBI'de bulunan Primer-BLAST
programi kullanilarak tasarlanmistir (Tablo 6). Primerlerin diizgiin ¢alisip ¢alismadiginin
kontrolii amaciyla cDNA orneklerinden seri diliisyonlar hazirlanarak PZR ile ¢ogaltilmis ve

jelde yiiriitiilerek goriintiilenmistir (Boran, 2012).

Tablo 6. Gokkusagi alabaligindan elde edilen; Cu/Zn-siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz 1 (GPX1), glutatyon peroksidaz tip 2 (GPX2), glutatyon S-transferaz
A (GSTA), 1s1 soku 90 kDa protein 1 beta izoform b (HSP90BB), 1s1 soku 90 kDa protein 1
beta izoform a (HSP90BA), 1s1 soku 70 kDa protein 8 izoform a (HSC70A), katalaz (CAT)

ve Uzama faktorii 1 alfa (EF1) genleri i¢in spesifik primer ¢iftleri.

Gen NCBI Erisim Primer dizilimleri (5°—>3") Uriin boyu Erime Sicaklig1 (°C)
Numarasi (bg)

SOD AF469663.1 F-GTTGACTCTCACTGGACCCG 90 59,96
R- TCCTCGTTGCCTCCTTTTCC

GPX1 NMO001124525.1 F-TGGAGAGCCATTCAAGCGTT 126 59,96
R- CTCCCCACCATTGCTTCTGT

GPX2 AY622862.1 F-TGGAGAGCCATTCAAGCGTT 126 59,96
R- CTCCCCACCATTGCTTCTGT

GSTA NMO001160559.1 F-GAGGTGGGTTCTTACCTGGC 94 60,04
R- TAGACAGCCCAAAGCGGAAG

HSP90BB  AB196458.1 F-TGAAGAAATGCGCCAAGAGGA 174 59,83
R- TCCGTCAGACTTTCGTAGCG

HSP90OBA  AB196457.1 F-AGCCTCACGTTTTCCAATCG 157 60,03
R- AGATGCGTTGCCCACCATTA

HSC70A AB196460.1 F-TGTCTAAGGGACCAGCAGTC 123 60,11
R- CGTAGCTTGGAGTGGTCCTG

CAT FJ226382.1 F-CAAGGCCAAGGTGTTTGAGC 153 59,97
R- GTAAGGTCCCAGTTGCCCTC

EF1 Alpha  AF498320.1 F-ATGCCCCTGTACTGGATTGC 105 60,01

R- TGGGGGCATCCTCAAGTTTC
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2.6.4. Kantitatif Real-Time PCR (QRT-PCR)

Kantitatif RT-PZR analizleri, Exicycler 96'da (ger¢cek zamanl kantitatif termal blok,
Kore) kullanilarak yapilmistir. Revers transkripsiyon reaksiyonu sonucu elde edilen cDNA
ornekleri 1:10 oraninda seyreltilmis ve 3 paralel olacak sekilde hazirlanmistir. Enzim
aktivitesinde degisiklik gosteren hedef genlerin amplifikasyonu i¢in kullanilan primer
dizileri Tablo 6'da sunulmustur. Primerlerin kendi kendine tutunma, tamamlayici ve ikincil
yap1 gibi 6zellikleri OligoCalc (Northwestern Universitesi, ABD) ile kontrol edilmistir. Her
numune i¢in qRT-PZR'de ¢ift 6rnek hazirlanmistir. Her PZR reaksiyon karisimi (toplam 25
ul), 12,5 uL Hot Start Taq 2X Master Mix (NEB, BioLab), 1 ul cDNA, her primerden 10
pmol, 1 pL 20X EvaGreen (Biotium, Hayward, CA, ABD) ve 9,5 pl dH20 igermektedir.
Ornekler, 95°C'de 1 dakikalik 6n inkiibasyondan sonra, sirasiyla 95°C'de 20 sn, 58°C'de 20
sn, 68°C'de 45 sn inkiibe edildi ve tarama sonrasinda bu dongii 35 kez tekrarlanmustir.
Reaksiyonun sonunda, reaksiyonun 6zgiilliiglinii kontrol etmek igin erime egrisi analizi
yapilmustir. Her reaksiyonda, kontaminasyonu kontrol etmek i¢in negatif kontrol analizlere
dahil edilmis, hedef ve referans genlerin primer c¢iftlerinin etkinligini belirlemek igin
seyreltme serileri yapilmistir. Fragment boyutunu kontrol etmek i¢in qPCR iirtinleri %1,5’lik
agaroz jel lizerinde de yiiriitiilmiistiir. cDNA'nin on kat seri diliisyonlari ile hedef genler ve
referans gen (Uzatma faktorii 1 alfa (EF1) geni ve beta aktin geni) i¢in standart egriler
olusturulmustur

Her numune ii¢ tekerriir olarak ¢alisilmis ve AACt'yi hesaplamak i¢in elde edilen
degerlerin ortalamasi kullanilmistir.

EF1 alfa geni, hedef gen transkriptlerinin normallestirilmesi igin referans gen olarak
kullanilmistir. Hedef ve referans genlerin amplifikasyon etkinlikleri benzer oldugundan
dolay1 bagil (relative) gen ekspresyonunu hesaplamak i¢in Livak ve Schmittgen (2001)
tarafindan gelistirilen yontem kullanilmistir.

Referans gen (EF1) ile ilgilenilen gen arasindaki Ctdegeri su sekilde normallestirildi:

ACt (muamele edilmis 6rnek) = Ct (muamele edilmis 6rnekteki ilgilenilen gen) —

Ct (muamele edilmis 6rnekteki EF1)

ACt (muamele edilmemis kontrol) = Ct (muamele edilmemis kontrolde ilgilenilen gen) —

Ct (muamele edilmemis kontrolde EF1)
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AACt = ACt (muamele edilmis numune) — ACt (muamele edilmemis kontrol)

Normallestirilmis ifade oran1 22T olarak hesaplandi

2.7. istatiksel Analiz

Deneysel veriler, her deney igin ortalama + standart sapma (SS) olarak verilmistir.
Istatistiksel analizler i¢cin IBM SPSS V22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) yazilimi
kullanilmigtir. Verilerde varyansin normalligi ve homojenligi i¢in sirasiyla Kolmogorov-
Smirnov ve Bartlett testleri kullanilmistir. Tek yonlii genel lineer model varyans analizi ve
post-hoc Tukey testi, sirasiyla kat degisimini ve ¢oklu karsilagtirmalar1 analiz etmek igin
kullanmilmistir. Sonuglarin istatistiksel onemliliginde olasilik degeri P<0,05 olarak kabul

edilmistir.



3. BULGULAR

Calisma siiresince su kalitesi giinliik olarak Olclilmiistiir. 40 giin boyunca TRC,
PCMX, MIT ve BRX'e maruz birakilan baliklardan sekiz adedi gen ekspresyon analizi igin
orneklenmistir. Genetik hasar tespiti i¢in kan, karaciger, bobrek; doku bozuklugu i¢in ise
karaciger, bobrek, dalak ve solungag¢ ornekleri kullanilmistir. Kimyasal maddelere maruz
birakma uygulamasi sirasinda baliklarda, yem almada azalma disinda anormal bir davranig

gozlemlenmemistir.

3.1. Histopatolojik inceleme

Histopatolojik inceleme i¢in TRC, PCMX, MIT ve BRX'e kronik olarak maruz
birakilan baliklarin solungag, dalak, karaciger ve bobrek dokusu 6rnekleri deney bitimenden
hemen sonra alinmistir (Tablo 7). Alkol i¢eren kontrol guruplarinda bazi lezyonlar diisiik
seviyede gozlenirken, normal kontrol guruplarinda histopatolojik olarak herhangi bir
degisiklik goriilmemistir. Kimyasal maddelere maruz birakilan baliklarin solungaglarinda
lamellar fiizyon, hiperplazi ve epitelyal nekroz gozlenmistir (Sekil 7). Dalak kesitlerinde
melanomakrofaj merkezleri ve dalak nekrozu gozlenmistir (Sekil 8). Karacigerde ise farkli
derecelerde piknotik ¢ekirdek, hepatik hiicre ¢ekirdekleri ile yag vakuollerinde degradasyon
ve nekrotik hepatositler tespit edilmistir (Sekil 9). Bobrek dokusu solungag, dalak ve
karaciger dokusuna gore toksik maddelerden en fazla etkilenen organ oldugu belirlenmistir.
Tiibtillerde bulut benzeri sislik, renal tiibiil epitel hiicrelerinin dejenerasyonu, glomeriiler
kapiller dilatasyonu, hematopoietik dokuda piknotik ¢ekirdekler ve glomerulus
dejenerasyonu bobrek dokusunda yogun olarak saptanan semptomlar olugsmustur (Sekil 10).
Deney guruplarinda tespit edilen bu semptomlarin tiimi, alkol i¢ceren kontrol gurubunda da

diisiik siddette de gozlemlenmistir.
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Tablo 7. Gokkusagi alabaliginin 40 giin boyunca farkli antibakteriyel ajanlara maruz
kaldiktan sonra tespit edilen histopatolojik bulgular. Gozlenen lezyonlar siddetlerine gore
skorlanmustir (-: yok,+: hafif, ++: orta, +++: siddetli).

Histopatolojik etkiler Kontrol T:Irl‘(t;f)' BRX PCMX MIT TRC
Solungag

Lamellar Fiizyon - + ++ - + o+

Hiperplazi - + o+ + o+

Epitelyal Nekroz - + + + 4+ 4+

Hipertrofi - - + - + 4+

Epitelyal Lifting - - - + - +

Odem - - - + .

Dalak

Melanomakrofaj Merkezleri - +++ +++ A+ A+

Dalak Nekrozu - - ++ - - -
Karaciger

Piknotik Cekirdek - - ++ - + -

Hepatik Hiicre Cekirdeklerinde Bozulma - - - ++ - -

Yag Vakuolleri . . - +++  +++ -

Nekrotik Hepatositler - . - - -+t

Bobrek

Melanin ve Melanomakrofaj Merkezleri - + ++ + ++  +++

Tiibiillerde Bulutsu Sislik - + +++ A+ +

Rer_lal Tiibil Epitel Hiicrelerinin i N ... W

Dejenerasyonu

Glomeriiler Kapiller Dilatasyon - + ++ ++

Hematopoietik Dokudaki Piknotik

Cekirdekler - + e = = = e

Glomerulus Dejenerasyonu - + ++ 4+t
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Sekil 7. (A) su (kontrol), (B) alkol, (C) BRX, (D) PCMX, (E) MIT ve (F) TRC'ye maruz
kaldiktan 40 giin sonra H&E ile boyanmis gdkkusagi alabaligi solungaclarinin
histopatolojisi. Histopatolojik lezyonlar nekroz (N), tromboz (T), lamel fiizyon (LF), genis
hiperplazik alan (*), hiperplazi (HP) ve lamel apozisyon (LA).

Sekil 8. (A) Su (kontrol), (B) alkol, (C) BRX, (D) PCMX, (E) MIT ve (F) TRC'ye maruz
kaldiktan 40 giin sonra H&E ile boyanmig gokkusagi alabaligi dalaginin histopatolojisi.
Histopatolojik lezyonlar, nekroz (N) ve melanomakrofaj merkezi (MMC) olugumu.
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Sekil 9. (A) su (kontrol), (B) alkol, (C) BRX, (D) PMCX, (E) MIT ve (F) TRC'ye maruz
kaldiktan 40 giin sonra H&E ile boyanmis gokkusag: alabaligi karacigerinin
histopatolojisi. Histopatolojik lezyonlar piknotik niikleus (ok basi), hepatik hiicre
cekirdeklerinde degradasyon (ok), yag vakuolleri (*).

Sekil 10. (A) su (kontrol), (B) alkol, (C) BRX, (D) PCMX, (E) MIT ve (F) TRC'ye maruz
kaldiktan 40 giin sonra H&E ile boyanmig gokkusagi alabalig1 bobreginin histopatolojisi.
Histopatolojik lezyonlar, melanomakrofaj merkezi (MMC), piknotik ¢ekirdek (PN),
glomerulus dejenerasyonu (*) ve sigkin tiibtiller (#).
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3.2. Comet Analizi

Her bir deneme gurubundan 1.500 kirmizi kan hiicresi comet varligr bakimindan
incelendiginde (Cometin kuyruk yogunlugu ve momenti, kuyruk gocii ve kuyruk uzunlugu)
TRC, PCMX, MIT ve BRX maddelerinin baligin kirmizi kan hiicrelerinde énemli DNA
hasarina neden oldugu goriilmiistiir. Normal su igeren negatif kontrol ve sutalkol iceren
negatif kontrol i¢in DNA hasar1 (% kuyruk DNA) sirasiyla 39,72 ve 127,01 iken (Tablo 8),
pozitif kontrol gurubunda 313,56 olarak tespit edilmistir. Etkileri degerlendirilen
kimyasallar arasinda baliklarin kirmizi kan hiicrelerinde en ¢ok DNA hasarina sebep olan
kimyasal MIT (DNA hasari skoru 544,45) olarak belirlenmistir. TRC ve PCMX kirmiz1 kan
hiicrelerinin DNA'sinda benzer genotoksik aktiviteye sahip oldugu belirlenmis ve
olusturduklart DNA hasarlar1 sirasiyla 397,83 ve 421,88 olarak tespit edilmistir. Calismada
kullanilan kimyasallar arasinda en az DNA hasar1 olusturan BRX (254,81) olmustur. Comet
analizi sonuglari, 6zellikle MIT, TRC ve PCMX konsantrasyonlarinin kronik maruz birakma
denemelerinde BRX’a gore c¢ok diisiik degerlerde kullanilmasina ragmen baliklarin kan

DNA's1 lizerinde mutajenik etkilere sahip oldugunu gostermistir.

Tablo 8. 40 giin siireyle kimyasala maruz birakilan baliklarin kirmizi kan hiicresindeki
comet assay skoru. DNA hasar1 skorlar1 (ortalama + SD).

DNA Hasar1 Skorlar1

Uygulama
Bas Yogunlugu Kuyruk Yogunlugu Kuyruk DNA %

Negatif kontrol (dH20) 71,57£11,38 28,4349,89 39,72
Negatif kontrol (dH,O+ alkol) 44,05+8,37 55,95+7,75 127,01
Pozitif kontrol (H202, %30) 24,18 £6,7 75,82+11,1 313,56
TRC (Alkolde Coziinmiis) 20,09+7,44 79,91+7,80 397,83
MIT 15,52+6,66 84,48+7,41 544,45
PCMX (Alkolde Coziinmiis) 19,16+9,89 80,84+8,71 421,88
BRX 28,17+11,43 71,78+12,01 254,81

3.3. Gen Ekspresyonu

Her bir reaksiyonun etkinligi %97 ile %102 arasinda degismistir. Agaroz jel iizerinde

gPZR firtinleri yiiriitilldiikten sonra spesifik olmayan PZR iiriinii veya birden fazla fragment
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gozlenmemistir. SOD1, GPX1, GPX2, GSTA, HSP90BB, HSP90BA ve HSC70A genlerinin
ekspresyonlarindaki kat degisimi, referans gen ve kontrol guruplar ile normalize edildikten
sonra degerlendirilmistir (Tablo 9). Normalizasyondan sonra, PCMX'e maruz kalan GSTA
geni disinda TRC, PCMX, MIT ve BRX'e maruz kalmanin sonucu olarak SOD, GPX1,
GPX2, GSTA, HSP90BB, HSP90BA, CAT ve HSC70A genlerinin ekspresyonu 6nemli 6l¢iide
artmistir. Baliklar PCMX'e maruz biraktiktan sonra, SOD, GPX2, HSP90BB ve HSC70A
genleri asag1 yonli regiile (diisiik diizeyde ekspresyon) olmustur. Ayrica BRX, PCMX ve
TRC'ye maruz kalan balik CAT geni asag1 yonlii regiile edilirken, GSTA geninin ekspresyonu
PCMX'ten etkilenmemistir (Sekil 11). GPX1 ve HSP90BA disindaki tim genler, PCMX'e
maruz kaldiktan sonra asagi yonlii regiile olmustur. En asag1 regiile edilmis gen, PCMX'e
maruz kalan GPX2 geni olarak tespit edilmistir. Diger genlerinin ise ekspresyonu artis
gostermistir. BRX'e maruz kalan baliklarda HSP90BA geni 2.129,69 kat ile en fazla ekspres
olan gen olmustur. En ¢ok etkilenen diger genler ise; PCMX i¢in GPX2 (0,01 kat) ve GPX1
(593,79 kat), BRX igin CAT (0,96 kat) ve HSP90BA (2.129,69 kat), MIT ve TRC i¢in GPX2
olarak tespit edilmistir (sirasiyla 664,21 kat ve 786,10 kat) (Tablo 9).

Tablo 9. 40 giin siireyle triclosan (TRC), chloroxylenol (PCMX), methylisothiazolinone
(MIT) ve borax'a (BRX) maruz kalan gokkusagi alabaliginin karaciger ve bobregindeki
farkli genlerin bagil gen ekspresyonu (kat).

Genler Kimyasallar |

PCMX BRX MIT TRC
CAT 0,22+0,03 0,96+0,14 1,27+0,19 0,56+0,08
GPX1 593,79+89,07 957,08+143,56 209,72+31,46 626,47+93,97
GSTA 1,04+0,16 200,10+30,02 121,81+18,27 360,79+54,12
HSC70A 0,09+0,01 134,64+20,20 41,09+6,16 172,58+25,89
HSP90BA 19,83+2,98 2.129,69+319,45 316,88+47,53 640,62+96,09
HSP90BB 0,08+0,01 219,98+33,00 84,45+12,67 262,19+39,33
SOD 0,19+0,03 8,32+1,25 17,45+2,62 14,20+2,13
GPX2 0,01+0,00 629,72+94,46 664,21+99,63  786,10+117,92
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N CAT
N GPX
N GSTA

B HSC70A
31 @ HSPY0BA
[ HSP90BB
I SOD
BN GPX2

Maruz Birakilma Sonucu mRNA Degisikligi

BORAKS PCMX MIT TRIKLOSAN

Sekil 11. TRC, PCMX, MIT ve BRX maruz birakilan Gokkusagi alabaliklarinda Cu/Zn-
superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase 1 (GPX1), glutathione peroxidase
type 2 (GPX2), glutathione S-transferase A (GSTA), heat shock 90 kDa protein 1 beta

isoform b (HSP90BB), heat shock 90 kDa protein 1 beta isoform a (HSP90BA), heat shock

70 kDa protein 8 isoform a (HSC70A) ve katalaz (CAT) genlerinde mRNA ekoresyonun
kat degisiklikleri. Kat degisiklikleri, maruz kalmayan kontrol grubuyla karsilastirilatak

elde edildi. Veriler ortalama + SEM'i temsil eder.



4. TARTISMA

Antimikrobiyaller, yanlis kullanimlari, asir1 dozlar1 ve zayif emilimlerinin yani sira
suda ytiksek ¢oziiniirliikleri ve bozunmaya kars1 direngleri nedeniyle ¢cevrede yaygin olarak
bulunmaktadir (Sarmah vd., 2006; Limbu vd., 2018). Tiiketici sagligina zarar verme
potansiyeli bulunan birgok antimikrobiyal {irtin bulunsada bu antimikrobiyal maddelerinin
¢ogunun toksisitesi veya toksik mekanizmalar1 hakkinda yeterli veri bulunmamaktadir (Yost
vd., 2016). Canlilar giinliik yasamda c¢ok ¢esitli kimyasallara maruz kalmaktadir.
Giinlimiiziin 6nemli sorunlardan birtanesi hormon sentezinin, metabolizmanin, tasinimin ve
dagitimin degistirilmesi yoluyla endokrin sisteme miidahale edebilen kimyasal maddelerdir
(Milanovi¢ vd., 2016; Gao vd., 2021; La Merrill vd., 2020). Endokrin bozucu kimyasallar
endokrin sisteminin fonksiyonlarini degistiren ve sonug olarak saglam bir organizmada veya
poplilasyonlarinda olumsuz saglik etkilerine neden olan ekzojen bir madde veya karigim
olarak tanimlanir (European Commission, 2020). Antimikrobiyal kimyasallarla ilgili
calismalarin ¢ogu triklosan ve triklosanin insan sagligi iizerindeki etkilerine
odaklanmaktadir.  Triklosan (TRC), (5-kloro-2-(2,4-diklorofenoksi) fenol), agiz
gargaralarinda, dis macunlarinda, sabunlarda, dezenfektanlarda, deodorantlarda, giyim
tekstillerinde, mobilyalarda bir bilesen olarak bulunabilen sentetik, ¢ok amagli bir
antimikrobiyal maddedir (Dhillon vd., 2015). Ticari iiriinlerdeki TRC ayni zamanda irgasan
olarak da adlandirilabilmektedir (Lee vd., 2019). Diinya ¢apinda yilda 1500 ton TRC
tiretildigi ve yilda 132 milyon litre TRC igeren {irliniin yalnizca ABD'de kullanildig1 tahmin
edilmektedir (Alfhili ve Lee, 2019). Muhtemelen, yiiksek dezenfeksiyon nedeniyle 2019
koronaviriis hastaliginin (COVID-19) patlak vermesinden bu yana {iretim oranlar1 degismis
olabilecegi diistiniilmektedir (Chu vd., 2020; Ejtahed vd., 2020); Usman vd., 2020).
Triklosan ve diger kimyasallarin insanlarda hormon dongiilerini bozabilecegine ve kas
gligsiizliigiine neden olabilecegine dair kanitlarda mevcuttur (Halden, 2014). TCS yavru ve
yetiskin zebra baliklarinin karacigerinde MAPK ve p53 diizeyini arttirdigr goriilmistiir (Liu
vd., 2019). Ek olarak, iyilesme doneminde de TCS stresi azaldiginda tiim tiirlerde AST ve
ALT aktivitesinde diisiis gozlendigi, diger taraftan antimikrobiyal bilesik karigimlarida sucul
canl1 hiicrelerinin protein yapilarinda degisiklik ve CAT, GST, SOD ve GPX gibi antioksidan
enzimleri kodlayan genlerin ekspresyonunda artis meydana getirmistir (Trombini vd., 2021)

Bu nedenlerden dolayi, antibakteriyel sabunlarda kullanilan triklosan dahil 19 kimyasal,



49

ABD Gida ve ilag Idaresi (FDA) tarafindan yasaklanmistir. Antibakteriyel iiriinler iireten
bir¢cok sirket, triklosan yerine benzethonium kloriir, triklokarban veya kloroksilenol
(PCMX) gibi kimyasallar1 kullanmaya baslamistir. TRC iceren kisisel bakim iirlinleri, atik
sudaki TRC'nin birincil kaynagi olarak kabul edilmektedir. Atik su aritma tesislerinin TRC
tiretim tesislerinde bulunmamasi nedeniyle aritilamadigindan, atik sular yoluyla ylizey
suyuna, yeraltl suyuna, topraga ve nihayetinde igme suyuna ulastig1 varsayilmaktadir
(Huang vd., 2014a). Atik sudan TRC'nin uzaklastirilmas: biiyiik O6l¢iide kimyasalin
fizikokimyasal 6zelliklerine baglidir (Lee 2015). TRC'nin lipofilik karakteri yiiksek emilme
potansiyeli ile ilgilidir. TRC cogunlukla biyolojik bozunma veya adsorpsiyon yoluyla
aritilir. Su aritma tesislerindeki aritim verimliligi %99'a kadar ¢ikabildigi bilinmektedir
(Olaniyan vd., 2016). TRC’nin biyolojik aritiminda aktif gamur prosesi, damlatmali filtreler,
oksidasyon hendekleri ve donen biyolojik kontaktorler gibi yaygin yontemler
kullanilmaktadir. (Jagini vd., 2019). Triklosan suda bulunabilir ve konsantrasyonu gollerde
0,0118 ug L ve atik suda 4,3 pg L civarinda bulunabilir (MDH, 2014). Triklosan dzellikle
yesil algler icin zehirli olmakla birlikte 1 mg I™M'in altindaki konsantrasyonlarda bile suda
yasayan hayvanlar i¢in toksik etkli gdsterebilmektedir. Bakteriler, baliklar ve kabuklularin
triklosan toksisitesine karsi hassasiyetleri benzer iken mikroalglerin triklosan toksisitesine
hassasiyetleri daha yiliksek bulunmustur (Tatarazako vd., 2004). Ekotoksikolojik ¢aligmalar,
LCso degerlerinin baliklar igin 0,26 ile 0,54 mg L arasinda ve ECso degerlerinin ise
kabuklular ve algler igin sirasiyla 0,13-0,39 mg L™ ve 1,4-19 pg L araliklarinda degistigini
gostermektedir (Orvos vd., 2002; Reiss vd., 2002). TRC ile ilgili ¢evresel ve toksikolojik
veriler, suda yasayan organizmalara yonelik akut toksisiteye, genotoksisiteye, endokrin
sistemin bozulmasina, antimikrobiyal direncin tetiklenmesine ve potansiyel insan
kanserojenligine sebep olabilecegini gostermektedir (Huang vd., 2014a; Li 2021). Ancak,
TRC kullanimi ve maruz kalma limitlerine iliskin yeterli diizenleyici degerlendirme hala
tamamlanmamigstir (Milanovi¢ vd., 2023). 2003 yilinda siddetli akut solunum sendromu
(SARS) salgin1 sirasinda, TRC'nin yalnizca 30 saniyelik temas siiresinde viriislerin
azalmasin1 sagladigi belirlendi (Dellanno vd., 2009). COVID-19 salgini sirasinda
antibakteriyel sabun ve dezenfektan kullaniminin artmasi, TRC'ye maruz kalmanin
artmasma yol actigi rapor edilmistir (Ejtahed vd., 2020; Usman vd., 2020). TRC'nin
Staphylococcus aureus ve Escherichia coli'nin antibiyotiklere karsi direncini tetiklemesinin
yani sira, TRC'ye tekrar tekrar maruz kalmak ayni zamanda cilt ve bagirsak mikrobiyomunda

degisikliklere ve kronik hastaliklara neden olabilir (Ejtahed vd., 2020; Subramanya vd.,
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2021). Tek hiicreli tath su alg tiiri olan Euglena gracilis’in TRC mazuriyeti sonrasinda
ozmotik basmcin artmasiyla hiicrelerin serit yerine daha kiiresel olmasi, morfolojik
dezenformasyonlarin (hiicre yirtilmasi ve bozulmasi) olmasi ve vakuol sayisinda artis gibi
sonuglar ortaya ¢ikarmistir (Azizullah vd., 2011; Mao vd., 2018; Xin vd., 2019; Kim vd.,
2021). TRC, sucul canlilarda teratojenisiteye, sitogenotoksisiteye, detoksifikasyona,
metabolik enzimlerde degisikliklere ve bakterilerde dirence neden olmaktadir (Dar vd.,
2022). Farkli TRC konsantrasyonlarina maruz birakilan baliklardaki cesitli fiziksel ve
niikleer degisikliklerin ylizdelik orani, denemenin 10. giliniinde kontrol gruplarina gore
onemli Ol¢iide yiiksektir (Akram vd., 2022). Tilapya (Oreochromis mossambicus)
baliklarinda TRC nin etkilerinin aragtirilmasi sonucunda da baliklar i¢in 6liimciil olabildigi
ve baliklar1 biyokimyasal ve genetik olarak etkileme potansiyeline sahip oldugu tespit
edilmistir (Seenivasan vd., 2023). Calismalarda; TRC nin etkilerine bakildiginda tek hiicreli,
bitkisel, hayvansal organizmalar ve hatta insanlar lizerinde ¢ok cesitli sekillerde etki
olusturdugu ve hatta oliimciil olabilecegi gorlilmiistiir. Bu calismada baliklar, 40 giin
boyunca 0,48+0,2 pg L miktarlarda TRC'ye maruz birakilmistir. Kirmizi kan hiicreleri
iizerinde mutajenik etkilere; bobrek, karaciger, dalak ve solungaglar {izerinde ise
histopatolojik etkilere neden olan TRC, gen ekspresyonunu CAT geni i¢in 0,56 kat ile GPX2
geni i¢cin 786,10 kat arasinda artis gozlenmistir. Bu nedenle, suda bulunan diisiik
konsantrasyondaki TRC bile suda yasayan organizmalar i¢in ¢ok tehlikeli olabilmektedir.

Su ortaminda bulunan kisisel bakim {irtinleri; kalinti, biyolojik birikim, sucul yasam
ve dolayli olarak insan yagsamini etkileyen toksikolojik olaylara neden olabilmektedir
(Daughton ve Ternes 1999; Ebele vd., 2017). Kisisel bakim f{irlinlerinin basglicalar
antiseptikler, biyositler, kozmetikler, modifiye edilmis hormonlar, steroidler, parfiimler,
sampuanlar ve UV filtreleridir (Gogoi vd., 2018; Nassar ve Younis 2019).

Kozmetik ve dezenfektan iirlinlerinde kullanilan bir¢ok etken madde bulunmaktadir.
PCMX bu maddeler arasinda en sik kullanilanlar arasinda yer almaktadir (Nassar ve Younis
2019; El-Badawy ve El-Desoky 2018). PCMX, antiseptik ve dezenfektan 6zelliklere sahip
bir fenolik tiirevdir (Ghanem vd., 2012; Zhou vd., 2019). PCMX ile ilgili daha 6nce yapilan
arastirmalar bize PCMX'in tatli suyu nasil etkiledigi, atik su aritma tesislerinden salindiktan
sonra tath suda yasayan organizmalarin ve nasil etkilendigi hakkinda bilgi vermektedir.
PCMX atik su aritma sisteminden uzaklastiralabilir ancak kloroksilenol'iin atiksu aritma
tesislerinin bir pargasi olan faydali biyokiitle lizerinde herhangi bir etkisi rapor edilmemistir

(Mavd., 2021). Kloroksilenol'iin suda ¢oziiniirliigii ve uguculugu ¢ok diistiktiir (EPA, 1994).
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Ancak ortamdaki kaliciligt sinirhidir ve biyolojik bozunma ile 6 giinde tamamen ortamdan
uzaklagtirilabilir (ACI, 2014). Sivi sabunlarda, kozmetiklerde, topikal ilaglarda ve
antiseptiklerde aktif bir bilesen olarak kullanilan PCMX ile yapilan in vitro ve in vivo
toksikolojik ¢alismalar, PCMX’in genotoksik etkilerinin olmadigini gostermektedir (Yost
vd., 2016). Ayrica, daha kisa siireli oral yoldan maruz birakma ¢alismalarinda, bu kimyasalin
herhangi bir genetik etkisi goriilmemistir (EPA, 2009). Kronik dermal maruziyetten sonra
genotoksik ve karsinojenik etki géstermez (Momma vd., 1988). PCMX gibi halojenli fenollii
bilesikler, 6zellikle kedilerde ve bazi1 hayvanlarda tamamen sindirilmedikleri i¢in toksik etki
gosterebilir (Yost vd., 2016; URL-9). PCMX'e maruz birakilan siganlarda, testis dokularinda
histopatolojik degisiklikler ile testosteron ve Ostradiol seviyelerinde anlamli azalmalar
goriilmistir (EI Naggar vd., 2022). PCMX’in, nehir agzi rotiferi olan Brachionus
koreanus'ta hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu baslattigi ve in vivo olarak gesitli
olumsuz etkiler meydana getirdigi ve yasam parametreleri, yiizme davranigi ve lireme igin
gerekli molekiiler tepkiler tizerinde zararli etkiler yarattigi goriilmiistir (Won vd., 2022).
PCMX’in ortamdan uzaklastirmasi ve daha az toksit metabolitlere doniistiiriilmesi
konusunda Cunninghamella elegans ve Trametes versicolor mantarlarinin ¢evresel biyolojik
iyilestirme i¢in potansiyel araglar olarak kullanilabilecegi gdsterilmistir (Nowak vd., 2021).
PCMX’in aritma iizerine yapilan c¢alismada, biyolojik aritmanin PCMX'i evsel atik sudan
uzaklastirmada ¢ok etkili oldugu goriilmistiir (Au vd., 2023).

Ote yandan, bu g¢alismada elde edilen sonuglar PCMX'in gokkusagi alabaligmin
kirmizi kan hiicreleri lizerinde mutajenik etkilere sahip oldugunu gostermistir. Ayrica 40 giin
boyunca 4,2+0,9 ug L PCMX'e maruz birakilan baliklarda, CAT, HSC70A, HSP90BB,
SOD, GPX2 gen ckspresyonlart asagi yonli regiile edilirken, GPX1 ve HSP9OBA genleri
yukar1 yonlii regiile edilmis, GSTA geni ise regiile olmamistir. Solungaclarda lezyon ve
0dem; karacigerde hepatik hiicre ¢ekirdeklerinde ve yag vakuollerinde bozulma; tiibiillerde
bulut benzeri sislik, renal tiibiil epitel hiicrelerinde dejenerasyon, glomeriiler kapillerlerde
genisleme, hematopoietik dokuda piknotik c¢ekirdekler ve bobrekte glomerulus
dejenerasyonu gibi histopatolojik etkiler gozlenmistir. Boylece PCMX, gen regiilasyonunu
ve dokunun yapisim1 etkiler ve kirmizi kan hiicrelerinde genotoksisiteye neden
olabilmektedir

Metilizotiazolinon (MIT) ve metilkloroizothiazolinon (CMIT) c¢esitli iriinlerde
koruyucu olarak siklikla birlikte kullanilmaktadir (Yazar vd., 2011). MIT’in ¢ok diisiik

konsantrasyonlari bile alerjik tepkilere neden olabilir (Castanedo-Tardana ve Zug, 2013). Bu
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bilesenlere kronik maruz kalinmasi durumlarinda doz diistikliigi herzaman zararsizlik
anlamina gelmemektedir (Boyapati vd., 2013). Mevcut ¢alismalar, kozmetik iiriinlerde 100
ppm MIT'in tiiketici igin giivenli olmadigimi gostermektedir (SCCS, 2014). MIT'in memeli
doku kiiltiirlerindeki néronlarin in vitro testlerinde norotoksik oldugu ve ayrica 6zellikle
baliklar igin bilinen bir gevresel toksin oldugu gosterilmistir (Yazar vd., 2011). Onemli bir
yem besin kaynagi olan bezelye bitkisine (Pisum sativum spp.) uygulanmis olan MIT, bazi
biyokimyasal parametrelerde degisiklikler olusturmustur (Yuksel vd., 2022). Si¢anlarda
yapilan gelisimsel ve kronik beslenme/karsinojenisite ¢alismalarinda kaydadeger bir etki ile
karsilagilmamistir (EPA, 1998). Farelerde, CMIT ve MIT karisimi, solunum yollari ile
akcigerlere ulasip akciger hasarina neden olmustur (Song vd. 2022). Giiney Kore'de 1994'ten
2011'e kadar toplam 41 ev tipi nemlendirici dezenfektanin, akciger hasari ve 6liimciil saglik
etkileri gelistirmesi nedeniyle yasaklandigi bildirilmistir. Nemlendirici dezenfektanlardan
olan CMIT ve MIT karisiminin, nemlendirici dezenfektanla iligkili akciger hasari olarak
adlandirilan, yaygin akciger fibrozu hastaligina neden oldugu klinik olarak dogrulanmistir
(Kimvd., 2022). Su piresinin CMIT ve MIT’e, diisiik konsantrasyonlarda maruziyetinde bile
ciddi lireme toksisitesine neden oldugu ve ayni zamanda bu antimikrobiyallerin su
pirelerinde (Daphnia magna); proteomik degisiklik, DNA hasar1 ve DNA metilasyonu dahil
olmak iizere ¢ok yonlii olumsuz etkileri goriilmiistiir (Kim ve Choi, 2023). Yine lireticilerce
yaygin olarak kullanilan iki formiilasyon olan CMIT/MIT (3:1) ve MIT'nin Daphnia pulex'e
(Cladocera) yonelik akut toksisitesi degerlendirilerek, LCso degerleri CMIT/MIT karigimi
i¢in 0,10 ila 1,84 mg L arasinda ve MIT igin 0,68 ila 2,84 mg L arasinda bulunmustur
(Wagner-Deyries vd., 2023). Ancak, c¢alismamizda kullanilan kimyasallar arasinda
baliklarda en fazla genotoksik etkiye sebep olaninin, diisiik konsantrasyonlarda
kullanilmasina ragmen, MIT oldugu tespit edilmistir. Calismamizda MIT'a maruz birakilan
baliklarda incelenen tiim genler yukar1 yonlii regiile edilmis ve en c¢ok etkilenen gen,
ekspresyonu 629,72 kat artan GPX2 olmustur. Amerika Birlesik Devletleri, Gida ve lag
Idaresi tarafindan yasaklanan triklosan gibi antimikrobiyal maddelerin yerine, MIT gibi daha
az zararli olarak algilanan alternatif kimyasallarin gida endiistrisinde kullanilmasi
ongorilmektedir (Nowak-Lange vd., 2022) Ayrica, Avrupa Komisyonu tarafindan yapilan
diizenlemelerde, piyasadaki viicut triinlerinde MCI ve MIT karistimi kullanilmasi da
yasaklanmistir  (Sherry vd., 2016). Atik su aritma tesislerindeki atik suyun,
antimikrobiyallerin tam olarak uzaklastirilmadan desarj edilmesi, alici ortamda kalinti

birikmesine yol agmaktadir (Nowak-Lange vd., 2022). MIT’in mikroorganizmalar
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tarafindan biyolojik olarak parcalanmasi hakkinda, bu antimikrobiyal maddenin
biyotransformasyonunun yalnizca baslangi¢ asamalari bilinmektedir. MIT'i metabolize etme
yetenegi sergileyen az sayidaki mikroorganizma esas olarak ¢esitli filamentli mantar
tirlerini igermektedir (Nowak vd. 2020; Gomes vd., 2018).

Bor, besin zincirine Oncelikle bitkiler vasitasiyla alinir ve buna bagli olarakta
bitkilerdeki biyoyararlanimi borun insanlardaki ve hayvanlardaki toksisitesi agisindan
belirleyici olur (Brdar-Jokanovi¢, 2020). Bitkilerin bora asir1 maruziyeti sonucunda ise
toksisite olusabilir (Christensen, 1934; Eaton, 1944). Simdiye kadar BRX'in akut
toksisitesinin diigiik oldugu ve herhangi bir genotoksik veya karsinojenik etki potansiyelinin
olmadig1 biliniyordu. Yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu i¢me sularinda bile borun
insanlardaki toksisitesi nadirdir (Sayli vd., 2003). Yiiksek dozlarin akut alimi ise ishale,
dermatite ve uyusukluga neden olabilmektedir (Linden vd, 1986). Insanlarda kronik bor
toksisitesi ise norolojik etkiler, bobrek hasari, istah azalmasi, viicut agirhiginda azalma ve
testiste kalic1 olmayan histolojik etkiler ile iireme aktivitesinde diisiiklikk seklinde ortaya
cikmaktadir (HERA, 2005; Uluisik vd., 2018). Ote yandan, son yillarda yapilan ¢alismalar
BRX'in konsantrasyona ve zamana bagl olarak sucul yasam iizerinde genotoksik etkilere
sahip oldugunu gostermistir (Giilsoy vd., 2015). BRX’mn farkli aktivasyon ortamlarinda
3mM konsantrasyonda kullanilmasi Gokkusagi Alabaligi ve Anadolu Alabaligi (Salmo
rizeensis) ve Coruh Alabaliginda (Salmo coruhensis), sperm hareketliginin, dogurganliginin
ve, kulugka oranlarinin yiiksek olmasini sagladi. Ancak BRX konsantrasyonunun 3mM dan
daha fazla oldugu durumlarda sperm hareketliliginde 6nemli derecede azalma goriilmiis ve
bu duruma sebep te BRX’in toksik etkisi olabilmektedir (Kocabas ve Kutluyer., 2017;
Kutluyer ve Kocabas., 2017). Zebra balig1 (Danio rerio) farkli siire ve konsantrasyonlarda
BRX'a maruz birakildiginda, kirmizi kan hiicrelerinin kuyruk yilizdesindeki maksimum artig
96 saat siirede ve 64 mg L konsantrasyonda gériilmiistiir (Giilsoy vd., 2015). Giilsoy vd.,
(2015)’nin sonuglarina benzer sekilde, bizim galismamizda da 40 giin boyunca 8,9+1,8 mg
L1 BRX'a maruz birakilan baliklarin kirmiz1 kan hiicrelerinde DNA hasar1 tespit edilmistir.

Yiizey sularindaki boraks konsantrasyonlari, farkli iilkelerde <0,001 ila 7 mg L™
araliginda olup ortalama degeri 0,6 mg L™in altindadir (WHO, 1998). Topal vd., (2016)
BRX’1in gokkusagi alabaligi icin toksik olabilecegini ve BRX'e akut maruz birakilan
baliklarin solungac, bobrek ve kas dokularinda histopatolojik hasar olusabilecegini

gostermistir.
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Balik eritrositinden yapilan comet analizi, atik sulardan etkilenen su ortamlarini
izlemek igin kullanilabilir (SanJuan-Reyes vd., 2015). Bu analiz mutajenik hasarlari
belirlemeye 6zgii bir analiz yontemi degildir, bu nedenle kirleticilerin genotoksisitesini
yerinde test ederken yanlis pozitif sonuglar elde etmek miimkiindiir (Bagdonas, 2007).
Eritrosit bazli comet testi, elektrikli balik (Apteronotus bonapartii) iizerinde benzenin
genotoksisitesini ve varsayilan mutajenik etkilerini belirlemek i¢in de kullanilabilir (Bucker
vd., 2012). Sana vd., (2016), pestisitin Cirrhinus mrigala'nin kan eritrositleri tizerindeki
genotoksik etkisini belirlemistir. Demir vd. (2015), gékkusagi alabaliginin periferal kan
hiicrelerinde besin kirliligi kaynakli genotoksisiteyi comet analizi kullanarak test etmistir.
Ayrica bu tez ¢alismasinin sonuglari, antibakteriyel kimyasallarin balik eritrositlerindeki
DNA hasar diizeyi lizerindeki etkisini agikliga kavusturmustur. Comet analizi sonuglarina
gore BRX’in, calismada kullanilan diger kimyasallara gore daha az zararli oldugu tespit
edilmistir. Aktif karbon, atik su ve yeraltt suyu kaynaklarinda bor gibi kirleticilerin
uzaklastirilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Melliti vd., 2020; Goren vd., 2022).
Aktif karbonun sitrik veya tartarik asit ile doyurulmasi borun tutunma kapasitesini
arttirmustir (Kluczka vd., 2007a; 2007b). Atik sularda da bor’u ¢okeltmek i¢in kullanilan
organik ve inorganik kimyasallar bor seviyelerini <400 mg L™'ye diisiirebilmektedir (Remy
vd., 2005).

Antimikrobiyaller hem su hem de insan iizerinde antibakteriyel diren¢ yoniinden
incelenmistir (Rodriguez vd., 2020). Bununla birlikte, antimikrobiyallerin sucul
organizmalar (omurgalilar, omurgasizlar, siyanobakteriler ve mikroalgler) tizerindeki

etkilerine dair ¢ok az bilgi mevcuttur (Hampel vd., 2016; Trombini vd., 2021)



5. SONUCLAR

2000 ile 2015 yillar1 arasinda antimikrobiyal tiiketiminde %65'lik bir artis olmustur
(Bortone vd., 2021). Son zamanlarda, COVID-19 nedeniyle yasanan pandemide de
dezenfektanlarin ve dolayisiyla antimikrobiyallerin kullaniminda artismeydana gelmistir. Bu
nedenle antimikrobiyal ilaglarin izlenmesi i¢in gerekli klavuzlarin gelistirilmesi
gerekmektedir (Nippes vd., 2021). Ispanya’da bir hastanede, COVID-19 salgin1 sonucunda
mantar enfeksiyonlarinin arttig1 ve buna bagli olarak yogun bakim {initelerinde antifungal
tiikketiminin 2020 yilinda bir dnceki yila goére %75 arttign belirtilmistir. Insan ilaglarinda
antiviral ve antiparaziterlerin tiiketimi ve buna bagl olarak etkileri analiz edilmemistir ve
tilkelerde bunlarin tiikketimine iligkin bilgiler yeterli diizeyde degildir (Adriaenssens vd.,
2011; Nannou vd., 2020) Antimikrobiyallerin yiiksek tiiketimi ve bunlarin insanlar ve
hayvanlar tarafindan diisiik emilimi bunlarin siirekli olarak veya dogrudan yiizey sularina
desarj edilmesine neden olmaktadir (Li vd., 2020; Felis vd., 2019). Atikk su aritma
tesislerinde uygulanan geleneksel aritmalar, bu antimikrobiyal bilesiklerin ¢ogunun
giderilmesinde etkisizdir (Avila vd., 2021). Antimikrobiyallerin gesitleri ve tespit edilen
seviyeleri, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde, Atik su aritma tesislerinde diislik oranlarda
uzaklagtirilan ~ antimikrobiyal ~maddeler, ¢esit ve miktar agisindan  verimli
uzaklastiralamadiginin  gostergesidir. Bu maddelerin fazlaliginda bir¢ok etmen rol
almaktadir. Yine Covid-19 salgini sebebiyle artan dezenfektan kullanim1 da sucul gevredeki
antimikrobiyal madde konsantrasyonlarinda artisa sebep olabilir.

Yapilan calismalarda da goriildigii gibi antimikrobiyal maddeler genotoksisite,
canlilarda hareketlilik, biliylime inhibisyonu, embriyotoksisite, norotoksisite, kulugkada
anormallik, endokrin bozucu etkiler ve yasam siiresi gibi 6zellikleri olumsuz yonde
etkilemektedir. TRC, PCMX, MIT’in dogaya ve canlilara etkilerinden dolay1 bazi iilkelerde
yasaklanmis veya kullaniminda kisitlamaya gidilmistir. Sonug olarak, bu ¢alismadan elde
edilen verilere gore TRC, PCMX, MIT'in baliklar i¢in toksik olabilecegi ve baliklar iizerinde
genotoksik etkiye neden olabilecegi sdylenebilir. BRX’in de kronik maruz birakilma
durumunda baliklarda calisilan diger kimyasallar ile aymi etkiyi gosterebilecegi
goriilmektedir. Bu nedenle bu bilesiklerin sucul ortamdaki genotoksik, mutajenik ve diger
potansiyel etkileri degerlendirilmelidir. Bu kimyasallarin alict su ortamlarindaki

kalintilarinin izlenmesi ¢evreye olan etkilerinin azaltilmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir.



6. ONERILER

Bu calisma, gokkusagi alabaliklarina uygulanan TRC, PCMX, MIT ve BRX'in kronik
toksik etkisinin yiiksek oldugunu gostermektedir. Kimyasallarin kullanimi ve alici su
ortamlarina salinimi azaltilmalidir. Ayrica bu kimyasallar1 temizlik amaciyla kullanan
kisilerin sucul ortami korumak i¢in daha dikkatli olmalar1 gerekir. Diger bir yandan
antimikrobiyal bilesiklerin su ekosistemlerine stirekli girisi, gelecek agisinda biiyiik
sorunlara yol agabilecek kiiresel bir sorundur. Ulkeler, antimikrobiyallerin tiiketimi iizerinde
daha fazla kontrole sahip olmalidirlar. Kisisel bakim iiriinlerinin pazardaki gelisimi, yaygin
kullanim1 ve siirekli piyasaya siiriilmesi nedeniyle, gevresel verilerinin ve mikrobiyal
biyolojik  bozunma  mekanizmalarinin  ayrintili  sekilde  bilinmesi  gerekir.
Antimikrobiyallerin, kullanildig: ticari tiriinlerdeki etiket bilgilerinin daha anlasilir sekilde
olmasi ve bununda kamu otoritesi tarafindan denetlenmesi, tiiketicilerin dogru triinleri
se¢cmesine yardimci olacaktir.

Bu maddelerin dogaya zararsiz hale getirilmesi veya tamamen ortadan kaldirmasi igin
atik su aritma tesislerinde bu bilesiklerin su ekosistemlerine girisini engelleyecek hem

ekonomik hemde etkili yeni teknolojilerin uygulanmasina yonelik ¢aligmalar yapilmalidir.
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