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Ozet

Bu ¢alismada sucul ekosisteme evsel, endiistriyel ve genel amagh kullanim sonucunda
kirletici olarak karisan temizlik malzemelerinden bulasik deterjani ve ¢amasir suyunun
standard test organizmasi Lepistes (Poecillia reticulata Peters,1859) baliklari iizerindeki
muhtemel genotoksik etkileri balik eritrositi mikroniikleus testi kullanilarak arastirimigtir. 15
wl/L konsantrasyonundaki bulasik deterjanmi ve ¢amagsir suyuna 96 saat siiresince maruz
birakilan Poecillia reticulata’'nin kan ornekleri 96. saatin sonunda alinmigtir. 96 saat siireyle
maruz kalan baliklarin mikroniikleus ve morfolojik niikleus diizensizlikleri degerlerinde
kontrol grubuna gére artis gézlenmistir.

Anahtar kelimeler: Poecillia reticulata, camasir suyu, mikroniikleus, morfolojik niikleus
diizensizlikleri, genotoksisite

Investigation of the genotoxic effects of chlorine bleach and dishwashing
detergent on Guppy (Poecillia reticulata Peters, 1859) by using the
micronucleus test

Abstract

In this study, the potential genotoxic effects of dishwashing detergent and chlorine bleach,
which pollute aquatic ecosystems due to domestic, industrial and general uses were
investigated on the standard test organism Guppy (Poecillia reticulata Peters, 1859) by using
the fish erythrocyte micronucleus test. The fish were exposed to dishwashing detergent and
chlorine bleach at 15 ul/L concentration for 96 hours and blood samples were taken after 96
hours from Poecillia reticulata. Micronuclei and nucleus morphological irregularities were
compared to control group and an increase was observed in the fish exposed to household
cleaning agents for 96 hours.

Key words: Poecillia reticulata, bleach, Mikronucleus, nucleus morphological irregularities,
genotoxicity
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Giris

Sucul ekosistemlerinin kirlenmesine yol acan etkenlerden bir grup evsel atiklardir (Kislalioglu
& Berkes, 1990). Temizlik amaciyla kullanilan bulagik deterjani ve ¢camasir suyu bu evsel
atiklardandir.

Camasir suyu, kimyasal adi sodyum hipoklorit olan, temizlik ve hijyen amaciyla
kullanilan kimyasal maddedir. Kimyasal 0Ozelliklerinden dolay1 6ldiiriicii, zehirleyici,
yaralayici, tahris edici ve aym1 zamanda yangin ¢ikartici, insanlara, bitki ve metallere etkisi
olan bir maddedir. Camasir suyu alkali bir koroziv maddedir. Koroziv maddelerle olan
zehirlenmeler son yillarda bu maddelerin 6zellikle ev ve is yerlerinde giinliik kullanima daha
fazla girmesi ile artis gostermistir. Bununla birlikte ailelerin egitimsiz olmasi ve dikkatsiz
davranmalar1 da bu zehirlenmeleri arttiran diger bir faktor olarak diisliniilmektedir (Cam &
dig., 2003).

Camagir suyu (sodyum hipoklorit) tekstilde kumaslar1 renksizlestirme 6zelligi ve genis
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu i¢in saglik alaninda antisepsi, yiizey ve aletlerin
dezenfeksiyonu islevlerinde de kullanilmaktadir. Iceriginde bulunan klor, kanalizasyon atik
sular1 ve icme sularinin dezenfeksiyonunda kullanilmasiyla da halk sagligi agisindan 6nem
kazanmigtir. 1854 yilinda Londra’da lagim sularinin dezenfeksiyonunda hipoklorit
kullanilmistir. Klor ile sularin dezenfeksiyonu ise ilk kez 1902 yilinda Belcika nin kiiciik bir
kenti olan Middekerk’de yapilmistir. Daha sonraki yillarda kullanimi, basta A.B.D. olmak
tizere, diinyanin ¢esitli yerlerine yayilmistir (Rutala ve dig., 1997).

Sodyum hipoklorit’in (NaOCl) toz, graniil ve s1vi olmak iizere li¢ sekli bulunmaktadir.
S1v1 sodyum hipoklorit belli miktarlarda alinarak bilinen ¢amasir suyu elde edilir. Sodyum
hipokloritin en 6nemli maddesi klordur. Klor suda eridiginde kii¢iik bir kism1 suyun kirliligi
ile tiikkenir (tiikenen klor = chlorine demand), geri kalan kismina serbest klor (mevcut total
artik klor = total residual available chlorine) ad1 verilir. Mevcut artik klorun elementer klor
(Clp), hipoklorik asit (HOCI) ve hipoklor iyonlar1 (OCl) olmak iizere ii¢ sekli bulunur. Her {i¢
seklin de suda olusmasi i¢in suda amonyak veya diger nitrojenli bilesiklerin olmamasi
gerekir. Amonyak veya diger nitrojenli bilesiklerin bulunmasi durumunda klor bunlarla

bileserek kloramin veya N-klor bilesikleri olusturur. Klorun olusturdugu bu son bilesiklere
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kombine mevcut klor (combined available chlorine) adi verilir. Klor elektronlara karsi
afinitesinden dolay1 ¢ok giiclii bir okside edici ajandir, suda bulunan demir iyonlar1 (Fe™),
manganez iyonlar: (Mn"") , nitritler (NO; ) ve hidrojen sulfid (H,S) gibi inorganik maddeler
ve ayrica organik maddelerle birlestiginde rediiklenir ve kloride doniiserek dezenfektan
Ozelligini kaybeder.

Camagsir suyunun etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir, ancak yapilan
deneyler sonucu elde edilen bilgiler 1s181inda baz1 goriisler ileri stirlilmiistiir:

1. Klor hiicre membranindaki proteinler ile birleserek N-klor bilesikleri olusturur ve bu son
iiriin hiicre metabolizmasini bozarak hiicrenin 6liimiine neden olur.

2. Klor hiicre membranina etki ederek hiicre igindeki maddelerin digariya sizmasina ve
hiicrenin 6liimiine neden olur.

3. Klor hiicre i¢inde anahtar rolii oynayan enzimleri etkileyerek hiicrenin 6liimiine neden olur.
Bu son goriis digerlerine gore daha gegerlilik kazanmis, bunun nedeni olarak klorun hizli
antimikrobiyal etkisi gosterilmistir (Rutala ve dig., 1997, Dychdala ve dig., 1991).

Bulasik deterjan1 uygun sekillerde kullanildiginda bulagiklarin temizlenmesinde
dolayisiyla da gida hijyeninde 6nemlidir. Ayrica biyolojik pestisit olarak da kullanilabilir.
Bunun i¢in; tiitlin bitkisinin (Nicotina tabacum); 1 ¢ay kasig1 kurutulmus yaprak tozu ile bir
cay kasigi bulasik deterjan1 yaklasik 3,5 litre su ile karistirilmali ve bu karisim bir sprey
yardimiyla uygulanmalidir (Tepe, 2000).

Bu calismanin amaci bulasik deterjan1 ve ¢amasir suyunun Poecillia reticulata

bireyleri lizerindeki olas1 genotoksik etkisini mikroniikleus testi ile incelemektir.

Materyal- yontem

Laboratuvar sartlart ve baliklarin temini

Bu calisma Gazi Universitesi, Gazi Egitim Fakiiltesi Biyoloji Egitimi Anabilim Dali
Laboratuvarlarinda yapilmistir. Deneyde kullanilan Poecillia reticulata bireyleri Ankara’daki
yerel yetistiricilerden temin edilmis ve yeterince hava igeren plastik torbalarda 30 dakika
icerisinde laboratuvara getirilmistir. Plastik torbalar 30-35 dakika akvaryum igerisinde
tutularak iklimlendirme yapilmistir. Daha sonra torbalar kesilerek acilmis ve baliklar

akvaryum suyu igerisine birakilmigtir. Deneylerde yaklagik 15 L kapasiteli cam akvaryumlar
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kullanilmistir (Selvi ve dig., 2004).

Baligin ozelligi

Bu calismada akvaryum balig1 olarak ortalama boylar1 4,00 & 0,3 cm, ortalama agirliklar1 0,80
+ 0,20 g olan 15 adet Lepistes (Poecillia reticulata) kullanilmistir. Baliklar ortama uyum
saglamalar1 i¢in deneylerden 1 giin dnceden akvaryumlara yerlestirilmistir. Deneyden once

balik yemiyle beslenmeleri saglanmis ve deney siiresince baliklara yem verilmemistir.

Su kalitesi

Deneyde dinlendirilerek kloru giderilmis ¢esme suyu kullanilmigtir. Kullanilan su
parametreleri su sekildedir: sicaklik 25°C, pH 7,82, ¢oziinmiis oksijen 6,1 mg/L, iletkenlik
0,209 puS/cm.

Deney basamaklart

Deneyde ii¢ adet akvaryum kullanilmistir. Baliklar deneye baslamadan 1 giin dnce i¢inde 7 L
su bulunan deney akvaryumlarina yerlestirilmistir. Bir akvaryum kontrol grubu olarak
kullanilmistir. Bir akvaryuma 15 pl/L sivi bulasik deterjani, bir akvaryuma 15 pl/L ¢amasir
suyu mikropipet kullanilarak ilave edilmistir. Her akvaryuma rastgele secilmis 5’er balik
konulmustur. Poecillia reticulata bireyleri 96 saat boyunca kimyasala maruz birakilmstir.
Maruziyet siiresinin sonunda deney sonlandirilmis ve baliklardan, heparinize tek kullanimlik
2 cc’lik enjektor ile kalpten 0,7 £ 0,2 cc oraninda kan ornekleri alinmistir. Lamlarin {izerine
damlatilan kan ince tabaka olusturacak sekilde yayilmistir. Hazirlanan preparatlar
kurutulduktan sonra %95’lik etanol’de 20 dakika siiresince fiske edilmistir. Fiske edilen
preparatlar kurutulduktan sonra %35’lik tamponlu su ile hazirlanan Giemsa boyasinda 20
dakika siiresince boyanmistir. Boyama isleminden sonra preparatlar distile sudan gecirilerek
fazla boyanin uzaklastirilmasi saglanmistir. Daha sonra preparatlar mikroskopta incelenmeye
alimmistir. Mikroskobik incelemelerde Carl Zeiss Primostar marka mikroskop ve
mikroniikleus fotograflarinin ¢ekiminde ise Canon EOS 1000D goriintileme cihazi ve

Axiovision 4 gorlintiilleme programi kullanildi.

Mikroniikleus ve Morfolojik Niikleus Diizensizliklerinin Incelenmesi
Her preparattan 1000 eritrosit hiicresi sayilarak kac¢ tane mikontikleus ve kac tane morfolojik

niikleus anormallikleri bulundugu saptanmistir (Tablo 1).
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Mikroniikleus (MN): Mitoz hiicre boliinmesi sonucunda sitoplazma igerisinde ana
niikleus yaninda gdzlenen ikinci, bir kiigiik niikleus yapisidir. Mikroniikleus sayimlarinda bazi
kriterler s6z konusudur. Bunlar;

- Mikroniikleus ana niikleus ile ayn1 boyama tonuna sahip olmalidir.

- Mikroniikleus ana niikleus yaninda bulunmalidir.

- Bir mikroniikleus ana niikleusun 1/3’iinden daha kiigiik olmalidir.

Bu kriterler géz oniine alinarak mikroniikleus sayimi yapilmistir (Cavas & Ergene
Goziikara, 2005)

Morfolojik niikleus diizensizlikleri Carrasco ve arkadaslarina gore baglica dort grup
altinda toplanir:

a) Centikli niikleus: Niikleus zarinda niikleus igerisine dogru olusan, kromatin
icermeyen girintilere sahip niikleus yapisidir.

b) Tomurcuklu niikleus: Niikleus zarindan disar1 dogru cikintilar yapan, kromatin
igeren kii¢lik tomurcuklanmalara sahip niikleus yapisidir.

¢) Loblu niikleus: Tomurcuklara oranla daha biiyiik ve fazla sayida loblar iceren
niikleus yapisidir.

d) Biniikleus: Bir hiicre igerisinde iki adet niikleus bulunma durumudur (Cavas &

Konen, 2010).

Bulgular

Mikroniikleus ve morfolojik niikleus diizensizlikleri eritrosit hiicrelerinde gdzlenmistir.
Mikroskopta incelenen eritrosit hiicrelerinin fotograflart 100°liik objektifte immersiyon yagi
kullanarak c¢ekilmistir (Sekil 1, 2, 3, 4, 5). Sekil 1’de normal eritrosit hiicreleri
gozlenmektedir.

Sekil 2, 3, 4 ve 5’te okla gosterilmis eritrosit hiicreleri sirasiyla tomurcuklu niikleus,
mikroniikleus, biniikleus ve ¢entikli niikleustur.

Kontrol grubundaki bireylerden elde edilen 1000 eritrosit hiicresi sayimi sonuglarina
gore mikroniikleus sayis1 0, toplam morfolojik niikleus diizensizlikleri (biniikleus, tomurcuklu
niikleus, loblu niikleus ve centikli niikleus toplami) sayist 5 ¢ikmistir. Bulasik deterjam
grubundaki bireylerden elde edilen 1000 eritrosit hiicresi sayimi sonuglarma gore

mikroniikleus sayis1 33, toplam morfolojik niikleus diizensizlikleri sayist 60 c¢ikmistir.
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Camasir suyu grubundaki bireylerden elde edilen 1000 eritrosit hiicresi sayimi sonuglarina

gore mikroniikleus sayisi 16, toplam morfolojik niikleus diizensizlikleri sayis1 87 ¢ikmuistir.

Sekil 1. Normal Eritrositler (x1000) Sekil 2. Tomurcuklu Niikleus (x1000)

Sekil 3. Mikroniikleus (x1000) Sekil 4. Biniikleus (x1000)

Sekil 5. Centikli Niikleus (x400)
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Tablo1. Poecillia reticulata nin mikroniikleus ve morfolojik niikleus diizensizlikleri frekansi

Maruz Toplam
kalma morfolojik
Madde stiresi  Balikk  Toplam Tomurcuklu  Loblu Centikli  niikleus
adi (saat)  sayist eritrosit Mikroniikleus  Biniikleus  niikleus niikleus  niikleus  diizensizlikleri
Kontrol
grubu 96 5 1000 0 2 0 0 3 5
Bulasik
deterjan1 96 5 1000 33 39 1 2 18 60
Camagir
suyu 96 5 1000 16 62 5 6 14 87

Tartisma ve Sonug¢

Dezenfektan olarak yaygin bi¢imde kullanilan ¢amasir suyunun (NaOClI’in) toksisitesi lizerine
calismalar literatiirde ¢ok az yer almaktadir. Goksu ve arkadaslart Pincdata radiata’daki
NaOCT’in 24 saatlik akut LC;, degerini 1,75 mg/L olarak belirlemistir (Goksu, 2002). Bu sonucun
sebebi; istiridyenin bu tiir kimyasallara kars1 savunma sistemi gelistirme kabiliyeti olabilir (Giil,
2008).

Temizlik amaciyla kullanilan bulagik deterjan1 ile ilgili c¢aligmalara da c¢ok az
rastlanilmaktadir. Biyolojik pestisit olarak kullanimiyla ilgili ¢alisma bulunmaktadir (Tepe, 2000).

Su kirliligine sebep olan kimyasal maddelerin bir kisminin kanserojen 6zellik tagimasi,
mutajenik ve genotoksik etkiye sahip olmasi, kirliligin simdiki ve daha sonraki nesiller
tizerinde yaratacagl olumsuz etkilerini diisiiniilmesi acisindan kirlilige sebep olan kimyasallar
lizerine yapilan sitogenetik ve sitotoksisite ¢alismalarin 6nemini daha da arttirmaktadir (Giil,
2008).

Bu ¢alisma sonucunda 15 pl/L konsantrasyonunda ¢amasir suyu ve bulasik deterjanina
maruz birakilan Poecillia reticulata bireylerinde tespit edilen mikroniikleus degerlerinin
kontrol grubuna oranla arttigi saptanmistir (Sekil 6). Sudaki oranin ¢ok diisiik (15 pl/L)
olmasi bile mikroniikleus ve morfolojik niikleus diizensizliklerinin artmasina yol agmustir.

Sucul ekosistemler evsel atik iceren kirleticilerle dogrudan kirletilmemelidir. Zararl
maddeler iceren evsel atiklarin belirli bir aritma sistemiyle aritilmasi sonucunda daha zararsiz

bir hale dondiiriilmesi saglanmali ve bunun sonucunda ortama verilmelidir.
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Sekil 6. Bulasik deterjan1 ve camasir suyu etkisinde kalan Poecillia reticulata’nin kontrol
grubuna gore mikroniikleus ve toplam morfolojik niikleus diizensizliklerinin frekans grafigi
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