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Organik insektisit Fipronilin Saf ve Ticari Formiilasyonlarinin
Tavuk Yumurtasi Testiyle LDs, Tayini ve Embriyotoksik
Etkilerinin Belirlenmesi
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Ozet: Organik bir insektisit olan fipronil, pestisitlerin fenil pirazoller veya fiproller olarak
bilinen nispeten digerlerine gbre daha yeni ve kiclk bir grubuna dahildir. Zararli béceklere
karsi son derece etkili olup, tim diinyada kullanimi artmaktadir. Bu g¢alismada fipronilin
saf ve ticari formulasyonlarinin tavuk embriyolarinin gelisimi Uzerindeki etkilerinin
belilenmesi amaglandi. Bu amagla asetonda ¢ézdiriimus saf fipronil ve steril bidistile saf
suda sulandiriimis ticari fipronil sollsyonlari (20 pl/yumurta) kulugka baslangicinda délli
tavuk yumurtalarinin hava bosluguna enjekte edildi. Yumurtalar kulugkanin 15. gliniinde
agllarak gruplarin 6li ve anormal embriyo sayilari, malformasyon tipleri, canli ve rélatif
embriyo agirliklari ile embriyolarin tepe-ki¢ boylari (Crown-Rump Length, CRL) belirlendi.
31.25, 62.50, 125 ve 250 pg/yumurta saf fipronil gruplarinda mortalite sirasiyla %26.32,
%33.33, %40.00 ve %66.67 olarak, 50, 125, 250 ve 500 pg/yumurta ticari fipronil
gruplarinda ise mortalite sirasiyla %25.00, %31.58, %44.40 ve %61.11 olarak gerceklesti.
Regresyon analizi yontemiyle saf fipronilin LDso (Letal Doz %50) degeri 161 ug/yumurta,
ticari fipronilin LDso degeri 383 pg/yumurta olarak tayin edildi. Saf ve ticari fipronil gruplari
ile kontrol gruplari arasinda anormal embriyo orani bakimindan farklar istatistiksel 6neme
sahip degildi (p>0.05). Bununla birlikte saf ve ticari fipronil gruplarinda canl ve rolatif
embriyo agirliklari ile embriyolarin CRL degerlerinin kontrol grubuna kiyasla &nemli
oranda azalma gdsterdigi belirlendi (p<0.001). Bu sonuglar hem saf hem de ticari fipronilin
tavuk embriyolari tzerinde énemli embriyotoksik etkiye sahip olduklarini, bununla birlikte
teratojenik etkiye sahip olmadiklarini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Fipronil, LDso, tavuk embriyosu, embriyotoksisite, teratojenite.

Determination of LDso and Embryotoxicity of Pure and Commercial
Formulations of Fipronil, an Organic Insecticide,
by means of Hen’s Egg Test

Abstract: Fipronil, an organic insecticide, is a member of relatively new and small class of
pesticides, the phenyl pyrazoles or fiproles group of chemicals. It is a highly effective
against a variety of insect pests and its use worldwide is increasing. The aim of this study
was to determine the effects of both pure and commercial formulations of fipronil on the
development of chicken embryos. For this purpose, solutions of pure fipronil dissolved in
acetone and commercial fipronil diluted with distilled water (20 pl/egg) were injected into
the air space of fertilized hen’s eggs at the beginning of the incubation. The eggs were
opened on the day 15 of the incubation and the following parameters of each group were
examined: Dead and abnormal embryo numbers, malformation types, both live and
relative embryo weights and Crown-Rump Lengths (CRL). Mortality values of 31.25,
62.50, 125 and 250 pg/egg pure fipronil groups were 26.32%, 33.33%, 40.00% and
66.67% and mortality values of 50, 125, 250 and 500 pg/egg commercial fipronil groups
were 25.00%, 31.58%, 44.40% and 61.11%, respectively. Regression analysis estimated
the LDso (the 50% lethal dose) for pure fipronil and commercial fipronil to be 161 pg/egg
and 383 pg/egg, respectively. The differences in abnormal embryo rates were not
statistically significant among the control and the fipronil groups (p>0.05). However, the
live and relative embryo weights and embryo CRL values of the fipronil groups were
significantly lower than that of the control group (p<0.001). Based on the results, it was
concluded that both pure and commercial fipronil have significant embryotoxic effects but
no teratogenic effects on chicken embryos.
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Giris

Zararli bécek populasyonlarina kargl kimyasal mucadelede kullanilan insektisitler, cevre
ve besin kirlenmesi, akut ve kronik zehirlenme, biyolojik dengenin bozulmasi, insan ve
hayvanlarda teratojenik, mutajenik ve karsinojenik etkileri gibi ¢cok ydnli ¢evre sorunlarinin
dogmasina sebep olmaktadir. Pestisitlerin hedef tirlere olan seciciligi ¢ok iyi gelistirilememekte
ve bu sebeple hedef olmayan turler siklikla etkilenmektedir. Tamamen glvenli bir pestisitin
gelistiriimesi imkani olmadigindan, giiniimiizde pestisitlerin ve dolayisiyla insektisitlerin ¢cevresel
etkilerini yansitacak olan, su, toprak ve hava kirlenmesi dizeylerinin degerlendirilmesi; bunun
yani sira toksikolojik ve ekotoksikolojik yan etkilerinin belirlenmesine yénelik ¢alismalar 6nem
kazanmistir.

Yapisinda klor ihtiva ettigi ve yeni nesil bir insektisit oldugu igin modern organik klorlu
bir insektisit olarak da kabul edilen fipronil (5-amino-1-[2,6-dichloro-4-(trifluoromethyl)phenyl]-4-
[(1R,S)-(trifluoromethyl)sulfinyl]-1 H-pyrazole-3-carbonitrile), diger pestisit gruplarina gére daha
yeni ve daha kigUk bir grup olan fenil pirazoller (phenyl pyrazoles) veya fiproller (fiproles) olarak
bilinen gruba dahil olup tim dinyada kullanimi artmaktadir [1]. Piretroid, siklodien, organik
fosforlu ve karbamat grubu insektisitlere karsi direngli bdcekler fipronile duyarlidir. Ulkemizde de
patates bécegdine, ekin kambur bdcegdine ve misir tel kurduna karsi ruhsatli tarim ilaci olarak
kullaniimaktadir [2,3].

Herbisidal etkilere de sahip olan fipronil genis spektrumlu bir insektisit olup etki sekli
bakimindan poliklorlusikloalkanlara (o-endosulfan ve lindane gibi) benzer. Fipronil y-
aminobutirikasit (y-aminobutyric acid, GABA) reseptdrlerini bloke ederek, hedef bdceklerin
merkezi sinir sistemi Uzerinde GABA tarafindan kontrol edilen klor kanallari iginden klor
iyonlarinin gecisine midahale eder. Bu etki béceklerde sonu 6limle biten kontrolsiiz merkezi
sinir sistemi aktivitesine sebep olur. GABA kanallari hem omurgali hem de omurgasiz
hayvanlarda sinirsel uyarilarin iletiminde énemli olmasina ragmen, fipronil omurgali hayvanlarda
GABA reseptérlerine omurgasiz hayvanlardakinden daha zayif baglanir [1,4,5]. Fipronilin GABA
reseptorlerine farkli duyarliligi segici bir toksisite yaratir ki boceklere ve kenelere memelilerden
daha toksik oldugu igin veteriner hekimlikte de kullaniimaktadir [6]. Ozellikle evde beslenen
hayvanlar ve ¢iftlik hayvanlari Gzerindeki pire, kene, bit ve akarlara karsi fipronil kullanimina ait
denemelerden bahsedilirken [1], tavuklar Gzerinde kullanimina ait bir galisma yoktur.

Fipronilin memeliler Gzerindeki akut, kronik ve subkronik toksisitesi, karsinojenik ve
genotoksik etkileri ile Greme ve gelisme Uzerindeki etkileri ayrintili olarak gahsiimistir [7,8].
Fipronilin kuslar (lzerindeki etkileri ise akut toksisite diizeyinde gesitli kus tirleri (zerinde
arastirilmis ve LDsy (Letal Doz %50) degerleri belirlenmistir. Akut toksisite calismasinda suliin,
keklik ve bildircin gibi kuslarin, fipronile serce, 6rdek ve kaz gibi kuslardan ¢ok daha fazla
duyarli oldugu belirlenmistir [9]. Bununla birlikte fipronilin kanatli embriyolari (zerindeki
etkilerine ait literatlir bilgisi bulunmamaktadir. Bu calisma ile fipronilin saf ve ticari
formilasyonlarinin metabolize olmamis yani dogal formlarinin tavuk embriyolari (izerindeki LDsg
tayini ve olasi teratojenik ve embriyotoksik etkilerinin belirlenmesi amaglandi.

Materyal ve Metot

Calismada Bahri Dagdas Tarimsal Arastirma Enstitiisi Midarliginden temin edilen
kahverengi yumurtaci (ATE-K) damizliklara ait, 59+2.5 g agirhgindaki 240 adet délli kulugkalik
yumurta kullanildi. Yumurtalar enjeksiyon saatine kadar yaklasik 18°C’de ¢ gin slreyle
depolandi. Her yumurta enjeksiyondan énce tartildi ve kapali bir kabinde 21 g potasyum
permanganat+42 ml formaldehit/m® karisimiyla elde edilen buharla 15 dakika dezenfekte edildi.
Denemelerde kullanilan saf fipronil standardi (%97.7) yurtdisindan (Riedel-De Haen-46451),
ticari fipronil (5009/l) Basf-Tiirk firmasindan temin edildi.

Denemeler iki asamada gerceklestirildi. Birinci denemede, steril sartlar altinda saf
asetonda (Merck) ¢dzdirllen saf fipronil stok sollisyonu kullanildi. Fipronilin tavuk embriyolari
lzerindeki etkilerine ait literatlir bulunmadigr igin yumurtalara enjekte edilen dozlar daha 6nce
genis doz araliklariyla yapilan én denemelerde belirlendi. On denemelerde yumurtaya enjekte
edilen 1000 pg/y (mikrogram/yumurta) ve 500 pg/y gibi ylksek dozlardaki fipronil aktif
maddesinin yumurtalar agilirken hava boslugunda i¢ zar (zerinde kristal seklinde ¢okelti
biraktigdi ve albimine ulasamadigi gbzlendi. Yiksek dozlarin 20 ul solisyon hacminde ¢éziinme
sorunu olusturmasi sebebiyle bu denemede dért doz kullaniimistir. Her bir doz igin deney
sollsyonlari, stok sollisyonun yine asetonla geometrik seyreltiimesiyle ve iyice karistirilmasiyla
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hazirlandi. Sollsyonlar enjeksiyon saatine kadar steril ve renkli minivial siselerde 4°C’de
saklandi. Birinci deneme icin Tablo 1°de gériilen deney gruplari olusturuldu. ikinci denemede
steril bidistile saf suda sulandiriimis slspanse ticari fipronil sollsyonlari kullanildi. On
denemelerde 2000 pg/y ve 1000 pg/y ticari fipronil dozlari gibi yiksek dozlarda 20 ul soliisyon
hacminde ¢dzlinme sorunlari gézlendigi igin ikinci denemede de dért doz kullanildi ve Tablo
2'de gorllen deney gruplari olusturuldu.

Kontrol grubu haricinde diger gruplardaki yumurtalarin kit uglari enjeksiyondan énce
%9611k etil alkollil pamukla silindi ve 6zel yumurta delicisi ile delindi. Enjeksiyonlarin ardindan
delikler derhal sivi parafinle kapatildi. Tim enjeksiyonlar steril sartlar altinda laminar flow
kabinde, steril uglu mikropipetle (Eppendorf), 20 ully (mikrolitre/yumurta) hacminde, hava
boslugu yoluyla ve kulugka baslangicinda gergeklestirildi. Takiben yumurtalar 37.5°C’de, %65
nisbi neme sahip kulugka makinesinde (VGS) ilk bir saat test soliisyonlarinin diffize olabilmesi
icin dik konumda bekletildikten sonra, her iki saatte bir kez 180° gevrilerek inklibe edildi.

Yumurtalar kulugka makinesine yerlestiriimelerinden 15 gin sonra tartilarak kit
uclarindan agildi ve embriyolarin canl olup olmadiklari belirlendi. Takiben ekstraembriyonik
keselerinden ayrilan 6l ve canli embriyolarin gelisme evreleri Hamburger ve Hamilton [10]
skalasina (HH-skalasi) goére belirlendi. Bununla birlikte yumurtalar kulugckanin 15. gininde
agildigi igin ilk Gg ginde 6len embriyolarda meydana gelen bozulmalardan dolayt, kesin bir evre
tespiti yapilamadi ve bu dénemdeki 6limler Erken Embriyonik Olim (EEQO) olarak belirtildi.
Canli embriyolar hassas terazi ile tartildi ve tepe-ki¢ mesafeleri (Crown-Rump Length, CRL)
saat basl bir kumpasla 6lguldu. Rélatif embriyo agirliklari asagidaki formille hesaplandi.

Embriyo agirlig 100

Rolatif embriyo agirligi = e
Yumurtamin son agirlig

Malformasyonlar ve gelisim geriliklerinin tespiti icin %10’'luk nétr formalinde 4°C’de
saklanan canh ve 6l embriyolarda g¢esitli malformasyon varligi ¢iplak g6z ve stereo mikroskop
yardimiyla incelenerek belirlendi. Genel gelisme geriligi sadece canli embriyolarda dikkate
alindi. Gerekli gériilen embriyolarin fotograflar gekildi.

Denemelerde kontrol gruplarinda dogal élimler gézlendigi igin LDs, tayininde, her grup
icin Abbott formUline gore dizeltiimis mortalite degerleri kullanildi. Saf ve ticari fipronilin LDs
degerleri, dizeltiimis mortalite degerlerinin probit degderlere transforme edilerek regresyon
analizi uygulanmasiyla tayin edildi [11]. Kontrol grubu ve diger gruplarin anormal ve 6l0 embriyo
oranlar arasindaki farklar t-testiyle (bagimsiz iki grup oran testi) karsilastirildi [12]. Kontrol
grubu ve diger gruplara ait canli ve rolatif embriyo agirliklari ile embriyo CRL degerleri igin
nonparametrik Kruskal-Wallis testi uygulandi. Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki farklarin
belirlenmesi igin bu teste ait ikili karsilastirmalar yapildi [13].

Arastirma Sonuglari

Birinci denemede kontrol grubu yumurtalarinda kulugkanin 15. giiniinde olusan agirlik
kaybli %11.00, ikinci denemede %10.20 olarak gergeklesmistir. Bu denemelerde kullanilan
yumurtalardaki infertilite ise %5.83 olarak hesaplanmistir.

Birinci ve ikinci denemeye ait gruplarin fertil yumurta sayilari, anormal ve 610 embriyo
sayllari ile infertilite haric anormal embriyo oranlari ve mortalite degerleri Tablo 3 ve 4'de
verilmistir. Hem kontrol gruplarindaki (Sekil 1a ve Sekil 2a) hem de deney gruplarindaki canli ve
anomali gdstermeyen embriyolarin gelisimi kulugkanin 15. giiniinde HH-skalasina uygun olarak
41. evrede gergeklesmistir. Saf fipronil kullanilarak gergeklestirilen birinci denemeye ait deney
gruplarinda parmaklar ve boyunda garpiklik, ic organlari digsa dénik yapisik ¢ift viicut, 6dem,
tek kanat gelismemesi, tek ve gift gdz anormalligi gibi malformasyon tipleri gézlenmistir (Sekil
1b-h). Ticari fipronil kullanilarak gerceklestirilen ikinci denemeye ait deney gruplarinda ise genel
gelisme geriligi, fokal ve yaygin hemoraji ve 6dem gibi malformasyon tipleri gézlenmistir (Sekil
2b-d). Bununla birlikte Tablo 3 ve 4’de goéruldigu gibi negatif kontrol, saf ve ticari fipronil
gruplarinda gorilen anomalilerin sikligi kontrol grubundan istatistiksel olarak &nemli diizeyde
fark géstermemektedir (p>0.05). Negatif kontrol, 31.25 pg/y saf fipronil ve 50 pg/y ticari fipronil
gruplarinin mortaliteleri kontrol gruplarinin mortalitelerinden fark géstermezken, 62.50, 125 ve
250 pg/y saf fipronil ile 125, 250 ve 500 ug/y ticari fipronil gruplarinin mortaliteleri kontrol
grubundan énemli derecede yiksek bulunmustur (p<0.05, Tablo 3 ve 4).
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Sekil 3'de gorulecedi gibi saf fipronilin tavuk embriyolarinin mortalitesi lizerindeki etkisi
lineer bir doz-cevap iligkisine sahip iken, ticari fipronil nonlineer bir doz-cevap iligkisine sahiptir.
Artan doza bagh olarak 6lim orani artmaktadir ancak kullanilan bu dozlarda %100’e yakin
yuksek bir 610m orani gdézlenememistir. LDs, tayininde Tablo 3 ve 4’de gérilen diizeltiimis 6l0m
oranlan kullaniimigtir. Regresyon analizi sonuglarina gére kulugcka 6ncesi hava bosluguna
enjekte edilen saf fipronilin tavuk embriyolari igin LDsy degeri 161 pg/y (Sekil 4), ticari fipronilin
tavuk embriyolari igin LDs, degeri ise 383 ug/y (Sekil 5) olarak belirlenmistir.

Birinci denemeye ait 610 embriyolarin HH-skalasina gére gelisme evreleri dagihmi Tablo
5'de, ikinci denemeye ait olanlar Tablo 6'da gésterilmistir. Saf fipronille gergeklestirilen birinci
denemede tim dozlarda ve negatif kontrol aseton grubunda éliimlerin ézellikle erken dénemde
HH-skalasina goére ilk 20 evrede diger bir deyisle kulugkanin ilk Gg gliniinde gergeklestigi dikkat
cekmektedir (Tablo 5). Ticari fipronille gergeklestirilen ikinci denemede ise élimler en yiksek
dozda yine erken dénemde yogunlasirken, diisik dozlarda daha ge¢ evrelere yayiimistir (Tablo
6).

Birinci denemeye ait gruplardaki embriyolarin ortalama canli ve rélatif embriyo agirliklari
ile CRL degerleri Tablo 7’de, ikinci denemeye ait sonuglar Tablo 8'de verilmistir. Her iki
denemede de negatif kontrol, saf ve ticari fipronil gruplarinda embriyolarin canl ve rélatif
embriyo agirliklari ile CRL degerlerinde kontrol grubuna kiyasla bir azalma s6éz konusudur.
Bununla birlikte negatif kontrol gruplari ile kontrol gruplari arasindaki farklarin istatistiksel olarak
6nemsiz oldugu, saf ve ticari fipronil gruplarinin ise tim dozlarda kontrol grubundan &nemli
diizeyde fark gosterdigi saptanmistir (p<0.001, Tablo 7 ve 8).

Tartisma ve Sonug

ilaclar, gida katki maddeleri, endiistriyel bilesikler, agir metaller, mikotoksinler ve
pestisitlerin embriyotoksik, teratojenik, mutajenik ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla
yapilan testlerde kanatli embriyolari siklikla tercih edilen materyallerden biridir. Bu amagla
Jelinek [14] doélli tavuk yumurtasi kullanarak Tavuk Embriyotoksisitesi Belirleme Testini
(Chicken Embryotoxicity Screening Test, CHEST), Kemper ve Luepke [15] Tavuk Yumurtasi
Testini (Hen’s Eggs Test, HET), Nishigori ve ark. [16] D6llU Tavuk Yumurtasi Belirleme Testini
(Hen’s Fertile Egg Screening Test, HEST) ve Wolf ve Luepke [17] Mikronukleus indiiksiyonu
icin Tavuk Yumurtasi Testini (Hen’'s Egg Test for Micronucleus Induction, HET-MN)
gelistirmislerdir. Bu testler kolay, ucuz, tekrarlanabilir sonuglar vermekte ve kisa silrede
gercgeklestirilebilmektedir. Tavuk embriyosunun gelisim safhalarinin gok iyi bilinmesi 6nemli bir
diger avantajdir. Cok sayida tavuk embriyosunun kullanilabilmesi toksisitenin istatistiksel agidan
degerlendiriimesinde memeli tirlerle yapilacak ¢alismalara karsi bir avantaj saglamaktadir. Ayni
zamanda daha sonra memelilerdeki toksikolojik ¢alismalarda kullanilacak olan denek sayisi ile
deneme sayisini azaltmakta, canli bir organizmaya verilebilecek agri ve aciyi da en aza
indirgeyerek, etik kurallara ve yasal kisitlamalar ile Hayvan Haklarini Koruma Kanununa da
aykiri dismemektedir. CHEST’den elde edilen sonuglarin memelilere uyarlanabilmesinin yani
sira, CHEST ve HET'den elde edilen sonuglarin memelilerden elde edilen sonuglarla blylk
oranda uyumlu oldugu bildirilmistir [14-22].

Organik klorlular [23-26], organik fosforlular [27-39], karbamatlar [40], piretroitler [41],
fumigantlar [42,43] ve kitin sentez inhibitorleri [44] gibi klasik insektisitlerin kanatli embriyolari
Uzerindeki embriyotoksik ve teratojenik etkilerine ait gesitli galismalar bulunmakla birlikte, fenil
pirazol grubuna ait yeni nesil insektisitlerin etkilerine ait literatlr bilgisine rastlanmamistir.

Tavuk embriyolari UOzerinde yapilan embriyotoksisite calismalarinda test edilecek
maddenin yumurtaya verilisinde hava bosluguna, embriyonun kaudal bdélgesine, albimine ve
yumurta sarisina enjeksiyon yéntemleri denenmis, bu c¢alismada hava bosluguna enjeksiyon
yontemi tercih edilmistir. Uygulama kolayhdi, yumurtalarin enfekte olma riskinin en disik
dlzeyde olmasi, verilen sollisyonun homojen ve hizli bir sekilde difflize olmasi ve diger
yontemlerde s6z konusu olan yumurta i¢i basingtaki artisin embriyoda meydana getirebilecegi
mekanik hasarlari ortadan kaldirdigi icin hava bosluguna enjeksiyon ydntemi ideal kabul
edilmektedir [45,46].

Enjeksiyon zamani igin, test edilecek maddenin embriyotoksik etkilerinin belirlenmesi
amaglaniyorsa ¢ok erken embriyonik dénemde, test edilen maddenin karacigerde metabolize
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edilmesi sonucu olugacak metabolitlerinin etkilerinin belirlenmesi amaglaniyorsa daha geg
dénemde yapilacak enjeksiyonun tercih edilmesi gerektigi bildirilmistir [18,47]. Ozcan [20] gida
katki maddeleri ve pestisitlerin teratojenik etkilerini belirlemek icin kulugka baslangicinda hava
boslugu veya yumurta sarisina enjeksiyonu, ilaclarin teratojenik etkilerini belirlemek igin ise
kuluckanin 3. ve 4. guninde enjeksiyon yapilmasi gerektigini vurgulamigtir. Tavuk
embriyosunda karaciger farklilasmasi embriyonik dénemin 4. gliniddr [48]. Wolf ve Leupke [17]
kanatlilarda karacigerin erken farklilasmasina bagl olarak, memeli embriyosunun aksine kanatli
embriyosunun gelisiminin erken evrelerinde de yogun bir metabolik aktivasyon bulundugunu
vurgulamiglar ve promutajenlerin  etkisini belirlemek igin enjeksiyonlari 8. glinde
gergeklestirmislerdir. Bu galismada fipronilin metabolize olmamis yani dogal (intact, native)
formunun etkilerinin belirlenmesi amaglandigindan, kulugka éncesi ddnemdeki enjeksiyon tercih
edilmigtir.

Enjekte edilecek sollisyon hacmi igin gesitli galismalarda 3-100 ul/y kullanilirken, hava
bosluguna yapilacak enjeksiyonlar igin Celik ve ark. [49] 20 pl'den daha fazla hacimdeki test
solisyonunun yumurta igi basinci artirarak embriyonik oliimlere sebep olabilecegini ve bu
durumun test maddesinin etkisini maskeleyebilecegdini bildirmesi dikkate alinarak bu ¢alismada
20 pl/y soliisyon hacmi kullaniimistir.

Jelinek ve ark. [18] tavuk yumurtasi ile yaptiklari embriyotoksisite ¢alismalarinda her
grup igin 6-10 yumurta kullanirken, Kemper ve Luepke [15] ve Prelusky ve ark. [47] sonuglarin
glvenirligi agisindan her grup icin en az 20 yumurta kullanilmasini énermisler, bu ¢alismada da
gruplar 20’ser yumurtadan olusturulmustur.

Denemelerde kontrol grubu yumurtalarinda kulugka boyunca olusan agirlik kaybi
Onerilen oranlara [50] yakindir. Bu durum kulugka sartlarinin optimal oldugunu géstermektedir.

Bir deney hayvani grubunun %50’sini &ldirebilen bir kimyasal maddenin tek bir
dozunun istatistiksel olarak degerlendiriimesi olan LDs, tayininde Trevan ydntemi, Behrens
Karber ydntemi, Miller Tainter ydntemi ve Litchfield Wilcoxon yéntemi gibi ydntemler
uygulanmaktadir [51]. Bu calismada hem saf hem de ticari fipronille yapilan denemelerde
%100’e yakin yuksek bir 6lim orani gbézlenmedigi i¢in regresyon analizi tercih edilmistir. Saf
fipronilin LDsy degeri ticari fipronilden ¢ok daha dusik bulunmus, diger bir deyisle saf fipronil
daha gig¢li toksik etki gdstermistir. Bu durum fipronil aktif maddesi igin en iyi ¢dziicl olan
asetonda (545.9 g/l) [2] ¢Ozdirilmesi ile iligkili olabilir. Asetonda iyi ¢6zinme toksik etkiyi
artirmistir. Ameenuddin ve Sunde [52] tavuk embriyotoksisite testlerinde kullanilacak olan
¢6ziclnin segiminde, dncelikle test edilecek maddenin o ¢ézliclde ¢ok iyi ¢dzlinmesine, daha
sonra ¢dzlclnin uygun seviyede toksisiteye sahip olmasinin énemine dikkat ¢ekmiglerdir.
Aseton (negatif kontol) grubundaki mortalite ve anormal embriyo oraninin kontrol grubundan
6nemli fark géstermemesi asetonun bu galismada ideal bir ¢d6zlcl olduguna isaret etmektedir.
Pestisit aktif maddeleri zirai miucadelede zararllara karsi daha emniyetli, daha ekonomik, insan
ve gevre saglidi agisindan daha az zararli olacak sekilde bazi yardimci maddeler (emulgatérler
ve dolgu maddeleri gibi) ile karistirilarak ticari formllasyon seklinde kullanilir [53]. Fipronilin
ticari formulasyonunda bulunan yardimci maddeler ve ticari formalasyonun sulandirilarak
kullaniimasi  embriyotoksisitesini  etkilemis olabilir. insektisit olarak kullanilan ticari
formilasyonun daha disik toksisiteye sahip olmasi hedef olmayan canlilara daha az zarar
verecegi icin arzu edilen bir durumdur. Benzer sekilde ticari formilasyonun siganlar tizerinde
yapilan laboratuar testlerinde ¢ok az nérotoksik etkiye sahip oldugu, saf fipronilin ise ¢ok daha
kuvvetli nérotoksik etki gosterdigi bildirilmistir [1].

Hem saf hem de ticari fipronil gruplarinda anormal embriyolar gézlenmekle birlikte
anormal embriyo oranlari kontrol gruplarindan énemli diizeyde fark géstermemistir. Bu durum
fipronilin tavuklar Gzerinde teratojenik bir etkiye sahip olmadigini gdstermektedir. Yiksek
dozlardaki fipronille siganlarda yapilan Greme galismalarinda da teratojenik etki gdzlenmemis,
ancak yavru boyutlarinda ve vicut agirhginda azalma ve fiziksel gelismede gecikmelerin s6z
konusu oldugu bildirilmistir [1,6]. Bu ¢alismada ise saf ve ticari fipronilin tim dozlarinda
embriyolarin canl ve rélatif agirliklari ile CRL degerleri kontrol grubuna kiyasla énemli oranda
azalmistir. Bu sonuglar fipronilin tavuklarda da 6nemli dizeyde embriyotoksik etkiye sahip
oldugunu go6stermektedir.

Fipronilin embriyotoksik etkisine isaret eden bir diger nokta élimlerin erken embriyonik
dénemde yogunlasmasidir. Saf fipronille gergeklestirilen denemede dozlardaki artisa paralel
olarak tim dozlarda, ticari fipronille gerceklestirilen denemede ise en yiksek dozda embriyo
Olumleri 6zellikle HH-skalasina gére ilk (i¢ giinde meydana gelmistir. Bu durum, mitoz bélinme
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ve hicre farklilasmasinin son derece hizli oldugu erken gelisme evrelerinde, embriyonun
fiziksel ve kimyasal uyaranlara karsi son derece duyarl olmasiyla agiklanabilir. Kulugkanin ilk
U¢ glnunde ortaya ¢ikan ve embriyonal gelismeyi bozan etkiler, embriyonik 6limlere sebep
olmalar yaninda, 6nemli yapisal ve fonksiyonel bozukluklara da sebep olmaktadirlar [54]. Daha
ge¢ dbénemlerdeki 6limler ise albimine baglanan fipronilin, albGminin embriyo tarafindan
kullaniimasi sonucu etkisini daha ge¢ géstermesinden ileri gelebilir.

[phenyl(U)-"*C]-fipronil kullanilarak yapilan kanatli metabolizma galismasinda fipronil
yumurtaci tavuklara oral yolla g farkli dozda 28 giin boyunca uygulanmistir. Deney sonunda
fipronil kalintilarina tavuk dokulari igerisinde en ¢ok yag dokuda rastlanmis, bunun yani sira
yumurtalarda da yiksek oranda belirlenmistir [55]. Diger bir deyisle fipronilin yag dokuda birikimi
ve yumurtaya gegisi s6z konusudur. Sonuglarimiz hem saf hem de ticari fipronilin metabolize
olmamis dogal formlarinin tavuk embriyolari Uzerinde istatistiksel olarak 6nemli dizeyde
teratojenik etkiye sahip olmadiklarini, bununla birlikte embriyotoksik etkiye sahip olduklarini
gostermektedir. Fipronilin metabolitlerinin tavuklar Gzerindeki olasi teratojenik ve embriyotoksik
etkilerinin belirlenmesi igin daha ge¢ embriyonik dénemlerde enjeksiyon yapilan galismalara,
fipronilin olasi genotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in ise HET-MN [17] ¢alismalarina ihtiyag
vardir. Elde edilen ve elde edilecek veriler fipronilin kimyasal micadelede insektisit olarak
kullaniminin hedef olmayan canlilar Gzerindeki olumsuz etkilerine, bunun yani sira kiimes
hayvanciliginda tavuklarda pire ve keneye karsi kullanimina isik tutacaktir.
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Tablo 1. Birinci denemede olusturulan gruplar ve yumurtalara uygulanan islemler
(ng/y=mikrogram/yumurta)

Gruplar Gruptaki Her Bir Yumurtaya Uygulanan islem
Kontrol (n=20) Higbir islem uygulanmadi.
Negatif Kontrol (Aseton) (n=20) 20 pl hacminde saf aseton enjekte edildi.
. . 20 pl hacminde saf asetonda ¢6zdirilmis 31.25 saf fipronil
31.25 pg/y saf fipronil (n=20) enjel‘llde edildi. ¢ s K9 P
. . 20 pl hacminde saf asetonda ¢6zdiriimis 62.50 saf fipronil
62.50 ug/y saf fipronil (n=20) enjelf(te odildi. ¢ s H9 P
- . 20 pl hacminde saf asetonda ¢6zdirllmis 125 saf fipronil
125 pg/y saf fipronil (n=20) enjehite edildi. ¢ s H9 P
- . 20 pl hacminde saf asetonda ¢6zdirtimus 250 saf fipronil
250 pg/y saf fipronil (n=20) enjeite edildi. ¢ s HO P

Tablo 2. Ikinci denemede olusturulan gruplar ve yumurtalara uygulanan iglemler
(ng/y=mikrogram/yumurta)

Gruplar Gruptaki Her Bir Yumurtaya Uygulanan iglem

Kontrol (n=20) Higbir islem uygulanmadi.

Negatif Kontrol (Bidistile su) (n=20) 20 pl hacminde steril bidistile saf su enjekte edildi.

20 pl hacminde steril bidistile saf suda sulandinimis 50 pg ticari
fipronil enjekte edildi.

20 pl hacminde steril bidistile saf suda sulandiriimig 125 pg ticari
fipronil enjekte edildi.

20 pl hacminde steril bidistile saf suda sulandirilmis 250 pg ticari
fipronil enjekte edildi.

20 pl hacminde steril bidistile saf suda sulandiriimig 500 pg ticari
fipronil enjekte edildi.

50 pg/y ticari fipronil (n=20)
125 pg/y ticari fipronil (n=20)
250 pg/y ticari fipronil (n=20)

500 pg/y ticari fipronil (n=20)

Tablo 3. Birinci denemedeki gruplardan kulugckanin 15. giiniinde elde edilen sonugclar
(Hg/y=mikrogram/yumurta)

Fertil Anormal Anormal Ol Mortalite Diizeltilmis
yumurta embriyo embriyo embriyo (%) Mortalite
Gruplar sayisi sayisli orani (%)* sayisi (%)

Kontrol 20 0 0 1 5.00 -
Negatif Kontrol (Aseton) 19 0 0 3 15.79 -

31.25 pg/y saf fipronil 19 2 10.53 5 26.32 22.30
62.50 pg/y saf fipronil 18 2 11.11 6 33.33** 29.70
125 pg/y saf fipronil 20 2 10.00 8 40.00** 36.70
250 pg/y saf fipronil 18 1 5.56 12 66.67** 64.80
*Anormal embriyo orani bakimindan kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak 6nemsizdir

(p>0.05)
**Kontrol grubu mortalitesi ile aradaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05)
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Tablo 4. Ikinci denemedeki gruplardan kuluckanin 15. giiniinde elde edilen sonuclar
(ng/y=mikrogram/yumurta)

Fertil Anormal Anormal Oli Mortalite Diizeltilmis
Gruplar yumurta embriyo embriyo  embriyo o Mortalite
o) (%) 9

sayisi sayisi orani (%) sayisl (%)
Kontrol 18 0 0.00 1 5.56 -
Negatif Kontrol (Bidistile su) 19 1 5.26 1 5.26 -
50 pg/y ticari fipronil 20 2 10.00 5 25.00 20.60
125 pgl/y ticari fipronil 19 2 10.53 6 31.58** 27.60
250 pug/y ticari fipronil 18 0 0.00 8 44.44* 41.20
500 pg/y ticari fipronil 18 1 5.56 11 61.11** 58.90
*Anormal embriyo orani bakimindan kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak dénemsizdir

(p>0.05).
**Kontrol grubu mortalitesi ile aradaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05)

Tablo 5. Birinci denemedeki gruplarda HH-skalasina goére gelisim evreleri belirlenen 6l
embriyolarin sayilari (ug/y=mikrogram/yumurta, EEO: Erken Embriyonik Oliim)

HH-Skalasina Gore Evreler

Gruplar "'('Ego";o HH-22  HH-30  HH-36  HH-37  HH-39
Kontrol (n=1) 1 - - - - -
Negatif Kontrol (Aseton) (n=3) 3 - - - - -
31.25 ug/y saf fipronil (n=5) 4 - - - 1 -
62.50 ug/y saf fipronil (n=6) 4 - - - - 2
125 pg/y saf fipronil (n=8) 6 - - 1 1 -
250 pg/y saf fipronil (n=12) 10 1 1 - - -

Tablo 6. ikinci denemedeki gruplarda HH-skalasina gére gelisim evreleri belirlenen 61t embriyolarin
sayllari (pg/y=mikrogram/yumurta, EEO: Erken Embriyonik Oliim)

HH-Skalasina Gore Evreler

Gruplar H('géof‘;o HH-21 HH-26 HH-27 HH-28 HH-33 HH-35 HH-38
Kontrol (n=1) 1 - - - - - - -
Negatif Kontrol (Bidistile su) (n=1) - - - 1 - - - -
50 pg/y ticari fipronil (n=5) 2 - 1 - - - 1 1
125 pg/y ticari fipronil (n=6) 3 - 1 - - - 2 -
250 pg/y ticari fipronil (n=8) 2 - - - 1 1 4 -
500 pg/y ticari fipronil (n=11) 8 1 - - 1 - 1 -
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Tablo 7. Birinci denemedeki gruplardan kulugckanin 15. giiniinde elde edilen ortalama agirlik ve
uzunluk él¢iim sonuclari (pg/y=mikrogram/yumurta, CRL: Tepe-ki¢ uzunlugu)

Canli embriyo Roélatif embriyo
Gruplar agirhgi (g) agirhgi (g) CRL (mm)
X 1S.S. X 3S.S. X 1S.S.
Kontrol (n=19) 11.92+1.83 21.99+3.59 61.43+2.42
Negatif Kontrol (Aseton) (n=16) 10.98+1.09 20.33+1.99 60.52+1.74
31.25 gy saf fipronil (n=14) 9.61+1.39* 18.07+2.88** 59.24+2 26"
62.50 pg/y saf fipronil (n=12) 9.52+1.68" 17.47£3.10* 57.88+2.22"
125 ug/y saf fipronil (n=12) 10.00+1.69* 18.45+3.63** 59.76+1.56'
250 pg/y saf fipronil (n=6) 8.92+1.18* 16.40+£2.43** 57.33+2.23"

*Canli embriyo agirhgi bakimindan kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (Kruskal-

Wallis=26.918, p<0.001)
**Rolatif embriyo agirigi bakimindan kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel olarak &nemlidir (Kruskal-

Wallis=24.685, p<0.001)
TCRL degerleri bakimindan kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (Kruskal-Wallis=26.197,

p<0.001)

Tablo 8. ikinci denemedeki gruplardan kuluckanin 15. giiniinde elde edilen ortalama agirlik ve
uzunluk él¢iim sonuclari (pg/y=mikrogram/yumurta, CRL: Tepe-ki¢ uzunlugu)

Canli embriyo Rélatif embriyo
Gruplar agirhgi (g) agirhgi (9) CRL (mm)
X 3S.S. X 3S.S. X 3S.S.

Kontrol (n=17) 11.69+1.00 21.36+2.09 61.88+2.89
Negatif Kontrol (Bidistile su) (n=18) 11.03+1.56 19.97+2.80 61.51+1.81
50 pg/y ticari fipronil (n=15) 9.63+1.11* 17.70+2.10** 59.45+1.34"
125 pgl/y ticari fipronil (n=13) 9.84+1.36* 18.02+£2.35** 59.43+1.90"
250 pg/y ticari fipronil (n=10) 10.55+0.53* 19.14+1.11** 59.63+0.91"
500 pg/y ticari fipronil (n=7) 9.59+0.89* 17.29+1.86** 57.73+3.541
*Canl embriyo agirhdr bakimindan kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (Kruskal-Wallis=27.921,

p<0.001)
**Rolatif embriyo agirhdi bakimindan kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (Kruskal-

Wallis=24.797, p<0.001)
TCRL degerleri bakimindan kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel olarak &nemlidir (Kruskal-Wallis=32.856,

p<0.001)
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