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Ames Testi Kullanilarak Dentis Pestisitinin Mutajenitesinin
Belirlenmesi

Dilek AKYIL!

OZET: Bu ¢alismada, tarim sektériinde oldukga yaygin olarak kullanilan Dentis pestisitinin mutajenik etkisi, kisa
zamanli bakteriyel mutajenite test sistemlerinden biri olan Salmonella/mikrozom test sistemi ile arastirilmigtir.
Calismada Salmonella typhimurium’un iki susu olan TA98 ve TA100 suslar1 kullanilmigtir. Bunun i¢in her iki sus
mikrozomal enzimler iceren metabolik aktivasyon (S9) varliginda ve yoklugunda, Dentis’in 250, 25, 2.5, 0.25,
0.025 ng/plak konsantrasyonlarinda iki bagimsiz paralel deneyde test edilmistir. Her test susu i¢in pozitif kontroller
de kullanilmistir. Elde edilen veriler Dunnett-t testi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Sonug olarak; Dentis
pestisiti TA98 ve TA100 suslarimin her ikisinde de S9 varliginda ve yoklugunda 250 pg/plak konsantrasyonunda
mutajenik aktivite gostermistir.
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ABSTRACT: In this study, the mutagenic effect of Dentis used in agriculture widely have been investigated by
using short-term bacterial mutagenicity test system namely Sa/monella/microsome. In the Salmonella/microsome
test system the mutant strains used are Salmonella typhimurium TA98 and TA100. Therefore, both test strains
were tested in the absence or presence of S9 metabolic activation. For this, 250, 25, 2.5, 0.25, 0.025mg/plate
concentrations of Dentis were tested in two paralel independent experiments. The positive controls also were used
in each tester strains. The obtained data were statistically evaluated by Dunnett’s t-test. Consequently; Dentis has
found mutagenic both TA98 and TA100 strains with or without S9 only 250mg/plate concentration.
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GIRIS

Teknolojideki hizli gelisim ve batili yasam
tarzinin benimsenmesi ile birlikte kimyasallarin
insan hayatinda daha fazla yer almasi ve her alanda
¢ok yaygin olarak kullanilmasi sonucu bu maddelerin
insan saglig1 ve dogal kaynaklar iizerinde olumsuz
etkilerinin oldugu bilinmektedir (Kim et al., 2010).
Endiistrinin gelismesiyle birlikte mesleki olarak
kimyasal maddelere maruziyet durumu da artmis
olup kullanilan bu kimyasal maddeler i¢in tehlike
degerlendirilmesi gerekliligi de artmistir (Alzuet et
al., 1996; Oguz, 2011). Mesleki olarak en sik maruz
kalinan kimyasal maddelerden biri de pestisitlerdir.
Bu maddeler tarimda verimi artirmak i¢in siklikla
kullanilan kimyasal maddeler arasindadir ve
pestisitler i¢cerisinde en yaygin kullanilan gruplardan
biri de pretriodlerdir. Piretroidler, diinyada 30 yili
agskin bir siiredir tarimda, kiigiikbas hayvanlarda
ektoparazitlere karsi yaygin olarak kullanilan
insektisitlerdir. Diigiik memeli toksisiteleri nedeniyle
piretroid bilegiklerin kullanimi son zamanlarda
artts gostermistir ve 1990’larin ortalarinda diinya
insektisit piyasasinin %23’iinii piretroid maddeler
olusturmustur (Soderlund et al., 2002; Piner, 2009).

Giinliik yasantimizda siklikla dogal ya da
kimyasal maddelerle yiiz yiize geldigimiz igin
arastirmacilar,
karsinojenik risklerini belirlemek icin in vivo test
sistemleri yerine daha hizli ve giivenilir sonug alinan

kimyasal maddelerin mutajenik/

in vitro test sistemlerini tercih etmektedirler. Bu
testler kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin
belirlenmesi amact ile
metodlar arasinda en yaygin olarak kullanilanlar
kisa zamanda sonuclanan bakteriyel testlerdir
(Fuse et al., 2011; Oguz, 2011). Ames (Salmonella/

Mikrozomal) testi,

kullanilmakta olup bu

gecmisten giinlimiize kadar
yaygin kullanim alam1 bulan bakteriyel bir test

farkli
aktivitelerinin

sistemi olup, arastirmacilar tarafindan

kimyasal maddelerin mutajenik
degerlendirilmesinde siklikla kullanilmistir (Healy
et al., 20035 Coral et al., 2009; Akyil, 2013; Eren,
2016). Bu c¢alismada piretroid grubu bir pestisit
olan Dentis’in ticari formunun kisa zamanli bir
bakteriyel test sistemi olan Ames testi ile mutajenik

aktivitesinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

250

MATERYAL VE METOD
Materyal

Deneyde, Salmonella typhimurium LT2 atasal
susundan in vitro mutasyonlarla gelistirilmis TA98
ve TA100 suslar1 kullanilmigtir (Maron and Ames,
1983). TA 98 susu cergeve kaymasma yol agan
mutajenlerin, TA 100 susu ise baz ¢ifti degisimine
yol acan mutajenlerin belirlenmesi i¢in kullanilmigtir.
Calismada piretroid grubuna ait olan bir insektisit olan
Dentis kullanilmis ve ticari formu Koruma Klor Alkali
Sanayi ve Ticaret Anonim Sirketi (Kocaeli)’nden temin
edilmistir. S9’lu deneyin gerceklestirilebilmesi icin
gerekli olan S9 fraksiyonu ticari olarak hazir bir sekilde
temin edilmistir (Sigma-Aldrich -S2067).

Dentis pestisitinin  deneyde kullanilan test
konsantrasyonlar steril distile su ile deney sirasinda
taze olarak hazirlandi ve c¢alismada bu maddeye ait
bes farkli konsantrasyon kullanildi. Sitotoksik dozun
belirlenebilmesi i¢in bir 6n ¢alisgma yapildi ve bu
on caligma sonunda elde edilen konsantrasyonlar
calismada kullanildi. Bu konsantrasyonlar Dean et
al., (1985) yontemine uygun olarak belirlendi ve
sitotoksik olmayan dozlarla calisildi. Test suslarinin
genetik isaretlerinin dogrulanmasi ¢aligmada kullanilan
S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarmin genetik
isaretlerinin  kontrolii, —mikrozomal fraksiyonun
hazirlanmasive Ames testi Maron ve Ames’in yontemine
uygun yapildi. Deneyler S9 fraksiyonu varliginda ve
yoklugunda olmak {iizere iki grup halinde ¢alisildi. Her
doz paralel 3 plak halinde denendi ve farkli zamanlarda
iki bagimsiz deney yapildi. Ayrica deneyde pozitif ve
negatif kontrollerde kullanildi. Pozitif kontrol olarak
TA98 susu S9’lu deney icin 2-aminofluorene, S9’suz
deney i¢in 4-nitro-o-phenylenediamine kullanilirken,
TA100 susu i¢in S9’lu deneyde 2-aminoanthracene,
S9’suz deney i¢in ise sodyum azide kullanildi.

Bakterilerin genotiplerinin kontrol edilmesi

Testin gilivenilirligi agisindan test suslarinin
orijinal mutasyonlara sahip olup olmadiklari Histidin
gereksinimi, Rfa mutasyonu, UvrB mutasyonu, R
faktorii testlerle kontrol edildi.

Histidin gereksinimi kontrolii i¢in niitrient brothda
(NB) bir gece iiretilen bakterilerden sabah minimal
glukoz agar ve histidin/biyotin (HB) plaklarina ¢izgi
ekim yapildi. 37 °C’de 48-72 saat inkiibasyondan sonra
HB plaklarinda tireme gozlenirken minimal glukoz
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agar (MGA) plaklarinda iireme gozlenmedi. wvrB
mutasyonu kontrolii i¢in NB’da bir gece biiyiitiilen
bakteri kiiltiiriinden 1 6ze dolusu alinip nutrient agar
(NA) plaginin tamamia paralel ekim yapildi. Plakin
yarist plastik bir plaka ile kapatilip 15 watt giiciinde
bir UV lambasi ile 33 cm. yiiksekten 8 sn. siire ile
1sinlandi. Isinlanmadan sonra petri kapaklart kapatilip
37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Bu siirecin sonunda
UV’ye maruz kalan kisimda {ireme olmazken, plastik
kapakla kapatilan kisimda normal bir tireme gdzlendi.
Rfa mutasyonu kontrolii i¢in NB’da bir gece biiyiitiilen
bakteri kiltiirinden 0.1 ml siv1 kiltiir alinarak, 45 °C
su banyosunda tutulan 2 ml top agar tizerine ilave edilip
daha sonra NA plaklarina dokiilerek plaklara 8 igareti
yapildi. 10 dk. donmasi beklendikten sonra plagin
ortasina 0.5 cm ¢apli steril filtre kagidi diski yerlestirilip
diskin ortasina %0.1’lik kristal viyole karisimindan 10
ul damlatildi. Sonra plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda disk ¢evresinde 14 mm’lik
iireme olmayan zon gozlendi. R-faktor varlig: kontrolii
icin, NB i¢inde bakteri kiiltiirii (%0.8 Ampisilin/0.02
M NaOH) ampisilin igeren histidin/biyotin/ampisilin
(HBA) plaklarina ¢izgi ekim yapilarak, 37 °C’de 24
saat inkiibasyonu sonunda, plazmid igeren mutant
bakterilerin ampisilinli ortamda biiytidiikleri gozlendi.

Test maddelerinin sitotoksik etkilerinin
saptanmasi

Sitotoksik dozlarin belirlenebilmesi igin 45 °C’lik
su banyosunda bekletilen 2 ml’lik top agar igeren
deney tiipleri igerisine 100 pl bakteri ve 100 pl steril
distile su igerisinde ¢oziilmiis test bilesiklerinin degisik
konsantrasyonlarindan ilave edilerek niitrient agar
plaklarma ekimi gergeklestirildi. Deneye paralel olarak
pozitif kontrol plaklarinin ekimi de yapildi. Plaklar
37 °C’de 24 saat inkiibe edildi, inkiibasyondan sonra
plaklardaki ortalama koloni sayis1 belirlendi ve kontrol
plaklar ile karsilagtirilarak toksik ve toksik olmayan
dozlar belirlendi. Deney sonunda sitotoksik doz 250
mg/plak olarak belirlendi ve c¢alismada bu dozun
altindaki 5 farkli konsantrasyon kullanild.

Ames mutajenite testinin yapilisi

S9’suz deneyde 45 °C’lik su banyosunda bekletilen
2 ml’lik top agar iceren deney tiipleri icerisine 100 pl
bakteri ve 100 pl test maddesi kiiltiirii eklenmistir.
Tiipler vortekslenerek minimal glukoz agar plaklarina
dokiilmiis, plaklar 8 cizilerek homojen olarak top agarin
plak iizerine dagilmasi saglanmigtir. S9 fraksiyonu
varliginda yapilan deneylerde ise bu karigim igerisine
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500 pl S9 karigimi ilave edilmis deney sonunda top
agarlar petri ylizeyinde donduktan sonra 37°C’de 48-
72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda petrilerdeki koloniler sayilmistir. Deneyde her
bir dozigin 3 ayr1 plak ¢alisilmis ve birbirinden bagimsiz
iki deney yapilmistir. Sonuglarin degerlendirilebilmesi
icin deneylerde spontan kontrol ve pozitif kontrol grubu
da kullanilmstir.

Verilerin istatistiksel analizleri

Ames testinde Dentis’in mutajenik aktivitesi
Salmonella typhimurium’un TA98 ve TA100 mutant
suslari ile aragtirilmig ve istatistiksel analiz agamasinda
sonuglarin degerlendirilmesi SPSS 18.0 for Windows
paket programinda Dunnet-t testi (2 yonlii) kullanilarak
yapilmistir ve verilerin ortalamalar1 arasindaki p<0.05
diizeyindeki farkliliklar g6z oOniinde bulundurularak
belirlenmistir.

BULGULAR VE TARTISMA
Pestisitlerin fazla miktarlarda ve sik kullanimm
tarimsal iirlin  kayiplarin1 azaltirken, bir yandan

da insanlar igin giderek artan bir saglik riski
olusturmaktadir. Pestisitler ve bunlarin kalintilari
zamanla biyolojik besin zincirine katilarak ¢evreyi ve
icinde yasayan tiim canlilar1 dogrudan ya da dolayl
olarak etkilemektedir.

Piretroidlerin genis bir kullanim alanina sahip
olmalari, memelilerde zehirlilik derecelerinin ihmal
edilebilir diizeyde diisiik olmas1 ve dogal kosullarda
kisa siirede parcalanmalari en Onemli avantajlaridir
(Colak, 2009). Ancak bu kimyasallarin giiniimiizde
yaygin bir sekilde kullanilmasi canlilarda mutajenik
etki gosterip gostermedigi sorusunu akla getirmistir.
Konuyla ilgili olarak farkli deney sistemleri ile yapilan
caligmalar pestisitlerin hiicrelerde cesitli bozukluklara
yol agtigin1 gostermistir. Yaygin olarak kullanilan
pestisitlerin hedef olmayan canli organizmalar {izerinde
istenmeyen etkilere neden oldugu bilinmektedir ve bu
olumsuz etkileri izerine pek ¢ok ¢alisma yapilmaktadir.

Bu c¢alismada Dentis pestisitine Ames testi
uygulanmig olup deneyde Salmonella typhimurium
LT2 atasal susundan in vitro mutasyonlar ile elde
edilmis S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslar
kullanilmigtir. Calismaya ait S9 fraksiyonu varliginda
ve yoklugunda plak inkorporasyon testi sonuglari
Cizelge 1°de verilmistir.
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Cizelge 1. Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 suslar1 ile Dentis pestisitinin S9 fraksiyonu varliginda ve yoklugunda plak inkorporasyon
testi sonuglari

Revertant Sayisi
Aritmetik Ortalama+ Standart Sapma

Madde (ﬂg]?;lz " TA9S TA100
-89 +59 - 59 +S9
250 59,867 6% 110.78:+4.62% 22101426* 389.2013.61%
25 5025415 9923424 194,402 48 3572121248
Dentis 25 48774312 102.82+1.12 175,007 74 364.1249.75
025 37.88+3.98 89.14x2.23 118 443 85 302.1428.14
0.025 35424375 79,1543 64 97424373 245 4547 45
NK 100 27.12:44.11 47204627 9421712 164.17:6.25
SA 10 2772.1045.15%
2AA 5 222801245 24%
2AF 200 1012.1414.05%
NPD 200 1290.32422.75%

*Kontrole gore revertant sayist p< 0,05 diizeyinde anlamli (Dunnett-t test) NK: Negatif Kontrol, SA: Sodyum azid, 2AA: 2-aminoanthracene, 2AF:

2-aminofluorene, NPD: 4-nitro-o-fenilendiamine. *:mutajen

histidin
genlerde farkli mutasyonlara sahiptir; bu

Salmonella  suslari,

cesitli

operonundaki

mutasyonlarin her biri farkli mekanizmalar ile etki
gosteren mutajenlere karsi cevap olusturmak igin
dizayn edilmistir (Ames and Maron, 1983; Healy et
al., 2003). Bu mutant suslar histidin iiretemeyen 6zel
suslardir. Caligsma sonunda histidin iiretebilir hale gelen
bakterilerin koloni sayimlarinin gerceklestirilmesi ile
mutajeniteden bahsedilmektedir. Degerlendirmeye gore
Ames testinde negatif kontrol grubunun koloni sayisini
iki katina ¢ikaran konsantrasyon degeri mutajenik
Koloni
sayisinda doza bagl bir artis olma durumunda ise bu
maddenin, zayif mutajenik etkiye sahip oldugu kabul
edilmektedir (Mortelmans and Zeiger, 2000).

konsantrasyon olarak kabul edilmektedir.

Bu c¢alismada deney Oncesinde tiim suslar
icin spontan geri doniisiim sayist bulunarak test
bakterilerinin deneyler i¢in uygunlugu dogrulanmustir.
Bununla beraber mutant olan bu bakteriler, genetik
ozelliklerini ¢ok c¢abuk degistirebildikleri igin her
deneyden Once mutlaka genetik kontrolleri yapilarak
deney i¢in uygun olup olmadiklarmin saglamasi
yapilmistir. Genetik kontrollerin yani sira kullandigimiz
pestisitlerin uygulanacak dozlarin1 belirlemek igin

denemeler kurulmus ve her pestisit i¢in sitotoksik dozlar
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belirlenmistir. Deney sonunda elde edilen sonuglar,
standart sapmalari ile birlikte ortalamalari alinarak,
istatistiksel agidan Dunnett-t testi (2 yonlii) kullanilarak,
negatif kontrol ile karsilastirilip degerlendirilmistir.

Dentis pestisiti piretroid ester grubuna giren ve
tarimda yaygin olarak kullanilan bir insektisit olup
yaptigimiz calismada TA98 ve TA100 suslarinin S9
fraksiyonu varliginda ve yoklugundaki uygulamalarda,
kullanilan konsantrasyonlar arasinda 250 pg/plak
dozlarinda her iki susta da koloni sayilari kontrol
grubunun iki katin1 agmigtir. Bu sebeple kullanilan
konsantrasyonlardan sadece bu dozda mutajenik
aktiviteye rastlanmistir. Bu ¢aligma disinda pek ¢ok
farkli piretroid grubu pestisitler de farkli arastiricilar
tarafindan cesitli test sistemlerinde degerlendirilmeye
almmugtir (Villarini et al., 1998; Romero et al., 2012;
Song et al., 2015; Verma et al., 2016).

Mutajenitenin belirlenmesi i¢in yaygin olarak
kullanilan test sistemlerinden biri de Ames testidir.
1984 yilinda piretroid
grubuna dahil olan alt1 farkli pestisiti (Biyoresmetrin,

Pluijmen ve arkadaglan

Deltametrin, Permetrin, Sipermetrin, Sismetrin ve
Fenvalerat) Ames testi ile TA98 ve TA100 suslari
iizerinde S9 varliginda ve yoklugunda degerlendirmis
ve ¢aligma sonunda herhangi bir mutajenik aktiviteye
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rastlamamislardir. Yine Herrera ve Laborda (1988)
yaptiklar1 bir ¢alismada piretroid grubuna ait Aletrin,
Fenvalerat, Resmetrin ve Permetrin pestisitlerini Ames
testi ile Salmonella tyhimurium’un TA97, TA98, TA100,
TA104, TA1535, TA1537 ve TA1538 suslari {izerinde
mutajenitesini aragtirmiglar ve sonug olarak Resmetrin,
Permetrin ve Fenvalerat’in S9 fraksiyonu varliginda
ve yoklugunda mutajen olmadigini belirlemislerdir.
Aletrin ise TA97, TA100 ve TA104 suslari iizerinde S9
varliginda mutajenik olarak bulunmustur.

Yaptigimiz ¢alismada Dentis pestisitinin ticari
formunun farkli dozlar1 degerlendirilmeye galigilmig
ve bes farkli konsantrasyondan sadece en yiiksek
doz olan 250 pg/plak uygulamasinda her iki test
susunda da S9 varliginda ve yoklugunda mutajenik
aktiviteye rastlanmistir. Diger konsantrasyonlarda
ise koloni sayilarinda degisiklikler olmasina ragmen
kontrol grubunun iki katin1 agan degerlere ulagsmadigi
icin herhangi bir mutajenik aktivite goriilmemistir.
Glinimiize kadar yapilan ¢alismalarda pek c¢ok
farkli sonu¢ elde edilmistir. Bunun sebebinin ayni
gruba dahil pestisitler olmasina ragmen pestisitlerin
yan zincirlerinde yer alan farkli grup ve yapilardan
kaynaklandig1 sdylenebilir.

Ayrica  test  bilesenlerinin  bakteri  hiicre
duvarindan ge¢mis olmast direkt olarak DNA ile
etkilesecegini gostermemektedir. Bilesigin sitoplazmik
konsantrasyonu yiiksek olsa dahi, sitoplazmik
alanda bakteriyel genomda bulunan 6zgiil baglanma
bolgeleriyle kompleks olusturmayabilir. Bu sebeple,
kimyasal maddenin DNA ile etkilesimi goriilmeyebilir
(Kayaalp, 1995). Buna bagli olarak da, calisilan
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kimyasallarin mutajenik olmasi1 ya da herhangi bir
mutajenik aktivite gdstermemesi bahsedilen etkenlere
bagli olarak farklilik gdsterebilmektedir. Bu caligma
ve yapilan diger calismalar gosteriyor ki, uygulanan
maddelerin kimyasal yapisi ve ortaya ¢ikan biyolojik
aktivite arasinda onemli bir iliski vardir. Kimyasal
grup
konumlarinin,

maddelerin  yapisinda bulunan halkalarin;

sayilarin, niteliginin, baglanma
pozisyonlarinin bu yapi-etki iliskisindeki yeri oldukca
onemlidir (Oztas, 2005). Ayn1 zamanda pestisitlerin
toksik etkilerini gostermeleri asamasinda maddelerin
almig sekli, temasin siiresi, yagdaki ¢ozinlrligi ve
maddenin viicutta hidroliz olma 06zelligi, toksinin
dogrudan etki etmesi veya 6nce metabolize olup aktif
hale gectikten sonra etki etmesi gibi bazi sebepler
o6nemli rol oynamaktadir (Namba et al., 1972; Scharf et

al., 1992; Vural, 1996).

SONUC

Yapilan bu ¢alisma sonucunda piretroid ester
grubuna giren bir insektisit olan Dentis pestisitinin
mutajenitesi TA98 ve TA100 suslar1i kullanilarak
Ames testi ile denenmis ve uygulanilan dozlardan
sadece 250 pg/plak dozunda her iki test susunda da S9
varlig1 ve yoklugunda mutajenik aktivitesinin oldugu
saptanmistir. Bu baglamda pestisit kullanimi sirasinda
doz asmmiin biiyiik problemler dogurabilecegi goz
onilinde bulundurulmali ve pestisitin yiiksek dozlarinin
kullaniminin is¢i ve halk sagligi agisindan zararl etkiler
meydana getirebilecegi diisiiniilerek bilingli bir tiikketim
saglanmalidir.
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