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Ozet

Temefos sinek tirlerinin kontrolinde yogun olarak kullanilan, sistematik olmayan organofosforlu bir
pestisittir. Sucul ortama karisma riski yiksek olan bu pestisit, sucul canlilar Gzerinde toksik etkiye sahiptir.
Calismamizda Gokkusagi Alabaliklar Temefos’un 2,45 mg/l ve 4,93 mg/| (LC5096: 9.58 mg/l) konsantrasyonlarina
maruz birakilmigtir. Akut toksisite uygulamasi ile baliklarda, temefosun hematoloji parametreleri lizerine olan
etkisi incelenmistir. Uygulama sonrasinda baliklardan kan &rnekleri alinarak analizler yapilmistir. Beyaz kan
hicreleri (WBC), hematokrit (Hct), ortalama hemoglobin miktari (MCH) ve kirmizi kan hiicrelerinin hacminde
(MCV) meydana gelen artis ve azalislar istatistiksel olarak 6nemli (p<0.05) iken diger parametrelerde meydana
gelen degisiklikler 5nemsiz seviyede bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Gokkusagi alabaligi (Oncorhycnhus mykiss), temefos, hematoloji parametreleri.

Responses of Hematology Parameters in Rainbow Trout (Oncorhycnhus mykiss, Walbaum,
1972) Exposed to Temephos

Abstract

Temephos is a non-systemic organophosphorus insecticide that is used intensively to control mosquito
species. TEMEFOS has a high risk of interference with aquatic environments. Moreover, it has toxic effect for
aquatic organisms. This study, rainbow trout was exposed to temephos (TE) during 96-h acute toxicity conditions.
The toxic compound was given in doses of 2,45 mg/l and 4,93 mg/l (LCs096: 9.58 mg/I). Our purpose was to
determine the effect of chemical content on blood parameters of this fish. Blood samples were taken from fish
after temefos exposure. Afterwards hematological parameters such as white blood cells (WBC), hematocrit (Hct),
mean corpuscular hemoglobin (MCH), and mean corpuscular volume (MCV) were increased and reduced in fish
exposed to temephos with significant differences (p<0.05) but the others parameter were not important.

Key words: Rainbow trout (Oncorhycnhus mykiss), temephos, hematological parameters.

Giris alanlarinda kullanilmasinin yani sira pire ve bit

Tarim  alanlarinda  ve  halk  saghg kontrolinde de kullanilmaktadir. Temefos’un
uygulamalarinda yogun olarak kullanilan pestisitler kimyasal formuill: CisH2006P2Ss3, yogunlugu: 1,32
akut ve kronik uygulamalar sonucunda ekosisteme g/cm?3 ve kaynama noktasi: 162 °C’dir (WHO, 2009).
karisarak dogal dengeyi bozmaktadir. Meydana Organofosforlu insektisit yapisinda olan temefos,
gelen toprak ve su kirliligi bircok bulasici hastaligin temas ettigi canlida kolinesteraz enzim aktivitesini
yayllmasina sebep olmaktadir (Asaroglu, 2009; inhibe etmekte ve keskin semptomlara (bulanti,
Parlak, 2018). Bilingsiz ve yogun olarak kullanilan bu tukarik salgilama, bas agrisi, kas agrisi ve solunum
kirleticilerden; Temefos, sivrisinek larvalarinin gilicliigli) sebep olmaktadir (Yilmaz, 2010). Ozellikle
kontrol edilmesinde standart kabul edilen bir temefos’un toksik etkisi sucul canhlar Gizerinde genis
insektisittir.  Ozellikle gol, gdlet ve karasal su bir spektrum gostermektedir. Temefos’un sucul
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yasayan sinek larvalarin kontroliinde kullanildig1 g6z
onlinde tutulunca bu etki sasirtici degildir. Yapilan
bircok letal doz belirleme galigmalari temefos’un
hassasiyetini géstermektedir. Ornegin alabaliklarda
Lcso degeri 0.16-3.49 mg/kg, coho salmon igin 0.35
mg/kg, catfish i¢in 1.44-21.8 mg/kg Atlantik salmon
icin 6.7-21 mg/kg arasinda degisiklik gostermektedir
(WHO, 2009). Sucul ortama karisma riski ylksek
olan bu kimyasallarin, bu ortamda vyasayan
canhlardaki ve besin zincirine olan etkilerini
belirlemek igin balklar Gzerinde yapilan toksisite
testleri 6nem arz etmektedir (Parlak ve Atamanalp,
2017). Diinya genelinde ve llkemizde ekonomik
6neme sahip olan gokkusagl alabaliklari sucul
ortamdaki indikatorlerden biridir. Baliklar ortamda
meydana gelen kirlilik ve stres faktorlerinden
etkilenmektedir. Ayrica cevresel kirliligin
izlenmesinde ve hastalik teshisinde baliklar diger
tirlere gore daha fazla avantaj saglamaktadir
(Freyhof ve Brooks, 2011). Hematoloji testi bu
avantajlardan biridir. Kan analizleri; su kalitesi, akut
ve kronik patolojik degisiklikler ve hastaliklarin
belirlenmesinde yogun olarak kullaniimaktadir
(Durna, 2012). Hematoloji parametreleri (eritrosit
sayisi (RBC), I16kosit sayisi (WBC), hemoglobin degeri
(Hb), hematokrit orani (Hct), trombosit (PLT),
ortalama eritrosit hacmi (MCV), eritrosit basina
disen ortalama hemoglobin (MCH) ve eritrosit
basina diisen ortalama hemoglobin konsantrasyonu
(MCHC)) biyokimyasal ve fizyolojik degisimlerin
izlenmesinde 6nemli bir gostergedir (Celik, 2006).
Baliklarda gevresel degisikliklerin ilk yansimasi kan
degerlerinde oldugu icin hematoloji parametreleri
toksikoloji calismalarinda yaygin olarak
kullaniimaktadir. Sucul ortamin fiziksel ve kimyasal
yapisinda meydana gelen degisiklikler baliklarda
olusan stresin temel sebebi olup, bu olumsuzluklar
ilk olarak kan parametrelerini etkilemektedir. Akut
streslerde homeostatik mekanizmalar olumsuz
etkileri normale gevirse bile stres faktériiniin daha
uzun  sdrelerinde  olumsuz  etkiler  kalic
olabilmektedir (Duran, 2011).

Kan hicrelerinin  sekilsel ve hacimsel
yapisinda meydana gelen degisiklikler, toksik
maddenin etkisiyle olusan spesifik gostergelerinden
biri olup, kirleticinin etkisini belirleme noktasinda
6nemlidir (Duran, 2011).

Calismamizda akut uygulama ile temefos’a
maruz kalan gokkusagi alabaliklarinin hematoloji
parametrelerinde meydana gelen degisiklikler
incelenmistir.

Materyal ve Yontem

Calisma Atatiirk Universitesi Su Uriinleri
Fakiltesi Akvaryum Baliklari Uygulama ve Arastirma
Merkezinde bulunan Toksikoloji Deneme
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Unitesinde  ve  Su Uriinleri Fakiltesi
Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.  Baliklar,
Atatiirk Universitesi ic Su Baliklari Arastirma ve
Uygulama Merkezinden temin edilmistir.
Denemede 120+10 gr agirhginda 30 adet saglhkl
gokkusagr alabahgr (0. mykiss) kullaniimistir.
Uygulama 650 litrelik fiberglas tanklarda biri kontrol
digeri ikisi muamele grubu olarak dizayn edilmistir
(Esenbuga, 2013). Denemeye alinan baliklar 14 giin
aklimasyona tabi tutulmustur.

Denemede kullanilan kimyasal ve uygulamasi

Pestisit olarak kullanilan temefos ticari bir
firmadan (Sigma-Aldrich) temin edilip EPA (2006)’ya
gore LCso seviyesinin altindaki dozlar 12 saatte bir
yenilenebilir  statik  test ydntemine  gore
hesaplanmistir (Bricknell ve ark., 1999). Baliklar 96
saatlik uygulama ile 2,5 ve 5 mg/l temefosa maruz
birakilmistir. Tanklara "ortami yenilenen deneyler"
prosediriine gére 12 saatte bir konsantrasyonlar
verilmistir (Esenbuga 2013, Parlak ve Atamanalp
2017). Denemede kullanilan suyun kimyasal
ozellikleri Oksijen (Oz): 8.6 ppm, Nitrat (NOz’): 3.05
mg/L, Amonyak (NHsz): 3.15 mg/L, pH: 7.7 ve
Sicaklik: 9.1+1°C olarak élguilmustur.

Hematoloji analizleri

Akut uygulama sonrasinda enjektor ile
baliklarin kaudal venalarindan girilerek 3ml kan
ornegi alinmistir (Sekil 1). Alinan kan ornekleri
EDTA’li hemogram tiiplerine aktariimistir. Daha
sonrasinda Cyanmethemoglobin metodu (Cizelge 1)
kullanilarak, 0,02 ml kan o6rnegi 5 ml drabkin
sollisyonuyla karistirihp homojen hale getirilmistir.
Hemoglobinin Cyanmethemoglobine ddénismesi
icin 10 dk. bekletilen kan ornegi,
spektrofotometrede 540 nm’de transmittans (%T)
degerinde Olctlmustir. Spektrofotometrede
Olgilen degere karsilik gelen hemoglobin miktari
standart tablodan bakilarak tespit edilerek g/100
cm3 olarak verilmistir (White ve ark., 1976; Ciltas,
2000; Girgin ve Sen, 2003).

Hematokrit tayin icin mikrohematokrit
metodu kullanilmistir. Kan érnekleri 1,1 mm ¢apl, 7
mm uzunlugundaki mikrohematokrit tiiplerine
alinarak hematokrit santrifijde 10500 rpm’de 5 dk.
santrifij edildikten Olglilen deger skaladan
hesaplanmis ve toplam kanin %’si  olarak
belirlenmistir (Blaxhall ve Daisley, 1973; Jones ve
Pearson, 1976; Atamanalp, 2003; Girgin ve Sen,
2003). Sedimantasyon oraninin belirlenmesinde kan
ornekleri 1,1-1,2 mm ¢apinda ve 7 cm
uzunlugundaki hematokrit tiiplerine alinarak 1 saat
sureyle dik pozisyonda (90°) bekletildikten sonra
Ustte kalan serum kismi, mm/saat cinsinden
belirlenmistir (Ucar ve Atamanalp, 2010).
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Sekil 1. Baliklardan kanin alindigi bolge ve bobrek dokusu (Orjinal fotograf) (Parlak, 2016).

Cizelge 1. Cyanmethemoglobin metoduyla hemoglobin tayini

%T 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
20 205 202
30 194 189 18.4 17.9 17.5 16.9 16.6 16.0 15.6 15.2
40 148 143 13.9 13.6 13.2 12.9 12.5 12.1 11.9 11.5
50 112 10.8 10.5 10.2 9.9 9.7 9.3 9.1 8.8 8.6
60 8.2 8.0 7.7 7.5 7.2 6.9 6.7 6.5 6.2 6.0
70 58 56 % 53 50 4.9 4.7 4.5 4.1 4.0 3.8
80 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 26 2.4 22 2.0 1.9
90 1.7

Eritrosit, |0kosit ve trombosit sayimlari igin
kan Ornegi eritrosit pipeti igerisinde Dacie’s
soliisyonuyla (1/200 oraninda) boyanmistir.
Boyanan kan hicreleri Thoma laminin kamarasina
damlatildiktan sonra mikroskopta 1/5 mm? alan
lizerindeki hicreler sayilmistir. Eritrosit icin sayilan
deger 108/mm?3 cinsinden hesaplanmistir (Blaxhall
ve Daisley, 1973; Ugar ve Atamanalp, 2010).
Lékositler icin bulunan sonug¢ 10%/mm? cinsinden
hesaplanmistir (Blaxhall ve Daisley, 1973; Ugar ve
Atamanalp, 2010). Diger kan indeks degerleri
asagidaki formdiller ile hesaplanmistir.

MCV(fl) = Hct (%) * 10/RBC (milyon/mm3)

MCH(pg) =Hgb (gm/dL) * 10/RBC
(milyon/mm?3)

MCHC (%) = Hgb (gm/dL) * 100/Hct (%)

istatistiki analiz

Arastirma sonunda elde edilen sonuglarin
istatistiki analizi icin SPSS programi kullanilarak
varyans analizi ve 0.05 seviyesinde Duncan testi ile
analizler yapilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Hematoloji indeksleri bakimindan kontrol ve
uygulama gruplari arasindaki istatiksel fark 6nemli
seviyede belirlenmistir  (p<0.05). Uygulama
sonrasinda temefosun dozuna bagh olarak kan
degerlerinde artis ve azalislar meydana gelmistir
(Cizelge 2). RBC, Hb, MCH, PLT ve ESR miktarlarinda
meydan gelen degisiklikler istatistiksel olarak
6nemli seviyede degildir (p>0.05). Uygulama
yapilan dozlar arasindaki hematoloji degerlerini
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inceleyince, yiksek doz grubunun disik doz
grubuna gore oldukga yiksek degerlere ¢iktigini
gérmekteyiz (p<0.05).

Sucul organizmalarin ¢evresel ve stres
faktorlerine verdigi yanitlar ilk olarak biyokimyasal
ve hematolojik parametrelerde meydana gelen
degisikliklerle  belirlenebilmektedir. Organizma,
endojen ve eksojen faktorlerin olumsuz sonuglarini
tolere etmek icin hematolojik ve ya enzimatik
tepkiler vermektedir (Urso ve Clarkson, 2003). Bu
degisimler ilk olarak kan parametrelerini
etkilemekte ve cok kisa siirede gozlenebilmektedir.
Baliklar stres aninda, homeostatik mekanizmalarla
metabolizmayr normal dizeye dondirmeye
¢alismaktadir. Ancak stres faktorinin uzun sireli

etkisi sonucu metabolizmanin tepkisi yetersiz
kalmaktadir (Duran, 2011).
Calismamizda uygulama sonrasi lokosit

(WBC) degerleri incelendigi zaman doza bagli olarak
istatistiksel olarak 6nemli seviyede artis meydan
gelmistir  (p<0.05). Lokosit sayisinda artisin
gozlenmesi, fizyolojik sistemde temefos kaynakh
stresle miicadele etmek icin antikor Greten
immuinolojik reaksiyonlarin  gerceklesmesinden
kaynaklanmaktadir. Lokositler savunma sistemi
fonksiyonu nedeniyle bagisiklik sisteminin en
onemli hicreleridir. Kirleticilerin transformasyonu
nedeniyle ortamdaki degisiklige kisa sirede cevap
verirler. Lokosit sayisinda artisin baliklarda toksik
maddeye karsi savunma mekanizmasini
gelistirebildigini ancak uygulama siresine ve doz
artisina bagh olarak bagisiklik sisteminin zayifladigi
soylenebilir. Lokosit sayisindaki artisin sebebi toksik
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yikima karsi baligin savunma sistemi cevabi veya

stres altindaki baliklarin  homoestasi dengesi
kurmaya c¢alistigi seklinde aciklanabilir. Toksik
kimyasallara  maruziyet  sonucunda  I6kosit

sayllarinda anormallikler gézlenebilir. Ayrica l6kosit
sayisinin ani artisi baliklarin savunma sisteminin
aktivasyonu ve bagisiklik mekanizmalarinin giicli
olmasiyla aciklanabilir. Stres kosullari altinda

baliklarin I6kosit miktarinda  gbzlemlenen
degisikliklerin sebebi bagisiklik sisteminin baski
altina alinmasi ve hastaliklara karsi duyarhiligin
artmasidir. Lokosit miktarindaki artig, kirleticilere
maruz birakilan balgin hayatta kalabilmesine ve
fizyolojik sisteminin butlnlGgini koruyabilmesine
yardim eden antikorlarin artisiyla dogru orantilidir
(Ayoola, 2011).

Cizelge 2. Uygulamada kullanilan gokkusagi alabaliklarina ait hematoloji degerleri

Hematoloji Parametreleri A B C

*WBC (10%/mm3) 9.86+1.32 15.67+1.3° 17.53+1.3¢
RBC (10%/mm3) 4.16+0.5 4.19+0.52 5.4740.5P
Hb (g/dl) 9.66+0.720 8.23+0.7° 9.17+0.72
*Htc (%) 38.67+3.99 36.00+3.9° 32.67+3.9
£MCV (um°) 92.96+2.16° 85.91+2.56° 59.79+8.56°
*MCH (pg) 23.23+2.72 19.64+2.7° 16.71+2.7°
MCHC (g/100ml) 24.98+3.8 22.86+3.82P 28.06+3.8°
PLT (10%/mm3) 6.26£0.9° 8.80£0.9° 7.40£0.9%P
ESR (mm/h) 0.17+0.05 @ 0.20+0.052 0.20+0.052

Kuglk harfler (a, b) uygulama gruplari arasindaki istatistiksel farki ifade eder. Temefos konsantrasyonlari A:
Kontrol (uygulama yok), B: 2.45 mg/L, and C: 4,93 mg/L * p<0.05.

Eritrosit sayisina bakildigi zaman doza bagh
artis goriilmekte ancak bu artis istatistiksel olarak
Onemsiz seviyede olmaktadir (p>0.05). Baliklarda
ksenebiyotikler solunga¢ ve mide-bagirsak aracilig
ile viicuda alindiktan sonra kan vasitasiyla doku ve
organlara tasindigl icin, ilk olumsuz etki kan
hiicreleri ve bunlarin tretildigi dokularda meydana
gelir (Witeska and Baka, 2002). Eritrositler oldukga
stabil parametrelerdir ve baliklar gesitli fizyolojik
mekanizmalarini kullanarak bu standardizasyonu
sirdardrler. Temefosa maruziyet sonrasi fizyolojik
mekanizmalar etkinleserek eritrosit Gretimini tesvik
etmistir.

Akut stres ortaminda bulunan baliklarda,

fizyolojik sistem geregi dalak stirekli kasilarak
eritrosit Uretimini tesvik edecegi igin eritrosit
sayisinda artis meydana gelebilir.  Sonraki

periyotlarda yeterli miktarda eritrosit olusumunun
gerceklesmemesi bu sistemin zarar gordigi
anlamina gelmektedir.

Hemoglobin degerindeki azalmalar pestisitin
zararh etkisi nedeniyle hiicrelerin yikimi ile ilgilidir.
Temefosa maruz birakilan baliklarin hemoglobin

degerindeki azalmalarin aerobik  glikolizin
inhibisyonu nedeniyle demir sentez
mekanizmasinin  bozulmasindan  kaynaklandigi
distntlmektedir (Banaee ve ark.,, 2013).
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Hemoglobin ve hematokrit degerlerindeki azalma
anemi varhgini  gostermektedir. Hemoglobin
seviyesindeki artis ise bir tlir adaptasyon olarak
gorilmektedir. Osmoreglilasyon dengesinin
bozulmasi, hipoksi ve kan akiskanhginin azalmasi
hemoglobin seviyesinde artisa sebep olmaktadir
(Akbulut, 2008).

Suyun fiziksel ve kimyasal 6zelliklerindeki
degisimler baliklarin hematolojik parametrelerinde
degisime neden olmaktadir. Heath (1995) yaptigi
calismada suyun pH'sinin asidik yonde artmasi
sonucunda, baliklarda hematokrit, hemoglobin
dizeyleriile eritrosit sayisini artirdigi rapor etmistir.

Calismamizda hematokrit degerinin doz
artisi ile birlikte dustigi belirlenmistir (p<0.05).
Hematokrit dizeyi, eritrorit sayisi ile orantili
olmasindan dolayl kanin oksijen tasima kapasitesi
ve eritropoietik dokularin islevleri hakkinda bilgi
veren 6nemli bir parametredir (Witeska, 2005).
Balik tdrleri ile yapilan arastirmalarda, eritrosit
sayisi ve hematokrit dizeyinin tiire, ortam
konsantrasyonuna ve maruz kalma siliresine bagl
olarak degisim gosterdigi saptanmistir (Arslan ve
ark., 2006). Hematokrit seviyesinde belirlenen
azalista  eritrosit  sayisinin  dliismesi  veya
hemodillsyonun etkili oldugu dislintilmektedir.
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Ksenebiyotikler  eritrositlerin ~ membran
ozelliklerini degistirerek ¢ekirdek ve hiicre yapisinda
degisikliklere neden olmaktadir. Ozellikle
eritrositlerin  boyutlarinin ve ylizey sekillerinin
bozulmasi hematokrit degerini etkilemektedir
(Blasiak ve ark., 1991). Balik kanindaki hiicrelerden
sayica en fazla olani eritrositlerdir. Eritrosit sayisi,
dokulara oksijen tasima kapasitesinin bir olgiti
olarak bilinmektedir (Houston, 1997).

Trombositler hemostazin saglanmasinda
yani kanamanin durdurulmasinda o6nemlidirler.
Calismamizda kontrol grubuna kiyasla uygulama
gruplarinda trombosit miktarinda artis oldugu
gorilmektedir. Bu artis kirleticiye maruziyet sonrasi
metabolizmada meydana gelen enfeksiyona karsi
savunma mekanizmasi olarak ifade edilebilir.

Hipoksi durumunun gergeklestigi ortamda
baliklar bu durumun Ustesinden gelebilmek igin
eritrositlerin MCV ve MCH miktarini
artirmaktadirlar. Bu degerlerde meydana gelen artis
eritrositlerin yikimi nedeniyle veya
Uretilememesinden dolayr olusmaktadir. Normal
kosullar altinda eritrosit hiicre parametreleri
oldukga stabil olup stres kosullari altinda
dalgalanmalar gostererek kan kompozisyonundaki
kantitatif degisikliklerin miktarini saglayabilir. Stres
faktoériniin Hct ve MCV degerinde artisa ve MCHC
degerinde azalisa sebep oldugunu rapor etmislerdir
(lversen ve ark., 1998).

Kumarive ark., (2014) MCV degerindeki artisi
endosmosis (disaridan igeriye dogru osmoz) olarak
tanimlamis ve bu deger dahada vyikselirse
hemodilisyonun  (kanda eritrositlere  oranla
plazmanin artmasi) ortaya ¢ikacagini bildirmistir.
Balik stres faktorinin ortaya cikardigi hipoksi ile
miicadele etmek icin genellikle eritrositlerin MCV ve
MCH’in1 artirarak cevap verir.

Sonug ve Oneriler

Sonu¢ olarak hematolojik parametreler,
baliklara ait fizyolojik durumun goéstergesi olmasi
nedeniyle ortamdaki kirlilik seviyesinin tespitinde,
yetistiricilik yapilan alanlarda hastalik ve mortalite
meydana gelmeden gerekli 6nlemlerin alinmasinda
onem teskil etmektedir. Hastalik durumlarinda ise
tani ve tedavi igin gerekli bilgileri saglamaktadir.
Ayrica cevresel kirliligin gézlenmesinde dnemli bir
indikator olan baliklar ve yapilan toksikoloji testleri
insan saghg acisindan olumsuz gelismelerin
belirlenmesinde ve koruma mekanizmalarinin
gelistiriimesine katki saglayacaktir.
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