ORGANIK FOSFORLVU ZiRAf Mt‘JcADELE ILACLARI
ILE MEYDANA GELEN ZEHIRLENMELERIN, KANDAKI
CHOLINESTERAZ MIKTARINI CLCEREK TESBIiTi

Cevdet SEVINTUNA! : Gilineri OZSUNAR?
GIRIS '

Tarlada (agik havada) siiratle cholinesteraz tesbiti.

‘Miistahsil, ilaglama islerinde c¢aliganlar ve araghricilar koruyucu em-
niyet tedbirlerinin alinmasina ragmen organikAfosfdrlu laclary kullanirken
bu zehirli kimyevi maddeleri 8nemli derecede absorbe ederek hir riske
girebilirler. Fazla absorbsiyon ve emniyetli olmiyan calisma metodlan
kandaki normal cholinesteraz anzim faaliyetlerinin azalmas: ile, teshit
edilebilir. Cholinesteraz faaliyetlerini laboratuvarda hassas olarak olgmek
i¢in cok metod vardir. Fakat ani vak’alarda veya laboratuvardan uzak olan
yerlerde ¢abuk nefice veren bir metoda sik sik ihtiya¢c duyulur. Limperos
ve Ranta'min metodu, ani vak’alarda veya aletlerle (Sekil: 1) cholinesteraz

“SEKIL 1. Cholinesteraz deneme kutusu

1 Ziral Micadele ilﬁghve Aletleri EnstitisU BScek Toksikolojisi Lab. $efi
2 Ziral Micadele ilig ve Aletleri Enstitis) Bocek Toksikolojisi Lab. Asisteni
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tesbitinde -siiratli, emniyetli ve itimat ed111r neticelet - a,lmma,sml kombme -
eder sekilde Edson tarafindan degistirilmigtir. )

Denemelerde mevzubahis olan kanin igindeki <Cholinesteraz faahyeti
normal kan faaliyetinin yiizdesi olarak ifade edilmistir. Denemelerden ali-
nan neticelere gore tesirler agagdadir :

Tesbit edilen normalin % 100 — % 75 ise' ... Tesir yok, fakat Yakm bir ge-
lecekte yeniden deneme ya-
pilmali.

Tesbit edilen normalin % 75 — % 56 ise ... Bir ihtimalle ilaca fazla arz;
: denemeyi tekrarla efer teyit
" ediyorsa iki hafta igin orga-
nik fosforiu ilaglarla c¢alig-
maya araver. Sonra normale
dénmeyi tesbit i¢in yeniden
deneme yap.

SEKIL 2. Cholinesteraz arag]anmn. kutu lIginde toplu olarak Ustten gSriinisl
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Tesbit edilen normalin % 50 — % 25 ise ... Ciddi manada ilaca fazla arz
denemeyi tekrarla eger teyif
ediyorsa insektisitlerle calisg-
maya ara ver. Eger rahatsiz
ik veya hastalik varsa tibbi
muayeneye tabi tut.

Tesbit edilen normalin % 26 — % 0 ise ... Cok ciddi ve tehlikeli mana -
Ja ildca arz. Denemeyi ten-
rarla eBer teyit ediyorsa, tib-
i muayeneler neticelinceye
kadar kazazedeyi is sahasin-
dan alwp, istirahat ettir.

MATERYAL

Kandaki Cholinesteraz miktarin: tayin ederek organik fosforlu ilag-
larla olan zehlrlenmelerin tesbiti igin llizumlu ayiragiar,

1 — Ayiraclar ve hazmrlanmalart (Sekil: 2,3).

a) Indicatdr solusyon.

0,26 gr. Brome-Thymol blue'nun (B.D.H. Ltd. Water soluble) sodyum
tuzu 560 ml. (CO, den ari) destile suda eritilir.

b) Substrate solusyon.

0,6 + 0,2 gr. acetilcholine perchlorate. CO, den ari 100 ml. destile
suda eritilir, '

S

SEKIL 3. Jndicatsr ve Substrate solusyonlar ve dijer materyalin denemeye hamr gbrinGst
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METOD! |

Metodun prensibi : , , -

Kan, PH da degisiklik yaparak acetylcholine’den acetik asidi agiga
cikaran cholinesteraz adli bir anzim ihtiva eder. Kan, indicator ve acetyl
choline perchlorate karisimi hazirlanir ve muayyen bir zaman iyice karis
masi igin b1rak111r Bu zaman 1g1nde PH nin degismesl cholinesteraz faali-
yetinin hir- olgusudur :

A — insanlarda kardaki cholinesterazin tesbiti -

1 — Ayracin bozulup bozulmamis oldufunun denenmesi i¢in indicatér
solusyondan 05 ml. almir, reaksiyon tiipiine konur., TUzerine normal bir
sahistan alinan 0,01 ml kan konur ve 0,5 ml. Substrate solusyondan ildve
edilir. Iyice karigtirildiktan sonra 2,6 ml lik cam hiicreye aktarilir ve du
cam hiicre komparatériin sag goéziine yerlegtirilir. Bunu takiben komparatdr
yeknasak beyaz 1s18a karsy tutulur ve deneme solusyonunun rengine uyar
renk. gelinceye kadar disk ¢evrilir. Test solusyonu % 12,6 aktif renkten
daha san (asit) olmamalidir, Eger CO, absorbsiyonundan dolayl indicatdr
solusyonu yliksek asidite gOsteriyorsa kaynatilmak suretiyle normal sevi-
yeye getirilebilir. Eger kaynatmadan sonra asiditeyl % 12,5 luk rengi azalt-
miyorsa bu substrate solusyonun bozulduguna deldlettir. Bu takdirde do-
kllmeli ve yeni taze .solugyon hazirlanmalidir.

2 — 2,5 ml. lik hiicre igindeki 1 ml. destile suya parmaktan alinan 0,01
ml. kan ilave edilmek suretiyle bir kan «sahidin yapilir ve bu hiicre kom-
paratoriin sol g6ziine yerlesmrlhr

3 — Her hasta igin bir reaksiyon tiipil hazirlanir ve her tupun i¢ine
0,5 ml. indicatsr solusyondan pipetle konur. (15-20 deneme ayn: zamanda
vapilabilir.). :
_ 4 — Bir reaksiyon tupunun igine orta parmaktan ahnan kandan her
hasta ic¢in 0,01 ml. pipetle konup, tiiplin 1Q1ndek1 indicatér solusyonu ile
pipet 2-3 defa calkaliyarak wyikanir. Bir kontrol kan niimunesi (organik
fosforlu insektisitlerin tesirlerine maruz kalmamis normal olarak sihhatli
bir sahistan alinan kan) Tiip No: I in icine konmalidir.

5. — Substrate solusyondan 0,6 ml Tiip No: 1 in (Kontreol Tiip) 191ne
pipetle konur. Zamana dikkat ederek (Sifir zaman) bu reaksiyon karig-
muna 0,5 ml substrate solusyonu koyar koymaz 2,6 ml. hiicreye nakle-
dilir ve komparatdr icinde onun rengi tesbit edilir. Bu kyar1$1m1n asiditesi
% 12,6 tan fazla olmamahdu'

I Bu yazimin materyal ve metod kismi (The tintometer Limited Salisbury, England) firmasinin pros:
pektusinden “alinmistir. '
Bu metod ile ilgili elarak su Iiteratirden de istifade edilebilir.
G. Limpers and K.E, Ranta. Science 1953, 117, 453;
E.F. Edson Brit, Med. 1. 1955, i, 841; : -
idem ibid 1955, i, 1218;
H.D. Michel. Lab. Clin. Mad 1943, 34, 1954;
JH. Wolfsie and G.D. Winter, Arch, ind. Hyo. 1954, 9, 3%1;
D.w. Jolly and B.D. Rakcliffe, The Vet. Record. 1958, 70. 289;
D.R. Davies and JD. Nicholls Brit. Ated. J. 1955, i. 13783
E.F. Edson, World Grops 1956, 8, 240;
E.F. Edson, World Greps 1558, 10, 49;
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§EKiL 4, "Parmak ucunun kan alinmak Uzere delinmesi

-6 — Bifir zamandan itibaren birer dakika ara ile diger reaksiyon tiip-
-lerine substrate solusyondan 0,5 ml. ildve edilip tipa ile kapatilir ve iyice
karigmas! igin sallanir,

7 — Kontrol niimune hiicre muhtevas1mn renk aktivitesi yiuzde yuze
erisinceye kadar beklenir. (Ki bu genel olarak 1siyla alakall clmak iizere
20-30 dakika alir.) Bu zamandan itibaren birer dakika zaman araliklariyle
diger tliplerin muhtevalarn hiicreye aktarilir. Komparatériin sag kompart-
- mamna hiicreyi koymak ve en yakin rengi bulana kadar diski c¢evirmek
suretiyle her numunemn diskteki uygun rengl bulunur ve aktivite tesbit
edilir. Disk ylizde olarak normal aktiviteye (meseld kontrol nfimunesi) gére
derecelendar11m1$t1r :

B — Hajyvanlarda, kandaki cholinesteraz’in tesbiti :

Farelerde kuyrugun kullanildis: h-aller haricinde kan kulaktan top-
lamr, Kobay ve fareler igin 0,01 ml. diger hayvanlar igin 0,02 ml. kan alinir.
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Kan alimr alinmaz bir tiipe aktarilir ve 0,6 ml. subsrate solusyon ilave
edilir. Zamana dikkat edilir. Muydyyen: ve beliri bir zamann gegmesinden
sonra, ki bu zamanlar asagidaki. tabloda verilmistir, kansim 25 ml lik
komparatbr hiicresine aktanlir ve yuzde tesbit edilir.

SIEIT  ooiiiiiieieei e esireer e iiee e e, 80 Dakika

KOPEK ovve e T UUR R 4  »
KOyUIL  .coooovviviiiiens PR 120 »
Fare ... e e 20 »
Kobay ......... e S 80 »

Teshit edilmis bir zaman iginde;

% 75 ve daha fazla bir donme var ise ... TP Kan normal
G B0-T5 188 «oorveiiiii PR Ortalama deprasyon
% 35-50 ise ... Klinik araz yok fakat tedbir liizumla
% 35 gin altinda ise ... Siddetli derecede ilaca arz, hafif-

letici tedbirlerin alinmasi saxt.

Bu metodu kegiler ve tarla fareleriyle kullanmak suretiyle tatmm ed.lci
neticeler almak miimkiin olmamistir. ‘

Denemeleri yaparken dikkat edilecek hususlar : ' -

1 — Kan niimunesi almadan 6nce kan alinacak yer evveld sabun ve
su sonra saf alkol ile asit, alkall veya insekfisit bulagmasim gidermek i¢in
dikkatlice temizlenir ve temiz pamuk ile kurulanir. _

2 — Kontrol kan niimunesi, nimune alindig1 tarihten {ic ay evveline
kadar organik fosforlu ilaclara highir sekilde maruz kalmami§ bir normal
sthhatli salustan aliimabdir, Bunun yerine bir normal kan stok niimunesi-
de kullamlabilir’ fakat bir pihtilagtirmayici madde olarak yanhz Heparin
kullanilmas: uygundur. Citrate veya oxalete PH degismelerine Sebebiyet
verebilirler ve katiyyen kullamilmamalrdirlar,

3 — Denemeler arasinda reaksiyon tiipleri ve fipalar destile suyla iyice
dikkatlice yikanmalidir; ¢linkii denemeler PH degismesine dayandigindan
hicbir asit veya alkol bulasmasi katiyyen olmamalidir. .

4 — Denemeler sirasinda biitiin pipetlerin igleri nefesteki CO, hulag-
masl neticesi asiditeyi arttirmak ve neticeden yanliy sonuglar almaktan
kagimmak igin pipet ile mahlill alinmalarl nefesle degil puar ile yapilmalidir.

5 — Cholinesteraz diskindeki % 100 normal cholinesteraz degeri stih-
hatli Avrupa. erkeklerinde ortalama deferlerine istinat ettirilmistir. Tropik
memleketlerin Avrupali olmayan insanlarinda cholinesteraz % 75-87 limit-
leri icinde daha diisiik normal degerler gosterir. Disiler normal olarak er-
keklere nazaran biraz diisitk cholinesteraz faaliyetine sahiptirler.

6 — Sahislar arasinda normal kandaki cholinesteraz faaliyeti bakimin-
dan ‘Snemli denebilecek derecede farklar vardir. Bundan dolay: mitmkiin
oldugu takdirde organik fosforlu ildg¢larla calismaya baslamadan dnce,
biitlin is¢ilerin normal kan faaliyetlerini tesbit etmek lammdir.

7 — Indicatér kan solusyonu 1hk iklim sartlarinda sadece 4 saate ve
sicak iklim gartlarinda iki saate kadar dayamkhidir, .
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Bundan dolayl tecrit edilmis iscilerden ayri ayri 0,01 ml. kan niimune-
leri toplanmall ve 05 ml. indicatdr solusyonu iginde mahliiller olarak
kapali reaksiyon tiipleri icinde muhafaza edilmelidir fakat yuka,rda verilen
zamanlar icinde muhakkak analiz edilmelidir.

8 — Ani olarak Yesil-Mavi’den portakal sarisina kadar renk dog@mes‘l_
ekseriya asit bulagsmasina igarettir. Bu gibi hallerde - tiipleri- destile suyla
yikayarak denemeyi tekrarla. Reaksiyon tliplinde herhangi bir renk degis-
mesinl temin etmekteki muvaffakiyetsizlik ¢ok fazla lldca maruz kalmis
bir isciden alinan kanda cholinesteraz’in tamamen kaybolmasindan olabi-
lecegi gibi kan veya substrate solusyonu veya alkali ildve etmeyi ihmal et
mekten de olabilir. Bundan dolay: bitiin bu g1b1 halleri teyit 191n dene-
menin tékrarlanmasina lizum vardir,

C — Metodun uygulanmasi ile ilgili laboratuvar gahsma.larl‘:

Enstitiimiiz Toksikoloji Léaboratuvarinda, organik fosforlu zirai mliica-
dele ilaglariyle meydana gelen -zehirlenmeleri kandaki cholinesteraz mik-
tarmi Olgerek tesbit eden kolorimetrik kimyevi analitik metodu ile gerek
bu metodun uygulanmas1 ve. gerekse kontrolit bakimindan iki yil siire ile
denemeler yapilmigiir. Daha once de izah edildigi gibi, organik fosforlu
insektisitlerin calisma esnasinda deri ve tenefflis yolu ile absorbe olunimasi
~ bilnyede bir zehirlenme meydana getirmekte ve zehirlenme derecesi de
kandaki cholinesteraz miktar: ve buna baglh olarak da PH. degismesi ile
ifade edilmektedir. Kolorimetrik kimyevi analitik metodu basit ekiipmanla
kisa bir zamanda ¢ok sayida $ahsin organik fosforlu insektisitlerle zehir-
lenme derecesini dlgmekte ve gereken emniyet tedbirlerinin kolaylikla alin-
masim1 mitmkiin kilmaktadir. Bu metodun uygulanmasi ile tatbikatta bu
tip ilaclarla vuku bulacak dliimlerin dnlenmesi miimkiin goriilmektedir.

Bu mestodun laboratuvarimizda uygulanmasl sirasinda denemelere
baslamadan Once, denemelerde kullanilacak cam, tlip, mahliil kaplari, kan
almaya yarayan kapilar pipet v.s. gibl biitiin malzeme destale su ile yika-
narak yanlig neticeye varilmamasi saglandi.

Denemelere baslamadan 15 dakika Once, yukarida verilen miktarlar
iizerinden brome-tymol blue ile indicatdr solisyon acetilecholine percholarate
ile substrate solusyon taze destile su ile hazirland: ve agazi sikica kapana.
bilen (mahliilleri havadaki CO, tesirinden korumak igin) giselere konuldu
Hazirlanan bu mahlitllerin (Indlcator ve substrate solusyonla) bozuk olup
olmadigim kontrol igin bir tiip igerisine 0,6 ml. indiactdr solusyondan alin-
d1 ve bunun igine organik fosforlu insektisitlere maruz kalmamis bir sa-
histan alman 0,01 ml. kan (Sekil: 4-5) konulup iizerine 0,5 substrate solus-
yon ilave edildl. Tiip muhtevas: iyice karistinldiktan sonra 2,5 ml. cam
hiicre igerisine aktarilarak komparatdriin sag goziine yerlestirildi ve kom-
paratérde de % 12,5-0 11 temsil eden renkle karsilastirldi. Cam hiicre-
deki kansimin rengi % 12,5-0 renginden daha sar olmadlgmdan mah]liil-
lerin bozuk olmadigina hiikmedildi.

Bunu takiben bir tiip igerisine alinan 1 ml. destile suya ilaca maruz
kalmamig bir sahistan alinan 0,01 ml. kan konulup iyice g¢alkalandiktan
sonra 2,5 ml. cam hiicreye aktarildi ve komparatdriin sol gbziine  yerleg
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tirildi. Komparatdriin sag gdzinde (Sekil: 6) ayni sahistan alinan 0,01 ml
lik ken + 0,60 ml. indicatdr -+ 0,5 ml substrate solusyon ile hazirlanah
mahlil tyice calkalandiktan -sonra agzi kapall olarak, PH degismesinin tam
mansasiyle vuku bulmas: igin 15-20 dakika bekletildikten sonra, yerle{%—
tirildi ve chclinesteraz'im kirilma derscesini teshit igin muhtelif renklerle
- mukayese edildi ve neticede hig kwilma olmadigl yani % 100 grubuna gir-
digi tesbii edildi Bundan sonra ilica maruz kalmig sanislardan alwnan
kar “dimuneleri bu rakam ile mukayese edildi.

SEKIL 5. Kapilar pipetle parmak uvcundan 001 ml. kan alinmasi

Enstitlimilzin muhtelif Iaboratuvarlarinda organik fosforlu insektisit-
lerle ¢alisan ve dolayisiyle bu ild¢ grubuna maruz kaldiklar1 kabul edilen
sahislardan deneme tipleri 1 den itibaren bu sahis isimlerine gore isarsi-
lendi ve metodda belirtilen esaslara gére birer dakikalik zaman farklariyle
kan nilmunsleri alinarak mahliiller ile karistinldi ve 15-20 dakikahk bir
beklemeden sonra yine birer dakikalik zaman fasilalari ile komparatirin
sag gbzine konularak (sol gdzde buluhan 0,01 ml. kan + 1 ml dest’ls su
mahliilii verine birakilarak) disk gevrilmek suretiyle niimunelerin uyduk-
lar1 renklere gére kirimalar okundu.

Laboratuvarimizda yapilan denemelerden alinan nsticeler s0yledir,

Kimyevi Analiz Laboratuvarindan 3 kigi sira ile % 25-3'0, % 25-0,
U 50 - T5.

Fiziki Analiz Laboratuvarmda g,ahsa,nlardan sira ile % 62,6-75, % 50-25,
% 50-25, % 37,5-25. :
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$EKEL 6. Sol tarafta normal sahistan ‘alinan kan sahidi ve sa taraffa hasta salustan alinan kan
numune kompratérde okunmaya hezir durumda ’

Bio assay Laboratuvarinda §a11$an1ardan sira ile % 7T5-b0, % 50-25,
% 50-25, % 50-25.

‘Bulunan neticeleri kontrol etmek iizere yapllan 1k1n01 geri denemeler—
den de aym neticeler alinmistir,

Yukarda verilen neticelerini tetkikinden de anlamlacag: f{izere onganik
fosforlu insektisitlere maruz kalmadan miitevellit kan’'daki cholinesteraz
miktarimin . kiriléigr kolaylikla gortilmektedir. Bu neticeler aym zamanda
metodun verilen esaslar iginde tatbik edildigi zaman, kan’daki cholinesteraz
kirilmalaring, dolayisiyle zehirlenmeleri gayet sthhatli bir $ek11de tespit
ett1g1m ortaya koymaktadir.

OZET

Tarlada (agik havada) siiratle cholinesteraz tesbiti.

Miistahsil, ilaglama 1$1er1nde calisanlar ve arastiricilar koruyucu em-
niyet tedbirlerinin alinmasina ragmen organik fosforlu ilac¢lar kullamirken
‘bu zehirli -kimyevi maddeleri 6nemli derecede wabsorbe ederek bir riske
girebilirler. Fazla absorbsiyon ve emniyetli olmiyan ¢alisma metodlarn kan-
daki normal cholinesteraz anzim faaliyetlerinin azalmasi ile, tesbit edile-
bilir. Cholinesteraz faaliyetini léboratuvarda hassas olarak olgmek igin
cok metod vardir.  Fakat ani vak’alarda veya laboratuvardan wuzak olan
verlerde cabuk netice veren bir metoda sik sik ihtiya¢ duyulur. Bu maka-
lede, bu metodla Ankara Zirai Milcadele Ilag ve Aletleri Enstitiisiinde
yapilan denemeler kisaca bahis edilmistir.
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SUMMARY

The rapid field Determination of cholinesterase.

Farmars, spray operators, and research workers using organic
phosphorus insecticides may run soine risk of significant absorption of
these toxic chemiecals despite the adoption of protective measures., Over
" absorption, and unsafe working methods are detectable by depression of
the normal cholinesterase enzyme activity of the blood. Several methods
exist for the accurate measuremant in the laboratory of cholinesterase
activity but a rapid «Field» metod is frequently needed for use in emer-
gencies or away from the laboratory. The method of limperos and Ranta
has been modified by Edson to give a combination of speed, convenience
and reasonable precision for emergency or routine cholinesterase deter-
mination with simple equipment. In this article tehe experiments which
was carried out with this apparatus at the Plant Proctection Chemicals and-
Equipments institute, have been briefly mentioned. '
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