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OZET

Piretroid insektisidlerden bioalletrin iceren likid sivrisinek kovicu
peraparat inhalasyon yoluyla dort ay siireyle, giinde sekiz saat verilerek
ratlardaki kronik toksik etkileri toksikolojik ve histopatolojik yonleriyle
aragtirildi. Sivrisinek kovucu buhara maruz kalan ratlarda klinik olarak
kronik noyrotoksik belirtiler goriildii. Akciger lavaj sivilarinda total protein
diizeyinde yiikselme ve asit fosfataz aktivitesinde diisme kontrol grubuna gore
onemli (p < 0.05) bulundu. Serumda globulin, total protein (p < 0.001) ve asit
fosfataz (p < 0.05) diizeyinde énemli bir artis; iire ve iire nitrojen, albumin
diizeyinde, aspartat aminotransferaz ve gamma glutamil transpeptidaz
aktivitesinde onemli bir artig kaydedilmedi. Laktat dehidrogenaz, alanin
transaminaz aktivitelerinde diigme saptandi. Serum tiroksin diizeyi onemli
derecede azalirken (p < 0.005) triiodothyronin diizeyinde anlamli bir diisiis
kaydedilmedi. Inhalasyona maruz birakilan ratlarda trakeada L. epitelyaliste
dokiilme, fokal metaplazi, submukozada mononiiklear hiicre infiltrasyonlari;
akcigerde , alveollerde hiperemi ile alveoler boslukta makrofajlarda artma ve
brongsiyoler lenfoid odaklarda hiperplazi tesbit edildi. Karacigerde sentri-
lobuler hepatositlerde dejenerasyon ile lipid vakuolleri; bobreklerde igleri
eozinofilik kitle ile genislemis tubuluslar ve tubuler nekroz saptandi. Tiroid
bezinde bazi follikiillerde hiperplazi ve lumeni dolduran kolloid miktarinda
azalma belirlendi. Serum enzim diizeyleri ve histopatolojik bulgulardaki
degisimler organlardaki hasar: yansitmaktadir.

*  Yrd. Dog. Dr.; U.U. Vet. Fak. Patoloji Anabilim Dal, Bursa-Tiirkiye.
** Dog. Dr.; U.U. Vet. Fak. Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Bursa-Tiirkiye.
*** Ars. Gor.; U.U. Vet. Fak. Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dalr, Bursa-Tiirkiye.
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SUMMARY
Chronic Toxic Effects of Liquid Mosquito Repellent
(Bioallethrin) Smoke on Rats

Chronic toxicological effects and histopathologic aspects of liquid
mosquito repellent which contains bioallethrin, a pyrethroid insecticide,
was administered to rats by inhalation for eight hours daily for four months
were examined. Smoke-exposed rats clinically showed signs of chronic
neurotoxicity. In the lavage fluid of lungs of smoke-exposed rats, the levels of
total protein were significantly higher and the levels of acid phosphatase were
significantly lower (p < 0.01) than those of controls. There were significant
increases of serum enzymes, including total protein, globulin (p < 0.001) and
acid phosphatase (p < 0.05), but there were no significant increases of serum
urea and urea nitrogen, albumin, aspartate aminotranferase and gamma
glutamyltranspeptidase. The level of serum thyroxine were decreased
significantly (p < 0.05), but no significant decrease was observed in
triiodothyronin.

It was observed that smoke exposed rats had a desquamation of the
tracheal epithelium and focal metaplasia, mononuclear inflammatory cells in
the submucosa, an increase of alveolar macrophages in the alveolar space and
hyperplasia in bronchus associated lymphoid tissue in the lung. The
degeneration of the centrilobular hepatocytes and lipid vacuoles in liver was
observed. There was intratubular eosinophilic deposits and tubular necrosis in
the kidney. In some of the follicles of the thyroid gland hyperplasia in the
follicular epithelium and decrease of in the amount of colloid were detected.
Alteration of the serum enzyme levels and histopathologic findings were
considered as the indication of organ demage.

Key words: Bioallethrin, chronic toxicity, histopathology, rat.

GIRiS

Piretroid insektisidler, giglii insektisidal etkileri, memelilerde hizla
metabolize edilmesi ve kalinti birakmamasi nedeniyle tarimda, hayvanlarda ve
barmnaklarinda, gida imalathanelerinde, gevre saghiginin korunmasinda ve evlerde
genis olgiide kullanilmaktadir. Piretroidler 1s1, 11k, hava ve diger etkenlere karst
dayamklidir ve negatif bir 1s1 katsayisina sahiptir. Dogal piretrinlere benzer
sekilde insektlerde temas ve mide zehiri etkisi gosterirler. Hizli yere serici
etkiye sahiptirler'. Piretroidler, insekt ve memelilerde voltaja bagimh sodyum
kanallar1 izerinde uyarici; kalsiyum kanallan, nikotinik kanallar, GABA-gated
kloriir kanallar: ve magnezyum ATP-az iizerinde inhibitor etki yaparlar. Insekt

-218 -



ve memelilerdeki baslica toksik etkilerini, sinir membranlarindaki voltaj-
sensitif sodyum kanallan ile etkileserek periferik ve santral sinir sistemindeki
aksonlarn tizerinde gésterirler. Bu etki sonucunda insekt ve omurgahilarda siirekli
bir depolarizasyon sekillenir”™®. Sentetik piretroid insektisidlerin (Tip I) DDT
benzeri ndyrotoksik etkilerinin oldugu ve kolinerjik muskarinik reseptorlere
etkiledigi; 17 ginliik farelerde serebral kortekste muskarinik reseptér sayisinda
artiga ve reseptor alt tiplerinin oraninda degisimlere, 4 aylik farelerde muskarinik
kolinerjik reseptér yogunlugunda belirgin bir diisiise yol agtiz1 bildirilmistir®®.

Sivrisinek kovucu spiral ve tablet formunda bioalletrin preparati ile
ratlarda farkli stirelerde yapilan bir dizi inhalasyon c¢alismasinda enzim
aktivitelerinde ve mikroskobik olarak trakea, akciger ve bobreklerde patolojik
degisimler sekillendigi belirtilmigtir™?. Tiirkiye'de tablet formundaki bioalletrin
preparatiyla yapilan bir galiymada® akciger ve karacigerde mikroskopik
degisimler saptanmugstir.

Giuniimiizde kullamlan pestisidlerin toksik etkileri ile kullamm dozu ve
siiresi arasinda vakin iligki vardir. Insektisidlerin giiven smirlarinin
belirlenmesinde gevrede kullanim dozu ve siiresi bir kriter olarak kabul edilir,
Uzun sireli kullanim durumlarinda beklenmeven etkilerin goriilmesi olasilig:
dogar. Boyle kullanimlar sonucunda organizmada mevdana getirdigi etkiler
biyokimyasal ve histopatolojik bulgularla ortaya gikartilabilir'.

Bu ¢alismada, iilkemizde iklim &zellikleri nedeniyle Akdeniz ve Ege
Bolgesinde yaygin kullanilan, givenli insektisidler olarak bilinen piretroid
insektisidlerden sivi bioalletrin preparatinin, uzun siireli kullanimi sonucunda
meydana getirebilecegi etkilerin arastirilmas: amaglanmigtir.

MATERYAL VE METOD

Uludag Universitesi Deney Hayvanlani Uretim Merkezi'nden saglanan
iki aylik Sprague-Dawley cinsi 36 deney, 12 kontrol grubu olmak tzere toplam
48 adet (% 50 erkek, % 50 disi) sigan arastirma materyali olarak kullanildi.
Bioalletrin preparat1 olarak % 3.6 bioalletrin igeren ticari likid sivrisinek kovucu
bir preparat segildi. Siganlar 25°C ve % 57.5 nemlilige sahip 34 m’lik
havalandirmasi bulunan bir odada giinde 8 saat olmak tizere dort ay (Haziran-
Eyliil) boyunca insektisid buharina maruz birakildi. Bu siire sonunda si¢anlar
pentotal anestezisi altinda dekapile edildi. Serum enzimleri, protein, iire, iirc
nitrojen ve tiroid hormonlan igin kan 6mekleri alindi. Otopsiye alinan
siganlardan akciger lavaj sivis1 almak igin trakea ve akciger birlikte ¢ikartildi.
Histopatolojik inceleme i¢in trakea, akciger, karaciger, bobrek ve tiroid bezleri %
10 tamponlu formol soliisyonuna konarak tesbit edildi. Rutin doku yikama
islemlerinden sonra bes mikron kalinhiginda alinan kesitlere hematoksilen eosin
boyast uygulandi. Gerekli gérilen bazi kesitlere de Periodic acid schiff (PAS) ve
oil red 0 boyas1 yapildi.
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Serumda total protein, albumin, globulin, aspartat aminotransferaz
(AST), alanin transaminaz (ALT), alkalin fosfotaz (ALP), gamma glutamil
transpeptidaz (GGT), laktat dehidrogenaz (LDH), tre ve iire nitrojen, akciger
lavaj sivisinda total protein ve LDH diizeyleri Tip Fakiltesi Merkez
Laboratuvarinda Technicon kitleri kullanilarak Dax 72 otoanalizériinde olgildii.
Serum ve akciger lavaj sivisinda asit fosfotaz (ACP) dizeyleri Bochringer
Mannheim GMBH kitiyle spektrofotometrede 405 nm dalga boyunda oGicildi.
Tiroid hormonlar1 Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda
Radyoimmunoassay yontemi ile dlgiilda.

BULGULAR

Likid bioalletrin preparatryla yapilan dort aybk inhalasyon sonucunda,
kontrol grubu ile kiyaslandiginda, deneme grubundaki ratlarda, belirgin sinirsel
semptomlar, hiperaktivasyon ve ajitasyon gézlemlendi. Ratlarin serum enzim,
protein, iire ve iire nitrojen diizeyleri, total T, - T, ve akciger lavaj stvisindaki

enzim degerleri Tablo I, 11 ve III'de gosterilmistir,

Tablo: I
Serum Enzim, Protein, Ure ve Ure Nitrejen Diizeyleri
Parametre Kontrol Grubu (n = 12) Dency Grubu (n = 32)
Ure (mg/dl) 40.5 =145 4338172
Ure nitrojen (mg/dl) 18.92 = 0.67 202608
Total Protein (g/dl)* 597+0.15 6.74 = 0.11
Albumin (g/dl) 385+0.16 418=x0.13
Globulin (g/dl)* 2.125+0.06 2.56 = 0.065
AST (UN) 259.16 +28.03 276.70 = 14 49
ALT (UN) 102.5 £ 24.996 84.02+4.17
ALP (UM* 265.16 £ 16.05 11521 + 831
GGT (UN) 20021 24=031
LDH (Un) 4028 = 152.64 3464 £ 17345
ACP (UNy** 1.83+£0.13 3.18+032
* p<0.001 ** p<0.05
Tablo: II

Serum Total T, ve T, Diizevleri

Tiroid Hormonlan

Kontrol Grubu (n = 12)

Deney Grubu (n = 33)

T; (ng/dl) 65.04 =439 62.65=499
T, (ug/di)* 1.91+0.18 1.51+0.09
*p<0.01
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Tablo: III
Akciger Lavaj Sivisinda Total Protein ve Enzim Diizeyleri

Parametre Kontrol Grubu (n =8) Deney Grubu (n =30)

Total Protein (g/dl)* 0.025 £ 0.01 0.08=0.01

LDH (U1) 509.75 £ 78.47 351.93=34.93

ACP (UM)* 1.425+0.32 0.75 =0.07
*p<0.01

Dort aylik deneme sonunda yapilan otopsilerde makroskobik olarak
lezyon gozlenmedi. Mikroskobik incelemelerde trakeada L. epitelyaliste
deskuamasyon ve fokal metaplazi sahalari gozlendi. Trakea lumeninde
dokiilmiis epiteller ile mukus, eritrosit ve gogunlugunu lenfositlerin olusturdugu
bir kitle mevcuttu. L. propriada (submukozada) damarlar hiperemik ve lenfosit
ile makrofaj infiltrasyonlar1 belirgindi (Resim: 1). Akcigerde alveollerde
konjesyon ve alveoler boglukta serbest makrofajlarda artma saptandi (Resim:
2). Interstisyal dokuda kalinlasma, baz1 alveollerde atelektazik sahalar gozlendi.

Resim: |

Trakeada L. epitelyaliste dokiilme, lumende fokal metaplazi (ok),
submukozada hiperemi ve mononuklear hiicre infiltrasyonlar1. H.E.x100.
Desquamation of the tracheal epithelium focal metaplasia (arrow),
mononiiclear cell infiltration and hyperemia in the submucosa.
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Resim: 2
Alkcigerde alveollerde konjesyon, alveoler boslukta serbest makrofajlarda
artma (ok). H Ex200.
Congestion in alveoles and increase of alveolar macrophages in the alveolar
space (arrow)

Ayrica brongiyoler lenfoid dokuda hiperplazi dikkati cekti. Karacigerlerde V.
centralis ve sinuzoidlerde genigleme ve konjesyon, sentrilobuler (periasiner)
hepatositlerde dejenerasyon alanlan tesbit edildi (Resim: 3). Ayrica, sentri-
lobuler olarak stoplazmas1 vakuollu hepatositler belirgin olarak gozlendi.
Bunlarin oil red 0 ile yag vakuolleri oldugu tesbit edildi. Bobreklerde
kortekste 6zellikle proksimal ve distal tubullerde igleri eozinofilik plazmatik
kitle ile dolu kistik genislemeler ve tubuler nekroz saptandi (Resim: 4). Tiroid
bezlerinde hiperemi, follikiil epitellerinde ¢ogunlukla kolumnar goriiniim, baz
epitellerde hiperplazi ile lumendeki kolloid miktarinda azalma gozlendi

(Resim: 5). Follikiillerdeki kolloid PAS ile zayif olarak boyanma 6zelligine
sahipti.
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Resim: 3
Karacigerde V. sentralis ve sinuzoidlerde genigleme, sentrilobuler
hepatositlerde dejenerasyon. H.E.x200.
Dilatation of V. centralis and sinusoids, and degeneration of the
centrilobuler hepatocytes.

Resim: 4
Bébrek korteksindeki tubuluslarda kistik genislemeler ve nekroz. H.E.x[00.
Tubular cystic dilatation and tubular necrosis in cortex.
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Resim: 5
Tiroid bezinde bazi follikiil epitellerinde hiperplazi (ok) ve kolloid
miktarinda azalma. H.E.x100.
Hyperplasia in the follicular epithelium (arrow) and decrease in the
amount of colloid.

TARTISMA VE SONUC

Giiniimiizde sivrisinek kovucu preparatlarda ¢ogunlukla piretroid grubu
insektisidler kullanilmaktadir. insan ve gevre saghig1 agisindan giivenli olarak
kabul edilen bu insektisidlerin uzun sireli kullanim sonucunda organizmada
baz degisikliklere yol agtif1 bilinmektedir. '

Piretroid insektisidlerden bioalletrin ve deltametrin kullanilarak yapilan
bir galigmada’, farelere agiz yoluyla 0.7 mg/kg olarak 10 giinlitkten 16 giinlik
oluncaya kadar verildifinde kolinerjik degisimlerle birlikte davramg degi-
sikliklerine yol a¢tif1 saptanmustir. Bir piretroid insektisid olan eyhalothrin ile
laktasyondaki farelerde yapilan galiymada igme suyu ile birlikte % 0.02 olacak
sekilde 21 gun siiresince verildiginde annelerde herhangi bir klinik degisiklik
saptanmamig; bu annelerden siit emen yavrularda néyral toksik etkiler meydana
geldigi gozlemlenmigtir'>. Tablet formunda bioalletrin preparatinin sekiz ay
kullamldg bir aragtirmada'®, kronik noyrotoksik etkilerinin oldugu saptanmugtir.
Aragtrmamizda sivi  bioalletrin  buharlarma maruz birakilan ratlarda

gbzlemledigimiz sinirsel semptomlar ve diger bulgular literatir verileri
dogrulamaktadir.
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Piretroid insektisidlerin toksik etkilerini aragtirmak amaciyla deney
hayvanlarinda yapilan cesitli ¢aligmalarda enzim aktiviteleri ve hormon
diizeylerindeki degisimler  olgulmiistiir. Piretroid insektisidlerle, diger
insektisidlerin etkilegimlerinin aragtirtildigt bir ¢alismada'’, permetrin ve
fenvaleratin diger insektisidlerin LDs, dozunu artirmadii, fenvelaratin
subletal dozlarda farelerde ve kopeklerde AST, ALT ve LDH diizeylerinde
belirgin bir artisa yol agtiZ1 saptanmustir. Ratlarda diyetle birlikte 500 ppm
olarak 123  hafta boyunca kullanilan d-alletrinin ALT ve AST, ALP
aktivitelerinde azalmaya neden oldugu bildirilmistir'. Divetleriyle 500 ppm
permetrin verilen ratlarda AST aktivitesinde artisla birlikte ALT aktivitesinde
ve kan iire diizeyinde belirgin bir degisime yol agmadig belirtilmistir'®.

Tablet formunda alletrin preparati kullamlarak 10 saat/giin/8 hafta
siresince ratlarda yapilan bir arastirmada'’, AST ve ALT aktivitelerinde
belirgin bir arfis ve kreatinin, tirik asit ve kan tire diizeylerinde artis saptanmugtir.
Hong Kong'da bioalletrin igeren sivrisinek kovucu bir preparatla yapilan
inhalasyon ¢alismalarinda, iki aylik siire sonunda LDH, AST, ALT ve ACP
aktivitelerinin  kontrollere gore yiiksek oldugu’; alti ay sireyle vapilan
calismada'’ ise, serum AST, LDH aktivitesinde, total T; diizeylerinde ve akciger
lavaj sivisinda LDH ve ACP aktivitesinde ve total protein diizeylerinde belirgin
bir artiga yol agtigi; serum tre ve ure nitrojen degerlerinde bir degisim
olmadig bildirilmistir.

Likid bioalletrin preparat: kullamlarak dort ay boyunca yapilan bu
calisma sonucunda serum AST, GGT, ACP aktivitesinde ve iire, iire nitrojen,
total protein, albumin ve globulin diizeylerinde artig; ALT, ALP, LDH
aktivitelerinde azalma saptanmugtir. Total T, ve T; dizeyinde azalma
gozlemlenmigtir. Akciger lavaj sivisinda total protein diizeyi yiiksek
bulunurken; LDH, ACP aktivitelerinde azalma saptanmugtir. Akciger lavaj
sivisinda saptanan total protein diizeyindeki artma Hong Kong'da yapilan alti
aylik denemeye'' uygunluk gostermektedir.

Likid sivrisinek kovucuya maruz birakilan ratlarn trakea lumenlerinde
mukus ve vangisal hiicrelerle olugturulan kitleye, silia kaybi ile beraber
epitelde yassi hiicreye, fokal metaplaziye ve akcigerlerde intraalveoler
makrofajlara Liu ve ark.>"! yaptiklar1 3 ayni ¢aligmada da rastlamiglardir. Bu
arastincilara gore, trakeada olugan sekret ile fokal metaplazi ve akcigerlerde
tesbit edilen alveoler bosluktaki makrofajlarda artis tamamen sivrisinek
kovucu preparatin igerdigi partikillere karsi olusturulan bir savunma
mekanizmasidir ve ayni cevap sigara igenlerle, inorganik tozlara ve otomobil
gazlarna maruz kalanlarda da bildirilmistir. Ozellikle alveoler makrofajlar,
alveoler bolgeye ulasan irritan partikilleri fagosite ederek lizozomal enzimlerle
sindirirler. Ancak ayni arastiricilar sivrisinek kovucunun hangi komponentine
karg1 bu artigin gelistifini heniiz belirleyememiglerdir. Dort ay siireyle
yaptigimiz inhalasyon ¢aligmasinda bronsiyoler lenfoid dokuda tesbit edilen
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belirgin hiperplazi Liu ve arkadaglani tarafindan®'" bildirilmemistir. Bu bulgu
kullanilan likid preparatin uzun siireli antijenik bir stimulus olusturmasina
baglanabilir.

Deneme sonunda karacigerde hepatositlerde sentrilobuler dejenerasyon
ve kiigiik vakuoller halinde yag birikimleri, ayrica V. centralis ve sinuzoidlerde
genigleme, karacigerde bir hasari géstermektedir. Bu durum, karacigerin ozel
enzimlerinin serumda yilkselmesine neden olarak hasari yansitmaktadir.
Calismada her iki bulguda da birbirine paralel bir gelisim s6z konusudur. Noyan'?,
iki aylik inhalasyon denemesinde karacigerde dejenerasyon veya nekroza
rastlamamugtir. Liu ve ark." yaptiklari alti aylik bir denemede spesifik karaciger
enzimlerinin yikseldigini bildirmigler, ancak histopatolojik bir bulgu
belirtmemiglerdir.

Hussein ve ark.'’, tablet formundaki sivrisinek kovucu bir preparatla
yaptiklan iki aylik inhalasyon ¢alismasinda bébreklerde tubuler nekroz
sekillendigini bildirmislerdir. Likid sivrisinek kovucunun dért ay sireyle
kullamldig1 bu ¢aligmada tubuler nekroza ilave olarak, igleri eozinofilik kitle ile
dolu kistik tubuler genislemeler tesbit edildi. Bu lezyon ratlarda gesitli kimyasal
maddelerin olusturdugu nefropatiye benzer bir bulgu seklindedir'®.

Tiroid bezlerinde sekillenen hiperplazi ve kolloid miktarindaki PAS (+)
boyanmanin  vyetersizlifi bezin bir hipofonksiyona sahip oldugunu
gostermektedir ve bu da hormon analizlerinin (T,) disik ¢ikmasiyla
desteklenmistir. Liu ve ark." ise alt1 aylik deneme sonunda tiroid hormonlarinin
yiikseldigini bildirmig, ancak histopatolojik veri sunmamstir. Konuyla direk
ilgili mikroskobik bulgu iceren bir inhalasyon g¢aligmasi bulunmamakla
birlikte Nakanishi ve ark.'nin® benzer bir madde olan allethrinle (250-500
mg/kg oral yolla) yaptiklar bir arastirmada tiroid bezinde papiller hiperplaziden
s6z edilmektedir.

Sivi bioalletrin preparatiyla yapilan dort aylik inhalasyon g¢alismasi
sonucunda, histopatolojik bulgular, serum enzim diizeyleri ve diger para-
metrelerdeki degigimler, akciger, karaciger, bobrek ve tiroid bezinde belirgin bir
hasarin olugtugunun gostergesi olarak kabul edilebilir. Klinik (ndyrotoksik),
biyokimyasal ve histopatolojik bulgularla giivenli bir insektisid olarak sunulan
bioalletrinin uzun siireli kullamminda toksik etkilerinin goriilebilme riski artar.

Bu bulgulann destekleyici olarak ileriki agamada, hiicresel diizeyde
inceleme i¢in elektron mikroskobik ve kolinerjik sistemle ilgili bulgulara ihtiyag
vardir. Aragtirmanin sonuglan ve literatiir veriler dikkate alindiginda, bu tip
insektisidlerin havalandirmasi yeterli olan ortamlarda kullamlmasi ve aym
zamanda uzun siireli kullammindan kaginilmasi gerekir.
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