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Abstract — Bu ¢aligma neonikotinoid smifi tiomethoxam’in gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus
mykiss) olusturdugu oksidatif stres aracili hepetotoksisite etkilerini degerlendirmek amaciyla
gerceklestirildi. Bu amagcla her grupta 8 er balik olmak iizere 3 tekrarli olacak sekilde 96 adet gokkusagi
alabalig1 kullanildi. Calismada hi¢gbir madde uygulamasi olmayan kontrol ile thiamethoxam’in 3 farkl
dozunun (25 mg/l, 75 mg/l, 125 mg/l) uygulandig1 4 grup olusturuldu. Deneme peryodu sonunda tiim
gruplardan alinan kan hematolojik analizler i¢in, alinan karaciger dokusu ise patolojik degerlendirme i¢in
kullanildi. Kan serumunda iire ve iirik asit miktar1 kontrol grubuna gore diger gruplarda bir artig
gostermektedir. Histopatolojik incelemelerde karaciger dokusunda kontrol grubunun normal yapida
goriildiigli, 25 mg/l thiamethoxam grubunda ki karaciger dokusununda goriiniimiiniin kontrol grubuna
benzer oldugu tespit edilmistir. 75 ve 125 mg/l thiamethoxam grubunda karaciger dokusunda hepatositlerde
dejenerasyon, parankimal bolgede nekroz alanlari, konjesyon, steatoz, parankimal bolgede vakuolar
dejenerasyon ve hepatoselliiler dejenerasyon, safra kanalinda dejenerasyon ve proliferasyona rastlanildi.
Tarimsal aktivitelerde yaygin olarak kullanilan thiamethoxam’in hedef organizmalar disinda da diger
canlilarin yasadig1 ekosisteme katilimi sonucunda temas halinde oldugu canlida maruz kalinan doza bagl
olarak oksidatif strese sebep olarak oksidan/antioksidan sistem dengesini olumsuz etkiledigi ve dokularda
lezyon olusumuna sebebiyet verebilecek etkilere sahip oldugu anlasilmistir. Veriler degerlendirildiginde
thiamethoxam’in olusturdugu oksidatif strese kars1 doku spesifik yanitlarin olusan bu strese karsi bir
adaptasyon gelistirme niteliginde oldugu anlagilmaktadir.

Keywords — Oncorhynchus Mykiss, Thiamethoxam, Hepatotoksisite, Ure, Urik Asit.

. GIRIS

Bitkilerin ve bitkisel tirlinlerin; zararlilar, hastalik etmenleri ve yabanci otlarin etkilerinden korunmast,
kaliteli ve bol iiriin elde edilmesi i¢in tarim ilaglarinin veya pestisitlerin kullanilmasi kag¢inilmaz olmustur.
Pestisitler; tiiketicilerin beslenme kaynaklarina zarar veren, onlarin verim ve kalitesini diisiiren, iireticilerin
ise ekonomik kayiplarina neden olan bu zararlilara kars1 bitki koruma 6nlemleri olarak kullanilmaktadir [1,
2]. Pestisitler son yillarda diinya ¢apinda tarimsal kalkinmaya 6nemli 6lgiide katkida bulunmaktadir, ancak
ekosistemde kalic1 olarak kalabilme potansiyelleri tehlike arzetmektedir [3, 4]. Ayrica bu kimyasallar,
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yaygin kullanimlart nedeniyle sprey siiriiklenmesi veya ylizey akisi yoluyla yiizey sularina
karisabilmektedir [5]. Onceki ¢alismalar pestisit kalntilarinin sulu ekosistem icin énemli bir tehdit
oldugunu ortaya koymustur [6, 7]. Her ne kadar pek ¢ok arastirma tek pestisitlerin toksik etkilerini
degerlendirmis olsa da [8, 9], dogal ekosistemlerdeki su organizmalar1 yaygin olarak pestisit karisimlarina
maruz kalmaktadir [10, 11]. Su sistemlerinde pestisit karigimlarinin siklikla tespit edilmesi, bunlarin suda
yasayan organizmalar iizerindeki birlesik toksik etkilerine olan ilginin artmasina neden olmustur [12, 13].
Tarimsal etkinliklerde siirekli olarak aymi insektisitlerin kullanilmasit bocek tiirlerinin zamanla bu
insektisitlere karst duyarliligini kaybederek direngli duruma gelmesine sebep olmakta ve bu da
kimyasallarin siirekli olarak yenilenme gereksinimini ortaya ¢ikarmaktadir. Bundan dolay1 uzun yillardir
kullanimlarina bagli olarak organoklorlu, organofosforlu ve karbamat tiirii insektisitlerin azalan etkinligine
bagli olarak tarimsal uygulamalar1 zamanla azalmis ve bu kimyasallara alternatif olarak piretroitler ve daha
sonralar1 da neonikotinoid tiirii insektisitler gelistirilmistir [14, 15]. Neonicotinoidler sistemik pestisitler
olup, tarim alanlarinda boceklere karst miicadelede yaygin olarak kullanilmaktadir [16, 17]. Ayrica,
Neonicotinoidler bitkileri ¢esitli bocek zararlilarindan korumak igin tohum kaplama amaciyla da
kullanilmaktadir [16, 18]. Tohuma uygulanan neonicotinoidler bitkinin kokleri tarafindan alinarak iletim
demetleri ile ciceklere kadar ulasmaktadir [16, 19]. Thiamethoxam (TMX), tarim alanindaki bocekleri
kontrol etmede etkili potansiyeli nedeniyle yaygin olarak kullanilan bir neonikotinoid insektisittir ve sucul
biyotada toksisiteye neden olabilir [20-22]. Yaygin olarak kullanilan neonikotinoidlerden olan
thiamethoxam (TMX), hedef organizmalar1 digindaki baliklar ve omurgasizlar dahil olmak iizere bir¢ok
suda yasayan organizma i¢in toksik olabilir. Yiiksek yikama kapasitesi, topraktan diisiik absorpsiyon, suda
yiiksek ¢oziiniirliik ve biyolojik aritmaya direng sebebiyle 6zellikle baliklarda, TMX' in hepatorenal hasara,
oksidatif strese, immiinotoksisiteye, hemato-biyokimyasal degisikliklere ve metabolik bozukluklara sebep
olabilecegi bildirilmistir [20, 23, 24]. Yetistirilen sucul tiirlerin bagisiklik sisteminin zayiflamasiyla
sonuclanan stresli kosullar bir¢ok arastirma ile ortaya konmustur [23, 25].

Bu calismada c¢evre sagligini olumsuz etkileyen pestisitlerden, neonikotionoid insektisit olan
thiamethoxam’mn hedef organizma disindaki sucul ekosistem de bulunan Gokkusagr Alabaligi’nda
olusturabilecegi toksisitenin degerlendirilmesi amaglanmistir.

.  MATERYAL VE YONTEM

Deneysel Dizayn

Bu ¢alisma Iskenderun Teknik Universitesi Su Uriinleri Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylanmigtir (izin no: ISTE-SUHADYEK/2024-123313). Arastirma materyali olarak kullamlan
gokkusagi alabaligi, O. mykiss (165.35+£30.15 g ve 20.55£1.16 cm) Mazmanl (Hassa/Hatay) alabalik
tiretim ciftliginden temin edilmistir. Yetistirme havuzlarindan alinarak laboratuvardaki akvaryum
kosullarina alinan baliklar yaklasik bir hafta siiresince yeni ortama uyum saglamalari i¢in adaptasyon
stirecine alinmistir. Baliklar giinde iki kez (sabah ve aksam) ticari kuru peletlerle (12 mg/kg balik) beslendi
ve deneylerden onceki 24 saat icinde beslenmedi. 'Yenilenmis bir ortamda deneyler' prosediiriine gore gida
ve digki atiklarinin ortamdan uzaklastirilmasi amaciyla suya her giin tekrar su ve thiamethoxam uygulamasi
yapildi. Denemeler siiresince su sicakligi 12-19 oC, ¢6ziinmiis oksijen > 7 mg/L ve pH 6.6-7.5 araliginda
tutuldu ve 12:12 saat fotoperiyot uygulandi. Thiamethoxam’in farkli derisimleri, stok ¢ozeltiler test
suyunda ¢oOziilmesiyle hazirlandi ve akvaryumlarda belirlenen derisimleri elde etmek iizere seyreltildi.
Denemeler sirasinda baliklarin davraniglar1 diizenli olarak izlendi. 21 giin siiren uygulamadan sonra her
gruptan baliklar igcinde MS222 (50 mg/L, 100 mg/L NaHCO3 ile tamponlanmis) bulunan akvaryumlara
alinarak anestezi uygulamasi yapildi [26]. Anestezi sonras1 baliklarin boy ve agirliklart tespit edildi, kaudal
venden kan Ornekleri alindiktan sonra servikal dislokasyon yoluyla G6tenazi uygulandi. Histopatolojik
analizler i¢in (21. giinde) doku 6rnekleri alindi. Calismada, baliklarin agirlik 6lgiimleri, 0.1 g hassasiyetli
dijital teraziyle, toplam boy Ol¢timleri ise 1 mm bdlmeli 6l¢iim cetveli ile yapilmistir.

Bu ¢aligmada toplamda 4 grup olusturuldu;
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1. Kontrol grubu: Bu grup herhangi bir madde uygulamasi yapilmayan, sadece diger gruplarla ayni esdeger
stres kosullarina maruziyet agisindan sulari diger gruplar gibi periyodik degistirilen Oncorhynchus mykiss'i
icermektedir.

2. 25 mg/l Thiamethoxam grup: Bu gruptaki baliklara, 25 mg/L thiamethoxam bazl1 pestisit uygulamasi
yapilmistir.

3. 75 mg/l Thiamethoxam grup: Bu gruptaki baliklara, 75 mg/L thiamethoxam bazl1 pestisit uygulamast
yapilmistir.

4. 125 mg/l Thiamethoxam grup: Bu gruptaki baliklara, 125 mg/L thiamethoxam bazli pestisit uygulamasi
yapilmistir.

Histopatolojik Analiz

Thiamethoxam maruziyetinin 21. giiniinde histopatolojik analizler i¢in baliklar disekte edilerek karaciger
dokusu alindi. Deneklerden alinan doku 6rnekleri %10’luk tamponlanmis formalin solusyonuna alinip 48
saat tespit edildikten sonra, bir gece akarsuda tespit soliisyonunun elimine edilmesi i¢in bekletildi. Daha
sonra strastyla alkol, ksilol serilerinden gegcirilerek, etiiv igerisinde en az iki saat yumusak parafin (46-48
°C) ve sert parafin (56-58 °C) icerisinde bekletildikten sonra kasetlerde parafine gémiildii. Hazirlanan bu
parafin bloklardan 4-5 pum. kalinliginda kesitler alinarak, hematoksilen-eozin (HE) ile boyanarak 1s1k
mikroskobunda (Zeiss Axio Imager 2) degerlendirildi ve olas1t patolojik degisimler ile etkisi
gbzlemlenmeye caligilan maddenin sucul organizmalar {izerindeki toksik etkisi belirlendi [27]. Bu amagla
dokularda tespit edilen histopatolojik bulgular kontrol grubu ile karsilastirilarak derecelendirilmesi (-) yok,
(+) az, (++) orta ve (+++) siddetli seklinde yapildi.

Biyokimyasal Analiz

Calisma sonunda MS222 (50 mg/L, 100 mg/L NaHCO3 ile tamponlanmus) ile bayiltilan baliklarin kaudal
venalarindan kan ornekleri antikoagiilan icermeyen biyokimya tiiplerine alinmig ve 3500 devir/dak’da 10
dakika santrifiij edilerek serum Ornekleri elde edilmistir. Serum ornekleri elde edildikten sonra analiz
stiresine kadar derin dondurucuda -20 °C de saklandi. Serumda iire ve lrik asit deger dlgtimleri Hitachi-
Roche Diagnostics Cobas 6000 biyokimyasal analizor cihazinda yapildi.

Istatistiksel Analiz

Calismamiz sonucunda elde edilen bulgular SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 22.0 paket
programi kullanilarak degerlendirildi. Kullanilacak test yontemine karar vermek i¢in oncelikle normallik
testi yapilarak verilerin normal dagilimli olup olmadiklar1 belirlendi. Veriler normal dagilimli ise
parametrik testlerden ANOVA testi kullanilarak gruplar aras1 farkin 6nemi p<0.05 diizeylerinde belirlendi.
Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik Tukey HSD c¢oklu karsilastirma testi ile degerlendirildi.
Anlamhilik esik degeri olarak p<0.05 kullanildi. Veriler normal dagilimli degilse, grup ortalamalari
arasindaki farkliligin anlamliligin1 belirlemek iizere non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis Testi
uygulandi. Sonuglar ortalama +standart hata olarak verilmistir.

1. BULGULAR

Biyokimyasal Bulgular

Calisma sonunda baliklardan alinan kan orneklerinden elde edilen serumda iire ve iirik asit degerleri
incelenmistir. Ure diizeyleri kontrol ve thiamethoaxam’in uygulandig1 diger ii¢ grupta sirasiyla 3.52, 3.89,
4.29 4.33 mg/dL olarak Olclilmistiir. Kontrol ve 25 mg/l thiamethoaxam grubundaki fark onemsizdir
(p>0.05). Kontrol grubu ile thiamethoaxam uygulanan iki doz grubu (75 ve 125 mg/l) arasindaki fark
istatistiki olarak anlamlidir (p<0.05). Ancak en diisiik thiamethoaxam dozu (25 mg/l) ile diger iki uygulama
dozu (75 ve 125 mg/1) arasinda anlamsal bir fark bulunmamaktadir (p>0.05). Urik asit diizeyleri ise kontrol
ve thiamethoaxam’in uygulandig: diger ii¢ grupta sirastyla 0.30, 0.31, 0,39 ve 0,36 olarak tespit edilmistir.
Kontrol ve 25 mg/l thiamethoaxam grubundaki fark onemsizdir (p>0.05). Yine 25 mg/l ile 125 mg/l
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uygulama dozu arasindaki fark anlamli degildir (p>0.05). 75 mg/l uygulama dozu ile kontrol ve 25 mg/l
uygulama dozu arasinda istatistiki olarak fark anlamlidir (p<0.05) (Tablo 1).

Tablo 1. 25, 75, 125 mg/l thiamethoxam uygulamasi yapilan ve higbir madde uygulamasi yapilmayan Gokkusagi
alabaliklarinda biyokimyasal veriler.

Gruplar Ure 2995 Giiven Urik asit 2595 Given
(Ortalama+SE) arahginda alt ve (Ortalama+SE) araliginda alt ve
dst sinarlar st siarlar
Kontrol 3.52+£0.14% 3.19-385 0.30£0.014¢ 0.26-0.33
25 mg/l 3.89+0.082b 3.69-4.08 0.31£0.010%= 0.28-0.33
75 mg/l 4.29+0.112 4.01-4.57 03900132 0.35-0.42
125 mg/l 4.33=0.102 4.07-4.58 0.36=0.0152k 0.32-0.39

*- p=0.05=Istatistik olarak anlaml fark, a.b: Aym siitunda farkl harf tastyan grup ortalamalan arasi fark
onemlidir. n: gruptaki denek sayisy, SE: Standart hata.

045

2 URE (mg/dL) Urik asit (mg/dL)

40

T T T T T T T T
Kontrol 25 mg/l 75 mg/l 125 mg/l Kontrol 25 mg/l 75 mg/l 125 mg/l

Sekil 1. Subakut thiamethoxam ile muamele edilen Gékkusagi alabaliklarinda Ure ve Urik asit diizeylerinin box plot gdsterimi.

Histopatolojik bulgular

Karaciger

Deneysel prosediir uygulamasi sonunda alinan karaciger dokular1 tespit ve doku takibi agamalarindan sonra
parafine gomiilerek elde edilen bloklardan mikrotom yardimi ile alinan 5 um’lik seri kesitler hematoksilen-
eosin ile boyandiktan sonra 11k mikroskobik diizeyde incelendi. Karaciger kesitlerinin mikroskobik
incelenmesi sonucunda; kontrol grubunda vena centralis’ten baslayarak portal bolgeye kadar hepatositlerin
olusturdugu kordonlarin aralarinda sinuzoidler ve bunlarin acildigi merkezi ven yapist normal goriiniimde
izlenmistir. Kontrol grubunda hepatosit diziliminin diizenli oldugu tespit edilmistir (Sekil 2a, b). 25 mg/l
thiamethoxam uygulanmas1 yapilan gruptan elde edilen karaciger kesitlerinde agirlikli olarak goriiniim
kontrol grubu kesitleri ile benzerlik gostermektedir. Buna ek olarak kesitlerin bazilarinda hepatositlerde
hafif dejenerasyon ve venlerde konjesyona rastlanilmistir (Sekil 2¢, d). 75 mg/I thiamethoxam uygulamasi
yapilan gruptan elde edilen karaciger kesitlerinde hepatositlerde dejenerasyon, parankimal bélgede nekroz
alanlari, konjesyon ve az olarak steatoza rastlanild1 (Sekil 2e, f, g). 125 mg/l thiamethoxam uygulamasi
yapilan gruptan elde edilen karaciger kesitlerinde ise yine parankimal bolgede nekroz alanlar1 vakuoler ve
hepatoseliiler dejenerasyon, nekroz alanlari, steatoz, az miktarda hiicre infiltrasyonu ile safra kanalinda
dejenerasyon ve proliferasyon gozlendi (Sekil 2h, j). Karaciger dokularindan elde edilen kesitler
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incelendiginde thiamethoxam dozunun artisina bagl olarak goriilen lezyon siklik ve siddetinde bir artis
oldugu goriilmektedir (Tablo 2).

Sekil 2. Oncorhynchus mykiss’de thiamethoxam’in degisik miktarda dozlarima maruz kalmis karaciger dokusu kesitleri. a, b.
Kontrol grubu. ¢, d. 25 mg/] thiamethoaxam uygulamasi yapilan grup. e, f, g. 75 mg/l thiamethoaxam uygulamasi yapilan grup.
h, j. 125 mg/l thiamethoaxam uygulamasi yapilan grup. Merkezi vena (cv), hepatosit (siyah ok), sinuzoid (s), remark
kordonlari (rc), hepatositlerde hafif dejenerasyon (kesik ¢izgili halka), sentral vende konjesyon (yildiz), hepatositlerde
dejenerasyon, nekroz alanlari ve steatoz (siyah halka), irregular remark kordonlar1 (irc), Arteria hepatica (ah), hepatik arterde
konjesyon (kesik ¢izgili y1ldiz), safra kanalinda dejenerasyon ve proliferasyonu (sar1 ok), parankimal bolgede vakuoler ve
hepatoselliiler dejenerasyon (sar1 halka), piknoz (yesil ok). Biiyiitme: x400, Bar: 50 um. H&E.
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Tablo 2. Oncorhynchus mykiss’de karaciger dokusunda histopatolojik lezyonlara ait doku degisim derecelendirmeleri.

Thiamethoxam doz gruplan
Karaciger Kontrol grubu 25 mg/l. 75 mg/l. 125 mg/l.
lezyvonlari

Hepatoselldler
dejenerasvon - + + -
Safra kanalinda
dejenerasyon- - - + +
proliferasyon
Nekroz ve - + ++ +H
Steatoz
Irregular remark
kordonlar + + ++ ++
Infiltrasyon - - - +
Siniizoidal
dilatasvon - - + ++
EKonjesvon - - + ++

-: anormallik vok, +: anormallik frekansi digik, ++ anormallik frekansi orta, +++: anormallik frekansi

yiiksek.

IV. TARTISMA

Pestisitler, tarimsal {riinlerde miktar ve kalite yiikseltmek i¢in yogun br sekilde kullanilmaktadir.
Kullanimlar1 daha yiiksek verimle sonuglansa da cevre, hayvan ve insan sagligina yonelik tehditler
olusturmaktadir [14]. Bu tehditler hedef dis1 organizmalarda fizyolojik, davranig, metabolik vb. acilardan
biiyiik olumsuzluklara neden olmaktadir. Ozellikle baliklarda oksidatif strese bagl viicut fonksiyonlarini
degistirerek, norotoksisite, hematotoksisite, endokrin sistemlerin bozulmasi, gelisimsel toksisite,
immiinotoksisite ve genotoksisiteyi indiikleyerek hayatta kalmasinda / biiyiimesinde toksik etkilere yol
actig1 rapor edilmistir [28]. Bu anlamda sucul model organizmalar ile elde edilen bilgilerden yararlanmak
biiyllk avantaj saglamaktadir. Balik modelleri hepatotoksisite, nefrotoksisite ve ekotoksikolojik
calismalarda, 1ilgili toksisite mekanizmalarin1 dikkate alan arastirmalarda toksikolojik yolaklarin
aciklanmasinda etkin olarak kullanilmaktadir. Sucul ekosistemin ve balik popiilasyonlarinin durumunu
tespit etmek amaciyla histolojik arastirmalarin yapilmasi da olduk¢a 6nemlidir [29]. Nitekim kirleticilerin
belirgin etkileri oncelikle canlinin hiicrelerinde veya dokularinda ortaya ¢ikar. Hassas parametreler olarak
bilinen histolojik analizler, hedef organlarda hiicresel degisimlerin belirlenmesinde gereklidir. Su ortamiyla
iliskisi nedeniyle 6zellikle deri, solungag, karaciger ve bobrek histopatolojik ¢aligmalarda kirliligin etkisini
saptamada kullanilan en uygun hedef organlardir. Karaciger, kimyasallar i¢inde depolandigi ig¢in
kirleticilerin etkilerini degerlendirmek i¢in Onemli bir organdir. Karaciger ayrica kimyasallarin
biyotransformasyonu i¢in ana bolge olarak kabul edilir, toksisitelerini azaltir ve eliminasyonu kolaylastirir
[30]. Karaciger, baliklarda metabolik reaksiyonlarin yogun oldugu bir organdir. Ozellikle sucul ortamdan
kaynakl1 kirleticilerin meydana getirdigi etkilerin goriilebilmesi icin incelenen en 6nemli organlardan
biridir [31]. Karacigerin iire ve diger azotlu bosaltim maddelerinin olusumuyla ilgili 6nemli metabolik rolii
de vardir. Proteinlerin yikimi ile olusan iirlin amonyaktir (NH3). NH3, hiicreler i¢in cok toksik bir
maddedir. Bu nedenle karacigerde tire haline doniistiiriiliir ve bobrek tarafindan atilir. Yapilan bir ¢aligmada
sipermethrin maruziyeti sonucunda kontrol grubuna kiyasla kan serumundaki iire, tirik asit, kreatinin, AST
ve ALT degerlerinde yiikselme oldugu bildirilmistir [32]. Nur ve ark., gokkusag1 alabaliklarinda glifosat
bazli maruziyette solungaclarda diizensiz sekonder lameller, 6dem, klorid hiicrelerinde ve sekonder
lamellerde epitel hiperplazisi, klorid hiicrelerinde sisme, sekonder lamellerde nekroz ve dejenerasyon
bildirmislerdir [33]. Gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) oxytetracycline maruziyetine bagh
olarak karacigerde piknoz, hepatoselliiler dejenerasyon, hepatositlerde hipertrofi, hemoraji, siniizoidal
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genisleme ve 16kosit infiltrasyonu bildirilmistir [34]. Azadirachtin pestisitinin uygulandig1 sazanlarda
karacigerde siniizoidal alanda vakuolar dejenerasyon, hidropik dejenerasyon ve infiltrasyon gézlenmistir
[35]. Singh (2013)’in yaptig1 bir calismada Cyprinus carpio’da dimethoate uygulamasina bagli olarak
karacigerde damarlarda tikaniklik, nekroz, yaygin hiperemi ve vakuolizasyon gozlenmistir [36]. Atrazine
ve chlorpyrifos uygulamasi yapilan sazanlarin karaciger dokusunda hidropik dejenerasyon, piknotik
cekirdek, yag infiltrasyonu ve vakuol olusumu gdzlenmistir [37]. Cypermethrine maruz kalan gokkusagi
alabaliklarinda karaciger dokusunda hemoraji, yaglanma, hiicre infiltrasyonu, nekroz ve hepatositlerde
dejenerasyon saptanmistir [38]. Calismamiz sonucunda thiamethoxam’mn uygulanan dozlarda
Oncorhynchus mykiss’te olusturdugu toksisiteye bagli olarak kan ve karaciger dokusunda hematoksik ve
hepatotoksik karaktere sahip oldugu anlasilmaktadir.
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