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ONSOz

Bu calisma Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Balikcilik
Teknolojisi Miihendisligi Ana Bilim Dali’nda yiiriitiilmiisttir. “*Antimikrobiyal Kimyasal
Maddelerin Gokkusagi Alabaliklarindaki (Oncorhynchus mykiss) Akut Toksisitelerinin
Belirlenmesi’’ adli bu calisma KTU, Deniz Bilimleri Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve
Toksikoloji Laboratuvarlari’nda gergeklestirilmistir.

Giliniimiizde hizla gelisen sanayi, artan niifiis ve kentlesme orani bircok problemi
beraberinde getirmistir. Bu problemlerden biri de 0Ozellikle niifusun yogun oldugu
bolgelerdeki cevresel kirleticilerdir. Bu kirleticilerin basinda fabrika ve sanayi atiklari,
ilaglar, temizlik ve kozmetik maddeleri, evsel atiklar, pestisitler vb. kimyasallar
gelmektedir. Bu Kirleticilerin cevresel risk olusturmalarinin asil sebebi dogaya kurallarina
uygun bir sekilde birakilmamalarindan kaynaklanmaktadir. Sucul ortama salinan kimyasal
maddelerin sucul canlilar {izerindeki etkilerinin tespit edilebilmesi i¢in LCsg degerlerinin
saptanmasi gerekir. Bu arastirmada temizlik Grlnlerinde ve evsel Urtnlerde animikrobiyal
olarak kullanilan triclosan, chloroxylenol, methyloisothiazolinone ve boraksin gokkusagi
alabaligi (Oncorhynchus mykiss) yavrulari tizerindeki akut toksik etkileri aragtirilmistir.
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Yiksek Lisans Tezi
OZET

ANTIMIKROBIYAL KIMYASAL MADDELERIN GOKKUSAGI
ALABALIKLARINDAKI (Oncorhynchus mykiss) AKUT TOKSISITELERININ
BELIRLENMESI

Sait ABDULGANIOGLU

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsu
Balik¢ilik Teknolojisi Miithendisligi Anabilim Dali
Danigsman: Dog. Dr. Erol CAPKIN
2014, 47 Sayfa

Arastirmada, temizlikte antimikrobiyal olarak kullanilan triclosan, chloroxylenol,
methyloisothiazolinone ve boraksin gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss; 9,08 +
0,72 g) yavrular tizerine olan akut toksik etkileri belirlenmistir. Triclosan, chloroxylenol,
methyloisothiazolinone ve boraksin goékkusagi alabaliklarin1 96 saat sonunda % 50°sini
Oldiirdiigii konsantrasyonlar1 sirasiyla; 0,063 mg/L, 0,053 mg/L, 0,823 mg/L ve >7 g/L
olarak tespit edilmistir. Ayrica bu kimyasallarin Aeromonas caviae, Aeromonas
hydrophila, Aeromonas salmonicida, Lactococcus garvieae, Lactococcus lactis lactis,
Pseudomonas aeruginosa, Photobacterium damsela, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas luteola, Pseudomonas putida, Staphylococcus aureus, Vibrio anguillarium,
Vibrio ordalii, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus ve Yersinia ruckeri bakterileri
Uzerindeki minimum etki konsantrasyonlart (MIC) belirlenmistir. Antimikrobiyal
kimyasallarin bakterilerdeki MIC degerlerinin triclosan, chloroxylenol,
methyloisothiazolinone ve boraks igin sirasiyla; 0.0153 — 1000, 3.906 — 62.5, 0.0097 —
0.312, 0.46 — 15 pg/pl konsantrasyon araliklarinda oldugu belirlenmistir. Triclosan,
chloroxylenol, methyloisothiazolinone maddeleri sucul hayat icin 6nemli problem
olusturabileceginden, bu maddelerin karistigi su ortamindaki konsantrasyonlarin toksik

smirlari asip asmadigi diizenli olarak takip edilmelidir.

Anahtar Kelimeler: Triclosan, Chloroxylenol, Methyloisothiazolinone, Boraks, MIC
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Master Thesis
SUMMARY

DETERMINATION OF ACUTE TOXICITY OF ANTIMICROBIAL CHEMICALS ON
RAINBOW TROUT (Oncorhynchus mykiss)

Sait ABDULGANIOGLU

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Fisheries Technology Engineering Graduate Program
Supervisor: Dog. Dr. Erol CAPKIN
2014, 47 Pages

In this study, acute toxic effects of triclosan, chloroxylenol, methyloisothiazolinone
and boraks, used as antimicrobial chemicals, were determined on Rainbow trout
fingerlings (Oncorhynchus mykiss; 9,08 + 0,72 g). The concentrations of triclosan,
chloroxylenol, methyloisothiazolinone and boraks which killed %50 of the rainbow trout in
96 hours were found as 0,063 mg/L, 0,053 mg/L, 0,823 mg/L and >7 g/L, respectively.
Furthermore minimum inhibitory concentrations (MIC) of these chemicals were
determined on Aeromonas caviae, Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida,
Lactococcus garvieae, Lactococcus lactis lactis, Pseudomonas aeruginosa,
Photobacterium damsela, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas luteola, Pseudomonas
putida, Staphylococcus aureus, Vibrio anguillarium, Vibrio ordalii, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio wvulnificus and Yersinia ruckeri. MIC values of triclosan,
chloroxylenol, methyloisothiazolinone and boraks were found between 0.0153 — 1000,
3.906 — 62.5, 0.0097 — 0.312, 0.46 — 15 pg/ul concentration ranges, respectively.
Triclosan, chloroxylenol and methyloisothiazolinone might cause serious problems on
aquatic organisms. Thus, the concentrations of these chemicals should be followed
regularly if they have exceeded toxic limits or not.

Key Words: Triclosan, Chloroxylenol, Methyloisothiazolinone, Boraks, MIC
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Antimikrobiyal pestisitler olarak adlandirilan dezenfekte edici ajanlar bakteri, viriis
ve mantar gibi zararli mikroorganizmalarin kontrol altina alinmasinda veya ortamdan
tamamen elimine edilmesinde kullanilmaktadir. Dezenfektanlar, hiicre iginde degisik etki
mekanizmalariyla mikroorganizmalar1 dldiirerek veya iiremelerini durdurarak faaliyet
gosterirler (Gruendemann ve Mongum, 2001). Dezenfektan maddelerin konsantrasyonu,
uygulanma siresi, ortamin 1sis1, pH’1, ortamda bulunan mikroorganizmalarin sayilari,
tiirleri ve ortamda bulunan diger organik maddelerin varligi gibi fiziksel ve kimyasal
faktorler dezenfektanlarin mikroorganizmalar iizerindeki aktivitlerini etkilerler (Cetin,
1982).

Dezenfektanlar genellikle ortamdaki potansiyel tehlikeye sahip mikroorganizmalarin
sayisint ve tiriini mimkiin oldugu kadar azaltmak veya yok etmek amaciyla
kullanilmaktadir. Dezenfeksiyon isleminde etkinlik yeterli konsantrasyon ve siire ile,
sporlarin da yok edilebilecegi sterilizasyon derecesine yakinlikta olabildigi gibi,
mikroorganizmalarin vejetatif sekillerinin 6ldiirtildiigii sekilde de olabilir. Bunlardan ilkine
yiiksek diizeyde dezenfeksiyon, ikincisine ise diisiik diizeyde dezenfeksiyon islemi denir.
Bunlarin arasinda kalacak etkinlikte yapilan islem ise orta diizeyde dezenfeksiyondur. Deri
gibi canli dokular iizerine uygulanan dezenfeksiyon islemine ise antisepsi denilmektedir
(Bilgehan, 1989).

Dezenfeksiyon tarihi ¢ok eskilere dayanmaktadir. MO.800 yillarinda yazilan bir
eserde, kiikiirdiin dezenfektan amacl kullanildigi bilinmektedir. 1830 yilinda Fremy
tarafindan deterjanin kesfedilmesi dezenfeksiyon i¢in dnemli bir basamak olmustur. 19.
yiizyilda klorlu ve iyotlu ¢ozeltiler ile fenol, yara tedavisinde kullanilmistir. Lister
pansumanlar, aletlerin dezenfeksiyonu ve operasyonlardan dnce ameliyathane havasina
puskiirtmek i¢in fenol kullanilmistir. Yine 19. yiizyilda Florence Nightingale antisepsi ve
dezenfeksiyon uygulamalarin1 gelistirmek icin c¢aba sarf etmistir. Ger¢ek anlamda
dezenfeksiyon ilk defa 1904 yilinda bir tifo salgininin, sodyum hipoklorit ile klorlama
yapilarak Onlenmesiyle baslamis ve dezenfeksiyon uygulamalari hizla yayginlasmistir

(Murray vd., 1990). Giiniimiize kadar ilk bulunan dezenfektanlarin daha etkin ve daha az



yan etkilere sahip olanlarini gelistirmek icin yogun cabalar sarf edilmis ve birgcok
dezenfektan madde kullanima sunulmustur. Ayrica dezenfeksiyon amacl bir¢ok aletlerin
yapilmas1 ve uygulamalari ile ilgili teknolojik gelismeler kaydedilmistir.

Hijyen kurallarina uyulmasi ortak kullanilan yasam alanlarinda insan sagligi igin
adeta bir zorunluluktur. Hijyenle, mikroorganizmalarin ¢ogalmalar1 ve kontaminasyonlari
Onlenmeye c¢alisilir. Ortam hijyeninin  saglanmasinda ve hastalik etkenlerinin
uzaklastirilmasinda  antimikrobiyal  kimyasallardan  yararlanilir.  Antimikrobiyal
kimyasallar, saglik alaninda dezenfektan ve antiseptik olarak yaygin bir kullanima sahiptir.
Ayrica kozmetik tirlinlerinde, evsel iiriinlerde, tekstil {irlinlerinin ve yap1 malzemelerinin
korunmasinda, gida iiretim ve isleme tesislerinde, tarim ve su {irilinleri yetistiriciligi gibi
pek ¢ok alanda da yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar (Hugo ve Russell,1987).

Cogu ilag ve temizlik maddelerinin, kanalizasyon yolu ile sehir atik sularina ve
akintilara karistig1 uzun zamandan beri bilinmektedir. Ancak bu kimyasal maddelerin alici
ortamlara salimimlarinin, sucul ekosistemde nasil sonuglar meydana getirdigi konusundaki
calismalar oldukca azdir. ilag ve dezenfektanlar su sistemlerine karistiginda sudaki
canlilara zarar vermekte ve son yillarda yapilan ¢alismalar da bu kimyasallarin, baliklarin
uremelerini 6nemli derecede etkiledigi belirlenmistir (URL-1).

Yapilan  literatir  arastirmalart  sonucunda;  triclosan,  chloroxylenol,
methyloisothiazolinone ve boraks gibi dezenfektan aktif maddelerinin gokkusagi
alabaliklarina olan etkilerinin incelendigi kapsamli bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu
bakimdan, bu c¢alismada triclosan, chloroxylenol, methyloisothiazolinone ve boraks gibi
temizlik Urtinlerinde ve kozmetikte kullanilan dezenfektan aktif maddelerinin, alict su
ortamlarina karistiklarinda gokkusagi alabaliklarinda nasil bir etki olusturabileceklerini
tahmin edebilmek i¢in LCsy degerleri tespit edilmeye g¢alisilmistir. Ayrica Ulkemizdeki
Ozellikle Karadeniz Bolgesi’ndeki gokkusagi alabaligi isletmelerinden izole edilmis olan

baslica balik patojenlerine karst minimum etki konsantrasyonlar1 (MIC) da belirlenmistir.



1.2. Dezenfektanlarin Etki Mekanizmalarina Gore Sinflandirilmalari

1.2.1. Hiicre Zarina Etkili Dezenfektanlar

Hiicre zan tizerine etkili olan dezenfektanlar, bu aktivitelerini hiicre sitoplazma
zarinin yapisini degistirerek, hiicrenin aktif transportunu ve enerji metabolizmasini bozarak
gerceklestirirler. Bu kategoride yizey aktif maddeler, fenoller ve organik ¢oziicller yer
almaktadir (Kanra ve Ceyhun, 1985).

1.2.1.1. Yuzey Aktif Dezenfektanlar

Yiizey aktif dezenfektanlar iyonlasma Ozelliklerine gore katyonik, anyonik ve
noniyonik olmak tizere 3’e ayrilirlar. Katyonik gruba benzalkonium kloriir, anyonik gruba
ise sabunlar ve yag asitleri 6rnek olarak verilebilir. Noniyonik grupta bulunan aktif
maddeler ise dezenfektan degil mekanik temizleyicilerdir. Bunlar kirlerin birlesmesini

engelleyecek aktivite gosterirler (Kanra ve Ceyhun, 1985).

1.2.1.2. Fenol ve Fenol Bilesikleri

Fenol ve bilesikleri hiicre zarin1 pargalayarak hiicre yapisinin disart ¢itkmasina neden
olurlar. Fenollerin bir diger etkisi de hiicre proteinlerini denatiire etmektir. Giiniimiizde
fenoliin yerini daha az toksik olan alkil ve klor tiirevleri almistir. Bu maddeler insanlar icin
daha az toksik ve dezenfektan etkileri de daha fazladir. Fenoliin alkil turevine 6rnek olarak
krezol verilebilir. Fenolin klorli tirevi ise heksaklorofen olup, 6zellikle gram pozitif
bakteriler Gizerine etkilidir (Kanra ve Ceyhun, 1985).

1.2.1.3. Organik Coztculer

Alkol, eter, kloroform bu gruba oOrnektir. Bu maddelerin icerisinde ise en ¢ok
kullanilan alkoldiir. Alkoliin en etkili konsantrasyonu %70 dir. Alkol, ayn1 zamanda
proteinleri de denatiire eder. Ancak sporlu bakterilere kars1 etkisi yoktur. Dezenfeksiyon

amaciyla engok kullanilan dezenfektanlardan biridir (T6reci, 1990).



1.2.3. Hicre Proteinlerini Denatlure Ederek Etki Gosterenler

Proteinler, mikroorganizmalarin islevleri i¢in gerekli organik molekillerdir. Protein
molekiillerinin normal islevlerini gorebilmeleri icin yapisal olarak uygun bir konumda
bulunmalar1 gerekir. Proteinleri denatire eden dezenfektanlar, proteinlerin yapisal
konumunu degistirerek rastgele sekil almalarina neden olurlar. Boylece bakterisid etki
gosterirler. Asitler, alkaliler, alkoller, aseton ve diger organik ¢oziicii maddeler bu grupta
yer alan dezenfaktanlardir. Asitler degisik amaglarla sulandirilarak kullanilirlar. Bu
gruptaki asitlere; asetik asit, sulfurik asit, klorhidrik asit, borik asit ve propiyonik asit 6rnek
olarak verilebilir (Toreci, 1990).

1.2.4. Mikroorganizma Enzimlerinin Islevlerini Bozarak Etki Gosteren
Dezenfektanlar

1.2.4.1. Agir Metal Tuzlan

Civa, glimiis ve bakir tuzlar baglicalaridir. Agir metal tuzlarinin etkileri enzimlerin
stlfridril gruplari ile birlesmelerinden ortaya ¢ikar. Civa bilesikleri, bugin 6nemli yan
etkileri ve antiseptik olarak etkisinin azlig1 nedeniyle pek kullanilmaz. Merthiolate ve
mercurochrome deri dezenfektani olarak kullanilir. Giimiis nitratin %1 lik cozeltisi ise
cesitli amaglarla 6zellikle yeni dogan bebeklerde goz antiseptigi olarak kullanilmaktadir
(Bilgehan, 1989).

1.2.4.2. Okside Edici Maddeler

Hidrojen peroksit, potasyum permanganat, ozon, oksitleyici etkileriyle enzim
aktivitesini bozarlar. Halojenlerden klor ve klor vericiler (sodyum hipoklorit, kloraminler),
brom ve iyot bilesikleri kuvvetli oksitleyici etkileri olan dezenfektanlardir. Klor ve ozon,

sularin dezenfeksiyonunda kullanilirlar (Bilgehan, 1989).



1.2.4.3. Alkilleyici Maddeler

Bu grupta formalin, etilen oksit ve betapropiolakton yer alir. Formalin ylksek
konsantrasyonda bitiin mikroorganizmalar zerinde 6lddrici etkiye sahiptir. Kadavra ve
dokularin saklanmasinda kullanilir. Etilen oksit ve polietilen ise araglarin sterilizasyonunda

kullanilirlar.

1.2.4.4. NUkleik Asit Uzerine Etkili Dezenfektanlar

Bu grupta da cogu mikrobiyolojide kullanilan boyalar yer alir. Bu boyalarin
baslicalar1 kristal viyole, malahit yesili, brillant yesili, fuksin, metilen mavisi ve akridindir.
Bu boyalar nlkleik asitlerle bilesikler olusturarak, onlarin aktivitelerini bozmak suretiyle
dezenfektan etkisi gosterirler. Metilen mavisi ve akridin boyalari, mukozalar Uzerinde
dezenfektan olarak kullanilirlar (Bilgehan, 1989).

1.3. Toksik Denemelerde Kullanilan Kimyasallar

1.3.1. Triclosan

Triclosan (2, 4, 41- trichloro-21-hydroxy-diphenyl ether; C;,H;Cl30,) noniyonik,
renksiz bir maddedir. Uzun yillardan beri bir¢ok ticari iirlinde antimikrobiyal olarak
kullanilmaktadir. Bu ticari Urinler sabunlar, deodorantlar, losyonlar, plastikler, tekstil
urinleri vs. olarak siralanabilir. 2006 yili Avrupa Birligi’ne ait verilerde triclosanin %
85’inin kisisel bakim iirlinlerinde, % 5’inin tekstil iiriinlerinde, % 10’unun da plastiklerde
ve gidalarla temas eden iiriinlerde kullanildigi ve tiikketim miktarinin yaklasik 450 ton

oldugu bildirilmektedir (E. C, 2009).

Cl OH

Cl Cl

Sekil 1. Triclosan’in Molekiiler Yapisi



Son yillarda ozellikle Amerika ve Avrupa Birligi'ne iiye Ulkeler giderek artan
triclosan kullanimi ve ileride yasanabilecek olasi toplum sagligi sorunlari konusunda
farkindalik olusturmak amaciyla kapsamli arastirmalar yaparak sonuclarini raporlar halinde
yayinlamaktadirlar. 1999 - 2000 yillarinda Amerika Birlesik Devletleri’ nde
gerceklestirilen bir ¢alismada farkli su kaynaklarindan alinan numuneler 95 farkli kimyasal
acisindan incelenmis ve sonucta en yiiksek konsantrasyona sahip kimyasallardan birisinin
de triclosan oldugu goriilmiistiir. Yine arastirmacilar 06zellikle deniz canlilarinin
viicutlarinda ¢ok yiiksek miktarda triclosan tespit etmislerdir. Cevre Koruma Ajansi
triclosanin  bir kisminmn ultraviyole 1sinlarin etkisi ile bozunarak toksik dioksine
doniistiiglinii rapor etmistir. Triclosan tathi suda 8 gilinde deniz suyunda ise dort giinde
bozunarak (2,8-dichlorodibenzo-p-dioksin)’e doniismektedir. Dioksinlerin besin zincirine
ulagmasinin ise kotii sonuglar doguracag ifade edilmektedir (McGinnis, 2008).

Triclosan igeren lriinler ile temas sirasinda triclosan, cilt, burun ve agizdan viicuda
alinmaktadir. Ayrica triclosanin deniz, gol ve yer alt1 sularina karismasi ile besin zincirine
ulagmasi sonucu 6zellikle deniz {iriinleri gibi yiyeceklerden de triclosan insan viicuduna
alinmaktadir. Amerika’da yapilan bir dizi ¢alisma sonucu, triclosan igeren kisisel bakim
tirtinlerini fazlaca kullandigini ifade eden 36 emziren anne iizerinde yapilan bir ¢alismada,
annelerin siitlerinde 6nemli miktarlarda triclosan saptanmistir. Calismalar triclosanin erkek
viicudunda androjenleri, disi viicudunda Ostrojeni etkiledigini ortaya ¢ikarmistir.
Triclosan’in  ozellikle disilerde meme kanserini tetikleyebilecegi rapor edilmistir

(McGinnis, 2008).

1.3.1.1. Triclosan’in Kullanim Alanlari

Triclosan antibakteriyel madde olarak ticari T{riinlerde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Sabunlar, deodorantlar, kozmetik Urlnleri, temizleme losyonlari,
plastikler, dis macunlar1 ve antibakteriyel tekstil {irlinleri bu ticari tiriinlerin baglicalarini
olusturmaktadirlar (Minnesota Saglik Boliimii, 2010). Triclosan cilt veya ylizey tzerinde
temizleme isleminden sonra kalmaya devam eder ve mikroplara kars1 uzun dayanimli etki
saglar. Normal sabunla el yikama ile ciltte bulunan mikroplarda kisa siireligine bir azalma
goralur fakat elleme ve yiizeylerin temasi mikroplari tekrar cilde tasir. Triclosan yikama
sonrast ciltte birka¢ saat i¢in siirekli ¢alisir ve gizli bir koruma saglar. Cilt ve oral bakim

tirinlerinde yaygin olarak kullanilir. Cilt kokusunu azaltir ve digsal hastaliklar1 engeller.



Hastanelerde hastalarin ve cerrahlarin cilt temizligi ve dezenfeksiyonu icin de kullanilir.
Yapilan baz1 ¢alismalarda hastanelerde triclosan igeren el antisepsilerinin kullanilmasinin
metisiline direncli Staphylococcus aureus enfeksiyonlarini azalttigina dair veriler elde
edilmistir (Brady vd., 1990).

1.3.1.2. Triclosan’in Etki Mekanizmasi

Triclosan, chlorhexidine gibi persistan aktiviteye sahiptir. Triclosan’in aktivitesi
ortamdaki organik maddelerin varligindan etkilenmemesine ragmen ortamda siirfaktanlarin
varligindan etkilenmektedir. Triclosan’in aktivitesi ortamin pH’ma, siirfaktan varligina,
yaglandirict ve nemlendiricilerin ortamda bulunup bulunmamasina gore degisir. Triclosan
gram-pozitif ve gram-negatif bakteriler zerinde bakteriyostatik etkiye sahiptir. Gram
pozitif bakterilere kars1 etkisi gram negatiflere gére daha fazladir. Triclosan ayni1 zamanda
antifungal ve antiviral ozelliklere de sahiptir (Webster vd., 1994). Mikobakteriler ve
kandida tiirlerine kars1 yeterli etkinligi olmasina ragmen diger mantarlara karsi etkinligi
zayiftir.

Antimikrobiyal etkisini bakteri i¢ine girerek sitoplazmik zarlari, bakteri RNA’sini,
yag asidi ve protein sentezini etkileyerek gosterir. Triclosan, mikroorganizmaya ait ENR
(Enoyl-Acyl Rediiktaz) enzimini bloke ederek lipid sentezini inhibe eder. Boylece

mikroorganizmanin gelismesini ve boliinerek ¢ogalmasini engeller (Fan vd., 2002).

1.3.2. Chloroxylenol

Chloroxylenol (4-chloro-3,5-dimethylphenol; CgHyCIO), parachlorometaxylenol
(PCMX) olarak da adlandirilan fenol iceren bir maddedir. Kozmetik sanayinde ve
antimikrobiyal sabunlarin aktif maddesi olarak kullanilir. Chloroxylenol deriden emilir ve
nadir olarak alerjik reaksiyonlara neden olur (URL-2).

Chloroxylenol suda diger fenol tiirevlerine gore daha yavas hidrolize olur
Kanalizasyon suyunda yapilan bir ¢alismada orijinal bilesigin 2 giin sonra % 80-95’inin, 7
gun sonra ise % 60-70’inin halen mevcut oldugu gorilmistiir. Henry Kanunu sabitine gore
de, chloroxylenolun su yizeylerinden, nehirlerde 10 saatte, gollerde ise 9 ginde
buharlastigi tahmin edilmektedir (Pauli, 1983).
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Sekil 2. Chloroxylenol 'un Molekiiler Yapisi

1.3.2.1. Chloroxylenol’ un Kullamim Alanlari

Chloroxylenol, 1920’lerin sonlarinda Avrupa’da gelistirilmis olup 1950’lerden beri
de ABD’de kullanilmaktadir (Larson, 1986). Chloroxylenol, bakteri, alg ve mantarlari
kontrol etmek i¢in antimikrobiyal kimyasal bilesen olarak yapistiricilarda, emulsiyonlarda,
boyalarda ve yikama tanklarinda kullanilir. Daha yaygin kullanimi ise antibakteriyel
sabunlar, evsel antiseptikler, merhemler, kremler ve ilagh vazelinlerdir (Aly ve Malbach,
1988).

1.3.2.2. Chloroxylenol’ un Etki Mekanizmasi

Chloroxylenol’un antimikrobiyal etkisi bakteri enzimlerini inaktive etmesi ve bakteri
duvarinin yapisini degistirmesi sayesinde olmaktadir. Gram-pozitif bakterilere karsi etkisi
cok 1yi olmasina ragmen gram-negatif bakteriler, mantarlar ve bazi viriislere karsi etkisi
daha azdir. Chloroxylenol, Pseudomonas aeruginosa’ya karsi daha az etkilidir ancak
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) eklenmesi Pseudomonas spp. ve diger patojenlere
kars1 etkisini arttirmaktadir. Chloroxylenol’un antimikrobiyal etkisi organik maddelerin
mevcudiyetinden minimal diizeyde etkilenmektedir. Ancak iyonik olmayan sirfaktanlar bu

etkiyi notralize eder (Larson, 1988).



1.3.3. Methyloisothiazolinone

Methyloisothiazolinone (2-methyl-4-isothiazolinone-3-one; C4HsNOS), deterjan-
larda, sulu ¢ozeltilerde, boyalarda, kisisel bakim {iriinlerinde, dolgu macunlarinda ve kagit
kaplamalarda mikrobiyal gelisimi kontrol etmek i¢in kullanilan biosittir (Collier vd.,
1990). Formilasyonu konsantre edilmis sivi ve kati maddelerden olusur. Sucul otamda
alkalin pH’ta hizl, asidik ve noétral pH’ta ise yavas hidrolize olur (Doshi, 1994). Deriye
temasi allerjenik reaksiyonlara, g0z temasi ise ciddi tahrislere ya da kimyasal yaniklara
sebep olabilir. Bu tur maruziyetler ise genellikle stok ¢ozeltilerinin seyreltilmesi sirasinda

aci1ga ¢cikmaktadir (Castanedo ve Tardana, 2013).
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Sekil 3. Methyloisothiazolinone'un Molekiiler Yapisi

1.3.3.1. Methyloisothiazolinone’un Kullanim Alanlar:

Methyloisothiazolinone ilk olarak Amerika’da 1977 yilinda kullanilmaya
baslanmustir. 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolinone-3-one (chloromethylisothiazolinone) ve
2-methyl-4-isothiazolinone-3-one (methylisothiazolinone), en ¢ok kullanilan biositlerdir.
Ikisinin karistrmindan Kathon CG olarak isimlendirilen ticari bir tiriin elde edilmektedir. Bu
urin endiistriyel su depolarinda, sogutma initelerinde, madencilikte, kagit Uretiminde,
metal islemede ve enerji iiretim alaninda kullanilmaktadir. Sea-Nine 211 (4,5-dichloro-2-n-
octyl-4-isothiazolino-3-one, DCOI) isimli iiriin ise gemi tabanlarinda antifauling boya
olarak kullanilmaktadir (Rohm ve Haas, 1984).
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1.3.3.2. Methyloisothiazolinone’un Etki Mekanizmasi

Methyloisothiazolinone’un etki mekanizmasi1 bakteri, virlis ve protozoanlarin
bliylimelerini yavaslatmasi sayesinde olmaktadir. Antifungal etkisi ise mantarlarin biiyiime

ve tireme kabiliyetlerini kisitlamasi seklinde gergeklesmektedir (URL-3).

1.3.4. Boraks

Sodyum borat olarak da bilinen boraks, borun oksi asidinin tuzudur. Su, oksijen,
sodyum ve bordan meydana gelir. Boraks, sularda borik asit (H3BO3) veya sodyum borat
olarak bulunmaktadir. Genellikle, kimyasal formili Na;B,0;10H,0 olarak yazilsa da,
Nay(OH),.8H,0 formiilii tuzun yapisini daha iyi izah etmektedir. Boraks’in dogadaki
biyotransformasyonu hakkinda herhangi kayitli bir bilgi bulunmamaktadir. Boraks, tuzlu
g0l sularinin buharlastirilip kristallendirilmesinden elde edilir. Laboratuvarda ise borik asit

ile susuz sodyum karbonatin reaksiyona sokulmasiyla elde edilir (Staff, 2008).

H.O  H.0  Hy0
Ni M
H,0 0 0 H,0
02B--Bg-BagBig
H,0 H,0
HiO  HO  Hy0

Sekil 4. Boraks'in Molekiiler Yapisi

1.3.4.1. Boraks’in Kullanim Alanlari

1950 yilindan sonra gidalarda koruyucu olarak kullanilmaya baglanan boraks
antiseptik ve antifungal 6zellikleriyle gii¢lii bir dogal dezenfektandir. Mantar olusumunu
onlediginden koku giderici olarak kullanilir, yine bu o6zelligiyle kiiflenmeyi de Onler.
Boraks suyun sertligini gidermek igin ¢amasir agartmasinda, kaynakta (eritici ve pas
Onleyici olarak), niikleer alanda, savunma sanayisinde, jet ve roket yakitlarinda,

sabunlarda, deterjanlarda, lehimde, fotograf¢ilikta, matbaacilikta, porselen minelemede,
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dayanikli ve kirilmaz borsilikat caminin imalatinda, tekstil boyalarinda, cam elyaflarinda
ve genellikle kagit sanayinde kullanilir. Ayn1 zamanda donmay1 geciktirmek icin antifiriz

olarak ve bitki 6ldiirme ilac1 (herbisit) olarak da kullanilmaktadir (Hildebrand, 1982).

1.3.4.2. Boraks’in Etki Mekanizmasi

Boraks’in antibakteriyel ve antifungal etkilerinin mekanizmas: kesin olarak
bilinmemektedir. Ancak boraksin mikroorganizmalar {iizerine etkisinin, onlarin fosfat
metabolizmalarinda rol alan enzimleri engellemesi sayesinde oldugu bilinmektedir.
Boraks, stafilokok ve streptokoklara karsi diisiik bakteriyostatik etki gostermektedir.
Boraks viicutta kisa siirede ve hizla resorbe edilir, ancak uzun siirede disar1 atilir.
Boraks’in toksikolojik 6zellikleri konusunda yeterli arastirmalar yapilmadigr halde, diisiik
dozlarda bile kopeklerde zehir etkisi yaptigi bildirilmektedir. Bu nedenle de koruyucu
madde olarak gidalara ilave edilmemektedir. Ancak bazi iilkelerde havyarda 4g/kg

duizeyinde kullanilmasina izin verilmektedir (URL-4).

1.4. Toksikolojik Testler

Toksikoloji diger adiyla zehir bilimi, kimyasallar ile biyolojik sistem arasindaki
etkilesimleri zararli sonuglart yoniinden inceleyen veya kimyasallarin zararsizlik sinrlarim
tespit eden bilim dalidir. Uygun sekilde ve dozda alinmayan her madde zehir etkisi
olusturabilir. Bu etki bir yap1 degisikligi seklinde veya biyokimyasal lezyon seklinde
ortaya cikabilir. Ortaya ¢ikan etki, geri doniisiimlii olabilecegi gibi hiicre 6liimii seklinde
de olabilir (Vural, 1996). Canli hiicreler iizerinde kimyasal maddelere bagli olarak
gerceklesen onemli yapi ve fonksiyon degisikliklerinin belirlenmesi ve yorumlanmasi
amaciyla deneysel toksikolojik calismalar yapilmaktadir (Loomis, 1978).

Toksisite testleri, kimyasal maddelerin sadece canli organizmalar {izerindeki zararl
etkilerini belirlemek i¢in yapilmaz. Kullanilan kimyasallarin toksik etkilerinin
goriilmeyecegi doz degerlerini saptamak icin de yapilir. Eger uzun siireli kimyasal
maruziyetine bagh toksik etkiler arastirilacak ise, deneyin yapildig: siire icerisinde ayni
Ozellikteki maddelerin, su hacimlerinin ve test kosullarinin uygulanmasi gerekir (Altinok

vd., 2011). Beklenen toksik etkinin goriilmesine yonelik testlerde, bu etkiyi olusturdugu
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bilinen kimyasal maddenin, pozitif kontrol grubuna uygulanmasi ve deneyin saglikl
sekilde islediginin test edilmesi gerekir (Sayg1 vd., 1991; CPMP, 2000).

Toksikolojik testlerde kullanilan deney organizmalar1 farkli konsantrasyonlarda
toksik maddelerin bulundugu ortamda tutularak bu maddelerin deney organizmalari
tizerindeki etkileri arastirilir. Bu arastirmalarda; oliimler, iireme ve denge bozukluklari,
gelisim durumlari, ylizme kabiliyetleri, histolojik ve biyokimyasal degisiklikler ve
organlarin aktiviteleri gibi faktorler incelenir. Testlerde kullanilan kimyasal, tek bir
kirletici olabilecegi gibi birden fazla madde iceren kompleks bir karisim da olabilir
(APHA, 1992; Laufer ve Nation, 1999). Toksikolojik deneylerde aymi 6zelliklere sahip
canlilar, farkli miktarlarda toksik maddeye maruz birakilmaktadir. Toksik madde disindaki
faktorlerin etkilerinin ortadan kaldirilmasi amaciyla testlerde ayrica kontrol grubu
olusturulur. Toksik maddenin belirli miktarlarda ¢ozeltileri kullanilacag i¢in bu maddenin
bir ¢oziicli yardimiyla ¢6ziilebilir olmasi gerekmektedir. Kullanilan bu ¢6ziicii maddelerin,
toksik etkileri de dikkate alinmalidir (EPA, 1993; Unsal, 1998; Altinok, 2004).

Toksisite testleri; testin siiresine, test ortamina, toksik madde ilavesine ve amaclarina
gore smiflandirilmaktadir. Test siirelerine gore yapilan smiflandirmada testler, akut ve
kronik olmak Uzere iki sekilde gruplandirilir. Akut toksikolojik testler, deney siiresi 24, 48,
72 ve 96 saatlik zaman dilimleri kullanilarak yapilmaktadir. Deney siiresi, deneylerde
kullanilacak canli tiirlerine gore de degisiklik gostermektedir. Bu siire boyunca kullanilan
organizmanin biiylime ve gelisimi de goéz oOniinde bulundurulmalidir. Kronik testlerde
deney siiresi bir hafta ile bir ay arasinda olabilecegi gibi daha uzun siireler de
uygulanabilir. Bu test tiirlinde genellikle farkli toksik madde miktarlarinin organizmalarin
lireme ve gelismeleri iizerine olan etkileri incelenmektedir (FAO, 1987; Unsal, 1998).

Toksikolojik testler, deney ortamina kirletici ilavesine gore statik, yari statik ve
stirekli akis sistemli olacak sekilde ii¢ sinifa ayrilmaktadir. Statik testlerde deneye tabi
tutulacak organizmalar uygun bir diizenek igerisinde hazirlanmis deney ortamina birakilir
ve deney siiresi boyunca herhangi bir degisiklik yapilmaz. Bu deneylerde metabolizma
sonucu olusan atiklarin su kalite parametrelerinde meydana getirecegi olumsuzluklari
gidermek amaciyla genellikle 96 saatlik siire tercih edilmektedir. Yar1 statik toksik
testlerde, deney ortami belirli zaman araliklariyla yenilenmekte olup, bu zaman araliklar
toksik madde ve deneyde kullanilan organizma tiiriine gore degismektedir. Bu test turiinde
genellikle farkli zaman dilimleri tercih edilmektedir. Bu sayede, statik testlerde

metabolizma atiklar1 ve diger nedenlerden kaynaklanan su kalitesindeki degisimlerin
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olumsuz etkileri ortadan kaldirilmasi saglanmaktadir. Siirekli akis sistemli testlerde ise,
deney ortami1 devamli olarak yenilenir ve deney siiresince su kalitesinde metabolizma
atiklar1 nedeniyle herhangi bir degisiklik olmaz. Bu testler kisa siireli toksik deneyler i¢in
tercih edilmekle birlikte, dogal ortam sartlarin1 en iyi sekilde temsil eden test turudur
(FAO, 1987; Unsal, 1998).

Toksisite deneyleri, toksik maddelerin zararl etkilerini ve su kalitesini tespit etmek,
atiklar1 ve bu atiklarin bosaltildigi alanlar1 izlemek, gida zincirinin iist seviyesindeki
canlilar1 korumak, insanlar tarafindan tiiketilen su {irtinlerinin saglik acgisindan zararli olup
olmadiklarii belirlemek ve toksik maddelerin organizmalar {izerindeki uyarici etkilerini
ve biyolojik birikimlerini gozlemlemek i¢in kullanilmaktadir. Bu testler ayrica, farkli
toksik maddelerin canli organizmalara olan etkilerini karsilastirmak ve bu maddelere kars1
tepkilerini 6lgmek amaciyla da yaygin olarak kullanilmaktadir (Nowak, 1992; Arnold vd.,
1996; Braunbeck ve Appelbaum, 1999; Klauning, 2000; Leblond vd., 2001).

1.4.1. Toksik Deneylerde Kullanilacak Deney Organizmalarimin Se¢imi

Toksikolojik testlerde giincel ve anlamli sonuglar elde etmek i¢in test tipinin uygun
olmasiin yaninda, kullanilacak olan test organizmasinin da uygun olmasi gerekmektedir
(Rand, 1995). Toksisite testlerinde segilecek organizmalar miimkiin oldugunca ekosistemi
temsil eden yerli tiirler olmalidir. Segilecek tiir ekolojik ve ekonomik dneme sahip olmali,
temini kolay ve sayr olarak da yeterli olmalidir. Tiir i¢i ve tiirler arasinda miimkiin
oldugunca genis bir duyarlilik araligina sahip organizmalar secilmelidir. Turlerin
laboratuvar ¢aligmalarina adaptasyon kabiliyetlerinin yiiksek ve kiiltiirlerinin yapilabiliyor
olmas1 gerekmektedir. Secilecek tiirler en az bir ay siireyle laboratuvar sartlarinda
muhafaza edilebilmelidir. Tiirlerin biyolojilerinin, tuzluluk, pH ve sicaklik isteklerinin
onceden bilinmesi gerekir. Organizmanin gida zincirindeki diizeyi, ekonomik 6nemi ve en
hassas evresi bilinmelidir. Ayrica, denemelerde kullanilacak olan organizmalar uygun
boyda olmalidir (Greenberg vd., 1985; Rand, 1995; Atamanalp, 2004).

Akuatik toksikolojide kullanilacak olan canli materyaller dogrudan dogal ortamdan
temin edilebilecekleri gibi Ureticilerden de satin alinabilir veya laboratuvar, kuluckahane
vb. suni kosullarda yetistirme yollariyla da elde edilebilirler (Atamanalp, 2004). Akuatik
toksikolojide test tiirlerinin se¢imi daha ¢ok arastirmanin amacina bagli olmakla birlikte,

omurgalilar icerisinde baliklar temel grubu olusturmaktadir. Toksikolojik testlerde yaygin



14

olarak kullanilan balik tiirleri; gokkusag: alabaligi, sazan baligi, japon baligi, giines balig,
kanal yaymn baligi, dikence baligi, zebra balig1 ve lepistes baligidir. Baliklarin yani sira
bakteriler, algler, yiiksek yapili bitkiler, protozoa, s6lentera, rotifer, krustasea, annelidler,
su bocekleri ve yumusakealar da testlerde kullanilan diger organizmalardir (Pascoe ve
Edwards, 1989).

Bu caligmada, gokkusagi alabaligi; cevre kosullarina ¢ok iyi uyum gdstermesi, aktif
yem almasi, yemlenmesinin kolay olmasi ve yem degerlendirmesinin iyi olmasindan
dolayr hizli biliylime gostermesi, diger alabalik tiirlerine gore daha kisa siireli kulucka

donemine sahip olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle tercih edilmistir.

1.4.2. Toksikolojik Testlerde Su Kalitesi

Toksikolojik testlerde kullanilacak olan sularin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin
tespit edilmesi gerekir. Bu Ozellikler suyun sicaklifi, ¢oziinmiis oksijen miktari,
alkalinitesi, pH’1 ve sertligi gibi 6zelliklerdir ve bunlarin 6nceden bilinmesi gerekir. Testte
kullanilacak suyun sicaklik ve ¢oziinmiis oksijen degerleri deneyde kullanilacak canli
tirine gore secilmelidir. Deney siresince, test suyu sicakliginda meydana gelen
degisikliklerin + 2°C’yi ge¢gmemesi ve ¢oOziinmiis oksijen konsantrasyonunun da 4
mg/L’nin altina diismemesi saglanmalidir. Ancak suyun havalandirilmas: bazi toksik
maddelerin oksidasyonuna sebep oldugu i¢in bu maddeler toksik etkinin azalmasina yol
acabilir. Test suyunun pH ve alkalinitesinde, test sirasinda meydana gelen degisiklikler,
sonucun da farkli olmasina neden olabilir (FAO, 1987; APHA, 1992; EPA, 1993).

1.5. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, bir antimikrobiyal ajanin belli bir bakteri tiiriine
kars1 in-vitro etkinligini belirlemek amaciyla uygulanan testlerdir. Antibiyotik duyarlilik

testlerinde "diflizyon™ ve "dillisyon" olmak Uzere baslica iki metod kullanilir.
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1.5.1. Diftizyon Testleri

1.5.1.1. Disk Diflizyon Testi

Laboratuvarlarda antibiyotik duyarliliginin saptanmasinda en sik olarak kullanilan
yontem disk difuizyon testleridir. Ucuz ve uygulamasi basit olan bu yontem Kirby-Bauer
tarafindan gelistirilmis ve bu isimlerle de anilmaktadir. Bu test, kagit disklere emdirilen
antibiyotigin, duyarlilig1 arastirilan organizmanin inokule edildigi besiyerine diflize olmasi
esasina dayanir. Bu amagla; belli konsantrasyonlarda antibiyotik emdirilmis kagit diskler,
test edilecek olan mikroorganizmanin yogun bir sekilde inokiile edildigi kat1 besiyerlerine
yerlestirilir. Diskler bir siire sonra ¢oziiniir ve agara dogru diflize olur. Bu sirada ekimi
yapilan mikroorganizma da c¢ogalmaya baslar. Belirli bir inkiibasyon siiresinden sonra
ilacin inhibitor etkisi gosteren konsantrasyonlarimin saglandigi diskin ¢evresinde iireme
gorilmez. Mikroorganizma ilaca ne kadar duyarl: ise, diskin etrafinda olusan inhibisyon
zonunun o dlgiide genis oldugu goriiliir. Inhibisyon zonunun ¢apt mm seklinde 6lgiilerek,
standart zon tablolarina gore degerlendirmeler yapilir ve mikroorganizmanin kullanilan

antimikrobiyal ajanlara kars1 duyarlilik durumu tespit edilir.

15.1.2. E-Test

Giiniimiizde kat1 besiyerinde difiizyon yoluyla MIK (Minimum Inhibitor
Konsantrasyon) degerlerinin saptanmasina olanak saglayan yontemler de mevcuttur. E-test
bu esasa dayali olarak gelistirilmis bir yontemdir. MIK degeri bir mikroorganizmanin
tiremesini Onleyen en diisiik ilag konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir. Bu yontemde,
test edilecek bakteri 0,5 McFarland yogunluga getirilip Mueller-Hinton agar yiizeyine
steril bir ekiivyonla yayilir. Daha sonra agar yiizeyine, belli bir antibiyotik gradienti iceren
E-test seritleri yerlestirilir. Plaklar 18-24 saat sureyle 35 °C'de inkiibasyona tabi tutulur ve
MIK degeri belirlenir. MIK degeri serit etrafinda olusan inhibisyon zonunun serit

tizerindeki 6lgekle kesistigi noktadir (Kahlmeter vd., 2006).
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1.5.1.3. Dilusyon Testleri

Diliisyon testleri, bir antimikrobiyal ajanin bir mikroorganizmanin {iremesini inhibe
etmek veya oOldurmek icin gerekli olan minimum konsantrasyonunu belirlemek icin
uygulanir. Diliisyon testleri "tlip diliisyon" ve "agar diliisyon" olmak iizere iki sekilde

uygulanmaktadir.

1.5.3.1. Tup Dilusyon

Tiip diliisyon "makro" ve "mikro" olmak iizere iki sekilde uygulanabilir. Her iki
yontemin de prensibi ayni esasa dayanmaktadir. Makro dillisyonda test tupleri, "U" ya da
"V" tabanli "mikroplate”ler kullanilir. Tiip diliisyon metodunda besiyeri olarak katyon
(kalsiyum ve magnezyum) eklenmis Mueller-Hinton Buyyon (MHB) kullanilir. Test
edilecek olan antibiyotikler once 0zel ¢Ozuciileri icinde hazirlanir ve daha sonra sivi
besiyerinde iki kat azalan sulandirimlari yapilir. Mikroorganizmanin standart bir
inokulumu (1x10° CFU/ml) hazirlanip, antimikrobiyal ajanin gesitli diliisyonlarini iceren
her bir tiipe esit miktarlarda eklenir. Antibiyotik igermeyen, iiremenin gdstergesi olan
kontrol tiipiine de eklenir. Bakteri inokiile edilmemis, sadece besiyeri konmus bir tiip veya
cukur da besiyeri kontrolii olarak hazirlanir. Besiyerleri 24 saatlik inkiibasyondan sonra
bakteri liremesini gdsteren bulaniklik yoniinden incelenir. Bakterinin liremesini dnleyen,
gozle gorundr bir bulanikligin olmadig en diisiik ilag konsantrasyonu, Minimum Inhibitor

Konsantrasyon (MIK) olarak degerlendirilir.

1.5.3.2. Agar Dilusyon

Agar diliisyon yonteminin prensipleri tiip diliisyon yontemiyle aynidir. Tek fark, agar
diliisyon yonteminde antibiyotik sulandirimlarinin agar i¢ine konmasi ve petri plaklarina
dokilmesidir. BoOylece antibiyotigin her plakta farkli konsantrasyonlart bulunur. Bu
yontem icin de Onerilen besiyeri Mueller-Hinton Agar’dir. Test edilecek bakterinin
yogunlugu 0,5 McFarland bulanikliga ayarlanir, takiben 1:10 oraninda sulandirilarak 10
CFU/mI elde edilir. Bu bakteri suspansiyonundan manuel olarak 1-2 ml inokile edilir.

Boylelikle agar yiizeyindeki bakteri sayisi ortalama 10* CFU/ml olur. inokiile edilen



17

plaklar 18 - 24 saat siireyle inkiibe edilir ve MIK degeri belirlenir. MIK degeri iiremenin
engellendigi en diisiik antibiyotik konsantrasyonudur (CLSI, 2006).

1.6. Onceki Yapilan Calismalar

Organik kimya alanindaki ¢aligmalar giinimiizde hiz kazanmis ve insan sagligini
tehdit eden zararli organizmalar1 etkisiz hale getirmek igin yeni kimyasal maddeler
iretilmeye  baglanmistir.  Antimikrobiyal  kimyasallarin  {retilmesiyle  birlikte
olusturabilecekleri toksik etkiler giindeme gelmis ve Uretilen kimyasallara paralel olarak
toksikolojik testlerin uygulamasinda da giinden giine artis olmustur. Insan saghgini
korumak i¢in tiretilmis olan kimyasallar arasinda dezenfektanlar 6nemli bir yer almaktadir.
Dezenfektanlar, genel olarak hastalik yapici  mikroorganizmalarin  ortamdan
uzaklastirilmalar1 veya kontrol altinda tutulmalari i¢in kullanilirlar. Ancak yapilan bazi
caligmalarda dezenfektanlarin da diger kimyasallarda oldugu gibi sucul ekosistemdeki
canlilar1 olumsuz etkiledigi tespit edilmistir.

Gunumuzde temizlik drunlerinde ve kozmetikte yaygin olarak kullanilan triclosan,
chloroxylenol, methyloisothiazolinone ve boraks gibi dezenfektan aktif maddelerinin sucul
canlilar iizerindeki akut toksisitelerini ve balik patojenleri ilizerindeki minimum etki
konsantrasyonlarint belirlemek amaciyla ¢ok kapsamli ¢aligmalar yapilmamis, yapilmis
olan caligmalar ise sinirli sayida kalmaistir.

Terrell (1988), triclosanin tatli su baliklarindaki akut toksisitesini belirlemek igin
yapmis oldugu 96 saatlik bir denemede, gokkusagi alabaligi, ay baligi ve yassi kafali
golyan baligini kullanmistir. Yapilan denemede bu balik tiirleri i¢cin LCsq degerlerini 0,26 —
0,288 mg/L arasinda bulmus ve bu sonuglara gore triclosanin tatli su baliklar1 i¢in oldukga
toksik oldugunu saptamistir. Bagka bir aragtirmada, 7 gilin siireyle triclosan i¢eren suda
bulundurulan baliklarin ylizme aktivitelerinde hem normal yiizmede ve hem de yirtict bir
hayvan tarafindan tehdit edildikleri durumu taklit eden yizme testinde kontrol grubuna
gore onemli 6l¢iide azalma oldugu belirlenmistir(URL-5).

Ricart vd. (2010), triclosanin akuatik bakteriler iizerinde toksik etki gosterdigini,
diinyadaki oksijenin biiyilk miktarin1 iretmekte olan diatom alglerin fotosentez
yeteneklerini kisitladigint ve bu canlilarin triclosandan en ¢ok etkilenen canlilardan biri
oldugunu one siirmiiglerdir. Triclosan’in yag asidi sentezi lizerine etkisinin incelendigi bir

arastirmada, triclosanin Fabl’in kodladigit ENR enzimini bagladig1 ve baglamanin enzimin
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NAD+ ya olan benzerligini arttirdigi ve sonucunda ii¢lii komplex olarak ENR-NAD+
triclosan olustugu ve bu kompleksin yag asidi sentezine katilmadigi saptanmistir. (Slater-
Radosti vd., 2001).

McMurry vd. (1998) asiri1 triclosan kullaniminin uzun vadede bakterilerin bagisiklik
sistemini giiglendirebildigini 6ne siirmiiglerdir. Bu durumun direncli bakterilerin ortaya
cikmasina ve higbir bakterisidin etki etmemesine neden olabilecegini belirtmislerdir.

Bakteri hassasiyetini belirlemek igin triclosan kullanilarak yapilan bir ¢alismada,
Staphylococcus aureus’un MIC degeri 0,0625 - 8 mg/L olarak tespit edilmistir (Kaabar,
2008).

Methyloisothiazolinone’un tatli su baliklarindaki akut toksisitesini belirlemek
amaciyla sicak su baliklarindan ay baligi ve tatli su baliklarindan gokkusagi alabaligi
kullanilarak yapilan toksik testlerde gokkusagi alabaligi i¢in LCsp degerleri 0,19 ve 0,07
mg/L  bulunurken ay Dbaligit i¢in ise 0,30 mg/L olarak  bulunmustur.
Methyloisothiazolinone'un denemede kullanilan balik tiirleri Uzerinde 6nemli derecede
toksik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Ward ve Boeri, 1990).

Methyloisothiazolinone’un tatli su baliklarindaki kronik toksisitesini belirlemek
amaciyla sazan baligi kullanilarak yapilan testte LCso degeri 0,035 mg/L olarak
bulunmustur (EPA, 2006). Methyloisothiazolinone’un nehir agzi baliklari ve deniz
baliklarindaki akut toksisitesini tespit etmek igin golyan baliklart kullanilarak yapilan 96
saatlik bir testte LCsy degeri 0,36 mg/L olarak bulunmus ve methyloisothiazolinonun
oldukga toksik oldugu bildirilmistir (Heitmuller, 1980).

Methyloisothiazolinone uygulamasinda sicakligin 35°C’den 25 + 2°C’ye diisiiriilerek
ve inkibasyon suresinin 48 + 2 saat olarak belirlendigi duyarlilik testinde MIC degerleri
Pseudomonas aeruginosa icin 15 mg/L, Staphylococcus aureus icin 45 mg/L olarak tespit
edilmistir (Steinberg, 2006).

Chloroxylenol’un gokkusagi alabaliklarindaki akut toksisitesini belirlemek igin
yapilan bir testte LCsy degerinin 0,76 mg/L den biiyiik oldugu ve baliklar i¢in oldukca
toksik oldugu belirlenmistir (Leblanc, 1980). Chloroxylenol’un Pseudomonas aeruginosa
bakterisi Uzerindeki minimum etki konsantrasyonunun incelendigi bir ¢alismada ise MIC
degeri 1000 mg/ml olarak tespit edilmistir (Lear vd., 2001).

Boraks’in gokkusagi alabaliklarindaki akut toksisitesini belirlemek igin yapilan 24
saatlik bir denemede LCso degeri 65 - 88 mg/L olarak tespit edilmistir (WHO, 1998). Diger

bir ¢alismada ise 5000 mg/L boraksin alabalikta sadece derinin koyulasmasina neden
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oldugu ve kiiciik tath su baliklarinda higbir etki yapmadigi belirlenmistir (DSI, 1983).
Boraks’in Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus Uzerindeki antimikrobiyal
etkisini belirlemek i¢in yapilmis olan bir calismada MIC degerleri sirasiyla 47,60 mg/ml ve

23,80 mg/ml olarak bulunmustur (Yilmaz, 2012).

1.7. Calismanin Amaci ve Gerekcesi

Giliniimiizde hizla gelisen sanayi, artan niifiis ve kentlesme orani bir¢ok problemi
beraberinde getirmistir. Bu problemlerden biri de Ozellikle niifusun yogun oldugu
bolgelerdeki cevresel kirleticilerdir. Bu kirleticilerin basinda fabrika ve sanayi atiklari,
ilaglar, temizlik ve kozmetik driinleri, evsel atiklar, pestisitler vs. kimyasallar gelmektedir.
Bu kirleticilerin g¢evresel risk olusturmalarinin asil sebebi dogaya kurallarina uygun bir
sekilde birakilmamalarindan kaynaklanmaktadir. Herhangi bir filtrasyon islemine tabi
tutulmadan veya yagmur sulariyla alict su ortamlarina karisan kimyasallar bir¢ok sucul
canlinin hayatim1 olumsuz yonde etkilemektedir. Ozellikle baliklar etkilenen canlilarin
basinda gelmektedir. Sucul ortama salinan kimyasal maddelerin bu ortamda yasayan
canlilar iizerindeki akut ya da 6zellikle kronik etkilerinin detayli bir sekilde arastirilmasi
gerekir.

Bu aragtirmada dezenfektan aktif maddeleri olarak kullanilan triclosan, chloroxylenol
methyloisothiazolinone ve boraksin, gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) yavrulari
Uzerindeki akut toksik etkileri ve balik patojenleri tizerindeki minimum etki

konsantrasyonlar1 belirlenmeye ¢alisiimistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Gokkusag1 Alabahgi, Bakteriler

Testlerde kullanilan gokkusagi alabaligi yavrulari (triclosan igin; 9,15 + 1,79 g; 9,53
+ 0,62 cm, chloroxylenol igin; 9,19 + 0,59 g; 7,38 = 1,16 cm, methyloisothiazolinone igin;
9,87 + 0,81 g; 10,04 + 1,74 cm ve boraks icin; 8,12 + 0,92 g; 9,17 + 0,35 cm) KTU,
Sirmene Deniz Bilimleri Fakiltesi’ne ait Ibrahim OKUMUS Arastirma Uygulama
Unitesi’nden, antimikrobiyal duyarlilik testlerinde kullanilan; Aeromonas caviae,
Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Lactococcus garvieae, Lactococcus lactis
lactis, Pseudomonas aeruginosa, Photobacterium damsela, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas luteola, Pseudomonas putida, Staphylococcus aureus, Vibrio anguillarium,
Vibrio ordalii, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus ve Yersinia ruckeri bakterileri
ise yine ayni fakiilteye ait Molekiler Biyoloji ve Genetik Laboratuvari’ndan temin

edilmistir.

2.2. Metot

2.2.1. Gokkusagi Alabaliklarinin Teste Hazirlanmasi

Testlerde kullanilacak olan baliklar, testlere baslamadan once laboratuvar kosullarina
uyum saglamalari i¢in 15 - 17 °C de 14 giin boyunca biyolojik filtrasyon uygulanan 200 L
hacimli biiyiik akvaryumun igerisinde tutulmustur. Uyum siiresince akvaryumun suyu her
giin % 20 oraninda degistirilmistir. Baliklar her giin viicut agirliklarinin % 5 1 oraninda
ticari alabalik yemi ile yemlenmistir. Yemleme toksikolojik deneyler baslamadan 2 giin
once kesilmis ve toksikolojik deneyler sirasinda yemleme yapilmamistir. Laboratuvar

ortamina aligtirma ve deney siiresince sicaklik ve pH degerleri diizenli olarak dl¢tilmiistiir.
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2.2.1.2. Su Kalite Parametreleri

Deney akvaryumlardaki sularin sicakligi, pH ve ¢oziinmiis oksijen degerleri (Thermo

Orion, Massachusetts, USA) model pH metre ile glnlik olarak 6lgiilmiistiir.

2.2.1.3. Akut Toksik Testler

Deneyde kullanilacak baliklar, toksik testlere baslamadan dnce 40 L hacimli, statik
su igeren cam akvaryumlara aktarilmistir. Her bir konsantasyon igin iki paralel kullanilmig
ve her bir paralel i¢in akvaryumlara ayr1 ayr1 10 balik konulmustur. Her bir konsantrasyon
icin toplamda 20 balik kullanilmistir. Baliklarin igerisinde tutulduklari sularin kimyasal
konsantrasyonlari triclosan i¢in; 0 (kontrol), 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.12, 0.15, 0.17, 0.19,
0.21, 0.23 mg/L, chloroxylenol icin; 0 (kontrol), 0.0078, 0.0156, 0.0312, 0.0625, 0.125,
0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6 mg/L, methyloisothiazolinone igin; 0 (kontrol) , 0.5, 0.6, 0.7, 0.8,
0.9, 1, 1.1 mg/L, boraks i¢in; 0 (kontrol), 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 g/L olacak sekilde ayarlanmistir.
Ayrica, Olen baliklarin kullanilan kimyasallar disinda baska sebeplerden dolay1 oliip
Olmediklerini anlayabilmek i¢in kontrol grubu olusturulmustur. Deney siiresince akvaryum
sularinin % 70’ 1 kimyasal konsantrasyonu degismeyecek sekilde gunliik olarak
yenilenmistir. Triclosan, chloroxylenol, methyloisothiazolinone ve boraks kullanilarak
yiriitiilen toksik testlerin yiiriitiildiigli akvaryumlarda deney siiresince dlgiilen sicaklik ve
pH ve ¢oziinmiis oksijen degerleri sirasiyla; 17 £ 0,5 °C,pH 7,2+ 0,1, C.08,2+0,1; 17
0,4°C,pH 7,14+0,2;17+0,5°C,C.078+0,2,pH7,11+0,15ve 17+0,4°C,C.0O8,1+
0,1, pH 8,2+ 0,3, C.0 8,3 + 0,15 olarak tespit edilmistir. Olen baliklarin tespiti amaciyla 0,
6, 8, 12, 24, 72, 96 saat dilimlerinde gézlemler yapilmistir. Deney siiresince 6lii olduklar

tespit edilen baliklar deney ortamindan uzaklastirilip boy ve agirliklari 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 5. Gokkusagi Alabakliklarinin Deney Ortamina Alistirilmalart

2.2.2. Kullanilan Kimyasallarin Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

2.2.2.1. Triclosan’in Antimikrobiyal Duyarhlk Testi

Baslangigta 1,5 ml’lik mikrosantrifuj tlplinde 125 pg/upl triclosan ethanolde
cozlinerek stok cozeltisi hazirlandi. 17 adet mikrosantrifiij tapine 0,5 ml ethanol
eklendikten sonra hazirlanan stok ¢6zeltisinden 0,5 ml alinip her bir tiipte (1/1) oraninda
seyreltme islemi gergeklestirildi. Toplamda 18 adet mikrosantrifiij tiipii kullanildi. Ilk
tlpteki konsantrasyon 125 pg/ul (stok ¢ozeltisi konsantrasyonu) son tlipteki konsantrayon
ise 0,000954 pg/pl olarak hesaplandi. Daha sonra her bir tlpten 2 pl alinarak 5 mm
capindaki 0,2 mikronluk whatman filtre kagitlarina emdirildi. Boylelikle triclosan iceren
diskler elde edildi. Ilk diskteki kimyasal konsatrasyonu 250 pg/ul son diskteki kimyasal
konsantrasyonu ise 0,001907 pg/ul olarak hesaplandi. Aeromonas salmonicida ve Yersinia
ruckeri bakterileri triclosana daha karst direngli olduklar1 igin en yiiksek disk
konsantrasyonu olarak 1000 pg/pl denendi. Kullanilacak olan bakterilerin her biri ayr1 ayri
1,5 mP’lik mikrosantrifuj ttplerinde 1 ml serum fizyolojik su igerisinde suspanse edildi.
Icerisinde bakteri olan serum fizyolojik sudan her bir plak igin 200 ml almip Mueller

Hinton Agar (MHA)’ a ekim yapild1 ve triclosan emdirilmis olan diskler agara yerlestirildi.
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Hazirlanan plaklar 29 °C de 24 saat inkiibasyona tabi tutuldu. 24 saat sonunda olusan

zonlarin ¢aplari Olciilerek bakterilerin triclosana karsi duyarliliklari belirlendi.

2.2.2.2. Chloroxylenol’ un Antimikrobiyal Duyarhhik Testi

Chloroxylenol’un antimikrobiyal duyarlilik testi i¢in 1,5 ml’lik mikrosantrifij
tipinde 125 pg/pl chloroxylenol ethanolde ¢oziinerek stok cozeltisi hazirlandi. 9 adet
mikrosantrifuj tlpine 0,5 ml ethanol eklendikten sonra hazirlanan stok ¢ozeltisinden 0,5
ml alinip her bir tiipte (1/1) oraninda seyreltme islemi gerceklestirildi. Toplamda 10 adet
mikrosantrifiij tiipii kullanildi. ilk tipteki konsantrasyon 125 pg/ul (stok cozeltisi
konsantrasyonu) son tupteki konsantrayon ise 0,244 ug/pl olarak hesaplandi. Daha sonra
her bir tipten 2 pl alinarak 5 mm ¢apindaki 0,2 mikronluk whatman filtre kagitlarina
emdirildi. Boylelikle chloroxylenol iceren diskler elde edildi. ilk diskteki kimyasal
konsantrasyonu 250 pg/ul son diskteki kimyasal konsantrasyonu ise 0,488 pg/ul olarak
hesaplandi. Kullanilacak olan bakterilerin her biri ayr1 ayr1 1 ml serum fizyolojik su
icerisinde suispanse edildi. Icerisinde bakteri olan serum fizyolojik sudan her bir plak
(Mueller Hinton Agar) i¢in 200 ml alinip ekim yapild1 ve chloroxylenol emdirilmis olan
diskler agara yerlestirildi. Hazirlanan plaklar 29 °C de 24 saat inkiibasyona tabi tutuldu. 24
saat sonunda olusan zon caplar1 6lgiilerek bakterilerin chloroxylenola karsi duyarli olup

olmadiklari belirlendi.

2.2.2.3. Methyloisothiazolinone’un Antimikrobiyal Duyarlilik Testi

Methyloisothiazolinone’un  antimikrobiyal duyarlilik testi yapilirken 96’Iik
microplate plaklar kullanildi. Ilk etapta 20 pg/ul olacak sekilde methyloisothiazolinone
suda cozinerek stok c¢ozeltisi ve kuyucuklara doldurulmak tizere Brain Heart Infusion
(BHI) ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan BHI ¢6zeltisinden microplate plakta her bir
kuyucuga 150 pl eklendi. Plagin ilk kuyucuklarma 150 pl methyloisothiazolinone
cozeltisinden eklendikten sonra 2. sutun sonuna kadar toplamda 16 kuyucukta (1/1)
oraninda seyreltme yapildi. ilk kuyucuktaki kimyasal konsantrasyonu 10 pg/upl, son
kuyucuktaki kimyasal 0,000305 pg/pl olarak hesaplandi. Kuyucuklarda bulunan
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methyloisothiazolinone ve broth karigiminin iizerine, serum fizyolojik suda slspanse
edilmis bakteri soliisyonundan 2 ul eklendi. Yapilan ekimlerde kontaminasyon olup
olmadigin1 anlamak igin bir siituna sadece methyloisothiazolinone ve broth karigimi
eklendi. Ekim iglemleri bittikten sonra 29 °C de 24 saatlik inkiibasyon siiresi baslatildi. 24
saat sonunda ekimi yapilan bakterilerin Microplate Reader’da absorbanslar1 Sl¢tildii.
Bulunan absorbans degerlerine gore iiremeyi 6nleyen en diisiik kimyasal konsantrasyonu
MIC degeri olarak kabul edildi.

2.2.2.4. Boraks’in Antimikrobiyal Duyarhhlik Testi

Boraks’in antimikrobiyal duyarlilik testi yapilirken 96’lik microplate plaklar
kullanild1. Baslangigta 30 pg/ul olacak sekilde boraks suda cozlinerek stok c¢ozeltisi ve
kuyucuklara doldurulmak Uzere Brain Heart Infusion (BHI) ¢ozeltisi hazirlandi. 96’lik
plakta her bir kuyucuga Brain Heart Infusion (BHI) besiyerinden 150 pl eklendi. Plagin ilk
kuyucuklarina 150 pl boraks ¢ozeltisi eklendikten sonra 1.sutun sonuna kadar toplamda 8
kuyucukta (1/1) oraninda seyreltme yapildi. ilk kuyucuktaki kimyasal konsantrasyonu 15
Mg/l son kuyucuktaki kimyasal konsantrasyonu ise 0,117 pg/pl olarak hesaplandi. Daha
sonra her bir kuyucuga serum fizyolojik suda siispanse edilmis bakteri solisyonundan 2 pl
eklendi. Yapilan ekimlerde kontaminasyon olup olmadigini anlamak i¢in bir siituna sadece
boraks ve BHI eklendi. Ekim islemleri bittikten sonra 29 °C de 24 saatlik inkiibasyon
siiresi baslatildi. 24 saat sonunda ekimi yapilan bakterilerin Microplate Reader’da

absorbanslar1 6lcililerek MIC degerleri tespit edildi.

2.2.2.5. istatiksel Analizler

Gokkusagr alabaliklarimin = % 50°sini  6ldiirdigii  tahmin edilen kimyasal
konsantrasyonlar1 (LCsg ) 24, 48, 72 ve 96 saatlik surelerde, SPSS paket programinda
probit analiz yontemi kullanilarak hesaplanmistir. Minimum etki konsantrasyonlar ise 24
saat sonunda arastirmada kullanilan bakterilerin Microplate Reader’da absorbanslari
olgiilerek  belirlenmistir.  Olgiilen  absorbans  degerlerinden MIC  degerlerinin

hesaplanmasinda Microsoft Excel programi kullanilmistir.



3. BULGULAR

Triclosan, chloroxylenol, methyloisothiazolinone ve boraksin gokkusagi alabaliklari
Uzerindeki toksikolojik etkilerine ve minimum etki konsantrasyonlarina ait sonuglar

asagida belirtilmistir.

3.1. Triclosan’mn Toksikolojik Etkileri

Yapilan toksisite testlerinde gokkusagi alabaliklarinin laboratuvar ortamina
alistirilmalar: sirasinda ve deney esnasinda kontrol gurubunda 6liimlere rastlaniimamastir.
Yapilan gozlemlerde 0,12 mg/L ve uUzeri konsantrasyonlarda triclosana maruz kalan
baliklarin solunum hizlarinin arttigi, su yiizeyinde toplanip hava yutmaya calistiklar1 ve
daha sonra akvaryum tabaninda hareket etmeden sadece solunum yapmaya calistiklar
gdzlemlenmistir. Olen baliklarin baliklarin agiz ve operkulumlarmin agik, akvaryum
tabaninda yan yatmis bir sekilde olduklar1 gdzlemlenmistir. Triclosan kullanilarak yapilan
96 saatlik toksikolojik testlerde gokkusagi alabaliklarinin 24, 48, 72, 96 saat sonunda %
50’sini (LCsp) Oldiren konsantrasyonlar 0,167 mg/L [%95 Giiven Araligi (GA), 0,143 -
0,195 mg/L], 0,157 mg/L [%95 (GA), 0,138 — 0,174 mg/L], 0,084 mg/L [%95 (GA), 0,059
— 0,106 mg/L], 0,063 mg/L [%95 (GA), 0,04 — 0,086 mg/L] olarak tespit edilmistir.

3.2. Chloroxylenol’un Toksikolojik Etkileri

Chloroxylenol kullanilarak yapilan toksisite ¢alismasinda 0.5 mg/L ve iizerindeki
konsantrasyonlarda Olimler goriilmeye baslanmistir. Chloroxylenol’a maruz kalan
gokkusagi alabaliklarinda triclosan ve methyloisothiazolinona maruz kalan alabaliklardaki
gibi benzer davranis degisiklikleri goriilmistiir. Ancak chloroxylenol eklendikten sonra
baliklarin diger kimyasallara nazaran solunum hizlarinin daha ¢ok arttigi gézlemlenmistir.
Ol baliklarin agizlarinin diger kimyasallardan etkilenen baliklara gore cok daha gergin bir
sekilde agik oldugu goriilmistir. Chloroxylenol’un testlerde kullanilan gokkusagi
alabaliklarinin (9,19 + 0,59 g) 24, 48, 72, 96 saat sonunda % 50’sini (LCsp) oldiirdiigii
konsantrasyonlar sirasiyla 5,15 mg/L [%95 (GA), 3.64 -10.1mg/L], 0,234 mg/L [%95
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(GA), 0,234 -0,713 mg/L], 0,082 mg/L [%95 (GA), 0,071 — 0,102 mg/L], 0,053 mg/L
[%695 (GA), 0,023 -0,08 mg/L] olarak saptanmuistir.

3.3. Methyloisothiazolinone’un Toksikolojik Etkileri

Bu calismada methyloisothiazolinone kullanilarak yapilan 96 saatlik toksikolojik
denemelerde 0,8 mg/L ve fizerindeki konsantrasyonlara maruz kalan gokkusagi
alabaliklarinda oliimler ve davranis degisiklikleri goriilmeye baslanmistir. Baliklarin sudan
cikmak istemeleri, solunum hizlarinin degismeleri ve daha sonra akvaryum tabaninda
toplanip sadece solunum yapmaya caligmalar1 gézlemlenen davranig degisiklikleridir. Bu
belirtilerin gozlemlendigi baliklarin akvaryum tabaninda agiz ve operkulumlarinin agik
halde oli olduklar1 tespit edilmistir. Methyloisothiazolinone kullanilarak yapilan
toksikolojik testlerde gokkusagi alabaliklarinin 24, 48, 72, 96 saat sonunda % 50’sini
(LCsp) Oldlren konsantrasyonlar sirasiyla 0,989 mg/L [%95 (GA), 0,936 — 0,989 mg/L],
0,931 mg/L [%95 (GA), 0,921 -1,057 mg/L], 0,9 mg/L [%95 (GA), 0,85 — 0,963 mg/L],
0,823 mg/L [%95 (GA), 0,803 — 0,895 mg/L] olarak belirlenmistir.

3.4. Boraks’in Toksikolojik Etkileri

Bu galismada gokkusagi alabaliklart kullanilarak yapilan toksikolojik denemelerde 1-
7 g/L arasindaki kimyasal konsantrasyonlarinin baliklarda 6liime neden olmadiklar1 tespit
edilmistir. Boraks’a maruz kalmis baliklarda herhangi bir davramis degisikligi de

gbdzlenmemistir.
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3.5. Triclosan’in Bakteriler Uzerindeki Minimum Etki Konsantrasyonu (MIC)

Triclosan’in arastirmada kullanilan bakteriler lizerindeki MIC degerlerinin 0,0153 —

1000 pg/pl arasinda degistigi tespit edilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Triclosan’m Deney Bakterileri Uzerindeki MIC Degerleri

BAKTERILER MIC (ug/ul)
Aeromonas caviae 62,5
Aeromonas hydrophila 0,977
Aeromonas salmonicida R
Lactococcus garvieae 0,0153
Lactococcus lactis lactis 0,244
Pseudomonas aeruginosa 250
Photobacterium damsela 0,244
Pseudomonas fluorescens 0,244
Pseudomonas luteola 250
Pseudomonas putida 62,5
Staphylococcus aureus 62,5
Vibrio anguillarium 0,977
Vibrio ordalii 0,122
Vibrio parahaemolyticus 1,953
Vibrio vulnificus 0,977
Yersinia ruckeri R

*R:1000 pg/ul’a kadar direncli
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3.6. Chloroxylenol’un Bakteriler Uzerindeki Minimum Etki Konsantrasyonu (MIC)

Chloroxylenol’un arastirmada kullanilan bakteriler Uzerindeki MIC degerlerinin

3,906 - 62,5 pug/ul arasinda degistigi tespit edilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Chloroxylenol’un Deney Bakterileri Uzerindeki MIC Degerleri

BAKTERILER MIC (ug/ul)
Aeromonas caviae 31,25
Aeromonas hydrophila 15,625
Aeromonas salmonicida 15,625
Lactococcus garvieae 31,25
Lactococcus lactis lactis 62,5
Pseudomonas aeruginosa 15,625
Photobacterium damsela 31,25
Pseudomonas fluorescens 62,5
Pseudomonas luteola 62,5
Pseudomonas putida 3,906
Staphylococcus aureus 15,625
Vibrio anguillarium 62,5
Vibrio ordalii 62,5
Vibrio parahaemolyticus 15,625
Vibrio vulnificus 31,25

Yersinia ruckeri 15,625
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3.7. Methyloisothiazolinone’un Bakteriler Uzerindeki Minimum Etki
Konsantrasyonu (MIC)

Methyloisothiazolinone’un arastirmada kullanilan bakteriler izerindeki MIC degeri
0,0097 - 0,312 pg/pl arasinda oldugu belirlenmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Methyloisothiazolinone’un Deney Bakterileri Uzerindeki MIC Degerleri

BAKTERILER MIC (ug/ul)
Aeromonas caviae 0,0097
Aeromonas hydrophila 0,019
Aeromonas salmonicida 0,004
Lactococcus garvieae 0,312
Lactococcus lactis lactis 0,002
Pseudomonas aeruginosa 0,009
Photobacterium damsela 0,019
Pseudomonas fluorescens 0,039
Pseudomonas luteola 0,004
Pseudomonas putida 0,039
Staphylococcus aureus 0,0781
Vibrio anguillarium 0,039
Vibrio ordalii 0,0781
Vibrio parahaemolyticus 0,0097
Vibrio vulnificus 0,0781

Yersinia ruckeri 0,006
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3.8. Boraks’in Bakteriler Uzerindeki Minimum Etki Konsantrasyonu (MIC)

Boraks’in arastirmada kullanilan bakteriler tizerindeki MIC degerinin 0,46 — 15

pg/ul arasinda oldugu belirlenmistir (Tablo 4).

Tablo 4. Boraks’in Deney Bakterileri Uzerindeki MIC Degerleri

BAKTERILER MIC (ug/ul)
Aeromonas caviae 0,46
Aeromonas hydrophila 7,5
Aeromonas salmonicida 7,5
Lactococcus garvieae 3,75
Lactococcus lactis lactis 7,5
Pseudomonas aeruginosa 3,75
Photobacterium damsela 7,5
Pseudomonas fluorescens 7,5
Pseudomonas luteola 1,875
Pseudomonas putida 7,5
Staphylococcus aureus 3,75
Vibrio anguillarium 15
Vibrio ordalii 3,75
Vibrio parahaemolyticus 7,5
Vibrio vulnificus 7,5
Yersinia ruckeri 3,75
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Sekil 6. a) Triclosan uygulanan Aeromonas hydrophila bakterisi , b) Chloroxylenol

uygulanan Yersina ruckeri bakterisi
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Sekil 7. Boraks uygulanan Yersinia ruckeri bakterisi



4. TARTISMA

Mikroorganizmalar, yasamlarini cansiz ortamlar ile konak¢i canlilar iizerinde
siirdiiren ve uygun ortam bulduklarinda ¢ogalan organizmalardir. Bulunduklar1 yerlerden
alinan ve serbest hale gecirilen mikroorganizmalarin bir kismi, suyla birlikte daha genis bir
yiizeye yayillma imkéani bulur ve yeni ortamda iireyerek olumsuz etkiler olusturur. Bu
nedenle kullanilan su ve besin maddelerinin hastalik yapict mikroorganizmalardan uzak
olmast gerekmektedir (Murray vd., 1990). Mikroorganizmalarin uzaklastirilmasinda
dezenfektan maddeler kullanilmaktadir. Dezenfektan olarak triclosan, chloroxylenol,
methyloisothiazolinone ve boraksin etken maddeleri yaygin olarak kullaniimaktadir.
Dezenfektanlar mikroorganizmalar tizerinde etkili olduklar1 gibi, filtrasyona tabi
tutulmadan karistiklar1 sucul ortamlardaki canlilar {izerinde de olumsuz etkiler meydana
getirebilirler. Bu amagla bu ¢alismada temizlik iiriinlerinde ve evsel {iriinlerde kullanilan
bir takim dezenfektan maddelerinin alic1 su ortamina karigtiklarinda nasil bir toksik etki
olusturcaklarini belirleyebilmek icin 96 saatlik akut toksisite testleri yapilmistir. Bu
arastirmada tosikolojik testlerde kullanilacak olan gokkusagi alabaligi yavrular1 14 giin
boyunca laboratuvar ortamina adapte edilmistir. Casebolt vd. (1998) ortam degisikligine
ugrayan baliklarin adaptasyon suresinin 6nemli oldugunu belirtmislerdir. Lerner (2004)
adaptasyon siiresinin 2 ile 4 hafta arasinda olmasi gerektigini belirtmistir. Calismamizda
uyguladigimiz adaptasyon siiresinin Lerner’in (2004) belirttigi adaptasyon siiresiyle
uyumlu oldugu goriilmektedir.

Kane vd. (2004) baliklarin, toksik maddelere maruz kalmis olan canlilardaki stres
kaynakli davranis degisikliginin tespit edilmesinde ideal canlilar olduklarim
belirtmiglerdir. Toksik maddeye maruz kalan baliklarin davramis degisikliklerinin
belirlenmesinin oldukga gii¢ oldugu, ancak bu degisiklerin bir kisminin gézlemsel olarak
belirlenebildigini ifade etmislerdir. Arastirmada kullanilan triclosan, chloroxylenol ve
methyloisothiazolinone kimyasallarina maruz kalan baliklarda birbirlerine benzer davranis
degisiklikleri goriilmiistiir. Bu ii¢ kimyasala maruz kalan baliklarda, solunum hizlarinin
artmasi, su yiizeyinde toplanmalar1 ve hava yutmaya c¢alismalar1 gibi benzer davranis
degisiklikleri goriilmiistir. Kullanilan test c¢ozeltilerinin  konsantrasyonlarinin  bu
degisikliklerin gérulmesinde énemli oldugu belirlenmistir. Aragtirmada triclosan igin; 0,12

mg/L ve Uzeri, chloroxylenol i¢in; 0,5 mg/L ve lzeri, methyloisothiazolinone icin ise 0,8
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mg/L ve ilizeri konsantrasyonlarda oOliimler ve davranis degisiklikleri goriilmeye
baglanmistir. Olen baliklarin agiz ve operkulumlarinin agik oldugu gozlemlenmistir.
Arastirmada kullanilan boraksin ise 7 g/L gibi en (st konsantrasyonunda dahi herhangi bir
Oliim veya davranis degisikligine rastlanilmamastir.

Toksikolojik testlerde test suyunun sicaklik, ¢oziinmiis oksijen, alkalinite, pH, nitrit
gibi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerindeki degisim, kullanilan kimyasal maddenin canlilar
Uzerine olan toksik etkilerini degistirmektedir (Wright, 2001). Bu nedenle yapilan bu
calismada sicaklik, ¢6ziinmiis oksijen ve pH degerleri giinliik olarak dl¢iilmistiir. Saha vd.
(2002) pH degeri yiksek olan sularin baliklarin solungaglarindan amonyak diffiizyonunu
engelledigini, bu durumun da canli viicudundaki amonyak konsantrasyonunun artmasina
sebep oldugunu bildirmislerdir. Benzer bir ¢alismada ise sularin pH, alkalinite ve sertlik
degerlerinin kullanilan kimyasallarin toksisitesini degistirdigi ve yliksek orandaki amonyak
Ve nitritin balik 6liimlerine sebep oldugu bildirilmistir (Middleton ve Reeder, 2002).

Toksikolojik test caligmalarinda, toksik maddenin kullanilan organizmaya olan
etkileri, genellikle LCsy degeriyle ifade edilmektedir. Son zamanlarda statik akut testler,
test siiresinin 96 saatten fazla tutulmamasi, deney sliresince fiziksel ve kimyasal
parametrelerin her deney {iinitesinde ayni olmasinin saglanmasi nedeniyle toksikolojik
calismalarda tercih edilmektedir (FAO, 1987). Bu nedenle c¢alismamizda toksikolojik
testlerin yiiriitilmesinde benzer metotlar uygulanmistir. Ayrica 24 saatten uzun
toksikolojik testlerde metabolizma artiklar1 nedeniyle deney suyu kalitesinde bozulmalar
meydana gelecegi bildirilmistir (FAO, 1987; Unsal, 1998). Bu nedenle calismamizda,
deney suyunun % 70’i 24 saat araliklarla yenilenerek su kalitesindeki degismelerin
meydana getirecegi olumsuzluklar 6nlenmeye calisilmistir. Test suyunun yenilenmesi
esnasinda toksik madde ilavesi yapilarak, deney siiresince baliklarin maruz kaldig toksik
madde konsantrasyonu sabit tutulmustur.

Bu ¢alismada triclosan aktif maddesi kullanilarak yapilan toksikolojik testlerde 17 °C
de, 9,15 = 1,79 g agirliktaki gokkusagi alabaliklarinin 24, 48, 72, 96 saat sonunda %
50’sini (LCsp) 6ldiren konsantrasyonlar 0.167, 0.157, 0.084 ve 0.063 mg/L olarak tespit
edilmistir. Orvos vd. (2002) ve Shibashi vd. (2004) gokkusagi alabaliklari ile yaptiklar1 bir
calismada LCsgdegerini 0,35 mg/L olarak bulmuglardir. Triclosan’in tatl su baliklarindaki
toksisitesini belirlemek icin yapilan 96 saatlik denemede LCsy degeri 0,26 — 0,288 mg/L
arasinda bulunmus ve triclosanin tatli su baliklar1 i¢in oldukca toksik oldugu ifade

edilmistir (EPA, 2007). Bu calismada, triclosanin gokkusagi alabaliklar1 i¢in belirlenen
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LCso degerlerinin Orvos vd. (2002) ve Shibashi vd.’nin (2004) ve EPA’nin (2007)
bulduklar1 degerlerden diisiik oldugu ancak EPA’nin (2007) bulduklari degerlere daha
yakin oldugu goriilmektedir. Goriilen bu farkliliklarin ¢alismada kullanilan gokkusagi
alabaliklarinin  agirliklarinin ve kullanilan  suyun sicakligmin  farkli  olmasindan
kaynaklandigi soOylenebilir. Wright (2001) yapmis oldugu arastirmada baliklarin
baydkltklerinin, turlerinin, morfolojilerinin ve taksonomik 6zelliklerinin, toksik maddeler
tarafindan etkilenmelerinde Onemli oldugunu ve toksik maddenin etki slresinin de
toksisiteyi etkiledigini belirtmistir.

Calismada, chloroxylenolun testlerde kullanilan gokkusagi alabaliklarinin (9,19 +
0,59 g) 24, 48, 72, 96 saat sonunda % 50’sini (LCso) dldiirdiigii konsantrasyonlar sirasiyla
5.15, 0.234, 0.082 ve 0.053 mg/L olarak saptanmustir. Leblanc, (1980) chloroxylenolun
gokkusag1 alabaligl ilizerine olan etkisini belirlemek amaciyla yaptigi ¢alismada, LCsg
degerinin 0,76 mg/L den biiyiik oldugunu ve chloroxylenolun baliklar i¢in oldukga toksik
oldugunu tespit etmistir. 1 g agirh@indaki gokkusag: alabaliklari ile yapilan 96 saatlik
statik testte LCso degeri 0,76 ppm bulunurken, 0,8 g agirligindaki gokkusagi alabaliklari ile
yapilan 96 saatlik baska bir statik testte ise LCso degeri 0,36 ppm olarak tespit edilmistir
(EPA, 2006). Goriildiigii gibi bu calismada bulunan degerler ile Leblanc’in (1980) ve
EPA’nin (2006) buldugu degerler arasinda oldukga biiyiik fark vardir. Bu farkliligin
Ozellikle denemelerde kullanilan balik biiytikliikleri arasindaki farkliliktan kaynaklandig:
sOylenebilir.

Methyloisothiazolinone aktif maddesi kullanilarak 17 °C su sicakliginda yapilan bu
toksikolojik testlerde gokkusagi alabaliklarinin (9,87 + 0,81 g ) 24, 48, 72, 96 saat sonunda
% 50’sini (LCsp) 6lduren konsantrasyonlar sirasiyla 0.989, 0.931, 0.9 ve 0.823 mg/L olarak
belirlenmistir. Ward ve Boeri, (1990) methyloisothiazolinonun tatli su baliklarindaki akut
toksisitesini belirlemek icin gokkusagi alabaligini kullanarak yaptiklar testte LCsg
degerlerini 0,07 ve 0,19 mg/L olarak bulmus ve bu degerlerin gokkusagi alabaliklart igin
oldukga toksik olduklarini saptamiglardir. Mallak ve Brunker, (1984) 144 saatlik toksik test
sonucunda LCsy degerini 0,14 mg/L olarak tespit etmislerdir. Bu ¢alismada bulunan LCs
degerlerinin Mallak ve Brunker’in (1984) bulmus olduklar1 degerlerden diisiik, Ward ve
Boeri’nin (1990) bulmus olduklar1 degerlerden ise yiksek oldugu goriilmektedir. Bu
farkliliklarin su sicakligindan ve balik biiytikliiginden kaynaklandig1 s6ylenebilir.

Arastirmada boraksin gokkusagi alabaliklarinin (8,12 + 0,92 g) % 50 sini (LCsg) 24,
48, 72, 96 saatte Oldiiren konsantrasyonlar tespit edilememistir. ClUnku 7 g/L gibi en
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yiiksek konsantrasyonda dahi herhangi bir 6lime rastlanilmamistir. Alabaster’in (1969)
yapmis oldugu 48 saatlik bir testte gokkusagi alabaligi i¢in LCsq degeri 387 mg/L olarak
bulunmustur. Gokkusagi alabaligi yumurtalarinda déllenmeden hemen sonra yapilan 96
saatlik bir denemede, yumusak suda LCsy degeri 27 mg/L sert suda ise 54 mg/L olarak
bulunmustur (Birge ve Black, 1983). Gokkusagi alabaliklarindaki 24 saatlik baska bir
denemede ise LCsp degeri 65 - 88 mg/L olarak tespit edilmistir (WHO, 1998). Gorulen bu
farkliliklarin balik agirligi, su sertligi ve su sicakligindan kaynaklandigi sdylenebilir.
Ayrica kullanilan kimyasalin gokkusagi alabaligi igin toksik etki gOstermedigi de
sOylenebilir. Ciinkii yapilan bir ¢aligmada 5000 mg/L boraksin alabalikta sadece derinin
koyulagmasina neden oldugu ve kiigiik tatli su baliklarinda hicbir etki yapmadigi tespit
edilmistir (DSI, 1983).

Mikroorganizmalar farkli kosullara adapte olma yetenegine sahiptirler. Cesitli
ortamlara karst diren¢ kazanabilmeleri de bu adaptasyon kabiliyetleri sonucunda
gerceklesmektedir. Ozellikle dogal olarak diger mikroorganizmalara gore daha direngli
olan mikroorganizmalar uzun temas sireleri sonucu herhangi bir antimikrobiyal maddeye
kars1 daha kolay diren¢ kazanabilmektedir. Mikroorganizmalar dezenfektan soliisyonda
uzun siire kaldiklarinda antibiyotiklere karsi oldugu gibi, diren¢ kazanarak canliliklarin
koruyabilir ve hatta tremelerini strdirebilirler. Hastalik yapict mikroorganizmalara karsi
kullanilan antimikrobiyallerin, etken mikroorganizmalar iizerindeki aktivitelerinin
belirlenmesi, bu antimikrobiyallerin uygulanmasi esnasinda dikkat edilmesi gereken
faktorlerden biridir. Bu aktivitenin belirlenmesi i¢in kullanilan yontemlerden birisi de
antimikrobiyal duyarllik testidir. (Ozalp, 1998).

Yapilan literatir taramalart sonucu patojen bakteriler Gzerinde triclosan,
chloroxylenol, methyloisothiazolinone ve boraksin minimum etki konsantrasyonlarini
belirlemeye yonelik kapsamli ¢alismalara rastlanilmamistir. Bu kimyasallar kullanilarak
yapilan duyarlilik testlerinde, insanlarda ve baliklarda ortak olarak goriilen Pseudomonas
aeruginosa ve Staphylococcus aureus bakterileri tizerinde yogunlasildigi goriilmiistiir.

Bu c¢alismada triclosanin Pseudomonas aeruginosa bakterisi zerindeki minimum
etki konsantrasyonu 250 pg/ul olarak belirlenmistir. Triclosan’in Pseudomonas aeruginosa
uzerindeki minimum etki konsantrasyonunu belirlemek amaciyla mikrodiltsyon yontemi
kullanilarak yapilan ¢alismada, MIC degeri 2,125 mg/L olarak belirlenmistir (Socoro-
Hamud, 2004). Yaptigimiz bu c¢alismada MIC degeri daha yiiksek bulunmustur.

Arastirmamizda triclosanin Staphylococcus aureus bakterisi igin 29 °C sicaklikta 24 saat
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inkiibasyon siiresinde MIC degeri 62,5 pg/pl olarak bulunmustur. Triclosan’in MIC
degerini saptamak i¢in yapilan 37 °C deki 48 saatlik besin agar testinde metisiline direncli
Staphylococcus. aureus bakterilerinde triclosanin MIC degerinin 0,025 - 1 mg/L arasinda
oldugu belirlenmistir. Baz1 salmonella suglarinin penisilin ve metisilin gibi birkag
antibiyotik tiiriine kars1 direncli oldugu ancak < 0,1 mg/L triclosana kars1 duyarli olduklar
tespit edilmistir (Suller ve Russell, 2000). Staphylococcus aureus bakterisi kullanilarak
yapilan bagka bir testte ise triclosanin MIC degeri 0,0625 - 8 mg/L olarak tespit edilmistir
(Kaabar, 2008). Buldugumuz degerler 6nceki ¢alismalarda bulunan degerlerden yiiksektir.
Bu durumun bakteri suslar1 arasindaki genetik farkliliklaradan kaynaklandig sdylenebilir.

Bu arastirmada chloroxylenol kullanilarak yapilan duyarlilik testlerinde MIC degeri
Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa i¢in 15,625 pg/ul olarak bulunmustur.
Chloroxylenol’un Pseudomonas aeruginosa bakterisi tzerindeki mikrobiyal aktivitesinin
incelendigi bir ¢aligmada MIC degeri 1000 mg/ml olarak tespit edilmistir (Lear vd., 2001).
Chloroxylenol’'un 18 - 24 saat inklibasyon suresinde 37 °C sicaklikta MIC degeri
metisiline duyarli Staphylococcus aureus i¢in > 100 pg/ml, metisiline direncli
Staphylococcus aureus (MRSA) icin ise 100 pg/ml olarak belirlenmistir (Ahmad vd.,
2013). Onceki ¢aligmalara nazaran Pseudomonas aeruginosa icin buldugumuz degerlerin
daha diisiik oldugu, Staphylococcus aureus i¢in buldugumuz degerlerin ise daha yiiksek
oldugu goriilmektedir.

Arastirmada, methyloisothiazolinone uygulamasinda Pseudomonas aeruginosa igin
MIC degeri 0,009 pg/ul, Staphylococcus aureus igin ise 0,0781 ug/upl olarak tespit
edilmistir. Sicakligin 35°C den 25 £ 2 °C ye diisiiriilerek ve inkiibasyon slresinin 48 + 2
saat olarak belirlendigi bir ¢alismada MIC degerleri Pseudomonas aeruginosa igin 15
mg/L, Staphylococcus aureus icin 45 mg/L olarak tespit edilmistir (Steinberg, 2006). Diger
bir c¢alismada ise 30°C sicaklikta 24 saatlik inkibasyon slresinde MIC degeri
Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus i¢in 40 mg/L olarak bulunmustur
(URL-6). Calismamizda methyloisothiazolinonun Pseudomonas aeruginosa igin
buldugumuz degerin Steinberg’in (2006) buldugu degerden diisiik Staphylococcus aureus
i¢in bulunan degerin daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Bu c¢alismada boraksin Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus
Uzerindeki minimum etki konsantrasyonu 3,75 pg/pl olarak belirlenmistir. Boraks’in
minimum etki konsantrasyonlarinin arastirildigi 6nceki ¢alismalarda ise yine Pseudomonas

aeruginosa ve Staphylococcus aureus bakterileri iizerinde yogunlasilmistir. Boraks’in
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Pseudomonas aureginosa ve Staphylococcus aureus Uzerindeki antimikrobiyal etkisini
belirlemek icin 37 °C de 24 saat inkiibasyon siiresinde yapilmis olan bir ¢aligmada MIC
degerleri sirasiyla 47,60 mg/ml ve 23,80 mg/ml olarak bulunmustur (Yilmaz, 2012).

Calismamizda bulunan degerlerin daha diisiik oldugu goriilmektedir.



5. SONUCLAR

Hastalik yapici mikroorganizmalarin ¢ogaldigi giliniimiizde, koruyucu amagh
kullanilan dezenfektanlar fayda saglamalarinin yaninda bir takim zaralar1 da beraberlerinde
getirmektedirler. Kurallara uygun sekilde desarj edilmeyen dezenfektanlar ve diger
Kimyasal maddeler ekosistemi tehdit etmekte ve suda yasayan bir¢ok canlinin hayatini
olumsuz sekilde etkilemektedir. Bu nedenle kimyasal maddelerin alic1 su ortaminda
olusturabilecekleri etkilerinin belirlenebilmesi igin toksisite testleri yapilip etkilerin detayli
bir sekilde ortaya ¢ikarilmasi gerekir.

Bu c¢alismada triclosan, chloroxylenol, methyloisothiazolinone ve boraks gibi
dezenfektan maddelerin gokkusagi alabaliklar {izerine olan toksik etkilerini belirlemek
amaciyla akut toksik testler yapilmistir. Bu testlere baglamadan 6nce gokkusag alabaliklar
laboratuvar ~ ortammna  adapte  edilmeye  ¢alisilmistir.  Calismada  triclosan,
methyloisothiazolinone ve chloroxylenola maruz kalan baliklarda ciddi davranis
bozukluklari tespit edilmistir. Baliklarda solunum hizlarinin artmasi, su yiizeyinde toplanip
hava yutmaya caligmalar1 ve akvaryum tabaninda hareketsiz bir sekilde bekleyip sadece
solunum yapmaya calismalar1 gibi davranis degisiklikleri tespit edilmistir.

Toksikolojik testler sonucunda triclosanin gokkusagi alabaliklarinin 24, 48, 72, 96
saat sonunda % 50’sini (LCsp) 61diiren konsantrasyonlari; 0.167, 0.157, 0.084, 0.063 mg/L,
olarak tespit edilmistir. Chloroxylenol’un testlerde kullanilan gékkusagi alabaliklarinin 24,
48, 72, 96 saat sonunda % 50’sini (LCsp) 6ldiirdiigii konsantrasyonlar1 sirastyla; 5.15,
0.234, 0.082 ve 0.053 mg/L olarak saptanmistir. Methyloisothiazolinone kullanilarak
yapilan toksikolojik testlerde gokkusagi alabaliklarinin 24, 48, 72, 96 saat sonunda %
50’sini (LCsp) 6ldiren konsantrasyonlar sirastyla; 0.989, 0.931, 0.9 ve 0.823 mg/L olarak
belirlenmistir. Boraks’in gokkusagi alabaliklarinda 96 saat sonunda oliimlere neden
olmadig tespit edilmistir.

Bu arastirmada elde edilen sonuglara goére chloroxylenolun triclosan,
methyloisothiazolinone ve boraksa gore daha toksik oldugu tespit edilmistir. Toksisite
siras1 ise chloroxylenol, triclosan, methyloisothiazolinone ve boraks seklindedir. Daha
Once yapilmis bir ¢alismada chloroxylenolun gokkusagi alabaliklari igin oldukga toksik
oldugu belirtilmistir. Bagka bir ¢alismada ise chloroxylenolun sucul ortamda diger fenol

tirevlerine gore daha yavas hidrolize oldugu bildirilmistir. Chloroxylenol’un yaygin ve
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kontrolsiiz kullanimin alici su ortamlarindaki canlilar iizerinde daha ciddi problemler
olusturabilecegi goriilmektedir. Kullanilan kimyasallar arasinda triclosanin en toksik ikinci
kimyasal oldugu belirlenmistir. Yapilmis bir ¢alismada alict su ortamlarinda bulunan
triclosanin bir kisminin ultraviyole 1sinlarin etkisi ile bozunarak toksik dioksine doniistiigii
rapor edilmigtir. Dioksinlerin besin zincirine ulagmasmin ise kotlii sonuglara sebep
olabilecegi belirtilmistir. Triclosanin yaygin kullaniminin alic1 su ortamindaki canlilar ve
ekosistemdeki diger canlilar igin problem teskil edebilecegi anlasilmaktadir. Bu ¢alismada
toksisite kategorisinde methyloisothiazolinonun, chloroxyleneol ve triclosandan sonra yer
aldign goriilmektedir. Yapilan Onceki c¢alismalarda methyloisothiazolinonun sucul
ortamdaki hidrolizinin alkalin pH’ta diisiik, asidik ve notral pH’ta ise yiliksek oldugu
belirtilmistir. Dolayisiyla methyloisothiazolinonun alict su ortamindaki gokkusagi
alabaliklar1 i¢in problem teskil edecebilegi, alict su ortaminin alkalin pH degerine sahip
olmasinin da bu toksisiteyi arttirabilecegi anlasilmaktadir. Bu ¢alismada kullanilan
boraksin ise herhangi bir toksik etkisine rastlanilmamistir. Yapilan 6nceki ¢alismalarda da
boraksin toksik etkisi goriilmemistir. Boraksin dogadaki biyotransformasyonu hakkinda da
herhangi bir kayith bilgi bulunmamaktadir. Bu sonuglara ek olarak boraksin alict su
ortaminda ciddi bir degisiklige sebep olmayacagi goriilmektedir.

Triclosan kullanilarak yapilan duyarlilik testlerinin sonucunda MIC degerleri
Aeromonas caviae, Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Lactococcus garviae,
Lactococcus lactis lactis, Pseudomonas aureginosa, Pseudomonas damsela, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas luteola, Pseudomonas putida, Staphylococcus aureus, Vibrio
anguillarium, Vibrio ordalii, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio wvulnificus ve Yersinia
ruckeri igin sirasiyla; 62.5, 0.977, 1000, 0.0153, 0.244, 250, 0.244, 0.244, 250, 62.5, 62.5,
0.977, 0.122, 1.953, 0.977, 1000 pg/ul olarak bulunmustur. Chloroxylenol kullanilarak
yapilan duyarhilik testlerinde MIC degerleri Aeromonas caviae, Aeromonas hydrophila,
Aeromonas salmonicida, Lactococcus garviae, Lactococcus lactis lactis, Pseudomonas
aureginosa, Pseudomonas damsela, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas luteola,
Pseudomonas putida, Staphylococcus aureus, Vibrio anguillarium, Vibrio ordalii, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio vulnificus ve Yersinia ruckeri igin sirasiyla; 31.25, 15.625,
15.625, 31.25, 62.5, 15.625, 31.25, 62.5, 62.5, 3.906, 15.625, 62.5, 62.5, 15.625, 31.25,
15.625 pg/ul olarak belirlenmistir. Methyloisothiazolinone uygulamasinda MIC degerleri
Aeromonas caviae, Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Lactococcus garviae,

Lactococcus lactis lactis, Pseudomonas aureginosa, Pseudomonas damsela, Pseudomonas
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fluorescens, Pseudomonas luteola, Pseudomonas putida, Staphylococcus aureus, Vibrio
anguillarium, Vibrio ordalii, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio wvulnificus ve Yersinia
ruckeri igin sirasiyla; 0.0097, 0.019, 0.004, 0.312, 0.002, 0.009, 0.019, 0.039, 0.004, 0.039,
0.0781, 0.039, 0.0781, 0.0097, 0.0781, 0.006 ng/ul olarak bulunmustur. Boraks’in
antimikrobiyal duyarlilik testinde MIC degerleri Aeromonas caviae, Aeromonas
hydrophila, Aeromonas salmonicida, Lactococcus garviae, Lactococcus lactis lactis,
Pseudomonas aureginosa, Pseudomonas damsela, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas luteola, Pseudomonas putida, Staphylococcus aureus, Vibrio anguillarium,
Vibrio ordalii, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus ve Yersinia ruckeri igin; 0.46,
7.5, 75, 3.75, 7.5, 3.75, 7.5, 7.5, 1.875, 7.5, 3.75, 15, 3.75, 7.5, 7.5, 3.75 pg/ul olarak
tespit edilmistir.

Bu sonuglara gore Aeromonas caviae, Aeromonas salmonicida, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas luteola, Staphylococcus aureus ve Yersinia ruckeri
bakterilerinde en etkili kimyasal siralamasinin methyloisothiazolinone, boraks,
chloroxylenol ve triclosan seklinde oldugu belirlenmistir. Aeromonas hydrophila,
Lactococcus lactis lactis, Pseudomonas fluorescens, Photobacterium damsela, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio anguillarium, Vibrio ordalii ve Vibrio vulnificus bakterilerinde
kimyasallarin antimikrobiyal etkilerinin biiyiikten kii¢iige dogru methyloisothiazolinone,
triclosan, boraks ve chloroxylenol seklinde siralandigi tespit edilmistir. Pseudomonas
putida bakterisinde methyloisothiazolinonun diger kimyasallara gére daha etkili oldugu ve
en etkili kimyasal siralamasimin; methyloisothiazolinone, chloroxylenol, boraks ve
triclosan seklinde oldugu belirlenmistir. Lactococcus garvieae bakterisinde ise
antimikrobiyallerin etki derecelerine gore triclosan, methyloisothiazolinone, boraks ve

chloroxylenol seklinde siralandigi belirlenmistir.



6. ONERILER

1. Bu arastirmada elde edilen sonucglara gore temizlik iiriinlerinde, kozmetikte ve
diger evsel iirinlerde kullanilan triclosan, chloroxylenol, methyloisothiazolinone gibi
dezenfektan aktif maddelerinin sucul hayat icin 6nemli problem olusturabilecegi ve
Ozellikle chloroxylenolun ¢ok diisiik konsantrasyonlarda dahi toksik etki yapabilecegi
gorilmektedir.

2. Chloroxylenol, alici1 su ortaminda diger fenol tiirevlerine gore daha yavas
bozuldugu ve alabaliklar i¢in oldukea toksik oldugu igin, ekosistemde olumsuz bir etkiye
sebebiyet vermemek icin bu maddenin karistigi su ortaminda toksik smirlarini asip
asmadig1 diizenli olarak kontrol edilmelidir.

3. Su ortaminda, triclosan konsantrasyonunun 0,063 mg/L’ye, chloroxylenol
konsantrasyonunun 0,053 mg/L’ye, methyloisothiazolinone konsantrasyonunun 0,823
mg/L’ye ulasmas1 ortamda bulunan alabaliklar iizerinde toksik etki olusturabilir. Ozellikle
triclosan, ultraviyole isinlardan etkilendiginden dioksinlerin olusmasina sebep olur. Bu
dioksinlerin de besin zincirine ulasmasi halinde olumsuz durumlarla karsilasilabilir. Bu
yiizden, triclosan igeren Uriinler yerine insan sagligi i¢in daha giivenli aktif maddelerin
bulundugu tirtinler tercih edilmelidir.

4. Toksik maddeler gida zincirindeki tiim canli gruplarini etkiler. Bu nedenle
toksikolojik ¢alismalar gida zincirinin her basamagindaki canlilar1  kullanarak

yayginlastirilmalidir.
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