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OZET

AMONYUM SULFAT’IN ULUDAG KURBAGASI (Rana macrocnemis) LARVALARI
UZERINDEKI AKUT TOKSIKOLOJIiK, MORFOLOJIK VE HISTOPATOLOJIK
ETKILERI
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Recep Tayyip Erdogan Universitesi
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Biyoloji Ana Bilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi
Danmismani: Do¢. Dr. Nurhayat OZDEMIR

Bu caligmada Mayis 2013 tarihinde Rize-Ovit Dagi mevkiinden (2695 m) toplanan Rana
macrocnemis (Uludag kurbagasi) tiiriine ait yumurtalardan elde edilen Gosner 25. evredeki
larvalara degisik konsantrasyonlarda (0, 50, 75, 100, 150, 250, 500 mg/L) 4 giin boyunca
uygulanan amonyum siilfat tarim giibresinin morfolojik ve histopatolojik etkileri incelenmistir.
Amonyum siilfatin LCs, degeri 436.623 mg/L olarak hesaplanmistir. Istatistiksel analizler
sonucunda boy ve agirlik bakimindan gruplar arasinda 6nemli farkliliklar gézlenmistir. Ayrica
amonyum siilfat tarim giibresinin Rana macrocnemis larvalarin1 davramissal ve fizyolojik olarak
olumsuz yonde etkiledigi, konsantrasyon miktar1 arttikca beslenme oraninin azaldig:i hatta
beslenmenin olmadigi, yiizmede yavaslama, ters yiizme, 6liim, pigment kaybi, 6dem birikimi
olaylarinin artti§1 goriilmiistiir. Ayrica histopatolojik olarak incelenen mide, karaciger ve
bagirsak kesitlerinde epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri, vakuolizasyon, 6dem, pigmentasyon,
nekrosis ve bag doku artis1 ve dilatasyonun ortalama goriilme yiizdelerinin konsantrasyon
miktarma bagli olarak arttigi gbzlenmistir. Sonu¢ olarak 96 saatlik akut deney sonunda;
amonyum siilfat’in Rana macrocnemis larvalar1 tizerindeki morfolojik, davranigsal,

histopatolojik ve akut toksikolojik etkileri ilk defa agiga ¢ikarilmisgtir.

2015, 83 sayfa

Anahtar Kelimeler: Amonyum siilfat, Rana macrocnemis, akut etkiler, histopatoloji, gelisim



ABSTRACT

ACUTE TOXICOLOGIC, MORPHOLOGICAL AND HISTOPATOLOGICAL
EFFECTS OF AMMONIUM SULPHATE ON THE LARVAL DEVELOPMENT OF
ULUDAG FROG (Rana macrocnemis)
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In this study, morphological and histological effects of applied agricultural fertilizer ammonium
sulfate in different concentrations (0, 50, 75, 100, 150, 250, 500 mg / L) on the larvae in stage
Gosner 25 obtained from eggs of Rana macrocnemis (Uludag frog) for 4 days collected from
Rize-Ovit Dagi on May 2013 were examined. The LCs, value of the ammonium sulfate was
calculated as 436 623 mg / L. Significant differences were observed between the groups in
terms of height and weight in the statistical analysis. Additionally, it was observed that
agricultural fertilizer of ammonium sulfate effects Rana macrocnemis larvae behavioral and
physiological adversely, the feed rate was decreases by the concentration increases, even where
there is no feeding, slow swimming, reverse swimming, death, pigment loss, and increase of
edema accumulation. In addition, epithelial degeneration and loss, vacuolization, edema,
pigmentation, necrosis and increased connective tissue and the average percentage seen of
dilatation was observed during the histopathological examination of the stomach, liver and
intestinal sections depending on the amount and concentration of the fertilizer. As a result, at the
end of 96-hours acute experiments; the morphological, behavioral, histopathological and acute
toxicological effects of the agricultural fertilizer ammonium sulfate on larvae of Rana

macrocnemis were revealed for the first time.

2015, 83 pages

Keywords: Ammonium sulfate, Rana macrocnemis, acute effects, histopatological,
development
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Amfibi populasyonlarinda diinya capinda ciddi bir azalis goézlenmistir. Bu
azalmalar son 25 yilda daha dramatik bir hal almistir ve amfibilerin diger omurgali
smiflarindan daha fazla tehdit altinda oldugu rapor edilmistir (Beebee ve Griffiths,
2005).

Ozellikle insanlarin yogun olarak yasadigi yerlerde amfibiler cesitli tehditler
altindadir (Collins ve Storfer, 2003; Beebee ve Griffiths, 2005; Giirkan ve Hayretdag,
2009). Bunlar arasinda fungal ve bakteriyal salgin hastaliklar, kuraklik, sicaklik
degisiklikleri, habitat tahribi ve parcalanmasi, egzotik tirler, agir metaller, asit
yagmurlar1 ve iklim degisimi bulunmaktadir (Barinaga, 1990; Dunson vd., 1992; Howe
vd., 1998; Adams, 1999; Hayes vd., 2002; Langan, 2003). Dogal yasam alanlarinin,
tarim uygulamalart gibi antropojenik etkiler sonucu bir¢ok yonden kirlenmis olmasi
muhtemeldir (Johansson vd., 2006). Bu faaliyetler sirasinda kullanilan birgok kimyasal
maddenin de sucul ortamlarda olumsuz etkileri bulunmaktadir (Garcia-Munoz vd.,
2009; Giirkan ve Hayretdag, 2009).

Diger sucul omurgalilar ile karsilastirildiginda, amfibiler tarim alanlar etrafinda
s1g, durgun ve gegici goletlerde iirediklerinden dolayr daha biiyiik risk altindadirlar.
Amfibilerin embriyonik ve larval donemleri sucul ortamlarda gectigi i¢in kimyasal
Kirleticilere kars1 son derece hassastirlar (Rowe vd., 2003). Ustelik hayatlar1 boyunca
sucul ve karasal ortamlarda yasadiklari i¢in ve derileri de son derece hassas ve gecgirgen
oldugundan ¢evresel degisikliklerin etkilerini anlamak i¢in yapilan ¢aligmlarda oldukca
iyi birer biyo-belirleyicilerdir (Wyman, 1990; Lips, 1998).

Daha onceki ¢aligmalarda, tarimsal uygulamalar sirasinda kullanilan bazi pestisit
ve kimyasal giibrelerin  amfibi popiilasyonlarinda azalmalara neden oldugu
belirlenmistir (Van Dam vd., 1998; Marco ve Blaustein, 1999; Davidson vd., 2001;
Sparling vd., 2001; Davidson, 2004; Ezemonye ve llechie, 2007; Sayim, 2007; Sparling

ve Fellers, 2007; Bernabo vd., 2008; Kang vd., 2008; Giirkan ve Hayretdag, 2009).
1



Pestisit formundaki kimyasallar ve giibreler eskiye oranla giiniimiizde c¢ok fazla
kullanilmakta ve 6nemli bir kirletici olarak karsimiza ¢ikmaktadir. IUCN Red List’deki
(2008) nesli tilkenmekte olan tiirlere tehdit olarak ilk iki sirada, habitat kayb1 ve ¢evre
kirliligi gosterilmektedir (Mann vd., 2009) (Sekil 1).

Dogal tiir dinamikleri degisikligi B Tehtit aldinda olmayan tiirler
— Tehdit altimndaki tiirler
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Sekil 1. Amfibilerin tehdit unsurlar1 (Mann vd., 2009).

Kimyasal giibreler basta olmak iizere giibre kullaniminin sularin kirlenmesi
lizerine etkili oldugu bilinmektedir. Ozellikle nitratli giibreler, genel olarak da azotlu
giibrelerin yogun kullanimi sonucu yeralt1 ve yeriistii sularinin nitrat igerigi artmaktadir
(Hatipoglu vd., 1996). Bu sekilde bulasan nitrat dogada uzun yillar canlilar iizerinde
olumsuz etkisini siirdiiriir. Nitrat igerigi yiiksek mera bitkilerini yiyen hayvanlarin,
sebze ve meyveleri yiyen insanlarin sagliklarinda 6nemli olumsuz etkilesimler ortaya
cikar. GOl ve denizlerimizde baliklarin giderek azaldigina, akarsu ve derelerde kurbaga
seslerinin kesildigine sik¢a tanik olunmaktadir. Bu olgunun bir 6nemli nedeni de tarim

topraklarina gereginden ¢ok fazla miktarlarda uygulanan kimyasal giibrelerdir.

Amfibi popiilasyonlar1 hakkindaki arastirmalar, populasyon azalmasiyla tarimsal

bolgeye yakinlik arasinda bir iligki oldugunu gostermistir (Bishop vd., 1999; Joly vd.,
2



2001; Davidson, 2004). Pestisit ve giibre gibi tarimsal kimyasallarin kullanimi gesit,
kombinasyon ve miktar bakimindan gesitlilik gosterir (Mann vd., 2009). Cogu sucul
ekosistemler giibre kullanimi sonucu azot kirliligine maruz kalirlar. Azot; kanalizasyon
atiklarindan, sanayi atiklarindan, kentsel yiizeysel akis, atmosferik ¢okelme ve tarimsal
uygulamalardaki azot bazli giibrelerden dolay1 ekosisteme girer (Camargo ve Ward,
1992; Carpenter vd., 1998; Rouse vd., 1999). Yagmurla birlikte azot inorganik
nitrojenik bilesiklere doniisiir (NH3/NH4+, NO,, NO3). Omegin; Kuzey Amerika’nin
gollerinden toplanan 8545 su 6rneginin %19.8’inde nitrat (NO3") konsantrasyonunun
amfibilerde 6ldiirticii olmayan etkilere yol agan doz miktarini astig1 gézlenmistir (Rouse
vd., 1999).

Bu konularda amfibilerle ilgili yapilmis bircok ¢alisma bulunmaktadir. Sulara
karisan amonyum konsantrasyonlarinin amfibi larvalarinda ¢esitli anormalliklere sebep
oldugu, aktivite kaybina yol agtig1 belirlenmistir. Diisiik konsantrasyonlarina uzun
vadeli maruz kalindiginda biiyliimeyi engelledigi, ayrica yiiksek konsantrasyonlarina
kisa vadeli maruz kalindiginda da biiyiimeyi engelledigi ortaya konmustur (Hecnar,
1995; Xu ve Oldham, 1997; Schuytema ve Nebeker, 1999a ve 1999b; Marco vd., 1999;
Griffis-Kyle ve Ritchie, 2007; Burgett vd., 2007; Karaoglu vd., 2010). Suni giibreler
diger kimyasallarla birlikte kullanildiklarinda, olumsuz etkilerinin sinerjistik bigimde
arttigi da yapilan c¢aligsmalarla (Carey vd., 1999; Hatch ve Blaustein, 2000 ve 2003; De
Solla vd., 2002; Karaoglu, 2011) saptanmustir.

Hecnar (1995)’in Bufo americanus, Pseudacris triseriat, Rana pipiens ve Rana
clamitans larvalarina amonyum nitrat giibresinin akut ve kronik etkilerini
degerlendirdigi ¢alismasinda, akut testte 6liimiin tiirden tiire degistigi gozlemlenmistir.
Ayrica iki farkli B. americanus populasyonunun kirli bolgeden alinaninda 4 giinliik
LCso degeri 39,3 mg/L olarak belirlenirken, temiz bolgeden alinanda 13,6 mg/L olarak
belirlenmigtir. Bunlarin disinda bu 6 tiire ait larvalarda beslenmede azalma, yiizmede
yavaglama ve dengesizlik, dokunmaya kars1 verilen tepkilerde gecikme, felg, govdede
cikintilarin  olugmasi, pigment kaybi, ddemlerin gelismesi, kuyrukta kivrilma gibi

anormallikler, agirlikta 6nemli diizeyde azalis ve aktivite kaybi tespit edilmistir. 100

giinliik kronik deneyde ise Pseudacris triseriata ve Rana pipiens’in 10 mg/L uygulama



grubundaki hayatta kalma oraninda Onemli diizeyde azalis ortaya c¢ikarken, R.

clamitans’in hayatta kalma oraninin etkilenmedigi belirlenmistir.

Schuytema ve Nebeker’in (1999a) Pseudacris regilla ve Xenopus laevis
larvalarma 4’er ve 10’ar glin amonyum nitrat, amonyum klor, amonyum siilfat ve
sodyum nitrat uygulanarak gerceklestirilen ¢alismasinda; P. regilla i¢in amonyum nitrat
ve amonyum siilfata ait 10 giinliilk LCsp degerleri sirasiyla 55,2 ve 89,7 mg/L olarak
tespit edilmistir. X. laevis larvalari igin ise ti¢ amonyum bilesiginin 10 giinlik LCso
degerleri; 45-64 mg/L arasinda degismekteydi. Sodyum nitratin 10 giinlikk LCsp
degerleri ise P. regilla larvalari i¢in 266 mg/L, X. laevis larvalari i¢in 1236 mg/L olarak
belirlenmistir. Agirlik veya boy artisinda 6nemli diizeyde azalisa sebep olan en diisiik
amonyum konsantrasyonu P. regilla larvalar1 i¢in 24,6 mg/L, en diisik nitrat
konsantrasyonu igin ise 30 mg/L olarak tespit edilirken X. laevis larvalari igin agirlik
veya boy artisinda Onemli diizeyde azalisa sebep olan en diisik amonyum
konsantrasyonu 99,5 mg/L, en diisiik nitrat konsantrasyonu ise 126 mg/L olarak

belirlenmistir.

Giirkan ve Hayretdag (2009), yaptiklar1 ¢alismada bakir siilfatin Bufo viridis
larvalar1 {izerindeki akut toksikolojik etkilerini morfolojik ve histolojik olarak
incelemislerdir. Gosner 21. evredeki B. viridis iribaslar1 farkli konsantrasyonlarda (0,01,
0,05 ve 0,1 mg/L) bakir siilfata 120 saat siireyle maruz birakilmiglardir. Bakir siilfatin
LCso degeri 0,058 mg/L olarak hesaplanmigtir. Morfolojik ol¢iimler, bakir stilfatin
larval gelisim ve biiylimede gerilemeye neden oldugunu gostermistir. Histolojik
kesitlerin, 6zellikle bag bolgesinden gegen enine kesitlerinde 6dem gdzlenmistir (=0,01
mg/L CuSO,). Bununla birlikte karacigerde hepatoseliiler dejenerasyon, mide ve
bagirsak epitel hiicrelerinde hasar, somit taslaklarinda deformasyon ve anomaliler
gozlenmistir (>0,01 mg/L CuSO,). 0,05 ve 0,1 mg/L CuSO4 uygulamasinin yapildigi
gruplardaki larvalarda, uyaranlara daha az tepki verme, denge kaybi1 ve yiizme

mesafesinin kisaldig1 gézlenmistir.

Lawrence ve Isimo (2010) ise yaptiklar1 ¢alismada, Bufo regularis tiiriine ait
yetiskin bireyleri, Endosiilfan ve Diazinon pestisitlerinin 0,25, 0,50, 0,75 ve 1 mg/L

konsantrasyonlarina 96 saat boyunca maruz birakmiglardir. Kontrol grubu ile diger
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gruplar arasinda ortalama 6liim orani bakimidan fark oldugu (p<0,05) ve Diazinonun
(LC50=0,44 mg/L), Endosiilfandan (LCs=0,73 mg/L) daha toksik oldugu gosterilmistir.
Endosiilfan ve Diazinon i¢in gilivenli konsantrasyonlar sirasiyla 0,07 ve 0,04 mg/L
olarak elde edilmistir. Ayn1 zaman da pestisitlerin doza bagimli olarak bigimsel ve
davranigsal anormalliklere sebep oldugu ve daha belirgin zehirlenme belirtilerinin

Diazinonun yiiksek konsantrasyonlarinda oldugu gézlenmistir.

Karaoglu (2011) ise Pelodytes caucasicus (Kafkas kurbagasi) larvalarina
amonyum nitratin dogada rastlanmasi1 miimkiin diisiik konsantrasyonlarini (0, 5, 10, 15,
20, 25 mg/L) kronik olarak 70 giin, yiiksek konsantrasyonlarini ise (0, 50, 75, 100, 150,
250, 500 mg/L) akut olarak 15 giin uygulamistir. Ayrica deneylerde nitrat kirliligi
acisindan iki farkli habitattan elde edilen iki farkli populasyon kullanilarak kirli ve
temiz bolgelerden alinan bu populasyonlarin amonyum nitrata karsit olusturdugu
tepkilerde farklilik olup olmadigi da test edilmistir. Sonuglar neticesinde amonyum
nitrat giibresinin hem kronik hem de akut diizeyde Kafkas kurbagasi larvalarina ait iki
populasyonda da biiylimeyi engelledigi, davranigsal ve fiziksel ¢esitli anormalliklere ve
Olumlere yol actig1 belirlenmistir. Fakat 6liim ve anormallik olaylarmin her ikisinin de
temiz bolge populasyonunda kirli bélge populasyonuna kiyasla 6nemli diizeyde fazla ve
erken basladigi belirlenmistir. Ayrica temiz boélge populasyonunun LCsy degeri 170
mg/L, kirli bolge populasyonunun LCsy degeri ise 204 mg/L olarak tespit edilmistir. Bu
veriler sonucunda kirli bélge populasyonunda amonyum nitrata kars1 direnci arttiran bir

adaptasyon gelistigi kanisina varilmstir.

Paunescu vd. (2012)’e gore, Pelophylax ridibundus tiiriine ait erigkin bireylerin
kullandig1 ¢aligmalari, (1) 6,5%o tuz soliisyonuna birakimis kontol grubu, (2) bireylerin
viicut agirhigma oranla Talstar 10EC’ye maruz birakilmigs (0,5 mg bifenthrin/g)
gruplarindan olusmustur. 3 hafta boyunca 2 giinde bir toksik madde (Talstar 10EC)
enjeksiyon ile periton i¢ine enjekte edilmistir. Deney bitiminde karaciger ve bobrek
cikarilarak histopatolojk olarak incelenmis ve kontrol grubunun karaciger ve bdbrek
dokularinda hi¢bir degisiklik gbzlenmemistir. Talstar 10 EC’ye maruz kalan grubun ise
karaciger dokusunda; parankimde kiiclilme, pigment farklilagsmasi, eritrositlerin

hemolizi, kilcal damar genislemesi ve sitoplazmada lipit birikimi gzlenmis olup bobrek



dokusunda; pronefrik tiibiilde vakuolizasyon, kilcal damar ve bowman kapsiiliiniin

genislemesi, nekrozis ve tiibiillerde fibrozis goriilmiistiir.

Cakic1 (2013) Pelophylax bedriage tiiriine ait yetiskin bireyleri 96 saat boyunca
karbarile maruz biraktiktan sonra sindirim sistemindeki histopatolojik degisiklikleri
incelemistir. Yetiskin kurbagalar 0,05, 0,1 ve 0,2 mg/g Konsantrasyonlarda agiz yoluyla
beslenmeye maruz birakilmistir. Histopatolojik degisiklikler orta (0,1 mg/g) ve yiiksek
(0,2 mg/g) doz gruplarinda diisiik (0,05 mg/g) doz grubundan daha belirgin oldugu
gozlenmistir. Ozofagus hiicrelerinde vakuolizasyon, hiicresel sisme, niikleer pinoz,
karyolizis ve nekroz; yemek borusu bezi antrofisi ve 6zofagus bezinin g¢evresinde
inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu; mide bezlerinde sislik, hiicresel nekroz, sikigik
epitel hiicre tabakasi ve kanama; bagirsak iginde epitel hiicre tabakasinda diizensizlik,
iltihaplanma ve nekroz ayrilmasi orta ve yliksek dozlarda gozlenmistir. Sonug olarak
karbaril P. bedriage tiiriinde sindirim sistemi ile ilgili olumsuz etkilere yol actigi

gbzlenmistir.

Bridges ve Semlitsch (2000) Karbanil adli kimyasal maddenin hem Rana
tiurlerinin  farkli populasyonlardaki etkisini incelemistir. LC degerlerinin hem

populasyon hem tiirler arasinda farklilik oldugunu bulmuslardir.

Giirkan ve digerleri (2014), Pseudepidalea variabilis larvalarini 1, 5, 10, 25 ve 50
png/L kadmiyum kloriire maruz birakarak 96 saat yiiriitiilen deney sonucunda 6liim
oraninin artan konsantrasyonlara paralel olarak arttigini tespit etmislerdir. 4 giinlik
LCio, LCsp Ve LCq degerleri sirasiyla 26,98, 35,35 ve 46,31 ug/L olarak belirlenmistir.
Olii larvalar secilip almirken sag kalan larvalarin morfolojik ve histopatolojik
incelemeleri yapilmistir. Probit analizi degerlendirmesinde baslangigta yapilan 6lgtimler
ile deney bitiminde yapilan Ol¢liimler arasinda anlamli farklar bulunmustur.
Histopatolojik inceleme sonuglarinda ise; solunga¢ katmanlarinin birlesmesi ve
deformasyonu, pronefrik tiibiillerin yapisinda deformasyon, karacigerde deformasyon,

kanama ve vakuolizasyon gézlenmistir.

Karadeniz Bolgesi’nde ¢ay tarimi yapilan yorede uzun yillardan beri yogun bir

sekilde kullanilan amonyum siilfat giibresi, bu yorede topraklarinin asitlesmesinde
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onemli rol oynamustir. Asidik kosullarda nitrifikasyon olay1r ¢ok diisiik diizeyde
gerceklesse de amonyum siilfat toprakta nitrata yiikseltgenmektedir (Kacar, 1992). Bu
calismanin amaci da Rana macrocnemis larvalar tizerinde ¢ay tariminda kullanilan
amonyum siilfat suni giibresinin 96 saat boyunca 0, 50, 75, 100, 150, 250 ve 500 mg/L
konsantrasyonlarina maruz birakilarak akut toksikolojik, morfolojik ve histopatolojik

etkilerinin arastirtlmasidir.

1.2. Amfibiler Hakkinda Genel Bilgiler

Amfibiler; hem suda hem de karada yasadiklarindan iki yagsamlilar anlamina gelen
Amphibia (Yunanca, Amphi=iki; Bios=yasam) adi verilmistir (Kuru, 2001). Gerek
morfolojik gerekse fizyolojik bakimindan Baliklar ile Siirlingenler arasinda yer alirlar
(Sekil 2). Embriyolarinin amniyon zar1 igermemesi agisindan baliklara, dort ayaklarinin
bulunmasi agisindan da kara omurgalilarina benzerler. Amfibilerin habitatindaki
degisiklikler, sucul ve otcul bir larvadan karasal ve et¢il bir ergine doniisiimii igerir.
Bununla beraber, bazi kara kurbagalar1 hayatlarinin ¢ogunu karada gegirirken diger bazi
amfibiler hayatlar1 boyunca suda kalir. Genel olarak yumurtalar suda gelistigi gibi, larva
evreside suda geger; ergin evrede karaya ¢ikanlarin ¢ogu iireme zamaninda suya gider

(Ozeti ve Yilmaz, 1994; Demirsoy, 2005).

Viicutlart tamamen c¢iplaktir: pul, tily, kil gibi deri tirevleri bulunmaz. Yalniz
Apoda (Bacaksiz Kurbagalar)’da deri i¢inde kiigiik pullar bulunur. Derileri bol bez
icerir. Bazi bezlerin saldigt mukus maddesi deriyi 1slak ve kaygan tutar. Zehir
salgilayan bezler de vardir. Sogukkanli (poikilotherm) hayvanlardir. Kalpleri iki
kulak¢ik (atrium) ve bir karincik (ventrikulus) olmak iizere ii¢ gozliidiir. Alyuvarlar

oval ve nukleusludur.

Amfibilerde; solunga¢ solunumu (larvada), akciger solunumu (erginde), deri
solunumu ve agiz i¢i-yutak boslugu solunumu (ergin ve larva formlarda) olmak iizere 4
tip solunum goriiliir. Baliklarda su i¢indeki titresimleri almaya yarayan 6zel duyu organi
sadece amfibi larvalarinda ve tamamen sucul amfibilerde bulunur. Isitme duyusu
genelde Anura’lar da daha iyi gelismis durumdadir. Ciinkii Urodela’larda orta kulak

bulunmaz
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Sekil 2. Omurgali siniflar1 ve bu siniflarin daha biiyiik gruplar halinde birlestirilmesi
(Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Erginleri bocek, solucan salyangoz gibi canlilarla beslenirken larvalari gruba gore
degisiklik gosterir. Kuyruklu kurbaga larvalari etgilken kuyruksuz kurbaga larvalart ilk
donemleri otgul, daha gelismis olanlar1 et¢ildir. Renkleri kuyruksuz kurbagalarda
bulundugu ortama uyum saglayacak yapidayken, kuyruklu kurbagalarda oldukga
canlidir (Ozeti ve Yilmaz, 1994; Demirsoy, 2005; Budak ve Gé¢men, 2008).

Gelismis amfibiler 3 takima ayrilirlar. Bunlar;

1) Apoda (Gymnophiona, Coecilia= Bacaksiz Kurbagalar)
2) Urodela (Caudata, Gradientia= Kuyruklu Kurbagalar)
3) Anura (Salientia= Kuyruksuz Kurbagalar) (Sekil 3)



Sekil 3. Giiniimiizde yasayan amfibi gruplarina iligskin temsili 6rnekler. (a): Bir
kuyruklu kurbaga; (b): Bir kuyruksuz kurbaga; (C): Bir bacaksiz kurbaga
(Budak vd., 2002).

Bacaksiz kurbagalar (Apoda), sicak iilkede yasarlar. Bacaklar1 bulunmayan bu
hayvanlar, dis goriiniisleri bakimindan yilana veya solucana benzerler. Genel olarak
derileri dig taraftan halkalara ayrilmistir. Birgogunun derilerinin i¢inde, dermis orjinli,
kalker i¢eren pullar bulunur. Yer altinda yasadiklarindan dolayi, gozleri az ¢ok korelmis
durumdadir. Kuyruk kisimlar1 ¢ok kisa veya hi¢ yoktur. Bugiin yasayan bacaksiz
kurbagalar 34 cins i¢inde 165 kadar tiirdiir.

Kuyruklu kurbagalarin yayilis alan1 diinyanin yalniz kuzey yarim kiiresidir. Dig
goriiniisleri kertenkeleye benzer. Fakat derilerinin ¢iplak olusuyla kolay ayirt edilirler.
On bacaklar ile arka bacaklar esit uzunluktadir. Baz1 iiyelerde arka bacaklar bulunmaz.
Erkeklerinde ciftlesme organi bulunmamakla beraber ddllenme igtedir. Gelismeleri
metamorfozludur, fakat larva ile ergin arasinda ¢ok biiyiikk farklar bulunmaz. Dig
goriiniis bakimindan larvada goze carpan oOzellik, dis solunga¢larin bulunmasidir.
Kuyruk hem larva evresinde hem de erginde mevcuttur. Kuyruklu kurbagalarin bir

kisminda dis solungaclar ergin donemde de kalir.
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Anuralar; tlir sayis1 bakimindan en zengin grubu olustururlar. Kozmopolittirler
yani diinyanin her tarafinda yayilig gosterirler. Viicut genisce yapili olup, bas ile govde
arasinda boyun kismi bulunmaz. Ergin evrede kuyruksuzdurlar, sigramaya elverisli olan
arka bacaklar1 6n bacaklardan daha uzundur. Suya bagimli olanlarda parmak aralarinda
yiizme zar1 bulunur. Bazi tiirlerin erkeklerinde ses keseleri bulunur. Ureme sekli
acisindan cesitlilige sahiptirler. Birkag istisna disinda déllenme distadir. Bugiin yasadigi
saptanan kuyruksuz kurbaga 301 cins icinde 3438 tiirdiir. Yasayan amfibi tiirlerinin
%85’ini kuyruksuz kurbagalar takimi olusturmaktadir. Bunun yani sira, kuyruklu
kurbagalar takim1 mevcut amfibi tiirlerinin yalniz %10’unu, bacaksiz kurbagalar takimi
ise %5’ini meydana getirir (Ozeti ve Yilmaz, 1994; Demirsoy, 2005; Budak ve
Go6gmen, 2008).

1.3. Cahsilan Tiiriin Sistematikteki Yeri

Alem : Animalia (Hayvanlar)

Sube  : Chordata (Sirt Iplikliler)

Smif  : Amphibia (Iki Yasamlilar, Kurbagalar)
Takim : Anura (Kuyruksuz Kurbagalar)

Aile : Ranidae (Gergek Su Kurbagalari)

Cins  :Rana

Tiir : Rana macrocnemis (Uludag Kurbagasi) (Sekil 4).
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Sekil 4. Ergin bir Rana macrocnemis’in genel goriiniimii.

1.3.1. Morfolojik Karakterleri

Viicut boyu 8 cm kadar, goz bebegi yatay, bas yanlarindaki koyu bantlar
(temporal serit) barizdir. Deri genellikle piirtiiklii sirt yanlarindaki boyuna uzanan deri
kivrimlart az ¢ok barizdir. Erkeklerde i¢ ses kesesi bulunur. Sirt taraf pembemsi
kahverengi veya tugla kirmizisi, bu zemin iizerinde sinirlar1 kesin olmayan kahverengi
veya siyahimsi lekeler bulunur. Sirt ortasinda boyuna uzanan agik renkli serit nadiren
goriilen karin taraf lekesiz, pembemsi veya sarimsi pembedir (Baran vd., 2012). Arka
ayaklarda ylizme zar1 vardir (6n ayak parmaklar1 serbesttir). Arka bacaklari uzundur;
one dogru uzatildiginda, tibio-tarsal eklem basin u¢ kismina erisir. I¢ metatarsal
tiberkiiller1 oval; on bacaklarinin (erkeklerde) birinci parmaklarindaki siskinlik

yekparedir (Ozeti ve Y1ilmaz, 1994; Demirsoy, 2005).
1.3.2. Biyolojik-Ekolojik Ozellikleri ve Yayilis1

Genellikle acik arazide veya agacli kisimlardaki kiiglik dereler ve bunlarin kenar
bolgelerinde yasarlar. Ayrica 1slak zeminli ¢ayirliklarda veya suya yakin diger yerlerde

de goriliirler. Besinlerini bocek tiirleri teskil eder. Disiler yumurtalarin1 kiimeler
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halinde derelerin kenarlarindaki bitkili ve durgun kisimlara birakirlar. Dag kurbagasi
olan bu tiir 1000 metreden algak yerlerde bulunmaz. Uzun kis mevsimini dere
kenarlarindaki c¢ayir koklerinin teskil ettigi yastiklar arast ve altinda gegirirler.
Tiirkiye’de Bati, Giiney, Dagu ve Kuzey Anadolu Bélgeleri’nde yayilmistir (Sekil 5).
Vertikal dagilisi 1000 ile 2300 metre arasinda degisir (Baran vd., 2012).

icharest

Istanbul

Yerevan St

|zmir

Aleppo

Sekil 5. Rana macrocnemis’in Tiirkiye ve diinyadaki dagilis alan1 (IUCN) (URL-1).

1.4. Amonyum Siilfat Giibresi Ile Tlgili Bilgiler

Genellikle beyaz rekte ve toz seker goriinlimiindedir. Bu 6zelliginden dolay1 seker
giibre diye tanmir. 100 kilo amonyum siilfat giibresinde 21 kilo azot (N), 24 kilo
civarinda da bir basa besin maddesi olan kiikiirt (S) bulunur. Amonyum siilfat
giibresindeki azot amonyum formundadir. Ancak giibre topraga uygulandiktan bir siire

sonra amonyumun bir kismi1 nitrata doniistr.
Amonyum siilfat giibresindeki amonyum, toprak tarafindan ismen tutuldugu i¢in

verilen giibrenin sulama suyu ve yagislarla yikanarak kaybolmasi kismen onlenmistir.

Amonyum siilfat asit karakterli bir giibredir (URL-2).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal ve Metot

Bu g¢alismada Mayis 2013 tarihinde Rize-Ovit Dagi mevkiine (2695 m)
diizenlenen arazi ¢alismasi sonucunda toplanan Rana macrocnemis (Uludag kurbagast)
tirtine ait yumurtalardan, laboratuvar ortaminda e¢lde edilen larvalara degisik
konsantrasyonlarda uygulanan amonyum siilfat tarim giibresinin akut toksikolojik,

morfolojik ve histopatolojik etkileri incelenmistir.

2.1.1. Arazi Calismasi

Tiirlin ireme doneminde Rize-Ovit Dagi (Sekil 6) mevkiine (40°37'30.26" K ve
40°46'53.83" D, 2695 m) diizenlenen arazi caligmasi neticesinde akarsu yataginin
kenarlarinda bulunan irili ufakli 4 farkli su birikintilerinden (Sekil 7), yaklasik 180
kurbaga yumurtast ve yumurtalarin bulundugu sulardan Ornekler alindi. Alinan
yumurtalar laboratuvara ulasincaya kadar embriyolarin oksijen gereksinimini
karsilamaya yetecek kadar su alabilen ve dokiilmeye kars1 kapagi bulunan fakat oksijen
girigini saglamak amaciyla delikleri bulunan plastik bir kaba koyuldu. Arazi ¢alismasi
sirasinda sucul habitata ait sicaklik degeri kullanilan elektronik termometre ile 14-19°C
olarak, suyun ortalama pH degeri ise portatif pH metre yardimiyla 7.05 olarak

Olgtilmiistiir.
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Sel 6. -Cahsma pllan alanln harita iizerinde gsterimi (Krrriiz; 6gek gizisinin
uzunlugu 50.05 km.)

Pogoi= - Al S ; i
Sekil 7. Yumurta 6rneklerinin alindigi ortam.
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2.1.2. Su Orneklerinin Elde Edilmesi ve Saklanmasi

Yumurta Orneklerinin alindigi ortamlardan su Ornekleri alinirken 500 ml’lik
plastik kaplar kullanildi. Su 6rnekleri alinir alinmaz buz iceren kapakli kopiik kablara
alindi. Ciinkii 1s1 artig1 nitrat ve nitrit bakterilerinin aktivitesini artirarak nitrat ve nitrit
degerlerini etkilemekte ve analizlerde yanlis sonucglarin alinmasina yol agmaktadir. Bu
sebepten dolay:r da laboratuvara ulasildiginda da 6rnekler -20°C’de saklandi. Analizler

yapilmadan once sularin agilmasi i¢in +4°C’de bekletildi.

2.1.3. Su Analizlerinin Yapilmasi

Alinan su 6rneklerinin analizleri, Spektroquant cihazi (Novago-Merck) (Sekil 8)
kulanilarak nitrit (NO,), nitrat (NO3), amonyum (NH,) ve siilfat (SO,) tayin kitleri ile
gerceklestirildi. Olgiim sonuglar1 Tablo 1°de bulunan su kaynaklarinin smiflarma gore

kalite kriterleri ile karsilastirildi.

Sekil 8. Su analizlerinin yapildig1 Spektroquant cihazi.
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Tablo 1. Su kaynaklariin siiflarina gére kalite kriterleri (c: pH degerine bagli olarak
serbest amonyak azotu konsantrasyonu 0.02 mg NH3;™N/L degerini
gecmemelidir).

Su kalite simiflari
Su kalite parametreleri I Il. 1. (\VA
Kalitesu  Kalitesu (Az  Kalite su Kalite su
(Yiksek  kirlenmis su) (Kirlenmis (Cok

kalite su) su) kirlenmis
su)
1) Sicaklik (°C) 25 25 30 >30
2) pH 6,5-8,5 6,5-8,5 6,0-9,0 6,0-9,0
disinda
3) Oksijen doygunlugu (%) 90 70 40 <40
4) Coziinmiis oksijen(mg O,/L) 8 6 3 <3
5) Siilfat iyonu (mg SO, 2/L) 200 200 400 >400
6)Amonyum azotu (mg NH,"-N/L) 0,2° 1° 2° >2
7) Nitrit azotu (mg NO,-N/L) 0,002 0,01 0,05 >0,05
8) Nitrat azotu (mg NO3; N/L) 5 10 20 >20

2.1.4. Alinan Yumurta Orneklerinin Bakin

Laboratuvara getirilen yumurtalar, RSW (Reconstituted Soft Water veya Yapay
Tatli Su) ¢ozeltisi igerisine alind1 (Karaoglu, 2011). Su sicakliginin dogal ortama uygun
olarak 14-19°C civarinda olmasina dikkat edildi. Gerekli oksijen ise siirekli islev géren
hava motorlariyla karsilanmaya c¢alisildi (Johansson vd., 2001). Yumurtalarin
bulundugu kap igerisine bitkiler yerlestirildi. Boylece yumurtalarin kabin zeminine
direkt temas etmeleri engellendi. Bu da yumurtalarin iyi oksijen alabilmesi ve iyi

sekilde gelismesi saglandi (Demirsoy, 2005; Karaoglu, 2011).

2.1.5. Larvalarin Uygun Gelisim Asamasina Kadar Biiyiitiilmesi ve Deney
I¢in Uygun Larva Secimi

Larvalar yumurtadan ¢iktiktan sonra RSW ¢ozeltisi icerisinde, sicakligr 14-19°C
civarinda ve hava motorlartyla biiyiik bir akvaryumun igerisinde tutularak Gosner
(1999)’in Olgiitlerine gore 25. gelisim asamasina kadar ulasmalar1 beklendi (Johansson
vd., 2001; Hecnar, 1995). Bu asamaya kadar disaridan besin alma ihtiyaglar
olmadigindan hicbir besin verilmedi ve bu esnada larvalar ¢ikana kadar 3 giinde bir

RSW c¢ozeltisi degistirildi.
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Gosner’in 25. gelisim asamasina ulasan larvalardan deney i¢in morfolojik a¢idan
veya davranis acisindan herhangi bir anormalligi olmayan larvalardan gerekli sayida

secilerek deney ¢ozeltisine koyuldu (Xu ve Oldham, 1997).

2.1.6. Deney Sartlar1 ve Deney Cozeltisinin Hazirlanmasi

Tiim deney yaklasik 14-19°C’deki ¢ozeltilerde gergeklestirildi. Oda sicakligi ise
Klima yardimi ile sabit tutuldu. Deney, 5 litrelik kaplarda 2 litrelik ¢ozeltiler igerisinde
gerceklestirildi (Sekil 9).

Deneyler i¢in gerekli ¢cozeltiler, RSW hazirlanarak igerisinde 0, 50, 75, 100, 150,
250 ve 500 mg amonyum siilfat (%21 azot (N), %24 kiikiirt (S)) ¢oziilerek olusturuldu.
RSW ise; 1 litre deiyonize su igerisinde 48 mg NaHCO3, 30 mg CaSO,.2H,0, 61 mg
MgSO47H,0, 2 mg KCI ¢oziilerek hazirlandi. Her ¢ozeltinin pH’st 10 mM Tris

tamponu ile 7,5’e ayarlandi.

Sekil 9. Deneyde kullanilan kaplar ve deney diizeneginin genel goriiniimii.
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2.1.7. Akut Deneyin Uygulanisi

Deneyin bu asamasinda gergeklestirilen uygulamada, larvalara alindig1 ¢evrede
bulunmayacak diizeyde amonyum siilfat suni giibresi uygulanarak, amonyum siilfatin

bu tiiriin larvalarn tizerindeki akut toksikolojik etkileri arastirildi.

Deneyin bu asamasinda konsantrasyonlar1 0, 50, 75, 100, 150, 250, 500 mg/L
olacak sekilde amonyum siilfat kullanilarak ¢ozeltiler olusturuldu. Bu islem her bir
konsantrasyon i¢in 5’er tekrarli yapildi. Her konsantrasyon igin bir deney kabi1 2 litre
cozelti ve 5 larva igerecek sekilde diizenlendi. Bdylece her konsantrasyon icin 25’er
larva ve tiim deney uygulamasinda toplam 175 larva kullanilmis oldu. Her ¢ozeltinin

pH’s1 10mM Tris tamponu ile 7,5’e ayarlandi.

Deneye baglamadan 6nce 175 larvanin agirliklari (gr) hassas terazi, boyu (mm) ise
hassas elektronik kumpas kullanilarak 6lgiildii. Her bir larva dnce yumusak bir bez
tizerine koyularak hizli ve dikkatli bir sekilde kurulandi. Sonra hassas terazi iizerine
yerlestirilmis ici su ile dolu ve darasi alinmis saat cami igerisine koyularak agirliklar
Ol¢iildii. Ayni saat camu igerisinde suyu biraz pipet ile ¢ekilerek larva hareketsiz halde
iken kumpasin uglar1 larvanin gévde ucu ve kuyruk ucuna temas edecek bigimde
acilarak boylar1 6lgiildii (Tablo 2). Olgiim degerleri kaydedilen her larva tek tek
numaralandirilmis plastik bardaklara alindi. Olgiimleri bilinen bu 175 larva uygulama
gruplarinin tiimiinde her tekrarda larvalarin baslangic agirliklart esit olacak bigimde

dagitildi.
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Tablo 2. Deney Oncesi larvalarin boy ve agirlik 6lgtimleri.

Birey No Boy Agirhk Birey No Boy Agirhk

1 16,17 mm 0,0492 g 47 14,33 mm 0,0434 g
2 15,69 mm 0,0429 g 48 12,10 mm 0,039 ¢
3 15,62 mm 0,0354 g 49 12,73 mm 0,0529 g
4 12,57 mm 0,02714¢ 50 12,84 mm 0,0501 ¢
5 13,97 mm 0,0476 g 51 14,25 mm 0,0511 ¢
6 15,24 mm 0,0473 g 52 16,17 mm 0,0520 ¢
7 12,47 mm 0.01414¢ 53 12,63 mm 0,0677 g
8 12,42 mm 0,0234 g 54 12,95 mm 0,0233 ¢
9 16,28 mm 0,0757 g 55 15,18 mm 0,0568 g
10 14,52 mm 0,0309¢g 56 16,21 mm 0,0506 g
11 14,61 mm 0,0447 g 57 14,20 mm 0,0470 g
12 12,87 mm 0,0237 g 58 12,14 mm 0,0151 ¢
13 15,14 mm 0,0752 g 59 14,04 mm 0,0252 ¢
14 15,44 mm 0,0619 g 60 12,44 mm 0,0301 ¢
15 16,06 mm 0,0538 ¢ 61 12,37 mm 0,0304 ¢
16 14,01 mm 0,0470 g 62 12,04 mm 0,0234 g
17 15,89 mm 0,0530¢g 63 12,82 mm 0,0406 ¢
18 13,81 mm 0,0328 g 64 12,47 mm 0,0236 ¢
19 15,13 mm 0,0507 g 65 12,55 mm 0,0260 g
20 12,95 mm 0,0398 g 66 12,84 mm 0,0332 ¢
21 15,86 mm 0,0465 g 67 11,90 mm 0,0146 ¢
22 12,80 mm 0,0226 g 68 16,80 mm 0,0718 ¢
23 12,82 mm 0,0380¢ 69 15,92 mm 0,0508 g
24 12,09 mm 0,0194 g 70 15,50 mm 0,0403 ¢
25 12,80 mm 0,0300¢ 71 14,21 mm 0,0442 ¢
26 12,17 mm 0,0244 g 72 13,92 mm 0,0338 ¢
27 14,69 mm 0,0426 g 73 12,87 mm 0,0391 ¢
28 15,57 mm 0,0425 g 74 12,64 mm 0,0366 ¢
29 16,61 mm 0,0630 ¢ 75 15,27 mm 0,0510¢
30 12,17 mm 0,0245 g 76 12,83 mm 0,0297 ¢
31 16,52 mm 0,0756 g 77 12,42 mm 0,0291 ¢
32 14,33 mm 0,0408 g 78 14,13 mm 0,0446 ¢
33 12,64 mm 0,0338¢g 79 12,62 mm 0,0315¢
34 15,59 mm 0,0434 g 80 12,04 mm 0,0337 ¢
35 14,30 mm 0,0669 g 81 13,98 mm 0,0474 ¢
36 14,49 mm 0,0555¢g 82 14,74 mm 0,0360 g
37 16,06 mm 0,0661 g 83 13,85 mm 0,0305¢
38 11,63 mm 0,0339 ¢ 84 15,17 mm 0,0338 ¢
39 12,58 mm 0,0328 g 85 12,06 mm 0,0268 ¢
40 16,48 mm 0,0656 g 86 12,48 mm 0,0351 ¢
41 12,73 mm 0,0662 g 87 16,08 mm 0,0410¢
42 12,91 mm 0,0480 ¢ 88 12,54 mm 0,0298 ¢
43 12,17 mm 0,0391 ¢ 89 14,11 mm 0,0319¢
44 15,49 mm 0,0624 g 90 12,64 mm 0,0300 ¢
45 14,14 mm 0,0454 g 91 12,91 mm 0,0466 ¢
46 14,12 mm 0,0436 g 92 12,92 mm 0,0690 g
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Tablo 2 (devam). Deney Oncesi larvalarin boy ve agirlik 6l¢timleri.

Birey No Boy Agirhk Birey No Boy Agirhik
93 12,48 mm 0,0344 g 135 13,99 mm 0,0332 ¢
94 14,04 mm 0,0246 g 136 13,96 mm 0,0516 g
95 13,95 mm 0,0282 g 137 12,33 mm 0,0206 ¢
96 14,58 mm 0,0414 g 138 12,22 mm 0,0255 ¢
97 14,74 mm 0,0379¢ 139 12,13 mm 0,0289 g
98 16,08 mm 0,0558 g 140 11,54 mm 0,0185¢
99 12,87 mm 0,0365¢g 141 15,98 mm 0,0478 ¢
100 14,60 mm 0,0487 g 142 14,45 mm 0,0380¢
101 14,90 mm 0,0466 g 143 12,15 mm 0,0245¢
102 14,27 mm 0,0400 g 144 12,48 mm 0,0267 ¢
103 14,35 mm 0,0562 g 145 12,80 mm 0,0383 ¢
104 12,31 mm 0,0280 g 146 15,62 mm 0,0412 g
105 12,65 mm 0,0289 g 147 14,14 mm 0,0411 ¢
106 15,22 mm 0,0512 ¢ 148 12,85 mm 0,0246 ¢
107 12,68 mm 0,0400 g 149 15,23 mm 0,0541 ¢
108 15,62 mm 0,0370 g 150 14,69 mm 0,0415¢
109 14,42 mm 0,0272 g 151 14,47 mm 0,0347 g
110 12,93 mm 0,0210¢g 152 13,96 mm 0,029 ¢
111 14,11 mm 0,0301 ¢ 153 16,54 mm 0,0793 ¢
112 12,60 mm 0,0257 g 154 12,19 mm 0,0295 ¢
113 14,17 mm 0,0305¢g 155 16,21 mm 0,0603 g
114 14,42 mm 0,0445 g 156 14,52 mm 0,0334 ¢
115 14,11 mm 0,0293 g 157 12,85 mm 0,0263 ¢
116 12,62 mm 0,0408 g 158 15,62 mm 0,0469 ¢
117 15,40 mm 0,0340 ¢ 159 16,54 mm 0,0605 g
118 12,89 mm 0,0383 g 160 12,02 mm 0,0430 ¢
119 15,95 mm 0,0544 g 161 12,09 mm 0,0476 ¢
120 14,69 mm 0,0506 g 162 14,07 mm 0,0304 ¢
121 11,28 mm 0,0220 g 163 12,88 mm 0,0332 ¢
122 12,11 mm 0,0644 g 164 15,45 mm 0,0225 ¢
123 12,90 mm 0,0330¢g 165 12,88 mm 0,0246 ¢
124 12,81 mm 0,0386 g 166 12,97 mm 0,0315¢
125 15,58 mm 0,0530¢g 167 16,55 mm 0,0660 g
126 14,38 mm 0,0438 g 168 13,99 mm 0,0279 ¢
127 13,90 mm 0,0306 g 169 12,06 mm 0,0224 ¢
128 14,69 mm 0,0402 g 170 13,86 mm 0,0260 g
129 12,90 mm 0,0302 g 171 12,81 mm 0,0242 g
130 12,09 mm 0,0310¢g 172 12,12 mm 0,0360 g
131 12,69 mm 0,0305¢g 173 14,68 mm 0,0560 g
132 12,11 mm 0,0324 g 174 15,17 mm 0,0551 g
133 15,65 mm 0,0480 ¢ 175 12,62 mm 0,0422 g
134 16,88 mm 0,0641 g

Larvalara besin olarak hassas terazide tartilmis esit agirliklara sahip haslanmig
marul verildi. 4 giin siiren deney siirecinde ¢ozeltiler her giin yenilendi. Deneyler
boyunca larvalar rahatsiz edilmeyecek sekilde sabah ve aksam gozlemlendi ve

davranigsal veya morfolojik anormallikler kaydedildi, 6lii larvalar sayilarak alindi (6lii
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larvalar %4’lik formaldehitte saklandi). Deneyin sonunda larvalarin biiytikliikleri,

agirliklari, morfolojik ya da davranigsal degisiklikleri ve 6liim oranlar1 hesaplandi.

Larvalara dogada bulunan amonyum siilfat degerlerinin {istiinde dozlar
uygulanarak bu tiir i¢in popiilasyonlarinin yarisinin 6liimiine yol agacak amonyum

siilfat konsantrasyonu (LCso) belirlendi.

2.1.8. Histopatolojik Calismanin Yapilisi

Akut deneyin uygulamasindan sonra canli olan larvalar buzlu su igerisinde
bekletilerek dtenazi uygulandi. Olen larvalar ise % 4’liikk formaldehit igerisinde 2 saat
bekletildi. Her konsantrasyonun tekrarlarina ait 50 ml’lik kapakli kaplar kullanildi.
Dokularin o andaki goriiniimiinlin 1s1, nem ve enzimlerin etkisiyle degismesini,
bozulmasini dnlemek i¢in doku tespiti yapildi. Bunun i¢in Bouin’s soliisyonu kullanildi.
Olen larvalar kaplar igerisine ve larva bas1 10 ml Bouin’s soliisyonu (750 ml pitrik asit-
250 ml %40’lik formaldehit-50 ml gleserol asetikasit) eklenerek 10 saat bekletilip %50-
%70 alkol icerisinde 1 giin muhafaza edildi. Tespit sivist olarak kullanilan Bouin’s
sollisyonunu uzaklastirmak ve dokunun sertlesmesi i¢in larvalar kasetler icerisine
koyularak 4 saat suda yikanip rutin takip islemi igin %50-%100’liik alkol serilerinden
gecirildikten sonra 2 defa da ksilenden gecirildi. Bu islem icin doku takip cihazi
(Thermo Scientific Shandon Citadel 2000) (Sekil 10a.) kullanildi. Larvalar dikdortgen
prizma bi¢imindeki kaliplara koyuldu ve tizerlerine 1sitilmis parafin dokiiliip, ardindan
sogutulmasiyla bloklar (Sogutma cihazi: Leica EGI1150C, Bloklamacihazi:
Leicac1150H) (Sekil 10b.) elde edildi. Parafin bloklar mikrotom (Leica RM2255) (Sekil
10c.) ile 3-5 um kalinlikta kesildi ve daha iyi gériinmesi i¢in 1lik su banyosuna koyuldu,
oradan da lamlar iizerine alindi. Ardindan kesitlerin kuruyup lama yapismasi i¢in etiive
koyuldu ve elde edilen kesitler boyama cihazi (Leica ST5020) (Sekil 10d.) ile
hematoksilen-eosinle (H&E) boyandi. Lam iizerinde bulunan kesitlerin {izerine lamel
kapatilarak kalic1 preparat hazirlandi. Hazirlanan preparatlar mikroskop (Olympus
BX51) (Sekil 10e.) altinda incelendi.
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Sekil 10. Histopatolojik incelemeerde kullanilan cihazlar: a. Doku takip cihazi (Thermo
Scientific Shandon Citadel 2000), b. Sogutma cihazi: Leica EG1150C,
Bloklamacihazi: Leicacl150H, c. Mikrotom (Leica RM2255), d. Boyama
cihazi (Leica ST5020), e. Mikroskop (Olympus BX51).

2.1.9. istatiksel Analizler

Uygulanan deneylerde kontrol grubu ve degisik konsantrasyonlarda amonyum
siilffata maruz birakilmis gruplara ait boy ve kilo bakimindan ve histopatolojik
incelemeler sonucunda karaciger, mide ve bagirsak dokularinda konsantrasyonlar
arasinda fark olup olmadigmin belirlenmesinde Kruskal-Wallis testi (SPSS 21)

kullanilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Araziden alinan su érneklerinin analiz sonuclar:

Nitrit (NOy), nitrat (NO3), amonyum (NH,) ve siilfat (SO4) tayin kitleri ile yapilan
analiz sonuglarinda nitrit (NO;) degerleri 0,009 mg/L, nitrat (NO3) degerleri 0,2-0,6
mg/L, amonyum (NH,) degerleri 0,43-4,31 mg/L ve siilfat (SO4) degerleri ise 2-4 mg/L
olarak bulundu. Elde edilen su analiz sonuglarinin ortalamasi ise Tablo 3’de

goriilmektedir.

Yapilan su analizleri sonucuna gore; Nitrat azotu ve Siilfat iyonu bakimindan
alian tiim su ornekleri I. Kalite su (Yiiksek kaliteli su), Amonyum azotu bakimindan
Akarsu ve 1.Su birikintisinden alinan su 6rnekleri IV. Kalite su (Cok kirlenmis su), 2.
su birikintisi ile 3. su birikintisinden alinan su 6rnekleri I1. Kalite su (Az kirlenmis su)
ve Nitrit azotu bakimindan alinan tiim su 6rnekleri II. Kalite su (Az kirlenmis su) olarak

tespit edilmistir.

Tablo 3. Su analiz sonuglari

SU ORNEKLERININ ALINDIGI ORTAMLAR

OLCULEN PARAMETRELER Akarsu Su Su Su
birikintisi 1 birikintisi 2  birikintisi 3

1) Sicaklik (°C) 8,4 12,9 15,3 15,8
2) pH 7,28 7,12 6,86 7,16
3) Oksijen doygunlugu (%) 103,0 107,6 140,4 138,6
4) Tletkenlik (uS/cm) 32,5 27,6 18,78 13,95
5) Coziinmiis oksijen(mg O,/L) 8,37 8,19 10,13 9,91
6) Siilfat iyonu (mg SO,%/L) 4 4 3 4
7) Amonyum azotu (mg NH,*-N/L) 2,035 2,495 1,705 0,79
8) Nitrit azotu (mg NO,-N/L) 0,009 0,009 0,009 0,009
9) Nitrat azotu (mg NO3-N/L) 0,25 0,35 0,35 0,4

3.2. Akut Toksik Deney

Deney uygulanmaya baglanmadan 6nce 175 larvanin boy ve agirlik olgiimleri
yapildi. Numaralandirilmis plastik bardaklara alinan bu larvalar agirlik ortalamalar1 her

deney kabinda ortalama esit olacak sekilde ve her konsantrasyon igin 5 tekrara, her
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tekrara da 5’er larva gelecek sekilde dagitildi. Boylece bir konsantrasyon igin 25 larva
kullanild1. Deney 4 giin devam etti ve deney siiresince her giin sabah aksam larvalar
gozlenerek gerekli notlar alindi. Uygulamaya baslanmadan 6nce (Tablo 4) ve uygulama
bittikten sonra (Tablo 5) larvalarin agirlik ve boylar1 olgiilerek her konsantrasyonun

tekrarlarindaki agirlik ve boy ortalamalar belirlendi.

Tablo 4. Uygulamaya baglamadan 6nce 6 farkli amonyum siilfat konsantrasyonunda
bulunan larvalarin yaklagik ortalama agirliklar1 (gram).
UYGULAMA ONCESI
Omg/L 50mg/L 75mg/L 100 150 250 500
mg/L mg/L mg/L mg/L
1.Tekrar 0,04006 0,04002 0,04002 0,03996 0,03996 0,04000 0,04008
2.Tekrar 0,04008 0,04001 0,04002 0,04010 0,04004 0,04002 0,04002
3.Tekrar 0,04004 0,03992 0,04006 0,03992 0,04006 0,04010 0,03994
4.Tekrar 0,04010 0,03990 0,04000 0,04008 0,04004 0,04000 0,03998
5.Tekrar 0,04012 0,04003 0,04006 0,03996 0,04004 0,03998 0,04008

Tablo 5. Uygulama bittikten sonra 6 farkli amonyum siilfat konsantrasyonunda bulunan
larvalarin yaklasik ortalama agirliklar1 (gram).
UYGULAMA SONRASI
Omg/L 50mg/L 75mg/L 100 150 250 500
mg/L mg/L mg/L mg/L

1.Tekrar 0,07384 0,07603 0,05242 0,05620 0,04476 0,03968 0,03602

2.Tekrar 0,04854 0,09520 0,04232 0,03802 0,0498 0,03966 0,02716

3.Tekrar 0,05156 0,05228 0,05250 0,03716 0,04252 0,04908 0,04048

4.Tekrar 0,05295 0,05908 0,05208 0,06346 0,04368 0,03278 0,03652

5.Tekrar 0,05538 0,07040 0,04212 0,05396 0,05132 0,04840 0,03706

Deney siirecinde yapilan gozlemler sonucunda farkli amonyum siilfat
konsantrasyonlarina ait her bir tekrarda bulunan bireylerin 6lim ve davranigsal
anormallik vaka sayilart Tablo 6°de gosterilmektedir. 4 giin sonun da LCyo=117,67
mg/L, LC5,=436,623 mg/L ve LC7,=567,141 mg/L olarak belirlenmistir (Tablo 7).
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Tablo 6. 4 giin boyunca gézlemlenen 6lii ve anormallikler (yy: yiizmede yavaslama
gozlemlenen birey, ty: ters yiizme gbzlemlenen birey).

1. GUN
Konsantrasyon 0 50 75 100 150 250 500
| Tekrar mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
1.Tekrar 1 oli 1 ol
2. Tekrar 1lyy.
3.Tekrar
4. Tekrar 1yy. 1yy.
1 oli
5.Tekrar 1yy.
2. GUN
Konsantrasyon 0 50 75 100 150 250 500
| Tekrar mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
1.Tekrar lyy. 1 oli
1yy.
2. Tekrar 1 6li 4vyy.
3.Tekrar 1 oli 3Vy.
4. Tekrar 1yy. 2yy. 2 ty.
5.Tekrar 1vyy. 1 oli
3. GUN
Konsantrasyon 0 50 75 100 150 250 500
| Tekrar mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
1.Tekrar 2ty.
2Vy. 1yy.
2 oli
2. Tekrar 4ty.
1 oli
3.Tekrar 1 6li
2 ty.
2Vy.
4. Tekrar 1 oli 1 oli 1ty.
2 oli
5.Tekrar 1ty. lyy
4. GUN
Konsantrasyon 0 50 75 100 150 250 500
| Tekrar mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
1.Tekrar 2 olu 3 oli
2. Tekrar 4 ol
3.Tekrar 2 ol
2Vy.
4. Tekrar 1 oli 1 oli
5.Tekrar 1 6li 1 ol
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Tablo 7. Deney sonucundaki LCyp, LCsq Ve LC7o degerleri.

Oldiiriicii Konsantrasyon %95 giiven aralig1
konsantrasyon (mg/L) Alt sinir Ust smir
LCyo 117,67 29,381 179,832
LCso 436,623 357,884 575,724
LCo 567,141 461,938 768,087

3.2.1. 0 mg/L. Konsantrasyondaki Go6zlemler

0 mg/L konsantrasyon grubunda (kontrol grubu) toplam 25 birey bulunmaktadir.
Deney siirecinde 4 giin boyunca yapilan gozlemler sonucunda iiciincii giinde 1 6lii (%4
oraninda) birey tespit edildi. Deney bitiminde canli kalan bireylerde yapilan
mikroskobik incelemeler sonucunda gekilen fotograflarda davranissal ve fiziksel olarak

hi¢cbir anormallik olmadig: belirlendi (Sekil 11).

a b
‘ .o
Sekil 11. Kontrol grubundaki normal bireyin: a. Usttengdriiniimii, b. alttan goriiniimii.

3.2.2. 50 mg/L Konsantrasyondaki Goézlemler

50 mg/L konsantrasyon grubunda 4 giin boyunca yapilan gézlemler sonucunda 4
bireyde yiizmede yavaslama, ardindan ters yiizme ve daha sonra olim gerceklestigi
goriilmiistiir. Dolayisiyla 6liim oran1 %16 olarak tespit edildi. Canli kalan bireylerde
yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda ¢ekilen fotograflarda bazi bireylerde 6dem

olusumu ve nadir olarak pigment kayb1 gozlemlendi (Sekil 12).
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Sekil 12. 50 mg/L Konsantrasyon: a. Normal birey, b. Ok: Odem g6zlemlenen birey.

3.2.3. 75 mg/L Konsantrasyondaki Gozlemler

75 mg/L konsantrasyon grubunda 4 giin boyunca yapilan gézlemler sonucunda 1
bireyde ylizmede yavaglama ve 2 bireyde 6liim goriilmiistiir. Dolayisiyla 6liim orani %8
olarak tespit edildi. Canli kalan bireylerde yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda
¢ekilen fotograflarda bazi bireylerde 6dem olusumu, pigment kaybr ve govde bigimde

bozulma gozlemlendi (Sekil 13).

C d

Sekil 13. 75 mg/L Konsantrasyon: a. Normal birey, b-c. Gévde bi¢iminde bozulma
gbzlenen birey, d. Ok: Odem ve pigment kaybi gbzlenen birey.
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3.2.4. 100 mg/L Konsantrasyondaki Gozlemler

100 mg/L konsantrasyon grubunda 4 giin boyunca yapilan gézlemler sonucunda 1
bireyde ylizmede yavaslama ve 2 bireyde 6liim goriilmiistiir. Dolayisiyla 6liim orani %8
olarak tespit edildi. Canli kalan bireylerde yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda

cekilen fotograflarda bazi bireylerde ddem olusumu ve pigment kaybi gdézlemlendi
(Sekil 14).

Sekil 14. 100 mg/L konsantrasyon: a. Normal birey, b-c. Ok: Odem gozlenen birey,
c. Kalin ok: Pigment kayb1 gbzlenen birey.

3.2.5. 150 mg/L Konsantrasyondaki Gozlemler

150 mg/L konsantrasyon grubunda 4 giin boyunca yapilan gozlemler sonucunda 2
bireyde ylizmede yavaslama, ardindan 1 bireyde ters yiizme ve daha sonra olim
gerceklestigi goriilmiistiir. Dolayisiyla 6liim orani %4 olarak tespit edildi. Canli kalan
bireylerde yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda cekilen fotograflarda bazi

bireylerde 6dem olusumu ve pigment kaybi gozlemlendi (Sekil 15).
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Sekil 15. 150 mg/L konsantrasyon: a. Normal birey, b. Ok: Odem gozlenen birey,
c. Kalin ok: Pigment kayb1 gozlenen birey.

3.2.6. 250 mg/L. Konsantrasyondaki Gozlemler

250 mg/L konsantrasyon grubunda 4 giin boyunca yapilan gézlemler sonucunda 2
bireyde yiizmede yavaslama, ardindan ters yilizme daha sonra olim gerceklestigi
gorilmistiir. Dolayisiyla 6liim orani %8 olarak tespit edildi. Canli kalan bireylerde
yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda gekilen fotograflarda bazi bireylerde 6de

olusumu, govde bigiminde bozulma ve pigment kaybi gézlemlendi (Sekil 16).
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Sekil 16. 250 mg/L konsantrasyon: a. Normal birey, b. Ok: Odem gdzlenen birey,

g y y g y

c. Kalin ok: Pigment kaybi gozlenen birey, d. Govde bigiminde bozulma
gozlenen birey.

3.2.7. 500 mg/L Konsantrasyondaki Gozlemler

500 mg/L konsantrasyon grubunda 4 giin boyunca yapilan gézlemler sonucunda
15 bireyde yiizmede yavaslama, 11 bireyde ters ylizme ve 18 bireyde 6liim goriilmiistiir.
Dolayisiyla 6liim orant %72 olarak tespit edildi. Canli kalan bireylerde yapilan
mikroskobik incelemeler sonucunda ¢ekilen fotograflarda bazi bireylerde 6dem
olusumu, govde biciminde bozulma (¢ogunlukla Olii bireylerde) ve pigment kaybi

gozlemlendi (Sekil 17).
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Sekil 17. 500 mg/L konsantrasyon: a. Normal birey, b. Kalin ok: Pigment kayb1
gdzlenen birey, c. Govde bigiminde bozulma gozlenen birey, d. Ok: Odem
olusumu gozlenen birey.

Deney stirecinde yapilan davranigsal ve fizyolojik gozlemler; 0 mg/L
konsantrasyonda Olen bireyin diger bireylere gore daha zayif oldugunu, tim
konsantrasyonlarda olen bireylerin diger bireyler tarafindan yenilip tahrip edildigini
gostermistir (Sekil 18). Ayrica konsantrasyon miktar1 arttikga beslenme oraninin

azaldig1 hatta beslenmenin olmadig1 gortldi (Sekil 19).

Sekil 18. Olen bireyin diger bireyler tarafindan yenilip tahrip edilmesi (ok).
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Sekil 19. a: 0 mg/L konsantrasyonunda beslenme b: 500 mg/L konsantrasyonda
beslenme.

Maruz kalmis bireylere ait tanimlayic istatistik degerleri Tablo 8’de verilmistir.
Degisik konsantrasyonlardaki gruplar arasinda boy ve agirlik bakimindan fark olup
olmadig1 Kruskal-Wallis testine gore analiz edilmistir. Yapilan analiz sonucunda boy
(H= 14.556, sd= 6, p<0.05) (Sekil 20) ve agirlik (H=19.473, sd=6, p< 0.05) (Sekil 21)

bakimindan farklilik gézlenmektedir.

Bagimsiz Ornekler Kruskal- Wallis Testi

25,00+

L

2000 T ﬁ BT
e

P o —Ll
)
£ 10,00
5,00
0,00 T T t T T T r
Omgl 350mgl 7Smegl 100mgl 150mgl 230mgl 500mgl
grup

Sekil 20. Kruskal-Wallis testine gore boy bakimindan analiz sonucu
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Bagimsiz Ornekler Kruskal Wallis Testi

0,60

0,50

0,40

hk

0,307 <]

agir

0,20

-
0,107 k .
% _ !I!ﬁ$%§

0,00 T T T T
Omgl  50mgl  75mel 100mel 150mgl 250mgl 300 mgl

grup
Sekil 21. Kruskal-Wallis testine gore kilo bakimindan analiz sonuglari.

Tablo 8. Amonyum siilfata maruz kalmis bireylere ait tanimlayici boy (mm) ve agirlik

(g) degerleri.
Konsantrasyonlar N Ortalama=S. Minimu Maksimum
(mg/L) D m
Boy Kontrol 23 16,20+2,38 12,12 19,88
grup
50 22 17,39+3,83 11,51 24,12
75 24 15,10+4,22 0,00 19,18
100 23 16,54+2,26 12,88 22,96
150 25 16,40+1,96 12,03 19,97
250 25 15,73+£2,34 11,65 20,28
500 25 13,61£2,20 8,85 16,52
Agirhik Kontrol 23 0,06+0,02 0,0204 0,0940
grup
50 22 0,08+0,06 0,0165 0,2880
75 24 0,05+0,02 0,0238 0,0973
100 23 0,05+0,02 0,0257 0,1095
150 25 0,07+0,10 0,0201 0,5410
250 25 0,04+0,02 0,0181 0,0855
500 25 0,03+0,01 0,0179 0,0572
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3.3. Histopatolojik incelemeler

Akut deney sonucunda her konsantrasyonda bulunan larvalara ait kesitlerde

organlardan karaciger, mide ve bagirsak histopatolojik olarak incelenmistir.

3.3.1. 0 mg/L Konsantrasyondaki Gozlemler

3.3.1.1. Karacigerdeki Goézlemler

Karacigerde doku biitlinliglinlin  bozulmadigi, hepatositlerde yer yer
dejenerasyonlar olmasina karsin normal histolojik goriiniime sahip olduklar1 gézlendi.
Sinuzoidal alanlarda hafif geniglemeler olmasina ragmen dilatasyon seviyesinde
olmadigi, hiicrelerde apoptosisden dolay1 hafif eosinofilik goriildiigli ve bazi hiicrelerde
pigmentasyonel melanin biriktigi tespit edildi (Sekil 22). Histopatolojik inceleme
sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri, vakuolizasyon, 6dem, nekrosis,
pigmentasyon ve bag doku artis1 ve dilatasyonun ortalama goriilme yiizdeleri Tablo

9’da gosterilmektedir.

pigmentasyonlu hiicreler, ok: sinuzoidal alanlar hafif dilatasyon alanlari.
Hematoksilen eosin boyama, X40.
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Tablo 9. Histopatolojik inceleme sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, 6dem, nekrosis, pigmentasyon ve bag doku artis1 ve

dilatasyonun ortalama goriilme yilizdeleri.

Karaciger Epitel Vakuolizasyo Odem Nekrosis ~ Pigmentasyo  Bagdoku
dejenerasyonu n (median (median n artig1 ve
ve (median +SD) +SD) +SD) (median dilatasyon
Dokiilmeleri +SD) (median
(median £SD) +SD)
0 grup - + - - - -
1 alan
0 grup - + - - - +
2 alan
0 grup - - - - + -
3alan
0 grup + + + - - -
4 alan
0 grup - + - - + +
5 alan
0 grup - - - - - -
6 alan
0 grup - + - + + .
7 alan
0 grup + + - - - -
8 alan
Ortalama % 70 (-) % 70 (+) % 85 (-) % 85 (-) % 65 (-) % 70 (-)
deger % 30 (+) % 30 (-) % 15(+) % 15(+) % 35 (+) % 30 (+)
yiizdesi

3.3.1.2. Midedeki Gozlemler

Mide doku biitiinliigiiniin histolojik olarak bozulmadigi, epitel hiicrelerinde yer

yer vakuolizasyonlar ve dejenerasyonlar olmasina karsin normal prizmatik goériiniime

sahip olduklar1 gozlendi. Epitelin bazalinda dilatasyon sekillendigi, boylar1 kisalan bazi

epitelyal hiicrelerde apoptosisden dolayr hafif eosinofilik goriildiigii tespit edildi.

Dokuda yapilan incelemede pigmentasyona rastlanmazken miyoepitel hiicrelerde hafif

sismeler oldugu gozlendi. Mide lumeninin kimus ile dolu oldugu canlinin sindirim

olayinin devam ettigini gostermektedir (Sekil 23). Histopatolojik inceleme sonucunda

epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri, vakuolizasyon, 6dem, nekrosis, pigmentasyon ve

kas hiicre dejenerasyonun ortalama goriilme yiizdeleri Tablo 10’da gosterilmektedir.
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Sekil 23. Midede yapilan 151k mikroskobik histopatolojik inceleme; kalin ok: sismis
miyoepitelyal hiicre, d: hafif dilatasyon, v: hiicre sitoplazmasinda hafif
vakuolizasyonlar, Hematoksilen eosin boyama, X20

Tablo 10. Histopatolojik inceleme sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, 6dem, nekrosis, pigmentasyon ve kas hiicre dejenerasyonun
ortalama goriilme yiizdeleri.

Mide Epitel Vakuolizasyon Nekrosis Pigmentasyon  Kas hiicre
dejenerasyonu  (median £SD)  (median £SD) (median +£SD)  dejenerasyonu
ve Dokiilmeleri (median £SD)
(median +SD)

0 grup - + - - +

1 alan

0 grup - - - - -

2 alan

0 grup + + + - +

3alan

0 grup - - - - -

4 alan

0 grup - + + - +

5 alan

0 grup - - - - -

6 alan

0 grup - + - + -

7 alan

0 grup - + - - -

8 alan

Ortalama % 85 (-) % 65 (+) % 70 (-) % 85 (-) % 65 (-)
deger % 15 (+) % 35 (-) % 30 (+) % 15 (+) % 35 (+)

yiizdesi
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3.3.1.3. Bagirsaktaki Gozlemler

Bagirsak dokusunda hematoksilen eosin boyama ile yapilan 1sik mikroskobik
incelemede hiicre ve doku biitiinliigliniin bozulmadigi, epitel hiicrelerinde yer yer
vakuolizasyonlar ve dejenerasyonlar olmasina karsin normal pirizmatik goériiniimde
olduklar1 gozlendi. Bununla birlikte, epitel hiicrelerinin apikal kismlar1 yogun
eosinofilik boyanma goziikiirken, bazal kisimlarinda yer yer dilatasyona varan
genislemelerin oldugu tespit edildi. Epitelin bazilarinda boylar kisaldigr kiibik olarak
goriildiigli (ok basi), bazi epitelyal hiicrelerde ise apoptosisden dolayr hafif eosinofilik
goriildiighi tespit edildi. Dokuda yapilan incelemede pigmentasyona rastlanmazken
myoepitelyal hiicrelerde yer yer hafif sismeler oldugu, organ lumeninin kimus kitlesi
dolu oldugu goriildii (Sekil 24). Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel

dejenerasyonu ve dokiilmeleri, vakuolizasyon, 6dem, nekrosis ve pigmentasyonun

ortalama goriilme ytizdeleri Tablo 11°de gosterilmektedir.

= : . ' . - .-1 ) ; ." - ) : 5 .
Sekil 24. Bagirsaklarda yapilan 151k mikroskobik histopatolojik inceleme; kalin ok:
sismis miyoepitelyal hiicre, d: hafif dilatasyon, v: hiicre sitoplazmasinda hafif

vakuolizasyonlar, ok bast: kiibik sekilli hiicre, Hematoksilen eosin boyama,
X20.

—
«20 um
t
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Tablo 11. Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, 6dem, nekrosis ve pigmentasyonun ortalama goriilme
yiizdeleri.

Bagirsak Epitel Vakuolizasyon Odem Nekrosis Pigmentasyon
dejenerasyonu (median £SD)  (median £SD)  (median (median +£SD)
ve Dokiilmeleri +SD)

(median £SD)

0 grup - + - - -

1 alan

0 grup - - - - -

2 alan

0 grup + + - + .

3alan

0 grup - - + - -

4 alan

0 grup - + - + -

5alan

0 grup + - - - -

6 alan

0 grup - + - + +

7 alan

0 grup + + - - -

8 alan

Ortalama % 65 (-) % 65 (+) % 85 (-) % 65 (-) % 85 (-)

deger % 35 (+) %35 (-) % 15 (+) % 35 (+) % 15 (+)
yiizdesi

3.3.2. 50 mg/L Konsantrasyon Gozlemleri

3.3.2.1. Karacigerdeki Gozlemler

Karacigerde doku biitiinliiglinlin  bozuldugu, sinuzodal alanlara yakin
hepatositlerde dejenerasyonlar olmasina karsin normal histolojik goriiniime sahip
hiicrelerinde bulundugu gozlendi. Sinuzoidal alanlarda yer yer yogun olmak iizere
genislemeler oldugu tespit edildi. Hiicrelerde yogun apoptosisiden dolay1 eosinofilik
goriildiigii, c¢ekirdeklerinin ise hafif bazofilik oldugu belirlendi. Bazi makroj tipi
hiicrelerde yogun pigmentasyona bagli melanin pigmenti biriktigi tespit edildi.
Karacigerin loblarinin ortalarmma yakin bdlgelerde vakuoliszasyonlarin arttigir ve
dejenerasyona ugramis hiicrelerin yogun oldugu nekrosis alanlarina rastlandi (Sekil25).
Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, 0dem, nekrosis, pigmentasyon ve bag doku artisi ve dilatasyonun

ortalama goriilme yiizdeleri Tablo 12°de goriillmektedir.
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Sekil 25. Karacigerde yapilan 151k mikroskobik histopatolojik inceleme; v:
vakuolizasyon e: 6dem, d: sinuzoidal dilatasyon ok basi: yogun
pigmentasyonlu hiicreler, Hematoksilen eosin boyama, X40.

Tablo 12. Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, 6dem, nekrosis, pigmentasyon ve bagdoku artisi ve
dilatasyonun ortalama goriilme yiizdeleri.

Karaciger Epitel Vakuolizasy Odem Nekrosis Pigmentasyon Bagdoku
dejenerasyonu on (median (median (median +SD) artig1 ve
ve (median +SD) +SD) +SD) dilatasyon
Dokiilmeleri (median
(median +SD) +SD)
50 grup ++++ +++ + ++ +++ +
1 alan
50 grup ++ +++ ++ +++ +++ +
2 alan
50 grup ++++ + + +++ ++++ +
3alan
50 grup +++ +++ + +++ ++++ +
4 alan
50 grup +++ ++ +++ ++ +++ ++
5 alan
50 grup ++ + ++ +++ +++ +
6 alan
50 grup +++ ++++ ++ +++ +++ ++
7 alan
50 grup +++ ++ + ++ ++ +
8 alan
Ortalama % 25 (++) % 23 (+) %50 (+) %38 (++) % 25 (++) % 75 (+)
deger % 50 (+++) % 25 (++) % 37 (++) % 62 % 62 (+++) % 25 (++)
yiizdesi % 25 (++++) % 37 (+++) % 13 (+++) % 13 (++++)
% 15 (++++) (+++)
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3.3.2.2. Midedeki Gozlemler

Mide doku biitiinliigiiniin histolojik olarak bozulmadigi, epitel hiicrelerindeki
vakuolizasyonlarin yogun olarak goriildiigii ve dejenerasyonlara bagli hiicre
dokiilmelerinin olustugu goriildii. Normal pirizmatik goriinlime sahip hiicre oraninin az
olmasina karsin kiibik hiicrelerin (ok basi) yogun olduklart gézlendi. Epitelin bazalinda
yogun dilatasyonlarin sekillendigi, buna baglu olarak miyositlerin ayrigmaya basladigi
gbzlendi. Boylar1 kisalan bu kiibik sekilli hiicrelerin altlarinda dilatasyonlarin daha
fazla sekillendigi ve bazi epitelyal hiicrelerinde de apoptosisden dolay1 eosinofilik
boyanmanin arttigt gorildii. Dokunun biitiinlinde yapilan incelemede hafif
pigmentasyon odaklarma rastlandi. Mide lumeninin kimus ile dolu olmasimndan dolay:
canlinin sindirim olaymnin devam ettigini géstermektedir (Sekil 26). Histopatolojik
incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri, vakuolizasyon, Odem,
nekrosis pigmentasyon ve bagdoku artis1 ve dilatasyonun ortalama goériilme yiizdeleri
Tablo 13’de goriilmektedir.

Sekil 26. Midede yapilan 151k mikroskobik histopatolojik inceleme; kalin ok: sismis
miyoepitelyal hiicre, d: hafif dilatasyon, ok basi: kiibik epitele donmiis
prizmatik epitel, v: hiicre sitoplazmasinda yogun vakuolizasyonlar,
Hematoksilen eosin boyama, X20.
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Tablo 6. Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, 6dem, nekrosis pigmentasyon ve bagdoku artist ve
dilatasyonun ortalama goriilme ytlizdeleri.

Mide Epitel Vakuolizasy Odem Nekrosis Pigmentasyo  Bagdoku
dejenerasyonu on (median (median n artig1 ve
ve (median +SD) +SD) (median dilatasyon
Dokiilmeleri +SD) +SD) (median
(median £SD) +SD)
50 grup +++ ++ + ++ + +
1 alan
50 grup ++ +++ ++ ++ + ++
2 alan
50 grup +++ + + +++ ++ ++
3alan
50 grup +++ ++ + ++ + +
4 alan
50 grup ++ ++ ++ ++ + ++
5 alan
50 grup ++ + ++ ++ + +
6 alan
50 grup ++++ +++ ++ +++ + ++
7 alan
50 grup +++ ++ + ++ ++ ++
8 alan
Ortalama % 37 (++) % 25 (+) % 50 (+) % 75 (++) % 75 (+) % 62 (+)
deger % 50 (+++) % 50 (++) %50 (++) % 25 (+++) % 25 (++) % 38 (++)

yiizdesi % 13 (++++) % 25 (+++)

3.3.2.3. Bagirsaktaki Gozlemler

Bagirsak dokusunda hematoksilen eosin boyama ile yapilan 151k mikroskobik
incelemede hiicre ve doku biitiinliigiiniin az da olsa bozuldugu goézlendi. Epitel hiicre
sekillerinin prizmatikten kiibik epitele dogru degistigi ve yer yer sitoplazmik
vakuolizasyonlarin gozlendigi tespit edildi. Yogun hiicre dejenerasyonlar:t olmasina
karsin normal prizmatik goriinimde hiicre sayisinin olduk¢a fazla oldugu gozlendi.
Epitelin bazilarinda boylar1 kisaldig1 kiibik olarak goriildiigli ve bazallerinde
pigmentasyonun olustugu gozlendi (ok basi), bazi epitelyal hiicrelerde ise apoptosisden
dolay1 hafif eosinofilik goriildiigii tespit edildi. Myoepitelyal hiicrelerde yer yer sismeler
oldugu, dilatasyon olusan kisimlara hiicrelerin dokiildiigli gozlendi. Ayrica organ
lumeninin kimus kitlesi dolu oldugu gorildi (Sekil 27). Histopatolojik incelemeler
sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri, vakuolizasyon, 6dem, nekrosis,
pigmentasyon ve bag doku artis1 ve dilatasyonun ortalama goriilme yiizdeleri Tablo

14°de goriilmektedir.
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Sekil 27. Baglrsaklarda yapilan 151k mlkroskoblk hlstopatolo_] ik 1nceleme kalm ok:
sigsmig miyoepitelyal hiicre, d: dilatasyon, v: hiicre sitoplazmasinda hafif
vakuolizasyonlar, ok basi: pigmentasyon, Hematoksilen eosin boyama, X20.

Tablo 14. Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, 6dem, nekrosis, pigmentasyon ve bagdoku artis1 ve
dilatasyonun ortalama goriilme yiizdeleri

Bagirsak Epitel Vakuolizasy Odem Nekrosis Pigmentasyo Bagdoku
dejenerasyonu on (median (median n artigl ve
ve Dokiilmeleri (median +SD) +SD) (median dilatasyon
(median £SD) +SD) +SD) (median

+SD)

50 grup +++ +++ + ++ ++ +

1 alan

50 grup +++ +++ ++ ++ ++ +

2 alan

50 grup +++ + + +++ +++ ++

3alan

50 grup +++ ++ + ++ + +

4 alan

50 grup ++ +++ + ++ +++ +

5 alan

50 grup ++ ++ ++ ++ ++ +

6 alan

50 grup ++++ +++ ++ +++ ++ ++

7 alan

50 grup ++++ ++ + ++ ++ ++

8 alan

Ortalama % 25 (++) % 13 (+) %62 (+) %75 (++) % 13 (+) % 62 (+)

deger % 50 (+++) % 37 (++) % 38 % 25 (+++) % 62 (++) % 38 (++)
yiizdesi % 25 (++++) % 50 (+++) (++) % 25 (+++)
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3.3.3. 75 mg/L Kosantrasyondaki Gozlemler

3.3.3.1. Karacigerdeki Gozlemler

Karacigerde doku bitiinliiglinlin  bozuldugu, sinuzodal alanlara yakin
hepatositlerde dejenerasyonlar olmasma kargin normal histolojik goriiniime sahip
hiicrelerinde bulundugu goézlendi. Sinuzoidal alanlarda yer yer yogun olmak {iizere
genislemeler oldugu tespit edildi. Hiicrelerde yogun apoptosisiden dolay1 eosinofilik
goriildiigii, c¢ekirdeklerinin ise hafif bazofilik oldugu belirlendi. Bazi makroj tipi
hiicrelerde yogun pigmentasyona bagli melanin pigmenti biriktigi tespit edildi.
Karacigerin loblarmin ortalarina yakin boélgelerde vakuoliszasyonlarin arttigi ve
dejenerasyona ugramis hiicrelerin yogun oldugu nekrosis alanlarina rastlandi (Sekil 28).
Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, 6dem, nekrosis, pigmentasyon ve bag doku artisi ve dilatasyonun

ortalama goriilme yiizdeleri Tablo 15°de goriilmektedir.

Sekil 28. Karacigerde yapilan 1s1k mikroskobik histopatolojik inceleme; d: dejenera
hiicreler, v: vakuolizasyon e: 6dem, ok basi: yogun pigmentasyonlu hiicreler,
Hematoksilen eosin boyama, X40.
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Tablo 15. Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, 6dem, nekrosis, pigmentasyon ve bag doku artis1 ve
dilatasyonun ortalama goriilme ytlizdeleri.

Karaciger Epitel Vakuolizasy Odem Nekrosis  Pigmentasyo Bagdoku
dejenerasyonu on (median (median n artig1 ve
ve (median +SD) +SD) (median dilatasyon
Dokiilmeleri +SD) +SD) (median
(median £SD) +SD)
75 grup ++++ +++ + ++ +++ +
1 alan
75 grup ++ +++ ++ +++ +++ +
2 alan
75 grup +++ + + +++ +++ +
3alan
75 grup +++ +++ + +++ +++ +
4 alan
75 grup +++ ++ ++ ++ ++ ++
5 alan
75 grup ++ + ++ ++ ++ +
6 alan
75 grup ++ ++++ ++ +++ +++ +
7 alan
75 grup +++ ++ + ++ ++ +
8 alan
Ortalama % 25 (++) % 23 (+) %50 (+) % 38 (++) % 25 (++) % 75 (+)
deger % 50 (+++) % 25 (++) % 37 (++) % 62 % 62 (+++) % 25 (++)
yiizdesi % 25 (++++) % 37 (+++) % 13 (+++) % 13 (++++)
% 15 (++++) (+++)

3.3.3.2. Midedeki Gozlemler

Mide doku biitiinliigliniin  histolojik olarak fazla bozulmadig, epitel
hiicrelerindeki dejenerasyonlar ve vakuolizasyonlarin hafif olarak goriildigii ve
dejenerasyon goriilen hiicrelerde prizmatik sekillerini kaybettigi ve yer yer hiicrelerin
dokildiikleri gorildii. Bu grupta epitelin bazalinda dilatasyonlarin sekillendigi, buna
bagli olarak miyositlerin bazal boélgeden ayrismaya basladigi ve yer yer siserek
yuvarlaklastig1 gozlendi. Boylar1 kisalan bu kiibik sekilli hiicrelerin sayis1 az olmasina
karsin dejenere olmus hiicrelerin altlarinda dilatasyon bdlgelerinde daha fazla goriildiigii
tespit edildi.  Vakolizsyon olusan hiicrelerin apikallerinde eosinofilk yapinin
kayboldugu gozlendi. Dokunun biitiiniinde yapilan incelemede ¢ok az pigmentasyon
odaklarina rastlandi. (Sekil 29). Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel
dejenerasyonu ve dokiilmeleri, vakuolizasyon, nekrosis, pigmentasyon ve kas hiicre

dejenerasyonun ortalama goriilme yiizdeleri Tablo 16’da goriilmektedir.
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Sekil 29. Midede yapilan 151k mikroskobik histopatolojik 1nceleme e: 6dem alani ve
stvist, di: hafif dilatasyon, v: hiicre sitoplazmasinda hafif vakuolizasyonlar,
ok: epitel dokiilmeleri, Hematoksilen eosin boyama, X20.

Tablo 16. Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, nekrosis, pigmentasyon ve kas hiicre dejenerasyonun ortalama
goriilme yiizdeleri.

Mide Epitel Vakuolizasyon Nekrosis Pigmentasyon Kas hiicre

dejenerasyonu  (median +SD) (median (median +SD) dejenerasyonu
ve Dokiilmeleri +SD) (median +SD)
(median +SD)

75 grup ++++ +++ ++ + +++

1 alan

75 grup +++ +++ +++ + +++

2 alan

75 grup ++ +++ ++ ++ ++++

3alan

75 grup +++ ++++ ++ ++ ++++

4 alan

75 grup +++ ++ +++ ++ ++++

5 alan

75 grup ++ ++ ++ + +++

6 alan

75 grup +++ ++++ +++ + +++

7 alan

75 grup +++ ++ ++ ++ +++

8 alan

Ortalama % 25 (++) % 37 (++) % 62 (++) % 50 (+) % 62 (+++)

deger % 62 (+++) % 38 (+++) % 38 (+++) % 50 (++) % 38 (++++)

yiizdesi % 13 (++++) % 25 (++++)
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3.3.3.3. Bagirsaktaki Gozlemler

Bagirsak dokusunda hematoksilen eosin boyama ile yapilan 151k mikroskobik
incelemede hiicre ve doku biitiinliigliniin fazla bozulmadig1 gozlendi. Bazal membrana
yakin alanlarda hafif dilatasyonlarin olustugu goézlendi. Epitel hiicre sekillerinin
prizmatikten kiibik epitele dogru degistigi ve yer yer sitoplazmik vakuolizasyonlarin
gozlendigi tespit edildi. Epitel hiicrelerinin apikal kisimlar1 eosinofilk boyanmasina
karsin doku biitlinliikleri korunmus, cekirdekleri yuvarlak ve ya basik sekilli oldugu
goriildii. Yogun eosinofilik boyanma gozlenen bazi hiicrelerin  ¢ekirdekleri
heterokromatik oldugu gozlenirken dejenre alanlardaki hiicre ¢ekirdeklerinin hem
Okromatik yapili hem de karyolizis olusmus oldugu gozlendi. Hiicrenin bazal
kisimlarinda hafif dilatasyonlarin oldugu tespit edildi. Epitelin hiicrelerinin boylar1
kisaldigr sekillerinin algak prizmatikten kiibige dogru degistigi, bazalle yakin alanlarda
hafif pigmentasyon yapilarinin olustugu goézlendi. Miyoepitel hiicrelerde sismeler
oldugu, bu hiicrelerin dokiildiigii alanlarda dilatasyonlarin olustugu go6zlendi.
Bagirsaklarin birbirlerine bakan alanlarinda 6demlerin olustugu ve organlar arasi
mesafenin arttig1 goriildii. Ayrica organ lumeninin kimus kitlesi dolu oldugu goriildii.
Bagirsaklarin arasinda 6dem sivisina rastlanmadi (Sekil 30). Histopatolojik incelemeler
sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri, vakuolizasyon, 6dem, nekrosis ve

pigmentasyonun ortalama goriilme yiizdeleri Tablo 17°de goriilmektedir.
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Sekil 30.‘Bag1rs;aklardé y.

apilan 1$'1k r;likroskobik histopatolojik inceleme; kalin ok:

20 um

sismis miyoepitelyal hiicre, di: dilatasyon alanlari, v: hiicre sitoplazmasinda
vakuolizasyonlar, ok basi: hafif pigmentasyon, Hematoksilen eosin boyama,
X40.

Tablo 17. Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, 6dem, nekrosis ve pigmentasyonun ortalama goriilme

yiizdeleri
Bagirsak Epitel Vakuolizasyon Odem Nekrosis Pigmentasyon
dejenerasyonu (median +SD) (median (median +SD) (median +SD)
ve Dokiilmeleri +SD)
(median +SD)
75 grup +++ +++ + ++ ++
1 alan
75 grup +++ +++ ++ ++ +
2 alan
75 grup +++ ++ ++ +++ ++
3alan
75 grup +++ ++ + ++ ++
4 alan
75 grup ++ +++ + +++ +++
5 alan
75 grup ++ ++ ++ ++ +
6 alan
75 grup +++ +++ ++ +++ +
7 alan
75 grup ++++ ++ ++ ++ ++
8 alan
Ortalama % 25 (++) % 50 (++) % 37 (+) % 62 (++) % 38 (+)
deger % 62 (+++) % 50 (+++) % 63 (++) % 38 (+++) % 37 (++)
yuzdesi % 13 (++++) % 25 (+++)
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3.3.4. 100 mg/L Konsantrasyondaki Gozlemler

3.3.4.1. Karacigerdeki Gozlemler

Karacigerde doku biitiinligiiniin histolojik olarak deformasyona ugradigi,
dejenere hiicrelerin hem merkezde hem de periferde yogun olarak goriildiigl tespit
edildi. Sinuzodal alanlara yakin hepatositlerde dejenerasyonlarin daha fazla oldugu, bu
alanlarin i¢cinde 6dem sivist biriktigi fakat yakinlarinda normal histolojiye sahip
hiicrelerinde bulundugu gozlendi. Sinuzoidal alanlarda goriilen genislemeler dilatasyon
seviyesinde belirlenirken perifer alanlarda bunlarin genisliklerinin daha da arttigi
goriildii. Periferde yerlesmis normal histolojik yapili bazi hiicrelerde apoptosisten dolay1
eosinofilik goriildiigii, ¢cekirdeklerinin ise bazofilik oldugu belirlendi. Baz1 makrofaj tipi
hiicrelerde yogun pigmentasyona bagli melanin pigmenti biriktigi tespit edildi. Bu
pigmentasyon alanlarmin periferden uzaklastikca arttigi bazi alanlarda yogun
kiimelenmeler gosterdigi tespit edildi. Karacigerin loblarinin orta alanlarma yakin
vakuolizasyonlarin arttig1, dilatasyon bdolgeleriyle birlesen yapilarin nekroz alanlari
olusturdugu ve dejenerasyona ugramis hiicrelerin de bu alanlarda yogun oldugu goriildii
(Sekil 31). Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, 6dem, nekrosis, pigmentasyon ve bag doku artisi ve dilatasyonun

ortalama goriilme yiizdeleri Tablo 18’de verilmistir.
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Sekil 31. Karacigerde yapllan 1$lk m1kroskob1k hlstopatolojlk 1nceleme v:

vakuolizasyon e: ddem, ok: sinuzoidal dilatasyon ok basi: yogun
pigmentasyonlu hiicreler, Hematoksilen eosin boyama, X40.

Tablo 18. Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, 6dem, nekrosis, pigmentasyon ve bag doku artis1 ve
dilatasyonun ortalama goriilme yiizdeleri.

Karaciger Epitel Vakuolizasyon Odem Nekrosis ~ Pigmentasyo  Bagdoku
dejenerasyonu  (median £SD) (median (median n artig1 ve
ve +SD) +SD) (median dilatasyon
Dokiilmeleri +SD) (median
(median +SD) +SD)
100 grup ++++ +++ ++ +++ +++ ++
1 alan
100 grup +++ +++ +++ ++++ +++ +
2 alan
100 grup ++++ +++ ++ +++ ++++ ++
3alan
100 grup +++ ++++ ++ ++++ ++++ +
4 alan
100 grup +++ ++ ++++ ++ ++++ +++
5 alan
100 grup ++ ++ ++ +++ +++ ++
6 alan
100 grup +++ ++++ +++ ++++ +++ +++
7 alan
100grup ++++ ++ ++ ++ +++ +
8 alan
Ortalama % 12 (++) % 37 (++) % 62 (++) % 26 (++) % 62 (+++) % 37 (+)
deger % 50 (+++) % 38 (+++) % 25 (+++) % 37 % 38 (++++) % 37 (++)
ylizdesi % 38 (++++) % 25 (++++) % 13 (++++) (+++) % 24
% 37 (+++)
(++++)
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3.3.4.2. Midedeki Gozlemler

Mide doku biitiinliigliniin  histolojik olarak fazla bozulmadigi, epitel
hiicrelerindeki dejenerasyonlar ve vakuolizasyonlarin yogun olarak goriildigii ve
dejenerasyonlara bagli hiicre prizmatik sekillerini kaybettigi ve yogun dokiilmelerinin
(yildiz) olustugu goriildii. Normal prizmatik goriinime sahip hiicre oraninin ¢ok
olmasina karsin kiibik hiicrelerin de dokiilme bolgerrinde yogun olarak goézlendigi
belirlendi. Bu grupta epitelin bazalinda yogun dilatasyonlarin sekillendigi, buna bagh
olarak miyositlerin bazal bolgeden ayrismaya basladigi gozlendi. Boylar1 kisalan bu
kiibik sekilli hiicrelerin ve dejenere olmus hiicrelerin altlarinda dilatasyonlarin daha
fazla sekillendigi goriildii. Bazi epitelyal hiicrelerinde de apoptosisden dolay1
eosinofilik boyanmanin arttigt ve dokunun biitiiniinde yapilan incelemede hafif
pigmentasyon odaklarina rastlandi. Mide lumeninin kimus ile dolu oldugu tespit edildi
(Sekil 32). Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,

vakuolizasyon, nekrosis, pigmentasyon ve kas hiicre dejenerasyonun ortalama goriilme

yiizdeleri Tablo 19°da verilmistir.

Sékil 32. Midede yapilan 151k mikroskobik histopatoiojik inceleme; e: dem alant ve
stvist, d: hafif dilatasyon, ok basi: pigmentasyon, v: hiicre sitoplazmasinda

yogun vakuolizasyonlar, yildiz: epitel dokiilmeleri, Hematoksilen eosin
boyama, X20.

< : P - 3 -~ L i =
- . SRR A 50 um
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Tablo 19. Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, nekrosis, pigmentasyon ve kas hiicre dejenerasyonun ortalama
gorlilme ylizdeleri.

Mide Epitel Vakuolizasyon Nekrosis Pigmentasyon Kas hiicre
dejenerasyonu  (median £SD)  (median +SD)  (median £SD) dejenerasyonu
ve (median £SD)
Dokiilmeleri
(median £SD)
100 grup ++++ +++ ++ +++ +++
1 alan
100 grup +++ +++ +++ ++++ +++
2 alan
100 grup ++++ +++ ++ +++ ++++
3alan
100 grup +++ ++++ ++ ++++ ++++
4 alan
100 grup +++ ++ ++++ ++ ++++
5 alan
100 grup ++ ++ ++ +++ +++
6 alan
100 grup +++ ++++ +++ ++++ +++
7 alan
100grup ++++ ++ ++ ++ +++
8 alan
Ortalama % 12 (++) % 37 (++) % 62 (++) % 26 (++) % 62 (+++)
deger % 50 (+++) % 38 (+++) % 25 (+++) % 37 (+++) % 38 (++++)

yiizdesi % 38 (++++) % 25 (++++) % 13 (++++) % 37 (++++)

3.3.4.3. Bagirsaktaki Gozlemler

Bagirsak dokusunda hematoksilen eosin boyama ile yapilan 1sik mikroskobik
incelemede hiicre ve doku biitlinliigliniin bozuldugu ve bazal membrana yakin alanlarda
dilatasyonlarin arttigi gozlendi. Epitel hiicre sekillerinin prizmatikten kiibik epitele
dogru degistigi ve yer yer sitoplazmik vakuolizasyonlarin gozlendigi tespit edildi.
Yogun hiicre dejenerasyonlar1 olan alanlarda hiicrelerin kayiplarinin arttig1, fakat yine
de normal pirizmatik goriiniimde hiicre sayisinin oldukg¢a fazla oldugu gozlendi. Epitel
hiicrelerinin apikal kismlar1 eosinofilk boyanmasina karsin doku biitiinliikleri korunmus
glikokaliks yapilart tespit edildi. Yogun eosinofilik boyanma gézlenen bazi hiicrelerin
cekirdekleri heterokromatik oldugu gozlenirken dejenere alanlarda okromatik yapili
hiicrelerde gozlendi. Hiicrenin bazal kisimlarinda dilatasyonlarin arttigi tespit edildi.
Epitelin hiicrelerinin bazilarinda boylar1 kisaldig1 sekillerinin degistigi ve kiibik olarak
gorildiigii, bazalle yakin alanlarda pigmentasyon kiimeleri olustugu gozlendi (ok basi),

baz1 epitelyal hiicrelerde ise apoptosisden dolayr sitoplazmalarmin yogun eosinofilik
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goriildiigli tespit edildi. Myoepitelyal hiicrelerde sismeler oldugu, bii hiicrelerin
dokiildiigli alanlarda dilatasyonlarin olustugu gozlendi. Bagirsaklarin birbirlerine bakan
lanlarinda 6demlerin olustugu ve organlar aras1 mesafenin arttig1 goriildii. Ayrica organ
lumeninin kimus kitlesi dolu oldugu goriildii (Sekil 33). Histopatolojik incelemeler
sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri, vakuolizasyon, 6dem, nekrosis ve

pigmentasyonun ortalama goriilme yiizdeleri Tablo 20’de goriilmektedir.

.
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Sekil 33. Bagirsaklarda yapilan 151k mikroskobik histopatolojik inceleme; e: 6dem,
kalin ok: sismis miyoepitelyal hiicre, d: dilatasyon alanlari, v: hiicre
sitoplazmasinda vakuolizasyonlar, ok basi: yogun pigmentasyon,

Hematoksilen eosin boyama, X20.
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Tablo 20. Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, 6dem, nekrosis ve pigmentasyonun ortalama goriilme

yiizdeleri.
Bagirsak Epitel Vakuolizasyon Odem Nekrosis Pigmentasyon
dejenerasyonu  (median +SD)  (median £SD)  (median +SD) (median +SD)
ve
Dokiilmeleri
(median £SD)
100 grup +++ +++ + ++ ++
1 alan
100 grup +++ +++ ++ ++ ++
2 alan
100 grup +++ ++ ++ +++ +++
3alan
100 grup +++ ++ + ++ ++
4 alan
100 grup ++ +++ + +++ +++
5 alan
100 grup ++ ++ ++ ++ ++
6 alan
100 grup +++ +++ ++ +++ ++
7 alan
100grup ++++ ++ ++ ++ ++
8 alan
Ortalama % 25 (++) % 50 (++) % 37 (+) % 62 (++) % 75 (++)
deger % 62 (+++) % 50 (+++) % 63 (++) % 38 (+++) % 25 (+++)

yiizdesi % 13 (++++)

3.3.5. 150 mg/L Konsantrasyondaki Gozlemler

3.3.5.1. Karacigerdeki Gozlemler

Karacigerde doku biitiinligi bozulmus olup histolojik olarak hiicrelerin
deformasyona wugradigi, dejenere hiicrelerin hem merkezde hemde periferde
bulunduklar1 ve smuzodi g¢evresinde yogun olarak goriildiigii tespit edildi. Sinuzodal
alanlara yakin hepatositlerde vakuoler dejenerasyonlarin daha fazla oldugu, bu alanlarin
icinde o6dem sivis1 biriktigi ve lenfosit kiimeleri oldugu gozlendi. Bununla birlikte
sinuzoidal alanin yakinlarinda eosinofilik fakat normal histolojiye sahip hiicrelerinde
bulundugu tespit edildi. Sinuzoidal alanlarda goriilen genislemeler graniil benzeri
vakuolerin birlesmesi ile yogun dilatasyon seviyesinde belirlenirken perifer alnlarda
bunlarin genisliklerinin daha da arttigi goriildii. Sinuzoidlerin periferde yerlesmis
normal gorlinimlii gozlenen bazi hiicrelerde hem karyoliz hem de apoptosisiden dolay:

eosinofilik goriildiigi, cekirdeklerinin ise bazofilik oldugu belirlendi. Baz1 makrofaj tipi
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hiicrelerde yogun pigmentasyona bagli melanin pigmenti biriktigi tespit edildi. Bu
pigmentasyon alanlarinin periferden uzaklastik¢a arttigi bazi1 alanlarda yogun
kiimelenmeler gosterdigi tespit edildi. Karacigerin loblarinin orta alanlarina yakin
vakuoliszasyonlarin arttig1, dilatasyon bolgeleriyle birlesen yapilarin nekroz alanlari
olusturdugu ve dejenerasyona ugramis hiicrelerin de bu alanlarda yogun oldugu goriildii
(Sekil 34). Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,

vakuolizasyon, 6dem, nekrosis, pigmentasyon ve bag doku artisi ve dilatasyonun

ortalama goriilme yiizdeleri Tablo 21°de goriilmektedir.

. o 2 N Wk .‘\"-‘~ As
Sekil 34. Karacigerde yapilan 151k mikroskobik histopatolojik inceleme; v:
vakuolizasyon e: 6dem, ok: sinuzoidal dilatasyon, de:dejeneratif hiicreler, ok

basi: yogun ve biiylik pigmentasyonlu hiicreler, Hematoksilen eosin boyama,
X40.
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Tablo 21. Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,

vakuolizasyon, 6dem, nekrosis, pigmentasyon ve bag doku artis1 ve

dilatasyonun ortalama goriilme ytlizdeleri.

Karaciger Epitel Vakuolizas Odem Nekrosis Pigmentasyo Bagdoku
dejenerasyonu yon (median (median n artig1 ve
ve (median +SD) +SD) (median dilatasyon
Dokiilmeleri +SD) +SD) (median £SD)
(median £SD)
150 grup ++++ +++ ++ +++ +++ +++
1 alan
150 grup +++ +++ +++ ++++ ++++ ++
2 alan
150 grup ++++ ++++ ++ +++ ++++ ++
3alan
150 grup +++ ++++ ++ ++++ ++++ +
4 alan
150 grup +++ +++ ++++ ++ ++++ +++
5 alan
150 grup +++ +++ ++ +++ +++ +++
6 alan
150 grup +++ ++++ +++ ++++ ++++ +++
7 alan
150grup ++++ ++ ++ ++ +++ ++
8 alan
Ortalama % 62 (+++) % 12 (++) % 62 (++) % 26 (++) % 38 (+++) % 13 (+)
deger % 38 (++++) % 50 % 25 % 37 (+++) % 62 (+++4) % 37 (++)
yiizdesi (+++) (+++) % 37 (++++) % 50 (+++)
% 38 % 13
(++++) (+++4)

3.3.5.2. Midedeki Gozlemler

Histolojik olarak incelenen mide doku biitlinliigliniin bozulmaya basladigi,
ozellikle epitel hiicrelerindeki dejenerasyonlar ve vakuolizasyonlarin her tarafta yogun
olarak goriildiigii ve dejenerasyonlara bagl pirizmatik hiicre sekillerinin kayboldugu ve
limene dogru hiicre dokiilmelerinin (y1ldiz) yogun olustugu goriildii. Normal prizmatik
goriiniime sahip hiicre oraninin ¢ok olmamasina karsin bazi hiicrelerde basik prizmatik-
kiibik sekilli hiicrelerin de goriildiigii belirlendi. 100 grupta gozlenen dilatasyonlarin bu
grupta epitelin bazalinda yogun dilatasyonlarin sekillendigi gozlendigi ve buna baglh
olarak miyositlerin bazal bolgeden 6dem benzeri ayrigsmaya basladigr gézlendi. Boylari
kisalan baz1 kiibik sekilli hiicrelerin ve dejenere olmus hiicrelerin altlarinda
dilatasyonlarin daha fazla sekillendigi ve yer yer bu bdlgelerdeki hiicrelerinde
pargalandig1 goriildii. Bazi epitelyal hiicrelerinde de apoptosisden dolay1 eosinofilik
boyanmanin arttigt ve dokunun biitiiniinde yapilan incelemede hafif pigmentasyon

odaklarma rastlandi. Mide lumeninin kimus ile dolu oldugu tespit edildi (Sekil 35).
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Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,

vakuolizasyon, o6dem, nekrosis, pigmentasyon ve bag doku artisi ve dilatasyonun

ortalama goriilme yiizdeleri Tablo 22°de goriilmektedir.

20 ym

Sekil 35. Midede yapilan 151k mikroskobik histopatolojik inceleme; e: 6demalani ve
stvisi, de: dejeneratif hiicreler, d: hafif dilatasyon, ok basi: pigmentasyon, v:
hiicre sitoplazmasinda yogun vakuolizasyonlar, yildiz: epitel dokiilmeleri,
Hematoksilen eosin boyama, X20.
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Tablo 22. Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, 6dem, nekrosis, pigmentasyon ve bag doku artis1 ve
dilatasyonun ortalama goriilme ytlizdeleri.

Mide Epitel Vakuolizasyo Odem Nekrosis Pigmentasyo Bagdoku
dejenerasyonu n (median (median n artig1 ve
ve (median +SD) +SD) (median dilatasyon

Dokiilmeleri +SD) +SD) (median
(median £SD) +SD)

150 grup ++++ +++ ++ +++ +++ ++

1 alan

150 grup ++++ +++ +++ ++++ +++ +

2 alan

150 grup ++++ +++ ++ +++ ++++ +++

3alan

150 grup +++ ++++ +++ ++++ ++++ ++

4 alan

150 grup +++ ++ ++++ +++ ++++ +++

5 alan

150 grup +++ +++ ++ ++++ ++++ ++

6 alan

150 grup +++ ++++ +++ ++++ +++ +++

7 alan

150grup ++++ +++ ++ ++ +++ +

8 alan

Ortalama % 50 (+++) % 13 (++) %50 (++) %13 (++) %50 (+++) % 25 (+)
deger % 50 (++++) % 62 (+++) % 37 (+++) % 37 (+++) % 50 (++++) % 37 (++)
yuizdesi % 25 (++++) % 13 % 50 % 38 (+++)
(++++) (++++)

3.3.5.3. Bagirsaktaki Gozlemler

Bagirsak dokusunda hematoksilen eosin boyama ile yapilan 151tk mikroskobik
incelemede hiicre ve doku biitlinliigliniin bozuldugu ve bazal membrana yakin alanlarda
hafif dilatasyonlarin olustugu gozlendi. Epitel hiicre sekillerinin prizmatikten kiibik
epitele dogru degistigi, yer yer sitoplazmik vakuolizasyonlarin gozlendigi ve apikal
kisimlarin sistigi tespit edildi. Yogun hiicre dejenerasyonlar1 olan alanlarda hiicrelerin
kayiplarinin artti1i, fakat yine de normal pirizmatik goriinlime sahip hiicrelerin
sayisininda oldukca fazla oldugu gozlendi. Epitel hiicrelerinin apikal kismlari
eosinofilk boyanmasina karsin doku biitlinliikleri korunmus glikokaliksde hacisel artig
tespit edildi. Hiicre i¢i sitoplazmik vakuol olusan hiicrelrde c¢ekirdek yogun bazofilik
iken ¢evresinde hiicre dejenerasyonu ¢ok olan hiicrelerin ¢ekirdekleri asidofilik olarak
gozlendi. Yogun eosinofilik boyanma gozlenen bazi hiicrelerin ¢ekirdekleri ise
heterokromatik oldugu gozlenirken dejenere alanlarda Okromatik yapili hiicrelerde

gozlendi. Hiicrenin bazal kisimlarinda dilatasyonlarin arttigi tespit edildi. Epitelin
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hiicrelerinin bazilarinda boylar1 kisaldigi sekillerinin degistigi ve kiibik olarak
goriildiigli, bazalle yakin alanlarda gruplagsmalar yapan graniiler tip pigmentasyon
kiimeleri olustugu gozlendi (ok basi), baz1 epitelyal hiicrelerde ise apoptosisden dolay1
sitoplazmalarinin yogun eosinofilik goriildiigii tespit edildi. Myoepitelyal hiicrelerde
sismeler oldugu, bii hiicrelerin dokiildiigli alanlarda dilatasyonlarin olustugu gozlendi.
Bagirsaklarin birbirlerine bakan alanlarinda 6demlerin olustugi ve organlar arasi
mesafenin arttign goriildii. Ayrica organ lumeninin kimus kitlesi dolu oldugu sindirim
faaliyetlerinin devam ettigi goriildii (Sekil 36). Histopatolojik incelemeler sonucunda
epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri, vakuolizasyon, 6dem, nekrosis, pigmentasyon ve

bag doku artis1 ve dilatasyonun ortalama goriilme yiizdeleri Tablo 23’de gortilmektedir.

Sekil 36. Bagirsaklarda yapilan 151k mikroskobik histopatolojik inceleme; yildiz:sigmis
myoepitel hiicresi, e: 6dem, de: dejeneratif hiicre, d: hafif dilatasyon alanlari,
v: hiicre sitoplazmasinda vakuolizasyonlar, ok basi: yogun pigmentasyon,
Hematoksilen eosin boyama, X20.
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Tablo 23. Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, 6dem, nekrosis, pigmentasyon ve bag doku artis1 ve
dilatasyonun ortalama goriilme ylizdeleri

Bagirsak Epitel Vakuolizasyo Odem Nekrosis Pigmentasyo Bagdoku
dejenerasyonu n (median (median n artig1 ve
ve (median +SD) +SD) (median dilatasyon
Dokiilmeleri +SD) +SD) (median £SD)
(median £SD)
150 grup +++ +++ ++ +++ ++ +
1 alan
150 grup +++ +++ ++ ++ ++ +
2 alan
150 grup +++ ++ ++ +++ +++ ++
3alan
150 grup +++ ++ + ++ ++ ++
4 alan
150 grup +++ ++++ + +++ +++ ++
5 alan
150 grup ++ ++ ++ ++ +++ ++
6 alan
150 grup +++ +++ +++ +++ ++ +++
7 alan
150grup ++++ +++ ++ ++ ++ ++
8 alan
Ortalama % 12 (++) % 37 (++) % 25 (+) % 50 (++) % 63 (++) % 25 (+)
deger % 75 (+++) % 50 (+++) % 62 (++) %50 (+++) % 37 (+++) % 62 (++)
yiizdesi % 13 (++++) % 13 (++++) % 13 (+++) % 13 (+++)

3.3.6. 250 mg/L Konsantrasyondaki Gozlemler

3.3.6.1. Karacigerdeki Gozlemler

Karacigerde doku biitlinliigiiniin histolojik olarak deformasyona ugradigi,
dejenere hiicrelerin hem merkezde hemde periferde yogun olarak goriildiigi tespit
edildi. Sinuzodal alanlara yakin hepatositlerde dejenerasyonlarn daha fazla oldugu, bu
alanlarin i¢cinde 6dem sivist biriktigi fakat yakinlarinda normal histolojiye sahip
hiicrelerinde bulundugu gozlendi. Sinuzoidal alanlarda goriilen genislemeler dilatasyon
seviyesinde belirlenirken perifer alanlarda bunlarin genisliklerinin daha da arttig
goriildii.. periferde yerlesmis normal goriiniimlii gdzlenen bazi hiicrelerde apoptosisiden
dolay1 eosinofilik goriildiigli, c¢ekirdeklerinin ise bazofilik oldugu belirlendi. Bazi
makrofaj tipi hiicrelerde yogun pigmentasyona bagli melanin pigmenti biriktigi tespit
edildi. Bu pigmentasyon alanlarinin periferden uzaklastik¢a arttig1 bazi alanlarda yogun

kiimelenmeler gosterdigi tespit edildi. Karacigerin loblarinin orta alanlarina yakin
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vakuoliszasyonlarin arttig1, dilatasyon bdlgeleriyle birlesen yapilarin nekroz alanlar
olusturdugu ve dejenerasyona ugramis hiicrelerin de bu alanlarda yogun oldugu goriildii
(Sekil 37). Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,

vakuolizasyon, 6dem, nekrosis, pigmentasyon ve bag doku artisi ve dilatasyonun

ortalama goriilme ytizdeleri Tablo 24’de goriilmektedir.

L ‘ . . \ ‘
Sekil 37. Karacigerde yapilan 151k mikroskobik histopatolojik inceleme; v:
vakuolizasyon e: 6dem, d: sinuzoidal dilatasyon, ok basi: yogun

pigmentasyonlu hiicreler, de: dejenere hiicreler, Hematoksilen eosin boyama,
XA40.
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Tablo 24. Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, 6dem, nekrosis, pigmentasyon ve bag doku artis1 ve
dilatasyonun ortalama goriilme ylizdeleri

Karaciger Epitel Vakuolizasy Odem Nekrosis Pigmentasyo  Bagdoku artist

dejenerasyonu on (median (median n ve dilatasyon

ve (median +SD) +SD) (median (median +SD)
Dokiilmeleri +SD) +SD)

(median £SD)
250 grup ++++ +++ ++ +++ +++ ++
1 alan
250 grup +++ +++ +++ ++++ +++ +
2 alan
250 grup ++++ +++ ++ +++ ++++ ++
3alan
250 grup +++ ++++ ++ ++++ ++++ +
4 alan
250 grup +++ ++ ++++ ++ ++++ +++
5 alan
250 grup ++ ++ ++ +++ +++ ++
6 alan
250 grup +++ ++++ +++ ++++ +++ +++
7 alan
250 grup ++++ ++ ++ ++ +++ +
8 alan
Ortalama % 12 (++) %37 (++)  %62(++) %26 (++) %62 (+++) % 37 (+)

deger % 50 (+++) % 38 (+++) % 25 % 37 (+++) % 38 (++++) % 37 (++)
yiizdesi % 38 (++++) 9% 25 (++++) (+++) % 37 % 24 (+++)
% 13 (++++)
(++++)

3.3.6.2. Midedeki Gozlemler

Mide doku biitlinligiiniin  histolojik olarak fazla bozulmadigi, epitel
hiicrelerindeki dejenerasyonlar ve vakuolizasyonlarin yogun olarak goriildigii ve
dejenerasyonlara bagli hiicre prizmatik sekillerini kaybettigi ve yogun ddkiilmelerinin
(yildiz) olustugu goriildii. Normal prizmatik goriiniime sahip hiicre oraninin ¢ok
olmasma karsin kiibik hiicrelerin de dokiilme bolgerinde yogun olarak gozlendigi
belirlendi. Boylar1 kisalan bu kiibik sekilli hiicrelerin ve dejenere olmus hiicrelerin
altlarinda dilatasyonlarin daha fazla sekillendigi goriildii. Bazi epitelyal hiicrelerinde de
apoptosisden dolayt eosinofilik boyanmanin arttigt ve dokunun biitlinlinde yapilan
incelemede hafif pigmentasyon odaklarina rastlandi. Mide lumeninin kimus ile dolu
oldugu tespit edildi (Serkil 38). Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel
dejenerasyonu ve dokiilmeleri, vakuolizasyon, nekrosis, pigmentasyon ve kas hiicre

dejenerasyonunun ortalama goériilme yiizdeleri Tablo 25’de goriilmektedir.
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20 um

Sekil 38. Midede yapilan 151k mikroskobik histopatolojik inceleme; e: 6demalan1 ve
stvist, d: hafif dilatasyon, ok basi: pigmentasyon, v: hiicre sitoplazmasinda
yogun vakuolizasyonlar, y1ldiz: epitel dokiilmeleri, Hematoksilen eosin
boyama, X20.

Tablo 7. Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, nekrosis, pigmentasyon ve muscle hiicre dejenerasyonunun
ortalama goriilme yiizdeleri

Mide Epitel dejenerasyonu Vakuolizasyon Nekrosis Pigmentasyon  Kas hiicre
ve Dokiilmeleri (median +£SD)  (median (median +SD)  dejeerasyonu
(median +SD) +SD) (median +SD)

250 grup ++++ +++ ++ +++ +++
1 alan
250 grup ++++ +++ +++ ++++ +++
2 alan
250 grup ++++ +++ +++ ++++ ++++
3alan
250 grup ++ ++H++ ++ ++++ ++++
4 alan
250 grup +++ +++ ++++ +++ ++++
5 alan
250 grup +++ +++ ++ +++ +++
6 alan
250 grup ++++ ++++ ++++ ++++ +++
7 alan
250 grup ++++ ++ ++ ++ +++
8 alan
Ortalama % 13 (++) % 13 (++) % 50 (++) % 13 (++) % 62 (+++)

deger % 25 (+++) % 62 (+++) % 25 (+++) % 37 (+++) % 38 (++++)
yiizdesi % 62 (++++) % 25 (++++) % 25 (++++) % 50 (++++4)
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3.3.6.3. Bagirsaktaki Gozlemler

Bagirsak dokusunda hematoksilen eosin boyama ile yapilan 1sik mikroskobik
incelemede hiicre boyutlariin ve doku biitiinliigiiniin bozuldugu, bazal membrana
yakin alanlarda dilatasyonlarin arttigi ve homojen bir sekilde genislemeler oldugu
gozlendi. Epitel hiicre sekilsel degisikliklerin arttig1 normalde prizmatik olan hiicrelerin
yogun bir sekilde kiibik epitele dogru degistigi ve bazal kismlarinda yer yer sitoplazmik
vakuolizasyonlarin goézlendigi tespit edildi. Yogun hiicre dejenerasyonlar1 olan
alanlarda hiicrelerin kayiplarinin arttigi, fakat yine de normal pirizmatik goriinimde
hiicre sayisinin oldukga azaldigi goriildii. Epitel hiicrelerinin apikal kismlar1 eosinofilk
boyanmasia karsin doku biitiinliikleri korunmus glikokaliks yapilar1 tespit edildi.
Yogun eosinofilik boyanma gozlenen bazi hiicrelerin ¢ekirdekleri heterokromatik
oldugu gozlenirken dejenere alanlarda ve vakuolizasyonlu hiicrelerde yogun miktarda
Okromatik yapili hiicre ¢ekirdekleri gozlendi. Bazal kisimlarinda dilatasyonlarin arttigi
hiicrelerin yogun bir sekilde dejenerasyona ugradigi goriildii. Epitelin hiicrelerinin
cogunda boylar kisaldig: sekillerinin degistigi ve kiibik olarak goriildiigii, bazalle yakin
alanlarda pigmentasyon kiimeleri olustugu gozlendi (ok basi), bazi epitelyal hiicrelerde
ise apoptosisden dolay1 sitoplazmalarinin eosinofilik goriildiigii ve ¢ekirdeklerini
yuvarlak yapisini kaybettigi tespit edildi. Dilatasyon alanlarinda daha fazla olmak tizere
myoepitelyal hiicrelerde sismeler oldugu gozlendi. Bagirsaklarin birbirlerine bakan
alanlarinda 6demlerin olustugu, organlar aras1 mesafenin arttig1 ve bu alanlarda 6dem
stvist biriktigi gozlendi. Ayrica organ lumeninin kimus kitlesi dolu oldugu goriildii
(Sekil 39). Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, 6dem, pigmentasyon ve nekrosisin ortalama goriilme yiizdeleri Tablo

26’da goriilmektedir.
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Sekil 39. Bagirsaklarda yapilan 151k mikroskobik histopatolojik inceleme; e: 6dem,
kalin ok: sismis miyoepitelyal hiicre, di: dilatasyon alanlar1, v: hiicre
sitoplazmasinda vakuolizasyonlar, ok basi: hafif pigmentasyon, Hematoksilen
eosin boyama, X20.

Tablo 26. Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, 6dem, pigmentasyon ve nekrosisin ortalama goriilme

yiizdeleri
Bagirsak Epitel Vakuolizasyon Odem Nekrosis Pigmentasyon
dejenerasyonu (median £SD)  (median +£SD)  (median £SD)  (median £SD)
ve Dokiilmeleri
(median +SD)
250 grup +++ +++ + ++ +++
1 alan
250 grup +++ +++ ++ ++ ++
2 alan
250 grup ++++ ++ ++ +++ +
3alan
250 grup ++++ ++ ++ ++ +
4 alan
250 grup ++ ++++ + +++ +++
5 alan
250 grup +++ ++ ++ +++ +
6 alan
250 grup +++ ++++ ++ +++ +++
7 alan
250 grup ++++ +++ ++ +++ ++
8 alan
Ortalama % 13 (++) % 37 (++) % 25 (+) % 62 (++) % 37 (+)
deger % 50 (+++) % 37 (+++) % 75 (++) % 38 (+++) % 26 (++)
ylizdesi % 37 (++++) % 26 (++++) % 37 (+++)
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3.3.7. 500 mg/L. Konsantrasyondaki Gozlemler

3.3.7.1. Karacigerdeki Gozlemler

Karacigerde lob yapisinin ve doku biitiinliiglinlin kayboldugu, histolojik olarak
yogun olarak deformasyona ugradigi, dejenere hiicrelerin hem merkezde hem de
periferde yogun olarak goriildiigli tespit edildi. Sinuzodal alanlara yakin hepatositlerde
dejenerasyonlarin daha fazla oldugu, bu alanlarin i¢inde 6dem sivis1 biriktigi fakat
yakinlarinda normal histolojiye sahip hiicrelerinde bulundugu goézlendi. Dokunun
merkezinde ve sinuzoidal alanlarda goriilen genislemeler dilatasyon seviyesinde
belirlenirken perifer alanlarda meydana gelen genisliklerinin damar yakinlarinda daha
da arttig1 goriildii. Periferde yerlesmis normal goriiniimlii gozlenen bazi hiicrelerde
cekirdekleri bazofilik boyanmasina karsin apoptosisiden dolay1 eosinofilik goriildigi
belirlendi. Baz1 makrofaj tipi hiicrelerde yogun pigmentasyona bagli melanin pigmenti
biriktigi tespit edildi. Bu pigmentasyon alanlarinin dokunun her yerinde homojen olarak
dagildig1 ve periferden uzaklastikca arttigi bazi alanlarda ise yogun kiimelenmeler
gosterdigi tespit edildi. Karacigerin loblarin orta alanlarina yakin hiicresel
vakuolizasyonlarin arttigt ve dejenere hiicrelerin buralarda fazla oldugu goézlendi.
Yogun dilatasyon bolgeleriyle birlesen vakuoler yapilarin nekroz alanlar1 olusturdugu
ve dejenerasyona ugramis hiicrelerin de bu fibrotik alanlarda yogun oldugu gorildii
(Sekil 40). Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, 6dem, pigmentasyon, nekrosis ve bag doku artsi ve dilatasyonun

ortalama goriilme yiizdeleri Tablo 27’de goriilmektedir.
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Sekil 40. Karacigerde yapilan 151k mikroskobik histopatolojik incelem; v: )
vakuolizasyon e: 6dem, di: sinuzoidal dilatasyon, ok basi: yogun

pigmentasyonlu hiicreler, d: dejenere hiicreler, Hematoksilen eosin boyama,
X40.

Tablo 27. Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, 6dem, pigmentasyon, nekrosis ve bag doku arts1 ve
dilatasyonun ortalama goriilme yiizdeleri.

Karaciger Epitel Vakuolizasyon Odem Nekrosis ~ Pigmen  Bagdoku
dejenerasyonu  (median £SD) (median (median tasyon artisi ve
ve +SD) +SD) (media dilatasyon
Dokiilmeleri n £SD) (median
(median +SD) +SD)
500 grup ++++ +++ ++ +++ +++ ++
1 alan
500 grup +++ ++++ +++ ++++ +++ +++
2 alan
500 grup ++++ ++++ +++ ++++ ++++ +++
3alan
500 grup +++ ++++ ++ ++++ ++++ +++
4 alan
500 grup ++ ++ ++++ ++ ++++ +++
5 alan
500 grup +++ +++ +++ +++ ++++ ++
6 alan
500 grup ++++ ++++ +++ ++++ ++++ ++++
7 alan
500 grup ++++ +++ ++ +++ +++ +++
8 alan
Ortalama % 12 (++) % 13 (++) % 37 (++) % 13 (++) % 38 % 25 (++)
deger % 38 (+++) % 37 (+++) %50 (+++) % 37 (+++)  (+++) % 62 (+++)
yiizdesi %50 (++++) %50 (++++) % 13 (++++) %50 (++++) %62 % 13 (++++)
(++++)
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3.3.7.2. Midedeki Gozlemler

Mide doku biitiinliigiiniin bozuldugu, epitel hiicrelerindeki yogun dejenerasyonlar
ve vakuolizasyonlarin arttig1 goriildii. Hiicresel dejenerasyonlara bagli hiicre sekillerinin
degistigi pirizmatik yapilarini kaybettigi ve yogun dokiilmelerinin olustugu gozlendi.
Normal prizmatik goriinime sahip hiicre oraninin azalmis olup daha ¢ok kiibik
hiicrelerin goriildiigli epitel katmaninda c¢ekirdek yapilarinin da bozuldugu belirlendi.
Hiicre sigsmesi ve dokiilmelerinin dilatasyon ve vakuolizasyon bolgelerinde daha yogun
olarak gozlendigi belirlendi. Bu grupta dilatasyonlarin epitelin bazalinda yogun sekilde
oOlustugu, buna bagli olarak bazale yakin yerlesimli miyositlerin ayrismaya basladigi
gozlendi. Boylart kisalan kiibik sekilli hiicrelerin ve dejenere olmus hiicrelerin
altlarinda dilatasyonlarin daha fazla sekillendigi kiimecikler halinde pigmentasyonlarin
homojen bir dagilim gosterdigi goriildii. Pigmentasyon boyutlar1 fazla olmamasina
karsin her yonde belirgin olarak tespit edilebilmekteydi. Mide limeninin kimus ile dolu
oldugu tespit edildi (Sekil 41). Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel

dejenerasyonu ve dokiilmeleri, vakuolizasyon, pigmentasyon, nekrosis ve kas hiicre

dejenerasyonunun ortalama goriilme yiizdeleri Tablo 28’de goriilmektedir.

| : R e g

Sekil 41. Midede yapilan 151k mikroskobik histopatolojik inceleme; e: 6dem alani ve
stvist, di: hafif dilatasyon, ok basi: pigmentasyon, v: hiicre sitoplazmasinda
yogun vakuolizasyonlar, kalin ok: epitel sismesi ve dokiilmeleri,
Hematoksilen eosin boyama, X40.
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Tablo 28. Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, pigmentasyon, nekrosis ve kas hiicre dejenerasyonunun
ortalama goriilme yiizdeleri.

Mide Epitel Vakuolizasy ~ Nekrosis Pigmentasyon Kas hiicre
dejenerasyonu on (median (median +SD) dejenerasyonu
ve Dokiilmeleri (median +SD) (median +SD)
(median £SD) +SD)

500 grup ++++ ++++ ++ +++ +++

1 alan

500 grup ++++ +++ +++ ++++ +++

2 alan

500 grup ++++ +++ ++++ ++++ ++++
3alan

500 grup +++ ++++ +++ ++++ ++++

4 alan

500 grup +++ +++ ++++ +++ ++++

5 alan

500 grup ++++ +++ +++ +++ ++++

6 alan

500 grup ++++ ++++ ++++ ++++ +++

7 alan

500 grup ++++ ++ ++ ++++ +++

8 alan

Ortalama % 25 (+++) % 13 (++) % 25 (++) % 38 (+++) % 50 (+++)

deger % 75 (++++) % 50 (+++) % 37 (+++) % 62 (++++) %50 (++++)
yiizdesi % 37 (++++) % 38
(++++)

3.3.7.3. Bagirsaktaki Gozlemler

Bagirsak dokusunda hematoksilen eosin boyama ile yapilan 151tk mikroskobik
incelemede hiicre boyutlarinin ve doku biitiinliigiiniin bozuldugu, limenin daraldigi,
bazal membrana yakin alanlarda dilatasyon yogunlugunun arttig1 ve homojen bir sekilde
genislemeler oldugu gozlendi. Epitel hiicrelerinde sekilsel degisikliklerin arttig1 normal
histolojik incelemede prizmatik olan hiicrelerin yogun bir sekilde kiibik ve basik yassi
epitele dogru degistigi gozlendi. Hem hiicrelerin apekslerinde hem de bazal
kisimlarinda yer yer sitoplazmik vakuolizasyonlarin gézlendigi tespit edildi. Villuslerde
gozlenen yogun hiicre dejenerasyonlarinin oldugu alanlarda hiicre kayiplarinin arttigi
belirlendi. Normal pirizmatik goriiniimde hiicre sayisinin olduk¢a azaldigr goriildii.
Epitel hiicrelerinin apikal kisimlari eosinofilik boyanmasina karsin g¢ekirdeklerinin
bazofilik oldugu ve doku biitiinliikleri korunmus hiicrelerde glikokaliks yapilar1 az da
olsa tespit edildi. Yogun eosinofilik boyanma goézlenen bazi hiicrelerin ¢ekirdekleri
heterokromatik oldugu gozlenirken dejenere alanlarda ve vakuolizasyonlu hiicrelerde

yogun miktarda Okromatik yapili hiicre ¢ekirdekleri gozlendi. Bazal kisimlarinda
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dilatasyonlarin arttig1 hiicrelerin yogun bir sekilde dejenerasyona ugradigi bu alanlarda
vakuolizasyonlarin daha belirgin oldugu goriildii. Epitelin hiicrelerinin ¢ogunda boylari
kisaldigi sekillerinin degistigi ve kiibik olarak goriildiigii, bazalle yakin alanlarda
pigmentasyon kiimeleri olustugu goézlendi (ok basi), bazi1 epitelyal hiicrelerde ise
apoptosisden dolay1 sitoplazmalarinin eosinofilik goriildiigii ve ¢ekirdeklerini yuvarlak
yapisini kaybettigi karyolizis oldugu tespit edildi. Dilatasyon alanlarinda daha fazla
olmak tlizere myoepitelyal hiicrelerde sismeler ve yogun dokiilmelerin oldugu goézlendi.
Bagirsaklarin  birbirlerine bakan alanlarinda 6demlerin olustugu, organlar arasi
mesafenin arttig1 ve bu alanlarda 6dem sivisi biriktigi gozlendi. Ayrica organ liimeninin
kimus kitlesi dolu oldugu goriildii (Sekil 42). Histopatolojik incelemeler sonucunda

epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri, vakuolizasyon, pigmentasyon, nekrosis ve 6demin

ortalama goriilme yiizdeleri Tablo 29°da goriilmektedir.

- Laeh J | Al
Sekil 42. Bagirsaklarda yapilan 151k mikroskobik histopatolojik inceleme; e: 6dem,
kalin ok: sismis miyoepitelyal hiicre, di: dilatasyon alanlari, v: hiicre
sitoplazmasinda vakuolizasyonlar, ok basi: hafif pigmentasyon, Hematoksilen
eosin boyama, X40.
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Tablo 29. Histopatolojik incelemeler sonucunda epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, pigmentasyon, nekrosis ve ddemin ortalama goriilme

yiizdeleri.
Bagirsak Epitel dejenerasyonu  Vakuolizasyon Odem Nekrosis Pigmentasyon
ve Dokiilmeleri (median £SD)  (median +£SD)  (median (median £SD)
(median £SD) +SD)
500 grup +++ ++++ + ++ +++
1 alan
500 grup +++ ++++ ++ +++ ++
2 alan
500 grup ++++ ++++ ++ +++ ++
3alan
500 grup ++++ ++++ ++ ++ ++
4 alan
500 grup +++ ++++ ++ ++++ +++
5 alan
500 grup +++ +++ +++ +++ +
6 alan
500 grup ++++ ++++ ++ ++++ ++
7 alan
500 grup ++++ +++ +++ ++++ ++
8 alan
Ortalama % 50 (+++) % 25 (+++) % 13 (+) % 25 (++) % 13 (+)
deger % 50 (++++) % 75 (++++) % 62 (++) % 37 (+++) % 62 (++)
yiizdesi % 25 (+++) % 38 % 25 (+++)

(++++)

Yapilan Kruskal-Wallis testine gore; konsantrasyonlar arasinda, karaciger
dokusundan alinan 6rneklerde epitel dejenerasyon (p<0.05, X?=25.90), vakuolizasyon
(p<0.05, X?=25.03), 6dem (p<0.05, X?=33.90), nekrosis (p<0.05, X?= 27.60),
pigmentasyon (p<0.05, X?= 32.55) ve bag doku artis1 (p<0.05, X*= 33.63) acisindan
istatistiksel olarak onemli fark oldugu bulunmustur. Mide dokusundan alinan 6rneklerde
ise epitel dejenerasyon (p<0.05, X?=31.00), vakuolizasyon (p<0.05, X?=29.19), nekrosis
(p<0.05, X*= 30.72), pigmentasyon (p<0.05, X?= 44.18) ve kas hiicre dejenerasyonu
(p<0.05, X?=22.07), 6dem (p<0.05, X?= 7.42) bakimindan fark bulunurken bag doku
artis1 (p>0.05, X?= 1.73) bakimindan fark bulunamamistir. Bagirsak dokusundan alinan
orneklerde ise epitel dejenerasyon (p<0.05, X?=27.36), vakuolizasyon (p<0.05,
X?=31.10), ddem (p<0.05, X?=27.29), nekrosis (p<0.05, X?=28.64) ve pigmentasyon
(p<0.05, X?=25.05) bakimindan konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklar gozlenirken bag dokusu artisi (p<0.05, X?=2.53) bakimindan fark

gozlenmemistir.
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Amfibi populasyonlarindaki azalmalar gegen son 25 yilda daha dramatik bir hal
almistir. Bu azalisin c¢esitli nedenleri bulunmaktadir (Giirkan ve Hayretdag, 2009).
Fungal ve bakteriyal salgin hastaliklar, kuraklik, sicaklik degisiklikleri, habitat tahribi
ve parcalanmasi, egzotik tiirler, agir metaller, asit yagmurlari, iklim degisimi ve
kimyasal giibre kullanim1 amfibi azalmasina neden olan etmenler arasindadir (Barinaga,
1990; Phillips, 1990; Dunson vd., 1992; Howe vd.,1998; Adams, 1999; Hayes vd.,
2002; Langan, 2003). Amfibi azalmalarinda en fazla ilgiyi ¢eken tarimsal kimyasallarin
tek basina veya diger stres yapan unsurlarla beraber kullanilmasidir (Relyea ve Mills,
2001). Dogal populasyonlarda yapilan ¢alismalar populasyondaki azalmalar ile tarimsal
araziler arasinda bir iligki oldugu gosterilmektedir (Bishop vd., 1999; LeNoir vd., 1999;
Davidson vd., 2002; Houlahan ve Findlay, 2003; Davidson, 2004). Ayni zamanda bir
cok kusurlu amfibilerin pestisit ve giibrelerin fazlaca kullanildigi tarimsal alanlarda
gozlendigi rapor edilmistir (Ouellet vd., 1997; Taylor vd., 2005). Amfibilerde belirli
pestisit veya kimyasal maddeye karsi etkileri tiirden tiire ya da populasyondan
populasyona degisebilir. Bu kimyasallara karsi toleranslar tiir i¢i veya tiirler arasi
genetik farkliliktan kaynaklandigi gibi kimyasal maddelere maruz kalmasina da baglidir

(Bridges ve Semlitsch, 2000).

Amonyum siilfat, (NH4)2SOs, ticari degeri olan inorganik bir tuzdur. Giibre olarak
yaygin bir kullanim alan1 vardir. Amonyum katyonu formu olarak %21 azot ve siilfat
anyonu formunda %?24 kiikiirt icerir. Yagmur suyu ile su kaynaklarina karigan suni
giibreler su kaynaklarinin kirlenmesinde o6nemli rol oynamaktadir. Amfibilerin
hibernasyon donemlerini gegirdikleri ¢amur tabakalarimin en alt kisimlarinda yogun
miktarda Kkirleticilere rastlanmigtir (Sparling vd., 1995). Bdylelikle kirleticilerin
amfibilerin sadece ekolojik nislerine degil, iireme biyolojilerine zarar verdigi
goriilmektedir (Tegowska vd., 2004). Amonyum siilfatin; sucul ¢evreler lizerindeki
toksik etkisi ile alakali sinirh sayida bilgi mevcuttur (Schuytema ve Nebeker, 1999a).
Bu ¢aligsma ile amonyum siilfatin Rana macrocnemis larvalar: tizerindeki 96 saatlik akut

toksikolojik ve histopatolojik etkileri ilk defa ortaya ¢ikarilmistir.
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Tarimsal alan yakinlarinda bulunan su sistemleri, bu alanlardan etkilenmektedir
ve bir¢ok calisma tarimsal alanlarin hidrolojik ve kimyasal etkilerini agiklamak ve orada
yasayan sucul omurgalilar iizerindeki degisimlerini gostermektedir (Spear vd., 2009).
Tarimsal alanlarin en az oldugu yerde su kalitesinin daha yiliksek oldugu
gozlenmektedir. Tarimsal alan yogunluguna gore su kalitesi degisiklik gostermektedir
(Spear, 2009). Olgiilii bir akarsu sisteminde cografik tabakalara ve fotosentetik orana
bagl olarak pH degeri 6.5 ve 8.5 arasinda degismektedir. Nitrat ve nitrit seviyeleri ise
tarimsal alan yogunluguna bagli olmaktadir. Artan tarimsal alan yogunlugu topraktaki
nitrat ve nitrit seviyelerini yiikseltmektedir (Yang vd., 2005). Buna bagli olarak bizim
orneklerimizi aldigimiz sularin pH degeri verilen referans araligt arasinda
degismektedir. Ayrica tarima uzak alanlardan temin edilen su 6rneklerinde nitrit ve
nitrat azot degeri de diisiik bulunmustur. Enerji metabolizmasi oksijen tiiketimi ile
Olciilmektedir. Sicaklik arttikga enerji metabolizmasi da artmaktadir. Sicak sularda
oksijen tiikketimi bu yiizden fazla olurken, buna paralel olarak ¢oziinmiis oksijen az
olmaktadir. Bu ylizden kurbaga larvalar1 genis bir sicaklik araligina sahip olmak igin
fizyolojik ¢aba sarf etmeleri gerekmektedir (Ultsch vd., 1999; Cairns vd., 1975a;
Duellman ve Trueb, 1986). Su kaynaklarindan ornekler incelendiginde sicaklik diisiik
oldugu i¢in ¢oziinmiis oksijeninde fazla oldugu gozlenmistir. Avustralya kurbagasi,
Bryobatrachus nimbus’da oksijen tiiketimi artan sicaklik ile birlikte artmaktadir
(Mitchell ve Seymour, 2000).

96 saatlik akut deneyi sonucunda Rana macrocnemis igin amonyum siilfatin LCs
degeri 436.623 mg/L olarak tespit edilmistir. Amonyum tiirevlerinin LCso degerleri akut
toksikolojisi c¢aligmalar1 arasinda degisiklik gostermektedir. Hecnar (1995)’mn Bufo
americanus, Pseudacris triseriata, Rana pipiens ve Rana clamitans larvalarina
amonyum nitrat giibresinin akut ve kronik konsantrasyonlari uygulanarak etkilerinin
degerlendirildigi ¢alismasinda, akut testte iki farkli B. americanus populasyonunun Kirli
bolgeden almmaninda 96 saatlik LCsy degeri 39,3 mg/L olarak belirlenirken, temiz
bolgeden alinanda 13,6 mg/L olarak belirlenmistir. Schuytema ve Nebeker (1999a)
Pseudacris regilla ve Xenopus laevis larvalarina 4’er ve 10’ar giinliikk amonyum nitrat,
amonyum klor ve amonyum siilfat uygulanarak gergeklestirilen ¢alismada; P. regilla
icin amonyum nitrat ve amonyum siilfata ait 10 giinliik LCsg degerleri sirastyla 55,2 ve

89,7 mg/L olarak tespit edilmistir. X. laevis larvalar1 i¢in ise li¢ amonyum bilesiginin 10
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giinlik LCso degerleri 45-64 mg/L arasinda degismekteydi. Karaoglu (2011) temiz ve
kirli bolgeden aldigi Pelodytes caucasicus (Kafkas kurbagasi) larvalarina kronik olarak
70 giin akut olarak ise 15 giin amonyum nitrat konsantrasyonlar1 uygulamistir. Temiz
bolge populasyonunun LCs degeri 170 mg/L, kirli bolge populasyonun LCsq degeri ise
204 mg/L olarak tespit edilmistir.

Bu calismanin akut deney siirecinde amonyum siilfata maruz kalan larvalarda
davranigsal ve fizyolojik degisimler gozlenmistir. Konsantrasyon miktar1 arttikca
beslenme oranmmin azaldigi hatta beslenmenin olmadigi, davranigsal (ylizmede
yavaglama, ters ylizme ve Olim) ve morfolojik (pigment kaybi, ddem birikimi)
anormalliklerin konsantrasyonla birlikte arttigi goriilmiistiir. Canli kalan bireylerde
yapilan mikroskop incelemeleri sonucunda ¢ekilen fotograflarda bazi bireylerde 6dem
olusumu, gévde bigiminde bozulma (¢cogunlukla 6li bireylerde) ve pigment kayb tespit
edilmistir. Hecnar (1995)’mn Bufo americanus, Pseudacris triseriata, Rana pipiens ve
Rana clamitans larvalarina amonyum nitrat giibresinin akut ve kronik konsantrasyonlari
uygulanarak etkilerinin degerlendirildigi ¢alismasinda, 6 tiire ait larvalarda beslenmede
azalma, ylizmede yavaglama ve dengesizlik, dokunmaya kars1 verilen tepkilerde
gecikme, felg, govdede cikintilarin olugmasi, pigment kaybi, ddemlerin gelismesi,
kuyrukta kivrilma gibi anormallikler, agirlik artisinda 6nemli diizeyde azalis ve aktivite
kayb1 belirtmistir. Karaoglu'nun (2011) temiz ve kirli olmak {izere iki bolgeden alinan
Pelodytes caucasicus larvalarina amonyum nitrat gilibresinin akut ve kronik
konsantrasyonlar1 uygulanarak etkilerinin degerlendirildigi calismasinda, biiylimenin
engellendigi, davranigsal ve fiziksel (yavaslama, dengesizlik, viicut seklinde bozukluk,
kamburluk) anormalliklere yol ag¢tigi ayrica Oliimlere neden oldugu belirlenmistir.
Giirkan ve Hayretdag (2009) ise bakir siilfatin Bufo viridis larvalar {izerinde gelisim ve
biiyiimede gerilemeye neden oldugunu gostermistir. Lawrence ve Isimo (2010)
Endosiilfan ve Diazinon pestisitlerin Bufo regularis yetiskin bireylerinde
konsantrasyonun artigina bagimli olarak bi¢imsel ve davranigsal anormalliklerin attig
gozlenmistir. Giirkan vd. (2014) ise kadmiyum kloriiriin Pseudepidalea variabilis
larvalar1 iizerindeki etkisini arastirmiglar ve Olim oraninin artan konsantrasyonlara
paralel olarak arttigini tespit etmislerdir. Bir¢ok ranid tiirliniin kimyasallara karsi
hassasligi1 ¢alisilmis olup, hicbir tiiriin birbirinden daha fazla dayanikli oldugu sonucuna

vartlamamistir (Bridges ve Semlitsch, 2000). Rana macrocnemis ile Rana dalmatina
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tizerinde yapilan ¢alismada; klorpirifosun LCsg degeri 5.174 mg/L olarak bulunmus ve
deney sonucunda kuyruk kisminda biikilme, iskelet ve kas bozukluklari gibi

anormallikler gézlenmistir (Bernabo vd., 2011).

96 saatlik akut deney sonucunda; agirlik ve boy bakimindan gruplar aras1 6nemli
derecede farkliliklar gozlenmistir. Agirlik veya boy artisinda 6nemli diizeyde azalisa
sebep olan en diisiik amonyum konsantrasyonu P. regilla larvalar1 i¢in 24,6 mg/L, en
diisiik nitrat konsantrasyonu i¢in ise 30 mg/L olarak tespit edilirken X. laevis larvalari
icin agirlik veya boy artisinda 6nemli diizeyde azalisa sebep olan en diisiik amonyum
konsantrasyonu 99,5 mg/L, en disilk nitrat konsantrasyonu ise 126 mg/L olarak

belirlenmistir.

Bu c¢aligmanin akut deneyi sonunda dokularda; amonyum siilfatin artan
konsatrasyonlarinda histapatolojik etkileri gozlenmistir. Histopatolojik incelemeler
sonucunda konsantrasyon artigina paralel olarak: karaciger, mide ve bagirsak
dokularinda; pigmentasyon kitlelerinin, hepatositlerde dejenerasyolarin,
vakuolizasyonun, nekrosisin, 6demin arttigi ve doku biitiinliiginiin bozuldugu
gozlenmistir. Ayrica bagirsak dokusunda epitel hiicrelerin silindirik yapidan kiibik

yaptya dogru degistigi ve mide dokusunda kas hiicre dejenerasyonunun da arttigi

gozlenmistir.

Karaciger epitel hiicrelerinde deformasyon, sinuzodal alanlara yakin
hepatositlerde dejenerasyonlar, 6dem, loblarinin orta alanlarina yakin hiicresel
vakuolizasyonlarin arttigi ve bu alanlarda dejenerasyona ayrica yogun dilatasyon
bolgeleriyle birlesen vakuoler yapilarin nekroz alanlar olusturdugu gozlenmistir.
Giirkan vd. (2014), kadmiyum kloriiriin ilk olarak karacigeri hedef aldig1 ve
histopatolojik lezyona, vakuolizasyona ve hepatositlerde nekrozise sebep oldugunu
belirtmislerdir. Ikechukwu ve Ajeh (2011), kadminyumun Hyla occipitalis’in karaciger
dokularinda hepatositleri etkilemesi sonucu, safra salinimi1 ve sinuzodal hiicrelerde
dilatasyon gozlendigini belirtmislerdir. Giirkan ve Hayretdag (2009) bakir siilfatin Bufo
viridis karacigerde deformasyon ve hepatoseliiler dejenerasyon gozlenmistir. Midede
ise; doku biitiinliigiiniin bozuldugu, epitel hiicrelerindeki yogun dejenerasyonlar ve

vakuolizasyonlarin artt1g1, hiicre sismesi ve dokiilmelerinin dilatasyon ve vakuolizasyon
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bolgelerinde daha yogun olarak gozlendigi, dilatasyon ve pigmentasyona rastlanmistir.
Daha o6nce larvalar tizerinde yapilan histopatolojik ¢alismalarda; bakir siilfatin (fungisit)
Bufo viridis larvalar1 {izerindeki etkisi arastirilmis ve gastrointestinal sistemde epitel
hiicrelerde artan konsantrasyonlara bagl olarak deformasyon artis1 gozlenmistir. Cakici
(2013), karbarilin Pelophylax bedriage’nin mide bezlerinde sislik, hiicresel nekroz,
sikisik epitel hiicre tabakasi ve kanama gozlenmistir. Histopatolojik incelemeler
sonucunda bagirsak dokularinda ise; epitel dejenerasyonu ve dokiilmeleri,
vakuolizasyon, pigmentasyon, nekrosis ve 6demin olustugu gozlenmistir. Cakict (2013),
karbarilin Pelophylax bedriage’nin bagirsak dokularinda epitel hiicre tabakasinda
diizensizlik, iltihaplanma ve nekrosis gozlenmistir. Gilirkan ve Hayretdag (2009) bakir
stilffatin Bufo viridis’in bagirsak dokulari epitel hiicrelerinde hasar, somit taslaklarinda
deformasyon ve anomaliler gozlenmistir. Kirleticilerin amfibiler {izerindeki
histopatolojik etkisi bir¢ok c¢alisma ile ortaya konulmustur. Organ hasarlari amfibi
larvalarinda davranigsal etkilere yol agmakta ve 6lim ile baglantili olmaktadir. Yiizme
kabiliyetini azalmas1 ve tuhaflagsmasi; beyin dokularinin parcalanmasi ve karaciger ve

bobrekler basta olmak iizere diger organlardaki yetmezlikten kaynaklanmaktadir.

Sonu¢ olarak amonyum siilfat tarim giibresinin Rana macrocnemis (Uludag
kurbagasi) larvalarint davranigsal ve fizyolojik olarak olumsuz yonde etkiledigi,
konsantrasyon miktar1 arttikca beslenme oraninin azaldigi hatta beslenmenin olmadigi,
yiizmede yavaslama, ters yiizme, 6liim, pigment kaybi, ddem birikimi olaylarinin arttig
gorilmistiir. Ayrica histopatolojik olarak incelenen mide, karaciger ve bagirsak
dokularinda yine konsantrasyon miktarina bagli olarak deformasyonlarin arttigi ve

larvalarin olumsuz etkilendigi gortilmiistiir.
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5. ONERILER

Giliniimiizde pek ¢ok iilkede oldugu gibi Tiirkiye’de de tarim alaninda yaygin
olarak kullanilan amonyum siilfat giibresinin amfibi tiirleri tizerinde morfolojik ve
histolojik olarak olumsuz etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Buna bagli olarak da
olumsuz etkilerin tlirden tiire ve popiilasyondan popiilasyona degisiklik gosterdigi

belirlenmistir.

Amonyum siilfat tarim giibresi bakimindan temiz ve kirli sulardaki larvalarin
durumlan karsilastirilabilir. Bu iki lokalitedeki larvalarin amonyum siilfat tarim
giibresine kars1 direng durumlari incelenebilir. Giibrenin etkilerini daha iyi gorebilmek
icin uzun vadeli kronik deney uygulanarak morfoloji ve histopatolojik olarak karaciger,
mide ve bagirsak dokularinda inceleme yapilabilir. Uygulanan akut deney sonucunda

beyin, pronefrik tiibiil ve gonad gibi diger organlarin dokular1 da incelenebilir.

En Onemlisi, yapilan tiim bu arastirmalarin sonuglar1 daha genis Kkitlelere

ulastirilmali ve dogal dengenin korunmasi i¢in insanlar bilinglendirilmelidir.
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