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Oz: Hizli toksisite testlerinden; test siiresi, numune hacmi, uygun maliveti ve sonu¢ hassasiveti nedeniyle; biyoliiminesans bakteri ile yapilan akut
toksisite testi, bir¢ok iilke standartlarinda yerini almigtir. Biyoliiminesans bakterinin ticari bir kiti olan Microtox® Reagent in hassasiyeti, referans toksik madde
(kontrol) sayesinde tespit edilebilmektedir. Microtox® akut toksisite testinde kullanmilmak iizere iiretici firma tarafindan farkl referans toksik maddeler (kontrol)
onerilmektedir. Bu ¢alismada, Microtox® akut toksisite testinde kullamilmak iizere formaldehitin alternatif referans toksik madde (kontrol) olarak kullanimi
hedeflenmistir. Formaldehitin Vibrio fischeri'ye gére olan akut toksisitesi, 5., 15. ve 30. dakika inhibisyon siirelerinde ¢calisilmistir. Inhibisyon siirelerine gore
ECsy degerleri sirasiyla 2,30+0,60 mg/l; 2,14+0,63 mg/l ve 2,17+0,70 mg/l bulunmugstur. Her bir drnekleme grubu icin bulunan ECs, degerlerinin, ortalamadan
sapmalart ise 0,01-0.47 arasinda degisim gostermistir. Formaldehitin tiim inhibisyon siireleri i¢in ortalama akut toksisite sonucuna bakildiginda da; 5. dakikalik
sonugta 0,10 birim sapma goriilmektedir. 15. ve 30. dakikalik inhibisyon siireleri icin ise; ortalama sirasiyla 0,06 ve 0,04 birim sapma ile ortalamaya ve
birbirlerine daha yakin degerler aldigi tespit edilmistiv. Calisilan referans toksik maddeler; reagent, analizér ve test operatoriiniin pipetleme hassasiyetinin
performansini goéstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Akut toksisite, Vibrio fischeri, Microtox®, referans toksik madde, formaldehit.

Interlaboratory precision of acute toxicity tests using reference toxicant formaldehyde

Abstract: Acute toxicity test, which takes place among rapid toxicity tests and is conducted through bioluminescent bacteria, has been included in many
countries' standards thanks to its test duration, sample volume, cost-efficiency and result sensitivity. Sensitivity of Microtox® Reagent, being one of the
commercial kits of bioluminescent bacteria, can be detected via reference toxicant (control). Various reference toxicants (control) are recommended by the
manufacturer company to be used in Microtox® acute toxicity test. This study aims to use formaldehyde as alternative reference toxicant (control) in Microtox®
acute toxicity test. Acute toxicity of formaldehyde, according to Vibrio fischeri, was investigated on 5., 15. and 30. minutes of inhibition periods. ECsy values were
found as 2,30+0,60 mg/l; 2,14+0,63 mg/l and 2,17+0,70 mg/l by inhibition periods, respectively. Standard deviation of ECsgvalues found for each sample group
differed between 0,01-0,47. According to mean acute toxicity results of all formaldehyde inhibition periods, 0,10 unit deviation was found in 5. minutes of results.
For 15. and 30. minutes of inhibition periods, mean value of unit deviation was found as 0,06 and 0,04 which showed closer values to each other and the mean
value. The investigated toxicants show the performance of pipetting sensitivity of reagent, analyzer and test operator.

Keywords: Acute toxicity, Vibrio fischeri, Microtox®, reference toxicant, formaldehyde.

GIRiS kimyasallarin tek basina ya da kompleks halde toksisitenin belirlenmesinde
hizli ve standart testler tercih edilmektedir (Toussaint ve ark., 1995;

Toksikolojik testlerde, ekolojik olarak giincel ve anlaml Sponza, 2002; van der Grinten ve ark., 2010). Hizli toksisite testlerinden;
sonuglar elde etmek i¢in sadece uygun test tipinin degil ayn1 zamanda test siiresi, numune hacmi, uygun maliyeti ve sonug hassasiyeti nedeniyle;
uygun test organizmasinin da segilmesi gerekmektedir (Rand, 1995). biyoliiminesans bakteri ile yapilan Microtox® akut toksisite testi, 6zellikle
Ozellikle atiksularmn drnek alimindan test organizmasmin secimine kadar, Avrupa’daki iilkelerde popiiler hale gelmistir (Ma ve ark., 2014).
farkli laboratuvar tasarimlar1 ve kurallar dizisi mevcuttur. Akut toksisite
testleri genel olarak 20 test organizmasindan herhangi birinin, bes farkli Biyoliiminesans bakterinin ticari kiti olan Microtox® Reagent’in
atik konsantrasyonunun ve bir kontrol suyunun her birine maruz hassasiyeti, referans toksik madde (kontrol) sayesinde kolayca tespit
birakilmasini icermektedir ki, genellikle test siiresi 24 ila 96 saat arasinda edilebilmektedir. Ayrica, bakterinin (Vibrio fischeri) canliligindan emin
degismektedir (EPA, 2002). Her bir atik su kompozisyonuna veya kimyasal olabilmek ve operatoriin pipetleme hassasiyetini degerlendirmek i¢in de,
icerige gore uygun metod ve tiir tespiti, testin dogrulugunda anahtar rol referans toksik madde kullanilmaktadir. Test validasyonu i¢in kullanilan
iistlenmektedir. Ornegin; bir kimyasalin ve onun yan iiriin/kalntilarinin pozitif kontroller toksik maddeyi belirli bir referans noktasi olarak
veya birkag kimyasalla etkilesim halinde bulunan kompleks toksik almaktadir. Tasiyict solventler gibi kullanilan negatif kontroller de
atiksularin, biyolojik etkilerini dlgmek gibi analizi zor olan durumlarda bakterinin doz-cevap iligkisini belirleme ve testin hatali okumalarini
biyoindikatér tirlerin kullanimi tercih edilmektedir. Bu anlamda, minimize etmek i¢in tercih edilmektedir. Microtox® akut toksisite testinde
biyoindikator tiirler erken uyari belirteg tiirleri olarak hedeflenmektedir. kullanilan hem negatif hem de pozitif kontroller, bakteriler tarafindan 151k
Erken uyar1 belirtegleri; ¢evresel degisikliklere daha hizli ve hassas tepki yaytlimindaki dogal degisikliklerin izlenmesinde 6nem arz etmektedir
vererek bireysel veya suborganizmal (biyobelirteg) seviyelerinde 6lgiim (Blaise ve Férard, 2005).

firsat1 vermektedir (Gerhardt, 2002).
Iyi bir akuatik toksikoloji laboratuvarinda, uygulamalarda

Toksikolojik olarak sicak noktalarin (hot spots) belirlenmesinde, referans madde (kontrol) secilirken; kimyasalin safligi, kararliligi, yaygin
atiksularda toksisite belirleme ve giderme veya zamana bagli degisimlerin olarak kullanilabilirligi, ¢oziiniirligi, doz-cevap iliskisi, is saglhifi ve
toksisite agisindan saptanmasinda toksisite testleri kullanilmaktadir. Ayrica, giivenligi ¢ercevesinde operatdriin durumunun géz 6niinde bulundurulmasi
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gerekmektedir. Microtox® akut toksisite testinde kullanilmak {izere iiretici
firma tarafindan yillarca ticari olarak satilan bir iiriin olan Listerine® tercih
edilmistir. Zamanla organik referans toksik madde olarak fenol, inorganik
referans toksik madde olarak ¢inko siilfat (ZnSO4) Onerilmistir (Blaise ve
Férssard, 2005). Fenol i¢in ortalama etkili konsantrasyon (ECs) 5. dakika
ECs degerleri tipik olarak 13-26 mg/L araliginda iken, ZnSOy igin 15.
dakika degerleri 3,0 ve 10 mg/L arasinda degismektedir (Microtox®
Manual, 1992). Ayrica yapilan ¢alismalarda, Microtox® akut toksisite testi
uygulamalarinda farkli referans toksik maddeler (kontrol) kullanilmistir.
Birgok ¢alismada; pozitif kontrol olarak fenol (Johnson ve Long, 1998; Liu
ve ark., 2001) ve ZnSO, (Harkey ve Young, 2000) tastyict solventlerin
kullanildig1 ¢alismalarda ise; negatif kontrol olarak daha ¢ok DMSO
(Harkey ve Young, 2000) tercih edilmistir. Bunun yani sira; non-toksik
(toksik olmayan) referans madde (kontrol) olarak glikoz kullanilan
¢aligmalar da mevcuttur (Garcia-Montafio ve ark., 2008).

Bu ¢alismada, Microtox® akut toksisite testinde, referans toksik
madde (kontrol) olarak formaldehit’in alternatif kullanim olanagmim ve
bdylece laboratuvar calismalarinda akut toksisite testi hassasiyetinin
belirlenmesi  hedeflenmistir.  Microtox®  akut toksisite testinde
formaldehit’in, Vibrio fischeri’ye gore olan akut toksisitesi, 5., 15. ve 30.
dakika inhibisyon siirelerinde farkli tekrarlarla ¢alisilmis ve sonuglar ECsy
degeri ile sunulmustur.

MATERYAL ve METOT

Bu ¢aligmada, alternatif referans toksik madde (kontrol) olarak,
toksik oldugu bilinen (LDs oral: LDsy Rat 592 mg/kg) ve ticari saflikta
temin edilen CH,O (%37’lik formaldehit soliisyonu, Merck, CAS No:
1.04002.1000) kullanilmistir. Toksik oldugu iiretici firmalar tarafindan
vurgulanan formaldehit; birbirinden farkl sektorlerde, (tarim, tip, kozmetik,
mobilya ve yap1 vb.) yaygin olarak kullanilmaktadir (URL, 2016).
Giinlimiiz laboratuvarlarinda ise organizma biitiinliginii
korumaya/saklamaya yonelik c¢alismalarda siklikla tercih edilmektedir.
Ozellikle endiistriyel alanda kullanimi yaygin olan formaldehit, endiistriyel
atik sularin kompozisyonunda da yer alabilmektedir. Ayrica, farkli akut
toksisite testlerini kiyaslamasinda yararlanilan kimyasallar arasinda
formaldehit, sahip oldugu 6zelliklerinden dolayi ilk siralarda bulunmaktadir
(Guilhermino ve ark., 2000).
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Microtox® akut toksisite testinde, denizel biyoliiminesans
bakteri olan Vibrio fischeri (NRRL B-11177)’ye gore akut toksisite tespiti,
ilgili testin tiretici protokoliine gére yapilmistir (Microtox® Manual, 1992).
Bu prosediire gore, %45 Basic Test segilmis olup; 10 pl bakteri kiiltiirii
%2’lik NaCl igeren numunelere maruz birakilmistir. Metot geregi,
biyoliiminesans bakterinin toksik madde ile karsilastiktan sonraki 151k ¢ikist
ile numune igermeyen kontrolin (sahit-%2’lik NaCl) 151k ¢ikist
kiyaslanarak olgiim yapilmaktadir. Sahit olarak %2’lik NaCl kullanilmisg
olup; test 2 seri tekrar halinde yiiriitilmistiir. Sahit ve numunenin 11k ¢ikist
arasindaki fark, numunenin organizma iizerindeki etkisine dayanmaktadir
(Microtox® Manual, 1992).

Bu akut toksisite testinde, Vibrio fischeri’ye olan formaldehitin
toksisitesi, 5., 15. ve 30. dakikalik maruz kalma siirelerinde ¢aligilmustir.
Organizmanimn tepkisini etkilememesi agisindan, organizmanmn maruz
kaldig1 sicaklik, 6l¢lim zamani siiresince cihaz tarafindan otomatik olarak
ayarlanmaktadir. Microtox® Omni yazilimi sayesinde kaydedilen degerler,
yine bu yazilim sayesinde sonuglar ECsydegeri olarak sunulmustur.

BULGULAR

Microtox® akut toksisite testinde, Vibrio fischeri’ye gore akut
toksisite tespitinde formaldehit ile yiiriitiilen ¢aligmada, belirlenen baglama
konsantrasyonu olarak 2,5 ml ¢alisilmistir. Ancak “Basic Test’e gore,
calisilan bu hacimde cihazda okuma yapilamamistir. Bunun iizerine farkli
konsantrasyonlarin  ¢alisilmast  hedeflenmis ve okuma yapilabilen
konsantrasyon tespiti igin seyreltmeler calisilmistir. Buna gore, 2 pl
formaldehit ile son hacim 2,5 ml olacak sekilde seyreltme yapilmistir.

Okunan degerler Microtox® Omni yazilimi1 sayesinde ECsg
degeri olarak hesaplanmistir (Sekil 1). Formaldehitin biyoliiminesans
bakterinin inhibisyon siirelerine gore ECsy degerleri ise mg/l cinsinden
Tablo 1’de sunulmustur. Degerler irdelendiginde, 5., 15. ve 30.
dakikalardaki inhibisyon siirelerine gére ECs, degerleri sirasiyla 2,30+0,60
mg/l, 2,14+0,63 mg/l ve 2,17+£0,70 mg/l olarak bulunmustur. Her bir
ornekleme grubu i¢in bulunan farkli inhibisyon siirelerindeki (5., 15. ve 30.
dakika) ECsy degerlerinin, ortalamadan sapmalar1 ise 0,01-0,47 arasinda
degisim gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 2, 3, 4)

Sekil 1: Microtox® Omni yazilimina gore hesaplanan formaldehitin 5., 15. ve 30. dakikalarindaki ECs, degerleri.

Tablo 1. Formaldehitin Microtox® akut toksisite testi sonuglari.

Kimyasal madde ECso(mg/l)

Formaldehit (n=10) 5. dk. 15. dk. 30. dk.
1,61 1,73 1,51
3,09 2,83 3,15
1,35 0,99 1,06
1,93 2,02 1,93
2,60 2,17 2,20
3,08 3,09 3,35
2,41 2,49 2,48
2,03 1,82 2,29
2,07 1,64 2,01
2,84 2,59 1,68

Formaldehit ort. 2,30+0,60 2,14+0,63 2,17+0,70
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Sekil 3. Her bir Ornekleme grubu igin bulunan ECsy — 15. dakika
degerlerinin ortalamadan sapmalari.
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Sekil 4. Her bir Ornekleme grubu igin bulunan ECsy — 30. dakika
degerlerinin ortalamadan sapmalari.

SONUC ve TARTISMA

Microtox® akut toksisite testinde, referans toksik madde
(kontrol) olarak formaldehitin alternatif kullanim olanaklar1 ve teste iligkin
yiiksek hassasiyet, elde edilen sonuglara gore belirlenmistir. Buna gére;
formaldehitin pozitif referans toksik madde olarak kullanilabilecegi
ongoriilmektedir. Formaldehitin tiim inhibisyon siireleri i¢in ortalama akut
toksisite sonucuna bakildiginda; 5. dakikalik grupta 0,10 birim sapma, 15.
ve 30. dakikalik gruplarda ise inhibisyon siireleri i¢in; sirastyla 0,06 ve 0,04
birim sapma ile ortalama {izerinden degerlendirildiginde, birbirlerine
istatistiksel olarak Onemli yakinlikta degerler aldigi tespit edilmistir
(p<0.001).

Microtox® akut toksisite testi ile yapilan Vibrio fischeri nin
1s1ma yapabilecegi seyreltmede ¢alismak da yeterli olmustur. Formaldehitin
ucucu yapisindan dolayr standart akut toksisite testlerinde 24 saatlik
maruziyet dogru sonucu yansitamamaktadir. Kimyasalin yapisindan dolay,
bu toksisite testinde 5. - 30. dakikalar arasinda elde edilen sonuglar deneyin
dogruluk paymi arttirmaktadir. Ayrica, standart toksisite testlerine kiyasla,
daha az seyreltilmis numune sayesinde Vibrio fischeri ile hassas sonuglarm
alinabilmesine de olanak saglanmaktadir.

Microtox® akut toksisite testinde, maruz kalma zamani ve test
sicakligl toksisiteye etki etmektedir. Vasseur ve ark. (1986)’ne gore;
inhibisyon siiresi arttikca Microtox® un hassasiyeti de artmaktadir. Farkli
arastirmacilar tarafindan da farkli maruz kalma siireleri ile ¢aligilmis olup;
tek bir inhibisyon siiresi sonucunun iizerinden toksisite yorumlanmistir
(Loibner ve ark., 2004; Rigol ve ark., 2004; Parvez ve ark., 2006; Pazdzior
ve ark., 2016). Microtox® M500 analizoriinde, akut toksisite testi i¢in 5. ve
15. dakika otomatik olarak cihaz tarafindan tamimlaniyorken; 3. zaman
secimi tercihi operatdre birakilmistir. Ancak sadece 5 dakikalik inhibisyon
stiresinin sonundaki akut toksisite sonucu, 6zellikle organik igerigi yiiksek
numuneler i¢in yaniltict olabilmektedir. Bu sebeple, numunenin akut
toksisitesi hakkinda genel bir fikir verme adina (var/yok) toksisite tarama
testi sonucu olarak kullanilabilir. 15 dakikalik inhibisyon siiresi sonucu ise;
tiim organik ve inorganik fraksiyonlardaki toksik maddelerin toksisitesini
yansitacagindan daha ¢ok tercih edilmektedir. Bu c¢aligmada da,
formaldehitin akut toksisite sonucuna bakildiginda da; 15 ve 30 dakikalik
inhibisyon siirelerinin birbirine daha yakin degerler aldigi goriilmektedir.
Farkl1 inhibisyon siirelerinde elde edilen sonuglar, ¢alisilan zamanin 6nemli
oldugunu ve toksisite sonucunu etkiledigini ortaya ¢ikarmaktadir

Bu c¢alismada, c¢alisilan diger referans toksik maddelerin;

reagent, analizr ve test operatoriiniin pipetleme hassasiyetinin
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performansini gosterdigi hipotezi ile formaldehitin referans olarak kullanim
olanaklar1 hedeflenmistir. Ayrica diger testlere gore, bu toksisite testinde
operatorden kaynaklanabilecek tek ve en bilyiik hata pipetlemedir.
Laboratuvar ¢alismalarinda hassas sonuglarin alinmasinda uygulama ve
kurallar esas alindigindan, formaldehitin kullanim olanaklar1 itizerinden
hassasiyet degerlendirmesi énemli bir ayricahktir. Ozellikle, galigilacak
olan numuneye, belirlenen hacimden daha fazla ya da daha az miktarda
bakteri kiiltiiriniin eklenmesi bakteri 1s1masinin 6lgiimiinde hataya neden
olmaktadir. Bazi durumlarda, bu hatadan dolayi, cihazda okuma
yapilamamaktadir.

Sucul ekosistemlerde ve oOzellikle kiyisal alanlarda toksik
etkilerin belirlenmesinde, uygulanacak akut toksisite testinde aranan temel
parametreler zaman ve hassas (dogru) oOlgiimiin yapilabilmesidir. Akut
toksisite degerlerinin kisa siirede ve hassas olgiim sonuglart ile elde
edilmesinde, uygulanacak test ve metodoloji se¢imi uzmanlik
gerektirmektedir. Tiirkiye’de eksikligi hissedilen toksisite ¢aligmalari ve
metodoloji gelistirme arastirmalarmin yayginlasmasi; elde edilen sonuglarm
yaymlanarak paylasilmas: bu konuda yaptirimlarin da uygulanmasinda
temel teskil edecektir.
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