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I.
GİRİŞ

Geçtiğimiz yüzyılın ikinci yarısından itibaren kullanımı son derece yaygınlaşan pestisitlerin sağlık etkileri yine aynı dönemlerden başlayarak yoğun ilgi odağı olmuştur. Görünürde tarım sektöründe büyük faydaları olan ve tarımsal ürünlerin üretiminde önemli derecede artışlara neden olan pestisitlerin zaman içerisinde çok çeşitli sağlık etkilerinin ortaya çıkması ve sürekli olarak yeni sağlık sorunlarına neden olduğunun tespit edilmesi, pestisit kullanılarak üretilen tarımsal ürünlere şüphe ile bakılmasına neden olmuş ve günümüzde bir çok ülkede organik tarım adı verilen ve pestisit kullanımının sınırlandırılarak üretim yapılmasını öngören yaklaşımlar destek görmeye başlamıştır. 

İlk olarak kullanılmaya başlanan pestisitler 1929 yılında Araclor ticari ismi ile satışa sunulan Polisiklik Klorinatlı Bifeniller (PCBs) ve 1933 yılında hakzaklorobenzen (ilk fungusit) olmasına rağmen, tıbbi literatürde pestisitlerin sağlık üzerine olan zararları konusundaki endişeler, klorinli bir hidrokarbon olan ve DDT ismiyle bilinen dichloro-diphenyl-trichloro-ethane maddesi ile gündeme gelmiştir. İlk olarak 1874 yılında Alman kimyacı Othmar Ziedler tarafından sentezlenen ancak 1939 yılına kadar kullanımı konusunda bir gelişme kaydedilemeyen DDT’nin 1939 yılında etkili bir insektisit olduğu bulundu. Bu buluşundan dolayı da Geigy firmasında çalışan Paul Muller 1948 yılında fizyoloji ve tıp alanında Nobel Ödülü’ne layık görüldü. İlk olarak patateslerde görülen kınkanatlı böceklere ve elbise güvelerine karşı kullanılan DDT’nin böceklere son derece etkili insanlara ise zararsız olduğunun duyurulması ile 1-2 yıl gibi bir sürede son derece yaygın bir kullanım alanına kavuştu. DDT çok ideal bir insektisit olarak tanıtıldı; insanlarda akut sağlık sorununa neden olmayan, böceklere son derece etkili olan ve çok uzun süre etkisi devam eden bir madde olarak kullanıldı. Bu eşsiz özellikleri ve güvenilirliği nedeniyle 1941 yılında İsviçre’de satışa sunuldu ve çok kısa sürede yaygın olarak kullanılmaya başlandı (Şekil-1).

Birinci Dünya Savaşı sonunda beş milyondan fazla kişi tifo nedeniyle hayatını kaybetmişti. İkinci Dünya Savaşında da benzer bir sorunla karşılaşmamak için bir tifüs epidemisi sırasında İtalya tüm sivilleri ve askeri personeli DDT ile ilaçladı ve bu ilaçlama sırasında çekilen fotoğraf 20nci yüzyılın en etkileyici 100 fotoğrafı arasına girmeyi başardı (Şekil-1). İkinci Dünya Savaşı sırasında DDT sivrisineklerle mücadele konusunda da kendine kullanım alanı buldu ve Avrupa’nın büyük bir bölümü DDT ile ilaçlandı.
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Şekil-1. Güvenli olduğu düşünülen DDT’nin insanlı ortamlarda kullanımı (Kaynak: National Geographic, 1945 (Resimaltı yazısı: D.D.T. İnsanlara zararsız olan güçlü insektisit)).


Savaş sona erdiğinde insanlar artık DDT’nin ne kadar etkili olduğunu tam olarak öğrenmişlerdi. Çiftçiler DDT’yi meyve ve sebzelerde kullanmaya başladılar, ancak DDT’nin o dönemlerde en popüler olduğu alan pamuk üretimi idi. DDT o kadar çok kullanıldı ki çok kısa sürede direnç görülmeye başlandı ve bu direnci kırabilmek için çiftçiler gittikçe daha çok DDT kullanmaya başladılar (48). 


DDT’nin sağlık etkileri ile ilgili bilimsel yayınlara ilk olarak 1950’li yıllarda rastlanmakla birlikte DDT’nin zararları konusundaki en etkili gelişme 1962 yılında basılan Rachel Carson’un “Sessiz Bahar (Silent Spring)” isimli kitabı ile oldu (8). Konuyla ilgili bilimsel verilerin ve toplumsal tepkinin gittikçe artması sonucu 1969 yılında İsveç’te ve 1972 yılında Amerika Birleşik Devletleri’nde (ABD) DDT kullanımı yasaklandı. Günümüzde bir çok ülkede DDT kullanımı yasaklanmış olmakla birlikte gelişmekte olan bazı ülkelerde DDT kullanımının devam ettiği bilinmektedir (66). 

Araştırmalar ve yasal düzenlemeler genelde kalıcı etkiye sahip DDT ve PCB gibi pestisitler üzerinde yoğunlaşırken 1960’lı yıllarda Rus araştırmacılar bazı pestisitlerin endokrin sistem üzerinde etkili olabileceğine dair raporlar yayınladılar. Daha çok üreme sisitemleri üzerindeki olası etkilerini gündeme getiren bu raporlardan yıllar sonra 1980’li yıllar biterken bazı pestisitlerin çevresel östrojenler olarak kabul edilebileceği ve bu pestisitlerin endokrin sistem üzerinde ciddi etkilere neden olabileceği gündeme geldi. Endokrin bozucular (endocrine disrupters), çevresel östrojenler veya östrojen etkilerini taklit eden maddeler olarak adlandırılabilecek bu grup fonksiyonel bir gruptur ve belirli kimyasal özelliklerine göre pestisitler bu gruba dahil edilememektedir. Sistematik bir sınıflamanın mümkün olmamasından dolayı pestisitler fizyolojik etkileri yönüyle incelenmekte ve endokrin sistem üzerine etkili olanlar tespit edilmeye çalışılmaktadır (29, 83).

Vücuda dışarıdan östrojen alımının çok sayıda sağlık etkisi olabilmekle birlikte bu maddelerin pestisit olarak vücuda alımı veya pestisitlerle birlikte alımı yeni bir tehlikeyi (yiyecek alımına bağlı kanser gelişimini özellikle de meme kanseri gelişimini) gündeme getirmektedir. 

Yiyeceklerin üretimi sırasında kullanılan pestisitlerin yanı sıra çok sayıda koruyucu ve estetik etkili katkı maddesi yiyecekler tüketiciye ulaşmadan gıdalara ilave edilmektedir. Gıda katkı maddeleri olarak adlandırılan bu maddelerin önemli bir kısmını nitratlı ve nitritli bileşikler meydana getirmektedir. Bazı nitratlı bileşiklerin (nitrozo bileşikleri) hayvan ve insanlarda kanserojen etkiye sahip olabileceği 1970’li yıllardan beri bilinmekte ve yasal olarak bu tür bileşiklerin gıdalarda kullanımına izin verilmemektedir. Ancak son yıllarda geliştirilen analiz teknikleri, kullanımına izin verilmeyen bu tür nitrozo bileşiklerinin özellikle nitrat ve nitrit kullanılan salamura türü yiyeceklerde oluşabildiğini göstermektedir. Raf ömrü dolmadan kendiliğinden oluşabilen bu tür maddelerden birisi olan ve bazı deney hayvanlarında meme kanserine neden olduğu bildirilen N-Nitroso-N-Metilüre (NMU)’nin, östrojenik etkiye sahip pestisitlerle birlikte alındığında meme kanseri oluşturma potansiyelinin artacağı değerlendirilmektedir (89).

Bu hipotezden yola çıkarak östrojenik etkiye sahip pestisitler arasında prototip olarak kabul edilebilecek bir pestisit olan ve tarımsal ürünlerin üretiminde yaygın olarak kullanılan endosülfanın ve gıdalarda kullanılan nitratlı bileşiklerden salamura ortamında geliştiği saptanan NMU’nun Sprague Dawley türü dişi sıçanlardaki meme kanseri gelişimine etkisini incelemeyi amaçladık.
II.
GENEL BİLGİLER
II.A.
PESTİSİTLER HAKKINDA GENEL BİLGİLER


Bitki veya diğer canlılara zarar veren küçük hayvan, böcek, bitki vb gibi zararlıları öldürmek, etkisiz hale getirmek, ortamdan uzaklaştırmak veya zararlı etkilerini azaltmak amacıyla kullanılan madde veya karışımlara pestisit adı verilmektedir. Genel kullanımda pestisit ifadesi sıklıkla sadece böcek ve sineklere karşı kullanılan maddeler için kullanılmakla birlikte pestisitler kullanıldıkları etkenlere göre isim alırlar: insektisitler, herbisitler, fungusitler gibi. Bunun yanı sıra yaprak dökücü, düzenleyici ve kurutucu maddelere de pestisit adı verilmektedir (38).

Zararlı (pest) olarak nitelendirien canlılar genel olarak bulunması istenmeyen yerlerde yaşayan ve bitki, hayvan veya insanlara zarar veren tüm canlılar için kullanılmaktadır (29). Bunlar arasında böcek, sinek, fare ve benzeri küçük hayvanlar, mantarlar, mikroorganizmalar ve prionlar sayılabilir.

Yukarıdaki tanımlar dikkate alındığında pestisitlerin sadece tarım sektöründe değil günlük hayatta da yaygın olarak kullanıldığı görülmektedir. Örneğin evlerde kullanılan temizlik malzemeleri, böcek öldürücü/kovucular, fare ilaçları, çiçek ilaçları ve yüzme havuzlarında yosun türü bitkilerin oluşumunu önlemek için kullanılan kimyasallar birer pestisittir.


Pestisitlerin sağlık üzerine olan etkileri incelenirken temel olarak dikkat edilmesi gereken konu bu tür maddelerin kullanım amacının zararlıları öldürmek veya bir şekilde etkilerini önlemek olduğudur. Bu özelliklerinden dolayı her tür pestisidin az veya çok sağlık riski taşıması beklenilen bir durumdur. Bununla birlikte hastalıkların yayılmasında rol alabilecek zararlı canlıların kontrol altına alınmasında pestisitlerden yoğun olarak yararlanılabilmekte ve epidemilerin görülme riski azaltılmaktadır. 

Pestisit olarak kullanılan maddeler veya bileşikler sıklıkla sentetik olarak üretilen kimyasallar olmakla birlikte hayvanlara ürettirilen pheromonlar (ektohormon) ve mikroorganizmalara ürettirilen mikrobiyal pestisitlerin daha güvenilir olduğu yönündeki bulgular artmaktadır. Bazı ülkelerde yeni geliştirilen pestisitlerin bu özelliklere uyması zorunluluğu vardır (29).

Pestisitlerin tanımı yukarıda belirtildiği gibi son derece geniş ve kapsamlıdır. Ancak uygulamada bu tanım içinde yer alabilecek bazı maddeler kapsam dışı bırakılır. Bunlar arasında insan ve çiftlik/kümes hayvanlarının tedavisinde kullanılan ilaçlar, bitkilerin büyümesini arttıran ve sağlık durumlarını iyileştiren/geliştiren maddeler (gübre ve besin öğeleri), biyolojik kontrol sağlayan canlılar (belirli böcekleri yiyerek yaşayan kuşlar gibi) ve böceklere etkili olan ancak son derece düşük risk taşıyan veya hiç risk taşımayan maddeler (sarımsak, nane gibi maddeler) sayılabilir (29).
II.B.
PESTİSİTLERİN SINIFLANDIRMASI


Pestisitlerin sınıflamasında sıklıkla kimyasal özellikleri ve etki mekanizmaları dikkate alınmaktadır. 

Tablo-I: Sık olarak kullanılan pestisitlerin kimyasal sınıflandırılması ve etki mekanizmaları (96).
	Kimyasal Sınıflandırma
	Etki Mekanizması
	Örnek 

	Karbamatlar 
	Asetilkolinesterazın inhibisyonu ile sinir sistemi fonksiyonunu bozar.
	Karbaril

Aldikarb

Maneb

	Organoklorlu bileşikler
	Sinir membranlarının depolarizasyonuna neden olarak sinir sistemi fonksiyonunu bozar.
	DDT

Lindan

Klordan

Klordekon

	Organofosfatlar
	Asetilkolinesterazın inhibisyonu ile sinir sistemi fonksiyonunu bozar.

	Paration

Malation

Diazinon

Klorprifos

	Piretroitler
	Sinir membranının sodyum iyonu geçirgenliğini etkileyerek sinir sistemi fonksiyonunu bozar.
	Deltametrin

Permetrin

Fenvalerat 



Pestisitlerin büyük bir kısmı sinir sistemine etki ederler. En sık kullanılan pestisitler olan organofosfatlar ve tarım dışı alanlarda da yaygın olarak kullanılan karbamatlar sinir uçlarında asetilkolin esterazı inhibe ederek etki gösterirler ve sonuçta bu bölgedeki asetil kolin miktarı çok yüksek düzeylere ulaşarak depolarizasyon bloğu meydana gelir. Karbamatların etkisi geçicidir ve kısa sürelidir. DDT ve lindan gibi organoklorlu bileşikler sinir hücresi membranında katyon transportunu etkileyerek merkezi sinir sisteminde nöronal irritabilite ve eksitasyona neden olurlar. Lindan uyuz tedavisinde halen kullanılmakla birlikte, bebek, çocuk ve gebelerde uyuz tedavisi için ilk tercih permetrin olmalıdır. Sık olarak kullanılan bazı pestisitlerin kimyasal sınıflamaları ve etki mekanizmaları Tablo-I’de görülmektedir  (96).

II.B.1.
Aktif oldukları etken maddelere göre pestisitlerin sınıflandırılması (38)
1. İnsektisitler: Böcek öldürücüler (karıncalar, böcekler, tırtıllar, hamam böcekleri, sivrisinekler vb).

2. Herbisitler: Ot öldürücüler (yabani otlar, bitkiler, yosunlar).

3. Fungisitler: Mantar öldürücüler (bitkisel hastalık mantarları, diğer mantar cinsleri vb).

4. Akarisitler: Akar öldürücüler (Keneler, halı böcekleri, toz böcekleri vb).

5. Rodentisitler: Fare öldürücüler, kemirici öldürücüler.
6. Pisisitler: Balık öldürücüler.
7. Avisitler: Kuş öldürücüler.

8. Mollususitler: Yumuşakça öldürücüler.

9. Nematisitler: Nematod öldürücüler (topraktaki segmentsiz kurtlar).

II.B.2.
İşlevlerine göre pestisitlerin sınıflandırılması (29)
1. Yaprak dökücüler (defoliants): Bitkilerin yaprağını dökerek etkileyenler.
2. Kurutucular (dessicants): Bitkileri kurutucu etki yapanlar.
3. Dezenfektanlar: Mikroorganizmaları etkisiz hale getirenler.

4. Kaçırıcılar: Böcek ve kuşları kaçıranlar (repellent).

5. Çekiciler (pheromonlar, yemler vb): Böcekleri onları yok edecek sisteme doğru çekenler ve yönlendirenler. 

6. Kısırlık yapan kimyasallar (kemosterilantlar): Böceklerde kısırlaştırıcı etki yapanlar. 

7. Büyüme düzenleyicileri: Böcek veya bitkilerin büyümelerini geciktirenle veya hızlandıranlar. 

II.B.3.
Kimyasal tiplerine göre pestisitlerin sınıflandırılması (38)
1. Organofosfatlar

2. N-metil karbamatlar

3. Klorlu hidrokarbonlar

4. Bisditiyokarbamatlar

5. Organotinler

6. Botanik kökenli maddeler

7. Arsenikler

8. Fenoksialifatik asitler

9. Piretrodiler

10. Fenol türevleri

11. Mikrobiyaller
II.B.4.
Kullanımlarına göre pestisitlerin sınıflandırılması (38)
1. Tarımsal kullanım

2. Tarımsal olmayan


a. Kereste koruma


b. Halk sağlığı


c. Yapısal


d. Endüstriyel


e. Evsel


f. Bahçe pestisitleri

II.B.5.
Kalıcılıklarına göre pestisitlerin sınıflandırılması (38)
1. Kalıcı olmayanlar: Birkaç günden 12 haftaya kadar etkisini sürdürenler.
2. Orta derecede kalıcı: 1-18 ay arasında dayanabilenler.
3. Kalıcı olanlar (persistent): Bir çok klorlu hidrokarbon bu gruba girmektedir. DDT, aldrin, dieldrin gibi maddeler 20 yıl kadar dayanabilmektedir.
4. Sürekli kalıcılar (permanent): Cıva, kurşun, arsenik.
II.B.6.
Etki ettikleri gelişim evrelerine göre pestisitlerin sınıflandırılması (38)
1. Larvisit: larvaları öldüren,
2. Ovisit: Yumurtalara zarar veren,
3. Adultisit: Erişkin böcekleri öldürenler olarak da ayrılması mümkündür. 

II.C.
İNSANLARDA PESTİSİTE MARUZ KALMA YOLLARI

Günümüzde hemen her insan düşük doz pestisite maruz kalmaktadır. Özellikle kalıcı pestisitlerden olan DDT ve PCBs incelenen kan örneklerinin hemen tamamında saptanmıştır (39, 9). Etkilenimin genel olarak pestisitleri sık olarak kullanan çiftçilerde ileri düzeyde olacağı kabul edilmekle birlikte kişilerin etkilenimini sayısal olarak ortaya koymaya yönelik yöntemlerin invazifliği ve teknik olarak zorluğu nedeniyle kişilerin hangi pestisitleri ne kadar aldığını saptamak her zaman için mümkün olamamaktadır (16). 

Pestisitler hava, su gibi doğal çevresel yollarla ve günlük hayatta kullanılan ürünlerin üretimi aşamasında meydana gelen kontaminasyonlar aracılığı ile insanlara ulaşabilmektedirler. Örneğin kozmetik amaçlı doğal kaynaklı bir ürünün kullanımı veya bebeklerin tarım ürünlerinden üretilen mamalarla beslenmesi pestisit etkilenimine neden olabilmektedir (80).
II.C.1.
Hava yoluyla yayılım


Pestisitler havaya püskürtme, sis ve duman makineleri, basınçlı kutulardan bireylerin püskürtmesi yoluyla karışmaktadır. Parçacıkların büyüklüğüne, dağılan alana, hava akımının hızına, havanın sıcaklığına ve diğer bazı faktörlere bağlı olarak belirli bir alanda kalabilir veya istenmeyen bölgelere kayabilir. Pestisitlerin hava yoluyla uygulanmalarında çok dikkatli olunması gerekmektedir. Hava koşullarına bağlı olarak diğer bölgelere yayılım dikkatle değerlendirilmelidir. Hava yoluyla yayılım su ve gıdalara bulaşma yoluyla yayılımların da devreye girmesine neden olabilir. Pestisitler havadaki toz partiküllerine bağlanarak kilometrelerce uzaklara gidebilmektedir. Pestisitler havadaki diğer kimyasallarla birleşerek ikincil kirleticiler oluşturabilirler ve bu tür bir etkileşim bilinmeyen çok sayıdaki kimyasalın canlıları ve insanları etkilemesine neden olabilir (38). 

II.C.2.
Su yoluyla yayılım


Pestisitler topraktan yayılımla sulara karışabilir. Bu doğrudan toprak yüzeyinden akıntılarla veya evlerden, bitkilerden ve tarımsal bölgelerden olabilir. Bazı pestisitler su akımıyla, toprağa enjekte edilmeleriyle, yağmur ve karla yıkanarak yeraltı sularına sızabilir. Pestisitlerin kullanılması bu nedenle mutlaka denetim altında olmalı, su kütlelerinin denetimi düzenli olarak yapılmalıdır. Eğer bu değerlendirme yapılmayacak olursa pestisitler verdikleri yararın çok üzerinde zarar meydana getirebilmektedir. Evlerde ve tarımsal amaçlı olarak gereğinden fazla pestisit kullanılabildiği bunların yağmur suyu olukları aracılığı ile yer altı suyu kaynaklarına ulaşmalarının çok kolay olabileceği unutulmamalıdır. Arazi çalışmalarında pestisitlerin sulandırılmalarının ve kaba doldurulmalarının kuyuların yanında yapılması, kuyu çevresini adeta pestisit yoğunlaşma alanı haline getirebilmektedir. Kuyu sularından yararlanılarak pestisitle kirlenmiş kapların yıkanması da bu durumu artırabilir (38, 48). 

Su kaynaklarında pestisitlerin yaygın olarak bulunduğu bilinmektedir. Örneğin Hindistan’da yapılan bir çalışmada su, dip çamuru ve balıklarda pestisit kalıntıları araştırılmış ve değişen miktarlarda malation, kloroprifos, endosülfan, dieldrin, DDT ve alfa-benzen hekzaklorür (BHC) tespit edilmiştir (7).
II.C.3.
Yiyecekler aracılığıyla yayılım


Pestisit kaplarının yiyeceklerle birlikte taşınması ve depolanması çok tehlikelidir. Bu nedenle meydana gelen bir çok kirlilik ve kitlesel etkilenim örnekleri bulunmaktadır. Dünyanın bir çok ülkesinde pestisitlerin yiyeceklerle birlikte depolanmasını ve taşınmasını engelleyen sıkı yasalar bulunmaktadır. Küçük işletmelerde ve evlerde pestisitler hiç bir zaman yiyecek kaplarında veya yiyecek ve içecek kaplarına benzeyen kapların içerisinde saklanmamalıdır. Yiyeceklerde kullanılan pestisitler genellikle böceklere etkili olabilecek minimal miktardadır. Teorik olarak insana zarar vermeyecek boyuttadır. Ancak çok miktarda ürün depolama isteği ve “daha çok etken maddenin, saklanan materyali daha iyi koruyacağı” düşüncesi kişisel müdahalelere neden olabilmektedir. Ayrıca yiyeceklerin işlenmesiyle ilgili uygulamalarda yeterli bilgi sahibi olunmaması, sulandırmayla ilgili hatalar, düzenli pestisit denetiminin yapılmaması çok büyük risklere yol açabilir. Tohumluk ilaçlaması yapılmış tanelerin yanlışlıkla yiyeceklerde kullanılması da çok ciddi sağlık riski oluşturabilir (38).

Ayrıca pestisit uygulanmasından sonra bekletilmesi gereken süre dolmadan, ürünlerin toplanmaları ve piyasaya sürülmeleri de önemli risk nedenlerinden birisi olabilir (38). Konuyla ilgili çalışmalarda uygulama sonrası bekleme süresine uyulmayan durumlarda özellikle endosülfanın sınır değerlerin üzerinde olabileceği bildirilmektedir. Yine belirlenen bekleme sürelerinin özellikle bazı gıdalar için yetersiz olduğu ve çiftçilerin bekleme süreleri konusunda bilinçlendirilmeleri gerektiği görülmektedir (73, 4). Sera ortamında yapılan tarımsal faaliyetlerin de üretilen gıdalardaki pestisit kalıntısı miktarını etkilemediği ve açık alanda gerçerli olan uygulamalara sera şartlarında da devam edilmesi gerektiği bildirilmektedir (10).

ABD’nde yaşayan bir kişinin normal günlük diyetiyle birlikte klordan, DDE, DDT, dieldrin, endrin, heptaklor ve hekzaklorobenzene maruz kalabildiği saptanmıştır (75). Maruz kalınan pestisitlerin bir kısmının ABD’nde kullanımının 1970’li yılların başında yasaklandığı dikkate alınırsa olayın bölgesel boyutları aştığı ve uluslararası düzenlemelerin gerekli olduğu görülmektedir (75).

Bazı pestisitler bitkilerde ve hayvanlarda yoğunlaşabilirler. Son zamanlarda çeşitli tohumlarda ve kakaoda pestisit birikiminin söz konusu olduğu gösterilmiştir. Ayrıca hayvanlar vücutlarında pestisitleri biriktirerek pestisitlerin çeşitli ortamlar arasında dönüşümünü sağlayacak bir döngüye yol açabilirler. Örnek olarak DDT ve bir çok pestisit insanda ve hayvanlarda yağ dokusunda birikmektedir (38). 

II.C.4.
Toprak aracılığla yayılım

Toprak kirliliği sadece toprağın kirliliği olarak kalmaz. Pestisitler çeşitli etkenler aracılığı ile topraktan havaya geçebilecekleri gibi yer altı sularına sızarak veya akarak da tehlikeye neden olabilirler. Toprak kirliliği sonucu canlılar ve insanlar pestisitleri doğrudan alabilirler. Ayrıca pestisitler toprak aracılığıyla bitkilere geçebilmekte ve kimi kültür bitkilerinde söz konusu kimyasallar toksik düzeyde birikebilmektedir (38). 


Toprakta kullanılan kimyasalların kalıcı olmaması, kolayca parçalanarak zararsız hale dönüşmesi gerekmektedir. Ayrıca bitkiler ve hayvanlar dikkatle izlenerek söz konusu kimyasalları vücutlarında ve dokularında biriktiren canlılar ayırt edilmeli, bunların insan yiyeceği ve hayvan yemi olarak kullanılmaları engellenmelidir. 


Pestisitin topraktaki varlığını sürdürmesi toprağa nasıl taşındığına bağlı bir durumdur. Sızma, evaporasyon, erozyon, bitkilerce alınma vb yollarla yayılabilmektedir. Kalıcılık aynı zamanda pestisitin nasıl parçalandığıyla da ilgilidir. Erozyon kirlenme ve temizlenmede etkili diğer bir faktördür. Su yosunları, mantarlar ve bakteriler bazı organik materyali enerji kaynağı olarak kullandıklarından topraktaki pestisitin azalmasına yardımcı olabilir. Bununla birlikte kimyasal aktiviteye bağlı olarak bazı pestisitler parçalanırken diğerlerinin dayanıklılarının ve kalıcılıklarının artması da mümkündür (38).
II.C.5.
Evde kullanım


Evde kullanılan pestisitler önemli bir yakın çevre kirliliği, kapalı ortam kirliliği yaratırken kazalara bağlı zehirlenmelerinde de önemli bir faktör olma özelliğini sürdürmektedirler. Bir çok kişi pestisit saklanması, kullanılması ve kalıntılarının ortadan kaldırılmasıyla ilgili yeterli bilgiye sahip bulunmamaktadır. Çocukların oyun alanlarının pestisitle kirletilmesi, evde yetersiz koşullarda ve çocukların ulaşabileceği yerlerde saklanması, özellikle evlerde çiçeklerin bakımıyla ilgili olarak kullanılırken gerekli önlemlerin alınmaması önemli risklere neden olabilmektedir (38). 

II.D.
PESTİSİTLERİN GENEL SAĞLIK ETKİLERİ


Pestisitlerin tamamı zehirli maddelerdir ve hedef organizmaların yanı sıra insanlar için de zararlı etkileri vardır. Çeşitli ortamlarda bulunmasına izin verilen maksimum pestisit düzeyleri genel olarak belirlenmiş olmasına rağmen düşük dozlarda alımının da sağlık sorunlarına neden olabileceğini bilinmektedir (22). Bu nedenle pestisitlerin genel olarak sağlık etkilerinin bilinmesi ve etkilenim çok uzun süreli hatta ömür boyu olabileceğinden benzer sağlık sorunlarının toplum genelinde görülebileceği konusunda duyarlı olunması gerekir.


Pestisitlerin sağlık etkileri genel olarak akut ve kronik olarak ikiye ayrılmaktadır.
II.D.1.
Pestisitlerin Akut Etkileri
II.D.1.a.Zehirlenme ve ölüm


Pestisitlerin akut etkileri irritasyondan dermatite ve sistemik emilimin gerçekleştiği durumlarda ölüme kadar değişmektedir. Dünya Sağlık Örgütü’nün (DSÖ) hesaplarına göre istenilmeden meydana gelen akut zehirlenmeler her yıl dünyada 3,5 - 5 milyon olguya neden olmakta ve bunlardan 3 milyonu ileri derecede şiddetli olmakta, yirmi bini de ölümle sonuçlanmaktadır. Bilinçli olarak meydana gelen zehirlenmeler ise iki milyon civarındadır ve bunun iki yüz bininin ölümle sonuçlandığı tahmin edilmektedir. Bunların yanı sıra milyonlarca kronik etki söz konusudur (38).


ABD’nde her yıl 300.000 tarımsal zehirlenmenin meydana geldiği tahmin edilmekte, ancak tarımsal çalışmalara bağlı zehirlenmelerin büyük bölümü bildirim dışı kalmakta ya da hatalı tanı nedeniyle bilinmemektedir (29).

Pestisit nedenli hastalıkların yetersiz bildirimi veya bildirilmemesinin nedenleri şöyle sıralanabilmektedir: 

1. Belirtiler nonspesifiktir; gastroenterit, soğuk algınlığı, nezle vb hastalıklarla karıştırılabilmektedir. 


2. İşçiler söz konusu semptomların pestisit etkilenimine bağlı olarak meydana gelebileceğini bilmemektedir. 


3. Hekimler pestisit zehirlenmesinin erken belirtilerini bilmemektedir ve hemen hemen hiç mesleki öykü almamaktadır. 


4. Gerek işveren ve gerekse işçilerde söz konusu durumları bildirmeme eğilimi bulunmaktadır. İşveren sigorta ücretlerinin artmasını istememekte, özellikle bozulabilir meyvelerde sigortasız işçi çalıştırma eğilimi yüksek olmakta, işçiler ise mevsimde maksimal gelir sağlamak istediklerinden zaman yitirmekten kaçınmaktadır. İşçiler eğer hekime gitmek isterler veya yakınmalarını dile getirirlerse işlerini yitirmekten çekinmektedirler. 


Acil servis ve hastaneye yatan vakalarla ilgili olarak ABD’nde yapılan bir değerlendirmede 1984 yılında pestisit etkilenimi nedeniyle hastaneye başvuranların insidansı yüz binde 1,35 olarak hesaplanmıştır. Amerikan Çevre Koruma Ajansı (EPA) tarafından yapılan bir değerlendirmede pestisit zehirlenmesine bağlı olarak hastaneye başvuru sıklığı yüz binde 8,2’dir ve192 ölümden 120’si bilinçli alım, 48’i mesleki olmayan etkilenim ve 24’ü mesleki etkilenimdir. Çocuklar pestisit zehirlenmelerindeki önemli hedef kitlelerdendir, örneğin; 1974 yılında meydana gelen pestisit nedenli 52 ölümün %30’unun 10 yaşın altındaki çocuklarda olduğu saptanmıştır. Normal içecek şişelerinde ve uygun olmayan kaplarda pestisit saklanması çocukların buna ulaşmasını kolaylaştıran en önemli nedenler arasındadır. ABD’nde 1988 yılında 64 zehirlenme merkezine yapılan 1.368.748 bildirimin 56.674’ü (% 4,1’i) pestisit nedenli zehirlenmelerdir. Organofosfatlar ve karbamatlar tek başına veya kombine olarak vakaların % 33’ünü, rodentisitler % 19’unu, herbisidler % 8’ini, klorlu hidrokarbonlar ise % 7’sini oluşturmuştur. Aynı yıl içerisindeki zehirlenme nedenli 545 ölüm bildiriminin 20’si (% 3,7) pestisit kaynaklıdır; 15’i intihar, 3’ü kaza ve 2’si bilinmeyen olarak belirlenmiştir. Ölümlerin dokuzu tek başına veya bir arada olmak üzere organofosfatlara bağlıdır ve 5 ölüm ise diquat ve paraquat herbisit nedenlidir (29).


Pestisit kullanımının % 25’i gelişmekte olan ülkelerdedir ancak akut zehirlenmelerin % 50’si ve ölümlerin % 75’i gelişmekte olan ülkelerde olmaktadır. Mesleki nedenli ölümlerin büyük çoğunluğu ise toksisitesi çok yüksek olan paration ve methamidofosa bağlıdır. Pakistan’da 1975 yılında sıtma nedenli malation uygulaması sırasında 2000 pestisit zehirlenmesi bildirilmiş ve bunlardan beşi ölümle sonuçlanmıştır. Malation, izomalation izomerleri ile kontamine olmadığı sürece en güvenilir pestisistlerden birisidir ve saf olarak kullanılan durumlarda herhangi bir ölüm bildirimi olmamıştır. Pakistan’da meydana gelen ölümlerle ilgili olarak formülasyonlardan birisinde toksik izomerizasyonlarından biri olan izomalathion kontaminantı bulunmuştur. DSÖ bu nedenle malathionun içerisindeki toksik kontaminantların belirli bir seviyenin altında bulunmasını zorunlu kılmaktadır (38).

İntihar nedenli pestisit ölümlerinin sayısı da giderek artmaktadır. Özellikle yoksul/gelişmekte olan ülkelerde bu oran çok fazladır. Filipinler’de pestisit ölümlerinde intihar oranı %60, Sri Lanka’da %73, Trinidad Tobago’da ise %90 olarak bulunmuştur (38). Sri Lanka’da ölümlerin çoğunluğu paraquat insektisitine bağlıdır. Paraquat Japonya’da yıllık 1300 civarında ölümden sorumludur. Paraquat nedenli ölümlerin önüne geçebilmek için yutmayı oldukça güçleştiren jelatin biçim verilmiş, kusturucu özellik ve kötü koku eklenmiştir (38).
II.D.1.b.Derideki akut etkileri


Tarımsal kesimde çalışmakta olan işçiler diğer endüstriyel sektörlerde çalışanlara göre dört kez daha fazla risk altındadırlar. Pestisit nedenli etkilenim sonuçlarının çoğu irritsayon ve temas dermatitidir. 


Propargite, kükürt, glyphosate, captan, methyl bromür, kreozot, triadimefon, cryolite etkilenimleri ABD’nde tarım işçilerinde kontakt dermatite neden olan başlıca etkenlerdir. Özellikle organik solventler ve petrol distilasyon ürünleri başta olmak üzere inert bileşenler de dermatit meydana gelmesini kolaylaştıran maddeler olabilir. 


Pestisitler duyarlılığı arttırarak alerjik temas dermatiti meydana getiren etkenler olabilir. Bazı işçiler çok az miktardaki pestisiti bile tolere edememeleri nedeniyle bütünüyle çalışamaz hale gelebilmektedir. Güneş ışığı pestisitlerle meydana gelen dermatiti şiddetlendirmekte ve meydana gelen durumunun devam etmesine yol açmaktadır. Alerjik temas dermatitine neden olduğu bilinen pestisitler; alaklor, benomil, botran, captan, captafol, folpet, dazomet, anilazine, maneb, mancozeb, zineb, thiram, naled, pentaklornitrobenzen (PNCB), propaklor, piretrum, pirethroiddir. Alerjik dermatitin pestisitten mi yoksa farklı bir üründen mi olduğunun belirlenebilmesi çok güçtür. Tanının doğrulanabilmesi için allerjik yama testi gerekmektedir (38).

II.D.1.c.Diğer akut etkileri

Solunum ve kardiyovasküler sistem hastalığı olanlar pestisit etkilenimine daha duyarlıdırlar. Astımı veya şiddetli alerjisi olanlar da daha yüksek tepki düzeyine sahiptir. 

II.D.2.
Pestisitlerin Kronik Sağlık Etkileri

Pestisit etkileniminde kişilerde görülen kronik etkilenim sonuçları: 

1. Kanser


2. Doğum defektleri


3. Nörotoksisite, nörodavranışsal bozukluklar ve nörofiizyolojik değişiklikler


4. Üreme ve fertilite üzerindeki istenilmeyen etkiler olarak sıralanabilir. 
Kronik etkiler daha önceden meydana gelen herhangi bir sağlık etkisi söz konusu olmaksızın meydana gelebilir. Bir çok pestisit işçisi inert bileşenler de dahil olmak üzere hayat boyu sürekli düşük doz pestisit etkilenimi altında olabilir. 

II.D.2.a.Kanser


Konuyla ilgili çalışmalar mesleki ve çevresel olarak pestisit etkileniminde kalan kişilerde kanser riskinde artım olduğunu göstermektedir. Non Hodgkin lenfoma, lösemi, multiple myeloma, karaciğer kanseri, testis kanseri, beyin kanseri, akciğer kanseri riskinde istatistiksel olarak önemli risk artımının söz konusu olduğu belirlenmiştir. Bu risk artışı ABD’nde çalışan tarım işçileri, böcek kontrol operatörleri, pestisit imalat işçileri arasındadır. Yeni Zelanda’da ve İsveç’te Non Hodgkin lenfoma, Avustralya, Finlandiya ve Yeni Zelanda’da multiple myeloma, İngiltere, Galler ve İsveç’te testis kanseri, İsveç’te karaciğer kanseri, İtalya’da beyin kanseri, Batı Almanya’da ise akciğer kanseri artımıyla ilgili değerler bulunmaktadır (38, 34).

Bazı organoklorlu pestisitler östrojen agonisti veya antagonisti özelliklere sahip olduklarından bu pestisitlerin kadınlarda meme kanseri gelişimi ile olan ilişkisi üzerinde yoğun olarak çalışılmış ancak bu tür bir ilişkiyi ortaya koyacak kesin sonuçlara ulaşılamamıştır (20, 98, 12). Norveç’te gerçekleştirilen bir vaka kontrol çalışmasında 25.431 kadına ait serum örneğinde organoklorlu pestisitler analiz edilerek serum düzeyi ile meme kanseri arasındaki ilişki araştırılmış ancak istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki saptanmamıştır (94). Daha az kişi üzerinde gerçekleştirilen benzer bir çalışmada da yetişkin dönemde organoklorlu pestisitlere maruz kalmanın meme kanseri gelişim riskini arttırmadığı saptanmıştır (27). New York’da 224 meme kanseri hastasında gerçekleştirilen diğer bir çalışmada ise yağ dokusundaki organoklorlu pestisit ve PCB düzeyleri incelenmiş ve yağ dokusu PCB düzeyleri ile tümör rekürrensi arasında ilişki olduğu, ancak pestisit düzeyi ile rekürens arasında bir ilişki gözlenmediği belirtilmiştir (58).

Paration, eserin ve malation gibi organofosfatlı pestisitlerin dişi Sprague Dawley sıçanlarda meme kanserine neden olduğunu gösteren deneysel çalışmalar bulunmaktadır (19). Organofosfatlı pestisitlerin asetilkolinesterazı inhibe ederek meme dokusunun terminal uçlarında proliferasyon artışına neden olduğu ve uzun dönemde kanser geliştiği ileri sürülmektedir (19).
II.D.2.b.Pestisit nedenli gecikmiş nöropati


Bazı organofosfatlı pestisitler uzun ve geniş çaplı lifleri tutan gecikmiş nöropatiye neden olabilmektedir. Demiyelinizasyona bağlı kas zayıflığı gelişebilir. Alt ekstremitler üst ekstremitelere göre daha şiddetli olarak etkilenmekte ve alt ekstremite felci şeklinde bir tablo gelişebilmektedir. Başlangıç genellikle akut etkilenimden 2-4 hafta sonra olmaktadır (38). 

İhracat amacıyla leptofos üretimi yapılan bir pestisit fabrikasında çalışan 12 işçide pestisit nedenli gecikmiş nöropati saptanmıştır. İki işçiye multiple skleroz, ikisine psikiyatrik bozukluk ve üçüne ensefalit tanısı konulmuştur. NIOSH (National Institute for Occupational Safety and Health) nöropatinin işle ilişkili olduğu kanısına varmıştır. Pamuk tarlalarında yaygın olarak kullanılan leptofosun Mısır’da binlerce mandanın felcine ve ölmesine neden olduğu bildirilmiştir (38). 


Organofosfatların tavuklarda gecikmiş nöropatiye neden olduğu belirlenmiştir. Tavuklar organofosfat etkileniminin testinde kullanılan deney hayvanları arasındadır. Bunların en önemlileri O-ethyl O-(p-nitrofenil) ester (EPN), triklorfon, diklorvos, S,S,S-tributyl phosphorotrithioate (DEF), isofenfos ve leptofostur (1). 


Yapılan çalışmalar organofosforların insanda tavuklara göre daha büyük oranda gecikmiş nöropati nedeni olduğunu göstermektedir. Klorpirofos giderek en çok kullanılan raf üstü insektisit olma özelliği kazanmaktadır. Daha çok evcil hayvanların enfestasyonlarında, çim enfestasyonlarının önlenmesinde ve hamam böcekleriyle savaşta kullanılan bir maddedir. Diğer organofosforların aksine klorpirofos uzun kalıcı etkiye sahip bulunmakta ve yağ dokusunda birikmektedir (38).

II.D.2.c.Nörodavranışsal ve nöropsikolojik etki


Pestisitlerle ilgili işlerde çalışan kişilerde yapılan araştırmaların birçoğu organofosfor pestisitlerin ağır mental ve psikolojik değişikliklere neden olabildiğini göstermektedir (77). Mental hastalarda yapılan bir çalışmada çok düşük dozlarda pestisitin verilmesinin psikoz semptomlarında ağır alevlenmelere neden olduğu saptanmıştır. Yine pestisit uygulayan kişilerde yapılan çalışmalarda ağır psikolojik bozuklukların görülebildiği saptanmıştır (96). Pestisitlerle zehirlenen kişilerde de bellek, psikolojik durum ve düşünme yeteneğinde önemli azalmaların bulunduğu gösterilmiştir (96).


Fumigant olarak kullanılan metil bromürün de toksik psikoz ve irreversibl nörolojik ve nörodavranışsal sekellere neden olduğu tespit edilmiştir. Bu gerek akut zehirlenme sonrasında gerekse kronik etkilenime bağlı olarak meydana gelen bir etkidir (38).

II.D.2.d.Diğer nörolojik hastalıklar


Sokakta kullanılan MPTP maddesi, ilaç bağımlılarında Parkinson hastalığına neden olmaktadır. MPTP’nin toksik metabolitlerinden olan metil fenilpridin (MPP) paraquatla benzer özellikler göstermektedir (38). Pestisit uygulayıcılarında Parkinson insidansının yüksek olduğu yönünde bulgular elde edilen çalışmalar değerlendirilirken MPTP – paraquat benzerliği de dikkate alınmalıdır. 

II.E.
PESTİSİTLERİN ENDOKRİN SİSTEM ÜZERİNE ETKİLERİ

Organizmanın hemostazında, üremesinde, gelişiminde ve/veya davranışsal faaliyetlerinde etkili olan vücut (doğal) hormonlarının sentezi, taşınması, bağlanması veya yıkımını etkileyen vücut dışı maddelere (eksojen) çevresel endokrin bozucular (endocrine disrupters) adı verilir (74). Bu tür özelliğe sahip çok sayıda madde bulunmakta ve bu maddeler çeşitli özelliklerine göre sınıflanmaktadırlar. Endokrin sistem üzerine etkili olan pestisitler, çevresel endokrin etkileyici maddelerin sentetikler grubuna dahil edilmektedir (57). Endokrin etki çok çeşitli olabilmekle birlikte daha çok östrojenik etkili pestisitler üzerinde durulmakta ve östrojenik etkiye sahip pestisitlere östrojen olmadığı halde östrojeni taklit eden (yalancı östrojen) anlamında ksenoöstrojenler adı verilmektedir (57).

Endokrin sistem üzerine etkili pestisitlere maruz kalan laboratuvar hayvanları ve vahşi hayvanlarda; anormal cinsel davranışlar, doğumsal defektler, cinsiyet dağılımında değişim, sperm yoğunluğunda azalma, testis boyutlarında küçülme, meme kanserleri, üreme bozuklukları ve tiroit disfonksiyon gelişebildiği saptanmıştır (25, 93, 55, 11).

Pestisitle ilgili işlerde çalışanlar üzerinde yapılan çalışmalarda tiroit stimüle eden hormon, testosteron ve prolaktin düzeylerinde değişiklikler meydana geldiği gösterilmiştir (84, 52). 

Kadınlarda gerçekleştirilen araştırmalar endokrin etkiye sahip pestisitlerin hormon düzeylerine, menstrual siklusa, üreme yeteneğine etki ettiğini ve spontan abortus ve endometriozis gelişimine neden olabildiğini göstermiştir (60). Tarım işlerinde çalışan ve yaşları 21-40 arasında değişen menopoz öncesi 3.103 kadında yapılan bir araştırmada; kadınların menstrual siklusta uzama, siklus kaybı, ara kanamalar gibi sorunları pestisit etkilenimine uğramayan kadınlara göre %60-100 daha sık yaşadığı ortaya konmuştur (31). Diğer epidemiyolojik çalışmalarda da sperm kalitesinde azalma, cinsel fonksiyon bozukluğu ve testiküler kanser sıklığında artış ortaya konmuştur (83, 3, 11). Pestisitlere maruz kalma ile cinsel gelişim bozuklukları, hipospadias ve kriptorşidizm arasında ilişki olduğunu gösteren çalışmalar mevcut olmakla birlikte bunların endokrin etki nedeniyle meydana geldiğini göstermek mümkün olmamıştır (35, 95). Özellikle endüstrileşmiş ülkelerde soyadan elde edilen bebek mamalarının yenidoğan döneminde yaygın olarak kullanılması ve bazı pestisitlerin sütte yoğunlaşması toplumun çok erken yaşlarda endokrin etkili kimyasallara maruz kalmasına neden olmaktadır (36). Gelecekte endokrin etkili pestisitlerden kaynaklanabilecek çok sayıda sorunla karşılaşmamak için; endokrin etkili pestisitlerin ve diğer sentetik kimyasalların endokrin sistem üzerindeki etkilerini in vivo şartlarda ortaya koymaya yönelik çalışmalara hız verilmeli ve olumsuz etkiye sahip olanlar hakkındaki düzenlemeler ve yaptırımlar yeniden gözden geçirilmelidir.

Endokrin etkili pestisitlerin üreme sağlığı ve yenidoğan dönemindeki etkileri konusunda en çok bilgi sahibi olunan durumlar laktasyon süreleri, doğumlardaki kız/erkek oranı ve pubertal gelişimdir. Çeşitli çalışmalarda sütlerinde endokrin etkiye sahip pestisit miktarı yüksek olan annelerin daha kısa sürede sütlerinin kesildiği gözlenmiştir. Doğrudan hormonal bir etkileşimden kaynaklanacağı beklenmese de endokrin etkili pestisitlere maruz kalma düzeyi arttıkça erkek çocuk doğma sıklığının azaldığı gözlenmiştir. İnutero dönemde bu tür pestisitlere maruz kalanlarda puberte yaşında değişiklik gözlendiği özellikle de kız çocuklarda menarj yaşının küçüldüğü bildirilmektedir. Erkek çocuklarda da pubertenin daha küçük yaşlarda meydan geldiği ancak penis boylarının küçüldüğü saptanmıştır (71).

Yapılan araştırmalar endokrin etkiye sahip yaklaşık 60 sentetik kimyasal bulunduğunu ve bunların da önemli bir kısmını pestisitlerin meydana getirdiğini göstermektedir (Tablo-II) (67). Çeşitli araştırmalara göre bazı endokrin etkili pestisitler ve neden olabilecekleri endokrin etkiler Tablo-III’de gösterilmiştir. Bu etkilerin yanı sıra incelenen endokrin etkili pestisitlerin hemen tamamı araştırmaların gerçekleştirildiği hayvan türlerinde oosit matürasyonunu ve folikül fizyolojisini olumsuz yönde etkilemiştir (67).

DDT ve alaklor gibi bazı pestisitlerin östrojen reseptörü pozitif olan kanser hücrelerinde apoptozisi baskıladığı ve bu şekilde kanser gelişimini hızlandırdığı ortaya konmuştur (18).
Tablo-II: Endokrin etkiye sahip olduğu bilinen sentetik kimyasallar (67).
	Herbisitler ve Fungusitler 

• Dichlorophenoxyacetic asit (2,4-D) 

• Trichlorophenoxyacetic asit (2,4,5-T) 

• Alaklor 

• Amitrole 

• Atrazine 

• Metribuzin 

• Nitrofen 

• Trifluralin 
	• Benomil

• Mancozeb
• Zineb 

• Metriam kompleks
• Maneb 

• Ziram 

• Tributilin 

• Hekzaklorobenzen

	İnsektisitler
	

	• Benzenehexachlorcyclohexane (B-HCH)

• Methoksiklor
• Toxaphene
• DDT ve metabolitleri (DDE) 

• Karbaril 

• Endosülfan 

• Mireks
• Transnonaklor 

• Klordan 
	• Oxksiklordan
• Dikofol 

• Heptaklor ve heptaklor epoksit
• Dieldrin 

• Paration 

• Methomyl 

• Lindan (Y-HCH) 

• Sentetik piretroitler
• Klordekon (kepone) 

	Nematositler
	

	• Aldikarb 
	• 1,2-Dibromo-3-chloropropane (DBCP) 

	Endüstriyel Kimyasallar
	

	• Dioksinler
• Poliklorinatlı bifeniller (PCBs) 

• Polibrominatlı bifeniller (PBBs), pentaklorofenol (PCP) 
	• Penta-to nonyl fenol
• Phthalatlar
• Stirenler 



Endokrin etkili pestisitlerin etkileri üreme sistemi ile sınırlı değildir. Organoklorlu besin alan hayvanlarda tiroit fonksiyon bozuklukları, in utero ve laktasyon döneminde PCB’ye maruz kalan insan dışı primatlarda öğrenme bozuklukları saptanmıştır (49, 26, 56, 70). Benzer şekilde in utero dönemde PCB’ye maruz kalanlarda gecikmiş psikomotor gelişim ve dikkat eksikliği saptanmıştır (45, 50). 

Özellikle organoklorlu pestisitlerin endokrin sistem üzerinde doğrudan etkileri olabileceği gibi nörotransmitterler üzerinden de endokrin sistemi etkileyebilirler. Bu tür etkiler yetişkinlerde genelde geriye dönebilir etkilerdir. Ancak gelişimini henüz tamamlamamış beyinlerde kalıcı hasarlar meydana gelebilir. Örneğin yenidoğan farelerde yapılan bir çalışmada tek düşük doz organofosfatlı pestisit beyindeki muskarinik reseptör yoğunluğunu kalıcı olarak azaltabilir ve hiperaktif davranışların gelişimine neden olabilir (5). 

Endokrin sistem üzerine etki eden pestisitler denildiğinde daha çok zayıf östrojenik veya antiandrojenik etkiye sahip olan pestisitler gündeme gelmekte ve bu pestisitlerin vücuttaki östrojenik etkili steroidlerin aktivitesini güçlendirdiği, taklit ettiği veya inhibe ettiği düşünülmektedir. Ancak konuyla ilgili çalışmalar ksenoöstrojenlerin vücutta hormonal sistem üzerinde kısa dönemde açık ve net etkilerinin bulunmadığını ortaya koymaktadır (68, 91). Yukarıda yer alan etkiler uzun süreli etkilenim sonucu ortaya çıkan etkilerdir.

Toplum genelinde gerçekleştirilen epidemiyolojik çalışmalarda genel olarak etkilenim ve etkilerin ortaya çıkışı arasında uzun süre bulunması, etkilenim düzeyinin belirlenmesindeki zorluklar ve prenatal döneme ait retrospektif etkilenimin ortaya konmasındaki güçlükler nedeniyle kesin sonuçlara ulaşmak mümkün olmamaktadır. Bunun yanı sıra gen-çevre etkileşiminin klinik yansımalarını ortaya koymada yaşanan sorunlar duyarlı grupların ortaya çıkarılmasını güçleştirmektedir. Tüm bu nedenler DDT ve yan ürünü olan DDE, PCBs ve dieldrin gibi endokrin bozucu etkiye sahip pestisitlerle ilişkili olduğu ileri sürülen birçok sağlık etkisini kesin olarak ortaya koymamıza engel olmaktadır (43, 41).
Tablo-III: Endokrin etkiye sahip pestisitler (49, 26, 56, 70, 45, 50, 74).
	Pestisit
	Kullanım
	Etki Mekanizması 
	Sağlık Etkileri

	Metoksiklor
	İnsektisit 
	Metaboliti östrojen reseptör agonistidir
	Kemirgenlerde: erken puberte, anormal ovaryan siklus (dişilerde), saldırgan davranışlar (erkeklerde)

	DDT 
	İnsektisit
	Metaboliti (DDE) androjen reseptör antagonistidir
	Erkek kemirgenlerde: gecikmiş puberte, aksesuar seks bezlerinde gerileme, değişmiş cinsel farklılaşma

	Vinklozolin 
	Fungisit
	Androjen reseptör antagonisti
	Erkek kemirgenlerde: feminizasyon, meme başı büyümesi, hipospadias

	Atrazin 
	Herbisit
	Hipotalamustan gonadotropin salımını azaltır, pituiter LH düzeyini azaltır, östradiol metabolizmasını bozar, östrojen reseptörlerini bloke eder.
	Dişi kemirgenlerde: meme tümörleri, anormal ovaryan siklus.

İnsanlarda meme kanseri ve ovaryan tümör şüphesi

	Endosülfan
	İnsektisit
	Luteinize edici hormonun aktivitesini azaltarak steroidojenik akut düzenleyici proteinin aktivitesini azaltır ve sonuçta kolesterolün sitozolden mitokondri içine taşınmasını etkiler.
Seks hormon bağlayıcı proteini etkileyerek plazma, testiküler ve serum testosteron düzeyini azaltabilir.
	Sıçanlarda testiküler atrofi, pituiter ve uterus ağırlıklarında artış, paratiroid hiperplazi.


II.F.
GIDALARDA BULUNABİLEN NİTROZO BİLEŞİKLERİ

Nitrit özellikle et ürünlerinin mikrobiyolojik güvenliğinin sağlanması, renk ve lezzetinin iyileştirilmesi amacıyla yaygın olarak kullanılmaktadır. Nitritin sağladığı antimikrobiyal etki kısmen sorbik asit veya tuzlarıyla, antioksidan etki ise bütillenmiş hidroksi anizol (BHA), butillenmiş hidroksi toluen (BHT) ve askorbik asit ile sağlanabilmekle birlikte nitritin renk etkisinin yerine geçebilecek bir katkı maddesi bilinmemektedir. Bununla birlikte nitrit gıda maddelerinde kullanılan ve tüketimine izin verilen tek toksik madde olduğundan, doğrudan ete katılması birçok ülkede yasaklanmış olup, mutlaka tuz ile birlikte NaNO2 ya da KNO2 formunda kullanılmaktadır. Potasyumlu tuzların sodyumlu tuzlara göre daha toksik olduğu ve bu nedenle de potasyum nitrat ya da nitrit katılan et ürününün tüketime sunulmadan önce en az dört hafta olgunlaştırılması gerektiği bildirilmektedir (6).

Nitrat insanlar için toksik bir bileşik olmamasına rağmen bağırsaklarda ya da ağızda indirgen mikroflora tarafından nitrite indirgenmektedir. Böylece nitritin zararlı etkisi iki yönde ortaya çıkmaktadır. İlk etki nitritin doğrudan oluşturduğu toksisitedir ki bu durum kandaki hemoglobinle nitritin reaksiyonu sonucu methemoglobin oluşması ve bebeklerde ölüme kadar götüren methemoglobinemi hastalığı şeklinde ortaya çıkmasıdır. Bu durumda nitrit bir yandan kandaki oksijenin taşınmasında rol alan hemoglobini methemoglobine dönüştürüp oksijenin taşınmasını engellerken, diğer taraftan da sistemik kan basıncının düşmesine yol açmaktadır. Nitrit özellikle üç aylıktan daha küçük çocuklarda etkili olmakta ve vücut ağırlığının her kg’ı için 5 mg nitrit düşmesi halinde methemoglobin oluşturarak iç boğulma adı verilen zehirlenmelere de neden olmaktadır. İkinci etki ise nitritin aminlerle ve amidlerle reaksiyonu sonucu meydana gelen kanserojenik N–nitrozo bileşikleri ile oluşan toksik zarardır.

Et ürünlerine nitrit ilave edildiğinde, nitritler myoglobin ve hemoglobin gibi renkli pigmentlerle birleşerek nitrozo–bileşikleri oluşturmakta ve böylece doğal renk korunmaktadır. Nitrozomyoglobin, ette mevcut renk pigmenti myoglobinin, ürüne kürleme amacı ile katılan nitrat ve nitrit tuzlarının doğal parçalanma ürünü nitrit oksit ile reaksiyonu sonucu oluşmaktadır. Taze ette bulunan pigmentlerin %90’ından fazlasını myoglobin, geri kalanını ise; hemoglobin, sitokrom, katalaz, flavinler ve diğer renk maddeleri oluşturmaktadır. Eğer ette myoglobin oranı düşükse, nitrozomyoglobin dönüşümünde aksama meydana geleceğinden zayıf renk oluşacaktır. Et ürünlerinde renk oluşumunun sağlanması için 30–50 ppm nitrit yeterli olmaktadır. Et ürünlerinde iyi bir renk oluşumu için uygun ortam pH’sı 5.4–5.7 arasında olmalıdır (6). 

Eğer kürleme maddesi olarak nitrat kullanılmış ise et florasında mevcut bakteriler ya da fermente et ürünlerine dışarıdan katılan, nitrat redüktaz enzimi nitratı, nitrite dönüştürür. Ette ortam koşullarına ve özellikle kesimden hemen sonra oksijen varlığına bağlı olarak myoglobin ve oksimyoglobin denge halindedir. Oksimyoglobin taze ette parlak kırmızı rengin oluşumundan sorumludur. Yüksek hidrojen konsantrasyonunda nitrit ve nitroz asit (HNO2) dengesi geçerlidir. Düşük pH’da nitrit hidrojen alarak nitroz asit formuna geçer. Nitroz asitten, nitrit oksit oluşum aşaması bir indirgenme reaksiyonudur. Bu reaksiyon, dışarıdan indirgeyici katkılar eklenmediğinde, yani normal koşullarda ette mevcut sitokrom enzim sistemi ve sülfidril bileşenlerinden etkilenmektedir. Myoglobinin metmyoglobine dönüşmesi bir oksidasyon basamağıdır ve burada myoglobindeki Fe+2, metmyoglobindeki Fe+3’e okside olmaktadır. Ortamda nitrit varsa bu aşama hızla gerçekleşmektedir. Nitritten gelen nitrit oksit ve etten gelen metmyoglobin kendiliğinden ve ani gerçekleşen bir reaksiyon ile nitrozometmyoglobini oluştururlar. Nitrozometmyoglobinden nitrozomyoglobin oluşumu bir indirgenme basamağıdır. Fe+3 formundan Fe+2 formuna geçmektedir. Isıl işlem uygulanmayan fermente et ürünlerindeki temel renk pigmentini nitrozomyoglobin oluşturmaktadır. Isıl işlem gören ürünlerde nitrozomyoglobin nitrozo-hemikromojene dönüşmektedir. Bunun için globulin ve diğer proteinlerin denatüre olması gerekmektedir. Böylece molekülün protein kısmı denatüre olur ve renk parlak kırmızıdan kalıcı pembeye dönüşür. Ortamda nitrit tuzu bulunmaması durumunda ise myoglobin yavaş yavaş kahverengi metmyoglobine dönüşmektedir. Ayrıca kürlenen etlerde nitritin kimyasal reaksiyonları sonucu tipik renk ve aroma meydana gelirken, nitritin bir kısmı da nitrata okside olmaktadır (6).

Et ürünlerinde nitrat ve nitrit kullanımının en önemli nedenlerinden birisi de antibakteriyel etkileridir. Nitritlerin bilhassa Cl. botulinum’a olan bu antibakteriyel etkisinin çok önemli olduğu ve bu amaca uygun olarak nitritin yerine kullanılabilecek uygun bir maddenin mevcut olmadığı bildirilmektedir. Kürlenmiş et ürünlerinin hazırlanması sırasında uygulanan sıcaklık dereceleri sterilizasyon açısından yeterli olmadığından nitrat ve nitrit kullanımı ile mikrobiyal gelişme ve özellikle de Cl. botulinum üremesi ve toksin salgılaması önlenmektedir. Nitrat ve nitritler Cl. putrificum, Cl. perfringens, Cl. sporogenes ve Staphylococcus aureus bakterilerine de etkilidir. Ortamdaki bakteriler, uygulanan sıcaklık ve kullanılan NaCl ile NaNO2 konsantrasyonları arasındaki ilişkiler o kadar kuvvetlidir ki birinde meydana gelecek küçük bir değişiklik diğer parametrelerde de değişiklik yapılmasını gerektirmektedir. Ayrıca etin pH’sında bir birimlik düşüş antibakteriyel etkide 10 kat artışa neden olmaktadır. Antimikrobiyal etkinlik için en uygun pH 5.5 olarak bildirilmektedir (6).

Nitrit, yağların oksidasyonunu tamamen engellemektedir. Nitritle muamele edilen ürünlerde tiyo barbutirik asit (TBA) indeksinin bir hayli düşük olduğu saptanmıştır. Böylece üründe acılaşma ve aroma kaybı önlenmektedir. Yapılan bir araştırmada, nitritin çok kuvvetli bir antioksidan olduğu ve ürünü koruma açısından vakumlu paketlenmiş ürünlerde 75 ppm nitritin yeterli olacağı bildirilmektedir (6).

Nitrozaminler, nitratın bakteriyel indirgemesiyle ve gıdalara katılan nitritle, primer, tesiyer ve özellikle sekonder aminlerin reaksiyonu sonucu oluşur. Nitrat ve nitritlerin yıkım ürünlerinin etlerde bulunan putrasin, tiamin, piperidin, morfolin, pirolidin, dimetilamin, histamin, kadavrin, trimetilamin, 2–feniletilamin, n–propilamin, izopropilamin gibi amino asitlerle birleşerek kanserojen nitrozaminlerin oluşmasına sebep olduğu bildirilmektedir. Amin ve nitritten nitrozamin oluşumu; aminlerin yapısına, nitrit/amin oranına, mikrobiyel floraya, pH’ya, reaktiflerin konsantrasyonuna, ortam sıcaklığına ve ortamdaki mevcut bazı inorganik iyonların varlığına bağlı olarak değişmektedir (6).

Et ürünlerinde bulunan başlıca nitrozaminler; dimetil aminin nitrozasyonu sonucu oluşan N-nitrozodimetil amin (NDMA), prolinin nitrozlanması ile oluşan N-nitrozoprolin (NPRO), prolin ve diğer prolidin halkası içeren bileşiklerden yüksek sıcaklıklarda oluşan N-nitrozoprolidin (NPYR), baharatlı et ürünlerinde meydana gelen N-nitrozopiperidin (NPIP), sisteinden meydana gelen N-nitrozotiyazolidin (NTHZ) ve N-nitrozotiyazolidin-4-karboksilik asit (NTCA), kauçuk içeren ambalaj materyalindeki aminlerle nitritin reaksiyonu sonucu oluşan N-nitrozo-N-bütilamin (NDBA) ve N-nitrozodietilamin (NDEA), ayrıca geleneksel olarak tütsülemede kullanılan koyun gübresinin yakılması ile elde edilen dumanla nitritin reaksiyonu sonucu meydana gelen N-nitrozo-N-metil-alanin’dir (NMA). En fazla kanserojenik etkiye sahip olanlar ise dimetilnitrozamin, nitrosodietilamin, nitrozodi-N-bütilamin, nitrozopiperidin ve nitrozoprolidin olarak bildirilmektedir (6). 

Et ürünlerinde oluşan nitrozaminlerin genellikle NPRO ve NDMA olduğu saptanmıştır. Ayrıca ısıtma işleminin NPYR miktarını arttırdığı, dumanlama ve güneşte kurutma işlemlerine tabi tutulan et ürünlerinde nitrozopirolidinin daha yüksek olduğu belirtilmektedir. Bursa’da tüketilen sucuk, salam, sosis ve pastırmalardaki kalıntı nitrat ve nitrit miktarları üzerine yapılan bir çalışmada en yüksek nitrozamin içeriğini salamda (20.743 ppb) saptamışlardır. Japonya’daki dumanlamış ve kürlenmiş balıklardaki NDMA miktarının 100 μg/kg’dan fazla olduğunu bildirilmektedir (6). 

Nitrozaminler, kuvvetli kanserojenik etkili maddeler olmalarının yanı sıra mutajenik ve teratojenik etki de gösterirler. Sodyum nitratın asit ortamda (pH 1–3) 48 saatte DNA’yı tahrip ettiğini saptanmıştır. Birçok araştırmacı; Japonya, Şili, Çin, Kolombiya, İran, İngiltere ve Hawai’deki mide ve yemek borusu kanserlerinin sıklığını bu toplumların yüksek oranda nitrit içeren gıda maddelerini çok tüketmelerine bağlamaktadır. Nitrozaminlerin kanserojenik etkiye sahip oldukları ilk olarak 1954 yılında dimetilnitrozaminin (DMNA) farelerin karaciğerinde tümöre neden olması ile saptanmıştır. 1964 yılında koyun ve maymunlara yedirilen ve yüksek oranda DMNA içeren balık unu yeminin bu hayvanların karaciğerinde tümör oluşturduğu bulunmuştur (92, 17). 

Nitratın nitrite indirgenmesi çok sayıdaki aerob ve anaerob bakteri tarafından sağlanmaktadır. Nitratın nitrite indirgenmesinde rol alan E. coli ve Enterobacter aerogenes bağırsak florasının doğal üyesidir. Bundan başka insan midesi ve gastrointestinal sistemin üst kısmında bulunan mikroorganizmalar da nitrat çevrimini meydana getirebilirler. Burada reaksiyona giren maddelerin midede kalma süreleri kısa olduğu için bu çevrimin hızı midede nitrozamin oluşumunda kritik bir faktördür. 

Araştırmamızda inceleyeceğimiz temel maddelerden birisi olan ve yaklaşık 30 yıldır kanserojen etkiye sahip olduğu bilinen N-Nitroso-N-Metilüre’nin dışarıdan katılmasa da gıdalarda oluşabileceği yakın zamanda ortaya konmuştur (78, 79). Diğer nitrozaminlere benzer şekilde salamura gıdalarda ve et ürünlerinde varlığı saptanmıştır. N-Nitroso-N-Metilüre saptanan gıdalardan bazıları: Ringa balığı, kalamar, ıstakoz, yengeç, sardalya, karides, ançüez, kırmızı turp, kimchi, balık ve et ürünleridir (27 farklı et ürünü) (78).
II.G.
ÇALIŞMADA KULLANILAN KİMYASALLARIN GENEL ÖZELLİKLERİ

II.G.1.
ENDOSÜLFAN


Kimyasal ismi 6,7,9,10,10-hexachloro-1,5,5a,6,9,9a-hexahydro-6,9-methano-2,4,3-benzodioxathiepin-3-oxide’dir. Organoklorlu kimyasallardandır. Kimyasal fomülü C9H6Cl6O3S olan endosülfan renksiz kristaller halinde bulunur. Alfa ve beta endosülfanın karışımına teknik olarak endosülfan denilir. Sistemik etkiye sahip olmayan insektisit ve akarisit olarak sınıflandırılır, temas yüzeyi aracılığı ile ve sindirim sistemi aracılığı ile etki eder; çok sayıda tarım ürünü ve süs bitkisinde kullanılmak üzere ruhsatlandırılmaktadır (63).
II.G.1.a.Sağlık Etkileri

Akut etkileri: organoklorlu bileşikler sinir uyaranlarının iletimine etki ederek özellikle sinir sisteminde hasara neden olurlar. Karaciğer enzimlerinin aktivitelerinde değişikliğe neden olabilir ve protein ve yağların sentezini etkileyebilirler. Endosülfan kullanılan veya üretilen işkollarında çalışanlar kırıklık, kusma, baş dönmesi, halsizlik, kafa karışıklığı, şiddetli başağrısı, iştahsızlık ve abdominal huzursuzluk şikayetlerinden yakındıklarını belirtmişlerdir. Endosülfanla ilişkilendirilen diğer akut etkiler davranışsal bozukluklar, EEG bozuklukları, kardiyak aritmiler, merkezi sinir sistemi uyarılması ve depresyon, dermatit, diyare, görme bozuklukları, hepatik ve renal hasar, uykusuzluk, müköz membranlarda irritasyon, solunum güçlükleri ve kas seğirmeleridir (44).

Uzun süreli etkileri: Uzun süreli etkilenim sonrası abdominal ağrı, anoreksi, göğüs ağrısı, görme bozuklukları, hepatik ve renal hasar oluşumu, eklem ağrıları, uykusuzluk, mental değişiklikler, hormonal bozukluklar, paraliziler, periferal nöropati, splenomegali, tremor ve güçsüzlük görülebilmektedir (44). 

Endosülfanın karsinojenik etkileri konusunda yeterince bilgi bulunmamakla birlikte yüksek dozda endosülfan alımına bağlı olarak mutajenik etkilerin ortaya çıktığı bilinmektedir. Endosülfan bakteriyel (Salmonella Mutajenite Testi) ve kemik iliği testlerinde mutajenik özellik göstermiştir. Endosülfanın karsinojen, teratojen ve embriyotoksik olduğuna dair iddialar bulunmaktadır (44). Endosülfanın 5 mg/kg/gün ve üzerinde verildiği hayvanlardan doğan yavruların kemik gelişiminde anomali meydana geldiği saptanmıştır, ancak insanların maruz kalabilecekleri dozlar çok daha az olduğundan insanlarda teratojenik etki beklenmemektedir (30).

Endosülfan sıçanlara oral yoldan verildiğinde vücutta alfa-hidroksiendosülfana metabolize olmakta ve idrarla atılmaktadır. Vücutta biriktiğine dair bir bilgi yoktur.

Endosülfan hem östrojenik hem de antiandrojenik etkiye sahip bir pestisittir ve endokrin aktivitesi bakımından endokrin etkili pestisitler arasında üst sıralarda yer almaktadır (47).
II.G.1.b.Letal Doz Değerleri: 

Letal dozun belirtilmesinde LD50 ve LC50 kısaltmaları kullanılmaktadır. LD "Lethal Dose" ifadesinin kısaltmasıdır. LD50; bir defada verilen ve uygulandığı deney hayvanlarının %50’sinin ölümüne neden olan miktardır. LD50 bir maddenin akut dönemdeki öldürücü etkisini ortaya koymaya yönelik bir yöntemdir (21). 

LC "Lethal Concentration" ifadesinin kısaltmasıdır. Bir defada ortam havasında verilen ve uygulandığı deney hayvanlarının %50’sinin ölümüne neden olan miktardır. LC50 ifadesi genel olarak havadaki miktarı belirtmek için kullanılmakla birlikte çevresel araştırmalarda sudaki kimyasal miktarını belirtmek için de kullanılmaktadır.

LD50 değerleri kullanılan çözücüye ve uygulanma şekline göre son derece değişken olabilmektedir (21).

Akut oral (sıçan) LD50

: 18 mg/kg


Akut dermal (sıçan) LD50

: 74 mg/kg


Akut oral (sıçan) LD50

: 70 mg/kg (sulu çözelti)







 110 mg/kg (yağlı çözelti)


Akut oral (köpek) LD50

: 77 mg/kg


Akut dermal (tavşan) LD50

: 359 mg/kg (yağlı çözelti)


Akut inhalasyon (sıçan) LC50
: >21 mg/litre (1saat)


Akut oral (kuşlar) LD50

: 205-245 mg/kg


Balıklarda (96 saat) LC50

: 0.002 mg/l.


Sivrisinekbalığı (96 saat) LC50
: 2.0-4.6 µg/l

İki yıl boyunca besinleriyle birlikte 2.9 – 3.8 mg/kg/gün endosülfan verilen sıçanlarda kilo artışında azalma, glomerülonefroz ve erkek sıçanlarda damar anevrizmaları tespit edilmiştir. Yine iki yıl boyunca köpeklere 1.9 – 2.1 mg/kg/gün endosülfan verilen bir araştırmada her iki cinsiyette de kilo artışında azalma ve nörolojik bozukluklar tespit edilmiştir. Daha yüksek dozlarda karaciğer değişiklikleri, kan ve böbrek bozuklukları görülmektedir.

Balıklarda endosülfan birikimi etkilenim süresine ve konsantrasyona bağlı olarak değişmektedir. Sivrisinekbalığında endosülfan toksititesi sıcaklığın artışı ile artış gösterir (61). Endosülfan düşük dozlarda da sucul organizmalar için toksiktir. Balıklarda endosülfanın detoksifiye edildiği primer organ karaciğerdir ve başlıca birikim de karaciğerde meydana gelir. Karaciğerde özellikle endosülfan sülfat ve izomerlerinin biriktiği, birikimin yaz aylarında 147.7 - 307.2 µg/kg civarında olduğu tespit edilmiştir (62). Yine Michigan gölündeki som balığı yumurtalarında da 0.6-27.8 µg/kg civarında endosülfan tespit edilmiştir (28). 
II.G.1.c.Çevresel Etkileri

Endosülfan bitkilerde sülfatlı formlarına metabolize edilmektedir. Toprağa karışan endosülfan izomerleri ise özellikle alkali topraklarda biyolojik olarak yıkılmakta ve hidrolize olmaktadır. Endosülfan izomerleri güneş ışınları etkisiyle de parçalanabilmektedir. Buharlaşma ise çok az ve genel olarak ihmal edilebilir düzeylerde meydana gelmektedir. Avustralya New South Wales Sağlık Birimi tarafından yapılan bir çalışmada incelenen domateslerin %35’inde 0.014-0.57 mg/kg düzeyinde endosülfan tespit edilmiştir (28).

Suya karışan endosülfan izomerleri ise özellikle alkali sularda hızla parçalanırken, nötral veya asidik pH’larda daha yavaş hidrolize olmaktadır. Farklı pH değerleri için endosülfan izomerlerinin yarılanma ömürleri şu şekildedir: 


Alfa izomerlerin yarılanma ömürleri; 



pH7 için 35.4 gün, pH5.5 için 150.6 gün, 


Beta izomerlerin yarılanma ömürleri;




pH7 için 37.5 gün, pH5.5 için 187.3 gün. 

Sulara karışan endosülfan bileşiklerinin buharlaşması daha ciddi boyutlarda meydana gelmektedir. 


Endosülfan için canlılar dışındaki sistemlerde de biyolojik birikim son derece önemlidir ve yer altı suları, yüzeysel sular, çökeltiler, yağmur ve kar örneklerinde endosülfan izomerlerine rastlanılmaktadır. 

Endosülfan atmosfere karıştığında ortalama 1.23 saat içinde hidroksil radikalleri ile reaksiyona girer. Atmosferde askıda bulunan partiküller tarafından endosülfanın tutulması durumunda yarılanma ömrü uzar. ABD’nde yapılan bir çalışmada 14 eyaletten alınan ortam havası örneklerinin %2.1’inde endosülfan saptanmıştır. 

2005 yılı itibariyle Kamboçya, Belize, Singapur, Tonga, Suriye, Almanya, İngiltere, İsveç, Hollanda ve Kolombiya endosülfan kullanımının yasaklandığı ülkelerdir. Toplam 21 ülkede ise endosülfanın kullanımı son derece kısıtlanmıştır (66).
II.G.2.
N-NİTROSO-N-METİLÜRE (NMU)

NMU soluk sarı renkli kum şeklinde katı bir bileşiktir. Laboratuvarlarda araştırma materyali olarak kullanılmaktadır. Geçmişte kanserde tedavi edici ilaç olarak kullanılmıştır. Günümüzde laboratuvar dışında kullanım amacıyla üretimi durdurulmuştur.
II.G.2.a.Sağlık Etkileri

Deri veya göze temas ettiğinde irritasyona neden olabilmektedir. Ciltte alerjiye neden olabilir, alerji gelişen durumlarda çok düşük dozlarda kaşıntı ve kızarıklık gelişebilir. Yüksek doz NMU başağrısı, bulantı ve kusmaya neden olabilir. NMU’ya bağlı karaciğer hasarı oluşabilmektedir. 

Kronik etkilerinin ortaya çıkışı aylar veya yıllar sonra olabilir. Hayvanlarda sinir sistemi, deri ve mide kanserine neden olabileceğine dair bilgiler bulunduğundan insanda da karsinojen olabileceği düşünülmektedir, ancak tespit edilmiş bir olgu yoktur. Karsinojenik etkisi konusunda belirlenmiş bir doz bulunmamaktadır, bunun yanı sıra karsinojen etkinin ortaya çıkmaması için belirlenmiş bir üst limit de yoktur.

Hayvanlarda teratojenik etkiye sahip olduğu bilindiğinden insanlarda da teratojen olabileceği düşünülmektedir (59). 
II.H.
NMU TARAFINDAN İNDÜKLENEN MEME KANSERİ MODELİ


Hayvanlarda meme kanseri oluşturmaya yönelik çeşitli modeller bulunmakla birlikte bunlar arasında en yaygın ve geçerli olanı 1975 yılında Gullino ve arkadaşları tarafından tarif edilen NMU ile indüklenen meme kanseri modelidir (37). Gullino tarafından açıklanan model zaman içerisinde değişikliğe uğramış ve çeşitli şekillerde uygulanmış olmakla birlikte günümüzde en yaygın olarak kullanılan yöntem Sprague Dawley türü dişi sıçanlara 21 günlük iken 50 veya 75 mg/kg tek doz intra-peritoneal (i.p.) NMU uygulanmasıdır. Yapılan çeşitli çalışmalar NMU ile meme kanseri geliştirme yönteminin benzer diğer modellerden daha geçerli ve etkili olduğunu ortaya koymaktadır (85, 54).

NMU tarafından indüklenen meme kanseri için en duyarlı sıçan türü inbred (en az 20 nesil boyunca kardeş kardeşe çiftleşme sonucu elde edilen tür) BUF/N’dır, ancak outbred (anne ve babanın akraba olmadığı çiftleşme sonucu ortaya çıkan yavru) Sprague Dawley ve Fisher 344 türü dişi sıçanlar da yaygın olarak kullanılmaktadır (85). Oluşan tümörlerin tamamı adenokarsinom veya papiller karsinomdur, metastaz nadir olarak görülmektedir (87). Oluşan tümörler histopatolojik olarak insanlarda oluşan tümörlerle son derece benzer özelliklere sahiptir (82, 89, 72, 88). Sprague Dawley sıçanların meme dokularının over kaynaklı hormonlara cevabının (epitelyal hücre proliferasyonu, hücrelerin farklılaşması ve hücrelerin ölümü gibi) insan meme dokusu hücreleri ile benzer olması da yöntemin avantajı olarak değerlendirilmektedir (76). Oluşan tümör aynı tür diğer sıçanlara da nakledilmektedir. Bu yöntemin uygulandığı hayvanlarda meme dışındaki organlarda makroskopik ölçülerde tümör oluşumuna rastlanmamıştır (85). Bu yöntemle dişi Sprague Dawley sıçanlarda meme kanseri gelişme sıklığı %60 civarındadır. Enjeksiyondan beş hafta sonra histolojik olarak meme kanseri tespit edilebilmekte, 7-8 hafta sonunda tümöral kitle palpe edilebilecek düzeye ulaşmaktadır (85). 

NMU ile meme kanseri oluşturulması tek bir genetik mekanizma ile açıklanamayacak kadar kapsamlıdır. Yapılan bir çalışmada 98 klona ait ekspresyon incelenmiş ve bunlardan 45’inin aşırı eksprese olduğu saptanmıştır (42). Yöntem her ne kadar Sprague Dawley türü dişi sıçanların NMU’ya genetik yatkınlığı ile açıklanmaya çalışılsa da overleri çıkarılmış hayvanlarda tümör gelişmemesi, yine benzer şekilde östrojen-progesteron kombinasyonu uygulanmasının tümör gelişimini engellemesi yöntemin hormon bağımlı özelliklerinin de olduğunu göstermektedir (86, 69). Bununla birlikte overleri çıkarılmış hayvanlara epidermal growth faktör uygulanması sonucu meme tümörünün oluştuğu, ancak oluşan tümörlerin normal hayvanlarda oluşan meme tümöründen farklı olduğu saptanmıştır; bu bulgu NMU ile tümör oluşumunun hormon varlığına bağımlı olduğunu ancak mutlaka over kaynaklı hormonların gerekli olmadığını göstermektedir (24). Tümör oluşum mekanizmasını/aşamalarını açıklamaya yardımcı bulgulardan birisi de tümör oluşumunda anahtar basamağın apopitotik hücre ölümünde azalma olması olduğu, hücre proliferasyon hızının tümör gelişiminde fazla etkili olmadığıdır (81). 

NMU kullanılarak dişi Sprague Dawley sıçanlarda meme kanseri geliştirme yöntemi her yönüyle ayrıntılı olarak incelenmiş ve çok yaygın olarak çalışılmış bir yöntem olmakla birlikte Amerikan Ulusal Kanser Enstitüsü (NCI) gibi antikanserojen özelliğe sahip bileşiklerin sürekli olarak tarandığı/incelendiği birimlerde kullanılmamaktadır (40). Bunun ötesinde hayvanlarda oluşturulan tümör modellerinin hiçbir şekilde insanlara uyarlanamayacağı, hayvanlarda sadece çok kesin sonuçların elde edildiği durumlarda tümör oluşumuna neden olabilen maddelerin insanlar için de tehlikeli olabileceğinin ileri sürülebileceğini iddia eden araştırmacılar da bulunmaktadır (65).
III.
GEREÇ VE YÖNTEM
 SHAPE  \* MERGEFORMAT 


Şekil-2. Çalışmanın planlanması ve temel aşamaları

Çalışmanın düzeni ve temel aşamaları Şekil-2’de verilmiş olup ayrıntılar aşağıda sunulmuştur.
III.A.
Deney hayvanları



Çalışmada Gülhane Askeri Tıp Akademisi Araştırma ve Geliştirme Merkezinden temin edilen 90 adet dişi Sprague Dawley sıçan kullanılmıştır. Hayvan sayısının seçiminde konuyla ilgili bilimsel kaynaklarda yer alan bilgilerden yararlanılmıştır (85). Ayrıca belirlenen sayının uygunluğu Festing tarafından geliştirilen “deney hayvanı sayısının belirlenmesi formülleri” ile kontrol edilmiştir (64, 33, 32).

Sıçanların temini için 20 adet dişi ve 10 adet erkek Sprague Dawley sıçan üç hafta süresince aynı kafeste iki dişi bir erkek sıçan olacak şekilde tutularak çiftleşmeleri sağlanmıştır. Çiftleştirme için kullanılan sıçanlar öncelikle genel bir sağlık kontrolünden geçirilmiş ve fiziksel muayenelerinde her hangi bir sağlık problemine rastlanmamıştır. Sprague Dawley dişi sıçanlar her doğumda ortalama 10 – 14 adet yavru doğurmakta ve bunların yaklaşık olarak yarısı dişi olmaktadır. Bu nedenle her doğumda beklenen dişi hayvan sayısı 5 – 7 civarındadır. Çiftleşme gerçekleştikten sonra erkek damızlık sıçanlar ortamdan uzaklaştırılmış ve gebe kalan tüm dişi sıçanlar teker teker kafeslere konmuşlardır. Sıçanların doğum yaptıkları tarih ve doğan yavru sayısı kafeslerin üzerine işaretlenmiştir.


Doğum meydana gelen kafesler gruplara ayrılmıştır: 

1. Grup (İlk yedi kafes):19ncu gün tek doz i.p. pestisit + 21nci gün tek doz NMU uygulanan grup.


2. Grup (İkinci yedi kafes): 60 gün boyunca İçme suyuyla pestisit + 21nci gün tek doz NMU uygulanan grup.


3. Grup (Son altı kafes): sadece 21nci gün tek doz NMU uygulanan grup (kontrol grubu).


İlk gruptaki dişi yavrulara 19ncu gün tek doz i.p. endosülfan uygulanmıştır. Tek tek alınarak cinsiyetleri kontrol edilen hayvanlardan erkek olduğu anlaşılanlar herhangi bir işlem yapılmadan annelerinin yanına geri koyulmuş, dişi olanlar tartılarak uygulanacak endosülfan dozu belirlenmiş ve 19ncu gün i.p. olarak uygulanan tek doz endosülfandan sonra dişi yavrular da annelerinin yanına bırakılmışlardır. 


Her üç grupta yer alan dişi Sprague Dawley sıçanlara 21nci gün tek doz NMU i.p. yoldan uygulanmıştır. Her kafesteki yavrular teker teker alınarak cinsiyetleri kontrol edilmiş, erkek olduğu anlaşılan yavrular herhangi bir işlem yapılmadan annelerinin yanına geri koyulmuştur. Dişi olan yavrular tartılarak uygulanacak NMU miktarı belirlenmiş ve i.p. olarak NMU verildikten sonra annelerinin yanına bırakılmıştır.

Yavrular 30 günlük olana kadar annelerinin yanlarında kalmaları sağlanmış, daha sonra anne sıçan ve erkek sıçanlar farklı çalışmada kullanılmak üzere araştırma merkezine teslim edilmiştir. Her grupta 30 dişi hayvan olması sağlanmış ihtiyaç fazlası dişi hayvanlar da araştırma merkezine teslim edilmiştir. Araştırmaya dahil edilen dişi Sprague Dawley sıçanlar ikişer ikişer kafeslere konulmuş ve 90 deney hayvanı aynı odaya yerleştirilmiştir.

İkinci gruptaki deney hayvanları 60ncı günden sonra diğer gruptaki hayvanlar ise tüm çalışma boyunca 0,05-0,15 ppm arasında klor içeren çeşme suyu içmişlerdir. Kimyasal karsinojenler kullanılarak üretilen kanser modellerinde çevresel faktörlerin son derece önemli olduğu saptandığından çalışma kapsamındaki hayvanların bulundukları ortamın standardizasyonuna özellikle önem verilmiştir (51). Yiyecekleri standart sıçan yemi olan denekler çalışma süresince otomatik olarak 12 saat aydınlık ve 12 saat karanlık, 22-24ºC sıcaklık ve %30-60 nem sağlanan odalarda bulundurulmuşlardır. Sıçanlar çiftleşme ve hamilelik sırasında metal kafeslerde, doğumdan sonraki aşamalarda ise yarı saydam poliüretan kafeslerde barındırılmışlardır. Kafes dolgusu olarak tahta talaşı kullanılmıştır. Hafta sonları da dahil olmak üzere yem ve suları - bitmeleri beklenilmeden - günlük olarak yenilenmiştir.

III.B.
Kullanılan Solüsyonlar

III.B.1.
Endosülfan


Deney hayvanlarına saf endosülfan (alfa + beta izomerlerinin karışımı) (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Almanya, Katalog No: 13120000) kullanılarak hazırlanan solüsyonlar verilmiştir. Araştırma kapsamındaki Saprague Dawley sıçanlara içme suyu ile birlikte 3 mg/kg/gün endosülfan verilmesi planlanmış ve içme suyuna ilave edilecek endosülfan miktarı aşağıdaki şekilde hesaplanmıştır: 

Sprague Dawley sıçanların normal sıcaklık, nem ve hayvanları sıkıntıya sokmayacak şartlarda su tüketimleri yaklaşık olarak 130-150 ml/kg/gün’dür (64). Bu değerlere göre bir Sprague Dawley sıçanın günde 3mg/kg endosülfan alabilmesi için içme sularına 100 mg/L konsantrasyonda olacak şekilde endosülfan eklenmiştir. Günlük kullanım için 1 gr/L konsantrasyonunda distile su ile stok solüsyon hazırlanmış ve suların değiştirilmesi aşamalarında endosülfan stok solüsyonundan yararlanılmıştır. Solüsyonların hazırlanması aşamasında lateks eldiven ve koruyucu maske kullanılmıştır. Stok solüsyonlar haftalık olarak Pazartesi günleri laboratuvar ortamında hazırlanmış, 1 hafta süreyle koyu renkli cam şişelerde ve +4°C’de saklanmıştır. 

Tek doz olarak uygulanacak endosülfan dozu 2 mg/kg i.p. olarak olarak planlanmış ve bu amaçla distile su kullanılarak hazırlanan solüsyon 22µm’lik filtrelerden geçirilerek bakteri ve parazit açısından dezenfekte edilmiş, ısı uygulanmasına bağlı kimyasal değişim meydana gelebileceğinden ısıyla sterilizasyon işlemi uygulanmamıştır. Hazırlanan solüsyonun peritonda irritasyona neden olmaması için pH’sı 6,5 – 7.0 arasında dengelenmiştir. Enjeksiyonun yapılacağı gün hazırlanan solüsyonlar 50 ml’lik steril falkon tüplerine konulmuş ve 2 saat içerisinde tüm enjeksiyonlar tamamlanmıştır. 
III.B.2.
N-NİTROSO-N-METİLÜRE (NMU) (84)

Soğuk zincire uygun olarak getirtilen NMU (Sigma No: N1517, Sigma, Almanya) -20°C’de saklanmıştır. Tek doz NMU 75 mg/kg olarak i.p. yoldan uygulanacağından sıçanlara verilecek sıvı miktarını fazla arttırmamak için 14 mg/mL’lik solüsyonların uygun olacağına karar verilmiş ve enjeksiyon gününün sabahı % 0.9’luk NaCl kullanılarak 14 mg/mL’lik solüsyon hazırlanmıştır. Solüsyonun pH’sı asetik asit kullanılarak 4.5 - 5.0 arasında olacak şekilde ayarlanmıştır. NMU %0.9’luk NaCl içerisinde kolayca çözünmediğinden sıcak su banyosu içinde ve manyetik karıştırıcı kullanılarak NMU’nun tam olarak çözünmesi sağlanmıştır. Hazırlanan NMU solüsyonunun aktivitesinin kaybolup kaybolmadığını saptamak için solüsyonun 231 nm’de absorbans değeri ölçülmüş ve çalışmanın sonunda arta kalan NMU solüsyonunun absorbans değeri ölçümü tekrar yapılmıştır (85). 

Hazırlanan NMU solüsyonu oda sıcaklığında çok uzun süre dayanmayacağından (oda sıcaklığında sekiz saat bekletildiğinde aktivitesi yaklaşık % 5 azalıyor) ve ilk saatler içerisinde uygulanması daha iyi olacağından solüsyonun hazırlanmasından sonraki iki saat içerisinde tüm enjeksiyonlar tamamlanmıştır. Enjeksiyonlar 1 mL’lik tek kullanımlık plastik enjektörlerle, 26 gauge çapında ve 1 cm uzunluğunda enjektör ucu kullanılarak yapılmıştır. Yardımcı personel tarafından dişi Sprague Dawley sıçanlar ayrılıp ağırlıkları belirlenmiş ve ağırlığı belirlenen hayvana hemen sonra NMU enjesiyonu yapılarak alındığı kafese, annesinin yanına bırakılmıştır. 

Enjeksiyon işlemleri sırasında kullanılan masa yüzeyi sodyum klorür çözeltisi ile silinerek dekontamine edilmiştir. Az miktarda artan NMU solüsyonu filtreli bir kabin içerisinde sodyum karbonat ile karıştırılarak inaktive edilmiştir. Enjeksiyonda kullanılan enjektörler, enjektör uçları ve boşalan NMU solüsyon tüpleri uygulamanın hemen ardından tıbbi poşetlere konularak ortamdan uzaklaştırılmıştır (84).
III.C.
Çalışmanın Yürütülmesi

Birinci grupta yer alan dişi Sprague Dawley sıçanlara 19 günlük iken tek doz 2 mg/kg endosülfan i.p. olarak verilmiştir. Enjeksiyon öncesinde ağırlıkları tartılmış ve doz ayarlaması yapılmıştır. Enjeksiyondan sonra hayvanlar annelerinin yanına geri konulmuştur. Birinci gruptaki hayvanlar tüm çalışma boyunca normal içme suyu tüketmişlerdir.

İkinci grupta yer alan tüm sıçanlara ve annelerine doğdukları günden itibaren 60 gün süresince içme suları ile birlikte 3 mg/kg/gün endosülfan verilmiştir. Yeni doğan yavrular ortalama 10-14 gün süresince sadece anne sütü almakta ve yaklaşık 3-4 hafta süresince anne sütü almaya devam etmektedirler. Ondört günden sonra su içmeye başlamaktadırlar, ancak ilk 10-14 gün içerisinde de anneleri endosülfanlı su içtiğinden anne sütü ile önemli miktarda endosülfanın yavrulara geçtiği değerlendirilmektedir. Endosülfanın anne sütüne geçişi konusunda yapılan incelemeler yağ dokusundan sonra en yüksek miktarda endosülfanın sütte bulunduğunu göstermiştir (23). İkinci gruptaki hayvanlar 61nci günden itibaren normal çeşme suyu içmişlerdir.

Üçüncü grup yani kontrol grubu annelerinin yanında iken ve çalışmanın daha sonraki aşamalarında normal içme suyu almışlardır.

Araştırma kapsamındaki tüm dişi Sprague Dawley sıçanlar doğumlarının 21nci gününde tartılarak doz ayarlaması yapılmış ve tek doz 75 mg/kg NMU i.p. olarak uygulanmıştır.


Araştırma süresince enjeksiyonlar için 1 ml’lik insülin enjektörleri kullanılmış, her hayvanda enjektör ucu değiştirilmiştir. Hayvanların enjeksiyonlar sırasında korkmamaları ve hareket ederek kendilerine zarar vermemeleri için sabitleme kabinleri kullanılmıştır (Şekil-3).

Çalışma süresince Cuma günleri hayvanların ağırlık takipleri yapılmış, su tüketimleri günlük olarak takip edilmiş ve su ve yemleri yine günlük olarak yenilenmiştir. Günlük kontroller sırasında hayvanlar genel durum açısından da değerlendirilmiştir. Haftalık ağırlık takipleri sırasında hayvanların meme dokuları palpe edilmiş ve genel fizik durumları ayrıntılı olarak incelenmiştir.
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Şekil-3. Sıçanlar için sabitleme kabini.
III.D.
Histopatolojik İnceleme


Çalışmanın 90ncı günleri arasında çalışma kapsamındaki dişi Sprague Dawley sıçanlar ketamin (40 mg/kg) ve xylasine (8 mg/kg) karışımı ile i.p. yoldan anestize edilerek böbrek, karaciğer ve meme dokusu örnekleri alınmış ve histolojik inceleme için %10’luk nötral formalin içeren kapaklı kaplara konulmuştur. Formalin içerisinde sabitlenen doku örneklerinde yapılan kesitler Hematoksilen ve Eozin ile boyanarak mikroskop altında incelenmiştir. Doku örnekleri alınmadan önce batın içi genel olarak değerlendirilmiş, karaciğer ve böbrekler kitle ve konturlarının düzeni açısından muayene edilmiştir. 
III.E.
İstatistiksel değerlendirme


Çalışma kapsamında toplanan tüm veriler bilgisayar ortamında SPSS for Windows version 11.0 istatistik yazılımı ile değerlendirilmiştir. Sürekli değişkenler için ortalama ± standart sapma, kesikli değişkenler için sayı ve yüzde değerleri verilmiştir. Sürekli değişkenler ANOVA testi ile kesikli değişkenler ki-kare testi ile değerlendirilmiştir.
III.F.
Çalışma Takvimi

Çalışmanın yürütülmesi ve aşamaları ile ilgili takvim aşağıda sunulmuştur.

	Çalışmanın Aşamaları
	Aralık
	Ocak
	Şubat
	Mart
	Nisan
	Mayıs
	Haziran
	Temmuz
	Ağustos
	Eylül
	Ekim
	Kasım
	Aralık
	Ocak
	Şubat

	Literatür taranması
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Malzemelerin temini
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Çalışma yöntemlerinin standardizasyonu
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Deney hayvanlarının temini
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Deney hayvanlarındaki işlemlerin yürütülmesi
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Laboratuvar analizleri
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	İstatistiksel analiz
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Raporun hazırlanması
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


IV.
BULGULAR


Araştırma süresince her hangi bir nedenle ölen hayvan olmamış ve araştırma 90 adet Sprague Dawley dişi sıçanla tamamlanmıştır.

Günlük kontroller ve haftalık ayrıntılı fizik muayeneler sırasında az sayıda hayvanda tüylerde dökülme ve durgunluk farkedilmiş ancak ileri derecede genel durum bozukluğuna rastlanmamıştır. Tüylerde dökülme ve durgunluk grup içi kavgalardan kaynaklanabileceğinden bu tür bulguların tespit edildiği hayvanlar 2-3 günlük periyotlar için ayrı kafeslere konulmuş daha sonra tekrar eski kafeslerine alınmışlardır.

Sıçanların günlük su tüketimleri takip edilmiş ve sudaki endosülfandan dolayı veya uygulanan kimyasallardan dolayı su tüketimlerinde bir değişiklik olup olmadığı incelenmiştir. Sıçanların gruplara göre içme suyu tüketimi 42,7 ± 4,8 – 46,3 ± 5,6 ml/gün arasında değişmekle birlikte gruplar arasında içme suyu tüketimleri açısından istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık saptanmamıştır (p > 0.05) (Şekil-4). 
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Şekil-4. Gruplara göre Sprague Dawley sıçanların içme suyu tüketim miktarları.

Sıçanların çalışma süresince diledikleri kadar yem tüketmeleri sağlanmış ancak yem tüketim miktarları takip edilmemiştir. 

Sıçanlara uygulanan kimyasalların doğrudan etkisi ile veya kimyasallara bağlı gelişebilecek patolojik durumlar sonucu hayvanların kilo artışlarında değişiklik olabileceği öngörüldüğünden hayvanların ağırlıkları haftalık olarak takip edilmiştir. İçme suyu ile endosülfan alan sıçanlarda kilo artışı daha az olmakla birlikte gruplar arasında kilo artışları açısından istatistiksel olarak anlamlı bir fark gözlenmemiştir (p > 0.05) (Şekil-5). İlk ağırlık takibinin başladığı 21nci günde ağırlıkları 19,1 – 23,4 arasında olan sıçanların çalışmanın sonundaki ağırlıklarının 163,8 – 201,4 arasında olduğu saptanmıştır. Tüm Sprague Dawley sıçanlar için ortalama kilo artışı 8,6 ± 0.4 kat olmuştur.
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Şekil-5. Gruplara göre Sprague Dawley sıçanların kilo artış durumları.
IV.A.
Batın İçi Organların Makroskopik İncelenmesi


Sıçanların çeşitli dokularından örnek almadan önce anestezi uygulanmış ve batın içi ayrıntılı olarak incelenmiştir. Batın içinin makroskopik olarak incelenmesi ve palpasyonla muayenesi sonucu tek doz NMU + içme suları ile 60 gün süresince endosülfan alan ikinci gruptaki dişi Sprague Dawley sıçanların %76,7’sinin böbreklerinde kitle (%1,3’ü her iki böbreği de tutmuş, diğerleri tek taraflı, tek taraflı olanların %70’i solda, %30’u sağdadır) gözlenmiştir. Tek doz endosülfan ile birlikte tek doz NMU alan birinci gruptaki sıçanların makroskopik incelenmesi ve palpasyonla muayenesinde hayvanların %13,4’ünün böbreklerinde tek taraflı kitle tespit edilmiştir, bu gruptaki sıçanların karaciğerleri büyümüş olarak gözlenmekle birlikte ikinci gruptaki kadar ileri derecede hepatomegali saptanmamıştır. Sadece NMU uygulanan 3. grupta yer alan sıçanların karaciğer ve böbrekleri makroskopik inceleme ve palpasyonla normal olarak değerlendirilmiştir.
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Şekil-6. Kitle tespit edilen bir böbreğin batın içi görünümü.
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Şekil-7. Kitle tespit edilen böbreklerin eksize edildikten sonraki görünümleri.

Tüm sıçanların karaciğerleri çıkarıldıktan sonra tartılmış ve vücut ağırlıklarına oranlanmıştır. Endosülfan uygulanan birinci ve ikinci gruplarda yer alan dişi Sprague Dawley sıçanlarda difüz hepatomegali geliştiği gözlenmiştir (Şekil-8, Şekil-9). İlk 60 gün içme suyu ile endosülfan alan gruptaki hayvanların karaciğer/vücut ağılığı değerlerinin diğer gruplarda yer alan hayvanlara göre daha yüksek olduğu ve aralarında istatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunduğu gözlenmiştir (p < 0.05) (Tablo-IV).

Tablo-IV: Gruplara göre dişi SD sıçanların karaciğer/vücut ağırlığı oranları

	
	Grup 1
	Grup 2
	Grup 3

	Karaciğer/vücut ağırlığı
	0,0165 ± 0,0017
	0,0191 ± 0,0023*
	0,0125 ± 0,0031


* 2nci grup, diğer gruplardan istatistiksel olarak anlamlı fark göstermiştir. (p<0,05).
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Şekil-8. 19ncu gün tek doz i.p. endosülfan + 21nci gün tek doz NMU uygulanan deney hayvanlarında (1nci grup) tespit edilen hepatomegalinin makroskopik görünümü.
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Şekil-9. 60 gün boyunca içme sularıyla endosülfan + 21nci gün tek doz NMU uygulanan deney hayvanlarında (2nci grup) tespit edilen hepatomegalinin makroskopik görünümü.
IV.B.
Histopatolojik İncelemeler


Tüm hayvanların sol alt memelerinden ve karaciğerlerinden örnek alınmıştır. Böbreklerinde tek taraflı kitle tespit edilen sıçanların kitlesi olan böbreğinden, iki taraflı kitle tespit edilen veya kitle tespit edilmeyen hayvanların sol böbreklerinden örnek alınarak histopatolojik inceleme yapılmıştır.

Yapılan histopatolojik incelemede Grup 1 (Şekil-10) ve Grup 2 (Şekil-11) karaciğer örneklerinde tespit edilen sinüzoidlerdeki genişleme, hayvanlarda meydana gelen hepatomegaliyi desteklemektedir. İçme suları ile endosülfan alan ve tek doz NMU uygulanan Grup 2 deney hayvanlarının karaciğer kesitlerinde gözlenen sinüzoidal genişleme Grup 1’e göre daha belirgindir ve hepatomegali düzeyleri de daha ileridir (Tablo IV).
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Şekil-10. 19ncu gün tek doz i.p. endosülfan + 21nci gün tek doz NMU (1nci Grup) uygulanan sıçanların karaciğerlerinin mikroskopik görünümü. Ortada bir portal ven ve çevre sinüzoidlerde genişleme görülmektedir (x100, HE).
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Şekil-11. 60 gün boyunca içme sularıyla endosülfan + 21nci gün tek doz NMU uygulanan (2nci grup) sıçanların karaciğerlerinin mikroskopik görünümü. Ortada bir portal ven ve çevre sinüzoidlerde 19ncu gün tek doz i.p. endosülfan + 21nci gün tek doz NMU (1nci Grup) uygulanan sıçanların karaciğer örneklerine göre daha belirgin genişleme görülmektedir (x100, HE).

Deney hayvanlarının batın içi incelemeleri sırasında böbreklerinde kitle tespit edilenlerden alınan örneklerin histopatolojik olarak incelenmesi sonucu infiltratif tümör geliştiği tespit edilmiştir. Tespit edilen tümörün mitoz sıklığının oldukça yüksek olduğu ve normal glomerüleri ve böbrek tübüllerini de infiltre ettiği gözlenmiştir (Şekil-12, Şekil-13, Şekil-14). Sadece tek doz NMU uygulanan hayvanlardan alınan böbreklerin makroskopik ve mikroskopik incelenmesinde her hangi bir patolojiye rastlanmamıştır (Şekil-15).
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Şekil-12. Normal böbrek tübülleri ile birlikte infiltratif tümör (resmin sağ tarafı). Böbrek tümörünün normal bir glomerülü (kısa ok) ve normal böbrek tübüllerini infiltre ettiği görülmektedir (uzun oklar)(x50, HE).
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Şekil-13. Tümöral alanlarda mitoz sıklığının oldukça yüksek olduğu saptanmıştır. Büyük bir büyütme alanında 6 adet mitoz görülmektedir (x400, HE).
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Şekil-14. Sadece 21nci gün tek doz NMU (1nci Grup) uygulanan sıçanların böbreklerinde patolojik bir görüntü ile karşılaşılmamıştır (solda x100 büyütme, sağda x200 büyütme, HE).
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Şekil-15. 60 gün boyunca içme sularıyla endosülfan + 21nci gün tek doz NMU uygulanan (2nci grup) sıçanlardan elde edilen tümöral böbrek doku örneklerinden çeşitli mikroskopik görüntüler (HE).

Dişi Sprague Dawley sıçanların haftalık kontrollerinde ve çalışmanın sonunda memeler elle muayene edilmiş ancak hayvanların hiç birinde kitle veya memede büyüme saptanmamıştır (Şekil-16). Bununla birlikte meme dokularından alınan örnekler mikroskopik olarak incelenmiştir. Alınan meme dokularının histopatolojik olarak incelenmesi sonucunda doku örneklerinin normal olduğu, fibrokistik değişim bulgusunun veya karsinojenik gelişimle ilgili olabilecek atipik özelliklerin bulunmadığı tespit edilmiştir (Şekil-17). Hayvanların hiçbirinde kalsifikasyona rastlanmamıştır. Değerlendirme sırasında insanlarla Sprague Dawley sıçanların meme dokuları arasında olabilecek histolojik farklılıklar nedeniyle konuyla ilgili kaynaklardan yararlanılarak histolopatolojik inceleme gerçekleştirilmiştir (72, 53).
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Şekil-16. Dişi Sprague Dawley sıçanların memelerinin görünümü. Memelerde kitle veya büyüme gözlenmemiştir. 
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Şekil-17. Dişi Sprague Dawley sıçanlara ait normal meme dokusu. Solda normal lobuloalveolar birim görülmektedir. Düz myoepitelyal hücreler okla gösterilmiştir. Sağda normal terminal sonlanma (tomurcuklanma) görülmektedir. Bu alan intermediate, myoepitelyal ve diğer hücrelerin heterojen karışımı şeklinde bir bölgedir. İntermediate hücreler okla gösterilmiştir. Lümen sınırı düzdür ve bu bölgede normal olarak mitoz sıktır (53).
V.
TARTIŞMA VE SONUÇ

Özellikle 20nci yüzyılın ikinci yarısında toplumda görülen kanserlerin hızla artması dikkatleri beslenme ve kimyasal kirleticiler gibi çevresel etkenlere yöneltmiş ve yapılan araştırmalar insanlar tarafından üretilen veya doğada oluşumuna zemin hazırlanan çok sayıda kimyasalın hayvanlarda ve insanlarda kanser oluşumuna neden olabileceğini göstermiştir (46). Özellikle gıdalarda kullanılan katkı maddelerinin %40 – 69’unun hayvanlarda kanserojen olduğunu gösteren çalışmalar bulunmaktadır (46). 

Çalışmamızda tarımsal gıdalarda yaygın olarak bulunabilecek endokrin etkileri olan bir pestisit olan endosülfan ile gıdalarda katkı maddesi olarak kullanılan nitrat/nitritli bileşiklerden vücut içinde meydana gelen NMU’nun dişi Sprague Dawley sıçanlarda meme kanseri ve diğer organ kanserlerinin gelişimine etkisi incelenmiştir. Endokrin etkili pestisitlerin kanser gelişimi üzerine etkilerini inceleyen çeşitli çalışmalarda NMU indüklü meme kanseri modelinin kullanılması yöntem tercihimizin literatür bilgileri ile uyumlu olduğunu göstermektedir (90).

Çalışma süresince deney hayvanlarından hiçbirinin ölmemesi ve çalışmanın planlandığı sürede ve planlanan sayıda hayvanla bitirilmiş olması, çalışmada dişi Sprague Dawley sıçanlar için uygun şartların sağlandığının ve uygulanan kimyasalların güvenlik dozlarının aşılmadığının en iyi göstergelerinden birisidir.

Sıçanların günlük su tüketimleri takip edilmiş ve sudaki endosülfandan dolayı veya uygulanan kimyasallardan dolayı tüketilen su miktarlarında bir değişiklik olup olmadığı incelenmiştir. Sıçanların gruplara göre içme suyu tüketimleri arasında küçük farklılıklar bulunmakla birlikte aralarında istatistiksel olarak anlamlı farklılık olmaması içme sularına ilave edilen endosülfanın içilen suyun tadını olumsuz yönde etkilemediğini; bu durumdan kaynaklanabilecek az su tüketimi ve planlanandan daha az endosülfan alımının meydana gelmediğini göstermektedir. Sonuç olarak ikinci grupta yer alan dişi Sprague Dawley sıçanlar yaklaşık olarak 3 mg/kg/gün endosülfana maruz kalmışlardır. Birinci ve ikinci grupta yer alan sıçanların böbreklerinde çeşitli patolojiler tespit edilmiş olmakla birlikte, hayvanların sıvı metabolizmasını etkileyecek düzeyde bir patoloji gelişmediği görülmektedir.

Deney hayvanlarının yem tüketimleri sayısal olarak takip edilmemekle birlikte haftalık ağırlık takipleri sayesinde yem tüketimleri, metabolizmaları ve sindirim sistemi ve genel sağlık durumları hakkında bilgi sahibi olunmuştur. Sıçanların ağırlıklarının ortalama 8,6 kat artmış olması ve gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunmaması hayvanların genel durumlarının iyi olduğunu, metabolizmalarının genel olarak normal çalıştığını ve sindirim sistemi ile ilgili patolojilerin bulunmadığını göstermektedir. Yine ilerlemiş ve metastazlara sahip bir kanser gelişimi durumunda hayvanlarda kaşeksi gelişmesine bağlı kilo kaybı bekleneceğinden sıçanlarda ileri evrelerde ve metastazlara sahip kanser gelişmediği ağırlık artışlarına bakılarak ileri sürülebilir. Uzun süreli endosülfan etkilenimine bağlı olarak anoreksi gelişebileceği ve ağırlık artışında azalma gözlenebileceği daha önceki çalışmalarda bildirilmekle birlikte çalışmamızda bunu destekler bir veriye rastlanmamıştır (44). 

Deney hayvanlarının dokularından örnek alınmadan önce genel durumları incelenmiş, batın ve göğüs kafesleri açılarak organlar makroskopik olarak değerlendirilmiştir. Kullanılan kimyasalların öncelikli hedef organları olarak bilimsel kaynaklarda meme, karaciğer ve böbrek bildirildiğinden bu organların incelenmesine ayrıca özen gösterilmiştir. İnceleme sırasında bazı hayvanların dalaklarında da renk değişikliğinden şüphelenilmiş ancak renk değişikliği homojen olduğundan ve dalak üzerinde beneklenme veya kontür düzensizliği gibi bulgular gözlenmediğinden histopatolojik inceleme için örnek alınmamıştır. 

NMU’nun meme dokusu dışında karaciğer ve böbreğe de etkisi olabileceği bildirilmekle birlikte mevcut literatür bilgisine göre NMU karaciğer ve böbrekte tümör oluşumuna neden olmamaktadır (85). Bizim çalışmamızda da daha önceki çalışmalarla uyumlu bir şekilde sadece tek doz NMU uygulanan grupta yer alan deney hayvanlarında böbrek veya karaciğerde tümöral kitle saptanmamış ve yapılan histopatolojik incelemede sadece tek doz NMU alan hayvanlara ait organların normal olduğu gözlenmiştir. 

Konuyla ilgili çok sayıda bilimsel kaynak olmasına ve bizim çalışmamızın da temel hedeflerinden birisi olmasına rağmen, çalışmamızda tek doz NMU uygulanan dişi Sprague Dawley sıçanlarda meme kanseri gelişmemiştir. Bu durumla ilgili çeşitli olasılıklar aşağıda sıralanmıştır: 

a)
Uygulanan NMU’nun aktivitesini yitirmiş olabileceği şüphesi: Bu tür bir sorunla karşılaşmamak için -20ºC’de saklanan NMU’dan hazırlanan solüsyonun kaynaklarda belirtildiği şekilde 231 nm’de absorbans değeri ölçülmüş ve enjeksiyonlar sonrasında arta kalan NMU solüsyonunun absorbans ölçümü tekrar yapılmıştır. Her iki ölçümde de absorbans değeri 3’ün üzerinde çıkmıştır. Bu durum solüsyonun yoğun olarak aktif NMU içerdiğini göstermektedir (85).

b)
Çalışmada kullanılan hayvanların literatürde belirtilen hayvanlar olmadığı şüphesi: Literatürde kullanılması gereken hayvan olarak “outbred Sprague Dawley dişi sıçan” ifadesi yer almaktadır (37). Bu konuda bir sorunla karşılaşmamak için uzman veteriner hekimler tarafından seçilen damızlık Sprague Dawley sıçanların çiftleşmesi sonucu doğan yavrular kullanılmıştır. Bununla birlikte aynı isimle anılmasına rağmen farklı laboratuvarlardaki Sprague Dawley sıçanların farklı özelliklerde olabileceği hatta zaman içinde aynı laboratuvardaki Sprague Dawley sıçanların özelliklerinin değişebileceği bilinmektedir (97). Örneğin Merck araştırma laboratuvarlarında 1970’li yıllarda Sprague Dawley sıçanların 2 yıldan daha uzun yaşama sıklıkları %58 civarında iken, bu değer 1980’lerde %44’e ve 2000’lerin başında ise %24’e düşmüş ve bu dönem içerisinde enfeksiyondan kansere kadar bir çok hastalığın ortaya çıkışı ve görülme sıklığı değişikliğe uğramıştır. Konuyla ilgili uzmanlara göre bunun önemli nedenlerinden birisi zaman içerisinde her laboratuvarda o laboratuvara özel genetik kaymanın (genetic drift) yaşanmasıdır (97, 2, 13, 14). Bu nedenle çalışmamızda kullanılan sıçanların temin edildiği laboratuvarda da benzer bir genetik değişim zaman içinde gerçekleşmiş ve NMU’ya duyarlılık ortadan kalkmış olabilir.

c)
Literatürde yer alan verilerin eksik olabileceği şüphesi: Deneysel hastalık modeli geliştirmede yaşanan en önemli sorunlardan birisi bilimsel kaynaklarda yer alan bilgilerde bazı eksiklikler olması ve çok temel uygulamalar dışında bilimsel makalelerde yer alan deney hayvanı hastalık modellerinin okuyan kişilerce tekrarlanamamasıdır. Böyle bir sorun yaşamamak konuyla ilgili çok sayıda kaynak incelenmiş ve bir araştırmada yer verilen östrojen uygulanmış hayvanlarda NMU ile meme kanseri geliştirilmesi modeli üzerinde de durulmuştur (69) . Ancak bu tür bir etkilenimi dikkate alarak ön çalışmada cilt altına östrojen verdiğimiz hayvanlar bir hafta içinde öldükleri için bu yönteme devam edilmemiştir. NMU ile yapılan ön çalışmada da meme kanseri gelişimine rastlanmamıştı, ancak meme kanseri gelişim yüzdesinin düşük olabileceği ve sonucun tam olarak değerlendirilebilmesi için 70 günden daha uzun süre beklenilmesi zorunluluğu gibi nedenlerle çalışmaya başlanılmıştır.

Sonuç olarak çalışmamızda kullandığımız Sprague Dawley sıçanların temin edildiği laboratuvarda yetiştirilen hayvanlarda zaman içinde NMU’ya duyarlılığın ortadan kalkmış olabileceğini ve NMU tarafından indüklenen meme kanseri modelinin belirli Sprague Dawley alt türlerine özgü olabileceğini değerlendiriyoruz.

Üçüncü grupta yer alan hayvanların aksine birinci ve ikinci gruptaki sıçanların hem karaciğerlerinde hem de böbreklerinde patolojik değişiklikler gözlenmiştir. Sprague Dawley sıçanların karaciğerleri genel olarak batın üst kısmının büyük bölümünü kaplamakla birlikte birinci ve ikinci grupta yer alan sıçanların karaciğerlerinin daha büyük olduğu ve batın üst kısmını hemen tamamen kapladığı saptanmıştır. Bu gözlemi sayısal olarak ortaya koymak için sıçanların karaciğerleri çıkarılarak tartılmış ve sıçanların anestezi öncesi tespit edilen vücut ağırlıklarına oranlanmıştır; elde edilen değerler de birinci ve ikinci grupta yer alan sıçanların karaciğerlerinin üçüncü gruptan daha büyük olduğunu, ikinci gruptaki karaciğerlerin ise diğer gruplardan istatistiksel olarak daha büyük olduğunu göstermiştir. Karaciğer örneklerinin histopatolojik olarak incelenmesi sonucunda da üçüncü gruptan elde edilen örneklerin normal olduğu, birinci ve ikinci grupta ise diffüz hiperplazi geliştiği tespit edilmiştir. Endosülfan alımına bağlı olarak akut ve kronik dönemde hepatik hasar gelişebileceği bildirilmektedir (44); bu nedenle çalışmamızda birinci ve ikinci grupta yer alan sıçanlarda tespit edilen hepatomegalinin endosülfan etkilenimine bağlı olarak geliştiği ileri sürülebilir.

Çalışmamızın en çarpıcı bulgularından birisi ikinci gruptaki sıçanlarda daha sık olmakla birlikte birinci ve ikinci gruptaki hayvanlarda böbrek tümörü saptanmasıdır. NMU uygulanmasına bağlı olarak dişi Sprague dawley sıçanlarda meme dokusu dışındaki dokularda tümöral kitle meydana gelmediği daha önceki çalışmalarda ortaya konmuştur (85). Endosülfanın da hayvanlarda kansere neden olduğuna dair kesin bir bulgu bulunmamakla birlikte kanserojen olma olasılığı yüksek olarak değerlendirilmektedir (44). Ancak endosülfanın özellikle karaciğer ve böbrekleri etkilemesi ve nitrozo bileşiklerinin de böbreklerde hasara ve vücut genelinde mutasyona neden olması nedeniyle meydana gelen böbrek tümörlerinden her iki kimyasalın da sorumlu olduğu ileri sürülebilir (44, 85). Bunun yanı sıra çalışmamızın sonuçlarına göre yeni bir tümör modeli geliştirildiği de iddia edilebilir. İddia ettiğimiz yeni modele göre doğumlarından itibaren 60 gün süresince 3 mg/kg/gün endosülfana maruz bırakılan ve 21 günlük iken tek doz i.p. 75 mg/kg NMU uygulanan dişi Sprague Dawley sıçanların yaklaşık olarak %75’inde böbreklerde kitle oluşturacak düzeyde ve büyük çoğunluğu tek taraflı olan tümör meydana gelmektedir. Ancak bu yöntemin NMU’ya bağımlılığını ortaya koymak için sadece endosülfanın kullanıldığı ve dişi Sprague Dawley sıçanların yanı sıra erkek sıçanların ve F344 gibi diğer tür sıçanların da yer aldığı çalışmalar planlanmalıdır. Oluşan böbrek tümörlerinin deney hayvanlarının alındığı araştırma merkezinde üretilen hayvanlara özel bir genetik değişiklikten kaynaklanabileceği ve tespit edilen modelin bu araştırma merkezine özel olabileceği de dikkate alınmalıdır.

Tümör oluşumunda yaşam tarzının, çevresel etkenlerin ve genetik altyapının etkili olması ve toplumda görülen kanser sıklığını azaltmak için her üç faktörün de kontrol altında tutulmasının gerekliliği kanserden korunma konusunda sektörler arası işbirliğinin ve toplum eğitiminin önemini ortaya koymaktadır (15). Pestisit kullanımı konusunda uygulayıcılar ve tüketiciler bilgilendirilmeli, sağlıklı ve güvenli gıda üretimi ve tüketimi halk sağlığı çalışmalarının birincil önceliğe sahip konularından birisi olarak değerlendirilmelidir. Bu tür bir genel yaklaşımdan yola çıkarak pestisitler ile ilgili olarak ortaya konulabilecek öneriler şunlardır:
A.
Halk sağlığı amacıyla kullanılacak bir pestisitin ideal nitelikleri şunlardır:


1.
Hedef canlıya spesifik olarak toksik olmalıdır. 


2.
İnsanlara zarar vermemelidir. 


3.
Ucuz olmalıdır. 


4.
Kolay uygulanabilmelidir. 


5.
Kolayca toksik olmayan maddelere dönüşebilmelidir


6.
Yanıcı olmamalıdır. 


7.
Korozif olmamalıdır. 


9.
Patlayıcı olmamalıdır. 


10.
Boyayıcı etkisi olmamalıdır. 

B.
Her insektisitin üzerinde etiket bulunmalı ve aşağıdaki bilgiler bulundurmalıdır:


1.
Kolay okunur harflerle maddenin ismi,


2.
Kullanımıyla ilgili kısıtlılık söz konusu ise bu durumu belirten kolay okunur uyarı,


3.
Hangi tip insektisitler için etkili olduğu,


4.
Daha sonra insektisitin içerisinde bulunan etkili ve etkisiz kimyasal maddelerin ağırlığı ve oranı dahil olmak üzere sıralanması gerekir. Etkisiz maddeleri çözücüler, sulandırıcılar, eriticiler, parfümler yada kokusunu maskelemek üzere katılan maddeler oluşturmaktadır. 


5.
Daha sonra ileri, orta derecede ve hafif toksik gruptan hangisine girdiğini belirten açıklama bulunmalıdır. 


6.
Zehirlenme halinde ne yapılması gerektiği ayrıca açıklanmalıdır. 


7.
Önemli bir diğer etiket açıklaması ise kullanma talimatıdır. Burada duvarlara sıkılıp sıkılamayacağı, ne miktar kullanılacağı gibi açıklamalar da yer alır. 

C.
Tüketici pestisit alırken aşağıdaki konulara dikkat etmelidir: 


1.
Böceklerden başka canlıya zarar vermediği belirtilen insektisitler alınmamalıdır. 


2.
Bütün böcekleri ortadan kaldırdığı ileri sürülen insektisitlere güvenilmemelidir. 


3.
Etiket üzerinde bulunması gerektiği belirtilen bilgileri içermeyen insektisitler kuşku ile karşılanmalıdır. 


4.
Çocuklardan uzak tutulmalıdır, zehirlidir yada toksiktir gibi uyarı yazıları 
okunmayacak kadar küçük yazılmış bulunan insektisitler kuşku ile karşılanmalıdır. 


5.
Bakanlık kayıtlarını ve ruhsat numarasını, son kullanma tarihini içermeyen ya da son kullanma tarihi geçmiş insektisitler kullanılmamalıdır. 

D.
Kullanım ve İlaçlamada Dikkat Edilmesi Gerekenler


1.
Sadece yetkili kurum ve kişiler tarafından önerilen pestisitler kullanılmalıdır.


2.
Pestisitler etiketinde belirtildiği şekilde kullanılmalıdır. Yabancı ot mücadelesi için kullanılmış olan tulumba ve diğer aletleri başka ilaçlamalar için kullanılmamalıdır. Yabancı ot mücadelesi için ayrı alet kullanılmalı bu mümkün değilse sıcak sodalı suyla bol bol yıkayıp çalkaladıktan sonra kullanılması gerekir. 


3.
İlaçlama tarım ürünlerinde yani hasat edilmek üzere olan hububat, meyve, sebze gibi şeyler ise üzerinde bir miktar ilaç kalır. Eğer hasattan belirli bir süre önce uygun şekilde ilaçlama yapılırsa hasat zamanı ilacın zehirlilik durumu insana zarar vermeyecek kadar azalır. Aksi halde bu ilaçlı meyve ve sebzeler insanları yavaş yavaş zehirler. Bazen da bir tek ilaçlı şeftali yahut salatalık bir insanı rahatlıkla öldürebilir. 


4.
Gerek ev zararlıları ile yapılan mücadelede, gerekse diğer amaçlarla yapılan ilaçlamalarda, gereğinden az veya fazla ilaç kullanılması çoğu zaman fayda yerine zarar getirebilmektedir. Gereğinden az ilaç kullanılması durumunda zararlı hayvanlardan bir kısmı ölmediği gibi bu hayvanlarda o ilaca karşı bir direnç oluşmakta, dolayısıyla daha sonra yapılacak mücadelenin sınırlı kalmasına veya daha pahalı olmasına neden olmaktadır. İlaçlama hedefine ulaşamadığı için de para verilerek alınan ve emek harcanarak hazırlanıp kullanılan ilaç israf edilmiş olur. Gereğinden fazla ilaç kullanılması halinde ise hem para verilerek alınan ilacın bir kısmının gereksiz yere israf edilmesine, hem de çevrenin kirletilerek doğal dengenin bozulmasına ve zehirlenme riskinin yükseltilmesine neden olur. 


5.
İlaçlamanın mümkün olduğu kadar geniş kapsamlı olmasına ve aynı zamanda yapılmasına özen gösterilmelidir. Bir binanın veya açık alanının bazı kısımlarının ilaçlanarak diğer kısımları daha sonra ilaçlanmak üzere bırakılırsa ilaçlanan kısımlardan kaçan zararlılar ilaçsız kısımlarda barınabileceği gibi ilaçlanmayan kısımlardaki zararlılar, ilacın etkisi geçtikten sonra, ilaçlanan kısımlara da dağılarak ilaçlamanın etkisini yok edebilir. 


6.
İlaçlanacak kısımlar ilaçlama için hazırlanmalı, yenilecek ve içilecek şeyler ile ilaçlamadan zarar görmesi muhtemel eşya ve malzemeler ilaçtan etkilenmeyecek şekilde uzaklaştırılmalı, kalacak eşyaların ise üzeri örtülmelidir. Açık alanlarda yapılacak ilaçlamalardan önce de çevredeki halka gerekli duyuru yapılarak kendilerini ve ilaçtan etkilenmesi muhtemel yiyecek, içecek ve malzemeleri ile evcil hayvanlarını korumaları gerektiği hususunda uyarılmalıdır. 


7.
Hayvanların su içtiği yalaklarda ilaç kapları ve aletlerinin yıkanmaması gerekir. Hayvanların değebileceği hiçbir yere tarım ilacı bulaştırılmamalıdır. İlaçlamayı etiketinde yazıldığı şekilde, tavsiye edildiği zararlıya karşı kullanmak yaşanılan çevrenin dengesinin bozulmaması açısından önemlidir.


8.
Çöp biriktirme yerleri ve kapları ilaçlanacaksa içindeki çöpler boşaltıldıktan sonra ilaçlanmalıdır. 


9.
İlaçları emme özelliği gösteren yatak, yorgan, battaniye, kumaş malzemeler ve benzerleri ile çocukların devamlı olarak kullandıkları oyuncak ve malzemeler üzerine ilaç püskürtülmemeli ve dökülmemelidir. 


10.
Kapalı alanlarda yapılan ilaçlamadan sonra belirli bir süre kapı ve pencereler kapalı tutularak ilacın etkisini tam olarak gösterip zararlıları öldürmesi beklenmeli, bu sırada ilaçlı kısma girilmemesine özen gösterilmelidir. 


11.
Kapalı alanların ilaçlanması sırasında içeride ilaçlamayı yapanlardan başka kimse bulunmamalıdır. Yatakta yatması gereken hastaların veya doğum yapmış annelerin bulunduğu evler ilaçlanmamalıdır. 


12.
Kedi, köpek, eşek, at, inek, keçi, koyun, tavuk ve benzeri hayvanların ilaçlanan yerden uzaklaştırılması gerekir.


13.
En kuvvetli zehirli ilaçla bile çalışırken gerekli koruyucu tedbirler alınırsa zehirlenme olmaz. Diğer yandan çok daha az zehirli bir maddeyle çalışırken gerekli tedbirler alınmazsa zehirlenme olabilir. Hiçbir zaman akıldan çıkarılmayacak olan husus tarım ilaçlarının az veya çok zehirli maddeler olduğudur. Onları kullanırken ve kullanıp işimiz bittikten sonra yapmamız gereken (önerilen) herşeyi yapmalıyız. 


14.
İlaçlamayı yapacakların, ilaçtan etkilenmemesi için, ilaçlamanın türüne göre, gerekli koruyucu malzemeler (koruyucu elbise, geniş kenarlı şapka, çizme, maske, lastik veya kauçuk eldiven, gözlük gibi) usulüne uygun bir şekilde giyilmeli ve kullanılmalıdır. 


15.
İlaçlama yapan kişiler, ilaçlama sona erdiğinde iş elbiselerini derhal değiştirmeli, kirli elbiselerle dolaşmanın, çocukları sevmenin, herhangi bir şey yiyip içmenin, istirahat etmenin son derece üzücü sonuçlara neden olabileceği asla unutulmamalıdır. Çünkü ilaçlama süresince elbiseler ve diğer koruyucu malzemeler, bütün titizliğe rağmen ilaç zerreleri ile bulaşmış ve kirlenmiştir. Kirli elbiseler ise deri yolu ile zehirlenmeye neden olabilir veya kucağa alınarak sevilen, okşanan çocuğu zehirleyebilir. 


16.
İlaçlama yapan kişiler, ilaçlama sonunda, mümkünse tüm vücutlarını, değilse özellikle açıkta kalan kısımlar olmak üzere eller, yüz, boyun, kollar ile ilaç zerrelerinin en çok toplanabileceği yer olan omuzlarını iyice yıkamalıdırlar. 


17.
İlaçlama sırasında herhangi bir şey yenmemeli ve içilmemelidir. Ancak bu temizlik işleminden sonra emin olarak yemek yenilebilir ve istirahat edilebilinir.


18.
İlaçlamayı yapan kişi hava cereyanını arkasına almalı, başka bir deyişle hava akımının püskürtülen ilacı kendisinden uzaklaştıracak şekilde durmalı, kendini yoğun ilaç bulutundan veya sisinden uzak tutmalıdır. 


19.
İlaçlama yapan kişinin, ilaçlama sırasında herhangi bir rahatsızlık, sağlık durumunda bir değişme hissetmesi halinde derhal açık havaya çıkması gerekir. Rahatsızlık hissi ne kadar hafif olursa olsun ihmal edilmemelidir. Çünkü bu belirti bir zehirlenme başlangıcı olabilir. Zamanında önemsenip gerekli önlemler alınmaz ise daha ciddi ve tehlikeli sonuçlar ortaya çıkabilir. 


20.
İlaçlama, ilacın etiketinde belirtilen zararlılara karşı ve tavsiye edildiği şekilde yapılmalıdır. 


21.
İlaçlama, zararlıların aktif olduğu zamanlarda yapılmalıdır. 


22.
İlaçlamada kullanılacak alet ve cihazlar ilacın özelliğine ve ilaçlama tekniğine uygun olmalıdır. Aletlerin valf ve bağlantılarının kontrol edilerek herhangi bir sızıntı yapmaması için gerekli tedbirler alınmalı, sıkıştırma veya conta değiştirmek gibi önlemlerle sızıntı önlenemiyorsa bu cihazın kullanımından vazgeçilmelidir. 


23.
Yüzey püskürtmesi şeklinde yapılan ilaçlamalarda ilacın bütün yüzeye homojen olarak dağılmasına itina gösterilmelidir. 


24.
İlaçlanan kısımların özellikle zeminlerinde ilaç bulaşığı kalmamasına dikkat edilmeli, temizlik anında ilaç tozlarının havaya karışmasını (tozumayı) önleyebilmek için, kullanılan temizlik paspası, fırça ve toz bezi gibi malzemelerin ıslak olmasına özen gösterilmelidir. 


25.
Yeterince kapalı tutularak zararlıların ölmesi sağlandıktan sonra kapı ve pencereler açılarak kapalı alanın havalanması sağlanmalı ve ondan sonra temizliğe başlanmalıdır. 


26.
İlaçlamadan sonra, artan ilaçlar akarsulara, göllere ve benzeri su kaynaklarına veya gelişigüzel çevreye dökülmemeli, ağzı iyice kapalı bir kap içinde ve kilitli bir yerde muhafaza edilmelidir. 


27.
Boşalan ilaç ambalajları çevreye atılmamalı, oyuncak olarak çocuklara verilmemeli, içine yenilecek veya içilecek herhangi bir şey konulmamalıdır. Bu ambalajlar ya uygun bir şekilde yakılmalı veya iyice ezildikten sonra su kaynaklarından uzak bir yerde ve yeraltı suyunu kirletmeyecek şekilde toprağa gömülmelidir. 


28.
İlaç konulan kaplar ve ilaçlamada kullanılan malzemeler, ilaçlamanın sonunda sodalı suyla veya kireç suyuyla temizlenerek emin bir yere (çocukların ve hayvanların bulup yetişemiyeceği, en iyisi kilitli bir yer) kaldırılmalıdır. Bu kaplar hiç bir şekilde hayvanları veya bitkileri sulamak için bu tür kaplar kullanılmamalıdır.


29.
İlaçlanan kısımların veya ilaçlamada kullanılan kap ve malzemelerin temizlenmesi ile meydana gelen kirli sular da hiç bir zaman yüzeysel sulara veya çevreye atılmamalı, içme suyu kaynaklarından oldukça uzak ve yeraltı suyu yüzeye yakın olmayan bir yerde açılacak çukura dökülerek üzeri toprakla doldurulmalıdır. 


30.
Kirli elbise ve diğer koruyucu malzemeler gelişigüzel bir kenara bırakılmamalı, gerekli temizliği yapıldıktan sonra yerine kaldırılmalıdır. 


31.
Korunma tedbirleri çevredeki yararlı hayvanların yaşamını korumak için şarttır. Tarım ilaçlarının insanlara olduğu gibi insanlara yararlı hayvanlara da zararları dokunur. Arıların ilaçlama yapılan yerden en az 5 km. uzağa götürülmesi, kovanları nakletme mümkün olmadığı takdirde kısa bir müddet için arı kovanlarının uçma deliklerinin (kovan içerisi havalandırılmak ve arı ailelerine şeker şurubu yedirilmek şartıyla) kapatılması gerekir. 


32.
Özellikle tavuk ve benzeri hayvanların ilaçlı yerde yemlenmesine engel olunmalıdır. İnek, koyun, keçi, at, eşek gibi hayvanların ilaçlanmış tarla veya bahçedeki otları yemelerine izin verilmemelidir. En az 15 gün geçmeden ilaçlanmış yerlere hayvanların salınmamasına dikkat edilmelidir. 


33.
Püskürtme ucunun kontrol edilmesi amacıyla hiç bir zaman zemine püskürtme yapılmamalı, bu işlem için bir kova veya başka bir kap kullanılmalıdır. Uç (meme) tıkalı ise veya ilaçlama anında bir tıkanma olmuşsa ağızla emerek veya üfleyerek açmaya çalışılmamalıdır.


34.
Tarım ilaçları yanlız ağız yoluyla zehirlemezler. Deriden vücuda giren tarım ilacıda zehirli etki yapar. Bu nedenle ilaçlanmış tarla veya bahçede çalışırken hava ne kadar sıcak olursa olsun çalışanlar vücutlarının her tarafını örtmelidirler. 


35.
Tarım ilaçları balıkların yaşadığı sulara bulaştırmamalıdır. Tarım ilaçlarının bir kısmı doğada bozulmadan uzun süre kalabilir. Onun için bunlar birikebilir ve bu biriken miktar o sudan yararlanan insanları, hayvanları yavaş yavaş etkileyebilir hatta öldürebilir. Bazan da böyle bir suda yaşayan balıkların vücudunda birikir ve bu balıklar yenildiği takdirde insan sağlığına zarar verir (biyomagnifikasyon).


36.
İlaçlama yaparken söylenen bütün tedbirler alınmış bile olsa bir günde dört beş saatten fazla ilaçlamada aynı kişinin çalıştırılmaması gerekmektedir.

E.
Genel olarak pestisitler hakkında dikkat edilmesi gereken noktalar:


1.
Çocuklardan uzak tutulmalıdır. 


2.
Evcil hayvanlardan uzak tutulmalıdır. 


3.
Yiyecek ve su kaplarının insektisitle bulaşmamasına dikkat edilmelidir. 


4.
İnsektisit kutuları ateşe atılmamalı, kutu ezilmemeli, ağzındaki püskürtücü bölümün çıkartılmasına çalışılmamalıdır. 


5.
Hangi cins insektisit olursa olsun bebeklerin ve çocukların uyuduğu odalarda kullanılmamalıdır. 


6.
Gıdalarda pestisit analizlerinin rutin uygulamalar arasına alınması gerekmektedir. 


7.
Pestisitlerin kullanılması mutlaka denetim altında olmalı, su kütlelerinin denetimi düzenli olarak yapılmalıdır. Pestisitlerin sürekli olarak yer altı sularında tayini gerekmektedir. Halk sağlığı laboratuvarlarının rutin işlevleri arasına pestisit izlemeleri de alınmalıdır.


8.
Hangi düzeydeki pestisitin eyleme geçilmesini zorunlu kılacağını belirleyen ulusal standartlar konulmalıdır. Eğer limitler aşılacak olursa hangi önlemlerin alınacağı toplum bireyleriyle ilgili yaklaşımın ne olacağı belirlenmelidir. 


9.
Daha az zararlı pestisit ve gübre uygulanması özendirilmelidir. 


10.
Ülkeyi temsil edecek nitelikte belirli bölgelerde yeraltı sularının pestisit kirliliği izlemesiyle ilgili sistem kurulmalıdır. Halk sağlığı laboratuvarları söz konusu izlemeyi yapacak biçimde organize edilmelidir. 


11.
Yasal olarak satışa sunulmasına izin verilen kimyasalların kullanımdan çekilmesiyle ilgili her türlü mali ve idari hüküm belirlenmelidir. 


12.
Pestisitlerin alanda kullanımıyla ilgili eğitim ve düzenlemeler yapılmalıdır. Alan pratiği ile ilgili kaynaklar hazırlanmalıdır. 


13.
Üretici firmaların izleme ve değerlendirme çalışmaları yapmaları, daha güvenli pestisitlere yönelmeleri, yeraltı sularının bozulmasını engellemeye öncelik vermeleri gerekmektedir. Ülke genelinde araştırma ve üretim faaliyetlerinin biyolojik etkili pestisitlerin geliştirilmesine ve zararlılarla biyolojik yollarda mücadele konusunda çalışılmasına destek olunmalıdır.


14.
Herhangi bir ülkede başka ülkeye satışına izin verilmek üzere imal edilen pestisitlerin kullanımı kesin olarak yasaklanmalıdır. 


15.
Pestisitlerin taşınması sırasında önemli çevresel etkilenim ve riskler meydana gelebilir. Pestisit kamyonlarının hareket bölgeleri yoğun trafik alanından ayrılmalıdır. Kalabalık trafik bölgelerine girmeleri engellenmeli, taşınmalarıyla ilgili olarak gerekli koruyucu önlemlerin alınıp alınmadığı açısından gerekli denetimler yapılmalıdır. Taşınan her türlü kabın yırtılması, delinmesi, ıslanması, sızması önlenmelidir. Pestisitler hiç bir zaman cam kaplarda taşınmamalıdır. Pestisitlerin daima orijinal kaplarında taşınması esastır. Taşınması sırasında veya kaza sonrası kaplarla ilgili her türlü hasar ayrıntısı üretici firma ve yetkili kuruluşlara bildirilmeli, bu durumları önlemeye yönelik kurallar eksikse tamamlanmalıdır. 


16.
Pestisitlerin zararsız hale getirilirken toprağa gömülmesi hem yer altı suları, hem de hava ve toprağın kirliliği yönünden çok büyük tehlike oluşturabileceğinden kaçınılmalıdır. 

VI.
ÖZET


Gıdalarda bulunabilen pestisit ve nitritlerin etkileri genelde tek tek araştırılmakla birlikte tüketilen gıdalarda ve günlük diyette bunlar birarada bulunabilmekte ve kombine sağlık etkileri gösterebilmetkedir. Biz çalışmamızda yaygın olarak kullanılan bir pestisit olan endosülfan ile yine özellikle et ürünlerinde yaygın olarak kullanılan nitratlı bileşiklerden vücut içinde veya salamura ortamında meydana gelebilen N-Nitroso-N-Metilüre’nin birlikte alınması durumunda meydana gelebilecek ortak etkiyi ortaya koymayı amaçladık. Bu amaçla endosülfanın NMU’nun Sprague Dawley türü dişi sıçanlarda neden olduğu ileri sürülen meme kanseri gelişimine etkisini incelemeyi planladık.


Çalışmada 90 adet dişi Sprague Dawley sıçan kullanılmıştır. Deney hayvanları her biri 30 sıçandan oluşan üç gruba ayrılmıştır. Birinci gruba 19ncu gün tek doz intra-peritoneal (i.p.) endosülfan + 21nci gün tek doz NMU; ikinci gruba 60 gün süresince içme suyuyla endosülfan + 21nci gün tek doz NMU ve üçüncü gruba ise sadece 21nci gün tek doz NMU uygulanmıştır. Deney hayvanları 90 gün süresince genel durum, memede kitle gelişimi, günlük su tüketimi ve haftalık ağırlık artışı açısından takip edilmiştir. Çalışma sonunda hayvanlara anestezi uygulanarak ayrıntılı bir şekilde incelenmiş ve meme dokularından ve batın içi organlarından örnek alınmıştır. Meme, karaciğer ve böbreklerinden alınan doku örnekleri histopatolojik olarak incelenmiştir.


İkinci grupta yer alan hayvanların karaciğerlerinde diğer gruplara göre istatistiksel olarak anlamlı derecede hepatomegali geliştiği saptanmıştır (p<0,05). Hayvanların hiç birinde meme tümörü tespit edilmemiştir. Batın içinin makroskopik olarak incelenmesi ve palpasyonla muayenesi sonucu tek doz NMU ve içme suları ile 60 gün süresince endosülfan alan ikinci gruptaki dişi Sprague Dawley sıçanların %76,7’sinin böbreklerinde kitle (%1,3’ü her iki böbreği de tutmuş, diğerleri tek taraflı, tek taraflı olanların %70’i solda, %30’u sağdadır) gözlenmiştir. Tek doz endosülfan ile birlikte tek doz NMU alan birinci gruptaki sıçanların makroskopik incelenmesi ve palpasyonla muayenesinde hayvanların %13,4’ünün böbreklerinde tek taraflı kitle tespit edilmiştir. Sadece NMU uygulanan 3. grupta yer alan sıçanların karaciğer ve böbrekleri makroskopik inceleme ve palpasyonla normal olarak değerlendirilmiştir.


Sonuç olarak deney hayvanlarının temin edildiği araştırma merkezinde üretilen Sprague Dawley türü sıçanlarda “genetik kayma” olarak adlandırılan bir değişiklik meydana gelmiş olabileceği ve bu nedenle NMU’ya bağlı meme tümörünün oluşturulamamış olabileceği değerlendirilmektedir. Uzun süreli endosülfan uygulanan hayvanlarda ise böbrek tümörü geliştiği ve bunun ilk olarak yürüttüğümüz çalışmada tespit edildiği görülmektedir. Yukarıda bahsedilen genetik kayma nedeniyle böbrek tümörü gelişiminin sadece hayvanların temin edildiği araştırma merkezine özel bir durum olup olmadığını tespit etmek için farklı yerlerden temin edilen çeşitli hayvanlarda da çalışma tekrarlanmalıdır.


Kanser gelişiminde yaşam tarzının, çevresel etkenlerin ve genetik altyapının etkili olması ve toplumda görülen kanser sıklığını azaltmak için her üç faktörün de kontrol altında tutulmasının gerekliliği kanserden korunma konusunda sektörler arası işbirliğinin ve toplum eğitiminin önemini ortaya koymaktadır. Pestisit kullanımı konusunda uygulayıcılar ve tüketiciler bilgilendirilmeli, sağlıklı ve güvenli gıda üretimi ve tüketimi halk sağlığı çalışmalarının birincil önceliğe sahip konularından birisi olarak değerlendirilmelidir.
VII.
İNGİLİZCE ÖZET

THE EFFECT OF SOME PESTICIDES, USED IN PRODUCTION OF FOODS WHICH CONSUMED FREQUENTLY BY PUBLIC, ON THE DEVELOPMENT OF MAMMARY TUMORS FORMED BY NITROSO COMPOUNDS.

Pesticides and nitrites which could be available in foods are generally investigated individually, althoug they could be found in foods together and exhibit combined ehath effects. In this study we aimed to determine the combined effects of endosulfan which is a commonly used pesticide and N-nitroso-N-methylurea (NMU) which could be formed in brine or also in body from nitrites which is commonly used in meat. For this purpose, we planned to study the effect of endosulfan on NMU induces mammary cancer development. 

Ninety female Sprague Dawley rats had been used in the study. Laboratory animals were divided three groups which consisted 30 animals. The first group took a single dose endosulfan intraperitoneal (ip) on 19th day and a single dose NMU ip on 21 day, the second group took endosulfan by their drinking waters for the first 60 days of their life and a single dose NMU ip on 21 day, and the third group took only a single dose NMU ip on 21 day. Animals were controlled for their general health status, mammary mass develeopment, daily water consumption and weekly weight gain. At the end of the study rats were examinated carefully under anesthesia and tissue samples prepared from their mammary glands and intraabdominal organs. Tissue samples taken from mammary glands, liver and kidneys were histopathalogically examined.

It was determined a statistically significant hepatomegally in the second group when we compared to other groups (p<0.05). no animals developed mammary tumors. On the macroscopic examination and manual palpation of intraabdominal region, it was showed that solid tumors in kidneys as a ratio of 76.7% of the animals in the second group (bilateral in 1,3% of them, the others are unilaterally and 70% of the unilateral tumors are in the left kidneys while the rest of them are right localized).

Also it was found that in the first group, 13.4% of the animals developed unilateral kidney tumors. The third group which had been applied only NMU developed no kidney or liver pathalogy macroscopically.

As a result it was considered that a diversity which is named as “genetic shift” could be developed in our animal research center and because of this shift we could not developed NMU induced mammary tumors in our Sprague Dawley rats. But it has been showed that long term endosulfan expose has resulted in kidney tumor development, and this was by our study for the first time. Because of the genetic shifting mentioned above, it should be tested whether this experimental animal cancer model is limited for our research center or not by obtaining sprague dawley animals from different centers.

Interactions of living style, environmental factors and genetic properties in the development of cancer and its necessary to control all of three factors in order to reduce cancer frequency in public showed that the importance of interdiciplinary collaboration and public education. Consumers and appliers should be educated about using pestices,and healthy and safety food production and concumption should be considered as one of the primary subjects in public health studies.
VIII.
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