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FARELERDE AMITRAZ ZEHIRLENMESINE ILISKIN
ARASTIRMALAR: 2. AKUT ZEHIRLENMELERDE
KARACIGER MALONDIALDEHID DUZEYLERI
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Investigation of amitraz toxicosis in mice: 2. Liver malondialdehyde levels in acute
poisoning

Summary: This study has been carried out for determining whether amitraz causes lipid
peroxidation or not, and to determine the degree of it. Totally 312 healthy white England strain mice,
156 of which female and 156 of which male were used for this purpose. After having been divided of
12 male and 12 female mice as control group (Group 1), the remaining mice were first separated into
2 main groups (Groups 2 and 3) consisting of 72 male and 72 female mice and then these main
groups were further separated into 12 sub groups (2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 2F, and 3A, 3B, 3C, 3D, 3E,
3F) consisting of 12 male and 12 female mice. 97% technical standard of amitraz and veterinary
specialiry (120 mg amitraz/ml) were used as test agents. These were diluted with dimethyl sulfoxide so
as 10 be given in the amount of 0.3 ml into each mouse. The solutions were given to mice by gavage in
the following dosages: 500, 1000, 1500, 1800, 2200 and 2500 mg/kg amitraz of technical amitraz to
the groups of 2A, 2B, 2C, 2D, 2E and 2F respectively, and 50, 100, 250, 500, 750 and 1000 mg/kg
amitraz of veterinary speciality to the groups of 3A, 3B, 3C, 3D, 3E and 3F, respectively.

Following the application of medicines, a period of a week has been waited. Livers of mice
dying during this period were taken immediately, and the livers of the others and of the mice in the
control group were taken after they have been killed with ether. Liver malondialdehyde (MDA) levels
were determined by spectrophotometric method. While the liver MDA levels of the control group
(which were not applied any medicine) were 58.84122.03 nmol/g for the male mice and 53.67420.73
nmol/g for the female mice, the values for the mice in groups 2A, 2B, 2C, 2D, 2E and 2F which were
given technical amitraz standard at different dosages orally, were measured as 161.6%56.0,
335.92494.45, 171.76+18.85, 228.7463.09, 52.62+16.14 and 54.48%7.37 nmol/g respectively for the
male mice, and 167.49456.17, 305.541496.42, 308.66+100.18, 279.39+126.19, 63.43436.56 and
51.0748.63 nmol/g respectively for the female mice. The liver MDA levels of the mice died or killed
by being given veterinary speciality, were also determined. Thus, the MDA levels of the mice in
groups 3A. 3B, 3C, 3D, 3E and 3F which were given different dosages of veterinary speciality, were
measured as 62.6046.85, 85.49+14.5, 87.64+11.1, 89.49423.0, 85.25+15.66 and 61.42+16.14 nmol/g
respectively for the male mice, and 55.4148.18, 80.23411.42, 84.06+15.19, 88.3429.70, 83.55420.06
and 50.80%13.48 nmol/g respectively for the female mice.

These results indicate that severe damage would occur to cell membrane in amitraz
poisoning, and due to oxidative stress, amitraz would cause liver deformation.
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Ozet:Bu ¢calisma amitrazin lipid peroksidasyona yol agip agmadigim ortaya koymak, lipid
peroksidasyona sebep oluyorsa, bunun siddetini belir{emek amaciyla yapildi. Bunun igin 156 erkek ve
156 disi olmak iizere toplam 312 adet saglikli beyaz Ingiliz rki fare kullamlcﬁ. KOYZ[I‘O./ grubu olarak
(Grup 1) 12 erkek ve 12 disi fare ayrildiktan sonra, digerleri once her birinde 72 disi ve 72 erkek
bulunan 2 ana gruba (Grup 2 ve 3) ve bunlar da her birinde 12 disi ve 12 erkek bulunan 12 alt grub.a
(24, 2B. 2C. 2D, 2E, 2F ve 34, 3B, 3C, 3D, 3E, 3F ) ayrildi. llag olarak %97 lik amitraz teknik
standarti ve 1 ml’sinde 120 mg amitraz igeren veteriner miistahzari kullamildi. Bunlar her fareye 0.3
ml mikiarda verilecek sekilde dimetilsilfoksidle seyreltildi. llag ¢ozeltileri mide sondasi yardimiyla
hayvanlara su dozlarda verildi; 24, 2B, 2C, 2D, 2F ve 2F grubuna teknik amitrazdan swrasiyla 500,
1000, 1500, 1800, 2200 ve 2500 mg/kg amitraz, 3A, 3B, 3C, 3D, 3E ve 3F grubuna veteriner
miistahzarindan swasiyla 50, 100, 250, 500, 750 ve 1000 mg/kg amitraz. Ilag uygulamasini takiben
bir hafta beklendi. Bu siire igerisinde dlen farelerden hemen, élmeyenler ve kontrol grubundakilerden
ise eter ile otanazi uygulandiktan sonra karacigerleri alindl. Karaciger malondialdehid (MDA)
diizeyleri spektrofotometrik yontemle tayin edildi. llag uygulamast yapilmayan kontrol grubunda
karaciger MDA dizeyleri erkeklerde 58.84122.03 ve disilerde 53.67420.73 nmol/g olurken, bu
degerler agizdan degisik dozlarda teknik amitraz standarti verilen 24, 2B, 2C. 2D, 2E ve 2F
grubundaki evkeklerde sirasiyla 161.6156.0, 335.92194.45, 171.76+18.85, 228.7463.09, 52.62116.14,
54.4847.37 ve disilerde ise yine swasiyla 167.49456.17, 305.54196.42, 308.66£100.18,
279.39+126.19, 63.43+36.56, 51.07+8.63 nmol/g olarak olgiilmiistir. Veteriner miistahzar
verilmesivle olen veya oldirilen farelerdeki karaciger MDA diizeyleri de belirlenmistir. Boylece,
degisik dozlarda amitraz verilen 34, 3B, 3C, 3D, 3E ve 3F grubundaki erkeklerde swrasiyla
62.6046.85, 85.49+14.5, 87.64+11.1, 89.49423.0, 85.25+15.66, 61.42+16.14 ve disilerde yine
swrasiyle 55.41+48.18, 80.23+11.42, 84.06+15.19, 88.3429.70, 83.55420.06, 50.80%13.48 nmol/g MDA
olciilmistiir. Bu bulgular amitraz ile zehirlenmede siddetli hiicre zari hasar: olacagini ve amitrazin
 oksidatif stres nedeniyle karaciger bozuklugu yapabilecegi sonucunu ortaya ¢ikarmisiir.

Anahtar kelimeler: Amitraz, akut zehirlenme, malondialdehid, karaciger, fare

Giris cikmaktadir (2). Akut olaylarda veya kanser gibi
kronik hastalik durumlarinda, kimyasal maddeler
serbest oksijen gruplarinin artigina, bu da oksidatif

Amitraz [N-N-di~(2,4-ksilil- strese yol agmaktadir (1). Organik klorlu

iminometil) metil amin], bitki ve hayvanlarda
akarisid, larvisid ve insektisid olarak
kullamlan  dimetilformamidin  tiirevi  bir
bilesiktir (3). Sigirlarda O6zellikle kenelere,
koyun ve kopeklerde bit ve uyuz etkenlerine
karsi etkilidir. Ilag, ayrica, arilarda Varroa
hastahg etkeni olan Varroa jacobsoni
Oudemans’a da etkilidir (4).

Lipid peroksidasyon olay:, serbest oksijen
gruplarinin  dokulara yonelik olarak meydana
getirdigi hasar ve bunun en 6nemli sonuglarindan
biridir. Kisaca hiicrelerdeki zar fosfolipidlerinin
yikseltgenerck peroksit tiirevlerine donismesi
seklinde tanimlanmir (9). Yasamsal fonksiyonlar igin
gereklt  olan  oksijen, serbest  oksijen  grubu
olusumuna yol agti31 i¢in sonugta zehirleyici etki de
olusturabilmekiedir. Cogu hastaligin
patojenitesinde. yaglanma ve yangi olaylarinin
agtklanmasinda serbest oksijen  gruplari ortaya

insektisidler, barbitiiratlar ve metallerin karaciger
ve dokularda serbest oksijen gruplannin artisina yol
agtiklar1 bilinmektedir (5). Formamidin tiirevi
pestisidlerin ise boyle bir etkiye yol agip
a¢madiklari bilinmemektedir. O nedenle bu ¢alisma,
amitrazin lipid peroksidasyona yol agip agmadigini
ortaya koymak; lipid peroksidasyona scbep
oluyorsa, bunun siddetini belirlemek amaciyla
yapilmstir.

Materyal ve Metot

Hayvanlar: Calisma 156 erkek ve 156
dist olmak iizere toplam 312 adet saghkli
beyaz Ingiliz irki farede yapildi. Fareler ayn
ayr1 hassas bir sekilde tartildi. Kontrol grubu
olarak (Grup 1) 12 erkek ve 12 disi fare
ayrildiktan sonra, digerleri 6nce her birinde 72
disi ve 72 erkek bulunan 2 ana gruba (Grup 2
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ve 3) ve bunlar da her birinde 12 disi ve 12
erkek bulunan 12 alt gruba (Tablo 1) aynidr.

[lag: Calismada teknik  amitraz
standartt (%97’lik) ve 1 ml’sinde 120 mg
amitraz  bulunan (Kenecid %12.5 EC,
formiilasyonun  amitraz  igerigi  Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji
ve Toksikoloji Ana Bilim Dalinda, kapillar
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kolon Gaz Kromatografisi ile belirlendi)
veteriner miistahzart kullanildi. Bunlar her
fareye 0.3 ml miktarda verilecek sekilde
dimetilsiilfoksidle (Merck-802912) seyreltildi.
Miistahzar ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda 120
mg/ml’lik amitraz yogunlugu esas alindi. llag
¢ozeltileri mide sondas1 yardimiyla hayvaniara
Tablo 1°de belirtilen dozlarda verildi.

Tablo 1. Hayvan gruplar1 ve amitraz ¢ozeltilerinin dozlari.
Table 1. Animal groups and doses of amitraz solutions.

Hayvan Gruplarn Doz, mg/kg
Grup 1 (Kontrol) - -
2A 500
2B 1000
Grup 2 2C 1500
(Teknik amitraz) 2D 1800
‘ 2E 2200
2F 2500
3A 50
Grup 3 3B 100
(Veteriner 3C 250
Miistahzar) 3D 500
3E 750
3F 1000
Karaciger MDA diizeylerinin belirlenmesi igin Duncan testi uygulandi
belirlenmesi: Ilag uygulamasini takiben bir (SPSS Release 6.0 bilgisayar programt).
hafta beklendi. Bu siire igerisinde 0len Bulgular
farelerden hemen, o6lmeyenler ve kontrol .
grubundakilerden ise eter ile Otanazi flag uygulamasi yapilmayan kontrol

uygulandiktan sonra karacigerleri alind1.

Karaciger MDA diizeyleri i¢in doku
&rnegini bir blenderde homojenize etmek, elde
edilen homojenizat: kjeldal balonu kullanarak
HCl ile asit distilasyona tabi tutmak ve % 90
glasiyal asetik asit igindeki 0.02 M 2-
tiyobarbitiirik asit ayiraci kullanarak distilatin
optik dansitesini 538 nm dalga boyuna ayarh
bir spektrofotometrede okumak prensibine
dayali metot kullamldi (6, 8). Bdylece,
tiyobarbitiirik asit ve MDA’in hidroliz
iiriintiniin absorbans degerleri ve dalga boyu
ile absorpsiyon egrisi ¢izildi ve sonuglar
nmol/g cinsinden degerlendirildi.

Istatistik analizler: Gruplar
arasindaki karsilastirmalar tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ile yapildi. Farkliliklarin

grubunda karaciger MDA diizeyleri erkeklerde
58.84422.03 ve disilerde 53.67%£20.73 nmol/g
olurken, bu degerler agizdan degisik dozlarda
teknik amitraz standarti verilen 2A, 2B, 2C,
2D, 2E ve 2F grubundaki erkeklerde sirasiyla
161.6+56.0, 3359219445, 171.76£18.85,
228.7+63.09, 52.62+16.14, 54.48%7.37 ve
disilerde ise yine smrasiyla 167.49156.17,
305.54+96.42, 308.66+100.18, 279.39+126.19,
63.43+£36.56, 51.07£8.63 nmol/g olarak
ol¢iilmiistiir. Boylece, kontrol gruplariyla
karsilastirildiklarinda 2A, 2B, 2C ve 2D
gruplarinda anlamlhi  bir farkin  oldugu
(P<0.01), 2E ve 2F gruplarinda ise 6liimlerin
ilk bir kag giinde olmasi sebebiyle, 6nemli bir
farkin olmadigi anlasilmistir (Tablo 2).
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Tablo 2. Amitraza bagh olarak 6len veya otanazi uygulanan farelerin karacigerlerinde 6lgiilen MDA diizeyleri
£Fn:tzloel/;)MDA levels measured in the livers of the mice died due to amitraz or killed by euthanasia (nmol/g)
Grup Erkek Disi
1 58.84122.03 53.67+£20.73
2A 161.6+56.0* 167.49£56.17*
2B 33502:04.45% | 305.54£96.42* |
2C 171.76+18.85* 308.66x100.18*
2D 228.7+£63.09* 279.39+126.19*
2E 52.62+16.14 63.43+36.56
2F 54.48+7.37 51.07+8.63
*P < (.01
Veteriner miistahzari verilmesiyle dlen 80.23+11.42, 84.06+15.19, 88.31£29.70,
veya otanazi uygulanan farelerdeki karaciger 83.55+20.06, 50.80+13.48 nmol/g MDA
MDA diizeyleri de belirlenmistir. Boylece, oleiilmiistiir. Kontro! gruplartyla
degisik dozlarda miistahzar verilen 3A, 3B, karsilastirildiklarinda 3B, 3C, 3D ve 3E
3C, 3D, 3E ve 3F grubundaki erkeklerde gruplarinda  anlamh  bir  farkin  oldugu
sirastyla 62.60£6.85, 85.49+14.5, 87.64£11.1, (P<0.05), 3A ve 3F gruplarinda ise anlamli bir
89.49+23.0, 85.25+15.66, 61.42%16.14 ve fark olmadigi goriilmistiir (Tablo 3).

disilerde yine sirasiyle 55.41£8.18,

Tablo 3. Veteriner miistahzari verildikten sonra 6len veya 6tanazi uygulanan farelerin karacigerlerinde dlgiilen

MDA diizeyler: (nmol/g)
Table 3. MDA levels mecasured in the livers of the micc died or killed by euthanasia after they had been given
veterinary speciality (nmol/g)

Grup Erkek Disi |

) 58.84+22.03 53.67+20.73 ‘

3A 62.6016.85 55.41+8.18

3B 85.49+14.5* 80.23+11.42*

3C 87.64%11.1* 84.06+15.19*

3D 89.49+23.0* 88.3+29.70*

3E 85.25£15.66* 83.55+20.06*

3F 61.42+16.14 50.80+13.48

*P<0.05
Tartisma ve Sonug onemli bir farkin olmamasi farelerde kisa siire
Teknik amitraz  standartt  verilen icinde 6lim olaylarina baglanmistir.

farelerin  karacigerlerinde ¢lgiilen MDA Veteriner miistahzart verilen 3iincii
diizeylerinin kontrol grubuyla karsilastiriimasi grupta oOlciilen MDA diizeylerinin  kontrol
sonucunda 2A, 2B, 2C ve 2D grubunda grubuyla karsilastinlmas: sonucunda 3B, 3C,
erkeklerde sirasiyla 2.75, 5.70, 2.92 ve 3.88, 3D ve 3E grubunda erkeklerde sirasiyla 1.45,
disilerde ise yine sirasiyla 3.12, 5.69, 5.75 ve 1.19, 1.52 ve 1.45, disilerde ise yine sirasiyla
5.20 Kkat artugr belirlenmistir; bu bulgular 1.49, 1.57, 1.64 ve 1.56 kat arttif) ortaya
amitrazla zchirlenmede siddetli hiicre zar konulmustur.

hasannin oldugunu vurgulamaktadir (2, 9).
Kontrol grubuyla 2E ve 2F gruplan arasinda
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Teknik amitraz  standarti  verilen
farelerin karaciger MDA diizeyleri miistahzar
verilen gruptan oldukga yiiksek ¢ikmigtir. Bu
da miistahzarin bilesimine giren ¢oziicii ve
tasit maddelerin bu tir bir etkiye neden
olmadiklarim  gostermektedir. 500 mg/kg
teknik amitraz standarti verilen 2A grubu
fareleri ile 50 mg/kg amitraz verilen 3A grubu
farelerinde 6liim olmamasina karsin, karaciger
MDA diizeylerinin sadece 2A grubunda
olduke¢a yiiksek (erkeklerde 2.75 ve disilerde
3.12 kati1) ¢ikmasi, 3A grubunda ise kontrol
grubuyla kargilastinldiginda onemli bir fark
¢tkmamasi bu goriisii dogrular niteliktedir.

Organik klorlu inscktisidler gibi bazi
kimyasal maddelerin (dieldrin gibi) viicutta
serbest oksijen gruplarmin artisina  yol
agmasinin  oksidatif strese neden oldugu
bildirilmistir (1). Boylece amitrazin da doku ve
organlarda ciddi bir oksidatif strese neden
olabilecegi santimaktadir. Clinkii amitraz da
dicldrin gibi viicutta MDA diizeylerinin
artisina yol agmaktadir.

Serbest oksijen gruplarinin dokulara
yonelik olarak meydana getirdikleri hasar ve
bunlarin énemli sonuglarindan biri olan lipid
peroksidasyonun  siddetini  belirleyen  en
onemli kriterlerden biri MDA diizeylerinin
tespit edilmesidir(2). Boylece, MDA
seviyesinin artmasi karacigerde bozukluga yol
agabilir. Ancak, dokularda meydana gelen
hasarlar ile bunlarin dis etkilere kars
fizyolojik dengeyi saglamak amactyla verdigi
yamtlar  arasinda  bir  kanistkhiga  yol
vermemelidir. Uzun bir zaman siireci dikkate
alindiginda, dokularda fizyolojik dengeyi
saglamak  i¢cin  meydana gelen uyum
degisiklikleri yikici etkilere neden
olabilmektedir. Serbest oksijen gruplari bir
yandan  bir dizi  yikict  etkiye sahip
biyokimyasal olaylar: baslatirken, bir yandan
da ortaya ¢ikan gorev bozukluklarindan
dogrudan sorumlu olmayabilir. Ayrica serbest
oksijen gruplari, doku hasarina neden olan
bazi olaylarin sonucu olarak da ortaya ¢ikabilir
ve bu durum sonugta ya hi¢ bir etki gostermez
ya da doku hasarim artirabilir (7). O nedenle,
amitrazla ilgili kesin bir yargiya varilabilmesi
icin daha ileri aragtirmalara gerek vardir.
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