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ONSOZ

Tarim sektorii ve ekosistem i¢in 6nemli gorevler iistlenen arilarin 6liimiine ve
verimlerinin diisiisiine sebep olan paraziter, bakteriyel, viral ve mantar kokenli
hastaliklar aricilik sektorii bakimindan biiyiik 6nem arz etmektedir. Bahsedilen verim
kayiplarinin en yaygin sebebi Varroa destructor tarafindan olusturulan varroosis
hastaligidir. Akara karsi ¢ok sayida miicadele yontemi gelistirilmis olup bunlarin
basinda kimyasal miicadele yontemleri gelmektedir. Kimyasallar, dogru uygulama
sekli, siiresi ve dozajinda varroosis miicadelesinde etkili olmakta ancak uygun
olmayan kontrolsiiz kullanim1 ya da ¢evresel etkilerle uygulama siiresi ve dozunun
kontrol edilememesi sebebiyle, beklenen etkinlik elde edilememekte ve koloni sagligi
olumsuz etkilenmektedir. Bu durum antiparaziter direng gelisimine ve art iiriinleri ile
cevrede olusan kalintilar yoluyla da ekosistemde yer alan tiim canlilarin sagligi i¢in

olumsuzluklara sebebiyet verebilmektedir.

Kontrollii salim sistemleri (KSS) teknigi kullanilarak mevcut kimyasal
maddelerle olusturulacak formiilasyonlarin, sagaltim siiresince uygun doz ve stiirelerle
kolonilere uygulanmasi, sagaltim etkinligin artirilmasi, hedef hayvan tiirii glivenligi
ile bunun yaninda gidalarda kalint1 ve g¢evre giivenliginin artirilmasi i¢in ¢oziim

potansiyeli barindirmaktadir.

Caligma kapsaminda, timol etkin maddesi ve biyouyumlu oldugu bildirilen
polimerler ile KSS olusturularak birim etkin maddeden elde edilen akarisidal etkinlik,
hedef tiir hayvan giivenligi ve kalinti bakimidan timol igerikli referans ilag arasinda
karsilastirmalar yapildi. Proje olarak gergeklestirilen ¢alismanin biit¢esi, Tarim ve
Orman Bakanlig1 Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigli tarafindan
desteklendi. Calismada Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii yiiriitiicii kurulus olarak ve
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali ve
Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Fizikokimya Anabilim Dali is birligi yapilan

kuruluglar olarak yer ald1.

Vi



Calismanin bircok asamasinda desteklerini esirgemeyen basta Pendik Veteriner
Kontrol Enstitiisii Miidiirii Dr. Fahriye SARAC olmak iizere Enstitii yoneticilerine,
Ilag Kalite Kontrol Laboratuvari’nda yapilan ¢alismalarda desteklerini esirgemeyen
calisma arkadaslarim Dr. Erdim Ozan CAKIR, Kimyager Mevliit DEMIRBAS, Dr.
Tiilay CAM, Veteriner Hekim Muhammet ARTAN, Dr. Mustatfa KESMEN, Kimya
Miihendisi Farah TATAR, Veteriner Hekim Gizem KARAGULLE ACET, Veteriner
Hekim Mustafa EKIZ ve Kimyager Pinar ERSAN’a, paraziter teshis ile ilgili
calismalarda emeklerini ve uzman goriislerini esirgemeyen Dog. Dr. Taraneh ONCEL
ve Dr. Mesut SENEL’e, 151k mikroskobu goriintiilleme islemlerinde yardim ve
emeklerini esirgemeyen Veteriner Hekim Osman DOGAN’a, pestisit analizlerinin
gerceklestirilmesinde emegi gegen Dr. Alper SEZGIN’e, kalinti analizlerinin
gerceklestirilmesinde emedi gecen degerli arkadasim Veteriner Hekim Ozgen
OZDEMIR’e, liyofilizasyon islemleri ve elektron mikroskobu gériintiileme
islemlerininin gergeklestirilmesinde uzman goriislerini ve emeklerini esirgemeyen
Kimyager Giiler CELIK ve Dog. Dr. M. Akif CIMENOGLU’na, /n vitro salim sistemi
kurulumunda emegi gecen Miihendis Murat YILDIRIM’a, in vivo c¢alismalarin her
asamasinda destegi ve emegini esirgemeyen Istanbul Ili Ar1 Yetistircileri Birligi
Baskam Onur CILENK e, KSS gelistirme asamasi basta olmak iizere bilgi birikimi,
tecriibesi ve pozitif enerjisi ile tez ¢alismamin yonlendirilmesi, yiiriitiilmesi ve sonuca
ulagabilmesi i¢in destek olan, sundugu farkli bakis agilari ile kendisinden ¢ok sey
ogrendigim, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Fizikokimya Anabilim Dali Ogretim
Uyesi degerli tez komitesi iiyem Prof. Dr. Mehlika PULAT a, basta degerli
damigsmanim Prof. Dr. Ali BILGILI ve degerli arkadagim Dr. Sedat SEVIN olmak
izere doktora 6grenim programim basindan itibaren emegi ve destegini esirgemeyen
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali
Ogretim Uyelerine, tiim hayatim boyunca sevgisini, maddi ve manevi destegini

esirgemeyen, her kosulda destekleyen ailem ve esime, sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bu calisma, Tarim ve Orman Bakanligi Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar
Genel Miidiirligli tarafindan TAGEM/HSGYAD/A/20/A5/P6/1943 kodu ile

desteklenmistir.
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1. GIRIS

Gerek tarim sektorii gerek ekosistem icin dnemli gorevler iistlenen arilarin
verimlerinin diisiisiine veya oliimlerine sebep olan paraziter, bakteriyel, viral ve
mantar kokenli hastaliklar sektér bakimindan 6nem arz etmektedir (Balkaya ve ark.,
2016). Oliim ve verim kayiplarmin en yaygin sebebinin, Varroa destructor adi
verilen ar1 akari tarafindan olusturulan varroosis enfestasyonu oldugu
bildirilmektedir (Ayan ve ark., 2017; Balkaya ve ark., 2016 ve Harris ve ark., 2019).
Ureme, gelisme ve ¢ogalma donemlerinin tiimiinii sadece bal aris1 kolonilerinde
gercgeklestirebilmesi nedeniyle zorunlu parazitismus 6zelligi gosteren Varroa akari
gerekli 6nlem alinmadiginda hizla cogalarak kolonilerin verimlerinin diismesine ya
da koloni bireylerini zayif diisiirerek diger hastaliklara karsi daha duyarli hale
gelmesine, ileri agsamalarda ise kolonilerin tamamen sonmesine varan zararlara
neden olmaktadir. Akara kars1 ¢ok sayida miicadele yontemi gelistirilmis olup
bunlarin baginda kimyasal miicadele yontemleri gelmektedir. Kimyasallar, dogru
uygulama sekli, siiresi ve dozajinda varroosis miicadelesinde etkili olmakta ancak
uygun olmayan kontrolsiiz kullanim1 ya da g¢evresel etkilerle uygulama siiresi ve
dozunun kontrol edilememesi sebebiyle, beklenen etkinlik elde edilememekte ve
koloni sagligi olumsuz etkilenmektedir. Bu durum diger yandan sekillenecek
antiparaziter diren¢ gelisimi ile kisith miicadele seceneklerinin azalmasina ve ar1
tirtinleri ile gevrede olusan kalintilar yoluyla da ekosistemde yer alan tiim canlilarin
saglig1 icin olumsuzluklara sebebiyet verebilmektedir (Akyol ve Ozkdk, 2005; Das
ve Aksoy, 2015 ve Tihelka, 2018). Ruffinengo ve ark. (2014), ugucu yaglarin,
sentetik pestisitlere gore ¢evre i¢in daha az riskli oldugu ve bilesenlerin
karmagikligi nedeniyle direncin daha yavas gelistigi, mikrokapsiilleme yoluyla
ucucu yaglarin performansinin artirilabilecegi, aynt zamanda ucuculugu, suda
yetersiz ¢ozliinme ve oksitlenme yetenegi ile ilgili olumsuz etkilerin de
azaltilabilecegi, bu baglamda ¢alismanin, bal aris1 kolonilerinde gelecekteki entegre
akar miicadelesi uygulamalarma iyi bir alternatif sundugundan, Acantholippia
seriphioides ve Schinus molle L. iizerinde ydrittiikleri aragtirmalarinin diger

esansiyel yaglarin mikrokapsiillenme arastirmalar1 i¢in bir baslangic noktasi



olabilecegi goriisiinii paylasmiglardir. Moretti ve ark. (2002), jelatin kullanarak,
farkli kimyasal bilesenlere sahip olan Rosmarinus officinalis ve Thymus herba-
barona ugucu yaglari ile yiiksek mikrokapsiilleme verimleri elde etmislerdir.
Calismalariin sonunda daha az miktarlarda pestisitin belirli bir zaman araliginda
daha etkin kullanilmasina izin veren KSS’nin, uygulama kolayligi saglamasi ve
cevresel hasart en aza indirgemek bakimindan iyi bir secenek olusturdugunu
belirtmislerdir. KSS teknigi kullanilarak mevcut kimyasal maddelerle olusturulacak
formiilasyonlarin, sagaltim siiresince uygun doz ve siirelerle kolonilere
uygulanmasi, sagaltim etkinligin artirilmasi, hedef hayvan tiirii giivenligi ile bunun
yaninda gidalarda kalint1 ve ¢evre giivenliginin artirilmasi i¢in ¢6ziim potansiyeli
barindirmaktadir. Bu ¢alismada, timoliin biyouyumlu oldugu bildirilen polimerler
ve hidrojel teknigi ile olusturulan KSS’nin varroosis miicadelesinde kovan i¢i hava
ortamina timol salim1 yoluyla kullanimi, sistemin olusturdugu akarisidal etkinlik,
hedef tiir arilarda tolerans diizeyleri ve bal ile bal mumunda timol kalint1 diizeyleri
bakimindan timol igerikli referans ilagla karsilastirilmasi, KSS ve mevcut ilag
formiilasyonlar1 ile yapilan uygulamalar arasinda olasi fark ve diizeyinin

arastirilmasi amaglandi.

1.1. Anclik Faaliyetlerinin Ulkemizdeki Durumu ve Ekonomik Katkisi

Hayvansal liretimin 6nemli bir alt dali olan aricilik; tilkemizin, sahip oldugu
genis arazi Ve endemik tiirlerle birlikte zengin bitki ortiisii, bir¢ok ar1 irki i¢in uygun
iklim ¢esitliligi ve mevcut koloni varligi bakimmdan 6nemli bir gelir ve gegim
kaynagidir. 2020 yili verilerine gore iilkemizde 82 845 aricilik igletmesi ve 8 179
085 kovan bulunmakta olup 104 077 ton bal ve 3 765 ton bal mumu iiretimi
gerceklestirildi (Anon, 2021c). Bunun disinda sanayide ve gesitli yerlerde
kullanilan ar1 siitii, polen, ar1 zehiri ve propolis gibi aricilik iiriinleri de

uretilmektedir.



Bal arisi, saglamigs oldugu bu firiinlerin yaninda asil olarak bitkilerdeki
tozlagsmay1 gergeklestirerek tarim triinlerinin nicelik ve nitelik yoniinden istiin
olmasii saglamaktadir (Das ve Aksoy, 2015; Firath ve ark., 2010 ve Semerci,
2017). Diinya genelinde ar1 tozlasmast ile elde edilen gelirin, iiriin ¢esitliligine bagl
olarak o yil iretilen balin degerinin 50 ila 143 katindan fazla oldugu
belirtilmektedir. Tiirkiye ekonomisi bakimindan, dogrudan 160 milyon TL, dolayli
olarak 1,6-2,4 milyar TL getirisi ile aricilik faaliyetlerinin iilkemiz tariminda
onemli bir konuma sahip oldugunu gostermektedir (Das ve Aksoy, 2015; Semerci,

2017).

1.2. Varroa Akari Biyolojisi ve VVarroosis Enfestasyonu

Varroosis ya da varroatosis; Varroa destructor akari tarafindan bal arisi
kolonilerinin istila edilmesi, eriskin ve yavru arilarin hemolenfleriyle beslenerek
kolonide cesitli zararlarin olusumu ile seyreden arilarin dis paraziter hastaligidir.
Varroa destructor erigkin disisi ortalama 1,1 mm uzunluk ve 1,5 mm genislikte
elips bir sekilde, kirmizimsi kahverengi renklerde ve dort ¢ift bacaklidir. Erkegi
ortalama 0,8 mm c¢apinda kiiresel sekilli viicut yapisinda ve beyazimsi renktedir.
Erkek Varroa sadece iiremenin gergeklestigi yavrulu kulugka gozlerinde lireme
gorevini gerceklestirmesinin ardindan birka¢ giin icinde beslenemedikleri i¢in

Olmektedirler (Anon, 2015).

Akar iilkemizde ilk olarak 1976 yilinda Trakya Bolgesi’nde, 1977-78
yillarinda Ege Bolgesi’nde goriildii, bu bolgelere gelen gezginci aricilar vasitasiyla
da 4-5 yil gibi ¢ok kisa bir siire igerisinde tim iilkeye yayild1 (Balkaya ve ark.,
2016). Ulkemizde farkli bélgelerden aliarak incelenen Varroa akar drnekleri hem
morfolojik hem de genetik incelemelerinde V. destructor’un Kore genotipi olarak
tespit edildigi, varroosis i¢in %6,2-100 arasinda degisen prevalanslarin belirlendigi
bildirildi (Aydin ve Girisgin, 2010). V. destructor 'un Kore genotipi en ¢ok

yayginlik gdsteren ve en zararli genotipidir (Rosenkranz ve ark., 2009).



V. destructor’'un konak¢i bulma, {iireme davranisi ve popiilasyon
dinamiklerini anlamak kontrol yontemlerinin gelistirilmesi i¢in ¢ok Onemlidir.
Akar yagsam dongiisii bal arisina bagimhidir ve arilar disinda serbest bir yagam
evresine sahip degildir. Disi akarin yetiskin arilarda foretik faz ve kulugka petek
gozlerinde lireme faz1 olmak iizere yagam dongiisii iki fazlidir. Akarlarin erkekleri
ve nimfal evreleri kisa Omiirliidiir ve sadece miihiirlii kulucka hiicreleri iginde

bulunmaktadir (Rosenkranz ve ark., 2009).

Akarin koloniye bulasmasi, ¢igek tozu ve nektar toplarken aridan ariya
bulasma, kolonilerin birbiri ile birlestirilmeleri yoluyla bulagsma ve koloniler arasi
soygun davramglari sonucu bulagsma seklinde olmaktadir (Akyol ve Ozkok, 2005
ve Blacquiere ve ark., 2017).

Koloniye taginan eriskin akar kis aylarinda oldugu gibi kulucka bulunmadig:
donemlerde yetiskin arilarin bas, gogiis ve karin bolgelerine tutunmakta, arinin
hemolimfinden beslenerek yiiz giinden fazla yasayabilmektedir (Harris ve ark.,
2019). Akarin iireme fazi, Ilkbaharda ar1 larvalarmin gelismesiyle birlikte
baslamakta ve Sonbaharda son geng isci arilar ¢ikincaya kadar devam etmektedir
(Akyol ve Ozkdk, 2005). Yetiskin disi akar, isci ar1 ve erkek ar1 kulucka gozlerine
girerek yaklasik otuz saatlik araliklarla dort veya bes yumurta birakmaktadir. Ilk
yumurta genellikle bir erkege, daha sonrakiler de disilere donlismektedir. Yetiskin
disi akarin biraktig1 yumurta larva, protonimf, deutonimfe evrelerini takip ederek
geng yetigkin bir akara gelisimi is¢i ar1 kulugka gozlerinde yirmi bir giinde, erkek
ar1 kulucka gozlerinde yirmi dort giinde tamamlanmaktadir. Disi akarlar, kulugka
hiicresinden ¢iktiktan sonra foretik faza gecis yapip eriskin arilarin hemolenf ile
beslenmekte ve yaklasik yedi giin i¢inde baska bir kulucka hiicresine girerek iireme

dongiisiinii stirdiirmektedir (Anon, 2015 ve Harris ve ark., 2019).
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Varroa akarlar1 enfeste ettikleri bal arist kolonilerinde erigkin arilarin
hemolenfleri ile beslenmeleri nedeni ile zayif diigmelerine, verimlerinin
azalmasma, Omiirlerinin kisalmasina, diger hastaliklara karsi direnglerinin
azalmasina neden olmaktadirlar. Kulugka gdzlerinde hemolenfini emdikleri yavru
arilarda olime veya kisa karin, sekli bozulmus kanatlar ve ayaklar gibi hasarlar
olusturarak yetersiz gelismis bireylerle giicsliz kolonilerin olugmasina sebep
olmaktadirlar. Ancak akarlarin muhtemelen koloniler i¢in olusturduklar ve
sagalttmi miimkiin olmayan en ciddi hasar =zararli virlisleri kolonilere
bulastirmasidir. Ozellikle deforme olmus kanat viriisiiniin (DWV) ¢ogu koloniyi

oldirdagi bildirilmektedir (Harris ve ark., 2019).

1.3. Varroosis Enfestasyonu ile Miicadele Cahismalar1 ve Timol
Kullanimi

Varroosis miicadelesinde denenen mevcut teknik ve kimyasallarla ari
kolonilerine zarar vermeden tiim parazitlerin ortadan kaldirilamadigi, bu sebeple
eldeki mevcut kimyasal miicadele segeneklerinin etkin kullanimi ile, parazit
poptilasyonlarinin siirekli olarak yonetilmesi gerektigi ger¢egine dayanan Entegre
Zararli Yonetimi adinda bir anlayis gelistirildigi bildirilmektedir. Bu miicadele
yonteminde akar popiilasyonlar1 kolonilerde kabul edilebilir bir patojenite ya da
diger bir deyisle ekonomik olarak zarar olusturabilecek bir esigin iizerine ¢iktiginda
kimyasal miicadele uygulanmasini ve tekrardan akar popiilasyonunu kabul
edilebilir seviyelere indirmeyi amaclamaktadir. Boylece kimyasallarin
kullanimmm  azaltilmasi,  aricilik  driinlerindeki ~ kalintt  diizeylerinin
sinirlandirilmasi, akarlar tarafindan kimyasallara kars1 direng gelisiminin
geciktirilmesi ve ayrica arilarin potansiyel olarak zararli kimyasallara maruz

kalmasinin da azaltilmasi hedeflenmektedir (Harris ve ark., 2019).

Toplamda 25 000 ila 34 000 yetiskin aridan olusan bir kolonide, eriskin

arilardaki akar yiki %2 oldugunda temkinli davranilarak kimyasal miicadele



yapilmasinin yerinde olacagi, yapilmadig: taktirde akar popiilasyonun kisa siirede
cok fazla iiremesi sebepli erigkin arilarda toplam akar yiikiin %5 olan ekonomik
zarar esigini asacagl ve acilen kimyasal miicadele yapilmasi gerektigi

bildirilmektedir (Harris ve ark., 2019).

Varroosis miicadelesinde fiziksel, kimyasal, biyolojik yontemler yaninda
hastaliga direngli 1rklarin gelistirilmesi i¢in genetik kontrol c¢alismalari
yirttilmektedir. Pratikligi ve akar istilasini ekonomik zarar esiginin altinda
tutmadaki etkinligi bakimindan en yaygin kullanilan yontem kimyasal miicadele

olup, uygulamalarda organik asitler, ugucu yaglar ve sentetik akarisitler

kullanilmaktadir (Akyol ve Ozkok, 2005).

Diinyada en yaygin kullanilan akarisidal etkili kimyasal maddeler ve
antiparaziter diren¢ durumlar1 incelendiginde; amitraz, koumafos, flumetrin,
fluvalinate igin diren¢ tanimlandigi, ancak formik asit ve okzalik asit i¢in heniiz bir
diren¢ tanimlanmadig bildirilmektedir (Thielka, 2018). 1980°li yillardan bu yana

kullanilan timol igin ise bir direng vakasi bildirilmektedir (Plettner ve ark., 2017).

Timol, dogal olarak baslica Lamiaceae ailesindeki bitkilerde olusan ve bitki
yaginda degisen oranlarda bulunan CioH140 formiiliine sahip monosiklik fenolik
bir bilesiktir. Normal sartlar altinda beyaz veya renksiz kristalize toz haldedir. Suda
¢ozintrligi distk (0,9 g/L 20 °C), organik ¢o6ziiciilerde (1 g/mL alkol 25 °C)
yiiksektir. Erime noktas1 (51,5 °C) ve buhar basinci (0,016 mm Hg 25 °C) diisiik
olmasi nedeniyle uguculuk 6zelligi yiiksektir (Anon, 2018b).

Timol kolay siiblimlesme 6zelligi nedeni ile saf toz halinde veya jel, ped, serit
gibi farmasotik formiilasyonlarla akarisidal olarak foretik fazdaki eriskin Varroa

akarlarina kars1 miicadelede kullanilmaktadir (Anon, 2001).



Timol ve diger monoterpenoitler ve ilgili aromatik bilesikler akarlar ve
arilarda dahil oldugu bazi bocekleri de igeren genis spektrumda etki gosterirler.
Arilarda ve akarlarda; muhtemelen GABAA reseptorlerini, TRP ve TRPL
kanallarini, Tiramin ve / veya Oktopamin reseptorlerini etkiledigi bildirilmektedir

(Blenau ve ark., 2011).

Timoliin GABA (y-aminobiitirik asit) reseptorlerini gii¢lendirdigi ve GABA
kapili kloriir kanalinin bloke edilmesinin néronal inhibisyonu azalttigi, bunun da
merkezi sinir sisteminin asir1 uyarilmasina, konviilsiyonlara ve nihai 6liime yol

actig1 bildirilmektedir (Bisrat ve Jung, 2020).

Timoliin, akarisidal etkinligin yaninda hedef hayvan tiirii olan bal arilarinin
giivenliginin de siirdiiriilebilmesi bakimindan kolonilerde kullanilmasi i¢in doz-
yanit iliskisinin ve uygulama siiresinin belirlenmesi gereklidir. Bu amagla Gashoutl
ve Guzman (2009) tarafindan yapilan ¢alismada timol etkin maddesi i¢in toksisite
ve ODso (ortalama dldiiriicii doz) degerleri arastirildi. Timoliin 0,75 mg/flakon
dozunda %100 akar mortalitesi olusturdugu ve V. destructor icin ODso degerinin
56,1 ug oldugu bildirildi. Timoliin topikal uygulamasinda ise yetiskin isgi ar1 igin
210,3 pg, ar1 larvast icin 150,7 ug ODso degerleri tespit edildi.

Laboratuvar kosullarinda ugucu bilesenlerinin hava konsantrasyonlar1 ile
bunlarin akarlar ve arilar tizerindeki toksik etkileri arasindaki doz-yanit iliskisini
belirlemek igin gergeklestirilen bir caligmada timolle yapilan 72 saatlik test
sirasinda iyi bir akarisidal etkisi (> %80) ve diisiik ar1 toksisitesi (< %20) i¢in hava

konsantrasyon araligi 5-15 pg/L olarak tespit edildi (Imdorf ve ark., 2006).

Timoliin, V. destructor'un kontrolii i¢in diinya ¢apinda bilinen en etkili dogal

akarisidal oldugu, akarisidal konsantrasyonunun hem laboratuvar (Imdorf ve ark.,



1995) hem de saha kosullarinda (Imdorf ve ark., 1994) benzer oldugu bildirildi.
Arastirmacilar ugucu yaglarin ve bilesenlerini kullanmalart durumunda, akar
toksisitesi ve hedef tiir olan bal arilar1 i¢in uygun giivenilirlik diizeylerini
belirlemek icin, ar1 kolonilerinde test edilmeden 6nce laboratuvar kosullarinda test

edilmesini 6nermektedirler (Imdorf ve ark., 2006).

Arilar iizerindeki olumsuz etkileri degerlendirildiginde; asir1 siiblimlesmeye
neden olan yiiksek ¢evre sicakliklarinda huzursuzluk, kovana besin tagima oraninda
azalma, erkek arilarda spermatazoon diizeyinin azalmasi ve koloni kaybina varan

hasarlara yol agmakta, diisiik seviyede saliminda ise saliminda ise yeterli akarisidal

etkinlik sekillenememektedir (Anon, 2001 ve Thielka, 2018).

Hedef tiir disindaki tiirlerdeki toksisitesi bakimindan insanlarda timoliin tek
olarak veya farkli maddelerle kombine halde preparatlarda bir bilesen olarak, genis
kullanim1 g6z Oniine alindiginda, sadece nadir durumlarda primer cilt tahrisine ve
hassasiyetine yol acti§i, ODso: Rat - 980 mg/kg (oral); 100 mg/kg (dermal)
diizeyinde oldugu bildirilmektedir. Timoliin toprakta, yaklasik bir ayda onemli
derecede etkisizlesmesi, biyolojik olarak kolayca parcalanabilecegini
gostermektedir. Suda, timoliin nehir ve gol i¢in tahmini volatilizasyon yar1 6miirleri
sirastyla 13 ve 98 giindiir. Sucul canlilarinda (Daphnia manga, Gammarus
fasciatus, Pimephales promelas) ODso degeri 3200 pg/L 96 saat seviyesindedir
(Anon, 2018b).

Kalint1 bakimindan degerlendirildiginde; AB'de timol, grup 11 toksik olmayan
bir veteriner ilaci olarak siniflandirilmaktadir ve maksimum kalintt limiti (MKL)
gerektirmedigi bildirilmektedir (Anon, 2018c; Mutinelli, 2003 ve Mutinelli, 2016).
Isvigre’de, timoliin balda tat kalintisina sebep olabilen 1,1 mg/kg kalint1 esiginin
astlmamasi i¢in 0,8 mg/kg diizeyinde bir limit uygulanmaktadir (Anon, 2001).



Toz timol ile farkli bolgeler, farkli miktar, farkli uygulama siiresi, farkli
kovan tiirleri, kovan icerisinde farkli uygulama yeri ve yil igerisinde farkl
zamanlarda yapilan varroosis miicadelesi ¢alismalarinda ortalama etkinliklerin
%66-98 arasinda degistigi, cercevelerin lizerine ve 6zellikle petri kutusu igerisinde
timol yerlestirilerek yapilan uygulamalarda akarisidal etkinligin daha fazla oldugu
bildirilmektedir. Porlu seramik tasiyici ile olusturulan, igeriginde %76 oraninda
timol bulunan ticari preparat ApilifeVar® ile yapilan ¢alismalarda ise %66,4-99,5
araliginda akarisidal etkinlik sekillendigi bildirilmektedir (Imdorf ve ark., 1999).

Apiguard® adl ilagla farkli bolge, farkli zaman ve gevre sicakliklarinda, 2
haftalik araliklarla art arda 2 kez 50 g (%25 Timol) jel kolonilere 30 ila 45 giin
stiresince uyguland. Etkinligin  %74-99 araliginda degisim gosterdigi
bildirilmektedir. Arilarin iiriine gosterdikleri toleransin Onerilen dozlarda
kullanimda iyi oldugu ancak kolonide huzursuzluk olusumunu engellemek i¢in

iiriiniin temas yiizeyinin artirilmamasi gerektigi vurgulanmaktadir (Trouiller, 2004).

Apiguard®, ApilifeVar®, Thymovar® adlari ile piyasada bulunan timol icerikli
preparatlarin farkh tlkelerde Varroa akar o6ldiiriicti etkinlikleri ile ilgili yapilan
karsilastirmali calismalarda; Kuzey, Orta ve Giiney Italya olmak iizere ii¢ farkli
bolgede gerceklestirildiginde Orta ve Giliney’de, biitiin preparatlarin (5-15 pg/L
kovan havasi diizeyinde, %90 iizeri etkinlik) yiiksek etki gosterdigi, Kuzey’de
Apiguard® adli iiriiniin daha az etkinlik (< 4 pg/L kovan havasi, %69 etkinlik)
gosterdigi belirtildi. Almanya'da yapilan benzeri ¢aligmalarda da iliman iklimli
bdlgede timol iceren preparatlarin hepsinin benzer etkinlik gosterdigi ancak soguk
iklimli bolgelerde Apiguard® adli formiilasyonun c¢evre sicakliklarindaki
degisimlerden daha fazla etkilenerek daha az buharlasma sonucu diistik etkinlik
gosterdigi tespit edildi. Her {i¢ preparattan, ApilifeVar®’in gevre kosullarina en
bagimsiz etkin madde salim1 ve tiim bolgelerde %90 {izerinde etkinlik gosterdigi,
bunun ise diger formiilasyonlardan farkli olarak ApilifeVar® in igerdigi mentol,

okaliptol ve kafur nedenli diisiik sicakliklarda da sivi halde kalabilmesi, timoliin
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erime noktasini diislirmesi ve bu sekilde buharlagsmay1 kolaylastirmasindan

kaynaklanabilecegi goriisii paylasildi (Garrido, 2018).

Cezayir’de, Varroa ile miicadelede onayl iki timol preparat: (Thymovar® ve
Apiguard®) Varroa enfestasyonu ve ar1 kolonilerindeki yan etkileri ile ilgili
degerlendirildiginde, her iki sagaltim i¢in koloniler arasindaki etkinlikte genis bir
varyasyon kaydedildi. % serit Thymovar® ile ardisik iki uygulama igin ortalama
etkinlik %84,43 olarak gergeklesti, 2x25 g seklindeki iki hafta aralikli Apiguard®
uygulamasi i¢in, ortalama etkinlik %81, bir hafta arayla 2x25 g uygulama i¢in %79
etkinlik tespit edildi. Arastirmacilar ¢alismalarda olagan dis1 sekilde yiiksek ari
Oliimleri kaydedilmedigini bildirmektedirler (Noureddine ve Haddad, 2016).

Qodratollah ve ark. (2017), calismalarinda ¢esitli dogal Varroa oldiriicii
bilesikler ve uygulama sistemleri kombinasyonunun, Varroa akarlarinin seviyesini
diisiirmedeki etkinliginde ©Onemli bir degiskenlik gdsterdigini tespit ettiler.
Kovanlarda, elektrikli buharlastiricilar ile timol etkin maddesinin kaynagi olan
kekik yagmi siirekli olarak  buharlagtirmak icin tasarlanan sistemle
uygulandiklarinda yiiksek diizeyde (%97), ¢oziiciiler i¢inde seyreltilen kekik yagini
hizl1 bir sekilde buharlagtirmak i¢in tasarlanan pedler yardimiyla uygulandiklarinda
en disik akar kontrolii oranmin (%58) goriildiigiinii bildirmektedirler.
Aragtirmcilar her iki sagaltim seklinde kovanlardaki ar1 mortalite degerleri arasinda
anlamli bir fark bulunmadigi, kullanilan Varroa 6ldiirticii maddelerin etkinliginin,
dagitim sistemlerine yliksek oranda bagli oldugu, kontrollii ve siirekli buharlagsma-
salim saglayan sistemlerinin varroosis ile miicadelede daha etkin oldugu sonucunu

paylasmaktadirlar.

Ruffinengo ve ark. (2014), ucucu yaglarin, sentetik pestisitlere gore ¢cevre igin
daha az riskli oldugu ve bilesenlerin karmasiklig1 nedeniyle direncin daha yavas
gelistigi, mikrokapsiilleme yoluyla u¢ucu yaglarin performansinin artirilabilecegi,

ayn1 zamanda uguculugu, suda yetersiz ¢ézliinme ve oksitlenme yetenegi ile ilgili
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olumsuz etkilerin de azaltilabilecegi, bu baglamda ¢aligmalarinin, bal aris1
kolonilerinde gelecekteki entegre akar miicadelesi uygulamalarina iyi bir alternatif
sundugundan, Acantholippia seriphioides ve Schinus molle L. iizerinde yiiriittiikleri
aragtirmalarmin diger esansiyel yaglarin mikrokapsiilleme arastirmalari i¢in bir

baslangic noktasi olabilecegini bildirmektedirler.

Moretti ve ark. (2002), jelatin kullanarak, farkli kimyasal bilesenlere sahip
olan Rosmarinus officinalis ve Thymus herba-barona ugucu yaglar ile yiiksek
mikrokapstilleme verimleri (> %98) elde ettiklerini, ¢alismalarinin sonunda daha
az miktarlarda pestisitin belirli bir zaman araliginda daha etkin kullanilmasina izin
veren kontrollii salim formiilasyonlarinin, uygulama kolaylig1 saglamasi ve
cevresel hasari en aza indirgemek bakimindan iyi bir se¢enck olusturdugunu

belirmektedirler.

1.4. Timol Tayini Icin Analitik Metot ve Metot Gecerli Kilma
Calismalan

Yiiksek basingli sivi kromatografi, ilag endiistrisinde etkin ve yardimci
maddelerin kalitatif ve kantitatif Ol¢iimlerinde yaygin olarak kullanilan kalite
kontrol tekniklerinden biridir. Timol etkin maddesi ultraviyole 1s18a karst belli bir
spektrumda absorbsiyon yapan kromofor gruplara sahiptir. Bu 06zellik yiiksek
basingli sivi kromatografi (HPLC) ve diyot dizinli dedektoér (DAD) sistemleri ile
timoliin kalitatif ve kantitatif tayinine izin vermektedir. Bu sistemlerin KSS
gelistirme agsamalarinda (Ramos ve ark., 2014 ve Ramos ve ark., 2020) ve hava
ortaminda bulunan (Imdorf ve ark., 1994 ; Imdorf ve ark., 1995; Rushworth ve ark.,
2014 ve Xie ve ark., 2019) timoliin miktar tayini i¢in kullanildig: bilinmektedir.

Timol miktarinin kalitatif ve kantitatif tayini ile ilgili literatiirde (Angelo ve
ark., 2016; Aybastier ve Demir 2017; Dedic ve ark., 2018; Hajimehdipoor ve ark.,
2010; Louchard ve ark., 2017; Ramos ve ark., 2014 ve Rushworth ve ark., 2014)
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asetonitril gibi organik ¢o6ziicii ve su karisimindan olusan mobil fazlarin ve
coziiciilerin kullanildigr, C18 ve 250 x 4,6 mm 5 mikron ¢ap ozelligindeki
kolonlardan gegirilen mobil faz igerisindeki etkin maddenin UV veya DAD
dedektorde 225-278 nm aralifindaki dalga boylarinda olusturdugu absorbans
Ol¢iimleriyle yapildigi goriilmektedir.

Analitik metot; ¢alismada tretilecek formiilasyonlarin kalite 6zelliklerinin
belirlenmesi ve stabilitesinin takip edilmesi, in vitro salim ¢alismalarinda kovan igi
havadaki timol konsantrasyonlarinin 6lgiimleri, bal, bal mumu gibi matrikslerde
timol kalint1 diizeyinin arastirilmasina kadar bir¢ok asama igin 6nemli bir bilesen
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu dogrultuda calisma ile ilgili verilecek kararlarda,
analitik metot ile yapilan Sl¢iimlerin dogru ve kesin olmasmin siirekli olarak
saglanabilmesi adina, uluslararasi otoritelerce veteriner tibbi {iriinlerdeki etkin
maddelerin yiiksek basincli sivi kromatografi ile kantitatif tayini i¢in belirlenen

gerekliliklere uygun olarak metodun gegerli kilinmasi gerekmektedir.

1.5. Kontrolli Salim Sistemleri ve Timolin Kontrolli Salim
Sistemlerinde Kullanim

Bir ilacin temelde sahip olmasi gereken ozellikleri; secicilik, etkili doz ve
miimkiin olan en az yan etkidir. Farmokolojide, sagaltim araligi (penceresi)
belirlenmesi ¢ok dnemlidir. Bu araligin iist sinir1 toksisiteye yol acarken, alt siniri
etkisiz sonuca sebep vermektedir. Bu durum 6zellikle, farkli canli tiirlerinde benzer
mekanizmalar vasitasiyla etki olusturan ilaglarin, bu canlilara ayni anda
uygulanmasi durumunda hedef tiiriin giivenligi bakimindan dozun kontrol edilmesi
daha fazla 6nem kazanmaktadir. Ornegin, varroosis enfestasyonu gibi zararli
Varroa akari ve yararl tiir olan bal arisinin birlikte bulunduklar1 durumda, her iki
tiir iginde ayn1 mekanizma ile etki olusturan timoliin uygulamas1 hem Varroa akari
hem de bal arisinda maruziyet olusturmaktadir. Uygulamada hedeflenen,

kolonideki akar seviyesi ekonomik zarar seviyesi altina indirilirken, ar1 sagligi ve
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koloni siirdiiriilebilirligini giivende tutmaktir. Timolin maruziyet yoluna bagh
olarak degismekle birlikte topikal ODso degerleri akar icin 56,1 pg, yetiskin bir isci
ar1 i¢in 210,3 pg, bir ar1 larvasi i¢in 150,7 ug olarak bildirilmektedir (Gashoutl ve
Guzman-Novoa, 2009). Ayrica timoliin 5-15 pg/L arast kovan i¢i hava
konsantrasyonunda solunum yoluyla maruziyetinin Varroa akari iizerinde ¢ok etkili
oldugu ancak 20 pg/L hava konsantrasyonunda %90 ar1 dliimi sekillendirdigi
bildirilmektedir (Imdorf ve ark., 1995).

Varroosis miicadelesi amactyla timol etkin maddesi saf halde ya da farkli
yardimct maddelerden olusturulan formiilasyonlar halinde genellikle kovan
cerceveleri list kismina konulmaktadir (Imdorf ve ark, 1999). Uygulanan timol,
kolonide isci arilarin genellikle besin depolanmasi ve kulugka gdzlerinde yavru
yetistirilmesi sirasindaki hareketleri, koloniyi temiz tutmak ig¢in istenmeyen
materyalleri kovan disina tasimast davranist ile uygulama alanindan
uzaklagtirmakta veya daha seyrek olarak da propolisle kaplama davranisi yoluyla
bulunduklari yerde izole edilmektedir (Bogdanov ve ark., 1998 ve Floris ve ark.,
2004).

Bahsedilen sorunlar timolin saf halde ya da arlar tarafindan
uzaklastirilmasina uygun formiilasyonlar seklinde uygulandiginda gergeklesmekte,
maruziyet yolunu ve uygulanacak dozu kontrol etmek kapsaminda literatiirde
stirekli salim saglayan enerji bagimli bir sistemin kullanildigi (Qodratollah ve ark.,
2017), yiiksek akarisidal etkinlik yaninda koloni sagliginin korunmasinda basari
elde edildigi bildirlmektedir.

Etkin maddenin daha uzun siire boyunca, uygun doz ve hizda etkinin
gerceklesecegi ortama verilmesi i¢in enerjiden bagimsiz salim sistemleri olarak
KSS gelistirilmekte, bir tasiyici destek malzemesine yiiklenen etkin maddenin
buradan ortama istenen hizda, ihtiya¢ duyulan dozda ve gerekli siire boyunca
serbestlesmesi temin edilmektedir. Boylece sagaltim ortaminda ilag derisimi sabit

bir sekilde ve sagaltim penceresinde kalmaktadir. KSS biyomedikal, farmasotik,
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teknoloji ve tarim alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Ozgiindiiz, 2006).

Hidrojeller KSS igin vazgecilmez malzemelerdir. Hidrojeller, suda
coziinmeyip kendi kuru kiitlesinin en az %?20’den fazlasi1 miktarlarda su
absorplayabilen, ¢apraz bagli, {i¢ boyutlu, hidrofilik polimerik yapilardir.
Polimerler arasindaki ¢apraz baglar kimyasal (kovalent veya iyonik) veya fiziksel
(kristalinite) olarak sekillenebilmekte ve bu baglar sayesinde suda
¢oziinmemektedirler. Hidrojellerin ii¢ boyutlu yapisi kimyasal baglar ya da iyonik
etkilesim, hidrojen bagi, fiziksel etkilesimler, Van der Waals kuvvetleri, hidrofobik
etkilesimler gibi kohezyon kuvvetleri araciligtyla gerceklesmektedir. Hidrojeller,
biyouyumluluklari nedeniyle kontak lens, biyosensorler i¢in membran, yapay kalp,
kas ve deri materyalleri, kontrollii ilag salim sistemleri ve enzim
immobilizasyonlari i¢in destek materyal olarak kullanilmaktadir. Kimyasal ¢apraz
baglanma ile hidrojel hazirlanmasi, dogrusal veya dallanmis homopolimer ya da
kopolimerin az miktarda ¢apraz baglayici kullanilarak dogrudan ¢apraz baglanmasi
ile gerceklestirilir. Bu tepkime genelikle sulu c¢ozelti iginde siispansiyon
polimerizasyonu ile yiiriitiilmektedir. En c¢cok kullanilan c¢apraz baglayicilar

gluteraldehit, formaldehit ve asetaldehit gibi aldehitlerdir (Ozgiindiiz, 2006).

Timol gibi biyopestisitler bakimindan, ideal bir KSS’nin sahip olmasi
gereken temel 6zellikler sunlardir: (1) uygulama alaninda aktif maddenin yavas ve
stirekli olarak salimina izin vermeli, (2) disiik salim hizinin etkinlik ve yiiksek
salim hizinin toksisite olusturma bakimindan Onemli oldugu gbéz Oniinde
bulunduruldugunda sagaltici1 doz araliginda kalacak sekilde salim gerceklesmel,
(3) bir ilk hizl1 salim ile dozun sagaltim penceresine girisi ve ardindan uzun ve sabit
bir salim hiz1 ile bu konsantrasyonun ihtiya¢ duyulan siire boyunca herhangi bir ek

uygulama gerekmeden siirdiiriilmesidir (Maes ve ark., 2019).

KSS etkin maddenin saf haline ya da hemen salima uygun formiilasyonlarina
gore yapisal olarak farkliliklar gosterirler. KSS’nde bulunan etkin madde, ya bir

film (zar olarak da belirtilir) ile kaplanan bir ilag rezervuarinda ya da ilacin dagildigi
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bir matriks i¢inde yer alir. Buradan degisik salim kinetikleri ile daha yavas ve

kararli salim siirecleri gergeklesir (Chen ve ark., 2018).

KSS, gercken ilag miktarinin en aza indirilmesini, makul yan etkilerin
azaltilmasini ve uygulama sikhigmin distiriilmesini (Maes ve ark., 2019), etkin
maddenin sicakliga, oksidasyona, neme, mikroorganizmalara karsi stabilitesini
stirdiirmesini ve yiiksek uguculugunun onlenmesi gibi avantajlar sunmakta
(Bhalereo ve Wang, 2018), ayrica kullanilan polimerik tasiyicilarin olasi toksisitesi
veya biyouyumlu olmamasi, in vitro salim ile in vivo salim arasinda 6ngoriilemeyen
ve zayif korelasyon, istenmeyen bozunma iriinleri, dozaj ayarlama zorlugu, zayif
sistemik kullanilabilirlik ve maliyet gibi ¢esitli dezavantajlari1 barindirabilmektedir.
Bu sebeplerle amaglanan salim davranisi ve salim ortamina gore KSS’nin farkli

yonlerin ele alinmasi1 gerekmektedir (Huynh ve Lee, 2014).

Yiiklenen etkin maddenin salimi; salim ortami, difiizyon, ilaglarin molekiiler
agirlig1 ve ¢oziniirliigii, gozenek boyutu ve polimerik tasiyicilarin bozunmasi gibi

birgok farkli faktor tarafindan degistirilebilmektedir (Huynh ve Lee, 2014).

KSS icin baslica salim mekanizmalar1 difiizyon, ¢6zlinme, ozmotik
pompalama ve sismedir (Chen ve ark., 2018). Bahsedilen salim mekanizmalardan,
timol gibi siiblimlesebilen ilag molekiillerinin, daha yiiksek konsantrasyonlu
oldugu sistem yapisindan kovan i¢i havaya gecisi diffiizyon mekanizmasi ile
gerceklesmektedir. Difflizyon KSS’nde, sistemin iiretim sekline ve elde edilen
sistemin yapisina bagl olarak, rezervuar kontrollii ve matriks kontrollii salim
mekanizmalari olusturulmaktadir (Chen, 2018 ve Reddy ve ark., 2017). Rezervuar
KSS’nde, etkin madde bir kaplama materyali tarafindan kapsiillenirken, matriks
KSS’nde etkin madde bir matriks igerisinde dagilir (Chen ve ark., 2018).

16



flac

S

Kabuk/Zar Matriks Icinde
Dagilnus ilac

Sekil 1.2. Rezervuar KSS Yapisi (A) ve Matriks KSS (B) Yapist (Chen ve ark., 2018).

flacin bu sistemlerden salim hiz1 genel olarak sifir derece ve birinci derece
kinetigine gore gerceklesmektedir. Sifir derece kinetiginde, sagaltim penceresinde
sabit bir ila¢ salim hizi olusurken, birinci derece kinetiginde azalan oranda ilag

salim hiz1 gozlenir (Chen ve ark., 2018).

Literatiirde timol etkin maddesinin kontrollii salimina dair yapilan ¢aligsmalar
incelendiginde; olusturulan kapsiil boyutuna gore kapsiilasyon-enkapsiilasyon (> 1
mm), mikrokapsiilayon-mikroenkapsiilasyon (1-1000 um), nanokapsiilasyon-
nanoenkapsiilasyon (< 1000 nm) olarak adlandirilan teknikler ile hem dogal hem
de sentetik polimerler kullanilarak kapsiil igerigine timol etkin maddesinin
hapsedildigi KSS olusturulabilmektedir (Bhalereo ve Wang, 2018; Kaur ve ark.,
2018 ve Maes ve ark., 2019).

Cekirdek materyali olan timol etkin maddesi ile farkli morfolojide KSS
olusturmak, kabuk materyali olan polimerleri ¢ekirdek materyaline adapte ederek
cesitli boyutlara, kabuk kalinligina ve gegirgenlige sahip partikiiller olusturmak,
boylece aktif maddenin salim oranini ayarlamak adina kimyasal yontemler
(Stispansiyon, Emiilsiyon, Dispersiyon/¢cokelme polimerizasyonu,
Polikondenzasyon), fizikokimyasal yontemler (Koaservasyon, Katman katman (L-

B-L) montaji, Akiskan yatakli kaplama, Santrifiij teknikleri, Sol-jel kapsiilleme,
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Stiperkritik CO2 destekli mikroenkapsiilasyon, Vakum kapsiilleme, Elektrostatik
kapsiilleme) ve fizikomekanik yontemler (Piiskiirtmeyle kurutma, Coklu nozzle

puskiirtme) kullanildig: bildirilmektedir (Bhalereo ve Wang, 2018).

Timoliin kapsiillenmesinde biyobozunur polimerler olan ksantan sakizi, poli
vinil alkol (PVA), jelatin, nisasta, sodyum aljinat ve etil seliiloz yaygin olarak

kullanilmaktadir (Bhalereo ve Wang, 2018 ve Kim, 2004).

Ayrica timol ile benzer yap1 gosteren esansiyel yag kaynakli monoterpenlerin
kapsiillenmesinde, maltodekstrin, siklodekstrinler, polilaktik asit (PLA), kitosan,
Arabistan zamki1 polimerlerinde de yararlanilmaktadir (Marques, 2010; Martins ve

ark., 2011; Martins ve ark., 2014 ve Souza ve ark., 2014).

KSS tasarlanirken hedeflenen etkinlik bakimindan salimin gergeklestirilecegi
ortam, salimin tipi-hizi-stiresi, hedef tiir dis1 canlilar bakimindan sistemin
biyouyumlulugu, segilecek hazirlama yonteminin, kabuk materyali olan polimerler
ve yontemde kullanilan diger kimyasallar degerlendirilmesi gereken temel konular
olup, kullanilan teknik ve polimerlere bagl olarak farkli diizeyde verimlerle timol
kapsiillemesi ve salim1 gercgeklestirilebildigi bildirilmektedir (Bhalereo ve Wang,

2018).

Istenilen amaca uygun bir KSS gelistirilmesinde, etkin madde saliminmn
istenilen dozda yine istenilen siire boyunca devam edebilmesi igin sisteme yeterli
diizeyde etkin madde yiiklenmesi ve sistemin istenmeyen dis etkilere karsi
uygulama alaninda yeterli stire kalabilmesi i¢in denemeler yapilmakta olup, ayrica
karakterizasyon, morfolojik yapi, farmasoétik kalite ve stabilite 6zellikleri ile in vitro
salim ozellikleri incelenmektedir (Moretti ve ark. 2002; Souza ve ark., 2014 ve Zhu
ve ark., 2019).
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Literatiirde timoliin basari ile KSS’ne uygulanabildigi (Ayala-Zavala ve ark.,
2010; Kaur ve ark., 2018; Martins ve ark., 2012 ve Zamani ve ark., 2015) ayrica

¢ogunlukla sivi ortama salim gergeklestirildigi bildirilmektedir.

Literatiirde, gidalarin raf dmriiniin uzatilmasi amagli timoliin hava ortamina
salimi i¢in ambalaj materyali gelistirme galismalarinda KSS’nden yararlanildigi
bildirilmektedir (Liu, 2016).

1.6. Timol Sahm Diizeyinin Olgiilmesi i¢cin in vitro Salim Sistemi

In vitro testler, ilaglarin popiilasyonlarda kullanmaya ge¢meden &nce
Ozelliklerini aragtirmak ve gelistirmek amaciyla yogun olarak kullanilan
yontemlerdir. In vitro testler daha diisiik maliyetlerle ve daha kisa siirelerde, non
invaziv ve basit tekniklerle gerceklestirilebilmeleri yaninda, in vivo testler igin 6n
goriisel deger tasima ve hatta belirli kosullarda onlarin yerini tutabilme 6zelliklerine

sahiptir (Kayaalp, 2007).

Akarisidal amagla timoliin kolonilere uygulamasi sonrasi1 farmakolojik ve
toksikolojik etkileri {izerine, Kkolonilerdeki biyolojik ve biyolojik olmayan
kompartimanlarin varligi, nitelik ve niceligi ile biyolojik kompartimanlardaki
beslenme, tireme gibi dinamik siirecler ve gevresel kosullar etkili olabilmektedir
(Bogdanov ve ark., 1998; Floris ve ark, 2004; Gashoutl ve Guzman-Novoa, 2009;
Martel ve Zeggane 2002 ve Sanchez ve ark., 2021).

Bal aris1 kolonilerinin yasam alani olan kovanlar dogada farkli cevresel
kosullara maruz kalmaktadir. Bu asir1 yiiksek ya da diisiik sicaklik, kuraklik gibi
zorlu gevresel kosullara karsi, kovanda besin depolanmasi ve kulucka goézlerinde
yavru yetistirilmesi ile koloni devamliligi i¢in hayati Onemli gdrevlerin
stirdiiriilebilmesi adina sicaklik, nem, oksijen ve karbondioksit diizeylerinin hassas

dengesinin korunmasi gerekmektedir. Bal aris1 kolonilerinde isci arilar tarafindan

19



temelde kovan igindeki havanin degisiminin saglanmasi yoluyla yapilan
faaliyetlerle bu dengenin bir dereceye kadar korunmasi saglanabilmektedir (Cetin,
2004; Fragkou ve Stevenson, 2012; Meikle ve ark., 2017; Southwick ve Moritz,
1987, ve Sudarsan ve ark., 2016).

Arilarin normal faaliyetlerini siirdiirebilmeleri i¢in uygun kovan i¢i sicaklik,
21T ile 35 C arasinda degismektedir. Kulugka gozlerinde yavru biiyilitme 33-34C
de gerceklesmektedir. 10 C altindaki ve 36 C iizerindeki sicakliklar arilarin iireme
ve besin toplama gibi faaliyetlerini durdurmaktadir. Arilar 10 ‘C civarinda u¢gma
yeteneklerini kaybetmeye baglamakta, 7 C ise tamamiyla hareketsizlesmektedirler
(Cetin, 2004). Meikle ve ark. (2017), farkli koloniler ile farkli bolgelerde Sonbahar,
Kis ve ilkbahar Aylarinda ¢evre ve kovan sicakliklarini takip ettikleri
calismalarinda c¢evre sicakligina bagl olarak kovan i¢i sicakliklarin 10-35 °C
araliginda degistigini bildirmektedirler. Farkli ar1 wrklar ile yaptiklart ¢alismada
Toledo ve Nogueire-Couto (1999), benzer sonuglar bildirmektedirler.

Kolonilerde bagil nemin, arilar tarafindan hava akimi olusturularak %40 ila
%60 araliginda tutulmaya ¢alisildigi bildirilmektedir (Fragkou ve Stevenson, 2012
ve Meikle ve ark., 2017).

Timoliin saf toz haliyle veya vermikiilit igerisinde kolonilere uygulandiginda
akarisidal etkinliginin ¢evre sicakligi ile pozitif yonde ve nem ile negatif yonde
korelasyon gosterdigi bildirilmektedir (Emsen ve ark., 2011). Bir basgka caligmada
(Zhu ve ark., 2019) 25 °C sicaklikta %50 nem ve %90 nem diizeylerinde timol
siiblimlesmesi oranlar1 arasinda yaklasik %350 oraninda farklihk bulundugu

bildirilmektedir.

Arilarin, kolonilerinin devamliliginda ¢ok 6nemli olan kovandaki sicaklik,
nem ve karbondioksit diizeylerini kontrol etmek i¢in yine kovanlarini
havalandirdiklar1 bilinmektedir. Arilar antenlerinde bulunan karbondioksit

reseptorleri ile havadaki degisimleri algilayabilirler ve kovan i¢i karbondioksit
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diizeyi %1’ e ulastiginda kovan giris deliginde kanat hareketleriyle hava degisimi
yaparak normal seviyelere (normal atmosferik karbondioksit seviyesindeki %0,04)
indirmek i¢in tepki verirler (Sudarsan ve ark., 2016). Bal arilarinin, kovan igi hava
dengesini saglamak i¢in kanatlarini ¢irpma vasitasiyla omurgalilardaki nefes verme
ve nefes alma davranislarina benzer diizenli bir havalandirma sistemi olusturdugu
goriilmektedir. Nefes alma etkinligi 22-30 saniye arasindaki kisa dongiiler halinde
gerceklesmekte ve kovanda giin i¢indeki normal ventilasyon ortalama 0,42 + 0,01

L/dk olarak ger¢eklesmektedir (Southwick ve Moritz, 1987).

Timoliin farmakolojik olarak kolonilerdeki biyolojik ve biyolojik olmayan
kompartimanlardaki varligi, kalicilig1 ve dagilim durumu bakimindan bakildiginda;
akarisidal amagli 30 g timol igeren bir formiilasyon uygulanan bir ¢aligmada,
sagaltim sirasindaki timol varligi biyolojik kompartimanlarda sirasiyla 368
ng/larva, 349 ng/prepupa, 634 ng/pupa, 1767 ng/eriskin ar1 diizeylerinde, biyolojik
olmayan kompartimanlarda sirastyla 1034 pg/kg bal, 1576 pg/kg bal mumu, 1021
ug/kg polen diizeylerinde tespit edildigi, sagaltimdan ii¢ ay sonrasi yapilan
kontrollerde biyolojik kompartimanlardaki timol varliginin erigskin arilarda %69,
larva, prepupa ve pupada %90 iizerinde azaldigi, bal mumu ve balda ise sirasiyla
%17 ve %I15 diizeyinde azaldigi ve kaliciligmin yiiksek diizeyde oldugu
bildirilmektedir (Sanchez ve ark., 2021).

Timol gibi siiblimlesen kimyasallarin yeterli akarisidal etkinlik ve hedef
hayvan tiiri bakimindan giivenilirlik saglayabilmeleri i¢in kovan i¢i hava ortaminda
belirli bir konsantrasyonda yeterli siirede kalmalar1 gerekli olup kimyasal maddenin
fizikokimyasal 6zellikleri yaninda kovan i¢i dinamik siireglerin de dahil edilmesi
gerekmektedir. Bu sebeple Imdorf ve ark. (2006), in vitro sartlarda kimyasal
maddeler ve formiilasyonlar bakimindan doz belirleme igin olusturduklar1 deney
tasarimina, kimyasallarin atiliminda etkili olan kovan i¢i dinamilk siireglerden,
arillarin ventilasyon davranisi ile kolonilerini havalandirma durumunu yansitmak

icin bir hava akimi diizenegi kullandiklar1 goriilmektedir.
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1.7.  In vivo Akarisidal Etkinlik-Hedef Tiir Tolerans Diizeyi
Belirleme Cahsmalari

Siirdiiriilebilir akar kontrolii i¢in basarinin yolu, akar ve ar1 popiilasyon
dinamiklerinin yakindan takip edilerek uygun bir zamanda akarisidal miicadeleye
baslanmasindan gegmektedir. Yaz mevsimi sonlar1 ve sonbahar mevsimi basindaki
donemler, kolonilere bal ve polen akisinin azaldigi, kisa Omiirlii yaz arilarinin
yerine uzun Omirli kis arilarmin yetistirildigi ve koloniler arasi soygun
davraniglarindaki artig sonucu akar enfestasyonu bir koloniden digerine kolaylikla
yayilabildigi donemlerdir. Belirtilen nedenlerle uygun zamanlama ile yapilacak
akar miicadelesi bir sonraki yetistirme donemine kadar koloninin hayatta kalmasi

icin ¢ok onemlidir (Blacquiére ve ark., 2017).

Timol etkin maddesi igeren ticari akarisidal ilaglarin uygulama dokiimanlari
incelendiginde; yiiksek akarisidal etkinlik elde edebilmek adina ¢evre sicakliginin
15 °C iizeri oldugu ge¢ yaz doneminde uygulama yapilmasi dnerilmekte diger
yandan gerekli durumlarda 15 °C iizeri oldugu ilkbahar doneminde de uygulama
yapilabilecegi bildirilmektedir. Daha diisiik ¢evre sicakliklarinda kolonilerde kig
salkimi olugmast nedeniyle yapilacak uygulamanin ana ar1 Oliimiine sebep
olabilecegi (Anon, 2018a), ¢evre sicakligi 30 °C’yi (Anon, 2014a ve Anon, 2020a)
astig1 durumlarda ise arilarda ajitasyon, kagisma (Anon, 2018a), kulugka ve yetiskin
arilarda 6liim orani artisina (Anon, 2014a) sebep olabilecegi i¢in bu zamanlarda

uygulama yapilmamasi gerektigi belirtilmektedir.

Varroosis miicadelesinde kullanilan kimyasallar igin in vivo kosullarda bal
aris1 kolonilerinde gerceklestirilecek ¢aligsmalar i¢in uluslararasi ilag otoritelerinden
biri olan Avrupa Ilag Ajansi (EMA) tarafindan, arilarda Varroa destructor
enfestasyonu kontrolii amaciyla kullanilan veteriner tibbi {iriinler i¢in etkinlik ve
hedef hayvan giivenliginin arastirmalar1 hakkindaki bir rehberde yapilacak
arastirmalarin Doz Titrasyon-Doz Dogrulama ve Akarisidal Etkinlik-Hedef Tiir
Tolerans Diizeyi Calismalar1 seklinde iki asamada gerceklestirilebilecegi

belirtilmektedir (Anon, 2021a).
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Bunun yaninda in vivo akarisidal etkinlik-hedef tiir tolerans diizeyi
caligmalarinin  siirdiiriilebilirligi ve elde edilen verilerin giivenilirliginin
artirtlmasi bakimindan ¢alismalara baslamadan once kullanilacak kolonilerin
pestisit maruziyetleri ve nosemosis enfestasyonu bakimindan mevcut saglik
durumlarinin kontrol edilerek uygun kolonilerin se¢iminin saglanmasini 6neren

bilimsel tavsiyeler bulunmaktadir (Meikle ve ark., 2017).

Arn kolonilerinde nosemosis, Nosema spp. tiirii parazitler tarafindan ergin
bal arilarinda olusturulan, bulasici bir sindirim sistemi hastaligidir (Anon, 2014b).
Ar1 basina yiiksek diizeyde Nosema spp. spor miktarlarinin tespitinin, kolonideki
ar1 Olimleriyle net bir baglantis1 olmamakla birlikte, 1 milyon adet {izeri spor
saptanan kolonilerin saglik bakimindan endise verici durumda olduklar

bildirilmektedir (Mortensen ve ark., 2019).

1.8. Bal ve Bal Mumunda Timol Kalintisi Olusumu ve Kalinti
Diizeyleri

Ar1 hastaliklarinin kontrolii ve sagaltiminda kolonilere uygulanacak kimyasal
maddelerin eriskin ve kulugkadaki i¢in onerilen dozlarda zararli olmamasi, bal ile
bal mumu gibi iriinlerde kalite ve tiiketici saglig1 bakimindan zararli olabilecek

diizeylerde kalint1 birakmamasi gereklidir (Imdorf ve ark., 1999).

Timol maruziyetinin bal arilar1 {lizerindeki etkileri bakimindan; 24 saat
maruziyet sonrasi ana ar1 igin 3240 pg/g (583,2 pg/ana ar1) ve is¢i arilar ig¢in 524
ng/g (56,6 pgfisci arr) ODso degerleri tespit edildi (Dahlgren ve ark., 2012). Baska
bir ¢alismada (Gashoutl ve Guzman-Novoa, 2009) timol 0,75 mg/flakon dozunda
V. destructor i¢in %100 diizeyinde mortalitesi olusturmus olup, ODso degerleri akar
i¢in 56,1 pg, yetiskin bir is¢i ar1 igin 210,3 pg, ar1 larvasi igin 150,7 ug olarak tespit
edildi. Timolin varroosis miicadelesinde 5-15 pg/L arast kovan i¢i hava
konsantrasyonda akarlar tizerinde ¢ok etkili oldugu, 20 pg/L konsantrasyonunda

%090 oraninda ar1 6liimii sekillendirdigi bildirilmektedir (Imdorf ve ark., 1995).
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Timoliin kolonilerde kullanimi sonrasi ar1 tiriinlerinde olusturacagi muhtemel
kalintis1 ve tliketici sagligi bakimindan degerlendirildiginde, Avrupa Birligi
tarafindan timoliin grup II toksik olmayan bir veteriner ilac1 olarak kabul edildigi
ve MKL gerektirmedigi gorilmektedir (Anon, 2001; Anon, 2018c; Bogdanov,
1998; Mutinelli, 2003 ve Mutinelli, 2016). Timoliin insanlar i¢in giinliikk alim limiti
(ADI) 0,03 mg/kg viicut agirligidir (Anon, 2018c). Avrupa Birligi'nde gidalarda 50
mg/kg diizeydeki timol kalintis1 kabul edilebilir olmakla birlikte 2 mg/kg'dan daha
yiiksek diizeydeki kalintinin balin tadimi  degistirebilecegi bildirilmektedir
(Trouiller, 2004). Timoliin balda olusturdugu tat degisikligi i¢in sadece Isvigre’de
0,8 mg/kg olarak bir kalint1 limiti bulunmaktadir (Anon, 2001).

Kolonilere timol uygulamasi yapildiktan sonra bal ve bal mumu gibi aricilik
iiriinlerinde olusan timol kalint1 diizeylerinin arastirildig1 calismalarda: ApilifeVar®
adl1 akarisidal ilacin kolonilerde varroosis miicadelesi igin ardisik dort yil boyunca
yapilan sonbahar mevsimi uygulamalari ve takip eden ilkbaharda bal ve bal
mumunda olusturdugu timol kalintilar1 incelendiginde, balda ortalama 0,15 mg/kg,
bal mumunda ortalama 21,6 mg/kg diizeyinde kalint1 tespit edildi (Bogdanov ve
ark., 1998).

Floris ve ark. (2004), tarafindan ApilifeVar® ve Apiguard® adli timol igeren
akarisidal ilaglarin kolonilerde varroosis miicadelesi i¢in kullanim1 ve sonrasi bal
ile bal mumunda olusturdugu timol kalintilarin1 inceledikleri ¢alismalarinda, balda
timol kalintisinin ApilifeVar® igin 0,12 ila 4,03 mg/kg ve Apiguard® icin 0,40 ila
8,80 mg/kg arasinda degistigi, bal mumunda ApilifeVar® icin 21,6 mg/kg ve
Apiguard® icin 147,7 mg/kg timol kalintis1 sekillendigi tespit edildi. Her iki
formiilasyonun kolonilere uygulanmasimin ardindan iki haftalik siire¢ igerisinde
arilar tarafindan yaklasik %95'inin uygulama alanindan uzaklastirildig: bildirildi.
Timoliin lipofilik yapisi nedeni ile baldan ziyade bal mumunda birikmeye daha

yatkin oldugu ancak bekletme ile bal mumundaki timol miktarinin azaldigi tespit

edildi (Bogdanov ve ark., 1998 ve Floris ve ark., 2004).
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Bal ve bal mumunda olusan timol kalinti diizeylerinin Ol¢iimii igin
kullanilan numune hazirlama ve analitik Ol¢glim metotlar1 incelendiginde;
kolonilerden alinan bal ve bal mumu numunelerine bir takim 6ziitleme islemleri
uygulandigr ardindan gaz kromatografi (Bogdanov ve ark., 1998 ve Floris ve ark.,
2004) ya da sivi kromatografi (Martel ve Zeggane, 2002) tekniklerine dayali

analitik metotlarla 6l¢iimlerin yapildig1 goriilmektedir.

Gaz kromatografi ile sivi kromatografi analitik metotlarinin sunmus
olduklar1 ozellikler yapilacak c¢alisma amacina uygunlugu bakimindan
degerlendirildiginde, s1vi kromatografik metotlarin pratiklik, kisa analiz siiresi ve
timol tat kalintis1 limitlerinde tayin yapilabilmesi igin yeterli diizeyde hassasiyet

sunmast avantajlarinin (Martel ve Zeggane, 2002) oldugu goriilmektedir.

Bu ¢alismada, timoliin biyouyumlu oldugu bildirilen polimerler ve hidrojel
teknigi ile olusturulan KSS’nin varroosis miicadelesinde kovan ici hava ortamina
timol salim1 yoluyla kullanimi, sistemin olusturdugu akarisidal etkinlik, hedef tiir
arilarda tolerans diizeyleri ve bal ile bal mumunda timol kalinti diizeyleri
bakimindan timol icerikli referans ilagla karsilastirilmasi, timoliin varroosis
miicadelesinde KSS ve mevcut timol igerikli ilaglar ile yapilan uygulamalari

arasinda olasi fark ve diizeyinin arastirilmasi amaglandi.

25



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Timol Tayini I¢in Analitik Metot Gelistirme ve Metodun Gegerli
Kilinmasi

Kontrollii salim sistemlerinin, kalite 6zelliklerinin belirlenmesi ve optimize
edilmesi, in vitro salim ¢alismalarinda doz olgiimleri, raf 6mrii stabilitesinin takip
edilmesi, bal, bal mumu gibi matrikslerde timol kalintisinin tayini i¢in yapilan
Olclimlerin dogru ve kesin ve tekrarlanabilir olabilmesi adina kullanilacak analitik
metodun gegerli kilinmasi1 gerekmektedir. Veteriner tibbi trtinler ile ilgili sivi
kromatografi temelli analitik metotlarin gegerli kilinmasi igin gereken sartlarin
belirtildigi Veteriner Tibbi Uriinler Igin Teknik Gerekliliklerin Uluslararasi
Uyumlastirma Konseyi (VICH) tarafindan yayimlanan kilavuz (Anon, 1998) ve
analitik metotlarda kullanilan ¢ozeltilerin stabilitesi ile ilgili yapilacak ¢aligmalar
hakkkinda bilgi veren Uluslararasi Beseri Kullanima Yonelik Farmasotiklerin
Teknik Gerekliliklerini Uyumlastirma Konseyi (ICH) tarafindan yayimlanan
kilavuzlar (Anon, 1995 ve Anon, 1996) temel alinarak ilgili analitik metodun

gecerli kilinmasi planlanda.

2.1.1.  Timol tayini icin analitik metot gelistirme ¢alismasi

Tiim kromatografik analizler yliksek basingli sivi kromatografi cihaz1 ve
diyot sirali dedektor (HPLC-DAD) (Thermo Scientific, Dionex Ultimate 3000)
sistemi ile Chromeleon 7.2.9 (Thermo Scientific) yazilimi aracihigr ile
gerceklestirildi. Analitik ayrim ters faz C18 (ACE 5 C18, 250x4,60 5 n) kolon ve
C18 koruyucu 6n kolon (Phenomenex Security Guard 4x20 mm) ile saglandi.
Numune ve standart ¢oziindiirme, seyreltme asamalarinda vorteks (Heidolp
multireax), ultrasonik banyo (lIsolab), santrifiij (Hettich), sicak su banyosu

(Memmert), Kati faz 6ziitleme manifoldu ve vakum pompasi (Thermo Scientific)
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kullanildi. Numune hazirliginda ayrica siringa ucu filtre PTFE 0,45 um (Isolab),
kat1 faz 6ziitleme kartusu (SPE) (SiliaPrep™, SPE-R00230B-03P) kullanildi.

Referans standart ve kimyasal madde; timol referans standardi (%99,6
saflik, Dr. Ehrenstorfer), p-Cumenol referans standardi (%99,6 saflik, Dr.
Ehrenstorfer), timol teknik kalite standart (%99 saflik, Sigma-Aldrich), asetonitril
(HPLC grade, Sigma-Aldrich), metanol (HPLC grade, Merck), N metil 2
pirrolidon (Teknik kalite, BASF), aycicek yagi (Gida kalitesi, Yudum) ve distile

su kullanild.

Cozuciilerin Hazirlanmasi: HPLC Kkalitesinde saf asetonitril ve bundan

distile su ile hazirlanan %80 safliktaki asetonitril ¢ozeltisi kullanildi.

Standartlarin hazirlanmasi:

Stok p-cumenol internal standart ¢6zeltisi hazirlanmasi: 10 pg/mL
100 mL’lik balon jojeye yaklasik olarak 10 mg tartilan p-cumenol standardi
asetonitril ile 100 mL hacme tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1 mL alinarak 10 mL balon
jojede %80 asetonitril ile 10 mL hacme tamamlandi. 1000 rpm hiza ayarli mekanik

karistiricida 20 dk siire ile ¢oziinmesi saglandi.

Stok timol standart ¢ozeltisi-1 hazirlanmasit: 10 pg/mL
100 mL’lik balon jojeye yaklasik olarak 10 mg tartilan timol standard: asetonitril
ile 100 mL hacme tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1 mL alinarak 10 mL balon jojede
%80 asetonitril ile 10 mL hacme tamamlandi. 1000 rpm hiza ayarli mekanik
karistiricida 20 dK siire ile ¢oziinmesi saglandi. Bu sekilde elde edilen stok timol
calisma standardindan (1 mg/mL) kalibrasyon egrisi olusturmak i¢in, kor; 0,25;
0,5; 1; 2,5; 5; 10; 15 pg/mL oranlarina santrifiij tiiplerinde %80 asetonitril

cozeltisi kullanilarak seyreltildi.

Stok timol standart ¢ozeltisi-2 (500.000) pg/mL hazirlanmasi: 10 mL’lik
balon jojeye yaklasik olarak 5 g timol standardi tartild1 ve aygicek yagr ile 10 mL
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hacme tamamlandi. Ultrasonik banyoda 20 dK siire ile ¢oziinmesi saglandi. Tim
standartlar, 0,45 um PTFE (isolab) siringa ucu filtre ile siiziilerek cam viallere
alind1 ve HPLC-DAD ile analiz edildi.

Numunelerin hazirlanmasi:

Referans ilag numunesi hazirlama; mekanik karistirici ile homojenize edilen
Tarim ve Orman Bakanlig1 tarafindan pazarlama izinli bal arilarminn varroosis
miicadelesinde kullanilan ve igeriginde 12,5 g timol igeren ila¢ numunesinden
yaklasik 10 mg timol etkin maddesini i¢erecek sekilde (yaklasik 40 mg) hassas
terazi ile tartilarak 10 mL’lik balon jojeye aktarildi, balon joje 10 mL hacme kadar
%80 asetonitril ¢oziiciisti ile tamamlandi. Ardindan stok referans ilag ¢alisma
¢ozeltisinden 0,1 mL alinarak 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve 10 mL hacme

kadar %80 asetonitril ¢oziiciisii ile tamamlandi.

Hidrojel numunesi hazirlama; bir bistiiri yardimiyla mekanik olarak kiigiik
parcalara ayrilan hidrojelden yaklasik 10 mg timol etkin maddesini igerecek
sekilde (yaklasik 40 mg) hassas terazi ile tartilarak 10 mL’lik balon jojeye
aktarildi ve 10 mL hacme %80 asetonitril ¢6ziiciisii ile tamamlandi. Ardindan 70
°C sicakliktaki su banyosunda 1 saat bekletildi. Oda sicakligina kadar
sogutulduktan sonra hidrojel stok ¢alisma ¢6zeltisinden 0,1 mL alinarak 10 mL’lik
balon jojeye aktarildi ve balon joje 10 mL hacme kadar %80 asetonitril ¢oziiciisii

ile tamamlandu.

Havadan 6ziitlenen timol numunelerinin hazirlanmasi: ¢alisma kapsaminda
in vitro salim denemeleri igin olusturulan sistemde klimatik kabin igerisinde
bulunan, polipropilenden imal edilmis bir kovan i¢inden vakum pompasi
vasitastyla 0,42 L/dk (+0,01) hava akis debisiyle vakumlanarak, icerisinde 500
mL hacimde %10 n metil 2 pirolidon ¢ozeltisi ve 2 pg/mL diizeyinde internal
standart olarak p-cumenol etkin maddesi bulunan ardisik 3 adet gaz yikama
sisesinden gecirilen kovan i¢i havada bulunan buhar haldeki timoliin gaz yikama

siselerindeki ¢ozeltide tutulmasi ve timolden arindirilan havanin tekrar kovana
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geri verilmesi seklinde kapali sistem bir hava dongilisii saglandi. Coziicii
tuzaklarinda tutulan timol etkin maddesinin olusturdugu konsantrasyonlarin tayini
icin gaz yikama sisesinden HPLC-DAD sistemi enjeksiyon hattina peristaltik
pompa araciligi ile kapali sistem bir ¢oziicii donglisii saglandi. HPLC-DAD
sisteminde olusturulan enjeksiyon listesi ile verilen komutlar sonucu siirekli
¢oziicii akig1 gergeklesen enjeksiyon hattindan 144 dk araliklarla 20 pl miktarda
numune HPLC-DAD sistemine enjekte edildi ve gaz yikama siselerinde olusan

timol etkin maddesi konsantrasyonlarinin kiimiilatif tayini saglandi.

Bal numuneleri hazirlama; 2,5 g bal 50 m’lik polipropilen santrifiij tiiplerine
tartildi ve iizerine 7 ser mL distile su eklendi. Uzerine 10 pg/mL p-cumenol
konsantrasyonlu internal standart ¢ozeltisinden 1 mL eklendi. 1000 rpm hiza
ayarli mekanik karistiricida 20 dk siire ile homojen ¢ozelti haline gelmesi
saglandi. 6 mL metanol ve 6 mL su ile aktive edilen kati faz 6ziitleme kartusundan
(SiliaPrep™, SPE-R00230B-03P) numuneler gegirildi. SPE kartuslar ardinda 6
mL su ile tekrar yikandi ve son olarak kartuslardan 1 mL metanol gegirilerek
stiziinti 10 mL hacimli balon jojelere aktaridi. Balon jojeler %80 asetonitril
¢ozeltisi ile 10 mL hacme tamamlandi. Elde edilen ¢ozelti 0,45 pum filtreden

gegirilerek cam viallere alindi ve HPLC-DAD ile analiz edildi.

Bal mumu numuneleri hazirlama; 2,5 g bal mumu 50 mL’lik polipropilen
santrifiij tiiplerine tartildi ve her bir tiipe 12,5 mL n hekzan ¢oziiciisii eklendi.
Uzerine 10 pg/mL p-cumenol konsantrasyonlu internal standart ¢ozeltisinden 1
mL eklendi. 1000 rpm hiza ayarli mekanik karistiricida 20 dk siire ile homojen
¢ozelti haline gelmesi saglandi. Ardindan — 10 °C 4000 devir 10 dk siire ile
santriflij edildi. Olusan tist fazdan 1 mL alinarak 10 mL’lik balon jojelere aktarild:.
Balon jojeler %80 asetonitril ¢ozeltisi ile 10 mL hacme tamamlandi. Elde edilen
¢ozelti 0,45 um filtreden gegirilerek cam viallere alindi ve HPLC-DAD ile analiz
edildi.
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Kromatografik kosullar: Mobil faz akisi, A hattindan %75 asetonitril, B
hattindan %25 su oraninda ve 1 mL/dk hizda izokratik akis olarak ayarlandi.
Tespit dalga boyu 277 nm, kolon firini sicaligi 25 °C, numune enjeksiyon hacmi
20 pL, analiz siiresi 7 dk olarak ayarlandi. Mobil faz, sisteme verilmeden 6nce 20
dk boyunca ultrasonik banyoda degaze edildi. Ardindan vakum yardimu ile 0,45

um filtreden gecirilerek siiziildii.

2.1.2.  Analitik metodun gecerli kilinmasi ¢alismalari

Analitik metodun gegerli kilinmasi galismasinda VICH kilavuzu (Anon,
1998) uyarinca; secicilik, dogruluk, kesinlik, tespit limiti, kantitatif limit,
dogrusallik, aralik, saglamlik ve sistem uygunluk parametreleri ile ICH kilavuzu

(Anon, 1995 ve Anon, 1996) ¢ozelti stabilitesi parametreleri ¢aligildi.

Secicilik; uygulanan analitik metodun 6zel olarak sadece etkin maddenin
miktarmi 6lgmede gosterdigi hassasiyet derecesidir. Burada analitik prosediiriin
hedeflenen amacina bagli olarak uygulanan islem, analitik metotta kullanilan
kimyasallar1 temsilen kor numunesinin, hidrojelde kullanilan etkin madde disindaki
diger maddeleri temsilen plasebonun, timol Oziitlemesinin yapildigi diger
matriksler olan kovan i¢i hava, bal, bal mumu numunelerinin ve timol etkin
maddesi ile yapisal agidan yakin iliskili olarak p-cumenol (Hajimehdipoor ve ark.,
2010) ile etkilesimlerinin, test metodunun kontrol konsantrasyonu olan 10 pg/mL
ile birlikte karsilastirilmasi prensibine dayanmaktadir. Ilgili matrikslerin HPLC-
DAD sistemine enjeksiyonlar1 gergeklestirildi ve alikonma zamanlar1 bakimindan

etkilesim durumlari incelendi.

Kesinlik:  Sistemin tekrarlanabilirligi, bir analitik metodun, aym
laboratuvarda, ayni analist ve cihaz ile arka arkaya kisa bir zaman diliminde
uygulanabilmesi ile alinan birden fazla test sonucunun birbirlerine yakinlik

derecesinin Ol¢iilmesi prensibine dayanir.
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Sistemin tekrarlanabilirligi analizi i¢in; kontrol konsantrasyonunda (10
ug/mL) hazirlanan standart soliisyonundan HPLC-DAD sistemine arka arkaya 10
enjeksiyon yapildi. Enjeksiyonlar sonrasi elde edilen alan degerlerinden %RSD
hesaplandi. Sistem tekrarlanabilirlik parametresi igin kabul kriteri geregi,
hesaplanan %RSD degeri < 2 olmalidir (Anon, 2020Db).

Metodun Tekrarlanabilirligi: Burada yapilan c¢alisma; ayr1 ayri hazirlanan
standart ve numune soliisyonlarmin analiz sonuglarimin birbirlerine yakinlik
derecesinin Olgiilmesi prensibine dayanir.  Standart ¢dzeltisi, hidrojel numunesi
ve referans ilag numunelerinden kontrol konsantrasyonunda (10 pg/mL ) ayr1 ayr
6 adet ¢ozeltiler hazirlandi1 ve her birinden 3 kez enjeksiyon yapildi. Bu ¢alisma
sonunda her bir enjeksiyona karsilik gelen pik alanlarina goére etkin madde
miktarlar1 ve enjeksiyonlar arast %RSD hesaplandi. Burada hesaplanan %RSD

degeri < 3 olmalidir (Anon, 2020b).

Laboratuvar i¢i ftretilebilirlik (ara kesinlik/ intermediate precision);
laboratuvar igi tretilebilirlik, ¢caligma yapilan 6rnegin analiz sonuglarmin gesitli
varyasyonlara gore degismediginin gostergesidir. Bu ¢alismada, referans timol
preparati 10 pg/mL konsantrasyonunda farkli 2 giinde, farkli 2 analist tarafindan
hazirlanarak farkli 2 HPLC cihaziyla analiz edildi. Analiz sonuglarinin %RSD
degeri < 2 olmalidir (Shabir, 2004).

Dogrusallik; bir analitik metodun dogrusalligi, degisik konsantrasyonlarda
analit icerecek sekilde hazirlanan numunelere ait analiz sonuglarinin konsantrasyon
ile dogru orantili olmasidir. Dogrusalligin olusturulmasi i¢in en az 5 konsantrasyon

onerilmektedir (Anon,1998).

Calismada timol konsantrasyon dlglimleri igin balda 0,8 mg/kg kalinti limiti
(Bogdanov ve ark., 1998), havadaki timol konsantrasyonu sagaltim penceresi i¢in
5-15 ug/L kovan ig¢i hava limitleri bulunmaktadir. Teorik olarak numunelerde

karsilagilmast 6n goriilen bu degerleri kapsayacak sekilde, timol standart
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maddesinden 0,25; 0,5; 1; 2,5; 5; 10; 15 ug/mL konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler
hazirland1 ve 3’er defa HPLC-DAD sistemine enjeksiyon yapildi. Burada pik
alanlarinin oranlarina kars1 konsantrasyon pilot egrisi ¢izdirilerek hesaplanan

korelasyon katsayisi en diistik kabul sinir1 0,995 dir (Anon, 2020b).

Tespit Limiti-Hesaplama Limiti (LOD-LOQ); tespit limiti, bir numunedeki
tespit edilebilen ancak belirtilen deney kosullar1 altinda nicel olarak olciilmesi
gerekmeyen en diisiik analit miktari, hesaplama limiti ise bir numunedeki uygun
kesinlik ve dogrulukla nicel olarak belirlenebilen en diisiik analit miktar1 olarak
tanimlanmaktadir (Anon,1995). Tespit ve hesaplama limiti hesaplamasi, gorsel
degerlendirme ile, S/N oranina dayali yaklasimla, ve kalibrasyon egrisi verilerinin
regresyonu ile hesaplanabilmektedir (Shrivastava ve Gupta, 2011). Tespit edilen bu
teorik limitlerin dogrulamasi i¢in hesaplanan LOQ seviyesinde hazirlanan standart
HPLC-DAD sistemine 6 kez enjekte edildi ve Olgiilen alan degerleri arasinda ki
RSD degerinin %10 dan fazla olmamasi kriterine gore degerlendirildi (Shabir,
2004).

Aralik (sinirlar/range); dogrusallik parametresinde ¢aligilan konsantrasyonlar
araligi da kapsamaktadirlar. Bu sebeple aralik parametresi normal olarak
dogrusallik ¢alismalarindan tiiretilebilmektedir. Analitik prosediiriin, belirtilen
araliginin icinde veya disinda kalan miktarlarda analit igeren numunelere
uygulandiginda kabul edilebilir derecede bir dogrusallik, dogruluk ve hassasiyet
sagladigini kanitlamak icin arastirilir. Bir ilag etkin maddesinin veya bitmis {iriiniin
miktar tayini i¢in, en az test konsantrasyonunun %80 ila %120's1 aralik parametresi
i¢in ¢aligilmaktadir. Aralik calismasinda 10 pg/mL kontrol konsantrasyonu (%100)
icin %80-%120 konsantrasyonlari igin elde edilen timol konsantrasyon alanlari

%RSD degerleri < 3,0 olmalidir (Shabir, 2004).

Dogruluk; bir analitik metodun dogrulugu, arastirilan analit i¢in elde edilen
test sonuglarinin gercek degere olan yakinligidir. Dogruluk ya da diger bir deyisle

geri kazanim ¢alismasi, bilinen konsantrasyonlarda analitin plasebo ya da kor
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matrikslere uygulanmasi ve hemen ardindan yapilan analizler sonucu elde edilen
verilerin karsilastirilmasi ile hesaplanmaktadir. Bu ¢alismada timol analiti miktar
tayini hesaplamasinda dogruluk ya da diger bir deyisle geri kazanim c¢aligmasinin
gergeklestirilmesi i¢in; hidrojelde kullanilan etkin madde disindaki diger maddeleri
temsilen plaseboya, salimin ger¢eklestirildigi ortam olan kovan i¢i havaya ve kalinti
miktarlarinin arastirilacagi bal, bal mumu matrisklerine bilinen konsantrasyonlarda

timol etkin maddesi yiliklemesi yapildi.

Bitmis iiriin olarak degerlendirilen hidrojelin, 10 ug/mL igin, en az %80-
120'si araligini igeren diizeyinden yola ¢ikilarak 3 noktada (%80, %2100 ve %120)
9 6l¢tim yapild1 (Anon, 1998 ve Anon, 2020Db).

In vitro ortam kovan i¢i hava numunesinin geri kazanimi i¢in; hedeflenen 5-
15 ng/L kovan igi hava sagaltici doz araligindan yola ¢ikilarak 144 dk boyunca 0,42
L/dk 6rnekleme siire ve debisi gbz Oniine alindiginda 500 mL hacimli gaz yikama
sisesinde teorik olarak tutulmasi beklenen konsantrasyonlar bakimindan bir
degerlendirme yapildi. Bahsedilen sagaltic1 doz orta noktasi olan 10 pg/L hava
konsantrasyonundan hareketle, in vitro salim her 6rnekleme ve analiz noktasi igin
144 dk siire ve 0,42 L/dk debi ile 500 mL hacimde teorik olarak %100 geri
kazanimla 1,2096 ug/mL timol konsantrasyonuna sahip %10 1 metil 2 pirrolidon
¢ozeltisi olusacaktir. Bu bilgi dogrultusunda in vitro salim geri kazanimi igin alti
noktada (0,25; 0,5; 1; 5; 10; 20 pg/mL) 18 dl¢tim ile geri kazanim ¢aligsmasi yapildi
(Anon, 2016a).

Kor oldugu bilinen bal ve balmumu numunelerine, 0,8 mg/kg balda kalintt
referans miktari i¢in, en az %80-120'si araligini igeren diizeyinden yola ¢ikilarak
dort (Floris ve ark., 2004) noktada (0,25; 0,5; 1 pg/mL) 9 ol¢iim, yapilarak
gerceklestirildi.

Bu bilgiler dogrultusunda calismada dogruluk parametresi, timol miktar

tayini gergeklestirilecek tiim numuneler bakimindan geri kazanim limitlerine
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uygunlugu degerlendirildi. Bitmis iiriin olarak degerlendirilen hidrojel igin
Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan %95-105 aralig
olarak (Anon, 2020b), kovan i¢i hava numunesi, bal ve balmumu numunelerinde
olusturulan yiikleme diizeyleri (100 pg/kg-10 mg/kg) dikkate alindiginda ise Resmi
Tarim Kimyagerleri Dernegi (AOAC) (Anon, 2016b) rehberine gore %80-110
araligi olarak limitler belirlendi. Yiizde geri kazanim orani her konsantrasyon

diizeyi i¢in ayr1 ayr1 asagidaki esitlik ile hesaplandi.

) Test sonucu bulunan konsantrasyon
Geri kazanim (%) = x 100
Gerc¢ek Konsantrasyon

Dogruluk kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmast:

Stok p-cumenol internal standart ¢ozeltisi (10 pg/mL) hazirlanmasi; 100
mL’lik balon jojeye yaklasik olarak 10 mg tartilan p-cumenol standardi saf
asetonitril ile 100 mL hacme tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1 mL alinarak 10 mL balon
jojede %80 asetonitril ile 10 mL hacme tamamlandi. 1000 rpm hiza ayarli mekanik

karistiricida 20 dK siire ile ¢ozlinmesi saglandi.

Stok timol standart ¢ozeltisi-1 (10 pg/mL) hazirlanmasi;100 mL’lik balon
jojeye yaklasik olarak 10 mg tartilan timol standard: saf asetonitril ile 100 mL
hacme tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1 mL alinarak 10 mL balon jojede %80
asetonitril ile 10 mL hacme tamamlandi. 1000 rpm hiza ayarli mekanik karistiricida

20 dk siire ile ¢dzliinmesi saglandi.

Stok timol standart ¢ozeltisi-2 (500 000 pg/mL) hazirlanmasi; 10 mL’lik
balon jojeye yaklasik olarak 5 g timol standardi tartild1 ve aygicek yagi ile 10 mL

hacme tamamlandi. Ultrasonik banyoda 20 dKk siire ile ¢6ziinmesi saglandi.

Hidrojel i¢in plasebo ve dogruluk kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmast:

Her bir dogruluk calisma noktasi i¢in 15 mL hacimli kapakli tiipler igerisine %10
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jelatin ¢ozeltisinden 5 mL konuldu. Plasebo numunesi igin timol igermeyen aygicek
yagindan 1 mL ve %80, %100 ve %120’lik dogruluk numuneleri i¢in stok timol
standart 2 ¢6zeltisinden sirastyla 0,8 mL, 1 mL ve 1,2 mL eklendi. Tiim numunelere
0,8 mL %12,5 glutaraldehit ¢ozeltisinden eklendi ve 1000 rpm devirde vorteks ile
2 dk boyunca calkalanarak ¢apraz baglamanin gerg¢eklesmesi saglandi. Bir gece
tipler icerisinde bekletilen hidrojeller daha sonra tiiplerden ¢ikarilarak 0,5 cm
kalinlikta diskler seklinde kesildi ve g¢apraz baglanmaya girmeyen jelatin ile
glutaraldehitin uzaklastirilmasi igin distile suyla 3 kez art arda yikandi. Elde edilen
diskler sirastyla 24 saat oda kosullarinda ve sonrasina ise 30 °C sicakliga ayarlanan
etlivde sabit agirliga gelene kadar kurutmaya birakildi. Kuruyan hidrojeller bistiirii
yardimiyla mekanik olarak kiiclik pargalara ayrildi ve 250 mL balon joje igerisine
alinarak tizerlerine 100 mL asetonitril konuldu. Balon jojeler 70 °C sicakliga ayarli
su banyosunda 1 saat bekletildi. Daha sonra sogumaya birakilan balon jojeler 250
mL hacme kadar asetonitril ile tamamlandi. Balon jojelerden 1 mL ¢6zelti alinarak
200 mL balon jojelere konuldu ve %80 asetonitril ¢ozeltisi ile 200 mL hacme
tamamlandi. Elde edilen ¢ozelti 0,45 um filtreden gecirilerek cam viallere alindi ve
HPLC-DAD ile analiz edildi. Tiim numuneler iicer kez enjekte edildi. 500 000
ng/mL timol konsantrasyonlu stok ¢ozeltiden 8 pg/mL, 10 pg/mL ve 12 pg/mL

timol konsantrasyonlu kalibrasyon diizeyleri olusturuldu.

Bal i¢in kér numune ve dogruluk kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi:
Literatiirde yer alan metotlardan (Bogdanov ve ark., 1998 ve Martel ve Zeggane,
2002) hareketle ve baz1 degisiklikler yapilarak calisma gerceklestirildi. Her bir
dogruluk ¢alisma noktast i¢in 2,5 g bal 50 mL’lik polipropilen santrifiij tiiplerine
tartild1 ve tizerlerine 7 mL distile su eklendi. Ardindan kor numunesi ve diger
kalibrasyon noktalar1 i¢in asetonitrilde hazirlanan 10 pg/mL p-cumenol
konsantrasyonlu internal standart ¢ozeltisinden 1 mL eklendi. 0,25; 0,5; 1 pg/mL
kalibrasyon diizeyleri igin asetonitrilde hazirlanan 10 pg/mL timol konsantrasyonlu
cozeltisinden siras1 ile 0,25; 0,5; 1 mL tiiplere eklendi. 1000 rpm hiza ayarh
mekanik karigtiricida 20 dK siire ile homojen ¢ozelti haline gelmesi saglandi. 6 mL
metanol ve 6 mL su ile aktive edilen SPE kartustan (SiliaPrep™) numuneler

gecirildi. SPE kartuslar ardinda 6 mL su ile tekrar yikandi ve son olarak 1 mL
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metanol ile kartuslarda tutunan timol ve p-cumenol 10 mL hacimli balon jojelere
aktarilmasi saglandi. Balon jojeler %80 asetonitril ¢ozeltisi ile 10 mL hacme
tamamlandi. Elde edilen ¢ozelti 0,45 pm filtreden gegirilerek cam viallere alind1 ve
HPLC-DAD ile analiz edildi. Tiim numuneler tiger kez enjekte edildi. 100 pg/mL
timol konsantrasyonlu stok ¢ozeltiden 1 pg/mL p-cumenol igeren 0,25; 0,5; 1

ug/mL timol konsantrasyonlu kalibrasyon diizeyleri olusturuldu.

Bal mumu i¢in kor numune ve dogruluk kalibrasyon c¢ozeltilerinin
hazirlanmasi: Kolonilerde varroosis miicadelesi amagli timol kullanimi sonucunda
balda oldugundan daha fazla oranda timoliin bal mumunda biriktigi belirtildi
(Bogdanov, 2005). Bal mumunda timol kalintis1 ile ilgili yasal bir limit
bulunmamakla birlikte, timoliin birikimi ve koloni ve aricilik triinlerine yeniden
dagilim gosterme 6zelligi nedeniyle bal mumu i¢inde miktar tayini gerceklestirildi.
Bal i¢in belirlenen geri kazanim ¢alismasi esas alinarak bazi degisiklikler ile birlikte
calisma bal mumu iginde gergeklestirildi. Oziitleme Igin Jamal ve ark. (2020),
metodundan hareketle ve baz1 degisiklikler yapilarak calisma gergeklestirildi. Her
bir dogruluk calisma noktast i¢in 2,5 g bal mumu 50 mL’lik polipropilen santrifiij
tiiplerine tartildi ve her bir tiipe 10 mL n hekzan ¢6ziictisti eklendi. Ardindan kor
numunesi ve diger kalibrasyon noktalar1 i¢in asetonitrilde hazirlanan 10 pg/mL p-
cumenol konsantrasyonlu internal standart ¢6zeltisinden 1 mL eklendi. 0,25; 0,5; 1
ug/mL Kalibrasyon diizeyleri i¢in asetonitrilde hazirlanan 10 pg/mL timol
konsantrasyonlu ¢ozeltiden sirast ile 0,25; 0,5; 1 mL tiiplere eklendi. 1000 rpm hiza
ayarli mekanik karistiricida 20 dKk siire ile homojen ¢6zelti haline gelmesi saglandi.
Ardindan —10 °C 4000 devir 20 dk siire ile santrifiij edildi. Olusan iist faz 0,45 pm
PTFE filtreden siiziilerek farkli bir santrifiij tlipiine alindi. Siiziintii —10 °C 4000
devir 20 dk siire ile santrifiij edildi. Ust faz 0,45 um PTFE filtreden siiziilerek 10
mL’lik balon jojelere aktarildi. Balon jojeler %80 asetonitril ¢ozeltisi ile 10 mL
hacme tamamlandi. Elde edilen ¢ozelti 0,45 pm PTFE filtreden gegirilerek cam
viallere alindi ve HPLC-DAD ile analiz edildi. Tiim numuneler iicer kez enjekte
edildi. 10 pg/mL timol konsantrasyonlu stok ¢ozeltiden 1 pg/mL p-cumenol igeren

0,25; 0,5; 1 pug/mL timol konsantrasyonlu kalibrasyon diizeyleri olusturuldu.
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In vitro salimin gerceklestirildigi kovan i¢i hava igin kor numunesi ve
dogruluk kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi: Her bir dogruluk ¢aligsma noktasi
icin 10 mL’lik balon jojelere kor numunesi ve diger kalibrasyon noktalari igin
asetonitrilde hazirlanan 10 pg/mL p-cumenol konsantrasyonlu internal standart
¢ozeltisinden 1 mL eklendi. 0,25; 0,5; 1; 5; 10; 15 pg/mL kalibrasyon diizeyleri i¢in
asetonitrilde hazirlanan 100 pg/mL timol konsantrasyonlu ¢ozeltiden sirasi ile
0,025; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 1,5 mL tiiplere eklendi. Balon jojeler % 10 n metil 2
pirrolidon ¢o6zeltisi ile 10 mL hacme tamamlandi. 1000 rpm hiza ayarli mekanik
karistiricida 20 dK siire ile homojen ¢ozelti haline gelmesi saglandi. Son olarak elde
edilen ¢ozelti 0,45 um PTFE filtreden gecirilerek cam viallere alindi ve HPLC-
DAD ile analiz edildi. Tiim numuneler tiger kez enjekte edildi. 100 pg/mL timol
konsantrasyonlu stok ¢dzeltiden sonug olarak 1 pg/mL p-cumenol igeren kor- 0,25;
0,5; 1; 5; 10; 15 pg/mL timol konsantrasyonlu hava kalibrasyon diizeyleri

olusturuldu.

Saglamlik: Bir analitik metodun saglamligi, analiz parametrelerinde
olusabilecek cesitli degisimlerin analitik metotla iiretilen sonuclarin giivenilirligini
etkilemedigini gostermek i¢in arastirtlir. Sivi kromatografik analitik metodun
saglamligini test etmek icin; mobil faz akis miktari, tampon ¢ozelti pH s1, tampon
¢ozelti konsantrasyonu, mobil fazdaki organik ¢oziicli orani, kolon sicaklig, farkl
kolonlar (farkli partiler ve / veya tedarik¢i) ve dedektor dalga boyunda yapilacak
degisimlerinin potansiyel olarak analiz sonuclar1 {izerinde etkisinin arastirilmasi
onerilmektedir (Heyden ve ark., 2001). Bu sekiz bilesenden en az 3 tanesinin
faktoriyel tasarimla degerlendirilmesi uygun goriilmektedir. Timoliin sivi
kromatografik tekniklerle miktar tayini i¢in gelistirdikleri metotta saglamlik testi
i¢in olusturulan faktoriyel tasarimdan (Angelo ve ark., 2016) yola ¢ikilarak mobil
faz akis miktari, mobil fazdaki organik ¢o6ziici oram1 ve kolon sicakligi
bilesenlerinde yapilan degisikliklerle test gergeklestirildi. Sonuglar arasinda %RSD
< 2,0 olmalidir (Paithankar, 2013).

Sistem Uygunluk: Kromatografik caligmalarda, metotta yer alan numune,

ekipman, yazilim vb. tiim bilesenlerinin olusturdugu sistemin amaglanan analiz i¢in
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uygun sekilde calisip ¢alismadiginin belirli test prosediirleri ile dogrulanmasina
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagla kontrol konsantrasyonu olan 10 pg/mL timol ve
10 pug/mL p-cumenol standartlarindan hazirlanan ¢ozeltiden HPLC-DAD sistemine
ardistk 6 enjeksiyon gercgeklestirildi. Kromatografik yazilim ile hesaplanan
alikonma zamani, pik alani, pik ytiksekligi i¢in kesinlik ¢aligmasi, kolon plaka kat
sayist (N), ¢oziiniirliik (Resolution: Rs), USP pik kuyruklanma faktorii (peak tailing
faktor: T) ve kapasite faktorii (K’) test parametreleri kabul kriterleri bakimindan

degerlendirildi (Anon, 2016c ve Shabir, 2004).

Cozelti Stabilitesi: ICH kilavuzlarinda (Anon, 1995 ve Anon, 1996)
belirtildigi gibi, analitik ¢Ozeltilerin stabilitesi, saglamlik testi sirasinda
degerlendirilmesi gereken tipik bir degiskendir. Oda kosullarinda ve buzdolabi
kosullarinda muhafaza edilen kontrol konsantrasyonundaki (10 pg/mL) timol
standart ¢Ozeltisinden ve in vitro salim sistemi 10 ug/mL timol
konsantrasyonundaki kovan i¢i hava dogruluk ¢ozeltisinden belirli araliklarla
HPLC-DAD sistemine enjeksiyonlar gergeklestirildi. Enjeksiyonlar i¢in elde edilen
pik alanlar1 aras1 fark asagidaki esitlikler ile hesaplandi. Stabilite kabulii i¢in fark

en fazla %2 olmalidir.

Standart ¢ozeltisi (Std. C.) icin hesaplama:

Std. C. Ik Enj. Pik Alan1 - Std. C. Son Enj. Pik Alan
Std. C. 11k Enj. Pik Alani

Fark (%) = x 100

Numune ¢ozeltisi (Num. C.) i¢in hesaplama:

Num. C. i1k Enj. Pik Alan1 - Num. C. Son Enj. Pik Alam

- 100
Num. C. [1k Enjeksiyon Pik Alani x

Fark (%) =
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2.2.  Kontrollii Salim Sistemi icin Biyouyumlu Polimerler ile Hidrojel
Hazirlanmasi

Calismanin bu asamasinda hidrojel hazirlama teknigi kullanilarak; jelatin,
Na-Aljinat ve karboksi metil seliilloz (CMC) polimerleri ile glutaraldehit, CaCl, ve
FeCls baglayicilarinin farkli konsantrasyonlarindan olusan farkli 6zelliklere sahip
alternatif hidrojel serileri hazirlanmasi amaglandi. Ayrintilar asagidaki alt

basliklarda sunuldu.

2.2.1. Jelatin hidrojellerin hazirlanmasi

Materyal olarak; toz halde sigir jelatini (Gida kalitesi, Alfasol), glutaraldehit
%25 (Merck) ve distile su kullanilds. Iki farkli derisimde jelatin ¢ozeltisi hazirlandh.
%8’lik 200 mL jelatin ¢6zeltisi hazirlamak igin 16 g, %10’luk 200 mL ¢ozelti
hazirlamak i¢in 20 g jelatin tartilarak 500 mL’lik mobil faz siselerine konuldu ve
tizerlerine 200 mL distile su eklendi. Sonrasinda jelatinin ¢6ziinmesi i¢in 50 °C
sicakliga ayarli ultrasonik banyoda bir saat bekletildi. Coziinme ardindan %8’lik
jelatin ¢ozeltilerinden 35 adet 15 mL hacimli ve kapakli tiipe, 5 mL ¢ozelti konuldu.
35 tiip beserli 7 gruba ayrildi. Capraz baglanma reaksiyonu icin, %25’lik
glutaraldehit ¢ozeltisi yar1 yariya distile su ile seyreltilerek %12,5’lik glutaraldehit
¢ozeltisi hazirland1 ve bu ¢ozeltiden yedi gruptaki tiiplere sirasiyla 0,2; 0,4; 0,8; 1,6;
2,4; 3,2; ve 4 mL konuldu. Ayni1 islem %10 jelatin ¢ozeltisi igeren yedi gruptaki 35
tiipe de uygulandi. Tiplere glutaraldehit c¢ozeltileri eklenir eklenmez kapaklari
kapatilarak vortekse yerlestirildi ve 1000 devirde 2 dk siireyle karistirilmasi
saglandi. Sonrasinda tiipler oda kosullarinda 24 saat bekletildi. 24 saat sonunda
kapaklari agilarak spatiil yardimiyla hidrojeller tiipten ¢ikarildi. Hidrojeller bistiiri
yardimiyla 0,5 cm kalinligindaki diskler halinde kesildi. Elde edilen diskler ¢apraz
baglanma reaksiyonuna girmeyen jelatin ve glutaraldehidin uzaklastirilmasi igin
distile su icerisinde ii¢ kez art arda yikandi. 24 saat oda kosullarinda bekletilen
hidrojel kesitleri sonra 30 °C sicakliga ayarlh etiive kondu. Hidrojel kesitleri sabit
agirhga gelene kadar hassas terazi (AK160, Mettler Toledo, Ohio, ABD) ile tartildu.
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Hazirlanan hidrojeller ve hazirlama kosullar1 ¢izelge 2.1. de sunuldu.

Cizelge 2.1. Jelatin Hidrojeli Hazirlama Kosullar1.
JEL Jelatin Cozeltisi Glutaraldehit Cozeltisi Glutaraldehit/Jelatin Orant
KODU % |mL g % mL |g
JJ1 8 5 0,4 125 10,2 0,025 0,0625
JJ2 8 5 0,4 125 |04 0,05 0,125
JJ3 8 5 0,4 125 108 |01 0,25
JJ4 8 5 0,4 125 |16 |02 0,5
JJ5 8 5 0,4 125 |24 103 0,75
JJ6 8 5 0,4 125 |32 |04 1
JJ7 8 5 0,4 125 |4 0,5 1,25
JJ8 10 |5 0,5 125 10,2 0,025 0,05
JJ9 10 |5 0,5 125 |04 0,05 0,1
JJ10 10 |5 0,5 125 |08 |01 0,2
JJ11 10 |5 0,5 125 |16 |02 0,4
JJ12 10 |5 0,5 125 (24 |03 0,6
JJ13 10 |5 0,5 125 |32 |04 0,8
JJ14 10 |5 0,5 125 |4 0,5 1

2.2.2. Na-Aljinat hidrojellerin hazirlanmasi

Materyal olarak; toz halde Na-Aljinat polimeri (Gida kalitesi, Alfasol), CaCly
(Merck) ve %45 FeCls (Sigma Aldrich) ve distile su kullanildi. %7°lik 100 mL
¢ozelti icin 7 g Na-Aljinat tartildi. 500 mL’lik mobil faz siselerine konuldu ve
tizerlerine 100 mL distile su eklendi. Sonrasinda Na-Aljinat ¢6ziinmesi igin 50 °C
sicakliga ayarli manyetik karistiricida alt1 saat bekletildi. Céziinme ardindan %7’ lik
Na-Aljinat ¢ozeltisi oda sicakligina gelmesinin ardindan rulo haline getirilip — 18
°C sicakliga ayarli sogutucuda 2 saat bekletilerek yapinin sertlesmesi saglandi.
Sogutucudan alian rulo bistiiri yardimiyla 1 cm kalinlikta diskler halinde kesildi.
Elde edilen diskler iki gruba ayrildi. Birinci grup igin ¢apraz baglayici olarak %5,
%10 ve %20 konsantrasyonlu FeCls’lin suda hazirlanan 250 mL hacimli ¢6zeltileri
kullanildi. Birinci grupta yer alan disklerden beser adet alinarak sirasiyla %5°lik,
%10’luk ve %20’lik FeCls¢ozeltilerinin her birinde 5, 10 ve 20 dk siireyle manyetik
karistiric1 ile karistirilarak c¢apraz baglanmanin gerceklesmesi saglandi. Aym
islemler ikinci grup orneklerden beser adet alinarak CaCl; ¢ozeltisinde tekrarlandi.
Elde edilen hidrojel diskleri distile su igerisinde {i¢ kez art arda yikanarak ¢apraz

baglanma reaksiyonuna girmeyen Na-Aljinat, FeCls ve CaClz’iin uzaklastirilmasi
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saglandi. Yikama isleminden sonra 24 saat boyunca oda kosullarinda bekletilen
hidrojel kesitleri daha sonra 30 °C sicakliktaki etlive kaldirildi. Hassas terazi
(AK160, Mettler Toledo, Ohio, ABD) ile yapilan tartimlarla hidrojel Kkesitlerinin

sabit agirliga gelene kadar kurumalar1 saglandi.

2.2.3. Karboksi metil seliiloz hidrojellerin hazirlanmasi

Materyal olarak; toz halde CMC polimeri (Gida kalitesi, Alfasol), CaCl
(Merck) ve %45 FeCls (Sigma Aldrich) ve distile su kullanildi. %7°lik 100 mL
¢ozelti igin 7 g CMC tartildi. 500 mL’lik mobil faz siselerine konuldu ve tlizerlerine
100 mL distile su eklendi. Sonrasinda CMC ¢6ziinmesi icin 50 °C sicakliga ayarli
manyetik karistiricida alt1 saat bekletildi. Coziinme ardindan %7’°lik CMC ¢ozeltisi
oda sicakligina gelmesinin ardindan rulo haline getirilip — 18 °C ayarli sogutucuda
2 saat bekletilerek yapinin sertlesmesi saglandi. Sogutucudan alinan rulo bistiiri
yardimiyla 1 cm kalinlikta diskler halinde kesildi. Elde edilen diskler iki gruba
ayrildi. Birinci grup i¢in ¢apraz baglayici olarak %5, %10 ve %20 konsantrasyonlu
FeClz’iin suda hazirlanan 250 mL hacimli ¢ozeltileri kullanildi. Birinci grupta yer
alan disklerden beser adet alinarak sirasiyla %5°lik, %10’luk ve %20’lik FeCls
cozeltilerinin her birinde 5, 10 ve 20 dk siireyle manyetik karistirici ile karistirilarak
capraz baglanmanin gerceklesmesi saglandi. Ayni islemler ikinci grup 6rneklerden
beser adet alinarak CaCly ¢ozeltisinde tekrarlandi ve ek olarakta elde edilen
disklerden beser adet, %30’luk CaCl; ¢ozeltisinde 10, 20 ve 30 dk siireyle ¢apraz
baglanma saglanmasi i¢in manyetik karigtiric1 ile karistirildi. Elde edilen hidrojel
diskleri distile su igerisinde ii¢ kez art arda yikanarak c¢apraz baglanma
reaksiyonuna girmeyen CMC, FeCl; ve CaCly’tin uzaklastirilmas: saglandi.
Yikama isleminden sonra 24 saat boyunca oda kosullarinda bekletilen hidrojel
kesitleri daha sonra 30 °C sicakliktaki etiive kaldirildi. Hassas terazi (AK160,
Mettler Toledo, Ohio, ABD) ile yapilan tartimlarla hidrojel kesitlerinin sabit

agirliga gelene kadar kurumalar1 saglandi.
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2.3. Hidrojellerin Sisme Ozelliklerinin Incelenmesi

Hidrojel disk ve kesitlerinin sisme testleri gravimetrik olarak yapildi.
Kurutulan ve sabit tartima gelen jelatin, Na-Aljinat ve CMC hidrojel diskleri
igerisinde 100 mL distile su bulunan numune kaplarmma konuldu ve kaplarin
kapaklar1 kapatilarak 30 °C ayarl: etiive kaldirildi. Sismis hidrojel disk ve kesitleri
48 saat boyunca belirli araliklarda sudan ¢ikarilarak filtre kagidi ile kurutuldu,
hassas terazide tartild1 ve tekrardan numune kaplarindaki suya birakildi. Elde edilen
tartim degerleri kayit altma alindi. Uger drnek iizerinden vyiiriitiilen ¢alismalardan

ortalama yiizde sisme degerleri (%S) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.

o (mw — md) P oo
PO =T

Burada mgq: Hidrojel diski kuru agirhigi, mw: Hidrojel diski yas agirhigidir.
Ayrica sisme testleri oncesi, sirast ve sonrasinda hidrojellerin yap1 gériinimii ve

saglamliklar1 gorsel olarak takip edilerek kayit altina alindu.

2.4. Hidrojellerin Timol Yiiklenebilme Ozelliklerinin incelenmesi

Jelatin, Na-Aljinat ve CMC hidrojel disk ve kesitlerinin sisme testleri
oncesinde jel olusumunun gergeklesmesi, yapinin goriiniim ve saglamligi, sisme
testlerinde sirasinda ve sonrasinda ise hidrojelin yiiksek diizeyde sisme kapasitesi
gostermesi Ve yapmin goriiniim ve saglamliginin siirdiiriilmesi bakimindan
degerlendirmeler yapildi. Belirtilen 6zellikleri saglayan iki adet jelatin hidrojeli ile
timol etkin maddesi yiikleme testlerine gegildi. Segilen her bir hidrojel igin timol
etkin maddesinden kat1 halde 3 farkli diizeyde ve 1:1 oraninda aygigek yagi
icerisinde ¢oziinmiis halde 3 farkli diizeyde olmak {izere toplamda 6 farkli sekilde

timol yiiklemesi gerceklestirildi.
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Jelatin hidrojeline timol yiiklenmesi: Jelatin hidrojellerin hazirlanmasi
kisminda belirtigi sekliyle 300 mL hacimli %8’lik ve %10’luk jelatin ¢ozeltileri
hazirlandi. %8 konsantrasyonlu jelatin ¢ozeltisinden 60 adet 15 mL hacimli ve
kapakl tiipe 5’er mL ¢o6zelti konuldu. Bu 60 tiipten her biri bes tiip igeren 12 grup
olusturuldu. Her bir grupta yer alan tiiplere sirasiyla 0,5 g, 1 g ve 1,5 g toz timol ve
1:1 oraninda aycigek yagi-timol ¢ozeltisinden 1 mL, 2 mL ve 3 mL olacak sekilde
eklendi. Cozeltiler 2000 devirde 20 dk siireyle vorteks ile karistirildi.  Ardindan
tim tiplere %12,5 glutaraldehit ¢ozeltisinden 0,8 mL konuldu. Tiiplere
glutaraldehit ¢ozeltileri eklenir eklenmez kapaklari kapatilarak vortekse
yerlestirildi ve 2000 devirde 2 dk karigtirilmasi saglandi. Karistirma islemi
tamamlanan tiipler oda kosullarinda 24 saat bekletildi. Ayni islem %10 jelatin
¢ozeltisi iceren 12 gruptaki tiiplere de uygulandi. 24 saat sonunda tiiplerin kapaklari
acilarak spatiil yardimiyla hidrojeller tiipten ¢ikarildi. Hidrojeller bistiiri yardimiyla
0,5 cm kalinligindaki diskler halinde kesildi. Elde edilen diskler ¢capraz baglanma
reaksiyonuna girmeyen jelatin ve glutaraldehitin uzaklastirilmas: igin distile su
icerisinde {i¢ kez art arda yikandi. Yikama isleminden sonra 24 saat boyunca oda
kosullarinda bekletilen hidrojel kesitleri daha sonra 30 °C sicakliga ayarli etiive
kaldirildi. Hassas terazi (AK160, Mettler Toledo, Ohio, ABD) ile yapilan
tartimlarla hidrojel kesitlerinin sabit agirliga gelene kadar kurumalari saglandi.
Hidrojeller, ileri asamalarda gergeklestirilecek testlere kadar ¢evresel dis
etkenlerden korunmasi ve etkin madde kaybinin engellenmesi igin Kilitli hava ve
151k gecirmez primer ambalajlarda 25 °C altinda buzdolabina konulmadan ve

dondurulmadan muhafaza edildi (Anon., 2005 ve Anon., 2018d)

Yiikleme yapilan hidrojellerin yap1 goriiniimii ve saglamliklar1 gorsel olarak
takip edilerek kayit altina alindi. Hidrojellerin timol yiiklenebilme kapasiteleri
birim agirligi basma yiiklenen ila¢ miktarini ifade etmektedir ve hidrojeller
tarafindan tutulan toplam timol miktarinin toplam hidrojel agirligina béliinmesiyle

asagidaki esitlik ile hesaplanmaktadir.

Hidrojelde tutulan timol miktari

Yiiklenebilme Kapasitesi (%) = Toplam Hidrojel Al
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Etiivde kurutma sonrasi sabit tartim agirhigma gelen timol yiiklii jelatin-
hidrojel disklerinin, her bir grubundan ayri ayri olmak iizere alinan numuneler
bistiiri yardimiyla kiigiik pargalara ayrildi. 15 mL hacimli kapakl: tiiplere 100 mg
agirliginda numuneler tartildi. Tiiplere 10 mL asetonitril ¢6zeltisi konuldu. Tiipler
kapaklar1 kapatilarak 70 °C sicakliktaki su banyosunda bir saat bekletildi. Ardindan
su banyosundan ¢ikarilarak oda sicakligina kadar sogumasi i¢in beklendi. Enjektor
yardimiyla her tiipten bir mL ¢6zelti alinarak, 0,45 um filtreden gegirildi ve 15 mL
hacimli kapakli baska bir tiipe aktarildi. Bu tiipler tizerine 9 mL %80 asetonitril
cozeltisi konuldu. Vorteks ile 3 dk boyunca karistirilan tiiplerden 0,1 mL alinarak
15 mL hacimli kapakli bagka bir tiipe aktarildi. Bu tiipler tizerine 9,9 mL %80
asetonitril ¢ozeltisi konuldu. Vorteks ile 3 dk boyunca karistilan tiiplerden son
olarak enjektor yardimiyla 1 mL numune alinarak 0,45 um PTFE filtreden gegirilip
cam viallere aktarildi. Ardindan numunelerin HPLC-DAD ile timol miktar tayini
icin analizleri gergeklestirildi. Elde edilen ham veriler, baslangi¢ hidrojel birim
agirhigi ve baglangig timol igerigine gore diizenlenerek % timol yiiklenebilme

degerleri karsilastirildi.

2.5. Hidrojellerin Karakterizasyonu ve Morfolojisinin Incelenmesi

Yiikleme caligsmasi sonrasi segilen 1:1 oraninda aygicek yaginda ¢ozdiiriilmiis
timol yiikli glutaraldehit ile ¢capraz bagl jelatin hidrojelinde karakterizasyon ve

morfoloji incelemeleri gerceklestirildi.

2.5.1. Hidrojel yapisinin FT-IR ile incelenmesi

Hidrojel yapidaki ¢apraz baglama reaksiyonunun dogrulanmasi igin fourier
dontisimlii kizilétesi spektroskopi (FT-IR) analizi gergeklestirildi. Kimyasal bir
tepkime olan, jelatin polimerinin glutaraldehit ile ¢apraz baglanmasi islemi
cogunlukla jelatin icindeki birincil amin gruplart (N-H) bdlgesinde meydana
gelmektedir (You ve ark., 2016). Bu kimyasal reaksiyon sonucu jelatinin amino

gruplart ile glutaraldehitin aldehit gruplar arasindaki aldimin bagi (CH=N)
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sekillenmekte ve aldimin gruplarmin karakteristik absorpsiyonu 1450 cm™'de

ortaya ¢ikmaktadir (Korkmaz ve ark., 2014).

Calismada, jelatin ile glutaraldehit arasinda gergeklesmesi beklenen kimyasal
yapilar1 gozlemlemek ve hidrojele yiiklenen timoliin yapidaki varligini arastirmak
icin FT-IR spektroskopisi (Spectrum Two, Perkin Elmer) kullanildi. Sirasiyla
capraz baglanmamis jelatin polimeri, glutaraldehit ile capraz baglanan jelatin
hidrojeli ve 1:1 oraninda aygigek yaginda ¢ozdiiriilmiis timol yiikli glutaraldehit ile
capraz bagli jelatin hidrojelinin spektrumu 450-4000 cm™ araliginda spektrumlari
kaydedildi ve numunelerin spektrumlari, yapilarindaki kimyasal baglarin varligi ve

diizeyi bakimindan karsilagtirildu.

2.5.2.  Hidrojel yapisimin taramah elektron mikroskobu ile incelenmesi

Olusturulan jelatin hidrojelinin morfolojisi, yiizey topografisi ve mikro
yapilariin belirlenmesi i¢in taramali elektron mikroskobu ile incelemeler yapildi.
Bu amagla jelatin hidrojeline timol yiikklenmesi kisminda belirtildigi sekliyle iki
adet numune hazirlandi. Birinci numune, jelatin polimeri glutaraldehit ¢apraz
baglayicisi ve aycicek yagi iceren bir plasebo hidrojel olarak 50 mL hacimli kapakli
tiipte iiretildi. Ikinci numune, jelatin polimeri, glutaraldehit capraz baglayicisi ve
aycicek yaginda ¢ozdiiriilmiis timol iceren bir test hidrojeli olarak 50 mL hacimli
kapakli tiipte iiretildi. Uretilen hidrojeller 24 saat sonra tiiplerden ¢ikarildi, bir
bistiirt yardimiyla 1 cm kalinlikta disk seklinde kesitler olusturuldu. Bu kesitler ii¢
kez art arda distile su ile yikanarak reaksiyona girmeyen jelatin polimeri ve
glutaraldehit kalintilarinin uzaklagtirilmasi saglandi. Mikro yapilarin daha iyi
incelenebilmesi i¢in bu hidrojel kesitleri 48 saat siireyle igerisinden distile su
bulunan 100 mL hacimli kapakli numune kaplarinda oda sicakliginda sismeye
birakildi. Ardindan taramali elektron mikroskobu ile incelenmeleri dncesinde
altinla kaplanabilmesi i¢in kuru olmalar1 gerektiginden liyofilizasyon islemine tabi

tutuldu (Kang ve ark.,1999).
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Liyofilizasyon islemi i¢in; su igerisinde sismis halde bulunan hidrojel
kesitleri, 48 saat sonunda sudan c¢ikarildi ve — 20 °C’de bir gece boyunca
buzdolabinda bekletilerek donduruldu. Ardindan liyofilizasyon cihazina
(FreeZonel, Labconco, Kanada) yerlestirildi. Kesitlerin —40 °C’de 10 giin boyunca
icerigindeki suyun uzaklastirilmasi yoluyla kurutulmasi saglandi. Liyofilizasyon
islemi biten numunelerin, taramali elektron mikroskobunda igyapisini farkl
yonlerden gozlemlemek i¢in bir jilet yardimiyla daha kii¢lik boyutlu dikey ve/veya
yatay kesitler hazirlandi. Numuneler, kaplama cihazinda (Cressington Sputter
Coater 108 Auto, Watford, Birlesik Krallik) 3,0 nm (+0,5 nm) kalinlikli bir altin
(Au) tabaka ile kaplandi. Altin kaplanan hidrojel kesitlerinin yilizey topografisi ve
mikro yapilari, 15,0 kV altinda SEM (VEGA3 SBU-EasyProbe, TESCAN, Cekya)

ile goriintiilendi.

2.5.3.  Hidrojel yapisinin 151k mikroskobu ile incelenmesi

KSS’nin morfolojisi, ylizey topografisi ve mikro yapilarinin belirlenmesi i¢in
taramali elektron mikroskobu yaninda 1s1k mikroskobuda kullanilmaktadir (Martins
ve ark., 2011; Kang ve ark.,1999 ve Imani ve ark., 2013). Etiivde kurutma iglemiyle
tiretilen hidrojel kesitlerinin yiizey topografisi ve gdzenekli yapisini incelemek ve
dondurarak kurutulan hidrojel kesitlerinin  SEM incelemesinde elde edilen
morfolojik bulgular arasinda karsilastirma yapmak, kurutma yonteminin morfoloji
tizerindeki muhtemel etkisini arastirmak i¢in etiivde kurutulan, ardindan 48 saat
stireyle igerisinden distile su bulunan 100 mL hacimli kapakli numune kaplarinda
oda sicakliginda sismeye birakilan hidrojel kesitleri alinarak parafin igine gomldii.
Parafin igerisine gomiilen hidrojeller kesitleri mikrotom ile kesit elebilmek i¢in kisa
siireli — 20 °C’de donduruldu, sonrasinda mikrotom ile kesitler alindi. Lam tizerine
alinan kesitler Carl Zeiss Axio Imager D2 mikroskop ve ZEN 3,1 (Blue Edition)

goriintiileme sistemi kullanilarak 4-10-20’lik biiytitmelerle incelendi.
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2.6. In vitro Sahm Sisteminde Timol Salim Diizeyinin Olgiilmesi
Calismalan

Timol etkin maddesi hava konsantrasyonlarinin akarlar ve arilar tizerindeki
belirlenmis olan doz-yanit iligkisinin (Imdorf ve ark., 2006) gézlemlenebilmesi
icin, formiilasyonlarin koloniler iizerinde denenmeden once saha kosullarinda
kovanlarda maruz kaldiklart salim iizerine etkili olabilecek etmenlere karsi
sergiledikleri stiblimlesme ve salim kinetiklerinin daha iyi anlasilabilmesi adina,
laboratuvar ortaminda saha kosullarinin benzer sartlarinin olusturuldugu bir
diizenege ihtiya¢ duyuldu. Bu ihtiyag lizerine formiilasyonlarin uygulama siireleri
boyunca salim iizerine etkili olabilecek literatiirden derlenen; kovan i¢i sicaklik
degisimi 10-35C (Cetin, 2004; Meikle ve ark., 2017 ve Toledo ve Nogueire-Couto,
1999), kovan ventilasyonu (Sudarsan ve ark., 2016) 0,42 + 0,01 L/dk verileri esas
alinarak bir diizenek olusturuldu. Bu diizenek ile sahadaki koloni, kovan ve ilacin
maruz kaldig1 sartlar normal sartlar ve zor sartlar kolay bir seklide ayarlanabilmesi

planland.

Diizenegin teknik tasariminda, Imdorf ve ark. (1995), Xie ve ark. (2019),
calismalarindan yola ¢ikildi. Kovan i¢i havadan timoliin tutulmasi i¢in kullanilan
gaz yikama sisesi i¢in Aghasi ve ark. (2011), ¢alismasindan esinlenildi. Online
sistem enjeksiyon i¢in Schlitt (1997) modifiye autosampler 6rneginden esinlenildi.
Olusturulan bu temel sistemde, akiskan dinamigi ve ari-bal-bal mumu gibi
farmakokinetik dagilima etki edebilecek kompartimanlar ve kovan giris deligi

disindaki yerlerden olusabilecek timol kagaklar1 goz ardi edilerek caligildi.

Gaz yikama sisesinde havadan timoliin tutularak sivi faza gecirilmesi
asamasinda; diisiik uguculuk, yiiksek ¢oziiciilik ve HPLC-DAD sistemindeki timol
sistemi ile uyumlu, su ile karigabilen ve timol igin ¢oziiciiliikk 6zelligi yliksek ve
asetonitrile gore diisiik uguculuga sahip 1 metil 2 pirrolidon (NMP) ¢oziiciisii
kullanildi (Sanghvi ve ark., 2008).
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Kovan i¢i havaya gerceklesen timol salim diizeyinin 6lglilmesi igin toz
haldeki saf timol, referans ila¢ ve 1:1 oraninda aygigek yaginda ¢ozdiiriilmiis timol
yiiklii glutaraldehit ile g¢apraz bagli jelatin hidrojelinin 12,5 g timol igeren
numuneleriyle dort haftalik deneyler gergeklestirildi.

Deneyin yapilist: Polipropilen kovan icerisine data logger yerlestirildi ve
terazi lizerine test edilecek ilgili numune konuldu. Ardindan kovan kapagi
kapatilarak hava sizdirmamasi saglandi. Kovan igerisindeki fan 400 rpm hizinda
calistirld1 (Xie ve ark., 2019). lgili hava borusu baglantilar1 yapilarak klimatik
kabin kapis1 kapatildi. Bilgisayar ve klimatik kabin yazilimi aracig ile klimatik
kabin i¢i 10 °C sicakliktan baslatilmasi komutu verildi. Olusturulan program ile
kabin i¢i sicakligin 144 dk da bir 5 °C sicaklik artarak 35 °C sicakliga kadar ¢ikmasi
ardindan yine 144 dKk araliklarla 5 °C sicaklik azalarak 10 °C sicakliga kadar inmesi
seklinde 24 saatlik bir dongii komutu timol referans ilac1 sagaltim uygulama siiresi

olan dort hafta boyunca kovana uygulandi.

Polipropilen kovan igerisindeki havada bulunan timol miktar1 6l¢timii i¢in;
hava pompasi calistirildi ve debimetre ile ayarlanarak 0,42 L/dk (+0,01) hizda
kovandan ¢ekilen havanin, seri bagli 500 mL hacimlerdeki igerisinde %10’luk
NMP ¢oziiciisii bulunan 3 adet gaz yikama sisesi i¢cinden gecirilmesi saglandi. Gaz
yikama siselerinden ¢ikan hava tekrar kovana verilmeden dnce fazla miktardaki
nemin tutulmasi i¢in igerisinde silika jel bulunan baska bir gaz yikama sisesinden
gecirildi. Kovan icerisindeki nem diizeyi data logger kullanilarak %40 ila %60 bagil
nem limitleri bakimindan giinlik olarak izlendi. Birinci gaz yikama sisesi
icerisindeki ¢Ozelti tarafindan tutulan timoliin miktar tayini i¢in HPLC-DAD
sistemine siirekli olarak gonderilmesi ve tekrardan gaz yikama siselerine donmesi
poliporpilen kapillar borular ve peristaltik pompa yardimiyla olusturulan bir hat ile
saglandi. HPLC-DAD cihazinda, timol miktar tayini i¢in gegerli kilinan analitik
metot ile 144 dk araliklarla gaz yikama sisesinde tutulan timoliin miktar tayini

kiimiilatif olarak yapildi.
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Dort haftalik deney siiresi boyunca ikinci ve tiglincii gaz yikama siselerinden
giinlik bir mL numune cam viallere alinarak HPLC-DAD ile analizleri yapilmak
tizere 2-8 °C sicakliga ayarli buzdolabinda saklandi. Dort haftalik deney siiresi
sonunda Rushworth ve ark. (2014), % 95/5 hekzan/izopropil alkol ¢oziiciisii ve
pamuk swab ile yaptiklart numune alma metodu uygulanarak polipropilen kovan
¢eperine adsorbe olan timol miktarini belirlemek i¢in numuneler alindi ve HPLC-
DAD ile analiz gerceklestirildi. Dort haftalik deney siiresi sonunda HPLC-DAD
elde edilen veriler 1 L kovan i¢i havadaki timol miktarimin belirlenmesi igin
doniistiiriildii ve hidrojelin salim kinetigi bu sekilde izlenerek kayit altina alindi.
Kovan igerisine bulunan terazi yardimi ile numunelerin agirliklar1 gilinliik olarak
takip edildi. 1 L kovan i¢i hava timol konsantrasyonu hesaplamak i¢in; 6ncelikle
gaz yikama siselerinden alinarak HPLC-DAD sisteminde Olgiilen numune
igerisindeki timol konsantrasyonu asagidaki esitlik kullanilarak kiimilatif

konsantrasyon olarak hesaplandi.

Numune alani (mAu) x Std. kons. (ug/mL)
X

100
Std. alani (mAu)

Timol kons. (pg/mL) =

Birinci, ikinci ve tiglincii gaz yikma siselerinden alinan numunelerin toplam
konsantrasyonlar1 hesaplandi. Toz haldeki saf timol, referans ilag ve 1:1 oraninda
aycicek yaginda ¢ozdiirtilmis timol yiikli glutaraldehit ile gapraz baglh jelatin
hidrojelinin bu gsekilde dort hafta boyunca oOlglilen ve hesaplanan
konsantrasyonlariyla, kiimiilatif konsantrasyon-zaman grafikleri olusturuldu.
Olusturulan kiimiilatif konsantrasyon-zaman grafiklerinden esit miktardaki timol
etkin maddesinin salim sistemine gore gerceklestirdigi salim tipi yorumlandi.
Ardindan kovan i¢i havanin bir litresindeki Timol konsantrasyonunun
belirlenmesi i¢in asagidaki esitlik kullanildi. A; toplam numune konsantrasyonu
(ng/mL), B; ¢oziicl tuzagindaki ¢ozelti hacmi (mL), C; hava 6rnekleme debisi
(L/dk), D; hava 6rnekleme siiresi (dk).

x B
Timol konsantrasyonu (pg/L hava) = 2D
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Toz haldeki saf timol, referans ilag ve 1:1 oraninda aygicek yaginda
¢ozdiiriilmiis Timol yiikli glutaraldehit ile ¢apraz bagl jelatin hidrojelinin bu
sekilde dort hafta boyunca 6lgiilen ve hesaplanan bir litre havadaki kiimiilatif
konsantrasyon verileri giinler arasindaki konsantrasyon artis farklar1 hesaplanarak
giinliik ortalama bir litre kovan i¢i timol konsantrasyonu olarak doniistiirtildii.
Olusturulan bir litre kovan i¢i timol konsantrasyonu-zaman grafiklerinden esit
miktardaki timol etkin maddesinin salim sistemine gore gerceklestirdigi
konsantrasyonlarin, sagaltim penceresi konsantrasyonlarina uyumu bakimindan

yorumlanda.

2.7. In vivo Akarisidal Etkinlik-Hedef Tiir Tolerans Diizeyi Belirleme
Calismalan

Bal aris1 kolonilerinde yapilacak ¢alismalar i¢in Pendik Veteriner Kontrol
Enstitlisti Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nda basvurularak gerekli izin (Ek-
1) alind1. Arastirmanin yapilacagi bolgenin ge¢mis yillarin ¢evre sicakliklari ile ilgi
veriler degerlendirildiginde ve koloni akar-ar1 popiilasyon dinamikleri géz oniine
alindiginda 2021 Yili Mayis, Haziran Aylar ve Eylil, Ekim Aylarini igeren iki
donemde Istanbul Ili Ar Yetistiricileri Birligi’ne ait Istanbul Aydos Ormani
igerisinde, 40°55'25.5"K  29°15'04.9"D koordinatlarinda bulunan arilikta
gerceklestirildi.
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PROJEDE |$ BIRLIGI YAPILAN KURULUSLAR

Sekil 2.1. Arilik Bolgesi Genel Goriintimii.

Invivo calismanin tasarlanmasinda ve gerceklestirilmesinde, EMA tarafindan
yayimlanan (Anon, 2021a), arilarda Varroa destructor enfestasyonu kontrolii
amactyla kullanilan veteriner tibbi {irlinler i¢in etkinlik ve hedef hayvan
giivenliginin arastirmalar1 hakkindaki rehber dokiiman temel alindi. Bunun yaninda
calismanin siirdiiriilebilirligi bakimindan literatiirde yer alan bilimsel tavsiyeler
(Meikle ve ark.,, 2017) uyarinca calismaya baslamadan oOnce kullanilacak
kolonilerin pestisit maruziyetleri ve nosemosis enfestasyonu bakimindan mevcut

saglik durumlar1 kontrol edilerek uygun kolonilerin se¢imi saglandi.

Sagaltimlar Oncesi Koloni Akar Diizeyi ve Saglik Kontrolleri Arastirmalar:
Kilavuz uyarinca (Anon, 2021a), ¢alismanin yiiriitiilecegi ariliktaki bulunan
kolonilerde varroosis enfestasyonu mevcut olmasi gerekmektedir. Bilimsel
tavsiyeler (Meikle ve ark., 2017) uyarinca yine kolonilerde pestisit maruziyeti ve

nosemosis enfestasyonunda varlig1 ve diizeyinin arastirilmasi dnerilmektedir.
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In vivo calisma 6ncesi arilikta bulunan kolonilerde pudra sekeri metodu
(Harris ve ark., 2019 ve Seven Cakmak ve ark., 2017) ile varroosis enfestasyonu,
Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Toksikoloji Laboratuvart A.TOK.16 isletme
ici metodu ile bal, bal mumu ve ar1 numunelerinde pestisit varlig1 ve diizeyi, Tarim
ve Orman Bakanligi Teshiste Metot Birligi Kilavuzunda belirtilen nosemosisin
mikroskobik teshis metodu ile eriskin arilarda nosemosis enfestasyonu
bakimindan arastirmalar yapildi. Segilen tiim koloniler Anadolu 1rk1 arilardan
(Apis mellifera anatoliaca) olusmaktaydi. Calismalarda polen ¢ekmeceli

Langstroth tipi kovanlar kullanildu.

Kolonilerde varroosis enfestasyon diizeyinin tespiti; kilavuz uyarinca
(Anon, 2021a) ¢alismalara dahil edilen kovanlar arasindaki enfestasyon seviyeleri
karsilagtirilabilir olmalidir. Pudra sekeri metodu, farkli sekillerde (Harris ve ark.,
2019 ve Seven Cakmak ve ark., 2017) uygulanmasina ragmen, Varroa akarlarinin
artya tutunmak i¢in kullandig1 vantuzlan ile ar1 gévdesi arasindaki baglantinin
pudra sekeri partikiilleri yardimiyla kesilmesi ve serbestlesen akarlarin tespiti
temeline dayanmaktadir. Metodun en 6nemli avantaji, numune olarak alinan

arilarin 6liimiine neden olmamasi ve arilarin tekrar kovana geri verilebilmesidir.

Materyal olarak 1 adet 500 mL hacimli seffaf cam kavanoz, {izerinde arilarin
gecemeyecegi ancak pudra sekeri ve akarlarin gegisine uygun delikler bulunan bir
adet kapak, gida kalitesinde 1,5 kg pudra sekeri, pudra sekeri 6l¢egi olarak bir
adet 100 mL’lik numune kabi, bir adet huni, bir adet plastik kap, arict korigi,
aric1 el demiri, ar1 firgas: ve su kullanild1. Tiitsii yapilarak sakinlestirilen kolonide,
el demiri yardimiyla gergeveler kovandan alinip sirayla incelenerek iizerinde ana
ar1 olmayan, kulucka gozlere sahip bir gerceve tespit edilip kovan disina alindi.
Cerceve lizerindeki arilar firca yardimi ile huniye siipiiriildii ve kavanoz yaklasik
300 adet ar1 ile dolduruldu. Ardindan kavanoza i¢indeki arilar1 kaplayacak sekilde
bir olgek pudra sekeri konuldu ve kapak kapatilarak kavanoz 3 dk dairesel

hareketlerle dondiiriildii. Sonrasinda kavanoz 3 dk beklemeye birakildi. Siire
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sonunda kavanoz, plastik kaba silkelenerek pudra sekerinin su ile erimesi ve
akarlarin suyun yiizeyine ¢ikmasi saglandi. Su yilizeyindeki akarlar sayilarak
veriler kayit altina alindi. Ardindan kavanozda kalan arilar ait olduklar1 kovana
iade edildi. Her koloni i¢in eriskin arilardan 6rnekleme ile tespit edilen foretik
akar sayis1 lizerinden kolonilerdeki toplam foretik akar sayilar1 ve enfestasyon

diizeyinin tahminini gergeklestirmek i¢in asagidaki esitlik kullanildi.

o Toplam sayilan akar sayisi
Enfestasyon Diizeyi (%) = " x 100
Toplam 6rneklenen ar1 sayisi

Meikle ve ark. (2017), ar1 kolonilerinde yapilacak ¢alismalarda kullanilacak
kolonilerin varroosis disinda tasiyabilmesi muhtemel saglik riskleri bakimindan
incelenmesinin, c¢alismanin siirdiiriilebilirligi ve elde edilecek verilerin
giivenilirligi i¢in 6nemi vurgulmaktadirlar. Arastirmacilar nosemosis ve pestitit
maruziyeti olusan kolonilerde siirdiiriilebilirligin ve hastaliklara kars1 direncin
diisiik diizeyde oldugu bu sebeple de kis mevsimi sirasinda ve sonrasinda koloni
birey sayisinin diismesine neden oldugunu belirtmektedirler. Bu noktadan
hareketle ¢alismada kullanilacak kolonilerin se¢imi igin pestisit ve N0Semosis

enfestasyonu bakimindan arastirmalar yapildi.

Pestisit Maruziyeti Kontrolleri; kolonilerden alinan ari, bal ve bal mumu
numunelerinde, iilkemizde yaygin olarak bal arilarinin dlimlerine neden oldugu
bildirilen (Unal ve ark., 2010) organik klorlu, organik fosforlu, karbamat ve pretroit
grubu pestisitlerin varliginin arastirilmast Pendik Veteriner Kontrol Enstitlisii
Toksikoloji Laboratuvarinin, Pestisit Kalintilarinin Sivi Kromatografi—Kiitle/Kiitle
Spektrometresi (LC-MSMS) ile Analizi (A.TOK.16) metodu ile gergeklestirildi.

Her koloniden alinan ar1, bal ve bal mumu numuneleri 5 g olarak 50 mL’lik
santrifiij tiiplerine tartild1. Uzerine 5 mL seyreltme ¢ozeltisi (etil asetat %10+su %
90+asetik asit % 0,1) ilave edildi ve 10 dk boyunca mekanik karistirici ile

karistirilarak homojen hale gelmesi saglandi. Uzerine 15 mL asetonitril (%1 asetik
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asit) ¢ozeltisi eklenerek 2 dk boyunca mekanik karistiric ile karistirildi. 1 paket
ticari oziitleme kiti (QuickClean QuECheRS, emp Biotech) bu tiipe bosaltildi. Tiip
hemen kuvvetlice ¢alkalandi ve 2 dk boyunca mekanik karistirict ile karistirildi.

Ardindan 1500g de 1 dk boyunca santrifiij edildi.

Santrifiij sonunda, iist fazdan 8 mL ¢ozelti kati faz Ozitleme Kitine
(QuickClean QuECheRS, Dispersive SPE Kit, emp Biotech) alindi ve hemen
kuvvetlice c¢alkalandi ve yine ardindan 2 dk boyunca mekanik karistirici ile
karistirildi. Tip tekrar 1500g de 1 dk boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
tiipteki iist fazdan viale alinarak LC-MSMS sistemine 5 pL enjeksiyon yapildi.

LC-MSMS sisteminde (Thermo Fisher Scientific Ultimate 3000 series;
MS/MS: Thermo Finnigan Discovery Max) mobil faz gradient programla A
hattindan 5SmM amonyum format ve B hattindan saf metanol sirasiyla 0-0,5 dk %
98-2, 0,5-2 dk % 60-40, 2-18 dk % 5-95, 18-20 dk % 5-95, 20-22 dk % 5-95, 22-
26 dk % 98-2 oraninda 0,3 mL/dk akis hiz1 ile gerceklestirildi.

100 x 2,1 mm 2,6 p (THERMO Accucore aQ) olciilerinde bir kolon
yardimiyla kromatografik ayrim saglandi. Kolon sicakligi 30 °C, Dwell Time 0,01,
Dedector 1600 V, Needle Voltage 5000 V, Spray Chamber Temprature 50 °C,
Drying Gas Temparature 300 °C olarak ayarlandi. Hesaplamalar, Workstation,
Xcalibur (Thermo Fisher Scientific) kromatografik programu ile gerceklestirildi.
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Cizelge 2.2. In vivo Calismalar Oncesi Kolonilerden Aliman ve A. TOK.16 metodu ile
Ar, Bal ve Bal Mumu Orneklerinde Taranan Pestisitler.

Pestisit Ad1 LOQ Pestisit Ad1 LOQ Pestisit Ad1 LOQ
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)

2.4D 10 Furathiocarb 10 Tolifluanid 50
Asetamiprid 50 Hexythiazox 50 Triadimenol 50
Alaklor 10 Imidakloprid 50 Triklorfon 50
Amitraz 20 Toniksil 50 Trifloksistrobin 50
Atrazin 50 Lufenuron 20 Triflumizol 50
Azoksistrobin 50 Malatiyon 50 DMPF 20
Bupirimat 20 Metalaksil 10 DMF 20
Buprofezin 20 Metolaklor 50 DMA 20
Karbaryl 50 Metribuzin 50 Aldikarb 50
Karbendazim 50 Monolinuron 10 Propoksur 20
Karbofuran 10 Okzadiksil 50 Diazinon 20
Klofentezine 20 Oksamil 50 Foksim 50
Klorfluazuron 50 Okifluorfen 50 Tetraklorvinfos 50
Klorpirifos 10 Pendimetalin 50 Sipermetrin 50
Siprokonazol 50 Fosalon 50 Fipronil 20
Siprodinil 50 Fentoat 50

Diklofluanid 10 Fosmet 50

Diklorvos 50 Primikarb 50

Dimetoat 50 Primifos metil 50

Dimetomorf 20 Profenofos 50

Epoksikonazol 50 Propargit 50

Etiyon 50 Propikonazol 50

Etofumesat 10 Propizamit 50

Famoksadon 50 Pirazofos 10

Fenarimol 50 Piridaben 20

Fenazaquin 10 Piriproksifen 50

Fenoksikarb 10 Simazin 50

Fenpropatrin 50 Tebukonazole 50

Fentiyon 50 Terbiitrin 50

Fludioksonil 50 Tiyametoksam 10

Calismada kullanilacak kolonilerin nosemosis enfestasyonu bakimindan

mikroskobik teshisi ve enfestasyon diizeyinin tahmini Tarim ve Orman Bakanlig1

Teshiste Metot Birligi Kilavuzu (Anon, 2014b) ve OIE tarafindan belirtilen

standart metot (Anon, 2013) ile yapildi.

Materyal olarak kolonilerden alinan 10 adet yasl is¢i arinin abdomeni bir

havan i¢in de 5 mL su ile birlikte ezildi. Elde edilen siispansiyon iki katli gazli

bezden dereceli bir santrifiij tiipiine siiziildii. Havana tekrar 5 mL su eklendi ve
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calkalanarak kalan partikiiller farkli bir santrifiij tiipiine iki katli gazli bezden
gegirilerek stiziildi. Tipler 800g’de 6 dk santrifiij edildi. Olusan ist faz
uzaklastirildr ve tiipler 10 mL seviyesine kadar tekrar suyla dolduruldu. Tek
kullannmlik bir pipet yardimiyla ¢okelti karistirildi, sayim yapilacak
hemositometre lami lizerine bu homojenattan kondu. Numuneler dijital kamerali
Carl Zeiss Axio Imager D2 mikroskop ve ZEN 3,1 (Blue Edition) goriintiileme
sistemi kullanilarak (x400) fotografland1 ve Nosema spp. spor sayimlar1 yapildi.
Hemositometre lami iizerinde gozlenen 1 adet Nosema spp. sporu, 1 aridaki 10
000 adet spora karsilik geldigi kabul edilerek her koloninin nosemosis diizeyi

hesaplandi (Anon, 2014b).

Kilavuz (Anon, 2021a) ayrica varroosis miicadelesinde kullanilan veteriner
tibbi iirlinlerin etkinliginin, kullanildig: iklim kosullarina bagli olacagi, bu sebeple
sicaklik ve yagis ile ilgili kosullarin gz Oniine alinarak takip edilmesi verilerin
kaydedilmesi gerektigi bildirilmektedir. Buradan hareketle ¢alisma; ilkbahar ve
sonbahar gibi yilin farkl cevresel sicaklik kosullarimi sergileyen donemlerinde
aragtirmanin amaglar1 dogrultusunda biri doz titrasyonu-doz dogrulama digeri
referans ilag ile akarisidal etkinlik, hedef tiir tolerans diizeyi ve bal ile bal mumunda
timol kalintis1 karsilagtirmasi olmak {izere iki saha calismasi yapilmasi planlandi.
Iki calisma dénemini kapsayan alt1 aylik siirecte koloni gelisim dzellikleri takip

edildi.
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Doz titrasyonu ve doz dogrulama calismasinda; referans ilacin sagaltim
stiresince uygulanan toplam timol miktar1 asilmamak tizere test hidrojeli dozunun
arastirilmasi, sonugta en iyi akarisidal etkiyi sergileyen ve hedef tiir arilar tarafindan
en 1yi diizeyde tolere edilebilen hidrojel miktarimin klinik olarak gozlenmesi
amaclandi. Calisma Oncesi varroosis ve nosemosis enfestasyonu ile pestisit
maruziyeti durumlar tespit edilen kolonilerden, ana ar1 yasi, petek ve ortalama ari

sayis1 degerlendirilerek birbirine benzer 6zellikte on bes adet koloni tespit edildi.

On bes koloniden rastgele se¢cim yontemiyle, 5 koloni negatif kontrol grubu,
5 koloni test grubu-1 (12,5 g timol iceren jelatin hidrojeli x 4 hafta siire ile 1 kez
uygulama) 5 koloni test grubu-2 (25 g timol igeren jelatin hidrojeli x 4 hafta siire
ile 1 kez uygulama) olarak sagaltim gruplar1 olusturuldu. Sagaltimlar siiresince
kovan i¢i ve gevre sicaklik-nem degerlerinin takibi i¢in arilik bolgesine ve her bir
sagaltim grubunu temsilen kovan iclerine bir adet datalogger yerlestirildi. Kovan
cerceveleri iistiindeki bolgeye test grubu-1 ve test grubu-2 i¢in hidrojeller konuldu,
negatif kontrol gruplarina herhangi bir ila¢ uygulamasi yapilmadi ve kovan iist
kapaklar1 kapatildi. Kovan polen ¢ekmecelerine yapiskan beyaz kagitlar
yerlestirildi. Kovan Onlerine 6lii arilar i¢in tuzaklar yerlestirildi. Sagaltim siiresi
boyunca 3 giin ara ile kovanlardaki ar1 davranislari, polen g¢ekmecelerindeki
yapiskan kagit tizerindeki 6lii akarlar ve kovan onlerine yerlestirilen kapanlardaki
Olii arilarin sayimlart yapildi. Toplamda dort haftalik akarisidal uygulamalar
sonunda tiim hidrojeller kolonilerden alindi. Hidrojeller kolonilerden
uzaklastirildiktan sonra pudra sekeri testi ile tiim kolonilerdeki akar diizeyi
hesaplandi. Akarisidal etkinlik oranlar1 sagaltimlar dncesi ve sonrasi koloni akar

diizeyleri lizerinden Henderson-Tilton esitligi ile hesaplandi.

Kontrol Grubu Sagaltim Oncesi Akar Sayis1 (A), Test Grubu Sagaltim
Sonrast Akar Sayisi (B), Kontrol Grubu Sagaltim Sonrasi Akar Sayist (C), Test
Grubu Sagaltim Oncesi Akar Sayis1 (D).

AxB
Akarisidal Etkinlik (%) = 1 —

1
CxDx 00
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In Vivo Calismalar Oncesi
Koloni Kontrolleri

: Nosemosis Pestisit
Varl’O(?.SIS I‘Enfest.a.syon Enfestasyon Maruziyeti
Diizeyi tespiti Diizeyi tespiti Tespiti

4

Rastgele Sec¢im ile
Doz Titrasyonu- Doz Dogrulama Caligsmasi
Sagaltim Gruplarininin Olusturulmasi

Negatif Kontrol Grubu Test-1 Grubu Test-2 Grubu
5 Koloni 5 Koloni 5 Koloni

Doz Titrasyonu- Doz Dogrulama
Calismas1 Koloni Kontrolleri

Kovan I¢i ve Cevre
Sicaklik-Nem
Kontrolleri

Olii Varroa spp. Akar

Sayimi Oli Arnt Sayimi

.

* Hedef tiir arilar tarafindan iyi diizeyde tolere edilebilen,
* En 1y1 akarisidal etkiyi sergileyen, hidrojel miktarinin klinik olarak belirlenmesi

Sekil 2.2. Doz titrasyonu ve Doz Dogrulama Calismasi Asamalari Gosterimi.




Akarisidal etkinlik-hedef tiir tolerans diizeyi ¢alismalari; doz titrasyon ve doz
dogrulama calismasinda en iyi diizeyde akarisidal etkinlik ve hedef tiir arilar
tarafindan iyi diizeyde tolere edilebilen hidrojel miktar1 belirlendi. Belirlenen bu
hidrojel ile referans timol ilac1 arasinda akarisidal etkinlik, hedef tiir tolerans diizeyi
ve bal ile bal mumunda timol kalintis1 bakimindan karsilagtirmali saha galigmasi
yapildi. Rastgele secim yontemi ile 5 koloni negatif kontrol grubu, 5 koloni pozitif
kontrol grubu (12,5 g timol igeren referans ilag x 2 hafta ara ile 2 kez uygulama) ve
5 koloni test grubu (25 g timol igeren jelatin hidrojeli x 4 hafta siire ile 1 kez
uygulama) olarak ¢alisma plani olusturuldu. Sagaltimlar siiresince gevre sicaklik ve
nem degerlerinin takibi i¢in arilik bolgesine, kovan i¢i degerlerinin takibi i¢in her
bir sagaltim grubunu temsilen kovan iglerine birer adet datalogger yerlestirildi.
Kovan cerceveleri tizeri bolgeye negatif kontrol gruplarinda herhangi bir ilag
uygulamasi yapilmadi, pozitif kontrol gruplari i¢in 12,5 g timole esdeger referans
ilag ve test grubu igin 25 g timol iceren hidrojel konularak kovan iist kapaklari
kapatildi. Kovan polen ¢ekmecelerine yapiskan beyaz kagitlar yerlestirildi. Kovan
Onlerine 0li ar1 tuzaklar yerlestirildi. Calisma referans ilacla sagaltimda onerildigi
lizere 4 hafta boyunca siirdiiriildii. Sagaltim siiresi boyunca 3 giin ara ile
kovanlardaki ar1 davraniglari, kovan dip tahtasindaki yapiskan kagit tizerindeki 6li
akarlar ve kovan Onlerine yerlestirilen kapanlardaki 6lii arilarin sayimlar1 yapildi.
Sadece pozitif kontrol grubundaki ilaglar iki haftanin sonunda kolonilerden alinarak
yerlerine yenileri konuldu. Do6rt haftanin  sonunda kolonilerden tiim ilag
uygulamalar1 uzaklastirildi. Kalint1 analizleri i¢in kolonilerden bal ve bal mum
ornekleri toplandi. Ardindan kolonilere alti hafta siire ile tau-fluvalinate etkin
maddesi i¢eren varroosis miicadele ilaci ile takip tedavisi uygulandi (Cabras ve ark.,
1999). Asagidaki esitlik ile akarisidal etkinlik diizeyleri hesaplandi. A; test grubu

ile oldiiriilen akar sayisi, B; takip sagaltimi ile 6ldiiriilen akar sayisi.

A
Akarisidal Etkinlik (%) = A x 100

x B
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Rastgele Sec¢im ile

Akarisidal Etkinlik-Hedef Tiir Tolerans Diizeyi Calismasi
Sagaltim Gruplariinin Olusturulmasi

Negatif Kontrol Grubu
5 Koloni

Pozitif Kontrol Grubu
5 Koloni

Test Grubu
5 Koloni

2

Calismalar Oncesi

Kolonilerden Bal ve Bal Mumu Numuneleri

Alinmasi

2

Akarisidal Etkinlik-Hedef Tiir Tolerans Diizeyi Calismasi

Koloni Kontrolleri

Kovan i¢i ve Cevre
Sicaklik-Nem
Kontrolleri

Olii Varroa spp. Akar
Sayimmi

Olii Ar1 Sayimi

| 4

Caligmalar Sonrasi

Kolonilerden Bal ve Bal Mumu Numuneleri Alinmasi ve

Takip Tedavisi Uygulanmasi

* Doz titrasyon ve doz dogrulama calismasinda belirlenen hidrojelin, referans
ilagla, akarisidal etkinlik, hedef tiir tolerans diizeyi ve bal ile bal mumunda olusan|
timol kalintilar1 bakimindan karsilastirilmasi, uygulamalardan elde edilen bulgular
arasinda olasi fark ve istatistiksel olarak anlamlilik durumunun arastirilmasi

Sekil 2.3. Akarisidal Etkinlik ve Hedef Tiir Tolerans Caligsmasi Agsamalari Gosterimi.
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Hedef Tiir Tolerans Diizeyi Calismasi1 Gorselleri.

Sekil 2.4. Akarisidal Etkinlik
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2.8. Bal ve Bal Mumunda Timol Kahnt1 Diizeylerinin Arastirilmasi

Calisma kapsaminda timol miktar tayini i¢in gelistirilen sivi kromatografi
analitik metodunun bal, bal mumu matrikslerinde geri kazanim c¢aligmalari
yapilarak kalint1 analizlerinde metodun kullanimi i¢in dogrulanmasi saglandi. /n
Vvivo ¢alisma Oncesi ve sagaltimlar sonrasi kolonilerden bal ve bal mumu 6rnekleri
topland1 ve etiketlenerek analizleri gergeklestirilinceye kadar — 20 °C sicaklikta

saklandi.

Numunelerin Oziitlenmesi ve analizi i¢in asagida belirtilen metotlar
uygulandi. Bal i¢in kor numune, kalibrasyon numunesi ve test numunelerin
hazirlanmasi: Literatiirde yer alan metotlardan (Bogdanov ve ark., 1998; Martel
ve Zeggane, 2002) hareketle ve baz1 degisiklikler yapilarak calisma
gercgeklestirildi. Tiim numuneler i¢in 2,5 g bal 50 mL’lik polipropilen santrifiij
tiiplerine tartild1 ve iizerlerine 7 mL distile su eklendi. Ardindan kér numune,
kalibrasyon numuneleri ve test numuneleri i¢in asetonitrilde hazirlanan 10 pg/mL
p-cumenol konsantrasyonlu internal standart ¢ozeltisinden 1 mL eklendi. 0,25;
0,5; 1 ug/mL kalibrasyon numuneleri i¢in asetonitrilde hazirlanan 10 pg/mL timol
konsantrasyonlu ¢6zeltisinden siras1 ile 0,25; 0,5; 1 mL kalibrasyon numunesi
tiiplerine eklendi. Tiim numunelerin 1000 rpm hiza ayarli mekanik karistiricida
20 dk siire ile homojen ¢6zelti haline gelmesi saglandi. 6 mL metanol ve 6 mL su
ile aktive edilen SPE kartustan (SiliaPrep™, SPE-R00230B-03P) numuneler
gecirildi. SPE kartuslar ardindan 6 mL su ile tekrar yikandi ve son olarak 1 mL
metanol ile kartuslarda tutunan timol ve p-cumenoliin 10 mL hacimli balon
jojelere aktarilmasi saglandi. Balon jojeler %80 asetonitril ¢ozeltisi ile 10 mL
hacme tamamlandi. Elde edilen ¢ozelti 0,45 um PTFE filtreden gecirilerek cam
viallere alindi ve HPLC-DAD ile analiz edildi.

Bal mumu i¢in kér numune, kalibrasyon numunesi ve test numunelerin

hazirlanmasi: Oziitleme I¢in Jamal ve ark. (2020), metodundan hareketle ve bazi
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degisiklikler yapilarak ¢alisma gergeklestirildi. Tiim numuneler i¢in 2,5 g bal
mumu 50 mL’lik polipropilen santrifiij tiiplerine tartild1 ve her bir tipe 10 mL n
hekzan ¢oziiciisii eklendi. Ardindan kér numune, kalibrasyon numuneleri ve test
numuneleri i¢in asetonitrilde hazirlanan 10 pg/mL p-cumenol konsantrasyonlu
internal standart ¢ozeltisinden 1 mL eklendi. 0,25; 0,5; 1 pug/mL kalibrasyon
numuneleri igin asetonitrilde hazirlanan 10 pg/mL timol konsantrasyonlu
¢ozeltisinden siras1 ile 0,25; 0,5; 1 mL kalibrasyon numunesi tiiplerine eklendi.
1000 rpm hiza ayarli mekanik karistiricida 20 dK siire ile homojen ¢ozelti haline
gelmesi saglandi. Ardindan — 10 °C 4000 devir 20 dk siire ile santrifiij edildi.
Olusan st faz 0,45 pm PTFE filtreden siiziilerek farkli bir santrifiij tiipiine alindu.
Elde edilen siiziintii — 10 °C 4000 devir 20 dk siire ile santrifiij edildi. Olusan iist
faz 0,45 um PTFE filtreden siiziilerek 10 mL’lik balon jojelere aktarildi. Balon
jojeler %80 asetonitril ¢ozeltisi ile 10 mL hacme tamamlandi. Elde edilen ¢ozelti
0,45 um PTFE filtreden gegirilerek cam viallere alindi ve HPLC-DAD ile analiz
edildi.

2.9. Elde Edilen Verilerin Istatistiksel Degerlendirme Metodu

Sagaltim gruplarindan elde edilen verilerinin istatistiksel
degerlendirmesinde; Oncelikle tiim gruplarin verileri normal dagilim gosterip
gostermediginin belirlenmesi i¢in Kolmogorov-Smirnov normal dagilim testi
gerceklestirildi. Verilerin ikiden fazla bagimsiz gruptan elde edilmesi ve normal
dagilim gostermesi durumunda, olasi istatistiksel farkliligin arastirilmasi i¢in Tek
Yonlii Varyans Testi (One way ANOVA) kullanildi. Varyans analizi sonras1 Tukey
HSD yontemi ile gruplar kendi aralarinda karsilastirilarak istatistiksel farklilik
olusturan gruplar belirlendi. Calismada, sagaltim gruplart arasinda hedef tiir
tolerans diizeyleri, bal ve bal mumu timol kalinti diizeyleri, akarisidal etkinlik
diizeyleri % 95 giiven diizeyinde (% 5 hata payi iki uglu (a= 0,05)) ( Anon, 2021b
ve Sonmez, 2010) SPSS (Statistics, 26 version) kullanilarak istatistiksel olarak

yorumland.
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3. BULGULAR

3.1 Timol Tayin Metodu Gegerli Kilma Calismas1 Bulgular:

Secicilik (spesifity) calismasi kapsaminda timol alikonma zamaninda

herhangi bir girisim gézlenmedi.

Kesinlik/Tekrarlanabilirlik parametresi kapsaminda yapilan, sistem
tekrarlanabilirligi ¢alismasi sonucu RSD %0, 11 olarak, metot tekrarlanabilirligi
calismas1 sonucu RSD %1,66 olarak, laboratuvar igi tretilebilirlik ¢alismasi
sonucu RSD %1,74 olarak hesaplandi.

Kalibrasyon egrisi verilerinin regresyonu ile yapilan hesaplamada teorik
olarak Tespit Limiti (LOD) 0,0062261 pg/mL ve Hesaplama Limiti (LOQ)
0,018866 ng/mL olarak hesaplandi. LOQ dogrulama c¢alismasinda %RSD 1,64

olarak hesaplandi.

Dogrusallik ¢aligmasinda; 0,25-15 ug/mL konsantrasyon araliginda

korelasyon katsayist 0,9999 olarak hesaplandi.

Aralik (Sinirlar/Range) ¢alismasinda; 10pug/mL kontrol konsantrasyonu
(%100) igin %80-%120 konsantrasyonlar1 araliginda %RSD degeri 0,89 olarak
hesaplanda.
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Dogruluk parametresi; ¢alismalar sonucu hidrojel i¢in %100,3, in vitro
salim hava numunesi i¢in %99,9 olarak, bal numuneleri i¢in %99,93 ve bal

mumu numunesi i¢in %100,6 olarak hesaplandi.

Saglamlik calismasinda; normal sartlarda elde edilen alanlar ile

degisiklikler yapilarak elde edilen alanlar aras1 fark 90,101 olarak hesaplandi.

Cozelti stabilitesi ¢alismasinda, o0da kosullarinda ve buzdolabi
kosullarinda muhafaza edilen 10 pg/ml konsantrasyonuna sahip timol igeren
¢ozeltilerinin HPLC-DAD ile baslangig¢ ve periyodik araliklarla gergeklestirilen
dlciimler gerceklestirildi. i1k enjeksiyon alan degeri ile en son elde edilen alanlar
aras1 karsilastirmada; timol standart ¢ozeltisinin oda kosulunda 42’inci saatte
yapilan dl¢timiinde %1,26 diizeyinde fark olustugu, buzdolab1 kosulunda 90’mnc1
giinde yapilan 6l¢iimde %1,67 diizeyinde fark olustugu bu zaman noktalarindan

sonra yapilan 6l¢iimlerde farkin % 2’yi astig1 belirlendi.

Hidrojel numunesinin oda kosulunda 48’inci saatte yapilan olgiimiinde
%1,92 diizeyinde fark olustugu, buzdolabi kosulunda 90’inc1 giinde yapilan
6l¢iimde %1,87 diizeyinde fark olustugu bu zaman noktalarindan sonra yapilan

Ol¢timlerde farkin % 2’yi astig1 belirlendi.

Timol in vitro salim numunesinin oda kosulunda 4’iincii hafta sonunda
yapilan Olgtimiinde olusan farkin % 1,89 diizeyinde oldugu, bu zaman

noktalarindan sonra yapilan 6l¢iimlerde farkin % 2’yi astig1 belirlendi.

Sonuglar kapsaminda ilgili ¢ozeltilerin stabilite siireleri belirlendi. Tiim
parametrelerin degerlendirilmesi sonucu analitik metodun gegerli oldugu tespit
edildi.
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Timol Dogrusallik Grafigi

y =0,2723x + 0,0083
4 - 2=0,9999

Cihaz Alan Ol¢iim Degerleri
(mAU*min)

O T T 1
0 5 10 15

Hazirlanan Timol Konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 3.1. Timol Dogrusallik Grafigi (0-0,25-0,5-1-5-10-15-20 pg/mL).

66



T ] mAlT

[
L
(=]

1

=)

LN

(=]
1

20,0

10,0

¥
=]
PR -

.0

[

W_J‘\J'\\ A

A-Cumeanal

Tl

T 1,00

3 >

.00

7.00

0 2 & UOGIUBBIN-LINGSNTY 258

GBI 101 SI-15PPTLIEP1.08

U5,

IWVLIZANM

mAU

=0

04

&0

a0

=0

10

=04

20

150

100

| - timal- 4,857

B

min

=

Sekil 3.2. A- Timol ve p-cumenol (10 ug/mL), B- Timol (5-10-15 ug/mL) HPLC-

DAD kromatogramlart.
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Sekil 3.3. Hidrojel Numunesi HPLC-DAD Kromatogrami (10 pg/mL).

3.2.  Hidrojellerin Sisme Testi Bulgulari

Jelatin Hidrojelleri Sisme Testi Grafigi

500
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Sekil 3.4. Jelatin Hidrojelleri Sisme Testi Grafigi.
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Cizelge 3.1. Jelatin Hidrojelleri % Sisme-Yap1 Gorliniimii- Saglamlik Degerlendirmesi.

Jelatin Hidrojel Kodu | % sisme | Yap1 Goriiniimii-Saglamhk

JJi 457 Gevsek yapida

JJ2 406 Diizgiin sekilli, hafif gevsek yapida
JJ3 381 Diizgiin gekilli, saglam yapili

JJ4 335 Diizgiin gekilli, saglam yapili

JJ5 324 Diizgiin sekilli, hafif gevsek yapida
JJ6 301 Gevsek yapida

JJ7 281 Gevsek yapida

JJ8 434 Gevsek yapida

JJ9 404 Diizgiin gekilli, hafif gevsek yapida
JJ10 386 Diizgiin sekilli, saglam yapil

JJ11 336 Diizgiin sekilli, saglam yapil

JJ12 297 Diizgiin sekilli, hafif gevsek yapida
JJ13 285 Hafif gevsek yapida

JJ14 272 Hafif gevsek yapida

Tim jelatin hidrojelleri 48 saatlik sisme testini dagilma sergilemeden
tamamladi. % sisme degerleri ve yap1 goriinlimii-saglamlik agisinda yapilan
degerlendirmede, jelatin ve glutaraldehit capraz baglayicisi ile olusturulan JJ3
ve JJ10 kodlu hidrojeller ile timol yiiklenebilme ¢alismasina gegilmesine karar

verildi.

FeClscapraz baglayicisi ile tretilen Na-Aljinat hidrojelleri 48 saatlik sisme
testini dagilma sergilemeden tamamladi. CaCl, ¢apraz baglayicisi ile iiretilen
Na-Aljinat hidrojelleri 48 saatlik sisme testini dagilma sergilemeden tamamladi.
FeCls ile capraz baglanan hidrojellerde ortalama sisme %150 diizeyinde
gozlendi. Ayn1 durum CaCl ile ¢apraz baglanan hidrojellerde de gozlendi.

FeCls ¢apraz baglayicisi ile iiretilen CMC hidrojelleri 48 saatlik sisme
testini dagilma sergilemeden tamamladi. CaCl, gapraz baglayicisi ile iiretilen
Na-Aljinat hidrojelleri 48 saatlik sisme testini dagilma sergilemeden
tamamlayamadi. FeCls ile ¢apraz baglanan hidrojellerde ortalama sisme %150

diizeyinde gozlendi.
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Bulgular Na-Aljinat ve CMC polimerleri ile denenen hidrojellerin, KSS
gelistirme i¢in gereken farkli 6zelliklere sahip yeterli sayida alternatif hidrojel
olusturulamadigin1 gostermektedir. Bu durum ve yapi goriinlimii-saglamlik
bakimindan homojen diskler elde edilememesi nedenli Na-Aljinat ve CMC

hidrojellerine timol yiiklenebilme c¢alismalarinda yer verilmedi.

3.3. Hidrojellerin Timol Yiiklenebilme Testi Bulgulari

Cizelge 3.2. Jelatin Hidrojeli % Timol Yiklenebilme Diizeyi -Yap1 Goriinimii-
Saglamlik Degerlendirmesi.

Jel Yap1 Gortiniimii- Saglamlik Yik.
Kodu Diizeyi
(%)
JJ1 | Sert, bozuk sekilli, dis ytizeyde timol partikiilleri var 22,91
JJ2 | Yumusak, diizgiin sekilli, dis yiizeyde timol partikiilleri var 26,95
JJ3 | Sert, bozuk sekilli, dis ytizeyde timol partikiilleri yok 20,07
JJ4 | Sert, bozuk sekilli, dis yiizeyi yagh 20,13
JJ5 Sert, diizgiin sekilli, dis yiizeyi yagh 27,49
JJ6 | Yumusak, diizgiin sekilli, dis yiizeyi yagh 25,68
JJ7 Sert, bozuk sekilli, dis yiizeyde timol partikiilleri var 27,01
JJ8 Sert, bozuk sekilli, dis yiizeyde timol partikiilleri var 24,72
JJ9 Sert, bozuk sekilli, dis yiizeyde timol partikiilleri var 29,80
JJ10 | Sert, diizgiin sekilli, dis yiizeyi yagh 28,58
JJ11 | Sert, diizgiin sekilli, dis yiizeyi yagh 24,40
JJ12 | Sert, diizgiin sekilli, dis yiizeyi yagh 25,41

Yiikleme yapilan hidrojeller; yapt goriiniimii - saglamlik, ylikleme verimi
ozellikleri bakimindan degerlendirdi. Tiim degerlendirmeler sonucu JJ10 kodlu
jelatin polimeri, glutaraldehit ¢capraz baglayicisi, timol etkin maddesi ve aygicek

yagi iceren hidrojel ile in vitro salim denemelerine gecilmesine karar verildi.
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3.4. Hidrojellerin Karakterizasyonu ve Hidrojel Morfolojisi inceleme
Bulgular:

Capraz baglanmamis jelatinin FT-IR spektrumunda 3283 cm™'de genis bir
pik vardir ve bu pik jelatin yapisindaki birincil amin grubu (N-H) pikidir. Capraz
baglanmamis jelatinin ve c¢apraz bagl jelatinin bu bdolgedeki pikleri
incelendiginde (Sekil 3.5.), ¢apraz baglanma reaksiyonu sonrasi jelatinin birincil
amin iceriginin belirgin sekilde azaldig1 goriildi. Bu durum jelatinin amino
gruplari ile glutaraldehitin aldehit gruplar1 arasindaki kimyasal reaksiyon sonucu
capraz baglanmanin sekillendigini gostermektedir. Test hidrojeli FT-IR
spektrumlarina gére (Sekil 3.6.), 2924 cm* ve 2854 cm™'de timoliin karakteristik
C-H bagi pikleri tespit edildi.

CAPRAZ BAGLANMA
SONRASLJFLATIN

 %T

CAPRAZ BAGLANMA
ONCESH JELATIN

Sekil 3.5. Capraz Baglanma Oncesi ve Sonrasi Jelatinin FT-IR Spektrumlar
Karsilagtirmasi.
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Sekil 3.6. Plasebo ve Test hidrojellerinin FT-IR Spektrumlar1 Karsilagtirmasi.

Dondurularak kurutulan hidrojeller baski uygulandiginda pargalanmaya
miisait bir yapt sergiledi. Hidrojel mikroyapist igerisinde yer alan mikro
diizeydeki gozeneklerin taramali elektron mikroskobu (VEGA3 SBU-
EasyProbe, TESCAN, Cekya) goriintiilerinde dlgiilen ¢aplar1 plasebo hidrojeli
icin 120,9-413 pm, test hidrojeli i¢in 93,9-264,3 um olarak belirlendi.
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SEM HV: 15.0 kV

SEM HV: 15.0 kV
SEM MAG: 200 x
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l
|
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y
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Det: SE 200 pm

Sekil 3.7. Plasebo Hidrojeli SEM Goriintiileri.

VEGA3 TESCAN
TUBITAK-BUTAL

VEGA3 TESCAN
TUBITAK-BUTAL
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SEM WV 150V

SEM HV: 15.0 kV
SEM MAG: 126 x

WD: 12.17 mm

VEGA3 TESCAN
TUBITAK-BUTAL

Sekil 3.8. Test Hidrojeli SEM Goriintiileri.
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Liyofilizasyon isleminin ve etiivde kurutmanin yiizey topografisi ve
gozenekli yapiya olan muhtemel etkilerini karsilastirmak i¢in, etiivde kurutulan
plasebo ve test hidrojelleri parafin igine gomiildii ve — 20 °C sicaklikta
dondurulduktan sonra mikrotom ile kesitler alindi. Kesitler lam {izerine alinarak
dogrudan dijital kamerali Carl Zeiss Axio Imager D2 151k mikroskobu ve ZEN
3.1 (Blue Edition) goriintiileme sistemi kullanilarak (x20) fotograflandi.
Yapilan dl¢iimlerde plasebo ve test hidrojeli i¢in en kiiciik ve en biiyiik gdzenek

caplart sirastyla 568-963 um 514-948 pum olarak belirlendi.

Sekil 3.9. Plasebo ve Test Hidrojeli Isik Mikroskobu Goriintiisii (x20 biiyiitme).
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Sekil 3.10. Plasebo ve Test Hidrojeli Isik Mikroskobu Goriintiisii (x20 biiyiitme).

3.5. Hidrojellerin Farmasétik Kalite ve Stabilite Ozellikleri Bulgulari

Avrupa Farmakopesi (E.P.) 2.9.5. hacim/kiitle tekdiizeligi monografi
(Anon, 2021d)’na gore 20 hidrojel hassas terazi (AK160, Mettler Toledo, Ohio,
ABD) ile tartildi. Tartimlardan en fazla ikisi ortalamadan %10 sapma
gosterebilir ve hicbir tartim %?20’den fazla sapma gostermemelidir. Yapilan
tartimlarda sonuglarin E.P. 2.9.5. hacim/kiitle tekdiizeligi testini karsiladigi
tespit edildi.
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Cizelge 3.3. Hidrojellerin Hacim/Kiitle Tek Diizeligi Testi Bulgulari.

Hidrojel Agirlik (g)
1 54,22

2 54,14

3 52,78

4 57,69

5 49,96

6 49,98

7 52,82

8 55,25

9 48,86

10 50,34

11 53,58

12 58,84

13 59,55

14 57,85

15 59,60

16 52,88

17 54,83

18 54,10

19 52,68

20 53,48
Ortalama 54,17
%90-%110 48,75 - 59,58
%80-%120 43,33 - 65,00

E.P. 2.9.6 igerik tek diizeligi monografi (Anon, 2021e) C metoduna gore
10 dozaj biriminin ortalama igerigi, belirtilen igerigin %901 ile %110'u
arasindaysa ve her bir dozaj birimi i¢in igerik, ortalamanin %75' ile %125'i
arasindaysa sonuglar uygundur. Yapilan HPLC-DAD &lgiim sonuglari
degerlendirildiginde E.P. 2.9.6 icerik tek diizeligi testini karsiladig: tespit edildi.
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Cizelge 3.4. Hidrojellerin Igerik Tek Diizeligi Testi Bulgulari.

Hidrojel Olgiilen timol icerigi (g)
1 12,46

2 11,76

3 11,04

4 12,49

5 12,10

6 11,14

7 11,61

8 11,77

9 11,44

10 11,78
Ortalama 11,76
Belirtilen Igerigin (12,5 g) %90-%110’u 11,25-13,75
Ortalama Icerigin (11,769) %75-%125’i 8,82 — 14,70

Cizelge 3.5. Hidrojellerin Stabilite Kontrol Testi Bulgulari.

Spesifikasyon

Agirhik (g)

Etkin Madde Miktar (Q)

Limitler

Ort. 54,17 g/hidrojel
(%90-%110= 48,75 -
59,58 g/hidrojel)

Ort. 11,76 g timol/hidrojel
(% 90-%110= 10,58 - 12,93
g/hidrojel)

Referans/ Metot 2.9.5 hacim/kiitle 2.9.6 igerik tek diizeligi
tekdiizeligi (E.P.10.0) | (E.P.10.0)

Cihaz Hassas Terazi HPLC-DAD

Sonuglar
["dm‘e' 5561 12,49

Baslangic ;"droje' 51,08 12,10
g"dm’e' 48,98 11.14
["droje' 51.76 1161

3. Ay ';'droje' 55,1 11,77
g"droje' 54.35 11,44
["dm’e' 54.26 11,46

6. Ay ;"droje' 52,10 11,16
;"d””e' 50,35 11,04
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Hidrojellerin baslangig, ii¢iincii ve altinct ayda yapilan 2.9.5 hacim/kiitle
tekdtizeligi (Anon, 2021d) ve 2.9.6 igerik tek diizeligi (Anon, 2021e) analizleri
sonucu alt1 aylik siire¢ igerisinde farmasotik kalite ozellikleri agisindan

stabilitesini korudugu belirlendi.

3.6. In vitro Sahm Sisteminde Timol Salim Diizeyi Ol¢iim Calismas
Bulgular:

Gravimetrik 6l¢timlerde; 12,5 g saf timolden 4 hafta sonunda 5,28 g

siiblimlesme gerceklestigi tespit edildi.

HPLC-DAD ile yapilan 6l¢iimlerde siiblimlesen timoliin, yaklasik %57
sinin (3,03 g) kovan geperine adsorbe oldugu, %43’tniin (2,25 g) ¢oziicii
tuzaklarinda tutuldugu tespit edildi. Saf timoliin in vitro kiimiilatif salim
konsantrasyon-salim grafigi incelendiginde dort haftalik siire igerisinde birinci

derece salim tipi sergiledigi belirlendi.

4300 1 Saf Timol
4000 - in vitro Kiimiilatif Salim
- 3500 - Timol Konsantrasyonu-Zaman Grafigi
=Y)]
: ]
> 3000
S 2500 | y = 150,06x
< R? = 0,0295
< 2000 -
0
|<ZTZ 1500 -
% 1000 -
v 500 -
0 | | | |
0 7 14 21 08
GUN

Sekil 3.11. Saf Timol in vitro Kiimiilatif Salim Konsatrasyon-Zaman Grafigi.
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o) 50
x O 1 1 1
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Sekil 3.12. Saf Timol in vitro Salim Kovan i¢i Hava Timol Konsantrasyonu-Zaman
Grafigi.

Gravimetrik 6l¢limlerde; 12,5 g saf timol igeren pozitif kontrol ilacindan 4

hafta sonunda 2,69 g timol salim1 gergeklesti.

HPLC-DAD ile yapilan 6lgiimlerde siiblimlesen timoliin, %34 {iniin (0,91
g) kovan ¢eperine adsorbe oldugu, %66’smin (1,77 g) ¢oziicii tuzaklarinda
tutuldugu, in vitro kiimilatif salim konsantrasyon-salim grafigi incelendiginde

dort haftalik siire icerisinde birinci derece salim tipi sergiledigi belirlendi.
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Sekil 3.13. Referans ila¢ in vitro Kiimiilatif Salim Timol Konsatrasyonu-Zaman

Grafigi.
450 .
] Referans Ila¢
400 In Vitro Salim Kovan Ici Hava
Timol Konsantrasyonu-Zaman Grafigi
350
=
2 300
% 250
2
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%
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Sekil 3.14. Referans Ilag in vitro Salim Kovan i¢i Hava Timol Konsantrasyonu-Zaman

Grafigi.
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Sekil 3.15. Hidrojel in vitro Kiimiilatif Salim Konsatrasyon-Zaman Grafigi.

80 - .
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= 60 - Timol Konsantrasyonu-Zaman Grafigi
=
Z
S 40 -
E
Z 2 -
<
78]
4
a 0 T T T 1
0 7 14 21 28
GUN

Sekil 3.16. Hidrojel in vitro Salim Kovan i¢i Hava Timol Konsantrasyonu-Zaman

Grafigi.

Gravimetrik Ol¢iimlerde; 12,5 g saf timol igeren hidrojelden 4 hafta

sonunda 1,87 g salim gergeklesti.
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HPLC-DAD ile yapilan 6l¢iimlerde siiblimlesen timoliin, %49’unun (0,91
g) kovan geperine adsorbe oldugu, %51°inin (0,96 g) ¢oziicli tuzaklarinda
tutuldugu, in vitro kiimiilatif salim konsantrasyon-salim grafigi incelendiginde

dort haftalik siire igerisinde sifirinci derece salim tipi sergiledigi belirlendi.

Esit deneysel sartlar, esit siireler ve esit miktarda etkin madde igeren saf
timol, pozitif kontrol ilac1 (referans ilag) ve hidrojel igin in vitro kosullarda elde
edilen kovan igi bir litre havadaki timol konsantrasyonlar1 dikkate alindiginda;
Imdorf ve ark. (1995), ‘tarafindan belirtilen 5-15 pupg/L  hava

konsantrasyonlarindaki sagaltim penceresinin disina ¢iktig1 gozlendi.

Antibakteriyellerin in vitro ortamda elde edilen minimum inhibit6r
konsantrasyon (MIK) degerlerinin in vivo ortamda elde edilebilmesi icin
uygulanan ila¢ miktar1 veya titresinin 1 ila 10 kat artirildhigr bildirilmektedir
(Kaya, 2007). Bu 6rnekten hareketle in vitro ortamda 6lgiilen kovan igi bir litre
havadaki timol konsantrasyonlart1 1/5 ve 1/10 oranlarinda olgeklendirilerek
teorik olarak in vivo ortamda olusabilecek konsantrasyonlar icin grafikler
olusturuldu. Elde edilen grafiklerde her iki dl¢eklendirme icin teorik olarak

sagaltim penceresine uyumlu bir salim sekillenmektedir.

Sagaltim penceresi konsantrasyonlarina uyumlu olacagr on goriilen
konsantrasyonlarin, antiparaziter ilaglarin in vivo ortamda uygulanacak
miktarlarmin belirlenmesi i¢in Onerilen doz titrasyon ve doz dogrulama
caligmalar1 (Anon, 2021a) ile bal aris1 kolonilerinde akarisidal etkinlik ve hedef

tiir tolerans1 bakimindan klinik olarak dogrulanmasina karar verildi.
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Sekil 3.17. Hidrojel in vitro Salim Kovan I¢i Hava Timol Konsantrasyonu-Zaman

Grafigi (1/5 Olgeklendirme).
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Sekil 3.18. Hidrojel in vitro Salim Kovan I¢i Hava Timol Konsantrasyonu-Zaman

Grafigi (1/10 Olgeklendirme).
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3.7. In vivo Doz Titrasyon-Doz Dogrulama ve Akarisidal Etkinlik-Hedef
Tiir Tolerans Diizeyi Calismalar: Bulgular

In vivo calismalar oncesi koloni saghik kontrollerinde, &rneklenen
kolonilerin tiimiinde Varroa spp. akari tespit edildi. Kolonilerde varroosis

enfestasyonu oraninin %2 ile %4 arasinda degistigi tespit edildi.

Kolonilerden alinan numunelerin, belirtilen metot ile gerceklestirilen
analizleri sonucunda hi¢bir numunede Cizelge 2.1.’de belirtilen pestisitler i¢in

6lctim limiti (LOQ) diizeyinde pestisite rastlanmadi.

Kolonilerden alinan tiim ar1 numunelerinde yapilan Nosema spp. spor
taramast sonucu herhangi bir numunenin 1 milyon {izeri spor igermedigi
saptandi. Bu kolonilerin in  vivo c¢alismalarda

sonuclar  15181nda

kullanilabilecekleri kanaatine varildi.

Cizelge 3.6. Doz Titrasyon-Doz Dogrulama Calismasi Akarisidal Etkilik Bulgulari.

Sagaltim Grubu | Kovan No Sagaltim Oncesi Sagaltim Sonrasi Akarisidal
Enfestasyon Enfestasyon Etkinlik %
Diizeyi % Diizeyi %

Negatif Kontrol | NK'1 2 3 33

Grubu NK 2 4 5 22
NK 3 3 4 25
NK 4 2 3 33
NK 5 3 4 25
Ortalama 2,8 3,8 27,6

Test Grubu-1 T1-1 3 2 51
T1-2 3 2 51
T1-3 4 2,3 58
T1-4 3 2 51
T1-5 3 1,33 67
Ortalama 3,2 1,92 55,6

Test Grubu-2 T2-1 4 1,66 69
T2-2 3 1,33 67
T2-3 2 0,33 88
T2-4 3 1,00 75
T2-5 3 0,66 84
Ortalama 3 0,99 76,6
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Cizelge 3.7. Doz Titrasyon-Doz Dogrulama Calismas1 Hedef Tiir Tolerans Diizeyi

Bulgular1.
Sagaltim Kovan No Olen Ar Sayisi (adet)
Grubu 1 hafta 2 hafta 3 hafta | 4 hafta Toplam
Nagatif NK 1 15 8 14 9 46
Kontrol Grubu [ NK 2 12 6 12 3 33
NK 3 21 13 8 12 54
NK 4 10 15 8 7 40
NK 5 16 9 17 11 53
Ortalama 46,2
Test Grubu-1 T1-1 28 11 14 9 62
T1-2 23 12 20 11 66
T1-3 28 13 9 6 56
T1-4 19 10 14 8 51
T1-5 25 14 10 13 62
Ortalama 59,4
Test Grubu-2 T2-1 27 12 8 10 57
T 2-2 32 15 12 14 73
T 2-3 24 16 11 14 65
T 2-4 28 13 8 9 58
T 2-5 36 12 7 18 73
Ortalama 65,2
Doz Titrasyon ve Doz Dogrulama Calismasi
Cevre ve Kovan l¢i Sicakhk-Nem Olciimleri Grafigi
50 100
45 90
40 80
G b 0 T
< 30 60
—EE 25 50 &
§ 20 40 GE)
xn 15 30 =
10 20
5 10
0 0

1234567 8 910111213141516171819202122232425262728

~~~~~~ ®----- Ortalama Cevre Sicaklik Degeri

—o— Ortalama Cevre Nem Degeri

Giin

~~~~~ -+ Ortalama Kovan ici Sicakhk Degeri

—— Ortalama Kovan i¢i Nem Degeri
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Arlik bolgesine yerlestirilen datalogger cihazi ile calisma siiresi
igerisinde; giindiiz i¢in en yiiksek ¢evre sicakligi 28 °C, en diisiik ¢cevre sicakligi
19°C olarak olgiildii. Gece i¢in en yiiksek sicaklik 19 °C, en diisiik sicaklik 14
°C olarak 6lgiildii. Calisma boyunca en diisiik sicaklik olan 14 °C aralikli olarak
alt1 gece ol¢iildii. Cevre neminin 48-91 % RH arasinda degistigi gézlemlendi.
Kovanlarda gergeveler lizerindeki bolgeye yerlestirilen data logger cihazlari ile
caligma siiresi igerisinde; glindiliz i¢in en yiiksek sicakligi 27,5 °C, en diisiik
cevre sicakligr 20 °C olarak 6lgiildii. Gece i¢in en yiiksek sicaklik 25,6 °C, en
diisiik sicaklik 20 °C olarak 6lgiildii. Kovan i¢i neminin 44 ila 67 % RH arasinda
degistigi gozlemlendi. Yagislar aralikli olarak toplamda alti giin boyunca ve
genelde gece saatlerinde, hafif siddette gerceklesti. Cevresel kosullar kaynakli
kolonilerde huzursuzluk ve ana ar1 kaybi gibi herhangi bir olumsuzluk

gozlenmedi.

Cizelge 3.8. In vivo Akarisidal Etkinlik-Hedef Tiir Tolerans Diizeyi Calismas1 Sagaltim
Gruplari-Akarisidal Etkinlik Diizeyi Bulgulari.

Sagaltim | Kovan | Sagaltim ile Olen Takip Sagaltiminda Akarisidal
Grubu No AKar Sayisi (adet) Olen Akar Sayisi (adet) | Etkinlik %
1 2 3 4
hafta | hafta | hafta | hafta
Negatif NK 1 21 15 34 19 312 22,19
Kontrol NK 2 32 17 29 45 405 23,30
Grubu NK3 | 40 12 19 12 346 19,35
NK4 | 25 19 9 34 372 18,95
NK 5 12 34 17 51 327 25,85
Ortalama 21,93
Pozitif PK 1 213 | 96 121 | 48 102 82,41
Kontrol | PK 2 184 | 92 105 | 78 132 77,66
Grubu PK 3 203 | 102 78 63 94 82,59
PK 4 184 79 71 49 97 79,79
PK 5 174 | 98 68 85 87 83,01
Ortalama 81,09
Test T1 114 68 43 52 109 71,76
Grubu T2 103 | 87 58 36 121 70,12
T3 128 | 82 51 38 138 68,42
T4 91 122 64 39 117 72,98
T5 87 64 35 21 96 68,32
Ortalama 70,32
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Cizelge 3.9. /n vivo Akarisidal Etkinlik-Hedef Tiir Tolerans Diizeyi Calismas1, Sagaltim
Grubu- Hedef Tiir Tolerans Diizeyi Bulgulart.

Sagaltim Kovan No Olen An Sayis1 (adet)
Grubu 1 hafta 2 hafta 3 hafta 4 hafta  [Toplam
NK 1 22 15 9 21 67
Negatif NK 2 19 22 14 12 67
NK 3 17 11 8 13 49
Kontrol Grubu NK 2 1 20 16 3 65
NK 5 9 17 14 16 56
Ortalama 60,8
Pozitif PK 1 174 36 58 33 301
Kontrol Grubu |PK 2 200 43 61 28 332
PK 3 127 41 72 35 275
PK 4 96 65 87 43 291
PK 5 135 54 62 37 288
Ortalama 2974
Test Grubu T1 29 26 21 13 89
T2 38 19 17 9 83
T3 41 18 9 13 81
T4 34 25 20 19 98
T5 32 21 12 18 83
Ortalama 86,8

In vivo Akarisidal Etkinlik ve Hedef Tiir Tplerans Diizeyi Calismasi
Cevre ve Kovan I¢i Sicaklik-Nem Olc¢iimleri Grafigi
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Sekil 3.20. /n vivo Akarisidal Etkinlik-Hedef Tiir Tolerans Diizeyi Calismas1 Sicaklik-
Nem Olgiimleri.
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Arlik bolgesine yerlestirilen datalogger cihazi ile calisma siiresi
igerisinde; giindiiz i¢in en yiiksek gevre sicakligi 26 °C, en diisiik ¢evre sicakligi
16°C olarak olgiildii. Gece i¢in en yiiksek sicaklik 18 °C, en diisiik sicaklik 11
°C olarak olgiildii. Calisma boyunca 15 °C altindaki sicaklik aralikli olarak on
sekiz gece Ol¢iildii ve giinliik ortalama ¢evre sicakligi bakimindan hicbir ¢alisma
giinii i¢in 15 °C altinda sicaklik degeri gozlenmedi. Cevre neminin 41-91 %
RH arasinda degistigi gdzlemlendi. Kovanlarda gerceveler iizerindeki bolgeye
yerlestirilen datalogger cihazlar ile caligma siiresi icerisinde; giindiiz i¢in en
yiiksek sicaklik 27,6 °C, en diisiik sicaklik 19,6 °C olarak 6l¢iildii. Gece igin en
yiiksek sicaklik 26,2 °C, en diisiik sicaklik 14,5 °C olarak olgtildii. Calisma
boyunca en diisiik kovan ici sicaklik olan 14,5 °C bir gece i¢in dl¢iildii. Kovan
ici neminin 49 ila 71 % RH arasinda degistigi gézlemlendi. Yagislar toplamda
on iki giinde, hafif ve orta siddette giin igerisinde birka¢ saat aralikli olarak
gerceklesti. Cevresel kosullar kaynakli kolonilerde huzursuzluk ve ana ar1 kaybi

gibi herhangi bir olumsuzluk gozlenmedi.
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3.8. Bal ve Bal Mumunda Kahnt1 Diizeyi Arastirma Bulgulari

Bal ve bal mumu numuneleri kromatogramlarinda timol ve p-cumenol

pik alikonma zamanlarinda herhangi bir girisim gozlenmedi. Bu durumda

metodun secici oldugu kabul edildi. Bal ve bal mumunda geri kazanim oranlari

sirastyla %99,93 ve %100,6 olarak tespit edildi.

Cizelge 3.10. Timol Uygulanan Kolonilerde Bal ve Bal Mumunda Timol Kalint1 Diizeyi
Arastirma Bulgular.

Sagaltim grubu Bal Balmumu
timol kalint1 diizeyi (mg/kg) timol kalint1 diizeyi (mg/kg)
Calisma Oncesi |Calisma sonras1 | Calisma dncesi | Caligma sonrasi

Negatif Kontrol 1 |0,049 0,025 0,136 0,085
Negatif Kontrol 1 {0,080 TEDB TEDB TEDB
Negatif Kontrol 1 |0,078 0,053 0,160 0,122
Negatif Kontrol 1 {0,073 0,050 0,157 0,100
Negatif Kontrol 1 |0,069 0,022 0,082 0,064
Ortalama 0,070 0,038 0,134 0,093
Pozitif Kontrol 1 {0,049 9,369 0,107 0,940
Pozitif Kontrol 2 {0,081 4,199 TEDB 2,764
Pozitif Kontrol 3 {0,095 2,139 TEDB 1,140
Pozitif Kontrol 4 |TEDB 3,019 0,135 2,417
Pozitif Kontrol 5 0,075 8,766 0,142 1,073
Ortalama 0,075 5,498 0,128 1,667
Test 1 TEDB 0,076 0,138 0,764
Test 2 TEDB 0,074 0,145 0,317
Test 3 0,060 0,126 TEDB 0,200
Test 4 0,089 0,324 0,034 0,788
Test5 0,085 0,240 0,139 0,309
Ortalama 0,078 0,168 0,114 0,476

*TEDB: Tespit edilebilir diizeyde bulunamadi.
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3.9. Bulgularn Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Cizelge 3.11. In vivo Calismalarda Elde Edilen Verilerin Normal Dagilim Testi
Sonuglart.

Doz Titrasyon-Doz Dogrulama Calismasi
Akarisidal Etkinlik Verileri Normal Dagilim Testi
Kolmogorov-Smirnov?

Statistic df Sig.
Negatif Kontrol Grubu 0,296 5 0,176"
Test Grubu-1 0,343 5 0,055
Test Grubu-2 0,196 5 0,200"

Doz Titrasyon-Doz Dogrulama Calismasi
Hedef Tiir Tolerans Verilerinin Normal Dagilim Testi
Kolmogorov-Smirnov?

Statistic df Sig.
Negatif Kontrol Grubu 0,224 5 0,200"
Test Grubu-1 0,270 5 0,200"
Test Grubu-2 0,243 5 0,200"

Akarisidal Etkinlik-Hedef Tiir Tolerans Calismasi
Akarisidal Etkinlik Verilerinin Normal Dagilim Testi
Kolmogorov-Smirnov?

Statistic df Sig.
Negatif Kontrol Grubu 0,216 5 0,200"
Pozitif Grubu 0,317 5 0,113
Test Grubu 0,223 5 0,200"

Akarisidal Etkinlik-Hedef Tiir Tolerans Calismasi
Hedef Tiir Tolerans Verileri Normal Dagilim Testi
Kolmogorov-Smirnov?®

Statistic df Sig.
Negatif Kontrol Grubu 0,300 5 0,161"
Pozitif Grubu 0,233 5 0,200"
Test Grubu 0,308 5 0,137"

Balda Timol Kalint1 Calismasi
Verilerinin Normal Dagilim Testi
Kolmogorov-Smirnov?

Statistic df Sig.
Negatif Kontrol Grubu 0,274 5 0,200"
Pozitif Grubu 0,251 5 0,200"
Test Grubu 0,248 5 0,200"

Bal Mumunda Timol Kalint1 Calismasi
Verilerinin Normal Dagilim Testi
Kolmogorov-Smirnov?

Statistic df Sig.
Negatif Kontrol Grubu 0,213 5 0,200"
Pozitif Grubu 0,331 5 0,077"
Test Grubu 0,316 5 0,116"

*(p> 0,05).

Doz titrasyon-doz dogrulama g¢alismasi ile akarisidal etkinlik ve hedef tiir

tolerans calismalarinda elde edilen; akarisidal etkinlik, hedef tiir tolerans, bal ve
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bal mumunda timol kalintis1 diizeyi verilerin yapilan Kolmogorov-Smirnov testi

sonucu normal dagilim gosterdigi tespit edildi (p> 0,05).

Verilerin normal dagilim gosterdiginin belirlenmesini takiben, sagaltim
gruplar1 arasindaki olasi farkin arastirilmasi i¢in tek yonlii varyans testi (One
way ANOVA) kullanildi. Varyans analizi sonrasi istatistiksel olarak anlamli fark
belirlenmesi durumunda (p < 0,05).Tukey HSD yontemi ile gruplar kendi

aralarinda karsilagtirilarak istatistiksel farklilik olusturan gruplar belirlendi.

Doz titrasyon-doz dogrulama caligmasi sonrasi hesaplanan akarisidal
etkinlik verilerinin tek yonli varyans testi ile analizleri sonucu anlamli diizeyde
(p < 0,05) fark tespit edildi. Farkin hangi grup veya gruplardan kaynaklandigini
belirlemek i¢in Tukey HSD yontemi kullanildi. Tiim sagaltim gruplar: arasinda
akarisidal etkinlik diizeyi bakimindan anlaml diizeyde (p < 0,05) fark tespit
edildi.

Cizelge 3.12. Doz Titrasyon-Doz Dogrulama Calismasi Akarisidal Etkinlik Verilerinin
Istatistiksel Analizi.

Doz Titrasyon-Doz Dogrulama Calismas1 Akarisidal Etkinlik Verileri
Tek Yonlii Varyans Testi

Kareler toplam: df Kareler ortalamasi F Sig.
Gruplar arast 6043,333 2 3021,667 56,692 0,000*
Gruplar igi 639,600 12 53,300
Toplam 6682,933 14

Doz Titrasyon-Doz Dogrulama Cahismasi1 Akarisidal Etkinlik Verileri
Post Hoc Tukey HSD ile Degerlendirme

Ortalama farklilik (Standart Hata [Sig.

Negatif Kontrol Grubu [Test Grubu-1 -28,00000" 4,61736 0,000*

Test Grubu-2 -49,00000" 4,61736 0,000*
Test Grubu-1 Negatif Kontrol Grubu[28,00000" 4,61736 0,000*

Test Grubu-2 -21,00000" 4,61736 0,002*
Test Grubu-2 Negatif Kontrol Grubul49,00000" 4,61736 0,000*

Test Grubu-1 21,00000" 4,61736 0,002*
*(p < 0,05).

Doz Titrasyon-Doz Dogrulama Caligsmasi sonrasi hesaplanan hedef tiir

tolerans verilerinin Tek Yonlii Varyans Testi ile analizi sonucu anlaml diizeyde
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fark tespit edildi (p < 0,05). Farkin hangi gruplardan kaynaklandigini belirlemek
icin Tukey HSD yontemi kullanildi. Negatif kontrol grubu ile Test-1 grubu
arasinda anlamli fark tespit edilemedi. Negatif kontrol grubu ile Test-2 grubu
arasinda anlamli fark tespit edildi. Test-1 grubu ile Test-2 grubu arasinda anlaml
fark tespit edilmedi (p < 0,05).

Cizelge 3.13. Doz Titrasyon-Doz Dogrulama Calismasi Hedef Tiir Tolerans Verilerinin
Istatistiksel Analizi.

Doz Titrasyon-Doz Dogrulama Calismas1 Hedef Tiir Tolerans Verileri
Tek Yonlii Varyans Testi

Kareler

Kareler toplam1 df F Sig.
ortalamasi
Gruplar arast 948,133 2 474,067 9,596 0,003*
Gruplar i¢i 592,800 12 49,400
Toplam 1540,933 14

Doz Titrasyon-Doz Dogrulama Calismas1 Hedef Tiir Tolerans Verileri
Post Hoc Tukey HSD ile Degerlendirme

g;ﬁll?g:a Standart Hata Sig.
Negatif Kontrol Grubu [Test Grubu-1 -13,20000 4,44522 0,029
Test Grubu-2 -19,00000" 4,44522 0,003*
Test Grubu-1 Negatif Kontrol Grubu [13,20000 4,44522 0,029
Test Grubu-2 -5,80000 4,44522 0,419
Test Grubu-2 Negatif Kontrol Grubu [19,00000" 4,44522 0,003*
Test Grubu-1 5,80000 4,44522 0,419

*(p < 0,05).

Akarisidal Etkinlik-Hedef Tiir Tolerans Diizeyi Calismasinda hesaplanan
akarisidal etkinlik verilerinin Tek Yonlii Varyans Testi ile analizi sonucu anlamli
diizeyde (p< 0,05) fark tespit edildi. Farkin hangi gruplardan kaynaklandigin
belirlemek i¢in Tukey HSD yontemi kullanildi. Tiim gruplar arasinda akarisidal

etkinlik diizeyi bakimindan anlamli diizeyde fark tespit edildi (p< 0,05).
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Cizelge 3.14. Akarisidal Etkinlik-Hedef Tiir Tolerans Diizeyi Calismasi Akarisidal
Etkinlik Verilerinin Istatistiksel Analizi.

Akarisidal Etkinlik-Hedef Tiir Tolerans Diizeyi Calismasi Akarisidal Etkinlik Verileri
Tek Yonlii Varyans Testi

Kareler

Kareler toplami df Sig.
ortalamast
Gruplar arasi 9930,334 2 4965,167 841,785 0,000
*
Gruplar igi 70,781 12 5,898
Toplam 10001,115 14

Akarisidal Etkinlik-Hedef Tiir Tolerans Diizeyi Calismas1 Akarisidal Etkinlik Verileri
Post Hoc Tukey HSD ile Degerlendirme

Ortalama
farklilik  |Standart Hata [Sig.
Negatif Kontrol Grubu Pozitif Kontrol Grubu |-59,16400* (1,53602 0,000*
Test Grubu -48,39200* |1,53602 0,000*
Pozitif Kontrol Grubu Negatif Kontrol Grubu59,16400* [1,53602 0,000*
Test Grubu 10,77200* [1,53602 0,000*
Test Grubu Negatif Kontrol Grubu48,39200* [1,53602 0,000*
Pozitif Kontrol Grubu [-10,77200* 1,53602 0,000*

*(p < 0,05).

Akarisidal etkinlik-hedef tiir tolerans diizeyi ¢aligmasi sonrasi hesaplanan
hedef tiir tolerans verilerinin Tek Yonlii Varyans Testi ile analizi sonucu anlamli
diizeyde fark tespit edildi (p< 0,05). Farkin hangi gruplardan kaynaklandigini
belirlemek i¢in Tukey HSD yontemi kullanildi. Negatif kontrol grubu ile test
grubu arasinda hedef tiir tolerans diizeyi bakimindan anlaml diizeyde fark tespit
edilemedi (p< 0,05). Negatif kontrol grubu ile pozitif kontrol grubu arasinda ve
test grubu ile pozitif kontrol grubu arasinda hedef tiir tolerans diizeyi bakimindan

anlamli diizeyde fark tespit edildi (p< 0,05).
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Cizelge 3.15. Akarisidal Etkinlik-Hedef Tiir Tolerans Diizeyi Caligsmasi, Hedef Tir
Tolerans Verilerinin Istatistiksel Analizi.

Akarisidal Etkinlik-Hedef Tiir Tolerans Diizeyi Calismasi Hedef Tiir Tolerans Verileri
Tek Yonlii Varyans Testi
Kareler

Kareler toplam1 df F Sig.
ortalamasi
Gruplar aras1 168346,533 2 84173,267 440,929 0,000*
Gruplar i¢i 2290,800 12 190,900

Toplam 170637,333 14
Akarisidal Etkinlik-Hedef Tiir Tolerans Diizeyi Calismasi Hedef Tiir Tolerans Verileri
Post Hoc Tukey HSD ile Degerlendirme

Ortalama
farkliblk  |Standart Hata Sig.
Negatif Kontrol Grubu Pozitif Kontrol Grubu -236,6000" [8,73842 0,000*
Test Grubu -26,0000" [8,73842 0,029
Pozitif Kontrol Grubu Negatif Kontrol Grubu[236,6000" [8,73842 0,000*
Test Grubu 210,6000" [8,73842 0,000*
Test Grubu Negatif Kontrol Grubu[26,00000" [8,73842 0,029
Pozitif Kontrol Grubu [-210,6000" [8,73842 0,000*

*(p < 0,05).

Bal ve bal mumunda timol kalintis1 ¢alismalar1 sonrasi hesaplanan balda
timol kalintis1 verilerinin tek yonlii varyans testi ile analizi sonucu anlamli

diizeyde fark tespit edildi (p< 0,05).

Farkin hangi gruplardan kaynaklandigini belirlemek icin Tukey HSD
yontemi kullanildi. Pozitif kontrol grubu ile negatif kontrol grubu ve pozitif
kontrol grubu ile test grubu arasinda balda timol kalinti diizeyi bakimindan
anlaml diizeyde fark tespit edildi (p< 0,05). Negatif kontrol grubu ile test grubu
arasinda balda timol kalinti diizeyi bakimindan anlamli diizeyde fark tespit
edilemedi (p< 0,05).
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Cizelge 3.16. Bal ve Bal Mumunda Timol Kalintis1 Calismasi1 Balda Timol Kalintist
Verilerinin Istatistiksel Analizi.

Balda Timol Kalintis1 Calismasi Verileri
Tek Yonlii Varyans Testi ile Analizi

Kareler

df Kareler ortalamasi F Sig.
toplami
Gruplar arasi 97,226 2 48,613 13,012 0,001*
Gruplar ici 44,831 12 3,736
Toplam 142,057 14
Balda Timol Kalintis1 Calismasi Verileri
Post Hoc Tukey HSD ile Degerlendirme
Ortalama farklilik |Standart Hata [Sig.
Negatif Kontrol Grubu  [Pozitif Kontrol Grubu -5,46840" 1,22242 0,002*
Test Grubu -,13800 1,22242 0,993
Pozitif Kontrol Grubu Negatif Kontrol Grubu  [5,46840" 1,22242 0,002*
Test Grubu 5,33040" 1,22242 0,002*
Test Grubu Negatif Kontrol Grubu  },13800 1,22242 0,993
Pozitif Kontrol Grubu -5,33040" 1,22242 0,002*
*(p < 0,05).

Bal ve bal mumunda timol kalintis1 ¢aligmasi sonrasi hesaplanan bal

mumunda timol kalintis1 verilerinin tek yonlii varyans testi ile analizi sonucu

anlamli diizeyde fark tespit edildi (p< 0,05). Farkin hangi gruplardan

kaynaklandigini belirlemek i¢in Tukey HSD yontemi kullanildi. Sadece pozitif

kontrol grubu ile negatif kontrol grubu arasinda bal mumunda timol kalinti

diizeyi bakimindan anlamli diizeyde fark tespit edildi (p< 0,05). Negatif kontrol

grubu ile test grubu arasinda ve test grubu ile pozitif kontrol grubu arasinda bal

mumunda timol kalint1 diizeyi bakimindan anlamli diizeyde fark tespit edilemedi

(p< 0,05).
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Cizelge 3.17. Bal ve Bal Mumunda Timol Kalntis1 Calismasi Bal Mumunda Timol
Kalintis1 Verilerinin Istatistiksel Analizi.

Bal ve Bal Mumunda Timol Kalintis1 Calismasi Bal Mumunda Timol Kalintis1 Verileri
Tek Yonlii Varyans Testi ile Analizi

Kareler toplami  df Kareler ortalamasi F Sig.
Gruplar arast 6,861 2 3,430 12,692 0,001*
Gruplar ici 3,243 12 ,270
Toplam 10,104 14

Bal ve Bal Mumunda Timol Kalintis1 Calismas1 Bal Mumunda Timol Kalintis1 Verileri
Post Hoc Tukey HSD ile Degerlendirme

Ortalama
farklilik Standart Hata Sig.
Negatif Kontrol Grubu [Pozitif Kontrol Grubu -1,59260" ,32880 0,001*
Test Grubu -,40140 ,32880 0,464
Pozitif Kontrol Grubu [Negatif Kontrol Grubu  {1,59260" ,32880 0,001*
Test Grubu 1,19120" ,32880 0,009
Test Grubu Negatif Kontrol Grubu 40140 ,32880 0,464
Pozitif Kontrol Grubu -1,19120" ,32880 0,009

*(p < 0,05).
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4. TARTISMA

Arilar ekosistem igin son derece 6nemli canlilardir. Bal arisi, iirettigi bal
ve diger aricilik Triinlerin yaninda asil olarak bitkilerde tozlasmay1
gergeklestirerek tarim {irtinlerinin nicelik ve nitelik yoniinden iistiin olmasiyla
daha biiyiik bir ekonomik getiri saglamaktadir (Das ve Aksoy, 2015; Firath ve
ark., 2010 ve Semerci, 2017). Arilarda 6liim veya verim diisiislerinin en yaygin
sebebinin, Varroa destructor adi verilen ar1 akari tarafindan olusturulan
varroosis enfestasyonu oldugu bildirilmektedir (Ayan ve ark., 2017; Balkaya ve
ark., 2016 ve Harris ve ark., 2019).

Zorunlu parazitismus 6zelligi gosteren Varroa akarina karst ¢ok sayida
miicadele yontemi gelistirilmis olup bunlarin basinda kimyasal miicadele
yontemleri gelmektedir. Kimyasallar, dogru uygulama sekli, siiresi ve dozajinda
varroosis miicadelesinde etkili olmakta ancak uygun olmayan kontrolsiiz
kullanim1 ya da cevresel etkilerle uygulama siiresi ve dozunun kontrol
edilememesi sebebiyle, beklenen etkinlik elde edilememekte ve koloni sagligi
olumsuz etkilenmektedir. Bu durum antiparaziter diren¢ gelisimi ile kisith
miicadele seceneklerinin azalmasina ve ar1 iirlinleri ile ¢cevrede olusan kalintilar
yoluyla da ekosistemde yer alan tiim canlilarin sagligi i¢in olumsuzluklara
sebebiyet verebilmektedir (Akyol ve Ozkdk, 2005; Das ve Aksoy, 2015 ve
Tihelka, 2018).

Varroosis miicadelesinde entegre zararli yontemi ile mevcut kimyasal
miicadele segeneklerinin etkin kullanimi1 ve parazit popiilasyonlarinin siirekli
olarak yonetilmesi, enfestasyonun kolonilerde  ekonomik olarak zarar
olusturmayacak  seviyelere indirilmesi amaclanmakta, kimyasallarin
kullaniminin azaltilmasi ile arilarin potansiyel olarak zararli kimyasallara maruz

kalmasmmin  azaltilmasi, aricilik  drlinlerindeki  kalint1  diizeylerinin
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sinirlandirilmasi, akarlar tarafindan kimyasallara karsi direng gelisiminin

geciktirilmesi hedeflenmektedir (Harris ve ark., 2019).

Diinyada en yaygin kullanilan akarisidal etkili kimyasal maddeler ve
antiparaziter diren¢ durumlar1 incelendiginde; amitraz, koumafos, flumetrin,
fluvalinate i¢in direng¢ tanimlandig1, ancak formik asit ve okzalik asit i¢in heniiz
bir diren¢ tanimlanmadig1 (Thielka, 2018) 1980’11 yillardan itibaren kullanilan

timol igin ise bir direng vakasi bildirilmektedir (Plettner ve ark., 2017).

Timol kolay siiblimlesme 6zelligi nedeni ile saf toz halinde veya jel, ped,
serit gibi farmasotik formiilasyonlarla akarisidal olarak foretik fazdaki eriskin
Varroa akarlarina kars1 miicadelede kullanilmaktadir (Anon, 2001). Arilarda ve
akarlarda; muhtemelen GABAA reseptorlerini, TRP ve TRPL kanallarini,
Tiramin ve / veya Oktopamin reseptorlerini etkiledigi bildirilmektedir (Blenau
ve ark., 2011), GABA kapili kloriir kanalinin bloke edilmesinin noronal
inhibisyonu azalttigi, bunun da merkezi sinir sisteminin asir1 uyarilmasina,
konviilsiyonlara ve nihai 6liime yol a¢tig1 bildirilmektedir (Bisrat ve Jung,

2020).

Timol benzeri ugucu yaglarin ve bilesenlerini kullanmalar1 durumunda,
akar toksisitesi ve hedef tiir olan bal arilar1 icin yeterli diizeyde giivenilirlik
diizeylerini belirlemek icin, ar1 kolonilerinde test edilmeden once laboratuvar
kosullarinda test edilmesini Onerilmektedir (Imdorf ve ark., 2006). Timoliin
akarisidal etkinligin yaninda hedef hayvan tiirii olan bal arilarimin gilivenligi
bakimindan laboratuvarda doz-yanit iliskisi ve uygulama siiresinin incelendigi
calismalarda; topikal yolla uygulandiginda V. destructor i¢in ODso degerinin
56,1 pg, yetiskin is¢i ar1 igin 210,3 pg, ar1 larvasi igin 150,7 pg ODso degerleri
tespit edildigi (Gashoutl ve Guzman, 2009) solunum yoluyla 5-15 pg/L kovan

i¢i hava konsantrasyonunda 72 saatlik maruziyet sonucu iyi bir akarisidal etki (>
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%80) ve diisiik ar1 toksisitesi (< %20) i¢in olustugu bildirilmektedir (Imdorf ve
ark., 2006).

Arilar {izerindeki olumsuz etkileri degerlendirildiginde; yiiksek miktarda
stiblimlesmeye neden olan g¢evre sicakliklarinda huzursuzluk, kovana besin
tasima oraninda azalma, erkek arilarda spermatazoon diizeyinin azalmasi ve
koloni kaybina varan hasarlara yol agmakta, diisiik seviyede saliminda ise yeterli
akarisidal etkinlik sekillenememektedir (Anon, 2001; Garrido, 2018 ve Thielka,
2018). Avrupa ilag Ajansi tarafindan varooosis miicadelesi ile ilgili yapilacak
uygulamalarin > 5 °C iizeri sicakliklarda siirdiiriilmesi gerektigi (Anon, 2021a),
timol etkin maddesi igeren ticari akarisidal ilaglarin prospektiislerinde ise yiiksek
akarisidal etkinlik elde edebilmek adina ¢evre sicakliginin 15 °C fizeri oldugu
donemlerde uygulama yapilabilecegi, daha diisiik ¢evre sicakliklarinda
kolonilerde kis salkimi olusmasi nedeniyle yapilacak uygulamanin ana ari
6liimiine sebep olabilecegi (Anon, 2018a), cevre sicakligi1 30 °C’yi (Anon, 2014a
ve Anon, 2020a) astig1 durumlarda arilarda ajitasyon, kagisma (Anon, 2018a),
kulugka ve yetigkin arilarda 6liim orani artigina (Anon, 2014a) sebep olabilecegi
icin bu zamanlarda uygulama yapilmamasi gerektigi belirtilmektedir. Timol
igerikli bir ilacin kolonilere uygulanmasi sirasinda arilarin {irtine gosterdikleri
toleransin onerilen dozlarda kullanimda iyi oldugu ancak koloninin huzursuzluk
olusumunu engellemek i¢in {iriinlin temas yiizeyinin artirilmamas: gerektigi

belirtilmektedir (Trouiller, 2004).

Timoliin saf toz haliyle veya vermikiilit icerisinde kolonilere
uygulandiginda akarisidal etkinliginin gevre sicaklig ile pozitif yonde ve nem

ile negatif yonde korelasyon gosterdigi bildirilmektedir (Emsen ve ark., 2011)

Saf timol ile farkli miktar, farkli uygulama siiresi, farkli kovan tiirleri,

kovan igerisinde farkli uygulama yeri ve yil igerisinde farkli zamanlarda yapilan
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varroosis miicadelesi caligmalarinda ortalama etkinliklerin %66-98 arasinda
degistigi, cercevelerin iizerine ve oOzellikle petri kutusu igerisinde timol
yerlestirilerek yapilan uygulamalarda akarisidal etkinligin daha fazla oldugu,
porlu seramik tasiyici ile olusturulan iceriginde %76 oraninda timol bulunan
ticari preparat ile yapilan ¢alismalarda %66,4-99,5 araliginda akarisidal etkinlik

sekillendigi bildirilmektedir (Imdorf ve ark., 1999).

Varroosis miicadelesi i¢in ruhsatli timol i¢erikli farkli formlardaki {i¢ ilagla
Italya ve Almanya’nin farkli bélgelerinde yapilan karsilastirmali calismalarda,
iki ilacin tiim bolgelerde yiiksek etkinlik sergiledigi sadece bir ilacin soguk
iklimli bolgelerde ¢evre sicakliklarindaki degisimlerden daha fazla etkilenerek
daha az buharlasma sonucu diisiik etkinlik gosterdigi bildirildi (Garrido, 2018).
Varroosis miicadelesi i¢in ruhsath jel formunda 50 g (%25 timol) bir ilagla 2
haftalik araliklarla art arda 2 kez yapilan calismalarda farkli bolge, zaman ve
cevre sicakliklarinda,  akarisidal etkinligin %74-99 araliginda degisim
gosterdigi, arilarin iirline gosterdikleri toleransin dnerilen dozlarda kullanimda
iyl oldugu ancak koloninin huzursuzluk olusumunu engellemek i¢in iirliniin

temas yiizeyinin artirtlmamasi gerektigi vurgulanmaktadir (Trouiller, 2004).

Higbir ila¢ kullanilmadan sadece polen tuzakli kovan kullaniminin,
kolonilerdeki varroosis enfestasyonu diizeyini azaltmada tek basina yiiksek bir
etkinlige sahip olmadigi bildirilmekte, yiliksek akarisidal etkinlik i¢in diger

yontemlerle birlikte uygulanmasi 6nerilmektedir (Sonmez, 2010).

Avrupa Ilag Ajansi tarafindan varroosis miicadelesinde kullanilan
kimyasallarin akarisidal etkinligin degerlendirilmesinde; sentetik maddeler i¢in
tercihen %95 veya daha yiiksek bir diizeyde, diger sentetik olmayan maddeler
icin %90 veya daha yiiksek diizeylerdeki etkinligin diren¢ indiiksiyonu riskini

azaltmaya yardimci olacag bildirilmektedir (Anon, 2021a).
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Kalinti bakimindan degerlendirildiginde; AB'de timol, grup II toksik
olmayan bir veteriner ilact olarak smiflandirilmaktadir ve maksimum kalinti
limiti (MKL) gerektirmedigi bildirilmektedir (Anon, 2018c; Mutinelli, 2003 ve
Mutinelli, 2016). Isvicre’de, balda timoliin tat kalintisina sebep olan icin 1,1
mg/kg esigini agsmamasi icin 0,8 mg/kg limit bulunmaktadir (Anon, 2001).
Varroosis miicadelesi amaciyla timol etkin maddesi saf halde ya da farkl
yardimc1 maddelerden olusturulan formiilasyonlar halinde genellikle kovan
cerceveleri iist kismina konulmaktadir (Imdorf ve ark, 1999). Timol igerikli
farkli iki veteriner tibbi iiriiniin kolonilere uygulanmasinin ardindan iki haftalik
stire¢c igerisinde arilar tarafindan yaklasik %95'inin uygulama alanindan
uzaklastirildig1 ve bal ile bal mumunda timol i¢in tat kalint1 limiti olan 0,8 mg/kg
diizeylerinin asildigi, timoliin lipofilik yapisi nedeni ile baldan ziyade bal
mumunda birikmeye daha yatkin oldugu bildirilmektedir (Bogdanov ve ark.,
1998 ve Floris ve ark., 2004). Benzer bir ¢alismada timol igerikli bir ilacin
kolonilere uygulanmasinin ardindan biyolojik kompartimanlarda sirasiyla 368
ng/larva, 349 ng/prepupa, 634 ng/pupa, 1767 ng/eriskin ar1 diizeylerinde,
biyolojik olmayan kompartimanlarda sirasiyla 1034 pg/kg bal, 1576 pg/kg bal
mumu, 1021 pg/kg polen diizeylerinde tespit edildigi, sagaltimdan {i¢ ay sonrasi
yapilan kontrollerde biyolojik kompartimanlardaki timol varliginin erigkin
arilarda %69, larva, prepupa ve pupada %90 iizerinde azaldigi, bal mumu ve
balda ise sirasiyla %17 ve %15 diizeyinde azaldigi ve kaliciliginin yiiksek
diizeyde oldugu bildirilmektedir (Sanchez ve ark., 2021).

Timolliin maruziyet yolunu ve uygulanacak dozu kontrol etmek
kapsaminda literatiirde elektrikli buharlastiricilar ile timol etkin maddesinin
kaynag1 olan kekik yaginin siirekli olarak buharlagtirmak i¢in tasarlanan enerji
bagimli bir sistemle uygulandiginda yiiksek diizeyde (%97), coziiciiler iginde
seyreltilen kekik yagini hizli bir sekilde buharlagtirmak icin tasarlanan pedler
yardimiyla uygulandiginda diisiik seviyede akar kontrolii orani (%58)
gozlendigi, her iki sagaltim seklinde kovanlardaki ari mortalite degerleri
arasinda anlamli bir fark bulunmadigi, kullanilan Varroa 6ldiiriicti kimyasallarin

etkinliginin, dagitim sistemlerine yiiksek oranda bagli oldugu, kontrollii ve

102



stirekli buharlagsma-salim saglayan sistemlerinin varroosis ile miicadelede daha
etkin oldugu, mikrokapsiilleme yoluyla ugucu yaglarin performansinin
artirillabilecegi, ayn1 zamanda uguculugu, suda yetersiz ¢oziinme ve oksitlenme
yetenegi ile ilgili olumsuz etkilerin de azaltilabilece§i, bu baglamda
calismalarinin, bal arist kolonilerinde gelecekteki entegre akar miicadelesi
uygulamalarina iyi bir alternatif sundugunu bildirilmektedir (Ruffinengo ve ark.
(2014).

Moretti ve ark. (2002), jelatin kullanarak, farkli kimyasal bilesenlere sahip
olan Rosmarinus officinalis ve Thymus herba-barona ugucu yaglar ile yiiksek
mikrokapstilleme verimleri elde ettiklerini, caligmalarinin sonunda daha az
miktarlarda pestisitin belirli bir zaman araliginda daha etkin kullanilmasina izin
veren KSS’nin, uygulama kolaylig1 saglamasi ve ¢evresel hasart en aza

indirgemek bakimindan iyi bir secenek olusturdugunu belirtmektedirler.

Timol gibi biyopestisitler bakimindan, ideal bir KSS’nin; uygulama
alaninda aktif maddenin yavas ve siirekli olarak salimina izin vermesi, salimin
sagaltim penceresinde kalacak sekilde salim ger¢ceklesmesi, bir ilk hizli salim ile
dozun sagaltim penceresine girisi ve ardindan uzun ve sabit bir salim hizi ile bu
konsantrasyonun ihtiya¢ duyulan siire boyunca herhangi bir ek uygulama
gerekmeden siirdiiriilmesi  temel Ozelliklerine sahip olmasi  gerektigi

bildirilmektedir (Maes ve ark., 2019).

Timoliin kapsiil boyutuna gore kapsiilasyon-enkapsiilasyon (> 1 mm),
mikrokapsiilayon-mikroenkapsiilasyon ~ (1-1000 pum), nanokapsiilasyon-
nanoenkapsiilasyon (< 1000 nm) olarak adlandirilan teknikler ile hem dogal hem
de sentetik polimerler kullanilarak kapsiil icerigine hapsedildigi KSS’nin
olusturuldugu bildirilmektedir (Bhalereo ve Wang, 2018; Kaur ve ark., 2018 ve
Maes ve ark., 2019).
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Cekirdek materyali olan timol etkin maddesi ile farkli morfolojide KSS
olusturmak, kabuk materyali olan polimerleri ¢ekirdek materyaline adapte
ederek cesitli boyutlara, kabuk kalinligmma ve gegirgenlige sahip partikiiller
olusturmak, bdylece aktif maddenin salim oranini ayarlamak adina Kimyasal
yontemler, fizikokimyasal yontemler ve fizikomekanik yontemler kullanildig:
(Bhalereo ve Wang, 2018), kapsiillenmede biyobozunur polimerler olan ksantan
sakizi, poli vinil alkol (PVA), jelatin, nisasta, sodyum aljinat ve etil seliiloz
yaygin olarak kullanildigi (Bhalereo ve Wang, 2018 ve Kim, 2004)
bildirilmektedir.

KSS  tasarlanirken  hedeflenen  etkinlik  bakimindan  salimin
gerceklestirilecegi ortam, salimin tipi-hizi-sliresi, hedef tiir dis1 canlilar
bakimindan sistemin biyouyumlulugu, secilecek hazirlama yonteminin, kabuk
materyali olan polimerler ve yontemde kullanilan diger kimyasallar
degerlendirilmesi gereken temel konular olup, kullanilan teknik ve polimerlere
bagli olarak farkli diizeyde verimlerle timol kapsiillemesi ve salimi
gerceklestirilebildigi (Bhalereo ve Wang, 2018), etkin madde saliminin istenilen
dozda yine istenilen siire boyunca devam edebilmesi i¢in, sisteme yeterli
diizeyde etkin madde yiiklenmesi yaninda istenmeyen dis etkilere karsi
uygulama alaninda yeterli siire kalabilmesi gerektigi, istenilen amaca uygun
KSS gelistirilebilmesi i¢in ayrica karakterizasyon, morfolojik yapi, in vitro salim
caligmalar1 yapildigi (Moretti ve ark. 2002; Souza ve ark., 2014 ve Zhu ve ark.,
2019), varooosis miicadelesinde kullanima yonelik gelistirilen ilaglarin
farmasotik kalite ve stabilite agisindan belirli 6zelliklere sahip olmasi gerektigi

goriilmektedir (Anon, 2021d ve Anon, 2021e).

Hidrojeller dis cevrede meydana gelen degisimlere bagli olarak tekrar eden
sisme-biizlisme davranis1 gosterebilirler. Sisme, polimerik ag yapilarinin
karakteristik bir 6zelligidir. Capraz baglanma miktarina bagl olarak polimerik
aglar ¢oziinmeden ¢ok yiiksek miktarda sivi absorplayabilirler. Sisme testinde,

hidrojelin absorbe ettigi suyun bir kismi, polimer yapidaki ilaglar i¢in difiizyon
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yollar1 saglamasi nedeniyle salim kinetiginin belirlenmesi agisindan 6nemli bir
testtir. Bazen sisme testinde hidrojel belirli bir noktadan sonra asir1 sisme
Ozelligi gosterip sonrasinda tamamen dagilarak tekrar eden sisme-biiziisme

davranis1 sergileyen hidrojel yapisin1 kaybedebilir (Ozgiindiiz, 2006).

KSS’nde gerceklestirilen bir diger test olan etkin madde yiikleme
kapasitesinin belirlenmesi, hidrojel sistemine sagaltim i¢in gereken etkin madde
yiiklenebilmesi ve uygulama alaninda yapisini dis etkenlere karsi sagaltim siiresi
boyunca korumasi agisindan 6nemlidir. Farkli polimer ve tekniklerle yapilan
matriks tipindeki KSS’nde timol yiikleme oranlarinin %20 ile %50, kapsiil
boyutlarinin 10- 5000 pm diizeylerinde oldugu bildirilmektedir (Bhalereo ve
Wang, 2018).

KSS’nin karakterizasyon incelemelerinde FT-IR spektroskopisi yaygin
olarak kullanilmaktadir. Jelatin ile glutaraldehit kullanilarak sentezlenen
hidrojellerde yapidaki capraz baglama reaksiyonunun, c¢ogunlukla jelatin
polimeri i¢indeki birincil amin gruplar1 (N-H) bdlgesinde meydana gelmektedir
(You ve ark., 2016). Bu kimyasal reaksiyon sonucu jelatinin amino gruplari ile
glutaraldehitin aldehit gruplar1 arasindaki aldimin bagi (CH=N) sekillenmekte
ve aldimin gruplarmin karakteristik absorpsiyonu FT-IR spektroskopide 1450
cm'de ortaya ¢ikmaktadir (Korkmaz ve ark., 2014).

KSS’nin morfolojisi ve yiizey topografisinin belirlenmesi i¢in taramali
elektron mikroskobu ve 151k mikroskobu kullanilmaktadir (Kang ve ark.,1999 ve
Imani ve ark., 2013). Jelatinin glutaraldehit ile ¢apraz baglanmasiyla hazirlanan
hidrojellere farkli donma sicakligi uygulandiginda farkli boyutlarda gozenekli
yapilar elde edildigi, — 20 °C sicaklikta dondurma ve sonrasinda kurutma islemi
uygulanan hidrojeller kesitlerinde gézenek ¢apinin 250 +120um, mekanik olarak
zayif ve kirilgan yapili oldugu, i¢ yapmin iic boyutlu oldugu ve goézenek
duvarlarinin ince oldugu bildirilmektedir (Kang ve ark.,1999).
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Yiiksek basinglt stvi kromatografisi, ila¢ endiistrisinde etkin ve yardimci
maddelerin kalitatif ve kantitatif 6l¢iimlerinde, KSS gelistirme asamalarinda
(Ramos ve ark., 2014 ve Ramos ve ark., 2020) ve hava ortaminda (Imdorf ve
ark., 1994 ; Imdorf ve ark., 1995; Rushworth ve ark., 2014 ve Xie ve ark., 2019),
bal ve bal mumunda (Bogdanov ve ark., 1998 ve Martel ve Zeggane, 2002)
timoliin miktar tayini i¢in kullanildigi, asetonitril gibi organik ¢oziicli ve su
karisimindan olusan mobil fazlarin ve ¢6ziiciilerin kullanildigi, C18 ve 250 x 4,6
mm 5 mikron ¢ap Ozelligindeki kolonlardan gegirilen mobil faz igerisindeki
etkin maddenin UV veya DAD dedektérde 225-278 nm araligindaki dalga
boylarinda olusturdugu absorbans Ol¢limleriyle yapildigi, ayrica yapilan
Olgiimlerin kesin ve tekrarlanabilir olabilmesi adina kullanilacak analitik
metodun gegerli kilma caligmalarinin gerceklestirildigi goriilmektedir (Angelo
ve ark., 2016; Aybastier ve Demir 2017; Dedi¢ ve ark., 2018; Hajimehdipoor ve
ark., 2010; Louchard ve ark., 2017; Ramos ve ark., 2014 ve Rushworth ve ark.,
2014).

In vitro testler, ilaglarin popiilasyonlarda kullanmaya ge¢meden 6nce
Ozelliklerini aragtirmak ve gelistirmek amaciyla yogun olarak kullanilan
yontemlerdir. /n vitro testler daha diisiik maliyetlerle ve daha kisa siirelerde, non
invaziv ve basit tekniklerle gergeklestirilebilmeleri yaninda, in vivo testler i¢in
on goriisel deger tasima ve hatta belirli kosullarda onlarin yerini tutabilme
Ozelliklerine sahiptir (Kayaalp, 2007). Laboratuvar kosullarinda ucucu
bilesenlerinin hava konsantrasyonlari ile bunlarin akarlar ve arilar iizerindeki
toksik etkileri arasindaki doz-yanit iligkisini belirlemek i¢in gerceklestirilen bir
calismada timolle yapilan 72 saatlik test sirasinda iy1 bir akarisidal etkisi (> %80)
ve diistik ar1 toksisitesi (< %20) i¢in hava konsantrasyon aralig1 5-15 pg/L olarak
bildirilmekte, ugucu yaglarin ve bilesenlerinin kullanmalari durumunda, akar
toksisitesi ve hedef tiir olan bal arilari igin yeterli diizeyde giivenilirlik
diizeylerini belirlemek icin, ar1 kolonilerinde test edilmeden once laboratuvar

kosullarinda test edilmesi onerilmektedir (Imdorf ve ark., 2006).

106



Akarisidal amagla timoliin in vivo ortamda kolonilere uygulamasi sonrasi
farmakolojik ve toksikolojik etkileri {izerine; sicaklik, nem ve kovan
ventilasyonu faktorleri (Emsen ve ark., 2011; Fragkou ve Stevenson, 2012;
Meikle ve ark., 2017; Toledo ve Nogueire-Couto 1999 ve Southwick ve Moritz,
1987), kolonilerdeki biyolojik ve biyolojik olmayan kompartimanlarin varligi,
nitelik ve niceligi ile biyolojik kompartimanlardaki beslenme, iireme gibi
dinamik siirecler ve ¢evresel kosullar etkili olabilmektedir (Bogdanov ve ark.,
1998; Floris ve ark, 2004; Gashoutl ve Guzman-Novoa, 2009; Martel ve
Zeggane 2002 ve Sanchez ve ark., 2021).

Rezervuar ve matriks KSS’nde salim hizi genel olarak sifir derece ve
birinci derece kinetiine gore gerceklesmektedir. Sifir derece kinetiginde,
sagaltim penceresinde sabit bir ilag salim hiz1 olusurken, birinci derece

kinetiginde azalan oranda ila¢ salim hizi gézlenir (Chen ve ark., 2018).

Literatiirde timoliin basar1 ile KSS’ne uygulanabildigi (Ayala-Zavala ve
ark., 2010; Kaur ve ark., 2018; Martins ve ark., 2012 ve Zamani ve ark., 2015)
ayrica ¢ogunlukla sivi ortama salim gerceklestirildigi goriilmektedir. Hava
ortamma salim ile ilgili, timoliin antibakteriyel etkisinden faydalanilarak
gidalarin raf 6mriiniin uzatilmasi amacli ambalaj materyalleri gelistirilmesinde
(Liu, 2016) KSS c¢alismalar1 da bulunmaktadir. Ancak literatiirde timoliin
biyouyumlu oldugu bildirilen polimerler ile olusturulan KSS’nin varroosis
miicadelesinde kovan i¢i hava ortamina salimi yoluyla kullanimi, sistemin
olusturdugu akarisidal etkinlik, hedef tiir tolerans diizeyi ve bal ile bal mumunda
timol kalintis1 bakimindan mevcut timol igerikli ilaclar ile karsilastirmali

caligmalara rastlanilmadi.

Bu calismada: 1k asama hidrojel teknigi ile biyouyumlu oldugu bildirilen
jelatin, Na-Aljinat ve CMC polimerleri ve glutaraldehit, FeClz ve CaCl, gapraz

baglayicilarinin farkli oranlarda bilesimiyle, timol yiikleme testleri igin yap1
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goriinim ve saglamlik ile yine saglamligini koruyarak en iist diizeyde sigsme
saglayan en az iki alternatif hidrojel sentezlenmesi amaglandi. ikinci asamada
secilen hidrojellere saf ve ¢Ozlinmiis halde timol yiikleme ¢alismalarinin
gergeklestirilmesi, yap1 goriiniim ve saglamlik ile yine saglamligini koruyarak
en iist diizeyde timol yiiklenebilen hidrojelin belirlenmesi amaglandi. Ugiincii
asamada secilen hidrojelin karakterizasyonu, morfolojisi, farmasotik kalite
Ozelliklerinin incelenmesi, in vitro salim tipi ve diizeyinin belirlenmesi,
amaglandi. Dordiincii asamada in vivo ortamda farkli miktarda timol yiiklii iki
hidrojelin akarisidal etkinlik ve hedef tiir tolerans diizeylerinin arastirilmasi,
referans timol ilaci ile yapilacak akarisidal etkinlik ve hedef tiir tolerans diizeyi
karsilastirma calismasi i¢in en uygun hidrojel dozunun belirlenmesi amaclandi.
Besinci asamada in vivo ortamda referans timol ilaci ile kontrollii salim sistemi
olarak gelistirilen hidrojel arasinda akarisidal etkinlik, hedef tiir tolerans diizeyi,
bal ve bal mumunda timol kalint1 diizeyleri bakimindan karsilagtirmalar yaparak

olasi fark ve diizeyinin arastirilmasi amaglandi.

Calismanin  birinci asamasinda; polimerler ve c¢apraz baglayict
kimyasallarin farkli oranlarda bilesiminden olusan 54 farkli hidrojelin her
birinden beser seri olmak iizere toplamda 270 hidrojel tiretildi. Yap1 goriintimii-
saglamlik ve sigsme testi bulgular1 agisindan yapilan degerlendirmede, tiim jelatin
hidrojellerin dagilma olmadan ve ortalama %350 diizeyinde 48 saatlik sisme
testini tamamladigi tespit edildi. En yiiksek diizeyde sisme 6zelligi gosteren ve
saglam yap1 ve homojen goriiniime sahip iki adet jelatin hidrojeli tespit edildi.
Na-Aljinat hidrojelleri 48 saatlik sisme testini dagilma sergilemeden
tamamladigi tespit edildi. CaCl> ile ve FeCls ile ¢apraz baglanan hidrojellerde
ortalama sisme %150 diizeyinde gozlendi. CMC hidrojelleri (FeClz) 48 saatlik
sisme testini dagilma sergilemeden tamamladi. CaCl, capraz baglayicisi ile
tiretilen hidrojel ise tamamlayamadi. FeCls ile ¢apraz baglanan hidrojellerde
ortalama sisme %150 diizeyinde gozlendi. Jelatin polimeri ile % sisme degerleri,
saglamlik ve yapi-homojen goriiniim 6zellikleri bakimidan Na-Aljinat ve CMC

hidrojellerine gore daha verimli ve istikrarli hidrojeller iiretildigi belirlendi.
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Bulgular Na-Aljinat ve CMC polimerleri ile KSS gelistirme igin gereken farkli
Ozelliklere sahip yeterli sayida alternatif hidrojel olusturulamadigini
gostermektedir. Bu sebeple iki adet jelatin hidrojeli ile timol yiiklenebilme
calismasina gegilmesine karar verildi. Na-Aljinat ile ve CaCl, ve CMC ile
FeCls’iin farkli konsantrasyon ve siirelerde c¢apraz baglayicisi uygulanmasi
sonucu % sisme testi degerleri bakimindan birbirine yakin sonuglar ortaya
¢ikmas1 muhtemelen her iki ¢apraz baglayicinin en diisiik konsantrasyonda ve
en kisa slirede maksimum baglanma gerceklestirmesi nedenli olup benzer
Ozellikte hidrojeller iiretildigini gostermekte, diger yandan CMC ile CaClz’iin
capraz baglayicisinin farkli konsantrasyonlari ve farkli capraz baglanma siireleri
uygulanmasina ragmen disklerin dagilmaya wugrayarak sigsme testini
tamamlayamamasi, muhtemelen CaClz c¢apraz baglayicisinin en yiiksek
konsantrasyonda ve en uzun siirede dahi yeterli CMC polimeri i¢in yeterli ¢apraz

baglanma saglamamasi nedenlidir.

Calismanin ikinci asamasinda; secilen jelatin hidrojellere timol yiikleme
calismasi kapsaminda saf halde ve aycicek yaginda ¢oziinmiis halde timol etkin
maddesi yiiklemesi yapildiktan sonra 6lgiilen yiiklenebilme degerleri ortalama
%25 oldugu, bu a¢idan literatiirle (Bhalereo ve Wang, 2018) uyumlu sonuglar
elde edildigi belirlendi. Yap1 goriiniimii - saglamlik, yiikleme verimi 6zellikleri
bakimindan aygi¢ek yaginda ¢ozilindiiriilmiis timol igeren jelatin hidrojel ile in
vitro salim denemelerine gecilmesine karar verildi. Timol yiiklenebilme
calismasinda saf timoliin tiim hidrojel ¢esitlerinde hidrojel kesitleri yilizeyinde
tutulma egilimi gosterdigi, timoliin aygicek yaginda c¢oziinmiis haliyle
gergeklestirilen yiikleme ¢alismalarinda saf timol ile gerceklestirilen ¢alismalara
gore Ozellikle jelatin hidrojeli yapisina daha homojen dagilim sergiledigi tespit
edildi.

Calismanin {¢lincli asamasinda; ¢apraz baglanmamis jelatinin FT-IR
spektrumunda 3283 cm™'de genis bir pik vardir ve bu pik jelatin yapisindaki (N-
H) pikidir. FT-IR spektrumunda 3283 cm™'de ¢apraz baglanmamis jelatinin ve

109



capraz bagl jelatinin birincil amin grubu bolgesindeki pikleri incelendiginde,
capraz baglanma reaksiyonu sonrasi jelatinin birincil amin igeriginin belirgin
sekilde azaldig, test hidrojelinin FT-IR spektrumlaria gore 2924 cm™ ve 2854
cmde timoliin karakteristik C-H bag pikleri tespit edildi. Sonuc olarak
olusturulan test hidrojelinin timol icerigi ve glutaraldehit ile c¢apraz
baglanmasinin FT-IR bulgularinin literatiir (Korkmaz ve ark., ve You ve ark.,
2016) ile uyumlu oldugu tespit edildi. Hidrojel yapiin morfolojisinin
incelenmesi asamasinda dondurularak kurutulan ve etiivde kurutulan
hidrojellerin mikroyapisi igerisinde yer alan gdzenek boyutlarinin plasebo ve test
hidrojelleri i¢in yapilan SEM dl¢limleriyle sirastyla 120,9-413 um ve 93,9-264,3
um olarak, 151k mikroskobu ile yapilan 6l¢timleriyle sirasiyla 568-963 um 514-
948 pum olarak tespit edildi ve bu agidan literatiirle (Bhalereo ve Wang, 2018)
uyumlu sonuglar elde edildigi belirlendi. Liyofilizasyon isleminin ve etlivde
kurutmanin yiizey topografisi ve gozenekli yapiya olan muhtemel etkilerini
karsilagtirildiginda  liyofilizasyon  6ncesi  diisik dondurma  sicaklig
uygulamasinin literatiirle uyumlu olarak, normal kosullarda kurutmaya gore
gozeneklerin kiigiilmesine ve gozenek ¢eperlerinin kalinlasmasina neden oldugu
dogruland1 (Imani ve Ark. 2012). Dondurularak kurutulan plasebo ile test
hidrojeli arasindaki gozenek boyutu ve i¢ yapisindaki farkliliklar, muhtemelen
dondurma iglemi sirasinda yapida yer alan timol kaynakli 1s1 transfer hizlarindaki
muhtemel farkliliklardan kaynaklanabilir ve plasebo hidrojelinde daha biiytik
buz kristalleri jelatin zincirlerini daha fazla genisletmeye ittiginden, yap1 tahrip
olurken hidrojellerin gozenek boyutu artmis olabilir (Kang ve Ark., 1999).
Ayrica makroskobik diizeydeki bulgular agisindan degerlendirildiginde, - 20 °C
de dondurma iglemi ve ardindan yapilan liyofilizasyon islemi sonrasi elde edilen
hidrojellerin pargalanmaya miisait yap1 sergilemesi literatiir ile uyumludur
(Kang ve Ark., 1999). Test hidrojelinin hacim/kiitle tekdiizeligi (Anon, 2021d)
ve igerik tek diizeligi (Anon, 2021e) kalitesi agisindan yapilan analizler sonucu
Avrupa Farmakopesi gerekliliklerine uyumlu oldugu ve test siiresi olan alt1 aylik
siire¢ icerisinde bu farmasotik kalite 6zellikleri acisindan stabilitesini korudugu

belirlendi.
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In vitro salim ¢aligmalar1 kapsaminda; timol iceren hidrojelin in vivo
ortamdaki kolonilerde gergeklestirecegi salimin tipi ve diizeyini 6n gérmek i¢in
saf timol ve referans ilag¢ ile dort hafta siireli karsilastirmali salim denemeleri
gergeklestirilerek kovan i¢i havadaki timol konsantrasyonunun sagaltim
penceresi acisindan kontroller gerceklestirildi. Gravimetrik dl¢timlerde; calisma
kapsaminda gelistirilen in vitro salim siteminde dort hafta siire sonunda 12,5 g
saf timolden 5,28 g siiblimlesme gerceklestigi, 12,5 g saf timol iceren pozitif
kontrol ilacindan 4 hafta sonunda 2,69 g timol salimi1 gergeklestigi, 12,5 g saf
timol igeren hidrojelden 4 hafta sonunda 1,87 g siiblimlesme gerceklestigi
belirlendi. HPLC-DAD ile yapilan oOlgiimlerde; siiblimlesen saf timoliin,
yaklasik %57 sinin (3,03 g) kovan ¢eperine adsorbe oldugu, %43’ {iniin (2,25 g)
¢oziicli tuzaklarinda tutuldugu, referans ilagtan salinan timoliin, %34 {iniin (0,91
g) kovan ceperine adsorbe oldugu, %66’smin (1,77 g) ¢oziicii tuzaklarinda
tutuldugu, hidrojelden siiblimlesen timoliin, %49 unun (0,91 g) kovan ¢eperine
adsorbe oldugu, %51 inin (0,96 g) ¢oziicli tuzaklarinda tutuldugu tespit edildi.
in vitro kiimiilatif salim konsantrasyon-salim grafikleri incelendiginde; dort
haftalik siire igerisinde saf timol ve referans ila¢ grafiklerinin birinci derece
salim kinetigi, hidrojel grafiginin sifirinci kinetigi ile uyumlu salim tipi
sergiledigi belirlendi. Calisma kapsaminda iiretilen ve in vitro ortamda salim
denemesi gergeklestirilen timol yiiklii hidrojel ve sifirinci derece salim kinetigi
sergiledi. Sergiledigi yavas, siirekli ve sabit salim bakimindan ideal bir timol

KSS’i igin belirtilen gerekliliklere uyumlu oldugu belirlendi.

Esit deneysel sartlar, esit siireler ve esit miktarda etkin madde igeren saf
timol, pozitif kontrol ilact (referans ilag) ve hidrojel i¢in in vitro kosullarda
gravimetrik ol¢limler sonucu, farkli diizeylerde siiblimlesme ve salim
gergeklestigi ve bu dogrultuda ii¢ farkli uygulama i¢in elde edilen kovan ig¢i bir
litre havadaki timol konsantrasyonlar1 dikkate alindiginda; Imdorf ve ark.
(1995), tarafindan belirtilen 5-15 pg/L hava konsantrasyonlarindaki sagaltim
penceresinin tizerine ¢iktig1 gozlendi. Hidrojel igin yapilan dl¢iimlerde salimin
saf timol ve referans ilaca gore daha az diizeyde gerceklestigi gozlendi. Her ti¢

uygulamada da sagaltim penceresi iizerinde izlenen konsantrasyonlar
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muhtemelen antibakteriyellerin in vitro ortamda elde edilen minimum inhibit6r
konsantrasyon (MIiK) degerlerinin in vivo ortamda elde edilebilmesi igin
uygulanan ilag miktar1 veya titresinin 1 ila 10 kat artirildigi 6rneginde oldugu
gibi (Kaya, 2007) in vivo ortamda bulunan ve in vivo ortamda olusacak
konsantrasyonun azalmasma yol agan ancak in vitro ortamda bulunmayan
ve/veya olusturulamayan ilacin farmakokinetiginde onemli dagilim hacmi
(kompartimanlarin nitelik ve niceligi) gibi faktérlerden kaynaklanmaktadir.
Hidrojel i¢in in vitro ortamda olglilen kovan igi bir litre havadaki timol
konsantrasyonlari 1/5 ve 1/10 oranlarinda 6l¢eklendirilerek teorik olarak in vivo
ortamda olusabilecek konsantrasyonlar i¢in grafikler olusturuldu. Elde edilen
grafiklerde her iki 6l¢eklendirme icin teorik olarak sagaltim penceresine uyumlu
bir salim sekillenmektedir. On goriilen konsantrasyonlarin, antiparaziter
ilaglarin in vivo ortamda uygulanacak miktarlarinin belirlenmesi i¢in onerilen
doz titrasyon ve doz dogrulama caligmalari (Anon, 2021a) ile bal arist
kolonilerinde akarisidal etkinlik ve hedef tiir tolerans1 bakimindan klinik olarak

dogrulanmasina karar verildi.

Caligmanin dordiincli asamast olan doz titrasyon ve doz dogrulama
calismast kapsaminda; c¢alisma Oncesi varroosis, nosemosis ve pestisit
maruziyet, kontrolleri yapilan kolonilerden rastgele se¢imle, polen tuzakli 5
koloni negatif kontrol grubu olarak belirlendi. 12,5 g timol igeren hidrojeller
uygulanan polen tuzakli 5 koloni test-1 grubu olarak belirlendi. 25 g timol igeren
hidrojeller uygulanan polen tuzakli 5 koloni test-2 grubu olarak belirlendi.
Calismanin siirdiiriildigi dort haftalik zaman diliminde gece ve giindiiz i¢in
ortalama ¢evre ve kovan i¢i sicakliklarin 5 °C {izerinde ve 30 °C altinda oldugu
tespit edildi. Bu bakimdan calisma siiresince ilgili kilavuz (Anon, 2021a) ve
timol igerikli ilaglarin prospektiislerinde (Anon, 2014a; Anon, 2018a ve Anon,
2020a) belirtilen sartlara uygun c¢evre kosullarinda ¢alisma gerceklestirildi. Bu
sebeple timol kullanilan kolonilerde yiiksek sicaklik (Anon, 2014a ve Anon,
2020a) ya da diistik sicaklik (Anon, 2018a) durumlarinda olusabilecek herhangi

bir olumsuzluk goézlenmedi. Dort hafta siiren ¢alisma sonunda tiim sagaltim
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gruplar1 arasinda akarisidal etkinlik diizeyi bakimindan anlamli diizeyde (p <
0,05) fark tespit edildi. Akarisidal etkinlik oranlari; negatif kontrol grubu igin
%27,6 diizeyinde, test-1 grubu i¢in %56,6 ve test-2 grubu igin %76,6 olarak
hesaplandi.  Hidrojel uygulamalar1 sonucu elde edilen akarisidal etkinlik
diizeyleri, saf timol (Imdorf ve ark., 1999) ve timol igerikli ilag (Trouiller, 2004)
uygulamalari ile elde edilen akarisidal etkinlik diizeyleri karsilastirdiginda test-
2 grubu i¢in literatiir ile uyumlu sonuglar elde edildigi, test-1 grubu i¢in literatiire
gore distik seviyede etkinlik sekillendigi goriilmektedir. Test-1 grubu icin diisiik
seviyede akarisidal etkinlik elde edilmesi, muhtemelen zayif in vitro-in vivo
korelasyon nedenli kovan i¢i hava timol konsantrasyonun diisiik diizeylerde
kalmasidir. Sadece polen tuzagi bulunan negatif kontrol grubu kolonilerinde elde
edilen %27,6 diizeyindeki akarisidal etkinligin varooosis miicadelesinde
enfestasyonu ekonomik zarar esiginin altina indirmede yeterli olmadigi,
kolonideki akar popiilasyonunun artmaya devam ettigi, bu kapsamda polen
tuzaginin diger yontemlerle birlikte kullanilmasi gerektigi teyit edilmistir. Hedef
tiir hayvan tolerans diizeyi ile ilgili veriler degerlendirildiginde: Test-1 grubu ile
test-2 grubu arasinda anlaml diizeyde (p< 0,05) fark tespit edilemedi. Farkli
miktarlarda timol igeren hidrojellerin uygulanmasina ragmen iki uygulamanin
arilar tarafindan benzer diizeyde tolere edilmesi, muhtemelen kovan i¢i hava
timol konsantrasyonlarinin sagaltim penceresi disinda gerceklesmemesi

nedenlidir.

Calismanin besinci asamasi olan akarisidal etkinlik ve hedef tiir tolerans
diizeyi calismasi kapsaminda; doz titrasyon ve doz dogrulama caligmasinda
kullanilan kolonilerden rastgele se¢imle polen tuzakli 5 koloni negatif kontrol
grubu olarak belirlendi. 2 hafta ara ile 12,5 g timol igeren referans ila¢ uygulanan
polen tuzakli 5 koloni pozitif kontrol grubu olarak belirlendi. 25 g timol igeren
hidrojeller uygulanan polen tuzakli 5 koloni test grubu olarak belirlendi.
Calismanin siirdiiriildigi dort haftalik zaman diliminde gece ve gilindiiz i¢in
ortalama ¢evre ve kovan ig¢i sicakliklarin 5 °C {izerinde ve 30 °C altinda oldugu
tespit edildi. Bu bakimdan calisma siiresince ilgili kilavuz (Anon, 2021a) ve

timol igerikli ilaglarin prospektiislerinde (Anon, 2014a; Anon, 2018a ve Anon,
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2020a) belirtilen sartlara uygun c¢evre kosullarinda ¢alisma gerceklestirildi. Bu
sebeple timol kullanilan kolonilerde yiiksek sicaklik (Anon, 2014a ve Anon,
2020a) ya da diistik sicaklik (Anon, 2018a) durumlarinda olusabilecek herhangi
bir olumsuzluk gozlenmedi. Dort hafta siiren ¢alisma sonunda akarisidal etkinlik
oranlari; pozitif kontrol grubu i¢in %81,09 ve test grubu icin %70,32 olarak
hesaplandi. Tiim gruplar arasinda akarisidal etkinlik diizeyi bakimindan anlamli
diizeyde fark (p<0,05) tespit edildi. Test grubu ve pozitif kontrol grubundan elde
edilen akarisidal etkinlik diizeyleri, (Imdorf ve ark., 1999, Trouiller, 2004)
literatlir ile uyumludur. 25 g timol igeren hidrojel uygulamasi sonucu doz
titrasyon ve doz dogrulama ve akarisadal etkinlik-hedef tiir tolerans diizeyi
calismalarinda farkl akarisidal etkinlik diizeyleri elde edilmesi muhtemelen iki
calisma donemindeki ortalama c¢evre sicakliklari arasindaki farktan
kaynaklanmaktadir. Akarisidal etkinlik-hedef tiir tolerans diizeyi ¢aligmasinda
sadece polen tuzag bulunan negatif kontrol grubu i¢in %21,93 diizeyinde
akarisidal etkinlik tespit edilmis olup, bu etki diizeyinin varooosis
miicadelesinde enfestasyonu ekonomik zarar esiginin altina indirmede yeterli
olmadigi, kolonideki akar popiilasyonunun artmaya devam ettigi, bu kapsamda
polen tuzaginin diger yontemlerle birlikte kullanilmasi gerektigi teyit edilmistir.
Doz titrasyon ve doz dogrulama ¢alismasi ile akarisidal etkinlik ve hedef tiir
tolerans caligmas1 kapsaminda yapilan uygulamalar ve gerceklesen akarisidal
etkinlik verileri degerlendirildiginde her iki ¢calismada da akarisidal etkinlik ve
hedef tiir tolerans diizeyi bakimindan anlamli diizeyde fark olugmasi, her iki
grupta da kovan i¢i havaya salinan timoliin solunum maruziyeti yaninda
muhtemelen pozitif kontrol ilacinin kolonilerde uygulama alanindan arilar
tarafindan iki haftalik siirecte biiyiik oranda uzaklastirilmasi sirasinda arilarda
ve akarlarda temas yoluyla timol maruziyeti sekillenmesi nedenlidir. Buradan
hareketle, iki farkli yolla maruziyetin gelismesi 6zellikle timol gibi sagaltim
indeksi dar olan ilaglarin doz kontroliinde maruziyet yolu kontroliiniin de hedef
tirler icin 6nemli oldugu, miimkiin oldugunca arilarin temas maruziyetinin

azaltilmasi ile gerektigi ¢cikarimi yapilabilir.
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Ayrica arilarin pozitif kontrol ilacin1 kovanlardaki uygulama alanlarindan
tagimasi nedenli sagaltict dozun siirdiiriilebilirligi i¢in ek bir doz uygulamasinin
gerektigi tespit edildi (Anon, 2018a). Hidrojel yapisinin uygulandigi kolonilerde
dort haftalik sagaltim stiresi igerisinde uygulama alaninda biitiinliiglini
korudugu ve sagaltic1 dozun siirdiiriilebilirligi i¢in ek bir doz uygulamasinin
gerektirmedigi tespit edildi. Olusturulan hidrojelin ideal bir kontrollii salim
sistemi i¢in belirtilen (Maes ve ark., 2019), ihtiya¢ duyulan siire boyunca
herhangi bir ek uygulama gerekmeden sagaltimin siirdiiriilebilmesi 6zelligi

bakimindan literatiir ile uyumlu oldugu degerlendirildi.

Bu calismada; akarisidal etkinlik ve hedef tiir tolerans diizeyi ¢alismasi
sonrasi kolonilerden alinan ve analiz edilen bal 6rneklerinde, negatif kontrol
grubu ile test grubu arasinda balda timol kalinti diizeyi bakimindan anlaml
diizeyde fark tespit edilemedi (p< 0,05). Pozitif kontrol grubunun ise balda timol
kalintis1 bakimindan bu her iki gruptan anlamli diizeyde yiiksek kalint1 icerdigi
ve timol tat kalintist limitinin (Anon, 2001) asildig1 tespit edildi. Bu durum
muhtemelen pozitif kontrol grubunda uygulanan ilacin arilar tarafindan
kovanlardaki uygulama alanlarindan tasimasi ve kovan kompartimanlarinda
kontrolstiz olarak biiyiik miktarlarda dagilmasi nedenli olup ilacin kontrolsiiz bir
sekilde uygulama alanindan uzaklastirilmasi aricilik tiriinleri ve ¢evrede kalinti
olusturma potansiyeli barindirmaktadir. Analiz edilen bal mumu 6rneklerinde,
pozitif kontrol grubu ile negatif kontrol grubu arasinda timol kalint1 diizeyi
bakimindan anlaml diizeyde fark tespit edildi (p< 0,05). Negatif kontrol grubu
ile test grubu arasinda ve test grubu ile pozitif kontrol grubu arasinda bal
mumunda timol kalint1 diizeyi bakimindan anlamli diizeyde fark tespit edilemedi
(p< 0,05). Bal mumunda timol kalintist ile ilgili bir limit bildirimi olmamakla
birlikte timoliin lipofilik yapisi nedeni ile baldan ziyade bal mumunda birikmeye
daha yatkin oldugu (Bogdanov ve ark., 1998 ve Floris ve ark., 2004)
belirtilmektedir. Bu caligmada pozitif kontrol ilaci uygulanan kolonilerden
alinan bal mumu numunelerinde bal numunelerine oranla daha diisiik timol
kalintis1 tespit edildi. Bu durum muhtemelen pozitif kontrol ilact uygulamasi

yapilan kolonilerde sagaltim doneminde nektar toplama faaliyetlerinin devam
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etmesi ve ilacin uzaklastirilmasi sirasinda balin bal mumuna gore daha fazla

kontamine olmasi nedenlidir.

Bu ¢aligsmada timoliin kalitatif ve kantitatif tayini i¢in ihtiya¢ duyulan KSS
gelistirme agsamalarinda (Ramos ve ark., 2014 ve Ramos ve ark., 2020), in vitro
salim sistemindeki ¢aligmalarda (Rushworth ve ark., 2014), bal ve bal mumu
kalint1 analizlerinde (Bogdanov ve ark., 1998 ve Martel ve Zeggane, 2002)
literatiirle uyumlu olarak yiiksek basingli sivi kromatografi ve diyot dizinli
dedektor sistemiyle C18 ve 250 x 4,6 mm 5 mikron ¢ap 6zelliginde bir kolon ve
asetonitril gibi organik ¢6ziicli ve su karistmindan olusan mobil fazlarin ve
coziiclilerin kullanildig1 bir analitik metot gelistirildi. Bal ve bal mumu gibi
matrikslerden 6ziitleme islemleri igin literatiirde yer alan (Bogdanov ve ark.,
1998; Martel ve Zeggane, 2002 ve Jamal ve ark., 2020) metotlar kullanildi.
Analitik metot ile yapilan 6l¢iimlerin dogru ve kesin olmasinin siirekli olarak
saglanabilmesi adina, uluslararasi otoritelerce (Anon, 1996 ve Anon, 1998)
veteriner tibbi iiriinlerdeki etkin maddelerin Yiiksek Basingli S1vi Kromatografi
ile kantitatif tayini igin belirlenen segicilik, dogruluk, kesinlik, tespit limiti,
kantitatif limit, dogrusallik, aralik, saglamlik ve sistem uygunluk parametreleri

ve ¢oOzelti stabilitesi parametresi bakimindan analitik metot gegerli kilindu.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, timoliin biyouyumlu oldugu bildirilen polimerler ve hidrojel
teknigi ile olusturulan KSS’nin varroosis miicadelesinde kovan ig¢i hava
ortamma timol salimi yoluyla kullanimi, sistemin olusturdugu akarisidal
etkinlik, hedef tiir arilarda tolerans diizeyleri ve bal ile bal mumunda timol kalinti
diizeyleri bakimindan timol igerikli referans ilagla karsilagtirilmasi, KSS ve
mevcut ilag formiilasyonlar1 ile yapilan uygulamalar arasinda olasi fark ve

diizeyinin arastirilmasi amaciyla ¢aligmalar yapildi.

Akarisidal etkinlik oranlari; referans ilag uygulamasinda %81,09 ve
kontrollii timol salim sistemi olarak gelistirilen hidrojel timol iceren hidrojel
uygulamasinda %70,32 olarak hesaplandi. Uygulamalar arasinda akarisidal
etkinlik diizeyi bakimindan anlamli diizeyde fark (p< 0,05) tespit edildi.
Referans ilag uygulamas: birim etkin maddeden elde edilen akarisidal etkinlik
bakiminda hidrojel uygulamasina gore daha yiiksek etkinlik sergiledi. Her iKi
uygulamanin direng indiikksiyonunu engelleme agisindan EMA kilavuzunda
(Anon, 2021a) belirtilen degerlerin altinda etkinlik sergilendigi belirlendi.
Yiiksek akarisidal etkinlik ve sagaltim i¢in gereken ila¢ miktarinin azaltilmasi
kapsaminda farkli polimer, capraz baglayic1 ve ¢oziicli-emiilsifiye edici
maddeler ve farkli {iretim teknikleri ile daha fazla ideal bir KSS gelistirme

calismalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Hedef tiir hayvan tolerans diizeyi ile ilgili veriler degerlendirildiginde:
referans ilag uygulamasi ile hidrojel uygulamasi arasinda anlamli diizeyde (p <
0,05) fark tespit edildi. Negatif kontrol grubu ile test grubu arasinda hedef tiir
tolerans diizeyi bakimindan anlamli diizeyde fark tespit edilemedi (p< 0,05).
Biyouyumlu ve biyobozunur oldugu bildirilen jelatin polimeri ile kontrollii timol
salim sistemi olarak gelistirilen hidrolejin ar1 kolonilerine uygulanmasi ve

arilarin sisteme gostermis olduklar1 tolerans diizeyi agisindan basarili elde
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edildigi ve ar1 kolonilerinde uygulanacak ilaglarin bilesiminde yer alan sentetik
polimerlerin yerine biyouyumlu ve biyobozunur polimerlerin alternatif olarak

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Balda timol kalintis1 bakimindan referans ila¢ uygulanan kolonilerin
hidrojel uygulanan ve negatif kontrol grubu kolonilerinden anlamli diizeyde
yiiksek kalinti igerdigi ve timol tat kalintis1 limitinin (Anon, 2001) asildig1 tespit
edildi. Bal mumunda timol kalintis1 bakimindan, referans ilag uygulanan
kolonilerin negatif kontrol kolonilerinden anlamli diizeyde yiiksek kalinti
igcerdigi, negatif kontrol grubu ile test grubu arasinda ve test grubu ile pozitif
kontrol grubu arasinda anlamli diizeyde fark (p< 0,05) oldugu belirlendi.
Gelistirilen kontrollii salim sisteminin bal ve bal mumunda diisiik diizeylerde
timol kalintis1 olusturmasi bakimindan basarili oldugu, kolonilere uygulanan
ilaclarin arilar tarafindan uygulandigi yerden wuzaklagtirilmasi sirasinda
kontrolsiiz olarak ar1 iirlinleri ve ¢evreye dagildig aricilik triinleri ve ¢evrede
kalint1 ile antiparaziter direng indiiksiyonun agisindan sorun olusturdugu, etkin
maddelerin daha kontrollii ve verimli kullanilmasi i¢in kolonilere uygulanacak
ilaglarin gelistirme asamasinda bilesimde bulunan yardimci maddelerin
se¢iminde bu durumunda g6z Oniinde bulundurulmas:  gerektigi

distiniilmektedir.

Calismada gelistirilmesi hedeflenen kontrollii timol salim sisteminin, ideal
bir kontrollii salim sistemi i¢in belirtilen (Maes ve ark., 2019) temel gereklilikler
bakimindan; ihtiya¢ duyulan siire boyunca herhangi bir ek uygulama
gerekmeden sagaltimin sirdiiriilebilmesi, Yyavas, siirekli ve sabit salim
gerceklestirmesi ve sifirinct derece salim kinetigi sergilemesi o6zellikleri

bakimindan literatiir ile uyumlu oldugu degerlendirildi.

Ideal bir kontrollii salim sistemi igin belirtilen bir diger gereklilik olan

salimin  sagaltim  penceresi icerisinde  siirdiiriilebilirligi  bakimindan
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degerlendirildiginde gelistirilen in vitro deney diizeninde gergeklesen salim ile
in vivo ortamda gergeklesen salim arasinda ongoriilemeyen ve zayif korelasyon
oldugu, daha saglikli degerlendirmeler yapilabilmesi i¢in in vivo ortamda salim
diizeyi Ol¢lim c¢alismalarina ihtiyag oldugu disiiniilmektedir. Gelecekte
yapilacak caligmalarda elde edilecek tecriibe ile kolonilere ila¢ uygulamasi
sonras1 farmakolojik ve toksikolojik yasam dongiilerinin ele alindig1, kovanlarin
fiziki yap1 Ozellikleri, kolonilerdeki biyolojik ve biyolojik olmayan
kompartimanlarin varligi, nitelik ve niceligi, biyolojik kompartimanlardaki
beslenme, ilireme gibi dinamik siirecler ve ¢evresel kosullarin bir arada
degerlendirilebilecegi deney tasarimlarmin gelistirilebilecegi, in vivo
kosullardaki  bu  farmakolojik-toksikolojik  faktorlerin  ele  alindigi
modellemelerin entegrasyonu ile in vitro-in vivo korelasyon yaklasimlarinin
gelistirilmesinin arilarda kullanilan ilaglarin aragtirma gelistirme siirecine ivme

kazandiracagi diisiiniilmektedir.

Varroosis enfestasyonu ile miicadelede i¢in mevcut kimyasal maddeler ve
biyouyumlu-biyobozunur oldugu bildirilen polimerler ile olusturularak
enerjiden bagimsiz KSS’nin, etkin maddenin dis kosullara karsi korunmasi,
arilar tarafindan etkin maddenin koloni digina taginmasinin engellenmesi, ek bir
uygulama gerekmeden etkin maddenin sagaltim siiresince sagaltim alaninda
kalmas1 ile miicadelede siirdiiriilebilirligin saglamasi, maruziyet yolunun
kontrolii arilarda temas nedenli toksisite ve ayrica ar1 tirlinleri ve cevrede
kimyasal madde kalintilarinin daha da sinirlandirilmasit bakimindan ¢6ziim

potansiyeli barindirmaktadir.

KSS ¢aligmalarindan elde edilecek tecriibe ve bilgi birikimiyle, gelecekte
koloni sagligi, gida ve ¢evre giivenligi bakimindan gereken ilag miktarinin en
aza indirilmesini saglayan yeni veteriner farmasdtiklerin gelistirilebilecegi ve
mevcut farmasotik triinlere fonksiyonel o6zellikler eklenerek katma degeri

yiiksek iirtinler gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir.
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OZET

Varroosis Miicadelesi I¢cin Kontrolli Timol Salim Sisteminin Gelistirilmesi ve
Etkinliginin Arastirilmasi

Varroosis; Varroa destructor adli akarin, bal arisi kolonilerini istila ettigi, arilarin
hemolenfleriyle beslenerek c¢esitli zararlar olusturdugu bir enfestasyondur. Bu
calismada; timol ve jelatin, Na-Aljinat ve karboksi metil seliiloz polimerleri kullanilarak
hidrojel teknigiyle olusturulan kontrollii salim sisteminin akarisidal etkinlik, hedef tiir
tolerans ve bal ile bal mumunda timol kalinti diizeyleri bakimindan timol igerikli
referans ilagla karsilastirilmasi, olasi fark ve diizeyinin arastirllmasi amaglandi.
Hidrojellerin  sisme/bozunma davranilsar1 ve timol yiiklenebilme diizeyleri,
karakterizasyonu ve morfolojisi hassas terazi, yiiksek basingl sivi kromatografi, fourier
donisiimlii kizil6tesi spektroskopisi, taramali elektron mikroskobu ve 151k mikroskobu
kullanilarak belirlendi. Hidrojelin kovan igi hava ortamindaki salim tipi ve diizeyi
incelemek igin bir in vitro salim sistemi ve yiiksek basingli sivi kromatografi
kullanilarak bir analitik metot gelistirildi. /n vivo ¢alismalar Istanbul Ilinde bulunan bir
arilikta gerceklestirildi. Bulgular %95 giliven diizeyinde (=% 5 hata pay1) yorumlandi.
Akarisidal etkinlik, referans ilag grubunda %81,09, hidrojel grubunda %70,32 ve
negatif kontrol grubunda %21,9 olarak tespit edildi. Gruplar arasinda anlamli diizeyde
fark (p< 0,05) oldugu ve uygulamalarm diren¢ indiiksiyonunu engelleme agisindan
diisiik diizeyde etkinlik sergilendigi belirlendi. Hedef tiir tolerans diizeyi kapsaminda
dort haftalik siirede 6len ortalama ar1 sayilari, referans ilag grubunda 297,4 adet, hidrojel
grubunda 86,8 adet ve negatif kontrol grubunda 60,8 adet tespit edildi. Referans ilag¢
grubunda, negatif kontrol grubu ile hidrojel grubuna gére anlamli diizeyde (p< 0,05)
yiiksek ar1 olimi tespit edildi. Balda ortalama timol kalintisi, referans ilag grubunda
5,498 mg/kg, hidrojel grubunda 0,168 mg/kg ve negatif kontrol grubunda 0,038 mg/kg
diizeyinde tespit edildi. Referans ila¢ grubunda, negatif kontrol grubu ile hidrojel
uygulamasina gore anlamh diizeyde (p< 0,05) yiiksek timol kalintisi olustugu ve timol
tat kalintis1 limitinin asildigi tespit edildi. Bal mumunda ortalama timol kalintisi,
referans ila¢ grubunda 1,667 mg/kg, hidrojel grubunda 0,476 mg/kg, negatif kontrol
grubunda 0,093 mg/kg diizeyinde tespit edildi. Referans ilag grubunda bal mumunda
timol kalintisinin negatif kontrol grubundan anlamli diizeyde yiiksek kalint1 icerdigi
tespit edildi. Negatif kontrol grubu ile hidrojel grubu ve referans ilag grubu ile hidrojel
grubu arasinda anlaml diizeyde fark (p< 0,05) tespit edilemedi. Sonug olarak varroosis
enfestasyonu ile miicadele ig¢in biyouyumlu-biyobozunur polimerleri kullanarak
gelistirilen enerjiden bagimsiz bu kontrollii salim sistemi; etkin maddenin dig kosullara
kars1 korunmasi ve arilar tarafindan koloni disina taginmasinin engellenmesi ile ek bir
uygulama gerekmeden miicadelede siirdiiriilebilirligin saglamasi,  etkin madde
maruziyet yolunun kontrolii yoluyla arilarda olusan temas nedenli toksisitenin, ari
iriinlerinde ve c¢evrede olusacak kimyasal madde kalintilarinin sinirlandirilmasi
yonleriyle 6nemli avantajlar saglamaktadir.

Anahtar Soézciikler: Akarisidal etkinlik, Ari, Kontrolli Salim Sistemi, Timol,
\Varroosis.
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SUMMARY

Development of Controlled Timol Release System for Varroosis Struggle and
Investigation of its Effectiveness

Varroosis; it is an infestation in which the mite named Varroa destructor
invades honey bee colonies and causes various damages by feeding on the hemolymphs
of bees. In this study; it was aimed to compare the controlled release system formed by
hydrogel technique using thymol and gelatin, Na-Alginate and carboxy methyl cellulose
polymers with the reference drug containing thymol in terms of acaricidal efficiency,
target species tolerance and thymol residue levels in honey and beeswax, and to
investigate the possible difference and level. The swelling/degradation behaviour and
thymol loading levels, characterization and morphology of the hydrogels were
determined using analytical balance, high pressure liquid chromatography, fourier
transform infrared spectroscopy, scanning electron microscope and light microscope.
An in vitro release system was developed to study the release type, level and duration
of the hydrogel in the hive air environment and an analytical method was developed
using high pressure liquid chromatography. In vivo studies were carried out in an apiary
located in Istanbul. The results were interpreted at the 95% confidence level (5%
margin of error). The acaricidal efficacy was 81,09% in the reference drug group,
70,32% in the hydrogel group, and 21,9% in the negative control group. It was
determined that there was a significant difference (p< 0,05) between the groups and that
the applications showed a low level of effectiveness in preventing resistance induction.
Within the scope of target species tolerance level, the average number of bees that died
in a four-week period was 297,4 in the reference drug group, 86,8 in the hydrogel group
and 60,8 in the negative control group. Significantly (p< 0,05) higher bee mortality was
detected in the reference drug group compared to the negative control group and the
hydrogel group. The mean thymol residue in honey was 5,498 mg/kg in the reference
drug group, 0,168 mg/kg in the hydrogel group and 0,038 mg/kg in the negative control
group. It was determined that thymol residues were significantly higher (p< 0,05) in the
reference drug group compared to the negative control group and hydrogel application,
and the thymol taste residue limit was exceeded. The mean thymol residue in beeswax
was 1,667 mg/kg in the reference drug group, 0,476 mg/kg in the hydrogel group, and
0,093 mg/kg in the negative control group. It was determined that thymol residue in
beeswax in the reference drug group contained significantly higher residues than the
negative control group. There was no significant difference (p< 0,05) between the
negative control group and the hydrogel group, and between the reference drug group
and the hydrogel group. As a result, this energy-independent controlled release system
developed using biocompatible-biodegradable polymers to struggle varroosis
infestation; it provides important advantages in terms of protecting the active substance
against external conditions and preventing its transport out of the colony by the bees,
ensuring sustainability in the struggle without the need for an additional application,
limiting the contact-induced toxicity in bees and chemical residues that will occur in
bee products and in the environment by controlling the active substance exposure route.

Keywords: Acaricidal activity, Bee, Controlled Release System, Thymol, Varroosis.
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