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Oz: Bu c¢alismada, balik hastaliklarmin tedavisinde ve dezenfektan olarak yaygin bir sekilde kulla-
nilan formaldehit (CH20)' in gokkusag alabaliginda bazi hematolojik ve antioksidan paramet-
relere etkisi aragtirildi. Bu amagla, formaldehitin 40 ve 120 ppm' lik konsantrasyonlar1 balikla-
ra 4 giin boyunca 30 dakika siireyle uygulandi. Son uygulamadan 24 saat sonra baliklardan kan
ve doku (karaciger, bobrek ve solungag) drnekleri alindi. Kan 6rneklerinde hematokrit (Ht) de-
ger, eritrosit (RBC) ve 16kosit (WBC) sayilari, hemoglobin (Hb) diizeyi ile eritrosit indeksleri;
ortalama alyuvar hacmi (MCV), ortalama alyuvar hemoglobini (MCH) ve ortalama alyuvar
hemoglobin derisimi (MCHC) arastirildi. Doku 6rneklerinde ise malondialdehit (MDA) kon-
santrasyonu, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon S-transferaz (GST) enzim aktivitele-
ri ile rediikte glutatyon (GSH) diizeyi incelendi. Formaldehit uygulanan deneme gruplarinda
hematolojik parametrelerin tamaminin kontrol grubuna gore azaldig: belirlendi (p<0.05). Kont-
rol grubuna gére formaldehit uygulanan gruplarda doku MDA konsantrasyonunun arttii sap-
tand1 (p<0.05). GSH-Px ve GST enzim aktiviteleri ile GSH duzeyinin ise kontrol grubuna gore
arttig1 belirlendi. Bu artis yalnizca bobrek GST aktivitesinde istatistiksel olarak énemsiz bu-
lundu (p>0.05).
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The Investigation of Some Hematological and Antioxi-
dant Parameters in Rainbow Trout (Oncorhynchus
mykiss) Treated Formaldehyde

In this study, effect of formaldehyde (CH-0), which is widely used in the treatment of fish dis-
eases and as a disinfectant, on some haematological and antioxidant parameters was investigat-
ed. For this purpose, fish were exposed to 40 and 120 ppm of formaldehyde for 30 min during
4 days. After 24 hours the last treatment, blood and tissue (liver, kidney and gill) samples were
collected from fish. Haematocrit (Ht) value, red blood cell (RBC) and white blood cell (WBC)
counts, haemoglobin (Hb) concentration and erythrocyte indexes; mean corpuscular volume
(MCV), mean corpuscular haemoglobin (MCH) and mean corpuscular haemoglobin concentra-
tion (MCHC) were investigated in the blood samples. Malondialdehyde (MDA) level, glutathi-
one peroxidise (GSH-Px) and glutatyon-S-transferase (GST) activity as well as the reduced
glutathione concentration were examined in the tissue samples. All of the haematological pa-
rameters decreased in the groups treated formaldehyde compared to that of the control group
(p<0.05). The concentration of tissue MDA was increased in the groups treated formaldehyde
compared to the control group (p < 0.05). The GSH-Px and GST enzyme activities and the
GSH level increased compared to the control group. This increase was not statistically signifi-

cant only in the kidney GST activity (p>0.05).

Keywords: Fish, Formaldehyde, Haematological parameter, Antioxidant parameter

Giris

Baliklar yasadiklar1 ortam nedeniyle dogal
olarak bir¢ok enfeksiyonla karsi karsiya kalmak-
tadir. Entansif yetistiricilik yapilan yerlerde ba-
liklarin yogun stoklanmasi enfeksiydz hastalikla-
rin bliylk bir tehlike olusturmasina neden olmak-
tadir. Bir balikta baslayan hastalik ¢ok kisa za-
manda digerlerine bulasmakta ve yayilmaktadir
(Ellis, 1988). Bu hastaliklar olustuktan sonra onu
tedavi etmek ¢ok zor olup, uzun ve yorucu bir ¢a-
lismay1 gerektirmektedir. Bu nedenle kiiltlir ba-
likgiliginda hastaliklarin ¢ikmasini ve yayilmasi-
n1 onlemek igin gesitli hijyenik ve profilaktif ted-
birler alinmakta, farkli dezenfektanlar kullanil-
maktadir. Formaldehit su {irlinleri yetistiriciligin-
de yaygin olarak kullanilan kimyasal bir dezen-
fektandir (Toksen 2004; Balta ve dig., 2008; Ka-
yis ve dig., 2009; Bulut ve dig., 2012).

Baliklarda her tiirli stres faktorleri, su kalite-
sindeki degisimler, kirlilik faktorleri, toksik mad-
deler, hastaliklar, beslenme yetersizligi gibi ne-
denler baligin direk fizyolojik durumunu etkile-
mektedir. Kan, bu konuda iyi bir belirleyici fak-
tordir ve organizmada meydana gelen fiziksel ve
kimyasal degisiklikleri dogru ve tam olarak yan-
sitmaktadir (Kocabatmaz ve Ekingen, 1982;
Cengizler ve Azizoglu, 2000).

Diger yiiksek omurgali canlilarda oldugu gibi
baliklarda da lipid peroksidasyonun bir iiriinii
olan malondialdehit (MDA), doymamis yag asit-
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lerinin oksidasyonu sonucu olusur ve hiicresel
bilesenlerde meydana gelen oksidatif stresin en
Oonemli gostergelerinden biridir (Morales ve dig.,
2004). Butiin aerobik organizmalar gibi baliklar-
da da oksidatif stresi ve bunlarin meydana getir-
digi hasar1 6nlemek i¢in viicutta birgok savunma
mekanizmalari mevcuttur. Bunlar antioksidan sa-
vunma sistemleri olarak bilinirler ve enzimatik
karakterdeki stperoksid dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutat-
yon-S-transferaz (GST) ile enzimatik olmayan
redukte glutatyon (GSH), A, E ve C vitamini gibi
maddelerdir (Dautremepuits ve dig., 2003; Tren-
zado ve dig., 20006).

Bu c¢alismada, balik hastaliklarinin tedavisin-
de ve dezenfektan olarak yaygin bir sekilde kul-
lanilan formaldehitin gokkusag1 alabaliginda bazi
hematolojik ve antioksidan parametrelere etkile-
rinin ortaya ¢ikarilmasi amag¢lanmustir.

Materyal ve Metot

Caligmada, Elaz1g ili Keban ilgesindeki yerel
bir isletmeden satin alinan, ortalama agirlig
180.35 £ 20.10 g ve ortalama boyu 21.15 + 1.35
cm olan 72 adet alabalik kullanildi. Baliklar her
bir tekrar icin 3, toplamda 9 adet 80 x 75 x 90 cm
ebatlarinda 540 litrelik fiberglas tanklara esit sa-
yida stoklandi. Deneysel c¢alismaya baslamadan
once baliklar hazirlanmis olan bu tanklara 10 giin
sureyle adapte edildi. Adaptasyon siresince ba-
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liklara giinde iki kere alabildikleri kadar ticari
alabalik yemi verildi. Calisma ii¢ tekrarli olarak
yurdtalda (her bir tekrar igin 24, toplamda 72 ba-
lik). Calisma siiresince ortalama su sicakligi, ok-
sijen diizeyi ve pH sirastyla 14.9°C, 8.1 mg/L ve
7.6 olarak o6lculdu.

Baliklara formaldehit (CH20) uygulamasi igin
40 ve 120 ppm formaldehit iceren 80 x 30 x 25
ebatlarinda 6 farkli akvaryum hazirlandi. Bu ak-
varyumlarda, 40 ve 120 ppm konsantrasyonlarm-
daki formaldehit baliklara 4 giin boyunca 30 da-
kika siireyle banyo yontemiyle uygulandi. Kon-
santrasyonlar her formaldehit uygulamasindan
once yenilendi. Akvaryumlarda formaldehit uy-
gulanan baliklar tekrar fiberglas tanklara aktaril-
di. Kontrol grubu baliklarina ise herhangi bir uy-
gulama yapilmadi. Formaldehit uygulamasi i¢in
doz ve sire secimi Treves-Brown (2000)" a goére
yapildi.

Son formaldehit uygulamasindan 24 saat son-
ra kontrol ve deneme grubu baliklart benzokain
kullanilarak anestezi edildi. Anestezi edilen ba-
liklarin kuyruk kisimlar1 kaudal pediinkiil bolge-
sinden kesilerek EDTA' I1 tiiplere kan 6rnekleri
alindi. Bunu takiben otopsisi yapilan baliklarin
karaciger, bobrek ve solungaclart c¢ikartilarak
folyolara sarildi ve - 40°C' de derin dondurucuda
saklandi. Kan ornekleri ayni giin, dokular ise 15
giin icerisinde islendi.

EDTA' I tiiplere alinan kan 6rneklerinde he-
matokrit (Ht) deger (Konuk, 1981), hemoglobin
(Hb) duzeyi (Drabkin, 1946), eritrosit (RBC) ve
16kosit (WBC) sayilar1 (Natt and Herrick, 1952)
ile eritrosit indeksleri; ortalama alyuvar hacmi
(MCV), ortalama alyuvar hemoglobini (MCH) ve
ortalama alyuvar hemoglobin derisimi (MCHC)
(Konuk, 1981) belirlendi. Antioksidan parametre-
lerin belirlenmesi igin ise karaciger, bobrek ve
solunga¢ Orneklerinden doku homojenatlar1 ha-
zirlandi. Bunun i¢in doku 6rnekleri serum fizyo-
lojik (% 0,09 NaCl) ile yikandi. Doku &rnekleri-

nin iki siizge¢ kagid1 arasinda suyu alindi ve daha
sonra bu drnekler %1.15’lik KCI icinde 1:10 ora-
ninda sulandirilarak homojenize edildi. Elde edi-
len doku homojenatlar1 50 mL’lik propilen tiip-
lerde sogutmali santrifiijde 3200 rpm’de +4°C’de
10 dakika santriflij edildikten sonra slipernatant-
lar alind1 ve malondialdehit (MDA) diizeyi (Pla-
cer ve dig., 1966), glutatyon peroksidaz (GSH-
Px) aktivitesi (Beutler, 1975), glutatyon S-
transferaz (GST) aktivitesi (Habig ve dig., 1974)
ile redikte glutatyon (GSH) dizeyi (Ellman,
1959) belirlendi. Protein tayini ise Lowry ve dig.
(1951)’nin bildirdigi metoda gore yapild.

Denemede elde edilen sonuglarin istatistiksel
analizleri SPSS 10 paket istatistik programi kul-
lanilarak gerceklestirildi. Kontrol ve deneme
grubu baliklarmin incelenen parametrelerinde
meydana gelen degisimler p<0.05 diizeyinde tek
yonlu varyans analizi (ONEWAY-ANOVA) ile
test edildi.

Bulgular ve Tartisma

Formaldehitin her iki konsantrasyonunun uy-
gulandig1i deneme gruplarinda kontrol grubuna
gore incelenen hematolojik parametrelerin tama-
minin azaldigi belirlendi (Tablo 1). Bu azalma
tim parametreler icin istatistiksel olarak énemli
bulunurken (p<0.05), MCHC degeri i¢in 6nemsiz
bulundu (p>0.05). MCV ve MCH degerlerine go-
re 120 ppm konsantrasyonunda formaldehit uy-
gulanan grupta mikrositer hipokrom tipte anemi
belirlendi.

Kontrol grubuna gére formaldehit uygulanan
gruplardaki baliklarin incelenen tiim dokularinda
MDA diizeyinin arttigi saptandi (Tablo 2,
p<0.05). Karaciger, bobrek ve solungag GSH-Px
ve GST enzim aktiviteleri ile GSH diizeyinin
kontrol grubuna gore deneme gruplarinda arttigi
belirlenirken, bu artis yalnizca bobrek GST akti-
vitesinde istatistiksel olarak 6nemsiz bulundu
(Tablo 2, p>0.05).
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Tablo 1. Kontrol ve deneme gruplarinda bazi1 hematolojik degerler (+ standart sapma).

Table 1. The some haematological values in the control and experimental groups (£ standard deviation).

Parametreler

Gruplar Ht Hb RBC WBC MCV MCH MCHC

(%) (9/dL) (x 10° (x 10%) (%) (Hp9) (%0)

Kontrol 31.80 7.30 1.69 39.00 186.76 41.25 23.57
+4.38° +0.37° +0.06° +1.82° +19.11° +3.16° + 4,972

40 ppm 26.80 5.65 1.52 32.80 179.49 39.39 22.00
+3.61° +0.822 +0.122 +1.78 + 34.08° +6.29° +5.72%

120 ppm 22.30 5.09 1.51 32.66 152.60 32.84 21.43
+3.628 +0.708 +0.052 +0.802 + 22,79 +4.98° +4.20%

Ht: hematokrit deger,
Hb: hemoglobin diizeyi,
RBC: eritrosit sayis1, WBC: 16kosit sayisi,

MCV: ortalama eritrosit hacmi, MCH: ortalama eritrosit hemoglobini,
MCHC: ortalama eritrosit hemoglobini konsantrasyonu.
abc: Ayni siitunda farkli harflerle gdsterilen gruplar birbirinden farklidir (p<0.05).

Tablo 2. Kontrol ve deneme grubundaki baliklarinin karaciger, bobrek ve solungacinda MDA diizeyi,
GSH-Px ve GST aktiviteleri ve GSH konsantrasyonu ( standart sapma).

Table 2. MDA level, GSH-Px and GST activities, and GSH concentration in the liver, kidney and gill of the
fish in the control and experimental groups (+ standard deviation).

Parametreler
Gruplar MDA GSH-Px GST GSH

(nmol/g protein) (U/g protein) | (U/mg protein) | (umol/g protein)

Karaciger Kontrol 5.71+0.57° 43.19 + 6.59* | 107.14 + 18.76° 71.16 + 16.58°
40 ppm 9.43 +£1.26" 52.88 £7.22" | 217.07 +27.12° 84.87 + 18.47°
120 ppm 9.89 +1.53" 56.24 £ 9.41° | 304.99 +24.89° | 120.05 + 22.01°

Bobrek Kontrol 8.04 + 1.86° 38.57 +6.42% 31.82 + 4.20% 28.21 + 5.69°

40 ppm 14.64 +2.79° 49.25 + 8.74° 31.97 +3.87* 34.40 + 7.33°

120 ppm 18.05 + 3.51° 53.07 £10.03° 32.61 + 4.69° 60.98 + 11.41°

Solungag Kontrol 9.32 + 2.06° 26.27 £5.27% 34.46 £ 5.22% 39.67 £9.222
40 ppm 26.58 + 4.94° 34.39 £ 7.68° 56.68 + 8.59" 45,97 + 10.86°

120 ppm 27.12 +£5.22° 36.88£9.04° | 86.58+11.26° 81.11 + 14.28°

MDA: malondialdehit diizeyi,

GSH-Px: glutatyon peroksidaz aktivitesi,
GST: glutatyon S-transferaz aktivitesi,
GSH: redukte glutatyon diizeyi.

abc: Ay siitunda farkli harflerle gdsterilen gruplar birbirinden farklidir (p<0.05).

Baliklarda hematolojik incelemeler, hastalik-
lar1 tanilamada yardimei olmaktadir. Diger taraf-
tan kan analizleri baliklarin fizyolojik durumlari-
nin degerlendirilmesinde, beslenme ve cevresel
faktorlerin etkilerinin saptanmasinda yarali ol-
maktadir (Kocabatmaz ve Ekingen, 1982). Bu ¢a-
lismada da baliklara formaldehit uygulamasiyla
hematolojik degerlerde onemli degisimler elde
edilmistir. Yapilan bir arastirmada, (Bulut, 2010)
60 dakika sureyle 250 mL/L ve 45 dakika slreyle
500 ml/L formaldehit uygulanan gokkusag: ala-
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baliginda hematokrit ve hemoglobin dizeyleri,
eritrosit sayist ile MCV ve MCHC degerlerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak énemli
dizeyde arttig1 belirlenmis, 16kosit say1si ile ilgili
herhangi bir sonug elde edilememistir. Diger bir
calismada 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 ve 12.5 mg/250L"' lik
formaldehit konsantrasyonlar1 alabaliklara uygu-
lanmus, 0., 4., 8., 12., 24. ve 48. saatlerde balik-
lardan alinan kan 6rneklerinde hematokrit diizeyi,
hemoglobin miktar1 ve retikulosit orani1 belirlen-
mistir. Sonugta formaldehit uygulamasiyla hema-
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tokrit dlzeyi ile hemoglobin miktarinin doz ve
stireye bagl olarak arttig1 saptanmistir (Bayram,
2008). Deneme grubu baliklarina 40 ve 120 ppm
konsantrasyonlarinda 48 saat sitireyle formaldehit
uygulanan bu ¢alismada ise kontrol grubuna gore
hematokrit ve hemoglobin dizeyleri, eritrosit ve
16kosit sayilari ile eritrosit indekslerinde istatis-
tiksel olarak énemli azalmalar saptanmustir. So-
nuglar arasindaki bu farklilik formaldehitin uygu-
lanan doz ve siireleriyle agiklanabilir.

Oksidatif stres, oksidan ve antioksidan denge
arasindaki degisiklikler sonucunda meydana
gelmekte ve reaktif oksijen tiirleri lehindeki artig-
lar oksidatif hasar olarak tanimlanmaktadir. Ser-
best radikaller yiiksek aktivitelerinden dolay1
hiicre zarinda bulunan doymamis yag asitleri ile
etkileserek lipit peroksidasyonu baglatabilmekte-
dir. Olusan lipit peroksitler kolaylikla yikimlana-
rak basta MDA olmak (zere bircok sekonder
uriin meydana getirebilmektedir (Bird and Dra-
per, 1984; Jain, 1988; Bandyopadhyay ve dig.,
1999). Bu calismada kontrol grubuna gore, for-
maldehit uygulanan baliklarin karaciger, bobrek
ve solunga¢ dokusunda MDA dizeyinin dénemli
oranda arttig1 tespit edilmistir. Bu sonug giiglii bir
dezenfektan olan ve yaygin bir sekilde kullanilan
kloramin-T' nin gokkusagi alabaliginda MDA
diizeyini arttirarak oksidatif strese sebep oldugu-
nu belirleyen Tkachenko ve dig., (2013)" in bul-
gulariyla paralel bulunmustur.

GSH, serbest radikaller ve peroksitlerle reak-
siyona girerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 ko-
ruyan, endojen ve enzimatik olmayan, ¢cok 6nem-
li tripeptit karakterinde bir antioksidandir. Ayrica
protein yapisindaki siilfhidril gruplarini indir-
genmis halde tutarak pek cok proteinin ve enzi-
min inaktivasyonunu engellemektedir (Hayes and
McLellan, 1999). GSH-Px, sitozolde yerlesik bir
enzim olup tetramer yapida 4 selenyum atomu
icerir ve hidrojen peroksit ile inorganik hidrope-
roksitlerin indirgenmesini saglar (Piner, 2009).
GST, GSH ile elektrofilik gruplar tasiyan bilesik-
ler arasindaki konjugasyonu katalizleyen, bircok
farkli ksenobiyotik ve endojen bilesiklerin detok-
sifikasyonu ve biyotransformasyonunda rol oy-
nayan, ¢ok fonksiyonlu faz Il enzim ailesinin
iiyeleridir (Hamed ve dig., 2003). Yonar ve Mise
Yonar (2010), 6nemli bir dezenfektan olan ve
genis bir sekilde kullanilan malasit yesilinin gok-
kusagi alabaliginda kan, karaciger, bobrek, dalak
ve solunga¢ dokusunda CAT aktivitesi ve GSH
diizeyini azalttigimi bulmuslardir. Singh ve dig.
(2012) yetistiricilikte yaygin kullanilan bakir siil-

fatin Channa punctatus tiirii baliklarin karaciger,
bobrek ve solungacinda CAT enzim aktivitesini
onemli diizeyde inhibe ettigini tespit etmislerdir.
Bu calismada ise iki farkli konsantrasyonda for-
maldehit uygulanan gokkusagi alabaliginin kara-
ciger, bobrek ve solunga¢ dokusundaki antioksi-
dan parametrelerde artig belirlenmistir. Bu artis
formaldehitin neden oldugu stresi elimine etmek
icin antioksidanlarin yiiksek aktivite gostermesiy-
le agiklanabilir. Diger taraftan bobrek GST enzim
aktivitesinin kontrol grubundan herhangi bir fark-
lilik gostermemesi formaldehitin viicuttan tam
olarak atilamadigini géstermektedir.

Sonug

Bu ¢aligma sonuglaria gore, formaldehit uy-
gulanan baliklarin hematokrit seviyesi, eritrosit
ve 10kosit sayis1, hemoglobin diizeyi, eritrosit in-
deksleri gibi bazi kan parametrelerinde onemli
azalmalar tespit edilmistir. Ayrica formaldehitin
baliklarda oksidatif strese neden oldugu belir-
lenmigtir. Fakat GSH-Px ve GST enzim aktivite-
leri ile GSH diizeyinin artmasi oksidatif stresin
viicut tarafindan bertaraf edilmeye c¢aligildiginin
bir isaretidir. Bununla birlikte 6zellikle bobrek
GST enzim aktivitesinde herhangi bir artisin ol-
mamasi formaldehitin viicuttan tam olarak detok-
sifiye edilemedigini gostermektedir. Buna bagh
olarak hematolojik parametrelerdeki azalmanin
nedeni de baliklar i¢in primer lenfoid organ olan
bobrekteki bu detoksifikasyon eksikligi olabilir.
Bu sonug formaldehitin hematopoetik dokuda bi-
rikim yaparak etkilediginin bir isaretidir. Ancak
bu degisimlere ragmen deneme siiresince balik-
larda 6liim gézlenmemistir. Bu bulgu formaldehi-
tin olumsuz etkilerine ragmen dezenfektan olarak
ve paraziter hastaliklarin tedavisinde guvenle kul-
lanilabilecegini gostermektedir.
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