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MAKALE BILGIiSI 0z
Bu c¢alismada; gokkusag: alabaliginda bazi immunolojik parametreler iizerine propolisin
Arastirma Makalesi etkisi aragtirldi. Bu amagla, propolis 2,5; 5 ve 10 mg/kg balik agirligi dozunda 4 defa
baliklara intraperitoneal olarak enjekte edildi. Deneme ve kontrol grubundaki baliklardan
Gelis 12 Eyliil 2018 3, 9., 15, ve 21. ginlerde kan oOrnekleri alindi oksidatif radikal iiretimi
Kabul 11 Ekim 2018 [nitrobluetetrazolium (NBT) aktivitesi], total protein ve total immunoglobulin diizeyleri
. analiz edildi. Deneme sonunda, kontrol grubuna gore propolis uygulanan gruplarin
Anzj‘htar Kelimeler: oksidatif radikal {iretimi, total protein ve immunoglobulin diizeylerinde istatistiksel olarak
Bagusiklik onemli bir artis tespit edildi.
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Investigation of Some Immunological Parameters in Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) Injected Propolis

ARTICLE INFO ABSTRACT
In this study, effects of propolis on immunological parameters of rainbow trout were
Research Article investigated. For this purpose, propolis was intraperitoneally injected to fish 4 times at
doses of 2.5, 5 and 10 mg / kg fish weight. Blood samples on 3, 9, 15 and 21 days were
Received 10 September 2018 collected from fish of the control and experimental groups and analysed to determine
Accepted 11 October 2018 oxidative radical production [nitroblue tetrazolium (NBT) activity], total plasma protein
and total immunoglobulin levels. At the end of the experiment, there was a statistically
Keywords: significant increase in oxidative radical production, total protein and immunoglobulin
Fish . levels of propolis treated groups when compared to the control group.
Immunity
Immunostimulant
Propolis

Total protein

“Corresponding Author:
E-mail: meyonar@gmail.com

DOI: https://doi.org/10.24925/turjaf.v6i11.1668-1672.2222



Yonar ve ark., / Tiirk Tarim — Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi, 6(11): 1668-1672, 2018

Giris

Baliklar yasadiklari ortam nedeniyle dogal olarak
birgok enfeksiyonla karsi karsiya kalmaktadir. Entansif
yetistiricilik ~ yapilan  yerlerde  baliklarin  yogun
stoklanmas1 enfeksiydz hastaliklarin biiyiik bir tehlike
olusturmasina neden olmaktadir. Bir balikta baslayan
hastalik ¢cok kisa zamanda digerlerine bulagmakta ve
yayilmaktadir (Ellis, 1988).

Baliklarda goriilen hastaliklarin tedavisi igin c¢esitli
kemoterap6tik maddeler uzun zamanlardan beri
kullanilmaktadir. Ancak kemoterapétiklerin énemli yan
etkilerinin  olmasi, baliklarda Ozellikle bobrek ve
karaciger basta olmak tizere bagirsak ve deri gibi
organlar1 tahrip etmesi, kaslarda birikerek insanlara
geemesi, bakterilerin bu ilaglara karsi direng kazanmasi
ve dibe c¢okerek sedimentasyon olusturmasi, immun
sistemi supresif yonden etkilemesi, kisa bir siire i¢in etkili
olmasi, oksidatif strese neden olmasi ve antioksidan
mekanizmay1 baskilamasi, biitiin enfeksiyonlara karst
kullanilamamasi bu ilaglarin kullanimin
siirlandirmaktadir (Saglam ve Yonar, 2009; Yonar ve
ark., 2011; Yonar 2012). Bu yiizden enfeksiyoz
hastaliklarin  kimyasal maddeler kullanilarak kontrol
altina alinmasinda Onemli problemlerle karsilasilmistir.
Bu nedenle son zamanlarda hastaliklarin ¢ikmasini
engelleyecek korunma oOnlemlerinin alinmasi, asilama,
dogal ya da sentetik immunostimulanlar ile baliklarin
direncini azaltarak hastaliklarin olusumuna neden olan
stres faktorlerine karsi antioksidanlarin kullanilabilirligi
konusu bir hayli 6nem kazanmistir. Diger taraftan
stoklama yogunlugu, tasima stresi, kotii su kosullari,
beslenme bozukluklar1 gibi yetistiricilik kosullarinin
zaman zaman yetersizligi baliklarda strese neden
olmaktadir. Bu da bagisiklik sisteminin etkinligini
azaltabilmektedir. Bu yiizden hastalik olusmadan alinacak
onlemler biiyiikk 6nem tagimaktadir.

Propolis yapiskan, kendine 6zgii kokusu olan agik
kahverengiden koyu kirmiziya kadar rengi degisebilen,
arilarin kendilerini soguktan ve hastaliklardan korumak
icin yaprak, tomurcuk, dal ve aga¢ kabuklarindan
toplayarak olusturdugu regine kivaminda antibakteriyel,
antifungal, antiviral, antiprotozoan, antiinflamatuar,
antiparaziter, anestetik ve antioksidan ozelliklere sahip
immunomodulatér yapida bir maddedir (Ozkul ve ark.,
2005; Cuesta ve ark., 2005; Fuliang ve ark., 2005; Yonar
ve ark., 2011; Mise Yonar ve ark., 2014).

Bu calismada enjeksiyon yoluyla propolis uygulanan
gokkusagi alabaliginda bazi immiinolojik
parametrelerdeki degisimlerin incelenmesi amaglanmugtir.

Materyal ve Metot

Propolis Ornekleri

Calismada kavak tipi Tirk propolisi kullanildi.
Propolis Kayseri’nin Biinyan ilgesinde kavak agaglarinin
¢ok oldugu bolgede aricilik yapan bir aricidan temin
edildi. Propolis ornekleri 6zenle, daha temiz olmasi ve
daha fazla fenolik madde icermesi igin kovanlarin
gercevelerinin  iizerlerinden toplatilarak satin  alindi.
Propolisin saflastirilmas1 ve kimyasal analizi Silici ve
Kutluca (2005)’nin bildirdigi metoda gore yapildi.

Balik

Calisma, Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi
Balik Hastaliklar1  Laboratuvarinda  gergeklestirildi.
Aragtirmada ortalama agirligi 103,90 = 14,28 g (86,3-
124,2 ¢) olan yaklasik 200 adet gokkusagi alabaligi
(Oncorhynchus mykiss) kullanildi. Calisma iki tekrarli
yuritildi. Her bir tekrar i¢in 100 (her bir grup i¢in 20
balik) toplamda 200 balik kullanildi. Baliklar yerel bir
isletmeden temin edildi ve arastirmanin yiiriitiildiigii Firat
Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi'ne canli olarak
getirildi. Baliklar su sicakligi 16 + 1°C, pH’ s1 7,2 + 0,2
ve oksijen diizeyi ise 8,7 = 0,2 mg/L arasinda olan 80 X
75 x 90 cm ebatlarinda 540 litrelik fiberglas tanklara
stoklandi. Deneysel calismaya baglamadan once baliklar
hazirlanmis olan bu ortama 15 giin siireyle adapte edildi.
Adaptasyon siiresince baliklara giinde iki kere
tilketebildikleri kadar ticari alabalik yemi verildi. Deneme
bu tanklarda yiiriitiildi.

Propolisin Baliklara Enjeksiyonla Uygulanmasi

Propolisin baliklara enjeksiyonla uygulanmasi igin
asagidaki 5 farkli deneme grubu olusturuldu.

1: Kontrol grubu

2: Etanol uygulanan grup

3: 2,5 mg/kg balik dozunda propolis uygulanan grup

4: 5 mg/kg balik dozunda propolis uygulanan grup

5: 10 mg/kg balik dozunda propolis uygulanan grup

Propolisin 25 mg, 5 mg ve 10 mgkg balik
agirhgindaki  dozlart etanolun minimal hacmi ile
coziilerek baliklara intraperitoneal enjeksiyon igin
hazirlandi. Etanol uygulanan gruba 0,1 ml etanol, diger
gruplara propolis igeren ¢ozeltilerin 0,1 ml’si 1., 4., 10. ve
16. giinlerde 4 kez intraperitoneal olarak enjekte edildi.
Kontrol grubuna ise enjeksiyon yapilmadi. Enjeksiyonla
uygulama siiresince baliklara normal alabalik yemi
verildi. Propolisin se¢ilen dozlari Cuesta ve ark. (2005)’e
gore belirlendi.

Kan Orneklerinin Alimmasi ve Islenmesi

Deneme siiresince, ¢alismanin 3., 9., 15. ve 21.
giinlerinde her bir gruptan alinan 5 balik benzokain
kullanilarak anestezi edildi. Anestezi edilen baliklarin
kuyruk kisimlar1 kavdal pediinkiil bolgesinden kesilerek
EDTA’L tiiplere kan 6rnekleri alindi.

EDTA’Il tiiplere alman kan Orneklerinde oksidatif
radikal tretimi [nitroblue tetrazolium (NBT) aktivitesi]
tespit edildi. Daha sonra kan 6rnekleri 1500 g’de 5 dakika
santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Plazma 6rneklerinde
total protein (TP) ve total immunoglobulin (TI) diizeyleri
belirlendi. Her ii¢ parametrenin belirlenmesinde Siwicki
ve ark. (1994) tarafindan bildirilen yontem kullanildi.

Istatistiksel Analizler

Denemede elde edilen sonuglarin istatistiksel
analizleri SPSS 10 paket istatistik programu kullanilarak
gergeklestirildi. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin
incelenen parametrelerinde meydana gelen degisimler
P<0,05 diizeyinde tek yonlii varyans analizi (ONEWAY-
ANOVA) ile test edildi.
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Bulgular ve Tartisma

Calismada kullanilan propolisin kimyasal analizinde
fenolik bilesikleri, alifatik, aromatik ve yag asitlerini,
esterleri, terpenleri, aldehit, keton ve diger bazi bilesikleri
cesitli oranlarda icerdigi tespit edildi (Tablo 1).

Kontrol grubu baliklarinda denemenin 3., 9., 15. ve
21. giinlerinde NBT aktivitesi 1,62 = 0,02 mg/ml ile 1,63
+ (0,02 mg/ml arasinda, etanol enjekte edilen baliklarda ise
1,62 + 0,01 mg/ml ile 1,61 + 0,01 mg/ml arasinda
belirlendi.  Propolisin 2,5 mg/kg balik dozunun
enjeksiyonla verildigi grupta NBT aktivitesi 3. giinde 1,72
+ 0,01 mg/ml iken 21. giinde 1,96 + 0,03 mg/ml diizeyine
cikti. 5 mg/kg balik agirligi hesabi ile propolisin
enjeksiyonla uygulandig1 grupta bu deger 3. giinde 1,78 +
0,02 mg/ml, 21. giinde ise 2,02 + 0,10 mg/ml olarak
belirlendi. Propolisin 10 mg/kg Dbalik dozunun
enjeksiyonla verildigi baliklarda ise bu deger 3. giinde
1,86 + 0,05 mg/ml olarak bulunurken 21. giinde 2,11 £
0,05 mg/ml olarak tespit edildi. Propolis uygulanan
baliklarin NBT aktivitesinin uygulama sonunda kontrol
grubundan daha yiiksek oldugu belirlendi (Tablo 2).

Kontrol grubu baliklarinda ¢alisma boyunca TP
diizeyi 35,16 = 1,22 mg/ml ile 37,11 = 0,52 mg/ml
arasinda, etanol enjekte edilen kontrol baliklarinda ise
35,24 + 1,07 mg/ml ile 35,69 + 0,78 mg/ml arasinda
belirlendi.  Propolisin 2,5 mg/kg balik dozunun
enjeksiyonla verildigi baliklarda TP diizeyi 3. giinde
36,86 £ 1,80 mg/ml iken aragtirmanin sonu olan 21.
giinde bu deger 41,13 + 1,63 mg/ml olarak saptandi. 5
mg/kg balik dozunda propolis uygulanan grupta ise TP
miktar1 3. giinde 37,63 + 1,79 mg/ml, 21. giinde 41,97 +
1,63 mg/ml olarak bulundu. TP miktar1 10 mg/kg balik
dozunda propolis uygulanan grupta 3. giinde 38,61 + 1,78
mg/ml olarak bulunurken 21. giinde 43,08 + 1,61 degerine
ulasti. Propolis uygulanan baliklarin TP diizeyinin
uygulama sonunda kontrol grubundan daha yiiksek
oldugu belirlendi (Tablo 2).

Kontrol grubu baliklarinda ¢aligma boyunca TI diizeyi
19,08 £ 0,78 mg/ml ile 21,11 + 0,19 mg/ml arasinda,
etanol enjekte edilen grupta ise 18,97 + 0,71 mg/ml ile
19,24 + 0,75 mg/ml arasinda belirlendi. Propolisin 2,5
mg/kg balik dozunun enjeksiyonla verildigi baliklarda TI
diizeyi 3. giinde 20,66 = 0,68 mg/ml iken arastirmanin
sonu olan 21. giinde bu deger 25,69 + 0,31 mg/ml olarak
saptand1. 5 mg/kg balik dozunda propolis enjekte edilen
grupta ise TI miktar1 3. giinde 22,05 + 0,70 mg/ml, 21.
giinde 27,19 + 0,30 mg/ml olarak bulundu. TI miktar1 10
mg/kg balik dozunda propolis uygulanan grupta 3. giinde
23,27 + 0,70 mg/ml olarak bulunurken 21. giinde 28,50 +
0,29 degerine ulasti. Propolis uygulanan baliklarm TI
diizeyinin uygulama sonunda kontrol grubundan daha
yiiksek oldugu belirlendi (Tablo 2).

Dogal olarak elde edilen ve yan etkisi bulunmayan
giiclli antimikrobiyal ve antioksidan 6zelliklere sahip olan
propolisin  kimyasal yapist botanik orijinine gore
degisebilmektedir.  Ulkemizde iiretilen  propolisin
tiplendirme ve standardizasyon caligmalari son yillarda
hiz  kazanmistir. Kestane, kavak ve okaliptus
propolislerinin kimyasal yapist aydmlatilmistir. Rengi,
tad1 ve kokusu toplandig1 alandaki vejetasyona, cografik
bolgelere ve ortamin sicakligina baglhidir. Avrupa,
Amerika ve Asya’daki propolis 6rnekleri farkli kimyasal
kompozisyonlara sahiptir. Ayrica sicakta yumusak ve
yapiskan, sogukta ise sert ve kirtlgan olmaktadir (Silici ve
Kutluca; 2005; Silici ve ark., 2007).

Katircioglu ve Mercan (2006), Trabzon, Tekirdag ve
Erzurum illerinden topladiklar1 propolis drneklerini GC-
MS ile analiz etmislerdir. Her ilden toplanan &rneklerde
tespit edilen flavonoid, ester, terpen, flavan gibi
bilesenlerin farkli oranlarda bulundugunu saptamiglardir.
Eraslan ve ark. (2007), kavak tipi Tiirk propolis 6rneginin
kimyasal analizini GC-MS ile yapmuslardir.

Tablo 1 Kavak tipi Tiirk propolisinin GC-MS ile kimyasal analizi”
Table 1 Chemical analysis assessed by GC—MS of Turkish poplar propolis

Bilesikler | RT %TIC
Fenolik Bilesikler
Krisin 52,64 6,41
2-metoksi-4-vinilfenol 12,99 1,19
4-vinilfenol 10,34 0,43
Alifatik, aromatik ve yag asitleri
Benzoik asit 9,09 0,43
Ferulik acit 41,33 2,26
9-oktadekanoik acid 38,97 0,28
Esterler
Benzil sinnamat | 36,98 3,00
Terpenler
Beta 5desmol | 24,08 0,77
Aldehit, keton ve digerleri

Benzen etanol 8,42 0,26
Krizofanol 52,28 20,64
Benzaldehit 14,90 0,41
Dokosan 44,35 0,40
2-propen-1-on 45,44 11,28
4-H-1-benzopiran-4-on 47,46 15,06
2,4-sikloheptadien-1-on 54,05 7,25

“lgili bilesiklerin karakteristiklerine dayanan iyon akisidir ve kesin miktarlar1 yansitmaz, RT: Hafiza zamam (Retention time, minute), TIC: Total

iyon akisi (Total ion current)
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Table 2 Some immunological values of the control group and propolis injected groups (£ standard error)

Giinler
Parametre Gruplar 3. 9. 15. 21.
1. 1,62+0,0284 1,61+0,032A 1,63+0,023A 1,63+0,023A
2. 1,62+0,012A 1,62+0,022A 1,62+0,023A 1,61+0,012A
NBT (mg/ml) 3. 1,72+0,012A 1,87+0,03°A 1,86+0,04A8 1,96+0,03%8
4, 1,78+0,023A 1,95+0,03%8 1,97+0,045¢8 2,02+0,10°B
5. 1,86+0,05%4 2,00+0,19°A8 2,04+0,06%B 2,11+0,05B
1. 35,16+1,222A 36,59+1,212A 38,00+0,78*A 37,11+0,522A
2. 35,24+1,072A 35,30+0,9224 35,33+0,80*A 35,69+0,782A
TP (mg/ml) 3. 36,86+1,802A 39,221 47248 40,59+1,37%:A8 41,13+1,63%B
4, 37,63+1,79%A 40,05+1,480AB 41,30+1,370A8 41,97+1,630B
5. 38,61+1,78%A 41,08+1,470A8 42,30+1,39PB 43,08+1,61PB
1. 19,08+0,78%4 21,08+0,333A 20,76+0,673A 21,11+0,192A
2. 18,97+0,7124 19,01+0,792A 19,14+0,732A 19,2440, 753~
TI (mg/ml) 3. 20,660,684 23,30+0,30°¢A8 24,75+0,20°B 25,69+0,310B
4. 22,05+0,702A 24,72+0,29°A8 26,02+0,14°B 27,19+0,30°B
5. 23,27+0,70°A 26,05+0,28°AB 27,38+0,20°B 28,50+0,29°B

abed Ay siitunda farkli harfler tasiyan degerler arasmndaki fark istatistiksel olarak énemlidir (P<0,05), ~B¢P Aym satirda farkli harfler tastyan
degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0,05), 1: Kontrol grubu, 2: Etanol uygulanan grup, 3: 2.5 mg/kg balik dozunda propolis
uygulanan grup, 4: 5 mg/kg balik dozunda propolis uygulanan grup, 5: 10 mg/kg balik dozunda propolis uygulanan grup, NBT: Nitroblue tetrazolium
aktivitesi (Oksidatif radikal iiretimi); TP: Total protein diizeyi; TI: Total immunoglobulin diizeyi

Sonucta biitiin 6rneklerin yapisinda farkli oranlarda
flavonoidler, alifatik ve aromatik asitler ile esterler,
terpenler, aldehitler ve ketonlarin varligint
belirlemislerdir. Bu calismada da kullanilan kavak tipi
Tirk propolisin yapilan GC-MS analizi sonucunda
yapisinda flavonoidler ile fenolik, alifatik, aromatik
bilesenler, yag asitleri, esterler, terpenler, aldehitler ve
ketonlarin tespit edilmesi diger sonuglarla paralellik
gostermektedir.

NBT aktivitesi, baliklarda bakteriler, viriisler ve
parazitler gibi patojenik etkenlere karsi olusan, spesifik
olmayan immun yanitin en 6nemli mekanizmasidir. Bu
mekanizma  kemotaksis,  opzonizasyon, adezyon,
absorbsiyon, intraselliler —yikim  ve  sindirme
asamalarindan olugmaktadir (Diker, 1998). NBT testi,
nétrofillerin fagositik aktivitesinin veya oksidatif radikal
iretiminin belirlenmesinde kullanilan 6nemli testlerden
biridir (Siwicki ve Studnicka, 1987). Bu c¢alismada
propolis uygulamasiyla NBT aktivitesinin bir bagka
ifadeyle notrofillerin oksidatif radikal iiretiminin artti1
tespit edilmistir. Benzer sekilde in vivo olarak
enjeksiyonla 5 mg, yemle 0,1 ve 10 g kg™ propolisin su
ve etanolik ekstraktinin verildigi ¢ipura baliklariin
hiicresel ve humoral immun cevabindaki degisimlerin
arastirildigt bir caligmada da (Cuesta ve ark., 2005)
fagosit ylizdesinin arttig1 goriilmistiir. Aym balik tiirtine
propolisin etanolik ekstraktinin enjekte edilmesiyle
fagositik aktivitenin arttig1 belirlenmistir (Abd-EI-Rhman,
2009). Mise Yonar ve ark. (2014) tarafindan yapilan
caligmada da 10 mg/kg balik dozunda ve 10 giin siireyle
propolis uygulamasinin sazanlarda NBT aktivitesini
arttirdig1 bulunmustur.

TP nonspesifik immun sistemin humoral unsuru
olarak kabul edilmektedir (Jeney ve ark., 1997).
Baliklarin TP diizeyine propolisin etkisinin aragtirildigi
bazi ¢alismalar yapilmistir. Ornegin Yonar ve ark. (2011)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada, oral yolla 50 mg/kg
balik agirhiginda ve 14 giin siireyle uygulanan propolisin
gokkusagi alabaliginin TP diizeyine istatistiksel olarak

herhangi bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Benzer bir
sonu¢ Mise Yonar ve ark. (2014) tarafindan belirlenmis,
10 mg/kg balik agirliginda ve 10 giin siireyle sazanlara
oral yolla uygulanan propolisin TP diizeyinde istatistiksel
herhangi bir farklilik olusturmadigi gorilmiistir. Bu
calismada ise deneme sonunda TP diizeyi propolis
uygulanan  baliklarda  kontrol  grubundan yiiksek
bulunmustur. Bu farklilik propolisin kimyasal igerigi,
uygulama dozu ve siiresi, baligin tiirii ile agiklanabilir.

Baliklarda spesifik savunma mekanizmalarinin en
onemli elemanlarint immunoglobulinler olusturmaktadir.
Bilindigi gibi antikorlar; viicudun antijenik uyarimlari
sonucu plazma hiicreleri tarafindan sentezlenen ve
antijenlerle birleserek reaksiyon verebilen glikoprotein
karakterindeki ~ molekiiller olup B  lenfositlerin
baskalasmasi ile ortaya ¢ikar (Tizard, 1992; Arda ve ark.,
1994; Dalmo ve ark., 1997; Diker, 1998). Farkli dozlarda
propolisin enjeksiyonla verildigi bu ¢alismada TI
diizeyinin ¢aligsma sonunda arttig1 goriilmiistiir. Benzer bir
sonug¢ Yonar ve ark. (2011) tarafindan da elde edilmis, 14
glin siireyle oral yolla 50 mg/kg balik agirliginda
uygulanan propolisin gékkusagi alabaliginin TI diizeyini
arttirdig1 belirlenmistir. Bunun aksine Mise Yonar ve ark.
(2014), 10 mg/kg balik agirhiginda ve 10 giin siireyle
sazanlara oral yolla uygulanan propolisin TI diizeyine
istatistiksel olarak herhangi bir etkisinin olmadigim
bulmustur.

Propolisin makrofaj fagositozu ile antikor tiretimini ve
antikor iireten hiicre sayisimi arttirdigi, komplement
aktivasyonunu hizlandirdigi, lenfosit stimulasyonunu ve
baz1 sitokinlerin salmiminmi arttirdigt  vurgulanmistir.
Ancak biitiin ¢alismalarda propolisin 6zellikle makrofaj
aktivasyonunu arttirarak non-spesifik immuniteyi stimule
ettigi ifade edilmektedir (Dimov ve ark., 1991; Ivanovska
ve ark.,, 1995; Cuesta ve ark., 2005). Bu caligmada
arastirilan  immunolojik parametrelerden elde edilen
sonuglara gore propolisin baliklarda da makrofaj
aktivasyonu ile fagositozu ve antikor iiretimini arttirarak
immunostimulan etki gdsterdigi sonucuna varilabilir.
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tesekkiir ederiz.
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