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ZEYTINYAGI iLE OZUTLENEN PROPOLIiSiN ALABALIKLARDA
(Oncorhynchus mykiss) IMMUNOSTIMULANT ETKISININ BELIRLENMESI

GERLY-AYN TUPAS

KASTAMONU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
SU URUNLERI YETISTIRICILIGI ANA BiLIM DALI
DANISMAN:DR. OGR. UYESI SONER BiLEN

Bu ¢alismada, gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) zeytinyagi ile ekstrakte edilen
propolisin immiin sistemi uyarici etkisini belirlemek i¢in 21 giinliik bir besleme denemesi
yapilmistir. Baglangic viicut agirligr 5,21+0,13 g olan yavru gokkusagi alabaliklarinda,
zeytinyagi ile ekstrakte edilmis farkli miktarlarda propolis i¢eren diyet denenmistir. Calismada
kullanilan dozlar %0 (kontrol); %0,1 (PO1); %0,3 (P03) ve %0,5 (P05) olarak belirlenmistir.
Deneme baliklari, ¢alismanin 7., 14. ve 21. giinlerde rastgele Orneklenmistir. Besleme
denemesinin sonunda, enjeksiyon yoluyla Yersinia ruckeri ile enfekte edilen baliklarin deney
gruplarina gore yasama oranlar1 belirlenmistir. Calisma sonucunda hematolojik degerler
karsilastirildiginda kirmizi kan hiicreleri (RBC), hemoglobin (HGB), hematokrit (HCT),
ortalama korpiiskiiler hemoglobin (MCH) ve ortalama korpiiskiiler hemoglobin
konsantrasyonu (MCHC) degerlerinin gruplar arasinda sadece 21. giin anlamli bir farklilik
gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05). Orneklemelerde alinan, bagirsak, bobrek, dalak ve
karaciger dokular1 histopatolojik olarak gruplar arasinda farklilik géstermemistir. Ayrica tiim
deney gruplarinda oksidatif radikal {iiretiminde de herhangibir farklilik olmadigi tespit
edilmistir (p>0,05). Baliklarin bagirsak, bobrek ve dalak dokularindan yapilan gen ekspresyon
analizleri neticesinde; IFN, IL-1B, TNF-o ve TGF-B sitokinlerinin dokulara gore degisen
ekspresyon seviyelerinde, kontrol grubuna gore farkli dozlarda artiglarin oldugu tespit
edilmistir. Yersinia ruckeri bakterisi ile yapilan kontrol testi sonuncunda yasama oranlarinin
kontrol grubuna kiyasla PO1 grubunda en ¢ok arttig tespit edilmistir (p<0,05). Tiim bu veriler
15181nda, zeytinyagi ile ekstrakte edilen propolisin bagisiklik sistemini iyilestirdigi ve Y.
ruckeri'ye karsi bagisiklik direncini arttirdigt sonucuna varilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Propolis, zeytinyagi, gokkusag alabalig1, bagisiklik tepkisi, gen
ifadesi

Kasim 2022, 64 Sayfa



ABSTRACT

MSC THESIS

DETERMINATION OF THE IMMUNOSTIMULANT EFFECT OF
PROPOLIS EXTRACTED WITH OLIVE OIL IN TROUT (Oncorhynchus
mykiss)

GERLY-AYN TUPAS

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF AQUACULTURE
SUPERVISOR:ASST. PROF. SONER BiLEN

In this current study, a 21-day feeding trial was carried out to determine the immunostimulant
effect of propolis extracted with olive oil in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Juvenile
rainbow trout with an initial body weight of 5.21 + 0.13 g were supplemented with a diet
containing different amounts of propolis extracted with olive oil. The doses utilized in the
study were 0.1%, 0.3%, 0.5%, and propolis-free as the control. Treatment fish were randomly
sampled every 7", 14" and 21% day of the study. Hematological parameters were examined,
and the results showed that only the 21st day (p<0.05) demonstrated a significant difference
between the groups in terms of red blood cells (RBC), hemoglobin (HGB), hematocrit (HCT),
mean corpuscular hemoglobin (MCH), and mean corpuscular hemoglobin concentration
(MCHC). The results of histopathological analysis of the intestine, kidney, spleen and liver
were similar among all treatment groups (p>0.05). Oxidative radical production showed no
significant difference in all treatment groups. The results of gene expression analyses
performed on fish intestine, kidney, and spleen tissues showed that the expression levels of
IFN, IL-1, TNF, and TGF- cytokines varied according to tissues and at different doses in
comparison to the control group. The result of the control test using Yersinia ruckeri bacteria
revealed that the survival rate of PO1 group increased most dramatically compared with the
control group (p<0.05). The outcome of this study indicates that propolis extracted with olive
oil improved the immune system and control of fish infection against Y. ruckeri.

KEYWORDS: Propolis, olive oil, rainbow trout, immune response, gene expression

November 2022, 64 Page



TESEKKUR

Bu tezin hazirlanmasinda emeklerini eksik etmeyen herkese tesekkiirlerimi borg
bilirim. Algakgoniillii, cana yakin ve zeki danismanim Dog. Dr. Soner Bilen, yiiksek
lisans yolculugum boyunca yorulmak bilmeyen destegi ve rehberliginin yanisira,
benimle paylastig: tiim bilgi ve degerler i¢in, 6zellikle de bana hayatta iyi seyler
yapma konusunda ilham verdigi i¢in sonsuza dek minnettarim. Ayrica Osman Nezih
Kenanoglu ve Yigit Tastan basta olmak iizere yolculugumun basindan sonuna kadar
tiim laboratuvar ¢alismalarinda bana yardimei olan Su Uriinleri Boliimii 6gretim
iiyeleri ve arastirma gorevlilering; yolculugum boyunca ortaya ¢ikan tiim
miicadelelerin iistesinden gelmemi saglayan sinirsiz sevgileri ve destekleri igin
filipinler'de beni ¢ok 6zleyen amah, inah ve kardeslerime; Yiiksek lisans egitimime
Tiirkiye'de Kastamonu Universitesi'nde baslamami saglayan ve MSU-TCTO'daki
gorevimin ilk glinlinden bu yana 6l¢iilemez destegi igin, MSU-TCTO Rektoru Prof.
Dr. Mary Joyce Z. Guinto-Sali 'ye;

Sonsuz siikranlarimi borg bilirim.

Gerly-Ayn TUPAS

Kastamonu, 2022

Vi



ICINDEKILER

Sayfa
TEZ ONAYT oot i
TAAHHUTNAME ....oooooiiiiiiiiiiisis s iii
OZET oo iv
ABSTRACT bbbttt bbb %
TESEKKUR .......ooooioiooeeeeeeeeeeeeeeeee ettt Vi
ICINDEKILER .........oooviiiieeeeeeeeeeee ettt vii
SEKILLER DIZINI ... viii
TABLOLAR DIZINI ... X
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI .......ccoooooiiiiniiiecece, Xi
Lo GIRIS oottt 1
2. ONCEKI CALISMALAR ........cooitiiiiieieeeee ettt 5
2.1 Gokkusagi Alabaliginda Bazi Yem Katki Maddelerinin Kullanimi ve Etkisi
...................................................................................................................... 5
2.2  Balik Yemlerinde Propolis Kullanimi............ccoovviiiiiiiininiiicnecen 13
2.3  Alabaliklarda Kirmiz1 Agiz Hastaliginin Tedavisi.........ccocoeevveiiiiiicinnnnnn. 14
3. MATERYAL VE YONTEM ........cocoooiiiiiieieieeeeeeeeeisee e 17
3.1 MAEIYAL ... e 17
311 CaliSma ALANT c.ueeeiiiiiiieiie e s 17
3.1.2  Balik ve Propolisin Temini .......ccueeivviiiiiiiiiiesiiie e e e siee s 17
3.1.3  Deneyin Tasarlanmasi ve DiZayni ..........cccocviieiininenieiisieseese e 19
32 Y ONECIN .ttt n e r e 20
3.2.1  Yemlerin Hazirlanmasi ve Baliklarin Beslenmesi...........ccccoceeiieniennnee. 20
3.2.2  Ornekleme Teknigi ve Veri TOPIama ...........cccoceveververcrerersninieererenans 21
3.2.3  Hematolojik ANalizIer...........coooveiiiieiiee e 22
3.2.4  Histolojik DeZerlendirme ...........cccovveeiieriiiiiiieiise e 23
3.25  Spesifik Olmayan Bagisiklik Tepkileri i¢in Parametreler .................... 24
3.2.6  Sitokin Gen Ekspresyon AnalizIleri...........ccocooeieiiiiniieniienn 24
327 KONIOI TESHE ..o 28
3.2.8  IstatistikSel ANALIZIET ........ccvevevevereiereieeeeeete e, 29
4, BULGULAR ..o 30
4.1  Hematolojik BUlQUIAr.........cccooiiiiiiiiieee e 30
4.2 Histopatolojik ANAlIiZ ..........ccoeviiiiiiceee e 31
4.3  Immunolojik DeFISIMIET ..........ccceviriririrereriiiiecreie e, 32
4.4 Gen SUNUMIATT......eiiiiiiii i 33
4.4.1  Interferon-1 (IFN-1) ..ocoooiiiiiiiiee e 33
4.4.2  Interlokin 1 Beta (IL-1B).ccivccceieriieeceeieeeee e 35
443  Timdr Nekroz Faktorii (TNF-= 1) ....ccoveiieiiniiiieiiie e 37
4.4.4  Donustirticii Biiylime Faktorii (TGF-B) ...oocooovviviiiiiiiiiiiecnn 39
445  KONIOI TESH ..ot 42
5. TARTISMA VE SONUC ........oooiiiiiiiiieiiiiie e 43
KAYNAKLAR ..ottt bttt bbbt 48
L0773 1017 1 15O 64

Vil



SEKILLER DIiZiNi

Sayfa
Sekil 3.1 Akuatik toksikoloji 1aboratuvart ..........ccoovveiiiiiienie e 17
Sekil 3.2 Gokkusagi alabaliginin toksikoloji laboratuvarina taginmast ..................... 18
Sekil 3.3 Adaptasyon boyunca baliklarin ticari yem ile beslenmesi..........c.ccccvveenneee. 18
Sekil 3.4 Zeytinyagi ile 6zlitlenmis Propolis ........ccccvvveiieiiiiiiiciiece e 19
Sekil 3.5 Deney akvaryumu ve baliKlar..........occevviiiiiiiiiiiiiiee e 19
Sekil 3.6 Fizikokimyasal su kalite parametrelerinin O1¢UMi .........coocvvrviriiieiieennnn, 20
Sekil 3.7 Gokkusagi alabali§i yemlerine zeytinyagi ile 6ziilten edilen propolisin
dahil €dITMESI.......ciiiiiiii 21

Sekil 3.8 Immiinolojik analiz i¢in kullanilan gokkusag: alabaligi doku érnekleri .... 22
Sekil 3.9 Kan 6rneklerinin toplanmasi ve analizinde kullanilan hematoloji cihazi... 23

Sekil 3.10 Histopatoloji analizi i¢in kullanilan doku érnekleri............cccccovevivennnne. 24
Sekil 3.11 RNA izolasyon agamalart ...........c.cocueeiieiiiieneniieesie e 25
SeKil 3.12 CDNA SENLCZI ..eeeeiiuriieeiiiiiiee e ittt e e eitiee e e e ster e e e sstare e e s aateeaessbeeeesssreeeesaneeeas 26
Sekil 3.13 qRT-PCR sisteminde genetik ifade.............ccoovoiriniiieniicnece 28
Sekil 3.14 Gokkusagi alabaligina Yersinia ruckeri enjekSiyonu ..........c.ccccceeverenne. 28
Sekil 4.1 Bagirsak, bobrek, dalak ve karaciger iizerinde histopatolojik analiz.......... 32

Sekil 4.2 Zeytinyag: ile oziitlenen propolis takviyesinin gokkusagi alabaliklarinin
bagirsak dokularinda IFN-1 gen ekspresyonunda meydana getirdigi
AEGISTMICT ... e 33

Sekil 4.3 Zeytinyagi ile oziitlenen propolis takviyesinin gokkusagi alabaliklarinin
bobrek dokularinda IFN-1 gen ekspresyonunda meydana getirdigi
EGISTMICT ... 34

Sekil 4.4 Zeytinyag ile 6ziitlenen propolis takviyesinin gokkusagi alabaliklarinin
dalak dokularinda IFN-1 gen ekspresyonunda meydana getirdigi
AEGISTMICT ... 35

Sekil 4.5 Zeytinyag ile 6ziitlenen propolis takviyesinin gdkkusag: alabaliklarinin
bagirsak dokularinda IL-1B gen ekspresyonunda meydana getirdigi
EGISIMICT ..o 35

Sekil 4.6 Zeytinyag ile 6ziitlenen propolis takviyesinin gokkusagi alabaliklarinin
bobrek dokularinda IL-1B gen ekspresyonunda meydana getirdigi
AEGISTMICT ... 36

Sekil 4.7. Zeytinyag ile 6ziitlenen propolis takviyesinin gokkusagi alabaliklarinin
dalak dokularinda IL-I1B gen ekspresyonunda meydana getirdigi
EZISIMICT ..o 37

Sekil 4.8 Zeytinyagi ile 6ziitlenen propolis takviyesinin gokkusagi alabaliklarinin
bagirsak dokularinda TNF-a gen ekspresyonunda meydana getirdigi
AEGISTMIET ... 38

Sekil 4.9 Zeytinyagi ile oziitlenen propolis takviyesinin gdkkusagi alabaliklarinin
bobrek dokularinda TNF-a gen ekspresyonunda meydana getirdigi
EGISIMICT ..o 38

Sekil 4.10 Zeytinyagi ile 6ziitlenen propolis takviyesinin gokkusagi alabaliklarinin
dalak dokularinda TNF-o gen ekspresyonunda meydana getirdigi
AEGISTMIET ... 39

viii



Sekil 4.11 Zeytinyagi ile 6ziitlenen propolis takviyesinin gokkusagi alabaliklarinin
bagirsak dokularinda TGF-B gen ckspresyonunda meydana getirdigi
AEGISIMICT ..o 40

Sekil 4.12 Zeytinyagi ile 6ziitlenen propolis takviyesinin gokkusagi alabaliklarinin
bobrek dokularinda TGF-B gen ekspresyonunda meydana getirdigi
4 [S1 o453 1111 ) SRR UPPUPPOPPRPPIS 40

Sekil 4.13 Zeytinyagi ile 6ziitlenen propolis takviyesinin gokkusagi alabaliklarinin
dalak dokularinda TGF-f gen ekspresyonunda meydana getirdigi
EGISIMICT ..o 41

Sekil 4.14 Zeytinyagi ile dziitlenen propolis takviyesinin Yersinia ruckeri bakterisi
ile enfekte edilen gokkusagi alabaliklarinin yasama oranlarina etkileri.... 42



TABLOLAR DiZiNi

Sayfa
Tablo 3.1 Calismada kullanilan ticari diyetin bilesimi ........cccovvvveiiiieiiiiniiiie e 21
Tablo 3.2 Calismada kullanilan primerler............ocoeiiiiiiiiinic e 27

Tablo 4.1 Calismanin 7., 14. ve 21. giinlerinde gokkusagi alabaliklarinda gruplara
gore RBC,HGB ve HCT deSerleri.........ccouviiiiiiiiiiiiiciicic e 30

Tablo 4.2 Calismanin 7., 14. ve 21. glinlerinde gokkusagi alabaliginda gruplara
gore MCV, MCH ve MCHC deerleri .........ccuvviiiiiiiiiieiiienece e 31

Tablo 4.3 Calismanin 7., 14. ve 21. glinlerinde gokkusagi alabaliginda gruplara
gore oksidatif radikal GretimIeri ........ccoovveiviiiieiice 33



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

% Yiizde

ng Mikrogram

ul Mikrolitre

C Santigrat

ar Gram

H202 Hidrojen Peroksit

kg Kilogram

I Litre

mg Miligram

ml Mililitre

° Derece

02 Oksijen

OH- Hidroksit

OH Hidroksil

KOH Potasyum hidroksit

DMSO Dimetil stilfoksit

Kisaltmalar

cDNA Komplementer DNA

DNA Deoksiriboniikleik Asit

FAO Gida ve Tarim Orgiitii

HCT Hematokrit

HGB Hemoglobin

IL Interlokin

MCH Ortalama Korpiiskiiler Hemoglobin
MCHC Ortalama Eritrosit Hemoglobin Konsantrasyonu
MHC Biiytik Doku Uyusum Kompleksi
NBT Nitroblue Tetrazolium

ORU Oksidatif Radikal Uretimi

PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu
RBC Kirmiz1 Kan Hiicresi

RNA Riboniikleik asit

TGF Transforme Edici Biiyiime Faktor
TUIK Tiirkiye Istatistik Kurum

Xi



1. GIRIS

Diinya genelinde artan insan niifusu ve beslenmenin O6nemi goz Oniinde
bulunduruldugunda, gelecek nesillerin ihtiya¢ duydugu gidalarin karsilanabilmesi
adina su iirlinleri yetistiriciliginin énemi her gecen giin daha da artmaktadir. Su
tiriinleri yetistiriciligi, gida ihtiyacina yonelik kiiresel talebe katkida bulunan en hizli
biiyiiyen zirai faaliyet olarak bilinmektedir. 2020 yilinda diinya ¢apinda yaklasik 87,5
milyon ton ile rekor miktara ulasan su triinleri tiretiminintahmini degeri 281,5 milyar
ABD dolari olarak belirlenmistir (FAO, 2022). Bu miktar, 2019 su iirlinleri tiretimine
gore 2,3 tonluk bir artig1 temsil etmektedir. Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss), i¢ su {irlinleri tiretiminin % 54,4'linii olusturarak en ¢ok tiretilen ilk onbes balik

siralamasinda yerini almistir.

Son yillarda su fdirlinleri yetistiriciliginin artan gelisimi ile sucul ortamda hem
bakteriyel hem de viral hastaliklar endise verici bir hale gelmistir (Licke vd., 2020;
Varalakshmi vd., 2022). Yetistiricilik alanlarindaki suyun fizikokimyasal yapisi ve
mikrobiyal icerigi, yetersiz beslenme durumu ve yiiksek stok yogunlugu gibi ¢ok
sayida stres faktorii, enfeksiyon hastaliklara baghh  kitlesel  oliimleri
indiikleyebilmektedir (Kumari, 2020). Bu nedenledir ki, gokkusagi alabalig
yetistiriciliginde ¢ok sayida bakteriyel ve viral hastaligin ortaya ¢ikmasi ve buna baglh
salginlar ile miicadele s6z konusudur (Adams, 2019; Radosavljevi¢ vd., 2022).
Yersinia ruckeri bakterisi, gokkusagi alabaliginda goriilen yaygin patojenlerden
birisidir (Pajdak-Czaus vd., 2021). S6z konusu bakterinin, gokkusagi alabaliklarinda
enterik kizil agiz hastaligina neden oldugu bilinmektedir (Aflakian vd., 2022; Ummey
vd., 2021; Wrobel vd., 2019).

Son yillarda, baliklarda viral, bakteriyel, parazitik ve fungal hastaliklarin salginlarini
kontrol etmek veya onlemek icin c¢esitli antibiyotikler, kemoterapotikler ve asilar
kullanilmaktadir (Mehana vd., 2015). Antibiyotiklerin ve kimyasal iriinlerin balik,
balik eti, cevre ve insan sagligi lizerinde istenmeyen etkilerinin oldugu bilinmektedir.
Artan niifus i¢in baliga olan talep arttikga, arastirmacilar baliklardaki hastaliklari

tedavi etmek adina yeni kaynaklar ve daha etkili alternatifler aramaya devam



etmektedirler. Bununla birlikte gesitli dogal tiriinlerin, 6ziitleri ve diger tiirevlerinin,
sucul canlilarin bagisiklik tepkilerine ve hastalik direncine olumlu etkileri dnceden
calistlmistir (Awad ve Awaad, 2017; Elumalai vd., 2020; Hernandez-Contreras ve
Hernandez, 2020; Reverter vd., 2017; Stratev vd., 2018). Gegmisten giiniimiize, ilag
yapim endiistrisinde, dogal {iriinlerin 6nciiliigii ve yeri bilinmektedir (Boy vd., 2018;

Dhar vd., 2000; Tandon ve Yadav, 2017).

Dogal iiriinler; antimikrobiyal, kokusma 6nleyici, 1s1 yalitim1 saglayici ve su gegirmez
etkiye sahip recineli bilesik iirettigi 6nceki ¢aligsmalarda rapor edilmistir (Dell ve
McComb, 1979; Dimki¢ vd., 2016; Langenheim, 1990; Monti vd., 1983). Arilar
tarafindan toplanan bu recineli madde, arilarin tiikiiriik salgilariyla karistirilarak
propolis adi verilen yan iiriinii meydana getirmektedir (Drescher vd., 2019; Konig,
1985; Leonhardt vd., 2011; Monti vd., 1983; Simone-Finstrom ve Spivak, 2010;
Wagh, 2013).

Propolisin esas olarak regine, bitkisel balzam, balmumu, aromatik yaglar, polen ve
diger ¢esitli maddelerden olustugu rapor edilmistir (Cirasino vd., 1987). Propolis,
aromatik asitler, esterler, yag asitleri, karbonhidratlar, aldehitler, amino asitler,
ketonlar, kalkonlar, dihidrokalkonlar, terpenoidler, vitaminler ve inorganik maddeler
gibi tanimlanmis 300'den fazla farkli bilesige sahiptir (Bankova vd., 2000; Huang vd.,
2014). Flavonoidler anti-inflamatuar, anti-viral, anti-alerjik, anti-kanser, anti-
bakteriyel ve antioksidan etkilere sahip olup, propolisin en 6énemli ajanlarindan biridir
(Ahangari vd., 2018; Martinotti ve Ranzato, 2015; Sawicka vd., 2012). Aslinda
propolis halk hekimliginde ¢ok uzun siiredir kullanilmaktadir (Burdock, 1998;
Castaldo ve Capasso, 2002; De Almeida ve Menezes, 2002; Ghisalberti, 1979; Sardana
vd., 2013). Giiniimiizde modern bilim, propolisin faydali farmakolojik 6zelliklerini
kullanarak saf bigimde erisilebilen diinya ¢apinda popiiler bir tedavi gelistirmis olup,
ayni zamanda diger iriinlerle birlikte makyaj malzemeleri ve gida katki maddeleri
olarakta kullanilmistir (Castaldo ve Capasso, 2002; Vassya vd., 2021; Zampini vd.,
2021).

Propolis igin bir¢ok klasik ve modern ekstraksiyon yontemleri ¢alisilmistir ( Bankova

vd., 2021; Suran vd., 2021). Birgok sulu soliisyon kullanimi mevcut olan propolis



ekstraksiyonunda (Taddeo vd., 2016), etanol ile kullanim1 basit ve etkili bir yontem
olup, ekstraksiyon sonrasi antioksidan, antimikrobiyal, antikanserojenik gibi biyolojik
aktiviteler gosterdigi 6ne siiriilmektedir (Funari vd., 2016; Hernandez vd., 2018; Mello
vd., 2010; Pujirahayu vd., 2014). Ancak alkol tolerans1 olan kisiler, kanser hastalari,
diyabet ve oftalmolojik operasyonlar gibi bazi kisitlamalar nedeniyle propolisin
alkolle birlikte kullanimi insan sagligina zarar verebildigi icin Onerilmemektedir
(Konishi vd., 2004). Bu nedenle bitkisel yaglarda ¢6ziinen propolisin saglik a¢isindan
kullaniminin giivenli oldugu ileri stiriilmektedir (Silici ve Baysa, 2020).T1bbi ag¢idan
onemli bir iriin olan propolis bagisiklik sistemini giliglendirmesi ve biiylime
performansinin iyilestirilmesi amaciyla kiimes hayvanlarinda sentetik antibiyotiklere
alternatif olarak kullanilmaktadir (Saeed, 2017). Cesitli balik tiirlerinde de biiyiime
performansini artirmak amaciyla kullanilan propolis bilesenlerinin, antibakteriyel ve
antioksidan 6zellikleri sayesinde sindirime, emilime ve bagirsak sagligina yardimci
oldugu belirtilmistir (Abbass vd., 2012; Bae vd., 2012; Nur vd., 2017). Ayrica
propolisin balik diyetine dahil edilmesi sonucunda baliklarda immiinolojik
parametreleri iyilestirdigi de belirtilmistir (Deng vd., 2011; Dotta vd., 2014; Dotta vd.,
2015; Tukmechi vd., 2014; Zheng vd., 2012).

Akdeniz bolgesinde zeytin (Olea europaea) ¢ok popiiler bir temel gida maddesidir
(Bankova vd., 1992; Boskou, 2006). Zeytinyag1 temel olarak triagilgliseroller ve
ikincil olarak serbest yag asitleri, mono-agilgliseroller ve diasilgliseroller ile
hidrokarbonlar, steroller, alifatik alkoller, tokoferoller ve pigmentler gibi bir dizi
lipidden meydana gelmektedir (Boskou vd., 2006). Silici ve Baysa (2020) tarafindan
propolisin zeytinyagi ekstraktinin antioksidan, antiradikal ve antipiretik etkileri
lizerine yapilan c¢aligmalar1 sonucunda, propolis zeytinyagi ekstraktinin alkol sulu

ekstrakt sollisyonuna gore daha saglikli bir alternatif olabilecegini ileri siirmiislerdir.

Bu ¢alismanin amaci, zeytinyag ile ekstrakte edilen propolisin yem katki maddesi
olarak kullanilarak gokkusagi alabaligindaki bagisiklik uyarict etkisinin belirlenmesi
tizerinedir. Bu amagla oksidatif radikal tiretiminin, bagisikliktan sorumlu genlerin
(IFN-1, IL-1B, TNF- o ve TGF-B) ekspresyon seviyelerinin ve Yersinia ruckeri

bakterisine karsi yasama oranina etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica



histopatolojik analiz ile propolisin dokularda tahribata sebep olup olmadigina dair

degerlendirme yaparak giivenilirligi ortaya konmaya ¢aligilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Dogal iiriinler, tiim diinyada olduk¢a aktif bir sekilde bilimsel c¢alismalarda
kullanilmistir (Van Wyk ve Wink, 2018). Tibbi aromatik olarakta bilinen sifal1 bitkiler
insan kiiltiiriinlin gelismesinde hayati bir rol oynamis ve geleneksel ilaglarin
kaynaklarmi olusturmustur (Dar vd., 2017; Hosseinzadeh vd., 2015). Aslinda bu
bitkiler diinya c¢apinda cesitli kiiltiirlerde geleneksel olarak c¢esitli hastaliklarin
tedavisinin temelini olusturmustur (Okoye vd., 2014; Ross, 2005). Bir¢ok tibbi bitki
icerikli ilaglarin, kardiyovaskiiler hastaliklarin ve iltihap olusumlarmin &nlenmesi
veya kimyasal maddelerin varligindan kaynaklanan kanser riskinin azaltilmas1 gibi
terapotik etkilerinin mevcut oldugu bilinmektedir (Skrovankova vd., 2012). Bu
bitkiler, clizzam, burun kanamasi, felg, dalak, safra kesesi, mide, bobrek ve karaciger
hastaliklarini tedavi etmek icin kullanilan zengin bir vitamin, mineral, karbonhidrat ve

lif kaynagidir (Alam vd., 2021; Pereira vd., 2020).

2.1  Gokkusagr Alabah@inda Bazi Yem Katki Maddelerinin Kullanimi ve
Etkisi

Su tirlinleri yetistiriciliginde de, salginlara mikrobiyal patojenler neden oldugundan,
tibbi bitkiler bu salginlar1 kontrol etmek ve baliklarin bagisiklik sistemini iyilestirmek
icin antibiyotiklere alternatif olarak diisiniilmektedir (Vaseeharan ve Thaya, 2014).
Su tiriinleri yetistiriciliginde bir¢ok bitki yagi ekstrakti kullanilmistir ve bunlarin tiimii
gokkusagi alabaliginda uygulamadan sonra sadece biiylimede degil ayn1 zamanda
sindirim enzimi, histoloji ve bagigiklikta da faydali sonuglar saglamistir. Hajirezaee ve
Khanjani (2021), calismasinda ¢orek otu esansiyel yagi (COEY) takviyesinin
gokkusagi alabaliginda patojen olan Aeromonas hydrophila'ya kars: etkilerini 60 giin
boyunca %0; %1 (10 g/kg); %2 (20 g/kg) ve %3 (30 g/kg) dozlarinda denemislerdir.
Hajirezaee ve Khanjani (2021) deney gruplar1 arasinda biiyiime parametrelerinde (yem
dontisiim oran1 (FCR), toplam agirlik artisi, toplam son agirlik) gibi parametrelerde
onemli bir degisiklik gézlenmedigini (p>0,05) fakat %2 ve %3 seviyelerindeki
COEY’nun, lizozimin serum ve mukozal seviyelerini ve bakterisidal aktiviteyi
arttirdigmi  belirtmislerdir (p<0,01). Hajirezaee ve Khanjani (2021), %3 COEY



uygulanan baliklarda serum immiinoglobulin (Ig) seviyelerinin, alternatif kompleman
aktivitesinin (ACH50) ve peroksidaz aktivitesinin yiikseldigini belirtmiglerdir
(p<0,01). COEY uygulanan tiim baliklarda kandaki toplam albiimin, mukus ve
kandaki toplam protein arttigini belirten Hajirezace ve Khanjani (2021), mukozal
proteaz ve ALP aktivitelerinin %2 ve %3 BPO ile beslenen baliklarda yiikseldigini
(p<0,01); bagisiklik ile ilgili genlerin (iNOS ve C3), COEY uygulanan baliklarda artig
gosterdigini, %3 COEY ile beslenen baliklarda ise maksimum ekspresyon (p<0,01)
meydana geldigini belirtmislerdir. Ayrica Hajirezaee ve Khanjani (2021), A.
hydrophila ile miicadeleden sonra, IL-13 ve TNF-a ekspresyonunun tiim gruplarda
onemli Olciide yiikseldigini (p<0,01), %2 ve %3 COEY igeren diyetlerin, A.
hydrophila ile miicadeleyi takiben balik oliimlerini 6nemli OSl¢iide azalttigini

eklemislerdir.

Parrino vd. (2020), aci biber (Capsicum sp.) yagmin yem katki maddesi olarak
denendigi gokkusagi alabaliklarinda, bliylime performansi ve kan parametrelerinin
etkisini arastirmislar ve deneyler sonunda 4 mg/kg dozunda uygulamanin en yiiksek
bliylime yiizdesini ve en diisik yemden yararlanma oranin1 gosterdigini
belirtmislerdir. Parrino vd. (2020), ayrica serum biyokimyasal parametrelerinde
onemli farkliliklar tespit etmis olup, karaciger enzimi, glikoz, kolesterol ve trigliserit
diizeylerinde azalma; toplam protein ve albiimin diizeylerinde ise kontrole gore artis
meydana geldigini vurgulamiglardir. Parrino vd. (2020), 1 mg/kg ac1 biber yagimin
gokkusagi alabaliklarinda, biiyiime performansina, hematolojik ve serum

biyokimyasal parametrelerine olumlu bir etki gosterdigi sonucuna varmislardir.

Acar vd. (2018), gokkusagi alabaliginda nar ¢ekirdegi yagi (NCY) takviyesinin,
biiylime performansina, bazi hematolojik, biyokimyasal, immiinolojik parametrelere
ve Yersinia ruckeri 'ye karsi hastalik direnci tizerindeki etkilerine dair ¢alisma
gerceklestirmiglerdir. Calisma sonunda Acar vd. (2018), %0,5 ve %1 oraninda
NCY'nin, kirmiz1 kan hiicresi sayisi, hemoglobin konsantrasyonu, ortalama eritrosit
hacmi, ortalama korpiiskiiler hemoglobin konsantrasyonu, kolesterol, aspartat
aminotransferaz, alanin aminotransferaz ve alkalin tizerinde o6nemli bir etki
gosterdigini  belirtmislerdir (p<0,05). Ayrica, NCY destekli diyetlerle beslenen

baliklarda agirlik artigi, biiylime ve yem doniisiimiinde artis oldugunu belirten Acar



vd. (2018), NCY'nin diyetle uygulanmasinin, Y. ruckeri ile enfekte olan gokkusagi
alabaliginin mortalitesinde diisiis sagladigini ve tedavi edilen gruplar arasinda biiyiime
performansinda ve bazi kan degerlerinde 6nemli farkliliklar meydana geldigi sonucuna

varmiglardir.

Yousefi vd. (2022), kekik esansiyel yagi (KEY) ve prebiyotik (Immunogen ®)
takviyesinin  gokkusagi alabalifinda biiyiime performansimna, hematolojik
parametrelere, dogal bagisiklik ve oksidatif stres durumu tizerindeki etkilerine dair
yaptiklar1 c¢alismalarinda tim deney gruplarinin, kontrolden 6nemli 6lgiide daha
yiiksek olan benzer nihai agirlik, agirlik artigi, spesifik biiyiime oran1 (SGR) ve hayatta
kalma oranina (SR) sahip oldugunu belirtmislerdir. Yousefi vd. (2022), deney
gruplarinin kontrol grubuna gore amilaz ve proteaz aktivitesinde 6nemli bir artis
gosterdigini, KEY ve Immiinojen takviyelerinin, kontrol grubuna kiyasla WBC ve Hb
seviyesini 6nemli Olgiide artirdigini da eklemislerdir. Yousefi vd. (2022), KEY ve
Immiinojen takviyelerinin, katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon
peroksidaz (GPx) ve siiperoksit dismutaz (SOD) dahil olmak {iizere karaciger
antioksidan parametreleri lizerinde de 6nemli Slgiide etkilerinin oldugu ve MDA

tiretiminin kontrol gruplarina gére azaldig1 sonucuna da varmiglardir.

Diler vd. (2017), yem katki maddesi olarak Origanum onites L. ugucu yaginin farkl
diizeylerinin gokkusagi alabalifinda biiyiime performansina, antioksidan aktivitesine
ve hastalik direnci tizerindeki etkilerine dair arastirma yapmuslardir. Diler vd. (2017),
90 giin boyunca baliklara dort farkli konsantrasyonda (0,125; 1,5; 2,5 ve 3,0 mL kg™)
O. onites esansiyel yagi igeren yem vermelerinin neticesinde baliklarin nihai
agirliklarinin kontrole gére 6nemli dlgiide artis sagladigini, FCR degerinin 1,5 ve 3,0
mL kg dozlarinda diger gruplara gore daha yiiksek oldugunu (p<0,05) ve en diisiik
yem doniisiim verimliligi oraminmn 0,125 mL kg?' grubunda gerceklestigini
belirtmislerdir. Diler vd. (2017), Lactococcus garvieae ile kontrol testine tabi tuttuklari
balik gruplarindan 3,0 mL kg™ ‘da 6liim gergeklesmedigini; 0,125; 1,5 ve 2,5 mL kg*

dozlarinin ise balik dliimlerini 6nemli dl¢iide azalttigini belirtmislerdir (p<0,05).

Zargar vd. (2019), Thymus vulgaris esansiyel yaglarinin gokkusagi alabaliginin

bliytimesi, bagisiklik tepkisi ve hastalik direnci iizerindeki etkinligini arastirdiklari



calismalarinda 2 ay boyunca baliklart 0,5; 1 ve 2 ml/kg yem katkili yaglarla
beslemislerdir. S6z konusu ¢alismada 0,5 ml/kg dozunda Thymus vulgaris esansiyel
yaglari ile beslenen baliklarda agirlik artis1 ve spesifik biiylime oraninin, kontrole gore
yiiksek degerlere sahip oldugu bulunmustur (p<0,05). Zargar vd. (2019), 2 ml/kg
dozunda Thymus vulgaris yag ile beslenen baliklarda IL-18 ve lizozim genlerinin
ekspresyon seviyelerinin 6nemli 6l¢iide azalmis oldugunu, ancak; 1 ve 2 ml yaglarla
beslenen baliklarda C3 ve CD4 genlerinin 6nemli Olgliide stimule oldugunu
belirtmislerdir (p<0,05). S6z konusu ¢alismada Aeromonas hydrophila ile kontrol
testine tabi tutulan baliklarda, en yiiksek hayatta kalma oraninin 0,5 ml/kg grubunda

oldugu belirtilmistir (Zargar vd., 2019).

Vazirzadeh vd. (2017), Ducrosia anethifolia esansiyel yagi ile takviye edilmis bir
diyete yanit olarak gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) biiytime, bagisiklik
parametreleri  ve bagisiklikla ilgili genlerin ifadesindeki degisikliklerini
degerlendirmisler ve 8 hafta boyunca baliklari farkli dozlarda (%0; %0,001; %0,01 ve
%0,1) beslemislerdir. Vazirzadeh vd. (2017), besleme denemelerinin sonunda, farkli
uygulamalarda ugucu yaglarin bitylimeyi etkilemedigi, %0,001 grubunda hematokrit
seviyesinin yiikseldigini, %0,01 ve %0,1 gruplarindaki WBC degerinin, %0,001 ve
kontrol gruplarindakilerden daha yiiksek degerde oldugu sonucuna varmiglardir
(p<0,05). Vazirzadeh vd. (2017), lizozim aktivitesinde gruplar arasinda farklilik
goriilmezken, solunum patlamasi aktivitesinin %0,01 grubunda yiiksek oldugunu
belirtmislerdir. S6z konusu ¢alismada ayrica IL-1B ve TNF-a genlerinin bobrekte
ekspresyonun 30. giinde %0,001 dozunda yukar1 regiile edilirken, dalakta en yiiksek
IL-1B ekspresyonunun %0,1 dozunda ve TNF-a i¢in %0,01 dozunda meydana geldigi
belirtilmistir (Vazirzadeh vd., 2017).

Fadeifard vd. (2018), zencefil (Zingiber officinale), ¢orek otu (Nigella sativa) ve koni
cicegi (Echinacea angustifolia) gibi esansiyel yaglarla takviye edilerek beslenmis
gokkusag1 alabaliklarinin bagisiklik sistemi iizerindeki etkilerini aragtirmiglardir.
Fadeifard vd. (2018), ¢orek otu, zencefil ve koni ¢igegi ile beslenen gruplarda kontrole
gore daha yiiksek lizozim serum seviyeleri ve fagositik mikroplarin fark edildigini
(p<0,05); 6te yandan, RBC, Hb, PCV, MCV, MCH ve MCHC'de tiim gruplarda
anlaml1 bir farklilik bulunmadigini rapor etmislerdir (p>0,05).



Lakwani vd. (2022), siyah hardal tohumu yag1 uygulamasinin gékkusagi alabaliginda
(Oncorhynchus mykiss) biiyiime performansina, sindirim enzim aktivitelerine ve
bagisiklik yanita etkisini degerlendirdikleri calismalarinda 60 giin boyunca gokkusagi
alabaliklarini ii¢ farkli dozda siyah hardal tohumu yagi takviyesi ((%0,5 (SHO5), %1
(SH1) ve %2 (SH2)) ile beslemislerdir. S6z konusu ¢alismanin neticesinde amilaz ve
lipaz seviyelerinde, herhangi bir Ornekleme zamaninda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda farklilik olmadigini belirtmislerdir (p>0,05). Lakwani vd. (2022),
siyah hardal tohumu yag1 uygulamasimin gokkusagi alabaliginda, potansiyel 6ldiirme
aktivitesini Ozellikle SH2 grubunda 30. giinde yiikselttigini belirtmislerdir (p<0,05).
Buna ek olarak kontrole kiyasla, 30. giinde SH1 ve SH2 balik gruplarinda ve 60. giinde
SHO5 ve SH1 gruplarinda lizozim aktivitesini arttirdigini (p<0,05), ayrica 30. giinde
SH1 ve SH2 balik gruplarinda MPO degerini kontrole kiyasla énemli 6lgiide arttirdig:
(p<0,05) ortaya konulmustur (Lakwani vd., 2022). Balik gruplarinin farkli
organlarmin histolojisinde herhangi bir degisiklik gdzlenmediginin belirtildigi
calismada, deney gruplarindaki tiim balik gruplarmin bagirsaklarinda IL-1B gen
ekspresyonunun, 30. giinde énemli 6l¢iide arttig1 belirtilmistir (Lakwani vd., 2022).
Benzer sekilde, 30. giinde bagirsakta IL-8 ve IL-6, IL-10 ve IL-12 sitokin genlerinin
ekspresyonunun arttig1 séz konusu calismada SHO5 ve SH1 balik gruplarinin bas
bobrek hiicrelerinde bu genlerin benzer gelismis seviyelerinin goriildiigii rapor

edilmistir (Lakwani vd., 2022).

Farkli seviyelerde ticari bir bitkisel yag karisimi (Thymus vulgaris, Origanum vulgare
ve Eucalyptus sp.) olan Mix-0il®'in gékkusagi alabaliginda hematolojik, biyokimyasal
ve immiinolojik etkilerinin incelendigi bir caligmada, Mix-0il®'in Streptococcus iniae,
Aeromonas hydrophila, Lactococcus garviae ve Y. ruckeri bakterileri i¢in minimum
inhibitor konsantrasyon (MIK) degerleri tespit edilmistir (Bababaalian vd., 2020). S6z
konusu ¢alismada MIK degerlerinin sirayla ilk ii¢ bakteri igin 6,25 pl ml™, Y. ruckeri
icin ise 12,5 ul ml* oldugu; 400 ppm Mix-0il® ile beslenen baliklarda kirmizi kan
hiicresi sayisi, hematokrit, immiinoglobulin, lizozim, toplam protein, kompleman
bileseni C3, C4 ve alternatif kompleman yolunda (ACHS50) kontrol grubuna kiyasla
onemli gelismeler gozlendigi rapor edilmistir (p<0,05) (Bababaalian Amiri vd., 2020).
Ayrica; MCV, MCH, MCHC diizeyleri ve hemoglobin yiizdesi, aspartat

aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz (ALT) diizeyleri acisindan gruplar



arasinda farklilhik gozlenmezken (p>0,05), Mix-0il® uygulamasinin, gokkusagi
alabaliginin hematolojik parametrelerini ve bagisiklik fonksiyonunu destekleyerek Y.
rukeri 'ye kars1 balik direncini artirabilecegini de 6ne siirmiislerdir (Bababaalian Amiri
vd., 2020).

Origanum onites yagi takviyesinin gokkusagi alabaliginda histoloji ve besin
sindirilebilirligi tizerindeki etkilerinin arastirildig1 bir calismada, kontrol baliklarinin
karaciger ve bobrek histopatolojisinde, herhangi bir deformite belirtisi olmaksizin
normal bir histolojik mimari gosterirken, diyetlerde yiiksek oranda O. onites yagi ile
beslenen baliklarin karaciger ve bobrek drneklerinde hafif nekroz veya dejenerasyon
gozlendigi belirtilmistir (Yigit vd., 2017). S6z konusu ¢alismada; 2 haftalik histoloji
sonuglarinin  degerlendirilmesi neticesinde %0,5 Cr.03 kullanilarak besin
sindirilebilirligi tespit edilmis ve denemenin sonunda, O. onites yaginin alabalik
diyetinde farkli konsantrasyonlarda eklendiginde kuru madde, protein ve lipid

sindirilebilirliginin etkilenmedigi sonucuna varilmistir (Yigit vd., 2017).

Kitosan nanopargaciklarina yiiklenen limon esansiyel yaginin (LEY/KNP) gokkusagi
alabaliginda biiyiime performansina, serum biyokimyasal parametrelerine, humoral
bagisiklik tepkilerine ve viicut kompozisyonuna etkilerine dair yapilan bir ¢alismada
baliklar; %0 (kontrol); %0,5; %0,75 ve %1 LEY/KNP'le desteklenmis olacak sekilde
gruplara ayrilmistir. S6z konusu ¢alismanin sonunda en yiiksek nihai agirlik (32,04 +
1,22 g), agirlik artis1 (27,40 + 1,36 g) ve spesifik biiyiime orani (3,45 + 0,12 giin™) %1
ile LEY/KNP takviyesinin oldugu tespit edilmistir (p<0,05) (Gheytasi vd., 2021).

Ghafarifarsani vd. (2021), Thymus vulgaris ugucu yagmin (TUY), gokkusagi
alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) aflatoksin B1 (AFB1) toksisitesi iizerindeki
etkinligini, bilylime performansi, dogal plazma bagisiklik indeksleri ve bagisiklik ile
ilgili genlerin ifadesi agisindan degerlendirdikleri c¢alismada 30 giin boyunca,
baliklarda kontrol olarak ticari bir diyet, +25 ppb AFB1, kontrol diyeti +50 ppb AFB1,
kontrol diyeti +25 ppb AFB1 + %1 bahge timusu olmak iizere bes deneysel diyet
denemislerdir. Deneyin sonunda, TUY takviyeli diyetlerle beslenen baliklar, TUY
takviyesi olmayan AFB1'e kiyasla daha iyi nihai agirlik, agirlik artisi, FCR ve spesifik
bliylime oranlari gosterdigi belirtilmistir (p<0,05). Ayrica TNF-a, TGF-f ve
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interlokin-8'in ekspresyonunun, diger gruplara kiyasla AFBI1 {izerinde belirgin sekilde
artig gosterdigi belirtilmistir (p<0,05). Bununla birlikte Ghafarifarsani vd. (2021),
TUY takviyesinin, interlokin-1p ekspresyonunu onemli 6lgiide arttirdigini (p<0,05);
%1 TUY'nun, gokkusagi alabaliginda AFBI1 kaynakli biiyiime baskilanmasini ve

dogal bagisiklig1 azaltabilecegi sonucuna varmislardir.

Amiri vd. (2021), eksi limon kabugundan (Citrus limon) elde edilen ugucu yagin
(LKUY), deltametrin (DMN) pestisitine maruz kalan gokkusagi alabaliklarinda
(Oncorhynchus mykiss) biiyiime performansina, karkas bilesimine, kan-serum
parametrelerine ve karaciger enzimleri tizerindeki etkilerine dair gergeklestirdikleri
caligmalarinda, LKUY (0; 200; 400 ve 600 mg/kg) olacak sekilde dort tedavi grubu
denemislerdir. Amiri vd. (2021), ¢alismalarinin sonunda LKUY 'nun uygulamasinin
DMN igeren gruplarda balik biliylime parametrelerini iyilestirdigi sonucuna

varmislardir.

Yousefi vd. (2021), gokkusagi alabaliklarin1 (Oncorhynchus mykiss) %0 (C); 0,5 (T1);
1,5 (T2); 2,5 (T3) ve %4 (T4) okse otu (Viscum album) &zt ile takviye edilmis
diyetlerle sekiz hafta boyunca beslemislerdir. Sonuglara gore, en yiiksek nihai agirlik
ve agirlik artis1 (%) ve en diisiik yem doniistim oran1 (FCR) T2 ve T3 uygulamalarinda

gbzlenmistir.

Hafsan vd. (2022), Dracocephalum kotschyi ugucu yaginin (DKUY) gokkusagi
alabaligi yavrularmmin bakteriyel (Aeromonas hydrophila) enfeksiyonuna Kkarsi;
hematoloji, bagisiklik, antioksidan savunma sistemi parametrelerini baz alarak
hastalik direncine etkisini aragtirmistir. S6z konusu c¢alismada 60 giin boyunca 0
(kontrol), 0,2; 0,25 ve 0,3 mg/kg dozlarinda olmak iizere farkli DKUY igeren diyet
uygulamiglardir. Hafsan vd. (2022), plazmadaki (alternatif kompleman aktivitesi
(ACH50), IgM igerigi, lizozim aktivitesi, toplam protein ve toplam albiimin) ve
mukustaki (proteaz aktivitesi, IgM igerigi ve lizozim aktivitesi) bagisiklik
bilesenlerinin, 0,2 mg/kg grubunda diger gruplarla karsilastirildiginda 6nemli dlgiide
artig gosterdigini belirtilmistir (p<0,01). Hafsan vd. (2022), baliklara uygulanan 0,3
mg DKUY/kg takviyesinin mukozal, lizozim aktivitesi ve IgM igerigi baskiladigini;

karaciger antioksidan enzimleri, glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) ve
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stiperoksit ~ dismutaz ~ (SOD) aktivitelerinin, diger deneysel diyetlerle
karsilastirildiginda 0,25 ve 0,3 mg DKUY/kg dozlarinin artan aktivite gosterdiklerini
vurgulamislardir (p<0,01). DKUY'ye yanit olarak hematokrit, kirmiz1 kan hiicresi
say1s1 (RBC), beyaz kan hiicresi (WBC), hemoglobin igerigi ve ortalama eritrosit hiicre
hemoglobin igeriginin (MCHC) arttig1, buna karsilik, diger diyetlere kiyasla 0,2 ve
0,25 mg DKUY/kg diyetle beslenen baliklarda ortalama korpiiskiiler hemoglobin
diizeylerinin (MCH) azaldig1 tespit edilmistir (p<0,01). Hafsan vd. (2022), baliklarin
0,2 ve 0,25 mg DKUY/kg ile desteklenmesi sonucunda TNF-a ve IL-8
ekspresyonunun azaldigini; buna karsilik, lizozim ekspresyonunda artig sagladigini
tespit etmiglerdir. Hafsan vd. (2022), optimize edilmis konsantrasyonda DKUY'nin
bagisiklik uyarict ve A. hydrophila enfeksiyonunun neden oldugu oliimlere karsi

direng saglayici etkisi oldugunu ortaya koymuslardir.

Salem vd. (2022), beyaz hardal (Sinapis alba) yaginin (BHY) diyet takviyesinin yavru
gokkusag1 alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) biiyiime performansi, bagisiklik
tepkileri, sindirim ve antioksidan enzim aktiviteleri iizerindeki etkilerini
incelemislerdir. 9 hafta boyunca baliklara; %0 (kontrol); %0,5; 1 ve %1,5'inde BHY
iceren yemlere destekledikleri ¢caligma sonunda, baliklar1 iki ayr1 deney diizeneginde
Aeromonas hydrophila ve Yersinia ruckeri ile kontrol testine tabi tutmuslardir. Sonug
olarak, kontrol grubuna kiyasla tiim deney gruplarinda nihai agirlik, agirlik artis1 ve
spesifik bilylime hizinin 6nemli 6l¢iide arttigini tespit etmisler, solunum patlamasi ve
potansiyel Oldiirme aktivitesi gibi bagisiklik parametrelerinin, kontrole kiyasla tiim
deney gruplarinda azaldigi sonucuna varmislardir (p<0,05). Ayrica Salem vd. (2022),
deney gruplarinin hematolojik sonuclarinin, tiim gruplarda 6nemli bir farklilik
gostermedigini ayrica pepsin ve tripsin seviyelerinin tiim deney gruplarinda azaldigini
belirtmislerdir (p<0,05). Salem vd. (2022), ¢alisma sonunda, A. hydrophila'ya karsi
yapilan kontrol testi sonucunda gruplar arasinda onemli farklilik gézlenmedigini;
bununla birlikte, Y. ruckeri 'ye kars1 deney gruplarinda kontrol grubuna gore artan

hayatta kalma oran1 gézlemlediklerini belirtmislerdir (p<0,05).
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2.2  Balik Yemlerinde Propolis Kullanim

Propolisin, ¢esitli balik tiirlerinde bagisiklig1 destekleyici olarak kullanilmasinin yani

sira biiylime performansina olumlu etkilerini igeren ¢alismalar mevcuttur.

Ornegin; Deng vd. (2011) c¢alismasinda, gokkusagi alabaligi Oncorhynchus mykiss
tizerinde 10 hafta boyunca 2 ve 4 g/kg dozlarinda propolisin etanolik ekstraktinin yeme
ilave edilmesinin sonucunda, nihai agirlikta, agirhk artisinda, SGR ve FCR
degerlerinde iyilesme oldugunu ayrica, gokkusagi alabaliginda spesifik olmayan

bagisiklik parametrelerini de 6nemli 6l¢iide arttirdigini belirtmistir (Deng vd., 2011).

Tukmechi vd. (2014), gokkusagi alabaligi beslenmesinde 96 saat siireyle 0 (kontrol);
1 g/kg; 2 g/kg ve 5 g/kg dozunda ve 45 giin siireyle de 0,5 g/kg; 1 g/kg ve 2 g/ kg
dozunda etanolik iran propolisi ekstraktin1 yem katki maddesi olarak denemislerdir.
Tukmechi vd. (2014), propolisin baliklarda biiylime performansinin arttigini ve hem
kisa siireli hem de uzun siireli uygulamalarin tiim tedavi gruplarinda, kontrol grubuna
gore serum lizozim aktivitesinde, kompleman aktivitesinde ve toplam

immiinoglobiilinde 6nemli bir artis sagladigini belirtmislerdir.

Abd-El-Rhman (2009), 28 giin boyunca Nil tilapya baliklarinda yem katki maddesi
olarak 10 g/kg ham propolis ve etanolik propolis ekstrakti denemislerdir. Calisma
sonunda propolisin etanolik ekstraktlar1 kullanilarak daha iy1 biliylime performansi,
0zgiil bliylime orani, yemden yararlanma orani ve giinliik biiylimenin énemli 6lgiide
artigin1  tespit etmislerdir. Abd-ElI-Rhman (2009), ayrica propolisin etanolik
ekstraktlarinin tilapyada serum lizozim aktivitesini ve monosit diizeylerini arttirdig:
sonucuna varmistir. Wafaa vd. (2014), calismalarinda propolisin etanolik ekstraktinin
tilapia baliklarinda (Oreochromis niloticus), 5 g/kg dozunda 12 hafta boyunca
uygulanmas1 neticesinde; nihai agirlik, agirlik artis1 ve spesifik biiylime orani igin

benzer sonugclar elde ettiklerini belirtmislerdir.

Dotta vd. (2015), %0,5; %1 ve %2 'lik dozlarda propolis ve Aloe barbadensis 'in 1:1
oraninda dogal 6zlerinin karisimiyla desteklenen Nil tilapyasinin yiizme kesesinde
karajenan tarafindan indiiklenen akut inflamatuar yanit1 tespit etmislerdir. Dotta vd.

(2015), ozellikle 0,5'lik dozda propolis ve Aloe karigiminin, enflamatuar odaktaki
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hiicrelerin sayisinda Oonemli bir artisa neden oldugunu, o6zellikle makrofajlarin,
dokulardaki fagositik aktiviteden sorumlu hiicrelerinde 6nemli bir artis sagladigini

belirtmislerdir.

Abbass vd., 2012 c¢alismasinda, 3 hafta boyunca tilapia baliklarinda, yeme ilave
ettikleri 25 g/kg dozunda suyla ekstrakte edilmis propolisin, spesifik biiyiime hizinda,
agirlik artisinda ve yemden yararlanma iyilesmeler sagladigini belirtmislerdir. Ayrica
propolisin sulu ekstraktinin tilapiada sadece biiytime hizini arttirmakla kalmayip ayni

zamanda fertilizasyonda da artis sagladigini belirtmislerdir.

2.3 Alabaliklarda Kirmiz1 Agiz Hastahi@imin Tedavisi

Su triinleri yetistiriciligi tarihi boyunca artan sayidaki bakteriyel, parazitik ve viral
hastaliklardaki problemler, iireticilerin bir numarali endisesi olmustur. Enfekte bir
hastaligin basarili bir sekilde tedavi edilebilmesi erken zamanda alinan tedbirle
mimkiindiir, ¢iinkii bir¢ok hastalik baliklar1 yasam evreleri boyunca olumsuz
etkilenmistir (Ellis, 1988).

Baliklarda akut bir bakteriyel septisemi olan enterik kirmizi agiz, bakteriyel Yersinia
ruckeri 'den kaynaklanir (Bullock, 1990; Busch, 1978; Furones vd., 1993). 1950 'lerin
baslarinda Ross vd. (1966) bu bakteriyi ilk kez ABD Hagerman Vadisi ‘nde, izole
etmis olup; 1978'de ise bu bakteri Yersinosis'in yeni bir tiirii olarak siniflandirilmistir
(Ewing vd., 1978). Hagerman Vadisi 'ndeki kesfinden bu yana, bu bakteri 1liman
sularda aktif olarak yetistirilen tatli su baliklar1 i¢in diinyanin bir¢ok bolgesinde tehlike
yaratmaya devam etmistir (Barnes, 2011). 1978'de etkili asilarin erken gelisimi ve
bunlarin hastaliktan etkilenen iilkelerde yaygin olarak kullanilmasi nedeniyle
bakteriyel hastaliklarin etkisi 6nemli 6l¢iide azalmistir (Busch 1978; Horne ve
Robertson, 1987). Enterik kirmizi agiz hastaligi asilarinin uygulanmasinin 7 giinde en
yiiksek koruma diizeylerini sagladigi belirtilmistir (LaPatra vd., 2015). Benzer
sonuglara Salinas vd. (2015) tarafindan da ulasilmis olup; AquaVac ERM Oral
(MERCK Animal Health) veya deneysel Y. ruckeri O1 asisinin gokkusagi alabaligina
gavaj yoluyla verilmesinin Yerseinia ruckeri bakterisine karsi koruma sagladigi
belirtilmistir (Villumsen vd., 2014).
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Asilama yoluyla korumanin arttifina dair bir¢ok rapor olmasina ragmen, yeni Y.
ruckeri suslariin ortaya ¢ikisi ile birlikte 6zellikle stres kosullarinda asilarin etkili bir
sekilde kontrol saglayamadigi tespit edilmistir (Pickering ve Pottinger, 1987). Bu
sebepten canli asilar gibi asilar dikkatli kullanilmali, asida mutant suslar
kullanilacaksa, bu bakterilerin sucul ekosistemlerde daha kolay yayilmasinin miimkiin

oldugu gozden kagirilmamalidir (Vivas vd., 2004).

Antibiyotik kullanimi, viral veya bakteriyel enfeksiyonlara maruz kalmis baliklar igin
enfeksiyonun ve yayilmasinin 6niine geg¢ilmesi igin genellikle ilk akla gelen segenektir
(Kumar vd., 2015; Rucker, 1966). Amoksisilin; oksolonik asit; oksitetrasiklin;
stilfadiazin trimetroprim ve florfenikol gokkusagi alabalifinda entrikt kirmizi agiz
hastaligini1 tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir (Abbass vd., 2010). Bununla birlikte,
ABD'de izole edilmis olan bazi Yersinia ruckerii suslarinin, hem stilfamerazin hem de
oksitetrasiklin terapotik dozlarina karsi bir direng gosterdigi bilinmektedir (De Grandis
ve Stevenson, 1985; Post, 1987). Bu durum daha sonra antibiyotik direngli bakterilerin

gelismesine de katkida bulunmustur (Defoirdt vd., 2007).

Antibiyotiklerin ve asilar, bakteriyel Yersinia ruckeri gibi hastaliklar1 kontrol etmek
icin kullanilan ana yontemler olarak tercih edilse de, son arastirmalar probiyotik
kullanimina da ilgi gostermektedir (Brunt vd., 2007; Capkin ve Altinok, 2009; Irianto
ve Austin, 2002; Kim ve Austin, 2006). Ayrica baliklarda gesitli immiin uyaricilar ve
yontemlerde denenmektedir, ozellikle son yillarda, baliklarin dogustan gelen
bagisikligini artirdigi ortaya konulan gesitli dogal bilesenlerle daha fazla iiretim yemi
desteklendiginden, balik  diyetlerinde da immiino-uyaricilarin  kullanimi
yaygmlagmistir. immiin uyaricilar, bakteriyel enfeksiyonlara kars1 direnci artirarak
asilarin etkinligini artirmak i¢in kullamilabilir (Tobback vd., 2007). Immiin uyaricilarin
balik larvalarinda, bagisiklik uyaricilarin bir besin takviyesi olarak uygulanmasi,
hayvanin dogustan gelen savunmasini artirabilmektedir (Bricknell ve Dalmo, 2005).
Bu immiinostimulanlarin patojen organizmalara kars1 faydali oldugu tespit edilmistir
(Awad ve Awaad, 2017; Galina vd., 2009; Govind vd., 2012; Olusola vd., 2013;
Pandey vd., 2014; Stratev vd., 2018; Vaseeharan ve Thaya, 2014). Juniperus excelsa
uygulamasi gokkusagi alabaliginda Y. ruckeri 'ye karsi koruma saglar (Bilen vd.,
2021b). Gokkusagi alabaliginda yeme kisnis ekstrakti eklenmesinin, Y. ruckeri
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enfeksiyonuna kars1 baliklarin direncini gelistirdigi, ayrica biiylime faktorlerini ve
immiinolojik indeksleri olumlu yonde etkiledigi belirtilmistir (Farsani vd., 2019).
Deniz yosunu olan Ceramium rubrum 6ziiniin, Y. ruckeri enfeksiyonuna karsi koruma
sagladig1 tespit edilmistir (Cortés vd., 2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1  Materyal

3.1.1 Cahsma Alan

Bu c¢alismanin tiim asamalari, Kastamonu Universitesi, Kuzeykent kampiisii, Su

Uriinleri Fakiiltesi Akuatik Toksikoloji laboratuvarinda gerceklestirilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Akuatik toksikoloji laboratuvari
3.1.2  Balik ve Propolisin Temini

Gokkusagi alabaligi [lgaz, Kastamonu'da 6zel bir iiretim ¢iftliginden temin edilmistir.
Kastamonu Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Toksikoloji laboratuvarina getirilen
baliklar kapali devre filtrasyon sistemine bagli olan ve hava kompresori ile siirekli
olarak oksijen saglanan akvaryumlara yerlestirilmis, 2 hafta siireyle ortama
adaptasyonlar1 saglanmistir (Sekil 3.2). Baliklarin deneme Oncesi beslenmesi igin
ticari yem kullanilmistir (Sekil 3.3). Propolis, zeytinyagi ile 6ziitlenmis bir sekilde,
Kastamonu Universitesi Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi Kimya Miihendisligi

boliimiinden temin edilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.3 Adaptasyon boyunca baliklarin ticari yem ile beslenmesi
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Sekil 3.4 Zeinyagl ile ozuleri.mis props
3.1.3  Deneyin Tasarlanmasi ve Dizayni

Laboratuvara getirilen 396 balik 12 adet akvaryuma dagitilmistir. Her 100 L'lik
akvaryuma, viicut agirliklari ortalama 5,22+0,13 g olan 33 balik stoklanmistir (Sekil
3.5). Calismada kullanilacak baliklar dort gruba ayrilmis olup, her grup 3 tekrardan

meydana gelmisgtir.

E—— - . e
) P e

Sekil 3.5 Deney akvaryumu ve baliklar
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Baliklar ve tutulduklar1 kapali devre sistem her giin kontrol edilmis bakimlari
yapilmistir. Sicaklik, tuzluluk, pH ve ¢oziinmiis oksijen, ¢oklu sensor probu olan
multiparametre ile (Hach Lange HQ 40D) her giin kaydedildigi (Sekil 3.6) deney

stiresince, akvaryumlarin dip temizlikleri diizenli olarak gergeklestirilmistir.

Sekil 3.6 Fizikokimyasal su kalite parametrelerinin 6l¢limii

3.2 Yontem

3.2.1  Yemlerin Hazirlanmasi ve Baliklarin Beslenmesi

Zeytinyagi ile dziitlenen propolis, rasyonlart bilinen ticari balik yemine (Tablo 3.1)
stirastyla PO1 ig¢in %0,1; P03 i¢in %0,3 ve P05 igin %0,5 oranlarinda piiskiirtiilerek
ilave edilmis olup kontrol grubu yemlerine ise higbir ilave yapilmamistir (Sekil 3.7).
Tiim deney gruplarinin giinde iki defa olacak sekilde (sabah 9:00 ve aksam 17:00)

doyana kadar beslenmeleri gergeklestirilmistir.
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Tablo 3.1 Caligmada kullanilan ticari diyetin bilesimi

Temel besin degerleri Deger
Ham protein %51,0
Ham yag %16,0
Ham seliiloz %1,66
Kiil %10,77
Kalsiyum %1,73
Fosfor %0,91
Sodyum %0,65
Vitaminler ve mikroelementler

Vitamin A 8000 1U/kg
Vitamin D3 1000 1U/kg
Vitamin E 350 mg/kg
Manganez 30 mg/kg
Cinko 60 mg/kg
Demir 20 mg/kg
Iyot 2 mg/kg
Bakir 6 mg/kg
Selenyum 0,2 mg/kg

Sekil 3.7 Gokkusag alabalig1 yemlerine zeytinyagi ile dziilten edilen propolisin dahil

edilmesi

3.2.2  Ornekleme Teknigi ve Veri Toplama

Deneyler Kastamonu Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu‘nun 2021, 19

no’lu karari ile alinan etik kurul izni ile gergeklestirilmistir. Baliklar gruplara gore 3

‘er tekerriir olacak sekilde, toplamda 12 adet akvaryuma dagitilmak tizere rastgele
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secilmistir ve canli agirliklar1 deney baslangicindan sonra 7., 14. ve 21. giinlerde tespit
edilmistir. Ornekleme zamanlarinda, her akvaryumdan 3 ‘er balik alinarak, 0,5 ml/L
konsantrasyonda 2-fenoksietanol ile anestezi igslemine tabi tutulmustur (S6nmez vd.,
2018). Bayiltilan baliklardan heparinize edilmis siringalar ile kan oOrneklemeleri
gerceklestirilmistir ve ardindan hizl bir sekilde 6tenazi uygulanarak; dalak, bobrek ve
bagirsak gibi doku orneklemeleri yapilmistir (Sekil 3.8). Gokkusagi alabaliginda
zeytinyagi ile 6ziitlenen propolisin immiinolojik etkilerini belirlemek amaciyla alinan
doku 6rnekleri analiz zamanina kadar -80 °C ‘de saklanmustir. Ayrica, histopatolojik
analiz icin karaciger, dalak, bobrek ve bagirsak dokularindan gerekli kesitler

alimustir.

3.2.3  Hematolojik Analizler

Baliklarin kaudal venalarindan alinan kan ornekleri, hematolojik parametrelerin
analizi i¢in konik Eppendorf® tiiplerine aktarilmistir (Sekil 3.9). Kirmizi kan hiicresi
(RBC x 108/mm~3) say1lar1, hemoglobin (Hb, g/dL ) ve hematokrit (Hct, %) degerleri
hematoloji cihazinda (Mindary BC-3000) tespit edilmistir (Sekil 3.9) (Blaxhall ve
Daisley, 1973). Ayrica MCV (fl), MCH (pg), MCHC (g/dl) degerleri Dacie (2006) ve
Wintrobe (1934) yontemlerine gore tespit edilmistir.
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Sekil 3.9 Kan orneklerinin toplanmasi ve analizinde kullanilan hematoloji cihazi

3.24  Histolojik Degerlendirme

Gokkusagi alabaligi yavrularmin farkli dozlarda propolisle beslenmesinden sonra
herhangi bir anormallik olup olmadigimi tespit etmek igin histolojik degerlendirme
yapilmustir. 3 tekrarli olan tiim gruplardan balik dokular1 (bagirsak, bobrek, karaciger
ve dalak) %10 tamponlu formol soliisyonunda sabitlenmis (Sekil 3.10) ve ardindan
fiksasyonu takiben dokular ¢esme suyunda yikanmistir. Dokular dereceli alkollerde
(%70; %80; %96 ve %100) dehidrate edilmis ve metilbenzoat ve benzol serilerinden
gegirilerek parafine gdmiilmiistiir. Doner bir mikrotom (Leica RM 2155 R) vasitastyla
parafin bloklarindan 5 um'lik seri kesitler alinan dokularda hematoksilen-eozin (HE)
boyamas1 yapilmistir. Kesitlerin histomorfolojik yapist dijital kamera entegreli
(Olympus DP72, Japonya) arastirma mikroskobu (Olympus BX51, Japonya) altinda

incelenmis ve istenilen bolgelerden fotograflari ¢ekilmistir.
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Sekil 3.10 Histopatoloji analizi i¢in kullanilan doku 6rnekleri

3.2.5  Spesifik Olmayan Bagisikhk Tepkileri icin Parametreler

3.2.5.1 Oksidatif radikal iiretimi (NBT analizi)

Baliklarda oksidatif radikal iiretimi, Siwicki ve Anderson (1993) tarafindan kullanilan
yonteme gore hesaplanmistir. Kisaca, 0,1 ml kan (heparinize kan) numunesi ile 0,1 ml
%0,2 NBT soliisyonu (Sigma-Aldrich, Almanya) bir test tiiplinde on dakika siireyle
reaksiyona birakilmigtir. Siire bitiminde, ¢ozeltiye 0,5 ml N N-dimetilformamid
eklenerek reaksiyon durdurulmustur. N N-dimetilformamid eklendikten hemen sonra
karistma 5000 xg 4°C’de 8 dakika santrifiijlenmistir. Ornekler spektrofotometre
cihazinda (Hach-Lange DR6000) optik yogunlugu (OD) degerlendirmek i¢in 540 nm
dalga boyunda analiz edilmistir.

3.2.6  Sitokin Gen Ekspresyon Analizleri

3.2.6.1 RNA saflastirmasi

Dokulardan RNA saflastirmasi igin; 7., 14. ve 21. gilinlerde alinan doku ornekleri
kullanilmistir. Akvaryumlardan rastgele segilen tiger balik 6rneginden alinan dokular
(bagirsak; bobrek ve dalak) RNA ekstraksiyonu i¢in bir dizi analiz islemlerine

almmistir. Ornekleme giiniinden sdz konusu analizlerin yapilacag: zamana kadar -80
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C’de saklanan dokulara TRIzol (GIBCO BRL, ABD, Kat. N0.15596-026) ilave
edilerek homojenizasyon islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra 4°C'de 10 dakika
13000 rpm'de santrifiij (cihaz model: Niive 1200 R) edilmis ve ardindan, ISOLATE 1l
RNA Mini Kiti kullanilarak tiim RNA'nin izolasyonu saglanmistir (sekil 3.11).
Ardindan, izole edilen RNA’larin saflik ve konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla
Multiskan GO spektrofotometrisi (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilanilarak
260/280 nm dalga boylarinda absorbans ol¢iimleri yapilmistir. Sonrasinda niikleaz
icermeyen saf su ile (NFW) 10 ng/ul olacak sekilde seyreltme islemi
gerceklestirilmistir.

L
=

Sekil 3.11 RNA izolasyon asamalart
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3.2.6.2 Komplementer DNA (cDNA) sentezi

RNA izolasyonundan sonra, cDNA sentezi i¢in 1 ul toplam RNA kullanilmistir.
Tamamlayict DNA (cDNA) sentezi igin Applied Biosystems kiti/ThermoFisher ™
yiiksek kapasiteli cDNA Ters Transkripsiyon Kiti kullanilmistir. Kisaca, CDNA Kiti
protokoliinde belirtildigi gibi 20 ul ana karisim soliisyonu olusturulmustur. Bu ¢ozelti
2 ul 10X Reaksiyon tamponu; 1 pul ANTP karisimi (her biri 2,5 mM); 2 ul heksamer
(50 um), 1 pl Ters transkriptaz (200 U/ pl); 0,5 ul RNase Inhibitorii; 3,5 pl RNase ve
10 pl RNA oOrneginden olugsmaktadir. cDNA sentezi i¢in hazirlanan karisim PCR
cihazinda 25°C'de 10 dakika, ters transkripsiyon i¢in 42°C'de 15 dakika ve 85°C'de 5
dakika siireyle bir dizi protokol uygulanmistir. Elde edilen cDNA 6rneklerinin saflik
ve konsantrasyon degerleri multiskan spektrofotometrisi ile 260/280 nm absorbans
araliginda 6l¢iilmiis, sonrasinda konsantrasyonu 10 ng/ul olacak sekilde seyreltme

islemi gergeklestirilmistir.

Sekil 3.12 cDNA sentezi
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3.2.6.3 RT-qPCR analizleri ve gen ekspresyonlari

Sitokin genlerinin ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi i¢in, RT-gQPCR Bio-Rad,
U.S.A. cihaz1 kullanilmistir. CDNA master mix ¢ozeltisine benzer sekilde, RT-gPCR
mastermix i¢in de 20 ul karisim kullanilmistir. Mastermix iceriginde, her spesifik
genin (referans olarak B-aktin, IL-1B, IFN, TNF, TGF-B) 2 ‘ser ul ileri ve geri
primerleri (10 uM ‘a seyreltilmis),2 pl cDNA 6rnegi, 4 pl NFW ve 10 pl SYBR
mevcuttur. Spesifik gen primerleri Tablo 3.2'de listelenmistir. S6z konusu hazirlanan
mastermix, 96 well plate igerine dagitilarak Applied Biosystem marka RT-gPCR
cihazinda bir dizi reaksiyona tabi tutulmustur (Sekil 3.13). RT-gPCR protokolii: 6nce

denatiirasyon, baglanma ve uzatma olacak sekildedir. Altunoglu vd. (2017),

calismalarinda belirttigi lizere; 22T degerine gore bagil gen seviyesinin ifadeleri

hesaplanmustir.
Tablo 3.2 Calismada kullanilan primerler
Gen Primer (5°-3°) Referans
p-Actin F5° ATGGAAGGTGAAATCGCC 3 (Sigh vd., 2004)

R5” TGCCAGATCTTCTCCATG 3°

F5> ACCGAGTTCAAGGACAAGGA 3°

R5" CCTGCTCCACCTTGTGTTGT 3’

IL-1p R5’ CATTCATCAGGACCCAGCAC 3’ (Awad vd., 2013)
F5' AGAATGCCCCAGTCCTTTTCC 3 .
IFN-1 | Rs' GACTTTGTCCTCAAACTCAGCATCA 3 | (0 vd., 2008)
F: 5 AGCCACAGGATCTGGAGCTA 3
TNF-a R: 5" GTCCGCTTCTGTAGCTGTCC 3’ (Roca vd., 2008)
rGF-p | S AGATAAATCGGAGAGTTGCTGTGS | (1 o0
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Sekil 3.13 gRT-PCR sisteminde genetik ifade

3.2.7 Kontrol Testi

Deneylerin bitiminden sonra, baliklar kontrol testinden 6nce 1 giin boyunca yemden
kesilmistir. Sonrasinda baliklar Yersinia ruckeri, bakterisinin (daha once hastalikli
baliklardan izole edilen; 100uL 1 x 107 yogunlugunda) intraperitoneal olarak enjekte
edilmesi ile enfekte edilmistir (Sekil 3.14). Enjeksiyondan sonra, 6lii baliklar not
edilmis ve baliklarin nispi hayatta kalma oranlar1 (SR) 10 giin siire sonunda ilgili

formiile (3.8) gore hesaplanmistir (Rairakhwada vd., 2007).

Yasama yiizdesi = (Hayatta kalan balik sayisi/enfekte balik say1s1)*100 (3.8).

Sekil 3.14 Gokkusagi alabaligina Yersinia ruckeri enjeksiyonu
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3.2.8 Iistatistiksel Analizler

Tiim istatistiksel analizler SPSS 23.0 siiriimii kullanilarak yapilmistir. Calismadaki
tiim tedavi gruplar1 arasinda kan parametreleri, spesifik olmayan bagisiklik tepkisi,
sitokin ifadeleri ve hayatta kalma oranindaki dikkate deger farkliliklar1 bulmak igin

%0,05 anlamlilik diizeyinde tek yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulanmaistir.
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4. BULGULAR

4.1  Hematolojik Bulgular

Besleme denemesinin sonunda, hematolojik parametreler Tablo 4.1 ve Tablo 4.2’de
ozetlenmistir. Ornekleme zamanlarindan elde edilen sonuglara gére, kirmizi kan
hiicresi (RBC) ve hematokrit (HCT) degerlerinde farklilik sadece 21. giinde kontrol
grubunda goriilmiis olup, deneme gruplarina gore yiliksek cikmistir (p<0,05). Diger
gruplar arasinda herhangi bir farkliik goriilmemistir (p>0,05). Bunun yaninda
hemoglobin (HGB), ortalama korpiiskiiler hemoglobin (MCH) ve ortalama eritrosit
hemoglobin konsantrasyonu (MCHC) degerlerinde sadece 21. giinde P05 grubunda
diger gruplara gore yiiksek sonug elde edilmistir (p<0,05).

Tablo 4.1 Calismanin 7., 14. ve 21. glinlerinde gokkusagi alabaliklarinda gruplara gére
RBC,HGB ve HCT degerleri

Ornekleme
zaman Gruplar | RBC (108/mm=3) | HGB (g/dI}) HCT (%)
(Giin)
K 0,36 +£0,03 13,50+0,87 7,47+0,82
PO1 0,33+0,07 12,50+ 1,50 6,77 +1,52
! P03 0,31+0,07 12,70+ 1,69 6,37+1,62
P05 0,36+0,11 12,10+ 1,80 7,30£2,25
K 0,39+0,04 12,10+ 0,00 7,90+ 0,82
PO1 0,47+0,04 12,83+ 0,811 9,60+0,87
t P03 0,54+0,10 13,60+ 0,49 10,97+1,95
P05 0,53 +0,00 13,00+ 0,80 10,67 £0,24
K 0,52 +0,05* 12,10+ 0,36 10,57+ 0,96*
PO1 0,38+0,11 12,10+ 0,90 7,57+2,05
2l P03 0,44 £0,023 12,20+ 0,71 9,07+0,50
P05 0,30+ 0,06 14,067+ 0,12* | 6,00+ 1,31

Degerler ortalama + SE olarak verilmistir. PO1: Propolis %0,1; P03: Propolis %0,3; P05:
Propolis %0,5; RBC: Kirmizi Kan Hiicresi; HGB: Hemoglobin; HCT: Hematokrit
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Besleme denemesinin sonunda, ortalama eritrosit hacmi (MCV) gruplar arasinda
farklilik gostermemis olup (p>0,05), eritrosit basina ortalama hemoglobin (MCH) ve
eritrosit bagina ortalama hemoglobin konsantrasyonu (MCHC) diizeyleri, tiim tedavi

gruplarinda anlamli bir farklilik géstermemistir (p>0,05) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2 Calismanin 7., 14. ve 21. giinlerinde gokkusagi alabaliginda gruplara gore MCV,

MCH ve MCHC degerleri

Ornekleme
zamani Gruplar MCV (fl) MCH (pg) MCHC (g/dl)
(Giin)

K 206,67+4,15 378,09+25,78 183,45+15,53

PO1 205,68+3,86 401,65+66,10 195,854+33,52

! P03 205,73+4,22 441,57+62,47 216,04+34,21
P05 198,43+4,78 375,10+79,44 191,23+45,71

K 204,22+0,50 320,15+35,57 156,85+17,82

PO1 204,07+2,46 274,18+6,84 134,45+4,65

o P03 203,04+1,85 264,56+37,33 130,44+19,00
P05 202,524+2,52 247,48+19,54 122,334+10,40

K 204,73+1,84 238,24+21,69 116,24+9,89

PO1 200,27+2,98 371,83+105,51 186,96+55,62

A P03 207,60+0,40 279,75+12,55 134,77+6,28
P05 200,78+3,90 524,66+£125,19* | 263,68+67,70*

Degerler ortalama + SE olarak verilmistir. PO1: Propolis % 0,1; P03: Propolis %0,3; P05:
Propolis  %0,5; MCV: Ortalama Korpiiskiller Hacim; MCH: Ortalama Korpiiskiiler
Hemoglobin; MCHC: Ortalama Korpiiskiiler Hemoglobin Konsantrasyonu

4.2  Histopatolojik Analiz

Histopatolojik analiz Sekil 4.1'de 6zetlenmistir. Yemleme denemesinin sonunda, farkli
gruplardaki deney baliklarindan alinan bagirsak, dalak, bobrek ve karaciger dokular
incelenmistir. Ince bagirsaklarin villus yapisi, lamina epitel biitiinliigii, lamina propria
ve submukozada hiicre infiltrasyonu, tunika muskularis kas yapist ve inflamatuar
hiicre infiltrasyonu agisindan incelenmistir. Ayrica Karaciger dokusu hepatositler,

sinlizoidler, portal alandaki damar ve safra kanalinin yapist dikkate alinarak
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incelenmistir. Bobrek dokular1 glomeriillerde, renal tiibiillerde ve interstisyel hiicre
popiilasyonu ag¢isindan incelenmis. Bunun yaninda dalak dokulari, beyaz pulpa ve
kirmizi pulpadaki hiicrelerin histomorfolojik yapilari, melanomafajlarin sayis1 ve
yapist dikkate almarak incelenmistir. Tim bu histopatolojik incelemelerin ve
degerlendirmelerin sonunda, propolis ekstrakti ilave edilen her ii¢ deney grubu ve
kontrol grubundaki baliklarin bagirsak karaciger bobrek ve dalak dokularinda
patolojik histomorfolojik higbir degisiklik saptanmamustir.

Bagirsak Karaciger Bobrek Dalak

Kontrol

P01

P05

Sekll 4 1 Baglrsak bobrek dalak ve kara01ger uzerlnde h1stopat010J1k analiz

43  Immunolojik Degisimler

Bu calismanin sonunda, spesifik olmayan bagisiklik tepkilerinden oksidatif radikal

iiretiminin sonucu Tablo 4.2 ‘de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.3 Calismanin 7., 14. ve 21. giinlerinde gokkusagi alabaliginda gruplara gore
oksidatif radikal {iretimleri

Ornekleme Zamam
Immiin Gruplar 17. giin 14. giin 21. giin
Parametre
Oksidatif Kontrol 0,64+0,06 0,71+0,10 0,78+0,19
Radikal Uretimi PO1 0,80+0,06 0,68+0,18 0,67+0,09
(mg/mi) PO3 0742007 | 0,67£0,15 | 0,66£0.21
P05 0,40+0.23 0.98=0.11 1,09+0,04

Degerler ortalama + SE olarak verilmistir. Kontrol; PO1; P03 ve P05, sirastyla zeytinyag: ile
oziitlenmis %0; %0,1; %0,3 ve %0,5 dozlarinda propolis iceren diyetlerle beslenen balik
gruplarimi ifade etmektedir.

4.4 Gen Sunumlari

4.4.1  1Interferon-1 (IFN-I)

[Ik &rneklemenin sonucuna gore, bagirsakta PO3 grubunda IFN-1 ekspresyonunda
kontrol ve diger gruplara gore 2,2 katlama degisimi artig1 saptanmistir (Sekil 4.2).
Bununla birlikte ikinci ve son orneklemelerde, gruplar arasinda 6nemli bir farklilik

goriilmemistir (p>0,05).

IFN-I (Bagirsak)

E a

2 3

g” T

s 2

g

S

A

= Db b _ -

g 1

3

g -

a1 =

5

O 0 -
7. Giin 14. Giin 21. Giin

m Kontrol mP01 ~ P03 mP05

Sekil 4.2 Zeytinyagi ile &ziitlenen propolis takviyesinin gékkusagi alabaliklarinin bagirsak
dokularinda IFN-1 gen ekspresyonunda meydana getirdigi degisimler
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Bobrekteki gen ekspresyon degerleri karsilastirildiginda 7. giinde gruplar arasinda
higbir farklilik goriilmezken (p>0,05); 14. giinde sirasiyla PO1 (16 katlama degisimi)
ve P03 (2,3 katlama degisimi) gruplarinda diger gruplara gore 6nemli artis oldugu
tespit edilmistir (p<0,05). Calisma sonunda ise P01 (68,9 katlama degisimi) ve P05

(25,4 katlama degisimi) gruplarinda kontrol grubuna kiyasla bir artis gdzlenmistir.

IFN-T (B&brek)

[0}
o O O
— Q

o

o O
(o

Gen Sunumu (Katlama Degisimi)
IS N w -IS a (2] ~

a
c'?c C C

7. Giin 14. Giin 21. Giin

o

m Kontrol mP01 P03 mPQ5

Sekil 4.3 Zeytinyagi ile 6ziitlenen propolis takviyesinin gokkusagi alabaliklarinin bobrek
dokularinda IFN-1 gen ekspresyonunda meydana getirdigi degisimler

S6z konusu IFN-1 gen ekspresyon seviyesinin dalaktaki degisimleri
karsilastirildiginda 7. glinde en yiiksek gen sunumu P05 grubunda (4,2 katlama
degisimi) ve P03 (2,7 katlama degisimi) grubunda goézlenirken PO1 kontol grubu ile
benzerlik gdstermistir. 14. giin 6rneklemesinde en yiikek IFN degerleri sirastyla P05
(21,2 katlama degisimi) ve POl (7,4 katlama degisimi) gruplarinda gdzlenmistir
(p<0,05). Calisma sonunda yine P03 (54,4) ve P05 (38,7) gruplarinin gen sunulari
kontrol grubuna kiyasla onemli derecede artmistir. Bununla birlikte POl grubu ile

kontrol grubu arasinda bir farklilik tespit edilememistir (Sekil 4.4).
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IFN-1 (Dalak)
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Sekil 4.4 Zeytinyagi ile 6ziitlenen propolis takviyesinin gokkusagi alabaliklarinin dalak
dokularinda IFN-1 gen ekspresyonunda meydana getirdigi degisimler

4.4.2  interlokin 1 Beta (IL-1p)

%0; %0,1; %0,3 ve %0,5 oranlarinda propolis igerigi ile beslenen gokkusagi
alabaliklarinin bagirsak, bobrek ve dalak dokularindaki IL-1f 'nin gen ekspresyonu
degisimleri sonuglarina gore, ¢alismanin 7. giiniinde, P03 (2,98 katlama degisimi) ile
beslenen gruplarda kontrol grubuna gore artis gézlenmistir (p<0,05). Bununla birikte
tiim diger 6rnekleme zamanlarinda gruplar arasinda bir farklilik tespit edilememistir

(p>0,05).

2 IL-1B (Bagirsak)
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Sekil 4.5 Zeytinyagi ile 6ziitlenen propolis takviyesinin gokkusagi alabaliklarinin bagirsak
dokularmda IL-1B gen ekspresyonunda meydana getirdigi degisimler
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IL-1B’nin gokkusagr alabaliklarinin bobrek dokularindaki degisimlerine bakildiginda
ilk ornekleme zamani olan 7. giinde gruplar arasinda fark tespit edilememisken
(p>0,05); ¢alismanin 14. giiniinde tiim deneme gruplarinin gen sunumlar1 kontrol
grubuna kiyasla 6nemi derecede artis gostermistir (p<0,05). En yiiksek gen sunumu
strastyla P03 (12,29), PO1 (8,75) ve P05 (4,08) gruplar olarak tespit edilmistir (Sekil
4.6).

IL-IB (Bébrek)
300

250
200
150

100

Gen Sunumu (Katlama Degisimi)
a
o

o dbh?c clc

7. Giin 14. Giin 21. Giin
m Kontrol mP01 P03 mP05

o

Sekil 4.6 Zeytinyagi ile 6ziitlenen propolis takviyesinin gokkusagi alabaliklarinin bobrek
dokularinda IL-1p gen ekspresyonunda meydana getirdigi degisimler

-1 gen ekspresyon seviyesinin gokkusagi alabaliklarmin dalak dokularindaki
seviyelerine bakildiginda, calismanin 7. giiniinde tiim gruplarin gen sunumlar1 kontrol
grubuna kiyasla artig gostermistir (p<<0,05). En yiiksek gen sunumu P05 grubunda (8,1)
gbzlenirken bunu sirasiyla P03 (5,26) ve PO1 (2,56) olmustur. Calisma sonunda P03
(414,7) ve P05 (212,86) grubunda gen sunumlari 6nemli derecede artarken (p<0,05)
bundan farkli olarak PO1 ve kontrol gruplar1 benzerlik gostermistir (p>0,05) (Sekil
4.7).
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IL-1B (Dalak)
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Sekil 4.7. Zeytinyagi ile 6ziitlenen propolis takviyesinin gokkusagi alabaliklarinin dalak
dokularinda IL-1f gen ekspresyonunda meydana getirdigi degisimler

4.4.3 Timor Nekroz Faktorii (TNF- a)

Gokkusagi alabaliklarinin dokularinda tiimér nekroz faktorii geni (TNF-a)) ekspresyon
degerleri diger genlerde oldugu gibi drnekleme zamanlarina ve dozlara bagl olarak
farkliliklar gostermistir. Fakat s6z konusu bu farkliliklarin tiim dokularda 14. ve 21.
giinlerdeki i¢in gegerli olmadig1 goze carpmakta olup, bagirsak i¢in tiim gruplarin gen
sunumlar1 kontrol grubuna kiyasla artis gosterirken (p<0,05) en yiiksek gen sunumu
P03 grubunda (3,73) gozlenmistir (Sekil 4.8). Bununla birlikte ¢alismanin 14 ve 21.
giinlerinde tiim deneme gruplarinin gen sunumlar1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda

onemli bir artis tespit edilememistir (p>0,05).
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Sekil 4.8 Zeytinyagi ile 6ziitlenen propolis takviyesinin gokkusagi alabaliklarinin bagirsak
dokularmmda TNF-a gen ekspresyonunda meydana getirdigi degisimler
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Sekil 4.9 Zeytinyagi ile 6ziitlenen propolis takviyesinin gokkusagi alabaliklarinin bobrek
dokularmda TNF-a gen ekspresyonunda meydana getirdigi degisimler

TNF-a geninin bobrekteki ekspresyon seviyeleri Sekil 4.9°da verilmistir. Buna gore
caligmanin 7. giiniinde deneme gruplari ile kontrol grubu arasinda bir farklilik tespit
edilememistir (p>0,05). 14. giin sonuglarina bakildiginda ise POl grubunun gen
sunumu (3,51) énemli derecede artis gostermistir (p<0,05). Bununla birlikte PO5 ve

P03 gruplart arasinda bir farklilik tespit edilememistir (p>0,05). Caligma sonuda ise
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P05 (28,28) ve P01 (12,88) gruplarinda TNF-a sunumlar1 kayda deger bir sekilde artis

gostermistir.
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Sekil 4.10 Zeytinyagi ile 6ziitlenen propolis takviyesinin gokkusagi alabaliklarinin dalak
dokularmda TNF-a gen ekspresyonunda meydana getirdigi degisimler

Sekil 4.10°da dalak dokularindaki TNF- o gen sunumlart gdsterilmistir. Buna gore en
yiiksek gen sunumlari ¢alismanin 7. giiniinde P03 (2,43) ve P05 (2,59) gruplarinda
gozlenirken (p<0,05) bunlardan farkli olarak PO1 ve kontrol gruplar1 benzerlik
gostermistir (p>0,05). Calismanin 14. giiniinde P01 grubu (23,89) ve P05 (23,72)
gruplar1 kontrol grubuna kiyasla 6enmli derecede artis géstermistir (p<<0,05). Calisma
sonunda elde edilene verilere gore ise en yiiksek gen sunumu sirsiyla P03 (116,48) ve
P05 (88,94) gruplarinda tespit edilirken (p<0,05), bundan farkli olarak PO1 ve kontrol
gruplari arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik tespit edilememistir (p>0,05).

444  Déniistiiriicii Biiyiime Faktorii (TGF-B)

Bagirsak orneklemelerinde TGF-f ekspresyonu agisindan 7. giinde P03 grubu gen
sunumlart diger tiim gruplara kiyasla artis gosterirken (p<0,05), bundan farkli olarak
P05 ve PO1 gruplar1 kontrol grubu ile bir farklilik gdstermemistir (p>0,05). Calismanin
14 ve 21. giinlerinde deneme gruplar1 ve kontrol grubu arasinda bir farklilik tespit

edilmemistir (p>0,05) (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 Zeytinyagi ile 6ziitlenen propolis takviyesinin gokkusagi alabaliklarinin bagirsak
dokularinda TGF-B gen ekspresyonunda meydana getirdigi degisimler

TGF-B gen sunumlarinin bobrekte degisimleri Sekil 4,12°de ifade edilmistir. Buna
gore calismanin 7. gliniinde gruplar arasinda bir farklilik tespit edilememisken,
calismanin 14. giiniinde, PO1 grubu gen sunumu (34,37) kontrol grubuna ve diger
deneme gruplarina kiyasla 6nemli derecede artis gostermistir (Sekil 4.12). Calisma
sonunda ise en yiiksek gen sunumu POl grubunda (95,32) tespit edilmistir (p<0,05).
Ayrica P05 grubunda TGF-p gen sunumu PO1 grubundan diisiik tespit edilmisse de
(38,8), P03 ve kontrol grubuna gore 6nemli derecede yiiksek degere ulagmistir

(p<0,05).
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Sekil 4.12 Zeytinyagi ile 6ziitlenen propolis takviyesinin gokkusagi alabaliklarinin bobrek
dokularinda TGF-B gen ekspresyonunda meydana getirdigi degisimler

40



Sekil 4.13 ‘de dalak dokularindaki TGF-B gen sunumlari ifade edilmistir. Buna gore
tiim deneme gruplarinin gen sunumlari; ¢alismanin 7. glintinde kontrol grubuna kiyasla
artis gostermistir. Calismanin 14. giiniinde ise tiim deney gruplarmin gen sunumlari
kontrol grubuna kiyala 6nemli derecde artis gosteriken en yiiksek seviyelerine sirasiyla

PO5 (49,55), P03 (17,08) ve P01 (9,97) gruplarinda ulasmstir.
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Sekil 4.13 Zeytinyagi ile 6ziitlenen propolis takviyesinin gokkusagi alabaliklarinin dalak
dokularinda TGF-B gen ekspresyonunda meydana getirdigi degisimler
Caligmanin sonunda ise ¢alismanin 14. giintinde benzer sekilde tiim gruplarin gen
sunumlar1 kontrol grubuna kiyasla artis gosterirken bu artis sirasiyla en yiiksek P03

(69,55), P05 (60,8) ve PO1 (2,83) gruplarinda tespit edilmistir.

41



445 Kontrol Testi

Sekil 4.14 'te belirtildigi tizere, Yersinia ruckeri ile enfekte edilen gokkusagi
alabaliginda yapilan kontrol testleri sonucunda tiim gruplarin yasama oranlariin
kontrol grubuna kiyasla artig gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05). Sonug olarak en iyi
etkinligin PO1 grubunda oldugu goriilmistiir (p<0,05).
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Sekil 4.14 Zeytinyag ile dziitlenen propolis takviyesinin Yersinia ruckeri bakterisi ile
enfekte edilen gokkusagi alabaliklarinin yagsama oranlarina etkileri
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5.  TARTISMA VE SONUC

Su iriinleri yetistiriciliginde hastalik salginina ¢6ziim bulmak diinyada popiiler bir
akim olmustur. Bir¢ok ¢alisma, dogal iiriinlerin tiirevlerinin bagisiklik tepkisinde ve
istilact patojene karsi miicadelede olumlu bir sonu¢ gosterdigini ortaya koymustur
(Dawood vd., 2018; Elumalai vd., 2020; Stratev vd., 2018; Zhang vd., 2022; Zhu,
2020). Meyveler, sebzeler ve kepekli tahillar gibi bitkiler biyoaktif bilesikler igerir
(Comert vd., 2020). Su anda, gesitli saglik ve hastalik durumlarinda c¢esitli aktif
bilesiklerin faydasini gosteren giderek artan miktarda bilimsel kanit bulunmaktadir
(Ortega ve Campos, 2019). Bununla birlikte, bitkilerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri,
cesitlerine, ¢evresel kosullara, iklimsel ve mevsimsel degisikliklere, cografi biiylime
bolgelerine, olgunluk derecesine, yetistirme uygulamalarina ve diger bir¢cok faktore
baglidir (Grandison, 2006; Pandey ve Savita, 2017). Calismada gokkusagi
alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) zeytinyagi ile ekstrakte edilen propolisin
bagisiklik uyarici etkisi arastirilmistir. Calisma periyodunda 7., 14. ve 21. giinde kan
parametreleri, humoral immiin analiz, sitokin gen ekspresyonu ve histopatolojik

analizleri incelemek i¢in 6rneklemeler yapilmustir.

Kan, tiim viicut hiicrelerinde oksijen ve besin tedarikini saglayan dolagimdaki sividir.
Hematolojik indeksler, tanimlanmis ¢evresel kosullar ve tedaviler altinda endokrin,
immiinolojik, ireme ve genetik fonksiyonlarin entegre bir yansimasini saglayabilir
(Seibel vd., 2021). Kisacasi, kan parametreleri ve tiirevleri, ¢esitli gevresel streslere,
bakteriyel enfeksiyona ve kimyasal toksisiteye maruz kaldiktan sonra baliklarin saglik
durumunu degerlendirmek igin gostergeler olabilir (Houston, 1997). Bu nedenle,
toksik maddelere maruziyet balik kaninin fizyolojisini etkileyebilir (Kim vd. 2021; Xu
vd. 2021). Bu galigmada propolisin sadece 21. giin RBC, HCT, MCH ve MCHC
degerlerinde farkliliga sebebiyet verdigi; bu fakliligin RBC ve HCT i¢in kontrol
grubunda, HGB, MCH ve MCHC degerleri i¢in ise P05 grubunda diger gruplara gore
yiiksek seviyede oldugu sonucuna varilmistir. Selamoglu vd. (2012), ¢alismalarinda
propolis uyguladiklari sazanlarda eritrosit, hemoglobin, hematokrit diizeylerinde artig
fakat MCV, MCH, MCHC diizeylerinde ise azalma saptamislardir. Alishahi vd.
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(2018), propolis denedikleri sazanlarda hematolojik indekslerin 6nemli Olgiide

etkilenmedigi sonucuna varmislardir.

Makromasitik anemi, yetersiz hemoglobin dagiliminin oldugu ve eritrositlerin normal
hacimden daha biiyiik oldugu bir kan durumudur (Clauss vd., 2008). Bu ¢alismada
%0,5 propoliste MCH ve MCHC diizeyindeki artisin makrositik anemiden
kaynaklandig: distiniilmiistiir. Calismamizin aksine Salem vd. (2022), beyaz hardal
yaginin gokkusagi alabaliklarinda 21. giinde RBC degerlerinde gruplar arasinda
farklilik yaratmadigini (p<0,05), fakat %1 oraninda ilavenin ise HGB, HCT MCH ve
MCHC degerlerinin kontrole gore yiikselttigini (p>0,05) belirtmislerdir. Fakli olarak
Fadeifard vd. (2018) ise, gokkusagi alabaliginda yem katki maddesi olarak denenen
corek otu (Nigella sativa), zencefil (Zingiber officinale) ve koni ¢igegi (Echinacea
angustifolia) bitkilerinin, baliklarin hematolojik parametreleri iizerinde 6nemli bir etki

yaratmadigini tespit etmislerdir.

Gokkusagr alabaligina propolis ekstrakti ile beslenme sonunda balik dokular
(bagirsak, karaciger, bobrek ve dalak) histolojik analize tabi tutulmustur.
Histopatoloji, canli dokularin normal durumundaki degisiklikleri ve potansiyel olarak
ciplak gozle tespit edilemeyen etken maddeleri tanimlamaktadir (Costa, 2018). Bu
calismada hematolojik sonuglar histopatoloji ile benzerlik gostermektedir. Bagirsak,
karaciger, bobrek ve dalagin histopatoloji analizi, tiim 6rnekleme periyotlarinda tim
tedavilerde onemli bir farklilik géstermemistir. Bu ¢calismaya benzer sekilde, Dotta vd.
(2018), nil tilapyasinda propolis uygulamasinin histopatolojik analizde gozle goriiliir
herhangi bir degisiklik gostermedigini belirtmislerdir. Mu vd. (2022), ¢alismalarinda
propolis uygulamasinin, E. piscicida tehdidinin neden oldugu bagirsak mikrovillus
kirilmasini iyilestirdigi ve bagirsak mikrovillisinin kontrol grubuna gore daha saglam

ve kalin oldugu ortaya koymuslardir.

Baligin dogustan gelen bagisiklik sisteminin 6nemli bir gostergesi olan solunum
patlamasi aktivitesi oksidasyon derecesindeki artis olup solunum patlamasi islemi
sirasinda, fagositler toksik oksijen iiretmektedirler (Harikrishnan vd., 2011). Bu
calismada tiim deney gruplarinda oksidatif radikal {iretimi higbir grupta degisim

gostermemistir (p>0,05). Bulgularimiza benzer sekilde, Cuesta vd. (2005), propolis
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denedikleri ¢ipura baliklarinda, solunum patlamasi aktivitesi sirasinda herhangi bir
grupta oksidatif radikal {retim seviyelerinin O6nemli Olgiide degismedigini

belirtmislerdir.

Enflamasyon, dogustan gelen bir bagisiklik tepkisi ile karakterize edilir ve epitel
bariyeri herhangi bir enfeksiyon tarafindan gegildiginde ortaya ¢ikar (Secombes vd.,
2001). Bu nedenle, dogustan gelen adaptif yanit, hastaliklara kars1 ilk koruma hattidir.
Sitokinler, inflamatuar olaylar1 baslatmaktan ve diizenlemekten sorumludur (Kelso,
1998; Nathan ve Sporn, 1991; Oppenheim, 2001; Zhang ve An, 2007). interferon,
hiicresel bagisikligin aktivasyonunda ve bagisiklik tepkisinin uyarilmasinda 6nemli bir
rol oynar (Jorgovanovic vd., 2020; Zou ve Secombes, 2011). IFN-1, makrofajlari,
hiicre i¢i bakterileri 6ldiirmek i¢in reaktif oksijen ara iirlinleri ve reaktif nitrojen ara
tiriinleri gibi toksik ajanlar tiretmeye yonlendirir ve bir dizi konake1 antiviral proteinin
sentezini indiikleyerek antiviral aktiviteler uygular (McNab vd., 2015). Bu ¢alismada
IFN geninin, bagirsakta sadece 7. glinde P03 ‘te diger gruplara gore artis1 s6z konusu
iken, 14. ve 21. giinlerde bobrekte PO1 grubunda; dalakta ise PO5 grubunda giine bagh
olarak artan bir gen ekspresyon degeri s6z konusudur. Tetranin (Cotinus coggygria)
sulu metanolik ekstraktlarinin uygulanmasinda da benzer sonuglar rapor edilmistir
(Bilen ve Elbeshti, 2019). Ayrica gokkusagi alabaliginda Astragalus caudiculosus
(Sonmez vd., 2022) ve sakal likeni (Usnea barbata) (Bilen vd., 2019) sulu metanolik

ekstraktlarinin uygulanmasinda da benzer sonuglar bulundugu rapor edilmistir.

Gokkusagi alabaliginda bulunan ilk sitokin geni IL-1B'dir (Zhou vd., 1999). IL-18,
humoral immiin yanitin etkili bir aktivatoridiir (Nakae vd., 2001). Bu gen, monosit
aktivasyonunda ve periferik dokularda proinflamatuar sinyal yollarinin
aktivasyonunda yer alan ana sitokin genidir (Hwang, 2013). Propolisin, B ve T
hiicrelerini aktive edebilen IL-1 gibi sitokinlerin iiretimini uyarma yetenegine sahip
oldugu belirtilmistir (Wolska vd., 2019). Mevcut ¢alismada propolis uygulanmis
baliklarda, IL-1B 'min IFN ’ye benzer sekilde sadece 7. giinde bagirsakta yukari regiile
oldugu, 21. giinde ise bobrekte PO1, P05 ve dalakta P03, PO5 gruplarinda diger
gruplara gore Onemli derecede ekspresyon degerlerinin arttigi tespit edilmistir
(p<0,05). Mu vd., 2022 kalkan balig: diyetine propolis eklenmesinin bizim bulgumuza
benzer sekilde bobrek ve dalakta IL-1p ekspresyonunu artirdigini tespit etmislerdir.
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Bu ¢alismaya benzer sekilde, limon minegigegi (Aloysia citrodora) (Hoseinifar vd.,
2020a), Yunan ardig ekstresi (Bilen vd., 2021b), ¢orek otu ekstresi (Altunoglu vd.
2017), Ginkgo biloba (Hajirezaee vd., 2019) ve Gracilariopsis persica, Hypnea
flagelliformis ve Sargassum boveanum dahil deniz yosunlar1 (Vazirzadeh vd., 2020)

calismalarinda bitkisel takviyelerin olumlu sonuglari ele alinmistir.

Tiimor nekroz alfa (TNF-a) dogal olarak monositler ve aktive makrofajlar tarafindan
olusturulur, normal ve malign hiicreler tizerinde pleiotropik etkiler gosterir (Aronson,
2015). Bu sitokin geni, bagisiklik hiicrelerinde iltihaplanma silirecinde ve
diizenlenmesinde rol oynar (Krakauer vd., 1999; Salomon vd., 2018). Bu ¢alismada
TNF ekspresyonu, diger calisilan genlerle tutarli sonuglar sergilemektedir. Ozellikle
7. glinde bagirsakta yukari regiile olan P03 grubu en yiiksek artis1 géstermis (p<0,05)
14. ve 21. giinlerde ise bobrek dokuda P01; dalakta ise PO5 gruplarinda kontrole gore
onemli artislar goze ¢arpmistir (p<0,05). Mu vd. (2022), kalkan diyetine propolis
ilavesinin TNF-a ifadesini arttirdigini tespit etmislerdir. Benzer sekilde, Reboucas-
Silva vd. (2017), calismasinda kuru propolis 6ziiniin, enflamatuar profili 6nemli
olgiide degistirdigini ve TNF-a 'y1 yukari regiile ettigini belirtmislerdir. Ote yandan
1isirgan otu (Urtica dioica) (Mehrabi vd., 2020), kapari (Capparis spinosa) (Bilen vd.,
2016) ve nane (Mentha longifolia) (Heydari vd., 2020) calismalarinda da benzer
sonuglar elde edildigi rapor edilmistir. Bu sonuglarin tersine Hafsan vd. (2022),
baliklarin 0,2 ve 0,25 mg DKE/kg ile desteklenmesi sonucunda TNF-a ve IL-8 gen

ekspresyon degerlerinin azaldigini belirtmislerdir.

Dontistiiriicti biiyiime faktorii-beta (TGF-B), gelisim ve karsinojenez sirasinda ¢ok
sayida fizyolojik ve patolojik siireci kontrol eden bir sitokindir (Chaudhury ve Howe,
2009). Bu sitokin ayrica hiicredeki reseptorlerin ve sinyal proteinlerinin
ekspresyonuna aracilik eder (Chen ve Wahl, 2002). Bu calismanin 14. ve 21.
giinlerinde, IFN ve TNF genlerine benzer sekilde bobrekte PO1; dalakta ise P03 ve P05
gruplarinda gen ifadelerinin artisi sz konusudur (p<0,05). Ayrica 14. ve 21.
giinlerdeki orneklemelerde gokkusagi alabaligi diyetine %0,3 ve %0,5 oranlarinda
ilave edilen propolisin, dalakta ¢ok ciddi bir gen ekspresyonu katlama degeri
olusturmas1 goze carpmaktadir (p<0,05). Onceki calismalardan ¢érek otu (Nigella
sativa) (Altunoglu vd., 2017), limon minegigegi (Aloysia citrodora) (Hoseinifar vd.,
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2020a) ve defne yapragi cistus (Cistus laurifolius) (Bilen vd., 2021a) gokkusagi
alabaliginda TGF-B'yi yukar regiile etmistir. Buna karsm; 2,5 ve 5 g kg™ dozunda
zeytin atig1 uygulamasindan sonra gokkusagi alabaliginda da asagi regiile oldugu rapor
edilmistir (Hoseinifar vd., 2020b). Bu arastirmada ¢alisilan tiim gen ekspresyon
degerlerine bakildiginda; yeme %0,1 ve %0,5 propolis ilavesinin gokkusagi alabaligi
bobrek dokusunda bagisikliktan sorumlu genleri diger deney gruplarina gore dnemli
derecede aktive ettigi (p<0,05); bagirsakta ise 14. ve 21. gilinlerde gruplar arasinda
onemli degisimlerin olmadigi (p>0,05) goriilmiistiir. Dalakta ise s6z konusu genlerin
ekspresyon diizeylerinin P03 ve P05 gruplarinda, diger gruplara gore daha fazla artis

gosterdigi (p<0,05) sonucuna varilmistir.

Bu ¢alismada, baliklara Yersinia ruckeri bakterisi enjekte edilmis ve 10 giin boyunca
hayatta kalma oranlar1 gozlemlenmistir. Calismanin sonunda, kontrol ile
karsilastirildiginda en yiiksek hayatta kalma oran1 PO1'de meydana gelmistir (p<0,05).
Yonar (2008), gokkusagi alabaligi yemine etanolik propolis ekstrakti uygulanmasinin,
bizim bulgularimiza benzer sekilde, Y. ruckeri'ye karsi hayatta kalma oranini
arttirdigin1 dogrulamistir. Bu ¢alismanin sonucuna benzer sekilde bitki ekstraktlarinin
uygulanmasi, Polygonum minus 6zleri (Adel vd., 2020), at nanesi (Mentha longifolia),
hidroalkolik 6zii (Heydari vd., 2020) ve zeytin yapragi (Olea europea L.) (Baba vd.,
2018) ekstraktinin gokkusagi alabaliginda Y. ruckeri'ye kars1 direngte artis sagladiklari

rapor edilmigtir.

Bu ¢aligma sonucunda zeytinyagi ile 6ziitlenen propolisin, gokkusagi alabaligi i¢in bir
bagisiklik gii¢lendirici yem takviyesi olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
Ayrica kan parametrelerinde ve histopatolojik incelemelerde herhangi bir degisiklik
olmadigi, propolisin bagisikliktan sorumlu genlerin Stimiilasyonunu arttirdigt ve Y.
ruckeri enfeksiyonuna karsi koruma saglayarak hayatta kalma oranini arttirdigi
sonucuna vartlmistir. Calisma sonucunda, zeytinyagi ile ekstrakte edilen propolisin
gokkusagi alabalig1 diyetleri i¢in uygun oldugu ve bagisiklig1 giiglendirdigi sonucuna

varilmistir.
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