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ÖZET: Bu çalıĢma NBT, MPO ve lizozim testi kullanılarak balık sepsis modelinde 
bir Echinacea purpurea özü etkilerinin araĢtırılmasıdır.  

Sepsis akut hayatı tehdit eden klinik bir durumdur ve yoğun bakım ünitelerinde ölüm 
ana nedeni olmaya devam ettiği bilinmektedir. Bu çalıĢmanın amacı, septik balığın 
sepsisin erken ve son aĢamasında iken, Ekinezya purpurea (E. purpurea ekstresi) 

metanolik ekstrelerinin kısa süreli uygulamalarının bağıĢıklık sistemini uyarıcı 
etkilerini araĢtırmaktır. Sepsis modeli, ilk 7 gününde ve deney II yedinci günde sazan 

balığının bir türü olan Cyprinus carpio‖a intraperitoneal olarak anaerobik gram 
negatif bakteri (Aeromonas hydrophila) enjekte edilerek oluĢturulmuĢtur. Özler iki 
farklı konsantrasyonda (24 mg, 36 mg) oral Deney I ve Deney II, 18 gün boyunca 
sazan balığının Cyprinus carpio türüne (4,54 ± 0.1 g) uygulanarak çalıĢma 
yapılmıĢtır. Bu çalıĢmada kullanılan doz, düĢük dozda (24 mg) olarak seçilmiĢtir. Bu 
dozdaki Echinacea purpureanın önemli ölçüde, solunum patlaması, 
miyeloperoksidaz ve lysozyme gibi spesifik olmayan bağıĢıklık parametrelerinin 
artıĢına neden olduğu bildirilmektedir. 

Anahtar Kelimeler: NBT, MPO, lizozim, Ekinezya purpurea, Sepsis, BağıĢıklık 
uyarıcısı, Aeromonas hydrophila, Cyprinus carpio. 
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This study to investigate of the effects of an E. purpurea extract on the fish sepsis 

model using NBT, MPO and lysozym test.  

Sepsis is an acute life-threatening clinical condition and remains as the main reason 

of death in intensive care units. The aim of the study is to investigate the 

immunostimulant effects of the methanolic extracts of short term administration of E. 

purpurea (extract of E. purpurea) on the septic fish in the early and at the end stage 

of sepsis.  Sepsis was caused by Aeromonas hydrophila that has been injected 

intraperitoneally in Cyprinus carpio on the first day of deney I and in the seventh day 

of deney II. Two different concentrations of extracts (24 mg and 36 mg) were orally 

administered to Cyprinus carpio (4,54 ± 0.1 g) for one week in the deney I and for 18 

days in the deney II. In this study, we report that E. purpurea at low dose (24 mg) 

significantly increased some non-specific immune parameters such as respiratory 

burst, myeloperoxidase, and lysozyme.  
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Aeromonas hydrophila, Cyprinus Carpio. 
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1. GĠRĠġ 

Enfeksiyona cevaben patolojik, fizyolojik ve biyokimyasal anormallikler sendromu 

olan Sepsis, 2011 yılında bütün Amerikan hastanelerinin % 5.2‘den fazlasının 

masrafına karĢılık gelen büyük bir halk sağlığı meselesiydi. Kayıtlı sepsis vakaları, 

yaĢlanan nüfusu daha iyi tanıma, ek hastalıklar ve bazı ülkelerde geri ödemeye uygun 

kodlamayı muhtemelen yansıtır Ģekilde, giderek büyümektedir. Gerçek durum 

bilinmese de, ihtiyatlı tahminler sepsisin dünya çapında yoğun bakım ünitelerindeki 

kritik hastalıklar ve ölümlerin önde gelen sebebi olduğunu göstermektedir (Hotchkiss 

ve Karl, 2003). Ayrıca, sepsis hastalarının sıklıkla sosyal gereksinim ve önemli 

sağlık hizmetleri gerektiren psikolojik, uzun süreli fiziksel ve zihinsel sakatlıkları 

olduğuna dair artan bir farkındalık vardır (Singer vd, 2016). 

Sepsisin patofizyolojisiyle ilgili daha iyi bir anlayıĢ göstermiĢtir ki, mikroplar 

kendileri çoklu organ bozulmalarına sebep olmamaktadır, ancak enfeksiyon altta 

yatan ana reaksiyonlara öncülük etmektedir (Loisa, 2008) ve bu da Ģu anda kontrol 

edilemez aĢırı bir iltihap ve bir yangısal yanıta katkı sağlayan bozulmuĢ fibrinolizle 

birlikte pıhtılaĢma yoluyla özdengede bozulmaya sebep olmaktadır (Cihan, Yarat, 

Tunali Akbay, ve Sener, 2015). Organ iĢlev bozukluğu septik Ģoka ilerleyebilecek 

ciddi bir sepsis olarak adlandırılmaktadır. Sepsisin ana klinik belirtileri, çoklu organ 

iĢlev bozukluklarına ve sonunda ölüme götürebilecek ateĢ, yüksek tansiyon, 

vasoplegia ve nötrofil filtrelemedir (Rattmann vd, 2012). 

Sepsis, karın, idrar yolu, akciğer, deri ya da yumuĢak doku gibi vücudun herhangi bir 

yerinde herhangi bir tür enfeksiyon sonucunda oluĢabilir. Her ne kadar parazitler, 

mantar ve virüsler sepsise neden olsa da, sepsisin geliĢmesiyle çoğunlukla 

iliĢkilendirilen patojenler bakterilerdir. Sepsisin patofizyolojisi hem gram-pozitif 

(peptidoglikan, lipoteichoic asit), hem de gram-negatif organizmaların 

(lipopolisakkarit, endotoksin, lipid A) dıĢ zar bileĢenlerince baĢlatılmaktadır. Bu dıĢ 

zar bileĢenleri, CD14 alıcılarını monositlerin yüzeyinde birleĢtirme yeteneğine 

sahiptir. Son zamanlarda tanımlanan toll benzeri reseptörler sonucunda, bir sinyal 

tümör nekroz faktör alfa ve proinflamatuar sitokin interlökin-1 (IL-I) ‗in en son 
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üretimine yol açarak, sonradan hücreye aktarılmaktadır,. Bu sitokinlerin dokular 

üzerinde doğrudan zehirli etkisi vardır (Cihan vd, 2015).  

Aeromonas hydrophila, insan enfeksiyonları ile iliĢkili olan en yaygın izole edilmiĢ 

türdür. Hydrophila, bakteremi, enterokolit, yumuĢak doku enfeksiyonları ve 

menenjite sebep olabilen bir gram-negatif, oksidaz pozitif bir basildir, ki bu da yagın 

bir tatlı su ve gıda kaynaklı bir patojendir. Bu bakteriler yaygın olarak tatlı ve tuzlu 

suda yayılmaktadır ve ayrıca yiyeceklerde, arıtılmıĢ içme suyunda, hastane su rezerv 

sistemlerinde ve musluk suyu rezervinde bulunmaktadır. Tipik olarak hastalar 

Aeromonas türünü ağızdan tüketim veya kirli su ve deniz ürünü ile direk temas 

yoluyla almaktadırlar. Bu yüzden, mide bağırsak iltihabı ve hafif orta dereceli 

yumuĢak doku enfeksiyonları en yaygın görünen rahatsızlıklardır (Kanne, Lakshmi, 

ve Dakshinamurthy,  2013). 

Patolojik süreçlerin karmaĢıklığı, iyice tanımlanmıĢ teĢhis belirtilerinin eksikliği, 

etkilenmiĢ popülasyonun heterojenliği ve metodolojik ve etik doğanın 

kısıtlamalarından dolayı, insanlarda sepsisin araĢtırılması zordur. Yukarıdaki 

zorluklar göz önüne alınarak, değerli ve düĢük maliyetli araĢtırma aletleri olan 

hayvanlardaki sepsis modelleri üretilmiĢtir. Hastalığın mekanizmasını yorumlamak 

ve tedavi edici etkileĢimin kapasite ve özel yaklaĢımlarının bir taslağını çıkartmak 

için eĢsiz bir olanak sağlarlar (Popov ve Pavlov, 2013). Ayrıca hayvan modellerinin 

kullanılması, araĢtırmacılara insanlarda uygulanmasının uygun olmadığı selüler ve 

moleküler teknikleri birleĢtirerek çalıĢmalarını ayrıntılı bir Ģekilde tamamlama 

olanağı sağlar. Her ne kadar hayvan modelleri klinik sepsislerin çevirisi ile ilgili 

olarak deneysel verinin geçerliliği konusunda eleĢtiriye maruz kalmıĢsa da, yine de  

sepsisin patofizyolojisi üzerinde çalıĢmak için en iyi kaynaklardan biridir. Bu 

bağlamda balık, bağıĢıklık sistemine farklı görüĢler getiren avantajlı karakteriyle 

özgün bir hayvan modeli olarak kullanılmaktadır. 

Son zamanlarda balıklar, bağıĢıklık bilimi, kanser araĢtırmaları, endokrinoloji, 

nörobiyoloji, su zehir bilimi ve geliĢim biyolojisi alanlarında yaygın bir Ģekilde 

kullanılmaktadır. Deneysel hayvanlar olarak balıkların pek çok avantajı vardır. Bu 

avantajlar arasında Ģunlar sayılabilir; türler arasında büyük bir çeĢitlilik 
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bulunmaktadır, yüksek oranda doğurgandırlar ve pek çok durumda dıĢ dölleme ile 

büyük yumurtaları olur. ġu anda balıklar sayı olarak laboratuar hayvan grupları 

içinde üçüncüdürler. 

1.1. Sazan Balığı (Cyprinus carpio) 

Sazangiller, yaklaĢık olarak 3000 türden oluĢan en çeĢitli tatlı su balığı grubudur. 

Güney Amerika hariç diğer tüm kıtalar boyunca kültürlenmiĢtir. Sazan türü dünya 

balık üretiminin %70‘ine tekabül etmektedir. Su kültürü içinde saygın bir duruĢ 

sergilemesinin yanı sıra, sazanlar aynı zamanda önemli bir laboratuar hayvanı 

modelidir. Temel araĢtırma ve biyolojik tayinlerde (çoğunlukla zehirlilik testlerinde) 

sazangiller tüm çalıĢmaların en az %25‘inde kullanılırlar. Sazan balığı (Cyprinus 

carpio), sazangiller arasında en sık kullanılanıdır (Fotoğraf 1.1.) (Bongers, Sukkel, 

Gort, Komen, ve Richter, 1998). 

 

Fotoğraf 1.1. Sazan Balığı (Cyprinus carpio) 

Hayvanlarda (omurgalı ve omurgasız) ve bitkilerde, onları çeĢitli 

mikroorganizmalardan korumak için bağıĢıklık sistemi mevcuttur. BağıĢıklık ikiye 

ayrılmaktadır: spesifik olmayan ve hızlı tepkimeli savunma mekanizması olan, 

fiziksel parametre, hücresel ve hümöral faktörler içeren doğal (doğuĢtan) bağıĢıklık 

ve hafıza oluĢumu ile nitelendirilmiĢ yüksek özgünlük ve farklı sistemli uyarlayıcı 

bağıĢıklık. (Przybylska, 2012). Balık ve memeli türleri, bağıĢıklık tepkisinin 

hümöral, hücre aracılı ve spesifik olmayan yönlerinde önemli olan bir takım 

fonksiyonel ve yapısal nitelikler paylaĢırlar.  Balıklarda spesifik olmayan bağıĢıklık 

tepkileri yabancı organizmalar tarafından yapılan hasar ve/veya istilalara karĢı genel 

tepkilerdir. Diğer memeli emsallerinde olduğu gibi fagositoz ve iltihap genellikle 
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balıklarda görülen iki spesifik olmayan tepkimedir. Makrofajlar ve spesifik olmayan 

sitotoksik hücreler (NCC) ile birlikte nötrofiller, balıklarda spesifik olmayan 

bağıĢıklık tepkimelerini gerçekleĢtirmekle iliĢkilendirilen esas hücre türleridir.  

Akyuvar tepkimeleri, balık serumunda bulunan, lizozom, komplement, transferin, 

interferon, C-reaktif protein, hemaglutinin ve çeĢitli doğal hemolizinler içeren çeĢitli 

spesifik olmayan faktörlerce desteklenmekte ve/veya çoğaltılmaktadır (Skouras, 

2002). 

Sepsis iltihaplı bir sendrom olduğu için, biz doğal bağıĢıklık tepkime yönlerini 

hesaba katmaktayız. Balık fagositleri solunumsal patlamalar (RBs) sırasında çeĢitli 

tepkisel oksijen türleri (ROS)  üretirler. Mantar ve bakteriler lökositler tarafından bir 

kere yutulduğu zaman, konakçının NADPH-oksidazı aktive edilir, o da sıra ile 

oksijen tüketimini artırır ve ardından hidrojen peroksit, süperoksit anyonlar, singlet 

oksijen ve hidroksil radikaller gibi ROS üretir. Süperoksit anyonların bu salınımı RB 

olarak bilinmektedir ve türevleri bakterisidaldir. ġiddetli ve kronik stresler sürecince 

balıkların hastalıklara yakalanmaya elveriĢli olmasının ana sorumlularından biri 

gezici lökositlerin hem sayısı hem de bileĢimindeki farklılıklardır. Stres aynı 

zamanda dalak, baĢ - böbrekler (HKs) ve plazma lökositlerinin fagositik ve/veya RB 

aktivitelerini de etkilemektedir (Velmurugan, Jiang, Shih, ve Lee, 2013). 

Her ne kadar sepsisin sebebi ve teĢhisi üzerinde büyük ilerlemeler kaydedilmiĢ olsa 

da, tatmin edici bir tedavi ortaya çıkmamıĢtır. Dolayısıyla, sepsisin iyileĢtirilmesi 

veya hafifletilmesi için etkili bir tedavi bulmak acil ve kaçınılmazdır. Geleneksel 

tıpta insanlar ve hayvanlardaki pek çok hastalığı iyileĢtirmek ve önlemek için bitkiler 

kullanılmıĢtır. Ġnsanlar için bitkisel tıpta bitki özlerini kullanmak olan Fitoterapi 

(bitkisel tedavi), binlerce yıldır bilinmektedir. Hindistan, Çin, SEA gibi bazı ülkeler 

ve Güney ve Orta Amerika‘daki bazı ülkelerde fitoterapi yaygın olarak görülürken, 

Batı tıbbında ise natüropati ve bitkisel tedavi daha fazla kabul görmüĢtür. DeğiĢik 

tıbbi bitkiler ve otlar ve/veya onların karıĢımlarının mantar önleyici, antibakteriyel, 

fizyolojik sistemleri destekleyici (sindirim sistemi, bağıĢıklık sistemi), hormon 

dengeleyici gibi özellikleri ve pek çok diğer özelliği olduğu bilinmektedir 

(Kolkovski, ve Kolkovski, 2011). 
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Modern tıpta olası kullanımı önerildiğinden beri bitkisel immunostimülanı 

tanımlamak için artan bir ilgi vardır. (Tiwari, Rastogi, Singh, Saraf, ve Vyas, 2004). 

Ġmmunostimülan, savunma mekanizmalarını ya da bağıĢıklık tepkimelerini (hem 

spesifik olan, hem de spesifik olmayan) artıran, böylece hayvanları hastalıklara ve 

harici saldırılara karĢı daha dirençli hale getiren bir maddedir. (Reverter, Bontemps, 

Lecchini, Banaigs, ve Sasal, 2014). Küresel olarak popüler bir bitkisel ilaç olan 

echinacea purpurea, insanlarda ve hayvanlarda değiĢik hastalıkları tedavi etmek için 

kullanılmaktadır. Ancak, bir septisemik modeli olarak balıklar üzerindeki etkisi 

hakkında çok az rapor vardır. Bu çalıĢmada, challenge enfeksiyonuna bir cevap 

olduğu kadar E. purpurea’nın  immünolojik parametreler üzerindeki etkilerini 

değerlendirmek üzere yaygın bir sazan balığı türü olan cyprinus carpio seçilmiĢtir.    

1.2. Ekinezya  

Echinacea türü Aster ailesi üyesi olan, çiçekli bir bitki türüdür. (Asteraceae or 

Compositae) (Fotoğraf 1.2) (Pilkington, Consortium, ve January, 2015). Yaygın bir 

Ģekilde kullanılan ―Echinacea‖ ismi Yunanca bir kelime olan ve kirpi ya da 

denizkestanesi anlamına gelen, keskin, iğneli tohum baĢlarını ifade eden (echino) 

kelimesinden türemiĢtir (Goldhaber-fiebert, ve Kemper, 1999). Kuzey Amerika‘nın 

yerlisi olan ve çok yıllık bir bitki olan Echinacea (Mishima vd, 2004), Delaware 

Kızılderilileri tarafından venüs hastalığını tedavi etmek için ve Plains Kızılderilileri 

tarafından da solonum enfeksiyonları ve ateĢi tedavi etmek için kullanılmıĢtır. 

EzilmiĢ bitkinin tamamından yapılan hamur, lenf bezlerinin, yanıkların, arı 

sokmasının ve yılan ısırmalarının ĢiĢmesini tedavi etmek için bölgesel olarak 

kullanılmıĢtır. DiĢ ağrıları, boğaz ağrıları ve diĢeti ağrılarını tedavi etmek için 

bitkinin kökleri çiğnenmiĢ ya da suyu içilmiĢtir. Avrupalı sömürgeciler kısa zamanda  

Echinacea kullanmaya baĢlamıĢlar ve bu değerli bitkiyi Avrupa pazarlarına 

göndermiĢlerdir. 
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Fotoğraf 1.2.  Ekinezya 

1800‘lerde Echinacea angustifolia anti-enfektif ajan ve çok amaçlı kan temizleyici 

olarak kullanıldı. Menenjit, kızıl hastalığı, çiçek hastalığı ve difterinin tedavisinde 

kullanıldı. 1800‘lerin sonlarında "E. angustifolia" Amerika‘da en yaygın kullanılan 

bitki tedavisiydi (Goldhaber-fiebert, ve Kemper, 1999; Kumar ve Ramaiah, 2011). 

Son zamanlarda bilimsel çalıĢmalar ve anektodsal baĢarılar Echinacea‗yı Amerikan 

bitkisel satıĢ zirvesine geri çıkarmıĢtır. Bugünlerde öncelikli olarak solunum 

enfeksiyonları (URTI)‘nı tedavi etmek ve daha ileri gitmesini önlemek amacıyla ve 

nonspesifik bir immunostimülan olarak, ancak bazen de idrar yolu enfeksiyonları, 

kulak enfeksiyonları, maya mantarlarının sebep olduğu enfeksiyon, sivilce, çıban, 

bademcik iltihabı, prostat iltihabı ve faranjiti önlemek ya da tedavi etmek için 

tamamlayıcı ya da birincil tedavi olarak kullanılmaktadır. Küçük yaralar, yanıklar, 

egzama, uçuk, sedef hastalığı ve diğer dermatolojik durumların iyileĢtirilmesini 

artırmak için topical bir hazırlık olarak daha az yaygın kullanılmaktadır. Ayrıca pek 

çok kozmetik ve diĢ ürününde bulunmaktadır (Mistríková ve Vaverková, 2006). 

Farmakolojik araĢtırmalar, E. purpurea’ nın aktif bileĢenlerinin hücresel oksidatif 

durumu, antibakteriyel aktiviteleri ve iltihaplanma önleyici vb.‘ni geliĢtirebilecek 

olan fagositozu desteklemenin yanı sıra akyuvar aktivitesini geliĢtirmek için T 

hücrelerini uyarabildiğini göstermiĢtir (Matthias, Banbury, Bone, Leach ve 

Lehmann, 2008). 
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1.2.1. Tıbbi Türler 

Günümüzde Echinacea türünün kapsamına giren dokuz değiĢik türden üç tanesi tıbbi 

olarak kullanılmaktadır:  E. purpurea (mor koniçiçeği), Echinacea angustifolia (dar 

yapraklı mor koniçiçeği), and E. pallida (soluk mor koniçiçeği) (Pilkington vd, 

2015), ancak diğer altı Echinacea türü de tanımlanmıĢtır ve ikisi nesli tükenmekte 

olan türler listesindedir. ÇeĢitli türler sıklıkla yanlıĢ tanımlanmıĢtır. 1955 yılında E. 

angustifolia E. pallida‘nın bir çeĢidi olarak sınıflandırılmıĢtır (Goldhaber-fiebert ve 

Kemper, 1999). Halen E. purpurea (L.) isminin genel olarak yanlıĢ bir biçimde 

kullanıldığına dair bir görüĢ vardır ve türle ilgili iki alt cins ve dört tür içeren bir 

taksonomik düzeltme önerilmiĢtir: E. atrorubens, E. pallida, E. purpurea and E. 

laevigata, ile E. angustifolia ve E. pallida var angustifolia olarak yeniden gözden 

geçirilmiĢ E. pallida (DC.) Cronq. Furthermore, E. pallida var pallida (Nutt.) Cronq 

(Binns, Baum ve Arnason, 2002). 

1.2.2. Botanik Ailesi 

Echinacea, aynı zamanda krizantem, sarı papatya ve aynısefa çiçeğini de kapsayan 

Asteraceae ailesindeki cinslerden biridir. Bitki tanımı: Echinacea bitkileri, boyu 10-

60 cm‘e uzanan otsul çok yıllık bitkilerdir. Gövdesi ya dallanmıĢ dikey anakökten 

(E. angustifolia) ya da lifli köklerden (E. purpurea) çıkar. Compositae ailesinin 

üyeleri olarak her papatya benzeri baĢ birimi ya da çiçek, gerçekten pek çok küçük 

çiçeklerin bir karıĢımııdır. Ġç disk çiçekleri iğnelerde son bulur ve sonlarındaki 

diĢlerle birlikte sarkık dıĢ çiçekler tarafından çevrelenir. Echinacea, koni Ģeklini alan 

yüksek çiçek tablası ile birlikte dikenli çiçeklenmiĢ baĢlar ile diğerlerinden ayırt 

edilir.  Disk çiçekleri yeĢilden kızıl kahveye kadar renklerde çeĢitlilik gösterirken, 

ray çiçeklerin taç yaprağı mor, pembe ya da beyaz olabilir. Echinacea bitkileri elastic 

ve kuraklığa karĢı dirençlidirler, ancak yavaĢ büyürler (Goldhaber-fiebert ve 

Kemper, 1999). 

1.2.3. Uygulama ġekli ve Dozaj 

Echinacea sıklıkla ağızdan alınır. Echinacea olarak mevcut olan ürünler, türlerine, 

kullanılan bitki bölümlerine ve üretimde kullanılan ekstraksiyon metoduna bağlı 
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olarak bileĢimde çeĢitlilik gösterirler. Hazırlıklar (ekstraklar ve bütün bitki ürünleri) 

E. angustifolia, E. purpurea ve E. Pallida‘ nın köklerinden ve toprak üstü 

bölümlerinden yapılmaktadır (Pilkington vd, 2015).  Ağızdan veriliĢte Echinacea 

bitki suyu ya da çay olarak, tablet ya da kapsül Ģeklinde ya da tentür olarak verilebilir 

(Goldhaber-fiebert ve Kemper, 1999). Formülasyona bağlı olarak değiĢik dozlar 

kullanılabilir ancak bunlar genellikle grip ve soğuk algınlığının önlenmesi ya da 

tedavisinde kullanılmasıyla ilgilidir. Önerilen dozlar geçmiĢ uygulamalara 

dayanmaktadır. 12 yaĢ altındaki çocuklarda kullanımı önerilmemektedir ve 1 yaĢın 

altındaki çocuklarda Echinacea tedavi için uygun değildir (kontrendike). Ayrıca 

küçük yüzeysel yaraların tedavisinde lokal olarak uygulanabilir. Echinacea’nın 

enjekte edilebilir ilaçları sert tepkilerle karĢılaĢmıĢ ve bazı Avrupa ülkelerinde 

yasaklanmıĢ, Amerika BirleĢik Devletlerinde asla izin verilmemiĢtir. Enjekte 

edilebilir ilaçlar sadece araĢtırma çalıĢmalarında kullanılmaktadır (Pilkington vd, 

2015). 

1.2.4. Ekinezya’nın Kimyasal BileĢenleri 

Echinacea türleri, aktivitelerine katılan çok çeĢitli kimyasal elementlerden 

oluĢmaktadır. Echinacea‘nın temel aktif bileĢikleri kafeik asit türevleri, yüksek 

doymamıĢ alkamitler, poliasetilenler ve yüksek moleküler ağırlık polisakkaritleri 

kapsamaktadır. Kafeik asit türevleri ve biyolojik olarak daha çok kullanılabilir 

alkamitler, etanolik sıvı ekstraklarında tıbbi kullanım amaçlı bulunan farmakolojik 

etkilerden sorumlu Echinacea bileĢenlerindendir (Goey vd, 2013)‏. Diğerleri ticari 

olarak önemli olan iki ya da daha fazla türde bulunurken, bazı bileĢenler sadece bir 

türe özgüdür. Echinacea ilaçları kimyasal yapıda farklılık gösterebildiği için, tedavi 

edici etkililiği tutarsız olabilmektedir. Echinacea ilaçlarının kimyasal yapısını 

etkileyebilecek olan ajanlar, bitkinin hangi bölümünün kullanıldığı (çiçekler, 

yapraklar, kökler veya gövdeler), Echinacea’nın hangi türünün kullanıldığı (E. 

purpurea, E. pallida and E. angustifolia), büyüme, depolama koĢulları ve kurutma ve 

ekstraksiyon metodlarını kapsamaktadır. Uzun süreli depolama yararlı aktif 

bileĢenlerin kaybı ya da zarara uğramasıyla sonuçlanabileceği için, uzun süreli 

depolanan Echinacea taze hasat edilmiĢ hazırlanan ilaçtan muhtemelen daha az etkili 

olacaktır. 
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1.2.4.1.   Fenollü Bileşikler 

Fenilpropanoitler  

Echinacea türlerinden rapor edilen kafeik asit glikositler, kikorik asit, 3,5-

dikaffeoilkinik asit, verbaskozit ve cynarin, ekinakosit, caffeoylechinacoside, 

caftaric, chlorogenic ve isochlorogenic asitler ve diğerlerinden oluĢmaktadır 

(Mistríková ve Vaverková, 2006). Kafeik asit glikositlerinin değiĢik karıĢımları üç 

türde de bulunmaktadır. Ekinakosit, E. pallida ve E. angustifolia (Pietta, Mauri ve 

Bauer, 1998)‘nın köklerinin ana bileĢenidir, E. purpurea’da ise bulunmamaktadır. 

Ekinakositin vitroda hem antiviral hem de antibakteriyel etkileri vardır (Thomsen, 

2012). 

Flavanoidler 

E. purpurea, E. pallida ve E. angustifolia’nın yapraklarında ve gövdelerinde bulunan 

baĢlıca flavanoid, Rutoside‘dir. Ayrıca aĢağıdaki flavanoidlerin de çeĢitli Ģekerlerle 

birlikte hem aglikon hem de konjugata olarak bulunduğu rapor edilmiĢtir: apigenin, 

quercetagetin, kaempferol, kersetin, isorhamnetin, luteolin. 

1.2.4.2.  Terpenoit Bileşikler 

Bu üç tıbbi Echinacea türü yapraklar, çiçekler, kökler ve diğer anten bölümlerinde 

yeterli yağları değiĢik miktarlarda içermektedir. Toplam gerekli yağ yoğunluğu 

türden türe büyük değiĢiklik göstermektedir. E. purpurea’daki gerekli yağ diğer 

bileşikler arasında bornyl acetate, caryophyllene, caryophyllene epoxide, germacrene 

D, borneol, and pentadeca–8-(Z)-en-2-one içermektedir.  

1.2.4.3.   Lipid Bileşikler 

Poliasetilenler 

Oldukça düĢük yoğunlukta amidler içeren polienler ve poliasetilenler, E. pallid 

köklerinin baĢlıca lipofil bileĢenleridir (Mistríková ve Vaverková, 2006). E. pallida 
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and E. purpurea köklerinin aklenleri, çoğunlukla alkilketon olan E. 

angustifolia’nınkilerden belirgin bir Ģekilde farklıdır. Ketoalkinler içeren 

poliasetilenler bitkiye immunostimülatör özellikler vermektedirler (Lienert, Anklam 

ve Panne, 1998).  

1.2.4.4.   Azotlu Bileşikler 

Alkilamidler 

Alkilamidler, E. purpurea ve E. angustifolia köklerinin ana lipofil bileĢenleridir. 

Alkilamid içeriği, bitki olgunlaĢtıkça köklerde yavaĢ yavaĢ artarak ve anten 

bölümlerinde azalarak E. purpurea‘nın yaĢam döngüsünde değiĢiklik göstermektedir. 

E. angustifolia ve E. purpurea’nın köklerindeki ailkilamidler değiĢik yapılar 

içermektedir ancak anten bölümleri benzer bileĢiklerden oluĢmaktadır. Echinacein, 

Echinacea’dan ayrılan ilk alkilamid ve E. angustifolia ve E. pallida’nın köklerinde 

bulunan doymamıĢ amiddir (Goldhaber-fiebert ve Kemper, 1999; Mistríková ve 

Vaverková, 2006). 

Alkaloidler 

Ġsotussilagine, pyrrolizidine ve tussilagine alkaloidleri E. angustifolia ve E. 

purpurea’da sadece eser miktarda bulunmaktadırlar ve kendi benzersiz kimyasal 

yapılarından dolayı diğer bitkilerdeki pirolizidin alkaloidler gibi hepatotoksik 

olduklarına inanılmamaktadır (Goldhaber-fiebert ve Kemper, 1999).  

1.2.4.5.  Karbonhidrat 

Polisakkarit 

Echinacea‘dan izole edilen polisakkarit heteroksilanlar, inulin, arabinogalaktanlar, 

bağıĢıklık sistemi hücrelerinin aktivitelerini uyardığını ve iltihap çözücü aktiviteyi 

sergilediğini göstermiĢtir. Bu polisakkaritlerden iki tanesi  E. purpurea ‗nın anten 

bölümlerinden izole edilmiĢtir: 50 000 civarında ortalama nispi moleküler kütlesi 

olan arabinorhamnogalaktan (e.g. PS II), ve 35 000 civarında ortalama nispi 
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moleküler kütlesi olan heteroksilan (e.g. PS I). Echinacea aynı zamanda fruktan ve 

fruktoz polimerleri içermektedir.  E. purpurea‘nın toplam fruktoz içeriği kıĢ boyunca 

artarken bu prosedür E. angustifolia‘da mevsimin sonunda gerçekleĢmektedir. E. 

purpurea‘nın köklerinin fruktan içeriği E. angustifolia‘nın anten bölümlerinden 10 

kat daha fazladır (Mistríková ve Vaverková, 2006). E. purpurea’dan izole edilen 

polisakkarit fraksiyonun kemoterapinin tetiklediği lökopeniyi azalttığı görülmüĢtür  

(EPS-EPO VIIa) (Cichello, Yao ve He, 2016). 

1.2.5. Yan Etkiler ve Alınacak Tedbirler 

GeçmiĢ kullanım, modern araĢtırmalar ve tıbbi referans yayınları, Echinacea’nın 

mükemmel bir güvenlik profili olduğunu göstermektedir. Ancak,  bir bağıĢıklık 

uyarıcı ilaç olduğu için, cyclosporine, corticosteroids, amiodarone, methotrexate ve 

ketoconazole gibi bağıĢıklığı bastırıcı etkisi olan ilaçlarla karıĢtırırken dikkat 

edilmelidir. Echinacea kullanımının sıklıkla ters deri tepkimelerine sebep olduğu 

rapor edilmektedir, bu yüzden atopik bireylerde dikkatle kullanılmalıdır. Ağızdan 

alındığında Echinacea’nın genellikle herhangi bir yan etkisi yoktur. Ancak, bazı 

insanlar kızarıklık, anaflaksi, ve yüksek astım (yaĢamı tehdit eden bir alerjik 

reaksiyon) gibi alerjik reaksiyonlar yaĢamaktadırlar. Klinik deneylerde sindirim 

sistemi ile ilgili yan etkiler daha yaygındır. Ġnsanların papatya ailesi içindeki 

bitkilerden yakup otu, kasımpatı, papatya ve kadife çiçeği içeren bitkilere alerjisi 

varsa, Echinacea‘ya alerjik tepki vermeleri daha olasıdır. Ayrıca astım veya atopi 

(alerjik reaksiyolara genetik eğilim) li insanların Echinacea alırken alerjik tepki 

göstermeleri de daha muhtemeldir  (Izzo ve Ernst, 2009). 
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2. TEORĠK ÇERÇEVE 

Sepsis, yaĢamı tehdit eden ciddi bir klinik durumdur ve yoğun bakım ünitelerindeki 

ölümlerin ana sebebi olmaya devam etmektedir. Patolojik sürecin karmaĢıklığından, 

kesin olarak belirlenmiĢ teĢhis edici iĢaretlerin eksikliğinden, etkilenen popülasyonun 

heterojenliğinden ve metodolojik ve etik doğanın sınırlamalarından dolayı insanlarda 

sepsis araĢtırması zordur. Yukarıdaki zorluklar gözönüne alındığında, değerli ve 

düĢük maliyetli bir araĢtırma aleti olan hayvan sepsis modelleri üretilmiĢtir. Bu 

bağlamda, bağıĢıklık sistemine farklı görüĢler getiren avantajlı niteliği ile balıklar 

yeni bir hayvan modeli olarak kullanılmaya çalıĢılmaktadır. Evrimsel ve fizyolojik 

olarak insanlara diğer hayvan modellerinden daha uzak olmasına rağmen, bazı balık 

türlerinin özgün özellikleri vivo’da beklenen etkileri açısından kimyasalların yüksek 

giripçıktılı ve büyük ölçekli görüntülenmesine izin vermektedir. Son zamanlarda 

balıklar bağıĢıklık birimi, kanser araĢtırmaları, endokrinoloji, nörobiyoloji, akuatik 

zehir bilim ve geliĢim biyolojisi alanlarında yaygın bir biçimde kullanılmaktadır. ġu 

anda balık, sayı olarak üçüncü laboratuar hayvan grubudur. Örneğin, zebra 

balıklarında hem gram-pozitif, hem de gram-negatif bakterilerle baĢarılı 

enfeksiyonlar gösterilmiĢtir. Enfeksiyonlar hem doğal balık patojenleri, hem de 

özgün insan patojenleri ile birlikte elde edilmektedir (O‘Callaghan ve Vergunst, 

2010; Vergunst, Meijer, Renshaw ve O'Callaghan, 2010). Ancak, Feng vd, (2009) 

formalin-killed ile uyarılmıĢ Atlantik morinası (tipik bir Aeromonas salmonicida) nın 

bağıĢıklık dokularındaki farklı biçimde ifade edilmiĢ genlerin analizi ve tanımlaması 

ile ilgili bir çalıĢma yapmıĢtır. Ayrıca, Awad (2010) gökkuĢağı alabalığındaki 

Aeromonas hydrophila enfeksiyonlarının kontrolü için bitki bazlı besinsel 

tamamlayıcılar üzerinde çalıĢmalar yapmıĢtır (Oncorhynchus mykiss Walbaum). 

DeğiĢik tıbbi bitkiler ve otlar ve/veya bunların karıĢımının mantar önleyici, anti 

bakteriyel, fizyolojik sistemleri (sindirim sitemi, bağıĢıklık sistemi) destekleyici, 

hormonal dengeyi sağlayıcı gibi özellikleri ve baĢka pek çok özellikleri olduğu 

bilinmektedir (Kolkovski ve Kolkovski, 2011). Modern tıpta muhtemel kullanımları 

önerildiğinden beri bitkisel immunostimülanları tanımlama konusunda artan bir ilgi 

oluĢmaktadır (Tiwari, Rastogi, Singh, Saraf, ve Vyas, 2004). Ġmmünostimülan, 
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savunma mekanizmaları veya bağıĢıklık tepkimelerini (hem nonspesifik hem de 

sprsifik) ilerleten ve böylece hayvanları hastalıklara ve dıĢ saldırılara karĢı daha 

dirençli hale getiren bir maddedir (Reverter, Bontemps, Lecchini, Banaigs ve Sasal, 

2014). Küresel olarak popüler bir bitkisel ilaç olan Echinacea purpurea (EP) 

hayvanlarda ve insanlarda farklı hastalıkları tedavi etmekte kullanılmıĢtır. Echinacea 

tedavisi çeĢitli sitokinler, lenfositler ve fagositoz aktivitesinde bir artıĢla 

sonuçlanmıĢtır (Sasagawa vd, 2006). Aly ve Mohamed (2010) Nil çipurası 

(Oreochromis niloticus) kullanarak Allium sativum ve E. purpurea’nın balık 

kültüründe immünostimülan olarak yeterliliğini ölçmek için bir çalıĢma yapmıĢlardır.  

Bu bağlamda, El-Sayed, El-Galil ve Rashied (2014), Ginseng ekstrakları, Echinacea 

ve antibiyotik ilavenin Nil çipurasının bağıĢıklık durumu ve büyüme performansı 

üzerindeki etkilerini ölçmüĢlerdir. Echinacea ilavesinin hastalık direnci üzerindeki 

etkileri Nil çipurası (Oreochromis niloticus) (Aly, Mohamed ve George 2008) ve 

gökkuĢağı alabalığı üzerinde çalıĢılmıĢtır (Oncorhynchus mykiss)  (Oskoii, Kohyani, 

Parseh, Salati ve Sadeghi, 2012).  

E. purpurea’nın balıklarda spesifik büyüme oranı (SGR), hayatta kalma oranı, 

bağıĢıklık enfeksiyonuna direnme, toplam ve diferansiyel akyuvar sayısı, nitroblue 

tetrazolium değerleri ve hematokrik ve lizozim aktivitesini artırdığı rapor edilmiĢtir 

(Aly vd, 2007, 2008; Aly ve Mohamed 2010). Bauer (1996),  E. purpurea ‗nın anten 

bölümlerinden alınan ekstraklar ve E. pallida, E. angustifolia ve E. purpurea’nın 

köklerinden alınan alkollü ekstraklarla bağlantılı farmolojik etkilerin vitro ve vivo 

delillerini ileri sürmüĢtür. Etkiler daha çok spesifik olmayan hücresel bağıĢıklık 

sisteminin glikoproteinler, polisakkaritler, alkilamidler ve kafeik asit türevleri 

tarafından düzenlenmesiyle bağlantılıdır. Oskoii, Kohyani, Parseh, Salati ve Sadeghi 

(2012), 0.5 g E. purpurea kg
-1‘deki E. purpurea uygulamasının gökkuĢağı sazan 

balıklarında büyüme belirtileri ve kan biyokimyasal ve hematolojik belirtilerinde 

pozitif etkileri olduğunu not etmiĢlerdir. ArtmıĢ NBT değerleri, 0.5 % Echinacea 

tedavisi ile beslenen shirbotta da Mesbah ve Mohammadian (2015) tarafından rapor 

edilmiĢtir. Ayrıca, vitroda farklı bağıĢıklık hücreleri (monositler, makrofajlar ve 

doğal öldürücü hücreler) Echinacea ekstrakları tarafından uyarılmıĢtır. (Bauer, 1999; 

Rininger, Kickner, Chigurupati, McLean ve Franck, 2000). 
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4. MATERYAL VE METOD 

3.1.  Deney Balıkları 

Sazan balığı (Cyprinus carpio) (ortalama vücut ağırlığı 3.54 ± 0.1 g) Kastamonu 

ilindeki ticari bir balık çiftliğinden temin edilmiĢtir (Turkey). Balıklar Balıkçılık 

Fakültesine nakledilmiĢ (Kastamonu Üniversitesi) ve 2 hafta süresince klimatize 

edilmiĢtir. Bütün sazan balıkları aklimasyon süresi boyunca günde üç defa beslenmiĢ  

ve aynı ticari diyeti almıĢtır. Sonrasında, balıklar rastgele olarak, bir tanesi kontrol 

grubu olmak üzere, üç eĢit gruba dağıtılmıĢtır (Fotoğraf 3.1) Her grup, 200-L 

akvaryumda stoklanan 20 balık eĢlemesinin iki kopyasından oluĢmuĢtur (Fotoğraf 

3.2). Deney süresince su dakikada 11.1 L akmıĢ, her akvaryuma havalandırma 

sağlanmıĢ ve suyun %20‘si günlük olarak değiĢtirilmiĢtir. 

 

Fotoğraf 3.1. Üç ayrı gruba rastgele balıkların dağıtılması 

 

Fotoğraf 3.2. 200 litrelik akvaryuma balıkların doldurulması 
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3.2.   Deney Tasarımı 

Bu çalıĢmada iki deney yapılmıĢtır. AraĢtırılan sazan balığı (8 aylık) aĢağıdaki 

gruplara göre rastgele belirlenmiĢtir: 

3.2.1. Deney 1 

Bu deneyin balıkları birinci, üçüncü ve yedinci günlerdeki enfeksiyonu takip eden 8 

saatte feda edilmiĢtir ve sazan balığını anestezi etmek için her galon suda 5-7 damla 

oranında Tricaine Methanesulfonate (MS-222) kullanılmıĢtır. (Fotoğraf 3.3).  

 

Fotoğraf 3.3. A. hydrophila ile aĢılama öncesinde Anestezi altındaki balıklar 

Besinsel uygulama sonunda, ilk gün bütün balıklara hydrophila (ATCC 20662) 

süspansiyonu (100 μL PBS içinde 1 × 108
 CFUs karıĢtırılmıĢ) intraperitoneal olarak 

enjekte edilmiĢtir (Fotoğraf 3.4). 

 

Fotoğraf 3.4. Patojen bakteri A. hydrophila'nın balıklara enjekte edilmesi 
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Bir hafta boyunca günde iki defa sazan balıklarına Flexible PTFE Disposable 

Feeding Needle ile oral doz yapılmıĢtır (Fotoğraf 3.5). 

 

Fotoğraf 3.5. Tek kullanımlık Esnek PTFE Besleme Ġğnesi 

Grup I: Kontrol Balıkları: 

Bu gruptaki balıklar, 100µl fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) ile sadece 7 gün boyunca 

ticari diyet ile beslenmiĢlerdir. 

Grup II: Deneysel Gruplar: 

Deneysel grup (I): Balıklar 24 mg E. purpurea ‗nın 100 µl metanol ekstraktlarıyla 

beslenmiĢtir. Sazan balığı bir hafta boyunca günde iki defa beslenmiĢtir.  

Deneysel grup (II): Balıklar 36 mg E. purpurea‘nın 100µl metanol ekstraktlarıyla 

beslenmiĢtir. Sazan balığı bir hafta boyunca günde iki defa beslenmiĢtir. 

3.2.2. Deney 2 

Sazan balığına 18 gün boyunca oral doz ile bitki materyali veriliyor (Fotoğraf 3.6). 

Diyetsel uygulama sonunda, yedinci günde A. hydrophila süspansiyonu (ATCC 

20662) (100 μL PBS içine 1 × 108 CFU karıĢtırılmıĢ olarak) bütün balıklara 

intraperitoneal olarak enjekte ediliyor. 
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Fotoğraf 3.6. Balığın Ağzına Besleme Ġğnesinin Sokulması 

Balıklara patojenik bakteri olan A. hydrophila enjekte edildikten beĢ gün sonra 

enfeksiyonun görülen bir ya da daha fazla tipik belirtisi kanama (çok ve düzensiz) ve 

iltihaplı yarıktan dıĢarı çıkmıĢ sero-hemorajik sıvılarla birlikte karında ĢiĢkinliktir. 

(Fotoğraf 3.7). Bu deneydeki balıklar 12, 15  ve 18  günde feda edilmektedir. 

   

Fotoğraf 3.7.Septisemik lezyonlardan muzdarip Doğal olarak enfekte olmuĢ sazan balığı. 
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Grup I: Kontrol Balıkları: 

Bu grubun balıkları 100 µl BPS‘lik ticari diyetle sadece 18 gün boyunca 

beslenmektedirler. 

Grup II: Deneysel Gruplar: 

Deneysel grup (I): Balıklara 24 mg E. purpurea‘nın 100 µl metanol ekstraktlarıyla 

ağızdan ilaç uygulanmaktadır. Sazan balığı 14 gün boyunca günde iki defa 

beslenmektedir.  

Deneysel grup (II): Balıklar 36 mg E. purpurea‘nın 100 µl metanol ekstraktıyla 

beslenmektedir. Sazan balığı 18 gün boyunca günde 2 defa beslenmektedir. 

3.3. Echinacea  purpurea Ekstratlarının Hazırlanması 

Echinacea türleri Aster ailesinin üyelerinden (Asteraceae veya Compositae) biri olan 

çiçekli bitkilerdir. Bu çalıĢmada, Kastamonu ilindeki (Türkiye) ticari bir Ģirketten 

elde edilen Echinacea‘nın yukarıda bahsedilen bölümleri kullanılmıĢtır. Pakravan, 

Hajimoradloo, ve Ghorbani (2012)‘ye göre, kurutulmuĢ numune ekstrakt küçük 

değiĢikliklerle uygulanmıĢtır. Kısaca, üç gün boyunca 1 L metanol ile birlikte 50 g 

numune (E. purpurea’nın üstteki zemin parçaları) süzgeçten geçirildi (40%), sonra 

Whatman No. 1 filtre kağıtlarını kullanarak filtrelendi (Fotoğraf 3.8). 

 

Fotoğraf 3.8. Filtre kağıdı kullanarak Filtrasyon 
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Ekstrakt çözeltisi, uygun bir filtre kağıdı (Whatman No. 1 filtre kağıtları) ile 

donatılmıĢ bir BÜchner hunisine aktarıldı ve Fotoğraf 3.9‘ da gösterildiği gibi, 

herhangi bir parçacıklı maddeyi uzaklaĢtırmak için vakum birimlerini kullanarak 

ekstrakt çözeltisini filtreledi (Fotoğraf 3.9). 

 

Fotoğraf 3.9. Büchner Hunisi kullanılarak oluĢturulan Filtrasyon Düzeneği 

Çözücü, su banyosunda (55°C‘de) döner buharlaĢtırıcı ile buharlaĢtırıldı (Buchi 

Rotavapor® R-100) (Fotoğraf 3.10) ve son olarak, konsantre karıĢım, kullanıma 

kadar depolanmak amacıyla, 50 ml iyonsuzlaĢtırılmıĢ ılık suda eritildi. Bu, ekstraktı 

oluĢturdu (Fotoğraf 3.11 ).  

  

Fotoğraf 3.10. Döner BuharlaĢtırıcı 
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Fotoğraf 3.11. Ekstraksiyon son Ürünü 

Bitki ekstrakt solüsyonunun tam miktarı fosfat tamponlu tuzlu su içinde dozajına 

göre (E. purpurea, 24 mg and 36 mg) sulandırıldı. Deneysel diyet kullanıma kadar 

−20 °C‘de depolandı (Fotoğraf 3.12). 

 

Fotoğraf 3.12. Bitki ekstrakt dozlarının Hazırlanması. 
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3.4.   Bakteryal Dozun Hazırlanması 

 

3.4.1. Triptik Soya Buyyon Hazırlanması 

Triptik soya buyyon, 7.5 gram triptik soya buyyon tozunun iyonsuzlaĢtırılmıĢ H2O 

ile 250 ml‘nin son hacminde karıĢtırılmasıyla hazırlandı (Fotoğraf 3.13).  

 

Fotoğraf 3.13. Triptik soya buyyon tozunun istenen ağırlıklarda Hazırlanması 

KarıĢım kaĢıkla karıĢtırıldı ve otoklavlama öncesi toz tamamen çözülene kadar 

kaynatıldı (Fotoğraf 3.14). Ardından, 15 dakika boyunca 121ºC‘de otoklavlayarak 

sterilize edildi. Kullanımdan önce buyyonun oda sıcaklığına gelene kadar soğuması 

sağlanmalıdır. 

 

Fotoğraf 3.14. Triptik soya buyyonun Hazırlanması 
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3.4.2. Triptik Soya Agar Hazırlanması 

Triptik soya agar (TSA) 10 gram triptik soya agar tozunun iyonsuzlaĢtırılmıĢ H2O ile 

250 ml‘nin son hacminde karıĢtırılmasıyla hazırlandı (Fotoğraf 3.15). 

 

Fotoğraf 3.15. Triptik soya Agar tozunun istenen ağırlıklarda Hazırlanması 

KarıĢım kaĢıkla karıĢtırıldı ve otoklavlama öncesi toz tamamen çözülene kadar 

kaynatıldı (Fotoğraf 3.16). 

 

Fotoğraf 3.16. Triptik Soya Agar‘ın Hazırlanması 
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Sonra 15 dakika boyunca 121 ºC‘de otoklavlayarak sterilize edildi (Fotoğraf 3.17). 

Otoklavlamanın hemen sonrasında 45 ila 50 C su banyosunda soğuması sağlandı.  

 

Fotoğraf 3.17. Triptik Soya Agar‘ın Otoklavlanması 

Yeni hazırlanan madde, plastik düz tabanlı petri kutularına aynı hizada ve yatay 

yüzeyde, kutu yarısına kadar agarla doldurulacak Ģekilde dökülür. Agar mddesinin oda 

sıcaklığında soğuması sağlanır (Fotoğraf 3.18).  

   

Fotoğraf 3.18. Tripton Soya Agar‘ın petri kutularına boĢaltılması 
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3.4.3. Bakteri Kültürü ve Bakteri Uyarım Deneyleri 

Uyum sağlama sonrasında, sazan balığı, kültür koleksiyonumuzda -80 ºC’de gliserin 

buyyonu içinde muhafaza edilen A. hydrophila ile karĢılaĢır. A. hydrophila tripton 

soya agar üzerinde kültürlenmiĢ ve tripton soya buyyon içinde hasat edilmiĢtir 

(Fotoğraf 3.19).  

    

 Fotoğraf 3.19 Çizgili A. hydrophila' nın tripton Soya Agar petri kutularına dökülmesi ve 

tripton Soya Agar içerisindeki A. hydrophila kolonileri 

Buyyon,  bir gece boyunca 20 ºC‘de bir çalkalayıcı içinde 12 saatliğine kuluçkaya 

yatırıldı ve 4 ºC‘de 5 dakikalığına 1800 rpm‘de santrifüjlendi; üst faz atıldı ve 

bakteriyel pellet PBS (pH 7.2) ile homojenize edilmiĢ ve santrifüjlenmiĢ üç döngü ile 

yıkandı (Fotoğraf 3.20).   
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Fotoğraf 3.20. Tripton soya buyyon içine Bakterilerin Ekimi 

Pellet steril PBS içinde tekrar bekletildi ve sonra süspansiyonu McFarland No -0.5 

turbiditeyle eĢleĢmesi için ayarlayarak 108
 CFU/ml içeren aĢı maddesi hazırlandı 

(Fotoğraf 3.21). 

A B 

C D 
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Fotoğraf 3.21. 0,5 McFarland çözeltisine eklenen 1x108 CFU ml-1 içeren  inoklum 

ÇalıĢma boyunca sabit bir inoklum sağlamak için, -80 ºC‘de 0.85% (w/v) NaCl ve 

20% (v/v) gliserin ile birlikte tripton soya buyyon (Himedia) içinde stok kültürü 

depolandı (Chabot ve  Thune, 1991) (Fotoğraf 3.22). 

 

Fotoğraf 3.22. Aeromonas hydrophila‘nın Stok Kültürü. 

3.5.  Numune Toplama 

Tüm deneyler 2 tekrarlamada (her tekrarda 8), rastgele blok düzeni içinde 

gerçekleĢtirildi. Balıklar, içinde su olan geniĢ ağızlı kaba alındı, sonra öldürüldü ve 

Secombes‘a göre baĢ - böbrek balıktan ayrıldı (1990). Biswas vd, (2013) a göre, 

küçük değiĢikliklerle (Braun-Nesje, Kaplan, ve Seljelid,1982), baĢ - böbrek ventral 
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bir kesikle parçalara ayrıldı, aseptik olarak çıkarıldı ve 1.5 ml RPMI-1640 ortama 

aktarıldı (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) (Fotoğraf 3.23).  

     

    

Fotoğraf 3.23. Numune toplama. A. Balığı kesme. B. Karın bölgesinden açma. C.  

Enfeksiyonlu balıktan baĢ - böbrek dokusunu çıkarma. D. RPMI-1640 
ortama aktarılan baĢ - böbrek. Balığın kesilmesi ve Vent Bölümünün 
Açılması 

BaĢ - böbrekler toplandı ve naylon ağ aracılığıyla sıkıĢtırıldı (Φ100 μm; Becton, 

Dickinson and Company, NJ, USA), Hank's Balanced Salt Solüsyon ile iyice yıkandı 

(HBSS) ve 1% solution of 10,000 g ml˗1 streptomycin+ 10,000 U ml˗1 penicillin ve 

5% fetal bovine serum (FBS; Invitrogen) ile takviye edildi. Solüsyonun son hacmi 

falkon tüp içinde 3 ml‘dir. BaĢ böbrek hücresi süspansiyonları santrifüjde 4°C‘de 3 

dakika boyunca 1800 rpm‘de peletlenmiĢtir (Fotoğraf 3.24). 

A B 

C D 
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Fotoğraf 3.24. Numunelerin hazırlanması. A. BaĢ böbreğin naylon ağa aktarılması B. BaĢ 
böbreğe baskı yapılması ve 100 μm naylon ağdan geçirilmesi C. Hücre 
süspansiyonu oluĢturmak için baĢ böbreğin ezilerek yumuĢatılması D. BaĢ 
böbrek hücre süspansiyonunun santrifüj yapılması. 

Santrifüj yapıldıktan sonra Pasteur pipeti kullanılarak üst faz toplandı ve 15 ml‘lik 

falkon tüpe aktarıldı. Sonra topak tekrar aynı solüsyonda bekletildi ve direk olarak 

NBT‘yi tahlil etmek için kullanıldı (Fotoğraf 3.25). 

A B 

C D 
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Fotoğraf 3.25. NBT‘yi tahlil etmek için hücre topağı hazırlanması.  A. Hücre 
pelletinin homojenize edilmesi   B. Hücre pelleti. 

3.6.   Ayıraçların Hazırlanması 
 

3.6.1. NBT Stok Solüsyonunun Hazırlanması 

10 ml‘lik iyonsuzlaĢtırılmıĢ suda 1 NBT tablotu çözülerek NBT stok solüsyonu 

hazırlanır. Sonra mikrofilter ile filtreleme yapılır (Fotoğraf 3.26). 

       

Fotoğraf 3.26. A. Microfilter kullanılarak NBT stok Solüsyonunun hazırlanması. B. 

Tablet of NBT. NBT Stok Solüsyonunun hazırlanması. 

 

 

 

A B 

A B 
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3.6.2. Fosfat Tamponlu Tuzlu Suyun Hazırlanması 

200 ml‘lik iyonsuzlaĢtırılmıĢ suda bir tablot eritilerek Fosfat Tamponlu Tuzlu Suyun 

hazırlandı ve 25ºC‘de 0.01 M fosfat tampon, 0.0027 M potasyum klorür ve 0.137 M 

sodyum klorür, pH 7.4 üretildi (Fotoğraf 3.27). 

 

Fotoğraf 3.27. Fosfat tamponlu tuzlu suyun hazırlanması 

3.6.3. Lizozim Stok Solüsyonunun hazırlanması 

Kısaca, stok solüsyonları yeterli miktarda toz Micrococcus lysodeikticus bakteriyel 

hücreleri (0.02 g) 100 ml son hacimde Fosfat Tamponlu Tuzlu Suyun ile eritilerek 

hazırlandı. Daha sonra stok solüsyonu 15 dakika süresince 121 
o
C‘de otoklavlanarak 

siterilize edildi ve 4 °C‘de saklandı (Fotoğraf 3.28). 

 

Fotoğraf 3.28. Lizozim Stok Solüsyonunun hazırlanması 
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3.7.1. Miyeloperoksidaz Stok Solüsyonunun hazırlanması 

Ġlk aĢamada, 100 ml distile suyun içinde bir tablot fosfat sitrat eritildi (Fotoğraf 

3.29). TMB substrat solüsyon – Dissolve one 3,3',5,5'–Tetra-methylbenzidine 

dihydrochloride tablot in 10 ml of 0.05 M Phosphate-Citrate Buffer, pH 5.0. 

 

Fotoğraf 3.29. TMB Hapı 

3.7.  Metod and Yöntem 

 

3.7.1. Nitroblue tetrazolium (NBT) Ġndirgeme Ölçümü  

Genel Protokol: Her ne kadar tamamen O  2‘ye özgü olmasa da, NBT‘nin çözülemez 

mavi formazana azaltılması süperoksit üretimi için bir araĢtırma olarak kullanılmıĢtır 

( Mun˜oz  vd, 2000). Biswas vd, (2013)‘a göre, çok az bir değiĢiklikle, her 

numuneden ayrılan HK  hücreleri (1 × 108
 cells ml -1) 96-hazne plakasında 

haznelerde 100 µL‘de tohumlandı ( Nunc A/S, Roskilde, Denmark ). Canlı fagositik 

hücreler 50 µL NBT solüsyonuyla uyarıldı ve 1 saat süresince 25 ºC‘de kuluçkalandı 

(CO2 Incubator Nuve EC 160). PBS ile yıkayarak yapıĢmamıĢ hücreleri giderdikten 

sonra, hücrelerin yaklaĢık 15 dakika süresince oda sıcaklığında metanol %100 ile 

tutturulmasına imkan verilir ve açık havada kurutulur. Üretilen formazan 140 µL  

dimetilsülfoksit (DMSO; Sigma-Aldrich) ve 120 µL 2 M potasyum hidroksit (KOH; 

Wako, Tokyo, Japan) ekleyerek çözündürülür (Fotoğraf 3.30). Ardından, solüsyonun 

optikal yoğunluğu mikroplaka fotoğraf makinası kullanılarak 620 nm‘de ölçülür 

(Multiskan GO, Thermo Scientific, Fotoğraf 3.31). KOH ve DMSO boĢ kullanılır. 
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Fotoğraf 3.30. Nitroblue tetrezolium (NBT) azaltılma analizi. A. NBT        

solüsyonları düz tabanlı 96-hazne plağa eklenir. B. NBT 

solüsyonu azaltma analizi. C. NBT tahlilinde 96-hazne plaka 
kullanıldı, Solunum patlaması aktivitesi deneyinin son bölümü. 

 

Fotoğraf 3 .31.  Thermo Scientific™ Multiskan™ GO Mikro plaka okuyucu Spektrometre. 

3.7.2. Lizozim Aktivite Ölçümü 

Genel protokol: Micrococcus lysodeikticus  bakteriyel hücreler kullanarak 

gerçekleĢtirdiğimiz lizozim testi lizozim için bir alt yapıdır. M. lysodeikticus  

A B 

C 
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hücrelerinin bir süspansiyonu az miktarda HK üst fazı ile karıĢtırıldı. Hk üst fazında 

mevcut bulunan lizozim, hücre duvarlarını aĢındırır. Enzim süspansiyonda rol aldığı 

için, süspansiyonun türbiditesi ve dolayısıyla numunenin emilimi azalacaktır. 

Turbiditedeki düĢüĢ oranı numunede mevcut olan lizozim miktarının nispi ölçütü 

olacaktır. Ne kadar çok lizozom bulunursa tepkime o kadar hızlı gerçekleĢecek ve 

emilim  o kadar hızlı düĢecektir. Numunedeki lizozom aktivitesi  spektrometre 

kullanılarak ölçülmüĢtür. Kısaca, 200 µL bakteriyel süspansiyona 100 μl HK üst faz 

pipet düz tabanlı 96-hazne mikrotitte plakada eklenmiĢtir. Sonrasında, emilim düĢüĢü 

spektrometrede 540 nm‘de 0, 15, 30, 45 ve 60 dakikalık aralarla kaydedilmiĢtir 

(Multiskan GO, Thermo Scientific) (Fotoğraf 3.32). Bakteriyel süspansiyon ve 200 

µL PBS ve 100 µL bakteriyel süspansiyonu boĢ kullanmak, bir birim lizozom 

aktivitesi 0.001/min‘in emiliminde düĢüĢ olarak tanımlanmıĢtır (Bilen vd, 2014). 

 

      

Fotoğraf 3.32. Lizozom aktivitesi tahlili. A. Numuneleri düz tabanlı 96-hazneli mikrotitre 
plakara eklemek. B. Lizozom tahlil solüsyonlarını düz tabanlı 96 – hazneli 

mikrotitre plakalarına eklemek. C. Lizozom aktivitesi deneyinin son bölümü. 
200 µL bakteriyel süspansiyonu düz tabanlı 96 – hazneli mikrotitre plakasına 
eklemek. 

A 

B 
C 
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3.7.3. Miyeloperoksidaz Aktivite Ölçümü 

Genel Protokol: 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin (TMB), peroksidaz enzimler tarafından 

hidrojen peroksitin suya indirgenmesi için bir hidrojen donör olarak rol oynayan 

peroksidaz alt tabakadır. Alt tabaka, soluk mavi renkte ve 370 veya 620-650 nm‘de  

spektrometrik olarak okunabilen çözünür bir ürün üretir (Sokolov vd, 2015). TMB 

tepkimesi 2 M H2SO4 ile belki durdurulabilir (sarı renkle sonuçlanarak), ve 450 

nm‘de okunabilir. Numunede mevcut bulunan toplam miyeloperoksidaz miktarı, çok 

az bir değiĢiklikle, Sahoo, Kumari, ve Mishra (2005)‘a göre ölçülmüĢtür. Bunun için, 

10 μl lökosit üst faz 90 μl Ca+
2
 and Mg+

2
 free Hanks' Balanced Salt Solution ile 

düz tabanlı 96-hazneli mikrotitre plakasında seyreltilmiĢtir. Sonra, 35 μl of 20 

mM 3,3',5,5'- tetrametilbenzidin hidroklorür and 35 μl of 5 mM H2O2 eklenmiĢtir 

(her iki peroksidaz üst fazı). Renk tepkimeyi değiĢtirmiĢ, ve tepkime emilimdeki 

artıĢı ölçme yoluyla kinetik olarak takip edilmiĢtir (Multiskan GO, Thermo 

Scientific). Tepkime hızı UI olarak belirlenmiĢ, 0.5 ml tepkime karıĢımı için 

emilimde dakikada 0.001 artıĢ üretmek için gerekli enzim miktarı olarak 

tanımlanmıĢtır (ΔΑ 450/min /ml) (Fotoğraf 3.33). 35 μl of 5 mM H2O2‘ ve 90 μl of 

HBSS, 35 μl of 20 mM 3,3',5,5'- tetrametilbenzidin hidroklörür boĢ kullanılır. 

     

Fotoğraf 3.33. Miyeloperoksidaz aktivite tahlili. A. Numunelerin düz tabanlı 96 – 

hazneli miktotitre plakalara eklenmesi B. Miyeloperoksidaz aktivite 

tahlilinin son bölümü, 5 mM H2O2‘nun eklenmesi.  

 

A B 
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4. BULGULAR  

4.1.   Deney –I 

Bu deneyin balıkları birinci, üçüncü ve yedinci günde enfeksiyonu takip eden 8 

saatte feda edildiler. 

4.1.1. Lizozim Aktivitesi  

Bu çalıĢmada lizozim aktivitesi (LA) Tablo 4.1.‘de özetlenmiĢtir. Bu sonuçlara göre, 

çalıĢmanın ilk örnekleme zamanı olan 0. günün sonunda 24 mg E. purpurea ile 

beslenen gruptaki balıkların lizozim aktivitesi önemli bir düĢüĢ gösterirken, 36 mg E. 

purpurea ile beslenen gruptaki balıklar kontrol grubu balıkları ile kıyaslandığında 

kayda değer bir değiĢiklik göstermemiĢlerdir. Diğer taraftan, çalıĢmanın üçüncü 

gününde iki rakip gruptaki LA aktivitesi kontrol grubu ile kıyaslandığında önemli 

ölçüde artmıĢtır (P <0.05). 24 mg E. purpurea ile beslenen enfeksiyonlu grubun LA 

değerleri 36 mg E. purpurea ile beslenen grubunkinden daha yüksektir.  Aynı Ģekilde 

7. günün sonunda kontrol grubu ile kıyaslandığında iki rakip grupta da sazan 

balıklarının LA‘nde büyük bir artıĢ (P <0.05 fark edilmiĢtir. Diğer taraftan, 

kontrollerde en yüksek LA değerleri 0. günde kaydedilmiĢ (0.94±0.09), bunu 3 

günlük veriler takip etmiĢtir  (0.24±0.02). En düĢük değerler ise 7 gün sonunda 

kaydedilmiĢtir (0.17±0.02) (Grafik 4.1). Ancak, en yüksek LA değeri 24 mg E. 

purpurea’nın kullanımını takip eden 3. günde ortaya çıkmıĢ (0.86±0.07), bunu pek 

önemli değiĢiklik olmadan 0. gün takip etmiĢtir (0.83±0.05). En düĢük değerler ise, 0 

ve 3 gün ile kıyaslandığında önemli değiĢiklik göstererek, 7. gün sonunda 

kaydedilmiĢtir (0.43±0.02) (Grafik 4.2). Ayrıca, 36 mg E. purpurea‘nın kullanımını 

takip eden en yüksek LA değeri 0. günde ortaya çıkmıĢ (0.88±0.05), bunu önemli 

değiĢiklik olmaksızın 3. gün takip etmiĢtir (0.84±0.05). En düĢük değerler ise önemli 

düĢüĢle birlikte 7. günün sonunda kaydedilmiĢtir (Grafik 4.3). 
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Tablo 4.1. A.hydrophila ile immune edilmiş Sazan balığının baş böbrek lökositlerince 
üretilen LA. 

Gruplar
 ÇalıĢma günleri 

0 gün 3 gün 7 gün 

Kontrol  0.94±0.09
aA 

0.24±0.02
aB 

0.17±0.02
aC

 

24 mg 0.83±0.05
bA 

0.86±0.07
bA 

0.43±0.02
bB 

36 mg 0.88±0.05
aA 

0.84±0.05
bA 

0.43±0.06
bB 

Deney 1‘deki değiĢik grupların lizozim aktivitesi. Küçük harf gruplar arası farklılıkları, 
büyük harf ise aynı grubun çalıĢma günleri arasındaki farklılıkları göstermektedir. 

 

Grafik 4.1. Gün süreyle Fosfat Tamponlu Tuz Çözeltisi ile beslenen Sazan    

Balıklarının Lizozim Aktivitesi. 

 

Grafik 4.2. Gün süreyle 24 mg E. purpurea ile beslenen Sazan Balıklarının Lizozim 
Aktivitesi. 
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Grafik 4.3. Gün süreyle 36 mg E. purpurea ile beslenen Sazan Balıklarının Lizozim 
Aktivitesi.  
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4.1.2. Solunumsal Patlama Aktivitesi 

Solunumsal Patlama aktivite sonuçları Tablo (4.2)‘de gösterilmektedir. Bu sonuçlara 

göre, 0 günün sonunda 24 mg E. purpurea ile beslenen balık grubunda balıkların 

NBT aktivitesi önemli bir artıĢ  gösterirken, 36 mg E. purpurea ile tedavi edilen 

balık grubunun NBT aktivitesi 24 mg E. purpurea ile beslenen balık grubundan daha 

düĢüktür ancak kontrol grubundaki balıklarla kıyaslandığında önemli ölçüde 

artmıĢtır. Ayrıca, çalıĢmanın ikinci numune alma zamanı olan üçüncü gün, NBT 

değerleri, kontrol grubu balıklarıyla kıyaslandığında tüm karĢılaĢan gruplarda önemli 

ölçüde artmıĢtır. 24 mg E. purpurea ile beslenen enfeksiyonlu grubun NBT değerleri 

36 mg E. purpurea ile takviye edilen enfeksiyonlu grubun değerlerinden daha 

yüksektir. Ancak 7 günün sonunda, kontrol grubu balıkları ile kıyaslandığında, 24 

mg E. Purpurea ile beslenen grubun solunum patlama aktivitesinde önemli olmayan 

değiĢiklikler görüldüğü kaydedilmiĢtir. Bu arada, kontrol grubu balıklarının aynı 

bilgileri ile kıyaslandığında, 36 mg E. purpurea ile beslenen balıkların solunum 

patlama aktivitesinde önemli bir düĢüĢ gözlemlenmiĢtir. Diğer taraftan, en yüksek 

NBT değeri 7 gün sonra kaydedilmiĢtir (0.86±0.30), bunu da 3 günlük veri 

(0.50±0.22) takip etmektedir. En düĢük değerler ise 0 gün sonra kaydedilmiĢtir 

(0.44±0.40) (Grafik 4.4). Benzer Ģekilde, 24 mg E. purpurea’nın kullanımından 

sonraki en yüksek NBT değeri 3. günde ortaya çıkmıĢtır (1.14±0.19) ve bu değeri 0. 

gün takip etmektedir (0.90±0.23). En düĢük değerler ise ikisinde de önemli ölçüde 

düĢüĢle (0.82±0.14) 7 gün sonra görülmüĢtür (Grafik 4.5). Ayrıca, 36 mg E. 

purpurea‘nın kullanımını takip eden en yüksek NBT değeri 3. günde ortaya çıkmıĢtır 

(0.98±0.24), onu 0. günde ortaya çıkan değerler takip etmektedir (0.76±0.16), en 

düĢük değerler ise 7 gün sonra her ikisinde de önemli ölçüde düĢüĢ göstererek 

(0.67±0.14) ortaya çıkmıĢtır (Grafik 4.6).  

Tablo 4.2. A. hydrophila ile immune edilmiş Sazan Balığı’nın baş böbrek lökositleri 
tarafından solunumsal patlama aktivitesi üretimi. 

Gruplar
 ÇalıĢma Günleri 

0 gün 3 gün 7 gün 

Control 0.44±0.40aA 0.50±0.22aA 0.86±0.30aB 

24 mg 0.90±0.23bA 1.14±0.19bB 0.82±0.14aA 

36 mg 0.76±0.16bA 0.98±0.24cB 0.67±0.14bA 
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Grafik 4.4. Gün süreyle Fosfat Tamponlu Tuz Çözeltisi ile beslenen Sazan Balıklarının 
NBT Aktivitesi. 

 

Grafik 4.5. Gün süreyle 24 mg E. purpurea ile beslenen Sazan Balıklarının NBT Aktivitesi. 

 

Grafik 4.6. Gün süreyle 36 mg E. purpurea ile beslenen Sazan Balıklarının NBT Aktivitesi. 
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4.1.3. Miyeloperoksidoz Aktivite 

 

Tablo (4.3) Deney 1‘deki miyeloperoksidoz aktiviteyi (MPO) göstermektedir. 0. 

gündeki enfeksiyonu takip eden 7 saatte 24 mg E. purpurea  verilmiĢ grupta kontrol 

grubu ile kıyaslandğında MPO aktivitesi önemli ölçüde artarken (P <0.05), 36 mg E. 

purpurea verilen grubun MPO aktivitelerinde önemli değiĢiklik kaydedilmemiĢtir. 

Diğer taraftan, çalıĢmanın 3. gününde farklı tedavi grupları arasındaki MPO 

aktivitesi artmıĢ ve en yüksek değer 36 mg E. purpurea ile tedavi edilen grupta 

bulunmuĢtur. Ancak kontrol grubu ile kıyaslandığında kayda değer bir artıĢ 

göstermemiĢlerdir. Ancak, enfeksiyondan 7 gün sonra, 24 mg E. purpurea ile tedavi 

edilen gruptaki MPO aktivitesinde önemli bir artıĢ (P <0.05) gözlenirken, kontrol 

grubu ile kıyaslandığında 36 mg E. purpurea ile tedavi edilen grupta kayda değer 

olmayan değiĢiklikler (P <0.05) gözlenmiĢtir. Bununla birlikte, kontrollerde en 

yüksek MPO değerleri 3 gün sonra kaydedilmiĢ (1954±90.56) ve 7. günde 

kaydedilen en düĢük değerle oldukça yüksek farklılıklar göstermiĢtir (17.13±4.42) 

(Grafik 4.7). Benzer Ģekilde, 24 mg E. purpurea’nın kullanımını takip eden en 

yüksek MPO değeri 3 günde ortaya çıkmıĢ (886.917±30), bunu önemli bir düĢüĢle 0. 

gün takip etmiĢ (462±142), en düĢük değerlerse 7 gün sonra kaydedilmiĢtir 

(26.79±8.1) (Grafik 4.8). Ayrıca, 36 mg E. purpurea‘nın kullanımını takiben en 

yüksek MPO değeri 3. günde ortaya çıkmıĢ (929.18±38), bunu büyük bir düĢüĢle 0. 

gün takip etmiĢ (201.10±11), en düĢük değerlerse 7 gün sonra kaydedilmiĢtir 

(18.61±5.50) (Grafik 4.8).  

Tablo 4.3. A. hydrophila ile immunize edilmiş Sazan balığının baş-böbrek lökositleri 
tarafından üretilen MPO aktivitesi. 

Gruplar
 ÇalıĢma günleri 

0 gün 3 gün 7 gün 

Control 119.06±39.6
aA 1954±90.56

aB 
17.13±4.42

aC 

24 mg 462±142bA 
886.91±30 bB 

26.79±8.1
bC 

36 mg 201.10±11aA 
929.18±38bB 

18.61±5.50
aC 

Deney 1‘deki değiĢik grupların MPO aktivitesi. Küçük harf gruplar arası farklılığı, büyük 
harf aynı grubun çalıĢma günleri arasındaki farklılığı göstermektedir. 
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Grafik 4.7. Gün süreyle Fosfat Tamponlu Tuz Çözeltisi ile beslenen Sazan Balıklarının 
Miyeloperoksidaz (MPO) içeriği. 

 

Grafik 4.8. Gün süreyle 24 mg E. purpurea  ile beslenen Sazan Balıklarının 

Miyeloperoksidaz (MPO) içeriği. 

 

Grafik 4.9. Gün süreyle 36 mg E. purpurea  ile beslenen Sazan Balıklarının  
Miyeloperoksidaz (MPO) içeriği. 
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4.2.  Deney –II 

7 günlük besleme denemesinden sonra balıklar A. hydrophila ile aĢılanır ve beĢ gün 

sonra hematoljik parametreler üzerinde çalıĢılır. 

4.2.1. Lizozim Aktivitesi  

 

LA aktivitesi sonuçları Tablo (4.4)‘de gösterilmektedir. Bu sonuçlara gore, 12 günün 

sonunda, 36 mg E. purpurea ile tedavi edilen grupla kıyaslandığında,  24 mg E. 

purpurea ile tedavi edilen grupta lizozim aktivitesi artmıĢtır; ancak kontrol grubu ile 

kıyaslandığında iki grup da istatistiksel olarak kayda değer bir değiĢiklik 

göstermemiĢtir. Yine 15 günün sonunda, kontrol grubu ile kıyaslandığında, tedavi 

edilen hiçbir grubun lizozim aktivitesinde istatistiksel bir farklılık bulunmamaktadır 

(P <0.05). Kontrol grubu ile kıyaslandığında, 18 gün sonunda tedavi edilen tüm 

gruplardaki lizozim aktivitesinde benzer bir durum kaydedilmiĢtir. Diğer taraftan,  

kontrollerde en yüksek LA değeri 12 günde kaydedilmiĢ (0.89±0.08), bu değeri 15 

gün verileri takip etmiĢ (0.21±0.02), en düĢük değerler ise 18 gün sonunda 

kaydedilmiĢtir (0.16±0.03) (Grafik 4.10). Benzer Ģekilde, 24 mg E. purpurea‘nın 

kullanımını takip eden en yüksek LA değeri 12 günde açığa çıkmıĢ,  (0.92±0.04), 

bunu 15 gün takip etmiĢ (0.22±0.03), en yüksek değerler ise 18 gün sonrasında 

alınmıĢtır (0.15±0.03). 12 gün grubu ile kıyaslandığında diğer ikisinde de kayda 

değer düĢüĢ gözlenmiĢtir (Grafik 4.11). Ayrıca, 36 mg E. purpurea‘nın kullanımını 

takip eden en yüksek LA değeri 12. günde açığa çıkmıĢ (0.80±0.09), bunu 15. gün 

takip etmiĢ (0.21±0.01), en düĢük değerler ise 18. gün sonunda ortaya çıkmıĢtır 

(0.15±0.02), 12 gün grubu ile kıyaslandığında diğer ikisinde de kayda değer bir 

düĢüĢ gözlenmiĢtir (Grafik 4.12).   

`Tablo 4.4. A.hydrophila ile immunize edilmiş Sazan balığının baş- böbrek lökositlerince 
üretilen LA. 

Gruplar
 ÇalıĢma günleri 

12 gün 15 gün 18 gün 

Kontrol 0.89±0.08
aA 

0.21±0.02
aB 

0.16±0.03
aB 

24 mg 0.92±0.04
aA 

0.22±0.03
aB 

0.15±0.03
aB 

36 mg 0.80±0.09
aA 

0.21±0.01
aB 

0.15±0.02
aB 
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Grafik 4.10. Gün süreyle Fosfat Tamponlu Tuz Çözeltisi ile beslenen Sazan Balıklarının 
Lizozim Aktivitesi. 

 

Grafik 4.11. Gün süreyle 24 mg E. purpurea ile beslenen Sazan Balıklarının Lizozim 
Aktivitesi. 

 

Grafik 4.12. Gün süreyle 36 mg E. purpurea ile beslenen Sazan Balıklarının Lizozim 
Aktivitesi. 
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4.2.2. Solunumsal Patlama Deneyi 

Bu çalıĢmadaki NBT aktivitesi Tablo 4.5‘de özetlenmiĢtir. Bu sonuçlara göre, 12 gün 

sonunda balıkların NBT değerleri  24 mg E. purpurea ile beslenen grupta kayda 

değer bir artıĢ gösterirken, 36 mg E. purpurea ile tedavi edilen balık grubundaki 

NBT değerleri 24 mg E. purpurea ile beslenen grubunkinden daha düĢüktür ancak 

kontrol balıkları ile kıyaslandığında kayda değer bir artıĢ gözlenmiĢtir (P <0.05). 

Yine 15. gün sonunda, kontrol balık grubu ile kıyaslandığında, iki rakip grup (24mg 

and 36 mg)‘daki NBT‘de kayda değer bir artıĢ söz konusudur. 24 mg E. purpurea ile 

beslenen aĢılanmıĢ grubun NBT değerleri 36 mg E. purpurea ile beslenen aĢılanmıĢ 

grubun NBT değerlerinden daha yüksektir. Diğer taraftan, kontrol balıkları ile 

kıyaslandığında, 24 mg E. purpurea ile beslenen grubun 18 günün sonunda 

solunumsal patlama aktivitesinde kayda değer bir artıĢ (P <0.05) kaydedilirken, 36 

mg E. purpurea ile beslenen balıkların solunumsal patlama aktivitesinde kayda değer 

bir değiĢiklik (P <0.05) gözlenmemiĢtir. Diğer taraftan, kontrollerde en yüksek NBT 

değeri 18. gün sonunda kaydedilmiĢ (0.91 ± 0.28), ardından 15. gün verileri gelmiĢ 

(0.49 ± 0.14), en düĢük değerler ise 12. gün sonunda kaydedilmiĢtir (0.34 ± 0.41) 

(Grafik 4.13). Ancak, 24 mg E. purpurea‘nın kullanımını takiben en yüksek NBT 

değeri 15. günde açığa çıkmıĢ (1.54 ± 0.32), bunu 18. gün takip etmiĢ (1.17 ± 0.45), 

en düĢük değerler ise 12. gün sonunda kaydedilmiĢtir (1.09 ± 0.42), her ikisinin de 

kayda değer bir farklılığı yoktur (Grafik 4.14). Ayrıca, 36 mg E. purpurea’nın 

kullanımını takip eden en yüksek NBT değeri 15 günde açığa çıkmıĢ (1.35 ± 0.26), 

bunu 18 gün izlemiĢ (0.96 ± 0.16), en düĢük değerler ise 12 gün sonunda 

kaydedilmiĢtir (0.63 ± 0.16) (Grafik 4.15).  
 

Tablo 4.5. A. hydrophila ile aşılanan Sazan balığının baş – böbrek lökositlerinin solunumsal  
                 patlama aktivitesi üretimi. 
 

Gruplar
 ÇalıĢma günleri 

12 gün 15 gün 18 gün 

Control 0.34 ± 0.41aA 0.49 ± 0.14aB 0.91 ± 0.28aC 

24 mg 1.09 ± 0.42bA 1.54 ± 0.32bB 1.17 ± 0.45bA 

36 mg 0.63 ± 0.16cA 1.35 ± 0.26cB 0.96 ± 0.16aC 

Deney 2‘deki farklı grupların NBT aktivitesi. Küçük harf gruplar arası farklılıkları, büyük 
harf aynı grubun çalıĢma günleri arasındaki farklılığı göstermektedir. 
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Grafik 4.13. Gün süreyle Fosfat Tamponlu Tuz Çözeltisi ile beslenen Sazan Balıklarının 
NBT Aktivitesi. 

 

Grafik 4.14. Gün süreyle 24 mg E. Purpurea ile beslenen Sazan Balıklarının NBT Aktivitesi. 

 

Grafik 4.15. Gün süreyle 36 mg E. Purpurea ile beslenen Sazan Balıklarının NBT Aktivitesi. 
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4.2.3. Miyeloperoksidaz Aktivite 

MPO aktivitesi sonuçları Tablo (4.6)‘da gösterilmektedir. Bu sonuçlara göre, 12 

günlük besleme deneyinin sonunda, kontrol grubu ile kıyaslandığında,  24 mg E. 

purpurea ile tedavi edilen grupların MPO aktivitesinde kayda değer bir artıĢ 

gösterilirken, 36 mg E. purpurea ile tedavi edilen grupta önemli bir düĢüĢ 

gözlenmiĢtir. AĢılamadan 15 gün sonra, kontrol grubu ile kıyaslandığında, tedavi 

edilen tüm grupların MPO aktivitesinde kayda değer bir düĢüĢ gözlenmiĢtir, ancak 

deney grupları arasında, en yüksek MPO aktivite seviyesi 24 mg E. purpurea ile 

tedavi edilen grupta kaydedilmiĢtir. Diğer taraftan, 18 gün besleme deneyinin 

sonunda,  kontrol sazan balıkları ile kıyaslandığında,  24 mg E. purpurea ile tedavi 

edilen grubun MPO seviyelerinde kayda değer bir artıĢ gözlenirken, 36 mg E. 

purpurea ile beslenen grupta önemli ölçüde bir düĢüĢ (P <0.05)  gözlenmiĢtir. 

Bununla birlikte, kontrollerde en yüksek MPO değeri 15 günün sonunda kaydedilmiĢ 

(1377±558) ve 18. günde kaydedilen en düĢük değerlerle oldukça yüksek farklılık 

göstermiĢtir (18.42±2.9) (Grafik 4.16). Benzer Ģekilde, 24 mg E. purpurea‘nın 

kullanımını takip eden en yüksek MPO değeri 15. günde ortaya çıkmıĢtır 

(1044±231), bunu kayda değer bir düĢüĢle 12. gün izlemiĢ (275.51±184), en düĢük 

değerler ise 18. gün sonunda kaydedilmiĢtir (87.82±9.6) (Grafik 4.17). Ayrıca, 36 mg 

E. purpurea‘nın kullanımını takiben en yüksek MPO 15. günde ortaya çıkmıĢ 

(95.37±32), bunu 18. gün takip etmiĢ (33.95±16), en düĢük değerler ise 12. günün 

sonunda kaydedilmiĢtir (32.27±16). 15 gün ile kıyaslandığında her ikisinde de kayda 

değer bir düĢüĢ vardır (Grafik 4.18). En yüksek MPO aktivitesi değerlerinin 24 mg 

E. purpurea ile beslenen grupta olduğu farkedilmektedir. 

Tablo 4.6. A. hydrophila ile aşılanan Sazan balıklarının baş-böbrek lökositlerinin MPO 
aktivitesi üretimi. 

Gruplar
 ÇalıĢma günleri 

12 gün 15 gün 18 gün 

Kontrol 171.62±73aA 1377±558aB 
18.42±2.9

aC 

24 mg 275.51±184bA 1044±231bB 
87.82±9.6

bC 

36 mg 32.27±16aA 
95.37±32cB 

33.95±16cA 

Deney 2‘deki değiĢik grupların MPO activitesi. Küçük harf gruplar arası farklılığı, büyük 
harf aynı grubun farklı çalıĢma günleri arasındaki farklılıklarını göstermektedir.  
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Grafik 4.16. Gün süreyle Fosfat Tamponlu Tuz Çözeltisi ile beslenen Sazan Balıklarının 
Miyeloperoksidaz (MPO) içeriği. 

 

Grafik 4.17. Gün süreyle 24 mg E. purpurea ile beslenen Sazan Balıklarının 
Miyeloperoksidaz (MPO) içeriği. 

 

Grafik 4.18. Gün süreyle 36 mg E. purpurea ile beslenen Sazan Balıklarının 
Miyeloperoksidaz (MPO) içeriği. 
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5. TARTIġMA 

Her ne kadar sistemli antibiyotikler, dikkatli izleme ve agresif cerrahi müdahele 

aracılığıyla septik hastaların idaresinde ilerlemeler kaydedilmiĢ olsa da, çoklu organ 

bozulmaları ve septik Ģoklar cerrahi bakım ünitelerinde hala ölümlerin en geçerli 

sebebi olmaya devam etmektedir (Jones vd, 2008). Sepsisin patajonez ve teĢhisinde 

büyük ilerlemeler kaydedilmiĢ olmasına rağmen, tatmin edici bir tedavi ortaya 

çıkmamıĢtır. Bu yüzden, sepsisin iyileĢtirilmesi ve hafifletilmesinde etkili bir tedavi 

yöntemi bulmak acil ve zorunludur. Geleneksel tıpta insanlar ve hayvanlardaki pek 

çok hastalığı tedavi etmek ve önlemek için bitkiler kullanılmıĢtır (Hosseinzadeh, 

Jafarikukhdan, Hosseini ve Armand, 2015). Fitoterapi (bitkisel tedavi), Dünya Sağlık 

Örgütü (WHO) tarafından ilaç ve ilaç sentezlerinin imal edilmesi amacıyla bitki 

kökenli ürünler üzerinde çalıĢan bir bilim olarak tanımlanmıĢtır (Cristea vd, 2012). 

Bitkiler, farmakolojik özelliklere sahip olan ikincil metabolitler (Salim, Chin, ve 

Kinghorn, 2008) ve fitoöstrojen, flavanoid, polyphenols, isoprenoids, sulfur 

bileĢikler, carotenoids, glycosides, saponins, monoterpenes, phenols, vitamins, fibers 

ve minerals içeren aktif bileĢenler üretmelerinden dolayı biyolojik olarak paha 

biçilmez bir aktif molekül kaynağıdır (Huicab-Pech vd, 2016). E. purpurea‘nın 

küresel olarak popüler olan bitkisel bir bağıĢıklık düzenleyici ve bağıĢıklık ayarlayıcı 

olduğu, insanlar, balıklar ve diğer hayvanlarda yapılan pek çok araĢtırma ile 

gösterilmiĢtir (Aly ve Mohamed, 2010; Hudson, 2012).  

Lizozom, balıkları da içeren geniĢ bir omurgalı grubunda bulunur ve mikrobik 

saldırılara karĢı savunucu faktörlerden biridir (Evelyn, 2002). Lizozim, enfeksiyon 

ve hastalıkları önlemek için fagosit ve kompleman sistemi aktive eden hem bakterisit 

hem de opsonin etkileri olan (Alexander ve Ingram, 1992), spesifik olmayan 

savunma mekanizmalarının hümöral bir bileĢenidir (Beutler, 2004).  Bu enzimin 

bakterisit etkisi, hücre lizisine yol açan bakteriyel hücre duvarlarının 

peptidoglikanının hidrolizasyonunu kapsamaktadır. Lizozim öncelikli olarak gram-

pozitif bakteriye karĢı savunma ile iliĢkilendirilmiĢtir, ancak gram-negatif bakteriye 

karĢı da etkili bir Ģekilde savunma yaptığı görülmüĢtür (Magnadottir, 2006). Bu 

çalıĢma, iĢlem görmüĢ tüm gruplarda ilk deneyde 3. ve 7. günlerde lizozim 
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aktivitesinin arttığını göstermiĢtir. Nile Tilapia, diyetsel Echinacea purpurea 

ekstraktı ile iĢlem gördüğünde, El-Sayed, El-Galil, ve Rashied (2014) tarafından da 

benzer sonuçlar gözlemlenmiĢtir. Benzer Ģekilde, Oreochromis niloticus içindeki 

suda eriyen Echinacea ekstraktı da lizozim aktivitesinde artıĢ göstermiĢtir (Aly, 

Mohamed ve George, 2008). Ancak, lizozim aktivitesindeki kayda değer artıĢ 

Echinacea‘nın spesifik ve spesifik olmayan immunostimülan rolünü gösterebilir. 

Bauer (1996), E. purpurea ‗nın anten bölümlerinden ekstraktlar ve E. pallida, E. 

angustifolia ve E. purpurea’nın köklerindeki alkollü ekstraktlar ile iliĢkili farmolojik 

etkilerin  in vitro ve in vivo‘suna kanıt sağlamıĢtır. Etkiler daha çok glikoproteinler, 

polisakkaritler ve kafeik asit türevleri tarafından non-spesifik hücresel bağıĢıklık 

sisteminin değiĢtirilmesiyle bağlantılıdır. Bununla birlikte, çeĢitli bağıĢıklık hücreleri 

(monositler, makrofajlar ve doğal öldürücü hücreler) Echinacea ekstraktı tarafından 

in vitro‘da uyarılmıĢtır (Bauer, 1999; Rininger, Kickner, Chigurupati, McLean ve 

Franck, 2000). Buna karĢılık, bu çalıĢmanın ikinci deneyinde E. purpurea ‗nın aköz 

(sulu) ekstraktı ile beslemenin balığın lizozom aktivitesinde bütün deney 

aĢamalarında herhangi bir kayda değer değiĢikliğe sebep olmadığı görülmüĢtür. 

Benzer Ģekilde, Mesbah ve Mohammadian (2015), Echinacea ekstraktı ile beslenen 

shirbottaki lizozom aktivitesinde de kayda değer bir değiĢiklik rapor etmemiĢlerdir.  

(Matthias, 2007; Cech, 2010) izole edilmiĢ Echinacea alkilamitlerinin bireysel olarak 

veya grup içinde değiĢmeden çeĢitli kültürlenmiĢ hücrelerde bağıĢıklık süpresyonu 

gösterdiğini ve bunun bu çalıĢmanın ikinci deneyindeki lizozom aktivitesi üzerindeki 

belirgin süpresif etkiyi açıklayabileceğini rapor etmiĢtir. 

Memelilerde bir doğuĢtan bağıĢıklık göstergesi olan lökosit solunumsal patlama 

aktivitesinin ilk gözlemleri, 1930‘larda bazı araĢtırmacılar fagosit sürecin 

yükseltilmiĢ oksijen tüketimi ile iliĢkilendirildiğini kavradığında ortaya çıkmıĢtır 

(Baldridge ve Gerard, 1933). Patojenlerin fagositozu boyunca lökositler NADPH 

oksidozu aracılığıyla oksijen tüketimini artırırlar ve çok çeĢitli türlerde reaktif 

oksijen ara ürünler üretilir (Robinson, 2008). Bunlar, solunumsal patlama adı verilen 

süreç içinde hidroksit kökü (•OH), süperoksit anyon kökü (O  2), hidrojen peroksit 

(H2O2) ve  single oksijen (
1
O2)‘den oluĢmaktadırlar (Munoz vd, 2000). Hidrojen 

peroksit ve süperoksit anyon oldukça zehirli ROS‘dir ve etkili bir antibakteriyel 

sistemin zeminini oluĢtururlar (Klebanoff, 1999). Solunumsal patlamadan salınacak 
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olan ilk ürün süperoksit anyondur; bu yüzden bu aktiviteyi ölçerken kullanılan O• 2 

ölçeği doğru bir metod olarak kabul edilmektedir (Secombes, 1990; Roch, 1999). 

O• 2‘yi ölçmek için kullanılan baĢlıca iki  metod vardır: ilk olarak, ferrositokromun 

azaltılmasıyla belirlenen ekstraselüler O• 2, ve ikinci olarak, nitrablue tatrazoliumun 

azaltılmasıyla belirlenen intraselüler O• 2 (Dügenci, Arda ve Candan ,2003). 

Patojenlerin solunumsal patlama aktivitesi, balıklardaki spesifik olmayan bağıĢıklık 

belirtisi olarak sıklıkla kullanılmaktadır (Anderson ve Siwicki, 1995; Sahoo ve 

Mukherjee, 2002; Sahoo vd, 2005). Bulgularımız göstermektedir ki, birinci deney 

süresince 7. gündeki sonuçlar hariç E. purpurea ekstraktı ile beslenen tüm rakip 

gruplarda solunumsal patlama kontrol grubununkinden daha yüksek çıkmıĢtır. E. 

purpurea‘nın 24 mg aköz ekstraktını 0, 3 günde alan grupta daha yüksek solunumsal 

patlama gözlemlenmiĢtir. Ġkinci deneyde, E. purpurea ekstraktının en düĢük dozu en 

yüksek solunumsal patlamayı göstermiĢtir. Aly ve Mohamed. (2010)  Echinacea 

ekstraktı ile beslenen Nile Tilapia’da,  El-Sayed vd, (2014) Echinacea ile beslenen 

Nile Tilapia‘da ve  Mesbah ve Mohammadian (2015) 0.5 % Echinacea ile beslenen 

shirbotda NBT değerlerinin arttığını rapor etmiĢlerdir.  

Miyeloperoksidaz (MPO), H2O2‘nin klörür iyonu hipokloröz asite (HOCl)  çevirme 

oksitleyici potansiyelini kullanan,  makrofajlar ve nötrofiller tarafından gizlenmiĢ bir 

hemoproteindir (Savenkova, Mueller ve Heinecke, 1994). Etkili bir bakterisit ajan 

olan HOCl, istilacı bakteri, mantar ve virüslere karĢı mücadele eden konak 

savunmalarının önemli bir bileĢenidir (Rosen, Crowley ve Heinecke, 2002). Fagosit 

ve nötrofil aktiviteler spesifik olmayan bağıĢıklık tepkimelerinin belirtisi olarak rol 

oynayabilirler ve miyeloperoksidaz aktiviteler tarafından ölçülebilirler. Aslında pek 

çok yazar immunostimülanların farklı dozlarda uygulanmasından sonra MPO 

aktivitesinde artıĢ kaydetmiĢlerdir. Örneğin, kürkümin (15 and 1.5 µg)  ile 

besledikten sonra Labeo rohita‘daki MPO içeriği yükselmiĢtir (Behera, Swain, 

Sahoo, Mohapatra ve Das, 2011). Levamisol enjekte edilen sazan balıklarında artmıĢ 

fagositik etki ve MPO etkisi bulan Siwicki de benzer sonuçlar elde etmiĢtir (1987; 

1989). Ayrıca, (Bilen, Yılmaz,  Bilen ve Biswas, 2014) tetranın metanolik 

ekstraktlarıyla beslenen sazan balıklarında artmıĢ düzeyde MPO kaydetmiĢlerdir. 

Önceki bahsedilen çalıĢmalarla aynı fikirdedirler. ġu anki çalıĢmada, iki deney 

boyunca E. purpurea’nın 24 mg aköz ekstraktlarıyla beslenen gruplarda en yüksek 



51 

MPO değerleri kaydedilmiĢtir. Buna karĢılık, siklofosfamid enjekte edilen Asya kedi 

balığı Clarias batrachus‘ın MPO ve solunumsal patlamasında kayda değer bir düĢüĢ 

gözlemlenmiĢtir (Sahoo vd, 2005). En bol MPO nötrofillerin ilk granüllerinde 

bulunduğu için, HK süpernatant içindeki yükseltilmiĢ MPO seviyeleri HK 

dokularındaki nötrofil filtrelemelerinin varlığını açığa çıkarmaktadır. Son olarak, bu 

durumlardaki korumanın E. purpurea içeriğinin organizmalarla doğrudan temasından 

mı yoksa artırılmıĢ fagositik aktivite ve organizmaların klirensinden mi, ya da bu ve 

diğer etkenlerin bir kombinasyonundan mı kaynaklandığı bu çalıĢmalarda açık 

değildir. 
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6. SONUÇ 

Sonuç olarak, bu çalıĢma Echinacea purpurea‘nın lizozom, miyeloperoksidaz ve 

solunum patlamaları gibi bazı spesifik olmayan bağıĢıklık verilerini uyararak ve 

düĢük dozlarda immunostimülan olarak rol oynayarak mikrobiyal sepsisde etkili 

tedavi edici etkileri olduğunu temin etmektedir. Bu çalıĢmadaki bağıĢıklık 

verilerindeki artıĢ, test edilmiĢ bileĢiklerin deney balıklarının sağlığı üzerindeki 

etkililiğini gösterir niteliktedir. Bu çalıĢma Echinacea purpurea‘nın septik balıklarda 

miyeloperoksidazı geliĢtirme kapasitesinin olduğuna kanıt sağlamaktadır. Böylece, 

septik hastaların bakımında Echinacea purpurea‘nın potansiyel bir tedavi edici 

medikasyonu olduğunu ileri sürmekteyiz. Ancak, en uygun doz ve uygulama 

metodunu da içeren, ekstraksiyon ve tedavi metodu ile ilgili ileri çalıĢmalar 

yapılması gereklidir. Echinacea purpurea kullanarak değiĢik patojenik 

organizmalarla Cyprinus carpio‘da yükleme testi yapmak, E. purpurea ‗nın 

immunostimülan ürün olarak daha iyi anlaĢılmasını sağlayacaktır. 
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