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1. GIRIS VE AMAC

Giliniimlizde alternatif tipla 1ilgili bilimsel calismalar yayginlik kazanmistir. Bu
caligmalardan olumlu Sonuglar elde edilen tedavi yontemlerinden birisi de apiterapidir.
Apiterapi, ar triinleri (bal, ar1 zehri, polen, propolis, ar1 siitii ve bal mumu) ile yapilan
tedavilerin ortak adidir. Bu tedavi yontemi binlerce yil c¢esitli toplumlar tarafindan
hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir. Propolis (bee glue), ar1 iiriinlerinin en degerlilerinden
birisidir. Farkli bitki kaynaklarindan toplanan re¢inemsi maddelerin islenmesi ve armin mide
stvilarindan olusan biyolojik maddelerle zenginlestirilmesi sonucu elde edilen bir maddedir.
Kovanda arilar propolisi petek gozlerinin cilalanmasinda, kovanda olusan ¢atlaklarin ve
deliklerin tikanmasinda, ylizeylerin diizeltilmesinde, sonbaharda kovan deliginin
daraltilmasinda, kovan icerisine giren ¢esitli canlilarin cesetlerinin ¢liriimesini énlemek icin
mumyalagtirilmasinda ve kovanin dezenfeksiyonunda kullanmaktadir. Propolis sayesinde
kovan i¢indeki bakteri ve diger mikroorganizmalarin liremesi durdurularak hastaliklarin
yayilmasi onlenir. Kisaca, propolise ar1 kolonisinin dogal savunma kaynagi diyebiliriz (1).

Propolis yunanca pro- “savunmak igin, oniinde” ve polis- “sehir” (burada kovan
anlamina gelmekte) kelimelerinin olusmasiyla meydana gelmis ve kovanlar1 korudugu i¢in bu
isim verilmistir (1).

Propolis genellikle yaz ve sonbahar mevsiminde toplanmaktadir. Pratik olarak bitkiler
bu mevsimde en az miktarda cicek agmaktadir. Genel kabul edilen teoriye gore, arilar
propolisi bitkilerin tomurcuklarindan, kabuklarindan ve meyvelerin iizerindeki maddelerden
toplamaktadir. Temel dayanagi ise, Propolis’in yapisi ve biyolojik ozelliklerinin bitkilerin bu
kisimlarinda bulunan regineli maddelerin yapisiyla birbirine ¢ok yakin benzerlikler
gostermesidir (2).

Propolis, aricilar tarafindan bu is i¢in 6zel olarak {iiretilen propolis tuzaklari ile veya
kovanin tahta kisimlarindan kazinarak toplanir ve dogal saglik iiriinleri elde edilmeden 6nce
ham iiriin, balmumu ve diger kontaminasyonlar1 ayristirmak amaciyla ikincil islemlerden

gecirilir (1). Propolis’in iiretildigi iilkelerin basinda Cin, Rusya, Brezilya, ABD, Avustralya



ve Uruguay gelirken, en ¢ok Japonya’da tiiketilmektedir. Son yillarda tilkemizde de propolis
tiretimi ve tiikketimi artmistir. Ayrica, ¢esitli alanlarda (saglik, ziraat ve kimya gibi) propolisi
kullanabilmek i¢in yapilan arastirma sayisinda da biiyiik artig goriilmektedir (3-5).

Propolis’in rengi, re¢inemsi bir madde oldugu i¢in, sar1 yesilimsiden kahverengiye
veya koyu kirmiziya degisir. Depolama esnasinda kararmakta, gilines 1sinlarinin etkisi ile
elastikiyetini kaybetmektedir. 15°C’nin altinda sertleserek kirllgan bir kitle haline
gelmektedir. Erime derecesi ise, 80-105°C arasinda degismektedir. Propolis’in korunmasi i¢in
ortamin sicakligi 25°C’nin altinda, havadar, karanlik, kuru ve temiz olmasi1 gerekir. Depolama
stiresi, Propolis’in tedavi edici 0zelligi lizerine herhangi bir etki olusturmaz. Uzun siire
ozelliklerini kaybetmeden korunabilir. Propolis suda ve hidrokarbonlarda ¢ok az
coziinmektedir. Genellikle alkolde (etanol, metanol) ¢dzilinen ekstraktlar1 kullanilmaktadir.
Eter veya kloroformda tamamen ¢6ziinmektedir (6,7).

Propolis yaklasik 30’un tiizerinde madde igermektedir. Bu bilesikler; bitkilerin
salgiladig1 maddeler, arilarin metabolizmasindan kaynaklanan salgilar ve ticari preparat haline
getirilirken karisan maddelerden meydana gelmektedir. Iginde polifenoller (flavonoitler,
fenolik asitler ve bunlarin esterleri), terpenler, alkoller, eterler, steroitler, aminoasitler,
mineraller ve bazi vitaminler (A, B1, B2, B6, C ve E) bulunur (8,9). Bilesimin biiyiik bir
kismini flavanoitler olusturur.

Propolis’in farmakolojik aktivitesi 4 Kkategoriye ayrilabilir. Bunlar; biyolojik
polimerlere baglanma egilimi, agir metal iyonlara baglanmasi, elektron taginmasinin
hizlandirilmas: ve serbest radikalleri tutma kabiliyetidir. Bu 6zelliklerinden dolay1 propolis,
antienflamatuar (10, 11), antihepatotoksik (12, 13), antikanser (14, 15), antioksidan (16, 17),
antitilser (18, 19), immiinostimiilasyon (20, 21), lokal anestezik (22), antimikrobiyal (23, 24),
antifungal (25, 26) etkiler gostermektedir.

Propolis’in muhtelif viriislere karsi da degisik diizeyde etkili oldugunu gosteren
calismalar mevcuttur (27-38) . Genital sigiller lizerine klinik yarar1 (37) disinda, 6zellikle
Herpes Simplex Viriis iizerine olan in vitro inhibitor etkisi sebebiyle klinik calismalarda da
etkin oldugu bildirilmistir (38). Propolis’in 6zel olarak influenza viriisiine kars1, in vitro ve
in vivo etkinligi lizerinde, literatiir aragtirmasi ile ortaya ¢ikarilabilen sinirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Ilk calismanin Neychev ve ark. tarafindan 1980 yilinda yapildig1 anlagilmakta
fakat igerigi ve sonuglar1 hakkinda bilgi bulunmamaktadir (39) . Diger bir ¢alisma da 1981
yilinda yapilmis olup in vivo olarak farelerde kismi bir koruyucu etkinligi gosterdigi

bildirilmistir (40). 2008 yilinda Shimizu ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, propolis’in



alkol ile elde edilen o6ziitleri igerisinden sadece birisinin in vivo fare ¢alismasinda influenza
enfeksiyonunu oseltamir ile karsilastirildiginda 6nemli diizeyde 6nledigi bildirilmistir (41).
Yukarida belirtildigi gibi, degisik usullerle hazirlanan propolis 6ziitlerinin aralarinda
influenza (grip) viriisiiniin de oldugu bazi viriislerin {iremesini engelleyici olduguna dair
literatiir bilgisi bulunmaktadir. Mamafih, mevcut bilgiler 15181 altinda takdir edilen 6nemli bir
husus da Propolis’in igeriginin (kalitesinin) elde edildigi cografik bdlgeye gore
degisebilecegidir (42). Ote yandan propolis dziitiiniin hazirlanmasinda kullanilan teknikler de
biyolojik aktivitenin farkli olmasina sebebiyet vermektedir (43, 44) . Bu baglamda, yeterli
kimyasal analizler yapilmamis olmakla birlikte, gerek bitki Ortlisiiniin gesitliligi gerekse
tretilen balin kalitesi géz Oniine alindiginda Dogu Karadeniz Bolgesinde elde edilen
Propolis’in diger degisik cografyalara gore farklilik arz edecegi diisiiniilmektedir. Diger
taraftan, tiniversitemiz Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali arastirmacilar1 tarafindan
Propolis’in yeni bir yontemle suda ¢oziinen &ziitii hazirlanabilmistir. Bu sebeple, bu tez
calismasinda Dogu Karadeniz Bolgesi’ne 6zgii ve 6zel ekstraksiyon yontemi ile hazirlanan
propolis {riiniinin anti-influenza viriis etkisinin in vitro ve in vivo incelenmesi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Propolis

Propolis terimi Yunanca “pro” (6niinde) ve “polis” (topluluk ya da sehir)’ten
tiiremistir ve “kovan defansindaki madde” anlamina gelmektedir. Propolis, ya da ar1 zamkai,
is¢i arilar tarafindan hus agaci, kavak, cam, kizilagag, s6giit ve palmiye gibi bir¢ok tiiriiniin
yaprak tomurcuklarindan toplanan reg¢inemsi bir maddedir (Sekil 1). Arilar propolisi tiretmek
icin bitkiler tarafindan aktif olarak salgilanan ya da bitkilerdeki yaralardan sizan maddeleri de
kullanabilirler (yapraklardaki lipofilik maddeler, zamk, regine, sakiz, vs.). Bu maddeler
toplandiginda tiikiiriik ve enzimatik sekresyonlarla zenginlestirilir (42) ve arilar tarafindan
kovan duvarlarini kapatmak, c¢atlaklar1 ve bosluklar1 doldurmak, 6ldiiriilmiis istilact bocekleri

mumyalamak i¢in kullanilir.

Sekil 1. Propolis (98)



Venezuella ve Giliney Amerika’nin tropikal tilkelerinde geopropolisi sekillendirmek
icin bitkilerden recinemsi maddeleri toplayip bunlar1 ar1 mumu ile karistiran yerli arilar
bulunmaktadir (45).

Propolis eski zamanlardan beri yaygin olarak kullanilan dogal bir ilagtir (78).
Misirhilar propolisin ¢lirlimeyi Onleyici 6zelliklerini iyi biliyor ve cesetlerini mumyalamak
i¢in kullantyorlardi (46).

Propolisin, Yunan ve Romali arastirmacilar (Aristotales, Dioscorides, Pliny ve Galen)
tarafindan tibbi ozellikleri tanimlanmustir. ila¢ agiz dezenfektam1 ve yara tedavisinde
antiseptik ve sikatrizan olarak kullanilmig ve bu kullanim Orta Cagda ve Arap arastirmacilar
arasinda siirmiistiir (46). Propolis ayrica eski diinya uygarliklar ile iliskisi olmayan insanlar
tarafindan da kabul gérmiistiir: Inkalar propolisi anti-piretik ila¢ ajan olarak kullanmuslar, 17.
yiizyilda ise “Londra pharmacopoeias™ propolisi resmi ila¢ olarak listelemistir (45). Ilag 17.
ve 20. yiizyillar arasinda anti-bakteriyel aktivitesinden dolayr Avrupa’da popiiler hale
gelmistir.

Modern bitki uzmanlar1 antibakteriyel, antifungal, antiviral, hepatoprotektif ve
antiinflamatuar 6zellikleri, inflamasyonlara kars1 viicudun dogal rezistansini yiikseltmesi ve
gastroduodenal iilserleri tedavi etmesi agisindan propolosi tavsiye etmektedir. Harici olarak
uygulandiginda mantar ve bakterilerin sebep oldugu cesitli dermatit tiplerini rahatlatmaktadir.
(45). Bu giinlerde propolis popiiler bir ilag olarak kullanilmakta ve kapsiil seklinde (saf form
ya da aloe jel ve “rosa camina’yla kombine halde), ekstrakt halinde (hidroalkolik ya da
glikolik), gargara olarak (melisa, adagayi, ebegiimeci ve/veya biberiye ile kombine olarak),
bogaz pastillerinde, kremlerde ve toz formda (suda ¢ozerek kullanim) mevcuttur. Ayrica

balmumu uzaklastirilarak saflastirilmis ticari liriin formu da bulunmaktadir (45).

2.1.1. Kimyasal Bilesenleri

Simdiye kadar, baslica polifenoller olmak iizere 180’den fazla bilesik, propolisin
bilesenleri olarak identifiye edilmistir. Onemli polifenoller fenolik asitler ve esterleri, fenolik
aldehitler ve ketonlarla birlikte flavonoidlerdir. Propolis ig¢indeki diger bilesikler ugucu
yaglar ve aromatik asitler (%5-10), balmumu (%30-40), magnezyum, nikel, kalsiyum, demir
ve ¢inko gibi zengin esansiyel yag kaynagi olan regineler ve polen taneleridir (45). Ayrica
Brezilya (3,5-diprenil-4-hidroksisinnamik asit) ve Cin (octacosanol) propolis orneklerinden

yeni bilesikler izole edilmistir. Son yillarda bir 6l¢iide propolisin kimyasal kompozisyonu



aciga kavusturulurken, propolisin toplandigi yere bagli kimyasal kompozisyonun dikkat
cekici degiskenligi hala bir sorun olmaya devam etmektedir.

Propolisin anti-mikrobiyal 6zellikleri baslica pinocembrin, galangin ve pinobanksin
flavonoidlerine dayandirilabilir (78). Ayrica pinocembrin antifungal O6zellikler gosterir.
Kumarik ve kafeik asitlerin esterleri diger aktif bilesiklerdir (45). Prenillenmis p-kumarik
diterpenik asitler antibakteriyel ve sitotoksik aktivitelere sahiptir. Kafeoilkuinik asit tiirevleri
immiinmodiilator ve hepatoprotektif faaliylet gosterir ve furofuran lignanlar1 bazi bakterilerin
iiremesini inhibe eder (46). Kafeik asit fenetil ester (CAPE) de tiimor hiicrelerine karsi
sitotoksisite gosterir (46).

Propolis ekstraktlarinda CZE (Capillary zone electrophoresis) ile 12 farkli flavonoid
(pinocembrin, acacetin, chrysin, rutin, catechin, naringenin, galangin, luteolin, kaempferol,
apigenin, myricetin ve quercetin), 2 fenolik asit (sinnamik asit ve kafeik asit), bir stilben
tirevi resveratrol oldugu belirlenmistir (47). T1ibbi ticari {irinlerin hazirlanmasinda kullanilan
propolisin etanolik, sulu-etanolik ve sulu-glikolik ekstraktlarinin analitleri belirlenmistir.
Sulu-etanolik propolis ekstraktinin yiiksek oranda kafeik asit, galangin, quercetin ve chrysin
icerdigi gozlenirken etanolik ekstrakti yiiksek oranda resveratrol, chrysin, ve kafeik asitten
olusmaktadir. Aksine sulu-glikolik propolis ekstraktt 11 kafeik asit ve %85 oraninda
tanimlanmamis bilesik igermektedir (48). Arastirmacilar, CZE’nin propolisin polifenol
bilesiklerinin kalitatif ve kantitatif dl¢limleri icin, propolisin 6zelliklerini elde etmek icin ve
propolis polifenolik bilesiklerinin gilivenilir tanimlanmasinda faydali bir metot oldugu
sonucuna varmistir (47).

Misir propolisinin bilesenleri fenolik asit esterleri (%72.7), fenolik asitler (%]1.1),
alifatik asitler (%2.4) dihidrokalgonlar (%6.5), kalgonlar (%1.7), flavononlar (%1.9),
flavonlar (%4.6) ve tetrahidrofuran tiirevleridir (%0.7). 8 tanesi yeni olmak {izere Misir
propolisinde 39 bilesen tanimlanmistir. Flavonoid aglikonlar ve 6zellikle flavononlar kavak
propolisinin tipik bilesenleridir (49). Karakteristik hayvan sterol onciilii olan lonestretol dahil
olmak tizere bir dizi triterpen Misir propolisinde tanimlanmistir. Propolis %55 oraninda regine
ve balzam, %30 oraninda balmumu, %10 eterik yaglar ve %5 polen igerir. Bilesenler vitamin
ve mineraller bakimindan zengindir (50).

Propolis Mg, Ca, I, K, Na, Cu, Zn, Mn ve Fe gibi baz1 mineralleri, B1, B2, B6, C ve E
gibi vitaminleri ve bir dizi yag asidi igerir. Ek olarak siiksinik dehidrogenaz, glikoz-6-fosfat,

adenozin trifosfat ve asit fosfataz gibi enzimleri igierir (51). Propolis 26.5mg/kg bakir,



10mg/kg mangan ve kiil kalintilari, demir, kalsiyum, aliiminyum, vanadiyum, stransiyum,
manganez ve silikon igerir (52).
Bir yeni 2,3-dihodroflavon tiirevi, 7-O-prenilstrobopinin ve 25 tane bilinen diterpen ve

fenolik bilesikler Yunan propolisinin n-butanol ekstraktindan tanimlanmustir (48).

2.1.2. Farmakolojik Ozellikler ve Toksisite

Propolis preparatlarinin Gr+ (Staphylococci ve Streptococci spp.) ve Gr- bakterilere
(E.coli, K.pneumoniae, P.vulgaris ve P.aeruginosa), Helicobacter pylori, protozoalar
(T.cruzi), fungi (C.albicans) ve virtislere (HIV, Herpes viriisler, Influenza viriisler) kars1 anti-
mikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir. Tosi ve ark. (53) tarafindan yiiriitiilen bir
caligmada propolisin ekstraksiyonu i¢in kullanilan solventin, propolisin antimikrobiyal
aktivitesinin potansiyelini etkileyebilecegi gosterilmistir. Nitekim gliserin ekstrakti diisiik Gr+
bakteri inhibisyonu gosterirken etanol ve propilen- glikol ekstrakti mayalara kars1 iyi aktivite
gostermistir. Ayrica ¢alismalar, streptomisin ve cloxacillin’in antibakteriyel aktivitesinde
standart S.aureus igeren Kkiiltiir vasatinda propolisin belirgin sinerjik etkisini ve
chloramphenicol, cefradine ve polymixis B’nin antibakteriyel etkisinde orta derecede sinerjik
etki gostermistir (54). Dis hekimligi ile klinik olarak alakali 15 bakteriyel susta da ¢alismalar
yapilmustir: propolis ekstrakti in vitro antibakteriyel aktivite, hiicre adheransi inhibisyonu
aktivitesi gostermistir (55).

HSV enfeksiyonunun, belli bir dereceye kadar tedavisi zor bir hastalik oldugu iyi
bilinmektedir. Vynograd ve ark (38) tarafindan yapilan son bir ¢alisma propolis i¢eren bir
merhemin lokal semptomlarin azalmasinda ve genital herpes lezyonlarinin iyilesmesinde
etkili oldugunu gdstermistir. Propolis ekstraktlar1 veya merhemleriyle topikal tedavi sadece
herpes enfeksiyonlarina karst degil, ayrica dis hekimliginde ve dermatolojide de yarar
saglamaktadir (38).

Propolis ayrica inflamasyonun akut ve kronik modellerine karst da etki gosterir
(formaldehit ve adjuvanla uyarilmig artirit, carrageenan ve PGE; ile uyarilmis penge ddemi,
cotton pellet granuloma). Propolisin antiinflamatuar faaliyelerinin tam mekanizmasi hala
belirsizdir (46).

Ayrica propolis farelerde CD4/CD8 T hiicre oranmi in vivo yiikseltirken (56),

makrofajlarda in vitro immiinstimiilatér ve immiinmodiilator etkiler gostermistir (57, 58).



Propolisin kokaininkine benzer anestezik etkisi de bulunmaktadir (22). Biyolojik dokular
tizerinde rejeneratif etkiye sahip oldugu (59, 60) ve birgok kanser hiicresine karsi anti-
neoplastik aktivite gosterdigi bildirilmistir (56,61-25). Propolis ayrica hiicre boliinmesini ve
protein sentezini inhibe eder (64). CAPE ayrica kemopretentif ve antitiimoral 6zellikleri ile
propolis i¢indeki aktif major alt bilesiklerden biri olarak identifiye edilmistir (63). Ancak,
propolis bilesigi CAPE’nin kanser tedavisinde ve propolisin pozitif etkilerinin altinda yatan
mekanizma tam olarak anlasilmamustir ve ileri deneysel ¢alismalara ihtiya¢ duymaktadir.
Propolis, diisiik dozlarda giivenli olarak kabul edilmistir ancak 15gr/giin tizerindeki
dozlarda yan etkiler yaygindir. En yaygin yan etkiler deri veya mukoz membran iritasyonlar

gibi alerjik reaksiyonlardir (48).

2.1.3. Propolisin Antimikrobiyal Aktivitesi

2.1.3.1. Antibakteriyel Aktivite

Bir¢ok arastirmaci propolis ve ekstraktlarinin Gr+ ve Gr- suslarina kars1 antibakteriyel
aktivitelerini arastirmis ve Gr- basillere karsi limitli bir aktivite gosterirken genis bir Gr+
spektrumuna karsi antibakteriyel aktivitesi oldugunu bulmustur (65, 66, 67).

Ugur ve Arslan (43) Tiirkiye Mugla ilinden elde edilen 45 farkli propolisin dimetil
stilfoksit (DMSO) ve aseton ekstraktlarinin antibakteriyel ve antifungal aktivitelerini
incelemistir. Test edilen propolis 6rneklerinde propolisin antimikrobiyal aktivitesinin propolis
ornegine, propolis dozajina ve ekstraksiyon solventine bagli olarak degistigini bulmustur.
B.melitensis disinda biitiin 6rneklerin DMSO ekstraktlar1 aseton ekstraktlarindan daha aktif
bulunmugtur. B.melitensis ig¢in, tim oOrneklerin aseton ekstraktlar1 en yiiksek aktiviteyi
gostermistir. Propolise en duyarli mikroorganizma Gr- grubundan Shigella sonnei ve Gr+
grubundan Streptococcus mutans olarak bulunmustur. Standart antibiyotikler kullanilmis ve
sonuglar Tiirkiye’nin Mugla ilinden elde edilen propolisin S.mutans, Salmonella typhi,
Pseudomonas aeruginosa ve S.sonnei iizerinde az ya da daha yiiksek inhibitor etkisi oldugunu
gostermistir (43).

Rusya’nin 18 bdlgesinden, propolisin etanolik ekstraktlart toplanmis ve bu
ekstraktlarin (petrilerde) agar i¢inde seri diliisyonlar1 hazirlanmistir. Daha sonra petrilere
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa ve
Candida albicans inokiile edilerek 48 saat boyunca 20-25°C ya da 37°C’de inkiibe edilmis ve



125-500 pg/ml konsantrasyonda B.cereus ve S.aureus iiremesini inhibe ettigi bildirilmistir
(68).

Propolisin alkol ekstraktindaki polifenol igerigi ve Bacillus cereus’a karsi
antimikrobiyal aktivite arasindaki iligski belirlenmistir. Olgularin %91’inde yiiksek polifenol
icerigi (%59 ve daha fazla) anlamli antimikrobiyal aktivite ile iligkilendirilmistir (69).

Tavuklarda propolis S.aureus ve S.epidermidis’e in vitro etkilidir (70). 1006 S.aureus
susu test edilmis ve hepsi 0.5-1.0 mg/ml propolise duyarli bulunmustur. Benzil/penisilin,
tetrasiklin ve eritromisin’e direngli suslar propolise karsi duyarli bulunmus ve propolis,
antibiyotige direncli suslara karsi kullanilan 3 antibiyotikle kombine edilince sinerjik etki
gostermistir (71).

5 mikobakter tiirlinlin {iremesinin inhibisyonu propolis i¢indeki flavanoidlerin
konsantrasyonu ile orantilidir. Flavonidlere karsi en duyarli olan Mycobacterium sp. 279
susudur. Bu yiizden karsilastirmali test icin kullanishdir. Inhibisyonun gézlendigi en diisiik
flavonoid konsantrasyonu 0.00996 mg/ml’dir (72). 75 bakteri susunun propolis ekstraklarina
duyarliligt smnanmistir. Bunlardan 69 tanesi mastitisli sigirlardan elde edilmis ve
Stapylococcus spp. ve Streptoccocus spp. olarak tanimlanmustir. Tiim suslar propolis
ekstraktlarina, S.aureus209P (Oxford) ile ayni ya da daha oranda duyarlilik gostermistir (73).

Propolisin etanolik ekstrakti (EEP) anaerobik bakterilere karsi etkili bulunmustur. EEP
en yiiksek etkinligini bakteroidlere ve peptostreptokoklara karsi gostermistir. Gr+ basillere
(Propionibacterium, Arachinia ve Eubacterium) karsi daha az etkinlik gostermistir. EEP’ye
en az duyarli olanlar Clostridium suslaridir (74). Gr- basillere karsi kisitli aktiviteye ragmen,
M.tuberculosis’e ek olarak, c¢ogunlukla karsilagilan kok ve Gr+’lere karsi antibakteriyel
aktivite gozlenmistir (75, 76).

Aga ve ark. (77) 1994 Brezilya proplisinden 3 antimikrobiyal bilesen izole etmis ve
bunlart 3,5-deprenil-4-hidroksisinnamik asit, 3-prenil-4-dihidrosinnamoloksisinnamik asit ve
2,2-dimetil-6-karboksimetil-2H-1-benzopiran olarak tanimlanmistir. Brezilya propolisindeki
major antimikrobiyal bilesenlerdir (46). Bacillus cereus, Enterobacter erogenous ve
Arthroderma benhamiae’ye kars1 antimikrobiyal aktiviteleri incelenmis ve birinci bilesen en

yiiksek aktiviteyi gostermistir.
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2.1.3.2. Antiviral Aktivite

Kavak tomurcuklarindan izole edilen 3-metil-biit-2-etil kafeat’in Tip-1 HSV (Herpes
Simplex Viriis)’ye kars1 aktivitesi in vitro incelenmis ve propolisin mindr bileseni olarak, bu
bilesigin viriis titresini ve viral DNA sentezini etkin bigimde diistirdiigii bulunmustur (80).
Propolisten izole edilen “isoppentyl feulated”in Influenza Viriis A/Hong Kong (H3N2)’nin in
vitro enfeksiyoz aktivitenin, kayda deger derecede inhibe ettigi bulundu (30). Propolisin sulu
ekstraktinin uygulanmast A/PR8/34 (HONI1) Influenza Viriis ile fare enfeksiyonunda
mortalitenin diigmesine ve ortalama sag kalim siiresinin uzamasint saglamistir (40).
Melliferone olarak adlandirilan triterpenoid, bilinen 3 triterpenoid, moronik asit,
anwuweizonic asit betulonic asit, ve 4 bilinen aromatik bilesen Brezilya propolisinden izole
edilmis ve H9 lenfositlerinde anti-HIV aktivitesi yoniinden test edilmistir. Moronik asit

anlamli anti-HIV aktivitesi gostermistir (79).

2.1.3.3. Antifungal Aktivite

Ota ve ark. (25) Candida’nin 80 susu iizerinde duyarlilik testinde propolisin antifungal
aktivitesini ¢alismigtir: 20 Candida albicans susu, 20 Candida tropicalis susu, 20 Candida
krusei susu ve 20 Candida guilliermondii. C.albicans > C.torpicalis > C.krusei >
C.guilliermondii duyarlilik sirasi ile antifungal aktivite goriilmistiir. Hidroalkolik propolis
ekstrakt1 kullanan hastalarda Candida sayis1 diisiis gostermistir (25).

Kovalik (81) , Candida albicans’in sebep oldugu kronik siniizitli 12 hastay1 incelemis
ve in vitro’da mantarin 8 olguda propolise duyarli, ikisinde zayif duyarli, diger ikisinde ise
direngli oldugunu gérmiistiir. Hastalar propolisin alkol-su emiilsiyonu ile muamele edilmistir.
Siniislerin izotonik tuz ¢dzeltisi ile irrigasyonundan sonra 2-4 ml emdiilsiyon, her giin veya her
ikinci giin siniislere verilmistir. Propolis ile 1-2 uygulamadan sonra hastalarin
kondisyonlarinda diizelme, 5-8 uygulamadan sonra 9 hastada klinik olarak iyilesme, diger 3
hastada diizelme ortaya ¢ikmig, 10-17 giin sonra iyilesme goriilmiistiir.

Pepeljnjak ve ark. (82) Candida albicans, Aspergillus flavus, Aspergillus ochraseus,
Penicillum viridicatum ve Penicillum notatum’un inhibisyonu i¢in saf propolis’in 15-30
mg/ml konsantrasyonunun gerekli oldugunu bulmustur. Pepeljnjak ve ark. (82) 0.25-2.0
mg/ml propolis konsantrasyonlarinin Aspergillus sulphureus’un iiremesini 10 giine kadar

inhibe ettigini fakat kesin bir fungisidal aktivitenin daha yiiksek konsantrasyonlarda
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gorildigiinii bulmustur. Tiim kdltiir ortamlarinda “ochatoxin” tespit edildi fakat ilk 10 giinde
konsantrasyonu diisiik olarak tespit edilmistir. Kontrol kiiltiirii ile karsilastirildiginda,
Ochatoxin A miktar1 direkt olarak A.sulphureus iiremesi ile dogru orantili ve propolis
konsantrasyonu ile ters orantili bulunmustur. Propolisin etanolik ekstrakti mayalarin 60
susunu, mantarlarin 38 susunu (83) ve Aspergillus parasiticus NRRL 2998 susunu (84) inhibe
etti goriilmiistiir.

Paracoccioiidomycosis Latin Amerika’da en 6nemli sistemik mikozdur. Etiyolojik
ajan1 olan Paracoccidoides brasiliensis, endemik bolgelerde yasayan bireyleri inhalasyonla
konidyumlarin ya da miselyum fragmanlarinin alinmasi yoluyla etkiler. Hastalik, ¢oklu klinik
ozellik ile, konak savunmasinda 6nemli rol oynayan hiicre-aracili immiinite ile farkli organ ve
sistemlere etki edebilir (48). Balb/c farelerden elde edilen peritonal makrofajlar Brezilya ve
Bulgaristan propolisi ile stimiile edildi ve daha sonra P.brasillensis ile “challenge” edilmistir.
Veriler, propolis stimiilasyonu tarafindan makrofajlarin fungisidal aktivitesindeki artigin,

cografik orijinden bagimsiz oldugunu gostermektedir (26).

2.1.4. Antiprotozoal ve Antiparazitik Aktivite

Propolisin etanollii ekstrakti (EEP) ve DMSO’lu ekstrakti, Trypanosoma cruzi (85)’ye

kars1 aktif ve Trichomonas vaginalis’e (86) karsi letaldir.

2.1.5. Antiinflamatuar Aktivite

Kronik inflamasyonda propolisin etanollii ekstrakti sigan adjuvan artiriti kullanilarak
degerlendirilmistir. Kronik inflamatuar hayvan modelinde artirit indeksi EEP uygulanarak
baskilanmistir (50 mg/kg/giin ve 100 mg/kg/gilin). Dahasi, kronik hastalik hali tarafindan
indiiklenen fiziksel zayiflik EEP ile tedavi grubunda doza bagli olarak iyi yonde ilerleme
gostermistir. Analjezik etkisi, tail-flick test ile degerlendirilmis, prednizol (2.5mg/kg/giin) ve
asetil salisiklik asit (100 mg/kg/giin) kiyaslanabilir bulunmustur. EEP subfraksiyonlarinin
etkilerini test etmek i¢in uygulanan Carrageenan rat arka penge ddeminde, EEP-200mg/kg
petrol eteri subfraksiyonu (100 mg/kg) pence Odeminde inhibitdr etki gostermistir. Bu
sonuglardan propolisin etanollii ekstraktinin kronik ve akut enflamasyonlarda siddetli anti-

enflamatuar etkisi oldugu sonucuna varilmigtir (87).
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Bal aris1 kovani propolisinden elde edilen CAPE (kafeik asit fenetil ester)’nin
antiinflamatuar Ozellikler gosterdigi tespit edilmistir (48). T-hiicreleri, enflamatuar
hastaliklarin baslangicinda anahtar rol oynamasi sebebiyle Marquez ve ark. (88) T-
hiicrelerinde CAPE’nin immunostiresif aktivitesini degerlendirmis ve bu fenolik bilesenin
(CAPE) T-hiicre reseptorii aracili T-hiicre aktivasyonun erken ve ge¢ olaylarinin giiglii
inhibitorii oldugunu kesfetmistir. Dahast CAPE’nin spesifik olarak; stimiile edilmis T
hiicrelerinde IL-2 transkripsiyonu ve IL-2 sentezini inhibe ettigini bulmustur.
Transkripsiyonel seviyede CAPE’nin inhibitér mekanizmalarinin ileri karakterizasyonu icin
Jurkat hiicrelerinde aktivator protein-1 (AP-1) transkripsiyon faktorlerinin, niikleer faktor
(NF)-kB ve aktive edilmis hiicrelerin niikleer faktoriiniin (NFAT) DNA baglanma ve
transkripsiyonel aktivitelerini inceleyerek ve CAPE’nin sitoplazmik NF- kB inhibitor protein
IBkB’nin degradasyonununa etki etmeden, NF- kB bagimli transkripsiyonel aktiviteyi inhibe

ettigini bulmuslardir (88).

2.2 influenza

Influenza, akut, bulasici ve karakteristik olarak epidemiler seklinde goriilen bir
solunum sistemi hastaligidir. Kiiciik c¢ocuklardan yaslilara kadar uzanan genis bir yas
boliimiinii etkiler. Epidemiler genellikle bir-lic yil ara ile goriilmiistiir. Seyrek olarak
pandemiler yapar. Ilk epidemi 1173 yilinda tariflenmistir. Hirsch, 1173-1875 yillar1 arasinda
299 influenza epidemisi goriildiigiinii bildirmistir. Ilk pandeminin 1580 yilinda Avrupa, Asya
ve Dogu Avrupa’da gorildiigii bildirilmistir. En biiyiik pandemi 1918-1919 influenza
mevsiminde goriilmiistiir ve milyonlarca insanin éliimiine neden olmustur. influenza viriisii
ilk olarak 1933 yilinda Smith tarafindan izole edilmistir. influenza B 1939 yilinda Francis ve
influenza C viriis 1956 yilinda Taylor tarafindan izole edilmistir (90, 91).

20. yiizyilda, her biri yiiksek oranda morbidite ve mortaliteye neden olan dort pandemi
goriilmistiir. 1918 pandemisinde diinyada 20 milyon insanin influenzadan o6ldigi
bildirilmistir (91).

Influenza kelimesi, Italyanca “influence”den gelmis olabilir. Bu kelime, yildizlardan
gelen gizli kuvvet anlaminda kullanilmistir. Grip kelimesi, Fransizca, “gripper”’; ani yakalama

anlamina gelen kelimeden alinmis olabilir (90).
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Influenza viriis Ortomiksoviriis ailesindendir. Negatif polaritede tek zincirli RNA
viriisiidiir. Niikleoprotein antijenlerinin degisikligine goére A, B, C olmak iizere {i¢ ana tipe
ayrilir. Influenza viriislerinin ¢ok sayida alt tipi bulunmaktadir (94).

Influenza epidemileri, viriisiin yiizey glikoproteinlerinin degisimi ile ortaya cikan
antijenik varyasyonlar nedeni ile olugmaktadir. Influenza viriislerinde antijenik degisiklik esas
olarak, yiizey glikoproteinlerinde, hemagliitinin (HA), ndraminidaz (NA) antijenlerinin gesitli
determinantlarinda goriiliir (90). Influenza A viriisiiniin antijenik kompozisyonunda gériilen
ani ve biiyiik degisikliklere “sift”, daha kiiclik diizeyde goriilen degisikliklere “drift” adi
verilir (91).

Viriis 80-120nm ¢apinda, pleomorfik, kiiresel yapidadir. Influenza viriisleri yaklasik
olarak %1 RNA, %7 karbonhidrat, %22 lipit ve %70 proteinden olusmaktadir. Influenza
virtisiin dort antijeni bilinmektedir (90, 91) (Sekil 2).

Icte niikleoprotein ve matriks protein tipe 6zeldir ve antijenik olarak degismezler.
Niikleoprotein, viriisiin A, B ve C olarak tiplendirilmesinden sorumludur. Enfeksiyon sonrasi,
niikleoprotein ve matriks proteine kars1 olusan antikorlar kisa dmiirliidiir ve koruyucu 6zellige

sahip degildir (90, 91, 94).

Negative-

) ssRNA

Sekil 2. influenza viriisiiniin yapis1 (99)
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Buna karsilik, hemaglutinin (HA) ve néraminidaz (NA) antijenleri alt tipe 6zeldir ve
degiskendir. Hemaglutinasyon inhibisyon (HI) antikorlar1, viral enfektiviteyi notralize eder ve
en 6nemlisi, insanlarda, influenzaya kars1 bagisikligi saglar (89).

Noraminidaz, enfekte hiicrede goriiliir, 6zel anti-néraminidaz antikorlarinin deneysel
olarak paralelinde hataligin siddetini azalttig1 gosterilmistir (95).

Simdiye kadar insan influenza A viriislerde H1, H2, H3 olmak iizere ii¢c hemaglutinin
ve N1, N2 olmak {izere iki néraminidaz antijeni goriilmiistiir (89, 95).

Influenza A viriisleri, 10 proteini kodladig1 bilinen 8 gen segmentine sahiptir (Tablo
1). Bunlardan {igii, niikleik asit kopyalanmasindan ve ¢ogalmasindan sorumlu olan PB1, PB2
ve PA’dir. Diger li¢ gen, niikleoprotein, hemaglutinin ve ndéraminidaz proteinlerini kodlar ve
siniflandirma i¢in kullanilir (89). Niikleoproteinler antijenik olarak degismezler, viriis tipinin
tanimlanmasindan sorumludurlar. Niikleoproteinler arasinda ¢apraz reaksiyon yoktur.
Hemaglutininler  trimerik  glikoproteinlerden, noéraminidaz tetramerik  glikoprotein

molekiillerinden olusur (89, 95).

Tablo 1. influenza viriis proteinleri (96)

Gen Segmenti Protein Tanimi Fonksiyon Antijenite

1 PB2 RNA Sentezi ?

2 PB1 RNA Sentezi ?

3 PA RNA Sentezi ?

4 HA Hemaglutinin Alttip-spesifik
5 NA Noraminidaz Alttip-spesifik
6 NP RNA Sentezi Tip-spesifik

7 M1, M2 Matriks Tip-spesifik

8 NS1, NS2 Non-Striiktiirel ?

Gen 7 matriks proteinlerini (M1 ve M2) kodlar. M1 matriks proteini antijenik olarak
degismez ve tipe 6zeldir. M1’in enfeksiyondaki rolii tam olarak bilinmemekle birlikte, hiicre
yiizeyine birikim ve tomurcuklanmaya katkida bulundugu disiiniilmektedir. M2 matriks
protein daha kiiclik yapida bir proteindir. Gen 7’nin, ikinci okumay1 gergeklestiren tirliniidiir.
M2 virion i¢inde saptanabilir. Gen 8 yapisal olmayan NS1 ve NS2 proteinlerini kodlar. NS1
ve NS2 olgun viriislerde bulunamamustir, cogalmadaki rolleri ise tam olarak bilinmemektedir
(90, 92, 95).

Hiicresel enfeksiyon, virion hemaglutinin alt gruplarinin N-Asetilnraminik asit

(NANA) iceren hiicre yiizey glikoproteinlerine tutunmasiyla baglar. Hemaglutinin antikoru,
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hiicresel enfeksiyonu engeller. Hiicreye giris, endozomlar yolu ile hemaglutinin ayaginin
acilimi ve plazma membran ve viral zarfin erimesi ile olur. Niikleokapsitler g¢ekirdekte
toplanir. Virionlarin bir araya gelmesi plazma membraninda olur. Olgun virds,
tomurcuklanma yolu ile hiicreden serbest birakilir. Lipit zar, tomurcuklanma silirecinde
tamamlanir. Yeni olusan virionlarin yilizey glikoproteinleri karbonhidrat yapilarinin pargasi
olarak NANAy1 ihtiva eder (90, 92, 95).

Noraminidazin temel fonksiyonu, kiime olusumunu engellemek, NANA’nin enzimatik
artiklarim1 dagitmaktir. BOylece, serbest enfektif partikiillerin sayis1 artar. HA glikoprotein
antikoru, goriilebilir enfekte {nitelerin sayisini azaltacaktir. HA protein antikoru ise, yeni
enfekte tlinitelerin sayisinda azalmaya yol agabilir. Yeni sentezlenmis viral antijenler, virion
haline gelmeden Once, hiicre yiizeyinde, spesifik olarak sentezlenmis lenfositler, antikor veya
komplemanlar, enfeksiyonun kontroliinde rol oynayabilirler. influenza C viriisii birgok
yonlerden influenza A ve B viriisline benzer. Ancak, influenza C’nin 7 RNA segmenti vardir
ve noraminidaz aktivitesi yoktur. Reseptor enzim fonksiyonlart da A ve B viriislerinden
farklidir. Cogunlukla ¢ocuklari, hafif olarak etkileyen bir patolojisi vardir (90, 94).

Influenza viriisiiniin enfektivitesi 56°C’de 1sitilarak yok edilebilir veya asit,
formaldehit, B-propiolakton, UV 1smlar1 ile giderilebilir. Enfektivite, defalarca
tekrarlandiginda, dondurup ¢ézme islemi ile de kaybolur. %0.5 jelatin kullanilarak yapilan
liyofilizasyon yontemi ile +4°C, -20°C’de yillarca enfektivitesini korur. Prezervatif bir madde
ile s1vi durumda -70°C’de de viriis enfektivitesini uzun siire korur (93).

Viriisiin ~ 6zelligi nedeniyle influenzanin isimlendirilmesi ©Onem tasimaktadir.
Isimlendirme, Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) 6nerileri dogrultusunda tip spesifik NP
antijenine ve sus spesifik HA ve NA antijenlerine gore yapilir (93).

Viriisiin, niikleoproteinin antijenik tipi, konak¢inin orijini (at, domuz gibi insandan
izole edilen suslar icin gecerli degil), cografi orijini, sus numarasi, izolasyon yilini
kapsayacak sekilde isimlendirilir. Hemaglutinin ve ndéraminidaz antijenlerin agiklanmasi

parantez i¢inde verilir(91, 93).
Ornek: A/Shangai/11/87 (H3N2)
A, influenza viriisiin A tipinde oldugunu, Shangai 11/87 viriislin, Shangai’de 1987

yilinda, 11. sus olarak izole edildigini, (H3N2) hemaglutinin ve ndraminidaz alt tiplerini

gostermektedir (91).
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Hayvan viriisleri i¢in  konak¢inin  admin  bildirilmesi de  Onerilmektedir
(A/Equine/Prague/1/56 (H7N7) gibi). At, kus, domuzlarda sirkiile olan suslardan 13
hemaglutinin ve domuz néraminidaz izole edilmistir (91, 93).

Influenza B viriisleri i¢in hemaglutinin ve néraminidaz alt tiplerinin agiklanmasina
DSO’ce gerek goriilmemistir. Suslar arasinda antijenik degisikligin oldugu bilinmesine

ragmen alt tiplerin siniflanmasi i¢in yeterli bilgi yoktur (91, 93).

Ornek: B/Beijing/184/93

C viriisii, influenza B’de oldugu gibi isimlendirilir (94).

2.2.1. Rekombinant Viriisler

Genetik olarak stabil influenza A rekombinant viriisleri bir ana influenza A susunun
hemaglutinin ve bir diger influenza A susunun néraminidazinin antijenik hibridizasyonu ile
elde edilir. Cogunlukla, influenza as1 tretimi i¢in kullanilacak “as1 suslarmin” elde
edilmesinde rekombinant viriisler kullanilir. Rekombinant viriislerin 6zelligi yiiksek {lireme

giiciine sahip olmalaridir (89).

2.2.2. Hastalik ve Klinik Belirtiler

Influenza viriisii enfeksiyonu belirtisiz enfeksiyondan &liimciil pndmoniye kadar
uzanabilen bir tablo sergiler. Hastaligin siddeti, antijenite ile ilgilidir. Toplumun biiyiik bir
boliimiiniin bagisik olmasit durumunda, enfeksiyonlarin yaklasik 1/120’si tipik klinik belirti
vermeyebilir ve ates ylikselmesi olmadan sadece yukar1 solunum yolu enfeksiyonu belirtileri
ile kendini gosterir. Enfekte kisilerin 1/150’sinde ani baslayan ates, bogaz agrisi, eklem agrisi,
bas agrisi, kuru Oksiiriik meydana gelir. Bu belirtiler ¢ogunlukla {ist solunum yoluna ait
enfeksiyonlar olarak diisiiniilir. Hastalik hemen her yas grubunu etkiler. Influenza,
komplikasyonlar1 yoniinden de tehlikeli bir enfeksiyondur. Influenza A, B ve C viriislerinin
klinik belirtileri benzerdir (Tablo 2). Ancak influenza A enfeksiyonlarinda hastaligin siddeti
fazla, siire daha uzundur. Influenza B enfeksiyonlar1 cocuklarda tipik belirtilerle seyrederken,

yetiskinlerde daha ¢ok herhangi bir solunum yolu enfeksiyonu seklinde goriiliir (92, 95).
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Tablo 2. Influenza A, B ve C viriis enfeksiyonlarinda semptomlarin orani (97)

Semptom Tip A Tip B Tip C |
Miyalji, artralji 60-80 60-80 50

Bas agris1 90 75 80-100
Usiime 70-90 55-80

Burun akintisi 25 80 90
Oksiiriik 75 80-90 50

Bogaz agrisi 44 40-70 60-100
Gastrointestinal belirtiler 10-25 10-45 0

Erigkinler ve ¢ocuklarda 39-40°C ates, bas agrisi, eklem agrisi, yiiz kizarikligi, kuru
Oksiiriik goriiliir. Bu belirtilere gdzyasi, 1s1ik hassasiyeti, gbz agris1 ve gbéz yanmasi da
eklenebilir. Komplikasyon goriilmeyen vakalarda ates 2-5 giin i¢inde diiser, oksiiriik 4-7 giin
devam eder. Kiiglik ¢cocuklarda genellikle faranjit, eritem, tonsillerin biiyiimesi, kusma gibi
belirtiler goriiliir. Mide agrisi, ishal gibi mide-bagirsak sikayetleri de goriilebilir. Bu nedenle
yeni dogan ve kiigiik cocuklarda boyle klinik belirtiler “gastrik-influenza” olarak adlandirilir.
Ozellikle influenza A enfeksiyonlarinda gocuklarda Krup goriildiigii bildirilmistir (92, 95).

Karaciger yaglanmasi ile birlikte ensefalopati (Reye sendromu), aspirin alan
cocuklarda influenza B enfeksiyonlarindan sonra gorilmiistiir. Aradaki bu iligki fark
edildikten sonra, ¢ocuklara aspirin verilmemesi &nerilmektedir. Influenza B enfeksiyonlu
cocuklarda akut miyozit goriilebilir. Geng eriskinlerde astim, daha ileri yetiskinlerde kronik
bronsit veya amfizem olma ihtimali bulunmaktadir. Yash kisilerde Streptokok, Hemofilus
gibi bakteriyel siiperenfeksiyonlar olusur. Influenza viriisiin miyokardiyal enfarktiisii
hizlandirdigina dair bilgiler de bulunmaktadir. Bu durumun; ancak belli sartlarda miimkiin
oldugu, kalpten kaynaklanan 6liimlerin muhtemelen kisilerin telagli, yorucu ¢alismay1 yarim
birakmama gibi 6zelliklerinden veya pulmoner 6demden kaynaklandigi bildirilmistir(92, 95).

Influenzanin énemli bir komplikasyonu da merkezi sinir sistemi komplikasyonudur.
Cogunlukla cocuklarda goriilen akut miyozit ve ensefalopati, yetiskinlerle influenza A
enkefsiyonu ile baglantili olarak gériilebilmektedir (92, 95). influenza epidemileri sirasinda,
beklenmeyen ani Sliimler de olabilmektedir. Oliim sonrasi yapilan incelemelerde, siklikla

solunum, glomerulonefrit, parotitis gibi komplikasyonlar da rapor edilmistir (92, 95).
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2.2.3. Patogenez ve Immunite

Hastaligin kulucgka siiresi 1-3 giindiir. Viris, hastaligin baglamasindan 1-2 giin 6nce ve
hastalik belirtilerinin ortaya ¢ikmasindan sonraki 3 giine kadar burun ve bogazda bulunur.
Insanlarla ilgili karsilastirmali ¢alismalar net olarak elde yoksa da H3N2 viriisleri ile, insanda
nazofaringeal enfeksiyonu baglatmak i¢in 120-300 TCID’nin yeterli oldugu bildirilmektedir.
Ayrica, asaglt solunum yolunun influenza enfeksiyonlarima daha duyarli oldugu ve
enfeksiyonlarin ¢ogunun asagi solunum yollarinda basladig izleniminin olasi transmisyon
metodu ile ilgili verilerle edinilmektedir. Solunum mukozasini kaplayan stimiiksii tabaka,
NANA ile birlikte mukoproteinleri i¢erir. Enfeksiyon, viriisiin, solunum mukozasini kaplayan
siimiiksii tabakaya yapismast ve lokal antikorlardan, spesifik olmayan inhibitorlerden,
kurtulmasi ile olusur. Spesifik reseptor iceren HA siimiiksii tabakaya yapisir. NA, viriisiin
mukozal epitelyuma girisini kolaylastirir (90, 92, 95).

Gontilliilerde yapilan deneysel bir c¢alismada virlis buruna damlalarla verilmistir.
Viriis, burum salgisina hastaligin baslangicindan 1 giin 6nce veya basladigi giin yayillmistir.
Salgidaki viriis yogunlugu 1-2 giin i¢inde en yiiksek diizeye (10%-10” TCIDso/ml) ulasmus,
daha sonra azalmaya baslamistir. Bu azalma siirerken hastalik belirtilerinde de azalma
goriilmustiir. Viriisiin yayilmasinin en yliksek oldugu giinlerde salgidaki viriis yogunlugu ile
hastaligin sikayeti arasinda bir paralellik oldugu gézlenmistir (92, 93).

Dogal olarak olusan enfeksiyonlarla ilgili yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar,
goniillillerde yapilan calismalarla benzerdir. Hastaligin baslangicindan sonra virlis
yayillmasinin siiresi genellikle 3-4 giindiir. Ancak ¢ocuklar ve hastalig1 siddetli gecirenlerde
viriis yayilmas1 daha uzun siirer. Influenza pnémonisinde viriis izole edildiginde titrelerin
yilksek olusu dikkat ¢ekmistir. Ayrica akut influenzadan oOlenlerin bronglarinda,
bronsiyollerinde ve alveollerinde yapilan histoljik ve immunolojik ¢aligmalar agagi solunum
sisteminde viriis ¢ogalmasi ve hiicresel tahribati oldugunu gostermistir. Hayvanlarda yapilan
caligmalarda da viriisiin solunum yolunun biitiin boliimlerinde ¢ogalma kapasitesinde oldugu
goriilmiistiir (90, 92, 93, 95).

Viremi nadir olusur. Vireminin anlasilmasi i¢in goniillillerden alinan kan kiiltlirlerinde
degisik calismalar farkli sonuglar vermistir. Kas, karaciger, idrar, BOS’ta influenza virilisii
replikasyonu oldugu net olarak kanitlanmamustir (90).

Oliimciil primer influenza pnémonisi cocuklar arasinda nadirdir. Fokal ve yaygin

miyokardit, nekroz bildirilmistir ve yaygin beyin 6demi Oliimciil influenza vakalarinda
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bildirilmistir. Influenzay: giiclestiren siniizit ve otitis media patolojisinin pndmoniye
benzedigi bildirilmektedir. Ozellikle influenza tip B ile enfekte ¢ocuklarda Reyes
sendromunun gelistigi goriilmiistiir (95).

Dogal influenza enfeksiyonundan sonra lokal ve humoral antikorlarla, hemaglutinin,
néraminidaz, niikleokapsit matriks protein antijenleri tanimlanir. Enfeksiyondan sonra serum
ve solunum salgilarinda HA antikorlar1 goriiliir ve bu antikorlar uzun yillar kalict olur.
Noraminidaz antikorlari, hastaligin siddetinin ve kisiden kisiye ge¢is oraninin azalmasinda rol
oynar. Enfeksiyondan sonra serum ve solunum salgilarinda goriiliir. Enfeksiyondan once
serumdaki NA antikorlari, yiiksek titrede ise klinik goriiniimlii enfeksiyonu engelleyebilir
(95).

Insan ve hayvanlarda yapilan calismalar, immunitenin etkin oldugunu ancak,
immunitenin devaminin siire¢ i¢inde kaldigini gostermistir. Couch, A/Hong Kong/ viriisiiniin
varyant1 olan A (H3N2) viriisiine kars1 reenfeksiyon ve hastalik i¢in gii¢lii bir immunitenin
dort yil devam ettigini bildirmistir. Serolojik c¢aligmalar, reenfeksiyonlarin klinik agidan
onemli olmadigini gostermektedir (92, 95).

Influenza A (HIN1)’in uzun yillar sonra 1977’de biitiin 6zellikleri ile nasil ortaya
ciktig1 tam anlasilamamistir. 1952 yilindan 6nce dogan kisilerin, biiylik bir olasilikla bu
viriisle enfekte oldugu varsayilmaktadir. Bu kisiler, 1977 sonras1 epidemi sirasinda A (HIN1)
ile enfekte olmasina ragmen nadiren klinik belirtiler gostermislerdir. Bu durum homolog
immunitenin yillarca siirebildigini de gostermektedir. 1978 yilinda Refik Saydam Hifzissthha
Merkezi Baskanligr Viroloji Laboratuarinda 20°den kiigiik ve 60 yas iistii toplam 196 insan
serumunda A/USSR/90/77 viriise kars1 antikor arastirilmistir. 20 yasin altinda 2 kiside diisiik
titrede antikor bulmus, ileri yas grubunda yine diisiik titrede ancak ¢ok sayida antikor
saptanmistir (96).

Couch yaptig1 bir ¢alismada 1968 yilinda A/Hong Kong viriisii ile enfekte olanlarin,
sonraki 6 yil i¢inde ortaya ¢ikan A/Hong Kong ile antijenik yakinligi olan viriise kars1 da
bagisik oldugunu gdstermistir. Ancak bu g¢apraz bagisikligin kademeli olarak azaldigi da
bilinmektedir. Fox ve arkadaslar1 A (H3N2) viriisleri ile enfeksiyona kars1 kisilerde, direng
oldugunu ancak bunun sadece titrede H1 antikorlara sahip kisilerde goriildiiglinii s6ylemistir
(89, 90, 94).
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2.2.4. Laboratuar Tanisi

Solunum sistemi enfeksiyonlar1 yapan diger viriislerin neden oldugu hastaliga benzer
bir tablo olusturdugu i¢in sporadik influenza vakalarinin tanis1 gilictlir. Ancak, sonbahar-kis
aylarinda atesli solunum yolu hastaliklarinin sayis1 aniden artarsa, influenza epidemisinin
baslayacag: diisliniiliir. Bu artis devam ederse, enfeksiyondan influenza viriistiniin sorumlu
olma olasilig1 yiiksektir. Epideminin kesin olarak adini koymak ig¢in viriisii izole etmek
gereklidir. Epideminin adin1 koyarken klinik 6rnekten viriisiin izole edilmesi 6ncelik tasirsa
da bunun miimkiin olmadig1 durumlarda, akut ve konvelesan serumlarda influenza viriisiine

kars1 gelisen antikor artigin1 gorerek de epideminin adi konulabilir (96).

Influenza viriisiiniin tanisi icin orneklerin toplanmasi ve saklanmasai:

Virilis izolasyonu ig¢in Ornekler, hastaligin ilk 3 giinii icinde, atesli donemde
alinmalidir. En uygun 6rnek bogaz ve burun calkantisi veya siiriintiistidiir (96).

Bogaz siiriintiisii icin steril edilmis ¢ubuk iizerine sarilmis pamuk ile bademcikler,
damak arkas1 ve asagi farinksin arkasi kuvvetlice ovulur. Cubugun pamuklu ucu, icinde 3-5
ml tasima vasati olan tlipe veya siseye daldirilir. %0.1 jelatin veya %5 sigir serumu igeren
buyyon uygun bir tagima vasati olarak kullanilabilir. Burun siiriintiisii i¢in bogaz siiriintiisiine
benzer ancak daha ince ucu pamuklu ¢ubuk burun deliginden sokulur, yavasca dondiiriiliir,
geri ¢ekilir ve i¢cinde tagima vasati olan tiip veya siseye daldirilir (96).

Burun yikama sivisindan veya bogaz calkanti suyundan viriis izole etme sansi
siiriintiiden izole etmekten daha yiiksektir. Ornek almak igin en uygun durum, hasta oturur
vaziyette, basi arkaya egik durumda iken her burun deligine yaklasik 3ml tasima sivisi
damlatilmasidir. Daha sonra hasta bas1 6ne egerek ve siimkiirerek burun deligi i¢indeki siviy1
siseye bosaltmalidir. Bogaz calkantis1 i¢in hasta, agzina alabildigi kadar tagima vasatim alir,
yine bagini arkaya egerek dayanabildigi siirede gargara yapar. Hasta gargara yaptigi suyu daha
sonra agz1 genis kiiciik siseye bosaltmalidir (96).

Siiriintii veya calkant1 seklinde toplana 6rnekler, +4°C’de miimkiin oldugu kadar kisa
siirede izolasyon ¢alismalarin1 yapacak laboratuara gonderilmelidir. Ornekler +4°C’de 4 giin
tutulabilir. Orneklerin ¢alismaya alinmadan, uzun siire bekletilmesi gerekirse, -70°C’de
tutulmasi uygun olur (96). Eger dondurmak i¢in kuru buz kullanilacaksa, CO2’nin pH’yi

diisiirerek viriisiin izolasyon sansini azaltacagi da unutulmamalidir (96).



21

Stirlintli veya ¢alkant1 sivilarinin i¢ine her ml i¢in 400pg streptomisin + 800U penisilin
veya 50pg gentamisin + 800U penisilin ilave edilir. Ornekler calkalanir ve miimkiinse
+4°C’de 1500 devirde 15dk bakteri ve kalintilar ¢oktiirmek icin cevrilir. Ustteki s1v1 alinir ve
viriis izolasyonu i¢in kullanilir (96).

Serolojik tani i¢in, kan Orneklerinin birincisi hastalifin baglangicinda, akut
donemdeyken alinir. ikinci kan hastaligin baslangicindan 15-20 giin sonra alinmalidir. ilk kan
Orneginin burun, bogaz siirlintii/¢alkantis1 ile ayn1 giinde alinmasi uygun olur. Kan serumu
ayrilir. Serum Orneklerinin laboratuara +4°C’de gonderilmesi uygun olur. Ancak siire
uzayacaksa, siireye bagli olarak serumlar -20°C’de tutulmalidir. Viriis izolasyonu veya antijen
saptanmasinin uygun sekilde ve zamanda alinmis Ornegin laboratuara uygun sartlarda

gonderilmesi ile gerceklesecegi unutulmamasi gereken ¢ok dnemli bir konudur (96).

2.2.5. Viriis Izolasyonu

Influenza viriis izolasyonu, &rneklerin hiicre kiiltiirii ve embriyonlu yumurtaya ekim

yontemleri ile yapilir (90, 96).

2.2.5.1. Hiicre Kiiltiiriinden Viriis izolasyonu

Influenza A ve B viriisleri primer resus maymun bdbrek hiicresinden yapilir. Ancak
primer hiicrelerin hazirlanmasindaki zorluk ve maymunlarin nesillerinin tasiyabildigi ve
insanlar icin tehlikeli olabilecek bazi viriislerin varli§i nedeniyle, bu hiicrelerin kullanilmasi
uygun olmamaktadir. influenza A ve B viriisleri kolaylikla Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK) hiicresinden (Sekil 3), ve ayica Rhesus Monkey Macaca Mulata Kidney hiicresinden
(LLCK-MK?2) izole edilebilir (90, 96).

MDCK’den viriis izolasyonu yontemi geleneksel hiicre kiiltiiriinden, viriis izolasyon
yonteminden daha kolay ve ¢abuktur. Tani, hiicre kiiltiiriine ekilmis 6rnegin floresans antikor
(FA) veya Enzyme Immunoassay (EIA) yonteminde pozitif sonu¢ vermesi ile olur. Hiicre
kiiltiiriine ekimden 18-40 saat sonra sonu¢ alinabilir. Bu durumda viriisiin A veya B olarak
tipi saptanabilir. Sus saptanmasi yapilamaz. Izolasyon igin geleneksel hiicre kiiltiirii

metodunda hiicre tiiplerine ekim yapilir (95, 96).
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Sekil 3. Konfluent tek tabaka MDCK hiicresi

2.2.5.2. Embriyonlu Yumurtadan Viriis izolasyonu

Influenza viriisii doku kiiltiiriinden izole edilebildigi gibi embriyonlu yumurtadan da
izole edilebilir. A ve B viriisler embriyonlu yumurtanin amniyotik sivisina adapte edildikten
sonra allantoik sivida iiretilir. Influenza C viriisii sadece amniyotik sivida iirer ve allantoik
siviya adapte olmaz (89, 90, 96).

Toplanan allantoik ve amniyotik sivilarda virlis varligini  gorebilmek igin
hemaglutinasyon testi yapilir (89, 90, 96).

Izole edilen viriisler en iyi, hemaglutinasyon inhibisyon testi ile tiplendirilirler. Doku
kiiltiiriinde treyen inflenza virtisleri hemadsorbsiyon inhibisyon testi ile de identifiye
edilebilir. izole edilen influenza viriisleri notralizasyon testi ile de tiplendirilir (97).

Influenzanin serolojik tamis1 akut ve konvelesan serumlar arasindaki antikor
titrelerinde dort kat veya daha fazla bir titre artisinin tespiti ile yapilir. Viriisiin tipleri
kompleman birlesmesi deneyi (KBD) ile, alt tipler ise hemaglutinasyon inhibisyon testi (HI)
ile tayin edilir, ELISA ve RIA testleri de kullanilabilir. ELISA testi influenza A i¢in KBD’den
daha duyarli olmasina karsilik HI testinden daha az duyarlidir. B ve C viriis enfeksiyonlarinin

tanisinda ise HI testinden daha hassastir. Notralizasyon testi de kullanilmaktadir (97).
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Sekil 4. Embriyonlu yumurtanin anatomik kisimlari (100)

2.2.6. Epidemiyoloji

Hastalik biitiin diinyada her yastaki insanlari cinsiyet gozetmeden etkisi altina
almaktadir. Salginlar lokalize, iilke ¢apinda veya daha genis yayilimli olabilir. Toplumlarda
sporadik vakalarm goriilmesi de olagandir. influenza enfeksiyonu, 6zellikle gocuklarda
solunum yolu hastaliklarinin baginda gelir. Washington’da bir influenza salgimninda, Krup’lu
hastalarin %68’inde ve solunum yolu enfeksiyonu nedeniyle hastaneye yatan c¢ocuklarin
%36’sinda influenza A virlisii izole edilmistir. Hizli yayilmasi, sik antijenik degisiklige
ugramasi nedeniyle DSO, diinya ¢apinda influenza viriisii sirkiilasyonunu ve yeni antijenik
yapiya sahip virlis izolasyonlarini incelemek, ilgili laboratuarlara duyurmak ve gelecek
influenza mevsiminde iretilecek as1 kompozisyonu Onerisi i¢in bir iletisim ag1 kurmustur.
Influenza surveyans programi 1948 yilinda kurulmustur. 1997 yilinda DSO, diinyada 80
iilkede 110 “Ulusal Influenza Merkezi” ve 4 “Hastalik Kontrol, Koruma Referans ve
Arastirma Isbirligi Merkezi”ne sahiptir. Bu 4 merkez ABD (Atlanta), ingiltere (Londra),
Avustralya (Parville) ve Japonya (Tokyo)’dadir (91, 93, 94). Refik Saydam Hifzissihha
Merkez Baskanligi Viroloji Laboratuari Influenza Unitesi de DSO tarafindan “Ulusal
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Influenza Merkezi” olarak kabul edilmis olup 110 merkez arasinda yer almaktadir (91, 93,
94).

Viriisiin antijenik yapisindaki degisiklik, bagisik olmayan popiilasyondaki enfeksiyon
siddetini belirler. Antijenik degisiklik viriisiin 2 dis glikoproteini olan HA ve NA’da meydana
gelir, ancak yapisal olan ve yapisal olmayan proteini de degisebilir. HA’da antijenik
degisiklik NA’dan daha fazla olur. Antijenik degisimin biiyiik veya kiiciik olmasina gore
antijenik sift veya antijenik drift meydana gelir (91, 93, 94).

2.2.6.1. Antijenik Drift

Antijenik drift, bir influenza alt tipinde her yil veya 2-3 yilda bir olusan kiigiik
antijenik degisikliklerdir. Bugiine kadar H1, H2, H3 olmak iizere 3 hemaglutinin ve N1, N2
olmak {iizere noraminidaz gorilmiistiir. Ho ve Hsw; bugiin H1 varyantlar1 olarak kabul
edilmektedir. Alt tipteki her yeni sus viriisiin izole edildigi yer ve izolasyon yil1 ile tanimlanur.
[lk H3N2 influenza A viriisii 1968 yilinda Japonya’da izole edilmistir. Bu sus
A/Aichi/69/H3N2 olarak adlandirilmistir. 1968’den sonra 3 yil i¢inde izole edilen tiim
influenza viriislerinin antijenik olarak ayni yapida oldugu goriilmiistiir (89, 90, 92).

Sonraki yillarda izole edilen virlislerde goriilen kiiciik antijenik degisiklikler
nedeniyle, bu viriisler A/England/72/H3N2, A/Port Chalmers/73/H3N2, A/Scotland/74/H3N2
adlan verilerek isimlendirilmislerdir. Antijenik driftin 6zellikle HA veya NA’y1 kodlayan
RNA segmenti iizerinde etkili olan mutasyonlardan kaynaklandigi kabul edilmektedir. Bir
veya birka¢ aminoasitte protein yapisinda degisiklik olmakta, bu durumda, antijenik yapida
kiiclik degisimlere neden olmaktadir. Boylece, toplumda olusan yeni viriise karsi antikor
tastyan sahislarin az sayida olmasi nedeniyle yeni viriis toplumda etkisini kolayca
gostermektedir. Deneysel olarak az miktarda antikorun varliginda antijenik driftlerin
olusturabildigi ve bu degisikliklerin HA’nin tek aminoasit zincirinde oldugu gosterilmistir.
Antijenik drift, yeni bir alt tipin ortaya ¢ikmasindan sonra nadiren olusur, yeni varyantlar

gitgide daha sik goriiliir (89, 90, 92).

2.2.6.2. Antijenik Sift

Biiyiik antijenik siftler pandeminin habercisidir. Yeni izole edilen viriise kars1 toplum

bagisik degildir. Yeni virlisiin HA ve/veya NA antijenleri ile eski virlisin HA ve/veya NA
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antijenleri arasinda serolojik yakinlik y hi¢ yoktur veya ¢ok azdir. 20. ylizyilda 3 yeni HA ve
2 yeni NA gorlilmistiir. 1957 yilinda izole edilerek H2N2 olarak tanimlanan yeni viriisle,
daha once sirkiile eden HINT1 alt tipi arasinda antijenik olarak hi¢bir yakinlik bulunmamistir
(89, 90, 92).

1968 yilinda meydana gelen sift ile influenza viriisiiniin sadece HA’sinda degisim
gbzlenmis ve H3N2 olarak tariflenmistir (89, 90, 92).

Deneyler HA alt iinitelerinde H3 e H2 influenza viriislerinin hemaglutininleri
arasindaki aminoasit zincirinde belirgin degisimlerin oldugunu gostermistir. HA, NA veya her
ikisini de kodlayan RNA segmentlerinin farkli alt tiplerde belirgin sekilde farkli oldugu
gorilmistir (89, 90, 92).

1968 yilinda meydana gelen sift ile influenza viriisiin sadece HA’sinda degisim
gbzlenmis ve H3N2 olarak tariflenmistir (89, 90, 92).

Deneyler HA alt tinitelerinde H3 ve H2 influenza virlislerinin hemaglutininleri
arasindaki aminoasit zincirinde belirgin degisimlerin oldugunu gostermistir. HA, NA veya her
ikisini de kodlayan RNA segmentlerinin farkli alt tiplerde belirgin sekilde farkli oldugu
goriilmiistiir (89, 90, 92).

2.2.6.3. Epidemik influenza

Epidemik influenza, bir sehirde, kasabada ya da iilkede goriilen influenza salginidir.
Influenza A viriisii epidemilerinin belli karakteristik modeli vardir. Lokalize epidemiler
ansizin baslar, 2-3 haftada en iist noktaya ulasir ve 6-7 hafta siirer. Atesli solunum yolu
hastalig1 olan cocuk sayisinda artis oldugu goriildiigiinde genellikle o toplumda influenza
epidemisinin basladiginin delili olarak kabul edilir (91). Daha sonra, hastaneye bagvuru
sayisinda artig, pndmoni, kalp yetmezlikleri ve ise devamsizlik oraninda artiglar dikkati ¢eker.
Ancak bu belirtiler toplumda influenzanin “net” gostergesi de degildir. Tropikal bolgelerde,
epidemiler iklime baglidir. Boyle iilkelerde viriis y1l boyu izole edilebilir. [liman iklimlerde 1
y1l baz alinarak atesli solunum yolu hastalig1 olan ¢ocuklardan alinan orneklerde sonbahar
aylarinda, influenza epidemisinden 1 hafta énce viriis izole edilmistir (93). ilk izolasyondan
sonraki 2-3 hafta i¢inde say1 hizla yiikselmis ve yine 2-3 hafta sonra viriis izolasyon sayisinin
diistiigli goriilmiistiir. Daha sonraki haftalarda birkag¢ virlis izole edilebilir, ancak belirgin
sekilde, yilin geri kalan aylarinda virlis goriilmez. Farkli salginlarda, farkli yas gruplari

etkilenebilir. Ornegin; 21 yil aradan sonra 1977-1978 yilinda tekrar gériilen HIN1 viriisii,
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hemen hemen sadece 20 yasina kadar gengleri etkilemistir. 50 yas {istiindeki toplumun biiyiik
bir ¢cogunlugu bagisik olmasi nedeniyle, HIN1 viriisiinden etkilenmemistir. Kuzey Yari
Kiire’de epidemiler Aralik-Nisan aylarinda meydana gelir (91, 93).

Giliney Yar1 Kiire’de epidemiler Mayis-Eyliil aylarinda goriilmektedir. Bu kis
aylarinda Giiney Yar1 Kiire’de ortaya ¢ikacak viriis tipini saptamada yardimci olabilmektedir.
Baz1 bolgelerde salginlar goriiliirken diger bolgede higbir virilis aktivitesinin goriilmemesi,
yaygin olan virlisin o bdolgeyi heniiz etkilememesinden kaynaklanmaktadir. Serolojik

caligmalar, bu gibi durumlarin agikliga kavusturulmasinda yardimci olmaktadir (91, 93).

2.2.6.4. Pandemik influenza

Influenza pandemileri, popiilasyonun bagisik olmadigi yeni bir viriisiin ortaya
cikmastyla meydana gelir. Biitiin toplum bagisik degilse influenza epidemileri diinyanin her
yerinde siiratle ilerler. 1957, 1968, 1977 pandemileri Cin’de baslamis, dogu ve batiya
yayilmistir. Pandemiler arasindaki, olus sikligi net degildir. En siddetli pandemiler yilizey
antijenlerinin her ikisinde de biiyiik degisiklikler oldugu zaman meydana gelmistir. Ancak
A/USSR/77/HIN1 bir ayricaliktir (90, 91, 93, 94).

Influenza epidemisi incelenirken toplumun bagisiklik durumu ve antijenik
degisiklikler 6nem kazanir. Ancak toplumun bagisiklik durumu ile antijenik degisikliklerin
birlikte incelenmesi epidemiyolojik  davramis konusunu tam olarak  acikliga
kavusturmamaktadir (91, 93).

Yeni bir influenza viriisii sirkiile etmeye basladiginda, yeni viriise karsi1 antikorlar
bulunmayan toplumda viriis yayilimi olacak ve pandemi meydana gelecektir. Pandemik
influenzanin bir veya daha fazla dalgalanmasindan sonra toplumdaki bagisiklik durumu
artacak, antijenik driftin ortaya ¢ikmasi i¢in uygun bir ortam olusacaktir. Bu durumda da yeni
antijenik drifte sahip virlisle epidemiler meydana gelecektir (91). 10-30 yillik aralarla
toplumun bagisiklik seviyesi yiikselecek ve yeni bir influenza viriislin yayilmasi i¢in elverisli
bir ortam hazir olacaktir. Bu durumda, genetik degisiklikle, toplumda sirkiile eden viriislerden
tamamen farkli bir viriis olusacak yeni bir pandemi meydana gelecektir (91, 93).

Fort Dix’te bir askeri birlik icinde influenzanin yayilmasi ve 6liimlere neden olmasina
ragmen sivil toplumda yayilmamasi viriisiin yeni antijenik yapiya sahip olmasina ragmen
yayilabilirlik  6zelliginin eksikliginden kaynaklandigin1  diisiindiirmektedir. Epideminin

gelismesinde yeni virlislerin baska faktorlerin de 6nemli oldugunu diisiinmek gerekir.
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Epideminin ortaya ¢ikisindan 5-6 hafta sonra duyarli kisilerin sadece bir kisminin enfekte
olmasindan sonra, epideminin durmasinda hangi faktorlerin rolii oldugu da kesin olarak
bilinmemektedir. Ayrica epidemiler arasinda virlisiin nerede saklandigi anlasilamamustir.
Atesli ¢ocuklarda yapilan bir ¢alismada, epidemiden birkag¢ hafta 6nce ve birkag¢ hafta sonra
viriis bulunmustur. Yani 9-10 ay gibi bir siirede viriis saptanamamistir. Ayrica serolojik
bulgular da nadir olmustur. Bu durum, insanlarda gizli enfeksiyon veya domuz, at, kus gibi
konakgilara viriisiin gecisi seklinde aciklanmistir. Halen, influenza viriisiiniin epidemiler
arasinda insanda toplumundan kaybolusu konusunda net bir agiklama yoktur (91, 93).

Influenza A viriisii at, domuz ve kus tiirlerini enfekte etmesine ragmen, primatlar
enfekte etmez. Ozellikle domuzlarda gelisen hastalik insanlardaki tabloya benzer. Insan ve
kuslardan izole edilen viriisler arasinda antijenik yakinlik oldugu da bilinmektedir (94).

Hem epidemik, hem de pandemik influenzada 6limler énemli bir yer tutmaktadir.
Oliimler influenzaya bagh cesitli kronik hastaliklardan da olabilmektedir. ABD’de 9 degisik
epidemide, 20 binden fazla insan 6ldiigii, 6limlerin %90’dan fazlasinin pndmoniden oldugu
ve yaglarinin 65 veya tstii oldugu bildirilmistir (96).

Nosokomiyal enfeksiyonlar epidemiler arasinda, hastanede yetiskinlerde, ¢ocuklarda
ve prematiire bebekler arasinda goriilmiistiir (96). 1996-97 influenza mevsiminde c¢esitli
iilkeler orta siddette influenza epidemileri bildirmislerdir (96).

Epidemi pek cok iilkede, Ekim 1996 sonunda en iist diizeye ulagsmis ve 1997 Ocak ay1
basina dek devam etmistir. Orta ve Dogu Avrupa’da influenza aktivitesi Ocak ay1 ortalarinda
yiikselmigtir. 1997 yilinda diinyada pek cok iilkede influenza A (H3N2) alt tipi izole
edilmistir. Ancak, influenza A (H3N2) alt tipinin baskin olmasina ragmen Asya’da influenza
B viriisii izole edilmistir (91). Ulusal Influenza Merkezi’mizde Ankara’da saghkli kisilerin
serumlarinda yapilan bir antikor taramasinda influenza B virlisii aktivitesinin, A’ya gore
baskin oldugu goriilmiistiir. Calismada, B alt tipinin B/Beijing/184/93 ve B/Quandong/8/93°e
yakin oldugu saptanmistir. Kuzey Amerika ve Avrupa’nin bazi bélgelerinde influenza B
siklikla rapor edilmistir. Diinyada 1996-97 influenza mevsiminde ¢ok az sayida influenza A
(HINT) rapor edilmistir (91, 96).

2.2.7. Gegis

Influenza enfeksiyonu, enfekte kisinin viriis tastyan solunum salgilarini, viriise karsi

hassas kisiye bulagsmasi ile gelisir, 10pm’den kiigiik partikiiller aerosoller (damlacik) insandan
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insana virlis bulasmasinda 6nemli olmaktadir. Solunum yollarinda viriis bulunan enfekte kisi
konusarak, Oksiirerek, aksirarak, kiiclik partikiilli damlaciklarin ¢evreye yayilimini saglar.
Hastaligin ¢ok sayida insanda birden ve ani olusmasi enfekte kisinin viriisti ¢ok sayida hassas
kisiye gecirebilecegini gostermektedir (96). Goniilliillerde yapilan bir g¢alismada, kiiclik
partikiillii aerosoller verildiginde dogal hastaliga benzer bir tablonun olustugu goriilmistiir.
Influenza viriis, solunum yolu epitellerinde birikir. Spesifik IgA tarafindan engellenmedigi
takdirde kolumnar epitelyum hiicrelerine niifuz eder (96). Adsorbsiyon olugmasi halinde,
virion bir ¢ogalma devri baslatir, doku kiiltiiriinde yapilan c¢alismada bir hiicre ¢ogalma
devrinin 4-6 saat siirdiigii goriilmiistiir. Viriisiin serbest kalmasi hiicre 6liimii olmadan 6nce
birka¢ saat devam eder. Serbest kalan viriisler yakin hiicreleri de enfekte eder bdylece
enfeksiyon baglar (90, 94, 96).

Hasta goniilliilerden alinan solunum yolu sivilarinda ve serum 6rneklerinde, interferon
stk goriilir. Genellikle viriis yayilimi, interferonun ortaya ¢ikisindan 1-2 giin 6nce olur.
Interferonun ortaya cikisi ile viriis titresinde ve hastalik belirtilerinde azalma arasinda bir

paralellik vardir (95, 96).

2.2.8. Tedavi ve Korunma

2.2.8.1. Tedavi

Influenza enfeksiyonlari aniden yiiksek ates, halsizlik, agr1 gibi belirtilerle
baslamasina ragmen, ¢cogu vakada komplikasyon goriilmez. Yatak istirahati, bol sivi, atesin
kontrol altina alinmasi, tedavi igin yeterlidir. Her 3-4 saatte 0.6-0.8gr salisilik asit ates igin
etkili olmaktadir. Cocuklar igin aspirin disinda baska antipiretik onerilir. Oksiiriik varsa,
soguk su bugusu etkili olabilir (96).

Komplikasyon goriilmeyen vakalarin %50’sinde amantadin’in  klinik belirtileri
azalttig1 bildirilmektedir. Influenza A enfeksiyonlarina kars1 antiviral ajan olarak “amantadine
hydrochloride” ve “rimantadine hydrocloride” bilinmektedir. Ancak amantadin’in,
uykusuzluk, bas donmesi, konsantrasyon giicliigli gibi geri doniisiimlii yan etkileri de
bilinmektedir. Giinliik doz yetiskinler i¢cin 2000mg, 65 yasin {istiindeki kisiler icin 100mg
onerilmektedir. Tedavide 3-5 giinliik stirenin yeterli oldugu kabul edilmektedir (96).

Rimantadin’in komplikasyon goriilmeyen influenza vakalarinda amantadin kadar etkili

oldugu bildirilmistir. Yan etkisinin az olmasi bir avantajdir. Ancak ¢ocuklarda rimantadin’e
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direng gorildiigli de bilinmektedir. Genis spektrumlu bir antiviral ajan olan Ribavirin,
influenza A ve B enfeksiyonlarinda basariyla kullanilmaktadir (96).

Influenza A aktivitesinin goriildiigii durumlarda, asilanmis ancak risk grubunda
olanlara, antikor cevabinin bekleme siiresinin sahis i¢in sakincali oldugu durumlarda, immun
yetmezligi olanlara ve asinin kontrendike oldugu kisilere antiviral ajanlar koruyucu olarak
verilebilir (96).

Influenza viral pndmonisi ile ilgili amantadin tedavisi sonuglar1 ¢cok net degildir. Sivi
kullaninmi ve elektrolit dengesi onemlidir. Hastaligin ciddiyetine gore oksijen verilebilir,
entubasyon-ventilasyon uygulanabilir. Bakteriyel komplikasyonlardan siiphe edildiginde
antibiyotik tedavisi uygulanir. Ampisilin ve amoksilin otit ve pnémoni i¢in uygun bir
antibiyotiktir. Influenza epidemi/pandemileri sirasinda ortaya c¢ikan pndmoni vakalar1 hizla
ilerler. Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumiae, Hemophyilus influenza’ya sik
rastlanir. Krup vakalarinda hasta icin rutubetli hava ¢ok gereklidir. Ancak Krup hastalarina
entubasyon veya “tracheostomy” de gerekebilir (96).

Kardiyak, santral sinir sistemi veya diger komplikasyonlar i¢in spesifik bir tedavi
olmamakla beraber, Reyes sendromunda elektrolit dengesinin korunmasi 6nemlidir.
Hastalarda kan dolagiminin izlenmesi gerekir. Serebral ddeme bagli oliimlerin oldugunun
anlasilmasindan sonra basing azaltmaya yonelik tedbirlerin alinmasi da onerilmektedir (96).

Reyes sendromu daha ¢ok ileri yastaki (ortalama 11 yas) ¢ocuklarda goriiliir. Reyes
sendromu tipik bir iist solunum yolu enfeksiyonundan birka¢ giin sonra olusabilir. Aspirin
kullanimi ile Reyes sendromu arasinda kuvvetli bir bag iliskisi vardir. Klasik klinik gériiniim,
mental durumdaki degismedir. Nobet ve solunum durmasina varan genis bir spektrum igerir.
Cocuklarda genellikle sarilik olmaksizin, karaciger rahatsizliklari vardir. Serebral 6dem,
ensefalopati goriiliir. Biyokimyasal degerler bozulmustur. Koma %4-5 oraninda goriiliir.
Kurtulanlarin %30’unda norolojik sekel kalir (96).

Reyes sendromunun patofizyolojisi bilinmemektedir. Genel destekleyici tedavi
onemlidir. Stv1 elektrolit dengesinin ayarlanmasi, ventilasyon faydali olmaktadir. En yiiksek
oranda 0liim nedeni serebral 6demdir. Bu nedenle mannitol, gliserol gibi basing diisiirmeye

yonelik tedavilerle kafa ici basincin azaltilmasi etkin olmaktadir (96).
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2.2.8.2. Korunma

Influenzanin 6nemi, bir halk saglig1 problemi olmasindadir. Bagisiklama influenzaya
karst korunmanin en etkin yoludur. Amerika Birlesik Devletleri’nde influenzanin kontrol
altina alinmasinda as1 ile bagisiklanmanin yaninda koruma ve tedavi amaci ile ilag kullanimi

da gerekli goriilmektedir (96).

2.2.8.2.1. Aktif Bagisiklama

[k formalinle inaktive edilmis influenza asis1 1930’larda ABD’de kullanilmistir. Bu
as1 influenza viriisiin tamamim kullanarak, déletli yumurtada iiretilmistir. Ilerleyen yillarda
virlis eter veya deterjanla parcalanarak split as1 ve daha sonra da hemaglutinin ve
néraminidazin purifikasyonu ile NANA veya subunit inaktive influenza asilari tiretilmistir.
Virlisiin tamammin kullanildig1 asilar split ve subunit asilara gore daha fazla yan etki
gostermekle birlikte, bagisiklama giicii 1yi olan asilardir. Split ve subunit asilarin bagisiklama
giicii ve yan etkileri benzerdir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) eksperleri her yil diinyada sirkiile
eden virlisler ve antijenik yapilarmi dikkate alarak o yil i¢in gecerli influenza asi
kompozisyonunu Onerir. Bugiin diinyada genis capta kullanilan influenza asilari inaktive

agilardir (89, 96).

2.2.8.2.2. Astile Onleme ve Asimin Rolii

Deney hayvanlar1 ve goniillillerde yapilan ¢aligma ve serum antikor titresi ile hastalik
arasinda, genelde ters oranti oldugu goriilmiistiir. Ozellikle ¢ok sayida insanin yasadig
bolgelerde, epidemi g¢abuk olusur. Asi ile influenzay1r Onleme etkin bir ¢dziim olarak
gorilmektedir. Deneysel olarak intranazal (burun yolu ile) as1 yapildiginda burun kavitesinde
ve cevresinde IgA antikor salgisi meydana gelmekte, bu da burun kavitesindeki wviriis
cogalmasini etkin bir sekilde engellemektedir (89, 96).

Deney hayvanlar1 viriis ile enfekte edildiginde, serum antikor aktivitesinin yaninda
IgA, IgM antikoru ve sitotoksik T lenfosit aktivitesi de gelisir. HA ve NP proteinleri bu
bagisiklik olayinda yer alirlar (89, 95, 96).
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2.2.8.3. Inaktive Influenza As1 Uretimi

Inaktive influenza asilar1 her yil 6zellikle DSO’niin 6nerdigi viriisler ile DSO’niin
teknik raporlarina veya iiretildigi tilkenin farmakopedilerine gore iiretilir, kontrol edilir. Halen
tilkemizde kullanilan ithal asilar inaktive split agilardir (89).

Ast 11 giinliik embriyonlu yumurtalarda hazirlanir. Viriis yumurtanin allantoik sivisina
enjektdrle verilir. 3 giin sonra sivilar toplamir. Inaktivan bir madde ile inaktive edilir.
Ultrafiltrasyon ve zonal santrifiigasyon uygulanir. Filtreden gegirilir. Uretim sirasinda
sterilite, inaktivite, HA {initesi, immunojenite, identite gibi kontroller uygulanir (89).

Final iiriinde; pH, protein miktari, albumin miktari, sterilite, zararsizlik, HA antijen
miktari, identite ve immunojenite testleri yapilir (89).

Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Baskanligi Viroloji Laboratuart DSO Ulusal
Influenza Merkezi 1968-1986 yillar1 arasinda, DSO’niin énerdigi suslarla inaktive biitiin viriis
asis1 dretmistir. 1979 yilinda Ankara Mamak Muharebe Okulu, DSO Influenza Merkezi
tarafindan iretilen inaktive A/Victoria/3/75 (H3N2), B/BK/5/72 karisimi olan biitliin virlis
asis1 ile tek doz asilanmistir. As1 6ncesi ve sonrasi antikor taramasinda A’ya karst %70 dort
kat fazlas1 B’ye kars1 9%39.2 dort kat ve fazlasi antikor gelisimi gozlenmistir. As1 sonrast
enfeksiyonlar okul doktoru tarafindan izlenmis, kayda deger bir durum goriilmedigi
bildirilmistir. DSO 1997-98 influenza mevsimi i¢in: A/Wuhan/359/95 (H3N2) veya benzeri;
A/Bayern/7/95 (H1N1) veya benzeri; B/Beijing/184/3 veya benzeri suslar ile hazirlanan 3°1i
inaktive asiy1 6nermistir (96).

1996-97 yilinda Afrika, Amerika, Asya, Avrupa’da izole edilen H3N2 viriisler,
antijenik olarak A/Wuhan/359/95’e yakinlik gostermislerdir.1996-97 yilinda izole edilen
influenza A, HINI1 virlisler A/Bayern/7/95’e yakinlik gostermislerdir. Asya, Afrika, Avrupa,
Amerika ve Okyanusya’da izole edilen influenza B virlisler ise antijenik olarak
B/Beijing/184/93 ve B/Harbui/7/94’e yakinlik gostermistir (91).

Influenza asisinmn bir bagisiklama dozunda, ast kompozisyonunda bulunan her bir
virlisten 15mg hemaglutinin antijeni tasimasi &nerilmektedir (89). Iyi bir influenza asisi,
immunojenik, steril zararsiz ve potent olmalidir (89).

Influenzaya bagli komplikasyonlarin goriilebilecegi risk gruplar1 65 ve daha yukari
yastakiler, bakim evinde kalanlar, akciger veya kardiyak problemi olan ¢ocuk ve yetiskinler,

immun sistem rahatsizlig1 olanlar veya seker hastalar1 gibi zaman zaman hastane tedavisine
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ihtiya¢ gosterenler, uzun siire aspirin tedavisi gormiis 6 ay — 18 yas arasindakiler, influenza
mevsiminde hamileligin ti¢lincii ayimn1 doldurmus kadinlar agilanmalidir (92, 95).

Yiiksek risk grubu sayilacak kisilerle ilgilenen doktor, hemsire gibi saglik personeli ve
yakinlar1 da asilanmalidir (89).

HIV ile enfekte kisilerde kisinin bagisiklik durumuna bagl olarak faydanin
degisebileceginin bilinmesine ragmen as1 Onerilmektedir. Siit veren annelere, tropik
bolgelerde influenzanin yilin her ayinda goriilebilmesi nedeniyle bu gibi yerlere gideceklere
as1 Onerilir (89).

Yumurtaya, yumurta iirlinlerine veya asinin i¢inde bulunan diger komponentlere karsi
yiiksek oranda hassas olanlara as1 uygulanmaz. Ancak kisinin yliksek risk grubunda olmasi
halinde kontrol altinda as1 uygulanabilir. Ayrica atesi yiiksek olanlara da ates diisiinceye
kadar as1 uygulamasi onerilmez. Ancak hafif solunum yolu rahatsizlig1 veya alerjik rinit, as1

uygulamasi i¢in engel degildir (89).

2.2.8.3.1. Yan Etkiler, Kontrendikasyonlar ve Uygulama

Ates, halsizlik, kas agrisi, ag1 uygulamasindan sonra goriilebilir. Bu gibi reaksiyonlar
as1 uygulanmasindan 6-12 saat sonra baglar, 1-2 giin siirer, asidan sonra nadiren dokiintii,
alerjik astim, anaflaksi goriiliir. As1 i¢indeki inaktivan madde gibi herhangi bir maddeye kars1
alerjik reaksiyonlar goriilebilir. Cok nadir olarak as1 sonrasi Guillain-Barre Sendromu (GBS)
goriilebilir. 1976 yilinda domuz gribi asisindan sonra 100000/dk GBS goriilmiistiir. Influenza
asis1 ¢cocuklara, diger rutin ¢ocukluk cagi asilari ile birlikte uygulanabilir. Pndmokok asisi ile
birlikte uygulandigi zaman uygulama yerlerinin farkli olmasina dikkat edilmelidir (89, 92,
95).

O yilin influenza mevsimine uygun asimnin hazir olmasi halinde oOzellikle risk
gruplarina, Eyliil ay1 basinda asilamanin yapilmasi uygundur. Ulkelerde viriis aktivitesinin en
yiiksek oldugu aylar degisik olmakla birlikte Ekim ve Kasim aylar1 asilama icin
onerilmektedir. 9 yasin altinda daha once influenza asisi ile agilanmamis ¢ocuklarin 1 ay ara
ile iki defa asilanmalar1 Onerilir. Bir toplulukta influenza viriis aktivitesinin gorildigi
durumlarda da ¢ocuk ve yetiskinlere as1 6nerilir (89, 92, 95).

Influenza asis1 damar igine veya deri altina uygulanir. Ast %90 oraninda spesifik

antikorlar olusturur (89).
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2.2.8.4. Canh Ateniie Influenza Asis1

Lokal, sistemik ve hiicresel bagisiklig1 saglamasi ve daha uzun siire koruma i¢in canli
asilarin gelistirilmeleri ¢alismalar1 vardir. Asi, civciv bobrek hiicrelerinin, ateniie edilmis bir
influenza viriis antijeni ve sokak-insan viriisii ile koenfeksiyonu yoluyla iiretilir. Asinin
insanlarda az reaksiyon vermesi, kolayca bulagsmamasi, genetik olarak stabil olmasi ve
hastaliga kars1 koruyucu diizeyde antikor gelistirmesi gerekmektedir (89).

Canli ateniie asilar, atentie bir dondrden, sokak tipi bir viriise gen aktarimi ile olusur.
Ateniie canli a1, viriilan sokak viriisii aldigt HA ve NA genlerini ve ateniie dondr viriisiin
internal RNA segmentini igerir (89).

Halen en uygun ateniiasyon yontemi soguga adaptasyondur. Bu viriisler 25°C’ye
kademeli olarak sogutulan ortamlarda, civciv bdbrek hiicrelerine seri pasajlart yapilmis
virislerdir (89).

Cocuklarda canli atentie as1 ile asilandiktan sonra IgA antikorlari bir yil sonra dahi
saptanabilmektedir (89).

Canli ateniie ve inaktive asilarin birlikte uygulanmasi: bir ¢alismada goniilliilerin bir
grubuna canli atenlie ve inaktive viriis asilart birlikte, diger gruba yalnizca inaktive as1
verilmistir. Kombine as1 verilenlerde solunum yolu enfeksiyonundan korunmada daha iyi
sonuclar almmistir. Arastirmacilar, risk grubunda olan yash kimselere kombine as1

uygulamasinin faydali olacagini sdylemektedir (89, 96).

2.2.8.5. influenza As1 Uretiminde DNA Teknolojisi

Bu yontemde, bakteriyel plazmid sistemi kullanilarak bir veya birden fazla influenza
viriis geninin tamamini iceren klonlanmis DNA elde edilebilir. Bu yontemle spesifik
mutasyonlarla, atenliasyon oOzelligi viriisleri elde etmek miimkiindiir. Boyle viriisler

atentiasyon gen donorii ag1 tiretiminde kullanilir (95, 96).
Canh as1 viriislerinin vektor olarak kullanilmasi:
Rekombinant DNA teknikleri influenza viriisiiniin HA ve diger proteinlerini kodlayan

genlerin vaccina virilis gibi ateniie bir virlis vektoriine verilerek {iretim i¢in kullanilabilir (95,

96).
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Influenza viriisii protein ve peptitlerinin okaryotik ve prokaryotik hiicrede

uretimi:

Rekombinant DNA teknolojisi influenza viriis antijenlerinin 6karyotik ve prokaryotik
sistemlerde tiretiminde kullanilabilir.
Ast calismalart devam ettikge, immun yanmiti arttirdigi diisliniilen yeni adjuvanlar

giindeme gelmektedir (95, 96).



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Genel Laboratuar Malzeme ve Soliisyonlar:

3.1.1.1. Kimyasallar

Kullanilan tiim kimyasallar Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi

Mikrobiyoloji Ana Bilim Dalindan temin edildi.

3.1.1.2. Cihazlar

e Biyogiivenlik II Kabini — Holten Lamin Air

e Microplate Reader — Versamax tunable microplate reader, MOLECULAR
DEVICES

e Doku Homojenizatorii — Ultra Torrax T25 Basic D-79219 IKA-WERKE
GmBH&Co0.KQ

e Santrifiij — 5804R Centrifuge N0:0031054 eppendorf AG, Hamburg

e Otoklav — CL-32L Alp Co.Ltd. Tokyo, JAPAN

e Water-Jacketed CO; Incubator — HEPA Class100 Forma Series 11 Model 3121
Thermo Electron Corporation

e 37°C etiiv— Memmert, F.G. BODE & Co. Laboratory Equipment, Hamburg

e Su banyosu — Memmert, F.G. BODE & Co. Laboratory Equipment, Hamburg

e Invert Mikroskop — Labomed TCM400

e Calkalayic1 — SL 350 Shaker, Niive Sanayi Malzemeleri Imalat ve Ticaret A.S.
Ankara



36

3.1.1.3. Fosfat Salin Tamponu (PBS)

PBS (OXOID — Phosphate Buffered Saline / DulbeccoA — BR0014G) tablet iireticinin
belirttigi sekilde 500ml distile suya 5 tablet olacak sekilde eklenerek hazirlandi. 121°C’de 20
dakika otoklavlanarak steril edildi. Oda sicakliginda saklandi.

3.1.1.4. Plastik Malzeme

Kullanilan plastik malzemeler Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Deneylerde kullanilan plastik malzemeler

Malzeme Uretici Firma

Pastor Pipeti LP Italiana SPA, Italy

50ml tiip Greiner bio-one, Germany

15ml tiip LP Italiana SPA, Italy

1.5ml tiip Firatmed, Tiirkiye

Kriyo Viyal Cellstar Greiner bio-one, Germany
Pipet Uglari Isolab Laborgerate GmbH, Germany
T75 Hiicre Kiiltiirii Flask1 Becton Dickinson Labware, USA
24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii pleyti Cellstar Greiner bio-one, Germany
96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii pleyti Cellstar Greiner bio-one, Germany

U Tabanli Mikrohemaglutinasyon Pleyti ~ Anicrin s.r.l., Italy

3.1.1.5.Su

Krosclinic distile su cihazindan elde edilen distile su kullanildi. 121°C’de 20 dakika

otoklavlanarak steril edildi. Oda sicakliginda saklandu.

3.1.2. Hiicre Kiiltiiru

3.1.2.1. Hiicre Hatt1

MDCK hiicre hatt1 Vircell, ispanya’dan temin edildi.
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3.1.2.2. Stok Soliisyonlar ve Tamponlar

e EMEM - Lonza / Biowhittaker

e MEM-EAGLE — with L-Glutamine without Sodium bicarbonate (Biological
Industries)

e FBS — Fetal Bovine Serum (Biochrom AG, Berlin)

Fungizone 50mg: 50mg toz fungizone 5mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde 10ml
ddw i¢inde ¢oziildii. 100ul alikotlanarak -20°C’de saklandi. Hiicre kiiltiirii vasatinda 2.5pug/ml

konsantrasyonda kullanildi.

Streptomisin Siilfat 1gr: 1gr toz streptomisin 10ml PBS i¢inde ¢6ziildii ve bdylece
100mg/ml konsantrasyon elde edilmis oldu. 100ul alikotlanarak -20°C’de saklandi. Hiicre

kiiltiirli vasatinda 100pg/ml konsantrasyonda kullanildi.

Penisilin G Potasyum 10°1U: Toz halinde 10°IU Penisilin G Potasyum 10ml PBS
icinde coziilerek 10°1U/ml konsantrasyon elde edilmis oldu. 100ul alikotlanarak -20°C’de
sakland1. Hiicre kiiltiirii vasatinda 10°/m] konsantrasyonda kullanildu.

3.1.2.3. Hiicre Kiiltiir Vasatlari

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan vasatlar ve igerikleri Tablo 4, 5 ve 6’da verilmistir.

Tablo 4. Hiicre liretme vasatinin (%10 MEM) hazirlanisi

50ml icin Son konsantrasyon
EMEM 45ml
FBS 5ml %10
Penisillin 50ul 1001U/ml
Streptomisin 50ul 100pg/ml
Fungizone 25ul 2.5png/ml
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Tablo 5. Hiicre idame vasatinin (%2 MEM) hazirlanisi

S50ml i¢cin Son konsantrasyon
EMEM 49ml
FBS Iml % 2
Penisillin 50ul 1001U/ml
Streptomisin 50ul 100pg/ml
Fungizone 25ul 2.5png/ml

Tablo 6. Hiicre dondurma vasatinin hazirlanisi

50ml icin Son konsantrasyon
EMEM 35ml
FBS 10ml %20
DMSO 5ml %10
Penisillin 50ul 1001U/ml
Streptomisin 50ul 100pg/ml
Fungizone 25ul 2.5ng/ml

3.1.3. Viriis Stoku

3.1.3.1. influenza Viriis Susu

Influenza A/PR/8/34 HINI viriis (ATCC VR-1469 TC Adapted Lot:58101202) 37°C
su banyosunda ¢oziildii. Daha sonra kullanilmak iizere 0.15ml alikotlanarak -80°C’ye

kaldir1ldi. influenza viriisiin iiretilmesinde kullanilan vasat ve igerigi Tablo 7’°de verilmistir.

Tablo 7. MHB8T1 — Viriis liretme vasatinin hazirlanisi

50ml icin Son konsantrasyon |
EMEM 48ml
HEPES 0.5ml 10mM
BSA 0.5ml %0.8
TPIT 50ul lpg/ml
Penisillin 50ul 1001U/ml
Streptomisin 50ul 100pg/ml
Fungizone 25ul 2.5ug/ml
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3.1.3.2. Fare Enfektif Doz 50 (MID50)

Burun Yikama Soliisyonu: 0.1ml gentamisin, 0.1ml penisilin, 0.1ml streptomisin,

0.1ml fungizone ve %0.1 BSA iceren PBS soliisyonu hazirlandi.

Anestezi Ajam: Bir birim Ketamin (Ketalar-pfizer 50mg/ml) 2 birim PBS iginde

¢Ozildii.

3.1.3.3. Notral Kirnmzi1 Boya Alim Testi

0.1 M Fosfat tamponu: 0.2 M 17.25 ml, sodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4.2H20)
ve 0.2 M 78.75 ml sodyum hidrojen fosfat (NaHPO4) karistirildiktan sonra soliisyon pH’si

6.5 olarak ayarlandi.

0.008 M Fosfat tamponu: 40 ml, fosfat tamponu ve 460 ml distile su karistirildiktan

sonra sollisyon pH’s1 6.5 olarak ayarlandi.

1% (w/v) Notral kirmizi boyasi: %0.9 (w/v) NaCl iceren 0.008 M fosfat tamponu
kullanilarak hazirlandi. Hazirlanan soliisyon filtre edildi. Soliisyon kapakli cam siselere 10ml
olacak sekilde dagitildi. Otoklavlanarak oda sicakliginda saklandi. Stok soliisyonu % 0.9
NaCl igeren 0.008 M fosfat tamponu ile diliie edilerek testte kullanilacak olan %0.03

konsantrasyonda nétral kirmizi boyasi elde edildi.

Sitrat-Etanol tamponu: Once 0.05 M sitrat tamponu, pH:4.2 olacak sekilde
hazirlandi. Hazirlanan sitrat tamponu, calismadan once 1:1 oraninda %70 etanol ile

karigtirildi.
3.1.3.4. Plak Ol¢iimii
Plak Boya Soliisyonu: 2 g naftahalen black (BDH Ltd.), 120 ml asetik asit i¢cinde

¢oziildiikten sonra lizerine 27.2 gr sodyum asetat ve 1880 ml distile su ilave edildi. Oda

sicakliginda saklandi.
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Plak Olusturma Vasati: Plak olgiimiinde kullanilacak olan kapatma vasati Tablo

8’deki gibi hazirlandi.

Tablo 8. Plak olusturma vasatinin hazirlanisi

2X MEM-EAGLE 24ml

%2.4 Avicel 25ml % 1.2
HEPES 0.5ml 10mM
BSA 0.5ml %0.1
TP/T 50ul 1pg/ml
Penisillin 50ul 1001U/ml
Streptomisin 50ul 100pg/ml
Fungizone 25ul 2.5ug/ml

3.1.3.5.Hemaglutinasyon Testi

Antikoagulan hazirlanmasi (Alsever Soliisyonu): 0.55gr sitrik asit, 0.8gr sodyum
sirat, 2.05gr D-glukoz ve 0.42gr sodyum kloriir son hacim 100ml olacak sekilde distile su
i¢cinde ¢oziildi. 116°C’de 10dk otoklavlandi. 50ml tiiplere boliinerek +4°C’de saklandi.

%0.5 Tavuk Eritrosit Siispansiyonu: Hizli ¢cokme siiresi ve daha net sonu¢ verdigi
icin diger tiirler yerine tavuk eritrositleri tercih edilmistir. Tavugun kanat veninden enjektor
ile kan alinip i¢inde K2E (di-potasyum EDTA) bulunan mor kapakli kan alma tiipiine
aktarildi. Pihtilasmanin 6nlenmesi icin tiip alt {ist edildi. Tavuk kani bire bir oranda Alsever
Soliisyonu ile yavasca karistirildi ve son hacim PBS’le 50ml’ye tamamlandi. Yavasca
karistirildi. 800 Xg’de 10dk santrifiij edildi. Supernatant uzaklastirildi. Eritrositler 3 kez PBS
ile yikandi. Flde edilen eritrosit pelleti %10 konsantrasyon olacak sekilde PBS ile
siispansiyon haline getirildi.

Hemaglutinasyon testinde kullanilacak olan %0.5 eritrosit siispansiyonu i¢in belli

miktar %10’luk stok eritrosit siipansiyonu belli miktar PBS icinde resiispanse edildi.
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3.1.4. Sitotoksisite Testi
3.1.4.1. MTT Testi

MTT Soliisyonu: 5mg/ml konsantrasyon elde etmek i¢in; 100mg toz halinde MTT
(SIGMA 100MG Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide M5655 97.5%TLC FW:414.33
CAS:298-93-1) 6nce 0.5ml DMSO (Dimetil Siilfoksit — LabScan — C4534) i¢inde ¢oziildi ve

ardindan son hacim, PBS ile 20ml’ye tamamlandi. 0.5ml alikotland1 ve -20°C’de saklandi.

3.1.5. Anti-influenza Aktivitenin Degerlendirilmesi

3.1.5.1. in vitro Anti-influenza Aktivitenin Degerlendirilmesi

TPCK-treated Trypsin: TPCK-treated Trypsin (toz halinde) (Trypsin, from bovine
pancreas, activity: >10000 BAEE units/mg protein, 13821 units/mg solid Pcode:10006805
CAS NO:9002 07-7 SIGMA) o6nce 10ml PBS iginde ¢oziildii. Toplam 100ml hacim olacak
sekilde PBS ile diliie edildi. Filtre kullanilarak steril edildi. Img/ml konsantrasyonda TPCK-
treated Trypsin soliisyonu elde edildi. 1.5ml alikotlanarak -80°C’de saklandi.

3.1.5.2. In vivo Anti-influenza Aktivitenin Degerlendirilmesi

In vivo anti-influenza aktivite degerlendirilmesi i¢in uygulanan testte, viriis diliisyonu

hazirlamak ve burun yikantist almak i¢in kullanilan tampon igerigi Tablo 9’da belirtilmistir.

Tablo 9. Viriis diliisyonu ve burun yikama i¢in kullanilan tamponun hazirlanist

50ml icin Son konsantrasyon

PBS 49.25ml

BSA 0.5mi %0.1
Penisilin 100l 1001U/mi
Streptomisin 100ul 100pg/ml
Fungizone 50ul 2.5ng/ml
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3.1.6. Deney Hayvanlar

Deneylerde kullanilan Balb/c fareler Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Cerrahi Arastirma Merkezinden temin edildi (Sekil 5) . Tiim deneylerde 6-8 haftalik disi
fareler kullanildi. Isaretleme yapmak icin farelerin kulaklar1 delindi. Delik sol kulak “L”,
delik sag kulak “R” olarak kodlandi. Delik kulagi temsil eden kodun yanindaki rakam delik
sayisini temsil etmek i¢in kullanildi (6rn; L1: sol kulakta bir delik, R2: sag kulakta iki delik,
L1R2: sol kulakta bir sag kulakta iki delik). Kulagi delinmeyen fareler i¢in “N” olarak
kodlandi.

Sekil 5. Deneylerde kullanilan Balb/c fare

3.2. Metot

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

T75 hiicre kiiltiir flasklarinda iiretilen MDCK hiicreler % 90’nin iistiinde iireme
gosterdiginde hiicre tabakasi iki kez PBS ile yikandi. Tripsinizasyon agamasi icin flaska 3ml
Tripsin eklenerek 37°C %5CO,’de 10dk bekletildi. Hiicrelerin tabandan ayrilmasi mikroskop
altinda gozlendi. Flask tabanma hafif¢e vurularak tabanda kalan son hiicrelerin tabandan
ayrilmasi saglandi. Flask igerisine 9ml %10MEM eklenerek tripsin aktivitesi durduruldu ve
pipetlenerek hiicre siispansiyonu elde edildi. Flask igerisine 4ml hiicre siispansiyonu birakildi
ve iizerine 21ml %10MEM eklendi. T75 flask 37°C %5CO;’de inkiibasyona birakild1 (Sekil
6).
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3.2.1.1. Hiicre idamesi

T75 flasktaki hiicreler bakteri ve mantar kontaminasyonu yoniinden mikroskop altinda
degerlendirildi. Flask icerigi dokiildii ve PBS ile yikandi. 25ml %2MEM eklenerek T75 flask
37°C %5CO;’de inkiibasyona birakildi.

Hiicre Pasaji

Tripsinizasyon

Tripsin etkisiyle flask tabaniyla
baglantisi zayiflamis, yuvarlaklagmig
MDCK hiicreleri

>

Hiicre tiretme vasati ile T75 flaska ekim

Sekil 6. MDCK hiicrelerinin iiretimi ve pasajlanmast
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3.2.1.2. Hiicre Dondurma

T75 flasktaki hiicreler bakteri ve mantar kontaminasyonu yoniinden mikroskop altinda
degerlendirildi. Flask tabanin1 %100 kaplamis olan MDCK hiicreleri iki kez PBS ile yikandi.
3ml Tripsin ile hiicreler flask tabanindan kaldirildi. Hiicreler %10MEM iginde siispanse edildi
ve son hacim %Il0MEM ile 15ml’ye tamamlandi. 1500rpm’de 5dk santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirildi. Sediment 6nce elle hafifce vortekslendi ardindan iizerine yavasca
3ml hiicre dondurma vasati eklenerek hiicreler siispansiyon haline getirildi. Kriyoviallere 1ml

eklenerek -80°C’de saklandi (Sekil 7).

—>  Tripsinizasyon

Santrifiyj <~

l 9

15ml

3ml Hicre
I — Dondurm
a Vasati
Hiicre pelleti
—)
Hiicre Iml
o 2 % (] @
slispansiyonu > 8@ C
3mi
A 4

Sekil 7. Hiicre dondurma isleminin asamalar1
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3.2.1.3. Hiicre Canlandirma

-80°C’deki kriyoviyaller 37°C’de hizlica ¢oziildii. Kriyoviyal igindeki 1ml hiicre
siispansiyonu T75 flaska eklendi ve lizerine 24ml %10MEM eklenerek 37°C %5CO;’de
inkiibasyona birakildi (Sekil 8).

-80°C
MDCK hiicresi

Su banyosu

Hiicre w
Uretme
l Iml

Vasati

24ml

Sekil 8. Hiicre canlandirma igleminin agsamalari
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3.2.2. Viriis Stokunun Hazirlanmasi

3.2.2.1. inokulumun Hazirlanmasi

Influenza A/PR/8/34 viriisii, Viriis Uretme Vasati (MHBS8T1) iginde 100 kat diliie
edildi (sekil 9).

lf’] 0 Y100
+0.9ml +4.5ml
MHBST MHB8T 1
Influenza A/PR/8
ATCC / \/
0.1ml 0.5ml

Sekil 9. Inokulumun hazirlanmasi

3.2.2.2. Virisiin Hiicre Kiiltiiriinde Cogaltilmasi

T75 flasktaki konfluent tek tabaka MDCK hiicreleri PBS ile iki kez yikandi. Hiicreler
S5ml 1/100 influenza A/PR/8/34 viriisii ile enfekte edildi. 1 saat boyunca 37°C, %5 COz’de
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresince her 10 dakikada bir flask déndiiriilerek inokulumun hiicre
yilizeyine iyice yayilmasi saglandi. 1 saatlik inkiibasyon sonunda inokulum uzaklastirildi.
Hiicre yiizeyi PBS ile yikandi. Flask igerisine 15ml Viriis Uretme Vasati eklenerek flask 2
giin boyunca 37°C, %5 CO;’de inkiibasyona birakildi (Sekil 10).

Iki giin inkiibasyondan sonra hiicreler sitopatik etki agisindan mikroskop altinda
incelendi. Hiicrelerin tamaminin sitopatik etki ile tabandan kalktig1 goriildii. Hiicreler dondur-
¢0z yontemi ile (flask -80°C’de dondurulup ardindan 37°C su banyosunda ¢6ziildii — bu islem
3 kez tekrarlandi) parcalanarak iclerindeki viriis agiga ¢ikarildi. Flask icerigi pipetlenerek
siispansiyon haline getirildi. Siispansiyon 15ml tiipe aktarildi ve +4°C’de 2000rpm’de 10dk
santrifiij edildi. Viriis iceren siipernatant kismi kriyoviyallere 1ml olacak sekilde alikotlandi

ve -80°C’de sakland1 (Sekil 11).



% MDCK hiicreleri PBS’le yikandiktan sonra

Sml

a

Y100 MDCK
A/PR/8
1 saat 37°C
%5C0;5-4,
inkiibe edildi
Inokulum uzaklastirildi
PBS’le yikandi
Flask icerisine
15ml MH8TT1 eklendi
MDCK 1-2 giin 37°C %5C0,’de
inkiibasyona birakildi

Sekil 10. MDCK hiicrelerinin viriis ile enfekte edilmesi
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Influenza viriisiin MDCK hiicrelerinde

l olusturdugu sitopatik etki (cpe)
3 kez dondurup ¢oziildi
l Santrifiij

N

.
15ml] .

Viriis igeren

. siipernatant kismi
Hiicre siispansiyonu
Kriyoviallere
alikotlanarak
-80°C’de sakland1

Sekil 11. Viriis stokunun hazirlanmasi
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3.2.2.3. Viriisiin Embriyonlu Yumurtada Uretilmesi

0. GUN SPF yumurtalar kulugka makinesine yerlestirilirdi.
9. GUN Yumurta tizerinden agilan delikten 0.1ml viras allantoik
kaviteye inokiile edildi.

12. GUN Allantoik sivilar topland1 ve HA testi yapildi.

0. GON - SPF yumurtalar kulucka makinesine yerlestirilmesi: Yumurtalarin dist
antiseptik ile temizlendi. Hava keseleri yukari bakacak sekilde kulugka makinesine

yerlestirildi (Sicaklik: 37.7°C Nem: %64).

9. GUN - Viriisiin yumurtaya inokiilasyonu (V0): Karanlk ortamda fener yardimiyla

damarlanma ve embriyo hareketi gézlemlendi (Sekil 12).

Sekil 12. Yumurtada damarlanma ve embriyo olusumunun gézlemlenmesi
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Hareketli embriyo ve damarlanma igeren yumurtalar, viriis inokiilasyonu i¢in segildi.
Hava kesesinin yeri kursun kalemle belirlendi. Hava kesesi tizerinden kursun kalemle bir
delik yeri belirlendi (inokiilasyon sirasinda yumurta i¢inde olusacak olan basinci dengelemek
i¢cin). Damarlarin iizerine gelmeyecek sekilde, damarlarin arasindan kursun kalemle bir delik

yeri belirlendi (Sekil 13).

Hava Kesesi

Delik yeri

Delik yeri

Damar

Sekil 13. Embriyonlu yumurta iizerindeki hava kesesi,
damar ve delik yerlerinin sematik goriintiisii

Yumurtalar isaretli yerlerden delinerek 0.1ml viriis (1/100 A/PR/8 diliisyonu) inokiile
edildi. Delikler oje ile kapatildi. Yumurtalar, hava keseleri yukar1 bakacak sekilde 35°C’lik
etiive yerlestirildi.

12. GUN - Viriisiin yumurtadan izolasyonu (V3): Yumurtalar 35°C etiivden alinarak
karanlik ortamda fener yardimiyla damar yapisindaki bozulma acisindan kontrol edildi.
Damar yapis1 bozulmus yumurtalar embriyonun 6lmesi ve damarlarin daralmasi i¢in -20°C’de
30dk bekletildi. Daha 6nceden hava kesesi iizerinden agilan delikten baglayarak, hava kesesini
belirten ¢izgi iizerinden kesildi (Sekil 14, 15).
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Sekil 14. Yumurtanin isaretli yerlerden kesilisi

Sekil 15. Isaretli yerlerden kesilmis yumurta

Plastik pastor pipeti ile zar agilarak yumurtalarin allantoik sivist steril 15ml tiipe

topland (Sekil 16).
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Sekil 16. Allantoik stvinin toplanmast

3000rpm’de 10dk santrifiij edildi. Stipernatant steril bir tiipte toplandi. Kriyoviyallere
1ml alikotland1. -80°C’de saklandi.

3.2.3. Stok Viris Titresinin in vitro Belirlenmesi
3.2.3.1. Notral Kirmizi1 Boya Alim Testi

Virus sulandirmalarimin hazirlanmasi: Stok Influenza A/PR/8 viris MHB8T1

icinde sulandirilarak 1/10* diliisyonu hazirlandi (Sekil 17).

IIOO 1000 ’IIOOOO

m VIS

+0.9ml +0.9ml +0.9ml +0.9ml
MHB8TI MHB8TI MHB8TI MHBSTI
Influenza A/PR/8

R AVAVAV/

0.1ml 0.1ml 0.1ml 0.1ml

Sekil 17. Nétral kirmizi boya alim testi igin Viriis
sulandirmalarinin hazirlanmasi
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MDCK  hiicrelerinin  hazirlanmasi:  %10MEM  i¢inde  1x10°hiicre/ml
konsantrasyonda hiicre siispansiyonu hazirlandi. Hazirlanan hiicre silispansiyonundan 96

kuyucuklu pleyte 0.1ml/kuyucuk olacak sekilde hiicre ekimi yapildi.

Titrasyon : 96 kuyucuklu pleyt mikroskop altinda hiicre yogunlugu agisindan kontrol
edildi. Konfluent tek tabaka MDCK hiicresi igeren pleyt titrasyon hesaplanmasi igin
kullanildi. 96 kuyucuklu MDCK pleyti 0.2ml/kuyucuk PBS ile iki kez yikandi.

C1-F1 sirasmma 150p Influenza A/PR/8 virlistin 1/ 10* diliisyonu eklendi. Diger
kuyucuklara 107ul MHB8T1 eklendi. C1-F1’den baslayip bir sonraki kuyucuga her defasinda
50ul tagiyarak viriisiin yarim log diliisyonlar1 elde edilmis oldu Son kuyucuktan 50ul disart
atildr (Sekil 18). Kontrol kuyucuklarina 0.1ml MHB8T1 eklendi. Pleyt 3 giin 37°C %5CO;’de
inkiibe edildi (Sekil 19).

150ul 10 Stok A/PR/8
50pl 50pl S0pl 50pl SOpl 50pl 50pl S0pl 50upl  50pl S50ul 50ul

AN AN AT AT AT AT AT ATAT AT AY S

- 000000000000 *
¥e/0/00/0/0/0/00000
fe/0/0/00/000 0000
. OO0

T
107ul MHBBT1

Sekil 18. Pleyt {izerinde yarim log diliisyonlarin hazirlanmasi

104 1045 105 1055 10° 1055 107 1075 108 1085 100 1093 ]- Viriis
sy
0 T 2 diltisyon

* ééOééééééOO O degerleri
0/0/0/0/0/0/0/0,0/0.08
1000000000000

joe)

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

1OO0O0O00O0000000O

1 0000000000 | |....
OOOOOOOOOOO0,)

Sekil 19. Kontrol kuyucuklarinin ve viriis diliisyon
kuyucuklarinin pleyt tizerindeki yerlesimi

jus)
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Inkiibasyon sonunda pleyt igerigi bosaltildi ve kagit peceteye degdirildi. Kuyucuklar
0.4ml 0.008M PBS ile yikandi. Kuyucuklara 50ul %0.03 nétral kirmizi soliisyonu eklendi.
37°C etlivde 45dk bekletildikten sonra pleyt igerigi dokiildii. Kuyucuklar 0.4ml 0.008M PBS
ile 3 kez yikandi ve son damlalar1 da alabilmek i¢in pleyt kagit peceteye degdirildi. Kurumasi
icin kapagi agik olacak sekilde 37°C etiive kaldirildi.

Tam kuruma saglandiktan sonra kuyucuklara 0.2ml Sitrat-Etanol Tamponu eklendi.
Pleyt 600rpm’de 30dk calkalandi. Spektrofotometrede 540 — 630 nm dalga boyunda 1s1k
absorbans Ol¢limii yapildi.

Elde edilen veriler GraphPad Prism 5 istatistik programi ile degerlendirilerek TCID50
hesaplandi.

3.2.3.2. Plak Ol¢iimii

Viriis Sulandirmasimmin Hazirlanmasi: Stok influenza A/PR/8 viriisi MHBSTI

icinde 1/10% 1/10°, 1/10°, 1/10°, 1/10® seklinde sulandirildi.

Test: Test icin 12 kuyucuklu konfluent tek tabaka MDCK hiicreleri kullanildi.
Hiicreler mikroskop altinda bakteri ve mantar kontaminasyonu ag¢isindan kontrol edildi. Pleyt
icerigi dokildii. Kuyucuklar PBS ile iki kez yikandi. Kontrol kuyucuklarina 0.2ml MHB8T1
eklendi. Her bir viriis dillisyonu i¢in ikiser kuyucuk kullanildi. Kuyucuklar 1/ 10%den 1/10%¢
dogru 0.2ml viriis diliisyonu ile enfekte edildi (Sekil 20).

DOE

w

Sekil 20. 12 kuyucuklu kiiltlir kabinda plak 6l¢timii
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Pleyt 37°C %5CO;’de 1 saat inkiibe edildikten sonra inokulum uzaklagtirildi.
Kuyucuklar MHBST1 ile yikandi. Kuyucuklara 2ml kapatma vasati eklenerek pleyt 3 giin
inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda pleyt igerigi aspirator yardimiyla uzaklastirildi. PBS ile iki kez
yikandi. Kuyucuklara 0.5ml plak boya soliisyonu eklendi. Pleyt 37°C etiivde 45dk
bekletildikten sonra boya uzaklastirildi ve pleyt musluk suyu altinda yikandi. Pleyt 37°C
etiivde kurumaya birakildi.

Tam kuruma saglandiktan sonra mikroskop altinda plak sayimi yapildi ve pfu/ml

hesaplandi.

3.2.3.3. Hemaglutinasyon Testi

Hemaglutinasyon testi i¢in U tabanli mikrohemaglutinasyon pleytleri kullanildi. U
tabanli mikrohemaglutinasyon pleytinin ilk kuyucugu hari¢ diger kuyucuklara 100ul PBS
eklendi. Ik kuyucuga 200ul stok influenza A/PR/8 viriisiin 10 kat diliisyonu eklendi. ilk
kuyucuktan baslayarak bir sonraki kuyucuga 100ul pipetlemek suretiyle pleyt lizerinde ikiser
kat diliisyonlar hazirlanmis oldu (Sekil 21). Viriis diliisyonlar1 {izerine 100ul %0.5 tavuk
eritrosit siispansiyonu eklendi. Pleyt oda sicakliginda ~45dk bekletildi ve hemaglutinasyon

acisindan degerlendirildi.

1 1
l{l /40 /80 /160 /320 IG-I-U 1280 "’zqr.(r F]Z[l J"10240 /20480
200ul 100l 100pl 100pl 100wl 100ul 100l 100ul 100ul 100ul 100ul 100ul

A/PR/8  PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS

UUUUUUUUUUUU

100ul 100ul 100pl 100pl 100ul  100pl 100l 100pl 100ul 100ul 100pl 100ul

+ + + + + + + + + + + +
100ul 100ul 100ul 100l 100ul  100ul 100pul  100pul 100ul 100pul 100ul 100pl
%0.5 %05 %0.5 %0.5 %0.5 %0.5 %0.5 %0.5 %0.5 %0.5 %0.5 %0.5
RBC RBC RBC RBC RBC RBC RBC RBC RBC RBC RBC RBC

Sekil 21. Hemaglutinasyon testi
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Diigme seklinde ¢okme olan kuyucuklar virlis varligi bakimindan negatif, ¢cokme
olmayan kuyucuklar viriis varligi agisindan pozitif olarak kabul edildi (Sekil 22). Son pozitif
kuyucuk HAU (hemagglutination unit) olarak alindi.

+HA

Sekil 22. Hemaglutinasyon degerlendirilme goriintiisii

-HA

3.2.4. Stok Viriis Titresinin in vivo Belirlenmesi
3.2.4.1. Fare Enfektif Doz 50 (MI1D50)

Stok viriisiin log diliisyonlart PBS icinde hazirlandi (1/10 — 1/10).
MIDS50 testi icin ortalama 19-23gr Balb/c fareler kullanildi. Dérder fareden olusan 6

grup olusturuldu.

0.GUN: Farelere 0.1ml Ketamin:PBS (1:2) IP olarak verildi. Her bir burun deligine
25l viriis diliisyonlarindan verilerek (Sekil 23) gruplar viriisiin 1/10? - 1/10% - 1/10* - 1/10° -

1/10° - 1/10° diliisyonlart ile enfekte edilmis oldu. Farelerin viicut agirliklar not edildi.

Sekil 23. Viriisiin fareye burundan verilmesi
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3.GUN: Farelerin burun yikantilar1 alind1 ve akcigerleri (Sekil 24) ¢ikarildi.

Sekil 24. Konsolidasyonlu fare akcigeri

Burun yikantisinin alinmasi: Her bir farenin burun deligine mavi pipet ile 0.5ml
PBS (burun yikantis1 soliisyonu) verildi ve burun yikantis1 agzindan ucu kesilmis sar1 pipet ile

cekildi (Sekil 25).

Sekil 25. Burun yikantisi alinmast

Burun yikantilart steril eppendorf tiiplere aktarilarak -80°C’ye kaldirildu.
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Akciger siispansiyonu hazirlanmasi: Serebral dislokasyondan sonra akcigerler
cikarilip her iki yiizii kagit peceteye blotlandi ve steril petrilerde tartilarak agirliklart not
edildi. %10 akciger siispansiyonu elde etmek i¢in gerekli miktar %0.1BSA-PBS igeren
tiiplere aktarildi. Doku homojenizatorii ile 13500d/dk’da 30sn homojenize edilerek -80°C’ye
kaldirild1 (Sekil 26).

Sekil 26. Akciger homojenatinin hazirlanmasi

Titrasyon: Titrasyon asamasinda 96 kuyucuklu %100 MDCK hiicresi igeren pleyler
kullanildi. Tiim kuyucuklara 0.1ml MHBS8T1 eklendi.
Donmus haldeki akciger siispansiyonlar1 -80°C’den alinarak 37°C’de hizla ¢oziildii.

Akciger siispansiyonu 2ml tiipler icerisinde 3000rpm’de 10dk santrifiij edildi. A sirasina her
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diliisyon i¢in dorder kuyucuk olacak sekilde, akciger siispansiyonlarinin siipernatantlarindan
11ul eklendi. Sekiz kanalli pipet ile A sirasindan H sirasina dogru, bir alt kuyucuga her
defasinda 11ul tasiyarak on kat diliisyonlar hazirlanmis oldu (Sekil 27). Pleytler 37°C
%5C0O,’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklara 0.1lml MHBSTI
eklenerek pleytler 2 giin inkiibasyona birakild: (Sekil 28).

11ul akciger stispansiyon siipernatanti

AN

0000
7. 0000.
e /o/o/0

- 100ul MHBST]1

Q¢

Q

Q
OO0
OOOOOOOQs

Sekil 27. Pleyt iizerinde log diliisyonlarin yapilmasi
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10-!
102
10-3
10+
10
106
107
10-8

Sekil 28. MID50 testi i¢in hazirlanan pleytler

10-!

10
10+ 1 0—5
10’
106
107
10

107

Inkiibasyon sonunda pleytlere hemagliitinasyon testi uygulandi. Pozitif ve negatif

hemaglutinasyon verilerine gére Spearman-Karber Metodu ile MID50 hesaplanda.

3.2.4.2 Letal Deney (LD50)

Stok viriisiin diliisyonlar1 0.1%BSA-PBS i¢inde hazirland1 (10%/5, 10, 10°/5, 10%).

Deney icin 21-25gr disi Balb/c fareler kullanildi. Test i¢in 6’sar fare igeren 4 grup kuruldu.

Anestezi ajanmi: 1 birim Ketamin 3 birim PBS icinde diliie edildi. Anestezi yapilacak

farelere IP yoldan 0.1ml verildi.

0. GUN

19. GUN

1.Grup
2.Grup
3.Grup
4.Grup

anestezi altinda

uyanik

anestezi altinda

uyanik

Deney sonlandirildi

-4 dil. 25pl/burun deligi

-3/5 dil. 12.5ul/burun deligi

-3 dil. 25pl/burun deligi

-2/5 dil. 12.5ul/burun deligi

Deney siiresince farelerin agirliklari ve 6liimler not edildi.

Fareler
enfekte
’ edildi
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3.2.5. Propolis Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Propolis (toz halinde) Karadeniz Teknik Universitesi Farabi Hastanesi Tibbi

Biyokimya Arastirma Laboratuarindan temin edildi.

Propolis — EtOH soliisyonunun hazirlanmasi: 0.2 gr propolis hassas tartida tartildi
ve 50ml kapakl tiip i¢cinde 20ml %96 EtOH ile karistirildi (Sekil 29).

Propolis — ddw soliisyonunun hazirlanmasi: 0.2 gr propolis hassas tartida tartildi ve
50ml kapakli tiip iginde 20ml ddw ile karistirildi (Sekil 29).

Her iki tlip de iyice vortekslendi. Tiiplerin agz1 parafilmle kapatildi. Tiipler karanlik
ortamda 45° aciyla yerlestirildi. 24 saat siireyle kuru ortamda 60°C’de 150 rpm’de ¢alkalandi.
24 saatlik inkiibasyonun sonunda tipler iyice vortekslendi. Kurutma kagidi kullanilarak iki
kez siiziildii. Bu islemler sonunda 10mg/ml konsantrasyonda Propolis-EtOH ve 10mg/ml
konsantrasyonda Propolis-ddw elde edilmis oldu. Eppendorf tiiplerde 1ml alikotlanarak
-20°C’de sakland.

0.2gr 20ml

ddw / EtOH

Propolis (toz halinde)

Sekil 29. Propolis ekstraktlarinin hazirlanmasi



S0ml

& o

Vortekslendi

l

Kurutma kagidi
ile sizuldu Y

A\ g

1 501pm 60°C
lcuru ortamda 24
saat calkaland:

-20°C"de sakland:

] Alikotlanaralk

Sekil 30. Propolis ekstraktlarinin hazirlanmasi
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3.2.6. Propolis’in Hiicre Toksisitesinin Belirlenmesi (CC50)

MDCK  hiicrelerinin  hazirlanmasi:  %I0OMEM  i¢inde 1x10°hiicre/ml
konsantrasyonda hiicre siispansiyonu hazirlandi. Hazirlanan hiicre silispansiyonundan 96

kuyucuklu pleyte 0.Iml/kuyucuk olacak sekilde hiicre ekimi yapildi.

Propolis-ddw ve Propolis-EtOH konsantrasyonlarinin hazirlanmasi: Propolis-
ddw, konsantrasyonu 100ug/ml olacak sekilde 10mg/ml konsantrasyondaki stok Propolis-ddw
solisyonundan MHBS8T1 i¢inde diliie edilerek hazirlandi.

Propolis-EtOH, konsantrasyonu 100ug/ml olacak sekilde 10mg/ml konsantrasyondaki
stok Propolis-EtOH soliisyonundan MHBST1 i¢inde diliie edilerek hazirlandi.

Hiicre Toksisite Testi: 96 kuyucuklu pleyt mikroskop altinda hiicre yogunlugu
acisindan kontrol edildi. Konfluent tek tabaka MDCK hiicresi igeren pleyt toksisite testi i¢in
kullanildi.

Pleyt igerigi dokiildii ve 0.2ml/kuyucuk PBS ile iki kez yikandi. ilk kuyucuklar harig
tiim kuyucuklara 0.1ml MHBSTI1 eklendi. ilk kuyucuklara 0.2ml Propolis-ddw ve 0.2ml
Propolis-EtOH eklendi. Ilk kuyucuktan baslayarak bir sonraki kuyucuga 0.1ml tasimak
suretiyle diliisyonlar yapilmis oldu (Sekil 31). Pleyt 2 giin 37°C %5CO;’de inkiibe edildi.

Propolis-ddw Propolis-EtOH Kontrol

Q  .[[oooooot00006
e OO0 0000
e 1000000000000
Q
Q
Q
O

w7 1| OOO0 00000000
110000 00000000
111 QOO0 00000000
1110000 00000000
1 OO00000000000

>< (ug/ml)

Sekil 31. Propolis diliisyonlarinin pleyt iizerinde yapilmasi
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2 giin inkiibasyon sonunda pleyte MTT test uygulandi. Pleyt inkiibatrden alind1 ve
icerigi dokiildii. Kuyucuklar 0.2ml PBS ile iki kez yikandi. Kuyucuklara 0.lml p.MEM
eklendi. Daha sonra tiim kuyucuklara Sul MMT (S5mg/ml) eklendi (kuyucuktaki
konsantrasyon: 0.25mg/ml). 37°C %5C02’de 2 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda pleyt igerigi dokiildii ve kuyucuklara 0.1ml DMSO eklendi.
Calkalayicida 500rpm’de 20 dakika boyunca calkalandi. Calkalama sonunda formazon
kristallerinin ¢6ziiniip ¢6ziinmedigi mikroskop altinda kontrol edildi.

Spektrofotometrede 570 — 630 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapildi.

Hiicre Canlilik Oraninin Hesaplanmasi:

formiilii ile hesaplandi

Elde edilen veriler GraphPad Prism 5 istatistik programi kullanilarak degerlendirildi

ve Propolis-ddw ve Propolis-EtOH ig¢in ayr1 ayri CC50 degerleri hesaplandi.

3.2.7. Propolis’in Anti-influenza Aktivitesinin Degerlendirilmesi

3.2.7.1. In vitro Anti-influenza Aktivitenin Degerlendirilmesi

MDCK hiicrelerinin  hazirlanmasi: %10 MEM icinde 1x10°hiicre/ml
konsantrasyonda hiicre siispansiyonu hazirlandi. Hazirlanan hiicre silispansiyonundan 96

kuyucuklu pleyte 0.1ml/kuyucuk olacak sekilde hiicre ekimi yapildi.

Propolis-ddw ve Propolis-EtOH konsantrasyonlariin hazirlanmasi: Propolis-ddw
ve Propolis-EtOH i¢in 200ug/ml konsantrasyondan baslayarak ikiser kat sulandirmalar
eppendorf tiiplerde MHBST1 iginde hazirlandi (200-100-50-25-12.5-6.2-3.1-1.5 pg/ml

konsantrasyonlar elde edilmis oldu).

Influenza A/PR/8/34 Diliisyonunun Hazirlanmasi: 1000TCID50/ml (100
TCID50/0.1ml) olacak sekilde viriis stokundan MHBS8T1 i¢inde diliie edilerek hazirlandi.
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Test: 96 kuyucuklu pleyt mikroskop altinda hiicre yogunlugu ag¢isindan kontrol edildi.
Konfluent tek tabaka MDCK hiicresi iceren pleyt test icin kullanildi.

Pleyt igerigi dokiildii ve 0.2ml/kuyucuk PBS ile iki kez yikandi. Propolis-ddw,
Propolis-EtOH ve VK (viriis kontrol) kuyucuklart 100TCIDS50 viriis ile enfekte edildi. HK
(hiicre kontrol) kuyucuklarina 0.ml MHB8T1 eklendi. Pleyt 37°C %5CO;’de 1 saat inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonunda, pleyt igerigi dokiilmeden, diisiik konsantrasyondan yiiksek
konsantrasyona dogru Propolis-ddw ve Propolis-EtOH diliisyonlarindan kuyucuklara 0.1ml
eklendi (Sekil 32).

VK ve HK kuyucuklarma 0.1ml MHB8T1 eklendi. Pleyt 3 giin 37°C %5CO;’de
inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda pleyte hemaglutinasyon testi uygulanarak anti-influenza etki

yoniinden degerlendirildi.

P-ddw | P-EtOH | VK |HK | _s@tinkibasen -} p ddw | P-EtOH | VK | HK
37°C %3C0,

T T T T
100 TCIDS50/kuyucuk 0.1 ml/kuyucuk 0.1 ml/kuyucuk 0.1 ml/kuyucuk
Influenza A/PR/8 MHBSTI ekstrakt diltisyonu MHBST1

(200pl/ml = 1.6pul/ml)

Sekil 32. In vitro anti-influenza aktivite testi

3.2.7.2. in vivo Non-Letal Deney

Oral Gavaj Icin Orneklerinin Hazirlanmasi: 1 fare ortalama 22gr kabul edilerek

220ung/fare (10mg/kg) propolis diliisyonlar1 steril enjeksiyonluk su i¢cinde hazirlandi.

Propolis-ddw Grubu : 10mg/ml konsantrasyondaki Propolis-ddw stokundan 2.2ml,
7.8 ml steril enjeksiyonluk su ile karistirildi.

Propolis-EtOH Grubu : 10mg/ml konsantrasyondaki Propolis-EtOH stokundan 2.2ml,
7.8 ml steril enjeksiyonluk su ile karistirildi.

Kontrol Grubu : 2.2ml %96 etanol, 7.8ml steril enjeksiyonluk su ile karistirildi.
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Gavaj ornekleri 1.5ml alikotlanarak -20°C’de saklandi.

Viriisiin inokulasyonunun Hazirlanmasi: Stok viriisiin 1/ 10 dilisyonu %0.1BSA-

PBS icinde hazirlandi.

Test: Test i¢in 17-21gr agirlikta disi Balb/c fareler kullanildi. On ikiser fareden olusan
Propolis-ddw, Propolis-EtOH ve kontrol grubu olmak tizere 3 grup kuruldu.

0.giin Propolis-ddw \
Propolis-EtOH 0.1ml/fare oral gavaj uygulandi
7.glin Propolis-kontrol

8. giin (V-0) Oral gavaj uygulamasindan 4 saat sonra hafif eter anestezi altinda, | Glnliik su
tilketimi ve

>fare agirliklar

12.gilin (V-4) Gruplardan rastgele segilen 5 farenin burun yikantilar1 alindi, not edildi

farelerin her bir burun deligine 3pl 1/10 viriis diliisyonu verildi

akcigerleri ¢ikarilip -80°C’ye kaldirildu.

Oral gavaj uygulamasina devam edildi.

17.glin (V-9) Gruplarda kalan 7 farenin de burun yikantilari alindi,
akcigerleri ¢ikarilip -80°C’ye kaldirildu.
Burun yikantilari

Virtis titrasyonu yapildi
Akciger siispansiyonlari

Akcigerlerin Cikarilmasi: Viriisle enfeksiyonun dordiincii ve dokuzuncu giinlerinde
akcigerde virlis varligin test edebilmek i¢in farelerin akcigerleri ¢ikarildi.

Akcigerlerin ¢ikarilmast i¢in serebral dislokasyon isleminden sonra fare, sirt1 yere
gelecek pozisyonda bacaklarindan sabitlendi. Deri, karindan ¢ene altina kadar kesilerek agildi.
Sternumdan baglanarak gogilis kafesi acildi. Kalp uzaklastirildi. Trakeden tutularak akciger
cikarildi. Peceteye blotland1 (Sekil 33). 2ml %0.1 BSA-PBS ile tiip igerisinde yikandi.
Uzerinde 2ml %0.1BSA PBS eklenerek -80°C’ye kaldirildi.

Akciger Siispansiyonu Hazirlanmasi: -80°C’den c¢ikarilan akcigerler 37°C su
banyosunda hizlica ¢6ziildii. Homojenizatér ile 13500d/dk’da 30sn homojenize edildi.
Homojenatin 1ml’si eppendorf tiiplere aktarildi ve 5000rpm’de 3dk santrifiij edildi.
Stipernatant steril 1.5ml eppendorf tiipe aktarildi ve -80°C’de saklandi.
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Farelerden Burun Yikantisi Alnmasi: Viriisle enfeksiyonun dordiincii ve
dokuzuncu giinlerinde nazal kavitede viriis varligimi test edebilmek i¢in farelerden burun
yikantilar1 alindi. Bunun igin:

Akcigerler cikartildiktan sonra; farenin bas kismi1 govdeden ayrildi. Alt ¢ene kemigi
uzaklastirildi. Kafa derisi soyuldu. Pens yardimiyla basin her iki yanindan tutularak, PBS ile
dolu kiivet i¢inde yikandi ve peceteye blotlandi. Kateter ile nazofarengeal agikliktan girilerek
1ml %0.1 BSA-PBS enjekte edilmek suretiyle nazal turbinatlar yikandi. Sivi steril petride
toplandi. Petride biriken sivi nazal agikliktan tekrar verilerek yikama islemi 2 kez daha
tekrarland1 (Sekil 34). Petride toplanan sivi steril 2ml tlipe aktarildi ve 5000rpm’de S5dk
santrifiij edildi. Stipernatant 1.5ml steril eppendorf tiiplere aktarilarak -80°C’de saklandi.

Burun Yikantilar1 ve Akciger Siispansiyonlariin Titrasyonu

Orneklerin Hazirlanmasi: Akciger siispansiyonlart -80°C’den ¢ikarilip 37°C su
banyosunda hizlica ¢6ziildii. MHB8TT icinde 1/10 diliisyonlar1 hazirlandi. Burun yikantilari -
80°C’den ¢ikarilip 37°C su banyosunda hizlica ¢oziildi. MHBS8T]1 icinde 1/10 diliisyonlar:

hazirlandi.

Titrasyon: Tabant %100 kapli 96 kuyucuklu MDCK pleytleri kullanildi. Kuyucuklar
0.2ml PBS ile iki kez yikandi. A sirasina her ornek i¢in ikiser kuyucuk olmak iizere 1/10
diliisyonlarindan 146ul eklendi. Diger kuyucuklara 100ul MHBS8T1 eklendi. A sirasindan H
sirasina dogru sekiz kanalli pipet ile bir kuyucuktan digerine 46ul tasinarak yarim log
diliisyonlar yapilmis oldu. 37°C %5C0O2’de 1 saat inkiibasyonun ardindan tiim kuyucuklara
0.1ml MHBS8TT1 eklendi. Pleytler 37°C %5C02’de 72 saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda pleytlere hemaglutinasyon testi uygulandi viriis titreleri

Spearman-Karber Metodu ile hesaplandi.



Sekil 33. Farenin akcigerinin ¢ikarilmasi
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Sekil 34. Nazal tiirbinatlarin yikanmasi
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3.2.7.3. Sag Kalim Deneyi (Sub-letal Deney)

Oral Gavaj I¢in Orneklerin Hazirlanmasi: 1 fare ortalama 22gr kabul edilerek

220ug/fare (10mg/kg) propolis diliisyonlar1 steril enjeksiyonluk su i¢cinde hazirlandi.

Propolis-ddw Grubu: 10mg/ml konsantrasyondaki Propolis-ddw stokundan 2.2ml,
7.8ml steril enjeksiyonluk su ile karistirildi. 1.5ml alikotlanarak -20°C’de saklanda.

Kontrol Grubu: Steril enjeksiyonluk su

Test: Test icin 19-22¢r agirlikta disi Balb/c fareler kullanildi. On birer fareden olusan

Propolis-ddw ve kontrol grubu olmak tizere 2 grup kuruldu.

0.gii Propolis-ddw .
gun P } 0.1ml/fare oral gavaj uygulandi
6.giin Propolis-Kontrol
7.gin  (V-0) Oral gavaj uygulamasindan 4 saat sonra
hafif eter anestezi altinda, farelerin burun deliklerine Giinlitk su

2 e e oy tilketimi ve
1/10° viris diliisyonundan 10pul verildi >

fare agirliklart
10.glin  (V-3) Oral gavaj uygulamasindan sonra hafif eter anestezi altinda | not edildi
11.giin (V-4) farelerin burun deliklerine 10ul PBS verildi

14.giin (V-7) Son kez oral gavaj uygulamasi yapildi

23.giin  (V-16) Deney sonlandirildi )

Deney sonunda sag kalan fare sayisi, baslangigtaki toplam fare sayisina oranlanarak

sag kalim ylizdesi hesaplandi.



4. BULGULAR

4.1. Viriis Stoku

4.1.1. Stok Viriis Titresinin in vitro Belirlenmesi

4.1.1.1. Notral Kirmmzi1 Boya Alim Testi

Test 3.2.3.1. Notral Kirmizi Boya Alim Testinde anlatildigi gibi yapildi. Testte

kullanilan pleytin spektrofotometrede 540-630nm dalga boyundaki 151tk absorbans

6l¢iimiinden elde edilen veriler asagidaki gibidir.

Tablo 10. Nétral kirmizi ile boyanmis pleytin 540-630nm dalga boyundaki
151k absorbansi

-4 -4.5 -5 -3.5 -6 -6.5 -7 -7.5 -8 -8.5 -9 -9.5

0310 | 1.438 | 1,277 | 0,273 | 0,405 | 0,317 | 0,026 | 0,024 | 0,250 | 0,339 | 0,513 | 0,530

1.333 | 1.098 | 1.202 | 1.345 | 1.046 | 1.540 | 1.364 | 1.298 | 1.371 | 1.628 | 1.427 | 0.283

0,029 | 0,029 | 0,050 | 0,028 | 0,026 | 0,026 | 0,058 | 0,175 | 1.414 | 1.604 | 1,104 | 0,789
0.027 | 0,028 | 0,111 | 0,029 | 0,020 | 0,036 | 0.028 | 0,064 | 1.300 | 1.165 | 1.405 | 0,605

0,028 | 0,029 | 0,097 | 0,025 | 0,027 | 0,036 | 0,032 | 0,064 | 1.392 | 1.373 | 1,163 | 0,583
0,028 | 0,027 | 0,059 | 0,029 | 0,025 | 0,030 | 0,021 | 0,023 | 1.160 | 1.496 | 1.639 | 1,735

Inf AP/R/S

1.186 | 1.049 | 1.129 | 1488 | 1,297 | 1.216¢ | 1,010 | 1,272 | 1,170 | 1.143 | 1.231 | 0.187
1.249 | 0.274 | 0,762 | 0,832 | 0,939 [ 0,870 | 0,855 | 1,088 | 1,263 | 0.997 | 1.153 | 0.177

Spektrofotometrede elde edilen absorbans degerleri GraphPad Prism 5 istatistik
programi ile hesapland1 ve titre, Influenza A/PR/8 icin 5.7x10°TCID50/ml olarak bulundu
(Sekil 35).
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Sekil 35. influenza A/PR/S titrasyon grafigi

4.1.1.2. Plak Olciimii

Test 3.2.3.2°de anlatildig1 gibi 12 kuyucuklu konfluent tek tabaka MDCK pleytinde
yapildi. Viriis diliisyonlar1 ve kontrol kuyucuklar sekildeki gibi yerlestirildi (Sekil 36).

Sekil 36. Plak 8lgiimii

Pleyt, plak sayimi i¢in mikroskop altinda degerlendirildi. Sayilabilecek sayida plak

igeren diliisyonun iki kuyucugundaki toplam plak sayisi tespit edildi ve ortalamasi alindi.
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Tespit edilen plak sayisi diliisyon faktorii ile garpilarak inokulum miktarinin pfu

(plaque forming unit) degeri hesaplandi.
pfu/inokulum hacmi = plak sayis1 x diliisyon faktorii

1/10° diliisyonda ortalama 32 plak sayildi.
pfu/0.2ml = 32 x 10°

pfu/ml = 5 x 32 x 10°
=1.6x10°

4.1.1.3. Hemaglutinasyon Testi

Test 3.2.3.3’de anlatildig1 lizere U tabanli pleytlerde % 0,5 eritrosit siispansiyonu
kullanilarak gergeklestirildi.

0 /160 /320 /640 /1280 /2 560 /<120

000000000

Sekil 37. Influenza A/PR/8’in hemaglutinasyon testi sonucu
Hemaglutinasyonun goriildiigii son kuyucuk, 0.1ml viriisiin igerdigi hemaglutinasyon

birimi olarak degerlendirildi.

Influenza A/PR/S8 viriisiiniin 0.1m1’sinde 1/2560 HAU tespit edildi (Sekil 37) .
4.1.2. Stok Viriis Titresinin in vivo Belirlenmesi
4.1.2.1. Fare Enfektif Doz 50 (M1D50)

Test icin ortalama 19-23gr Balb/c fareler kullanildi. Dorder fareden olusan 6 grup
olusturuldu. Fareler 3.2.4.1°de anlatildig1 gibi viriis diliisyonlariyla enfekte edildi.
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Enfeksiyonun iicilincii giiniinde farelerin akcigerleri ¢ikarilip akciger siispansiyonlari
hazirlandi. Bu siispansiyonlarin siipernatantlarindan MDCK hiicre kiiltiiriinde virtis titrasyonu
yapildi.

Titrasyon i¢in gerekli inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyucuktan 50ul vasat 6rnegi
almarak U tabanli mikrohemaglutinasyon pleytlerinde 50ul % 0.5 eritrosit siispansiyonu ile

hemaglutinasyon testine tabi tutuldu (Sekil 38).

Sekil 38. MID50 deneyi hemaglutinasyon testi sonuglari

Hemaglutinasyon sonuglari negatif ve pozitif olarak degerlendirildi (Sekil 39).

-2 -3 -4 -5 -6 -7
1wig+|+{+|+fy+(+]-1+y+|+]|+]+Q10++-1+y-1+1-1+y-1-1|-1-
102+ + |+ ]|+ +]|+]|-|+1+|+]|+]+102+] +]- -t-1+ -1+ - - - -
103+ + |+ ]|+ +]|+]|-|+1+]+]-]1+103+] +]- -t-1+1-1-1- -1 - -
104 -1+1+|+y+]1+]-1+y+--1+fg1040+!-1-1-0-'1-1-1-0-1-1-1-
1051 - - - + 1 - + | - + [ - - - + 103 - - - - - - - - - - - -
wsp-1-{-1-01-1-1-1-0¥0-1+1-1-Qdrosd-1-1-1-0-1-1-1-0-1-1-1-
war-1-f{-1{-1t-1-1-1t-t-1-1-1-q074d-1-1-1-1-1-1-01-01-1-1-1-
wosy-1-(+(-4t-1-1-1-4t-1-1-1-Qo*g-1{-1-1-01-1-1-1-4t-1-1-1-

Sekil 39. MID50 deneyi hemaglutinasyon testi sonuglari

Viriisiin 107 diliisyonunun 50ul’si 1xMID50 olarak tespit edidi.



4.1.2.2. Letal Deney (LD50)
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3.2.4.2°de anlatildig1 gibi deney ic¢in 21-25gr disi Balb/c fareler kullanildi. 6’sar fare

iceren 4 grupla calisildi. Fareler enfekte edildi ve 14 giin boyunca giinliik agirlik dlgtimleri

yapild1 ve olen fareler not edildi (Tablo 11). Deney sonunda her gruptaki 6len fare sayisi

toplam fare sayisi ile oranlanarak sag kalim yiizdesi hesaplandi (Sekil 40).

150+

|
o
o

% Sag Kalim
S

0

-~ Gl
=+ G2
-+ G3

G4

Sekil 40. Letal deney (LD50) i¢in sag kalim grafigi

1.Grup (G1)
2.Grup (G2)
3.Grup (G3)
4.Grup (G4)

0123456

%50
%100
%0
%100

sag kalim
sag kalim
sag kalim

sag kalim

7 8 9101112131415
Giinler
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4.1.3. Propolis Ekstraktlarinin Hiicre Toksisitesinin in vitro Belirlenmesi

Test 3.2.6.°da anlatildig1 gibi 96 kuyucuklu MDCK pleytlerinde gerceklestirildi.
Propolis-ddw ve Propolis-EtOH ekstraktlarinin MHBS8T1 iginde hazirlanan diliisyonlari
sitotoksisite yoniinden degerlendirildi.

Propolisin sulu ekstraktinin 100-0.78pg/ml konsantrasyonlart MDCK hiicrelerine kars1
toksik etki gozlenmezken, propolisin etanollii ekstraktinin  100pg/ml  ve 50pg/ml

konsantrasyonlarinda sirastyla % 40.4 ve %16 oraninda toksik etki goriildii.

Tablo 12. Kristal viyole ile boyanmig pleytin 570-630nm dalga boyundaki 1s1k absorbansi

Propolis-ddw Propolis-EtOH Kontrol

100,00 | 523 | 0,608 | 0.613 | 0.576 | 0,331 | 0323 | 0299 | 0,299
50,00 | 0602 | 0,666 | 0,696 | 0.709 | 0.605 | 0.575 | 0.573 | 0.586

2500 | 0573 | 0,682 | 0,731 | 0,733 | 0.657 | 0,691 | 0,729 | 0,712

12,50 | 0595 | 0.674 | 0,703 | 0.675 | 0.701 | 0,694 | 0,710 | 0.725
6,25 | 0617 | 0.685 | 0.703 | 0.669 | 0.685 | 0.684 | 0.735 | 0.707
3,13 | 0588 | 0,666 | 0688 | 0,712 | 0.702 | 0.706 | 0,765 | 0.731
1,56 | 0577 | 0696 | 0.736 | 0.725 | 0.727 | 0.722 | 0,775 | 0.778

0,78 | 0574 | 0,641 | 0,692 | 0,672 | 0,670 | 0.667 | 0,692 | 0.718
(ug/ml)

Tablo 13. MTT ile boyanmus pleytin 570-630nm dalga boyundaki 151k absorbansi

Propolis-ddw Propol?s-EtOH Kontrol

100,00 | 1006 | 1,326 | 0.910 | 0.856 | 0,589 | 0.557 | 0.568 | 0.466
50,00 | 1026 | 1,209 | 1,049 | 0,927 | 0,799 | 0,705 | 0.698 | 0.871
25,00 | 0,802 | 1.278 | 1.097 | 1.011 | 0959 | 0,827 | 0.843 | 1,111

12,50 | 1429 | 1.012 | 1,007 | 0910 | 0.876 | 0,879 | 0.954 | 0.962
6,25 | 1245 | 1,087 | 1,010 | 0.846 | 1,045 | 0,936 | 0.843 | 0.910
303 | 0,552 | 1,124 | 0943 | 0953 | 0,939 | 0,749 | 0,998 | 0,994

1,56 | 1252 | 0996 | 1,022 | 0,907 | 0,954 | 0.952 | 0.984 | 1,097

0,78 | 1418 | 0916 | 1,076 | 0,766 | 0.922 | 1.026 | 0.809 | 1.095
(ug/ml)




4.1.4. Propolis’in Anti-influenza Aktivitesinin Degerlendirilmesi

4.1.4.1. In vitro Anti-Iinfluenza Aktivitenin Degerlendirilmesi

78

Propolis-ddw ve Propolis-EtOH soliisyonlarinin ¢esitli konsantrasyonlar1 anti-viral
etki yoniinden, 3.2.7.1°de anlatildig: gibi 100TCID50 influenza A/PR/8 viriisiine kars: test

edildi.

U tabanli mikrohemaglutinasyon pleytlerinde hemaglutinasyon testi ile viriis varligina

bakilarak anti-influenza aktivite degerlendirildi (Sekil 41). Propolisin sulu ekstraktinin tiim

konsantrasyonlarinda viriis varligi gozlendi. Propolisin etanollii ekstraktinin 100pg/ml ve

50ug/ml konsantrasyonlart disinda viriis varligi gézlendi.

P-ddw
P-EtOH
VK

HK

P-ddw P-EtOH VK HK
10000 [ T T ToT-T-T-T-T+T+T-7-
SIUXZZ2 P P T B N R R I i I B
L I e T
R3OV e e+ |+ |+ |+ |+ +]+]+]-]-
6,25

N A
1,56

0,78

(ug/ml)

Sekil 41. In vitro anti-influenza aktivite degerlendirilmesinin
hemaglutinasyon testi sonuglari

: Propolisin sulu ekstrakti

: Propolisin etanollii ekstrakti
: Viris kontrol kuyucuklari

: Hiicre kontrol kuyucuklari

: Virtis varlig

: Virtisiin yoklugu
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4.1.4.2. In vivo Anti-influenza Aktivitenin Degerlendirilmesi

4.1.4.2.1. Non-Letal Deney

Deney i¢in 3.2.7.2°de belirtildigi gibi 17-21gr agirhikta disi Balb/c fareler kullanilda.
On ikiger fareden olusan Propolis-ddw, Propolis-EtOH ve kontrol grubu olmak iizere 3 grup
kuruldu. Deneyin baslangicindan sonlanmasina kadar fare agirliklar1 ve giinliik su tiiketimleri
not edildi (Tablo 16).

Viriisiin verilmesinden sonraki dordiincii giinde farelerin akciger siispansiyonlart ve
burun yikantilarinda viriis taramasi yapildi. Burun yikantilarinda kontrol grubunda ortalama
3.51log/ml, Propolis-ddw grubunda ortalama 1.65log/ml, Propolis-EtOH grubunda ise
ortalama 3.1log/ml viriis titresi saptandi. Propolis-EtOH grubunda akciger siispansiyonunda
ortalama 1.1log/ml viriis titresi saptanirken, kontrol ve Propolis-ddw grubunda akciger
stispansiyonlarinda viriise rastlanmadi (Sekil 44). Viriisiin verilmesinden sonraki dokuzuncu
giinde ise ii¢ grubun da akciger siispansiyonlar1 ve burun yikantilarinda virilise rastlanmadi

(Sekil 44).

Tablo 14. Non-letal deneydeki farelerin giinliik ortalama agirliklari (gr)

0 1 2 -] 4 B 6 7 V-0 VL V-2 V-3 V-4 V-5 V-6 V-7 V-8 V-9

Propolis-EtOH 19,8 20,5 20,5 20,3 20,4 20,5 20,2 20,2 211 21,1 21,0 20,7 20,6 19,9 20,2 20,8 20,6 20,5

Propolis-ddw 19,5 21,0 21,5 21,5 21,7 22,0 219 22,0 22,7 22,7 22,8 23,1 23,2 23,2 23,4 23,7 23,2 23,6

Kontral 19,1 20,9 211 21,0 21,2 21,9 21,8 216 221 22,0 22,2 22,3 22,7 23,2 22,6 23,6 23,1 23,0)

Giinlere Gore Ortalama Agirhk

—+—Propolis-EIOH
—=—Propolis-ddw

Ortalama agirhk (gr)

o 1 2 El ) s 6 7 V-0 V-1 v-2 V-3 vd V5 V6 V-7 Vg V-9

Giinler

Sekil 42. Non-letal deneydeki giinlere gore ortalama agirlik grafigi



Tablo 15. Non-letal deneydeki farelerin giinliik ortalama su tiiketimleri (ml)

0 1 2 3 4 5 6 7 v0 Vv-1 V-2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 VY

Propolis-EtOH 41 33 31 31 33 38 47 33 34 33 32 37 36 29 30 31
Propolis-ddw 45 39 38 42 41 46 43 39 43 44 41 406 43 36 39 41
Kontrol 47 38 38 42 40 42 42 37 42 42 41 40 40 40 34 34

Ortalama Su Tiiketimi

o 1 2 3 4 5 6 7 v-o V-1 V-2 V-3 v-4 Vs V-6 V-7 v-8 V-9

Giinler

Sekil 43. Non-letal deneydeki farelerin giinliik ortalama su tikketim grafigi

3,51

3,5 - 3,1

2,5 -

1,65
M Burun Yikantisi

W Akciger Stispansiyonu

Viriis Titresi (log/ml)
N

0,5 -
0 0 00 00 00

Kontrol

P-ddw ‘ P-EtOH | Kontrol | P-ddw ‘ P-EtOH ‘

4. Gln ‘ 9. Giln ‘

Sekil 44. Non-letal deneyde 4. ve 9. giinlerde farelerin akciger siispansiyonlari
ve burun yikantilarindaki viris titreleri
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4.1.4.2.2. Sag Kalim Deneyi (Sub-Letal Deney)

Deney i¢in 3.2.7.3’de anlatildig1 gibi 19-22gr agirlikta disi Balb/c fareler kullanildi.
On birer fareden olusan Propolis-ddw ve kontrol grubu olmak iizere 2 grup kuruldu. Deneyin
baslangicindan sonlanmasina kadar fare agirliklari, giinliik su tiiketimleri (Tablo 18), 6len fare
sayist ve Olim giinleri not edildi (Tablo 20).

Propolisin sulu ekstraktinin giinliik 10mg/kg dozda uygulandigi grupta 11 fareden 8’i
sag kalirken (%72.7 sag kalim), steril enjeksiyonluk su verilen kontrol grubunda ise 11

farenin 3’iiniin sag kaldig1 (%27.3 sag kalim) gozlendi.

Tablo 17. Sag kalim deneyindeki disi farelerin giinliik ortalama agirliklar (gr)

0 1 2 3 4 5 6 V0 V-1 V-2 V3 V4 V5 V6 V-7 V8 V-9 V-10 V-11 V-12 V-13 V-14 V-15 V-1f
PBS PBS

P-ddw | 21,0 21,7 21,5 22,6 22,7 23,7 24,1 24,6 251 24,9 24,1 24,2 24,3 20,4 20,0 185 18,7 19,1 19,0 19,5 19,7 19,9 20,6 20,9

Kontrol| 20,9 21,4 21,3 20,5 21,9 22,8 23,2 23,1 23,5 23,0 21,8 21,7 21,8 226 168 146 84 69 69 71 69 70 71 72

Giinlere Gire Ortalama Agirhk
30,0

~P-ddw =Kontrol

250

o
o
=3

Ortalama Aginhk (gr)

5.0

0.0
PBS | PES

v Vs V6 -7 v Vo VIO | Vel Va2 VR | v

Giinler

Sekil 45. Sag kalim deneyindeki disi farelerin giinlere gore ortalama agirlik grafigi
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Tablo 19. Sag kalim deneyindeki disi farelerin giinliik ortalama su tiiketimleri (ml)

0 W0 v-1 v2 V3 V4 V-5 V-6 V-7 V-8 V-9 V10 V-1l V-12 V-13 V-4 V-15 V-1
PBS  PBS
P-ddw| 4,7 57 60 55 47 29 42 39 32 29 41 40 44 43 48 50 40 43 49
Kontrol| 4,8 s1 47 47 38 18 35 33 19 19 23 43 63 50 47 43 40 50 5
Su Tiiketimi
7.0
~+P-ddw = Kontrol

6,0

5.0

4.0
=
E
&

3.0

20

1.0

0.0

PBS PBS
(1] V-0 -1 V2 V-3 V-4 VS Ve VT VB V9 V-0 VAT V12 V13 V=14 V15 V16

Giinler

Sekil 46

. Sag kalim deneyindeki disi farelerin giinliik ortalama su tiiketim grafigi



85

13yeIs wiey ges /1y [PS

18|unb
0g 0z 0l 0
L ) § [ § § ) ) [ § § § § D
€ /2%
(5 3
. 7]
L'2L% 2
Q
B
lojuoy - 00l 3
mpp-sijodold 4=
(51

TT/¢ TT/8 | 9T-A £7
TT/c TT/8 | STA zz
TT/c TT/8 | FT-A 1z
T1/€ /8 | €A 0z
11/€ /8 | A 6T
1T/¢ /8 | TTA 8T
1T/¢ T1/8 | 0T-A L1
T/ 11/8 6A 9T
T1/8 11/8 8A ST
T1/6 11/6 A vI
TT/TT 11/6 9A €1
TH/1T TT1/1T SA 4
TH/1T TT1/1T A 1
TT/TT /11T €A ot
TT/TT TT/TT A 6
TT/TT TT/TT T-A 8
TT/TT TT/TT 0-A L
TT/TT TI/TT 9 9
TT/TT TI/TT s g
TH/1T TT1/1T 14 ¥
TH/1T T1/1tT € 3
TT/TT TT/TT 4 4
TT/TT TT/TT T T
TT/TT TT/TT 0 0
[onuoy | mpp-siodoag B[unn
aelo

euisiAes a1eJ wejdo) uLo[oIR) UBLEY
ges oA 1o[uUN3 win[o uLd[aIey 1SIp

ppoputkouap wipey Ses "0z ojqeL




86

Propolisin sulu ekstraktinin giinliik 10mg/kg dozu ayni viriis diliisyonuna kars1 erkek

Balb/c fareler iizerinde de denendi. Bunun igin dokuzar fare iceren Propolis-ddw ve kontrol

gruplart kuruldu. Deneyin baglangicindan sonlanmasina kadar fare agirliklari, giinliik su

tiiketimleri not edildi (Tablo 23). Propolisin 10mg/kg dozunun, viriisiin verilmesinden sonraki

dordiincii ve dokuzuncu giinler arasinda agirlik kaybini 6nledigi goriildii.

Tablo 21. Sag kalim deneyindeki erkek farelerin giinliik ortalama agirliklari (gr)

0 1 2 3 4 5 6 70MO0 V-1 V-2 V-3 V-4 V-5 V-6 V-7 V-8 V-9 V-10 V-11 V-12 V-13 V-14 V-15 V-16 V-17 V-18 V-19 V-20 V-21 V-22 V-23 V-24

PBS PBS
P-ddw 22,3 22,6 23,1 23,2 23,5 23,4 23,4 23,4 24,1 23,2 23,1 22,8 22,9 22,9 22,4 22,4 22,3 22,7 22,2 21,8 21,6 21,5 21,2 21,0 209 20,9 21,1 21,4 21,1 21,4 21,3 21,6 21,8
Kontrol |22,5 22,7 22,7 23,0 23,2 23,0 23,2 23,2 23,6 23,4 23,2 22,7 22,3 22,3 21,8 21,0 21,2 21,4 21,5 21,8 21,8 22,0 21,9 22,0 22,0 21,9 21,7 21,6 21,8 22,2 22,3 22,4 22,7
Giinlere Gore Ortalama Agirhk
25,0
—#&—P-ddw —#— Kontrol

24,0 A
=
5 230
)
= /'__./-/.
—
S 220
0
<
< /\./A—-/
E 210 ~—x
e
<
£
S 200

19,0

18,0

0|12 |3|4|5)|6|7]|VO|V-1|V-2|V-3|V-4|V-5/V-6|V-7|V-8|V-9 IV-IOIV-11|V-1Z|\/-13|\/-1AI\/-15|\/-15|\/-17|\/-18|\/-19|\/-20|V-2IIV-ZZIV-ZSIV-ZAI
Giinler

Sekil 48. Sag kalim deneyindeki erkek farelerin giinlere gore ortalama agirlik grafigi
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Tablo 22. Sag kalim deneyindeki erkek farelerin giinliik ortalama su tiikketimleri (ml)

o 1 2 3 4 5 6 7. V-1 V-2 V-3 V-4 V-5 V-6 V-7 V-8 V-9V-10 V-11 V-12 V-13 V-14 V-15 V-16 V-17 V-18 V-19 V-20 V-21 V-22 V-23 V-24

PBS PBS

t—ddw

2,7 36 43 39 44 33 36 38 39 28 24 22 30 29 20 22 28 27 23 23 22 23 23 19 21 24 28 28 28 28 29 30 28

39 44 44 44 44 39 39 41 41 37 33 29 32 33 21 16 22 26 29 33 30 34 33 30 29 2,7 32 32 38 32 30 33 32

Su (ml)

1,0
0,5

0,0

Su Tiiketimi

P-ddw.__ —=s— Kontrol

=

/ e \ A e
)i N\ 7('
x
PBS|PBS
0 5 6 7 |V-0|V-1|V-2|V-3|V-4|V-5|V-6|V-7|V-8|V-9|V-10|V-11|V-12|V-13|V-14|V-15|V-16|V-17|V-18|V-19|V-20|V-21|V-22|V-23|V-24]

Giinler

Sekil 49. Sag kalim deneyindeki erkek farelerin giinliik ortalama su tiiketim grafigi
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5. TARTISMA

Alternatif tipta sik¢a kullanilan apiterapide 6ne ¢ikan maddelerden biri olan propolis
ile ilgili pek cok calisma olmasmna ragmen propolisin in vivo etkinligi tam olarak
bilinmemektedir (9-17). Bu ¢alismada Dogu Karadeniz Bolgesi Propolisi’nin sulu ve etanollii
ekstraktlarinin anti-influenza viriis aktiviteleri in vitro ve in vivo degerlendirildi. Propolisin
cogunlukla etanollii ya da sulu ekstraktlar1 kullanildig1 i¢in ¢alismaya bu formlar dahil
edilmistir. Propolisin sitotoksik etkisini gostermek amaciyla MDCK hiicrelerinde in vitro
sitotoksisite testi uygulanmistir. Bununla birlikte, uygulanan yontem ekstraktlarin in vivo
ortamda olusan metabolitlerinin anti-influenza viriis aktivitesini gostermek igin yeterli
degildir.

Propolisin farmakolojik olarak aktif molekiilleri flavanoidler, fenolik asitler ve
esterleridir. Immunmodiilatér ve antiinflamatuar aktiviteleri bu molekiillerden gelmektedir
(48). Propolisin bu komponentleri tek basa aktivite gosterebildigi gibi doza bagl olarak
degismek iizere sinerjik etki de yapabilmektedir (48).

Dogal friinlerle immiin  sistemin  stimilasyonu, bilimsel ¢aligmalarla
aydmnlatilmaktadir (49). Propolisin immiin sistem iizerine etki mekanizmasi hakkindaki
bilgiler de son yillarda artmgtir. In vitro ve in vivo deneyler propolisin makrofajlar1 aktive
edebilecegini ve mikrobisidal aktivitelerini yiikseltebilecegini, antikor olusumunu yiiksek
oranda stimiile edebilecegini gostermistir (8). IL-1 (101-105), IL-2 (103,104), IL-4 (104),
IL-6 (109) salinimini da arttirmaktadir.

Propolisten izole edilen maddeler antiviral aktivite de gosterdigi, drnegin izopentil
ferulat’in Influenza A/Hong Kong/ viriisiinii enfektivitesini inhibe ettigi bildirilmistir (30).
Propolisin sulu ekstraktinin in vitro anti-influenza etkisi negatif bulunurken 10mg/kg dozda
oral yoldan tatbik edildigi in vivo sag kalim testinde farelerin sag kalim stirelerini uzattig
(Sekil 47) ve yine 10mg/kg dozda tatbik edildigi in vivo non-letal testte viriis titresini
diisiirdiigli gézlemlenmistir (Sekil 44).

Esanu ve arkadaslarinin 1981°de influenza A/PR/8/34 (HON1) ile enfekte farelerde

yaptiklari bir ¢alismada da propolisin sulu ekstraktinin mortaliteyi diistirdiigii ve ortalama sag
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kalim siiresini uzattig1 goriilmiistiir (40). Propolisin etanolii ekstraktinin 100pg/ml ve 50pug/ml
konsantrasyonlari in vitro anti-influenza aktivite yoniinden pozitif bulunmus ancak farelere
10mg/kg dozda oral yoldan uygulandigi in vivo non-letal deneyde anti-influenza etkinlik
yoniinden etkisiz bulunmustur.

Shimizu ve arkadaslarmin 2008’de influenza A/PR/8/34 (H1N1) ile enfekte farelerde
yaptiklar1 bir diger calismada 10mg/kg dozda oral yoldan uygulanan propolisin etanollii
ekstraktinin agirlik kaybini azalttig1 ve sag kalim siirelerini uzattigi goriilmiistiir (41).

Calismamizda propolisin sulu ekstraktinin in vivo non-letal deneyde viriisiin
verilmesinde sonraki dordiincii giinde burun yikantilarindaki viriis titresinde diisiis ve
dokuzuncu giinde burun yikantilarinda viriisiin saptanamamasi propolisin immiin sistem
tizerindeki etkileri ile iligkilendirilebilir. Ayrica viriisiin sub-letal dozuna kars1 propolisin sulu
ekstraktinin verildigi gruptaki %72.7°1ik sag kalim basarisi, viriisiin verilmesinden sonraki
dordiincii ve dokuzuncu giinlerdeki kilo kaybindaki azalma da yine propolisin bu
ozellikleriyle iligkilendirilebilir.

Immun sistemde B lenfositleri sitokinlerle stimiile edilmekte ve antikor iiretebilen
plazma hiicrelerine doniismektedir. Propolisinde de B hiicrelerinin plazma hiicrelerine
doniligsmesini sitiimiile eden IL-4 salimmim arttirdigt (106), ayrica prostaglandin sentezini
inhibe ederek hiimoral yanitin giigclenmesine yardimci oldugu (107, 108) bildirilmistir.

Bu ¢alisma ile propolisin sulu ve etanollii ekstraktlarinin in vivo ve in vitro anti-
influenza etkinligi degerlendirilmis ancak elde edilen verilerin yapilacak olan daha kapsamli

caligmalara altyap1 olusturabilecegi gosterilmistir.



6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuclar

Sitotoksik Aktivite

e Propolisin etanollii ve sulu ekstraktlarinda MDCK hiicrelerine karsi sitotoksisite
degerlendirildiginde 100pg/ml ve 50pg/ml konsantrasyonlardaki propolisin etanollii
ekstraktinin, 100pg/ml ve 50pg/ml konsantrasyondaki propolisin sulu ekstraktindan daha
toksik oldugu bulundu.

in vitro Anti-influenza Aktivite

e Propolisin etanollii ve sulu ekstraktlarmin 100pg/ml — 0.78ug/ml konsantrasyonlarinin
100TCIDS50 viriise karst anti-influenza aktivitesi degerlendirildi.

e Propolisin etanolii ekstraktinin 100pg/ml ve 50pg/ml konsantrasyonlart in vitro anti-
influenza aktivite yoniinden pozitif bulundu.

e Propolisin sulu ekstraktina ait sulandirmalarda in vitro anti-influenza aktivitesi

gorilmedi.

in vivo Anti-influenza Aktivite

e Propolisin su ve etanollii ekstraktlariin 10mg/kg dozda, oral olarak farelere verildikten
sonra olusturulan influenza enfeksiyon modelinde propolisin in vivo anti-influenza etkisi
arastirildi.

e Propolisin 10mg/kg dozunun in vivo anti-influenza etkisi, viriisiin non-letal dozuna karsi

test edildi. Kontrol grubundaki farelerin burun yikantilarindan ortalama 3.51 log/ml viriis
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titresi elde edilirken, Propolis-ddw grubundaki farelerin burun yikantilardan 1.65 log/ml
viriis titresi elde edildi. Propolis-EtOH grubunda ise titre 3.1 log/ml olarak bulundu.

Ayrica 10mg/kg dozdaki peopolisin sulu ekstraktinin sub-letal dozda influenza viriisii
verilen farelerde sag kalim lizerine etkisi arastirildi. Propolis-ddw grubundaki farelerde

sag kalim oran1 (%72.7) kontrol grubuna gore yliksek bulundu.

Oneriler

in vivo olarak propolis-ddw, farelerde sag kalim oranini yiikseltmistir. Kaba icerige sahip
bu ekstraktin ayristirilarak etkin maddenin saptanmasi, dogal influenza viriisii ilac1 elde
edilmesine katki saglayacaktir.

Bu c¢alisma, propolisin etanollii ve sulu ekstraktlariin farkli konsantrasyonlar
kullanilarak, hayvan modeli olan diger antiviral deneylerde de yapilabilir.

Anti-influenza aktivite, propolisin farkli ¢oziiciiler ile elde edilen ekstraktlar ile
degerlendirilebilir.

Propolisin ekstraktlarinin influenzaya immiin sistemin hangi mekanizmalarini kullanarak
etki ettigi arastirilabilir.

Farelere proflaktik olarak verilen propolis ekstraktlar1 terapodtik olarak da verilip
influenza tlizerine etkileri degerlendirilebilir.

Propolis komponentleri, influenza hastaliginin tedavisinde ilag gelistirme ¢aligmalarinda
etken madde olarak kullanilabilir. Fakat bunun i¢in daha kapsamli ¢aligsmalara ihtiyag
vardr.

Toplandig1 bolgeye bagli olarak igeriginin degismesinden dolayr propolisi olusturan
bilesikler tanimlanmali ve anti-influenza 6zellikleri oldugu diisiiniilen maddeler {izerinde
daha kapsamli ¢alismalar yapilmalidir.

Anti-influenza etki gosteren propolis komponentleri tanimlanip, bu komponentleri igeren

diger dogal {iriinlerin de es zamanli olarak influenza iizerine etkileri degerlendirilebilir.



7. OZET

Propolis, farkl1 bitki kaynaklarindan toplanan maddelerin islenmesi ve arilar tarafindan
zenginlestirilmesi sonucu elde edilen re¢inemsi bir maddedir. Influenza, akut, bulasic1 ve
epidemiler seklinde goriilen bir solunum sistemi hastaligidir. Kii¢iik ¢ocuklardan yaslilara
kadar uzanan genis bir yas boliimiinii etkiler. Propolisin 6zel olarak influenza viriisiine karsi,
in vitro ve in vivo etkinligi lizerinde, literatiir aragtirmasi ile ortaya ¢ikarilabilen sinirli sayida
calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada Dogu Karadeniz Bolgesi Propolisi’nin etanolli ve sulu
ekstraktlariin 100 — 0.78ug/ml konsantrasyonlarinin in vitro anti-influenza aktivitesi,
10mg/kg konsantrasyonunun ise in vivo anti-influenza aktivitesi incelendi. Sulu ve etanolli
propolis ekstraktlarinin in vivo ve in vitro anti-influenza aktivitelerinin farkli oldugu
gbzlemlendi. Propolisin sulu ekstrakti in vitro anti-influenza etkinligi gostermezken, etanollii
ekstraktinin 100pug/ml ve 50ug/ml konsantrasyonlarinda anti-influenza etkisi gozlemlendi.
Sulu ve etanollii ekstraktlar1 farelere 10mg/kg dozda oral yoldan verilerek in vivo non-letal ve
sub-letal (sag kalim deneyi) deneylerde anti-influenza aktivitesi degerlendirildi. Sulu
ekstraktinin non-letal deneyde, Balb/c farelerin 4. giin burun yikantilarindaki viriis titresini
diistirdligli gozlendi. Etanollii ekstraktinin oral yoldan verildigi grupta ise titrede diisme
goriilmedi. Bu sebepten sub-letal deneyde farelere etanollii ekstrakttan verilmesi tercih
edilmedi. Sulu ekstraktin anti-influenza etkisi sub-letal deneyde sinandi. 11 fare igeren
kontrol grubundan 3 fare sag kalirken sulu ekstraktin 10mg/kg dozunun oral yoldan verildigi
grupta 11 fareden 8’inin hayatta kaldig1 gézlendi.

Anahtar Kelimeler: Propolis, anti-influenza, Balb/c



8. SUMMARY

Assessment of in vitro and in vivo anti-influenza activity of propolis from

Karadeniz Region

Propolis is a resinous substance obtained from enrichment of substances which are
collected from different plants by bees, and has been reported to be effective in preventing
and/or treat some sort of infections. In the present study, this view was challenged in vitro and
vivo using influenza virus cell and host infection model. Influenza is an acute, contagious
disease of the respiratory system, occurs in the form of epidemics affecting a wide range of
ages from young children to elder people. There are a few of reports about the effects of
propolis against influenza viruses. In this study we investigated in vitro and in vivo the anti-
influenza effects of ethanolic and aqueous extracts of propolis collected from the north-
eastern Black Sea Region. Our findings were that propolis prepared in ethanol or water had
no direct anti- influenza effects in assay conditions where the virus was left to grow in
susceptible cells in the presence of propolis extracts. However, it was shown that aqueous
extract of propolis given to mice at 10mg/kg concentrations for 7 days prior to and during the
first 6-7 days of the infection with live virus was protective in some respects. First finding
was that aqueous extract was better in decreasing the virus titer in nasal washes of Balb/c
mice at day four of non-lethal infection with influenza virus. Secondly, it was shown that
aqueous extract of propolis was also protective against a sub-lethal challenge of mice with
live influenza virus. As such that while only 3 of 11 mice survived in control group there were
8 mice surviving sub-lethal live influenza virus challenge suggestion some protective
attributes to propolis. Our findings suggest that further studies are warranted to support our

observations.

Keywords : Propolis, anti-influenza, Balb/c
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