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(074
Mum giivesi olarak bilinen Galleria mellonella gibi omurgasiz canlilar, mikroorganizmalarin viriilansi-
nin ve konak yanitinin arastirlmasinda kullaniimaktadir. Bu canlilar ekonomik olmalari, etik kurul onayi
gerektirmemeleri ve kolayca uygulama yapilabilmeleri nedeniyle avantajlidir. Bu makalede, Galleria mello-
nella larvalarinin bazi bakteri ve mantarlar ile enfekte edilmesiyle olusturulan deneysel bir in vivo calisma
sunulmaktadir. Calismada, genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) Ureten ve lretmeyen Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas aeruginosa klinik kokenleri ile kolistine direncli ve duyarli
Acinetobacter baumanii klinik kokenleri; Candida albicans (ATCC 10231), Scedosporium aurantiacum (CBS
136047), Pseudallescheria boydii (CBS 117410) standart kokenleri, Aspergillus terreus ve Fusarium oxyspo-
rum klinik kokenleri kullanilmistir. Bu bakteriler ve mantarlar ile enfekte edilen larvalarda mortalite oranlari
Kaplan-Meier grafikleri kullanilarak hesaplanmistir. Deneyin 16. saatinde mortalite orani; GSBL Ureten
ve uretmeyen E.coli, GSBL Uretmeyen K.pneumoniae ve GSBL Ureten P.aeruginosa ile enfekte larvalarda
%83, GSBL ureten K.pneumoniae ile enfekte larvalarda %91; GSBL lretmeyen Paeruginosa ile enfekte
larvalarda %75; kolistine direncli ve duyarli A.baumanii ile enfekte larvalarda %66 olarak bulunmustur.
Bakteriler ile enfekte edilen larvalarin 24 saatteki mortalite oranlari %100 olup, mantarlar ile enfekte
edilen larvalardan daha yiksek bulunmustur. Deneyin 16. saatinde mantarlar ile enfekte larvalar icin
mortalite oranlari; C.albicans ve F.oxysporum icin %0, S.aurantiacum icin %16, P.boydii ve A.terreus icin
%8; 24. saatinde C.albicans ve P.boydii icin %25, S.aurantiacum, A.terreus ve F.oxysporum icin %33; 48.
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saatinde C.albicans icin %33, Pboydii ve Foxysporum icin %50, A.terreus icin %58, S.aurantiacum icin
%66; 72. saatinde C.albicans ve F.oxysporum icin %58, P.boydii icin %66, A.terreus ve S.aurantiacum igin
%75; 96. saatinde C.albicans, P.boydii ve F.oxysporum %83, A.terreus ve S.aurantiacum icin %91 olarak
bulunmugtur. Bu calisma sonucunda, G.mellonella larva modelinde bakterilerin virtilansinin mantarlardan
fazla oldugu; her mantar tirtintin farkl virtilans 6zellikleri oldugu; ancak bakterilerin viriilansinin, bakte-
rinin cinsi veya antibiyotik duyarliigi ile ilgili olmadigi yoniinde glicli kanitlar elde edilmistir.

Anahtar sozciikler: Galleria mellonella; in vivo model; bakteri; mantar; viriilans.

ABSTRACT

Non-vertebrate hosts, such as Galleria mellonella, namely wax moth, have been used to study
microbial virulence and host defense. This organism has advantages as it is economical, ethically expe-
dient and easy to handle. Here we describe an experimental in vivo study using the larvae of Galleria
mellonella infected with some bacterial and fungal pathogens. In this study, extended-spectrum beta-
lactamase (ESBL) producing and non-producing Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas
aeruginosa, colistin resistant and susceptible Acinetobacter baumanii clinical strains; Candida albicans
(ATCC 10231), Scedosporium aurantiacum (CBS 136047) and Pseudallescheria boydii (CBS 117410) ref-
erence strains, and Aspergillus terreus and Fusarium oxysporum clinical strains were used as pathogens.
The larvae of G.mellonella were challenged with these bacterial and fungal strains, and the mortality
rates were calculated using Kaplan-Meier plots. Mortality rates at 16" hour were found as 83% for the
larvae infected with both ESBL positive and negative E.coli, ESBL negative K.pneumoniae and ESBL posi-
tive P.aeruginosa; 91% for ESBL positive K.pneumoniae; 75% for ESBL negative P.aeruginosa; 66% for
both colistin resistant and susceptible A.baumanii strains. All larvae infected with bacteria died within
the first 24 hour. Larvae infected with bacteria showed significantly higher mortality rates than those
infected with fungi. Mortality rates at 16" hour were found as 0% for C.albicans and F.oxysporum, 16%
for S.aurantiacum, 8% for P.boydii and A.terreus; at 24™ hour that was 25% for C.albicans and P.boydii,
33% for S.aurantiacum, A.terreus and F.oxysporum; at 48th hour that was 33% for C.albicans, 50% for
P.boydii and F.oxysporum, 58% for A.terreus, and 66% for S.aurantiacum; in 72 hours that was 58% for
C.albicans and F.oxysporum, 66% for P.boydii, 75% for A.terreus and S.aurantiacum, in 96 hours that was
83% for C.albicans, P.boydii and F.oxysporum, 91% for A.terreus and S.aurantiacum. As a result of this
study, potential evidences provided that bacteria were more virulent than fungi for G.mellonella larvae
model, each fungal species showed different virulence patterns, and bacterial virulence was correlated
neither with species nor antibiotic susceptibility.

Keywords: Galleria mellonella; in vivo model; bacteria: fungi; virulence.

GiRi$

Enfeksiyon patogenezinin arastiriimasi icin 6teden beri canli modeller kullanilagelmis-
tir. En stk memeliler secilmektedir. Fare, sican, tavsan modelleri ile yapilan calismalarin
sonucunda enfeksiyonlarin tani ve tedavisi icin degerli bilgiler elde edilmistir. Ancak son
yillarda deneysel hayvan modellerin kullaniminda cesitli kisittamalar ve zorluklar yasan-
maktadir. Deney hayvanlari ile calisma yapabilmek icin sertifika zorunlulugu getirilmistir.
Standart uygulamalarin yapildigi, veteriner hekimlerin bulundugu deneysel arastirma
merkezi sayisinin kisitli olmasi bir baska zorlastirici faktordur. Etik kurallarin agirlastiriimasi
gibi sebepler yaninda calismalarin biitcelerinin yliksek olmasi, zaman alici ve zor olmalar
nedeniyle omurgasiz modellerin kullanimi giindeme gelmistir. Aslinda omurgasiz model-
ler, genetik calismalarin vazgecilmez canlilari olarak bilinmektedir. Bir nematod olan Ca-
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enorhabditis elegans, sirke sinegi olarak bilinen Drosophila melanogaster ile mum gtivesi
adi verilen Galleria mellonella, tip alaninda cesitli laboratuvar calismalarinda kullanilimistir.
Enfeksiyon hastaliklari konusunda model olarak kullanilmalari 90’larin sonunda giindeme
gelmis, 2000'li yillarda yayginlasmaya baslamistir'-3. Galleria mellonella bal peteklerine
zarar vererek 6nemli miktarda ekonomik kayiplara yol acan bir zararldir. Son yillarda
enfeksiyon hastaliklarinin patogenezinin ortaya cikariimasinda, memeli modelleri yanin-
da kullanilmaya baslanan mini modellerden biridir. Kolay yetistirilebildigi ve 28-30°C
arasinda yasayabildigi icin patojenitenin degerlendiriimesinde avantaj saglar*>. Galleria
mellonella larvasinda olusturulmusg enfeksiyon modelleri ile ilgili literatiir taramasi yapildi-
ginda “pubmed” veri kayitlarinda toplam 187 adet makale bulunmustur. Son bes yilda
yayimlanan makale sayisi 154’dir. Calismalarin biyutk bolimi, antibiyotiklere direncli
bakteriler veya az bilinen mantar kokenleri ile gerceklestirilmistir. Bu calismanin amaci,
anabilim dalimiz kdltir koleksiyonunda bulunan bakteri ve mantarlardan secilen bazi re-
ferans kokenler ve klinik kokenler ile Galleria mellonella larvalarinda enfeksiyon modelleri
olusturulmasi ve larvalarin yasam strelerinin karsilastirlmasidir.

GEREC ve YONTEM
Mikroorganizmalar

Calisma icin, klinik orneklerden izole edilen genislemis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) Ureten ve Uretmeyen Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas ae-
ruginosa kokenleri ile kolistine direncli ve duyarli Acinetobacter baumanii kokenleri secil-
di. Bakterilerin tur tanimlamasi ve antibiyotik duyarliliklari, BD Phoenix™ Automated
Microbiology System (BD Diagnostic Systems, MD) ile yapildi. Mantarlardan referans
kokenler olarak Candida albicans ATCC 10231, Scedosporium aurantiacum (CBS 136047),
Pseudallescheria boydii (CBS 117410) ve klinik koken olarak Aspergillus terreus ve Fusarium
oxysporum kokenleri kullanildi. Klinik mantar kokenlerinde tur tanimlamasi morfolojik
yontemler kullanilarak yapildi. Bakterilerin Mueller Hinton Agar (MHA) plaklarindaki 24
saatlik kdlturleri; mantarlarin ise Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) plaklarindaki 24-72
saatlik kultrleri kullanildi. Bakteri ve mantar kolonilerinin serum fizyolojik (%0.9 NaCl)
icinde siispansiyonlari hazirlandi, bakteriler icin 108 koloni olusturan nite (CFU)/mL,
mantarlar icin 10® CFU/mL konsantrasyonda inokuliim kullanildi.

Galleria mellonella larvalar

Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bélimii’nden 2014 yilinda alinan bir cift
yetiskin G.mellonella, anabilim dali laboratuvarimizda ayri bir etiive yerlestirildi. Yetiskin
mum guivesi yasam dongusu icin gerekli besiyeri saglanarak, yeni soylar tretildi. Besiyeri
(100 g) olarak 22 g bugday unu, 22 g bugday kepegi, 11 g sit tozu, 5.5 g kuru maya,
17 g mum, 11 mL gliserol ve 11 mL bal karisimi kullanildi. Larvalardan 0.33 g agirliginda,
rengi kremsi ve 2-3 cm uzunlugunda olanlar calismaya dahil edildi®8. G.mellonella yasam
dongusu Sekil 1’de gosterildi.

Larvalara enjeksiyon yapilmasi

Mikroorganizma siispansiyonlarindan 10 pL’si larvalarin sol arka ayagi hizasindan Ha-
milton ignesi ile enjekte edildi®’. Her grupta 12 larva olmak {izere; (1) ellenmemis sag-
likli kontrol, (2) serum fizyolojik enjekte edilmis SF kontrol ve (3) patojen etken enjekte
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Galleria mellonella yasam dongiisi
12 hafta, yilda 4-6 soy
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Sekil 1. Galleria mellonella’nin yasam déngdisdi.

edilmis deney grubu olarak ayrildi. Deney protokolii semasi Sekil 2'de gosterildi. Larvalar
30°C sicaklikta 96 saate kadar izlendi ve her glin kontrol edilerek 6len larvalar (hareketsiz
ve kahve renkli) kaydedildi. Enfeksiyonun kontroli icin canli kalan larvalardan hemolenf
sivist alinarak kaltirt yapildi (Resim 1).

BULGULAR

Larvalarda, kullanilan bitiin etkenler ile enfeksiyon modeli olusturulmustur. Enfeksi-
yonun kontroli larvalardan alinan hemolenf sivisinin kiltiiri ile dogrulanmistir. E.coli, K.
pneumoniae ve P.aeruginosa kokenlerinin GSBL uretiminden bagimsiz olarak, A.baumanii
kokenlerinin ise kolistin direncinden bagimsiz olarak ilk 24 saatte bitiin larvalar oldir-
dikleri gortlmustir (Tablo I). Aradaki farklar istatistiksel olarak anlamli olmadigi icin, bu
bakteriler ile olusturulan deneysel larva modelinde viriilansin ilag direncinden bagimsiz
oldugu distunilmustir. Bakterilerle enfekte edilen ve 12, 16 ve 24. saatlerde canli kalan
larvalarin sayisi Kaplan-Meier egrisi ile belirtilmistir. Bu egrilerde her bakteri icin ayri ayri
olmak uzere, enfekte larvalar, SF enjekte edilen larvalar ile ellenmeden birakilan kontrol
grubu larvalara ait sayilar yer almaktadir (Sekil 3-6).

Mantarlar ile olusturulan enfeksiyon modellerinde mantarlarin cinsine gore farkl
yasam egrileri elde edilmistir. Biitiin gruplarda 12. saatte baslangictaki 12 larva canh
kalmistir. Olumler 16. saatten itibaren baslamig ve 96. saate en ylksek diizeye ulasmistir
(Tablo 11).
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SF10 pL Ellenmemis X mikroorganizma

Sekil 2. Deney protokolii.

Resim 1. Saglikli larvalar agik renkli, enfekte larvalar koyu renkli olarak gériilmektedir.
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Tablo I. Bakteriler ile olusturulan enfeksiyon modellerinde, deney saatlerine gére canli kalan larva sayisi
ve mortalite oranlari

Canli kalan larva sayisi (Mortalite orani, %)*

Deney

saati E.coli grubu K.pneumoniae grubu  P.aeruginosa grubu  A.baumanii grubu
GSBL(+) GSBL(-) GSBL(+) GSBL(-) GSBL(+) GSBL(-) COL-R COL-S
12. 12 (0) 12(0) 12 (0) 12 (0) 12(0) 12(0) 12 (0) 12 (0)
16. 2 (83) 2 (83) 1(91) 2 (83) 2 (83) 3 (75) 4 (66) 4 (66)
24. 0(100) 0(100) 0(100) 0 (100) 0(100) 0(100) 0(100) 0 (100)

* Tdm gruplarda 12’ser larva bulunmaktadir.
GSBL: Genislemis spektrumlu beta-laktamaz; COL-R: Kolistine direncli; COL-S: Kolistine duyarli

1 ~—#—E.coli GSBL -
_ 12
u
>10 _
e ——£.coli GSBL +
o 8
£
B 6
E 4 SF
2
0 == E|lenmemis

12 16 24 48 kontrol

Sekil 3. E.coli ile enfekte edilen larvalarin yasam edrileri.

14
12 =—4—Klebsiella GSBL -
@
> 10
- 8 —i— Klebsiella GSBL +
2
L 6
< SF
£ 4
(]
2
= E|lenmemis
0

kontrol

12 16 24 48

Sekil 4. K.pneumoniae ile enfekte edilen larvalarin yasam edrileri.

Her mantar kokeni icin Kaplan-Meier egrileri olusturulmustur (Sekil 7-11). Bu egrilerde
her mantar icin ayri ayri olmak lizere enfekte larvalar, SF enjekte edilen larvalar ile ellen-
meden birakilan kontrol grubu larvalara ait sayilar yer almaktadir.

Calisma sonucunda, bakterilerin viriilansinin mantarlarin virilansindan yiiksek oldu-
gu; bakteriler icin virtlansin ila¢ direncinden ve bakterinin cinsinden bagimsiz oldugu;
mantarlarin ise cinse gore degisen virtilans gosterdikleri anlagilmistir.
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Sekil 5. P.aeruginosa ile enfekte edilen larvalarin yasam egrileri.

14
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Sekil 6. A.baumanii ile enfekte edilen larvalarin yasam edrileri.

Tablo Il. Mantarlar ile olusturulan enfeksiyon modellerinde, deney saatlerine gére canli kalan larva sayisi
ve mortalite oranlari

Canli kalan larva sayisi (Mortalite orani, %)*

D;Zfiy C.albicans S.aurantiacum P.boydii A.terreus F.oxysporum

grubu grubu grubu grubu grubu
12. 12 (0) 12 (0) 12 (0) 12 (0) 12 (0)
16. 12 (0) 10 (16) 11 (8) 11(8) 12 (0)
24, 9 (25) 8 (33) 9 (25) 8 (33) 8 (33)
48. 8 (33) 4 (66) 6 (50) 5(58) 6 (50)
72. 5 (58) 3 (75) 4 (66) 3(75) 5 (58)
96. 2 (83) 1(91) 2 (83) 1(91) 2 (83)

* Tim gruplarda 12’ser larva bulunmaktadir.

TARTISMA

Mum guvesi olarak bilinen Galleria mellonella’nin gecirdigi metamorfoz sirasinda olu-
san larvalar enfeksiyon modeli olarak kullanilmistir®®. Ulkemizde G.mellonella’nin enfek-
siyon modeli olarak kullanilmasi yaygin bir uygulama degildir. Bu calisma tilkemizde bu
alanda yapilmis ilk deneysel calismadir. Ayrica daha once uluslararasi literatirde bulun-
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Sekil 7. C.albicans ile enfekte edilen larvalarin yasam egrileri.

14
12 1R bl
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Sekil 8. S.aurantiacum ile enfekte edilen larvalarin yasam edrileri.

mayan A.terreus, S.aurantiacum ve P.boydii larva modelleri bu calisma kapsaminda ilk kez
olusturulmustur.

Calisma kapsaminda kullanilan E.coli, K.pneumoniae, P.aeruginosa ve A.baumanii ko-
kenleri ile olusturulan larva modelinde, enfeksiyon virtilansinin antibiyotik direnci ile ilgili
olmadigi gorilmdustir. Hem duyarli hem de direncli kokenler ile olusturulan modellerde
ilk 24 saat icinde biitiin larvalar lmiistir. ilk 16 saat icinde en yiiksek mortalite orani
GSBL pozitif K.pneumoniae kokeni ile olusturulan enfeksiyon modelinde (%91) hesap-
lanmistir. GSBL negatif K.pneumoniae, GSBL pozitif P.aeruginosa ve GSBL pozitif ve ne-
gatif E.coli kokenleri ile olusturulan modellerde mortalite orani %83 olarak bulunmustur.
GSBL negatif Paeruginosa kokeni icin mortalite orani %75, kolistine duyarl ve direncli
A.baumanii kbkenleri icin de %66 olarak izlenmistir (Tablo I). Son yillarda saghk hizme-
ti ile iliskili enfeksiyonlar arasinda en buyik sorunu olusturan direncli Acinetobacter ko-
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Sekil 9. P.boydii ile enfekte edilen larvalarin yasam edrileri.
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Sekil 10. A.terreus ile enfekte edilen larvalarin yasam egrileri.
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Sekil 11. Foxysporum ile enfekte edilen larvalarin yasam edrileri.
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kenlerinden birinin 16 saatlik modelde mortalite orani, diger gram-negatif bakteriler ile
olusturulan enfeksiyonlardan daha dustik bulunmustur. Bu bakteriler ile yapilan benzer
calismalarda da viriilansin antibiyotik direncinden bagimsiz oldugu gosterilmistir'®13,
Bu sonuclar, bakterilerde viriilansin antibiyotik direncinden ayri degerlendirilmesi gerek-
tigini distindirmektedir.

Mantar kokenleri arasinda virlilansi en ylksek olanin S.aurantiacum oldugu gorilmus-
tiir. ik 16 saatte S.aurantiacum ile olusan modelde mortalite orani %16 olarak bulun-
mustur. ilk 24 saatte mortalite oranlari birbirine benzer sekilde C.albicans ve P.boydii igin
%25; S.aurantiacum, A.terreus ve F.oxysporum icin %33 olarak hesaplanmistir (Tablo ).
ikinci giinde en diisiik mortalite orani %33 ile C.albicans icin, en yiiksek mortalite orani
%66 ile S.aurantiacum icin hesaplanmistir. Deneyin 72. saatinde de en diistik mortalite
orani C.albicans ve F.oxysporum icin (%58), en yiiksek S.aqurantiacum icin (%75) hesap-
lanmistir. C.albicans, P.boydii ve F.oxysporum, 96. saatte larvalarin %83’lnu oldurdrken,
A.terreus ve S.aurantiacum icin bu oran %91 olarak hesaplanmistir (Tablo II). Birbirinin
eseyli ve eseysiz Ureme formu olan S.aqurantiacum ve P.boydii arasinda viriilans acisindan
belirgin fark bulunmasi ilging bir sonug olarak degerlendirilmistir. Kiiflerin neden oldugu
mortalite, baslangicta Candida’lardan daha yiksek bulunmus ancak 96. saatte aradaki
bu fark kaybolmus, kiif ve maya icin benzer sonuclar elde edilmistir. Literatiirde A.terreus,
P.boydii ve S.aurantiacum ile olusturulan Galleria mellonella modeline rastlanmamistir. Di-
ger Aspergillus turleri, Candida ve F.oxysporum viriilansinin gosterilmesinde larva modeli
kullanilmaktadir'*'3, Bu calismalardan benzer sonuglar elde edilmistir.

Olusturduumuz larva modelinde bakterilerin viriilansi mantarlardan ytiiksek bulun-
mustur. ilk 24 saatte mantarlar larvalarin en cok %33'iinii 6ldirebilirken, bakterilerde
bu oran %7100 olmustur. Yasami tehdit eden mantar enfeksiyonlari, genel olarak immiin
sistemi baskilanmis konaklarda goriilmektedir. Saglikli kisilerde mantar enfeksiyonlarinin
invazif tablolara yol agmasi nadirdir. Mantar enfeksiyonlarinin patogenezinde, mantarla-
ra ait virilans faktorlerinin yaninda konagin immiin yanitinin da buytk rolii bulunmak-
tadir'e.

Calismamizin en onemli eksikigi, larvalarin ilk kontrollerinin 16. saatte yapilmis ol-
masidir; zira bu saatte bakterilerin kullanildigr gruplarda larvalarin biyik bolimi zaten
kaybedilmistir. Bu kontrollerin; enfeksiyonun 3, 6, 8. saatlerinde yapilmis olmasi halinde,
daha ayrintili yasam egrileri elde edilmis olacaktir. Bu nedenle gelecekte yapilmasi plan-
lanan larva modellerinde, kontrol araliklarinin siklastiriimasi 6nerilmektedir. Antimikrobi-
yallere direncli ve duyarl baska kokenler ile olusturulacak enfeksiyon modelleri arasinda;
mortalite acisindan fark olup olmadiginin gosterilmesi, tedavinin degerlendirilmesi, viri-
lansi degistirilmis ve genleri eksiltilmis kokenler ile olusturulacak enfeksiyon modellerinin
seyrinin gosterilmesi, gelecekte yapilabilecek ilgin¢ arastirma konulari olacaktir. Sonug
olarak bu deneysel calismada, Galleria mellonella larvalari, ilkemizde ilk kez enfeksiyon
modeli olarak kullaniimis; bazi bakteri ve mantarlar icin mortalite oranlar hesaplanmustir.
Memeli modellerin yerine omurgasiz modellerin kullanilmaya basglamasi konusunda far-
kindalik yaratiimasi ve bu konuda bilgilerimizin genisletilmesi yararli olacaktir.
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