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Biyofilm ile iliskili enfeksiyonlar morbidite ve mortalitede artislara, ekonomik anlamda ciddi kayiplara
neden olan kronik enfeksiyonlardir. Galleria mellonella larvasi buylk boyutlari, uygulama kolayhgi, 15-
37°C’'de yasayabilme yetenegi, dogal bagisiklik sisteminin memeliler ile benzer olmasi gibi, nedenlerle
in vivo toksikoloji ve patojenite testleri icin glivenilir bir hayvan modeli olarak gosterilmektedir. Bu calis-
mada Candida albicans biyofilm aktivitesinin etkilerinin, G.mellonella larvasi modelinde degerlendirilmesi
amaclanmistir. Model icin hastalik etkeni olarak izole edilen, biyofilm Uretimi pozitif (BP) ve negatif (BN)
olarak saptanan iki C.albicans izolati kullanildi. Son larval evrede, 2-2.5 cm uzunlugunda, saglkli 80 adet
G.mellonella larvasi esit olarak 4 gruba ayrildi (n= 20). Grup 1 saghkli kontrol grubu olarak belirlendi.
Grup 2'ye steril fosfat tamponu (PBS), grup 3’e BP C.albicans izolati ve grup 4’e BN C.albicans izolati
enjekte edildi. PBS ile 5 x 10° cfu/ml yogunlukta hazirlanan C.albicans’in 5 pl'si larvalarin en sondaki sol
bacaklarina enjekte edildi. Larvalar, steril petri kutulari icinde 37°C’de bekletildi. ilk 24 saat icinde 4 saat,
daha sonra 12 saat ara ile toplam 96 saat slireyle g6zlendi. Enfeksiyon gostergesi olarak; melanizasyon,
sagkalim, toplam hemosit sayisi ve fungal yiik degerlendirildi. Calisma stresince grup 1’de melanizasyon
ve 6lim gozlenmedi. Grup 2'de bir larva kaybedildi. C.albicans ile enfekte larvalarda 3. saatten itibaren
kuclik melanizasyon odaklari (siyah nokta) ve ardindan ilerleyici melanizasyon gozlendi. BN C.albicans ile
enfekte grup ile karsilastirldiginda, BP C.albicans ile enfekte larvalarda 24. saat sonunda sagkalim orani
%20 olarak belirlendi. Toplam hemosit sayilari degerlendirildiginde enfeksiyon gruplarinda grup 1 ve
2'ye gore ¢ok disiik bulundu. Grup 3’'de ise hemosit sayisi grup 4’e gore anlamli olarak diisiik saptandi.
Kantitatif kiltirlerde grup 1 ve 2'de mikroorganizma tiremesi saptanmadi. Grup 3 ve 4’de C.albicans ure-
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mesi saptandi. BP C.albicans ile enfekte grupta, BN C.albicans ile enfekte gruba gore fungal yiik anlamli
olarak yuksek saptandi. Bu calismada, C.albicans biyofilm aktivitesinin etkilerinin gosterilmesinde canli
konak olarak G.mellonella larvasi kullanilmistir. Sonuglarimiz fungal enfeksiyonlarin ve biyofilm gibi viri-
lans faktorlerinin konak hiicreye etkilerinin arastiriimasinda larva modelinin kullanilabilecegini, omurgasiz
hayvan modellerinin yayginlasarak in vitro calismalar ile memeli modelleri arasinda képri olusturabilece-
gini distindirmektedir.

Anahtar sozciikler: Biyofilm; Candida albicans; Galleria mellonella larva; enfeksiyon modeli.

ABSTRACT

Biofilm-related infections are chronic infections that cause serious increase in morbidity and mortality
as well as significant economic loss. Galleria mellonella larva is shown as a reliable animal model for in
vivo toxicology and pathogenicity tests due to its large size, ease of practice, ability to survive at 15-37°C
and its similarity to mammals’ natural immune system. The aim of this study was to evaluate the effects
biofilm activity of Candida albicans in a G.mellonella larva model. Two C.albicans strains isolated as a
disease agent were used for the model, where one was positive (BP), and the other one was negative
(BN) for biofilm production. Eighty healthy G.mellonella larvae, all in the last larval stage and 2-2.5 cm
long, were divided into 4 groups of equal size. Group 1 was set as the control group. Group 2 was
injected with sterile phosphate buffer (PBS) group. Group 3 was injected with BP C.albicans strain and
group 4 with BN C.albicans strain. A 5 uL volume of C.albicans prepared at 5 x 10° cfu/ml concentration
with PBS was injected into the last left rear-legs of the larvae. The larvae were kept in sterile petri dishes
at 37°C. They were observed for a total of 96 hours, for 4 hours in the first 24 hours, then in 12 hours
intervals. Melanization, survival, total hemocyte count and fungal burden were evaluated as infection
indicators. Melanization and death were not observed throughout the study period in group 1. One larva
died in group 2. Small melanization spots (dark spots) and subsequent progressive melanization were
observed from 3rd hour in the larvae infected with C.albicans. When compared with the BN C.albicans
infected group, survival rate was 20% for BP C.albicans infected larvae at the end of 24 hours. Total
hemocyte count was very low in the infected groups compared to groups 1 and 2, also significantly lower
in group 3 than in group 4. In quantitative cultures, growth of C.albicans was detected in groups 3 and
4 while not in groups 1 and 2. Fungal load was significantly higher in BP C.albicans infected group than
BN C.albicans infected group. In this study, G.mellonella larvae were used as live hosts to demonstrate the
effects of biofilm activity of C.albicans. Our results suggest that larval models can be used to investigate
the effects of fungal infections and biofilm like virulence factors on host cells, and invertebrate animal
models can be widely used and can bridge between in vitro studies and mammalian models.

Keywords: Biofilm; Candida albicans; Galleria mellonella larva; infection model.

GIRi$

Biyofilm ile iliskili enfeksiyonlar insan viicudunun bir veya daha fazla bolgesinde tibbi
tedaviye yanit vermeyen, kronik ve tekrarlayici tablo ile karakterizedir. Siklikla yavag
gelisen bu enfeksiyonlar nadiren &limle sonuclanir. insan enfeksiyonlarinin %65’inin
tibbi aletler ya da konak doku ylzeyinde yerlesmis olan biyofilm yapimi ile iliskili oldugu
tahmin edilmektedir'-2. Biyofilm yapinin temelini olusturan ekzopolisakkarit (EPS) tabaka
icine gomult mikroorganizmalar, serbest formda (planktonik) hiicrelerle kiyaslandiginda;
fagositoz ve viicudun diger savunma sistemlerine direncin yani sira antibiyotik ve kimyasal
dezenfektanlara artmis tolerans &zelligi gostermektedirler>*. Uzun zamandan bu yana
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memeliler enfeksiydz etkenlerin model konaklari olarak basariyla kullanilmaktadiriar®.
Enfeksiyon hastaliklarinin patogenezini anlamak ve onlarla bas edebilmek konusunda bu
modeller 6nemli bilgiler sunmustur. Ancak giinimiizde yasal diizenlemelerin yani sira
deneylerde memelilerin kullanilmasiyla ilgili artan biligsel diizey ve hassasiyet, onceleri
fare, sican gibi etik olarak kabul edilebilir memeli modellerini 6ne cikarmistir. Daha
sonra ise, bu modeller icin donanimli laboratuvarlara, deneyimli hayvan bakicilar ve
teknisyenlere ihtiya¢c duyulmasi, yasal yaptinmlarin agir olmasi ve maliyetlerin yilksek
olusu nedeniyle omurgasiz hayvan modelleri alternatif olarak yeniden dnem kazanmistir®.
Buyiik balmumu givesi olarak da adlandirilan Galleria mellonella larvasi in vivo toksikoloji
ve patojenite testleri icin guivenilir bir hayvan modeli olarak gosterilmektedir. G.mellonella
larvasi modelinin Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster gibi diger omurgasiz
hayvanlar arasinda one c¢ikmasinda; 2-4 cm boyutlarindaki buyikligi nedeniyle
uygulama kolayligi, 15-37°C’de yasayabilme yetenegi nedeniyle de &zellikle enfeksiyon
patogenezi calismalarina uygun olmasi rol oynamaktadir’8. Ozellikle dogal bagusiklik
sisteminin memeliler ile yapisal ve fonksiyonel acidan benzerliginin gésterilmesiyle” son
yillarda in vivo enfeksiyon modelleri icinde yildizi parlamistir'®. Bu calismada Candida
albicans'in 6nemli viriilans faktorleri arasinda yer alan, konak hiicre ve yapay hiicrelere
adezyondan sorumlu biyofilm aktivitesinin etkilerinin, G.mellonella larvasi modelinde
degerlendirilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
C.albicans izolatlan

Calismada, hastanede yatan hastalarin trakeal sekresyon orneklerinden hastahk
etkeni olarak izole edilen C.albicans izolatlan kullanildi. Biyofilm aktivitesi mikroplak-
kristal viyole boyama yontemi ile arastirildi'!. Biyofilm pozitif (BP) ve biyofilm negatif
(BN) olarak degerlendirilen iki C.albicans izolati enfeksiyon modeli icin secildi. Suslar 9
mm capli plaklara dokilmus Sabouraud’s Dextrose Agar (SDA, Conda, France)’ya ekim
yapilarak 24 saat streyle 35°C’de inklbe edildi. Ertesi glin olusan koloniler steril 6ze ile
toplanarak “Yeast Peptone Dextrose” sivi besiyerinde (YPD sivi besiyeri; %1 maya ekstresi,
%2 pepton ve %2 dekstroz, Conda, Fransa) 30°C’de bir gece bekletildi. Siispansiyon
steril fosfat tampon (PBS) ile ii¢ kez yikandiktan sonra 5 x 10° yogunlukta hazirlandi'2.

G.mellonella Larvalari ve Enfeksiyon Modeli

Son larval evrede, yaklasik 2-3 cm uzunlugunda, 250-300 mg agirhiginda, saghkli
(gorsel olarak acik renkli) 80 adet G.mellonella larvasi steril petri kutularina alindi (Resim
1). Larvalar; Grup 1 (n=20); saglikli kontrol grubu, grup 2 (n=20); PBS grubu (enjeksiyona
bagl etkileri izlemek icin), grup 3 (n= 20); BP C.albicans ve grup 4 (n= 20); BN C.albicans
izolati ile enfekte grup olmak Uzere dort ana gruba ayrildi. Gruplar kendi iclerinde tekrar
iki gruba ayrildi. Bir grup sagkalim ve saglk puanlamasi icin gozlenirken diger grup
hemosit sayilarini ve fungal yiki saptamak amaciyla belirlenen zaman araliklarinda
sakrifiye edildi.
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Resim 1. Saglikli larva, enjeksiyon yeri ve C.albicans ile enfekte larvalarda melanizasyonun gelisimi.

C.albicans inokulasyonu icin larvalar %70 alkol emdirilmis steril ekiivyon ile silindi. 5
x 10° yogunluktaki maya suspansiyonunun 5 pL'si larvalarin en sondaki sol bacaklarina
Hamilton enjektori ile dogrudan enjekte edildi. PBS grubuna ayni miktarda steril PBS
verilirken, kontrol grubuna herhangi bir islem yapilmadi. Larvalar, bugday kepegi, bal
mumu, bal ve gliserol kansimi seklinde besin iceren ve agizlan kapatilan steril petri
kutulari icinde, 37°C’de bekletildi. Larvalar ilk 24 saat icinde 4 saat, daha sonra 12 saat
ara ile toplam 96 saat slireyle gozlendi. Tium deneyler farkli zaman dilimlerinde iki kez
tekrarlandi. Omurgasiz hayvan calismalarinda “Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu” onayi
gerekmediginden calismamizda etik kurula basvuru yapilmamistir.

Saghk Puanlamasi

inokulasyon sonrasi 96. saat sonunda larvalarin saglik durumlar literatiir &nerileri
dogrultusunda; aktivite, koza formasyonu, melanizasyon (koyu kahve-siyah renk
degisimi) ve hayatta kalma kriterlerine gére puanlandi'®. Puanlama cift goz ile cift kér
olarak yapild.

Hemosit Sayisinin Belirlenmesi

inokulasyon sonrasi 24, 48, 72 ve 96. saat sonunda grup basina 3 adet larvanin hemosit
sayllarinin belirlenmesi amaciyla larvalar sakrifiye edildi. Sakrifikasyon icin buz akdleri
Uzerinde 3 dakika bekletilen son evre larvalarin hareketlerinin yavasglamasi saglandiktan
sonra larva yuzeyi %70 alkol emdirilmis steril eklivyon ile silindi. Ardindan birinci arka
bacak Ustlinden, ince uclu diseksiyon ignesi ile delinip 200 pl'lik steril ependorf icine
yaklasik 5 ul hemolenf toplandi. Buz tizerinde bekletilen hemolenf, hacminin yaklasik 10
kati hacimde antikoagdlan ile karistirildi. Karisimin 10 pl’si Neubauer hemositometresine
aktarildi, Olympus BX51 mikroskobunda bir mililitre hemolenfteki hemosit sayisi belirlendi.

Fungal Yiikiin Belirlenmesi

Hemolenf alimi sonrasi larvalar 1 ml PBS ve 5 mm capinda steril paslanmaz celik boncuk
iceren ependorflara alindi. Ependorflar Tissuelyser LT tiip raflarina alinip Tissuelyser

MiKROBIYOLOJi BULTENI 35




Candida albicans Biyofilm etkilerinin Degerlendirilmesinde
Galleria mellonella Larvasi Modeli

(Qiagen-Almanya) doku homojenizasyon cihazina yerlestirildi. Frekans 50, zaman 5
dakikaya ayarlandi. Homojenizasyon isleminin ardindan kloramfenikol iceren (100 pg/
ml) SDA'ya kantitatif ekim yapilarak plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Fungal ylk
larva basina diisen koloni olusturan tnite (cfu/larva) olarak hesaplandi.

istatistiksel Analiz

Tum istatistiksel islemler SPSS 15.0 istatistik programinda yapildi. ikili grup
ortalamalarinin karsilastirlmasinda Mann-Whitney U testi kullanildi. istatistiksel anlamlilik
icin p< 0.05 alindi. Larvalarin sagkalim analizi icin Kaplan Meier yontemi kullanildi.

BULGULAR

Grup 1 ve 2’de ilk 24 saat icinde melanizasyon ve 6lim gozlenmemistir. PBS grubunda
tlim calisma boyunca bir larvanin 6ldigu gozlenmistir. C.albicans ile enfekte larvalarda
3. saatten itibaren kiicik melanizasyon odaklari (siyah nokta) ve ardindan ilerleyici
melanizasyon gozlenmistir (Resim 1).

Kaplan Meier sagkalim analizi sonucunda grup 4 ile karsilastinldiginda, grup 3
larvalarda sagkalim acisindan anlamli farkhlk belirlenmistir (p< 0.05) (Sekil 1). BP
C.albicans ile enfekte grupta 24. saat sonunda sag kalim orani %20 olarak bulunmustur.

Toplam hemosit sayilari degerlendirildiginde kontrol ve PBS gruplarindaki ortalama
hemosit sayilari grup 3 ve 4’e gore anlamli olarak ytiksek bulunmustur. BP C.albicans ile
enfekte grupta, BN C.albicans ile enfekte gruba gore hemosit sayilarinin anlaml olarak
disuk oldugu belirlenmistir (p< 0.05). Fungal yik acisindan bakildiginda ise; yapilan
kantitatif kilturlerde grup 1 ve 2’de mikroorganizma tremesi saptanmamustir. Grup 3 ve
4'de C.albicans tremesi saptanmamustir. BP C.albicans ile enfekte grupta, BN C.albicans ile
enfekte gruba gore fungal ylk anlamli olarak yiiksek saptanmamistir (p< 0.05) (Tablo I).
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Sekil 1. Gruplara gére canli larvalarin sayisi (Kaplan-Meier sagkalim grafigi).
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Tablo I. [nokulasyon Sonrasi 24. Saatte Larvalarin Hemosit Sayisi ve Fungal Yiik Ortalamalari
Hemosit sayilan Fungal yiik

Gruplar (x10° hiicre/ml) (x10° cfu/ml)

1. Kontrol 17.18 £ 0.31 -

2. PBS 15.71 +0.57 -

3. BP C.albicans 8.17 £1.31 3.52+0.43

4. BN C.albicans 11.74 £ 0.64 2.28£0.36

TARTISMA

Fungal biyofilmler 6zellikle hastanede yatan ve tibbi implanti olan hastalar icin 6nemli
bir mortalite ve morbidite nedenidir. Bilindigi gibi, biyofilm ile iligkili enfeksiyonlar saglk
alaninda 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir'*'>. Bu nedenle biyofilm yapinin
fungal patogenezde rolliniin ortaya konmasi ve cesitli antifungal ajanlarin etkinliginin
test edilmesi amaciyla in vitro ve in vivo calismalar yapilmaktadir. Canl konak olarak
siklikla sican, fare gibi kemirgenler kullaniimaktadir'® '8, Son yillarda ise, kemirgenlerle
birlikte yapilan karsilastirmali arastirmalar sonucunda elde edilen verilerin tutarlihg
nedeniyle omurgasiz hayvan G.mellonella larvasi éne cikmistir'®20. Laboratuvarda, oda
Isisinda, 6zel sistemlere ihtiyac duymayan kiiciik kavanozlarda barindirilabilen ve uretim
icin etlivlerin kullanilabildigi larvalar ucuzdur ve temin etmek kolaydir. Diger omurgasiz
modellerine gore bilylk boyutlari hem etken patojenlerin hem de antimikrobiyal
peptidlerin yeterli miktarlarini enjektérle kolayca uygulama olanagi saglamaktadir?'-22,
Enfeksiyon patogenezi calismalar acisindan ise 15-37°C’ da yasayabilme yetenegi 6nemli
bir Gstlinliktiir®. Calismamizda da, C.albicans ile iliskili biyofilm enfeksiyonunun etkilerini
degerlendirebilmek amaciyla canl konak olarak G.mellonella larvasi kullanilmugtir.

Bu modelde hastalik gostergelerinden biri ilerleyici melanizasyondur. Calismamizda
melanizasyon literatiir 6nerileri dogrultusunda gorsel olarak'3, iki farkli géz tarafindan,
kor kullanilarak yapilmistir. Kontrol ve PBS enjekte edilen gruplarda melanizasyon
gozlenmezken Ozellikle BP C.albicans ile enfekte grupta 3. saatten itibaren baslayan ve
24. saatte belirginlesen melanizasyon biyofilm aktivitesinin virlilansta etkili oldugunu
gostermistir. G.mellonella larvasinda melanizasyon, hemolenf icinde yer alan hemositler
tarafindan sentezlenip hicre hasari ile birlikte kitikiilde aktif formuna donisen
profenoloksidaz (PPO) enzimi tarafindan gerceklesmektedir?®. PPO enzim aktivitesinin
kantitatif olarak belirlenmesi hastalik siirecinde 6nemli bir objektif gdstergedir?“.
Calismamizda melanizasyon puanlamasi ile birlikte PPO enzim aktivitesi kantitatif olarak
Olclilebilseydi daha gicli yorumlar yapmak mimkin olabilirdi.

G.mellonella larvasinda hemolenf, hemosit adi verilen bagisiklik sistemi hicrelerinin
cesitli tiplerini icermektedir. Hemositler 6zellikle patojenlere karsi fagositoz araciligi ile
korunmada etkili rol oynamaktadir’?°. Enfeksiyon modeli calismalarinda, enfeksiyona
karsi bagisiklik yanitinin, konak-patojen etkilegsiminin anlagilmasinda hemolenf degerli bir
materyaldir. G.mellonella’da larva basina yaklasik 20-50 pl hemolenf elde edilebilmesi
diger omurgasiz hayvan modellerine tercih edilmesinde énemli bir faktordur. Biyofilm
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yap! icine gizlenmis C.albicans'in, konak tarafindan farkli sitokinlerin saliniminin
indiklenmesi ve fagositer hiicrelere karsi immiin yanitin hasara ugratiimasinda rol
oynadig bildirilmistir?®. Calismamizda BP C.albicans ile enfekte larvalarda toplam hemosit
sayisinin BN izolat ile enfekte gruba gore, anlamli olarak diistik olmast literattirde yer alan
bu bilgiler ile paralellik géstermistir?®27. Ayrica her ne kadar anlaml bir diisiis olmasa
da, PBS enjekte edilen grupta hemosit sayilarinin hicbir girisim yapilmayan kontrol
grubuna gore dusiik olmasi strese bagli olarak bu larvalarda hemosit sayilarinin bir
miktar dusebildigini gostermistir. Bu ayrimi yapabilmek icin in vivo modellerde kontrol
ve sham gruplar biylk 6nem tasimaktadir. G.mellonella larvasinda hemolenfin 6 farkli
hemosit tiri icerdigi, hemosit dansitesi ve hemosit tiplerinin enfeksiyoz etkenlere bagl
olarak farkliliklar gosterdigi bildiriimektedir?®>. Calismamizda gruplar arasinda toplam
hemosit sayilari acisindan belirlenen farklilik biyofilm aktivitesinin viriilansta énemli rol
oynadigini gostermistir. Ancak gruplar arasinda hemosit tirleri acisindan farklilik olup
olmadigi arastinlmamistir. Bu konuda yeni calismalara ve deneyimli arastirmacilara
ihtiyac duyulmaktadir. Ayrica, bu calismada enfeksiyon gostergelerinden biri olarak
melanizasyon ve fungal yukiin yani sira hemosit sayilarinin belirlenmis olmasi Kalkanci ve
arkadaslarinin benzer bir calismasina yenilik getirmistir?®.

Canl konak modellerinde enfeksiyonun gostergelerinden bir digeri de mikrobiyal
yukin belirlenmesidir. Calismamizda bu amacla larva vicut dokusu kullanimistir.
Calisma stresince kontrol ve PBS gruplarinda herhangi bir mikroorganizma tremesinin
saptanmamasi, larvalarin saghkli oldugunu ve uygulamalar sirasinda bir bulag olmadigini
gOstermistir. 24 saat ara ile yapilan sakrifikasyon islemleri sonucunda amacimiz fungal
yukteki degisiklikleri zamana bagli olarak degerlendirmek olmasina ragmen, BP C.albicans
ile enfekte grupta 24 saat sonunda 2, 48 saat sonunda 1 larva canh kaldigindan ortalama
hemosit sayilari ve fungal yiik icin sadece 24. saat verileri lizerinde yorum yapilabilmistir.
BP C.albicans ile enfekte grupta fungal yikin ylksek olmasi larvalarda gozlenen
melanizasyon, hemosit sayilari ve sagkallm ile tutarliik gostermis ve bulgularimiz
literatiir ile uyumlu olarak saptanmistir?®, Calismamizda literatiir nerileri dogrultusunda
yaptigimiz saglk puanlamasina gore gruplar arasinda anlaml farkliliklar saptanmis
ancak bu farklik BP C.albicans ile enfekte grupta sagkalim oranlarinin dustik olmasindan
kaynaklandig icin bu veriler paylagilmamistir.

Bu bilgiler 1siginda fungal enfeksiyonlarin ve biyofilm gibi virlilans faktorlerinin konak
hiicreye etkilerinin arastirlmasinda larva modelinin guvenilir, ucuz ve uygulamasi kolay
bir model olarak kullanilabilecegini géstermistir. Vurgulanan bu Gstunlikleri G.mellonella
larvay! fungal patogenez ve antifungal ila¢ etkinligi calismalarinda tercih edilir bir
model haline getirmistir. Ancak heniiz tim genom diziliminin bilinmemesi, transgenik
modellerinin olmamasi, kazanilmig badgisiklik sistemine sahip olmamalari, fungal
patogenez calismalar agisindan mantar ligandlari ile hemosit reseptorleri arasindaki
iliskinin ¢6ziilmemis olmasi larva modelinin kisitlliklar arasindadir®2%3%, Bu bilinmeyenlere
yaniticin, hiicresel ve molekiler diizeyde ileri calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bununla
birlikte; glinimuizde omurgasiz hayvan modelleri, in vitro calismalar ile memeli modelleri
arasinda bir kopru gorevi gorebilir, boylece in vivo ¢alismalarda daha az sayida deney
hayvani kullanilmasinin yani sira maliyet etkin deneyler mimkun olabilir.
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