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Oz

Model bécekler dugiik tretim maliyeti, etik sorunlar ve laboratuvar kosullarinda kolay kiiltiire alinabilmesi nedeniyle tip, eczacilik
ve veterinerlik gibi bir¢ok alanda omurgali deney hayvanlarina alternatif deneysel model olarak kullanilmaktadir. Model boceklerin
laboratuvar kogullarinda yapay besin ortaminda tiretilmesi sirasinda en ¢ok karsilagilan sorun bakteri, maya ve kif kontaminasyonudur.
Bu ¢aligmada model bocek Galleria mellonellanin farkli yasam evrelerinde dort gram negatif ve ti¢ gram pozitif olmak tzere yedi
farkli bakteri tlirti in vitro olarak tanimlandi. Mikrofungus cinsleri; Alternaria spp., Aspergillus spp., Beauveria sp., Penicillium spp. ve
Verticillium sp. olarak belirlendi. Yagam evrelerinde en fazla koloni sayis1 Aspergillus ve Penicillium cinsine ait tirlerde tanimlanirken,
en az koloni sayisinin ise Verticillium cinsine ait oldugu belirlendi. Bu ¢alisma yapay besin ortaminda mikrofloranin tanimlanmasi ve
laboratuvar kosullarinda bocek tiretim alanlarinin standardize edilmesi agisindan olduke¢a 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: Galleria mellonella, Mikroflora, Mikrofungus, Model bécek, Yapay besin

Abstract

Model insects are used as an alternative experimental model to vertebrate experimental animals in many fields such as medicine,
pharmacy and veterinary medicine due to their low production cost, ethical problems and easy culture in laboratory conditions.
The most common problem encountered during the production of model insects in artificial diet under laboratory conditions is
bacteria, yeast and mold contamination. In this study, seven different bacterial species, four gram negative and three gram positive, were
identified in vitro in difterent life stages of the model insect Galleria mellonella. As microfungus genera Alternaria spp., Aspergillus spp.,
Beauwveria sp., Penicillium spp. and Verticillium sp. The highest number of colonies in their life stages is defined as the species belonging
to the genus Aspergillus and Penicillium, while the least belong to the genus Verticillium determined. This study is very important in
terms of defining microflora in artificial diet and standardizing production areas of insects under laboratory conditions.
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1. Girig

Son yillarda model bocekler disiik tiretim maliyeti, etik
sorunlar ve laboratuvar kogullarinda kolay kiltire alinabil-
mesi nedeniyle pestisit aragtirmalari, patojen mikroorga-
nizmalarin viriilans seviyelerinin degerlendirilmesi ve pato-
jenlere kargi gelistirilen ilaglarin etkinliginin aragtirilmasi
gibi bir¢ok alanda omurgali deney hayvanlarina alternatif
deneysel model olarak kullanilmaktadir (Sugecti vd. 2016,
Rossoni vd. 2019). En ¢ok tercih edilen model organizmalar,
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Lepidoptera takimina ait Galleria mellonella L. (Lepidopte-
ra: Pyralidae), Manduca sexta L. (Lepidoptera, Sphingidae),
Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae), Bombyx mori
(Lepidoptera: Bombycidae) gibi bocek turleridir (Zou vd.
2017, Noor-ul-Ane vd. 2018, Gegner vd. 2019, Santorum
vd. 2019, Vertyporokh ve Wojda 2020). Bu model bécekler
arasinda yagsam donglsinin kisa olmast, larvalarinin yiizey
alaninin genis olmasi ve dogustan gelen bagigiklik sistemi-
nin memelilerin bagisiklik sistemine benzerlik gdstermesi
nedeniyle G. mellonella 6ne ¢ikmaktadir (Djainal vd. 2020,
Shaik vd. 2020, Lapointe vd. 2020).

G. mellonella'min model organizma olarak bir¢cok alanda
kullanilmas: steril yapay besinlerin 6nemini arttirmigtir. G.
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mellonella yapay besini; nem, sicaklik ve beslenme kogsullary
agisindan mikroorganizmalar i¢in ideal bir ¢ogalma
ortamudur. Yapay besinlerde maya ve kiifler en ¢ok rastlanan
kontaminasyon etmenleridir ve bu kontaminasyonlarin
engellenmesi oldukga zordur. Boceklerin biiylime, yasama,
gelisme, ergin olusumu ve erginlesen bireylerin bazi
ozellikleri besin kalitesiyle dogrudan iligkilidir (Buytikgtizel
vd. 2010, Aslan vd. 2019). Bu nedenle; antibakteriyel ve
antifungal maddeler, beslenme ¢aligmalar1 sirasinda yapay
besinlerde  olusabilecek ~ kontaminasyonlardan — bécegi
koruyarak yiiksek kalitede ergin bireyler yetistirmek igin
olduk¢a 6nemlidirler (Buytikguzel ve Biytikgizel 2016). G.
mellonella yapay besin tizerinde patojen kontaminasyonlari
engellemek amaci ile ilave edilen antibakteriyel, antiviral,
antihelmintik ve antifungal ajanlar ile ¢esitli ¢aligmalar
yuritilmistir. Yapay besine farkli konsantrasyonda ilave
edilen bu antibiyotiklerin, G. mellonellinin farkli yagsam
formlarinda olumsuz fizyolojik ve biyokimyasal etkilere
neden oldugu tespitedilmistir (Biiytikgtizel ve Kalender 2009;
Kili¢ ve ark. 2015; Sugecti vd. 2016, Sugegti ve Biiytkgtzel
2018). Bu ¢alismada; model bocek G. mellonellanin farkl

yasam evreleri izerinde bulunan mikrofloranin ve bulagma
yollarinin belirlenmesi amaglanmistur.

2. Gereg ve Yontem
2.1. Bécek Kiiltiirii ve Orneklerinin Hazirlanmas1

Bu ¢aligmada Bronskill (1961) tarafindan gelistirilen yapay
besin kullanildi. G. mellonella larvalar, 28 + 2 °C sicaklikta
ve %65 + 5 bagil neme ayarh bir inkibatorde stirekli karanlik
ortamda yetistirildi. G. mellonella larva, pupa ve ergin evreleri
laboratuvar kosullarinda daha 6nce yiirttilen ¢alismalarda
kullanilan teknikler kullanilarak elde edildi (Biiytikgtizel vd.
2010, Sugecti vd. 2016). Elde edilen G. mellonella larva, pupa
ve ergin evrelerinden beser birey alinarak, 10 ml izotonik
¢ozelti igerisinde vortekslendi ve 6rnekler hazirlandi.

2.2. Bakteri Florasinin Izolasyonu ve Tanimlanmas:

Swvi ortamdan 200 ul alinarak 6rnekler, koyun kanli agara
(%5 koyun kanli agar, BD, Amerika) Eozin Metilen Mavisi
agara (E.M.B, BD, Amerika), ¢ikolata agara (BD, Amerika)
steril ekiivyon cubuklar ile seyreltme yontemi kullanilarak
ekildi. Besiyerlerine ekimleri yapilan 6rnekler etiivde 37
°C derecede 24 saat inkiibe edildi. Elde edilen kolonilere
oksidaz ve indol testi uygulandi. Koloniler morfolojik ve
biyokimyasal parametreleri géz o6niinde bulundurularak
Gram (+) ve Gram (-) tanimlama panellerine ayrildi. Yar:

otomatik bakteri tanimlama cihazi (BD BBL Crystal E/

Karaelmas Fen Miih. Derg., 2021; 11(2):132-137

NEF. ABD) ile tir tanimlamasi yapildi. Cihazin hassasiyeti
% 95 tzeridir. Tur tanimlamast i¢in koloniler 2 ml BD BBL
Crystal Enteric/Stool Inoculum Sivi tipiinde homojen
olarak dagitildi. Daha sonra soliisyon tanimlama test paneline
dokildu ve 24 saat stireyle 37 °Clde inkibasyonu sagland..
Inkiibasyon sonucunda degerlendirilen yar1 otomatize
bakteri tanimlama panellleri, BDMSID programinda
degerlendirmeye alinarak tiirler belirlendi

2.3.Mikrofungus Florasinin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Izolasyon ve tanimlama icin ilk besiyeri olarak Rose-bengal-
Streptomisin ilaveli Pepton Dekstroz Agar kullanild:
(Asan vd. 2004). Daha sonra sivi ortamdan 200 pl alinan
ornekler Rose Bengal- Streptomisin Agara (Sigma Aldrich,
Missouri, ABD), Malt Ekstrakt Agara (Merck, Almanya)
ve Czapek Agara (Merck, Almanya) ylizeye yayma yontemi
kullanilarak ekildi (Larone Davise, 1993; Pitt, 2000; Samson
ve Pitt, 2000; Ellis vd. 2007).

inkﬁbasyon (27 °C’ de 7 giin) dénemi sonunda gelisen
fungus kolonilerin makroskobik ve mikroskobik kriterleri
incelendi ve tanimlamalar: yapild:. Izole edilen funguslarin
teshislerinde; Domsch vd. (1980), Hasenekoglu (1991),
Pitt (2000), Samson ve Pitt (2000), Ellis vd. 2007, Pitt ve
Hocking (2009) ve Watanabe (2010) mikoloji ile ilgili teshis
anahtarlarindan yararlanildi.

3. Bulgular

Bu caliymada, G. mellonella yasam formlarinin in witro
olarak bakteri ve mikrofungus florasinin izolasyonu ve
tanimlamalar1  yapildi. G. mellonella tzerinde bulunan
mikroflora in vitro olarak belirlendi.

Bu ¢alismada 6 cinse ait 4 gram negatif ve 3 gram pozitif
olmak tizere G. mellonella yasam evrelerinde 7 farkli bakteri
tird in vitro olarak tanimlandi. Bocegin larva evresinde;
Citrobacter freundii, Staphylococcus hominis, Shigella spp., pup
evresinde; Burkholderia cepacia, Corynebacterium genitalium,
Citrobacter
Jfreundii ve ergin evresinde ise Staphylococcus xylosus ve

Staphylococcus  hominis, Pseudomonas  putida,

Pseudomonas putida tirleri tanimland: (Cizelge 1).

Caligmada, tamam: Ascomycota subesinde olmak tUzere
5 cinse ait mikrofungus tirleri belirlemis olup bu cinsler;
Alternaria spp. (% 23, 53), Aspergillus spp. (% 29,41),
Beauveria sp. (% 11,41), Penicillium spp. (% 29,41) ve
Verticillium sp. (% 5,88) olarak belirlendi. Yasam formlarinda
en fazla koloni sayis1 Aspergillus (n=5,% 29,41) ve Penicillium
(n=5,% 29,41) cinsine ait tiirlerdir. En az tanimlanan tiiriin
Verticillium (n=1, % 5,88) cinsine ait oldugu tespit edildi.
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Cizelge 1. G. mellonellanin farkli yagam evrelerinde tanimlanan bakteri tirleri.

Tanimlanan Bakteri Turleri

Gram Porzitif/Negatif

Enterobacteriaceae Citrobacter freundii Gram (-)

Larva Staphylococcaceae Staphylococcus hominis Gram (+)
Enterobacteriaceae Shigella spp. Gram (-)

Burkholderiaceae Burkholderia cepacia Gram (-)

Corynebacteriaceae Corynebacterium genitalium Gram (+)

Pup Staphylococcaceae Staphylococcus hominis Gram (+)
Pseudomonadaceae Pseudomonas putida Gram (-)

Enterobacteriaceae Citrobacter freundii Gram (-)

Ergin Staphylococcaceae Staphylococcus xylosus Gram (+)
Pseudomonadaceae Pseudomonas putida Gram (-)

Cizelge 2. G. mellonella'nin farkli yagam evrelerine gore mikrofungus cinsine ait tiir sayilari (n) ve ytzdesi (%)

Yagsam formlar: Larva Pup Ergin Toplam
Cinsler n % n % n % n %
Alternaria ssp. 1 5,88 1 5,88 2 11,76 4 23,53
Aspergillus ssp. 2 11,76 2 11,76 1 5,88 5 29,41
Beauveria sp. 1 5,88 1 5,88 0 0,00 2 11,76
Penicillium ssp. 1 5,88 3 17,65 1 5,88 5 29,41
Verticillium sp. 0 0,00 0 0,00 1 5,88 1 5,88
Toplam 5 29,41 7 41,18 5 29,41 17 100,00

Yasam formlarina gore ise larva (% 29,41), pup (%41,18) ve
ergin (%29,41) olarak belirlendi. Pup evresinde mikrofungal
kontaminasyonun daha yiiksek oldugu tespit edildi (Cizelge
2 ve 3).

4. Tartigma

Boceklerin deneysel model olarak kullanmak amaciyla
laboratuvar kosullarinda toplu olarak dretilmesi, besin
kontaminasyonu, yeni agilan yumurtalarin sterilizasyonunun
saglanmasi gibi bircok mikrobiyolojik koékenli problemi
ortaya c¢ikarmugtir. Model boceklerin stok kiltiirlerinin
olusturulmasinda yapay besinlerin mikrobiyal kontroliiniin
saglanmasi en zahmetli agamalardan biridir. Yapay besin
ortamimin sicaklik ve nem kogullari, kif, mantar, maya
ve bakteriler dahil olmak tizere mikrobiyal buyime i¢in
olduk¢a idealdir. Son yillarda G. mellonella larvalarinin
farkli alanlarda model bécek olarak kullanilmasi, yapay
besinlerde mikrobiyal kontaminasyonlarin tespit edilmesi
ve bocegin fizyolojisini minimum duzeyde etkileyecek
sekilde
ortaya ¢ikarmigtir. Bu ¢aligmada yapay besin ortaminda
G. mellonella larva, pup ve erginlerinde Staphylococcus spp.
cinsine ait iki farkli bakteri tirleri belirlendi. Bocegin larva

kontaminasyonlarin  engellenmesi

gerekliligini

134

ve pup evresinde S. hominis, ergin evresinde ise S. wxylosus
bakteri tirleri tamimlandi. Bu c¢alismada ayrica, 5 farklh
cinse ait mikrofungus tiirti tespit edildi. En fazla Aspergillus
cinsine ait tiirlerin olugturdugu koloniler belirlendi. Daha
once yapilan c¢alismalarda Aspergillus nigerin, kontroli
en zor olan en sik kargilagilan kif oldugu bildirilmigtir
(Singh ve Bucher 1971, Gifawesen vd. 1975). Bu nedenle
ozellikle Aspergillus cinsine ait tirlerin yapay besinlerde
tremesinin engellenmesi olduk¢a 6nemlidir. Yapilan bir
calismada, Craphalocrocis medinalis (Giienée) (Lepidoptera:
Crambidae) yapay besinine ¢esitli kiif inhibitérleri eklenerek
Aspergillus niger (van Tieghem) (Eurotiales: Trichocomaceae)
Sorbik

asit ve metil parapen gibi kif inhibitérleri yapay besine

kontaminasyonlar1  engellenmeye  caligitlmigtir.

ilave edilerek kif kontaminasyonunun engellendigi
bildirilmigtir. Fakat bu ¢aligmada yapay besine ilave
edilen kif inhibitorlerinin bocegin biyolojik parametreleri
tzerinde olumsuz etki yaptig1 tespit edilmistir (Su vd. 2014).
Mikrobiyal kontaminasyonun engellenmesi i¢in kullanilan
ajanlarin bocegin fizyolojisini olumsuz yonde etkilememesi
oldukg¢a 6nemlidir. Bu amag ile yapilan bagka bir ¢caligmada;
G. mellonella yapay besinine farkli konsantrasyonlarda

(%0,001; 0,01; 0,1 ve 1) antifungal bir ajan olan terbinafin

Karaelmas Fen Mih. Derg., 2021; 11(2):132-137
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Cizelge 3. G. mellonellanin farkli yagam evrelerinde belirlenen mikrofungus tiirleri

Mikrofungus

Evre Cins Tiix Tegshis anahtar
Alternaria Alternaria alternata Hasenekoglu, (1991); Pitt ve Hocking (2009)
Aspergillus Aspergillus fumigatus Hasenekoglu, (1991); Samson ve Pitt (2000)
o | Aspergillus Aspergillus niger Hasenekoglu, (1991); Samson ve Pitt (2000)
E Beauveria Beauweria bassiana Domsch vd. (1980); Watanabe (2010)

— Penicillium Penicillium verruculosum Hasenekoglu, (1991); Pitt (2000)
Alternaria Alternaria alternata Hasenekoglu, (1991); Pitt ve Hocking (2009)
Aspergillus Aspergillus sp. Hasenekoglu, (1991); Samson ve Pitt (2000)
Aspergillus Aspergillus niger Hasenekoglu, (1991); Samson ve Pitt (2000)
Beauveria Beauveria bassiana Domsch vd. (1980); Watanabe (2010)
Penicillium Penicillium verruculosum Hasenekoglu, (1991); Pitt (2000)

& | Penicillium Penicillium sp. Hasenekoglu, (1991); Pitt (2000); Pitt ve Hocking (2009)
A~ Penicillium Penicillium sp. Hasenekoglu, (1991); Pitt (2000); Pitt ve Hocking (2009)
Alternaria Alternaria alternata Hasenekoglu, (1991); Pitt ve Hocking (2009)
Alternaria Alternaria sp. Hasenekoglu, (1991); Pitt ve Hocking (2009)

o | Aspergillus Aspergillus niger Hasenekoglu, (1991); Samson ve Pitt (2000)

‘B0 | Penicillium Penicillium verruculosum Hasenekoglu, (1991); Pitt (2000)

~ Verticillium Verticillium sp. Hasenekoglu, (1991); Watanabe (2010)

eklenmigtir. Bu caligmada en disik dozda terbinafinin
bécegin fizyolojisini olumsuz yonde etkilemedigi ve yapay
besinlerde mikrobiyal kontaminasyonu engellemek igin
kullanilabilecegi  bildirilmistir  (Kastamonuluoglu  vd.
2020). Yapilan bagka bir ¢alismada G. mellonella yapay ve
dogal besininde patojen bakteri §. aureus popiilasyonu
ile maya ve kif miktarinin oldukga yiksek oldugu tespit
edilmistir. Bu ¢aligmada diyete ilave edilen asiklovirin yapay
besin ortamindaki mikrobiyal yiiki azalttii belirtilmigtir

(Buytkgtizel ve Buyukgtizel 2016).

Ozellikle son yillarda G. mellonella larvalarinin infeksiyon
modeli olarak tip alaninda yaygin olarak kullanilmasi, pup
evresinin ise biyolojik micadele ¢aligmalarinda kullanilan
parazitoidlerin kitle tiretiminde tercih edilmesi yapay besin
ortaminda mikrobiyal floranin belirlenerek engellenmesinin
6nemini arttirmistir. Laboratuvar kosullarinda bécek tiretim
alanlarinin  standardize edilmesi, larvalarin gelisiminde
muhtemel kontaminasyonlarin direkt veya dolayli etkilerinin
ortadan kaldirilmasinda olduk¢a 6nemlidir.

5. Tegekkiir

Bu ¢alisgmada mikrofungus tiirlerinin teshisi agamasinda
yardimlarindan dolayr Uzm. Biyolog Ferudun KOCER®

tesekkiir ederim.
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