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Derleme

In Vivo Enfeksiyon Modellerinin Yiikselen Yildiz;

Galleria mellonella Larvasi

Meral KARAMAN

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

OZET

Enfeksiyon hastaliklarinin patogenezinin arastirtlmasin-
da memeli modelleri siklikla kullanilmaktadir.
Memelilerin kullanimina iligkin etik kaygilar, donanim-
sal ve maddi sikintilar alternatif konak¢i olarak omurga-
stz hayvanlari giindeme getirmektedir. Meyve sinegi
Drosophila melanogaster, nematod Caenorhabditis elegans
gibi omurgasiz hayvan modelleri alternatif olarak kulla-
nilmaktadir. Son yiullarda ise, konak¢t modeli olarak
Galleria mellonella larvast dikkati ¢cekmektedir. Biiyiik
balmumu giivesi (The Greater Wax Moth) olarak da bili-
nen G. mellonella larvasi, enfeksiyon patogenezi calis-
malarinda diger omurgasiz hayvanlara gore cesitli
iistiinliiklere sahiptir. Biiyiik boyutlari (2-4 ¢cm) nedeniy-
le uygulama kolayligi saglayan larvalar, 15-37°C’de
yasayabilme yetenegi ile tibbi acidan onemli bir¢ok mik-
roorganizmamn viriilans faktorlerinin test edilmesinde
kullanilmaktadir. Yapilan karsilastirmali ¢aligmalar,
G. mellonella larvasinin mikrobiyal viriilans faktorleri-
nin karakterizasyonu ve identifikasyonunda, antimikro-
biyal peptidlerin etkinliginin test edilmesinde giivenle
kullanilabilecegini gostermektedir. Bu derleme makale-
de, son on yilda ozellikle enfeksiyon patogenezi ¢aligma-
larinda yildizi parlayan G. mellonella larvasimin one
cikan ozelliklerinden soz edilmektedir.

Anahtar kelimeler: Enfeksiyon modeli, Galleria mellonella
larvast, in vivo

SUMMARY

The Rising Star of In-Vivo Infection Models: Galleria
mellonella Larvae

Mammalian models have been frequently used in investigating
the pathogenesis of infectious diseases. Ethical concerns
about the use of mammals as well as difficulties related to
hardware and financial problems bring invertebrates into
agenda as alternative hosts. Invertebrate models such as the
fruit fly Drosophila melanogaster and the nematode
Caenorhabditis elegans are used as alternatives. In recent
years, however, Galleria mellonella larva attracts attention
as a host model. Galleria mellonella larva, also known as
the Greater Wax Moth, has several advantages compared to
the other invertebrates, in investigations on pathogenesis of
infection. Larvae, providing easy handling due to their large
size (2-4 ¢cm), and having the ability to survive at 15-37°C,
are used for testing virulence factors of various medically
important microorganisms. Comparative studies have
demonstrated that Galleria mellonella larvae can be safely
used in the characterization and identification of microbial
virulence factors and in testing the effectiveness of
antimicrobial peptides. In this review article we have
discussed the prominent features of Galleria mellonella
larvae, the shining star of the last decade, especially in the
studies on the pathogenesis of infection.

Key words: In vivo, infection model, Galleria mellonella
larvae

GIRIS

Enfeksiyon hastaliklarinin patogenezinin ve
etkili tedavi protokollerinin arastirilmasinda, in
vitro modeller her zaman tatmin edici sonuglar
vermemekte, konakci olarak canli bir organiz-
maya gereksinim duyulmaktadir. Hayvan model-
leri, in vitro calismalardan klinige uzanan siireg-
te yol gosterici bir basamak olarak kullanilmak-
tadir. Rodentler (genellikle fare ve sicanlar)
insandaki enfeksiyon siirecini taklit etmek i¢in

uygun bir anatomik ve biyolojik model olmasi,
enfeksiyon ajanlarina duyarlilik ve immiin yanit
acisindan benzerlik gostermesi nedeniyle siklik-
la tercih edilmektedir®®. Ancak son yillarda 6zel-
likle memeli modelleri konusunda etik kaygila-
rin giderek artmasi, altyapt donanimi ve techizat
acisindan kapsamli laboratuvarlara, tecriibeli
bakici-teknik elemanlara gereksinim duyulmasi
bu modeller konusunda alternatif arayislarini
dogurmustur®®, Omurgasiz hayvanlar filogene-
tik olarak alt siralarda yer almalari nedeniyle
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etik kaygilarin daha az duyuldugu modeller ara-
sinda yer almaktadir. Bu anlayis, ilk olarak 1959
yilinda Russel ve Burch tarafindan giindeme
getirilen ve hayvan caligmalarinin etik dayanak-
larin1 olusturan 3R kurali; Replacement (alterna-
tif modellerin kullanilmasi), Reducement (en az
saytda hayvan kullanilmasi) ve Refinement
(hayvan refahiin iyilestirilmesi) ile paralellik
gostermektedir™®. Alternatifler arasinda sayilabi-
lecekomurgasizhayvanmodelleri; Caenorhabditis
elegans, Drosophila melanogaster ve Bombyx
mori uzun yillardir bagarili modeller olarak
kullanilmaktadir®©.

Omurgasiz hayvanlar arasinda bir Lepidopteran
tlirli olan “Galleria mellonella” , 6zellikle enfek-
siyon patogenezi calismalarinda son on yilin
yiikselen yildizlart arasinda yerini almigtir”®.
Biiyiik bal mumu giivesi (The Greater Wax
Moth) olarak da bilinen ve aricilik sektOriiniin
ekonomik zararlilar1 arasinda yer alan
G. mellonella (Takim: Lepidoptera, Aile:
Pyralidae) tiim diinyada, al¢ak 1liman iklim bol-
gelerinde yaygin olarak bulunan bir kelebek
tirtidiir. G. mellonella larvas: ile enfeksiyon
modelleri konusundaki c¢aligmalarin sayisinda
gozlenen artigta, larvanin diger omurgasiz hay-
vanlara gore sahip oldugu cesitli avantajlar rol
oynamaktadir.

Tibbi 6neme sahip bircok mikroorganizmanin
model konakgis1 olarak G. mellonella larvasinin
kullanimu literatiirde oldukg¢a kabul goérmiistiir.
Diger boceklerde oldugu gibi hizli bir {ireme
dongiistine sahiptir. Galleria’nin gelisimi yumur-
ta, larva, pupa ve kelebek donemlerinden olus-
maktadir. Yasam dongiisii, 1s1 degisikliklerine ve
besin durumuna gore 6 hafta ile 6 ay arasinda
degismektedir®. Enfeksiyon patogenezi calis-
malarinda siklikla tercih edilen formu son larval
evre (6. gelisim evresi) olup, bu evrede yaklasik
2-4 ¢cm uzunlugunda, 0.2-0.4 g agirliginda, mat
beyaz renkli goriinimdedir® (Resim 1).
Laboratuvarda, oda 1sisinda, 6zel barindirma
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sistemlerine gereksinim duymayan, petri kapla-
rinda saklanabilen larvalar ucuz olmasi, kolay
temin edilmesi ve yetistirilmesi nedeniyle tercih
edilmektedir. Yetistirme i¢in dogal kepek, glise-
rol ve bal karisimindan olusan besin iceren cam
kavanozlar kullanilmaktadir. Caligma icin kulla-
nilacak enfeksiyoz etkenin biyogiivenlik risk
grubuna gore Onlemler alinmasi yeterlidir.

Galleria mellonella Modelinin Avantajlari

Sican ya da farelerle yapilan enfeksiyon modeli
calismalarinda karsilagilabilecek olan enfeksi-
yoz etkenin yetistirme kolonisine ya da diger
laboratuvar hayvanlarina bulagsmasi gibi bir risk
s0z konusu degildir. Biiylik boyutlar1 (2-4 cm)
etken patojenlerin ya da antimikrobiyal peptid-
lerin yeterli miktarlarini ve yineleyen dozlarini,
enjektorle kolayca uygulama olanagi saglamak-
tadir. Diger bocek modellerine gore biiyiik mik-
tarlarda (~20-50 pL) hemolenf sivisi elde edile-
bilmektedir. Enfeksiyonun kontrolii i¢in hemo-
lenf sivisindan etken izolasyonu yapilabilir.
Ayrica hemolenfi olusturan hemositler (plazma-
tosit, graniilosit vb.) araciligi ile gerceklesen
fagositoz gibi hiicresel bagisiklik yanitlari
degerlendirilebilir"'». En 6nemli avantaji ise
15-37°C’de yasayabilme yetenegidir. Tibbi
oneme sahip bir¢ok patojen icin viriilans faktor-
lerinin ekspresyonu 37°C’de gergeklestiginden
patogenez calismalarinda bu olduk¢a 6nemli bir
parametredir'¥. Diger taraftan tiim genom ¢alis-
malarinin tamamlanmamis ve heniiz transgene-
tik teknolojinin gelismemis olmasi modelleme-
nin dezavantajlar1 arasinda sayilmaktadir®
(Sekil 1).

Galleria mellonella larvast aslinda uzun yillar-
dir tarimsal zararlilara karsi biyolojik miicadele-
de konak¢t modeli olarak kullanilmaktadir. Son
yillarda kullanim alaninin hiicre biyolojisi, fun-
gal ve bakteriyel patogenez caligmalarina kay-
masinda ilerleyen molekiiler tekniklerle birlikte,
larval hemolenfin fonksiyonlarinin anlagilmasi
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Sekil 1. Fare, Drosophila ve Galleria mellonella modellerinin avantaj ve dezavantajlari.

yatmaktadir. Bu nedenle modellemeler sonucun-
da elde edilen verilerin larvanin immiin sistem
bilesenleri ve 6zellikleri ile birlikte tartigilmasi,
yorumlanmast 6nem tagimaktadir.

Galleria mellonella Immiin Sistemi

Bilindigi gibi omurgali hayvanlar hem dogal,
hem de edinsel bagisiklik sistemine sahiptir.
Bocekler ve diger omurgasizlar ise yalnizca
dogal bagisiklik sistemine sahip olup, spesifik
antijenlerin taninmasi ve onlara karg: immiino-
lojik bir bellek gelistirerek antikor yaniti olustu-
rulmasina yonelik yetenekleri bulunmamak-
tadir". Boceklerde ve acgik dolagim sistemine
sahip diger hayvanlarda, omurgalilarda oldugu
gibi kan ve lenfatik sivi ayrimi yoktur. Viicut
stvilart “hemolenf”, hemolenf dolagiminda yer
alan hiicreler ise “hemosit” olarak adlandiril-

maktadir. Yapilan calismalar, G. mellonella lar-
vasinin dogal immiin sisteminin yapisal ve
fonksiyonel acidan vertebralilar ile homoloji
gosterdigini ortaya koymustur. Enfeksiy6z
etkenlerle karsilasmaya bagli olarak, humoral
bagisiklik yanitlarinin yani sira hemositlerin
morfolojik ve yapisal degisiklikleri sonucunda
hiicresel bagisiklik yanitlarinin da aktive oldugu
gosterilmigtir-19,

Memelilerde oldugu gibi boceklerde de enfeksi-
yon hastaliginin gelisim siireci i¢inde patojenin
adezyonu, ardindan konak hiicreye girisi, toksin
tiretimi, konak savunma sistemi hiicrelerinden
kacis basamaklart paralellik gostermektedir?.
Mikroorganizmanin adezyonu ve invazyonuna
kars1 ilk savunma sistemi memelilerde epider-
mis iken boceklerde kiitikiil tabakasidir. Memeli
epidermisi ve bocek kiitikiilii temel protein kom-

3



ponentleri acisindan benzerlik gostermekle bir-
likte, epidermal tabakanin kitin icermemesi
onemli farkliliklardan biri olarak dikkati cek-
mektedir. Enfeksiyon siiresince patojenler tara-
findan sekrete edilen proteazlar memeli epider-
misi ya da bocek kiitikiil protein komponentleri-
ni yikima ugratarak etkenin yayilmasinmi kolay-
lagtirmaktadir. Kiitikiil bir taraftan fiziksel bari-
yer gorevi goriirken, diger yandan kiitikiil hasar1
ile humoral immiin yanit uyarilmaktadir. Bu
uyarim ile kiitikiilde antimikrobiyal peptid ve 1s1
sok proteinlerinin sentezi, fenoloksidaz ve Ca*?
bagimh transglutaminaz etkisi ile hemolenfin
pthtilasmast ve melanizasyon siireci izlen-
mektedir™®. Melanizasyon siireci hemositlerde

sentezlenip kiitikiilde aktif formuna doniigen
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profenoloksidaz (PPO) enzimi ile gercekles-
mekte, aktive olmusg fenoloksidazlar hemolenfde
bulunan fenolik substratlardan kinonlar1 olugtur-
maktadir. Kinonlar melanin olusumunu sagla-
manin yani sira hemolenfin pihtilagsmasi sonucu
hareketsizlesen mikroorganizmalara karg1 gii¢lii
sitotoksik etki gosterirler’*?”. Melanizasyon,
PPO enzim aktivitesinin kantitatif olarak saptan-
mast ya da larvanin viicudunda gézle goriilebi-
len siyah renk degisimleri ile degerlendirilebil-
mektedir (Resim 2). Enfeksiyon patogenezi
calismalarinda olduk¢a degerli bir veri olarak
kullanilmaktadir®! 22,

Patojenlerin toksinlerine karsi memelilerin ve
boceklerin duyarliliginda da paralellikler bildi-

Son larva evresi Pupa

Kelebek Yetistirme ortam

Resim 1. Galleria mellonella gelisim evreleri ve yetistirme ortam (Fotograflar calismalarimizdan alinmistir.)

Saghkh larva

Enjeksiyon alam

»

Melanizasyon odaklari (Dark spot), melanize harva

Resim 2. Galleria mellonella larvasinda enjeksiyon bolgesi, saglikh ve enfekte larva (Fotograflar cahsmalarimizdan alinmistir.)
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rilmistir. Memelilerin bagirsaklarinda ve bocek-
lerin orta bagirsaklarinda mikrovilluslarin yiize-
yinde mikrobiyal toksinler i¢in glikokonjugat
reseptorler bulunmaktadir. Bir diger benzerlik
ise dogal immiin sisteme sahip olan boceklerin,
tipki1 memeliler gibi, konak hiicreye yabanci
maddeleri fagosite etme yetenegi gostermeleri-
dir. Memelilerde makrofajlar araciligi ile yiirii-
tiilen bu siire¢ boceklerde hemolenf i¢inde dola-
san graniilosit ve plazmatositler araciligi ile
yapilmaktadir'”.

Bocekler, memelilerin kazanilmis bagisiklik
tepkisine benzer bir bagisiklik sistemine, antikor
yanitina sahip olmamakla birlikte, benzer bazi
yapilar tagirlar® . Hiicre adezyonu, antimikrobi-
yal peptidlere diren¢, doku degradasyonu ve
oksidatif strese adaptasyon gibi bakteriyel enfek-
siyon siireci i¢in temel komponentler larva ve
oranda  benzerlik

memelilerde  6nemli

gostermektedir!®2,

Galleria mellonella Larvasinda Enfeksiyon
Modeli

Bilindigi gibi lilkemizde hayvan deneyi yapabil-
mek i¢in TC. Orman ve Su Isleri Bakanhgi,
Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Miidiirliigii
“Deney Hayvanlart Kullanim Sertifikast Kurs
Program1” na dair 2007/11 genelgesi kapsamin-
da B Kategorisi sertifika sahibi olmak zorunlu-
dur. Larva calismalari icin ise heniiz boyle bir
zorunluluk bulunmamaktadir.

Enfeksiyon modeli i¢in larvaya etkenin inoku-
lasyonunda, oral, topikal ve enjeksiyon olmak
tizere ti¢ farkli yontem kullanilabilmektedir®29.
Oral uygulamada etken beslenme materyali ile
karigtirilip, sindirim yoluyla alinmasi saglanir-
ken inokulum miktar1 tam olarak bilinemedigin-
den degerlendirme gorecelidir. Inokulumun dog-
rudan agizdan insulin enjektori ile verildigi
durumlarda ise inokulumun tagmasi ile ayni
zamanda topikal uygulama da yapilmis olur.

Topikal uygulamada ise; inokulum larvanin
kiitikiil boliimiine uygulanir, etken penetrasyon
yoluyla gecer. Ancak bazi enfeksiy6z etkenlerin
(0zellikle mayalar) gecisinde ve inokulum
dozunda sikintilar bildirilmistir. Bu nedenle
enjeksiyon yontemi en cok tercih edilen ve en
gilivenilir yontem olarak bildirilmektedir. Bu
yontemde inokulum dogrudan hemosel igine
ince u¢lu birigne ile verilir (Resim 2). Enjeksiyon
sirttan hemosel icine yapilabilmekle birlikte lite-
ratiirde siklikla son 6n bacagin kullanildigi
goriilmektedir. Yineleyen enjeksiyonlarin farkl
bacaklara yapilmasi onerilmektedir. Enjeksiyon
yonteminin en dnemli dezavantaji ise kullanilan
igne nedeniyle kontaminasyon ya da travmadir.
Kontrol gruplart bu sorunu diglamak acisindan
yardimc1  olmaktadir. Inokulasyon ©ncesi
15°C’de saklanabilen larvalar, etkenin verilme-
sinden sonra 37°C’de barindirilmaktadir.
Caligsma siiresince larvalarin beslenip beslenme-
meleri konusunda farkli goriigler bulunmaktadir.
Ancak aglik nedeniyle bazi enfeksiyoz etkenlere
(Ornegin, Candida albicans) duyarlihgm arttig1,
immiin yanitlarinin zayifladigi, bazi antimikro-
biyal peptidlerin (lipokalin) ve bazi1 serum prote-
inlerinin (ferritin, transferin vb.) ekspresyonu-
nun azaldig bildirildiginden genel egilim bes-
lenmeleri yontindedir®”.

Larva modeli, inokulasyon sonrasi donemde
enfeksiyon parametrelerini izlemek, konakci
yanitin1 degerlendirmek agisindan oldukga elve-
riglidir. Larval aktivite, melanizasyon, koza for-
masyonu ve hayatta kalma kriterlerinin deger-
lendirildigi saglik puanlamasi kantitatif veriler
saglamaktadir®. Biiylik miktarlarda elde edile-
bilen hemolenf bakteriyel ya da fungal yiik ve
antimikrobiyal peptidlerin etkinliginin degerlen-
dirilmesinde, immiin yanitin 6lcitilmesinde kul-
lanilabilmektedir. Larva viicudundan elde edilen
doku kesitlerinin histopatolojik degerlendirme-
leri ile memeli modellerinde oldugu gibi hastali-
gin patogenezi ve doku diizeyindeki yanitlari
konusunda verilere ulasilabilmektedir.



Son on yilda hem bakteriyel hem de fungal pato-
jenlerle yapilan cesitli ¢caligmalar larva enfeksi-
yon modellerinin fare benzeri memeli modelle-
riyle korelasyon gosterdigini ortaya koymakta-
dir. Bu caligmalar arasinda, Pseudomonas
aeruginosa, C. albicans, Bacillus thuringiensis,
Bacillus cereus gibi tibbi acidan 6nemli etkenler
yer almaktadir®3”, Gerek bakteriyel gerekse
fungal patojenez calismalarinda G. mellonella’nin
glivenilir bir model oldugu vurgulanmakta-
dir®3Y, Park ve ark.®?, Eenterococcus faecalis’in
salgiladig1 ekstraselliiler jelatinaz (GelE) enzi-
minin insan serumunda kompleman komponenti
C3a’yr dogrudan hidrolize ettigini ve sekropin
benzeri antimikrobiyal peptidleri yikima ugratti-
g1 gostermiglerdir. Benzer sekilde GelE’nin
G. mellonella hemolenfinde bulunan sekropini
de yikima ugrattigini  saptamiglardir.
Burkholderia’da ise memeli enfeksiyonlar: ile
iligkili ¢esitli viriilans genlerinin delesyonunun
Galleria’da yagsamda kalma oranlarini artirdigi
bildirilmistir®». G. mellonella larvasinda
Burkholderia cenocepacia complex (BCC) ile
ilgili in vivo faj terapisi ¢alismalarinda
B. cenocepacia K56-2 enfeksiyonunun 6liimciil
etkilerinin, BCC faj KS12’nin tek doz enjeksi-
yonu ile engellendigi bildirilmistir®®.
Giintimiizde enfeksiyon etkenleri ile 6zellikle de
coklu direngli ajanlarla, miicadelede faj terapi-
sinden beklentiler oldukga yiiksektir. Bu calisma
Galleria enfeksiyon modellerinin faj caligmala-
rinda da kullanilabilecegini gostermektedir.

Ulkemizde heniiz enfeksiyon modeli ¢alismala-
rinda G. mellonella larvasinin kullanimi kisithdir.
Ancak son yillarda ulusal diizeyde yapilan bilim-
sel toplantilara bakildiginda bu konuda bir hare-
ketlilik dikkati cekmektedir®><%. Kalkanci ve ark.
B9 bazi bakteri ve mantarlar ile G. mellonella
larvalarini enfekte ederek yagamda kalma oranla-
rina baktiklar1 c¢aligmalart sonucunda memeli
modellerinin yerine omurgasiz modellerin kulla-
nilmaya baglamas: konusunda farkindalik yaratil-
masi gerektigini vurgulamislardir.
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Biitiin bu veriler G. mellonella larvasinin enfek-
siyon patogenezi caligmalarinda, mikrobiyal
viriilans faktorlerinin karakterizasyonu ve iden-
tifikasyonunda, antimikrobiyal peptidlerin etkin-
liginin test edilmesinde tipki memeliler gibi
glivenle kullanilabilecegini gostermektedir.
G. mellonella larvasimin enfeksiyon patogenezi
calismalarinda memeli modellerine alternatif
olarak kullanilmasi, ekonomik avantajlarinin
yant sira etik kaygilarin azalmasina da katkida
bulunacaktir.
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