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OZET

Amag: Enfeksiyon hastaliklarimin patogenezinin arastirilma-
sinda, fare-sigan modelleri uzun yulardir kullanilmaktadur.
Tibbi oneme sahip bir¢cok mikroorganizmanin model konakgist
olarak Galleria mellonella larva kullamm literatiirde kabul
gormiistiir. Bu calismada, Candida albicans’in salgisal asit
proteinaz (SAP) enzim aktivitesinin, konak¢t modeli olarak
G. mellonella larva iizerindeki etkileri arastirilmistir.

Gereg ve Yontem: Enfeksiyon modeli icin, salgisal asit proteinaz
(SAP) enzim aktivitesi sigir serum albiimin agar yontemi ile
olumlu ve olumsuz olarak bulunan iki klinik C. albicans kokeni
kullanildi. Son larval evrede, 2-3 ¢cm uzunlugunda, 250-300
mg agwrhiginda, saglikli G. mellonella larvalar dort gruba
ayrildi; kontrol, “sham” (fosfat tampon), SAP olumlu ve SAP
olumsuz (5x10° CFU/ml) C. albicans ile enfekte grup.
Inokulasyon sonrast larvalar 37°C’de bekletildi. Doksan alti
saat sonra saglik durumlart skorlandi, sakrifiye edildi ve fun-
gal yiik arastirild.

Bulgular: Larvalar aktivite, yasamda kalma, melanizasyon ve
fungal yiik acisindan degerlendirildiginde gruplar arasinda
anlamli bir farklilik oldugu saptandi. Kontrol ve “sham” grup-
larinda dliim ve melanizasyon gozlenmezken, 96. saat sonunda
patojen iiremesi de saptanmadi. SAP olumlu ve olumsuz grup-
lar arasinda fungal yiik, melanizasyon ve toplam saglik skoru
agisindan anlamli farklilik bulundu (p<0.05).

Sonug: Calismanmizda, C. albicans’in SAP enzim aktivitesinin
viriilansta rol oynadigi G. mellonella larva modelinde goste-
rilmigtir. Fungal enfeksiyonlarin ve SAP gibi viriilans faktorle-
rinin konak hiicreye etkilerinin arastirdmasinda G. mellonella
larva modelinin giivenilir, uygulamasi kolay ve ucuz bir model
olarak kullanmilabilecegini gostermektedir. Larva modelinin,
memeli modellerine alternatif olarak yayginlasmas etik kaygi-
larin azalmasina da katkida bulunacaktir.

Anahtar kelimeler: Candida albicans, Galleria mellonella,
salgisal asit proteinaz

SUMMARY

Using Galleria mellonella Larvae as the in Vivo Model in
Investigating the Secretory Acid Proteinase Activity of
Candida albicans

Aim: Mouse-rat models have been used for many years in
studying the pathogenesis of infectious diseases. Using
Galleria mellonella larvae was accepted in the literature as a
model host for many microorganisms that are important for
medical reseach. In this study, the secretory acid proteinase
(SAP) enzyme activity of Candida albicans was investigated on
the G. mellonella larvae as a model host.

Material and Method: Two clinical C. albicans strains were
used for the infection model, which had positive and negative
SAP enzyme activity determined by bovine serum albumin agar
method. Healthy G. mellonella larvae of 2-3 cm length and 250-
300 mg weight in the last larval stage, were divided into four
groups; control, sham (phosphate buffer), SAP positive and SAP
negative (10° CFU/ml) C. albicans-infected group. Larvae were
left at 37°C. Their health conditions were scored after 96 hours
and they were sacrificed. Fungal burden was studied.

Results: A significant difference was found between the groups
when evaluated in terms of activity, survival, melanization and
fungal load of larvae. The control and sham groups showed no
death and melanization, no pathogen growth was detected at
the end of 96 hours. Fungal burden, melanization and total
health score showed significant difference between the SAP
positive and SAP negative groups (p<0.05).

Conclusion: In our study, the role of the SAP enzyme activity
of C. albicans on the virulence was demonstrated in
G. mellonella larvae in vivo model. G. mellonella larvae model
can be used as a reliable, easily applicable and an inexpensive
method in investigating the effects of fungal infections and
virulence factors such as SAP on host cells. Widespread use of
the larvae model as an alternative to mammalian models will
also contribute to reducing ethical concerns.
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GIRIS

Saglikli insan mikrobiyomunun bir iiyesi olan
Candida albicans ayn1 zamanda klinik 6rnekler-
den en sik soyutlanan maya tiirii olarak karsimi-
za ¢ikmaktadir. Akut veya kronik lokalize muko-
kutan6z enfeksiyonlardan yasami tehdit eden
sistemik hastaliklara kadar genis bir yelpazede
klinik tabloya neden olabilmektedir!?.
Kolonizasyon ve ardindan enfeksiyona giden
siirecte, konak¢iya ait faktorlerin yani sira
C. albicans’in sahip oldugu tiire 6zgii viriilans
faktorlerinin de 6nemli rol oynadigi gosterilmis-
tir. Bilindigi gibi; hormonal degisiklikler, uzun
stireli ve genis spektrumlu antibiyotik kullanimi,
invazif cerrahi girigsimler, immiin yetmezlige yol
acan kanser, AIDS gibi hastaliklar ve immiin
sistemi baskilayan ajanlar kandida enfeksiyonla-
rina yatkinlig1 artirmaktadir®®, C. albicans igin
onemli viriilans faktorleri arasinda germ tiip
olusumu, biyofilm aktivitesi, salgisal asit prote-
inaz (SAP), fosfolipaz ve esteraz gibi hidrolitik
enzimlerin varlig1 sayilabilir.

SAP, karboksil ya da asit proteinaz olarak da
adlandirilan aspartik proteazlardir. SAP enzimi
lezyon bolgelerinde bulunan albiimin, hemoglo-
bin, keratin, kollajen, miisin ve salgisal IgA
(sIgA) gibi bir¢ok proteini pargalayabilme 6zel-
ligine sahiptir. sIgA’larin mikroorganizmalara
karst mukozal savunmada 6nemli mekanizma-
lardan biri oldugu diisiiniildiigtinde bu maddele-
rin kandidal proteinazlarca kolayca par¢alanma-
sinin fungal adheransa yol acabilecegi ileri
stiriilmiistiir®.

Enfeksiyon hastaliklarinin patogenezinin ve
etkili tedavi protokollerinin arastirilmasinda,
hayvan modelleri uzun yillardir 6nemli katkilar-
da bulunmaktadir. Kemirgenler, 6zellikle de fare
ve sicanlar insandaki enfeksiyon siirecini taklit
etmek icin uygun bir anatomik ve biyolojik
model olmasi, enfeksiyon ajanlara duyarlilik
ve immiin yanit acisindan benzerlik gostermesi
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nedeniyle siklikla tercih edilmektedir”. Ancak
son yillarda laboratuvar alt yap1 ve donanimlari-
nin yetersizligi, maliyet acisindan etkin olma-
masi, ahlaki a¢idan daha ciddi sorgulanmasi bu
calismalarda kisitlamay1 getirmistir. Alternatif
bir yaklagim olarak aslinda uzun yillardir kulla-
nilmakta olan Caenorhabditis elegans ve
Drosophila melanogaster gibi omurgasiz model-
leri giindeme gelmekle birlikte, bu modeller
arasinda biiyiik balmumu giivesi (The Greater
Wax Moth) olarak da bilinen Galleria mellonella
larvalar1 6n plana ¢ikmigtir.

Bu noktada G. mellonella larvalarin diger omur-
gasizlara gore sahip oldugu bazi istiinliikler
dikkati cekmektedir. Diger boceklerde oldugu
gibi hizli bir lireme dongiisiine sahip olmanin
yani sira yetistirmenin kolay ve ucuz olmasi,
biiyiik boyutlar1 (~2-4 cm) nedeniyle enfeksiyon
etkenlerinin ya da antimikrobiyallerin yineleyen
enjeksiyonlarina uygun olmasi, dogustan gelen
bagisiklik sisteminin memeliler ile yapisal ve
fonksiyonel acidan benzerlik gostermesi
sayilabilir®!?, Enfeksiyon patogenezi agisindan
en Onemli iistiinliigli ise 15-37°C’da yasayabil-
me yetenegidir. Tibbi 6neme sahip bir¢ok pato-
jen icin viriilans faktorlerinin ekspresyonu
37°C’da gerceklestiginden patogenez ¢aligmala-
rinda bu olduk¢a 6nemli bir parametredir?.

Bu calismada C. albicans’in SAP enzim aktivi-
tesinin, konak¢i modeli olarak G. mellonella
larva tizerindeki etkileri aragtirilmigtir.

GEREC ve YONTEM

C. albicans, SAP etkinligi ve inokulumun
hazirlanmasi

Calismamizda, solunum yolu drneklerinden has-
talik etkeni olarak soyutlanan ve cimlenme
borusu testi, misir unu tween 80 agar besiyerin-
deki goriiniimii, karbonhidrat fermentasyonu ve
Vitek otomatize sistem kullanilarak C. albicans
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olarak tamimlanan, SAP aktivitesi olumlu ve
olumsuz saptanan iki sus kullanildi. Suslarin
SAP enzim aktivitesi sigir serum albiimin agar
(SSAA) yontemi ile belirlendi"?. Enfeksiyon
modeli i¢in suglar 9 mm capli plaklara dokiilmiis
SDA (Sabouraud’s Dextrose Agar, Conda,
Fransa)’ya ekim yapilarak 24 saat siireyle
35°C’de inkiibe edildi. Ertesi giin olugan koloni-
ler steril 6ze ile toplanarak YPD si1vi1 besiyerinde
(Yeast Peptone Dextrose broth; 1% yeast ext-
ract, 2% peptone and 2% dextrose, Conda,
Fransa) 30°C’de bir gece bekletildi. Siispansion

Tablo 1. Larvalarin saghk durumlarim degerlendirme
kriterleri®®.

Kriter Tanmimlama Puan
Aktivite Aktivite yok 0
Uyar ile az aktif 1
Uyari ile belirgin aktif 2
Aktif 3
Koza formasyonu  Koza yok 0
Kismi koza 0.5
Tamamen koza 1
Melanizasyon Tamamen melanize 0
Kahverengi larvada siyah noktalar 0
Bej larvada =3 siyah nokta 2
Bej larvada <3 siyah nokta 3
Melanizasyon yok 4
Yasamda kalma Olii 0
Yastyor 2

PBS (Phosphate Buffered Saline) ile ii¢ kez
yikandiktan sonra 5x10° CFU/ml yogunlukta
hazirlandi1"?.

G. mellonella larvalar ve enfeksiyon modeli

Calisma icin Kocaeli Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimiinden alinarak Anabilim dalimiz
laboratuvarlarinda iiretilen G. mellonella larva-
lar kullanildi. Son larval evrede yaklagik ~2-3
cm uzunlugunda 250-300 mg agirliginda, sag-
likl1 (gorsel olarak agik renkli) (Resim 1a) 40
adet G. mellonella larva steril petri kutularina
alindi. Larvalar; Grup 1 (n=10); saglikli kontrol
grubu, grup 2 (n=10); “sham” grubu, grup 3
(n=10); SAP olumlu C. albicans ile enfekte grup
ve grup 4 (n=10); SAP olumsuz C. albicans ile
enfekte grup olmak iizere dort gruba ayrildi.

Candida albicans inokulasyonu ig¢in larvalar
%70 alkol ile ve steril ekiivyon aracilifi ile silin-
di. 5x10° CFU/ml yogunluktaki maya suspansi-
yonundan 5 pL larvalarin sol en son bacaklarina
(proleg) Hamilton enjektorii (26’s gauge, Fisher)
ile dogrudan enjekte edildi (Resim 1b). “Sham”
grubuna ayni miktarda steril PBS verilirken,
kontrol grubuna herhangi bir iglem yapilmadi.

Resim (1a) Saghkh larva; (1b) G. mellonella; enjeksiyon yontemiyle enfeksiyon modeli; (1c) Enfekte larvada melanizasyon odak-

lar1 ve 96.saat sonunda melanize larva.
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Larvalar icinde besin bulunan ve agizlari kapati-
lan petri kutulari icinde, 37°C’de bekletildi.

Saghk puanlamasi

Larvalar 24 saat araliklar ile gozlemlendi ve 96
saat sonra saglik durumlart literatiir Onerileri
dogrultusunda; aktivite, koza formasyonu, mela-
nizasyon ve hayatta kalma agisindan skorlandi®
(Tablo 1).

Fungal yiikiin saptanmasi

Doksan alt1 saat sonunda soguk sok ile 6ldiiriilen
larvalar %70 alkol ile temizlendi. Larvalar 1 ml
PBS ve 5 mm c¢apinda steril paslanmaz celik
boncuk iceren ependorflara alindi. Ependorflar
TissueLyser LT raklarina alimip TissueLyser
(Qiagen-Almanya) doku homojenizasyon ciha-
zina yerlestirildi. Frekans 50, zaman 5 dakikaya
ayarlandi. Homojenizasyon isleminin ardindan
SDA’yakantitatif ekim yapilarak plaklar 37°C’de
48 saat inkiibe edildi. Fungal yiik larva bagina
diisen koloni olugsturan iinite (Colony Forming
Unit; CFU/Larva) olarak hesaplandi.
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Istatistiksel analiz

Tiim istatistiksel iglemler SPSS 15.0 istatistik
programinda yapildi. ikili grup ortalamalarinin
karsilastirilmasinda Mann-Whitney U test testi
kullanildi. Istatistiksel anlamlilik icin p<0.05
alind1.

BULGULAR

Larvalar ilk 24 saat sonunda degerlendirildigin-
de grup 3 (SAP olumlu) hari¢ tiim gruplarda
koza formasyonu, melanizasyon ya da Oliim
gozlenmezken, grup 3 larvalarda digerlerinden
farkli olarak yaklasik 0.5 mm capinda siyah
noktalar (melanizasyon odaklari) belirlendi. Bu
odaklarin ayni grupta 48. saatte belirginlestigi
ve sayica arttig1, 96. saat sonunda ise tiim larva-
larin tamamen melanize oldugu gézlendi (Resim
1c). Inokulasyon sonrasi 96. saat sonunda kont-
rol ve “sham” gruplarinda 6liim ve melanizas-
yon gozlenmezken, SAP olumsuz grupta (grup
4) melanizasyon sinirliydi. SAP olumlu ve olum-
suz gruplar arasinda tek basina yasamda kalma
oranlarina bakildiginda fark gozlenmekle birlikte

mFungal yiik (10° CFU/larva)

N Saglik skoru

= Hayatta kalma

SAP (-)

Sekil 1. inokulasyon sonrasi 96. saat sonunda gruplara gore saghk skoru ve fungal yiik sonuclari.
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Tablo 2. inokulasyon sonrasi 96. saatte fungal yiik, saghk
skoru ve yasamda kalma oranlar1 (SAP: Salgisal Asit
Proteinaz).

Gruplar Fungal yiik  Saghk skoru  Hayatta kalma
(n=10) (x10° CFU/ml) (%)
Kontrol - 9.00+0.00 10/10 (100)
“Sham” - 9.00+0.00 10/10 (100)
SAP (+) 81.57+65.74 4.28+0.75 10/3 (70)
SAP (-) 6.14+8.83 6.14+0.69 10/1 (90)

bu fark anlamli degildi. Toplam saglik skoru
acisindan ise farklilik anlamli bulundu (p<0.05).
(Sekil 1, Tablo 2).

Sakrifikasyon sonrasi yapilan kantitatif ekimler
sonucunda fungal yiik acisindan degerlendirildi-
ginde ise, kontrol ve sham gruplarinda herhangi
bir patojen iliremesi saptanmazken, Grup 3’te
tireme anlamli olarak yogundu (p<0.05; Sekil 1,
Tablo 2).

TARTISMA

Firsatci bir mantar olan C. albicans’in enfeksi-
yon olusturabilmesi i¢in konagin savunma siste-
mini agabilecek bazi viriilans faktorlerine sahip
olmasi gerekmektedir. SAP, fosfolipaz, esteraz
gibi hidrolitik enzimlerin salinimi ve slime akti-
vitesi bu faktorler arasinda sayilabilir. Hidrolitik
enzimler, antimikrobiyal aktiviteye karsi koy-
mak ve immiin sistemden kacmak i¢in konak¢i
hiicrelerine saldir1 yetenegindedir. C. albicans,
SAP enzim aktivitesi ile; keratin, albiimin,
hemoglobin, kazein, kollajen gibi proteinleri
parcalayarak epitelyum hiicrelerine girmekte ve
derin dokulara yayilabilmektedir. SAP enzim
ailesinin; laktoferrin, ¢esitli immiinoglobulinler
(ozellikle salgisal IgA), laktoperoksidaz, katep-
sin D, proenflamatuar sitokin IL-1b, a2 makrog-
lobulin gibi ¢esitli proteinleri par¢alama yetene-
gi ve diger viriilans faktorleri ile etkilesim
halinde olmasi C. albicans’in firsatci bir patojen
olmasinda rol oynamaktadir®®, Bu ¢alismada,
C. albicans’in SAP enzim aktivitesinin etkileri-
nin arastirtlmasinda in vivo model olarak

G. mellonella larva kullanilmigtir.

Son yillarda bazi yayinlarda SAP aktivitesinin
epitelyum hiicrelerine invazyon icin gerekli
olmadig1'® bildirilmekle birlikte, canli konakgi
olarak G. mellonella larva kullandigimiz calig-
mamizda hem saglik skorlamasi hem de fungal
yiik agisindan elde edilen veriler bu enzimin
varliginin 6nemini ortaya koymaktadir. SAP
olumlu C. albicans ile enfekte larvalar inokulas-
yon sonrasit immiin yanitin giiclii bir sekilde
uyarilmasi sonucunda ilerleyici melanizasyon
gostermisler ve yasamda kalma oranlart diisiik
bulunmustur. Ayrica SAP olumlu suslarla enfek-
te grupta fungal yiik anlamli olarak yiiksek
bulunmustur. Verilerimiz C. albicans tiirlerinde,
proteinaz lretimi ile konak dokuya adhere ola-
bilme yetenegi arasindaki iliskiye vurgu yapan
ve proteinaz iiretmeyen kokenlerin iiretenlere
oranla viriilanslarinin diistik oldugu, zayif pato-
jen olduklar1 ya da patojen olmadiklarini bildi-
ren yayinlarla paralellik gostermektedir'’-2,

Giiniimiizde fungal patogenezi, 6zellikle koloni-
zasyondan enfeksiyona uzanan siirecte konakci
fungus etkilesimini daha iyi anlayabilmek, yeni
ve etkili tedavi yontemlerini gelistirebilmek i¢in
hayvan deneyleri kaginilmazdir. Fungal patoge-
nezin aragtirilmasinda memeli modelleri yaygin
olarak kullanilmaktadir. Fareler bir¢ok avantaja
sahip olmasma ragmen, altin standart olarak
kabul edilen bu model ayn1 zamanda dezavantaj-
lara da sahiptir. Fare deneylerinin maliyet,
zaman, laboratuvar alt yap1 ve donanimi agisin-
dan agirt yiik getirmesinin yanisira etik acidan
oldukga hassas bir konu olmasi baglica noktalar-
dir. Deneylerde memeli kullaniminin kisitlan-
masina yonelik artan baskilar omurgasiz hayvan
modellerini 6n plana ¢ikarmigstir. Tibbi 6neme
sahip bir¢cok mikroorganizmanin model konak-
cis1 olarak G. mellonella larva kullanimi litera-
tirde oldukca kabul gormiigtiir''?'?». Fungal
viriilans ve antifungal ilac etkinligi ¢aligmalarin-
da omurgasiz tiir G. mellonella larva kullanimi
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son on yilda giderek artmistir®?2?. Ulkemizde
ise konak¢i modeli olarak larva kullaniminda
hareketlilik dikkati ¢ekmektedir®>2®).

Galleria mellonella larva modelinin 6n plana
cikmasinda hemolenf ile ilgili bilinmeyenlerin
azalmasi ve larvanin dogustan gelen bagisiklik
sisteminin memeliler ile yapisal ve fonksiyonel
acidan benzerliklerinin belirlenmesi gosterilebi-
1lir®19. Enfeksiyon patogenezi c¢alismalarinda
ise, 15-37°C’da yasayabilme yetenegi, diger
omurgasizlara gore biiylik boyutlart (2-4 cm)
nedeniyle uygulamalarin kolay olmasi1 ve model-
leme sonrasi ¢ok miktarda (~20-50 xL) hemo-
lenf eldesiyle fagositoz benzeri immiinite ile
iligkili olaylarin izlenmesinin, patojenlerin izo-
lasyonunun olast olmasi 6n plana g¢ikmakta-
dir"2425_ Bu iistiinliikleri G. mellonella larvayi
fungal patogenez ve antifungal ila¢ etkinligi
calismalarinda tercih edilir bir model héline
getirmigtir.

Ancak, bu avantajlarin yanisira 6rnegin kandida
enfeksiyonlarmma immiin yanitta hangi hemosit
tiirintin baskin oldugu ya da hangi mantar
ligandlarin hangi hemosit reseptorii ile baglanti-
It oldugu gibi bazi1 agiklanmayan noktalar
eksikliktir®”. Bu bilinmeyenlere yanit igin, hiic-
resel ve molekiiler diizeyde farkli caligmalarin
artirtlmasina ve G. mellonella genomunun tama-
minin bilinmesine gereksinim duyulmaktadir.

Sonug olarak, calismamizda C. albicans’in SAP
enzim aktivitesinin viriilansta rol oynadigi canlt
konakg¢1 olarak G. mellonella larvada gosteril-
migtir. Sonuglarimiz fungal enfeksiyonlarin ve
SAP gibi viriilans faktorlerinin konak hiicreye
etkilerinin arastirilmasinda G. mellonella larva
modelinin giivenilir, ucuz ve uygulamasi kolay
bir model olarak kullanilabilecegini gostermek-
tedir. Larva modelinin, memeli modellerine
alternatif bir model olarak yayginlasmasinin etik
kaygilarin azalmasma da katkida bulunacagi
diisiincesindeyiz.
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