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OZET

Bilyiikk bal mumu giivesi Galleria mellonella L. yapay besin ortaminda
beslenerek penisilin, streptomisin, flukonazol ve griseofulvin antibiyotiklerinin
bocegin larval evrelerinin ortabagirsaginda lipid peroksidasyonu iiriinii
malondialdehid (MDA), antioksidan enzimler siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon S-transferaz (GST) ve glutatyon peroksidaz (GPx) ile
transaminaz enzimleri, alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat
aminotransferaz (AST) aktivitelerine etkisi incelendi. Bocegin birinci evre
larvalar: antibiyotiklerin 0,001, 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larini iceren yapay besinler ile
beslendi. Antibiyotiklerin bocegin yas agirhgi, yasama orani, gelisme siiresi ve
erginlerin toplam protein miktarina etkileri de arastirilldi. Antibiyotiklerin
artan konsantrasyonlar ile oksidatif stresin bir belirteci olan MDA miktari
onemli derecede artmustir. Elde edilen sonuc¢lar antioksidan enzimlerin
aktivitelerinin uygulanan doza, larval evrelere ve antibiyotikler tarafindan
meydana getirilen oksidatif stresin diizeyine gore degistigini de gostermistir.
Tiim larval evrelerde antibiyotik konsantrasyonlarina karsi onemli bir
hassasiyet gozlenmistir. Besine ilave edilen penisilin konsantrasyonlar1 bocegin
yas agirhgmm oOnemli derecede artirmistir. Flukonazol, griseofulvin ve
streptomisinin diisiik konsantrasyonlar1 yas agirhgmm o6nemli derecede

artirirken bu antibiyotiklerin yiiksek konsantrasyonlar1 yas agirhgi



diisiirmiistiir. Denenen antibiyotiklerin tiimii larvalarin yasama oranim
diisiirmiis, gelisme siiresini uzatmistir. Griseofulvin genellikle gelisimi kisaltmis
ve erginlerin toplam protein miktarim diisiirmiistiir. Diger antibiyotikler de
erginlerin toplam protein miktarim diisiirmiislerdir. Toplam protein miktar:
antibiyotik cesidine ve konsantrasyonlarma gore degisiklik gostermistir. Bu
sonuclar antibiyotikler tarafindan baz1 konsantrasyonlarda olusturulan
toksisitenin farkh sekilde ortaya ciktigin1 ve hormetik etki denilen bu
mekanizmanin G. mellonella’da prooksidan ve antioksidan sistem ile iliskili
oldugunu gostermektedir. Penisilin ve streptomisin ile beslenen 7. evre
larvalarinin yasama orami ile orta bagirsak MDA miktar1 arasinda negatif
ancak, yasama ve GST enzimi arasinda pozitif bir iliskinin bulundugu tespit
edildi. Flukonazol ve griseofulvin ile beslenen larvalarin yasama oranmi1 ve MDA
miktar1 arasinda negatif ancak istatistiksel olarak 6nemli olmayan bir iliski
bulunurken yasama orami ile GST ve ALT arasinda oOnemli bir iliski
bulunmustur. Penisilin ile yetistirilen 7. evre larvalarinin ortabagirsagindaki
MDA miktar ile SOD ve GST enzimleri arasinda onemli derecede bir iliski
tespit edilmistir. Bu caliyma antibiyotikler tarafindan uyarilan oksidatif stresin
bocegin biyolojik etkinligini olumsuz yonde etkileyen onemli bir faktor
oldugunu gostermistir. Diger taraftan bu caliyma, antibiyotiklerin oldiiriicii
olmayan dozlarina Kkarsihk orta bagirsakta artis gosteren SOD ve GST
aktivitesinin, G. mellonella’da meydana gelen zararh fizyolojik degisimlere

sebep olan oksidatif hasar1 azaltabilecegini isaret etmektedir.
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ABSTRACT

The effects of antibiotics, penicilin, streptomycin, fluconazole and griseofulvin
on the lipid peroxidation product, malondialdehyde (MDA), antioxidant
enzymes activities [superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione S-
transferase (GST) and glutathione peroxidase (GPx)] of greater wax moth,
Galleria mellonella (L.), were investigated in midgut of larval instars. The
insects were reared from first-instar larvae on an artificial diets containing
0.001, 0.01, 0.1 or 1.0 g of antibiotics. The effects of antibiotics on wet weight,
survivorship, development of the insect and also adult protein contents were
investigated. An oxidative stress indicator, MDA was significantly increased in
the larval midguts at increasing concentrations of antibiotics. The results also
showed a dose- and larval stage-dependent variation in activities of
antioxidative enzymes and their activities were altered in response to the
perceived levels of antibiotics-induced oxidative stress. An important sensivity
of larval instars was observed for all antibiotics concentrations. Addition of
penicillin concentrations in dietary were significantly increased wet weight of
the insect. Low dietary fluconazole, griseofulvine and streptomycin
concentrations significantly increased wet weight while high concentrations

decreased wet weight. Dietary antibiotic treatment resulted in significantly



vii

decreased survivorship and increased developmental time of larvae.
Griseofulvin decreased of larval development and markedly decreased total
protein content of adults. Other antibiotics also resulted in decreased total
protein content of adults. The total protein content were shown alterations with
antibiotics and their concentrtaions. We infer the mechanism of antibiotics-
induced toxicity at certain concentrations operates through a biphasic
mechanism involving a hormetic response coupled to pro-oxidant/anti-oxidant
systems in G. mellonella. The survivorship was negatively correlated with MDA
content but positively correlated with GST activity in midgut of 7™ instars
reared on penicillin and streptomycin. The survivorship was negatively but
nonsignificantly correlated with MDA content while it was correlated with GST
and ALT activities of the larvae exposed to fluconazole and griseofulvin. There
was a significant correlation of MDA content with SOD and GST activities in 7"
instar larvae. This study suggested that antibiotic-induced oxidative stress was
causative factor in the deterioration of biological fitness and that increased SOD
and GST activities may have resulted in decreased oxidative damage which
retarded the rate of deteriorative physiological changes in G. mellonella in

response to sublethal doses of antibiotics.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis bazi kisaltmalar, ag¢iklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Kisaltmalar Aciklama

ALT Alanin aminotransferaz
APOX Askorbat peroksidaz

AST Aspartat aminotransferaz
BSA Si1g1r serum albumini

CAT Katalaz

CDNB 1-Kloro-2,4-dinitrobenzen
DDT Ditiyotreitol

EDTA Etilen-diamintetraasetik asit
GPx Glutatyon peroksidaz

GSH Rediikte glutatyon

GS-SG Okside glutatyon

GST Glutatyon S-transferaz
H,0, Hidrojen peroksit

KCl Potasyum klortir

MDA Malondialdehid

Na,HPO, Sodyum hidrojen fosfat
NaCl Sodyum klortir

NADP Nikotinamid-adenin-diniikleotid fosfat
NADPH Rediikte nikotinamid-adenin-diniikleotid fosfat
(003 Molekiiler oksijen

PMSF Fenilmetilsiilfonil flortir
ROT Reaktif oksijen tiirleri

SOD Stiperoksit dismutaz

TBA Tiyobarbitiirik asit

TCA Trikloro asetik asit



1. GIRIS

Biiyiik bal mumu giivesi Galleria mellonella L. larvalar kovanlarda bal petegi, mum
ve bal ile beslenerek aricilik sektoriinde Onemli ekonomik kayiplara sebep
olmaktadir [Charriere ve Imdorf, 1997]. Fizyolojik arastirmalarda kullanilmak iizere
mikrobiyal floradan arindirilmis bocek elde etmek amaciyla, bu bocegin larvalar
laboratuvar sartlarinda gesitli antibakteriyel ve antifungal antibiyotikleri iceren yapay
besinler ile yetistirilmeye calisilmistir [Jarosz, 1979, 1981, 1989]. Bu c¢alismalar
denenen antibiyotiklerin larvalarin yasama oranmi ve gelisme siiresini olumsuz yonde
etkiledigini gdstermistir. Antiviral antibiyotik olan asiklovirin ilave edilen besinler
ile beslenen G. mellonella larvalarinin yagsama orani azalmis, gelisme siiresi uzamis
ve yas agirhig azalmistir [igen, 2003]. Ancak bu bocek iizerinde denenen
antibiyotiklerin oksidatif stres olusturup olusturmadiklar1 ve antioksidatif savunma
sistemine etkisini inceleyen calisma bulunmamaktadir. Yapilan ¢alismalarda daha
cok bazi c¢evresel kirleticilerin G. mellonella ve Lepidoptera takimina ait diger bazi
boceklerin hemolenfinde oksidatif stres ve bu strese karsi antioksidatif savunma
mekanizmasi iizerine etkisi incelenmistir [Slepneva ve ark., 1999; Glupov ve ark.,
2001, 2003; Lozinskaya ve ark., 2004; Aucoin ve ark., 2005]. Ancak, bu bdcegin
ortabagirsaginda cevresel stres faktorlerine karsi olusturulacak dokuya 6zgili bir
antioksidatif cevap hakkindaki bilgiler oldukga yetersizdir [Dubovskiy ve ark., 2005].
Buna kargilik antibiyotiklerin bdcegin yasama orani, gelisme sliresi ve diger
biyolojik oOzelliklerini etkileyecek diizeyde orta bagirsakta oksidatif strese sebep
oldugu ve bu strese karsi antioksidatif tepki mekanizmasini uyarip uyarmadigi

konusunda yapilan ¢alisma bulunmamaktadir.

Boceklerde sindirim enzimlerinin salgilandigi, besinlerin sindirilerek emilime
ugradig orta bagirsak, sindirim kanalinin énemli bir bolimiidiir [Sehnal ve Zitnan,
1996]. Lepidoptera takimina ait bazi tiirlerin larvalarinda allelokimyasallarin
sindirimi ile olusturulan reaktif oksijen tiirlerinin orta bagirsak hiicrelerinde oksidatif
hasara sebep oldugu ve enzimatik antioksidan savunma sistemini zayiflattig1 tespit

edilmistir [Peric-Mataruga ve ark., 1997; Krishnan ve Sehnal, 2006; Krishnan ve



ark., 2007]. Lepidoptera takimina ait boceklerin orta bagirsaginin alkali ve genig bir
indirgenme-yiikseltgenme potansiyeline sahip olmasi antibiyotiklerin sindirimi
sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunu kolaylastirabilir [Terra ve ark.,
1996]. Boceklerin yag dokusu ve diger bazi dokularinda antibiyotiklerin oksijenaz
enzimleri ile oksidasyonu sirasinda da yan iirlin olarak ROT’lar olugabilir [Graf ve
Benz, 1970]. Antibiyotiklerin biiyiik bal mumu giivesi larvalar {izerindeki olumsuz
etkileri orta bagirsakta olusturduklart ROT’lar tarafindan uyarilan oksidatif stresin
antioksidatif savunma sistemini bozmasi ile ortaya ¢ikabilir. Lepidoptera takimina ait
baz1 bdcekler orta bagirsakta allelokimyasal toksisitesine karsi 6zel sitokrom P-450
monooksijenaz enzimleri ile savunma gosterirler [Ivie ve ark., 1983]. Bocek
ortabagirsaginda antibiyotiklerin sebep oldugu oksidatif strese karsi enzimatik
antioksidatif savunma sisteminin Onemi {izerinde durulmamistir. Bdceklerde
enzimatik antioksidatif savunma sistemi ile ¢alismalar daha ¢ok insektisit toksisitesi
ile ilgili olup bu konuda yapilan caligmalarin biiyliik bir ¢ogunlugu tiim viicut
Oziitlerinde yapilmistir. Antibiyotiklerin sindirimi sirasinda orta bagirsak karsilasilan
ilk engel oldugundan bu ¢alismada besinle alinan antibiyotiklere kars1 bir savunma

mekanizmasi olarak orta bagirsak antioksidan enzimlerinin 6nemi belirlenecektir.

Antibiyotikler mikrobiyal kontaminasyonlari 6nlemek, bocekler iizerindeki etkisiz
miktarlarin tespit etmek, biiyiimeyi hizlandirmak ve beslenmeyi uyarmak amaciyla
bocekleri beslemek icin kullanilan yapay besinlere ilave edilmektedir [Liles, 1958;
Ouye, 1962; Vail ve ark., 1968; Singh ve House, 1970; Xie ve ark., 1986; Grenier ve
Liu, 1990; Pearson ve Raybould, 1998; Biiyiikgiizel, 2001; Biiyiikgiizel ve Yazgan,
2002; Alverson ve Cohen, 2002; Inglis ve Cohen, 2004]. Bu antibiyotiklerin diisiik
konsantrasyonlar1 gelisimi hizlandirmig, yasama oranini, ergin 6miir uzunlugunu ve
viicut agirligini artirirken, yiiksek konsantrasyonlarda ise bocekler iizerinde olumsuz
etkiler yapmistir [Chamberlain ve Schol, 1991; Hirose ve ark., 2006]. Bocegin
yasama orani ve gelisme siiresi lizerine etkisiz olan konsantrasyonlarin lizerindeki
konsantrasyonlarda penisilin G, streptomisin siilfat, ve geleneksel olarak kullanilan
antifungallerinde dahil oldugu bir¢ok antimikrobiyal madde Agria affinis (Fallen)’in
gelisimini geciktirmis, larval ve pupal evrelerinde 6liim oranini arttirmistir [Singh ve

House, 1970]. Besine farkli konsantrasyonlarda ilave edilen antibakteriyel antibiyotik



novobiyosin Hymenoptera takimina ait endoparazitoid bir tiir olan Pimpla
turionellae’nin  yasama oranin1  diislirmiis gelisime siiresini ise uzatmistir
[Biiyilikgiizel, 2001]. Alverson ve Cohen yaygin kullanima sahip bazi antifungal
maddelerin Lygus hesperus (Knight)’in yasamasi, gelisimi, iiremesi ve erginlerin
kuru agirligr iizerine onemli derecede olumsuz etkiler yaptigini gostermislerdir
[Alverson ve Cohen, 2002]. Bemisia tabaci (Gennadius) erginlerinin rifampisin ile
muamale edilmesi gelisimi onemli derecede geciktirmis ve yasamayr diislirmiistiir
[Ruan ve ark., 2006]. Antibiyotikler boceklerin biyolojisi iizerinde olumsuz etkiler
gostermelerine ragmen boceklerdeki etki mekanizmalart tam olarak ortaya
cikarilamamistir. Bazi antiviral antibiyotiklerin bocek hiicreleri iizerinde oldiiriicii
etkiye sahip oldugunun gosterilmesi dikkatleri antibiyotiklerin boceklerdeki etki

mekanizmasini aydinlatmaya yonelik ¢alismalara yoneltmistir [Sula ve ark., 1987].

Antibiyotiklerin bocegin biyolojik parametreleri {lizerindeki bu etkilerinin yaninda
Lepidoptera takimina ait bdceklerin toplam viicut agirligi ve protein miktarindaki
degisimler de antibiyotiklere karsi olusturulan O6nemli fizyolojik adaptasyon
mekanizmalaridir [Eid ve ark., 1989]. Cesitli organofosforlu insektisitler igeren
besinler ile beslenen G. mellonella larvalar1 da benzer adaptasyon mekanizmalari
gostermistir [Igen ve ark., 2005]. Insektisitlere direngli bdceklerin yag doku
hiicrelerinde 6nemli derecede protein depolandiginin tespit edilmesi ve bu boceklerin
daha fazla viicut agirligima sahip olmasi, toksik maddelere maruz kalan bir
organizmanin yasaminin devamini saglamak igin yeterli miktarda enerji depoladigini
gostermistir [Guedes ve ark., 2006]. Yeterli miktarda enerji kaynagi bulunmadigi
durumda bocegin gelisimi, yagami ve tiremesi olumsuz yonde etkilenmektedir [Harak
ve ark., 1999]. Insektisitler boceklerde besin maddelerinin depolandigi dokularin
hiicre hacmini, karbohidrat ve protein miktarini ve bunlarin metabolizmalarini
etkilemektedir [Orr ve Downer, 1982; Nath ve ark., 1997]. Larval evrede besinle
alinarak depolanan proteinler ergin gelisimi sirasinda 6nemli role sahiptir [Hahn ve
Wheeler, 2003]. Yapay besinlere ilave edilen antibiyotiklerin farkli bocek
gruplarinda protein sentezi ve diger bazi metabolik olaylar etkiledigi bilinmektedir
[Mittler, 1971; Griffits ve Beck, 1974; Keeley ve Olson, 1977; Holmes ve Keeley,
1975; Byers ve Wood, 1981]. Bir bocegin yas agirligi, tiim viicuttaki ya da belirli bir



dokudaki toplam protein miktarindaki degisimler besinsel antibiyotiklerin
toksisitesinin degerlendirilmesinde Onemli biyobelirtegler olarak kullanilmaktadir
[Thayer, 1973; Biiyiikgiizel, 2002; Biiyiikgiizel ve Igen, 2004]. Antibiyotiklerin
bdcek tizerindeki etki mekanizmalarinin degerlendirilmesinde bocegin toplam viicut

protein miktarindaki degisimler bu konuda 6nemli ipuglar1 vermektedir.

Penisilin, streptomisin, flukonazol ve griseofulvin insan ve hayvanlarda bakteriyel ve
fungal enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan klinik agidan énemli antibiyotiklerdir
[Jawetz ve ark., 1984]. Penisilin bakteri hiicre duvarindan sorumlu enzimleri inhibe
eder. Streptomisin hiicre zarina zarar vererek ve protein sentezini Onleyerek
bakterilerin biiylimesini durdurur. Flukonazol funguslarda sterol biyosentezinden
sorumlu sitokrom P450 14a-demetilaz enziminin aktifligini 6nler [Lyman ve Walsh,
1992]. Griseofulvin ise mitotik ipliklerin polimerizasyonunu bozarak fungal mitozun
isleyisini bozar [Gull ve Trinci, 1973]. Bu durumda ¢6ziim bekleyen en 6nemli
sorulardan biri, bu antibakteriyel ve antifungal antibiyotiklerin bdceklerin yasama
oranin1 ve gelisme siiresini hangi mekanizma ile etkiledikleridir. Bu ¢alismada,
antibiyotiklerin asil etki mekanizmalarinin yaninda ikincil bir etki mekanizmasi
olarak olusturduklar1 oksidatif stres araciligiyla boceklerin yasam parametrelerini ve
diger biyokimyasal islevlerini etkileyebilecegi diisliniilmiistiir. Bu amagcla
boceklerdeki antibiyotik toksisitesi hakkinda daha fazla bilgiye ihtiyag
duyulmaktadir.  Antibiyotikler = prokaryotik = organizmalardaki  asil  etki
mekanizmalarinin yani sira, omurgalilarda reaktif oksijen tiirleri olusturarak lipid
peroksidasyonuna ve antioksidan enzim aktivitesinin degisimine sebep olmaktadir
[Miyachi ve ark., 1986; Vijayalekshmy ve ark., 1992; Abdrashitosa ve Ramanov,
2001].

Bocekler kimyasal agidan uygun olmayan bir ortamda yasamlarini siirdiirebilmeleri
icin metabolizmalar1 sirasinda ROT’larin olusumuna sebep olan toksik ya da zararh
kimyasal maddeleri oksitleyebilme yetenegine sahiptir. Reaktif oksijen tiirleri lipid
peroksidasyonuna, protein ve enzim oksidasyonuna ve hiicresel glutatyon miktarinin
eksilmesine sebep olarak bocek dokularinda oksidatif hasar olusturur [Ahmad, 1995].

Hiicresel lipidlerin ve diger biyomolekiillerin oksidatif hasar gérmesi oksidatif



stresin dnemli bir gostergesidir. Oksidatif olarak yapist bozulan lipid molekiilleri bir
seri zincir reaksiyonu ile son {irlin olarak MDA pargalanir [Cheesman, 1993]. Lipid
peroksidasyonu {irlinii ve onemli bir aldehid tiirevi olan MDA proteinlerin amino
grubu, fosfolipidler ve niikleik asitler ile reaksiyona girerek bu molekiillerin
yapisinin bozulmasina ve sonugta oksidatif hasara sebep olur. Bdceklerin
ortabagirsaginda oksidatif hasardan kaynaklanan oksidatif stresin 6nemli nedeni
stiperoksit (O,.) ve hidrojen peroksit (H,O,) radikallerinin olusumudur [Peri¢-
Mataruga ve ark., 1997; Krishnan ve Kodrik, 2006]. Diger okaryotik organizmalar
gibi bocekler de oksidatif radikallerin zararl etkilerinden korunmak i¢in antioksidan
enzim sistemine sahiptir [Ahmad, 1992]. Ayrica boceklerin ortabagirsagi diisiik
molekiiler agirliga sahip antioksidanlar, peritrofik zar ve g¢esitli antioksidan
enzimlerden olusan dokuya 6zgii bir antioksidatif savunma mekanizmasina sahiptir
[Ahmad, 1992; Felton ve Summers, 1995; Barbehenn ve Stannard, 2004]. Boceklerde
baslica bulunan antioksidan enzimler SOD, CAT, GPx, GST ve askorbat peroksidaz
(APOX) dir [Ahmad ve ark., 1990]. Antioksidan enzimler arasinda ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonundan sorumlu olan GST enzimi genis bir substrat spesifikligi
gosterir [Vontas ve ark., 2001]. Lepidoptera takimina ait tiirlerde selenyuma bagimli
GPx enziminin aktivitesi oldukga diisiiktiir. Bu enzim hidrojen peroksit ve zararl
lipid peroksitleri, substrat olarak indirgenmis glutatyonu kullanarak metabolize eder
[Ahmad ve ark., 1989]. SOD, CAT ve GPx enzimleri, reaktif oksijen tiirlerine karsi
birlikte is goren bir antioksidan savunma grubunu olusturur. SOD, siiperoksit
radikallerinin H,O, ve molekiiler oksijene (O;) doniisiimiinii katalizleyen bir enzim
olup besinsel kaynakli prooksidanlara karst ilk antioksidan tepkiyi olusturan
enzimlerden biridir [Ahmad ve Pardini, 1990]. CAT enzimi, H,0O,’i su ve oksijene
indirgemekte olup, APOX enzimi de normal sartlarda CAT tarafindan
uzaklagstirilamayacak (siiptiriilemeyecek) kadar diisiik konsantrasyonlardaki H,O,’1
indirgemektedir [Ahmad ve ark., 1991; Clavaron-Mathews ve ark., 1997].
Lepidoptera takimina ait tiirlerin besinsel toksik maddelere karsi gosterdikleri
fizyolojik bir adaptasyon olarak orta bagirsak dokusunda GST ve GST enziminin
GPx benzeri aktivitesinde yiikselme oldugu gézlenmistir [Peric-Mataruga ve ark.,
1997]. Ayrica, G. mellonella’da insektisit toksisitesinin giddetini ortaya koyan

belirtegler olarak transaminazlar ALT ve AST enzimlerinin aktivitelerindeki



degisimlerin de énemli oldugu belirtilmistir [Verma ve Rahman 1984; igen ve ark,
2005]. Bazi antibiyotikleri iceren dogal besinler ile beslenen Philosamia ricini
(Boisd.) larvalarinda normal metabolizmanin isleyisinin bozulmasinin bir gostergesi
olarak bu transaminaz enzimlerinin aktifliginde artis gézlenmistir [Eid ve ark., 1989].
Transaminaz enzimleri lepidoptera takimina ait boceklerin ortabagirsaginda meydana
gelen trikarboksilik asit devrine aminoasit metabolizmasi araciliiyla substrat

saglamaktadir [Parenti ve ark., 1985].

Bu c¢alismada yapay besinlere ilave edilen biyokimyasal olarak farkli etki
mekanizmalarina ve farkli yapilara sahip antibakteriyel ve antifungal antibiyotikler
penisilin, streptomisin, flukonazol ve griseofulvinin G. mellonella larvalarinin farkl
evrelerinin ortabagirsaginda antioksidan enzimler SOD, CAT, GPx, ve GST ile
transaminaz enzimleri ALT ve AST aktivitelerine etkileri incelenmistir. Bu
calismada, ayrica antibiyotiklerin bocegin yasama orani, gelisme siiresi ve toplam
viicut proteini iizerindeki olumsuz etkilerinin orta bagirsakta bu antibiyotiklerin

olusturduklar1 oksidatif stres ile iligkisi arastirilacaktir.



MATERYAL VE YONTEM

2.1. Galleria mellonella L. Kiltiirii

Biiyiikk bal mumu giivesi G. mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) kiiltiiriiniin
devami, bocegin yumurtadan yeni ¢ikmig larvalarini yari sentetik besin ile besleyerek
saglandi. Kiiltiir 30 = 1 °C ve % 65 + 5 nisbi nemde sogutmali inkiibatérde ve
devamli giin boyu karanlikta yiiriitiildii. Kontrol besini olarak G. mellonella
larvalarin1 laboratuvar sartlarinda yetistirmek i¢in Bronskill tarafindan gelistirilen
yart sentetik besin kullanildi [Bronskill, 1961]. Besinin bilesimi 150 ml siizme bal,
150 ml gliserin (Merck, Darmstadt, Germany), 20 g giitiilmiis koyu petek, 420 g

kepek ve 30 ml saf sudan olusmaktadir.

Besinin bilesenleri gerekli miktarda tartilarak genis bir kap icerisinde karistirildi ve
homojen bir karigim olusturulduktan sonra bir litrelik cam kavanozlara (80x180 mm)
yaklagik 1/3 oraninda dagitildi. Bu kavanozlarin i¢ine 10-15 adet ergin disi birey
birakilarak yumurta birakmasi saglandi. Gelisimlerini tamamlayan olgun larvalar (7.
evre larvalarl) pup olmalar i¢in diger bir kavanoza aktarildi. Olusan puplardan
meydana gelen erginler tekrar G. mellonella kiiltiiriiniin devami i¢in kullanildi.
Besinin hazirlanmasi, kavanozlara aktarilmasi, G. mellonella yumurtalarinin elde
edilmesi, larvalarin acilmasi ve besinlere birakilmasi Icen ve arkadaslarinin

metoduna gore yapildi [igen ve ark., 2005].
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Sekil 2.1. Galleria mellonella’nin gelisme evreleri (1) Yumurta (2) Larva (3) Pup
(4) Ergin

2.2. Beslenme Deneyleri ve Antibiyotikler

Penisilin G (% 98, BC Biochemie Frankfurt, Germany), streptomisin siilfat (Saf,
kristal, Sigma Chemical Co., St. Louis, USA), flukonazol (% 100, Pfizer Ireland
Pharmaceuticals Group, Cork, Ireland) ve griseofulvin (% 95, Sigma Chemical Co.,
St. Louis, USA)’dan temin edildi. Denenen antimikrobiyal ajanlarin konsantrasyonu
2/100g besin olarak hazirlandi. Antibiyotikler besinlerin hazirlanmasi agamasinda
dogrudan besine ilave edildi. Bu ¢alismada denenecek antibakteriyel antibiyotikler
ve konsantrasyonlar1 zararli bazi bocek tiirleri ile yapilan 6nceki ¢alismalar esas

alinarak belirlendi [Liles, 1958; Ouye, 1962; Fytizas ve Tzanakakis, 1966; Singh ve



House, 1970; Alverson ve Cohen, 2002]. Flukonazol ve griseofulvin ise klinik agidan
onemli antifungaller olup daha Once herhangi bir calismada bdcekler iizerindeki
etkisi incelenmemistir. Denenecek konsantrasyonlarin araligini belirlemek amaciyla
antibiyotikler ile G. mellonella iizerinde 6n beslenme deneyleri yapildi. Bbcegin
ergin evreye kadar gelisimini tamamlayabilecegi konsantrasyon araliginda her bir
antibiyotigin en diisiik denenecek miktart 0.001 gr, en yiliksek denenecek miktari ise
1.0 g/100g besin olarak tespit edildi. Kontrol besini hari¢ her antibiyotigin 0,001,
0,01, 0,1, 1,0 g/100 g besin olarak dort farkli konsantrasyonu denendi. Standart
sartlar kullanilarak antibiyotiklerin bocek iizerindeki etkisini incelemek i¢in iki grup
deney yiiriitiildii. Birinci grup deneyde antibiyotiklerin 3., 4., 5., 6. ve 7. evre
larvalarinin ortabagirsaginda lipid peroksidasyonu miktari, antioksidan enzimler ve
transaminaz enzimlerinin aktivitelerine etkisi incelendi. Bu evrelerdeki yeni gomlek
degistirmis larvalar bas Kkapsiilii olgiilerine gore belirlendi [Sehnal, 1966]. On
deneylerin antibiyotiklerin asil etkilerinin ¢ogunlukla larval evreler {izerine oldugunu
gostermesi sebebiyle biyokimyasal analizlerde aktif besin alan bu larval evreler
kullanildi. Ikinci grup deneylerde, antibiyotiklerin bdcedin ergin oluncaya kadar
farkli gelisim evrelerinde yasama orani ve gelisme siiresine etkisi ile yeni erginlesen

bireylerdeki toplam protein miktarina etkisi incelendi.

2.3. Yasama Orani, Gelisme Siiresi ve Yas Agirhk

Beslenme deneylerinde kullanilacak larvalarin elde edilmesinde G. mellonella ergin
disi bireyleri tarafindan 30 ml’ lik genis agizli, vida kapakli bir plastik kabin
(ORLAB, 35x55 mm) i¢ ylizeyine birakilan yumurtalar kullanildi. Bunun igin 2-3
disi birey kapaklari delikli bu plastik kaplara konulup ve stok kiiltiiriin devam
ettirildigi ortam kosullarinda bekletilerek yumurta birakmasi saglandi. Yumurtalarin
acilmasi 1ile serbest kalan birinci evre larvalart ucu gliserine batirilarak
nemlendirilmis yumusak uclu bir firca ile i¢lerinde 200 g besin bulunan orta boy cam
kavanozlara (80x140 mm) her kavanoza 20 larva olacak sekilde birakildi. Bu larvalar
denenen antibiyotiklerin farkli konsantrasyonlarini igeren besinlerde ergin evreye
kadar yetistirildi. Kontrol grubu olarak bir grup larva antibiyotik icermeyen besinde

yetistirildi.  Antibiyotiklerin G. mellonella iizerindeki toksik &zelliklerinin
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degerlendirilmesinde birinci evre larvalarinin 7. (son larval evre) evreye ulagsma
stiresi ile pup ve ergin olma siireleri, bu evrelerdeki yasama orani ve yas agirliklari

biyolojik etkinlik parametreleri olarak kullanildi.

Larvalarin birakildigr besin kaplar kisa bir giinliik inceleme periyodu hari¢ larval
olgunluga kadar siirekli olarak karanlikta tutuldu. Beslenme deneylerinin tiimii,
besinin hazirlanmasi ve larvalarin besine birakilma siireleri hari¢c G. mellonella
kiiltliriiniin yetistirildigi sartlarda yiiriitiildii. Besinin hazirlanmasi, yumurtalarin elde
edilmesi, bu yumurtalardan ¢ikan larvalarin besine birakilma islemleri tamamen
aseptik olmayan sartlarda yapildi. Bu islemlerin uygulanmasinda igen ve arkadaslari

tarafindan uygulanan metod temel alind1 [Igen ve ark.,2005].

Larvalar besine birakildiktan sonra 7. evreye ulasan larvalar alinarak pup olmak
tizere 30 ml’lik plastik 6rnek kaplarina her kapta bir larva olacak sekilde birakildi.
Larvalar birakilmadan O©nce, bu kaplarin igerisine larvalarin pup olmasim
kolaylagtimak ve kuru ortam saglamak amaciyla filtre kagidi kaplandi. Bu larvalarin
7. evreye ulagma siireleri giin olarak kaydedildi ve yas agirliklar1 belirlendi. Pup olan
bireylerin yas agirligi ve pup olma stireleri ile bu puplardan erginlesen bireylerin
ergin olma siireleri ve yas agirliklart da belirlendi. Yasama orani ve gelisme

deneyleri her bir tekrarda 20 larva kullanilarak dorder defa tekrarlandi.

2.4. Erginlerde Toplam Protein Tayini

Denenen antibiyotiklerin belirlenen konsantrasyonlarini igeren besinlerde yetistirilen
erginler, ergin olur olmaz alinarak tartildi (Precisa Series XB, Dietikon, Switzerland)
ve -80 °C de kullamlincaya kadar saklandi. Her bir tekrar i¢in alinan on adet ergin
0,05 M fosfat tamponunda (pH: 8) 24000 rpm’lik doku 06giitiicii homojenizatdrde
(Ultra Turrax, lka T18 basic NC, USA) parcalanmstir. Uzerine % 10’luk
trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi ilave edilerek +4 °C de, 10000 x g’de 10 dk
santrifuj edildi. Tiplerdeki {ist siv1 atilarak, dipteki ¢okiintii (protein) ilizerine bir
miktar TCA ¢ozeltisi ilave edilerek ¢oziildii. Bu karisim tekrar santrifiij edilerek {ist

stvi atildi. Bu islem iki defa daha tekrar edildi. Protein tamamen ¢oktiikten sonra %
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99’1uk etil alkol ilave edilerek homojenize edildi. Bu karisim +4 °C’ de, 10000 x g
devirde 10 dakika santrifuj edildi. Ust s1v1 atilarak lipidler uzaklastirildi. Bu islem iki
defa daha tekrarlandi. Tiipiin dibindeki protein ¢okiintiisii belirli bir hacime
tamamlandi ve karistirilarak homojenize edildi [Robyt ve White, 1990]. Orneklerin
absorbansi spektrofotometrede 600 nm’de Folin-Lowry metoduna gore Olciilerek
toplam protein miktari tespit edildi [Lowry ve ark., 1951]. Standart protein ¢ozeltisi

olarak sigir serum albumini (BSA) kullanildi.

2.5. Biyokimyasal Analizler

G. mellonella’nin 1. evre larvalar1 her bir antibiyotigin belirlenen konsantrasyonlarini
igeren besinler ile 7. evreye kadar yetistirildi. Lipid peroksidasyonu iiriinii, MDA
miktar ile antioksidan enzimler SOD, CAT, GST ve GPx ile transaminaz enzimleri
ALT ve AST aktiviteleri 3., 4., 5., 6. ve 7. evre larvalarinin ortabagirsaginda
belirlendi. Larvalar buz iizerinde 5 dk bekletildikten sonra % 95 etil alkol ile
yiizeyleri dezenfekte edildi ve parafinle doldurulmus petrikabina sirt kismi parafine
gelecek sekilde sabitlendi. Daha sonra larvalar birinci ¢ift torasik bacaklarin 6niinden
itibaren licilincii abdominal bacak ciftine kadar uzunlamasina karin kismindan orta
eksen boyunca ince u¢lu diseksiyon makasi ile kesildi ve streomikroskop (Olympus
SZ61, Tokyo, Japan) altinda ince uglu bir pens ile sindirim kanali ¢ikarildi. Ug
bdliimden olugan sindirim kanalindan orta bagirsak 6n ve son bagirsaktan ayirilarak
alindi. Ortabagirsaga tutunmus yag doku, malpiki tiipglikleri ve bagirsak icerigi
uzaklagtirildi. Alinan orta bagirsaklar, soguk homojenizasyon tamponu [a/h % 1,15
KCL, 25 mM K,HPO4, 5 mM Etilen-diamintetraasetik asit (EDTA), 2 mM
fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF), 2 mM ditiyotreitol (DDT), pH: 7,4] bulunan tiipe
konuldu ve -80 °C de saklandi. Kullanilmadan 6nce bu tiipler oda sicakliginda

bekletilerek ¢ozlinmesi saglandi.
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2.6. Ornek Hazirlanmasi, Malondialdehit Miktarinin Belirlenmesi, Antioksidan
Enzimlerin Tayinleri

Orta bagirsak ekstraksiyonu, homojenizasyon tamponu igerisinde ultrasonik
homojenizatér (Bandelin Sonoplus, HD2070, Berlin, Germany)’ de +4 °C 10’ar
saniyelik siireler ile liger defa (30 W, 10s) yapildi. Daha sonra 10000 x g’ de 15 dk
sire ile +4 °C de santrifiij (Hettich Zentrifugen Mikro200R, Germany) edildi.
Siipernatant biyokimyasal analizler i¢in kullanildi. Elde edilen bu siipernatant 1000 x
g’ de +4 °C’de 10 dk santrifiijlenerek iist stvidan SOD ve CAT tayini, 16000 x g’ de
20 dk santrifiijlenerek GST, GPx, ALT ve AST tayini yapildi. MDA miktar1 ve
antioksidan enzim  aktivitesi  spekstroskobik  (Shimadzu 1700, UV/VIS
Spektrofotometre, Kyoto, Japan) yontem ile belirlendi. Deneyler, on orta bagirsak
kullanilarak dort defa tekrarlandi. Protein miktari, standart olarak sigir serum
albumin proteini kullanilarak belirlendi [Lowry ve ark., 1951]. Biyokimyasal
analizlarde kullanilan kimyasal maddelerin tiimii Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

USA)’ten temin edildi.
2.6.1. Malondialdehit (MDA) miktarinin tayini

Jain ve Levine’nin kullandigi metod temel alinarak 532 nm’de tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile reaksiyona giren lipid peroksidasyonun son {iiriinii MDA miktar1 6l¢iildi
[Jain ve Levine, 1995]. Dokular % 1,15’lik KCL ile ultrasonik homojenizator (10 sn,
30 W) ile parcalandi. Homojenize edilen 6rneklere pH 7,4 olan fosfat tamponu (18
mM NaCl, 18 mM Na,HPO,), 0,04 M butiillenmis hidroksi toluen (BHT), % 30’luk
trikloro asetik asit (TCA) eklendi, 2 saat buzun igerisinde bekletildikten sonra 4 °C,
2000 x g’de 15 dakika santrifiij edildi. Tiiplerden alinan iist siviya 0,1 M’lik EDTA
ve % 1’lik TBA ilave edilerek kaynar su banyosunda (95 °C) 45 dakika bekletildi,
daha sonra spektrofotometrede 532 nm’de absorbansi okundu. Sabit sayi1, 1,56 x 10°
M em™, kullamilarak lipid peroksidasyon iiriinii olan Malondialdehit (MDA) miktari

nmol/mg protein olarak verildi.
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2.6.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi

Toplam SOD (EC 1.15.1.1) tayininde Marklund ve Marklund’un metodu kullanilarak
pyrogallol’un 3 dakikada 440 nm’de alkali ortamda otooksidasyonu ile yiikselen
absorbans Olgiildii [Marklund ve Marklund, 1974]. Bu enzim aktivitesinin
Olclilmesinde 3 ml’lik 7 adet plastik kiivete 2,80 ml Tris-EDTA tamponu (50 mM
Tris, 10 mM EDTA, pH 8,2) ve 5, 10, 20, 25, 30, 40, 50 ul’lik degisen hacimlerde
stipernatant konularak enzim kaynag ilave edildi. Her kiivetin son hacimi Tris-
EDTA tamponu ile 2,90 ml’ye tamamlandi. Bu karigimlarin iizerlerine 100 pl 15 mM
pyrogallol ilave edilerek pyrogallol’un otooksidasyonu baslatildi. Her bir karistmin
% inhibisyon miktarlar1 hesaplanarak bir grafik elde edildi bu grafik kullanilarak bir
inite toplam SOD aktivitesi pyrogallol’un otooksidasyonun % 50 inhibisyonuna
sebep olan protein miktar1 olarak hesaplandi. Daha sonra homojenattaki 1mg protein
basina toplam SOD aktivitesini bulmak i¢in 1/ (mg prot.pyrogaliolun otooksidasyonun % 50

inhibisyonu) €s1tlig1 kullanilarak enzim aktivitesi U/mg protein olarak verildi.

2.6.3. Katalaz (CAT) enzimi

Katalaz (EC 1.11.1.6) enziminin aktivite tayini Aebi tarafindan belirtilen metod ile
yapilmistir [Aebi, 1984]. Spektrofotometrede absorbans okumadan 6nce elde edilen
siipernatanta peroksizomlardaki katalazi aciga ¢ikarmak i¢in % 1’lik Triton X-100
(h/h) ilave edildi, daha sonra 50 mM fosfat tamponu (pH 7) eklenerek seyreltme
yapildi. Daha sonra spektrofotometrede (UV dalga boyunda) kullanacagimiz cam
kiivete en son sulandirilmis 6rnekten 2 ml konarak {izerine 1 ml % 30’luk hidrojen
peroksit eklendi ve enzimatik reaksiyon baslatildi. U¢ dakika boyunca 240 nm’de
H,0;’in pargalanmasini gdsteren azalan absorbans Olgiildii. Sabit say1, €49. 0,0394
mM/cm) kullanilarak birim zaman basina absorbansdaki degisimler katalaz
aktivitesinin dl¢limii olarak alindi. Enzim aktivitesi mmol/mg protein/dk birimiyle

verildi.
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2.6.4. Glutatyon-S-transferaz (GST) enzimi

Glutatyon S-transferaz (EC 2.5.1.18) tayini Habig ve arkadaglar1 tarafindan
gelistirilen metoda gére yapildi [Habig ve ark., 1974]. GST’in biitiin izozimleri i¢in
1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) substrat olarak kullanilmaktadir. GST enzimi
tarafindan CDNB, indirgenmis glutatyon (GSH) ile konjuge edilerek glutatyonun
oksidasyonuna bagli olarak 340 nm’de Ornegin absorbans yiikselmektedir. Bu
enzimin aktivitesinin Olclilmesi i¢in 3 ml’lik cam kiivetlere 2,5 ml 50 mM fosfat
tamponu, 200 pl 20mM indirgenmis glutatyon ve 1/50 oraninda sulandirilmis
siipernatant ilave edildi. Bu karisima 150 pl 25 mM CDNB eklenerek enzimatik
reaksiyon baglatildi ve 3 dakika boyunca 340 nm’de yiikselen absorbans okundu.
Yiikselen absorbans CDNB’nin rediikte glutatyon ile reaksiyona girerek tioether
yapisinin olusumunu gostermektedir. Enzim aktivitesi 340 nm’de (€349: 9.6 mM/cm)
1 dakikada silipernatantta bulunan 1 mg toplam protein basina olusturulan tioether
miktar1 olarak hesaplandi ve enzimin spesifik aktivitesi pmol/mg protein/dk olarak

verildi.

2.6.5. Glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi

Glutatyon peroksidaz (EC 1.11.1.9) tayini Paglia ve Valentine tarafindan belirtilen
metoda gore yapildi [Paglia ve Valentine, 1987]. Bu metod okside glutatyon (GS-SG)
ve NADPH’1 substrat olarak kullanan glutatyon rediiktazin 340 nm’de Nikotinamid-
adenin-diniikleotid hidrojen fosfat (NADPH)’1 okside etmesi ile meydana gelen
azalan absorbansin Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Okside glutatyon, glutatyon
peroksidaz tarafindan olusturuldugu icin NADPH’in azalmast GPx aktivitesi ile
dogru orantilidir. NADPH’in Nikotinamid-adenin-diniikleotid fosfat (NADP)’a
yiikseltgenmesi 340 nm’de absorbansin azalmasina sebep olur, bdylece dolayl
olarak GPx’in aktivitesinin tespitinde kullanilmaktadir. Bu enzimin spesifik
aktivitesini O0lgmek i¢in 3 ml’lik cam kiivetlere 2,525 ml 0,1 M’k Tris-HCI
tamponu, 75 pl 80 mM rediikte glutatyon, 100 pl seyreltilmis siipernatant, 100 pl 2
mM NADPH, 100 pl 0,24 {inite glutatyon rediiktaz ilave edildi ve 5 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Bu karigimin iizerine 100 pl 1,5 mM hidrojen peroksit
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eklenerek enzimatik reaksiyon baslatildi ve 3 dakika boyunca 340 nm’de azalan
absorbanslar okundu. GPx aktivitesi (€349: 6220 M/cm) 1 dakikada 1 mg protein
tarafindan harcanan NADPH miktar1 olarak hesaplandi ve enziminin spesifik

aktivitesi nmol/mg protein/dk olarak verildi.

2.6.6. Alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST)
Enzimleri

Enzim o6ziitlenmesinde ve aktivite belirlenmesinde Azmi ve arkadaslar1 tarafindan
belirtilen metod kullanildi [Azmi ve ark., 2002]. Spektrofotometrede (Shimadzu 1700
UV/Vis Double-beam Spectrophotometer, Kyoto, Japan) ALT (E.C.2.6.1.2, L-Alanin
2-oksoglutarat aminotransferaz) i¢in 340 nm dalga boyunda, AST (E.C.2.6.1.1, L-
Aspartat 2-oksoglutarat aminotransferaz) i¢in 405 nm dalga boyunda absorbanslar
Olciilerek enzim aktiviteleri hesaplandi. Enzim aktivitelerinin tayin edilmesinde
Bioméreux kitleri (ALT, Kit No: 63313; AST, Kit No: 63411, Marcy-I’Etoile,
France), substrat olarak AST icin L- aspartat ve 2-oksoglutarat, ALT icinde L-alanin
ve  2-oksoglutarat  kullanildi.  Transaminaz  enzimlerinin  aktivitelerinin
belirlenmesinde Reitman ve Frankel ile Frankel metodlar1 temel alinmistir [Reitman
ve Frankel, 1957; Frankel, 1970 ]. Enzimlerin aktiviteleri U/mg protein olarak
hesaplandi.

Enzim tayinleri i¢in elde edilen siipernatantlardan enzimlerin spesifik aktifligini
hesaplamak i¢in toplam protein tayini yapilmistir. Bu amagcla 6rneklerin absorbansi
spektrofotometrede 600 nm’de Folin-Lowry metoduna gore dlciilerek toplam protein
miktar tespit edildi [Lowry ve ark., 1951]. Bu hesaplamay1 yapmak i¢in dncelikle
farkli konsantrasyonlarda Bovin serum albumini ¢ozeltileri hazirlandi ve bir standart

grafik olusturuldu. Toplam protein miktarlar1 bu standart grafige gore hesaplandi.
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2.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Antibiyotiklerin farkli miktarlarin1 igeren besinlerin bocek iizerindeki etkisi gelisme
stiresi (yedinci larval evreye, pup evresine ve ergin evreye ulagsmak i¢in gegen giin
olarak ortalama siire), yasama orani (bu evrelerde yasayan yiizde olarak birey sayisi)
ve yas agirliklart (bu evrelere ulasan bireylerin mg olarak ortalama yas agirligl)
dikkate alinarak degerlendirildi. Antibiyotiklerin erginlerin protein sentezine
etkilerini saptamada ise erginlerin yas agirlik basina mg olarak toplam protein
miktarlar1 dikkate alindi. Malondialdehit, antioksidan enzimler SOD, CAT, GST ve
GPx ile transaminaz enzimleri ALT ve AST aktiflikleri, gelisim ve yas agirlik ile
ilgili verilerin degerlendirilmesinde “Varyans Analizi” (ANOVA) yontemi
ortalamalar arasindaki farki saptamak icin En Kiigiik Onem Farki (LSD) SPSS testi

kullanildi [SPSS, 1997]. Yasama orani ile ilgili verilerin degerlendirilmesinde ise Ki
kare ( ;(2) testi kullanildi [Snedecor ve Cochran, 1989]. Ortalamalar aras1 fark 0.05
olasilik seviyesinde F ve ;(Z’nin degerinden biiylik oldugu zaman 6nemli kabul edildi.

MDA miktar1 ile antioksidan enzimler ve yasama orami arasindaki iligkinin

belirlenmesinde “Regresyon analizi” kullanildi [SPSS, 1997].
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Penisilinin G. mellonella’nin Yas Agirhgi, Yasama Orani, Gelisme Siiresi ve
Toplam Protein Miktarma Etkisi

3.1.1. Yas agirhk

Kontrol ile karsilagtirildiginda (178,4 + 6,2) penisilinin 0,1 g1 yedinci evre
larvalarinin yas agirhigini 6nemli derecede diisiirdiigii halde antibiyotigin en yiiksek
konsantrasyonu yas agirligi arttirmistir (192,3 £+ 8,0) (Sekil 3.1). Penisilinin yiiksek
konsantrasyonlar1 (0,01, 0,1 ve 1,0 g) pupal yas agirligi 6nemli derecede artirdigi

halde yalnizca 0,01 and 1,0 g penisilin konsantrasyonlar1 erginlerin yas agirligini

arttirmigtir.
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Sekil 3.1. Penisilinin G. mellonella’nin yas agirligi tizerine etkisi. (a) Kontrol ile
pensilinin tiim konsantrasyonlarinin  karsilastirilmasi  (P<0,05). (b)
Penisilinin 0,001 g’ ile penisilinin 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasi
(P<0,05). (c¢) Penisilinin 0,01 g’ ile penisilinin 0,1 ve 1,0 g’larinin
karsilagtirilmasi. (d) Penisilinin 0,1 g’ ile penisilinin 1,0 g’nin karsilagtirilmasi
(P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (= S.E.) ortalamasini gostermektedir.
Her bir tekrarda 20 larva kullanilmigtir
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3.1.2. Yasama orani

Besindeki en yiiksek penisilin konsantrasyonu (1,0 g) 7. evre larvalarinin yasama
oranin1 % 82,5 + 2,8’den % 40,8 + 1,1°¢ 6nemli derecede diisiiriirken penisilinin
dusiik konsantrasyonlari larval yasama {izerinde énemli bir etki yapmamistir (Sekil
3.2). Antibiyotigin tim konsantrasyonlar1 pup ve ergin olma oranini diisiirmiistiir.
Penisilinin 1,0 g’ min ilave edildigi besin kontrol besinine gore pup ve ergin olma

oranini % 50 oraninda azaltmustir.
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g m 0,001
S o

o g |moo
£ S |moi1
S o1

>

7.evre Pup Ergin

Sekil 3.2. Penisilinin G. mellonella’nin yasama orani lizerine etkisi. (a) Kontrol ile
pensilinin tiim konsantrasyonlarinin karsilastirilmas1  (P<0,05). (b)
Penisilinin 0,001 g’ ile penisilinin 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasi
(P<0,05). (c¢) Penisilinin 0,01 g’ ile penisilinin 0,1 ve 1,0 g’larinin
karsilastirilmasi. (d) Penisilinin 0,1 g’ ile penisilinin 1,0 g’nin karsilagtirilmasi
(P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (= S.E.) ortalamasini gostermektedir.
Her bir tekrarda 20 larva kullanilmastir.

3.1.3. Gelisme siiresi

Penislinin 0,001 g’im1 iceren besin 7. evreye ulagma siiresini onemli derecede
kisaltirken bu antibiyotigin yiliksek konsantrasyonlar1 (0,01, 0,1 ve 1,0 g) kontrole
gore bu siirede 6nemli artisa sebep olmustur (Sekil 3.3). Penisilinin 0,1 ve 1,0 g’1 pup

ve ergin evreye ulasma siiresini 6nemli derecede uzatmistir. Besindeki yiiksek
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penisilin konsantrasyonlari ergin olma stiresini 41,5 + 0,4 giinden 43,2 + 0,8 giine

anlamli derecede uzatmstir.
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Sekil 3.3. Penisilinin G. mellonella’nin gelisimi lizerine etkisi. (a) Kontrol ile
pensilinin tim konsantrasyonlarinin karsilastirilmas:  (P<0,05). (b)
Penisilinin 0,001 g’ ile penisilinin 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin
karsilastirilmast (P<0,05). (c) Penisilinin 0,01 g’ ile penisilinin 0,1 ve 1,0
g’larinin karsilagtirilmasi. (d) Penisilinin 0,1 g’ ile penisilinin 1,0 g’nin
karsilastirilmast (P<0,05). Cubuklar doért tekrarin (£ S.E.) ortalamasin
gostermektedir. Her bir tekrarda 20 larva kullanilmistir

3.1.4. Toplam protein miktar:

Kontrol ile karsilastirildiginda erginlerin toplam protein miktar1 penisilinin artan
konsantrasyonlar1 ile orantili olarak azaltmistir. Antibiyotigin besindeki en yiiksek
konsantrasyonu erginlerdeki protein miktarin1 2,68 + 0,014°den 1,10 £ 0,013 mg’a

Oonemli derecede azaltmustir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Penisilinin G. mellonella’nin toplam protein miktar1 {izerine etkisi. (a)
Kontrol ile pensilinin tim konsantrasyonlarinin karsilagtirilmasi
(P<0,05). (b) Penisilinin 0,001 g’ ile penisilinin 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin
karsilagtirilmasi (P<0,05). (¢) Penisilinin 0,01 g’ ile penisilinin 0,1 ve 1,0
g’larm karsilagtirilmasi. (d) Penisilinin 0,1 g’ ile penisilinin 1,0 g’nin
karsilagtirilmas1 (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (£ S.E.) ortalamasin
gostermektedir. Her bir tekrarda 10 ergin kullanilmistir

3.2. Penisilinin Orta Bagirsak Malondialdehit (MDA) Miktari ve Enzim
Aktivitelerine Etkisi

Besindeki 0,01 ve 1,0 g penisilin konsantrasyonlar1 3. evre larvalarinin
ortabagirsaginda MDA miktarin1 iki kati oraninda 6nemli derecede arttirmistir.
Penisilinin yiiksek konsantrasyonlar1 4., 6. ve 7. evre larvalarinda MDA miktarini
arttirmistir. Penisilinin besine ilave edilen 0,01, 0,1 ve 1,0 g’lar ile yetistirilen 6.
evre larvalarinin ortabagirsaginda MDA miktar1 onemli derecede artmistir. Buna
karsilik, penisilinin tiim konsantrasyonlari ise 5. evre larvalarinin ortabagirsaginda

MDA miktarin1 6nemli dercede artmustir (Sekil 3.5).



MDA miktari (hmol/mg protein)

Sekil 3.5.
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Penisilinin G. mellonella larvalarinin orta bagirsak MDA miktar1 iizerine
etkisi. (a) Kontrol ile pensilinin tim konsantrasyonlarinin
karsilastirilmast (P<0,05). (b) Penisilinin 0,001 g’ ile penisilinin 0,01, 0,1
ve 1,0 g’larmin karsilastirilmast (P<0,05). (¢) Penisilinin 0,01 g’ ile
penisilinin 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasi. (d) Penisilinin 0,1 g’ ile
penisilinin 1,0 g’nin kargilagtirilmasi (P<0,05). Cubuklar doért tekrarin (£
S.E.) ortalamasim1 gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak
kullanilmistir

Bo6cegin 5. evre larvalarinin ortabagirsagindaki SOD aktivitesi penisilinin en diisiik

konsantrasyonu ile etkilenmemistir. Ancak, antibiyotigin bu konsantrasyonu 4. evre

larvalarinda SOD aktivitesini 6nemli derecede arttirmistir. Besindeki artan penisilin

konsantrasyonlar1 3. ve 7. evre larvalarinin orta bagirsak enzim aktivitelerini nemli

derecede azaltmistir. Penisilinin yiliksek konsantrasyonlarini (0,01, 0,1, 1,0 g) igeren

besinler 5. evre larvalarindaki SOD aktivitesini arttirmistir. Besindeki tiim penisilin

konsantrasyonlar1 4. ve 6. evre larvalarindaki enzim aktivitesini anlamli olarak

arttirmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Penisilinin G. mellonella larvalarimin ortabagirsaginda SOD aktivitesi
tizerine etkisi. (a) Kontrol ile pensilinin tiim konsantrasyonlarinin
karsilastirilmasi (P<0,05). (b) Penisilinin 0,001 g’ ile penisilinin 0,01, 0,1 ve
1,0 g’larinin Karsilastirilmasi (P<0,05). (¢) Penisilinin 0,01 g’ ile penisilinin
0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasi. (d) Penisilinin 0,1 g’ ile penisilinin 1,0
g’nin  kargilastirilmast  (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (£ S.E.)
ortalamasin1  gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak
kullanilmistir

Penisilinin en diigiik konsantrasyonunu iceren besin 3. evre larvalarinin orta
bagirsak CAT enzimi aktivitesine dnemli bir etki yapmazken 5. evre larvalarinda
enzim aktivitesini azaltmistir. Ancak, antibiyotigin bu konsantrasyonu 6. evre
larvalarinin  ortabagirsaginda enzim aktifligini arttirmistir.  Penisilinin  tiim
konsantrasyonlar1 4. evrede enzim miktarini % 50 oraninda azaltirken 7. evrede
CAT aktivitesini arttirmistir. Bu antibiyotigin 0,01 g’1 3. evre larvalarinin

ortabagirsaginda enzim aktivitesini iki kat arttirmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Penisilinin G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda CAT aktivitesi
tizerine etkisi. (a) Kontrol ile pensilinin tiim konsantrasyonlarinin
karsilastirilmast (P<0,05). (b) Penisilinin 0,001 g’ ile penisilinin 0,01, 0,1
ve 1,0 g’larmin karsilastirilmast (P<0,05). (¢) Penisilinin 0,01 g ile
penisilinin 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasi. (d) Penisilinin 0,1 g’ ile
penisilinin 1,0 g’nin kargilastirilmasi (P<0,05). Cubuklar doért tekrarin (£
S.E.) ortalamasim1 gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak
kullanilmistir

Orta bagirsak GST enzimi aktivitesindeki degisim besindeki artan penisilin
konsantrasyonu ile uyumlu olarak meydana gelmemistir. Antibiyotigin denenen tiim
konsantrasyonlar1 3. ve 4. evre larvalarinin ortabagirsagindaki GST aktivitesini
Oonemli derecede azaltmistir. Penisilinin 0,1 ve 1,0 g’lar1 6. evre larvalarinda orta
bagirsak GST aktivitesini arttirmistir. Besindeki 0,1 g antibiyotik konsantrasyonu 7.
evre larvalarindaki GST aktivitesini artirmig ancak antibiyotigin 1,0 g’1 bu enzimin
aktivitesini azalmistir. Besinci evre larvalarinin orta bagirsak dokusundaki enzim

aktivitesi 0,01 g penisilin tarafindan 6nemli derecede azaltmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Penisilinin G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda GST aktivitesi
tizerine etkisi. (a) Kontrol ile pensilinin tiim konsantrasyonlarinin
karsilastirilmasi (P<0,05). (b) Penisilinin 0,001 g’ ile penisilinin 0,01, 0,1
ve 1,0 g’larmin karsilastirilmasi: (P<0,05). (¢) Penisilinin 0,01 g’ ile
penisilinin 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasi. (d) Penisilinin 0,1 g’ ile
penisilinin 1,0 g’nin karsilastirilmasi (P<0,05). Cubuklar dért tekrarin (£
S.E.) ortalamasimni gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak
kullanilmistir

Penisilinin besindeki artan konsantrasyonlar1 tarafindan 3. evre larvalarinin
ortabagirsaginda GPx enziminin aktivitesi nemli derece azaltilmistir. Penisilinin en
yiiksek konsantrasyonu 3. evre larvalarindaki enzim aktivitesini 1,05 + 0,04” den
0,33 £ 0,02 nmol/mg protein/dk. degerine diistirmiistiir. Denenen en yiiksek
antibiyotik konsantrasyonu 7. evre larvalarindaki enzim aktivitesini azaltmistir.
Kontrol ile karsilastirildiginda penisilinin 0,01 g’1 4. ve 7. evrelerde GPx aktivitesini
azaltmistir. Ancak, penisilinin 0,1 g’1 4. evre larvalarinda GPx aktivitesini énemli
derecede arttirmistir. Antibiyotigin 0,1 ve 1,0 g1 6. evre larvalarinin

ortabagirsaginda enzim aktivitesini arttirmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Penisilinin G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda GPx aktivitesi
tizerine etkisi. (a) Kontrol ile pensilinin tiim konsantrasyonlarinin
karsilastirilmasi (P<0,05). (b) Penisilinin 0,001 g’ ile penisilinin 0,01, 0,1 ve
1,0 g’larinin karsilastirilmasi (P<0,05). (c¢) Penisilinin 0,01 g’ ile penisilinin
0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasi. (d) Penisilinin 0,1 g’ ile penisilinin 1,0
g’nin  kargilastirilmast  (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (£ S.E.)
ortalamasin1  gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak
kullanilmistir

Denenen tiim penisilin konsantrasyonlar1 6. evre larvalarinin ortabagirsagindaki
ALT enziminin aktivitesini 6nemli derecede azaltmistir. Diger larval evrelerin orta
bagirsak ALT aktivitesindeki degisimler antibiyotigin  besindeki artan
konsantrasyonlar1 ile uyumlu degildir. Penisilinin 0,1 g1 harig, diger
konsantrasyonlar1 4. larval evrede ALT aktivitesini dnemli derecede azaltmistir.
Antibiyotigin diisiik konsantrasyonlar1 (0,001, 0,01 ve 0,1 g) 5. evrede ALT
aktivitesini 6nemli derecede azaltirken, en yliksek konsantrasyonu enzim aktivitesini
arttirmigtir. Bocegin 3. ve 7. evre larvalarinin enzim aktiviteleri de denenen

antibiyotik konsantrasyonu ile degisim gostermistir (Sekil 3.10).



26

0,25 -
=
S
"é 0,2 -
Qo mO0
[e)]
§ 0,15 - m 0,001
]
— o 0,01
w —
:g 0,1 8 mo0,1
= < m1
% 005 g
[
-
<

0 |

3.ewre 4.ewre 5.ewre 6.ewre 7.ewre

Larval evreler

Sekil 3.10. Penisilinin G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda ALT aktivitesi
tizerine etkisi. (a) Kontrol ile pensilinin tiim konsantrasyonlarinin
karsilastirilmasi (P<0,05). (b) Penisilinin 0,001 g’ ile penisilinin 0,01, 0,1
ve 1,0 g’larimin Karsilastirilmasi (P<0,05). (c) Penisilinin 0,01 g’ ile
penisilinin 0,1 ve 1,0 g’larmin karsilagtirilmasi. (d) Penisilinin 0,1 g ile
penisilinin 1,0 g’nin karsilastirilmasi (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (+
S.E.) ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak
kullanilmistir

Penisilinin yliksek konsantrasyonlarini igeren besinler 3. evre larvalarinin
ortabagirsaginda AST enziminin aktivitesini énemli derecede arttirmistir. Ancak,
penisilinin denenen tiim konsantrasyonlar1 6. ve 7. larval evrelerde enzim
aktivitesinde 6nemli diismeye sebep olmustur. Diisiik penisilin konsantrasyonlar1 4.
evrede AST aktivitesini artirirken penisilinin en yiiksek konsantrasyonu enzim
aktivitesini azaltmistir. Penisilinin diisiik konsantrasyonlar1 5. evre larvalarinda AST

aktivitesini azaltmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Penisilinin G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda AST aktivitesi
tizerine etkisi. (a) Kontrol ile pensilinin tiim konsantrasyonlarinin
karsilastirilmasi (P<0,05). (b) Penisilinin 0,001 g’ ile penisilinin 0,01, 0,1
ve 1,0 g’larimin Karsilastirilmasi (P<0,05). (c) Penisilinin 0,01 g’ ile
penisilinin 0,1 ve 1,0 g’larmin karsilagtirilmasi. (d) Penisilinin 0,1 g ile
penisilinin 1,0 g’nin karsilastirilmasi (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (+
S.E.) ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak
kullanilmistir

Penisilin ile beslenen 7. evre larvalarinin orta bagirsak MDA miktar1 ile SOD (R =
0.88, P < 0.05) ve GST (R = 0.96, P < 0.05) aktiviteleri arasinda negatif bir iliski
tespit edilmistir. G. mellonella 7. evre larvalarinin orta bagirsak SOD aktivitesi ile
CAT aktivitesi arasinda da negatif bir iliski (R = 0.89, P < 0.05) tespit edilmistir.
Diger larval evrelerin ortabagirsagindaki MDA miktar1 ile antioksidan enzimleri
arasinda 6nemli bir iliski bulunmamugstir. Korelasyon analizlerinin sonuglarina gore
penisilinin artan konsantrasyonlari tarafindan meydana getirilen orta bagirsaktaki
yliksek MDA miktarinin 7. evre larvalarinin SOD ve GST enzimlerinde diisiise sebep
oldugu gortilmektedir. Diger taraftan, penisilin konsantrasyonlarini iceren 7. evre
larvalarinin yasami ile orta bagirsak MDA miktar1 arasinda 6nemli bir negatif iliski
(R = 0.88, P < 0.05) bulunmustur. Ayn1 zamanda, yasama oran1 ve orta bagirsak
GST enzimi aktivitesi arasinda énemli ve pozitif bir iliski (R = 0.93, P < 0.05) tespit

edilmistir.
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3.3. Streptomisinin G. mellonella’nin Yas Agirhgi, Yasama Orani, Gelisme
Siiresi ve Toplam Protein Miktarima Etkisi

3.3.1. Yas agirhk

Kontrol besini ile karsilastirildiginda, streptomisinin tiim denenen konsantrasyonlari
7.evre larvalarinin yas agirhigini Onemli derecede arttirmistir (Sekil 3.12).
Streptomisinin 0,1 g’in1 igeren besin larvalarin yas agirligini 90 £+ 3,4°den 176,3 +
3,5 mg’a arttirmistir. Bu antibiyotigin en yiiksek konsantrasyonu pupal yas agirligi
O6nemli derecede azaltirken ergin yas agirligini etkilememistir. Ancak, streptomisinin
dusiik besinsel konsantrasyonlart (0,001, 0,01 ve 0,1 g) pup ve erginlerin yas
agirhigini antibiyotigin konsantrasyonuna bagimli bir sekilde onemli derecede

arttirmigtir.
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Sekil 3.12. Streptomisinin G. mellonella’nin yas agirhigi iizerine etkisi. (a) Kontrol
ile streptomisinin tiim konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi (P<0,05).
(b) Streptomisinin 0,001 g’1 ile streptomisinin 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin
karsilastiriimasi (P<0,05). (¢) Streptomisinin 0,01 g’ ile streptomisinin 0,1 ve
1,0 g’larinin karsilagtirilmasi. (d) Streptomisinin 0,1 g’ ile streptomisinin 1,0
g’nin  karsilagtirilmast  (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (£ S.E.)
ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 20 larva kullanilmistir
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3.3.2. Yasama oram

Streptomisinin diisiik konsantrasyonlarini i¢eren besinler 7. evre larvalarinin yasami
tizerine etki etmezken yiiksek konsantrasyonlari igeren besinler bu evrede yasami
onemli derecede azaltmistir (Sekil 3.13). Kontrol besini ile karsilastirildiginda,
streptomisinin tiim konsantrasyonlarini iceren besinler pup ve ergin yasama oranini
Onemli derecede azaltmistir. Streptomisinin en yiiksek besinsel konsantrasyonu (1,0
) ile yetistirilen larvalarin % 36°s1 7. evreye ulasmis olup ancak % 25°i ise pup ve

ergin olabilmistir.

g mo0

5 m 0,001
S 0 0,01
©

£ 30,1
& o1

>

7. evre Pup Ergin

Sekil 3.13. Streptomisinin G. mellonella’nin yagsama orani iizerine etkisi. (a)
Kontrol ile streptomisinin tim konsantrasyonlariin karsilastiriimasi
(P<0,05). (b) Streptomisinin 0,001 g’1 ile streptomisinin 0,01, 0,1 ve 1,0
g’larin  karsilastirilmast (P<0,05). (c¢) Streptomisinin 0,01 g’ ile
streptomisinin 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasi. (d) Streptomisinin
0,1 g’ ile streptomisinin 1,0 g’nin karsilastirilmasi (P<0,05). Cubuklar
dort tekrarin (= S.E.) ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 20
larva kullanilmistir

3.3.3. Gelisme siiresi

Streptomisinin 0,001, 0,01 ve 0,1 g’in1 igeren besinler larvalarin 7. evreye ulasma,
pup ve ergin olma siirelerini 6nemli derecede kisaltmistir. Ancak, streptomisinin en

yiiksek konsantrasyonu tiim evrelere ulasmak i¢in gerekli siireyi onemli derecede
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uzatmistir (Sekil 3.14). Streptomisinin bu konsantrasyonu ergin gelisimini yaklasik 4

glin uzatmigtir.
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Sekil 3.14. Streptomisinin G. mellonella’nin gelisimi lizerine etkisi. (a) Kontrol ile
streptomisinin tiim konsantrasyonlarinin karsilastirilmas: (P<0,05). (b)
Streptomisinin 0,001 g’1 ile streptomisinin 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin
karsilastirilmast (P<0,05). (c) Streptomisinin 0,01 g’ ile streptomisinin
0,1 ve 1,0 g’larimin karsilastirilmasi. (d) Streptomisinin 0,1 g’ ile
streptomisinin 1,0 g’nmin karsilastirllmasi (P<0,05). Cubuklar dort
tekrarin (£ S.E.) ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 20 larva
kullanilmistir

3.3.4. Toplam protein miktar:

Streptomisinin diisik konsantrasyonlar1 erginlerin toplam protein miktarini
etkilememesine ragmen bu antibiyotigin yiiksek konsantrasyonlar1 protein miktarin
onemli derecede azaltmistir (Sekil 3.15). Streptomisinin en yiiksek konsantrasyonu

toplam protein miktarini 1,17 £ 0,04’den 0,31 £ 0,05 mg’a azaltmustir.
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Sekil 3.15. Streptomisinin G. mellonella’nin toplam protein miktari tizerine etkisi.

(@) Kontrol ile  streptomisinin  tiim  konsantrasyonlarinin
karsilastirilmast  (P<0,05). (b) Streptomisinin 0,001 g’1 ile
streptomisinin 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasi (P<0,05). (c)
Streptomisinin 0,01 g’ ile streptomisinin 0,1 ve 1,0 g’larimin
karsilastirilmasi. (d) Streptomisinin 0,1 g’ ile streptomisinin 1,0 g’nin
karsilastirilmasi (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (= S.E.) ortalamasini
gostermektedir. Her bir tekrarda 10 ergin kullanilmigtir

3.4. Streptomisinin Orta Bagirsak Malondialdehit (MDA) Miktari ve Enzim
Aktivitelerine Etkisi

Streptomisinin tiim konsantrasyonlar1 3. evre larvalarinin ortabagirsaginda MDA

miktarin1 dnemli derecede arttirmistir. Antibiyotigin en yiiksek konsantrasyonunu

iceren besin 3. ve 4. evrelerde MDA miktarin1 5 kat1 arttirmistir. Streptomisinin

diistik konsantrasyonlari ise 5. evrede MDA miktarini dusiirdiigti halde, en yiiksek

streptomisin  konsantrasyonu (1,0 g) MDA miktarini arttirmistir. Antibiyotigin

yiiksek konsantrasyonlari tarafindan 6. ve 7. evre larvalarinda MDA miktar1 6nemli

derecede arttirmistir (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16. Streptomisinin G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda MDA

miktar1 {lizerine etkisi. (a) Kontrol ile streptomisinin tiim
konsantrasyonlarinin karsilastirilmast  (P<0,05). (b) Streptomisinin
0,001 g’1 ile streptomisinin 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasi
(P<0,05). (c) Streptomisinin 0,01 g’ ile streptomisinin 0,1 ve 1,0
g’larinin karsilastirilmasi. (d) Streptomisinin 0,1 g’ ile streptomisinin
1,0 g’nin karsilastirilmast (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (= S.E.)
ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak
kullanilmistir

Streptomisinin artan konsantrasyonlari ile orantili olarak 3. evre larvalarinin orta

bagirsak SOD aktivitesi onemli derecede azaltmistir. Ancak, 4. ve 6. evre

larvalarinin orta bagirsak enzim aktivitesi streptomisinin denenen konsantrasyonlari

ile artmistir. BoOcegin 5. evre larvalarinin ortabagirsagindaki SOD aktivitesi

streptomisinin yiiksek konsantrasyonlari tarafindan artirllmistir. Bu antibiyotigin en

yiiksek konsantrasyonunu igeren besin 5. ve 7. evrelerde SOD aktivitesini énemli

derecede arttirmistir. Diisiik antibiyotik konsantrasyonlar1 ise 7. evrede enzim

aktivitesini 6nemli derecede azaltmistir (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17. Streptomisinin  G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda SOD
aktivitesi lizerine etkisi. (a) Kontrol ile streptomisinin tiim
konsantrasyonlarinin karsilastirilmast  (P<0,05). (b) Streptomisinin
0,001 g’1 ile streptomisinin 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasi
(P<0,05). (c) Streptomisinin 0,01 g’ ile streptomisinin 0,1 ve 1,0
g’larinin karsilastirilmasi. (d) Streptomisinin 0,1 g’ ile streptomisinin
1,0 g’nin karsilastirilmast (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (= S.E.)
ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak
kullanilmistir

Besine ilave edilen streptomisin konsantrasyonlar1 3. evre larvalarinin
ortabagirsaginda CAT enziminin aktivitesini 6nemli derecede duisiirtirken 6. evrede
bu enzimin aktivitesini arttirmistir. Kontrol ile karsilastirildiginda, antibiyotigin
0,01, 0,1 and 1,0 g’lik konsantrasyonlar1 7. evrede CAT aktivitesini 6nemli derecede
azaltmigtir. Bocegin 4. ve 5. evre larvalarinda orta bagirsak CAT aktivitesi
uygulanan antibiyotigin konsantrasyonuna bagimli olarak degisim gostermistir.
Streptomisinin 0,1 g’1 4. evre larvalarinda CAT aktivitesini artirirken 0,01 g’1 enzim

aktivitesinde onemli bir azalmaya sebep olmustur (Sekil 3.18).
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Streptomisinin  G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda CAT
aktivitesi lizerine etkisi. (a) Kontrol ile streptomisinin tiim
konsantrasyonlarinin karsilastirilmast  (P<0,05). (b) Streptomisinin
0,001 g’1 ile streptomisinin 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasi
(P<0,05). (c) Streptomisinin 0,01 g’ ile streptomisinin 0,1 ve 1,0
g’larinin karsilastirilmasi. (d) Streptomisinin 0,1 g’ ile streptomisinin
1,0 g’nin karsilastirilmast (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (= S.E.)
ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak
kullanilmistir

Kontrol besini ile karsilastirildiginda, besine ilave edilen tiim streptomisin miktarlari

3. ve 4. evre larvalarinin ortabagirsaginda GST aktivitesini 6nemli derecede

arttirmistir. Ancak, streptomisin 5. ve 6. evrede bu enzimin aktivitesini azaltmistir.

Antibiyotigin 0,1 g’1 4. evre larvalarinda GST aktivitesini onemli derecede

arttirmistir (Sekil 3.19).
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Sekil 3.19. Streptomisinin  G. mellonella larvalarimin ortabagirsaginda GST
aktivitesi lizerine etkisi. (a) Kontrol ile streptomisinin tiim
konsantrasyonlarinin karsilastirilmast  (P<0,05). (b) Streptomisinin
0,001 g’1 ile streptomisinin 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasi
(P<0,05). (c) Streptomisinin 0,01 g’ ile streptomisinin 0,1 ve 1,0
g’larinin karsilastirilmasi. (d) Streptomisinin 0,1 g’ ile streptomisinin
1,0 g’nin karsilastirilmast (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (= S.E.)
ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak
kullanilmistir

Streptomisinin besindeki konsantrasyonlar1 3. evre larvalarinin ortabagirsaginda
GPx aktivitesini 6nemli derecede arttirmistir. Kontrol besini ile karsilastirildiginda
(0,15 + 0,02 nmol/mg protein/dk), en diisiik streptomisin konsantrasyonu 3. evre
larvalarinda GPx aktivitesinde beg kat1 artisa sebep olmustur. En yiiksek antibiyotik
konsantrasyonu ise 3. evrede enzim aktivitesini iki kati arttirmistir. Bocegin 4. evre
larvalarinda streptomisin konsantrasyonlart GPx aktivitesini 6nemli derecede
azaltmistir. Antibiyotigin en diisik konsantrasyonu 7. evre larvalarinin
ortabagirsaginda GPx aktivitesini diistirlirken bu antibiyotigin 0,01 ve 1,0 g’1 enzim
aktivitesini arttirmistir (Sekil 3.20). Antibiyotigin diisik konsantrasyonlar1 6. evre

larvalarinin enzim aktivitesini nemli derecede azaltmistir.



36

< 0,9 -
k) ©
£ 08+
8
o 0,7 1
o
> 06 - 5 mo
£ s o m 0,001
= 0,5 1 S
g by @ 0,01
€ 04 S ©
< = 00,1
‘W 0,3
-2 @
> 0.2 -
X
© 01
X
& 0-
3.evre 4.ewre 5.ewre 6.ewre 7.ewre

Larval evreler

Sekil 3.20. Streptomisinin G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda GPx
aktivitesi lizerine etkisi. (a) Kontrol ile streptomisinin tiim
konsantrasyonlarinin karsilastirilmast  (P<0,05). (b) Streptomisinin
0,001 g’1 ile streptomisinin 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmast
(P<0,05). (c) Streptomisinin 0,01 g’ ile streptomisinin 0,1 ve 1,0
g’larinin kargilastirilmasi. (d) Streptomisinin 0,1 g’ ile streptomisinin
1,0 g’nin karsilastirilmast (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (= S.E.)
ortalamasini  gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak
kullanilmistir

Streptomisinin tiim besinsel konsantrasyonlar1 3. ve 7. evre larvalarinin
ortabagirsaginda ALT aktivitesini 6nemli derecede diistirmustiir. Antibiyotigin en
yiliksek konsantrasyonunda 7. evre larvalarimin enzim aktivitesi % 50 oraninda
azaltilmistir. Buna karsilik, streptomisin konsantrasyonlar1 5. evre larvalarinin
ortabagirsaginda ALT aktivitesini onemli derecede arttirmistir. Antibiyotigin yliksek

konsantrasyonlar1 4. evre larvalarinda enzim aktivitesini arttirmistir (Sekil 3.21).
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Sekil 3.21. Streptomisinin  G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda ALT
aktivitesi lizerine etkisi. (a) Kontrol ile streptomisinin tiim
konsantrasyonlarinin karsilastirilmast  (P<0,05). (b) Streptomisinin
0,001 g’1 ile streptomisinin 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasi
(P<0,05). (c) Streptomisinin 0,01 g’ ile streptomisinin 0,1 ve 1,0
g’larinin karsilastirilmasi. (d) Streptomisinin 0,1 g’ ile streptomisinin
1,0 g’nin karsilastirilmast (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (= S.E.)
ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak
kullanilmistir

Streptomisinin tiim denenen konsantrasyonlar1 ile beslenen 3. evre larvalarinin
ortabagirsaginda AST aktivitesi onemli derecede azalmistir. Ancak, streptomisin 5.
evrede enzim aktivitesini 6nemli derecede arttirmistir. Streptomisinin en dusiik
besinsel konsantrasyonu 4. ve 6. evrelerde AST enziminin aktivitesini Onemli
derecede artirmig ancak 0,01 g streptomisin bu evrelerde enzim aktivitesini
azaltmistir. Kontrol ile karsilastirildiginda streptomisinin 0,001, 0,01 ve 1,0 g’1 7.
evre larvalarinin  enzim aktivitesini azaltmistir. En yiiksek antibiyotik

konsantrasyonu bu evrede AST aktivitesini % 50 oraninda azaltmistir (Sekil 3.22).
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Sekil 3.22. Streptomisinin  G. mellonella larvalarimin ortabagirsaginda AST
aktivitesi lizerine etkisi. (a) Kontrol ile streptomisinin tiim
konsantrasyonlarinin karsilastirilmast  (P<0,05). (b) Streptomisinin
0,001 g’1 ile streptomisinin 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasi
(P<0,05). (c) Streptomisinin 0,01 g’ ile streptomisinin 0,1 ve 1,0
g’larinin karsilastirilmasi. (d) Streptomisinin 0,1 g’ ile streptomisinin
1,0 g’nin karsilastirilmast (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (= S.E.)
ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak
kullanilmistir

Streptomisin ile beslenen 7. evre larvalarinin ortabagirsagindaki MDA miktar ile
GST enzimi aktivitesi arasinda negatif bir iliski (R = 0.91, P < 0.05) tespit
edilmistir. Regresyon analizinin sonuglari streptomisinin  besindeki artan
konsantrasyonlar ile yiikselen MDA miktarinin 7. evre larvalarinda GST enziminin
aktivitesini diistirdiiglini isaret etmektedir. Streptomisin ile yetistirilen 7. evre
larvalarinda, orta bagirsak MDA miktari ile yasama arasinda negatif ve giiclii bir

iliski (R =0.97, P < 0.05) bulunmustur.



39

3.5. Flukonazolun G. mellonella’nin Yas agirhgl, Yasam, Gelisimi ve Toplam
Protein Miktarina Etkisi

3.5.1. Yas agirhk

Flukonazolun en diisiik konsantrasyonu, 7. evre larvalar1 ve pup yas agirliginda bir
etki yapmamustir. Ancak bu konsantrasyon ergin yas agirliginda 6nemli artisa neden
olmustur (Sekil 3.23). Flukonazolun 0,01 ve 0,1 g’ii igeren besinler ergin yas
agirliginda 6nemli bir etki gostermemesine karsin larval ve pup yas agirliklarim
O6nemli derecede arttirmistir. Flukonazolun en yiiksek konsantrasyonu tiim gelisme

evrelerinde yas agirligi 6nemli derecede azaltmistir.
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Sekil 3.23. Flukonazolun G. mellonella’nin yas agirligi lizerine etkisi. (a) Kontrol
ile Flukonazolun tim konsantrasyonlarinin karsilagtirilmasi: (P<0,05).
(b) Flukonazolun 0,001 g’ ile Flukonazolun 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin
karsilastirilmast (P<0,05). (c) Flukonazolun 0,01 g’ ile Flukonazolun
0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasi. (d) Flukonazolun 0,1 g’ ile
Flukonazolun 1,0 g’nin karsilastirilmasi (P<0,05). Cubuklar dort
tekrarin (+ S.E.) ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta
bagirsak kullanilmigtir
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3.5.2. Yasama oram

Besindeki 0,1 ve 1,0 g flukonazol konsantrasyonlar1 7. evre larvalarinin yasama
oranini onemli derecede azaltmistir. Flukonazolun en yiiksek konsantrasyonu larval
evredeki yasama oranini % 85,5 + 1,6’den % 45,0 £ 1,4’e azaltmistir. Besindeki
flukonazolun yiiksek konsantrasyonlar1 (20,01 g) ergin yasama oranini azaltirken bu
maddenin denenen tim konsantrasyonlar1 pupal yasama oranini benzer sekilde
azaltmistir (Sekil 3.24). En yiiksek antibiyotik konsantrasyonu kontrol (% 75,9 +

1,4) besini ile karsilastirildiginda ergin yasama oranini % 20,5 £+ 1,0’e azaltmastir.
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Sekil 3.24. Flukonazolun G. mellonella’nin yasama orani {izerine etkisi. (a)
Kontrol ile Flukonazolun tim konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi
(P<0,05). (b) Flukonazolun 0,001 g’ ile Flukonazolun 0,01, 0,1 ve 1,0
g’lariin  karsilastirilmast  (P<0,05). (¢) Flukonazolun 0,01 g’ ile
Flukonazolun 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilagtirilmasi. (d) Flukonazolun
0,1 g’ ile Flukonazolun 1,0 g’nin karsilastirilmasi (P<0,05). Cubuklar
dort tekrarin (+ S.E.) ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 10
orta bagirsak kullanilmistir

3.5.3. Gelisme siiresi

Flukonazolun en diisiik konsantrasyonu (0,001 g) 7. evre, pup ve erginlerin gelisme
siirelerini  Oonemli derecede wuzatmistir (Sekil 3.25). Besindeki yiiksek

konsantrasyonlar (0,1 ve 1,0 g) ergin evreye ulagma siiresinin uzamasina neden
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olmustur. Flukonazolun 0,1 g’in1 i¢ceren besin kontrol besini ile karsilastirildiginda

ergin gelisme stiresini yaklagik 8 giin uzatmigtir.
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Sekil 3.25. Flukonazolun G. mellonella larvalarinin gelisimi iizerine etkisi. (a)
Kontrol ile Flukonazolun tim konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi
(P<0,05). (b) Flukonazolun 0,001 g’ ile Flukonazolun 0,01, 0,1 ve 1,0

g’lariin  karsilastirilmast (P<0,05). (¢) Flukonazolun 0,01 g’ ile
Flukonazolun 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilagtirilmasi. (d) Flukonazolun
0,1 g’ ile Flukonazolun 1,0 g’nin karsilastirilmasi (P<0,05). Cubuklar
dort tekrarin (£ S.E.) ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 10
orta bagirsak kullanilmistir

3.5.4. Toplam protein miktar:

Flukonazolun en diisiik konsantrasyonu ergin protein miktarinda 6nemli bir etki
yapmamistir. Ancak antibiyotigin yiiksek konsantrasyonlari ergin protein miktarini
azaltmistir (Sekil 3.26). Flukonazolun en yiiksek konsantrasyonu toplam protein

miktarini 1,86 = 0,011°den 0,07 + 0,010°a 6nemli derecede azaltmstir.
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Sekil 3.26. Flukonazolun G. mellonella’nin toplam protein miktari tizerine etkisi.
(a) Kontrol ile Flukonazolun tiim konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi
(P<0,05). (b) Flukonazolun 0,001 g’ ile Flukonazolun 0,01, 0,1 ve 1,0
g’larinin  karsilastirilmast  (P<0,05). (¢) Flukonazolun 0,01 g’ ile
Flukonazolun 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilagtirilmasi. (d) Flukonazolun
0,1 g’ ile Flukonazolun 1,0 g’nin karsilastirilmasi (P<0,05). Cubuklar
dort tekrarin (+ S.E.) ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 10
orta bagirsak kullanilmistir

3.6. Flukonazolun Orta Bagirsak Malondialdehit (MDA) Miktari ve Enzim
Aktivitelerine Etkisi

Besindeki tiim flukonazol konsantrasyonlari 3. evre larvalarinin ortabagirsaginda
MDA miktarinin 6nemli derecede artmasina neden olmustur. Yiiksek flukonazol
konsantrasyonlar1 4., 5. ve 6. evre larvalarinda MDA miktarin1 arttirmistir. En
yiiksek antibiyotik konsantrasyonunda 6. evre larvalarinda MDA miktar1 7 kat daha
artigt  gozlenmistir  (Sekil 3.27). 7. evre larvalart flukonazolun yiiksek

konsantrasyonlarinda 6nemli derecede artmistir.
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Sekil 3.27. Flukonazolun G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda MDA miktar1
tizerine etkisi. (a) Kontrol ile Flukonazolun tiim konsantrasyonlarinin
karsilastirilmasi (P<0,05). (b) Flukonazolun 0,001 g’ ile Flukonazolun
0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasi (P<0,05). (c¢) Flukonazolun
0,01 g’ ile Flukonazolun 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasi. (d)
Flukonazolun 0,1 g’ ile Flukonazolun 1,0 g’nin karsilastiriimasi
(P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (£ S.E.) ortalamasini gostermektedir.
Her bir tekrarda 10 orta bagirsak kullanilmigtir

Besindeki tiim flukonazol konsantrasyonlart 3., 4., 5., 6., ve 7. evre larvalarinin
ortabagirsagindaki SOD aktivitesini arttirmistir. SOD aktivitesindeki dnemli azalma
antibiyotigin 0,01 g’inda 5. evre larvalarinda gozlenmistir. Fakat diger denenen tiim

antibiyotik konsantrasyonlar1 bu evrede SOD aktivitesinin artmasina neden olmustur

(Sekil 3.28).
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Sekil 3.28. Flukonazolun G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda SOD
aktivitesi tlzerine etkisi. (a) Kontrol ile Flukonazolun tiim
konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi (P<0,05). (b) Flukonazolun 0,001
g’ ile Flukonazolun 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasi (P<0,05).
(¢) Flukonazolun 0,01 g’ ile Flukonazolun 0,1 ve 1,0 g’larinin
karsilastirilmasi. (d) Flukonazolun 0,1 g’ ile Flukonazolun 1,0 g’nin
karsilastirilmast (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (£ S.E.) ortalamasini
gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak kullanilmistir

Flukonazolun denenen tiim konsantrasyonlar1 3. evre larvalarinin ortabagirsaginda
CAT aktivitesini 6nemli derecede azaltmistir. Besindeki en diisiik flukonazol
konsantrasyonu 4., 5. ve 6. evre larvalarinindaki CAT aktivitesini 6nemli derecede
arttirmistir. 0,01 ve 0,1 g antibiyotik konsantrasyonlar1 5. evre larvalarinda enzim
aktivitesini azaltirken yiiksek antibiyotik konsantrasyonlari bu evrede CAT

aktivitesini arttirmistir (Sekil 3.29).
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Sekil 3.29. Flukonazolun G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda CAT

aktivitesi tlizerine etkisi. (a) Kontrol ile Flukonazolun tiim
konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi (P<0,05). (b) Flukonazolun 0,001
g’ ile Flukonazolun 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmast (P<0,05).
(¢) Flukonazolun 0,01 g’ ile Flukonazolun 0,1 ve 1,0 g’larinin
karsilastirilmasi. (d) Flukonazolun 0,1 g’ ile Flukonazolun 1,0 g’nin
karsilastirilmast (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (£ S.E.) ortalamasini
gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak kullanilmistir

Flukonazolun diisiik konsantrasyonlari 3., 4., 6. ve 7. evre larvalarinin orta

bagirsaktaki GST aktivitesini 6nemli derecede azaltmistir. 0,1 g flukonazol 3. ve 4.

evre larvalarindaki GST aktivitesini ¢arpict sekilde azaltmistir. Buna karsin

antibiyotigin en yiiksek konsantrasyonu tiim larval evrelerde 6nemli derecede artisa

neden olmustur (Sekil 3.30).
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Sekil 3.30. Flukonazolun G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda GST
aktivitesi tUzerine etkisi. (a) Kontrol ile Flukonazolun tiim
konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi (P<0,05). (b) Flukonazolun 0,001
g’ ile Flukonazolun 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasi (P<0,05).
(¢) Flukonazolun 0,01 g’ ile Flukonazolun 0,1 ve 1,0 g’larinin
karsilastirilmasi. (d) Flukonazolun 0,1 g’ ile Flukonazolun 1,0 g’nin
karsilastirilmasi (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (£ S.E.) ortalamasini
gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak kullanilmistir

Besindeki flukonazol konsantrasyonlari tiim larval evrede GPx aktivitesini 6nemli
derecede azaltmistir. Enzim aktivitesindeki en ¢arpici azalma, antibiyotigin en
yiiksek konsantrasyonu ile beslenen 3. evre larvalarinda gozlenmistir. Bu en yiiksek
konsantrasyon enzim aktivitesini 0,58 + 0,03’den 0,02 + 0,008 nmol/mg
protein/dk’a azaltmistir. 4. evre larvalari denenen en yiiksek antibiyotik
konsantrasyonunda enzim aktivitesini % 50 oraninda azalttig1 tespit edilmistir (Sekil

3.31).
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Sekil 3.31. Flukonazolun G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda GPx
aktivitesi tlizerine etkisi. (a) Kontrol ile Flukonazolun tiim
konsantrasyonlarinin karsilastirilmast (P<0,05). (b) Flukonazolun 0,001
g’ ile Flukonazolun 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasit (P<0,05).
(¢) Flukonazolun 0,01 g’ ile Flukonazolun 0,1 ve 1,0 g’larinin
karsilastirilmasi. (d) Flukonazolun 0,1 g’ ile Flukonazolun 1,0 g’nin
karsilastirilmast (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (£ S.E.) ortalamasini
gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak kullanilmistir

Denenen tiim flukonazol konsantrasyonlar1 3. evre larvalarimin ortabagirsaginda
ALT aktivitesini 6nemli derecede azaltmistir. Bu konsantrasyonlar 5. evre
larvalarinda enzim aktivitesinin artmasina neden olmustur. En diisiik konsantrasyon
3. evre larvalarinin ortabagirsaginda ALT aktivitesini % 80 oraninda azaltmistir. En
yiiksek konsantrasyon 4. evre larvalarinda enzim aktivitesinde artisa neden olurken
denenen diger konsantrasyonlar bu evre tizerinde bir etki yapmamistir. Besindeki
yiliksek antibiyotik konsantrasyonlari 6. evre larvalarinin ortabagirsaginda ALT
aktivitesinin artmasina neden olmustur. Diisiik antibiyotik konsantrasyonlar ise 7.
evre larvalarinda ALT enziminin aktivitesini azaltirken yliksek konsantrasyonlar

enzim aktivitesini artirmiglardir (Sekil 3.32).
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Sekil 3.32. Flukonazolun G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda ALT

aktivitesi tlizerine etkisi. (a) Kontrol ile Flukonazolun tiim
konsantrasyonlarinin karsilastirilmast (P<0,05). (b) Flukonazolun 0,001
g’ ile Flukonazolun 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasit (P<0,05).
(¢) Flukonazolun 0,01 g’ ile Flukonazolun 0,1 ve 1,0 g’larinin
karsilastirilmasi. (d) Flukonazolun 0,1 g’ ile Flukonazolun 1,0 g’nin
karsilastirilmast (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (£ S.E.) ortalamasini
gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak kullanilmistir

Tium larval evrelerdeki AST enziminin aktivitesi antibiyotik konsantrasyonuna

bagli olmayan bir artis gozlenmistir. Besindeki 0,001, 0,1 ve 1,0 g flukonazol

konsantrasyonlar1 3. evre larvalarinin ortabagirsagindaki enzim aktivitesini dnemli

derecede arttirmistir. 4. evre larvalarinda tiim denenen konsantrasyonlar AST

aktivitesini arttirmigstir. 0,01 g antibiyotik konsantrasyonu 5. evre larvalarinda enzim

aktivitesini

onemli derecede azaltirken yiliksek konsantrasyonlar bu enzim

aktivitesini arttirmigtir. Denenen yiiksek konsantrasyonlar 7. evre larvalarinda da

artisa neden olmustur (Sekil 3.33).
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Sekil 3.33. Flukonazolun G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda AST

aktivitesi tlzerine etkisi. (a) Kontrol ile Flukonazolun tiim
konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi (P<0,05). (b) Flukonazolun 0,001
g’ ile Flukonazolun 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasi (P<0,05).
(¢) Flukonazolun 0,01 g’ ile Flukonazolun 0,1 ve 1,0 g’larinin
karsilastirilmasi. (d) Flukonazolun 0,1 g’ ile Flukonazolun 1,0 g’nin
karsilastirilmasi (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (£ S.E.) ortalamasini
gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak kullanilmistir

Flukonazol maddesine maruz kalmis G. mellonella’nin 3. (R = 0,99, P < 0,05) ve 7.

(R = 0,88, P < 0,05) evre larvalarinda MDA miktar1 ile GST aktivitesi arasinda

pozitif bir iligki vardir. 7. evre larvalarinda MDA miktar1 ve SOD (R = 098, P <

0.05) aktivitesi arasinda paralellik gésteren pozitif bir iliski bulunmaktadir. Yapilan

analizlere gore, artan flukonazol konsantrasyonlar: ile artan MDA miktarina bagh

olarak 7. evre larvalarinda GST aktivitesi artma egilimindedir. En yiiksek flukonazol

konsantrasyonu (1,0 g) ile beslenen 7. evre larvalart MDA miktarini (0,09 £ 0,01°den
0,27 £ 0,02’¢ nmol/mg protein) ve GST (3,7 + 0,6’den 11,20 + 0,74’e umol/mg

protein/min) aktivitesini artirdigini géstermistir.
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3.7. Griseofulvinin G. mellonella’nin Yas agirhgi, Yasama Orani, Gelisme
Siiresi ve Toplam Protein Miktarma Etkisi

3.7.1. Yas agirhk

Besindeki griseofulvinin en diisiik konsantrasyonu 7. evre larvalarinin yas agirhigini
onemli derecede artirirken pup ve erginlerin yas agirligini etkilememistir (Sekil
3.34). Griseofulvinin yiiksek konsantrasyonlarini igeren besinler larva, pup ve
erginlerin yas agirligin1 6nemli derecede azaltmistir. Bu antifungal maddenin en

yiiksek konsantrasyonu (1,0 g) ise ergin yas agirlig1 tizerine etkili olmamustir.
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Sekil 3.34. Griseofulvinin G. mellonella’nin yas agirligi lizerine etkisi. (a) Kontrol
ile griseofulvinin tiim konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi (P<0,05).
(b) Griseofulvinin 0,001 g’1 ile griseofulvinin 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin
karsilastiriimasi (P<0,05). (¢) Griseofulvinin 0,01 g’ ile griseofulvinin 0,1
ve 1,0 g’larinin Karsilastirilmasi. (d) Griseofulvinin 0,1 g’ ile griseofulvinin
1,0 g’nin Kkarsilagtirilmast (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (= S.E.)
ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 20 larva kullanilmistir

3.7.2. Yasama orani

Griseofulvinin en yiiksek konsantrasyonunu igeren besin 7. evre larvalarinin
yasamasini dnemli derecede diistiriirken bu antibiyotigin diisiik konsantrasyonlar1 bu

evredeki yasama orani {lizerinde etkili olmamustir. Besindeki griseofulvin
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konsantrasyonlar1 pup ve ergin olma oranint 6nemli derecede azaltmistir. En yiiksek
antibiyotik konsantrasyonu ise ergin olma oranini % 70,6 = 1,5’den % 22,4 + 1.4’e

dustirmiistiir (Sekil 3.35).
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Sekil 3.35. Griseofulvinin G. mellonella’nin yasama orani iizerine etkisi. (a)
Kontrol ile griseofulvinin tiim konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi
(P<0,05). (b) Griseofulvinin 0,001 g’1 ile griseofulvinin 0,01, 0,1 ve 1,0
g’larinin  karsilastirilmast (P<0,05). (c) Griseofulvinin 0,01 g’ ile
griseofulvinin 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilagtirilmasi. (d) Griseofulvinin
0,1 g’ ile griseofulvinin 1,0 g’nin karsilastirilmasi (P<0,05). Cubuklar
dort tekrarin (= S.E.) ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 20
larva kullanilmistir

3.7.3. Gelisme siiresi

Griseofulvinin en yiiksek konsantrasyonu 7. evre larvalarinin gelisimini 6nemli
derecede kisaltmistir. Bu antifungalin diisiik konsantrasyonlar1 ise larval gelisimi
etkilememistir (Sekil 3.36). Griseofulvinin 0,01 g’1 pup ve ergin evreye ulasma
stiresini  6nemli  derecede uzatmistir. Bu maddenin besindeki yiiksek
konsantrasyonlar1 (0,1 ve 1,0 g) ergin evreye ulasma stiresi tizerinde 6nemli bir etki

yapmamigtir.
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Sekil 3.36.  Griseofulvinin G. mellonella’nin gelisimi {lizerine etkisi. (a) Kontrol
ile griseofulvinin tiim konsantrasyonlarinin karsilastirilmast (P<0,05).
(b) Griseofulvinin 0,001 g’1 ile griseofulvinin 0,01, 0,1 ve 1,0
g’larmin karsilastirilmas: (P<0,05). (¢) Griseofulvinin 0,01 g’ ile
griseofulvinin 0,1 ve 1,0 g’larmin karsilastiriimasi. (d) Griseofulvinin
0,1 g’ ile griseofulvinin 1,0 g’nin karsilagtirilmasi (P<0,05). Cubuklar
dort tekrarin (£ S.E.) ortalamasin1 gostermektedir. Her bir tekrarda 20
larva kullanilmistir

3.7.4. Toplam protein miktar:

Griseofulvinin besindeki yiiksek konsantrasyonlar1 erginlerin toplam protein
miktarin1 6nemli derecede diistirdiigli halde en diisiik antibiyotik konsantrasyonu
protein miktarin1 arttirmistir. Griseofulvinin en yiiksek konsantrasyonu erginlerin

protein miktarini 2,23 + 0,13’den 0,53 + 0,01 mg’a dustirmiistiir (Sekil 3.37).
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Sekil 3.37. Griseofulvinin G. mellonella’nin toplam protein miktar1 {izerine etkisi.
(a) Kontrol ile griseofulvinin tiim konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi
(P<0,05). (b) Griseofulvinin 0,001 g’1 ile griseofulvinin 0,01, 0,1 ve 1,0
g’larinin  karsilastirilmast (P<0,05). (c) Griseofulvinin 0,01 g’ ile
griseofulvinin 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilagtirilmasi. (d) Griseofulvinin
0,1 g’ ile griseofulvinin 1,0 g’nin karsilastirilmasi (P<0,05). Cubuklar
dort tekrarin (= S.E.) ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 10
ergin kullanilmistir

3.8. Griseofulvinin Orta Bagirsak Malondialdehit (MDA) Miktari ve Enzim
Aktivitelerine Etkisi

Besindeki griseofulvin konsantrasyonlar1 4., 6. ve 7. evre larvalarinin
ortabagirsaginda MDA miktarin1 6nemli derecede arttirmistir. Denenen en yiiksek
griseofulvin konsantrasyonu 4. evre larvalarinin ortabagirsaginda MDA miktarini 4
kat, 6. ve 7. evre larvalarinda ise 2-3 kat arttirmistir. Griseofulvinin 0,1 ve 1,0 g’lar1
3. ve 5. evre larvalarinin MDA miktarin1 6nemli derecede arttirmistir. Buna karsin
dusiik antibiyotik konsantrasyonlar1 3. evre larvalarinda MDA miktarin1 azaltmistir

(Sekil 3.38).
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Sekil 3.38. Griseofulvinin G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda MDA
miktar1 tizerine etkisi. (a) Kontrol ile Griseofulvinin tiim
konsantrasyonlarinin karsilastirilmast  (P<0,05). (b) Griseofulvinin
0,001 g’ ile Griseofulvinin 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastiriimasi
(P<0,05). (c) Griseofulvinin 0,01 g’ ile Griseofulvinin 0,1 ve 1,0
g’lariin karsilastirilmasi. (d) Griseofulvinin 0,1 g’ ile Griseofulvinin
1,0 g’nin karsilastirilmast (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (= S.E.)
ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak
kullanilmistir

Besindeki yliksek antibiyotik konsantrasyonlar1 3. evre larvalarinin orta bagirsak
SOD aktivitesini 6nemli derecede azaltmistir. Tiim antibiyotik konsantrasyonlar1 5.
ve 6. evre larvalarinda SOD aktivitesinin artmasina neden olmustur. Enzim
aktivitesindeki azalma en diisik konsantrasyonda 4. evre larvalarinda da
gozlenmigstir. Yiiksek antibiyotik konsantrasyonlar1 4. ve 7. evre larvalarinin orta
bagirsaklarindaki SOD aktivitesi 6nemli derecede artmistir. Bu larval evrelerde en
yiiksek antibiyotik konsantrasyonunda enzim aktivitesinin 2 kat arttigi gdzlenmistir

(Sekil 3.39).
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Sekil 3.39. Griseofulvinin G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda SOD
aktivitesi lizerine etkisi. (a) Kontrol ile Griseofulvinin tiim
konsantrasyonlarinin karsilastirilmast  (P<0,05). (b) Griseofulvinin
0,001 g’ ile Griseofulvinin 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastiriimasi
(P<0,05). (c) Griseofulvinin 0,01 g’ ile Griseofulvinin 0,1 ve 1,0
g’lariin karsilastirilmasi. (d) Griseofulvinin 0,1 g’ ile Griseofulvinin
1,0 g’nin karsilastirilmast (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (= S.E.)
ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak
kullanilmistir

Besindeki griseofulvin konsantrasyonlar1 ile CAT aktiviteleri arasinda bir uyum
gozlenmemistir. Griseofulvinin tlim konsantrasyonlar1 3. ve 7. evre larvalarinin
ortabagirsaginda CAT aktivitesini 6nemli derecede azaltmistir. Bu konsantrasyonlar
7. evre larvalarinda yaklasik % 50 oraninda bir azalmaya neden olmustur. 4., 5. ve 6.
evre larvalarinda diisiik antibiyotik konsantrasyonlar1 CAT aktivitesini O6nemli
derecede artirirken, besindeki yiiksek konsantrasyonlar enzim aktivitesini azaltmigtir

(Sekil 3.40).
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Sekil 3.40. Griseofulvinin G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda CAT
aktivitesi lizerine etkisi. (a) Kontrol ile Griseofulvinin tiim
konsantrasyonlarinin karsilastirilmast  (P<0,05). (b) Griseofulvinin
0,001 g’ ile Griseofulvinin 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastiriimasi
(P<0,05). (c) Griseofulvinin 0,01 g’ ile Griseofulvinin 0,1 ve 1,0
g’lariin karsilastirilmasi. (d) Griseofulvinin 0,1 g’ ile Griseofulvinin
1,0 g’nin karsilastirilmast (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (= S.E.)
ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak
kullanilmistir

Griseofulvinin 0,001, 0,01 ve 1,0 g’lar1 3. evre larvalarinin ortabagirsaginda GST
aktivitesini yaklasik 3 kat arttirmistir. 4. ve 6. evre larvalarinda enzim aktivitesinin
doza bagli olmayan Onemli derecede azalma egilimi goézlenmistir. En diisiik
antibiyotik konsantrasyonu 5. evre larvalarinda enzim aktivitesinin 2 kat artmasina
neden olmustur. 7. evre larvalarinda GST aktivitesi artan antibiyotik

konsantrasyonuyla birlikte artis gostermistir (Sekil 3.41).
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Griseofulvinin  G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda GST
aktivitesi lizerine etkisi. (a) Kontrol ile Griseofulvinin tiim
konsantrasyonlarinin karsilastirilmast  (P<0,05). (b) Griseofulvinin
0,001 g’ ile Griseofulvinin 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastiriimasi
(P<0,05). (c) Griseofulvinin 0,01 g’ ile Griseofulvinin 0,1 ve 1,0
g’lariin karsilastirilmasi. (d) Griseofulvinin 0,1 g’ ile Griseofulvinin
1,0 g’nin karsilastirilmast (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (= S.E.)
ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak
kullanilmistir

Griseofulvinin disiik konsantrasyonlar1 3. ve 5. evre larvalarinin ortabagirsaginda

GPx aktivitesini Onemli derecede arttirmigtir. Antibiyotigin 0,01 g 4. evre

larvalarinda enzim aktivitesini kontrol besinle karsilastirildiginda 6nemli derecede

artmustir. Besindeki griseofulvin tiim konsantrasyonlar1 6. evre larvalarinda sirasiyla

GPx aktivitesini arttirmistir.  Diisiik  antibiyotik  konsantrasyonlart 7. evre

larvalarinda enzim aktivitesini 6nemli derecede azaltirken en yiiksek konsantrasyon

ayni larval evrede enzim aktivitesini arttirmistir (Sekil 3.42).
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Griseofulvinin G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda GPx
aktivitesi lizerine etkisi. (a) Kontrol ile Griseofulvinin tiim
konsantrasyonlarinin karsilastirilmast  (P<0,05). (b) Griseofulvinin
0,001 g’ ile Griseofulvinin 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastiriimasi
(P<0,05). (c) Griseofulvinin 0,01 g’ ile Griseofulvinin 0,1 ve 1,0
g’lariin karsilastirilmasi. (d) Griseofulvinin 0,1 g’ ile Griseofulvinin
1,0 g’nin karsilastirilmast (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (= S.E.)
ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak
kullanilmistir

Griseofulvinin en diisiik konsantrasyonu 4. evre larvalarinda ALT aktivitesini

arttirmigtir. Besine ilave edilen yliksek konsantrasyonlar 3., 4., 5. ve 7. evre

larvalarinin ortabagirsaginda ALT aktivitesini 6nemli derecede arttirmistir. Denenen

tiim konsantrasyonlar 6. evre larvalarinda enzim aktivitesinin azalmasina neden

olmustur. Griseofulvinin en yiiksek konsantrasyonu bu evrede ALT aktivitesini

yaklasik % 50 oraninda azaltmistir. Bu konsantrasyon 7. evre larvalarinda enzim

aktivitesinin 3 kat artmasina neden olmustur (Sekil 3.43).
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Sekil 3.43. Griseofulvinin G. mellonella larvalarimin ortabagirsaginda ALT

aktivitesi {lizerine etkisi. (a) Kontrol ile Griseofulvinin tiim
konsantrasyonlarinin karsilastirilmast  (P<0,05). (b) Griseofulvinin
0,001 g’ ile Griseofulvinin 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastirilmasi
(P<0,05). (c) Griseofulvinin 0,01 g’ ile Griseofulvinin 0,1 ve 1,0
g’larinin karsilastirilmasi. (d) Griseofulvinin 0,1 g’ ile Griseofulvinin
1,0 g’nin karsilastirilmast (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (= S.E.)
ortalamasini  gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak
kullanilmistir

Besindeki yiiksek konsantrasyonlar 3. evre larvalarinda AST aktivitesini 6nemli

derecede arttirmistir. 0,001, 0,01 ve 1,0 g antibiyotik konsantrasyonlar1 4. ve 7. evre

larvalardaki enzim aktivitesini arttirmistir. Griseofulvinin en yiiksek konsantrasyonu

AST aktivitesini 7. evre larvalarinda 2 kat arttirmistir. Bu konsantrasyon benzer

sekilde 5. evre larvalarinda da enzim aktivitesinin artmasina neden olmustur. Bazi

griseofulvin konsantrasyonlar1 5. ve 6. evre larvalarinda AST aktivitesini dnemli

derecede azaltmistir (Sekil 3.44).
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Sekil 3.44. Griseofulvinin G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda AST
aktivitesi lizerine etkisi. (a) Kontrol ile Griseofulvinin tiim
konsantrasyonlarinin karsilastirilmast  (P<0,05). (b) Griseofulvinin
0,001 g’ ile Griseofulvinin 0,01, 0,1 ve 1,0 g’larinin karsilastiriimasi
(P<0,05). (c) Griseofulvinin 0,01 g’ ile Griseofulvinin 0,1 ve 1,0
g’lariin karsilastirilmasi. (d) Griseofulvinin 0,1 g’ ile Griseofulvinin
1,0 g’nin karsilastirilmast (P<0,05). Cubuklar dort tekrarin (= S.E.)
ortalamasini gostermektedir. Her bir tekrarda 10 orta bagirsak
kullanilmistir

Griseofulvin igeren besinlerle beslenen G. mellonella’nin 7. evre larvalarinda GST
aktivitesi (R = 0,92, P < 0,05) ve SOD aktivitesi (R = 0,95, P < 0,05) MDA miktari
ile pozitif yonde uyum gostermektedir. Yapilan analizlere gore, 7. evre larvalarinda
griseofulvin konsantrasyonlar1 arttikca MDA miktarininda artmasina ve buna baglh
olarak GST ve SOD aktivitesinin artma egiliminde oldugu tespit edilmistir. 7. evre
larvalarinda en yiiksek griseofulvin konsantrasyonu MDA miktarinin (0,09 =+
0,01°den 0,25 £ 0,02’e nmol/mg protein) ve GST aktivitesinin (2,67 + 0,47°den 9,87

+ 1,17°e umol/mg protein/dk) artmasina neden olmustur.

3.9. Antibiyotiklerin Karsilastirmah Etkileri

Yapilan deneyler sonucu denenen dort antibiyotigin yas agirlik, yasama orani ve

gelisme stiresi lizerine etkileri asagidaki tabloda verilmistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Antibiyotiklerin G. mellonella’nin biyolojik parametrelerine ve
toplam protein miktarina karsilastirmali etkileri

Antibiyotikler Yas Agirhk Yasama Gelisme Toplam Protein

Oram Siiresi Miktar:
Streptomisin + +++ +++ ++
Flukonazol ++ ++ ++ ++
Penisilin + ++ ++ ++
Griseofulvin ++ + + 4+

(+) Az Toksik, (++) Orta Dereceli Toksik, (+++) Siddetli Toksik

Denenen dort antibiyotigin bocegin antioksidan enzimleri, malondialdehit miktar1 ve
aminotransferaz enzimlerinin aktiviteleri tizerine etkileri agagidaki tabloda verilmistir

(Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Antibiyotiklerin G.  mellonella’nin  antioksidan  enzimleri,
malondialdehit miktar1 ve aminotransferaz enzimlerinin aktivitelerine
karsilastirmali etkileri

MDA SOD CAT GST GPx ALT AST

Flukonazol +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++
Streptomisin +++ ++ +++ ++ +++ +++ +++
Griseofulvin +++ ++ ++ ++ + 4+ 4+
Penisilin A + + ++ ++ ++ ++

(+) Az Toksik, (++) Orta Dereceli Toksik, (+++) Siddetli Toksik
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4. SONUC VE ONERILER

Zararl1 bazi bocek tiirlerinin gelisimi ve liremesi i¢in gerekli besin maddelerinin
saglanmasinda Onemli role sahip olan orta bagirsaktaki endosimbiyont
mikroorganizmalarin antibiyotikler tarafindan 6ldiirilmesi sonucu bu bdcekler ile
miicadeleye yonelik caligmalar antibiyotiklerin bdcekler icin Onemini ortaya
koymustur [Costa ve ark., 1997; Pearson ve Raybould, 1998; Miao ve ark., 2004].
Diger taraftan antibiyotikler, boceklerin yapay besinler ile yetistirilmesi sirasinda
muhtemel bakteriyel ve fungal kontaminasyonlar1 Onlemek, besin almalarini
uyarmak ve biiylimelerini hizlandirmak amaciyla besinlere ilave edilmektedir. Bazi
calismalarda cesitli amaclar ile kullanilan antibiyotiklerin, bocegin yasama orani ve
gelisme stiresine etki etmeyen ancak kontaminasyonu Onleyebilen besinsel miktarlar
belirlenmis olup, bocek lizerinde olumsuz etkilere sahip olan miktarlarinin ise etki
mekanizmasi tizerinde durulmamustir [Liles, 1958; Singh ve House, 1970; Griffiths
ve Beck, 1974; Costa ve ark., 1997]. Boceklerin ortabagirsagi besinlerin
parcalanmasi ve sindirimi sirasinda meydana gelebilecek oksidatif hasara karsi
oldukca hassas oldugunun bilinmesine ragmen, bdceklerin sindirim dokusunda
antibiyotiklere karsi biyokimyasal stres belirteci olarak oksidatif ve antioksidatif
tepki mekanizmalari hakkinda bilgi bulunmamaktadir [Krishnan ve Kodrik, 2006].
Bu ¢alismanin sonuglari denenen besinsel antibiyotiklerin bécegin yasama orani ve
gelisme siiresi iizerindeki olumsuz etkilerinin larvalarin ortabagirsagina ulagan
antibiyotikler ile dogrudan uyarilan oksidatif hasara bagli olabilecegini
desteklemektedir. Bunu kanitlayan Onemli sonuglar elde edilmistir. Birincisi,
antibiyotiklerin farkli miktarlarin1 igeren besinler ile beslenen G. mellonella
larvalarinin ortabagirsaginda lipid peroksidasyon diizeyi dnemli derecede yliksek
bulunmustur. Ikinci olarak, denenen antibiyotiklerin etkileri her ne kadar doza
bagimli olmasa da antioksidan enzim aktivitelerinde Onemli degisimlere sebep
olmustur. Bu sonuglar besinsel antibiyotiklerin bdcegin biyolojik parametreleri
tizerindeki olumsuz etkilerinin, antibiyotiklerin prooksidatif etkilerine bagh

olabilecegini gdstermistir.
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Denenen antibiyotiklerin besinsel konsantrasyonlarima bagli olarak viicutta
biriktirilen antibiyotik miktari, larval sathada besin tiiketiminin diizenlenmesi veya
ergin olusumu sirasinda digki ile antibiyotigin okside olmus iiriinlerinin atilmasi ile
diizenlenir. Bu sekilde bocekler ¢ogu zaman antibiyotiklere karsi bir tolerans
gosterebilmektedir. Sikorowski ve Thompson streptomisin siilfat ilave edilen besinler
ile beslenen Heliothis virescens (Fabricius)’in dokularinda antibiyotik birikiminin
gbzlendigi ve bu antibiyotigin biiyiik bir boliimiiniin pup evresinden ergine gelisim

sirasinda digki ile atildigini gostermistir [Sikorowski ve Thompson, 1985].

Bu calismadan elde edilen sonuglar G. mellonella larvalarinin denenen
antibiyotiklere karsi oldukca hassas oldugunu gdostermistir. Bu antibiyotiklerin
besindeki yiiksek konsantrasyonlart bdcegin yagsama orani ve gelisme siiresini
olumsuz yonde etkilemistir. Bu konu ile ilgili yapilan diger calismalar benzer
sonuglar1 ortaya ¢ikarmis olup antibiyotiklerin yiiksek konsantrasyonlarinin yapay
besin ortamlarinin kalitesini azalttiklart ve toksisiteyi arttirdiklarini gdstermistir.
Besinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin bu antibiyotikler ile degismesine baglh
olarak gesitli boceklerde Oliim orani artmis, gelisme siiresi ise uzamistir [Singh ve
House, 1970; Alverson ve Cohen, 2002; Ruan ve ark., 2006]. Penisilinin besindeki %
0,1 ve %1 oranindaki konsantrasyonlart bezelye afidi, Acyrthosiphon pisum
(Harris)’un ortabagirsaginda simbiyont mikroorganizmalar1t 6ldiirmiis olup bdcegin
kendisine toksik etki yapmustir [Griffiths ve Beck, 1974]. A. affinis erginlerinin
yasama orani Penisilin G’nin besindeki 1,6 g’1 tarafindan % 90,7’den % 49,3’e,
streptomisin siilfatin 1 g’1 tarafindan % 90,7 den % 30,7’ye kadar diisiiriilmiistiir
[Singh ve House, 1970]. Bu iki antibiyotik A. affinis larvalarinin gelisim siiresini ise
% 70 oraninda geciktirmistir. Bu c¢aligmalarin sonuglar1 ile uyumlu olarak, % 1
oraninda penisilin ve streptomisin iceren besinler ile beslenen G. mellonella
larvalarinda % 50 oraninda 6lim gdzlenmis, gelisme siiresi ise Onemli derecede
uzamistir. Bu antibakteriyel antibiyotiklerin en yiiksek miktarlarini i¢eren besinler ile
yetistirilen larvalar sirasiyla % 35,5 ve % 25,5 gibi diisiik oranda ergin
olusturabilmiglerdir. Antifungal antibiyotikler olan flukonazol ve griseofulvinin en
yiiksek miktarlar1 ile beslenen larvalardan % 20 oraninda ergin elde edilmistir.

Besinle alinan bu antibiyotiklerin yasama orani iizerindeki olumsuz etkileri



64

antibiyotik aliminin artmasi sonucu olabilir. Daha 6nce yapilan caligmalar, besine
oldiiriici olmayan dozlarda ilave edilen antibiyotiklerin etkilerinin bu miktarlarin
besin bilesimleri ile etkilesimlerine bagli olarak degistigini ve dolayisiyla larvalarin
besin tiiketimi oraninin degisimine sebep olduklarini gostermistir [Biiyiikgiizel,
2001]. Cok yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, antibiyotik olan norfloksasin ilave
edilmis besin ile beslenen ipek bdcegi Bombyx mori L. larvalarinin besin tiiketimi
orani ve sindirim hizinin arttigi belirtilmistir [Rahmatulla ve ark., 2006]. Besin
tilketiminin artmasina bagli olarak fazla miktarda antibiyotik alimi ve sindirimin
hizlanmasi 6nemli derecede indirgen ve yiikseltgen potansiyele sahip orta bagirsakta
doku hasarmna neden olabilecek ROT {iretimini arttirabilir [Chamberlin ve King,
1998]. Habes ve arkadaslari orta bagirsakta oksidatif stres araciligiyla meydana gelen
doku hasar1 ve antioksidan savunma mekanizmasindaki zayiflamanin, besinle alinan
kimyasallarin olumsuz etkilerinin artmasina neden oldugunu gostermistir [Habes ve
ark., 2006]. Benzer sonuglar bu calismada ¢esitli antibakteriyel ve antifungal

antibiyotikler ile beslenen G. mellonella larvalarinda da elde edilmistir.

Bu calismada penisilinin 6ldiiriicii olmayan dozlarinda G. mellonella 7. evre
larvalarinin  gelisiminin hizlandi§1, yasama oraninin ve yas agirliginin arttif
gozlenmistir. Streptomisinin  besindeki diisiik konsantrasyonlarinda 7. evre
larvalariin gelisim siiresi bes giin erginlerinki ise 4 giin kisalmistir. Benzer sekilde,
streptomisinin 0,01 g’1 Nezara viridula L. nin gelisimini yaklasik 2 giin kisaltmus,
yasama oranini artirmig ve ergin Omiir uzunlugunu iki kati oraninda uzatmustir
[Hirose ve ark., 2006]. Bu antibiyotiklerin boceklerin biyolojik parametrelerindeki
olumlu etkileri besindeki diisiik konsantrasyonlarda antioksidan bir madde gibi
oksidan siipiiriicii  0zellige sahip olmalarindan ileri gelebilir. Bu goriis
antibiyotiklerin antioksidan 6zellige sahip olduklarin1 gdsteren galigmalar tarafindan
desteklenmektedir. Belirli konsantrasyonlarda ampisilin ve baz1 beta laktam
antibiyotikler okaryotik hiicrelerde H,0O,’1 uzaklagtirarak oldukc¢a toksik olan
hidroksil radikalinin olusumunu Onlemektedir [Gunther ve ark., 1993; Carreer ve
ark., 1998]. Bazi antibiyotikler ekonomik Oneme sahip bdceklerin ekonomik
ozelliklerinin iyilestirilmesi amaciyla biiylimeyi hizlandirici ve besin almalarim

uyarict olarak yapay besinlere ilave edilmektedir [Eid ve ark., 1989; Govindan ve
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ark., 1990, 1993; Saha ve ark., 1995]. Bu c¢alismalardan anlasildigi {izere diger
okaryotik organizmalar i¢in de gecerli oldugu gibi boceklerin toksik 6zelligi diisiik
maddelere kars1 koymak amaciyla biyolojik 6zelliklerini iyilestirici bazi1 metabolik
adaptasyon tepkileri verdigi bilinmektedir [Calabrese ve Baldwin, 2003; Cohen,
2006]. Biyolojik etkinlik parametreleri i{izerindeki olumlu etkiler, bocegin normal
homeostazisini saglamaya ve siirdiirmeye yonelik bir fizyolojik islev olabilir. Diger
taraftan antibiyotiklerin 6ldiiriicii olmayan dozlarinin G. mellonella larvalarinin orta
bagirsak dokusundaki antioksidan enzimlerini uyarmasi yasam parametrelerinin
tyilestirilmesine katkida bulunabilir. Bu durum Diptera takimina ait diger bazi tiirler
icin ileri siirtildiigii gibi ROT ve lipid peroksitlerin antioksidan enzimler tarafindan
ortadan kaldirilmasina bagli olarak oksidatif molekiiler hasarin azalmasi seklinde
aciklanabilir [Sestini ve ark., 1991]. Lepidoptera takimina ait bir tiir Spodoptera
exigua (Hiibner)’da bazi1 organofosforlu insektisitlerin diisiik konsantrasyonlarinin
toksisitesine karsi larval yasama orami ile birlikte detoksifikasyon enzimlerinin
aktifliklerinin de arttigt gozlenmistir [Adamski ve ark., 2003]. Biiyiikgiizel,
insektisitlerin diisiik konsantrasyonlarinda artan SOD aktivitesi ile birlikte yasama
oraninin ve yumurta veriminin arttigini, ergin evredeki yasama siiresinin (Smiir
uzunlugu) uzadigim goéstermistir [Biiylikgilizel, 2006]. Glutatyona bagimli enzimlerin
aktivitelerinin artmasi Drosophila melanogaster Meigen erginlerinin oksidatif strese
direncli olmasini ve daha uzun yasamalarini saglamaktadir [Sohal ve ark., 1995; Sun

ve ark., 2002].

Griseofulvinin yiiksek konsantrasyonlar1 ile yetistirilen G. mellonella erginlerinin
daha diisiik viicut agirligina ve toplam proteine sahip oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuglar yasama oranina ve gelisme siiresine olumsuz etki yapan antibiyotiklere
kars1 koruyucu mekanizmalar i¢in gerekli enerji saglamak {izere depolanan enerji
maddelerinin kullanildigini isaret etmektedir. Diger taraftan, insektisitlerin dldiirticii
olmayan dozlarina maruz kalan organizmalarda bu insektisitlerin toksik etkilerine
kars1 gelistirilen direng ile orantili olarak protein miktarinin arttid1 tespit edilmistir
[Philip ve Rajasree, 1996]. Bu sonuglar ile uyumlu olarak griseofulvinin en diisiik
konsantrasyonunu igeren besin ile beslenen G. mellonella erginlerinin toplam protein

miktarinda O6nemli artis gdzlenmistir. Streptomisin ve flukonazolun diisiik
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konsantrasyonlarint igeren besinler ile yetistirilen erginlerin toplam protein
miktarinda da istatistiksel bakimdan &nemli olmayan bir artis bulunmustur. Insektisit
ile maruz kalindiginda, enerji iiretimi i¢in gerekli yedek besin molekiilleri ve
detoksifikasyon enzimlerinin  olusturulmast  acisindan protein  sentezinde
kullanilabilecek serbest amino asitleri saglamak iizere proteazlar Onemli rol
oynamaktadir [Ramaswamy, 1987]. Thayer ve arkadaslar1 penisilin ve
oksitetrasiklinin Aedes aegypti L. de bazi amino asitlerin miktarini etkiledigini
gostermigtir [Thayer ve ark., 1973]. Eid ve arkadaslart bazi antibiyotikler ile
muamele edilen dogal besinlerle beslenen P. ricini’nin ipek proteini ve viicut
agirhiginda 6nemli bir artis saglarken, ipek proteinine amino asitlerin katilimini ise
hizlandirdigin1 belirtmislerdir [Eid ve ark., 1989]. Antibiyotiklerin ipek bocegi
Bombyx mori L., larvalarinin besindeki azot kaynagin etkili bir sekilde kullanimini
sagladig1 ve bocegin yas agirligini arttirdigini gostermistir [Murthy ve ark., 1954;
Saha ve ark.,1995].

Penisilin ve diger denenen antibiyotiklerin boceklerde énemli bir etki mekanizmasi
olarak protein sentezini engelleyici bir rollerinin oldugu tam olarak bilinmemektedir.
Buna karsilik, besin alimina ve besin kullanimina etkisini anlamak amaciyla besine
ilave edilen antibiyotiklerin bazi bodceklerin toplam viicut proteini bilesimine
etkilerini inceleyen ¢alismalar bulunmaktadir [Biiyiikgiizel, 2002; Biiyiikgiizel ve
Icen, 2004]. Ayrica, bazi besinsel katki maddelerinin G. mellonella iizerindeki
etkisini degerlendirebilmek i¢in bocegin toplam doku protein miktarindaki
degisimlerin 6nemli bir belirte¢ olduguna dair giiclii kanitlar mevcuttur [Hanley ve
ark., 2003]. Toplam protein miktarindaki degisimler G. mellonella larvalarinin
besinle alinan antibiyotiklere karsi oldukca hassas oldugunu isaret etmistir. Bocegin
biyolojik parametreleri iizerindeki olumsuz etkiler orta bagirsakta antibiyotigin
yiiksek oranda emilimi, bagirsagin osmotik dengesini ve pH’in1 degistirmesi sonucu
ortaya ¢ikmig olabilir. Streptomisin alkali pH’da, penisilin ise diisiik pH’da oldukca
aktiftir [Katzung, 1987; Toala ve ark., 1970]. Flukonazol ve griseofulvin oral yolla
alindiktan sonra yliksek bir biyoyararlanma 6zelligine sahip olmalarina ragmen
bagirsaktan emilimleri pH’a bagimli degildir [Koks ve ark., 1996]. Flukonazol sterol

biyosentezi sirasinda lanosterolii ergosterole doniistiiren sitokrom P-450 14o-
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demetilaz enzimini inhibe eder [Lyman ve Walsh, 1992]. Bu antibiyotiklerin etki
gosterebildikleri hedef organizmalarindaki etki mekanizmalar1 bilinmesine ragmen,
bdceklerdeki etkilerini hangi mekanizma ile gdsterdikleri merak edilen bir konudur.
Boceklerde bu antibiyotiklerin etki mekanizmalarindan birisi olarak ROT’lar
olusturduklart heniiz tam olarak bilinmemektedir. Baz1 ¢aligmalar antibiyotiklerin
asil etki mekanizmalarinin yanisira ikincil etki mekanizmasi olarak ROT {iretimi ile
bakterileri oldiirdiiklerini gdstermistir [Miyachi ve ark., 1986]. Bu sebeple, G.
mellonella larvalarimin ortabagirsaginda antibiyotiklerin sindirimi  sirasinda
ROT’larin olusabilecegi sdylenebilir. Orta bagirsak MDA miktarinin oldukega yiiksek
bulunmasi1 G. mellonella larvalarinin besinle alinan prooksidanlarin sindirimi ile

onemli derecede etkilenebildigini gostermistir.

Lipid peroksidasyonunun onemli bir belirteci olan MDA diizeyi bdcegin larval
gelisme evreleri ve antibiyotik konsantrasyonlarina gore degisiklik gostermistir. Orta
bagirsakta artan MDA miktari, besin ile alinan antibiyotige bagli olarak reaktif
oksijen radikallerinin iiretiminin artmasi ve buna bagli olarak antioksidan savunma
sisteminin zayiflamasindan ileri gelebilir. Yiiksek antibiyotik konsantrasyonlarinda
larvalarin  ortabagirsagindaki MDA miktarinda artis goriilmesi bu goriisi
desteklemektedir. Baz1 larval evrelerde orta bagirsaktaki antioksidan enzimlerin
aktivitelerinin penisilin, streptomisin, flukonazolun ve griseofulvinin ¢esitli
konsantrasyonlar1 tarafindan diisiiriildiigli tespit edilmistir. Korelasyon analizleri
cesitli larval evrelerin orta bagirsak MDA miktar1 ile SOD ve GST enzimi arasinda
negatif iliski bulundugunu gostermistir. Benzer iligki ¢esitli ¢evresel kirleticiler ile
maruz birakilan bdoceklerde de gozlenmis olup artan toksisiteye bagli olarak
antioksidan enzimlerin aktivitelerinde 6nemli diisiis olmustur [Cervera ve ark., 2003].
Diger taraftan antibiyotiklerin bazi konsantrasyonlar1 MDA miktarinda bir artiga
sebep olurken, orta bagirsaktaki antioksidan enzimlerin aktivitelerinde 6nemli bir
degisiklik gézlenmemistir. Artan MDA miktarina karsilik antioksidan enzimlerde bir
degisiklik olmayist olusan ROT’lart siipiirmek icin antioksidan enzimlerin hiicredeki
bazal aktivitelerinin yeterli oldugunu isaret etmektedir. Diger taraftan bu durumu
bdceklerin ortabagirsaginin - diigiik molekiiler agirliginda antioksidan maddeler

icermesi ve peritrofik zarla ¢evrilmesi sonucu kendilerini dokuya 6zgii antioksidatif
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savunma mekanizmalariyla korumasi ile agiklamak miimkiindiir [Barbehenn ve
Stannard, 2004]. Bocegin ortabagirsaginda antioksidan enzim aktivitelerinin
yiikselmesi, artan oksidatif strese karsi adaptasyonu saglamak i¢in metabolizmanin
hizlandigini isaret edebilir. Bu goriisii desteklemek icin G. mellonella’da detayh
calismalara gereksinim duyulmasina ragmen ¢esitli ¢cevresel kirleticilere maruz kalan
diger bazi boceklerde metabolizmanin hizlandigi, oksijen tiikketiminin artmasi ile

anlasilmistir [Ahmad, 1995; Pardini, 1995].

G. mellonella larvalarinin ortabagirsagindaki SOD ve CAT aktiviteleri denenen
antibiyotiklerin baz1 konsantrasyonlar tarafindan arttirilmigtir. Pritsos ve arkadaglari
stiperoksit olusumunu katalizleyen g¢esitli maddeler ile maruz birakilan Lepidoptera
takimina ait bazi bdceklerde SOD ve CAT enzimlerinin 6nemli derecede
yikseldigini gostermistir [Pritsos ve ark., 1990]. Felton ve Summers tarafindan da
ileri siiriildiigii gibi antibiyotikler ile beslenen larvalarin SOD ve CAT enzimlerinin
aktiviteleri arasinda ters bir iliski ortaya ¢ikmistir [Felton ve Summers, 1995].
Ornegin, penisilin ile beslenen 7. evre G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda
SOD aktivitesi artarken CAT aktivitesi diismiistiir. Bu sonuglar CAT aktivitesindeki
azalmanin larvalarin ortabagirsagindaki fazla miktarda biriken antibiyotigin sindirimi
sirasinda yliksek oranda olusan siiperoksit (O,. ) ve hidroksil ("OH) radikallerinden

kaynaklanabilecegini gostermektedir.

Antibiyotikle beslenen larvalarin ortabagirsaginda artan MDA miktar1 ile orantili
olarak yiikselen GST aktifligi, antibiyotikler tarafindan uyarilan oksidatif stresin
zararli etkilerine kars1 bu enzimin koruyucu role sahip olabilecegini gosterir. GST
enzimi, substratt olan indirgenmis glutatyon (GSH) aracilifiyla reaktif oksijen
tirlerinin ve lipid peroksitlerin detoksifikasyonu ile oksidatif hasarin ortadan
kaldirllmasinda 6nemli role sahiptir [Singh ve ark.,, 2001]. Larvalarin
ortabagirsaginda GST aktifliginin azalmasi ile birlikte MDA miktarinda artis
gozlenmesi, yiiksek antibiyotik toksisitesi sirasinda GSH miktarinin yetersiz
kalmasindan ileri gelebilir. GST izoformlar1 boceklerde insektisit direngliligini
saglayan detoksifikasyon enzimlerinin 6nemli grubudur [Yu ve ark., 2004]. Siddetli

insektisit toksisitesine maruz kalan boceklerde GST aktivitesinin 6nemli derecede
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yiiksek oldugu bulunmustur [Punzo, 1993; Vontas ve ark., 2001]. Bu ¢alismalarda
bulunan sonuglar en yiiksek antibiyotik konsantrasyonlari ile beslenen G. mellonella
larvalarinin ortabagirsaginda tespit edilen yiiksek GST aktiviteleri ile uygunluk
gostermektedir. Sonug olarak GST aktivitesinin, antibiyotikler tarafindan uyarilan

oksidatif stres ile iligkili olarak artt1g1 gézlenmistir.

G. mellonella larvalarmin ortabagirsaginda GPx aktifliginin artmasi, antibiyotik
toksisitesine ve serbest radikal {iiretiminin kacinilmaz bir sonucu olan lipid
peroksidasyonu seviyesinin yiikselmesine karsi bdcegin metabolik bir adaptasyon
gostermesinin ~ sonucu  olabilir.  Diger taraftan, antibiyotiklerin  yiiksek
konsantrasyonlar1 tarafindan GPx aktivitesinin 6nemli derecede diisiiriilmesi, asir1
serbest radikal {retimi yiizinden enzim inaktivasyonuna dayandirilabilir. GPx
enzimi, lipid hidroperoksitler ve hidrojen peroksitleri glutatyon araciligiyla
indirgeyerek zararli etkilerini ortadan kaldirmaktadir. GPx enzimi, indirgenme
yiikseltgenme reaksiyonlart ve ¢esitli hiicresel islevler ile iligkili olabilen farkl
kaynakli oksidatif stresler aracilifiyla yapist bozularak islevini yitirebilmektedir
[Miyamoto ve ark., 2003]. Baz1 antibiyotik konsantrasyonlar1 tarafindan orta bagirsak
GST aktivitesi diistiriiliirken GPx aktivitesinin ylikselmesi antibiyotik stresi sirasinda
diger GST izoformlarinin da rol oynayabilecegine isaret etmektedir. Krishnan ve
Sehnal Lepidoptera takimina ait bir tiirlin ortabagirsaginda GST enziminin GPx
benzeri bir aktifliginin (GST-GPx) oOnemli derecede yiikseldigini gostermistir
[Krishnan ve Sehnal, 2006].

SOD, CAT ve GPx enzimleri ROT’lara kars1 savunmada birlikte 6nemli rol oynayan
bir antioksidan enzim grubudur [Bandhopadhay ve ark., 1999]. Diger Okaryotik
hiicrelerde oldugu gibi orta bagirsak hiicrelerinde antibiyotiklerin oksidasyonu
sirasinda  siiperoksit radikalleri olusturulabilir [Vijayalekshmy ve ark., 1992;
Abdrashitosa ve Ramanov, 2001]. Bazi oksijenaz enzimleri tarafindan
antibiyotiklerin oksidatif olarak aktiflestirilmesi sirasinda siiperoksitlerin asiri
tiretimi antioksidan enzimleri inaktiflestirebilir [Kono ve Fridovich, 1982]. Boylece
antioksidan enzimlerin oksidatif inaktivasyonu sonucu orta bagirsak dokusundaki

biyomolekiillerde oksidatif olarak hasar olusabilir. Krishnan ve Kodrik sindirilen
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allelokimyasallara bagli olarak artan oksidatif stres ile Spodoptera littoralis
(Boisduval) larvalarinin orta bagirsak dokusundaki biyomolekiillerin 6nemli
derecede hasara ugradigini tespit etmistir [Krishnan ve Kodrik, 2006]. Olusan serbest
radikallerin G. mellonella i¢in temel yag asitleri olan linoleik ve linolenik asit ile
etkilesimleri bocegin gelisimine olumsuz etki yapabilecek derecede lipid
hidroperoksitleri olusturabilir [Dadd, 1985; Stanley-Samuelson ve ark., 1987].
Yiiksek SOD ve GPx aktiflikleri orta bagirsaktaki lipid hidroperoksitleri ve diger
ROT’lar1 uzaklagtirabilir. Hiicresel antioksidan savunma sistemi artan lipid
peroksitleri ve ROT’lar1 uzaklastiramayacak sekilde zayifladiginda hiicresel hasar
ortaya ¢ikmaktadir. Yani artan lipid peroksidasyon diizeyine bagli olarak sitozolik
bilesenlerin dagilmasit ve sonugta hiicre Sliimiine sebep olacak diizeyde hiicre zari

lipidlerinde bozulma goriilebilir.

Bu calisma ayrica diger 6nemli bir sonucu ortaya g¢ikarmistir. Antibiyotiklerin
ozellikle flukonazol ve griseofulvinin yiiksek konsantrasyonlari ile beslenen
larvalarin ortabagirsaginda lipid peroksidasyonu ile birlikte transaminaz enzimleri
ALT ve AST aktivitelerinde de 6nemli artis olmustur. Bu sonuglar antibiyotiklerin
serbest radikaller iizerinden lipid peroksidasyonunu baslatarak bécegin orta bagirsak
dokusunda siddetli metabolik bozukluklara ve nekrotik hiicre O6liimiine neden
olabilecegini gostermektedir. Antibiyotiklerin Okaryotik organizmalarda hiicre
Oliimiine yol actig1 ve etkinin antibiyotik konsantrasyonuna bagli olarak arttig
bilinmektedir [Kumakura ve ark., 2004]. ALT ve AST boceklerin orta bagirsak ve
diger bir ¢ok organinda bulunur [Parenti ve ark., 1985]. Bu enzimler memelilerde
oldugu gibi Lepidoptera takimina ait boceklerin dokularinda da enerji kaynagi
molekiiller arasinda gecis saglamak icin amino asitlerden a-keto asitlere amino
grubunu transfer ederler [Halarnkar ve Schooley, 1995]. Antibiyotikler ile beslenen
G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda ALT ve AST aktifliklerinin artmasi
amino asit metabolizmasinin bozulmasina bagli olarak metabolik aktivitenin
hizlandiginin bir gostergesi olabilir. Antibiyotikler ve diger insektisitler tarafindan bu
dokularda meydana getirilen oksidatif hasarin ALT ve AST aktivitelerini artirdig
ortaya c¢ikarilmustir [Eid ve ark., 1989; Icen ve ark., 2005]. Ortabagirsaga 6zgii

antioksidan enzimlerin bazal seviyeleri orta bagirsak epitelini, ¢esitli oksidanlar
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tarafindan uyarilan hiicre hasarindan koruyabilir [Lee ve Berenbaum, 1989;
Barbehenn, 2002]. Buna ragmen, antibiyotiklerden kaynaklanan oksidatif stresin
fazlas1 hiicre Oliimiine yol acabilecek derecede orta bagirsak dokusundaki
biyomolekiillere oksidatif olarak hasar verebilir. G. mellonella larvalarinin
ortabagirsaginda antioksidan enzimler ve transaminazlarin aktivitelerindeki
degisimin antibiyotiklerin besindeki artan konsantrasyonlari ile iligkili olarak ortaya
cikmadigr tespit edilmistir. Antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki bu diizensiz
degisim antibiyotiklerin farkli konsantrasyonlar: ile uyarilan oksidatif stresin farkli
oranlarda algilanmasi sonucu olabilir. Baz1 DNA sentezi inhibitorleri ile yapilan daha
onceki cgalismalar, antibiyotiklerin besindeki farkli konsantrasyonlarmin bdcekler
tizerindeki diizensiz etkilerinin bu miktarlarin besin bilesenleri ile etkilesimine bagl
oldugunu gdstermistir [Biiyiikgiizel, 2001; Biiyiikgiizel ve Igen, 2004]. Lepidoptera
takimma ait bazi tiirlerin yapay besinine ilave edilen katki maddelerinin
konsantrasyonlar1 ile c¢esitli detoksifikasyon enzimlerinin aktiviteleri arasinda

dogrusal bir iligki bulunamamistir [Hemming ve Lindroth, 2000].

Antibakteriyel antibiyotikler penisilin ve streptomisin ile beslenen G. mellonella 7.
evre larvalarinin MDA miktar1 ile yasama orani arasinda negatif bir iligki
bulunmustur. Ayrica penisilin ile beslenen larvalarin yagama orani ile GST enzimi
arasinda pozitif bir iliski bulunmaktadir. Flukonazol ve griseofulvin ile beslenen
larvalarin MDA miktar1 ile yasama orani arasinda negatif ancak istatistiksel olarak
onemli olmayan bir iligki, flukonazol ile beslenen larvalarin yasama orani ile GST
enzimi arasinda ise onemli olmayan pozitif iligski tespit edilmistir. Antibiyotikler
tarafindan orta bagirsakta antioksidan enzimlerin aktivitelerinin diisiiriilmesi sonucu
tiretimi artan ROT’larin antibiyotiklerin bdcegin yasama orani ve gelisme siiresi
tizerindeki olumsuz etkilerinde 6nemli rolleri bulunabilir. Ayrica griseofulvin igeren
besinler ile beslenen larvalarin ortabagirsagindaki ALT aktivitesi ile yasam ve
gelisim arasinda negatif bir iligki bulunmustur. Bu c¢aligmadan elde edilen veriler
antibiyotiklerin diisiik konsantrasyonlarinda yasama orani ve gelisme siiresi lizerinde
ortaya ¢ikan olumlu etkilerin bécegin enzimatik antioksidan kapasitesinin arttirilmasi
sonucu oksidatif stresin azalmasindan ileri gelebilecegini gostermistir. Larvalarin

orta bagirsak dokusunda antioksidan enzimlerin aktifliklerinin artmasi sonucu
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antibakteriyel antibiyotiklerin sebep oldugu serbest radikallerin zarar verecekleri
biyomolekiillerden daha c¢ok antioksidan enzimler ile karsilagsmalar1 sonucu,
verdikleri zarar en az diizeyde olur. ALT ve AST aktivitelerinde 6nemli degisimler
olmasina ragmen flukonazol ve griseofulvinin bdcek {izerindeki etkilerinde de bir
dereceye kadar oksidatif stres etkili olabilir. Antioksidan enzimlerin yliksek orandaki
oksidatif stres altinda serbest radikallerin saldirisina olduk¢a hassas oldugu
bilinmektedir [Kono ve Fridovich, 1982; Pigeolet ve ark., 1990; Miyamoto ve ark.,
2003]. Fazla miktardaki ROT tarafindan orta bagirsakta antioksidan enzimlerin ve

transaminaz enzimlerin inaktif duruma getirilmesi ile hiicre hasar1 olusturulabilir.

Lipid, karbohidrat ve protein bdceklerin fizyolojik islevleri icin kullanilmak iizere
gerekli enerji kaynagini saglayan ve yag dokuda depolanan baslica biyomolekiillerdir
[van der Horst ve ark., 1987]. Penisilin, streptomisin ve flukonazol antibiyotiklerinin
yiikksek miktarlarin1 iceren besinler yas agirligi arttrmis ancak G. mellonella
erginlerinin toplam protein miktarin1 diisiirmiistiir. Bu sonuglar boceklerin yogun
antibiyotik toksisitesi altinda enerji ihtiyacini karsilamak iizere kimyasal bilesimini
degistirerek viicut biiylikliiglinii ayarlamasi seklinde bir adaptasyon gosterdiklerini
isaret etmektedir. Diger bocek tiirleri ile yapilan caligmalardan bu goriisleri
destekleyen Onemli sonuglar elde edilmistir. Park ve Keeley bazi insektisitlerin
hamam bdcegi tiirli, Blaberus discoidalis (Serville)’te enerji depo maddelerinin
azalmasia sebep olarak oliim oranini arttirdigini gostermistir [Park ve Keeley,
1998]. Sitophilus zeamais Mots. ile yapilan bir ¢alismada bu bocegin insektisitlere
direngli olanlarinin, hassas olanlara gore daha fazla proteine sahip oldugu
belirlenmistir [Guedes ve ark., 2006]. Diger taraftan, insektisitlerin toksik
ozelliklerinin ortadan kaldirilmasi ile toplam viicut proteini arasinda anlamli bir iligki
bulundugunu vurgulayan calismalar mevcuttur [Nath ve ark. 1997; Ahmed ve ark.,
2002]. Bu arastiricilar siddetli insektisit toksitesi altindaki boceklerde temel bir
fizyolojik olay olarak proteaz aktifliginin enerji ihtiyacin1 karsilamak amaciyla
arttigin1 gostermislerdir. Fragoso ve arkadaglart bir bocegin gelismesi ve iiremesi
bakimindan en iyi performansta olmasi enerji i¢in gerekli biyomolekiillerin daha
etkili depolanmasina bagli olarak daha fazla bir viicut agirligina sahip olmasi ile

miimkiin olacagini belirtmistir [Fragoso ve ark., 2005].
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Bu calismanin sonuglari denenen antibiyotiklerin G. mellonella larvalarinin
sindirim kanalinin 6nemli bir boliimii olan orta bagirsakta oksidatif strese sebep
olarak bocegin hem larval hem de larva evresi sonrasindaki yasama oranini ve
gelisme siiresini olumsuz yonde etkiledigini ortaya ¢ikarmistir. Elde edilen sonuglar
ayn1 zamanda antibiyotiklerin bdcegin tiim gelisim evrelerindeki yasama orani,
gelisme siiresi ve yas agirligl yaninda ergin bireylerin toplam viicut proteini miktari
tizerinde de etkili oldugunu gdstermistir. Boylece zararli bocekler ile miicadelede
segilecek kimyasal maddenin bdcegin sindirim sistemine etki edecek sekilde
secilmesi olduk¢a Onemlidir. Bu ¢aligma bdceklerin ortabagirsaginda sindirimden
sorumlu enzimler kadar sindirim sirasinda meydana gelebilecek reaktif iirlinlerin
zararlarim1 ortadan kaldiracak olan antioksidan savunma sistemi enzimlerinin
aktiflikleri 6nlenerck de kimyasal miicadele yapilabilecegini gostermektedir [Baker
ve ark., 1984; Broadway, 1997]. Son zamanlarda diinyadaki ¢aligmalar kimyasal
miicadelede yeni bir hedef mekanizma arama yoniinde odaklanmis olup beslenme ve
sindirim fizyolojisinin bu amagcla kullanilan kimyasal insektisitlerin etki edebilecegi
giiclii bir hedef olabilecegi kararina varilmistir [Oppert ve Johnson, 2004].
Antibiyotiklerin kendilerine 6zgii etki mekanizmalar ile belirli konsantrasyonlarda
insan ve yiiksek organizasyonlu hayvanlarin baz1 bakteriyel ve fungal
enfeksiyonlarin tedavisinde konak organizmaya zarar vermeden kullanildig:
bilinmektedir. Geleneksel sentetik insektisitler ile karsilastirildiginda, bu ¢alismada
kullanilan antibakteriyel ve antifungal antibiyotikler penisilin, streptomisin,
flukonazol ve griseofulvin tiim canlilar i¢in genel olan hedef bir mekanizmayi
etkileme yerine bdceklerin sindirim kanalinda oksidatif stres olusturarak secici bir
etki mekanizmasi ile zararli boceklerin kimyasal miicadelesinde hedef olmayan
canlilara karsi daha gilivenilir olarak kullanilabilecektir. Bu konuda farkh
antibiyotikler ve daha genis bir zararli bocek grubuyla detayli ¢alismalara ihtiyag

bulunmaktadir.
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