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Antiviral madde asiklovirin bal peteginin énemli bir zararlis1 olan bilyiik bal
mumu giivesi Galleria mellonella L.’nin degisik yapay ve dogal besinlerine ilave
edilmesi ve farkl: gelisim evrelerine uygulanmasi ile bicegin yas agirligi, yagama,
gelisimi, ergin evredeki yasama siiresi, yumurta verimi ve yumurtalarin agilma
oranina etkileri incelendi. Bu etkiler beslenme ortamina, gelisim evresine ve
asiklovirin uygulanma sekline gdre degismistir. Asiklovirin diigiik miktarlarin
igeren yapay besinler (0,001 ve 0,01 g/100 ml besin) yasamay: Snemli derecede
azaltmigtir. Bu maddenin 0,1 ve 1,0 g’ igeren yapay ve dogal besinlerin hig biri
bdcegin yasamu ilizerinde etkili olmamlsﬁr. Haydak’in yapay besininde bulunan
asiklovirin 1,0 g’1 larvalarin yas afirhiim diisiirmiis ergin olma siiresini ise



OZET (devam ediyor)

Snemli derecede geciktirmistir. Bu miktar, dogal besin olarak bol miktarda bal
iceren petekte ise yas agirhi artirmug, gelisimi hizlandirmigtir. Asiklovirin
denenen en yiiksek miktar: (3,0 g) her iki yapay besinde ve dogal besinde, koyu
renkli eski bal peteginde yasamay: Onemli derecede azaltrmg gelisimi de
geciktirmistir. Asiklovirin 1,0 g’min ilave edildigi Bronskill’in yapay besini ve
dogal besin, koyu renkli eski bal petegi erginlerin yasama siiresini 6nemli
derecede uzatmistir. Asiklovirin bu miktar1 besin ortamlarindaki bakteri, kiif ve
maya kontaminasyonunu énlemede etkili olmustur. Bu etki besindeki mikrobiyal
organizmalarin tiirline, sayisina ve beslenme ortamina gére degismistir.
Yumurtalarin % 0,01°lik asiklovir ¢6zeltisine batirilmasi yeni agilan larvalarin
ergin evreye kadar yasamimi Onemli derecede artirnmus gelisim siiresini ise
kisaltmistir. Bu ¢ozelti erginlerin yag agirhgimi etkilememigtir. Yumurtadan yeni
cikmig larvalann asiklovirin % 0,01°lik ¢6zeltisi ile muamele edilmesi ise
yalmizca olgunlasan larva yiizdesini artirmugtir. Asiklovir miktarlarimin hepsi bu
larvalarin ergin olma siiresini kisalttif1 gibi erginlerin yas agirligini da artirmistir.
Asiklovirin denenen yiiksek konsantrasyonlu g6zeltileri (3,0 ve 6,0 g/100 ml)) ile
muamele edilen dordiincii evre larvalarinin ergin evredeki yasami azalnug gelisimi
ise gecikmigtir. Asiklovirin % 1,0 ve 6,0°lik ¢ozeltisi bir giinlik puplarin ergin
olma oranim 6nemli derecede artirmig; ancak bu evreye ulagmak i¢in gerekli
stireyi etkilememigtir. Asiklovirin % 6,0’lik ¢6zeltisinin olgun larvalara enjekte
edilmesi ergin olma oramimi diigiirmiis, gelisimi geciktirmistir. Ergin disilere
enjekte edilen % 1,0’lik asiklovir ¢ozeltisi bir giinde disi basina birakilan
yumurtalanin sayisim azaltmig ancak agilan yumurta sayisim ve oranini artirmigtir,

Anahtar Kelimeler: Galleria mellonella, asiklovir, yagama, yapay ve dogal
besin, beslenme

Bilim Kodu: 401.04.02
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The effects of antiviral agent, acyclovir, on wet weight, survival, development,
adult longevity, fecundity and hatchability of a serious honeycomb pest, greater
wax moth Galleria mellonella L. were investigated by adding this agent into
various natural food and synthetic diets, and by applying to different
developmental stages. These effects varied with the rearing media, developmental
stages and application type of acyclovir. The synthetic diets with the low amounts
of acyclovir (0.001 and 0.01 g/100 g of diet) significantly decreased the survival.
None of the synthetic diet and natural food with 0.1 and 1.0 g of this agent had
effect on survival of the insect. Haydak’s synthetic diet with 1.0 g of acyclovir
decreased wet weight and significantly prolonged developmental time for adult
emergence. The natural food (honeycomb containing abundantly honey) with this

amount increased the wet weight and accelerated development of the insect. Each



ABSTRACT (continued)

synthetic diet and natural food (dark old honeycomb) with the highest amount of
acyclovir (3.0 g) significantly decreased survival and delayed development.
Addition of acyclovir (1.0 g) into Bronskill’s synthetic diet and dark old
honeycomb as natural food increased the longevity of adults. This amount of
acyclovir was also of capable of preventing the bacterium, mold and yeast growth
in both synthetic diet and natural food. This capability varied according to species
and number of microbial organisms, and rearing media. Dipping of eggs in 0.01%
of acyclovir (0.01 g/100 ml) significantly increased the survival and shortened the
development of newly-hatched larvae until adult stage. This solution had no effect
on the wet weight of adults. When newly-hatched larvae were directly treated with
the concentration of 0.01% acyclovir, only percentage of mature larvae was
increased. This antiviral agent at all tested concentrations shortened the
developmental time of these larvae to adult emergence and increased the wet
weight of the adults. Treating of fourth instar larvae with the high concentrations
of acyclovir (3.0 and 6.0 g/100 ml) significantly reduced the survival and
prolonged the development to adult stage. Acyclovir at the concentration of 1.0
and 6.0% significantly increased the rate of adult emergence of the one-day old
pupae but was not effective on developmental time for adult stage. Injection of
6.0% acyclovir into mature larvae reduced the rate of adult emergence and
prolonged the development to adult stage. Acyclovir at the concentration of 1.0%
reduced number of eggs laid per female per day however, the number of eggs
hatched and hatchability were increased when females were injected.

Key Words: Galleria mellonelia, acyclovir, survival, synthetic and natural diet,

nutrition
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BOLUM 1
GIRiS

Lepidoptera takimina ait tlirlerin biiyllk bir ¢ogunlufu tarim zararlisi
olduklarindan ekonomik olarak Gnemli bGceklerdir. Bu boceklerin kimyasal
ekolojilerinin ve biyokimyasal fizyolojilerinin ¢alisilabilmesi i¢in laboratuvar
sartlarinda yetigtirilmeleri gereklidir. Bu durum dogal besine gore daha diisiik
maliyeti olan yapay besinlerin ve in vifro kiiltiir tekniklerinin gelistirilmesi
zorunlulugunu ortaya gikarmigtir. Zararli lepidopter tiirlerin geligtirilen yapay
besinler ile kiiltire alinmasi ekoloji ve fizyolojilerinin yaninda bunlarin farkli
evrelerindeki bazi metabolik olaylarimin molekiiler diizeyde incelenmesine de
olanak saglar (Mandato et al., 1997; Pohlon and Baldwin 2001; Biiyiikgiizel et al.,
2002; Tunaz et al., 2002).

Galleria mellonella L'nin da dahil oldugu bazi zararli lepidopter tiirlerini
laboratuvarda yetigtirmek amaciyla ilk defa Haydak (1936) tarafindan yapay bir
besin ortam gelistirilmigtir. Daha sonra bu besin kullanilarak G. mellonella L.’nin
bazi besinsel ihtiyaglan belirlenmeye caligilmigtir (Haydak, 1941). Bu éahsmalan
izleyen yillarda, gelistirilen diger baz1 yapay besin karigimlar ile bu zararli tiiriin
kisa stirede daha verimli bir gekilde kitle iiretimi yapilabilmigtir (Waterhouse,
1959; Bronskill, 1961; Dutky et al., 1962). Benzer yapay besin ortamlar1 ve
beslenme teknikleri ekonomik olarak 6nemli diger lepidopter tiirlerden lahana
kurdu Trichoplusia ni (Hiibner) ve meyve gilivesi Grapholitha molesta
(Busck)’nin laboratuvar sartlarinda yetigtirilmesinde kullanilmigtir (Ignoffo, 1963;
Laing and Hagen, 1970). Bu konudaki beslenme galismalan halen biiyiik bir hizla
devam etmekte olup son zamanlarda nar giivesi Ectomyelois ceratoniae (Zeller),
mese glivesi Lymantria dispar L. ve musir kurdu Helicoverpa (= Heliothis) zea



(Boddie) larvalar1 yapay besin ortamlarinda ergin evreye kadar yetistirilmeye
calisdmistir (Al-Izzi et al., 1987; Keena et al., 1995; Lopez et al., 1996).

Lepidoptera takimina ait tiirlerin laboratuvarda yapay besin ortamlari ile
yetistirilmesinde kargilagilan en 6nemli sorun mikrobiyal kontaminasyonlardir. Bu
besinler kiif, maya, mantar ve bakterilerin liremelerine uygun zemin sagladig: gibi
besin bilesenleri ise gogu zaman g¢esitli viral kontaminasyonlara sebep
olabilmektedir (Fleming, 1992). Larval evrede alinan besinin kalitesi bu
boceklerin bilylime, yagama, gelisme, ergin olusumu ve erginlesen bireylerin bazi
Ozellikleri {izerinde etkili olmaktadir (Chang et al., 2001). Bu yiizden beslenme
caligmalan sirasinda yapay besin ortamlarindaki kontaminasyonlardan bdcegi
koruyarak yliksek kalitede ergin bireyler yetigtirmek amaciyla antibakteriyel ve
antifungal maddeler yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Childress and Williams,
1973). Besinsel kaynakl:i patojen mikroorganizmalarin ve bunlarin sebep oldugu
hastaliklann insan ve ekonomik olarak 6neme sahip diger yiiksek organizasyonlu
hayvanlarda da verimlilik kaybina yol agtif1 bilinmektedir (Buzby et al., 1996).
Son zamanlarda, 6zellikle antibakteriyel maddeler bilyiimeyi uyaric1 ve beslenme
verimlilifini artirict olarak ekonomik Oneme sahip yiiksek organizasyonlu
hayvanlarin besinlerinde uzun zamandan beri kullanilmaktadir (Levy, 1987;

Gorbach, 2001).

G. mellonella’nin laboratuvar kiiltiirii sirasinda mikrobiyal kontaminasyonlara
siklikla rastlanmaktadir. Diger taraftan bu bocegin larva ve puplan disilerden
yumurta aracilifiyla taginan mikroflora tarafindan da kontamine edilmektedir. Bu
yiizden ilk beslenme ¢alismalarinda yumurta ylizeyinin dezenfeksiyonu ile ilgili
yontemler gelistirilmeye ¢alisilmigtir (Waterhouse, 1959; Dudziak, 1975). Ancak
bu sterilizasyon yOntemlerinin zahmetli olmasi ve yumurtalarin kolayca zarar
gormesi daha uygun aseptik 6nlemlerin alinmasini gerektirmistir. Bu amagla G.
mellonella larvalanmin dogal besinine nistatin ve oksitetrasiklin’in bazi
kombinasyonlar: ilave edilmigtir (Jarosz, 1981). Diger taraftan olgun larvalara bu
antibiyotiklerin enjekte edilmesiyle laboratuvar sartlarinda giivenilir fizyolojik
caligmalar yapmak ve parazitoidlerin verimli olarak kitle {iretimini saglamak i¢in



mikroorganizmalardan arindirilmig konak bdceklerin yetistirilmesi amaglanmistir
(Jarosz, 1979; Jarosz, 1989). Ancak, besine ilave edilen ya da herhangi bir yéntem
ile uygulanan bu antimikrobiyal maddelerin kontaminasyonu &nlemesi yaninda
bGcegin yasama ve gelisimini etkilememesi ya da en az etkiye sahip olmas:
gerekir. Buna kargin, yapay besin ortamlarina kontaminasyonu énlemek amaciyla
ilave edilen gesitli antimikrobiyal maddelerin ve kimyasallarin lepidopter tiirler
tizerinde bazi olumsuz etkilere sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Kishaba et al.
(1968) farkli antifungal maddelerin yiikksek miktarlarinin 7. »i° nin dort nesil
boyunca pup aguhif, deri de@istirmesi ve yumurta verimine olumsuz etki
yaptufm gézlemistir. Akriflavin, kloramfenikol ve sikloheksimid yesil tiitiin
kapsiil kurdu Heliothis virescens (F.)’te, akriflavin ve etidyum bromid ise H. zea
erginlerinde sekil bozuklufuna ve ugma yeteneginin azalmasina sebep olmustur
(Holmes and Keeley, 1975; Keeley and Olson, 1977). Antifungal 6zellige sahip
olan manganez bilesigi, maneb, H. virescens’in pup ve ergin verimini Gnemli
derecede diislirmiistiir (Felton and Dahlman, 1984). Formanilid ve formamidin
gibi baz1 kimyasal maddeler birlikte denendikleri gesitli insektisitlerin H. zea
tizerindeki toksik etkilerini 6nemli derecede artirmigtir (El-sayed and Knowles,
1984). Misir bitkisinde bulunan hidroksamik asit, pralid bir tiir olan avrupa misir
kurdu, Ostrinia nubilalis (Hiibner)’m pup ve ergin evreye ulasan bireylerin
agrhfl ve bu evrelere ulagma siiresi {izerinde olumsuz etki yapmugtir (Campos et
al., 1990). Makrolakton yapisindaki bazi antibiyotikler ile beslenen L. dispar
larvalannin yaklagtk yarismin oldiigli g6zlenmigtir (Deecher et al.,. 1989).
Kontaminasyonu nlemek amaciyla yapay besine belirli miktarlarda ilave edilen
kloramfenikol, dihidrostreptomisin, propiyonik asit ve sorbik -asit’in yiiksek
miktarlar1 ipek bScegi Bombyx mori L.’nin gelisimini olumsuz ydnde etkilemisgtir
(Liaw et al., 1991b). Kitin sentezi inhibitérii olan klorfluazuron noktuid
(Noctuidae) bir lepidopter tiir olan yaprak kesici kurdu, Spodoptera litura (F.)’nin
ovaryum gelisimini yavaglatmig, olgunlasan yumurta sayisini ise azaltmistir
(Perveen and Miyata, 2000).

Zararh lepidopter tiirler diginda antimikrobiyal ajanlar isopterlerden bir termit tiirii
Retikulitermes flavipes (Kollar), Coleopterlerden Xyleborus ferrugineus (Fabr.)



ile beyaz kiviimlt kelebek, Graphognathus spp., homopterlerden seftali afiti,
Myzus persicae (Sulzer), bezelye afiti, Acyrthosiphon pisum (Harris) ve yaprak
afiti, Bemisia argentifolii Bellows and Perring gibi c¢esitli tiirler, dipterlerden
meyve sinegi, Drosophila melanogaster L., sarkofajid bir tiir olan Agria affinis
(4. housei) Fallén ve zeytin meyve sinegi Dacus oleae (Gmelin), parazitik
hymenopter tiirlerden yumurta paraziti olan bazi Trichogramma tlrleri,
endoparazitoid Pimpla turionellae L. ve bir karinca tiirli Myrmica rubra L.’nin
biiylime, yasama ve gelismesi iizerinde olumsuz etki yapmistir (Bready and
Friedman, 1963; Baker and Norris, 1968; Bass and Bames, 1969; Mittler, 1971a,
1971b; Srivastava and Auclair, 1976; Costa et al., 1997; Graf and Benz, 1970;
Singh and House 1970a, 1970b; Tzanakakis and Lambrou, 1975; Xie et al., 1986;
Grenier and Liu, 1990, 1991; Biiyiikgiizel ve Yazgan 1996; 1999; 2002; Pearson
and Raybould, 1998).

Dogal veya sentetik besine ilave edilen bazi antibiyotikler ise B. mori, Amerikan
hamam bdcefi Periplanata americana L., coleopterlerden pamuk kurdu
Anthonomus grandis Boheman, dipterlerden sivrisinek tiirli, Anopheles stephensi
Listan, sogan kurdu, Hylemya (=Delia) antiqua (Meigen) ve misir tohumu kurdu,
H. platura (Meigen), Hypoderma lineatum (Villers), ve parazitik hymenopter tiir
P. turionellae’nin yagama ve geligmesi lizerine olumlu etkilerde bulunmustur
(Murthy et al., 1954; Bhaumik, 1977; Villavaso, 1978; Reisen, 1975; Ishikawa et
al.,1983; Chamberlain and Scholl, 1991; Biiyiikgiizel, 2001a, 2001b).

Lepidopter tiirler ile ilgili beslenme ¢aligmalarinda karsilagian diger énemli bir
sorun virus kontaminasyonudur. Bu viriislerin en dnemlisi, lepidopter tiirler ile
birlikte dipter, hymenopter, coleopter ve homopter tiirlerin ¢ogunlukla larval
evrelerini enfekte eden bakiiloviruslerdir (Baculoviridae) (Stoltz and Vinson,
1979; Barnum, 1988; Schmidt, 1990). Bu viriisler ancak larva tarafindan besin ile
alindifinda aktif hale geger. Polidnaviriisleri (PDV) olarak bilinen ve viriis
benzeri partikiiller (VLPs) olan niikleopolihedroviriisler bunlarin en 6nemlisidir
(Stoltz and Whitefield, 1992). Bu viriisler lepidopter konak bdceklere parazitik
bocekler ile bulagtirildifa gibi dogada zarar verdikleri bitkileri sindirmeleri ya da



laboratuvar sartlarinda boceklerin  yetigtirilmesi i¢in kullanilan besin
bilesenlerinden de bulasabilir (Fleming, 1992). Bu viriislerin konak bdcegin
hemositlerinin sekil ve davranigini bozmak ve fenoloksidaz aktifligini nlemek
suretiyle konagin bagigiklik sistemini zayiflattig1 bilinmektedir (Strand and Pech,
1995). Bazi parazitik ichneumonid tiirlerin konak bdcek H. virescens’e
yumurtalarini birakmalan sirasinda bulagtirdiklar viriislerin (ichnovirus) bdcegin
protein sentezini ve bdylece bagkalagimini engelledigi ortaya ¢ikarilmigtir (Shelby
and Webb 1997; Edson et al., 1981). G. mellonella’mn en 6nemli bakiilovirtisii
¢oklu kapsit bulunduran niikleopolihedroviriistidiir (GmMNPv). Bu bicegin diger
bir viriisti ise Parvoviridae familyasina ait olan densoniikleoviriistiir (GmDNYV).
Diger taraftan bu bdcegin kiiltiire alinan hiicrelerinde iireyen GmCLYV viriisii de
Onemli viral patojenleri arasindadir. Bu gesit kontaminasyonlar: Onleyerek
virlisden arindirnilmig b&ceklerin yetistirilmesi icin besinlere ¢esitli antiviral
maddelerin ilave edilmesi gerekmektedir. Bakteriyel ve fungal kontaminasyonlar
Onlemek i¢in yaygin olarak kullamima sahip olan maddeler ¢ofu zaman virlis
kontaminasyonunu Onlemede yeterli olamamaktadir. Ancak, beslenme
calismalarinda antiviral maddelerin kullanimi da yaygmn degildir. Diger taraftan
hem bakteriyel hem de viral kontaminasyonlari Onleyebilecek bir maddenin
kullanilmasi daha uygun olacaktir. Antiviral ajan olarak yaygin bir kullanmima
sahip olan niikleozid analoglar1 ayni zamanda antibakteriyel etkiye sahiptir (Al-
Masoudi et al., 2000). Bu maddeler etkilerini niikleik asitler izerinde gdsterdikleri
icin diisik miktarlar da bile besindeki kontaminasyonu oOnleyebilir. Boylece
besine ilave edilen diigiik miktarlar sayesinde besinin fiziksel ve kimyasal yapisi
dolayisiyla bdcegin yasama ve gelisimi lizerindeki olumsuz etkiler en aza
indirilebilir (Biiytikgiizel, 2001b).

Yumurta ylizey dezenfeksiyonu yapilmadan ve besinlere antimikrobiyal ajanlar
ilave edilmeden Onceki beslenme ¢aligmalarinda niikleopolihedroviriisler,
lepidopter larvalanmn laboratuvar sartlarinda yetistirilmesinde Snemli sorun
olusturmugtur (Getzin, 1962). Ancak, bu viriisii kontrol etmek amaciyla 7. #i’nin
besinine ilave edilen sodyum hipokloriir ve formalinin yiiksek miktarlari
yumurtalanin agilma oranim ve bu yumurtalardan ¢ikan larvalarin pup evresine



ulasma oranim diigtirmiigtiir (Vail et al., 1968). Beslenme c¢alismalarinda viriis
kontaminasyonunu &nlemek amaciyla yaygin olarak kullamlan formalin
ekonomik olarak dnemli tarim zararlisi olan Lygus hesperus Knight’in yasamasi,
gelisimi, viicut agirligl, yumurta birakma davranigi ve yumurta {iretimine 6nemli
derecede olumsuz etki yapmustir (Alverson and Cohen, 2002). Bir nikleozid
analogu olan genis spektrumlu antiviral madde (R,S)-9~(2,3-dihidroksipropil)
adenin’in lepidopter tiir Spodoptera littoralis (Boisd)’in pup olusumunu
engelledigi gozlenmistir (Gelbi& and Holy, 1985). Bu antiviral madde heteropter
béceklerden Pyrrhocoris apterus L.’da iireme ve hemolenf proteinleri {izerinde
olumsuz etki yaptigi, Dysdercus cingulatus (Fabr.)’da erkek ve disi bireylerde
kisirlasmaya sebep oldugu bilinmektedir (Sldma et al., 1983; Sula et al., 1987,
Gelbié and Svec, 1988; Gelbi€ et al., 1991). Bazi niikleozit analoglarinin
Rhodnius prolixus Stal’mn yumurta verimi ilizerinde etkili oldugu belirtilmigtir
(Gelbi¢ and Soldan, 1997).

Diger pralid tiirler gibi G. mellonella larvalar1 ve puplan parazitoid bdceklerin
laboratuvar sartlarinda goZaltilabilmesi igin yalanci konak olarak kullanilmaktadir
(Wiedenmann et al., 1992; Bernardi et al., 2000; Gupta et al., 1996a; 1996b;
Biiyiikgiizel, 2001a). Giiniimiizde bazi parazitoid tiirlerin tanimsal alanlarda
6nemli zararlara sebep olan pralid giivelerin biyolojik miicadelesinde halen
kullamlmasi (Chen and Welter, 2002) bu giivelerin laboratuvar sartlarinda yapay
ortamlarda yetigtirilmesi ¢aligmalarinin 6nemini artirmaktadir. Bu yiizden, yliksek
ergin verimine ve kisa hayat devrine sahip olmasi, dogal besin olarak koyu renkli
eski bal petegi (kulugka petedi) ve gesitli yapay besinler lizerinde iyi geligmesi
sebebiyle mum giivesi G. mellonella konak-parazitoid etkilesimi, biyolojik ve
kimyasal miicadele galismalan igin Snemli bir deneysel model olusturmaktadir
(Jarosz, 1989). Bu bicegin larvalan ar1 kovanlarindaki peteklere ve diger firtinlere
zarar verdigi igin arcilik sektoriinde Snemli ekonomik kayiba yol agmaktadir
(Charriére and Imdorf, 1997). Buna ragmen difer zararli pralid tiirler ile
karsilastirildiginda (Roe et al., 1982; Wilson, 1990) G. mellonella ile ilgili
beslenme caligmalant oldukca smirlidir. Bu ¢aligmalarin sadece birkaginda ise
farkli sekillerde uygulanan antibakteriyel ve antifungal maddeler ile



mikroorganizmalardan armdirilmis G. mellonella larva ve puplarinin yetistirilmesi
amaglanmistir. Bu maddelerin bocegin yasama ve gelisimi tizerindeki kalitatif ve
kantitatif etkileri detayli olarak belirtilmedigi gibi antiviral maddeler ile ilgili bu
hususta ¢alisma bulunmamaktadir. Onemli bir antiviral madde olan asiklovir bir
guanozin tiirevi (asikloguanozin) olup insan ve hayvanlarda Herpes simplex
virusu ve diger herpes virus tiplerinin sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
kullamulir (Adour et al., 1996). Bu madde yalnizca viruslerin DNA sentezini
6nlemekte olup Gkaryotik canlilarin DNA sentezine bir etkisi bulunmamaktadir
(Parfitt, 1999; Katzung, 1987). Bu durum asiklovirin bdcek beslenmesi
¢aligmalarinda Onemli bir sorun olugturan viral ve diger mikrobiyal
kontaminasyonlarin kontrol edilmesinde ¢nemli bir rol oynayabilecegi fikrini
ortaya c¢ikarmaktadir. Boyle maddelerin besinlere ilave edilmeden &nce bdcek
iizerindeki etkilerinin detayli olarak belirlenmesi gerekmektedir.

Bu amagla asiklovirin ¢esitli besin ortamlarma ilave edilmesi, bdcegin
yumurtalarina ve farkli evrelerine degisik yontemler aracilifiyla uygulanmasi ile
G. mellorella’nin ergin evreye kadar yag agirlifi, yasama, gelisimi, ergin evredeki
yasama siliresine ve yumurta verimine ve yumurtalarin agilma oramina etkileri

incelenmigtir.



BOLUM 2

MATERYAL VE METOD

2.1 BOCEK KULTURUNUN DEVAMI

Biiytik bal mumu giivesi Galleria mellonella .. (Lepidoptera: Pyralidae) pup ve
erginleri Balikesir Unversitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii’'nden
temin edildi ve boliimiimiiz laboratuvarinda yetistirilerek stok kiiltiir olusturuldu.
Bocek kiiltiiriinlin devami yumurtadan yeni ¢ikmug larvalarin yapay besinde
aseptik olmayan sartlarda beslenilmesi ile saglandi (Bronskill, 1961). Deneylerde
bocek tarafindan yeni birakilan yumurtalar, yumurtadan yeni ¢ikmis larvalar
(birinci evre), geng larvalar (dordiincii evre), olgun larvalar (son evre larvasi;
yedinci evre), geng puplar (bir giinliik) ve yeni erginlesen bireyler kullanildi.
Kiiltiir 30 + 2 °C ve % 65 + 5 nisbi nemde sogutmal inkiibatrde (Niive, ES 500)
ve giin boyu devamli karanlikta yiiriitildii.

G. mellonella larvalarini laboratuvar sartlarinda yetigtirmek igin Bronskill (1961)
tarafindan gelistirilen &giitiilmiis koyu renkli eski bal petegi (kulugka petegi)
igeren yapay besin kullamildi. Hazirlanan besin bir litrelik cam kavanozlarin
(80x180 mm) yaklagik 1/3’ne kadar dolduruldu. Kavanozun igine konulacak
disilerin yumurta birakmasi ve yeni ag¢ilan larvalarin beslenmesi i¢in besinin
tizerine kiiglik bir parga bal petegi birakildi (Ortel, 1995). Bu kavanozlarin igine
10-15 adet disi birakilarak agizlari tel kafes yerlestirilmis kapak ile kapatild.
Yaklagik 25-30 giin sonra gelisimlerini tamamlayan olgunlasan larvalar (7. evre)
pup olmalar: igin difer bir kavanoza aktarildi. Bu kavanozun i¢ine, larvalarin pup
olmalan i¢in kuru ortam saglamak iizere, katlanmis pelur kagit parcalar1 birakildi
(Campos et al., 1990). Olusan puplardan yaklasik 7-8 giin sonra ergin bireyler
meydana geldi. Bu erginlerin bilyiik bir ¢ogunlugu bdcek kiiltiiriiniin devami, bazi



erginler ise antimikrobiyal ajanlar ile ilgili beslenme ¢aligmalan i¢in gerekli
yumurtalarin elde edilmesinde kullanildi.

2.2 BESINLERIN HAZIRLANMASI

Bocek kiiltiirtintin devami igin kullanilan Bronskill’in besini, aym1 zamanda
asiklovirin bdcek fizerindeki etkisini incelemek amaciyla yiiriitiilen beslenme
deneylerinde kontrol besini olarak kullanildi. Besin, 420 g kepek, 150 ml siizme
bal, 150 ml gliserin (Merck, Darmstadt, Germany), 20 g 6giitiilmiis koyu renkli
eski petek ve 30 ml saf sudan olugmaktadir. Besinin bilegenleri gerekli miktarda
tartilarak genis bir kap icerisinde karigtirildi ve karigtirici ile homojen bir karigim
olugturuldu. Bu karigim sivi bilesenlerin kati bilesenler tarafindan tam olarak
emilebilmesi i¢in 24 saat bekletildi.

Asiklovirin etkisinin incelendigi deneylerde ikinci kontrol besini olarak kuru toz
maya ve siit tozu igeren bir yapay besin (Haydak, 1936) kullanildi. Bu besinin ise
bilegiminde 500 g siizme bal, 500 g gliserin, 445 g un, 445 g siit tozu, 222 g maya
ve 445 g kepek bulunmaktadir. Besinin hazirlanmas: sirasinda, bir kapta gliserin
ve slizme bal, bagka bir kapta ise diger bilesenler karistirildi. Bu iki stok
bilesenden 1:1 oraninda alinarak homojen bir karisgim olugturuldu. Daha sonra bu
besine asiklovirin farkli miktarlar1 ilave edilerek b&cegin larvalarinin biiylime,
yasama ve gelismesi {izerine etkileri incelendi. Asiklovirin dogal ortamda bocek
tizerindeki etkisini incelemek igin kullanilan koyu renkli eski bal petegi (kulugka
petegi, kabartilmig bog petek) ve ar tarafindan tam olarak bal ile doldurulan petek
Zonguldak ve gevresindeki aricilardan temin edildi.

2.3 ASIKLOVIRIN DENEYLERDE KULLANILMASI

Bu calismada denenen asiklovir (asikloguanozin; 9-[2-hidroksietoksi)metil ]
guanin; micronize, % 100.76) Biofarma Ilag Sanayi ve Tic. A. S. (Samandira,
Istanbul)’den temin edildi. Asiklovirin besine ilave edilmesi ile ylrtitlilen
beslenme deneylerinde denenen miktarlarin konsantrasyonu g/100 g besin olarak
ifade edildi. Asiklovir suda biiyiik oranda ¢6ziildiigii i¢in bu miktarlar, besinin



hazirlanmas: sirasinda dogrudan besine ilave edildi. Kontrol besini (asiklovir
icermeyen) harig asiklovirin 0,001, 0,01, 0,1, 1,0 ve 3,0 g/100 g olmak {izere bes
farkli konsantrasyonu denendi. Diger deneylerde kullanilan asiklovir miktarlari
ise saf suda ¢dzilerek konsantrasyonlar1 g/100 ml ¢bzelti olarak ifade edildi. Bu
maddenin ¢6zeltileri manyetik kangtiricida (IKA* LABORTECHNIK) dakikada 5000
devir ve 30 °C de kanstirilarak hazirlandi. Bu deneylerde ise asiklovirin 0,01, 0,1,
1,0, 3,0 ve 6,0 g/100ml’lik ¢ozeltileri kullanildi. Kontrol deneylerinde ise yalnizca
distile su kullanidi.

2.4 LARVALARIN ELDE EDILMESI

Beslenme deneylerinde kullanilacak larvalar, kapakli, 30 mI’lik bir plastik kabin
(ORLAB, L190030, 35x55 mm) i¢ ylizeyine G. mellonella disileri tarafindan
birakilan yumurtalarin agilmast ile elde edildi. Bunun i¢in 2-3 disi birey, delikli
kapakiar1 olan bu plastik kaplara konuldu ve yumurta birakmalan igin stok
kiiltiiriin devam ettirildigi ortam kosullarinda bekletildi. Birakilan yumurtalar yine
aym ortam sartlarinda bekletilerek agilmasi saglandi. Yumurtadan yeni ¢ikan
larvalanin kagmasim Snlemek i¢in caydirict olarak kabin kapaga yakin i¢ yiizeyine
yaklagtk 1 cm kadar genislikte gliserin siiriildii. Yumurtalarin agilmasi ile serbest
kalan larvalar, yumusak uglu ve ucu gliserine batirilarak nemlendirilmis bir firca
ile besinlere aktanldi. Bu sekilde larvalar tarafindan dogrudan besin ile alinan
asiklovirin ergin evreye kadar yas agirlik, yasama ve gelisime etkisi incelendi.
Diger taraftan asiklovir bdcegin farkli evrelerine yiizeysel olarak uygulandi. Bu
amagla asiklovirin farkli  konsantrasyonlardaki ¢6zeltilerine  batirilan
yumurtalardan agilan larvalar, bu ¢zeltiler ile dogrudan muamele edilen birinci
evre larvalant ve olgunlagmamig geng larvalar (4. evre) Bronskill’in besini ile
beslenerek ergin evreye kadar yetistirildi. Boylece asiklovirin bScegin yas agirligi,
yasama ve gelisimi lizerine etkisi incelendi. Bu larvalarin beslenmesinde diger
yapay besine gore daha ucuz ve hazirlanmas: kolay olmasi sebebiyle Bronskill’in
besini tercih edilmigtir. Aragtirmanin dier bir agamasinda asiklovirin farkli
konsantrasyonlarindaki ¢dzeltileri degisik yontemler ile bdcegin olgun larvalarina
(7. evie) ve bir giinlik puplarina uygulanarak bScegin ergin evreye kadar yasama
ve gelisimi izlendi. Ayrica disilere enjekte edilen farkli konsantrasyonlardaki
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asiklovir ¢dzeltilerinin yumurta verimine ve yumurtalarin agilma oranina etkisi
belirlendi.

2.5 BESLENME DENEYLERI

Farkli besin ortamlarinda asiklovirin bdcegin yas agirhigi, yasami ve gelisimi
tizerindeki etkisini incelemek igin iki farkli yapay ve dogal besin ortami
kullanildi. Yapay besin karisimi olarak G. mellonella stok kiiltiiriiniin devam igin
kullanilan 6giitiilmts koyu renkli bal petegi igeren Bronskill’in (1961) besini ile
kuru toz maya ve siit tozu igeren Haydak’m (1936) besini kullanildi. Asiklovirin
denenen miktarlari, 100 gram besin bagina, besinlerin hazirlanmast sirasinda ilave
edilerek homojen olarak karismasi saglandi. Daha sonra kontrol besini ve
asiklovir igeren diger besinler kiigiik cam kavanozlara (60 x120 mm) taksim
edildi. Her bir besin i¢in 10 larva kullanild: ve deneyler dérder defa tekrarland.

Asiklovirin dogal besin ortaminda beslenen Galleria mellonella larvalan
tizerindeki etkisini belirlemek igin yumurtadan yeni ¢ikan larvalar iki farkl: bal
petegi ile beslendi. Bu amagla koyu renkli eski petek (kulugka petegi) ve dogal
sartlarda an tarafindan tamamem bal ile doldurulmus taze petek kullamlarak iki
farkli deney ytriitilldii. Antimikrobiyal ajanlarin gerekli miktarlani distile su ile
cozillerek farklh konsantrasyonlarda ¢Ozeltileri hazrlandi. Bu ¢8zeltiler
plskiirtmeli bir gise yardimiyla yaklasik 20 cm®lik petek pargalanmin her iki
yiiziine serpistirildi. Larvalar besine asilanmadan 6nce, bu petek pargalart oda
sicaklifinda bekletilerek kurumasi saglandi. Kontrol olarak kullamilacak petek
pargasina ise aym miktar distile su serpildi. Her bir petefe yumurtadan yeni ¢ikan
larvalar agilandiktan sonra dogal ortam saglamak igin, bu petek pargasimn her iki
tarafina difer petek pargalari birakildi. Bu peteklere de antibiyotik ¢ozeltisi
piiskiirtdldd. Kontrol grubu dahil asiklovirin her bir konsantrasyonu ig¢in 10’ar
larva kullanildi. Beslenme deneyleri stok kiiltiirlin yetigtirildigi ortam sartlarinda
ylriitildd ve dorder defa tekrarlandi. Dogal besin olarak kullamilan peteklerin
hazirlanmasi, yumurtalardan yeni ¢ikan larvalarin dogal besine agilanmasi
iglemleri tamamen aseptik olmayan sartlarda yapildi. Bu islemlerin
uygulanmasinda Jarosz (1979; 1981)’un kullandi% yontemler temel alindi.
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Asiklovirin ergin bireylerin yagama siiresine etkisini belirlemek i¢in farkli sentetik
ve dogal besinler ile beslenen larvalardan erginlesen bireyler kullanildi. Bu
amagla yumurtadan yeni ¢ikmus G. mellonella larvalarnt asiklovirin farkls
miktarlarim igeren iki farkli yapay besin karigimi (Haydak, 1936; Bronskill, 1961)
ve dogal besin olarak yalnizca koyu renkli eski bal petegi (Jarosz 1979; 1981) ile
ergin evreye kadar beslendi. Asiklovirin dort farkli miktan (0,01, 0,1, 1,0 ve 3,0
g/100 g) ayn ayr her iki yapay besinin 100 g’mna ilave edildi. Kontrol grubu
olarak asiklovir icermeyen besinler kullamldi. Dogal besine ise bu miktarlarn
¢ozeltileri (0,01, 0,1, 1,0 ve 3,0 g/100 ml) piiskiirtme y6ntemi ile uygulandi. Her
bir deney i¢in 10 adet ergin disi kullamldi ve deneyler dorder defa tekrarlandi.
Erginlesen bireyler 30 ml’lik, genis agizli, seffaf, delikli kapakli plastik kaplara
(ORLAB, L190030, 35x55 mm) birer adet birakildi. Deney siiresince bu erginlere
herhangi bir besin verilmedi. Bu erginler stok kiiltiiriin devam ettirildigi ortam
sartlarinda birakildi. Erginler, her giin belirli saatte kontrol edilerek yasama siiresi
belirlendi.

2.6 ASIKLOVIRIN MIKROBIYAL ORGANIZMALARA ETKIiSi

Asiklovirin mikrobiyal organizmalara etkisi (antimikrobiyal etki), Bronskill’in
yapay besin kangimi ile dogal besin olan koyu renkli eski bal peteginin
mikrobiyal florasi lizerinde incelendi. Bu iki besin, ucuz olmasi ve kolay
hazirlanmasi sebebiyle G. mellonella’nin laboratuvar sartlarinda yetistirilmesinde,
yaygin olarak kullamlmaktadir. Asiklovirin 1,0 g’mm igeren besinler kontrol besini
ile kargilagtirildifinda ergin olma oram iizerine istatistiki bakimdan 6nemli bir etki
yapmanmustir. Bu yiizden, denenen diger besinler arasinda, yalmzca asiklovirin
1,0 g'm igeren yapay ve dogal besinden mikrobiyolojik analiz yapildi.
Asiklovirin denenen diisilk miktarlar1 genel olarak bocegin yasama oraminda
istatistiksel olarak dnemli olmasa da azalmaya sebep oldugundan bu miktarlan
iceren besinlerin mikrobiyal analizinin yapilmasmna gerek duyulmamstir.
Asiklovirin antimikrobiyal etkisinin degerlendirilebilmesi i¢cin bu maddeyi
icermeyen yapay ve dogal kontrol besinierinin (kontrol besinleri) mikrobiyolojik
analizi de yapildi. Bu islemler farkli zamanlada iki defa tekrarlandi. Larvalarin
tiimii son evreye ulastiktan sonra pup olmalari igin besinden alindiklari zaman
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besinlerin bulundugu kaplarin agizlar sikica kapatildi. Kabin yiizeyi % 95°1ik etil
alkol ile silinerek ortamdaki mikroorganizmalardan arindirildi. Mikrobiyolojik
analizler Zonguldak i1 Halk Saghigi Laboratuvarinda yapildi. Gidalarda dnemli
sorun olusturan Staphylococcus aureus ve koliform grubu bakteriler ile genel
olarak kiif ve maya kontaminasyonu ile ilgili ekim yontemleri (Chapman et al.,
1937; Mallmann and Darby, 1941; Galloway and Borges, 1952) kullanild:
(Chapman et al., 1937; Mallmann and Darby, 1941; Galloway and Borges, 1952).
Besiyerinde iireyen bakteri, kiif ve mantarlarin miktar1 besinin grami bagina
koloni olusturma birimi (kob/g) olarak verildi.

2.7 YUMURTALARIN ASIKLOVIR COZELTISINE BATIRILMASI

G. mellonella disilerinin yeni biraktifi yumurtalar ayn ayrn saat camlarina, siki
gbzenekli bir elek icinde birakilarak iizerine denenecek asiklovir gozeltisinden
1’er ml ilave edildi. C6zeltinin tam olarak etki edebilmesi i¢in yumurtalar stok
kiiltirtin devam ettirildigi ortam sartlarinda 24 saat bekletildi. Kontrol grubu
yumurtalan ise distile suya batirilarak aym sartlarda bekletildi. Bu siire sonunda
sivi kisim bubarlasip tamamen kuruyan yumurtalar delikli kapakli, kiiglik plastik
kaplara aktarilarak ayni ortam sartlarinda agilmasi igin beklendi. Serbest kalan
larvalar Bronskill’in yapay besinine asilanarak ergin evreye kadar yetistirildi.
Béylece yumurtaya uygulanan asiklovirin bu yumurtalardan ¢ikan larvalarin yas
agirhigy, yasama ve gelisime etkisi incelendi. Kontrol dahil her bir deney grubu
icin 10 adet larva kullanildi ve deneyler dorder defa tekrarlandi.

2.8 LARVALARIN ASIKL.OVIR COZELTISINE BATIRILMASI

Bu yontem ile asiklovirin G. mellonella’nin farkli evrelerindeki larvalarinin yas
agirhf, yasami ve gelisimine etkisi incelendi. Ilk asamada yumurtadan yeni
¢ikmmg bir gilinltk larvalar bu amag i¢in kullanildi. Saat camlarina asiklovirin
denenecek c¢ozeltilerinden 1’er ml konuldu. Bu ¢6zeltilere yumusak uglu bir firga
ile belirli sayida larva birakilarak stok kiiltiirin devamimn saglandig1 ortam
sartlarinda 20 dakika bekletildi. Bu siire sonunda larvalar temiz bir filtre kagid1

tizerine ahind1. Uzerlerindeki sivinin fazlasimn uzaklasmasi ve tamamen kurumast
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icin oda sicaklifinda 30 dakika bekletildi. Bu larvalardan canli olanlar
Bronskill’in yapay besini ile ergin evreye kadar yetigtirildi. Kontrol dahil her bir
deney grubu igin 10 adet larva kullamld:i ve deneyler dérder defa tekrarland.
Daha sonraki asamada asiklovirin, bdcegin heniiz olgunlagmamis geng
- larvalarmin (4. evre) yasama ve gelisimine etkisi incelendi. Plastik &rnek
kaplarina (15 ml, ORLAB, L190015, 35x33 mm) asiklovirin denenen miktarlarini
iceren ¢ozeltilerden 5’er ml konuldu. Bu ¢bdzeltilere stereomikroskop ile agiz
yapilarina gore ayit edilen belirli sayida 4. evre larvalarindan birakilarak stok
kiiltiiriin devam ettirildigi ortam sartlarinda 20 dakika bekletildi. Bu siire sonunda
temiz bir filtre kagidi iizerine alnarak kurutulan larvalardan canli olanlar
Bronskill’in yapay besini ile ergin evreye kadar yetistirildi. Kontrol dahil her bir
deney grubu i¢in 10 adet larva kullanildi ve deneyler dérder defa tekrarlandi.

2.9 PUPLARIN ASIKLOVIR COZELTISINE BATIRILMASI

Plastik 6mek kaplara (15 ml, ORLAB) asiklovirin denenen miktarlarini igeren
cozeltilerden 5’er ml konuldu. Bu ¢dzeltilere yeni olusan puplardan (bir giinliik)
10’ar adet birakilarak stok kiiltiiriin devam ettirildigi ortam sartlarinda 20 dakika
bekletildi. Bu siire sonunda temiz bir filtre kagidi {izerine alinan puplar havada
tamamen kurutulduktan sonra Ornek kaplarina (15 ml, ORLAB) konarak stok
kiiltiirin devam ettirildigi ortam gartlarinda ergin olmalar i¢in bekletildi. Kontrol
grubu olarak kullanilan puplar saf suya batirilarak aymi gartlarda bekletildi. Her bir
deney dorder defa tekrarlandi.

2.10 ASIKLLOVIRIN LARVALARA ENJEKTE EDILMESI

Bu deney grubunda son evre larvalarina (olgun larva) enjekte edilen asiklovirin
farklh miktarlarinin pup ve ergin olma oranina ve bu evrelere ulagma siirelerine
etkileri incelendi. Stok kiiltiirlin devami i¢in kullamlan besin ile beslenerek
olgunlasan belirli sayida larva (7. evre) buz iizerinde 10 dakika bekletilerek
sogutuldu. Kontaminasyonu dnlemek i¢in larvalarn yiizeyleri % 95°lik etil alkol
ile silindi. Denenecek asiklovir ¢ozeltileri 50 pul’lik mikrosiringa (Hamilton, Reno,
NV) ile 30 pl’lik hacimlar halinde larvalara enjekte edildi. Enjeksiyon islemi
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larvalarin abdomeninin sol yan tarafina son iki segment arasina yiizeye paralel
olarak yapildi. Bu larvalar pup olmalar i¢in genis afizli, delikli kapakli, plastik
kaplara (30 ml, ORLAB) birakilarak stok kiiltiirin devami ig¢in gerekli ortam
sartlarinda bekletildi.

Asiklovirin G. mellonella iizerindeki etkisinin aragtinldifi deneylerin hepsinde
larvalarin agilandif1 besin kaplar1 ve olgun larvalarin pup olmalan igin hazirlanan
kaplar kisa bir giinliik inceleme periyodu hari¢ siirekli olarak karanlikta tutuldu.
Besinin hazirlanmasi ve larvalarin agilanmasi hari¢ beslenme deneylerinin tlimii
G. mellonella stok kiltliriniin yetistirildigi sartlarda yiiritildii. Besinin
hazirlanmasi, yumurtalarin elde edilmesi, bu yumurtalardan ¢ikan larvalarn
besine agilanmasi islemleri tamamen aseptik olmayan sartlarda yapildi. Bu
islemlerin uygulanmasinda Laing and Hagen (1970)’mn meyve giivesi
Grapholitha molesta (Busck) ile Campos et al. (1990)’in musir kurdu Ostrinia
nubilalis (Hibn.) igin kullandign yontemler temel alindi ve bir 6lgiide
degistirilerek uygulandi. Bir ¢ok lepidopter tiiriiniin birinci evre larvalarinda
oldugu gibi G. mellonella larvalarinin da besin ortamunda 6liim oraninin yiiksek
oldugu, dlen larvalann iglerinin bosalarak kurudugu ve gdzden kayboldugu i¢in
besine agilanan her bir larvanin olgun evreye ulagincaya kadar giinliik olarak takip
edilmesi miimkiin olamamigtir (Zalucki et al., 2002). Bu yiizden farkl1 evrelerdeki
yagama orani tespit edilirken deney siiresince yasayan larva sayisi olarak, besine
baslangigta agilanan larvalarin sayis: dikkate alindi.

Besinlere agilandiktan sonra geligimlerini tamamlayarak olgunlagan larvalarin pup
olugturmalan igin 15 ml’lik plastik 6rnek kaplarina her kapta bir larva olacak
sekilde birakildi. Olgunlagan larva sayisi belirlenerek her larvanin yas agirhig:
hassas terazide (Presica XB 620M) tartildi ve larval olgunluga kadar gecen siire
kaydedildi. Bu kaplarin icerisine larvalarin pup olmasi i¢in ortam saglamak tizere
katlanmus, ince pelur kagit birakildi. Pup olan bireylerin sayisi, yas agirliga ve pup
olma siireleri belirlendi. Bu puplardan erginlesen bireylerin sayisi, yag agirlig: ve
ergin olma stireleri belirlendi. Denemeler sirasinda ortaya ¢ikan normal olmayan
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geligim evrelerinin fotograflar (40X) steromikroskoba (Nikon SMZ1000) takilan
otomatik kamera (Nikon E995) ile ¢ekildi.

2.11 ASIKLOVIRIN DISILERE ENJEKSIYON ILE UYGULANMASI

Asiklovirin G. mellonella disilerinin yumurta verimine etkisini incelemek i¢in
yeni erginlesen dollenmemis bir giinliik digiler kulanildi. Bu disilere asiklovir
cozeltisi enjekte edildikten sonra genig agizli, delikli kapakli, plastik kaplara (15
ml, ORLAB) her kapta bir adet digi olacak sekilde birakildi. Kontrol grubu
digilerine ise yalmzca saf su enjekte edildi. G. mellonella’min erginleri besin
almadifi (Charriére and Imdorf, 1997) i¢in bu disilere yumurta birakma siiresi
igerisinde herhangi bir besin verilmedi. Enjekte edilecek bolge kontaminasyonu
onlemek icin % 95°lik etil alkol ile temizlendi. Enjeksiyon islemi disilerin
abdomeninin sol yan tarafindan son iki segment arasina yiizeye paralel olarak
yapildi. Denenecek asiklovir ¢6zeltileri 10 pl’lik mikrogiringa (Hamilton, Reno,
NV) ile 5 pl’'lik hacimler halinde larvalara enjekte edildi. Enjeksiyon isleminde
Stanley et al. (1986)’mn uyguladif1 y6ntemler izlendi. Kontrol ve asiklovirin her
bir miktar1 (0,1, 1,0 ve 3,0 g) i¢in 10 adet disi kullanildi ve deneyler d6rt defa
tekrarlandi. Disiler tarafindan birakilan yumurtalar siyah bir zemin {izerine
konulan petri kutusu iginde sayildi. Yapilan 6n denemeler erginlesen disilerin ilk
48 saat icinde yumurtalarimn ¢ogunlugunu biraktigini gostermistir. Bu yiizden ilk
iki giin iginde birakilan yumurtalar sayilarak tartildi ve agilmasi igin stok kiiltlirtin
devam ettirildigi ortam sartlarinda bekletildi. Yumurta tretimi, bir giinde disi
bagina birakilan yumurta sayis1 ele alinarak degerlendirildi ve disinin verimliligi
olarak ifade edildi. Her giin agilan larvalar yine siyah bir zemin {izerinde
sayilarak yumurtalarin agilma orani tespit edildi.

2.12 VERILERIN DEGERLENDIRILMES]

Asiklovirin G. Mellonella’'nin biiyiime, yasama ve gelisimi {izerindeki etkileri
olgun larva, pup ve ergin evresine ulasan bireylerin yas agirhigi, yiizdesi ve bu
evrelere ulagmak igin gegen ortalama siire (giin) dikkate alinarak degerlendirildi.
Asiklovirin yapay ve dogal besinler ile yetistirilen ergin bireylerin yasama
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stiresine etkisi erginlegen bireylerin hayatta kaldiklari giin olarak ortalama siire
belirlenerek degerlendirildi. Asiklovirin G. mellonella disilerinin verimliligi
lizerindeki etkisinin degerlendirilmesinde ise birakilan yumurta sayisi,
yumurtalarin toplam agirhix ve agilma orani dikkate alindi. Asiklovirin besindeki
muhtemel  mikrobiyal organizmalara etkisinin = (antimikrobiyal etki)
belirlenmesinde bu maddeyi igeren (1,0 g/100g) ve icermeyen (kontrol besini)
besinlerin, belirli mikrobiyal organizmalar igin yapilan mikrobiyolojik ekimlerin
sonuglar dikkate alind1 ve bu sonuglar t-testi ile degerlendirildi (Sokal and Rohlf,
1969). Yas agirhk, yasama, gelisim, erginlerin yagama siiresi ve disilerin
verimliligi ile ilgili verilerin degerlendirilmesinde “Varyans Analizi” (ANOVA)
(Snedecor and Cochran, 1967), ortalamalar arasindaki farkin 6nemini saptamak
i¢cin Duncan (1955)’in “Multiple Range Test”i kullanildi. Ortalamalann Snemi
0,05 olasilik seviyesinde degerlendirildi.

17



BOLUM 3

DENEYLER VE SONUCLAR

3.1 ASIKLOVIRIN BRONSKILL’IN YAPAY BESINI iLE BESLENEN G.
MELLONELLA LARVALARINA ETKISi

Asiklovirin farkli miktarlarin1 igeren besinlerin larvalarin ortalama yas agirlig:,
yasama ve gelisimine etkileri Cizelge 3.1°de goriilmektedir.

Bu antiviral maddenin denenen en diigiik miktar1 (0,001g) larvalarin olgunlagma
stiresini dnemli derecede uzatirken bu olumsuz etki ergin evreye dogru ortadan
kalkmigtir. Bu miktarin aym zamanda ergin olma orani iizerinde de 6nemli bir
etkisi olmamgtir. Asiklovirin 0,01 ve 3,0 g’1n1 iceren besinler ise hem olgun larva
orani hem de larva sonras1 evrelerdeki yasama oramim istatiksel olarak Snemli
derecede dislirmiitir. Asiklovirin bu miktarlarini igeren besinlerdeki larvalar
ancak ortalama % 12,0 + 8,6 gibi oldukea diisiik bir oranda ergin olusturmustur.
Asiklovirin 3,0 g’ igeren besin yasama iizerindeki bu olumsuz etkisinin yaninda
larvalann ergin olma siiresini de dnemli derecede uzatmistir. Bu besin ile beslenen
larvalanin kontrol besinine gére pup evresine ulagma siiresi yaklasik bes giin
uzami§ olup bu puplar ortalama ii¢ giin daha ge¢ erginlesmistir. Asiklovirin
denenen bu en yiiksek miktann (3,0 g) ile beslenen larvalanin prepup evresine
gegisinde larval deriyi uzaklastirmada zorlandig g6zlenmigtir (Sekil 3.1). Kontrol
besini ile karsilagtinldiginda, asiklovirin 0,1 g’1 olgun larvalarin ortalama yas
agirlifini istatistiksel olarak nemli derecede artirmigtir. Bu miktar bécegin larva,
pup ve ergin evredeki yagsama oraninda istatistiki agidan 6nemli olmayan bir
azalmaya sebep olurken bu evrelere ulagmak igin gerekli olan siire iizerinde de
Onemli bir etkide bulunmamigtir. Bu antiviral maddenin 1,0 g’im iceren besin ise
bocegin ortalama yas agirligi, yasamu ve gelisimi {izerine Gnemli bir etkisi
olmamuigtir.
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Sekil 3.1 Asiklovirin 3,0 g’1n1 igeren besinde beslenen ve pup evresine normal

gelisimini tamamlayamayan G. mellonella larvasi

3.2 ASIKLOVIRIN HAYDAK’IN YAPAY BESIiNi iLE BESLENEN G.
MELLONELLA LARVALARINA ETKISi

Denenen asiklovir miktarlari ve bunlarin larvalar iizerindeki etkileri ile ilgili

veriler Cizelge 3.2°de verilmistir.

Asiklovirin denenen diisiik miktarlarin1 (0,001 ve 0,01 g) igeren besinler ile
beslenen larvalarin olgunlagsma orani 6nemli derecede azalmis olup bu evredeki
gelisme siiresi de gecikmistir. Kontrol besini ile karsilastirildiginda bu iki besin
larvalarin pup ve ergin olma oramimi da istatistiki bakimdan &nemli derecede
diigiirmiis ancak bu evrelere ulagma siiresini etkilememistir. Buna karsilik
asiklovirn 0,1 g’1 bdcegin larva ve larva sonrasi evrelerdeki yasama ve gelisim
iizerinde onemli bir etki yapmamigstir. Denenen bu miktar yalmizca olgunlasan
larvalarin ortalama yas agirligim diigiirmiis olup bu olumsuz etki diger evrelerde
ortadan kalkmigstir. Besindeki asiklovir miktarinin 1,0 g’a ¢ikarilmasi hem larval
hem de pup ve ergin evredeki yas agirhigi onemli derecede diigiirmiis, gelisme

siiresini ise geciktirmistir. Ancak, asiklovirin bu miktarini igeren besin, bocegin
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yasama oranini etkilememis olup besindeki larvalarin ortalama % 80,3 + 12,9°1
pup, % 72,3 + 11,2’ ise ergin olmustur. Bu antiviral maddenin denenen en
yitksek miktari, bdcegin tiim gelisim evrelerindeki yasama oranmi Onemli
derecede diigiirmiistiir. Bu miktarin, larvalarin olgunlagmasi ve pup olusumu i¢in
gerekli siire iizerinde etkisi olmasa da ergin olma siiresini 6nemli derecede
uzatmistir. Bu larvalar % 20,0 + 7,1 gibi ¢ok kiigiik bir oranda ergin olugturmus ve
kontrol besinine gore yaklagik beg giin daha geg bu evreye ulagsmislardir.

3.3 ASIKLOVIRIN BOS ESKIi BAL PETEGI (KULUCKA PETEGI) iLE
BESLENEN G. MELLONELLA LARVALARINA ETKIiSi

Asiklovirin denenen miktarlarinin dogal besin olan koyu renkli eski petek ile

beslenen larvalar tizerindeki etkileri Cizelge 3.3’de goriilmektedir.

Denenen asiklovir miktarlarinin  hi¢ biri olgun larvalarin yas agirhgim
etkilemedigi halde denenen diigiik miktarlar (0,01 ve 0,1 g) pup evresindeki yas
agirhgr istatistiksel olarak onemli derecede artirmistir. Bu miktarlarin ergin
evredeki yas agirlik tizerinde ise 6nemli bir etkisi olmamustir. Asiklovirin denenen
en diisiik miktar1 (0,01 g) bocegin yasama oranina dnemli bir etki yapmazken
yalmzca larva sonrasi evrelerdeki gelismesini geciktirmigtir. Besine 0,1 g
asiklovir ilave edilmesi hem larvalarin olgunlagmasi hem de pup ve ergin olmalari
icin gerekli siireyi onemli derecede uzatmigtir. Bu miktar pup ve ergin yiizdesini
diigiirmesine ragmen kontrol besini ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak bir
fark ortaya ¢ikmamustir. Asiklovirin 1,0 g’1 bocegin yagama ve gelisimine dnemli
bir etkide bulunmamigtir. Bu miktar igeren besin ile beslenen larvalar kontrol
besininden elde edilene (% 60,0 + 7,1) ¢ok yakin bir oranda (% 58,5 + 5,1) ergin
olusturmustur. Denenen en yiiksek asiklovir mikan (3,0 g) ise bdcegin biitiin
evrelerindeki yasama oram iizerinde dnemli derecede azalmaya sebep olmustur.
Kontrol besini ile kargilagtirildiginda bu besin ile beslenen larvalarin ancak dortte

biri (% 15,0 + 5,0) yaklasik dokuz giin gecikerek ergin evreye ulasabilmistir.
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3.4 ASIKLOVIRIN BALLI PETEK iLE BESLENEN G. MELLONELLA
LARVALARINA ETKISi

Dogal besin olarak bal ile dolu olan peteklere yiizeysel uygulanan farkl asiklovir
miktarlart G. mellonella’mn yagama oram iizerinde etkili olmamistir (Cizelge
3.4). Verilerden de anlagildig: gibi asiklovir uygulanmayan kontrol petegi ile
beslenen larvalar oldukca diisiik oranda ergin olusturmugtur. Gerek kontrol petegi
gerekse asiklovir uygulanan peteklere birakilan larvalarin yiizeyde toplandigi, bal
tabakasinin igine dogru ilerleyemedigi kenar bolgelerdeki petekler iizerinde
toplandign gézlenmistir. Asiklovirin 0,01 g’imuin uygulandifi besin, larvalarin
gelisme siiresini 6nemli derecede uzatmis, pup ve ergin evreye ulasan boceklerin
ortalama yas agirligini da diisiirmiistiir. Besine uygulanan 0,1 g asiklovir
larvalanin yas agirligi ve yasamasi iizerine etkili olmamis ancak ergin evreye
ulasmak igin gerekli siireyi kontrol besinine gére ortalama 5,5 giin kisaltmistir.
Asiklovir miktarinin 1,0 g’a ¢ikarilmasi béce@in larva ve larva sonrasi
evrelerindeki gelisimini 6nemli derecede hizlandirmis olup kontrol besininde 49,5
+ 2.9 giin olan ergin olma siiresi 38,7 + 1,1 giine kadar kisalmistir. Bu miktar,
bdcegin biitiin evrelerindeki bireylerin yas aguligmi da 6nemli derecede
artirmugtir. Bunun aksine, uygulanan en yiiksek asiklovir miktar1 (3,0 g) larvalarin
olgunlasma stiresini kontrol besinine gore dnemli derecede uzatmus, ergin olma

stiresini etkilememistir.

3.5 ASIKLOVIRIN G. MELLONELLA ERGINLERININ YASAMA
SURESINE ETKiSi
Cizelge 3.5 asiklovirin iki farkli yapay besin karisimi ve dogal besin olarak koyu

renkli bos petek ile beslenen larvalardan elde edilen erginlerin yasama siiresine

etkisini gostermektedir.

Ogiitiilmiis koyu renki eski bal petegi iceren Bronskill’in yapay besinine ilave
edilen asiklovirin diigiik miktarlari elde edilen erginlerin yasama siiresini
etkilememistir. Buna karsilik denenen yiiksek miktarlari (1,0 ve 3,0 g/100 g besin)
igeren besinler ile yetistirilen erginler daha uzun siire yasamislardir. Kontrol

besini ile karsilastirildiginda asiklovirin 1,0 g’1n1 igeren besinde yasama siiresi
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istatistiksel bakimdan onemli derecede uzamis olup 6,8 + 0,5 giinden 8,9 = 0,3

giine ulagmustir.

Kuru toz maya ve siit tozu igeren Haydak’in yapay besinine asiklovirin 1,0 g’inin
ilave edilmesi, bu miktari iceren nceki yapay besinin tersine, ergin bireylerin
hayatta kalma siiresini etkilememistir. Bu besine ilave edilen asiklovirin en diisiik
ve en yiiksek miktarlari ise erginlerin yagama siiresini istatistiksel bakimdan
onemli derecede uzatmigtir. Bu antiviral maddenin en diisik miktarini (0,01 g)
iceren besin ile beslenen larvalardan erginlesen bireyler kontrol besinine gore
yaklasik 2,5 giin daha uzun yasamistir. Benzer bir sonu¢ denenen en yiiksek
asiklovir miktar1 (3,0 g) ile de elde edilmistir.

Dogal besin olan koyu renkli bog bal petegine (kulugka petedi) piiskiirtiilerek
uygulanan asiklovirin 1,0 g’1 (1,0 g/100 ml) G. mellonella erginlerinin yasama
stiresini onemli derecede uzatmistir. Kontrol peteklerinde yetistirilen erginler 7,3
+ 0,4 giin yasarken asiklovirin 1,0 g’mun uygulandigi petekte bu siire 9,4 + 0,4
giine uzamistir. Bu antiviral maddenin denenen diger miktarlar1 ise bu hususta

etkili olmamustir.

3.6 ASIKLOVIRIN BESIN ORTAMLARINDAKI MiKROBIYAL
ORGANIZMALARA ETKISI

Asiklovirin G. mellonella larvalarinin yetistirilmesinde kullanilan yapay ve dogal

besin ortamlarindaki mikrobiyal organizmalara etkisi Cizelge 3.6°da verilmistir.

Beslenme deneylerinde kontrol besini olarak kullanilan Bronskill*in yapay besinin
mikrobiyal florasinda ortalama 6000,0 + 565,6 koloni (kob.) ile en fazla maya
bulunmustur. Bu besinin kiif miktar1 ise 800,0 + 23,6 koloni olarak tespit
edilmistir. Bakteriyel kontaminasyon kaynaklarindan koliform bakteriler tespit
edilemedigi halde, Staphylococcus aureus bakterisi besinin graminda 3200,0 +
141,4 adet koloni olusturmustur. Bu besine asiklovirin 1,0 g’nin ilave edilmesi bu
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bakterinin iiremesini tamamen ortadan kaldirdig1 gibi kiif ve maya miktarin1 da

6nemli derecede azaltmistir (sirastyla 50,0 + 2,3 ve 800,0 + 35,3 kob).

Dogal besin olarak kullanilan koyu renkli eski peteklerden yapilan mikrobiyolojik
ekimlerin sonucunda sayilamayacak kadar kiif ve maya iiredigi, bakteriyel
kontaminasyonlarin ise oldukca yiiksek oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Bu peteklerde
7500 + 353,5 gibi oldukca yiiksek miktarda Staphylococcus aureus kolonisi
sayilmistir. Bu bakterinin miktar1 asiklovirin 1.0 g’1 tarafindan 6nemli derecede
azaltilmigtir (1500 + 141,4 kob). Peteklerde, yapay besin karisiminda bulunmayan
koliform grubu bakteriler de tespit edilmistir (1100 + 84,8 kob). Asiklovirin 1,0
g’nin uygulandig1 bu peteklerde koliform grubu bakterilerin Gremesi tamamen
6nlendigi gibi kiif ve maya miktar1 da énemli derecede azalmigtir.

3.7 ASIKLOVIRIN 6. MELLONELLA’NIN YUMURTALARINA ETKIiSI

Asiklovir ile muamele edilen yumurtalardan yeni agilan ve Bronskill’in yapay
besini ile beslenen larvalann yas agirligi, yasama ve gelismesi ile ilgili veriler
Cizelge 3.7°de goriilmektedir.

Asiklovirin denenen en diigiikk konsantrasyonlu ¢ozeltisi (0,01 g/100 ml) ile
yumurtalanin muamele edilmesi, bu yumurtalardan agilan larvalarn olgunlasma
ylizdesini ve bunlann yas agirligini 6nemli derecede artirmig ancak olgunlasma
stiresini etkilememistir. Bu larvalarin olusturdugu pup ve erginlerin yiizdesi
kontrol besinine g&re énemli derecede artmis olup gelisme siireleri de kisalmustir.
Saf su ile muamele edilen yumurtalardan agilan kontrol grubu larvalar % 22,5 +
8,2 gibi ¢ok diisiik bir oranda ergin olugturabilmistir. Yumurtalara 0,01 g
asiklovirin uygulanmas: ile ergin olma orani % 46,0 + 4,1’e yiikselmistir. Bu
antiviral maddenin dier denenen miktarlar ise larvalarin yasama oranini énemli
derecede etkilememigtir. Asiklovirin 1,0 ve 6,0 g1 yumurtadan yeni agilan
larvalarin olgunlagma siiresini énemli derecede kisaltmistir. Bu miktarlar ergin
olma stiresini de kisaltmasina ragmen bu hususta istatistiksel olarak 6nemli bir
etki ortaya gikmamustir.
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3.8 ASIKLOVIRIN G. MELLONELLA’NIN YUMURTADAN YENI
CIKMIS LARVALARINA ETKIiSI

Asiklovirin denenen farkli miktarlarmin yumurtadan yeni agilan birinci evre
larvalarina etkisi Cizelge 3.8’de gériilmektedir.

Asiklovirin % 0,01°’lik ¢dzeltisi ile muamele edildikten sonra yapay besin
ortaminda beslenerek olgunlagan larvalarin orami saf suda bekletilen kontrol
larvalanina gore ©nemli derecede artmus olup % 75 £ 7,0’e¢ ulasmustir. Bu
larvalarin ergin evreye ulagmalar igin gerekli siire de yaklagik 5 giin kisalmistir.
Denenen diger asiklovir miktarlari ise olgunlasan larvalarin orani tizerinde etkili
olmamigtir. Kontrol grubu ile kargilagtinldifinda, asiklovirin denenen
miktarlarmin hi¢ biri bu larvalarin pup ve ergin olma oranim1 6nemli derecede
etkilememigtir. Ancak, denenen asiklovir miktarlan hem larva hem de larva
sonrasi gelisme siiresini 6nemli derecede kisaltmigtir. Asiklovirin 1,0 g’1 hem
olgunlagan larvalarin hem de pup ve erginlerin yas agirliini kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak 6nemli derecede artirmistir. Denenen diger asiklovir miktarlar
ise larval evredeki yas agirlik ilizerinde etkili olmayip yalmzca pup ve erginlerin
yas agirhgin artirmustir.

3.9 ASIKLOVIRIN G. MELLONELLA*NIN OLGUNLASMAMIS
LARVALARINA ETKISi

Asiklovirin farkli miktarlar ile muamele edilerek yapay besin ortaminda beslenen
olgunlagmamig larvalarin (4. evre) yasama ve gelisimi ile ilgili veriler Cizelge
3.9°da verilmigtir.

Asiklovirin en diigiik konsantrasyonlu g¢tzeltisi (0,01 g/100 ml) ile muamele
edilen larvalar, saf suya batirilan kontrol grubu larvalarina gtre daha ge¢
olgunlasmis ancak olgunlagan larvalarin oram1 6nemli derecede etkilenmemistir.
Bu miktar larva sonrasi evrelerdeki yasama ve gelisimi de etkilememigtir.
Asiklovirin % 1,0°lik ¢6zeltisine batmian geng larvalarin da gelisimi Gnemli
derecede gecikmis olup yasama orami etkilenmemistir. Bu antiviral maddenin
denenen yiiksek miktarlar (3,0 ve 6,0 g/100 ml) ise larva ve larva sonrasi
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evrelerdeki yasama oranini Snemli derecede diigiirmiis, ergin olma siiresini de
uzatmigtir. Kontrol grubu larvalarinin % 92,5 + 8,3°i ergin olurken asiklovirin %
6,0’lik ¢Ozeltisi ile muamele edilen larvalarin ancak % 30,0 £ 7,0’u ergin
olabilmistir. Bu larvalarin gelisimi, kontrol grubuna gdre ortalama 1,6 giin
gecikmis olup ergin olma siireleri 16,3 + 0,5 giine uzamigtir.

3.10 ASIKLOVIRIN G. MELLONELLA’NIN GENC PUPLARINA ETKIiSI

Kontrol grubu ile karsilastiildifinda asiklovirin denenen konsantrasyonlarinin
hepsi geng puplarn (bir giinlik) ergin olma oranini artirdiklan halde yalmizca 1,0
ve 6,0 g’lik konsantrasyonlar istatistisel olarak Snemli bir artisa sebep olmustur
(Cizelge 3.10). Asiklovirin 0,01 g/100 ml’lik ¢dzeltisi ile muamele edilen puplar
ortalama bir giin daha erken ergin olmustur. Diger miktarlar bu puplarin ergin
olma stiresi fizerinde etkili olmamigtir. Kontrol grubunda % 50,5 + 0,9 oraninda
ergin olusurken denenen 6,0 g’lik asiklovir miktar1 bu orant 6nemli derecede
artirarak % 88,5 + 4,3’¢ ulagtirmagtir.

3.11 ASIKLOVIRIN G. MELLONELLA’NIN OLGUN LARVALARINA
ETKIiSI
Olgun larvalara (7. evre) emjekte edilen farkli konsantrasyonlardaki asiklovir
¢Ozeltilerinin yasama ve gelisime etkisi Cizelge 3.11°de goriilmektedir.

Asiklovirin % 0,1°lik ¢ozeltisinin enjekte edildigi larvalarin pup olma oram
onemli derecede azalmigtir. Ancak bu puplarin ergin olma orami bakimindan
kontrol besini ile arasinda 6nemli bir fark ortaya ¢ikmamstir. Asiklovirin bu
denenen miktan larvalarin gelisme siiresi iizerinde etkili olmamigtir. Buna kargin
asiklovirin 3,0 g’nin enjekte edildii larvalarnin ergin olma siireleri dnemli
derecede uzamustir. Kontrol grubu larvalart ortalama 10,2 + 0,3 giinde ergin
evreye ulasirken asiklovirin bu miktarinin uygulanmas: ile siire 12,3 + 0,6 giine
uzamistir. En yliksek asiklovir ¢6zeltisi (% 6,0) enjekte edilen olgun larvalarnn
ergin olma oram1 Onemli derecede aza1m1$ olup bu evreye ulagma siiresi de
gecikmistir. Bu larvalarin ancak % 20 + 5,0 gibi gok az bir oram ergin
olabilmigtir. '
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Pup olan bazi bireylerin kanatlarinin tam olarak gelismedigi ve ergin olmak iizere

pup kozasini atmakta zorlandiklar1 gozlenmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 Asiklovirin % 6,0°lik ¢ozeltisinin enjekte edildigi bazi G. mellonella
olgun larvalarinin olusturdugu anormal viicut yapisina sahip ergin

3.12 ASIKLOVIRIN G. MELLONELLA DiSILERININ YUMURTA
VERIMINE ETKIiSi

Asiklovirin farkli konsantrasyonlardaki g¢ozeltilerinin G. mellonella disilerinin

yumurta verimine etkisi Cizelge 3.12°de verilmistir.

Kontrol grubu olarak asiklovir ¢ozeltisi yerine saf su enjekte edilen disiler ile
enjeksiyon yapilmayan diger kontrol digileri arasinda yumurta verimi agisindan
istatistiksel olarak 6nemli bir fark ortaya ¢ikmamugtir. Kontrol gruplan ile
kargilagtinldiginda, asiklovirin % 0,1°lik ¢ozeltisi bir giinde disi basina birakilan
yumurta sayisini, yas agirhigm ve agilan yumurtalarin sayisini énemli derecede
diistirmiistiir. Ancak, bu ¢ozelti saf su enjekte edilen kontrol disilerine gore
yumurtalarin agilma oraninda onemli bir artiga sebep olmustur. Asiklovirin %

1,0’lik gozeltisi birakilan yumurtalarin sayisini her iki kontrol grubuna gore

37



IPIIP2 21a[ua 1913 IZIPIIIAq ©)POIO 34 [eAsstent aO[ISTP (Tur 001/3) HO[N[eZeS UIULIB[IED{IUI USUSUSP ULIAOPISY,
nqn3 jonuoy uekewides uoAsyafug,

nqni3d jonuoy udIpe ayafud ns FeSs

S0°0 <d “YIPIIFAP 1[Ie} USPULIGII] JO[I3FaP UaIASY xey 1uAe epunins UAY,

TPIUB[IY ISP O UISY JeD[a) J1q 07 ‘ISeUre[epo Urenye) Mo,

qul 6 F1°L9 oC L FSIIL SO0FI8 qC9 F S°ELL 0t
ao“v FLLL ¢8°S F EILI qul 1F611 LG TIFT0TT 0°1
qut 6 F899 qul L F1°801 7OFS8 9'S F8191 10
L8 FILE +8°9 F §°501 O TFSYI 98 F 08T mod
sCLFOSH 98 F I°0¥1 O TF 191 76 F0LOE 10T
J(H'S ¥ 10) (H'S ¥ H0) J(H'S ¥ ,10) J(H'S ¥ 10) 1% 001/3
(%) 1§1p / 151488 (181p/Bwr) yrnge Sek (un3/181p) 1514ES LRI
TuRIO BUIISY eunumnA ue[dy wrerdoy, gunumA uefoyeIrg IIAOYISY

ISTY}9 BUIURIO BUI[ISE OA I1S1ARS BUNWNA UR[I{RIIq UMIAOPISE ueuemSAn af1 uofisyafus sunaNiSIp vyjauojjau D TI°€ 9BP7ZL)

38



Onemli derecede diigiirmii, agilan yumurtalarin sayisim ise artirmigtir. Bu
yumurtalarin agilma oran1 da Onemli derecede artmug olup % 77,7 + 4,6’ye
ulagmistir. Enjekte edilen asiklovirin % 3,0’liikk ¢6zeltisi yumurta sayisim ve bu
yumurtalarin toplam yas agirhigim kontrol gruplarma gore 6nemli derecede
diiglirmiigtiir. Bu miktar agilan yumurtalarin sayisim ve agilma oranini istatistiksel
olarak 6nemli derecede etkilememistir.
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BOLUM 4
TARTISMA

Lepidopter bir tiir olan biiylik bal mumu giivesi G. mellonella larvalarim
laboratuvarda ergin evreye kadar yetistirmek i¢in kullanilan ¢esitli yapay ve dogal
besinlere farkli miktarlarda katilan ve degisik gelisim evrelerine uygulanan
antiviral madde, asiklovirin, bocegin yasama, gelisimi, ergin evredeki yasama
siiresi, erginlerin yumurta verimi ve bu yumurtalarin agilma oranina etkisi
incelendi. Bu ¢alismanin sonuglar asiklovirin besine ilave edilecek miktarlarinin
ve besin ortaminin iyi segilmesi durumunda G. mellonella larvalarimn laboratuvar
sartlarinda yetigtirilmesinde giivenilir olarak kullanilabilecegini gostermistir.
Diger taraftan bdyle bir maddenin bocek beslenmesinde kullamilmasi besin
ortamlarinda goriilebilecek ¢ok genis bir mikroorganizma grubunu tek bir
antimikrobiyal madde ile kontrol edilmesine olanak saglayabilecektir. Béyle bir
uygulama fazla sayida antimikrobiyal maddenin besinde bir arada bulunmasindan
dogacak bocek lizerindeki zararh etkilerinin en aza indirilmesi agisindan da
oldukc¢a 6nemlidir. Bu ¢alismada asiklovirin denenen diigiik miktarlar1 (0,1 ve 1,0
g) bicegin ne larval ne de larva evresi sonrasindaki evrelerdeki yagsama ve
gelisime Onemli bir etkide bulunmamugtir. Buna karsiik G. mellonella’nin
besinine ilave edilen asiklovirin yiiksek miktarlar1 yasama ve gelisme lizerindeki
etkilerini hem larva hemde larva sonrasi evrelerde gostermistir. Bu sonug aym
zamanda antimikrobiyal maddelerin G. mellonella tizerindeki etkilerinin
belirlenmesinde larval olgunluga ulagma siiresinin 6nemli bir kriter olabilecegini
isaret etmektedir. Diger taraftan denenen asiklovir miktarlarinin tiimii disilerin
yumurta verimini diigiirirken, ergin evredeki yasama siiresine etkileri ise denenen
miktara ve ilave edildigi besin ortamina gére degigmistir. Ancak bazi miktarlarin
olumlu etkisinin yaninda farkli beslenme ortamlarina ilave edilen asiklovir
miktarlarinin hi¢ biri erginlerin yagama siiresi tizerinde olumsuz etki yapmamugtir.
Ayrica disilerin yumurta verimi, yumurtalarin agilma oran1 ve erginlerin hayatta

kalma siireleri de asiklovirin G. mellonella tizerindeki etkisinin belirlenmesinde
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onemli bir kriter olmustur. Aym tiiriin farkli gelisim evrelerinde bile degisik
fizyolojik kosullara gereksinim duyuldugu bilinmektedir (Grenier et al., 1986). Bu
yiizden denen asiklovirin etkisinin bu bdcegin farkh gelisim evresine gore

degismesi de beklenen bir sonugtur.

Yapilan mikrobiyolojik analizler dogal besinde (koyu renkli eski bal petegi) yapay
besine gore daha fazla sayida mikrobiyal organizmamn bulundugunu ve dogal
besinin normal flora diginda koliform bakteriler gibi 6nemli kontaminasyon
kaynag1 organizmalan da icerdigini géstermistir. Bu durum Galleria mellonella
kiiltiirtiniin devamu i¢in kullanilan 6giitiilmiis koyu renkli eski bal petegi iceren
Bronskill’in besininde gok sik karsilagilan bakteriyel ve 6zellikle 6nemli bir sorun
olan kiif kontaminasyonunun sebebini agikca gostermektedir. Bu iki besine
asiklovirin 1,0 g’min ilave edilmesi yapay besindeki bakteriyel organizmalari
tamamen ortadan kaldirdifz halde kiif ve maya miktarim 6nemli derecede
azaltmistir. Ancak asiklovirin bu miktan dogfal ortamda da benzer etki
gostermesine ragmen yine de besinde belirli miktarda mikrobiyal organizma
kalmistir. Bu yiizden asiklovirin dogal besin ortamindaki etkisinin mikrobiyal
kontaminasyonun yogunlufuna bagli oldufu goriilmektedir. Bu sonuglar en
azindan G. mellonella i¢in kullanilan yapay besin ortamlarinda ortaya ¢ikabilecek
cesitli kontaminasyonlarin asiklovirin tek basina kullamlmasi ile biiylik oranda
kontrol edilebilecegini gostermigtir. Bu bdcegi laboratuvar sartlarinda beslemek
icin gelistirilen besinlere daha onceleri ilave edilen streptomisin, penisillin ve
kloromisetin antibiyotikleri tek baglarina ve birlikte ne besindeki ne de bdcegin
sindirim kanalindaki mikrobiyal kontaminasyonlara etkili olamamigtir
(Waterhouse, 1959). Singh and Bucher (1971)’in belirttigi gibi besin katki
maddesi olarak kullanilan ideal bir antimikrobiyal madde bdcek lizerinde 6nemli
bir etkiye sahip olmayip aym zamanda genis bir mikrobiyal organizma grubu
lizerinde etkili olmalidir. Difer taraftan G. mellonella igin kullamlan besi
ortamlarinda bulunan bakteri, maya, kiif ve funguslar bazen larvalarin sindirim
kanalinda da tespit edilmektedir. B6cek kiiltiiriiniin devamu igin kullamlan besine
ogitillerek ilave edilen koyu renkli eski bal petegi onemli bir kontaminasyon
kaynaf olabileceginden g¢ogu zaman bdcedin bagirsafinda normal olmayan
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mikroorganizma florasimin bulunmasina sebep olmaktadir (Jarosz, 1979). G.
mellonella’nin besinine oksitetrasiklinin tek bagma ilave edilmesi bakteriyel
kontaminasyonu onlerken bazi maya tiirlerinde hizli bir artisa sebep olmustur. Bu
sorun besine ancak oksitetrasiklin ve nistatinin birlikte katilmas: ile 6nlenmistir
(Jarosz, 1981). Bir ¢ok c¢aligma yapay besin ortamlarindaki mikrobiyal
kontaminasyonlarin bdcek lizerinde olumsuz etkide bulundugunu ortaya
koymustur. Omegin besindeki kiif ve bakteri kontaminasyonu bazi zararl
lepidopter boceklerin larvalarinin erken evrelerinde Gliimiine ve gelismesinin
gecikmesine sebep olmaktadir (Clark et al,, 1961; Ouye, 1962; Hensely and
Hammond, 1968; Kishaba et al., 1968; Afrikian, 1960; Clark et al., '1961). Bu
ylizden zararli lepidopter boOceklerin ve difer takimlara ait zararhi tiirlerin
laboratuvar sartlarinda yetistirilmesinde 6nemli sorun olan bu kontaminasyonlari
nlemek igin gesitli antimikrobiyal maddeler tek baglarma ve birlikte
kullamilmigtir. Baza durumlarda bu maddelerin, tire gére degismekle beraber,
bdcekler iizerinde olumsuz etkilere sahip oldugu gériilmiistiir (Clark et al., 1961;
Ouye, 1962; Vail et al.,, 1968; Bass and Barnes, 1969; Toba et al., 1969;
Greenberg, 1970; Singh and House 1970a, 1970b, 1970c; Hedin et al., 1974;
Deecher et al., 1989; Liaw et al., 1991b; Costa et al., 1997; Pearson and
Raybould, 1998; Alverson and Cohen, 2002). Bu caligmalarda genis bir
antibakteriyel ve antifungal madde grubu yaninda yalmzca formalin ve sodyum
hipokloriir gibi bazi geleneksel antiviral maddeler kullamlmistir (Vail et al.,
1968). insan saghgma zararh oldugu bilinen formalin (formaldehit) ve sodyum
hipokloriir bocek beslenmesinde $nemli bir sorun olan niikleopolihedro viriis
(baculoviridae) kontaminasyonuna karg1 antiviral katki maddesi olarak yaygin bir
kullanmima sahiptir. Ancak, bu maddeler diisiik miktarlarda bile lahana kurdu 7.
ni’nin yagamasim ve erginlerin biraktii yumurtalarin agilma orammi 6nemli
derecede distirmistiir (Vail et al., 1968). Formaldehit ise beyaz kivrimli kelebek
Graphognathus spp. larvalarinin gelisimini olumsuz ydnde etkilemistir (Bass and
Barnes, 1969).

Asiklovirin besindeki miktarinin artis1 ile b6cek iizerindeki etkisi arasinda orantili
bir iliski ortaya ¢ikmamugtir. Ornegin her iki yapay besinde 0,01 g asiklovir
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bdcegin biitlin evrelerindeki yagama oramint Snemli derecede diigiirdiigti halde 1,0
g asiklovir iceren besinin bu olumsuz etkiyi ortadan kaldirmasi, besindeki
miktarin 3,0 g’a ¢ikanldifinda ise olumsuz etkinin yeniden ortaya ¢ikmasi
ilgingtir. Istatistiksel olarak onemli olmasa da yagsama iizerindeki benzer
diizensizlikler dogal besinlerde de ortaya ¢ikmigtir. Benzer bir sonug holometabol
béceklerden dipter bir tiir 4. affinis ve hymenopter bir tiir P. turionellae
larvalarim: laboratuvarda beslemek i¢in kullanilan kimyasal yapisi bilinen yapay
besine ilave edilen bazi antibiyotikler ile de elde edilmistir (Singh and House,
1970a; Biiyiikgiizel ve Yazgan, 1996). Holometabol bdceklerde besin
maddelerinin sindirimi genellikle alkali bir ortama sahip olan ortabagirsakta
gerceklestirilmektedir  (Terra, 1990). Boylece besinle aliman asiklovir
miktarlarinin G. mellonella’nin ortabagirsaginda ozmotik dengeyi ve ortamun
reaksiyonunu (pH) etkilemesi sonucu farkli oranlarda emilimi gergeklesebilir.
Boylece denenen miktarlarin bécek lizerindeki etkisi de farkh olabilir. Yiiksek
oranizasyonlu hayvanlarda antimikrobiyal maddelerin incebarsakta emilme
oranlarinin bunlarin bagirsaktaki miktarina, ortamin ozmotik basincina ve pH’na
bagli oldugu bilinmektedir (Rabbaa et al., 1997). Diger taraftan G. mellonella
larvalarinin bagirsagindan emilerek dokulara yayilan asiklovirin olumsuz etkisi
herhangi bir sekilde devamli olarak ortadan kaldinlabilir. Benzer bir diistince Graf
and Benz (1970)’in bazi antibiyotiklerin Drosophila melanogaster L.’in yasama
ve gelisimi iizerine etkisini inceledigi caliymada da ileri siiriilmiistiir. Alman
hamam bécegi Blatella germanica (L.)’da insektisitlere karsi detoksifikasyon
enzimi sitokrom P450 monooksijenaz miktarinda artig oldufunun tespit edilmesi
ile bu yaklagim daha da agirlik kazanmugtir (Scharf et al., 1999). Liu and Chen
(2000) bir kitin sentezi inhibit6rii olan buprofezinin nérapter bir tiir olan
Chrysoperla rufilabris’in larval evresindeki olumsuz etkisinin ¢ok az olmasim

bocegin bu ozelligine baglamigtir.

Bronskill’in besinine ilave edilen asiklovirin 0,1 g1 olgunlasan larvalarin yag
agirhginda Snemli bir artiga sebep olurken bu olumlu etki pupal yas agirhkta
onemli olmayan bir artigla ortaya ¢ikmug ergin evrede ise Snemli bir etki
gorilmemigtir. Bu miktar bcegin biitiin evrelerindeki yagama oraninda ise 6nemli
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olmayan bir azalmaya sebep olmustur. Bronskill’in besinindeki asiklovirin bu
digik miktar1 (0,1 g) G. mellonella larvalanmn besin almasim uyarici ve
bilyiimesini hizlandirici bir rol oynamug olabilir. Streptomisinin besine katilan 50
mg’1 benzer etkiyi biyolojik kontrol ajani, parazitik hymenopter bir tlir olan P.
turionellae larvalan lizerinde g6stermistir (Biiylikglizel ve Yazgan, 1996). Benzer
bir sonu¢ ile Xyleborus ferrugineus (F)’'un beslenmesinde de kargilagilmugtir.
Besine antimikrobiyal madde olarak katilan etanoliin diisiik miktarlar1 b&cegin
daha fazla besin almasim uyarmigtir (Norris and Baker 1969). Cesitli
antibakteriyel maddeler bir karinca tiirli Myrmica rubra (L.), pamuk kurdu
Anthonomus grandis ve bir anofel sivrisinek tiiriiniin gen¢ larvalarimn biiyiime ve
yasamasi iizerinde olumlu etki yapmugtir (Pearson and Raybould, 1998; Reisen,
1975). Asiklovirin Galleria mellonella geng larvalan {izerindeki bu etkisi
beslenme ortamina gére degismistir. Haydak’in besinine ilave edilen 0,1 g
asiklovir ise olgun larvalann yas agirhgim diiglirmiis larva sonrasi evrelerde etkili
olmamigtir. Bu besin bdcegin yagamasimi etkilememis gelisme siiresinde ise
Onemli olmayan bir gecikmeye sebep olmustur. Ancak bu besindeki asiklovir
miktarinin 1,0 g’a ¢ikarilmasi larva sonrasi evrelerde de yas agirhifn diistirmiis
gelisimi ise 6nemli derecede geciktirmistir. Ancak larvalarin ergin evreye kadar
olan yagamasimi etkilememistir. Bunun aksine asiklovirin 1,0 g’1 dogal besin
olarak kullanilan bol miktarda bal igeren petekte yas afirhk ve gelisme tizerinde
olumlu etki yapmigtir. Antibakteriyel maddeler ekonomik Oneme sahip ¢iftlik
hayvanlarmin besinlerine muhtemel bir enfeksiyonun tedavisine yonelik ya da
biiylimeyi uyarici ve beslenme verimliligini artiric1 olarak diisiik miktarlarda ilave
edilmektedir (Levy, 1987). Insan beslenmesi amaciyla yetigtirilen piliglerin
yemlerine katilan (11-550 mg/kg) bazi antibiyotiklerin yem tiikketimini, yemi
degerlendirme etkisini, ve canli agirlign artirdigi biiylimeyi ise hizlandirdirdig:
ortaya ¢ikarilmigtir (Franti et al., 1973). Dogal besin olarak bol miktarda bal
iceren petek hari¢ diger dogal ve yapay besinlerde asiklovirin denenen en yiiksek
miktar1 (3,0 g) bécegin yas afirlik, yagama ve gelisimi {izerinde 6nemli derecede
etkili olmugtur. Bu miktar1 igeren yapay besinlerde larvalanin biiylik bir kismi
larval deriyi atmakta zorlanmis ve pup evresine ulagamamigtir (Sekil 3.1). Bu
durum g¢ogunlukla boéceklerin degisik ev;elerinde deri degistirme sirasinda



meydana gelen fizyolojik ve biyokimyasal olaylarn isleyigini bozmak suretiyle
ortaya ¢ikabilir (Reynolds and Samuels, 1998). Baskalagimin uyarilmasi i¢in son
larval evreye dogru jlivenil hormon miktarimin énemli derecede azalmasi gerekir
(Kort and Granger, 1996). Bu enzim jlivenil hormon esteraz enzimi tarafindan
inaktif olan metillenmis ara yapilara pargalanarak ortamdan kaldirilir. Sentetik
niikleozit analoglarinin S-adenozil-L-metiyonin aracilifiyla gerceklesen metilleme
olaymin diizenlenmesinden sorumlu GOnemli bir enzim olan S-adenozil-L-
homosistein hidrolaz’in etkisini dnledigi bilinmektedir (Votruba and Holy, 1980).
Asiklovirin yiiksek miktarlarimin bécegin gelismesi tizerindeki olumsuz etkisi bu
antiviral maddenin bu enzimin aktifliini Onlemesinden ileri gelebilir. Zararh
lepidopter tiirlerin miicadelesinde kullanilan bazi pestisitlerin bu mekanizma ile
boceklerin {izerinde etkili oldugu bilinmektedir. Ornegin, aym: zamanda
antimikrobiyal Ozellife sahip Onemli bir pestisit olan abamektinin yliksek
miktarlan lepidopter bdceklerden bir giive tiirli Cydia pomonella 1. larvalarimin
agirh@imi yar yariya azaltmis ve geligimini 6nemli derecede geciktirmistir (Reed
et al., 1985). Diger taraftan Deecher et al. (1990) bu maddenin diger bir lepidopter
tiir olan mege giivesi Lymantria dispar’da Corpora allata iizerindeki etkisinden
dolayr hormonal dengenin bozuldugunu, béylece bScegin pup ve ergin evreye
baskalasimi sirasinda anormal viicut yapilarmin meydana geldigini belirtmigtir.
Bir niikleozit analofu olan genis spektrumlu antiviral madde (R,S)-9-(2,3-
dihidroksipropil) adeninin denenen en yiiksek konsantrasyonlu g¢ozeltisi (%6 1,0)
ile beslenen lepidopter tiir Spodoptera littoralis (Boisd)’in ikinci evre larvalarinin
% 78’1 Olmis digerleri ise pup olamamistir (Gelbié and Holy, 1985).
Mitokondrideki DNA sentezini dnleyen akriflavin ve etidyum bromidin diger iki
lepidopter tiir Heliothis virescens (F.) ve Heliothis zea (Boddie) erginlerinde sekil
bozuklufuna ve ugma yeteneginin azalmasina sebep oldugu ortaya c¢ikariimigtir
(Holmes and Keeley, 1975; Keeley and Olson, 1977). Abamektin ve Milbemisin
D gibi makrolakton yapisindaki antimikrobiyal pestisitler ile beslenen L. dispar
L.’nin 3. evre larvalarinin yaklasik % 50 sinin 61diigli gozlenmigtir (Deecher et al.,
1989). Denenen en yiiksek miktar olan 3,0 g asiklovir (100 g yapay besinde ya da
dogal besinlere uygulanan 100 ml saf suda) G. mellonella larvalarmin yagama
orammi diiglirmils olmasina ramen bu larvalanin ¢ok diisiik bir orami ergin
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olmugtur. Bu sonuglar asiklovirin diger antimikrobiyal maddelere gére b&cekler
iizerinde daha az olumsuz etkiye sahip oldugunu isaret etmektedir. Diger taraftan,
bu antiviral maddenin hedef olmayan insan ve diger memeliler igin toksik
6zelliginin ¢ok diisiik oldugu bilinmektedir (Parfitt, 1999).

Ty}

Asiklovirin G. mellonella tizerindeki etkisinin, besin ortamina gdre degistigi
acikca goriilmiigtiir. Antimikrobiyal ajanlarin bdcek iizerindeki etkilerinin
cogunlukla besinin kalitatif ve kantitatif kalitesine bagh oldugu bilinmektedir.
Ornegin, Amerikan hamam bdcegi Periplanata americana L. nin besinine ilave
edilen kloramfenikol ve penisillin G nin bcekteki mikrobiyal flora ve dolayisiyla
bocek iizerindeki etkisinin, besin icerigine bagh olarak degistigi gézlenmistir
(Bandyopadhyay and Raychaudhuri, 1970). Singh and House (1970b) penisillin
ve potasyum sorbatin Agria affinis lizerindeki olumsuz etkisinin besin
bilesenlerinin miktarimin artinlmasina bagh olarak azaldigimi agiklamistir. Seker
¢ozeltisine belirli oranlarda kangtirilmig gentamisin siilfat, penisillin ve
streptomisin antibiyotikleri ile beslenen bazi anofel sivrisinek tlirlerinin orta
bagirsagindaki patojen bakterilerin 6nemli derecede azaldif: gosterilmistir (Touré
et al., 2000). Beslenme ¢alismalarinda kullanilan besinin fizyokimyasal yapis1 da
oldukga onemlidir. Bu husustaki Snemli faktérlerden bir tanesi besin pH’1n
larvalarin besin aldif1 siire boyunca sabit kalmasidir. Besine ilave edilen
asiklovirin farkli miktarlarinin beslenme ortamin baglangigtaki pH’ i etkilemesi
beklenen bir durumdur. Cesitli boécekler ile yapilan bazi g¢alismalar besin
pH’indaki degismelerin yasama oranimi ve geligme siiresini olumsuz y&nde
etkiledigini gdstermistir (Chan and Jang, 1995; Nakahara and Iwabuchi, 2000).

Denenen asiklovir miktarlar1 bocegin farkli evrelerindeki yas agirhig1 tizerinde de
etkili olmugtur. Bu etkiler besin ortamma ve bdcegin gelisme evresine gore
degismektedir. Asiklovirin farkli miktarlanmn yag agirhk izerindeki etkileri
bécegin su igeriginin degisimine bagh olarak ortaya gikabilir. Besin ile asiklovirin
farkh miktarlarint alan larvalar bu maddeye fizyolojik bir cevap olarak besinden
aldig1 suyu artirarak ya da kaybettifi suyu azaltarak vucutlarindaki su miktarim

ayarlayabilirler. Bunun sonucunda bdceBin larva sonrasi evrelere geligimi igin
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gerekli besin maddelerinin alinma orani da degisebilir. Bdceklerin ¢ogunun geng
evrelerinde (larva ve pup evresi) toplam viicut bilesiminin yaklagik % 65-70’ini
olugturan su miktarindaki bir degigiklik bScegin yas agithgi ve dolayisiyla
metabolik olaylarinda etkili olur (Rivers and Yoder, 1996). Lepidopterlerde
toplam su miktarimin degigimi giin boyunca gésterdikleri aktiviteleri tizerinde bile
oldukca 6nemlidir (Mazer and Appel, 2001).

Larval evrede alinan dogal ve yapay besin maddelerinin kalitesi ve besinsel
dengesi ¢ogu bdcegin erginlerinin iireme ve diger bazi Szellikleri ile hayatta
kalma siiresi (yasama siiresi) iizerinde etkilidir (Slansky and Scriber, 1985;
Eischen and Dietz, 1987; Ridgway and Mahr, 1990). Zararli bir dipter tiir olan
akdeniz meyve sinegi Ceratitis capitata (Weidemann)’mn larval evrede aldig
besinin ergin olusumunu, viicut biyiikligiint, eseysel olgunlugu, yumurta
birakma davramigim1 ve yasama siiresini etkiledigi bilinmektedir (Chang et al.,
2001). Asiklovirin 1,0 g’in1 iceren Bronskill’in yapay besini ve dogal besinde
(koyu renkli eski petek) yetistirilen erginlerin yagama siiresi asiklovir igermeyen
kontrol besinlerindekilere gore daha uzun olmustur. Asiklovirin en diistik ve en
yiiksek miktarin1 iceren Haydak’in besini de benzer etki gdstermistir. Bu hususta
en olumlu etkiyi 1,0 g asiklovirin yiizeysel olarak uygulandigi dogal besin (koyu
renkli eski petek) yapmis olup bu besinden elde edilen erginler ortalama 9,4 + 0,4
giin yasamiglardir (Cizelge 3.5). Asiklovirin denenen miktarlarim igeren
besinlerin higbiri erginlerin yagama siiresini olumsuz yonde etkilememistir. Bu
sonuglar denenen asiklovir miktarlarinin besin ortamlan ile olan fiziksel ve
kimyasal etkilesimlerinden ileri gelebilir. Bu etkilegimlerin, besinin bdcek
tarafindan en iyi sekilde yararlanmasim saglayacak diizeyde oldugu agikca
anlasilmaktadir. Diger taraftan asiklovir yagama siiresi izerindeki olumlu etkisini
besindeki bakteri, maya ve kiiflerin iiremesini engelleyerek ve bdylece bu
mikroorganizmalarin salgiladifi zararli maddelerin miktarim azaltarak dolayli
olarak gostermis olabilir. Ekonomik Oneme sahip yliksek organizasyonlu
hayvanlarin beslenmesinde kullanilan antibiyotiklerin istah uyarici etkilerinden
dolay1 besin tiketimini artirdifi ve beslenme kanalindaki zararli bakterilerin
sayisim azaltifi bilinmektedir (Ensminger et al., 1990). Besi ortamindan
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ozitlenen bazi mantar ve kiif toksinlerinin G. mellonella larvalan (izerinde
oldiriicii etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Vey et al, 1993). Zararli bir
lepidopter tiir olan Spodoptera littoralis (Boisduval) larvalarina enjekte edilerek
ve besin ile verilen mikotoksinler bocegin ergin evredeki agirhimi, gelisme
stiresini, déllenmesini ve dayamkliligim olumsuz ydnde etkilemistir (Azab et al.,
2001). Diger taraftan besin kalitesi ile birlikte ortamin sicakhifs da bdceklerin
farkl: evrelerindeki yasama stiresi tizerinde olduk¢a dnemlidir (Browne, 1995). Bu
caligmada gerek kontrol gerekse asiklovirin farkh miktarlarim igeren besinler ile
yetistirilen G. mellonella erginlerinin yagama siiresi dogal ortamdaki kadar ¢ok
uzun olmamustir. Asiklovirin G. mellonella erginlerinin yasam uzunlugu
tizerindeki etkisi stok kiiltiiriin devam ettirildigi ortam sicakliginda (30 °C) tespit
edildi. Ancak yapilan baz1 6n denemeler G. mellonella erginlerinin yaklagik 22 °%Cc
olan labortuvar ortaminda oldukca uzun siire (15 giin) yasadiklarini gostermistir.
Bu durum yiiksek sicakligin Galleria mellonella erginlerinin yasama uzunlugu
{izerinde olumsuz ydnde etkili olabilecegini gbstermektedir. Bocekler i¢in 6nemli
bir stres faktorii olan yiikksek sicakhifin bazi holometabol boceklerde ergin
bireylerin yagam uzunlugunu onemli derecede kisalttifi ve hemolenfteki bazi
metabolitlerin miktarinda da azalmaya sebep oldugu tespit edilmistir (Cohen and
Patana, 1986; Hailemichael and Smith, 1994; Graf et al., 2001).

Bir ¢ok bocek tiirii baz1 besinsel gereksinimleri ve iireme faaliyeti igin simbiyotik
mikroorganizmalarin katkisina gerek duymaktadir (Bourtzis and O’Neill, 1998;
Douglas, 1998;). Besinlere ilave edilen antimikrobiyal maddeler bu yararh
mikroorganizmalar1 yok ederek dolayli olarak bdcek lizerinde etkili olabilir.
Galleria mellonella’nin larva ve erginlerinin sindirim kanalinda fazla sayida
simbiyotik bakteri bulunmakta olup, bunlarin yumurta araciliyla yeni nesillere
aktanldign  bilinmektedir (Bucher and Williams, 1967). Bu simbiyotik
mikroorganizmalarinin diger tiirlerde oldugu gibi G. mellonella’da besinsel
gereksinimine katki yaptifi ya da firemesinde etkili oldugu hakkinda detayl bilgi
mevcut degildir. Bu bdcegin besinine kontaminasyonu dnlemek igin ilave edilen
antimikrobiyal maddelerin bocek {izerindeki etkisini daha gok besinsel miidahale
ile ortaya koymus olabilecegini sdylemek daha mantikli olacaktir. Asiklovir
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deoksiriboza benzeyen agik zincirli yapiya bir guanin bazimin baglanmas: ile
olugturulmus yapay bir niikleozid analogudur. Deoksiribozu taklit eden bu benzer
yap: viriislere 6zgii timidin kinaz enzimi tarafindan aktiflestirilerek yalmizca viral
DNA polimerazn inhibe eder. Okaryot hiicrelerdeki normal timidin kinaz
asikloviri substrat olarak tanimaz (Zubay, 1993). Bdylece besine ilave edilen
yiiksek miktarlardaki asiklovirin bocegin yagama ve gelisimi izerindeki olumsuz
etkileri beslenme ortaminin besinsel ve fiziksel kalitesinin degigmesinden ileri
gelebilir. Yalnizca bakterilerdeki DNA sentezini onleyen novobiyosinin yiiksek
miktarlan ile beslenen endoparasitoid bir hymenopter tiir Pimpla turionellae
larvalarmin yagama ve gelisimi de olumsuz yonde etkilenirken bu maddenin
denenen en diisiik miktar1 bScegin yagama orammi onemli derecede artirmigtir
(Biyiikgiizel, 2001b). Singh and House (1970c) besindeki antimikrobiyal
maddelerin meydana getirdigi koku ve tat degigikliginin larvalarin besin alma
islevinde etkili oldugunu belirtmistir. Delgarde and Rouland-Lefevre (2002)
nikotin benzeri bir insektisit olan tiyometoksam’in bazi termit tiirleri,
Trinervitermes ftrinervius Rambur ve Odontotermes smeathmani Fuller,
Amitermes evuncifer Silvestri’e kars1 besin almay: dnleyici etkiye sahip oldugunu
gOstermiglerdir.

G. mellonella’nin farkh gelisim evrelerine yiizeysel olarak uygulanan asiklovirin
bdcegin yumurta, larva, pup ve erginleri lizerindeki etkileri bu maddenin denenen
miktarlanna gore degigmistir. Birinci evre, dordiincli evre ve geng puplarn
asiklovirin diisiik miktarlan ile muamele edilmesi bocegin yas agirligi, yasama ve
gelismesi tizerinde olumsuz etki ortaya ¢ikarmamigtir. Yumurtalar ve yumurtadan
yeni ¢tkms birinci evre larvalan asiklovirin en diigiik konsantrasyonlu ¢ozeltisi
(0,01 g/100 ml) ile muamele edildiginde baz1 olumlu etkiler ortaya gikmustir.
Asiklovirin bu miktar1 ile muamele edilmis yumurtalardan agilan larvalarin
olgunlagma orani ile bu larvalarin pup ve ergin olma yiizdesi distile su ile
muamele edilen yumurtalardan (kontrol grubu) agilan larvalara gére ©nemli
derecede artmustir. Diger asiklovir miktarlaninin ise bu hususta dnemli bir etkisi
olmamgtir. Asiklovirin % 0,01°lik ¢6zeltisi ile muamele edilen yumurtalardan
agilan larvalann, olgun larva evresindeki agirhgi ve bu larvalardan olugan
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puplarin agirthfn 6nemli derecede artmistir. Bu ¢dzeltinin (0,01 g/100 ml) yeni
agilan birinci evre larvalarina dogrudan uygulanmas: yalmzca olgunlasan larva
sayisim1 Onemli derecede artinrken ancak pup ve ergin olma oranininda 6nemli
olmayan bir artisa sebep olmugtur. Bu miktar difer olumlu etkisini bdcegin
gelisimini hizlandirarak g&stermigtir. Denenen dier miktarlar yasama tizerinde
etkili olmazken, pup ve ergin evredeki yas agirliy 6nemli derecede artirmig
bdcegin ergin evreye gelisimini ise hizlandirmigtir. Bu sonuglar baz
kontaminasyon kaynagi mikroorganizmalarin digiden bir sonraki nesile yumurta
ile tagind1g1 ihtimalini artirmaktadir. Bylece yumurtaya uygulanan asiklovirin bu
miktar1 yumurta yiizeyindeki mikroorganizmalan ya da koryon zar ile birlikte bu
maddeyi yemeleri sonucu, sindirim kanalindaki mikroorganizmalan yok ederek
bu larvalarn ergin evreye normal gelisimini saglamig olabilir. Buna karsilik bu
madde ile dogrudan muamele edilen birinci evre larvalarinin ancak yiizeyindeki
mikrobiyal organizmalar Oldiiriilirken sindirim kanalindaki mikrobiyal flora
etkilenmeyebilir. Diptera takimina ait parazit bir bécek olan Hypoderma lineatum
(Villers)’un ikinci ve iiglincli evre larvalarinin yiizey dezenfeksiyonu igin
kullanilan izotonik tuz ¢6zeltisine ilave edilen kloramfenikoliin diigiik miktar1 (0,1
mg/ml) pup olma oranininda artisa sebep olmustur (Chamberlain and Scholl,
1991). Ancak bu ¢dzeltideki kloramfenikol miktarinin 2 mg’a artirilmasi ergin
olusumunu engellemistir (Chamberlain, 1989).

G. mellonella’nin dordiincii evre larvalarinin asiklovirin yiiksek konsantrasyonlar
(3,0 ve 6,0 g/100 ml) ile muamele edilmesi olgunlasan larva oramini, pup ve ergin
eldesini Onemli derecede diistirmiistir. Denenen en yiiksek asiklovir
konsantrasyonu, kontrol grubuna gére dordiincii evre larvalarinin ergin evreye
gelisme siiresini yaklagik 1,5 giin geciktirmigtir. Buna karsilik bu ¢6zelti (6,0
g/100ml) ile muamele edilen puplarin erginlesme oram1 % 50,0 = 0,92’dan %
88,5 & 4,3’c 6nemli derecede artmug olup gelisme siiresi etkilenmemistir. Denenen
diisiik asiklovir miktarlan ise bu puplarin ergin olma oraninda dnemli olmayan bir
artisa sebep olmustur. Bocekler larva ve pup evrelerinde dis yiizeylerindeki
mikroorganizmlara kars: ilk tepki olarak fenoloksidaz enzimi ile olugturduklar
oksitlenmis fenolleri kiitikula tabakalarinda biriktirirler. Ozellikle baz
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entomopatojenik mantarlar bu kiitikula tabakasini pargalayan endoproteaz enzimi
salgiladif1 gibi bunlann sporlar uzun siire bdcegin dis yiizeyinde canh kalabilme
yetenefindedir (Dillon and Charnley, 1989). Larval evrelerde heniiz sertlik
kazanmamig bir kiitikula tabakasi bulundugundan bu kontaminasyon
kaynaklarinin i¢ kisimlara niifuz etmesi de oldukga kolaydir. Uygulanan asiklovir
miktari normalde suya karst bir engel olusturan kiitikula tabakasinin
gecirgenlifini artirarak (1slatici etki) bocegin i¢ dokularina girebilir. G. mellonella
puplarna yiizeysel olarak uygulanan asiklovir miktarlar1 bécegin ergin olma orani
tizerinde istatiksel olarak dnemli olmayan bir artiga sebep olmustur. Ergin olma
oranindaki bu artig asiklovir miktarlarimin puplann yiizeyindeki zararli
mikroorganizmalarin ¢ogalmasim Snlemesinin bir sonucu olabilir.

Asiklovirin % 0,1’lik ¢Ozeltisinin son evre larvasina (olgun larva) enjekte
edilmesi pup olma oranini 6nemli derecede diiglirmiis olmasina ramen bocegin
ergin olma oranim ve gelismesini etkilememigtir. Enjekte edilen en yiiksek
konsantrasyondaki ¢ozelti (% 6,0) ise olgun larvalarin pup olma oranim
etkilemezken bu puplarin ergin olma oranin1 Snemli derecede azaltmis gelismesini
de geciktirmigtir. Bu ¢Ozeltinin enjekte edildifi bazi larvalarin gelismeleri
strasinda pup kozasini normal olarak atamadigi ve kanatlan tam olarak agilmayan
erginler olusturdugu goézlenmistir (Sekil 3.2). Okaryotik bir protein sentezi
inhibitbrii olan sikloheksimidin enjeksiyon ile uygulanmas1 Acyrthosiphon pisum’
da ugma ile dolayh ilgisi olan kaslarin yapisimin bozulmasina (Kobayashi and
Ishikawa, 1994), Manduca sexta da ise bagkalagim sirasinda 6n bacaktaki sinir
hiicrelerinin Slmesine (Weeks et al., 1993) sebep olmustur. G. mellonella’nin
besinine ilave edilerek larvalara yedirilen ve farkli yontemler ile degisik
evrelerine uygulanan asiklovirin bu bScek iizerindeki etkisi uygulama y6ntemine

ve bdcegin gelisme evresine gore degigmistir.

G. mellonella’mn disilerine enjekte edilen asiklovir miktarlarinin hepsi birakilan
yumurta sayisim ve bu yumurtalarin toplam agirhgim diiglirmiistiir. Buna kargihik
asiklovirin yalmzca % 1,0°lik gozeltisi bu yumurtalarin agilmasina olumlu etki
yapmugtir. Bu miktarin uygulandig digilerin yumurta veriminde 6nemli bir azalma
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olmasina ragmen birakilan yumurtalarin biiyitkk bir ¢ogunlufunun embriyonik
gelisimi tamamlayarak normal olarak agilabildigi goriilmektedir. Ekonomik olarak
zarara sebep olan bdceklerin yumurta iiretimini azaltmak bu bdcekler ile
miicadelede 6nemli bir yontemdir. Ancak bu agidan ele alindifinda, birakilan
yumurtalarin a¢ilma oraninin yiiksek olmasi ise istenmeyen bir durumdur. Diger
taraftan boyle bir sonu¢ bu boceklerin laboratuvar sartlarinda yapay besin
ortamlarinda daha yiiksek verimle yetigtirilmeleri agisindan olduk¢a Snemlidir.
Antiviral 6zellife sahip baz1 kimyasal maddeler ve niikleozit yapisina benzeyen
cesitli yapay maddelerin oldukga diigiik miktarlarnn da lepidoptera ve diger
takimlara ait zararli tiirlerin yumurta iiretimini c¢ogunlukla olumsuz y&nde
etkilemigtir. Niikleopolihedro viriis kontaminasyonunu kontrol etmek amaciyla
lahana kurdu Trichoplusia ni (Hiibner)’nin besinine ilave edilen sodyum
hipokloriir ve formalinin yiiksek miktarlann yumurtalarin agilma oranini ve bu
yumurtalardan ¢ikan larvalarin pup evresine ulasma oranim diistirmiistiir (Vail et
al., 1968). Antiviral madde (R,S)-9-(2,3-dihidroksipropil) adeninin icme suyuna
ilave edilen 0,01 ve 0,5 mg gibi diisiik miktarlann heteropter bdceklerden
Pyrrhocoris apterus L.’ da ve Dysdercus cingulatus (Fabr.)’da ovaryum yapisin
bozulmasina ve embriyonik gelisimin gerilemesine sebep olmustur (Sldma et al.,
1983). Bu yapay antiviral maddenin % 0,5°lik ¢6zeltisi Pyrrhocoris apterus’da
folikiil hiicrelerinin yapisimin bozulmasma sebep oldufu, ovaryum gelisimini
onlemistir (Sula et al., 1987; Socha et al.,1988). Aym1 maddenin % 0,1°lik
¢Ozeltisi Dysdercus cingulatus (Fabr.)’ da yumurta olusumunu tamamen Snlemis,
% 0,01 ve 0,05 gibi diigik konsantrasyonlarda ise birakilan yumurtalarin sayisi1 ve
acilma oranmm azaltmstir. (Gelbi¢ and Svec, 1988; Gelbitet al., 1991). Buna
kargihk bu antiviral madde lepidopter bir zararh giive tirii olan Spodoptera
littoralis (Boisd.)’in erkek ve digilerinin liremesi lizerinde etkili olmamigtir
(Gelbi¢ and Holy, 1985). (R,S)-9-(2,3-dihidroksipropil) adenin ve hempa’ nin %
0,02 ve 0,5’lik ¢ozeltileri Pyrrhocoris apterus’da hemolenf, yag doku ve
ovaryumdaki protein igeriinde Onemli degisiklife sebep olmus, yumurta
olusumunu tamamen Onlemigstir (Gelbi¢ and Sula, 1990). Bu bocegin {iremesi
lizerine diger bir antiviral madde olan 6-azauridin de benzer etkilerde bulunmustur
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(Masner and Landa, 1971). Antiviral 6zellige sahip ve niikleozid benzeri maddeler
olan (R,S)-9-(2,3-dihidroksipropil) adenin, 9-(2-fosfonilmetoksietil) adenin ve D-
eritadeninin % 0.01 ve 0,1°lik konsantrasyonlarinin hemipter bir bcek Rhodnius
prolixus Stal’a enjekte edilmesi yumurta {iretimini, disi bagma diigen yumurta
sayisini, yumurtalarin ortalama agwhifim ve agilma oramm diisiirmiistiir. Bu
bocekte ilk iki maddenin % 1,0°lik ¢ozeltisi firetilen yumurta sayisim yari yartya
diistirmiistiir (Gelbi& ve Solddn, 1997). Bazi antiviral maddelerin (Hempa ve
Metepa) 0,2 mikrogrami bile avrupa misir kurdu Ostrinia nubilalis yumurtalarinin
agilmasim % 100 oraninda dnlemistir (Jackson and Brindley, 1971).

Antiviral maddelerin diginda diger bazi biyolojik inhibitorlerin de bdceklerin
verimliliji tizerinde genelde olumsuz etkiye sahip oldugu anlasilmistir. Ornegin
kitin sentezi inhibitorii olan klorfluazuronun 6ldiiriicti olmayan dozlarda noktuid
bir lepidopter tiir olan yaprak kesici kurt Spodoptera litura (F.) nin besinci evre
larvalarina enjekte edilmesi ovaryum geligimini yavaslatmis ve olgunlasan
yumurtalarin sayisim azaltmigtir (Perveen and Miyata, 2000). Diger kitin sentezi
inhibitérii buprofezin ise ndropter bir tir Chrysoperla rufilabris (Burmeister)’in
yumurta verimini azaltmig ancak yumurtalarm agilmasmi ve agilan larvalarin
ergin olma oranini etkilememigtir (Liu and Chen, 2000). Nistatin, sikloheksimid
ve sodyum benzoat yumurta paraziti Trichogramma dendrolimi Matsumura’da
yumurtalarin agilma oranimi diiglirmiistiir (Grenier and Liu, 1990; 1991). Metil p-
hidroksibenzoat ise diger hymenopter (zar kanath) parazitoid 7. pretiosum Riley’
da yumurta agilimimi tamamen Onlemigtir (Xie et al., 1986). Buna karsilik, bir
kinkanath tlir olan Anthonomus grandis’te ise besine ilave edilen bazi
antibiyotikler yumurta f{iretimini etkilemezken yumurtalarn agilma oramim
artirmis ve bu agilan larvalarin gelisimini ise hmzlandirmigtir (Villavaso, 1978).
Dogal besine uygulanan kloromisetin ipek bocegi Bombyx mori’nin yumurta
agirhgim, sayisim ve agilma oranini artirnmgtir (Murthy et al., 1954).

Bir ¢ok bocekte yumurta birakma davramginin baglamasi i¢in ovaryumun

gelisimi, yumurta {retimi ve olgunlagmasmna ihtiyag duyulur. Ovaryumlarin

gelismesi ve yumurta hiicrelerinin biiyiimesi vitellin proteininin sentezi sayesinde
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olup buntarin hepsi hormonal kontrol altindadir (Zeng et al., 2000; Engelman,
1979). Diger taraftan yumurta birakma davranigi ¢evresel sinir sisteminden daha
¢cok merkezi sinir sistemi tarafindan yOnetilen ve hormonal seviyede
gerceklestirilen karmagik bir aktivitedir (Loher, 1984). Bu yiizden G.
mellonella’nin genital organlaninin bulundu@u bolgeye (genital oda) enjeksiyon ile
verilen asiklovirin dogrudan hemolenfe karigarak kisa bir siire i¢inde yumurta
{iretimi, olgunlasmasi ve birakimu ile ilgili fizyolojik davramslan etkilemesi

beklenir.

Galleria mellonella larvalarim laboratuvar sartlarinda ergin evreye kadar
yetistirmek i¢in en uygun besinler Haydak’in yapay besini ile dogal besin olarak
koyu renkli eski bal petegidir. Bu besinlerden sirasiyla % 69,3 + 15,8 ve 60,0 +
7.1 gibi yiiksek oranda ergin yetigtirilmis olup bu besinlere ilave edilen asiklovirin
1,0 g'min bu yasama oram {izerinde etkili olmamasi Gnemli bir sonugtur.
Laboratuvarda yetigtirilen ipek b6ceginden (Govindan et al., 1990) yiiksek
organizasyonlu ¢iftlik hayvanlarina (Patrick and Schaible, 1980) kadar ekonomik
Oneme sahip hayvanlarin beslenmesinde bazi antibiyotikler katki maddesi olarak
kullanilmaktadir. B6ylece antiviral bir antibiyotik olan asiklovirin disiik
miktarlarinin G. mellonella’nin laboratuvar kiiltiiriinde kullanilan yapay ve dogal
besinlerdeki mikrobiyal kontaminasyonlar: dnleyerek beslenme ortaminin
kalitesini ve verimliligini iyilestirmede etkili olabilecegi goriilmektedir. Diger
taraftan bu antiviral madde yiiksek miktarlarda yagama ve éelisimi olumsuz yénde
etkilemesi, yumurta verimini azaltmas: sebebiyle besin almay: Snleyici ve lireme
hizim yavaglatic1 olarak bu bdcegin kimyasal miicadelesinde kullamilabilir. Bu
antiviral madde diigiik toksisitesi nedeni ile Galleria mellonella’nin
miicadelesinde alisilagelmis bir sekilde kullanmilan paradiklorobenzol (PDCB) ve
metil bromid gibi sinir ve solunum sistemini etkileyen kuvvetli kimyasallere bir
secenek olarak gerek besine ilave edilerek gerekse dogal beslenme ortamlarina
piiskiirtme (spreyleme yontemi) ile uygulanabilir. Ayrica bu antiviral madde
yumurta ve amaca gore dier evrelerdeki béceklerin ylizey dezenfeksiyonunda
formalin ve sodyum hipokloriire karsi daha giivenilir olarak kullamilabilir.
Asiklovirin maddenin bocegin farkli evrelerindeki metabolik olaylarim etkilemesi
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ve ¢esitli dokularinda biyokimyasal tepki meydana getirmesi beklenen durumdur.
Bu sebeple asiklovirin yagama ve geligme iizerindeki etki mekanizmasimi tam
olarak anlayabilmek i¢in bdcedin biyokimyasal bilegimindeki ve gesitli enzim
sistemlerindeki degisimlerin bilinmesi gerekmektedir.
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