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Candida albicans’ın Salgısal Asit Proteinaz Etkinliğinin 
Araştırılmasında In Vivo Model Olarak Galleria mellonella 
Larvanın Kullanılması§

ÖZET

Amaç: Enfeksiyon hastalıklarının patogenezinin araştırılma-
sında, fare-sıçan modelleri uzun yıllardır kullanılmaktadır. 
Tıbbi öneme sahip birçok mikroorganizmanın model konakçısı 
olarak Galleria mellonella larva kullanımı literatürde kabul 
görmüştür. Bu çalışmada, Candida albicans’ın salgısal asit 
proteinaz (SAP) enzim aktivitesinin, konakçı modeli olarak 
G. mellonella larva üzerindeki etkileri araştırılmıştır. 

Gereç ve Yöntem: Enfeksiyon modeli için, salgısal asit proteinaz 
(SAP) enzim aktivitesi sığır serum albümin agar yöntemi ile 
olumlu ve olumsuz olarak bulunan iki klinik C. albicans kökeni 
kullanıldı. Son larval evrede, 2-3 cm uzunluğunda, 250-300 
mg ağırlığında, sağlıklı G. mellonella larvalar dört gruba 
ayrıldı; kontrol, “sham” (fosfat tampon), SAP olumlu ve SAP 
olumsuz (5x105 CFU/ml) C. albicans ile enfekte grup. 
İnokulasyon sonrası larvalar 37ºC’de bekletildi. Doksan altı 
saat sonra sağlık durumları skorlandı, sakrifiye edildi ve fun-
gal yük araştırıldı.

Bulgular: Larvalar aktivite, yaşamda kalma, melanizasyon ve 
fungal yük açısından değerlendirildiğinde gruplar arasında 
anlamlı bir farklılık olduğu saptandı. Kontrol ve “sham” grup-
larında ölüm ve melanizasyon gözlenmezken, 96. saat sonunda 
patojen üremesi de saptanmadı. SAP olumlu ve olumsuz grup-
lar arasında fungal yük, melanizasyon ve toplam sağlık skoru 
açısından anlamlı farklılık bulundu (p<0.05).

Sonuç: Çalışmamızda, C. albicans’ın SAP enzim aktivitesinin 
virülansta rol oynadığı G. mellonella larva modelinde göste-
rilmiştir. Fungal enfeksiyonların ve SAP gibi virülans faktörle-
rinin konak hücreye etkilerinin araştırılmasında G. mellonella 
larva modelinin güvenilir, uygulaması kolay ve ucuz bir model 
olarak kullanılabileceğini göstermektedir. Larva modelinin, 
memeli modellerine alternatif olarak yaygınlaşması etik kaygı-
ların azalmasına da katkıda bulunacaktır.

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

SUMMARY

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

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

Material and Method: Two clinical C. albicans strains were 
used for the infection model, which had positive and negative 
SAP enzyme activity determined by bovine serum albumin agar 
method. Healthy G. mellonella larvae of 2-3 cm length and 250-
300 mg weight in the last larval stage, were divided into four 
groups; control, sham (phosphate buffer), SAP positive and SAP 
negative (105 CFU/ml) C. albicans-infected group. Larvae were 
left at 37ºC. Their health conditions were scored after 96 hours 
and they were sacrificed. Fungal burden was studied. 

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

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

Key words: Candida albicans, Galleria mellonella, secretory 
acid proteinase
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GİRİŞ

Sağlıklı insan mikrobiyomunun bir üyesi olan 
Candida albicans aynı zamanda klinik örnekler-
den en sık soyutlanan maya türü olarak karşımı-
za çıkmaktadır. Akut veya kronik lokalize muko-
kutanöz enfeksiyonlardan yaşamı tehdit eden 
sistemik hastalıklara kadar geniş bir yelpazede 
klinik tabloya neden olabilmektedir(1,2). 
Kolonizasyon ve ardından enfeksiyona giden 
süreçte, konakçıya ait faktörlerin yanı sıra 
C. albicans’ın sahip olduğu türe özgü virülans 
faktörlerinin de önemli rol oynadığı gösterilmiş-
tir. Bilindiği gibi; hormonal değişiklikler, uzun 
süreli ve geniş spektrumlu antibiyotik kullanımı, 
invazif cerrahi girişimler, immün yetmezliğe yol 
açan kanser, AIDS gibi hastalıklar ve immün 
sistemi baskılayan ajanlar kandida enfeksiyonla-
rına yatkınlığı artırmaktadır(2,3). C. albicans için 
önemli virülans faktörleri arasında germ tüp 
oluşumu, biyofilm aktivitesi, salgısal asit prote-
inaz (SAP), fosfolipaz ve esteraz gibi hidrolitik 
enzimlerin varlığı sayılabilir(4,5).

SAP, karboksil ya da asit proteinaz olarak da 
adlandırılan aspartik proteazlardır. SAP enzimi 
lezyon bölgelerinde bulunan albümin, hemoglo-
bin, keratin, kollajen, müsin ve salgısal IgA 
(sIgA) gibi birçok proteini parçalayabilme özel-
liğine sahiptir. sIgA’ların mikroorganizmalara 
karşı mukozal savunmada önemli mekanizma-
lardan biri olduğu düşünüldüğünde bu maddele-
rin kandidal proteinazlarca kolayca parçalanma-
sının fungal adheransa yol açabileceği ileri 
sürülmüştür(6).

Enfeksiyon hastalıklarının patogenezinin ve 
etkili tedavi protokollerinin araştırılmasında, 
hayvan modelleri uzun yıllardır önemli katkılar-
da bulunmaktadır. Kemirgenler, özellikle de fare 
ve sıçanlar insandaki enfeksiyon sürecini taklit 
etmek için uygun bir anatomik ve biyolojik 
model olması, enfeksiyon ajanlarına duyarlılık 
ve immün yanıt açısından benzerlik göstermesi 

nedeniyle sıklıkla tercih edilmektedir(7). Ancak 
son yıllarda laboratuvar alt yapı ve donanımları-
nın yetersizliği, maliyet açısından etkin olma-
ması, ahlaki açıdan daha ciddi sorgulanması bu 
çalışmalarda kısıtlamayı getirmiştir. Alternatif 
bir yaklaşım olarak aslında uzun yıllardır kulla-
nılmakta olan Caenorhabditis elegans ve 
Drosophila melanogaster gibi omurgasız model-
leri gündeme gelmekle birlikte, bu modeller 
arasında büyük balmumu güvesi (The Greater 
Wax Moth) olarak da bilinen Galleria mellonella 
larvaları ön plana çıkmıştır. 

Bu noktada G. mellonella larvaların diğer omur-
gasızlara göre sahip olduğu bazı üstünlükler 
dikkati çekmektedir. Diğer böceklerde olduğu 
gibi hızlı bir üreme döngüsüne sahip olmanın 
yanı sıra yetiştirmenin kolay ve ucuz olması, 
büyük boyutları (∼2-4 cm) nedeniyle enfeksiyon 
etkenlerinin ya da antimikrobiyallerin yineleyen 
enjeksiyonlarına uygun olması, doğuştan gelen 
bağışıklık sisteminin memeliler ile yapısal ve 
fonksiyonel açıdan benzerlik göstermesi 
sayılabilir(8-10). Enfeksiyon patogenezi açısından 
en önemli üstünlüğü ise 15-37°C’da yaşayabil-
me yeteneğidir. Tıbbi öneme sahip birçok pato-
jen için virülans faktörlerinin ekspresyonu 
37°C’da gerçekleştiğinden patogenez çalışmala-
rında bu oldukça önemli bir parametredir(11).

Bu çalışmada C. albicans’ın SAP enzim aktivi-
tesinin, konakçı modeli olarak G. mellonella 
larva üzerindeki etkileri araştırılmıştır. 
 
GEREç ve YÖNTEM

C. albicans, SAP etkinliği ve inokulumun 
hazırlanması

Çalışmamızda, solunum yolu örneklerinden has-
talık etkeni olarak soyutlanan ve çimlenme 
borusu testi, mısır unu tween 80 agar besiyerin-
deki görünümü, karbonhidrat fermentasyonu ve 
Vitek otomatize sistem kullanılarak C. albicans 
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olarak tanımlanan, SAP aktivitesi olumlu ve 
olumsuz saptanan iki suş kullanıldı. Suşların 
SAP enzim aktivitesi sığır serum albümin agar 
(SSAA) yöntemi ile belirlendi(12). Enfeksiyon 
modeli için suşlar 9 mm çaplı plaklara dökülmüş 
SDA (Sabouraud’s Dextrose Agar, Conda, 
Fransa)’ya ekim yapılarak 24 saat süreyle 
35ºC’de inkübe edildi. Ertesi gün oluşan koloni-
ler steril öze ile toplanarak YPD sıvı besiyerinde 
(Yeast Peptone Dextrose broth; 1% yeast ext-
ract, 2% peptone and 2% dextrose, Conda, 
Fransa) 30ºC’de bir gece bekletildi. Süspansion 

PBS (Phosphate Buffered Saline) ile üç kez 
yıkandıktan sonra 5x105 CFU/ml yoğunlukta 
hazırlandı(13).

G. mellonella larvalar ve enfeksiyon modeli
 
Çalışma için Kocaeli Üniversitesi Fen Fakültesi 
Biyoloji Bölümünden alınarak Anabilim dalımız 
laboratuvarlarında üretilen G. mellonella larva-
lar kullanıldı. Son larval evrede yaklaşık ∼2-3 
cm uzunluğunda 250-300 mg ağırlığında, sağ-
lıklı (görsel olarak açık renkli) (Resim 1a) 40 
adet G. mellonella larva steril petri kutularına 
alındı. Larvalar; Grup 1 (n=10); sağlıklı kontrol 
grubu, grup 2 (n=10); “sham” grubu, grup 3 
(n=10); SAP olumlu C. albicans ile enfekte grup 
ve grup 4 (n=10); SAP olumsuz C. albicans ile 
enfekte grup olmak üzere dört gruba ayrıldı. 

Candida albicans inokulasyonu için larvalar 
%70 alkol ile ve steril eküvyon aracılığı ile silin-
di. 5x105 CFU/ml yoğunluktaki maya suspansi-
yonundan 5 μL larvaların sol en son bacaklarına 
(proleg) Hamilton enjektörü (26’s gauge, Fisher) 
ile doğrudan enjekte edildi (Resim 1b). “Sham” 
grubuna aynı miktarda steril PBS verilirken, 
kontrol grubuna herhangi bir işlem yapılmadı. 

Tablo 1. Larvaların sağlık durumlarını değerlendirme 
kriterleri(14).

Kriter

Aktivite

Koza formasyonu

Melanizasyon

Yaşamda kalma

Tanımlama

Aktivite yok
Uyarı ile az aktif
Uyarı ile belirgin aktif
Aktif

Koza yok
Kısmi koza
Tamamen koza

Tamamen melanize
Kahverengi larvada siyah noktalar
Bej larvada ≥3 siyah nokta
Bej larvada <3 siyah nokta
Melanizasyon yok

Ölü
Yaşıyor

Puan

0
1
2
3

0
0.5
1

0
0
2
3
4

0
2

Resim (1a) Sağlıklı larva; (1b) G. mellonella; enjeksiyon yöntemiyle enfeksiyon modeli; (1c) Enfekte larvada melanizasyon odak-
ları ve 96.saat sonunda melanize larva.
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Larvalar içinde besin bulunan ve ağızları kapatı-
lan petri kutuları içinde, 37ºC’de bekletildi. 

Sağlık puanlaması 

Larvalar 24 saat aralıklar ile gözlemlendi ve 96 
saat sonra sağlık durumları literatür önerileri 
doğrultusunda; aktivite, koza formasyonu, mela-
nizasyon ve hayatta kalma açısından skorlandı(14) 
(Tablo 1).

Fungal yükün saptanması

Doksan altı saat sonunda soğuk şok ile öldürülen 
larvalar %70 alkol ile temizlendi. Larvalar 1 ml 
PBS ve 5 mm çapında steril paslanmaz çelik 
boncuk içeren ependorflara alındı. Ependorflar 
TissueLyser LT raklarına alınıp TissueLyser 
(Qiagen-Almanya) doku homojenizasyon ciha-
zına yerleştirildi. Frekans 50, zaman 5 dakikaya 
ayarlandı. Homojenizasyon işleminin ardından 
SDA’ya kantitatif ekim yapılarak plaklar 37ºC’de 
48 saat inkübe edildi. Fungal yük larva başına 
düşen koloni oluşturan ünite (Colony Forming 
Unit; CFU/Larva) olarak hesaplandı. 

İstatistiksel analiz

Tüm istatistiksel işlemler SPSS 15.0 istatistik 
programında yapıldı. İkili grup ortalamalarının 
karşılaştırılmasında Mann-Whitney U test testi 
kullanıldı. İstatistiksel anlamlılık için p<0.05 
alındı. 

BULGULAR

Larvalar ilk 24 saat sonunda değerlendirildiğin-
de grup 3 (SAP olumlu) hariç tüm gruplarda 
koza formasyonu, melanizasyon ya da ölüm 
gözlenmezken, grup 3 larvalarda diğerlerinden 
farklı olarak yaklaşık 0.5 mm çapında siyah 
noktalar (melanizasyon odakları) belirlendi. Bu 
odakların aynı grupta 48. saatte belirginleştiği 
ve sayıca arttığı, 96. saat sonunda ise tüm larva-
ların tamamen melanize olduğu gözlendi (Resim 
1c). İnokulasyon sonrası 96. saat sonunda kont-
rol ve “sham” gruplarında ölüm ve melanizas-
yon gözlenmezken, SAP olumsuz grupta (grup 
4) melanizasyon sınırlıydı. SAP olumlu ve olum-
suz gruplar arasında tek başına yaşamda kalma 
oranlarına bakıldığında fark gözlenmekle birlikte 

Şekil 1. İnokulasyon sonrası 96. saat sonunda gruplara göre sağlık skoru ve fungal yük sonuçları.

120
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80

60

40

20

0
Kontrol Sham SAP (+) SAP (-)

Fungal yük (105 CFU/larva)

Sağlık skoru

Hayatta kalma
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bu fark anlamlı değildi. Toplam sağlık skoru 
açısından ise farklılık anlamlı bulundu (p<0.05). 
(Şekil 1, Tablo 2).

Sakrifikasyon sonrası yapılan kantitatif ekimler 
sonucunda fungal yük açısından değerlendirildi-
ğinde ise, kontrol ve sham gruplarında herhangi 
bir patojen üremesi saptanmazken, Grup 3’te 
üreme anlamlı olarak yoğundu (p<0.05; Şekil 1, 
Tablo 2).

TARTIŞMA

Fırsatçı bir mantar olan C. albicans’ın enfeksi-
yon oluşturabilmesi için konağın savunma siste-
mini aşabilecek bazı virülans faktörlerine sahip 
olması gerekmektedir. SAP, fosfolipaz, esteraz 
gibi hidrolitik enzimlerin salınımı ve slime akti-
vitesi bu faktörler arasında sayılabilir. Hidrolitik 
enzimler, antimikrobiyal aktiviteye karşı koy-
mak ve immün sistemden kaçmak için konakçı 
hücrelerine saldırı yeteneğindedir. C. albicans, 
SAP enzim aktivitesi ile; keratin, albümin, 
hemoglobin, kazein, kollajen gibi proteinleri 
parçalayarak epitelyum hücrelerine girmekte ve 
derin dokulara yayılabilmektedir. SAP enzim 
ailesinin; laktoferrin, çeşitli immünoglobulinler 
(özellikle salgısal IgA), laktoperoksidaz, katep-
sin D, proenflamatuar sitokin IL-1b, α2 makrog-
lobulin gibi çeşitli proteinleri parçalama yetene-
ği ve diğer virülans faktörleri ile etkileşim 
halinde olması C. albicans’ın fırsatçı bir patojen 
olmasında rol oynamaktadır(6,15). Bu çalışmada, 
C. albicans’ın SAP enzim aktivitesinin etkileri-
nin araştırılmasında in vivo model olarak 

G. mellonella larva kullanılmıştır. 

Son yıllarda bazı yayınlarda SAP aktivitesinin 
epitelyum hücrelerine invazyon için gerekli 
olmadığı(16) bildirilmekle birlikte, canlı konakçı 
olarak G. mellonella larva kullandığımız çalış-
mamızda hem sağlık skorlaması hem de fungal 
yük açısından elde edilen veriler bu enzimin 
varlığının önemini ortaya koymaktadır. SAP 
olumlu C. albicans ile enfekte larvalar inokulas-
yon sonrası immün yanıtın güçlü bir şekilde 
uyarılması sonucunda ilerleyici melanizasyon 
göstermişler ve yaşamda kalma oranları düşük 
bulunmuştur. Ayrıca SAP olumlu suşlarla enfek-
te grupta fungal yük anlamlı olarak yüksek 
bulunmuştur. Verilerimiz C. albicans türlerinde, 
proteinaz üretimi ile konak dokuya adhere ola-
bilme yeteneği arasındaki ilişkiye vurgu yapan 
ve proteinaz üretmeyen kökenlerin üretenlere 
oranla virülanslarının düşük olduğu, zayıf pato-
jen oldukları ya da patojen olmadıklarını bildi-
ren yayınlarla paralellik göstermektedir(17-20).

Günümüzde fungal patogenezi, özellikle koloni-
zasyondan enfeksiyona uzanan süreçte konakçı 
fungus etkileşimini daha iyi anlayabilmek, yeni 
ve etkili tedavi yöntemlerini geliştirebilmek için 
hayvan deneyleri kaçınılmazdır. Fungal patoge-
nezin araştırılmasında memeli modelleri yaygın 
olarak kullanılmaktadır. Fareler birçok avantaja 
sahip olmasına rağmen, altın standart olarak 
kabul edilen bu model aynı zamanda dezavantaj-
lara da sahiptir. Fare deneylerinin maliyet, 
zaman, laboratuvar alt yapı ve donanımı açısın-
dan aşırı yük getirmesinin yanısıra etik açıdan 
oldukça hassas bir konu olması başlıca noktalar-
dır. Deneylerde memeli kullanımının kısıtlan-
masına yönelik artan baskılar omurgasız hayvan 
modellerini ön plana çıkarmıştır. Tıbbi öneme 
sahip birçok mikroorganizmanın model konak-
çısı olarak G. mellonella larva kullanımı litera-
türde oldukça kabul görmüştür(11,21,22). Fungal 
virülans ve antifungal ilaç etkinliği çalışmaların-
da omurgasız tür G. mellonella larva kullanımı 

Tablo 2. İnokulasyon sonrası 96. saatte fungal yük, sağlık 
skoru ve yaşamda kalma oranları (SAP: Salgısal Asit 
Proteinaz).

Gruplar
(n=10)

Kontrol
“Sham”
SAP (+)
SAP (-)

Fungal yük 
(x105 CFU/ml)

-
-

81.57±65.74
6.14±8.83

Sağlık skoru

9.00±0.00
9.00±0.00
4.28±0.75
6.14±0.69

Hayatta kalma
(%)

10/10 (100)
10/10 (100)

10/3 (70)
10/1 (90)
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son on yılda giderek artmıştır(23-27). Ülkemizde 
ise konakçı modeli olarak larva kullanımında 
hareketlilik dikkati çekmektedir(22,28).

Galleria mellonella larva modelinin ön plana 
çıkmasında hemolenf ile ilgili bilinmeyenlerin 
azalması ve larvanın doğuştan gelen bağışıklık 
sisteminin memeliler ile yapısal ve fonksiyonel 
açıdan benzerliklerinin belirlenmesi gösterilebi-
lir(9,10). Enfeksiyon patogenezi çalışmalarında 
ise, 15-37°C’da yaşayabilme yeteneği, diğer 
omurgasızlara göre büyük boyutları (2-4 cm) 
nedeniyle uygulamaların kolay olması ve model-
leme sonrası çok miktarda (~20-50 µL) hemo-
lenf eldesiyle fagositoz benzeri immünite ile 
ilişkili olayların izlenmesinin, patojenlerin izo-
lasyonunun olası olması ön plana çıkmakta-
dır(11,24,25). Bu üstünlükleri G. mellonella larvayı 
fungal patogenez ve antifungal ilaç etkinliği 
çalışmalarında tercih edilir bir model hâline 
getirmiştir. 

Ancak, bu avantajların yanısıra örneğin kandida 
enfeksiyonlarına immün yanıtta hangi hemosit 
türünün baskın olduğu ya da hangi mantar 
ligandların hangi hemosit reseptörü ile bağlantı-
lı olduğu gibi bazı açıklanmayan noktalar 
eksikliktir(29). Bu bilinmeyenlere yanıt için, hüc-
resel ve moleküler düzeyde farklı çalışmaların 
artırılmasına ve G. mellonella genomunun tama-
mının bilinmesine gereksinim duyulmaktadır. 

Sonuç olarak, çalışmamızda C. albicans’ın SAP 
enzim aktivitesinin virülansta rol oynadığı canlı 
konakçı olarak G. mellonella larvada gösteril-
miştir. Sonuçlarımız fungal enfeksiyonların ve 
SAP gibi virülans faktörlerinin konak hücreye 
etkilerinin araştırılmasında G. mellonella larva 
modelinin güvenilir, ucuz ve uygulaması kolay 
bir model olarak kullanılabileceğini göstermek-
tedir. Larva modelinin, memeli modellerine 
alternatif bir model olarak yaygınlaşmasının etik 
kaygıların azalmasına da katkıda bulunacağı 
düşüncesindeyiz. 
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