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Lepidoptera takımına ait Galleria mellonella L. (Lepidopte-
ra: Pyralidae), Manduca sexta L. (Lepidoptera, Sphingidae), 
Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae), Bombyx mori 
(Lepidoptera: Bombycidae) gibi böcek türleridir (Zou vd. 
2017, Noor-ul-Ane vd. 2018, Gegner vd. 2019, Santorum 
vd. 2019, Vertyporokh ve Wojda 2020). Bu model böcekler 
arasında yaşam döngüsünün kısa olması, larvalarının yüzey 
alanının geniş olması ve doğuştan gelen bağışıklık sistemi-
nin memelilerin bağışıklık sistemine benzerlik göstermesi 
nedeniyle G. mellonella öne çıkmaktadır (Djainal vd. 2020, 
Shaik vd. 2020, Lapointe vd. 2020). 

G. mellonella’nın model organizma olarak birçok alanda 
kullanılması steril yapay besinlerin önemini arttırmıştır. G. 

1. Giriş
Son yıllarda model böcekler düşük üretim maliyeti, etik 
sorunlar ve laboratuvar koşullarında kolay kültüre alınabil-
mesi nedeniyle pestisit araştırmaları, patojen mikroorga-
nizmaların virülans seviyelerinin değerlendirilmesi ve pato-
jenlere karşı geliştirilen ilaçların etkinliğinin araştırılması 
gibi birçok alanda omurgalı deney hayvanlarına alternatif 
deneysel model olarak kullanılmaktadır (Sugeçti vd. 2016, 
Rossoni vd. 2019). En çok tercih edilen model organizmalar, 
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Öz

Model böcekler düşük üretim maliyeti, etik sorunlar ve laboratuvar koşullarında kolay kültüre alınabilmesi nedeniyle tıp, eczacılık 
ve veterinerlik gibi birçok alanda omurgalı deney hayvanlarına alternatif deneysel model olarak kullanılmaktadır. Model böceklerin 
laboratuvar koşullarında yapay besin ortamında üretilmesi sırasında en çok karşılaşılan sorun bakteri, maya ve küf kontaminasyonudur. 
Bu çalışmada model böcek Galleria mellonella’nın farklı yaşam evrelerinde dört gram negatif ve üç gram pozitif olmak üzere yedi 
farklı bakteri türü in vitro olarak tanımlandı. Mikrofungus cinsleri; Alternaria spp., Aspergillus spp., Beauveria sp., Penicillium spp. ve 
Verticillium sp. olarak belirlendi. Yaşam evrelerinde en fazla koloni sayısı Aspergillus ve Penicillium cinsine ait türlerde tanımlanırken, 
en az koloni sayısının ise Verticillium cinsine ait olduğu belirlendi. Bu çalışma yapay besin ortamında mikrofloranın tanımlanması ve 
laboratuvar koşullarında böcek üretim alanlarının standardize edilmesi açısından oldukça önemlidir.
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Abstract

Model insects are used as an alternative experimental model to vertebrate experimental animals in many fields such as medicine, 
pharmacy and veterinary medicine due to their low production cost, ethical problems and easy culture in laboratory conditions. 
The most common problem encountered during the production of model insects in artificial diet under laboratory conditions is 
bacteria, yeast and mold contamination. In this study, seven different bacterial species, four gram negative and three gram positive, were 
identified in vitro in different life stages of the model insect Galleria mellonella. As microfungus genera Alternaria spp., Aspergillus spp., 
Beauveria sp., Penicillium spp. and Verticillium sp. The highest number of colonies in their life stages is defined as the species belonging 
to the genus Aspergillus and Penicillium, while the least belong to the genus Verticillium determined. This study is very important in 
terms of defining microflora in artificial diet and standardizing production areas of insects under laboratory conditions.
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mellonella yapay besini; nem, sıcaklık ve beslenme koşulları 
açısından mikroorganizmalar için ideal bir çoğalma 
ortamıdır. Yapay besinlerde maya ve küfler en çok rastlanan 
kontaminasyon etmenleridir ve bu kontaminasyonların 
engellenmesi oldukça zordur. Böceklerin büyüme, yaşama, 
gelişme,  ergin oluşumu ve erginleşen bireylerin bazı 
özellikleri besin kalitesiyle doğrudan ilişkilidir (Büyükgüzel 
vd. 2010, Aslan vd. 2019). Bu nedenle; antibakteriyel ve 
antifungal maddeler, beslenme çalışmaları sırasında yapay 
besinlerde oluşabilecek kontaminasyonlardan böceği 
koruyarak yüksek kalitede ergin bireyler yetiştirmek için 
oldukça önemlidirler (Büyükgüzel ve Büyükgüzel 2016). G. 
mellonella yapay besin üzerinde patojen kontaminasyonları 
engellemek amacı ile ilave edilen antibakteriyel, antiviral, 
antihelmintik ve antifungal ajanlar ile çeşitli çalışmalar 
yürütülmüştür. Yapay besine farklı konsantrasyonda ilave 
edilen bu antibiyotiklerin, G. mellonella’nın farklı yaşam 
formlarında olumsuz fizyolojik ve biyokimyasal etkilere 
neden olduğu tespit edilmiştir (Büyükgüzel ve Kalender 2009; 
Kılıç ve ark. 2015; Sugeçti vd. 2016, Sugeçti ve Büyükgüzel 
2018). Bu çalışmada; model böcek G. mellonella’nın farklı 
yaşam evreleri üzerinde bulunan mikrofloranın ve bulaşma 
yollarının belirlenmesi amaçlanmıştır.

2. Gereç ve Yöntem
2.1. Böcek Kültürü ve Örneklerinin Hazırlanması

Bu çalışmada Bronskill (1961) tarafından geliştirilen yapay 
besin kullanıldı. G. mellonella larvaları, 28 ± 2 ºC sıcaklıkta 
ve %65 ± 5 bağıl neme ayarlı bir inkübatörde sürekli karanlık 
ortamda yetiştirildi. G. mellonella  larva, pupa ve ergin evreleri 
laboratuvar koşullarında daha önce yürütülen çalışmalarda 
kullanılan teknikler kullanılarak elde edildi (Büyükgüzel vd. 
2010, Sugeçti vd. 2016). Elde edilen G. mellonella larva, pupa 
ve ergin evrelerinden beşer birey alınarak,  10 ml izotonik 
çözelti içerisinde vortekslendi ve örnekler hazırlandı. 

2.2. Bakteri Florasının İzolasyonu ve Tanımlanması

Sıvı ortamdan 200 µl alınarak örnekler, koyun kanlı agara 
(%5 koyun kanlı agar, BD, Amerika) Eozin Metilen Mavisi 
agara (E.M.B, BD, Amerika), çikolata agara (BD, Amerika) 
steril eküvyon çubukları ile seyreltme yöntemi kullanılarak 
ekildi. Besiyerlerine ekimleri yapılan örnekler etüvde 37 
ºC derecede 24 saat inkübe edildi. Elde edilen kolonilere 
oksidaz ve indol testi uygulandı. Koloniler morfolojik ve 
biyokimyasal parametreleri göz önünde bulundurularak 
Gram (+) ve Gram (-) tanımlama panellerine ayrıldı. Yarı 
otomatik bakteri tanımlama cihazı (BD BBL Crystal E/

NF. ABD) ile tür tanımlaması yapıldı. Cihazın hassasiyeti 
% 95 üzeridir. Tür tanımlaması için koloniler 2 ml BD BBL 
Crystal Enteric/Stool Inoculum Sıvı tüpünde homojen 
olarak dağıtıldı. Daha sonra solüsyon tanımlama test paneline 
döküldü ve 24 saat süreyle 37 ºC’de inkübasyonu sağlandı. 
İnkübasyon sonucunda değerlendirilen yarı otomatize 
bakteri tanımlama panellleri, BDMSID programında 
değerlendirmeye alınarak türler belirlendi 

2.3. Mikrofungus Florasının İzolasyonu ve Tanımlanması

İzolasyon ve tanımlama için ilk besiyeri olarak Rose-bengal- 
Streptomisin ilaveli Pepton Dekstroz Agar kullanıldı 
(Asan vd. 2004). Daha sonra sıvı ortamdan 200 µl alınan 
örnekler Rose Bengal- Streptomisin Agara (Sigma Aldrich, 
Missouri, ABD), Malt Ekstrakt Agara (Merck, Almanya) 
ve Czapek Agara (Merck, Almanya) yüzeye yayma yöntemi 
kullanılarak ekildi (Larone Davise, 1993; Pitt, 2000; Samson 
ve Pitt, 2000; Ellis vd. 2007).

İnkübasyon (27 ºC’ de 7 gün) dönemi sonunda gelişen 
fungus kolonilerin makroskobik ve mikroskobik kriterleri 
incelendi ve tanımlamaları yapıldı. İzole edilen fungusların 
teşhislerinde;  Domsch vd. (1980), Hasenekoğlu (1991), 
Pitt (2000), Samson ve Pitt (2000), Ellis vd. 2007,  Pitt ve 
Hocking (2009) ve Watanabe (2010) mikoloji ile ilgili teşhis 
anahtarlarından yararlanıldı.

3. Bulgular 
Bu çalışmada, G. mellonella yaşam formlarının in vitro 
olarak bakteri ve mikrofungus florasının izolasyonu ve 
tanımlamaları yapıldı. G. mellonella üzerinde bulunan 
mikroflora in vitro olarak belirlendi. 

Bu çalışmada 6 cinse ait 4 gram negatif ve 3 gram pozitif 
olmak üzere G. mellonella yaşam evrelerinde 7 farklı bakteri 
türü in vitro olarak tanımlandı. Böceğin larva evresinde; 
Citrobacter freundii, Staphylococcus hominis, Shigella spp., pup 
evresinde; Burkholderia cepacia, Corynebacterium genitalium, 
Staphylococcus hominis, Pseudomonas putida, Citrobacter 
freundii ve ergin evresinde ise Staphylococcus xylosus ve 
Pseudomonas putida türleri tanımlandı (Çizelge 1).

Çalışmada, tamamı Ascomycota şubesinde olmak üzere 
5 cinse ait mikrofungus türleri belirlemiş olup bu cinsler; 
Alternaria spp. (% 23, 53), Aspergillus spp. (% 29,41), 
Beauveria sp.  (% 11,41), Penicillium spp. (% 29,41) ve 
Verticillium sp. (% 5,88) olarak belirlendi. Yaşam formlarında 
en fazla koloni sayısı Aspergillus (n=5, % 29,41) ve Penicillium 
(n=5, % 29,41) cinsine ait türlerdir. En az tanımlanan türün 
Verticillium (n=1, % 5,88) cinsine ait olduğu tespit edildi. 
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Yaşam formlarına göre ise larva (% 29,41), pup (%41,18) ve 
ergin (%29,41) olarak belirlendi. Pup evresinde mikrofungal 
kontaminasyonun daha yüksek olduğu tespit edildi (Çizelge  
2 ve 3).

4. Tartışma
Böceklerin deneysel model olarak kullanmak amacıyla 
laboratuvar koşullarında toplu olarak üretilmesi, besin 
kontaminasyonu, yeni açılan yumurtaların sterilizasyonunun 
sağlanması gibi birçok mikrobiyolojik kökenli problemi 
ortaya çıkarmıştır. Model böceklerin stok kültürlerinin 
oluşturulmasında yapay besinlerin mikrobiyal kontrolünün 
sağlanması en zahmetli aşamalardan biridir. Yapay besin 
ortamının sıcaklık ve nem koşulları, küf, mantar, maya 
ve bakteriler dahil olmak üzere mikrobiyal büyüme için 
oldukça idealdir. Son yıllarda G. mellonella larvalarının 
farklı alanlarda model böcek olarak kullanılması, yapay 
besinlerde mikrobiyal kontaminasyonların tespit edilmesi 
ve böceğin fizyolojisini minimum düzeyde etkileyecek 
şekilde kontaminasyonların engellenmesi gerekliliğini 
ortaya çıkarmıştır. Bu çalışmada yapay besin ortamında 
G. mellonella larva, pup ve erginlerinde Staphylococcus spp. 
cinsine ait iki farklı bakteri türleri belirlendi. Böceğin larva 

ve pup evresinde S. hominis, ergin evresinde ise S. xylosus 
bakteri türleri tanımlandı. Bu çalışmada ayrıca, 5 farklı 
cinse ait mikrofungus türü tespit edildi. En fazla Aspergillus 
cinsine ait türlerin oluşturduğu koloniler belirlendi. Daha 
önce yapılan çalışmalarda Aspergillus niger’in, kontrolü 
en zor olan en sık karşılaşılan küf olduğu bildirilmiştir  
(Singh ve Bucher 1971, Gifawesen vd. 1975). Bu nedenle 
özellikle Aspergillus cinsine ait türlerin yapay besinlerde 
üremesinin engellenmesi oldukça önemlidir. Yapılan bir 
çalışmada, Cnaphalocrocis medinalis (Güenée) (Lepidoptera: 
Crambidae) yapay besinine çeşitli küf inhibitörleri eklenerek 
Aspergillus niger (van Tieghem) (Eurotiales: Trichocomaceae) 
kontaminasyonları engellenmeye çalışılmıştır. Sorbik 
asit ve metil parapen gibi küf inhibitörleri yapay besine 
ilave edilerek küf kontaminasyonunun engellendiği 
bildirilmiştir. Fakat bu çalışmada yapay besine ilave 
edilen küf inhibitörlerinin böceğin biyolojik parametreleri 
üzerinde olumsuz etki yaptığı tespit edilmiştir (Su vd. 2014). 
Mikrobiyal kontaminasyonun engellenmesi için kullanılan 
ajanların böceğin fizyolojisini olumsuz yönde etkilememesi 
oldukça önemlidir. Bu amaç ile yapılan başka bir çalışmada; 
G. mellonella yapay besinine farklı konsantrasyonlarda 
(%0,001; 0,01; 0,1 ve 1) antifungal bir ajan olan terbinafin 

Çizelge 1. G. mellonella’nın farklı yaşam evrelerinde tanımlanan bakteri türleri.

Evre Familya Tanımlanan Bakteri Türleri Gram Pozitif/Negatif

Larva
Enterobacteriaceae Citrobacter freundii Gram (-)
Staphylococcaceae Staphylococcus hominis Gram (+)

Enterobacteriaceae Shigella spp. Gram (-)

Pup

Burkholderiaceae Burkholderia cepacia Gram (-)
Corynebacteriaceae Corynebacterium genitalium Gram (+)
Staphylococcaceae Staphylococcus hominis Gram (+)

Pseudomonadaceae Pseudomonas putida Gram (-)
Enterobacteriaceae Citrobacter freundii Gram (-)

Ergin Staphylococcaceae Staphylococcus xylosus Gram (+)
Pseudomonadaceae Pseudomonas putida Gram (-)

Çizelge 2. G. mellonella’nın farklı yaşam evrelerine göre mikrofungus cinsine ait tür sayıları (n) ve yüzdesi (%)

Yaşam formları Larva Pup Ergin Toplam
Cinsler n % n % n % n %
Alternaria ssp. 1 5,88 1 5,88 2 11,76 4 23,53
Aspergillus ssp. 2 11,76 2 11,76 1 5,88 5 29,41
Beauveria sp. 1 5,88 1 5,88 0 0,00 2 11,76
Penicillium ssp. 1 5,88 3 17,65 1 5,88 5 29,41
Verticillium sp. 0 0,00 0 0,00 1 5,88 1 5,88
Toplam 5 29,41 7 41,18 5 29,41 17 100,00
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Evre Mikrofungus Teşhis anahtarıCins Tür

La
rv

a
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Beauveria Beauveria bassiana Domsch vd. (1980); Watanabe (2010) 
Penicillium Penicillium verruculosum Hasenekoğlu, (1991);  Pitt (2000)

Pu
p

Alternaria Alternaria alternata Hasenekoğlu, (1991); Pitt ve Hocking (2009)
Aspergillus Aspergillus sp. Hasenekoğlu, (1991); Samson ve Pitt (2000)
Aspergillus Aspergillus niger Hasenekoğlu, (1991); Samson ve Pitt (2000)
Beauveria Beauveria bassiana Domsch vd. (1980); Watanabe (2010) 
Penicillium Penicillium verruculosum Hasenekoğlu, (1991);  Pitt (2000)
Penicillium Penicillium sp. Hasenekoğlu, (1991);  Pitt (2000); Pitt ve Hocking (2009)
Penicillium Penicillium sp. Hasenekoğlu, (1991);  Pitt (2000); Pitt ve Hocking (2009)

E
rg

in

Alternaria Alternaria alternata Hasenekoğlu, (1991); Pitt ve Hocking (2009)
Alternaria Alternaria sp. Hasenekoğlu, (1991); Pitt ve Hocking (2009)
Aspergillus Aspergillus niger Hasenekoğlu, (1991); Samson ve Pitt (2000)
Penicillium Penicillium verruculosum Hasenekoğlu, (1991);  Pitt (2000)
Verticillium Verticillium sp. Hasenekoğlu, (1991); Watanabe (2010) 
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