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LUCILIA SERICATA’NIN FARKLI HAYAT DONEMLERINDE LUCIFENSIN
VE CHYMOTRYPSIN EKSPRESYONUNUN ARASTIRILMASI

Ahmet GURGEL

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Parazitoloji Anabilim Dal
Doktora Tezi, Kasim 2018
Damsman: Prof. Dr. Abdullah INCI

OZET

Iyilesmeyen kronik yaralar biitiin diinyada énemli bir saglik sorunudur. Bakteriyel
kolonizasyon tedavisinde antibiyotik kullaniminin artmasi ile birlikte ilaglara karsi
diren¢ sorunu ortaya ¢ikmaktadir. Antibiyotige yanit vermeyen kronik yara tedavisinde
etkili stratejilerin tanimlanip desteklenmesine acil ihtiya¢ vardir. Giiniimiizde bu amagcla
kullanilan Maggot Debridman Tedavi basarili uygulama etkinligi ile dikkat
¢ekmektedir.

Kurtguklar ekstrakorporal sindirim ile proteolitik tripsin ve chymotrypsin benzeri
enzimleri ile yaralar1 temizler. Ayrica ilaca direngli patojenlerin ortadan kaldirmasi yara
tedavisi acisindan Onem arz etmektedir. Kurt¢uk tedavisine katilan bilesikler ve
mekanizmalarinin belirlenmesi acisindan antibakteriyel karakterizasyonun arastirilmasi

gerekmektedir.

Lucilia sericata yumurta ve larva flretimi yaygin olarak karaciger ortaminda
yapilmaktadir. Karaciger disinda farkli bir besi ortaminin kullanilip kullanilamayacagi,
kullanilabilecekse ne kadar etkin olacagi, bu ortamlarda gelisen yumurta ve larvalardan
lucifensin ve chymotrypsin ekspresyon seviyeleri hakkinda detayli arastirma

bulunmamaktadir.

Bu calisma Maggot Debridman Tedavi’de kullanilan Lucilia sericata’nmin farkli
beslenme  ortamlarinda  gelistirilerek  s6z  konusu  ekspresyon  diizeyleri
degerlendirilmistir. Beyin dokusu ve sigir eti dokusunda yetistirilen yumurta ve
larvalarin, lucifensin ve chymotrypsin ekspresyonlarinin digerlerinden yiiksek oldugu

belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Lucilia sericata, lucifensin, chymotrypsin, ekspresyon



vii

INVESTIGATION OF EXPRESSION OF LUCIFENCIN AND
CHYMOTRYPSIN IN DIFFERENT LIFE CYLCLES OF LICILIA SERICATA

Ahmet GURGEL

Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Parasitology
PhD. Thesis, November 2018
Supervisor: Prof. Dr. Abdullah INCI

ABSTRACT

Healing of chronic wounds is a major health problem throughout the world. With
increasing use of antibiotics for bacterial colonization treatment the drug resistance
problem arises. Effective strategies in the treatment of chronic wounds that do not
respond to antibiotics, need to be identified and promote. Today Maggot Debridement
Therapy used for this purpose is notable for its successful application activity. The
worms are extracorporeal proteolytic digestion with trypsin and cleaning wounds with

chymotrypsin-like enzymes.

Also the elimination of drug-resistant pathogens is of great importance for the treatment
of wounds. For the identification of compounds and mechanisms involved in the

treatment it has to be investigated worm antibacterial characterization.

Lucilia sericata larvae and eggs are produced in the liver commonly. Used and not used
in a different environment than the liver fattening, how effective can be used, you
lucifen the developing eggs and larvae in the environment and there is no detailed

research on chymotrypsin expression levels.

In this study the expression levels of developing Lucilia sericata in different nutritional
medium are evaluated. Expression levels of lucifensin and chymotrypsin for brain tissue

and beef tissue grown eggs and larvae were determined higher than others.

Key words: Lucilia sericata, lucifensin, chymotrypsin, expression
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1. GIRIS VE AMAC

Lucilia sericata (Meigen), Calliphoridae ailesinin en yaygin tiirlerinden birisidir. Lucilia
sericata (L. sericata) sinegi les, ¢op, diski etrafinda yogun sekilde bulunur (1). L.
sericata tip, adli tip ve veterinerlik biliminde énemli bir rol oynar. Adli Bilimde, kolluk
ekiplerin yiiriittiikkleri sorusturmalarda O6liim zamaninin belirlenmesinde kurt¢uk
kolonizasyonu onemli rol oynar. Veterinerlik alaninda, L. sericata larvalar1 hayvan
tiretiminde 6nemli kayiplara neden olur (2). Tibbi tedavi olarak kullanilan kurtguklar,
yaralarda bulunan nekrotik dokular1 ve enfeksiyonlar1 yok ederek yara iyilesmesine
yardimet olur (3). Yayginlik ve ekonomik veriler, kronik yaralarin yonetiminin, saglik
kuruluslarina 6nemli 6l¢iide mali yiikler getirdigini gosterir (4). Tibbi literatiirde fikir
birligi sudur ki, yaraya debridman ile miidahale iyilesme oranini artirmaktadir (5).
Dekiibitis iilseri, vendz bacak tilseri ve diyabetik ayak iilserleri gibi kronik, iyilesmeyen
yaralarin tedavilerinin Ingiltere Ulusal Saglik Hizmetlerine yillik maliyetinin yaklasik
olarak 1 milyon £ olacagi tahmin edilmektedir. Bu maliyetin, ¢ok zor iyilesen cerrahi
yaralarin gelecekte artirilabilecek olmasindan dolay1 rakamsal olarak ¢ok daha fazla
olmast bekleniyor. Bu gider artisina yol agan faktorler arasinda, artan cerrahi
karmasiklik, hastane enfeksiyonlarindaki artis, uzun omiirliiliik gosterilebilir. Ayrica,
cok zor iyilesen yaralardaki mevcut nekrotik dokunun, bakteri iiremesini destekledigi,
antibiyotik  etkinligini inhibe ettigi, re-epitelizasyon olusumunu destekleyen
graniilasyon dokusunu engelledigi distliniilmektedir. Bu nedenle, bir¢cok klinisyen,
debridman olarak adlandirilan 6lii derinin yaralardan ayrilmasini, yara yonetiminde
onemli bir klinik adim olarak goriir (6). Debridman cerrahi olarak yapilabilir, ya da
bakteriyel kolajenaz (Santyl®) gibi enzimler igeren topikal aktif maddelerin kullanimi
ile yapilabilir. Yesil sise sinegi (Greenbottle fly) olarak adlandirilan L. sericata larvasi
kullanimi ile biyocerrahide etkin bir yara debridman yontemi oldugu diistiniilmektedir

(7,8). lyilesmeyen kronik yaralar diinya ¢apinda dnemli bir saglik sorunudur. Tiim



kronik yaralarda dokularin polimikrobiyal flora ile kolinize olmasi iyilesmeyi geciktiren
faktordiir. Iyilesmeyen yaralarda klinik enfeksiyonlar1 tedavi igin sistemik ve topikal
antibiyotikler veya antiseptikler kullanilir. Bununla birlikte son yillardaki ¢alismalarda
yara iyilesmesinde antibiyotiklerin istenilen sonucu desteklemedigi belirtilmistir.
Antibiyotik kullaniminin artmasi ile beraber bakteriyel kolonizasyon tedavisinde
bakteriyel diren¢ sorunu ortaya ¢ikmaktadir (9). Antibiyotige yanit vermeyen kronik
yara tedavisinde etkili stratejilerin desteklenmesine ve tanimlanmasina acil ihtiyag
bulunmaktadir. Giinlimiizde Maggot Debridman Tedavinin (MDT) basaril1 bir sekilde
uygulanmasi ¢ok dikkat gekmektedir. {laca direngli patojenlerin ortadan kaldirmasi yara
tedavisinde onemli yere sahiptir. Bu nedenle kurt¢uk tedavisine katilan bilesikleri ve
mekanizmalarmi  tanimak i¢in  antibakteriyel karakterizasyonunu arastirmak
gerekmektedir (10). Bu bilesenler i¢inde lucifensin gibi antibakteriyel, lucimycin gibi
antifungal peptitlerin yan1 sira chymotrypsin yer almaktadir.

MDT etkili olsa da, baz1 uygulayicilar tarafindan genel olarak kabul gérmemektedir.
Raf Omriinlin smirli olmasi ve nihai tiiketiciler i¢in larva {retimi 06zel sartlar
gerektirmesi yoniinden simnirlamalar olusturmaktadir. Bu sinirlamalar  yoniinden
dezavantajlidir. Genel kabul goren etkinligine ragmen, larva debridman tedavisi yaygin
kullaniminda kisitlayict durumlar vardir. Bunlar hastanin gizliligi, maliyet ve tedavinin
zamaninda yapilmasi i¢in lojistik karisikliklar ile simirlidir. Bunu agmak i¢in olasi bir
¢oziim, dogal L. sericata enzimlerini bir cihazdan saf olarak elde etmek olabilir. Ancak
bdyle bir teknolojinin potansiyel klinik ihtiyacini karsilamasi zordur. Gerekli kalitede ve
nitelikte vahsi tiir enzimlerin saflastirilmas:t gercekci degildir. Bu nedenle son
zamanlarda rekombinant L. sericata chymotrypsin iiretimi i¢in basarili bir yontem

gelistirilmis ve gozlemlenmistir (11).

Bu ¢aligmada L. sericata hayat dongiisiindeki farkli hayat formlarinda eksprese edilen
lucifensin ve chymotrypsin diizeylerinin arastirilmasi amaglandi. Bu amagla L. sericata
sineklerinin laboratuvar ortaminda, insektaryum sartlarinda hayat dongiisii ile saglanda.
Boylece sineklerin; eriskin, yumurta, larva ve pupa donemleri elde edildi. L.
sericata’nin yumurta, larva, pupa ve eriskin donemlerinde eksprese edilen lucifensin ve
chymotrypsin diizeyleri 6l¢iildii. Ayrica ikinci donem larvalarin beslenmesinde farkl

besinlerde lucifensin ve chymotrypsin ekspresyon diizeyleri arastirildi. Boylece L.



sericata larva iiretimi i¢in daha uygun sartlarin elde edilmesi i¢in daha etkin ortamlarin
tespiti saglanmaya caligildi. Larvalarin beslenmesinde farkli bakterilerin kullanimi ile de

larva tedavisi i¢in hangi enfeksiyonlarda katki saglanabilecegi arastirildi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Lucilia Sericata’nin Ozellikleri
2.1.1. Morfolojisi

Eriskin L. sericata, metalik yesil veya mavimsi yesil renktedir. Eriskinleri 5 ile 10 mm
biiyiikliigiinde olup 6n femurlar1 koyu mavimsi metalik renktedir. Abdominal sternitler
tizerinde bulunan killarin uzunlugu ile tibia ve femurda bulunan killarin uzunlugu
aynidir (12). Yetiskin L. sericata nin belirlenmesinde mezothorax’da bulunan killarin
varlig1 6nemli rol oynar. Kanatlar1 acik kahverengi, bacaklar ve antenler siyah renklidir
(13). Yumurtalar1 kiime halinde birakirlar. Yumurtalari soluk sarimsi beyaz renktedir.
MDT kullanilan larvalarin boylar1 ise 1-2 mm arasinda degismektedir. Muscid form
larva 6zelligi gosterir. Larvalarda anterior stigmalar 7-8 kolludur. Posterior stigmalarda
peritrem dar ve kapalidir (14). Olgun larvalar1 16 mm kadar uzunluga erisebilmektedir.
Larvalarin viicutlar1 12 segmentten olusmaktadir (15). Erkek ve disileri bireyleri vardir.
Disiler, et, balik, diski, hayvan cesetleri, insanlarin ve hayvanlarin enfekte yaralar
lizerine yumurtlarlar. Yumurtadan larva olusur. Olusan larvalar dokular1 ayrigtirarak

beslenirler (13).
2.1.2. Simiflandirma

L. sericata, Insecta sinifi, Diptera takimi, Cylorrhapha alt takimi, Caliiphoridae ailesi,

Lucilia cinsine ait sinek tiirtidiir (15).



Sekil 2.1. Lucilia sericata tiirliniin eriskin dénemi (orijinal)

2.1.3. Dagilim ve Ozellikleri

L. sericata diinyada genis alana yayilmasina ragmen 6zellikle holoartik bolgede daha
fazla dagilim gosterir. ABD ve Giiney Kanada’da yaygin sekilde goriilmektedir.
Avustralya ve birgok Giiney ve Orta Amerika kiyilarinda nemli iklimleri tercih ederek
dagilim gosterir (3). L. sericata’nin yeryiiziiniin i1liman tropikal bolgelerinde yaygin
olarak bulundugu bildirilmektedir. Yogun olarak giliney yarim kiirede bulunmaktadir.
Sicak ve nemli iklimlerde yaygindir. Buna bagli olarak kiy1 bolgelerinde yogundur.
Koyun ve ke¢i yetistiriciliginin yapildig1 yerlerde yaz aylarinda miyaz olgular
artmaktadir. Sarcophagidae ve Calliphoridae ailesinde bulunan Sarcophaga,
Wohlfahrtia, Calliphora ve Lucilia cinsi sinekler yaygin goriilen miyaz etkenleridir.

Tiirkiye’de ergin sineklere nisan ve eyliil aylari arasinda rastlanmaktadir (15).
2.1.4. Hayat Dongiisii

Hayat dongiisii yumurta, larva, pupa ve eriskinden olusmaktadir. Disiler yumurtalar
kiime halinde ceset ya da nekrotik veya ¢iirliyen doku {izerine birakir. L. sericata
tiiriiniin disi bir bireyi toplu halde 150-200 yumurta birakir. Yasamlari boyunca 2000-
3000 yumurta iiretebilirler. Sicak havalarda yumurtadan larva bir giin igerisinde

gelisebilir. Soguk havalarda larva gelisimi 3 gilin siirebilir. Yumurtadan soluk grimsi



larva meydana gelir. Bu larvalar 10 ila 14 mm uzunlugundadir. Larvalar 6li veya
nekrotik doku tizerinde sicaklik ve besin kalitesine bagli olarak 3 ila 10 giin boyunca
beslenir. Larva L1 (1. Donem larva), L2 (2. Dénem larva), L3 (3. Dénem larva) olmak
tizere 3 evre gecirir. 16°C’de birinci donem 53 saat, ikinci ve iiglincli donem 98 saat
stirmektedir. 27°C’de de birinci donem 31 saat, ikinci donem 12 saat, tiglincii donem 40
saat siirmektedir (16). L. sericata koyun yara miyazinin primer etkeni olarak bilinir.
L.sericata yumurtalarin1 koyunlarin kuyruk alt1 ve karin gibi ter ve idrarla bulasik
yerlerine birakir. Bulunduklar1 yaradaki nem ve sicaklik etkeni ile bir kag¢ saat i¢inde
yumurtadan larva ¢ikar. Deride bulunan yaralarla beslenen larvalar kisa siirede L2 ve L3
formlarma ulasir. iki giinde olgunlasan larvalar topraga diiser. Kis aylarini inaktif

bigimde pupa seklinde toprakta gegirir (12, 14).
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Sekil 2.2. Lucilia sericata tiiriiniin hayat dongiisii (orijinal)



2.1.5. Yumurta

L. sericata yumurtalar1 genellikle beyaz veya soluk sar1 renklidir. Genellikle gruplar
veya kiimeler halinde yumurtlarlar. Yumurta, bir ucu hafif¢e konik seklinde uzamis ve
1,5 mm uzunlugundadir (17). Eriskin disiler bir yumurtlamada 200 yumurta birakabilir.
Yasamlar1 boyunca bir sinek yaklasik olarak 3000 yumurta yumurtlar (18).

Sekil 2.3. Lucilia sericata tiiriiniin yumurta donemi (orijinal)

2.1.6. Larva

Larvalarn viicutlar1 12 segmentten olusur, boylar1 16 mm uzunluguna kadar uzayabilir
(15). Yumurtadan 12 ile 24 saat i¢eresinde larva olusur. Cikan larvalar bir hafta i¢cinde
pupaya doniisiirler (19). Larva, sicaklik ve gida kalitesi bagl olarak, 3-10 giin boyunca,
0lli ya da nekrotik doku tizerine beslenir. Bir larva giinde 0,3 gr dokuyu tiiketir. Baska
bir kaynakta 200 maggotun 15 gr nekrotik dokuyu veya doku sivisini bir glinde
tilketebildigi bildirilmistir(19).



Sekil 2.4. Lucilia sericata tiiriiniin larva donemi (orijinal)

2.1.7. Pupa

Pupa, genellikle sertlestirilmis bir kabuk icinde bulunur. Sirasiyla kirmizimsi
kahverengi, acik kahverengi veya siyah renk alir. Pupalar 9-10 mm uzunlugu ve 3-4 mm
genisligi arasinda degisen bir boyuta sahiptir. Baslangicta, pupa rengi beyaz olmakla
birlikte birkag saat icinde hizla koyulasir (17).

Sekil 2.5. Lucilia sericata tiiriiniin pupa donemi (orijinal)



2.2. Maggot Tedavinin Onemi
2.2.1. Adli Onemi

L. sericata adli entomologlar i¢in ¢ok 6nemli bir tirdiir. L. sericata, cesedin durumu
hakkinda ¢ok sey gosterebilir. L. sericata cesede kolonize olan ilk boceklerden birisidir.
Kolonizasyon cesedin yaklagik zamanini belirlemede tercih edilir. Gelisim, ilerleme,
larva yagam dongiisii uzunlugu ve agirlig olgtilerek goreceli olarak olayin ne kadar siire

once oldugu tespit katki saglar (20).
2.2.2. Veterinerlik Onemi

L. sericata ve Lucilia cuprina (L. cuprina) gibi benzer tiirler Ingiltere ve Avustralya’ da
miyaz etkeni olarak koyunlara zarar verdikleri bilinmektedir. Bu yiizden L. Sericata
koyun darbe sinegi olarak adlandirilir (2). Miyaz etkeni olan sinek larvalar1 canli
dokular1 isgal ederler. Genellikle koyunlarin arkasina yakin yerlerde goriiniirler. Yiin
tizerinde, diski ve idrarda bulunabilir. Hayvancilikta biiyiik ekonomik zararlara neden
olur. L. sericata ile miicadelede kimyasal tedavi etkili olabilir. Ancak bu yo6ntem

pahalidir ve zaman kaybina sebep olur (21).
2.2.3. Tibbi Onemi

L. sericata’nin larva evreleri insanlarin ve hayvanlarin doku ve organlarina yerleserek
miyaz denilen hastaliklara neden olurlar. L. sericata tibbi entomolojide miyaz sinekleri
olarak bilinir. Miyaz sinekleri dogada hayvan lesleri ve bitkisel besinlerle beslenerek
madde dongiisiinde rol alirlar. Bazen insan ve hayvanlarin agik yaralarina yumurta veya
larvalarini birakarak miyaza neden olurlar (22). Aymi zamanda L. sericata yara
tedavisinde kullanilan bir sinek tiirdiir (3). MDT kullanilan larvalar canli dokuyu
bozmadan 6lii dokulari segerek beslenir (23). L. sericata larvalar1 nekrotik doku tizerine
yerlestirilir ve sarilir. Larvalar 6lii doku ve bakterilerle beslenir (24). Larvalar dokulari
ayristirir ve besin olarak kullanir. Ayn1 zamanda antimikrobiyal enzimler salgilayarak
mikroorganizmalar1 ortadan kaldirir (23). Bu nedenle L. sericata larvalari enfekte

yaralarin tedavisinde onerilmektedir (25).
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2.2.4. Maggot Tedavinin Onemi

L. sericata larvasi, geleneksel yoOntemler ile iyilesmeyen kronik yaralara
uygulanmaktadir. Maggot tedavisinin klinik goézlemlerde etkili olmasi, maggotlarin
nekrotik dokuyu kaldirdigini, enfeksiyondan arinma sagladigini ve graniilasyon doku

olusumunu hizlandirdigini goéstermektedir (7, 26).

MDT’nin kullanim ve yayginligi son yillarda artmaktadir. 1990’larin basinda ABD’de
ve 1995°den itibaren de Kanada, Avustralya, Ingiltere, Almanya, Isvicre, Isveg,
Finlandiya, Fransa, Avusturya, Danimarka, Ukrayna, Hollanda, Misir, Tayland ve Israil
gibi 20°den fazla iilkede 3000’den fazla hekimin kronik ve iyilesmeyen yaralarin
tedavisinde yaygin olarak kullandig: bir yontem olmustur. Sadece Ingiltere’de bes yillik
bir donem icerisinde 600 merkezde 8000 kisiye MDT uygulanmistir. Bu nedenledir ki;
artan talepler dogrultusunda ABD, Ingiltere ve Almanya’da ticari sirketler kurulmustur
(22). Gerek laboratuvar gerekse klinik uygulamalardan alinan sonuglar neticesinde
kabul goren MDT, biyolojik ve ekonomik olmasinin yan1 sira kronik, klasik ilaglarla
lyilesmeyen ve amputasyona giden hastalarda yara iyilesmesinde alternatif tedavi olarak

kabul gormiistiir (12, 14).

2004 yilinda Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA: Food and Drug Administration)
tarafindan onaylanan MDT’nin yine aym yil ingiliz Ulusal Saglik Servisi (BNHS:

British National Health Service) tarafindan MDT nin regete edilmesine izin verilmistir

(3).
2.3. Maggot Tedavinin Tanim, Tarihi ve Etki Mekanizmalari
2.3.1. Tanim

L. sericata sineginin steril larvalarmin kronik yara tedavisinde kullanilmasina maggot
tedavi denir. Maggot tedavi uygulamasi tarifi icin ¢esitli isimler kullanilmaktadir.
Tedaviyi tanimlayan bu isimler, “Maggot Debridman Tedavisi”, “Larva Tedavisi”,
“Terapotik  Miyaz”, “Biyocerrahi Debridman” ve “Biyocerrahi” seklinde

kullanilmaktadir (14, 26-28).
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2.3.2. Tarihge

Baz1 kavimlerde enfekte yaralarin iyilesmesinde sinek larvalarinin kullanildigina dair
bazi kanitlara rastlanmistir. Hintliler giines altinda birakilmis kanli etleri kullanmaislar.
Kurtlanan etleri yara iizerine siirerek iyilesmesini gozlemlemislerdir. Avustralya’da
bulunan yerli kabileler yaralart kurtguklarla temizlemislerdir (29, 30). Yiizyillar
boyunca yaralara musallat olan kurtguklarin, azalmis enfeksiyon ve daha hizli iyilesme
ile iligkili bulunmustur. Bu konu ile ilgili ilk yazili kaynak Ambroise Pare’dir.
Fransa’da bas cerrah olan Pare larvalarin yaralara faydali oldugunu gozlemledi.
Napolyon ordularinda baghekim olan Baron Larrey ve Amerikan i¢ savasinda cerrah
olan Dr. Joseph Jones askerler iizerinde calisirken kurt¢uklarin canli dokuyu bozmadan
nekrotik dokular1 temizledigini gozlemlediler. Konfederasyon cerrahlarindan biri olan
J.F. Zacharias Amerikan i¢ savast sirasinda kurtcuklarin sepsisi azalttigi ve yara
iyilesmesinin hizlandirdigim gozlemledi (31). John Hopkins Universitesinde bulunan
Ortopedi cerrahi sefi William S. Baer, 1. Diinya savasi sirasinda askeri cerrah olarak
yaralara musallat olan kurtcuklarin faydali etkilerine tanik oldu. Kronik osteomiyelit
hastaligi bulunan cocuklarda, kemik enfeksiyonlari ve yumusak doku yaralarinda
kurtguklarin etkilerini gozlemledi. Pratik yontemler gelistirerek yaralar tizerinde
bulunan larvalarin debridman, dezenfeksiyon, stimiilasyon gibi eylem mekanizmalarini
belgeledi (32). Kisa siire sonra cerrahlar Baer’in kurtguk tedavi modelini kullanarak
yara tedavisinde % 90’in ilizerinde memnuniyet sagladilar (33). 1940’lara kadar
kullanilan kurt¢uk tedavisi biiyiik olasilikla antibiyotiklerin etkisiyle terk edildi (34).
Stilfonamidlerin ve penisilinin bulunmasiyla maggot tedavi tamamen unutulmustur.
Antibiyotiklere kars1 diren¢ gelisimi sonrasinda 1990’°larin basinda ABD’de 1990’larin
ortasinda Ingiltere ve Israil’de kronik yara tedavisinde larvalar kullanilmaya
baslanmistir (35). 1996 yilinda yara tedavisinde kullanilan kurtguklarin kullaniminin ve
kurtcuklar tarafindan tretilen salgilarin arastirilmast ve gelistirilme amaciyla
‘Uluslararas1 Biyoterapi Toplulugu’ kurulmustur. Maggot tedavinin diinyadaki basarili
uygulanmasina ragmen, bildirilerin ve olgu sunumlarinin kisa hikdyelerle smirh
olduguna dikkat ¢ekilmektedir. MDT ile ilgili ciddi arastirmalarin ve klinik deneylerin
yapilmasinin gerekliligine vurgu yapilmaktadir (7, 36, 37).
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2.3.3. Etki mekanizmalari

Maggot tedavi i¢in kullanilan larvalar, yaralar iizerinde yapilan klinik ve laboratuvar
caligmalarinda, faydali bir etkiye sahip oldugu kanitlanmistir. Bu etkiler; debridman,

dezenfeksiyon ve graniilasyon olusumunun hizlandirilmasidir (7).
2.3.3.1. Debridman

Biyolojik debridman olan MDT’de, steril sinek larvalar1 nekrotik dokunun
uzaklagtirilmasinda kullanilir.  Larvalar salgiladiklar1 enzimler sayesinde nekrotik

dokuyu pargalar ve sindirim sistemlerinde sindirirler (38).

Dekubitus {ilseri, vendz bacak iilseri ve diyabetik ayak iilserleri gibi kronik, iyilesmeyen
yaralarin tedavilerinin BNHS maliyetinin yillik maliyetinin yaklasik olarak 1 milyon £
olacagi tahmin ediliyor ki bu ekonomi igin biiyiik bir mali yiik getirmektedir (39). Bu
maliyetin, artan cerrahi karmagsiklik, hastane enfeksiyonlarindaki artis, yaslanan niifus
artist, iyilesmeyen ameliyat yaralarinin  sayisinin - gelecekte  artabilecegi
diisiiniildiginden yiikselmesi bekleniyor. Bu iyilesmeyen yaralarda mevcut nekrotik
dokular; bakteri iiremesini destekler, antibiyotik sizmasini inhibe eder, graniilasyon
dokusu ve daha sonraki re-epitelizasyon olusumunu Onler ve ara kontraksiyonunu
engeller (39, 40).

Bu yaralar i¢indeki nekrotik dokunun, iyilesmenin baglamasi i¢in kaldirilmasi gerekir
(6). Bu cerrahi debridman ya da bakteri kolajenazi iceren Santyl® merhem (Advance
Biofactures Corp. , Lynbrook, NY, ABD) , maddesi gibi topikal madde kullanimi
seklinde olabilir. Ancak, Santyl® yalnizca ABD'de vardir ve heniiz hi¢bir klinik calisma
verisi  mevcut  degildir.  Papain/urea,  fibrinolisin/deoxyribonuclease  veya
streptodornase/streptokinase (Varidase™; Wyeth, Madison, NJ, ABD) karisgimlarin
iceren diger topikal maddelerin etkinligi sinirlidir veya geri ¢ekilmislerdir. Son olarak,
greenbottle fly L. sericata nin birinci donem larvalarimin kullanildigi biyocerrahinin
yara debridmaninda etkili bir yontem oldugu kanitlanmistir (7). Mevcut debridman
yontemleri, keskin cerrahi, otolitik, hidrodinamik, biyoterapi ve enzimatik riinleri
kapsamaktadir (41). Biyoterapi etki mekanizmasi eksojen enzimatik debridman triinleri

arasinda ortiisme (larva debridman tedavisi) vardir. L. sericata larvasi, bazi insan
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anologlart dahil, ortak enzimler spektrumu igeren sindirim salgilart kullanarak cansiz
dokuyu degrade eder (42). llging bir sekilde, bu enzimlerin bazilari, alkalin pH
optimumuma sahiptir. Ozel debridman iiriinlerindeki streptokinaz ve kolajenaz ise,
fizyolojik pH (43) papine yakin maksimum aktiviteye sahiptir. Bu da baska bir
debridman madde olarak kabul edilmis genis bir pH araliginda aktiflige sahiptir (44).
Enzimatik debridman i¢in 6nemli bir teknik engel, kontrollii ve giivenilir bir sekilde,
yara yiizeyine bir enzim saglamaktadir. (45). Maggot tedavi en belirgin faydasi, tibbi
kurtcuklarin nekrotik dokular1 ortadan kaldirmasidir. Bu islem hem fiziksel hem de
kimyasal olarak gergeklestirilir. Kurtguklar ekstrakorporal sindirim ile proteolitik
enzimler salgilayarak yaralari temizler. Salgilanan kolejenazlar, tripsin, chymotrypsin
benzeri enzimler sayesinde (42, 46) her bir kurtguk 24 saat igersinde 25 mg nekrotik

dokuyu kaldirma kapasitesine sahiptir (47).
2.3.3.2. Dezenfeksiyon

L. sericata, diski, yara, ¢iiriiyen organik madde, ceset ve benzeri besinlerle beslenir.
Kurtguklarin mikrobik saldirilara karsi dayanikli olmasi gerekir. Kurtguklarin
antibakteriyel aktiviteleri ile ilgili ilk calismalar William Bear (1931) tarafindan
baslandi. Elde edilen ilk veriler kurt¢uklarin bakterileri yiyerek oldiirdiigli seklindeydi
(48). Bu ¢alismalarda kurtguklarin bagirsaginin iginde bakterileri 6ldiirdiigli gosterildi.
Erdmann ve arkadaslar1 L. sericata’nin sindirim sistemi i¢ersinde Proteus mirabilis (P.
mirabilis) isimligram negatif bakterinin metabolik triinleri oldugunu kanitladi ve
antibakteriyal Ozelligini tanimlamaya calistt (49). P. mirabilis tarafindan {iretilen
fenilasetik asit ve fenilasetaldehit Cochliomyia hominivorax (C. hominivorax) sineginin
bagirsagindan izole edildi (47). L. sericata’nin sindirim sisteminde go¢ eden
Escherichia coli (E.coli) bakterilerinin iirettigi proteinler incelenmistir. Lazer konfokal
tarama mikroskobu kullanarak bakterinin TUrettigi yesil fliloresanli proteinler
incelenmistir. E. coli bakterisinin sindirim sistemi gogili sirasinda en fazla fliioresan
proteinler kursak ve 6n bagirsakta oldugu tespit edilmistir. Orta ve arka bagirsak ucunda
onemli derecede azaldigi belirlenmistir. Kursakta % 66,7, orta bagirsakta % 55,6 ve

arka bagirsakta ise % 17,8 canli bakteri bulunmustur (37).

Kurtcuklar antibakteriyel 6zelliklerinin disinda bakterileri sindirebilen ¢esitli proteolitik

enzimlere de sahiptir (50, 51). Sindirim kanalinin degisen PH bakteri lizisine neden
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olmaktadir (48). Maggotlar dis ortamda da bakterileri tahrip edebilmektedir (52).
Bakteri 6ldiirmede yaranin alkali degisimlerinin de rolii vardir (53-55). Larvalarin
salgiladiklar1 amonyum {irlinleri ortamu alkali hale getirmektedir (56). Kronik yaralarda
larvanin ekzoenzimleri biyofilm tabakasini inhibe ettigi gibi olugan biyoflim tabakasini
bozmaktadir (55). Yara tedavisinde enfeksiyon ciddi problemlere yol agmaktadir.
Metisiline Direngli Staphylocococcus aureus (MRSA) diyabetik ayak iilserlerinde
iyilesmeyi engelleyen en oOnemli etkenlerden biridir. MRSA antibiyotige karsi
direnglidir. Larvalar, MRSA enfekte yaralarin iyilesmesinde ve dezenfeksiyonunda
oldukga etkilidir (57-59). Bir c¢alismada, in vitro steril L. sericata larvalarinin
sekresyonlarinda (ES) antibakteriyel maddeler izole edilmistir. izole edilen iki
antibakteriyel faktor elde edilmistir. <5000 Da olan kii¢tigii MRSA’ya kars etkili, 0,5-
3 kDa olan biiyiigii Staphylocococcus aureus’a (S. aureus) daha etkilidir (59, 60). Gram
pozitif MRSA, metisiline duyarli S. aureus (MSSA), Streptococcus pyogenes (S.
pyogenes) ve daha az oOlgiide etkili gram negatif Pseudonomas aeruginosa’ya (P.
aeruginosa) karsi antibakteriyel aktivesi 194, 152 ve 138 Da olan {i¢ molekiil izole
edildi. Kurtguklardan salgilanan bu molekiillerin patojen ve patojen olmayan ¢ok sayida

bakteriye kars1 etkili oldugu bildirilmistir (61, 62).

Bir c¢alismada viriislii ortamlarda yetistirilen ve yaralanarak enfekte edilen steril
olmayan kurtcuklar ile steril kurt¢uklar karsilastirildi. Yarali ve steril olmayan
kurtcuklarin, steril kurtguklara gore daha fazla antibakteriyel maddeler salgilandig:
gozlemlendi. Yine bu g¢alismada MSSA, MRSA ve Gram negatif bakterilerden P.
aeruginosa, Serratia marcescens (S. marcescens), E. coli ve Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae) bulunan yaralarda diisitk molekiil agirligina sahip peptitler bulundu. Bu
bulgularla kurtguk salgilarinin bakterileri notralize ettigini konusunda fikir birligine
varildi. Kurtguklar tarafindan, E. coli, P. aeruginosa, MSSA, MRSA gibi bakterilere
kars1 2 dakika sonra diisiik molekiiller salgilanmaya baslandi. 15 dakika igerisinde
bakterilerin %90°1 imha edildi. Elektron mikroskobu ile yapilan ¢aligmalarda;
membranda goriilen hizli K™ degisimleri ve diisiik molekiile sahip peptitler hiicrelerin

yok olmasina neden olduklari gosterildi (61, 62).

Steril boceklerde bulunan antibakteriyel peptitler herhangi bir bakteri isgaline karsi

hemen sentezlenip ve uzun siire antibakteriyel aktivite gostermektedir (60). Bir
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calismada P. aeruginosa ve S. aureus bakteri igeren test tiiplerine steril L. sericata
larvalar1 uygulandi. Larva 6zeleri toplanarak Phosphate Buffered Saline (PBS) igeren
test tliptine aktarildiktan sonra santrifiij edildi. Sonu¢ olarak enfekte larvalarin, steril
larvalara gore antibakteriyel kapasitelerinin daha iyi oldugu gosterildi. S. aureus 12 ve
24 saat icinde azaldi ve 36 saat sonra ortadan kayboldu. Antibakteriyel peptitler S.
aureus’a kars1 etkili ancak P. aeruginosa’ya karsi etkili degildi (63). Izole edilen
antibakteriyel bilesikler iki grup seklinde disar1 atilir. Bunlar 6,5-9 kDa biiyiik ve 130-
700 Da kii¢iik molekiillerdir. Degisen molekiiller agirlikli polipeptitler igerir (64). L.
sericata’da 40 amino asit dizisi igeren defensin benzeri peptitlere ilk olarak lucifensin
denildi. Daha sonraki arastirmacilar farkli yontemlerle (65) lucifensini sentezlemeyi
basardilar. Hemolenfde mevcut olan 6.5, 6.6, 5.8 ve 8.6 Da ile molekiiler agirlig1 biiyiik
bilesikler arasinda antimikrobiyal peptitlerin analoglar1 bulunmaktadir. Bu kiigiik
molekiillerin yapisinin detayl bir sekilde aydinlatilmasi i¢in daha ¢ok ¢aligmaya ihtiyag
vardir. L. sericata salgilarinda kesfedilen antimikrobiyal maddeler, ¢evrelerine yerlesen
bilesiklerin ¢esitliligi, bakteri ve diger mikroorganizmalarla miicadele etmede
kurtcuklara ¢ok yonlii bir strateji gostermektedir. Bocek bagisiklik yanit1 sonucu olusan
antibakteriyel salgilar hem kendisine hem de organizma disinda bulunan mikroplara
kars1 antibakteriyel islev gormektedir. Leslerle beslenen bocek larvalarin salgilari
incelenmistir. Incelenen bdcek tiirleri Dermetes maculatus (D. maculatus), Tenebrio
molitor (T. molitor), Calliphora vicina (C. vicina) ve L. sericata’dir. Larvalarin
salgilarinin S. aureus, E. coli, Bacillus cereus (B. cereus), P. aeruginosa ve P. mirabilis
lizerine zaman ve 6ldiirme etkilerini incelenmistir. ki sinek larvasinin Gram negatif
bakterilere daha etkili oldugu bildirilmistir (66). Kurtcuklarin {irettigi salgilarin
aktivitelerinde sadece bakteriler 6ldiirmek degil ayn1 zamanda biyofilm ¢dziilmesini ve
biiyiimesini 6nleyen molekiiller ihtiva ettigi tespit edilmistir (67, 68). S. aureus ve P.
aeruginosa’nin olusturdugu iki biyofilm test edilmistir. Biyofilm; canli viicudunda
bakterilerin, bagisiklik sisteminden ve antibiyotik aktivitesinden kagmasina neden olan
onemli bir mekanizma olarak goriilmektedir. Antibiyofilm ¢ok onemli bir kesiftir.
Bowling ve arkadaglar1 tarafindan yapilan c¢alismada, MRSA kolonize olmus ii¢
diyabetik ayak iilserli hastaya kurtguk terapisi uygulandi. Uygulama sonrasi bir vaka
hari¢ digerlerinde MRSA’nin elimine edildigi gosterildi (69).Tantawi ve arkadaslari
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larva tedavisi sonrast mikrobik canli tiirlerinin sayisinda énemli bir azalma oldugunu

gosterdiler (70).

Armstrong ve arkadaslar1 huzur evinde yasayan hastalarda bulunan alt ekstremite
yaralarinda kurtcuk tedavisi ile vaka-kontrol ¢alismasi kurarak tedavinin klinik 6nemi
gosterildi. Kurtguk tedavisinin klinik degerlendirmelerinde; daha az enfeksiyon, daha az

antibiyotik kullanimi ve daha az ampiitasyona gereksinim vurgulandi (71).
2.3.3.3. Biiyiime Stimulasyon

William Bear, yaralarin kurt¢uklar tarafindan debride edilmesi sonras1 normal iyilesme
goriilmekle birlikte debridman sonrasi kurtguk tedavisi devam ettirilirse beklenenden
daha hizli ve daha iyi bir iyilesme oldugunu bildirmistir (53). Bir¢ok teori kurtguk
tedavisinin graniilasyon dokusunun ve yara kapanmasi ile iliskisini agiklamak icin
ortaya atilmistir. Baz1 arastirmacilar kurtcuklarin sadece yara enkazini ve enfeksiyonunu
kaldirarak iyilesmeyi kolaylastirdigini iddia etti (56). Digerleri kurtguklarin yaralar
tizerinde siiriinerek yaptiklari basit eylemlerin iyilesme siirecine katkida bulundugunu
iddia etti (57). Bu sekilde fiziksel uyarimlar yara yataginda biiylime faktorlerinin
salinimina neden oldugu i¢in Buchman ve Blair’in (57) yazdiklar1 makul bir agiklama
olarak degerlendirilmistir. Ancak yillardir arastirmacilar MDT’de kullanilan
kurtcuklarin yara yataginda hareket ederek hizli iyilesme stirecine katkida bulundugu
tezini giiniimiize kadar devam etmistir. Klinik olarak, kurtguk tedavisinde graniilasyon
dokusu olusumundaki artig (18, 73), hizli yara kapanmasi (73) kontrollii deneyleriyle
gosterildi. Boylelikle debridman sonrasi iyilesme oranlar1 Baer’in  gozlemlerini
kanitlamis oldu. 1930’larda kurtguk ile muamele edilmis yaralarin alkalitesinin, izole
edilmis allantoin ve {ire ihtiva eden bilesiklerden kaynaklandig1 ve yara iyilesmesinde
etkili oldugu diisiiniiliiyordu (74). Bugiin bile allantoin ve iire bir¢ok kozmetik iiriiniin
icinde bulunmaktadir. Yakin zamanda yapilan c¢alismada, kurtguk salgilar1 doku
kiiltiriinde fibroblast ve endotel doku ¢ogalmasini uyardigi gosterilmistir (75). Tedavi
edilen yaralardan alinan biyopsi Orneklerinde, anjiyogenez ve graniilasyon dokusu
ortaya ¢ikmaktadir (23). Wolina ve digerleri, tedavi oncesi ve kurtcuk tedavisi sonrasi
hastalar1 transfer spektroskopi kullanarak degerlendirdiler. Kurt¢uk tedavisi edilen
hastalarda vaskiiler perfiizyon ve doku oksijenlenmesinin artmis oldugunu gosterdiler

(26). Ug boyutlu jel bazli yara modellerinde, kurtguk salgilari yara yiizeyi iizerinde
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artmig fibroblastlarin taginimina neden olmaktadir (46, 73). Larva salgilar1 laminin,
fibronektin ve kollajen tip I-1I gibi ekstraseliller matriks komponetlerinde azalmaya
sebep olur ve yarada iyilesmeyi hizlandirir. Ayrica ekstraseliiler matriks komponentleri
ve fibrinin yikimi yarada fibroblastlarin gociine, proliferasyona, anjiogenesise ve 10kosit

invazyonuna neden olmaktadir (42, 46, 76).
2.4. Maggot Tedavinin Klinik Kullanimi
2.4.1. Endikasyonlari

ABD’de tibbi  kurtcuklarin  iiretimiyle 1ilgili standartlar FDA  tarafindan
diizenlenmektedir. Bu diizenlemelere gore; cilt ve yumusak doku yaralari, basi tilserleri
vendz dolagim bozuklugundan kaynaklanan iilserler, diyabetik ayak iilseri ndropatik
ayak {ilserleri, travma veya cerrahi sonrasi olusan yaralarda kurt¢uklar kullanilmaktadir.
Kurtguk tedavisi ayrica yaniklar, burger hastaligi, seliilit, postoperatif yaralar, iilseratif
deri kanserleri, lenfostaz, noropatiler, osteomiyelit, mastoidit, talasemi, polisitemi,
nekrotik tiimorler dahil genis bir patolojik yelpazede iyilesmeyen yaralardan nekrotik
dokuyu temizleyerek yara iyilesmesine neden olmaktadir (18, 19, 26-28, 30, 52, 69,
7377-89). Larval tedavi diyabetik ayak iilserasyonu, osteomyelit, kronik bacak iilserleri,
dekiibit tlserler gibi kronik ve enfekte yaralarda uygulanir (90). Kronik yaralarda en
fazla vakay1 diyabetik ayak ilserleri olusturmaktadir (91). Diyabet hastalarinin,
diyabete bagli olarak gelisen ayak iilserlerinin gelisme riski % 12-25 oranindadir.
Diyabete bagli olusan ayak iilserleri, hastanede kalma siiresinin artisina, tedavide
yiiksek maliyete ve alt ekstremite ampiitasyonuna neden olmaktadir (92-94). Diyabetik
ayak tilserleri nontravmatik ampiitasyonlarin % 40-60’1n1 olusturur (95). Diyabete bagh
gelisen ayak {ilserlerinde Giirlek ve arkadaglari tarafindan {ilkemizde yapilan bir
caligmada ampiitasyon oran1 % 36,7 bulunmustur (96). Yesil ve arkadaslar1 1998-2008
yillar1 arasinda diyabetik ayak {ilserli 574 hasta iizerinde yaptig1 ¢alismada ampiitasyon

orani % 37 olarak bildirilmistir (97).
2.4.2. Kontrendikasyonlar:1 ve Yan Etkileri
Maggot tedavisi;

» Kanama olusturabilecek yaralara,
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» Biiyiik kan damarlarina yakin yaralara,
> I¢ organlara yakin yaralara,

» Viicut kaviteleri ile ilgili yaralara uygulanmamalidir (55).

Kurtcuk tedavisi giivenli olmakla birlikte komplikasyonlar1 da vardir. Hastalarin en sik
bildirdigi sikdyet tedavi sirasinda meydana gelen agridir. Ik uygulandiginda kurtcuklar
¢ok kiiciik oldugu i¢in hissedilmezler. Kurtguklar biiyiidiikce agr1 hissedilir.
Kurtcuklarin iskelet ve hareket i¢in kullandiklar1 kanca benzeri disler bazi yaralarda agri
meydana getirebilir (98). MDT ile agr1 arasindaki iligki yaranin iizerinde uzun siire
birakilan pansumanla iligkilidir (8). Agr1 genellikle iyi analjezik ile kontrol edilebilir.
Kontrol edilemiyorsa kurtcuklar ve pansuman, yaradan uzaklastirilarak tedaviye son
verilir (98). Israil’de yapilan bir ¢aligmada yiizeysel yaralari bulunan hastalarm % 30-
35’inde MDT sirasinda agrilarinin arttigi ama analjezik ile basarili bir sekilde tedavi
edildigi bildirilmistir (52, 99). Sherman ve arkadaslari (7) MDT sirasinda en sik hasta
sikayetinin bedensel rahatsizliklar oldugunu bildirmislerdir. Wollina ve arkadaslar1 (26)
cesitli nedenlerle kronik bacak iilseri olan 30 hastanin yaralarini debride etmek icin
MDT kullanmistir. 12 hastadan (% 40) gecici agr1 rapor edilirken sadece iki hasta igin
analjezik tedavi gerektigi bildirilmistir. Wolf ve Hansson (28) farkli nedenlerle nekrotik
ya da kabuklu tilserli 74 hastayt MDT ile tedavi etti. Kurtguklar tek bir uygulama ile %
86’sin1 debride etti. Bu uygulamanin hastalarin iicte ikisinde faydali oldugu goriildii.
Hastalarin % 41°1 agriy1 hissetmez iken % 25’1 az agr1 yasadi ve % 34’1 agrida artis
olmasina ragmen tedaviye devam etmek istedi. Steenvoorde ve arkadaslar1 (89) MDT
uygulanan hastalarda gorsel analog skala kullanarak agri seviyelerini tespit etti. Bu

hastalara parasetomol ve fentanil yama kullanarak polinikte agr1 kesici verildi.

Topikal ve sistemik sitotoksik ilaglarla beraber MDT uygulanmamalidir. Ciinkii bu
ilaglar larvalara zarar vereceginden veya Oliimiine sebep olacagindan birlikte
kullanilmast uygun degildir. Ayrica Propiien glikol igeren pansuman malzemeleri lavra

gelisimini engelledigi i¢in kullanilmamalidir (55).

2.4.3. Larvalarin Klinik Kullaniminda Yasanan Problemler
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Larvalarin viicutlar1 kutikula tabakasi ve iizerinde diken benzeri tiiylerle kaplidir.
Kurtcuklar, agiz kancasi kullanarak viicudun 6ne dogru c¢ekilmesini saglarlar. Yara
yiizeyinde kurtcuk hareketleri ile olusan agrilar muhtemelen dikensi tiiyler ve agiz
kancasiyla iligkilidir. Buna ek olarak kurtguk ES {iriinleri proteolitik enzimler igerir.
Proteolitik enzimlerin yaranin sinir veya sinir uglarimin iltihaplanmasina kars1 etki
etmesinden dolayr agri olusabilir (99). MDT ile iliskili agr1 egilimli hastalar kolayca
tespit edildigi (MDT yapilmadan 6ncede yara agris1 bulunur) i¢in tedavi sirasinda gesitli
miidahalelerle agriyr 6nlemek veya aza indirmeyi saglayan uygulamalar vardir. Bu
uygulamalar; Gilindiiz 6-8 saat gibi kisa siireli kurtguk uygulamasi yapmak, poset
benzeri paketlerle uygulama yapmak, kiigiik ve az sayida kurtcuk kullanarak tedavi
etmek (98). Bazen kurtguklar yara iizerinde 48 saat birakilir ve gevsek pansuman
yapilabilir. Bu durumda kagmaya yonelen larvalar mobilya altina veya minder arasina
girerek pupa olusturabilirler. 1-2 hafta sonra gizlendikleri yerden yetigkin olarak g¢ikar
ve ucarlar (98). Karsilagilan ve tartisilan bir diger sorun ise hasta kaygis1 “igreng
faktor” dur. Kronik yarasi bulunan hastalarin biiyiik c¢ogunlugu MDT’yi kabul
etmektedirler (88, 89). Larval kurt¢uklara alerjisi olan hastalara MDT
uygulanmamalidir. Kurtcuklarla ilgili herhangi bir alerjik reaksiyon su ana kadar tarif
edilmemistir. Kurtguk tedavisi agresif ilerleyen yaralarda (anaerobik ya da aerobik-
anaerobik yumusak doku enfeksiyonlar1 ve fasiit gibi) kullanmilmamalidir. Uzuvlar
tehdit eden enfeksiyonlar acil oldugu i¢in cerrahi drenaj daha uygun tedavidir. Tiim
cerrahi miidahaleler yapildiktan sonra MDT yardimei tedavi olarak uygulanabilir (98).
Bir acgikligin (periton veya gogiis boslugu acikligl) oldugu yerde kurtcuk terapisi
kullanilmas1 tavsiye edilmez. Bu durumlarda kurtguk tedavisinin basarili oldugu
bildirilmis olmasina ragmen uygulanmamalidir (80). Terapistler tibbi yardim olarak 24
saat/glin telefon erisimi saglayarak ayakta tedavi goren hastalarin kaygilarim
azaltabilirler. Kacan kurtcuklar hastalar, hasta yakinlar1 ve saglik personeli i¢in sikintili
bir durum olabilir. Bakim i¢in uygun pansumanlar kullanilmalidir. Kurtcuklarin
bulundugu yara alaninin kisitlanmasi i¢in 6nlem alinmalidir. Kagan kurtguklar hassas
yapilara zarar verebilir (g6z veya agiza yakin yaralar). Bu durumda ¢evreleme
pansuman kullanimi yararli olabilir. Kurtguklarin sindirim enzimleri eritrem veya
seliilite neden olabilir. Bu nedenle yara yataginda bulunan kurt¢uklar sinirli sayida

olmaldir. Yara ¢evresi sivi veya hidrokolloid pansuman ile korunmalidir. Kurtguklar
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her zaman besin kaynagi olarak nekrotik dokuyu arayacaktir. Fakat ka¢cmak veya
nekrotik dokuyu temizlemek i¢in ¢caba gosterirken canli dokuya da zarar verebilir. Ayak
taban1 yaralar1 olan hastalar i¢in 6zel bir mekanizmayla kurtcuklarin ezilmesi
onlenmelidir (98). Kurtguklar tarafindan amonyum tuzlari iretilebilir (54). Sayet
amonyum tuzlar1 kurtcuk pansuman malzemeleri tarafindan emilmezse hastanin viicut
sicakliginda artig olabilir. Nadir durumlarda yaranin kanamasi MDT sirasinda
gozlemlenmistir. Kurtguk tedavisi sirasinda 6zellikle cerrahi debridmandan kisa bir siire
sonra kanama olusabilir. Steril olmayan kurtguklar kullanildiginda bakteriyemi veya
sepsis tehlikesi vardir (100). Kotii koku birkag hastada terapistler tarafindan
gozlemlenmistir. Muhtemelen nekrotik doku sivilasmast ve buharlagmasi sonucu
kokusma olusur. Kurt¢uklar ve Pseudomanas gibi bakteriler tarafindan salgilanan
amonyum tuzlart kotli kokuya katkida bulunur. Kurtcuk bulunan gazli bezleri sik sik
degistirerek kotii koku ortadan kaldirilabilir veya en aza indirilebilir (37). Kemik
enfeksiyonu i¢in standart tedavi ¢ogunlukla cerrahi rezeksiyondur. Uygulanamadig
durumlarda MDT makul bir segenek olabilir. MDT, nekrotik dokuyu erittiginden dolay1
arter duvarimi etkileyebilir. Boyle bir durum ortaya cikarsa 6zellikle baski altinda kalan
kan damarlarindan kan sizabilir veya delinebilir. Pihtilasma bozukluklarinda (dogal
veya uyarilmamis) kanama riski daha da artar (101). Genellikle biiyilk damar igeren
nekrotik bir yara i¢in tercih edilen tedavi sekli cerrahidir. Ciinkii debridman sirasinda
damarlarin goriilmesini saglar. Bu durumun miimkiin olmadigi durumlarda hasta,
hastane veya yogun bakim tinitesinde gozlem altinda kurtcuk tedavi yapilabilir. Yeterli
kan akis1 olmadan iyi debridman yapilsa bile yara iyilesmesi olusamaz. Kabuk
tarafindan korunmali bir yara mikrobiyal invazyon ve yayilmasi i¢in daha hassas oldugu
ileri siiriilmektedir. Ancak kan akiminin kritik seviyesinin kesin tanimi veya
degerlendirme belirsizligi vardir. Arteriyel yetmezlikle veya amputasyon planlanan
yaralarin tedavileri ile ilgili ¢calismalarda, MDT son care olarak yapildiginda % 40-60
oraninda iyilestigi ve amputasyon Onlendigi bildirilmektedir (52, 71, 86, 88, 102). Bu
nedenle siddetli arteriyel yetmezlik olan hastalarda, kurtcuk tedavisi denenebilir.
Bakteriyemi, seliilit ya da cerrahi miidahale gibi durumlarda debridman Oncesi
antibiyotik tedavi gerekebilir. Kurtcuk tedavisinde kanitlanmamis ya da yetersiz
dezenfekte larva olmamalidir. Laboratuvarlarda yetersiz islem ve yeterli dezenfeksiyon

olmamas1 sonucu olarak hastalarda enfeksiyon komplikasyonlar1 gozlenmistir (100).
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Sistemik antibiyotik verilmesi MDT igin bir kontrendikasyon degildir (103, 104).
Antibiyotikler bitisik deri (selulit) veya kan (bakteriyemi) yoluyla enfeksiyonlarin
yayilmasin1 Onlemek igin gerekli olabilir. Topikal antibiyotik olarak merhemler
kullanilmalidir. Terapistler her zaman dezenfekte kurt¢uklarin ambalaj bilgilerini
okuyarak takip etmelidir. Herhangi bir tedavide oldugu gibi, kurtcuk tedavisi ile

potansiyel yaralara karsi riskler ve alternatif stratejiler diistiniilmelidir (98).
2.5. Yaranin Ozellikleri ve Debridman Yontemleri
2.5.1. Yara Nedir

Dis bir etki ile deri biitiinliigliniin bozulmasina yara denir (105). Yaradan 6lii dokularin
ve kontamine yabanci maddelerin ¢ikarilmasina debridman denir (106). Geg veya hig
iyilesmeyen yaralara kronik yara adi verilir. Bir yaranin {i¢ ay siire i¢eresinde tamamen

iyilesmemesi o yaranin kronik oldugunu gosterir (107).

Akut yara iyilesmesinde li¢ devre bulunmaktadir.

1. Inflamasyon devresi. Hemostaz, nétrofil islevlerinin bulundugu devre ve
makrofaj islevlerinin bulundugu ge¢ donemden meydana gelir ve yaklasik dort

gun strer.

2. Proliferasyon devresi. Graniilasyonun ve epitelizasyonun tamamlandigi devredir

ve yaklasik bir ay siirer.
3. Olgunlagma ve sekillenme devresi (108).

2.5.2. Debridman Yontemleri

Yaralarin {izerinde veya kenarinda bulunan canliligini kaybetmis dokularin ve
kontamine maddelerin kaldirilmasina debridman denir (109). Debridman uygulamasi ile
birlikte bakteriyel yiik azalir, enfeksiyonun kontrol altina alinmasi ve Onlenmesine
imkan verilir, yara duvarinin ve canli dokunun goériinmesini saglanir (110). Cerrahi,
otolitik, mekanik, enzimatik ve biyolojik olmak iizere bes temel debridman yontemi
vardir. Her bir debridman yonteminin avantajlari ve dezavantajlari bulunmaktadir (111).
Biyolojik debridman olarak larval tedavi hastanelerde ve disarida rahatlikla

kullanilabilir. Maliyeti diisiik, MRSA’ya kars1 etkili ve saglikli dokuya zarar vermeden
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debridman yapar (112). MDT Yara Bakim ve Doku Onarimi Dernegi tarafindan
siniflandirilmustir. Tiirk Yara Bakim Uriinleri Kodlama Sistemi (TYBUKS) ile larva

tedavisi numaralandirilmistir (113).
2.5.3. Yaralarda Bulunan Enfeksiyon Etkenleri

Bakteri tiirleri deri altt dokusuna disaridan gelerek kolinize olabilirler (114). Yara
olusumu ile birlikte enfeksiyon gelisimi olabilir. Mikroorganizmalara ait viriilans
faktorleri bagisik yanit1 yenerek yara bolgesine invaze olurlar (115). Yara bolgesine de
yayilan mikroorganizmalar akinti, eritem, agr1 ve seliilit olusumuna sebep olur (115).
Cerrahi yaralarda en sik rastlanan anaerobik bakteriler Peptostreptococcus, Clostridium
ve Bacterioides tiirleri oldugu bildirilmistir. Yanik yaralarinda Peptostreptococcus,
Clostridium ve Bacterioides tiirleri oldugu bildirilmistir (116). Diyabete bagli tilserlerde
gelisen en sik rastlanan patojen enfeksiyon etkenleri Peptostreptococcus, Prevotella ve
Bacterioides tiirleri oldugu bildirilmistir (117, 118, 119). Dekiibit iilserlerde
Peptostreptococcus, Bacterioides tiirleri en sik rastlanan patojenler olarak bildirilmistir
(116). Baz1 diyabetik ayak enfeksiyonlarinda S. aureus, Stereptococcus tiirleri goriiliir.
Daha ileri diyabetik ayak enfeksiyonlarinda Gram pozitif koklarla birlikte
Enterobacteriaceae, P. aeruginosa ve zorunlu anaerobik bakteriler goriillmektedir (91).
Bast yarasi enfeksiyonlarinda en sik rastlanan aerobik bakteriler Stafilokoklar,
Entrokoklar, P. mirabilis, E. coli, P. aeruginosa’dir. Bas1 yarasi enfeksiyonlarinda en
sik rastlanan anaerobik bakteriler Peptostreptokoklar, Bacteriodes fragilis (B. fragilis)
ve Clostridium tiirleridir (120). Osteomyelite birgok mikroorganizma sebep olabilir.
Olgularin biiyiik ¢gogunlugundan sorumlu S. aureus’tur (121, 122). Hematojen endojen
osteomyelitte en sik rastlanan S. aureus’tur (123). S. pyogenes diyabetik hastalarda
nekrotizan fasiite neden olur (124). MRSA, diyabetik ayak enfeksiyonlarda kotii
prognozla iliskilidir (91).

Yanik yaralarinda en erken kolonize olan S. aureus’tur (125). Akut ve kronik yanik
yaralarinda izole edilen gram negatif patojenler arasinda P. aeruginosa ve

Acinetobacter baumannii (A. baumannii) bulunur (126).
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2.5.4. Biyofilm Olusumu

Kronik yaralarda olusan bakteriler genellikle biyofilm icinde bulunurlar. Biyofilm
icinde bulunan bakteriler antibiyotik ve bagisiklik sisteminden korunurlar. Kronik
yaralarda biyofilm ile iligkili S. aureus ve P. aeruginosa en uygun tiirlerdir. Kurtguk
salgilar1, S.aureus ve P.aeruginosa’nin olusturduklar1 biyofilmlere kars1 etkilidir (127).
Biyofilm bozulmasi sonucu, bakteri antibiyotiklere, immun sistem faaliyetlerine kurtcuk
eylemlerine daha duyarli hale gelir. Kurtcuk sekresyonlari, antibiyotik kombinasyonlari
ile biyofilm bozulmasini saglayabilir. Boylece matrikste kalan bakteriyel olusumun

onlenmesi ve biyofilme kars1 antibiyotik aktivesitesi olusur (128).

Kronik enfeksiyonlar, genel olarak, S. aureus ve Staphylococcus epidermidis (S.
epidermidis) gibi stafilokoklar tarafindan olusturulan biyofilmler ile iliskilendirilir
(129). Stafilokok biyofilm olusumu birka¢ adim igerir: ilk olarak, hiicre duvar ile
iligkili adezinler araciligi ile bakteriler biyomateryale baglanir (130) daha sonra ¢ok
bakterili bir tabaka olusturarak birikirler. S. aureus ve S. epidermidis, biyofilm
biriktirmek ve meydana getirmek i¢in icaADBC lokusu tarafindan sentezlenen
polymericN-asetilglukosamin (PNAG) olarak da adlandirilan Polisakkarit Interseliiler
Adhesini (PIA) hiicreler arasi adezini gibi birka¢ farkli hiicreler arasi yapiskan
mekanizmalar1 kullanirlar (131-134). icaADBC ve PIA'dan bagimsiz proteinli faktorler
alternatif olarak ortaya ¢ikmistir ve yiizey proteini G (SasG) (135) ve S. aureus'ta
biyofilm ile iliskili protein (Bap) (136) ve birikim ile iliskili protein (Aap; homolog to
SasG) (137) ve S. epidermidis'te hiicre dis1 matris baglayici protein (Embp) icerir (138).
Yapilan bir ¢alismada S. aureus ve S. epidermidis tarafindan PE (Polyetylene), TI
(Titanium), SSS (Surgical stainless steel=Paslanmaz ¢elik) iizerine biyofilm
olusturulmustur. Olusturulan biyofilmlere maggot salgilarinin etkileri arastirilmistir.
Bakterilerin 7 giin sonunda PE, TI, SSS {izerinde biyofilm olusturdugu gozlendi.
Biyofilm olusumu 5. giinden sonra artmaya basladi ve 7. giinde pik yapti. Farkli
konsantrasyonlarda biyoflim iizerine maggot sekresyonlart uygulandi. SSS iizerinde
S.aureus’un olusturdugu biyofilm 0,31 mg maggot salgisi uygulanmasi sonucunda %
59,5 inhibisyon olusturarak maksimum etkiye ulasmistir. PE {izerinde S. aureus’un
olusturdugu biofilme 0,83 mg maggot salgis1 uygulanmasi sonucunda % 60,8

inhibisyon ile maksimum etkiye ulagmistir. TI iizerinde S. aureus’un olusturdugu
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biyofilm 8,33 mg maggot salgisi uygulanmasi sonucunda inhibisyon olusturdugu
gozlenmistir. SSS iizerinde S. epidermidis’in olusturdugu biyofilme 25 mikrogram
maggot salgis1 uygulanmasi sonucunda % 67,7 inhibisyon olusturdugu gozlenmistir.
PE iizerinde S. epidermidis’in olusturdugu biyofilme 0,33 mg maggot salgisi
uygulanmasi sonucunda % 92,2 inhibisyon olusturarak maksimum etkiye ulagmigtir. TI
tizerinde S. epidermidis’in olusturdugu biyofilme 0,31-0,93 mg maggot salgisi
uygulanmas1 sonucunda biyofilmde azalma goriilmiistiir. Sonu¢ olarak maggot

sekresyonu var olan biyofilm tabakasini bozmaktadir (68).
2.6. Yara Tedavisinde Kullanilan Maggotlarin Uretimi ve Sterilizasyonu
2.6.1. Yumurta Eldesi

MDT’de L. sericata sineginin larvalart kullanilir. Kafeslerde bulunan sineklerin
beslenmesi i¢in % 20°lik seker soliisyonu verilir. Yumurtlamay: saglamak i¢in et veya
karaciger parcaciklar1 kullanilir (30). Karaciger veya et {izerinde toplanan yumurtalar
once birbirinden ayristirilir. Ayristirilan yumurtalarin yiizeyleri dezenfekte edilir.
Dezenfekte edilen yumurtalar steril besi yerine aktarilir. Steril besi yerine aktarilan
yumurtalardan 2-36 saat sonra larvalar olusur. Larvalar 5-8'C arasinda canliliklari

kaybetmeden bes giin yasayabilirler (52).

Sekil 2.6. Lucilia sericata tiirtiniin kafeslerde yetistirildigi ortam (orijinal)
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2.6.2. Yumurtalarin Sterilizasyonu ve Steril Maggot Uretimi

Kafes i¢inde bulunan karaciger iizerine sinekler tarafindan yumurta birakilir. Birakilan
yumurtalar toplanir. Yapisik halde bulunan yumurtalari ayirmak icin %  0,05°lik
sodyum hipoklorit kullanilir. Sodyum hipoklorit icinde yumurtalar 15 dakika ¢alkalanir.
Sodyum hipoklorit dokiildiikten sonra ayrisan yumurtalar % 5°lik formaldehit i¢cinde 15
dakika calkalanir. Boylece yumurtalar steril hale getirilir. Steril hale gelen yumurtalar
stiziiliir ve steril izotonik sivida yikanarak formaldehit uzaklastirilir. Steril yumurtalar
kanli plak besi yerine aktarilir. Besi yerinde bulunan yumurtalar gece boyunca 25-30
‘C’de inkiibe edilir. Yumurtadan ¢ikan larvalar tiyoglikolatli broth, kanli agar,
cikolatamsi agar gibi besi yerlerine ekilerek steril olup olmadigi kontrol edilir. Larvalar
steril ise kullanilir. Steril degilse -20'C bir gece tutulduktan sonra ¢ope atilir (52).
Ingiltere, Almanya ve Amerika da bir ¢ok 6zel sirket tarafindan steril larva iiretilmekte

ve ticari olarak piyasaya verilmektedir (139).
2.7. Maggot Tedavinin Gelecegi ve Diinyada, Ulkemizdeki Yeri
2.7.1. Maggot Tedavinin Diinyadaki Kullanim

Yirminci ylizyilin sonu kurtguk tedavisi (biyoterapi) i¢in yeni bir donemin baslangici
oldu. Bu konuda yapilan kontrollii ve karsilastirmali klinik ¢aligmalar sonucu 2004
yilinda FDA tarafindan yasal olarak pazarlama ve kullanim izni verildi (18, 73). 1995
yilinda tibbi kurtguklar ABD, Israil ve Ingiltere’de iiretildi. Tahmini olarak, 2011 yilina
kadar 24 laboratuvar tarafindan iiretilen 50.000 adet larva 30 iilkede bulunan hastalara
sevk edildi. Ilk iiretiminden 20 yil sonra 80.000 den fazla hastay: tedavi ettigini tahmin
edilmektedir (99). Maggot tedavi yakin zamanda tibbi ve cerrahi egitim programlarda
Ogretilen bir yontem oldu. Maggot tedavi basit, gilivenilir ve maliyeti diigiik yara bakim

yontemi olmasi nedeniyle artan bir ilgi ile yayilmaktadir (85, 140).
2.7.2. Maggot Tedavinin Tiirkiye’deki Kullanim

Ulkemizde 2002 yilindan itibaren Giilhane Askeri Tip Akademisinde (GATA)
uygulanmaktadir (14). Maggot tedavi 2008 yilindan beri de Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda da uygulanmaya baslanmistir (141).
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2.7.3. Maggot Tedavinin Gelecegi

Burger hastaligina bagh {ilserler ile atesli silah yaralanmalar1 gibi doku kaybi tasiyan
olgularda maggotlarin yararli oldugu gozlenmistir (14). MDT uygulama kolaylig1 ve
hizli iyilesme siirecinden dolayi; ekonomik kazang saglamasi, hastane yatig siiresini

azaltmasi ve buna bagli olarak enfeksiyon riskini 6nlemektedir (14).

William Baer’dan giiniimiize kadar, bir¢ok arastirmaci proteolitik, antimikrobiyal ve
larva tedavisi iyilesmeye tesvik faaliyeti altinda yatan yara iyilestirici molekiilleri izole
etmek icin calistilar. Kurtguklar olmadan kurt¢uk debridman salgilar1 konusunda, Baer
sunlar1 sdyliiyor: "Biz aktif kokenin bir enzim olup olmadigini, kurtcuklarin olmadan bu
enzim digar1 almak ve tedavi yapilip yapilmayacagini bilmiyoruz; ama ben kurt¢uk
tedavisini kronik osteomyelit i¢in en basarili ve en kolay yol oldugunu biliyorum"
(121). Kurtguk tedavisinde en yaygin sorun, kullanacak larvalarin ge¢ teslimat
edilmesidir. Teslimat gecikmeleri sonucu geng¢ larvalar, asirt sicaklik ve agliga karsi
hayatta kalmalar1 giiclesmektedir. Nakliye konteynerleri hava ge¢irmez yalitkan
maddelerden tasarlandigi i¢in oksijen erisimini kisitlayabilir. Tibbi kurt¢uklar kurye ile
gonderilmis olsa da (24 saat icinde kullanimi tasarlanmis), ABD’de % 1-2’sinin geg
veya Ol olarak geldigi gosterilmistir (98).

Kurtguklar, fiziksel hareketler ve agiz kancalar1 vasitasiyla nekrotik dokuyu
torpiileyerek enzimlerin derin dokuya ulagmasina saglarlar. Bu durum debridmanin
hizlanmasina katkida bulunur. Bu gercegi ifade anlaminda FDA MDT’yi tibbi cihaz
kategorisinde diizenlemistir. Tibbi kurtguklardan ¢ikarilan molekiiller bir giin,

iyilesmeyen yaralarda MDT yerini alacak m1? Belki (142).
2.8. Maggot Sekresyonlari
2.8.1. Maggot Salgisinda Bulunan Enzimler

Proteolitik enzimler enfekte 6lii dokunun ¢ikarilmasindan biiyiik 6lgiide sorumludur
(42). Larvalar, proteolitik enzimler salgilayarak sivi hale gelen nekrotik dokuyu besin
olarak kullanirlar (87). Yapilan g¢alismalarda, larvalarin salgiladiklari {i¢ proteolitik
enzim tespit edilmistir. Bunlar serin proteinaz, aspartil proteinaz, metallo- proteinazdir

(42). L. sericata salgilarinda, tripsin ve chymotrypsin benzeri serin proteazlar baskin
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aktivite gostermektedirler. Larva proteoazlar1 genis pH araliginda (pH 10.00, pH 5.0)
aktiftirler. (143). Birgok c¢alismada arastirmacilar, L. sericata sineginden olusan
bilesiklerin insanlar Tlizerinde olumlu antimikrobiyal etkilerini aydinlatmaya
odaklanmustir (54, 62, 72). Antibakteriyel faktorlerin sekresyon iiriinleri ti¢ kategoride
rapor edilmistir: molekiil agirligi sirasiyla 0,5 kDa’dan kiiclik 0,5-10 kDa arasindan
olanlar ve 10 kDa’dan biiytiktiir (58, 59, 62). L. sericata hemolenf ekstrelerinden izole
edilen diisiik molekiil agirlikli bilesikler p-hidroksi benzoik asit (138 Da), p-
hidroksifenilasetik asit (152 Da), oktahidro-dipirolo (195 Da) (46). Son zamanlarda
MDT kullanilan larvalarin bagirsaklarinda, tiikiiriik bezlerinde, hemolenf ve viicut
yaglarinda bulunan antibakteriyel ajan olarak bulunan bir defensin bulunmustur.

Defensin olan lucifensin molekiil agirligi daha biiyiik oldugu bildirilmistir (64).
2.8.2. Defensinler

Defensinler uyarilabilir antimikrobiyal peptitlerin en yaygin grubunu temsil eder ve en
cok yumusakga, akar, oriimcekgiller, bocekler, memeliler ve bitkilerden izole edilmistir.
Defensinler, kiiciik, katyonik, sistein bakimindan zengin, 3-6 distilfiir baglar1 bulunan
ve 29-46 amino asitten olusan peptitlerdir. Bocek defensinleri ilk olarak
Sarcophaga peregrina (S. peregrina) sinek tiiriiniin et kiiltiirinde bildirildi. Daha sonra
bocek tiirlerinin biiylik ¢cogunlugunda defensin gosterilmistir. Boceklerin peptit dizileri
belirli bir diizen i¢inde biiyiik benzerlik gosterir, fakat etki karsisindaki tepkileri oldukca
farklidir. Genel olarak C-terminal boélgeleri daha az korunumludur (144). Bocek
defensinleri en ¢ok alfa helix, beta tabaka olmak iizere iki baglantis1 ve disiilfit bag
ithtiva eder. Dromomycin gibi birka¢ bocek defensini dort siilfit kpriisii 1le sonuglanan
sekiz sistein kalintisi igerir (145). Bocek defensinleri orta zincir konumunda glikosilat
treonin ihtiva eder. Fakat bir seker kalintisinin mevcudiyeti biyolojik aktive i¢in gerekli
degildir (144). Sesropin aktivitesi i¢in 6n sart olan amidasyon nadiren bocek
defensinlerinde goriiliir. Bocek defensin aktivitesi iki gruba ayrilabilir: antibakteriyel,
antifungal. Antibakteriyel etki Gram pozitif bakterilerle simirlidir. Defensinler Gram
negatif bakteriler, lifli mantarlar ve mayalara kars1 daha az hassastir. Gram pozitif
bakteriler genellikle uM miktarinin altinda antibakteriyel peptit uygulamasindan birkag
dakika iginde (en az onleyici konsantrasyon) etkilenir. In vitro ¢alismalar, antibakteriyel

aktivitenin, fizyolojik sartlar altinda ve kiiltiir ortaminda onemli Olciide azaldigini
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gostermistir. Boylece defensinin antibakteriyel etkisi boceklerin fizyolojik 6zelligi olup
olmadig1 sorgulanir hale gelmistir (146). Antibakteriyel defensinin etki mekanizmasi
tam olarak bilinmemektedir. Dagilmis teikoik asit polimerleri ile peptidoglikan birden
fazla tabakadan olusur ve bakterilerin asidik hiicre duvar ile etkilesimini kolaylastirir
(145). Micrococus luteus (M. luteus) hiicrelerinde Phormia terraenovae (P.
terraenovae) sineginden izole edilen defensin etki mekanizmasi aydinlatilmaya ¢alisildi.
Defensin sitoplazmik potasyum kaybi, i¢ zarda kismi polarizasyon, sitoplazmik ATP’de

azalma, solunum sonunda inhibisyon oligomerleri ve sitoplazmik gegirgenligi bozar.

Bocek defensinlerin antifungal grubu olarak Pseudocanthotermes springer (P. springer)
termitinden gelen termicin, Galerin mellonella (G. mellonella) giivesinden gelen
gallerimycin, tiitin tomurcuk kurdu Heliothis virescens’den (H. virescens) gelen
heliomycin, meyve sinegi Drosphila melanogaster’den (D. melanogaster) gelen
dromomycin, alacali bocek Acrocinus longimanus‘dan (A. longimanus) gelen Alo 13
icerir. Bu defensinler i¢inde sadece termicin Gram pozitif bakterilerin biiyiimesini
etkileyen kapasiteye sahiptir. Digerleri antifungal olarak spor ¢imlenmesini inhibe eder
veya hifal delinmesine yol acar (146). Thevisan ve arkadaglar1 2004 yilinda
heliomycin’in Pichia pastoris (P. pastoris) mantar glucosylceramides ile etkilesimi ile
birlikte membran gegirgenligine neden oldugu gosterilmistir. Bugiine kadar bocek
defensinlerinin  6karyotik ve prokaryotik hiicreli sistemlerde protein sentezini
engelledigi bilinmemektedir. Heliomycin, dromomycin ve gallerimycin mantar
patojenlerine karsi direncin belirlenmesinde transjenik tiitin kullanilmistir (147).
Heliomycin ve dromomycin 44 amino asit uzunlugundadir. G. mellonella 76 amino asit
tasiyan defensin benzeri  gallerimycin peptidini salgilar. Gallerimycin, M.luteus,
Bacillus subtilis (B. subtilis), E.coli, Saccharomyces cerevisiae(S. cerevisiae) gibi
mikroorganizmalar iizerinde in vitro etkisi gosterildi. Ayrica entomopatojenik mantar
olan Metarhizium anisopliae (M. anisopliae) karsi aktif oldugu gosterir (111). Hayat
dongiileri boyunca bdcekler, genellikle insan standartlarina gore oldukga sagliksiz kabul
edilen dogal ortamlarda bakterilere karsi inanilmaz bir direng gelistirirler. Bocekler,
Gram pozitif, Gram negatif bakterilere ve mantarlara karsi hizli bir sekilde genis
spektruma sahip antimikrobiyal peptitler (AMP) salgilayabilmektedir. Bu peptitler
enfeksiyonlara karsi ilk savunma hattin1 olusturan korunmus birlesenlerdir. 2000°den

fazla AMP tanimlanmistir. Bu peptitlerin biiylik bir ¢ogunlugu, 5 kDa altindaki
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molekiiler agirlikli katyonik AMP sinifina dahildir. Boceklerden izole edilen AMP’ler

yapisal ozelliklerine gore ti¢ kategoride siniflandirilmaktadir (148):

I-Lineer peptitler. Sesropinler gibi sistein kalintilar1 icermeyen bir a-sarmal yapisindan

olusurlar.

II-Defensin en tipik O6rnegi olan disiilfid kopriilerini ihtiva eden siklik peptitlerden
olusurlar.

I11-Bir veya iki aminoasit kalintisinin fazla oldugu lineer peptitlerdir.

Boceklerden izole edilen defensinler birka¢ istisna disinda 33-46 aminoasit

biiyiikligiindedir. Bunlar % 58-95 arasinda degisen sekans benzerligi gostermektedirler.
2.8.3. Lucifensin

Lucifensin 40 amino asit ve molekiil i¢i {i¢ disiilfit bagi ile koprii yapan defensindir.
Lucifensin bocek defensinlerinden kiiciik (yaklagik 5 kDa) sistein bakimindan zengin
bir antibakteriyel peptittir. Lucifensin Gram pozitif bakterilere karsi etkili, Gram
negatifbakterilere, maya, flamentli mantarlara karsi az duyarlidir (145, 149, 150).
Defensinler sitoplazmik zar gegirgenligi bozarak bakteri hiicrelerinin 6liimiine Yyol
acarlar (144, 145, 151). Streptococcus tiirleri, S. epidermidis ve Enterococcus faecalis’e
(E.faecalis) karsi antibakteriyel etkinlik sergiledikleri ancak 128 mg/l
konsantrasyonunda E. coli ve P. aeruginosa nin iiremesini inhibe etmede basarisiz
oldugu bildirilmistir (72). Lucifensinin Gram negatif yara patojenlerine karsi tedavi
edici etkinligi bazi endiseler uyarmaktadir. Lucifensin, diger antimikrobiyal peptitler
gibi bazi dokularda eksprese edilmektedir. L. sericata hemolenfinde lucifensin
bagisiklik cevabi olarak diizenli bir sekilde tiretilir. Maggot kurtguklarinin organlarinda
lucifensin peptidi belirlenmistir (64). Lucifensin, L. sericata tiriiniin kurtguklarmin
larva tedavisinde kullanilan iyi karakterize edilmis antibakteriyel maddedir (64).
Lucifensin kurt¢uk salgi iiriinlerinde bulunmus olup, yara patojenlerinin 6nlenmesinde
rol aldig1 varsayilmaktadir. Lucifensin baglangigta larva bagirsaginda izole edilmis ve

daha sonra tiikiiriik bezlerinde, viicut yaglarinda, hemolenfte saptanmistir (64).

Ivana Valachova c¢alismasinda larva evrelerinin tiikiiriik bezlerinde lucifensin

ekspresyonunu dogruladi. Ekspresyon tiikiiriik bezlerinin yag baglayic1 kopriileri ve
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viicut yag hiicrelerinde tespit edildi. Sasirtict bir sekilde lucifensin ekspresyonu
bagirsaklarda tespit edilemedi. Bu c¢alismada ayrica lucifensinin antibakteriyel

aktiviteye sahip oldugu da gosterildi (10).

Gram pozitif bakteriler, 6zellikle Streptococcus tiirleri ve Staphylococcus tiirlerine karsi
etkili oldugu gosterilmisti. Ayrica MRSA klinik izolatlarina kars1 antibakteriyel aktive
sergiler. MRSA’ ya karsi diisiik 6nleyici, MSSA’ ya daha yiiksek 6l¢iide onleyicidir (8-
128 mg/1)(8 mg/l) (72). Bunula birlikte MDT uygulamasinda MRSA dahil bakteri ile
iliskili kronik yaralarda basarili bir sekilde kullanilmaktadir (25). Lucifensin L.sericata
ve diger sinek larvalarindan karakterize edilmis antibakteriyel maddedir (64).
Lucifensin, ilk olarak larvalarin bagirsaklarinda izole edildi. Daha sonra tiikiiriik bezleri
yag ve hemolenfde tespit edilmis olup yara inhibisyonunda rol oynadigi
varsayllmaktadir (64). Larva asamalarinda hibridzasyon kullanarak lucifensin
ekspresyonu tlikiiriikk bezlerinde gosterilmistir. Lucifensin, tlikiiriikk salgilamasindan
sonra gida ile birlikte yutulur ve sindirim sistemi yoluyla bagirsaga gecer (10).
Bakteriyel stimiilasyon iizerine anti-bakteriyel aktive genellikle ekspresyon ya da
indiiktif ifade ile saglanir. Daha Onceleri larvalarin bagisiklik sisteminin enfeksiy6z
ortaminda hayatta kalmak icin antibakteriyel maddelerin {iretimini saglayarak aktif
olabilecegi belirtilmistir (152). Larva enfeksiydz ortaminda hayatta kalabilmek ig¢in
bagisiklik sisteminin aktif olabilecegi ve antibakteriyel madde iiretimi yapacagi (63)

daha 6nce anlatilmsti.

Lucifensin son birkag yil iginde L. sericata larvalarinin hem sekresyonlarinda hem de
bagirsak, mide, hemolenf, viicut yaglar1 gibi bircok dokudan ekstrakte edilmistir. Elde
edilen bu salgi ozellikle geleneksel tedavi yontemlerinin basarisiz kaldigir nekrotik
yaralarin tedavisinde etkili bir sekilde kullanilmaktadir. 40 amino asit biiytikliigiinde
olan lucifensinin DNA dizisi sapecin ve diger dipteran defensinlere ¢ok benzemektedir
(63, 66).

MDT sirasinda salgi icerigindeki lucifensinin larvayr enfeksiyoz cevreden korudugu
diistintilse de lucifensinin asil aktivitesini bir¢ok mikroorganizmaya kars1 gosterdigi
bildirilmistir: Staphylococcus carnosus (S. carnosus), S. pyogenes, Streptococcus
pneumoniae (S. pneumoniae)ve S. aureus (MIC 16 mg/L). Ozellikle MRSA bulunan
yaralarda MDT nin bagarili bir sekilde uygulanmas1 MDT ye ilgiyi arttirmistir. Larval
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sekresyon ve dokularda Reverse faz HPLC ile tespit edilen lucifensin diger insekt

defensinlere oldukg¢a benzerlik gostermekte ve olduk¢a korunmus 6 sistein aminoasiti

igermektedir (63, 66).

2011 yilinda M. luteus ve B. subtilis’e karstyiiksek duyarliliga sahip ilk sentetik
lucifensin rapor edilmistir. Bu sentetik peptitle S. aureus’ekars1 daha diisiik bir aktivite
belirlenirken E. coliye karst1 ise hig aktivite belirlenememistir. Bunun sonucunda bocek
defensinlerinin Gram negatif bakterilere gore Gram pozitif bakterilere kars1 daha aktif
oldugu gergegi ortaya konulmustur. Ayrica bu peptitlerin Candida albicans'a(C.
albicans) kars1 diisiik antifungal aktivite gosterdigi ve insan kirmizi kan hiicrelerine
kars1 hemolitik olmadigi da rapor edilmistir(148). Giiniimiizde antibiyotiklere direng
gosteren mikroorganizmalara karsi bile aktif olarak kullanilan ve etkin oldugu gosterilen
MDT’nin bu etkisinden sorumlu oldugu diisiiniilen lucifensinin énlimiizdeki yilarda tek
basina veya bircok antibiyotikle kombine formiillerinin gelistirilerek kullanilacagi

distiniilmektedir.
2.8.4. Cyhmotrypsin

Debridmana yardimer kurtguk sekresyonlarin metaloproteazlar, serine proteazlar gibi
bilesenleri ve antibakteriyel aktiviteleri olan ve iyilesmeye yardimci olabilen aspartil
bilesikleri tespit edilmistir (50). Biyoterapi etki mekanizmasi eksojen enzimatik
debridman {irinleri arasinda ortiisme vardir. L. sericata larvasi, bazi insan anologlari
dahil, ortak enzim spektrumu iceren sindirim salgilar1 kullanarak cansiz dokuyu degrade
eder (42). Ilging bir sekilde, bu enzimlerin bazilari, alkalin pH optimumuma sahiptir.
Ozel debridman iiriinlerindeki streptokinaz ve kolajenaz ise, fizyolojik pH (43) papine
yakin maksimum aktiviteye sahiptir. Bu da baska bir debridman madde olarak kabul
edilmesini saglamistir. Bu madde genis bir pH araliginda aktiflige sahiptir (44). Bu
nedenle, bircok klinisyen, debridman olarak adlandirilan 6lii derinin yaralardan
ayrilmasini, yara yonetiminde onemli bir klinik adim olarak goriir (6). Biyocerrahi
sirasinda goriilen etkin debridmandan sorumlu biyokimyasal mekanizmalar1 anlamamiz
icin gerekli bir adim olarak, kurtguk sekrasyon veya ektrasyonlarindaki enzimatik
aktiviteler incelemnistir. Aspartil metallo ve serin proteinaz aktivitelerini (42)
kesfedildi, serin proteinazlarin fibroblast tasinmasini destekleyen hiicre disi matriks

bilesenlerin cesitliligini azalttigi goriilmiistir (46). Kurtcuk sekanslarmin kimotriptik
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aktivitesi ex vivo kabuklarini degrade ettigi tespit edilmistir. Rekombinant kurtguk
chymotripsini iretilerek karakterize edilmistir. Enzim, yara kabugu ex vivolarmi
memeli chymotripsinlerine nazaran daha tstiin bir sekilde degrade etmekte ve tek
bagina bir debridman maddesi olma potansiyeline sahiptir (11). Rekombinant
chymotrypsin kurtguklarin antibakteriyel yapismaya engel olacagini gostermistir. Bu da
kurtguklarin antibakteryel etkilerini nasil gosterdikleri konusundaki diislincelerimize
katkida bulunmustur. Agikcasi, protein adhezinler, yara dokusuna tutunmak igin
bakteriler tarafindan kullanilan tek mekanizma degildir ve kurt¢uklarin, chymotripsinin
bir anahtar bileseni oldugu biyoaktif bir antibofilm repertuar salgilayarak, in vivo
bakteryal adhezinlere saldirdigina inaniyoruz (156). Rekombinant maggot chymotrypsin
insan chymotripsine gore farkli inhibisyon profiline sahiptir ve yara kabugunda aktif
kalirken insan chymotrypsin engellenmektedir. Bu da kronik bacak iilserlerinde magot
biyoecerrahisinin etkinligi i¢in bir mekanizma Onerir. Diger maggot proteazlari benzer
aktiviteler gosterebilir ve bu sekilde kronik yaralarin debridmaninda ES igindeki

enzimlere bir ortam olusturur (157).



3. GEREC VE YONTEM

Tez ¢aligmasi Oncesinde literatiir taramasi yapildi. Calisma ic¢in kullanilacak
malzemeler, makine ve techizatlar belirlenerek deneyler i¢in uygun alt yapi sartlari

olusturuldu.
3.1. Materyal
3.1.1. Kullamlan Cihaz ve Malzemeler

Tez g¢alismasi, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali
Laboratuvarinda bulunan asagidaki cihaz ve malzemeler kullanilarak gergeklestirildi.

(Tablo 3.1. ve Tablo 3.2.)
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Cihaz Adi/Modeli

32R Santrifiij (Hettich, Almanya)

Santrifiij ( Thermo Scientific, ABD)

Chemidoc Imaging System (BIO RAD, ABD)

12C Yatay elektroforez cihaz1 ( BIO RAD, ABD)

Giig Kaynagi (BIO RAD, ABD)

PCR Cihaz1 (Sensoquest, Almanya)

LightCycler 480 Real-Time PCR (ROCHE, ABD )

Santrifiij/Vorteks Cihaz1 ( PeQlab Perfect Spin P, Almanya )

NanoDrop 2000c ( ThermoScientific, ABD)

Su banyosu (Jeiotech BS-06, Giiney Kore)

Inkiibatorliishaker ( Jeiotech SI-300, Giiney Kore)

VorteksBencmixer ( Bencmark, ABD)

Kuru Is1 Blogu, Digital Heat Blog ( Bencmark, ABD)

Mikrodalga Firin (Beko MD1610,Tiirkiye )

-20 °C Derin Dondurucu (Ugur, Tiirkiye)

+4 °C Buzdolabr ( Ugur, Tiirkiye)

-80 °C Derin Dondurucu (Panasonic, Japonya)

Santrifiij/Vorteks Cihazi (BioSan Multi-spin MSC-3000, Letonya)
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Tanimy/ Ada

L. sericata; Yumurta, Larva, Pupa, Eriskin

LB Kat1 Besiyeri

LB Sivi Besiyeri

SOC Sivi Besiyeri (Invitrogen, ABD)

Amphisinli LB Besiyeri

QIAmptissue kit ( Qiagen, ABD)

LS lucifensin F Primer: 5> - GGTACTGGTGTTAAACATTCAGCTT -3’ (25mer)

LS lucifensin R Primer: 5 — AATAACCGCCACGATTTCCT -3° (20 mer)

LS cyhmotripsin F Primer: 5’- GCCAAAGTTAGCCACACTGTTA -3” (22 mer)

LS cyhmotripsin R Primer: 5° - TCATTGGCCAAAGTATTGGAG -3’ (21 mer)

2* Tag PCR Master mix (Biomatik, ABD)

Sybergreen LightCycler 480 | Master ( Roche, USA)

Agaroz jel

50 bp Marker ( Promega, ABD)

CloneJET PCR Clonning Kit ( ThermoScientific, ABD)

OneShot TOP10 Chemically Competent E.coli hiicreleri ( Invitrogen, ABD)

Clean-up Kiti (Promega /Wizard SV Gel and PCR Clean-upsystem kit ABD)

Mini Prep Kiti (BIO BASIC INC. / EZ-10 SPIN Column Plasmid DNA Mini Prep Kit,

Kanada)

TRIGent RNA isolation Reagent kiti (Biomatik, ABD)

Prime Script 1st StrandcDNASynthesis Kit (TAKARA, ABD)

3.2. Metod

3.2.1. insektaryum ve Lucilia sericata Kolonilerin Olusturulmasi

Calisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Anabilim dalindaki

insektaryumda yapildi. L. sericata tiiriine ait erigkin kolonileri tiretildi. Siirekli tiretim

yapilacak kosullar olusturuldu. Insektaryumda sicaklik, 151k, nem saglayacak diizenekler

kuruldu. L. sericata tiiriine ait yumurta, larva, pupa, eriskin sineklerin {iretimi ve yasam

dongiisii takip edilerek sinek kolonileri olusturuldu. Insektaryumdan elde edilen
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yumurtalar steril hale getirilip kanli agar besi yerinde steril larvalar elde edildi.
Yumurtalarin sterilizasyon asamalar1 kontrol edildi ve standardizasyon saglandi. Uygun
sicaklik, nem ve 151k saglayarak plastik kovanlarda sinek populasyonlar1 olusturuldu.
Ayrica insektaryumda bulunan sinek dldiiriicii diizeneklerle disaridan farkli bir tiiriin

kolonilere karigmasi engellendi.
3.2.2. Lucilia sericata Uretimi

Vahsi tabiattan toplanan L. sericata tiirlerinin 50-30-20 ebadindaki plastik kafesler
icinde 12 saat aydinlik 12 saat karanlik, 27-30°C’ de ve % 50 nem bulunan ortamda, %
20’lik seker soliisyonu ve karaciger parcalart verilerek iiretilmesi saglandi (30).
Insektaryumda yeni olusturulan kovanlarda sinek yumurtalar1 ve daha sonra larva, pupa

ve sinek olusumu ile yeni koloniler iiretildi.
3.2.3. Steril Maggot Uretimi

Maggot tedavide steril sinek larvalari kullanilir. Steril larva elde edilmesine eriskin
sineklerin karacigere yumurta birakmasi ile baslandi. Oze yardimi ile toplanan

yumurtalar sterilizasyon isleminden geg¢irildi.
3.2.3.1. Sterilizasyon i¢in Kullanilacak Malzemeler

e Distlesu

e Hipoklorit

e Formaldehit

e Serum fizyolojik

e Kanl agar

3.2.3.2. Soliisyonlar
1. Soliisyon: Distile su + Hipoklorit (% 0,01)
2. Soliisyon: Distile su + Formaldehit (% 5)

3. Soliisyon: Distile su + Formaldehit (% 2,5)
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3.2.3.3. Steril Maggot Uretimi

Sinekler ortama konulan sekerli sudan, su ve karbonhidrat ihtiyacini karsilarken,
karaciger parcalar1 ile protein ihtiyacin1 karsilarlar. Sinekler karaciger doku
parcaciklarindan beslenirken ayni zamanda karaciger dokusu lizerine yumurtalarin
birakilar. Karaciger dokusuna birakilan yumurtalar 6ze yardimiyla toplandi ve %
0,01°1ik hipoklorit soliisyonuna birakildi. Soliisyon ile birlikte kiimelenmis yumurtalar
manyetik karistirict  vasitasiyla birbirinden ayrilincaya kadar karistirildi. Kiime
halindeki yumurtalar birbirlerinden ayrildiktan sonra iizerlerinde bulunan hipoklorit
soliisyonun atilmasi i¢in 2-3 kez serum fizyolojik ile yikandi. Yikanan yumurtalar
sterilizasyon i¢in % 5’lik formaldehit sollisyonuna aktarilarak 10 dakika bekletildi.
Formaldehit soliisyondan alinan yumurtalardan formaldehitin uzaklastirilmasi i¢in 2-3
kez serum fizyolojik ile yikandi. Bu sekilde steril edilen yumurtalar, steril kanli agara

aktarildi. Kanli agarda bulunan yumurtalar 27-30 C’de 24-36 saat inkiibe edildi.
3.2.4. Calisma Gruplarimin Hazirlanmasi

Insektaryum sartlarinda elde edilen L.sericata yumurtalar cesitli besi ortamlarinda
tiretilmek tizere farkli gruplara ayrildik. Bunun i¢in yumurtalar asagida belirtilen 8 farkl
ortamda beslenerek ( 27°'C ve %50 nem bulunan ortamda) larva, pupa ve eriskinlerin

tretimi saglandi.
Bu guruplar:

e Kanl agarda iiretim
e Karaciger dokusunda tiretim
e Beyin dokusunda tiretim

e Sigir eti dokusunda iiretim

E. coli eklenmis tryptone soya agarda {iretim

E. facealis eklenmis kanli agarda tiretim

S. aureus eklenmis tryptone soya agarda iiretim

P. aeruginosa eklenmis tryptone soya agarda tiretim
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3.2.4.1. Grup 1: Steril Kanh Agarda Uretim
a. Sterilize edilen ve yikanan yumurtalar, steril kanli agara birakildi.

Kanli Agarin Hazirlanmasi: Bir litre deiyonize suya 37 gr blood agar base (Plasmatec,
UK) konuldu. 121°C’de 15 dakika otaklovlandi. Olusan agar petri kaplarina aktarildu.

Steril kanli agarda yumurtalardan; larva, pupa ve eriskin gelisimi saglanmaya calisildu.
Bu hayat formlarindan lucifensin ve chymotripsingen ekspresyon seviyelerinin dl¢iimii

icin asagida belirtildigi gibi 6rnekler alind1 ve etiketlendi.

b. Yumurtalar kanli agara birakildiktan sonra altisar saat araliklarla 6. saatte
(Ka.Y1= Kanli agar Yumurta 1), 12. saatte (Ka.Y2) ve 18. saatte (Ka.Y3) ikiser

kez tiger adet 6rnek alindi.

c. Steril kanli agarda gelisen larvalardan, ilk larva gelisiminden itibaren on ikiser
saat araliklarla 12. saatte (Ka.L1l), 24. saatte (Ka.L2) ve 36. saatte (Ka.L3)

olmak tizere ikiser kez iki adet 6rnek alindi.

d. Pupa ornekleri ise ikiser kez iki adet olmak iizere 24 saat araliklarla ilk pupa
gelisiminden sonraki 24.saatte (Ka.P1), 48.saatte (Ka.P2) ve 72.saatte (Ka.P3)

alindi.

e. Erigkinlerden ise beser giin araliklarla ilk erigskinin pupadan ¢ikmasindan hemen

sonra (Ka.E1), 5.giin (Ka.E2) ve 10.giin (Ka.E3) iki kez birer adet 6rnek alindi.
3.2.4.2. Grup 2: Karaciger Dokusunda Uretim

a. Sterilize edilen ve yikanan yumurtalar, steril karaciger dokusuna (— 80°C bir
gece bekletilerek steril hale getirildi) birakildi. Yumurtalardan larva, pupa ve
erigskin gelisimi saglanmaya calisildi. Bu hayat formlarindan lucifensin ve
chymotripsingen ekspresyon seviyelerinin Ol¢iimii i¢in asagida belirtildigi

gibi 6rnekler alind1 ve etiketlendi.

b. Yumurtalar karacigere birakildiktan sonra altigar saat araliklarla 6. saatte
(Kc.Y1= Karaciger Yumurta 1), 12. Saatte (Kc.Y2) ve 18. saatte (Kc.Y3)

ikiser kez iiger adet 6rnek alindi.
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Steril karaciger dokusunda gelisen larvalardan, ilk larva gelisiminden
itibaren on ikiser saat araliklarla 12. saatte (Kc.L1), 24. saatte (Kc.L2) ve 36.

saatte (Kc.L3) olmak iizere ikiser kez iki adet 6rnek alindi.

Pupa 6rnekleri ise ikiser kez iki adet olmak {izere 24 saat araliklarla ilk pupa
gelisiminden sonraki 24.saatte (Kc.P1), 48.saatte (Kc.P2) ve 72.saatte
(Kc.P3) alindi.

Eriskinlerden ise beser giin araliklarla ilk eriskinin pupadan ¢ikmasindan
hemen sonra (Kc.E1), 5.giin (Kc.E2) ve 10.giin (Kc.E3) iki kez birer adet

ornek alindi

3.2.4.3. Grup 3: Beyin Dokusunda Uretim

a.

Sterilize edilen ve yikanan yumurtalar, steril beyin dokusunda (— 80'C bir
gece bekletilerek steril hale getirildi) birakildi. Yumurtalardan larva, pupa ve
erigkin gelisimi saglanmaya calisildi. Bu hayat formlarindan lucifensin ve
chymotripsingen ekspresyon seviyelerinin 6l¢iimii i¢in asagida belirtildigi

gibi 6rnekler alind1 ve etiketlendi.

Yumurtalar beyin besi yerine birakildiktan sonra altisar saat araliklarla 6.
saatte (Be.Y1= Beyin Yumurta 1), 12. saatte (Be.Y2) ve 18. saatte (Be.Y3)

ikiser kez iicer adet 6rnek alindi.

Steril beyin dokusunda gelisen larvalardan, ilk larva gelisiminden itibaren on
ikiser saat araliklarla 12. saatte (Be.L1), 24. saatte (Be.L2) ve 36. saatte

(Be.L3) olmak iizere ikiser kez iki adet 6rnek alindi.

Pupa ornekleri ise ikiser kez iki adet olmak iizere 24 saat araliklarla ilk pupa
gelisiminden sonraki 24.saatte (Be.P1l), 48.saatte (Be.P2) ve 72.saatte
(Be.P3) alind1.

Eriskinlerden ise beser giin araliklarla ilk eriskinin pupadan ¢ikmasindan
hemen sonra (Be.E1), 5.glin (Be.E2) ve 10.giin (Be.E3) iki kez birer adet

Ornek alindi
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3.2.4.4. Grup 4: Sigir Eti Dokusunda Uretim

a.

Sterilize edilen ve yikanan yumurtalar, steril sigir eti dokusunda (— 80°C bir
gece bekletilerek steril hale getirildi) birakildi. Yumurtalardan larva, pupa ve
erigkin gelisimi saglanmaya calisildi. Bu hayat formlarindan lucifensin ve
chymotripsingen ekspresyon seviyelerinin Ol¢limii ig¢in asagida belirtildigi

gibi 6rnekler alind1 ve etiketlendi.

Yumurtalar, sigir eti dokusuna birakildiktan sonra altisar saat araliklarla 6.
saatte (Se.Y 1= Sigir Eti Yumurta 1), 12. saatte (Se.Y2) ve 18. saatte (Se.Y?3)

ikiser kez tiger adet 6rnek alindu.

Steril sigir eti dokusunda geligsen larvalardan, ilk larva gelisiminden itibaren
on ikiser saat araliklarla 12. saatte (Se.L1), 24. saatte (Se.L2) ve 36. saatte

(Se.L3) olmak tiizere ikiser kez ikiser adet 6rnek alindi.

Pupa ornekleri ise ikiser kez ikiser adet olmak iizere 24 saat araliklarla ilk
pupa gelisiminden sonraki 24.saatte (Se.P1), 48.saatte (Se.P2) ve 72.saatte
(Se.P3) alind1.

Eriskinlerden ise beser giin araliklarla ilk eriskinin pupadan ¢ikmasindan
hemen sonra (Se.E1l), 5.giin (Se.E2) ve 10.giin (Se.E3) iki kez birer adet

ornek alindu.

3.2.4.5. Grup 5: Escherichia coli Eklenmis Tryptone Soya Agarda Uretim

a.

Tryptone Soya Agarin Hazirlanmasi: Bir deiyonize suya 40 gr agar (OXOID,
USA) konuldu. 121'C’de 15 dakika otoklavdandi. Olusan agar petri
kaplarina aktarildi. Agara E. coli bakterisinin ekimi yapildiktan sonra agar,

37 °C’de 24 saat inkube edildi.

Sterilize edilen ve yikanan yumurtalar, steril tryptone soya agar ortamina

ekilen E. coli (ATCC-25922) besi yerine birakildi.

Yumurtalardan larva, pupa ve eriskin gelisimi saglanmaya c¢alisildi. Bu hayat
formlarindan lucifensin ve chymotrypsin gen ekspresyon seviyelerinin

Ol¢iimii icin agagida belirtildigi gibi 6rnekler alindi ve etiketlendi.
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d. Yumurtalar E. coli eklenmis tryptone soya agar ortamina birakildiktan sonra
altisar saat araliklarla 6. saatte (Ec.Y1= E. coli Yumurta 1), 12. saatte
(Ec.Y2) ve 18. saatte (Ec.Y3) ikiser kez iiger adet 6rnek alindi.

e. E. coli eklenmis tryptone soya agarda gelisen larvalardan, ilk larva
gelisiminden itibaren on ikiser saat araliklarla 12. saatte (Ec.L1), 24. saatte

(Ec.L2) ve 36. saatte (Ec.L3) olmak iizere ikiser kez iki adet 6rnek alindi.

f. Pupa 6rnekleri ise ikiser kez iki adet olmak lizere 24 saat araliklarla ilk pupa
gelisiminden sonraki 24.saatte (Ec.P1), 48.saatte (Ec.P2) ve 72.saatte (Ec.P3)

alindi.

g. Eriskinlerden ise beser giin araliklarla ilk erigskinin pupadan ¢ikmasindan
hemen sonra (Ec.El), 5.glin (Ec.E2) ve 10.giin (Ec.E3) iki kez birer adet

ornek alindi.
3.2.4.6. Grup 6: Enterecoccus facealis Eklenmis Kanli Agarda Uretim

a. Sterilize edilen ve yikanan yumurtalar, yukarida belirtildigi sekilde
hazirlanan steril kanli agar ortamina ekilen E. facealis (ATCC-29212) besi
yerine birakildi. Yumurtalardan larva, pupa ve eriskin gelisimi saglanmaya
calisildi. Bu hayat formlarindan lucifensin ve chymotripsingen ekspresyon
seviyelerinin Ol¢iimii i¢in asagida belirtildigi gibi Ornekler alind1 ve

etiketlendi.

b. Yumurtalar E. facealis eklenmis kanli agara birakildiktan sonra altigar saat
araliklarla 6. saatte (Ef.Y 1= E.facealis Yumurta 1), 12. saatte (Ef.Y2) ve 18.
saatte (Ef.Y3) ikiser kez iicer adet 6rnek alindi.

c. Steril E. facealis eklenmis kanli agarda gelisen larvalardan, ilk larva
gelisiminden itibaren on ikiser saat araliklarla 12. saatte (Ef.L1), 24. saatte
(Ef.L2) ve 36. saatte (Ef.L3) olmak {izere ikiser kez iki adet 6rnek alindi.

d. Pupa 6rnekleri ise ikiser kez iki adet olmak tizere 24 saat araliklarla ilk pupa
gelisiminden sonraki 24.saatte (Ef.P1), 48.saatte (Ef.P2) ve 72.saatte (Ef.P3)

alindi.
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Eriskinlerden ise beser giin araliklarla ilk eriskinin pupadan ¢ikmasindan
hemen sonra (Ef.E1), 5.glin (Ef.E2) ve 10.glin (Ef.E3) iki kez birer adet

Ornek alindi.

3.2.4.7. Grup 7: Staphylooccus aureus Eklenmis Tryptone Soya Agarda Uretim

a.

Sterilize edilen ve yikanan yumurtalar, yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan
steril tryptone soya agara ekilen S. aureus (ATCC-29213) ortamina birakildi.
Yumurtalardan larva, pupa ve erigkin gelisimi saglanmaya calisildi. Bu hayat
formlarindan lucifensin ve chymotripsingen ekspresyon seviyelerinin dlgiimii

icin asagida belirtildigi gibi 6rnekler alind1 ve etiketlendi.

. Yumurtalar S. aureus eklenmis tryptone soya agara birakildiktan sonra altigar

saat araliklarla 6. saatte (Sa.Y 1= S.aureus Yumurta 1), 12. saatte (Sa.Y2) ve

18. saatte (Sa.Y3) ikiser kez licer adet 6rnek alindi.

Steril S. aureus eklenmis tryptone soya agarda gelisen larvalardan, ilk larva
gelisiminden itibaren on ikiser saat araliklarla 12. saatte (Sa.L1), 24. saatte

(Sa.L2) ve 36. saatte (Sa.L3) olmak lizere ikiser kez iki adet 6rnek alindi.

Pupa Ornekleri ise ikiser kez iki adet olmak iizere 24 saat araliklarla ilk pupa
gelisiminden sonraki 24.saatte (Sa.P1), 48.saatte (Sa.P2) ve 72.saatte (Sa.P3)

alindi.

. Erigkinlerden ise beger giin araliklarla ilk eriskinin pupadan g¢ikmasindan

hemen sonra (Sa.E1), 5.glin (Sa.E2) ve 10.giin (Sa.E3) iki kez birer adet

ornek alindi.

3.2.4.8. Grup 8: Pseudomonas aeruginosa Eklenmis Tryptone Soya Agarda Uretim

a.

Sterilize edilen ve yikanan yumurtalar, yukarida belirtildigi sekilde
hazirlanan steril tryptone soya agara ekilen P. aeruginosa (ATCC-27853)
ortamina birakildi. Yumurtalardan larva, pupa ve eriskin gelisimi
saglanmaya ¢alisildi. Bu hayat formlarindan lucifensin ve chymotripsingen
ekspresyon seviyelerinin 6l¢iimil i¢in asagida belirtildigi gibi 6rnekler alindi

ve etiketlendi.
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b. Yumurtalar, P. aeruginosa eklenmis tryptone soya agara birakildiktan sonra
altisar saat araliklarla 6. saatte (Pa.Y 1= P.aeruginosa Yumurta 1), 12. saatte
(Pa.Y2) ve 18. saatte (Pa.Y3) ikiser kez ticer adet 6rnek alindi.

c. Steril P. aeruginosa eklenmis tryptone soya agarda gelisen larvalardan, ilk
larva gelisiminden itibaren on ikiser saat araliklarla 12. saatte (Pa.L1), 24.
saatte (Pa.L2) ve 36. saatte (Pa.L3) olmak iizere ikiser kez iki adet 6rnek

alindi.

d. Pupa Ornekleri ise ikiser kez iki adet olmak tizere 24 saat araliklarla ilk pupa
gelisiminden sonraki 24.saatte (Pa.P1), 48.saatte (Pa.P2) ve 72.saatte (Pa.P3)

alindi.

e. Eriskinlerden ise beser giin araliklarla ilk erigskinin pupadan ¢ikmasindan
hemen sonra (Pa.El), 5.glin (Pa.E2) ve 10.giin (Pa.E3) iki kez birer adet

Oornek alindi.

Sekiz farkli besiyeri ortaminda iretilen L. sericata kolonilerinden elde edilen ve

yukaridaki gibi etiketlenen Ornekler Tablo 3.3’de gosterilmistir. Bu O6rnekler RNA
izolasyonu i¢in kullanilana kadar 500 pl RNA later (SIGMA, USA) konuldu.



Tablo 3.3. L. sericata’nin tiretiminde kullanilan besi yeri ortamlar1 ve etiketlenen 6rnekler

. o
Yumurta Donemi

Larval Dénem™

Pupa Dénemi

Eriskin Dénem’

Besi Yeri Ortami Y1 Y2 Y3 L1 L2 L3 P1 P2 P3 El E2 E3

Kanli agar besi yeri Ka-Y1 | Ka-Y2 | Ka-Y3 | Ka-L1 | Ka-L2 | Ka-L3 | Ka-P1 | Ka-P2 | Ka-P3 | Ka-E1 | Ka-E2 | Ka-E3
Karaciger besi yeri Ke-Y1 | Ke-Y2 | Ke-Y3 | Ke-L1 | Ke-L2 | Kc-L3 | Kc-P1 | Kc-P2 | Kc-P3 | Kc-E1 | Kc-E2 | Kc-E3
Beyin besi yeri Be-Y1 | Be-Y2 | Be-Y3 | Be-L1 | Be-L2 | Be-L3 | Be-P1 | Be-P2 | Be-P3 | Be-E1 | Be-E2 | Be -E3
Sigir eti besi yeri Se-Y1 | Se-Y2 | Se-Y3 | Se-L1 | Se-L2 | Se-L3 | Se-P1 | Se-P2 | Se-P3 | Se-E1 | Se-E2 | Se-E3
Escherichia coli eklenmis tryptone soya agar besi yeri Ec-Y1 | Ec-Y2 | Ec-Y3 | Ec-L1 | Ec-L2 | Ec-L3 | Ec-P1 | Ec-P2 | Ec-P3 | Ec-E1 | Ec-E2 | Ec-E3
Enterecoccus facealis eklenmis kanli agar besi yeri Ef-Y1 | Ef-Y2 | Ef-Y3 | Ef-L1 | Ef-L2 | Ef-L3 | Ef-P1 | Ef-P2 | Ef-P3 | Ef-E1 | Ef-E2 | Ef-E3
Staphylooccus aureus eklenmis tryptone soya agar besi yeri Sa-Y1l | Sa-Y2 | Sa-Y3 | Sa-L1 | Sa-L2 | Sa-L3 | Sa-P1 | Sa-P2 | Sa-P3 | Sa-E1 | Sa-E2 | Sa-E3
Pseudomonas aeruginosa eklenmis tryptone soya agar besi yeri | Pa-Y1 | Pa-Y2 | Pa-Y3 | Pa-L1 | Pa-L2 | Pa-L3 | Pa-P1 | Pa-P2 | Pa-P3 | Pa-E1l | Pa-E2 | Pa-E3

Her bir hayat doneminin farkli zamanlarinda alinan 6rnekler ikiser adet olarak alinmistir

“: Her bir 6rnek 3 adet yumurta igermektedir
; Her bir 6rnek 2 adet larva/pupa igermektedir
; Her bir 6rnek 1 adet erigkin igermektedir

144
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3.2.5. Total Genomik DNA izolasyonu

Total Genomik DNA izolasyonu, QIAmp DNA mini kit (QIAGEN, ABD) kullanilarak

asagidaki basamaklarla yapildi:

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Mikrosantrifiij tiipiine konulan larva iyice ezildi.
Uzerine 180 ul ATL Buffer eklendi.

Daha sonra iizerine 20 ul Proteinaz K eklendi ve mikrosantrifiij tlipii

vortekslendi.

Karigim 56°C’de su banyosunda bir gece hafif sallayarak inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda 3000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Ormnegin iizerine 200 ul Buffer AL eklenerek vortekslendi.

Ornek kuru 1s1 blogunda 70°C’de 10 dakika bekletildi.

Tekrar 3000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilen tiipe 200 pl etanol (% 96-%
100) eklendi ve vortekslendi.

Daha sonra 3000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilen Ornegin tamami

spinkoluma aktarildi.

8000 rpm’de 1 dakika santrifiij sonrast alt kisim atild1 ve spinkolum yeni
bir tlipe yerlestirildi.

Uzerine 500 ul Buffer AW1 eklendi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifii]
edildi.

Alt kisim atildiktan sonra spinkolum, yeni bir tiipe yerlestirildi.

Uzerine 500 pl Buffer AW2 eklendi ve 14.000 rpm’de 3 dakika santrifii]
edildi.

Alt kisim atild1 ve spinkolum tekrar yeni bir tiipe yerlestirilerek 14.000

rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Spinkolum steril mikrosantrifiij tiipine Yyerlestirildi ve lizerine 100 pl
Buffer AE eklenerek oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten sonra 8000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
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16. Bu basamak 3 kez tekrar edildi. Spinkolumdan tiipe siiziilen kisim atildi

ve tekrar spinkoluma yeni bir tiip yerlestirilerek santrifiij tekrarlandi.
17. En son asamada spinkolum atild1 ve mikrosantrifiij tiipii alindi.

18. Total genomik DNA igeren mikrosantrifiij tiipii kullanilana kadar -20°C’
de saklandu.

3.2.6. Lucilia sericata Lucifensin, Chymotrypsin Gen Primerleri ve PCR

Calismada yumurta, larva, pupa ve eriskinlerden elde edilen 6rneklerdeki L. sericata
lucifensin ve chymotrypsin gen ekspresyon seviyelerinin tespiti i¢in 6ncelikle lucifensin
ve chymotrypsin DNA standartlar1 olusturuldu. Bunun igin lucifensin ve chymotrypsin
gen kismi parcalar1 klonlandi. Klonlama oncesi L. sericata lucifensin ve chymotrypsin
gen pargalart PCR ile c¢ogaltildi. 67 bp buyiikligiindeki L. sericata lucifensin gen

pargasinin PCR ile ¢ogaltilmasi i¢in asagidaki primerler kullanildi:

o LslucF::(5-GGTACTGGTGTTAAACATTCAGCTT-3’)

e LslucR::(5- AATAACCGCCACGATTTCCT -3°)

PCR reaksiyonunda template DNA olarak L. sericata larvasindan elde edilen total

genomik DNA kullanildi. PCR reaksiyonu igin 50 ul’lik asagidaki karisim hazirlandi:

2x Master mix: 25 pl
o LslucF:2pul
e LslucR:2pul

e dH,O: 17 ul

L. sericata genomik DNA: 4 ul

95°C’de 1 dakika On 1sitma sonrasi, sirastyla 95°C’de 30 saniye denatiirasyon, 59°C’de
30 saniye baglanma, 72 °C’de 30 saniye uzamadan olusan 35 dongii sonras1 72°C’de 15
dakikalik son uzama ile biten PCR programi kullanildi. PCR {iriinii, etidyum bromiirle
boyanmis % 1,5‘luk agaroz jelde yiiriitiildii ve Chemidoc Imaging System (BIO RAD,

ABD) goriintiileme cihaziyla goriintiilendi.
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77 bp biyiikligindeki L. sericata chymotrypsin gen pargasinin PCR ile ¢ogaltilmasi

icin ise agagidaki primerler dizayn edildi ve kullanildi:

e LschyF: (5-GCCAAAGTTAGCCACACTGTTA-3’)
e LschyR: (5’-TCATTGGCCAAAGTATTGGAG-3’)

L. sericata chymotrypsin gen pargasinin PCR ile ¢ogaltilma islemi yukarida lucifensin
icin belirtilen sartlar kullanilarak yapildi. PCR {iriinli agaroz jelde yiiritildi ve

gorlntiilendi.
3.2.7. Lucifensin ve Chymotrypsin DNA’simin Agaroz Jelden Saflastiriimasi

L. sericata lucifensin ve cyhmotripsin DNA’larinin agaroz jelden saflagtirilma islemi,
Clean-up Kiti  (Promega /Wizard SV Gel and PCR Clean-upsystem kit ABD)

kullanilarak tiretici firma 6nerisi modifiye edilerek asagidaki sekilde yapildi:

1. Agaroz jelde yiiriitiillen ve UV (Promega, ABD ) altinda goriilen lucifensin
ve cyhmotripsin PCR iriinleri kesilerek her biri ayr1 steril bir

mikrosantrifiij tiiptine koyuldu.

2. Orneklerin iizerine 350 pl Membrane Binding Solution (Membran
Baglama Soliisyonu) eklenerek vortekslendi ve 60°C’de kuru 1s1 blogunda
inkiibe edildi.

3. Agaroz jel tamamen ¢oziinene kadar inkiibasyona devam edildi. Coziinen
jel spinkolumlara aktarilarak oda 1sisinda 1 dakika bekletildi. Sonrasinda

13.500 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

4. Spin kolumdan tiipe siiziilen kisim atilarak spinkolum yeni bir tiipe
yerlestirildi. Uzerine 700 pl Membrane Wash Solution eklenerek 13.500
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

5. Spinkolumdan tiipe siiziilen kisim tekrar atilarak spinkolum yeni bir tiipe
yerlestirildi ve tizerine 500 pl Membrane Wash Solution eklenerek 13.500
rpm’de 5 dakiaka santrifiij edildi.

6. Tiipe siiziilen kisim atild1 ve spinkolum yeni bir tlipe yerlestirilerek 13.500

rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
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7. Alttaki mikrosantrifiij tlipii atilarak spinkolum, steril yeni bir

mikrosantrifiij tlipiine yerlestirildi.

8. Sonrasinda iizerine 25 ul Nucleasefree Water eklenerek oda sicakliginda 3

dakika bekletildikten sonra 13.500 rpm’de 1dakika santrifiij edildi.

9. Santrifiij sonras1 spinkolumlar atilarak, DNA igeren alt kisimdaki tiipler
alind1 ve elde edilen saflastirilmis iirtinler, pJET1.2plazmitine klonlanana
kadar -20°C’de saklandi.

3.2.8. Lucilia sericata Lucifensin ve Cyhmotripsin Gen Parc¢alarinin pJET1.2

Plazmitine klonlanmasi

L. sericata lucifensin ve cyhmotripsin kismi gen parcalarinin klonlanmasinda CloneJET
PCR Cloning Kit (ThermoScientific, ABD) kullanildi. Lucifensin kismi gen parcasinin

klonlama reaksiyonu i¢in 18 pl’lik ligasyon karisimi asagidaki sekilde hazirlands;

e 10 pl Reaksiyon Buffer,

e 1 pul Lucifensin kismi gen parcasinin saflastirilmis DNA’s1
e | ul DNA Blunting Enzim,

e 6 uldHO

Karisim vortekslenerek 70°C’de 5 dakika inkiibe edildi ve hemen ardindan buza
konuldu. Karigim tizerine 1 pl pJET1.2/bluntCloningVector (50ng/n) ve 1 pl T4 DNA
Ligase eklenerek toplam 20 pl’ye tamamlandi. Karisim vortekslenerek 22°C’de 5
dakika inkiibe edildi. Ligasyon {irliniiniin 5 pl’si transformasyon i¢in kullanildi. Geriye
kalan iriin -20°C’de saklandi. L. sericata chymotrypsin kismi gen pargasi da yukarida
lucifensin i¢in belirtilen asamalar uygulanarak pJET1.2 plazmitine yerlestirilerek

rekombinant plazmit olusturuldu.
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Sekil 3.1. pJET1.2/blunt vektor haritasi.

3.2.9. Rekombinat Plazmidin Kompetan E. coli Hiicrelerine Transformasyonu

-80°C’de saklanan TOP10 Competent E. coli hiicreleri buz igerisinde 30 dakika
bekletilerek eritildi. Kompetan hiicre igerisine 5 pl ligasyon {iriinii eklenerek 30 dakika
buz igerisinde inkiibe edildi. Sonrasinda kompetan hiicre-ligasyon iiriin karigimi
sirastyla 42°C’de 1 dakika buzda 1-5 dakika bekletildi. Uzerine 250 pul SOC medium
eklenerek 1,5 saat 37°C’de 200 rpm’de inkiibe edildi. 1,5 saat sonunda hiicreler, LB kat1
besi yerine yayildi ve bir gece 37°C’de (16-18 saat) inkiibe edildi.

LB kat1 besi yerinde kolonilerin olusumu gozlendikten sonra besi yerindeki koloniler
numaralandirilarak yeni bir besi yerine tek nokta ekimi yapildi. Yeni besi yeri 37°C’de
bir gece inkiibasyona birakildi. L. sericata lucifensin ve cyhmotripsin ligasyon fiiriinleri,

kompetan E. coli hiicrelerine ayr1 ayr1 transforme edilerek koloniler gézlendi.
3.2.10. Klonlanmanin dogrulanmasi

PCR Screening yontemi ve Miniprep sonrasinda PCR yontemi ile Klonlanmanin

dogrulanmas1 yapildi.
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3.2.10.1. PCR Screening ile Dogrulama

Kat1 besiyerinde olusan kolonilerin rekombinant plazmiti igerip igermedigini tespit

etmek i¢in PCR screening yapildi.
Her bir koloni i¢in asagida belirtilen 25 ul’lik PCR Screening karisimi hazirlandi:

e Master mix 12,5 ul
e Fprimeri 1 pul

e Roprimeri 1 pul

e dH,0 10,5 ul

Lucifensin PCR reaksiyonu i¢in F ve R primeri olarak Ls luc F ve Ls luc R primerleri
kullanilirken, chymotrypsin PCR reaksiyonu i¢in Ls chy F ve Ls chy R primerleri
kullanildi. PCR karisimina rekombinant plazmit icerdigi diisiiniilen koloni kiirdanla
eklendi. PCR screening protokolii uygulandi. PCR f{irlinii, etidyum bromiirle boyanmis
% 1,5’lik agaroz jelde yiiriitilerek Chemidoc Imaging System ( BIO RAD, ABD)

goriintliileme cihaziyla goriintiilendi.
3.2.10.2. Miniprep ve PCR ile Dogrulama

Kolonilerdeki rekombinant plazmitin varligin1 dogrulamak igin ayrica miniprep ve
sonrasinda PCR yapildi. Miniprep islemi EZ-10 SPIN Column Plasmid DNA Mini Prep
Kit (BIO BASIC INC, ABD) kullanilarak yapildi. Kolonilerinden her biri steril
kiirdanla alinip 5 ml’lik siv1 besi yerine eklendi ve bir gece 37°C’de sallanarak inkiibe
edildi. Bir gece inkiibasyon sonrasi kiiltiir, 12.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra iist kisim atildi ve pelet iizerine 100 pl Soliisyon I eklenerek
karsimim homojenize edildi. Karisim tizerine 200 ul Solisyon II eklendi ve 1 dakika
inkiibe edildi. Ardindan 12.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
iist kisstm Ez-10 koluma aktarildi ve kolum mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi. Kolum
iceren mikrosantrifiij tiipii 10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Sonrasinda kolum
yeni bir tiipe aktarildi. Kolum {izerine 750 pul Wash Solution eklendi ve 10.000 rpm’ de
2 dakika santriflij edildi. Mikrosantriflij tiipii atildi ve kolum yeni tiipe yerlestirildi.
Washsolution ile yikama islemi 2 kez tekrarlandi. Santrifiij sonras1 kolum yeni bir

mikrosantrifiij tlipline yerlestirilerek {izerine 50 ul Elution Buffer eklendi ve 2 dakika



51

inkiibe edildi. Sonrasinda 10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 elde
edilen rekombinant plazmit DNA, NanoDrop 2000c ( ThermoScientific, ABD) ile
olgtldi.

Miniprep ile elde edilen rekombinant plazmit DNA’nin lucifensin ve cyhmotripsin gen
pargasint icerip igermedigini dogrulamak i¢in PCR yapildi ve PCR firiinleri, etidyum
bromiirle boyanmis % 1,5’luk agaroz jelde yiiriitiildii ve Chemidoc Imaging System
(BIO RAD, ABD) gériintiileme cihaziyla goriintiilendi.

3.2.11. Orneklerden Total RNA izolasyonu

Orneklerden RNA izolasyonu i¢in TRIGent RNA isolation Reagent kiti (Biomatik,
ABD) kullanildi. RNA later’da bekletilen 6rneklerden RNA izolasyonu yapildi. Uzerine
750 ul TRIGent eklenerek vortekslendi ve oda 1si1sinda 5 dakika inkiibe edildi. Ardindan
200 ul kloroform eklenerek vortekslendi ve 5 dakika oda 1sisinda bekletildi. Ornek
12.000 rpm’de +4°C’de 15 dakika santriflij edildi. Santrifiij sonrasi ii¢ faza ayrilan
orneklerin RNA iceren iist kismi1 yeni bir tiipe aktarildi. Ust siviya 500 ul izopropanol
eklenerek vortekslendi ve 10 dakika oda 1sisinda bekletildi. +4°C’de 12.000 rpm ‘de 8
dakika santrifiij sonras1 iist siv1 atildi. Pelet {izerine % 75’lik etanolden 750 pl eklendi
ve vortekslendi. 12.000 rpm’de +4°C’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 {ist
stvi atild1 ve hafifce kurutulan pelet lizerine 100 pl steril saf su eklendi. Total RNA,
kullanilana kadar -80°C’de saklandi.

3.2.12. cDNA sentezi

Total RNA’dan cDNA i¢in Prime Script 1st Strand cDNASynthesis Kit (TAKARA,
ABD) kullanildi. cDNA sentezi i¢in asagidaki 10 ul’lik karisim hazirlandi:

e dNTPmixture: 1 pl

e RNaseFree dH,0: 7 pl

e Random 6 mers: 1 pl

e Template RNA: 1 pul
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Yukaridaki karigim 65°C’de 5 dakika inkiibe edilerek buza konuldu. Bu karisimin

lizerine asagidaki karisim eklenerek toplamda 20 ul’lik karisimi elde edildi;

e Prime ScriptBuffer: 4 pl
e Prime ScriptRTase: 1 pl
e RNasefree dH20: 4,5 ul
e RNaseinhibitor: 0,5 ul

20 pl’lik toplam karisim parmakla hafifce vortekslendi ve sirasiyla 30 °C’de 10 dakika,
42°C’de 30-60 dakika, 95°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Uriin PCR islemine kadar -20
°C’de saklandi.

3.2.13. Standartlarin Hazirlanmasi ve cDNA’dan Real-Time PCR

L. sericata lucifensin ve cyhmotripsin gen ekspresyon standartlarinin olusturulmasi igin,
miniprep ile elde edilen lucifensin ve cyhmotripsin gen parcalarini iceren rekombinant
plazmitler; sulandirmadan, 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10.000, 1/100.000 olmak iizere diliie
edildi. Bu sulandirimlar Real-Time PCR’da kullanildi.

Gen ekspresyon analizi yapilacak Orneklerin c¢DNA’lar1  NanoDrop 2000c
(ThermoScientific, ABD) ile 6l¢iildii. Ayn1 miktar DNA ile L. sericata evrelerindeki
lucifensin ve cyhmotripsin gen ekspresyonunu degerlendirmek icin her biri esit
miktarda DNA icerecek sekilde hesaplama yapildi ve buna gore kuyucuklara eklendi.
Hesaplama yapilirken en kiigiik DNA degeri olan Pupal (45ng/ul) baz alinarak tiim
orneklerin DNA miktar1 180 ng olacak sekilde hesaplama yapildi.

Orneklerden Real-Time PCR ile L. sericata lucifensin ve cyhmotripsin gen ekspresyon
analizi i¢in (her bir 6rnek i¢in) 20 pl’ye dH20 ile tamamlanan asagidaki karisim ayri

ayr1 hazirlandr:

e Sybergreen: 10 pl
e Primer F: 1 pl
e Primer R: 1 pl

 DNA: 180 ng
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Lucifensin gen ekspresyon analizi i¢in primer olarak Ls luc F ve Ls luc R, cyhmotripsin
gen ekspresyon analizi i¢in ise Ls chy F ve Ls cyh R kullanildi. Hazirlanan seri diliisyon

standartlari, negatif kontrol ve drnekler Real-Time PCR pleytine eklendi.

Real-Time PCR reaksiyonu igin; 95°C’de 10 dakika 1 dongii, 95°C’de 10 saniye, 60
°C’de 30 saniye ve 72°C’de 1 saniye 45 dongii sonrasinda 40°C’de 30 saniye 1

dongiiden olusan program kullanildi.
3.2.14. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen bulgularin istatistiksel analizleri i¢in tek yonlii varyans analizi
LSD kullanildi. Tim veriler ortalama+ standart ortalama hata (meantSEM) olarak
verildi. Orneklerin durumlarmma gore karsilastirmak igin Kruskal-Wals, Student-

Newman-Kevls, 2 Student t testi yapildi. P degeri <0,05 anlamli olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Lucilia sericata Larvasindan Total Genomik DNA izolasyonu

Real-Time PCR standartlarinin olusturulmasi igin, L. sericata larvasindan total genomik
DNA izolasyonu, QIAmp tissue kit (QIAGEN, ABD) protokoliine uygun olarak yapildi.
PCR igin, total genomik DNA ve L. sericata cyhmotrypsin gen pargalarina ait primerler
kullanildi. PCR reaksiyonu sonrasinda 77 bp L. Sericata chymotrypsin PCR iiriind,
etidyum bromiir ile boyanmis % 1,5’luk agaroz jelde, 50 bp marker (Promega, ABD) ile
beraber yiritiilerek Chemidoc Imaging System (BIO RAD, ABD) cihaziyla
goriintlilendi (Sekil 4.1).

L. sericata lucifensin gen par¢asi PCR’1 igin ise L. sericata larva total genomik DNA’s1
ve L. sericata lucifensin gen pargasina ait primerler kullanildi. PCR reaksiyonu
sonrasinda 67 bp PCR iiriinii, etidyum bromiir ile boyanmis % 1,5’luk agaroz jelde, 50
bp marker (Promega, ABD) ile beraber yiiriitilerek Chemidoc Imaging System (BIO
RAD, ABD) cihaziyla goriintiilendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. L. sericata chymotrypsin PCR iiriiniiniin agaroz jelde
elektroforezde goriiniimii M; 50 bp’lik marker (Promega,
ABD), 1: 77 bp’lik L. sericata chymotrypsin PCR iiriind,

2: Negatif kontrol
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Sekil 4.2. L. sericata lucifensin PCR iriinliniin agaroz
jelde elektroforezde goriinimii. M: 50 bp’lik
marker (Promega, ABD), 1. 67 bp’lik L.
sericata lucifensin PCR iriinii, 2: Negatif
kontrol

PCR ile elde edilen L. sericata lucifensin ve chymotrypsin iiriinlerin agaroz jelden
saflastirilma islemi, Wizard SV Gel and PCR Clean-up system kit (Promega, ABD)
kullanilarak iretici firma onerisi modifiye edilerek yapildi ve 67 bp’lik lucifensin PCR

tirtinii ve 77 bp’lik chymotrypsin PCR {irtinti goriintiilendi (Sekil 4.3. ve Sekil 4.4).

Clean-up sonrasi lucifensin ve chymotrypsin PCR {irtinleri, NanoDrop 2000c¢ (Thermo
Scientific, ABD) ile 6lgiildii ve lucifensin 11,5 ng/ml, chymotrypsin ise10,3 ng/ml

konsantrasyonda oldugu saptandi.



Sekil 4.3. L. sericata chymotrypsin saflastiriima islemi
sonrast gorintiisi. M: 50 bp’lik marker
(Promega, ABD), 1: Clean-up sonras1 77 bp’lik
L. sericata chymotrypsin PCR iiriinii
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Sekil 4.4. L. sericata lucifensin saflastirilma islemi sonrasi
goriintlisii. M: 50 bp’lik marker (Promega, ABD)
1. Clean-up sonrast 67 bp’lik L.sericata
lucifensin PCR iiriinii

Saflastirilmis L. sericata lucifensin ve cyhmotrypsin kismi gen pargalarinin
klonlanmasinda CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak
pJET 1.2/blunt klonlama vektorlerine yerlestirildi. Daha sonra ligasyon iirlinleri ayri
ayr1 OneShot TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen, ABD) kompetan
hiicrelerine transforme edildi ve rekombinant plazmitleri igeren koloniler elde edildi

(Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.)



Sekil 4.5. Transformasyon sonrasi olusan koloniler (L. sericata chymotrypsin)

Sekil 4.6.Transformasyon sonrasi olusan koloniler (L. sericata lucifensin)
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Transformasyon sonrasinda gozlenen kolonilerin rekombinant plazmit igerip
icermediklerini tespiti igin PCR screening yapildi. L. sericata lucifensin kismi gen
pargasini igerdigi diisiiniilen 42 koloni; chymotrypsin igin olusan 28 koloni kat1 besi
yerinden secilerek PCR screening yapildi. L. sericata chymotrypsin i¢in 3 pozitif
koloni pozitif kontrol esliginde sekil 4.7’de goriintiilendi. L. sericata lucifensin igin ise

8 pozitif drnek pozitif kontrol esliginde sekil 4.8’de goriintiilendi.

Sekil 4.7. L. sericata chymotrypsin i¢in kolonilerdeki rekombinant plazmit varligmin
PCR screening ile dogrulanmasi, M: 50 bp’lik marker (Promega, ABD),
1. L. sericata chymotrypsin pozitif kontrol, 2-4: L. sericata chymotrypsin
kismi gen pargasi
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Sekil 4.8. L. sericata lucifensin i¢in kolonilerdeki rekombinant plazmit varliginin PCR
screening ile dogrulanmasi, M: 50 bp’lik marker (Promega, ABD), 1: L.
sericata lucifensin pozitif kontrol, 2-11: Pozitif 6rnekler, 12-13: negatif
ornekler, 14: L. sericata lucifensin negatif kontrol

L. sericata lucifensin ve chymotrypsin i¢in ayri ayri rekombinant plazmit varlig: tespit
edilen ti¢ koloniden miniprep ile rekombinant plazmitler saflastirilarak rekombinant
plazmitin lucifensin ve chymotrypsin gen parcalarini igerdikleri PCR ile gosterildi.
(Sekil 4.9. ve Sekil 4.10)



Sekil 4.9. L. sericata chymotrypsin miniprep sonrasi goriintiisii, M:
50 bp’lik marker (Promega, ABD), 1: 77 bp’lik L. sericata
chymotrypsin pozitif kontrolii, 2-4: Miniprep sonrasi 77
bp’lik L. sericata chymotrypsin

Sekil 4.10. L. sericata lucifensin miniprep sonrasi goriintiisii,
M: 50 bp’lik marker (Promega, ABD), 1: 67 bp’lik
L. sericata lucifensin pozitif kontrolii, 2-4: Miniprep
sonras1 67 bp’lik L.sericata lucifensin
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4.2. Lucifensin gen ekspresyonu icin Real-Time PCR standardizasyonu

Real-Time PCR c¢alismalarinda standart olarak kullanilan L. sericata rekombinant
lucifensin ve chymotrypsin plazmitlerinin seri diliisyonlari, Ct degerleri ve DNA kopya

sayilar1 Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Real-Time PCR analizlerde kullanilan diliisyonlar, Ct degerleri ve DNA

diizeyleri
Lucifensin Chymotripsin
Konsantrasyon- Konsantrasyon
Ct DNA Ct DNA

Diliisyon Oram degeri (Kopya sayisi/ml) degeri (Kopya sayisi/ml)

1 (1/10) 13.08 | 1.29x10°-7.1x10° | 9.52 4.96x10° -2.8 x 10’
2 (1/100) 1743 | 536x10"-7.1x10° | 1279 | 5.12x10"-2.8x 10°
3 (1/1 000) 18.81 | 1.94x10°-7.1x10" | 16.19 | 4.83x10°-2.8x 10’
4 (1/10 000) 21.85 | 2.12x10°-7.1x10° | 19.49 4.91 x107°-2.8 x 10°
5 (1/100 000) 26.13 | 9.23x10*-7.1x10° | 22.04 | 2.59x10*-2.8x10°

6(1/1000000) | 28.99 | 1.14x10°-7.1x 10" | 22.88 5.88 x10™ -2.8 x 10*

7 (1/10 000 000) | 30.09 | 1.20x10°-7.1x10° | 2419 | 3.59x10°-2.8x 10°

Seri diliisyon standartlar1 kullanilarak yapilan Real-Time PCR calismalarinda optimum
baglanma 1sis1 tespiti igin 55°C ile 65C arasinda gradient uygulandi ve optimize
baglanma 1s1s1, lucifensin ve chymotrypsin icin de 60°C olarak tespit edildi. Lucifensin
gen ekspresyon calismalarinda her bir Real-Time PCR reaksiyonu i¢in kullanilan cDNA
template miktar1 0.3 pg olarak saptandi. Ayrica her bir reaksiyon tiipiine eklenen

primerlerin final konsantrasyonu 0,4 uM olarak hesaplandi.

Real-Time PCR ¢alismasinda, seri diliisyon ¢ift ¢alisild1 ve bir standart egri (curve) elde
edildi. Standart egrinin slope degeri -3.150 olarak hesaplandi (Sekil 4.11). Bu slope
degeriyle Real-Time PCR’in  amplifikasyon etkinligi (effiecient); 10CHs!oPe)1
formiilinden % 107 olarak hesaplandi. Y intercept degeri ise 13,42 idi. Real-Time
PCR’1n amplifikasyon etkinligi (effiecient); lucifensin i¢in % 107, chymotrypsin i¢in
ise % 100 olarak hesaplanmistir. Real-Time PCR ¢alismalarinda % 90-110 arasindaki
degerler kabul edilebilir degerler olarak kullanilmaktadir. Bu degerler ile Real-Time

PCR calisma sonuglariin giivenilirligini gostermektedir.




Slandard Curve

— 5id. curve * Samples

Ermor: 0.0702 3
Efficiency: 2.077
Slope: -3.150 2
‘fimtercept: 13.42 %
Limk: 00000114 =
= 24
o
2 '
fa :
]
13 -
16
14
5 4 3 2 1 0
Log Concentration

Sekil 4.11. L. sericata lucifensin Real-Time PCR i¢in standart egri

Her bir seri diliisyon arasindaki siklus araliginin (interval) 1,10 ile 4,28 arasinda

degistigi saptand1 (Sekil 4.12 ).

Amplification Curves

Fluorescence (465-510)

Sekil 4.12. L. sericatalucifensin seri diliisyonlar1 ile Real-Time PCR
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Real-Time PCR firiinlerinin erime egrisi (Melting curve) analizinde ise non spesifik
bantlar ve primer-dimer olusumu goriilmedi, 81,6°C’de tek keskin bir pik elde edildi
(Sekil 4.13).

Melting Peaks
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Sekil 4.13. Real-Time PCR iiriinlerinin Melting curve analizinde ise non spesifik bantlar

Birbirinden bagimsiz ii¢ deneyde de 60C baglanma isnda % 90-110 arasinda
amplifikasyon etkinligindeki standartlar kullanilarak Real-Time PCR ¢alismalarinda
beyin, karaciger dokusu, sigir eti dokusu, kanli agar ve 4 farkli bakteri tiirli eklenmis
ortamlardan elde edilen yumurta, larva, pupa ve eriskinlerin farkli zaman araliklarinda

elde edilen 6rneklerindeki lucifensin ekspresyonlari ¢alisildi (Sekil 4.12).
4.3. Chymotrypsin Gen Ekspresyonu icin Real-Time PCR standardizasyonu

Chymotrypsin gen ekspresyon ¢alismalarinda her bir Real-Time PCR reaksiyonu igin
kullanilan ¢cDNA template miktar1 0,3 pg olarak saptandi. Ayrica her bir reaksiyon

tiipline eklenen primerlerin final konsantrasyonu 0,4 uM olarak hesaplandi.

Chymotrypsin i¢in Real-Time PCR ¢alismasinda da, seri diliisyon ¢ift ¢alisildi ve bir
standart egri (curve) elde edildi. Standart egrinin slope degeri -3,316 olarak hesaplandi.
(Sekil 4.14). Bu slope degeriyle Real-Time PCR’in amplifikasyon etkinligi (effiecient);
% 100 olarak hesaplandi. Y intercept degeri ise 11,83 idi. Real-Time PCR iirtinlerinin
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Melting curve analizinde ise non spesifik bantlar ve primer-dimer olusumu goriilmedi,
76°C’de tek keskin bir pik elde edildi.

Standard Curve
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Sekil 4.14. L. sericata chymotrypsin Real-Time PCR i¢in standart curve.

Her bir seri diliisyon arasindaki siklus araliginin (interval) 0,84 ile 3,27 arasinda

degistigi saptandi (Sekil 4.15).

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycles

Sekil 4.15. L. sericata chymotrypsin seri diliisyonlari ile Real-Time PCR

Lucifensin gen ekspresyon c¢alismalarinda oldugu gibi chymotrypsin i¢in standardize
edilmis Real-Time PCR sartlar1 kullanilarak beyin dokusu, karaciger dokusu, sigir eti

dokusu, kanli agar ve 4 farkli bakteri tiirii eklenmis ortamlardan elde edilen yumurta,
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larva, pupa ve eriskinlerin farkli zaman araliklarinda elde edilen orneklerindeki

lucifensin chymotrypsin ¢alisildu.
4.4. istatistiksel Analiz Sonuclar
4.4.1. Lucifensin Gen Ekspresyonlarinin Analiz Sonuglari

Karaciger dokusu, sigir eti dokusu, beyin dokusu, kanli agar, E. coli eklenmis tryptone
soya agar, P. aeruginosa eklenmis tryptone soya agar, E. .facealis eklenmis kanli agarda
ve S. aureus eklenmis tryptone soya agar olmak tizere 8 farkli ortamda canliligi devam
ettirilen L. sericata’nin yumurta, larva, pupa ve eriskin donemlerinde ti¢ farkli zaman
araligindan alinan orneklerdeki lucifensin gen ekspresyon seviyeleri istatistiksel olarak
analiz edilmistir. Sekiz farkli ortamda devamliligi saglanan L. sericata’larin
yumurtalarindan eksprese edilen lucifensin seviyelerinin istatistiksel analizi Tablo 4.2

ve Tablo 4.3’de sunulmustur.

En fazla lucifensin ekspresyonu sigir eti dokusunda bulunan yumurtalarda olusmustur.
En az lucifensin ekspresyonu ise karaciger dokusunda devamliligi saglanan

yumurtalardan elde edilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Cesitli ortamlarda iretilen yumurtalardan eksprese edilen lucifensin

seviyeleri

Grup Medyan 25% 75%

Karaciger 29,44 28,695 29,775
Sigir Eti 30,405 30,11 30,57
Beyin 30,265 30,135 30,615
Kanh Agar 30,05 29,8 30,185
E. coli 30,27 30,205 30,415
P. aeruginosa 30,225 30,065 30,39
E. fecalis 29,86 29,73 29,945
S. aureus 30,19 30,095 30,7
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Beyin dokusundan elde edilen yumurtalardaki lucifensin gen ekspresyon seviyesi
karaciger dokusu, kanli agar, E. facealis eklenmis kanl1 agarda bulunan yumurtalardaki
gen ekspresyon seviyeleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunmustur.

Sigir eti dokusunda yetistirilen yumurtalar ile karaciger dokusu, kanli agar, E. facealis
eklenmis kanli agarda bulunan yumurtalara goére daha fazla lucifensin eksprese

edilmistir.

Kanli agarda yetistirilen yumurtalar ile karaciger dokusu, E. facealis eklenmis kanli

agarda bulunan yumurtalara gére daha fazla lucifensin eksprese edilmistir.

E. facealis eklenmis kanli agarda tretilen yumurtalar ile karacigerdokusunda bulunan

yumurtalara gore daha fazla lucifensin eksprese edilmistir.

E. coli eklenmis tryptone soya agarda iiretilen yumurtalar ile karaciger dokusu, kanli
agar, E. facealis eklenmis kanli agarda bulunan yumurtalara gore daha fazla lucifensin

eksprese edilmistir.

P. aeruginosa eklenmis tryptone soya agarda iiretilen yumurtalar ile karaciger dokusu,
kanli agar, E. facealis eklenmis kanli agarda bulunan yumurtalara gore daha fazla

lucifensin eksprese edilmistir.

S. aureus eklenmis tryptone soya agarda bulunan yumurtalar ile karaciger dokusu, kanli
agar, E. facealis eklenmis kanli agarda bulunan yumurtalara gére daha fazla lucifensin

eksprese edilmistir (4.3).
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Tablo 4.3. Cesitli ortamlarda iretilen yumurtalardan eksprese edilen lucifensin
seviyelerinin karsilastirilmasi

Karsilastirma Diffof Ranks aq P<0,05
Beyin ve Karaciger 603,000 6,249 Evet
Beyin ve E. fecalis 481,500 5,698 Evet
Beyin ve Kanh Agar 356,500 4,917 Evet
Beyin ve S. aureus 107,500 1,777 Hayir
Beyin ve P. aureginosa 101,500 2,093 Hayir
Beyin ve E.coli 53,500 1,466 Hayir
Beyin ve Sigir Eti 24,500 1,000 Hayir
Sigir Eti ve Karaciger 578,500 6,846 Evet
Sigir Eti ve E. fecalis 457,000 6,304 Evet
Sigir Eti ve Kanh Agar 332,000 5,488 Evet
Sigir Eti ve S.aureus 83,000 1,711 Hayir
Sigir Eti ve P.aureginosa 77,000 2,110 Hay1r
Sigir Eti ve E.coli 29,000 1,184 Hayir
E. coli ve Karaciger 549,500 7,579 Evet
E. coli ve E. fecalis 428,000 7,075 Evet
E. coli ve Kanh Agar 303,000 6,248 Evet
E. coli ve S. aureus 54,000 1,480 Hayir
E. coli ve P. aureginosa 48,000 1,960 Hayir
P. aureginosa ve Karaciger 501,500 8,290 Evet
P. aureginosa ve E. fecalis 380,000 7,835 Evet
P. aureginosave Kanh Agar 2 55,000 6,987 Evet
P. aureginosa ve S. aureus 6,000 0,245 Hayir
S. aureus ve Karaciger 495,500 10,217 Evet
S. aureus ve E. fecalis 374,000 10,248 Evet
S. aureus ve Kanh Agar 249,000 10,165 Evet
Kanh Agar ve Karaciger 246,500 6,754 Evet
Kanh Agar ve E. fecalis 125,000 5,103 Evet
E. fecalis ve Karaciger 121,500 4,960 Evet
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Sekiz farkli ortamda devamliligi saglanan L. sericata larvalardan eksprese edilen
lucifensin seviyeleri istatistiksel analizi Tablo 4.4’te sunulmustur. Buna gore larval
donemde en fazla lucifensin gen ekspresyonu sigir eti ile beslenen grupta tespit

edilmistir.

Tablo 4.4. Cesitli ortamlarda tiretilen larvalardan eksprese edilen lucifensin seviyeleri

Grup Medyan 25% 75%

Karaciger 30,302 0,295 0,0851
Sigir Eti 30,707 0,272 0,0786
Beyin 30,452 0,438 0,126
Kanh Agar 30,173 0,221 0,0639
E. coli 30,372 0,456 0,228
S. aureus 30,458 0,229 0,115
P. aureginosa 29,965 0,54 0,27

E. fecalis 29,913 0,189 0,0947

Sekiz farkli ortamda devamlilifi saglanan larvalarin lucifensin gen ekspresyonlari

birbirleriyle karsilastirildiginda (Tablo 4.5);

Sigir eti dokusunda yetistirilen larvalar ile karaciger dokusunda, kanli agar, E. facealis
eklenmis kanli agarda, P. aeruginosa eklenmis tryptone soya agarda bulunan larvalara

gore daha fazla lucifensin eksprese ettigi saptanmistir.

S. aureus eklenmig tryptone soya agarda yetistirilen larvalar ileE. facealis eklenmis
kanli agarda, P. aeruginosa eklenmis tryptone soya agarda bulunan larvalara gore daha

fazla lucifensin eksprese ettigi, saptanmaistir.

Beyin dokusunda yetistirilen larvalarin ise E. facealis eklenmis kanli agarda, P.
aeruginosa eklenmis tryptone soya agarda bulunan larvalara gore daha fazla lucifensin

eksprese ettigi saptanmustir.
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Tablo 4.5. Cesitli ortamlarda tiretilen larvalardan eksprese edilen lucifensin seviyeleri

karsilastirilmast

Karsilastirma Diff of Ranks q P<0,05

Sigir eti ve E. fecalis 0,794 0,384 <0,001 Evet
Sigir eti ve P. aeruginosa 0,742 0,384 <0,001 Evet
Sigir eti ve Kanli Agar 0,533 0,272 <0,001 Evet
Sigir eti ve Karaciger 0,405 0,272 0,004 Evet
Sigir eti ve E. coli 0,334 0,384 0,087 Hayir
Sigir eti ve Beyin 0,255 0,272 0,065 Hayir
Sigir eti ve S.aureus 0,249 0,384 0,199 Hayir
S. aureus ve E. fecalis 0,545 0,471 0,024 Evet
S. aureus ve P. aeruginosa 0,493 0,471 0,041 Evet
S. aureus ve Kanh Agar 0,284 0,384 0,144 Hayir
S. aureus ve Karaciger 0,156 0,384 0,42 Hayir
S. aureus ve E. coli 0,085 0,471 0,719 Hayir
S. aureus ve Beyin 0,00583 0,384 0,976 Hayir
Beyin ve E. fecalis 0,539 0,384 0,007 Evet
Beyin ve P. aeruginosa 0,487 0,384 0,014 Evet
Beyin ve Kanh Agar 0,278 0,272 0,045 Hayir
Beyin ve Karaciger 0,15 0,272 0,273 Hayir
Beyin ve E. coli 0,0792 0,384 0,681 Hayir
E. coli ve E. fecalis 0,46 0,471 0,055 Hayir
E. coli ve P. aureginosa 0,407 0,471 0,088 Hayir
E. coli ve Kanh Agar 0,199 0,384 0,304 Hayir
E. coli ve Karaciger 0,0708 0,384 0,713 Hayir
Karaciger ve E. fecalis 0,389 0,384 0,047 Hayir
Karaciger ve P. aureginosa 0,337 0,384 0,085 Hayir
Karaciger ve Kanh Agar 0,128 0,272 0,348 Hayir
Kanh Agar ve E. fecalis 0,261 0,384 0,179 Hayir
Kanh Agar ve P. aureginosa 0,208 0,384 0,282 Hayir
P. aureginosa ve E. fecalis 0,0525 0,471 0,824 Hayir
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P. aeruginosa eklenmis tryptone soya agarda, E. facealis eklenmis kanli agarda, E. coli
eklenmis tryptone soya agarda ve S. aureus eklenmis tryptone soya agarda yetistirilen
larvalarin canliligi devam etmemis ve pupa donemine gecemeden dlmiistiir. Dort farkl
ortamda canli kalan pupalarla lucifensin ekspresyon seviyeleri istatistiksel olarak

karsilastirilmistir (Tablo 4.6-4.7).

Dort farkli ortamda tiretilen pupalardan eksprese edilen lucifensin seviyeleri istatistiksel

analizi ise Tablo 4.6’da sunulmustur.

Tablo 4.6. Cesitli ortamlarda iiretilen pupalardan eksprese edilen lucifensin seviyeleri

Grup Medyan 25% 75%
Karaciger 30,207 0,866 0,25
Sigir eti 30,989 1,179 0,34
Beyin 30,503 0,428 0,124
Kanh Agar 30,021 0,363 0,105

Sigir eti dokusunda yetistirilen pupalarin, kanli agar ve karaciger dokusu ortamlarinda

bulunan pupalara gore daha fazla lucifensin eksprese ettigi tespit edilmistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Cesitli ortamlarda iiretilen pupalardan eksprese edilen lucifensin seviyeleri

karsilastirilmasi

Karsilastirma Diff of Ranks q P<0,05

Sigir eti ve Kanli Agar 0,968 0,645 0,004 Evet
Sigir eti ve Karaciger 0,782 0,645 0,019 Evet
Sigir eti ve Beyin 0,486 0,645 0,136 Hayir
Beyin ve Kanh Agar 0,483 0,645 0,139 Hayir
Beyin ve Karaciger 0,297 0,645 0,359 Hayir
Karaciger ve Kanh Agar 0,186 0,645 0,564 Hayir

Karaciger dokusu, sigir eti dokusu, beyin dokusu ve kanli agarda iiretilen erigkinlerden

eksprese edilen lucifensin seviyeleri istatistiksel analizi Tablo 4.8’de sunulmustur. Ayni
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ortamda (27-30'C ve % 50 nem) Karaciger dokusu, sigir eti dokusu, beyin dokusu ve
kanli agarda yetistirilen eriskinlerden cksprese edilen lucifensin seviyeleri

karsilastirildigimizda anlamli farkliliklar meydana gelmedigi tespit edilmistir.

Tablo 4.8. Cesitli ortamlarda iiretilen eriskinlerden eksprese edilen lucifensin seviyeleri

Grup Medyan 25% 75%
Karaciger 30,102 1,464 0,423
Sigir eti 31,204 0,989 0,285
Beyin 30,412 0,385 0,111
Kanh Agar 30,519 0,409 0,145

4.4.2. Chymotrypsin Gen Ekspresyonlarinin Analiz Sonuglari

Karaciger dokusu, sigir eti dokusu, beyin dokusu, kanli agar, P. aeruginosa eklenmis
tryptone soya agar, E. facealis eklenmis kanli agar, E. coli eklenmis tryptone soya agar
ve S. aureus eklenmis tryptone soya agarolmak tizere 8 farkli ortamda canliligi devam
ettirilen L. sericata‘nin yumurta, larva, pupa ve erigskin donemlerinde ti¢ farkli zaman
araligindan alinan Orneklerdeki chymotrypsin gen ekspresyon seviyeleri istatistiksel

olarak analiz edilmistir.

Karaciger dokusunda canliligi devam ettirilen L. sericata ‘nin farkli hayat formlarindaki

chymotrypsin ekspresyon seviyelerinin istatistiksel analizi Tablo 4.9’da sunulmustur.

Tablo 4.9. Karaciger dokusundan iiretilen farkli hayat formlarindaki eksprese edilen
chymotrypsin seviyeleri

Grup Ortalama Standart Sapma SEM
Yumurta 33,705 3,073 0,887
Larva 34,402 1,164 0,336
Pupa 35,352 0,897 0,259
Eriskin 29,88 1,959 0,565
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Karaciger doku ortaminda yetismis pupalarin chymotrypsin ekspresyon seviyeleri
yumurta, eriskin donemlerine gore daha yiiksek bulunustur. Karaciger doku
ortamlarinda yetismis larvalarin chymotrypsin ekspresyon seviyeleri eriskin donemine
gore daha fazladir. Karaciger doku ortamlarinda yetismis yumurtalarin chymotrypsin
ekspresyon seviyeleri erigkin donemine gore daha fazla oldugu istatistiksel olarak

saptanmustir (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. Karaciger dokusundan iiretilen farkli hayat formlarindaki eksprese edilen
chymotrypsin seviyeleri karsilastirilmasi

Karsilastirma Diff of Means LsP P Diff >= LSD
(alpha=0,050)
Pupa ve Eriskin 5,463 1,617 <0,001 Evet
Pupa ve Yumurta 1,648 1,617 0,046 Evet
Pupa ve Larva 0,951 1,617 0,242 Hay1r
Larva ve Eriskin 4513 1,617 <0,001 Evet
Larva ve Yumurta 0,697 1,617 0,39 Hayir
Yumurta ve Eriskin 3,816 1,617 <0,001 Evet

Si1g1r eti doku ortaminda canliligi devam ettirilen L. sericata’nin yumurta, larva, pupa ve
erigkin donemlerindeki chymotrypsin ekspresyon seviyelerinin istatistiksel analizi ise

Tablo 4.11°de sunulmustur.

Tablo 4.11. Sigir eti dokusundan firetilen farkli hayat formlarindaki eksprese edilen
chymotrypsin seviyeleri

Grup Ortalama Standart Sapma SEM
Yumurta 32,809 2,285 0,66
Larva 35,03 1,918 0,554
Pupa 35,425 2,727 0,822
Eriskin 36,378 4,376 1,384

Sigir eti doku ortaminda yetistirilmis eriskinlerin chymotrypsin ekspresyon
seviyelerinin yumurta donemine gore daha fazla oldugu saptanmistir. Sigir eti doku

ortaminda yetismis pupalarin chymotrypsin ekspresyon seviyeleri yumurta donemine
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gore, chymotrypsin eksprese seviyelerinin ise yumurta donemine gore daha fazla

oldugu istatistiksel olarak tespit edilmistir (Tablo 4.12).

Tablo 4.12. Sigir eti dokusundan fiiretilen farkli hayat formlarindaki eksprese edilen
chymotrypsin seviyeleri karsilastirilmasi

Diff of
Karsilastirma Means LSD(alpha=0,050) P Diff >=LSD
Eriskin ve Yumurta 3,569 2,507 0,006 Evet
Eriskin ve Larva 1,348 2,507 0,284 Hayir
Eriskin ve Pupa 0,953 2,558 0,456 Hayir
Pupa ve Yumurta 2,615 2,444 0,037 Evet
Pupa ve Larva 0,395 2,444 0,746 Hay1r
Larva ve Yumurta 2,221 2,39 0,068 Hayir

Beyin dokusunda iiretilen yumurta, larva, pupa ve eriskinlerden eksprese edilen

chymotrypsin seviyeleri Tablo 4.13’te sunulmustur.

Tablo 4.13. Beyin dokusundan firetilen farkli hayat formlarindaki eksprese edilen
chymotrypsin seviyeleri.

Grup Ortalama Standart Sapma SEM
Yumurta 37,404 0,936 0,282
Larva 36,877 1,305 0,393
Pupa 36,784 1,538 0,464
Erigkin 29,728 0,794 0,229

Beyin doku ortamlarinda yetistirilmis yumurtalarin chymotrypsin ekspresyon seviyeleri

erigkin donemlerine gore daha fazla oldugu saptanmistir. Beyin doku ortaminda

larvalarin chymotrypsin ekspresyon seviyelerinin eriskin déonemlerine gore daha fazla

oldugu istatistiksel olarak saptanmistir. Beyin doku ortaminda pupalarin chymotrypsin

ekspresyon seviyelerinin eriskin donemlerine gore daha fazla oldugu istatistiksel olarak

saptanmugtir (Tablo 4.14).




Tablo 4.14. Beyin dokusundan fiiretilen farkli hayat

chymotrypsin seviyeleri karsilagtirilmasi
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formlarindaki eksprese edilen

Diff of LSD
Karsilastirma Means (alpha=0,050) P Diff >= LSD
Yumurta ve Eriskin 7,675 0,989 <0,001 Evet
Yumurta ve Pupa 0,62 1,01 0,222 Hayir
Yumurta ve Larva 0,526 1,01 0,299 Hayir
Larva ve Eriskin 7,149 0,989 <0,001 Evet
Larva ve pupa 0,0936 1,01 0,852 Hayir
Pupa ve Eriskin 7,055 0,989 <0,001 Evet

Kanli agar ortaminda canliligi devam ettirilen L. sericata’nin farkli hayat formlarindaki

(yumurta, larva, pupa ve eriskin) chymotrypsin ekspresyon seviyelerinin istatistiksel

analizi Tablo 4.15’te sunulmustur.

Tablo 4.15. Kanh

agarda tretilen farkli

chymotrypsin seviyeleri

hayat

formlarindaki

eksprese edilen

Grup Ortalama Standart Sapma SEM
Yumurta 36,03 1,698 0,49
Larva 37,179 1,721 0,497
Pupa 37,215 1,304 0,393
Eriskin 32,649 1,523 0,539

Kanli agarda yetismis yumurta, larva, pupalarin chymotrypsin ekspresyon seviyeleri

eriskin donemlerine gore daha fazla oldugu istatistiksel olarak belirlenmistir (Tablo

4.16).
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Tablo 4.16. Kanli agarda dokusundan iiretilen farkli hayat formlarindaki eksprese
edilen chymotrypsin seviyeleri karsilagtiriimasi

Diff of LSD )
Karsilastirma Means (alpha=0,050) P Diff >=LSD
Pupa ve Eriskin 4,566 1,486 <0,001 Evet
Pupa ve Yumurta 1,185 1,335 0,081 Hayir
Pupa ve Larva 0,0354 1,335 0,958 Hayir
Larva ve Eriskin 4,53 1,46 <0,001 Evet
Larva ve Yumurta 1,149 1,306 0,083 Hayir
Yumurta ve Eriskin 3,381 1,46 <0,001 Evet

Sekiz farkli ortamda canliligi devam ettirilen yumurtalardan eksprese edilen

chymotrypsin seviyeleri istatistiksel analizi Tablo 4.17’de sunulmustur.

Tablo 4.17. Cesitli ortamlarda firetilen yumurtalardan eksprese edilen chymotrypsin

seviyeleri karsilagtirilmasi

Grup Medyan 25% 75%
Karaciger 34,815 34,13 35,34
Sigir eti 32,16 31,635 34,23
Beyin 37,235 36,8 37,695
Kanh Agar 35,765 35,21 36,735
E. coli 37,065 36,48 38,59
S. aureus 34,895 34,43 35,435
P. aureginosa 36,24 34,57 40
E. fecalis 35,995 35,14 38,585

E. coli eklenmis tryptone soya agarda yetistirilen yumurtalar ile karaciger dokusu, kanl

agar, sigir eti dokusu, S. aureus eklenmis tryptone soya agarda bulunan yumurtalara

gore daha fazla chymotrypsin eksprese edildigi tespit edilmistir. E. facealis eklenmis

kanli agarda yetistirilen yumurtalar ile karaciger dokusu, sigir eti dokusu, S. aureus

eklenmis tryptone soya agarda bulunan yumurtalara gore daha fazla chymotrypsin

eksprese edildigi saptanmistir. Kanli agarda yetistirilen yumurtalar ile karaciger dokusu,
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sigir eti dokusubulunan yumurtalara gore daha fazla chymotrypsin eksprese edilmistir.
Beyin dokusunda yetistirilen yumurtalar ile karaciger dokusu, sigir eti dokusu, kanli
agar, S. aureus eklenmis tryptone soya agarda bulunan yumurtalara gore daha fazla
chymotrypsin eksprese edilmistir. P. aureginosa eklenmis tryptone soya agarda
yetistirilen yumurtalar ile karaciger dokusu, sigir eti dokusu, S. aureus eklenmis
tryptone soya agarda bulunan yumurtalara gére daha fazla chymotrypsin eksprese
edilmistir (Tablo 4.18).

Tablo 4.18. Cesitli ortamlarda firetilen yumurtalardan eksprese edilen chymotrypsin
seviyeleri karsilagtirilmasi

Karsilagtirma Diff of Ranks qg P<0,05
Beyin ve Sigir eti 659,5 6,834 Evet
Beyin ve Karaciger 505,5 5,982 Evet
Beyin ve S. aureus 421 5,807 Evet
Beyin ve Kanh Agar 256 4,232 Evet
Beyin ve P. aureginosa 167,5 3,454 Hayir
Beyin ve E. fecalis 157 4,302 Hayir
Beyin ve E. coli 13,5 0,551 Hay1r
E. coli ve Sigir eti 646 7,645 Evet
E. coli ve Karaciger 492 6,786 Evet
E. coli ve S. aureus 407,5 6,736 Evet
E.coli ve Kanh Agar 2425 5 Evet
E. coli ve P. aureginosa 154 4,22 Hayir
E. fecalis ve E. fecalis 143,5 5,858 Hayir
E. fecalis ve Sigir eti 502,5 6,931 Evet
E. fecalis ve Karaciger 348,5 5,761 Evet
E. fecalis ve S. aureus 264 5,444 Evet
E. fecalis ve Kanh Agar 99 2,713 Hayir
E. fecalis ve P. aureginosa 10,5 0,429 Hayir
P.aureginosa ve Sigir eti 492 8,133 Evet
P.aureginosa ve Karaciger 338 6,969 Evet
P.aureginosa ve S.aureus 253,5 6,946 Evet
P. aureginosa ve Kanh Agar 88,5 3,613 Hayir
Kanh Agar ve Sigir eti 403,5 8,32 Evet
Kanh Agar ve Karaciger 249,5 6,836 Evet
Kanh Agar ve S.aureus 165 6,736 Evet
S. aureus ve Sigir eti 238,5 6,535 Evet
S. aureus ve Karaciger 84,5 3,45 Evet
Karaciger ve Sigir eti 154 6,287 Evet
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Cesitli ortamlarda iretilen larvalardan eksprese edilen chymotrypsin seviyeleri

istatistiksel analizi Tablo 4.19’da sunulmustur.

Tablo 4.19. Cesitli ortamlarda {iretilen larvalardan eksprese edilen chymotrypsin
seviyeleri karsilastirilmasi

Grup Ortalama Standart Sapma SEM
Karaciger 34,402 1,164 0,336
Sigir eti 35,03 1,918 0,554
Beyin 36,877 1,305 0,393
Kanh Agar 37,179 1,721 0,497
E. coli 37,598 1,264 0,632
S. aureus 34,125 0,47 0,235
P. aureginosa 34,935 0,478 0,239
E. fecalis 37,023 2,171 1,086

E. coli eklenmis tryptone soya agarda yetistirilen larvalar ile karaciger dokusu, sigir eti
dokusu, S. aureus eklenmis tryptone soya agar ve P. aeruginosa eklenmis tryptone soya
agarda bulunan larvalara gore daha fazla chymotrypsin eksprese edilmistir. E. facealis
eklenmis kanli agarda yetistirilen larvalar ile karaciger dokusu ve S. aureus eklenmis
tryptone soya agarda bulunan larvalara gore daha fazla chymotrypsin eksprese edildigi
saptanmigtir. Kanli agarda yetistirilen larvalar ile karaciger dokusu, sigir eti dokusu, S.
aureus eklenmis tryptone soya agar ve P. aeruginosa eklenmis tryptone soya agarda
bulunan larvalara gore daha fazla chymotrypsin eksprese edildigi saptanmistir. Beyin
dokusunda yetistirilen larvalar ile karaciger dokusu ve S. aureus eklenmis tryptone soya
agarda ve bulunan larvalara gore daha fazla chymotrypsin eksprese edildigi istatistiksel

olarak saptanmustir (Tablo 4.20).
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Tablo 4.20. Cesitli ortamlarda iiretilen larvalardan eksprese edilen chymotrypsin
seviyeleri karsilagtirilmasi

LSD Diff >
Karsilastirma Diff of Means P
(alpha=0,050) =LSD

E. coli ve S. aureus 3,473 2,138 0,002 Evet
E. coli ve Karaciger 3,196 1,746 <0,001 Evet
E. coli ve P. aureginosa 2,663 2,138 0,016 Evet
E. coli ve Sigir eti 2,568 1,746 0,005 Evet
E. coli ve Beyin 0,72 1,766 0,417 Hay1r
E. coli ve E. fecalis 0,575 2,138 0,592 Hayir
E. coli ve Kanh Agar 0,418 1,746 0,633 Hayir
Kanh Agar ve S. aureus 3,054 1,746 <0,001 Evet
Kanh Agar ve Karaciger 2,777 1,235 <0,001 Evet
Kanh Agar ve P. aureginosa 2,244 1,746 0,013 Evet
Kanh Agar ve Sigir eti 2,149 1,235 <0,001 Evet
Kanh Agar ve Beyin 0,302 1,262 0,634 Hay1r
Kanh Agar ve E.fecalis 0,157 1,746 0,858 Hayir
E. fecalis ve S. aureus 2,898 2,138 0,009 Evet
E. fecalis ve Karaciger 2,621 1,746 0,004 Evet
E. fecalis ve P. aureginosa 2,087 2,138 0,055 Hayir
E. fecalis ve Sigir eti 1,992 1,746 0,026 Hay1r
E. fecalis ve Beyin 0,145 1,766 0,87 Hay1r
Beyin ve S. aureus 2,752 1,766 0,003 Evet
Beyin ve Karaciger 2,476 1,262 <0,001 Evet
Beyin ve P.aureginosa 1,942 1,766 0,032 Hayir
Beyin ve Sigir eti 1,847 1,262 0,005 Hayir
Sigir eti ve S. aureus 0,905 1,746 0,303 Hayir
Sigir eti ve Karaciger 0,628 1,235 0,312 Hay1r
Sigir eti ve P. aureginosa 0,095 1,746 0,914 Hayir
P. aureginosa ve S. aureus 0,81 2,138 0,451 Hay1r
P. aureginosa ve Karaciger 0,533 1,746 0,543 Hayir
Karaciger ve S. aureus 0,277 1,746 0,752 Hayir
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Karaciger dokusu, sigir eti dokusu, beyin dokusu ve kanli agar ortamlarinda iiretilen
pupalardan eksprese edilen chymotrypsin seviyelerinin istatistiksel analizi Tablo

4.21°de verilmistir

Tablo 4.21. Cesitli besi yerlerinden {iretilen pupalardan eksprese edilen chymotrypsin

seviyeleri
Grup Ortalama Standart Sapma SEM
Karaciger 35,352 0,897 0,259
Sigir eti 35,425 2,127 0,822
Beyin 36,784 1,538 0,464
Kanh Agar 37,215 1,304 0,393

P.aeruginosa eklenmis tryptone soya agar, E. facealis eklenmis kanli agar, E.coli
eklenmis tryptone soya agar ve S. aureus eklenmis tryptone soya agar ortaminda
yetistirilen larvalar pupa donemine gecemeden Olmiistiir. Karaciger dokusu, sigir eti
dokusu, beyin dokusu ve kanli agar ortamlarinda iretilen pupalardan chymotrypsin

eksprese seviyeleri karsilagtirilmalariyla yola devam edilmistir.

Kanli agar ortaminda yetistirilen pupalar ile karaciger dokusu, sigir etidokusu
ortamlarinda bulunan pupalara gore daha fazla chymotrypsin eksprese edildigi
saptanmigtir (Tablo 4.22).

Tablo 4.22. Cesitli ortamlarda {iretilen pupalardan eksprese edilen chymotrypsin
seviyeleri karsilagtirilmasi

Karsilagtirma Eﬂgr?; (alphléig,050) P DES:
Kanh Agar ve Karaciger 1,862 1,466 0,014 Evet
Kanh Agar ve Sigir eti 1,79 1,497 0,02 Evet
Kanlh Agar ve Beyin 0,431 1,497 0,564 Hayir
Beyin ve Karaciger 1,431 1,466 0,055 Hayir
Beyin ve Sigir eti 1,359 1,497 0,074 Hayir
Sigir eti ve Karaciger 0,072 1,466 0,921 Hayir
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Dort farkli ortamda iretilen eriskinlerden eksprese edilen chymotrypsin seviyeleri

istatistiksel analizi (Tablo 4.23) verilmistir.

Tablo 4.23. Cesitli ortamlarda iiretilen eriskinlerden eksprese edilen chymotrypsin
seviyeleri karsilagtirilmasi

Grup Ortalama Standart Sapma SEM
Karaciger 29,889 1,959 0,565
Sigir eti 36,378 4,376 1,384
Beyin 29,728 0,794 0,229
Kanh Agar 32,649 1,523 0,539

Sigir eti dokusunda yetistirilen erigkinler ile karaciger dokusu, beyin dokusu ve kanli

agar ortamlarinda bulunan eriskinlere gore daha fazla chymotrypsin eksprese edildigi

saptanmistir. Kanli agar ortaminda yetistirilen eriskinler ile karaciger dokusu ve beyin

dokusu ortamlarinda bulunan erigkinlere gore daha fazla chymotrypsin eksprese edildigi

edildigi istatistiksel olarak saptanmistir (Tablo 4.24).

Tablo 4.24. Cesitli ortamlarda iiretilen eriskinlerden eksprese edilen chymotrypsin
seviyeleri karsilastirilmasi

Karsilastirma Diff of Means | LSD(alpha=0,050) P Diff > =LSD
Sigir Eti ve Beyin 6,65 2,168 <0,001 Evet
Sigir Eti ve Karaciger 6,489 2,168 <0,001 Evet
Sigir Eti ve Kanh Agar 3,729 2,402 0,003 Evet
Kanh Agar ve Beyin 2,92 2,311 0,015 Evet
Kanlh Agar ve Karaciger 2,76 2,311 0,021 Evet
Karaciger ve Beyin 0,161 2,067 0,876 Hayir

Ayrica ¢alismada farkli ortamlarinda gelisimi saglanan pupalarin uzunluk olgiileri de

degerlendirilmistir. Bu 6l¢lim neticesinde en fazla uzunluga sahip pupalar beyin besi

yerinde yetisen pupalar oldugu saptanmustir.




Sekil 4.16. Farkli ortamlarda gelisen pupa uzunluklari
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5. TARTISMA VE SONUC

Maggot Debridman Tedavi, iyilesmeyen kronik yaralara uygulanan eski bir tedavi
yontemidir. Konu ile ilgili klinik ve laboratuvar ¢alismalari, yaralar tizerinde kullanilan
larvalarin nekrotik dokuyu ortadan kaldirdigini, enfeksiyondan arindirdigini ve

graniilasyon dokusu olusumunu hizlandirdigin1 gostermektedir (22,23).

Iyilesmeyen kronik yaralar 6nemli bir saglik sorunudur. Kronik yaralarda
polimikrobiyal flora kolonize olup yara iyilesmesini geciktirir. Diger taraftan, son
yillarda yapilan arastirmalarda antibiyotiklere karsi direng olustugu ve antibiyotiklerin
mikrobiyal ajanlar iizerine olan etkilerinin giderek azaldigi gosterilmistir. Antibiyotige
cevap vermeyen kronik yara tedavilerinde yeni, etkili, alternatif stratejilerin
desteklenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (22). MDT’de L. sericata’nin 2. dénem larvalari
kullanilir. Kafeslerde bulunan sineklerin beslenmesinde % 20’lik seker soliisyonu
kullanilir. Yumurtlamay: saglamak icin et veya ciger parcaciklar: kullanilmaktadir (20).
Bu ¢alismada; standart bu uygulamaya ilaveten diger ortamlarda yetistirilen L. sericata

larvalarindan lucifensin ve chymotrypsin ekspresyon seviyeleri aragtirilmistir.

Lucifensin, L. sericata tiirii sinegin salgisinda yer alan antibakteriyel bir maddedir (23).
Lucifensin, sinegin larvalarmin salgi iirlinlerinde bulunmus olup, yara patojenlerinin
onlenmesinde rolii oldugu diisiiniilmektedir. Lucifensin ilk olarak larva bagirsaginda
izole edilmis ve daha sonra tiikiirlik bezlerinde, viicut yaglarinda, hemolenfte

saptanmugstir (23).

Bu c¢alismada L. sericata’nin yumurta, larva, pupa ve eriskin hayat donemlerinde
eksprese edilen lucifensin ve chymotrypsin diizeylerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu
amagla sekiz farkli beslenme ortamda canliligi devam ettirilen L. sericata’larin yumurta,
larva, pupa ve erigskin donemlerinde lucifensin ve chymotrypsin gen ekspresyonlari

incelenmistir.
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Lucilia sericata yumurtalarindan lucifensin gen ekspresyonu ile ilgili daha Once
yapilmis bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Karaciger dokusu, sigir eti dokusu, koyun
beyin dokusu, kanli agar, P. aeruginosa eklenmis tryptone soya agar, E. facealis
eklenmis kanli agar, E. coli eklenmis tryptone soya agar ve S. aureus eklenmis tryptone
soya agar 27-30'C ve % 50 nem bulunan bir ortamda yetistirilen yumurtalardan eksprese

edilen lucifensin seviyelerini karsilastirildigimizda anlamli farkliliklar tespit edilmistir.

En az lucifensin ekspresyonu karaciger dokusunda saptanmistir. MDT’de kullanilan
larvalar, yumurta sterilizasyonundan sonra steril kanli agar ortaminda inkube
edilmektedir. Lucifensin ekpresyon seviyelerinden dolay1 koyun beyin dokusu ve sigir
eti dokusundan elde edilen yumurtalarin kullanilmasinin daha verimli olabilecegi
degerlendirilmistir. Bu nedenle; MDT i¢in kullanilacak larvalarin ¢ikacagi yumurtalarin
steril kanli agar 6ncesi koyun beyin dokusu ve sigir eti dokusuna yumurtlatilmasinin
uygun olacagi diisiiniilmektedir. Elde edilen yumurtalar sterilize edilerek kanli agar

ortamina aktarilabilir.

MDT kullanilan lavalarin steril olmas1 tibbi gerekliliktir. Steril olmayan ortamlarda
yetistirilen yumurta ve larvalar tedavi olacak hasta icin risk tasir. Yara ortaminda
MRSA, MSSA ve E. coli bakteri tiirleri ¢ok miktarda bulunmaktadir. Caligmamizda P.
aeruginosa eklenmis tryptone soya agar, S. aureus eklenmis tryptone soya agar ve E.
coli eklenmis tryptone soya agarda yetistirilen yumurtalarin lucifensin ekspresyonu
karaciger dokusu ve kanli agarda yetistirilenlere gore daha fazladir. Bu nedenle; bakteri
ortaminda beslenen erigkin sineklerden elde edilen yumurtalarin sterilizasyonlarindan
sonra kanli agar ortamina alinip larva iretilmesinin MDT agisindan daha verimli

olabilecegini diisiinmekteyiz.

Maggot debridman tedavisinde lavalar kullanilmaktadir. Bu nedenle larval donemdeki
sekresyonlardaki lucifensin ve benzeri genlerin ekspresyonu arastirilmigtir. MDT
uygulamasinda MRSA dahil bakteri iliskili kronik yaralarda basarili bir sekilde
uygulanmaktadir (50). Maggotlar, Gram pozitif bakterilere 6zellikle Streptococcus ve
Staphylococcus tiirlerine, MRSA klinik izolatlarina karsi antibakteriyel aktivite
gosterirler. Bunun yani sira MSSA’ya karst énemli 6l¢iide onleyicidir (22). Kronik
yaralarda olusan bakteriler genellikle biyofilm i¢inde bulunurlar. Biyofilm icinde

bulunan bakteriler antibiyotik ve bagisiklik sisteminden korunurlar. Kronik yaralarda



86

biyofilm ile en sik iligkisi olan S. aureus ve P. aeruginosa tiirleridir. Maggot salgilar S.

aureus ve P. aeruginosa nin olusturdugu biyofilmlere karsi etkili bulunmustur (63).

Bu ¢alismada, karaciger dokusu, sigir eti dokusu, koyun beyin dokusu, kanli agar, P.
aeruginosa eklenmis tryptone soya agar, E. facealis eklenmis kanli agar, E. coli
eklenmis tryptone soya agar ve S. aureus eklenmis tryptone soya agarda 27-30'C ve %
50 nem bulunan bir ortamda yetistirilen larvalardan eksprese edilen lucifensin

seviyelerini karsilastirilmis ve anlamli farkliliklar tespit edilmistir.

Karaciger dokusu ve kanli agar maggotlarin yetistirilmesinde yaygin olarak kullanilan
ortamlardir. Bu ¢alismada L. sericata iretiminde kullanilabilecek sigir eti dokusu,
koyun beyin dokusu gibi besin ortamlarina ilaveten yara yerinde sik olarak karsilasilan
Gram negatif ve pozitif bakteri tiirlerinden olugan P. aeruginosa eklenmis tryptone soya
agarda, E. facealis eklenmis kanl agarda, E. coli eklenmis tryptone soya agar ve S.
aureus cklenmis tryptone soya agarda yetistirilen L. sericata larvalarindan eksprese

edilen lucifensin ve chymotrypsin seviyeleri 6l¢iildii.

En fazla lucifensin sekresyonu L. sericata’min tikiirik bezlerindeki hiicrelerden
sentezlenmektedir. Valachova ve ark. (10) in situ hibridizasyon yontemiyle yaptiklari
bir ¢alismada; yumurta olusumundan 24 saat sonra lucifensinin maksimum seviyede
eksprese edildigi tespit edilmistir. Lucifensin ekspresyonu yumurtladiktan yaklasik 6
saat sonra tespit edilmistir. En fazla lucifensin ekspresyonunun larva yumurtadan
ciktiktan 24 saat sonra, tiikiiriik bezlerinde oldugu saptanmistir. Artmis lucifensin
ekspresyon seviyeleri, ikinci ve tiglincii donem larvalarda (yumurtadan ¢iktiktan sonra
48 saat) tespit edilirken ge¢ .3 doneminde (yumurtadan ¢iktiktan 80 saat sonra) azaldigi
saptanmigtir. Bu ¢aligmada diger donemlerle birlikte larval donemde farkli ortamlarda
beslenme ile lucifensin ekspresyonu arasindaki iligki kantitatif Real-Time PCR yontemi
ile analiz edilmistir. Bizim ¢alismamizda; farkli ortamlarda bulunan tiim yumurtalarda
lucifensin ekspresyonunun oldugu, farkl siirelerde alinan yumurtalar arasinda lucifensin

ekspresyonu acisindan anlamli bir farkin olmadig: tespit edilmistir.

Valachova ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada L. sericata larvalarinin S. aureus ve P.

aeruginosa oral yolla beslenmesinden 12-24 saat igerisinde lucifensin ekspresyonu
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arttigi saptanmis olup 36 saat sonra lucifensin ekspresyonunun kayboldugu tespit

edilmistir. (10).

Mikrobik ortamda beslenen larvalar L2 donemlerinde Olmiistiir. L1 donemde alinan
ornekler iginde P. aeruginosa eklenmis tryptone soya agar, E. facealis eklenmis kanl
agar, E. coli eklenmis tryptone soya agar ve S. aureus eklenmis tryptone soya agarda
yetistirilen larvalarda lucifensin ekspresyonu saptanmis olup en fazla ekspresyonun S.
aureus eklenmis tryptone soya agardaki orneklerde oldugu tespit edilmistir. Bu
calismada tespit edilen lucifensin ekspresyon seviyeleri g6z dniinde bulunduruldugunda,
maggot lretiminde karaciger ve kanli agara ilaveten sigir eti dokusu ve koyun beyin

dokusunun da alternatif olarak kullanilabilecegi diisiindiirmiistiir.

Yapilan bir ¢aligmada; yaralarda bulunan MRSA, S. aureus, E. coli, P. aureginosa
izolatlar1 kullanilarak, larvalarin bu izolatlar1 oral yolla almasi saglanmistir. Alinan
patojenlerle uyarilma sonrasi tiikiiriik bezlerinde lucifensin ekspresyonu tespit
edilememistir. Ancak S. aureus ve P. aureginosa’ninoral yolla alinmasi sonrasinda
tiikiiriik bezlerine baglantili yag dokularinda lucifensinvarlig tespit edilmistir. MRSA
ve E. coli’ninlucifensin ekspresyonu tizerine etkisinin olmadigi sonucuna varilmistir

(23).

Calismamizda, P. aeruginosa eklenmis tryptone soya agar, E. facealis eklenmis kanli
agar, E. coli eklenmis tryptone soya agar ve S. aureus eklenmis tryptone soya
agardayetistirilen L1 larvalarda lucifensin ekspresyonu tespit edilmis olup, S. aureus
eklenmis tryptone soya agarda yetistirilen larvalar ile P. aeruginosa eklenmis tryptone
soya agar, E. facealis eklenmis kanli agar ortamlarinda yetistirilen larvalara gore daha
fazla lucifensin eksprese edildigi, en az lucifensin ekspresyonunun E. facealis eklenmis

kanl1 agarda yetismis larvalarda oldugu tespit edilmistir.
Pupalarda lucifensin ekspresyonu lizerine yapilmis bir arastirma bulunmamaktadir.

Sigir eti dokusunda gelisen pupalarda kanli agar ortamlarinda gelisen pupalara gore
daha fazla lucifensin eksprese edildigi saptanmistir. Sigir eti dokusunda gelisen

pupalarda karaciger dokusunda gelisen pupalara gore daha fazla lucifensin eksprese
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edildigi, en az lucifensin ekspresyonunun kanli agarda gelisen pupalarda oldugu

saptanmistir.

L. sericata eriskin donemlerinde de lucifensin ekspresyonu {izerine yapilmis bir
caligmaya rastlanilmamistir. Karaciger dokusu, kanli agar, sigir eti dokusu, koyun beyin
dokusunda ve 27-30°C ve % 50 nem bulunan ortamda yetistirilen eriskinlerden eksprese

edilen lucifensin seviyeleri karsilastirildiginda anlamli bir fark tespit edilmemistir.

MDT i¢in kullanilan larvalar nekrotik dokular1 besin kaynagi olarak kullanirken canli
dokuyu etkilemezler. Kullanilan kurtguklar 6lii doku ve yarada bulunan bakterilerle
beslenir. Kurtcuklar beslenme islevini yaparken 6li dokulari ayristirip besin olarak
kullanir. Bunun yani1 sira salgiladiklar1 enzimler sayesinde mikroorganizmalar1 ortadan
kaldirirlar (87). Yiizyillar boyunca kronik yara tedavisinde uygulanan L. sericata
larvalar1 etkin bir bi¢imde nekrotik dokuyu debride ettikleri ispat edilmistir. Kurtguk
sekresyonlar1 igerisinde bulunan metaloproteazlar ve serine proteazlar gibi bilesenler
debridmana yardimci olur (49). Larvalarin debridman mekanizmasinin anlagilmasina
yonelik ¢alismalarda chymotrypsin énemli bir noktayr aydinlatmaktadir. Chymotrypsin
benzeri proteinazin nekrotik dokuyu etkin bir sekilde azalttig: tespit edilmistir (22). Bu
bilgiler {iizerine yapilan ¢alismalar, MDT’de kullanilan larvalarin o6zellikleri ve

sekresyonlar1 konusunda yogunlagmustir.

Koyun beyindokusunda gelismis yumurta ve larvalarin chymotrypsin ekspresyon
seviyeleri pupa ve erigkin donemlerine gore daha fazla oldugu saptanmistir. Karaciger
dokusundaki pupalarin chymotrypsin ekspresyonu yumurtalara gére yumurtalarin ise

yetigkinlere gére daha fazla oldugu saptanmaistir.

Bu bulgular lavalar agisindan degerlendirildiginde; koyun beyin dokusu ortaminda larva
tretiminin alisilagelmis karaciger dokusundaki iiretime alternatif bir yontem olarak

kullanilabilecegi diisiiniilebilir.

Kanli agar ortaminda gelismis larva ve pupalarda chymotrypsin ekspresyon

seviyelerinin yumurta ve erigkin donemlerine oranla daha yiiksek oldugu saptanmustir.

L. sericata yumurtalardan chymotrypsin ekspresyonu hakkinda literatiirde bildigimiz

kadariyla bir bilgi bulunmamaktadir. Bunun aydinlatilmasi adina yapilan ¢alismamizda;
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karaciger dokusu, sigir eti dokusu, koyun beyin dokusu, kanli agar, P. aeruginosa
eklenmis tryptone soya agar, E. facealis eklenmis kanli agar, E. coli eklenmis tryptone
soya agar ve S. aureus eklenmis tryptone soya agarda ortamina konulan steril edilmis

yumurtalarin chymotrypsin diizeyleri 6l¢iilmiistiir.

MDT’de kullanilan larvalar, yumurta sterilizasyonundan sonra steril kanli agar
ortaminda inkube edilmektedir. Koyun beyin dokusundan elde edilen yumurtalarin
kullanilmasi, yiiksek chymotrypsin ekpresyon seviyelerinden dolayr daha verimli
olabilecegini diisiinmekteyiz. MDT i¢in kullanilacak larvalari olusturan yumurtalar
steril kanli agar 6ncesi koyun beyin dokusuna yumurtlatilabilir. Elde edilen yumurtalar

sterilize edilerek kanli agar ortamina aktarilabilir.

L. sericata larvalar1 ¢ok eski yillardan beri kronik yaralara uygulanmis ve steril
kurtguklarm etkin bir sekilde 6lii dokuyu debride ettikleri ve yaralar1 dezenfekte ettikleri
kanitlanmistir. Ayrica iyilesmeyi de hizlandirdiklart bilinmektedir (110). Debridmana
yardimci kurtguk sekresyonlarinda metaloproteazlar, serine proteazlar gibi bilesenler ve
antibakteriyel aktiviteleri olan ve iyilesmeye yardimci olabilen aspartil bilesikleri de
tespit edilmistir (38). Yara kabuklarini etkin bir sekilde azaltan, chymotrypsin benzeri
proteinazin varligi bilinmektedir (22). Biyofilm bozulmasi ile birlikte bakteriler
antibiyotiklere, immun sistem faaliyetlerine ve kurt¢uk eylemlerine daha duyarli hale
gelmektedir. Chymotrypsin biyofilm bozulmasinda etkilidir. Antibiyotik ile birlikte
chymotrypsin kombinasyonlar1 biyofilm bozulmasini saglayabilir. Boylece matrikste

kalan bakteriyel olusumun 6nlenmesi ve biyofilme kars1 antibiyotik aktivasyonu olusur
(109).

E. coli eklenmis tryptone soya agarda, E. facealis eklenmig kanli agar ve kanl agarda
yetistirilen larvalarda diger gruplara gore daha fazla chymotrypsin eksprese edilmistir.
Bu bulgu MDT’de kullanilan larvalarin E. coli ile enfekte yaralarda daha fazla
chymotrypsin ekspresyonu nedeniyle daha etkin debridman yapabilecegi kanisini
edindirmektedir. MDT’ de kullanilan larvalar steril edilmis yumurtalarin steril kanli agar
ortaminda inkubasyonu ile elde edilir. Calismamizda da kanli agarda yiiksek
chymotrypsin ekspresyonu nedeniyle daha etkin debridman yapabilecegi kanisini
edindirmektedir.
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Pupalar ve erigkinler ile ilgili chymotrypsin ekspresyonu hakkinda herhangi bir bilgi
mevcut degildir. Calismamizda; P. aeruginosa eklenmis tryptone soya agar, E. facealis
eklenmis kanli agar, E. coli eklenmis tryptone soya agar ve S. aureus eklenmis tryptone
soya agarortamlarinda yetistirilen larvalar pupa donemine gecemeden canliliklarini
kaybetmislerdir. Calismamiza karaciger dokusu, sigir eti dokusu, koyun beyin dokusu,
kanli agar ortamlarinda devam edilmis olup chymotrypsin ekspresyon seviyeleri

karsilastirilmistir.

Kanli agarda gelisen pupalarda karaciger dokusu, sigir etidokusu ortamlarinda bulunan

pupalara gore daha fazla chymotrypsin eksprese edildigi saptanmustir.

Karaciger dokusundaki pupalarin chymotrypsin ekspresyonunun erigkinler ve
yumurtalara gore, sigir eti dokusu grubundaki pupalarin chymotrypsin ekspresyonunun
yumurtalara gore,  koyun beyin dokusu grubundaki pupalarin chymotrypsin
ekspresyonunun yetiskinlere goére, kanli agar grubundaki pupalarin chymotrypsin

ekspresyonunun ise eriskinlere gore daha fazla oldugu belirlenmistir.

Sigir eti dokusunda yetistirilen eriskinlerde; karaciger dokusu, koyunbeyin dokusu,
kanli agarortamlarinda bulunan eriskinlere gore daha fazla chymotrypsin eksprese
edildigi gosterilmistir. Eriskinlerde en fazla chymotrypsin ekpresyonu sigir eti dokusu
ve kanli agarda tespit edilirken, en az chymotrypsin ekpresyonu karaciger ve koyun

beyin dokusunda yetistirilenlerde tespit edilmistir.

Calismamizda koyun beyin ve sigir eti besi ortaminda yetistirilen 2. déonem larvalarin
diger beslenme ortamlarina gore chymotrypsin ve lucifensin ekspresyonu daha fazla
oldugu saptanmis ve MDT calismalarinda steril koyun beyin besi ortaminda yetistirilen

L2 larvalarinin kullanilabilecegi degerlendirilmistir.

L. sericata larva iiretimi i¢in yaygimn olarak karaciger kullanilmaktadir. Karaciger
disinda farkli bir beslenme ortaminin kullanilip kullanilamayacagi, kullanilabilecekse ne
kadar etkin olabilecegi, bu ortamlarda yetistirilen larvalardan lucifensin ve
chymotrypsin  ekspresyonlarinin ~ seviyeleri  giinimiize kadar detayli olarak

incelenmemistir.
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Calismamizda koyun beyin ve sigir eti ortaminda yetistirilecek larvalarin lucifensin ve
chymotrypsin ekspresyonlar1 agisindan degerlendirilmis ve daha efektif olacagi
kanaatine varilmistir. Daha farkli beslenme ortamlarinda larvalarin ve diger hayat
formlarinin chymotrypsin ve lucifensin gen ekspresyon seviyelerinin arastirilmasina

ihtiya¢ duyulmaktadir.
Sonug olarak;

1. Lucifensin ekspresyon seviyeleri,

a. Karaciger dokusu, kanl agar, sigir eti dokusu, E. coli eklenmis tryptone soya
agar, E. facealis eklenmis kanli agar, S. aureus eklenmis tryptone soya agar,
P. aeruginosa eklenmis tryptone soya agarortamlarinda bulunan yumurta,
larva, pupa ve erigkinlerin kendi aralarinda lucifensin ekspresyonu
bakimmdan anlamli bir fark bulunmamustir (Ornegin karaciger dokusunda
iiretilen Y1-Y2-Y3 arasinda lucifensin ekspresyonu bakimindan anlamli bir
fark bulunmamuistir). Ayni besi yerinde bulunan farkli hayat formlari
arasinda aralarinda lucifensin ekspresyonu bakimindan anlamli bir fark
bulunmamustir (Ornegin karaciger dokusunda iiretilen yumurta, larva, pupa,
erigkin hayat formlar1 arasinda aralarinda lucifensin ekspresyonu bakimindan

anlamli bir fark bulunmamastir).

b. Kanli agar, koyun beyin, karaciger, sigir eti, P. aeruginosa eklenmis tryptone
soya agarda, E. facealis eklenmis kanli agarda, E. coli eklenmis tryptone
soya agarda ve S. aureus eklenmis tryptone soya agarda bulunan
yumurtalardaki lucifensin ekspresyonu karsilastirildiginda; en fazla tiretilen
ekspresyon seviyeleri sirasiyla sigir eti dokusu, E. coli eklenmis tryptone
soya agarda, koyun beyni dokusu ortamlarinda yetistirilenlerde goriilmiistiir.
En az lucifensin ekspresyonu karaciger beslenme ortamindakilerde
goriilmistlir. Larvalar agisindan incelendiginde; en fazla lucifensin
ekspresyonu sigir eti dokusu ve S. aureus eklenmis tryptone soya agar
ortamindakilerde saptanmistir. En az lucifensin ekpresyon seviyesi ise E.
facealis eklenmis kanli agarda ortamindakilerde goriilmistiir. Pupalar
acisinda incelendiginde; sigir eti dokusu ortamindan gelisen pupalarda en

yiiksek, kanli agar ortaminda gelisen pupalarda ise en diisiik lucifensin
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ekspresyon seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Eriskinlerden eksprese edilen lucifensin
seviyeleri karsilastirildiginda beslenme ortami ile ekspresyon seviyeleri

arasinda anlamli bir farklilik olmadig1 tespit edilmistir.
2. Chymotrypsin ekspresyon seviyeleri,

a. Karaciger dokusu ve sigir eti dokusundaki yumurtadan larvaya, larvadan
pupaya gegerken chymotrypsin ekspresyonunun arttigi tespit edilmistir.
Karaciger dokusu ile beslenen erigkinlerde chymotrypsin ekspresyonu
azalirken, sigir eti dokusundakilerde artmistir. En fazla chymotrypsin
ekspresyonunun larva ve pupa doneminde, en az chymotrypsin

ekspresyonunun ise eriskin donemde oldugu tespit edilmistir.

b. Yumurtadan larvaya, larvadan pupaya, pupadan eriskin doneme gegerken
chymotrypsin ekspresyonu artmistir. Chymotrypsin ekspresyonunun en
fazla eriskinlerde en az ise yumurtalarda oldugu saptanmistir. Koyun
beyin dokusu ortaminda yetistirilenlerde; en fazla chymotripsyn
ekspresyonunun yumurta ve larvada oldugu goriilmiistiir. Kanli agarda
en fazla chymotrypsin ekspresyonu larva ve pupa doneminde en az ise
eriskin donemde tespit edilmistir. Karaciger dokusu ve sigir eti
dokusunda yumurtadan larvaya, larvadan pupaya gecerken chymotrypsin
ekspresyonu artmistir. Karaciger dokusu ile beslenen eriskin formunda
chymotrypsin ekspresyonu azalirken, sigir eti dokusunda artmigtir.
Karaciger dokusunda en fazla chymotrypsin ekspresyonu larva ve
pupada iken koyun beyin dokusunda en fazla chymotrypsin ekspresyonu

yumurta ve larva doneminde tespit edilmistir.

c. Kanli agar, koyun beyin dokusu, karaciger, sigir eti, P. aeruginosa
eklenmis tryptone soya agar, E. facealis eklenmis kanli agar, E. coli
eklenmis tryptone soya agar ve S. aureus eklenmis tryptone soya agar
ortamlarinda bulunan yumurtalar kiyaslandiginda; chymotrypsin
ekspresyonu sirasiyla, koyun beyni dokusu, E. coli eklenmis tryptone
soya agar ve P. aeruginosa eklenmis tryptone soya agar ortamlarinda
goriilirken en az chymotrypsin ekspresyonu sigir eti beslenme

ortaminda saptanmistir.
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Larvalar acisindan incelendiginde; kanli agar, E. facealis eklenmis kanli agar, E. coli
eklenmis tryptone soya agar ortaminda en fazla chymotrypsin ekspresyonu tespit
edilirken, en az chymotrypsin ekspresyonu karaciger dokusu ve S. aureus eklenmis

tryptone soya agar ortaminda goriilmiistiir.

Pupalar agisindan incelendiginde; en fazla chymotrypsin ekspresyonunun kanli agar
ortaminda gelisen pupalarda oldugu saptanmistir. Karaciger dokusu ortamindan gelisen

pupalarda ise en az chymotrypsin ekspresyonu dl¢iilmistiir.

Erigkinlerden eksprese edilen chymotrypsin seviyeleri karsilastirildiginda; Sigir eti
dokusunda yetistirilen eriskinler ile karaciger dokusu, beyin dokusu ve kanl
agarortamlarinda bulunan eriskinlere gére daha fazla chymotrypsin eksprese edildigi

saptanmustir.

Yara tedavisi i¢in debridman, dezenfeksiyon ve graniilasyon olusumunun
hizlandirilmast gerekmektedir. Bu islemleri yapabilecek bircok yontemlerden biri de
kurtguk tedavisidir. Bu islemleri yapabilmek icin kurtcuklarin en 6nemli salgilari
lucifensin ve chymotripsindir. Bu ¢alismada; farkli beslenme ortamlarinda yetistirilen
L. sericata sineginin farkli hayat formlarindaki lucifensin ve chymotrypsin ekspresyon

seviyeleri incelenmistir.

Elde edilen bulgulara gore; farkli beslenme ortamlarinda yetistirilen farkli hayat
formlarmin lucifensin ve chymotrypsin ekspresyon seviyelerinin farkli olabilecegi
goriilmiistiir. Sinegin yetistirilmesinde farkli beslenme ortamlarinin kullanilmasinin
yara tedavisinde kullanilan larvalarin yara iyilesmesine olabilecek etkinligine nasil bir

katki saglayacagi arastirilmistir.

Bu katkinin daha saglikli bir sekilde degerlendirilebilmesi, hasta sagligini uzun
donemde nasil etkilediginin belirlenmesi agisindan daha kapsamli ve ¢ok merkezli

klinik ¢aligmalarin planlanmasinin gerekliligi asikardir.
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