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ġubat 2013, 51 sayfa 

 

Fluorokinolon sınıfından bir antibiyotik olan gemifloksasin, bakterilerin çoğalması için 

gerekli olan DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerini inhibe ederek DNA sentezini 

engellemek suretiyle etki etmektedir. Galleria mellonella L. Gemifloksasin (mesilat tuzu) 

içeren yapay besinler ile beslenerek böceğin biyolojik özellikleri (yaĢama, geliĢme, eĢey 

oranı, ergin diĢi ve erkek ömür uzunluğu, yumurta verimi, açılma oranı) ve son evre 

larvalarının orta bağırsağında oksidatif stresin önemli indikatörleri lipid peroksidasyonu 

ürünü malondialdehid (MDA) ve protein oksidasyonu ürünü protein karbonil (PCO) 

miktarları ile detoksifikasyon enzimi glutatyon S-transferaz (GST), aktivitesi üzerine etkisi 

araĢtırıldı. 

 

Gemifloksasinin denenen konsantrasyonlarını içeren besinler 7. evreye ulaĢan larva oranını, 

pup ve ergin olma oranını kontrol besine göre önemli derecede düĢürmüĢtür.  
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ÖZET (devam ediyor) 

 

Denenen en yüksek gemifloksasin konsantrasyonu 7. evreye, pup ve ergin evrelerine ulaĢmak 

için gereken süreyi önemli derecede uzatmıĢtır. Larvaların ergin evreye ulaĢma süreleri 

kontrol grubuna göre bu besinde ortalama 7 gün gecikmiĢtir. Antibiyotiğin en yüksek miktarı 

(% 1,0) kontrole göre orta bağırsak MDA miktarını yaklaĢık 3 katı oranında önemli derecede 

yükseltmiĢtir. Bu antibiyotik tüm konsantrasyonlarda orta bağırsak protein karbonil miktarını 

artırmıĢtır. Gemifloksasinin % 1,0’lik konsantrasyonu orta bağırsak GST aktivitesini 2,13’den 

4,78 mol/mg protein/dk’ya önemli derecede artırmıĢtır. Gemifloksasin yumurta verimini de 

önemli derecede düĢürmüĢtür. Kontrol besini ile yetiĢtirilen diĢiler günde 134,46 yumurta 

bıraktıkları halde gemifloksasinin yüksek miktarları yumurta sayısını sırasıyla 26,75 and 

53,5’e düĢürmüĢtür. Böceğin orta bağırsak oksidatif tepkisi ve detoksifikasyon kapasitesi 

gemifloksasin konsantrasyonlarına bağımlı bir Ģekilde değiĢmiĢtir. Bu oksidatif değiĢimler en 

azından böceğin larvalarının biyolojik özelliğindeki olumsuz etkilerden sorumlu olabilir. 

 

Anahtar Kelimeler:  Gemifloksasin, yaĢama, orta bağırsak, Malondialdehid, protein 

karbonil, Glutatyon S-transferaz, Galleria mellonella 
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Gemifloxacin is a fluoroquinolone antibiotic that is bactericidal and its mode of action 

depends on blocking of bacterial DNA replication by binding itself to the enzymes called 

DNA gyrase (topoisomerase II) and topoisomerase IV, which allows the untwisting required 

to replicate one DNA double helix into two. The effect of gemifloxacin (mesylate salt), on 

biological traits (survivorship, development, sex ratio, male and female adult longevity, 

fecundity and hatchability) and on important oxidative stress indicators; lipid peroxidation 

product, malondialdehyde (MDA) and protein oxidation products, protein carbonyl (PCO) 

contents and a detoxification enzyme, glutathione S-transferase (GST) activity in the midgut 

of 7th-instar larvae  (last larval stage) of greater wax moth Galleria mellonella (L.) were also 

determined. The diets containing tested concentrations of gemifloxacin significantly 

decreased survivorship in seventh instar, pupal and adult stages in comparison to control diet. 

The highest concentration of gemifloxacin significantly prolonged the developmental time 

period of seventh instars, pupae and adults. 
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ABSTRACT (continued) 

 

On this diet, the developmen of larvae to adult stage was delayed by a 7 days relative to 

control larvae. The highest concentration of gemifloxacin (1.0%) significantly increased 

midgut MDA content by 3-fold. This antibiotic at all tested concentrations increased midgut 

PCO content. Gemifloxacin at 1.0% significantly increased midgut GST activity from 2.13 to 

4.78 mol/mg protein/min respectively. Gemifloxacin also significantly decreased egg 

number. The females reared from control diet produced 134.46 per day, whereas high 

concentrations of gemifloxacin decreased the egg number to 26.75 and 53.5. Oxidative 

response and detoxification capacity of midgut vary with the antibiotic concentrations. The 

negative effects of antibiotic on biological traits of the insect, might be a result of these 

oxidative alterations in midgut and hemolymph. 

 

Keywords: Gemifloxacin, survivorship, midgut, Malondialdehyde, protein carbonyl, 

Glutathione S-transferase, Galleria mellonella 
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BÖLÜM 1 

 

GĠRĠġ 

 

Tarımsal bitkilerin kök, gövde yapraklarında hasar oluĢturarak dolaylı ekonomik kayıba ya da 

bu bitkilerin ürünlerine zarar vererek doğrudan ürün miktarı ve kalitesinde azalmaya neden 

olan böcekler ile etkin ve çevreye duyarlı yeni kimyasal mücadele yöntemlerinin 

geliĢtirilmesi için bu böceklerin fizyoloji ve biyokimyalarının yanında beslenme ekolojilerinin 

detaylı olarak bilinmesi gerekmektedir. Ayrıca böceklerin geliĢim evrelerindeki ve hatta farklı 

dokularındaki kimyasal bileĢimlerin tespit edilmesi böceklerin besinsel ihtiyaçlarının 

belirlenmesi ve yeni kimyasal yapısı bilinen besinlerin geliĢtirilmesi veya mevcut besinlerin 

bileĢimlerinin yeniden gözden geçirilmesi açısından önem arz etmektedir. 

 

Üzerinde çalıĢılacak böceklerin doğal ortamlarından toplanması veya labortauvar Ģartlarında 

doğal ortamlarının sağlanması çok zaman mümkün olmamaktadır veya bazı böceklerin doğal 

ortamları dıĢında laboratuar Ģartlarına adaptasyonunda baĢarı sağlanamamaktadır. Bu 

sebeplerden dolayı böceklerin laboratuar ortamında sentetik besinler ile yetiĢtirilmesi 

kimyasal mücadelede veya kimyasal mücadelenin bir biyolojik kontrol ajanı ile birlikte 

yapıldığı entegre zararlı mücadele yöntemlerinde yeni kimyasalların denenmesi için hem 

pratik olması hem de araĢtırmaların sürekliliği açısından önem taĢımaktadır.  

 

Kimyasal yapısı tamamen veya kısmen belirlenen sentetik besinler kullanılarak laboratuvar 

ortamında yürütülen böcek yetiĢtirme ve beslenme çalıĢmaları esnasında mikrobiyal 

kontaminasyonlara sıklıkla rastlanmaktadır. Bunun sebebi bu besinlerin kimyasal ve besinsel 

içeriğinin zenginliğinden dolayı bakteriyel ve fungal ajanların geliĢmesi için oldukça uygun 

olmasıdır. Yapay besinler ile böceklerin yetiĢtirilmesi sırasında böcekler bazı entomopatojen 

virüsler tarafından kontamine edilmektedirler (Getzin 1962). Küf kontaminasyonu gözle 

görülebildiği halde bakteriyel ve viral kontaminasyonlar gözlenememekte ve genellikle böcek 

larvalarının geliĢiminin gerilemesinden veya ileri evrelerde sindirim kanalının boĢalarak 

larvaların kuruduğunun belirlenmesi ile anlaĢılmaktadır.  
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Eski yıllardan itibaren Lepidoptera takımına ait bazı böceklerin ve diğer takımlara ait 

böceklerin laboratuar Ģartlarında yapay besinler ile yetiĢtirilmesi çalıĢmaları sırasında 

meydana gelebilecek özellikle küf bulaĢmasının önlenmesi amacıyla geleneksel bazı küf 

inhibitörleri kullanılmıĢtır (Bottger 1942, Vanderzant and Reiser 1956, David and Gardiner 

1965, Raulston and Lingren 1969, Shaver and Raulston 1971, Singh 1977). Bu çalıĢmalara 

dayanarak daha sonra diğer antimikrobiyal kimyasallar olan antibakteriyel, antifungal, 

antiviral ve hatta antiprotozoal antibiyotikler denenmiĢtir. Kaba besinler ile yapılan böcek 

beslenmelerinde, besinlere ilave dilen bazı geleneksel küf inhibtörleri (örneğin % 10’luk 

formaldehid, Metil parahidroksibenzoat, Potasyum sorbat) dıĢında ülkemizde ilk defa Yazgan 

(1981) tarafından parazitik hymenopter endoparazitoid bir tür olan Pimpla turionellae L. için 

geliĢtirilen kimyasal yapısı bilinen meridik bir besine besin bileĢenleri yanında antibiyotik de 

ilave edilmiĢtir. Bu Ģekilde muhtemel kontaminasyonlara karĢı önlem alınarak hem besin 

maddelerinin etkin kullanılarak israfa yol açılmaması, larvaların geliĢiminde muhtemel 

kontaminasyonların görülemeyen etkilerinin ortadan kaldırılması hem de zaman tasarrufu ve 

araĢtırıcı emeğinin korunması sağlanmıĢtır.  

 

Fizyolojik araĢtırmalar için doğadan her mevsimde toplama imkanı bulunmayan böceklerin 

laboratuar Ģartlarında yapay besinler ile yetiĢtirilmesi önemli bir fırsattır. Bu amaç için 

kullanılan kimyasal yapısı bilinen sentetik besinlerin bileĢimini oluĢturan amino asit, lipit 

(doymuĢ ve doymamıĢ yağ asitleri, kolesterol), karbohidrat, inorganik tuzlar, RNA oldukça 

pahalı olup  bu önemli bileĢenleri içeren besinlerin manuplasyon hatası veya özensizlikten 

kaynaklanan muhtemel kontaminasyonlardan dolayı tekrar tekrar hazırlanarak kullanması 

israfa yol açmaktadır (Yazgan 1972, 1981).  

 

Haydak (1936) ilk defa Galleria mellonella L.’yi laboratuvarda yetiĢtirmek amacıyla yapay 

bir besin ortamı geliĢtirmiĢ ve bu besinin bileĢimlerini değiĢtirerek böceğin bazı besinsel 

ihtiyaçlarını (Haydak 1941) belirlemeye çalıĢmıĢtır. Daha sonra bu zararlı türün kısa sürede 

daha verimli bir Ģekilde kitle üretimi yapılabilmesi için diğer bazı yapay besin karıĢımları 

geliĢtirilmiĢtir (Waterhouse 1959, Bronskill 1961, Dutky et al. 1962, Ajanta et al. 2008). 

Benzer yapay besin ortamları ve beslenme teknikleri ekonomik olarak önemli diğer lepidopter 

türlerin (Ignoffo 1963, Laing and Hagen 1970) laboratuvar Ģartlarında yetiĢtirilmesinde 

kullanılmıĢ olup bu konudaki beslenme çalıĢmaları halen büyük bir hızla devam etmektedir  

(Al-Izzi et al. 1987, Keena et al. 1995, Lopez et al. 1996, Marti et al. 2008, Masoud et al. 

2010, Assemi et al. 2012). Son zamanlarda böceklerin laboratuvar Ģartlarında yetiĢtirilmesine 

http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22Marti%2C+O.+G.%22
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Masoud%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21539247
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yönelik beslenmeleri ile ilgili tekniklerin ve yapay besinlerin geliĢtirilmesi teknolojik düzeyde 

ve büyük ölçekli çalıĢmalardır (Cohen 2003). 

 

G. mellonella L. larvaları bal arısı kovanlarında bal peteği, mum ve bal gibi kovan ürünleri ile 

beslenerek önemli ekonomik kayıplara neden olmaktadır (Charriere and Imdorf 1997). Diğer 

taraftan G. mellonella larvalarını laboratuvar Ģartlarında yetiĢtirmek için bu çalıĢmada 

kullanılan kimyasal yapısı bilinmeyen kaba besin ve diğer benzer besinlerin bileĢimindeki 

kepek, petek, buğday kırıntısı, kuru toz maya ve süt tozu gibi bileĢenler (Haydak 1941, 

Waterhouse 1959, Bronskill 1961, Dutky et al. 1962) önemli bakteriyel ve fungal 

kontaminasyon kaynaklarıdır. Bu böceği laboratuar ortamında yetiĢtirirken gerek besinlerdeki 

mikrobiyal kontaminasyonu önlemek gerekse biyolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve ekolojik 

araĢatırmalar için mikroorganizmadan arındırılmıĢ böcekler yetiĢtirmek amacıyla bazı 

antibakteriyel antibiyotikler kullanılmıĢtır (Jarosz 1981, 1989, Büyükgüzel and Kalender 

2007, 2008, 2009). G. mellonella üzerinde çeĢitli antibiyotiklerin etkisi denenmiĢtir. Ancak bu 

antibiyotiklerin böceğin biyolojik özelliklerini etkileyecek düzeyde orta bağırsakta ve 

hemolenfte oksidatif strese sebep olduğu ve bu strese tepki olarak antioksidatif savunma 

mekanizmasının zayıfladığını gösteren araĢtırmalar azdır (Büyükgüzel and Kalender 2007, 

2008, 2009). Önceki çalıĢmalar çevre kirliliğine neden olan bazı kimyasalların G. mellonella 

ve Lepidoptera takımına ait diğer bazı böceklerin hemolenfinde oksidatif ve antioksidatif 

cevap düzeyine etkisini göstermiĢtir (Slepneva et al. 1999, Glupov et al. 2001, 2003, 

Lozinskaya et. al 2004, Aucoin et al. 2005). Bazı çalıĢmalar ise ksenobiyotiklerin G. 

mellonella’nın ortabağırsağındaki antioksidatif savunma mekanizmasına etkileri üzerinde 

durmuĢlardır (Dubovskiy et al. 2005, 2008).  

 

Doğal veya kimyasal yapısı bilinen sentetik besinlere mikrobiyal kontaminasyonları önlemek 

amacıyla ilave edilen antimikrobial maddelerin kontaminasyonu önleme yanında böceklerin 

yaĢama parametrelerinde ve fizyolojik özelliklerinde olumsuz etkilere sahip olduğu da 

belirlenmiĢtir (Singh and House 1970, 1970a, 1970b, Yazgan 1972, Greiner 1977, Thompson 

1986, Xie et al. 1986, Rotundo et al. 1988, Büyükgüzel ve Yazgan 1996, Büyükgüzel and 

Yazgan 1999, Büyükgüzel 2001a,b). Bu sebeple kullanılacak antibiyotiklerin besinlerdeki 

böceklere etkisiz ancak kontaminasyonları önleyen konsntrasyonlarının hassas olarak 

belirlenmesi gerekmektedir. Et ve süt verimini artırmak amacıyla besi hayvancılığında 

kullanılan antibiyotiklerin etkilerine (Patrick and Schaible 1980, Ensminger et al. 1990, 

Govindan et al. 1990) benzer bir Ģekilde böcek beslenmesi amacıyla kullanılan 
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antibiyotiklerin çok düĢük konsantrasyonlarda böceklerin yaĢama oranı ve geliĢme süresi 

üzerinde olumlu etkiler yaptığı da belirlenmiĢtir (Büyükgüzel 2001a,b). Diğer taraftan bu 

antibiyotikler ipek böcekciliği yetiĢticiliğinde kullanıldığında ipek proteini miktarı üzerinde 

olumlu etki yaptığı gibi (Murthy et al. 1954, Deecher et al. 1989, 1990) böceklerin vücut 

bileĢimleri ve bazı fizyolojik özellikleri üzerinde de olumlu etkiler yaptığı gözlenmiĢtir 

(Büyükgüzel 2002, Büyükgüzel and Ġçen 2004). 

 

Singh and House (1970a) tarafından yapılan kapsamlı bir araĢtırmada yirmibir farklı 

antibakteriyel ve antifungal antibiyotiğin özellikle yüksek konsantrasyonlarının entomofaj bir 

dipter türü olan Parapinnixa affinis (=Agria housei shewell)’in yaĢama oranını düĢürdüğü 

geliĢmesini geciktirdiği ortaya çıkarılmıĢtır. Bazı antifungal antibiyotikler yumurta parazitoidi 

bazı Trichogramma türlerinde yaĢama oranı yanında bırakılan yumurtaların sayısını ve açılma 

oranını da düĢürmüĢtür (Xie et al. 1986, Grenier and Liu 1990, 1991). Yazgan (1981) 

tarafından geliĢtirilen kimyasal yapısı bilinen meridik bir sentetik besine ilave edilen, 

içlerinde geleneksel antifungal maddeleri de içeren, yeni kuĢak antibakteriyel ve antigungal 

antibiyotiklerin yüksek konsantrasyonlarda Ichneumonid endoparazitoid bir hymenopter tür 

olan Pimpla turionellae’nın tüm geliĢme evrelerinde yaĢama oranını düĢürdüğü ve geliĢme 

süresini uzattığı belirlenmiĢtir (Büyükgüzel ve Yazgan 1996, Büyükgüzel and Yazgan 1999, 

Büyükgüzel ve Yazgan 2002). 

 

Son zamanlarda Büyükgüzel ve Kalender (2007, 2008, 2009) tarafından G. mellonella 

üzerinde böcek beslenmesinde yapay besinlere çok uzun yıllar antimikrobiyal 

kontaminasyonları önlemek amacıyla ilave edilen eski kuĢak antibiyotikler ile çeĢitli 

çalıĢmalar yürütülmüĢtür. Bu çalıĢmalarda denenen penisilin, streptomisin ve flukonazol gibi 

antimikrobiyal antibiyotiklerin böceğin orta bağırsağında oksidatif stres göstergesi olan 

malondialdehit (MDA) gibi lipit peroksidasyon ürünlerinin miktarını ve antioksidan 

enzimlerden süperokist dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon S-transferaz (GST) ve 

glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitelerini artırdığı tespit edilmiĢtir. Bu çalıĢmlarda aynı 

zamanda antibiyotiklerin böceğin yaĢama ve geliĢmesi üzerindeki olumsuz etkilerinin 

oksidatif stres ve bunun sonucu zayıflayan antioksidan savunma sistemi ile iliĢkisi 

incelenmiĢtir. Bu çalıĢmalardan yola çıkarak Büyükgüzel ve ekibi tarafından son zamanlarda 

yeni kuĢak antiviral (Ġçen 2003) antibakteriyel (Hamzaoğlu 2012), antihelmintik ve 

antiprotozoal (Vuran 2012) antibiyotiklerin yapay besinlere ilave edilmesi ile böceğin 

yaĢama, geliĢmesi üzerindeki olumsuz etkilerinin orta bağırsak (midgut), yağ doku (fat body) 
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ve hemolenf gibi çeĢitli dokulardaki oksidatif stres ile iliĢkili olup olmadığı araĢtırılmaya 

çalıĢılmıĢtır. Bu çalıĢmalardan da anlaĢılacağı gibi önemli bir ökaryot grubu olan böceklerde 

oksidan ve antioksidan tepkiye DNA cayraz (giraz) inhibitörlerinin etkilerini inceleyen 

herhangi bir çalıĢma bulunmamaktadır. Böyle bir çalıĢma bu alandaki bir boĢluğu 

doldurabileceği gibi bu hususta farklı ökaryot gruplarını da karĢılaĢtırma imkânını 

sağlayacaktır. Çünkü omurgalılar gibi yüksek organizasyonlu ökaryotik organizmalarda 

antibakteriyel, antifungal, antiviral antibiyotikler doğrudan veya dolaylı olarak DNA 

replikasyonunu, transkripsiyonu, protein sentezini ve hücre ara metabolizmasını olumsuz 

yönde etkilemektedir (Kuhlmann 1996). Diğer taraftan hücre iskeletenin oluĢumunu veya 

sterol biyosentezini engelleyen geleneksel bazı antifungal maddelerin Lygus hesperus 

(Knight)’un biyolojik özellikleri ile erginlerin kuru ağırlığını olumsuz yönde etkilediği 

gösterilmiĢtir (Alverson and Cohen 2002). RNA sentezi inhibitörü olan rifampisin bir afit türü 

Bemisia tabaci (Gennadius)’nin erginleĢme süresini önemli derecede uzatmıĢ ve erginleĢen 

birey sayısını da azaltmıĢtır (Ruan et al. 2006). Antibiyotiklerin insan dahil omurgalılarda 

olduğu gibi omurgasızların önemli bir grubu olan böceklerde de benzer etki mekanizmalarına 

sahip olup olmadıkları net olarak bilinmemektedir.  

 

Böceklerin baĢta orta bağırsak olmak üzere, hemolenf ve yağ dokusunda fenolik maddeler 

(taninler, fenolik asit, flavonlar, lignin, gliseollin), kinonlar ve furanokoumarinler 

(ksantotoksin, izopimpinellin, angelisin) gibi bazı bitki allelokimyasallarının sebep olduğu 

oksidatif strese karĢı enzimatik antioksidatif savunma sistemindeki değiĢimler detaylı olarak 

çalıĢılmıĢtır (Pritsos et al. 1991, Ahmad 1992, Felton and Summers 1995, Timmermann et al. 

1999, Barbehenn and Stannard 2004, Krishnan and Kodrik 2006). Böceklerde sindirimin 

kanalının orta bölgesinde (orta bağırsak) sindirim enzimleri salgılanarak besinler sindirilir 

(Sehnal and Zitnan, 1996). Lepidoptera takımına ait bazı türlerin larvalarında bazı 

allelokimyasalların sindirimi ile oluĢan reaktif oksijen türlerinin orta bağırsak hücrelerinde 

oksidatif hasara sebep olduğu ve enzimatik antioksidan savunma sistemini zayıflattığı tespit 

edilmiĢtir (Perić-Mataruga et al. 1997, Krishnan and Sehnal 2006, Krishnan et al. 2007). 

 

Gemifloksasin fluorokinolon sınıfına dahil bir antibiyotiktir (ġekil 1.1). Bakterisit etkili olup 

insanların enfeksiyon hastalıklarının tedavisinde yaygın olarak kullanılır. Gemifloksasin, 

bakterilerin çogalması için gerekli olan DNA cayraz (giraz) ve topoizomeraz IV enzimlerini 

inhibe eder. Bu yolla DNA sentezini engellemek suretiyle etkisini gösterir (Owens and 

Ambrose 2005). Bu antibiyotik, Streptococcus pneumoniae’de her iki enzim sistemini 

http://www.springerlink.com/content/?Author=Ingrid+Kuhlmann
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terapötik açıdan ilgili ilaç seviyelerinde inhibe etme yetenegine sahiptir. Gemifloksasin dahil 

kinolonların etki mekanizması makrolidlerin, beta-laktamların, aminoglikozidlerin veya 

tetrasiklinlerin etki mekanizmasından farklıdır. Gemifloksasin karaciğer tarafından sınırlı 

ölçüde metabolize edilir. BaĢlıca metabolitleri N-asetil gemifloksasin, gemifloksasinin E-

izomeri ve gemifloksasinin karbamil glukuronididir. Sitokrom P450 enzimleri gemifloksasin 

metabolizmasında önemli bir rol oynamazlar ve bu enzimlerin metabolizma aktivitesi 

gemifloksasin tarafından önemli ölçüde inhibe edilmez (Iannini 2007). 

 

ġekil 1.1  Gemifloksasin mesilatın kimyasal yapısı. 

 

Klinik amaçlı kullanılan antibiyotiklerin zararlı böceklere yönelik insektisit olarak kullanılıp 

kullanılamayacağı henüz tartıĢma halindedir. Yeni kuĢak antibiyotiklerin önemli bir grubunu 

oluĢturan gemifloksasinin (mesilat tuzu)  böceklerdeki etkisi konusunda herhangi bir çalıĢma 

bulunmamaktadır. Diğer taraftan yapay besinlere ilave edildiğinde besinsel değeri olmayan 

bir bileĢen olarak besin bileĢenleri ile etkileĢimi hakkında bilgi bulunmamaktadır. Bu çalıĢma 

insan ve hayvanların enfeksiyon hastalıklarının tedavisinde yaygın olarak kullanılan yeni 

kuĢak antibakteriyel antibiyotiklerin zararlı böceklerin mücadelesinde insektisit olarak 

kullanılabilirliğini incelemesi bakımından önemlidir. Diğer taraftan gemifloksasin asıl etkisini 

bakteriyel DNA sentezini önleyerek gösterdiği için özellikle hedef olmayan insan dahil 

yüksek organizasyonlu ökaryotik canlılarda benzer etki mekanizmasını göstermesi ihtimali 

düĢüktür. Böyle bir durumda bu antibiyotiklerin asıl etki mekanizmaları dıĢında baĢka bir etki 

mekanziması ile böcekler üzerinde etkili olup olmadığı söz konusu olmaktadır. Bu yüzden bu 
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çalıĢmada antibiyotiklerin omurgalılarda reaktif oksijen türleri aracılığıyla lipid 

peroksidasyonuna ve antioksidan enzim aktivitesinin değiĢimine sebep olduğu gibi (Miyachi 

et al. 1986, Vijayalekshmy et al. 1992, Abdrashitosa and Ramanov 2001) böceklerde de 

oksidatif ve antioksidatif tepki düzeyine etkisinin bulunup bulunmadığı incelenecektir. Bu 

kinolon antibiyotiğin ikincil bir etki mekanizması olarak oksidatif stres aracılığıyla böceklerin 

biyolojik özelliklerini ve detoksifikasyon kapasitesini zayıflatabileceği tahmin edilmektedir. 

 

Diğer tüm canlılarda olduğu gibi böcekler uygun olmayan besinsel ve çevresel Ģartlara uyum 

gösterebilmeleri için immün sistemleri yanında güçlü antioksidan savunma sistemine ve 

detoksifikasyon kapasitesine sahiptir. Böylece her ortamda yaĢamlarını sürdürebilmeleri için 

metabolik faaliyetleri sırasında ROT’ların oluĢumuna sebep olan toksik ya da zararlı kimyasal 

maddeleri zararsız hale getirebilmede baĢarılı olmaktadırlar (Barbehenn et al. 2003). Güçlü 

oksidan etkiler karĢısında öncelikle hücre zarının bileĢimindeki ve diğer hücresel lipidleri ve 

daha sonra diğer biyomoleküllerin oksidatif olarak yapısının bozulması önemli bir oksidatif 

stres göstergesidir. Hücresel lipidlerin yapısındaki doymamıĢ ve aĢırı doymamıĢ yağ asitleri 

oksidatif olarak bozularak baĢlama, çoğalma ve sonlama Ģeklinde bir seri zincirleme 

reaksiyonlar aracılığıyla son ürün olarak malondialdehid (MDA) meydana gelir (Cheesman 

1993) (ġekil 1.2). 

 

 

ġekil 1.2  DoymamıĢ yağ asitlerinden MDA oluĢumunun Ģematik gösterimi (Grotto et al. 2009). 
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Lipid peroksidasyonu sırasında ara reaksiyonlarda çeĢitli lipid radikalleri meydana gelir. Bu 

sürecin son aĢamalarına doğru oluĢan lipid hidroperoksit kararsız olup parçalanma ürünü 

olarak aldehit türevleri MDA ve 4-hidroksi-2-nonenal oluĢur. 

 

Serbest radikallerin etkisine maruz kalan diğer hücresel biyomoleküller ise yapısal ve iĢlevsel 

proteinlerdir. Bu proteinler, meydana gelen lipid radikalleri veya son ürünler MDA ve 4-

hidroksi-2-nonenal proteinlerin amino grubu ile reaksiyona girerek oksidatif olarak hasara 

uğramıĢ ve iĢlevini yitirmiĢ protein türevleri oluĢur. Protein oksidasyonu reaksiyonları lipid 

peroksidasyonun tersine zincirleme reaksiyonları Ģeklinde gerçekleĢmez. Diğer taraftan lipid 

peroksidasyonu son ürünleri fosfolipidler ve nükleik asitler ile de reaksiyona girerek bu 

moleküllerin yapısının bozulmasına yol açar. Böceklerde yapılan çalıĢmalarda artan lipid 

peroksidasyonu ile orantılı olarak MDA miktarının yükseldiği tespit edilmiĢtir (Ahmad et al. 

1995, Mano et al. 1995, Krishnan et al. 2009). 

 

Protein moleküllerindeki oksidatif hasarın, lipidlerdeki hasardan daha önemli olduğu 

bilinmektedir (Reznick and Packer 1994). Çünkü özellikle iĢlevsel proteinlerde in vivo olarak 

meydana gelen oksidatif hasar, enzim, hormon gibi proteinlerin rollerini olumsuz yönde 

etkileyebilir. 

 

Böcekler toksik maddelerin etkisi ile oluĢabilecek reaktif oksijen türlerinin zararlı etkilerinden 

korunmak için güçlü detoksifikasyon kapasitesine ve antioksidan savunma sistemine sahiptir 

(Ahmad 1992, Felton and Summers 1995, Barbehenn and Stannard 2004, Krishnan and 

Kodrik 2006). Bu enzimlerden süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon 

peroksidaz (GPx), glutatyon S-transferaz (GST) (Ahmad et al. 1990), askorbat peroksidaz 

(APOX) (Mathews et al. 1998) ve tiyoredoksin peroksidaz (Missirlis et al. 2003) böceklerin 

antioksidan savunmasında önemli rol oynamaktadır. Böceklerde ayrıca detoksifikasyondan sorumlu 

P450 monooksijenazlar, esterazlar ve GST enzimleri bulunmaktadır. GST enzimi farklı 

ksenobiyotikleri detoksifike etme özelliğine sahip olup geniĢ bir substrat spesifikliği gösterir 

(Vontas et al. 2001). Bu enzim ksenobiyotiklerin biotransformasyonunda rol oynayan faz II 

enzim sisteminin önemli bir enzimidir (Sivori et al. 1997, Sheehan et al. 2001). 

 

Böceklerde özellikle Lepidoptera takımına ait türlerde omurgalıların aksine selenyuma 

bağımlı GPx (Se-GPx) enzimi oldukça düĢük aktiflik gösterir. Bu enzim redükte glutatyona 

hidrojen peroksit ve lipid peroksitleri konjuge ederek toksik veya zararlı etkilerini ortadan 
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kaldırır (Ahmad et al. 1989). GPx enzimi SOD ve CAT ile iĢbirliği halinde serbest radikalleri 

ortamdan uzaklaĢtrır. Ahmad ve Pardini (1990) besinden kaynaklı eksojen radikallere karĢı 

savunma amaçlı ilk olarak SOD enziminin aktivitesinin arttığını belirtmiĢtir. SOD, süperoksit 

radikallerini H2O2 ve moleküler oksijene (O2) dönüĢtürerek ortamdan uzaklaĢtıran bir 

enzimdir. Bu dismutasyon reaksiyonu ile oluĢan H2O2, CAT enzimi tarafından, su ve oksijene 

parçalanır. APOX enzimi de CAT enziminin iĢlevine katkı olarak normal Ģartlarda CAT 

tarafından süpürülemeyecek kadar düĢük konsantrasyonlardaki H2O2’i parçalamaktadır 

(Ahmad et al. 1991, Clavaron-Mathews et al. 1997). Diğer taraftan GST enzimi GPx benzeri 

aktivitesi (GST-Gpx) sayesinde detoksifikasyon yeteneği yanında antioksidan etki de 

göstermektedir. GST enzimi ve GST enziminin GPx benzeri aktivitesinin Lepidoptera 

takımına ait türlerin besinsel toksik maddelere karĢı gösterdikleri fizyolojik bir adaptasyon 

olarak önmeli derecede yükseldiği tespit edilmiĢtir (Perić-Mataruga et al. 1997). 

 

Bu çalıĢma G. mellonella larvalarını beslemek için kullanılan yapay besinlere ilave edilen, 

bakterilerde DNA cayraz (giraz) ve topoizomeraz IV enzimlerini inhibe ederek DNA 

sentezini engelleyen fluorokinolon grubu bir antibakteriyel antibiyotik olan gemifloksasinin 

böceğin 7. evre larvalarının ortabağırsağında lipid peroksidasyon ve protein oksidasyonu 

düzeyleri ile detoksifikasyon enzimi GST aktivitesine etkisini göstermektedir. Bu çalıĢmada, 

ayrıca gemifloksasinin böceğin yaĢama oranı, geliĢme süresi, eĢey oranı, ömür uzunluğu, 

yumurta verimi ve açılma oranı üzerindeki olumsuz etkilerinin orta bağırsakta bu 

antibiyotiğin oluĢturduğu oksidatif stres ile iliĢkisi araĢtırılmıĢtır. 
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BÖLÜM 2 

 

MATERYAL VE METOT 

 

2.1 BÖCEKLERĠN YETĠġTĠRĠLMESĠ 

 

Yumurtadan yeni çıkmıĢ G. mellonella larvaları yapay besinde aseptik olmayan Ģartlarda 

beslenerek böcek kültürü oluĢturuldu. Böceklerin yetiĢtirilmesi inkübatörde (Nüve, ES 500) 

28  2 
0
C ve % 65  5 bağıl nemde yapıldı. Deneylerde yumurtadan yeni çıkmıĢ birinci evre 

larvaları kullanıldı.  

 

G. mellonella larvalarını laboratuvar Ģartlarında yetiĢtirmek için Bronskill (1961) tarafından 

geliĢtirilen yapay besin kullanıldı. Besin, 420 g buğday kepeği, 150 ml süzme bal, 150 ml 

gliserin (Merck, Darmstadt, Germany), 20 g öğütülmüĢ koyu renkli eski petek ve 30 ml saf su 

içermektedir. Besinin bileĢenleri gerekli miktarda tartılarak geniĢ bir kap içerisinde karıĢtırıldı 

ve özel bir karıĢtırıcı ile homojen bir karıĢım oluĢturuldu. Hazırlanan besin bir litrelik cam 

kavanozların  (80x180 mm) yaklaĢık 1/3’ne kadar dolduruldu. Kavanozun içine konulacak 

diĢilerin yumurta bırakması ve yeni açılan larvaların beslenmesi için besinin üzerine küçük bir 

parça bal peteği bırakıldı (Ortel 1995). Bu kavanozların içine 10-15 adet diĢi bırakılarak 

ağızları tel kafes yerleĢtirilmiĢ kapak ile kapatıldı. YaklaĢık 25-30 gün sonra geliĢimlerini 

tamamlayan olgunlaĢan larvalar (7. evre) pup olmaları için diğer bir kavanoza aktarıldı.  Bu 

kavanozun içine, larvaların pup olmaları için kuru ortam sağlamak üzere, katlanmıĢ pelur 

kağıt parçaları bırakıldı (Campos et al. 1990). OluĢan puplardan yaklaĢık 7-8 gün sonra ergin 

bireyler meydana geldi. Bu erginlerin büyük bir çoğunluğu böcek kültürünün devamı, bazı 

erginler ise gemifloksasinin farklı konsantrasyonları ile ilgili beslenme çalıĢmaları için gerekli 

yumurtaların elde edilmesinde kullanıldı. 
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2.2 LARVALARIN ELDE EDĠLMESĠ  

 

Kapaklı, 30 ml’lik geniĢ ağızlı, vida kapaklı bir plastik kabın (ORLAB, L190030, 35x55 mm) 

iç yüzeyine diĢiler tarafından yumurta bırakılması sağlandı. Bırakılan yumurtalar 28  2 
0
C ve 

% 65  5 bağıl nemde bekletilerek açılması sağlandı. Bu yumurtalardan açılan G. mellonella 

larvaları beslenme deneylerinde kullanıldı. Açılan larvalar, yumuĢak uçlu bir fırça (No: 0, 

Goya Toray) ile tel kafes kapaklı cam kavanozların (60 x120mm) içindeki besine (yaklaĢık 

200 g) bırakıldı.  

 

2.3 GEMĠFLOKSASĠNĠN ĠLE ĠLGĠLĠ BESLENME DENEYLERĠ  

 

Fluorokinolon grubu gemifloksasin [gemifloksasin mesilat, beyaz kristal toz, % 100, 

C18H20FN5O4.CH4O3S; 7-(3-aminometil)-4-metoksiimino-pyrrolidin-1-il)-1-siklopropil-6-

fluoro-4-okso-1,4-dihidro-[1,8]naftiridin-3-karboksilik asit mesilat] antibiyotiği Abdi Ġbrahim 

Ġlaç Sanayi ve Ticaret A. ġ. (Maslak, Ġstanbul)’den temin edildi. Gemifloksasinin besine ilave 

edilmesi ile yürütülen beslenme deneylerinde denenen miktarların konsantrasyonu 100 gram 

besin baĢına gram antibiyotik (% a/a) olarak ifade edildi. Gemifloksasin, besinin hazırlanması 

sırasında doğrudan besine ilave edildi. Kontrol besini (gemifloksasin içermeyen) hariç 

gemifloksasinin G. mellonella için % 0,001, 0,01, 0,1 ve 1,0 olmak üzere dört farklı 

konsantrasyonu denendi. Kontrol deneylerinde ise yalnızca gemifloksasin içermeyen besin 

kullanıldı. Bu çalıĢmada denenecek gemifloksasin konsantrasyonları G. mellonella 

(Büyükgüzel and Kalender 2007, 2008, 2009) ve bazı parazitoid böcek türleri (Büyükgüzel ve 

Yazgan 1996, Büyükgüzel 2001a) üzerinde antibiyotiklerin etkisinin araĢtırıldığı önceki 

çalıĢmalar temel alınarak belirlenmiĢtir. Bu çalıĢmaların ıĢığında, denenecek 

konsantrasyonların aralığını belirlemek amacıyla ön beslenme deneyleri yapıldı. Böceklerin 

ergin evreye kadar geliĢimini tamamlayabileceği konsantrasyon aralıkları 

belirlendiGemifloksasinin G. mellonella üzerindeki konsantrasyonları belirlenerek böceğin 

yaĢama, geliĢme, eĢey oranı, erkek ve diĢi ömür uzunluğu, yumurta verimi, yumurtaların 

açılma oranı, 7. evre larvalarının ortabağırsak MDA ve protein karbonil miktarı ile GST 

aktivitesi üzerine etkisi incelendi. 
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2.4 YAġAMA, GELĠġME, EġEY ORANI ĠLE ĠLGĠLĠ BESLENME DENEYLERĠ 

 

Antibiyotiğin denenen konsnatrasyonları hesaplanıp gerekli miktarları besinlerin hazırlanması 

sırasında ilave edidi. Daha sonra kontrol besini ve gemifloksasini içeren diğer besinler uygun 

besin kaplarına (Cam kavanozlar, 60 x120 mm) bölüĢtürüldü. Her bir konsantrasyon için 20 

larva kullanıldı ve deneyler dörder defa tekrarlandı. GeliĢimlerini tamamlayan olgun 7. evre 

G. mellonella larvaları alınarak pup olmak üzere 30 ml’lik plastik örnek kaplarına (ORLAB, 

L190030, 35x55 mm) her kapta bir larva olacak Ģekilde aktarıldı. Bu kaplara daha önceden 

larvaların pup olması için katlanmıĢ, ince pelur kağıt bırakıldı. Pup olan ve erginleĢen 

bireylerin sayııs ve oranı ile bu evrelere ulaĢtıkları süre belirlendi. Bu erginlerin erkek ve diĢi 

oranı ve ömür uzunlukları belirlendi. Denemede kullanılan erginlerin eĢey ayrımı, erginlerinin 

vücut büyüklüğüne ve abdomenlerinin son segmentindeki genital yapıya göre yapıldı. 

 

2.5 ERGĠN ÖMÜR UZUNLUĞU ĠLE ĠLGĠLĠ BESLENME DENEYLERĠ  

 

Gemifloksasinin erginlerin ömür uzunluğuna etkisini belirlemek için biirnci evre larvaları 

gemifloksasinin miktarlarını içeren yapay besinler ile ergin evreye kadar beslendi. Her 

konsantrasyon için 10 adet ergin kullanıldı ve deneyler dörder defa tekrarlandı. ErginleĢen 

bireyler 30 ml’lik, geniĢ ağızlı, Ģeffaf, delikli kapaklı plastik kaplara (ORLAB, L190030, 

35x55 mm) birer adet bırakıldı. G. mellonella erginleri besin almadığı (Charrière and Imdorf 

1997) için deney süresince herhangi bir besin verilmedi. Bu erginler böcek kültürünün devam 

ettirildiği ortam Ģartlarında bekletildi. Erginler, her gün belirli saatte kontrol edilerek en son 

erginin ölümüne kadar her erginin yaĢadığı süre belirlendi. 

 

2.6 YUMURTA VERĠMĠ VE AÇILMA ORANI ĠLE ĠLGĠLĠ DENEYLER 

 

Yumurta verimi deneyleri için yeni erginleĢmiĢ ve döllenmemiĢ bir günlük G. mellonella 

diĢileri kulanıldı. DiĢiler geniĢ ağızlı, delikli kapaklı, plastik kaplara (15 ml, ORLAB) her 

kapta bir adet diĢi olacak Ģekilde bırakıldı. Bırakılan yumurtalar siyah bir zemin üzerine 

konulan petri kutusu içinde sayıldı. Yapılan ön denemeler erginleĢen diĢilerin ilk 48-72 saat 

içinde yumurtalarını bıraktığını göstermiĢtir. Bu yüzden ilk 2-3 gün içinde bırakılan 

yumurtalar sayılarak açılması için stok kültürün devam ettirildiği ortam Ģartlarında bekletildi. 

DiĢinin yumurta verimi, bir günde diĢi baĢına bırakılan yumurta sayısı ele alınarak 

değerlendirildi. Yumurtaların açılma oranı (fertilite) her gün açılan larvalar siyah bir zemin 
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üzerinde sayılarak kaydedildi. Her bir deney için 10 adet diĢi kullanıldı ve deneyler dörder 

defa tekrarlandı. 

 

Deneylerin tümü kısa bir günlük inceleme periyodu hariç sürekli olarak karanlıkta tutuldu. 

Besinin hazırlanması ve larvaların aĢılanması hariç beslenme deneylerinin tümü böceklerin 

yetiĢtirildiği Ģartlarda yürütüldü. Besinin hazırlanması, yumurtaların elde edilmesi, bu 

yumurtalardan çıkan larvaların besine aĢılanması iĢlemleri tamamen aseptik olmayan Ģartlarda 

yapıldı (Ġçen et al. 2005, Büyükgüzel et al. 2007, Büyükgüzel and Kalender 2007). 

 

2.7 MDA, PROTEĠN KARBONĠL MĠKTARI VE GST AKTĠVĠTE ÖLÇÜMÜ 

 

Lipid peroksidasyon ürünü MDA ve protein oksidasyonu ürünü protein karbonil miktarları ile 

GST aktivitesinin ölçümü için gemifloksasin ile beslenen G. mellonella 7. evre larvalarının 

izole orta bağırsak dokusu kullanıldı. Deneylerin her bir tekrarında 15 adet larvanın 

ortabağırsağı kullanıldı. Deneyler dörder defa tekrarlandı. 

 

2.7.1 Orta Bağırsak Ġzolasyonu  

 

Orta bağırsak alınacak larvalar buz üzerinde 5 dk bekletildi. Daha sonra % 95 etil alkol ile 

yüzeyleri silinerek steril edildi ve parafinle doldurulmuĢ petri kabına sırt kısmı parafine 

gelecek Ģekilde sabitlendi. Larvalar toraks bölgesindeki birinci çift bacakların önünden 

itibaren üçüncü abdomen bölgesindek bacak çiftine kadar orta eksen boyunca ince uçlu 

diseksiyon makası ile kesildi. Streomikroskop (Olympus SZ61, Tokyo, Japan) altında ince 

uçlu bir pens ile sindirim kanalı çıkarıldı. Sindirim kanalından orta bağırsak ön ve son 

bağırsaktan ayırılarak izoel edildi. Orta bağırsağa tutunmuĢ yağ doku, Malpiki tüpçükleri ve 

bağırsak içeriği uzaklaĢtırıldı. 

 

Orta bağırsak örnekleri, içinde önceden soğuk homojenizasyon tamponu % 1,15’lik 

potasyum klorür (KCL) a/h, 25 mM dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPO4), 5 mM 

etilendiamintetraasetik asit (EDTA), 2 mM fenilmetilsülfonil (PMSF), 2 mM ditiyotreitol 

(DTT), pH: 7,4)  bulunan bir ependorf tüpe alındı. Fenol oksidaz aktivitesini önlemek için 

birkaç feniltiyoüre kristali konuldu. Örnekler derin dondurucuda (-80 
0
C) analiz yapılıncaya 

kadar bekletildi. 
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2.7.2 MDA Analizi 

 

MDA analizinde Jain ve Levine (1995)’nın metodu kullanıldı. Bu metod kullanılarak 532 

nm’de tiyobarbitürik asit (TBA) ile reaksiyona giren lipid peroksidasyonun son ürünü MDA 

miktarı belirlendi. Ultrasonik homojenizatör (10 sn, 30 W) (Bandelin Sonoplus HD2070, 

Berlin, Germany) ile orta bağırsak % 1,15’lik KCl içinde özütlendi. Homojenizata pH 7,4 

olan fosfat tamponu (18 mM NaCl, 18 mM Na2HPO4), 0,04 M butillenmiĢ hidroksi toluen 

(BHT), % 30’luk triklorasetik asit (TCA)  eklenerek 2 saat buzun içerisinde bekletildi. Daha 

sonra +4 °C de, 2000 x g devirde 15 dakika santrifüjlendi. Süpernatanta 0,1 M EDTA ve % 

1’lik TBA ilave edilerek kaynar su banyosunda 45 dakika bekletildi. Örneklerin 

spektrofotometrede (Shimadzu 1700 UV/Vis, Kyoto, Japan)  532 nm’de absorbansı okundu. 

MDA miktarı 1,56 x 10
5
 M

-1
cm

-1
 kat sayısı kullanılarak nmol/mg protein olarak hesaplandı. 

 

2.7.3 Protein Karbonil Analizi 

 

Protein oksidasyon ürünü protein karbonil miktarının tayini için Levine (1994)’in metodu 

temel alındı. Bu metod bir ölçüde değiĢtirilerek kullanıldı (Krishnan and Kodrik 2006). 

Kuvvetli asit ortamda proteinlerdeki karbonil gruplarının 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile 

oluĢturdukları kararlı bileĢik 2,4-dinitrofenilhidrazonun 370 nm’de absorbansı ölçüldü. 

Dokular homojenizasyon tamponu içinde % 1,15’lik potasyum klorür (KCL) a/h, 25 mM 

dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPO4), 5 mM etilendiamintetraasetik asit (EDTA), 2 mM 

fenilmetilsülfonil (PMSF), 2 mM ditiyotreitol (DTT), pH: 7,4)  ultrasonik homojenizatör (10 

sn, 30 W) (Bandelin Sonoplus HD2070, Berlin, Germany) +4 
0
C’de homojenize edildi. 

Homojenizat +4 
0
C’de 1000 x g’de 10 dk santrifüj (Hettich Zentrifugen, Mikro 200 R 

soğutmalı santrifüj) edildi. Süpernatanta % 10’luk streptomisin sülfat ilave edilerek 37 
0
C’de 

15 dk benmaride bekletildi. Süpernatanttan nükleik asitler 8000 x g’de + 4 
0
C’de santrifüj 

edilerek çöktürüldü. Üst sıvıdan 200 l alınarak baĢak bir tüpe aktarıldı. Üzerine 800 l 10 

mM 2,4 dinitrofenilhidrazin (DNPH) ilave edildi. Benmaride 37 
0
C’de 15 dk belirli aralıklar 

ile çalkalamdı. Daha sonra tüplere 700 l % 20’lik trikloroasetik asit ilave edilerek buz 

üzerinde 10 dk bekletildikten sonra + 4 
0
C’de 10000 x g’de 10 dk santrifüjlendi. OluĢan 2,4-

dinitrofenilhidrazon bileĢikleri çöktürüldü. Üst sıvı atılarak çöküntü üzerine 1:1 oranında 1 ml 

etanol: etil asetat karıĢımı ilave edildi. Vorteks ile yavaĢca homojenize edildi. Bu iĢlem 3 defa 

tekrarlanıp her defasında 10000 x g’de + 4 
0
C’de santrifüj edilerek üst sıvı atıldı. En son 
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santrifüjleme iĢleminden sonra çöküntü üzerine 2,5 ml 6 M guanidin hidroklorür ilave 

edilerek iyice 37 
0
C’de 10 dk (oda ısısında 45 dk) karıĢtırılmak suretiyle çöküntünün 

çözülmesi sağlandı. Bu homojen çözeltiden 150 l alınarak total protein tayini yapıldı. Geri 

kalan karıĢımdan kaba partiküller 10000 x g’de 10 dk +4 
0
C’de santrifüj edilerek çöktürüldü. 

Üst sıvı alınarak 370 nm de kör tüpe karĢı absorbansı spektrofotometrede (Shimadzu 1700 

UV/Vis, Kyoto, Japan) belirlendi. Protein karbonil miktarı 22,000 M
-1

 cm
-1

 kat sayısı 

kullanılarak nmol/mg protein hesaplandı. 

 

Örneklerin total protein tayini için 6 M guanidin hidroklorür ile çözülen çöküntüden alınan 

150 l karıĢım, 1350 l guanidin hidroklorür ile (1:10 oranında) seyreltildi ve absorbansı 280 

nm’de ölçüldü. 6 M guanidin hidroklorür ile hazırlanan Bovin serum albumin (BSA) standart 

çözeltileri (12,5-1600 mg/100ml) ile standart grafik çiizldi. Total protein miktarı bu grafiğe 

göre belirlendi.     

 

2.7.4 GST Analizi  

 

Orta bağırsak doku örnekleri +4 
0
C’de ultrasonik homojenizatörde (Bandelin Sonoplus 

HD2070, Berlin, Germany) (10 sn, 30 W) özütlendi. Özütleme iĢlemi soğuk ortamda yapıldı. 

Homojenizat, +4 °C’de 16000 x g’de 20 dakika santrifüjlendi. Üst sıvı GST aktivitesinin 

ölçümü için kullanıldı. Bu iĢlem için Habig vd. (1974) tarafından geliĢtirilen yöntem 

kullanbıldı. GST’nin substratı olarak 1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) kullanıldı. GST 

tarafından glutatyonun oksidasyonu sırasında CDNB 340 nm’de yükselen absorbans gösterir. 

GST aktivitesinin ölçülmesi için 3 ml’lik cam küvetlere 2,5 ml 50 mM fosfat tamponu, 200 μl 

20 mM redükte glutatyon ve 150 μl süpernatant ilave edildi. Bu karıĢıma 150 μl 25 mM 

CDNB eklenerek enzimatik reaksiyonun baĢlaması sağlandı ve yükselen absorbanslar 2 

dakika süre ile okundu. Absorbasın 2 dk süre ile yükselmesi CDNB’nin indirgenmiĢ glutatyon 

ile reaksiyona girerek tiyoether yapısının oluĢumunu göstermektedir. Enzim aktivitesi 340 

nm’de (ε340: 0,0096 μM.cm
–1

) süpernatantta bulunan 1 mg toplam protein baĢına 1 dakikada 

oluĢturulan tioether miktarı olarak hesaplandı ve enzimin spesifik aktivitesi mol/mg 

protein/dk olarak verildi. 

 

GST enziminin spesifik aktifliğini hesaplamak ve MDA miktarını mg protein baĢına vermek 

için örneklerdeki çözünür total protein miktarı belirlendi. Protein tayini Folin-Lowry (Lowry 
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et al. 1951) metoduna yapıldı. Örneklerin absorbansı spektrofotometrede 600 nm’de ölçülerek 

total protein miktarı hesaplandı. Total protein tayini için standart protein olarak, bovin serum 

albumini (BSA) çözeltileri hazırlandı ve bir standart grafik çizildi. Total protein miktarları bu 

standart grafiğe göre hesaplandı.  

 

2.8 ĠSTATĠSTĠKSEL ANALĠZLER 

 

Gemifloksasinin G. mellonella’nın biyolojik özelikleri üzerindeki etkisini belirlemek için 

böceğin farklı geliĢim evrelerindeki geliĢme süresi (yedinci larval evreye, pup evresine ve 

ergin evreye ulaĢmak için geçen gün olarak ortalama süre), yaĢama oranı (bu evrelerde 

yaĢayan yüzde olarak birey sayısı) dikkate alındı. Böceğin eĢey oranı erkek ve diĢi bireylerin 

yüzdesi belirlenerek hesaplandı. Gemifloksasinin ergin evredeki yaĢama süresine (ömür 

uzunluğu) etkisini belirlemek için erginleĢen diĢi ve erkek bireylerin hayatta kaldıkları gün 

olarak ortalama süre (ömür uzunluğu) belirlendi. DiĢilerin verimliliği üzerindeki etkisinin 

değerlendirilmesinde ise bırakılan yumurta sayısı ve açılma oranı dikkate alındı. Farklı 

konsantrasyonlarda gemifloksasinin böceğin detoksifikasyon kapasitesine, lipid 

peroksidasyonu ve protein oksidasyonu düzeyi üzerine etkilerinin değerlendirilmesinde ise 

orta bağırsak GST enzimi ile lipid peroksidasyonu ürünlerinden MDA ve protein oksidasyonu 

ürünlerinden protein karbonil miktarındaki değiĢimler dikkate alındı. Böceğin geliĢme süresi, 

erginlerin ömür süresi, diĢilerin yumurta verimi ve yumurtaların açılma oranı, orta 

bağırsaktaki MDA ve protein karbonil miktarı ve GST aktivitesi ile ilgili verilerin 

değerlendirilmesinde tek yönlü “Varyans Analizi” (ANOVA) (SPSS 1997), ortalamalar 

arasındaki farkın önemini saptamak için “LSD Testi” (SPSS  1997), yaĢama ve eĢey oranı ile 

ilgili verilerin değerlendirilmesinde ise “χ
2
 (Chi square) Testi” (Snedecor and Cochran 1989) 

kullanıldı. Ortalamalar arasındaki farkın önemi 0,05 olasılık seviyesinde analiz edildi.  
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BÖLÜM 3 

 

ARAġTIRMA BULGULARI 

 

3.1 GEMĠFLOKSASĠNĠN YAġAMA, GELĠġME VE EġEY ORANINA ETKĠSĠ 

 

Kinolon grubundan olan gemifloksasinin değiĢik miktarları yapay besine ilave edilerek G. 

mellonella üzerinde etkisi incelendi. Bu bölümde antibiyotiğin böcek üzerindeki etkisinin 

belirlenmesinde böceğin yaĢama, geliĢme ve eĢey oranı dikkate alındı. Gemifloksasinin 

besinlerdeki konsantrasyonları böceğin son evreye (7. evre) ulaĢan larvalarının yaĢama 

oranında önemli derecede azalmaya neden olmuĢtur. Bu antibiyotik aynı zamanda pup ve 

ergin olma oranını gemifloksasin içermeyen kontrol besini ile karĢılaĢtırıldığında önemli 

derecede düĢürmüĢtür. Kontrol besininde larvaların % 91,25’i 7. evreye ulaĢtığı halde en 

düĢük gemifloksasin konsantrasyonu larvaların yaklaĢık % 60’ını bu evreye ulaĢtırmıĢtır. 

Gemifloksasinin denenen en yüksek konsantrasyonu (%1,0) pup olma oranını % 80,00’den % 

33,75’e düĢürmüĢtür. Kontrol besini ile beslenen larvaların % 78,75’i ergin olmuĢtur. Buna 

rağmen besindeki denenen en yüksek gemifloksasin konsantrasyonu  ergin olma oranını % 

30,00’a düĢürmüĢtür (Çizelge 3.1). Besindeki gemifloksasinin bu oranı larval geliĢme süresini 

önemli derecede geciktirmiĢtir. Aynı zamanda bu konsantrasyon pup ve ergin evrelerine 

ulaĢmak için gereken süreyi önemli derecede uzatmıĢtır. Bu besinle beslenen larvalar kontrol 

grubuna göre ortalama 6 gün daha geç son larval evreye (7. evre) ulaĢmıĢtır. Bu 

konsantrasyonda larvalar ortalama 5 gün daha geç pup evresine ulaĢmıĢ olup ergin evreye 

ulaĢırken bu gecikme 7 gün olarak belirlenmiĢtir. Gemifloksasinin besinsel düĢük 

konsantrasyonları böceğin ergin evreye kadar olan tüm geliĢme evreleri ele alındığında 

geliĢme süresini önemli derecede etkilememiĢtir. Ancak gemifloksasinin besinsel düĢük 

konsantrasyonları tüm geliĢim evrelerinde yaĢama oranını önemli derecede düĢürmüĢtür. 

 

Kontrol besini (gemifloksasin içermeyen yapay besin) ile beslenen baĢlangıçtaki larvaların % 

78,75’i ergin olmuĢtur. Bu erginlerin büyük bir oranı erkek eĢeyi yönünde ortaya çıkmıĢtır. 

Bu besin üzerinde beslenen larvalardan oluĢan erginlerin % 60,11’i erkek, % 39,89’i diĢi 
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olmuĢtur (Çizelge 3.1). Kontrol besini ile karĢılaĢtırıldığında, gemifloksasinin denenen 

konsantrasyonlarını içeren besinler erkek ve diĢi birey oranını etkilememiĢtir. Ancak denenen 

en yüksek gemifloksasin konsantrasyonunu içeren besin ile beslenen larvalardan düĢük bir 

oranda erkek ve diĢi birey meydana gelmiĢtir. Örneğin gemifloksasinin % 1,0’ini (en yüksek 

konsantrasyon) içeren besin erkek oranını 60.11’den % 44,80’e düĢürürken, diĢi olma oranını 

ise % 39,89’dan 55,20’ye artırmıĢtır.    

 

 



 

 

 

2
1
 

Çizelge 3.1 Gemifloksasinin G. mellonella larvalarının yaĢama, geliĢme ve eĢey oranına etkisi. 

 
       * 

Dört tekrarın ortalaması, her bir tekrar için 20 larva kullanıldı. 
       † 

Aynı sütunda aynı harfi içeren değerler birbirinden farklı değildir, P > 0,05 (
2 

testi, LSD Testi). 
      §  

Kontrol besini (Gemifloksasin mesilat içermeyen). 
       

Gemifloksasin 

(mesilat) 

(%) 

7.evreye ulaĢan 

larva oranı (%) 

(Ort
*  

± S.H)
†
 

7.evreye ulaĢma 

süresi (gün) 

(Ort
*  

± S.H)
†
 

Pup olma 

oranı (%) 

(Ort
*  

± S.H)
†
 

Pup olma 

süresi (gün) 

(Ort
*  

± S.H)
†
 

Ergin olma 

oranı (%) 

(Ort
*  

± S.H)
†
 

Ergin olma 

süresi (gün) 

(Ort
*  

± S.H)
†
 

EĢey oranı  (%) 

       Erkek                   DiĢi 

(Ort
*  

± S.H)
†         

(Ort
*  

± S.H)
†
 

0,000
§
 91,25 ± 3,69a 22,51 ± 1,42a 80,00 ± 2,76a 29,11 ± 1,15a 78,75 ± 4,08a 36,15 ± 0,70a 60,11 ± 5,14a     39,89 ± 3,20a 

0,001 58,75 ± 9,58b 22,54 ± 1,21a 47,50 ± 6,25b 29,11 ± 1,30a 43,75 ± 6,70b 36,76 ± 1,13a 54,41 ± 11,79a   45,59 ± 8,25a 

0,01 61,25 ± 8,90b 22,56 ± 1,31a 53,75 ± 7,15b 28,05 ± 1,05a 51,25 ± 6,46b 35,56 ± 0,74a 67,50 ± 3,89a     32,50 ± 2,75a 

0,1 55,00 ± 12,12b 23,85 ± 1,15a 50,00 ± 10,60b 29,79 ± 1,30a 45,00 ± 8,29b 37,66 ± 1,16a 42,50 ± 9,88 a    57,50 ± 4,34a 

1,0 37,50 ± 4,50c 28,16 ± 0,69b 33,75 ± 2,72bc 34,38 ± 0,73b  30,00 ± 3,06bc 43,97 ± 1,39b 44,80 ± 9,21a     55,20 ± 3,40a 
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3.2 GEMĠFLOKSASĠNĠN ÖMÜR UZUNLUĞU, YUMURTA VERĠMĠ VE AÇILMA 

ORANINA ETKĠSĠ  

 

Yapay besindeki farklı gemifloksasin konsantrasyonlarının G. mellonella’nın ömür uzunluğu 

üzerine etkileri incelendi. Ömür uzunluğuna etkisi incelenirken gemifloksasinin farklı 

miktarları ile yetiĢtirilen erkek ve diĢi erginlerin ölünceye kadar yaĢadıkları gün olarak süre 

dikkate alındı. Bu kinolon yapısındaki antibiyotiğin denenen en düĢük miktarı bu antibiyotiği 

içermeyen kontrol besini ile karĢılaĢtırıldığında erkek erginlerin ömür uzunluğunu ortalama 

2,0 gün uzatmıĢtır. Buna rağmen erkek erginlerin ömür uzunluğu açısından kontrol ile 

karĢılaĢtıırldığında arasında istatistiksel bakımdan önemli bir etki ortaya çıkmamıĢtır. Bu 

antibiyotiğin denenen en düĢük miktarı gemifloksasin içermeyen kontrol besini ile 

karĢılaĢtırıldığında benzer bir etkiyi diĢi ömür uzunluğu üzerinde de göstermiĢtir. Sonuçta 

gemifloksasinin denenen konsantrasyonlarını içeren besinler erkek ve diĢi erginlerin ömür 

uzunluğu üzerinde önemli derecede etkili olmamıĢtır (Çizelge 3.2). Gemifloksasinin % 0,001-

0,1 oranında düĢük konsantrasyonlarını içeren besinler diĢilerin ömür uzunluğunda kontrol 

grubuna göre yaklaĢık 1’er gün uzamaya neden olmuĢtur. Ancak bu etki istatistiksel olarak 

önemli olmamıĢtır. 

 

Bu bölümde gemifloksasinin farklı konsantrasyonlarını içeren yapay besinlerde yetiĢtirilen G. 

mellonella diĢilerinin yumurta verimi ve bırakılan yumurtaların açılma oranına etkileri 

incelendi. Gemifloksasinin denenen konsantrasyonlarını içeren besinler ile beslenen 

larvalardan erginleĢen diĢilerin kontrol besini ile beslenen larvalardan erginleĢen diĢilere göre, 

yumurta verimi önemli derecede azalmıĢtır. Kontrol besini ile yetiĢtirilen diĢiler günde 134,46 

adet yumurta bırakırken % 0,001’lik gemifloksasin ile yetiĢtirilen diĢilerin yumurta verimi 

60,26 adet yumurtaya kadar düĢmüĢtür. Buna karĢılık besine % 0,1 oranında gemifloksasinin 

ilave edilmesi yetiĢtirilen diĢilerin bıraktığı yumurta sayısını önemli derecede azaltmıĢtır 

(Çizelge 3.2). Bu gemifloksasin konsantrasyonu ile yetiĢtirilen diĢiler bir günde ortalama 

26,75 adet yumurta bırakmıĢlardır. Besindeki gemifloksasin miktarının on katı artırılması (% 

0,1) gemifloksasinin % 0,1’lik konsantrasyonu ile karĢılaĢtırıldığında, yumurta sayısını iki 

katı artırmıĢtır. Ancak bu iki antibiyotik konsantrasyonu etkileri bakımından kendi aralarında 

karĢılaĢtırıldığında önemli bir istatistiksel fark ortaya çıkmamıĢtır.  

 

Yumurtaların açılma oranı bu antibiyotiğin denenen en düĢük konsantrasyonunu içeren besin 

tarafından istatistiksel olarak önemli olmayan derecede düĢürülmüĢtür (Çizelge 3.2). 
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Gemifloksasinin yüksek konsantrasyonları bırakılan yumurtaların açılma oranını besindeki 

artan antibiyotik konsantrasyonu ile orantılı olarak önemli derecede azaltmıĢtır. 

Gemifloksasin içermeyen kontrol besini ile yetiĢtirilen diĢilerin bıraktığı yumurtaların            

% 87,86’sı açılmıĢtır. Bu açılma oranı gemifloksasinin en yüksek konsantrasyonu tarafından 

% 53,71’e düĢürülmüĢtür. 
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Çizelge 3.2 Gemifloksasinin G. mellonella larvalarının ergin ömür uzunluğu, yumurta verimi ve açılma oranına etkisi. 

 

 

*
Dört tekrarın ortalaması, her bir tekrar için 10 ergin kullanıldı.

  

†
Aynı sütunda aynı harfi içeren değerler birbirinden farklı değildir, P > 0,05 (LSD Testi).

 

§ 
Kontrol besini (Gemifloksasin mesilat içermeyen). 

 

 

 

Gemifloksasin 

(mesilat) 

(%) 

Ergin ömür uzunluğu (gün) 
Yumurta verimi 

(yumurta/gün/diĢi) 

(Ort
* 
± S.H)

†
 

Açılma oranı 

(%) 

(Ort
* 
± S.H)

†
 

Erkek                DiĢi 

(Ort
* 
± S.H)

†     
(Ort

*  
± S.H)

†
 

0,000
§
 10,99 ± 0,26a     9,39 ± 0,72a 134,46 ± 16,86a 87,86 ± 3,47a 

0,001 13,09 ± 0,78a   10,88 ± 0,44a 60,26 ± 9,45b 75,39 ± 7,13ab 

0,01 10,40 ± 1,51a   10,83 ± 0,88a 48,91 ± 14,58b 62,22 ± 6,78b 

0,1 10,30 ± 0,89a   10,13 ± 0,58a 26,75 ± 5,53b 57,09 ± 6,06b 

1,0 11,45 ± 2,13a     9,69 ± 1,03a 53,15 ± 5,49b 53,71 ± 4,53b 
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3.3 GEMĠFLOKSASĠNĠN MDA, PROTEĠN KARBONĠL VE GST AKTĠVĠTESĠNE 

ETKĠSĠ 

 

Gemifloksasin antibiyotiğinin G. mellonella larvalarının orta bağırsağında lipid 

peroksidasyonu ürünü MDA miktarına etkisi incelendi. Bu antibiyotiğin düĢük 

konsantrasyonlarını içeren besinler kontrol besini ile karĢılaĢtırıldığında son evre larvalarının 

(7. evre larvaları) orta bağırsak MDA miktarında istatistiksel olarak önemli olmayan derecede 

artıĢa sebep olmuĢtur (Çizelge 3.3). Antibiyotiğin denenen en düĢük konsantrasyon olan % 

0,001’lik miktarını içeren besin MDA miktarını kontrol besindeki MDA miktarı olan 0,11 

nmol/mg protein’den 0,15’e nmol/mg protein’e artırmıĢtır. G. mellonella larvalarını beslemek 

için kullanılan bu besine ilave dilen antibiyotiğin miktarı 10 katı artırıldığında (% 0,01) ise 

orta bağırsak MDA miktarı kontrol besindeki MDA miktarı olan 0,11 nmol/mg protein’den 

0,18 nmol/mg protein’e artmıĢtır. Bu kinolon grubu antibiyotiğin besine ilave edilen en 

yüksek miktarını (% 1,0) içeren besin MDA miktarını 0,11 ± 0,02 nmol/mg protein’den 0,37 

nmol/mg proteine artırmıĢtır. Bu artıĢ yaklaĢık 3 katı oranında olup istatistiksel açıdan önemli 

bir artıĢtır.  

 

ÇalıĢmanın bu bölümünde antibiyotiğin G. mellonella larvalarının orta bağırsağında protein 

oksidasyonuna etkisini araĢtırmak için protein oksidasyonu ürünü olan protein karbonil 

miktarındaki değiĢimler belirlendi (Çizelge 3.3). Gemifloksasin ilave edilmeyen ve kontrol 

besini olarak kullanılan besin ile yetiĢtirilen larvaların orta bağırsağında protein karbonil 

miktarı 34,75 nmol/mg protein olarak bulunmuĢtur. Bu antibiyotiğin % 0,001’lik 

konsantrasyonunu içeren besin, kontrol besini ile karĢılaĢtırıldığında protein karbonil 

miktarını 83,43 nmol/mg protein’e önemli derecede artırmıĢtır. Yapay besindeki antibiyotik 

miktarının % 0,01 ve 0,1’lik konsantrasyonlara artırılması kontrol besini ile yetiĢtirilen 

larvaların orta bağırsağındaki 34,75 nmol/mg protein olan protein karbonil miktarını sırasıyla 

64,50 ve 80,12 nmol/mg protein’e artırmıĢtır. Besine gemifloksasinin en yüksek 

konsantrasyonunun ilave edilmesi protein karbonil miktarını yaklaĢık 2 katı oranında artırmıĢ 

olup 34,75 nmol/mg protein’den 73,87 nmol/mg protein’e yükseltmiĢtir.  

 

Antibiyotiğin böceğin detoksifikasyon kapasitesine etkisini belirlemek için böceğin son evre 

larvalarının ortabağırsağındaki GST enzimi aktivitesindeki değiĢimler incelendi. Bu larvaları 

beslemek için kullanılan yapay besinde (gemifloksasin içermeyen kontrol besini) beslenen 

larvaların orta bağırsak analizi sonucunda GST aktivitesinin 2,13 mol/mg protein/dk olduğu 
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hesaplanmıĢtır (Çizelge 3.3). Besine % 0,001 ve 0,1’lik gemifloksasin konsantrasyonlarının 

ilave edilmesi kontrol besini ile karĢılaĢtırıldığında GST aktivitesinde artıĢa sebep olmuĢtur.  

Ancak bu iki besin arasında istatistiksel olarak önemli derecede bir fark ortaya çıkmamıĢtır. 

Antibiyotiğin besine ilave edilen % 1,0’lik konsantrasyonu GST aktivitesini kontrol besinine 

göre önemli derecede artırmıĢ olup bu artıĢ 2 katı oranında meydana gelmiĢtir. Antibiyotiğin 

besine ilave edilen % 1,0’lik konsantrasyonu GST aktivitesini 2,13’den 4,78 mol/mg 

protein/dk’ya artırmıĢtır.   
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Çizelge 3.3 Gemifloksasinin G. mellonella larvalarının ortabağırsak MDA, protein karbonil miktarı ve GST aktivitesine etkisi. 

 

*
Dört tekrarın ortalaması, her bir tekrar için 15 ortabağırsak kullanıldı.

 

†
Aynı sütunda aynı harfi içeren değerler birbirinden farklı değildir, P > 0,05 (LSD Testi). 

§
Kontrol besini (Gemifloksasin mesilat içermeyen). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gemifloksasin 

mesilat 

(%) 

MDA 

(nmol/mg protein) 

(Ort
* 
± S.H)

†
 

Protein Karbonil 

(nmol/mg protein) 

(Ort
* 
± S.H)

†
 

GST aktivitesi 

(µmol/mg protein/dk) 

(Ort
* 
± S.H)

†
 

0,000
§
 0,11 ± 0,02a 34,75 ± 3,54a 2,13 ± 0,31a 

0,001 0,15 ± 0,01a 83,43 ± 3,40b 2,55 ± 0,43a 

0,01 0,18 ± 0,02a 64,50 ± 3,50c 2,09 ± 0,40a 

0,1 0,16 ± 0,02a 80,12 ± 3,89b 2,40 ± 0,39a 

1,0 0,37 ± 0,03b 73,87 ± 3,17bc 4,78 ± 0,55b 
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BÖLÜM 4 

 

TARTIġMA 

 

Bu çalıĢmada Lepidoptera takımına ait Pyralidae ailesinden olan G. mellonella larvaları 

laboratuvarda yapay besinler ile beslenerek flurokinolon grubu bir antibiyotik olan 

gemifloksasinin farklı miktarlarının böceğin larva, pup ve ergin evreye ulaĢan bireylerin 

oranı, bu evrelere ulaĢmaları için geçen süre, ergin ömür uzunluğu, eĢey oranı, diĢilerin 

yumurta verimi ve açılma oranına etkisi araĢtırılmıĢtır. Ayrıca bu çalıĢmada antibiyotiğin son 

evre larvalarının ortabağırsak oksidatif stres düzeyi (MDA ve protein karbonil düzeyi) ve 

detoksifikasyon enzimi GST aktivitesi üzerinde sebep olduğu değiĢimler belirlenmiĢtir. Bu 

çalıĢma klinik amaçlı olarak kullanılan yeni kuĢak sentetik antibiyotiklerin böcek beslenmesi 

açısından değerlendirilmesi ve zararlı böceklerin mücadelesinde bu antibiyotiklerin 

kullanılabilirliğini ortaya koyması açısından önemlidir. Elde edilen sonuçlar, denenen bu 

antibiyotiğin yaĢama ve geliĢim üzerindeki etkilerini böceğin hem larval geliĢme hem de larva 

sonrası geliĢme evrelerinde gösterdiğini açıkça göstermiĢtir. Bu etkiler besindeki 

gemifloksasin miktarına bağlı olarak da değiĢmiĢtir. Gemifloksasinin larvaların yapay 

besinine ilave edilen tüm konsantrasyonları böceğin tüm geliĢme evrelerindeki yaĢama 

oranını, diĢilerin yumurta verimini ve açılma oranını olumsuz yönde etkilerken, bu 

antibiyotiğin yalnızca yüksek miktarları böceğin geliĢimini geciktirmiĢtir. Buna karĢılık bu 

antibiyotik böceğin eĢey oranı ve ömür uzunluğunu etkilememiĢtir. 

 

Denenen antibiyotik konsantrasyonlarına bağlı olarak G. mellonella larvalarının orta 

bağırsağındaki protein karbonil miktarının önemli derecede artması yoğun bir protein 

hasarının olduğunu açıkça göstermektedir. Buna karĢılık lipid peroksidasyonunun ancak en 

yüksek gemifloksasin konsantrasyonunda önemli derecede arttığı gözlenmiĢtir. Bu antibiyotik 

konsantrasyonunda artan lipid peroksidasyonu ile orantılı olarak GST aktivitesinin de arttığı 

tespit edilmiĢtir (Çizelge 3.3). Bu sonuçlar sindirim iĢleminin gerçekleĢtiği ortabağırsak 

epitelyum dokusunun protein içeriğinin lipidlere göre antibiyotiğin oksidatif etkisine daha çok 

maruz kaldığını göstermektedir. Orta bağırsak dokusunun sindirim iĢleminin mekanik 
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etkilerine birinci derecede maruz kalan bir doku olduğuna dair bilgilerimiz bu sonuçları 

desteklemektedir. Aktif beslenme evresi olan larval evrede, bireylerin orta bağırsak 

dokusunun protein ve lipid içeriğinin oksidatif olarak hasar görmesi besin almayan pup ve 

ergin evrelerin biyolojik özelliklerini olumsuz yönde etkilemesi beklenmektedir. Böceklerin 

orta bağırsak dokusunda antibiyotiklerin protein oksidasyonuna etkisini belirten detaylı 

bilgilere sahip olmadığımızdan bu çalıĢmanın sonuçları Ģimdiye kadar yapılan çalıĢmalara 

önemli katkıda bulunacaktır. Proteinler serbest radikallerin doğrudan etkilerine lipidlerin 

yapısındaki doymamıĢ yağ asitlerinden daha az duyarlıdır. AĢırı doymamıĢ yağ asitlerinin 

oksidasyon son ürünü olan toksik aldehit ürünler MDA, glioksal, 2-hidroksiheptanal ve 4-

hidroksi-2-nonenal proteinlerin çeĢitli amino asit köklerinin amino ve karboksil grupları ile 

çapraz bağlar yaparak proteinlerin yapılarının bozulmasına neden olmaktadır. Bunun 

sonucunda iĢlevsel ve yapısal proteinlerde yapı bozulması meydana geldiğinden görevlerini 

eksik yapmakta veya tamamen iĢlevleri kaybolmaktadır (Requena et al. 1996). Bu çalıĢmanın 

sonuçları ve daha önceki yapılan beslenme çalıĢmaları (Eid et al. 1989, Büyükgüzel and Ġçen 

2004, Büyükgüzel and Kalender 2008) antibiyotiklerin etkilerinin belirlenmesinde belirli 

evrelerdeki böceklerin dokularında biyokimyasal analizlerinin yapılması ve fizyolojik 

değiĢimlerin ortaya konulmasının önemli olduğunu vurgulamıĢtır. 

 

Besine ilave edilen gemifloksasinin kimyasal ve fiziksel yapıyı etkileyerek besinin kalitatif ve 

kantitatif besinsel kalitesinde değiĢime sebep olması muhtemeldir. Böylece kullanılan besinin 

kimyasal bileĢimleri arasındaki dengenin değiĢimi sonucu larvaların beslenme davranıĢı 

değiĢmiĢ ve besin tüketim oranı azalmıĢ olabilir. Böcekleri beslemek için kullanılan 

besinlerdeki besin içeriğinin bozulması ve kalitesinin düĢük olmasının erginlerin fizyolojik ve 

biyolojik özelliklerini olumsuz etkilediği bilinmektedir (Slansky and Scriber 1985). Olumsuz 

Ģartlarda bekletilmesi sonucu bozulan doğal besin ile beslenen bir örümcek türü Pardosa 

prativaga (L. Koch)’da GST enzimi azalmıĢtır (Nielsen and Toft 2002). 

 

Besinsel kaynaklı olarak gerek besin içindeki etkileĢimlerden (eksojen) gerekse besinin orta 

bağırsakta sindirilmesi sırasında oluĢan serbest radikallerin oksidatif etkisinden böceklerin 

fizyolojik aktiviteleri etkilenmektedir (Timmermann et al. 1999). DeğiĢen bu fizyolojik 

iĢlevlere bağlı olarak böceklerin biyolojik yaĢam parametrelerinin olumsuz etkilenmesi 

çoğunlukla serbest radikallerin toksitesine bağlı olarak larvaların besin tüketim oranının 

değiĢmesinden ileri gelmektedir (Cohen and Crittenden 2004). Bu çalıĢmada gemifloksasinin 

etkisi ile besin kalitesi değiĢmiĢ olabilir. Bu değiĢime bağlı olarak meydana gelen dıĢ kaynaklı 
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serbest radikaller ile sindirim sırasında oluĢan iç kaynaklı serbest radikallerin sindirim kanalı 

dokusundaki protein ve lipit biyomolekülleri oksidatif olarak hasara uğramıĢ olabilir. 

 

Ġnsan sağlığı açısından büyük öneme sahip geleneksel antibiyotikler penisilin ve 

streptomisinin G. mellonella üzerinde denenmesi bu antibiyotiklerin böceğin yaĢama, 

geliĢme, vücut ağırlığı ve total protein miktarına etkisi böceğin geliĢme evreleri (larva, pup ve 

ergin) ile antibiyotiklerin türü ve dozuna bağlı olduğunu göstermiĢtir (Büyükgüzel and 

Kalender 2007, 2008, 2009). Bu çalıĢmalarda antibiyotiklerin G. mellonella larvalarının orta 

bağırsak MDA ve SOD, CAT, GST, GPx antioksidan enzimlerinin aktiviteleri üzerine 

etkilerinin böceğin larval evrelerine (3-7 evreler) göre değiĢtiği de belirtilmiĢtir (Büyükgüzel 

and Kalender 2007, 2008). Büyükgüzel and Kalender (2008) penisilinin % 0,01, 0,1 ve 1,0’lik 

konsantrasyonları G. mellonella’nın yaĢ ağırlığını artırdığını ortaya çıkarmıĢtır. Buna karĢılık 

böceğin yaĢ ağırlığını antifungal antibiyotikler flukonazol, griseofulvin ile antibakteriyel 

antibiyotik streptomisinin % 0,001 ve 0,01’lik düĢük miktarları artırmıĢtır. Bu antibiyotikler 

erginlerin total protein miktarında da azalmaya sebep olmuĢlardır. Penisilin, streptomisin, 

flukonazol ve griseofulvinin yüksek konsantrasyonları G. mellonella’nın larval evre 

sonrasındaki yaĢama oranlarını önemli derecede azaltmıĢ olup, geliĢmeyi önemli derecede 

geciktirmiĢtir. 

 

Gerek gemifloksasin ile yürütülen bu çalıĢmadan gerekse diğer antibiyotikler ile yapılan 

çalıĢmalardan böcek üzerindeki etkinin geliĢme evresine göre farklı ortaya çıktığı 

anlaĢılmaktadır. Gemifloksasinin G. mellonella üzerindeki etkilere benzer etkiler diğer 

takımlara ait böcekler üzerinde de ortaya çıkarılmıĢtır. Yapay besinlere küf ve mantar 

kontaminasyonunu önlemek için ilave edilen nistatin, sodyum benzoat ve metil p-

hidroksibenzoat gibi bazı antifungaller yumurta endoparazitoidi olan Trichogramma türlerinin 

yumurtalarının açılma oranını azaltmıĢ, farklı geliĢme evrelerdeki ölüm oranını artırmıĢtır 

(Xie et al. 1986, Grenier and Liu 1990, 1991). 

 

Böcek beslenmesi çalıĢmalarının baĢlangıcından bu yana ekonomik öneme sahip böceklerin 

(Pectinophora gossypiella (Saunders), Trichoplusia ni (Hübner), Graphognathus spp,  

Bemisia argentifolii Belows & Perring  laboratuarlarda yetiĢtirilmesi sırasında en sık 

karĢılaĢılan küf ve mantar kontaminasyonlarını önlemek amacıyla antimikrobiyal maddeler 

yapay besinlere ilave edilmiĢ hala günümüzde de ilave edilmeye devam edilmektedir (Ouye 

1962, Kishaba et al. 1968, Bass and Barnes 1969, Clark et al. 1985, Costa et al. 1997). 
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Diptera takımına ait olan Agria affinis ve Phryxe caudata’nın farklı antibakteriyel ve 

antifungal antibiyotikler ile beslenilmesi sonucunda bu böceklerin son larva evresine 

geliĢmesinin geciktiği, pup ve erginlerin sayısının azaldığı gözlenmiĢtir (Singh and House 

1970, Grenier 1977). Antifungal bir madde olan manganez etilenbisditiyokarbamat’ın 2600 

ppm’lik miktarı ile beslenen konak böceklerde yetiĢtirilen bir parazitik hymenopter olan 

Micropilis croceipes Cresson larvaları geliĢememiĢtir (Felton and Dahlman 1984). Kimyasal 

yapısı bilinen sentetik besine ilave edilen penisilin, streptomisin, rifampisin diğer bir 

endoparazitoid hymenopter türü olan P. turionellae’nın yaĢama oranını düĢürmüĢ ve 

geliĢimini geciktirmiĢtir (Büyükgüzel ve Yazgan 1996). 

 

Gemifloksasin DNA cayraz enzimini inhibe ederek bakteriler üzerinde öldürücü etki 

göstermektedir. Bu etkisi ile dolaylı olarak DNA sentezini engelledikleri için bu amaçla düĢük 

miktarlarda kullanılması yeterli olmaktadır. Bu özelliklerinden yola çıkarak bu çalıĢmada 

gemifloksasin kullanılmıĢ ve düĢük miktarda antibiyotik uygulaması ile insektisit olarak 

böcek üzerindeki öldürücü etkisinin değerlendirilmesi yapılmıĢtır. Bu çalıĢma aynı zamanda 

böcek beslenmesi açısından değerlendirildiğinde, böcek besinlerindeki kontaminasyonları 

önleyen ancak böcek üzerinde etkisiz olan antibiyotik miktarının belirlenmesine de öncülük 

edecektir. Antibiyotiklerin belirtilen bu iki amaç için de düĢük miktarlarda kullanılması 

çevresel etkinin en aza indirilmesi ve hedef olmayan canlıların korunması açısından da 

oldukça önemlidir. Daha önce DNA cayraz inhibitörleri ile ilgili G. mellonella ve Lepidoptera 

takımına ait diğer türler üzerinde çalıĢma yapılmamıĢ olup parazitik hymenopter tür P. 

turionellae üzerinde bazı cayraz inhibitörlerinin etkisi çalıĢılmıĢtır. Büyükgüzel (2001a,b) bu 

endoparazitoid türü laboratuvarda yetiĢtirmek için kullanılan kimyasal yapısı bilinen sentetik 

besine bir DNA cayraz inhibitörü olan novobiyosin ilave ettiğinde düĢük antibiyotik 

miktarında pup ve ergin olma oranının arttığını gözlemlemiĢtir. Bu çalıĢmalarda diğer bir 

DNA cayraz inhibitörü olan nalidiksik asit benzer Ģekilde yaĢama üzerine olumlu etki 

yapmıĢtır. Büyükgüzel and Ġçen (2004) tarafından yapılan sonraki çalıĢmalarda bu 

antibiyotikler besinlere üçlü kombinasyonlar Ģeklinde ilave edilmiĢ olup P. turionellae’nın 

erginlerinde total protein içeriğini ve yaĢ ağırlığını artırdığı ortaya çıkarılmıĢtır. G. mellonella 

ile yapılan bu çalıĢmada gemifloksasinin bazı konsantrasyonlarda yaĢama oranını ve yumurta 

verimini artırsa da bu artıĢlar istatistiksel olarak önemli değildir. Gemifloksasin genel olarak 

değerlendirildiğinde G. mellonella’nın yaĢama oranını düĢürmüĢ geliĢme süresini 

geciktirmiĢtir. Bu antibiyotik aynı zamanda yumurta verimini ve açılma oranını da olumsuz 

etkilemiĢtir. Gemifloksasinin G. mellonella üzerindeki etkisinin diğer DNA cayraz 
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inhibitörlerinin etkilerine göre değiĢiklik göstermesi, çalıĢılan böceklerin türlerinin ve 

denenen DNA cayraz inhibitörü antibiyotiklerin kimyasal yapısının farklı olmasından ileri 

gelebilir. Çok düĢük miktarlarda (1,5-6,0 mg) novobiyosin, nalidiksik asit ve oksonilik asit ile 

beslenen P. turionellae ile karĢılaĢtırıldığında, G. mellonella gemifloksasinin yüksek 

miktarlarını (0,001-1,0 g) tolere ettiği tespit edilmiĢtir. P. turionellae ile karĢılaĢtırıldığında, 

bazı protein ve RNA sentezi inhibitörleri ile beslenen A. Affinis larvaları da (Singh and House 

1970) bu antibiyotiklerin daha yüksek miktarlarında ergin evreye kadar geliĢimini 

tamamladığı ortaya çıkarılmıĢtır.  Bu farklılık bu böceklerin sindirim kanalının farklı yapıda 

olmasından kaynaklabilir. P. turionellae prepup evresine geçinceye kadar larvaların midgut 

ile hindgut arası kapalı olup alınan besin son larval evresini tamamlayıncaya kadar orta 

bağırsakta bekletilmektedir. Ancak böcek son larva evresini tamamladıktan ve pup evresine 

geçmeden önce bağırsak içeriğini boĢaltmaktadır. Buna karĢılık A. affinis ve G. mellonella 

larvaları alınan besinin sindirimini müteakiben sürekli olarak dıĢkısını boĢaltmaktadır. 

 

Lepidoptera takımına ait türler ile yapılan beslenme çalıĢmaları bu böceklerin orta 

bağırsağının yüksek pH’a (alkali) sahip olduğu sindirim ortamında güçlü bir oksidasyon 

potansiyelinin bulunduğunu göstermiĢtir (Terra 1990, Krishnan and Kodrik 2006). 

Lepidoptera takımına ait Spodoptera littoralis (Boisduval) larvalarının orta bağırsağında besin 

ile alınan bitki sekonder metabolitlerin etkisi ile serbest radikallerin oluĢtuğu, orta bağırsak 

oksidasyon potansiyelinin arttığı ve buna bağlı olarak lipid peroksidasyonun yükseldiği 

gösterilmiĢtir (Krishnan and Kodrik 2006). Gemifloksasin ile beslenen G. mellonella son evre 

larvalarının ortabağırsak dokusunda MDA ve protein karbonil miktarının artıĢı antibiyotiğin 

sindirimi sırasında oluĢan oksidatif stresten ileri gelebilir. Orta bağırsakta artan lipid 

peroksidasyonuna karĢı GST enziminin aktivesinde görülen yükselme antibiyotiğin 

parçalanması sonucunda oluĢan serbest radikallerin biyomoleküler hasara neden olmuĢ 

olabileceği düĢüncesini kuvvetlendirmektedir. Bu konuda destekleyici bilgilere ulaĢmamız 

için orta bağırsak dokusunda ve lümende oluĢan serbest radikal miktarının ve diğer 

detoksifikasyon ve antioksidan enzimlerin ölçülmesine yönelik çalıĢmalara ihtiyacımız 

olacaktır. 

 

Bazı araĢtırıcılar ergin evredeki yaĢam süresinin uzunluğunun oksidatif biyomoleküler hasarın 

azalması ve antioksidan savunma tepkisinin (SOD, CAT, GST ve GPx) artmasına bağlı 

olduğunu göstermiĢlerdir (Sestini et al. 1991, Bains et al. 1998, Sun et al. 2002). 

Gemifloksasinin böceğin ergin özellikleri üzerindeki olumsuz etkisinin oksidatif stresten 



 

 

34 

kaynaklanabileceğini iĢaret etmektedir. Bu çalıĢmada % 1,0’lik gemifloksasin yaĢama oranı 

ve geliĢme süresini olumsuz etkilerken larvaların orta bağırsak MDA ve protein karbonil 

miktarı ile GST aktivitesini önemli derecede artırmıĢtır. Bu en yüksek gemifloksasin miktarı 

diĢi ve erkek ömür uzunluğunu istatistiksel olaark önemli olmayan derecede uzatmıĢ olmasına 

rağmen bu uzamada GST enziminin aktivitesinin yükselmesi rol oynamıĢ olabilir. Meyve 

sineği Drosophila melanogaster (Meigen)’in oksidatif strese karĢı GST ve GPx 

aktivitelerindeki artıĢ ile karĢı koyduğu ve böylece ergin evredeki yaĢama süresinin uzadığı 

belirlenmiĢtir (Sohal et al. 1995, Sun et al. 2002). 

 

Böceklerin bıraktığı yumurta sayısı gemifloksasinin tüm miktarları tarafından düĢürülmüĢtür. 

Gemifloksasinin yüksek miktarları ile beslenen diĢilerin bıraktığı yumurtaların çoğunluğu 

açılmamıĢtır. Bu yumurtaların embriyonik geliĢimlerini tamamlayamadığından normal olarak 

açılamadığı gözlemlenmiĢtir. Bizim sonuçlara benzer olarak oksitetrasiklin ve tilozin 

antibiyotiklerinin Folsomia fimetaria L. ve Enchytraeus crypticus (Oligochaeta: 

Enchytraeidae)’nın üreme oarnında azalmaya sebep olmuĢtur (Baguer et al. 2000). Ayrıca bu 

antibiyotikler bu böceklerin ergin evreye ulaĢan birey sayısını ve bir sonraki jenerasyondaki 

döl verimini azaltmıĢtır. Diğer taraftan Jensen et al. (2003) F. fimetaria’nın üremesi üzerine 

metronidazol, olanquindoks, tiamulin ve antihelmintik ivermektinin olumsuz etki yaptığını 

göstermiĢtir. 

 

Tarımsal ürünlere zarar vererek ekonomik kayıba neden olan böceklerin yumurta veriminin 

düĢmesi ve bırakılan yumurtaların açılma oranının azalması böcekler ile mücadelede önemli 

sonuçlardır. Diğer çalıĢmalar ile bu durum desteklenmektedir. Bir transkripsiyon inhibitörü 

olan rifampisin F. candida Willem’nın yumurta üretimini etkilememiĢ, ancak açılma oranını 

azaltmıĢtır (Timmermans and Ellers 2008). Bazı sentetik antiviral maddelerin heteropter 

böceklerden Pyrrhocoris apterus (L.)’da ve Dysdercus cingulatus (Fabr.)’da ovaryum ve folikül 

hücrelerinde deformasyona sebep olduğu gösterilmiĢtir. Bu antiviraller vitellin proteininin 

sentezini önleyerek embriyonik geliĢimi yavaĢlatmıĢlardır (Sláma et al. 1983, Gelbič and Holy 

1985, Šula et al. 1987, Socha et al. 1988). Bu çalıĢmada denenen gemifloksasinin 

biyomoleküler hasarın göstergeleri olan malondialdehit ve protein karbonil miktarını artırması 

en azından larval evrede oksidatif hasara bağlı yapısal ve iĢlevsel biyomoleküllerin hasara 

uğrayabileceğini açıkça göstermektedir. Larval evrede alınan besinin erginlerde biyolojik ve 

fizyolojik özellikleri etkilediği göz önüne alındığında besinle alınan gemifloksasinin yüksek 

konsantrasyonlarda diĢilerin ürettiği yumurtalara olumsuz etki yapması beklenebilir. Bu görüĢü 
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desteklemek amacıyla yumurtalardaki oksidatif stres biyobelirteçleri olan MDA, protein 

karbonil ve diğer biyomolekülerdeki hasarları gösteren belirteçlerin tespit edilmesi 

gerekmektedir. 
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BÖLÜM 5 

 

SONUÇ 

 

Bu çalıĢmada gemifloksasinin G. mellonella üzerinde biyolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 

etkisinin araĢtırılmasında, son evre larvalarının orta bağırsağında lipid peroksidasyonu ve 

protein oksidasyonu seviyesi ile GST aktivitesindeki değiĢimlerin tespit edilmesi ve bu 

değiĢimler ile birlikte, böceğin yaĢama oranı, geliĢme süresi, ergin diĢi ve erkek ömür 

uzunluğu ve eĢey oranını ile yumurta verimi, yumurtaların açılma oranını, olumsuz yönde 

etkileyen konsantrasyonların belirlenmesi gemifloksasinin insektisit olarak 

kullanılabilirliğinin incelenmesinde önemli kriterler olmuĢtur. Böylece insan ve hayvan 

sağlığı açısından önem arz eden bir maddenin zararlı böceklerin mücadelesinde kullanımı ile 

ilgili bu yeni yaklaĢım tarımsal ürünlerin korunmasında çevreye duyarlı bir yöntem olmaya 

adaydır. Diğer taraftan yararlı böceklerin laboratuar Ģartlarında kitle üretiminde kullanılan 

yapay besinlerin mikrobiyal kontaminasyonlarının önlenmesi ve fizyolojik çalıĢmalar için 

steril böcek yetiĢtirilmesi amacıyla bu antibiyotiğin besindeki miktarlarının iyi bir Ģekilde 

ayarlaması ile kullanılması uygun olabilir.  
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