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A larva da traca grande da cera (Galleria mellonella) esta sendo utilizada como uma alternativa a modelos que utilizam animais vertebrados ndao-humanos para o
estudo da viruléncia de bactérias de interesse para a saude publica®“. A habilidade da larva sobreviver em temperaturas proximas a 37°C e a similaridade, em termos
gerais, do seu sistema imune inato ao dos vertebrados, justifica o uso do inseto como hospedeiro>. Por consequéncia, acredita-se que o modelo de infeccdo possa ser
adotado em estudos de avaliacdo de isolados de Escherichia coli patogénica aviaria (APEC). Para alcancar adequada repetibilidade e reprodutibilidade, a metodologia
de inoculacao das larvas com bactérias requer a padronizacao de procedimentos a serem realizados e de parametros a serem avaliados. Nesse sentido, o objetivo
deste trabalho foi definir o peso minimo das larvas na técnica de inoculacao, o periodo de tempo necessario para contabilizacado das mortes e a dose letal para 50%
das larvas (DLg,) a partir da inoculacao de diferentes cepas de APEC.

1. Determinac¢do do peso minimo

Cinco categorias de peso (10 larvas/categoria) S incubacdo

37°C por 18h

241-250 mg | 251-260 mg | 261-270 mg
271-280 mg | 281-290 mg.

Lg

15 isolados Replg:le
APEC em
trés inoculadores —
€ treinados
10 uL/larva 3. DL, <

solucdo salina 0,9% 4. Tempo de morte

Indculos
\(UFC/lO uL)

- Criacdo das larvas em laboratorio 3.
- Inéculos e inoculagdo conforme descrito por Alghoribi et al. (2014)2.
- Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

* Software para andlise estatistica: Microsoft Excel 2010, PASW Statistics 18 e GraphPad Prism 6.

2. Elaboracao das suspensoes bacterianas
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13.000 x g por 5 min

107 10% 10% 104

Analise estatistica*
DL., de cada cepa APEC

1 lavagem

» i determinada por analise de
Padronizacdo em regressao (modelo Probit)
células. bacterianas em espectrofotometro

solucio 0,9% NaCl (DOgrgrrr) Correlagao entre as DL,

(a partir de diferentes periodos
de observacao) '

Coeficiente de correlacao de
Pearson

Curvas de sobrevivéncia
(método Kaplan-Meier)

Morte das larvas computada
a cada 12h/7 dias

Inoculacao

10 uL/larva Comparagdao multipla pelo teste

Log-rank (Mantel-Cox)

Figura 1. Ndmero de larvas mortas apds a inoculagao,

conforme a categoria de peso. Cepa | DLs, Cepa | DL,
L . . 148 6,834 34 7,252
o O critério para determinacao do peso minimo
das larvas é a auséncia de mortes durante o — 4,410 —— 5,337
periodo de observac¢do. Sendo assim, o peso das 85 6,150 289 5,030
larvas, para uso no modelo de infec¢ao, deve ser 48 5,888 69 6,452
>261mg. As mortes sao decorrentes de lesdes 104 6787 126 5,791

Tabela 2. DL50 das 15 cepas de APEC inoculadas.

Cepa

. Morte de larvas apés as inocula(;(”)es Tabela 1. C;)rr,:)eoll?;aé)eeon;;zra: [g)KI;SO calculadas a partir de diferentes Tabela 3. Mortalidade observada apods a inoculagao.
. | v : . - ~
e E D . Larvas mortas Pés-inoculagdo (horas)
g5 —#-241-250 mg N P DL, das 15 cepas APEC apos a
S 4 - i ariave orrelagao . ~
= : -=-251-260 mg ¢ DL, (1) DL,(2) DL,(3) DL, (4) inoculacdo 12 24 36 48 60 72 168
8> “zo2rom % relati 55,1 21,3 47 47 26 29 100
o 2 E - Coef. de o reiativo ’ ’ ’ ’ ’ ’
= —<271-280 mg DL, (7) - | 0954 | 0976 | 0,989 | 0,968 ,
1 - —#-281-290 mg correlagao % acumulativo 55,1 77,3 81,7 86,4 89,0 91,7 100
0 N < © DO N < OO N < © o Foi observado valor de p <0,05 em todas as correlagdes. Mortalidade apds a inoculacdo das suspensBes bacterianas nas concentragdes de 107, 106,
HAN®M ST O™~00 g NS nYg O numero entre parénteses se refere ao periodo de observag¢do, em dias. 10° e 10* UFC/10 pL.
Horas pds-inoculacao

Curva de sobrevivéncia

pelo procedimento de inoculagao.

o O periodo de observacao da mortalidade de larvas apds
os ensaios de inoculacao deve ser de trés dias, pois foi o
que apresentou a melhor correlagdo de DL, (0,989)

o A DLy, minima, média e maxima observadas
foram 3,744, 5,580+0,99 e 7,056 Logl0

UFC/10uL, respectivamente. com o periodo total de 7 dias.
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Figura 2. Curva de sobrevivéncias das larvas inoculadas com as 15 cepas de APEC.
Inéculo de 10 UFC/10 pL.

Os resultados obtidos permitem concluir ndo ser possivel o uso de larvas de G. mellonella no modelo de infeccao com peso corporal inferior a 260 mg e evidenciam a possibilidade
de reducao do periodo de observacao de mortes para 72 horas, diminuindo-se o tempo necessario para conclusao dos futuros ensaios de inoculacao.
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