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A larva da traca grande da cera (Galleria mellonella) vem sendo utilizada como modelo
bioldgico para o estudo da viruléncia de bactérias de interesse para a saude publica, como
uma alternativa aos modelos que utilizam animais vertebrados ndo-humanos, usualmente mais
caros e que envolvem conflitos éticos. O uso deste inseto se justifica principalmente pela
habilidade da larva em sobreviver a 37°C, fundamental para o estudo de agentes patogénicos,
e pela similaridade, em termos gerais, do seu sistema imune inato ao dos vertebrados.
Acredita-se que o modelo de infeccdo com G. mellonella possa também ser adotado em
estudos de avaliacdo da patogenicidade de isolados de E. coli patogénica aviaria (APEC). Para
alcancar adequada repetibilidade e reprodutibilidade, a metodologia de inoculagdo das larvas
com bactérias, vinculada a este tipo de modelo, requer a padronizacdo de procedimentos a
serem realizados e de parametros a serem avaliados. Neste contexto, o presente trabalho teve
como objetivo definir o peso minimo das larvas na técnica de inoculagédo, o periodo de tempo
necessario para contabilizacdo das mortes e a dose letal para 50% das larvas (DLso), a partir
da inoculacédo de diferentes cepas de APEC. Para padronizagdo do peso minimo, larvas de G.
mellonella obtidas de uma criacdo em laboratério foram agrupadas em cinco categorias de
peso (10 larvas/categoria): (1) 241-250 mg, (2) 251-260 mg, (3) 261-270 mg, (4) 271-280 mg
e (5) 281-290 mg. Todas as larvas selecionadas foram inoculadas com 10uL de solucgéo salina
estéril 0,85% por meio de microseringa de precisdo. O procedimento foi realizado por trés
diferentes inoculadores previamente treinados. A escolha do peso minimo das larvas para uso
em provas posteriores teve como critério a ndo ocorréncia de mortes apds as inoculagdes.
Posteriormente, 15 isolados de APEC foram inoculados em larvas para o estabelecimento do
periodo de observacdo de mortes e da DLso. Quatro concentragdes (104 10° 10° e 107
unidades formadoras de col6nias - UFC/10uL) de cada um dos indculos bacterianos foram
padronizadas em espectrofotdmetro (ODs20nm). Para cada suspensao bacteriana um grupo de
10 larvas foi inoculado. A morte de larvas em todos os testes foi computada a cada 12 horas
ao longo dos sete dias de observacdo. A DLso individual das cepas APEC foi calculada
através da analise de regressdo pelo modelo Probit. A definicdo da DLso média das cepas
permitiu ainda a elaboracdo das curvas de sobrevivéncia das larvas, por meio do método
Kaplan—Meier, e a comparacdo multipla entre elas através do teste Log-rank (Mantel-Cox).
Todos os testes foram realizados em triplicata. Com a andlise descritiva dos dados verificou-
se que a categoria de peso minimo das larvas para uso no modelo de infeccdo foi a de 261-270
mg. A taxa de mortalidade geral encontrada apds sete dias de observacdo foi de 39,6%,
considerando-se a totalidade de larvas inoculadas com as diferentes concentracdes de cada
isolado APEC. Do total de mortes, 55,1% ocorreram em até 12 h e 91,7% em até 72 h pds-
inoculagdo. A DLso minima, média e maxima observada foram 3,744, 5,580+0,99 e 7,056
Logio UFC/10pL, respectivamente. Dentre as 15 cepas de APEC testadas, algumas
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre si na comparagdo das curvas de
sobrevivéncia das larvas, o que denota diferentes graus de patogenicidade dos isolados. Além
da definicdo da DLso, 0s resultados obtidos permitem concluir ndo ser possivel o uso de larvas
de G. mellonella no modelo de infeccdo com peso corporal inferior a 260 mg e evidenciam a
possibilidade de reducdo do periodo de observacdo de mortes para menos de 72 horas,
diminuindo-se o tempo necessario para conclusdo dos futuros ensaios de inoculagéo.



