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Resumo

Bactérias gram-positivas podem causar diversas infec¢des graves e o problema da resis-
téncia aos agentes antibacterianos representa uma grande ameaga a saude publica. Para
verificar a eficacia de tratamentos antibacterianos e para entender os mecanismos de pa-
togenicidade bacteriana, é necessaria a utilizagdo de modelos experimentais in vivo. O
interesse no modelo de larvas de Galleria mellonella tem aumentado nos tltimos dez anos,
especialmente, devido as caracteristicas fisiologicas desse invertebrado. A presente revisao
compila a totalidade de 70 artigos cientificos disponiveis na literatura que utilizam o mo-
delo de G. mellonella para investigar infec¢oes causadas por bactérias gram-positivas de
importincia médica. Embora existam limita¢des, considerando a padronizagdo de proto-
colos e a manutengao das larvas, o incipiente modelo de G. mellonella é promissor para a
avaliagdo da viruléncia de micro-organismos e da eficacia de antibacterianos em diversas
infecgdes causadas por bactérias gram-positivas patogénica.

Palavras-chave: Galleria mellonella. Bactérias gram-positivas. Modelos experimen-
tais alternativos.

Abstract

Gram-positive bacteria may cause serious infections and the problem of the resistance to
antibacterial agents poses a major threat to public health. In order to verify the efficacy of
antibacterial treatments, as well as, to understand bacterial pathogenicity mechanisms,
it is required the use of in vivo experimental models. The interest in Galleria mellonella
larvae model has increased in the last ten years, particularly for the study of microbial
infections, due to the physiological characteristics of this invertebrate. The present revi-
sion compiles a total of 70 scientific papers available in literature using G. mellonella as
model for investigating infections caused by clinically important gram-positive bacteria.
Although there are limitations regarding protocol standardization and maintenance of the
larvae, the G. mellonella model is promising for evaluation of microbial virulenece and
efficacy of antibacterials in several infections caused by pathogenic gram-positive bacteria.
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1 Introdugao

Bactérias gram-positivas sdo responsa-
veis por diversas infecgdes graves, como me-
ningite, sepse, endocardite, pneumonia, os-
teomielite, fasciite necrozante, dentre outras
(MENICHETTI, 2005). Morfologicamente, as
principais formas encontradas sao os cocos e ba-
cilos. O género Staphylococcus correponde a co-
cos agrupados aleatoriamente, especialmente na
forma de cachos, sendo Staphylococcus aureus o
principal patégeno oportunista de importancia
clinica. Cocos gram-positivos organizados aos
pares ou em cadeia sdo caracteristicos de bac-
térias dos géneros Streptococcus e Enterococcus,
dentre as quais se destacam como patégenos hu-
manos oportunistas, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus mutans,
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium. Os
bacilos, que possuem formato de bastao, encon-
tram-se isolados ou agrupados em duplas, ca-
deias ou lado a lado. Sao exemplos de bacilos
gram-positivos de importancia médica Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Bacillus anthra-
cis e Bacillus weihenstephanensis (MURRAY;
PFALLER; ROSENTHAL, 2014).

A incidéncia de infecgoes, causadas por bac-
térias gram-positivas, cresceu significativamen-
te, a partir dos anos 1990 (CHEN et al., 1999).
Atualmente, sabe-se que esses micro-organis-
mos possuem um vasto repertorio genético que
os tornam capazes de apresentar resisténcia a
maioria dos agentes antibacterianos disponiveis
comercialmente. De fato, infec¢des causadas por
cocos gram-positivos apresentando resisténcia
a multiplos farmacos podem estar associadas
ao ambiente hospitalar, mas também podem
ser encontradas na comunidade (MUNITA;
BAYER; ARIAS, 2015).

A resisténcia aos agentes antibacterianos é
um problema mundial e representa uma grande
ameaca a saude publica. Consequentemente,
a reducdo na eficicia do tratamento de
infeccoes resulta em um aumento da
morbidade e mortalidade (SMITH; COAST,
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2002). Nos Estados Unidos da América, pelo
menos 2 milhdes de pessoas adoecem e 23
mil morrem todo o ano, devido a infeccoes
causadas por micro-organismos resistentes aos
antimicrobianos (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2013). Em
2005, um nimero estimado de 94 mil infec¢des
invasivas por S. aureus meticilina resistente
(MRSA) necessitaram de hospitalizagdo e
causaram 19 mil mortes (KLEVENS, 2007).
Estima-se que 25 mil pessoas morrem
anualmente por infeccdes causadas por
patogenos resistentes aos antimicrobianos na
Europa (EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE
PREVENTION AND CONTROL, 2009).

Os custos para tratar infec¢des por orga-
nismos resistentes sdo, na maioria das vezes,
consideravelmente maiores do que para tratar
infecgdes por organismos suscetiveis (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2014), estando a
resisténcia dos micro-organismos entre os prin-
cipais fatores responsaveis pelas: (i) hospitali-
zacoes estendidas, (ii) tratamentos mais caros
e prolongados, (iii) necessidade de consultas
médicas adicionais e (iv) maior utilizagdo dos
servicos de saude. Estima-se que, nos Estados
Unidos, os gastos ocasionados para tratar in-
fec¢oes causadas por bactérias resistentes a an-
timicrobianos sejam de aproximadamente 20
bilhoes de ddlares por ano. Se considerarmos
o custo adicional para a sociedade, devido a
perda de produtividade de recursos huma-
nos, esse valor sobe para 35 bilhoes de délares
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2013). Adicionalmente, esti-
ma-se que o aumento continuo da resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos resultara, até
2050, em 10 milhdes de mortes por ano e em
uma reduc¢do de 2 a 3,5 % do produto interno
bruto no mundo, custando aproximadamente
até 100 trilhoes de dolares (O'NEILL, 2014).

Dentre as principais espécies de bactérias
gram-positivas que apresentam resisténcia a
multiplos antibacterianos, destacam-se: S. au-
reus resistente a meticilina, E. faecium resistente
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a vancomicina e S. pneumoniae. Com a globa-
lizagao, cepas bacterianas, apresentando novos
perfis de resisténcia, passaram a se dissemi-
nar com facilidade. Por exemplo, na década
de 90, uma cepa de S. pneumoniae resisten-
te a penicilina foi identificada pela primeira
vez na Espanha, e rapidamente foi encontra-
da em paises da América do Sul, nos Estados
Unidos, México, Maldsia, Filipinas, Africa do
Sul e Republica da Coréia (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2000).

Streptococcus pneumoniae ¢ naturalmente
suscetivel a maioria dos antimicrobianos dispo-
niveis, incluindo as penicilinas. O primeiro sur-
to de S. pneumoniae resistente a penicilina foi
na década de 1970, desde entdo, a resisténcia a
essa classe de antibacterianos aumentou mun-
dialmente (JACOBS et al., 1978). A prevaléncia
de pneumococos resistentes aos P-lactamicos
varia muito entre regides (MUNITA; BAYER;
ARIAS, 2015) e a resisténcia a vancomicina
ainda ndo é conhecida, porém cepas com tole-
rancia a esse antibacteriano ja foram reportadas
(CHENOWETH et al., 2000). Felizmente, pou-
cos casos de cepas de Streptococcus resistentes
a daptomicina e a linezolida tém sido descritos
(MENDES et al., 2014; AKINS et al., 2015).

A resisténcia de Enterococcus a vancomicina
foi reportada na década de 1980 (UTTLEY et al.,
1989). Enterococcus resistentes aos glicopeptideos,
como a vancomicina e a teicoplanina, estio
distribuidos em diversas partes do mundo e
demonstram heterogeneidade genotipica e
fenotipica (ARTHUR; COURVALIN, 1993).
A concentra¢do inibitéria de ampicilina e
penicilina para Enterococcus é consideravelmente
maior do que para outros micro-organismos
gram-positivos e isolados de Enterococcus
frequentemente apresentam tolerancia aos
antibioticos f-lactamicos. Entretanto, dificilmente
E. faecalis apresenta resisténcia a altos niveis
de ampicilina (HOLLENBECK; RICE, 2012),
diferentemente de E. faecium multirresistente.
Enterococcus sao menos suscetiveis a daptomicina
que os Staphylococcus e os primeiros isolados
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clinicos resistentes a linezolida descritos foram
de E. faecium (MUNITA; BAYER; ARIAS, 2015).

Com relagdo a S. aureus, a maioria das cepas
é penicilina-resistente por produzir a enzima
B-lactamase (MUNITA; BAYER; ARIAS, 2015).
Na década de 1960, os primeiros isolados clini-
cos MRSA foram reportados, logo ap6s o inicio
da utilizacdo da meticilina na clinica. Isolados
MRSA foram identificados no ambiente hospi-
talar e tornaram-se uma preocupagao, devido ao
fato de que essas cepas apresentam resisténcia a
todos antibacterianos P-lactamicos, incluindo
penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos
e carbapenémicos, excecdo feita as novas cefa-
losporinas anti-MRSA (NAIMI, 2003). Assim, a
vancomicina passou a ser muito utilizada para
tratar infeccoes por MRSA, tornando-se o tra-
tamento de escolha para essas condi¢oes. No
entanto, a utilizacdo em excesso desse antibac-
teriano resultou no surgimento de cepas MRSA
com suscetibilidade reduzida a vancomicina
(SUJATHA; PRAHARA]J, 2012; HIRAMATSU
et al, 1997) e com resisténcia a vancomici-
na (WEIGEL, 2003; HOWDEN et al., 2004).
Embora a resisténcia a daptomicina e a linezo-
lida ja tenham sido reportadas (TSIODRAS et
al., 2001; MANGILI et al., 2005), isolados de S.
aureus sdo comumente suscetiveis a esses anti-
microbianos e ambos podem ser associados no
tratamento com vancomicina (FOWLER et al.,
2006; MENDES; DESHPANDE; JONES, 2014).

Assim, observa-se que a resisténcia dos mi-
cro-organismos gram-positivos aos antibacte-
rianos vem aumentando ao longo dos ultimos
anos e o desenvolvimento de farmacos com
novos mecanismos de agdo capazes de tratar as
infecgdes por esses patdgenos nao tem acompa-
nhado o crescente aparecimento de resisténcia.
Devido ao fato de as bactérias gram-positivas
resistentes estarem envolvidas em infec¢oes
graves, existe a necessidade do estabelecimento
de regimes multifarmacos capazes de contro-
lar infec¢oes, bem como do desenvolvimento
de novos agentes antibacterianos como alter-
nativas para o tratamento (BRADE; RYBAK;
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RYBAK, 2016). O érgao norte americano Food
and Drug Administration (FDA) recentemen-
te aprovou novos antibacterianos para o trata-
mento de infec¢des por gram-positivos. A line-
zolida, daptomicina, tigeciclina, oritavancina e
obiltoxaximabe foram aprovadas pelo FDA res-
pectivamente em 2000, 2003, 2005, 2014 e 2016
(CENTER WATCH, 2016) e, atualmente, encon-
tram-se na lista de antimicrobianos registrados
no 6rgao regulador brasileiro Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), exceto a
oritavancina e o obiltoxaximabe (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2016).

O processo de desenvolvimento de um
novo medicamento para utilizagdo na clini-
ca é composto por diversas fases que avaliam
sua seguran¢a e eficicia. Primeiramente, o
composto deve apresentar potencial terapéuti-
co e nao ser téxico nos experimentos in vitro.
Posteriormente, é necessario um modelo de ex-
perimenta¢do animal para avaliar a toxicidade
e atividade do composto in vivo. Estudos pré-
-clinicos em modelos animais sdo importantes
para determinar a farmacocinética do compos-
to, vias de administragao, identificar possiveis
limita¢oes da eficacia in vivo ou possivel toxi-
cidade. De fato, a atividade do farmaco in vivo
pode ser diminuida por consequéncia da agdo
de enzimas ou outros compostos degradadores,
ligagdo a componentes do hospedeiro e outras
condigoes fisiolégicas, como o pH.

Normalmente, na avaliagdo inicial in vivo do
composto ativo, utilizam-se modelos animais de
roedores. Entretanto, a experimenta¢ao com ma-
miferos possui alguns pontos a serem considera-
dos, tais como a necessidade de aprovagao ética, o
custo e o tempo para os ensaios (ZAK; O'REILLY,
1991). Dessa forma, a utilizagdo de modelos alter-
nativos eticamente mais aceitos e que apresentam
baixo custo de manutengio sdo ideais para os ex-
perimentos de triagem, resultando em uma re-
du¢io no uso de mamiferos nas fases iniciais do
desenvolvimento de farmacos, como os antimi-
crobianos. Na tentativa de encontrar um modelo
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nao mamifero adequado, dentro das caracteristi-
cas citadas acima, desenvolveram-se modelos mi-
crobianos, de plantas, de insetos e de nematoides
(SALAMITOU et al., 2000; KAITO et al., 2002;
LAWS et al., 2005 e SEABRA; BHOGAL, 2008).
O uso do inseto G. mellonella, como modelo expe-
rimental, tornou-se bastante popular nos ultimos
anos, especialmente para o estudo da patogenici-
dade e da viruléncia de micro-organismos, bem
como para avaliacio de compostos antimicro-
bianos (FEDHILA et al., 2010; MICHAUX et al.,
2013; MUKHERJEE et al., 2013 e MAEKAWA
et al., 2015). Dessa forma, a presente revisio teve
como objetivo compilar os trabalhos descritos na
literatura e discutir a adequabilidade das larvas de
G. mellonella como modelo experimental para o
estudo de infec¢des causadas por bactérias gram-
-positivas. A pesquisa foi realizada nas bases de
dados “Pubmed” e “Science Direct’, utilizando os
termos “Galleria mellonella”, “infection”, “model’,
“bacteria”. Foram encontrados 233 artigos cienti-
ficos utilizando o modelo de G. mellonella com a
finalidade de analisar infec¢des por bactérias pa-
togénicas ao ser humano. A partir desses artigos,
selecionaram-se todos os estudos que envolviam
bactérias gram-positivas.

2 Galleria mellonella: ciclo biologico e com-
paragdo com outros modelos invertebrados

O inseto G. mellonella possui um ciclo de vida
de sete semanas. Sao necessarias cinco semanas
para o desenvolvimento do ovo até o ultimo esta-
gio larval e duas semanas a partir do ultimo esta-
gio até a evolugdo a mariposa adulta. Os machos
adultos medem de 10 a 15 mm e possuem cor bege
e marcas escuras, enquanto as fémeas adultas me-
dem em torno de 20 mm e sdo mais escuras que
os machos, possuindo cor marrom ou cinza. Para
crid-las em laboratdrio, é necessario colocar as
mariposas adultas em um recipiente com tampa e
papéis para deposi¢ao dos ovos. As fémeas deposi-
tam os ovos nas bordas dos papéis, apos dois dias.
Entdo, retiram-se os ovos e colocam-se em uma
caixa plastica com tampa perfurada para permitir
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a entrada de ar. Os ovos eclodem apds 3 dias e as
larvas sdo alimentadas com pdlen e cera de abelha
ou uma dieta artificial, que pode ser composta por
mel liquido, glicerina e uma mistura de farinhas,
como farinha de trigo, milho, levedo de cerveja
e leite em po. As larvas alimentam-se e crescem
até atingirem o sexto estagio, no qual param de se
alimentar para construir o casulo de seda e passar
a fase de pupa. Galleria mellonella permanece no
estagio de pupa por uma a duas semanas e, entao,
transforma-se em mariposa adulta (RAMARAO;
NIELSEN-LEROUX; LERECLUS, 2012).

Galleria mellonella: um hospedeiro experimental alternativo...

Em modelos de infec¢do, o invertebrado
G. mellonella é normalmente utilizado no ul-
timo estagio larval, quando as larvas param
de se alimentar e pesam em torno de 200 a
300 mg. A infecgao bacteriana pode ser reali-
zada por via oral, intra-hemocele ou subcuta-
nea (SALAMITOU et al., 2000 e MICHAUX,
et al., 2012). A taxa de mortalidade das larvas
¢ o parametro mais utilizado para a avaliacao
de processos infecciosos, sendo consideradas
mortas as larvas que ndo se movem apos o es-
timulo de toque (figura 1).

(a)

(b)

Figura 1 - Aparéncia das larvas de G. mellonella apds infecgdo bacteriana. (A) Larvas vivas apresentam-se
moveis e com coloragao clara; (B) Larvas mortas adquirem coloragio escura e ndo respondem ao toque
(foto obtida no Laboratério de Biofilmes e Diversidade Microbiana da UFRGS)

Fonte: As autoras (2016).

O sistema imune dos insetos ¢ constituido
pelo sistema inato, sendo formado pela imu-
nidade celular e humoral. A primeira linha de
defesa de G. mellonella é a cuticula que forma
uma barreira fisica composta por quitina. A
imunidade celular é composta por células si-
milares aos fagocitos, presentes nos mamife-
ros, chamadas de hemdcitos. Essas células sao
responsaveis por realizar fagocitose, encap-
sulamento e coagulacdo e estdo presentes na
hemolinfa, a qual possui fungdes analogas a
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corrente sanguinea nos mamiferos. A imunida-
de humoral é composta por moléculas soluveis
que imobilizam ou eliminam o patégeno, entre
essas moléculas estdo proteinas tipo comple-
mento, melanina e peptideos antimicrobianos
(KAVANAGH; REEVES, 2004).

Drosophila melanogaster é o inseto mais
utilizado para estudar patogéneses humanas.
Esse invertebrado apresenta genoma definido,
sistema imune bem caracterizado e uma gran-

de variedade de ferramentas genéticas. Apesar
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dessas vantagens, D. melanogaster possui pe-
queno volume de hemolinfa e tamanho reduzi-
do, o que exige maior técnica no manuseio das
moscas e dificulta a injecdo de antimicrobianos
e a analise bioquimica da hemolinfa. Outra ca-
racteristica desfavoravel é que D. melanogaster
deve ser mantida em ambientes a aproximada-
mente 22°C, o que pode prejudicar a avalia¢ao
de infec¢cdes que ocorrem a 37°C por existirem
fatores de viruléncia regulados pela temperatura
(KEMP; MASSEY, 2007).

Caenorhabditis elegans ¢ um modelo inverte-
brado bem estabelecido para avaliar infecgio e,
assim como D. melanogaster, possui genoma se-
quenciado. Além disso, C. elegans apresenta rapido
ciclo de vida, habilidade de produzir prole idénti-
ca geneticamente e capacidade de ser mantido em
nitrogénio liquido, o que proporcionou a criagio
de um banco com milhares de cepas mutantes que
podem ser obtidas a baixo custo (BAZOPOULOU;
TAVERNARAKIS, 2009). Porém, algumas desvan-
tagens podem ser observadas, como a simplicidade
anatomica, que dificulta predi¢do da atividade de
compostos em humanos e a reprodugao de certas
doengcas; o tamanho reduzido, que torna inviavel
determinar a concentra¢io de composto absorvido;
e a temperatura de manutenc¢io desse nematddeo,
que ndo pode atingir os 37°C (GLAVIS-BLOOM,;
MUHAMMED; MYLONAKIS, 2012).

Os primeiros trabalhos utilizando larvas de
G. mellonella, como modelo de infec¢do bacte-
riana, foram publicados no final da década de
1950 e na década de 1960. Artigos cientificos
publicados nesse periodo avaliaram a possibi-
lidade de imunizagdo de G. mellonella contra a
bactéria gram-negativa Pseudomonas aeruginosa
(CHADWICK; VILK, 1969; STEPHENS, 1959;
STEPHENS, 1963). Galleria mellonella comegou
a ser difundida e atraiu atencdo como modelo
para estudos de infec¢do, principalmente apds
2010 (figura 2). Recentemente, esse invertebrado
vem sendo introduzido como hospedeiro experi-
mental para estudar o efeito de bactérias probioti-
cas na patogénese microbiana (KOHLER, 2015).
Uma das principais vantagens desse modelo é o
fato da larva poder ser incubada a 37°C, o que
mimetiza a temperatura do corpo humano. Além
disso, o tamanho grande da larva e maior volume
da hemolinfa em comparagao D. melanogaster
facilitam a manipula¢io e a injecdo da quantida-
de conhecida de patdgenos ou substancias qui-
micas. No entanto, diferentemente dos modelos
invertebrados apresentados acima, G. mellonella
ainda nao possui o genoma sequenciado, o siste-
ma imune esta em fase de caracterizacgio e faltam
cepas padronizadas para serem adquiridas pela
comunidade cientifica (KEMP; MASSEY, 2007 e
TSAIL LOH; PROFT, 2016).
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Figura 2 - Numero de publica¢des por ano que utilizaram o modelo de G. mellonella para estudar infec¢oes por bac-
térias gram-positivas patogénicas ao ser humano
Fonte: As autoras (2016).
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3 Galleria mellonella como modelo de infec-
¢ao para bactérias gram-positivas

Foram encontrados na literatura 70 artigos
cientificos que avaliam infec¢oes causadas por
bactérias gram-positivas de importancia médi-
ca em modelo de G. mellonella (APENDICE).
As espécies S. aureus e E. faecalis foram as mais
frequentemente utilizadas nos artigos presentes
nessa revisao (figura 3). Estudos publicados até

Galleria mellonella: um hospedeiro experimental alternativo...

maio de 2016 mostram que o modelo é muito
utilizado para avaliar fatores de viruléncia e a
atividade antimicrobiana de compostos (figu-
ra 4) (BIONDA et al., 2013 e FRENZEL et al.,
2012). Além disso, alguns estudos utilizam o
modelo de G. mellonella e modelo de ratos para
avaliar a viruléncia de determinadas bactérias e,
entdo, comparam os resultados obtidos nos dois
modelos (LEBRETON et al., 2009; SHARMA-
KUINKEL et al., 2015).

B. anthracis 1%

E. mundtii 1%
S. pneumoniae 1%

B. weihenstephanensis 3%
S. pyogenes 3%

E. faecium >

S. mutans

B. cereus

Frequéncia das espécies

24%

S. aureus

24% E. faecalis

13%

L. monocytogenes

Figura 3 - Porcentagem da frequéncia de utilizacdo das espécies nos artigos pesquisados
Fonte: As autoras (2016).

QOutros

Compostos

Frequéncia na avaliacdo de genes e compostos
Ambos

62% Genes

Figura 4 - Porcentagem da frequéncia de avaliacdo de genes e compostos nos artigos pesquisados. Os artigos que nido
avaliavam genes relacionados a viruléncia ou a agdo de compostos antibacterianos, no grafico, categorizados como
“outros”, destinam-se a padronizar ou avaliar as larvas de G. mellonella como modelo para determinada infec¢ao
Fonte: As autoras (2016).
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3.1 Galleria mellonella como modelo de infec-
¢do bacteriana por S. aureus

Staphylococcus aureus é uma bactéria da mi-
crobiota normal humana, presente em aproxi-
madamente 60% da populacdo, encontrada es-
pecialmente na pele e nas mucosas. Apesar de
ser uma bactéria comensal e seus portadores se-
rem comumente assintomaticos, S. aureus tem o
potencial de causar infec¢des oportunistas hos-
pitalares e comunitarias (MUENKS et al., 2016).
Sabe-se que pacientes com imunidade compro-
metida, hospitalizagdo prolongada, uso de ca-
teter e procedimentos cirdrgicos sao fatores de
risco para infeccdo por MRSA, no entanto, além
do numero alarmante de infec¢des hospitalares,
causadas por esse patdgeno, cresce 0 numero
de casos de MRSA adquiridos na comunidade
(NAIMI, 2003). Por essas razdes, existe grande
necessidade e interesse na identificacio de no-
vos compostos antibacterianos e no estudo dos
fatores de viruléncia dessa bactéria. Seguindo os
critérios propostos nesta revisao, foram identifi-
cados 18 artigos cientificos, nos quais se utilizou
o modelo da G. mellonella para avaliar a patoge-
nicidade da infec¢do por S. aureus.

Desbois e Coote (2011) analisaram a eficé-
cia de antimicrobianos em infec¢des sistémi-
cas por S. aureus no modelo de G. mellonella.
Vancomicina e daptomicina mostraram-se efi-
cazes no tratamento de infec¢des por MRSA
em doses proximas as utilizadas em humanos.
A penicilina mostrou-se eficaz para tratar larvas
infectadas com S. aureus sensivel a meticilina
(MSSA) e ineficaz para tratar larvas infectadas
com MRSA. Esses resultados demonstraram
que G. mellonella é um modelo util para avaliar
a atividade de antimicrobianos contra S. aureus.
Farha et al. (2013) constataram que o tratamento
combinado de cefuroxima e ticlopidina nas lar-
vas infectadas com MRSA possui agdo antimi-
crobiana significativamente maior do que a ce-
furoxima utilizada isoladamente, evidenciando
a utilidade do modelo para avalia¢ao de regimes
de farmacos antimicrobianos. Consistente com

224

os modestos resultados anti-S. aureus, obtidos
in vitro, o tratamento de larvas com o farmaco
terfenadina nao apresentou diferenga na taxa de
sobrevivéncia em relagao ao controle negativo,
no estudo conduzido por Jacobs et al. (2013).

Considerando a avaliagdo de novos compos-
tos, Gibreel e Upton (2013) avaliaram a eficacia
da epidermicina NIO1, um novo peptideo an-
timicrobiano sintético, em tratar infec¢des por
MRSA e MSSA no modelo de larvas de G. mello-
nella. O peptideo demonstrou ter atividade pe-
rante cepas resistentes e sensiveis a meticilina
(GIBREEL; UPTON, 2013). Depsipeptideos
ciclicos e lineares foram testados in vivo contra
MRSA no estudo de Bionda et al. (2013). Os
depsipeptideos ciclicos aumentaram significati-
vamente a taxa de sobrevivéncia das larvas de G.
mellonella, sendo que o composto sem o grupa-
mento amida apresentou atividade mais acentu-
ada (BIONDA et al., 2013). O candidato a novo
antimicrobiano, acetato de prata (I)-3-dibenzil-
4,5-difenil-imidazol-2-ilideno, foi testado con-
tra S. aureus por Browne e colaboradores (2014).
Apéds 72 horas, a maijor taxa de sobrevivéncia
da larva (46,7 + 12%) foi obtida no tratamento
com 0,2 pg do composto, enquanto que as larvas
do grupo nao tratado apresentaram uma taxa
de sobrevivéncia de 15 + 5% (BROWNE et al.,
2014). Coughlan et al. (2010) avaliaram o efeito
dos ions zinco e prata no crescimento do S. au-
reus. Esse estudo demonstrou correlagdo positi-
va entre a concentrac¢do dos ions e a inibi¢do do
crescimento bacteriano em G. mellonella.

A fim de estudar o efeito de determinados
agentes quimicos sobre a patogenicidade bacte-
riana, alguns pesquisadores trataram as bacté-
rias in vitro com o agente e entdo inocularam as
bactérias ja tratadas nas larvas de G. mellonella.
Nesse sentido, Latimer, Forbes e McBain (2012)
e Apoldnio et al. (2014) submeteram S. aureus a
doses subletais de triclosan e de eugenol e citral,
respectivamente. Constatou-se que a pré-expo-
sicdo a esses compostos diminui a viruléncia da
bactéria, aumentando a sobrevivéncia da larva.
O triclosan induziu a bactéria a um fendtipo
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“small-colony variant” (SCV), ou seja, a uma
variante de colonias pequenas, que se caracte-
riza pelo crescimento lento, menor suscetibili-
dade a antimicrobianos e pigmentagdo reduzida
(LATIMER; FORBES; MCBAIN, 2012).

O modelo de G. mellonella também tem sido
utilizado para avaliar a relevancia de genes na
viruléncia de bactérias. Um dos métodos utiliza-
dos é o desenvolvimento de cepas com muta¢ao
no gene de interesse, ou seja, de cepas mutantes.
Mutagdes inativando o gene regulador acessdrio
agr, o qual é conhecido por regular a virulén-
cia de S. aureus, levaram a atenuacio da viru-
léncia da bactéria in vivo (PELEG et al., 2009 e
LENHARD et al., 2015). Os autores demostra-
ram que uma cepa de MRSA com concentragiao
inibitéria minima elevada para vancomicina e
disfunc¢do no gene agr, causaram menor morta-
lidade das larvas. Gao et al. (2010), Purves et al.
(2010), Quiblier et al. (2013) e Cameron et al.
(2015) desenvolveram cepas mutantes em relA,
gapA e gapB, secDF e mprF, respectivamente. O
gene relA codifica uma enzima responsavel por
modular os niveis de guanosina pentafosfato, os
genes gapA e gapB codificam duas enzimas gli-
ceraldeido-3-fosfato desidrogenase homologas,
secDF contribui para a exportacao de proteinas
e mprF esta envolvido na biossintese de fosfoli-
pidios. Os autores comprovaram que esses genes
desempenham fun¢ao na viruléncia de S. au-
reus, pois todas as cepas mutadas apresentaram
viruléncia atenuada em comparagdo as cepas
de origem. Similarmente, Richards et al. (2015)
isolaram duas cepas, provenientes de pacientes
diagnosticados com bacteremia persistente por
MRSA e avaliaram a mortalidade e a carga bac-
teriana nas larvas de G. mellonella. Os resulta-
dos sugerem que mutagdes no gene mprF sao
fatores importantes para persisténcia de S. au-
reus em bacteremias. Por outro lado, Furi et al.
(2013) verificaram, através de uma mutagdo na
regidao promotora do gene norA, que esse gene
ndo desempenha um papel importante durante
a infeccao de S. aureus em G. mellonella, pois o
mutante nao alterou a taxa de mortalidade das
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larvas. O gene norA é responsavel por codificar
uma bomba de efluxo, responsavel pelo desen-
volvimento de resisténcia a antimicrobianos,
sendo norfloxacino e ciprofloxacino os substra-
tos com maior relevéncia clinicamente.

Browne et al.(2015) avaliaram a influéncia
do tempo de pré-incubagdo a 15°C na suscep-
tibilidade das larvas de G. mellonella a infecgao
por S. aureus. Os autores verificaram que, quan-
to maior o tempo de pré-incubagdo, menor a
taxa de sobrevivéncia das larvas.

A correlagdo entre o modelo de infeccao de
S. aureus em G. mellonella e em vertebrados tem
sido estabelecida recentemente. Ao avaliar a pa-
togenicidade de S. aureus pertencentes ao com-
plexo clonal 30, Sharma-Kuinkel et al. (2015)
encontraram resultados semelhantes para sepse
em modelos de ratos e de larvas de G. mello-
nella. Adicionalmente, observou-se, nos dois
modelos, o aumento da taxa de sobrevivéncia
dos hospedeiros infectados por cepas do com-
plexo clonal 30, quando comparados a outras
cepas de S. aureus.

3.2 Galleria mellonella como modelo de infec-
¢do bacteriana por Streptococcus spp.

4

Streptococcus mutans é o principal agente
etiologico da cdrie dental em seres humanos.
Essa bactéria também esta associada a doengas
nao orais como endocardite infecciosa e possi-
velmente com doenga aterosclerotica coronaria-
na (NAKANO; NOMURA; OOSHIMA, 2008).
A capacidade de sobreviver a mudancgas de pH
e a tensdo de oxigénio, bem como a disponibi-
lidade de nutrientes encontrados em biofilmes
dentais sdo fatores essenciais para viruléncia
desse organismo (KAJFASZ et al., 2010). Por seu
potencial patogénico ndo estar restrito apenas a
cavidade oral, é importante a identificacdo e a
caracterizagdo dos seus fatores de viruléncia.

Streptococcus pneumoniae ¢ uma bactéria co-
mensal presente na nasofaringe e normalmente
seus portadores ndo apresentam sintomas. Eum
patégeno oportunista que pode causar doengas
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como meningite, otite, pneumonia e septicemia
(MITCHELL, 2003). Os grupos de risco para
tais infec¢des sdo as criangas, os idosos e pes-
soas com imunodeficiéncia, sendo que o desen-
volvimento de resisténcia a penicilina e a outros
antibacterianos torna muitas vezes complicado
o tratamento de infec¢des por esse patogeno
(BOGAERT; DE GROOT; HERMANS, 2004).
Streptococcus pyogenes € um patogeno respon-
savel por uma ampla variedade de infecgdes, tais
como faringite ndo complicada, tonsilite, impetigo
e febre reumatica aguda. Streptococcus pyogenes
¢ uma importante causa de morbimortalidade
principalmente em paises em desenvolvimento
(CARAPETIS et al., 2005). Por ser um patdgeno
estritamente humano, torna-se dificil desenvolver
um modelo animal confiavel. Entretanto, existem
diversos modelos bem estabelecidos em ratos e
macacos que provaram ser validos para avaliar
a infec¢do por S. pyogenes. Com as dificuldades
encontradas para utilizacio de mamiferos, como
aprovagao ética e alto custo, cresceu a busca por
modelos alternativos (LOH et al., 2013).
Abranches et al. (2011) observaram que a
auséncia do gene cnm, codificador de uma pro-
teina de ligagdo a laminina e ao coldgeno, resul-
tou na atenuacdo da viruléncia de S. mutans. A
cepa mutante conferiu uma taxa de mortalidade
das larvas de G. mellonella equivalente as cepas
ndo invasivas. O estudo ainda constatou que a
inativagdo de cnm impede a bactéria de invadir
células endoteliais da artéria coronaria humana
primadria e que o gene esta presente somente nas
cepas invasivas. Avilés-Reyes et al. (2014b) de-
monstraram que a viruléncia de uma cepa de S.
mutans com delegdo no gene pgfS foi menor do
que a da cepa de origem (OMZ175). Os autores
observaram que esse gene esta envolvido com
modificagdes pds-traducionais da protéina Cnm
e contribui para a expressao dos fendtipos asso-
ciados a viruléncia relacionados a essa proteina.
Em outro estudo, no mesmo periodo, o autor
comprovou que o gene cnm é importante para
viruléncia de S. mutans. Através da aplicagao de
anticorpos anti-cnm nas larvas, observou-se um
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aumento significativo na taxa de sobrevivéncia
das mesmas. Os genes cna e cbp, que codificam
proteinas de superficie putativas de ligacao ao
colageno e estao relacionados ao gene cnm, tam-
bém foram avaliados, porém ndo demonstraram
ter papel na viruléncia da bactéria nesse modelo
(AVILES-REYES et al., 2014a).

Kajfasz et al. (2010) reportaram o papel dos
genes spx em S. mutans e constataram que as ce-
pas com auséncia de spxA ou spxB causam me-
nor mortalidade em larvas de G. mellonella. Os
mutantes spxA e spxA/spxB também mostraram
capacidade reduzida de colonizar os dentes de
ratos, exceto o mutante spxB (KAJFASZ et al.,
2010). Do mesmo modo, a deficiéncia no gene
brpA, conhecido por seu papel na tolerancia ao
estresse oxidativo e na formacdo de biofilme de
S. mutans, aumentou a taxa de sobrevivéncia de
G. mellonella quando comparada com a cepa
OMZ715, considerada altamente invasiva no
modelo (BITOUN et al, 2012). A auséncia do
gene pgmB também resultou em uma diminui-
¢do da viruléncia bacteriana de S. mutans em G.
mellonella. A expressao desse gene ¢ importan-
te para a tolerancia do S. mutans ao meio acido
(BUCKLEY; FAUSTOFERRI; QUIVEY, 2014).
O papel na viruléncia de S. mutans das glicosi-
lases (Fpg and MutY) e endonucleases (Smx and
Smn) da via de reparo do DNA por excisdao de
bases foram avaliadas por Gonzalez; Faustoferri
e Quivey Junior (2012). A taxa de mortalidade
foi significativamente maior em larvas infectadas
com mutantes de fgp, muty e smn. Porém, o mu-
tante smx ndo apresentou diferenca significativa
na viruléncia em comparagio a cepa de origem.

Considerando S. pneumoniae, Evans e
Rozen (2012) avaliaram a importancia dos ge-
nes ply, spxB e dItA, responsaveis pela produ-
¢do de pneumolisina, peréxido de hidrogénio e
D-alanilagdo do acido teicoico, respectivamen-
te, na patogenicidade bacteriana. A presenca de
capsula também foi avaliada durante a infec¢ao
na G. mellonella. Observou-se que a dele¢ao dos
genes ply, dItA e a auséncia de capsula, diminui
significativamente a viruléncia da bactéria. A
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delecdo do gene spxB ndo causou mudanga na
viruléncia da bactéria (EVANS; ROZEN, 2012).

Para padronizar e validar infec¢des por S.
pyogenes no modelo de G. mellonella, Olsen et
al. (2011) inocularam diferentes cepas em con-
centragdes distintas e compararam o resultado
com o encontrado previamente em mamiferos.
Observou-se que, quanto maior a quantidade de
unidades formadoras de colonia (UFC) por in6-
culo, menor a taxa de sobrevivéncia das larvas.
As larvas infectadas com a cepa mais virulenta
apresentaram efeitos patologicos, como acimu-
lo de melanina e coagulacao da hemolinfa mais
rapidamente que as cepas consideradas menos
virulentas. Ao comparar os resultados com os ob-
tidos em ratos, constatou-se que os dois modelos
possuem correlagdo positiva. O estudo ainda ava-
lia o efeito dos genes mtsR, mga, prsA, slaA e speB
na viruléncia bacteriana, através da construgio
de mutantes com deficiéncia na expressao. Todas
as bactérias com mutagdo apresentaram menor
viruléncia do que as originais, demonstrando
que os genes avaliados tém fun¢des importantes
na infecgdo por S. pyogenes (OLSEN et al., 2011).
Loh et al. (2013) observaram o efeito da tempe-
ratura na mortalidade das larvas, apds infecciao
com S. pyogenes. As larvas mantidas a 28°C apre-
sentaram DL, (dose letal capaz de matar 50%
do grupo de larvas testado) significativamente
maior do que as mantidas a 37°C, mostrando a
influéncia da temperatura na taxa de mortalidade
das larvas infectadas. A importancia de proteinas
com fungdo na adesdo bacteriana foi avaliada e
mutantes, com dele¢des nos genes emm (a qual
codifica a proteina M) e pilM1 (a qual codifica
a adesina pili), causaram, respectivamente, dimi-
nui¢do e aumento da viruléncia, comparados a
cepa original (LOH et al., 2013).

3.3 Galleria mellonella como modelo de infec-
¢do bacteriana por Enterococcus spp.

Enterococcus faecalis e E. faecium fazem par-
te da microbiota do trato gastrointestinal de se-
res humanos. Podem ser isolados de alimentos,
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do solo, da agua e de plantas, provavelmente
devido a prévia disseminagédo por fontes fecais.
As espécies tém tolerdncia elevada a condigoes
adversas como a presenca de NaCl até 6,5%,
sais biliares até 40% e altos valores de pH,
mantendo-se vidveis em diversos ambientes
(OGIER; SERROR, 2008). Enterococcus mun-
dtii é normalmente isolado de plantas, do solo
e do ubere de vacas e dificilmente é associado
a infec¢oes humanas (COLLINS; FARROW;
JONES, 1986). Atualmente, E. faecalis e E. fae-
cium sdo considerados uma das maiores causas
de infec¢des hospitalares no mundo (OGIER;
SERROR, 2008). Por serem patogenos oportu-
nistas, afetam pacientes imunocomprometidos
e podem causar infec¢ao urinaria, endocardite,
peritonite e septicemia, dentre outras doencas
infecciosas (MURRAY, 1990).

Gaspar et al. (2009) demonstraram que E.
faecium ndo ¢ letal as larvas de G. mellonella
nas condi¢des estabelecidas pelo estudo (cepa
QSE32). Por outro lado, isolados clinicos de E.
faecalis (cepa OG1RF) e isolados de laticinios,
quando testados nas mesmas condi¢des que E.
faecium (2 x 10° UFC/larva via hemocele) de-
monstraram viruléncia in vivo, levando as lar-
vas de G. mellonella a morte. O papel dos genes
gelE e fsrB que codificam, respectivamente, os
fatores de viruléncia gelatinase e Fsr, foram
avaliados na viruléncia. Nas cepas de E. fae-
calis, provenientes de laticinios, ambos genes
se mostraram importantes para a viruléncia,
enquanto que no isolado clinico, observou-se
que somente gelE contribui para viruléncia da
bactéria em G. mellonella.

O papel do gene ace, responsavel por codi-
ficar uma adesina de E. faecalis, na viruléncia
bacteriana, foi avaliado através da construcao
de um mutante (LEBRETON et al., 2009). A
taxa de mortalidade foi significativamente me-
nor nas larvas de G. mellonella infectadas com
o mutante do que naquelas infectadas com a
cepa original (JH2-2). Interessantemente, esse
resultado correlaciona-se positivamente com o
obtido em modelo de infec¢ao do trato urinario
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em ratos (LEBRETON et al., 2009). A infecgdo
oral por E. faecalis foi analisada por Fedhila et
al.(2010) e observou-se que, por essa via, a bac-
téria é incapaz de causar a morte das larvas. De
acordo com os autores, isso pode ser explicado
pela dificuldade da bactéria em cruzar a barreira
intestinal das larvas de G. mellonella.

Oliveira et al. (2011) demonstraram que a
termotolerancia e a viruléncia de E. faecalis é
significativamente reduzida na auséncia da pro-
teina ClpB, uma proteina de choque-térmico.
Michaux et al. (2012) avaliaram a relevancia do
gene cspR na infecgdo por E. faecalis. Esse gene é
responsavel por codificar uma proteina de cho-
que térmico que se liga ao RNA. Observou-se
que cspR é necessario para a total viruléncia da
bactéria em G. mellonella e em ratos. Outro es-
tudo de Michaux, publicado em 2013, verificou
que a aplicagdo de anticorpos anti-CspR, simul-
taneamente a inoculagdo da bactéria, protege a
larva da infecgdo por E. faecalis. Esse resultado
evidencia o importante papel da proteina Csp
para a patogenicidade de E. faecalis, eviden-
ciando um importante alvo para o possivel de-
senvolvimento de estratégias terapéuticas, in-
cluindo imunoldgicas, para prevenir a infec¢ao
(MICHAUX et al., 2013).

Para verificar a importéncia do gene pmvE
na viruléncia do E. faecalis, Martini et al. (2015)
desenvolveram um plasmideo para aumentar a
expressdo desse gene. Ele possui um papel im-
portante no metabolismo de poliaminas. As ce-
pas com expressdo aumentada causaram maior
taxa de mortalidade em G. mellonella do que as
cepas originais. De modo semelhante, o gene
pmvE também se mostrou importante durante
a infeccdo em modelo de rato (MARTINI et al.,
2015). O gene slyA, o qual codifica uma enzima
envolvida na homeostase de poliaminas e evi-
ta a toxicidade dessas moléculas, é considerado
um provavel regulador da expressao do gene
pmvE (MARTINI et al., 2015). Cabe destacar
que Michaux et al. (2011) avaliaram a influén-
cia do gene sly na infec¢ao de E. faecalis em ra-
tos e em G. mellonella. No primeiro modelo, foi
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realizada infec¢do intravenosa e a carga bacte-
riana no figado e rins foi estimada. A cepa de
E. faecalis com dele¢ao em sly conferiu maior
carga bacteriana nas larvas do que a cepa de ori-
gem. No modelo de G. mellonella, foi observado
o aumento da taxa de mortalidade das larvas,
em compara¢do a original, ao inocular a bac-
téria com dele¢ao em sly. Assim, os resultados
obtidos nos dois modelos corroboram a hipd-
tese de que o gene sly codifica um regulador de
transcricdo que é responsavel pela repressao de
fatores de viruléncia (MICHAUX et al.,, 2011).

A resisténcia de E. faecalis a lisozima,
componente do sistema imune inato de hu-
manos, foi analisada por Benachour et al.
(2012) e mostrou-se complexa, possuindo
diversos mecanismos aplicados a bactérias
gram-positivas. No modelo de G. mellonella,
observou-se atenuagdo da viruléncia, apos
delecao do gene pgdA, que codifica uma en-
zima que contribui na resisténcia a lisozima
(BENACHOUR et al.,, 2012). A relevancia
das enzimas antioxidantes metionina sufd-
xido redutase A e B foi avaliada, através da
construcido de mutante no estudo conduzido
por Zhao et al. (2010). O mutante msrB nao
apresentou mudanga na viruléncia do E. fa-
ecalis em relagdo a cepa de origem (JH2-2);
ja o mutante msrA demonstrou viruléncia
atenuada. A maior diminui¢do da viruléncia
de E. faecalis foi observada no mutante com
delecdo em ambos genes, mrsA e msrB. No
modelo com ratos os mutantes também di-
minuiram a viruléncia da bactéria, porém de
forma mais acentuada (ZHAO et al., 2010).

Yan et al. (2009) desenvolveram dois mu-
tantes, um com dele¢ao completa e outro com
delecdo parcial de relA, gene que codifica uma
enzima responsavel pela sintese e degradagao
do nucleotideo guanosina pentafosfato. O pri-
meiro ndo demonstrou diferenga na viruléncia,
quando comparado a cepa original, enquanto o
segundo tornou a infec¢do por E. faecalis mais
severa, por expressar uma proteina modificada
com possivel potencial téxico a larva.
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La Rosa et al. (2012) criaram uma ferra-
menta baseada em bioluminescéncia, através
do sistema luxABCDE, para monitorar a infec-
¢do por E. faecalis e verificar a induc¢do de genes.
Observou-se que a expressdo da bioluminescén-
cia foi coerente com a progressdo da infecgao
e do crescimento da bactéria na hemolinfa
de G. mellonella. Posteriormente, La Rosa et al.
(2013) utilizaram a bioluminescéncia para moni-
torar em E. faecalis a ativagdo dos promotores dos
genes da citolisina e gelatinase em ratos e em G.
mellonella. Ambos promotores apresentaram si-
nais durante a infec¢ao, demostrando que os ge-
nes cyl e gelE sdo induzidos e expressos durante
a infec¢ao sistémica na larva, no entanto, a cepa,
contendo o promotor da gelatinase foi mais viru-
lenta nos dois modelos avaliados.

Hanin et al. (2010) realizaram um rastra-
mento dos genes ativados, durante a infec¢ao
por E. faecalis em ratos e em larvas de G. mello-
nella. Seis genes mostram-se induzidos no mo-
delo de G. mellonella (ef_0377, ef_0041, ef_3282,
ef 3196, ef 3197 e ef 0378. Construiram-se
dois mutantes, um mutante com dele¢do no
operon fortemente induzido ef 3196/7) em G.
mellonella e, outro, no gene induzido em ratos
e larvas (ef_0377). Constatou-se que o mutan-
te ef 3196/7 atenua a viruléncia da bactéria,
ao contrario do ef_0377, que aumenta. Apesar
dos mesmos genes estarem induzidos em am-
bos modelos, observou-se diversos outros genes
ativados no modelo de ratos, os quais ndo estao
induzidos no modelo G. mellonella (HANIN et
al., 2010). Também investigando o papel de ge-
nes de viruléncia, Abranches et al. (2013) mos-
traram a importancia de quatro genes, EF0026,
EF0797, EF1533 e EF3245 que codificam pro-
teinas hipotéticas para a infec¢ao de E. faecalis
em G. mellonella e para a resisténcia aos anti-
bacterianos in vitro. Os genes EF1533 e EF3245
demonstraram ser possiveis alvos para antimi-
crobianos, pois a auséncia deles resultou em di-
minuic¢ao da viruléncia nas larvas e no aumento
da suscetibilidade in vitro, especialmente frente
a bacitracina e vancomicina.

Revista Liberato, Novo Hamburgo, v. 17, n. 28, p. 119-252, jul./dez. 2016.

Galleria mellonella: um hospedeiro experimental alternativo...

Considerando E. faecium, Lebreton et al.
(2011) desenvolveram uma cepa de E. faecium
com muta¢do no gene sodA que codifica uma
enzima perdxido dismutase dependente de
manganés e avaliaram sua viruléncia. Utilizando
um inéculo de E. faecium semelhante a Gaspar
et al. (2009), as larvas infectadas com o mutan-
te apresentaram menor carga bacteriana do que
as infectadas com a cepa original, ap6s 48 horas
de infeccao via hemocele. Esse resultado indi-
ca que o gene sodA é capaz de impedir a mor-
te da bactéria nos hemdcitos. Posteriormente,
Lebreton et al. (2012) induziram a infeccdo em
larvas de G. mellonella para investigar o papel
do gene asrR, responsavel por codificar um re-
gulador do estresse oxidativo, na viruléncia de
E. faecium, através da construcdo de uma cepa
mutante. A auséncia do gene asrR provocou um
aumento na viruléncia do E. faecium no mo-
delo de G. mellonella, bem como um aumento
da carga bacteriana nos rins e figado de ratos
(LEBRETON et al., 2012).

No estudo de Repizo e colaboradores (2014),
a viruléncia de E. mundtii e de E. faecalis foi
comparada em G. mellonella. Os resultados
demonstraram baixa viruléncia de E. mundtii
(cepa CRL1656) em comparagao com E. faecalis
(cepa JH2-2). Os autores destacaram que a espé-
cie E. mundltii ndo codifica a maioria dos fatores
de viruléncia presentes em isolados clinicos de
enterococos (REPIZO et al., 2014).

Ha, na literatura, estudos avaliando a pato-
genicidade de cepas bacterianas infectadas com
bacteriofagos. Bacteriéfagos sdo virus que infec-
tam especificamente bactérias, sendo capazes de
inserir fragmentos de DNA no genoma bacte-
riano. Através de trés agentes indutores, mito-
micina C, norfloxacino e radiagdo UV, Yasmim
et al. (2010) realizaram a indug¢ao de bacteridfa-
gos em E. faecalis. Oito diferentes bactérias liso-
génicas foram inoculadas nas larvas para avaliar
mudangas na viruléncia. Dos oito bacteriofagos
avaliados, trés demonstraram nao serem letais as
larvas de G. mellonella, dois aumentaram a taxa
de mortalidade da larva e trés ndo alteraram a
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viruléncia, em relagdo a cepa de origem (JH2-2)
(YASMIM et al., 2010).

Outros estudos publicados utilizaram as lar-
vas de G. mellonella para a comparagdo da vi-
ruléncia de cepas de Enterococcus spp. e para a
avaliagdo da eficacia in vivo de compostos anti-
microbianos. Mclaughlin et al. (2013) demons-
traram que cepas de E. faecalis resistentes a van-
comicina e a linezolida, as quais possuem uma
mutagdo em G2576T, ndo apresentam diferenca
na viruléncia in vivo, quando comparadas as ce-
pas resistentes somente a vancomicina. Lam et
al. (2013), utilizando concentragdes superiores
de ind6culo de E. faecium do que Gaspar et al.
(2009), avaliaram a patogenicidade de cepas iso-
ladas de pacientes com septicemia e observaram
uma grande variedade na taxa de sobrevivéncia
das larvas infectadas. Luther et al. (2014), tam-
bém conseguiram induzir a infec¢do em larvas
de G. mellonella e testaram diferentes regimes
de antibacterianos contra a infeccdo de E. fa-
ecalis e E. faecium nas larvas, sendo que todos
aumentaram a taxa de sobrevivéncia das mes-
mas. Contra E. faecalis, a daptomicina 10mg/kg
apresentou um aumento significativo da taxa de
sobrevivéncia em relagdo a linezolida e a asso-
ciagdo de gentamicina aumentou a eficicia da
daptomicina, mas nao da linezolida. Por outro
lado, contra E. faecium, a gentamicina potencia-
lizou a eficacia da daptomicina e da linezolida. A
adigao de rifampicina nao foi significativa para a
atividade de daptomicina e linezolida contra as
duas espécies (LUTHER et al., 2014). As ativida-
des antimicrobianas dos extratos seco, fresco e
glicolico de gengibre (Zingiber officinale) frente
a E. faecalis também foram avaliadas, e os extra-
tos mostraram-se eficazes em aumentar a taxa
sobrevivéncia das larvas em 66%, 61% e 50%,
respectivamente (MAEKAWA et al., 2015).

O efeito da terapia fotodindmica antimicro-
biana (TFA), induzida com fenotiazida-azul de
metileno foi avaliada nas larvas de G. mellonella
infectada com E. faecium por Chibebe Junior
et al. (2013). A TFA mostrou resultados positi-
vos, tais como a redu¢io da carga bacteriana e o
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prolongamento da sobrevivéncia das larvas. Além
disso, quando associada a vancomicina, a irradia-
¢do fotodindmica aumentou a taxa sobrevivéncia
das larvas infectadas com E. faecium resistente a
vancomicina (CHIBEBE JUNIOR et al., 2013).

3.4 Galleria mellonella como modelo de infec-
¢do bacteriana por Bacillus spp.

Bacillus cereus é uma bactéria formadora de
esporos, muito associada a casos de intoxicag¢ao
alimentar. Sua habilidade de causar complica-
¢Oes gastrointestinais esta intimamente ligada a
producao de duas enterotoxinas, a enterotoxina
termolabil responsavel pela forma diarreica da
doenga e a enteroxina estavel, também chamada
de cerulide, responsavel pela forma emética da
doenga. E um patégeno oportunista que estd as-
sociado a casos de infeccdes locais e sistémicas
como: endoftalmite, pneumonia, meningite e
bacteremia fulminante. Os individuos mais co-
mumente infectados sdo os neonatos, usuarios
de drogas intravenosas, imunocomprometidos,
pacientes com feridas traumaticas ou cirurgi-
cas e com cateteres permanentes (BOTTONE,
2010; FRENZEL et al., 2015). Bacillus weihens-
tephanensis foi proposto como espécie em 1998,
sendo composto por cepas psicrotolerantes,
anteriormente classificadas como B. cereus. A
caracterizacdo desse bacilo é necessaria para co-
nhecermos seu potencial patogénico, visto que
o mesmo pode contaminar materiais refrigera-
dos e seus esporos podem resistir a altas tempe-
raturas (LECHNER, S. et al., 1998). Por outro
lado, Bacillus anthracis possui caracteristicas
patoldgicas diferenciadas em relagao aos bacilos
gram-positivos ja mencionados. Devido a sua
alta toxicidade, pode ser utilizado como arma
biologica e ¢ reconhecido como o agente causa-
dor do anthrax, uma doenca que pode apresen-
tar-se na forma inalatoria, gastrointestinal ou
cutanea (INGLESBY et al., 1999).

Ramarao, Nielsen-Leroux e Lereclus (2012)
realizaram um estudo no qual descreveram de-
talhadamente a criacdo da G. mellonella, bem
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como os procedimentos de infec¢ao por B. ce-
reus, através da via oral e da hemocele das lar-
vas. O foco desse artigo cientifico é demonstrar
a viabilidade e vantagens das larvas de G. mello-
nella como modelo de infecgao.

Frenzel et al. (2015) avaliaram o efeito da
inocula¢do de SCV de B. cereus, via hemocele,
nas larvas de G. mellonella e observaram a me-
nor viruléncia e taxa de crescimento da bactéria
em comparagdo com a cepa selvagem. A indu-
¢do in vivo de B. cereus ao fenétipo SCV, apds
administracdo do aminoglicosideo amicacina
também foi avaliada. Inje¢oes de 50 e 70 pg/mL,
realizadas junto a inocula¢ao do patogeno, leva-
ram ao aumento da taxa sobrevivéncia da larva.
Coldnias menores do que as produzidas pela
cepa selvagem foram observadas em 9,6 % das
larvas. O fenétipo apresentado pelas bactérias
presentes em tais coldnias foi igual ao observa-
do pela indugao de SCV in vitro.

Khattar et al. (2009) analisaram o papel do
operon dlt na viruléncia de B. cereus no modelo
de G. mellonella e de Spodoptera littoralis, um
outro inseto. Esse operon codifica proteinas res-
ponsaveis por manter a carga positiva na parede
celular bacteriana, repelindo moléculas positi-
vas, tais como antimicrobianos cationicos. A in-
feccdo foi realizada por via oral em larvas de G.
mellonella e via hemocele em larvas S. littoralis.
Nao houve diferenca significativa entre as taxas
de mortalidade de G. mellonella inoculadas com
a cepa original e com a cepa mutante dit. Por
outro lado, no modelo da S. littoralis, o mutan-
te dlt diminuiu a taxa de mortalidade da larva,
quando comparada a cepa original. O estudo
concluiu que o papel do operon dlt na viruléncia
bacteriana é dependente da via de inocula¢ao.

Salamitou et al. (2000) demonstraram a im-
portancia de fatores de viruléncia de B. cereus,
regulados por PIcR, um ativador da expressao
de enzimas e toxinas extracelulares, através da
inoculagdo de esporos de B. cereus em larvas
de G. mellonella e em ratos. O papel do fator de
transcri¢ao codY e do regulon PIcR, na patoge-
nicidade de B. cereus, também foi avaliado por
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Frenzel et al. (2012), através do desenvolvimen-
to de mutantes. A inativa¢do de codY atenuou a
viruléncia do B. cereus de forma mais pronun-
ciada do que a inativacdo do plcR. Esse resul-
tado indica que codY promove a expressio de
fatores de viruléncia que nao sao regulados por
PIcR. Brillard et al. (2008) analisaram a infec-
¢do de larvas de G. mellonella com um mutante
yvfT'U e observaram a modesta diminuigdo da
viruléncia de B. cereus. Também foi demons-
trado que a proteina YvfTU esta envolvida na
expressao de plcR, porém a mesma nao é ne-
cessaria para expressdo da maioria dos fatores
de viruléncia pertencentes ao PIcR regulon
(BRILLARD et al. 2008).

A fim de identificar genes de B. cereus in-
duzidos in vivo, Fedhila et al. (2010) realizaram
um rastreamento e encontraram 20 genes ativos
durante a infeccdo. Posteriormente, esses pes-
quisadores desenvolveram um mutante do gene
mais induzido (o mutante RZC04714) e, entio,
a viruléncia foi analisada in vivo em G. mello-
nella, apds inoculagao via oral. No entanto, a
infecgdo causada pelo mutante foi menos severa
do que a causada pela cepa original (FEDHILA
et al. 2006). Em outro estudo posterior, Fedhila
et al. (2010) avaliaram a patogenicidade de 6 di-
ferentes cepas de B. cereus nas larvas no segun-
do e quinto estagios, através da via oral. Devido
as diferencas entre os resultados encontrados
em cada estagio, os autores presumiram a ocor-
réncia de modificagdes imunoldgicas e no trato
gastrointestinal das larvas, entre o segundo e o
quinto estagio. Além disso, as taxas de morta-
lidade obtidas com o modelo de G. mellonella
ndo se correlacionaram com o potencial pato-
génico em humanos. O estudo avaliou também
a infeccdo por outros patégenos, entre eles B.
anthracis. Essa bactéria ndo foi capaz de causar
a morte das larvas, apos infeccao por via oral.
Agrupando os resultados, os autores concluiram
que G. mellonella ndo demonstrou ser um bom
modelo de infec¢do oral, considerando-se as ce-
pas de Bacillus e as concentragdes de indculos
utilizadas no estudo (FEDHILA et al. 2010).
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Arnesen et al. (2011) analisaram a virulén-
cia in vivo de B. cereus e B. weihenstephanensis
no modelo de G. mellonella, utilizando diferen-
tes temperaturas (8, 15 e 37 °C) e inoculagdo
via oral e via hemocele. O estudo mostrou que
ambas espécies foram virulentas no modelo,
no entanto, B. cereus apresentou maior viru-
léncia na temperatura de 37 °C, enquanto B.
weihenstephanensis apresentou maior virulén-
cia a 15 °C. Em estudo semelhante, Rejasse et
al. (2012) verificaram que B. weihenstephanen-
sis é patogénico para G. mellonella a 15 °C, po-
rém ndo ¢ patogénico a 30 °C, provavelmente,
essa bactéria ndo causa infeccoes em humanos.
Corroborando com esses resultados, foi de-
monstrado, através da quantificacao in vitro de
genes envolvidos na viruléncia, que a expressao
de diversos genes da cepa de B. weihenstepha-
nensis utilizada (KBAB4) é dependente da tem-
peratura (REJASSE et al., 2012).

3.5 Galleria mellonella como modelo de infec-
¢do bacteriana por L. monocytogenes

Listeria monocytogenes é uma bactéria en-
contrada em diversos ambientes como solo,
agua, alimentos, nos humanos e em animais. A
capacidade desse micro-organismo de tolerar
processos de preservacdo de alimentos, como
extremos de temperatura, pH e salinidade torna
dificil sua eliminagdo. Listeria monocytogenes é
o agente etiologico da listeriose, doenga oportu-
nista transmitida pela ingestao de alimentos que
afeta principalmente gravidas, recém-nascidos
e imunocomprometidos. Devido ao desenvol-
vimento de cepas resistentes a antimicrobianos,
cresce o interesse clinico e industrial em novos
farmacos antilisteriais (HAMON; BIERNE,
COSSART, 2006; MUKHERJEE et al., 2013).

A patogenicidade de cepas de L. monocy-
togenes no modelo de G. mellonella foi avalia-
da por Mukherjee et al. (2010), os quais veri-
ficaram que o modelo distingue entre espécies
patogénicas e ndo patogénicas, assim como
observaram que a viruléncia da bactéria esta
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relacionada com a concentragdo do indculo.
Delegoes do gene uhpT e dos genes prfA, hly,
plcA, plcB, mpl, e actA, os quais fazem parte do
cluster vgc, demostraram que todos, exceto plcA,
atenuam a viruléncia de L. monocytogenes. O
gene uhpT é um dos reguladores do gene prfA
e ele regula a expressao de diversos fatores de
viruléncia; hly codifica uma proteina chama-
da listeriolisina O, que impede a fagocitose da
bactéria; plcA e plcB codificam fosfolipases
que facilitam a lise das membranas celulares
do hospedeiro; mpl codifica uma metalopro-
teinase que age em conjunto com plcB para
facilitar a propagacdo célula-célula e actA co-
difica uma proteina necessdria para a polime-
rizagdo de actina e movimento intracitoplas-
matico (MUKHERJEE et al., 2010).

Joyce e Gahan (2010) também avaliaram a
infeccao de G. mellonella com diferentes mu-
tantes de L. monocytogenes. Mutagdes nos genes
actA, inlAB e sigB nao alteraram a viruléncia da
bactéria in vivo, enquanto os genes prfA e hly
atenuaram significativamente. O gene sigB regu-
la positivamente prfA, e outros fatores durante
adaptacdo ao stress e inlAB codifica fatores ne-
cessarios para invasao celular. Todas as larvas
infectadas com a cepa que ndo expressa o gene
hly sobreviveram. Cepas com mutagdes nos ge-
nes cheA e fliA que possuem expressao dtima in
vitro em baixas temperaturas e, nos genes hly,
prfA, sigB e inlAB, que apresentam maior ex-
pressdo in vitro em altas temperaturas, foram
analisadas a 30°C e 37°C. Os autores conclu-
iram que a temperatura adequada para avaliar
infecgao por L. monocytogenes em G. mellonella
¢ 37°C (JOYCE; GAHAN, 2010). Schrama et al.
(2013) inocularam, em larvas de G. mellonella,
cepas de L. monocytogenes isoladas de laticinios
e cultivadas em meio com baixo pH e alta con-
centragdo de NaCl. O efeito na taxa de mortali-
dade da larva foi cepa-dependente. A expressdao
do gene hly foi quantificada e nio se encontrou
diminuida na cepa menos virulenta, sugerindo
o comprometimento de outros fatores de viru-
léncia (SCHRAMA et al., 2013).
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O gene virR, responsavel por regular a ex-
pressio de mprF e do operon dit, e os genes
mprF e dltB, responsaveis por manter o balango
de carga positivo na parede celular da bactéria e
facilitar a resisténcia a antimicrobianos cationi-
cos, foram avaliados por Mukherjee et al. (2011)
em cepas mutantes de L. monocytogenes. A au-
séncia de mprF e virR diminuiu acentuadamente
a patogenicidade de L. monocytogenes em larvas
de G. mellonella, enquanto a auséncia de ditB
diminuiu apenas parcialmente (MUKHER]JEE
et al., 2011). Adicionalmente, Mclaughlin et al.
(2012) verificaram, em ratos e em larvas de G.
mellonella, que o gene fvrA é importante na vi-
ruléncia de L. monocytogenes. Esse gene ¢é res-
ponsavel por regular o gene fur que controla a
entrada de ferro na célula (MCLAUGHLIN et
al., 2012). O papel do gene uspA, que codifi-
ca uma proteina importante para resisténcia a
condicoes de estresse, foi avaliado, através da
infeccdo de G. mellonella e de ratos com L. mo-
nocytogenes por Gomes et al. (2011). Em ambos
modelos, o gene apresentou um papel relevante
na viruléncia da bactéria (GOMES et al., 2011).
Ainda, Kuenne et al. (2013) determinaram a
taxa de mortalidade em G. mellonella provocada
por onze diferentes cepas de L. monocytogenes
e verificaram que as cepas do sorotipo 4 foram
as mais patogénicas. Considerando a avalia¢ao
da eficacia in vivo de compostos, Apoldnio et al.
(2014) expuseram L. monocytogenes ao eugenol
e ao citral e observaram aumento da taxa de so-
brevivéncia nos primeiros dias de infec¢ao.

O potencial de larvas de G. mellonella, como
modelo alternativo para a infec¢ao oral por L.
monocytogenes, foi investigado por Fedhila et
al. (2010), os quais constataram que o modelo
nao é adequado para avaliar a infec¢do por essa
via. Ndo foi observada mortalidade das larvas,
provavelmente pela auséncia de um receptor,
presente nos humanos, que ¢ essencial para a
bactéria cruzar a barreira intestinal. Da mes-
ma forma, um estudo cientifico visando inves-
tigar se o modelo de larvas de G. mellonella é
adequado para avaliar a infec¢ao cerebral por L.
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monocytogenes foi publicado por Mukherjee et
al. (2013). Interessantente, observou-se que 0s
mesmos fatores de viruléncia necessarios para a
propagacao da infeccdo em humanos sao neces-
sarios para a infeccdo em larvas de G. mellonella.
O diclofenaco foi capaz de inibir os nddulos for-
mados na larva infectada com L. monocytogenes
e de prevenir a infec¢ao no sistema nervoso da
larva, ao passo que o tratamento das larvas com
acido araquidonico e rifampicina também au-
mentaram a taxa de sobrevivéncia das mesmas
em relacio ao controle ndo tratado (DMSO)
(MUKHERJEE et al., 2013).

4 Consideracoes finais: desafios do modelo e
perspectivas

Galleria mellonella é um modelo incipiente,
porém, promissor para diversas infec¢oes por
bactérias gram-positivas. Entretanto, para esse
inseto ser amplamente aceito como modelo de
infeccdo é necessario o sequenciamento de seu
genoma, a caracterizagdo detalhada de seu sis-
tema imune, a padronizacao de cepas de larvas,
bem como, o desenvolvimento de ferramen-
tas genéticas (DESBOIS; MCMILLAN, 2015;
KEMP; MASSEY, 2007). A padronizac¢ao das
condi¢des de manutencdo da larva também ¢é
fundamental para podermos realizar compara-
¢oes de resultados entre laboratdrios e repro-
duzir experimentos de forma precisa (COOK;
MCARTHUR, 2013). De fato, Banville, Browne
e Kavanagh (2012) demonstraram que man-
ter a larva sem alimento durante os dias que
precedem a inoculagdo de patdgeno causa um
aumento da suscetibilidade & infec¢ao. Ainda,
Browne et al. (2015) avaliaram a influéncia
do tempo de pré-incubagdo na sobrevivéncia
da larva a infecgdo e verificaram que a pré-in-
cubagdo prolongada aumenta a suscetibilida-
de de G. mellonella aos patdgenos S. aureus e
Candida albicans.

Como descrito nesta revisdo, a utilizacao
de larva de G. mellonella para estudo de infec-
¢Oes permite a inoculagdo por diferentes vias. A
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hemocele é a via mais utilizada e que apresenta
resultados mais consistentes, enquanto um nu-
mero reduzido de publica¢oes cientificas utiliza a
via oral de administra¢do e apresenta resultados.
Em um estudo realizado por Fedhila et al. (2010),
foi analisada a infecgdo pela via oral por B. cereus
(10 UFC/larva), B. anthracis (10° UFC/larva), E.
faecalis (10° UFC/larva) e L. monocytogenes (10°
UFC/larva). Constatou-se que G. mellonella nao
¢ um bom modelo de infec¢io por essa via, pois
nenhuma das bactérias testadas, exceto B. cereus,
foi letal as larvas nas condigoes do estudo. Porém,
no mesmo periodo, Joyce e Grahan demonstra-
ram que a infec¢do oral por L. monocytogenes
com inoculagdo de 3 x 10° UFC foi capaz de ma-
tar 50% das larvas infectadas e com indculo de
107 UFC causou uma mortalidade de 100% das
larvas em até 48 horas. Esses resultados apontam
que sdo necessarios mais estudos para verificar a
adequabilidade do modelo de G. mellonella para
infeccoes por via oral.

Galleria mellonella demonstrou ser um mode-
lo de grande utilidade para avaliar antimicrobia-
nos e fatores de viruléncia, bem como apresen-
tou resultados semelhantes aos obtidos em ratos.
Considerando os estudos apresentados nessa revi-
sao podemos concluir que o modelo de G. mello-
nella é valido para o estudo de diversas bactérias
gram-positivas patogénicas ao ser humano.

Referéncias

ABRANCHES, J. et al. The cell wall-targeting
antibiotic stimulon of Enterococcus faecalis.
PLOS ONE, v. 8, n. 6, p. 1-11, 2013.

. The collagen-binding protein cnm Is
required for Streptococcus mutans adherence
to and intracellular invasion of human
coronary artery endothelial cells. Infection and
Immunity, v. 79, n. 6, p. 2277-2284, 2011.

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA. Lista A de medicamentos
de referéncia. Disponivel em: <http://
portal.anvisa.gov.br/wps/wcm/connect/
e647e2804ce51403ae69be36c8b8acb7/
Lista+A+25-05-2016.pdf?MOD=AJPERES>.
Acesso em: 26 maio 2016.

234

AKINS, R. L. et al. Characterization of high-
hevel daptomycin resistance in viridans group
streptococci developed upon in vitro exposure

to daptomycin. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, v. 59, n. 4, p. 2102-2112, 2015.

APOLONIO, J. et al. No induction of
antimicrobial resistance in Staphylococcus
aureus and Listeria monocytogenes during
continuous exposure to eugenol and citral.
FEMS Microbiology Letters, v. 354, n. 2, p.
92-101, 2014.

ARNESEN, L. S. et al. Using an insect model
to assess correlation between temperature and
virulence in Bacillus weihenstephanensis and
Bacillus cereus. FEMS Microbiology Letters, v.
317,n. 2, p. 196-202, 2011.

ARTHUR, M.; COURVALIN, P. Genetics
and mechanisms of glycopeptide resistance
in enterococci. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, v. 37, n. 8, p. 1563-1571, 1993.

AVILES-REYES, A. et al. Cnm is a major
virulence factor of invasive Streptococcus
mutans and part of a conserved three-gene

locus. Molecular Oral Microbiology, v. 29, n.
1, p. 11-23, 2014a.

Modification = of  Streptococcus
mutans Cnm by PgfS contributes to adhesion,
endothelial cell invasion, and virulence. Journal
of Bacteriology, v. 196, n. 15, p. 2789-2797,
2014b.

BANVILLE, N.; BROWNE, N.; KAVANAGH,
K. Effect of nutrient deprivation on the
susceptibility of Galleria mellonella larvae to
infection. Virulence, v. 3, n. 6, p. 497-503, 2012.

BAZOPOULOU, D, TAVERNARAKIS,
N. The NemaGENETAG initiative: large
scale transposon insertion gene-tagging in

Caenorhabditis elegans. Genetica, v. 137, n. 1, p.
39-46, 2009.

BENACHOUR, A. et al. The Lysozyme-
Induced Peptidoglycan N-Acetylglucosamine
Deacetylase PgdA (EF1843) is required for
Enterococcus faecalis virulence. Journal of
Bacteriology, v. 194, n. 22, p. 6066-6073, 2012.

BIONDA, N. et al. Effect of ester to amide or
N -Methylamide substitution on bacterial
membrane depolarization and antibacterial

Revista Liberato, Novo Hamburgo, v. 17, n. 28, p. 119-252, jul./dez. 2016.



activity of novel cyclic lipopeptides.
ChemMedChem, v. 8, n. 8, p. 1394-1402, 2013.

BITOUN,J.P.etal. BrpAisinvolved in regulation
of cell envelope stress responses in Streptococcus
mutans.  Applied and  Environmental
Microbiology, v. 78, n. 8, p. 2914-2922, 2012.

BOGAERT, D; DE GROOT, R; HERMANS, P.
W. M. Streptococcus pneumoniae colonization:
the key to pneumococcal disease. The Lancet
Infectious Diseases, v. 4, n. 3, p. 144-154, 2004.

BOTTONE, J. Bacillus cereus, a volatile human
pathogen. Clinical Microbiology Reviews, v.
23,n. 2, p. 382-398, 2010.

BRADE, K. D.; RYBAK, J. M.; RYBAK, M. J.
Oritavancin: a new lipoglycopeptide antibiotic
in the treatment of gram-positive infections.
Infectious Diseases and Therapy, v. 5, n. 1,
p. 1-15, 2016.

BRILLARD, J. et al. The YvfT'U two-component
system is involved in plcR expression in Bacillus
cereus. BMC Microbiology, v. 8, n. 1, p. 183-
195, 2008.

BROWNE, N. et al. Assessment of in vivo
antimicrobial activity of the carbene silver (I)
acetate derivative SBC3 using Galleria mellonella
larvae. Biometals, v. 27, n. 4, p. 745-752, 2014.

. Prolonged pre-incubation increases
the susceptibility of Galleria mellonella larvae to
bacterial and fungal infection. Virulence, v. 6,
n. 5, p. 458-465, 2015.

BUCKLEY, A. A; FAUSTOFERRI, R. C;
QUIVEY, R. G. [-Phosphoglucomutase
contributes to aciduricity in Streptococcus mutans.
Microbiology, v. 160, n. 4, p. 818-827, 2014.

CAMERON, D. R. et al. Impact of daptomycin
resistance on Staphylococcus aureus virulence.
Virulence, v. 6, n. 2, p. 127-131, 2015.

CARAPETIS, J. R. et al. The global burden of
group A streptococcal diseases. The Lancet
Infectious Diseases, v. 5, n. 11, p. 685-694, 2005.

CENTER WATCH. FDA Approved Drugs
for Infections and Infectious Diseases. 2016.
Disponivel em:  <http://www.centerwatch.
com/drug-information/fda-approved-drugs/
therapeutic-area/25/infections-and-infectious-
diseases>. Acesso em: 26 maio 2016.

Revista Liberato, Novo Hamburgo, v. 17, n. 28, p. 119-252, jul./dez. 2016.

Galleria mellonella: um hospedeiro experimental alternativo...

CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION. Antibiotic resistance threats
in the United States, 2013. Atlanta, 2013. 113 p.

CHADWICK, J. S.; VILK, E. Endotoxins from
several bacterial species as immunizing agents
against Pseudomonas aeruginosa in Galleria

mellonella. Journal of Invertebrate Pathology,
v. 13, n. 3: p. 410-415, 1969.

CHEN, D. K. et al. Decreased susceptibility of
Streptococcus pneumoniae to fluoroquinolones
in Canada. New England Journal of Medicine,
v. 341, n. 4, p. 233-239, 1999.

CHENOWETH, C. E. et al. Antimicrobial
resistance in  Streptococcus  pneumoniae:
implications for patients with community-
acquired pneumonia. Mayo Clinic Proceedings,
v.75,n. 11, p. 1161-1168, 2000.

CHIBEBE JUNIOR, J. et al. Photodynamic and
antibiotic therapy impair the pathogenesis of
Enterococcus faecium in a whole animal insect
model. Plos One, v. 8, n. 2, p. 1-10, 2013.

COLLINS, M. D.; FARROW, ]. A. E.;; JONES,
D. Enterococcus mundltii sp. nov. International
Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, v. 36, n. 1, p. 8-12, 1986.

COOK, S. M; MCARTHUR, J. D. Developing
Galleria mellonella as a model host for human

pathogens. Virulence, v. 4, n. 5, p. 350-353, 2013.

COUGHLAN, A. et al. Zinc and silver glass
polyalkenoate cements: an evaluation of their
antibacterial nature. Bio-medical Materials
and Engineering, v. 20, n. 2, p. 99-106, 2010.

DESBOIS; COOTE,P.J. Waxmothlarva(Galleria
mellonella): an in vivo model for assessing the
efficacy of antistaphylococcal agents. Journal
of Antimicrobial Chemotherapy, v. 66, n. 8,
p-1785-1790, 2011.

DESBOIS; MCMILLAN, S. Paving the way to
acceptance of Galleria mellonella as a new model
insect. Virulence, v. 6, n. 5, p. 410-411, 2015.

EUROPEAN CENTRE FOR  DISEASE
PREVENTION AND CONTROL. The bacterial
challenge: timetoreact.2009. Disponivel em: <http://
ecdc.europa.eu/en/publications/Publications/0909_
TER_The_Bacterial_Challenge Time_to_React.
pdf>. Acesso em: 26 maio 2016.

235



MORELO, N.; TRENTIN, D. S.

EVANS, B. A;; ROZEN, D. E. A Streptococcus
pneumoniae infection model in larvae of the wax
moth Galleria mellonella. European Journal of
Clinical Microbiology & Infectious Diseases,
v. 31, n. 10, p. 2653-2660, 2012.

FARHA, M. A. et al. Inhibition of WTA synthesis
blocks the cooperative action of PBPs and
sensitizes MRSA to -Lactams. ACS Chemical
Biology, v. 8, n. 1, p. 226-233, 2013.

FEDHILA, S. et al. Comparative analysis of
the virulence of invertebrate and mammalian
pathogenic bacteria in the oral insect infection
model Galleria mellonella. Journal of Invertebrate
Pathology, v. 103, n. 1, p. 24-29, 2010.

Identification of Bacillus cereus
internalin and other candidate virulence genes
specifically induced during oral infection in
insects. Molecular Microbiology, v. 62, n. 2, p.
339-355, 2006.

FOWLER, V. G. et al. Daptomycin versus
standard  therapy for bacteremia and
endocarditis caused by Staphylococcus aureus.
New England Journal of Medicine, v. 355, n. 7,
p- 653-665, 2006.

FRENZEL, E. et al. CodY orchestrates the
expression of virulence determinants in emetic
Bacillus cereus by impacting key regulatory
circuits. Molecular Microbiology, v. 85, n. 1, p.
67-88, 2012.

The Endospore-Forming Pathogen
Bacillus cereus Exploits a Small Colony Variant-
Based Diversification Strategy in Response to
Aminoglycoside Exposure. mBio, v. 6, n. 6, p.
1-10, 2015.

FURI L.etal. Evaluation of reduced susceptibility
to quaternary ammonium compounds and
bisbiguanides in clinical isolates and laboratory-
generated mutants of Staphylococcus aureus.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v.
57,n. 8, p. 3488-3497, 2013.

GAO, W. et al. Two novel point mutations in
clinical Staphylococcus aureus reduce linezolid
susceptibility and switch on the stringent
response to promote persistent infection. Plos
Pathogens, v. 6, n. 6, p. 1-15, 2010.

GASPAR, E et al. Virulence of Enterococcus
faecalis dairy strains in an insect model: the role

236

of fsrB and gelE. Microbiology, v. 155, n. 11, p.
3564-3571, 2009.

GIBREEL, T. M. UPTON, M. Synthetic
epidermicin NIO1 can protect Galleria mellonella
larvae from infection with Staphylococcus aureus.
Journal of Antimicrobial Chemotherapy, v.
68, n. 10, p. 2269-2273, 2013.

GLAVIS-BLOOM, ]J; MUHAMMED, M,
MYLONAKIS, E. Of model hosts and man:
using Caenorhabditis elegans, Drosophila
melanogaster and Galleria mellonella as model
hosts for infectious disease research. Springer,
v. 710, p. 11-17, 2012.

GOMES, C. S. et al. Universal stress proteins
are important for oxidative and acid stress
resistance and growth of Listeria monocytogenes
EGD-e in vitro and in vivo. Plos One, v. 6, n. 9,
p. 1-10, 2011.

GONZALEZ, K. FAUSTOFERRI, R. C,;
QUIVEY JUNIOR, R. G. Role of DNA base
excision repair in the mutability and virulence of
Streptococcus mutans. Molecular Microbiology,
v. 85, n. 2, p. 361-377, 2012.

HANIN, A. et al. Screening of in vivo activated
genes in Enterococcus faecalis during insect and
mouse infections and growth in urine. Plos
One, v. 5,n. 7, p. 1-12, 2010.

HAMON, M. BIERNE, H.; COSSART, P.
Listeria monocytogenes: a multifaceted model.
Nature Reviews Microbiology, v. 4, n. 6, p. 423-
434, 2006.

HIRAMATSU, K. et al. Dissemination in
japanese hospitals of strains of Staphylococcus
aureus heterogeneously resistant to vancomycin.
The Lancet, v. 350, n. 9092, p. 1670-1673, 1997

HOLLENBECK, B. L.; RICE, L. B. Intrinsic and
acquired resistance mechanisms in enterococcus.
Virulence, v. 3, n. 5, p. 421-569, 2012.

HOWDEN, B. P. et al. Failure of vancomycin for
treatment of methicillin-resistant Staphylococcus
aureus infections. Clinical Infectious Diseases,
v. 39, n. 10, p. 1544-1544, 2004.

INGLESBY, T. V. et al. Anthrax as a biological
weapon. Jama, v. 281, n. 18, p. 1735-1745, 1999.

JACOBS, A. C. et al. Adenylate kinase release
as a high-throughput-screening-compatible

Revista Liberato, Novo Hamburgo, v. 17, n. 28, p. 119-252, jul./dez. 2016.



reporter of bacterial lysis for identification of
antibacterial agents. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, v. 57, n. 1, p. 26-36, 2013.

JACOBS, M. R. et al. Emergence of multiply
resistant pneumococci. New England Journal
of Medicine, v. 299, n. 14, p. 735-740, 1978.

JOYCE, S. A.; GAHAN, C. G. M. Molecular
pathogenesis of Listeria monocytogenes in the
alternative model host Galleria mellonella.
Microbiology, v. 156, n. 11, p. 3456-3468, 2010.

KAITO, C. et al. Silkworm larvae as an animal
model of bacterial infection pathogenic to
humans. Microbial Pathogenesis, v. 32, n. 4, p.
183-190, 2002.

KAJFASZ, ]. K. et al. Two spx proteins modulate
stress tolerance, survival, and virulence in
Streptococcus mutans. Journal of Bacteriology,
v. 192, n. 10, p. 2546-2556, 2010.

KAVANAGH, K.; REEVES, E. P. Exploiting the
potential of insects for in vivo pathogenicity
testing of microbial pathogens. FEMS
Microbiology Reviews, v. 28, n. 1, p. 101-112,
2004.

KEMP, M. W.; MASSEY, R. C. The use of insect
models to study human pathogens. Drug
Discovery Today, v. 4, n. 3, p. 105-110, 2007.

KHATTAR, Z. A. et al. The dlt operon of Bacillus
cereus is required for resistance to cationic
antimicrobial peptides and for virulence in
insects. Journal of Bacteriology, v. 191, n. 22, p.
7063-7073, 2009.

KLEVENS, R. Monina. Invasive Methicillin-
Resistant. Jama, v. 298, n. 15, p. 1763-1771,
2007.

KOHLER, G. Probiotics research in Galleria
mellonella. Virulence, v. 6, n. 1, p. 3-5, 2015.

KUENNE, C. et al. Reassessment of the Listeria
monocytogenes pan-genome reveals dynamic
integration hotspots and mobile genetic elements
as major components of the accessory genome.
BMC Genomigcs, v. 14, n. 1, p. 47-65, 2013.

LAM, M. M et al. Comparative analysis of
the complete genome of an epidemic hospital
sequence type 203 clone of vancomycin-resistant
Enterococcus faecium. BMC Genomics, v. 14, n.
1, p. 595-609, 2013.

Revista Liberato, Novo Hamburgo, v. 17, n. 28, p. 119-252, jul./dez. 2016.

Galleria mellonella: um hospedeiro experimental alternativo...

LA ROSA, S. L. et al. Construction and
application of a luxABCDE reporter system for
real-time monitoring of Enterococcus faecalis
gene expression and growth. Applied and
Environmental Microbiology, v. 78, n. 19, p.
7003-7011, 2012.

. In vivo assessment of growth and
virulence gene expression during commensal
and pathogenic lifestyles of luxABCDE-
tagged Enterococcus faecalis strains in murine
gastrointestinal and intravenous infection
models. Applied and Environmental
Microbiology, v. 79, n. 13, p. 3986-3997, 2013.

LATIMER, J; FORBES, S.; MCBAIN, A. ]
Attenuated virulence and biofilm formation
in Staphylococcus aureus following sublethal
exposure to triclosan. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, v. 56, n. 6, p. 3092-3100, 2012.

LAWS, T. R. et al The nematode
Panagrellusredivivus is susceptible to killing by
human pathogens at 37 °C. FEMS Microbiology
Letters, v. 250, n. 1, p. 77-83, 2005.

LEBRETON, E A. et al. Which encodes an
adhesin in Enterococcus faecalis, is regulated by
ers and is involved in virulence. Infection and
Immunity, v. 77, n. 7, p. 2832-2839, 2009.

. AsrR is an oxidative stress sensing
regulator modulating Enterococcus faecium
opportunistic traits, antimicrobial resistance,
and pathogenicity. Plos Pathogens, v. 8, n. 8, p.
1-17,2012.

. Galleria mellonella as a model for
studying Enterococcus faecium host persistence.
Journal of Molecular Microbiology and
Biotechnology, v. 21, n. 3-4, p. 191-196, 2011.

LECHNER, S. et al. Bacillus weihenstephanensis
sp. nov. is a new psychrotolerant species of the
Bacillus cereus group. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology, v.
48, n. 4, p.1373-1382, 1998

LENHARD, J. R. et al. Sequential Evolution
of  Vancomycin-Intermediate = Resistance
Alters Virulence in Staphylococcus aureus:
Pharmacokinetic/Pharmacodynamic ~ Targets
for Vancomycin Exposure. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, v. 60, n. 3, p. 1584-
1591, 2015.

237



MORELO, N.; TRENTIN, D. S.

LOH, J. M. S. et al. Galleria mellonella larvae as
an infection model for group a streptococcus.
Virulence, v. 4, n. 5, p. 419-428, 2013.

LUTHER, M. K. et al. Activity of daptomycin
or linezolid in combination with rifampin
or gentamicin  against  biofilm-forming
Enterococcus faecalis or E. faecium in an in
vitro pharmacodynamic model using simulated
endocardial vegetations and an in vivo
survival assay using Galleria mellonella larvae.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v.
58, n. 8, p. 4612-4620, 2014.

MAEKAWA, L. E. et al. Different extracts of
Zingiber officinale decrease Enterococcus faecalis
infection in Galleria mellonella. Brazilian
Dental Journal, v. 26, n. 2, p. 105-109, 2015.

MANGILI, A. et al. Daptomycin-Resistant,
Methicillin-Resistant ~ Staphylococcus — aureus
bacteremia. Clinical Infectious Diseases, v. 40,
n. 7, p. 1058-1060, 2005.

MARTINI, C. et al. The polyamine
N-Acetyltransferase-Like enzyme PmvE plays
a role in the virulence of Enterococcus faecalis.
Infection and Immunity, v. 83, n. 1, p. 364-371,
2015.

MCLAUGHLIN, H. P. et al. A putative P-Type
ATPase required for virulence and resistance to
haem toxicity in Listeria monocytogenes. Plos
One,v.7,n. 2, p. 1-12, 2012.

MCLAUGHLIN, M. et al. Virulence of
vancomycinrResistant  Enterococcus faecium
according to linezolid resistance and clinical
outbreak status. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, v. 57, n. 8, p. 3923-3927, 2013.

MENDES, R. E. et al. Zyvox(R) annual appraisal
of potency and spectrum (ZAAPS) program:
report of linezolid activity over 9 years (2004-
12). Journal of Antimicrobial Chemotherapy,
v. 69, n. 6, p. 1582-1588, 2014.

MENDES, R.E; DESHPANDE, L.M.; JONES, R. N.
Linezolid update: stable in vitro activity following
more than a decade of clinical use and summary of
associated resistance mechanisms. Drug Resistance
Updates, v. 17, n. 1-2, p. 1-12, 2014.

MENICHETTIL E. Current and emerging serious
Gram-positive infections.Clinical Microbiology
and Infection, v. 11, p. 22-28, 2005.

238

MICHAUX, C. et al. Cold-shock RNA-binding
protein CspR is also exposed to the surface of
Enterococcus faecalis. Microbiology, v. 159, n.
10, p. 2153-2161, 2013.

. CspR, a Cold Shock RNA-Binding
protein involved in the long-term survival and
the virulence of Enterococcus faecalis. Journal of
Bacteriology, v. 194, n. 24, p. 6900-6908, 2012.

. SlyA Is a Transcriptional regulator
involved in the virulence of Enterococcus
faecalis. Infection and Immunity, v. 79, n. 7, p.
2638-2645, 2011.

MITCHELL, T. J. The pathogenesis of
streptococcal infections: from tooth decay to
meningitis. Nature Reviews Microbiology, v. 1,
n. 3, p. 219-230, 2003.

MUENKS, C. E. et al. Diversity of Staphylococcus
aureus strains colonizing various niches of the
human body. Journal of Infection, v. 72, n. 6, p.
698-705, 2016.

MUKHERJEE, K. et al. Anti-Listeria activities
of Galleria mellonella hemolymph proteins.
Applied and Environmental Microbiology, v.
77,n. 12, p. 4237-4240, 2011.

Brain infection and activation of
neuronal repair mechanisms by the human
pathogen Listeria monocytogenes in the
lepidopteran model host Galleria mellonella.
Virulence, v. 4, n. 4, p. 324-332, 2013.

. Galleria mellonella as a model system
for studying listeria pathogenesis. Applied and
Environmental Microbiology, v. 76, n. 1, p.
310-317, 2010.

MUNITA, J. M.; BAYER, A. S; ARIAS, C.
A. Evolving resistance among gram-positive
pathogens. Clinical Infectious Diseases, v. 61,
n. 2, p. 48-57, 2015.

MURRAY, B. E. The life and times of the
Enterococcus. Clinical Microbiology Reviews,
v.3,n. 1, p. 46-65, 1990.

MURRAY, P. R; PFALLER A. M.; ROSENTHAL,
K. S. Microbiologia Médica. 7. ed. Rio de
Janeiro: Elsevier, 2014.

NAIMI, T. S. Comparison of community- and
health care-associated methicillin-resistant.
Jama, v. 290, n. 22, p. 2976-2984, 2003.

Revista Liberato, Novo Hamburgo, v. 17, n. 28, p. 119-252, jul./dez. 2016.



NAKANO, K; NOMURA, R.; OOSHIMA,
T. Streptococcus mutans and cardiovascular
diseases. Japanese Dental Science Review, v.
44, n. 1, p. 29-37, 2008.

OGIER, J; SERROR, P. Safety assessment of
dairy microorganisms: the Enterococcus genus.
International Journal of Food Microbiology,
v. 126, n. 3, p. 291-301, 2008.

OLIVEIRA, N. E. M. et al. ClpB, a class
III heat-shock gene regulated by CtsR, is
involved in thermotolerance and virulence of
Enterococcus faecalis. Microbiology, v. 157, n.
3, p. 656-665, 2011.

OLSEN, R. J. et al. Virulence of serotype M3
group A Streptococcus strains in wax worms
(Galleria mellonella larvae). Virulence, v. 2, n.
2,p. 111-119, 2011.

O’NEILL, J. Antimicrobial resistance: tackling
a crisis for the health and wealth of nations.
London, 2014.

PELEG, A. Y. et al. Reduced susceptibility
to vancomycin influences pathogenicity in
Staphylococcus aureus infection. The Journal
of Infectious Diseases, v. 199, n. 4, p. 532-
536, 2009.

PURVES, J. et al. Comparison of the regulation,
metabolic functions, and roles in virulence of the
Glyceraldehyde-3-Phosphate ~ Dehydrogenase
homologues gapA and gapB in Staphylococcus
aureus. Infection and Immunity, v. 78, n. 12, p.
5223-5232, 2010.

QUIBLIER, C. et al. Secretome analysis defines
the major role of SecDF in Staphylococcus aureus
virulence. Plos One, v. 8, n. 5, p. 1-12, 2013.

RAMARAO, N.; NIELSEN-LEROUX, C;
LERECLUS, D. The insect Galleria mellonella
as a powerful infection model to investigate
bacterial pathogenesis. Journal of Visualized
Experiments, n. 70, p. 1-17, 2012.

REJASSE, A. et al. Temperature-dependent
production of  various  PlcR-controlled
virulence factors in Bacillus weihenstephanensis
strain KBAB4. Applied and Environmental
Microbiology, v. 78, n. 8, p. 2553-2561, 2012.

REPIZO, G. D. et al. Genomic comparative
analysis of the environmental Enterococcus mundtii

Revista Liberato, Novo Hamburgo, v. 17, n. 28, p. 119-252, jul./dez. 2016.

Galleria mellonella: um hospedeiro experimental alternativo...

against enterococcal representative species. BMC
Genomics, v. 15, n. 1, p. 489-501, 2014.

RICHARDS, R. L. et al. Persistent Staphylococcus
aureus isolates from two independent cases
of bacteremia display increased bacterial
fitness and novel immune evasion phenotypes.
Infection and Immunity, v. 83, n. 8, p. 3311-
3324, 2015.

SALAMITOU, S. et al. The plcR regulon is
involved in the opportunistic properties of
Bacillus thuringiensis and Bacillus cereus in
mice and insects. Microbiology, v. 146, n. 11, p.
2825-2832, 2000.

SCHRAMA, D. et al. Adaptation of Listeria
monocytogenes in a simulated cheese medium:
effects on virulence using the Galleria
mellonella infection model. Letters in Applied
Microbiology, v. 56, n. 6, p. 421-427, 2013.

SEABRA, R.; BHOGAL, N. Hospital infections,
animal models and alternatives. European
journal of clinical microbiology & infectious
diseases, v. 28, n. 6, p. 561-568, 2008.

SHARMA-KUINKEL, B. K. et al. Potential
influence of Staphylococcus aureus clonal
complex 30 genotype and transcriptome
on hematogenous infections. Open Forum
Infectious Diseases, v. 2, n. 3, p. 1-13, 2015.

SMITH, R. D.; COAST, J. Antimicrobial
resistance: a global response. Bulletin of the
World Health Organization, v. 80, n. 2, p. 126-
133, 2002.

STEPHENS, J. M. Immune responses of some
insects to some bacterial antigens. Canadian
Journal of Microbiology, v. 5, n. 2, p. 203-228,
1959.

o Protective effects of several
immunizing preparations that produce active
immunity in Galleria mellonella (Linnaeus).
Journal of Insect Pathology, v. 5, n. 1, p.
129, 1963.

SUJATHA, S.; PRAHARA], I. Glycopeptide
resistance in gram-positive Cocci: a review.
Interdisciplinary Perspectives on Infectious
Diseases, v. 2012, p. 1-10, 2012.

TSAL C. J; LOH, J. M. S;; PROFT, T. Galleria
mellonella infection models for the study of

239



MORELO, N.; TRENTIN, D. S.

bacterial diseases and for antimicrobial drug
testing. Virulence, v. 7, n. 3, p. 214-229, 2016.

TSIODRAS, S. et al. Linezolid resistance in a
clinical isolate of Staphylococcus aureus. The
Lancet, v. 358, n. 9277, p. 207-208, 2001.

UTTLEY, A.H. C. etal. High-level vancomycin-
resistant  enterococci  causing  hospital
infections. Epidemiology and Infection, v.
103, n. 1, p. 173-181, 1989.

WEIGEL, L. M. Genetic analysis of a
high-level vancomycin-resistant isolate of
Staphylococcus aureus. Science, v. 302, n.
5650, p. 1569-1571, 2003.

WORLD HEALTH ORGANIZATION.
Antimicrobial resistance: global report
on surveillance. Geneva: World Health

Organization, 2014. 232 p.

240

. Overcoming antimicrobial resistance.
Geneva, 2000. 67 p.

YAN, X. et al. The (p)ppGpp synthetase RelA
contributes to stress adaptation and virulence
in Enterococcus faecalis V583. Microbiology, v.
155, n. 10, p. 3226-3237, 2009.

YASMIN, A. et al. Comparative genomics
and transduction potential of Enterococcus
faecalis temperate bacteriophages. Journal of
Bacteriology, v. 192, n. 4, p. 1122-1130, 2010.

ZAK, O; OREILLY, T. Animal models in
the evaluation of antimicrobial agents.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v.
35,n.8, p. 1527-1531, 1991.

ZHAO, C. et al. Role of methionine sulfoxide
reductases A and B of Enterococcus faecalis in
oxidative stress and virulence. Infection and
Immunity, v. 78, n. 9, p. 3889-3897, 2010.

Revista Liberato, Novo Hamburgo, v. 17, n. 28, p. 119-252, jul./dez. 2016.



wo...

imental alternat

170 exper

um hospedei

e Galleria mellonella

APENDICE

epronbsa Sojoxd

(€102) 10 : : “Oob © sepnuew 3 )
12 191[QINY AN da»s P ww” MM:oEoI ordgisa ownin) SJUITUTRIDISWOD SepLImbpy e s
9
cmNmSu@ S epronbsa Sojoxd ‘ojuawILIddXa Op SAJUE BIOY
o MV H\M aN - R ouswhﬁhfuu UBSO[ILI], BN BIA BJUT[OWE] - BIOW D), /¢ & sepeqnouy ‘serp s 10d O, f Snauny g
SMEMA P d OIXF e 0IXST B SEPTUBTL 3 2JUSW[BIDIAWOD sepLimbpy
(£100) epronbsa Sojoxd S gog
- 10 sqooe( aN - 8y/8w 0zg 091 ‘08 BUIPBUSLIS], PUWLQ PIA BJULOWRY 00 21103 053 - Snainy °g
0TX6
epranbsa Gajoxd
(¥102) v an . eareB 22 70 OUAPI[I-Z-[0ZBPIW mE%s eia :_ﬁoEoE Swr 0p¢ ap osad *ZN[ 9P BDUYSNE BU 3 DG T snounw
12 dumorg 1 -I-[TUSJIP-G H-[1ZUdqIp-¢*-(]) By 9 M wg 2 o13e3s9 0Ixag B SEPTUBTU 3 2JUSIW[BIDIIWOD sepLimbpy
A
epranbsa Sojoxd Sw 0os "0JUWIQIDAI SOde BUBLIS BUIN SEPES() "BIIP
. meww AN VAON - - BWND BIA BJUTOWSH 9 00¢ 21ud osad  -ew ap serede woo o znj ap eDUYSNE BU D ST SHaUND °§
i und OTXT 5 013389 owmyn B SEPIUBW 3 2JUSWILIDIIWOD SepLmbpy
Sar01d ‘sojuawrradxa
(s100) "I 101 SOp $ajUe SEIOY ¢ Auarqure ernjerodura)
aN Jaduw - - BN BIA BJUT[OWSE] - . SHaUNY °§
12 spreypRy < © sepeoo[o)) ‘euewas eum 1od Dof &
20T X1 SEPTJURLI 3 9JUSWRIDIAWIOD sepLimbpy
Soroxd
‘sojuatLiadxa sop sajue seroy
(0102) dvs a2 ydvs - - enenb ¢ ajuadelpe - uarquue ernjeradwd) g sepedo[o)) SNaUND
‘v 32 saAINg anN g v oeda(ur eIA BJUIOWDF] v i ¢ SEPEIOOD) "Do¥ s
o1 X< © SEPIURI 3 3JUWIRIDIIWOD seprmbpy
A
epronbss Sojoxd osad ou esuat
(0102) aN Vio4 - - BUWN[D BIA BJUT[OWSE] 1P doAvd OFU - SHaUNY °§
‘v 32 0BD) : x e T x exed sepesad o
0T X T®0TXS0 orfeysa ommyy
eurprdopry,
. (€100) AN - /8w ¢ - - - snauny g
v 32 ByIeg BUITXOINJAD)
(€1027) 83/8w 00T 2 00T 01 eupIULIDPIdY epronbss Sojord "0JuawWIqa031 sode seurwos
uoydn 2 aN - BUWITN BIA BJUTOWSE] o13e1ss 0jxag T SepeZI[I}() “ZN[ 9P BIOUISNE BU 3 D) f © RZEYIZN
[921q1D) Sy/8w 052 0T “T BUDIWOOURA OIXGBOIXE SEPTIURLI 3 9JUSWIRIDIAWIOD seprimbpy
(6100) ‘sojuawrrradxa
1 uIny- wig ) ) ) RJUIOWIE] Suwr 0p¢ sop sajue mﬁom ¢ uarqure SEmwon_EE sy g
—ewireys OIXT3,0IXT 3 0G7 91Ud 05 ® SEPEI0[O)) "ZN[ 9P BIDUISNE BU D), B
SEPTJURLI 3 9JUSWIRIDIAWIOD seprimbpy
epronbsa Sojoxd Sw os¢ "0)UdWIGIIAT
. uamomwvm aN Siw - - BWN[D BIA BJUTOWSH 9 0GT 21U osad sode serp £ sepezi[iy "zn[ op BOUYSNE BU Snany g
1733 531d OIXT20IXI 5 013389 owm SEPIIULUI 3 AUIW[BIDIWOD SepLInbpy
/8 ¢
(1102) /o052 017 PUIRTHOUeA epranbsa Sojoxd Sw o5z op op "ojuawIqadaI sode
9)00) 2 aN Sy/Bw g 2750 RUIDIUS] 'WND eIA Bjurowdl  -ewrxoide osad Serp £ SepezI[ry) ‘Zn[ d9p BIUSNE BU 3 D, § Snauny g
S10QS9(] 398 i OIXTROIXT 2 o13e3s0 ownyn © SEPTUBTU 3 JUSWI[BIDIIWOD sepLimbpy
/8w 062 01 7 euprwoydeq -
SOPRIQI)IIA UId ope)sa) odroonue no 0B5e[Nd0UT 3p BIA eAre[ ep
BIDURIYIY oper[eAe JUa5) aso(q ©ATE[ BP OBSUI)NURU 3P SI03TPUO)) eLReg
v SOPMNJSI UI0D 0BIB[LI0) ojsoduwrod ‘oueIqONIWNUY 3 BATR[/D() O[NOOU]  SeINSLId)ORIR)) v

241

Revista Liberato, Novo Hamburgo, v. 17, n. 28, p. 119-252, jul./dez. 2016.



>

MORELO, N.

(¢107) 42amd e Sojod ovduTw
2 X1 KN 3p STRUTS WS .
3 LLI2J0ISNE] aN Sdf ssouas - - BUWIN[N BIA BJUTOWSE] > 00 > - suvpnu °§
£Z3[eZUOD) 3 ) OTXT
UIpUOIUI-YH T 00T 213U2 083
(0102) oedezIuepw
‘v 30 Zseyley] o epronbsa Sojoxd o i
£oamd aN quisd - - BN BIA BJUTOWSE] oP Steus wos N[ 9P PIOUISTE U 3 Do suvInu °g
(r107) 4ant Hm e ey 28w pg 2 ® SEPIUBW 9 9JUI[RIDIIWOD sepLimbpy
3 11I3j0IsNe,| OTXT
hoppng 00T 213U2 083
(0107) epronbsa Sojoxd opSezIUTRW
1 10 Zseyfey du - - BN BIA BJUT[OW oP Steuls twos - suvInu
3 (z107) 2 an ved A oiw% H 28w 0og 2 s
12 unoyg ‘ 00T 213U2 083
. epronbsa Sojoxd
(e¥107) 10 gouo .
12 sokoy-saay aN 2 vdgo ‘> - wu)-nue odioonuy BUWIT[N BIA BJUTOWIE] - - suvpnu °§
L O1X¢g
epranbsa Sajoxd
(arioe) wuo 2 §f3d - - mz:vs BIA . EﬁoEu - - suvInu
1o Sah-SITIAY aN S 0[0 BIA BJUT[OWSH muk g
- OIXS
oedezrueow
. epianbsa Sajoxd op STRUIS WIdS ‘ojuawIqadar sode
NMMWNMNM aN wus - - PUIT[N BIA BJUTOWIE] 28w pg 2 SBIp £ SEPRZIT)[) "ZN[ 9P BIDUISNE BU D), F suvpnui °§
1o SapuEqy OTXT 00Z 2nud osad © SEPIJUR 3 JJUIW[RIDIIWOD SepLImbpy
‘or3p)se owrnn
Soroxd Sw o5 .
(s102) _ eIOpeW Ip serede wrod i
‘v 32 SUMOIg aN ) ) : IR BIA BJUIOWRH F 0Lz op 0sad DS T B SEPHULL D)UIUILIIIWOD Seprambpy Sy’
1 0IXF 2 o13e3s9 01%3g ° : . o
(c102) s - E&w:wauw.&ﬁta Sw go¢
i aN i o ) BUIDIWOOUBA v via vfulowaE] 3 00T 2nud osad *3)UAWRIDISWOD SepLImbpy SHaINY °§
10 12 pIRYUIT Bp OjuduIe)eI}-91g OLXTT.01X1 > orfeiss ommy
(6007) 1 12 epranbsa Sojoxd
Sa10d 2 (S107) aN Jadw - - PWIN[N BIA BJUNOWSH  OI5p)sd own|) - SHaINY °§
‘v 12 UOIDUIE]) OIXTBOIXT
wdd ¢02 20 eyexd suop Soroxd ewgm
(0102) - BIA BJUI[OWS o13eysa owny N[ 9P PRUQSIE BU STPHUTH 9 SNAINY *
‘v 32 we[ySnoD aN H ButoUdH o i 9JUAWRIDIAWOD sepLImbpy s
wdd 6°¢ 2 67 6T 0dUIZ SUO| 0T X T
*ZN[ 9P BIDUISIIE BU 3 D), (€ © SEPHURIA *0S11)
ejIp G -
#102) euaovq € Sarord s 3 9p O[a1e] 3 OLIOYIED Ip OBdeI ‘ende Pur
19198q Bp 9101d epungas W 00¢ B i
aN - [enD 2 jouadng 10190113 10d e3s0dwod [eroyNIE BIAIP BN SNaInY g
‘v 2 oruojody ojuduIe)en-1J BIA BJUI[OWSE] 3 057 dNUd 053
wreraqadar stodap “e1ad o uajod wod seperd
0T X1 ureoj ordejsa opunSos o orpwrid o ajueInq
( epronbsa Sojoxd 3
£102) - w3 og o eout] 9 0L BN BIA BJUI[OW 1 00e - SHAIND °
‘Iv 32 BpUOIG an Twi/sm 08 2 0% oapndadsapodr By 9 M H.ﬁ H 002 213U2 0S3d S
6
SOPBIQI)IIA WD
BIDUIIY sopnysd opeIrfeAe U5 asoq opeisd) ododnue no oede[noout ap BIA AL ep BAJE[ EP OBSUI)NURUI 3P SI03IPUO)) eLgeg
U : 0jsodwod ‘ourIqODIWNUY 3 BAIR[/D)[) O[NOOU]  SEINSLId)ORIR)) s b o

wod oedeprIo)

Revista Liberato, Novo Hamburgo, v. 17, n. 28, p. 119-252, jul./dez. 2016.

242



um hospedeiro experimental alternativo...

w
( ) o epranbsa Sojoxd MNNMMMMW *0JUdWIQaAI sode
1 NWHM\M_ON q aN qs1 2 gdp - - BUWIN[D BIA BJUTOWIL] w S oom 5 SeIp G SEpeZI[I}) "ZN[ 9P BDUYSNE BU D) F sywoavf g
OIXST 007 51105 055 ® SEPIUBW 9 JJUIW[LIDIdWOD SepLimbpy
. appurdyffo 7 ap
) 001100113 orenIXy
epionbsa Sajoxd Sw gz
. mﬁmmw(m@ua aN - eare/Si ¢z apu1ffo "7 9p 053 OJeNXY  BWN[N BIA JUIOWAE  F 0gg op osad 2 - sypoavf g
1032 ENBREN ) O1XS o18g1s9 ownyn
earer/3 gz1 apuaiffo 7
9p 00531 0JeNIX]
eaugINIQNg oyudurrdurod
(6000) 0T X 90 F 50T X9 ap ud ¢ 2 Sw
1 15 TO1A1GD wrig 200 - - Sooxd ewmn ep 00€ Auaw - sypoavf g
1732 001191 aseq eIA BJUI[OUISE] -epewrxorde
0TXT ‘o13g1s2 owmyn
‘sojuauLIadxa sop
(6007) B 00Z 2p 0p S9)UE SBIOY $Z OBILIUIWIE WIS SEPTIURIA
aN 1258 2 gusf - - syuawrepewxoidy -ewrxoxde osad - : : sypaavf
‘Iv 32 redsen “ey[2qe 9P €122 3 Ud[0d WOD SepeLId SeATe]
2 o13g1s2 owmyn
- SB 9 D),G7 & SOPRqNOUT WEIOJ SOAO SO
‘ojuaurradxs op
(0102) epedioy B 00z 2p op SI)UE SLIOY ¢ OBSLJUIUIT[E WIS SLPIIUBIA
aN - - - oedejuaule - [eIQ -ewrrxoide osad § : : sipoavf g
‘1D 12 ©[IYPa] “BY[2QE 9P €131 3 Ud[0d WIOd SEPRLId SeATe|
QOTXT s013e)s2 ojuInd)
SB 3 D),G7 B SOPEQNOUT WIRIOJ SOAO SO
oedeyuawdid
epronbsa Sojoxd 10 OB3LI0[053p
gods U BIA BIUTTOWS op owTuIw o ‘ojuauIqaa1 sode serp o1 sepez
. cﬁwﬁmm aN 2 yos ysid - - .:NxA uw .ﬁx H w05 owan 10 -1 “ZN] 9P BIDUISNE BU 3 D, @ 0T 21U sauadodd g
w1 10 DUt gsput n.oﬁ M ncoﬂ < I B[NONND WO SeprueW 3 JJUIUWI[EIDIWOD seplmbpy
OTXTH0TXT ‘oyuawidwod
dp U STROT
epaonbsa Jotiojur Swr sode seuewas wm.MEMMn Mwudu-ou *0JUIWI[E WOD
(€100) aN snjid o [uiia - - So101d e1a ejurOWDH 0sT K P Aﬁ B “osttat] sauaSodd g
‘32 4o Xz® 01X 2001 2U2 0S3J 9 ZN[ AP BDUYSNE BU DJuaIquue einjesadurd)
OTXT?,01XT © SEPIUBI 3 3JUSW[RIDIIWOD sepLImbpy
eyoxrp Sojoxd
oedezIuBPW ap
earouitid ep euioe BUIS WS 3 SIOA “Z0[ 3p BDUYSNE 3 AudIquire eanjesaduway
(z107) aN vip 2 gxds €1d - - oeda[ur eIA BJUIOWSE] feut : [9P eU? q avuownaud g
UIZOY 9 SUeA ooty -epnes 2juawog © SEPIUBI 3 3JUW[RIDIIWOD sepLimbpy
sOTX T .noﬁ I ‘018182 owmn
OIXT0TXT -
o)
epronbsa Sojoxd Mottt
(0102) BUWINN BIA BJUI[OWI] 3P SIPUIS s "0)uawWIqa31 sode serp
. wig gxds 2 yxds - - B A g 28w gpg 2 : ’ : suvanui °§
1v 12 zsejlexp OIXT2,0IXT 007 2115 0s3d /£ SepezI[nn 3 JJUSWEIIWO) seplimbpy
0T X T 0T XT ‘otfipiss o
SOPLIqIAA U ope)sa) odiodonue no 0BSe[NOOUT Ip BIA eATe[ ep
BDUINY sopnysd operfeAe dudn) asoq BATE[ P OBSUI)NURUI IP SI0SIPUO)) eLp)eg

03s0dwod ‘OUBIqQOIWHUY 3 BAIY o[moou]  seonspAPOLIE
wod 0gsePII0) ) lqonrunuy /04N o[mo9uf nspRIR)

e Galleria mellonella

243

Revista Liberato, Novo Hamburgo, v. 17, n. 28, p. 119-252, jul./dez. 2016.



. ”m peedd epranbsa Sojoxd MWMNWMW”
(€100) 1 Ammm 144 - - BWIN[N BIA BJUI[OWSL] p Steut *2JUdUI[BDIIWOD sepLimbpy sypoavf g
4 saypueIqy 262044 OTXS 28w 00¢g
‘920044 : 007 212 0534
oedeyuawdid
no oedeI0[0dsap
epranbsa Sojoxd op owturw o
o BUWIN[N BIA BJUIOWSH  WOD WD 10D BUTaqE 3D 210 3 watod
SMNM% Nuvﬁwm aN vrid . . 0IXTT PIopn 9 U wod 3 Zn u£ %u:umsm 'U ¢ ; ® SepeLr R
Prueg 2,01 X 6T 673 0°7 a1ud [9p eouR D08C © Seper)
0T X 8T ojuswridurod
Bwr 00€ 2 00T
A1Ud 0897
ojuawrdwod
(1102) wig Vs . . mucﬁﬁslun_:w op wo ¢ 2 Sw . sypoovf g
I 12 XNeyRIN 0T X90F,0T X9 00€ dudwep
-ewrxoxdy
(6002) oyuswdwod
‘v 32 10)21GT BaUBINOQNS opwd ¢ 2 Sw .
wr A}s 2 gawd - - - s1p2aY,
3 (s100) P R visad 0T X 90 F 50T X9 00 Audwep o)
72 TUNJIRIA -ewrxoidy
ojudwiduwod
(e102) aN - ARl AE mmoho gdsp-nue odroonuy munwuslunsw pud g B - sipoavf g
“[p 32 X0RYRIN 3 67100 ‘57000 0T X 90 F ;0T X9 00€ Auaurep
-ewrxoxdy
oyuawirrdurod
(z1027) wig ydsa : B wo:ﬁ:\un_:m ap wo ¢ 2 Sw B sipoonf g
‘I 3o XneYRIN 0T X 9°0 F 50T X9 00 udwep
-ewrxoxdy
3y/8w 009 epIjozaury
+8y/8w 00g + euprdureyny
3y/8w 009 eprjozaur]
+ 88w g1 + BUDIWEUID)
/8w o1 euprwoydeq
+ 3y/8w 0og + eunidurejny
wMMoomuv wp i 8y/Bw o1 eupnuoldeq epranbsa Sojoxd 5 w” m_mumoww q "0JUaWIq3231 0 sode serp sipaavf
Pd 2 (¥107) an +8y/Bu e + BUDIWERIILD RUWINN BIA BJUIOWSL] 05z 31 £ SepRZI[HN 3 3JUSW[RIOISWOD seplimbpy i g
‘Ip 32 TN 3 o13eysa owny
/8w 9 euprwoide 0L XY .
+ 3y/8w 0o¢ + eunrdurejry
Sy/8w 9 euprwoydeq
+ 8yy/8ur ¢1 + BUDTWEIUID)
By/8w 009 eprjozaur]
Sy/Bworo9 euprwoyde(y
SOPBIQI)IIA WD
RDUINY sopnysd operfeAe dUIn) asoq ope1sd) ododnue no OESe[IIOUL 9P LA vAIeL TP BATE[ EP OBSUI)NURUI IP SI03IPUO)) eLpeg
U : 0)s0dwod ‘OUBIQOIWNUY 3 BAIR[/D () O[NOQU]  SEISLId)OBIL) s b o

wod oedePLI0)

Revista Liberato, Novo Hamburgo, v. 17, n. 28, p. 119-252, jul./dez. 2016.

244



um hospedeiro experimental alternativo...

e Galleria mellonella

eyuIoway
(1102) BU 3JUSWIRIIL[OSIO]
05 - - - - wniavf -
‘v 39 U03IQIT aN s 0 F01X8 v d
dL0F0IXT
(€100) AN 194525 - - wwwwswww MHMWHME E] om.mm Huwwmoﬁon ojuaunqeaax sode serp wnoavf g
72 urySne PN o1 x.m 0 @ow X1 > ordeso owm|n £ SEPRZI[NN 3 AJUIWI[RIDIIWO SepLimbpy :
ea11p Sojoxd errowr
(€102) } B : ud 3 B .
. aN 11d e1A ejuTjOWA o13eyse ownyn wnoavf q
v 12 we] ¢ <
O1IX0TeS0
(1102) ejuroOWwaY
‘Ip 32 U0)RIQT BU 9JUIW[BIAIB[OSIOT i
wr AS - - - - wnay,
2 (z10o) 1v & v 0T XS0 parfd
12 U0J2I1Q2T FOIXST
3o101d prmm ep ‘sojuawLradxs sop
(6002) 3SBq BIA BJUIJOWIL] 8w 00z 2p op SI)UE SBIOY Z OBILJUIUI[E WSS SLPIIUBIA!
aN - - : i -ewrxoide osad - : . wnoavf q
‘Iv 12 Tedseny 0IXT “BY[OQE 9P ©I3D 3 Ud[0d WI0d SEPRLId SeATe|
5 013380 owmn i
syuawepewrxordy - SB 9 D),G7 B SOPEQNOUT UIBIO] SOAO SO
dJuaW-epe
#102) . . . BIURINOQNG -1xoxde wo ¢ ap . i
v 32 oz1day anN 01 X689 oyusurriduiod 3 sypoavf g
Sw 00z op 0s9d
uo ¢ 3 67 AIUd
(0102) aN soSvforia100g - - FouRImIqng ojuawrdwod 3 - sypoavf
‘v 32 uTwSeg 01X g
w 00¢ 9p 0590
epronbsa 2jo1d ‘ojuawIqada1 sode serp G sepezin -
(€100) wig q128 2 14> - - e eIA Bjurowdy  013e)sa ojumnd) ¥ q K P § SEPPZIBL] "Do 1 sipaanf g
‘Ip 32 eSOY BT 01Xz © SEPIUBI 3 3JUW[RIDIIWOD SepLImbpy
9
epronbsa Sojord
(z107) g . b )
. dN - - - BUWN[N BIA BJUIOWIY  013p)$3 ojumg) uawferdIaWod sepLmbpy syvoavf g
10 30 esOY e
01 XT
8L£0 ) J—
m.mﬂmluw CoUEINAAN: -epewrrxoide
(0102) wig 961¢ /. B B ugIndqng oourduwos B sypoonf g
10 3 uTURL] ‘z8ze o W01 X G€
.chcl\m spudgad
| ap 089,
Yueo o 00€ 2P 0s3d
Bojoad vury ) EAE] gsne e
(0102) wig GUSWL 9 YaS - - -[muad era eyurowafy 1 00¢ N[ 2P ERUYSIE T sipoavf g
‘Iv 12 ORYZ 01X < 2007 2NU2 083 2 UA[Od 3 BY[AQE AP BID WOD D), /¢ © SEPRLI)
8!
eyaIIp
Soroxd e ep
(6007) . ) oyrad oyuowSas owny Sw 00z ap op i ]
v 12 Uex aN vied -muad era ejurowdy  -ewrxoide 0sag R
0T X €301 XGT
01X L
BIDUQIIJI movmwnu“.-“ * operfeae dud 350 opeisd) ododgue no OESe[O0UL 9P TIA vAIeL TP ©AJE[ BP OBSUI)NURUI IP SI0ITPUO! e
PR P PeIl B a 0jsodwod ‘ourIqONDIWNUY 3 BAIR[/D() O[NOOU]  SedNSLId)ORIR)) 1T 0Bua) P $2¢1puoD Howed

wod oedeprIo)

245

Revista Liberato, Novo Hamburgo, v. 17, n. 28, p. 119-252, jul./dez. 2016.



epedIo]
oedejuauIle - [BIQ

(6002) : R OTXSEOIXY “ey[oqe 9P 190 3 Ud[od Wod seperd .
Iv 32 ey aN 1ip uot2do Soro1d ewnm ep 01312 0D SBAIE[ SE 9 0,5 B SOPRqNIUL WEI0] SOAO0 SO e d
3seq eIA BJUIOUWdE]
0T X T 01XG
epedIo) un ¢ 3 7 anud
wsﬁwuwwmwv 5 ogdejuau[e - [e10 oyuawrdwod ‘sojuawLIadxa sop
xso‘_w .:uw o aN - - - OLXTE0IXx€E 9 28w sz o SI)UE SLIOY ¢ OBILJUIUIT[E WIS SLPIIUBIA] $N2429 °q
AoLmeﬁmAZ RJUTOWL] 081 anud osad  ‘eyyjaqe ap 132 2 uajod WI0d D,GT € SEPRLID)
OTXTEOIXI ordgisa owmi
un ¢
#102) . . . BIURINOQNG op opeurrxoide . .
‘1v 32 ozidoy aN 50T X 69 oyuswidwos 3 Hipunut g
Sur gog ap 0sdg
/8w g BUDIWOOURA e
+ wd/[ 60 + eoruwreurpoyoj erderay, OTXET
(wlisT ¥ 099
3P OI}[Y @ OUD[IIOW 3P [NZE -
/(9 - 0 P ony .ﬁ. P
BUIZBIJOUD) :IJUBZI[IISUIS Sw gce ojusumqavar sode
‘_oﬁﬁwﬂsomuv Ma Mm aN - -010§) EDIWEUIPO0J eidela], ep1anbss 3ojoxd s 06zonua osad  serp /sepezin) ‘zn[ ap LIUISNE BU 3 D,GT wnoavf g
1un( 3G3q1yD Sy/8u 0 PUDIWOOUBA eumnm M_mwwwoﬁmm 2013pIs0 OWM) B SEPHURI 3 )UIW[RDINWO SepLmbpy
IA
B/ 61 euprwodansy 0T XT 0T X T
By/8w os1 euroidwry
Sy/Bw g BUDIWEIUID)
/8w g1 BUDIWE)UID)
Byy/8uw 009 eprjozaur]
+ 3y/8w 0o¢ + eunrdurejry
3y/8w 009 eprjozaury
+ 8yy/8ur ¢1 + BUDIWEIUID)
/8w o1 euprwoyde(q
mwmwowv [ ) + 3yy/8w 00¢g + euprdureyny epronbsa Sojoxd R w% ow.momo g "0JuawIqada1 sode serp wnioanl -
oo kwﬂmw an Sy o1 euprwordeq ey eia eguowop 0SB Sepezn 2 SIaW[eRiaw0) SepUmnbpy wofd
+3y/8w ¢ + BUDIWEIUID) 0T X680 XL o it
Sy/Sw g euprwoydeq
+ 3y/8w 0o¢ + eumidureyny
Sy/8w g euprwoyde(y
+3y/8w 009 + epIjozaur]
SBworog euprwoydeq
SOPBIQI}IIA WD
RIOURIYS sopnysd operfeae duo. 350 0pe3sa} odiodgue no oeSeno0uL 3p BIA vAIE[ TP BAIE[ P OBSUIINUBU IP SIOSIPUO! BLIP)O®
PRI P Pell B a 0jsodwiod ‘oueIqODIWNUY 3 BAIR[/D)[) O[MOOU]  SedNSLId)deIR)) [ep 0B>ua) P $3¢1poD Heped

urod odePII0)

Revista Liberato, Novo Hamburgo, v. 17, n. 28, p. 119-252, jul./dez. 2016.

246



um hospedeiro experimental alternativo...

e Galleria mellonella

wod oedePLI0)

BJUTOWdE]
WOIXFTROIXS
(1102) B 00z 2p op
0 12 upsOU - - -ewrxoxde osad - $na120 °g
! v epesIoy 2013189 oW
oedejuauiIle - [eIQ
0T X LB 0TXE
QIAT[
(0102) an ) ) oedejudwIIle — [BI0) orfeyse opunsog “eY[aqe 9P €130 3 ud[od wIod seperd snoi g
‘10 12 [IYPa] SeAIe[ O eped SEATR[ SE 3 0,67 B SOPRqNOUT WEIOJ SOAO SO
ered so10dsa 01 X T
‘ojuawurradxa op
(0102) epedio} Bur 0z 2p op SI)UE SLIOY g OBSLJUIUI[E WS SePIIUBIA
aN - - oedejuaue - [eIQ -ewrxoide osad - : . $NaLad g
‘10 12 [IYpa] “e[2qQE 9P €13 3 U3[0d WIOD SEPELId SeATe|
OIXTRLOIXS 3 013e359 OJUINY
SB 3 D),G7 B SOPEQNOUT UIRIOJ SOAO SO
Mvup a grou
Jvious Daal
TSKC00Zd
VILVOOZYH
0dp
92620074 epedioy S 00 ap op .
" M@wm@ S aN [sap “yovd - oedejuoulIle - [eIQ -ewrxoide osad mmEMM_MMm P EMMM Mo_wwcﬂ%_um”ﬁ“wﬁv s $N2423 °q
1732 ¥ipad T66700Z ¢ OIXG®OIXG 2 018380 owm 1572 D657 7 SOpRqNaL tiEio) ©
qBut Oiypd
Vpho Vfia 48w
yd Tpld ool
9I1S00ZIV
05k 1920074
8w 00z p op .
00 a o . ST R s A
1v j2 preqiug WOIXTR0IXT 2 o18p3s2 oJumY) e[ 005C peqnout weloy O
Soj01d erunm ep Juw 09
- mﬁmONw&m aN ¥o1d 2 xpoo - 3SBQ BIA RJUIOWIL] F0Lzoposado - $N2429 °q
f OTXT ordg1sa owmny
(S1027) an . eAre] op Sw/3u /8% —— epronbsa Sojoxd Sw o6 ¥ "DobC B SEpPIIURW 3 sn102 g
‘Ip 32 PZUAIL] PUIT[N BIA BJUTOWIE] 00% 2p 059 SuaweIIAWOD seprimbpy
O0TXT
SOPBIQI)IIA WD
RDUINY sopnysd operfeAe U5 ope1sd) ododnue no OESE[OOUL P LA vAIeL TP BATE[ EP OBSUI)NURUI IP SI03IPUO)) eLpeg
U : 03s0dwod ‘OurIqODIWNUY 3 BAIR[/D) () O[MOQU]  SBINSLId)ORIR)) s b o

247

Revista Liberato, Novo Hamburgo, v. 17, n. 28, p. 119-252, jul./dez. 2016.



>

MORELO, N.

s3aj01d ap
ojun(uod opungas op

uro0d odePII0)

o s nfa yasf : : i Segoud s : F A
uIyone PN —ud 1 ejurowapy ® SEPHUBW 9 USRI prLmMbpy -ojddouous T
0L XT
“(eur1ao13 9p 911
(1102) 2 it : oo 205 amosd oo T eS8
P aN 2 spadua “qip JUSIeIa)e[0SIOq 05T 21 PIAS[ 3P %11 ‘05H) 3p P %cC -0ir0u0ut 7
OTXT 2 o13gysa ownn ‘OY[IW 3P BYULIR] 9P 9%7CT) [BIOYLIIE BIIIP
WI0D 9ZN| 9P BIDUYSNE BU 0, 7€ B SLPLLI)
Ldyn
ummau M.Mw A vjutowey i Swr ER el Mmacwuwuwww‘mw& “ , 0GL] “©das
(0102) 10 12 2= Y SluLWIEINE[0SIO( 0S¢ PW %IT ‘®BY[Pqe op P %SLT oS
aN Voud ‘vfud - - 3 05z 2nua osad BINPIAI] 3P %1 0811} op dwrId ap 9%7C .
2a(TaP[NIA OIXT3,0IXT -o3d20u0u T
sauag so opuap T x0T % 2013g159 oW OY[IW 3P BYULIEJ 3P 977) [EDYILIE BIAIP
-u224dui0s (234) OTXTS0TXT WD 3 ZN| 9P BIDUISNE BU D), 7€ B SLPRLID)
1215N]2 IUID)
[ex0 3 s3ajoxd ap
vif ojunfuods opungas op
(0102) aN 2 yaiy . ) ejaa1p Sojoxd exrowrad ofeyss oy *ZN[ 9P BIOUYSNE LU 3 JudIquue ernjeradura) sauas
ueyen) 2 3040 vifud Ay ‘gdis BIA BJUT[OWE] v © SEPIJURI 3 3JUSW[RIIIWOD SepLImbpy -03d20u01 T
gy yiov OTXE
dquaurepeurrxordy
*ZN[ 9P BDUYSNIE BU 3 D),0€ B SEPIUBIA
#100) — eyaxrp 3aj01d ep S go¢ *0311) op O[a1eJ 3 01I0YDED Ip oeder ‘ene oS
§ AN - 7 [enD 3 [ouadng -ungas eIA BJUIOWDH our 0120113 10d e3sodwos ey IE BIATP .
v 12 orugjody ep OjuduIeIReI)-9I] 3 ()G7 21U 083 . -o3d20u01 T
OIXT wre12qa2a1 stodap €195 3 usjod wod sepersd
ureoj or3e)sa opunSos o orpwrid o sjueIng
. epedioy Sw 0oz ap op
(rrog)w aN - - - oedejuauIle - [RIQ -ewrxoxde osad - sisuauvyd
70 UIsAULY -ajsudttam g
OLX LBOIXE 2 o13g1sa ownn
epedIoy Sur o5z ap op .
1013 o an : : : ovmaup o wupeidvond ORI ERL OIS L
i esE OIXFEOIXs 20189 oumin 1579 050 ¥ SOPTATRI MGy s01050, - mopwotent
‘ojuawurradxa op
epesIo) Sw ap osad S9)UE SBIO] oBdeJUIWI[R WIS SEPHUL
(0102) aN . - - opdejuawrpe - IO 00z 2p Hve or 1 pomEIN spvufup g
‘1D 12 [IYPa] x so018esa ojumy)  ey[aqe ap €132 3 ud[od WI0d SEPRLId SeATe|
0T X1 SB 9 D),G7 B SOPEQNOUT WIRIOJ SOAO SO
Soroxd
BUIN[N BP 5B BIA S pgg .
A : : e B v st T
1712 DOWUIEIES ogdejudwie - [eI0 9 OISpIsd own|) 1 Do0¢ ® sopeqnut 5080
0T XT
SOPEIQI)IAA UId
BDUIINOY sopmsa opereAe dudn) aso(q ope1sd) odzoopue no OESE[MIOUL I PIA pATeI Bp BAJTE] BP OBUIJNUBUI 3P SIOSIPUO)) eLReg
Y : 0jsodwiod ‘oueIqODIWNUY 3 BAIR[/D)() O[MOOU]  SedNSLId)OeIR)) ® b R

Revista Liberato, Novo Hamburgo, v. 17, n. 28, p. 119-252, jul./dez. 2016.

248



um hospedeiro experimental alternativo...

e Galleria mellonella

OPERUTILIAIAP OBU ‘(N

urod odePII0)

"z ap
eypoup Sopoid ep 3w 00g BIDUSTIE BU 3 D),0¢ © seprueyy "0511) ap
(£102) y i . nSos 4 Olrey 2 oxxoyoed ap oeder ‘ene o 0120 souas
i aN il UNGas BIA BJUIOWDH ()GT 1JU 0Sd §
10 12 BWERIYOS < > o185 owmy -118 10d ejsodwiod [epdYNIE BIIP WeIdqadar  -0jddouout T
s0TXT o e stodap ‘€195 2 ua[od WOD SeprULW WeIo]
or3e3s opungas 2 oxrowrtid o Auemng
Nﬁm&‘:vw Sw 00 3p Op .mOHEUEMMUQkU sop
(0102) an . . . P ——— —swrxorde osad S)UE SLIOT] ¢ OBIRJUSTUI[E WIS SEPTIUBIA sauas
Iv 32 eTIUYpPa - um 5 Oﬂm.m - ‘e{[oqe 9p BI3D 9 —.—M?u& WO SEPeLId SeATe] waﬁQDﬁQE T
0T X1 189355 oumy S 9 0,57 © SOPBQNOUT WILIOJ SOAO SO
eJuI[OWwD
(€1027) ~ ) R Ul i 3 . sauad
. aN eu AuaweIdeosIoq  o1deiss ownyn .
10 72 UMY -03do0uou T
0L X T
“(vursadN8 3p %11
(1102) eJUIOWAY S oc¢ 9 [PW %11 ‘BY[2QE 3P BIID AP %G/ IS souaS
- ﬁw M?.N:o wig ydsn - - BU 9JUSWI[RINB[OSIOT 9 0S 91ud 0sad BINPIAS] 3P % 1T 0311} op dwiIdf ap 9% 7T —ouoouous -
! & 0T X T dordp)so own  ‘OYJIW 9P BYULIE] 9P %CT) [RDYNIE BAIP 1
Wod 3 ZN[ AP BIDUYSNE BU ), 7€ B SBPERLID)
W sC 0DBUJOPI( “(eur1a01[3 3p %11
i ejuroway Sw og¢ 9 ‘[ 9T ‘BY[2qE 3P BIID P %G LT IS
MMM%MV ﬁ % aN Ay 2 yiov Ul odrugpmbery oppy BU QJUIW[RINL[OSIO 2 (0S7 aNUd 0sad  eINPaAd[ P 9T 0511 9p owiad ap 97T o AMMNMME -
i d e i OIXT 3 013189 ownyn ‘OY[IW 3P BYULIL] 3P 9%77) [eIYILIE BI2IP
AN ST eUDIAWEIR WOd 3 ZN[ 3P BIOUISHE BU ), 7€ © SLPRLID)
SOPUAQRIIA Ui ope)say odiodnue no oede[noour ap eIp eAIe[ ®
BDURIRJY sopnjysa opereAe auan asoq P N bt top el 1ep BATR] BD Oﬁw=0u==&—= p wvcw-—vﬁou erleyg
B : 03s0dwod ‘OUBIQODIWNIUY 3 BAIR[/DJ[) O[NOOU]  SEISLId)OBIR) ® b B

249

Revista Liberato, Novo Hamburgo, v. 17, n. 28, p. 119-252, jul./dez. 2016.






