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ABSTRACT

Comparative of studies of genomes of invertebrates and humans shows that in invertebrates including
insects there are numerous homologues of human’s genes coding proteins involved in recognition pathogens
or transduction of the expression signal. Thanks this features, insects such as Drosophila melanogaster M.,
Blattella germanica L., Culex quinquefasciatus S., Bombyx mori L. and Galleria mellonella L. are used in studies
on virulence, host resistance or in assessing the in vivo efficacy of antibiotics, fungicides and other biologically
active substances. G. mellonella (greater wax moth) are rapid growth, high fertility, size and short life cycle
insects- these are features that should be met by good model organisms; therefore the number of researches
with larvae of wax moth as the model organism for pathogens assays grows from year to year. This is showing
by number of scientific publications about infection’s model of G. mellonella. An obstacle in the wide use
of G. mellonella caterpillars as a model in biomedical research is the lack of standardized breeding of these
insects, which would guarantee the reproducibility of the obtained results and lack of procedures and standards
according to which biomedical research will be carried out. Despite this, the G. mellonella model can be used in
the initial analysis before conventional in vivo tests and to reduce the number of tests performed on mammals.
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STRESZCZENIE

Badania porownawcze genomow bezkregowcow i ludzi wykazuja, ze u bezkregowcow w tym rowniez

owadow znajduja si¢ liczne homologi ludzkich genéw kodujacych biatka zaangazowane w rozpoznanie
patogenow lub transdukcje sygnatu ekspresji. Dzigki tym cechom, owady takie jak Drosophila melanogaster
M., Blattella germanica L., Culex quinquefasciatus S., Bombyx mori L. a takze Galleria mellonella L. s3
wykorzystywane w badaniach wirulencji mikroorganizmdw, odporno$ci gospodarza lub tez w ocenie skutecznosci
in vivo antybiotykow, fungicydow i innych substancji biologicznie czynnych. Barciaki wicksze G. mellonella to
owady, ktore charakteryzuje: szybki wzrost, duza ptodnos¢, rozmiar oraz stosunkowo krotki cykl zyciowy - sa to
cechy, jakie powinien spetnia¢ dobry organizm modelowy, dlatego liczba badan z zastosowaniem larw barciaka
wiekszego, jako organizmu modelowego dla patogendw, wzrasta z roku na rok. Obrazuje to liczba naukowych
artykutow na temat modeli zakazenia G. mellonella.
Przeszkoda w szerokim stosowaniu gasienic G. mellonella, jako modelu w badaniach biomedycznych, jest brak
wystandaryzowanych hodowli tych owadow, ktore gwarantowatyby powtarzalno$¢ otrzymanych wynikdéw oraz
wystandaryzowanych procedur i norm, wg ktérych prowadzone beda badania biomedyczne. Pomimo tego,
model G. mellonella moze by¢ wykorzystywany w poczatkowej analizie, poprzedzajacej konwencjonalne testy
in vivo oraz w celu ograniczenia liczby testow wykonywanych na ssakach.

Stowa kluczowe: Galleria mellonella, organizm modelowy, zjadliwos¢
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INTRODUCTION

A model organism chosen for studies on
pathogenesis of viral, bacterial or fungal infections
should provide the opportunity of creating a
condition similar to the development of the disecase
in the human body. The following processes should
be reconstructed - from the stage of colonization
to the defense response of the organism. The most
common model in biomedical research are vertebrates
belonging to rodents and lagomorphs, such as: mice,
rats, guinea pigs or rabbits, due to their anatomical
and immunological similarity to humans. Using a
large number of these mammals in experiments is
difficult for logistic, economic and ethical reasons,
therefore invertebrates can be used as alternatives
to vertebrates in many areas of research, testing and
education (1, 2).

Comparative studies of genomes show that
in invertebrates, including insects, there are
numerous homologues of human genes coding
proteins involved in pathogen recognition or signal
transduction (1). Thanks to these traits insects such
as: Drosophila melanogaster M., Blattella germanica
L., Galleria mellonella L., Culex quinquefasciatus S.,
Bombyx mori L. are used in studies of virulence of
microorganisms, host immunity or in assessing the
in vivo efficacy of antibiotics, fungicides and other
biologically active substances.

THE GREATER WAX MOTH GALLERIA
MELLONELLA

Greater wax moths G. mellonella, are insects that
in natural conditions inhabit beehives. Their larvae
feed on beeswax, honey and bee pollen. At high
density they cause damage to bee breeding - they
destroy brood comb. They pollute beehives with their
feces, which is a good base for development of fungi;
they change thermal balance in the beehive, adversely
affecting development of bee colonies - so they are
treated as apiary pests. The insects are easy to grow
in artificial breeding.

G. mellonella can be bred on natural honeycomb
or on culture media (for example, according to
Sehnal), which most often include: honey, sugar,
glycerin, wheat bran, wheat germs, wheat flour and
corn flour, powdered milk, yeast. There are reports
on the influence of nutrients on the modification of
some of the physiological characteristics of these
insects. An example is the work of Shaik et al. (3),
in which it was found that replacing powdered milk
with silk derived from: G. mellonella (from larvae or
cocoons), B. mori silkworms or silk thread proteins
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WSTEP

Organizm modelowy wybrany do badan nad pa-
togenezami infekcji wirusowych, bakteryjnych czy
grzybiczych powinien stwarza¢ mozliwos¢ uzyskania
stanu przypominajacego rozwoj choroby w ludzkim
organizmie. Odtworzone powinny by¢ kolejne procesy
- od etapu kolonizacji az do reakcji obronnej organi-
zmu. Najczesciej model w badaniach biomedycznych
stanowig kregowce nalezace do gryzoni i zajgczakow,
takich jak: myszy, szczury, §winki morskie lub kroliki,
ze wzgledu na ich podobienstwo anatomiczne i immu-
nologiczne do cztowieka. Wykorzystanie duzej liczby
tych ssakow w doswiadczeniach jest trudne z powo-
dow logistycznych, ekonomicznych oraz etycznych,
dlatego bezkregowce moga stuzy¢ jako alternatywne
zamienniki dla kregowcow i by¢ wykorzystywane
w wielu obszarach badan, testow i edukacji (1, 2).

Badania porownawcze genomoéw wykazuja, ze
u bezkregowcoéw, w tym rowniez owadow, znajduja
si¢ liczne homologi ludzkich genéw kodujacych biat-
ka zaangazowane w rozpoznanie patogendow lub tran-
sdukcje sygnatu (1). Dzieki tym cechom, owady, takie
jak: Drosophila melanogaster M., Blattella germanica
L., Galleria mellonella L., Culex quinquefasciatus S.,
Bombyx mori L. sa wykorzystywane w badaniach wi-
rulencji mikroorganizméw, odpornosci gospodarza lub
tez w ocenie skutecznosci in vivo antybiotykow, fungi-
cydow i innych substancji biologicznie czynnych.

BARCIAK WIEKSZY GALLERIA MELLONELLA

Barciaki wieksze G. mellonella zwane rdéwniez mo-
lami woskowymi to owady, ktore w naturalnych wa-
runkach zasiedlajg pszczele ule. Ich larwy odzywiaja
si¢ woskiem pszczelim, miodem i pierzgg. Przy duzym
zageszczeniu powoduja szkody w hodowlach pszczot
- niszcza w ulach plastry z czerwiem; zanieczyszczaja
ule swoimi odchodami, ktére sa dobrym podtozem do
rozwoju grzybow; zmieniaja bilans termiczny w ulu
wptywajac niekorzystnie na rozwoj kolonii pszczelich
- sg wiec traktowane jako szkodniki pasiek.

Owady te sg tatwe w hodowli w warunkach sztucz-
nych. Barciaki moga by¢ prowadzone na naturalnych
plastrach woskowych lub na sztucznych pozywkach
(np. wg Sehnala), w sktad ktérych wchodza najcze-
$ciej: miod, cukier, gliceryna, otrgby pszenne, zarodki
pszenne, maka pszenna razowa i kukurydziana, mle-
ko w proszku, drozdze. Istniejg doniesienia o wptywie
sktadnikow pokarmowych na modyfikacje niektérych
cech fizjologicznych tych owaddw. Przyktadem jest
praca Shaik 1 wsp. (3), w ktorej stwierdzono, ze za-
stapienie mleka w proszku w pozywce jedwabiem po-
chodzacych od: G. mellonella (z larw lub kokonow),
jedwabnikow Bombyx mori lub biatkami nici jedwab-
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of insects: with sericin and fibroin reduces food
intake, resulting from more difficult digestibility of
silk, with simultaneous increase in production of
silk thread necessary to form cocoons (3). In our
own experiments, it was observed that larvae of wax
moths fed with natural honeycombs were in better
condition (larger and more viable) than those given
medium based on melted wax with additives or that
with bran (unpublished authors’ observations).

The female greater wax moth is able to deposit
1500 eggs. The development cycle of G. mellonella
is closely related to the ambient temperature and lasts
from 4-5 weeks to 6 months, in optimal conditions on
average 6 weeks.

G. mellonella larvae, in contrast to many other
alternative models e.g. B. mori can grow in a
wide temperature range (18 - 37°C). This feature
is particularly important and useful in research
conducted using human pathogens, which in most
cases require incubation at 37°C. Another advantage
of this model is the large size of the larvae of these
insects compared to, for example, D. melanogaster. G.
mellonella larvae reach from 12 to 25 mm in length,
which facilitates insect manipulation, easy application
of the studied pathogen or active substance tested in
a precise dose. Their size also allows collection of
more samples such as: hemolymph, insect fat body
and other tissues for testing. Additional advantage
is the ability to obtain results in a short time, even
within 24-48 hours. The results of the experiments are
easy to observe, usually visible as physical changes
(color change - melanization, larva shape, slower
movement) in comparison with insects from control.

The features of G. mellonella described above
correspond to the features that should be possessed by
model organism (rapid growth, high fertility, size and
relatively short life cycle). G. mellonella larvae are
used for research in the last stages of development.

Research on innate immunity of mammals showed
similarities to the immune system of invertebrates,
including insects (4). Insects, unlike people, have
not developed so-called acquired immunity, based
on specific antibodies produced by lymphocytes that
specifically and efficiently recognize the pathogen. In
response to infection , insects are able to synthesise
and secrete a series of proteins to hemolymph. The so-
called immune peptides give unspecific resistance to a
number of microorganisms (5). The humoral immune
response of insects is manifested by melanization and
coagulation of the hemolymph. The G. mellonella
cell-mediated immunity system is associated with
6 types of hemocytes responsible for phagocytosis,
nodulation and encapsulation (1, 6). Two of the six
types of hemocytes use reactive oxygen species

nych: serycyng i fibroing pochodzenia owadziego po-
woduje zmniejszenie spozycia pokarmu, wynikajace
z trudniejszej strawno$ci jedwabiu, przy jednocze-
snym wzroscie produkcji jedwabnej nici niezbednej
do tworzenia kokonéw (3). W doswiadczeniach wia-
snych zaobserwowano, ze larwy barciakow karmione
naturalnymi plastrami pszczelimi byty w lepszej kon-
dycji (byly wieksze i bardziej zywotne), niz osobniki,
ktorym podawano pozywke opartg na przetopionym
wosku z dodatkami lub t¢ z udziatem otrgbow (obser-
wacje wilasne niepublikowane).

Samica barciaka wigkszego jest zdolna do ztoze-
nia 1500 jaj. Cykl rozwojowy G. mellonella jest $cisle
uzalezniony od temperatury otoczenia i trwa od 4-5 ty-
godni do 6 miesigcy, w optymalnych warunkach $red-
nio 6 tygodni.

Larwy G. mellonella, w przeciwienstwie do wielu
innych alternatywnych modeli, np. B. mori, mogg si¢
rozwija¢ w szerokim zakresie temperatur 18 — 37°C.
Cecha ta jest szczeg6lnie wazna i1 przydatna w cza-
sie badan prowadzonych z wykorzystaniem ludzkich
patogendw, ktore w wickszosci wymagaja inkubacji
w temperaturze 37°C. Kolejng zaleta tego modelu jest
duzy rozmiar larw tych owaddéw w porownaniu do
np. D. melanogaster. Larwy barciaka osiggaja od 12
do 25 mm dhlugosci, co utatwia manipulowanie owa-
dem, umozliwia tatwa aplikacj¢ badanego patogenu
lub badanej substancji czynnej w precyzyjnej dawce,
ich wielko$¢ pozwala na pobor wigkszej ilosci probek
np.: hemolimfy, ciata tluszczowego i innych tkanek
do badan. Ponadto dodatkowa zaletg jest mozliwos¢
uzyskania wynikow w krotkim czasie, nawet w ciagu
2448 godzin. Wyniki zatozonych eksperymentow sa
fatwe w obserwacji, najczesciej widoczne jako zmiany
fizyczne (zmiana koloru - melanizacja, ksztattu lar-
wy, spowolniony ruch) w poréwnywaniu z owadami
z kontroli.

Przedstawione powyzej cechy barciaka wigkszego
odpowiadaja jak najbardziej cechom, jakie powinien
posiada¢ organizm modelowy (szybki wzrost, duza
ptodnos¢, rozmiar oraz stosunkowo krotki cykl zycio-
wYy).

Do badan wykorzystuje si¢ larwy G. mellonella
bedace w ostatnich stadiach rozwojowych.

Badania nad wrodzong odpornos$cig ssakow wyka-
zaty podobienstwa do uktadu odpornosciowego bez-
kregowcow, w tym owadow (4). Chociaz owady nie
wyksztalcily tzw. odpornosci nabytej, jakg posiadaja
ludzie, opartej na swoistych przeciwciatach produ-
kowanych przez limfocyty (specyficznie i sprawnie
rozpoznajacych patogen), to owady w odpowiedzi na
zakazenie sg zdolne do syntetyzowania i wydzielania
do hemolimfy serii biatek, tzw. peptydéw odporno-
Sciowych, ktore nadajg niespecyficzna odporno$¢ na
szereg mikroorganizmow (5). Humoralna reakcja od-
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and lytic enzymes to eliminate microorganisms in
a manner similar to human neutrophils (6). Studies
carried out in recent years have shown that despite lack
of antibodies, insects have immunological memory. It
means that insects that previously overcome infection
caused by a given microorganism become more
resistant to another. Moreover, increased resistance
can be passed on to subsequent generations (7).

Due to the features mentioned and described
above, G. mellonella larvae are used in studies on
pathogenesis of microorganisms which are a source of
human infections and on effectiveness of therapeutic
substances. Growing popularity of this model of
infection is illustrated by scientific articles about the
model of G. mellonella infection. More than 1,000 of
them appeared in the medical search engine PubMed,
of which more than 200 were published in 2014-2015

(6).

GALLERIA MELLONELLA
AS A SOURCE OF PEPTIDE

There are various proteins and peptides in the
hemolymph of insects that have antimicrobial
properties. That is why hemolymph is a source of
searching for substances that can be alternative to
antibiotics and antifungal agents.

The main place of synthesis of antimicrobial
peptides is the insect’s fat body and to a lesser
extent hemocytes and epithelial cells (8). Peptides
are isolated from the hemolymph of G. mellonella
caterpillars previously immunized with a suspension
of microorganisms. The larvae may be infected with
pathogens through different routes: topical, parenteral
and injection. The most effective and the most
commonly used technique for immunizing larvae with
microorganisms is injecting a suspension of microbial
cells directly into the hemocoel. Caterpillars chosen
for the experiment should be in the last larval stage
and weigh 250-350 mg (1, 9, 10, 11, 12, 13, 14).

According to the Antimicrobial Peptides Database
17 peptides were isolated from G. mellonella
caterpillars until January 2018 (Table I).
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pornosciowa owadow objawia si¢ melanizacja i krzep-
nieciem hemolimfy. System odpornosci komorkowe;j
G. mellonella zwigzany jest z wystepowaniem 6 ty-
péw hemocytow odpowiedzialnych za fagocytoze,
nodulacj¢ oraz inkapsulacje (1, 6). Dwa z szeSciu ty-
pow hemocytow wykorzystuja reaktywne formy tlenu
i enzymy lityczne w celu eliminacji mikroorganizmow
w sposob podobny do ludzkich neutrofili (6). Badania
wykonane w przeciagu ostatnich lat wykazaly, ze po-
mimo braku przeciwcial owady posiadaja pami¢é im-
munologiczng, co oznacza, ze owady, ktore wczesniej
pokonaty infekcje wywotana danym mikroorgani-
zmem staja si¢ bardziej odporne na kolejna, co wigcej
zwigkszona odpornos¢ moze by¢ przekazana kolejnym
pokoleniom (7).

Z powodu cech wymienionych i opisanych powy-
zej larwy G. mellonella sa coraz czg$ciej stosowane
w badaniach nad patogeneza drobnoustrojow beda-
cych zrodlem zakazen u cziowieka oraz skuteczno-
$cig substancji terapeutycznych. Rosngca popularnosé
tego modelu infekcji obrazujg coraz liczniej ukazuja-
ce si¢ artykuly naukowe na temat modelu zakazenia
G. mellonella. W wyszukiwarce medycznej PubMed
ukazato si¢ ich ponad 1000, z ktoérych wigcej niz 200
opublikowano w latach 2014-2015 (6).

GALLERIA MELLONELLA
JAKO ZRODLO PEPTYDOW

W hemolimfie owadow znajduja si¢ r6zne biatka
i peptydy, ktéore maja wiasciwosci przeciwdrobno-
ustrojowe, dlatego jest ona zrodlem poszukiwan sub-
stancji, ktore mogg by¢ alternatywa dla antybiotykow
i srodkow przeciwgrzybiczych.

Gléwnym miejscem syntezy peptydow prze-
ciwdrobnoustrojowych jest cialo ttuszczowe owadow,
w mniejszym stopniu hemocyty i komoérki nabtonko-
we (8). Peptydy izolowane sa z hemolimfy gasienic
G. mellonella wcze$niej immunizowanych zawiesing
mikroorganizméw. Larwy moga by¢ infekowane pa-
togenem roznymi drogami, obejmuja one podawanie
miejscowe, pozajelitowe i iniekcje. Najefektywniejsza
i najczesciej stosowang technikg immunizowania larw
mikroorganizmami jest iniekcja zawiesiny komorek
drobnoustrojow bezposrednio do hemocelu. Gasienice
wybierane do doswiadczenia powinny znajdowac si¢
w ostatnich stadiach larwalnych i wazy¢ 250-350 mg
(1,9,10, 11, 12, 13, 14).

W bazie danych Antimicrobial Peptides Database
do stycznia 2018 roku umieszczono informacj¢ o 17
peptydach wyizolowanych z gasienic barciaka wiek-
szego G. mellonella (Tabela I).
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GALLERIA MELLONELLA - A MODEL IN
MICROBIOLOGICAL TESTS

G. mellonella is sensitive to a number of
microorganisms pathogenic for humans, which
is why it is used in studies of microbial virulence
factors and their pathogenesis. G. mellonella larvae
are infected with selected microorganisms during the
tests. After infection and incubation, the condition
of caterpillars is described and evaluated basing on
the following criteria (eg. according to Loh et al.):
activity (lack of activity, minimal activity after
stimulation, activity without stimulation)

* ability to form cocoons (no cocoon, partial cocoon,
whole cocoon)

* melanization (total melanization (black larva),
dark dots or brown color of larva, more than 3 dark
spots on a beige larva, less than 3 dark spots on a
beige larva, no melanization)

* survival (alive, dead) (15).

In the last few decades, G. mellonella larvae have
been used in studies of many groups and species of
microorganisms, including: pathogenic Gram-negative
and Gram-positive bacteria and fungi. Positive
correlation between virulence and host response was
found in both Galleria mellonella and mammalian
insect models for a number of microorganisms (16-26).

In the studies of Jacobs et al. (16) several
Acinetobacter baumannii strains were compared and
significant differences were found in their virulence
on G. mellonella and mouse models. The AB5075
strain was shown to be the most virulent of all, as was
the model of mouse lung infection (16). In the work
of Gaddy et al. (17), comparative studies performed
on A. baumannii strain ATCC19606T based on three
models: mouse, G. mellonella and human (lung
epithelial cells) showed similar results - impaired
production of BasD which induced indirect virulence
phenotype compared to the phenotype of the parent
strain and BauA mutant (17). In the work Aperis et al.
(18) similarity in reduction of survival of organisms in
the event of delayed administration of antibiotics, such
as streptomycin, in the mouse model infected with
Francisella tularensis and the model of larvae infected
with live F. tularensis cells (18) was demonstrated.
The virulence of Pseudomonas aeruginosa mutants
in model systems of mammals and insects was also
compared. The results showed that this insect model
could be used as a new tool of identification and
characterization of virulence factors of microorganisms
involved in causing diseases in mammals (19,20).

In studies on group A streptococcal virulence
(GAS, Streptococcus pyogenes), the virulence of
GAS in wax moles was strongly correlated with data
obtained from vertebrate models (mice and monkeys)

66

GALLERIA MELLONELLA - MODEL
W BADANIACH MIKROBIOLOGICZNYCH

Barciak wigkszy jest wrazliwy na szereg mikro-
organizmow patogennych dla cztowieka, dlatego jest
wykorzystywany w badaniach czynnikow wirulencji
drobnoustrojow i w ich patogenezie. Larwy G. mello-
nella w trakcie badan zakaza si¢ wybranymi drobno-
ustrojami. Po infekcji i inkubacji opisuje si¢ i ocenia
kondycje gasienic biorac pod uwage nastgpujace kry-
teria (np. wg Loh 1 wsp.).

o aktywnos¢ (brak aktywnos$ci, minimalna aktyw-
no$¢ po stymulacji, aktywno$¢ bez stymulacji),

e zdolnos¢ tworzenia kokondéw (brak kokonu, czg-
$ciowy kokon, caty kokon),

¢ melanizacje¢ (calkowita melanizacja (czarna larwa),
ciemne kropki lub brazowy kolor larwy, 3 i powy-

zej ciemne kropki na bezowej larwie, mniej niz 3

ciemne kropki na bezowej larwie, brak melanizacji)

e przezywalnos¢ (zyje, nie zyje) (15).

W ciagu kilkudziesi¢ciu ostatnich lat larwy G. mello-
nella zostaly wykorzystane w badaniach wielu grup i ga-
tunkow drobnoustrojow, w tym: patogennych bakterii
Gram-ujemnych i Gram-dodatnich i grzybow. Pozytywna
korelacje miedzy wirulencja a reakcja gospodarza stwier-
dzono zaréwno w modelach owadzich Galleria mellonel-
la, jak i ssaczych dla szeregu mikroorganizmow (16-26)

W badaniach Jacobs i wsp. (16) poréwnano kilka
szczepdw Acinetobacter baumannii, wykryto znaczace
roznice w ich zjadliwosci na modelach G. mellonella i my-
sich. Wykazano, ze szczep AB5075 byl najbardziej wiru-
lentny ze wszystkich wzietych do do$wiadczen w stosun-
ku do owadow, jak i modelu mysiego zakazenia ptuc (16).
Z kolei w pracy Gaddy i wsp. (17) badania porownawcze
wykonane dla szczepu ATCC19606T A. baumannii oparte
na trzech modelach: mysim, G. mellonella i ludzkim (ko-
morek nabtonka phuc) wykazaty podobne wyniki - uposle-
dzenie produkcji BasD, ktory wywotuje posredni fenotyp
wirulencji w poréwnaniu z fenotypem szczepu rodziciel-
skiego i mutanta BauA (17). W pracy Aperis i wsp. (18)
wykazano podobienstwo w obnizeniu przezywalnosci
organizméw w przypadku opoznienia podania antybioty-
kow, takich jak streptomycyna w modelu mysim zakazo-
nym Francisella tularensis, a systemie larw zakazonych
zywymi komorkami F tularensis (18). Porownywano
rowniez wirulencje mutantow bakterii Pseudomonas aeru-
ginosa w ukladach modelowych ssakow i owadow. Wy-
niki wykazaly, ze ten owadzi model moze by¢ uzywany
jako nowe narzedzie do identyfikacji i charakteryzowania
czynnikow wirulencji drobnoustrojow zaangazowanych
w wywotywanie chorob u ssakow (19, 20).

W badaniach prowadzonych nad wirulencja pa-
ciorkowcow grupy A (GAS, Streptococcus pyogenes)
stwierdzono, ze zjadliwo$¢ GAS u larw moli wosko-
wych silnie koreluje z danymi uzyskanymi w modelach
kregowcow (myszy i malp), a zatem larwy G. mellonel-
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and therefore G. mellonella larvae may be useful
for GAS pathogenesis testing (21). In addition to
OMZ175 and B14 Streptococcus mutans strains it has
been shown that three other strains: NCTC11060, LM7
and OMS50E of less common serotypes e and f attack
primary human coronary endothelial cells (HCAECs:).
Invasive strains have also been much more virulent
than non-invasive strains in G. mellonella model
(22). The AslyA mutants of three different strains of
Enterococcus faecalis were more virulent than the
starting strains in G. mellonella model. It has also
been shown that the immune response of G. mellonella
has many structural and functional similarities to the
innate immune response in mammals. Greater wax
moth larvae were a perfect infection model to assess
contribution of E. faecalis pathogenic factors (Fsr,
GelE and Ace) to virulence (23).

In infected mice, Candida albicans and Candida
tropicalis were found to be highly virulent, while
other Candida species such as Candida glabrata,
Candida parapsilosis and Candida krusei did not
cause mortality. Comparison of virulence potential of
different species of Candida spp. was carried out using
G. mellonella model confirming that C. albicans and
C. tropicalis are the most virulent species. In addition,
these studies revealed a significant potential for the
virulence of C. parapsilosis in G. mellonella leading to
significant mortality of infected larvae. C. parapsilosis
infection was fatal to G. mellonella larvae but not to
mice (24). The work of Mylonakis et al. (25) is the first
in which Cryptococcus neoformans strains have been
shown to be more virulent for G. mellonella larvae at
37°C than at 30°C. C. neoformans H99 turned out to
be the most virulent of all subjects and killed larvae at
inocula of 20 CFU/larva. It has also been demonstrated
that the C. neoformans polysaccharide capsule and
the GPA1, PKA1 and RAS1 genes are responsible
for the virulence of mammals and also of larvae. The
correlation between the virulence in G. mellonella and
mammalian models suggests that the G. mellonella-C.
neoformans model can be used to identify new genes
in C. neoformans involved in virulence as well as to
evaluate in vivo new antifungal agents (25).

In the study of Aspergillus fumigatus fungus
mutants using large larvae, the sidC and sidD deletion
mutants showed attenuated virulence in insects,
whereas the A. fumigatus cpcA, sidA, sidF and paba
deletion mutants were avirulent. These results were
comparable to those obtained from mammalian models
such as mice (26).

G. mellonella - virus model has not been shown
to be suitable for studies of human viral pathogens.
The literature describes research on cellular immune
response of greater wax moth larvae infected with
BHSV-1 bovine herpes virus (27).

la moga by¢ uzytecznym organizmem do badania pa-
togenezy GAS (21). Oprocz szczepéw OMZ175 1 B14
Streptococcus mutans, wykazano, ze jeszcze trzy inne
szczepy, takie jak: NCTC11060, LM7 i OMSO0E mnigj
rozpowszechnionych serotypoéw e i f atakuja pierwot-
ne ludzkie komorki §rodblonka naczyn wiencowych
(HCAEC). Szczepy inwazyjne byly rowniez znacznie
bardziej zjadliwe niz niecinwazyjne szczepy w mode-
lu G. mellonella (22). Mutanty AslyA trzech réznych
szczepow Enterococcus faecalis byty bardziej zjadliwe
niz szczepy wyjsciowe w modelu G. mellonella. Wy-
kazano takze, ze odpowiedz immunologiczna G. mello-
nella ma wiele strukturalnych i funkcjonalnych podo-
bienstw do wrodzonej odpowiedzi immunologicznej
u ssakow. Larwy barciaka wickszego byty doskonalym
modelem infekcji do oceny udziatu czynnikow patogen-
nych E. faecalis (Fsr, GelE i Ace) w wirulencji (23).

U myszy zakazonych grzybami z rodzaju Candida,
stwierdzono, ze Candida albicans 1 Candida tropicalis
sg wysoce wirulentne, podczas gdy inne gatunki Can-
dida, takie jak Candida glabrata, Candida parapsilosis
i Candida krusei, nie wywotywaly $miertelnosci. Po-
réwnanie potencjalu wirulencji roznych gatunkow Can-
dida spp. przeprowadzono z wykorzystaniem modelu
G. mellonella, potwierdzajac, ze C. albicans i C. tropi-
calis to najbardziej zjadliwe gatunki. Ponadto badania
te ujawnily znaczny potencjal wirulencji C. parapsilosis
w G. mellonella prowadzacy do znacznej Smiertelno$ci
zakazonych larw. Infekcja C. parapsilosis byta Smiertel-
na dla larw G. mellonella, ale nie dla myszy (24). Praca
Mylonakis 1 wsp. (25) jest pierwsza, w ktorej wykaza-
no, ze szczepy grzyba Cryptococcus neoformans byty
bardziej zjadliwe dla larw G. mellonella w temperaturze
37°C niz w 30°C. C. neoformans H99 okazat si¢ by¢
najbardziej wirulentny ze wszystkich badanych, zabi-
jat larwy przy innokulum 20 CFU/larwe. Dowiedziono
réwniez, ze otoczka polisacharydowa C. neoformans
i geny GPA1, PKA1 i RASI sg odpowiedzialne za wiru-
lencje ssakow i takze larw. Korelacja miedzy wirulencja
w G. mellonella i modelach ssakow sugeruje, ze model
G. mellonella-C. neoformans moze by¢ stosowany do
identyfikacji nowych genow u C. neoformans zaanga-
zowanych w zjadliwos¢, jak réwniez do oceny in vivo
nowych srodkow przeciwgrzybiczych (25).

W badaniu mutantéw grzyba Aspergillus fumigatus
z wykorzystaniem larw barciaka wigkszego wykazano, ze
mutanty delecyjne sidC i sidD wykazywaty atenuowang
zjadliwo$¢ w owadach, natomiast mutanty delecyjne 4.
fumigatus cpcA, sidA, sidF i paba byly niezjadliwe. Wy-
niki te byly poréwnywalne z danymi uzyskanymi z ocen
wykonanych w modelach ssaczych, takich jak myszy (26).

Model G. mellonella - wirus do tej pory nie okazat si¢
odpowiedni do badan nad wirusowymi patogenami ludzi.
W literaturze dostgpna jest pozycja opisujaca badania nad
komorkowa odpowiedzig immunologiczng larw barciaka
zakazonych bydlecym wirusem opryszczki BHSV-1 (27).
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GALLERIA MELLONELLA - MODEL IN TESTS
OF ACTIVE ANTIBACTERIAL, ANTIFUNGAL,
ANTICANCER SUBSTANCE

Galleria mellonella may also play a key role in
studies on toxicity and efficacy of antibiotics, antifungal
agents already existing and new pharmaceuticals for
human and animal diseases, thus saving vertebrates
in preliminary studies. Antimicrobial agents can be
injected directly into the larvae hemocel by proleg
(injection method). In majority of studies single doses of
test substances were used and administered 30 minutes
to 2 hours after infecting the larvae with the pathogen.
In some cases the substances were administered
immediately after infection with microorganisms, or
even before infection.

In order to study the in vivo activity of antibiotics,
such as: gentamycin, cefotaxime and tetracycline, and
meropenem, which in vitro inhibited the investigated
organisms effectively, infection model of G.
mellonella larvae with A. baumannii strains of various
virulence was used (28). Caterpillars of wax moles
were infected with a clinical strain of A. baumannii
(A9844) sensitive to meropenem and gentamicin,
but resistant to tetracycline and cefotaxime. Infected
insects were treated with a single dose of gentamicin
(6 mg/kg), cefotaxime (150 mg/kg), tetracycline (50
mg/kg) and meropenem (60 mg/kg). Antibiotics used
acted therapeutically on the wax moth larvae infected
with strain A9844. Comparative G. mellonella larvae
infected with the carbapenem-resistant strain A.
baumannii (A3587) were not sensitive to the given
meropenem (below 12% survival). The data obtained
by Pelega et al. (28) showed that G. mellonella
infection model - A. baumannii can be used to test the
effectiveness of antimicrobial agents and can provide a
more simplified system than mammalian models (28).
In the work Desbois et al. (29) showed that clinically
approved antibiotics are effective in this model and
prevent infections caused by Gram-positive bacteria,
in particular Staphylococcus aureus and MRSA. In
addition, daptomycin and vancomycin are effective
in a model of wax moth larvae in doses similar to
those recommended for use in humans with S. aureus
or MRSA infections. Both antibiotics increased the
survival of the larvae when they were administered
prior to bacterial infection. It was also found that
effective dose of penicillin G given to G. mellonella
larvae infected with penicillin-susceptible Newman
strain does not differ from the dose administered to
humans and is about 30-60 mg/kg/day. These findings
confirm that G. mellonella model may be useful for
assessing the in vivo efficacy of new agents against S.
aureus and MRSA (29). Combinations of antibiotics
were used in some of the works and the synergy
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GALLERIA MELLONELLA
- MODEL W BADANIACH SUBSTANCIJI
CZYNNYCH - PRZECIWBAKTERYJNYCH,
PRZECIWGRZYBICZYCH,
PRZECIWNOWOTWOROWYCH

Barciaki wigksze moga odgrywac réwniez klu-
czowa role w badaniach toksycznosci i skuteczno$ci
antybiotykow, srodkow przeciwgrzybicznych juz ist-
niejacych 1 nowych farmaceutykow na choroby ludzi
i zwierzat, oszczedzajac w ten sposob kregowce we
wstepnych badaniach.

Srodki przeciwdrobnoustrojowe mozna wstrzykiwaé
larwom bezposrednio do hemocelu poprzez posuwki (me-
toda iniekcyjna). W wigkszosci badan stosowano pojedyn-
cze dawki badanych substancji, podawane 30 minut do 2
godzin po zakazeniu larw badanym patogenem. W niekto-
rych przypadkach substancje podawano natychmiast po
infekeji drobnoustrojami, lub jeszcze przed zakazeniem.

W celu zbadania aktywnosci in vivo antybiotykow,
takich jak: gentamycyna, cefotaksym i tetracyklina oraz
meropen, ktére w warunkach in vitro hamowaly sku-
tecznie badane drobnoustroje zastosowano model infek-
cji larw G. mellonella szczepami A. baumannii o r6znej
zjadliwosci (28). Gasienice moli woskowych zakazono
klinicznym szczepem A. baumannii (A9844), ktory byt
wrazliwy na meropenem i gentamycyne, ale oporny na
tetracykling i cefotaksym. Zakazone owady traktowano
pojedyncza dawka gentamycyny (6 mg/kg), cefotaksy-
mu (150 mg/kg), tetracykliny (50 mg/kg) i meropenemu
(60 mg/kg). Zastosowane antybiotyki dziataty leczniczo
na larwy barciaka wickszego zainfekowane szczepem
A9844. Dla poréwnania, larwy G. mellonella zakazone
opornym na karbapenem szczepem 4. baumannii (A3587)
nie byty wrazliwe na podany meropenem (przezyto mniej
niz 12%). Dane otrzymane przez Pelega i wsp. (28) wy-
kazaty, ze model zakazenia G. mellonella - A. baumannii
moze by¢ stosowany do badania skutecznosci srodkoéw
przeciwbakteryjnych i moze zapewnia¢ bardziej uprosz-
czony system niz modele ssakow (28). Z kolei w pracy
Desbois i wsp. (29) wykazano, ze antybiotyki zatwierdzo-
ne klinicznie sg skuteczne w tym modelu i zapobiegaja
infekcjom wywolywanym przez bakterie Gram-dodatnie,
w szczegolnosci Staphylococcus aureus 1 MRSA. Ponad-
to daptomycyna i wankomycyna sg skuteczne w modelu
larw barciaka wigkszego w dawkach podobnych do tych
zalecanych do stosowania u ludzi z zakazeniami S. aureus
lub MRSA. Oba antybiotyki zwickszaly przezywalnosé
larw, gdy byly podawane przed zakazeniem bakteriami.
Stwierdzono réwniez, ze skuteczna dawka penicyliny G
podana larwom G. mellonella zakazonym podatnym na
penicyling szczepem Newmana nie rozni si¢ od dawki
podawanej ludziom i wynosi okoto 30-60 mg/kg m.c./
dobg. Odkrycia te potwierdzaja, ze model G. mellonella
moze okaza¢ si¢ przydatny do oceny skutecznosci in vivo
nowych $rodkow przeciwko S. aureus 1 MRSA (29).
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of the substances given together was quite often
demonstrated. In a study conducted by Luther et al.
(30) synergism of gentamicin and daptomycin injected
one hour after infection with vancomycin-sensitive
E. faecalis and vancomycin-resistant £. faecium (30)
was demonstrated. Krezdorn et al. (31) tested many
single, double and triple combinations of antibiotics
against multi-drug resistant strains of Pseudomonas
aeruginosa NCTC13437. They showed synergistic
effects for several combinations of antibiotics, such as
cefotaxime and piperacillin, amikacin and meropenem;
or a triple combination of piperacillin, amikacin and
meropenem (31). In the study of the most commonly
used antifungal agents used to treat infection of C.
neoformans a single dose of amphotericin B (1.5 mg/
kg), fluconazole (14 mg/kg) and flucytosine (20 mg
/ kg) was used alone and in combination 48 hours
after inoculation of G. mellonella caterpillars with C.
neoformans strain H99 (1.2 x 103CFU). Monotherapy
with amphotericin B or flucytosine prolonged the
survival of G. mellonella caterpillars (mortality of
larvae in the control group was after 6 days, in the
group of amphotericin B and flucytosine 9 after days).
The combination of amphotericin B with flucytosine
(the most common combination for treatment of severe
human cryptococcosis) was much more effective than
amphotericin B alone and was as effective as triple
therapy (amphotericin B, flucytosine and fluconazole),
in both cases the average mortality was after 16 days
(29).

With the emergence of new resistant microbial
strains, scientists are looking for new antibacterial and
antifungal compounds from new groups of compounds
with a new mechanism of action and low toxicity.

Staniszewska et al. (32) conducted research on the
activity of the new tetrazole derivative - (6a). Single
doses of compound (6a) administered 30 minutes and
1 hour before C. albicans inoculation significantly
improved the survival of the larvae. Their ability to
survive also increased in the test treated groups 30
minutes and 1 hour after inoculation of the caterpillar
with C. albicans suspension. The new tetrazole
derivative - (6a) effectively inhibited the infection and
increased survival of the larvae up to 18 hours. Each
larva was evaluated according to the criteria of Loh et
al. (15, 32).

Januszanis et al. (33) presented studies on the
influence of hemolymph of non-immunized and
immunized G. mellonella larvae on tumor cells of the
T98G human glioblastoma multiforme line. It has been
proven that hemolymph, as well as its alcohol extracts,
contain compounds that induce apoptosis and / or
necrosis of human glioblastoma brain cells (33).

W niektorych pracach stosowano kombinacje anty-
biotykow i1 dos¢ czesto wykazywano synergizm dziata-
nia podawanych razem substancji. W badaniach prowa-
dzonych przez Luther 1 wsp. (30) wykazano synergizm
gentamycyny i daptomycyny wstrzyknigtych godzine
po zakazeniu wrazliwymi na wankomycyne E. faecalis
i opornymi na wankomycyng E. faecium (30). Krezdorn
i wsp. (31) przetestowali wiele pojedynczych, podwdj-
nych 1 potrojnych kombinacji antybiotykdéw przeciwko
wielolekoopornym szczepom Pseudomonas aeruginosa
NCTC13437. Wykazali oni efekty synergistyczne dla
kilku kombinacji antybiotykow, takich jak cefotaksym
i piperacylina, amikacyna i meropenem, lub potrojna
kombinacja piperacyliny, amikacyny i meropenemu (31).
W badaniu najczesciej uzywanych srodkoéw przeciwgrzy-
biczych, stosowanych w leczeniu zakazen C. neoformans
uzyto pojedynczej dawki amfoterycyny B (1,5 mg/kg),
flukonazolu (14 mg/kg) i flucytozyny (20 mg/kg), sa-
modzielnie oraz w potaczeniu 48 godzin po inokulacji
gasienic G. mellonella grzybem C. neoformans szczep
H99 (1,2 x 10°CFU). Monoterapia amfoterycyng B lub
flucytozyna przedtuzyla przezycie gasienic G. mellonella
($miertelnos¢ larw w grupie kontrolnej zaobserwowano
po 6 dniach, w grupie amfoterycyny B i flucytozyny po
9 dniach). Kombinacja amfoterycyny B z flucytozyna
(najczesciej stosowana kombinacja do leczenia cigzkiej
ludzkiej kryptokokozy) byla znacznie skuteczniejsza niz
sama amfoterycyna B i byta tak samo skuteczna jak tera-
pia potrojna (amfoterycyna B, flucytozyna i flukonazol),
w obu przypadkach $miertelno$¢ obserwowano $rednio
po 16 dniach (25).

Wraz z pojawianiem si¢ co raz to nowych, opornych
szczepow drobnoustrojow naukowcy poszukuja no-
wych zwiazkow przeciwbakteryjnych i przeciwgrzy-
biczych sposréd nowych grup zwiazkdéw i o nowym
mechanizmie dziatania oraz o niskiej toksycznosci.

Staniszewska 1 wsp. (32) przeprowadzili badania
nad aktywno$cig nowej pochodnej tetrazolu — (6a).
Pojedyncze dawki zwigzku (6a) podawane 30 minut
i 1 godzing przed inokulacjg C. albicans znaczaco po-
prawialy przezywalnos¢ larw. Ich zdolnos¢ do przezy-
cia wzrosta rowniez w grupach traktowanych badang
substancja po 30 minutach i 1 godzinie po inokulacji
gasienic zawiesing C. albicans. Nowa pochodna tetra-
zolu - (6a) skutecznie hamowata infekcje 1 zwigkszata
przezycie larw do 18 h. Kazda larwa zostata poddana
ocenie wedtug kryteriow Loh i wsp. (15, 32).

W pracy Januszanis i wsp. (33) przedstawiono ba-
dania wptywu hemolimfy nieimmunizowanych i im-
munizowanych larw G. mellonella na komorki nowo-
tworowe linii ludzkiego glejaka wielopostaciowego
T98G: Dowiedziono, ze hemolimfa, jak réwniez jej
alkoholowe ekstrakty, zawierajg zwigzki indukujace
apoptoz¢ 1 /lub nekrozg komorek glejaka ludzkiego
wielopostaciowego mézgu (33).
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GALLERIA MELLONELLA — REASEARCH
ORGANISM IN STUDIES
OTHER THAN BIOMEDIC

Greater wax moth larvae are also used in the study
of new substances and biological agents that show
insecticidal activity. There are several reports on the
use of G. mellonella in studies on insect-pathogenic
viruses such as iridescent viruses: TIV (Tipula
Iridescent Virus), Invertebrate iridescent virus 6,
Iridovirus and others such as Nodamura virus (34).

Research is conducted on the effects of metabolites
isolated from various species of entomopathogenic
fungi, i.e. Conidiobolus coronatus, Beauveria bassiana
and bacteria, such as: Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus turingiensis using Galleria mellonella larvae
(35). It has been reported that larvae of some insects
are likely to be involved in rapid biodegradation of
PE polyethylene which decomposes slowly in the
environment. Currently, several works are available
on the issue of biodegradation of plastics caused by
insects themselves, as well as microorganisms isolated
from their intestines. In 2017, Bombelli et al. (36)
found rapid biodegradation of PE by G. mellonella
larvae but they did not isolate any bacterial strains
from them. The loss of foil weight was observed after
12 hours. These larvae not only shredded the foil but
ate and digested it. The product of digesting PE was
ethylene glycol. It is probable that the enzymes are
responsible for rapid biodegradation of polyethylene
(research in progress) (36).

SUMMARY

Invertebrates, insects among them, have been used
since the end of the 19" century in biological research,
and for several decades also in molecular studies of
pathogenesis of microorganisms: viruses, bacteria and
fungi and their interaction with the host and in testing
of active substances and drugs. According to data
published by Susan E. Wilson-Sanders (2) 16 scientific
articles concerning research using invertebrate animals
were published between 1923-1943. From 1943 to
1963 the number of publications increased to almost
14,000. It was estimated that in 1963-1973 more than
40,000 works on invertebrate research appeared. In
the 21*% century the importance of invertebrates in
biological and biomedical research has increased:
in 2008-2010 there were 44,000 works in PubMed
medical search engine, which describe research using
selected invertebrate species as models for genetic and
disease research and drug development and testing (2).

An obstacle in the wide use of G. mellonella
caterpillars as a model in biomedical research is the use
of insects from non-referential breeding studies, which
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GALLERIA MELLONELLA
— ORGANIZM TESTOWY W BADANIACH
INNYCH NIZ BIOMEDYCZNE

Larwy barciaka wigkszego sg wykorzystywane
takze w badaniach nowych substancji i czynnikdéw
biologicznych, wykazujacych dzialanie owadobdjcze.

Istnieje kilka doniesien o zastosowaniu G. mello-
nella w badaniach nad wirusami patogennymi dla
owadow, takich jak wirusy opalizujace: TIV (Tipula
Iridescent Virus), Invertebrate iridescent virus 6, Iri-
dovirus i inne np. Nodamura virus (34).

Prowadzone sg badania nad dziataniem metaboli-
tow izolowanych z rdznych gatunkow grzybow ento-
mopatogennych tj. Conidiobolus coronatus, Beauveria
bassiana 1 bakterii, takich jak: Pseudomonas aerugi-
nosa, Bacillus turingiensis z wykorzystaniem larw
Galleria mellonella (35).

Istniejg doniesienia, ze larwy niektorych owadow
prawdopodobnie moga bra¢ udziat w szybkiej biode-
gradacji polietylenu PE, ktéry w $rodowisku ulega roz-
ktadowi powoli. Aktualnie dostepnych jest kilka prac
dotyczacych zagadnienia zwigzanego z biodegradacja
tworzyw sztucznych powodowanych przez same owa-
dy, jak i mikroorganizmy izolowane z ich jelit. W 2017
Bombelli 1 wsp. (36) stwierdzili szybka biodegradacje
PE przez larwy G. mellonella, jednak nie izolowali
z nich zadnych szczepow bakteryjnych. Ubytek masy
folii byl obserwowany po 12 h. Larwy te nie tylko roz-
drabniaty folie, ale zjadaty ja i trawily. Produktem tra-
wienia PE byt glikol etylenowy. Prawdopodobnie, za
szybka biodegradacj¢ polietylenu odpowiedzialny sa
enzymy (badania w toku) (36).

PODSUMOWANIE

Bezkregowce, a wérod nich owady, byty wykorzy-
stywane od konca XIX wieku w badaniach biologicz-
nych, a od kilku dziesigcioleci rowniez w badaniach
molekularnych podstaw patogenezy drobnoustrojow:
wirusow, bakterii i grzyboéw i ich interakcji z gospo-
darzem oraz w testowaniu substancji czynnych i le-
kow. Zgodnie z danymi opublikowanymi przez Wil-
son-Sanders (2) w okresie 1923-1943 opublikowano
16 artykutéw naukowych, dotyczacych badan z wyko-
rzystaniem zwierzat bezkregowych, w okresie 1943-
1963 liczba publikacji wzrosta juz do prawie 14 000.
Oszacowano, ze w latach 1963-1973 pojawilo si¢ po-
nad 40 000 prac dotyczacych badan na bezkregow-
cach. W XXI wieku wzrosto znaczenie bezkrggowcodw
w badaniach biologicznych i biomedycznych: w latach
2008-2010 w wyszukiwarce medycznej PubMed moz-
na byto odnalez¢ 44 000 prac, w ktorych opisano ba-
dania wykorzystujace wybrane gatunki bezkregowcow
jako modeli do badan genetyki i chor6b oraz do opra-
cowywania i testowania lekow (2).
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non repetitive results. In many works commercial
larvae, intended as feed for reptiles and birds and
as a fishing lure, were used. In such cases, when
the organisms for research came from an unknown
source, there is no certainty as to the reliability and
repeatability of results (37).

There is a need to conduct standardized G.
mellonella laboratory cultures which will be the source
of larvae for research and to standardize procedures
and standards according to which biomedical research
will be carried out. Research procedures must strictly
determine testing conditions. In Pelega et al. (38) it was
observed that the death of G. mellonella larvae by A.
baumannii (ATCC 17978) depended on the incubation
temperature after infection. Survival of infected larvae
incubated at 30°C was greater than that found at 37°C.
Using a suspension of A. baumannii with density of 3.7
x 105 CFU based on the incubation of larvae at 30°C
mortality among infected G. mellonella caterpillars
was less than 50%, and the mortality among infected
larvae incubated at 37°C was 80%. There was no
difference in the A. baumannii growth kinetics at these
temperatures. The data suggest that A. baumannii
has temperature-sensitive virulence traits or that G.
mellonella caterpillars are less susceptible to infection
at lower temperatures (38). Similar observations have
been made in other works on other microorganisms
such as S. aureus (29).

Examples of standardized larvae are individuals
from the TruLarv breeding line produced by Biosystems
Technology Ltd. The producer declares that insects are
kept in strictly defined conditions, they are free from
hormones and bactericidal substances, and the results
are repeatable (39).

G. mellonella larvae do not completely replace
vertebrates in biomedical research despite the
similarities in the innate immune response of
mammals and insects. Complete genome sequence of
G. mellonella is not known, but research is ongoing.
The insect model can certainly be and will be used for
preliminary in vivo tests. The use of insects to analyze
large numbers of pathogens or potential therapeutics
in a short time is much less costly and laborious than
research using vertebrates. The G. mellonella model
should be used as standard in the initial analysis
preceding conventional in vivo tests and to reduce the
number of routine tests in mammals.

Przeszkoda w szerokim stosowaniu ggsienic G.
mellonella jako modelu w badaniach biomedycznych
jest wykorzystywanie owadow do badan z hodowli
niereferencyjnych, co sprawia, ze wyniki nie sa po-
wtarzalne. W wielu pracach uzywano larw dostgpnych
w handlu przeznaczonych docelowo jako karma dla
gadow i ptakow oraz jako przyngta wedkarska. W ta-
kich przypadkach, kiedy organizmy do badan pocho-
dzity z niewiadomego zrdédta nie ma pewnosci, co do
rzetelnosci i powtarzalnosci wynikéw (37).

Istnieje potrzeba prowadzenia wystandaryzowa-
nych hodowli laboratoryjnych G. mellonella bedacych
zrodtem larw do badan oraz wystandaryzowania pro-
cedur i norm, wg ktérych prowadzone beda badania
biomedyczne. Procedury badawcze muszg $cisle okre-
sla¢ warunki prowadzenia badan. W pracy Pelega
i wsp.(38) zaobserwowano, ze zabicie larw G. mello-
nella przez A. baumannii (ATCC 17978) byto zalezne
od temperatury inkubacji po infekcji. Przezywalnosc¢
zakazonych larw inkubowanych w 30°C byta wigksza
niz tych, ktore znajdowaty si¢ w temperaturze 37°C.
Przy zastosowaniu zawiesiny 4. baumannii o g¢stosci
3,7 x 10° CFU w przeliczeniu na larwe¢ podczas inku-
bacji w temperaturze 30°C $miertelno$¢ wsrod zain-
fekowanych gasienic G. mellonella byla mniejsza niz
50%, natomiast $miertelno$¢ wsrodd zakazonych larw
inkubowanych w 37°C wyniosta 80%. Nie zaobserwo-
wano zadnej roznicy w kinetyce wzrostu A. baumannii
w tych temperaturach. Dane te sugeruja, ze A. bau-
mannii ma wrazliwe na temperaturg cechy wirulencji
lub ze gasienice G. mellonella sa mniej podatne na
infekcje w nizszych temperaturach (38). Podobne ob-
serwacje poczyniono w innych pracach, dotyczacych
innych drobnoustrojow, np. S. aureus (29).

Przyktadem wystandaryzowanych larw, sg osob-
niki pochodzace z linii hodowlanej TruLarv produ-
kowane przez Biosystems Technology Ltd. Producent
deklaruje, ze owady sg utrzymywane w $cisle okreslo-
nych warunkach, s3 wolne od hormonéw i substancji
bakteriobdjczych, a wyniki sg powtarzalne (39).

Larwy G. mellonella nie zastapig zupehie kregow-
cow w badaniach biomedycznych pomimo podobienstw
we wrodzonej reakcji uktadu immunologicznego ssa-
kow 1 owadow. Nie jest znana kompletna sekwencja ge-
nomu G. mellonella, ale badania nad nim trwaja.

Owadzi model na pewno moze by¢ i bgdzie wy-
korzystywany do wstepnych testow in vivo. Wyko-
rzystanie owaddéw do analizy duzej liczby patogendw
lub potencjalnych terapeutykow w krotkim czasie jest
o wiele mniej kosztowne i pracochlonne w poréwna-
niu do badan z wykorzystaniem kregowcow. Model G.
mellonella powinien by¢ standardowo uzywany w po-
czatkowej analizie poprzedzajacej konwencjonalne te-
sty in vivo oraz dla zmniejszenia liczby rutynowych
testow na ssakach.
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